
รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองที่สิ้นสุด  

------------------------ 

1. ชุดโครงการวิจัย  :  อนุรักษ์และใช้ประโยชน์จุลินทรีย์และผลิตภัณฑ์ 
                                                จากจุลินทรีย์อย่างยั่งยืน 

 
2. โครงการวิจัย  :  การอนุรักษ์จุลินทรีย์ทางการเกษตรเพื่อใช้ประโยชน์ 

 

 3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  :   เทคนิคการเก็บรักษาบีทีเพ่ือการอนุรักษ์และใช้ประโยชน์   

ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ): Conservation and Utilization  of Bacillus thuringiensis 
    4. คณะผู้ด าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง   :  นางบุญเรือนรัตน์ เรืองวิเศษ  
                                           สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ผู้ร่วมงาน                            :  นางสาวภรณี สว่างศรี   
                                          สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
      นางนุชนารถ ตั้งจิตสมคิด 
                                            สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 

  5.  บทคัดย่อ  

ในการอนุรักษ์จุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ทางการเกษตร ได้ท าการเก็บรวบรวม อนุรักษ์ และจ าแนกชนิด
ของบีที (B.thuringiensis) จากดินในภูมิภาคต่างๆทั่วประเทศ พบว่าได้เชื้อ Bacillus thuringiensis จ านวน 
57 ไอโซเลท จากการน าเชื้อ  B.thuringiensis ตรวจสอบขนาดโปรตีน ด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าแบนที่
ได้ส่วนใหญ่จะผลิตโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลในช่วง 25-48 กิโลดาลตัน จากการศึกษาผลของการทดสอบ
ประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus thuringiensis ในการควบคุมหนอนเจาะสมอฝ้าย ในระยะท่ี2 พบว่าที่ระดับ
ความเข้มข้น 108  มีผลท าให้หนอนเจาะสมอฝ้ายตายเฉลี่ย 100 เปอร์เซ็น ในวันที่ 3 คือ 72 ชั่วโมง และชุด
ควบคุมไม่มีผลท าให้หนอนเจาะสมอฝ้ายตาย โดยลักษณะของตัวหนอนที่ตาย จะมีสีล าตัวเป็นสีด า ล าตัวของ
ตัวหนอนจะงอแข็ง วางตัวตะแครงข้าง และไม่เคลื่อนไหวอีกต่อไป การทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุม
หนอนเจาะสมอฝ้าย (Cotton bollworm) ในห้องปฏิบัติการโดยสุ่มทดสอบกับ B. thuringiensis 20 ไอโซ
เลท จากการเก็บรักษาในกลีเซอรอล 40 % ที่อุณหภูมิ 4 °C ,-30 °C, -80 °C เป็นระยะเวลา 3, 6 และ 12 
เดือน พบว่า B. thuringiensis ทั้ง 20 ไอโซเลท ไม่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของหนอนเจาะสมอฝ้ายได้
  

 

  



6. ค าน า                                

แบคทีเรีย B. thuringiensis ควบคุมแมลง   ได้มีการค้นพบแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis   เป็นครั้ง
แรกราวศตวรรษที่ 20 โดย Ishiwata นักวิทยาศาสตร์ชาวญี่ปุ่น โดยแยกเชื้อนี้ได้จากหนอนไหม (Bombyx 
mori ) ที่ เป็น โรค และตั้ งชื่ อแบคที เรียนี้ ว่ า Bacillus sotto ต่อมาพบแบคที เรียที่ สร้างสปอร์จาก 
mediteranean flour moth (Anagesta kueniellia ) ได้ มี ก ารตั้ งชื่ อ แบ ค ที เรี ย ชนิ ดนี้ ว่ า  Bacillus 
thuringiensis ตามชื่อเมือง Thuringen   แบคทีเรีย Bacillus thuringiensis   จัดจ าแนกอยู่ใน Family 
Bacillaceae และ genus Bacillus เป็นกลุ่มของแบคทีเรียพวกที่สร้างสปอร์ได้ ติดสีแกรมบวก ต้องการ
ออกซิเจน ให้ผลของปฏิกิริยา catalase เป็นผลบวก และให้ผลของปฏิกิริยา oxidase เป็นผลลบ ลักษณะ
รูปร่างเป็นแท่ง (rod shape) กว้าง 1.0-1.2 ไมโครเมตร ยาว 3.0-5.0 ไมโครเมตร โคโลนีค่อนข้างใหญ่ 
(5.0-10.0 มิลลิเมตร) ลักษณะกลม บางชนิดรูปร่างไม่แน่นอน ในระยะการออกสปอร์ B. thuringiensis 
หลายๆ สายพันธุ์จะผลิตโปรตีนผลึก (proteinaceous inclusions) พร้อมกับโปรตีนคริสตัล (Crystal, Cry 
toxin) ซึ่งเป็น ประเภท δ-endotoxins โปรตีนนี้เองที่มีฤทธิ์เป็นสารก าจัดแมลง  บีทีท็อกชินหรือครายท็อก
ซิน (Bt toxin หรือ Cry toxin) เป็นสารฆ่าแมลงที่ไม่มีอันตรายต่อมนุษย์ เนื่องจากว่าบีทีจะท างานในระบบ
กระเพาะซื่งเป็นเบส ซื่งกระเพาะแบบนี้ไม่พบในกลุ่มสัตว์ที่มีกระดูกสันหลังเช่นมนุษย์  ดังนั้น จึงไม่มีอันตราย
ต่อสัตว์เลี้ยงทั่วไปและมนุษย์ ในปัจจุบัน มีบีทีท็อกซินอยู่ทั้งหมด 57 ชนิด แต่ละชนิดมีผลต่อแมลงแตกต่าง
กัน ตัวอย่างเช่น Cry1Aa และ Cry2A มีผลต่อผีเสื้อและผีเสื้อกลางคืน ส่วน Cry5 มีผลต่อแมลงประเภทยุง บี
ทีจะท างานก็ต่อเมื่อได้รับการบริโภคเข้าไปในแมลง ดังนั้น จึงมีผลเฉพาะแมลงบางกลุ่ม ท าให้แมลงที่ไม่ใช่
ศัตรูพืชไม่ได้ถูกก าจัดไปด้วย จึงเป็นผลดีต่อระบบนิเวศน์ แต่พบว่าผลึกโปรตีนที่เป็นพิษส่วนใหญ่พบในหนอน
ผีเสื้อ (Lepidoptera) รองลงมาได้แก่ หนอนแมลงวันหรือยุง (Diptera) และด้วง (Coleoptera ) (Vidyarthi 
et al., 2002; Martin et al., 2010)  

ปัจจุบันมีการแยก B. thuringiensis (บีที) ออกมากกว่า 50,000 สายพันธุ์จากแหล่งต่าง ๆ (Sadder et 
al., 2006) มีรายงานว่าสามารถพบ B. thuringiensis ได้ตามแหล่งต่าง ๆ เช่น ดิน ฝุ่นของพืชผลต่าง ๆ ที่
เก็บในยุ้งฉาง ซากของแมลง เมล็ดธัญพืช ดินในพ้ืนที่เกษตร ใต้พุ่มไม้ เป็นต้น B. thuringiensis ถูกเริ่มใช้ใน
รูปแบบของยาฆ่าแมลงในปี 1956 ในชื่อของ Thuricide ในปี 1991 พืชชนิดแรกที่ได้รับการตัดต่อทาง
พันธุกรรมให้สามารถผลิต  B. thuringiensis ได้ออกมาจ าหน่าย นั่นคือ ฝ้ายที่ ผลิตสารพิษของ B. 
thuringiensis ในขณะนี้ มีพืชที่สามารถผลิตสารพิษนี้ปลูกอยู่เกือบ 200 ล้านเอเคอร์ทั่วโลก ทั้งนี้ รวมถึง
ข้าวโพดบีที ผ้าฝ้ายบีที ยาสูบบีที ข้าว และมะเขือเทศ 

เชื้อบีทีเป็นเชื้อที่มีความปลอดภัยสูงและไม่เป็นสาเหตุที่ก่ออันตรายต่อมนุษย์ ปลา สัตว์ป่า หรือแมลงที่มี
ประโยชน์ ซึ่งช่วยในการควบคุมแมลงศัตรูพืชชนิดต่างๆ  โดยเข้าท าลายแมลงเมื่อหนอนกินสปอร์และผลึก
โปรตีนของเชื้อเข้าสู่กระเพาะอาหาร น้ าย่อยในกระเพาะอาหารของแมลงที่มีความเป็นกรด-ด่าง เหมาะสมกับ
เชื้อบีที จะย่อยผลึกโปรตีน และบีทีจะปล่อยสารพิษออกมาท าลายผนังกระเพาะอาหารของหนอนศัตรูพืช บีที
ผ่านเข้าสู่ช่องว่างล าตัวแมลง ซึ่งมีกระแสเลือดไหลเวียนอยู่ ไปเจริญและเพ่ิมปริมาณในเลือด เซลล์ และ
เนื้อเยื่อของแมลง แมลงจะเป็นอัมพาตและตายเนื่องจากโลหิตเป็นพิษ แมลงที่ได้รับเชื้อบีทีจะไม่ อยากกิน
อาหารหรือหยุดกินอาหาร เชื่องช้า ไม่ตอบสนองต่อสิ่งเร้า ล าตัวเป็นสีน้ าตาลด า และตายในที่สุด 

ในการจ าแนกบีทีนิยมใช้เทคนิคการอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16SrDNA genes ซึ่งเป็นชิ้นส่วนดีเอ็นเอ
ที่มีฐานข้อมูลอ้างอิงจ านวนมากใน GenBank  (Ben-Dov et al., 1997) น ามาเปรียบเทียบกันด้วย

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%94-endotoxins&action=edit&redlink=1


โปรแกรมบลาสต์ ก็จะสามารถทราบชนิดของบีทีได้อย่างง่ายดาย (Altschul et al., 1990 อ้างอิงโดย 
Shishir et al., 2012) 
จุลินทรีย์เหล่านี้  นักวิจัยทั่วโลกได้ศึกษาวิจัยอย่างต่อเนื่อง  โดยเฉพาะการพยายามการเก็บรวบรวมสายพันธุ์
ใหม่ๆ จากแหล่งต่างๆ ขึน้มาใช้ประโยชน์ทั้งในเชิงอนุรักษ์ และพัฒนาต่อยอดให้สามารถน าไปใช้ได้จริง  

7.  วิธีด าเนนิการ                          
- อุปกรณ์  
1. NA agar   10. plate 
2. LB broth   11. หม้อนึ่งความดันไอ (autocave) 
3. หลอดทดลอง (tube)  12. Vortex 
4. ตู้บ่มเชื้อ   13. เครื่อง XCell SureLockTM  (NOVEX Mini-Cell) 
5. ตู้ถ่ายเชื้อ (laminar flow) 14. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน     
6. spectrophotometer  15. กระดาษเซลโลเฟน 
7. microwave   16. ขวดใส่อาหาร (Duran) 
8. pipette   17.  เครื่องชั่งสาร  
9. water bart 
- วิธีการ 

การทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมหนอนเจาะสมอฝ้าย (Cotton bollworm) ในห้องปฏิบัติการ 
 
1. การเตรียมเชื้อ B. thuringiensis  
 เตรียมเชื้อ B. thuringiensis ทุกไอโซเลท โดยเลี้ยงในอาหารแข็ง NA แล้วถ่ายเชื้อ 1 ไอโซเลท ลง
ในอาหารเหลว NB 10 ml. เขย่าที่ความเร็วรอบ 220 รอบต่อนาที 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน ให้ได้
ความเข้มข้นที่ 108-109  cfu/ml. วัดปริมาณของเซลล์เริ่มต้นของเชื้อที่ เตรียมได้ โดยน ามาท า  Serial 
dilution และ Spread plate บนอาหาร NA จากนั้นท าการนับจ านวนโคโลนี และน ามาค านวณหาปริมาณ
ของเซลล์เริ่มต้น ดังสมการ 
       
 
 
 
2.เตรียมอาหารทดสอบ 
 ตัดอาหารเทียมให้มีขนาด 0.5 x 0.5 x 0.5 ลูกบาศก์นิ้ว  หยดสารละลายเชื้อ B. thuringiensis  
1 ml. ลงบนอาหารเทียม และน าไปใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 
   
3.ทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus thuringiensis ในการควบคุมหนอนเจาะสมอฝ้าย 
 การทดสอบท าโดยการวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design : 
CRD) แต่ละการทดลองท าจ านวน 6 ซ้ า ใช้หนอนเจาะสมอฝ้ายระยะที่ 2 จ านวน 30 ตัว จากนั้นน าอาหารที่
เตรียมไว้มาใส่ในถ้วยซึ่งแต่ละถ้วยจะประกอบ ด้วยอาหาร 1 ชิ้น กับหนอน 5 ตัว  หลังจากนั้นท าการสังเกต 

 จ านวนแบคทเีรีย(Cfu/ml) = จ านวนโคโลนีบนจานอาหาร × ระดับความเจือจาง  
                                                  ปริมาณตัวอย่างที่ใส่ลง Petri dish 
 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=6&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiA06WLxrHLAhWGcI4KHcT9Db4QFggqMAU&url=http%3A%2F%2Fwww.agriqua.doae.go.th%2Fplantclinic%2FClinic%2Fplant%2Fcotton%2Fdcot2_1.htm&usg=AFQjCNFDkzhKFiO-UB8ZwaDDfeKBGmzWnQ&sig2=lt13Q4s-UI3Hotle_h57Tw


และนับจ านวนหนอนที่ตายที่เวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง แล้วน ามาค านวณหาการตายของหนอนอย่าง
แท้จริง  
 
ดังสมการที่ 1 วิธีการของ Abbott’s formula (1925) 
 

p=c+(1-c)p’ 
 

เมื่อ c คือ อัตราการตายของหนอนใน control  
     p’คือ อัตราการตายที่ได้จากการทดลอง 
     p คือ อัตราการตายอย่างแท้จริง  
 
3. การสกัดโปรตีนและตรวจสอบขนาดโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
- การเตรียมเชื้อ 

ลงเชื้อ B.thuringiensis ที่คัดเลือกไว้ เลี้ยงลงในอาหาร NA agar ด้วยเทคนิค streak plate น าไปบ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
- การสกัดโปรตีนและตรวจสอบขนาดโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE น าโคโลนีเดี่ยวเลี้ยงในอาหาร NA broth 
5 ml. วัดค่า OD600 ค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer เก็บเชื้อที่เลี้ยงได้ปริมาณ 2 ml.ปั่น
เหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็วรอบ เวลา 5 นาที และทิ้งส่วนใส ล้างตะกอนด้วย 0.85 % NaCl 400 µl. ปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ เวลา 5 นาที ท าซ้ า 2 ครั้ง และทิ้งส่วนใส ละลายด้วย 50 Mm NaOH 100 µl. และ
บ่มทันทีที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที ดูด 6x loading dye 20 µl. เติมลงในหลอด 100 µl. ของสารละลาย 
ผสมให้เข้ากันและน าไปต้มที่อุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 2 นาที น าสารละลายที่ได้ load SDS-PAGE 30 µl. 
ด้ ว ย เค รื่ อ ง  XCell SureLockTM  (NOVEX Mini-Cell) และ ใช้  Protein marker 5 µl. เป็ น  standard 
marker 
 
- การตรวจสอบขนาดโปรตีน SDS-PAGE 

สารละลายที่ได้ load SDS-PAGE 30 µl. ด้วยเครื่อง XCell SureLockTM  (NOVEX Mini-Cell) โดย
ใช้ 1X NUPAGE buffer โดยตั้งค่าเครื่องที่ 150 โวล์ต 100 แอมป์ เวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นน ามา
วิเคราะห์ขนาดโปรตีนโดยการน าแผ่นเจลที่ได้ย้อมสี ด้วย Simply Bule Safe Stain ให้ท่วมแผ่นเจล เขย่าทิ้ง
ไว้ 60 นาที และล้างสีออกด้วย Destainning buffer เก็บแผ่นเจลที่ได้ด้วยการตรึงด้วยกระดาษเซลโลเฟน 

 
เทคนิคการเก็บรักษาบีทีเพื่อการอนุรักษ์และใช้ประโยชน์ 
 การเก็บรักษาแบคทีเรียบีที  ให้คงความมีชีวิตและศักยภาพในการเป็นสารชีวภัณฑ์  โดยเก็บเชื้อ
แบคทีเรียที่ได้ 3 แบบ คือ เก็บในอุณหภูมิเยือกแข็ง -80 องศาเซลเซียส  เก็บที่อุณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส 
เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 ปี  โดยน ามาทดสอบประสิทธิภาพด้วยวิธี bioassay  ทุกๆ  3 
เดือน 

ทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus thuringiensis ในการควบคุมหนอนเจาะสมอฝ้ายการทดสอบท า
โดยการวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design : CRD) แต่ละการทดลอง
ท าจ านวน 3 ซ้ า แต่ละซ้ าจะใช้หนอนเจาะสมอฝ้ายระยะที่ 2 จ านวน 10 ตัว ตัดอาหารเทียมให้มีขนาด 0.5 
x 0.5 x 0.5 ลูกบาศก์นิ้ว  หยดสารละลายเชื้อ B.thuringiensis  1 ml. ลงบนอาหารเทียม  หลังจากนั้นท า



การสังเกต และนับจ านวนหนอนที่ตายที่เวลาต่าง ๆ แล้วน ามาค านวณหาอัตราการตายของหนอน ตามวิธีการ
ของ Dulmage et al. (1981) 

 

อัตราการตายของหนอน (%) 

อัตราการตายของหนอนเจาะสมอฝ้าย  = (%) จ านวนของหนอนเจาะสมอฝ้ายที่ตาย × 100 
                                           จ านวนหนอนเจาะสมอฝ้ายที่ทดลอง 

 

     - ระยะเวลาเริ่มต้น ปี 2559  ถึงสิ้นสุด ปี 2561 

   - สถานที่ ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

 

8.  ผลการทดลองและวิจารณ์  

- ผลการทดลอง 

 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus thuringiensis ในการควบคุม    หนอนเจาะ
สมอฝ้าย 

จากการศึกษาผลของการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus thuringiensis ที่คัดเลือกได้จ านวน 
57 ไอโซเลท ในการควบคุมหนอนเจาะสมอฝ้าย ในระยะท่ี2 ที่ระดับความเข้มข้น 108  มีผลท าให้หนอนเจาะ
สมอฝ้ายตายเฉลี่ย 100 เปอร์เซ็น ในวันที่ 3 คือ 72 ชั่วโมง และชุดควบคุมไม่มีผลท าให้หนอนเจาะสมอฝ้าย
ตาย สังเกตจากลักษณะล าตัวของตัวหนอน คือ ตัวหนอนที่มีชีวิตจะมีลักษณะล าตัวเป็นสีน้ าตาลอ่อน ตัว
หนอนวางตัวคว่ าอยู่ตลอดเวลา และเคลื่อนที่ได้ปกติ (ภาพที่ 1) ส่วนลักษณะของตัวหนอนที่ตาย จะมีสีล าตัว
เป็นสีด า ล าตัวของตัวหนอนจะงอแข็ง วางตัวตะแครงข้าง และไม่เคลื่อนไหวอีกต่อไป (ภาพที่ 2) ในการ
ทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus thuringiensis เบื้องต้นนั้นจะแสดงให้เห็นว่าเชื้อที่ใช้น ามาทดสอบต้อง
เลี้ยง ให้เจริญจนถึงช่วง Free spore คือเป็นระยะที่สปอร์และผลึกโปรตีนหลุดออกมาจากเซลล์ เพ่ือให้เชื้อมี
ความรวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูงที่สุดในการเกิดพิษกับแมลง นั่นคือผลึกโปรตีนพร้อมที่เปลี่ยนรูปเป็น
สารพิษ เมื่อเข้าไปอยู่ในตัวแมลง ซึ่งผลการตายของหนอนที่ชัดเจนเนื่องจากเชื้อ  B. thuringiensis อยู่ที่
ประมาณ 3 วัน เพราะถ้าใช้เชื้อในการทดสอบประสิทธิภาพของ B. thuringiensis ที่ยังไม่อยู่ในช่วง Free 
spore เมื่อเข้าไปอยู่ในตัวแมลง เชื้อ Bacillus thuringiensis จะใช้เวลาในการเจริญต่ออีกระยะหนึ่งเพ่ือท า
การพัฒนาให้กลายเป็นสปอร์และผลึกโปรตีนที่สมบูรณ์ท าให้ระยะเวลาที่จะท าให้หนอนตายเพ่ิมขึ้นไปอีก 1-2 
วันหรือหนอนอาจไม่ตายเลย เนื่องจากว่าหนอนมีการเจริญเติบโตเปลี่ยนวัยมีความแข็งแรงพอที่จะต้านทานต่อ
เชื้อ B.thuringiensis ได ้ 

 



 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 หนอนเจาะสมอฝ้ายระยะที่2 ที่มีชีวิต     ภาพที่ 2 หนอนเจาะสมอฝ้ายระยะที่2 ที่ตาย 

 
การตรวจสอบขนาดโปรตีน ด้วยเทคนิค SDS PAGE      

 จากการน า BT มาศึกษาการสร้างโปรตีน ด้วยเทคนิค SDS PAGE โดยใช้ NuPAGE 4-12% Bis-
Tris Gel ของบริษัท NOVEX® by life technologise™ และใช้ protein molecular weight marker เป็น 
standard marker ซึ่งประกอบไปด้วยแถบโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุล 11, 17, 25, 35, 48, 63, 75, 
100,135 และ 180 กิโลดาลตัน พบว่า BT ผลิตโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลในช่วง 25-48 กิโลดาลตัน  

 

ภาพที่ 3 ผลการตรวจสอบขนาดโปรตีน ด้วยเทคนิค SDS PAGE 

 

การศึกษาเทคนิคการเก็บรักษาบีทีเพ่ือการอนุรักษ์และใช้ประโยชน์ โดยการทดสอบประสิทธิภาพใน
การควบคุมหนอนเจาะสมอฝ้าย (Cotton bollworm) ในห้องปฏิบัติการโดยสุ่มทดสอบกับ B. thuringiensis 
20 ไอโซเลท จากการเก็บรักษาในกลีเซอรอล 40 % ที่อุณหภูมิ 4 °C ,-30 °C, -80 °C เป็นระยะเวลา 3, 6 
และ 12 เดือน พบว่า B. thuringiensis ทั้ง 20 ไอโซเลท ไม่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของหนอนเจาะ
สมอฝ้ายได้ 

 

 



ตาราง แสดงเปอร์เซ็นต์ (%) อัตราการตายของหนอนเจาะสมอฝ้าย ที่ทดสอบเป็นระยะเวลา 3 วัน  

ล าดับ Isolate BT 0 เดือน 3 เดือน 6 เดือน 12 เดือน 
4 °C -30°C -80°C 4°C -30°C -80°C 4°C -30°C -80°C 

1 BT_001 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 BT_002 43 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 BT_003 47 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
4 BT_004 53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
5 BT_005 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
6 BT_006 23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
7 BT_007 27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
8 BT_008 53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
9 BT_009 53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
10 BT_010 53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
11 BT_011 23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
12 BT_012 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
13 BT_013 53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
14 BT_014 23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
15 BT_015 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
16 BT_016 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
17 BT_017 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
18 BT_018 73 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
19 BT_019 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
20 BT_020 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

           

 

     

 

ภาพที่ 4 ผลการการทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมหนอนเจาะสมอฝ้ายในห้องปฏิบัติการ 

9.  สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  

ในการอนุรักษ์จุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ทางการเกษตร ได้ท าการเก็บรวบรวม อนุรักษ์ และจ าแนกชนิด
ของบีที (B.thuringiensis) จากดินในภูมิภาคต่างๆทั่วประเทศ พบว่าได้เชื้อ Bacillus thuringiensis จ านวน 
57 ไอโซเลท จากการน าเชื้อ  B.thuringiensis ตรวจสอบขนาดโปรตีน ด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าแบนที่
ได้ส่วนใหญ่จะผลิตโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลในช่วง 25-48 กิโลดาลตัน จากการศึกษาผลของการทดสอบ
ประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus thuringiensis ในการควบคุมหนอนเจาะสมอฝ้าย ในระยะที่2 พบว่า มีเพียง 
เชื้อ Bacillus thuringiensis BT_001 ที่ระดับความเข้มข้น 108  มีผลท าให้หนอนเจาะสมอฝ้ายตายเฉลี่ย 
100 เปอร์เซ็น ในวันที่ 3 คือ 72 ชั่วโมง และชุดควบคุมไม่มีผลท าให้หนอนเจาะสมอฝ้ายตาย โดยลักษณะ
ของตัวหนอนที่ตาย จะมีสีล าตัวเป็นสีด า ล าตัวของตัวหนอนจะงอแข็ง วางตัวตะแครงข้าง และไม่เคลื่อนไหว
อีกต่อไป ในการทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus thuringiensis เบื้องต้นนั้นจะแสดงให้เห็นว่าเชื้อที่ใช้
น ามาทดสอบต้องเลี้ยง ให้เจริญจนถึงช่วง Free spore คือเป็นระยะที่สปอร์และผลึกโปรตีนหลุดออกมาจาก
เซลล์ เพ่ือให้เชื้อมีความรวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูงที่สุดในการเกิดพิษกับแมลง นั่นคือผลึกโปรตีนพร้อมที่
เปลี่ยนรูปเป็นสารพิษ  เมื่อเข้าไปอยู่ ในตัวแมลง ซึ่ งผลการตายของหนอนที่ชัดเจนเนื่องจากเชื้อ  B. 
thuringiensis อยู่ที่ประมาณ 3 วัน เพราะถ้าใช้เชื้อในการทดสอบประสิทธิภาพของ B. thuringiensis ที่ยังไม่
อยู่ในช่วง Free spore เมื่อเข้าไปอยู่ในตัวแมลง เชื้อ Bacillus thuringiensis จะใช้เวลาในการเจริญต่ออีก
ระยะหนึ่งเพ่ือท าการพัฒนาให้กลายเป็นสปอร์และผลึกโปรตีนที่สมบูรณ์ท าให้ระยะเวลาที่จะท าให้หนอนตาย
เพ่ิมข้ึนไปอีก 1-2 วันหรือหนอนอาจไม่ตายเลย เนื่องจากว่าหนอนมีการเจริญเติบโตเปลี่ยนวัยมีความแข็งแรง
พอที่จะต้านทานต่อเชื้อ B.thuringiensis ได้ เทคนิคการเก็บรักษาบีทีเพ่ือการอนุรักษ์และใช้ประโยชน์ ท าการ



ทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมหนอนเจาะสมอฝ้าย (Cotton bollworm) ในห้องปฏิบัติการโดยสุ่ม
ทดสอบกับ B. thuringiensis 20 ไอโซเลท จากการเก็บรักษาในกลีเซอรอล 40 % ที่อุณหภูมิ 4 °C ,-30 °C, 
-80 °C เป็นระยะเวลา 3, 6 และ 12 เดือน พบว่า B. thuringiensis ทั้ง 20 ไอโซเลท ไม่สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของหนอนเจาะสมอฝ้ายได้ แสดงให้เห็นว่าการเก็บรักษาใน กลีเซอรอล 40 % ที่อุณหภูมิ 4 °C ,-
30 °C, -80 °C ลดประสิทธิภาพของเชื้อ B.thuringiensis ลงท าให้ไม่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
หนอนเจาะสมอฝ้ายได้ 

10.  การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์  
เช่น ด้านวิชาการ ด้านนโยบาย ด้านเศรษฐกิจ/พาณิชย์ ด้านสังคมและชุมชน รวมถึงการเผยแพร่ใน
วารสาร จดสิทธิบัตร ฯลฯ และหน่วยงานที่น าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

หน่วยงานที่น าไปใช้ประโยชน์ 
- หน่วยงานของกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี และกระทรวง

พลังงาน ได้แก่ กรมส่งเสริมการเกษตร  กรมพัฒนาที่ดิน  ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
แห่งชาติ 

- สถาบันการศึกษาต่างๆ 
- กลุ่มเกษตรกร 
 
 

11.  ค าขอบคุณ (ถ้ามี)  : อาจมีหรือไม่มีก็ได้ เป็นการแสดงความขอบคุณแก่ผู้ช่วยเหลือให้งานวิจัยลุล่วงไป
ด้วยดี แต่มิได้เป็นผู้ร่วมปฏิบัติงานด้วย 
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13.  ภาคผนวก  

 
ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียที่ใชในการทดลอง 
 
การเตรียมอาหาร Nutrient agar (NA) ส าหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
สารเคมี 

Beep extract   3 กรัม 
Peptone   5 กรัม 
ผงวุน    15 กรัม 

 น้ ากลั่น    1 ลิตร 
วิธีการ 
1. beep exact 3 กรัม peptone 5 กรัม ผงวุน 15 กรัม และน้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน        
น าไปตมจนผงวุนละลาย 
2. เสร็จแลวตั้งทิ้งไวพออุน บรรจุใสหลอดทดลอง (tube) หรือขวดใสอาหาร (Duran) แลวน าไปนึ่ง        
ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนด ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องซาเซลเซียส นาน 15 นาท ี
3. เมื่อน าออกจากหมอนึ่งความดันไอแลวเก็บในที่สะอาด ใชเทใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (plate) โดยหลอม
จนอาหารละลายแลวเทใสจานเลี้ยงเชื้อภายในตู laminar flow 
 
การเตรียมอาหาร Nutrient broth (NB) ส าหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
สารเคมี 
 Beep extract  3 กรัม 
 Peptone   5 กรัม 
 น้ ากลั่น    1 ลิตร 
วิธีการ 
1. beep exact 3 กรัม peptone 5 กรัม และน้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
น าไปตมจนส่วนผสมละลายเข้ากัน 
2. น ามาบรรจุใสขวดทดลอง (Duran) แลวน าไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนด ตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
ภาพเครื่องมือที่ใชในการทดลอง 

 
 

 
 

ภาพภาคผนวกท่ี ข1 เครื่องพีซีอาร์ 
 
 
 

 
 

ภาพภาคผนวกท่ี ข2 หม้อนึ่งความดันไอ (autocave) 
 
 
 
 



 
 

ภาพภาคผนวกท่ี ข3 ตู้บ่มเชื้อ 
 
 
 

 
 

 ภาพภาคผนวกท่ี ข4  water barth 
 
 
 



 
ภาพภาคผนวกท่ี ข5  เครื่อง spectrophotometer 

 
 

 
ภาพภาคผนวกท่ี ข6  เครื่องชั่งสาร 

 
 

 
ภาพภาคผนวกท่ี ข7  ตู้ถ่ายเชื้อ (laminar flow) 

 
 
 



 
ภาพภาคผนวกท่ี ข8  เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน 

 
 

 
ภาพภาคผนวกท่ี ข9  microwave 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี ข10  pipette 

 
 
 



 
ภาพภาคผนวกท่ี ข11  เครื่อง XCell SureLockTM  (NOVEX Mini-Cell) 

 
 
 
 

 


