
บทท่ี 2 
การตรวจเอกสาร 

 
 การจําแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีกอใหเกิดโรคกับแมลงดวยวิธีศึกษาอาการของโรคท่ีเกิด
ข้ึนกับแมลงเปนส่ิงท่ียุงยาก ท้ังนี้เพราะแบคทีเรียท่ีเกิดโรคกับแมลงสวนใหญสามารถดํารงชีวิตได
อยางอิสระในสภาพธรรมชาติ และมีเพียงไมกี่ชนิดเทานั้นท่ีมีศักยภาพสูงสามารถทําลายแมลงได 
อัจฉรา (2544 ก) ไดทําการตรวจสอบแบคทีเรียท่ีเกิดโรคกับแมลง 46 ชนิด (species) จํานวน 3,000 
ตัวอยาง พบวา แบคทีเรียสวนใหญเปนพวก facultative และแบคทีเรียท่ีอาศัยอยูในระบบทางเดิน
อาหารของแมลงเทานั้นท่ีเปนตัวการสําคัญท่ีสามารถหยุดยั้งการเจริญเติบโตและกิจกรรมตาง ๆ 
ของแมลง ซ่ึงแบคทีเรียตองเขาสูภายในลําตัวของแมลงเทานั้นจึงจะแสดงผลได โดยแบคทีเรียท่ีทํา
ให เกิดโรคกับแมลงสวนใหญอยู ในวงศ  Bacillaceae,  Pseudomonadaceae, Terobacteriaceae, 
Streptococcaceae และ Micrococcaceae นอกจากนี้ยังมีแบคทีเรียในวงศ Mycoplasmataceae และ 
Spiroplasmataceae ท่ีไดรับความสนใจอยางกวางขวาง  เนื่องจากพบวานอกจากจะสามารถเกิดโรค
กับแมลง พืช และสัตวท่ีมีกระดูกสันหลังหลายชนิด  แตท้ังนี้แบคทีเรียท่ีสามารถทําใหเกิดโรคกับ
แมลง และไดรับความสนใจมากท่ีสุดคือแบคทีเรียวงศ Bacillaceae โดยเฉพาะสกุล Bacillus 

ในปจจุบันมีการคนควาวิจัยแบคทีเรียสกุล Bacillus พบวา สามารถนํามาใชประโยชนใน
การควบคุมแมลงศัตรูพืชไดดีท่ีสุด และพัฒนาผลิตภัณฑใหอยูในรูปของจุลินทรียท่ีควบคุมแมลง
ศัตรูพืช (microbial insecticide) ได เชน เช้ือ Bacillus sphaericus   สรางสารพิษท่ีผนังเซลลซ่ึงเปน
พิษกับลูกน้ํายุงวงศ Culicidae เช้ือ Bacillus popiliae ทําใหเกิดโรคกับ Japanese beetle grub โดยเช้ือ
ทําใหตัวออนของดวงเปนโรค มีลําตัวสีขาวขุนและตายในลักษณะท่ีเรียกวา milky disease เช้ือ 
Bacillu moritai ทําใหเกิดโรคกับแมลงในอันดับ Diptera เชน แมลงวันบาน เช้ือ Bacillus 
thuringiensis ท่ีใชในการควบคุมแมลงศัตรูพืชท่ีสําคัญทางเศรษฐกิจหลายชนิด เชน  หนอนใยผัก  
หนอนกระทูหอม เปนตน 

เช้ือแบคทีเรียในสกุล Bacillus จัดเปนเช้ือจุลินทรียโรคแมลงท่ีมีการคนความากท่ีสุด และมี
การผลิตนําไปใชควบคุมแมลงศัตรูพืชหลายชนิดท่ัวโลก คือ Bacillus thuringiensis เนื่องจากเปน
เช้ือจุลินทรียท่ีมีการคนพบและไดแสดงศักยภาพในการควบคุมแมลงศัตรูพืชมานานแลวมี
คุณลักษณะครบถวนทุกประการเหมาะกับการเปน microbial insecticide  
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2.1 ลักษณะเฉพาะของ Bacillus thuringiensis 
 

เช้ือแบคทีเรีย B. thuringiensis หรือเช้ือ Bt เปนแบคทีเรียแกรมบวก ในกลุม endospore 
forming rods and cocci อยูในสกุล Bacillus วงศ Bacillaceae (ดวงพร, 2537) เซลลมีรูปรางแบบ
แทง ยาว 3-5 ไมครอน (Bajwa and Kogan, 2005) ถานํามาเล้ียงบนจานเพาะเช้ือ ลักษณะโคโลนี 
(colony) มีสีขาวขุน ขนาดของโคโลนีคอนขางใหญ (5-10 มิลลิเมตร) ผิวหนาไมเรียบและไมเปน
มัน (อัจฉรา, 2544ข) เช้ือ Bt พบไดท่ัวไปในสภาพธรรมชาติ เชน ในดิน ซ่ึงตามปกติอยูในรูปของ
สปอร ถามีสภาพแวดลอมท่ีเหมาะสมจะเจริญเติบโตตอไปอยูในระยะ vegetative นอกจากนี้ยัง
สามารถพบเช้ือไดบนพืช ในน้ํา ในมูลสัตว (Porcar and Caballero, 2000) รวมทั้งในแมลงท่ีตายแลว
หรือใกลตายอีกดวย (Travers et al., 1987) แตจากการศึกษาของ Theunis et al. (1998) พบวา จะพบ
เช้ือ Bt พบอยูในดินมากท่ีสุด โดยเฉพาะในเนื้อดินท่ีมีอินทรียวัตถุสูง นอกจากดินท่ีเก็บรวบรวม
จากแหลงตาง ๆ มักมีจํานวน Bt isolates แตกตางกันอาศัยรวมกันอยางหลากหลาย ซ่ึงดินในทวีป
เอเชียจะมีจํานวน Bt isolates มากกวาดินในทวีปอ่ืน ๆ (Martin and Travers, 1989)  

 Bt จัดเปนจุลินทรียท่ีมีศักยภาพสูง สามารถใชในการควบคุมแมลงศัตรูพืชท่ีสําคัญทาง
เศรษฐกิจ (ตาราง 1) และแมลงสาธารณสุขบางชนิด ในอันดับ Lepidoptera เชน หนอนกระทูหอม 
หนอนใยผัก หนอนเจาะสมอฝาย หนอนกินใบปาลม เปนตน อันดับ Coleoptera เชน ดวงหมัดผัก 
และ อันดับ Diptera เชน ยุง เปนตน (อัจฉรา, 2544ข) 
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ตาราง 1  แมลงศัตรูพืชท่ีสําคัญท่ีสามารถใช Bt ในการปองกันกําจัด (อัจฉรา, 2544ข) 
 
แมลงศัตรูพชื พืชท่ีถูกเขาทําลาย 
หนอนใยผัก 
 (diamondback moth, Plutella xylostella)  

ผักวงศกะหลํ่า (กะหลํ่าปลี คะนา กะหลํ่า
ดอก ผักกาดขาวปลี ผักกาดตาง ๆ) 

หนอนคืบกะหลํ่า  
(cabbage looper,  Trichoplusia ni)  

ผักวงศกะหลํ่า ผักกาดหอม ถ่ัวลันเตา 

หนอนคืบละหุง  
(castro semi-looper, Achaea janata)  

ละหุง พุทรา กหุลาบ ทับทิม 

หนอนรานกินใบปาลม  
(slug caterpillar, Darna furva, D.  diducta)  

ปาลมน้ํามัน มะพราว 

หนอนปลอก  
(bagworm, Mahasena corbetti, Metisa plana)  

กลวย มะพราว ปาลมน้ํามัน 

หนอนผีเส้ือขาว  
(cabbage white butterfly, Pieris brassicae)  

ผักวงศกะหลํ่า 

หนอนเจาะลําตนขาวโพด 
 (corn borer, Ostrinia furnacalis)  

ขาวโพด ทานตะวัน 

หนอนกระทูหอม 
(beet armyworm, Spodoptera exigua)  

หนอไมฝร่ัง องุน ขาวโพดฝกออน ถ่ัว
ลันเตา มะเขือเทศ กระเจีย๊บเขียว ผักตระกลู
กะหลํ่า กุหลาบ ดาวเรือง 

หนอนเจาะสมอฝาย  
(cotton bollworm, Helicoverpa armigera) 

หนอไมฝร่ัง องุน กระเจี๊ยบเขียว ถ่ัวลันเตา 
กุหลาบ ดาวเรือง สม มะเขือเทศ 

หนอนบุงกินใบ  
(leaf eating caterpillar, Orgyia turbata)  

ปาลม ละหุง ถ่ัวลิสง พุทรา หนอไมฝร่ัง 

หนอนกนิใบบัว 
 (leaf eating caterpillar, Nymphula crisonalis)  

บัวตาง ๆ 

หนอนกนิใบเผือก (leaf eating caterpillar, 
Maduca quincuemaculata) 

เผือก ยาสูบ บอน ถ่ัว 

หนอนกนิใบชมพู 
 (leaf eating caterpillar, Trabala vishnou) 

ชมพู ชมพูสาแหรก ลําพู หกูวาง สะแก 
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ตาราง 1 (ตอ)  
 
แมลงศัตรูพชื พืชท่ีถูกเขาทําลาย 
หนอนหอใบหรือแปะใบสม 
 (leaf roller, Archips sp.)  

สมเขียวหวาน 

หนอนกนิใบสน  
(leaf eating aterpillar,Metanastria latipennis) 

สนสามใบ สนจีน สนสองใบ กุหลาบ ทอ 

 
2.2 วงจรชีวิตของ Bacillus thuringiensis 

 
ทิพยวดี (2542) กลาววา เม่ือเล้ียง Bt บนจานเล้ียงเช้ือพบวาเช้ือจะมีโคโลนีสีขาวขุน ผิวไม

มัน โคโลนีคอนขางใหญ ประมาณ 5-10 มิลลิเมตร Bt มีการเจริญเติบโตอยู 2 ระยะ คือ vegetative 
phase หรือ germination phase และ sporulation phase (ภาพ 1) โดยในระยะ vegetative สปอรจะ
งอก (germination) เปนเซลลรูปแทงเรียกวา vegetative cell และมีการแบงตัวเพิ่มจํานวนอยาง
ทวีคูณ ไดเซลลท่ีตอกันเปนสายยาวคลายโซ หลังจากนั้นอีกประมาณ 24-48 ช่ัวโมง เช้ือ Bt จะเขาสู
ระยะ sporulation ซ่ึงระยะนี้จะปรากฏเม่ืออาหารหมดหรือสภาพแวดลอมเปล่ียนแปลงไปจากเดิม
เช้ือ Bt จะสรางสปอรท่ีปลายขางหน่ึงของเซลล และสรางผลึกโปรตีนท่ีปลายอีกขางหน่ึงของเซลล
ไปพรอม ๆ กัน (ภาพ 2) และเม่ือเวลาผานไปอีกประมาณ 6-12 ช่ัวโมง ผนังเซลลของเช้ือ Bt จะแตก
ปลอยสปอรและผลึกโปรตีนออกมาอยูอยางอิสระ โดยรูปรางของผลึกโปรตีนมีหลายรูปแบบ เชน 
รูปปรามิด 2 อันท่ีมีดานฐานชนกัน (bipyramid) (ภาพ 3) รูปทรงกลม (spherical) รูปส่ีเหล่ียมขนม
เปยกปูน (flat rhomboid) และรูปส่ีเหล่ียมจัตุรัส (cuboid) เปนตน และอาจสรางผลึกจํานวนหนึ่ง
หรือสองอันตอเซลล ท้ังนี้แลวแตสายพันธุ ผลึกโปรตีนนี้มีน้ําหนักโมเลกุลตั้งแต 27-140 กิโลดาล
ตัน (Hofte and Whiteley, 1989) และสปอรนี้มีความทนทานตอสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสม ตาง ๆ 
ได เชน อุณหภูมิสูงหรือความแหงแลง สปอรจะงอกและเร่ิมเขาสูระยะ vegetative cell อีกคร้ังเม่ือ
อยูภายใตสภาพแวดลอมหรือเง่ือนไขท่ีเหมาะสม  
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ภาพ 1  วงจรชีวิตของเช้ือ Bt (Wuhan, 2002)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพ 2   ลักษณะเซลลของ Bt 
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ก.           ข. 
 

ภาพ 3  สปอรและผลึกโปรตีน (delta-endotoxin) ของเช้ือ Bt (อัจฉรา, 2544ข) 
ก. สปอรและผลึกโปรตีน ท่ีแตกจากเซลล 
ข. ภาพขยายผลึกโปรตีนรูปราง bipyramid 4,000x    

 

2.3 สารพิษของ Bacillus thuringiensis 
 
 Bt จะมีการสรางสารพิษไดหลายชนิดท่ีแตกตางกัน ข้ึนอยูกับ subspecies (ตาราง 2) แต
สวนใหญแลว Bt สายพันธุตาง ๆ จะสรางสารพิษหลัก ซ่ึง Wuhan (2002) ไดแบงสารพิษของ Btไว
ดังนี้  

1)  Alpha-exotoxin (α-exotoxin :  อัลฟา-เอ็กโซท็อกซิน)   
เปนสารพิษท่ี Bt สรางข้ึนภายนอกเซลล เปนสารเอ็นไซมพวก lecithinase C ละลายนํ้าได 

ไมทนตอความรอน ถาแมลงไดรับสารพิษชนิดนี้จะเจริญเติบโตชาและไมเขาดักแด หรือถาเขา
ดักแดก็จะไมออกเปนตัวเต็มวัย ถูกคนพบในป ค.ศ. 1953 โดย Toumanoff  (Wuhan, 2002) 

2)  Beta-exotoxin (β-exotoxin : เบตา-เอ็กโซท็อกซิน) 
สารพิษชนิดนี้ มีดวยกันหลายช่ือ  เชน  thuringiensin, fly-toxin heat-stable, exotoxin, 

thermostable toxin  เปนตน เปนสารพิษท่ีสรางข้ึนภายนอกเซลลเชนเดียวกัน  แตทนตอความรอน
ไดสูงถึง 120 องศาเซลเซียส ละลายนํ้าได เปนสารประกอบพวก nucleotide สรางข้ึนระหวางระยะ 
vegetative growth มีความเปนพิษคอนขางสูงตอแมลงในอันดับ Lepidoptera, Diptera และ 
Coleoptera เม่ือแมลงกินสารพิษชนิดนี้เขาไปจะทําใหรูปรางเปล่ียนแปลง โดยพบการเปล่ียนแปลง
ไดในทุกระยะการเจริญเติบโต เชน ตัวออนอาจไมเขาดักแด  ถาเปนดักแดจะมีรูปรางบิดเบ้ียว และ
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ถาเปนตัวเต็มวัยก็จะไมสมบูรณ ปกแมลงจะคุด หรือแขน ขา หนวดแมลงจะหายไป  วงจรชีวิตจะ
ส้ันลงและไมสามารถสืบพันธุได ซ่ึง EPA ของสหรัฐอเมริกาไมอนุญาตใหมีสารพิษชนิดนี้ใน
ผลิตภัณฑ Bt ท่ีมีวางจําหนายเพื่อใชควบคุมแมลงศัตรูพืช 

3)  Delta-endotoxin (δ-endotoxin : เดลตา-เอ็นโดท็อกซิน) 
เปนสารพิษชนิดท่ีนํามาใชในการควบคุมแมลงศัตรูพืช มีดวยกันหลายช่ือ เชน crystal 

toxin, parasporal inclusion body และ insecticidal crystal protein (ICP) เปนตน ซ่ึงสารพิษชนิดนี้
เปน  proteinaceous crystal คือผลึกท่ีประกอบไปดวยกลุมโมเลกุลของโปรตีน ไมทนตอความรอน 
มีท้ังสารพิษและเอ็นไซม (enzyme) เกาะกันเปนรูป dumbbell  สารพิษของ Bt ถูกกํากับโดย plasmid 
ซ่ึงทําให Bt แตละสายพันธุมีประสิทธิภาพแตกตางกันออกไป (อัจฉรา, 2529) 

4)  Spores (สปอร) 
นักวิทยาศาสตรบางทานไดจัดสปอรใหอยูในกลุมของสารพิษดวย  เนื่องจากเม่ือสปอรเขา

ไปอยูในตัวหนอนแลว จะไปเจริญเติบโตแพรขยายพันธุอยางรวดเร็ว ท้ังนี้เพราะอวัยวะตาง ๆ ใน
ตัวหนอนเปนอาหารอันอุดมสมบูรณ ซ่ึงเปนสาเหตุของการเกิดโลหิตเปนพิษ (septicemia) และทํา
ใหแมลงตายในที่สุด อยางไรก็ตาม เม่ือพบวา delta-endotoxin เปนส่ิงสําคัญท่ีทําใหแมลงตาย  
ความสําคัญของสปอรก็ลดนอยลง (อัจฉรา, 2544 ข) 
 5) Vegetative insecticidal proteins (Vips) 

โปรตีนสารพิษชนิดนี้จะถูกขับออกมาจากเซลล Bt ท่ีอยูในระยะ vegetative เปนของเหลว 
ไมมีการจับตัวกันในรูปของ parasporal crystal protein มีความเปนพิษสูงตอแมลงศัตรูขาวโพด เชน 
corn rootworm (Diabrotica spp.) และ black cutworm (Agrotis ipsilon) ปจจุบันไดจําแนก Vips 
ออกเปน 3 กลุม คือ Vip1A, Vip2A และ Vip3A 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 10

ตาราง 2  ตัวอยาง Bt แตละ subspecies ท่ีผลิตชนิดของ toxin  (Wuhan, 2002) 
 

Serotype Subspecies alpha exotoxin beta exotoxin delta endotoxin 
1 thuringiensis + + + 
2 finitimus + - + 
3a alesti + - + 

3a, 3b kurstaki + - + 
4a, 4b sotto + - + 
4a, 4b dendrolimus + - + 
4a, 4c kenyae + - + 
5a, 5b galleriae - + + 
5a, 5c canadensis - + + 

6 subtoxicus - - + 
6 entomocidus - - + 
7 aizawai + + + 

8a, 8b morrisoni - + + 
8a, 8c ostriniae + - + 

9 tolworthi + + + 
10 darmstadiensis - + + 

11a, 11b toumanoffi + + + 
11a, 11c kyushuensis + - + 

12 thompsoni + - + 
13 pakistani + - + 
14 israelensis + -  
15 dakota +   
16 indiana +   
- wuhanesis - -  

17 tohokuensis -   
18 kumamotoensis + +  
19 tochigiensis + -  
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2.4 การจําแนกชนิด Bacillus thuringiensis 
 

จากการคนพบวาผลึกโปรตีนถูกสรางโดยยีนท่ีอยูบน plasmids ของเช้ือ Bt ต้ังแตป ค.ศ. 
1980 เปนตนมา (Deacon, 2005) ทําใหมีการรวบรวมเช้ือ Bt ท่ีอาศัยอยูตามแหลงตาง ๆ ท่ัวโลกไว
ในหองปฏิบัติการของหลายประเทศเพ่ือทําการศึกษาวิจัยชนิด ขนาด และความเปนพิษของผลึก
โปรตีนท่ีเช้ือ Bt เหลานี้สรางข้ึนมา ทําใหทราบวาประสิทธิภาพของเช้ือ Bt ในการกําจัดแมลงเกิด
จากผลึกโปรตีนชนิดตาง ๆ ท่ีเช้ือสรางข้ึน ซ่ึงเปนพิษกับแมลงในอันดับ Lepidoptera, Diptera, 
Coleoptera, Homoptera และ Mallophaga (Beron et al., 2005) นอกจากนี้ยังกอใหเกิดความเปนพิษ
ตอแมลงในอันดับ Hymenoptera อีกดวย (Pinto et al., 2003) เนื่องจากมีการเก็บรวบรวมเช้ือ Bt ไว
เปนจํานวนมาก จึงไดมีความพยายามท่ีจะจําแนกชนิดของเช้ือท่ีเก็บได ในระดับ subspecies โดยใช
คุณลักษณะของโปรตีน มี 2 รูปแบบ คือ 
 1. การใช H-serotype หรือ Flagella serotype 
    เปนวิธีการจําแนก subspecies ท่ีใชแยกสารพิษของโปรตีนบน flagella เร่ิมใชใน ป ค.ศ. 
1962  โดย de Barjac and Bennefoi ไดเสนอแนวทาง serotype โดยใชลักษณะของ H-antigen หรือ 
flaglla antigen (Lecadet, 1998) ซ่ึงแตละ subspecies ของ Bt นั้น flagella จะประกอบดวย โปรตีนท่ี
เรียกวา flagellin ท่ีมีลักษณะเฉพาะตัว มีความคงทน และมีความเสถียร ซ่ึงแตละ subspecies จะมี 
ลักษณะของ H-antigen แตกตางกัน โดยอาศัยปฏิกิริยาของ antibody ตอ H-antigen บน flagella 
ของเซลลในการจําแนกชนิดของเชื้อ ดวยวิธีนี้ทําใหในปจจุบันสามารถจําแนกเช้ือ Bt ออกไดเปน 
67 สายพันธุ (Bajwa and Kogan, 2005)  (ตาราง 3) 
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ตาราง 3  การจําแนกชนิด Bacillus thuringiensis โดยใชลักษณะของ H-antigen  
 (Bajwa and Kogan, 2005) 
 

H-antigen Subspecies  H-antigen Subspecies 
1 thuringiensis  16 indiana 
2 finitimus  17 tohokuensis 
3a, 3c alesti  18a, 18b kumamotoensis 
3a, 3b, 3c kurstaki  18a, 18c yosoo 
3a, 3d sumiyoshiensis  19 tochigiensis 
3a, 3d, 3e fukuokaensis  20a, 20b yunnanensis 
4a, 4b sotto  20a, 20c pondicheriensis 
4a, 4c kenyae  21 colmeri 
5a, 5b galleriae  22 shandongiensis 
5a, 5c canadensis  23 japonensis 
6 entomocidus  24a, 24b neoleonensis 
7 aizawai  24a, 24c novosibirsk 
8a, 8b morrisoni  25 coreanensis 
8a, 8c ostriniae  26 silo 
8b, 8d nigeriensis  27 mexicanensis 
9 tolworthi  28a, 28b monterrey 
10a, 10b darmstadiensis  28a, 28c jjegathesan 
10a, 10c londrina  29 amagiensis 
11a, 11b toumanoffi  30 medellin 
11a, 11c kyushuensis  31 toguchini 
12 thompsoni  32 cameroun 
13 pakistani  33 lleesis 
14 israelensis  34 konkukian 
15 dakota  35 seoulensis 
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  ตาราง 3  (ตอ)  
 

H-antigen Subspecies  H-antigen Subspecies 
36 malaysiensis  52 kim 
37 anadalousiensis  53 asturiensis 
38 oswaldocruzi  54 poloniensis 
39 brasiliensis  55 palmanyolensis 
40 huazhongensis  56 rongseni 
41 sooncheon  57 pirenaica 
42 jjinghongiensis  58 argentinensis 
43 guiyangiensis  59 iiberica 
44 higo  60 pingluorisis 
45 roskildiensis  61 sylvestriensis 
46 chanpaisis  62 zhaodongensis 
47 wratislaviensis  63 bolivia 
48 balearica  64 azorensis 
49 muju  65 pulsiensis 
50 navarrensis  66 graclosensis 
51 xiaguangiensis  67 vazensis 
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2.  Crystal serotype  
โดยการใช crystal protein เปนแนวการจําแนก subspecies ของ Bt (Hofte and Whiteley, 

1989) ซ่ึงใชลักษณะของความเปนพิษอยางเฉพาะเจาะจงตออันดับของแมลงและคุณสมบัติของ
โมเลกุลผลึกโปรตีนเปนแนวทางในการจําแนก ซ่ึงในระยะแรกท่ีไดมีการคนพบผลึกโปรตีนจาก
เช้ือ Bt จํานวนไมมาก จึงไดมีการจําแนกชนิดของผลึกโปรตีนท่ีมีพิษตอแมลงออกไดเปน 6 กลุม
ใหญ ๆ คือ  

CryI  มีประสิทธิภาพสูงในการฆาหนอนในอันดบั Lepidoptera ไดแก  
CryIA(a), CryIA(b), CryIA(c), CryIB, CryIC, CryID, CryIE และ CryIF 

CryII มีประสิทธิภาพสูงในการฆาหนอนในอันดับ Lepidoptera และ Diptera 
ไดแก CryIIA, CryIIB และ CryIIC 

 CryIII  มีประสิทธิภาพสูงในการฆาหนอนในอันดบั Coleoptera ไดแก CryIIIA 
CryIV มีประสิทธิภาพสูงในการฆาหนอนในอันดับ Diptera ไดแก 
CryIVA, CryIVB, CryIVC และ CryIVD 

CryV มีประสิทธิภาพสูงในการฆาหนอนในอันดับ Lepidoptera และ 
Coleoptera 

 cytolytic protein ไดแก CytA และ CytB 
ความแตกตางของ crystal protein แตละชนิดตองศึกษาคุณสมบัติหลายประการ ดังเชน 

crystal protein ของ CryI และ CryII แสดงในตาราง 4 และโปรตีนของ crystal หรือการผลิตสารพิษ
ท่ีสรางโดย Bt สายพันธุตาง ๆ (อัจฉรา, 2544 ก; WHO, 1997) แบงเปน 5 รูปราง คือ 
  - ผลึกแบบ bipyramid  
  - ผลึกแบบ amorphous 
  - ผลึกแบบ cuboid 
  - ผลึกแบบ flat-shape หรือ flat rhomboid 
  - ผลึกแบบ spherical  

ตอมาในป ค.ศ. 1993 มีการต้ัง “Bt delta-endotoxin nomenclature committee” ข้ึนโดยมี
จุดประสงคเพื่อปรับปรุงการต้ังช่ือ (nomenclature) จากแนวทางของ Hofte and Whiteley เนื่องจาก
ไดมีการคนพบชนิดของผลึกโปรตีนของ Bt ชนิดใหม ๆ เพิ่มข้ึนตลอดเวลา ทําใหแบงแยกชนิดของ
ผลึกโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติคลายคลึงกันไดยาก วิธีใหมนี้ใชการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ
ยีนท่ีสรางผลึกโปรตีนและเปอรเซ็นตความคลายกันของลําดับนิวคลีโอไทดเปนแนวทางในการ
จําแนก  และจําแนกกลุมผลึกโปรตีนโดยใชเลขอารบิคแทนเลขโรมันตามแบบ molecular 
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classification เชน CryIAa เปล่ียนเปน Cry1Aa และเม่ือพบกลุมใหมจะเพิ่มจํานวนเลขข้ึนไปเร่ือย ๆ 
สวนโปรตีน Cyt หรือ cytolytic protein มีกลุม A, B หรือ C ซ่ึงแยกออกเปนกลุมยอยตามคุณสมบัติ
ความเปนพิษและลําดับของนิวคลีโอไทดเชนกัน ทําใหสามารถจําแนกโปรตีนท่ีคลายคลึงกันมาก
ออกจากกันหรือใหอยูในกลุมเดียวกันได โดยมีการจัดกลุมของผลึกโปรตีนออกเปน 4 rank คือ 
primary rank, secondary rank, tertiary rank และ quaternary rank (Crickmore et al., 1998) ซ่ึงผลึก
โปรตีนท่ีอยูใน rank เดียวกันจะมีผลตอแมลงในอันดับเดียวกัน ปจจุบันมีการจําแนกเปน 51 กลุม
ใหญ ๆ คือ Cry1-Cry49 และ Cyt1-Cyt2 (ตาราง 5) 
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ตาราง 4   ความแตกตางระหวาง crystal protein (Wuhan, 2002) 
 

Parameter CryI CryII 
Toxicity Lepidoptera Lepidoptera and Diptera 
Gene CryI (several Subgroup :  

A(a), A(b), A(c), B, C, D, E, F, G) 
CryII (subgroup A, B) 

Mol. of protoxin 55,000 – 70,000 dalton 62,000 dalton 
Shape of inclusion body Bipyramid Cuboid 
Solubility pH 10-12 (+ reducing agent) pH 10-12 
Percentage of total 
crystalline inclusion 

70-90 10-30 

Serology Mobility toward (+) Mobility toward (-) 
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ตาราง 5 ชนิดของ Crystal protein ของ Bacillus thuringiensis (Crickmore et al., 2005) 
 

Name Old name  Name Old name 
1 Cry1Aa    CryIA(a)    26  Cry1Gb   CryH2 
2 Cry1Ab CryIA(b)    27  Cry1Gc       
3 Cry1Ac   CryIA(c)    28  Cry1Ha  PrtC 
4 Cry1Ad   CryIA(d)    29  Cry1Hb       
5 Cry1Ae CryIA(e)    30  Cry1Ia   CryV 
6 Cry1Af        31  Cry1Ib    CryV    
7 Cry1Ag        32  Cry1Ic   
8 Cry1Ah        33  Cry1Id       
9 Cry1Ai        34  Cry1Ie       
10  Cry1Ba  CryIB    35  Cry1If       
11  Cry1Bb   ET5     36  Cry1Ja    ET4 
12  Cry1Bc PEG5    37  Cry1Jb    ET1   
13  Cry1Bd   CryE1    38  Cry1Jc       
14  Cry1Be        39  Cry1Jd    
15  Cry1Bf        40  Cry1Ka       
16  Cry1Bg        41  Cry1La  
17  Cry1Ca CryIC   42  Cry2Aa   CryIIA    
18  Cry1Cb   CryIC(b)    43  Cry2Ab   CryIIB   
19  Cry1Da   CryID    44  Cry2Ac   CryIIC    
20  Cry1Db   PrtB    45  Cry2Ad     
21  Cry1Ea   CryIE    46  Cry2Ae       
22  Cry1Eb   CryIE(b)    47  Cry3Aa   CryIIIA   
23  Cry1Fa   CryIF    48  Cry3Ba  CryIIIB 
24  Cry1Fb PrtD    49  Cry3Bb   CryIIIBb   
25  Cry1Ga              PrtA  50  Cry3Ca   CryIIID   
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ตาราง 5 (ตอ) 
 

Name Old name  Name Old name 
51  Cry4Aa   CryIVA     76  Cry9Ea       
52  Cry4Ba   CryIVB     77  Cry9Eb       
53  Cry5Aa   CryVA(a)    78  Cry9Ec       
54  Cry5Ab   CryVA(b)    79  Cry9Ed       
55  Cry5Ac        80  Cry10Aa   CryIVC 
56  Cry5Ba        81  Cry11Aa   CryIVD 
57  Cry6Aa   CryVIA     82  Cry11Ba   Jeg80 
58  Cry6Ba   CryVIB     83  Cry11Bb       
59  Cry7Aa   CryIIIC     84  Cry12Aa   CryVB    
60  Cry7Ab   CryIIICb  85  Cry13Aa   CryVC    
61  Cry8Aa   CryIIIE  86  Cry14Aa   CryVD   
62  Cry8Ba   CryIIIG     87  Cry15Aa   34kDa    
63  Cry8Bb        88  Cry16Aa   cbm71    
64  Cry8Bc        89  Cry17Aa   cbm72    
65  Cry8Ca   CryIIIF    90  Cry18Aa   CryBP1   
66  Cry8Da     91  Cry18Ba       
67  Cry8Ea        92  Cry18Ca       
68  Cry8Fa       93  Cry19Aa   Jeg65   
69  Cry8Ga        94  Cry19Ba       
70  Cry9Aa  CryIG     95  Cry20Aa       
71  Cry9Ba   CryIX    96  Cry21Aa       
72  Cry9Bb   97  Cry21Ba       
73  Cry9Ca   CryIH    98  Cry22Aa       
74  Cry9Da        99  Cry22Ab       
75  Cry9Db        100  Cry22Ba      
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ตาราง 5 (ตอ) 
 

Name Old name  Name Old name 
101  Cry23Aa         127  Cry37Aa       
102  Cry24Aa      Jeg72    128  Cry38Aa       
103  Cry24Ba        129  Cry39Aa       
104  Cry25Aa     Jeg74  130  Cry40Aa       
105  Cry26Aa        131  Cry40Ba       
106  Cry27Aa        132  Cry41Aa       
107  Cry28Aa        133  Cry41Ab       
108  Cry29Aa        134  Cry42Aa       
109  Cry30Aa        135  Cry43Aa      
110  Cry30Ba        136  Cry43Ba       
111  Cry30Ca        137  Cry44Aa       
112  Cry31Aa        138  Cry45Aa       
113  Cry32Aa        139  Cry46Aa       
114  Cry32Ba      CryE6L  140  Cry46Ab       
115  Cry32Ca      CryE6Q  141  Cry47Aa     
116  Cry32Da     CryE6S  142  Cry48Aa     p135 
117  Cry33Aa    143  Cry49Aa     p49    
118  Cry34Aa        144  Cyt1Aa   CytA 
119  Cry34Ab        145  Cyt1Ab CytM   
120  Cry34Ac        146  Cyt1Ba       
121  Cry34Ba        147  Cyt1Ca       
122  Cry35Aa        148  Cyt2Aa  CytB   
123  Cry35Ab        149  Cyt2Ba  CytB    
124  Cry35Ac        150  Cyt2Bb       
125  Cry35Ba   
126  Cry36Aa  

 151  Cyt2Bc  
152  Cyt2Ca  

CytMed 
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2.5 กลไกการเกิดพิษของ Bacillus thuringiensis 
 

ผลึกโปรตีนของ Bt ซ่ึงเปนสารพิษท่ีนํามาใชในการควบคุมแมลงศัตรูพืชมีดวยกันหลายช่ือ 
เชน crystal toxin, crystal protein, parasporal inclusion body, insecticidal crystal protein, Cry 
protein และ delta-endotoxin (Beron et al., 2005) ประกอบดวยกลุมโมเลกุลของโปรตีนเกาะกัน
เปนรูป dumbbell ซ่ึงมีโครงสรางท่ีจําเพาะตอรีเซพเตอรของเซลลเปาหมายตาง ๆ ของแมลงอาศัย 
(ชอฟา, 2536) เม่ือผลึกโปรตีนเขาไปอยูในลําไสสวนกลางของแมลงท่ีมีสภาพเปนดาง คือมีคา pH 
ประมาณ 8.9 หรือมากกวานั้น จะเกิดการยอยสลายของผลึกโปรตีนและกระตุนใหมีการ
เปล่ียนแปลงโครงสรางของโมเลกุลโดยน้ํายอย proteolytic ของแมลง กลายเปนสารพิษซ่ึงเรียกวา 
activated toxin (อัจฉรา, 2544ก) สารพิษนี้จะทําใหเกิดรูท่ี epithelium cell  ในลําไสสวนกลาง 
ของเหลวท่ีอยูในลําไสจะไหลออกตามรอยแผลไปอยูท่ีชองวางภายในลําตัวของแมลง สงผลให
แรงดัน osmotic ของระบบเลือดเสียสมดุล แมลงเปนอัมพาต เคล่ือนไหวไมได นอกจากนี้สารพิษ
ทําใหเซลลผนังลําไสและกระเพาะอาหารบวมและแตกออก เปนเหตุใหแมลงหยุดกินอาหารและ
ตายในท่ีสุด (Alcamo, 1994) สปอรท่ีแมลงกินเขาไปจะขยายพันธุอยูท่ีกระเพาะ และบางสวนจะเขา
ไปตามรอยแผล แบงตัวอยูในระบบเลือดและเนื้อเยื่อตาง ๆ ในตัวแมลง ซ่ึงเปนสาเหตุของโลหิต
เปนพิษ (septicemia) ในท่ีสุดแมลงจะตาย (ภาพ 4)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 4 กลไกการเกิดพิษของ Bt ในตัวแมลง (Wuhan, 2002) 
 



 21

การสรางผลึกโปรตีนของเช้ือ Bt ถูกควบคุมดวยยีนตาง ๆ กัน ดังนั้น Bt แตละสายพันธุจะ
สรางผลึกโปรตีนท่ีเปนสารพิษตางชนิดกัน และมีความจําเพาะเจาะจงกับแมลงตางชนิดกันอีกดวย 
(Dulmage, 1981) ซ่ึงใน Bt บางสายพันธุมีการสรางผลึกโปรตีนไดหลายชนิด จากการศึกษาของ 
Aronson et al. (1986) พบวา เกิดจากการทํางานรวมกันของยีน 2 ชนิดข้ึนไปในการสรางผลึก
โปรตีนภายในเซลลของเช้ือ Bt และเช้ือ Bt สายพันธุเดียวกันแตเก็บรวบรวมมาจากแหลงตางกัน
สามารถสรางผลึกโปรตีนไดตางชนิดกันได ทําใหเช้ือ Bt จากแหลงตาง ๆ มีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมแมลงไดแตกตางกันดวย 

ปจจุบันเช้ือแบคทีเรีย B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 เปนสายพันธุท่ีมีการใช
ประโยชนมากท่ีสุด เพราะมีความเปนพิษตอหนอนผีเส้ือมากกวา 100 ชนิด (Porcar and Caballero, 
2000) แตเช้ือ Bt สายพันธุนี้มีประสิทธิภาพตํ่าในการควบคุมหนอนกระทูหอมและหนอนผีเส้ือใน
สกุล Spodoptera หลายชนิด  ซ่ึงมีเช้ือ Bt บางสายพันธุท่ีสามารถควบคุมหนอนกระทูหอมไดผล 
เชน สายพันธุ kenyae, darmstadiensis, gallieriae และ aizawai เนื่องจากเช้ือ Bt สายพันธุเหลานี้มี
ยีน cry1C และ cry1E ท่ีสามารถผลิตผลึกโปรตีนท่ีมีความเปนพิษตอหนอนกระทูหอมได (Chang 
et al., 1998) เชนเดียวกับการศึกษาของ Visser et al. (1990) ท่ีพบวา ผลึกโปรตีน Cry1E มีความเปน
พิษเฉพาะเจาะจงตอหนอนกระทูหอม นอกจากนี้ Bajwa and Kogan (2005) พบวา ประสิทธิภาพใน
ความเปนพิษตอแมลงจะเพิ่มข้ึนถาเช้ือ Bt นั้นมีผลึกโปรตีนอยูดวยกันหลายชนิด และปจจัยอีก
ประการหนึ่งท่ีสงเสริมใหเกิดความเปนพิษตอแมลงไดมากย่ิงข้ึน นั่นคือ การที่หนอนไดรับสปอร
และผลึกโปรตีนเขาไปพรอมกัน (Moar, 1996) แตอยางไรก็ตาม หนอนกระทูหอมยังมี
ความสามารถสรางความตานทานตอผลึกโปรตีนสารพิษได ถาในกรณีท่ีผลึกโปรตีนนั้นเปน single 
Cry protein ซ่ึงจากการศึกษาของ Moar (1996) พบวา หนอนกระทูหอมสามารถสรางความ
ตานทานตอผลึกโปรตีน Cry1Ca ได และเม่ือผานไปอยางนอย 12 รุน (generation) ความตานทาน
นั้นจะอยูถาวรภายในประชากรไมสูญหายไป จากความรูและขอมูลพื้นฐานดังกลาวทําใหนักวิจัย
จากหลายประเทศทําการศึกษารวบรวมเช้ือ Bt จากแหลงตาง ๆ เพื่อใหได Bt สายพันธุใหมท่ีมี
ความสามารถในการผลิตผลึกโปรตีนไดหลายชนิด และมีประสิทธิภาพในการฆาแมลงได
หลากหลายไปพรอมกัน ดังเชนจากการศึกษาของ Lee et al. (2001) พบวา Bt ท่ีแยกออกจากดินใน
ประเทศสาธารณรัฐเกาหลีบาง isolate มีการสรางผลึกโปรตีนข้ึนหลายชนิด มีความเปนพิษสูง ตอ
หนอนกระทูหอมและรวมท้ังลูกน้ํายุง Culex  pipiens ดวย 
 
 
 


