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ความหลากหลายของ Bacillus thuringiensis ในจังหวัดกระบี่  
และประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงศัตรูพืช 

 
Diversity of Bacillus thuringiensis in Krabi Province 

and Their Efficiencies in Insect Pest Control 
 

คํานํา 
 

ในปจจุบนัการกําจัดศัตรูพืชทําไดหลายวิธี นอกจากการใชสารเคมีในการปองกันกําจัดแลว
การใชจุลินทรยีก็เปนอีกทางเลือกหนึ่งที่นยิมใช จุลินทรียที่ใชในการควบคุมแมลงมีหลายกลุม
ไดแก ไวรัส  แบคทีเรีย  เชื้อรา และไสเดือนฝอยศัตรูแมลง ซ่ึง 90 เปอรเซ็นต ของจุลินทรียที่นยิมใช
ในทางการเกษตร อยูในกลุมของแบคทีเรียและชื่อวา Bacillus thuringiensis (Ferre et al., 1995) ซ่ึง
ใชกันอยางแพรหลายในการควบคุมแมลงทั้งใน ทางการเกษตร ปาไม และ สาธารณสุข (Lambert 
and Peferoen, 1992) เนื่องจากมีความจําเพาะเจาะจงสูงตอแมลงเปาหมาย ไมมีพิษตกคางจึง
ปลอดภัยตอเกษตรกร ผูบริโภค และส่ิงแวดลอม สามารถใชรวมกบัการปองกําจดัศัตรูพืชวิธีอ่ืน 
เชนไสเดือนฝอยศัตรูแมลง เชื้อรา และสารเคมีบางชนิด 

 
Bacillus thuringiensis เปนแบคทีเรียแกรมบวก พบไดทัว่ไป เชน ดิน เศษซากพืช และซาก

สัตวรวมไปถึงบริเวณผิวใบพชื   (Ohba and Aizawai, 1978)   ในระยะที่สรางสปอรจะสรางผลึก
โปรตีนหรือ delta-endotoxin ที่มีฤทธิ์ในการทําลายแมลงในกลุมผีเสื้อ แมลงวัน และดวง การเขา
ทําลายจะเกิดขึน้หลังจากที่สภาพความเปนดางในกระเพาะอาหารแมลง (pH 10-12) ละลายผลึก
โปรตีนใหเปนสารพิษเขาทาํลายเซลลบุกระเพาะอาหารใหบวมและแตกออก สงผลใหเซลลของ 
B. thuringiensis และสารพิษเขาสูระบบไหลเวียนโลหิต แมลงจะหยุดกินอาหารเปนอัมพาต และ
ตายในที่สุด (Rajamohan et al., 1996) ความสามารถในการเขาทําลายจะถูกกําหนดโดยยนีที่ควบคุม
การสรางผลึกโปรตีนหรือยนี cry ซ่ึงยีน cry แตละกลุมมีขนาด และความสามารถในการทําลาย
แมลงไดแตกตางกัน (Dulmage, 1981) โดยยีน cryI มีบทบาทสําคัญในการควบคุมแมลงศัตรูพืชใน
อันดับ (Order) Lepidoptera ซ่ึงจัดเปนกลุมแมลงที่เปนศัตรูสําคัญทางเศรษฐกิจ นอกจากนี้ยังรวม
ไปถึงยีน cry2 ยีน cry5 ยีน cry12 ยีน cry13A และยนี cry14  
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ความหลากหลายของสารพิษที่สรางโดย B. thuringiensis จะเพิ่มความสามารถในการเขา
ทําลายแมลงไดหลายชนดิ  สงผลถึงการศึกษาคนควาเกีย่วกับ  B. thuringiensis  มากขึ้นโดยเฉพาะ
อยางยิ่งในประเทศไทยมีการแยกและจําแนก B. thuringiensis และพบสายพันธุใหมจากดินในนา
ขาว และเศษวสัดุพืชจากเขตปาสมบูรณในอุทยานแหงชาติ (Chanpaisaeng et al., 1993: จริยาและ
คณะ,  2544)      จุดประสงคในการศึกษานี ้  มุงเนนที่จะศึกษาถึงความหลากหลายของสายพันธุ  
B. thuringiensis ที่พบในจังหวัดกระบี ่ ซ่ึงเปนจังหวัดทีม่ีสภาพภูมิประเทศอุดมสมบูรณ มีความชื้น
ตลอดทั้งป โดยไอโซเลท B. thuringiensis ทั้งหมดที่ไดจะนํามาทดสอบเพื่อหาประสทิธิภาพในการ
ทําลายแมลงศัตรูพืชในหองปฏิบัติการ เพื่อคัดเลือกไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพสูง จากนั้นนํามา
ตรวจหาชนิดของยีน cry โดยเทคนิคปฏกิิริยาลูกโซโพลีเมอเรส ซ่ึงอาจมีโอกาสไดสายพันธุใหมๆ  
ที่เปนสายพันธุไทยแท และมีประสิทธิภาพดีในการควบคุมศัตรูพืช  
 



วัตถุประสงค 
 

1. ศึกษาความหลากหลายของ B. thuringiensis ในเขตปาสมบูรณ อุทยานแหงชาติ เขตรักษา
พันธุสัตวปา และเขตหามลาสัตวปาในจังหวัดกระบี ่
 
2. ทดสอบประสิทธิภาพของ B. thuringiensis ที่แยกไดกับแมลงศัตรูพืชสําคัญทางเศรษฐกิจ 3 
ชนิดไดแก หนอนกระทูผัก (Spodoptera litura) หนอนกระทูหอม (S. exigua) และหนอนใยผัก 
(Plutella xylostella) 
 
3. ตรวจสอบยีน cry ที่มีฤทธิ์ในการฆาหนอนผีเสื้อในอันดับ Lepidoptera โดยเทคนิค
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction , PCR) 
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  ประวัติการศึกษา  Bacillus thuringiensis   
 
 ในป ค.ศ. 1915 Berliner ไดคนพบ Bacillus  thuringiensis เปนคร้ังแรกที่เมือง Thuringia  
ประเทศเยอรมนันี โดยการแยกเชื้อจากหนอนผีเสื้อ Mediteranian flour moth (Ephestia kuhniella) 
จึงตั้งชื่อสปชีสวา thuringiensis ตามชื่อเมืองที่พบ แตเชื้อนี้ไดถูกคนพบโดย Ishiwata ตั้งแตป 
ค.ศ.1902 โดยการแยกแบคทีเรียจากหนอนไหมที่เปนโรคทองรวง และตั้งชื่อเช้ือที่พบวา Bacillus  
sotto แต Ishiwata ไดจดบนัทึกสั้นและไมสมบูรณเมื่อเทียบกับการบนัทึกของ Berliner ดวยเหตุผล
นี้ช่ือ B. thuringiensis จึงเปนที่ยอมรับ (Tanada and Kaya, 1993) ซ่ึงในขณะนั้น B. thuringiensis มี
แนวโนมวาจะเปนอันตรายตออุตสาหกรรมการเลี้ยงไหม จึงไมเปนทีส่นใจมากนัก ตอมาในป  ค.ศ. 
1928    Husz ไดทดสอบ B. thuringiensis กับหนอนเจาะฝกขาวโพด (Ostrinia furnacalis) ในสภาพ
แปลงปลูกเปนคร้ังแรก และใหผลการควบคุมเปนที่นาพอใจ จากการทดสอบนี้ทําใหมีการพัฒนา  
B. thuringiensis เปนผลิตภณัฑควบคุมแมลงศัตรูพืชเปนคร้ังแรกในป ค.ศ. 1938  ที่ประเทศฝรั่งเศส 
โดยมีช่ือทางการคาวา Sporein ซ่ึงในขณะนัน้ยังไมทราบกลไกการเขาทําลายแมลงอยางแทจริง  

 
ในป ค.ศ. 1953 Hanney พบโครงสรางอยางหนึ่งในเซลลแบคทีเรีย และใหช่ือวา 

parasporal bodies ไดใหขอสังเกตวาโครงสรางที่พบนาจะเกีย่วของกบัการเกิดโรค จนกระทั่งในป 
ค.ศ. 1954 Angus พิสูจนวาขอสังเกตของ Hanney นั้นเปนความจริง และศกึษาคุณสมบัตทิาง
กายภาพของผลึกโปรตีนพบวาประกอบดวยไนโตรเจน 17 เปอรเซ็นต และมีกรดอะมิโน 17 ชนิด 
(Hannay, 1957) แบคทีเรียนี้ไดรับความนิยมในการกําจัดแมลงศัตรูพืชมากขึ้น โดยเฉพาะอยางยิ่ง
เมื่อ E.A Steinhaus   นํา B. thuringiensis   ฉีดพนในแปลงอัลฟาฟาเพื่อควบคุมหนอนอัลฟาฟา 
(alfalfa caterpillars) ทําใหจํานวนของหนอนลดลงจนต่ํากวาระดับเศรษฐกิจ ภายในระยะเวลาอัน
ส้ัน พรอมทั้งศึกษาถึงความปลอดภัยกับสภาพแวดลอม และส่ิงมีชีวิตอื่นๆ จนเปนที่ยอมรับ และมี
ผูสนใจศึกษาเกี่ยวกับแบคทเีรียชนิดนี้มากขึ้น 
 
 สายพันธุ B. thuringiensis ที่มีศักยภาพสงูสุด คือสายพนัธุ kurstaki  ที่แยกไดจากหนอน
ผีเสื้อ Mediteranian flour moth ในป ค.ศ. 1962 ที่ประเทศฝรั่งเศส (Dulmage and Aizawa, 1982) 
และป ค.ศ. 1967 ที่ประเทศสหรัฐอเมริกา  Dulmage แยกเชื้อจากหนอนเจาะสมอสีชมพู 
(Pectinophora gossypiella) ไดสายพันธุ HD-1 (Dulmage, 1970) สงผลใหมีการคาขายผลิตภัณฑ  
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B. thuringiensis ของหลายบริษัทรวมถึงบริษัท Abbott ที่ขายผลิตภัณฑ B. thuringiensis สายพันธุ 
HD-1 ที่มีศักยภาพสูงโดยใชช่ือทางการคาวา Dipel และสายพันธุนีย้ังคงมีสารออกฤทธิ์สําคัญใน
ผลิตภัณฑ B. thuringiensis ที่ใชควบคุมหนอนศัตรูพืชทางการเกษตร (Milner, 1994) 
 
 จากการคนพบ  B. thuringiensis  สายพันธุ HD-1 ทําใหมกีารคนหาสายพันธุอ่ืนๆ ซ่ึงใน 
ป ค.ศ. 1977 Goldberg and Margalit ไดแยก B. thuringiensis subsp. israelensis  จากตัวอยางดินใน
ประเทศอิสราเอล สายพันธุใหมที่ไดนี้มีฤทธิ์ฆาลูกน้ํายุง ทั้งที่ไมพบความสัมพันธระหวางแบคทีเรีย
ชนิดนี้กับยุง และไมมีหลักฐานทางธรรมชาติในการกอโรคกับยุง (Dulmage and Aizawa, 1982) 
ตอมาสายพันธุนี้ถูกนํามาผลิตเปนการคาในป ค.ศ. 1980 จากนั้นมีการคนพบ B. thuringiensis 
subsp. tenebrionis ซ่ึงแยกเชือ้ไดจากตวัออนดวงมอดแปง (Tenebrio molitor) ในปค.ศ. 1983 นํามา
ทดสอบพบวาเกิดพษิคอนขางรุนแรงกับตวัออนดวงวงศ Chysomelidae และในป ค.ศ. 1990 สาย
พันธุนี้ถูกนํามาผลิตเปนผลิตภัณฑ B. thuringiensis ที่มีพิษตอดวงจําหนายในสหรฐัอเมริกา เพื่อใช
ควบคุมตัวออนดวง Colorado potato beetle (Chilcott and Wigley, 1994) การศึกษา B. thuringiensis 
ตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบัน มีการคนพบสายพันธุใหมมากขึ้น โดยมีฤทธิ์กับแมลงนอกเหนือจากกลุม
หนอนผีเสื้อ หนอนดวง เชน มีฤทธิ์ตอหนอนแมลงวัน แมลงในอันดับ Hymenoptera และ 
Mallopaga  (Rajamohan  et al., 1998) 
  
2.  สัณฐานวิทยาของ  Bacillus thuringiensis 
 
 B. thuringiensis  อยูในวงศ Bacillaceae สกุล Bacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวก สรางสปอร
ได อยูในกลุม facultative aerobe ซ่ึงใชคารโบไฮเดรตเปนแหลงพลังงาน สรางเอนไซม catalase แต
ไมสรางเอนไซม oxidase (Buchanan and Bibbon, 1974) มีความสัมพันธใกลชิดกับ Bacillus สปชีส
อ่ืนๆ เชน  B. mycoides, B. anthracis และ B. cereus โดยเฉพาะ B. cereus ที่มีลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา และชีวเคมีที่เหมือนกนั  (Glare and O’Callaghan, 2000)    โดยทัว่ไปลักษณะรูปรางของ  
B. thuringiensis เปนเซลลรูปแทง (rod shape) ตอกันเปนสายลูกโซ กวาง 1.0-1.5 ไมครอน ยาว 4.0- 
5.0 ไมครอน (Benson and Smith, 1992; Boucias and Pendland, 1998) ลักษณะของโคโลนีคอนขาง
ใหญ (5.0 -10.0 มิลลิเมตร) กลม บางชนิดรูปรางไมแนนอน ในชวงของการเจริญเติบโตจะสราง
สปอร (endospore) และผลึกโปรตีนในดานตรงขามกนัของเซลล โดยสปอรจะมีความคงทนใน
สภาพธรรมชาติ (Buchanan and Bibbon, 1974) 
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ผลึกโปรตีนสามารถเห็นไดชัดเจนภายใตกลอง    phase contrast microscopy   โดยมรูีปราง 
ปรามิดคู  (bipyramidal shape) ซ่ึงมีขนาด 130 กิโลดาลตัน แตในบางสายพันธุจะสรางผลึกโปรตีน
รูปกลม (spherical shape) หรือรูปลูกบาศก (cubiodal shape) ขึ้นอยูกบัแตละสายพนัธุ (Yamamoto 
and Powell, 1993) การสรางผลึกโปรตีนเปนลักษณะพิเศษที่แยก B. thuringiensis ออกจาก Bacillus 
สปชีสอ่ืนๆ (Buchanan and Bibbon, 1974) ในสายพนัธุ  B. thuringiensis มีความหลากหลายของ
คุณสมบัติทางกายภาพ เชน สามารถผลิต acetoin  lecithinase  pulcherrimin   proteolytic enzyme 
และ urease รวมทั้งการสรางกรดจากน้ําตาล  sucrose  และ salicin คุณสมบัติเหลานี้จะเฉพาะเจาะจง
กับแตละสายพันธุ  (de Barjac and Bonnefoi, 1968; Krieg, 1968) 
 
3.  การคงอยูในดินของ  Bacillus thuringiensis 
 
 สารอาหารที่มีอยูในดิน  เปนปจจัยสําคัญตอการเจริญเติบโตของ        B.  thuringiensis  
(West et al., 1985) จากการศกึษาถึงธาตุอาหารที่มีผลตอการสรางผลึกโปรตีนของ B.  thuringiensis   
พบวา  sucrose  lactose  และ inulin จะชวยสนับสนุนการสรางสปอรโดยแหลงคารโบไฮเดรตของ 
B. thuringiensis ไดแกหางนม และกากน้ําตาล ซ่ึงเปนสวนสําคัญในการสรางผลึกโปรตีนขณะที่  
glycerol  glucose  maltose  dextrin และแปง จะทําใหมีการสรางผลึกโปรตีนนอย สําหรับแหลง
ไนโตรเจน ไดแก peptone ที่เปนแหลงสนับสนุนที่ดีที่สุดในการสรางผลึกโปรตีน และสปอร 
(Içgen et al. 2002) 
 

การคงอยูในดนิของ B. thuringiensis และผลึกโปรตีนไดรับผลกระทบโดยตรงจากสภาพ 
แวดลอม ซ่ึงไดแก ปจจัยทางกายภาพเชน แสงแดด อุณหภูมิ และความชื้น (Leong et al., 1980)  
แต  Kinslinger and McGaughey (1979)   ไดรายงานวา   อุณหภูมิไมมีผลตอการอยูรอดของ  
B. thuringiensis   แตจะมีผลตอการงอกของสปอร    และทําใหความสามารถในการคงอยูของ    
B.  thuringiensis ในโรงเก็บเมล็ดพันธุพืชลดลง ตามปกตสิปอรของ B. thuringiensis สามารถมีชีวิต
ยาวนานไดในดิน โดยมีอายปุระมาณ 100-200 วัน (Hansen et al., 1996)   ในสภาพแวดลอมที่ไม
เหมาะสมจะมผีลตอการงอก และการอยูรอดของสปอรเชน การฉีดพน B. thuringiensis subsp. 
kurstaki ในแปลงทดลองกะหล่ําปลี พบวาจํานวนสปอรของ B. thuringiensis บนผิวใบจะมีคร่ึงชวีติ
เทากับ 16 โมง ขณะที่บนผวิดินมกีารคงอยูนานกวาโดยมีคร่ึงชีวิตเทากับ 100 วนั (Pedersen et al., 
1995) นอกจากนี้สภาพทางเคมีของผิวใบพืช เชน ระดับของ pH ที่เปนกรด หรือการมีเอนไซม 
protease หรือ allelochemical  จะทําใหเกิดการสลายตัวของผลึกโปรตีน  (Burges and John, 1998)  
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B. thuringiensis มีการกระจายตัวอยางกวางขวางในหลายพื้นที ่ตามที่นกัวิทยาศาสตรหลาย
ทานไดรายงานไว เชน   Martin and Traver (1989)  ไดแยก B. thuringiensis จากตัวอยางดินทวีป 
อัฟริกา เอเชีย ยุโรป อเมริกาใต และเกาะใกลเคียง พบ B. thuringiensis ทั้งหมด 27,000 ไอโซเลทซึ่ง
ไดมาจากดิน 1000 ตัวอยาง นอกจากนี้มีผูทําการสํารวจ B. thuringiensis จากหลายๆประเทศ เชน 
ปากีสถาน ( Khan et al., 1995) บังกลาเทศ (Hossain et al., 1997) สเปน (Iriarte et al., 1998) สวีเดน 
(Landen et al., 1994) อัฟริกา (Zelazny et al., 1994)  อินโดนีเซีย  (Hastowo et al., 1992) จนี 
(Chang et al., 1994) และญี่ปุน (Ohba  and Aizawa, 1986) เปนตน  
 

ในประเทศไทยไดมกีารศึกษาถึงการกระจายตัวตามธรรมชาติของ B. thuringiensis โดยมี
การแยกจาก ตัวอยางดิน รําขาว และหนอนกอขาวที่เกบ็จากพื้นที่ปลูกขาวทัว่ประเทศ รวบรวมได
ทั้งหมด 299 ไอโซเลท จัดจําแนกได 14 serotype ไดแก kurstaki, alesti, kenyae, galleriae, 
canadensis, entomocidus, aizawai, kumamotoensis, tochigiensis, toworti, neoleonensis, 
mexicanensis, leesis  และสายพันธุใหม 1 ไอโซเลทคือ chanpaisis  (Chanpaisaeng et al., 1993) 
ตอมาในป พ.ศ. 2540 จริยา และคณะ ไดแยก B. thuringiensis จากตัวอยางดิน และเศษวัสดพุืชที่
รวบรวมจากเขตปาสมบูรณในอุทยานแหงชาติทั่วประเทศ ทั้งหมด 11 แหง รวมไปถึงเขตปา ถํ้า 
น้ําตก และดินจากหมูบานเล้ียงไหมไดทั้งหมด 260 ไอโซเลท จําแนกได 6 สายพันธุ  คือ  kurstaki, 
neoleonensis, sotto, colmeri, kumamotoensis   และสายพันธุใหม 1 สายพันธุ คือ  thailandensis 
(จริยา และคณะ, 2544) 
 
4 .  สารพิษที่สรางโดย  Bacillus thuringiensis 
 

B. thuringiensis สามารถสรางสารพิษในการปองกนักําจัดแมลงไดหลายชนิดโดยแบง
สารพิษออกเปนกลุมดังนี ้

 
1.  Alpha exotoxin   (α-exotoxin)   หรือ lecithinase C หรือ phospholipase C โดยมรีาย 

งานเกีย่วกับ alpha  exotoxin  คร้ังแรกในป  ค.ศ.1959 วาเปนเอนไซมที่ละลายไดในน้ํา ทนความ
รอน สามารถยอยสลายเซลลทุกชนิดและเปนพิษกับแมลงเมื่อไดรับพษิโดยการกินเขาไป สารพิษนี้ 
B. thurigiensis สรางขึ้นขณะที่เซลลมีการเจริญเติบโตอยางเต็มที่ แลวขับออกนอกเซลล มีรายงาน
วาเปนพษิกับหนูและหนอนใยผัก (Plutella xylostella) (Dulmage, 1981) 
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2.  Beta-exotoxin   (β-exotoxin) หรือ  thuringiensin,  thermostable toxin,  fly toxin เปน  
สารประกอบ จําพวกอะดนีนินิวคลีโอไทด (Aronson et al., 1986) ทนตอความรอนที่อุณหภูม ิ 70 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ีทําหนาที่ยับยัง้การสังเคราะหอารเอ็นเอ (Beebee and Bond, 1973) มี
พิษคอนขางสูงกับแมลงหลายอันดับคือ Lepidoptera Diptera Hymenoptera Hemiptera  Isoptera  
และOrthoptera   สารพิษ Beta-exotoxin ไมสามารถผานผนังกระเพาะอาหารของแมลงได เพราะถูก
ยอยสลายโดยเอนไซม phosphatases ในกระเพาะอาหารของแมลง (Mac Connell, 1959) เมื่อแมลง
ไดรับพิษนี ้ จะเกดิการเปลีย่นแปลงรูปรางโดยเฉพาะสวนของปาก หนวด และปก โดยการ
เปลี่ยนแปลงนีจ้ะพบในระยะลอกคราบ ดักแด และในขณะที่มีการเจริญเติบโต  (Tanada and Kaya, 
1993) 
 

3.  Delta-endotoxin  (δ-endotoxin) เปนสารพิษที่ไมทนตอความรอน (heat  labile) สราง
ในชวงทีเ่ซลลมีการสรางกรดนิวคลีอิค (nucleic  acid) และพรอมที่จะสรางสปอร (Heimpel, 1963) 
รูปรางของผลึกโปรตีนสัมพันธกับความสามารถในการกอโรคกับกลุมของแมลง เชน ปรามิดคูมีผล
ในการควบคุมหนอนผีเสื้อในอันดับ Lepidoptera ในขณะที่รูปกลม และรูปลูกบาศก มีผลในการ
ควบคุมแมลงในอันดับ Lepidoptera และ Diptera (Tanada and Kaya, 1993) ผลึกโปรตีน
ประกอบดวยกลุมโมเลกุลของโปรตีนเกาะกันเปนรูปดมัเบลลยาว 15 นาโนเมตร เสนผานศูนยกลาง 
5 นาโนเมตร มีน้ําหนกัโมเลกุล 230,000 ดาลตัน และประกอบดวยโพลีเปปไทด 1 สาย หรือหลายๆ 
สาย โดยมีขนาดตั้งแต 120 จนถึง 160 กิโลดาลตัน ซ่ึง 20-30 เปอรเซ็นตของโปรตีนที่เกิดขึน้ใน
ระยะสรางสปอรจะถูกนํามาสรางผลึกโปรตีน (Faust, 1974)  
 

ผลึกโปรตีนสามารถละลายไดในสารละลายที่เปนดางจดั (pH 9.0-10.5) และสารละลาย 
thiol  reagent  (Benoit et al., 1995)  สวนที่เปนพิษของผลึกโปรตีนสามารถละลายไดใน   pH 9.0-
10.5 และสวนที่ไมเปนพษิสามารถละลายไดที่ pH 12 ความแตกตางของความสามารถในการละลาย
ที่ pH ที่แตกตางกัน ทําใหทราบถึงการมีพันธะ disulfide 2 แบบ สภาพที่เปนดางจะสลายผลึก
โปรตีน เกิดการทําลายพันธะ disulfide จากนั้นปลอย protoxin ออกมา นอกจากนีก้ารสลายผลึก
โปรตีนเกิดจากการทํางานของเอนไซม protease เชน trypsin และ chymotrypsin ที่อยูในกระเพาะ
อาหารของแมลง (Bouciaus and Pendland, 1974)  
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4. Gamma  exotoxin เปนสารพิษที่ไมทนความรอน  สลายตัวไดงายเมื่อสัมผัสอากาศ 
ออกซิเจน และแสงแดด  พบวาที่อุณหภูมสูิงกวา 60 องศาเซลเซียส สารพิษนี้จะสลายตัวภายใน 10-
15 นาที กลไกในการเขาทําลายแมลงยังไมเปนที่รูกันแนชัด (ทิพยวด,ี 2535) 
 

5. Louse-factor เปนสารพิษที่มีลักษณะคลายผงแปง ทีเ่ปนสวนประกอบของสปอรและ
ผลึกโปรตีนของ B. thuringiensis subsp. kurstaki (HD-1) ซ่ึงสายพันธุนี้ไมสราง Beta-exotoxin          
 สารพิษชนิดนี้ แสดงความเปนพิษตอเหาที่อาศัยอยูกบัสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานม 4 ชนิดไดแก    
Bovicola bovis, B. crassipes, B. limbata และ B. ovis  (Heimpel, 1963) 

 
 6.  Vegetative Insecticidal Proteins (VIPs) เปนสารพิษที่สรางขึ้นในระยะ vegetative เชน 
Vip3A เปนสารพิษที่มีผลตอแมลงในกลุมผีเสื้อ ไดแก หนอนกระทูดํา (Agrotis ipsilon) หนอน
กระทูฝาย (Spodoptera frugiperda) หนอนกระทูหอม (Spodoptera exigua) หนอนเจาะยอดยาสูบ
(Heliothis virescens) และหนอนเจาะฝกขาวโพด (Helicoverpa zea) เปนตน (Estruch et al., 1996) 

 
5. กลไกการเขาทําลายแมลงของ  Bacillus thuringiensis 

 
เมื่อแมลงไดรับผลึกโปรตีน สภาพความเปนดางในกระเพาะอาหารจะสลายผลึกโปรตีนได 

protoxin และน้ํายอยโปรตีน (protease) จะยอย protoxin ไดสารพิษ เขาทําลายเซลลเยื่อบุกระเพาะ
อาหาร  โดยกลไกการเขาทําลายแบงออกเปน    2     ประเภทคือ  ทําใหเกิดอัมพาตที่กระเพาะอาหาร 
(gut paralysis)  และทําใหเกดิอัมพาตทั่วตวั (general paralysis)  
 

1.  การเกิดอัมพาตที่กระเพาะอาหาร  แมลงจะแสดงอาการหลังจากที่มกีารยอยผลึกโปรตีน
เนื่องจากกระเพาะอาหารของแมลงถูกทําลายอยางรวดเรว็ ทําใหแมลงหยุดกนิอาหาร อาเจยีน
ทองเสีย แมลงจะตายภายใน 24-48 ช่ัวโมง ในกรณขีองแมลงที่ไดรับพิษนอยสามารถกลับคืนสู
สภาพปกตภิายใน 1-2 วันหลังจากไดรับผลึกโปรตีนเขาไป ในชวงที่เปนอัมพาตนี้สปอรของ
แบคทีเรียจะงอกและเจริญเปนเสนใยแทงทะลุไปยังชองวางลําตัวแมลง (Burges and Hussey, 1971) 

 
2.  การเกิดอัมพาตทั่วตวั เนื่องจากเกดิรอยแยกของผนังบุกระเพาะอาหาร ทําใหอาหาร 

ของเหลว และเอนไซมตางๆ ที่มีอยูภายในกระเพาะอาหาร ซ่ึงมีสภาพเปนดางไหลมาปะปนกับน้าํ
เลือดในชองวางของลําตัวแมลงซึ่งมีสภาพเปนกรด เกิดความไมสมดลุของระดับโพแทสเซียม 
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อิออน (K+) และเลือดมีความเปนดางมากขึ้น ทําใหแมลงหยุดกนิอาหาร เคล่ือนไหวเชื่องชา เปน
อัมพาต และตายในที่สุด    B. thuringiensis บางสายพันธุที่สราง exotoxin ที่ทําใหแมลงตายอยาง
รวดเร็ว ดวยอาการที่เรียกวา toxemia สารพิษแตละชนิด มีกลไกในการทาํลายแมลงตางกัน ในแมลง
บางชนิดสารพิษที่ไดจาก B. thuringiensis จะไมเปนอันตรายแตเมือ่ผานเขาสูกระแสเลือด จะทวี
จํานวนมากจนเกิดอาการโลหิตเปนพษิ (septicemia) (ทิพยวด,ี 2535; Knowles, 1993) ความแตกตาง
ระหวางชนิดยนีที่ทําใหเกิดพิษ  ปริมาณของยีนที่แสดงออก และคุณสมบัติของสารพิษที่สรางขึ้นมา
เหลานี้ลวนมีอิทธิพลตอความรุนแรง และการแสดงความเปนพิษของ  B. thuringiensis (Burges and 
Hussey, 1971) 
 
6.  การจําแนกสายพันธุ  Bacillus thuringiensis 
 
 การจําแนกสายพันธุของ B. thuringiensis เร่ิมจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และ
คุณสมบัติทางชีวเคมีโดยอาศัยเทคนิคทางจุลชีววิทยาเนือ่งจาก B. thuringiensis มีความสัมพนัธ
ใกลชิดกับ B. cereus, B. mycoides, และ B. anthracis แตระดับการเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมี มีความ
แปรปรวนภายในสายพนัธุเดยีวกัน ดังนัน้การทดสอบทางชีวเคมีจึงไมสามารถแยกสายพันธุ และ
สายพันธุยอยของ B. thuringiensis ไดอยางสมบูรณ (Burges, 1981; Sneath et al., 1986; Heimpel 
and Angus, 1958)  
 

Bonnefoi and de Barjac (1963) ไดจาํแนกสายพันธุ B. thuringiensis โดยการทําปฏิกิริยา
ของ antibody ที่มีตอ flagellin แลวแยกสายพันธุตางๆนี้ออกเปน H-serotype วิธีนี้มีการนํามาใช
อยางแพรหลาย เนื่องจากมีความจําเพาะเจาะจงและนาเชือ่ถือ ในปจจุบนัมีรายงานเกี่ยวกับสายพันธุ 
B. thuringiensis ทั้งหมด 69 serotypes และทําการแบงยอยออกเปน 81 serovars (Lecadet, 1999) ซ่ึง
แสดงไวที่ตารางที่ 1         ตอมามีการจําแนก  B. thuringiensis  โดยวิเคราะหเอนไซมเอสเตอเรส 
(esterase) ที่สกัดไดจากเซลลในขณะเจริญเติบโต (vegetative cell) โดยการใช starch-gel 
electrophoresis ซ่ึงรูปแบบของเอสเตอเรส สามารถแบงออกเปนกลุมไดอยางชัดเจนโดยมีความ
สอดคลองกับการจําแนกโดยใชปฏิกิริยาของ antibody อยางไรก็ตาม การจําแนกโดยวิธีนี้ไมมี
ความสัมพันธกับความสามารถในการกอโรคของ B. thuringiensis ที่นํามาทดสอบ (Norris and 
Burges , 1963) 
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วิธีการจําแนกโดยการใชเทคนิคการตรวจหาดีเอ็นเอจากโคโลนีของแบคทีเรีย (colony 
hybridization) เปนการถายโอนโคโลนีของแบคทีเรียจากจานเลี้ยงเชื้อไปสูแผนเมมเบรนฟลเตอร   
(membrane filter) นําไป  hybridize  กับโพรบ (probe) เพื่อหาตําแหนงของโคโลนีที่มียีนนั้นอยู 
(สุรินทร, 2543) วิธีนี้ใชคร้ังแรกในการหา clone DNA  ที่อยูใน  Escherichia coli  จากนั้นนํามา
ประยุกตใชในการแยก    B. thuringiensis  ซ่ึงวิธีนี้เปนวิธีที่เหมาะในการคัดเลือก B. thuringiensis ที่
เก็บมาในปริมาณมากซึ่งจะลดเวลา และคาใชจายในการวเิคราะห  (Hansen et al., 1998)  

 
การจําแนกโดยการเปรียบเทยีบตําแหนงของยีน  cry ทีอ่ยูบนโครโมโซม (comparison of 

chromosome) มีจุดประสงคเพื่อแยกความแตกตางระหวาง B. thuringiensis และ B. cereus  โดยการ
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) และการใช  pulse field gel electrophoresis (PFGE)   
ซ่ึง Lövgren et al.  (1998)  ไดนําวิธีดังกลาวมาเปรียบเทยีบ    B. thuringiensis subsp. gelechiae,  
B. thuringiensis subsp. thuringiensis,  B.thuringiensis subsp. berliner ซ่ึงอยูใน serotype เดียวกนั 
พบวาสายพนัธุ gelechiae และ berliner มีตําแหนงของยนีคลายกัน ขณะที่ตําแหนงของยีนระหวาง
สายพันธุ thuringiensis  และ gelechiae มีความแตกตางกนัมาก  
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ตารางที่ 1  สายพันธุ Bacillus thuringiensis ที่จําแนกตาม H-serotype 
 

H-serotype      Serovar First mention and first valid description 
1 thuringiensisa Berliner 1915;  Heimpel and Angus,  

1958 
2  finitimus Heimpel and Angus, 1958 
3a3c     alesti Toumanoff and Vago, 1951; 

Heimpel and Angus, 1958 
3a3b3c kurstaki de Barjac and Lemille, 1971 
3a3d sumiyoshiensis Ohba and Aizawa, 1989b 
3a3d3e fukuokaensis Ohba and Aizawa, 1989b 
4a4b    sotto (dendrolimus) Ishiwata 1901;  Heimpel and  Angus,  

1959 
4a4c kenyae Bonnefoi and de Barjac, 1964 
5a5b galleriae Shvetsova 1959 and de Barjac and  

Bonnefoi, 1963 
5a5c canadensis de Barjac and Bonnefoi, 1973 
6 entomocidus(subtoxicus) Heimpel and Angus, 1959 
7 aizawai Bonnefoi and de Barjac, 1963 
8a8b morrisoni(tenebrionsis) Bonnefoi and de Barjac,1963 
8a8c ostriniae Ren et al., 1975 
8b8d nigeriensis Weiser and Prasertphon, 1984 
9 tolworthi Norris 1964; de Barjac and Bonnefoi,   

1968 
10a10b darmstadiensisc Krieg et al., 1969 
10a10c londrina Arantes unpubl. 
11a11b toumanoffi Krieg, 1969 
11a11c kyushuensis Ohba and Aizawa, 1979b 
12 thompsonii de Barjacand Thompson, 1970 
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ตารางที่ 1  (ตอ)  
 

H-serotype Serovar First mention and first valid description 
13 pakistani de Barjac et al,.1977 
14 israelensis de Barjac, 1978 
15 dakota DeLucca et al., 1979 
16 indiana DeLucca et al., 1979 
17 tohokuensis Ohba et al., 1981a 
18a18b kumanotoensis Ohba et al., 1981b 
18a18c yosoo Lee et al., 1995a 
19 tochigiensis Ohba et al., 1981b 
20a20b yunnanensis Wan-yu et al., 1979 
20a20c pondicheriensis Rajagopalan et al., unpubl. 
21 colmeri De Lucca et al.,1984 
22 shandongiensis Wang Ying et al., 1986 
23 japonensis Ohba and Aizawa, 1986 
24a24b neoleonensis Rodriguez-Padilla et al., 1990 
24a24c novosibirsk Burtseva et al., 1995 
25 coreanensis Lee et al.,1995 
26 silo de Barjac and Lecadet unpubl.  
27 mexicanensis Rodriguez-Padilla and Galan-Wong     

unpubl. 
28a28b monterrey Rodriguez-Padilla et al.unpubl. 
28a28c jegathesan Seleena et al., 1995 
29 amagiensis Ohba unpubl. 
30 medellin Orduz et al., 1992 
31 toguchini Hodirev unpubl. 
32 cameroun Juarez-Perez et al., 1994 
33 leesis Lee et al., 1994 
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ตารางที่ 1  (ตอ)  
 

H-serotype Serovar First mention and first valid description 
34 konkukian Lee et al., 1994 
35 seoulensis Lee et al., 1995 
36 malaysiensis Ho unpubl. 
37 anduluciensis Aldebis et al., 1996 
38 oswaldocruzi Rabinovitch et al., 1995 
39 brasiliensis Rabinovitch et al., 1995 
40 huazhongensis Dai Jingyuan et al., 1996 
41 sooncheon Lee et al., 1995 
42 jinghongiensis Li Rong Sen et al., unpubl. 
43 guiyaniensis Li Rong Sen et al., unpubl. 
44 higo Ohba et al., 1995 
45 roskildiensis Hinrinschen et al., unpubl. 
46 chanpaisis Chanpaisaeng unpubl. 
47 wratislaviensis Lonc et al., 1997 
48 balearica Caballero et al., unpubl. 
49 muju Seung Hwan Park et al., unpubl. 
50 navarrensis Caballero et al., unpubl. 

    51 xiaguangiensis Jian Pin Yan unpubl. 
52 kim Kim et al. unpubl. 
53 asturiensis Aldebis et al. 1996 
54 poloniensis Damgaard et al. 1996 
55 palmanyolensis Santiago-Alvarez unpubl. 
56 rongseni Li Rong Sen et al. in press 
57 pirenaica Caballero et al. unpubl. 
58 argentinensis Campos-Dias et al. inpubl. 
59 iberica Caballero et al. unpubl. 
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ตารางที่ 1  (ตอ)  
 

H-serotype Serovar First mention and first valid description 
60 pingluonsis Li Rong Sen et al. in press 
61 sylvestriensis Damgaard unpubl. 
62 zhaodongensis Li Rong Sen et al. unpubl. 
63 bolivia Ferre-Manzanero et al. unpubl. 
64 azorensis Santiago-Alvarez  unpubl. 
65 pulsiensis Khalique and Khalique unpubl. 
66 graciosensis Santiago-Alvarez unpubl. 
67 vazensis Santiago-Alvarez unpubl. 
68 thailandensis Chanpaisaeng et al. unpubl. 
69 pahangi Seleena and Lee unpubl. 

   
 
        a รวมทั้ง B. thuringiensis subsp. gelechiae, B. thuringiensis subsp. insectus และ  
       B. thuringiensis subsp. berliner 
     b  tenebrionis มีการจําแนกเปน B. thuringiensis subsp. sandiego (Krieg et al., 1987) 
     c B. thuringiensis subsp. caucasicus อยูในกลุม H10a โดย Afrikyan และ Chil Akopyan 
      ในป ค.ศ. 1980โดยสายพันธุนี้แยกครัง้แรกจากหนอนไหมในป ค.ศ. 1961 ในประเทศอารเมเนยี 
 
ที่มา:  Lecadet et al., (1999) 
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7.  การจัดจําแนกยีน cry  (crystal protein gene ) 
 

Hofte and Whitley (1989) ไดพัฒนาระบบอนุกรมวิธานในการตั้งชื่อยีนที่สรางโปรตีน 
ของ B. thuringiensis จัดออกเปนกลุมโดยใชความแตกตางของกรดอะมิโน และความสามารถใน
การทําลายแมลงแตละชนิด โดยแบงไดดังนี้คือ  
  
 โปรตีน Cry I  

โปรตีนCryI  แบงออกเปน 8 กลุมยอยคือ CryIA-CryIH ประกอบดวยโพลีเปบไทดมขีนาด
โปรตีน 130-138 กิโลดาลตัน และมพีิษกบัหนอนผีเสื้อในอันดับ Lepidoptera  โปรตีน CryIA แยก
จากโปรตีน Cry อ่ืนๆโดยใชความคลายคลึงกันของกรดอะมิโน (Sequence homology) มากกวา 50 
เปอรเซ็นต เชนโปรตีน CryIAa, CryIAb และ CryIAc มีคลายคลึงกันของกรดอะมิโนมากกวา 80 
เปอรเซ็นต (Hofte and whiteley, 1989) จากการนํายีน cryIAa จาก B. thuringiensis subsp. kurstaki  
สายพันธุ HD-1 (Dipel) โคลนใน E. coli ไดโปรตีน CryIAa  ที่มีพิษกับหนอนกินใบยาสบู
(Manduca  sexta) และหนอนใยผัก  (Plutella  xylostella)  (Lecadet et al., 1992)   โปรตีน CryIAb 
จาก B.  thuringiensis Berliner 1715 และโปรตีน Cry1Ac จาก B. thuringiensis subsp. kurstaki และ 
B. thuringiensis subsp. kenyae พบวามพีิษกับหนอนคืบกะหล่ํา (Tricoplusia ni) หนอนเจาะฝก
ขาวโพดและหนอนผีเสื้อยบิซี (Lymantria dispar) แตมีพิษนอยกับหนอนใยผัก และในบางครั้งกบั
หนอนเจาะลําตนขาวโพด  (Ostrinia  nubilalis)  (Michel et al., 1991)  แต Jane et al.(1990) 
รายงานวา โปรตีน Cry1Ac จาก B. thuringiensis strain HD 263 แสดงประสทิธิภาพดีในการ
ควบคุมหนอนกระทูหอม  

 
โปรตีน CryIC มีพิษสูงกับลูกน้ํายุงลาย (Aedes aegypti) และหนอนกนิใบยาสูบ (Willium 

and Whiteley, 1989) แตมีพษิต่ําเมื่อทดสอบกับตัวออนดวง Colorado potato beetle (Leptinotarsa 
decemtineata. Say) (Bradley et al., 1995) นอกจากนี้ Hofte et al. (1990) รายงานวาโปรตีน CryIC 
มีพิษสูงกับหนอนผีเส้ือในกลุมหนอนกระทู แตไมมีพษิกับหนอนเจาะยอดยาสูบ และหนอนผีเสื้อ
ทําลายกะหล่ําปลี (Mamestra brassicae) ซ่ึงคลายกับโปรตีน CryIAa  โปรตีน CryIE มีพิษสูงกับ
หนอนกระทูหอม และมีพษิเทียบเทากับโปรตีน CryIC เมื่อนํามาทดสอบกับหนอนกระทูหอม
เชนเดยีวกัน (Masson et al., 1992) โปรตีน CryIF มีพิษกับหนอนเจาะลําตนขาวโพด และหนอน
เจาะยอดยาสูบ แตเมื่อทดสอบกับหนอนกระทูหอม  โปรตีน CryIF จะมีพิษปานกลาง ขณะทีไ่ม
แสดงความเปนพิษเมื่อทดสอบกับหนอนเจาะยอดยาสูบ Chambers et al.(1991) รายงานเพิ่มเติมวา
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โปรตีน CryIF มีความเปนพิษมากกวา CryIAb เมื่อทดสอบกับหนอนเจาะยอดยาสูบ และหนอน
กระทูหอม แตมีพิษเทากนัเมือ่ทดสอบกับหนอนเจาะลําตนขาวโพด  
 
 โปรตีน CryII  

ผลึกโปรตีนรูปรางสี่เหล่ียมผืนผา   (rectangular shape)    ประกอบดวยโปรตีนขนาด 71 
 กิโลดาลตัน พบใน B. thuringiensis   สายพันธุตางๆ ไดแก B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 
B. thuringiensis   subsp.  thuringiensis  Berliner,    B. thuringiensis    subsp.  tolworthi   และ 
B. thuringiensis subsp. kenyae (Yamamoto, 1983) โปรตีน CryIIA มีพิษโดยเฉพาะกับแมลงใน
กลุมหนอนผีเสื้อ เชนหนอนเจาะยอดยาสูบ และหนอนผีเสื้อยิบซี นอกจากนี้มพีิษกับลูกน้ํายุงลาย 
ความเปนพษิของโปรตีน CryIIA เมื่อทดสอบกับหนอนเจาะตนขาวโพด และหนอนผีเส้ือยิบซี 
แสดงความเปนพิษเทยีบเทากับโปรตีน CryIA (Chamber et al., 1991) โปรตีน CryIIB และโปรตีน 
CryIIC  มีความเปนพิษกับแมลงในกลุมหนอนผีเสื้อบางชนิดเทานัน้ ขณะที่โปรตีน CryIIB มีพิษ
กับหนอนผีเสื้อหลายชนิด เชน หนอนผเีสื้อยิบซี หนอนเจาะยอดยาสูบ และหนอนคืบกะหล่ํา 
(Dankocsik et al., 1990) 

 
 โปรตีน CryIII 

กลุมโปรตีน CryIII ประกอบดวยโปรตนี CryIIIA โปรตีนCryIIIB โปรตีนCryIIIC และ
โปรตีน CryIIID ทั้ง 4 ชนิดนี้มีแสดงความเปนพิษกับตัวออนดวง Colorado potato beetle มีเพียง
โปรตีน CryIIIC เทานั้นทีม่ีพิษกับหนอนเจาะกินรากขาวโพด (Diabrotica undecimpunctata) 
(Chilcott and Wigley, 1994)      Sick et al. (1990) รายงานวา ยนี cryIIIA สรางโปรตีนขนาด 129  
กิโลดาลตัน เมือ่ถูกยอยโดยน้าํยอย  proteolytic ในกระเพาะอาหารจะเกดิเปนสารพิษที่มีขนาด  72 
 กโิลดาลตัน ขณะทีย่ีน cryIIIB จะสรางโปรตีนขนาด 74 กิโลดาลตัน ระหวางโปรตีน CryIIIA  และ
โปรตีน CryIIIB มคีวามเหมอืนกันของกรดอะมิโน 69 เปอรเซ็นต  ยนี cryIIID สรางโปรตีนขนาด 
70 กิโลดาลตัน มีผลึกโปรตีนรูปรางสี่เหล่ียมขนมเปยกปูน (rhomboidal shape) เมื่อเปรียบเทียบ
ความเปนพษิระหวางโปรตีน CryIIIB CryIIIC และโปรตีน CryIIID โดยทดสอบกบัตัวออนดวง 
Colorado potato beetle พบวาโปรตีน CryIIID แสดงความเปนพษิมากกวาโปรตนี CryIIIB และ
โปรตีน cryIIIC   5 และ 18 เทา ตามลําดับ (Lembert and Peferone, 1992) 
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โปรตีน CryIV  
Chang  et al. (1994) รายงานวา B. thuringiensis var. israelensis และ B.  thuringiensis 

var. morrisoni (PG-14) ทั้งสองไอโซเลทนี้สรางผลึกโปรตีนรูปไข ขนาด   27,  72,   128  และ 130  
กิโลดาลตัน ซ่ึงเปนโปรตีน CytA, CryIVD, CryIVB และ CryIVA ตามลําดับ โปรตีน CryIVA มี
พิษรุนแรงกับลูกน้ํายุงกนปลอง (Anopheles gambiae) แตมีพิษเล็กนอยกับลูกน้ํายุงรําคาญ (Culex 
quinquefaciatus )โปรตีน CryIVA  และ CryIVB ทั้ง 2 ชนิดนี้แสดงความเปนพิษเทากันเมื่อทดสอบ
กับลูกน้ํายุงลาย และลูกน้ํายงุกนปลอง แตโปรตีน CryIVAจะมีพิษสูงกวา CryIVB เมื่อทดสอบกับ
ลูกน้ํายุงรําคาญ (Crickmore and Ellar, 1992) นอกจากนี้ยังพบวาโปรตีน CryIVB มีพิษกับหนอน
แมลงวันแมงมุม (Tipula oleracea) และลูกน้ํายุงกนปลอง (A. stephensi) ซ่ึงเปนพาหะนําโรคไข
มาลาเรีย  
 
 โปรตีน CryV  
 โปรตีน CryV มีพิษกับกลุมไสเดือนฝอย โดยมีขนาดของโปรตีน 140-150 กิโลดาลตัน
ตอมา Tailor et al. (1992) รายงานวา พบโปรตีน CryV ซ่ึงไดจาก B. thuringiensis 4835 มีขนาด 
81.2 กิโลดาลตันมีพิษกับแมลงในกลุม Lepidoptera และ Coleoptera และในป 1993  Gleave et al.  
รายงานวา พบยีน cryV ใน B. thuringiensis subsp. kurstaki DSIR 732 ยีนดังกลาวนี ้ สรางโปรตีน
ขนาด 81.2 กิโลดาลตัน ประกอบดวยกรดอะมิโน 719 ตัว มีความเปนพิษกับหนอนผีเสื้อทําลาย
แอปเปล (Epiphyas postvittana)    
 
 โปรตีน CytA และCytB 
 โปรตีน CytA พบใน B. thuringiensis subsp. israelensis  และ B. thuringiensis subsp. 
morrisoni  น้ําหนักโมเลกุล  27 กิโลดาลตัน ผลึกโปรตีนเปนรูปไข  (Chang et al., 1994) โปรตีน 
Cyt B มีขนาดโมเลกุล 27.3 กิโลดาลตัน ซ่ึงพบใน B. thuringiensis subsp. kyushuensis (H11a11c) 
(Koni and Ellar, 1993) 
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จากการคนพบยีน cry ใหมๆ  มากขึ้น Clickmore et al. (1998) ไดปรับปรุงระบบการ
เรียกชื่อยนี cry โดยอาศัยการกระจายตัวทางวิวัฒนาการ และความคลายคลึงกัน (similarity) ของ
ลําดับกรดอะมิโน  delta-endotoxin ของ B. thuringiensis แบงเปน 2 กลุม ไดแกกลุมยีน cry และ
กลุมยีน cyt  ใชตัวเลขอารบิคแทนชื่อ subfamily โดยใน subfamily เดียวกันจะมผีลตอแมลงใน
อันดับเดยีวกัน และมีความเหมือนกนัของลําดับกรดอะมิโนนอยกวารอยละ 45 และอักษร
ภาษาอังกฤษตวัพิมพใหญแทนชื่อ  group  ภายใน  group  เดียวกันมีความเหมือนกนัของลําดับกรด 
อะมิโนรอยละ 45-75  อักษรภาษาอังกฤษตัวพิมพเล็ก  ถาเปนอักษรเดียวกันมีความเหมือนกนัของ
ลําดับกรดอะมิโนรอยละ  75-95  สวนตารางที่  2  และตารางที่ 3 แสดงการเรียกชื่อยีน cry และ cyt 
ระบบใหมเปรยีบเทียบกับชือ่ยีน cry และ cyt ระบบเดิม โดยขอมลูการจําแนกสบืคนจากเวบไซต 
http://www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/  
 
8.  การศึกษายนี cry โดยใชวธีิปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction)  
 
 ในกลุมของโปรตีน Cry  ตั้งแต CryI ถึง CryV   กลุมโปรตีน CryI เปนกลุมที่มีการศึกษา
มากที่สุด เนือ่งจากเปนกลุมที่ทําลายหนอนผีเสื้อศัตรูพืช ซ่ึงเปนปญหาสําคัญของพืชผักเศรษฐกิจ
หลายชนิด จากการคนพบผลึกโปรตีนจาก B. thuringiensis เพิ่มมากขึ้น วิธีการจัดจําแนกโดยใช
รูปราง ขนาดของผลึกโปรตีน และความเปนพิษกับแมลง ไมสามารถจําแนกชนิดของยีน cry ได
อยางชัดเจน  จึงมีการจําแนก และศึกษายนี cry ของ B. thuringiensis ดวยวิธีการตางๆ ดังที่กลาวไว
ในหวัขอการจาํแนก B. thuringiensis  ดังนั้นเทคนิคปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอเรสจึงเปนวิธีหนึ่งที่นยิม
นํามาใชเพื่อจําแนกยีน cry ของ B. thuringiensis และมีประสิทธิภาพสูงเชื่อถือได 
  

PCR  เปนเทคนิคการเพิ่มปรมิาณชิ้นสวนดเีอ็นเอ ในหลอดทดลอง โดยอาศัยองคประกอบ
สําคัญดังนี้ คือ ดีเอ็นเอแมแบบ (template), thermostable DNA polymerase, deoxyribonucleotide 
(dNTP) ทั้งหมด 4 ชนิด ไพรเมอร และบฟัเฟอรที่ประกอบดวยแมกนีเซียม ไพรเมอร 2 ตัวจะจับกบั
สวนของดีเอ็นเอซึ่งผานกระบวนการเสยีสภาพ (denature) ดวยความรอน จากการทํางานของ
เอนไซม DNA polymerase  ทําใหเกดิการสังเคราะหดีเอ็นเอ จากนั้นจะหยุดปฏิกิริยาดวยความรอน
ทําใหดีเอน็เอที่ได แยกออกจากกันเพื่อใหไพรเมอรเขามาจับอีกครั้ง เมือ่ลดอุณหภูมิลง  การทํางาน
จะดําเนินเปนขั้นตอนตอเนือ่งกัน 20-30 รอบจนได amplified product หรือที่เรียกวา amplican เปน
ดีเอ็นเอสายใหมที่เพิ่มขึ้นเปนจํานวนมาก  (Taylor, 1991)   
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Carozzi et al. (1991) ใชเทคนิค PCR ในการจําแนกความแตกตางของ Delta-endotoxin 
โดยใช specific primer 12 ตัวในการวเิคราะห และศึกษาความแตกตางระหวาง 3 กลุมใหญของ 
toxin gene คือยีน cryI, cryIII  และยีน  cryIV  ซ่ึงเปนกลุมหลักของผลึกโปรตีน   B. thuringiensis  
ที่มีความจําเพาะกับแมลงในอันดับ Lepidoptera, Coleoptera และ Diptera ตามลําดับ ผลการทดลอง
มีความสอดคลองกับวิธีทดสอบประสิทธิภาพกับแมลง (bioassay) และสามารถแยกความแตกตาง
ของสายพันธุได ตอมามีการประยุกตใช Arbitrary primer polymerase chain reaction (AP-PCR) ซ่ึง
เปนอีกวิธีการหนึ่งที่เพิ่มปรมิาณชิ้นสวนดเีอ็นเอ    โดยการเปรียบเทียบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอของ 
 B. thuringiensis  ที่จําหนายเปนผลิตภัณฑทางการคา  โดยไมใชไพรเมอรจําเพาะ (specific primer) 
แตใชไพรเมอรที่มีแตกตางกนัของเปอรเซนตเบส G+C ที่แบงออกเปน 4 กลุมคือ 90, 60, 45 และ 30 
เปอรเซ็นตโมล G+C (Brousseau et al. , 1993) 
 
 การทดลองของ Kuo และChak ในปค.ศ. 1996 ไดออกแบบไพรเมอร จํานวน 2 คู โดย
ออกแบบมาจากสวนอนุรักษ (conserve region) ของ cryI gene ที่ทราบลําดับเบสแลว คือไพรเมอร 
K5un2 และไพรเมอร K3un2 สําหรับการจัดจําแนกและเพิ่มปริมาณยนี cryI ดานปลาย 3’  ไพรเมอร 
K5un3 และไพรเมอร K3un3 ใชในการจัดจําแนกและเพิ่มปริมาณยนี cryI ดานปลาย 5’ เพื่อใช
จําแนกชนิดของยีน cryI โดยใชวิธี Restriction Fragment Length Polymorphism(RFLP) รวมกับวิธี
PCR รูปแบบที่ไดจากการตดัดวยเอนไซมแตละชนิด จะแตกตางกันขึน้อยูกับชนิดของ cryI gene 
ผลการศึกษา B. thuringiensis 20 สายพันธุ พบยีน cryI 14 ชนิด และชนิดใหมอีก 7 ชนิด 
 
 ในป 1997 Juarez-Perez et al. ไดจัดจําแนกยีน cry โดยใชเทคนิค PCR 2 ขั้นตอนคือ
ขั้นตอนแรกจดัจําแนกกลุมของยีน cryI โดยใชไพรเมอร 2 ชนิดคือ ไพรเมอรI(+) และไพรเมอรI(-) 
ทํา PCR กับยนี cryIA(a), cryIA(b), cryIC, cryID, cryIE, cryIG, cryIIA และ cryIIIA โดยเกิดแถบ
ขนาด 1.5-1.6 กิโลเบสกับยนีกลุม cryI แตไมเกิดแถบดเีอ็นเอกับยีนในกลุม cryIIA และ cryIIIA 
จากนั้นจึงทํา PCR ขั้นตอนที่สองกับไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน cryIA, cryIA(a), cryIA(b), cryIA(c), 
cryIA(d), cryIB, cryIC, cryID, cryIE, cryIF และ cryIG  ทํา PCR ดวย 3 ไพรเมอร ไดแก I(+) และ 
I(-) รวมกับไพรเมอรใดไพรเมอรหนึ่ง เพือ่จัดจําแนกชนิดของยีน cryI ใหละเอียดยิ่งขึ้น ผลจากการ
ทํา PCR เกิดแถบดีเอ็นเอเฉพาะกับยีนนัน้ โดยมีขนาด 1.5-1.6 กิโลเบส ในการศึกษานี้ยังตรวจพบ
ยีน cryIB ชนิดใหมดวย 
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เมื่อมีการออกแบบไพรเมอรที่มีความจําเพาะสามารถตรวจสอบยีน cry ไดหลายชนดิ และ
ใหผลการตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพสูง เชื่อถือได จึงทาํใหเกดิการศึกษาเกีย่วกับยีน cry มากขึ้นใน
หลายประเทศ     เชน  YongAn et al. (2003)  ไดศึกษาถึง  cry-type gene ของ B. thuringiensis   72  
ไอโซเลท จากปาใน 8 เขตของประเทศจีนไดแก cool temperate zone, temperate zone, warm 
temperate zone north subtropical zone, subtropical zone, south subtropical zone, high plateau 
subtropical zone  และ tropical zone โดยใชเทคนิค PCR รวมกับ RFLP และ SDS-PAGE พบ cry 
gene 3 ชนิดไดแก cry1, cry2 และ cry1I โดยยนี cry1 สรางโปรตีนขนาด 130 กิโลดาลตัน ขณะที่
ยีน cry2 จะสรางโปรตีนขนาด 60 กิโลดาลตัน ไอโซเลทที่มียีน cry1Aa, cry1Ac และ cry2A  มีพิษ
สูงเมื่อทดสอบกับ หนอนเจาะสมอฝาย หนอนผีเสื้อยิบซี Clostera anachoretar  และ Dendrolimus 
punctatus 

 
การศึกษาเกี่ยวกับการกระจายตัวของยีน  cry   และความสัมพันธกับพืน้ที่ที่ทําการเกบ็ตัว 

อยางเปนหัวขอหนึ่งที่นํามาศึกษาวจิัย เชนการศึกษาการกระจายตัว และความหลากหลายของยนี 
cry  ใน B. thuringiensis สายพันธุพื้นเมืองของประเทศโคลัมเบีย ซ่ึงเปนประเทศที่ตั้งอยูทางตอน
เหนือของทวบีอเมริกาใต และเปนประเทศหนึง่ที่มีความสําคัญทางดานความหลากหลายทาง
ชีวภาพ โดยเกบ็ตัวอยางทั้งหมด 108 ตัวอยาง พบ B. thuringiensis 264 ไอโซเลท นํามาตรวจสอบ
ยีน cry1, cry3, cry7 และcry8 โดยใชเทคนคิ multiple PCR รวมกับไพรเมอรทั่วไป (general primer)
และไพรเมอรที่มีความจําเพาะ (specific primer)   พบยนี  cry1  137 ไอโซเลท ยีน  cry3, cry7 และ 
cry8  53 ไอโซเลท นอกจากนี้พบวายนี cry1Aa และ cry1C เปนยีนที่มีความถี่ในการพบมากทีสุ่ด 
แสดงใหเห็นวากลุมยีน cry1 เปนกลุมยีนที่พบมากที่สุด และมีการกระจายตวัสูง ซ่ึงสอดคลองกับ
การศึกษาการกระจายตัวของ cry gene ในหลายพื้นที ่ 
 
 จากการรายงานถึงความหลากหลายของยนี cry ในแตละประเทศ และแนวโนมของการ
คนพบยีน cry ชนิดใหมๆมากขึ้น ทําใหเกิดโอกาสในการที่จะคนพบ และคดัเลือกยีน cry ที่มี
ประสิทธิภาพในการกําจัดแมลงศัตรูพืช จาก B. thuringiensis สายพันธุทองถ่ิน ที่เหมาะสมกับ
สภาพแวดลอม และชนิดของแมลงที่มีการระบาดในประเทศนั้นๆ ดังนั้นในการศึกษาวิจยันี้มุงทีจ่ะ
ศึกษาถึงความหลากหลายของ B. thuringiensis ในจังหวัดกระบี่ ซ่ึงเปนจังหวัดที่ตัง้อยูทางใตของ
ประเทศไทย ไดรับอิทธิพลลมมรสุมจากทะเลอาวไทย และทะลอนัดามัน มีความชุมชื้นตลอดป 
และมีความอุดมสมบูรณของพืชพันธุ และสิ่งมีชีวิตตางๆ แมวาในประเทศไทยเคยมกีารศึกษาความ
หลากหลายของ B. thuringiensis มาบางแลวก็ตาม แตการศึกษาทางดานความหลากหลาย และการ
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คัดเลือกสายพนัธุ B. thuringiensis ที่มีประสิทธิภาพสูง ตองทําการศึกษาวจิัย คนหาเชื้ออยูเสมอ 
เนื่องจาก  B. thuringiensis  มีความสัมพันธกับแมลงอยางใกลชิด เมือ่แมลงมีการปรับตัวและสราง
ความตานทานตอ B. thuringiensis เมื่อใด  B. thuringiensis ก็พัฒนาสารพิษใหสามารถฆาแมลงได
เชนเดิม  ซ่ึงเปนววิัฒนาการรวมกันของสิ่งมีชีวิต  2 ชนิด  นอกจากนี้สายพันธุ  B. thuringiensis ที่
ใชในการควบคุมแมลงศัตรูพืชในปจจุบัน เปนสายพันธุที่ถูกพัฒนา และผลิตจากตางประเทศ มัก
เสียเปรียบเมื่ออยูในสภาพแวดลอมที่ไมหมาะสม โดยเฉพาะประเทศไทยมีภูมิอากาศรอน ดังนั้นจึง
มีความจําเปนตองคัดเลือกสายพันธุที่มีประสิทธิภาพดใีนการกําจดัแมลง และพฒันาสายพันธุที่
คัดเลือกได นาํมาใชภายในประเทศอยางตอเนื่อง เพื่อความปลอดภยัตอเกษตรกร ผูบริโภค และ
สภาพแวดลอมตลอดไป 
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ตารางที่ 2  การเรียกชื่อยนี cry และ cyt ระบบใหมเทยีบกับชื่อยีน cry และ cyt ระบบเดิม 
 

Name Previous Name Source Strain Accession Number 
cry1Aa1 cryIA(a) kurstaki HD1 M11250 
cry1Aa2 cryIA(a) sotto M10917 
cry1Aa3 cryIA(a) aizawai IPL7 D00348 
cry1Aa4 cryIA(a) entomocidus X13535 
cry1Aa5 cryIA(a) Bt FU-2-7 D17518 
cry1Aa6 cryIA(a) kurstaki NRD-12 U43605 
cry1Aa7  Bt C12 AF081790 
cry1Aa8   I26149 
cry1Aa9  dendrolimus T84A1 AB026261 
cry1Aa10  kurstaki HD1-02 AF154676 
cry1Aa11  kurstaki Y09663 
cry1Aa12  Bt Ly30 AF384211 
cry1Aa13  sotto AF510713 
cry1Aa14  unpublished AY197341 
cry1Ab1 cryIA(b) berliner 1715 M13898 
cry1Ab2 cryIA(b) kurstaki  M12661 
cry1Ab3 cryIA(b) kurstaki HD1 M15271 
cry1Ab4 cryIA(b) kurstaki HD1 D00117 
cry1Ab5 cryIA(b) berliner 1715 XO4698 
cry1Ab6 cryIA(b) kurstaki NRD-12 M37263 
cry1Ab7 cryIA(b) aizawai  IC1 X13233 
cry1Ab8 cryIA(b) aizawai  IPL7 M16463 
cry1Ab9 cryIA(b) aizawai HD133 X54939 
cry1Ab10 cryIA(b) kurstaki HD1 A29125 
cry1Ab11  Bt A20 112419 
cry1Ab12  kurstaki S93 AF057670 
cry1Ab13  Bt c005 AF254640 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

Name Previous Name Source Strain Accession Number 
cry1Ab14  Native Chilean Bt U94191 
cry1Ab15  Bt B-Hm-16 AF358861 
cry1Ab16  Bt AC-11 AF375608 
cry1Ab17  Bt WB9 AAT46415 
cry1Ab-like  kunthala Rx24 AF327924 
cry1Ab-like  kunthala Rx28 AF327925 
cry1Ab-like  kunthala Rx27 AF327926 
cry1Ac1 cryIA(c) kurstaki HD73 M11068 
cry1Ac2 cryIA(c) kenyae M35524 
cry1Ac3 cryIA(c) Bt BTS89A X54159 
cry1Ac4 cryIA(c) kurstaki PS85A1 M73249 
cry1Ac5 cryIA(c) kurstaki PS81GG M73248 
cry1Ac6 cryIA(c) kurstaki NRD-12 U43606 
cry1Ac7 cryIA(c) kurstaki HD73 U87793 
cry1Ac8 cryIA(c) kurstaki HD73 U87397 
cry1Ac9 cryIA(c) Bt DSIR732 U87372 
cry1Ac10  kurstaki YBT-1520 AJ002514 
cry1Ac11   AJ130970 
cry1Ac12  Bt A20 112418 
cry1Ac13  kurstaki HD1 AF148644 
cry1Ac14  Bt Ly30 AF492767 
cry1Ac15  Bt  from Taiwan AY122057 
cry1Ad1 cryIA(d) aizawai M73250 
cry1Ad2  Bt PS81RR1 A27531 
cry1Ae1 cryIA(e) alesti M65252 
cry1Af1 icp Bt NTO423 U82003 
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ตารางที่ 2  (ตอ)  
 

Name Previous Name Source Accession Number 
cry1Ag1   AF081248 
cry1Ah1   AF281866 
cry1Ai1   AY174873 
cry1A-like  kunthala nags3 AF327927 
cry1Ba1 cryIB thuringiensis HD2 X06711 
cry1Ba2  entomocidus HD110 X95704 
cry1Ba3   AF368257 
cry1Ba4  entomocidus HD9 AF363025 
cry1Bb1 ET5 EG 5847 L32020 
cry1Bc1 cryIB(c) morrisoni Z26442 
cry1Bd1 cryE1 wuhanensis HD525 U70726 
cry1Bd2  Bt 834 AY138457 
cry1Be1  Bt PS158C2 AF077326 
cry1Be2   AAQ52387 
cry1Bf1   AX189649 
cry1Bf2   AAQ52380 
cry1Bg1   AY176063 
cry1Ca1 cryIC entomocidus 60.5 XO7518 
cry1Ca2 cryIC aizawai 7.29 X13620 
cry1Ca3 cryIC aizawai PS18I M73251 
cry1Ca4 cryIC entomocidus HD110 A27642 
cry1Ca5 cryIC aizawai 7.29 X96682 
cry1Ca6(1) cryIC Bt AF-2 AF215647 
cry1Ca7 cryIC  AY015492 
cry1Ca8   AF362020 
cry1Ca9  Bt G10-01A AY078160 
cry1Ca10   AF540041 
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ตารางที่ 2  (ตอ)  
 

Name Previous Name Source Strain Accession Number 
cry1Cb1 cryIC(b) galleriae HD29 M97880 
cry1Cb2   AY007686 
cry1Da1 cryID aizawai HD 68 X54160 
cry1Da2   I76415 
cry1Db1 PrtB BTS00349A Z22511 
cry1Db2  Bt-B-Pr-88 AF358862 
cry1Ea1 cryIE kenyae 4F1 X53985 
cry1Ea2 cryIE kenyae X56144 
cry1Ea3 cryIE kenyae PS81F M73252 
cry1Ea4 cryIE(b) kenyae LBIT-147 U94323 
cry1Ea5   A15535 
cry1Ea6   AF202501 
cry1Eb1 cryIE(b) aizawai PS81A2 M73253 
cry1Fa1 cryIF aizawai EG6346 M63897 
cry1Fa2 cryIF aizawai  PS81I M73254 
cry1Fb1 PrtD BTS00349A Z22512 
cry1Fb2  morrisoni INA67 AB012288 
cry1Fb3  morrisoni AF062350 
cry1Fb4   I73895 
cry1Fb5  Bt-B-Pr-88 AF336114 
cry1Ga1 PrtA BTS0349A Z22510 
cry1Ga2 cryIM wuhanensis Y09326 
cry1Gb1 cryH2 wuhanensis HD525 U70725 
cry1Gb2  Bt-B-Pr-88 AF288683 
cry1Gc   AAQ52381 
cry1Ha1 PrtC Bt BTS02069AA Z22513 
cry1Hb1  morrisoni BF190 U35780 
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ตารางที่ 2  (ตอ)  
 

Name Previous Name Source Strain Accession Number 
cry1H-like  Bt JC291 AF182196 
cry1Ia1 cryV kurstaki X62821 
cry1Ia2 cryV kurstaki M98544 
cry1Ia3 cryV kurstaki HD1 L36338 
cry1Ia4 cryV Bt AB88 L49391 
cry1Ia5 cryV159 Bt 61 Y08920 
cry1Ia6  kurstaki S101 AF076953 
cry1Ia7   AF278797 
cry1Ia8   AF373207 
cry1Ia9  Bt Ly30 AF521013 
cry1Ia10  thuringiensis AY262167 
cry1Ia11  kurstaki BNS3 AJ315121 
cry1Ib1 cryV465 entomocidus BP465 U07642 
cry1Ic1  Bt C18 AF056933 
cry1Ic2   AAE71691 
cry1Id1 NRcryV  AF047579 
cry1Ie1  Bt BTC007 AF211190 
cry1If1   AAQ52382 
cry1I-like   I90732 
cry1Ja1 ET4 Bt EG 5847 L32019 
cry1Jb1 ET1 Bt EG5092 U31527 
cry1Jc1   I90730 
cry1Jc2   AAQ52372 
cry1Jd1   AX189651 
cry1Ka1  morrisoni BF190 U28801 
cry1La1  kurstaki K1 AAS60191 
cry1-like   I90729 
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ตารางที่ 2  (ตอ)  
 

Name Previous Name Source Strain Accession Number 
cry2Aa1 cryIIA kurstaki M31738 
cry2Aa2 cryIIA kurstaki HD1 M23723 
cry2Aa3  sotto D86064 
cry2Aa4  kenyae HD549 AF047038 
cry2Aa5  Bt SL39 AJ132464 
cry2Aa6  Bt YZ71 AJ132465 
cry2Aa7  Bt CY29 AJ132463 
cry2Aa8  dongbei 66 AF252262 
cry2Aa9   AF273218 
cry2Aa10   AF433645 
cry2Aa11   AAQ52384 
cry2Ab1 cryIIB kurstaki HD1 M23724 
cry2Ab2 cryIIB kurstaki HD1 X55416 
cry2Ab3  Bt BTC002 AF16466 
cry2Ab4  Bt B-Pr-88 AF336115 
cry2Ab5   AF441855 
cry2Ab6  Bt WZ-7 AY297091 
cry2Ac1 cryIIC shanghai S1 X57252 
cry2Ac2   AY007687 
cry2Ac3   AAQ52385 
cry2Ad1  Bt BR30 AF200816 
cry2Ae1   AAQ52362 
cry3Aa1 cryIIIA san diego M22472 
cry3Aa2 cryIIIA  tenebrionis J02978 
cry3Aa3 cryIIIA  Y00420 
cry3Aa4 cryIIIA tenebrionis M30503 
cry3Aa5 cryIIIA morrisoni EG2158 M37207 
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ตารางที่ 2  (ตอ)  
 

Name Previous Name Source Strain Accession Number 
cry3Aa6 cryIIIA tenebrionis U10985 
cry3Aa7  Bt 22 AJ237900 
cry3Ba1 cryIIIB2 tolworthi 43F X17123 
cry3Ba2 cryIIIB Bt PGSI208 A07234 
cry3Bb1 cryIIIBb Bt EG4961 M89794 
cry3Bb2 cryIIIC(b) Bt EG5144 U31633 
cry3Bb3   I15475 
cry3Ca1 cryIIID kurstaki BtI109P X59797 
cry4Aa1 cryIVA israelensis Y00423 
cry4Aa2 cryIVA israelensis HD522 D00248 
cry4Aa3  israelensis AL731825 
cry4Ba1 cryIVB israelensis 4Q2-72 X07423 
cry4Ba2 cryIVB israelensis X07082 
cry4Ba3 cryIVB israelensis M20242 
cry4Ba4 cryIVB israelensis HD522 D00247 
cry4Ba5  israelensis AL731825 
cry5Aa1 cryVA(a) darmstadiensis PS17 L07025 
cry5Ab1 cryVA(b) darmstadiensis PS17 L07026 
cry5Ac1   I34543 
cry5Ba1 PS86Q3 Bt PS86Q3 U19725 
cry6Aa1 cryVIA Bt PS52A1 L07022 
cry6Aa2  Bt YBT1518  
cry6Ba1 cryVIB Bt PS69D1 L07024 
cry7Aa1 cryIIIC galleriae PGSI245 M64478 
cry7Ab1 cryIIICb dakota HD511 U04367 
cry7Ab2 cryIIIC(c) kumamotoensis 867 U04368 
cry8Aa1 cryIIIE kumamotoensis U04364 
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ตารางที่ 2  (ตอ)  
 

Name Previous Name Source Strain Accession Number 
cry8Ba1 cryIIIG kumamotoensis U04365 
cry8Bb1   AX543924 
cry8Bc1   AX543926 
cry8Ca1 cryIIIF japonensis ( buibui) U04366 
cry8Ca2  Bt HBF-1 AAR98783 
cry8Da1  galleriae AB089299 
cry8Da2  Bt BD133574 
cry8Da3  Bt BD133575 
cry8Ea1  Bt 185 AY329081 
cry8Fa1  Bt 185 AY551093 
cry9Aa1 cryIG galleriae X58120 
cry9Aa2 cryIG Bt DSIR517 X58534 
cry9A-like   AAQ52376 
cry9Ba1 cryX galleriae X75019 
cry9Ca1 cryIH tolworthi Z37527 
cry9Ca2   AAQ52375 
cry9Da1 N141 japonensis N141 D85560 
cry9Da2  japonensis AF042733 
cry9Ea1  aizawai SSK-10 AB011496 
cry9Ea2  Bt-B-Hm-16 AF358863 
cry9Eb1   AX189653 
cry9Ec1  galleriae AF093107 
cry9-like  galleriae AF093107 
cry10Aa1 cryIVC israelensis M12662 
cry10Aa2  israelensis ONR-60A E00614 
cry10Aa3  israelensis AL73185 
cry11Aa1 cryIVD israelensis M13737 
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ตารางที่ 2  (ตอ)  
 

Name Previous Name Source  Strain Accession Number 
cry11Aa2 cryIVD israelensis M22860 
cry11Aa3  israelensis  
cry11Ba1 Jeg80 jegathesan 367 X86902 
cry11Bb1 94kDa medellin AF017416 
cry12Aa1 cryVB Bt PS33F2 L07027 
cry13Aa1 cryVC Bt PS63B L07023 
cry14Aa1 cryVD sottoPS80JJ1 U13955 
cry15Aa1 34kDa thompsonii M76442 
cry16Aa1 cbm71 Clostridium bifermentans 

subsp. malaysia CH18 
X94146 

cry17Aa1 cbm72 Clostridium bifermentans 
subsp. malaysia CH18 

X99478 

cry18Aa1 cryBP1 Paenibacillus popilliae  X99049 
cry18Ba1  Paenibacillus popilliae  AF169250 
cry18Ca1  Paenibacillus popilliae  AF169251 
cry19Aa1 Jeg65 jegathesan 367 YO7603 
cry19Ba1  higo D88381 
cry20Aa1 86kDa fukuokaensis U82518 
cry21Aa1   I32932 
cry21Aa2   I66477 
cry21Ba1  Bt  roskildiensis AB088406 
cry22Aa1   I34547 
cry22Aa2  Bt AX472772 
cry22Ab1  Bt EG4140 AAK50456 
cry22Ab2  Bt AX472764 
cry22Ba1  Bt AX472770 
cry23Aa1  Bt AF03048 
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ตารางที่ 2  (ตอ)  
 

Name Previous Name Source Strain Accession Number 
cry24Aa1 Jeg72 jegathesan U88188 
cry25Aa1 Jeg74 jegathesan U88189 
cry26Aa1  finitimus B-1166 AF122897 
cry27Aa1 cytM higo AB023293 
cry28Aa1  finitimus B-1161 AF132928 
cry28Aa2  finitimus AF285775 
cry29Aa1   AJ251977 
cry30Aa1   AJ251978 
cry30Ba1  entomocidus BAD00052 
cry31Aa1  Bt 84-HS-1-11 AB031065 
cry31Aa2    
cry32Aa1  yunnanensis AY008143 
cry32Ba1  Bt BAB78601 
cry32Ca1  Bt BAB78602 
cry32Da1  Bt BAB78603 
cry33Aa1  dakota AAL26871 
cry34Aa1  Bt PS80JJ1 AAG50341 
cry34Aa2  Bt EG5899 AAK64560 
cry34Aa3   AY536899 
cry34Aa4   AY536897 
cry34Ab1  Bt PS149B1 AAG41671 
cry34Ac1  Bt PS167H2 AAG50118 
cry34Ac2  Bt EG9444 AAK64562 
cry34Ac3   AY536896 
cry34Ba1  Bt EG4851 AAK64565 
cry34Ba2   AY536900 
cry34Ba3   AY536898 
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ตารางที่ 2  (ตอ)  
 

Name Previous Name Source Strain Accession Number 
cry35Aa1  Bt PS80JJ1 AAG50342 
cry35Aa2  Bt EG5899 AAK64561 
cry35Aa3   AY536895 
cry35Aa4   AY536892 
cry35Ab1  Bt PS149B1 AAG41672 
cry35Ab2  Bt EG9444 AAK64563 
cry35Ab3   AY536891 
cry35Ac1  Bt PS167H2 AAG50117 
cry35Ba1  Bt EG4851 AAK64566 
cry35Ba2   AY536894 
cry35Ba3   AY536893 
cry36Aa1  Bt AAK64558 
cry37Aa1  Bt AAF76376 
cry38Aa1  Bt AAK64559 
cry39Aa1  aizawai BAB72016 
cry40Aa1  aizawai BAB72018 
cry40Ba1  Bun1-14 BAC77648 
cry41Aa1   AB116649 
cry41Ab1   AB116651 
cry42Aa1   AB116652 
cry43Aa1  P.lentimorbus semadara AB115422 
cry43Aa2  P. popilliae popilliae AB176668 
cry43Ba1  P.lentimorbus semadara AB115422 
cry43-like  P.lentimorbus semadara AB115422 
cry44Aa  entomocidus INA288 BAD08532 
cyt1Aa1 cytA israelensis X03182 
cyt1Aa2 cytA israelensis X04338 
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ตารางที่ 2  (ตอ)  
 

Name Previous Name Source Strain Accession Number 
cyt1Aa3 cytB morrisoni Y00135 
cyt1Aa4 cytA morrisoni M35968 
cyt1Aa5  israelensis  
cyt1Ab1 cytM medellin X98793 
cyt1Ba1  neoleoensis U37196 
cyt1Ca1  israelensis AL731825 
cyt2Aa1  kyushuensis Z14147 
cyt2Aa2 cytB darmstadiensis73E10 AF472606 
cyt2Ba1 cytB israelensis 4Q2 U52043 
cyt2Ba2  israelensis PG14 AF020789 
cyt2Ba3  fukuokaensis AF022884 
cyt2Ba4  morrisoni HD12 AF022885 
cyt2Ba5  morrisoni HD518 AF022886 
cyt2Ba6  tenebrionis AF034926 
cyt2Ba7  Bt T301 AF215645 
cyt2Ba8  Bt T36 AF215646 
cyt2Ba9  israelensis AL731825 
cyt2Bb1  jegathesan U82519 
cyt2Bc1  medellin CAC80987 
cyt2Ca1  Bt AAK50455 

 
ที่มา: Crickmore et al. (2548) 
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ตารางที่ 3   รายช่ือ toxin-protein ที่ไมจัดอยูในกลุมของยนี cry  
 

Name Subspecies or variety  Accession Reference Reason 
  of original description       
40kDa thompsonii AAA22332 Brown and Whitley 1992 No reported toxicity 
cryC35 cameroun CAA63374 Juarez-Perez et  al. 1995 No reported toxicity 
cryTDK mexicanensis BAA13073 Hashimoto 1996 s-layer proteins, not   

toxin? 
cryC53 cameroun CAA67205 Juarez-Perez et  al. 1996 No reported toxicity 
p21med medellin CAA67329 Thiery et  al. 1997 chaperone, not toxin? 
NT32KD Dakota AAL26870 Kim  et  al. 2001 No reported toxicity 
vip3A(a) unspecified AAC37036 Estruch et  al. 1996 Not a crystal protein 
vip3A(b) unspecified AAC37037 Estruch et  al. 1996 Not a crystal protein 

 
ที่มา:  Crickmore et al. (2548) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ  
 

1.  ตัวอยางดินและเศษวัสดุพืช 
 
  เก็บรวบรวมตวัอยางดนิและเศษวัสดพุืชทีย่อยสลายตวัแลวจํานวน  10-20 ตัวอยางตอหนึ่ง
พื้นที่ จากเขตปาสมบูรณ ปาอนุรักษ อุทยานแหงชาติ เขตรักษาพันธุสัตวปา และเขตหามลาสัตวปา
ในจังหวดักระบี่ 6 พื้นที่ แสดงในภาพที่ 1 และภาพที่ 2   มีดังนี ้
 
 1. เขตรักษาพนัธุสัตวปาเขาประบางคราม อําเภอคลองทอม เก็บตัวอยางดินใน 2 พื้นที่ 
ไดแก บริเวณเสนทางชมธรรมชาติปาพรุ และสระมรกต 
 2. หนวยพิทกัษปาบานทับเที่ยง อําเภอปลายพระยา เก็บตัวอยางดิน 6 พื้นที่ไดแก เขือ่นแรก 
บางสัน  บางสันปาสวนยาง  หนวยพิทกัษปาสันลําธาร  หนวยพิทกัษปาบางสัน  อาวมันชาง และที่
ทําการเขตหนวยพิทกัษปาบานทับเที่ยง 
 3. อุทยานแหงชาติเขาพนมเบญจา และสวนอุทยานแหงชาติน้ําตกหวยโต อําเภอเขาพนม 
เก็บตัวอยางดนิ 2 พื้นที่ไดแก บริเวณสวนอุทยานแหงชาติน้ําตกหวยโต และปาเชิงเขาน้ําตกหวยโต 
 4. เขตรักษาพนัธุสัตวปาทุงทะเล อําเภอเกาะลันตา เกบ็ตัวอยางดิน 2 พื้นที่ ไดแก อางเก็บ
น้ําเขตรักษาพนัธุสัตวปาทุงทะเล และปาโกงกาง 
 5. อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี  อําเภออาวลึก 
 6 หาดนพรัตนธาราอุทยานแหงชาตหิมูเกาะพีพี อําเภอเมอืง  
 
2.  เคร่ือง GPS  (Garmin 12XL) 
 
3.  ไพรเมอร (Primer) 
 
 ไพรเมอรสําหรับสังเคราะหยีน cry ที่มีความเปนพษิตอหนอนผีเสื้อในอันดับ Lepidoptera 
( Porcar and Juarez-Perez, 2003) ดังแสดงในตารางที ่4  
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    ภาพที่ 1  แสดงตําแหนงที่เก็บตัวอยางดินในพื้นที่เขตปาสมบูรณ อุทยานแหงชาติ 

                                 เขตรักษาพันธุสัตวปา และเขตหามลาสัตวปาในจังหวัดกระบี ่
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ภาพที่ 2  แสดงพื้นที่เก็บตวัอยางดินจากเขตปาสมบูรณ อุทยานแหงชาติ เขตรักษาพนัธุสัตวปา และ 
                เขตหามลาสัตวปาในจังหวดักระบี่ 6 พื้นที่  
                ก  เขตรักษาพันธุสัตวปาเขาประบางคราม            ข   อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี  
                ค  หนวยพิทักษปาบานทับเที่ยง ปลายพระยา        ง   เขตรักษาพันธุสัตวปาทุงทะเล    
                จ  อุทยานแหงชาตหิาดนพรัตนธาราหมูเกาะพพีี   ฉ  อุทยานแหงชาติเขาพนมเบญจาและ        
                                                                                                    สวนอุทยานน้ําตกหวยโต 
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ตารางที่ 4  ไพรเมอรสําหรับสังเคราะหยนี cry  
 
Gene            Forward primer (5’-3’)              Reverse primer (5’-3’)            
 
cry1Aa   1Aa (TTCCCTTTATTTGGGAATGC)  I(-) (MDATYTCTAKRTCTTGACTA)  
cry1Ab      1Ab(CGGATGCTCATAGAGGAGAA)  I(-) (MDATYTCTAKRTCTTGACTA)   
cry1Ac  1Ac (GGAAACTTTCTTTTTAATGG)  I(-) (MDATYTCTAKRTCTTGACTA)   
cry1Ad  1Ad (ACCCGTACTGATCTCAACTA)  I(-) (MDATYTCTAKRTCTTGACTA)  
cry1Ae  1Ae (CTCTACTTTTTATAGAAACC)  I(-) (MDATYTCTAKRTCTTGACTA)  
cry1B  1B (GGCTACCAATACTTCTATTA)  I(-) (MDATYTCTAKRTCTTGACTA)  
cry1C  1C (ATTTAATTTACGTGGTGTTG)  I(-) (MDATYTCTAKRTCTTGACTA)  
cry1D  1D (CAGGCCTTGACAATTCAAAT)  I(-) (MDATYTCTAKRTCTTGACTA)  
cry1E   1E (TAGGGATAAATGTAGTACAG)  I(-) (MDATYTCTAKRTCTTGACTA)  
cry1F   1F (GATTTCAGGAAGTGATTCAT)  I(-) (MDATYTCTAKRTCTTGACTA)   
cry1G  1G (GCTTCTCTCCAAACAACG)  I(-) (MDATYTCTAKRTCTTGACTA)  
cry1H  1H (ACTCTTTTCACACCAATAAC)  I(-) (MDATYTCTAKRTCTTGACTA)  
cry1I  V(+)(ATGAAACTAAAGAATCCAGA)  V(-) (AGGATCCTTGTGTTGAGATA)  
cry1J  1J (GCGCTTAATAATATTTCACC)  I(-) (MDATYTCTAKRTCTTGACTA)  
cry1K  1K (TGATATGATATTTCGTAACC)  I(-) (MDATYTCTAKRTCTTGACTA)          
cry2A  II(+)(TAAAGAAAGTGGGGAGTCTT)  II(-) (AACTCCATCGTTATTTGTAG)  
cry5  (TAAGCAAAGCGCGTAACCTC)  (GCTCCCCTCGATGTCAATG)   
cry9A   (GTTGATACCCGAGGCACA)    (GGGCTTCCAATAACATCTTTT )                     
cry9B  (TCATTGGTATAAGAGTTGGTGATAGAC) (CCGCTTCCAATAACATCTTTT)                       
cry9C  (CTGGTCCGTTTCAATCC)                       (CCGCTTCCAATAAACATCTTT)                            
cry9D           (CCGAGCTCTATGAATCGAAATAATCAAAATGAAT)      (CCTCCTAGACACAGGGATGATTTCAATTC)   
cry12   (CTCCCCCAACATTCCATCC)   (AATTACTTACACGTGCCATACCTG)       
cry13A               cry13A(d) (CTTTGATTATTTAGGTTTAGTTCAA)  cry13A(r) (TTGTAGTACAGGCTTGTGATTC)        
cry14  (ATAATGCGCGACCTACTGTTGT)  (TGCCGTTATCGCCGTTATT)               
 
หมายเหต ุ M แทน A หรือ C, D แทน A G หรือ T, Y แทน T หรือ C, K แทน G หรือ T,  
                  R แทน Aหรือ G 
 
ที่มา : Porcar and Juarez-Perez  (2003) 
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วิธีการ 
 

1. การแยกแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis บริสุทธ์ิ 
 
 1.1 การเก็บตวัอยางดนิ ทําการเก็บตวัอยางดินเพื่อนํามาแยกหา B. thuringiensis ในพื้นที่
ตางๆ ดังที่กลาวมาแลวขางตน เลือกบริเวณที่เก็บตวัอยางดิน จากดนิที่มีความสมบูรณสีน้ําตาลเขม
หรือสีดํา สภาพดินไมมนี้ําขัง โดยการปาดหนาดินบริเวณทีจ่ะเก็บ เพื่อขจัดเศษชิน้สวนอื่นๆที่ไม
ตองการ ใชชอนตักดินประมาณ 5-10 กรัม ความลึกจากผิวดิน 1 นิ้ว ใสถุงพลาสติกปดใหสนิทและ
ทาํการวัดพกิัดจุดเก็บดินโดยใชเครื่อง GPS ซ่ึงระบุความสูง (ELEV.) และเลขพิกัด  (47N, UTM) 
โดยเลขพิกัดทีบ่ันทึกไวจะแปลผลโดยเครื่อง GPS และนําผลที่ไดเทียบกับแผนที่กจ็ะทราบตําแหนง
เก็บดินได โดยการเก็บตวัอยางดินนี้ ไดออกเก็บตวัอยางดินจากทุกพืน้ที่การศึกษาระหวางวนัที่ 19-
23 มีนาคม 2546 
 

1.2 การแยกหาแบคทีเรีย B. thuringiensis นําตัวอยางดนิที่รวบรวมได ในแตละแหลงมา
แยกหาเชื้อ B. thuringiensis ในหองปฏิบัติการภาควิชากีฏวิทยา มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยา
เขตบางเขน ใชตัวอยางดิน 0.5 กรัม เติมน้ําที่อบฆาเชื้อ 4.5 มิลลิลิตร ผสมปนใหเขากันและเจือจาง
โดยการทํา serial dilution จนมีความเจือจางที่ 10000 และ 100000 เทา จากนั้นนําสวนผสมที่เตรียม
ได 100 ไมโครลิตรเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชือ้ (Nutrient agar, NA) โดยใชแทงแกวรูปตัวแอลที่ฆาเชือ้
แลวเกลีย่ใหทัว่จนผวิหนาแหง จากนัน้บมเชื้อทิ้งไวขามคืน (24 ช่ัวโมง) ที่อุณหภูมิหอง คัดเลือก
โคโลนีที่คลาย Bacillus คือ โคโลนีสีขาวขุน ไมมันวาว ขอบไมเรียบ จากนั้นยายเชือ้ลงบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ (NA) ดวยวิธี streak plate method คว่ําจานเลีย้งเชื้อ และบมที่อุณหภูมิหอง เมือ่เช้ือเจริญได 
12 ช่ัวโมง คัดเลือก single colony ยายลง slant agar ทิ้งไว 24 ช่ัวโมง นํามายอมแกรม คัดเลือกเชื้อที่
เปนแกรมบวก เพื่อตรวจดูการสรางสปอรที่ 48 ช่ัวโมง และการสรางผลึกโปรตีนของเชื้อท่ี 72
ช่ัวโมง จากนั้นเก็บเชื้อที่สรางผลึกโปรตีนเพื่อนํามาทดสอบประสิทธิภาพกับหนอนผีเสื้อตอไปใน
การแยก    B. thuringiensis  ของแตละพื้นที่ทําการวัดความหนาแนนของ B. thuringiensis โดยใชคา 
Bt index ซ่ึงคํานวณไดจากจาํนวนโคโลนทีี่เปน B. thuringiensis ตอจํานวนโคโลนีแบคทีเรียที่นํามา
ตรวจสอบทั้งหมด  
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2. การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus thuringiensis ในการกําจัดแมลงศัตรูพชืท่ีมีความสําคัญ
ทางเศรษฐกิจในหองปฏิบัติการ 
 
 เลือกทดสอบกับหนอนผีเสื้อศัตรูสําคัญทางเศรษฐกิจทีท่ําลายผักและผลไม 3 ชนิด คือ
หนอนกระทูผัก (Spodoptera litura) หนอนกระทูหอม (Spodoptera exigua) และหนอนใยผกั 
(Plutella xylostella L.) โดยหนอนกระทูผัก และหนอนกระทูหอม ซ้ือจากกลุมงานควบคุมแมลง
ทางชีวภาพกองกีฏและสัตววทิยา กรมวิชาการเกษตร สวนหนอนใยผกั ทําการเลี้ยงดวยผักคะนา 
หรือผักกาดซึ่งเปนผักที่ปลูกในสภาพปลอดสารพิษในหองปฏิบัติการ การทดสอบประสิทธิภาพนี้
แบงออกเปน 2 ขั้นตอนไดแก  
 
 2.1 ขั้นตอนทีห่นึ่ง   เปนการทดสอบ B. thuringiensis ทุกไอโซเลทเพื่อคัดเลือกไอโซเลทที่
มปีระสิทธิภาพในการฆาหนอน 100 เปอรเซ็นต เร่ิมจากนําเชื้อ B. thuringiensis   streak บนอาหาร
เล้ียงเชื้อ (NA) จากนัน้บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง ขูดเชือ้ B. thuringiensis ทั้งหมดที่
เจริญในจานเลีย้งเชื้อ ใสในหลอดน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลวปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยจะมี
ความเขมขนประมาณ 108 -109 cfu/ml. ตัดอาหารเทียมเลีย้งแมลงใหมีขนาด 0.5 × 0.5× 0.5 ลูกบาศก
นิ้ว หยดสารละลายเชื้อ B. thuringiensis 1 มิลลิลิตรลงบนอาหารเทียม นับหนอนลงไป 5 ตัวตอถวย 
โดยทดสอบทัง้หมด 30 ตัวตอไอโซเลท นับจํานวนหนอนที่ตายหลังจากไดรับเชื้อนาน 24   48 และ 
72 ช่ัวโมง คํานวณหาการตายอยางแทจริง โดยใช Abbott’s formula (1925) ซ่ึงมีสูตรคํานวณดังนี ้
p= c+(1-c)p’ เมื่อ c คือ อัตราการตายของแมลงใน control,  p’ คือ อัตราการตายที่ไดจากการทดลอง  
และ p คือ อัตราการตายอยางแทจริง จากนั้นคัดเลือกไอโซเลทที่ฆาหนอนตายที่ 100 เปอรเซ็นตไว
ทดสอบประสิทธิภาพขั้นที่สอง 
 
 2.2 ขั้นตอนทีส่อง นําไอโซเลทที่ไดในขัน้ตอนที่หนึ่ง streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA บม
เชื้อไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นขดู B. thuringiensis  ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อลง
ในน้ําที่ฆาเชื้อแลว ทําการเจอืจาง B. thuringiensis  ตอน้ําที่ฆาเชื้อในอัตราสวน 1:10,  1:103  และ 
1:105  จากนั้นหยด B. thuringiensis ที่เตรียมได 1 มิลลิลิตรลงบนอาหารเทียมเลี้ยงแมลงขนาด 0.5 × 
0.5× 0.5 ลูกบาศกนิ้ว นับหนอนใสถวยละ 5 ตัว โดยทดสอบทั้งหมด 30 ตัวตอความเขมขนในอัตรา
ตางๆของแตละไอโซเลท บันทึกจํานวนหนอนที่ตายหลังจากไดรับเชือ้นาน 24  48  และ 72 ช่ัวโมง 
คํานวณหาอัตราการตายอยางแทจริงดวย Abbott’s formula (Abbott, 1925) และหาคาความเขมขนที่
ทําใหแมลงทดสอบตายที่ 50% (LC50) โดยใชโปรแกรม Probit analysis (Raymond, 1985) สวนการ



 42

ทดสอบกับหนอนใยผักใชวธีิทดสอบตามที่รายงานขางตนนี้ แตใชใบผักกาดหรือใบผักคะนาแทน
อาหารเทียม 
 
 2.3 การนับจํานวนโคโลนีแบคทีเรีย B. thuringiensis    ทําการเจือจางเชื้อ  B.  thuringiensis  
ในน้ําที่ฆาเชื้อแลวในอัตราสวน 1:105 1:106 และ 1:107  หยดสารละลาย B.  thuringiensis ที่เตรียม
ไดปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA ใชแทงแกวรูปตัวแอลที่ฆาเชื้อแลว เกลีย่เชื้อ
ใหทัว่ผิวหนาอาหารเลี้ยงเชือ้ NA จนผิวหนาอาหารแหง บมเชื้อที่อุณหภูมหิองนาน 24 ช่ัวโมง นบั
จํานวนโคโลนีที่ปรากฏบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ โดยจํานวนนับตองอยูระหวาง 30-300 โคโลนี  
 
3.  การศึกษา cryI genes ของ Bacillus thuringiensis  
 
 ทําการทดสอบประสิทธิภาพในการกําจัดของ B. thuringiensis ที่เก็บรวบรวมได กับหนอน
กระทูผัก หนอนกระทูหอม และหนอนใยผัก แลวคัดเลือกไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพสูงในการฆา
หนอนใยผักไดด ี นํามาศึกษาชนิดของยนี cry ที่สรางโปรตีน และเปนพิษกับแมลงในกลุมหนอน
ผีเสื้อ เนื่องจากหนอนใยผกัเปนหนอนผีเสือ้ที่มีความตานทานตอ B. thuringiensis มากกวาหนอน
กระทูผัก และหนอนกระทูหอม จากนัน้นํามาวิเคราะหหายีน cryI โดยใชเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลี
เมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
 
 3.1 การสกัดโครโมโซมของแบคทีเรีย B. thuringiensis  (ดัดแปลงจากวิธีของ Harwood 
and Cutting, 1990)  การเตรียมดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย B. thuringiensis  แตละไอโซเลทที่แยกได โดย
เล้ียงเชื้อ B. thuringiensis ในอาหารเหลว  Luria-Bertani broth (LB)   ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เขยาทิ้งไว 12-16 ช่ัวโมง เพือ่ใหเซลลแบคทีเรียเจริญเติบโตจนมีความเขมขน 1×108 cfu/ml. จากนัน้
เหวีย่งที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบเปนเวลา 2 นาที เพื่อใหเซลลตกตะกอน ละลายตะกอนและลาง
เซลลดวย  lysis buffer  ปริมาตร  800 ไมโครลิตรจากนั้นเติมผง lysozyme  0.002 กรัม ผสมใหเขา
กันและเติม 20% sarkosyl ปริมาตร 60 ไมโครลิตร บมไว 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เตมิ 
phenol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบเปนเวลา 10 นาที ที่ 4 องศา
เซลเซียส นําสวนน้ําใสสวนบนใสใน microtube หลอดใหม เติม phenol : chloroform (29:1) 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดกลับไปมา จากนั้นเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 
10,000 รอบ อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนบนใสในหลอดใหมเติม 0.1 เทา
ของ 3 M sodium acetate pH 5.2 ปริมาตร 40 ไมโครลิตร และ 2.5 เทาของ  absolute ethanol  



 43

ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ทิ้งไว 1 คืนที่ –10  องศาเซลเซียส  เมือ่ครบเวลานําหลอด เหวีย่งที่
ความเร็วสูงสุด 4  องศาเซลเซียสนาน 10 นาที ลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล 70 เปอรเซ็นต ทํา
ใหเซลลแหงโดยใชเครื่อง vacuum dry ละลายตะกอนดวยน้ํา ddH2O ปริมาตร 50 ไมโครลิตรเก็บไว
ที่ –20 องศาเซลเซียส 
 
 3.2 การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอจากแบคทเีรีย Bacillus thuringiensis (ดัดแปลงจากวิธีการ
ของ  Birnboim and Dolby, 1979) การเตรยีมพลาสมิดจากแบคทีเรีย      B. thuringiensis     ในแตละ 
ไอโซเลทที่แยกได โดยเล้ียงเช้ือ B. thuringiensis ในอาหารเหลว Luria-Bertani broth (LB) ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา 12-16 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลแบคทีเรียเจริญเติบโตจนมีความเขมขน 
1×108  cfu/ml. นํามาเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 1 นาที เทสารละลายใส
ทิ้ง เติมบัฟเฟอร TSE 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันและนาํไปเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอ
นาที นาน 1 นาที เทสารละลายใสที่อยูสวนบนของหลอดทิ้ง แลวเตมิ solution A ที่มี lysozyme 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวบมที่ 37  องศาเซลเซียส ทิ้งไวจนสารละลายขุน จากนั้นวางบน
น้ําแข็ง เติม solution B ปริมาตร 400ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัวางบนน้ําแข็ง 4 นาที แลวเติม 
solution C ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัวางบนน้ําแข็ง 5 นาที นําไปเหวีย่งที่ความเร็ว
รอบสูงสุดเปนเวลา 6 นาที  ดูดสารละลายใสในหลอด microtube หลอดใหม เตมิ 
phenol:chloroform (1:1) จาํนวน 1 เทาของปริมาตรสารละลายที่ดูดมาได พลิกหลอดกลับไปมา
เพื่อใหเขากัน จากนัน้นําไปเหวีย่งที่ความเร็วรอบสูงสุด เปนเวลา 6 นาที ดดูสารละลายใสที่อยู
สวนบนใสในหลอด microtube หลอดใหม จากนัน้เติม  chloroform: isoamyl alcohol (24:1) 
จํานวน 1  เทาของปริมาตร พลิกหลอดกลบัไปมาเพื่อใหเขากัน นําไปเหวีย่งที่ความเร็วรอบสูงสุด 2 
นาที ดูดสารละลายใสใสในหลอด microtubeใหมจากนัน้เติม absolute ethanol ผสมใหเขากนัเกบ็
ไวที่ -20 องศาเซลเซียสทิ้งไว 1 คืน จากนั้นเหวีย่งทีค่วามเร็วรอบสูงสุดเปนเวลา 10 นาที เท
สารละลายใสสวนบนออก แลวเติม 80% ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตรผสมใหเขากัน เหวี่ยงที่
ความเร็วรอบสูงสุดเปนเวลา 1 นาที เทสารละลายใสทิ้ง สวนที่เปนตะกอนมาทําใหแหง แลวละลาย
ตะกอนทีไ่ดดวยบัฟเฟอร TE ที่ผสม RNase A ปริมาตร 1ไมโครลิตร บมไวที่ 37  องศาเซลเซียส 
นาน 20 นาที  ทําซํ้าอีกครั้งตั้งแตขั้นตอนในการเติม phenol:chloroform (1:1) จนถึงขั้นตอนการเกบ็
ตะกอนดีเอ็นเอในบัฟเฟอร TE จากนั้นเกบ็ไวที่ -20  องศาเซลเซียส 
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 3.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน cry จาก B. thuringiensis  แตละไอโซเลทโดยใช
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกลุม cry โดยใชไพรเมอรที่แสดงดังตารางที่ 4 
เอนไซม DNA polymerase และเครื่อง Thermal cycle  โดยเติมบฟัเฟอรเฉพาะสําหรับปฏิกิริยา
ลูกโซโพลีเมอเรส  (PCR buffer) 1X,  dNTPs  mix  ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร แมกนีเซียมคลอ
ไรด ที่มีความเขมขน  1  มิลลิโมลาร แตละไพรเมอรความเขมขน 15 ไมโครโมลาร สารละลายดีเอ็น
เอตนแบบจากโครโมโซม หรือ พลาสมิดของ B. thuringiensis แตละไอโซเลทที่คัดเลือกไดความ
เขมขน 100 นาโนกรัม เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 หนวย สุดทายปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่นทีป่ราศจากเชื้อใหไดปริมาตร 25 ไมโครลิตร โปรแกรมสําหรับปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอ
เรส denaturation 94 องศาเซลเซียส 5 นาท ี1 รอบ denaturation 94 องศาเซลเซียส 1 นาที annealing 
45 องศาเซลเซียส 45 วินาที extension 72  องศาเซลเซียส  2  นาที จาํนวน 30 รอบ และ extension 
72  องศาเซลเซียส  10  นาทีนําผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดไปตรวจสอบบน 1 เปอรเซ็นอะกาโรสเจลอิเลค
โตรโฟรีซีส เปรียบเทียบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอกับ  DNA marker Lamda/ HindIII / EcoRI (บริษทั 
Fermentus) หรือ 1 kb DNA Ladder (บริษัท Fermentus) 
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ผลและการวิจารณ 
 

1. การเก็บตัวอยางดิน 
 

จากการเก็บรวบรวมตัวอยางดิน และเศษวัสดุพืชที่ยอยสลายตัวแลว จากเขตปาสมบูรณ 
อุทยานแหงชาติ เขตรักษาพนัธุสัตวปา และเขตหามลาสัตวปาในจังหวดักระบี่  6 พื้นที่ ไดตวัอยาง
ดินทั้งหมด 91 ตัวอยาง จากพื้นที่ตางๆดงันี้  พืน้ที่ที่ 1 เขตรักษาพนัธุสัตวปาเขาประบางครามได
ตัวอยางดิน 10 ตัวอยาง พื้นที่ที่ 2 หนวยพทิักษปาบานทบัเที่ยงไดตวัอยางดิน 17 ตัวอยาง พื้นที่ที ่3 
อุทยานแหงชาติเขาพนมเบญจา สวนอุทยานแหงชาตนิ้ําตกหวยโตไดตัวอยางดิน 20 ตัวอยาง พืน้ที่
ที่ 4 เขตรักษาพันธุสัตวปาทุงทะเลไดตวัอยางดนิ 12 ตัวอยาง พืน้ที่ที่ 5 อุทยานแหงชาติธาร
โบกขรณีไดตวัอยางดนิ 20 ตัวอยาง พืน้ที่ที่ 6 หาดนพรัตนธาราอุทยานแหงชาตหิมูเกาะพีพีได
ตัวอยางดิน 10 ตัวอยาง จาํนวนตวัอยางดินที่เก็บในแตละพื้นที่จะแตกตางกันโดยขึ้นอยูกับความ
กวาง และความแตกตางกนัในสวนตางๆ ของพื้นที่ นอกจากนี้ขึน้อยูกับความอุดมสมบูรณของดิน
ในพื้นทีด่วย รายละเอียดพื้นที่เก็บตัวอยางดิน ตําแหนงเก็บ จํานวนตัวอยางดินที่เก็บและพิกดัจุดเกบ็
ดินของแตละพื้นที่แสดงในตารางผนวกที ่ข1   
 
2. การแยกเชื้อ Bacillus thuringiensis 

 
แยกเชื้อ B. thuringiensis จากตัวอยางดินทีเ่ก็บรวบรวมไดทั้งหมด 91 ตัวอยาง พบตวัอยาง

ดินที่มี B. thuringiensis 32 ตัวอยาง คดิเปนรอยละ 35.16 ซ่ึงตัวอยางดนิที่มี B. thuringiensis ในแต
ละพื้นที่มีดังนี ้   พื้นที่หนวยพิทักษปาบานทับเที่ยงไดตวัอยางดินจํานวน  17  ตัวอยางพบ  
B. thuringiensis 1 ตัวอยาง จากเขื่อนแรกบางสัน พื้นที่อุทยานแหงชาติเขาพนมเบญจา และสวน
อุทยานน้ําตกหวยโตไดตวัอยางดินจํานวน 19 ตัวอยาง พบ B. thuringiensis จํานวน 5 ตัวอยางจาก
น้ําตกหวยโต พื้นที่เขตหามลาสัตวปาทุงทะเลไดตวัอยางดิน 10 ตัวอยาง พบ B. thuringiensis 1 
ตัวอยางจากอางเก็บน้ําเขตหามลาสัตวปาทุงทะเล  พื้นที่อุทยานแหงชาตธิารโบกขรณีไดตัวอยางดิน
จํานวน 14 ตัวอยาง พบ B. thuringiensis  9 ตัวอยาง พื้นที่อุทยานแหงชาติหาดนพรัตนธาราหมูเกาะ
พีพี ไดตัวอยางดินจํานวน 12 ตัวอยาง พบ B. thuringiensis 9 ตัวอยาง ขณะที่ไมพบ B. thuringiensis 
จากตัวอยางดนิของพื้นที่เขตรักษาพันธุสัตวปาเขาประบางคราม (ตารางที่ 5) 
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ตารางที่ 5  แสดงพื้นที่เก็บตวัอยางดนิ พิกดั ตําแหนงเกบ็ และจํานวนตัวอยางดินที่เก็บจากปา   
                 สมบูรณ อุทยานแหงชาติ เขตหามลาสัตวปา และเขตรักษาพนัธุสัตวปาในจังหวดักระบี ่

 
พ้ืนที่ สถานที่ พิกัดจุดเริ่มตน ตําแหนงเก็บ จํานวนตัวอยางดิน รวม 

1 เขตรักษาพันธุสัตว
ปาเขาประบาง
คราม 
 

47N 0529067 
UTM 0875026 

- ปาพรุ 
- สระมรกต 
 

6 
4 

10 

2 หนวยพิทักษปา
บานทับเที่ยง  

47N 0492401 
UTM 0946112 

- เขื่อนแรกบางสัน 
- บางสันปาสวนยาง 
- หนวยพิทักษปาสันลําธาร 
- หนวยพิทักษปาบางสัน 
- อาวมันชาง 
- หนวยพิทักษปา  
  บานทับเที่ยง   
 

3 
2 
4 
3 
3 
2 
 

17 
 

3 อุทยานแหงชาติ
เขาพนมเบญจา
และสวนอุทยาน
แหงชาติน้ําตก 
หวยโต 
 

47N 0491267 
UTM 0910298 

- น้ําตกหวยโต 
- ปาเชิงเขาน้ําตกหวยโต 

10 
10 

20 

4 เขตหามลาสัตวปา
ทุงทะเล 

47N 050469 
UTM 0852897 

- อางเก็บน้ําเขตรักษาพันธุ  
   สัตวปาทุงทะเล 
- ปาโกงกางเขตรักษาพันธุ   
  สัตวปาทุงทะเล 
 

8 
 
4 

12 

5 อุทยานแหงชาติ
ธารโบกขรณี 

47N 0471217 
UTM 0926897 

- ปาอุทยานแหงชาติ 
  ธารโบกขรณี 
 

20 20 

6 อุทยานแหงชาติ
หาดนพรัตนธารา
หมูเกาะพีพี  

47N 0478661 
UTM 0889416 

- สวนปาอุทยานแหงชาติหมู  
  เกาะพีพี 
 

10 10 

    รวม 91 
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ตารางที่ 6  แสดงจํานวนโคโลนีที่นํามาตรวจสอบ และคา Bt index ของ Bacillus thuringiensis  
       ที่แยกไดจากตัวอยางดินจากเขตปาสมบูรณ  อุทยานแหงชาติ  เขตหามลาสัตวปา  

    และเขตรักษาพันธุสัตวปาในจังหวดักระบี ่
 
สถานที ่ ตําแหนงเก็บ จํานวนโคโลนีที่

นํามาตรวจสอบ 
จํานวนโคโลน ี
 B. thuringiensis 

Bt  index 

เขตรักษาพันธุสัตว 
ปาเขาประบางคราม 

-ปาพรุ 
-สระมรกต 

75 
33 

0 
0 

0.000 
0.000 

            รวม  108 0 0.000 
หนวยพิทักษปา 
บานทับเที่ยง 

 -เขื่อนแรกบางสนั 
 -บางสันปาสวนยาง 
-หนวยพทิักษ  
 ปาสันลาํธาร 
-หนวยพทิักษ 
 ปาบางสัน 
-อาวมันชาง 
-หนวยพทิักษปาบาน 
  ทบัเที่ยง 

17 
12 
28 
 
26 
 
16 
11 
 

0 
1 
0 
 
0 
 
0 
0 
 

0.000 
0.083 
0.000 
 
0.000 
 
0.000 
0.000 
 

           รวม  110 1 0.009 
อุทยานแหงชาต ิ
เขาพนมเบญจาและ สวน
อุทยานแหง ชาตนิ้ําตกหวย
โต 

-น้ําตกหวยโต 
-ปาเชิงเขาน้ําตกหวย
โต 

178 
23 
 

6 
0 
 

0.033 
0.000 
 
 

            รวม  201 6 0.030 
เขตหามลาสัตวปา 
ทุงทะเล 
   

- อางเก็บน้ําเขตหามลา 
  พันธุสัตวปาทุงทะเล     
- ปาโกงกางเขตหามลา   
   พนัธุสัตวปาทุงทะเล 

120 
 
25 
 

 2 
 
0 
 

0.017 
 
0.000 
 

            รวม  145 2 0.014 
อุทยานแหงชาติธาร
โบกขรณ ี

- ปาอทุยานแหงชาติ 
  ธารโบกขรณ ี
 

163 62 0.380 
 

อุทยานแหงชาติหาดนพรนัต
ธาราหมูเกาะพีพ ี

- สวนปาอทุยานแหง   
  ชาติหมูเกาะพีพ ี
 

142 50 0.352 

      รวมทั้งหมด  859 121 0.141 
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จากตัวอยางดนิ 91 ตัวอยาง พบ B. thuringiensis จํานวน 121 ไอโซเลทจากโคโลนี
แบคทีเรียที่นํามาตรวจสอบจาํนวน 859 ไอโซเลท คิดเปนเปอรเซ็นตการคนพบ 14.09 และพบ
แบคทีเรียที่ไมสรางสปอร 66 ไอโซเลท โดยรายละเอียดของ B. thuringiensis จํานวน 121 ไดมาจาก
พื้นที่ตางๆ ดงันี้ พื้นที่เขตอุทยานแหงชาติธารโบกขรณีพบ B. thuringiensis 62 ไอโซเลทจาก
โคโลนีแบคทีเรียที่นํามาตรวจสอบ 163 ไอโซเลท อุทยานแหงชาตหิาดนพรัตนธาราหมูเกาะพีพีพบ   
B. thuringiensis  50 ไอโซเลท จาก 142 ไอโซเลทของโคโลนีแบคทีเรียที่นํามาตรวจสอบ สวน
อุทยานแหงชาติน้ําตกหวยโตพบ  B. thuringiensis  6 ไอโซเลท จากโคโลนีแบคทีเรียที่นํามา
ตรวจสอบ 206 ไอโซเลท เขตหามลาสัตวปาทุงทะเลพบ B. thuringiensis  2 ไอโซเลท จากโคโลนี
แบคทีเรียที่นํามาตรวจสอบ 145 ไอโซเลท หนวยพิทักษปาบานทับเที่ยงพบ B. thuringiensis 1 ไอ
โซเลท จากโคโลนีแบคทีเรียที่นํามาตรวจสอบ 110 ไอโซเลท โดยมเีปอรเซ็นตการคนพบรอยละ 
38.03, 35.21, 2.91, 1.38 และ 0.90 ตามลําดับ ขณะที่เขตรักษาพันธุสัตวปาเขาประบางคราม นํา
โคโลนีแบคทีเรียมาตรวจสอบทั้งหมด 108 ไอโซเลท แตไมพบเชื้อ B. thuringiensis (ตารางที่ 6)  

 
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณีเปนพืน้ที่ทีม่ีเปอรเซ็นตการพบ B. thuringiensis มากกวา

พื้นที่อ่ืนๆ เนื่องจากมีลักษณะภูมิประเทศเปนเทือกเขาทอดตัวในแนวเหนือใต แตละพื้นทีย่อยมี
ความลาดชัน ปกคลุมดวยปาไม ปาดงดิบ และธารน้ําตก มีความอุดมสมบูรณและความชื้นตลอดป 
จึงสงเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรีย รวมทั้ง B. thuringiensis ดวย ขณะที่เขตรกัษาพันธุสัตวปา
เขาประบางครามเปนพื้นที่ทีไ่มพบ B. thuringiensis ในตัวอยางดินที่เก็บ อาจมีสาเหตุจากพื้นทีน่ี้
เปนแหลงทองเที่ยวมกีารรบกวนระบบนิเวศในรูปแบบตางๆ อยูตลอดเวลา นอกจากนี้ตัวอยางดนิ
ของพื้นที่นี้ มีลักษณะเปนดนิทราย ซ่ึง Hossain et al. (1997) รายงานวา การงอกของสปอรและการ
เจริญเติบโตของ B. thuringiensis  ถูกจํากดัในดนิทราย เนื่องจากมีปริมาณของน้ํา และธาตุอาหารต่าํ 
ปจจัยเหลานี้อาจสงผลให B. thuringiensis มีการกระจายตัวนอยในเขตรักษาพันธุสัตวปาเขาประ
บางคราม 

 
คาความถี่ในการพบ B. thuringiensis  ซ่ึงคิดเปนคา Bt  index ในแตละพื้นที่มีดังนี้ ตวัอยาง

ดินของอุทยานแหงชาติธารโบกขรณี มีคา Bt  index สูงที่สุดคือ 0.380 รองลงมาไดแก อุทยาน
แหงชาตหิาดนพรัตนธาราหมูเกาะพีพี  สวนอุทยานแหงชาติน้ําตกหวยโต เขตหามลาสัตวปาทุง
ทะเล และหนวยพิทกัษปาบานทับเที่ยง  มีคา Bt  index เทากับ 0.352, 0.030, 0.014 และ 0.009
ตามลําดับ      ผลรวมของคา  Bt index  คอนขางต่ําคือ  0.14  ในขณะทีจ่ํานวนไอโซเลทของ  
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B. thuringiensis ที่แยกได ในเขตอุทยานแหงชาติธารโบกขรณีมีจํานวนสูงสุด เมื่อเทียบกับตวัอยาง
ดิน 5 พื้นที่   คา Bt index ที่มีความแตกตางกันในแตละพื้นที่นี้ DeLucca et al. (1981) รายงานวาคา 
Bt index ในตวัอยางดนิของสหรัฐอเมริกา มีคาระหวาง 0-0.2   Chilcott and Wigley (1993) รายงาน
วาประเทศนิวซีแลนดมีคา Bt index อยูระหวาง 0.2-0.5    Hossain et al. (1997) รายงานวาพืน้ที่เขต
เกษตรกรรมของบังกลาเทศ มีคาเฉลี่ยของ Bt index  คือ 0.75  ซ่ึงในแตละพืน้ที่คา Bt index อยู
ระหวาง 0.38-0.82 Vilas-BÔas and Manoel (2004) รายงานวา ในประเทศบราซิล ดินในเขต
เกษตรกรรมมคีา Bt index เทากับ 0.6 และในเขต Amazonian Tropical Rainforest  มีคา Bt index 
เทากับ 0.05 เปนตน 
 
 B. thuringiensis พบไดในหลายๆตัวอยางเชน ดิน เมล็ดพืช ผลิตภัณฑในโรงเก็บ ฟางขาว 
ซากแมลง  ผิวใบพืช ฯลฯ ซ่ึงนักวจิัยหลายทานศึกษาวิจยั และทําการเปรียบเทียบในแตละแหลง 
 เชน Kim (2000) แยก B. thuringiensis จากโรงเรือนเลี้ยงไหม โรงเก็บผลิตผล และตัวอยางดนิพบ  
B. thuringiensis  ในโรงเก็บผลผลิตมากที่สุด 40 เปอรเซ็นต ตามดวยโรงเรือนเลี้ยงไหม 33 
เปอรเซ็นต และตัวอยางดิน 10 เปอรเซ็นต  Hongyu et al. (2000) และ Bernhard et al. (1997) พบวา 
B. thuringiensis มีความหลากหลายในผลิตภัณฑในโรงเก็บมากกวาดนิ แต Apaydin et al. (2005) 
พบวาคา Bt index  จากตัวอยางดินมีคาสูงที่สุดคือ 0.4  ตามดวยผลิตภณัฑในโรงเก็บ ฟางขาว และ
เมล็ดพืช เปนแหลงที่ไมเหมาะในการเจริญเติบโตเมื่อเทียบกับแหลงอื่นๆ ซ่ึงใหเหตุผลวาความ
แตกตางนีเ้กิดจากระดับของ Bt index ที่มีการเปลี่ยนแปลงจากพื้นที่หนึ่งไปยงัพื้นที่หนึ่งและ
ระหวางชนิดของตัวอยางที่นาํมาตรวจสอบ   อยางไรก็ตามดินเปนแหลงอาศัยที่สําคัญของ  
 B. thuringiensis ซ่ึงมีสภาพแวดลอมเปดมีความหลากหลายและการกระจายตัวของยีนสูงอีกทั้งยงั
เปนแหลงพนัธุกรรมขนาดใหญจึงมีการแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรม เกิดโอกาสในการพัฒนาเปนชีว
ภัณฑที่ควบคมุแมลงในกลุมที่ไมมีรายงานวาออนแอตอ B. thuringiensis มากอน (Quesada-Morage 
et al., 2004) 
  

คา Bt index เปนคาที่ใชวดัถึงความสําเร็จในการแยกเชือ้ B. thuringiensis (Apaydin et al., 
2005) ความแตกตางกันของคา Bt index ในแตละพืน้ที่อาจเกิดจากปจจยัทางชีวภาพ  เชน จุลินทรีย
ที่อาศัยอยูในดนิ ชนิดของแมลงที่อาศัยอยูในดิน หรือปจจัยทางกายภาพ เชน ความเปนกรดเปนดาง
ของดิน ลักษณะของเนื้อดนิ ปริมาณออกซิเจนและสารอาหารที่สามารถนําไปใชได รวมทั้งอุณหภูมิ
และความชืน้ นอกจากนี้ Bt index เปนคาที่บงบอกถึงความหลากหลายของ B. thuringiensis ที่
นักวจิัยหลายทานไดรายงานมากอนหนานี้ Vilas-BÔas and Manoel (2004) ใหขอเสนอแนะวาควร
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หลีกเลี่ยงการเปรียบเทียบคา Bt index กับงานวิจยัอ่ืน เนื่องจากเกิดความแตกตางของวิธีการศึกษา 
เชน วิธีการเกบ็ตัวอยางดิน การเก็บรักษาเชื้อที่แยกได ขบวนการแยกเชื้อ การจําแนกเชื้อ โดยปจจัย
เหลานี้มีผลมาจากประสบการณของกลุมผูทํางานวิจยั และอาจมีผลตอคา Bt index ที่ได 

 
จากการศึกษาลักษณะรูปรางของผลึกโปรตีนโดยใชกลองจุลทรรศน พบลักษณะรูปราง

ของผลึกโปรตีน และการอยูรวมกันของสปอรและผลึกโปรตีน 4 รูปแบบ (ภาพที่ 3) คือ ผลึก
โปรตีนรูปปรามิดคูขนาดเลก็ติดที่ปลายสปอร (crystal protein in exosporium) มี 62 ไอโซเลท ผลึก
โปรตีนรูปปรามิดคูขนาดเลก็ และขนาดใหญกวาสปอร มี 35ไอโซเลท ผลึกโปรตีนหลายขนาดอยู
รวมกันไดแก ผลึกโปรตีนรูปปรามิดคู รูปส่ีเหล่ียมลูกบาศก รูปกลม และมีรูปรางไมแนนอน 
(amorphous) อยูรวมกนัพบ 20 ไอโซเลท และผลึกโปรตีนรูปรางปรามิดคูขนาดเล็ก อยูเปนอิสระ
จากสปอรมี 4 ไอโซเลท  
 

 B. thuringiensis จํานวน 121 ไอโซเลท สรางผลึกโปรตีนรูปปรามิดคู แตตางกนัทีข่นาด
ของผลึกโปรตีน และบางไอโซเลทมีผลึกโปรตีนรูปรางอื่นๆ รวมอยูดวย ซ่ึงสอดคลองกับการ
รายงานของ Bernhard et al. (1997) ที่รายงานวาผลึกโปรตีนรูปปรามิดคู เปนผลึกโปรตีนที่มีความถี่
ในการพบมากที่สุด โดยในการศึกษาพบผลึกโปรตีนรูปปรามิดคู 46 เปอรเซ็นต ขณะที่พบผลึก
โปรตีนรูปกลมเพียง 14 เปอรเซ็นต และอีก 4 เปอรเซ็นตเปนผลึกโปรตีนรูปลูกบาศก พรอมดวยการ
รายงานของ Isanont et al. (1997) ที่รายงานวา  B. thuringiensis  สวนมากสรางผลึกโปรตีนรูปราง 
ปรามิดคู และพบวาภายในสายพันธุเดยีวกันจะสรางผลึกโปรตีนรูปปรามิดคูที่มีรูปรางหลายขนาด 
นอกจากนี้ลักษณะรูปรางของผลึกโปรตีนอาจเปนลักษณะของประจําสายพันธุ เชน B. thuringiensis 
subsp. kurstaki, alesti, kenyae, galleriae, tolworthi, kumamotoensis และ tochigiensis จะสรางผลึก
โปรตีนรูปปรามิดคู และมีหลายขนาด แตแตกตางจากการรายงานของ Apaydin et al. (2005) ที่แยก  
B. thuringiensis 163 ไอโซเลทจากเมล็ดพนัธุพืชในประเทศตุรกีพบวา 36 เปอรเซ็นตของไอโซเลท
ทั้งหมดสรางผลึกโปรตีนรูปกลม  5 เปอรเซ็นตสรางผลึกโปรตีนรูปสี่เหล่ียมลูกบาศก  9 เปอรเซ็นต
สรางผลึกโปรตีนรูปรางไมแนนอน  19 เปอรเซ็นตสรางผลึกโปรตีนรูปสี่เหล่ียมลูกบาศกและรูป
กลม   ขณะทีส่รางผลึกโปรตีนรูปปรามิดคูเพียง 2 เปอรเซ็นตเทานั้น นอกจากนี้ Kim (2000) แยก  
B. thuringiensis  จากโรงเรือนเลี้ยงไหม โรงเก็บผลิตผล และตัวอยางดินพบวาผลึกโปรตีนรูป
ส่ีเหล่ียมขนมเปยกปูน และรูปกลมเปนผลึกโปรตีนที่พบมากที่สุด 
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ไอโซเลทที่สรางผลึกโปรตีนรูปสีเหล่ียมลูกบาศก อยูรวมกับผลึกโปรตีนชนิดอื่นๆ ใน 

ไอโซเลทเดียวกันไดแกไอโซเลท JCPT3, JCPT9, JCPT10, JCPT11, JCPT12, JCPT15, JCPT19, 
JCPT38, JCPT39, JCPT44, JCPT45, JCPT46, JCPT 66, JCPT71, JCPT74, JCPT94, JCPT95, 
JCPT105, JCPT106 และ JCPT121 โดยผลึกโปรตีนรูปสี่เหล่ียมลูกบาศกในไอโซเลทเหลานี้ มี
ขนาดใกลเคยีงกัน ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานของ   Attathom  et al. (1997) ที่รายงานวาผลึก
โปรตีนรูปสี่เหล่ียมลูกบาศก มักพบวามขีนาดที่ไมหลากหลายเมื่อเทยีบกับผลึกโปรตีนรูปปรามิดคู 
และผลึกโปรตีนรูปกลม การศึกษารูปรางลักษณะของผลึกโปรตีน เปนขั้นตอนแรกที่สําคัญอยางยิ่ง
ในการคัดเลือก B. thuringiensis ออกจากแบคทีเรียที่สรางสปอร (Bernhard et al., 1997) และ
ลักษณะของผลึกโปรตีนจะใหขอมูลเกี่ยวกบัแมลงเปาหมาย เชนผลึกโปรตีนรูปปรามิดคูจะเปนพษิ
กับแมลงในกลุมหนอนผีเสื้อในอันดับ Lepidoptera เปนตน (Maeda et al., 2000) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

52

ตารางที่ 7   การจัดกลุมไอโซเลทของ Bacillus  thuringiensis ตามลักษณะรูปราง และรูปแบบการ
      อยูรวมกนัของผลึกโปรตีน 
 
ลักษณะรูปราง 
ของผลึก
โปรตีน 

ขนาดและรูปแบบการอยู
รวมกันของผลึกโปรตีน
และสปอร 

ไอโซเลท 
  

รวม 

ปรามิดคู ผลึกโปรตีนขนาดเล็กอยู 
เปนอิสระจากสปอร 

JCPT43, JCPT80,  JCPT86,  JCPT15 
 

4 

ปรามิดคู ผลึกโปรตีนขนาดเล็กติด 
ที่ปลายสปอร 
(crystal protein in 
exosporium) 

JCPT1, JCPT2, JCPT4, JCPT20, JCPT21, JCPT22, 
JCPT23, JCPT24, JCPT25, JCPT26, JCPT27, JCPT28, 
JCPT29, JCPT30, JCPT32, JCPT33, JCPT34, JCPT35, 
JCPT36, JCPT37, JCPT39, JCPT40, JCPT41, JCPT42, 
JCPT47, JCPT48, JCPT49, JCPT50, JCPT51, JCPT52, 
JCPT53, JCPT54, JCPT55, JCPT56, JCPT57, JCPT58, 
JCPT59, JCPT60, JCPT61, JCPT63, JCPT67, JCPT68, 
JCPT69, JCPT81, JCPT83, JCPT84, JCPT87, JCPT90, 
JCPT91, JCPT92, JCPT93, JCPT96, JCPT98, 
JCPT101, JCPT104, JCPT107, JCPT110, JCPT111, 
JCPT114, JCPT117, JCPT119, JCPT120 

62 

ปรามิดคู ผลึกโปรตีนขนาดเล็กและ
ผลึกโปรตีนขนาดใหญอยู
เปนอิสระจากสปอร 

JCPT5, JCPT6, JCPT7, JCPT8, JCPT13, JCPT14, 
JCPT16, JCPT17, JCPT18, JCPT62, JCPT64, JCPT65, 
JCPT70, JCPT72, JCPT73, JCPT75, JCPT76, JCPT77, 
JCPT78, JCPT79, JCPT82, JCPT85, JCPT88, JCPT89, 
JCPT97, JCPT99, JCPT100, JCPT102, JCPT103, 
JCPT108, JCPT109, JCPT112, JCPT113, JCPT116, 
JCPT118 

35 

ปรามิดคู 
รูปกลม 
สี่เหลี่ยมลูกเตา 
ผลึกมีรูปรางไม
แนนอน 

ผลึกโปรตีนทุกแบบมี
ขนาดหลากหลายอยู
รวมกันและเปนอิสระจาก
สปอร 

JCPT3, JCPT9, JCPT10, JCPT11, JCPT12, JCPT15, 
JCPT19, JCPT38, JCPT39,  JCPT44, JCPT45, 
JCPT46, JCPT66, JCPT71, JCPT74,  JCPT94, 
JCPT95, JCPT105, JCPT106, JCPT121 
  
 

20 

  รวม 121 
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ภาพที ่3  ภาพถายจากกลอง Scanning Electron Microscope (SEM)แสดงลักษณะรูปราง และการอยู  
              รวมกนัของสปอรและผลึกโปรตีนของ Bacillus thuringiensis   
             ก   ผลึกโปรตีนรูปปรามิดคูขนาดเล็ก อยูเปนอิสระกับสปอรของไอโซเลท JCPT43  

     (กําลังขยาย 4000 เทา) 
             ข   ผลึกโปรตีนรูปปรามิดคูขนาดเล็กติดที่ปลายสปอร (crystal protein in exosporium) 
      ของไอโซเลท JCPT86 (กําลังขยาย 6000 เทา) 
             ค   ผลึกโปรตีนรูปปรามิดคูขนาดเล็ก ขนาดใหญติดที่ปลายสปอรของไอโซเลท JCPT68 
     (กําลังขยาย 6000 เทา) 
             ง   ผลึกโปรตีนหลายรูปราง ขนาดตางกันอยูเปนอิสระจากสปอรของไอโซเลท JCPT89 
     (กําลังขยาย 6000 เทา) 
 

 
 
 

 

สปอร 

ผลึกโปรตีน 
ผลึกโปรตีน 

สปอร 

สปอร 
ผลึกโปรตีน 

ผลึกโปรตีน 

สปอร 



 
 

54

2.  การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus thuringiensis ในการกําจัดแมลงศัตรูพชืท่ีมี 
     ความสําคญัทางเศรษฐกิจในหองปฏิบตัิการ 

 
B. thuringiensis 121 ไอโซเลท นํามาทดสอบประสิทธิภาพกับหนอนกระทูผัก หนอน

กระทูหอม และหนอนใยผกั 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกเปนการคัดเลือกเชื้อที่มีประสทิธิภาพ โดยใช
สารแขวนลอยสปอรและผลึกโปรตีน ผลการทดสอบประสิทธิภาพขั้นแรกกับหนอนกระทูผักพบวา
ทุกไอโซเลทมีฤทธิ์ในการฆาหนอนกระทูผัก เมื่อแบงกลุมตามประสิทธิภาพในการฆาหนอนกระทู
ผักพบวา B. thuringiensis   มีฤทธในการฆาหนอนกระทูผักตายที่ 100 เปอรเซ็นตม ี 45 ไอโซเลท 
(37.19%) หนอนกระทูผักตายที่ 90-99 เปอรเซ็นตมี 9 ไอโซเลท (7.43 %) หนอนกระทูผักตายที่ 80-
89 เปอรเซ็นตมี 8 ไอโซเลท (6.61%) หนอนกระทูผักตายที่ 70-79 เปอรเซ็นตมี 8 ไอโซเลท (6.61%)  
หนอนกระทูผักตายที่ 60-69 เปอรเซ็นตมี 3 ไอโซเลท (2.48%) หนอนกระทูผักตายที่ 50-59 
เปอรเซ็นตมี 15 ไอโซเลท (12.39%) และในการศกึษานี้ไอโซเลทที่ทําใหหนอนผเีสื้อตายที่ 100 
เปอรเซ็นต มีจาํนวน 45 ไอโซเลท นํามาทดสอบประสิทธิภาพขั้นที่สอง เพื่อหาคาความเขมขนของ  
B. thuringiensis ที่ทําใหหนอนกระทูผักตายที่ 50 เปอรเซ็นต (LC50) (ตารางที่ 7) 
 

การทดสอบประสิทธิภาพขั้นแรกกับหนอนกระทูหอม พบวา B. thuringiensis   มีฤทธิ์ใน
การฆาหนอนกระทูหอมตายที่ 100 เปอรเซ็นตมี 47 ไอโซเลท (38.84%) หนอนกระทูหอมตายที่ 90-
99 เปอรเซ็นต มี 9 ไอโซเลท (7.44 %) หนอนกระทูหอมตายที่ 80-89 เปอรเซ็นตมี 7 ไอโซเลท 
(5.79%) หนอนกระทูหอมตายที่ 60-69 เปอรเซ็นต มี 4 ไอโซเลท (3.30%) หนอนกระทูหอมตายที่ 
50-59 เปอรเซ็นตมี 8 ไอโซเลท (6.61%) และนําไอโซเลทที่ทําใหเกิดการตายที่ 100 เปอรเซ็นต 
จํานวน 47 ไอโซเลท นํามาทดสอบประสิทธิภาพขั้นที่สอง (ตารางที่ 8) 
 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพขั้นแรกของ   B. thuringiensis กับหนอนใยผัก โดยทดสอบ
ทั้งหมด 56 ไอโซเลท ซ่ึงเปนไอโซเลทที่ทําใหหนอนกระทูผัก และหนอนกระทูหอมตายที ่ 100 
เปอรเซ็นต เนื่องจากหนอนใยผักเปนหนอนผีเสื้อที่มีความทนทานตอพิษของผลึกโปรตีนมากกวา
หนอนกระทูผัก  และหนอนกระทูหอม ผลการทดสอบประสิทธิภาพขั้นแรก พบวา B. thuringiensis    
มีฤทธิ์ในการฆาหนอนใยผกัตายที่ 100 เปอรเซ็นตมี 25 ไอโซเลท (44.64%) กลุมที่ทําหนอนใยผัก
ตายที่ 90-99 เปอรเซ็นตมี 5 ไอโซเลท (8.92%) กลุมที่ทําใหหนอนใยผักตายที่ 80-89 เปอรเซ็นตมี 
12 ไอโซเลท (21.43%) กลุมที่ทําใหหนอนใยผักตายที่ 70-79 เปอรเซ็นตมี 11 ไอโซเลท (19.64%) 
กลุมที่ทําใหหนอนใยผักตายที่ 50-69 เปอรเซ็นต มี 3 ไอโซเลท โดยเปอรเซ็นตตายต่าํสุดคือ 53.33 
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เปอรเซ็นตนํา 25 ไอโซเลทที่ทําใหหนอนใยผักตายที่ 100 เปอรเซ็นต มาทดสอบประสิทธิภาพขั้นที่
สอง  
 

ผลจากการทดสอบประสิทธิภาพขั้นแรกของ B. thuringiensis พบวาทุกไอโซเลทมีพิษตอ
หนอนกระทูผัก หนอนกระทูหอม และหนอนใยผัก โดยท้ังหมด 56 ไอโซเลท คิดเปนรอยละ 46.28 
มีพิษสูงทําใหหนอนทั้ง 3 ชนิดมีเปอรเซน็ตตาย 100 เปอรเซ็นตในการทดสอบขั้นที่สองเปนการ
คัดเลือก B.  thuringiensis ที่มีประสิทธิภาพดีในการควบคุมหนอนกระทูผัก หนอนกระทูหอม และ
หนอนใยผัก โดยทําใหเกดิการตาย 100 เปอรเซ็นต นํามาศึกษาหาคาความเขมขนของ  
B. thuringiensis ที่ทําใหหนอนผีเสื้อทดสอบตายที่ 50 เปอรเซ็นต (LC50)  
 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพขั้นที่สองกับหนอนกระทูผักในหองปฏิบัติการ และวเิคราะห
คา LC50 โดยใชโปรแกรม   Probit Analysis   ได   B. thuringiensis   ที่มีประสิทธิภาพสูงจํานวน  5  
ไอโซเลท ไดแกไอโซเลท JCPT16, JCPT66, JCPT74, JCPT88 และ JCPT94 มีคา LC50 2.78×105, 
2.43×104, 1.57×104, 2.25×104 และ 2.51×104 สปอร/มล. ตามลําดับ (ตารางที่ 10) ขณะที่การทดสอบ
ประสิทธิภาพขั้นที่สองกับหนอนกระทูหอม พบไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพสูงจํานวน 6 ไอโซเลท 
ไดแก ไอโซเลท JCPT9, JCPT16, JCPT18, JCPT65, JCPT74 และ JCPT89 มีคา LC50 1.89×104, 
2.16×104, 3.74×104, 5.4×103, 2.27×104 และ 1.03×104 สปอร/มล. ตามลําดับ (ตารางที่ 11) 

 
ผลการทดสอบประสิทธิภาพขั้นที่สองกับหนอนใยผัก พบไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพสูง

จํานวน 7 ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท JCPT7, JCPT16, JCPT18, JCPT64, JCPT68, JCPT74 และ 
JCPT89 มีคา LC50 4.08×10-2, 4.19×10-1, 4.11×10-3, 5.26×10-1, 2.06×10-1, 1.13×10-2 และ 
2.98×10-1 สปอร/มล.ตามลําดับ (ตารางที่ 12) โดยทั้ง 7 ไอโซเลทเปนไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพ
และสรางผลึกโปรตีนรูปปรามิดคู ซ่ึงมีการรายงานวา B. thuringiensis ที่มีประสิทธิภาพดีในการ
ควบคุมหนอนผีเสื้อมักสรางผลึกโปรตีนรูปปรามิดคู       Bernhard et al. (1997)  ทําการแยกเชื้อ  
B. thuringiensis  2793 ไอโซเลท จากตวัอยางดนิ 80 ประเทศพบวา 45 เปอรเซ็นตของไอโซเลท
ทั้งหมดมีผลตอหนอนกระทูผัก และสรางผลึกโปรตีนรูปรางประมิดคู และ10.7 เปอรเซ็นตของไอ
โซเลทที่มีประสิทธิภาพ สรางผลึกโปรตีนที่ไมสามารถระบุรูปราง (irregularly pointed )  Hansen et 
al. (1998) รายงานวาผลึกโปรตีนรูปปรามิดคู มีผลทําใหหนอนกะหล่ํา (Pieris brassicae) และ
หนอนคืบกะหล่ําตายมากกวา 80 เปอรเซ็นต ขณะทีผ่ลึกโปรตีนรูปกลมไมมีผลตอหนอนทั้งสอง
ชนิดนี ้ 
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B. thuringiensis ทุกไอโซเลทที่แยกไดในจังหวดักระบี่มีพิษกับหนอนกระทูผัก หนอน
กระทูหอม และหนอนใยผกั ซ่ึงในการทดลองของนักวจิัยบางทานทีแ่ยก B. thuringiensis จากใน
พื้นที่ตางๆ พบวาบางไอโซเลทไมมีพิษกับแมลงทดสอบ เชน  Ohba (1996) รายงานวา 90  
เปอรเซ็นตของ B. thuringiensis 186 ไอโซเลท ไมมีความเปนพษิกบัหนอนไหม (Bombyx mori) 
หรือ ลูกน้ํายุงลาย (Aedes aegypti)  Mizuki et al. (1999) รายงานวา 76 เปอรเซ็นตของ B. 
thuringiensis จํานวน 120 ไอโซเลท ไมมีความเปนพษิกับลูกน้ํายุงรําคาญ (Culex pipiens) ลูกน้ํา
ยุงกนปลอง (Anopheles stephensi) และหนอนใยผัก (Plutella xylostella) ซ่ึง Maduell et al. (2002) 
ใหขอเสนอวาความแตกตางนี้ อาจเกดิจากใชแมลงตางชนิดกันในการทดสอบประสิทธิภาพ หรือ
ความแตกตางในการกระจายตัวของจีโนไทปของ B. thuringiensis เชนยีนที่สรางผลึกโปรตีน (cry 
gene) และความหลากหลายทางชีวภาพซึ่งมีสูงมากในประเทศเขตรอน 
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ตารางที่ 8  การจัดกลุมไอโซเลทของ Bacillus  thuringiensis  ตามประสิทธิภาพในการควบคุม      
                 หนอนกระทูผัก (Spodoptera  litura)  

 
เปอรเซ็นตตาย ไอโซเลท  รวม 
100 JCPT1, JCPT2, JCPT5, JCPT7, JCPT8, JCPT10, JCPT11, JCPT12, 

JCPT13, JCPT14, JCPT15, JCPT16, JCPT17, JCPT18, JCPT19, 
JCPT20, JCPT38, JCPT64, JCPT66, JCPT70, JCPT71, JCPT72, 
JCPT74, JCPT75, JCPT77, JCPT78, JCPT79, JCPT82 , JCPT84, 
JCPT88, JCPT89, JCPT90, JCPT94, JCPT95, JCPT97, JCPT99, 
JCPT102, JCPT103, JCPT106, JCPT108, JCPT109, JCPT110, 
JCPT111, JCPT113, JCPT118  
 

45 

90-99 JCPT3, JCPT46, JCPT53, JCPT56, JCPT76, JCPT100, JCPT116, 
JCPT117, JCPT121 
 

9 

80-89 JCPT6, JCPT9, JCPT22, JCPT30, JCPT52, JCPT57, JCPT68, JCPT120 
 

8 

70-79 JCPT23, JCPT32, JCPT40, JCPT41, JCPT44, JCPT45, JCPT54, 
JCPT58 
 

8 

60-69 JCPT86, JCPT101, JCPT107 
 

3 

50-59 JCPT24, JCPT25, JCPT31, JCPT36, JCPT37, JCPT39, JCPT55, 
JCPT59, JCPT60, JCPT62, JCPT65, JCPT67, JCPT69, JCPT81, 
JCPT98 
 

15 

ต่ํากวา 50 
 
 

JCPT4, JCPT21, JCPT26, JCPT27, JCPT28, JCPT29, JCPT33, 
JCPT34, JCPT35, JCPT42, JCPT43, JCPT47, JCPT48, JCPT49, 
JCPT50, JCPT51, JCPT61, JCPT63, JCPT73, JCPT80, JCPT83, 
JCPT85, JCPT87, JCPT91, JCPT92, JCPT93, JCPT96, JCPT104, 
JCPT105, JCPT112, JCPT114, JCPT115, JCPT119 

33 
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ตารางที่ 9  การจัดกลุมไอโซเลทของ Bacillus thuringiensis ตามประสิทธิภาพในการควบคุม 
    หนอนกระทูหอม (Spodoptera  exigua)  
 

เปอรเซ็นตตาย ไอโซเลท รวม 
100 JCPT3, JCPT5, JCPT6, JCPT7, JCPT8, JCPT9, JCPT11, JCPT12, 

JCPT13, JCPT14, JCPT15, JCPT16, JCPT17, JCPT18, JCPT19, 
JCPT44, JCPT45, JCPT65, JCPT66, JCPT68, JCPT70, JCPT71, 
JCPT72, JCPT74, JCPT75, JCPT77, JCPT78, JCPT79, JCPT82, 
JCPT84, JCPT88, JCPT89, JCPT99, JCPT102, JCPT103, JCPT104, 
JCPT105, JCPT106, JCPT108, JCPT109, JCPT110, JCPT111, 
JCPT112, JCPT113, JCPT116, JCPT118, JCPT121 
 

47 

90-99 JCPT1, JCPT2, JCPT4, JCPT10, JCPT20, JCPT21, JCPT62, JCPT81, 
JCPT87 
 

9 

80-89 JCPT38, JCPT46, JCPT90, JCPT93, JCPT94, JCPT95, JCPT97 
 

7 

70-79 - 
 

0 

60-69 JCPT33, JCPT36, JCPT60, JCPT73 
 

4 

50-59 JCPT27, JCPT28, JCPT32, JCPT39, JCPT67, JCPT83, JCPT91, 
JCPT92  
 

8 

ต่ํากวา 50 
 
 

JCPT22, JCPT23, JCPT24, JCPT25, JCPT26, JCPT29, JCPT30, 
JCPT31, JCPT34, JCPT35, JCPT37, JCPT40, JCPT41, JCPT42, 
JCPT43, JCPT47, JCPT48, JCPT49, JCPT50, JCPT51, JCPT52, 
JCPT53, JCPT54, JCPT55, JCPT56, JCPT57, JCPT58, JCPT59, 
JCPT61, JCPT63, JCPT64,  JCPT69, JCPT76, JCPT80, JCPT85, 
JCPT86, JCPT96, JCPT98, JCPT100, JCPT101, JCPT107, JCPT114, 
JCPT115, JCPT117, JCPT119, JCPT120 

46 
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ตารางที่ 10  การจัดกลุมไอโซเลทของ Bacillus thuringiensis ตามประสิทธิภาพในการควบคุม 
      หนอนใยผกั (Plutella xylostella)  
 

เปอรเซ็นตตาย ไอโซเลท รวม 
100 JCPT3, JCPT5, JCPT6, JCPT7, JCPT11, JCPT15, JCPT16, JCPT18, 

JCPT20, JCPT64, JCPT65, JCPT68, JCPT70, JCPT71, JCPT72, 
JCPT74, JCPT75, JCPT82, JCPT89, JCPT94, JCPT99, JCPT106, 
JCPT112, JCPT116, JCPT121 
 

25 

90-99 JCPT10, JCPT13, JCPT103, JCPT105, JCPT111 
 

5 

80-89 JCPT9, JCPT12, JCPT14, JCPT19, JCPT88, JCPT90, JCPT95, 
JCPT97, JCPT102, JCPT108, JCPT110, JCPT113 
 

12 

70-79 JCPT1, JCPT8, JCPT17, JCPT38, JCPT45, JCPT66, JCPT78, JCPT79, 
JCPT104, JCPT109, JCPT118 
 

11 

50-69 JCPT2, JCPT44, JCPT77 
 

3 
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ตารางที่ 11  คาความเขมขนของ Bacillus thuringiensis ที่ทําใหหนอนกระทูผัก (Spodoptera litura)  
                    ตายที่ 50 เปอรเซ็นต (LC50)  
 

95% Fiducial limits Isolates No. LC50(spore/ml) 
Lower Upper 

Slope 
(mean±SE) 

 JCPT1 4.6×106 3.864×105 1.010×1010 0.262±0.084 
 JCPT 2 1.2×106 1.763×105 3.840×107 0.334±0.093 
 JCPT 5  3.69×106 1.266×106 1.159×108 0.733±0.126 
 JCPT 7 4.3×104 1.588×104 1.150×105 0.875±0.145 
 JCPT 8 1.79×106 4.837×105 1.167×107 0.549±0.113 
JCPT 10 3.89×106 5.943×105 1.860×108 0.366±0.096 
JCPT 11 2.17×105 1.484×104 1.406×106 0.347±0.089 
JCPT 12  8.49×103 -1 - 0.548±0.224 
 JCPT 13 9.89×105 6.741×104 1.437×107 0.287±0.085 
 JCPT 14 1.85×106 3.215×105 4.154×107 0.379±0.094 
JCPT 15 6.54×104 2.171×104 2.049×105 0.700±0.118 
 JCPT 16 2.78×105 6.881×104 1.395×106 0.493±0.098 
 JCPT 17  1.04×106 1.737×105 2.033×107 0.361±0.091 
 JCPT 18 3.36×104 0.00 4.48×1025 0.637±0.269 
 JCPT 19 4.19×104 1.457×104 1.172×105 0.796±0.133 
 JCPT 20 4.52×106 7.187×105 1.939×108 0.381±0.097 
 JCPT 38 9.88×104 0.00 9.243×1024 0.823±0.314 
 JCPT 64 3.34×106 3.651×105 9.847×108 0.292±0.089 
 JCPT 66 2.43×104 -1 - 0.609±0.257 
 JCPT 70 1.76×106 2.245×105 1.269×108 0.311±0.089 
 JCPT 71 3.46×104 -1 - 0.686±0.240 
 JCPT 72 2.16×105 3.881×104 1.602×106 0.394±0.091 
 JCPT 74 1.57×104 4.131×103 4.988×104 0.645±0.117 
 JCPT 75 5.32×104 0 7.271×1018 0.662±0.305 
 JCPT 77 3.03×105 6.304×104 2.034×106 0.428±0.093 
 
1 Fiducial limit could not be generated 
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ตารางที่ 11  (ตอ) 
 

95% Fiducial limits Isolates No. LC50(spore/ml) 
Lower Upper 

Slope 
(mean±SE) 

 JCPT 78 2.37×105 -1 - 0.602±0.237 
 JCPT 79 6.79×104 1.616×104 2.676×105 0.522±0.093 
 JCPT 82 6.37×104 -1 - 0.768±0.267 
JCPT 84 1.64×105 3.524×104 8.708×105 0.452±0.094 
 JCPT 88 2.25×104 2.033×103 9.352×104 0.527±0.118 
 JCPT 89 1.37×105 -1 - ± 
 JCPT 90 2.19×106 2.285×105 5.049×108 0.282±0.088 
 JCPT 94 2.51×104 -1 - 0.657±0.229 
 JCPT 95 7.35 × 104 1.302×104 2.635×105 0.562±0.113 
 JCPT 97 4.943×104 1.813×104 1.332×105 0.861±0.145 
 JCPT 99 2.63 × 105 7.462×104 1.055×106 0.569±0.104 
 JCPT 102 7.33× 104 0 7.264×1020 0.761±0.292 
 JCPT 103 2.64×105 6.979×104 1.180×106 0.527±0.101 
JCPT 106 9.88× 104 0 3.285×1020 0.823±0.314 
 JCPT 108 1.50×105 4.09×104 5.879×105 0.555±0.102 
 JCPT 109 8.63×106 1.11×106 1.155×109 0.356±0.098 
 JCPT 110 3.21×106 5.671×105 7.261×107 0.405±0.091 
 JCPT 111 2.67×106 4.669×105 6.685×107 0.390±0.097 
 JCPT 113 1.41×107 1.474×106 6.989×109 0.332±0.098 
 JCPT 118 3.89×106 5.493×105 1.860×108 0.366±0.096 
     
1 Fiducial limit could not be generated 
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ตารางที่ 12  คาความเขมขนของ Bacillus thuringiensis ที่ทําใหหนอนกระทูหอม  
      (Spodoptera exigua) ตายที่ 50 เปอรเซ็นต (LC50)  
 

95% Fiducial limits Isolates No. LC50(spore/ml) 
Lower Upper 

Slope 
(mean±SE) 

 JCPT 3 7.6×104 6.279×103 7.621×105 0.312±0.087 
 JCPT 5 1.34×106 3.633×105 8.127×106 0.543±0.110 
 JCPT 6  4.94×104 1.813×104 1.331×105 0.861±0.145 
 JCPT 7 1.10×105 0 1.869×1018 0.689±0.400 
 JCPT 8 1.28×105 -1 - 0.517±0.206 
 JCPT 9 1.89×104 5.443×103 5.769×104 0.683±0.121 
 JCPT 11 8.38×105 1.34×105 1.64 0.350±0.091 
 JCPT 12  4.12×106 5.199×105 4.852×108 0.326±0.093 
 JCPT 13 4.03×107 2.317×106 3.172×1012 0.278±0.095 
 JCPT 14 7.99×104 2.730×104 2.321×105 0.754±0.125 
 JCPT 15 1.28×105 0 2.376×1017 0.746±0.403 
 JCPT 16 2.16×104 0 1.698×1023 0.521±0.333 
 JCPT 17  2.17×103 2.179×103 3.659×104 0.578±0.112 
 JCPT 18 3.74×104 1.392×104 9.919×104 0.890±0.152 
 JCPT 19 1.12×105 3.536×104 3.823×105 0.641±0.110 
 JCPT 44 3.74×104 -1 - 0.465±0.202 
 JCPT 45 5.22×104 0 1.703×1019 0.615±0.334 
 JCPT 65 5.4×103 1.327×103 1.96×104 0.558±0.103 
 JCPT 66 3.36×105 1.03×105 1.25×106 0.617±0.110 
 JCPT 68 1.10×105 0 1.869×1018 0.689±0.400 
 JCPT 70 3.00×104 9.191×103 9.032×103 0.697±0.120 
 JCPT 71 7.33×104 0 7.264×1020 0.760±0.292 
 JCPT 72 3.41×106 4.204×105 4.162×108 0.317±0.091 
 JCPT 74 2.27×104 8.817×103 5.893×104 0.950±0.165 
 JCPT 75 7.73×106 -1 - 0.154±0.084 
    
1 Fiducial limit could not be generated 
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ตารางที่ 12  (ตอ)              
 

95% Fiducial limits Isolates No. LC50(spore/ml) 
Lower Upper 

Slope 
(mean±SE) 

 JCPT 77 5.63×105 1.114×105 5.264×106 0.406±0.093 
 JCPT 78 2.53×105 -1 - 0.522±0.221 
 JCPT 79 3.64×107 2.265×106 1.216×1012 0.286±0.096 
 JCPT 82 4.00×103 1.023×103 1.390×104 0.578±0.105 
 JCPT 84 3.38×102 5.4×101 1.169×103 0.610±0.129 
 JCPT 88 3.47×104 1.198×104 9.705×104 0.795±0.135 
 JCPT 89 1.03×104 2.815×103 3.107×104 0.698±0.129 
 JCPT 99 8.54×103 2.079×105 2.661×104 0.661±0.126 
JCPT 102 5.02 × 105 8.74×104 5.88×106 0.372±0.091 
 JCPT 103 2.71 × 105 4.40×104 2.63×106 0.366±0.089 
 JCPT 104 4.14× 106 1.930×105 1.480×1014 0.203±0.085 
 JCPT 105 1.57×108 6.495×106 3.090×1014 0.293±0.103 
JCPT 106 3.15×105 3.880×104 5.651×106 0.314±0.087 
 JCPT 108 1.09×107 2.023×106 1.643×108 0.387±0.093 
 JCPT 109 3.21×105 1.091×105 1.001×106 0.724±0.124 
 JCPT 110 1.63×109 -1 - 0.119±0.086 
 JCPT 111 2.65×105 2.563×104 6.573×106 0.288±0.086 
 JCPT 112 1.77×106 2.201×105 1.492×108 0.307±0.089 
 JCPT 113 2.16×106 6.295×104 2.573×1025 0.175±0.084 
 JCPT 116 2.78×105 4.566×104 2.678×106 0.368±0.089 
 JCPT 118 4.32×105 1.280×105 1.749×106 0.593±0.108 
  JCPT 121 6.61×105 1.778×105 3.466×106 0.530±0.104 
   
   1 Fiducial limit could not be generated 
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ตารางทิ่ 13   คาความเขมขนของ Bacillus thuringiensis ที่ทําใหหนอนใยผัก (Plutella xylostella)  
                    ตายที่ 50 เปอรเซ็นต (LC50)  
 

95% Fiducial limits Isolates No. LC50(spore/ml) 
Lower Upper 

Slope 
(mean±SE) 

JCPT 3 6.38×104 1.141×104 2.242×104 0.577±0.116 
JCPT 5 0.52×10-1 0 3.020×102 0.320±0.132 
JCPT 6 1.03×101 0 2.744×102 0.481±0.219 
JCPT 7 4.08×10-2 -1 - 0.273±0.163 
JCPT 11 5.39×103 2.40×102 3.110×104 0.379±0.095 
JCPT 15 1.45×104 0 7.68×1028 0.471±0.329 
JCPT 16 4.19×10-1 0 3.13×101 0.297±0.123 
JCPT 18 4.11×10-3 -1 - 0.225±0.128 
JCPT 20 0.16×10-1 -1 - 0.126±0.088 
JCPT 64 5.26×10-1  0 3.210×101 0.324±0.132 
JCPT 65 1.99×103 1.889×102 8.018×103 0.549±0.123 
JCPT 68 2.06×10-1 -1 - 0.177±0.100 
JCPT 70 1.76×102 -1 - 0.360±0.228 
JCPT 71 0.35×10-1 0 2.083×102 0.376±0.166 
JCPT 72 2.73×101 0 3.887×102 0.532±0.223 
JCPT 74 1.13×10-2 -1 - 0.075±0.086 
JCPT 75 4.11×101 2.500×10-4 6.910×102 0.394±0.135 
JCPT 82 3.52×102 -1 - 0.372±0.239 
JCPT 89 2.98×10-1 -1 - 0.213±0.110 
JCPT 94 3.59×101 3×10-4 8.150×102 0.339±0.118 
JCPT 99 1.18×103 -1 - 0.398±0.259 
JCPT 106 0.42×10-1 0 3.133×102 0.296±0.123 
JCPT 112 1.22×104 -1 - 0.566±0.235 
JCPT 116 9.53×101 3.00×10-2 9.071×102 0.473±0.152 
JCPT 121 3.85×103 2.849×102 1.817×104 0.450±0.103 
 
 1 Fiducial limit could not be generated 
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3.  การศึกษาชนิดของยีน cry ใน Bacillus thuringiensis 
 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของ B. thuringiensis จํานวน 121 ไอโซเลท กับหนอนกระทู
ผัก หนอนกระทูหอม  และหนอนใยผัก คัดเลือกไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพสูงในการกําจดัหนอน
ผีเสื้อทั้ง 3 ชนิด จํานวน 7 ไอโซเลทไดแก JCPT7, JCPT16, JCPT18, JCPT64, JCPT68, JCPT74 
และ JCPT89 นํามาตรวจสอบหายีน cry1  ซ่ึงเปนยีนที่สรางผลึกโปรตีน Cry1 ที่มีความเปนพษิกบั
หนอนผีเสื้อในอันดับ Lepidoptera โดยสกัดโครโมโซมตามวิธีการที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ 
Harwood and Cutting (1990) และพลาสมดิตามวิธีการทีด่ัดแปลงมาจากวิธีของ Birnboin and Doly 
(1979)  ทําการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรเจลอิเลคโตรโพรีซิส ผลการทดลองแสดง
ในภาพที่ 4  และภาพที่ 5    
 
 นําโครโมโซมดีเอ็นเอ และพลาสมิดของแตละไอโซเลท มาวิเคราะหหายนี cry1 ดวย
เทคนิค PCR เนื่องจากยีน cry1 แบงเปนกลุมยอยหลายกลุม จึงใชไพรเมอรที่มีความจาํเพาะในกลุม
ของยีน cry1 จํานวน 15 ชนิด ไดแก ยนีcry1Aa  cry1Ab  cry1Ac cry1Ad  cry1Ae  cry1D cry1E 
cry1F cry1G cry1H cry1I cry1J และยีนcry1K และใชไพรเมอรในกลุมยีน cryII คือยีน cry2A  ยีน
ในกลุม cryV คือ cry5, cry12, cry13A และยีน cry14  ซ่ึงยีนเหลานี้สรางโปรตีนที่เปนพิษตอหนอน
ผีเสื้อในอันดบั Lepidoptera นอกเหนือจากยีน cry1  (ตารางที่ 4) 
 
 ผลการศึกษาชนิดของยีน  cry  ที่พบบนโครโมโซมดีเอ็นเอของ    B. thuringiensis  ทั้ง 7 
ไอโซเลท พบผลิตภัณฑ PCR ของยีน cry จํานวน 8 ชนดิไดแกยนี cry1Ab, cry1Ac, cry1C, cry1D, 
cry1I, cry9A, cry9B  และ cry2A  โดยมีรายละเอียดของยีน  cry  แตละชนิดทีพ่บในไอโซเลทดังนี้  
พบยีน cry1Ab ในไอโซเลท JCPT16, JCPT18 และ JCPT74 (ภาพที่ 6(2) ) ยีน cry1Ac ในไอโซเลท 
JCPT16 (ภาพที่ 6(3)) ยนี cry1D ในไอโซเลท JCPT 7, JCPT18,  JCPT68,  JCPT74  และ JCPT89 
(ภาพที่ 7(4) ) ยีน cry9A และ cry9B ในไอโซเลท JCPT64 (ภาพที่ 10(1) และภาพที่ 10(2)) ขณะที่
ยีน cry1I และ cry2A พบในทุกไอโซเลท ยกเวนไอโซเลท JCPT64 (ภาพที่ 9(1) และ ภาพที่ 9(4) )  
 

ผลการศึกษาชนิดยนี cry บนพลาสมิดของ B. thuringiensis จํานวน  7 ไอโซเลท พบยีน cry 
จํานวน 7 ชนดิไดแก ยนี cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry1C, cry1D, cry1I และ cry2A  รายละเอียด
ของยีน cry แตละชนิด พบในไอโซเลทดังนี้ พบยนี cry1Aa, cry1I และยีน cry2A ในทุกไอโซเลท  
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ภาพที่ 4   โครโมโซมดีเอ็นเอของแบคทีเรีย B. thuringiensis ที่สกัดไดจากการดดัแปลงวิธีของ 
                 Harwood and Cutting (1990) 
                 ชองที่ 1     DNA marker (Lamda DNA ตัดดวยเอนไซม  HindIII และ EcoRI) 
                 ชองที่ 2     โครโมโซมดีเอ็นเอของ B. thuringiensis JCPT 7 
                 ชองที่ 3     โครโมโซมดีเอ็นเอของ B. thuringiensis JCPT 16 
                 ชองที่ 4     โครโมโซมดีเอ็นเอของ B. thuringiensis JCPT 18 
                 ชองที่ 5     โครโมโซมดีเอ็นเอของ B. thuringiensis JCPT 64 
                 ชองที่ 6     โครโมโซมดีเอ็นเอของ B. thuringiensis JCPT 68 
                 ชองที่ 7     โครโมโซมดีเอ็นเอของ B. thuringiensis JCPT 74 
                 ชองที่ 8     โครโมโซมดีเอ็นเอของ B. thuringiensis JCPT 89 
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            ภาพที่ 5   พลาสมิดของแบคทีเรีย B. thuringiensis  ที่สกัดไดจากการดัดแปลงวธีิของ  

              Birnboin and Doly (1979) 
              ชองที่ 1     พลาสมิดของ B. thuringiensis JCPT  7                 

ชองที่ 2     พลาสมิดของ B. thuringiensis JCPT 16 
              ชองที่ 3     พลาสมิดของ B. thuringiensis JCPT 18 
               ชองที่ 4     พลาสมิดของ B. thuringiensis JCPT 64 
               ชองที่ 5     พลาสมิดของ B. thuringiensis JCPT 68 
               ชองที่ 6     พลาสมิดของ B. thuringiensis JCPT 74 
               ชองที่ 7     พลาสมิดของ B. thuringiensis JCPT 89                                                          

ชองที่ 8     DNA marker (Lamda DNA ตัดดวยเอนไซม HindIII และ EcoRI) 
 
 
 
 
 
 
 

   1        2        3       4        5        6       7        8    
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ยกเวนไอโซเลท JCPT64 (ภาพที่ 12 (1) ภาพที่ 15(1) และภาพที่ 15(4)) ยนี cry1Ab ในไอโซเลท 
JCPT18, JCPT68 และJCPT74 (ภาพที่ 12(2)) ยนี cry1Ac ในไอโซเลท JCPT16 และ JCPT89 (ภาพ 
ที่ 12(3)) และยีน cry1C และ cry1D ในไอโซเลท JCPT7, JCPT18, JCPT68 และ JCPT74 (ภาพที่ 
13(3) และภาพที่ 13(4))  
 
 ยีน cry ที่ตรวจสอบพบทั้งหมด 9 ชนิดไดแก ยีนcry1Aa,   cry1Ab,  cry1Ac, cry1C, cry1D  
cry1I, cry2A, cry9A และยนี cry9B (ตารางที่ 14 และตารางที่ 15) มีขนาดของผลิตภัณฑ PCR 
สอดคลองกับการทดลองของ Juarez-Perez et al., 1997; Masson et al., 1998 และ Bravo et al., 
1998 ที่รายงานขนาดของผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชไพรเมอร IAa และ(I-) จะไดผลิตภณัฑ PCR ของ
ยีน cry1Aa ขนาด 1226 คูเบส   ไพรเมอรIAb และ(I-) จะไดผลิตภัณฑ PCR ของยนี cry1Ab ขนาด 
1371 คูเบส ไพรเมอร IAc และ(I-) จะไดผลิตภัณฑ PCR ของยีน cry1Ac ขนาด 750 คูเบสไพรเมอร 
IC และ(I-) จะไดผลิตภณัฑ PCR ของยีนcry1C ขนาด 1176 คูเบส ไพรเมอร ID และ (I-) จะได
ผลิตภัณฑ PCR ของยีนcry1D ขนาด 1138 คูเบส ไพรเมอร (V+) และ(V-) จะไดผลิตภัณฑ PCR 
ของยีนcry1I ขนาด 1371 คูเบส ไพรเมอร II(+) และII(-)จะไดผลิตภณัฑ PCR ของยีนcry2A ขนาด 
1556 คูเบส ไพรเมอร 9A(d) และ 9A(r) จะไดผลิตภณัฑ PCR ของยีน cry9A ขนาด 571 คูเบสไพร
เมอร 9B(d) และ 9B(r) จะไดผลิตภัณฑ PCR ของยีน cry9B ขนาด 402  คูเบส    
 
 ยีน cry ที่ตรวจสอบได เปนยีนที่ตรวจพบไดบอยครัง้ และมีการกระจายตวัสูงเชน ยนี 
cry1Aa,  cry1Ab,  cry1Ac,  cry1Ad  และ cry1B เปนยีนที่ตรวจพบไดจาก  B. thuringiensis จํานวน
40  ไอโซเลท   คิดเปนรอยละ  54.7  จากทัง้หมด   256   ไอโซเลทที่แยกไดจากประเทศโคลัมเบีย  
ยีน cry1I  ตรวจพบไดใน B. thuringiensis จํานวน  95 ไอโซเลท จากทั้งหมด 115 ไอโซเลท  และ
ยีน cry2 จาก B. thuringiensis จํานวน 56 ไอโซเลทจากทั้งหมด 59 ไอโซเลทที่แยกไดจากประเทศ
อารเจนตินา โดยคิดเปนรอยละ 94.9 (Maduell, 2002; Song et al. 2003; Sauka et al. 2005)  ขณะที่
ในการวิจัยนี้ยนี cry ที่ไมตรวจพบมจีํานวน 12 ชนดิ ไดแก ยีน cry1Ad, cry1Ae,  cry1B,, cry1E,  
cry1F, cry1G,  cry1H,  cry1J,  cry1K,  cry9C,  cry9D และยีน cryV ยีนบางชนดิดังที่กลาวมา
ขางตน เปนยนีที่มีรายงานวามีการกระจายตัวนอย เชน Wang et al. (2003) พบวายีน cry1B,  cry1E,  
cry1F,  cry1G,  cry1J,  cry1K และยนี cry1H เปนยนีที่มีการกระจายตัวนอยในประเทศจีน และ 
Kim (2000) รายงานวายีนที่ตรวจพบไดนอยจากตัวอยาง B. thuringiensis ที่แยกไดจากโรงเรือน
เล้ียงไหม ตัวอยางดิน และเมล็ดพันธุพืช ในประเทศเกาหลี คือยีน cryIB,  cryIE,  cryIG และ cryIV  
ขณะที่ไมตรวจพบยีน cryIII และ cryV ได 
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ตารางที่ 14  ชนิดของยีน cry ที่ตรวจพบบนโครโมโซมของ Bacillus thuringiensis ไอโซเลท 
ที่มีประสิทธิภาพที่แยกไดจากเขตปาสมบูรณ อุทยานแหงชาติ เขตรักษาพันธุสัตวปา 
และเขตหามลาสัตวปา ในจังหวัดกระบี ่

 
ไอโซเลท  Bacillus thuringiensis ชนิดของยีน cry ที่ตรวจพบ 

JCPT7 
 

                            cry1D, cry1I, cry2A 

JCPT16 
 

                           cry1Ab, cry1Ac, cry1I, cry2A 

JCPT18 
 

                            cry1Ab, cry1C, cry1D, cry1I, cry2A 

JCPT64 
 

                             cry9A, cry9B 

JCPT68 
 

                             cry1C, cry1D, cry1I, cry2A 

JCPT74 
 

                             cry1Ab, cry1C, cry1D, cry1I, cry2A 

JCPT89 
 

                             cry1D, cry1I, cry2A 
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ตารางที่ 15  ชนิดของยีน cry ที่ตรวจพบบนพลาสมิดของ Bacillus thuringiensis ไอโซเลท 
      ที่มีประสิทธิภาพที่แยกไดจากเขตปาสมบูรณ อุทยานแหงชาติ เขตรักษาพันธุสัตวปา  

                    และเขตหามลาสัตวปาในจังหวัดกระบี ่
 
ไอโซเลท  Bacillus thuringiensis ชนิดของยีน cry ที่ตรวจพบ 

JCPT7 
 

                          cry1Aa, cry1C, cry1D, cry1I, cry2A 

JCPT16 
 

                          cry1Aa, cry1Ac, cry1I, cry2A 

JCPT18 
 

                           cry1Aa, cry1Ab, cry1C, cry1D, cry1I, cry2A 

JCPT64 
 

                             _ 

JCPT68 
 

                            cry1Aa, cry1Ab, cry1C, cry1D, cry1I, cry2A 

JCPT74 
 

                            cry1Aa,cry1Ab, cry1C, cry1D, cry1I, cry2A 

JCPT89 
 

                             cry1Aa, cry1Ac,  cry1I, cry2A 
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เมื่อเปรียบเทียบความถี่ในการพบยีน cry บนโครโมโซม พบวายนี cry1I และ cry2A ตรวจ
พบไดในทุกไอโซเลท ยกเวนไอโซเลท JCPT64  การมียีน cry1I และยีน cry2A ซ่ึงเปนยีนที่ควบคมุ
การสรางโปรตีน และสัมพันธกับความสามารถในการฆาหนอนใยผักทําใหไอโซเลทเหลานี้ มี
ประสิทธิภาพในการทําลายหนอนใยผักสงูกวา JCPT64  เพราะยีน cry1I เปนยีนทีม่ีรายงานวาเปน
พิษตอหนอนผีเสื้อ เชน  Song et al. (2003) รายงานวา ยีน cry1I จาก B. thuringiensis Btc007 มี
ความเปนพษิสูงกับหนอนใยผัก หนอนเจาะลําตนขาวโพด หนอนเจาะฝกถ่ัว  และยีน cry2A มี
รายงานวาสรางสารพิษที่มีประสิทธิภาพสูงในการกําจัดหนอนใยผัก  (Tabashnik et al., 1994)  
นอกจากนี้บนพลาสมิดตรวจพบยีน cry1Aa cry1I และ cry2A ในทุกไอโซเลท ยกเวน JCPT64  ที่
ไมพบยีน cry  การที่ไอโซเลท JCPT64 ไมมียีน cry1I และcry2A อาจทําใหประสิทธิภาพการฆา
แมลงลดลงดังที่กลาวมาขางตน นอกจากนี้การไมพบยนี cry บนพลาสมิดจะทําใหการสรางผลึก
โปรตีนเกิดจากยีนบนโครโมโซมเทานั้น อาจสงผลใหความสามารถในการผลิตสารพิษลดลงทําให
ฆาแมลงนอยกวาไอโซเลทที่มียีน cry บนพลาสมิด 

 
แมวาไอโซเลท  JCPT64 ไมพบวามียนี  cry1  เปนองคประกอบ  แตไอโซเลทนี้ถูกคัดเลือก

มาจาก B. thuringiensis 25 ไอโซเลท ที่ทดสอบกับหนอนใยผัก จึงจัดไดวาเปนไอโซเลทที่มี
ประสิทธิภาพดี ถึงแมวาจะพบยนี cry เพยีง 2 ชนิด คือ cry9A และ cry9B  ก็ตาม แตยีน  2 ชนิดนี้ 
สรางพิษฆาหนอนผีเสื้อหลายชนิด เชน การรายงานของ van Frankenhuyzen et al. (1997) ที่พบวา 
cry9 เปนยนีทีส่รางโปรตีนที่มีความเปนพษิสูงกับ spruce budworm (Choristoneura furniferano) 
และมีความเปนพิษสูงกับหนอนกระทูหอม หนอนกระทูผัก หนอนเจาะสมอฝาย โดยเฉพาะอยางยิ่ง
กับหนอนใยผกัที่สรางความตานทานกับยนีในกลุม cry1 (Jansens et al., 1997)  

 
B. thuringiensis 7 ไอโซเลทเปนไอโซเลทที่ประสิทธิภาพสูงในการควบคุมหนอนผีเสื้อ 

โดยเฉพาะหนอนใยผัก โดยทุกไอโซเลทประกอบดวยยนี cry ที่มีรายงาน ถึงความเปนพิษ เชน 
Tabashnik et al.(1994) พบวาสารพิษที่มปีระสิทธิภาพในการฆาหนอนใยผัก คือ Cry1Aa  Cry1Ab 
Cry1Ac Cry1B Cry1C  Cry1F  และ Cry2A  ซ่ึงไอโซเลท JCPT18 และJCPT74 เปนไอโซเลทที่มี
ประสิทธิภาพสูงที่สุด (ตารางที่ 13) พบยีน cry ดังกลาวจาํนวน 6 ชนิด ไดแก ยีน cry1Aa, cry1Ab,  
cry1Ac,  cry1C,  cry1D และ cry2A นอกจากการมียีนที่มีความเปนพิษสูงแลว ไอโซเลทJCPT18 
และJCPT74 มีชุดยีน  cry เหมือนกนับนโครโมโซม และพลาสมิด สงผลให  2 ไอโซเลทนี้ เพิ่ม
โอกาสในการสรางสารพิษไดมากกวาการมีชุดยีนเพียงชดุเดียว ดังนัน้จึงเปนการเพิ่มโอกาสในการ
ฆาหนอนไดมากขึ้น สอดคลองกับการรายงานของ Arantes and Lereclus (1991) ที่รายงานวาการ
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แสดงออกของยีน cry ใน B. thuringiensis  ขึ้นอยูกบัจํานวนชุดของพลาสมิดที่มียีนควบคุมการ
สรางผลึกโปรตีนอยู การแสดงออกของโปรตีนใน B. thuringiensis  จากการโคลนยนี cryIIIA เขา
ไปในพลาสมดิ ที่มีจํานวนชุดนอยมีผลทาํใหไดปริมาณผลึกโปรตีนต่ําไปดวย ในทางตรงกันขาม 
การโคลนยีนที่ควบคุมการสรางผลึกโปรตีนเขาไปในพลาสมิดที่มีจํานวนชดุสูงทําใหไดปริมาณ
ผลึกโปรตีนสูง นอกจากนี้การมียีน cry ชนิดเดยีวกันบนโครโมโซมและพลาสมิด จะสามารถเพิ่ม
ความเสถียรภาพของการสรางผลึกโปรตีน เนื่องจากพลาสมิดออนแอตอสภาพที่ไมเหมาะสม เชน
ในสภาพการเก็บเชื้อที่ยาวนาน และมีอุณหภูมิสูง ทําให  B. thuringiensis สูญเสียพลาสมิด และไม
สามารถที่จะกลับมามีพลาสมิดไดอีกตอไป (Kanda, 1987) 

 
อยางไรก็ตามความสามารถในการฆาแมลงของ B. thuringiensis บางสายพันธุ ไมสามารถ

คาดเดาจากชนดิของยีน cry ที่เปนองคประกอบ เพราะความสามารถในการฆาแมลงจะสัมพันธกับ
สัดสวนของการสรางโปรตีน Cry แตละชนิด การออกฤทธิ์รวมกันหรือเสริมฤทธิ์กันของผลึก
โปรตีน และการแสดงออกของโปรตีน Cry  บางชนิดทีไ่มสามารถตรวจสอบได ดังนัน้การทํา PCR 
เพื่อระบุชนิดยนี  cry  เพียงอยางเดยีว   จึงไมเพียงพอทีจ่ะประเมินความสามารถในการฆาแมลงของ 
B. thuringiensis  ไดอยางสมบูรณ เนื่องจากยีน cry บางชนิดเปนยีนเงียบ (silent gene) ที่สามารถ
ตรวจสอบไดโดยเทคนิค PCR  แตมักพบวาไมสรางผลึกโปรตีน เชน ยนี cry1I (Choi et al., 2000) 
ซ่ึง  Gleave et al. (1993)  อธิบายวาการทีย่ีน cry1I เปนยีนเงยีบเนื่องจาก ตําแหนงของยีน cry1I มัก
อยูในตําแหนง downstream ซ่ึงอยูทางดานปลาย 3’ ของยีน cry1 ดังนั้นจึงมักไมเกิดการสราง
โปรตีน ดังนัน้วิธีการที่จะประเมินศักยภาพในการการฆาแมลงของ B. thuringiensis ไดอยางมี
ประสิทธิภาพ คือการทดสอบกับแมลงเพือ่หาปริมาณความเปนพษิ (Martinez et al., 2004) แต
อยางไรก็ตามการทดสอบประสิทธิภาพกบัแมลงตองใชระยะเวลานานในการเลี้ยงเพือ่ใหไดปริมาณ
ที่เพียงพอสําหรับใชในการทดสอบ และใชเวลานานในการคัดเลือกไอโซเลทที่มปีระสิทธิภาพสูง 
เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค PCR ที่สามารถทราบผลไดในระยะเวลาอันสั้น ขั้นตอนในการทํา
สะดวกรวดเร็วสามารถใชเพื่อคัดเลือกเบือ้งตน (primary screening) ในกรณีตองการตรวจสอบ  
B. thuringiensis จํานวนมาก และการตรวจสอบยีน cry โดยเทคนิค PCR นั้นชนิดของยนีที่
ตรวจสอบไดเปนการยืนยันโอกาสที่ยีนจะสามารถโปรตีน Cry ไดมากกวาการทีไ่มสามารถพบวามี
ยีน  cry  อยู   ซ่ึงในการวิจยันี้ไดทาํการทดสอบประสิทธิภาพกับหนอนผีเส้ือ 3 ชนิด คือ หนอน
กระทูผัก หนอนกระทูหอม และหนอนใยผัก แลวคัดเลือกสายพันธุที่มีประสิทธิภาพ จากนั้นนํามา
ศึกษาหายีน cry  โดยใชเทคนิค PCR รวมกับไพรเมอรทีม่ีความจําเพาะ โดยขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่
ไดหลังจากการทํา  PCR   มีขนาดใกลเคยีงกับที่มีรายงานไว ดังนั้นชนดิของยีน cry ที่ตรวจสอบได   
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จึงเปนขอมูลที่ชวยยืนยัน   และสนับสนุนถึงความสามารถในการฆาแมลงของ B. thuringiensis ทั้ง 
7 ไอโซเลทที่คัดเลือกมาวามีประสิทธิภาพในการฆาหนอนผีเสื้อทั้ง 3 ชนิดได 
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           (1)ไพรเมอร cry1Aa                                        ( 2) ไพรเมอร cry1Ab     
       

                     
                  (3) ไพรเมอร cry1Ac                        (4) ไพรเมอร cry1Ad 
      
      ภาพที่ 6  ผลการตรวจสอบชนิดของยีน cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac และ cry1Ad บนโครโมโซม 
                    ของ  B. thuringiensis  ดวยเทคนิค PCR  

     ชองที่     1     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 7 
     ชองที่     2     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 16 
     ชองที่     3     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 18 
     ชองที่     4     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 64 
     ชองที่     5     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 68 
     ชองที่     6     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 74 
     ชองที่     7     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 89 
     ชองที่     8     water control                              
     ชองที่     9     positive control 
     ชองที่     10   DNA marker (Lamda DNA ตัดดวยเอนไซม  HindIII และ EcoRI) 

1.5 
1.3 

1.5 

    1      2     3     4     5    6     7    8    9    10  

Kb 
21 
 
 
 
0.5 

    1      2     3     4     5    6     7    8    9    10  

Kb 
21 
 
 
 
0.5 

1.3 

    1      2     3     4     5    6     7    8    9    10      1      2     3     4     5    6     7    8    9    10  



 
 

75

 

                   
       (1) ไพรเมอร cry1Ae            (2) ไพรเมอร cry1B   
 

                  
      (3) ไพรเมอร cry1C                                      (4) ไพรเมอร cry1D 
           
      ภาพที่ 7  ผลการตรวจสอบชนิดของยีน cry1Ae, cry1B, cry1C และ cry1Dบนโครโมโซม 
                    ของ B. thuringiensis  ดวยเทคนิค PCR 

     ชองที่     1     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 7 
     ชองที่     2     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 16 
     ชองที่     3     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 18 
     ชองที่     4     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 64 
     ชองที่     5     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 68 
     ชองที่     6     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 74 
     ชองที่     7     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 89 
     ชองที่     8     water control                              
     ชองที่     9     positive control 
     ชองที่     10   DNA marker (Lamda DNA ตัดดวยเอนไซม  HindIII และ EcoRI) 
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         (1) ไพรเมอร cry1E              (2) ไพรเมอร cry1F 
 

                  
        (3) ไพรเมอร cry1G                (4)ไพรเมอร cry1H 
               
      ภาพที ่8  ผลการตรวจสอบชนิดของยีน cry1E,  cry1F,  cry1G และ cry1H บนโครโมโซม 
                    ของ B. thuringiensis  ดวยเทคนิค PCR 

     ชองที่     1     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 7 
     ชองที่     2     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 16 
     ชองที่     3     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 18 
     ชองที่     4     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 64 
     ชองที่     5     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 68 
     ชองที่     6     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 74 
     ชองที่     7     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 89 
     ชองที่     8     water control                              
     ชองที่     9     positive control 
     ชองที่     10   DNA marker (Lamda DNA ตัดดวยเอนไซม  HindIII และ EcoRI) 
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                       (1) ไพรเมอร cry1I      (2) ไพรเมอร cry1J     
 

                         
            (3) ไพรเมอร cry1K    (4) ไพรเมอร cry2A 
 
        ภาพที ่9  ผลการตรวจสอบชนิดของยนี cry1I,  cry1J,  cry1K และ cry2A บนโครโมโซม 
                       ของ B. thuringiensis  ดวยเทคนิค PCR 

        ชองที่     1     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 7 
        ชองที่     2     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 16 
        ชองที่     3     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 18 
        ชองที่     4     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 64 
        ชองที่     5     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 68 
        ชองที่     6     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 74 
        ชองที่     7     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 89 
        ชองที่     8     water control                        
        ชองที่     9     positive control 
        ชองที่     10   DNA marker (Lamda DNA ตัดดวยเอนไซม HindIII และ EcoRI) 
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          (1) ไพรเมอร cry9A                   (2) ไพรเมอร cry9B    
 

                   
      (3) ไพรเมอร cry9C                (4) ไพรเมอร cry9D 

 
       ภาพที ่10  ผลการตรวจสอบชนิดของยีน  cry9A , cry9B,  cry9C และ cry9D  บนโครโมโซม 
                       ของ B. thuringiensis  ดวยเทคนิค PCR 

         ชองที่     1     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 7 
        ชองที่     2     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 16 
        ชองที่     3     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 18 
        ชองที่     4     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 64 
        ชองที่     5     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 68 
        ชองที่     6     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 74 
        ชองที่    7     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 89 
        ชองที่     8     water control                          
        ชองที่     9     positive control 
        ชองที่     10   DNA marker (100bp DNA Ladder)  
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              (1) ไพรเมอร cry5                   (2) ไพรเมอร cry13A 
                       

                         
           (3) ไพรเมอร cry12        (4) ไพรเมอร cry14 
 
          ภาพที ่11  ผลการตรวจสอบชนิดของยีน cry5, cry12, cry13A และ cry14 บนโครโมโซม 
                          ของ B. thuringiensis  ดวยเทคนิค PCR 

            ชองที่     1     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 7 
            ชองที่     2     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 16 
            ชองที่     3     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก  B. thuringiensis  JCPT 18 
            ชองที่     4     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 64 
            ชองที่     5     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 68 
            ชองที่     6     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 74 
            ชองที่     7     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมจาก B. thuringiensis  JCPT 89 
            ชองที่     8     water control                            
            ชองที่     9     positive control 
            ชองที่     10   DNA marker (100bp DNA Ladder)  
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                    (1) ไพรเมอร cry1Aa              (2) ไพรเมอร cry1Ab 
                          

                       
                    (3) ไพรเมอร cry1Ac               (4) ไพรเมอร cry1Ad 
 
        ภาพที่ 12  ผลการตรวจสอบชนิดของยีน cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac และ cry1Ad บนพลาสมิด 
                        ของ  B. thuringiensis    ดวยเทคนิค PCR 

           ชองที่     1     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 7 
          ชองที่     2     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 16 
          ชองที่     3     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 18 
          ชองที่     4     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 64 
          ชองที่     5     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 68 
          ชองที่     6     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 74 
          ชองที่     7     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 89 
          ชองที่     8     water control                          
          ชองที่     9     positive control 
          ชองที่     10   DNA marker (Lamda DNA ตัดดวยเอนไซม HindIII และ EcoRI) 

 

1.5 
 

1.3 

1    2    3    4    5    6   7   8    9    10  

1    2    3    4    5    6    7    8   9    10  

1   2    3     4    5   6    7     8    9   10  

1    2    3    4    5   6   7     8    9   10  

Kb 
21 
 
 
 
0.5 
 

1.5 
 

 
Kb 
21 
 
 
 
0.5 

1.3 



 
 

81

 

                      
          (1) ไพรเมอร cry1Ae             (2) ไพรเมอร cry1B   
 

                      

          (3) ไพรเมอร cry1C              (4) ไพรเมอร cry1D 
 
        ภาพที่ 13  ผลการตรวจสอบชนิดของยีน cry1Ae,  cry1B,  cry1C และ cry1D บนพลาสมิด 
                        ของ B. thuringiensis  ดวยเทคนิค PCR 
                ชองที่     1     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 7 
              ชองที่     2     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 16 
             ชองที่     3     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 18 
              ชองที่     4     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 64 
             ชองที่      5     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 68 
             ชองที่     6     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 74 
              ชองที่     7     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 89 

         ชองที่     8     water control                          
          ชองที่     9     positive control          

              ชองที่     10   DNA marker (Lamda DNA ตัดดวยเอนไซม HindIII และ EcoRI) 

1.5 

1     2     3     4     5     6    7    8    9    10  1    2    3    4    5    6   7   8    9    10  

1    2    3     4    5    6    7     8    9    10  1     2    3     4    5    6   7    8    9    10  

 
Kb 
21 
 
 
 
0.5 

1.5 
 1.3 

 
Kb 
21 
 
 
 
0.5 

1.3 
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                      (1) ไพรเมอร cry1E                                           (2)ไพรเมอร cry1F       
 

                      
                       (3) ไพรเมอร cry1G                                        (4) ไพรเมอร cry1H 
    
        ภาพที่ 14  ผลการตรวจสอบชนิดของยีน cry1E,  cry1F,  cry1G และ cry1H บนพลาสมิด 
                         ของ B. thuringiensis  ดวยเทคนิค PCR 

          ชองที่     1     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 7 
          ชองที่     2     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 16 
          ชองที่     3     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 18 
          ชองที่     4     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 64 
          ชองที่     5     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 68 
          ชองที่     6     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 74 
          ชองที่     7     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 89 
          ชองที่     8     water control                          
          ชองที่     9     positive control 
          ชองที่     10   DNA marker (Lamda DNA ตัดดวยเอนไซม HindIII และ EcoRI) 

1.3 

1     2     3     4     5    6     7    8    9    10  1     2    3     4    5    6   7    8    9    10  

1     2    3     4    5      6       7    8    9    10  1     2    3     4    5    6   7    8    9    10  

1.5 
 
 

Kb 
 

21 
 
 
 
 

0.5 
 

1.3 

 
Kb 
21 
 
 
 
0.5 

1.5 
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           (1) ไพรเมอร cry1I             (2) ไพรเมอร cry1J   
 

                   
          (3) ไพรเมอร cry1K              (4) ไพรเมอร cry2A 

 
        ภาพที ่15  ผลการตรวจสอบชนิดของยีน cry1I,  cry1J,  cry1K และ cry2A บนพลาสมิด 
                        ของ B. thuringiensis  ดวยเทคนิค PCR 

          ชองที่     1     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 7 
         ชองที่     2     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 16 
         ชองที่     3     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 18 
         ชองที่     4     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 64 
         ชองที่     5     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 68 
         ชองที่     6     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 74 
         ชองที่     7     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 89 

ชองที่     8     water control                          
         ชองที่     9     positive control 
         ชองที่     10   DNA marker (Lamda DNA ตัดดวยเอนไซม  HindIII และ EcoRI) 

1.5 
 
 

1.3 

1      2     3     4     5    6    7    8     9    10  1      2    3     4     5    6      7    8     9    10  

1      2     3     4     5    6     7     8    9    10  1      2     3     4     5    6     7    8     9     10   
Kb 
21 
 
 
 
0.5 

1.5 
 
 

 
Kb 
21 
 
 
 
0.5 

1.3 
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        (1) ไพรเมอร cry9A             (2) ไพรเมอร cry9B    

 

                   
                      (3) ไพรเมอร cry9C                        (4) ไ พรเมอร cry9D 
 
        ภาพที ่16  ผลการตรวจสอบชนิดของยีน  cry9A,  cry9B,  cry9C และ  cry9D บนพลาสมิด 
                        ของB. thuringiensis ดวยเทคนิค PCR 

          ชองที่     1     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 7 
          ชองที่     2     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 16 
          ชองที่     3     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 18 
          ชองที่     4     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 64 
          ชองที่     5     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 68 
          ชองที่     6     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 74 
          ชองที่     7     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 89 
          ชองที่     8     water control                          
          ชองที่     9     positive control 
          ชองที่     10   DNA marker (100bp DNA Ladder)  

1     2    3     4    5    6   7    8    9    10  

1      2     3     4    5    6     7    8     9    10  1     2    3     4    5    6    7     8     9    10  

            Kb 
            1 
            0.5 
            0.1 
 

1     2    3     4    5    6    7    8    9     10  

            Kb 
            1 
            0.5 
            0.1 
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  (1) ไพรเมอร cry5              (2) ไพรเมอร cry12 
 

                      
         (3) ไพรเมอร cry13A             (4) ไพรเมอร cry14 

           
        ภาพที ่17  ผลการตรวจสอบชนิดของยีน  cry5,  cry12,  cry13A  และ cry14  บนพลาสมิด  
                        ของ B. thuringiensis  ดวยเทคนิค PCR 

         ชองที่     1     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 7 
         ชองที่     2     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 16 
         ชองที่     3     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 18 
         ชองที่     4     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 64 
         ชองที่     5     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 68 
         ชองที่     6     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 74 
         ชองที่     7     ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชพลาสมิดจาก B. thuringiensis  JCPT 89 
         ชองที่     8     water control                            
         ชองที่     9     positive control 
         ชองที่     10   DNA marker (100bp DNA Ladder)  

1     2    3     4     5    6     7    8      9    10  

1     2    3     4    5    6      7     8     9    10  

1     2    3     4    5    6     7     8    9    10  

1      2    3     4    5    6    7    8     9     10  

            Kb 
            1 
            0.5 
            0.1 
 

            Kb 
            1 
            0.5 
            0.1 
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สรุป 
 

การรวบรวมตวัอยางดนิจาก 6 พื้นที่ในจังหวัดกระบี ่ คือเขตรักษาพันธุสัตวปาเขาประบาง
คราม และเสนทางชมธรรมชาติปาพรุ เขตรักษาพันธุสัตวปาทุงทะเล สวนอุทยานแหงชาติน้ําตก
หวยโต อุทยานแหงชาตหิาดนพรัตนธาราหมูเกาะพีพี หนวยพิทักษปาบานทับเที่ยง อุทยานแหงชาติ 
ธารโบกขรณีพบ B. thuringiensis 32 ตัวอยาง จากดินที่เก็บจํานวน 92 ตัวอยาง และจํานวน
แบคทีเรียที่นํามาตรวจสอบ 859 ไอโซเลท จําแนกวาเปน   B. thuringiensis 121 ไอโซเลท มีคา Bt 
index  เทากับ 0.14     

 
B. thuringiensis  จํานวน 121 ไอโซเลท ทดสอบประสิทธิภาพในการกําจัดหนอนผีเสื้อ

ศัตรูพืชสําคัญทางเศรษฐกิจ 3 ชนิดในหองปฏิบัติการไดแก หนอนกระทูผัก หนอนกระทูหอม และ
หนอนใยผัก ซ่ึงการทดสอบแบงออกเปน 2 ขั้นตอน ในขั้นตอนแรกพบวาทุกไอโซเลทมีพิษตอ
หนอนกระทูผัก หนอนกระทูหอม และหนอนใยผัก คดัเลือกไอโซเลทที่ทําใหหนอนผีเสื้อทั้ง 3 
ชนิดตายที่ 100 เปอรเซ็นต พบวามี 56 ไอโซเลท นําไปทดสอบประสิทธิภาพขั้นที่สองโดยใช  
B. thuringiensis ที่เจือจางกบัน้ําที่ฆาเชื้อในอัตราสวน 1:10, 1:103 และ 1:105 ผลการทดสอบขั้นที่
สองกับหนอนกระทูผัก พบ B. thuringiensis ที่มีประสทิธิภาพสูงสุด 5 ไอโซเลทไดแกไอโซเลท 
JCPT16, JCPT66, JCPT74, JCPT88 และ JCPT94 LC50 2.78×105, 2.43×104, 1.57×104, 2.25×104 

และ 2.51×104 สปอร/มล. ตามลําดับ ผลการทดสอบประสิทธิภาพขั้นที ่2 กับหนอนกระทูหอมพบ   
ไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพสูง 6 ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท JCPT9, JCPT16,  JCPT18,  JCPT65,  
JCPT74 และ JCPT89 มีคา LC50 1.89×104, 2.16×104, 3.74×104, 5.4×103, 2.27×104 และ 1.03×104 

สปอร/มล. ตามลําดับ ขณะที่การทดสอบประสิทธิภาพขั้นที่สองกับหนอนใยผัก พบไอโซเลทที่มี
ประสิทธิภาพสูง 7 ไอโซเลทไดแก ไอโซเลท JCPT7, JCPT16, JCPT18, JCPT64, JCPT68, 
JCPT74 และJCPT89 มีคา LC50 4.08×10-2, 4.19×10-1, 4.11×10-3, 5.26×10-1, 2.06×10-1, 
1.13×10-2 และ 2.98×10-1 สปอร/มล.ตามลําดับ 

 
การศึกษาชนดิของยีน  cry บนโครโมโซม และพลาสมิดของ B. thuringiensis 7 ไอโซเลท 

โดยใชไพรเมอรในกลุมยีน cryI  ยีน cryII และยนี cryV ซ่ึงเปนกลุมยีนที่สรางผลึกโปรตีนที่มีพิษ
ตอแมลงในอนัดับ Lepidoptera บนโครโมโซมพบชิ้นดีเอ็นเอจากการทํา PCR ดวยยนี cry จํานวน 8 
ชนิด ไดแก cry1Ab, cry1Ac, cry1C, cry1D, cry1I, cry9A, cry9B และ cry2A  บนพลาสมิด พบช้ิน
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ดีเอ็นเอจากการทํา PCR ในกลุมยีน cry จํานวน 7 ชนิด ไดแก cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry1C, 
cry1D, cry1I และ cry2A   
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อาหารเลี้ยงเชื้อ และสารเคมี 
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1. อาหารเลี้ยงเชื้อ NA ปริมาตร 1 ลิตร 
      Beef extract    3.0  กรัม 
      Peptone   5.0      กรัม 
      Agar   18  กรัม 
     distilled water  1000  มิลลิลิตร 
   

           
2. อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ปริมาตร 1 ลิตร 
    Bacto-tryptone  10.0  กรัม 
    Bacto-yeast extract   5.0  กรัม 
    Nacl    10.0  กรัม 
    1M NaoH   1.0  กรัม 
    distilled water   1000  มิลลิลิตร 
 
3. สารเคมีในการสกัดโครโมโซมดีเอ็นเอ 
    2.1 lysis buffer: 50mM Tris.HCl pH 8.0 และ 0.1 M NaCl 
 
4. สารเคมีในการสกัดพลาสมิด 
    4.1 TSE buffer: 10mM Tris. HCl pH 8, 300mM NaCl และ 10mM EDTA 
    4.2 TE buffer:  10mM Tris. HCl pH 8และ 1mM EDTA 
    4.3 Solution A: 10mM Tris.HCl pH 8, 10mM EDTA , 50mM NaCl และ 20%(w/v) sucrose 
    4.4 Solution B: 0.2 M NaOH และ 1% (w/v) SDS 
    4.5 Solution C: 5M potassium acetate และ glacial acetic acid 
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ภาคผนวก ข 

ขอมูลพิกัดจดุเก็บดิน และขอมูลแสดงการตายของหนอนทดสอบ 
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ตารางผนวกที ่ข1  พื้นที่เก็บตัวอยางดิน และพิกัดจุดเก็บดิน จากเขตรักษาพันธุสัตวปา 
                              เขาประบางคราม  
              
สถานที่เก็บดิน จุดเก็บดิน พิกัดและความสูงจากระดับน้ําทะเล 
เขตรักษาพันธุสัตวปาเขาประบางคราม 1 ELEV: 28 m 
-ปาพรุ  47 N   0529067 
  UTM   0875595 
-ปาพรุ 2 ELEV: 4 m  
  47 N    0529043 
  UTM   0875626 
-ปาพรุ 3 ELEV: 42 m  
  47 N     0529166 
  UTM    0875723 
-ปาพรุ 4 ELEV: 18 m 
  47 N     0529213 
  UTM    0875727 
-ปาพรุ 5 ELEV: 11 m 
  47 N     0529421 
  UTM    0875754 
-ปาพรุ 6 ELEV: 70 m 
  47 N     0529495 
  UTM    0875733 
-สระมรกต 7 ELEV: 127 m 
  47 N     0529594 
  UTM    0875705 
-สระมรกต 8 ELEV: 51 m 
  47 N     0529749 
  UTM    0875694 
-สระมรกต 9 ELEV: 37 m 
  47 N     0529866 
  UTM    0875739 
-สระมรกต 10 ELEV: 61 m 
  47 N     0529857 
  UTM    0875725 
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ตารางผนวกที ่ข2  พื้นที่เก็บตัวอยางดิน และพิกัดจุดเก็บดิน จากเขตรักษาพันธุสัตวปา 
                              ทุงทะเล อ.เกาะลันตา 
 
สถานที่เก็บดิน จุดเก็บดิน พิกัดและความสูงจากระดับน้ําทะเล 
เขตรักษาพันธุสัตวปาทุงทะเล  อ. เกาะลันตา 1 ELEV: 28 m 
-อางเก็บน้ํา  47 N    0504679 
  UTM   0852897 
-อางเก็บน้ํา 2 ELEV: 17 m  
  47 N    0504689 
  UTM   0852805 
-อางเก็บน้ํา 3 ELEV: 42 m  
  47 N     0504740 
  UTM    0852772 
-อางเก็บน้ํา 4 ELEV: 18 m 
  47 N    0504898 
  UTM    0853026 
-อางเก็บน้ํา 5 ELEV: 11 m 
  47 N     0505106 
  UTM    0852936 
-อางเก็บน้ํา 6 ELEV: 13 m 
  47 N     0505208 
  UTM    0852878 
-อางเก็บน้ํา 7 ELEV: 13 m 
  47 N     0505208 
  UTM    0852878 
-อางเก็บน้ํา 8 ELEV: 10 m 
  47 N     0506046 
  UTM    0852862 
-ปาโกงกาง 9 ELEV: 11 m 
  47 N     0506052 
  UTM    0852870 
-ปาโกงกาง 10 ELEV: 9 m 
  47 N     0506040 
  UTM    0852870 



 108

 
ตารางผนวกที ่ข2  (ตอ)  
 
สถานที่เก็บดิน จุดเก็บดิน พิกัดและความสูงจากระดับน้ําทะเล 
-ปาโกงกาง 11 ELEV: 9 m 
  47 N     0506040 
  UTM    0852870 
-ปาโกงกาง 12 ELEV: 34  m 
  47 N     0506541 
  UTM    0855264 
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ตารางผนวกที ่ข3  พื้นที่เก็บตัวอยางดิน และพิกัดจุดเก็บดินจากสวนอทุยานแหงชาตนิ้ําตกหวยโต 
 
สถานที่เก็บดิน จุดเก็บดิน พิกัดและความสูงจากระดับน้ําทะเล 
-น้ําตกหวยโต 1 ELEV: 91 m 
  47 N    0491267 
  UTM   0910298 
-น้ําตกหวยโต 2 ELEV: 91 m  
  47 N    0491267 
  UTM   0910298 
-น้ําตกหวยโต 3 ELEV: 91 m  
  47 N     0491282 
  UTM    0910317 
-น้ําตกหวยโต 4 ELEV: 91 m 
  47 N    0491383 
  UTM    0910278 
-น้ําตกหวยโต 5 ELEV: 91 m 
  47 N     0491416 
  UTM    0910257 
-น้ําตกหวยโต 6 ELEV: 91 m 
  47 N     0491429 
  UTM    0910239 
-น้ําตกหวยโต 7 ELEV: 91 m 
  47 N     0491440 
  UTM    0910233 
-น้ําตกหวยโต 8 ELEV: 65  m 
  47 N     0491458 
  UTM    0910255 
-น้ําตกหวยโต 9 ELEV: 91 m 
  47 N     0491590 
  UTM    0910116 
-น้ําตกหวยโต 10 ELEV: 91 m 
  47 N     0491590 
  UTM    0910116 
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ตารางผนวกที ่ข3  (ตอ)  
 
สถานที่เก็บดิน จุดเก็บดิน พิกัดและความสูงจากระดับน้ําทะเล 
 -ปาเชิงเขาขางน้ําตกหวยโต 11 ELEV: 91 m 
  47 N     0491590 
  UTM    0910116 
-ปาเชิงเขาขางน้ําตกหวยโต 12 ELEV: 94 m  
  47 N    0491057 
  UTM   0910301 
-ปาเชิงเขาขางน้ําตกหวยโต 13 ELEV: 94 m  
  47 N    0491057 
  UTM   0910301 
-ปาเชิงเขาขางน้ําตกหวยโต 14 ELEV: 94 m  
  47 N    0491057 
  UTM   0910301 
-ปาเชิงเขาขางน้ําตกหวยโต 15 ELEV: 94 m  
  47 N    0491057 
  UTM   0910301 
-ปาเชิงเขาขางน้ําตกหวยโต 16 ELEV: 94 m  
  47 N    0491057 
  UTM   0910301 
-ปาเชิงเขาขางน้ําตกหวยโต 17 ELEV: 94 m  
  47 N    0491057 
  UTM   0910301 
-ปาเชิงเขาขางน้ําตกหวยโต 18 ELEV: 94 m  
  47 N    0490989 
  UTM   0910418 
-ปาเชิงเขาขางน้ําตกหวยโต 19 ELEV: 94 m  
  47 N    0490989 
  UTM   0910418 
-ปาเชิงเขาขางน้ําตกหวยโต 20 ELEV: 94 m  
  47 N    0490989 
  UTM   0910418 
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ตารางผนวกที ่ข4  พื้นที่เก็บตัวอยางดิน และพิกัดจุดเก็บดิน จากสวนอทุยานแหงชาต ิ
                              หาดนพรตันธาราหมูเกาะพีพ ี
 
สถานที่เก็บดิน จุดเก็บดิน พิกัดและความสูงจากระดับน้ําทะเล 
 อุทยานแหงชาติหมูเกาะพีพี 1 ELEV: 11 m 
  47 N     0478661 
  UTM    0889416 
อุทยานแหงชาติหมูเกาะพีพี 2 ELEV: 9 m  
  47 N    0478692 
  UTM   0889425 
อุทยานแหงชาติหมูเกาะพีพี 3 ELEV: 12 m  
  47 N    0478689 
  UTM   0910301 
อุทยานแหงชาติหมูเกาะพีพี 4 ELEV: 17 m  
  47 N    0478679 
  UTM   0889367 
อุทยานแหงชาติหมูเกาะพีพี 5 ELEV: 94 m  
  47 N    0478708 
  UTM   0889391 
อุทยานแหงชาติหมูเกาะพีพี 6 ELEV: 11 m  
  47 N    0478726 
  UTM   0889371 
อุทยานแหงชาติหมูเกาะพีพี 7 ELEV: 12  m  
  47 N    0478083 
  UTM   0889705 
อุทยานแหงชาติหมูเกาะพีพี 8 ELEV: 12 m  
  47 N    0478081 
  UTM   0889764 
อุทยานแหงชาติหมูเกาะพีพี 9 ELEV: 13 m  
  47 N    0478031 
  UTM   0889742 
อุทยานแหงชาติหมูเกาะพีพี 10 ELEV: 15 m  
  47 N    0478033   
  UTM   0889743 
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ตารางผนวกที ่ข5  พื้นที่เก็บตัวอยางดิน และพิกัดจุดเก็บดิน จากหนวยพิทักษปาบานทับเที่ยง   
                              อ.ปลายพระยา 
 
สถานที่เก็บดิน จุดเก็บดิน พิกัดและความสูงจากระดับน้ําทะเล 
-เขื่อนแรกบางสัน 1 ELEV: 89 m 
  47 N    0492401 
  UTM   0946112 
-เขื่อนแรกบางสัน 2 ELEV: 78  m  
  47 N    0492411  
  UTM   0946108 
-เขื่อนแรกบางสัน 3 ELEV: 87 m  
  47 N     0492404 
  UTM    0946116 
-บางสันปาสวนยาง 4 ELEV: 87 m 
  47 N    0491657 
  UTM    0944364 
-บางสันปาสวนยาง 5 ELEV: 97 m 
  47 N     0491659 
  UTM    0944351 
-หนวยพิทักษปาสันลําธาร 6 ELEV: 71 m 
  47 N     0491407 
  UTM    0942470 
-หนวยพิทักษปาสันลําธาร 7 ELEV: 71 m 
  47 N     0491411 
  UTM    0942468 
-หนวยพิทักษปาสันลําธาร 8 ELEV: 74  m 
  47 N     0491256 
  UTM    0942455 
-หนวยพิทักษปาสันลําธาร 9 ELEV: 76  m 
  47 N     0491242 
  UTM    0942458 
-หนวยพิทักษปาบางสัน 10 ELEV: 86  m 
  47 N     0491043 
  UTM    0942529 
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ตารางผนวกที ่ข5  (ตอ) 
 
สถานที่เก็บดิน จุดเก็บดิน พิกัดและความสูงจากระดับน้ําทะเล 
-หนวยพิทักษปาบางสัน 11 ELEV: 65  m 
  47 N    0491058 
  UTM   0942526 
-หนวยพิทักษปาบางสัน 12 ELEV: 65  m 
  47 N    0491058 
  UTM   0942526 
-อาวมันชาง 13 ELEV: 69 m  
  47 N    0490792 
  UTM   0941412 
-อาวมันชาง 14 ELEV: 69 m  
  47 N    0490792 
  UTM   0941412 
-อาวมันชาง 15 ELEV: 69 m  
  47 N    0490792 
  UTM   0941412 
-ที่ทําการเขต 16 ELEV: 47 m  
  47 N    0492021 
  UTM   0948086 
-ที่ทําการเขต 17 ELEV: 47 m 
  47 N     0492021 
  UTM    0948086 
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ตารางผนวกที ่ข6  พื้นที่เก็บตัวอยางดิน และพิกัดจุดเก็บดิน จากอุทยานแหงชาติธารโบกขรณ ี
 
สถานที่เก็บดิน จุดเก็บดิน พิกัดและความสูงจากระดับน้ําทะเล 
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 1 ELEV: 121 m 
  47 N     0471217 
  UTM    0926897 
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 2 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 3 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 4 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 5 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 6 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 7 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 8 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 9 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 10 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
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ตารางผนวกที ่ข6  (ตอ)  
 
สถานที่เก็บดิน จุดเก็บดิน พิกัดและความสูงจากระดับน้ําทะเล 
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 11 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 12 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 13 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 14 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 15 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 16 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 17 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 18 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 19 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
   
อุทยานแหงชาติธารโบกขรณี 20 ไมสามารถวัดพิกัดไดเนื่องจากมีดาวเทียม 
  ไมเพียงพอในการวัดพิกัด 
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ตารางผนวกที ่ข7  จํานวนหนอนกระทูผัก (Spodoptera litura) ที่ตายหลงัจากรับเชื้อ  
                             Bacillus thuringiensis นาน 72 ช่ัวโมง 
 

รหัส ซ้ําท่ี 1 ซ้ําท่ี 2 ซ้ําท่ี 3 รวมตายทั้งหมด เปอรเซ็นตตาย1/ (%) 
JCPT1 10 10 10 30 100 
JCPT2 10 10 10 30 100 
JCPT3 8 9 9 26 86.66 
JCPT4 9 9 9 27 90 
JCPT5 10 10 10 30 100 
JCPT6 8 10 10 28 93.33 
JCPT7 10 10 10 30 100 
JCPT8 10 10 10 30 100 
JCPT9 10 10 10 30 100 
JCPT10 10 10 10 30 100 
JCPT11 10 10 10 30 100 
JCPT12 10 10 10 30 100 
JCPT13 10 10 10 30 100 
JCPT14 10 10 10 30 100 
JCPT15 10 10 10 30 100 
JCPT16 10 10 10 30 100 
JCPT17 10 10 10 30 100 
JCPT18 10 10 10 30 100 
JCPT19 10 10 10 30 100 
JCPT20 10 10 10 30 100 
JCPT21 8 7 6 21 70 
JCPT22 5 3 2 10 33.33 
JCPT23 4 6 2 12 40 
JCPT24 4 2 3 9 30 
JCPT25 3 5 4 11 36.66 

1/  คาการตายแทจริง โดยใช Abbott’ s formula 
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ตารางผนวกที ่ข7  (ตอ) 
 

รหัส ซ้ําท่ี 1 ซ้ําท่ี 2 ซ้ําท่ี 3 รวมตายทั้งหมด เปอรเซ็นตตาย1/ (%) 
JCPT27 5 6 5 16 53.33 
JCPT28 2 8 6 16 53.33 
JCPT29 2 6 3 11 36.66 
JCPT30 3 3 6 12 40 
JCPT31 4 3 3 10 33.33 
JCPT32 3 6 7 16 53.33 
JCPT33 8 5 5 18 60 
JCPT34 4 6 4 14 46.66 
JCPT35 3 4 6 13 43.33 
JCPT36 8 5 6 19 63.33 
JCPT37 4 6 4 14 46.66 
JCPT38 10 10 10 30 100 
JCPT39 6 6 4 16 53.33 
JCPT40 0 1 0 1 3.33 
JCPT41 0 0 0 0 0 
JCPT42 0 1 0 1 3.33 
JCPT43 0 1 3 4 13.33 
JCPT44 7 10 10 27 90 
JCPT45 8 10 10 28 93.33 
JCPT46 9 10 6 25 83.33 
JCPT47 0 1 0 1 3.33 
JCPT48 0 2 0 2 6.66 
JCPT49 1 0 2 3 10 
JCPT50 0 0 0 0 0 
JCPT51 2 0 0 2 6.66 
JCPT52 3 0 3 6 20 

1/  คาการตายแทจริง โดยใช Abbott’ s formula 
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ตารางผนวกที ่ข7  (ตอ) 
 

รหัส ซ้ําท่ี 1 ซ้ําท่ี 2 ซ้ําท่ี 3 รวมตายทั้งหมด เปอรเซ็นตตาย1/ (%) 
JCPT53 0 0 0 0 0 
JCPT54 0 0 0 0 0 
JCPT55 2 0 0 2 6.66 
JCPT56 0 1 2 3 10 
JCPT57 0 0 0 0 0 
JCPT58 2 1 0 3 10 
JCPT59 1 1 0 2 6.66 
JCPT60 7 6 5 18 60 
JCPT61 6 4 3 13 43.33 
JCPT62 10 10 8 28 93.33 
JCPT63 2 3 2 7 23.33 
JCPT64 10 10 10 30 100 
JCPT65 8 9 10 27 90 
JCPT66 10 10 10 30 100 
JCPT67 8 6 7 21 70 
JCPT68 10 8 9 27 90 
JCPT69 1 1 1 3 10 
JCPT70 10 10 10 30 100 
JCPT71 10 10 10 30 100 
JCPT72 10 10 10 30 100 
JCPT73 6 10 4 20 66.66 
JCPT74 10 10 10 30 100 
JCPT75 10 10 10 30 100 
JCPT76 10 10 10 30 100 
JCPT77 10 10 10 30 100 
JCPT78 10 10 10 30 100 

1/  คาการตายแทจริง โดยใช Abbott’ s formula 
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ตารางผนวกที ่ข7  (ตอ) 
 

รหัส ซ้ําท่ี 1 ซ้ําท่ี 2 ซ้ําท่ี 3 รวมตายทั้งหมด เปอรเซ็นตตาย1/ (%) 
JCPT79 10 10 10 30 100 
JCPT80 0 1 1 2 6.6 
JCPT81 8 9 10 27 90 
JCPT82 10 10 10 30 100 
JCPT83 3 3 10 16 53.33 
JCPT84 10 10 0 30 100 
JCPT85 0 1 1 2 6.6 
JCPT86 4 2 3 9 30 
JCPT87 7 10 10 27 90 
JCPT88 10 10 10 30 100 
JCPT89 10 10 10 30 100 
JCPT90 10 10 10 30 100 
JCPT91 5 8 2 15 50 
JCPT92 5 6 4 15 50 
JCPT93 10 5 9 24 80 
JCPT94 10 10 10 30 100 
JCPT95 10 10 10 30 100 
JCPT96 2 4 1 7 23.33 
JCPT97 10 10 10 30 100 
JCPT98 6 4 3 13 43.33 
JCPT99 10 10 10 30 100 
JCPT100 1 1 2 4 13.33 
JCPT101 0 2 2 4 13.33 
JCPT102 10 10 10 30 100 
JCPT103 10 10 10 30 100 
JCPT104 2 1 1 4 13.33 

1/  คาการตายแทจริง โดยใช Abbott’ s formula 
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ตารางผนวกที ่ข7 (ตอ) 
 

รหัส ซ้ําท่ี 1 ซ้ําท่ี 2 ซ้ําท่ี 3 รวมตายทั้งหมด เปอรเซ็นตตาย1/ (%) 
JCPT105 2 4 2 8 26.66 
JCPT106 10 10 10 30 100 
JCPT107 2 0 1 3 10 
JCPT108 10 10 10 30 100 
JCPT109 10 10 10 30 100 
JCPT110 10 10 10 30 100 
JCPT111 10 10 10 30 100 
JCPT112 10 10 10 30 100 
JCPT113 10 10 10 30 100 
JCPT114 1 1 2 4 13.33 
JCPT115 1 0 1 2 6.6 
JCPT116 10 10 10 30 100 
JCPT117 1 8 0 9 30 
JCPT118 10 10 10 30 100 
JCPT119 1 1 1 3 10 
JCPT120 1 6 1 8 26.66 
JCPT121 10 10 10 30 100 

1/  คาการตายแทจริง โดยใช Abbott’ formula 
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ตารางผนวกที ่ข8  จํานวนหนอนกระทูหอม (Spodoptera exigua)ที่ตายหลังจากรับเชื้อ       
                              Bacillus thuringiensis นาน 72 ช่ัวโมง 
 

รหัส ซ้ําท่ี 1 ซ้ําท่ี 2 ซ้ําท่ี 3 รวมตายทั้งหมด เปอรเซ็นตตาย1/ (%) 
JCPT1 1 5 5 14 46.66 
JCPT2 6 5 4 15 50 
JCPT3 10 10 10 30 100 
JCPT4 8 5 5 18 60 
JCPT5 10 10 10 30 100 
JCPT6 10 10 10 30 100 
JCPT7 10 10 10 30 100 
JCPT8 10 10 10 30 100 
JCPT9 10 10 10 30 100 
JCPT10 8 8 7 23 76.66 
JCPT11 10 10 10 30 100 
JCPT12 10 10 10 30 100 
JCPT13 10 10 10 30 100 
JCPT14 10 10 10 30 100 
JCPT15 10 10 10 30 100 
JCPT16 10 10 10 30 100 
JCPT17 10 10 10 30 100 
JCPT18 10 10 10 30 100 
JCPT19 10 10 10 30 100 
JCPT20 5 5 6 16 53.33 
JCPT21 1 1 4 6 20 
JCPT22 2 7 5 14 46.66 
JCPT23 7 8 8 23 76.66 
JCPT24 7 5 5 17 56.66 
JCPT25 7 5 5 17 56.66 

1/  คาการตายแทจริง โดยใช Abbott’ s formula 
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ตารางผนวกที ่ข8  (ตอ) 
 

รหัส ซ้ําท่ี 1 ซ้ําท่ี 2 ซ้ําท่ี 3 รวมตายทั้งหมด เปอรเซ็นตตาย1/ (%) 
JCPT26 2 4 4 10 33.33 
JCPT27 6 3 4 13 43.33 
JCPT28 0 2 4 6 20 
JCPT29 2 4 5 11 36.66 
JCPT30 8 8 9 25 83.33 
JCPT31 9 3 5 17 56.66 
JCPT32 7 8 7 22 73.33 
JCPT33 6 3 3 12 40 
JCPT34 1 1 3 5 16.66 
JCPT35 1 2 3 6 20 
JCPT36 7 4 5 16 53.33 
JCPT37 5 4 7 16 53.33 
JCPT38 7 7 7 21 70 
JCPT39 6 3 7 16 53.33 
JCPT40 7 6 8 21 70 
JCPT41 7 7 7 21 70 
JCPT42 0 2 4 6 20 
JCPT43 0 1 1 2 6.66 
JCPT44 10 10 10 30 100 
JCPT45 10 10 10 30 100 
JCPT46 7 10 10 27 90 
JCPT47 8 1 1 10 33.33 
JCPT48 0 1 0 1 3.33 
JCPT49 1 5 2 8 26.66 
JCPT50 1 4 9 14 46.66 

1/  คาการตายแทจริง โดยใช Abbott’ s formula 
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ตารางผนวกที ่ข8  (ตอ) 
 

รหัส ซ้ําท่ี 1 ซ้ําท่ี 2 ซ้ําท่ี 3 รวมตายทั้งหมด เปอรเซ็นตตาย1/ (%) 
JCPT51 0 0 1 1 3.33 
JCPT52 9 7 10 26 86.66 
JCPT53 10 8 10 28 93.33 
JCPT54 7 8 8 23 76.66 
JCPT55 8 9 8 25 83.33 
JCPT56 9 9 9 27 90 
JCPT57 10 7 9 26 86.66 
JCPT58 7 7 9 23 76.66 
JCPT59 10 10 10 30 100 
JCPT60 8 5 3 16 53.33 
JCPT61 1 4 3 8 26.66 
JCPT62 7 5 5 17 56.66 
JCPT63 0 2 2 4 13.33 
JCPT64 3 6 2 11 36.66 
JCPT65 10 10 10 30 100 
JCPT66 10 10 10 30 100 
JCPT67 4 6 7 17 56.66 
JCPT68 10 10 10 30 100 
JCPT69 7 8 8 23 76.66 
JCPT70 10 10 10 30 100 
JCPT71 10 10 10 30 100 
JCPT72 10 10 10 30 100 
JCPT73 7 0 4 11 36.66 
JCPT74 10 10 10 30 100 
JCPT75 10 10 10 30 100 

1/  คาการตายแทจริง โดยใช Abbott’ s formula 
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ตารางผนวกที ่ข8  (ตอ)  
 

รหัส ซ้ําท่ี 1 ซ้ําท่ี 2 ซ้ําท่ี 3 รวมตายทั้งหมด เปอรเซ็นตตาย1/ (%) 
JCPT76 9 10 10 29 96.66 
JCPT77 10 10 10 30 100 
JCPT78 10 10 10 30 100 
JCPT79 10 10 10 30 100 
JCPT80 5 4 4 13 43.33 
JCPT81 7 4 6 17 56.66 
JCPT82 10 10 10 30 100 
JCPT83 3 4 4 11 36.66 
JCPT84 10 10 10 30 100 
JCPT85 3 3 4 10 33.33 
JCPT86 8 6 4 18 60 
JCPT87 4 0 2 6 20 
JCPT88 10 10 10 30 100 
JCPT89 10 10 10 30 100 
JCPT90 3 1 2 6 20 
JCPT91 6 3 4 13 43.33 
JCPT92 1 2 3 6 20 
JCPT93 5 2 4 11 36.66 
JCPT94 7 10 9 26 86.66 
JCPT95 8 10 7 25 83.33 
JCPT96 4 6 1 11 36.66 
JCPT97 10 9 10 29 96.66 
JCPT98 6 5 5 16 53.33 
JCPT99 10 10 10 30 100 
JCPT100 10 10 8 28 93.33 

1/  คาการตายแทจริง โดยใช Abbott’ s formula 
 
 
 



 125

ตารางผนวกที ่ข8  (ตอ)  
 

รหัส ซ้ําท่ี 1 ซ้ําท่ี 2 ซ้ําท่ี 3 รวมตายทั้งหมด เปอรเซ็นตตาย1/ (%) 
JCPT101 3 7 9 19 63.33 
JCPT102 10 10 10 30 100 
JCPT103 10 10 10 30 100 
JCPT104 10 10 10 30 100 
JCPT105 10 10 10 30 100 
JCPT106 10 10 10 30 100 
JCPT107 4 8 7 19 63.33 
JCPT108 10 10 10 30 100 
JCPT109 10 10 10 30 100 
JCPT110 10 10 10 30 100 
JCPT111 10 10 10 30 100 
JCPT112 10 10 10 30 100 
JCPT113 10 10 10 30 100 
JCPT114 2 2 1 5 16.66 
JCPT115 3 3 7 13 43.33 
JCPT116 10 10 10 30 100 
JCPT117 10 10 10 30 100 
JCPT118 10 10 10 30 100 
JCPT119 5 3 4 12 40 
JCPT120 9 9 8 26 86.66 
JCPT121 10 10 10 30 100 

1/  คาการตายแทจริง โดยใช Abbott’ s formula 
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ตารางผนวกที ่ข9  จํานวนหนอนใยผัก (Plutella xylostella) ที่ตายหลังจากรับเชื้อ 
                              Bacillus thuringiensis นาน 72 ช่ัวโมง 
 

รหัส ซ้ําท่ี 1 ซ้ําท่ี 2 ซ้ําท่ี 3 รวมตายทั้งหมด เปอรเซ็นตตาย1/ (%) 
JCPT1 6 7 8 21 70 
JCPT2 4 6 6 16 53.33 
JCPT3 10 10 10 30 100 
JCPT5 10 10 10 30 100 
JCPT6 10 10 10 30 100 
JCPT7 10 10 10 30 100 
JCPT8 7 9 7 23 76.66 
JCPT9 7 9 9 25 83.33 
JCPT10 8 9 10 27 90 
JCPT11 10 10 10 30 100 
JCPT12 8 6 10 24 80 
JCPT13 9 9 9 27 90 
JCPT14 10 9 7 26 86.66 
JCPT15 10 10 10 30 100 
JCPT16 10 10 10 30 100 
JCPT17 8 7 8 23 76.66 
JCPT18 10 10 10 30 100 
JCPT19 8 7 9 24 80 
JCPT20 10 10 10 30 100 
JCPT38 5 8 8 21 70 
JCPT59 8 5 8 21 70 
JCPT64 10 10 10 30 100 
JCPT65 10 10 10 30 100 
JCPT66 9 5 8 22 73.33 
JCPT68 10 10 10 30 100 

1/  คาการตายแทจริง โดยใช Abbott’ s formula 
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ตารางผนวกที ่ข9  (ตอ)  
 

รหัส ซ้ําท่ี 1 ซ้ําท่ี 2 ซ้ําท่ี 3 รวมตายทั้งหมด เปอรเซ็นตตาย1/ (%) 
JCPT70 10 10 10 30 100 
JCPT71 10 10 10 30 100 
JCPT72 10 10 10 30 100 
JCPT74 10 10 10 30 100 
JCPT75 10 10 10 30 100 
JCPT77 6 7 7 20 66.66 
JCPT78 7 7 7 21 70 
JCPT79 7 8 8 23 76.66 
JCPT82 10 10 10 30 100 
JCPT84 8 7 6 21 70 
JCPT88 7 9 10 26 86.66 
JCPT89 10 10 10 30 100 
JCPT90 8 8 9 25 83.33 
JCPT94 10 10 10 30 100 
JCPT95 8 9 8 25 83.33 
JCPT97 7 9 10 26 86.66 
JCPT99 10 10 10 30 100 
JCPT102 7 8 9 24 80 
JCPT103 9 8 10 27 90 
JCPT104 9 8 6 23 76.66 
JCPT105 8 10 9 27 90 
JCPT106 10 10 10 30 100 
JCPT108 8 7 10 25 83.33 
JCPT109 8 8 6 22 73.33 
JCPT110 8 8 9 25 83.33 

1/  คาการตายแทจริง โดยใช Abbott’ s formula 
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ตารางผนวกที ่ข9  (ตอ)  
 

รหัส ซ้ําท่ี 1 ซ้ําท่ี 2 ซ้ําท่ี 3 รวมตายทั้งหมด เปอรเซ็นตตาย1/ (%) 
JCPT111 8 9 10 27 90 
JCPT112 10 10 10 30 100 
JCPT113 9 9 8 26 86.66 
JCPT116 10 10 10 30 100 
JCPT117 6 7 6 19 63.33 
JCPT118 8 6 9 23 76.66 
JCPT121 10 10 10 30 100 

      
1/  คาการตายแทจริง โดยใช Abbott’ s formula 
 
 
 
 
 


