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การพัฒนาไพรเมอรท์ีม่ีความจ าเพาะจากยนี Cytochrome Oxidase I  
เพือ่ตรวจวินิจฉัยแมลงวันแตง Zeugodacus cucurbitae (Coquillett)  

(Diptera: Tephritidae) เพือ่ส่งเสริมการส่งออก 
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Abstract: The melon fly, Zeugodacus cucurbitae (Coquillett), is a quarantine pest species for many countries. 
Larvae of melon fly are intercepted by quarantine inspections, but their morphological similarity to other fruit fly 
species makes identification difficult and unreliable. Rapid, precise identification of immature fruit flies 
associated with imported/exported fresh produce is essential to ensure appropriate biosecurity decisions at 
quarantine barriers, or where commodities are inspected prior to export. Species-specific primers were 
designed by amplifying the cytochrome oxidase I (cox1) gene to identify Z. cucurbitae in its various life stages. 
The species - specific assay demonstrated high specificity, sensitivity and reliability for 11 species examined 
(Bactrocera carambolae, B. correcta, B. dorsalis, B. latifrons, B. umbrosa, Dacus longicornis, Zeugodacus 
apicalis, Z. caudatus, Z. cilifera, Z. cucurbitae and Z. tau). This study demonstrated the feasibility of using 
species - specific diagnostic tools (utilising 83 base pair sequences) for identifying fruit fly populations from  
all regions of Thailand. The primers were also validated on samples intercepted by plant inspections at 
Suvarnabhumi airport of agricultural products destined for exporting from Thailand. The primer pairs from this 
research are accurate, fast and efficient. Thus, they make it possible to detection of quarantine pests at  
early points in the production and export pathway. The present study is a model for developing diagnostic 
techniques for various pests which will in turn  : promote trading partner confidence in Thai certification 
systems and enhance the diversity, quality and value of Thai agricultural products. 
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ค าน า 
 

แม ล งวั น แ ต ง  (melon fly): Zeugodacus 
cucurbitae (Coquillett) สามารถเข้าท าลายและสร้าง
ความเสียหายต่อพื ชเศรษฐกิจมากกว่า 125 ชนิ ด  
(Piñero et al., 2006) โดยเฉพาะอย่างยิ่งพืชวงศแ์ตง เช่น 
แตงกวา แตงโม แคนตาลูป บวบเหลี่ยม ฟักทอง และ 
มะระ เป็นต้น ส่งผลให้เกิดความเสียหายต่อคุณภาพ 
ของผลผลิต พบความเสียหายจากการเขา้ท าลายผลผลิต
ทางการเกษตรอยู่ระหว่าง 30 - 100 % (Dhillon et al., 
2005) โดยพบความเสียหายต่อมะม่วง  (12 - 60 %)  
ฝรั่ ง  (40 - 90 %) และมะละกอ (12 - 60 %) (Allwood 
and Leblanc, 1997) จัดเป็นศัตรูพืชที่มีส  าคัญอันดับ 
หนึ่ งของพืชผัก ก่อให้เกิดผลกระทบต่อการส่งออก 
พืชผักผลไม้ไปยังตลาดโลก (De Meyer et al., 2015) 
เนื่องจากมักพบแมลงวนัแตง Z. cucurbitae เขา้ท าลาย
และพบปัญหาการปนเป้ือนของตัวหนอนแมลงวันแตง  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Z. cucurbitae ติดไปกับพืชผักที่ต้องการส่งออก ส่งผล
กระทบต่อเนื่องในการส่งออกพืช ผัก ผลไม้ของไทย 
ไปยังต่างประเทศ เป็นสาเหตุหลักในการกีดกันทาง 
การค้าระหว่างประเทศอีกด้วย (Koyama et al., 2004; 
Piñero et al., 2006) และในปัจจุบนัจากความเขม้งวดใน
การน าเข้าผักผลไม้จากไทยไปสู่ตลาดโลกมีมาตรฐาน
สูงขึน้ และมีการแข่งขันการส่งออกพืช ผัก และผลไม้ 
ของประเทศในภูมิภาคอาเซียนสูงขึ ้นตามล าดับนั้น  
การจ าแนกชนิดแมลงศัต รูพื ชที่ มี โอกาสติดไปกับ 
การส่งออกหรือน าเขา้นั้นมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่งใน
การใช้เป็นข้อมูลยืนยันประกอบการส่งออกและน าเข้า  
แต่ปัจจุบันเมื่อพบปัญหาการปนเป้ือนจากแมลงใน 
พืชผักที่ต้องการส่งออก ผู้ท  าการตรวจวินิจฉัยจะต้อง
ปฏิบตัิงานดว้ยความรวดเร็ว ถกูตอ้งและแม่นย า แต่หาก 
มี การปนเป้ื อนจากแมลงศัต รูพื ชในระยะไข่  หรือ 
ตัวหนอนนั้น หากใช้การตรวจวินิ จฉัยแบบดั้งเดิม 
(traditional taxonomy) จะต้องใช้ระยะเวลาในการเลีย้ง

Keywords:  Species - specific primer, fruit flies, melon fly 
 
บทคัดย่อ: แมลงวันแตง Zeugodacus cucurbitae (Coquillett) เป็นศัตรูพืชกักกันที่ส  าคัญในหลายประเทศทั่วโลก  
และจากการสุ่มตรวจศตัรูพืชในการส่งออกและน าเขา้ของประเทศไทยมกัพบตวัหนอนแมลงวนัผลไม ้ซึ่งเป็นสาเหตุหลกั 
ในการกีดกันทางการคา้ จากลกัษณะสณัฐานของตวัหนอนที่คลา้ยคลึงกันมากท าใหก้ารระบุชนิดนัน้ท าไดย้าก ดงันัน้ 
การจ าแนกชนิดของตวัหนอนแมลงวนัแตงดว้ยเทคนิคที่มีความรวดเร็ว ถูกตอ้ง แม่นย า นัน้มีความส าคัญอย่างยิ่งต่อ 
การส่งออกผลิตผลทางการเกษตร การตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชโดยใชคู้่ไพรเมอรท์ี่มีความจ าเพาะต่อศัตรูพืชนัน้ถือว่าเป็น 
การพฒันาวิธีการตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพสงูมาก งานวิจยันีจ้ึงไดอ้อกแบบคู่ไพรเมอรจ์ากยีน Cytochrome c oxidase 
subunit I (cox1) ที่มีความจ าเพาะต่อแมลงวนัแตง Z. cucurbitae โดยท าการตรวจสอบประสิทธิภาพของไพรเมอรด์ว้ย
การทดสอบกับตวัอย่างแมลงวนัผลไม ้11 ชนิด ไดแ้ก่ Bactrocera carambolae, B. correcta, B. dorsalis, B. latifrons,  
B. umbrosa, Dacus longicornis, Zeugodacus apicalis, Z. caudatus, Z. cilifera, Z. cucurbitae และ Z. tau ซึ่ งให ้
ผลบวกเฉพาะ  Z. cucurbitae  มีขนาดดีเอ็นเอ 83 คู่เบส และพบว่าสามารถใชต้รวจสอบดีเอ็นเอเป้าหมายจากตวัอย่าง
แมลงวันแตงในระยะไข่ หนอน ดักแด ้และตัวเต็มวัย จากทุกภูมิภาคของประเทศไทย รวมทัง้จากตัวหนอนที่ตรวจพบ 
การปนเป้ือนในผักผลไมท้ี่ตอ้งการส่งออกไปขายยังต่างประเทศไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพแสดงให้เห็นว่าไพรเ์มอรท์ี่ท  า  
การออกแบบนัน้มีความถูกต้อง แม่นย า รวดเร็ว มีประสิทธิภาพ สามารถน ามาใช้เป็นเครื่องมือวินิจฉัยเพื่อระบุชนิด
แมลงวนัผลไมก้่อนการส่งออกผัก ผลไม้ อีกทัง้สามารถเป็นตน้แบบในการประยุกตใ์ชพ้ัฒนาเทคนิคการตรวจวินิจฉัย
ศตัรูพืชชนิดต่าง ๆ น าไปสู่การการสรา้งความมั่นใจใหก้ับประเทศคู่คา้  เพิ่มขีดความสามารถในการส่งออกสินคา้พืชผล
ทางการเกษตรของประเทศไทยและการเพิ่มมูลค่าของสินคา้เกษตรของไทย  
 
ค าส าคัญ:  ไพรเมอรท์ี่มีความจ าเพาะ  แมลงวนัผลไม ้ แมลงวนัแตง 
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การพัฒนาไพรเมอรท์ี่มีความจ าเพาะจากยีน Cytochrome Oxidase I เพื่อตรวจวินิจฉัย 
แมลงวันแตง Zeugodacus cucurbitae (Coquillett) (Diptera: Tephritidae) เพื่อส่งเสริมการส่งออก 

เพื่อให้เติบโตเป็นตัวเต็มวัย ซึ่งส่งผลกระทบต่อเนื่อง 
ต่อผู้ผลิตที่ต้องการส่งออก รวมทั้งก่อให้เกิดผลกระทบ 
ต่อการส่งออกและน าเขา้ผักและผลไม้ระหว่างประเทศ 
อีกดว้ย (Armstrong and Ball, 2005)  

ปัจจุบันการตรวจวินิจฉัยชนิดแมลงวันแตง  
Z. cucurbitae ใช้การศึ กษาทางอนุกรมวิ ธานแบบ 
ดั้งเดิมซึ่ งใช้ลักษณะทางสัณฐานภายนอกเท่านั้น  
ดังนั้น  การจ าแนกชนิดแมลงวันแตง Z. cucurbitae  
ให้มี ค วามถู กต้อง และรวด เร็ว  จะสามารถช่ วย
ประหยัดเวลาในการตรวจวินิ จฉัย การศึกษาครั้งนี ้
จึ งเป็นการประยุกต์ใช้ เทคนิคทางชีวโมเลกุล โดย 
การออกแบบไพรเมอร์ที่ มี ความจ าเพาะ (species - 
specific primer) ต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae จาก 
ยีน cox1 ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น DNA barcode (ดีเอ็นเอ
มาตรฐานบริเวณสั้น ๆ ที่ มี ศักยภาพในการใช้ระบุ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ชนิดของสิ่งมีชีวิตได้) ซึ่งเป็นการพัฒนาการตรวจสอบ 
ที่ มี ป ระสิ ท ธิภาพให้ เป็ นตามมาตรฐานสากลมี 
ความจ าเป็นอย่างยิ่ งในการตรวจรับรองและจัดท า 
บัญ ชีราย ชื ่อศ ตั รูพ ืช เพื ่อ ให เ้ป็น ไปตาม เงื ่อน ไข 
การส่งออก 
 

อุปกรณแ์ละวิธีการ 
 
1. การเก็บตัวอยา่งแมลงวันผลไม ้

รวบรวมตัวอย่างแมลงวันผลไม้ตัวเต็มวัย 
จากพื ้นที่ การเกษตร โดยเก็บตัวอย่างจากพื ้นที่  6  
ภูมิภาคของประเทศไทย (ภาคกลาง ภาคตะวันตก 
ภาคเหนือ ภาคตะวันออก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  
และภาคใต้) โดยเลือกพืน้ที่เพื่อเป็นตัวแทนในการเก็บ
ตัวอย่างภูมิภาคละ 3 จังหวัด (Figure 1) ใช้กับดักล่อ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. Locations of sampling sites at different six Thai biogeographical regions (North, Central, South, 
West, Northeast and East) where fruit flies were collected 
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แมลงวันผลไม้แบบถังเปียก (wet bucket trap) จาก  
Bugs for Bugs Pty Ltd., Australia ซึ่งประกอบด้วยส าลี
ชุบสารล่อ (pheromone) แมลงวันผลไม้  2 ประเภท  
ได้แก่  เมทิ ลยู จิ นอล (methyl eugenol) และคิ วลัวร ์ 
(cue lure) ผสมสารฆ่าแมลง malathion ในอัตราส่วน  
4 : 1 และภายในกับดักบรรจุสารโพรไพลีนไกลคอล 
(propylene glycol) เพื่ อ รัก ษ าสภ าพ ดี เอ็ น เอ ขอ ง 
ตัวอย่างแมลงวันผลไม้ติดกับดัก 5 กับดักต่อสารล่อ 
หนึ่ งประเภทต่ อหนึ่ งพื ้นที่  เก็ บรวบรวมตั วอย่ าง 
ระหว่างเดือนตุลาคม พ.ศ. 2560 - กันยายน พ.ศ. 2561 
จ าแนกชนิดแมลงวันผลไม้จากลักษณะภายนอก 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ Leica รุ่น M 165C 
(Leica Microsystems Ltd., Switzerland) ร่วมกับแนว 
ทางการวินิ จฉัยชนิดแมลงวันผลไม้ ของ Drew and  
Romig (2013, 2016) น าตัวอย่างแมลงวันผลไม้ดอง 
ในแอลกอฮอล์ 95 % และเก็บต วัอย ่า ง ไว ใ้นตู เ้ก ็บ 
รกัษาอุณหภูมิ -20 ºC 
 
2. การสกัดดีเอ็นเอ และการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
เป้าหมายด้วยเทคนิค polymerase chain reaction 
(PCR) 

2.1 น าตัวอย่างแมลงวันผลไมม้าสกัดดีเอ็นเอ 
ต าม ก รรม วิ ธี ข อ ง  Boontop et al. (2017) ร่ ว ม กั บ
ค าแนะน าของชุดสกัดดี เอ็นเอส าเร็จรูป (ISOLATE II 
Genomic DNA kit; Bioline, Australia) ที่ แ น บ ม า กั บ
ผลิตภัณฑ์บริษัท โดยน าขาด้านขวาจ านวน 3 ข้าง 
ของแมลงวันผลไม้  (25 มิ ลลิกรัม ) มาใส่ ในหลอด 
ทดลองขนาด  1.5 มิ ลลิ ลิ ต ร เติ ม  Lysis Buffer GL 
ปริมาตร 180 ไมโครลิตร และสารลาย Proteinase K 
ปริมาตร 25 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ  37 ºC  
นาน 16 - 20 ชั่วโมง ท าการย่อยสลายตัวอย่างโดยเขย่า 
อย่างรวดเร็ว และเติม Lysis Buffer G3 ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร น าไปบ่มที่ อุณหภูมิ  70 ºC นาน 10 นาที  
เขย่ าอย่ า งสม ่ า เสม อ  เติ ม แอลกอฮอล์บ ริ สุ ท ธ์ิ  
(ethanol 100 %) ปริม าตร 210 ไม โครลิ ต ร เขย่ าให้
สารละลายเป็นเนือ้เดียวกัน ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ 
ในหลอด ISOLATE II Genomic DNA และตกตะกอนดว้ย
เครื่องป่ันเหวี่ยงความเร็วสูงที่  11,000x g นาน 1 นาที  

ล้างตะกอน โดยการเติม Wash Buffer GW1 ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร และตกตะกอนด้วย เครื่องป่ันเหวี่ยง
ความเร็วสูงที่  11,000x g นาน 1 นาที ตามด้วย Wash 
Buffer GW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และตกตะกอน 
ดว้ยเครือ่งป่ันเหวี่ยงความเรว็สงูที่ 11,000x g นาน 1 นาที 
ทิ ้งของเหลวที่ เหลือ ตกตะกอนดี เอ็นเอให้แห้งด้วย 
เครื่องป่ันเหวี่ยงความเร็วสูงที่  11,000x g นาน 1 นาที 
ย้ายหลอด ISOLATE II Genomic DNA tube มาใส่ใน
หลอดทดลองขนาด 1.5 ไมโครลิตร ละลายดี เอ็นเอ  
โดยการเติม Elution Buffer G ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
จากนัน้ท าการบ่มที่อณุหภูมิหอ้ง นาน 5 นาที ตกตะกอน 
ดี เอ็ นด้วยเครื่องป่ั นเหวี่ ยงความเร็วสูง 11,000x g  
นาน 1 นาที น าดีเอ็นเอที่ได้เก็บในตูเ้ก็บรกัษาอุณหภูมิ  
-20 ºC เพื่อใชใ้นวิธีการต่อไป 

2.2 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค 
PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ universal primer จากยีน cox1: 
LCO1490 (GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG) และ 
HCO2198 (TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA) 
(Folmer et al., 1994) ส่ วน ผสม ขอ งป ฏิ กิ ริ ย า  PCR 
ประกอบด้วยดีเอ็นเอต้นแบบ 1 ไมโครลิตร 10 ไมโคร- 
เมตร ไพรเมอร ์LCO1490 1 ไมโครลิตร 10 ไมโครเมตร  
ไพรเมอร ์HCO2198 1 ไมโครลิตร สารละลาย GoTaq® 
Green Master Mix (Promega, USA) 10 ไมโครลิตร ปรบั
ปริมาตรด้วยน ้ากลั่ นนึ่ งฆ่ าเชื ้อให้ปริมาตรรวม 20 
ไมโครลิตร โดยน าปฏิกิริยา PCR ใส่เครื่องเพิ่มปริมาณ 
ดี เอ็นเอ โดยก าหนดขั้นตอนและเวลาในปฏิ กิ ริยา  
PCR cycle ดั งนี ้  1) initial - denaturing 94 ºC น าน  4 
นาที  2) denaturing ที่  94 ºC 30 วิ น าที  3) annealing  
ที่  50 ºC 30 วิ น าที  4) extension ที่  72 ºC 30 วิ น า ที 
(จ านวน 35 รอบ) (โดยในขัน้ตอน 2 - 4 ท าซ า้จ านวน 35 
รอบ) และ 5) final extension ที่ 72 ºC 5 นาที จ านวน 1 
รอบ ตรวจสอบผลิตภณัฑพ์ีซีอาร ์(PCR product) ดว้ยวิธี
เจลอิเล็คโตรโฟรีซีส (gel electrophoresis) ที่อะกาโรส
เจลความ เข้ม ข้น  2 % ผสม  RedSafe dye (iNtRON 
Biotechnology, USA) ใน สารละลาย  1X TBE buffer  
แล้วน ามาผ่านสนามไฟฟ้าความต่างศักย์ 100 โวลต ์ 
เป็ น เวล า  30 น าที  แล ะต รวจสอบแถบดี เอ็ น เอ 
ภายใต้แสงอัลตราไวโอ เล็ ต  (UV) บั นทึ กผลด้ วย 

https://jhscience.com/index.php?osCsid=5a61e1e1d9e732124131e4951bc02166
https://jhscience.com/index.php?osCsid=5a61e1e1d9e732124131e4951bc02166
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เครื่องถ่ายภาพเจลพรอ้มโปรแกรมวิเคราะห์ภาพ (Gel 
documentation XR) รุ่ น  Universal Hood II (Biorad, 
USA) ตรวจหาล าดับนิ วคลี โอไทด์ โดยส่งตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์พีซีอารท่ี์ได้ไปท าให้บริสุทธ์ิ และหาล าดับ 
นิ วค ลี โอ ไทด์ ด้ วย เค รื่ อ ง  ABI 3730 x 1 automated 
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
USA) ABI BigDye terminator chemistry ตามกรรมวิธี
ของบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต ้ 

2.3 น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์จากยีน cox1 
ของแมลงวันผลไม้ทั้งหมดมาท าการวิ เคราะห์ โดย
เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence assembly) 
ด้ วย โป รแก รม  Bioedit Sequence Alignment Editor 
Version 7.2.5 (Hall, 1999) บันทึกขอ้มูลล าดับนิวคลิโอ-
ไทด์ในรูปแบบไฟล์ FASTA และวิเคราะห์ข้อมูลล าดับ 
นิ วคลี โอไทด์ โดยเปรียบเทียบระดับความเหมือน  
(% identity) เพื่อยืนยันความถูกต้องล าดับนิวคลีโอไทด์
ของแมลงวันผลไม้จากงานวิจัยนี ้กั บข้อมูลล าดับ 
นิวคลีโอไทด์แมลงวันแตง Z. cucurbitae ที่มีรายงาน 
ในฐานข้อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
genbank/) ดว้ยการ BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih. 
gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) และ เก็ บ
บันทึ กข้อมู ลล าดับนิ วคลี โอไทด์ ไว้ในระบบฐาน 
ข้อมู ลของ GenBank ในรูปแบบ accession number  
เพื่อใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อ 
แมลงวนัแตง Z. cucurbitae  
 
3. การออกแบบไพรเมอร์ที่ มีความจ าเพาะต่อ
แมลงวันแตง Z. cucurbitae  

น าล าดับนิ วคลี โอไทด์ของยี น  cox1 จาก
แมลงวันผลไม้ที่ท  าการศึกษา (ข้อ 2) และแมลงวัน- 
ผลไม้ชนิดต่าง ๆ ที่ เป็นศัตรูพืชกักกันจากฐานข้อมูล 
GenBank มาจัดล าดับและท าการตรวจสอบโดยใช้
โปรแกรม Chromas (version, 2.33, Technelysium Pty 
Ltd., Australia) และ BioEdit เพื่อตรวจหาล าดับนิวคลี- 
โอไทด์บริเวณที่มีความจ าเพาะต่อแมลงวันแตง Z. 
cucurbitae คั ด เลื อ ก ต าแหน่ ง  single - nucleotide 
polymorphism (SNP) ซึ่ งจะใช้ระบุชนิดของแมลง Z. 
cucurbitae เท่านัน้ จากนั้นออกแบบไพรเมอรท์ี่จ  าเพาะ

เจาะจง โดยอาศัยโปรแกรม Vector NTI (Invitrogen) 
Version 11.5.5 (https://www.thermofisher.com/th/en/ 
home/life-science/cloning/vector-nti-software.html) 
โดยเลือกความยาวของไพรเมอร์ที่ มี ขนาด 18 - 25  
คู่เบส และน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอรท์ี่ออก 
แบบมาวิเคราะห ์dimer hairpin และ false priming sites 
ด้วย โปรแกรม  Oligo (version 6.0) (DBA Oligo, Inc., 
USA) และน า ไพ รเม อร์ออกแบบ ไว้ม าวิ เค ราะห์
ความจ าเพาะเจาะจงโดยการ BLAST กับล าดับนิวคลี- 
โอไทดใ์นฐานขอ้มลู GenBank 
 
4. การทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์ที่ มี
ความจ าเพาะต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae  

4.1 ทดสอบประสิ ท ธิ ภาพ ของไพ รเมอร ์
ที่มีความจ าเพาะต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae กับ
แมลงวันผลไม้ชนิ ดต่ าง ๆ ที่ ได้จากการส ารวจใน 
ประเทศไทย 
 4.2 ทดสอบป ระสิ ท ธิ ภ าพ ของไพ รเมอร ์
ที่มี ความจ าเพาะต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae ใน 
ระยะการเจริญเติบโต (life stages) ต่าง ๆ โดยทดสอบ 
กับตั วอย่ างแมลงวันแตง  Z. cucurbitae ที่ เลี ้ยงไว ้
ในห้องปฏิบัติ การ (laboratory samples) ในระยะ ไข ่ 
ตวัหนอน ดกัแดแ้ละตวัเต็มวยั 
 4.3 ทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์ที่ มี
ความจ าเพาะต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae จากกลุ่ม
ประชากรต่างภูมิศาสตร์ (geographical populations) 
จากตัวอย่างแมลงวันแตง Z. cucurbitae ที่เก็บรวบรวม
มาจากภมูิภาคตา่ง ๆ ของประเทศไทย  
 4.4 ทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์ที่ มี
ความจ าเพาะต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae กับตัว
หนอนที่พบปนเป้ือนในพืช ผัก และผลไม้ที่พบจาก 
การสุ่ มตรวจผัก  ผลไม้  (intercepted samples) จาก
เจา้หนา้ที่ด่านตรวจพืชที่มีการส่งออก  
 4.5 ยืนยันความถูกต้องของตัวอย่างที่ เพิ่ ม
ปริมาณดีเอ็นเอด้วยคู่ไพรเมอร์ที่ออกแบบโดยการท า
ผลิตภัณฑ์พี ซี อาร์ ให้บริสุท ธ์ิและตรวจหาล าดับ 
นิ วค ลี โอ ไทด์ ด้ วย เค รื่ อ ง  ABI 3730 x 1 automated 
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
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USA) ตามกรรมวิ ธี ของบริ ษั ท  Macrogen ประเทศ 
เกาหลีใต้ และเปรียบเทียบล าดับ นิวคลีโอไทด์กับ
ฐานขอ้มูล GenBank  
 

ผลการทดลองและวิจารณ ์
 
1. การเก็บรวบรวมตัวอยา่งแมลงวันผลไม้ 

การเก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงวันผลไม้ด้วย 
กับดักถังเปียกซึ่งบรรจุสารล่อเมทิลยูจินอลและคิวลัวร์
จาก 6 ภูมิภาค ไดแ้ก่ ภาคใต ้ภาคกลาง ภาคตะวนัออก 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ และภาคตะวัน 
ตกของไทย น าตัวอย่างที่ได้มาจ าแนกชนิดเพื่อใช้ใน 
การออกแบบไพรเมอร์ พบแมลงวันผลไม้ทั้งหมด 11  
ชนิ ด  ได้ แก่  Bactrocera carambolae, B. correcta, B. 
dorsalis, B. latifrons, B. umbrosa, D. longicornis, 
Z. apicalis, Z. caudatus, Z. cilifera, Z. cucurbitae 
และ Z. tau 

 
2. การเตรียมดีเอ็นเอ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย
ด้วยเทคนิค PCR และหาล าดับนิวคลีโอไทด ์

จากการสกัดดีเอ็นเอ และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร ์LCO1490 / HCO2198 
จากยีน cox1 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและตรวจสอบ
ขนาดดีเอ็นเอไดข้นาด 650 - 700 คูเ่บส (Figure 2) เมื่อน า 
ผลิตภัณฑ์พีซีอารไ์ปตรวจวิเคราะห์ล  าดับนิวคลีโอไทด ์
เปรียบเทียบพบเปอรเ์ซ็นต์ความเหมือนที่ 99 - 100 %  
และบันทึกข้อมูลล าดับนิ วคลี โอไทด์ในฐานข้อมูล  
GenBank (Table1) และจากข้อมูลที่ถูกต้องของล าดับ 
นิวคลี โอไทด์ดังกล่าว แสดงว่าวิ ธีการสกัดดี เอ็น เอ 
มีความเหมาะสมสามารถน าไปใช้สกัดดี เอ็นเอใน 
ตัวอย่างแมลงวันผลไม้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดังนั้น 
สามารถน าดีเอ็นเอจากวิธีการสกัดดังกล่าวมาทดสอบ 
กับไพรเมอรท์ี่ออกแบบได้  
 
3. การออกแบบไพรเมอรท์ี่มีจ าเพาะต่อแมลงวันแตง 
Z. cucurbitae 

ออกแบบไพรเมอร์ที่ มี ค วามจ า เพาะต่ อ 
แม ล งวั น แต ง  Z. cucurbitae โด ยก ารน าล าดั บ 

นิ วคลี โอไทด์ร่วมของยีน cox1 จากแมลงวันผลไม ้ 
11 ชนิด ไดแ้ก่ Bactrocera carambolae, B. correcta, 
B. dorsalis, B. latifrons, B. umbrosa, Dacus longicornis, 
Zeugodacus apicalis, Z. caudatus, Z. cilifera, Z. 
cucurbitae และ  Z. tau และรวบรวมล าดับ นิวคลี - 
โอไทด์แมลงวันผลไม้บางส่วนจากฐานข้อมูลของ 
GenBank ม า จั ด ล า ดั บ แ ล ะ ต รว จ ห า ต า แ ห น่ ง  
single - nucleotide polymorphisms (SNPs) ด้ ว ย
โป รแก รม  Vector NTI (Invitrogen) พ บ ต า แห น่ ง  
SNPs ที่มี เฉพาะแมลงวันแตง Z. cucurbitae เท่านั้น  
และเป็นต าแหน่งที่ไม่พบในแมลงวันผลไม้ชนิดอื่น ๆ  
มาออกแบบ forward primer และ reverse primer ได ้ 
1 คู่  โดยพบล าดับนิวคลีโอไทด์ร่วมที่ต  าแหน่งเริ่มต้น 
ที่  488 จ านวน 25 คู่ เบส และต าแหน่งนิวคลี โอไทด ์
เริ่มต้นที่  580 จ านวน 22 คู่ เบส (Figure 3) เมื่ อน าไป 
วิเคราะห์คุณสมบัติของไพรเมอรด์้วยโปรแกรม Oligo  
cal พบว่า เปอร์เซ็นต์  GC ของ forward และ reverse  
primers เท่ากับ 48 และ 59 ตามล าดับ มีค่า melting 
temperature (Tm) อ ยู่ ที่ อุ ณ ห ภู มิ  53 แ ล ะ  60 ºC  
(Table 2) ไพรเมอร์ทั้งสองเส้นไม่สามารถจับกันเป็น 
dimer ได้ ตั้งช่ือ Forward และ Reverse primers แต่ละ
เส้นว่า (Zeugodacus cucurbitae Forward: Zcu-F1 
และ Zeugodacus cucurbitae Reverse: Zcu-R1)  
โดยไพรเมอร์คู่นี ้สังเคราะห์ให้ผลผลิตดี เอ็นเอขนาด
ประมาณ 83 คู่เบส (Table 2) จากการวิเคราะหไ์พรเมอร์
ทั้ งสองเส้นด้วย โปรแกรม  Primer map พบว่ า  ทุ ก 
ไพรเมอรม์ีต  าแหน่งอยู่บนยีน cox1 ของแมลงวนัแตง Z. 
cucurbitae เท่านั้น และเมื่อตรวจสอบความจ าเพาะ
เจาะจงของไพรเมอร์ โดยโปรแกรม BLAST ของฐาน 
ขอ้มูล GenBank พบว่า ไพรเมอรท์ุกเสน้มีความเหมือน 
ที่ 99 - 100 % กับแมลงวันแตง Z. cucurbitae จากยีน 
cox1 (Table 3) 

 
4. การทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์ที่ มี
ความจ าเพาะต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae 

เพื่ อยื นยั น ว่ า ไพ รเมอร์ที่ ออกแบบนั้ นมี
ประสิทธิภาพ และสามารถใช้ได้จริงโดยท าการทดสอบ  
4 กรรมวิธี 
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Figure 2. PCR results using the cox1 (LCO1490 / HCO2198) universal primer pair 
Lane 1 = B. carambolae Lane 2 = B. dorsalis Lane 3 = B. latifrons 
Lane 4 = B. umbrosa Lane 5 = B. correcta Lane 6 = D. longicornis 
Lane 7 = Z. apicalis Lane 8 = Z. caudatus  Lane 9 = Z. cilifera 
Lane 10 = Z. tau  Lane 11 = Negative (ddH2O) Lane 12 = Positive (Z. cucurbitae) 

Table 1. Collection details (scientific name, accession number, number of specimens and voucher specimen) 
of fruit flies in Thailand used in this study 

 Scientific name Accession number No of specimens Voucher specimen 

 1 Bactrocera carambolae MW052780 - 84 10 EMBT.L(SEM) 1301 - 1320 

 
 

MW093419 - 23 
  

  2 Bactrocera correcta MW067300 - 09 10 EMBT0601.L(SEM) - 0620 
 3 Bactrocera dorsalis MW052785 - 89 10 EMBT0701.L(SEM) - 0720 

 
 

MW093424 - 28 
  

  4 Bactrocera latifrons MW136282 - 93 12 EMBT0901.L(SEM) - 0920 
 5 Bactrocera umbrosa MW376156 - 73 14 EMBT1301 - EMBT1320  
 6 Dacus longicornis MW376179 - 83 5 EMBT0201 - EMBT0209 
 7 Zeugodacus apicalis MW376174 - 77,  5 EMBT.0401 - EMBT0410 
 8 Zeugodacus caudatus MW376156 - 73 14 EMBT1501 - EMBT1520  
 9 Zeugodacus cilifera MW376133 - 41 9 EMBT2001 - EMBT2020  

10 Zeugodacus cucurbitae MW045505 - 14 20 EMBT1601.L(SEM) - 1620 

 
  

MW052790 - 94 
   

11 Zeugodacus tau MW052795 - 99 10 EMBT1901.L(SEM) - 1920 
      MW093429 - 33       
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Figure 3. Alignment of the nucleotide sequence regions of cox1 gene on fruit flies. Consensus sequences 
were used to design broad - spectrum primers for Zeugodacus cucurbitae. Nucleotide sequences of 
ZcuF1 and ZcuR1 primers are highlighted 
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                 B_apicalis  (478) CTTTATTTGTTTGAGCCGTAGTTTTAACGGCCCTACTTTTATTACTTTCCCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACAATACTA 

               B_apicalis_1  (464) CTTTATTTGTTTGAGCCGTAGTTTTAACGGCCCTACTTTTATTACTTTCCCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACAATACTA 

               B_apicalis_2  (463) CTTTATTTGTTTGAGCCGTAGTTTTAACGGCCCTACTTTTATTACTTTCCCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACAATACTA 

               B_celifera_1  (465) CTTTATTTGTTTGAGCCGTTGTATTAACTGCCCTCCTTTTATTACTTTCATTACCAGTACTAGCCGGAGCTATTACTATACTT 

               B_celifera_2  (466) CTTTATTTGTTTGAGCCGTTGTATTAACTGCCCTCCTTTTATTACTTTCATTACCAGTACTAGCCGGAGCCATTACTATACTT 

               B_celifera_5  (465) CTTTATTTGTTTGAGCCGTTGTATTAACTGCCCTCCTTTTATTACTTTCATTACCAGTACTAGCCGGAGCCATTACTATACTT 

               B_celifera_4  (466) CTTTATTTGTTTGAGCCGTTGTATTAACTGCCCTCCTTTTATTACTTTCATTACCAGTACTAGCCGGAGCCATTACTATACTT 

        B_cilifera_JX266417  (498) CTTTATTTGTTTGAGCCGTTGTATTAACTGCCCTCCTTTTATTACTTTCATTACCAGTACTAGCCGGAGCCATTACTATACTT 

               B_celifera_3  (466) CTTTATTTGTTTGAGCCGTTGTATTAACTGCCCTCCTTTTATTACTTTCATTACCAGTACTAGCCGGAGCCATTACTATACTT 

         B_cilifera_1_other  (471) CTTTATTTGTTTGAGCCGTTGTATTAACTGCCCTCCTTTTATTACTTTCATTACCAGTACTAGCCGGAGCCATTACTATACTT 

              B_tau_1_other  (457) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTAACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTCCCAGTATTAGCTGGAGCTATTACTATACTT 

             B_tau_JX266425  (498) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTAACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTCCCAGTATTAGCTGGAGCTATTACTATACTT 

             B_tau_JX266422  (498) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTAACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTCCCAGTATTAGCTGGAGCTATTACTATACTT 

             B_tau_JX266423  (498) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTACTAACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTCCCAGTATTAGCTGGAGCTATTACTATACTT 

             B_tau_JX266424  (498) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTAACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTCCCAGTATTAGCTGGAGCTATTACTATACTT 

                B_tau_other  (466) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTAACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTCCCAGTATTAGCTGGAGCTATTACTATACTT 

      Z.cucurbitae_JX266419  (498) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTATTAGCCGGAGCTATTACTATACTT 

       Z.cucurbitae_TH0520A  (477) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTATTAGCCGGAGCTATTACTATACTT 

      Z.cucurbitae_JX266420  (498) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTATTAGCCGGAGCTATTACTATACTT 

      Z.cucurbitae_JX266421  (498) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTGTTAGCCGGAGCTATTACTATACTT 

        Z.cucurbitae_TH0101  (477) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTATTAGCCGGAGCTATTACTATACTT 

        Z.cucurbitae_TH0519  (477) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTATTAGCCGGAGCTATTACTATACTT 

        Z.cucurbitae_TH2410  (477) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTATTAGCCGGAGCTATTACTATACTT 

        Z.cucurbitae_TH2411  (477) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTATTAGCCGGAGCTATTACTATACTT 

        Z.cucurbitae_TH0102  (477) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTGTTAGCCGGAGCTATTACTATACTT 

        Z.cucurbitae_TH0103  (477) CTTTATTCGTTTGAGCTGTAGTATTGACAGCTCTTCTTTTACTTCTATCTCTACCTGTGTTAGCCGGAGCTATTACTATACTT 

Zcu-F1 

(Forward
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                 B_apicalis  (561) TTAACAGACCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGACCCAGCAGGAGGGGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTCTGATT 

               B_apicalis_1  (547) TTAACAGACCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGACCCAGCAGGAGGGGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTCTGATT 

               B_apicalis_2  (546) TTAACAGACCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGACCCAGCAGGAGGGGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTCTGATT 

               B_celifera_1  (548) TTGACAGACCGAAATTTAAACACATCCTTCTTTGACCCAGCAGGAGGTGGAGACCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATT 

               B_celifera_2  (549) TTGACAGACCGAAATTTAAACACATCCTTCTTTGATCCAGCAGGAGGTGGAGACCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATT 

               B_celifera_5  (548) TTGACAGACCGAAATTTAAACACATCCTTCTTTGATCCAGCAGGAGGTGGAGACCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATT 

               B_celifera_4  (549) TTGACAGATCGAAATTTAAACACATCCTTCTTTGATCCAGCAGGAGGTGGAGACCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATT 

        B_cilifera_JX266417  (581) TTAACAGATCGAAATTTAAACACATCCTTCTTTGACCCAGCAGGAGGTGGAGACCCTATTCTTTACCAACATTTATTT----- 

               B_celifera_3  (549) TTGACAGACCGAAATTTAAATACATCCTTCTTTGACCCAGCAGGAGGTGGAGACCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATT 

         B_cilifera_1_other  (554) TTGACAGACCGAAATTTAAACACATCCTTCTTTGACCCAGCAGGAGGTGGAGACCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATT 

              B_tau_1_other  (540) TTAACAGACCGAAACTTAAATACATCTTTCTTCGACCCAGCTGGTGGTGGGGATCCTATTTTATACCAACACTTATTTTGATT 

             B_tau_JX266425  (581) TTAACAGACCGAAACTTAAATACATCTTTCTTCGACCCAGCTGGTGGTGGGGATCCTATTTTATACCAACACTTATTT----- 

             B_tau_JX266422  (581) TTAACAGACCGAAACTTAAATACATCTTTCTTCGACCCAGCTGGTGGTGGGGATCCTATTTTATACCAACACTTATTT----- 

             B_tau_JX266423  (581) TTAACAGACCGAAACTTAAATACATCTTTCTTCGACCCAGCTGGTGGTGGGGATCCTATTTTATACCAACACTTATTT----- 
             B_tau_JX266424  (581) TTAACAGACCGAAACTTAAATACATCTTTTTTCGACCCAGCTGGTGGTGGGGATCCTATTTTATACCAACACTTATTT----- 

                B_tau_other  (549) TTAACAGACCGAAACTTAAATACATCTTTCTTCGACCCAGCTGGTGGTGGGGATCCTATTTTATACCAACACTTATTTTGATT 

      Z.cucurbitae_JX266419  (581) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTT----- 

       Z.cucurbitae_TH0520A  (560) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT 

      Z.cucurbitae_JX266420  (581) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTT----- 

      Z.cucurbitae_JX266421  (581) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTT----- 

        Z.cucurbitae_TH0101  (560) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT 

        Z.cucurbitae_TH0519  (560) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT 

        Z.cucurbitae_TH2410  (560) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT 

        Z.cucurbitae_TH2411  (560) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT 

        Z.cucurbitae_TH0102  (560) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT 

        Z.cucurbitae_TH0103  (560) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT 

        Z.cucurbitae_TH0801  (560) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT 

        Z.cucurbitae_TH1001  (560) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT 

        Z.cucurbitae_TH1003  (560) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT 

        Z.cucurbitae_TH1004  (560) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT 

        Z.cucurbitae_TH1618  (560) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT 

        Z.cucurbitae_TH1620  (560) TTAACAGACCGAAATTTAAACACCTCTTTCTTCGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT 

Zcu-R1 

(Forwar

d) 

Table 2. Nucleotide of sequences and properties of broad - spectrum primer set used in Zeugodacus 
cucurbitae screening in this study primer (primer name, sequences, position, no. of base pair, 
temperature (Tm), % GC and size of PCR product) 

Primer name Sequences Position 
    No. of 

base pair 
Tm 

%  

GC 

Size of PCR 

product 

Zcu - F1 (Forward) TGAGCTGTAGTATTGACAGCTCTTC 518 - 542 25 53 48 83 

Zcu - R1 (Reverse) AGCCGGGTCGAAGAAAGAGGTG 580 - 601 22 60 59 83 
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4.1 การทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์
ที่มีความจ าเพาะต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae กับ
แมลงวันผลไม้ชนิดอื่น ๆ 

การทดสอบไพรเมอรก์ับตวัอย่างแมลงวนัผลไม ้
11 ชนิด ได้แก่  Bactrocera carambolae, B. correcta, 
B. dorsalis, B. latifrons, B. umbrosa, D. longicornis,  
Z. apicalis, Z. caudatus, Z. cilifera, Z. cucurbitae 
และ Z. tau พบว่า เมื่อท าปฏิกิริยา PCR ดว้ยคู่ไพรเมอร ์
ที่ออกแบบ และตรวจวิเคราะห์ขนาดของผลิตภัณฑ์ 
พีซีอารท์ี่สังเคราะห์ได้จากคู่ไพรเมอร ์พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 83 คู่เบส ที่จ  าเพาะต่อแมลงวนัแตง Z. cucurbitae  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ได้อย่างชัดเจน และไม่เกิดปฏิกิริยากับแมลงวันผลไม ้
ชนิดอื่น ๆ (Figure 4) แสดงใหเ้ห็นว่าไพรเมอรท์ี่ออกแบบ
นัน้มีความจ าเพาะต่อแมลงวนัแตง Z. cucurbitae และมี 
ความเหมาะสมส าหรับการน าไปใช้แยกแมลงวันแตง  
Z. cucurbitae ออกจากแมลงวันผลไมช้นิดอื่น ๆ 

4.2 การทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์
ที่มีความจ าเพาะต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae ต่อ
ระยะการเจริญเติบโต (life stages) ต่าง ๆ 

จากการทดสอบไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะ 
ต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae ด้วยเทคนิค PCR กับ 
แมลงวันแตง Z. cucurbitae ที่เลีย้งจากห้องปฏิบัติการ 

Table 3. Nucleotide sequence analysis of the 83 bp DNA fragments from 20 melon fly samples amplified by 
species-specific primers compared with the GenBank database 

No. 
Melon fly with  

Acc. no. in GenBank 
Voucher 

specimens 
Primer 

Samples with  
Acc. No 

% 
Identity 

1 MW363765 EMBT(SS)1601 Zcu - F1 KY615958.1 100 % 
2 MW363766 EMBT(SS)1602 Zcu - R1 MF095182.1 100 % 
3 MW363767 EMBT(SS)1603 Zcu - F1 MF095183.1 100 % 
4 MW363768 EMBT(SS)1604 Zcu - R1 MG384735.1   99 % 
5 MW363769 EMBT(SS)1605 Zcu - F1 MH667305.1 100 % 
6 MW363770 EMBT(SS)1606 Zcu - R1 MH751503.1 100 % 
7 MW363771 EMBT(SS)1607 Zcu - F1 MK296116.1 100 % 
8 MW363772 EMBT(SS)1608 Zcu - R1 MN016981.1 100 % 
9 MW363773 EMBT(SS)1609 Zcu - F1 MN256073.1 100 % 
10 MW363774 EMBT(SS)1610 Zcu - R1 MN256082.1 100 % 
11 MW363775 EMBT(SS)1611 Zcu - F1 MN256083.1 100 % 
12 MW363776 EMBT(SS)1612 Zcu - R1 MN256084.1 100 % 
13 MW363777 EMBT(SS)1613 Zcu - F1 MN256090.1 100 % 
14 MW363778 EMBT(SS)1614 Zcu - R1 MN256092.1 100 % 
15 MW363779 EMBT(SS)1615 Zcu - F1 MN256098.1 100 % 
16 MW363780 EMBT(SS)1616 Zcu - R1 MN256101.1 100 % 
17 MW363781 EMBT(SS)1617 Zcu - F1 MN256102.1 100 % 
18 MW363765 EMBT(SS)1618 Zcu - R1 MN256103.1 100 % 
19 MW363766 EMBT(SS)1619 Zcu - F1 MT474907.1 100 % 
20 MW363767 EMBT(SS)1620 Zcu - R1 MT474908.1 100 % 
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ในระยะไข่ หนอน ดักแด้ และตัวเต็มวัย ระยะละ 50 
ตัวอย่าง รวมเป็นจ านวน 300 ตัวอย่าง และตรวจสอบ
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์พบแถบดี เอ็นเอขนาด 83 คู่ เบส  
ในทุ ก ระยะการเจริญ เติ บ โต  (Figure 5 ) แสดงว่ า 
ไพรเมอร์ที่ได้ออกแบบนั้นสามารถตรวจวินิจฉัยชนิด 
แมลงวนัแตง Z. cucurbitae ไดทุ้กระยะการเจริญเติบโต 
และจากการเปรียบเที ยบล าดับนิ วคลี โอไทด์ของ
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ ได้จากการเพิ่มปริมาณดี เอ็นเอ 
ด้วยไพรเมอร์ที่ออกแบบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ฐาน 
ขอ้มูล GenBank พบว่า เป็นแมลงวนัแตง Z. cucurbitae 
และมีความถูกตอ้ง 99 - 100 % 

4.3 การทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์
ที่ มี ความจ าเพาะต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae  
จากกลุ่มประชากรต่ างภู มิศาสตร์ (geographical 
populations)  

จากการทดสอบไพรเมอร์ที่ ออกแบบกั บ 
ตัวอย่างแมลงวันแตง Z. cucurbitae จาก 6 ภูมิภาค 
ของไทย ได้แก่  ภาคใต้  ภาคกลาง ภาคตะวันออก  
ภาคตะวันออกเฉี ยงเหนื อ  ภ าค เหนื อ  และภาค 
ตะวันตก ท าการทดสอบกับตัวอย่างแมลงวันแตง Z. 
cucurbitae ภูมิภาคละ 50 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 300 
ตั วอย่ าง ผลที่ ได้ สามารถยื นยันได้ว่ า ไพรเมอร์ที ่

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ออกแบบนั้นสามารถใช้ได้กับตัวอย่างแมลงวันแตง  
Z. cucurbitae จ ากภู มิ ภ าคต่ า ง  ๆ  ได้ เป็ น อย่ า งดี  
(Figure 6) 

4.4 การทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร ์
ที่มีความจ าเพาะต่อแมลงวันแตง Z. cucurbitae กับ  
ตัวหนอนที่พบปนเป้ือนในการส่งออก (intercepted 
samples) 

จากการทดสอบไพรเมอร์ที่ ออกแบบไว้กับ
ตัวอย่างแมลงวันผลไม้ที่พบการปนเป้ือนจากผักและ 
ผลไม้ที่ต้องการส่งออกไปขายยังต่างประเทศ จ านวน
ทั้งหมด 80 ตัวอย่าง (Table 4 ) จากการสุ่มตรวจ ณ  
ด่ านตรวจพื ชท่ าอากาศยานสุวรรณภูมิ  พบแถบ 
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 83 คู่เบส จากตัวอย่างหนอน 
ที่พบการปนเป้ือนในถั่ วฝักยาวที่ต้องการส่งออกไป 
ประเทศอังกฤษ และสวิตเซอร์แลนด์ (Figure 7) และ
ยืนยันความถูกต้องโดยการน าผลิตภัณฑ์พี ซีอาร ์
ตรวจวิเคราะหล์  าดบันิวคลีโอไทด ์และเปรียบเทียบล าดบั
นิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล GenBank พบเปอร์เซ็นต ์
ความเหมือนที่  99 - 100 % แสดงให้เห็นว่าไพรเมอร ์
ที่ ออกแบบนั้นมี ความจ าเพาะกับแมลงวันแตง Z. 
cucurbitae และจากการน าตัวหนอนที่ ได้จากการสุ่ม
ตัวอย่างบางส่วนมาเลี ้ยงไว้เพื่ อให้ เป็นตัวเต็ มวัย  

Figure 4. Specificity testing of the Zcu-F/Zcu-R Zeugodacus cucurbitae-specific primer pair 
Lane 1 = B. carambolae Lane 2 = B. dorsalis Lane 3 = B. latifrons Lane 4 = B. umbrosa 
Lane 5 = B. correcta Lane 6 = D. longicornis Lane 7 = Z. apicalis Lane 8 = Z. caudatus 
Lane 9 = Z. cilifera  Lane 10 = Z. tau Lane 11-14 = Z. cucurbitae 
Lane 15 = Negative (ddH2O) Lane 16 = Positive (Z. cucurbitae) 
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และจัดจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐาน และ 
พบว่า ผลที่ ได้จากนั้นสอดคล้องกับข้อมูลล าดั บ 
นิวคลโีอไทด ์ 

ปัจจุบันหากมีการส ารวจพบระยะไข่  หรือ 
ตัวหนอนของแมลงวันผลไม้นั้นติดไปกับพืช ผัก และ 
ผลไม ้ที่ตอ้งการสง่ออกหรอืการน าเขา้นัน้ใชก้ารตรวจสอบ
ชนิดศัตรูพืชแบบดั้งเดิมด้วยการศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานของตัวเต็มวัยเพียงเท่านั้น แต่การจ าแนก 
ชนิดจากรูปรา่งลกัษณะของไข่ หรือตวัหนอนนัน้เป็นเรื่อง
ที่ ท  าการศึกษาได้ยาก เพราะไข่และตัวหนอนของ 
แมลงวันผลไม้นั้ นมี ลักษณ ะคล้ายคลึ งกั นมาก  
(Boontop et al., 2020) ดั งนั้ น  ในการตรวจวิ นิ จฉั ย
ศัต รูพื ชที่ พบในการส่ งออกหรือน าเข้านั้น  หากมี 
การส ารวจพบระยะไข่ หรือตัวหนอนของแมลงวันผลไม้ 
นั้นติดไปกับพืช ผัก และผลไม้ ก็จะท าให้ต้องเสียเวลา 
ในการเลี ้ยงเพื่ อให้เติบโตเป็นตัวเต็มวัย ซึ่ งต้องใช้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ระยะเวลาประมาณ 1 เดือน ดังนั้นระยะเวลาที่ต้อง 
เสียไปในการเลี ้ยงแมลงวันผลไม้ในระยะไข่  หรือ 
ตัวหนอนเพื่อให้เติบโตเป็นตัวเต็มวัยนั้นเป็นสิ่งที่ต้อง
ค านึงถึงเป็นอย่างมาก เพราะความล่าช้าที่เกิดขึน้นั้น 
จะส่งผลกระทบต่อการส่งออกและน าเข้าผักและผลไม้
ระหว่างประเทศ (Armstrong and Ball, 2005) ดังนั้น  
จึ งมี การประยุกต์ ใช้ เทคนิ คด้าน ชี วโม เลกุ ล  เช่ น 
การออกแบบไพรเมอร์ที่ เจาะจงมาใช้ในการตรวจ 
วินิจฉัยชนิดแมลงวันผลไมจ้ึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง ซึ่ง
ปัจจุบันมีการออกแบบไพรเมอรท์ี่เจาะจงต่อแมลงวัน
ผลไม้ เพี ยง 3 ชนิ ด  ได้แก่  B. correcta (Jiang et al.,  
2013) และ B. zonata และ B. tau (Asokan et al., 2011) 
แต่ ในปั จจุบันทั่ วโลกยังไม่ มี ข้อมูลการออกแบบ 
ไพรเมอร์ที่ เจาะจงต่ อแมลงวันแตง Z. cucurbitae  
ดงันัน้ การศึกษาครัง้นีเ้ป็นครัง้แรกที่ไดท้  าการออกแบบ
ไพรเมอร์ที่ เจาะจงต่ อแมลงวันแตง  Z. cucurbitae  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 5. DNA from all stages of Zeugodacus cucurbitae (eggs, larvae, pupae and adults) was amplified using 
the Z. cucurbitae -specific primer pair Zcu - F1 and Zcu - R1. Negative control is ddH2O. Positive 
control sample is Z. cucurbitae 
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Figure 6. DNA of Zeugodacus cucurbitae from six Thai biogeographical regions (North, Central, South, West, 
Northeast and East) was amplified using the Z. cucurbitae -specific primer pair Zcu-F1 and Zcu-R1.  
Negative control is ddH2O. Positive control sample is Z. cucurbitae 

Table 4. Detection of Zeugodacus cucurbitae intercepted using species - specific primer (ZcuF1 - ZcuR1). The 
details of intercepted fruits, scientific name, destination country, number of samples, results and 
scientific name of fruit fly were intercepted at plant quarantine, Suvarnabhumi Airport, Bangkok, 
Thailand 

 
Intercepted  

fruits 
Scientific name 

Destination 
country 

No. of 
samples 

Results 
Scientific name 

of fruit fly 

1. Rose apple Syzygium samarangense (Blume) England 10 - B. correcta 
2. Yard long bean Vigna unguiculata L. England 10 + Z. cucurbitae 
3. Burmese grape Baccaurea ramiflora Lour. Spain 10 - B. carambolae 
4. Custard apple Annona reticulata L. China 10 - B. dorsalis 
5. Mango Mangifera indica L. Switzerland 10 - B. correcta 
6. Lychee  Litchi chinensis Sonn. Switzerland  10 - B. dorsalis 
7. Custard apple Annona reticulata L. Denmark 10 - B. dorsalis 
8. Yard long bean Vigna unguiculata L. Switzerland 10 + Z. cucurbitae 

 Total     80   
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โดยการประยุกต์หลักการพื ้นฐานของกระบวนการ 
เพิ่ มปริมาณดี เอ็นเอด้วยเทคนิค PCR กับ species  
specific DNA barcode และใช้ เพี ยงขั้นตอนการท า
ปฏิ กิริยา PCR และตรวจสอบขนาดดี เอ็นเอโดยวิ ธี
เจลอิเล็คโตรโฟรีซีส ดังนั้น ระยะเวลาที่ใช้ในการระบุ 
ชนิดแมลงวันผลไม้เพียง 2 - 3 ชั่วโมง เท่านั้น สามารถ
ตรวจวินิ จฉัยได้ว่าเป็นแมลงวันแตง  Z. cucurbitae  
หรือไม่  นอกจากนี ้ไพรเมอร์ที่ ออกแบบนั้น  สามารถ 
ตรวจวินิจฉัยชนิดแมลงวันแตง Z. cucurbitae ได้ทุก 
ระยะการเจริญ เติบโต ไม่ว่าจะเป็นระยะ ไข่  หนอน  
ดั กแด้  ห รือตั ว เต็ ม วัย  จึ งสาม ารถจ าแนกได้ ว่ า 
แมลงวัน ผลไม้ ที่ ต รวจพบนั้ น เป็ นแมลงวันแตง  
Z. cucurbitae หรือไม่ จากประสิทธิภาพของไพรเมอร ์
ที่มีความเจาะจง มีความรวดเร็ว และประหยัดเวลา 
ในการตรวจวิ นิ จฉั ยนั้ นก่ อ ให้ เกิ ดประโยชน์ เป็ น 
อย่างยิ่ งในการพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบศัตรูพืช 
เพื่อการส่งออกและน าเขา้ของประเทศไทย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
สรุป 

 
การศึกษาครั้งนี ้สามารถออกแบบไพรเมอร ์

ที่ มี ค วาม จ า เพ าะต่ อชนิ ด ของแมลงวัน แต ง Z.  
cucurbitae จากส่วนของยีน cox1 ซึ่ งใช้ในการตรวจ
วินิจฉัยแมลงวันแตง Z. cucurbitae จากกลุ่มประชากร
ต่างภูมิศาสตไ์ดท้กุระยะการเจริญเติบโตเป็นอย่างดี และ
จากการน าไพร์เมอร์ที่ ออกแบบไปใช้จ าแนกชนิด 
ของแมลงวันแตงที่พบปนเป้ือนในผักผลไม้ที่ต้องการ 
ส่งไปขายยังต่างประเทศนั้น  พบว่า สามารถใช้จ าแนก 
ได้จริง มีความแม่นย าสูงและให้ผลสอดคล้องกับ 
การเพาะเลีย้งแมลงจนเป็นตวัเต็มวยั 

ดังนั้น การศึกษาครัง้นีจ้ึงก่อให้เกิดประโยชน์
อย่างยิ่งกับการพัฒนาวิธีการวินิจฉัยแมลงศัตรูพืชที่
ส  าคัญของประเทศไทยให้มีความถูกต้อง แม่นย า และ
รวดเร็วตามมาตรฐานสากล นอกจากนี ้ยังก่อให้เกิด
ประโยชนอ์ย่างยิ่งในงานดา้นการกกักนัพืช ต่อการวินิจฉยั
เพื่อเฝ้าระวังแมลงศัตรูพืชและการน าเข้าและส่งออก 
ผกัผลไมข้องประเทศไทย 

Figure 7. DNA from unknown larvae species was amplified using the Zeugodacus cucurbitae - specific    
primer pair Zcu - F1 and Zcu - R1  
Lanes 1 - 8: Intercepted fruit fly larvae Lane 9: Negative ddH2O Lane 10: Positive (Z. cucurbitae) 
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