
 
 

รายงานการวิจยั 

ความหลากหลายทางชวีภาพของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรียที่อาศัยอยู
รวมกนัแบบภาวะพึ่งพาในอุทยานแหงชาติแมวงก 

 
(Biodiversity of entomopathogenic nematodes and their bacterial 

symbiosis in Mae Wong National Park) 
 

   ผูชวยศาสตราจารย ดร.อภิชาติ วิทยตะ 1 

   ดร.อัญชลี ฐานวิสยั 1   

   ผูชวยศาสตราจารย ดร.รักษิณา พลสีลา 1 

    ดร.นารีลกัษณ นาแกว1 
   นายสุธน  เวียงดาว2   
 

1 ภาควิชาจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยา/สถานวิจัยเพื่อความเปนเลิศทางวิชาการดานความหลากหลายทางชีวภาพ  

คณะวิทยาศาสตร/สถานวิจัยเพื่อความเปนเลิศทางวิชาการดานเทคโนโลยีชีวภาพทางการแพทย  

คณะวิทยาศาสตรการแพทย มหาวิทยาลัยนเรศวร    

2 หัวหนาอุทยานแหงชาติแมวงก                                                                                                  

 

ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาต ิ
2558 



 
 

รายงานการวิจยั 

ความหลากหลายทางชวีภาพของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรียที่อาศัยอยู
รวมกนัแบบภาวะพึ่งพาในอุทยานแหงชาติแมวงก 

 
(Biodiversity of entomopathogenic nematodes and their bacterial 

symbiosis in Mae Wong National Park) 
 

   ผูชวยศาสตราจารย ดร.อภิชาติ วิทยตะ 1 

   ดร.อัญชลี ฐานวิสยั 1   

   ผูชวยศาสตราจารย ดร.รักษิณา พลสีลา 1 

    ดร.นารีลกัษณ นาแกว1 
   นายสุธน  เวียงดาว2   
 

1 ภาควิชาจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยา/สถานวิจัยเพื่อความเปนเลิศทางวิชาการดานความหลากหลายทางชีวภาพ  

คณะวิทยาศาสตร/สถานวิจัยเพื่อความเปนเลิศทางวิชาการดานเทคโนโลยีชีวภาพทางการแพทย  

คณะวิทยาศาสตรการแพทย มหาวิทยาลัยนเรศวร    

2 หัวหนาอุทยานแหงชาติแมวงก                                                                                                  

 

ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาต ิ
2558 

 



8-2 

 

กิตติกรรมประกาศ 
   

งานวิจัยครั้งน้ีสําเร็จลงไดดวยดีจากความชวยเหลือจากหลายๆ ทาน ขอขอบคุณ นางสาวชไมพร ฟก
รักษา นางสาวทัชชา ยิ้มถิน นายมนวรรธน สุวรรณโรจน นางสาวปรมาภรณ มวงปทม นางสาวเต็มศิริ อยูยังเกต 
นางสาวพรสุวรรณ อายวงศ นางสาวชุติมา สาหราย นางสาววิภาณี มีศิลป นายปณณวัฒน ทิมภู นางสาวกมล
พรรณ ศ.เรืองญาณ นางสาวพิชามญช จันธุ ที่ไดชวยเก็บตัวอยางดิน และบุคลากรของภาควิชาจุลชีววิทยาและ
ปรสิตวิทยา คณะวิทยาศาสตรการแพทย มหาวิทยาลัยนเรศวร ที่ไดใหสนับสนุนเครื่องมือบางอยางสําหรับการ
ทํางานวิจัย  

 งานวิจัยน้ีไดรับการสนับสนุนงบประมาณจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ (วช.) สัญญาเลขที่ 
กบง./2556-33   
 
 

อภิชาติ  วิทยตะ  
                                                                        มิถุนายน 2559 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



8-3 

 

บทคัดยอ 
 

ไสเดือยฝอยศัตรูแมลงสกุล Steinernema และ Heterorhabditis มีรายงานไดจากทั่วโลก และ 
สามารถใชควบคุมแมลงชนิดอื่นๆ ไดหลายชนิด การศึกษาเกี่ยวกับความหลากชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงใน
ประเทศไทยมีคอนขางนอย โดยเฉพาะในเขตอุทยานแหงชาติที่มีความหลากหลายทางระบบนิเวศ วัตถุประสงค
ของงานวิจัยในครั้งนี้เพื่อจําแนกชนิดและศึกษาสายสัมพันธทางวิวัฒนาการของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและ
แบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus เก็บตัวอยางดินจํานวน 550 ตัวอยางในพื้นที่อุทยานแหงชาติ
แมวงก แยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงออกจากดิน โดยใชตัวออนหนอนกินรังผึ้ง (Galleria mellonella) เปนเหย่ือ
ลอ แลวจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงดวยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน 28S rDNA 
สําหรับไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Steinernema และ Internal transcribed spacer (ITS) สําหรับไสเดือน
ฝอยศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis ดวยการทํา BLASTN เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดที่มีอยูใน
ฐานขอมูล NCBI สามารถแยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis จํานวน 7 ไอโซเลต แบงเปน H. 
indica จํานวน 3 ไอโซเลต  H. baujardi จํานวน 3 ไอโซเลต และ H. amazonensis จํานวน 1 ไอโซเลต 
สําหรับแบคทีเรียที่อาศัยอยูแบบพึ่งพาสามารถแยกไดทั้งหมด 24 ไอโซเลต จํานวน 2 สกุล คือ Xenorhabdus 
จํานวน 3 ไอโซเลต แบงเปน X. stockiae จํานวน 2 ไอโซเลต และ X. japonica จํานวน 1 ไอโซเลต  สําหรับ
สกุล Photorhabdus จํานวน 21 ไอโซเลต แบงเปน P. luminescens subsp. akhurstii จํานวน 20 ไอโซเลต 
สวนอีก 1 ไอโซเลต เปน P. temperata subsp. temperate จํานวน 1 ไอโซเลต      

การศึกษาครั้งนี้นอกจากพบความหลากหลายของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรียอาศัยอยูแบบ
พึ่งพา Xenorhabdus และ Photorhabdus จากตัวอยางดินในเขตอุทยานแหงชาติแมวงกแลวยังพบชนิดของ
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงที่ยังไมเคยมีรายงานในประเทศไทย คือ H. amazonensis และแบคทีเรีย X. japonica 
และ P. temperata subsp. temperate การศึกษาในครั้งน้ีจะเปนขอมูลพื้นฐานดานความหลากหลายทาง
ชีวภาพ หรืออาจจะนําไสเดือนฝอยศัตรูแมลงหรือแบคทีเรียไปใชประโยชนในทางการแพทยหรือทางการเกษตร
ตอไปได 

 
คําสําคัญ: ไสเดือนฝอยศัตรูแมลง, Xenorhabdus, Photorhabdus, ความหลากหลาย, อุทยานแหงชาติแมวงก 
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Abstract 
 

Entomopathogenic nematodes (EPNs) of genus Steinernema and Heterorhabditis have 
been reported worldwide and were used for control of insect pests. Study of diversity of EPNs 
was limited in Thailand especially in National Park where ecological systems are diverse. The 
objectives of this study were to identify and study the phylogenetic tree of entomopathogenic 
nematodes and Xenorhabdus and Photorhabdus. Five hundred and fifty soil samples were 
collected from Mae Wong National Park. Entomopathogenic nematodes were isolated from 
soil samples using Galleria mellonella as bait. Molecular identification was performed by 
analysis of a partial nucleotide of 28S rDNA gene for Steinernema and Internal transcribed 
spacer (ITS) for Heterorhabditis. BLASTN search was performed to compare with known 
sequence in NCBI database. Seven isolates of genus Heterorhabditis were identified as H. 
indica (3 isolates), H. baujardi (3 isolates), and H. amazonensis (1 isolate). Twenty-four isolates 
of symbiotic bacteria of genus Photorhabdus and Xenorhabdus were identified. It composed 
of 3 isolates of Xenorhabdus (X. stockiae = 2 isolates and X. japonica = 1 isolate). Genus 
Photorhabdus composed of 20 isolates of P. luminescens subsp. akhurstii and 1 isolate of P. 
temperata subsp. temperata.     

This study provides the diversity of entomopathogenic nematodes and their symbiotic 
bacteria, Xenorhabdus and Photorhabdus, in Mae Wong National Park. In addition, H. 
amazonensis, X. japonica and P. temperata subsp. temperata have never been reported in 
Thailand. This study provides basic knowledge on biodiversity. EPNs and symbiotic bacteria 
might be useful for medical and agricultural aspects in further study. 

 
Keywords: Entomopathogenic nematodes/Xenorhabdus/Photorhabdus/Diversity/Mae Wong 
National Park 
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สารบัญเรื่อง  
 

      หนา 
บทนํา              8-1  
การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวของ      8-4 
ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย       8-23 
ผลการวิจัย         8-34 
อภิปรายและวิจารณผล        8-47 
สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ       8-51 
บรรณานุกรม         8-52 
ภาคผนวก ก          8-73 
ภาคผนวก ข          8-78 
ภาคผนวก ค         8-116 
คณะผูวิจัย         8-125 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



8-6 

 

สารบัญตาราง 
 

       หนา 
ตารางที่ 1 แสดงชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Steinernema      8-8 
ตารางที่ 2 แสดงชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis       8-12 
ตารางที่ 3 แสดงชนิดของแบคทีเรียสกุล Xenorhabdus       8-15 
ตารางที่ 4 แสดงชนิดของแบคทีเรียสกุล Photorhabdus       8-17 
ตารางที่ 5 แสดงคูไพรเมอรสําหรับยีน 28S rDNA ยีน ITS และยีน recA    8-28 
ตารางที่ 6 ผลจากการทํา BLASTN ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS ของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง  

  Heterorhabditis จํานวน 7 ไอโซเลต ที่แยกไดจากอุทยานแหงชาติแมวงก   8-36 
ตารางที่ 7 ผลจากการทํา BLASTN ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน recA ของแบคทีเรีย Xenorhabdus  

  จํานวน 3 ไอโซเลต ที่แยกไดจากอุทยานแหงชาติแมวงก     8-39 
ตารางที่ 8 ผลจากการทํา BLASTN ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน recA ของแบคทีเรีย Photorhabdus  

  จํานวน 21 ไอโซเลต ที่แยกไดจากอุทยานแหงชาติแมวงก     8-40 
ตารางที่ 9 แสดงลักษณะดินท่ีพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและไมพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลง  

   จากตัวอยางดินทั้งหมด 550 ตัวอยาง       8-46 

ตารางที่ 10 แสดงคาอุณหภูมิ ความเปนกรด-ดาง และความช้ืน ที่พบและไมพบ 

   ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงจากตัวอยางดิน 550 ตัวอยาง     8-46 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สารบัญภาพ 
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หนา 

ภาพที่ 1 ลักษณะปากของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Steinernema (A),  
ลักษณะริมฝปาก 6 ริมฝปาก เช่ือมติดกัน (B)       8-5 

ภาพที่ 2 ลักษณะรูปรางของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงระยะที่ 3 (infective juvenile) (A), 
ลักษณะริมฝปาก 6 ริมฝปากแยกออกจากันและมี labial tooth (B)     8-6 

ภาพที่ 3 วงจรชีวิตของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง         8-7 
ภาพที่ 4 วงจรชีวิตของแบคทีเรีย Photorhabdus และ Xenorhabdus    8-19 
ภาพที่ 5 แสดง Phylogenetic tree ของแบคทีเรีย Xenorhabdus โดยใชยีน recA   8-21 
ภาพที่ 6 แสดง Phylogenetic tree ของแบคทีเรีย Photorhabdus โดยใชยีน recA   8-22 
ภาพที่ 7 การเตรียมอาหารเลี้ยงหนอนกินรังผ้ึง        8-23 
ภาพที่ 8 แสดงแผนท่ีของอุทยานแหงชาติแมวงกและตําแหนงที่เก็บตัวอยาง    8-24 
ภาพที่ 9 การแยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงออกจากตัวอยางดินโดยใชหนอนกินรังผึ้งเปนเหย่ือลอ  

(Baiting technique)           8-25 
ภาพที่ 10 แยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงออกจากซากหนอนกินรังผ้ึง ดวยวิธี White trap   8-25 
ภาพที่ 11 แสดงตําแหนงของไพรเมอร 539_F และ 535_R จับบริเวณยีน 28S rDNA ของ 

   ไสเดือนฝอยศัตรูแมลง S. websteri (accession number AY841762.1)   8-27 
ภาพที่ 12 แสดงตําแหนงของไพรเมอร TW81_F และ AB28_R จับบริเวณยีน ITS ของ 

   ไสเดือนฝอยศัตรูแมลง H. megidis (accession number AY321408.1)   8-28 
ภาพที่ 13 แสดงตําแหนงของไพรเมอรจับบริเวณยีน recA ของ X. bovienii SS-2004 (Accession  

  number:  NC_013892.1) สีเหลืองแสดงบริเวณยีน recA ที่ใชในการวิเคราะหลําดับเบส   8-31 
ภาพที่ 14 แสดงตําแหนงของไพรเมอรจับบริเวณยีน recA ของ P. luminescens subsp. laumondii  

  TTO1 (Accession number NC_005126.1) สีเหลืองแสดงตําแหนงของยีน  
  recA ที่ใชในการวิเคราะหลําดับเบส        8-32 

ภาพที่ 15 ลักษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหาร NBTA (ซาย) แบคทีเรียสกุล Xenorhabdus 
   และ (ขวา) แบคทีเรียสกุล Photorhabdus        8-34 

ภาพที่ 16 ผลผลิต PCR ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน ITS จากไสเดือนฝอยศัตร ู
     แมลงในสกุล Heterorhabditis ตามลําดับ บน 1.2% agarose gel    8-35 
ภาพที่ 17 ผลผลิต PCR ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน recA จากแบคทีเรีย  

   Xenorhabdus และ Photorhabdus โดยใช primer recA_R และ recA_F  
   บน 1.2% agarose gel         8-38 

ภาพที่ 18 Maximum likelihood tree ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS จาก  
  ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Heterorhabditis โดยใชโปรแกรม Mega version 6.0  
  วิเคราะห ดวย Kimura-2-parameter (Bootstrap 1,000 ครั้ง)     8-43 
           หนา 
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ภาพที่ 19 Maximum likelihood tree ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน recA (588 คูเบส)  
  จากแบคทีเรีย Xenorhabdus วิเคราะหดวย Kimura-2-parameter  
  (Bootstrap 1,000 ครั้ง)          8-44 

ภาพที่ 20 Maximum likelihood tree ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน recA (588 คูเบส)  
  จากแบคทีเรีย Photorhabdus วเิคราะหดวย Kimura-2- parameter 
  (Bootstrap 1,000 ครั้ง)         8-45 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บทที่ 1 
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บทนํา 
 

ที่มาและความสําคัญของปญหา 
ไสเดือนฝอยเปนหนอนตัวกลมที่สามารถฆาตัวออนของแมลงที่เปนศัตรูพืช (Entomopathogenic 

nematode) ซึ่งไดรับการรับรองจาก The United States Environmental Protection Agency: EPA ถึง
ความปลอดภัยตอพืช สัตวเลือดอุน และมนุษย รวมทั้งปลอดภัยตอสิ่งแวดลอมดวย (Kaya and Gaugler, 1990) 
ปจจุบันมีรายงานไสเดือนฝอยศัตรูแมลง 2 วงศ คือ Steinernematidae และ Heterorhabditidae (Kaya, 
1985; Gaugler, 1988; Kaya and Gaugler, 1990) ซึ่งมีการดํารงชีวิตรวมกับแบคทีเรียแกรมลบในวงศ 
Enterobacterioceae โดยจะอยูรวมกันในลักษณะพึ่งพาอาศัยหรือที่เรียกวา symbiosis โดยที่แบคทีเรีย 
Xenorhabdus และ Photorhabdus อาศัยอยูในลําไสกับไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Steinernema และ 
Heterorhabditis ตามลําดับ โดยตัวออนระยะที่ 3 ของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงจะเขาทําลายแมลง ผานทางปาก ชอง
ขับถาย และรูหายใจทางผิวหนัง  จากนั้นเขาสูชองวางภายในตัวแมลง (haemocoel) ซึ่งมีน้ําเลือด (haemolymph) 
แลวไสเดือนฝอยศัตรูแมลงปลดปลอยแบคทีเรียสูกระแสเลือดของแมลง รวมทั้งสรางสารพิษ (toxin) ทําใหแมลงเกิด
ภาวะเลือดเปนพิษ (septicemia) และตายอยางรวดเร็วภายในเวลาไมเกิน 48 ช่ัวโมง แบคทีเรียสามารถเพิ่มปริมาณ
ไดในนํ้าเลือดของแมลงและไสเดือนฝอยศัตรูแมลงเจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนไดโดยการกินแบคทีเรียและซากแมลง
เปนอาหาร จากน้ันไสเดือนฝอยศัตรูแมลงเคลื่อนตัวออกจากซากแมลงแลวหาเหยื่อใหมตอไป  

ปจจุบันมีรายงานพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Steinernema มีจํานวน 91 ชนิด (Thanwisai et 
al., 2012; Cimen et al., 2014; Nthenga et al., 2014; Phan et al., 2014; Shahina et al., 2014) และ
สกุล Hererorhabditis จํานวน 26 ชนิด (Li et al., 2012; Thanwisai et al., 2012; Malan et al., 2014) 
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสามารถพบไดทั่วโลก ยกเวนทวีปแอนตารกติกา (Hominick et al., 1996) สวนใหญพบ
ไดในตัวอยางดินรวนที่มีคาความเปนกรด-ดางเปนกลาง ที่อุณหภูมิระหวาง 25 - 28 องศาเซลเซียส (Kaya and 
Stock, 1997; Molyneux, 1986) ในประเทศไทยมีรายงานพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสายพันธุไทยครั้งแรกในป 
พ.ศ. 2534 โดย วัชรี สมสุข ไดแยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงจากอําเภอหลมสัก จังหวัดเพชรบูรณ และไดระบุให
เปนไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสายพันธุใหมของโลก พรอมทั้งตั้งชื่อวิทยาศาสตรเปน Steinernema siamkayai   
(วัชรี สมสุข 2534; Stock et al., 1998) และลาสุดในป ค.ศ. 2010 มีรายงานพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงชนิด
ใหมของโลกเพิ่มเติม คือ Steinernema minutum ที่แยกไดจากตัวอยางดินจากจังหวัดชุมพร (Maneesakorn 
et al., 2010) และมีรายงานพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis indica จากจังหวัดขอนแกนและ
กระบี่ (Maneesakorn et al., 2011) และไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis sp. จากจังหวัดกาญจนบุร ี
 การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในประเทศไทย ไดมีการศึกษาแลวใน
หลายจังหวัด เมื่อป ค.ศ. 2012 Thanwisai และคณะ  ไดศึกษาความหลากหลายของทั้งแบคทีเรียและไสเดือน
ฝอยศัตรูแมลงจาก 13 จังหวัดของประเทศไทย  พบวาไสเดือนฝอยศัตรูแมลง S. websteri อาศัยอยูกับ
แบคทีเรีย X. stockiae สวนไสเดือนฝอยศัตรูแมลง S. khoisanae อาศัยอยูกับ X. miraniensis ในขณะที่
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลง H. indica อาศัยอยูกับแบคทีเรีย P. luminescens subsp. hainanensis และ P. 
luminescens subsp. akhurstii และ P. luminescens subsp. laumondii และ P. asymbiotica subsp. 
australis ลาสุดเมื่อป พ.ศ. 2558 ชไมพร ฟกรักษา ไดศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียและไสเดือนฝอย
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ศัตรูแมลงจาก 8 จังหวัดภาคเหนือตอนบนของประเทศไทย พบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสวนใหญเปน S. websteri 
และ H. indica และพบ S. scarabaei เพียง 1 ไอโซเลต ซึ่งเปนรายงานพบครั้งแรกในประเทศไทย สวน
แบคทีเรียที่อาศัยอยูกับไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสวนใหญเปน X. stockiae และ P. luminescens subsp. 
akhurstii  

อุทยานแหงชาติแมวงก มีพื้นที่ครอบคลุม 2 จังหวัด คือ กําแพงเพชร และนครสวรรค เปนพื้นที่ปาที่มีสภาพ
ธรรมชาติที่สวยงาม และอุดมสมบูรณและเปนปาตนน้ําลําธาร สวนใหญเปนเทือกเขาสูง มีเอกลักษณทางธรรมชาติที่
สวยงาม และสภาพปาท่ีอุดมสมบูรณดวยพันธุไมและสัตวปานานาชนิด จึงนาจะมีความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตชนิด
ตางๆ รวมถึงไสเดือนฝอยศัตรูแมลง และเหมาะสมที่จะเปนพื้นที่อนุรักษตอไป  

ในทางนิเวศวิทยาไสเดือนฝอยศัตรูแมลงเปนสัตวที่มีความสําคัญในแงการเปน predator คือ การเขาทําลาย
ตัวออนของแมลงศัตรูพืช ซึ่งโดยปกติแลวไสเดือนฝอยศัตรูแมลงพบไดในดินที่ชื้น โดยเฉพาะอยางย่ิงในดินบริเวณที่
อยูภายใตตนไมใหญที่สามารถพบไดในอุทยานแหงชาติแมวงก นอกจากน้ียังมีแบคทีเรีย Xenorhabdus และ 
Photorhabdus ที่อาศัยอยูรวมกับไสเดือนฝอยศัตรูแมลงแบบพึ่งพา แบคทีเรียท้ัง 2 สกุล สามารถผลิตสารที่มี
คุณสมบัติเปน สารตานจุลชีพ สารพิษตอเซลล สารตานแมลง และสารตานปรสิต ซึ่งถือวาเปนแหลงผลิตสารในทาง
ธรรมชาติที่มีประโยชนอยางยิ่ง ถามีการคนพบหรือหาสารใหมอาจจะเปนประโยชนอยางยิ่งตออุตสกรรมการผลิตยา
ตานจุลชีพ หรือยาฆาแมลง อยางไรก็ตามตองมีความรูความเขาใจกับสิ่งมีชวิตทั้ง 2 กลุมน้ีกอน โดยเฉพาะอยางยิ่ง 
ความรูพื้นฐานดานชีววิทยา ถาหากมีการเปล่ียนแปลงระบบนิเวศวิทยา ที่อาจจะสงผลกระทบตอปริมาณตนไมใน
อุทยานแหงชาติแมวงก ที่ทําใหจํานวนตนไมลดลง ผลที่ตามมาคืออาจจะทําใหจํานวนและชนิดของไสเดือนฝอยศัตรู
แมลงลดลง ซึ่งอาจจะสงผลใหเสียสมดลทางธรรมชาติโดยจํานวนของแมลงศัตรูพืชเพิ่มมากขึ้น แลวอาจจะสงผล
กระทบตอเน่ืองไปยังพืชเศรษฐกิจที่อยูโดยรอบได  

ดังนั้นการศึกษาน้ีจึงจะทําการสํารวจหาไสเดือนฝอยศัตรูแมลงจากดินในพื้นที่อุทยานแหงชาติแมวงก แลวจึง
แยกแบคทีเรียออกมาจากไสเดือนฝอย เพื่อหาความหลากหลายทางสายพันธุของไสเดือนฝอยและแบคทีเรียที่อาศัยอยู
รวมกันแบบพึ่งพา ซ่ึงเปนขอมูลพื้นฐานเพื่อจะไดใชประโยชนในทางการเกษตรเพื่อควบคุมแมลงศัตรูพืช หรือควบคุม
แมลงที่เปนพาหะนําโรค ตลอดจนอาจจะศึกษาแบคทีเรียในลําไสของไสเดือนฝอยที่อาจจะผลิตสารบางอยางที่ชวย
ยับย้ังจุลชีพกอโรคไดแลนํามาผลิตเปนยาปฏิชีวนะตอไปได 
 
วัตถุประสงค 
 วัตถุประสงคหลักของโครงการวิจัย คือ จัดเก็บขอมูลพื้นฐานในดานความหลากหลายทางชีวภาพของ
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลง และแบคทีเรียที่อาศัยอยูแบบพึ่งพา  

1. เพื่อสํารวจไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรียที่อาศัยอยูแบบภาวะพึ่งพา จากตัวอยางดินในเขต
อุทยานแหงชาติแมวงก   

2. เพื่อจําแนกจีนัส (Genus) และชนิด (Species) ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรียที่อาศัยอยูแบบ
ภาวะพึ่งพา ที่พบในเขตอุทยานแหงชาติแมวงก โดยใชเทคนิคทางอณูชีววิทยา (Molecular 
techniques) 

3. เพื่อศึกษาสายสัมพันธทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและ
แบคทีเรียที่อาศัยอยูแบบภาวะพึ่งพา ที่เก็บในเขตอุทยานแหงชาติแมวงก 

4. เพื่อศึกษาความสัมพันธระหวางไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรียที่อาศัยอยูแบบภาวะพึ่งพา  
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5. เพื่อศึกษาความสัมพันธระหวางปจจัยทางกายภาคของดินกับชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง 
 
ขอบเขตของการวิจัย  

การศึกษาครั้งนี้จะเก็บไสเดือนฝอยศัตรูแมลงที่เก็บจากอุทยานแหงชาติแมวงก ทั้งในเขตจังหวัด
กําแพงเพชรและนครสวรรค โดยเริ่มจากเก็บตัวอยางดินแลวแยกไสเดือนฝอยออกจากดิน ณ หองปฏิบัติการ
ภาควิชาจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยา คณะวิทยาศาสตรการแพทย มหาวิทยาลัยนเรศวร  โดยใชตัวออนหนอน
ผีเสื้อกลางคืน (Galleria mellonella) เปนเหยื่อลอไสเดือนฝอยออกจากดิน จากน้ันทําการแยกไสเดือนฝอย
ศัตรูแมลงออกจากซากตัวออนหนอนผีเส้ือกลางคืน (G. mellonella) โดยใชวิธี White trap  และตรวจดูภายใต
กลอง Stereo microscope แลวทําการเก็บไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในตูควบคุมอุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส และ
แยกแบคทีเรียออกจากหนอนกินหนอนกินรังผึ้ง โดยนําน้ําเลือด (Heamolymph) ของหนอนกินรังผึ้งที่ถูกเขา
ทําลายดวยไสเดือนฝอยศัตรูแมลงเพาะเลี้ยงบนอาหาร NBTA แลวจึงทําการจําแนกตระกูล (Genus) และชนิด 
(Species) ของทั้งไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรียที่แยกไดโดยใชเทคนิคทางอณูชีววิทยา พรอมทั้งศึกษา
สายสัมพันธทางวิวัฒนาการ และวิเคราะหหาความสัมพันธของไสเดือนฝอยกับปจจัยทางกายภาพของดิน 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ  

งานวิจัยเรื่องนี้มีประโยชน คือ ทําใหมีความรูเบื้องตนเกี่ยวกับชนิดและความหลากหลายของสาย
พันธุไสเดือนฝอยและแบคทีเรียที่อาศัยอยูแบบพึ่งพาที่พบในอุทยานแหงชาติแมวงก ทราบสายสัมพันธของ
ไสเดือนฝอยและแบคทีเรีย และอาจจะนําไปสูการคนพบสายพันธุไสเดือนฝอยหรือแบคทีเรียที่เปนชนิดใหม 
และเปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาเกี่ยวกับการนําไปใชประโยชนทั้งทางเกษตรกรรมและทางการแพทยของ
ทั้งไสเดือนฝอยและแบคทีเรีย และงานวิจัยนี้จะไดรับการเผยแพรในวารสารระดับนานาชาติ 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



8-12 

 

บทที่ 2 
การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวของ 

 
อุทยานแหงชาติแมวงก  

เปนอุทยานแหงชาติลําดับที่ 55 ของประเทศไทย เมื่อวันที่ 14 กันยายน 2530 โดยมีพื้นที่ครอบคลุม
ทองที่อําเภอปางศิลาทอง จังหวัดกําแพงเพชร และอําเภอแมวงก และกิ่งอําเภอแมเปน จังหวัดนครสวรรค พื้นที่
สวนใหญเปนแหลงกําเนิดตนนํ้าลําธาร ตามเทือกเขาสูงชันกอกําเนิดเปนน้ําตกที่สวยงาม 4-5 แหง ทั้งเปนตน
กําเนิดของลําน้ําแมวงกที่สําคัญของจังหวัดนครสวรรค นอกจากนี้ยังมีแกงหินทําใหเกิดน้ําตกเล็กๆ ตามแกงหินนี ้
ตลอดจนมีหนาผาที่สวยงามตามธรรมชาติ มีเนื้อที่ประมาณ 558,750 ไร หรือ 894 ตารางกิโลเมตร มีสภาพปา
อุดมสมบูรณและเปนปาตนน้ําลําธาร พื้นที่ดังกลาว สวนใหญเปนเทือกเขาสูงเปนตนกําเนิดของลําน้ําแมวงก มี
เอกลักษณทางธรรมชาติที่สวยงาม เชน น้ําตกแมกระสาหรือแมกี ซึ่งสูงประมาณ 200 เมตร และหนาผาตางๆ 
สภาพปาที่อุดมสมบูรณดวยพันธุไมและสัตวปานานาชนิด 

สภาพภูมิประเทศเปนเทือกเขาสูงสลับซับซอนเรียงรายกันอยูตามเทือกเขาถนนธงชัยลดหลั่นลงมาจนถึง
พื้นราบ ประมาณ 40-50 ลูก ยอดที่สูงที่สุดคือ “ยอดเขาโมโกจู” สูงจากระดับน้ําทะเลประมาณ 1,964 เมตร 
เปนแหลงตนน้ําลําธารตนกําเนิดของลําน้ําแมวงก สวนพื้นที่ราบมีไมมาก สวนใหญอยูบริเวณริมแมน้ํา และเปน
แหลงแรธาตุสําคัญ เชน แรไมกา สภาพภูมิอากาศของอุทยานแหงชาติแมวงก ในชวงฤดูหนาวเริ่มตั้งแตเดือน
พฤศจิกายน - เดือนกุมภาพันธ เปนชวงที่เหมาะแกการไปทองเที่ยวมากที่สุด เพราะอากาศคอนขางหนาวเย็น 
อันเน่ืองมาจากล่ิมความกดอากาศสูงมาจากประเทศจีนแผลงมาทางตอนใตเขาสูประเทศไทยตอนบนและปกคลุม
ทั่วประเทศ ลมที่พัดสูประเทศไทยในฤดูน้ีคือ ลมมรสุมตะวันออกเฉียงเหนืออุณหภูมิตําสุดในเดือนมกราคม 
ประมาณ 8.9 องศาเซลเซียส สวนชวงฤดูรอนเริ่มตนจากเดือนมีนาคม - เดือนพฤษภาคม อุณหภูมิสูงสุดในเดือน
เมษายนประมาณ 38.1 องศาเซลเซียส อากาศคอนขางรอนจัดและมีฝนตกนอย ทําใหสังคมพืชปาเต็งรังและปา
เบญจพรรณผลัดใบ สําหรับฤดูฝนเริ่มตั้งแตเดือนมิถุนายน ถึงเดือนตุลาคม มีปริมาณนํ้าฝนโดยเฉลี่ย 1,100 
มิลลิเมตรตอป ฤดูที่เหมาะสําหรับการทองเที่ยวอุทยาน อยูระหวางเดือนพฤศจิกายนถึงกุมภาพันธ 
 อุทยานแหงชาติแมวงก มีพื้นที ่558,750 ไร หรือ (894 ตร.กม.) สามารถจําแนกลักษณะพืชพรรณและ
สัตวปาดังนี้ ลักษณะพืชพรรณอุทยานแหงชาติแมวงก ประกอบดวย ปาดิบเขา ประมาณ 0.88 % ปาดิบแลง 
ประมาณ 21.85 % ปาดิบแลงผสมปาเบญจพรรณชื้นประมาณ 9.24% ปาเบญจพรรณ ประมาณ 59.05 % ปา
เต็งรัง ประมาณ 6.77 % และทุงหญาหรือไรราง ประมาณ 2.21 % สวนทรัพยากรสัตวปา สามารถจําแนกได 
ไดแก สัตวเลี้ยงลูกดวยนม จํานวน 57 ชนิด 26 วงศ สัตวจําพวกนก จํานวน 305 ชนิด 53 วงศ สัตวเลื้อยคลาน 
จํานวน 22 ชนิด 11 วงศ สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก จํานวน 7 ชนิด 4 วงศ และปลา จําพวกปลานํ้าจืด จํานวน 
68 ชนิด 14 วงศ 
 
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงวงศ Steinernematidae และ Heterorhabditidae 
 ไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Steinernema สามารถทําใหแมลงตายภายใน 2 วัน โดยซากหนอนจะมีสีดํา
และไมเนา วงจรชีวิตใชเวลาประมาณ 12 วัน (มณจันทร เมฆธน และคณะ, 2542) โดยเริ่มจากเมื่อตัวเมียวางไข
และออกมาจะเปนตัวออนวัยที่ 1 แลวลอกคราบเปนวัยที่ 2 ในชวงทายวัยที่ 2 ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงจะหยุดกิน



8-13 

 

อาหาร และเก็บแบคทีเรียรวมอาศัยไวในลําไส จากนั้นลอกคราบเปนวัยที่ 3 ซึ่งเปนระยะติดตอ จากนั้นจะเขาสู
ตัวแมลงเพื่อใชเปนอาหารและพัฒนาเปนตัวเต็มวัยเพศผู และเพศเมีย ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวเต็มวัย
ของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Steinernema ไมมี stylet ตัวผูและตัวเมียแยกกัน (amphimictic) ปากมีริม
ฝปาก 6 อัน เชื่อมติดกัน (ภาพที่ 1) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 ลักษณะปากของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Steinernema (A), ลักษณะริมฝปาก 6 ริม

ฝปาก เชื่อมติดกัน (B) ที่มา: Nguyen and Smart, 1992 

 
 ไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis มีการสืบพันธุในรุนที่ 1 เปนแบบ hermaphroditic และใน
รุนที่ 2 สืบพันธุแบบ amphimictic ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสามารถทําใหแมลงอาศัยตายภายใน 2 วัน ซาก
หนอนเปลี่ยนเปนสีแดงสมและไมเนา วงจรชีวิตใชเวลาประมาณ 10 วัน (มณจันทร เมฆธน และคณะ, 2542) ให
ลูกหลาน 2 ชั่วรุน ตัวออนระยะติดตอใชเวลา 3 วัน โดยพัฒนาเปนตัวเต็มวัยเพศรวมในรุนที่ 1 
(hermaphrodite) สวนรุนที่ 2 ตัวเต็มวัยมีทั้งเพศผูและเพศเมีย (amphimictic) ฟกเปนตัวภายในตัวแม 
(endotokia matricida) จากน้ันประมาณ 10 วัน หลังจากตัวออนระยะติดตอเขาสูแมลงอาศัย ตัวออนระยะ
ติดตอออกจากซากแมลงอาศัยเกาเพื่อเขาสูแมลงอาศัยตัวใหม ตัวเต็มวัยไมมี stylet ปากมีริมฝปาก 6 อันที่แยก
จากกันชัดเจน (ภาพที่ 2) ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis มี labial tooth อยูบริเวณสวนหัวของ
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงระยะที่ 3 มีลักษณะเปนฟนที่แข็งแรง ชวยในการเจาะทะลุผนังลําตัวของแมลง ซึ่งเปน
โครงสรางพิเศษที่พบในสกุลน้ีเทานั้น (Nguyen et al., 2004) 
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ภาพที่ 2 ลักษณะรูปรางของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงระยะที่ 3 (infective juvenile) (A), ลักษณะริมฝปาก 6 ริม

ฝปากแยกออกจากันและมี labial tooth (B) ที่มา: Nguyen et al. 2004 

 

ชีววิทยาและวงจรชีวิต 

 ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงจัดอยูในอาณาจักร Nematoda กลุม Chromadorea อันดับ Rhabditida วงศ 
Steinernematidae สําหรับไสเดือนฝอยสกุล Steinernema และวงศ Heterorhabditidae สําหรับไสเดือน
ฝอยสกุล Heterorhabditis เปนสัตวไมมีกระดูกสันหลังที่กินแบคทีเรียเปนอาหาร มีหลายชนิดที่อาศัยอยูรวมกับ
แมลงเพื่อเปนพาหะนําไปแพรกระจายในที่ตางๆ ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงทั้ง 2 วงศ มีลักษณะเฉพาะคือ โดย
ธรรมชาติดํารงชีวิตอยูรวมกับแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus ตามลําดับ โดยที่แบคทีเรียอาศัย
อยูในสวนของลําไสของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในระยะตัวออนที่ 3 (infective stage) ซึ่งสามารถติดตอเขาสูตัว
ออนแมลง โดยไชเขาสูตัวออนแมลงผานทางรูเปดธรรมชาติ เชน ทางปาก ทวาร และรูหายใจของแมลงศัตรูพืช 
จากนั้นเขาสูระบบเลือด (hemolymph) แบคทีเรียมีการเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็ว เปนสาเหตุทําใหแมลงตาย
ภายในเวลา 24-48 ชั่วโมง เนื่องจากภาวะเลือดเปนพิษ (Bode, 2009) วงจรชีวิตของไสเดือยฝอยศัตรูแมลง 
Heterorhabditis จะคลายกับไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Steinernema (ภาพที่ 3) โดยวงจรชีวิตของไสเดือนฝอย
ศัตรูแมลงสกุล Steinernema ใชระยะเวลา 12 วัน ตั้งแตระยะเขาทําลายจนกระทั่งออกจากซากตัวออนแมลง
เพื่อหาโฮสตตัวใหม  สวนไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis ใชเวลาประมาณ 10 วัน (มณจันทร เมฆ
ธน และคณะ, 2542) 
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 ภาพที่ 3 วงจรชีวิตของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง ที่มา: http://vegalab.com/larva-bio-control/ 
 
ประวัติการคนพบครั้งแรกและในประเทศไทย 
          ในป ค.ศ. 1923 นักวิทยาศาสตรช่ือ Gotthold Steiner ไดรายงานการคนพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลง 
เปนครั้งแรกที่ประเทศเยอรมันและใหชื่อวิทยาศาสตรเปน Aplectana kraussei (Steiner, 1923) ตอมาในป 
ค.ศ. 1927 Travassos ไดเปล่ียนชื่อสกุลใหมของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงชนิดนี้ชื่อวา Steinernema 
 ในป ค.ศ. 1975 นักวิทยาศาสตรชื่อ Poinar มีการคนพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงวงศ 
Heterorhabditidae เปนครั้งแรกที่ประเทศออสเตรเลีย ซึ่งเปนไสเดือนฝอยศัตรูแมลงที่จัดอยูในอันดับ 
Rhabditida เชนเดียวกับไสเดือนฝอยศัตรูแมลงวงศ Steinernematidae 
            สําหรับประเทศไทยมีการสํารวจไสเดือนฝอยศัตรูแมลงที่ทําใหเกิดโรคกับแมลง โดยกลุมงานวิจัยการ
ปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กองกีฏและสัตววิทยา และกลุมงานไสเดือนฝอย กองโรคพืชและจุลชีววิทยา กรม
วิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณมีการสํารวจครั้งแรก เมื่อเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2539 โดยกองกีฏ
และสัตววิทยา พบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในตระกูล Steinernematidae ที่บริเวณดินใตตนมะขามหวาน อําเภอ
หลมสัก จังหวัดเพชรบูรณ และไดมีการจัดจําแนกชนิดเปนชนิดใหม ใหชื่อเปน S. siamkayai (Stock et al., 
1998) ตอมาในป ค.ศ. 2012 Thanwisai และคณะ ไดรายงานพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลง S. websteri, S. 
khoisanae และ H. indica  
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ความหลากหลายของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Steinernema และ Heterorhabditis 
ปจจุบันไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Steinernema และ Heterorhabditis มีรายงานจากหลายประเทศ

ทั่วโลก พบรายงานอยางเปนทางการแลวจํานวน 91 และ 26 ชนิด ตามลําดับ (ตารางที ่1 และ 2) 
 

ตารางที ่1 แสดงชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Steinernema 
ชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง แหลงอางอิง 

S. abbasi Elawad, 1997 
S. aciari Qiu et al., 2005 

S. affine Wouts et al., 1982 
S. akhursti Qiu et al., 2005 

S. anatoliense Hazir et al., 2003 
S. apuliae Triggiani et al., 2004 
S. arasbaranense Nikdel et al., 2011 
S. arenarium Nguyen and Smart, 1993 

S. ashiuense Phan et al., 2006 
S. asiaticum Anis et al., 2002 

S. austral Edgington et al., 2009 

S. backanense Cutler and Stock, 2003 

S. bedding Qiu et al., 2005 

S. bicornutum Tallosi et al., 1995 

S. boemarei Lee et al., 2009 

S. brazilense Nguyen et al., 2010 

S. cameroonense Kanga et al., 2012 

S. caudatum Xu et al., 1991 

S. carpocapsae Belair, 1995 
S. changbaiense Ma et al., 2012 

S. cholashanense Nguyen et al., 2007 

S. citrae Knoetze  et al., 2011 

S. colombiense Phan et al., 2006 

S. costaricense Nguyen et al., 2005 

S. cubanum Mracek et al., 1994 
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ชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง แหลงอางอิง 

S. cumgarense Phan et al., 2006 

S. diaprepesi Nguyen and Duncan, 2002 

S. eapokense Phan et al., 2006 

S. ethiopiense Tamiru et al., 2012 

S. everestense Khatri et al., 2011 

S. feltiae Wouts et al., 1982 

S. glaseri Steiner, 1929 

S. guangdongense Qiu et al., 2004 

S. hebeiense Chen, 2006 

S. hermaphroditum Stock et al., 2004 

S. ichnusae Nguyen et al., 2007 

S. intermedium Poinar, 1985 

S. jollieti Spiridonov et al., 2004 

S. karii Waturn et al., 1997 

S. khoisanae Nguyen et al., 2006 

S. kraussei Travassos, 1927 

S. kushidai Mamiya, 1988 

S. lamjungense Khatri-Chhetri et al., 2011 

S. leizhouense Nguyen et al., 2006 

S. litorale Yoshida, 2004 

S. loci Phan et al., 2001 

S. longicaudum Shen and Wang, 1991 

S. minutum Maneesakorn et al., 2010 

S. meghalayensis Ganguly et al., 2011 

S. monticolum Stock et al., 1927 

S. neocurtillae Nguyen and Smart, 1992 

S. nepalense Khatri-Chhetri et al., 2011 
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ชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง แหลงอางอิง 

S. nyetense Kanga et al., 20012 

S. oregonense Liu and Berry, 1996 

S. pui Qiu et al., 2011 

S. pakistanense Shahina et al., 2001 

S. puertoricense Roman and Figueroa, 1994 

S. pauntauvense Nguyen et al., 2007 

S. rarum Mamiya, 1988 

S. riobrave Cabanillas et al., 1994 

S. ritteri Doucet and Doucet, 1990 

S. robustispiculum Phan et al., 2005 

S. sangi Phan et al., 2001 

S. sasonense Phan et al., 2006 

S. scapterisci Nguyen and Smart, 1990 

S. scarabaei Koppenhofer and Fuzy, 2003 

S. schliemanni Spiridonov et al., 2010 

S. serratum Lengyel et al., 2005 

S. siamkayai Stock et al., 1998 

S. sichuanense Qiu et al., 2005 

S. silvaticum Sturhan et al., 2005 

S. surkhetense Khatri-Chhetri et al., 2011 

S. tami Pham et al., 2000 

S. texanum Nguyen et al., 2007 

S. teilingense Ma et al., 2012 

S. thanhi Phan et al., 2003 

S. thermophilum Ganguly and Singh, 2000 

S. tophus Cimen et al., 2014 

S. unicornum Edgington et al., 2009 
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ชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง แหลงอางอิง 

S. vulcanicum Clausi et al., 2011 

S. websteri Cutler and stock, 2003 

S. weiseri Mracek et al., 2003 

S. xinbinense Ma et al., 2012 

S. xueshanense Mrácek et al., 2009 

S. yirgalomense Nguyen et al., 2005 

S. innovationi Cimen et al., 2014 

S. phyllophage Nguyen and Buss, 2011 

S. huense Phan et al., 2014 

S. sacchari Nthenga et al., 2014 

S. bifurcatum Shahina et al., 2014 
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ตารางที ่2 แสดงชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis 
ชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง แหลงอางอิง 

H. bacteriophora Poinar, 1976 
H. hambletoni Poinar, 1976 

H. heliothidis Poinar et al., 1977 
H. hoptha Poinar, 1979 

H. zealandica Poinar, 1990 

H. indica Poinar et al., 1992 
H. argentinensis Stock, 1993 
H. hawaiiensis Gardner et al., 1994 
H. hepialius Stock and Gardner, 1996 
H. marelatus Liu and Berry, 1996 
H. taysearae Shamseldean et al., 1996 

H. downesi Stock et al., 2002 

H. baujardi Phan et al., 2003 

H. mexicana Nguyen et al., 2004 

H. amazonensis Andalo et al., 2006 

H. floridensis Nguyen et al., 2006 

H. safricana Malan et al., 2008 

H. brevicaudis Plichta et al., 2009 

H. georgiana Plichta et al., 2009 
H. gerrardi Plichta et al., 2009 

H. megidis Stock et al. 2009 

H. poinarii Stock et al., 2009 

H. sonorensis Stock et al., 2009 

H. atacamensis Edgington et al., 2011 

H. beicherriana Li et al., 2012 

H. noenieputensis Malan et al., 2014 
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การจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง 
  การจําแนกชนิดดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสามารจําแนกไดยากมาก 

เน่ืองจากทั้งสกุล Steinernema และ Heterorhabditis มีรูปรางลักษณะที่คลายคลึงกันมาก การศึกษาดวย
กลองจุลทรรศนแบบอิเล็กตรอนเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่สามารถทําได แตมีความยุงยากเชนเดียวกัน ในปจจุบันน้ี
เทคนิคทางอณูวิทยา (Molecular technique) เปนอีกวิธีหนึ่งที่มีการศึกษาและพัฒนามาใชเพื่อจําแนกชนิดของ
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงทั้ง 2 สกุล มีรายงานการใชเอนไซมตัดเฉพาะ (Restriction Fragment Length 
Polymorphism หรือ RFLP) ในลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณของ Internal transcribed spacer (ITS) rDNA ของ
ไรโบโซม ซึ่งเปน noncoding gene วิธีน้ีสามารถแยกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Steinernema และ 
Heterorhabditis ได แตจําเปนตองใชเอนไซมตัดจําเพาะจํานวนมาก (Nasmith et al., 1996) รวมถึง
การศึกษาถึงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rDNA (Stock and Gress, 2006) สามารถใชจําแนกระดับสกุลของ
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Steinernema และ Heterorhabditis แตไมสามารถแยกไดในระดับชนิด (species) 
เน่ืองจากเปนยีนนี้มีความแปรผันต่ํา (Blaxter et al., 1998) อยางไรก็ตามยังมีอีกหลายยีนที่ถูกนํามาศึกษาเพื่อ
หาลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยสัตรูแมลง เชน ลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความแปรผันสูงของ 
Internal transcribed spacer (ITS) rDNA ของไรโบโซมซึ่งเปน noncoding gene สามารถแยกชนิดของ
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis ได (Hominick et al., 1997; Thanwisai et al., 2012) และลําดับนิ
วคลีโอไทดบริเวณ 28S rDNA เปนยีนที่มีอยูในฐานขอมูล NCBI มากกวายีนอื่นๆ รวมทั้งสามารถแยกชนิดของ
ไสเดือนฝอย Steinernema ได (Stock et al., 2001; Nguyen et al., 2010; Thanwisai et al., 2012) 
 
สภาพแวดลอมที่เหมาะสมสําหรับไสเดือนฝอยศัตรูแมลง 

ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสามารถพบไดทั่วโลก ยกเวนทวีปแอนตารกติกา (Hominick et al., 1996, 
2002) ซึ่งการกระจายตัวของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงนั้นขึ้นอยูกับหลายปจจัย เชน พฤติกรรมการปรับตัว 
อุณหภูมิ ความชื้นของดิน ลักษณะดิน ความชื้นสัมพัทธ แสงอาทิตย และรังสี เปนตน (Kaya, 1990; Smits, 
1996)  

อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตและสืบพันธุของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงมักจะอยูระหวาง 
25 ถึง 28 องศาเซลเซียส (Kaya, 1997; Molyneux, 1986) จากการศึกษาของ Kaya (1977) พบวาที่อุณหภูมิ
สูงกวา 30 องศาเซลเซียส มีผลไปยับยั้งการเจริญเติบโตของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในตัวออนแมลงอาศัย  ดังนั้น
อุณหภูมิจึงเปนปจจัยที่มีผลกระทบตอการมีชีวิตของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง 

 ความชื้นของดินเปนปจจัยที่สําคัญที่สุดในการมีชีวิตรอดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง (Molyneux and 
Bedding, 1984; Kung et al., 1991; Koppenhofer et al., 1995; Grant and Villani, 2003) เนื่องจาก
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงตองการน้ํารอบๆ ตัวเพื่อใชในการเคล่ือนที่ในชวงที่อยูในดิน (Wallace, 1958; Norton, 
1978)  

แสงแดดและรังสีอัลตราไวโอเลตก็มีผลตอการเจริญเติบโตและพัฒนาของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง  จาก
การศึกษาของ Gaugler และ Boush (1979) พบวาไสเดือนฝอย S. carpocapsae ในระยะติดตอจะไวตอรังสี
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ซึ่งที่ความยาวคลื่นน้ีสามารถยับยั้งการสืบพันธุและการพัฒนา
ไปเปนระยะตางๆของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงได แตไมมีผลตออัตราการตายของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในระยะ
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ติดตอ นอกจากนี้ยังมีผลในการลดอัตราการกอโรคในหนอนกินรังผึ้ง (Galleria mellonella) อยางรวดเร็ว เมื่อ
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงไดรับรังสีอัตราไวโอเลตเปนเวลา 7 นาที 
 

แบคทีเรีย Xenorhabdus  
 แบคที เ รี ย  Xenorhabdus ถู กคนพบครั้ งแรกในลํา ไสของ ไส เ ดือนฝอยศัตรู แมลง 
(entomopathogenic nematode) ในวงศ Steinernematidae (Grorge and Thomas, 1965) ถูกจําแนก
และจัดใหอยูในสกุล Achromobacter วงศ  Enterobacteriaceae โดยใหชื่อวิทยาศาสตรเปน 
Achromobacter nematophilus ตอมาในป ค.ศ. 1979 Grorge และ Thomas ไดต้ังชื่อใหใหมเปน 
Xenorhabdus เนื่องจากมีลักษณะที่แตกตางไปจากแบคทีเรียที่อยูในวงศ Enterobacteriaceae ไดแก 
Escherichia, Salmonella และ Klebsiella คือ มีขนาดเซลลที่ใหญกวา ไมสามารถ reduce ไนเตรทใหเปนไน
ไตรทได (Thomas and Grorge, 1979; Farmer et al. 1989) มีความใกลชิดกับไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและยัง
สามารถกอโรคในแมลงไดอีกดวย จึงทําใหมีการศึกษาคุณลักษณะของแบคทีเรีย Xenorhabdus อยางละเอียด
มากขึ้น ในปจจุบันไดมีรายงานพบชนิดของแบคทีเรียสกุล Xenorhabdus แลวอยางนอย 24 ชนิด  

Xenorhabdus จัดอยูในวงศ Enterobacteriaceae อยูในกลุม facultative anaerobic เปน
แบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative) รูปรางทอน (rod-shaped) เซลลมีขนาด 0.3 x 2-10 ไมโครเมตร มีแฟก
เจลลารอบเซลล (peritrichous flagella) เพื่อชวยในการเคลื่อนที่ อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต คือ 
25 องศาเซลเซียส ไมสามารถสรางเอนไซม oxidase และ catalase ไมสราง indole methyl red Voges-
Proskauer และ simmon citrate ใหผลลบ และไมมีการสรางไฮโดรเจนซัลไฟด รวมทั้งไมสามารถยอยสลาย
ยูเรียได (Thomas and Grorge, 1979) แบคทีเรีย Xenorhabdus มี 2 ระยะ คือระยะปฐมภูมิ (primary 
form) และระยะทุติยภูมิ (secondary form) ซึ่งทั้งสองระยะนี้มีคุณสมบัติทางชีวเคมีที่แตกตางกัน (Akhurst 
and Boemare, 1988) คือ แบคทีเรียระยะปฐมภูมิ สามารถสราง antibiotics เชน hydroxystilbense 
polyketides ที่ยับย้ังจุลินทรียชนิดอื่นๆ ได ทําใหจุลินทรียชนิดอื่นไมสามารถยอยสลายซากตัวออนแมลงได 
(Bormare et al. 1993) และมี intracellular inclusion ที่เปน crystalline protein ซึ่งไมพบในแบคทีเรีย
ระยะทุติยภูมิ (Forst et al. 1997)  แบคทีเรียในระยะปฐมภูมิสรางสารที่ทําใหไสเดือนฝอยศัตรูแมลงเกิดการ
สืบพันธุแบบอาศัยเพศ (sexual reproduction) และพัฒนาการของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสมบูรณ (Forst et 
al. 1997) เมื่อเล้ียงแบคทีเรีย Xenorhabdus บนอาหาร nutrient bromothymol blue agar (NBTA)  ที่มี 
triphenyl tetrazolium chloride (TTC ) ที่อุณหภูมิ 25 – 28 องศาเซลเซียส พบวาแบคทีเรียระยะปฐมภูมิ 
สามารถดูดซึมสีน้ําเงินของ bromthymol blue (Akhurst and Bormore, 1990) ทําใหมีลักษณะโคโลนีสีน้ํา
เงินหรือน้ําตาลขอบไมเรียบ มีลักษณะนูนโคง (covex) หรือนูนตรงกลางโคโลนีเล็กนอย (umbonate) และแผ
กวาง (swarming) (Thanwisai, 2012) 
 
ความหลากหลายของแบคทีเรีย Xenorhabdus  

  ปจจุบันแบคทีเรีย Xenorhabdus มีรายงานจากทั่วโลก จากหลายภูมิศาสตร พบรายงานอยางเปน
ทางการแลว 24 ชนิด (ตารางที ่3) 
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ตารางที่ 3 แสดงชนิดของแบคทีเรียสกุล Xenorhabdus  
สกุล ชนิด แหลงอางอิง 

Xenorhabdus nematophila Thomas and Poinar, 1979 
 bovienii Akhurst and Boemare, 1988 
 poinarii Akhurst and Boemare, 1988 
 beddingii Akhurst and Boemare, 1988 
 japonica Nishimura et al., 1994 
 budapestensis Lengyel et al., 2005 
 ehlersii Lengyel et al., 2005 
 innexi Lengyel et al., 2005 
 szentirmaii Lengyel et al., 2005 
 cabanillasii Tailliez et al., 2006 
 doucetiae Tailliez et al., 2006 
 griffiniae Tailliez et al., 2006 
 hominickii Tailliez et al., 2006 
 koppenhoeferi Tailliez et al., 2006 
 mauleonii Tailliez et al., 2006 
 miraniensis Tailliez et al., 2006 
 romanii Tailliez et al., 2006 
 stockiae Tailliez et al., 2006 
 indica Somvanshi et al., 2006 
 vietnamensis Tailliez et al., 2010 
 magdalenensis Tailliez et al., 2012 
 ishibashii Kuwata et al., 2013 
 khoisanae Ferreira et al., 2013 
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แบคทีเรีย Photorhabdus  
 ในป ค.ศ. 1976 Poinar สามารถแยกแบคทีเรียไดจากไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล                     
Heterorhabditis bacteriophora  และไดใหชื่อแบคทีเรียชนิดนี้วา Xenorhabdus luminescens (Thomas 
and Poinar, 1979) ตอมาพบวาแบคทีเรีย X. luminescens น้ีมีคุณสมบัติเปน bioluminescence และมีผล 
catalase เปนบวก ซึ่งแตกตางไปจาก Xenorhabdus ชนิดอื่นๆ และยังพบวา X. luminescens สามารถเกิด
ยีน lateral transfer ได  จึงทําให X. luminescens ถูกแยกออกมาและจัดใหอยูในสกุลใหมที่ชื่อวา 
Photorhabdus  และต้ังชื่อใหเปน Photorhabdus luminescens (Boemare et al., 1993) จากนั้น
แบคทีเรีย Photorhabdus ไดถูกคนพบเพิ่มมากขึ้นเปนลําดับ (Fischer-Le Saux et al., 1999) โดยปจจุบันมี
รายงานอยางเปนทางการแลวอยางนอย 5 ชนิด และอีกหลาย subspecies จากทั่วโลก โดยเฉพาะการคนพบ 
Photorhabdus asymbiotica จากผูปวยที่ติดเชื้อทางผิวหนัง ซึ่ง P. asymbiotica เปนเพียงชนิดเดียวที่
สามารถกอโรคในคนได (Wilkinson et al., 2009) 
 แบคทีเรีย Photorhabdus จัดอยูในวงศ Enterobacteriaceae เชนเดียวกับแบคทีเรีย 
Xenorhabdus มีความสัมพันธกับไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในวงศ Heterorhabditidae (Forst et al., 1997) มี
ลักษณะรูปรางเปนแทง (rod-shaped) เปนแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative) มีแฟกเจลลารอบเซลล 
(peritrichous flagella) เพื่อชวยในการเคล่ือนที่ มีขนาด 0.5-2 x 2-10 ไมโครเมตร แบคทีเรีย Photorhabdus 
ทุกชนิดใหผลบวกกับ catalase ไมรีดิวซ nitrate ในขณะที่แบคทีเรีย Xenorhabdus ไมสามารถสรางเอนไซม 
oxidase และ catalase แบคทีเรีย Photorhabdus มี  2 ระยะ คือ ระยะปฐมภูมิ (primary form) และระยะ
ทุติยภูมิ (secondary form) แบคทีเรีย  P. luminescens ตางจากแบคทีเรีย Xenorhabdus คือ P. 
luminescens ในระยะปฐมภูมิสามารถสรางสารเรืองแสง (luminescent) (Leisman et al., 1995) และเมื่อ
เล้ียงแบคทีเรีย Photorhbdus บนอาหาร Nutrient bromothymol blue agar (NBTA) ที่มี triphenyl 
tetrazolium chloride (TTC) ที่อุณหภูมิ 25 – 28 องศาเซลเซียส แบคทีเรีย Photorhabdus มีสีเขียวขอบ
เรียบ โคโลนีโคงนูน หรือนูนตรงกลางของโคโลนีเล็กนอย (umbonate) (Thanwisai, 2012)  
 
ความหลากหลายของแบคทีเรีย Photorhabdus 
 ปจจุบันแบคทีเรีย Photorhabdus มีรายงานจากหลายประเทศทั่วโลก จากหลายภูมิศาสตร พบ
รายงานอยางเปนทางการแลว 5 ชนิด นอกจากน้ียังแบงออกเปนอีกหลาย subspecies (ตารางที่ 4) 
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ตารางที่ 4 แสดงชนิดของแบคทีเรียสกุล Photorhabdus  
สกุล ชนิด แหลงอางอิง 

Photorhabdus luminescens Thomas and Poinar, 1979 

 luminescens subsp. luminescens Thomas and Poinar, 1979 

 luminescens subsp. akhurstii Fischer-Le Saux et al., 1999 

 luminescens subsp. laumondii Fischer-Le Saux et al., 1999 

 luminescens subsp. kayaii Hazir et al., 2004 

 luminescens subsp. thracensis Hazir et al., 2004 

 luminescens subsp. caribbeanensis Tailliez et al., 2010 

 luminescens subsp. hainanensis Tailliez et al., 2010 

 luminescens subsp. kleinii An and Grewal, 2011 

 luminescens subsp. noenieputensis Ferreira et al., 2013 

 asymbiotica Fischer-Le Saux et al., 1999 

 asymbiotica subsp. asymbiotica Fischer-Le Saux et al., 1999 

 asymbiotica subsp. australis Akhurst et al., 2004 

 temperata Fischer-Le Saux et al., 1999 

 temperata subsp. temperata Fischer-Le Saux et al., 1999 

 temperata subsp. thracensis Hazir et al., 2004 

 temperata subsp. cinerea Tóth and Lakatos, 2008 

 temperata subsp. khanii Tailliez et al., 2010 

 temperata subsp. tasmaniensis Tailliez et al., 2010 

 
 
 

temperata subsp. stackebrandtii 
heterorhabditis           
zealandica            

An and Grewal, 2011 
Ferreira et al., 2014a 
Ferreira et al., 2014b 
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วงจรชีวิตของแบคทีเรีย Photorhabdus และ Xenorhabdus  
 วงจรชีวิตของแบคทีเรีย Photorhabdus และ Xenorhabdus คลายกันมาก (ภาพที่ 4) แบงเปน 2 
ระยะ คือระยะที่อาศัยอยูในลําไสของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง (mutualism stage) และระยะที่อาศัยอยูในซาก
หนอนที่ตายแลว (pathogenic stage) ซึ่งแบคทีเรียทั้ง 2 สกุลอาศัยอยูในลําไส (foregut) ของไสเดือนฝอยศัตรู
แมลงแบบพึ่งพาอาศัยกัน (symbiosis) โดยที่แบคทีเรีย Xenorhabdus อาศัยอยูในถุงเล็กๆ (vesicle) ของลําไส
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Steinernema (Adams et al., 2008) สําหรับแบคทีเรีย Photorhabdus อาศัยอยู
ทั่วทั้งลําไสของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis (Ciche and Ensign, 2003; Adams et al., 
2008) แบคทีเรียเขาสูระบบเลือด (heamolymph) ของแมลงโดยอาศัยไสเดือนฝอยศัตรูแมลงระยะที่ 3 
(infective stage) เปนตัวพาเขาไปในตัวหนอนแมลงอาศัย โดยการไชเขาทางรูเปดธรรมชาติตางๆ ของตัวหนอน
แมลง เชน ปาก ทวารหนัก และรูหายใจ (spiracles) หรือบางครั้งไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis 
สามารถเขาสูระบบเลือดของแมลงโดยการไชผานผิวหนังของแมลง (Wang and Gaugler, 1998; Adams et 
al., 2008) เมื่อไสเดือนฝอยศัตรูแมลงเขาสูระบบเลือดของแมลง ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงเพิ่มจํานวนและปลอย
แบคทีเรียเขาสูระบบเลือดของแมลง โดยที่แบคทีเรีย Xenorhabdus ถูกปลอยออกมาจากการถายอุจจาระ 
(defecation) จากไสเดือนฝอยศัตรูแมลง (Martens et al., 2003) ในขณะที่แบคทีเรีย Photorhabdus ถูก
ปลอยออกมาทางปาก (Ciche and Ensign, 2003) แบคทีเรียแบงตัวเพิ่มจํานวน มีการผลิตและปลอยสารพิษ 
(toxin) และเอนไซมที่ทํางานภายนอกเซลล (exoenzyme) มีผลทําใหแมลงเกิดอาการโลหิตเปนพิษ 
(septicemia) สงผลใหแมลงตายไดภายใน 48 ชั่วโมง และเกิดการเปลี่ยนแปลงสสารทางกระบวนการชีวภาพ 
(bioconversion) ในซากแมลง (Forst and Clarke, 2002) เมื่อมีการติดเช้ือของแมลง แบคทีเรีย 
Photorhabdus เพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วในระบบเลือด ทําลายระบบภูมิคุมกันและลําไส ปลอยสารพิษ (toxin) 
และ metalloprotease เพื่อทําลายเนื้อเยื่อบุผิวลําไส (midgut epithelium) และทําใหเกิด bioconversion 
ในเนื้อเย่ือไดงายขึ้น (Silva et al., 2002) สวนแบคทีเรีย Xenorhabdus ทําลายเซลลเม็ดเลือด (hemocyte) 
โดยการปลอยสารจําพวก endotoxin เชน lipopolysaccharide (LPS) ที่อยูสวน outer membrane 
(Brillard et al., 2001; Dunphy and Thurston, 1990) และเมื่อแมลงอาศัยตายมีลักษณะเฉพาะคือ ไมเนา
และผิวหนังของแมลงยังคงเหนียวไมฉีกขาด มีลักษณะแข็งมีสีดําคล้ําหรือแดง (Emelianoff et al., 2008) 
เน่ืองจากแบคทีเรียทั้ง 2 สกุล สรางสารปฎิชีวนะ (antibiotic) ที่มีคุณสมบัติยับยั้งแบคทีเรีย ยีสต และราอื่นๆ 
(Akhurst, 1982) ในขณะเดียวกันไสเดือนฝอยศัตรูแมลงไดรับประโยชนจากการอยูรวมกันกับแบคทีเรียคือ การ
ไดกินแบคทีเรีย และซากของแมลงเปนอาหารทําใหไสเดอืนฝอยมีการเจริญเติบโต และเพิ่มจํานวนตอไปได  
 
 
 
 
 
 



 

8-27 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4 วงจรชีวิตของแบคทีเรีย Photorhabdus และ Xenorhabdus ที่มา: Goodrich and Clarke, 2007 

 

การจําแนกชนิดของแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus  
 แบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus ใหผลการทดสอบทางชีวเคมีที่หลากหลายจึงไม
สามารถนํามาจําแนกแยกชนิดของแบคทีเรียทั้งสองออกจากกันได โดยสวนใหญใหผลลบกับการทดสอบทาง
ชีวเคมีดังตาราง 3 (Thanwisai, 2012) แบคทีเรียทั้ง 2 สกุลเปนแบคทีเรียแกรมลบ อยูในกลุม facultative 
anaerobic ที่สามารถเจริญไดในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน สามารถเคลื่อนที่โดยใชแสรอบตัว (peritrichous 
flagella) ไมผลิต nitrate เพราะไมมีการรีดิวซ nitrate และไมมีการสรางไฮโดรเจนซัลไฟดเหมือนกัน แตมี
บางการทดสอบ เชน การทดสอบ catalase ที่สามารถแยกไดระหวางแบคทีเรียสกุล Xenorhabdus และ 
Photorhabdus โดยแบคทีเรีย Photorhabdus ใหผลบวก สวนแบคทีเรีย Xenorhabdus ใหผลลบ รวมทั้ง
แบคทีเรีย Photorhabdus มีการสราง bioluminescence แตแบคทีเรีย Xenorhabdus ไมสราง (Boemare 
and Akhurst, 1988) 
 DNA-DNA hybridization เปนเทคนิคที่อาศัยคุณสมบัติของดีเอ็นเอที่มีเบสจับกันอยางจําเพาะ 
(complementary) และตรวจสอบการเกิด hybridization ดวยการติดตามจาก probe ที่ติดฉลากดวยสาร
กัมมันตภาพรังสี เพื่อแยกความแตกตางระหวางสายพันธุและชนิดของสิ่งมีชีวิต สามารถแยกความแตกตาง
ระหวาง X. nematophilus กับ X. luminescens แลวจําแนกแบคทีเรีย X. luminescens เปน P. 
luminescens (Boemare et al., 1993) นอกจากน้ีเมื่อใช nucleic acid probes โดยการวิเคราะหลําดับนิ
วคลีโอไทด 16S rRNA บริเวณตําแหนงที่ 455-480 สามารถจําแนกแบคทีเรีย Xenorhabdus ออกเปน 5 ชนิด 
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ไดแก X. nematophila, X. bovienii, X. poinarii, X. beddingii และ  X. luminescens (Putz et al., 
1990) 
 จากรายงานการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus โดยใช เทคนิค 
ribotyping ดวยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ (endonucleases) บริเวณ 16S rDNA ดวยวิธีrestriction 
fragment length polymorphism (RFLP) เพื่อจําแนกชนิดของแบคทีเรีย Xenorhabdus ตองใชเอนไซม 
มากถึง 4 ชนิด ไดแก CfoI, HinfI, MspI, และ AluI หรือ HaeIII หรือ DdeI สวนแบคทีเรีย Photorhabdus 
ตองใชเอนไซมตัดจําเพาะ มากถึง 3 ชนิด ไดแก CfoI, AluI และ HaeIII และเพื่อจําแนกชนิดของแบคทีเรียทั้ง
สองสกุล (Brunel et al., 1997) ตองใชอีก 3 เอนไซมไดแก CfoI, AluI และ HinfI หรือ DdeI หรือ HaeIII หรือ 
MspI เน่ืองจากการนําเทคนิค RFLP มาใชในการจําแนกชนิดตองใชเอนไซมจํานวนมาก จึงไมเหมาะสม 
นอกจากนี้ยังไมสามารถจําแนกไดทุกชนิด (Lengyel et al., 2005; Brunel et al., 1997; Fischer-Le Saux 
et al., 1998) 
            DNA sequencing เปนวิธีการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ที่นิยมนํามาศึกษาลําดับนิวคลีโอ
ไทดคือยีนที่มีการแสดงออกในทุกเซลลหรือทุกเนื้อเยื่อ และระดับการแสดงออกของยีนตองคงที่หรือมีความผัน
แปรนอย (housekeeping genes) ไดแก 16S rRNA, asd, ompR, recA, และ sarC (Sergeant et al., 2006)  
ในป ค.ศ. 1999 Fischer-Le Saux และคณะ ไดวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA เพื่อแยก
ความแตกตางของ P. luminescens,   P. temperata และ P. asymbiotica พบวาไมสามารถแยก P. 
luminescens subsp. luminescens  และกลุมของ P. aymbiotica แสดงใหเห็นวาการวิเคราะหหาลําดับนิ
วคลีโอไทดของยนี 16S rRNA ไมสามารถแยกความแตกตางในระดับชนิด และระดับ subspecies ของแบคทีเรีย 
Photorhabdus ได (Akhurst et al., 2004) ตอมามีรายงานวายีน recA และ dnaN สามารถใชจําแนกชนิด
ของแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus ไดดีกวาการใชยีน gyrB, rplB และ gltX และ 
concatenated  ของทั้ง 4  ยีนคือ recA, gyrB, dnaN และ gltX อีกทั้งพบวาการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน recA สามารถจําแนกชนิดของแบคทีเรียทั้งสองสกุลไดดีที่สุด เนื่องจาก 16S rRNA และ rplB  ไม
เหมาะสมในการจําแนกถึงระดับชนิด เพราะเปนยีนที่มีความแปรผันต่ํา (conserved gene) สวน gyrB, rplB 
และ gltX ไมสามารถแยกแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus ไดทุกชนิด ตอมาในป ค.ศ. 2012 
Thanwisai และคณะ ไดใชยีน recA ในการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus ที่
พบในประเทศไทยไดทุกชนิด และไดศึกษาสายสัมพันธทางสายวิวัฒนาการของแบคทีเรียทั้ง 2 สกุลที่พบใน
ประเทศไทยไดและจากประเทศอ่ืนทั่วโลก  ดังภาพที่ 5-6  ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงเลือกยีน recA มาใชในการ
จําแนกชนิดของแบคทีเรียทั้งสองสกุล 
 
ความหลากชนิดของแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus ในประเทศไทย 
 ปจจุบันมีรายงานการพบแบคทีเรีย Xenorhabdus 24 ชนิดและแบคทีเรีย Photorhabdus 5 ชนิด
จากหลายประเทศทั่วโลก (ตารางที่ 3 และ 4) สําหรับประเทศไทยยังมีการศึกษาอยูนอย มีรายงานพบแบคทีเรีย 
Xenorhabdus เพียง 2 ชนิด ไดแก X. stockiae และ X. miraniensis (Tailliez et al., 2006; Thanwisai et 
al., 2012) และ Photorhabdus เพียง 2 ชนิด (4 subspecies) ไดแก P. luminescens subsp. akhurstii, P. 
luminescens subsp. hainanensis, P. luminescens subsp. laumondii และ P. asymbiotica subsp. 
australis (Maneesakorn et al., 2011; Thanwisai et al., 2012) 
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ภาพที่ 5 แสดง Phylogenetic tree ของแบคทีเรีย Xenorhabdus โดยใชยีน recA ที่มา: Thanwisai et al. 
2012 
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ภาพที่ 6 แสดง Phylogenetic tree ของแบคทีเรีย Photorhabdus โดยใชยีน recA ที่มา: Thanwisai et al. 
2012 
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บทที่ 3 
ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย 

 
1. การเพาะเลี้ยงหนอนกินรังผ้ึง Galleria mellonella 

เตรียมอาหารเล้ียงหนอนกินรังผึ้ง (G. mellonella) เพื่อใชในการลอไสเดือนฝอยศัตรูแมลง  โดยนํา
กลองพลาสติกที่มีรูระบายอากาศ ใสแปงขาวเจา 200 กรัม นํ้าผึ้ง 100 มิลลิลิตร กลีเซอรอล 100 มิลลิลิตร และ
ผงยีสต 50 กรัม ผสมใหเขากัน นําไขของหนอนกินรังผ้ึงประมาณ 200-300 ฟอง วางลงบนอาหารที่เตรียมไว 
เลี้ยงที่อุณหภูมิ 25-28 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลาประมาณ 3 สัปดาห จะไดตัวออนของหนอนกินรังผึ้งเพื่อใช
ในการทดลอง (ภาพที ่7) ในขั้นตอนการลอไสเดือนฝอยศัตรูแมลงออกจากตัวอยางดินตอไป 

 

 
ภาพที่ 7 การเตรียมอาหารเลี้ยงหนอนกินรังผึ้ง 

2. การเก็บตัวอยางดิน 
เก็บตัวอยางดินจากพื้นที่อุทยานแหงชาติแมวงก ทั้งหมด 110 บริเวณ/จุด แตละบริเวณ/จุด เก็บดิน 5 

ตัวอยาง  แตละบริเวณ/จุดที่เก็บตัวอยางดินหางกันประมาณ 10 เมตร ดังนั้นทําการเก็บดินรวมทั้งหมดเปน 550 
จุดยอย เก็บโดยขุดดินลึกจากผิวดินประมาณ 10 เซนติเมตร แตละจุดเก็บดินประมาณ 500 กรัม เก็บใน
ถุงพลาสติกเพื่อปองกันไมใหดินสูญเสียความชุมช้ืน จดบันทึกตําแหนงที่เก็บดิน เชน Longtitude, Latitude 
และ Altitude และบันทึกปจจัยกายภาพของดิน เชน อุณหภูมิ (Temperature) ความเปนกรด-ดาง (pH) 
ความชื้น (Moisture) รวมทั้งบันทึกภาพแตละตําแหนงที่เก็บตัวอยางดิน (ภาคผนวก ก และ ข) บริเวณที่เก็บ
ตัวอยางดินโดยสังเขป (ภาพที่ 8) รวมทั้งบันทึกภาพแตละตําแหนงที่เก็บตัวอยางดิน แลวนําตัวอยางดินที่เก็บ
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ไดมาทําการทดลอง ณ หองปฏิบัติการภาควิชาจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยา คณะวิทยาศาสตรการแพทย 
มหาวิทยาลัยนเรศวร 

 

 
 

ภาพที่ 8 แสดงแผนที่ของอุทยานแหงชาติแมวงกและตําแหนงที่เก็บตัวอยางดิน  (  ) 
 

3. แยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงออกจากตัวอยางดินดวยวิธี Baiting technique 
แยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงออกจากตัวอยางดินโดยใชหนอนกินรังผึ้งเปนเหย่ือลอ (Baiting) โดยเทดิน

ใสกลอง จากน้ันวางหนอนกินรังผึ้ง 5 ตัวบนผิวดิน ปดฝากลอง แลววางกลองแบบกลับหัว เพื่อใหหนอนกินรังผึ้ง
มุดเขาไปในดิน เปนการเพิ่มโอกาสใหไสเดือนฝอยศัตรูแมลงไดไชเขาหนอนกินรังผึ้ง บมไวที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 5 วัน (ภาพที ่9) หลังจากน้ันทําการเก็บซากหนอนกินรังผึง้ (Beding and Akhurst, 1975) 
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ภาพที่ 9 การแยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงออกจากตัวอยางดินโดยใชหนอนกินรังผึ้งเปนเหยื่อลอ (Baiting 
technique) 

 
4. แยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงออกจากหนอนกินรังผึ้งดวยวิธี White trap 

แยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงออกจากซากหนอนกินรังผึ้ง โดยใชวิธี White trap (White, 1927) นําซาก
หนอนกินรังผึ้งใสลงในกระดาษกรองเปยก จากการแชในนํ้ากลั่นบน Petri dish บมไวที่อุณหภูมิหอง 20 วัน 
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในระยะติดตอ (Infective juvenile) จะออกมาจากซากหนอนกินรังผึ้งและลงไปในนํ้า
กล่ัน (ภาพที่ 10) ทําการตรวจดูไสเดือนฝอยศัตรูแมลงภายใตกลองสเตอริโอไมโครสโคป จากนั้นทําการลาง
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงดวยนํ้ากล่ัน แลวเก็บไสเดือนฝอยศัตรูแมลงระยะติดตอในตูเย็นอุณหภูมิ 13 องศา
เซลเซียส เพื่อใชในการจําแนกชนิดขั้นตอนตอไป 

 

 
ภาพที่ 10 แยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงออกจากซากหนอนกินรังผึ้งดวยวิธี White trap 
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5. การแยกแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus 
นําซากหนอนกินรังผ้ึงที่ตายดวยไสเดือนฝอยศัตรูแมลงมาลางดวยแอลกอฮอล 100% รอใหแหง 

จากน้ันใชปากคีบปลายแหลมฉีกตัวหนอนบริเวณปลองที่สามแลวใช sterile loop แตะบริเวณที่เปนน้ําเลือด 
(Hemolymph) นําไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร Nutrient bromothymol blue triphenyltetrazolium chloride 
agar (NBTA) ปดฝาอาหารดวยการพันพาราฟลมแลวนําไปบมที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลาประมาณ 3-4 วัน
สังเกตลักษณะโคโลนีที่มีสีเขียวหรือสีน้ําเงิน 

 
6. การจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงดวยวิธีอณูชีววิทยา 

6.1 การสกัดดีเอ็นเอของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง 
บดไสเดือนศัตรูแมลงดวย pipette tip ขนาด1000 ไมโครลิตรใน ATL buffer (Qiagen, Germany) 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ทําใหเซลลของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงแตกดวยการแชในตูเย็นที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากน้ันเติมเอนไซม Proteinase K ที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 15 ไมโครลิตร แลวบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อใหเอนไซมทําลายโปรตีน 
จากน้ันบมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อหยุดการทํางานของเอนไซม Proteinase K 
นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เพื่อแยกสวนที่เปนเซลลและโปรตีนทิ้งไป 
ตกตะกอนดีเอ็นเอดวยโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขนปริมาตร 5 โมลาร ปริมาตร 6.5 ไมโครลิตร และไอโซโพ
รพานอล (Isopropanol) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
จากน้ันนําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที (Aljanabi and Martinez, 1997) ดูด
สวนใสดานบนทิ้ง แลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวยแอลกอฮอร 70 % ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา30 นาที ดูดสวนใสดานบนทิ้ง รอใหดีเอ็นเอแหงที่อุณหภูมิหองกอนนําไปละลาย
ในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ (Sterile distilled water) ปริมาตร 12 ไมโครลิตร เก็บดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 

 
6.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงดวยเทคนิค Polymerase chain reaction 

(PCR) 
จําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Steinernema ดวยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 

28S ดวยไพรเมอร 539_F และ 535_R ผลผลิต PCR ที่ไดมีขนาด 870 คูเบส (Stock et al., 2001) (ตารางที่ 5 
และภาพที่ 11) และจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis ดวยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
บริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) ดวยไพรเมอร TW81_F และ AB28_R ผลผลิต PCR ที่ไดมีขนาด 
800-850 คูเบส (Hominick et al., 1997) (ตาราง 5 และภาพที ่12) 

ปฏิกิริยาพีซีอาร ปริมาตร 10ไมโครลิตร ประกอบดวย 10X Buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
แมกนีเซียมคลอไรด (ความเขมขน 25 ไมโคโมลาร) ปริมาตร 1.4 ไมโครลิตร dNTPs (ความเขมขน 200 ไมโครโม
ลาร) ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร Tag DNA polymerase (Sigma, USA) (ความ
เขมขน 100 ยูนิต) ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร ไพรเมอรแตละเสน (BioDesign Co., Ltd., Thailand) (ความ
เขมขน 5 ไมโครโมลาร) ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตรและเติมนํ้ากล่ันเพื่อปรับปริมาตรใหเปน 10 ไมโครลิตร เพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems; Life Technologies, 
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Carlsbad, California) ปฏิกิริยาสําหรับยีน 28S rDNA มีดังนี้ Initial denaturing ที่ 95 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 5 นาที Denaturing ที่ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที Annealing ที่ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
วินาที Extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 วินาที เปนจํานวน 35 รอบ และ Final Extension 72 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 นาที และสําหรับยีน internal transcribed spacer (ITS) มีดังนี้ Initial 
denaturing ที่ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที Denaturing ที่  94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
Annealing ที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที Extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที เปน
จํานวน 35 รอบ และ Final Extension 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 นาที นําดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR มา
แยกขนาดดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสบนอกาโรสเจล (Agarose gel) 1.2% ที่กําลังไฟฟา 100 โวลท ในสารละลาย 
TBE buffer เปนเวลา 37 นาที แลวยอมแถบดีเอ็นเอดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด ตรวจดูภายใตเครื่อง UV 
transilluminator (Vilber Lourmat, France) โดยใชดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส (GeneDireX, Taoyuan, 
Taiwan) เปนตัวเปรียบเทียบ พรอมบันทึกภาพ 

 

 
 

ภาพที่ 11 แสดงตําแหนงของไพรเมอร 539_F และ 535_R จับบริเวณยีน 28S rDNA ของไสเดือนฝอยศัตรู
แมลง S. websteri (accession number AY841762.1) 
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ภาพที่ 12 แสดงตําแหนงของไพรเมอร TW81_F และ AB28_R จับบริเวณยีน ITS ของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง 
H. megidis (accession number AY321408.1) 
 

ตารางที ่5 แสดงคูไพรเมอรสําหรับยีน 28S rDNA ยีน ITS และยีน recA  
ยีน

เปาหมาย 
ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’-3’) ความยาว

ผลผลิตพีซีอาร 
เอกสารอางอิง 

28S rDNA 539_F GGATTTCCTTAGTAACTGCGAGTG 
870 คูเบส 

Stock et al., 
2001  535_R TAGTCTTTCGCCCCTATAC 

ITS  TW81_F GTTTCCGTAGGTGAACCTGC 1000-1100  
คูเบส 

Hominick et 
al., 1997  AB28_R ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT 

recA  recA_F GCTATTGATGAAAATAAACA 
890 คูเบส 

Tailliez et al., 
2009  recA_R RATTTTRTCWCCRTTRTAGCT 
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7. การจําแนกชนิดของแบคทีเรียดวยเทคนิคอณูชีววิทยา 
7.1 การสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus 
นําโคโลนีเดี่ยวของแตละไอโซเลตที่ไดจากการแยกแบคทีเรียบนอาหาร NBTA มาเลี้ยงในอาหารเหลว 

Luria-Bertani (LB broth) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเขยาที่ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 
24 ชั่วโมงในที่มืด แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,0000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ดูดสวนใสทิ้ง จากนั้น
เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน ใชชุดสกัดดีเอ็นเอ Genomic DNA Mini Kit 
(Blood/Cultured cell) (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) โดยเติม GT buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แลว
ใชไปเปต ดูดขึ้นและลงเบาๆ ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที เติม 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ 
Proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากน้ันบม
ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวเติม 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ RNase A ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร ผสมดวยเครื่อง Vortex ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที จากน้ันเติม แอลกอฮอล 100% ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร แลวผสมดวยเครื่อง Vortex ยายตัวอยางใสใน GD column ที่อยูใน Collection tube ขนาด 
2 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที ทิ้งสวนใสดานลาง จากน้ันเติม W1 
wash buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที 
ทิ้งสวนใสดานลาง จากนั้นเติม Wash buffer (ที่เติม 75% ethanol แลว) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร แลวนําไป
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที ทิ้งสวนใสดานลาง แลวปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
12000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 นาที จากนั้นยาย GD column ใสใน 1.5 ml microcentrifuge tube อันใหม 
แลวเติม Elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เพื่อชะดีเอ็นเอ แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 30 วินาที ทําการตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA ดวยการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสบนอกา
โรสเจล 0.8 % ที่กําลังไฟฟา 100 โวลท ในสารละลาย TBE buffer เปนเวลา 37 นาที แลวยอมแถบดีเอ็นเอดวย
สารละลายเอธิเดียมโบรไมด ตรวจดูภายใตเครื่อง UV transilluminator (Vilber Lourmat, France) โดยใชดี
เอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส (GeneDireX, Taoyuan, Taiwan) เปนตัวเปรียบเทียบ พรอมทําการบันทึกภาพ
และเก็บที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียสจนกวาจะนําไปใชวิเคราะหในขั้นตอนตอไป 

 
7.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus ดวยเทคนิค 

Polymerase chain reaction (PCR)  
จําแนกชนิดของแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus ดวยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ

ยีน recA โดยใชไพรเมอร recA_F และ recA_R (Tailliez et al. 2009) ผลผลิต PCR ที่ไดของแบคทีเรียทั้ง 2 
สกุลนี้จะมีขนาด 890 คูเบส (ตารางที ่5 ภาพที่ 13 และภาพที่ 14) 

ปฏิกิริยาพีซีอาร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย 10X Buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
แมกนีเซียมคลอไรด  (ความเขมขน 25 ไมโคโมลาร) ปริมาตร 1.4 ไมโครลิตร dNTPs (ความเขมขน 200 ไมโคร
โมลาร) ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร Tag DNA polymerase (Sigma, USA) 
(ความเขมขน 100 ยูนิต) ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร ไพรเมอรแตละเสน (BioDesign Co., Ltd., Thailand) (ความ
เขมขน 5 ไมโครโมลาร) ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตรและเติมนํ้ากล่ันเพื่อปรับปริมาตรใหเปน 10 ไมโครลิตร เพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems; Life Technologies, 
Carlsbad, California)  
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ปฏิกิริยาสําหรับยีน recA ของแบคทีเรีย Xenorhabdus มีดังนี้ Initial denaturing ที่ 94 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที Denaturing ที่  94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที Annealing ที่  50 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 นาที Extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที เปนจํานวน 30 รอบ และ Final 
Extension 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 นาที และปฏิกิริยาสําหรับยีน recA ของแบคทีเรีย Photorhabdus 
มีดังน้ี Initial denaturing ที่ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที Denaturing ที่ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
นาที Annealing ที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 วินาที Extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
เปนจํานวน 30 รอบ และ Final Extension 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 นาที นําดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา 
PCR มาแยกขนาดดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสบนอกาโรสเจล (Agarose gel) 1.2% ที่กําลังไฟฟา 100 โวลท ใน
สารละลาย TBE buffer เปนเวลา 37 นาที แลวยอมแถบดีเอ็นเอดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด ตรวจดูภายใต
เครื่อง UV transilluminator (Vilber Lourmat, France) โดยใชดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส (GeneDireX, 
Taoyuan, Taiwan) เปนตัวเปรียบเทียบ พรอมบันทึกภาพ 

 
8. การทําใหดีเอ็นเอบริสุทธ์ิ 

นําผลผลิตพีซีอารทั้งของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรียมาทําใหบริสุทธิ์ดวยชุด Gel/PCR DNA 
Fragment Extraction Kit (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) เติม Gel/PCR Buffer ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร ใน PCR product ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมกันดวยเครื่อง vortex จากน้ันยายสารละลายใสใน 
DFH column ที่อยูใน collection tube ขนาด 2 ไมโครลิตร นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 30 วินาที เทสวนใสดานลางทิ้ง แลวเติม Wash buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว 1 นาที แลว
นํามาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที เทสวนใสดานลางทิ้ง แลวปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลานาน 3 นาที จากน้ันยาย DFH column มาใสใน 1.5 ml 
microcentrifuge tube อันใหม เติม Elution buffer ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวนาน 2 นาที แลวนําไป
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที ตรวจสอบดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสบนอกาโรสเจล 
1.2 % ที่กําลังไฟฟา 100 โวลท ในสารละลาย TBE buffer แลวยอมแถบดีเอ็นเอดวยสารละลายเอธิเดียมโบร
ไมด ตรวจดูภายใตเครื่อง UV transilluminator (Vilber Lourmat, France) โดยใชดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู
เบส (GeneDireX, Taoyuan, Taiwan) เปนตัวเปรียบเทียบ พรอมทําการบันทึกภาพ 
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ภาพที่ 13 แสดงตําแหนงของไพรเมอรจับบริเวณยีน recA ของ X. bovienii SS-2004 (Accession number:  
NC_013892.1) สีเหลืองแสดงบริเวณยีน recA ที่ใชในการวิเคราะหลําดับเบส 

 



 

8-40 

 

 
 

ภาพที่ 14 แสดงตําแหนงของไพรเมอรจับบริเวณยีน recA ของ P. luminescens subsp. laumondii TTO1 
(Accession number NC_005126.1) สีเหลืองแสดงตําแหนงของยีน recA ที่ใชในการวิเคราะหลําดับเบส 
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9. การตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทด (Sequencing)  
ตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลผลิตพีซีอารดวยบริษัท Macrogen Inc. ประเทศเกาหลี 

(http://macrogen.com) โดยใชไพรเมอรเชนเดียวกับการทํา PCR  
 

10. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
ตรวจสอบความถูกตองของ Chromatograms และลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม SeqManII 

(DNASTAR inc., Wisconsin, USA) จําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรีย Xenorhabdus และ 
Photorhabdus ด ว ย ก า ร  BLAST ลํ า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด กั บ ฐ า นข อ มู ล  NCBI 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  

 
11. ศึกษาสายสัมพันธทางสายวิวัฒนาการ 

ดาวนโหลดลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 28S rDNA ของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงSteinernema และ
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis ดาวนโหลดลําดับเบสบริเวณยีน 
recA ของแบคที เรียแบคที เรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus ในฐานขอมูล NCBI 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เทียบเคียงลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชโปรแกรม Clustal W 
(Thompson et al., 1994) และศึกษาสายสัมพันธทางสายวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) โดยใช 
Maximum likelihood ดวยวิธี Tamura-nei model กําหนดคา Bootstrap เทากับ 1,000 ครั้ง ดวยโปรแกรม 
MEGA version 6 (Tamura et al., 2013) 

 
12. ศึกษาความสัมพันธระหวางปจจัยทางกายภาพของดินกับไสเดือนฝอยศัตรูแมลง 

ความสัมพันธระหวางปจจัยทางกายภาพของดินกับไสเดือนฝอยศัตรูแมลงถูกวิเคราะหโดยใชโปรแกรม 
STATA version 11 (Stata Corp, College Stataion, Texas, USA) 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
1. การแยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus 

จากการเก็บตัวอยางดินทั้งหมด 110 บริเวณ จํานวนดิน 550 ตัวอยาง จากอุทยานแหงชาติแมวงก 
สามารถแยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงดวยวิธี Baiting technique ไดทั้งหมด 24 ไอโซเลต (4.36%) แบงเปน
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Steinernema จํานวน 3 ไอโซเลต ซึ่งไมสามารถจําแนกไดในระดับชนิด สวนอีก 21 
ไอโซเลต เปนไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis ที่จําแนกชนิดไดแลวจํานวน 7 ไอโซเลต สวนอีก 14 
ไอโซเลต ยังไมสามารถจําแนกชนิดได เนื่องจากมีการปนเปอนของเชื้อราระหวางการเก็บตัวอยางทําใหไม
สามารถหรือสกัดไดปริมาณดีเอ็นเอนอย  

จากการสังเกตลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่แยกไดจากน้ําเลือดของหนอนกินรังผ้ึง (Galleria 
mellonella) เมื่อนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหาร NBTA ทั้งหมด 24 ไอโซเลต พบโคโลนีสีน้ําเงิน ลักษณะโคงนูน 
(covex) หรือนูนตรงกลางโคโลนีเล็กนอย (umbonated) จํานวน 3 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนแบคทีเรียในสกุล 
Xenorhabdus และโคโลนีสีเขียว ลักษณะโคงนูน (covex) หรือนูนตรงกลางโคโลนีเล็กนอย ขอบเรียบ จํานวน 
21 ไอโซเลต จําแนกเปนแบคทีเรียในสกุล Photorhabdus (ภาพที ่15) 
 

 

 

 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 15 ลักษณะโคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร NBTA (ซาย) แบคทีเรียสกุล Xenorhabdus และ (ขวา)  
            แบคทีเรียสกุล Photorhabdus 
 
2. การจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง 

การจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงทั้งสองสกุลดวยวิธี PCR โดยไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล 
Steinernema  เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบางสวนของยีน 28S rDNA ผลผลิต PCR ที่ไดจะมีขนาดประมาณ 870 คู
เบส และไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Heterorhabditis เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบางสวนของยีน internal 
transcribed spacer (ITS) ผลผลิต PCR ที่ไดจะมีขนาดประมาณ 890 คูเบส (ภาพที่ 16) จากน้ันนําลําดับนิวคลี
โอไทดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงทั้งสองสกุล (ภาคผนวก ค) ทํา BLASTN โดยเทียบเคียงกับลําดับนิวคลีโอไทดที่
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มีรายงานแลวในฐานขอมูล NCBI สําหรับไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Heterorhabditis จํานวน 7 ไอโซเลต  
โดยจํานวน 3 ไอโซเลต มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ H. indica ซึ่งมีคาความเหมือนอยู
ที่ 99% สวนอีก 2 ไอโซเลต มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ H. baujardi ซึ่งมีคาความ
เหมือนอยูที่ 99% และอีก 2 ไอโซเลต มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ H. amazonensis 
หรือ H. baujardi ซึ่งมีคาความเหมือนคลายอยูที่ 99% (ตารางที ่6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 16 ผลผลิต PCR ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน ITS จากไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล 
Heterorhabditis ตามลําดับ บน 1.2% agarose gel (Lane1: Standard ladder, Lane2: eMW12.3 TH 
Steinernema spp., Lane3: eMW16.5 TH Steinernema spp., Lane4: eMW49.3TH H. indica, Lane5: 
eMW59.2 TH H. indica, Lane6: eMW59.5TH H. indica) 
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ตารางที่ 6 ผลจากการทํา BLASTN ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS ของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis จํานวน 7 ไอโซเลต 
                        ที่แยกไดจากอุทยานแหงชาติแมวงก 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Code Maximum identity to                                             BLASTN 
 Accession    
  number Total score 

Query 
coverage E value Identity 

eMW49.3_TH Heterorhabditis indica KJ938571.1      1165 100% 0 99% 
eMW59.2_TH Heterorhabditis indica KJ938571.1      1163 100% 0 99% 
eMW59.5_TH Heterorhabditis indica  KF937813.1      1156 100% 0 99% 
eMW74.2_TH Heterorhabditis baujardi  AF548768.1      1181 98% 0 99% 
eMW90.1_TH Heterorhabditis baujardi  AF548768.1      1181 98% 0 99% 
eMW103.2_TH Heterorhabditis baujardi  AF548768.1      1181 98% 0 99% 
eMW103.2_TH Heterorhabditis amazonensis DQ665222.1      1163 99% 0 99% 
eMW107.5_TH Heterorhabditis baujardi  AF548768.1      1181 98% 0 99% 
eMW107.5_TH Heterorhabditis amazonensis DQ665222.1      1163 99% 0 99% 
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3. การจําแนกชนิดของแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus 
แบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus ที่แยกไดจากไสเดือนฝอยศัตรูแมลงมีจํานวนท้ังหมด 

24 ไอโซเลต แยกเปนแบคทีเรีย Xenorhabdus จํานวน 3 ไอโซเลต และเปนแบคทีเรีย Photorhabdus 
จํานวน 21 ไอโซเลต 

ทําการจําแนกชนิดของแบคทีเรียทั้งสองสกุลดวยวิธี PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นบางสวนของยีน recA 
โดยผลผลิต PCR ที่ไดจะมีขนาดประมาณ 900 คูเบส (ภาพที่ 17) จากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียทั้ง
สองสกุล (ภาคผนวก ค) ทํา BLASTN โดยเทียบเคียงกับลําดับนิวคลีโอไทดที่มีรายงานแลวในฐานขอมูล NCBI 
สําหรับแบคทีเรีย Xenorhabdus จํานวน 3 ไอโซเลต พบวา 1 ไอโซเลต มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับลําดับนิ
วคลีโอไทดของ X.  japonica strain DSM16522 ซึ่งมีคาความเหมือน 98% และ 2 ไอโซเลต มีลําดับนิวคลีโอ
ไทดเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ X. stockiae strain 858516 ซึ่งมีคาความเหมือน 97% (ตารางที่ 7) 
สําหรับแบคทีเรีย Photorhabdus จํานวน  21 ไอโซเลต พบวา 20 ไอโซเลต มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับ
ลําดับนิวคลีโอไทดของ P. luminescens subsp. akhurstii strain LB06 จํานวน 8 ไอโซเลต ซึ่งมีคาความ
เหมือน 99% และ P. luminescens subsp. akhurstii strain FRG04 จํานวน 12 ไอโซเลต ซึ่งมีคาความ
เหมือน 99% จํานวน 3 ไอโซเลต 98% จํานวน 1 ไอโซเลต และ 97% จํานวน 8 ไอโซเลต และมี 1 ไอโซเลต มี
ลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ P. temperata subsp. temperata strain K122 (ตาราง
ที่ 8) 
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ภาพที่ 17 ผลผลิต PCR ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน recA จากแบคทีเรีย Xenorhabdus และ 
Photorhabdus โดยใช primer recA_R และ recA_F บน 1.2% agarose gel (Lane1: Standard ladder, 
Lane2: bMW1.2 TH P. luminescens subsp. akhurstii, Lane3: bMW4.4 TH P. luminescens subsp. 
akhurstii, Lane4: bMW4.5 TH P. luminescens subsp. akhurstii, Lane5: bMW8.1 TH  
P. luminescens subsp. akhurstii, Lane6: bMW12.3 TH X. japonica, Lane7: eMW16.3 TH X. 
stockiae, Lane8: bMW16.5 TH X. stockiae, Lane9: bMW27.4 P. temperata subsp. temperate, 
Lane10: bMW29.2 TH P. luminescens subsp. akhurstii, Lane11: bMW29.4 TH P. luminescens 
subsp. akhurstii 
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ตารางที่ 7 ผลจากการทํา BLASTN ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน recA ของแบคทีเรีย Xenorhabdus จํานวน 3 ไอโซเลต ที่แยกไดจากอุทยานแหงชาติแมวงก 
            

Code Maximum identity to BLASTN 

Accession 
number 

Total 
score 

Query 
coverage 

E 
value 

Identity 

bMW12.3 TH Xenorhabdus japonica  FJ823400.1  1079 100% 0 98% 

bMW16.3 TH Xenorhabdus stockiae  JX485977.1  1038 100% 0 97% 

bMW 16.5 TH Xenorhabdus stockiae  JX485977.1  1038 100% 0 97% 
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ตารางที่ 8 ผลจากการทํา BLASTN ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน recA ของแบคทีเรีย Photorhabdus จํานวน 21 ไอโซเลต ที่แยกไดจากอุทยานแหงชาติแมวงก 

             
 
 
 
 

Code Maximum identity to BLASTN 

  
Accession 
number 

Total score 
Query 

coverage 
E value Identity 

bMW1.2 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  LN835348.1  1110 99% 0 99% 
bMW4.4 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  LN835348.1  1056 99% 0 99% 
bMW4.5 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  LN835348.1  1110 99% 0 99% 
bMW8.1 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  LN835348.1  1110 99% 0 99% 
bMW27.4 TH Photorhabdus temperata subsp. temperata  FJ862014.1  1102 100% 0 99% 
bMW29.2 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  FJ862005.1  1033 100% 0 97% 
bMW29.4 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  FJ862005.1  1033 100% 0 97% 
bMW38.3 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  LN835348.1 1100 99% 0 99% 
bMW49.3 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  LN835348.1 1106 99% 0 99% 
bMW49.4 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  FJ862005.1 1127 100% 0 99% 
bMW54.1 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  LN835348.1 1100 99% 0 99% 
bMW56.5 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  LN835348.1 1112 99% 0 99% 
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ตารางที่ 8 ผลจากการทํา BLASTN ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน recA ของแบคทีเรีย Photorhabdus จํานวน 21 ไอโซเลต ที่แยกไดจากอุทยานแหงชาติแมวงก 
(ตอ) 

 

Code Maximum identity to BLASTN 

  
Accession 
number 

Total 
score 

Query 
coverage 

E value Identity 

bMW59.2 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  FJ862005.1 1127 100% 0 99% 

bMW59.5 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  FJ862005.1 1127 100% 0 99% 

bMW74.2 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  FJ862005.1 1035 100% 0 97% 

bMW86.4 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  FJ862005.1 1035 100% 0 97% 

bMW89.5 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  FJ862005.1 1035 100% 0 97% 

bMW90.1 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  FJ862005.1 1058 100% 0 98% 

bMW103.2 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  FJ862005.1 1046 100% 0 97% 

bMW107.2 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  FJ862005.1 1046 100% 0 97% 

bMW107.5 TH Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii  FJ862005.1 1046 100% 0 97% 
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4. สายสัมพันธทางวิวัฒนาการของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง 
การศึกษาสายสัมพันธทางวิวัฒนาการของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Heterorhabditis 

จํานวน 7 ไอโซเลต พบวาไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Heterorhabditis จํานวน 3 ไอโซเลต มี
ความใกลชิดกับไสเดือนฝอยศัตรูแมลง H. indica สวนอีก 2 ไอโซเลต มีความใกลชิดกับไสเดือนฝอย
ศัตรูแมลง H. baujardi และอีก 2 ไอโซเลต คือ eMW_103.2_TH และ eMW_107.5_TH มีความ
ใกลชิดกับไสเดือนฝอยศัตรูแมลง H. baujardi หรือ H. amazonensis (ภาพที่ 18) อยางไรก็ตามเมื่อ
ดูจากสายสัมพันธทางวิวัฒนาการแลว มีความเปนไปไดวา eMW_103.2_TH นาจะเปน H. 
amazonensis เนื่องจากมีความใกลชิดกัน สําหรับไสเดือนฝอยศัตรูแมลง eMW_107.5_TH นาจะ
เปน H. baujardi  เพราะมีความใกลชิดกัน  
 
5. สายสัมพันธทางวิวัฒนาการของแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus 

การศึกษาสายสัมพันธทางวิวัฒนาการของแบคทีเรีย Xenorhabdus จํานวน 3 ไอโซเลต และ
แบคทีเรีย Photorhabdus จํานวน 21 ไอโซเลต พบวาแบคทีเรีย Xenorhabdus จํานวน 1 ไอโซเลต มีความ
ใกลชิดกับแบคทีเรีย X. japonica strain DSM16522 และอีก 2 ไอโซเลต มีความใกลชิดกับแบคทีเรีย X. 
stockiae strain TH01 (ภาพที ่19) สําหรับของแบคทีเรีย Photorhabdus พบวาแบคทีเรีย Photorhabdus 
จํานวน 20 ไอโซเลต มีความใกลชิดกับแบคทีเรีย P. luminescens subsp. akhurstii strain FRG04 และ P. 
luminescens subsp. hainanensis และอีก 1 ไอโซเลต มีความใกลชิดกับแบคทีเรีย P. temperata 
subsp. temperata strain K122 (ภาพที ่20) 
 
6. ความสัมพันธระหวางไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรีย  
 การศึกษาในครั้งนี้สามารถระบุชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงไดทั้งหมด 7 ไอโซเลต พบวา H. 
indica ทั้ง 3 ไอโซเลต อาศัยอยูรวมกับแบคทีเรีย P. luminescens subsp. akhurstii เชนเดียวกับไสเดือน
ฝอยศัตรูแมลง H. baujardi อีก 3 ไอโซเลต ที่อาศัยอยูรวมกับแบคทีเรีย P. luminescens subsp. akhurstii 
และมีไสเดือนฝอยศัตรูแมลง H. amazonensis เพียง 1 ไอโซเลต ที่อาศัยอยูรวมกับแบคทีเรีย P. 
luminescens subsp. akhurstii      
 สําหรับแบคทีเรีย X. japonica พบวาอาศัยอยูรวมกับไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Steinernema ที่
ยังไมสามารถระบุชนิดได และแบคทีเรีย P. temperata subsp. temperate อาศัยอยูรวมกับไสเดือนฝอย
ศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis ที่ยังไมสามารถระบุชนิดได  
 
 
 
 
 
 
 
 



 

8-51 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 18  Maximum likelihood tree ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS จาก ไสเดือนฝอย 
           ศัตรูแมลงในสกุล Heterorhabditis โดยใชโปรแกรม Mega version 6.0 วิเคราะห 
           ดวย Kimura-2-parameter (Bootstrap 1,000 ครั้ง) 
 
 
 
 

 eMW74.2_TH

 eMW90.1_TH

 eMW107.5_TH

 H. baujardi (AF548768.1)

 eMW103.2_TH

 H. amazonensis (DQ665222.1)

 H. floridensis strain Fl-332 (DQ372922.1)

 H. mexicana (EF043444.1)

 H. taysearae (EF043443.1)

 H. sonorensis (KC633187.1)

 H. hawaiiensis (AF029707.1)

 H. gerrardi (FJ152545.1)

 H. indica(KJ938571.1)

 H. brevicaudis strain YS (EF067889.1)

 H. noenieputensis strain SF669 (JN620538.1)

 H. indica isolate CICR-BBFN Warud (KF247222.1)

 eMW49.3_TH

 eMW59.2_TH

 eMW59.5_TH

 H. bacteriophora isolate IRA41 (EU598237.1)

 H. argentinensis (AF029706.1)

 H. georgiana (EU099032.1)

 H. zealandica strain NZH3 (EF530041.1)

 H. atacamensis isolate D099 (HM230723.1)

 H. safricana (EF488006.1)

 H. hepialius (AF029709.1)

 H. marelatus (AY321479.1)

 H. downesi strain K122 (EF043442.1)

 H. megidis (AY321480.1)

 Heterorhabditis sp. H1 (KM387406.1)

96

98

47

83

94

54

91

85

88

90

99

62

98

81

61

83

0.1
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ภาพที่ 19 Maximum likelihood tree ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน recA (588 คูเบส) จากแบคทีเรีย 
Xenorhabdus วิเคราะหดวย Kimura-2-parameter (Bootstrap 1,000 ครั้ง) 
 
 
 

 MW12.3 TH

 X.japonica_strain_DSM16522

 X.vietnamensis

 X.ishibashii

 X.ehlersii_strain_DSM16337

 X.griffiniae_strain_ID10

 X.magdalenensis_IMI_397775

 X.doucetiae_strain_FRM16

 X.romanii_strain_PR06-A

 X.kozodoii_strain_IT10

 X.kozodoii_strain_ES01

 X.kozodoii_strain_SaV

 X.poinarii_strain_G6

 X.poinarii_strain_AZ26

 X.poinarii_strain_CU01

 X.beddingii_strain_Q58

 X.miraniensis_strain_Q1

 X.khoisanae_strain_106-C

 X.khoisanae_strain_SF362

 X.szentirmaii_strain_DSM16338

 X.koppenhoeferi_strain_USNJ01

 X.hominickii_strain_KR05

 X.hominickii_strain_KE01

 X.hominickii_strain_KR01

 X.nematophilus

 X.mauleonii_strain_VC01

 MW16.3 TH

 MW16.5 TH

 X.stockiae_strain_TH01

 X.innexi_strain_DSM16336

 X.innexi_strain_UY61

 X.cabanillasii_strain_USTX62

 X.budapestensis_strain_CN03

 X.budapestensis_strain_DSM16342

 X.indica_strain_DSM17382_D

 X.indica_strain_OM01

 X.bovienii_strain_TB20

 X.bovienii_strain_T228

 X.bovienii_SS-2004

 X.bovienii_strain_CS03

 X.bovienii_strain_Si

 X.bovienii_strain_USNY95

 Escherichia_coli_str._K-12_substr.MG1655

 Escherichia_coli_str._K-12_substr.MG1655(2)100

99

100

98

74

96

100

100

36

88

42

27

94

100

98

78

96

96

99

86

100

100

92

99

75

98

94

82

46

46

74

95

41

29

22

53

24

13

16

8

0.05
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ภาพที่ 20 Maximum likelihood tree ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน recA (588 คูเบส) จากแบคทีเรีย 
Photorhabdus วิเคราะหดวย Kimura-2- parameter (Bootstrap 1,000 ครั้ง)  
 
 

 MW8.1_TH

 MW56.5_TH

 MW4.5_TH

 MW4.4_TH

 MW1.2_TH

 MW38.3_TH

 MW54.1_TH

 MW49.3_TH

 P.luminescens subsp.hainanensis strain C8404

 MW49.4_TH

 MW59.2_TH

 MW59.5_TH

 P.luminescens subsp.akhurstii strain FRG04

 MW90.1_TH

 MW107.2_TH

 MW107.5_TH

 MW103.2_TH

 MW74.2_TH

 MW29.2_TH

 MW29.4_TH

 MW86.4_TH

 MW89.5_TH

 P.luminescens subsp.laumondii strain E21

 P.luminescens subsp.kayaii strain KR04

 P.luminescens subsp.kayaii strain C8406

 P.luminescens subsp.kayaii strain FR33

 P.luminescens subsp.kayaii strain IT12

 P.luminescens subsp.kayaii strain CIP108428

 P.luminescens subsp.noenieputensis

 P.luminescens subsp.caribbeanensis strain HG29

 P.luminescens subsp.caribbeanensis strain HG26

 P.luminescens subsp.luminescens strain Hm

 P.luminescens subsp.luminescens strain Hb

 P.temperata subsp.cinerea strain DSM 19724

 P.asymbiotica subsp.australis strain 9802892

 P.asymbiotica subsp.asymbiotica strain 3265-86

 P.temperata subsp.temperata strain BE09

 P.temperata subsp.temperata strain XlNach

 P.temperata subsp.temperata strain K122

 MW27.4_TH

 P.temperata subsp.thracensis strain CIP108426

 P.temperata subsp.thracensis strain FR32

 P.temperata subsp.stackebrandtii strain DSM 23271

 P.temperata subsp.khanii strain C1

 P.temperata subsp.khanii strain Meg

 P.temperata subsp.khanii strain Habana

 P.temperata subsp.tasmaniensis strain T327

 P.temperata subsp.tasmaniensis strain NZH3

 P.temperata subsp.tasmaniensis strain USCA01

 Escherichia coli str. K-12 substr.MG1655

88

98

74

99

99

78

95

83

71

93

54

53

99

86

100

99

84

81

66

64

99

96

97

54

18

20

99

96

78

46

93

67

44

96

0.02
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7. ความสัมพันธระหวางปจจัยทางกายภาพและไสเดือนฝอยศัตรูแมลง 
 จากการวิเคราะหความสัมพันธระหวางปจจัยทางกายภาพของดินและไสเดือนฝอยศัตรูแมลง จํานวน 
24 ตัวอยาง พบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงที่แยกไดจากดินรวนมากที่สุดจํานวน 19 ไอโซเลต (79.17%) รองลงมา
เปนดินรวนปนทราย 4 ไอโซเลต (16.67%) และดินทราย 1 ไอโซเลต (4.17%) โดยไมสามารถแยกไสเดือน
ฝอยศัตรูแมลงไดจากดินเหนียว (ตารางที่ 9) สําหรับปจจัยทางกายภาพอื่นๆ ไดแก อุณหภูมิของดินที่พบ
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลง (n=24) เฉลี่ย 22.8 oC (14-31 oC) คาความเปนกรดดางเฉลี่ย 6.7 (6.0-7.0) และ
ความชื้นเฉลี่ย 2.0% (1.0-7.5%) พบวาไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับตัวอยางดินที่ไมพบ
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลง (n=526) (ตารางที่ 10) 
 
ตารางที่ 9 แสดงลักษณะดินที่พบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและไมพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลง จากตัวอยางดิน

ทั้งหมด 550 ตัวอยาง 
เนื้อดิน ดินที่พบไสเดือนฝอยศัตรูแมลง            ดินที่ไมพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลง 
ดินรวน 19 (79.17%) 361 (68.63%) 
ดินรวนปนทราย 4 (16.67%) 161 (30.61%) 
ดินทราย 1 (4.17%) 1 (0.19%) 
ดินรวนปนทรายปนหิน 0 (0%) 1 (0.19%) 
ดินรวนปนหิน 0 (0%) 1 (0.19%) 
ดินรวนปนเหนียว 0 (0%) 1 (0.19%) 
รวม 24 (4.36%) 526 (95.63%) 
 
 
ตารางที่ 10 แสดงคาอุณหภูมิ ความเปนกรด-ดาง และความชื้น ที่พบและไมพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงจาก

ตัวอยางดิน 550 ตัวอยาง 
ปจจัยทางกายภาพของดิน ดินที่พบไสเดือนฝอยศัตรู

แมลง (n=24) 
ดินที่ไมพบไสเดือนฝอย
ศัตรูแมลง (n=526) 

P-value  

อุณหภูมิ (oC) 14-31 14-31 
0.59 

(คาเฉลี่ย) (22.8) (22.6) 
ความเปนกรด-ดาง 6.0-7.0 5.6-7.1 

0.38 
(คาเฉลี่ย) (6.7) (6.7) 
ความชื้น (%) 1.0-7.5 1.0-8.0 

0.71 
(คาเฉลี่ย) (2.0) (2.3) 
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  บทที่ 5 
อภิปรายและวิจารณผล 

  
จากการเก็บตัวอยางดินทั้งหมด 550 ตัวอยาง จาก 110 บริเวณในพื้นที่อุทยานแหงชาติแมวงก 

ระหวางเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2557 – เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2558 สามารถแยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงจากการ
ใชหนอนกินรังผึ้งเปนเหยื่อลอไดทั้งหมด 24 ไอโซเลต โดยพบลักษณะการตายของหนอนกินรังผึ้งที่ถูกไชโดย
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Steinernema จะมีสีดํา ไมเนา และสีแดง ไมเนาจากการถูกไชโดยไสเดือนฝอยศัตรู
แมลง Heterorhabditis ซึ่งเปนไปตามการศึกษาของมณจันทร เมฆธน และคณะ (2544) โดยพบไสเดือนฝอย
ศัตรูแมลงสกุลใดสกุลหนึ่งใน 2 สกุล จากซากหนอนกินรังผึ้งทั้งหมด 5 ตัว (Thanwisai et al., 2012)  
 การจําแนกสกุลและชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสามารถทําไดโดยการดูลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงระยะตัวเต็มวัยเพศผู เพศเมีย และระยะติดตอ ภายใตกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราด (Nguyen and Smart, 1996)  แตเนื่องจากลักษณะทางสัณฐานวิทยามีความ
คลายคลึงกันมากจึงทําใหยากตอการจําแนกระดับชนิด ดังนั้นจึงไดนําวิธีทางอณูชีววิทยาเขามาใชในการ
จําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง โดยศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) เปนวิธีที่มี
ประสิทธิภาพสูงสามารถใชในการจําแนกระดับชนิดได โดยยีนที่นิยมใชคือ Internal transcribed spacer 
(ITS) rDNA ซึ่งเปน non coding gene ใชในการจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis 
(Hominick et al., 1997; Maneesakorn et al., 2011; Thanwisai et al., 2012)  และบริเวณ 28S rDNA 
ใชในการจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Steinernema (Stock et al., 2001; Nguyen et al., 
2010; Thanwisai et al., 2012) เมื่อนําไสเดือนฝอยศัตรูแมลงที่แยกไดทั้งหมด 24 ไอโซเลต มาทําการ
จําแนกสกุลพบวาเปนไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Steinernema จํานวน 3 ไอโซเลต และยังไมสามารถ
จําแนกชนิดไดเนื่องจากมีการปนเปอนเชื้อราระหวางการเก็บตัวอยางไสเดือนฝอยศัตรูแมลง สวนอีก 21 ไอโซ
เลต เปนไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis ยังไมสามารถจําแนกชนิดไดจํานวน 14 ไอโซเลต สวน
อีก 7 ไอโซเลต จําแนกชนิดไดเปน H. indica จํานวน 3 ไอโซเลต H. baujardi จํานวน 3 ไอโซเลต และอีก 1 
ไอโซเลตเปน H. amazonensis ซึ่งเปนชนิดที่ยังไมเคยมีรายงานพบในประเทศไทย การรายงานพบครั้งนี้ถือ
เปนครั้งแรกที่พบ H. amazonensis ทั้งนี้ไสเดือนฝอยศัตรูแมลง H. indica เปนชนิดที่พบไดบอยและพบได
ในหลายๆ จังหวัดของประเทศไทย (Thanwisai et al., 2012)  
 งานวิจัยครั้งนี้พบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis เปนจํานวนไอโซเลตที่มากกวาสกุล 
Steinernema ซึ่งแตกตางจากงานวิจัยที่ผานมาซึ่งพบวาไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Steinernema ได
มากกวา อยางไรก็ตามมีรายงานพบการแพรกระจายของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงทั้ง 2 สกุล ไดเกือบทุกทวีป 
ยกเวนแถบแอนตารกติก (Poinar, 1990) และรายงานการแพรกระจายของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง 
Heterorhabditis ในแถบอเมริกาเหนือและใต, ออสเตรเลีย, ยุโรป, เอเชีย และ แอฟริกา (Tailliez et al., 
2006; Tailliez et al., 2010) การศึกษาในครั้งนี้สามารถแยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงจากดินไดจํานวน 24 ไอ
โซเลต (4.36%) พบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Steinernema เพียง 3 ไอโซเลต ซึ่งนอยกวาไสเดือนฝอย
ศัตรูแมลง Heterorhabditis ที่พบมากถึง 21 ไอโซเลต ซึ่งแตกตางกับงานวิจัยของ Hominick et al. (1995) 
ที่รายงานการพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Steinernema มากที่สุดในแถบทวีปยุโรป คิดเปน 37-48% 
เนื่องจากไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Steinernema มีความสามารถในการปรับตัวในสิ่งแวดลอมไดดีกวา
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Heterorhabditis (Nyasani et al., 2008) อยางไรก็ตามในการศึกษาในครั้งนี้
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ยังไมสามารถอธิบายไดอยางแนนอนวาการพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis ไดมากกวา
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Steinernema ในเขตอุทยานแหงชาติแมวงกมีปจจัยใดเขามาเกี่ยวของ ทั้งนี้
อาจเนื่องจากอุณหภูมิที่คอนขางเย็นตลอดป  

ในประเทศไทยเริ่มมีรายงานการสํารวจพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในป ค.ศ. 1998  โดย Nuchanart 
และ Sontirat ไดสํารวจไสเ ดือนฝอยศัตรูแมลงในประเทศไทย 8 จังหวัด ไดแก  กาญจนบุรี  พิจิตร 
พระนครศรีอยุธยา กาฬสินธุ มหาสารคาม ขอนแกน หนองคาย และสระแกว พบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงใน
สกุล Steinernema จํานวน 8 ไอโซเลต และไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Heterorhabditis จํานวน 1 ไอโซ
เลต ตอมา (ธาริณี นาแสวง, ม.ป.ป., หนา 661) ไดรายงานการสํารวจพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยจํานวน 6 จังหวัด ไดแก กาฬสินธุ มหาสารคาม ชัยภูมิ รอยเอ็ด ศรีสะ
เกษ และหนองบัวลําภู พบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Steinernema และสกุล Heterorhabditis รวมกัน
เปนจํานวน 7 ไอโซเลต และลาสุดในป ค.ศ. 2012 Thanwisai และคณะ ไดมีการสํารวจไสเดือนฝอยศัตรู
แมลงครั้งใหญจาก 13 จังหวัดทั่วประเทศไทย ไดแก จังหวัดชัยภูมิ ขอนแกน นครราชสีมา นครนายก นนทบุรี 
ปทุมธานี พระนครศรีอยุธยา นครปฐม สุพรรณบุรี ลพบุรี เพชรบูรณ กาญจนบุรี และเพชรบุรี พบไสเดือนฝอย
ศัตรูแมลงสกุล Steinernema จํานวน 2 ชนิด ไดแก S. websteri และ S. khoisanae โดยพบไสเดือนฝอย
ศัตรูแมลง S. websteri มากที่สุดและพบในหลายๆ จังหวัด ไดแก จังหวัดขอนแกน เพชรบูรณ สุพรรณบุรี 
นครนายก และกาญจนบุรี และพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลง S. khoisanae จํานวนนอยเพียง 3 ไอโซเลตและ
พบเพียงในจังหวัดเพชรบูรณเทานั้น และมีรายงานการพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis 
จํานวน 5 ชนิด ไดแก H. indica, H. bacteriophora, H. baujardi, H. sp. SGmg3 และ H. sp. SGgi โดย
พบ H. indica มีการกระจายมากที่สุดในจังหวัดขอนแกน นครนายก สุพรรณบุรี เพชรบูรณ และกาญจนบุรี 
รองลงมาพบ H. sp. SGmg3 ใน 3 จังหวัด ไดแก ขอนแกน เพชรบูรณ และกาญจนบุรี H. bacteriophora, 
H. baujardi และ H. sp. SGgi จากจังหวัดเพชรบูรณ ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้พบ H. indica ในพื้นที่อุทยาน
แหงชาติแมวงก ซึ่งเปนการยืนยันไดวา H. indica เปนชนิดที่พบไดบอยในประเทศไทย นอกจากนี้ยังพบวา H. 
amazonensis ยังไมเคยมีรายงานในประเทศไทยมากอน แตอยางไรก็ตามไสเดือนฝอยศัตรูแมลง H. 
amazonensis รายงานพบครั้งแรกในเขตปาอะเมซอน ประเทศบราซิล ซึ่งเปนพื้นที่ปาที่อุดมสมบูรณ ทั้งนี้
อาจจะหมายความวาในพื้นที่อุทยานแหงชาติแมวงกเปนพื้นที่ที่อุดมสมบูรณ 

การจําแนกชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Heterorhabditis และ Steinernema  โดยใช 
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Internal Transcribed Spacer (ITS)  และ 28S rDNA ตามลําดับ พบวาลําดับนิ
วคลีโอไทดของทั้ง 2 ยีนมีความเหมาะสมในการจําแนกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในประเทศไทยทั้ง 2 สกุล 
(Hominick et al., 1997; Stock et al., 2001; Nguyen et al., 2010; Thanwisai et al., 2012) จากการ
แยกแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus จากไสเดือนฝอยศัตรูแมลง Steinernema และ 
Heterorhabditis ตามลําดับ และจําแนกชนิดของแบคทีเรียดวยยีน recA (Thanwisai et al., 2012) พบ
แบคทีเรีย Xenorhabdus ทั้งหมดจํานวน 3 ไอโซเลต โดยแยกเปน แบคทีเรีย X. stockiae จํานวน 2 ไอโซ
เลต และแบคทีเรีย X. japonica จํานวน 1 ไอโซเลต ในขณะเดียวกันพบแบคทีเรีย Photorhabdus ทั้งหมด 
21 ไอโซเลต โดยเปน P. luminescens subsp. akhurstii จํานวน 20 ไอโซเลต โดยมี H. indica และ H. 
baujardi เปนโฮสต สวนอีกหนึ่งไอโซเลตเปนแบคทีเรีย P. temperata subsp. temperata การศึกษาครั้ง
นี้ เปนการสํารวจพบเปนครั้ งแรกในประเทศไทยที่มีการรายงานพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงชนิด H. 
amazonensis และแบคทีเรีย X. japonica และ P. temperata subsp. temperate แสดงใหเห็นวาใน
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อุทยานแหงชาติแมวงกของประเทศไทยมีความหลากหลายทางชีวภาพของทั้งแบคทีเรียและไสเดือนฝอยศัตรู
แมลง 
 จากการศึกษาสายสัมพันธทางสายวิวัฒนาการของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงจากอุทยานแหงชาติแมวงก
ของประเทศไทยใหผลสอดคลองกับการศึกษาของ Thanwisai et al. (2012) ที่มีการสํารวจไสเดือนฝอยศัตรู
แมลงในประเทศไทย นั่นคือไสเดือนฝอยแมลงศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis พบวาสวนใหญมี
ความสัมพันธทางสายวิวัฒนาการใกลชิดกับ H. indica และ H. baujardi อยางไรก็ตามยังมีไสเดือนฝอยศัตรู
แมลงสกุล Heterorhabditis จํานวน 1 ไอโซเลต ที่มีความสัมพันธทางสายวิวัฒนาการใกลชิดกับ H. 
amazonensis ซึ่งเปนไสเดือนฝอยศัตรูแมลงที่ไมเคยมีรายงานในประเทศไทย แตมีรายงานพบครั้งแรกที่
ประเทศบราซิล (Andalo et al., 2006)  
 จากการศึกษาสายสัมพันธทางสายวิวัฒนาการของแบคทีเรีย Xenorhabdus และแบคทีเรีย 
Photorhabdus ใหผลสอดคลองกับการศึกษาของ Thanwisai et al. (2012) ที่มีการแยกแบคทีเรียเหลานี้
จากไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในประเทศไทย นั่นคือพบวาแบคทีเรีย Xenorhabdus จํานวน 2 ไอโซเลต ที่มี
ความใกลชิดกับแบคทีเรีย X. stockiae และพบแบคทีเรีย Xenorhabdus จํานวนเพียง 1 ไอโซเลตมีความ
ใกลชิดกับ X. japonica ซึ่งยังไมเคยมีรายงานพบในประเทศไทย สําหรับสายสัมพันธทางสายวิวัฒนาการของ
แบคทีเรีย Photorhabdus พบวาสวนใหญแบคทีเรียมีความใกลชิดกับ P. luminescens subsp. akhurstii 
นอกจากนี้ยังมีแบคทีเรีย Photorhabdus อีก 1 ไอโซเลตที่มีความใกลชิดกับแบคทีเรีย P. temperata 
subsp. temperata ซึ่งยังไมเคยมีรายงานพบในประเทศไทย  
 จากการศึกษาความสัมพันธระหวางปจจัยทางกายภาพของดินกับไสเดือนฝอยศัตรูแมลง พบวาคา
อุณหภูมิ คาความเปนกรด-ดาง และคาความชื้นที่บันทึกไดจากตัวอยางดินทั้งหมด พบวาไมมีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางดินที่พบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและไมพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงซึ่งสอดคลอง
กับรายงานของ Thanwisai และคณะ (2012) จากการศึกษานี้ไมพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในดินเหนียว อาจ
เปนเพราะลักษณะของดินเหนียวทําใหการอยูรอดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงตํ่าลง เนื่องจากดินเหนียวมี
ชองวางระหวางเม็ดดินและออกซิเจนภายในดินที่นอย (Molyneux, 1984; Kung et al., 1990) ในทาง
ตรงกันขามดินรวนปนทราย ดินทราย และดินรวน มีชองวางขนาดใหญระหวางเม็ดดิน ปริมาณสัดสวนของ
อากาศจึงมีมากกวาน้ํา ซึ่งสําหรับไสเดือนฝอยศัตรูแมลงแลวลักษณะดังกลาวเหมาะสมตอการนําอาหารสะสม
ไวภายในตัวมาใชอยางมีประสิทธิภาพ (Georgis and Poinar, 1993) ดังนั้นจึงพบวาไสเดือนฝอยศัตรูแมลง
สามารถมีชีวิตรอดไดเปนระยะเวลานาน จึงมีโอกาสที่พบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในดินรวนปนทราย ดินทราย 
และดินรวน ไดบอยกวาลักษณะดินชนิดอื่นๆ 

ความชื้นในดินมีความสําคัญตอการอยูรอดและความสามารถในการเขาทําลายแมลงอาศัย โดย
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงไมสามารถเคลื่อนที่ไดในสภาพความชื้นตํ่าหรือสูงมากๆ (Grant and Villani, 2003; 
Mauleon et al., 2006; Nielsen et al., 2008) ซึ่งสงผลทําใหความอยูรอดต่ําเพราะไมสามารถเคลื่อนที่หา
แมลงอาศัยตัวใหมได ความช้ืนในดินท่ีแตกตางกันอาจพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงไดตางกัน โดยความชื้นในดินที่
เหมาะสมของ H. indica อยูระหวาง 8-18% สวน S. themophilum อยูระหวาง 6-20% และ S. glaseri 
อยูระหวาง 8-25% (Yadav, 2012)  

อุณหภูมิของตัวอยางดินเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญตอการอยูรอดของระยะตัวออนของไสเดือน
ฝอยศัตรูแมลง โดยท่ัวไปพบวาอุณหภูมิที่ต่ํากวา 0 และสูงกวา 40 องศาเซลเซียส ทําใหไสเดือนฝอยศัตรูแมลง
ตายได และอุณหภูมิระหวาง 10-15 องศาเซลเซียส สามารถควบคุมหรือจํากัดการเคลื่อนที่ของไสเดือนฝอยได 
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ในขณะที่อุณหภูมิสูงระหวาง 30-40 องศาเซลเซียส ทําใหความสามารถในการเขาทําลายแมลงของไสเดือน
ฝอยลดลงได (Rohde et al., 2010)   

คาความเปนกรด-ดางของดินเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการอยูรอดและความสามารถในการเขา
ทําลายของไสเดือนฝอยศัตรูแมลง โดยมีรายงานวาไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Steinernema สามารถอยู
รอดและเขาทําลายแมลงอาศัยลดลงเพียงเล็กนอยในดินที่มีการปรับเปลี่ยนคาความเปนกรด-ดางอยูระหวาง 
pH 8-pH 4 และอัตราการอยูรอดและเขาทําลายลดลงตํ่ามากที่สุดเมื่อ pH 10 (Kung et al. 1990) ทั้งนี้ใน
ดินประกอบดวยสวนตางๆ หลายชนิดไดแกอากาศในดิน เชน กาซไนโตรเจน (N2) ออกซิเจน (O2) และ
คารบอนไดออกไซด (CO2) น้ําในดิน สารอินทรีย อนินทรียวัตถุหรือแรธาตุ ปจจัยเหลานี้อาจมีผลตอการอยู
รอดหรือการพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลง  
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บทที่ 6 
สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

  
สรุปผลการวิจัย  

จากการเก็บดินทั้งหมด 550 ตัวอยาง ในเขตพื้นที่อุทยานแหงชาติแมวงก แลวทําการแยกไสเดือน
ฝอยศัตรูแมลงออกจากตัวอยางดินโดยใชหนอนกินรังผึ้งเปนเหยื่อลอ แยกไสเดือนฝอยศัตรูแมลงทั้ง 2 สกุล คือ 
Heterorhabditis และ Steinernema สวนใหญเปนไสเดือนฝอยศัตรูแมลงในสกุล Heterorhabditis ซึ่ง
สามารถจําแนกชนิดไดเปน H. indica H. baujardi และ H. amazonensis ซึ่งยังไมเคยมีรายงานในประเทศ
ไทย สําหรับแบคทีเรียแยกได 24 ไอโซเลต จําแนกชนิดเปน 2 สกุล คือ Xenorhabdus จํานวน 3 ไอโซเลต 
แบงเปน X. stockiae และ X. japonica ซึ่งยังไมเคยมีรายงานในประเทศไทย และ Photorhabdus จํานวน 
21 ไอโซเลต จําแนกชนิดไดเปน P. luminescens subsp. akhurstii 20 ไอโซเลต และอีก 1 ไอโซเลตเปน  
Photorhabdus temperata subsp. temperata ซึ่งยังไมเคยมีรายงานในประเทศไทย  

ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงที่เปนโฮสตของ P. luminescens subsp. akhurstii สวนมากเปน H. 
indica สําหรับไสเดือนฝอยศัตรูแมลง S. websteri จะเปนโฮสตหลักของ X. stockiae และไสเดือนฝอยศัตรู
แมลง S. kushidai   

ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงสามารถพบไดในดินที่มีชวงความเปนกรดดาง อุณหภูมิ และความชื้นที่กวาง 
ซึ่งคาปจจัยทางกายภาพของตัวอยางดินที่พบและไมพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ  

 
ขอเสนอแนะ  

จากการศึกษาในครั้งนี้สามารถนําไปใชเปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาความหลากชนิดของทั้ง
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus ในพื้นที่อุทยานแหงชาติแมวงก
ของประเทศไทย ซึ่งผลที่ไดเปนแนวโนมที่ดีในการพบชนิดของไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรียที่ยังไมเคย
มีรายงานพบในประเทศไทย ไดแก H. amazonensis และ Photorhabdus temperata subsp. 
temperata แสดงใหเห็นวาพื้นที่อุทยานแหงชาติแมวงก นาจะมีแมลงที่เปนโฮสตหลักของไสเดือนฝอยศัตรู
แมลง H. amazonensis นอกจากนี้ยังพบไสเดือนฝอยศัตรูแมลงชนิดนี้เพียงหนึ่งไอโซเลตเทานั้น แสดงวามี
ความหลากหลายที่คอนขางตํ่า พื้นที่อุทยานแหงชาติแมวงกอาจจะเปนถิ่นที่อาศัยหลักของไสเดือนฝอยศัตรู
แมลงชนิดนี้ ถาหากมีการเปลี่ยนแปลงสภาพพื้นที่หรือสภาพภูมิอากาศอาจจะทําใหแมลงที่เปนโฮสตของ
ไสเดือนฝอยศัตรูแมลงชนิดนี้สุญพันธุไป และอาจจะสงผลกระทบตอเนื่องโดยอาจจะไมสามารถพบไสเดือน
ฝอยศัตรูแมลงชนิดนี้ได อยางไรก็ตามควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในการเก็บตัวอยางดินจากบริเวณอื่นๆ ของเขต
อุทยานแหงชาติแมวงก หรืออาจจะขยายพื้นที่การเก็บตัวอยางดินไปในอุทยานแหงชาติอื่นๆ ที่มีความอุดม
สมบูรณที่อาจจะพบความหลากหลายของทั้งไสเดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรีย Xenorhabdus และ 
Photorhabdus  นอกจากนี้อาจจะศึกษาเพิ่มเติมถึงการนํานําแบคทีเรีย Xenorhabdus และ 
Photorhabdus และไสเดือนฝอยศัตรูแมลงที่แยกไดจากการศึกษาในครั้งนี้ไปใชประโยชนในการเปน 
biological control agent ตอไป   หรือควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการหาสารประกอบทุติยภูมิ 
(secondary metabolites) ที่พบไดในแบคทีเรีย Xenorhabdus และ Photorhabdus  โดยเฉพาะอยางยิ่ง
สารที่มีคุณสมบัติในการกําจัดแมลงศัตรูพืชและจุลชีพที่กอโรคในมนุษยเพื่อนําไปใชประโยชนในอนาคตตอไป 
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ภาคผนวก ก 
การติดตอประสานงานกับหัวหนาอุทยานแหงชาติแมวงก  

การเก็บตัวอยางดิน วัดและจดบันทึกปจจัยทางกายภาพของตัวอยางดิน 
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ภาพที ่1 ติดตอประสานงานกับหัวหนาอุทยานแหงชาติแมวงก 
 
 

 
 

ภาพที ่2 พื้นที่ชองเย็น ในอุทยานแหงชาติแมวงก 
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ภาพที ่3 พื้นที่เก็บตัวอยางดินในอุทยานแหงชาติแมวงก 
 

 

 
 

ภาพที ่4 เก็บตัวอยางดินบริเวณเสนทางศึกษาธรรมชาติบริเวณชองเย็นในอุทยานแหงชาติแมวงก 
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ภาพที ่5 พื้นที่เก็บตัวอยางดินในอุทยานแหงชาติแมวงก 
 
 

 
 

ภาพที ่6 พื้นที่เก็บตัวอยางดินในอุทยานแหงชาติแมวงก 
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ภาพที ่7 การวัดปจจัยทางกายของตัวอยางดิน 
 
 

 
 

ภาพที ่8 จดบันทึกปจจัยทางกายของตัวอยางดิน 
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ภาคผนวก ข 
ขอมูลการเก็บตัวอยางดินทั้งหมด 550 ตัวอยาง จากอุทยานแหงชาติแมวงก 

ต้ังแตวันที่ 2 สิงหาคม 2557 ถึงวันที่ 24 กรกฎาคม 2558 
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ตาราง ขอมูลการเก็บตัวอยางดินจากอุทยานแหงชาติแมวงก จังหวัดกําแพงเพชร 

ว/ด/ป เวลา สถานที่ รหัส จุดยอยที่ พิกัดที่ตั้ง pH 
อุณหภูมิ 

(C) 
ความชื้น 

(%) 
เนื้อดิน 

2/8/2557 13.35 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW1 1 N 15 ̊ 10' 40.1" 7.0 30 1.0 รวน 

        2 E 101 ̊ 44' 42.1" 7.0 30 1.0 รวน 

        3   7.0 31 1.0 รวน 

        4 Elev= 244 m 6.8 30 1.0 รวน 

        5   6.8 29 1.0 รวน 

2/8/2557 13.42 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW2 1 N 16 ̊ 62' 27.0" 7.0 29 1.0 รวน 

        2 E 099 ̊ 13' 59.2" 6.8 29 1.0 รวน 

        3   6.8 29 1.0 รวน 

        4 Elev= 270 m 6.8 28 1.0 รวน 

        5   7.0 28 1.0 รวน 

2/8/2557 13.52 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW3 1 N 16 ̊ 02' 27.7" 6.8 29 2.0 รวน 

        2 E 099 ̊ 14' 01.5" 6.8 28 2.0 รวน 

        3   6.8 28 1.0 รวน 

        4 Elev= 316 m 6.8 28 1.5 รวน 

        5   6.8 28 2.0 รวน 
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ตาราง ขอมูลการเก็บตัวอยางดินจากอุทยานแหงชาติแมวงก จังหวัดกําแพงเพชร (ตอ) 

ว/ด/ป เวลา สถานที่ รหัส จุดยอยที่ พิกัดที่ตั้ง pH 
อุณหภูมิ 

(C) 
ความชื้น 

(%) 
เนื้อดิน 

2/8/2557 14.00 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW4 1 N 16 ̊ 02' 27.0" 7.0 29 1.0 รวน 

        2 E 099 ̊ 14' 07.0" 6.8 29 1.5 รวน 

        3   7.0 28 1.0 รวน 

        4 Elev= 304 m 6.8 28 1.5 รวน 

        5   6.8 28 2.0 รวน 

2/8/2557 14.11 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW5 1 N 16 ̊ 02' 31.7" 7.0 29 1.0 รวน 

        2 E 099 ̊ 14' 11.5" 6.8 29 1.0 รวน 

        3   6.8 28 1.5 รวน 

        4 Elev= 293 m 6.8 28 2.0 รวน 

        5   6.8 28 2.0 รวน 

2/8/2557 14.19 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW6 1 N 16 ̊ 02' 36.2" 7.0 27 1.0 รวน 

        2 E 099 ̊ 14' 11.0" 7.0 27 1.5 รวน 

        3   6.8 27 1.5 รวน 

        4 Elev= 318 m 6.8 28 1.5 รวน 

        5   6.8 28 1.5 รวน 
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ตาราง ขอมูลการเก็บตัวอยางดินจากอุทยานแหงชาติแมวงก จังหวัดกําแพงเพชร (ตอ) 

ว/ด/ป เวลา สถานที่ รหัส จุดยอยที่ พิกัดที่ตั้ง pH 
อุณหภูมิ 

(C) 
ความชื้น 

(%) 
เนื้อดิน 

2/8/2557 14.29 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW7 1 N 16 ̊ 02' 41.5" 6.8 28 1.0 รวน 

        2 E 099 ̊ 14' 11.8" 6.8 28 2.5 รวน 

        3   6.4 27 1.0 รวน 

        4   7.0 29 1.0 รวน 

        5   6.8 29 1.5 รวน 

2/8/2557 14.47 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW8 1 N 16 ̊ 02' 46.8" 6.8 31 1.0 รวน 

        2 E 16 ̊ 14' 06.0" 7.0 29 1.0 รวน 

        3   6.8 28 1.0 รวน 

        4 Elev= 309 m 6.8 28 1.0 รวน 

        5   7.0 28 1.0 รวน 

17/1/2558 9.39 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW9 1 - 7.0 20 1.0 รวน 

        2   7.0 20 1.0 รวน 

        3   7.0 20 1.0 รวน 

        4   7.0 19 1.0 รวน 

        5   7.0 19 1.0 รวน 



 

8-90 

 

ตาราง ขอมูลการเก็บตัวอยางดินจากอุทยานแหงชาติแมวงก จังหวัดกําแพงเพชร (ตอ) 

ว/ด/ป เวลา สถานที่ รหัส จุดยอยที่ พิกัดที่ตั้ง pH 
อุณหภูมิ 

(C) 
ความชื้น 

(%) 
เนื้อดิน 

17/1/2558 9.45 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW10 1 - 7.0 20 1.0 รวน 

        2   7.0 20 1.0 รวน 

        3   7.0 24 1.0 รวน 

        4   7.0 21 1.0 รวน 

        5   7.0 23 1.0 รวน 

17/1/2558 10.00 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW11 1 - 7.0 23 1.0 รวน 

        2   7.0 19 1.0 รวน 

        3   7.0 21 1.0 รวน 

        4   7.0 20 1.0 รวน 

        5   7.0 20 1.0 รวน 

17/1/2558 10.05 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW12 1 - 6.8 18 1.5 รวน 

        2   6.8 18 1.5 รวน 

        3   7.0 21 1.0 รวน 

        4   7.0 19 1.0 รวน 

        5   6.8 18 1.0 รวน 



 

8-91 

 

ตาราง ขอมูลการเก็บตัวอยางดินจากอุทยานแหงชาติแมวงก จังหวัดกําแพงเพชร (ตอ) 

ว/ด/ป เวลา สถานที่ รหัส จุดยอยที่ พิกัดที่ตั้ง pH 
อุณหภูมิ 

(C) 
ความชื้น 

(%) 
เนื้อดิน 

17/1/2558 10.10 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW13 1 - 7.0 17 1.0 รวน 

        2   6.9 18 1.0 รวน 

        3   6.8 20 1.5 รวน 

        4   7.0 18 1.0 รวน 

        5   7.0 20 1.0 รวน 

17/1/2558 10.16 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW14 1 - 6.6 21 2.0 รวน 

        2   6.8 21 2.0 รวน 

        3   7.0 22 1.0 รวน 

        4   6.8 21 1.5 รวน 

        5   6.9 21 1.5 รวน 

17/1/2558 10.30 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW15 1 - 6.9 20 1.5 รวน 

        2   7.0 20 1.0 รวน 

        3   6.8 21 1.5 รวน 

        4   7.0 20 1.0 รวน 

        5   6.9 21 1.0 รวน 



 

8-92 

 

ตาราง ขอมูลการเก็บตัวอยางดินจากอุทยานแหงชาติแมวงก จังหวัดกําแพงเพชร (ตอ) 

ว/ด/ป เวลา สถานที่ รหัส จุดยอยที่ พิกัดที่ตั้ง pH 
อุณหภูมิ 

(C) 
ความชื้น 

(%) 
เนื้อดิน 

17/1/2558 10.35 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW16 1 - 6.8 20 1.0 รวน 

        2   6.8 20 1.5 รวน 

        3   6.9 21 1.0 รวน 

        4   6.8 19 1.5 รวน 

        5   6.8 21 1.5 รวน 

17/1/2558 10.43 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW17 1 - 6.5 17 2.5 รวน 

        2   6.8 17 2.0 รวน 

        3   6.8 20 1.5 รวน 

        4   6.6 17 2.0 รวน 

        5   6.7 18 2.0 รวน 

17/1/2558 10.50 อุทยานแหงชาติแมวงก จ.กําแพงเพชร MW18 1 - 7.0 19 1.0 รวน 

        2   6.8 18 1.5 รวน 

        3   6.8 22 1.5 รวน 

        4   7.0 18 1.0 รวน 

        5   6.8 18 1.5 รวน 


