
 

การคดัเลือกเช้ือ Streptomyces spp. ทีม่คุีณสมบัติในการฆ่าแมลงและแนวทางการควบคุม 

แมลงวนัผลไม้ Bactrocera dorsalis (Hendel) (Diptera: Tephritidae)  

Screening Insecticidal Properties of Streptomyces spp. and Controlling Oriental 

Fruit Fly, Bactrocera dorsalis (Hendel) (Diptera: Tephritidae)  
 

 

 
 

เบญจวรรณ  ศิริกุล 
Benjawan  Sirikun 

 
 
 
 

วทิยานิพนธ์นีเ้ป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญา  
วทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวชิากฏีวทิยา 

มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 
A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements for the Degree of 

Master of Science in Entomology 
Prince of Songkla University 

2562 
ลขิสิทธ์ิของมหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 



(1) 

 

 

การคดัเลือกเช้ือ Streptomyces spp. ทีม่คุีณสมบัติในการฆ่าแมลงและแนวทางการควบคุม 

แมลงวนัผลไม้ Bactrocera dorsalis (Hendel) (Diptera: Tephritidae)  

Screening Insecticidal Properties of Streptomyces spp. and Controlling Oriental 

Fruit Fly, Bactrocera dorsalis (Hendel) (Diptera: Tephritidae)   
 

 

 
 

เบญจวรรณ  ศิริกุล 
Benjawan  Sirikun 

 
 
 
 

วทิยานิพนธ์นีเ้ป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญา  
วทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวชิากฏีวทิยา 

มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 
A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements for the Degree of 

Master of Science in Entomology 
Prince of Songkla University 

2562 
ลขิสิทธ์ิของมหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 



(2) 

 

ช่ือวทิยานิพนธ์ การคัดเลือกเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีคุณสมบัติในการฆ่าแมลงและแนวทาง         
การควบคุม แมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis (Hendel) (Diptera: Tephritidae) 

ผู้เขียน นางสาวเบญจวรรณ  ศิริกุล 
สาขาวชิา กีฏวทิยา 

 _____________________________________________________________________ 
 

อาจารย์ทีป่รึกษาวทิยานิพนธ์หลกั 

 
…………………………………………. 
(ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.นริศ  ทา้วจนัทร์) 
 

 
 
 

 

 

คณะกรรมการสอบ 

 
............................................ประธานกรรมการ 
 (ดร.จารุวฒัน์  เถาธรรมพิทกัษ)์ 

 
........................................................กรรมการ 

 (รองศาสตราจารย ์ดร.อรัญ  งามผอ่งใส) 

 
........................................................กรรมการ 

 (ดร.กราญจ์นา  ถาอินชุม) 
 

........................................................กรรมการ 
 (ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. นริศ  ทา้วจนัทร์) 

 
 

 
บณัฑิตวทิยาลยั มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ อนุมติัใหน้บัวิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีเป็น

ส่วนหน่ึงของการศึกษา ตามหลกัสูตรปริญญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาวชิากีฏวทิยา 
 
      ............................................................... 

(ศาสตราจารย ์ดร. ด ารงศกัด์ิ  ฟ้ารุ่งสาง) 
 คณบดีบณัฑิตวทิยาลยั 



(3) 

ขอรับรองวา่ ผลงานวจิยัน้ีมาจากการศึกษาวจิยัของนกัศึกษาเอง และไดแ้สดงความขอบคุณบุคคลท่ี
มีส่วนช่วยเหลือแลว้ 

 
 

ลงช่ือ .................................................................... 
 (ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.นริศ ทา้วจนัทร์) 
 อาจารยท่ี์ปรึกษาวทิยานิพนธ์หลกั 

 
ลงช่ือ ................................................................... 
 (นางสาวเบญจวรรณ  ศิริกุล) 
นกัศึกษา 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



(4) 

 

ขา้พเจา้ขอรับรองวา่ ผลงานวิจยัน้ีไม่เคยเป็นส่วนหน่ึงในการอนุมติัปริญญาในระดบัใดมาก่อน และ
ไม่ไดถู้กใชใ้นการยืน่ขออนุมติัปริญญาในขณะน้ี 

 
 
 
 

ลงช่ือ .................................................................... 
 (นางสาวเบญจวรรณ  ศิริกุล) 
 นกัศึกษา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



(5) 

 

ช่ือวทิยานิพนธ์ การคดัเลือกเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีคุณสมบติัในการฆ่าแมลงและแนวทาง   
การควบคุมแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis (Hendel) (Diptera: Tephritidae)                

ผู้เขียน นางสาวเบญจวรรณ ศิริกุล 
สาขาวชิา กีฏวทิยา 
ปีการศึกษา 2561  
 

บทคดัย่อ 
การคดักรองเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีคุณสมบติัในการฆ่าแมลงจ านวน 52 ไอโซเลท   

โดยเทคนิค brine shrimp bioassay พบเช้ือ Streptomyces spp. จ านวน 10 ไอโซเลท ได้แก่ K4H–9, 
K4H–10, K5–4, K5H–10, K6–5, K8–4, K8–10, NRST9, NRST15 และ NRST17 มี คุณสมบัติใน
การฆ่าแมลง ส่งผลให้มีเปอร์เซ็นต์การตายสะสมของอาร์ทีเมียมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ ท่ีระยะเวลา          
24 ชัว่โมง แตกต่างจากไอโซเลทอ่ืนๆและชุดควบคุมอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ทดสอบ
การสร้างเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอส พบวา่เช้ือ Streptomyces spp. ส่วนใหญ่มีความสามารถใน
การสร้างเอนไซมท์ั้งสองชนิด การศึกษาระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีเหมาะสมต่อ
การสร้างสารออกฤทธ์ิในการฆ่าแมลง พบว่าเช้ือ  Streptomyces spp. ไอโซเลท K5–4, K8–4, 
NRST9, NRST15 และ NRST17 เหมาะส าหรับการเล้ียงท่ีระยะเวลา 1 สัปดาห์ เช้ือ Streptomyces spp.               
ไอโซเลท  K8–10 เหมาะส าหรับการเล้ียงท่ีระยะเวลา 2 สัปดาห์ และเช้ือ  Streptomyces spp.                 
ไอโซเลท K4H–9, K4H–10 และ K5H–10 เหมาะส าหรับการเ ล้ียง ท่ีระยะเวลา  3 สัปดาห์                    
การคดักรองเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีส่งผลต่อการเจริญของแมลงวนัผลไม้ Bactrocera dorsalis 
เบ้ืองตน้ พบว่าเช้ือ Streptomyces spp. จ านวน 3 ไอโซเลท ได้แก่ K8–10, NRST15 และ NRST17 
ท าใหแ้มลงมีความผิดปกติและส่งผลต่อการรอดชีวติ 60.38, 73.33 และ 77.50 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
เม่ือศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและอณูวิทยาของเช้ือทั้ง 3 ไอโซเลท พบวา่เช้ือไอโซเลท K8–10 
มีความใกล้เคียงกับเช้ือ S. hygroscopicus ส่วนเช้ือไอโซเลท NRST15 และ  NRST17 มีความ
ใกลเ้คียงกบัเช้ือ S. albidoflavus การศึกษาสารทุติยภูมิในสารสกดัหยาบของเช้ือ Streptomyces sp. 
ไอโซเลท K8–10 โดยวิธี LCMS พบมวลโมเลกุลท่ีมีค่ามวลต่อประจุ (m/z) เท่ากับ 609.3740 m/z, 
700.4400 m/z, 729.4539 m/z, 591.3637 m/z และ 761.4827 m/z มีความใกลเ้คียงกบัสารท่ีออกฤทธ์ิ
ควบคุมแมลง คือ allosamidin, moxidectin, avermectin, spinosyn A และ spinosyn Q ตามล าดับ    
สารสกดัหยาบท่ีความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของเช้ือ Streptomyces sp. K8–10 ส่งผลต่อ
แมลงวนัผลไม้ B. dorsalis ระยะไข่ ระยะหนอน และตวัเต็มวยั แต่ไม่ส่งผลต่อระยะดกัแด ้      
โดยท าให ้ระยะไข่ มีการฟัก 53.00 เปอร์เซ็นต์ และรอดชีวิตเป็นตัวเต็มว ัยท่ีสมบูรณ์เพียง            
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36.17 เปอร์เซ็นต์ ออกฤทธ์ิฆ่าระยะหนอน 68.00 เปอร์ เซ็นต์ และรอดชีว ิตเป็นตวัเต็มวยั ท่ี
สมบูรณ์เพียง 19.33 เปอร์เซ็นต์ และในระยะตวัเต็มวยั ส่งผลให้มีเปอร์เซ็นตก์ารตายสะสมของตวั
เต็มวยัสูงสุด 28.33 เปอร์เซ็นต ์แตกต่างจากความเขม้ขน้อ่ืนๆ และชุดควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(P<0.05) เช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10 มีศกัยภาพในการน าไปใช้ควบคุมและการจดัการ
แมลงศตัรูพืชในอนาคต 
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ABSTRACT 

The screening insecticidal activity of 52 isolates of Streptomyces spp. by 
brine shrimp bioassay were investigated. Ten isolates (K4H–9, K4H–10, K5–4, K5H–10, K6–5, K8–4,        
K8–10, NRST9, NRST15 and NRST17) showed insecticidal activity with percentage cumulative 
mortality of brine shrimp more than 90% at 24 hours and significantly different from other isolates 
and control (P<0.05). The most screened isolates of Streptomyces spp. showed chitinase and 
protease activities. The cultivation time of Streptomyces spp. for produce secondary metabolite 
were tested. Isolates K5–4, K8–4, NRST9, NRST15 and NRST17 were suitable at 1 week, 
isolates K8–10 was suitable at 2 weeks and isolates K4H–9, K4H–10 and K5H–10 were suitable at 
3 weeks, respectively. The preliminary screening effects of Streptomyces spp. on Bactrocera dorsalis 
were studied. Three isolates of Streptomyces spp. i.e. K8–10, NRST15 and NRST17 had an effects 
on survival rate of B. dorsalis with 60.38, 73.33 and 77.50%, respectively. Three selected isolates 
were studied on morphological and molecular identifications. Isolate K8–10 was similar to bacterial 
species S. hygroscopicus and isolates NRST15 and NRST 17 were similar to bacterial species           
S. albidoflavus. The crude extract of secondary metabolite of Streptomyces sp. isolated K8–10 were 
investigated by LCMS analysis. Five molecules were found i.e. 609.3740 m/z, 700.4400 m/z, 
729.4539 m/z, 591.3637 m/z and 761.4827 m/z and peak similar to allosamidin, moxidectin, 
avermectin, spinosyn A and spinosyn Q respectively. The crude extract of Streptomyces sp. isolate 
K8–10 at concentration 50 mg/ml showed negative effect on egg, larval and adult stages of  
B. dorsalis, except on the pupal stage. The treated egg had 53.00% of hatching and 36.17% of 
survival to adult stage, the treated larvae had 68.00% of mortality and 19.33% of survival to adult 
stage, the treated adult had percentage mortality 28.33%, respectively, this concentration 
significantly different from other concentrations and control (P<0.05). The Streptomyces sp. 
isolates K8–10 had the potential for use in biological control and management of insect pests in future. 
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บทที ่1 
บทน า 

 
บทน าต้นเร่ือง 

 
แมลงวนัผลไม้ (Oriental fruit fly) อยู่ในวงศ์ Tephritidae เป็นแมลงศัตรูพืชท่ี

ส าคญัทางเศรษฐกิจ สามารถเขา้ท าลายพืชผลทางเกษตรไดม้ากมายหลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
ผลไมท่ี้มีผิวเปลือกบาง พืชผกั และไม้ดอกบางชนิด (Diamantidis et al., 2008) จ านวนแมลงวนั
ผลไม้ท่ีอยู่ในวงศ์น้ีมีมากกว่า 4,000 ชนิด แต่มีเพียง 10 เปอร์เซ็นต์ ของจ านวนแมลงวนัผลไม้
ทั้งหมดท่ีจดัเป็นแมลงศตัรูส าคญัทางเศรษฐกิจ และมีพื้นท่ีการแพร่กระจายในหลายประเทศทัว่โลก
ทั้ งในเขตอบอุ่น เขตก่ึงร้อน และเขตร้อน (Christenson and Foote, 1960; Weems et al., 1999;   
Singh, 2003) ส าหรับในทวีปเอเชีย เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้และหมู่เกาะแปซิฟิก แมลงวนัผลไม ้
Bactrocera dorsalis (Hendel) จดัเป็นชนิดของแมลงวนัผลไมท่ี้ส าคญัในพื้นท่ีเขตน้ี (Vargas et al., 2015) 
ในประเทศไทยพบการแพร่ระบาดทัว่ทุกภาคของประเทศตั้ งแต่เขตเหนือสุดยาวลงมาถึงเขต
ชายแดนติดกบัประเทศมาเลเซีย (Clarke et al., 2001) นอกจากน้ีมีรายงานความเสียหายของผลผลิต
ท่ีเกิดจากการเขา้ท าลายของแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ในมะม่วง ฝร่ัง และมะละกอ อยู่ระหว่าง    
12–90 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงระดับของความเสียหายนั้นข้ึนอยู่กับพื้นท่ี ฤดูกาล และการจดัการแมลง
ศตัรูพืชของเกษตรกร (Allwood and LeBlanc, 1997) ความเสียหายจากแมลงวนัผลไมไ้ม่เพียงแต่
เกิดข้ึนกับผลไม้ก่อนเก็บเก่ียวภายในแปลงเท่านั้น แต่มีผลต่อเน่ืองจนถึงภายหลังการเก็บเก่ียว       
ในการจดัการผลผลิตให้มีคุณภาพ เพื่อการส่งออกสินคา้ระหว่างประเทศ ดงันั้นแมลงวนัผลไม้
จดัเป็นแมลงศตัรูท่ีส าคญัทางเศรษฐกิจของประเทศไทย จากความเสียหายท่ีเกิดข้ึนและความ
ตอ้งการควบคุมแมลงวนัผลไมด้งักล่าว โดยการลดการใชส้ารเคมี การใชเ้ช้ือจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ 
เช่น เช้ือ Streptomyces spp. ควบคุมแมลงถือเป็นอีกแนวทางเลือกหน่ึงท่ีสามารถน ามาใช้ส าหรับ
การควบคุมแมลงวนัผลไม ้ 

ในปัจจุบันมีวิธีการควบคุมก าจัดแมลงวนัผลไม้หลากหลายวิธี ตัวอย่างการ
ทดสอบควบคุมแมลงวนัผลไมใ้นสวนพุทรา โดยการใชแ้มลงท่ีเป็นหมนัจากการฉายรังสีร่วมกบั
การวางกบัดกั การสร้างแนวกั้นแมลง การท าลายพืชอาศยัและก าจดัผลไมท่ี้แมลงวนัผลไมเ้ขา้ท าลาย 
พบวา่ประชากรแมลงวนัผลไมล้ดลง 71.79–75.78 เปอร์เซ็นต ์ในพื้นท่ีทดสอบ (วณิช และคณะ, 2555) 
ซ่ึงการบูรณาการวิธีการป้องกนัก าจดัแมลงวนัผลไม ้ตามหลกัการจดัการศตัรูพืชแบบผสมผสาน 
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(Integrate Pest Management: IPM) เป็นวิธีการท่ีเหมาะสม การคน้หาวิธีการใหม่เพื่อช่วยในการ
ก าจดัตามหลกั IPM จึงเป็นแนวทางที่ดี หน่ึงในวิธีการป้องกนัก าจดัแมลงตามหลกั IPM คือ     
การใช้เช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคแมลง ซ่ึงเช้ือ Streptomyces spp. เป็นเช้ือจุลินทรีย์ท่ีน่าสนใจในการ
น ามาใช้ควบคุมแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis โดยเช้ือ Streptomyces spp. จดัเป็นแบคทีเรียแกรมบวก 
ท่ีมีลกัษณะคลา้ยเช้ือรา สามารถสร้างสารท่ีมีคุณสมบติัในการฆ่าแมลงหลายชนิด เช่น นิกโกมยัซิน 
(nikkomycin) ท่ีมีผลต่อการสังเคราะห์ไคติน และสารกลุ่มแมคโครไลด์ (macrolide) ท่ีมีผลในการ
ยบัย ั้งการลอกคราบของแมลง (Muller et al., 1981) จากการศึกษาของ Samri และคณะ (2015) 
ได้ทดสอบความเป็นพิษของเช้ือกลุ่ม Actinomycetes กบัไรนางฟ้า (brine shrimp) ท่ีไดรั้บการคดั
กรองจากทั้งหมด 12 ไอโซเลท พบว่าไอโซเลทท่ี OS46, 37 และ B62 มีค่า LD50 เท่ากบั 0.26, 0.34 
และ  0.84 ไมโครกรัมต่อมิลลิ ลิตร ตามล าดับ  Kaur และคณะ (2014) ค้นพบสารทุ ติย ภูมิ        
(secondary metabolite) ใน  S. hydregenans DH16 และท าก ารสกัดด้วยสาร เอ ทิลอะ ซิ เตท               
(ethyl acetate) ทดสอบในระยะดกัแดข้องหนอนในวงศ ์Noctuidae พบว่าสารสกดัหยาบมีฤทธ์ิใน
การฆ่าหนอน ( lavicidal insecticide) และยบัย ั้งการเจริญของหนอนกระทู ใ้นระยะต่างๆ 
นอกจากน้ีมีรายงานสารปฏิชีวนะท่ีเช้ือ Streptomyces spp. สร้างข้ึน ไดแ้ก่ flavenomycin (Craveri 
and Giolitti, 1957) antinomycin (Kido and Spyhalski, 1950) piericidins (Takahaski et al., 1968) 
macrotetralides (Oishi et al.,1970) และ prasinons (Box et al., 1973) ซ่ึงมีฤทธ์ิฆ่าแมลง (insecticide) 
จากคุณสมบติัขา้งตน้ของเช้ือ Streptomyces spp. จึงเป็นท่ีมาของแนวคิดในการน าเช้ือ Streptomyces spp.                             
ท่ีมีประสิทธิภาพมาประยุกต์ใช้ในการทดสอบการควบคุมแมลงวนัผลไม้ B. dorsalis เพื่อเป็น
แนวทางส าหรับการป้องกันก าจดั ลดการใช้สารเคมีท่ีมีอันตรายต่อส่ิงมีชีวิตและเป็นมิตรต่อ
สภาพแวดล้อม อีกทั้งเพื่อเป็นขอ้มูลส าหรับใช้ควบคุมแมลงชนิดน้ีส าหรับเกษตรกรผูป้ลูกไมผ้ล
และผูท่ี้สนใจจะต่อยอดทางการศึกษาต่อไปในอนาคต 
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ตรวจเอกสาร 
 

1. แมลงวนัผลไม้ Bactrocera dorsalis (Hendel) 
 

1.1 ความส าคัญของแมลงวนัผลไม้ 
แมลงวันผลไม้ห รือแมลงวันทอง  (fruit flies) ช่ื อสามัญ  Oriental fruit fly                        

เป็นแมลงศตัรูท่ีมีความส าคญัส าหรับไมผ้ล ตวัเตม็วยัของแมลงวนัผลไมจ้ะเขา้ท าลายผลไม้ โดยการ
วางไข่ลงบริเวณผิวผลไม้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งผลไม้ท่ีมีเปลือกบางหรืออ่อนนุ่ม แมลงวนัผลไม้         
B. dorsalis จดัอยูใ่นล าดบัขั้นอนุกรมวธิานดงัน้ี 
 
อาณาจกัร: Animalia  

ไฟลมั: Arthropoda 
ชั้น: Insecta 

อนัดบั: Diptera 
วงศ:์ Tephritidae 

สกุล: Bactrocera 
สกุลยอ่ย: Bactrocera 

ชนิด: Bactrocera dorsalis (Hendel) 
 

แมลงวนัผลไมเ้ป็นศตัรูพืชที่ส าคญัของพืชผกัและผลไม ้มากกว่า 4,000 ชนิด   
ซ่ึงกระจดักระจายอยู่ในเขตหนาว เขตอบอุ่น และเขตร้อนของโลก ซ่ึงคาดว่ามีมากกว่า 800 ชนิด    
ท่ีพบในทวีปเอเซีย โดยเฉพาะแมลงวนัผลไม้ชนิด B. dorsalis ซ่ึงมีเขตแพร่กระจายทัว่ทุกภาค                       
ของประเทศไทย จดัเป็นแมลงวนัผลไมท่ี้ส าคญัท่ีสุดของประเทศ พบการท าลายผลไมไ้ดท้ัว่ไป      
มีพืชอาศยัมากมาย เช่น ฝร่ัง มะละกอ ชมพู่ ละมุด และ มะม่วง เป็นตน้ (มนตรี, 2544; White and 
Elson–Harris, 1992; Allwood et al., 1999; Clarke et al., 2001) 

จากรายงานการศึกษาพบแมลงวนัผลไมเ้ขา้ท าลายพืช 359 ชนิด โดยเป็นพืชท่ีมี
ความส าคญัทางเศรษฐกิจ 106 ชนิด และเป็นพืชท่ีไม่มีความส าคญัทางเศรษฐกิจ 253 ชนิด ดงันั้นจึง
เห็นไดว้่าแมลงวนัผลไมส้ามารถขยายพนัธ์ุ และเพิ่มปริมาณไดจ้ากพืชอาศยัชนิดต่างๆตลอดทั้งปี   
จึงท าให้การควบคุมและป้องกนัก าจดัท าไดย้าก ก่อให้เกิดปัญหาต่อผลผลิต โดยเฉพาะผลไมท่ี้เป็น
พืชท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจหลายชนิด (Clarke et al., 2001) 
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1.2 การแพร่ระบาด 
แมลงวันผลไม้ชนิด B. dorsalis มีพื้ น ท่ีการแพร่ระบาดทั่วทั้ งทวีป เอเ ชีย                      

เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้และหมู่เกาะแปซิฟิค นอกจากน้ียงัพบได้ในเกาะฮาวาย เกาะมาเรียนา     
เกาะตาฮิติ และหมู่ เกาะเฟรนโพลีนีเซีย (White and Elson–Harris, 1992; Allwood et al., 1999; 
Vargas et al., 2015) (ภาพท่ี 1) ส าหรับประเทศในเขตเอเชียและเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้พบรายงาน
การระบาดของแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ไดแ้ก่ อินเดีย ศรีลงักา พม่า จีน ไตห้วนั ลาว เวียดนาม 
กมัพูชา ไทย มาเลเซีย และอินโดนีเซีย (White and Elson–Harris, 1992; Vargas et al., 2015) ส าหรับ
ในประเทศไทย พบรายงานการแพร่ระบาดทัว่ทั้งประเทศ (Allwood et al., 1999) สามารถพบการ
แพร่ระบาดได้ตลอดทั้งปี (ข้ึนอยู่กบัการปรากฏของพืชอาหาร) เพราะแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis 
เป็นแมลงท่ีมีพืชอาหารกวา้ง วงจรชีวติสั้น มีประมาณ 10 รุ่นต่อปี ซ่ึงข้ึนอยูก่บัอุณหภูมิ และบินไป
ไดไ้กลถึง 50–100 กิโลเมตร (CABI, 2016) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที ่1 แนวเส้นประสีฟ้าแสดงพื้นท่ีการแพร่ระบาดของแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis (Hendel)    
                ท่ีมา: Vargas et al. (2015) 
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1.3 ชีววทิยาของแมลงวนัผลไม้ Bactrocera dorsalis (Hendel) 
แมลงวนัผลไมมี้การเปล่ียนแปลงรูปร่างแบบสมบูรณ์ (complete metamorphosis) 

โดยมีล าดบัขั้นการพฒันาการในระยะต่างๆรวม 4 ระยะ คือ ระยะไข่ (egg) ระยะหนอน (larva) 
ระยะดกัแด ้(pupa) และระยะตวัเตม็วยั (adult) (ภาพท่ี 2)  

ระยะไข่: ตวัเต็มวยัเพศเมียใช้อวยัวะวางไข่ (ovipositor) เจาะใตผ้ิวเปลือกผลไม้
เพื่อวางไข่ ไข่ลกัษณะเป็นฟองเด่ียวๆลกัษณะรียาว สีขาวขุ่นคลา้ยเมล็ดขา้วสาร ฟักออกมาเป็นตวั
หนอนภายใน 1–3 วนั ท่ีอุณหภูมิ 28–32 องศาเซลเซียส  

ระยะหนอน: หนอนแบบ vermiform ตวัหนอนชอนไชกัดกินเน้ือภายในผลไม้     
ซ่ึงเป็นสาเหตุหลักท่ีท าให้ผลไม้เสียหายมากท่ีสุด ส่งผลให้ผลไม้เน่าเสีย ร่วงหล่นลงพื้นหรือ
ลกัษณะรูปร่างไม่เป็นท่ีตอ้งการของผูบ้ริโภค เป็นช่องทางให้เช้ือโรคพืชและแมลงศตัรูชนิดอ่ืนๆ
เขา้ท าลายผลไม ้ระยะหนอนมี 3 วยั ใช้เวลา 8–12 วนั ในการเจริญเติบโตกดักินอยู่ภายในผลไม ้
หนอนในวยั 2 และ 3 จะอยูลึ่กลงไปในเน้ือผลไม ้หลงัจากนั้นตวัหนอนเขา้สู่ระยะดกัแด ้ 

ระยะดกัแด้: ดกัแด้แบบ coarctate ตวัหนอนวยั 3 ดีดตวัออกจากพืชอาหารลงสู่
พื้นดิน เพื่อเขา้ดกัแด้ในดิน (หากมีอุณหภูมิลดต ่าลงการเขา้สู่ระยะดักแด้ของแมลงวนัผลไมจ้ะ
ยาวนานข้ึน) ระยะแรกดกัแดมี้สีขาวขุ่นและค่อยๆเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลเขม้ ใช้ระยะเวลา 10–12 วนั 
และพฒันาเขา้สู่ระยะตวัเตม็วยั 

ระยะตัวเต็มวยั : เป็นแมลงวนัขนาดปานกลาง หัวสีน ้ าตาลอมเหลืองมีตารวม   
ขนาดใหญ่  หนวดแบบ aristate มีขนยาวสีน ้ าตาล เข้มห น่ึง เ ส้น บ ริ เวณอก  scutum สีด า                            
อกปลอ้งแรกไม่มีแถบ mesonotum มีแถบขา้งอกทั้งสองสีเหลือง scutellum สีเหลือง ขาสีเหลืองอม
น ้ าตาล femur และ tibia สีน ้ าตาล ปีกบางใสสะท้อนแสง costal cell ไม่มีสี ขอบปีกด้านบนมีสี
น ้าตาลด าเขม้ ทอ้งปลอ้งท่ี 1 และปลอ้งท่ี 2 มีสีน ้ าตาล ปลอ้งท่ี 3 มีสีด าคาดตามขวาง และตรงกลาง
มีแถบคาดสีด า ตวัเต็มวยัเพศผูข้นาดเล็กกว่าเพศเมียเล็กน้อย ส่วนปลายทอ้งตวัเต็มวยัเพศเมียมี
อวยัวะวางไข่ยื่นแหลม ตวัเต็มวยัมีอายเุฉล่ีย 1–3 เดือน สามารถวางไข่ไดทุ้กวนั เฉล่ียวนัละ 50 ฟอง 
ตลอดอายุวางไข่ได้มากถึง 3,000 ฟอง สามารถพบตัวเต็มของแมลงวันผลไม้ตลอดทั้ งปี                    
ดว้ยสาเหตุท่ีแมลงวนัผลไมมี้พืชอาหารหลายชนิด จึงสามารถขยายพนัธ์ุเพิ่มปริมาณประชากรจาก
พืชอาศยัชนิดต่างๆในแต่ละทอ้งถ่ินไดเ้กือบตลอดปี ท าให้มีประชากรแมลงวนัผลไมเ้กิดข้ึนใหม่
ตลอดเวลา โดยเฉพาะอยา่งยิ่งในฤดูร้อนซ่ึงมีผลไมใ้ห้ผลผลิตเป็นจ านวนมาก เป็นช่วงท่ีแมลงวนั
ผลไมร้ะบาดรุนแรง เน่ืองจากความอุดมสมบูรณ์ของอาหาร (Clarke et al., 2005) 
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ภาพที่ 2 ลกัษณะแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis (Hendel)ในแต่ละระยะ 
(ก) ระยะไข่ (ข) ระยะหนอน (ค) ระยะดกัแด ้และ (ง) ระยะตวัเตม็วยั 

 
1.4 การป้องกนัก าจัดแมลงวันผลไม้ 
จากปัญหาการระบาดของแมลงวนัผลไม ้ส่งผลให้ผลผลิตเกิดความเสียหายและมี

คุณภาพต ่า พบสารเคมีตกคา้งในผลผลิตและส่ิงแวดล้อม ส่งผลต่อปัญหาด้านการส่งออกผลไม ้     
ไปย ังประเทศท่ีมีกฎหมายกักกันพืชอย่างเข้มงวดเช่น ญ่ี ปุ่น สหรัฐอเมริกา ออสเตรเลีย                       
(CABI, 2019) การ ป้องกันก า จัดแมลงวันผลไม้หล ากหลายวิ ธี  เ ช่น  ก ารใช้ส าร เค มี                                          
การรักษาความสะอาดแปลง เก็บผลไมร่้วงและผลไมท่ี้ถูกท าลายบนตน้ไปเผาหรือกลบ การห่อผล
ด้วยว ัสดุต่างๆป้องกันการวางไข่ของแมลงวันผลไม้ การฉายรังสีท าหมันแมลงวันผลไม้ 
(Sutantawong et al., 2002) การใช้เหยื่อล่อยีสต์โปรตีนดึงดูดแมลงวนัผลไม้มากินเป็นอาหาร               
(Mau et al., 2006) การใชส้ารเมทิลยูจีนอล (methyl eugenol) ซ่ึงเป็นสารดึงดูดแมลงวนัผลไมเ้พศผู ้
(Vargas et al., 2005) การใช้แมลงศัต รูธรรมชา ติ  (Vargas et al., 2012) การใช้สารสกัดพืช                    
(Singh et al., 2003) การใชเ้ช้ือจุลินทรีย ์เช่น เช้ือราโรคแมลง (Mar and Lamyong, 2012) เป็นตน้ 
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2. เช้ือ Streptomyces spp. 
 

เช้ือ Streptomyces spp. จดัเป็นเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก ในกลุ่มแอคติโนมยัซีท 
(Actinomycetes) ตอ้งการออกซิเจนเพื่อใช้ส าหรับการเจริญเติบโต (aerobic bacteria) มีการสร้าง
เส้นใย (mycelium) ท่ีแตกแขนงท าให้มีลกัษณะคล้ายเช้ือรา พบได้บริเวณดินทัว่ไป ดินตะกอน 
แหล่งน ้ าจืด แหล่งน ้ าทะเล ฝุ่ นละอองในอากาศ บางชนิดด ารงชีวิตเป็นผูย้่อยสลายอินทรียวตัถุ 
(saprophyte) เอนโดไฟท์ในต้นพืช (endophyte) บางชนิดอาศัยอยู่ร่วมกันแบบพึ่ งพาอาศัยใน
สิ่งม ีชีว ิต อื ่น  (symbionts) เช่น  ในกลุ ่มฟองน ้ าและในแมลง  (Coombs and Franco, 2003)     
โดยเช้ือ Streptomyces spp. จดัอยู่ในล าดบัขั้นอนุกรมวิธานดงัน้ี  

 
อาณาจกัร: Bacteria 

ไฟลมั: Actinobacteria 
ชั้น: Actinobacteria 

อนัดบั: Actinomycetales 
วงศ:์ Streptomycetaceae 

สกุล: Streptomyces 
 

ในปัจจุบันเ ช้ือแบคทีเรียในสกุล  Streptomyces มีจ  านวนมากกว่า  550 ชนิด 
(Kampfer et al., 2012) โดยเช้ือในกลุ่มน้ีมีการเจริญโดยสปอร์หรือส่วนของเส้นใยท่ีหกั สร้างเส้นใย
เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ (substrate mycelium) จากนั้นพฒันาเส้นใยชูข้ึนในอากาศ (aerial mycelium) 
บริเวณผวิหนา้ของอาหารเล้ียงเช้ือ สร้างผนงักั้นภายในเส้นใยแบ่งเป็นหลายเซลล ์จากนั้นพฒันาไป
เป็นสปอร์และเรียงต่อกนัเป็นสาย ท าให้มีลกัษณะคลา้ยเช้ือราแต่มีขนาดเล็กกวา่ โดยมีขนาด
ประมาณ 0.5–1.5 ไมโครเมตร เจริญได้ดีที่ช่วงอุณหภูมิ 25–30 องศาเซลเซียส ระดบัค่า pH 
6.5–8.0 ใช้แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนเป็นแหล่งพลงังาน เช้ือในสกุล Streptomyces จดัจ าแนก
ให้อยู่ในกลุ่มแบคทีเรีย ดว้ยลกัษณะเป็นเซลล์แบบโปรคาริโอต (prokaryote) ไม่มีเยื่อหุ้มนิวเคลียส 
องค์ประกอบผนงัเซลล์มีแปปทิโดไกลแคน (peptidoglycan) ไม่มีเซลลูโลส (cellulose) กลูแคน 
(glucan) และไคติน (chitin) (Lechevalier and Lechevalier, 1970) ซ่ึ งแตกต่างจากผน ัง เซลล์
ของเช้ือรา สปอร์เช้ือ Streptomyces spp.มีกล่ินเฉพาะคลา้ยกบักล่ินของดิน (earthy odor) ท่ีเกิดจาก
สารจีออสมิน (geosmin, Trans–1, 10–dimethyl decalol) ซ่ึงมกัจะได้กล่ินหลงัจากฝนตกเน่ืองจาก
สปอร์เช้ือแบคทีเรียกลุ่มน้ีท่ีอาศยัอยูใ่นดิน (Izaguirre and Taylor, 2004) 
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การจดัจ าแนกลกัษณะและชนิดของ เ ชื้อ  Streptomyces spp. ในเ บื ้องตน้ 
สามารถตรวจดูไดจ้ากความแตกต่างกนัของกา้นชูสปอร์ (sporophore) ที่มีลกัษณะหลากหลาย 
และสปอร์ (conidium) ท่ีมีสีสันแตกต่างกนั เม่ือเช้ือเจริญเต็มท่ี aerial mycelium จะสร้างสปอร์แบบ
ไม่เคล่ือนท่ีเรียงต่อกนัเป็นสายสปอร์รูปแบบต่างๆ ไดแ้ก่ แบบเส้นตรง (rectiflexibile) แบบวนเกลียว 
(spiral) แบบลูป (retinaculiaperti) ลักษณะของผิวสปอร์มี 5 แบบ คือ ผิวเรียบ (smooth) ผิวเป็น
หนาม (spiny) ผิวเป็นปุ่ม (warty) ผิวเป็นขน (hairy) และผิวย่น (rugose) (Tresner et al., 1961)       
เม่ือเช้ือเจริญไประยะหน่ึง aerial mycelium พฒันาเป็นสปอร์ ผวิโคโลนีจะเปล่ียนเป็นลกัษณะคลา้ย
ก ามะหยี (velvet) หรือคลา้ยแป้ง (powdery) หลากหลายสีสัน เช่น สีเทา สีขาว สีเขียว สีฟ้า สีน ้ าเงิน             
สีชมพู สีเทา หรือสีม่วง ข้ึนอยู่กบัชนิดของเช้ือ Streptomyces spp. (ภาพท่ี 3) เม่ือมีอายุมากผิวโคโลนี
จะมีลกัษณะยน่ และบริเวณดา้นล่างโคโลนี ท่ีเช้ือมีการเจริญจะเปล่ียนสีอาหารเล้ียงเช้ือเป็นสีน ้ าตาล
เน่ืองจากการสร้างรงควตัถุเมลานิน (Taddei et al., 2006) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาพที ่3 การเจริญของเช้ือ Streptomyces spp.ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Ait Barka et al. (2016)                                                                                                                
(ก) วงจรการเจริญของเช้ือ Streptomyces spp.                                                                                        
(ข) ลกัษณะโคโลนีและสปอร์สีต่างๆของเช้ือ Streptomyces spp. 
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2.1 ความส าคัญของเช้ือ Streptomyces spp. 
เ ช้ือ Streptomyces spp. ถูกค้นพบคุณสมบัติและใช้ประโยชน์มาตั้ งแต่อดีต 

โดยเฉพาะคุณสมบติัการสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (bioactive compounds) และสารทุติยภูมิ
ท่ีหลากหลาย (Ditter et al., 2003) เช้ือในสกุล Streptomyces มีการผลิตสารปฏิชีวนะไดม้ากกวา่ 80 
เปอร์เซ็นต์ (ประมาณ 8,000 ชนิด) ของสารปฏิชีวนะท่ีสร้างจากเช้ือในอนัดับ Actinomycetales 
(McCarthy and Williams, 1990) ไดรั้บการพฒันาและน ามาใช้ประโยชน์อย่างแพร่หลายทางด้าน
การแพทย ใ์นการผลิตยาปฏิชีวนะ  โดยมีย าปฏิชีวนะมากกว ่า  60 ชนิด  ท่ีผลิตจากเช้ือ 
Streptomyces spp. และประยุกต์ใช้ในระดับอุตสาหกรรมทางการแพทย์ เช่น amphoteracin B, 
erythromycin, chloramphenicol, chlorotetracyclin, neomycin, nystatin, streptomycin, tetracycline, 
และ clindamycin เป็นตน้ (Madigan et al., 2009) อีกทั้งคุณสมบติัในการสร้างเอมไซม์ (enzyme) 
การสร้างสารต่อตา้นเช้ือจุลินทรีย ์(antimicrobial) สารต่อตา้นเช้ือรา (antifungal) สารปฏิชีวนะ 
(antibiotic) สารตา้นปรสิต (antiparasitic) สารตา้นไวรัส (antiviral) สารพิษ (toxin) สารก าจดั
ศัตรูพืช (pesticide) สารฆ่าแมลง (insecticide) สารก าจัดว ัชพืช (herbicide) สารกดภูมิคุ้มกัน 
(immunosuppressant) สารต่อตา้นเร็ง (anticancer) และสารตา้นอนุมูลอิสระ (immunomodulating) 
รงควตัถุ (pigment) เป็นตน้ 

จากรายงานการศึกษามีการใช้ประโยชน์จากเอนไซม์ซ่ึงเช้ือ Streptomyces spp.
สามารถผลิตได้หลายชนิด ได้แก่ xylanase, cellulase, amylase และ chitinase เป็นต้น การศึกษา
เอนไซม ์chitinase ซ่ึงมีคุณสมบติัในการยอ่ยไคตินซ่ึงเป็นองคป์ระกอบในผนงัเซลลข์องราหรือเป็น
องค์ประกอบของ exoskeleton ของพวก arthropod (Dahiya, 2006) จากการศึกษาของ Takashima 
และ Sakai (1960) พบวา่สาร teleocidin ท่ีผลิตโดยเช้ือ Streptomyces ซ่ึงอาศยัอยูใ่นน ้าทะเล สามารถ
ก่อให้เกิดความเป็นพิษกบัปลา Swan และคณะ (1994) รายงานการสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ                                  
ของเช้ือ Streptomyces spp. ไดแ้ก่ สารต่อตา้นแบคทีเรีย เช่น penicillin–N ampicillin ท่ีมีคุณสมบติั         
ในการยบัย ั้งการสร้างเปปทิโดไกลแคน (peptidoglycan) บริเวณผนงัเซลล์ของแบคทีเรีย และพบวา่
เช้ือ S. antibioticus สามารถสร้างสาร olidomycin ซ่ึงมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งการสังเคราะห์โปรตีน 
นอกจากน้ียงัมีการรายงานการคน้พบคุณสมบติัในการต่อตา้นเช้ือราโดยสร้างสาร candicidin ท่ีผลิต
โดยเช้ือ S. griseus มีฤทธ์ิท าลายโครงสร้างผนงัเซลล์ของเช้ือรา สาร nastatin ท่ีมีคุณสมบติัในการ
ฆ่าเช้ือราหลายชนิด จากการศึกษาของ Tsuji และคณะ (1975) พบวา่เช้ือ S. hygroscopicus สามารถ
สร้าง trichostatin ยบัย ั้งเช้ือรา Aspergillus niger ภายในห้องทดลองได ้ปรารถนา และคณะ (2557) 
ทดสอบน ้ าเล้ียงเช้ือ S. philanthi สายพนัธ์ุ RL–1–178 ในห้องปฏิบติัการ พบว่าสามารถยบัย ั้งการ
งอกของสปอร์ราท่ีเป็นสาเหตุโรคราสนิม โรคราแป้ง และโรคใบจุดบนใบถัว่ฝักยาวได ้ส าหรับการ
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ทดสอบในแปลงปลูกพบว่า S. philanthi สามารถลดระดับการเกิดโรคทั้ ง 3 ชนิดได้ Kaur และ 
Manhas (2013) พบว่าเช้ือ S. hydrogenans DH16 มีคุณสมบติัเป็นเช้ือปฏิปักษ์ต่อเช้ือสาเหตุโรคพืช 
ได้แ ก่  Alternaria brassicicola, A. mali, A. alternata, Cladosporium herbarum, Colletotrichum 
acutatum, C. gleospoiroides, Cercospora sp., Exserohilum sp., Fusarium oxysporum แ ล ะ                   
F. moniliformae ซ่ึงแสดงให้เห็นถึงศกัยภาพการเป็นเช้ือจุลินทรีปฏิปักษ์ท่ีดีในการยบัย ั้งเช้ือรา
สาเหตุโรคพืช Castillo และคณะ (2006) รายงานวา่ S. albidoflavus มีความสามารถในการยอ่ยสลาย                 
สารก าจดัศตัรูพืชไดยูรอน (Diuron) ได้ถึง 95 เปอร์เซ็นต์ ภายใต้การทดสอบในห้องปฏิบติัการ               
และบางชนิดมีความสามารถในการย่อยสารอะลาคลอร์ (alachlor) ซ่ึงเป็นยาปราบศัตรูพืช             
ควบคุมวชัพืชก่อนงอกท่ีมีพิษรุนแรง (Sette et al., 2005) นอกจากน้ียงัมีการคน้พบสารท่ีมีคุณสมบติั
ในการฆ่าแมลง (insecticide) ซ่ึงจะกล่าวต่อไป 

 
2.2 คุณสมบัติของเช้ือ Streptomyces spp. ในการฆ่าแมลง 
แมลงมีผนังล าตัวหรือโครงสร้างภายนอก (exoskeleton) ซ่ึงประกอบไปด้วย      

สารพวกไคติน  (chitin) ท าหน้าท่ีป้องกันอันตรายให้อวยัวะภายในและท าหน้าท่ียึดเกาะกับ
กลา้มเน้ือต่างๆ เพื่อให้สามารถเคล่ือนไหวได ้แมลงทุกชนิดมีการลอกคราบ เพื่อการเจริญเติบโต
เป ล่ียนแปลง รูป ร่าง  (metamorphosis) อย่า งสมบูรณ์  Muller และคณะ (1981) รายงานว่า                    
เช้ือ Streptomyces spp. มีการสร้างสารออกฤทธ์ิท่ีมีคุณสมบติัเป็นสารฆ่าแมลง โดยเช้ือ S. tendae 
สามารถสร้างสาร macrolide ยบัย ั้งการลอกคราบของแมลง และสร้างสาร nikkomycin Z ซ่ึงส่งผล
ต่อการสังเคราะห์ไคตินของแมลงส่งผลต่อพฒันาการเจริญเติบโตเปล่ียนแปลงรูปร่างของแมลง 
(Arakawa and Sugiyama, 2002) อีกทั้งเช้ือ Streptomyces spp. สามารถสร้างสารท่ีเป็นสารฆ่าแมลง
อีกหลายชนิด  เช่น ยาต้านปรสิต milbemycin (Takiguchi et al. 1980) การค้นพบสารปฏิชีวนะ          
ท่ีเช้ือ Streptomyces spp. สร้างข้ึน ได้แก่ สาร flavensomycin (Craveri and Giolitti, 1957) สาร antimycin 
(Kido and Spyhalski, 1950) ส า ร  piericidins (Takahaski et al., 1968) ส า ร  macrotetralides            
(Oishi et al.,1970) และสาร prasinons (Box et al., 1973) ซ่ึงมีฤทธ์ิเป็นสารฆ่าแมลงและสารฆ่าไร 
อีกทั้ งแบคทีเรียกลุ่มน้ีมีความสามารถในการสร้างสารต่อต้านปรสิต ได้แก่ สาร tetranactin                
(Ando et al., 1971) สาร  avermectin (Burg et al., 1979) สาร  valinomycin (Heisey et al., 1988)      
ส า ร  pyrrolizine derivatives (Jizba et al., 1992) ส า ร respirantin (Urushibata et al., 1993)                     
สาร griseulin (Nair et al., 1993) และสาร martinomycin (Carter et al., 1994) การศึกษาของ Turner 
และ Schaeffer (1989) คน้พบสาร avermectin ท่ีสร้างโดยเช้ือ S. avermitilis มีความสามารถในการ
สร้างสารทุติยภูมิท่ีมีคุณสมบติัในการฆ่าแมลงและขบัพยาธิ (anthelmintic activity) Ouyang และ
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คณะ (1996) รายงานการสร้างสาร meilingmycin จากเช้ือ S. nanchangesis ออกฤทธ์ิฆ่าแมลงใน
กลุ่มผีเส้ือ เพล้ีย ไรศตัรูพืช และไส้เดือนฝอยศตัรูพืช (Sun et al., 2002) การศึกษาเช้ือ Streptomyces sp. 
CP1130 ของ Lewer และคณะ (2003) พบการผลิตสาร tartrolone C มีคุณสมบติัในการฆ่าแมลง 
นอกจากน้ียงัมีการรายงานเพิ่มเติมเก่ียวกบัเช้ือ S. hygroscopicus ท่ีสามารถผลิตสาร emametrin และ 
milbemetin ซ่ึงเป็นพิษกับแมลงในกลุ่ม Lepidoptera จากการศึกษาของ Wang และคณะ (2011) 
รายงานการค้นพบสาร milbemectin และ doramectin ซ่ึงเป็นอนุพันธ์ของ lactone สร้างโดย               
S. avermitilis มีคุณสมบติัในการฆ่าแมลงและไรศตัรูพืช Shia และคณะ (2013) รายงานการแสดง
ความเป็นพิษของเช้ือ S. albus ซ่ึงปกติด ารงชีวิตเป็นเช้ือเอนโดรไฟท์ในหญา้ แสดงความเป็นพิษ
รุนแรงกับเพล้ียอ่อนฝ้าย Aphis gossypii จากการศึกษาของ  Vijayabhrathi และคณะ (2014)               
พบเ ช้ือ Streptomyces spp. จ านวน 16 ไอโซเลท มี คุณสมบัติการเป็นเ ช้ือก่อโรคในแมลง 
(pathogenicity) ส่งผลให้มีการตายในหนอนเจาะสมอฝ้าย Helicoverpa armigera หนอนกระทูผ้กั 
Spodoptera litura และหนอนเจาะล าตน้ขา้วโพด Chilo partellus Sathya และคณะ (2016) รายงาน
การผลิตสาร diketopiperazine, cyclo (Trp–Phe) จากเช้ือ S. griseoplanus SAI–125 ออกฤทธ์ิฆ่า
หนอนเจาะสมอฝ้าย H. armigera จากคุณสมบติัของ Streptomyces spp. ซ่ึงสามารถสร้างสารออก
ฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีคุณสมบัติการเป็นสารฆ่าแมลง น ามาซ่ึงแนวคิดในการประยุกต์ใช้เช้ือ 
Streptomyces spp. สายพนัธ์ุทอ้งถ่ินมาประยกุตใ์ชป้ระโยชน์ในการควบคุมแมลงศตัรูพืช  
 

3. การประยุกต์ใช้เช้ือ Streptomyces spp. ควบคุมแมลง 
 

Shi (2000) ได้ท าการตรวจสอบการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารทุติยภูมิจาก
จุลินทรียใ์นกลุ่มแอคติโนมยัซีท 41 ไอโซเลท ในหนอนกระทูผ้กั S. littoralis พบ 23 ไอโซเลท 
ท่ีมีความรุนแรงท าให้หนอนตาย 10–60 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงสกุล Streptomyces และ Streptoverticillium 
สามารถออกฤทธ์ิทางชีวภาพและสรีรวทิยาของแมลง มีศกัยภาพในการน ามาใชใ้นอุตสาหกรรมการ
ผลิตยาฆ่าแมลง Arasu และคณะ (2013) พบว่าเช้ือ Streptomyces sp. AP–123 มีคุณสมบติัยบัย ั้ง
การกิน (antifeedant) การฆ่าตวัหนอน (larvicidal insecticide) และยบัย ั้งการเจริญเติบโตในหนอน 
H. armigera และหนอนกระทู้ S. litura ซ่ึงจากการทดสอบพบว่ามีคุณสมบติัยบัย ั้งการกินของ
หนอน H. armigera 78.51 เปอร์เซ็นต์ และ S. litura 70.75 เปอร์เซ็นต์ ท่ีความเข้มข้น 1,000 ppm 
คุณสมบติัการฆ่าตวัหนอน H. armigera 63.11 เปอร์เซ็นต ์และ S. litura 58.22 เปอร์เซ็นต ์โดยแสดง
ค่าระดับความเป็นพิษ LC50 (lethal concentration) ใน H. armigera 645.25 ppm และ S. litura 806.54 ppm 
ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงของแมลงทั้งในระยะดกัแดแ้ละตวัอ่อน  
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Kaur และคณะ (2014) รายงานการสร้างสารทุติยภูมิ ท่ี มีฤทธ์ิ เป็น lavicidal 
insecticide โดยเช้ือ S. hydregenans DH16 สามารถยบัย ั้งการเจริญและพฒันาการของหนอนกระทู ้
Samri และคณะ (2015) พบว่าแอคติโนมัยซีทมีคุณสมบัติในการฆ่าหนอนแมลงวันผลไม้ 
Mediterranean fruit fly (Ceratitis cappitata) และให้ผลดีในวยัท่ีหน่ึงของหนอนแมลงวนัผลไม้     
C. cappitata Huamei และคณะ (2008) รายงานว่าเช้ือ  Streptomyces spp. สร้างสารทุติยภูมิท่ี มี
คุณสมบติัยบัย ั้งการเจริญเติบโตของหนอนกระทู้ S. exigua หนอนผีเส้ือ Dendrolimus punctatus 
หนอนใยผัก  Plutella xylostella เพ ล้ี ย อ่อนถั่ว เห ลือง  Aphis glycines และยุ ง  Culex pipiens          
Pitterna และคณะ (2009) รายงานการสร้างสาร avermectins ซ่ึงมีโครงสร้างวงแหวน 16–membered 
macrocyclic lactone จากเช้ือ S. avermitilis ออกฤทธ์ิบริเวณกระเพาะอาหารของแมลง เม่ือแมลง
ไดรั้บเช้ือโดยการกินและเกิดการหมกัในกระเพาะอาหารภายใน 24 ชัว่โมง สารดงักล่าวท าใหแ้มลง
ในอนัดบั Lepidoptera และ Diptera แสดงอาการอมัพาตและตายในท่ีสุด Gadelhak และคณะ (2005) 
รายงานการคน้พบเช้ือ S. clavuligerus ท่ีสร้างเอนไซมไ์คติเนส ยบัย ั้งการสร้างไคติน ส่งผลให้เกิด
ความผิดปกติในระยะดกัแด้ของแมลงหวี่ Drosophila melanogaster El–Bendary และคณะ (2010) 
รายงานการเป็นสาร larvicidal insecticide ของเช้ือ S. microflavus ออกฤทธ์ิฆ่าลูกน ้ ายุง C. pipiens 
Janaki (2016) รายงานสาร larvicidal insecticide ของเช้ือ S. cacaoi subsp. cacaoi M20 ออกฤทธ์ิฆ่า
ลูกน ้ าวยัที่ 3 ของยุงร าคาญ Cx. quinquefasciatus อตัราการตายสูงถึง 98 เปอร์เซ็นต์ Sakr (2007) 
ทดสอบประสิทธิภาพน ้ าเล้ียงเช้ือ S. lavendulae ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ กบัหนอนกระทูผ้กั S. littoralis 
วยัท่ี 3 พบว่าส่งผลต่อการเขา้ดกัแด้ของหนอนกระทูผ้กั ท าให้การเขา้ดกัแด้ช้าลงและบางส่วน
สามารถเข้าสู่ระยะดกัแด้ได้แต่ตวัเต็มวยัท่ีออกมาจากดักแด้มีลกัษณะท่ีผิดปกติ เม่ือตรวจสอบ
ภายในซากตวัหนอนท่ีตายพบว่าถูกท าลายเน่ืองจากเช้ือ S. lavendulae ท่ีบริเวณระบบทางเดิน
อาหารส่วนกลาง (mid–gut) 

จากขอ้มูลความสามารถของเชื้อ Streptomyces spp. ในการเขา้ท าลายแมลง 
พบวา่เช้ือ Streptomyces spp. มีหลายสายพนัธ์ุท่ีสามารถน ามาพฒันาเพื่อใชใ้นการควบคุมแมลงได ้
โดยเฉพาะอย่างยิ่งเช้ือ Streptomyces spp. สายพนัธ์ุทอ้งถ่ินท่ีสามารถปรับตวัในพื้นท่ีไดเ้ป็นอยา่งดี 
และอาจมีศกัยภาพในการเข้าท าลายแมลง สามารถผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพชนิดท่ีมีฤทธ์ิ
ควบคุมแมลงศตัรูพืช งานวิจยัน้ีจึงมีความสนใจในการน าเช้ือ Streptomyces spp. สายพนัธ์ุทอ้งถ่ิน
มาใช้ควบคุมแมลงวันผลไม้ B. dorsalis ซ่ึ ง เ ป็นแมลงศัตรูพืช ท่ีส าคัญของประเทศไทย                        
เพื่ อ เ ป็นแนวทางในการน า เ ช้ือ  Streptomyces spp. สายพัน ธ์ุท้อง ถ่ินมาใช้ในการควบคุม                     
แมลงวนัผลไม ้B. dorsalis หรือแมลงศตัรูพืชชนิดอ่ืนๆ และเป็นแนวทางส าหรับลดการใชส้ารเคมี
ควบคุมแมลง  
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วตัถุประสงค์ 

 
1. เพื่อคดัเลือกและจ าแนกชนิดเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีศกัยภาพในการเขา้ท าลายแมลง 
2. เพื่อศึกษาระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีศกัยภาพในการเขา้ท าลายแมลง  
3. เพื่อศึกษาชนิดของสารทุติยภูมิของเช้ือ Streptomyces spp.  
4. การน า เ ช้ื อ  Streptomyces spp. ท่ี มี ศักยภาพมาใช้ในการควบคุมแมลงวันผลไม้                   

Bactrocera dorsalis 
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บทที ่2 

วสัดุ อปุกรณ์ และวธีิการทดลอง 

 
ท าการคดักรองเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีคุณสมบติัในการฆ่าแมลง และน ามา

ทดสอบการควบคุมแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis โดยท าการศึกษาตามขั้นตอนภายในห้องปฏิบตัิการ
ของภาควิชาการจดัการศตัรูพืช คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 

 
1. การเพาะเลีย้งเพิม่ปริมาณแมลงวนัผลไม้ Bactrocera dorsalis (Hendel) 
 

1.1 การเกบ็แมลงวนัผลไม้ B. dorsalis จากธรรมชาติ  
เก็บรวบรวมผลฝร่ังและมะละกอท่ีมีร่องรอยการเขา้ท าลายของแมลงวนัผลไม้          

จากแปลงภาควิชาการจดัการศตัรูพืช คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์  
และจากแปลงปลูกเกษตรกร ต.หาดใหญ่ อ.หาดใหญ่ จ. สงขลา (ภาพท่ี 4) เล้ียงในกล่องพลาสติกใส       
ขนาด 16.5×23.5×9.5 เซนติเมตร ท่ีบริเวณฝามีการเจาะรูส าหรับระบายอากาศและเล้ียงหนอน
แมลงวนัผลไม้ด้วยอาหารเทียมตามสูตรของ Swaine และคณะ (1978) (อ้างโดย แสน , 2529)     
(ตารางท่ี 1) เม่ือตวัหนอนเจริญเขา้สู่ระยะท่ี 3 ยา้ยมาเล้ียงในกล่องพลาสติกใสขนาด 16.5×23.5×9.5
เซนติเมตร ท่ีรองพื้นด้วย  vermiculite สูงประมาณ 2 เซนติเมตร ส าหรับให้หนอนดีดตัว                   
เพื่อเข้าดักแด้ เม่ือตวัเต็มวยัออกจากดักแด้น าไปเล้ียงในกรงผา้มุ้งเล้ียงแมลงขนาด 30×30×30
เซนติเมตร คดัแยกเฉพาะตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไม้ B. dorsalis ภายในกรงจดัยีสต์ น ้ าตาลก้อน       
และน ้าเป็นแหล่งอาหารส าหรับแมลง เล้ียงจนกวา่ตวัเตม็วยัไดรั้บการผสมพนัธ์ุและพร้อมวางไข่ 

 
ภาพที ่4 ผลไมใ้นแปลงปลูกท่ีมีการเขา้ท าลายของแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis (Hendel)  
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1.2 การเพาะเลีย้งเพิม่ปริมาณแมลงวันผลไม้ B. dorsalis ในห้องปฏิบัติการ 
 เม่ือตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ท่ีเก็บจากธรรมชาติไดรั้บการผสมพนัธ์ุ

และพร้อมวางไข่ น าผลฝร่ังท่ีผา่นการเจาะรูท่ีผิวภายนอกผล ดว้ยเข็มเข่ียเช้ือจ านวน 50 รู มาวางใน
กรงเป็นระยะเวลา 1 วนั ส าหรับใหต้วัเตม็วยัเพศเมียแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis เขา้มาวางไข่ จากนั้น
น าผลฝร่ังไปบ่มในกล่องพลาสติกใสขนาด 16.5×23.5×9.5 เซนติเมตร ท่ีบริเวณฝามีการเจาะรูส าหรับ
ระบายอากาศ รอจนหนอนฟักออกจากไข่และพฒันาอยูภ่ายในผลฝร่ัง เล้ียงแมลงวนัผลไมใ้นระยะ
หนอน ระยะดกัแด ้และระยะตวัเต็มวยั ตามขอ้ 1.1 เพื่อเตรียมแมลงวนัผลไมใ้นแต่ละระยะส าหรับ
การทดลองต่อไป 

 
1.3 การเตรียมอาหารเทียม 
ชัง่ส่วนผสมอาหารดงัตารางท่ี 1 จากนั้นน ากระดาษช าระมาฉีกให้เป็นขนาดเล็กและ

แช่น ้ าให้เปียกชุ่ม กล้วยและขา้วโพดหวานดิบปอกเปลือกและหั่นเป็นช้ินเล็ก เพื่อความสะดวก        
ในการป่ันให้เป็นเน้ือละเอียด ป่ันส่วนผสมทั้งหมดดว้ยเคร่ืองป่ันอเนกประสงคใ์ห้ละเอียด แลว้เท
ลงกล่องท่ีมีฝาปิดมิดชิดเก็บรักษาไวใ้นตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 4–10 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการทดลอง
ระยะสั้น หรือเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพื่อเก็บรักษาไวใ้นระยะยาว 

 
ตารางที่ 1 ส่วนประกอบอาหารเทียมส าหรับเล้ียงแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis (Hendel) 

            ส่วนประกอบ ปริมาณ 
     เมล็ดขา้วโพดหวานดิบ 150 กรัม 
     กลว้ยน ้าวา้สุก 150 กรัม 
     กระดาษช าระชนิดหยาบ 30 กรัม 
     น ้าตาลทรายขาว 30 กรัม 
     Brewer’s yeast 30 กรัม 
     Sodium benzoate 0.6 กรัม 
     Hydrochloric acid 1.2 มิลลิลิตร 
     น ้า 300 มิลิลิตร 

      ท่ีมา : (Swaine et al., 1978 อา้งโดย แสน, 2529) 
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2. การเตรียมเช้ือ Streptomyces spp. เพ่ือทดสอบ 
 

น าเช้ือ Streptomyces spp. ส าหรับใช้ในการทดสอบ ที่ได้รับความอนุเคราะห์
จาก  ผศ .ดร .ชนิน ันท ์ พรสุริ ย า  ภาควิชาการจัดการศัตรูพืช คณะทรัพยากรธรรมชาติ 
มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ จ านวน 37 ไอโซเลท ซ่ึงแยกมาจากดินรอบรากตน้มะขามป้อมบริเวณ
อ่าง เก็บน ้ า  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์  จ .  สงขลา  และจาก  ดร.ภรณี  ศ รีปรีชาศัก ด์ิ                             
ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ มหาว ิทยาลยับูรพา จ านวน 15 ไอโซเลท               
ซ่ึงแยกมาจากดินบริเวณเกาะสมุย จ.สุราษฎร์ธานี รวมทั้งหมดจ านวน 52 ไอโซเลท มาท าการแยก
เช้ือบริสุทธ์ิ  (streak plate technique) และเล้ียงเพิ่มปริมาณ โดยการขีดเช้ือ Streptomyces spp.         
ดว้ยห่วงเข่ียเช้ือ (inoculation loop) บนจานอาหารเล้ียงเช้ือ glucose yeast extract malt extract agar 
(GYMA) (ตารางท่ี 2) และบ่มไวท่ี้ตูบ้่มเช้ืออุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ในสภาพมืดจนกว่าเช้ือ
สร้างสปอร์ เพื่อเตรียมส าหรับการทดลอง  

ส าหรับการเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ในอาหารเหลวเพื่อเตรียมน ้ าเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. 
เข่ียเช้ือ Streptomyces spp. ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ GYMA บ่มจนเช้ือสร้างสปอร์และตดัโคโลนี
ดว้ย cock borer ปลอดเช้ือขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.7 มิลลิเมตร จากนั้นยา้ยเล้ียงในขวดรูปชมพู่ 
(erlenmeyer flask) ท่ี มี อ า ห า ร เ ล้ี ย ง เ ช้ื อ  glucose yeast extract malt extract broth (GYMB)             
(ตารางท่ี 3) เขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าสาร (shaker) ท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที จนเช้ือเจริญเต็มท่ี         
เป็นระยะเวลา 10–15 วนั แลว้แต่ชนิดของเช้ือ Streptomyces spp. เพื่อเตรียมส าหรับการทดลอง 

 
ตารางที่ 2 ส่วนประกอบอาหารเล้ียงเช้ือ glucose yeast extract malt extract agar (GYMA) 

            ส่วนประกอบ ปริมาณ 
glucose 4 กรัม 
yeast extract 4 กรัม 
malt extract   10 กรัม 
วุน้ 14 กรัม 
น ้ากลัน่  1 ลิตร 

ละลายส่วนประกอบและน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว เป็นเวลา 20 นาที 
 
 



17 

 

ตารางที่ 3 ส่วนประกอบอาหารเล้ียงเช้ือ glucose yeast extract malt extract  broth (GYMB)  
            ส่วนประกอบ ปริมาณ 

glucose 4 กรัม 
yeast extract 4 กรัม 
malt extract   10 กรัม 
น ้ากลัน่  1 ลิตร 

ละลายส่วนประกอบและน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว เป็นเวลา 20 นาที 
 

3. การคัดกรองเช้ือ Streptomyces spp. ที่มีคุณสมบัติในการฆ่าแมลง โดยใช้เทคนิค brine shrimp     

    bioassay (Sujitwanit et al., 2007) 
 

3.1 การเตรียมเช้ือ Streptomyces spp. 
น าเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีได้รับความอนุเคราะห์จาก ผศ.ดร.ชนินันท์ พรสุริยา 

จ านวน 37 ไอโซเลท และจาก ดร.ภรณี ศรีปรีชาศกัด์ิ จ  านวน 15 ไอโซเลท รวมทั้งหมดจ านวน 
52 ไอโซเลท มาใช้ในการศึกษาคุณสมบติัในการฆ่าแมลง วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
(completely randomized design, CRD) ทรีตเมนต์ประกอบดว้ย ส่วนใสจากเช้ือ Streptomyces spp. 
จ านวน 52 ไอโซเลท และมีน ้ ากลัน่เป็นชุดควบคุม จ านวน 3 ซ ้ า เล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. 
ในอาหารเล้ียงเช้ือ GYMA แลว้น าไปบ่มไวท่ี้ตูบ้่มเช้ืออุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด
เป็นเวลา 10 วนั หรือจนกวา่เช้ือ Streptomyces spp. สร้างสปอร์ น าสปอร์ของเช้ือ Streptomyces spp. 
จ  านวน 1 ลูป ใส่ลงไปในหลอดไมโครเซนต์ติฟิวก์ (micro centrifuge tube) ปลอดเช้ือขนาด            
1.5 มิลลิลิตร ภายในหลอดเติมน ้ ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้ นเขย่าหลอด                             
ไมโครเซนต์ติฟิวก์ด้วยเคร่ืองผสมสารละลาย (vortex mixer) เป็นเวลา 60 วินาที น าหลอดไมโคร
เซนต์ติฟิวก์ท่ีมีสารแขวนลอยของสปอร์เช้ือ Streptomyces spp. ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 18 ชัว่โมง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอนดว้ยเคร่ืองหมุนเหวีย่ง (centrifuge) ท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส จ านวนรอบ 10,000 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 นาที ดูดแยกส่วนใสเหนือตะกอน 
(supernatant) ของเช้ือ Streptomyces spp. ใส่หลอดไมโครเซนต์ติฟิวก์ที่ปลอดเช้ือหลอดใหม่ 
เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อเตรียมทดสอบ 
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3.2 การเตรียมอาร์ทีเมีย หรือไรทะเล (brine shrimp) 
อาร์ที เมีย Artemia salina เป็นส่ิงมีชีวิต ท่ีนิยมใช้เ ป็นตัวทดสอบทางชีววิ ธี  

(bioassay) เพื่อศึกษาความเป็นพิษของนิเวศวิทยาแหล่งน ้ า (aquatic ecology) หรือใชใ้นการทดสอบ
ความเป็นพิษของสารพิษหรือสารสกดัต่างๆ (toxicity test) เป็นตน้ การเพาะฟักโดยน าไข่อาร์ทีเมีย 
มาแช่ในน ้ าทะเล สัดส่วนไข่อาร์ทีเมีย 10 กรัม ต่อน ้ าทะเลปริมาตร 500 มิลลิลิตร ให้อากาศโดยใช้
เคร่ืองป๊ัมออกซิเจนขนาดก าลงัไฟ 5 วตัต์ ต่อสายป้ัมลมกบัหัวทรายเพื่อให้อากาศตลอดระยะเวลา
การเพาะฟักเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จนไข่ฟักเป็นตวัอ่อนระยะ nauplii จากนั้นหยุดให้ออกซิเจน       
แยกส่วนของเปลือกไข่ออกจากตวัอ่อนอาร์ทีเมีย เพื่อเตรียมทดสอบ  
 

3.3 การทดสอบคุณสมบัติการฆ่าอาร์ทเีมียของเช้ือ Streptomyces spp. 
ดูดตวัอ่อนอาร์ทีเมียท่ีได้จากการเพาะฟักปริมาตร 200 ไมโครลิตร (มีอาร์ทีเมีย

ประมาณ 9–15 ตวั) หยอดลงในจาน 96 หลุม (96 well tissue culture plate) จากนั้นเติมส่วนใสของ
เช้ือ Streptomyces spp. ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงไปในแต่ละหลุม (ภาพท่ี 5) ตรวจนบัและบนัทึก
การตายของอาร์ทีเมียท่ีเวลา 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 และ 24 ชัว่โมง ภายใตก้ลอ้งกลอ้งจุลทรรศน์
แบบสเตอริโอ (stereo microscope) จากนั้นน าค่าท่ีไดม้าค านวณเป็นเปอร์เซ็นตก์ารตายดว้ยสมการ 
(Sujitwanit et al., 2007) 

 
เปอร์เซ็นตก์ารตาย = จ านวนอาร์ทีเมียท่ีตาย หรือไม่เคล่ือนท่ี x 100 

จ านวนอาร์ทีเมียทั้งหมด 
 
วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ (One–Way ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ีย

ระหว ่างทรีทเมนต์โดยว ิธี Tukey’s HSD test ดว้ยโปรแกรม SPSS version 11 for windows 
(SPSS, 2001) 
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      ภาพที่ 5 การทดสอบคุณสมบติัการฆ่าแมลงของเช้ือ Streptomyces spp. โดยเทคนิค                            
                      brine shrimp bioassay 

     (ก) การเพาะเล้ียงอาร์ทีเมีย  
     (ข) ลกัษณะตวัอ่อนอาร์ทีเมีย ท่ีระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
     (ค) ทดสอบคุณสมบติัการฆ่าแมลง โดยเทคนิค brine shrimp bioassay ในจาน 96 หลุม 

 
4. การทดสอบคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ที่เกีย่วข้องกบัการฆ่าแมลง 
 

น าเช้ือ Streptomyces spp. ท่ี มีศักยภาพในการฆ่าแมลงจ านวน 10 ไอโซเลท 
(คัดเลือกมาจากการทดลองตามข้อ  3) ได้แก่  K4H–9, K4H–10, K5H–10, K5–4, K6–5, K8–4,       
K8–10, NRST9, NRST15 และ NRST17 มาทดสอบคุณสมบตัิการสร้างเอนไซม์ไคติเนสและ   
โปรติเอส วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ ทรีทเมนต์ประกอบดว้ยเช้ือ Streptomyces spp.    
ที่มีศกัยภาพจ านวน 10 ไอโซเลท และมีอาหารเล้ียงเช้ือ GYMA เป็นชุดควบคุม จ านวน 3 ซ ้ า      
โดยแบ่งการทดลองยอ่ยดงัน้ี 

 
4.1 การทดสอบกจิกรรมของเอนไซม์ไคติเนส (chitinase) 
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ GYMA + colloidal chitin 1% และเติมสาร bromocresol 

purple 0.015% (Agrawal and Kotasthane, 2009) เ พื่ อทดสอบกา รส ร้ า ง เอนไซม์ไค ติ เนส                                     
น าเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีเล้ียงในจานอาหาร GYMA อายุ 10 วนั เจาะโคโลนีเช้ือดว้ย cock borer 
ปลอดเช้ือขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.7 มิลลิเมตร ยา้ยลงตรงจุดก่ึงกลางของจานอาหารส าหรับ
ทดสอบการสร้างเอนไซมไ์คติเนส โดยเตรียมภายในตูป้ลอดเช้ือ น าจานอาหารไปบ่มไวใ้นตูบ้่มเช้ือ
ท่ีอุณหภูมิ 28.0 ± 2.0 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด ส าหรับการวดัการสร้างเอนไซม์ไคติเนส                                             
ของเช้ือ Streptomyces spp. หากเช้ือสามารถสร้างเอนไซม์ไคติเนสเพื่อย่อยไคตินได้จะเปล่ียนสี
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อาหารเ ป็นสีม่วงรอบโคโลนี (Agrawal and Kotasthane, 2009) สัง เกตและบนัทึกขนาด    
เส้นผ่านศูนยก์ลางของโคโลนีและวงสีม่วงรอบโคโลนี บนจานอาหารเล้ียงเช้ือหลงัจากการบ่ม
เช้ือท่ี 3, 5 และ 7 วนั 

 
4.2 การทดสอบกจิกรรมของเอนไซม์โปรติเอส (protease) 
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ GYMA + skim milk 3% เพื่อทดสอบการสร้างเอนไซม์              

โปรติเอส เตรียมเช้ือ Streptomyces spp. ที่เล้ียงบนจานอาหาร GYMA อายุ 10 วนั เจาะดว้ย              
cock borer ปลอดเช้ือขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.7 มิลลิเมตร ยา้ยลงตรงจุดก่ึงกลางของจานอาหาร
ส าหรับทดสอบการสร้างเอนไซมโ์ปรติเอส โดยเตรียมภายใตตู้ป้ลอดเช้ือ น าจานอาหารไปบ่มไวใ้น
ตู้บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 28.0 ± 2.0 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด ส าหรับการวดัการสร้างเอนไซม์                 
โปรติเอสของเช้ือ Streptomyces spp. สามารถสังเกตวงใสจากการยอ่ยของ skim milk บนจานอาหาร 
(ดดัแปลงจาก Thaochan and Chadrapatya, 2016) สังเกตและบนัทึกขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของ
โคโลนีและวงใสรอบโคโลนีท่ีอาย ุ3, 5 และ 7 วนั น าค่าเส้นผา่นศูนยก์ลางของวงใสและโคโลนีมา
ค านวณหาค่าดชันีเอนไซม ์(enzymatic index) ตามสมการ (Florencio et al., 2012) 
 

ค่า enzymatic index = 
เส้นผา่นศูนยก์ลางของวงใส 
เส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนี 

 
น าค่า ท่ีได้มาวิ เคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ (One–Way ANOVA) และ

เปรียบเทียบค่าเฉล่ียระหว่างทรีทเมนต์โดยวิธี Tukey’s HSD test ดว้ยโปรแกรม SPSS version 11 
for windows (SPSS, 2001) 
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5. การศึกษาระยะเวลาการเลีย้งทีม่ีศักยภาพในการฆ่าแมลง โดยใช้เทคนิค brine shrimp bioassay 
 

5.1 การเตรียมเช้ือ Streptomyces spp. 
น าเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีศักยภาพในการฆ่าแมลงทั้ ง 9 ไอโซเลท ได้แก่              

K4H–9, K4H–10, K5H–10, K5–4, K8–4, K8–10, NRST9, NRST15 และ NRST17 (ไอโซเลท K6–5         
ตรวจพบอยู่ในกลุ่มก่อโรคในมนุษย์จึงไม่น ามาทดสอบต่อ) ท าการเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp.       
ในจานอาหาร GYMA อายุ 10 วัน เจาะด้วย cock borer ปลอดเช้ือขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง                
0.7 มิลลิเมตร จ านวน 3 ช้ิน ยา้ยเล้ียงในอาหารเหลว GYMB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่
ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ด้วยเคร่ือง Shaker จ านวนรอบ          
150 รอบต่อนาที ที่ระยะเวลา 1, 2, 3, และ 4 สัปดาห์ เก็บน ้ าเ ล้ียงเช้ือ Streptomyces  spp. 
กรองแยกส่วนของน ้ าเล้ียงเช้ือออกจากเส้นใยและสปอร์ของเช้ือ Streptomyces spp. ดว้ยชุดกรอง
สุญญากาศ (vacuum microfiltration assembly) น าส่วนน ้ าเล้ียงเช้ือท่ีไดไ้ปป่ันเหวี่ยงตกตะกอนดว้ย
เคร่ืองหมุนเหวี่ยง จ านวนรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ4 องศาเซลเซียส 
ดูดน ้ าเล้ียงเช้ือเหนือตะกอนและเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อเตรียมทดสอบ
คุณสมบติัการฆ่าแมลงโดยใชเ้ทคนิค brine shrimp bioassay 
 

5.2 การทดสอบคุณสมบัติการฆ่าแมลงโดยใช้เทคนิค brine shrimp bioassay 
การเตรียมตัวอ่อนอาร์ทีเมียเตรียมเช่นเดียวกับข้อท่ี 3.2 ดูดตัวอ่อนอาร์ทีเมีย

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (มีอาร์ทีเมียประมาณ 9–15 ตวั) หยอดลงในจาน 96 หลุม จากนั้นเติมน ้ า
เล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีระยะเวลาการเล้ียง 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห์ ความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต์
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ ทรีทเมนตป์ระกอบดว้ยน ้ าเล้ียงเช้ือ 
Streptomyces spp. ท่ีมีศกัยภาพจ านวน 9 ไอโซเลท ท่ีระยะเวลาการเล้ียง 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห์     
และมีน ้ ากลัน่เป็นชุดควบคุม ท าจ านวน 3 ซ ้ า จากนั้นตรวจนบัและบนัทึกการตายของอาร์ทีเมียท่ี
เวลา 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 และ 24 ชัว่โมง ภายใตก้ลอ้งกลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ น าค่าท่ี
ได้มาค านวณเปอร์เซ็นต์การตาย วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ (One–Way ANOVA) และ
เปรียบเทียบค่าเฉล่ียระหว่างทรีทเมนต์โดยวิธี Tukey’s HSD test ดว้ยโปรแกรม SPSS version 11 
for windows (SPSS, 2001) 
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6. การคัดกรองน า้เลี ้ยงเช้ือ Streptomyces spp. ที่ส่งผลต่อการเจริญของแมลงวันผลไม้   

    Bactrocera dorsalis (Hendel) ระยะหนอน (ทดสอบเบื้องต้น) 
 

6.1 การเตรียมเช้ือ Streptomyces spp. 
น าเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีศักยภาพในการฆ่าแมลงทั้ ง 9 ไอโซเลท ได้แก่      

K4H–9, K4H–10, K5H–10, K5–4, K8–4, K8–10, NRST9, NRST15 และ  NRST17 เ ล้ี ย งในจาน
อาหาร GYMA เป็นระยะเวลา 10 วนัหรือจนกว่าเช้ือสร้างสปอร์ เจาะด้วย cock borer ปลอดเช้ือ
ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.7 มิลลิเมตร จ านวน 3 ช้ิน และยา้ยเล้ียงในอาหารเหลว GYMB ปริมาตร                          
100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส                
เขย่าดว้ยเคร่ือง shaker จ านวนรอบ 150 รอบต่อนาที ตามระยะเวลาการเล้ียงท่ีมีศกัยภาพในการฆ่า
แมลงของเช้ือ Streptomyces spp. ในแต่ละไอโซเลท จากนั้นน าน ้ าเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. 
ท่ีไดก้รองแยกส่วนเส้นใยและสปอร์ออกจากน ้าเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ดว้ยชุดกรองสุญญากาศ               
น าส่วนน ้าเ ล้ียงเช้ือที่ได้ไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอนด้วยเคร่ืองหมุนเหวี่ยงจ านวนรอบ 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดแยกน ้ าเล้ียงเช้ือเหนือตะกอนและเก็บ
น ้าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลลท่ี์ไดเ้ตรียมทดสอบ  

 
6.2 การทดสอบในหนอนแมลงวนัผลไม้ B. dorsalis  
น าตวัหนอนระยะที่ 2 ของแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis มาใช้ส าหรับทดสอบ

ประสิทธิภาพของเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีส่งผลต่อแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis วางแผนการทดลอง
แบบสุ่มสมบูรณ์ ทรีตเมนต์ประกอบด้วยน ้าเล้ียงเช้ือ ปราศจากเซลล์ของเช้ือ Streptomyces spp. 
จ านวน 9 ไอโซเลท และมีน ้ ากลัน่เป็นชุดควบคุม ท าจ านวน 3 ซ ้ า จ  านวนแมลงวนัผลไมซ้ ้ าละ 
20 ตวั เติมน ้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ เช้ือ Streptomyces spp. ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ส่วนชุด
ควบคุมเติมน ้ ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือในปริมาตรท่ีเท่ากัน ผสมในอาหารเทียมส าหรับเ ล้ียงหนอน
แมลงวนัผลไม้ปริมาตร 30 กรัม ในจานอาหารขนาด 5 x 2.5 x 3.5 เซนติเมตร ผสมน ้ าเล้ียงเช้ือ
ปราศจากเซลล์ของเช้ือ Streptomyces spp. แต่ละไอโซเลทกบัอาหารเทียมให้เขา้กนัและปล่อยให้
หนอนแมลงวนัผลไม้กิน ทดสอบในกล่องพลาสติกทรงกลมขนาด 11.8 x 8.5 x 8.7 เซนติเมตร 
ภายในกล่องรองพื้นดว้ยข้ีเล่ือยละเอียดท่ีผา่นการฆ่าเช้ือสูงประมาณ 2 เซนติเมตร ส าหรับให้ระยะ
หนอนดีดตวัเพื่อเขา้ดกัแด ้บริเวณฝากล่องปิดดว้ยผา้มุง้เพื่อระบายอากาศ ปล่อยให้ตวัหนอนกิน
อาหารและเจริญที่อุณหภูมิห้อง (ภาพที่ 6) บนัทึกจ านวน ตวัหนอนท่ีตาย ตวัหนอนท่ีสามารถเขา้
ระยะดักแด้ จ  านวนตัวเต็มว ัย ระยะการเจริญจากตวัหนอน–ดกัแด ้และดกัแด –้ตวัเต ็มวยั         
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ลกัษณะความผิดปกติของแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ในแต่ละระยะ ค านวณเปอร์เซ็นต์ความ
ผิดปกติ น าค่าท่ีได้มาวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ (One–Way ANOVA) และเปรียบเทียบ
ค่าเฉล่ียระหว่างทรีทเมนต์โดยวิธี Tukey’s HSD test ดว้ยโปรแกรม SPSS version 11 for windows 
(SPSS, 2001) 

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 6 การคดักรองเช้ือ Streptomyces spp. จ านวน 9 ไอโซเลท ต่อการเจริญของแมลงวนัผลไม  ้                                   

Bactrocera dorsalis (Hendel) ระยะหนอน (ทดสอบเบ้ืองตน้)  
(ก) อาหารเทียมท่ีผสมน ้าเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. 
(ข) กล่องทดสอบน ้าเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ต่อการเจริญของแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis 

 
7. การศึกษาสัณฐานวิทยาและจ าแนกชนิดเช้ือ Streptomyces spp. ทีม่ีศักยภาพโดยวธีิทางอณูวทิยา 

 
7.1 การศึกษาสัณฐานวิทยา 
น าเช้ือ Streptomyces spp. มีศักยภาพในการฆ่าหนอนแมลงผลไม้ B. dorsalis 

จ  านวน 3 ไอโซเลท ได้แก่ K8–10, NRST15 และ NRST17 เ ล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ GYMA               
แลว้น าไปบ่มไวท่ี้ตูบ้่มเช้ืออุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ในสภาพมืดเป็นเวลา 15 วนั หรือจนเช้ือ 
Streptomyces spp. สร้างสปอร์ ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาตามหนงัสือ Bergey ’s Manual 
โดยบนัทึกลกัษณะสีโคโลนีบนจานอาหาร และรูปร่างของสปอร์  

ลกัษณะสัณฐานวิทยา เล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. โดยการ streak เช้ือในอาหาร
เล้ียงเช้ือ GYMA เป็นเส้นตรง จากนั้นน ากระจกปิดสไลด์ (cover slid) ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือฝังลงใน
อาหารเล้ียงเช้ือท ามุมเอียงประมาณ 45 องศา บริเวณแนวเช้ือท่ี streak แลว้น าไปบ่มไวท่ี้ตูบ้่มเช้ือ
อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ในสภาพมืดเป็นเวลา 7 วนั ท าการถอดกระจกปิดโดยใชคี้ม (forcep) 
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คีบกระจก ปิดสไลด์ออกจากจานอาหาร เ ล้ี ย ง เ ช้ือ  หยด  lactophenol cotton blue 1 หยด                                   
บนแผ่นสไลด์ (microscope slide) จากนั้นน ากระจกปิดสไลด์ท่ีมีการเจริญของเช้ือ Streptomyces spp. 
ปิดทบับนหยด lactophenol cotton blue บนแผ่นสไลด์ น าไปตรวจดูลกัษณะทางสัณฐานวิทยาดว้ย
กลอ้งจุลทรรศน์ท่ีก าลงัขยายของเลนส์ใกลว้ตัถุ 100 เท่า 

การยอ้มสีแบบแกรม (gram stain) เ ร่ิมจากท าความสะอาดสไลด์ เช็ดให้แห้ง       
แล้วใช้ห่วงเข่ียเช้ือจุ่มน ้ าแตะลงบนสไลด์ 1–2 หยด จากนั้นเข่ียเช้ือ Streptomyces spp. มาเพียง
เล็กนอ้ย แตะเช้ือลงบนหยดน ้ าแลว้เกล่ีย (smear) บนสไลด์ ทิ้งใหแ้ห้งและท าการตรึง (fixing of the 
smear) เพื่อท าให้เซลล์ติดแน่นกบัสไลด์ โดยการน าสไลด์ลนผ่านเปลวไฟอย่างรวดเร็ว 2–3 คร้ัง              
หยด crystal violet ให้ท่วมรอยเกล่ีย ทิ้งไว ้1 นาที เทสีทิ้ง จากนั้นหยดสารละลาย logol’s iodine    
ให้ท่วมรอยเกล่ีย ทิ้งไว ้1 นาที ล้างสีออกด้วยแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 15 วินาที                   
ล้างน ้ าสะอาด หยด safranin ให้ท่วมรอยเกล่ีย ทิ้งไว้ 30 วินาที เทสีทิ้ง  ล้างด้วยน ้ าสะอาด                 
แลว้ซบัให้แหง้ จากนั้นตรวจดูลกัษณะการติดสีแกรม ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีก าลงัขยายของเลนส์
ใกล้วตัถุ 100 เท่า ถ้าเช้ือเป็นแบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีม่วงของ crystal violet และแบคทีเรีย         
แกรมลบจะติดสีแดงของ safranin  
 

7.2 จ าแนกชนิดเช้ือ Streptomyces spp. โดยวธีิทางอณูวทิยา 

7.2.1 การสกดัดีเอน็เอเช้ือ Streptomyces spp. 
การจ าแนกชนิดโดยวิธีการทางอณูวิทยา  น าส่วนของเส้นใยและสปอร์เช้ือ

Streptomyces spp. ไอโซเลท K8–10, NRST15 และ NRST17 มาสกัด DNA ดัดแปลงจากวิธีของ 
Doyle and Doyle (1987) โ ด ย เ ก็ บ เ ส้ น ใ ย แ ล ะ ส ป อ ร์ เ ช้ื อ  Streptomyces spp. ใ ส่ ห ล อ ด                                        
ไมโครเซนติฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน าเส้นใย                 
ม า ใช้สกัด ดี เอ็น เอ  น า เ ส้นใยและสปอ ร์ เ ช้ื อ  Streptomyces spp. เ ติมสารละลาย  CTAB                            
(cetyl trimethyl ammonium bromide) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร บดใหล้ะเอียดดว้ยแท่ง micropestle                                
เพื่อใหเ้ซลล์แตก บ่มตวัอยา่งดว้ยเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิชนิดแหง้ (mini heating dry bath) ท่ีอุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ตกตะกอนโปรตีนโดยเติม CIA (chloroform: isoamyl alcohol 
(24: 1) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไมโครเซนติฟิวก์ไปมาเบาๆ                  
15 นาที ป่ันเหวี่ยงตกตะกอนดว้ยเคร่ืองหมุนเหวี่ยง ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที                               
ท่ี อุณหภู มิ  4 องศา เซลเ ซียส ดูดส่วนใสด้านบน (supernatant) ป ริมาตร 600 ไมโครลิตร                              
ใส่หลอดไมโครเซนติฟิวก์หลอดใหม่ เติม CIA ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยกลบั
หลอดไมโครเซนติฟิวก์ไปมาเบาๆ 5 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  12,000 รอบต่อนาที               
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ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ดูดสารละลายส่วนใสดา้นบนปริมาตร 600 ไมโครลิตร 
ใส่หลอดไมโครเซนติฟิวก์หลอดใหม่ เติม freezer cold isopropanol ปริมาตร 600 ไมโครลิตร                 
ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ –20 องศา เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ป่ันเหวี่ยงตกตะกอนดว้ยเคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็ว                      
12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เทสารละลายในหลอดออก                  
ลา้งตะกอนดีเอน็เอท่ีอยูก่น้หลอดดว้ย 70% ethanol ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ป่ันเหวีย่งตกตะกอน
ด้วยเคร่ืองหมุนเหวี่ยง ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายทิ้งและตาก
ตะกอนดีเอ็นเอใหแ้ห้งท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ละลายดีเอน็เอดว้ยน ้ าท่ีปราศจากไอออน 
(deionized water, DI) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บรักษาดีเอ็นเอไวที้ ่อุณหภูมิ –20 องศา
เซลเซียส ตรวจหาดีเอ็นเอดว้ยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส (gel electrophoresis) 
 

7.2.2 เจลอเิลก็โตรโฟเรซีส (gel electrophoresis) 
การเตรียมเจล ใช้อะกาโรส (agaros) ความเขม้ขน้ 1 % ละลายอะกาโรส 0.5 กรัม 

ใน 0.5X TBE buffer ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ตม้ในเคร่ืองไมโครเวฟให้ละลายเป็นเน้ือเดียวกนั เทลง
ในถาดท่ีวางช่องหว ี(well comb) หนาประมาณ 5 มิลลิเมตร เม่ือเจลแข็งตวัค่อยๆดึงหว ี(comb) ยา้ย
ถาดเจลไปใส่เคร่ือง electrophoresis โดยเติม 0.5X TBE buffer ใหท้่วมแผน่เจล 

การเตรียมตัวอย่าง  โดยผสมดีเอ็นเอปริมาตร  5 ไมโครลิตร กับ  loading dye 
(GenedireX, China) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนับนแผน่พาราฟิลม์ (parafilm) หยอด 1 kB 
DNA marker (GenedireX, China) 3 ไมโครลิตร ดูดสารละลายท่ีเตรียมไว  ้หยอดลงในช่อง (well) 
ของเจล เปิดเคร่ือง electrophoresis ปรับความต่างศกัยไ์ฟฟ้าให้ได ้100 โวลต์ เมื่อครบ 20 นาที 
น าเจลมาตรวจสอบแถบดีเอน็เอดว้ย UV transilluminator (GenedireX, Taiwan) 

 
7.2.3 การ เพิ่ มป ริมาณดี เ อ็น เอ โดย เทคนิคปฏิ กิ ริ ย าลู ก โ ซ่พอลิ เมอ เรส                  
(Polymerase chain reaction, PCR) 
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในต าแหน่ง 16S rDNA โดยใช้ universal primer คู่ไพรเมอร์ 

forward primer 27F (5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3 ) แ ล ะ  reverse primer 1492R (5´ 
GGTTACCTTGTTACGACTT 3´) (Lane, 1991) ส่วนผสมทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 25 ไมโครลิตร (Thermo Scientific, USA) DNA template 
2 ไมโครลิตร forward primer 1 ไมโครลิตร reverse primer 1 ไมโครลิตร และ nuclease–free water 
21 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัและน าเขา้เคร่ือง Thermal Cycler รุ่น T100™ (Bio–Rad, USA) ตั้งค่า
โปรแกรมโดยมีเง่ือนไขในการท าปฏิกิริยาดงัน้ี 
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initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 2 นาที   จ  านวน 1 รอบ 
denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วนิาที  

  จ  านวน 35 รอบ annealing ท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที    จ  านวน 1 รอบ 

 
ตรวจสอบ  PCR product โดยใช้เทคนิค  gel electrophoresis ผสม  PCR product 

ปริมาตร 3 ไมโครลิตรกับ loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร หยอด 1 kB DNA marker 3 
ไมโครลิตร แลว้ตรวจสอบโดยใช้ agarose gel ความเขม้ขน้ 1 % ปรับความต่างศกัยไ์ฟฟ้าให้ได้ 
100 โ ว ลต ์ เ ป็ น เ ว ล า  20 น าท ี น า เ จ ล ม า ต ร ว จส อบ แถบ  PCR product ด้วย เค ร่ือง  UV 
transilluminator 

 
7.2.4 การวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ (DNA sequencing)  
ส่งตวัอย่าง PCR product วิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยเคร่ืองวิเคราะห์

ล าดบันิวคลีโอไทด์ ณ บริษทั Macrogen ประเทศเกาหลีใต ้น าขอ้มูลล าดบัเบสเทียบเคียงชนิดกบั
ฐานขอ้มูล GenBank (website http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ดว้ยโปรแกรม BLAST  

 
7.2.5 การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการ 
น าล าดบันิวคลีโอไทด์ของเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีความใกล้เคียงกบัตวัอย่าง

จากฐานข้อมูล GenBank มาจัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม Clustal W version 2.1 
(alignment) ปรับแต่งล าดบัเบสในโปรแกรม BioEdit version 7.2.5 น าขอ้มูลท่ีไดม้าสร้างแผนภูมิ
ววิฒันาการ (phylogenetic tree) ดว้ยโปรแกรม MEGA version 7 

 
 
 
 



27 

 

8. ก า ร ศึ ก ษ า ส า ร ทุ ติ ย ภู มิ ข อ ง เ ช้ื อ  Streptomyces sp. ที่ มี ศั ก ย ภ าพ ฆ่ า แ ม ล ง โ ด ย วิ ธี                                   

Liquid Chromatography Mass Spectrometer (LCMS) (Lu et al., 2014) 
 

น าเ ช้ือ Streptomyces sp. ท่ี มีศักยภาพฆ่าแมลงวันผลไม้ B. dorsalis สูงท่ีสุด                             
จากการทดลองขอ้ 6 จ านวน 1 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท K8–10 โดยเล้ียงเช้ือ Streptomyces sp.          
ในจานอาหาร GYMA อายุ 14 วนั เจาะโคโลนีดว้ย cock borer ปลอดเช้ือขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง                
0.7 มิลลิเมตร จ านวน 5 ช้ิน ยา้ยเล้ียงในอาหารเหลว GYMB ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่
ขนาด 500 มิลลิลิตร ทั้ งหมดจ านวน 5 ลิตร น าไปเ ล้ียง ท่ี อุณหภูมิ  28 ± 2 องศาเซลเซียส                            
ดว้ยเคร่ือง shaker จ านวนรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 14 วนั เก็บน ้ าเล้ียงเช้ือ Streptomyces sp. 
กรองแยกแยกส่วนของน ้ า เ ล้ี ยง เ ช้ือออกจากเส้นใยและสปอร์ของเ ช้ือ  Streptomyces sp.                         
ด้วยชุดกรองสุญญากาศ น าส่วนน ้ าเล้ียงเช้ือท่ีได้ไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอนด้วยเคร่ืองหมุนเหวี่ยง 
จ านวนรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดแยกน ้ าเล้ียงเช้ือ
เหนือตะกอน เพื่อเก็บน ้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ ไปสกัดแยกสารทุติยภูมิด้วย ethyl acetate              
ในอตัราส่วน 1:1 (v/v) เก็บสารสกัดหยาบท่ีได้ไวส้ าหรับทดสอบการส่งผลต่อแมลงวนัผลไม้               
B. dorsalis ระยะต่างๆ และส าหรับส่งวเิคราะห์ชนิดของสารทุติยภูมิโดยเทคนิค LCMS 

 
8.1 การสกดัสารทุติยภูมิของเช้ือ Streptomyces spp. ทีอ่อกฤทธ์ิฆ่าแมลง 
น ้าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10 ท าการสกดั

แยกสารทุติยภูมิดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์ethyl acetate 99.9 เปอร์เซ็นต ์โดยน าน ้าเล้ียงเช้ือปราศจาก
เซลล์ผสมกบั  ethyl acetate ในอตัราส่วน 1:1 (v/v) ใช้แท่งแม่เหล็กกวนสาร  (magnetic bar) 
ร่วมกับเคร่ืองกวนสาร (magnetic stirrer) กวนผสมน ้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์กับ ethyl acetate          
ท่ีบรรจุในขวดดูแรน (laboratory bottles) เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน ามาสกดัแยกสารโดยใชก้รวย
แยกสาร (separator funnel) ซ่ึงใช้ส าหรับสกัดแยกองค์ประกอบของสารละลายท่ีอยู่ในสถานะ
ของเหลวด้วยตวัท าละลายท่ีเป็นของเหลวท่ีไม่รวมเป็นเน้ือเดียวกัน (liquid–liquid extraction)           
โดยน ้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลลจ์ะแยกชั้นกบั ethyl acetate เก็บแยกส่วนชั้นน ้าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์
ท าการสกดัซ ้ าอีกคร้ังดว้ย ethyl acetate อตัราส่วน 1:1 (v/v) ส่วนชั้น ethyl acetate ท่ีไดท้ั้งหมดน ามา
รวมกัน (ภาพท่ี 7) จากนั้ นน าไประเหย ethyl acetate ด้วยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน               
(rotary vacuum evaporator) ควบคุมอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (ดัดแปลงจาก วารุณี , 2551)             
จนได้สารสกัดหยาบจากเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10 ชั่งน ้ าหนักสารสกดัหยาบท่ีได้       
เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เตรียมทดสอบต่อไป 
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8.2 การวเิคราะห์สารทุติยภูมิโดย LCMS 
ส่งสารสกดัหยาบท่ีไดต้รวจวิเคราะห์สารทุติยภูมิโดยวิธี LCMS ท่ีศูนยเ์คร่ืองมือ

วทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ วทิยาเขตหาดใหญ่ อ าเภอ หาดใหญ่ จงัหวดั สงขลา 

 

 
 

ภาพที่  7  การสกัดสารทุติยภูมิจากเช้ือ Streptomyces  sp.  ไอโซเลท K8–10 
(ก) น ้าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลลข์องเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10 
(ข) การสกดัแยกสารโดยใชก้รวยแยกสาร 
(ค) ชั้นสาร ethyl acetate ท่ีผา่นการสกดัสาร น าไประเหย ethyl acetate ออก 
(ง) เคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน 
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9. การศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10 ต่อแมลงวันผลไม้          

     Bactrocera dorsalis (Hendel) ระยะต่างๆ 
 

เตรียมสารละลายสารสกดัหยาบท่ีระดบัความเขม้ขน้ 50, 30 และ 10 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร โดยละลายสารสกดัหยาบด้วย 1 เปอร์เซ็นต์ dimethyl sulfoxide (DMSO)ในน ้ ากลัน่
น่ึงฆ่าเช้ือ เพื่อใช้ทดสอบกบัแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ระยะต่างๆ 

 
9.1 ระยะไข่ 
น าสารละลายสารสกัดหยาบของเ ช้ือ  Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10                  

มาทดสอบผลต่อการฟักและการรอดชีวิตของแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis วางแผนการทดลองแบบ
สุ่มสมบูรณ์ ทรีทเมนต์ประกอบดว้ยสารละลายสารสกดัหยาบที่ระดบัความเขม้ขน้  50, 30 และ 
10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมี 1 เปอร์ เซ็นต์ DMSO ในน ้ ากลัน่ น่ึงฆ่า เ ช้ือเป็นชุดควบคุม 
ด าเนินการทดลองจ านวน 6 ซ ้ า ไข่แมลงวนัผลไม  ้B. dorsalis 100 ฟองต่อซ ้ า โดยน าไข่ของ
แมลงวันผลไม้ B. dorsalis อายุ 1 วัน แช่ในสารละลายสารสกัดหยาบ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร                 
(เติม 0.1 เปอร์เซ็นต ์Tween® 20) เป็นเวลา 3 นาที ส าหรับชุดควบคุมใช้ปริมาตรเท่ากนั จากนั้นยา้ย
ไข่แมลงวนัผลไมม้าวางบนกระดาษกรอง (Whatmann® #1) ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 90 มิลลิเมตร 
ในจานท่ีมีอาหารเทียมส าหรับเล้ียงหนอนแมลงวนัผลไมป้ริมาตร 50 กรัม ปิดฝาและน าไปบ่มไวท่ี้
อุณหภูมิห้อง บนัทึกจ านวนตวัหนอนท่ีฟักออกจากไข่ ส าหรับตวัหนอนท่ีรอดชีวิตให้ยา้ยไปเล้ียง
ในจานอาหารเทียมจานใหม่ และใส่ไวใ้นกล่องพลาสติกใสขนาด 16.5×23.5×9.5 เซนติเมตร      
ส าหรับเล้ียงแมลงวนัผลไม ้ภายในกล่องรองพื้นดว้ยข้ีเล่ือยละเอียดท่ีผ่านการฆ่าเช้ือสูงประมาณ     
2 เซนติเมตร ส าหรับให้ระยะหนอนดีดตวัเพื่อเขา้ดกัแด ้บริเวณฝากล่องปิดดว้ยผา้มุง้ระบายอากาศ 
ดูผลต่อการมีชีวิตรอดในระยะหนอน ดกัแด ้และตวัเต็มวยั บนัทึกจ านวนดกัแด ้จ านวนตวัเต็มวยั 
ระยะการเจริญจากไข่–ตวัหนอน ตวัหนอน–ดกัแด ้ดกัแด–้ตวัเต็มวยั และลกัษณะความผิดปกติของ
แมลงวนัผลไม ้B. dorsalis แต่ละระยะ ค านวณเปอร์เซ็นต์ความผิดปกติ น าค่าท่ีไดม้าวิเคราะห์
ความแปรปรวนทางสถิติ (One–Way ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียระหวา่งทรีทเมนต์โดยวิธี 
Tukey’s HSD test ดว้ยโปรแกรม SPSS version 11 for windows (SPSS, 2001) 
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9.2 ระยะตัวหนอน 
น าสารละลายสารสกัดหยาบของเ ช้ือ  Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10                 

มาทดสอบในระยะหนอนของแมลงวนัผลไม้ B. dorsalis วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์           
ทรีทเมนต์ประกอบด้วยสารละลายสารสกัดหยาบท่ีระดับความเข้มข้น  50, 30 และ 10                       
มิล ลิก รัมต่อมิล ลิ ลิตร โดยมี  1 เปอร์ เ ซ็นต์  DMSO ในน ้ ากลั่น น่ึ ง ฆ่า เ ช้ือ เ ป็นชุดควบคุม                  
ด าเนินการทดลองจ านวน 6 ซ ้ า ใชห้นอนแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ระยะท่ี 2 จ านวน 20 ตวัต่อซ ้ า 
โดยเติมสารละลายสารสกดัหยาบปริมาตร 1 มิลลิลิตร ส าหรับชุดควบคุมใชป้ริมาตรเท่ากนั ผสมกบั
อาหารเทียมส าหรับเล้ียงหนอนแมลงวนัผลไม้ปริมาตร 50 กรัม ในจานอาหารขนาด 5 x 2.5 x 3.5 
เซนติเมตร จานอาหารเทียมท่ีทดสอบใส่ไวใ้นกล่องพลาสติกทรงกลมขนาด 11.8 x 8.5 x 8.7 เซนติเมตร 
ส าหรับเล้ียงแมลงวนัผลไม ้ภายในกล่องรองพื้นดว้ยข้ีเล่ือยละเอียดท่ีผ่านการฆ่าเช้ือสูงประมาณ      
2 เซนติเมตร ส าหรับให้ระยะหนอนดีดตวัเพื่อเขา้ดกัแด ้บริเวณฝากล่องปิดดว้ยผา้มุง้ระบายอากาศ 
ปล่อยให้ตวัหนอนกินอาหารและเจริญท่ีอุณหภูมิห้อง บนัทึกจ านวนตวัหนอนท่ีตาย ตวัหนอนท่ี
สามารถเขา้ระยะดกัแด ้จ านวนตวัเต็มวยั ระยะการเจริญจากตวัหนอน–ดกัแด ้และดกัแด–้ตวัเต็มวยั 
ลกัษณะความผดิปกติของแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ในแต่ละระยะ ค านวณเปอร์เซ็นตค์วามผดิปกติ 
วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ (One–Way ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียระหว่างทรีทเมนต์
โดยวธีิ Tukey’s HSD test ดว้ยโปรแกรม SPSS version 11 for windows (SPSS, 2001) 

 
9.3 ระยะดักแด้ 
น าสารละลายสารสกัดหยาบของเ ช้ือ  Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10                 

มาทดสอบในระยะดกัแดแ้มลงวนัผลไม ้B. dorsalis วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ ทรีทเมนต์
ประกอบดว้ยสารละลายสารสกดัหยาบท่ีระดบัความเขม้ขน้ 50, 30 และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
โดยมี 1 เปอร์เซ็นต ์DMSO ในน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือเป็นชุดควบคุม ท าจ านวน 6 ซ ้ า ใชด้กัแดแ้มลงวนั
ผลไม้อายุ 1 วนั จ านวน 20 ดักแด้ต่อซ ้ า แช่ในสารละลายสารสกัดหยาบ ปริมาตร 3 มิลลิลิตร            
(เติม 0.1 เปอร์เซ็นต์ Tween® 20) เป็นระยะเวลา 3 นาที ส าหรับชุดควบคุมใช้ปริมาตรเท่ากัน         
บ่มดักแด้ ท่ี อุณหภูมิห้องไว้ในกล่องพลาสติกทรงกลมขนาด 11.8 x 8.5 x 8.7 เซนติเมตร                   
รองพื้นกล่องและปิดทับดักแด้ด้วยข้ีเล่ือยละเอียดท่ีผ่านการฆ่าเช้ือสูงประมาณ 2 เซนติเมตร             
บริเวณฝากล่องปิดด้วยผา้มุง้เพื่อระบายอากาศ บนัทึกจ านวนตวัเต็มวยัท่ีฟัก ระยะการเจริญจาก
ดักแด้–ตัวเต็มว ัย  ลักษณะความผิดปกติของตัว เต็มว ัย ค านวณเปอร์เซ็นต์ความผิดปกติ                    
วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ (One–Way ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียระหว่างทรีทเมนต์
โดยวธีิ Tukey’s HSD test ดว้ยโปรแกรม SPSS version 11 for windows (SPSS, 2001) 
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9.4 ระยะตัวเต็มวยั 
น าสารละลายสารสกัดหยาบของเ ช้ือ  Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10                   

มาทดสอบในตัวเต็มว ัยแมลงวันผลไม้  B. dorsalis วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์                  
ทรีทเมนต์ประกอบด้วยสารละลายสารสกัดหยาบท่ีระดับความเข้มข้น  50, 30 และ 10                      
มิล ลิก รัมต่อมิล ลิ ลิตร โดยมี  1 เปอร์ เ ซ็นต์  DMSO ในน ้ ากลั่น น่ึ ง ฆ่า เ ช้ือ เ ป็นชุดควบคุม                           
ท าจ านวน 6 ซ ้ า ใช้ตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไม้อายุ 1 ถึง 5 วนั หลังจากฟักออกจากดักแด้จ  านวน           
40 ตวัต่อซ ้ า (เพศผู ้20 ตวั และเพศเมีย 20 ตวั) น าไปเล้ียงในกรงผา้มุง้ขนาด 30x30x30 เซนติเมตร         
ก่อนการทดสอบให้อดอาหารแมลงเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง การทดสอบท าการผสมสารละลาย
สารสกดัหยาบปริมาตร 1 มิลลิลิตร กบัสารละลายยีสต ์5 เปอร์เซ็นต ์ส าหรับชุดควบคุมใช้สัดส่วน
ปริมาตรเท่ากัน จากนั้ นปล่อยให้ตัวเต็มว ัยแมลงวันผลไม้ B. dorsalis ดูดกินสารดังกล่าว                 
เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง และใส่แหล่งน ้ าไวภ้ายในกรงขณะทดสอบ ยา้ยสารสกดัออกจากกรง     
เม่ือครบ 24 ชัว่โมง และน าอาหารปกติ (ยีสต ์น ้ าตาลกอ้น และน ้ า) มาใส่ไวใ้นกรง บนัทึกการตาย
ของตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ทุกวนั เป็นระยะเวลา 15 วนั วิเคราะห์ความแปรปรวนทาง
สถิติ (One–Way ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียระหว่างทรีทเมนต์โดยวิธี Tukey’s HSD test 
ดว้ยโปรแกรม SPSS version 11 for windows (SPSS, 2001) 
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บทที ่3 
ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 

1. การคัดกรองเช้ือ Streptomyces  spp. ที่มี คุณสมบัติในการฆ่าแมลง โดยใช้เทคนิค 
brine shrimp bioassay 

 
จากการการคดักรองเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีคุณสมบติัในการฆ่าแมลง โดยใช้

เทคนิค brine shrimp bioassay จ านวน 52 ไอโซเลท พบเช้ือ Streptomyces spp. จ านวน 10 ไอโซเลท               
ท่ี มี คุณสมบัติในการฆ่าแมลง ได้แ ก่  K4H–9, K4H–10, K5–4, K5H–10, K6–5, K8–4, K8–10, 
NRST9, NRST15 และ NRST17 ท่ีมีคุณสมบติัในการฆ่าแมลง (ภาพท่ี 8) โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์การ
ตายสะสมของอาร์ทีเมียมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ท่ีระยะเวลา 24 ชั่วโมง (ภาพท่ี 9) โดยเช้ือ 
Streptomyces spp. ไอโซเลท K8–10 ออกฤทธ์ิฆ่าอาร์ทีเมียได้มากท่ีสุด 83 ± 8.3 เปอร์เซ็นต์ท่ี
ระยะเวลา 12 ชัว่โมง แตกต่างจากไอโซเลทอ่ืนๆ และชุดควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ ส่วนท่ี
ระยะเวลา 24 ชัว่โมง พบเช้ือ Streptomyces spp. จ านวน 5 ไอโซเลท ท่ีสามารถฆ่าอาร์ทีเมียได ้100 
เปอร์เซ็นต์ ไดแ้ก่ K5H–10, K8–10, NRST9, NRST15 และ NRST17 วิเคราะห์ค่า Kaplan–Meier 
survival analysis พบว่าเช้ือ Streptomyces spp. ทั้ง 10 ไอโซเลท มีค่าเฉล่ียการรอดชีวิต (Average 
Survival Time, AST) ของอาร์ทีเมียอยู่ระหว่าง 11.3–17.4 ชั่วโมง น้อยกว่าเช้ือ Streptomyces spp.   
ไอโซเลทอ่ืนๆ และชุดควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ (P<0.05) ส่วนชุดควบคุมพบค่าเฉล่ียการ
รอดชีวิตเท่ากับ 24 ชั่วโมง ท่ีระยะเวลาทดสอบการตายของอาร์ทีเมีย 24 ชั่วโมง (ตารางท่ี 4)          
การออกฤทธ์ิฆ่าอาร์ทีเมียของเช้ือ Streptomyces spp. ทั้ ง 10 ไอโซเลท มีค่าเปอร์เซ็นต์การตาย
ใกลเ้คียงกบัการศึกษาของ Tantithanagorngul และคณะ (2011) ท่ีท  าการคดัเลือกเช้ือกลุ่มแอคติโน
มยัซีทจากดินทั้งหมด 459 ไอโซเลท เพื่อคดักรองสายพนัธ์ุท่ีมีคุณสมบติัในการฆ่าแมลงโดยเทคนิค 
brine shrimp bioassay พบเช้ือ Streptomyces spp. จ านวน 3 ไอโซเลท ท่ีท าให้อาร์ทีเมียตาย 99–100 
เปอร์เซ็นต์ โดยพบว่าเช้ือ S. antibioticus เป็นไอโซเลทท่ีท าให้มีการตายสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต์ 
รองลงมา คือ S. griseoruber และ S. sparsogines ส่งผลให้มีเปอร์เซ็นต์การตาย 99.49 และ 99.06 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ท่ีระยะเวลา 24 ชั่วโมง นอกจากน้ี Samri และคณะ (2015) รายงานการ          
คดักรองเช้ือแอคติโนมยัซีทจ านวน 210 ไอโซเลท ดว้ยวิธีเดียวกนั พบเช้ือแอคติโนมยัซีทจ านวน                   
22 ไอโซ เ ลท  ท่ี ท า ให้ อ า ร์ ที เ มี ย ต า ย  80–100 เ ปอ ร์ เ ซ็ นต์  โดย มี เ ช้ื อ แอค ติ โนมัย ซี ท                              
จ  านวน 12 ไอโซเลท ท่ีส่งผลให้อาร์ทีเมียมีเปอร์เซ็นต์การตาย 100 เปอร์เซ็นต์ และมีค่า LT 50          
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อยู่ในช่วงระหว่าง 1–22 ชั่วโมง ในขณะท่ีเช้ือท่ีท าการศึกษาคร้ังน้ีส่วนใหญ่มีค่า LT 50 มากกว่า         
9 ชัว่โมง จากการทดสอบเบ้ืองตน้ดว้ยเทคนิค brine shrimp bioassay  

 

 
 
ภาพที ่ 8 เ ชื ้อ  Streptomyces spp. จ านวน  10 ไอโซ เลท  ที ่ม ีค ุณสมบ ตั ิในก ารฆ ่า แมล ง              

โดยใช้เทคนิค brine shrimp bioassay 
 
 

 
ภาพที่  9 เปอร์เซ็นต์การตายเฉล่ียสะสมของอาร์ทีเมีย  ท่ีทดสอบด้วยเช้ือ Streptomyces spp.            

โดยใชเ้ทคนิค brine shrimp bioassay 
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ตารางที่ 4 ค่าเปอร์เซ็นตก์ารตายเฉล่ียสะสมและค่าเฉล่ียการรอดชีวิตของอาร์ทีเมีย จากการทดสอบ
คุณสมบติัการฆ่าแมลงของเช้ือ Streptomyces spp. โดยใชเ้ทคนิค brine shrimp bioassay   

 

ไอโซเลท 

เปอร์เซ็นตก์ารตายสะสม (%) 
(mean ± SE)1/ 

Kaplan–Meier Survival Analysis 

12 ชม. 24 ชม. 
ค่าเฉล่ียการรอดชีวติ (ชม.) 

(AST) (mean ± SE)2/ 
ช่วงความ

เช่ือมัน่ (ชม.) 

  K4H–9 30.6 ± 1.4abc 100.0 ± 0.0a 16.0 ± 0.6b 14.7–17.3 

  K4H–10 23.0 ± 3.2bc 100.0 ± 0.0a 16.3 ± 0.6b 15.1–17.5 

  K5–4 13.5 ± 2.6c 97.2 ± 2.8a 17.4 ± 0.7b 16.0–18.8 

  K5H–10 42.8 ± 20.0abc 100.0 ± 0.0a 14.3 ± 0.9bc 12.6–16.0 

  K6–5 24.9 ± 6.6bc 95.0 ± 2.5a 16.3± 0.7b 14.9–17.7 

  K8–4 34.1 ± 8.3abc 100.0 ± 0.0a 15.5 ± 0.6b 14.3–16.7 

  K8–10 83.0 ± 8.3a 100.0 ± 0.0a 11.3 ± 0.4d 10.5–12.1 

  NRST9 35.8 ± 8.4abc 100.0 ± 0.0a 15.2 ± 0.6b 13.9–16.5 

  NRST15 73.2 ± 10.3ab 100.0 ± 0.0a 12.0 ± 0.0cd 10.6–13.4 

  NRST17 41.3 ± 12.3abc 100.0 ± 0.0a 15.3 ± 0.0b 14.0–16.6 

  Control   0.0 ± 0.0d 2.2 ± 2.2b 24.0 ± 0.0a 24.0–24.0 
1/ตัวอักษรท่ีแตกต่างกันภายในคอลัมน์เดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ Tukey’s HSD test  
2/ตัวอักษรท่ีแตกต่างกันภายในคอลัมน์เดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียดว้ยวิธี log–rank test ค่าเฉล่ียการรอดชีวิต (AST) 
จ ากดัท่ี 24 ชัว่โมง 
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2. การทดสอบคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ที่เกีย่วข้องกบัการฆ่าแมลง 
 

น าเช้ือ Streptomyces spp. จ านวน 10 ไอโซเลท จากการศึกษาเช้ือ Streptomyces spp. 
ท่ีมีศกัยภาพในการฆ่าแมลง มาทดสอบคุณสมบติัการสร้างเอนไซม์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการฆ่าแมลง     
โดยแบ่งการทดลองยอ่ยดงัน้ี 

 
2.1 ทดสอบกจิกรรมของเอนไซม์ไคติเนส (chitinase)  
การทดสอบการส ร้า ง เอนไซม์ไค ติ เนส  ท่ี ระ ยะ เวล า  3, 5 และ  7 วัน                               

เ ช้ือ  Streptomyces spp. ทั้ ง 10 ไอโซเลท ได้แก่ K4H–9, K4H–10, K5–4, K5H–10, K6–5, K8–4,        
K8–10, NRST9, NRST15 และ  NRST17 มีความสามารถในการส ร้ า ง เอนไซม์ไค ติ เนส                        
(ตารางท่ี 5) (ภาพท่ี 10) สามารถย่อย substrate ในจานอาหาร GYMA ท่ีผสม 1% colloidal chitin 
เปล่ียนสีอาหารเป็นสีม่วงรอบโคโลนีได้ตั้งแต่ระยะเวลา 3 วนั ของการทดสอบ และมีการขยาย
ขนาดวงสีม่วงรอบโคโลนีเพิ่มข้ึนท่ีระยะเวลา 5 และ 7 วนั พบว่าเช้ือ Streptomyces spp. ไอโซเลท 
K5–4 เปล่ียนสีอาหารเป็นสีม่วงรอบโคโลนีมากท่ีสุด ท่ีระยะเวลา 7 วนั มีค่าดชันีเอนไซม์เท่ากบั               
5.21 ± 0.13 เซนติเมตร รองลงมาคือ ไอโซเลท K6–5, K4H–10 และ K4H–9 มีค่าดัชนีเอนไซม์
เท่ากบั 5.03 ± 0.50, 4.98 ± 0.23 และ 4.71 ± 0.24 เซนติเมตร ตามล าดบั แตกต่างจากเช้ือ Streptomyces spp. 
ไอโซเลทอ่ืนๆและชุดควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ความสามารถในการสร้างเอนไซมไ์คติเนส 
สอดคล้องกบัการรายงานการศึกษาเช้ือ Streptomyces spp. ซ่ึงพบว่ามีความสามารถในการสร้าง
เอนไซม์ไคติเนส โดยท าการศึกษาเช้ือ S. exfoliatus MT9 บนอาหารแข็งท่ีผสม colloidal chitin 
พบว่า S. exfoliatus MT9 มีความสามารถในการสร้างเอนไซมไ์คติเนสและย่อยไคตินเพื่อน ามาใช้
เป็นแหล่งพลงังาน (Choudhary et al., 2015) และจากการศึกษาเช้ือแอคติโนมยัซีท 38 ไอโซเลท 
พบว่า มี  3 ไอโซเลท ได้แ ก่  Actinoplanes philippinensis, A. missouriensis และ S. clavuligerus 
สามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนสได้ในปริมาณสูง ส่งผลให้แมลงหวี่ Drosophila melanogaster  
เกิดความผดิปกติในระยะดกัแดแ้ละมีอตัราการรอดชีวิตลดลง (Gadelhak et al., 2005) 
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ตารางที ่5  ดชันีการสร้างเอนไซมไ์คติเนส (chitinase) ของเช้ือ Streptomyces spp. จ านวน 10 ไอโซเลท 
 

ไอโซเลท 
ดชันีเอนไซม ์(ซม.) (mean ± SE) 1/ 

3 วนั 5 วนั 7 วนั 

K4H–9 3.33 ± 0.21b 4.60 ± 0.32a 4.90 ± 0.24a 

K4H–10 2.83 ± 0.25b 3.90 ± 0.19b 4.98 ± 0.23a 

K5–4 2.16 ± 0.10c 3.80 ± 0.18b 5.21 ± 0.13a 

K5H–10 1.17 ± 0.05d 1.30 ± 0.03f 2.00 ± 0.05cd 

K6–5 4.03 ± 0.15a 5.00 ± 0.14a 5.03 ± 0.50a 

K8–4 1.07 ± 0.04d 1.70 ± 0.09ef 1.92 ± 0.17d 

K8–10 2.15 ± 0.05c 2.20 ± 0.08de 2.72 ± 0.17bc 

NRST9 1.60 ± 0.09cd 2.40 ± 0.12de 3.44 ± 0.13b 

NRST15 1.08 ± 0.00d 3.21 ± 0.08bc 3.45 ± 0.28b 

NRST17 1.19 ± 0.05d 2.82 ± 0.09cd 3.04 ± 0.15b 
1/ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัภายในคอลมัน์เดียวกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ
(P<0.05) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ Tukey’s HSD test  

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพที่ 10 การสร้างเอนไซม์ไคติเนส (chitinase) ของเช้ือ Streptomyces spp. จ  านวน 10 ไอโซเลท  
                ท่ีอายุ 7 วนั เช้ือ Streptomyces spp. สร้างเอนไซมไ์คติเนสยอ่ย substrate เกิดวงสีม่วงรอบ  
                 โคโลนี 
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2.2 ทดสอบกจิกรรมของเอนไซม์โปรติเอส (protease) 
การทดสอบการสร้างเอนไซม์โปรติเอส ท่ีระยะเวลา 3, 5 และ 7 วัน พบว่า            

เช้ือ Streptomyces spp. จ านวน 9 ไอโซเลท ไดแ้ก่ K4H–9, K4H–10, K5–4, K5H–10, K8–4, K8–10, 
NRST9, NRST15 และ NRST17 มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์โปรติเอส ย่อย substrate ใน
จานอาหาร GYMA ท่ี ผสม 3% skim milk สร้างวงใสรอบโคโลนี  (ตารางท่ี  6) (ภาพท่ี  11)                                  
เช้ือ Streptomyces spp. ทั้ง 9 ไอโซเลท สามารถสร้างเอนไซม์โปรติเอสไดต้ั้งแต่ระยะเวลา 3 วนั 
ท่ีท าการทดสอบ โดยเช้ือ Streptomyces spp. K4H–10 สร้างวงใสรอบโคโลนีมากท่ีสุดท่ีระยะเวลา 
7 วนั โดยมีค่าดชันีเอนไซม์เท่ากบั 3.38 ± 0.15 เซนติเมตร รองลงมาคือ ไอโซเลท K4H–9, K5–4  
และK5H–10 มีค่ าดัชนี เอนไซม์เท่ ากับ 3.23 ± 0.02, 2.57 ± 0.09 และ 2.38 ± 0.02 เซนติเมตร 
ตามล าดบั จากการศึกษาพบวา่ไอโซเลท K6–5 ไม่มีกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส แตกต่างจากเช้ือ 
Streptomyces spp. ไอโซเลทอ่ืนๆอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ความสามารถของเอนไซม์โปรติเอส 
ส่งผลต่อการยอ่ยสลายโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของผนงัล าตวัแมลงและการเปล่ียนแปลงรูปร่าง
ของแมลงหรือส่ิงมีชีวิตท่ีมีโปรตีนเป็นองคป์ระกอบ โดยจาการศึกษาเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีสร้างจาก
เช้ือ S. griseolus ส่งผลให้เกิดความผิดปกติในระยะไข่ของพยาธิใบไมต้บั (El–Gammal et al., 2014) 
อีกทั้ ง มีการใช้ประโยชน์จาก เ ช้ือ  Streptomyces sp. สายพัน ธ์ุ  S. griseus,  S. rimosus และ                         
S. thermovulgari ซ่ึงมีการสร้างเอนไซม์โปรติเอสท่ีมีประสิทธิภาพในการฆ่าแมลง โดยมีก า ร
น ามา ใช้ประโยชน์ เ ป็นสารก า จ ัดศ ัต รูพืช ที่มีศ ัก ยภาพทดแทนสาร เคมี  (Harrison and 
Bonning, 2010) 
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ต า ร า ง ที่  6 ดั ช นี ก า ร ส ร้ า ง เ อน ไ ซ ม์ โ ป ร ติ เ อ ส  (protease) ข อ ง เ ช้ื อ  Streptomyces spp.                                    
จ  านวน 10 ไอโซเลท 

 

ไอโซเลท 
ดชันีเอนไซม ์(ซม.) (mean ± SE) 1/ 

3 วนั 5 วนั 7 วนั 

K4H–9 1.93 ± 0.08a 3.18 ± 0.02a 3.23 ± 0.02a 

K4H–10 1.73 ± 0.27ab 2.62 ± 0.12b 3.38 ± 0.15a 

K5H–10 1.34 ± 0.06c 1.52 ± 0.05de 2.38 ± 0.02bc 

K5–4 1.22 ± 0.06c 1.82 ± 0.06cd 2.57 ± 0.09b 

K6–5 0.00 ± 0.00d 0.00 ± 0.00f 0.00 ± 0.00f 

K8–4 1.19 ± 0.03c 1.23 ± 0.03e 1.76 ± 0.04d 

K8–10 1.76 ± 0.08a 1.39 ± 0.22de 2.31 ± 0.05bc 

NRST9 1.42 ± 0.07bc 1.26 ± 0.03e 1.35 ± 0.01e 

NRST15 1.34 ± 0.09c 1.51 ± 0.07de 1.75 ± 0.02de 

NRST17 2.02 ± 0.07a 2.06 ± 0.10c 2.10 ± 0.10cd 
1/ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัภายในคอลมัน์เดียวกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ
(P<0.05) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ Tukey’s HSD test  

 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 11 การสร้างเอนไซม์โปรติเอส (protease) ของเช้ือ Streptomyces spp. จ  านวน 10 ไอโซเลท  
                ท่ีอายุ 7 วนั เช้ือ Streptomyces spp. สร้างเอนไซมโ์ปรติเอสยอ่ย substrate เกิดวงใสรอบ 
                 โคโลนี 
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3. การศึกษาระยะเวลาการเลีย้งเช้ือ Streptomyces spp. ที่มีศักยภาพในการฆ่าแมลง โดยใช้เทคนิค 
brine shrimp bioassay 

 

จากการศึกษาระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ในอาหารเหลว GYMB 
(ภาพท่ี 12) ท่ีเหมาะสมต่อการสร้างสารออกฤทธ์ิฆ่าแมลงโดยใชเ้ทคนิค brine shrimp bioassay ของเช้ือ 
Streptomyces spp. จ  านวน 9 ไอโซ เลท  ได้แ ก่  K4H–9, K4H–10, K5H–10, K5–4, K8–4, K8–10, 
NRST9, NRST15 และ NRST17 (ไอโซเลท K6–5 ตรวจพบอยู่ในกลุ่มก่อโรคในมนุษย์จึงไม่น ามา
ทดสอบต่อ) ท่ีระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห์ (ตารางภาคผนวก 1) 
พบวา่ระยะเวลาในการเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. มีผลต่ออตัราการตายของอาร์ทีเมียท่ีแตกต่างกนั     
(ภาพท่ี 13–ภาพท่ี 21) และระยะเวลาการเล้ียงท่ีเหมาะสมท าให้ประสิทธิภาพน ้ าเล้ียงเช้ือปราศจาก
เซลล์  Streptomyces spp. ทุกไอโซเลทท่ีท าการทดสอบ สามารถออกฤทธ์ิฆ่าอาร์ที เมียได้                  
100 เปอร์เซ็นต ์เช้ือ Streptomyces spp. ท่ีเหมาะส าหรับการเล้ียงท่ีระยะเวลา 1 สัปดาห์ ไดแ้ก่ K5–4,     
K8–4, NRST9, NRST15 และ NRST17 โดยระยะเวลาการเล้ียงท่ี 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห์ สามารถ
ออกฤทธ์ิฆ่าอาร์ทีเมียได ้100 ± 0.00 เปอร์เซ็นต ์ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ ไอโซเลทท่ีเหมาะส าหรับ
การเล้ียงท่ีระยะเวลา 2 สัปดาห์ ได้แก่ K8–10 มีประสิทธิภาพออกฤทธ์ิฆ่าอาร์ทีเมีย 100 ± 0.00 
เปอร์เซ็นต์ ภายในระยะเวลา 15 ชั่วโมง เทียบเท่าน ้ าเล้ียงเช้ือท่ีระยะเวลา 3 และ 4 สัปดาห์          
แตกต่างจากระยะเวลาการเล้ียงท่ี 1 สัปดาห์อย่างมีนัยส าคญั ซ่ึงออกฤทธ์ิฆ่าอาร์ทีเมียได้เพียง          
86.31 ± 3.73 ท่ีระยะเวลา 24 ชัว่โมง ไอโซเลทท่ีเหมาะส าหรับการเล้ียงท่ีระยะเวลา 3 สัปดาห์ ไดแ้ก่ 
K4H–9, K4H–10 และ  K5H–10 สามารถออกฤท ธ์ิ ฆ่าอา ร์ ที เ มี ยได้100 ± 0.00 เปอ ร์ เ ซ็นต์                                 
สูงกว่าระยะเวลาการเล้ียงท่ี 1 และ 2 สัปดาห์ และท่ีระยะเวลาการเล้ียงท่ี 3 สัปดาห์ ท าให้การฆ่า           
อาร์ทีเมียมีเปอร์เซ็นต์การตายไม่แตกต่างกบัระยะเวลาการเล้ียงท่ี 4 สัปดาห์ สอดคลอ้งกบัรายงาน
การศึกษาของวารุณี (2551) พบว่าเช้ือ Streptomyces ในแต่ละสายพนัธ์ุมีระยะเวลาในการเจริญ         
ท่ีแตกต่างกันซ่ึงส่งผลต่อการผลิตสารทุติยภูมิและอัตราการใช้สารอาหารท่ีแตกต่างกันด้วย                
โดยจากการศึกษาระยะเวลาการเ ล้ียงเ ช้ือ Streptomyces spp. ท่ีผลิตสารออกฤทธ์ิฆ่าแมลง                  
จ  านวน  3 ไอโซเลท ได้แก่  ไอโซเลท 442, 449 และ O145702 ท าการเ ล้ียงในอาหารเหลว                     
Luria–Bertani (LB) และทดสอบการฆ่าอาร์ทีเมีย พบว่าท่ีระยะเวลาการเล้ียง 4 วนั ไอโซเลท 449 
สร้างสารออกฤทธ์ิฆ่าแมลง ส่งผลให้อาร์ทีเมีย มีการตาย 91.16 เปอร์เซ็นต์ ขณะท่ีระยะเวลาการเล้ียง    
5 วนั ไอโซเลท 442 และ O145702 ส่งผลให้อาร์ทีเมียตาย 98.58 และ 91.50 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
ทั้ งน้ีความรุนแรงของสารออกฤทธ์ิฆ่าแมลงมีแนวโน้มค่อยๆลดลงเม่ือระยะเวลาในการเล้ียง
ยาวนานข้ึน เน่ืองจากปริมาณสารอาหารท่ีเช้ือตอ้งการใชใ้นการเจริญลดลง ซ่ึงส่งผลต่อความสามารถ
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ในการผลิตสารทุติยภูมิของเช้ือในแต่ละสายพนัธุ์ และพบว่ามีปัจจยัอ่ืนๆ ที่ส่งผลต่อการผลิต
สารทุติยภูมิ โดยเช้ือในกลุ่ม Actinomycetes ตอ้งการออกซิเจนท่ีเหมาะสมเพื่อใช้ในการเจริญและ
สร้างสารปฏิชีวนะ (Wang et al., 1999) ค่า pH ท่ีใชใ้นการเล้ียงประมาณ 7 เป็นระดบัท่ีเหมาะสมใน
การผลิตสารทุ ติย ภู มิของ เ ช้ือ  Streptomyces spp. (Saadoun et al.,1999) รวมทั้ งป ริมาณและ            
แหล่งไนโตรเจน  (Rafieenia, 2013 ) แหล่งคาร์บอน  (Jonsbu et al., 2002) สามารถชักน าให้             
เช้ือ Streptomyces spp. ในแต่ละสายพนัธ์ุผลิตสารทุติยภูมิเพิ่มข้ึนอีกดว้ย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
ภาพที ่12 เช้ือ Streptomyces spp. ท่ีเล้ียงในอาหารเหลว GYMB ท่ีอาย ุ14 วนั 
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ภาพที ่  13  เ ปอ ร์ เ ซ็นต ์ก า รต า ย เ ฉ ลี่ ย ส ะสมขอ งอ า ร์ที เ ม ีย  ทดสอบด ้ว ย น ้ า เ ล้ียงเชื้อ 
Streptomyces sp. K4H–9 ท่ีระยะเวลาการเล้ียงต่างๆ   

 

 
 

ภาพที ่  14  เ ปอ ร์ เ ซ็นต ์ก า รต า ย เ ฉ ลี่ ย ส ะสมขอ งอ า ร์ที เ ม ีย  ทดสอบด ้ว ย น ้ า เ ล้ียงเชื้อ 
Streptomyces sp. K4H–10 ท่ีระยะเวลาการเล้ียงต่างๆ  
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ภาพที ่  15  เ ป อร์ เ ซ็น ต ์ก า รต า ย เ ฉ ลี่ ย ส ะสมของอ า ร์ที เ มีย  ทดสอบด ้ว ย น ้ า เ ล้ียงเชื้อ 
Streptomyces sp. K5–4 ท่ีระยะเวลาการเล้ียงต่างๆ  

 

 

ภาพที ่  16  เ ปอ ร์ เ ซ็นต ์ก า รต า ย เ ฉ ลี่ ย ส ะสมขอ งอ า ร์ที เ ม ีย  ทดสอบด ้ว ย น ้ า เ ล้ียงเชื้อ 
Streptomyces sp. K5H–10 ท่ีระยะเวลาการเล้ียงต่างๆ  
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ภาพที ่  17  เ ปอ ร์ เ ซ็นต ์ก า รต า ย เ ฉ ลี่ ย ส ะสมขอ งอ า ร์ที เ ม ีย  ทดสอบด ้ว ย น ้ า เ ล้ียงเชื้อ 
Streptomyces sp. K8–4 ท่ีระยะเวลาการเล้ียงต่างๆ  

 

 

ภาพที ่  18  เ ปอ ร์ เ ซ็นต ์ก า รต า ย เ ฉ ลี่ ย ส ะสมขอ งอ า ร์ที เ ม ีย  ทดสอบด ้ว ย น ้ า เ ล้ียงเชื้อ 
Streptomyces sp. K8–10 ท่ีระยะเวลาการเล้ียงต่างๆ  
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ภาพที ่  19  เ ปอ ร์ เ ซ็นต ์ก า รต า ย เ ฉ ลี่ ย ส ะสมขอ งอ า ร์ที เ ม ีย  ทดสอบด ้ว ย น ้ า เ ล้ียงเชื้อ   
Streptomyces sp. NRST9 ท่ีระยะเวลาการเล้ียงต่างๆ  

 

 
 
ภาพที ่  20  เ ปอ ร์ เ ซ็นต ์ก า รต า ย เ ฉ ลี่ ย ส ะสมขอ งอ า ร์ที เ ม ีย  ทดสอบด ้ว ย น ้ า เ ล้ียงเชื้อ 

Streptomyces sp. NRST15 ท่ีระยะเวลาการเล้ียงต่างๆ  
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ภาพที ่  21  เ ปอ ร์ เ ซ็นต ์ก า รต า ย เ ฉ ลี่ ย ส ะสมขอ งอ า ร์ที เ ม ีย  ทดสอบด ้ว ย น ้ า เ ล้ียงเชื้อ 
Streptomyces sp. NRST17 ท่ีระยะเวลาการเล้ียงต่างๆ  
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4. การคัดกรองน า้เลี ้ยงเช้ือ Streptomyces spp. ที่ส่งผลต่อการเจริญของแมลงวันผลไม้  

    Bactrocera dorsalis (Hendel) ระยะหนอน (ทดสอบเบื้องต้น) 
 

จากการคดักรองน ้ าเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. จ านวน 9 ไอโซเลท ไดแ้ก่ K4H–9, 
K4H–10, K5H–10, K5–4, K8–4, K8–10, NRST9, NRST15 และ NRST17 ท่ีระยะเวลาการเล้ียงท่ี
เหมาะสม และน ามาคดักรองเพื่อหาเช้ือ Streptomyces spp. ไอโซเลทท่ีสามารถออกฤทธ์ิต่อการ
เจริญของแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ระยะหนอน ผลการคดักรองพบเชื้อ  Streptomyces spp. 
จ านวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ K8–10, NRST15 และ NRST17 ท่ีส่งผลต่อการเจริญของหนอนแมลงวนั
ผลไม ้B. dorsalis โดยท าให้มีการตายและเกิดความผิดปกติในแต่ละระยะ ส่งผลให้มีการรอดชีวิต
เป็นตวัเต็มวยัท่ีสมบูรณ์ลดลง เช้ือ Streptomyces spp. ไอโซเลท K8–10 ส่งผลให้เกิดความผิดปกติ
และมีการตายสูงสุด โดยหนอนแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติเป็นตวัเตม็วยัท่ี
สมบูรณ์ 60.38 ± 3.00 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ NRST17 และ  NRST15 หนอนแมลงวนัผลไม้            
B. dorsalis มีการรอดชีวิตเป็นตวัเตม็วยัท่ีสมบูรณ์ 73.33 ± 4.01 และ 77.50 ± 5.12 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
ในขณะท่ีชุดควบคุม หนอนแมลงวนัผลไม้ B. dorsalis มีการรอดชีวิตเป็นตัวเต็มวยัท่ีสมบูรณ์          
94.17 ± 2.39 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างจากไอโซเลทอ่ืนๆและชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ         
เช้ือ Streptomyces spp. ทั้ง 3 ไอโซเลท ส่งผลให้มีการตายและเกิดความผิดปกติไดใ้นระยะหนอน 
ดกัแด ้และตวัเต็มวยั (ภาพที่ 22) โดยไอโซเลท K8–10 ส่งผลให้หนอนแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis 
มีเปอร์เซ็นต์การตายและเกิดความผิดปกติในแต่ละระยะสูงสุด พบการตายในระยะหนอน         
16.67 ± 2.47 เปอร์เซ็นต์ ระยะดกัแด้ 13.33 ± 2.47 เปอร์เซ็นต์และเป็นไอโซเลทเดียวที่พบ
ความผิดปกติท าให้ดกัแด้มีขนาดเล็กแคระแกรน ส่งผลให้มีน ้ าหนกัดกัแดเ้ฉล่ียเพียง 12.65 ± 0.15 
มิลลิกรัม ส าหรับ NRST15 และ NRST17 ท  าให้มีการตายระยะหนอน ระยะดกัแด ้และมีน ้ าหนัก
ดกัแดใ้กลเ้คียงกนั โดยมีการตายระยะหนอน 10.00 ± 3.16 และ 10.00 ± 2.89 เปอร์เซ็นต ์ระยะดกัแด ้
11.67 ± 2.11 และ 11.67 ± 2.11 เปอร์เซ็นต์ น ้ าหนักดักแด้เฉล่ีย 13.83 ± 0.07 และ 13.02 ± 0.25 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (ตารางท่ี 7) จากการศึกษาการคดักรองน ้าเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีส่งผล
ต่อการเจริญของแมลงวนัผลไม้ B. dorsalis ระยะหนอน (ทดสอบเบ้ืองตน้) ได้ท าการคดัเลือกเช้ือ 
Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10 ซ่ึงส่งผลต่อการเจริญของแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis สูงสุดจาก
การทดสอบ ส าหรับท าการศึกษาในขั้นตอนต่อไป 

เช้ือ Streptomyces spp. ท่ีท  าการศึกษาในคร้ังน้ี พบไอโซเลทท่ีมีความสามารถออก
ฤทธ์ิควบคุมแมลง โดยส่งผลต่อการเจริญและท าให้แมลงวนัผลไม้ B. dorsalis รอดชีวิตลดลง 
สอดคล้องกับรายงานการศึกษาเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีสามารถออกฤทธ์ิฆ่าแมลงในอันดับ 
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Diptera ได้เ ช่นกัน  โดยน ้ า เ ล้ี ยง เ ช้ือ S. rochei , S. minutiscleroticus และ S. phaeoluteigrisseus       
ออกฤทธ์ิฆ่าลูกน ้ ายุงร าคาญ Cx. quinquefasciatus ได้สูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ (Anwar et al., 2014)            
เช้ือ S. avermitilis และ S. pactum สามารถออกฤทธ์ิฆ่าหนอนแมลงวนับา้น M. domestica ส่งผลให้
มีเปอร์เซ็นตก์ารตาย 95 และ 75 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั (Yamac et al., 2010) และเช้ือ Streptomyces spp. 
ย ังสามารถสร้างสารออกฤทธ์ิฆ่าแมลงอีกหลายกลุ่มข้ึนอยู่กับสายพันธ์ุและความรุนแรง                 
ของเช้ือ Streptomyces spp. เช่น เช้ือ Streptomyces spp. ท่ีสามารถออกฤทธ์ิฆ่าแมลงในอันดับ 
Lepidoptera ไดแ้ก่ เช้ือ S. hydogenans DH16 ออกฤทธ์ิฆ่าหนอนกระทูผ้กั S. litura (Kaur et al., 2014)                              
เช้ือ S. griseoplanus, S. bacillaris และ S. albolongus สามารถออกฤทธ์ิฆ่าหนอนเจาะสมอฝ้าย       
H. armigera และหนอนกระทู้ผ ัก  S. litura (Vijayabharathi et al., 2014) ในอันดับ  Coleoptera          
เ ช้ื อ  S. avermitilis ส าม า รถออกฤท ธ์ิ ฆ่ า หนอนด้ ว ง มันฝ ร่ั ง  Leptinotarsa decemlimeata                   
(Tomilova et al., 2016) ในอันดับ  Homoptera เ ช้ือ  S. laindensis H008 ออกฤทธ์ิ ฆ่า เพ ล้ีย อ่อน 
Lipaphis erysimi (Xu et al., 2016) เป็นตน้ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 22 ลักษณะความผิดปกติของแมลงวนัผลไม้ Bactrocera dorsalis (Hendel) ระยะหนอน  

ระยะดกัแด ้และตวัเตม็วยั ท่ีทดสอบดว้ยน ้าเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ในหนอนระยะท่ี 2 
 

 



 

 

1/ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัภายในคอลมัน์เดียวกนั มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ Tukey’s HSD test 
 

ตารางที่ 7 ประสิทธิภาพน ้าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลลข์องเช้ือ Streptomyces spp. จ านวน 9 ไอโซเลท ต่อแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis (Hendel) ระยะหนอน 

ไอโซเลท 
เปอร์เซ็นตค์วามผดิปกติ (mean ± SE) 1/ 

หนอนตาย เขา้ดกัแด ้ น ้าหนกัดกัแด ้ 
(มิลลิกรัม) 

ดกัแดต้าย ลอกคราบ 
ไม่สมบูรณ์ 

ตวัเตม็วยัผดิปกติ ตวัเตม็วยัสมบูรณ์ 

      K4H–9 8.33 ± 3.80b 91.67 ± 3.80ab 13.90 ± 0.07a 1.67 ± 1.67c 0.00 ± 0.00c 0.00 ± 0.00b 90.00 ± 3.42ab 
      K4H–10 2.50 ± 1.12b 97.50 ± 1.12a 14.25 ± 0.08a 2.50 ± 1.12bc 0.00 ± 0.00c 0.00 ± 0.00b 95.00 ± 1.83a 
      K5–4 2.50 ± 1.12b 97.50 ± 1.12a 14.15 ± 0.10a 2.50 ± 1.71bc 0.00 ± 0.00c 0.83 ± 0.83ab 94.17 ± 3.27a 
      K5H–10 3.33 ± 1.67b 96.67 ± 1.67a 14.12 ± 0.15a 5.00 ± 2.58abc 0.00 ± 0.00c 0.00 ± 0.00b 91.67 ± 2.79ab 
      K8–4 3.33 ± 1.67ab 96.67 ± 1.67a 13.92 ± 0.08a 1.67 ± 1.67c 1.67 ± 1.67bc 0.00 ± 0.00b 93.33 ± 2.47a 
      K8–10 16.67 ± 2.47a 83.33 ± 2.47b 12.65 ± 0.15b 13.33 ± 2.47a 3.33 ± 2.47a 3.33 ± 1.67a 60.38 ± 3.00d 
      NRST9 3.33 ± 1.67b 96.67 ± 1.67a 14.08 ± 0.15a 3.33 ± 1.67bc 0.00 ± 0.00c 0.00 ± 0.00b 93.33 ± 2.11a 
      NRST15 10.00 ± 3.16ab 90.00 ± 3.16ab 13.83 ± 0.07a 11.67 ± 2.11ab 0.83 ± 0.83c 0.00 ± 0.00b 77.50 ± 5.12bc 
      NRST17 10.00 ± 2.89ab 90.00 ± 2.89ab 13.02 ± 0.25b 11.67 ± 2.11ab 4.17 ± 0.83ab 0.83 ± 0.83ab 73.33 ± 4.01cd 
      ชุดควบคุม 1.67 ± 1.05b 98.33 ± 1.05a 13.93 ± 0.07a 3.33 ± 1.67bc 0.00 ± 0.00c 0.83 ± 0.83ab 94.17 ± 2.39a 
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5. การศึกษาสัณฐานวิทยาและจ าแนกชนิดเช้ือ Streptomyces spp. ทีม่ีศักยภาพโดยวธีิทางอณูวทิยา 
 

จากการศึกษาลกัษณะสัณฐานว ิทยา เ บื้องตน้ของ เชื้อ  Streptomyces spp. 
จ านวน 3 ไอโซเลท ได้แ ก่  K8–10, NRST15 และ NRST17 (จากการคัดกรองน ้ า เ ล้ี ยง เ ช้ือ 
Streptomyces spp. ท่ีส่งผลต่อการเจริญของแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ระยะหนอน) พบวา่ลกัษณะ
โคโลนีบนจานอาหารสีของโคโลนี และการสร้างสายสปอร์ เช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท 
K8–10 มีลกัษณะแตกต่างจากไอโซเลท NRST15 และ NRST17 ซ่ึงมีลกัษณะที่คล้ายคลึงกนั 
เช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10 (ภาพท่ี23) เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีลกัษณะโคโลนีสีขาว
ในระยะแรกและมีสีน ้ าตาลอมเทาเม่ือเจริญเต็มท่ี การเจริญสร้างสปอร์เรียงต่อเป็นสายยาวรูปโคง้
แบบ spiral ส าหรับไอโซเลท NRST15 และNRST17 ซ่ึงมีลกัษณะท่ีคลา้ยคลึงกนัไอโซเลท NRST15 
(ภาพท่ี24) และ NRST17 (ภาพท่ี25) เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ตลอดระยะการเจริญมีลกัษณะโคโลนี
สีขาว การเจริญสร้างสปอร์เรียงต่อเป็นสายยาวตรงแบบ rectiflexibiles  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่23 เช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10 ท่ีอาย ุ14 วนั (ก) การเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ GYMA 
(ข) ลกัษณะโคโลนี (ค) การติดสีแกรมบวก และ (ง) ลกัษณะสายสปอร์ 
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ภาพที ่24 เช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท NRST15 ท่ีอาย ุ7 วนั (ก) การเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ GYMA 
(ข) ลกัษณะโคโลนี (ค) การติดสีแกรมบวก และ (ง) ลกัษณะสายสปอร์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่25 เช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท NRST17 ท่ีอาย ุ7 วนั (ก) การเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ GYMA 
(ข) ลกัษณะโคโลนี (ค) การติดสีแกรมบวก และ (ง) ลกัษณะสายสปอร์ 
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ส าหรับการจ าแนกเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลท  K8–10 , NRST15 และ 
NRST17 ด้วยวิธีทางอณูวิทยา หลังจากท าการสกัด DNA ของเช้ือ Streptomyces spp. และเพิ่ม
ปริมาณ DNA ในต าแหน่ง 16S rDNA ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ universal primer คู่ไพรเมอร์                                                
forward primer 27F (5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3 ) แ ล ะ reward primer 1492R                                  
(5  ́GGTTACCTTGTTACGACTT 3´) วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละเทียบเคียงชนิดบนฐานขอ้มูล 
GenBank และวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการ พบว่าเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10 
จ  าแนกชนิด เ ป็น  Streptomyces hygroscopicus  subsp. hygroscopicus strain NBRC 14015 
ซ่ึ งมีความเหมือน 99 เปอร์ เซ็นต์ ไอโซเลท NRST15 และ  NRST17 เ ป็นชนิด เดียวก ัน        
คือ S. albidoflavus strain AHS4 ซ่ึงมีความเหมือน 98 และ 99 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (ภาพท่ี 26) 

 

 

  

 

 

 

 

 

    ภาพที ่26 แผนภูมิความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการของเช้ือ Streptomyces spp. ไอโซเลท K8–10   
                    NRST15 และ NRST17 
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6. การศึกษาสารทุติยภูมิของเช้ือ Streptomyces sp. ทีม่ีศักยภาพในการฆ่าแมลงโดยวธีิ LCMS  
 

จากการสกดัสารทุติยภูมิของเช้ือ Streptomyces sp. ท่ีออกฤทธ์ิฆ่าแมลง โดยใชน้ ้ า
เล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10 ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
GYMB เป็นระยะเวลา 14 วนั จ านวน 5 ลิตร ท าการสกดัแยกสารทุติยภูมิดว้ยตวัท าละลายอินทรีย์             
ethyl acetate ในอัตราส่วน 1:1 (v/v) และน าไประเหยด้วยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน            
ได้สารสกัดหยาบจากเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10 จ านวน 3.612 กรัม สารสกดัหยาบ      
มีลกัษณะหนืดก่ึงแขง็ สีน ้าตาลแดง มีกล่ินฉุน (ภาพท่ี 27) 
 ผลการวิ เคราะ ห์สารสกัดหยาบจากน ้ า เ ล้ี ย ง เ ช้ือ  S. hygroscopicus K8–10                  
โดยวิธี LCMS เพื ่อศึกษาชนิดของสารทุติยภูมิ พบว่าสารสกดัดงักล่าวแสดงน ้ าหนกัโมเลกุล    
ของสารหลายชนิด (ภาพท่ี  28) โดยพบโมเลกุลของสารท่ีน่าสนใจ ซ่ึงมีน ้ าหนักมวลโมเลกุล
ใกล้เคียงกบัสารทุติยภูมิที่ผลิตจากเช้ือ Streptomyces spp. และออกฤทธ์ิควบคุมแมลง ได้แก่ 
มวลโมเลกุลท่ีมีค่ามวลต่อประจุ (m/z) เท่ากบั 609.3740 m/z มีความใกลเ้คียงกบัสาร allosamidin 
ท่ี เช้ือ Streptomyces sp. สร้างข้ึนออกฤทธ์ิย ั้ งการสร้างเอนไซม์ไคติเนส ส่งผลต่อการเจริญ
เปล่ียนแปลงรูปร่างในแมลง (Sakuda et al., 1987) มวลโมเลกุล 700 .4400 m/z มีความใกลเ้คียงกบั
สาร moxidectin ซ่ึงเป็นสารทุติยภูมิที่เ ช้ือ  S. cyaneogriseus สร้างข้ึน  (Pricha et al., 2012) 
มีการน ามาใชก้ าจดัเรือด ซ่ึงเป็นปรสิตภายนอกของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม สัตวปี์ก (Zha et al., 2017) 
และไส้ เดือนฝอย  (Ayaz and Sahin, 2003) มวลโมเลกุล  729.4539 m/z มีความใกล้เ คียงกับ                          
สาร avermectin มีรายงานพบในเช้ือ S. avermitilis ออกฤทธ์ิฆ่าแมลงศตัรูพืช ไร และไส้เดือนฝอย 
(Putter et al., 1981; Gianelli et al., 2000) โดยสารดังกล่าวออกฤทธ์ิต่อระบบประสาทบริเวณ           
γ–aminobutyric acid (GABA) ส่งผลต่อการรับส่งกระแสประสาทท่ี จุดเ ช่ือมต่อกล้ามเ น้ือ                 
ท  าให้คลอไรด์ไอออนมีการเคล่ือนยา้ยผา่นเน้ือเยื่อเพิ่มข้ึน ท าให้เกิดอาการอมัพาตและตายในท่ีสุด 
(Buckingham et al., 2005) มวลโมเลกุล 591.3637 m/z และ 761.4827 m/z มีความใกล้เคียงกับ             
สารในกลุ่ม spinosyn A และ  spinosyn Q ซ่ึงมีรายงานในเช้ือ S. albus (Song et al., 2019) และ            
S. spinosa (Jha et al., 2013) ซ่ึงมีรายงานการน ามาใช้ควบคุมแมลงหลายชนิด เช่น ลูกน ้ ายุง 
(Raghavendra  and Velamuri, 2018) แ ม ล ง ส า บอ เ ม ริ กัน  แมล ง วัน บ้ า น  (Salgado, 1998)                     
แมลงวันผลไม้ B. zonata และ  C. capitata (Gazit and Akiva, 2017) มวลโมเลกุล 777.4559 m/z        
มีความใกล้เคียงกับสาร prasinon A & B ท่ีเช้ือ S. prasinus สร้างข้ึน และมีการน ามาใช้ควบคุม
หนอนแมลงวนัหัวเขียว (Box et al., 1973) เป็นตน้ ในส่วนของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10      
ท่ีท  าการศึกษาในคร้ังน้ีเป็นสายพนัธ์ุ S. hygroscopicus พบว่ามีการรายงานการสร้างสารทุติยภูมิ

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Raghavendra%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29749353
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Velamuri%20PS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29749353
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หลายชนิด เ ช่น ออกฤทธ์ิควบคุมแมลงจากเ ช้ือ  S. hygroscopicus ได้แ ก่  milbemycin และ 
milbemycin oxime ซ่ึงมีรายงานออกฤทธ์ิฆ่าหนอนผเีส้ือกลางคืน (gypsy moth) (Deecher et al., 1990) 
ไร (Kodandaram et al., 2010) และหมดั Ctenocephalides felis (Drydan et al., 2013) เป็นตน้ 
อีกทั้งในกลุ่มสารทุติยภูมิท่ีออกฤทธ์ิควบคุมวชัพืช ไดแ้ก่ สาร hydantocidin (Nakajima et al., 1991) 
สารปฏิชีวนะต่อต้านแบคทีเรีย ได้แก่ hygromycin สารต่อต้านเช้ือรา gopalamycin (Kim and 
Hwang, 2007) เป็นตน้  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่27 ลกัษณะของสารสกดัหยาบจากเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10 
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ภาพที ่28 LCMS chromatograph ของสารสกดัหยาบจากเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10 

(ก) มวลโมเลกุล 591.3637 m/z มีความใกลเ้คียงกบัสาร spinosyn A 
(ข) มวลโมเลกุล 609.3740 m/z มีความใกลเ้คียงกบัสาร allosamidin 
(ค) มวลโมเลกุล 700.4400 m/z มีความใกลเ้คียงกบัสาร moxidectin 
(ง) มวลโมเลกุล 729.4539 m/z มีความใกลเ้คียงกบัสาร avermectin 
(จ) มวลโมเลกุล 761.4827 m/z มีความใกลเ้คียงกบัสาร spinosyn Q 
(ฉ) มวลโมเลกุล 777.4559 m/z มีความใกลเ้คียงกบัสาร prasinon A & B 
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7. การศึกษาผลของสารสกัดหยาบจาก เ ชื้ อ  Streptomyces  sp.  K8–10  ต่ อแมลงวัน

ผลไม้ Bactrocera dorsalis (Hendel) ระยะต่างๆ 

 

ระยะไข่ 
จากการศึกษาผลของสารสกัดหยาบเช้ือ Streptomyces sp. K8–10 ท่ีระดับความ

เข้มข้นความเข้มข้น  50, 30 และ 10 มิล ลิก รัมต่อมิลลิ ลิตร และมี  1% DMSO ในน ้ ากลั่น                      

เป็นชุดควบคุม พบวา่สารสกดัหยาบสามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งการฟักในระยะไข่ของแมลงวนัผลไม ้

B. dorsalis พบความผิดปกติได้ตั้ งแต่ระยะไข่  และส่งผลให้มีความผิดปกติในระยะหนอน                 

ดกัแด ้และตวัเต็มวยั (ภาพท่ี 29) โดยสารสกดัหยาบท่ีระดบัความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

และ 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่งผลให้เปอร์เซ็นต์การฟักลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม             

สารสกัดหยาบท่ีระดับความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีประสิทธิภาพสูงสุดส่งผลให้มี

เปอร์เซ็นต์ การฟัก 53.00 ± 2.11 และสารสกดัหยาบท่ีระดบัความเขม้ขน้ 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

มีเปอร์เซ็นต์การฟัก 65.17 ± 2.15 แตกต่างจากระดับความเข้มข้นอ่ืนๆและชุดควบคุมอย่างมี

นัยส าคญัทางสถิติ ทั้ งน้ีสารสกัดหยาบท่ีระดบัความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ไม่ส่งผลต่อการฟัก      

โดยมีเปอร์เซ็นต์การฟัก 73.33 ± 1.31 เปอร์เซ็นต์ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติจากชุดควบคุม            

ซ่ึงมีเปอร์เซ็นต์การฟัก 76.67 ± 1.26 และสารสกดัหยาบท่ีระดบัความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

และระดับความเข้มข้น 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่งผลต่อการมีชีวิตรอดและความผิดปกติ      

หลังจากการฟัก โดยกรรมวิธีท่ีทดสอบด้วยสารสกัดหยาบท่ีระดับความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ส่งผลต่อความผิดปกติในแต่ละวยัและการมีชีวิตรอดของแมลงวนัผลไมล้ดลงสูงสุด 

แตกต่างจากความเขม้ขน้อ่ืนๆและชุดควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยพบการตายในวยัหนอน 

11.67 ± 2.28 เปอร์เซ็นต ์สามารถพฒันาเขา้ดกัแดไ้ด ้41.33 ± 1.31 เปอร์เซ็นต ์มีน ้ าหนกัดกัแดเ้ฉล่ีย 

13.45 ± 0.23 มิลลิกรัม และมีชีวิตรอดเป็นตัวเต็มวยัท่ีสมบูรณ์เพียง 36.17 ± 0.53 เปอร์เซ็นต์ 

รองลงมา คือ  ท่ี ระดับความ เข้มข้น  30 มิ ล ลิก รัม ต่อ มิล ลิ ลิตร  มีก ารตายในวัยหนอน                                    

6.67 ± 0.76 เปอร์เซ็นต์ สามารถพฒันาเขา้ดกัแดไ้ด ้58.50 ± 2.09 เปอร์เซ็นต์ มีน ้ าหนกัดกัแดเ้ฉล่ีย 

13.89 ± 0.08 มิล ลิก รัม  และ มี ชีวิตรอดเ ป็นตัว เต็มว ัย ท่ีสมบูรณ์  53.50 ± 0.85 เปอ ร์ เ ซ็นต์                       

ส าหรับสัดส่วนเพศและระยะเวลาการเปล่ียนแปลงรูปร่างแต่ละวยัไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) 
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(ตารางท่ี 8) จากรายงานการศึกษาเช้ือ S. enissocaesilis ไอโซเลท S12–17 พบว่าสารสกัดหยาบ         

ท่ีแยกสารดว้ยเอททิลอะซิเตทและเมทานอลท่ีระดบัความเขม้ขน้ 500 ppm มีความสามารถในการ

ย ับย ั้ งการฟักของไข่ยุง  Culex quinquefasciatus ท าให้มี เปอร์เซ็นต์การตาย 100 เปอร์เซ็นต์                 

และ 89 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ (Ganesan et al., 2018) สารสกัดหยาบจากเช้ือ S. roseoverticillatus 

CMU–MH021 ที ่ค ว าม เ ข ม้ ข น้  250 g/ml ส าม า รถออกฤท ธ์ิฆ ่า ไส ้เ ด ือนฝอย ร ากปม 

Meloidogyne incognita  โดยส่งผลให้ระยะไข่ไส้เดือยฝอยรากปมมีเปอร์เซ็นต์การฟักเพียง 

14.6 เปอร์เซ็นต์ และออกฤทธ์ิฆ่าตวัอ่อนระยะท่ี 2 ส่งผลให้มีเปอร์เซ็นต์การตาย 69.2 เปอร์เซ็นต์ 

โดยจากการวิเคราะห์ชนิดสารทุติยภูมิ พบว่าสารสกดัหยาบจากเช้ือ S. roseoverticillatus 

CMU–MH021 มีสาร fervenulin และสาร isocoumarin ซ่ึงออกฤทธ์ิฆ่าไส้เดือนฝอย (nematicidal) 

(Ruanpanun et al., 2011) 
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ตารางที่ 8 ผลของสารสกดัหยาบของเช้ือ Streptomyces sp.ไอโซเลท K8–10 ต่อการพฒันาการ

แมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis (Hendel) ระยะไข่–ตวัเตม็วยั (mean ± SE) 

เปอร์เซ็นต ์
ความผดิปกติ 

ความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบ1/  

ชุดควบคุม 50 mg/ml 30 mg/ml  10 mg/ml  

การฟัก 76.67 ± 1.26a 53.00 ± 2.11c 65.17 ± 2.15b 73.33 ± 1.31a 

หนอนท่ีตาย 5.67 ± 1.02b 11.67 ± 2.28a 6.67 ± 0.76ab 3.50 ± 1.06b 

เขา้ดกัแด ้ 71.00 ± 1.71a 41.33 ± 1.31c 58.50 ± 2.09b 69.83 ± 1.58a 

น ้าหนกัดกัแด้
(มิลลิกรัม) 

14.15 ± 0. 15a 13.45 ± 0.23b 13.89 ± 0.08ab 14.06 ± 0.17ab 

ดกัแดท่ี้ตาย 2.83 ± 1.17a 4.67 ± 0.88a 4.50 ± 0.89a 3.50 ± 1.26a 

ลอกคราบไม่
สมบูรณ์ 

0.17 ± 0.17a 0.33 ± 0.21a 0.17 ± 0.17a 0.00 ± 0.00a 

ตวัเตม็วยัปกติ 68.00 ± 0.70a 36.17 ± 0.53c 53.50 ± 0.85b 66.33 ± 0.64a 

ตวัเตม็วยัผดิปกติ 0.00 ± 0.00a 0.17 ± 0.17a 0.33 ± 0.21a 0.00 ± 0.00a 

เพศผู ้ 56.76 ± 2.42a 53.11 ± 3.92a 49.67 ± 2.83a 42.12 ± 2.48a 

ระยะเวลา 
ไข่–หนอน 

2.20 ± 0.03a 2.20 ± 0.01a 2.19 ± 0.02a 2.16 ± 0.03a 

ระยะเวลา 
หนอน–ดกัแด ้

7.88 ± 0.03a 7.26 ± 0.05b 7.81 ± 0.04a 7.93 ± 0.06a 

ระยะเวลา 
ดกัแด–้ตวัเตม็วยั 

10.13 ± 0.07a 10.24 ± 0.07a 10.23 ± 0.06a 10.04 ± 0.04a 

1/ตวัอกัษรท่ีแตกต่างภายในแถวเดียวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวธีิ Tukey’s HSD test 
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ภาพที่ 29 ลักษณะความผิดปกติของแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis (Hendel) ระยะไข่–ตวัเต็มวยั 
หลงัจากทดสอบสารสกดัหยาบจากเช้ือ Streptomyces sp.ไอโซเลท K8–10 ตั้งแต่ระยะไข่  
(ก) ลกัษณะกลุ่มไข่ท่ีท าการทดสอบสารสกดัหยาบ 
(ข) ลกัษณะไข่ท่ีมีการฟักเป็นวยัหนอน (เคร่ืองหมายลูกศรช้ีไข่ท่ีมีการฟักเป็นวยัหนอน) 
(ค) ลกัษณะหนอนแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ท่ีฟักออกจากไข่ 
(ง) หนอนท่ีตายเน่ืองจากสารสกดัหยาบ 
(จ) ลกัษณะดกัแดต้ายและมีขนาดเล็กแคระแกรน 
(ฉ) ตวัเตม็วยัลอกคราบไม่สมบูรณ์ 
(ช) ตวัเตม็วยัท่ีมีความผิดปกติ 
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ระยะหนอน 

จากการศึกษาผลของสารสกัดหยาบเช้ือ Streptomyces sp. K8–10 ระยะหนอน       
สารสกดัหยาบทุกระดบัความเขม้ขน้ออกฤทธ์ิฆ่าระยะหนอนแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis และส่งผล
ให้เกิดความผิดปกติในระยะดกัแด ้และตวัเต็มวยั (ภาพท่ี 30) โดยท่ีระดบัความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร ส่งผลให้ระยะหนอนมีเปอร์เซ็นต์การตายสูงสุด 68.00 ± 2.73 รองลงมาคือ ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 30 และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีเปอร์เซ็นตก์ารตาย 58.67 ± 2.29 และ 40.67 ± 2.11 
ตามล าดับ ส าหรับตัวหนอนท่ีมีชีวิตรอดและเข้า สู่ระยะดักแด้ พบว่าสารสกัดหยาบเช้ือ 
Streptomyces sp. K8–10 ในทุกระดับความเข้มข้นท าให้ดักแด้เล็กลง โดยท่ีระดับความเข้ม 30 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่งผลให้มีเปอร์เซ็นต์การตายในระยะดักแด้สูงสุด 17.33 ± 2.62 เปอร์เซ็นต์ 
รองลงมาคือ ที่ระดบัความเขม้ขน้ 10 และ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีเปอร์เซ็นต์การตายใน
ระยะดกัแด้ 12.00 ± 1.46 และ 9.67 ± 1.89 ตามล าดบั รวมทั้งส่งผลต่อเปอร์เซ็นตก์ารมีชีวติรอดเป็น
ตวัเต็มวยั โดยสารสกดัหยาบท่ีระดบัความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีเปอร์เซ็นตต์วัเต็มวยั
สมบูรณ์เพียง 19.33 ± 3.25 รองลงมาคือที่ระดบัความเขม้ขน้  30 และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร                     
มีเปอร์เซ็นต์ตัวเต็มวยัท่ีสมบูรณ์ 22.00 ± 3.10 และ 46.67 ± 1.76 ตามล าดับ ในขณะท่ีชุดควบคุม           
มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเป็นตวัเต็มวยัท่ีสมบูรณ์ 95.33 ± 1.43 แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ 
ส าหรับสัดส่วนเพศไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ และระยะเวลาการเปล่ียนแปลงรูปร่างในระยะ
หนอนเขา้สู่ดกัแด ้พบวา่หนอนท่ีไดรั้บสารสกดัหยาบท่ีระดบัความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
เขา้สู่ระยะดกัแดเ้ร็วท่ีสุด โดยมีระยะเวลาจากระยะหนอนเขา้สู่ดกัแด ้7.62 ± 0.05 วนั ระยะเวลาการ
เปล่ียนแปลงรูปร่างในระยะดักแด้เป็นตัวเต็มวยัไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (ตารางท่ี 9) 
สอดคล้องกับรายงานการศึกษาน ้ าเล้ียงเช้ือ Actinobacteria จ  านวน 12 ไอโซเลท ผ่านการสกัด       
โดยเทคนิค freeze dried เพื่อทดสอบการควบคุมแมลงวนัผลไม ้C. capitata ในระยะหนอน ดกัแด้ 
และตวัเตม็วยั พบวา่สารสกดัจากเช้ือ S. phaeochromogenes LD–37 ท าให้มีเปอร์เซ็นตก์ารตายในระยะ
หนอนของแมลงวันผลไม้ C. capitata สูงถึง 98 เปอร์เซ็นต์ ในระยะดักแด้ 30 เปอร์เซ็นต์                
และตวัเต็มวยั 28 เปอร์เซ็นต์ (Samri et al., 2016) รวมทั้งจากรายงานการศึกษา เช้ือ Streptomyces sp. 
KN–0647 ท าการสกดัด้วย ethyl acetate และแยกสาร โดยวิธีโครมาโทกราฟี (chromatographed) 
และวเิคราะห์ทางเคมีโดยวธีิสเปกโทรสโกปี (spectroscopic) พบสาร Guinomycin A ซ่ึงมีคุณสมบติั
ฆ่าแมลงแบบไม่ เฉพาะเจาะจงออกฤทธ์ิฆ่าหนอนวัย ท่ี 3 ของ S. exigua, P. xylostella และ               
A. glycines โดยม ีค ่า  LC50 เ ท ่า ก บั  83.9 µg/ml, 144.2 µg/ml และ  246.6 µg/ml ตามล า ด บั 
รวมทั้งสามารถออกฤทธ์ิฆ่า Dendrolimus punctatus และ C. pipiens ไดอี้กดว้ย (Liu et al., 2008) 
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ภาพที่ 30 ลกัษณะความผิดปกติของแมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis (Hendel) ระยะหนอน–ตวัเต็มวยั 

หลงัจากทดสอบสารสกดัหยาบจากเช้ือ Streptomyces sp.ไอโซเลท K8–10 ตั้งแต่ระยะหนอน  
(ก) หนอนท่ีตายเน่ืองจากสารสกดัหยาบ 
(ข) ลกัษณะดกัแดต้ายและมีขนาดเล็กแคระแกรน 
(ค) ตวัเตม็วยัลอกคราบไม่สมบูรณ์ 
(ง) ตวัเตม็วยัท่ีมีความผิดปกติ 
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ตารางที่ 9 ผลของสารสกดัหยาบของเช้ือ Streptomyces sp.ไอโซเลท K8–10 ต่อการพฒันาการ 
                แมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis (Hendel) ระยะหนอน–ตวัเตม็วยั (mean ± SE) 
 

เปอร์เซ็นต ์

ความผดิปกติ 

ความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบ1/ 

ชุดควบคุม 50 mg/ml 30 mg/ml  10 mg/ml  

หนอนตาย 2.00 ± 1.03d 68.00 ± 2.73a 58.67 ± 2.29b 40.67 ± 2.11c 

เขา้ดกัแด ้ 98.00 ± 1.03a 32.00 ± 2.73d 41.33 ± 2.29c 59.33 ± 2.11b 

น ้าหนกัดกัแด ้
(มิลลิกรัม) 

14.57 ± 0.19 a 13.55 ± 0.24 b 13.53± 0.23b 13.72 ± 0.22ab 

ดกัแดต้าย 2.67 ± 1.23c 9.67 ± 1.89bc 17.33 ± 2.62a 12.00 ± 1.46ab 

ลอกคราบไม่
สมบูรณ์ 

0.00 ± 0.00b 2.00 ± 0.73a 0.67 ± 0.42ab 0.33 ± 0.33ab 

ตวัเตม็วยัปกติ 95.33 ± 1.43a 19.33 ± 3.25c 22.00 ± 3.10c 46.67 ± 1.76b 

ตวัเตม็วยัผดิปกติ 0.00 ± 0.00a 1.00 ± 0.68a 1.33 ± 0.67a 0.33 ± 0.33a 

เพศผู ้ 52.81 ± 5.95a 45.27 ± 6.05a 61.13 ± 10.32a 47.49 ± 4.53a 

ระยะเวลา 
หนอน–ดกัแด ้

7.89 ± 0.04a 7.62 ± 0.05b 7.74 ± 0.04ab 7.88 ± 0.08a 

ระยะเวลา 
ดกัแด–้ตวัเตม็วยั 

10.17 ± 0.07a 10.17 ± 0.08a 10.16 ± 0.14a 10.14 ± 0.08a 

1/ตวัอกัษรท่ีแตกต่างภายในแถวเดียวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวธีิ Tukey’s HSD test 
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ระยะดักแด้ 

จากการศึกษาผลของสารสกัดหยาบเช้ือ Streptomyces sp. K8–10 ท่ีระดับความ
เข้มข้นความเข้มข้น 50, 30 และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และมี 1% DMSO ในน ้ ากลั่นเป็นชุด
ควบคุม ต่อแมลงวนัผลไม้ B. dorsalis ระยะดักแด้ พบว่าสารสกัดหยาบทุกระดับความเข้มข้น       
ไม่ส่งผลให้ระยะดกัแดเ้กิดความผิดปกติ และดกัแดส้ามารถพฒันาเพื่อมีชีวิตรอดเป็นตวัเต็มวยัท่ี
สมบูรณ์มากกวา่ 97 เปอร์เซ็นต ์ส าหรับสัดส่วนเพศและระยะเวลาการเปล่ียนแปลงรูปร่างในแต่ละ
วยัไม่มีความแตกต่าง โดยทุกระดบัความเข้มขน้และชุดควบคุมไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ  
(ตารางท่ี 10) สารสกัดหยาบไม่ออกฤทธ์ิฆ่าหรือส่งผลให้เกิดความผิดปกติในระยะดักแด้ 
เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Yamac และคณะ (2010) ทดสารสกดัหยาบจากเช้ือ S. avermitilis NRRL 8165 
และ S. pactum NRRL 5230 โดยการหยดสารบนล าตวัแมลง (topical application) ท่ีความเขม้ขน้ 
40 mg/ml ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ในระยะหนอน ดกัแด ้และตวัเต็มวยั พบวา่สารสกดัออกฤทธ์ิฆ่า
ระยะหนอน 95 เปอร์เซ็นต ์และฆ่าตวัเต็มวยั 75 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่ส่งผลต่อระยะดกัแด ้โดยดกัแดท่ี้
ทดสอบฟักเป็นตวัเต็มวยัท่ีปกติ อีกทั้งการทดสอบในคร้ังน้ีใช้วิธีการแช่ดกัแด้ในสารละลายสาร
สกดัหยาบ ในขณะท่ีหลายงานวิจยัมีรายงานการศึกษาการทดสอบสารออกฤทธ์ิท่ีส่งผลต่อแมลง 
พบว่า ส่วนใหญ่แมลง ท่ีแสดงความผิดปกติหรือตาย  เ กิดจากการได้ รับสารสกัดจาก                              
เ ช้ือ  Streptomyces spp. โดยการกิน Samril และคณะ (2015) ทดสอบสารสกัดหยาบจากเช้ือ 
Streptomyces sp. OS46 และ Streptomyces sp. 37 และ Streptomyces sp. B62 โดยใหห้นอนแมลงวนั 
C. capitata วยัท่ี 1 ไดรั้บสารโดยการกิน พบวา่สารสกดัหยาบออกฤทธ์ิฆ่าวยัหนอนแมลงวนัผลไมไ้ด ้
มีค่า LC50 เท่ากับ 0.26, 0.34 และ 0.84 µg /mL–1 อีกทั้งโครงสร้างในระยะดักแด้ท่ีผนังชั้ นนอก 
(cuticle) มีความหนาและแขง็แรงเพื่อป้องกนัตวัเองในขณะท่ีพกัตวัภายในดกัแดก่้อนท่ีจะลอกคราบ
เป็นตวัเตม็วยั ช่วยปกป้องแมลงการไดรั้บสารพิษหรืออนัตรายจากปัจจยัอ่ืนๆ(Stehr, 2009) 
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ตารางที ่10 ผลของสารสกดัหยาบของเช้ือ Streptomyces sp.ไอโซเลท K8–10 ต่อการพฒันาการ 
                   แมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis (Hendel) ระยะดกัแด–้ตวัเตม็วยั (mean ± SE) 
 

เปอร์เซ็นต ์
ความผดิปกติ 

ความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบ1/ 
ชุดควบคุม 50 mg/ml 30 mg/ml  10 mg/ml  

ดกัแดท่ี้ตาย 2.00 ± 0.89a 1.67 ± 0.95a 2.00 ± 0.89a 1.33 ± 0.84a 
ลอกคราบไม่
สมบูรณ์ 

0.00 ± 0.00a 0.33 ± 0.33a 0.00 ± 0.00a 0.00 ± 0.00a 

ตวัเตม็วยัปกติ 97.67 ± 0.80a 98.00 ± 1.03a 97.67 ± 1.09a 98.67 ± 0.84a 

ตวัเตม็วยัผดิปกติ 0.33 ± 0.33a 0.00 ± 0.00a 0.33 ± 0.33a 0.00 ± 0.00a 

เพศผู ้ 55.21 ± 3.20a 53.47 ± 2.83a 55.30 ± 2.76a 51.01 ± 4.34a 
ระยะเวลา 
ดกัแด–้ตวัเตม็วยั 

10.15 ±  0.09a 10.11 ± 0.09a 9.87 ± 0.07a 9.98 ± 0.09a 

1/ตวัอกัษรท่ีแตกต่างภายในแถวเดียวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวธีิ Tukey’s HSD test  

 

ระยะตัวเต็มวยั 
จากการศึกษาผลของสารสกัดหยาบเช้ือ Streptomyces sp. K8–10 ท่ีระดับความ

เข้มข้นความเข้มข้น 50, 30 และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และมี1% DMSO ในน ้ ากลั่นเป็นชุด
ควบคุม ต่อแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis ระยะตวัเต็มวยั พบว่าสารสกดัหยาบเช้ือ Streptomyces sp. 
K8–10 สามารถออกฤทธ์ิฆ่าตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไมไ้ด ้ทุกระดบัความเขม้ขน้ท่ีท าการศึกษาออก
ฤทธ์ิฆ่าระยะตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไม  ้B. dorsalis ได้ไม่แตกต่างกนั โดยที่ระดบัความเขม้ขน้ 
50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่งผลให้มีเปอร์เซ็นต์การตายสะสมของตวัเต็มวยัสูงสุด 28.33 ± 1.67 
เปอร์เซ็นต ์รองลงมาคือ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 30 และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีเปอร์เซ็นตก์ารตาย
สะสมของตัวเต็มวยั 20.83 ± 3.27 และ 18.33 ± 3.07 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ท่ีระยะเวลา 15 วัน 
แตกต่างจากชุดควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ สอดคลอ้งกบัการทดสอบสาร spinosad ซ่ึงผลิตจาก
เช้ือ Saccharopolyspora spinosa ซ่ึงเป็นเช้ือในอนัดบั Actinomycetales ที่สามารถออกฤทธ์ิใน
ตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไม ้โดยพบว่าท่ีความเข้มขน้ 0.02 เปอร์เซ็นต์ ของสาร spinosad สามารถ
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ส่งผลให้เกิดการตายในระยะตวัเต็มวยัของแมลงวนั Zeugodacus cucurbitae  94.6 เปอร์เซ็นต์ 
Dacus demmerezi 85.7 เปอร์เซ็นต์ และ D. ciliatus 60.4 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (Deguine et al., 2012) 
อีกทั้งการศึกษาสาร abamectin ซ่ึ ง เกิดจากการผสมสาร avermectin B1a กับ avermectin B1b         
ท่ีผลิตจาก S. avermitilis อตัราการใช้ 1 มิลลิกรัม ผสม mineral oil 0.5 เปอร์เซ็นต์ สามารถออกฤทธ์ิ
ฆ่าตัว เต็มว ัยแมลงหวี่ ข าว  Bemisia tabaci ให้ มี เปอ ร์การตาย สูง ถึ ง  93–100 เปอ ร์ เ ซ็นต์                      
(Kumar et al., 2007)  
 
ตารางที่ 11 ผลของสารสกัดหยาบของเช้ือ Streptomyces sp.ไอโซเลท K8–10 ต่อการตายของ  

แมลงวนัผลไม ้Bactrocera dorsalis (Hendel) ระยะตวัเตม็วยั (mean ± SE) 
 

เปอร์เซ็นตก์ารตาย 
ความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบ1/ 

ชุดควบคุม 50 mg/ml 30 mg/ml  10 mg/ml  

เพศผู ้ 1.67 ± 1.05b 15.83 ± 2.01a 10.00 ± 2.24ab 8.33 ± 2.79ab 

เพศเมีย 3.33 ± 1.67b 12.50 ± 1.71a 10.83 ± 3.27ab 10.00 ± 1.29ab 

รวม 5.00 ± 1.83b 28.33 ± 1.67a 20.83 ± 3.27a 18.33 ± 3.07a 
1/ตวัอกัษรท่ีแตกต่างภายในแถวเดียวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวธีิ Tukey’s HSD test 
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บทที ่4 

สรุปผลและข้อเสนอแนะ 
 

จากการคดักรองเช้ือ Streptomyces spp. จ านวน 52 ไอโซเลท พบเช้ือ Streptomyces spp. 
จ านวน 10 ไอโซเลท ท่ีมีคุณสมบัติในการฆ่าแมลงโดยวิธี brine shrimp bioassay สามารถฆ่า       
อาร์ทีเมียให้ตายมากกวา่ 90 เปอร์เซ็นต ์ภายในระยะเวลา 24 ชัว่โมง มีค่าเฉล่ียการรอดชีวิต (AST) 
อยู่ระหว่าง 11.3–17.4 ชั่วโมง น้อยกว่าเช้ือ Streptomyces spp. ไอโซเลทอ่ืนๆ และชุดควบคุม
อยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (P<0.05) 

การทดสอบคุณสมบติัการสร้างเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอส ซ่ึงเป็นท่ีเก่ียวขอ้ง
กบัการฆ่าแมลง พบวา่เช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีคุณสมบติัฆ่าแมลงทั้ง 10 ไอโซเลท สามารถสร้าง
เอนไซมไ์คติเนสได ้ส่วนความสามารถในการสร้างเอนไซมโ์ปรติเอส ทุกไอโซเลทท่ีท าการศึกษา
สามารถสร้างเอนไซมโ์ปรติเอสได ้ยกเวน้ไอโซเลท K6–5 ไม่พบการสร้างเอนไซมโ์ปรติเอส  

ระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ในอาหารเหลว GYMB ท่ีเหมาะสมต่อการ
สร้างสารออกฤทธ์ิฆ่าแมลงโดยใช้เทคนิค brine shrimp bioassay จากการเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp.       
จ  านวน 9 ไอโซเลท (ไอโซเลท K6–5 ตรวจพบอยูใ่นกลุ่มก่อโรคในมนุษยจึ์งไม่น ามาทดสอบต่อ) 
พบวา่เช้ือ Streptomyces spp. K5–4, K8–4, NRST9, NRST15 และ NRST17 เหมาะส าหรับการเล้ียง
ท่ีระยะเวลา 1 สัปดาห์ เช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10 เหมาะส าหรับการเล้ียงท่ีระยะเวลา    
2 สัปดาห์ และเช้ือ Streptomyces spp. ไอโซเลทK4H–9, K4H–10 และ K5H–10 เหมาะส าหรับ     
การเล้ียงท่ีระยะเวลา 3 สัปดาห์ โดยที่ระยะเวลาการเล้ียงที่เหมาะสม เช้ือ Streptomyces spp.    
ทั้ง 9 ไอโซเลทสามารถออกฤทธ์ิฆ่าอาร์ทีเมียได ้100 เปอร์เซ็นต ์ 

การคดักรองน ้ าเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ที่ส่งผลต่อการเจริญของแมลงวนั
ผลไม ้B. dorsalis พบว่าไอโซเลท K8–10, NRST15 และ NRST17ท าให้มีการตายและเกิดความ
ผิดปกติ ส่งผลให้มีการรอดชีวิตเป็นตวัเต็มวยัท่ีสมบูรณ์ลดลง เช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท         
K 8–10 ส่งผลให้ เ กิดความผิดปกติและมีการตายสูงสุด หนอนแมลงวันผลไม้ B. dorsalis                      
มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตเป็นตวัเต็มวยัที่สมบูรณ์เพียง 60.38 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ NRST17 
และ NRST15 มีค่าเท่ากบั 73.33 และ 77.50 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั  

ลกัษณะสัณฐานวิทยาและขอ้มูลทางอณูวิทยา เช้ือ Streptomyces spp. จ  านวน 3     
ไอโซเลท ไดแ้ก่ K8–10, NRST15 และ NRST17 ท่ีสามารถออกฤทธ์ิฆ่าระยะหนอนแมลงวนัผลไม ้
B. dorsalis จ าแนกได้เป็นเช้ือ S. hygroscopicus ส าหรับไอโซเลท  K8–10 และ  S. albidoflavus 
ส าหรับไอโซเลท NRST15 และ NRST17  
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การวิเคราะห์สารทุติยภูมิจากสารสกดัหยาบของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท 
K8–10 โดยวิธี  LCMS พบมวลโมเลกุลของสารหลายชนิด ท่ีออกฤทธ์ิควบคุมแมลงได้แก่               
มวลโมเลกุล ท่ี มีค่ ามวลต่อประจุ  (m/z) เท่ ากับ  609.3740 m/z, 700 .4400 m/z, 729.4539 m/z 
591.3637 m/z และ 761.4827 m/z มีความใกล้เ คียงกับสาร  allosamidin, moxidectin, avermectin 
spinosyn A และ spinosyn Q ตามล าดบั  

การศึกษาสารสกัดหยาบจากเช้ือ Streptomyces sp. K8–10 ท่ีระดับความเข้มข้น
ความเข้มข้น  50, 30 และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิ ลิตร ต่อแมลงวันผลไม้ B. dorsalis ระยะไข่               
ระยะหนอน ระยะดกัแดแ้ละตวัเต็มวยั สารสกดัหยาบสามารถออกฤทธ์ิต่อแมลงวนัผลไม ้B. dorsalis 
ไดใ้นระยะไข ่ระยะหนอน และตวัเตม็วยั แต่ไม่ส่งผลต่อการทดสอบในระยะดกัแด ้ 

ระยะไข่ สารสกัดหยาบท่ีระดับความเข้มขน้ 50 และ 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร                            
มีประสิทธิภาพยบัย ั้งการฟัก โดยมีเปอร์เซ็นต์การฟัก 53.00 และ 65.17 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั 
ส่งผลต่อความผิดปกติในระยะหนอน ดกัแด ้และท าให้มีการรอดชีวิตเป็นตวัเต็มวยัท่ีสมบูรณ์เพียง 
36.17 และ 53.50 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

ระยะหนอน สารสกัดหยาบทุกระดับความเข้มข้นออกฤทธ์ิฆ่าระยะหนอน
แมลงวันผลไม้ B. dorsalis และส่งผลให้เกิดความผ ิดปกติในระยะดกัแด ้และตวั เต ็มว ยั                 
โดยท่ีระดบัความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่งผลให้ระยะหนอนมีเปอร์เซ็นตก์ารตายสูงสุด 
68.00 เปอร์เซ็นต ์รองลงมาคือ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 30 และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีเปอร์เซ็นต์
การตาย 58.67 และ 40.67 เปอร์เซ็นต์ มีชีวิตรอดเป็นตวัเต็มวยัท่ีสมบูรณ์ 19.33, 22.00 และ 46.67 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

ระยะดักแด้ สารสกัดหยาบเช้ือ Streptomyces sp. K8–10 ทุกระดับความเข้มข้น    
ไม่ส่งผลต่อระยะดกัแด ้ส่วนระยะตวัเต็มวยั ทุกระดบัความเขม้ขน้ท่ีท าการศึกษาออกฤทธ์ิฆ่าระยะ
ตวัเต็มวยัแมลงวนัผลไม้ B. dorsalis โดยท่ีระดบัความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่งผลให้มี
เปอร์เซ็นตก์ารตายสะสมของตวัเต็มวยัสูงสุด 28.33 เปอร์เซ็นต ์ 

ดงันั้นสรุปได้ว่าเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท K8–10 มีประสิทธิภาพควบคุม
แมลงวนัผลไม ้B. dorsalis เป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการใชป้ระโยชน์จากเช้ือจุลินทรียค์วบคุมแมลง
และน่าสนใจส าหรับน าไปศึกษาเพิ่มเติมและประยุกตใ์ชค้วบคุมแมลงวนัผลไมช้นิดอ่ืนๆหรือแมลง
ชนิดท่ีแตกต่างออกไป เป็นแนวทางส าหรับลดการใชส้ารเคมีควบคุมแมลง เพื่อการป้องกนัก าจดั
แมลงศตัรูท่ีย ัง่ยนืในอนาคต 
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10.00 ± 5.00 
Ad 

16.67 ± 7.64 
Acd 

34.44 ± 7.52 
ABbcd 

51.11 ± 9.18 
ABabc 

72.78 ± 6.25 
Aab 

87.22 ± 3.15 
Aa 

87.22 ± 3.15 
Aa 

3 0.00 ± 0.00 
Ac 

3.70 ± 3.21 
Ac 

27.64 ± 9.28 
Abc 

45.58 ± 7.71 
Ab 

64.39 ± 8.18 
Aab 

87.18 ± 8.01 
Aa 

97.44 ± 2.22 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

4 0.00 ± 0.00 
Ad 

11.36 ± 2.30 
Bd 

14.14 ± 2.18 
Acd 

37.37 ± 5.44 
Abc 

54.04 ± 5.58 
ABb 

88.13 ± 6.99 
Aa 

93.94 ± 5.25 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

K4
H–

10
 

1 0.00 ± 0.00 
Ab 

0.00 ± 0.00 
Ab 

5.13 ± 4.44 
Ab 

5.13 ± 4.44 
Ab 

16.78 ± 7.34 
Aab  

31.93 ± 5.95 
Bab 

41.03 ± 8.10 
Ba 

46.15 ± 4.03 
Ba 

46.15 ± 4.03 
Ba 

2 0.00 ± 0.00 
Ae 

2.78 ± 2.41 
Ae 

5.56 ± 2.40 
Ae 

20.56 ± 6.25 
Ade 

38.89 ± 4.81 
Acd 

53.33 ± 5.07 
ABbc 

67.22 ± 3.76 
ABab 

80.00 ± 4.33 
Aab 

85.56 ± 1.92 
Aa 

3 0.00 ± 0.00 
Ad 

5.56 ± 4.81 
Ad 

18.01 ± 2.27 
Acd 

35.65 ± 3.18 
Ac 

43.59 ± 5.55 
Abc 

71.92 ± 7.91 
Aab 

94.87 ± 4.44 
Aa 

97.44 ± 2.22 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

4 0.00 ± 0.00 
Ac 

8.33 ± 4.17 
Ac 

8.33 ± 4.16 
Ac 

19.44 ± 4.81 
Ac 

50.00 ± 7.22 
Ab 

75.00 ± 0.00 
Aab 

91.67 ± 4.17 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

78 



 

1/ ตวัอกัษรพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างภายในคอลมัน์เดียวกนัและตวัอกัษรพิมพเ์ล็กท่ีแตกต่างกนัในแถวเดียวกนั มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี Tukey’s HSD test

ตารางภาคผนวกที ่1 (ต่อ) การศึกษาระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีศกัยภาพในการฆ่าแมลง โดยใชเ้ทคนิค brine shrimp bioassay 

ไอโซเลท สปัดาห์ 
เปอร์เซ็นตก์ารตาย (%) ± SE1/ 

0 ชม. 3 ชม. 6 ชม. 9 ชม. 12 ชม. 15 ชม. 18 hr. 21 ชม. 24 ชม. 

K5
H–

10
 

1 0.00 ± 0.00 
Ac 

0.00 ± 0.00 
Ac 

8.33 ± 7.21 
Abc 

22.22 ± 10.49 
Aabc 

25.93 ± 7.65 
Babc 

37.04 ± 11.97 
Babc 

58.33 ± 11.02 
Bab 

62.04 ± 7.90 
Bab 

65.74 ± 4.88 
Ba 

2 0.00 ± 0.00 
Ac 

0.00 ± 0.00 
Ac 

8.89 ± 4.19 
Ac 

18.33 ± 5.46 
Abc 

26.67 ± 4.41 
Bbc 

45.00 ± 6.82 
Bb 

76.11 ± 3.37 
Ba 

82.22 ± 0.96 
ABKa 

91.67 ± 4.17 
Aa 

3 0.00 ± 0.00 
Ad 

5.34 ± 2.32 
Ad 

9.51 ± 1.30 
Ad 

20.89 ± 5.81 
Ad 

50.37 ± 8.32 
ABc 

73.56 ± 2.14 
ABbc 

85.84 ± 2.66 
ABab 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

4 0.00 ± 0.00 
Ad 

2.22 ± 1.92 
Ad 

14.44 ± 7.51 
Acd 

33.33 ± 2.89 
Ac 

62.22 ± 5.36 
Ab 

90.00 ± 5.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
 Aa 

K5
–4

 

1 0.00 ± 0.00 
Ad 

3.33 ± 2.89 
Ad 

7.04 ± 3.05 
Ad 

19.83 ± 4.44 
Acd 

50.03 ± 4.35 
Abc 

76.23 ± 7.76 
Aab 

85.93 ± 6.12 
Aa 

89.63 ± 5.01 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

2 0.00 ± 0.00 
Ae 

0.00 ± 0.00 
Ae 

22.55 ± 3.15 
Ad 

27.89 ± 2.58 
Ad 

52.76 ± 6.03 
Ac 

75.10 ± 3.67 
Ab 

94.19 ± 2.52 
Aab 

97.22 ± 2.41 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

3 0.00 ± 0.00 
Ae 

3.70 ± 3.21 
Ade 

12.79 ± 6.85 
Ade 

35.02 ± 4.35 
Acd 

54.55 ± 4.82 
Abc  

75.42 ± 8.78 
Aab 

96.97 ± 2.62 
Aa 

96.97± 2.62 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

4 0.00 ± 0.00 
Ae 

16.03 ± 3.75 
Ade 

18.60 ± 1.71 
Ade 

39.08 ± 3.04 
Acd 

45.82 ± 4.06 
Ac 

56.07 ± 6.23 
Abc 

78.37 ± 2.98 
Aab 

96.97 ± 2.62 
Aa 

96.97 ± 2.62 
Aa 

79 



 

1/ ตวัอกัษรพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างภายในคอลมัน์เดียวกนัและตวัอกัษรพิมพเ์ล็กท่ีแตกต่างกนัในแถวเดียวกนั มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี Tukey’s HSD test

ตารางภาคผนวกที ่1 (ต่อ) การศึกษาระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีศกัยภาพในการฆ่าแมลง โดยใชเ้ทคนิค brine shrimp bioassay 

ไอโซเลท สปัดาห์ 
เปอร์เซ็นตก์ารตาย (%) ± SE1/ 

0 ชม. 3 ชม. 6 ชม. 9 ชม. 12 ชม. 15 ชม. 18 hr. 21 ชม. 24 ชม. 

K8
–4

 

1 0.00 ± 0.00 
Ae 

6.73 ± 2.96 
Ade 

21.55 ± 6.06 
Ade 

30.64 ± 3.72 
Acd 

54.55 ± 4.82 
Abc 

78.45 ± 6.07 
Aab 

96.97 ± 2.62 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

2 0.00 ± 0.00 
Ad 

7.41 ± 6.42 
Ad 

11.85 ± 5.59 
Acd 

32.22 ± 0.96 
Abc 

52.96 ± 1.40 
Ab 

80.74 ± 3.90 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

3 0.00 ± 0.00 
Ae 

5.93 ± 2.80 
Ade 

7.78 ± 4.19 
Ade 

25.56 ± 4.19 
Acd 

34.26 ± 4.88 
Ac 

72.59 ± 2.80 
Ab 

84.63 ± 4.94 
Aab 

95.56 ± 3.85 
Aab 

100.00 ± 0.00 
Aa 

4 0.00 ± 0.00 
Ad 

2.78 ± 2.41 
Ad 

2.78 ± 2.40 
Ad 

17.17 ± 8.34 
Acd 

41.52 ± 9.39 
Abc 

72.02 ± 5.84 
Aab 

85.30 ± 5.19 
Aa 

97.78 ± 1.92 
Aa 

97.78 ± 1.92 
Aa 

K8
–1

0 

1 0.00 ± 0.00 
Ac 

0.00 ± 0.00 
Ac 

1.75 ± 1.51 
Ac 

53.46 ± 5.45 
ABb 

65.30 ± 4.57 
ABab 

77.24 ± 1.01 
Ba 

83.53 ± 2.93 
Ba 

86.31 ± 3.73 
Ba 

86.31 ± 3.73 
Ba 

2 0.00 ± 0.00 
Ac 

9.06 ± 4.21 
Ac 

14.39 ± 6.46 
Ac 

65.91 ± 3.61 
Ab 

88.64 ± 2.30 
Aba 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

3 0.00 ± 0.00 
Ad 

3.03 ± 2.62 
Acd 

18.03 ± 4.06 
Ac 

60.96 ± 4.03 
Ab 

93.64 ± 2.76 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

4 0.00 ± 0.00 
Ad 

0.00 ± 0.00 
Ad 

0.00 ± 0.00 
Ad 

19.99 ± 5.35 
Bc 

61.42 ± 5.68 
Bb 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

80 



 

1/ ตวัอกัษรพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างภายในคอลมัน์เดียวกนัและตวัอกัษรพิมพเ์ล็กท่ีแตกต่างกนัในแถวเดียวกนั มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี Tukey’s HSD test

ตารางภาคผนวกที ่1 (ต่อ) การศึกษาระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีศกัยภาพในการฆ่าแมลง โดยใชเ้ทคนิค brine shrimp bioassay 

ไอโซเลท สปัดาห์ 
เปอร์เซ็นตก์ารตาย (%) ± SE1/ 

0 ชม. 3 ชม. 6 ชม. 9 ชม. 12 ชม. 15 ชม. 18 hr. 21 ชม. 24 ชม. 

NR
ST

9 

1 0.00 ± 0.00 
Ae 

0.00 ± 0.00 
Ae 

6.06 ± 5.24 
Ade 

30.20 ± 1.52 
Acde 

37.24 ± 4.46 
Acd 

60.77 ± 7.45 
Abc 

87.88 ± 10.50 
Aab 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

2 0.00 ± 0.00 
Ae 

3.33 ± 2.89 
Ae 

8.68 ± 0.59 
Ae 

23.03 ± 6.37 
Ade 

43.38 ± 2.98 
Acd 

70.17 ± 9.16 
Abc 

94.66 ± 2.32 
Aab 

97.22 ± 2.41 
Aab 

100.00 ± 0.00 
Aa 

3 0.00±0.00 
Ae 

3.70 ± 3.21 
Ade 

8.47 ± 3.750 
Ade 

30.16 ± 3.83 
Acd 

38.62 ± 2.52 
Ac 

71.16 ± 9.38 
Ab 

93.92 ± 2.82 
Aab 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

4 0.00±0.00 
Ac 

0.00 ± 0.00 
Ac 

12.56 ± 7.79 
Ac 

34.36 ± 6.99 
Abc 

58.72 ± 5.99 
Aab 

68.72 ± 13.98 
Aab 

97.44 ± 2.22 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

NR
ST

15
 

1 0.00±0.00 
Ac 

4.44 ± 3.85 
Ac 

17.26 ± 6.01 
Abc 

31.97 ± 2.99 
Abc 

44.44 ± 7.51 
Ab 

84.10 ± 10.61 
Aa 

95.56 ± 3.85 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

2 0.00±0.00 
Ae 

0.00 ± 0.00 
Ae 

17.59 ± 4.00 
Ade 

27.78 ± 4.81 
Ade 

47.22 ± 3.67 
Acd 

63.89 ± 6.05 
Abc 

88.89 ± 9.62 
Aab 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

3 0.00±0.00 
Ad 

5.13 ± 4.44 
Ad 

13.46 ± 6.30 
Acd 

32.81 ± 5.81 
Acd 

41.90 ± 7.61 
Abc 

71.39 ± 7.68 
Aab 

83.51 ± 4.01 
Aa 

97.44 ± 2.22 
Aa 

97.44 ± 2.22 
Aa 

4 0.00±0.00 
Ae 

5.59 ± 2.45 
Ae 

5.59 ± 2.44 
Ae 

22.84 ± 2.27 
Ade 

40.09 ± 2.38 
Acd 

56.41 ± 8.79 
Abc 

79.72 ± 3.11 
Aab 

93.94 ± 2.62 
Aa 

96.97 ± 2.62 
Aa 

81 



 

1/ ตวัอกัษรพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างภายในคอลมัน์เดียวกนัและตวัอกัษรพิมพเ์ล็กท่ีแตกต่างกนัในแถวเดียวกนั มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี Tukey’s HSD test 

 

 

 

 
 
ตารางภาคผนวกที ่1 (ต่อ) การศึกษาระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีศกัยภาพในการฆ่าแมลง โดยใชเ้ทคนิค brine shrimp bioassay 

ไอโซเลท สปัดาห์ 
เปอร์เซ็นตก์ารตาย (%) ± SE1/ 

0 ชม. 3 ชม. 6 ชม. 9 ชม. 12 ชม. 15 ชม. 18 hr. 21 ชม. 24 ชม. 

NR
ST

17
 

1 0.00±0.00 
Ad 

0.00 ± 0.00 
Ad 

21.55 ± 14.89 
Acd 

39.39 ± 12.40 
Abcd 

52.86 ± 7.67 
Aabcd 

74.41 ± 12.54 
Aabc 

87.21 ± 6.86 
Aab 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

2 0.00±0.00 
Ac 

2.22 ± 1.92 
Ac 

16.03 ± 4.07 
Ac 

38.89 ± 5.85 
Ab 

56.98 ± 4.59 
Ab 

95.56 ± 3.85 
Aa 

97.78 ± 1.92 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

100.00 ± 0.00 
Aa 

3 0.00±0.00 
Af 

6.73 ± 2.96 
Aef 

25.80 ± 7.87 
Adef 

30.92 ± 3.48 
Acde 

46.02 ± 4.80 
Acd 

57.89 ± 5.53 
Abc 

82.08 ± 4.19 
Aab 

96.97 ± 2.62 
Aa 

96.97 ± 2.62 
Aa 

4 0.00±0.00 
Ae 

2.38 ± 2.06 
Ae 

10.84 ± 2.09 
Ade 

36.45 ± 5.89 
Acde 

45.49 ± 10.68 
Abcd 

66.04 ± 6.58 
Aabc 

73.55 ± 2.85 
Aab 

84.58 ± 5.72 
Aa 

95.05 ± 2.15 
Aa 

82 



83 

 

ประวตัิผู้เขยีน 

 
ช่ือ สกุล  นางสาวเบญจวรรณ  ศิริกุล  
รหัสประจ าตัวนักศึกษา 5810620057 
วุฒิการศึกษา 

วุฒิ  ช่ือสถาบัน ปีทีส่ าเร็จการศึกษา 
วทิยาศาสตรบณัฑิต
(เกษตรศาสตร์) 

 มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 2558 

 
ทุนการศึกษา (ทีไ่ด้รับในระหว่างการศึกษา) 

– ทุนอุดหนุนการวิจยัเพื่อวิทยานิพนธ์ บณัฑิตวิทยาลยั มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
– ทุนโครงการเรียนดี คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
– ทุนสนับสนุนการผลิตบัณฑิต สถานวิจยัความเป็นเลิศเทคโนโลยีชีวภาพเกษตรและ
ทรัพยากรธรรมชาติ ระยะท่ี 2 คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 

 
การตีพมิพ์เผยแพร่ผลงาน  
เบญจวรรณ ศิริกุล และ นริศ ทา้วจนัทร์. 2560. การคดักรองเช้ือแอคติโนมยัซีสสายพนัธ์ุทอ้งถ่ินท่ีมี

คุณสมบติัฆ่าแมลง. วารสารแก่นเกษตร (ฉบบัพิเศษ) 45 (1): 1366–1371. 
เบญจวรรณ ศิริกุล และ นริศ ท้าวจันทร์. 2561. การสร้างเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสของ          

เ ช้ือแอคติโนมัยซีสสายพันธ์ุท้องถ่ินท่ีมีคุณสมบัติฆ่าแมลง. วารสารแก่นเกษตร              
(ฉบบัพิเศษ) 46 (1): 639–744. 

นริศ ทา้วจนัทร์ ยาวารียะ๊ห์ สาเมาะ เบญจวรรณ ศิริกุล คอฎียะ๊ เถาวลัย ์และ รูเฟียะห์ มะลี. 2561. 
การเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับดักแมลงวันผลไม้ Bactrocera dorsalis (Hendel)     
รูปแบบต่างๆ ในสวนมะละกอ. วารสารแก่นเกษตร (ฉบบัพิเศษ) 46 (1): 725–731. 
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