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บทคดัย่อ 
 

  แมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis  เป็นแมลงศตัรูพืชท่ีมีความส าคญัของผลไม้

และผกัหลายชนิด  หน่ึงในวิธีการป้องกนัและการก าจดัแมลงวนัผลไมคื้อการใชเ้หยื่อล่อโปรตีนท่ีมี

ความเป็นพิษ  การศึกษาคร้ังน้ีใช้เหยื่อล่อโปรตีนร่วมกบัจุลินทรียคื์อ  แบคทีเรียสาเหตุโรคแมลง 

Xenorhabdus nematophilus  พบว่ า เ ม่ื อแมลงวันผลไม้ได้ รั บ  cell solution ของแบคที เ รี ย                         

X. nematophilus ท่ีมีอายใุนการเพาะเล้ียง 48 ชัว่โมง ระดบัความเขม้ขน้ 100,000 ppm (ml/103L) (10 

เปอร์เซ็นต ์หรือ 9.01×107 CFU/ml) ปริมาณ 30 มิลลิลิตร โดยวธีิการกิน  หลงัจากนั้น 48 ชัว่โมง  ตวั

เต็มวยัแมลงวนัผลไม้มีเปอร์เซ็นตก์ารตายเท่ากบั 51.25±6.29 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือน า cell solution ของ

แบคทีเรีย  X. nematophilus ท่ีระดับความเข้มข้นดังกล่าวมาผสมกับเหยื่อล่อโปรตีน yeast 

hydrolysate ปริมาณ 0.50 กรัม  พบวา่สามารถดึงดูดให้แมลงวนัผลไมใ้ห้เขา้หาเหยื่อพิษไดดี้และมี

ผลท าให้มีเปอร์เซ็นต์การตายสูงถึง 100.00±0.00 เปอร์เซ็นต์  และเม่ือทดสอบระยะเวลาการออก

ฤทธ์ิของแบคทีเรีย X. nematophilus ในเหยื่อล่อโปรตีน yeast hydrolysate ในธรรมชาติ  พบว่าการ

ฉีดพ่นแลว้ปล่อยให้แมลงวนัผลไมเ้ขา้ท าลายทนัทีให้ผลในการควบคุมดีท่ีสุด  โดยสามารถท าให้

ตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไมมี้เปอร์เซ็นต์การตายสูงถึง 99.75±0.50 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 48 ชัว่โมง  

และเม่ือระยะเวลาผา่นไปประสิทธิภาพในการออกฤทธ์ิของแบคทีเรีย X. nematophilus ในเหยื่อล่อ

โปรตีน yeast hydrolysate ก็ลดลงตามไปดว้ย  นอกจากน้ีพบวา่แบคทีเรีย X. nematophilus ในเหยื่อ

ล่อโปรตีน yeast hydrolysate ไม่ มีผลต่อแมลงช้างปีกใส Malada basalis  ซ่ึงเป็นแมลงศัตรู

ธรรมชาติท่ีสามารถพบไดท้ัว่ไปในแปลงปลูก  ดงันั้นแบคทีเรีย X. nematophilus ในเหยือ่ล่อโปรตีน 
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yeast hydrolysate จึงมีผลกระทบต่อแมลงท่ีมีประโยชน์ต ่าแต่มีประสิทธิภาพในการควบคุมตวัเต็ม

วยัแมลงวนัผลไมสู้ง  แต่อาจจะตอ้งท าการเปล่ียนเหยือ่ล่อบ่อยเพื่อใหมี้ความต่อเน่ืองในการควบคุม   
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Abstract 
 

Oriental fruit fly (Bactrocera dorsalis) is a very destructive pest of fruit and 

vegetables. One of the preventive and control methods is using poisonous protein baits. In this 

studies, the effects of entomopathogenic bacteria Xenorhabdus nematophilus (which have been 

grown for 48 hours, at 100,000 ppm (ml/103L) (10 percent or  9.01×107 CFU/ml)) on adult B. 

dorsalis and the natural enermy lacewing Mallada basalis were investigated. After 48 hours the 

death rate of adult oriental fruit flies is equal to 51.25±6.29 percent. When mixing cell solution of 

bacteria X. nematophilus at such concentration level with 0.50 grams of protein bait yeast 

hydrolysate, it is found that the oriental fruit flies are easily attracted to poisonous bait, which led 

to the death rate of 100.00±0.00 percent. When testing duration of action of bacteria X. 

nematophilus in protein baits yeast hydrolysate in nature, it is found that spraying and letting 

oriental fruit flies immediate destroy is the most effective control method, which results in the death 

rate of adult oriental fruit flies at 99.75±0.50 percent within 48 hours. When the time has passed, 

effectiveness of action of bacteria X. nematophilus in protein baits yeast hydrolysate has also 

decreased. In addition, it is found that bacteria X. nematophilus in protein baits yeast hydrolysate 

has no effect on green lacewings (Malada basalis), which are natural pest normally found in nature. 

Therefore, bacteria X. nematophilus in protein baits yeast hydrolysate has low effects on useful flies 

but high effectiveness of adult oriental fruit fly control. However, changing baits often is 

recommended for continuous control.  
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 ขอขอบพระคุณพี่ปัทมพร อินสุวรรโณ  และเจา้หนา้ท่ีประจ าภาควิชาการจดัการ

ศตัรูพืชทุกท่านท่ีใหบ้ริการอยา่งเตม็ท่ีและรวดเร็ว 
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 ขอขอบพระคุณคุณพ่อและคุณแม่  ตลอดจนพี่น้องท่ีคอยสนับสนุนและเป็น

ก าลงัใจเสมอมา 

 ท้ายท่ีสุดน้ีขอขอบคุณพี่ๆ เพื่อนๆ และน้องๆ นักศึกษาระดับบัณฑิตศึกษา  

สาขาวิชากีฏวิทยา  มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ทุกท่านท่ีไดร่้วมเรียน  ร่วมฝ่าฟันอุปสรรค  และ

เป็นก าลงัใจให้กนัเสมอมา  ขอมอบคุณความดี  และประโยชน์ทั้งหลายท่ีเกิดจากการท าวิจยัคร้ังน้ี

แด่ทุกท่านท่ีมีส่วนร่วมท าใหว้ทิยานิพนธ์ฉบบัน้ีส าเร็จลุล่วงไปดว้ยดี 
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บทที ่1 

 

บทน า 
 

บทน าต้นเร่ือง 

 

 แมลงวนัผลไมเ้ป็นแมลงศตัรูส าคญัของไมผ้ลและผกัหลายชนิด การป้องกนัก าจดัแมลงวนั

ผลไมส้ามารถท าได้หลายวิธีทั้งก่อนและหลงัการเก็บเก่ียวเพื่อให้สามารถเลือกใช้ได้ตามความ

เหมาะสมและถูกช่วงเวลาเพื่อการก าจดัแมลงวนัผลไมใ้ห้ได้ผลดีทั้งวิธีการทางเขตกรรม การใช้

สารเคมี การใชว้ธีิทางฟิสิกส์และพนัธุศาสตร์เป็นตน้ และจากความรู้วา่ตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไมท้ั้ง

เพศผูแ้ละเพศเมียตอ้งการอาหารท่ีประกอบดว้ยน ้ าตาลและโปรตีนในการด ารงชีพและขยายพนัธ์ุ 

โดยเฉพาะเพศเมียตอ้งได้รับโปรตีนก่อนท่ีไข่จะเจริญเติบโตเต็มท่ี ท าให้มีการน าเหยื่อโปรตีน 

(protein bait) ท่ีมีส่วนผสมของโปรตีน น ้ าตาล และสารฆ่าแมลงท่ีออกฤทธ์ิโดยการกิน (stomach 

poison) มาใชค้วบคุมแมลงวนัผลไมต้ั้งแต่ปี ค.ศ. 1889  (UH-CTAHR, n.d.) เหยื่อโปรตีนจะดึงดูด

ตวัเตม็วยัแมลงวนัผลไมใ้หเ้ขา้มากินและไดรั้บสารฆ่าแมลงท าใหแ้มลงวนัผลไมต้ายก่อนท่ีจะพร้อม

ผสมพนัธ์ุและวางไข่ การควบคุมโดยใช้เหยื่อโปรตีนท าโดยการฉีดพ่นหรือวาง เหยื่อโปรตีนเป็น

จุดๆท าให้ใช้สารฆ่าแมลงน้อยลงเป็นอนัตรายต่อส่ิงแวดลอ้มและเกษตรกรนอ้ยลง  (Anonymous, 

2002; UH-CTAHR, n.d. )  ในประเทศไทยการใช้เหยื่อโปรตีนได้รับการยอมรับว่าเป็นวิธีการ

ควบคุมแมลงวนัผลไมท่ี้มีประสิทธิภาพเหมาะกบัการใชใ้นการจดัการแมลงวนัผลไม ้(มนตรี, 2533 

อา้งโดยสัญญาณี และคณะ, มปป.; Megsongsee et al., 1988)  กรมส่งเสริมการเกษตรแนะน าการ

ก าจดัแมลงวนัผลไมโ้ดยการใชเ้หยื่อโปรตีนผสมสารฆ่าแมลงคือมาลาไธออน อยา่งไรก็ดีเน่ืองจาก

ความปลอดภยัต่อมนุษยแ์ละสัตวข์องเหยื่อโปรตีนจะข้ึนอยูก่บัสารฆ่าแมลงท่ีใชแ้ละปัจจุบนัเป็นท่ี

ยอมรับว่าจุลินทรียเ์ช้ือโรคแมลงหลายชนิดมีประสิทธิภาพและความปลอดภยัสูงในการควบคุม

แมลง จึงไดศึ้กษาผลของแบคทีเรียเช้ือโรคแมลง Xenorhabdus nematophilus  และการใชแ้บคทีเรีย

ชนิดน้ีในเหยื่อโปรตีนต่อแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis  และแมลงชา้งปีกใส Mallada basalis 

เพื่อเป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ในการพิจารณาน าแบคทีเรีย X. nematophilus  มาเป็นสารฆ่าแมลงร่วมกบั

เหยือ่โปรตีนเพื่อควบคุมแมลงวนัผลไมต่้อไป 
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การตรวจเอกสาร 

 

แบคทเีรีย Xenorhabdus  nematophilus 

 แบคทีเรียในสกุล  Xenorhabdus  เป็นแบคทีเรียท่ีอาศยัอยู่กับไส้เดือนฝอยศตัรู

แมลง Steinernema spp. ซ่ึงเป็นไส้เดือนฝอยท่ีมีศกัยภาพสูงในการท าลายแมลงศตัรูพืชไดม้ากกว่า 

200 ชนิด  และมีการน ามาใชค้วบคุมแมลงศตัรูพืชอยา่งกวา้งขวางทัว่โลก  โดยแบคทีเรียกบัไส้เดือน

ฝอยมีความสัมพนัธ์แบบเก้ือกูลกนั (symbiosis)  ไส้เดือนฝอย Steinernema ได้รับการรับรองจาก 

The United States Environmental Protection Agency (USEPA)  ถึ งความปลอดภัย ต่อพืชและ

สัตวเ์ลือดอุ่นรวมถึงสภาพแวดล้อม (Gaugler and Kaya, 1990)  ไส้เดือนฝอยศตัรูแมลงจะเขา้หา

แมลงท่ีเป็นเหยื่อและเจาะไชผ่านผนงัล าตวัแมลงหรือกระเพาะอาหารของแมลงเขา้สู่ช่องโลหิต 

(haemocoel) แล้วปล่อยแบคทีเรียออกมา ท าให้แมลงตายอย่างรวดเร็วจากพิษของแบคทีเรียและ

ไส้เดือนฝอย (Akhurst  and  Dunphy, 1993)  Akhurst and Boemare (1990) รายงานวา่ ไส้เดือนฝอย

ศตัรูแมลงแต่ละชนิดมีความสัมพนัธ์แบบเฉพาะเจาะจงกับชนิดของแบคทีเรียอาศัยร่วม  แต่

แบคทีเรียอาศยัร่วมอาจมีความสัมพนัธ์กบัไส้เดือนฝอยไดม้ากกวา่ 1 ชนิด ดงัตารางท่ี 1 
 

ตารางที ่1 แสดงความสัมพนัธ์แบบเฉพาะเจาะจงของไส้เดือนฝอยกบัชนิดของแบคทีเรียอาศยัร่วม 
แบคทเีรียร่วมอาศัย ไส้เดือนฝอยเช้ือโรคแมลง 

          Xenorhabdus  nematophilus 
     
          X.  poinarii              
          X.  bovienii              
          X.  bovienii              
          X.  bovienii              
          Xenorhabdus sp.  
          Xenorhabdus sp.    
          X.  beddingii              
          Photorhabdus  luminescens             

          Steinernema carpocapsae  
          S.  glaseri  
          S.  feltiae  
          S.  krausseri  
          S.  intermedia  
          S.  rarai  
          S.  anomali  
          Steinernema  sp.  
          Heterorhabditis. spp. 

ท่ีมา : Akhurst and Boemare (1990)  
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 แบคทีเรียในสกุล  Xenorhabdus  จดัอยู่ในวงศ ์ Enterobacteriaceae Tailliez  et al. 

(2010) อา้งโดย  Thanwisai  et al. (2012) รายงานวา่มีแบคทีเรีย Xenorhabdus จ  านวน 21 สายพนัธ์ุ 

ท่ีมีความสัมพนัธ์กบัไส้เดือนฝอย Steinernema  

 ปัจจุบนัมีการศึกษาการน าแบคทีเรีย   X.  nematophilus  มาใช้ประโยชน์ในการ

ควบคุมแมลงศตัรูพืชชนิดต่างๆ  เพื่อเป็นจุลินทรียท์างเลือกใหม่ในการน ามาใช้ประโยชน์ในทาง

การเกษตร 

ชีววทิยาของแบคทเีรีย Xenorhabdus nematophilus 

 Xenorhabdus nematophilus  อยู่ในวงศ์  Enterobacteriaceae  สกุล  Xenorhabdus  

เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเป็นแท่ง  เคล่ือนท่ีได้  มีแฟลกเจลลาแบบรอบตวั (peritrichously 

flagellar) เจริญได้ในสภาพไม่มีออกซิเจน แบคทีเรียชนิดน้ีเป็นแบคทีเรียอาศยัร่วม (symbiotic 

bacteria) กั บ ไ ส้ เ ดื อ น ฝ อ ย  Steinernema carpocapsae  (infective juvenile) โ ด ย แบค ที เ รี ย                         

X. nematophilus อาศยัอยูใ่นล าไส้ส่วนบนของไส้เดือนฝอย (ภาพท่ี 1)  

 

ภาพที ่1 แสดงแบคทีเรียอาศยัอยูบ่ริเวณทางเดินอาหารของไส้เดือนฝอย 

(a) ไส้เดือนฝอย Steinernema  carpocapsae ระยะตวัอ่อน 

(b) แบคทีเรีย  Xenorhabdus nematophilus  ในล าไส้ส่วนบนของ

ไส้เดือนฝอย Steinernema  carpocapsae 

(c) ภาพวาดแสดงแบคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus  ในล าไส้

ส่วนบนของไส้เดือนฝอย Steinernema  carpocapsae 

                                 ท่ีมา : Goodrich-Blair (2007) 
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 เม่ือไส้เดือนฝอยเขา้สู่ภายในล าตวัแมลงทางปาก ทวารหรือรูหายใจ ไส้เดือนฝอย

จะปล่อยแบคทีเรียออกจากทางเดินอาหารเข้าสู่ช่องโลหิตของแมลง และไส้เดือนฝอยจะ

เจริญเติบโตต่อไปโดยการลอกคราบเป็นตวัอ่อนวยัท่ี 4 และเป็นตวัเต็มวยั หลงัจากนั้นเม่ือมีการ

ผสมพนัธ์ุกนั เพศเมียวางจะไข่ ซ่ึงเม่ือไข่ฟักจะเจริญเป็นตวัอ่อนวยัท่ี 1 และวยัท่ี 2 ในช่วงปลายของ

วยัท่ี 2 ไส้เดือนฝอยหยดุกินอาหาร และกกัเก็บแบคทีเรียไวใ้นล าไส้จากนั้นจึงลอกคราบเป็นตวัอ่อน

วยัท่ี 3  เม่ือไส้เดือนฝอยเขา้สู่ระยะตวัอ่อนวยัท่ี 3 จะออกหาแมลงอาศยัตวัใหม่ต่อไป (Lacey, 1997) 

การท างานร่วมกนัของไส้เดือนฝอยและแบคทีเรียท าให้แมลงเกิดสภาวะเลือดเป็นพิษท าให้แมลง

ตายภายใน 48 ชัว่โมง (Mahar et al., 2008) ไส้เดือนฝอยมีการพฒันาอยูภ่ายในซากของแมลงต่อไป

อีก 2-3 รุ่น จึงออกจากซากของแมลงเพื่อไปหาแมลงอาศยัใหม่ (ภาพท่ี 2) 

 

 
ภาพที ่2 แสดงวฐัจกัรชีวติของแบคทีเรียสาเหตุโรคของแมลง Xenorhabdus nematophilus   

          ท่ีมา : Goodrich-Blair และ Clarke (2007) 

 จากการศึกษาลกัษณะโคโลนีบนอาหาร nutrient agar แบคทีเรีย X. nematophilus  

มีการเจริญ 2 แบบคือ แบคทีเรีย phase 1 มีลักษณะโคโลนีสีแดง ชมพูใสๆ หรือแดงอมน ้ าตาล 

โคโลนีรูปร่างกลมขอบไม่เรียบ นูนโคง้สูงจากผิวหนา้อาหาร ผิวหน้าโคโลนีเป็นเม็ดๆ โคโลนีทึบ

แสง  ในระยะน้ี เซลล์จะมีการสร้างสารปฏิ ชีวนะ (antibiotic) มีการผลิตเอนไซม์ lipase, 

phospholipase และ protease  ส่วนแบคทีเรีย phase 2 จะมีขนาดโคโลนีใหญ่กว่าโคโลนี phase 1 สี

ของโคโลนีมีสีเหลืองอ่อน น ้ าตาลหรือเทาข้ึนอยู่กบัสายพนัธ์ุ  โคโลนีมีรูปร่างไม่แน่นอน ขอบไม่

เรียบ แบนราบไปตามผิวหนา้อาหาร ผิวหน้าโคโลนีเป็นเม็ดๆ โคโลนีไม่ทึบแสง โดยยอมให้แสง
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ผ่านได้บ้าง (Akhurst, 1983 ; Boemare  and  Akhurst, 1988)  เ ม่ือเปรียบเทียบคุณสมบัติของ

แบคทีเรีย phase 1 และ phase 2 พบวา่ ในแบคทีเรีย phase 1 โคโลนีมีความหนืด และเกิด clear zone 

จากการทดสอบการสร้าง antibiotic และให้โคโลนีสีน ้ าเงินบนอาหาร Nutrient agar containing 

bromothymol blue and triphenyltetrazolium chloride (NBTA)  ส่วนแบคทีเรีย phase 2 ให้ผลลบใน

การทดสอบดงักล่าว การแยกเช้ือและการจดัจ าแนกเบ้ืองตน้ใชล้กัษณะโคโลนีบนอาหารชนิดต่างๆ 

ในการตรวจหาเช้ือ และเน่ืองจากแบคทีเรียสกุลน้ีมี 2 phase ท าให้ประสบปัญหาในการจดัจ าแนก

โดยใช้วิธีทางชีวเคมี และในปัจจุบนัได้มีการน า การวิเคราะห์ DNA มาช่วยในการจดัจ าแนกซ่ึง 

Brunel et al. (1997) รายงานว่าไม่มีความแตกต่างกันของล าดับเบสบน DNA ระหว่างแบคทีเรีย 

phase 1 และ phase 2  Forst et al. (1997) พบว่า เซลล์แบคทีเรีย X. nematophilus  ใน phase 1 ผลิต

เอนไซม ์chitinase มากกวา่เซลล์แบคทีเรียใน phase 2 แต่อยา่งไรก็ตามเช้ือแบคทีเรียทั้งสอง phase 

มีความสามารถในการก่อโรคในหนอนกินไขผึ้งและหนอนกระทูผ้กัคลา้ยๆกนั 
 

กลไกการก่อโรคโดยแบคทเีรีย Xenorhabdus nematophilus 

 ตวัไส้เดือนฝอยศตัรูแมลงไม่ใช่สาเหตุการตายของแมลงอาศยัโดยตรงนอกจากมี

จ านวนมากจริงๆเท่านั้น  สาเหตุการตายท่ีแท้จริงเกิดจากแบคทีเรียท่ีอาศยัอยู่ภายในล าไส้ของ

ไส้เดือนฝอยท าหนา้ท่ีในการฆ่าแมลง  ดงันั้นแบคทีเรีย  X. nematophilus  จึงมีความส าคญัและเป็น

ปัจจยัหลกัในการท าให้แมลงตาย  แบคทีเรียชนิดน้ีจึงถูกจดัเป็นแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคกบัแมลง 

(entomopathogenic bacteria)  (ประภสัสร, 2554) 

 แบคทีเรียเม่ือเขา้สู่ตวัแมลงโดยมีไส้เดือนฝอยเป็นพาหะผ่านทางช่องเปิดต่างๆ 

เช่น ปาก ทวารหนกั รูหายใจ ท่อหายใจ หรือเจาะทะลุผา่นเขา้ทางผนงัล าตวัของแมลง  แบคทีเรียจะ

ถูกปลดปล่อยสู่กระแสเลือดของแมลงและมีการเพิ่มปริมาณอยา่งรวดเร็ว  แบคทีเรียสร้างและปล่อย

สารท่ีมีความเป็นพิษต่อระบบเลือดของแมลงออกมาท าให้แมลงเกิดอาการโลหิตเป็นพิษ (toxemia) 

และตายอย่างรวดเร็วภายในเวลา 24-48 ชั่วโมง  สารดังกล่าวได้แก่ สารปฏิชีวนะ (antibiotic) 

เอนไซม์ lipase, phospholipase และ protease  (Akhurst, 1983; Boemare and Akhurst, 1988)  ซ่ึง

ปกติแมลงสามารถตอบสนองต่อการติดเช้ือแบคทีเรียโดยสร้างภูมิคุ้มกันแบบท่ีเป็นของเหลว 

(humoral immune response) และภูมิคุม้กนัแบบใช้เซลล์ (cellular immune response) ซ่ึงภูมิคุม้กนั

ในระดับเซลล์นั้ นเป็นการตอบสนองอย่างเฉียบพลันมีทั้ งการกลืนกิน (phagocytosis) และ 
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nudulation   อยา่งไรก็ดีแมก้ารป้องกนัตวัเองจะสามารถช่วยคุม้ครองแมลงจากผูบุ้กรุกหลายชนิดแต่

จุลินทรียบ์างชนิดรวมทั้ง  Xenorhabdus spp.  มีความสามารถในการท าให้เกิดโรคสูงและสามารถ

เอาชนะภูมิคุ้มกันท่ีแมลงสืบทอดทางกรรมพนัธ์ุ (innate immune reactions) (Shrestha and Kim, 

2007; Ratcliffe and Rowley, 2009)  ดงัเช่นแบคทีเรีย  X. nematophilus  เอนไซม์ phospholipase ท่ี

แบคทีเรียปล่อยออกมาจะไปยบัย ั้งการสังเคราะห์ eicosanoid ซ่ึงเป็นสารท่ีมีบทบาทส าคญัมีความ

เก่ียวขอ้งในการเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองของภูมิคุม้กนัท่ีท าให้เกิดกระบวนการ phagocytosis 

ของแมลงตวัให้อาศยัท าให้ระบบภูมิคุม้กนัของแมลงไม่สามารถทนต่อความเป็นพิษท่ีเพิ่มมากข้ึน

ได ้ แบคทีเรียจึงสามารถกระจายไปตามกระแสเลือดและไปเกาะอยูต่ามส่วนต่างๆ  ท่ีเป็นเน้ือเยือ่ท า

ให้แมลงเกิดอาการโลหิตเป็นพิษและตายอย่างรวดเร็ว (Dunphy and Webster,1984 และ Park and 

Kim, 2000 อา้งถึงใน Shrestha and Kim, 2007)   นอกจากน้ีเอนไซมท่ี์แบคทีเรียสร้างข้ึนและปล่อย

ออกมาภายนอกเซลล์ยงัท าหน้าท่ีในการย่อยเน้ือเยื่อของแมลงอาศยัให้มีโมเลกุลเล็กลงเพื่อใช้เป็น

แหล่งอาหารของไส้เดือนฝอยภายในตวัแมลง  (Akhurst  and  Boemare, 1990)  Wang et al. (2012) 

แยกโปรตีนคอมเพล็กซ์ (Xnpt) ซ่ึงประกอบด้วยโพลีแพพไทด์ 7 ชนิด ซ่ึงมีน ้ าหนักโมเลกุลอยู่

ในช่วง 50-250 กิโลดาลตนั โดย Xnpt มีความรุนแรงสูงสุดต่อหนอนใยผกั Plutella xylostella เม่ือ

ได้รับทางปากโดยมี LC50 ท่ี 72 ชั่วโมง ต่อหนอนวยั 2 และ 3 เท่ากับ 331.45 ng/ml และ 553.59 

ng/ml ตามล าดบั  และจากการศึกษาพบวา่ Xnpt ท าลายเน้ือเยื้อทางเดินอาหารส่วนกลางท าใหแ้มลง

ไม้อยากกินอาหารและยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ protease  แบคทีเรีย X. nematophilus ยงั

สังเคราะห์และปล่อยสารปฏิชีวนะท่ีออกฤทธ์ิกวา้งและสารอ่ืนๆ  ท่ีท าให้เกิดสภาวะ “monogenia 

condition” ซ่ึงช่วยให้ไส้เดือนฝอยมีการเจริญเติบโตดี ท าให้ซากแมลงไม่เน่าเป่ือย   แมลงท่ีตายจาก

การถูกแบคทีเรีย  X.  nematophilus  เขา้ท าลายมีลกัษณะพิเศษ  คือไม่เน่า ผิวของแมลงยงัคงเหนียว 

ไม่ฉีกขาดและมีสีคล ้าข้ึนเน่ืองจากแบคทีเรียสร้างสารตา้นจุลินทรียห์ลายชนิดซ่ึงสามารถยบัย ั้งการ

เจริญของแบคทีเรีย ยีสตแ์ละเช้ือราอ่ืนๆไดห้ลายชนิด (Akhurst, 1983;  Webster et al., 1998 อา้งถึง

ใน Shrestha and Kim, 2007) 

 

การใช้แบคทเีรีย Xenorhabdus nematophilus ในการควบคุมแมลง 

 แบคทีเรีย  X.  nematophilus มีประสิทธิภาพในการก่อโรคในแมลงอาศัยได้ดี  

Goodrich-Blair and Clarke (2007) รายงานว่า หากน าแบคทีเรียเพียง 5 โคโลนีต่อยูนิตเขา้สู่ระบบ
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เลือดของแมลง  แบคทีเรียสามารถก่อใหเ้กิดความผดิปกติต่อระบบภูมิคุม้กนัของแมลง  ซ่ึงส่งผลให้

ระบบเลือดเกิดการติดเช้ือและจะท าให้แมลงตายภายใน 48-72 ชั่วโมง  นอกจากตัวเซลล์ของ

แบคทีเรีย X.  nematophilus จะมีพิษต่อแมลงแลว้  หากน าอาหารเหลวท่ีใช้เล้ียงแบคทีเรียมากรอง

ผ่านเยื่อกระดาษชนิดพิเศษท่ีมีรูขนาดเล็กเพื่อกั้นไม่ให้เซลล์แบคทีเรียลอดผ่านได ้(nitrocellulose 

membrane) ขนาด 0.45 ไมครอน  จะไดส่้วนใสหรือน ้ ากรองของแบคทีเรีย (supernatant) และเม่ือ

น าส่วนใสดงักล่าวมาทดสอบความเป็นพิษกบัแมลงพบวา่ส่วนใสท่ีไดส้ามารถท าให้แมลงตายได้

เช่นกนั (ประภสัสร, 2554) 

 นักวิจยัในหลายประเทศได้ทดลองเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเหลว  และน าสาร

แขวนลอยของเซลล์แบคทีเรีย (bacterial suspension)  รวมทั้งส่วนใสหลงัการกรองแบคทีเรียออก

แลว้  มาทดสอบประสิทธิภาพในการฆ่าแมลงในระดบัห้องปฏิบติัการ  พบว่า แบคทีเรียสามารถ

สร้างความผิดปกติหรือฆ่าแมลงไดห้ลายชนิด เช่น จากการทดลองของ Abdel-Razek (2003) พบวา่  

การพ่นสารแขวนลอยของแบคทีเรีย X.  nematophilus ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1×103, 5×103, 1×104, 

5×104, 1×105, 4×105 และ 5.5×105 เซลล์/มิลลิลิตร  ลงบนใบกะหล ่ าซ่ึงมีดักแด้ของหนอนใยผกั 

Plutella xylostella (L.) และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 22-23 องศาเซลเซียส พบว่าสารแขวนลอยของ

แบคทีเรีย  X.  nematophilus ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5.5×105 เซลล์/มิลลิลิตร  สามารถฆ่าดกัแดห้นอน

ใยผกัได ้40 เปอร์เซ็นต ์ นอกจากน้ีแบคทีเรียยงัส่งผลต่อตวัเตม็วยัของหนอนใยผกัซ่ึงไดรั้บพิษของ

แบคทีเรียเกิดความผดิปกติ  โดยท าใหจ้  านวนไข่และอตัราการฟักของหนอนวยัแรกลดลงดว้ย 

 Mahar et al. (2004)  พบวา่  การใชส้ารแขวนลอยและส่วนใสท่ีผา่นการกรองแลว้

ของแบคทีเรีย X.  nematophilus  ฉีดพ่นลงบนใบผกัคะน้าซ่ึงมีดกัแดข้องหนอนใยผกั  พบวา่เซลล์

ของแบคทีเรียสามารถเขา้สู่ภายในล าตวัของหนอนใยผกัไดโ้ดยไม่ตอ้งอาศยัไส้เดือนฝอยเป็นพาหะ  

นอกจากนั้นส่วนใสของแบคทีเรียซ่ึงประกอบดว้ยสารเมทาโบไลทต่์างๆ  ท่ีเซลล์ของแบคทีเรียผลิต

ข้ึน  สามารถฆ่าดกัแดข้องหนอนใยผกัไดเ้ช่นกนั 

 Mahar et al. (2005)  พบวา่  ส่วนใสของแบคทีเรีย  X.  nematophilus  ท่ีระดบัความ

เขม้ขน้ 4×107 เซลล์/มิลลิลิตร  สามารถฆ่าหนอนกินไขผึ้งได้ถึง 95 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 4 วนั 

ขณะท่ีสารแขวนลอยของแบคทีเรียสามารถฆ่าหนอนกินไขผึ้งไดถึ้ง 93 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 6 

วนั   
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 ศิริพรรณ และคณะ (2009) ทดสอบความสามารถในการท าลายไรไข่ปลาของเซลล์

แขวนลอยแบคทีเรีย X.  nematophilus  โดยการฉีดพน่พบวา่แบคทีเรียสามารถฆ่าไรไข่ปลาในระยะ

ตวัเต็มวยัได ้85 เปอร์เซ็นต ์ภายในเวลา 3 วนั  ทดสอบความสามารถของเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย 

X.  nematophilus ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ  พบว่า  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1×1010 เซลล์/มิลลิลิตร  

สามารถฆ่าไรไข่ปลาระยะตัวเต็มวยัได้ 75.00 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 2 วนั  และการทดสอบ

ความสามารถในการท าลายไรไข่ปลาของเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย X.  nematophilus ท่ีมีอายุ

แตกต่างกนั  พบว่า  แบคทีเรีย X.  nematophilus ท่ีมีอายุ 2 วนั สามารถฆ่าไรไข่ปลาไดสู้งถึง 88.34 

เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 4-5 วนั  Namsena et al. (2016) ทดสอบสูตรส าเร็จของ X.  stokiae พบว่า

สูตรผงเปียกน ้ า (wettable powder, WP) สูตร liquid cell pellet (LC) และสูตร liquid supernatant 

(LS) มีประสิทธิภาพสูงสามารถฆ่าไรได ้90.25, 86.50 และ 92.78 เปอร์เซ็นต์  เม่ือเก็บสูตรส าเร็จท่ี

อุณหภูมิห้อง (28±2 องศาเซลเซียส) และ 4 องศาเซลเซียส เก็บไวน้าน 60 วนั  พบว่าสูตรส าเร็จท่ี

เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จะมีคุณสมบติัในการฆ่าไรได้ 5-10 เปอร์เซ็นต์  และ 2-15 เท่าท่ี

อุณหภูมิหอ้ง    

 นอกจากแบคทีเรียอาศยัร่วมในไส้เดือนฝอยศตัรูแมลงจะสามารถท าลายแมลงและ

ไรดงักล่าวโดยไม่ตอ้งอาศยัไส้เดือนฝอยเป็นตวัพาเขา้สู่ล าตวัแมลงแลว้ ยงัมีการทดลองท่ีแสดงให้

เห็นวา่แบคทีเรียเหล่าน้ีสามารถท าลายแมลงไดอี้กหลายชนิด  เช่น  Schistocerca gregaria (Forskal) 

(Mahar et al., 2004)  Tribolium castaneum (Herbst) (Shrestha and Kim, 2010)  Spodoptera exigua 

(Hü bner), Otiorhynchus sulcatus Germar (Mahar et al., 2008) แ ล ะ   Spodoptera littoralis 

(Boisduval) (Campos-Herrera et al., 2009)  เป็นตน้ 

 

แมลงวนัผลไม้ Bactrocera dorsalis (Hendel) 

 แมลงวนัผลไม้  B. dorsalis  มีช่ือสามัญภาษาอังกฤษ คือ Oriental fruit fly เป็น

แมลงท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจอีกชนิดหน่ึง แมลงวนัผลไมช้นิดน้ีพบคร้ังแรกท่ีหมู่เกาะ Saibai, 

Boigu และ Duuan ของทวีปออสเตรเลีย  แพร่กระจายในปาปัวนิวกีนีเม่ือปี ค.ศ. 1993  ต่อมาพบ

แพร่กระจายทางตอนใตข้องสิงคโปร์ อินโดนีเซีย และบอร์เนียว (Drew, 2001)  ทวศีกัด์ิ (2541) และ

มนตรี (2544) รายงานวา่พบแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ระบาดมากทางตอนใตข้องประเทศไทยและ
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ประเทศมาเลเซีย  ส าหรับพืชอาศยัพบวา่ มีมากกวา่ 50 ชนิด เช่น มะเฟือง มะม่วงหิมพานต ์มะละกอ 

พริก มะเขือเทศ มะม่วง ส้มโอ และฝร่ัง เป็นตน้   

 ส าหรับการจดัจ าแนกชนิดของแมลงวนัผลไม ้4 ชนิด ได้แก่ B. papayae (Drew 

&Hancock), B. philippinensis (Drew & Hancock), B. invadens (Drew, Tsuruta & White)       และ 

B. carambolae (Drew & Hancock) เป็นแมลงวนัผลไม้ท่ีมีลักษณะสัณฐานวิทยาและพนัธุกรรม

ใกล้เ คียงกับแมลงวันผลไม้ ชนิด B. dorsalis (Hendel) มากท่ีสุด ส่วนแมลงวันผลไม้ชนิด                  

B. carambolae มีลักษณะบางประการท่ีแตกต่างจากแมลงวนัผลไม้ชนิดอ่ืนๆ จากการรวบรวม

ขอ้มูลของแมลงวนัผลไมท้ั้ง 3 ชนิดขา้งตน้ ทั้งขอ้มูลทางสัญฐานวทิยาและชีวโมเลกุลไดข้อ้สรุปวา่ 

แมลงวนัผลไม ้ชนิด B. papayae, B. philippinensis และ B. invadens เป็นสายพนัธ์ุเดียวกนัภายใต้

แมลงวนัผลไมช้นิด B. dorsalis (Mark et al., 2015 อา้งถึงใน ฤทธิพร, 2559) ดงันั้นแมลงวนัผลไม ้

ชนิด B. papayae ท่ีมีรายงานการระบาดในพื้นท่ีทางภาคใตข้องประเทศไทย จึงต้องเปล่ียนเป็น        

B. dorsalis 
 

อนุกรมวธิาน (Integrated Taxonomic International System, 2013) 

 Phylum Arthropoda 

 Subphylum Mandibulata 

 Class Insecta 

 Oder Diptera 

 Suborder Brachycera 

 Family Tephritidae 

 

ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 

 แมลงวนัผลไม ้ B. dorsalis   มีขนาดล าตวัยาวประมาณ 4.80 – 6.50 มิลลิเมตร ปีก

ยาวประมาณ 5.70 – 6.50 มิลลิเมตร หวัสีเหลือง ส่วน frons มีสีเหลืองอมน ้ าตาล  ใตห้นวดมีจุดรูป

ไข่ขนาดใหญ่ 2 จุด มีขน inferior fronto-orbital 2 คู่ และขน superior fronto-orbital 1 คู่ หนวดปลอ้ง

ท่ี 1 สีเหลืองหนวดปล้องท่ี 2 และ3 มีสีน ้ าตาล ส่วนปลาย arista สีน ้ าตาลด า บริเวณอก ส่วนของ 
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scutum มีสีด า มีแถบสีเหลืองตรงส่วนของ mesonotum ทั้งสองขา้ง และ scutellum มีสีเหลือง  ส่วน

ของ fermur และ tibia สีน ้ าตาล  ปีกใส  ทอ้งปลอ้งแรกสีน ้ าตาล ปลอ้งท่ี 2 ทางดา้นขา้งมีสีน ้ าตาล

เขม้ ปลอ้งท่ี 3 มีสีด าคาดตามขวาง และตรงกลางมีแถบคาดสีด า (ยวุรินทร์ และคณะ, ม.ป.ป.) 

 

วฏัจักรชีวติ 

 แมลงวนัผลไมมี้การเจริญเติบโตแบ่งออกเป็น 4 ระยะ คือ ไข่ หนอน ดกัแด ้และ

ตวัเต็มวยั (ภาพท่ี 3)  ไข่มีลกัษณะโปร่งแสงมีสีขาวขุ่นรูปร่างคลา้ยเมล็ดขา้ว  มีขนาดกวา้งประมาณ  

0.20 มม. ยาวประมาณ 0.40 มิลลิเมตร  หลงัจากตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไมว้างไข่ในพืชอาหารบริเวณ

ใต้ผิวของพืชอาหารภายใน 1-2 วนั ไข่จะฟักเป็นตวัอ่อน  ตวัอ่อนมี 3 ระยะ  ซ่ึงใช้เวลาในการ

เจริญเติบโตประมาณ 12 วนั  เม่ือตวัอ่อนเจริญถึงวยัท่ี 3 จะมีขนาดล าตวัยาวประมาณ 7.77 มิลลิเมตร  

กวา้งประมาณ 1.84 มิลลิเมตร จะลอกคราบเป็นดกัแด ้ ดกัแดมี้รูปร่างคลา้ยถงัเบียร์ (barrel-shape) 

อาศยัอยู่ในดินลึกประมาณ 2-5 เซนติเมตร ในระยะแรกดกัแดมี้สีซีดจากนั้นจะเปล่ียนเป็นสีเหลือ

งอมน ้าตาลและสีจะเขม้ข้ึนเร่ือยๆ จนกลายเป็นสีน ้าตาลแก่เม่ือใกลฟั้กเป็นตวัเตม็วยั  ในระยะดกัแด้

ใช้เวลาประมาณ 7-8 วนั จึงจะฟักเป็นตวัเต็มวยั  ประมาณ 11 วนัจึงเร่ิมวางไข่ในเน้ือเยื่อพืชอาศยั  

อายุขยัของตวัเต็มวยัใช้เวลาประมาณ 1-3 เดือน  แมลงวนัผลไมมี้อตัราการขยายพนัธ์ุค่อนขา้งสูง 

เม่ือเทียบกับแมลงอ่ืนๆ บางชนิด สามารถวางไข่ได้เป็นระยะยาวนานเกือบตลอดอายุขยั โดย

สามารถวางไข่ได้ทุกวนั เฉล่ียวนัละประมาณ 50 ฟอง ตลอดอายุจะวางไข่ได้มากถึง 3,000 ฟอง 

(สัญญาณี, ม.ป.ป.; Mohd Noor et al., 2011) 
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                                      ท่ีมา :  Mohd Noor et al. (2011) 

 

การป้องกนัก าจัดแมลงวนัผลไม้ 

 แมลงวนัผลไมเ้ป็นศตัรูพืชท่ีส าคญัของไมผ้ลและผกัหลายชนิด ส่งผลให้การปลูก

ไมผ้ลและผกัในประเทศไทยนั้น มีปัญหาจากการท าลายของแมลงวนัผลไม ้ท าให้ผลผลิตเสียหาย 

และคุณภาพต ่า ท าให้เกษตรกรตอ้งท าการป้องกนัก าจดัซ่ึงเป็นการเพิ่มตน้ทุนในการผลิต ในการ

ป้องกนัก าจดัแมลงวนัผลไม ้เกษตรกรนิยมใชส้ารฆ่าแมลงพ่นอยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่เร่ิมติดผลจนถึง

เก็บเก่ียว ท าให้เกิดปัญหาของสารพิษตกคา้งในผลผลิตและสภาพแวดลอ้ม  นอกจากน้ียงัก่อให้เกิด

ปัญหาด้านกักกันพืชและถูกใช้เป็นเคร่ืองมือกีดกันทางการค้าจากต่างประเทศ เช่น ญ่ีปุ่น 

ระยะไข่ 1-2  วนั 

ระยะตวัเตม็วยั 11 วนั ระยะตวัอ่อน 12 วนั 

ระยะดกัแด ้7-8 วนั 

ภาพที ่3 วฏัจกัรชีวติของแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis (Hendel) 
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สหรัฐอเมริกา กลุ่มสหภาพยโุรป ออสเตรเลีย นิวซีแลนด์  เกาหลีใต ้ไตห้วนั จีน และซาอุดิอาระเบีย 

(สัญญาณี และคณะ, ม.ป.ป.; กรมส่งเสริมการเกษตร, 2556)  เป็นสาเหตุให้แมลงวนัผลไมเ้ป็น

ปัญหาในระดบัประเทศท่ีตอ้งให้ความส าคญั ปัจจุบนัการป้องกนัก าจดัแมลงวนัผลไมมี้อยูห่ลายวิธี  

เช่น การควบคุมโดยชีววิธี  การใชส้ารเคมี  การฉายรังสีเพื่อใหแ้มลงเป็นหมนั  การใชส้ารล่อ  และ

การใช้เหยื่อโปรตีนควบคุมแมลงวนัผลไม้  เป็นต้น  ซ่ึงแต่ละวิธีมีลักษณะการด าเนินการและ

หลกัการแตกต่างกนั Hendrichs (1996) กล่าววา่ การจดัการประชากรแมลงวนัผลไมอ้าจใชว้ธีิใดวิธี

หน่ึงหรือใชห้ลายวิธีร่วมกนั เช่น  การรักษาความสะอาดของแปลงปลูก การติดตามประชากร การ

เก็บผลผลิตก่อนท่ีจะสุก การห่อผล การปล่อยศตัรูธรรมชาติ และการท าลายพืชอาศยัอ่ืนๆ  ทั้งน้ีตอ้ง

ไดรั้บความร่วมมือจากกลุ่มเกษตรทั้งในพื้นท่ีเพาะปลูกและบริเวณใกลเ้คียง  และยงัแนะน าใหมี้การ

ปล่อยแมลงวนัท่ีเป็นหมนั การใชเ้หยื่อโปรตีนทั้งในบริเวณท่ีมีการตั้งตวัของแมลงวนัผลไมป้ระจ า

ถ่ิน บริเวณท่ีมีการระบาดของแมลงวนัผลไมจ้ากต่างถ่ิน หรือบริเวณท่ีปราศจากแมลงวนัผลไมเ้พื่อ

ป้องกนัการอพยพเขา้มาใหม่    

การใช้เหยือ่โปรตีนควบคุมแมลงวนัผลไม้  

 เน่ืองจากแมลงวนัผลไม้ตอ้งการอาหารท่ีประกอบด้วยน ้ าตาลและโปรตีนเพื่อ

พฒันาอวยัวะสืบพนัธ์ุและวางไข่ ตลอดจนใชใ้นการด ารงชีพและขยายพนัธ์ุ  โดยเฉพาะแมลงวนั

ผลไมเ้พศเมียตอ้งไดรั้บโปรตีนก่อนท่ีไข่จะเจริญเต็มท่ี  ในบางกรณีก็ไดรั้บโปรตีนจากแบคทีเรียท่ี

อยูต่ามใบพืช (White and Elson-harris, 1992) ดงันั้นแมลงวนัผลไมท้ั้งเพศผูแ้ละเพศเมียจึงถูกดึงดูด

โดยเหยื่อโปรตีน (protein bait) ท่ีมีส่วนผสมของน ้ าตาล โปรตีน และสารฆ่าแมลง แมลงวนัผลไม้

จะตายก่อนท่ีจะพร้อมผสมพนัธ์ุและวางไข่ โดยเหยื่อโปรตีนสามารถดึงดูดแมลงวนัผลไมไ้ดใ้น

ระยะทางสั้ นๆ (10-20 ฟุต) ความปลอดภยัต่อมนุษย์และสัตว์ของเหยื่อโปรตีนข้ึนอยู่กับสารฆ่า

แมลงท่ีใช ้(UH-CTAHR, n.d.)    

 การใช้เหยื่อโปรตีนแบบพ่น (protein bait sprays) ซ่ึงประกอบดว้ยสารดึงดูดและ

สารพิษมีมาตั้งแต่ปี ค.ศ. 1889 โดยเหยือ่หรือสารดึงดูดท่ีใชใ้นขณะนั้น  คือ  กากน ้าตาล (molasses) 

หรือสารละลายของน ้ าตาล  และสารพิษท่ีใช้มกัเป็นสารท่ีออกฤทธ์ิโดยการกิน (stomach poison) 

เช่น สารหนูตะกัว่ (lead arsenate) หรือ ปารีสกรีน (paris green) ต่อมาในปี ค.ศ. 1950 ในฮาวายมี

การใชโ้ปรตีนไฮโดรไลเซท (protein hydrolysate) เป็นสารดึงดูด  จนกระทัง่ช่วงกลางปี ค.ศ. 1980 
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จึงมีการเปล่ียนจาก โปรตีนไฮโดรไลเซท  ไปเป็นยสีตไ์ฮโดรไลเซท (yeast hydrolysate) ทั้งน้ีเพราะ

โปรตีนไฮโดรไลเซทนั้นผลิตโดยการไฮโดรไลซ์โปรตีนพืชดว้ยกรดไฮโดรคลอริก  ท าให้ไดเ้หยื่อ

โปรตีนท่ีมีค่าความเป็นกรด  ซ่ึงกรดท่ีเกิดข้ึนนั้นไปท าปฏิกิริยากบัโซเดียมไฮดรอกไซด์ได้เกลือ

ตกคา้งอยูใ่นเหยื่อ  เม่ือพ่นเหยื่อโปรตีนไฮโดรไลเซทจึงมกัท าให้เกิดอาการไหมป้รากฏบนผลและ

ใบพืช  (Anonymous, 2002) 

 Meksongsee et al. (1988) สรุปในรายงานวา่เหยื่อโปรตีนเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ
ท่ีสุดในการควบคุมแมลงวนัผลไมใ้นประเทศไทย  มนตรี (2533, อา้งโดย สัญญาณี และคณะ มปป.)  
กล่าววา่  ในการป้องกนัก าจดัแมลงวนัผลไมแ้มมี้หลายวิธี  แต่วิธีการท่ีไดผ้ลดีท่ีสุดคือการใชเ้หยื่อ
โปรตีนพิษ   

 กรมส่งเสริมการเกษตรแนะน าการก าจดัแมลงวนัผลไมใ้นมะม่วงดว้ยเหยือ่โปรตีน

โดยการใชย้ีสตโ์ปรตีนออโตไลเซท 800 ซีซี ผสมสารฆ่าแมลงมาลาไธออน 83 เปอร์เซ็นต ์จ านวน 

280 ซีซี ผสมน ้ า 20 ลิตร พ่นเป็นจุดๆ  กล่าววา่วิธีน้ีจะช่วยลดการเขา้ท าลายของแมลงวนัผลไมไ้ด้

อยา่งดี (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2555)  

 สัญญาณี และคณะ, (ม.ป.ป.)  พบวา่ เหยื่อโปรตีนท่ีมีประสิทธิภาพดีในการดึงดูด
แมลงวนัผลไมช้นิด B. dorsalis  คือ เหยือ่โปรตีนท่ีใช ้Brewer yeast 5 กรัม ผสมกากน ้าตาล 15 กรัม 
สามารถดึงดูดแมลงวนัผลไมช้นิด B. dorsalis ไดม้ากท่ีสุด  โดยสามารถดึงดูดตวัเต็มวยัเพศเมียได้
เฉล่ีย 5.33 ตวั ในขณะท่ีดึงดูดตวัเต็มวยัเพศผูไ้ด้เฉล่ีย 3 ตวั   ซ่ึงมากกว่าเหยื่อโปรตีนท่ีใช้อยู่ใน
ปัจจุบนั ท่ีสามารถดึงดูดแมลงวนัผลไมช้นิด B. dorsalis ตวัเต็มวยัเพศเมียและตวัเต็มวยัเพศผูไ้ด้
เฉล่ีย 0.50 และ 0.67 ตวัตามล าดบั 

 นอกจากน้ียงัมีการน าเหยื่อโปรตีนมาใช้ร่วมกับสารฆ่าแมลงในการควบคุม
แมลงวนัผลไมโ้ดยการใช้การใช้เหยื่อพิษโปรตีนอินไวท์เพื่อป้องกนัก าจดัแมลงวนัในระดบัสวน  
พบวา่  การพ่นดว้ยเหยื่อพิษโปรตีน โดยผสมสารฆ่าแมลงมาลาไธออน 57 เปอร์เซ็นต ์EC  อตัรา 10 
มิลลิลิตร กบัเหยือ่โปรตีนอินไวท ์อตัรา 200 มิลลิลิตร ในน ้า 5 ลิตร พน่เหยื่อโปรตีนพิษเป็นแถบทุก
สัปดาห์ เร่ิมพ่นตั้งแต่ฝร่ังติดผลประมาณ 1 เดือนหลงัดอกบาน สามารถช่วยลดการเขา้ท าลายจาก
แมลงวนัไมใ้นฝร่ังได ้(วภิาดา และคณะ, ม.ป.ป.) 

 อยา่งไรก็ตามการใชเ้หยื่อโปรตีนมีทั้งขอ้ดีและขอ้เสียแตกต่างกนัไป  ในดา้นของ
ขอ้เสียคืออาจให้ผลในการควบคุมไม่เพียงพอหากมีการระบาดรุนแรง  หรือแปลงท่ีใช้เหยื่อเป็น
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แปลงขนาดเล็กลอ้มรอบดว้ยแปลงขนาดใหญ่ท่ีไม่ใช้เหยื่อโปรตีน  นอกจากน้ีประสิทธิภาพของ
การควบคุมอาจลดนอ้ยลงจากตน้ฤดูเม่ือแมลงวนัผลไมเ้พศเมียเร่ิมโตเตม็ท่ีและมีการสร้างไข่แลว้จะ
ใหค้วามสนใจกบัอาหารนอ้ยกวา่การหาพื้นท่ีเหมาะสมเพื่อการวางไข่ (Anonymous, 2002) และอาจ
ตอ้งฉีดพ่นบ่อยๆในช่วงฤดูฝน (Meksongsee et al., 1988)  ส่วนขอ้ดีของการใช้เหยื่อโปรตีนคือมี
อนัตรายน้อยต่อแมลงท่ีมีประโยชน์  จึงเหมาะกบัการใช้ในการจดัการแมลงวนัผลไม ้ การฉีดพ่น
เหยื่อโปรตีนเป็นจุดๆ  จึงเป็นการลดปริมาณสารฆ่าแมลงท าให้แมลงนอกเป้าหมายมีท่ีหลบซ่อน
มากข้ึน  ต้นทุนเน่ืองจากการใช้สารฆ่าแมลงและแรงงานลดลง  เหยื่อโปรตีนเป็นมิตรต่อ
ส่ิงแวดลอ้มเพราะใชส้ารฆ่าแมลงนอ้ยลง และเป็นอนัตรายต่อเกษตรกรนอ้ยลง (Anonymous, 2002)  
 
แมลงช้างปีกใส Mallada basalis (Walker) 

 แมลงชา้งปีกใสเป็นแมลงตวัห ้ าท่ีส าคญัอีกชนิดหน่ึงท่ีสามารถกินศตัรูพืชไดห้ลาย
ชนิด เช่น เพล้ียอ่อน ไรแดง แมลงหวี่ขาว เพล้ียหอย เพล้ียแป้ง หนอนตวัเล็กๆ  ของผีเส้ือและไข่
ของแมลงหลายชนิดในธรรมชาติ (พิมลพร, 2545)  และสามารถน ามาเล้ียงเพิ่มปริมาณเพื่อควบคุม
ศตัรูพืชไดดี้ 
 
อนุกรมวธิาน (Cheng et al, 2010) 

 Phylum Arthropoda 

 Subphylum Mandibulata 

 Class Insecta 
 Order  Neuroptera  
 Family  Chrysopidae 
 
ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและวฏัจักรชีวติ  

 การเจริญเติบโตของแมลงช้างปีกใสมี 4 ระยะ  ได้แก่  ระยะไข่  ระยะตวัอ่อน  
ระยะดักแด้และระยะตวัเต็มวยั  ซ่ึงแต่ละระยะจะมีลักษณะและระยะเวลาในการเจริญเติบโต
แตกต่างกนัออกไป  (ภาพท่ี 4) 

 ณัฏฐิณี และคณะ (ม.ป.ป.)  รายงานผลการศึกษาชีววิทยาของแมลงช้างปีกใส       
M. basalis (Walker) พบวา่  ในระยะไข่ (egg stage) ไข่จะวางเป็นกลุ่มหรือฟองเด่ียว ๆ มีกา้นชูสีขาว
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ใสคลา้ยเส้นดา้ย ความยาวเฉล่ีย 5.6 มิลลิเมตร ลกัษณะไข่รูปร่างยาวรี มีสีเขียวอ่อนเม่ือวางใหม่ ๆ 
เม่ือใกล้ฟักจะเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาล บริเวณด้านบนของไข่มีรู micropyle ไข่มีขนาดความกวา้งไข่
เฉล่ีย 0.34+0.01 มิลลิเมตร ความยาวเฉล่ีย 0.74+0.01 มิลลิเมตร  ในระยะน้ีจะใชเ้วลา 3-5 วนั  จึงจะ
ฟักออกมาเป็นตวัอ่อน  เม่ือฟักเป็นตวัอ่อน (larval stage) ตวัอ่อนของแมลงช้างปีกใส M. basalis 
เป็นแบบ campodeiform มีกรามโค้งยาวยื่นไปด้านหน้าเพื่อใช้ท าลายเหยื่อและดูดกินของเหลว
ภายในจนเหยื่อตาย เม่ือฟักเป็นวยั 1 จะเป็นตวัห ้ าทนัที เม่ือท าลายเหยื่อแลว้จะน าเศษซากของเหยื่อ
ข้ึนไปไวด้้านบนล าตวั ตวัอ่อนมี 3 วยั ในระยะน้ีจะใช้เวลารวมทั้งส้ิน 12-14 วนัจึงเร่ิมเขา้ดกัแด้  
ลกัษณะรูปร่างตวัอ่อนแต่ละวยัมีดงัน้ี 

 ตวัอ่อนวยัท่ี 1 เม่ือฟักออกจากไข่ใหม่ ๆ จะมีสีน ้ าตาลอ่อน บริเวณด้านขา้งของ

ปล้องอกมีเส้นขนเล็กๆ หลายเส้น ทั้งปล้องอกและปล้องทอ้งบริเวณดา้นบนมีเส้นขน

สั้นๆ จ านวนมากไวส้ าหรับเป็นท่ียึดเกาะของเศษซากอาหารและขยะ ดา้นบนของล าตวัมี

เศษซากอาหารและขยะเกาะอยูไ่ม่มากนกั ความกวา้งล าตวัโดยเฉล่ีย 0.32±0.04 มิลลิเมตร 

ความยาวล าตวัโดยเฉล่ีย 1.13±0.13 มิลลิเมตร 

 ตวัอ่อนวยัท่ี 2 ล าตัวมีสีน ้ าตาลเข้มข้ึน ส่วนอกและส่วนท้องมีขนาดใหญ่ข้ึน 
ดา้นขา้งของปลอ้งอกมีเส้นขนเล็ก ๆ หลายเส้น บริเวณอกปลอ้งท่ี 1 มีจุดสีน ้าตาลอ่อนรูป
วงรี 2 จุด และอกปล้องท่ี 2 มีจุดสีน ้ าตาลอ่อนขนาดเล็กว่าอกปล้องท่ี 1 จ านวน 2 จุด 
บริเวณดา้นบนของล าตวัมีเศษซากอาหารและขยะเกาะอยู่มากข้ึน ความกวา้งล าตวัโดย
เฉล่ีย 0.96±0.19 มิลลิเมตร ความยาวล าตวัโดยเฉล่ีย 3.54±0.66 มิลลิเมตร 
 ตวัอ่อนวยัท่ี 3 ล าตวัมีสีขาวขุ่น ขนาดล าตวัโตกวา่ระยะอ่ืน ๆ ปลอ้งอกและปลอ้ง
ทอ้งมีขนาดใหญ่ข้ึน จุดสีน ้ าตาลอ่อนบริเวณอกปลอ้งท่ี 1 และปลอ้งท่ี 2 มีสีเขม้ข้ึนจน
เป็นสีด า ความกว้างล าตัวโดยเฉล่ีย 1.09±0.10 มิลลิเมตร ความยาวล าตัวโดยเฉล่ีย 
3.86±0.33 มิลลิเมตร 

 จากนั้นเม่ือเขา้สู่ระยะดกัแด ้(pupal stage) ดกัแดมี้รูปร่างกลม ตวัอ่อนวยั 3 จะสร้าง
เส้นใยสีขาวปกคลุมล าตวัแลว้เขา้ดกัแดอ้ยูภ่ายในและมีเศษขยะปกคลุมอยูด่า้นนอก โดยตวัอ่อนมกั
เขา้ดกัแดติ้ดกบัใบพืชหรือภาชนะท่ีเล้ียง ความกวา้งดกัแดโ้ดยเฉล่ีย 2.69±0.06 มิลลิเมตร ความยาว
ดกัแดโ้ดยเฉล่ีย 3.08±0.19 มิลลิเมตร  ในระยะดกัแดจ้ะใชเ้วลา 7-10 วนั จึงจะลอกคราบเป็นตวัตวั
เต็มวยั  เม่ือเป็นตวัเต็มวยั (adult) ตาสีแดง หนวดเป็นแบบ filiform ปีกแบบ membrane สีเขียวอ่อน
ใส และมีเส้นปีกจ านวนมาก ขนาดเท่ากนัทั้ง 4 ปีก เม่ือเกาะน่ิงจะหุบปีกเป็นรูปหลงัคา ล าตวัมีสี
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เขียวอ่อน โดยเพศผูสี้ล าตวัจางกวา่เล็กน้อย มีปลอ้งทอ้งจ านวน 8 ปลอ้ง บริเวณส่วนทอ้งของเพศ
เมียมีรูปร่างกลมมน ปลายทอ้งแหลม ส่วนทอ้งของเพศผูมี้รูปร่างเพรียว ปลายทอ้งตดัตรง ขนาด
ล าตวัเพศเมียจะใหญ่กว่าเพศผู ้ความกวา้งล าตวัเพศเมียโดยเฉล่ีย 1.07±0.25 มิลลิเมตร ความยาว
ล าตวัโดยเฉล่ีย 8.35±0.55 มิลลิเมตร ความกวา้งล าตวัเพศผูโ้ดยเฉล่ีย 0.66±0.07 มิลลิเมตร ความยาว
ล าตวัโดยเฉล่ีย 7.07±1.01 มิลลิเมตร หลงัจากจบัคู่ผสมพนัธ์ุกนัแลว้ 4-7 วนั เพศเมียจึงเร่ิมวางไข่ ตวั
เตม็วยัเพศเมีย 1 ตวั สามารถวางไข่ไดต้ั้งแต่ 418-552 ฟอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

                                        ท่ีมา :  ยพุิน (ม.ป.ป.) 

 ในประเทศไตห้วนัมีรายงานการใช ้M. basalis ในการควบคุมศตัรูพืชในพืชหลาย

ชนิด เช่นการน าไปใชค้วบคุมไรศตัรูพืช Tetranychus kanzawai  และ Tetranychus urticae (Acarina 

ระยะดักแด้ 7-10 วนั 

ระยะไข่ 3-5 วนั 

ระยะตัวอ่อน 12-14 วนั ระยะตัวเต็มวยั 4-7 วนั 

ภาพที ่4 วฏัจกัรชีวติของแมลงชา้งปีกใส Mallada basalis (Walker) 
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: Tetranychidac) บนต้นสตรอเบอร่ี  ได้รับความส า เ ร็จเป็นอย่างมากพบว่าสามารถท าลาย                    

T. kanzawai ไดถึ้ง 60-90% และ T. urticae ไดถึ้ง 50-90% (Chang and Huang, 1995) 

 พิมลพร (2545) รายงานวา่แมลงช้างปีกใส เป็นแมลงห ้ าทัว่ไปกินอาหารไดห้ลาย

ชนิด  เหยื่อท่ีชอบมากท่ีสุด คือ  เพล้ียอ่อน  แมลงช้าง 1 ตวัสามารถกินเพล้ียอ่อนได้ 100-600 ตวั

แมลงชา้งปีกใสมีประโยชน์มากในการน าไปปล่อยในโรงเรือนท่ีปลูกพืชและไดน้ าไปปล่อยควบคุม

ศตัรูพืชแลว้ เช่น  ควบคุมเพล้ียอ่อนบนกุหลาบ และในถัว่ลนัเตาสามารถลดการระบาดไดดี้ ดงันั้น

เพื่อการควบคุมศตัรูพืชโดยชีววิธี หรือภายใตร้ะบบการจดัการศตัรูพืชแบบผสมผสาน การศึกษาถึง

ผลกระทบในการใชแ้บคทีเรีย  X. Nematophilus  ต่อแมลงชา้งปีกใส  M. basalis  จึงเป็นส่ิงส าคญั 

 

วตัถุประสงค์ 

1. เพื่อศึกษาปริมาณและระยะเวลาในการออกฤทธ์ิของแบคทีเรีย X. nematophilus ในเหยือ่ล่อ

โปรตีนต่อตวัเตม็วยัของแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis   

2. เพื่อศึกษาผลกระทบของเหยื่อล่อโปรตีนท่ีมีแบคทีเรีย  X. nematophilus  ต่อแมลงช้างปีก

ใส M. basalis 
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บทที ่2 

 

วธิีการวจิัย 
 

วสัดุอุปกรณ์และวธีิด าเนินการ 

1. การแยกและจ าแนกชนิดของเช้ือแบคทเีรีย Xenorhabdus nematophilus 

1.1 การแยกเช้ือแบคทเีรีย Xenorhabdus nematophilus 

 แยกเช้ือแบคทีเรีย X. nematophilus  จากไส้เดือนฝอย S. carpocapsae ท าโดยใช้

วิธีการของ วชัรี (2544) โดยน ากระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 จ านวน 1 แผ่นวางใน

จานเพาะเช้ือ น าไปอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง พกัไวท่ี้

อุณหภูมิห้องจนเยน็  หยดไส้เดือนฝอย S. carpocapsae ระยะท่ี 3 (infective juvenile) 

อตัราความหนาแน่น 500 ตวัต่อมิลลิลิตร ลงบนกระดาษกรองในจานเพาะเช้ือให้ทัว่  

น าหนอนกระทูผ้กั S. litula วยั 5 จ านวน 10 ตวั ใส่ลงไปในจานเพาะเช้ือดงักล่าว  ปิด

ฝาแลว้น าไปเก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง  หนอนกระทูผกัจะตายภายในเวลา 48 ชัว่โมง  น าซาก

หนอนกระทูผ้กัท่ีตายมาฆ่าเช้ือจุลินทรยอ่ื์นๆ  บริเวณผิวรอบนอกของซากหนอนโดย

แช่ซากหนอกระทูผ้กัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ (NaOCl) 0.1% ผสมกับ tween 80 

จ านวน 1-2 หยด นาน 15 นาที จากนั้นล้างดว้ยน ้ ากลัน่ปราศจากเช้ือเช้ือ 3 คร้ัง แล้ว

น ามาวางในจานเพาะเช้ือ  จากนั้นใชคี้มคีบปลอดเช้ือคีบบริเวณขาเทียมของหนอนดึง

ให้ตึง  ใชก้รรไกรปลอดเช้ือตดับริเวณขาเทียมและกดซากหนอนเบาๆ เพื่อให้เลือดใน

ตวัหนอนไหลออกมา  จากนั้นใชเ้ขม็เข่ียเช้ือแตะเลือดจากซากหนอนป้ายลงบนอาหาร

เ ล้ี ย ง เ ช้ื อ  Nutrient agar containing bromothymol blue and triphenyltetrazolium 

chloride (NBTA)  น าไปบ่มท่ีตูบ้่มเช้ืออุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

เม่ือครบ 48 ชัว่โมง  น าอาหารเล้ียงเช้ือ NBTA มาตรวจดูจะพบโคโลนีของแบคทีเรียมี

สีน ้ าเงิน  เน่ืองจากแบคทีเรีย X. nematophilus ระยะปฐมภูมิท่ีเจริญอยู่บนอาหาร 

NBTA สามารถดูดกลืนสี bromothymol blue ท่ีผสมอยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือได ้ จากนั้น
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แยกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีลกัษณะดงักล่าวลงบนอาหาร NBTA อีกคร้ังเพื่อให้ได้

โคโลนีของเช้ือท่ีบริสุทธ์ิ  ท าการถ่ายเช้ือลงบนอาหาร Nutrient agar (NA) เพื่อยอ้มสี

แกรมและจ าแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียต่อไป  

1.2 การจ าแนกชนิดของเช้ือแบคทเีรีย X. nematophilus 

 จ าแนกชนิดของแบคทีเรียด าเนินการตามขั้นตอนจากหนงัสือ Bergey’s Manual of 

Systematic Bacteriology vol.2 (Sneath, 1986) โดยมีล าดบัการทดสอบดงัน้ี 

1.2.1 MacConkey agar (MCA)  เป็นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีคุณสมบติัเป็น selective 

medium หากแบคทีเรียท่ีใช้ทดสอบเป็นแบคทีเรียแกรมลบจะเกิดปฏิกิริยา 

lactose fermentation ท าใหโ้คโลนีของแบคทีเรียทีไดมี้สีชมพู 

 วิธีการทดสอบ  ทดสอบโดยใชเ้ข็มเข่ียเช้ือแตะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย

มาป้ายลงบนอาหาร MCA โดยวธีิการ streak plate เพื่อใหไ้ดเ้ช้ือแบคทีเรีย

โคโลนีเด่ียวๆ  บ่มในตูบ้่มเช้ือ 48 ชัว่โมง  จึงน ามาตรวจผล 

 การแปลผล  ถ้าเช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบเป็น  X. nematophilus ผล

การทดสอบท่ีไดคื้อเช้ือแบคทีเรียตอ้งสามารถเจริญบนอาหาร MCA ได ้ 

และจะเกิดปฏิกิริยา lactose fermentation ท าให้โคโลนีของแบคทีเรียท่ีได้

มีสีชมพ ู

1.2.2 Blood agar (BA)  เป็นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมเลือดของสัตว์เลือดอุ่นลงไป 

(เลือดคน 5%)  ถ้าแบคทีเรียสามารถสามารถเจริญเติบโตบนอาหารและ

สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได ้(Hemolysis) จะเกิด clear zone ข้ึนรอบๆ

โคโลนีของแบคทีเรีย 

 วิธีการทดสอบ  ทดสอบโดยใชเ้ข็มเข่ียเช้ือแตะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย

แลว้มาป้ายลงบนอาหาร BA 

 การแปลผล  ถา้เช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบเป็น X. nematophilus ผลการ

ทดสอบท่ีไดคื้อเช้ือแบคทีเรียตอ้งสามารถเจริญบนอาหาร BA และให้ผล

การแตกตวัของเมด็เลือดเป็นแบบ Beta hemolysis  
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 Beta hemolysis  หมายถึง  เกิดการแตกตวัของเม็ดเลือดแดงแบบ

สมบูรณ์  สังเกตเห็นบริเวณใส (clear zone) เกิดข้ึนรอบโคโลนีของ

แบคทีเรีย  

 Alpha hemolysis  หมายถึง  เกิดการแตกตวัของเมด็เลือดแดงแบบไม่

สมบูรณ์  เกิดสีเขียวถึงสีน ้าตาลบริเวณรอบโคโลนีของแบคทีเรีย 

 Gamma hemolysis  หมายถึง  ไม่เกิดการเปล่ียนแปลงบนอาหาร BA 

1.2.3 Nutrient agar containing bromothymol blue and triphenyltetrazolium 

chloride  (NBTA)  เป็นอาหารท่ีสามารถแยก symbiotic bacteria ท่ีมีการดูดสี

ของ bromothymol blue (BTB) 

 วธีิการทดสอบ   ทดสอบโดยใชเ้ข็มเข่ียเช้ือแตะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย

มาป้ายลงบนอาหาร  NBTA โดยวิ ธีการ streak plate เพื่อให้ได้เ ช้ือ

แบคทีเรียโคโลนีเด่ียวๆ  บ่มในตูบ้่มเช้ือ 48 ชัว่โมง  จึงน ามาตรวจผล  

 การแปลผล  ถา้เช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบเป็น X. nematophilus ผลการ

ทดสอบท่ีได้คือเช้ือแบคทีเรียตอ้งสามารถเจริญบนอาหาร NBTA และ

โคโลนีของแบคทีเรียจะมีสีน ้าเงิน 

1.2.4 Catalase test  เป็นการทดสอบแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม ์catalase ซ่ึง

เป็น hemeprotein ท่ีมีอยู่ในระบบ cytochrome ของแบคทีเรียท่ีเป็น aerobe 

หรือ facultative anaerobe 

 วิธีการทดสอบ  ใช้ปากกาแบบ permanent วาดรูปวงกลมลงบนดา้นหลงั

ของแผน่กระจกสไลด์ 2 วง ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 1.5 เซนติเมตร เพื่อ

ท าเคร่ืองหมายเป็นบริเวณท่ีเราจะเข่ียเช้ือลงไป  จากนั้นหยด 3% H2O2      

1 หยด ลงในช่องวงกลมท่ีวาดไว ้แลว้เข่ียเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบลงไปใน

สารท่ีหยดไว ้ อ่านผลทนัที 

 การแปลผล  +  : มีฟองอากาศเกิดข้ึน 

 -   : ไม่มีฟองอากาศ 
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ถ้าเช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบเป็น X. nematophilus จะให้ผลเป็นลบ  

คือ ไม่มีฟองอากาศ 

1.2.5  Oxidase test  แบคทีเรียท่ีเจริญได้ในท่ีท่ีมีอากาศเท่านั้น (aerobic bacteria) 

จะมีกระบวนการ oxidative phosphorylation ส าหรับกระบวนการหายใจและ

สร้างพลงังาน  ระหว่างการเกิดกระบวนการน้ีมีการถ่ายเทอิเล็กตรอนให้กบั

ออกซิเจนโดยผ่าน cycle ของการส่งอิเล็กตรอน  ซ่ึงอาศยัการท างานของ 

Cytochrome C oxidase ของเช้ือแบคทีเรียซ่ึงจะไป oxidize สารเคมีท าใหเ้กิด 

สารประกอบสีม่วง 

 วิธีการทดสอบ  ใช้เข็มเข่ียเช้ือป้ายเช้ือลงบนกระดาษกรองเส้นผ่าน

ศู น ย์ก ล า งป ร ะ ม าณ  1 เ ซ น ติ เ ม ต ร   ห ย ด  0.5% Tetramethyl-p-

phenylenediamine ลงบนบริเวณท่ีป้ายเช้ือเอาไว้  จากนั้ นสังเกตการ

เปล่ียนแปลงภายใน 10 วนิาที 

 การแปลผล   

+ : กระดาษกรองบริเวณท่ีป้ายเช้ือลงไปเปล่ียนเป็นสีน ้ าเงินภายใน         

10 วนิาที 

- : ไม่เกิดการเปล่ียนแปลง 

ถ้าเช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบเป็น X. nematophilus จะให้ผลเป็นลบ  

คือ ไม่มีการเปล่ียนสี 

1.2.6 Triple sugar iron agar (TSI)  เป็น differential medium ซ่ึงสามารถทดสอบ

ความแตกต่างของแบคทีเรียในการหมกัคาร์โบไฮเดรตแล้วให้กรดหรือให้

กรดและแก๊ส (CO2H2) และความสามารถของแบคทีเรียในการสร้างแก๊ส H2S 

อาหารเล้ียงเช้ือชนิดน้ีตอ้งเตรียมเป็นอาหารแข็ง  วางให้ผิวหน้าอาหารลาด

เอียงในหลอดทดลอง  TSI ประกอบไปดว้ยคาร์โบไฮเดรต 3 ชนิด คือ แลค

โตส 1%  ซูโครส 1%  กลูโคส 0.1% 
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 วธีิการทดสอบ  เพาะเช้ือโดยการใชเ้ขม็เข่ียเช้ือป้ายเช้ือลงบนผหินา้อาหาร

และแทงลงไปในอาหารให้ลึกถึงก้นหลอดทดลอง  จากนั้นน าไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-20 ชัว่โมง 

 การแปลผล  สังเกตการเปล่ียนแปลงบริเวณผิวหนา้อาหาร และบริเวณกน้

หลอดทดลอง  หากอาหารบริเวณกน้หลอดเปล่ียนสีเป็นสีเหลืองแสดงวา่

เกิดกรด (acid ; A) สีแดงแสดงว่าเป็นด่าง (alkaline ; K) สีด าแสดงว่ามี 

H2S และการมีฟองอากาศเกิดข้ึนในเน้ืออาหารแสดงว่าเกิดแก๊ส (G)  ถา้

เช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบเป็น X. nematophilus จะเกิดสีแดง (alkaline) 

เฉพาะบริเวณผิวหนา้อาหารเท่านั้น  ส่วนบริเวณกน้หลอดทดลองจะไม่มี

การเปล่ียนแปลง (No change ; NC)       

1.2.7 Indole test  เป็นการทดสอบว่าแบคทีเรียสามารถเปล่ียนทริปโทแฟน 

(tryptophan) เป็นอินโดน (indole) ได้หรือไม่  ทริปโตแฟนเป็น amino acid 

ชนิดหน่ึงมีอยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือพวกเพปโทน (peptone) หรือคาเซอิน 

(casein) เ ม่ือเล้ียงเช้ือแบคทีเรียในอาหารชนิดน้ีให้เ ช้ือเจริญเติบโตไป

ประมาณ 24-48 ชั่วโมง แล้วน ามาทดสอบการสร้างอินโดลโดยการใส่

สารละลาย para-dimethyl aminobenzaldehyde (Kovacs’ reagent) ลงไป  เม่ือ

สารชนิดน้ีท าปฏิกิริยากบัอินโดลจะท าใหเ้กิดสีแดง 

 วิธีทดสอบ  เพาะเ ช้ือลงใน 1% peptone broth น าไปบ่มท่ี อุณหภูมิ               

35 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง  จากนั้นหยด Kovacs’ reagent 

5 หยด  เขย่าหลอดทดลองเบาๆ 2-3 คร้ัง  สังเกตการเปล่ียนแปลงสีท่ี

ผวิหนา้ของอาหารเล้ียงเช้ือ 

 การแปลผล  +  : ผวิหนา้ของอาหารเล้ียงเช้ือมีสีแดง (rad ring) 

 - : ผวิหนา้อาหารมีสีเหลืองเหมือน Kovacs’ reagent 

ถา้เช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบเป็น X. nematophilus จะให้ผลเป็นลบคือ

ผวิหนา้ของอาหารมีสีเหลือง 
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1.2.8 Methyl red test (MR)  เป็นการทดสอบว่าแบคทีเรียสามารถสร้างกรดจาก

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลูโคสเป็นส่วนประกอบไดม้ากหรือนอ้ย  โดยการตรวจดู

ค่า pH ของอาหารท่ีเช้ือเจริญเติบโตอยู ่ เช้ือแบคทีเรียท่ีสร้างกรดไดม้ากจะท า

ให้ค่า pH ของอาหารเล้ียงเช้ือต ่ากวา่ 4.2 ซ่ึงจะเปล่ียนสี indicator ของ methyl 

red เป็นสีแดง 

 วิธีทดสอบ  เพาะเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบลงใน MR/VP broth  น าไปบ่มท่ี 

35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง  จากนั้นหยด methyl red 5 หยด  

ลงไปใน MR/VP broth ท่ีเพาะเช้ือไว ้ สังเกตการณ์เปล่ียนสีของอาหาร

เล้ียงเช้ือทนัทีหลงัจากหยด indicator 

 การแปลผล   +  :  อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเป็นสีแดง  

 - : อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเป็นสีเหลือง  

ถา้เช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบเป็น X. nematophilus จะให้ผลเป็นลบคือ

อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเป็นสีเหลือง 

1.2.9 Voges-Proskauer test (VP)  เป็นการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียใน

การสร้างสาร acethyl methyl carbinol จากกลูโคสได้หรือไม่  ในสภาวะท่ี

สารละลายนั้นเป็นด่างสารน้ีจะถูก oxidized เป็น diacetyl ซ่ึงจะท าปฏิกิริยากบั 

cretine เกิดเป็นสีแดง  แบคทีเรียกลุ่ม Klebsiella และ Enterobacter จะให้

ผลบวกในการทดสอบน้ี 

 วิธีการทดสอบ  เพาะเช้ือแบคทีเรียลงใน MR/VP broth น าไปบ่มท่ี           

35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง หยด 5% naphthol จ านวน          

6 หยด  ลงไป  เขยา่ใหเ้ขา้กนั  หยด 40% KOH จ านวน 2 หยด ลงไป  เขยา่

ใหเ้ขา้กนัพกัไว ้10-15 นาที สังเกตการเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือ 

 การแปลผล  + : อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเป็นสีแดง 

 - : อาหารเล้ียงเช้ือไม่เปล่ียนสี 

ถา้เช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบเป็น X. nematophilus จะให้ผลเป็นลบคือ

อาหารเล้ียงเช้ือไม่เปล่ียนสี 
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1.2.10 Citrate  เป็นการทดสอบความสามรถของแบคทีเรียในการใช ้citrate เพื่อเป็น

แหล่งคาร์บอนในกระบวนการ metabolism 

 วธีิการทดสอบ  เพาะเช้ือลงบนอาหาร Simmon’s citrate agar โดยป้ายเช้ือ

ลงบนผิวหน้าอาหาร  น า ไปบ่ม ท่ี  35 องศา เซล เ ซี ยส  เ ป็น เวลา                        

24-48 ชัว่โมง  สังเกตการเปล่ียนสีบริเวณผวิหนา้ของอาหาร 

 การแปลผล  + : อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเป็นสีม่วง 

 - : อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเป็นสีเหลือง 

ถา้เช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบเป็น  X. nematophilus  จะให้ผลเป็นลบ

คืออาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเป็นสีเหลือง 

1.2.11 Motility test  เห็นการทดสอบความสามารถในการเคล่ือนท่ีของแบคทีเรีย

โดยการเพาะเช้ือแบคทีเรียลงใน semisolid medium เป็นอาหารท่ีมี agar ผสม

อยู่เพียง 0.5% เท่านั้น  ซ่ึงอาหารชนิดน้ีเป็นอาหารท่ีใชส้ าหรับทดสอบความ

สามรถในการเคล่ือนท่ีของแบคทีเรียโดยเฉพาะ 

 วิธีการทดสอบ  เพาะเช้ือโดยใชเ้ข็มเข่ียเช้ือเข่ียโคโลนีของแบคทีเรียแลว้

แทงลงไปในอาหารตรงๆใหมี้ความลึกประมาณ 2 เซนติเมตร น าไปบ่มท่ี 

35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  สังเกตการเปล่ียนแปลงของอาหาร

เล้ียงเช้ือ 

 การแปลผล + : พบแบคทีเรียแพร่กระจายบริเวณรอบๆรอยแทง  หรือ 

   อาหารเล้ียงเช้ือขุ่น 

 - : พบแบคทีเรียเติบโตอยูแ่ค่บริเวณรอยแทงเท่านั้นและ 

   อาหารเล้ียงเช้ือในหลอดทดลองยงัคงใสอยู ่

ถา้เช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบเป็น X. nematophilus จะให้ผลเป็นบวก

คือพบแบคทีเรียแพร่กระจายบริเวณรอบๆรอยแทง  หรืออาหารเล้ียงเช้ือ

ขุ่น 

1.2.12 Lysine decarboxylase test (LD)  เป็นการทดสอบว่าแบคทีเรียมี enzyme 

decarboxylase ส าหรับน า carboxyl group ออกจากโมเลกุลของ lysine หรือไม่ 
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decarboxylase เป็นเอนไซม์ท่ีจะถูกกระตุ้นให้สร้าง ข้ึนในภาวะท่ี เป็น 

anaerobe  และมีความเป็นกรดพอสมควร  หน้าท่ีของ decarboxylase จะช่วย 

catalyse ปฏิกิริยา decarboxylation ต่อกรดอะมิโนท่ีจ าเพาะต่อเอนไซมน์ั้นๆ 

 วิธีการทดสอบ  เพาะเช้ือลงใน lysine decarboxylase test medium น าไป

บ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  สังเกตการเปล่ียนสีของ

อาหารเล้ียงเช้ือ 

 การแปลผล  + : อาหารเล้ียงเช้ือขุ่นและมีสีม่วง 

 - : อาหารเล้ียงเช้ือขุ่นและมีสีเหลือง 

ถ้าเช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบเป็น X. nematophilus จะให้ผลเป็นลบ  

คือ อาหารเล้ียงเช้ือขุ่นและมีสีเหลือง 

1.2.13 Urease test  เป็นการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการสร้างเอนไซม ์

urease ซ่ึงเป็นเอนไซม์ในการย่อยสลาย urea ให้กลายเป็น ammonia ได้

หรือไม่  โดย ammonia ท่ีเกิดข้ึนจะท าปฏิกิริยากบั indicator ใน urea agar ท า

ใหเ้กิดการเปล่ียนจากไม่มีสีเป็นสีชมพบูานเยน็ 

 วิธีการทดสอบ  เพาะเช้ือลงบนอาหาร urea agar น าไปบ่มท่ี 35 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1-6 วนั สังเกตการณ์เปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือ  โดย

น ามาอ่านผลทุกวนั 

 การแปลผล  + : อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเป็นสีชมพบูานเยน็  

 - : อาหารเล้ียงเช้ือไม่เปล่ียนสี 

ถ้าเช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบเป็น X. nematophilus จะให้ผลเป็นลบ  

คือ อาหารเล้ียงเช้ือไม่เปล่ียนสี 

1.2.14 Carbohydrate fermentation test  เ ป็นการทดสอบความสามารถของ

แบคทีเรียในการหมกัคาร์โบไฮเดรตแต่ละชนิด  ไดแ้ก่  กลูโคส  แมนนิทอล  

และซูโครส  ผสมกบั fermentation medium ประกอบด้วย phenol red borth 

base มีความเขม้ขน้ 1% เป็นตวัช้ีวดัส าหรับบอกความเป็นกรด   
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 วิธีการทดสอบ  เพาะเช้ือลงใน carbohydrate fermentation ท่ีมีส่วนผสม

ของน ้ าตาลชนิดต่างๆ  น าไปบ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 7 วนั  

สังเกตการณ์เปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือและการเกิดแก๊สใน Durham 

tube 

 การแปลผล  + : อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนจากสีแดงเป็นสีเหลือง รายงาน 

ผลเป็น acid (A)  หากพบเกิดแก๊สดว้ย  รายงานผลเป็น 

acid and gas (AG) 

 - : อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนจากสีแดงเป็นสีชมพแูดง 

 Delayed  :  หากอาหารเล้ียงเช้ือมีสีส้มควรน าไปบ่มเช้ือต่อ 

ถา้เช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบเป็น X. nematophilus จะให้ผลเป็นบวก  

คือ อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนจากสีแดงเป็นสีเหลืองและไม่พบแก๊ส 

 

2. การเลีย้งเพิม่ปริมาณและนับจ านวนโคโลนีเช้ือแบคทเีรีย X. nematophilus 

2.1 การเลีย้งเพิม่ปริมาณแบคทเีรีย 

2.1.1 เตรียมอาหาร Trypticase Soy Broth (TSB) ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก ์

 ขนาด 250 มิลลิลิตร  น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 

15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว  เป็นเวลานาน 20 นาที  พกัใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง 

2.1.2 น าเช้ือแบคทีเรีย X. nematophilus ท่ีผา่นการจ าแนกชนิดแลว้มาเพาะเช้ือลงใน

อาหาร TSB น าไปเขย่าท่ีความเร็ว 120 รอบต่อนาที  ท่ีอุณหภูมิ 30±5 องศา

เซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง   

2.1.3 น าเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย  X. nematophilus ท่ีได้จากขอ้ 2.1.2 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร มาเพาะเช้ือลงในอาหารอาหาร TSB อีกคร้ัง  น าไปเขย่าท่ีความเร็ว 

120 รอบต่อนาที  ท่ีอุณหภูมิ 30±5 องศาเซลเซียส  เม่ือครบ 8 ชัว่โมง  น าเซลล์

แขวนลอยแบคทีเรียท่ีได้ไปนับจ านวนโคโลนี  และวดัค่าการดูดกลืนแสง 

ท าซ ้ าทุกๆ 8 ชัว่โมง จนครบ 56 ชัว่โมง    
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2.2 การนับโคโลนีเช้ือแบคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus โดยวิธี Dilution technique 

และวดัค่าการดูดกลนืแสงด้วยเคร่ือง Microplate Reader 

2.2.1 น าเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย X. nematophilus ท่ีไดจ้ากขอ้ 2.1.3 มาท าให้เจือ

จาง  โดยเซลล์แขลนลอยเช้ือ 1 มิลลิลิตร เจือจางแบบ 10 เท่า  ดว้ยน ้ ากลัน่ฆ่า

เช้ือ 9 มิลลิลิตร  ผสมจนเขา้กนัจะไดค้วามเขม้ขน้ในอตัราส่วน 1:10, 1:100, 

1:1,000, 1:10,000, 1:100,000 และ 1:1,000,000 

2.2.2 น าเซลลแ์ขวนลอยแบคทีเรีย X. nematophilus ท่ีเจือจาง 3 ความเขม้ขน้สุดทา้ย 

(1:10,000 , 1:100,000 , 1:1,000,000) ไป spresd plate บนอาหาร NA โดยหยด

เซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย X. nematophilus ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงไปเกล่ีย

ด้วย spreader บนผิวหน้าอาหาร NA ความเข้มข้นละ 2 plates น าไปบ่มท่ี

ตูค้วบคุมอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  ตรวจนับโคโลนี

ของเช้ือท่ีปรากฏ   

2.2.3 น าเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย X. nematophilus มาวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วย

เคร่ือง Microplate Reader (Biotek PowerWaveX)  ใชเ้ซลล์แขวนลอยของเช้ือ

แบคทีเรีย X. nematophilus ในแต่ละช่วงเวลา (8, 16, 24, 32, 40, 48 และ 56 

ชัว่โมง) ปริมาณ 0.2 มิลลิลิตร  ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร  น า

ความขุ่นท่ีได้ไปเขียนกราฟกับจ านวนโคโลนีท่ีได้ท าการนับจ านวนบน

อาหาร NA 

 

3. ทดสอบความสามารถของแบคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus ทีม่ีอายุในการเพาะเลีย้ง

แตกต่างกนัในการฆ่าตัวเต็มวยัแมลงวนัผลไม้ Bactrocera dorsalis  

 เล้ียงเพิ่มปริมาณแบคทีเรีย X. nematophilus ดว้ยวิธีการตามขอ้ 2.1 วางแผนการ

ทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Desige ; CRD) ทรีทเมนต์คือ cell 

solution และ cell free filtrate ท่ีมีอายใุนการเพาะเล้ียงแตกต่างกนั ท าการทดลองทรีทเมนต์

ละ 4 ซ ้ า  ทดสอบโดยใช้ cell solution และ cell free filtrate (ส่วนใสเตรียมโดยน าเซลล์

แขวนลองมากรองดว้ยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมครอน (Rahoo et al., 2011)) ท่ีมีอายุใน
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การเพาะเล้ียง  8, 16, 24, 32, 40, 48 และ 56 ชัว่โมง  เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมคือ อาหาร

เล้ียงเช้ือ TSB (blank medium)   ใชต้วัเต็มวยัแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis อาย ุ4 วนั (นบัจาก

วนัท่ีเร่ิมฟักออกมาจากดกัแด)้ จ  านวน 20 ตวั (เป็นเพศผู ้10 ตวั เพศเมีย 10 ตวั) ก่อนการ

ทดสอบให้แมลงวนัผลไมอ้ดอาหารเป็นเวลา 12 ชั่วโมง  ใช้ cell solution และ cell free 

filtrate  ท่ีมีอายใุนการเพาะเล้ียง  8, 16, 24, 32, 40, 48 และ 56 ชัว่โมง  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

หยดลงบนฟองน ้ าเอนกประสงค์ 1 ช้ิน ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 11 เซนติเมตร หนา 0.5 

เซนติเมตร วางในจานแกว้    น าไปวางในกรงผา้มุง้ขนาด 30×30×30 เซนติเมตร จากนั้น

ปล่อยแมลงวนัผลไม ้ B. dorsalis  เขา้ไปในกรงขา้งตน้  บนัทึกการตายของแมลงวนัผลไม ้ 

B. dorsalis  ทุกๆ 12 ชัว่โมง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง (ท่ีอุณหภูมิห้อง)  ปรับอตัราการตายดว้ย 

Abbott’s formula  วิเคราะห์ค่าวาเรียนท ์(analysis of variance, ANOVA) และเปรียบเทียบ

ความแตกต่างของค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ Duncan's New Multiple's Range Test (DMRT)  

   

4. ศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ cell solution และ cell free filtrate ของแบคทีเรีย         

Xenorhabdus nematophilus  ต่อการฆ่าแมลงวนัผลไม้  Bactrocera dorsalis 

 น า cell solution และ cell free filtrate  ของแบคทีเรีย X. nematophilus ท่ีมีอายุใน

การเพาะเล้ียง 48 ชัว่โมง มาทดสอบหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม  วางแผนการทดลองแบบ

สุมสมบูรณ์ (Complately Randomized Desige, CRD) ทรีทเมนต์คือ cell solution และ cell 

free filtrate ท่ีระดบัความเขม้ขน้  1,000, 5,000, 10,000, 25,000, 50,000, 75,000, 100,000, 

250,000, 500,000 และ 1,000,000 ppm (ml/103L)   เปรียบเทียบกับชุดควบคุมคือ อาหาร

เล้ียงเช้ือ TSB (blank medium) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1,000, 5,000, 10,000, 25,000, 50,000, 

75,000, 100,000, 250,000, 500,000 และ 1,000,000 ppm (ml/103L)  ท าการทดลองทรีท

เมนต์ละ 4 ซ ้ า  ใช้ตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไม้ B. dorsalis  อายุ 4 วนั (นับจากวนัท่ีเร่ิมฟัก

ออกมาจากดกัแด)้ จ  านวน 20 ตวั (เป็นเพศผู ้10 ตวั เพศเมีย 10 ตวั)  เพื่อให้แมลงวนัผลไม้

ได้รับเช้ือแบคทีเรีย X.  nematophilus ก่อนการทดสอบให้แมลงวนัผลไมอ้ดอาหารเป็น

เวลา 12 ชัว่โมง  ใช ้cell solution  และ cell-free filtrates ท่ีมีอายใุนการเพาะเล้ียง 48 ชัว่โมง  

มา เต รียมให้ได้ความ เข้มข้น  1,000, 5,000, 10,000, 25,000, 50,000, 75,000, 100,000, 
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250,000, 500,000 และ 1,000,000 ppm (ml/103L)  ปริมาตร 30 มิลลิลิตร  หยดลงบนฟองน ้า

เอนกประสงค์ 1 ช้ิน ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 11 เซนติเมตร หนา 0.5 เซนติเมตร วางใน

จานแกว้    น าไปวางในกรงผา้มุง้ขนาด 30×30×30 เซนติเมตรจากนั้นปล่อยแมลงวนัผลไม ้ 

B. dorsalis เขา้ไปในกรงขา้งตน้ บนัทึกการตายของแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ทุกๆ 12 

ชัว่โมง  เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (ท่ีอุณหภูมิห้อง)  ปรับอตัราการตายดว้ย Abbott’s formula  

วิเคราะห์ค่าวาเรียนท์ (analysis of variance, ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของ

ค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan's New Multiple's Range Test (DMRT)   น าผลท่ีได้มาค านวณหา

ค่า LC50 และ LC95  ของ cell solution และcell free filtrate ของเช้ือท่ีมีอายุในการเพาะเล้ียง

เหมาะสมท่ีสุด ดว้ยวิธีโพรบิท (Probit analysis) โดยมีเง่ือนไขวา่ ถา้เปอร์เซ็นตก์ารตายของ

แมลงวนัผลไมใ้นชุดควบคุมอยูใ่นช่วง 5-10 เปอร์เซ็นต ์จะปรับอตัราการตายดว้ย Abbott’s 

formula (Abbott, 1925 อา้งโดย Busvine, 1980) ก่อนแล้วจึงน ามาค านวณค่า LC50 และ 

LC95 แต่ถ้าเปอร์เซ็นต์การตายของชุดควบคุมมากกว่า 10 เปอร์เซ็นต์ จะยกเลิกผลการ

ทดลองแลว้ท าการทดสอบใหม่ (Busvine, 1980)     

   

5. ศึกษาหาปริมาณที่ เหมาะสมของ yeast hydrolysate เมื่อผสมกับ cell solution ของ

แบคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus 30 มิลลิลิตร (9.02×108 เซลล์ : มิลลิลิตร) เพื่อใช้

เป็นเหยือ่พษิในการควบคุมตัวเต็มวยัแมลงวนัผลไม้ B. dorsalis  

 จากการทดลองท่ี 4  น า cell solution ของแบคทีเรีย  X. nematophilus  ท่ีมีอายุใน

การเพาะเล้ียง 48 ชั่วโมงและความเข้มข้น 100,000 ppm (ml/103L) มาผสมกับ  yeast 

hydrolysate  วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Desige, CRD) 

ทรีทเมนต์คือ cell solution  มีอายุในการเพาะเล้ียง 48 ชั่วโมงและความเขม้ข้น 100,000 

ppm (ml/103L)  30 มิลลิ ลิตร (9.02×108 เซลล์  : มิลลิ ลิตร)   ผสมกับ yeast hydrolysate  

ในอตัรส่วน 0.5:30 (yeast hydrolysate 0.5 กรัม : cell solution 30 มิลลิลิตร), 1:30, 1.5:30, 

2:30, 2.5:30, 3:30, 3.5:30 และ4:30   โดยแต่ละทรีทเมนต์เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม yeast 

hydrolysate ต่ออาหาร TSB ในอัตราส่วน 0.5:30 (yeast hydrolysate 0.5 กรัม : TSB 30 

มิลลิลิตร) , 1:30, 1.5:30, 2:30, 2.5:30, 3:30, 3.5:30 และ4:30  ตามล าดบั  ท าการทดลอง  
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ทรีทเมนตล์ะ 4 ซ ้ า  ใชต้วัเตม็วยัแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis  อายุ 4 วนั ซ่ึงเป็นระยะท่ีแมลง

ตอ้งการโปรตีนในการเจริญเติบโตและพฒันาระบบสืบพนัธ์ุ  จ  านวน 20 ตวั แบ่งเป็นเพศผู ้

10 ตวั เพศเมีย 10 ตวั เพื่อใหแ้มลงวนัผลไมไ้ดรั้บเช้ือแบคทีเรีย X.  nematophilus  ก่อนการ

ทดสอบให้แมลงวนัผลไมอ้ดอาหารเป็นเวลา 12 ชั่วโมง  ใช้ cell solution  มีอายุในการ

เพาะเล้ียง 48 ชั่วโมงและความเข้มข้น 100,000 ppm (ml/103L)  30 มิลลิลิตร (9.02×108 

เซลล์ : มิลลิลิตร)  ผสมกับ yeast hydrolysate กับ cell solution  อตัราส่วน 0.5:30 (yeast 

hydrolysate 0.5 กรัม : cell solution 30 มิลลิลิตร), 1:30, 1.5:30, 2:30, 2.5:30, 3:30, 3.5:30 

และ4:30 คนให้ yeast hydrolysate ละลาย วางฟองน ้ าเอนกประสงค ์1 ช้ิน ขนาด เส้นผา่น

ศูนยก์ลาง 11 เซนติเมตร ลงในจานแกว้  หยด yeast hydrolysate ท่ีผสมกบั cell solution ไว้

ปริมาตร 30 มิลลิลิตร  ลงไป  จากนั้นน าไปวางในกรงผา้มุง้ขนาด 30×30×30 เซนติเมตร 

ปล่อยแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis เขา้ไปในกรงขา้งตน้ (แต่ละซ ้ าจะให้น ้ าตาล 2 กรัม  โดย

วางในจานแกว้แยกกบัยีสต)์  เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม yeast hydrolysate ต่ออาหารเล้ียง

เช้ือ TSB ในอัตราส่วน 0.5:30 (yeast hydrolysate 0.5 กรัม : cell solution 30 มิลลิลิตร), 

1:30, 1.5:30, 2:30, 2.5:30, 3:30, 3.5:30 และ4:30    ตามล าดบั  บนัทึกการตายของแมลงวนั

ผลไม ้B. dorsalis ทุกๆ 12 ชัว่โมง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง (ท่ีอุณหภูมิห้อง)  เปรียบเทียบกนั

โดยการวิเคราะห์ค่าวาเรียนท์ (analysis of variance, ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ีย

ดว้ยวธีิ Duncan's New Multiple's Range Test (DMRT)   

  

6. ศึกษาผลกระทบเหยื่ อ ล่อโปรตีนที่ มี  cell solution ของแบคที เ รี ย  Xenorhabdus 

nematophilus  ต่อตัวเต็มวยัแมลงช้างปีกใส Mallada basalis   

 น า cell solution ของแบคทีเรีย X. nematophilus  มีอายุในการเพาะเล้ียง 48 ชัว่โมง

และความเขม้ขน้ 100,000 ppm (ml/103L)  30 มิลลิลิตร (9.02×108 เซลล์ : มิลลิลิตร)  ผสม

กับ  yeast hydrolysate อัตราส่วน 0.5:30 (yeast hydrolysate 0.5 ก รัม :  cell solution 30 

มิลลิลิตร)  มาทดสอบกบัตวัเตม็วยัแมลงชา้งปีกใส  M. basalis วางแผนการทดลองแบบสุ่ม

สมบูรณ์ (Completely Randomized Desige, CRD)  ทรีทเมนต์คือ ปริมาณท่ีเหมาะสมใน

การฆ่าแมลงวนัผลไมข้อง cell solution ของแบคทีเรีย X. nematophilus  เม่ือผสมกบั yeast 
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hydrolysate ท าการทดลองทรีทเมนต์ละ 4 ซ ้ า  โดยแต่ละทรีทเมนต์เปรียบเทียบกบัชุด

ควบคุม yeast hydrolysate ต่ออาหาร TSB ในอตัราส่วนเดียวกนั  ใชต้วัเต็มวยัแมลงชา้งปีก

ใส M. basalis จ  านวน 20 ตวั (เพศผู ้10 ตวั เพศเมีย 10 ตวั)  และใชต้วัเตม็วยัแมลงวนัผลไม ้

B. dorsalis อายุ 4 วนั ซ่ึงเป็นระยะท่ีแมลงตอ้งการโปรตีนในการเจริญเติบโตและพฒันา

ระบบสืบพนัธ์ุ  จ  านวน 20 ตวั แบ่งเป็นเพศผู ้10 ตวั เพศเมีย 10 ตวั  เพื่อให้ได้รับเช้ือ

แบคทีเรีย  X.  nematophilus  ก่อนการทดสอบให้แมลงช้างปีกใสอดอาหารเป็นเวลา   12 

ชัว่โมง  ทดสอบโดยการใช ้อตัราส่วนของ cell solution และยีสตไ์ฮโดรไลเซท ท่ีมีอายุใน

การเพาะเล้ียง 48 ชัว่โมงและความเขม้ขน้ 100,000 ppm (ml/103L)  30 มิลลิลิตร (9.02×108 

เซลล ์: มิลลิลิตร)  ผสมกบั yeast hydrolysate อตัราส่วน 0.5:30 (yeast hydrolysate 0.5 กรัม 

: cell solution 30 มิลลิลิตร) ในบีกเกอร์คนให้  yeast hydrolysate ละลาย วางฟองน ้ า

เอนกประสงค์ 1 ช้ิน ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 11 เซนติเมตร ลงในจานแก้ว  หยด yeast 

hydrolysate ผสมกับ cell solution ไว้ลงไปน าไปวางในกรงผ้ามุ้งขนาด 30×30×30 

เซนติเมตร ปล่อยแมลงชา้งปีกใส M. basalis  และแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis เขา้ไปในกรง

ขา้งตน้ (แต่ละซ ้ าจะให้น ้ าตาล 2 กรัม  โดยวางในจานแกว้แยกกบัยีสต์และวางยีสต์ผสม

น ้าผึ้ง)  บนัทึกการตายของแมลงชา้งปีกใส M. basalis ทุกๆ 12 ชัว่โมง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

(ท่ีอุณหภูมิห้อง)  วิเคราะห์ค่าวาเรียนท์ (analysis of variance, ANOVA) และเปรียบเทียบ

ค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ Duncan's New Multiple's Range Test (DMRT)  

    

7. ทดสอบระยะเวลาในการออกฤทธ์ิของแบคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus ต่อตัวเต็ม

วยัแมลงวนัผลไม้ Bactrocera dorsalis  

 จากมีอายใุนการเพาะเล้ียง 48 ชัว่โมงและความเขม้ขน้ 100,000 ppm (ml/103L)  30 

มิลลิลิตร (9.02×108 เซลล์ : มิลลิลิตร)  ผสมกบั yeast hydrolysate อตัราส่วน 0.5:30 (yeast 

hydrolysate 0.5 กรัม : cell solution 30 มิลลิลิตร)  น ามาทดสอบการมีชีวิตรอดของ

แบคทีเรีย  X. nematophilus  ต่อตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis วางแผนการทดลอง

แบบสุ่มบล็อกสมบูรณ์ (Randomized Completely Block Desige, RCBD)  ทรีทเมนต์คือ 

ระยะเวลาหลงัการฉีดพ่น ไดแ้ก่ 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 วนั  เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม yeast 
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hydrolysate ต่อน ้ ากลัน่ ในอตัราส่วนเดียวกนั  ท าการทดลองทรีทเมนตล์ะ 4 ซ ้ า ใชต้วัเต็ม

วยัแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis อายุ 11 วนั ซ่ึงเป็นระยะท่ีแมลงพร้อมวางไข่จ  านวน 100 ตวั 

แบ่งเป็นเพศผู ้50 ตวั เพศเมีย 50 ตวั  น า cell solution ของแบคทีเรีย X. nematophilus ใน

ปริมาตรท่ีเหมาะสม (30 มิลลิลิตร +  yeast hydrolysate 0.5 กรัม จากข้อ 5) บรรจุใน

กระบอกฉีดพ่นยาแบบอดัลมพ่นน ้ ายา ขนาด 0.5 ลิตร (One hand pressure sprayer) ยี่ห้อ 

YAMANO พ่นลงบนผลฝร่ังใช้ฝร่ัง 4 ผลต่อซ ้ า  (ในการทดลองจะเลือกใช้ฝร่ังพนัธ์ุกิมจู

น ้าหนกัประมาณ 250 กรัม/ผล) ฉีดใหท้ัว่ทั้งผล แขวนไวใ้นกรงผา้มุง้นาน 0, 1, 2, 3, 4 และ 

5 วนั เม่ือครบระยะเวลาท่ีก าหนดแลว้ปล่อยตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis อายุ 11 

วนั ซ่ึงเป็นระยะท่ีแมลงพร้อมวางไข่จ  านวน 100 ตวั แบ่งเป็นเพศผู ้50 ตวั เพศเมีย 50 ตวัใน

กรงผา้มุง้ขนาด ดงักล่าว ซ่ึงภายในกรงจะประกอบดว้ยฝร่ัง 4 ผล ตน้ฝร่ังจ าลอง 1 ตน้  (เพื่อ

เป็นท่ีเกาะพกัเลียนแบบสภาพในแปลงปลูกจริง) น ้ าตาลและน ้ า (เพื่อเป็นอาหารแก่แมลง)  

บนัทึกการตายของแมลงวนัผลไม ้ทุก 12 ชัว่โมง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เม่ือครบ 48 ชัว่โมง  

เก็บผลฝร่ังในแต่ละทรีทเมนตใ์ส่กล่องพลาสติกใสขนาด 16.5×23.5×9.5 เซนติเมตร มาบ่ม

ในหอ้งปฏิบติัการเพื่อตรวจดูความเสียหายท่ีเกิดจากการเขา้ท าลายของแมลงวนัผลไมโ้ดยดู

จากจ านวนหนอนและตวัเตม็วยัท่ีเจริญเติบโตจากผลฝร่ังท่ีใชใ้นการทดสอบ  

 

8. ทดสอบแยกเช้ือแบคทเีรีย X.  nematophilus จากซากตัวเต็มวยัแมลงวนัผลไม้ B. dorsalis 

น าซากตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไมท่ี้ตายจากการได้รับ cell solution ของแบคทีเรีย    

X. nematophilus ซ่ึงมีลกัษณะสีคล ้าลงสังเกตไดต้รงบริเวณส่วนทอ้งและซากแมลงจะแห้ง

ช้ากว่าซากแมลงวนัท่ีตายตามปกติ (ภาพท่ี 20) มาแยกเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ NBTA   

จากนั้นน าไปบ่มท่ีตูค้วบคุมอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  ตรวจดูโคโลนี

ของเช้ือท่ีปรากฏ 
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บทที ่3 

 

ผลและบทวจิารณ์ 
 

1. การแยกและจ าแนกชนิดของเช้ือแบคทเีรีย Xenorhabdus nematophilus 

1.1 การแยกเช้ือแบคทเีรีย X. nematophilus 

เ ม่ื อหนอนกระทู้ผ ัก   Spodoptera  litura ท่ี ถู ก ไ ส้ เ ดื อนฝอย  Steinernematidae 

carpocapsae ท าลายตายภายใน 48 ชัว่โมง  ซากหนอนมีลกัษณะไม่เน่า  น าซากหนอนมาฆ่าเช้ือ

ท่ีผิวซากหนอนแลว้น าเลือดมาป้ายลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ  NBTA  พบวา่ท่ี  48 ชัว่โมง  โคโลนี

แบคทีเรียท่ีเกิดข้ึนมี 2 ลกัษณะคือ โคโลนีท่ีมีสีแดง และโคโลนีท่ีมีสีน ้าเงินเขม้  โดยโคโลนีท่ีมี

สีน ้ าเงินเขม้เป็นโคโลนีของแบคทีเรียท่ีสามารถจากดูดสี  bromthymol  blue  จากอาหารเล้ียง

เช้ือ  และมีลกัษณะกลมนูน  มี clear  zone  รอบๆ โคโลนี  และเม่ือน าเช้ือแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีสี

น ้ าเงินป้ายบนอาหารเล้ียงเช้ือ  NBTA อีกคร้ังเพื่อให้ได้แบคทีเรียท่ีบริสุทธ์ิ พบว่าแบคทีเรีย

ดงักล่าวมีลกัษณะโคโลนีสีน ้ าเงิน (ภาพท่ี 5) และเม่ือเล้ียงแบคทีเรีย X. nematophilus บนอาหาร 

TSA  พบว่าโคโลนีแบคทีเรียท่ีได้มีสีขาวทึบแสง  ลักษณะกลมนูน  ผิวเรียบ  มีขนาด                    

1-5 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 6)   เม่ือย ้อมสีแกรมแบคทีเรีย พบว่าติดสีแดงของ Safanin-o เป็น

แบคทีเรียแกรมลบ  รูปร่างเซลล์เป็นแท่ง (rod  shape) มีขนาดเซลลก์วา้ง 0.8-1.4 ไมครอน ยาว 

5.4-6.0 ไมครอน (ภาพท่ี 7)  
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ภาพที ่5 โคโลนีแบคทีเรีย  X. nematophilus  มีสีน ้าเงินบนอาหารเล้ียงเช้ือ NBTA  ท่ี  48  ชัว่โมง 

 

ภาพที ่6 โคโลนีแบคทีเรีย  X. nematophilus  มีสีเทาครีมบนอาหารเล้ียงเช้ือ NA ท่ี  48  ชัว่โมง 
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          ภาพที ่7 ลกัษณะเซลลแ์บคทีเรีย  X. nematophilus  จากการยอ้มแกรมเป็นแกรมลบ  รูปแท่ง    
                        (ก าลงัขยาย 100X) 
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1.2 การจ าแนกเช้ือแบคทเีรีย Xenorhabdus nematophilus 

ตารางที ่2 แสดงผลการทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรียท่ีแยกได ้

Characteristic 
คุณสมบัติ 

Xenorhabdus nematophilus 

แบคทเีรียทีแ่ยกได้                                   
Xenorhabdus nematophilus 

MM1 
ผลการทดสอบ 

MCA 
Blood agar(BA) 
NBTA 
Catalase 
Oxidase 
TSI 
Indole 
MR 
VP 

โคโลนีเป็นสีชมพู 
Beta hemolysis 

โคโลนีเป็นเฉดสีน ้าเงินเขม้ 
- 
- 

Unknown 
- 
- 
- 

โคโลนีเป็นสีชมพู 
Beta hemolysis 

โคโลนีเป็นเฉดสีน ้าเงินเขม้ 
- 
- 

alkaline/No change 
- 
- 
- 

โคโลนีเป็นสีชมพ ู (ภาพท่ี 8A) 
Beta hemolysis  (ภาพท่ี 8B) 

โคโลนีเป็นเฉดสีน ้าเงินเขม้  (ภาพท่ี 8C) 
-  (ภาพท่ี 8D) 
-  (ภาพท่ี 8E) 

alkaline/A  (ภาพท่ี 8F) 
-  (ภาพท่ี 8G) 
-  (ภาพท่ี 8H) 
-  (ภาพท่ี 8I) 
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ตารางที ่2 แสดงผลการทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรียท่ีแยกได ้(ต่อ) 

 

               +   คือ ใหผ้ลบวก / -  คือ ใหผ้ลลบ /  A  คือ  acid

Characteristic 
คุณสมบัติ 

Xenorhabdus nematophilus 

แบคทเีรียทีแ่ยกได้                                   

Xenorhabdus nematophilus 

MM1 

ผลการทดสอบ 

Citrate 
LD   
Motility 
Urea 
Glucose 
Sucrose 
Mannitol 

- 
- 
+ 
- 

A/- 
A 
A 

- 
- 
+ 
- 
- 
A 
A 

-  (ภาพท่ี 8J) 
-  (ภาพท่ี 8K) 
+ (ภาพท่ี 8L) 

-   (ภาพท่ี 8M) 
A  (ภาพท่ี 8N) 
A  (ภาพท่ี 8O) 
A  (ภาพท่ี 8P) 
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ภาพที ่8 แสดงผลการทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรียท่ีแยกได ้

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A  ลกัษณะโคโลนีสีชมพขูองแบคทีเรีย X. nematophilus บนอาหาร MCA 

 B การท าใหเ้ซลลเ์มด็เลือดแดงแตกตวัอยา่งรุนแรงของแบคทีเรีย  

  X. nematophilus บนอาหาร Blood agar 

   C  ลกัษณะโคโลนีสีน ้าเงินเขม้ของแบคทีเรีย X. nematophilus บนอาหาร  

  NBTA 

 D  การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม ์Catalase ของแบคทีเรีย  

  X. nematophilus 

              E  การทดสอบ Oxidase test ของแบคท่ีเรีย X. nematophilus 

A B C 

D E 
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ภาพที ่8 แสดงผลการทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรียท่ีแยกได ้(ต่อ) 

 F ผลการทดสอบ TSI ของแบคท่ีเรีย X. nematophilus ใหผ้ล K/A  

 G ผลการทดสอบ Indole test ของแบคท่ีเรีย X. nematophilus ใหผ้ลลบ 

 H  ผลการทดสอบ Methyl Red test ของแบคท่ีเรีย X. nematophilus ใหผ้ลลบ 

 I ผลการทดสอบ VP test ของแบคท่ีเรีย X. Nematophilus ใหผ้ลลบ 

    J ผลการทดสอบ Citrate test ของแบคท่ีเรีย X. nematophilus ใหผ้ลลบ 

 K ผลการทดสอบ Motility test ของแบคท่ีเรีย X. nematophilus ใหผ้ลบวก 

     L ผลจากการทดสอบ LD test ของแบคท่ีเรีย X. nematophilus ใหผ้ลลบ 

 M ผลการทดสอบ Urease test ของแบคท่ีเรีย X. nematophilus ใหผ้ลลบ 

 N  ผลการทดสอบการหมกั glucose ของแบคท่ีเรีย  X. nematophilus 

 O ผลการทดสอบการหมกั sucrose ของแบคท่ีเรีย X. nematophilus  

 P  ผลการทดสอบการหมกั mannitol ของแบคท่ีเรีย X. nematophilus  

 

F G H I J K 

L M N O P 
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2. การเลีย้งเพิ่มปริมาณและนับจ านวนโคโลนีเช้ือแบคทีเรีย  Xenorhadus nematophilus  โดยวิธี 

Dilution technique และวดัค่าการดูดกลนืแสงด้วยเคร่ือง Microplate Reader 

เล้ียงเพิ่มปริมาณเช้ือแบคท่ีเรีย X. nematophilus ท่ีผ่านการจ าแนกชนิดแล้วด้วย

อาหารเหลว  Trypticase Soy broth (TSB)  โดยใชป้ริมาณ 100 มิลลิลิตร  บนเคร่ืองเขยา่ท่ี 120 รอบ

ต่อนาที  ท่ีอุณหภูมิ 30±5 องศาเซลเซียส  เม่ือครบทุกๆ 8 ชัว่โมง  น าเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียท่ีได้

ไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร  จนครบ 56 ชัว่โมง  พบแบคทีเรียท่ี

มีอายุในการเพาะเล้ียงในช่วง 8-40 ชัว่โมง  เป็นระยะท่ีแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วและ

ในช่วงอายกุารเพาะเล้ียง 40-56 ชัว่โมง  อตัราการเจริญเติบโตเร่ิมคงท่ีจ านวนแบคทีเรียสูงท่ีสุดและ

ไม่มีการเพิ่มจ านวนอีก    ค่า doubling time (td) ของเช้ือแบคท่ีเรีย  X. nematophilus เท่ากบั 5 ชัว่โมง 

39 นาที  และมีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะเท่ากบั 0.13 ต่อชัว่โมง  เม่ือนบัจ านวนเซลล์แบคท่ีเรีย

พบว่าเซลล์แบคทีเรียท่ีมีอายุในการเพาะเล้ียง 48 ชั่วโมง ได้เท่ากบั 9.02×108 CFU/ml (9.96 log 

CFU/ml) ซ่ึงมีจ านวนเซลล์แบคทีเรียเฉล่ียสูงท่ีสุด  โดยมีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นา

โนเมตรเท่ากบั 1.42  (วดัโดยใชเ้คร่ือง Microplate Reader ยี่หอ้ BIOTEK รุ่น PowerWaveX) (ตาราง

ท่ี 2  และรูปท่ี 24)  เน่ืองจากมีจ านวนเซลล์แบคทีเรียจ านวนมากเซลล์แบคทีเรียจึงดูดกลืนแสง

ไดม้ากจึงท าใหค้่าการดูดกลืนแสงสูงข้ึน  ดงันั้นจึงสามารถสรุปไดว้า่เช้ือแบคท่ีเรีย  X. nematophilus 

ท่ีช่วงอายใุนการเพาะเล้ียง 48 ชัว่โมง  มีจ  านวนเซลลแ์บคทีเรียสูงท่ีสุด 

ตารางที่ 3 ค่าเฉล่ียการดูดกลืนแสงและการตรวจนับโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย Xenorhadus 
nematophilus ในช่วงเวลาต่างๆ 

ชัว่โมงท่ี ค่าการดูดกลนืแสง (600nm) จ านวนเซลล์ (CFU/ml) 

8 0.75 6.35×105 
16 0.95 8.30×106 
24 0.98 9.40×107 
32 1.28 5.02×108 
40 1.32 8.89×108 
48 1.42 9.02×108 
56 1.47 8.99×108 
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ภาพที ่9 กราฟแสดงค่าการดูดกลืนแสง และจ านวน log เซลลแ์บคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus 
ในช่วงเวลาต่างๆ 
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3. ทดสอบความสามารถของแบคทีเรีย  Xenorhabdus nematophilus  ที่มีอายุในการเพาะเลี้ยง

แตกต่างกนัในการฆ่าตัวเต็มวยัแมลงวนัผลไม้ Bactrocera dorsalis  

ผลการศึกษาความสามารถของเช้ือแบคทีเรีย X. nematophilus ท่ีมีอายเุช้ือแตกต่าง

กนัพบวา่ cell solution ท่ีอายกุารเพาะเล้ียง 16 ชัว่โมง เป็นตน้ไป และ cell free filtrate ท่ีอายกุาร

เพาะเล้ียง 24 ชัว่โมง เป็นตน้ไปสามารถท าใหต้วัเตม็วยัแมลงวนัผลไมต้ายไดม้ากกวา่ชุดควบคุม

อยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05)  และ cell solution ของแบคทีเรียท่ีอายกุารเพาะเล้ียง 48 ชัว่โมง สามารถ

ฆ่าแมลงไดสู้งกวา่ช่วงอายกุารเพาะเล้ียงอ่ืนๆ ขณะท่ี cell free filtrate ของแบคทีเรียท่ีอายกุาร

เพาะเล้ียง 48 และ 56 ชัว่โมง สามารถฆ่าแมลงไดสู้งกวา่ช่วงอายกุารเพาะเล้ียงอ่ืนๆ สอดคลอ้งกบัผล

การศึกษาของ Abdel-Razek (2003), Mahar  et al. (2004), ศิริพรรณ และคณะ (2009) แสดงผลดงั

ตารางท่ี 4 
 

ตารางที ่ 4 ค่าเฉล่ียของแมลงวนัผลไม ้ Bactrocera dorsalis ท่ีตายจากการไดรั้บเช้ือแบคทีเรีย 
Xenorhabdus nematophilus ท่ีมีอายเุช้ือแตกต่างกนั โดยวิธี cell solution และ cell free filtrates ของ
แบคทีเรีย 

อายุเช้ือ 
(ช่ัวโมง) 

กรรมวธีิ 
T-test C.V.(%)) 

cell solution cell free filtrate 

control 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a ns 0.00% 
8 6.00±0.00 ab 4.25±2.66 a ns 52.00% 

16 19.00±6.25 ab 5.50±3.18 ab ns 80.00% 
24 23.25±6.13 b 13.75±3.30 b ns 51.00% 
32 58.00±4.34 c 30.00±4.64 c * 21.00% 
40 59.50±12.86 c 30.25±1.65 c ns 33.00% 
48 74.25±6.26 c 48.75±4.21 d * 17.00% 
56 69.00±4.22 c 46.50±1.55 d * 10.00% 

F-test * *   
C.V.(%) 79.00% 85.00%   

หมายเหตุ ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัในแต่ละกรรมวธีิแสดงวา่ไม่มีความแตกต่าง

ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวธีิ Duncan’s multiple range test 

 *  หมายถึง  มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  

  ns  หมายถึง  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
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    ภาพที ่10 กราฟแสดงค่าเฉล่ียของแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis ท่ีตายจากการไดรั้บเช้ือ 

      แบคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus ท่ีมีอายเุช้ือแตกต่างกนั โดยวธีิ cell solution  
     และ cell free filtrates ของแบคทีเรีย 

 

เม่ือวิเคราะห์โดยการแยกเพศของแมลงวนัผลไมพ้บวา่  การใช ้ cell solution ของ

แบคทีเรีย X. nematophilus ท่ีมีอายกุารเพาะเล้ียง 32 ชัว่โมง เป็นตน้ไปท าใหแ้มลงวนัผลไม ้ B. 

papayae เพศผูแ้ละเพศเมียตายสูงกวา่ท่ีอายกุารเพาะเล้ียง 8, 16 และ 24 ชัว่โมง  และการใช ้cell free 

filtrate ของแบคทีเรีย X. nematophilus ท่ีมีอายกุารเพาะเล้ียง 48 ชม. เป็นตน้ไปท าใหแ้มลงวนัผลไม้

ทั้งเพศผูแ้ละเพศเมียตายสูงกวา่ cell free filtrate ท่ีมีอายกุารเพาะเล้ียง 8, 16, 24, 32 และ 40 ชัว่โมง  

แสดงผลดงัตารางท่ี 5 
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ตารางที ่ 5 ค่าเฉล่ียเปอร์เซนตก์ารตายของแมลงวนัผลไม ้  Bactrocera dorsalis  เพศผูแ้ละเพศเมียท่ี
ตายจากการไดรั้บเช้ือแบคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus ท่ีมีอายเุช้ือแตกต่างกนั โดยวธีิ cell 
solution และ cell free filtrates ของแบคทีเรีย 

อายุเช้ือ 
(ช่ัวโมง) 

เปอร์เซ็นต์การตาย (𝒙̅±SD) 

cell solution cell free filtrate 

เพศผู้ เพศเมีย เพศผู้ เพศเมีย 

control 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 
8 5.50±3.20 ab 8.25±4.97 a 2.50±2.25 a 7.50±4.79 a 

16 19.50±2.60 ab 21.75±7.60 a 3.00±3.00 a 7.50±4.79 a 
24 27.00±9.26 bc 19.00±7.94 a 11.50±0.50 a 15.75±6.69 ab 
32 46.25±7.88 cd 70.25±11.80 b 30.25±2.60 bc 29.50±6.91 b 
40 59.00±15.31 d 59.25±11.08 b 27.25±6.18 b 32.00±4.64 b 
48 62.00±7.49 d 60.25±19.02 b 46.25±7.88 d 50.25±9.40 c 
56 65.50±8.97 d 72.25±5.77 b 40.75±4.03 cd 51.50±4.35 c 

F-test * * * * 
C.V.(%) 81.00% 86.00% 94.00% 88.00% 

 

หมายเหตุ ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัในแต่ละกรรมวธีิแสดงวา่ไม่มีความแตกต่าง

ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวธีิ Duncan’s multiple range test 

 *  หมายถึง  มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  

 

cell solution ของแบคทีเรีย X. nematophilus สามารถท าใหแ้มลงวนัผลไม ้                

B. papayae ตายไดสู้งสูงกวา่ cell free filtrate อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือแบคทีเรียมีอายกุาร

เพาะเล้ียง 48 และ 56 ชัว่โมง  แสดงผลดงัตารางท่ี 5 กวา่  

เพศของแมลงวนัไม่มีผลต่อความสามารถของแบคทีเรียของแบคทีเรีย X. nematophilus 

โดย cell solution ของแบคทีเรีย X. nematophilus ในแต่ละช่วงอายุการเพาะเล้ียงท าให้จ  านวนแมลง

เพศผู ้และ เพศ เ มียตายไม่แตกต่างกัน   เ ช่น เ ดียวกัน  cell free filtrate ของ เ ช้ือแบคที เ รีย                                

X. nematophilus ท่ีมีอายุการเพาะเล้ียงของเช้ือแบคทีเรียท าให้จ  านวนแมลงเพศผูแ้ละเพศเมียตายไม่

แตกต่างกนั  แสดงผลดงัตารางท่ี 6 และตารางท่ี 7 
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        ภาพที ่11 กราฟแสดงค่าเฉล่ียเปอร์เซนตก์ารตายของแมลงวนัผลไม ้ Bectrocera  dorsalis  
 เพศผูแ้ละเพศเมียท่ีตายจากการไดรั้บ cell solution ของแบคทีเรีย  Xenorhabdus   
                 nematophilus ท่ีมีอายเุช้ือแตกต่างกนั 
 

 

 
        ภาพที ่12 กราฟแสดงค่าเฉล่ียเปอร์เซนตก์ารตายของแมลงวนัผลไม ้ Bectrocera  dorsalis  

เพศผูแ้ละเพศเมียท่ีตายจากการไดรั้บ cell free filtrate ของแบคทีเรีย Xenorhabdus  
nematophilus ท่ีมีอายเุช้ือแตกต่างกนั 
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ตารางที ่6 ค่าเฉล่ียเปอร์เซนตก์ารตายของแมลงวนัผลไม ้Bectrocera dorsalis เพศผูแ้ละเพศเมียท่ีตายจากการไดรั้บ  cell solution  ของแบคทีเรีย Xenorhabdus 
nematophilus ท่ีมีอายเุช้ือแตกต่างกนั 

กรรมวธีิ 
อายุเช้ือ (ช่ัวโมง 

เปอร์เซ็นต์การตาย (𝒙̅±SD) 

control 8 16 24 32 40 48 56 

cell solution 
เพศผู้ 0.00±0.00 5.50±3.20 19.50±2.60 27.00±9.26 46.25±7.88 59.00±15.31 62.00±7.49 65.50±8.97 
เพศเมีย 0.00±0.00 8.25±4.97 21.75±7.60 19.00±7.94 70.25±11.80 59.25±11.08 60.25±19.02 72.25±5.77 

T-test ns ns ns ns ns ns ns ns 
C.V.% 0.00% 119.00% 50.00% 75.00% 34.00% 45.00% 44.00% 22.00% 

 

 

หมายเหตุ ns  หมายถึง  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวธีิ t- test แบบ dependent  

 *  หมายถึง  มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวธีิ t- test แบบ dependent 
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ตารางที ่ 7 ค่าเฉล่ียเปอร์เซนตก์ารตายของแมลงวนัผลไม ้ Bactrocera dorsalis เพศผูแ้ละเพศเมียท่ีตายจากการไดรั้บ Cell free filtrates ของแบคทีเรีย 
Xenorhabdus nematophilus ท่ีมีอายเุช้ือแตกต่างกนั 

กรรมวธีิ 
อายุเช้ือ (ช่ัวโมง) 

เปอร์เซ็นต์การตาย (𝒙̅±SD) 

control 8 16 24 32 40 48 56 

cell free filtrate 
เพศผู้ 0.00±0.00 2.50±2.25 3.00±3.00 11.50±0.50 30.25±2.60 27.25±6.18 46.25±7.88 40.75±4.03 
เพศเมีย 0.00±0.00 7.50±4.79 7.50±4.79 15.75±6.69 29.50±6.91 32.00±4.64 50.25±9.40 51.50±4.35 

T-test ns ns ns ns ns ns ns ns 
C.V.% 0.00% 146.00% 149.00% 53.00% 32.57% 37.00% 36.00% 19.00% 

 

 

หมายเหตุ ns  หมายถึง  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวธีิ t- test แบบ dependent  

 *  หมายถึง  มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวธีิ t- test แบบ dependent 
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จากการศึกษาพบวา่ cell solution และ cell free filtrate ของแบคทีเรีย                           

X. nematophilus สามารถท าใหต้วัเตม็วยัแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ตายได ้โดยเม่ืออายกุารเพาะเล้ียง

ของเช้ือแบคทีเรียมากข้ึนจะมีความสามารถในการฆ่าแมลงมากข้ึน  โดยเฉพาะท่ีอายเุช้ือ 48 ชม.ทั้ง 

cell solution และ cell free filtrate ของแบคทีเรีย X. nematophilus มีความสามารถในการฆ่าแมลงวนั

ผลไม ้B. dorsalis ไดเ้ท่ากบั 74.25±6.26 และ 48.75±4.21  เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงสูงกวา่เช้ือแบคทีเรียท่ีมีอายุ

ในการเพาะเล้ียงนอ้ยกวา่  (8, 16, 24, 32 และ40 ชม.)  อยา่งมีนยัส าคญั    แต่ท่ีอายเุช้ือ  56 ชัว่โมง   

จ  านวนแมลงท่ีตายเร่ิมลดลง สอดคลอ้งกบัการศึกษาเบ้ืองตน้ซ่ึงพบวา่อตัราการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรีย   X. nematophilus จากช่วงอาย ุ 32, 40 ชัว่โมง  มีอตัราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ี

ใกลเ้คียงกนัจนถึงช่วงอาย ุ48 ชัว่โมง  เป็นช่วงท่ีแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตสูงท่ีสุดท าใหเ้ป็นช่วงท่ี

มีจ  านวนแบคทีเรียสูงท่ีสุดและจะคงท่ีไม่มีการเพิ่มจ านวนอีก (stationary phase) และช่วงอายุ

หลงัจาก 48 ชัว่โมง  เป็นตน้ไปปริมาณแบคทีเรียก็จะลดลงเร่ือยๆ  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองใช ้ 

cell solution  และ cell free filtrate เช้ือแบคทีเรีย X. nematophilus การควบคุมลูกน ้ายงุลายบา้นซ่ึง

พบวา่ cell solution ท่ีมีอายใุนการเพาะเล้ียง 48 ชัว่โมง  มีประสิทธิภาพในการฆ่าลูกน ้ ายงุลายบา้นได้

สูงสุดถึง 90 เปอร์เซ็นต ์ภายใน 24 ชัว่โมง (เมธาวี, 2556)  

เปรียบเทียบความสามารถในการฆ่าแมลงวนัผลไม ้ B. dorsalis ของแบคทีเรีย                          

X. nematophilus ระหวา่งกรรมวธีิ cell solution กบักรรมวธีิ cell free filtrate พบวา่เช้ือแบคทีเรียท่ีมี

อายใุนการเพาะเล้ียง 32, 48 และ56 ชัว่โมง กรรมวธีิ cell solution มีจ านวนแมลงท่ีตายมากกวา่

กรรมวธีิ cell free filtrate อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ทั้งน้ีเน่ืองจากใน cell solution มีทั้งเซลลข์อง

แบคทีเรียท่ีมีชีวิตและสารท่ีแบคทีเรียสร้างข้ึน  ไดแ้ก่ สารปฏิชีวนะ (antibiotic) เอนไซม ์ lipase, 

phospholipase และ protease ซ่ึงทั้งสองส่วนต่างมีความสามารถในการฆ่าแมลง (Boemare and 

Akhurst, 1988) จึงส่งผลใหใ้นกรรมวธีิ cell solution มีประสิทธิภาพในการฆ่าแมลงวนัผลไมไ้ด้

มากกวา่ cell free filtrate ซ่ึงผา่นการกรองเพื่อแยกเอาเซลลข์องแบคทีเรีย X. nematophilus ออกไป

แลว้ท าใหไ้ม่มีการตายท่ีเกิดจากเซลลข์องแบคทีเรีย  

เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแบคทีเรีย X. nematophilus ในการฆ่าแมลงวนั

ผลไม ้  B. dorsalis ระหวา่งเพศผูแ้ละเพศเมีย  แต่ละกรรมวธีิมีพบวา่มีแนวโนม้ในการฆ่าแมลงวนั

ผลไมเ้พศเมียสูงกวา่เพศผู ้ เพราะเพศเมียตอ้งการสารอาหารประเภทโปรตีนในปริมาณมากเพื่อการ

พฒันาระบบสืบพนัธ์ุและวางไข่  
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4. การศึกษาความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของ  cell solution  และ  cell free filtrate  ของแบคทเีรีย           

Xenorhabdus nematophilus ต่อการฆ่าแมลงวันผลไม้  Bactrocera dorsalis 

  จากการศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ cell solution และ cell free filtrate 

ของแบคทีเรีย X. nematophilus ต่อการฆ่าแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis เม่ือเวลาผา่นไป 48 ชัว่โมง cell 

solution และ cell free filtrate ของแบคทีเรียมีความสามารถในการฆ่าแมลงวนัผลไมท่ี้ความเขม้ขน้

เ ร่ิมต้น  10,000 ppm (ml/103L) (ความ เข้มข้น  1% หรือ  9.01×106 CFU/ml) และ  50,000 ppm 

(ml/103L) (ความเขม้ข้น 5% หรือ 4.51×107 CFU/ml) ตามล าดับ  และพบว่ามีเปอร์เซ็นต์การตาย

ของแมลงวนัผลไม้เพิ่มสูงข้ึนเม่ือระดับความเขม้ขน้ของ cell solution และ cell free filtrate ของ

แบคทีเรียเพิ่มข้ึน  เปอร์เซ็นต์การตายของแมลงวนัผลไมเ้น่ืองจากการไดรั้บ cell solution และ cell 

free filtrate มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (ตารางท่ี 9) โดยท่ีระดับความเข้มข้น 

100,000 ppm (ml/103L) (ความเขม้ขน้ 10% หรือ 9.01×107 CFU/ml) cell solution ของแบคทีเรียท า

ให้เกิดเปอร์เซ็นการตายของแมลงวนัผลไม้เท่ากับ 51.25±6.29 เปอร์เซ็น ซ่ึงค่า LC50 ของ cell 

solution ของแบคทีเรียมีค่าเท่ากับ 102,319 ppm (ml/103L) (ความเข้มขน้ 10.23%) และ cell free 

filtrate ของแบคทีเรียท่ีระดบัความเขม้ขน้เดียวกนัมีค่าเปอร์เซ็นต์การตายของแมลงวนัผลไมเ้พียง 

25.00±4.07 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงค่า LC50 ของ cell free filtrate ของแบคทีเรียมีค่าเท่ากับ 703,395 ppm 

(ml/103L) (ความเข้มข้น 70.34 เปอร์เซ็นต์) ซ่ึงสูงกว่าค่า LC50 ของ cell solution ของแบคทีเรีย 

ดงันั้น cell solution ของแบคทีเรียจึงมีความเหมาะสมต่อการน าไปใช้ ถึงแมว้่า cell solution ของ

แบคทีเรียจะมีประสิทธิภาพในการฆ่าแมลงวนัผลไม้ได้ต ่าเม่ือเปรียบเทียบกับการทดลองของ 

Mahar et al. (2008) พบว่า  cell solution ของแบคทีเรียท่ีระดับความเข้มข้น 4.0×107 CFU/ml 

สามารถฆ่าด้วงงวงและตัก๊แตนได้ 92.25 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั จากตารางท่ี 8 ท่ีระดบั

ความเขม้ขน้ 1,000,000 ppm (ml/103L) (ความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต ์หรือ 90.15×107CFU/ml) ของ 

cell solution ของแบคทีเรียก็ มีความสามารถในการฆ่าแมลงวันผลไม้ได้สูงถึง 96.25±4.79 

เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 48 ชัว่โมง ทั้งน้ีประสิทธิภาพในการฆ่าแมลงวนัผลไมข้อง cell solution 

ของแบคทีเรียอาจมีความแตกต่างกนัเน่ืองจากวิธีการท าให้แมลงได้รับเช้ือแบคทีเรียเขา้ไป เช่น

วิธีการฉีดพ่นแบคทีเรียลงบนตวัแมลงโดยตรงสามารถท าเช้ือแบคทีเรียมีประสิทธิภาพในการฆ่า

แมลงไดดี้กวา่การไดรั้บเช้ือแบคทีเรียโดยการกินเพราะแมลงสามารถเลือกกินได ้ส าหรับ cell free 

filtrate ของแบคทีเรียท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1,000,000 ppm (ml/103L) (ความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต)์ 
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มีความสามารถในการท าให้แมลงวนัผลไมต้ายไดเ้พียง 51.25±8.45 เปอร์เซ็นต์ มีค่า LC50 เท่ากบั

703,395 ppm (ml/103L) (ความเขม้ขน้ 70.34 เปอร์เซ็นต์)  ดังนั้นท่ีระดบัความเขม้ขน้เท่ากนั cell 

solution ของแบคทีเรีย X. nematophilus มีประสิทธิภาพในการน าไปใช้มากกว่า cell free filtrate 

ของแบคทีเรีย (ตารางท่ี 9) จึงเลือก cell solution ของแบคทีเรีย X. nematophilus ท่ีระดับความ

เขม้ขน้ 100,000 ppm (ml/103L) (ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์หรือ 9.01×107 CFU/ml) ไปใชใ้นการ

ทดลองต่อไป      
        

ตารางที ่ 8 เปรียบเทียบค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นการตายของแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis ท่ีตายจาก
การไดรั้บ cell solution และ cell free filtrate ของแบคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus ท่ีมีความ
เขม้ขน้แตกต่างกนั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัในแต่ละกรรมวธีิแสดงวา่ไม่มีความแตกต่าง

ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวธีิ Duncan’s multiple range test 

 *  หมายถึง  มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%

ความเข้มข้น  
(ppm; ml/103L) 

เปอร์เซ็นต์การตาย(𝒙̅±SD) 

cell solution cell free filtrate 

control 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 
1,000 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 
5,000 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 

10,000 13.75±4.79 b 0.00±0.00 a 
25,000 23.75±4.79 c 0.00±0.00 a 
50,000 31.25±7.50 c 13.75±4.79 b 
75,000 42.50±2.89 d 20.00±4.07 bc 

100,000 51.25±6.29 de 25.00±4.07 c 
250,000 60.00±4.08 e 25.00±0.00 c 
500,000 82.50±8.48 f 45.00±12.25 d 

1,000,000 96.25±4.79 g 51.25±8.45 d 
F-test * * 

C.V.(%) 90.04 114.97 
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ตารางที ่9 เปรียบเทียบค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นการตายของแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis ท่ีตายจากการไดรั้บ cell solution และ cell free filtrate ของแบคทีเรีย                  
Xenorhabdus nematophilus ท่ีมีความเขม้ขน้แตกต่างกนั 

 

หมายเหตุ ns  หมายถึง  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวธีิ t- test แบบ dependent  

 *  หมายถึง  มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวธีิ t- test แบบ dependent

กรรมวธีิ 
 

ความเข้มข้น 

เปอร์เซ็นการตาย (𝒙̅±SD) 

control 1,000 5,000 10,000 25,000 50,000 75,000 100,000 250,000 500,000 
control  

(1,000,000) 

cell solution 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 13.75±4.79 23.75±4.79 31.25±7.50 42.50±2.89 51.25±6.29 60.00±4.08 82.50±8.48 96.25±4.79 
cell free filtrate 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 13.75±4.79 20.00±4.07 25.00±4.07 25.00±0.00 45.00±12.25 51.25±8.45 

T-test ns ns ns * * * * * * * * 
C.V.(%) 0.00 0.00 0.00 75.90 40.18 27.19 15.93 17.53 4.80 24.10 9.04 
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5. ศึกษาหาปริมาณที่เหมาะสมของ yeast hydrolysate เมื่อผสมกับ cell solution ของแบคทีเรีย 

Xenorhabdus nematophilus 30 มิลลิลิตร (9.02×108 เซลล์ : มิลลิลิตร) เพื่อใช้เป็นเหยื่อพิษใน

การควบคุมตัวเต็มวยัแมลงวนัผลไม้ Bcatrocera dorsalis 

 จากการศึกษาหาปริมาณท่ีเหมาะสมของ เหยื่อโปรตีน yeast hydrolysate เม่ือผสม

กบั cell solution 30 มิลลิลิตร (9.02×108 เซลล ์: มิลลิลิตร) เพื่อใชเ้ป็นเหยือ่พิษในการควบคุมตวัเต็ม

วยัแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis พบวา่ ในช่วง 12 ชัว่โมงแรกยงัไม่พบการตายของแมลงวนัผลไมใ้น

ทุกกรรมวิธี แต่เม่ือเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมง พบเปอร์เซ็นต์การตายของแมลงวนัผลไมค้่อนขา้งสูง 

และมีเปอร์เซ็นตก์ารตายสูงข้ึนเร่ือยๆ  เม่ือเวลาผา่นไป 36 และ 48 ชัว่โมง ตามล าดบั โดยในแต่ละ

กรรมวิธีมีเปอร์เซ็นต์การตายของแมลงวนัผลไมไ้ม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ จากการทดลอง

พบว่ากรรมวิธีท่ี 1 มีส่วนผสมของ ยีสไฮโดรไลเสท 0.5 กรัม กับ cell solution ของแบคทีเรีย                         

X. nematophilus 30 มิลลิลิตร เม่ือเวลาผ่านไป 48 ชั่วโมง สามารถท าให้แมลงวนัผลไมต้ายไดถึ้ง 

100 เปอร์เซ็นต ์ จึงใช ้yeast hydrolysate 0.5 กรัม เพราะเป็นการประหยดัตน้ทุน 

 จากการศึกษาดงักล่าวท าใหท้ราบวา่ เหยือ่โปรตีน yeast hydrolysate ท่ีมีคุณสมบติั

ในการดึงดูดแมลงวนัผลไมส้ามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการฆ่าแมลงวนัผลไมไ้ด ้ท าให้แมลงวนั

ผลไม้มีโอกาสได้รับเช้ือแบคทีเรียท่ีผสมอยู่ในเหยื่อพิษเข้าสู่ภายในตวัแมลงได้มากข้ึนท าให้

แมลงวนัผลไม้มีอตัราการตายเพิ่มสูงข้ึน ซ่ึงสอดคล้องกับการทดลองของ สัญญาณี และคณะ 

(ม.ป.ป.) ท่ีพบวา่เหยือ่โปรตีนมีประสิทธิภาพดีในการดึงดูดแมลงวนัผลไม ้และการน าเหยือ่โปรตีน

มาใช้ร่วมกบัสารฆ่าแมลงโปรฟีโนฟอส 50 เปอร์เซ็นต์ EC 7.5 มิลลิลิตร ต่อเหยื่อโปรตีนอินไวท์ 

200 มิลลิลิตร  สามารถดึงดูดและฆ่าแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ในธรรมชาติได ้87.75 ตวั (วิภาดา 

และคณะ, ม.ป.ป.) 
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ตารางที ่10 เปรียบเทียบค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นการตายของแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis ท่ีตายจาก
การไดรั้บ cell solution ของแบคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus ผสมกบั yeast hydrolysate 

yeast hydrolysate 
+ 

30 ml cellsolution 

เปอร์เซ็นการตาย (𝒙̅±SD) 

12 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 36 ช่ัวโมง 48 ช่ัวโมง 

0.5 g  0.00±0.00 a 73.75±12.50 b 95.00±4.08 cd 100.00±0.00 d 
1.0 g  0.00±0.00 a 66.24±11.09 b 91.25±2.50 bcd 100.00±0.00 d 
1.5 g  0.00±0.00 a 73.75±8.53 b 90.00±4.08 bc 100.00±0.00 d 
2.0 g  0.00±0.00 a 72.50±13.23 b 96.25±2.50 cd 98.75±2.50 cd 
2.5 g  0.00±0.00 a 72.50±14.43 b 97.50±2.89 d 100.00±0.00 d 
3.0 g  0.00±0.00 a 58.75±8.54 b 85.00±10.00 b 90.00±11.54 b 
3.5 g  0.00±0.00 a 66.25±8.54 b 93.75±2.50 cd 95.00±4.08 bcd 
4.0 g  0.00±0.00 a 73.75±13.15 b 90.00±0.00 bc 92.50±2.89 bc 

control 0.00±0.00 a 0.25±0.50 a 0.00±0.00 a 0.25±0.50 a 
F-test ns * * * 

C.V.(%) 0 39.66 36.42 36.26 
 

หมายเหตุ ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัในแต่ละกรรมวธีิแสดงวา่ไม่มีความแตกต่าง

ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวธีิ Duncan’s multiple range test 

 ns  หมายถึง  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  

 *  หมายถึง  มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
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6. ศึกษาผลกระทบเหยื่อล่อโปรตีนที่มี  cell solution ของแบคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus  

ต่อตัวเต็มวยัแมลงช้างปีกใส Mallada basalis    

 จากผลการศึกษาในการทดลองท่ี 5 พบวา่ เม่ือเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง เหยือ่โปรตีน 

yeast hydrolysate ผสม cell solution 30 มิลลิลิตร (9.02×108  เซลล ์: มิลลิลิตร) ท าใหแ้มลงวนัผลไม ้

B. dorsalis มีเปอร์เซ็นตก์ารตายเท่ากบั 61.25±11.09 เปอร์เซ็นต ์และยงัคงมีเปอร์เซ็นตก์ารตายเพิ่ม

สูงข้ึนเร่ือยๆจนครบ 48 ชัว่โมง แมลงวนัผลไมมี้เปอร์เซ็นตก์ารตาย 100 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีแมลง

ช้างปีกใส M. basalis ไม่พบเปอร์เซ็นต์การตาย (ตารางท่ี 11) แสดงให้เห็นว่าจากการทดสอบหา

ความเป็นพิษของ cell solution ของแบคทีเรีย X. nematophilus ในเหยื่อโปรตีน yeast hydrolysate มี

ความเหมาะสมในการน าไปใชล่้อและฆ่าแมลงวนัผลไมเ้ท่านั้น ไม่สามารถดึงดูดให้แมลงชา้งปีก

ใสเขา้มากินเหยื่อพิษได ้จากการสังเกตไม่พบแมลงชา้งปีกใสเขา้มากินชัว่โมง เหยื่อโปรตีน yeast 

hydrolysate ผสม cell solution 30 มิลลิลิตร (9.02×108  เซลล์ : มิลลิลิตร) ทั้งน้ีเพราะแหล่งอาหารท่ี

สามารถดึงดูดแมลงช้างปีกใสไดน้ั้นคือน ้ าหวานและเกสรดอกไม ้ซ่ึงเป็นแหล่งอาหารท่ีส าคญัท่ี

แมลงชา้งปีกใสตอ้งการ ((Nordlund et al., 2001 อา้งโดย ประภสัสร และคณะ ม.ป.ป.) ซ่ึงแตกต่าง

จากแมลงวนัผลไมท่ี้มีแหล่งอาหารท่ีสามารถดึงดูดให้แมลงวนัเขา้หาได้คือน ้ าตาลและโปรตีน 

(White and Elson-harris, 1992) 
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ตารางที ่ 11 ค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นการตายของแมลงวนัผลไม ้ Bactrocera dorsalis และแมลงชา้งปีกใส Malada basalis ท่ีตายจากการไดรั้บ cell solution ของ
แบคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus ในเหยือ่โปรตีน yeast hydrolysate 

กรรมวธีิ 

เปอร์เซ็นการตาย (𝒙̅±SD) 

B. dorsalis M. basalis 

12 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 36 ช่ัวโมง 48 ช่ัวโมง 12 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 36 ช่ัวโมง 48 ช่ัวโมง 

0.5 g (yest hydrolysate)+30 ml (cell solution)  0.00±0.00 61.25±11.09 96.25±4.79 100.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 
control 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 
T-test ns * * * ns ns ns ns 
C.V.% 0 18.10 4.97 0 0 0 0 0 

 

 

หมายเหตุ ns  หมายถึง  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวธีิ t- test แบบ dependent  

 *  หมายถึง  มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวธีิ t- test แบบ dependent 
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7. ทดสอบระยะเวลาในการออกฤทธ์ิของแบคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus ต่อตัวเต็มวัย

แมลงวนัผลไม้ Bactrocera dorsalis  

ผลการศึกษาพิษตกคา้งของแบคทีเรีย X. nematophilus พบว่า ท่ีทรีทเมน้ต์ 0 วนั 

(ฉีดพ่น cell solution ของแบคทีเรีย X. nematophilus 30 มิลลิลิตร (9.02×108 เซลล ์: มิลลิลิตร) ผสม

กบั yeast hydrolysate 0.5 กรัม แลว้ปล่อยแมลงวนัผลไวเ้ขา้ไปในกรงทนัที) มีประสิทธิภาพในการ

ฆ่าแมลงวันผลไม้สูงถึง 99.75±0.50 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือทรีทเม้นต์ 1, 2, 3, 4 และ 5 ว ัน 

ตามล าดบั (ตารางท่ี 12)  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Steiner (1952) กล่าวว่า การใช้เหยื่อ

โปรตีนในการล่อแมลงจะไดผ้ลดีท่ีสุดในช่วงวนัแรกคือสามารถดึงดูดไดถึ้ง 62 เปอร์เซ็นต ์และจาก

วนัท่ี 3 เป็นต้นไปจะได้ผลเพียง 10 เปอร์เซ็นต์  เม่ือเก็บผลฝร่ังในแต่ละทรีทเม้นต์มาบ่มเพื่อดู

จ  านวนตวัอ่อน ดกัแด ้และตวัเต็มวยัทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย พบว่า ทรีทเมน้ต์ 0 ชัว่โมง มีจ านวนตวั

อ่อน จ านวนดักแด้ และตวัเต็มวยัทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย น้อยท่ีสุดเน่ืองจากแมลงวนัผลไมไ้ด้รับ

แบคทีเรียท่ียงัคงมีประสิทธิภาพในการฆ่าแมลงวนัผลไมสู้งเขา้สู่ภายในตวัแมลง  ท าให้แมลงเร่ิมมี

อาการติดเช้ือและตายซ่ึงการติดเช้ืออาจมีผลท าใหแ้มลงวนัผลไมล้ดพฤติกรรมในการวางไข่ลงจึงท า

ใหพ้บตวัอ่อน ดกัแด ้และตวัเตม็วยันอ้ยกวา่ทรีทเมน้ตอ่ื์นๆ (ตารางท่ี 13) มีอตัราการเขา้ดกัแด ้80.78 

เปอร์เซ็นต ์และมีอตัราการฟักเป็นตวัเตม็วยัเท่ากบั 94.53 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี 14) และในทรีทเมน้ต ์

1, 2, 3, 4 วนั และ ชุดควบคุม มีจ านวนตวัอ่อน ดกัแด ้และตวัเตม็วยัทั้งเพศผูแ้ละเพศเมียเพิ่มจ านวน

มากข้ึน ส่วนในทรีทเมน้ต ์5 พบวา่  ผลฝร่ังในแต่ละทรีทเมน้ตเ์ร่ิมเห่ียวท าให้ดึงดูดแมลงวนัผลไม้

ไดน้้อยกว่าในกรรมวิธีอ่ืนๆ (ตารางท่ี 14)  แสดงให้เห็นว่าลกัษณ์ทางกายภาพของผลฝร่ังท่ีใช้ลอ้

แมลงวนัผลไมมี้ผลต่อการดึงดูดแมลงวนัผลไมใ้ห้เขา้มาวางไข่ดว้ยเช่นกนั  และเม่ือระยะเวลาผา่น

ไปประสิทธิภาพของ cell solution ของแบคทีเรีย X. nematophilus ผสมกบั yeast hydrolysate ใน

การฆ่าแมลงวนัผลไมล้ดนอ้ยลงเน่ืองจากเซลล์แบคทีเรียและสารท่ีแบคทีเรียสร้างนั้นมีความคงทน

ต่อสภาพแวดลอ้มต ่าจึงท าใหมี้ระยะเวลาในการออกฤทธ์ิของแบคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus 

ต ่า 
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ตารางที ่12 เปรียบเทียบค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตก์ารตายของตวัเตม็วยัแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis 
ท่ีตายจากการไดรั้บพิษตกคา้งของ cell solution ของแบคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus ผสมกบั 
yeast hydrolysate บนผลฝร่ัง 

กรรมวธีิ 
(วนั) 

เปอร์เซ็นต์การตาย (𝒙̅±SD) 

12 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 36 ช่ัวโมง 48 ช่ัวโมง 

0 0.00±0.00 a 62.25±16.94 e 91.00±4.32 g 99.75±0.50 f 
1 0.00±0.00 a 46.25±7.18 d 55.00±3.37 f 77.25±2.99 e 
2 0.00±0.00 a 33.00±4.32 c 39.25±2.50 e 47.75±4.79 d 
3 0.00±0.00 a 17.75±2.26 b 20.00±0.82 d 24.00±5.10 c 
4 0.00±0.00 a 9.25±1.26 ab 9.75±0.96 c 9.75±0.96 b 
5 0.00±0.00 a 3.00±0.82 a 3.75±1.26 b 4.25±1.26 a 

control 0.00±0.00 a 0.25±0.50 a 0.00±0.00 a 0.50±0.58 a 
F-test ns * * * 

C.V.% 0 93.75 99.68 97.27 
 

หมายเหตุ ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัในแต่ละกรรมวธีิแสดงวา่ไม่มีความแตกต่าง

ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวธีิ Duncan’s multiple range test 

 ns  หมายถึง  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  

 *  หมายถึง  มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
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ตารางที ่13 เปรียบเทียบจ านวนตวัอ่อน ดกัแด ้และตวัเตม็วยัของแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis 
ท่ีไดจ้ากการทดสอบพิษตกคา้งของ cell solution ของแบคทีเรีย Xenorhabdus nematophilus ผสมกบั 
yeast hydrolysate 

กรรมวธีิ 
(วนั) 

ระยะตัวอ่อน 
(ตัว/โมเดล) 

ระยะดักแด้ 
(ตัว/โมเดล) 

ระยะตัวเต็มวยั (ตัว/โมเดล) 

เพศผู้ เพศเมีย 

0 96.25±4.11 b 77.75±5.25 b 35.25±0.96 b 38.25±0.96 b 
1 114.00±9.25 c 109.75±7.37 c 49.00±5.72 c 55.00±2.49 d 
2 140.25±13.74 d 120.75±4.79 d 45.25±3.78 c 48.50±3.42 c 
3 190.50±7.41 e 185.25±4.57 e 50.25±1.50 c 72.00±2.45 e 
4 241.50±12.50 f 234.25±4.11 f 61.00±6.58 d 91.50±3.70 f 
5 7.00±1.82 a 4.25±0.96 a 0.25±0.50 a 0.25±0.50 a 

control 257.00±4.76 g 254.00±5.72 g 138.00±2.16 e 104.75±6.65 g 
F-test * * * * 

C.V.% 7.92 8.07 7.30 5.65 
 

 

หมายเหตุ ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัในแต่ละกรรมวธีิแสดงวา่ไม่มีความแตกต่าง

ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวธีิ Duncan’s multiple range test 

 ns  หมายถึง  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  

 *  หมายถึง  มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
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ตารางที ่ 14 แสดงเปอร์เซ็นตก์ารเขา้ดกัแด ้ และเปอร์เซ็นตก์ารฟักเป็นตวัเตม็วยัของแมลงวนัผลไม ้       
Batrocera dorsalis ท่ีไดจ้ากการทดสอบพิษตกคา้งของ cell solution ของแบคทีเรีย Xenorhabdus 
nematophilus ผสมกบั yeast hydrolysate 

กรรมวธีิ 
(วนั) 

เปอร์เซ็นการเข้าดักแด้ 
เปอร์เซ็นการฟักเป็น

ตัวเต็มวยั 

0 94.82 94.76 
1 80.78 94.53 
2 86.90 77.34 
3 97.24 65.99 
4 97.00 65.10 
5 67.86 10.53 

control 98.34 96.04 
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8. ทดสอบแยกเช้ือแบคทีเรีย Xenorhabdus  nematophilus จากซากตัวเต็มวัยแมลงวันผลไม้ 

Bactrpcera papayae 

เม่ือน าซากตวัเตม็วยัแมลงวนัผลไมท่ี้ตายจากการไดรั้บ cell solution ของแบคทีเรีย 

X. nematophilus ซ่ึงมีลกัษณะสีคล ้ าลงสังเกตไดต้รงบริเวณส่วนทอ้งและซากแมลงจะแห้งช้ากว่า

ซากแมลงวนัท่ีตายตามปกติ (ภาพท่ี 20) มาแยกเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ NBTA   พบเช้ือแบคทีเรีย    

X. nematophilus (ภาพท่ี 21) จากผลท่ีได้สามารถยืนยนัได้ว่าแมลงวนัผลไม้ได้รับเช้ือแบคทีเรีย      

X. nematophilus จริงและเช้ือแบคทีเรียสามารถเจริญอยูภ่ายในตวัแมลงวนัผลไมไ้ด ้

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A ไม่ติดเช้ือ แบคทีเรีย X. nematophilus 

 B ติดเช้ือ แบคทีเรีย X. nematophilus 

  

A B 

ภาพที ่13 เปรียบเทียบซากแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis  ท่ีตายจากการติดเช้ือและไม่ติด 
  เช้ือแบคทีเรีย Xenorhadus nematophilus  (ก าลงัขยาย 3X) 
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ภาพที ่14 โคโลนีของแบคทีเรีย Xenorhadus nematophilus ท่ีแยกไดจ้ากซากแมลงวนัผลไม ้ 

 Bactrocera dorsalis 
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บทที ่4 

 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 
  การศึกษาผลของแบคทีเรีย X. nemotophilus ในเหยือ่โปรตีนต่อตวัเตม็วยัแมลงวนั

ผลไม ้B. dorsalis และแมลงชา้งปีกใส M. basalis พบวา่แบคทีเรีย X. nemotophilus ท่ีแยกไดจ้าก

ไส้เดือนฝอย S. carpocapsae มีประสิทธิภาพในการฆ่าตวัเตม็วยัแมลงวนัผลไมไ้ด ้โดย cell solution 

ของแบคทีเรียท่ีมีอายใุนการเพาะเล้ียง 48 ชัว่โมง มีจ านวนเซลลแ์บคทีเรีย 9.02×108 CFU/ml มี

ประสิทธิภาพในการฆ่าตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไมไ้ดสู้งท่ีสุดเท่ากบั 74.25 เปอร์เซ็นต ์ภายในเวลา 48 

ชัว่โมง และ cell solution ของแบคทีเรียท่ีมีอายใุนการเพาะเล้ียงนอ้ยลงประสิทธิภาพในการฆ่าตวั

เตม็วยัแมลงวนัผลไมล้ดลงตามไปดว้ย 

cell solution ของแบคทีเรียท่ีมีอายใุนการเพาะเล้ียง 48 ชัว่โมงท่ีระดบัความเขม้ขน้

ต่างๆหลงัการทดสอบเป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบวา่ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ท่ี 100,000 ppm มีจ านวนเซลล์

แบคทีเรีย 9.01×107 CFU/ml มีความเหมาะสมในการน าไปใชค้วบคุมตวัเตม็วยัแมลงวนัผลไม ้แมว้า่

จะมีเปอร์เซ็นตก์ารตายเพียง 51.259 เปอร์เซ็นต ์แต่เม่ือน า cell solution ของแบคทีเรียท่ีมีอายใุนการ

เพาะเล้ียง 48 ชัว่โมง มาผสมกบัเหยือ่โปรตีน yeast hydrolysate ในอตัราส่วน yeast hydrolysate 0.5 

กรัม : cell solution 30 มิลลิลิตร พบเปอร์เซ็นตก์ารตายของแมลงวนัผลไมสู้งถึง 73.75 เปอร์เซ็นต ์

ภายในเวลา 24 ชัว่โมง และเม่ือเวลาผา่นไป 48 ชัว่โมง พบเปอร์เซ็นตก์ารตายของแมลงวนัผลไม้

เท่ากบั 100.00 เปอร์เซ็นต ์ 

จากการศึกษาระยะเวลาในการออกฤทธ์ิ ของแบคทีเรีย   X. nemotophilus ในเหยื่อ

ล่อโปรตีน พบว่าประสิทธิภาพในการฆ่าตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไมข้อง cell solution ของแบคทีเรีย

ลดลง เม่ือเวลาผา่นไป 5 วนั แสดงให้เห็นวา่แบคทีเรียมีความคงทนต่อสภาพแวดลอ้มต ่าเม่ือมีการ

ฉีดพ่นทิ้งไวจ้ะท าให้เซลล์แบคทีเรียและสารท่ีแบคทีเรียสร้างนั้นเส่ือมสภาพเน่ืองจากไม่มีแหล่ง

อาหารให้แบคทีเรียสามารถตั้งตวัเองไดใ้นธรรมชาติและสารท่ีแบคทีเรียสร้างและมีความเป็นพิษ

ต่อแมลงนั้นเป็นสารกลุ่มเอนไซม์ซ่ึงจะมีประสิทธิภาพลดลงเม่ืออยู่ในสภาพแวดลอ้มมีอุณหภูมิท่ี

สูงและมีแสงแดดส่องถึง 
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  ในการทดลองสามารถแยกเช้ือแบคทีเรีย X. nemotophilus ไดจ้ากซากของแมลงวนั

ผลไมท่ี้ตายในการทดลอง ผลท่ีไดจึ้งสามารถยนืยนัไดว้า่แมลงไดรั้บเช้ือแบคทีเรีย X. nemotophilus 

เขา้เขา้สู่ภายในตวัแมลงวนัผลไม ้ เช้ือสามารถเจริญเติบโตภายในตวัแมลงวนัผลไมไ้ดแ้ละแมลงตาย

เน่ืองจากเช้ือแบคทีเรีย X. nemotophilus จริง ในส่วนของ cell free filtrate แบคทีเรีย X. nemotophilus 

มีประสิทธิภาพในการฆ่าตวัเตม็วยัแมลงวนัผลไมต้ ่ามากจึงไม่เหมาะแก่การน าไปใช ้ 

จากการทดสอบใชเ้หยือ่โปรตีน yeast hydrolysate ผสม cell solution กบัแมลงศตัรู

ธรรมชาติโดยทดสอบกบัแมลงช้างปีกใส M. basalis พบว่า เหยื่อโปรตีน yeast hydrolysate ผสม 

cell solution ไม่สามารถดึงดูดแมลงชา้งปีกใสไดจึ้งไม่มีผลในการฆ่าแมลงศตัรูธรรมชาติชนิดน้ีท่ีมี

โอกาสพบไดใ้นแปลงปลูกฝร่ัง 

จากการศึกษาจะเห็นได้ว่า  cell solution ของแบคทีเรียท่ีผสมกับเหยื่อโปรตีน 

yeast hydrolysate มีประสิทธิภาพในการดึงดูดและฆ่าตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไมไ้ด้ ซ่ึงขอ้มูลท่ีได้

สามารถใชเ้ป็นแนวทางในการศึกษาการใชแ้บคทีเรียเป็นเหยือ่พิษในการควบคุมและก าจดัแมลงวนั

ผลไม้โดยชีววิธีต่อไปเพื่อลดการใช้สารเคมี และหากในอนาคตมีการน าส่วนออกฤทธ์ิของ

แบคทีเรียไปพฒันาใหมี้อายใุนการใชง้านไดน้านข้ึนเช่ือไดว้า่ประสิทธิภาพโดยรวมจะดีข้ึน    
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเช้ือ 

1.  Nutrient  agar, containing  bromothymol blue  and triphenyltetrazolium chloride (NBTA)  

     ส่วนผสมท่ี 1 Beef  extract 3.000 กรัม 

                             Peptone                                                   5.000 กรัม 

                            Agar                                                      15.000 กรัม 

 Bromothymol  blue (BTB)                        0.025 กรัม 

 น ้ากลัน่                                               1,000.000 มิลิลิตร 

    ส่วนผสมท่ี 2 Triphenyltetrazolium  chloride                  0.040 กรัม 

 น ้ากลัน่                                                    50.000 มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมท่ี 1 ให้เขา้กนัตม้ให้วุน้ละลาย  เทใส่ขวดแกว้ปิดจุกน าไปน่ึงฆ่า

เช้ือท่ี อุณภูมิ  121 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา  15-20  นาที  ละลายส่วนผสมท่ี 2  แลว้น าเขา้ตูป้ลอด

เช้ือเพื่อดูดใส่ส่วนผสมท่ี 1 ขณะท่ียงัอุ่น (<50 องศาเซลเซียส) โดยดูดผ่าน disposable  filter (0.2 

ไมครอน)  เขยา่ใหส่้วนผสมท่ี 1 และ 2 เขา้กนั  เทใส่ pestri dish 

2. Trypticase Soy broth (TSB) 

     Pancreatic Digest of Casein                                           17.0     กรัม  

     Enzymatic Digest of Soybean Meal                                  3.0     กรัม 

     Sodium Chloride                                                               5.0     กรัม 

     น ้ากลัน่                                                                         1000.0     มิลลิลิตร 

ละลายส่วนประกอบต่างๆ  น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

15-20  นาที 
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ภาคผนวก ข 

บริษัทผู้ผลติอาหารเลีย้งเช้ือ  
 

รายการ บริษทัผูผ้ลิต 
Corn meal agar  Difco 
Corn starch agar บริษทัวทิยาศรม จ ากดั 
Malt extract Difco 
Peptone Difco 
Potato dextrose broth (PDB) Difco 
Sabouraud dextrose broth (SDB) Difco 
Sabouraud dextrose agar (SDA) Difco 
Skim milk agar Difco 
Urea Merck 
Urea agar base Merck 
Yeast extract   Difco 
Yeast Mold Broth (YM) Difco 
Yeast nitrogen base                                                                  Difco 
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ภาคผนวก ค 

การเลีย้งเพิม่ปริมาณแมลงวนัผลไม้ B. dorsalis ในห้องปฏิบัติการ 

เก็บตวัอยา่งผลฝร่ังท่ีถูกท าลายโดยแมลงวนัจากพื้นท่ีปลูกฝร่ังของเกษตรกรมาวาง

ในกล่องพลาสติกขนาด 16.5×23.5×9.5 เซนติเมตร  ภายในกล่องบรรจุเวอมิคูไลท์สูงประมาณ 2 

เซนติเมตร  ทิ้งไวป้ระมาณ 11-14 วนั เม่ือแมลงวนัผลไมเ้ขา้สู่ระยะดกัแด ้จึงยา้ยดกัแดไ้ปไวใ้นกรง

เล้ียงแมลงขนาด 30×30×30 เซนติเมตร ท่ีบุด้วยผา้มุง้สีขาว  เม่ือดกัแด้ฟักกลายเป็นตวัเต็มวยัให้

อาหารตวัเตม็วยัดว้ยยสีตไ์ฮโดรไลเซท น ้ าตาล อตัราส่วน 1:1 (ยสีตไ์ฮโดรไลเซท 2 กรัม : น ้าตาล 2 

กรัม ต่อแมลงวนัจ านวน 50 ตวั) และน ้ า เปล่ียนอาหารทุกๆ 5 วนั  เม่ือตวัเต็มวยัท่ีมีอายุ 11 วนั จะมี

ผนังล าตวัแข็งแรงและสีไม่เปล่ียนแปลงจึงน าตวัเต็มวยัไปท าให้สลบด้วยความเยน็และคดัเลือก

เฉพาะแมลงวนัผลไม้ชนิด B. dorsalis มาเล้ียงเพิ่มปริมาณในห้องปฏิบัติการ  ตวัเต็มวนัมีอายุ

ประมาณ 7-10 วนั เร่ิมล่อให้แมลงวางไข่ดว้ยการน าผลฝร่ังสดไปวางในกรงเล้ียงแมลง  แมลงวนั

ผลไมเ้พศเมียจะใชอ้วยัวะวางไข่  เปล่ียนผลฝร่ังสดทุกวนัเพื่อใหไ้ดไ้ข่ท่ีมีอายเุท่ากนั  น าผลฝร่ังท่ีตวั

เต็มวยัเพศเมียวางไข่แลว้วางบนอาหารเทียมในกล่องขนาด 14×20×7 เซนติเมตร    บนัทึกวนัท่ีเก็บ

ไข่แต่ละกล่อง  เ ม่ือตัวหนอนอายุได้ประมาณ 6-8 ว ัน น าไปวางในกล่องพลาสติกขนาด 

16.5×23.5×9.5 เซนติเมตร ซ่ึงดา้นล่างรองดว้ยเวอมิคูไลทท่ี์อบฆ่าเช้ือแลว้สูงประมาณ 2 เซนติเมตร 

เพื่อให้ตวัหนอนเขา้ดกัแด ้ หลงัจากนั้น 1-2 วนั เก็บดกัแดโ้ดยการร่อนดว้ยตะแกรงออกจากเวอมิ

คูไลทแ์ลว้น าใส่ในจานแกว้ (petri dish) วางไวใ้นกรงเล้ียงแมลงขนาด 30×30×30 เซนติเมตร เพื่อรอ

ให้ดกัแดฟั้กเป็นตวัเต็มวยั (F1)  เม่ืออายุครบ 4 วนั จึงน าไปศึกษาหัวขอ้ถดัไปหรือน าไปเล้ียงเพิ่ม

ปริมาณตามขั้นตอนขา้งตน้ต่อไป  อาหารเทียมเพื่อเล้ียงหนอนแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis 

(Hendel) (แสน ,2529)  มีส่วนผสม  ดงัน้ี 
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ขา้วโพด       150.0   กรัม 

กลว้ยน ้าวา้        150.0   กรัม 

ทิชชูหยาบ        30.0  กรัม 

น ้าตาลทราย        30.0  กรัม 

Brewer’s yeast        30.0  กรัม 

Sodium benzoate         0.6  กรัม 

conc.HCI                 6.0  มิลลิลิตร 

H2O       300.0  มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ง 

การค านวณการเจริญเติบโต 

ก าหนดให้ 

               No  เป็นจ านวนแบคทีเรียเร่ิมตน้ 

               Nt   เป็นจ านวนแบคทีเรียสุดทา้ยท่ีเวลา t 

               td    เป็นเวลาในแต่ละรอบการแบ่งเซลล ์(generation time) 

               t     เป็นเวลาทั้งหมดท่ีแบคทีเรียใชใ้นการเจริญ (การทดลอง) 

               n     เป็นจ านวน generation 

               R    อตัราการเจริญ 

ดงันั้นจ านวนแบคทีเรียสุดทา้ยจะได ้

               Nt = No x 2n 

Taking the logarithms 

              Log Nt = log No + nlog2 

              n = Log Nt ‐ log No 

              log2 

              log2 = 0.301 

               n = 3.3(log Nt / No) 

เน่ืองจาก td = t / n 

ดงันั้น td =            t 

                    3.3 log Nt / No 

ค่า µ = specific growth rate (h-1) หาไดจ้ากสูตร 

td  =   0.693                   

              µ 
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ภาคผนวก จ 

ผลการค านวน Probit Analysis ของ Cell free filtrate 

Prob        CONCEN         Lower         Upper 

 

   .01    6048.25286    1266.53080   14387.67555 

   .02   10560.17662    2788.83029   22357.92305 

   .03   15039.67979    4588.55383   29657.90049 

   .04   19622.81769    6659.61049   36758.33519 

   .05   24362.97042    9000.86774   43846.37544 

   .06   29289.53686   11613.78814   51025.30068 

   .07   34422.41257   14501.17229   58364.48069 

   .08   39777.11516   17666.44650   65917.47267 

   .09   45367.00126   21113.21185   73730.09471 

   .10   51204.36304   24844.93195   81844.57842 

   .15   84517.75575   47865.13537  128409.73979 

   .20  125869.96593   78192.61879  189343.26799 

   .25  177140.77502  115618.66002  272230.44974 

   .30  240759.32510  160033.01884  387172.19858 

   .35  319942.99652  211934.27873  547627.89522 

   .40  419036.69782  272629.02914  772253.34675 

   .45  544032.10978  344258.09114 1088152.82550 

   .50  703395.41031  429915.21353 1536264.14994 

   .55  909440.99503  533992.38999 2180661.72825 

   .60 1180720.22287  662863.73294 3125656.62101 

   .65 1546416.41986  826152.95406 4549358.81162 

   .70 2055019.48070 1039170.87483 6774803.31374 

   .75 2793061.63797 1327993.15655 10436069.2060 

   .80 3930763.78133 1741321.07165 16920100.4607 

   .85 5853978.24217 2383114.85474 29780719.6779 

   .90 9662557.52135 3528527.06219 60796172.6615 

   .91 10905836.6108 3878210.89925 72254832.7512 

   .92 12438436.0531 4296999.90055 87173066.9763 

   .93 14373341.8506 4809274.57413 107168242.552 

   .94 16892213.2709 5453170.32396 134986048.777 

   .95 20308077.9817 6292394.37247 175656169.278 

   .96 25213764.4574 7443357.50133 239399852.613 

   .97 32897316.3080 9148382.22853 350378044.160 

   .98 46851972.3909 12029749.7517 581550298.668 

   .99 81802979.2553 18508408.4515 1293367532.96 
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ผลการค านวน Probit Analysis ของ Cell solution 

  Prob        CONCEN         Lower         Upper 

 

   .01    2120.55921     797.51886    4134.07145 

   .02    3339.81198    1398.81617    6074.22756 

   .03    4455.37776    1996.11153    7760.99589 

   .04    5534.00334    2606.68906    9337.71767 

   .05    6601.26477    3237.17822   10858.74074 

   .06    7670.35286    3891.10974   12351.82046 

   .07    8749.28644    4570.77589   13833.61674 

   .08    9843.51420    5277.88652   15315.26309 

   .09   10957.06138    6013.85095   16804.81750 

   .10   12093.10578    6779.91568   18308.49401 

   .15   18193.75962   11101.10847   26193.70342 

   .20   25171.09507   16341.83330   35000.75863 

   .25   33254.47556   22650.23828   45120.35947 

   .30   42703.66396   30195.16909   56999.61201 

   .35   53841.00484   39174.16808   71214.69206 

   .40   67083.89691   49826.61876   88542.07801 

   .45   82989.01269   62458.35578  110051.45050 

   .50  102319.38216   77484.21295  137244.54010 

   .55  126152.31374   95496.27427  172283.56830 

   .60  156062.13186  117371.89909  218394.32339 

   .65  194447.63330  144454.48582  280618.42888 

   .70  245160.60202  178885.78563  367308.86184 

   .75  314822.46498  224284.41621  493369.36559 

   .80  415923.73854  287308.10036  688161.70355 

   .85  575431.14690  381881.24714 1018415.54646 

   .90  865721.02803  543892.61404 1675045.19214 

   .91  955480.26970  592065.22165 1889994.72955 

   .92 1063568.94029  649117.11586 2155306.47594 

   .93 1196583.97747  718059.85237 2490750.87799 

   .94 1364898.87137  803556.66753 2928165.68289 

   .95 1585946.98661  913309.46241 3522512.75148 

   .96 1891805.13948 1061207.72625 4378105.61059 

   .97 2349802.08736 1275712.06140 5722182.26334 

   .98 3134684.23596 1628456.77415 8173134.92587 

   .99 4937025.99924 2390054.66924 14351253.2743 
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 Xenorhabdus  nematophilus   ท่ีมีอายกุารเพาะเล้ียงต่างกนัในการฆ่าตวัเตม็วยั 

 แมลงวนัผลไม ้Bactrocera papayae Drew & Hancock (Diptera: Tephritidae) 
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