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บทคัดย่อ: ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงในวงศ์ Heterorhabdtidae จัดเป็นชีวภัณฑ์ควบคุมศัตรูพืชที่มีความสำคัญสำหรับใช้กำจัดแมลง
ศัตรูพืชหลายชนิดทั่วโลก เนื่องจากไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงสามารถทำให้แมลงศัตรูพืชตายภายใน 48-72 ชั่วโมง ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง
ยังมีความปลอดภัยต่อสิ ่งมีชีวิตนอกเป้าหมายและสิ่งแวดล้อมอีกด้วย การศึกษานี้ได้จัดจำแนกชนิดของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง 
Heterorhabditis spp. จำนวน 5 ไอโซเลท ที่พบในประเทศไทยด้วยการวิเคราะห์และเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน 
28S rRNA กับฐานข้อมูล GeneBank พบว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis spp. จำนวน 5 ไอโซเลท สามารถจัดจัดจำแนก
เป็น Heterorhabditis indica จำนวน 4 ไอโซเลท และ Heterorhabditis baujardi จำนวน 1 ไอโซเลท การศึกษาประสิทธิภาพการ
ก่อให้เกิดโรคต่อหนอนกินรังผึ้ง (Galleria mellonella) วัย 5 ทีอ่ัตรา 12, 25, 50, 100 และ 200 Infective Juveniles (IJs)/หนอน 1 
ตัว พบว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงทั้งหมดสามารถเข้าทำลายหนอนกินรังผึ้งได้ 80-100% ที่เวลา 72 ชั่วโมง หลังการทดสอบ ซึ่ง H. 
indica EPNKU64, H. indica EPNKU67, H. indica EPNKU68, H. indica EPNKU82 และ H. baujardi EPNKU75 มคี่าความเข้มข้น
ที่ทำให้แมลงตาย 90 เปอร์เซ็นต์ (LC90) เท่ากับ 4, 18, 22, 25 และ 165 IJs/หนอน 1 ตัว ตามลำดับ 
คำสำคัญ: ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง; การควบคุมโดยชีววิธี; ลำดับนิวคลีโอไทด์; หนอนกินรังผึ้ง; 28S rRNA 
 
ABSTRACT:  Entomopathogenic nematodes (EPNs) in the family Heterorhabdtidae are important biological control 
agents for controlling various insect pests worldwide, because the EPNs kill insect pests within 48- 72 hours.  EPNs 
are safe to other non-target organisms and environments. This study was to identify five isolates of Heterorhabditis 
spp. collected from Thailand by analyzing and comparing 28S rRNA sequences with the GeneBank database.  The 
results showed that five isolates of Heterorhabditis spp. were identified as 4 isolates of Heterorhabditis indica and 
1 isolate of Heterorhabditis baujardi. The pathogenicity of five Heterorhabditis spp. against the 5th instar larva of the 
greater wax moth (Galleria mellonella) was tested at the rate of 12, 25, 50, 100 and 200 Infective Juveniles (IJs)/Insect 
larva. All five Heterorhabditis spp. were able to kill the insect larvae for 80-100% after 72 hours of exposure. The 
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lethal concentration at 90% (LC90) of H. indica EPNKU64, H. indica EPNKU67, H. indica EPNKU68, H. indica EPNKU82 
and H. baujardi EPNKU75 were 4, 18, 22, 25 and 165 IJs/larva, respectively.  
Keywords: entomopathogenic nematode; biological control; nucleotide; greater wax moth; 28S rRNA 

 
บทนำ 

ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง (entomopathogenic nematodes) เป็นหนอนตัวกลมขนาดเล็ก ลำตัวเรียวยาว ไม่เป็นข้อปล้อง ไม่
มีรยางค์ (Adams and Nguyen, 2002; Hunt, 2007) ดำรงชีวิตเป็นอิสระ (free living) มีชีวิตอยู่ได้นานในธรรมชาติ และทนทานต่อ
สภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมได้ สามารถเข้าทำลายระยะตัวอ่อนและตัวเต็มวัยของแมลงได้ดีเมื่ออยู่ในสภาวะที่เหมาะสม (Adams and 
Nguyen, 2002; Gaugler, 2002) ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่มีความสำคัญในการควบคุมแมลงศัตรูพืช ได้แก่ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงในวงศ์ 
Steinernematidae และวงศ์ Heterorhabditidae (Grewal et al., 2005) ซึ่งพบว่ามีแบคทีเรียร่วมอาศัย (symbiotic bacteria) ใน
สกุล Xenorhabdus และสกุล Photorhabdus ตามลำดับ อยู่ภายในทางเดินอาหาร (Kaya and Gaugler,1993; Lewis and Clarke, 
2012) ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะตัวอ่อนที่ 3 (ระยะ infective juvenile หรือ ระยะ IJ) เป็นเพียงระยะเดียวที่จะสามารถเข้าทำลาย
แมลงอาศัยที่อยู่ภายในดินหรือพื้นดิน โดยเข้าทำลายทางช่องเปิดทางธรรมชาติของแมลงเช่น ปาก รูหายใจ ทวาร หรือชอนไชเข้าผนัง
ลำตัวแมลงโดยตรง (Kaya and Gaugler,1993; Lewis and Clarke, 2012) เมื่อไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงเข้าสู่ภายในช่องว่างลำตัวของ
แมลงอาศัยแล้ว จะปล่อยแบคทีเรียร่วมอาศัยออกมาและแบคทีเรียร่วมอาศัยมีการแบ่งเซลล์เพิ่มปริมาณภายในตัวแมลง ทำให้แมลง
อาศัยเกิดภาวะเลือดเป็นพิษ (septicemia) และตายอย่างรวดเร็วภายใน 24-48 ช่ัวโมง (Gaugler, 2002; Lewis and Clarke, 2012) 

ปัจจุบันไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงได้รับความนิยมและถูกนำมาใช้ในการกำจัดแมลงศัตรูพืชทดแทนการใช้สารเคมีในกระบวนการ
เพาะปลูกพืชแบบเกษตรอินทรีย์ เนื่องจากเป็นสารชีวภัณฑ์ที่มีประสิทธิภาพสูงในการกำจัดตัวอ่อนของแมลงศัตรูพืช หรือแมลงที่อาศัย
อยู่ตามพื้นดินได้เป็นอย่างดี เช่น หนอนด้วง หนอนแมลงวัน และหนอนผีเสื้อ และได้พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์การค้าพร้อมใช้ในหลาย
ประเทศทั่วโลก ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงยังมีความปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม ผลผลิต ผู้ผลิต รวมทั้งผู้บริโภค (Gaugler, 2002; Grewal et 
al., 2005; Lewis and Clarke, 2012; Lewis et al., 2015) อย่างไรก็ตาม การใช้ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงเพื่อควบคุมแมลงศัตรูพืชให้
ประสบความสำเร็จนั้นมีปัจจัยที่สำคัญ ได้แก่ ชนิดของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง ชนิดแมลงศัตรูพืช และปัจจัยแวดล้อม (Grewal et al., 
2005; Shapiro-Ilan et al., 2006) ซึ ่งไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงแต่ละชนิดจะมีความสามารถในการเข้าทำลายเหยื ่อที่แตกต่างกัน 
เนื่องจาก ความแตกต่างทางชีววิทยาและนิเวศวิทยาของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงชนิดนั้น นอกจากน้ัน ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงบางชนิดยังมี
ความจำเพาะเจาะจงกับชนิดแมลงอาศัย (Gaugler, 2002; Grewal et al., 2005) ความชื้น และอุณหภูมิที่แตกต่างกัน (Kaya, 1990; 
Molyneux, 1985; Shapiro-Ilan et al., 2006) และการใช้ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงเฉพาะถิ่นจะช่วยส่งเสริมให้การใช้ไส้เดือนฝอยศัตรู
แมลงควบคุมแมลงศัตรูพืชมีความสำเร็จมากขึ้น เนื่องจากไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงเฉพาะถิ่น ในหลายพื้นที่แสดงศักยภาพและมีความ
ทนทานต่อสภาพแวดล้อมได้ดีกว่าสายพันธ์ุต่างประเทศ (Maneesakorn et al., 2010; Noosidum et al., 2010)  

ในประเทศไทยมีการศึกษาและค้นพบไส้เด ือนฝอยศัตรูแมลงชนิดพันธุ ์ท้องถิ ่นในวงศ์ Steinernematidae และวงศ์ 
Heterorhabditidae มากกว่า 100 ไอโซเลท ในช่วง 2 ทศวรรษที ่ผ ่านมา (Stock et al. , 1998; Maneesakorn et al. , 2010; 
Noosidum et al. , 2010; Vitta et al. , 2017; Yooyangket et al. , 2018; Nitjarankul et al. , 2020; Suwannaroj et al. , 2020) 
และไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงในประเทศไทยเหล่านั้นบางชนิดยังมีประสิทธิภาพในการเข้าทำลายแมลงได้เป็นอย่างดี และสามารถเข้า
ทำลายแมลงได้หลากหลายชนิด เช่น ด้วงญี่ปุ่น (Maneesakorn et al., 2010) หนอนกินรังผึ้ง (Noosidum et al., 2010; Nitjarunkul 
et al., 2020) หนอนกระทู้ผัก หนอนใยผัก (Maketon et al., 2011; Noosidum et al., 2016) และด้วงหมัดผัก (Noosidum et al., 
2021) เป็นต้น ซึ่งจากข้อมูลจะเห็นได้ว่าประเทศไทยมีความหลากหลายของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงค่อนข้างสูง การสำรวจหาไส้เดือน
ฝอยศัตรูแมลงเฉพาะถิ่นเพื่อนำมาพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์กำจัดศัตรูพืชจึงเป็นเรื่องที่กำลังได้รับความสนใจ แต่อย่างไรก็ตามไส้เดือนฝอยศัตรู
แมลงที่ถูกค้นพบใหม่นั้นมีความจำเป็นต้องจัดจำแนกชนิดเพื่อทราบชนิดและกลุ่มของไสเ้ดอืนฝอยศัตรูแมลงที่ชัดเจน ซึ่งโดยทั่วไปการจดั
จำแนกชนิดของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงนั้นจะนิยมใช้วิธีการทางสัณฐานวิทยา (Nguyen and Hunt, 2007), วิธีทางชีวโมเลกุล (Stock, 



KHON KAEN AGRICULTURE JOURNAL 49 (6): 1583-1596 (2021)./doi:10.14456/kaj.2021.xx 1585  
 

2009) หรือใช้ทั้ง 2 วิธีร่วมกัน (Stock and Goodrich-Blair, 2012; Hunt and Nguyen, 2016; Nitjarankul et al., 2020) เพื่อการ
จัดจำแนกชนิดที่ถูกต้องแม่นยำมากขึ้น 

เนื่องจากไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงมีขนาดเล็ก และมีความใกล้เคียงกันของลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอกค่อนข้างสูง (Adams 
and Nguyen, 2002; Nguyen and Hunt, 2007) การจัดจำแนกโดยวิธีการทางสัณฐานวิทยาจึงทำได้ยากและใช้เวลานาน ผู้วิจัยยังต้อง
มีความรู้และความเชี่ยวชาญในการจัดจำแนกเป็นอย่างดี อาจทำให้เกิดความผิดพลาดในการจำแนกชนิดที่ไม่ถูกต้องได้ง่าย (Nitjarunkul 
et al., 2020) ดังนั้นการจัดจำแนกชนิดของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงด้วยวิธีทางชีวโมเลกุลจึงเป็นวิธีการจัดจำแนกชนิดได้ถูกต้องและ
รวดเร็วกว่าการจัดจำแนกโดยวิธีการทางสัณฐานวิทยา ซึ่งในปัจจุบันการจัดจำแนกชนิดของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล
นั้นได้รับการยอมรับและมีความแม่นยำค่อนข้างสูง (Stock, 2009; Stock and Goodrich-Blair, 2012) และยังสามารถนำข้อมลูลำดับ
เบสที่ศึกษาได้มาใช้ในการศึกษาและวิจัยทางด้านอื่นๆ ที่เกี ่ยวข้องได้ เช่น การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม ( genetic 
variability) ความสัมพันธ์ของวิวัฒนาการชาติพันธุ์ (phylogenetic relationship) ได้อีกด้วย (Hunt and Nguyen, 2016) 

การศึกษานี้ผู ้วิจัยได้สำรวจพบไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis spp. ในประเทศไทยจำนวน 5 ไอโซเลท จึงมี
วัตถุประสงค์ที่จะตรวจสอบชนิดของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงโดยใช้วิธีจัดจำแนกด้วยการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน 28S 
rRNA แล้วทำการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GeneBank จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพเบื้องต้นในการเข้าทำลายแมลงของไส้เดือนฝอย
ศัตรูแมลง Heterorhabditis spp. ข้างต้นที่มีต่อหนอนกินรังผึ้งในระดับห้องปฏิบัติการ ที่จะทำให้ทราบถึงชนิดและประสิทธิภาพการก่อ
โรคเบื้องต้นของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงทั้ง 5 ไอโซเลท เพื่อใช้เป็นข้อมูลในการพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์กำจัดแมลงต่อไป  

 
วิธีการศึกษา 

1. การเลี้ยงเพ่ิมปริมาณหนอนกินรังผ้ึง 
นำตัวเต็มวัยของผีเสื้อหนอนกินรังผึ้ง (Galleria mellonella L.) เพศผู้และเพศเมียจำนวน 10 คู ่ใส่ลงในกล่องพลาสติกขนาด 

15×21×7 เซนติเมตร วางถ้วยที่บรรจุสำลีชุบน้ำผึ้ง 10 เปอร์เซ็นต์เพื่อเป็นอาหารให้ตัวเต็มวัย จากนั้นปิดฝาที่บุด้านบนด้วยตะแกรงลวด
เพื่อระบายอากาศ สอดกระดาษสีขาวใต้ฝากล่องทั้งสี่ด้าน เมื่อผีเสื้อหนอนกินรังผึ้งวางไข่บนกระดาษ นำกระดาษมาตัดเฉพาะที่มีกลุ่มไข่ 
แล้วนำไปวางในกล่องพลาสติกเลี้ยงแมลงใบใหม่ ที่บรรจุอาหารเทียมหนอนกินรังผึ้งบดละเอียด 250 กรัม (อาหารเทียม 1 กิโลกรัม 
ประกอบด้วย แป้งข้าวโพด 233 กรัม, ข้าวสารบดละเอียด 140 กรัม, ถั่วเขียวบดละเอียด 140 กรัม, นมผง 55 กรัม, แผ่นผึ้ง 140 กรัม, 
น้ำผึ้ง 78 มิลลิลิตร, วิตามินรวม 19 มิลลิลิตร, กลีเซอรีน 78 มิลลิลิตร และน้ำกลั่น 177 มิลลิลิตร) ประมาณ 7 วัน ไข่จะฟักเป็นตัวอ่อน 
เพิ่มอาหารเทียมให้หนอนกินรังผึ้งทุก 7 วัน เก็บรักษาไว้ในห้องปฏิบัติการภาควิชากีฏวิทยา คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ที่
อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส และความช้ืนสัมพัทธ์ 75±5 เปอร์เซ็นต์ จนกว่าหนอนกินรังผึ้งจะเจริญเป็นหนอนวัย 5 (ประมาณ 25-30 
วัน) แบ่งหนอนวัย 5 ไปใช้ในการทดลองและนำส่วนที่เหลือไปเลี้ยงขยายพันธ์ุต่อไป (Noosidum et al., 2010) 

2. การเก็บและการแยกตัวอย่างไส้เดือนฝอยออกจากดิน  
นำตัวอย่างดินที่เก็บในพื้นทีเ่ขตภาคตะวันตกของประเทศไทย ประกอบด้วย จังหวัดกาญจนบุรี (อำเภอไทรโยค 3 พ้ืนท่ี อำเภอ

ทองผาภูมิ 6 พื้นที่ และอำเภอสังขละบุรี 1 พื้นที่) จังหวัดประจวบคีรีขันธ์ (อำเภอหัวหิน 1 พื้นที่) และจังหวัดเพชรบุรี (อำเภอแก่ง
กระจาน 20 พื้นที่) และ โดยทุกพื้นที่ที่ทำการเก็บตัวอย่างดินเป็นพื้นที่ป่าและใกล้แหล่งน้ำ เนื่องจากพื้นที่ที่ทำการเก็บตัวอย่างดิน 
จะต้องมีความชื้นสูง ไม่มีการใช้สารเคมีและชีวภัณฑ์ในการป้องกันและกำจัดแมลงมาก่อน โดยตักดินที่มีความชื้น จากหน้าดินจนถึง
ความลึก 20 เซนติเมตร ปริมาณ 1 กิโลกรัม (จำนวน 3 จุด ต่อ 1 พื้นที่ แต่ละจุดห่างกันไม่น้อยกว่า 20 เมตร และไม่นำมารวมกัน) ใส่
ถุงพลาสติกและมัดปากถุงเพื่อรักษาความชื้นของดิน เก็บตัวอย่างดินไว้ในกล่องโฟมที่บรรจุน้ำแข็งเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ 20 องศา
เซลเซียส (Kaya and Stock, 1997 ) 

แยกไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงจากดินด้วยวิธี modified insect baiting technique (Kaya and Stock, 1997) โดยใช้หนอนกิน
รังผึ้งวัย 5 จำนวน 10 ตัว ใส่ลงในกล่องพลาสติกขนาด 7×7×10 เซนติเมตร ที่บรรจุดินปริมาณ 250 กรัม (ตัวอย่างดินละ 4 ซ้ำ) ปิดฝา
และเก็บไว้ในห้องมืดอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส และความช้ืนสัมพัทธ์ 75±5 เปอร์เซ็นต์ เมื่อหนอนกินรังผึ้งถูกไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง
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เข้าทำลาย สังเกตุจากซากหนอนกินรังผึ้งที่พบมีลักษณะแห้งคล้ายมัมมี่และซากหนอนมีสีแดงเข้มคล้ายกันท้ังหมด แยกซากหนอนกินรัง
ผึ้งล้างด้วยแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ นาน 1 นาที ล้างด้วยฟอร์มาลีน ความเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์ นาน 1 นาที และน้ำ
สะอาดนาน 1 นาที จำนวน 2 ครั้ง (Kaya and Stock, 1997) จากนั้นนำซากหนอนกินรังผึ ้งมาผ่านวิธีการ modified White trap 
(White, 1972) โดยใช้ผ้าขาวบางขนาด 7×7 เซนติเมตร วางพาดบนจานเพาะเชื้อขนาด 5.5 เซนติเมตร ที่วางอยู่ในกล่องพลาสติกขนาด 
7×7×10 เซนติเมตร จากนั้นวางซากหนอนของแต่ละพื้นท่ีลงบนผ้าขาวบาง เติมน้ำกลั่น 5 มิลลิลิตร ปิดฝาทิ้งไว้ในท่ีมืด เมื่อไส้เดือนฝอย
ศัตรูแมลงระยะ IJ ออกจากซากหนอนกินรังผึ้งและเคลื่อนที่ลงสู่น้ำกลั่น เก็บตัวอย่างไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงเพื่อนำไปเลี้ยงเพิ่มปรมิาณ
ต่อไป  

เลี้ยงเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงตามวิธีการของ Kaya and Stock (1997) โดยหยดไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ 
อัตรา 200 IJs/น้ำ 700 ไมโครลิตร ลงบนกระดาษกรอง Whatman® เบอร์ 1 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5.5 เซนติเมตร จำนวน 2 แผ่นที่
วางอยู่ในจานเพาะเช้ือขนาด 5.5 เซนติเมตร จากนั้นใส่หนอนกินรังผึ้งวัย 5 จำนวน 5 ตัวลงในจานเพาะเช้ือ ปิดฝาและเก็บไว้ในห้องมืด
อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส และความชื้นสัมพัทธ์ 75±5 เปอร์เซ็นต์ เมื่อหนอนกินรังผึ้งตายให้นำซากหนอนกินรังผึ้งมาผ่านวิธีการ 
modified White trap (White, 1972) โดยการเปิดฝาจานเพาะเชื้อที่มีซากหนอนกินรังผึ้งแล้วนำไปวางลงในจานเพาะเชื้อขนาด 9.5 
เซนติเมตร เติมน้ำกลั่นปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชื้อขนาดใหญ่ ปิดฝาทิ้งไว้ในที่มืด เมื่อไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ ออก
จากซากหนอนกินรังผึ้งและเคลื่อนที่ลงสู่น้ำกลั่น เก็บตัวอย่างไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงในขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ 200 IJs/น้ำกลั่น 50 
มิลลิลิตร และนำไปเก็บรักษาภายในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 16±2 องศาเซลเซียส เพื่อนำใช้ในการทดลองต่อไป ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่ใช้ใน
การทดลองมีอายุไม่เกิน 3 สัปดาห์ 

3. การตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล  
เลี้ยงเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงด้วยหนอนกินรังผึ้งวัย 5 ตามวิธีการทดลองข้อ 2 จากนั้นเมื่อหนอนตายให้ผ่าซาก

หนอนกินรังผึ้งที่ถูกเข้าทำลายด้วยไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงแต่ละตัวอย่างในสารละลาย Ringer’s solution (NaCI 22.5 กรัม, CaCl2 1 
กรัม, NaH2CO3 0.5 กรัม, KCL 1 กรัม ต่อน้ำกลั่น 2.5 ลิตร) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ แยกไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะตัวเต็มวัย
เพศเมีย (hermaphroditic female) จำนวน 30 ตัว มาล้างด้วยน้ำกลั่น นาน 1 นาที ซ้ำ 2 ครั้ง จากนั้นนำตัวอย่างไส้เดือนฝอยศัตรู
แมลงที่เตรียมไว้ไปสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูป GenUpTMgDNA kit (Biotech Rabbit: Germany)  

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยดัดแปลงตามวิธีการของ Nitjarankul et al. (2020) ด้วยวิธีการ Polymerase chain reaction (PCR) 

โดยใช้ primer ที ่ตำแหน่งยีน 28S rRNA ประกอบด้วย forward primers: D2A_F (5ʹ-ACAAGTACCGTGAGGGAAAGT-3ʹ) และ 

reverse primers:  D3B_R ( 5 ʹ-TGCGAAGGAACCAGCTACTA-3 ʹ) (Nunn, 1992)  อ ั ต ร าส ่ วนท ี ่ ใช ้ ม ี  2x master mix (cat.no. 
BR0100201; Biotech Rabbit: Germany) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร, primer D2A_F และ primer D3B_R อย่างละ 2 ไมโครลิตร (0.1 
นาโนโมล /ไมโครลิตร), น้ำกลั่นปริมาตร 4 ไมโครลิตร และ genomic DNA ปริมาตร 12 ไมโครลิตร (50 นาโนกรัม) ใส่องค์ประกอบ
ทั้งหมดลงใน PCR tube ขนาด 200 ไมโครลิตร จากนั้นเริ่มจากกระบวนการ initial denaturation 94 องศาเซลเซียส 5 นาที ต่อด้วย
กระบวนการ denaturation 94 องศาเซลเซียส 1 นาที, annealing 50 องศาเซลเซียส 1 นาที และ elongation 72 องศาเซลเซียส 2 
นาที ทำซ้ำท้ังหมด 35 รอบ และเข้าสู่กระบวนการสุดท้ายคือ final elongation 72 องศาเซลเซียส 7 นาที  

นำผลิตภัณฑ์ PCR ที ่ได้ไปตรวจสอบคุณภาพด้วยวิธี agarose gel electrophoresis และทำดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ด้วยชุด 
GenUPTM PCR Cleanup Kit (Biotech Rabbit: Germany) นำดีเอ็นเอที ่บริสุทธิ ์แล้วส่งวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์  (Prima 
Scientific Ltd., Thailand และ Bio Basic Ltd., Singapore) จากนั้นวิเคราะห์ความใกล้เคียงของลำดับนิวคลีโอไทด์ของไส้เดือนฝอย
ศัตรูแมลงที่ได้กับฐานข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงของศูนย์ข้อมูล  The national center for biotechnology 
information (NCBI) (NCBI, 2020)  
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4. การทดสอบความสามารถในการก่อโรคของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่มีต่อหนอนกินรังผ้ึง 
ทดสอบความสามารถของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงในการก่อโรคกับหนอนกินรังผึ้งวัย 5 ด้วยวิธี filter paper bioassays ตาม

วิธีการ ของ Glazer and Lewis (2000) โดยหยดสารแขวนลอยไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงทีอ่ัตรา 12, 25, 50, 100 และ 200 IJs/หนอน 1 
ตัว ที่อยู่ในน้ำกลั่นปริมาตร 30 ไมโครลิตร และใช้น้ำกลั่นเป็นชุดควบคุม ลงบนกระดาษกรอง Whatman® เบอร์ 1 ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 1.27 เซนติเมตร จำนวน 2 แผ่นที่บรรจุอยูใ่น 24 well-plates จากนั้นนำหนอนกินรังผึ้งวัย 5 ใส่ลงไปในแต่ละหลุมจำนวน 1 
ตัว/หลุม ปิดฝาและเก็บ 24 well-plates ทีท่ดสอบไว้ในห้องมืดอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส และความชื้นสัมพัทธ์ 75±5 เปอร์เซ็นต์ 
โดยทำท้ังหมด 3 ซ้ำ ซ้ำละ 10 ตัว บันทึกอัตราการตายทีเ่วลา 72 ช่ัวโมง หลังการทดสอบ 

5. การวิเคราะหข์้อมูล 
วิเคราะห์ความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ภายในชนิดเดียวกันและระหว่างชนิด (pairwise distance) วิเคราะห์หาโมเดลที่

เหมาะสมในการสร้างแผนภูมิต้นไม้ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) และหาค่า maximum likelihood (ML) ที่ 1000 รอบ ด้วย
โปรแกรม MEGA-X version 10.1.1 (Kumar et al., 2018) 

การทดสอบประสิทธิภาพของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงต่อหนอนกินรังผึ้งวัย 5 วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ ์(completely 
randomized design, CRD) และนำข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ค่าความแปรปรวน โดยใช้ one-way analysis of variance (ANOVA)  
และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยในแต่กรรมวิธีด้วย Tukey’s HSD test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ด้วยโปรแกรม R version 4.1.2 (R Core 
Team, 2021) จากนั้นคำนวณหาอัตราการใช้ของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่ทำให้หนอนกินรังผึ้งวัย 5 ตาย 90% (LC90) ด้วยโปรแกรม 
Probit analysis (Finney, 1971) 
 
ผลการศึกษาและวิจารณ์ 

1. การตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยศตัรูแมลงด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล  
ผลการคัดแยกไส้เดือนฝอยศัตรแูมลงจากตัวอย่างดินดว้ยวิธี Modified insect baiting technique พบไส้เดือนฝอยศัตรแูมลง

สกุล Hetrerorhabditis จำนวน 5 ไอโซเลท จากตัวอย่างดินทั้งหมด 90 ตัวอย่าง เนื่องจากซากหนอนมีการเข้าทำลายโดยไส้เดือนฝอย
ศัตรูแมลงและซากหนอนกินรังผึ้งที่พบมีลักษณะแห้งคล้ายมัมมี่และซากหนอนมีสีแดงเข้มคล้ายกันท้ังหมด (Figure 1) โดยแบ่งออกเป็น
ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่พบในเขตพื้นที่จังหวัดกาญจนบุรี ประจวบคีรีขันธ์ และเพชรบุรี จำนวน 3, 1 และ 1 ไอโซเลท ตามลำดับ 
(Table 1) 

เมื่อนำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ตำแหน่ง 28S region ของสารพันธุกรรมภายในนิวเคลียส (nuclear DNA) ของไส้เดือนฝอย
ศัตรูแมลงทั้ง 5 ไอโซเลท ไปเปรียบเทียบการจัดเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์กับไส้เดอืนฝอยศัตรูแมลงในฐานข้อมูล NCBI พบว่า ไส้เดือนฝอย
ศัตรูแมลงทั้ง 5 ไอโซเลท จัดแบ่งเป็นไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis indica จำนวน 4 ไอโซเลท ได้แก่ H. indica EPNKU64 
(MW513451), H. indica EPNKU67 (MW513452), H. indica EPNKU68 (MW513453) ที่แยกได้จากตัวอย่างดินในจังหวัดกาญจนบรุี 
และ H. indica EPNKU82 (MW513454) ที่แยกได้จากตัวอย่างดินในจังหวัดประจวบคีรีขันธ์ ซึ่งมีความใกล้เคียงกับไส้เดือนฝอยศัตรู
แมลง H. indica (MK063805.1) ในฐานข้อมูล NCBI ถึง 99-100 เปอร์เซ็นต์ ส่วนไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงอีก 1 ไอโซเลท ที่แยกได้จาก
ตัวอย่างดินในจังหวัดเพชรบุรี จัดเป็นไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis baujardi EPNKU75 (MW513455) ซึ่งมีความใกล้เคียง
กับไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง H. baujardi  (MF621012.1) ในฐานข้อมูล NCBI ถึง 99.82 เปอร์เซ็นต์ 
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Figure 1 Infection of the Heterorhabditis spp. :  a)  the red colored- insect cadavers which were infected by 
Heterorhabditis spp.; b) the infective juveniles in a modified White trap. 

 
Table 1 Locations and GPS coordinates of the five entomopathogenic nematode isolates   
EPN isolates Locations GPS coordinates 
Heterorhabditis indica EPNKU64 Sai Yok District, Kanchanaburi Province 14°14'23.5"N 99°03'36.3"E 
Heterorhabditis indica EPNKU67 Sai Yok District, Kanchanaburi Province 14°14'23.8"N 99°03'35.7"E 
Heterorhabditis indica EPNKU68 Sai Yok District, Kanchanaburi Province 14°14'23.8"N 99°03'35.4"E 
Heterorhabditis indica EPNKU82 Hua Hin District, Prachuap Khiri Khan Province 12°32'17.6"N 99°27'46.4"E 
Heterorhabditis baujardi EPNKU75 Kaeng Krachan District, Phetchaburi Province 12°47'51.0"N 99°27'13.7"E 

 
นอกจากนั้น เมื่อพิจารณาข้อมูลความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ภายในชนิดเดียวกันและระหว่างชนิด (pairwise distances) 

ของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงซึ่งมีความยาว 529 คู่เบส (base pairs) ในกลุ่ม H. indica EPNKU64 (MW513451), H. indica EPNKU67 
(MW513452), H. indica EPNKU68 (MW513453) และ H. indica EPNKU82 (MW513454) พบว่าไม่มีความแตกต่างกับ H. indica 
(KY311814.1) แต่จะพบความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์กับ H. baujardi EPNKU75 (MW513455) และไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงชนิด
อื่นๆ ในขณะที่ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง H. baujardi EPNKU75 (MW513455) มีความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์กับไส้เดือนฝอยศัตรู
แมลงชนิดอื่นๆ อย่างชัดเจน ดังแสดงใน Table 2  

ผลการวิเคราะห์แบบจำลองแผนภูมติ้นไมท้างวิวัฒนาการ ของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงทั้ง 5 ไอโซเลท ร่วมกับลำดับนิวคลีโอไทด์
ที่ตำแหน่ง 28S rRNA ของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงในฐานข้อมูล GeneBank ซึ่งประกอบไปด้วยไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง H. zealandica 
(EU099035.1) , H.  safricana (EU100416.1) , H.  noenieputensis (JX624110.1) , H.  Mexicana (EU100414.1) , H.  megidis 
( EU100413. 1) , H.  marelatus ( EU100412. 1) , H.  indica ( KY311814. 1) , H.  georgiana ( EU099033. 1) , H.  floridensis 
(EU099034.1), H. bacteriophora (KT378445.1), H. atacamensis (HM230724.1), H. amazonensi (EU099036.1) และ S. 
carpocapsae (KY914572.1) พบว่าแบบจำลองแผนภูมิต้นไม้ทางวิวัฒนาการของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis เป็น
แบบกลุ่มไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่มีความสัมพันธ์มาจากชาติพันธุ์เดียว (monophyletic) และไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงทั้ง 5 ไอโซเลท จัด
เข้าอยู่ในกลุ่มของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis (Figure 2) 

การศึกษานี้สอดคล้องกับ Maketon et al. (2011) ที ่ได้รายงานการค้นพบไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง H. indica ในจังหวัด
กาญจนบุรี ของประเทศไทยเช่นเดียวกัน นอกจากนั้นยังมรีายงานการค้นพบ H. indica ในจังหวัดอื่นๆ ของประเทศไทยเพิ่มเติม เช่น H. 
indica MP17 ในจังหวัดขอนแก่น, H. indica MP111 ในจังหวัดกระบี่ (Maneesakorn et al., 2010), H. indica K1, H. indica K2, 

a) b) 
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H. indica K3, H. indica K4 และ H. indica K5 ในจังหวัดสุราษฎร์ธานี (Noosidum et al., 2010) และมีรายงานการค้นพบ H. 
indica เพิ่มเติมอีก ในจังหวัดพิษณุโลกจำนวน 14 ไอโซเลท (Suwannaroj et al., 2020) ในจังหวัดสุราษฎร์ธานี เพชรบุรี ระยอง 
ฉะเชิงเทรา จันทบุรี นราธิวาส ชลบุรี และเชียงใหม่ จำนวน 9, 7, 3, 3, 2, 1, 1 และ 1 ไอโซเลท ตามลำดับ (Nitjarunkul et al., 2020) 

ในการศึกษาครั้งนี้ได้รายงานการพบไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง H. baujardi ในเขตจังหวัดเพชรบุรีเป็นครั้งแรก ซึ่งเป็นการ
รายงานการค้นพบไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง H. baujardi เพิ่มเติมจากการผลการศึกษาของ Noosidum et al. (2010) ที่ได้ค้นพบ H. 
baujardi K6 จากจังหวัดสุราษฎร์ธานี และ Yooyangket et al. (2018) ได้ค้นพบ H. baujardi จำนวน 2 ไอโซเลท ที่อุทยานแห่งชาติ
น้ำหนาว จังหวัดเพชรบูรณ์ 

ทั้งนีส้ภาพแวดล้อมในประเทศไทยถือเป็นปัจจัยหลักในการดำรงชีวิตของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง และเป็นสาเหตุที่มีการค้นพบ
ความหลากหลายของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงสูงมากในประเทศไทย เนื่องจากสภาพแวดล้อมของประเทศไทยที่จัดอยู่ในแถบภูมิประเทศ
แบบเขตร้อนชื้น มีฝนตกชุกเกือบทั้งปี และมีความชื้นในดินสูงจึงมีความเหมาะสมกับการพักอาศัยของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง 
(Molyneux, 1985) นอกจากนีอุ้ณหภูมิของสภาพแวดล้อมถือเป็นอีกหนึ่งในปัจจัยหลักท่ีมีผลตอ่วงจรชีวิตของไส้เดอืนฝอยศัตรูแมลง ทั้ง
ในด้านของการพักพิงอาศัยในธรรมชาติ การเจริญเติบโต และการเข้าทำลายแมลงอาศัย (Kaya, 1990; Glazer and Lewis, 2000; 
Gaugler, 2002; Shapiro-Ilan et al., 2006)  

อย่างไรก็ตาม การค้นพบไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงนั้นยังขึ้นอยู่กับปัจจัยสภาพแวดล้อมอื่นๆ อีกหลายประการ เช่น ความช้ืน 
อุณหภูมิ แสง คุณสมบัติของดิน ลักษณะภูมิประเทศ ชนิดและความชุกชุมของแมลงอาศัย เป็นต้น (Gaugler, 2002; Hominick, 2002) 
ซึ่งปัจจัยดังกล่าวจะส่งผลต่อการค้นพบไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง เช่น การค้นพบ H. indica ในประเทศอินเดีย และในประเทศเคนยา 
(Stack et al., 2000) ทีม่ีลักษณะภูมิอากาศคล้ายคลึงกับประเทศไทย และยังมีโอกาสพบ H. indica มากในพื้นที่ท่ีมีเขตติดต่อกับทะเล
หรือชายฝั่งทะเลอีกด้วย (Griffin et al., 2000; Hominick, 2002; Nitjarunkul et al., 2020) ในทำนองเดียวกัน H. baujardi ถูก
ค้นพบเป็นครั้งแรกในประเทศเวียดนาม (Phan et al., 2003) ซึ่งอยู่ในเขตพื้นท่ีใกล้เคียงและมีส่วนชายฝั่งทะเลติดต่อกับประเทศไทย  

ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงสกุล Heterorhabditis ยังสามารถพบได้ในหลายประเทศทั่วโลก เช่น ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง H. 
amazonensis ที่พบในประเทศบราซิล (Andaló et al., 2006) ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง H. safricana, H. noenieputensis ที่พบใน
ประเทศแอฟริกาใต้ (Malan et al., 2008, 2014) ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง H. gerradi ที่พบในประเทศออสเตรเลีย (Plichta et al., 
2009) และไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง H. pakistanense ที่พบในประเทศปากีสถาน (Shahina et al., 2017) เป็นต้น  
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Table 2 Pairwise distances of the 28S region between Heterorhabditis indica EPNKU64, Heterorhabditis indica EPNKU67, Heterorhabditis indica EPNKU68, 
Heterorhabditis indica EPNKU82 and Heterorhabditis baujardi EPNKU75 and other closely related species of Heterorhabditis 

 28S region 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
1 H. indica EPNKU64 MW513451  0 0 0 0 1 19 19 20 21 35 37 37 38 40 43 44 
2 H. indica EPNKU67 MW513452 0.00  0 0 0 1 19 19 20 21 35 37 37 38 40 43 44 
3 H. indica EPNKU68 MW513453 0.00 0.00  0 0 1 19 19 20 21 35 37 37 38 40 43 44 
4 H. indica EPNKU82 MW513454 0.00 0.00 0.00  0 1 19 19 20 21 35 37 37 38 40 43 44 
5 H. indica KY311814.1 0.00 0.00 0.00 0.00  1 19 19 20 21 35 37 37 38 40 43 44 
6 H. noenieputensis JX624110.1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00  18 18 19 20 37 37 37 38 40 43 44 
7 H. baujardi EPNKU75 MW513455 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.03  5 2 5 35 33 35 36 38 39 44 
8 H. mexicana EU100414.1 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.01  4 4 35 33 33 36 36 37 42 
9 H. amazonensis EU099036.1 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.00 0.01  4 35 33 33 36 36 37 40 
10 H. floridensis EU099034.1 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.01 0.01 0.01  38 34 36 37 39 40 43 
11 H. safricana EU100416.1 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.08  26 3 27 6 11 12 
12 H. bacteriophora KT378445.1 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.05  23 3 26 27 31 
13 H. atacamensis HM230724.1 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.01 0.04  24 3 8 9 
14 H. georgiana EU099033.1 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.07 0.07 0.07 0.07 0.05 0.01 0.05  27 28 32 
15 H. marelatus EU100412.1 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.07 0.07 0.08 0.01 0.05 0.01 0.05  11 12 
16 H. zealandica EU099035.1 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.08 0.07 0.07 0.08 0.02 0.05 0.02 0.06 0.02  11 
17 H. megidis EU100413.1 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.08 0.08 0.08 0.09 0.02 0.06 0.02 0.06 0.02 0.02  
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Figure 2 Phylogenetic relationships of Heterorhabditis indica EPNKU64, Heterorhabditis indica EPNKU67, 

Heterorhabditis indica EPNKU68, Heterorhabditis indica EPNKU82 and Heterorhabditis baujardi EPNKU75 
and other closely related of Heterorhabditis spp. base on 28s rRNA sequences. Steinernema carpocapsae 
was used as the outgroup taxon. 

 
2. การทดสอบความสามารถในการก่อโรคของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่มีต่อหนอนกนิรังผ้ึง 

การทดสอบประสิทธิภาพของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง H. indica EPNKU64, H. indica EPNKU67, H. indica EPNKU68, H. 
indica EPNKU82 และ H. baujardi EPNKU75 ในการเข้าทำลายหนอนกินรังผึ้งวัย 5 ที่อัตรา 12, 25, 50, 100 และ 200 IJs/หนอน 
1 ตัว ด้วยวิธี filter paper bioassay โดยใช้ 24 well plates หลังการทดสอบ 72 ชั่วโมง พบว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงทั้งหมดทำให้
หนอนกินรังผึ้งวัย 5 มีการตายแตกต่างกับชุดควบคุมอย่างมีนัยสำคัญ (P < 0.01) อย่างไรก็ตาม ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงทุกตัวทำให้
หนอนกินรังผึ้งวัย 5 ตายไม่แตกต่างกันในทุกอัตราการใช้ (df = 5,12; P > 0.01) ซึ่งมีค่าการตายอยู่ระหว่าง 70-100 เปอร์เซ็นต์ ตั้งแต่
ที่อัตรา 12 IJs/หนอน 1 ตัว (Figure 3) และเมื่อบันทึกผลการทดลองหลังการทดสอบ 168 ช่ัวโมง พบว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่นำมา
ทดสอบในทุกอัตราการใช้ มีประสิทธิภาพสูงในการเข้าทำลายหนอนกินรังผึ้งวัย 5 ได้ 86.67-100.00 เปอร์เซ็นต์ และไม่พบความ
แตกต่างทางสถิติระหว่างอัตราการใช้และตัวอย่างไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง (df = 5,12; P > 0.01) นอกจากน้ัน จากผลการทดลองจะเห็น
ได้ว่าเมื่ออัตราการใช้เพิ่มขึ้นอัตราการตายของหนอนกินรังผึ้งก็เพิ่มขึ้นด้วยเช่นกันในทุกชนิดของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่นำมาทดสอบ 
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Figure 3 Mean (±SE) mortality of last- instar larval of Galleria mellonella infected by the infective juvenile stage of 

entomopathogenic nematodes ( Heterorhabditis indica EPNKU64, Heterorhabditis indica EPNKU67, 
Heterorhabditis indica EPNKU68, Heterorhabditis baujardi EPNKU75 and Heterorhabditis indica EPNKU82) 
exposed to different rates [Control (0) , 12, 25, 50, 100 and 200 IJs/ insect] after 72 hours of exposure.  Bars 
with the same letter ( uppercase letters for comparison results between nematode treatments and 
lowercase letters for comparison results between rates) do not differ significantly at P = 0.05 

 
เมื่อนำการตายของหนอนกินรังผึ้งวัย 5 ไปหาอัตราการใช้ที่ทำให้แมลงตาย 90 เปอร์เซ็นต์ (LC90) พบว่า ไส้เดือนฝอยศัตรู

แมลง H. indica EPNKU64, H. indica EPNKU67, H. indica EPNKU68, H. indica EPNKU82 และ H. baujardi EPNKU75 มีค่า 
LC90 ที่เวลา 72 ช่ัวโมง หลังการทดสอบ เท่ากับ 4, 18, 22, 25 และ 165 IJs/หนอน 1 ตัว ตามลำดับ (Table 3) 

 
Table 3 Lethal concentration at 90% ( LC90)  of five entomopathogenic nematodes against the 5th instar larvae of 

Galleria mellonella after 72 hours of exposure 
EPN Species LC90 (IJ/insect) X2 Regression equations 

Heterorhabditis indica EPNKU64 4 28.23 Y = 0.75 + 0.84X 
Heterorhabditis indica EPNKU67 18 0.14 Y = -3.64 + 3.94X 
Heterorhabditis indica EPNKU68 22 38.95 Y = -1.56 + 2.13X 
Heterorhabditis indica EPNKU82 25 32.63 Y = -0.15 + 1.02X 
Heterorhabditis baujardi EPNKU75 165 3.16 Y = 0.92 + 0.01X 

Y = mortality rate of G. mellonella; X = EPN rate (IJ/insect); 95% confidence limits (%) was not presented.  
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ผลการศึกษาครั้งนี้ พบว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis spp. ทั้ง 5 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพในการเข้าทำลาย
หนอนกินรังผึ้งวัย 5 โดยการทดสอบด้วยวิธี filter paper bioassays ทีอ่ัตรา 12 IJs/หนอน 1 ตัว ได้อย่างมีประสิทธิภาพ สามารถทำให้
หนอนกินรังผึ้งตายสูงถึง 70-100 เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับ Noosidum et al. (2010) ทีร่ายงานว่า H. indica K1, H. indica K4 และ 
H. baujardi K6 สามารถเข้าทำลายหนอนกินรังผึ้ง โดยการทดสอบด้วยวิธี filter paper bioassays สามารถทำให้หนอนกินรังผึ้งวัย 5 
ตายสูงถึง 80-100 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่า LC50 เท่ากับ 3.75, 1.99 และ 4.99 IJs/หนอน ตามลำดับ  

ผลการศึกษาครั้งนี้ ยังสอดคล้องกับรายงานผลการทดสอบประสิทธิภาพของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis spp. 
ในการเข้าทำลายหนอนผีเสื้อชนิดต่าง ๆ ด้วยวิธี filter paper bioassays เช่น H. indica สามารถเข้าทำลายหนอนผีเสื้อกินใบสัก 
[Eutectona machaeralis (Walker)] ซึ่งมีค่า LC50 เท่ากับ 4.57 IJs/หนอน (Kulkarni et al., 2011), H. bacteriophora สามารถ
เข้าทำลายหนอนแมลงวันแตง (Dacus ciliates Loew) วัย 3 ซึ่งมีค่า LC50 เท่ากับ 326 IJs/ตารางเซนติเมตร (Kamali et al., 2013) 
ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงมีประสิทธิภาพในการเข้าทำลายตัวอ่อนของแมลงได้ดี โดยเฉพาะในตัวอ่อนของแมลงกลุ่มหนอนผีเสื้อ เนื่องจาก
ระยะตัวอ่อนของผีเสื้อมีผนังลำตัวที่อ่อนนุ่ม มีรูหายใจกว้าง ทำให้ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงเข้าทำลายได้ง่าย โดยเฉพาะไส้เดือนฝอยศัตรู
แมลงในกลุ่ม Heterorhabditis spp. ที่มีอวัยวะคล้ายฟันบริเวณหัวทำให้เจาะเข้าผ่านลำตัวของแมลงที่อ่อนนุ่มได้ดี (Bedding and 
Molyneux, 1982; Dowds and Peters, 2002) 

อย่างไรก็ตาม จากผลการศึกษาไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงบางชนิดในอัตราการใช้ที่ต่ำกว่าสามารถแสดงความสามารถในการเข้า
ทำลายหนอนกินรังผึ้งได้ดีกว่าในอัตราการใช้ที่สูงกว่า อาจขึ้นอยู่กับปัจจัยอื่นระหว่างการทดลองนอกเหนือจากที่กล่าวมาข้างต้น (ชนิด
ของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง ชนิดแมลงศัตรูพืช และปัจจัยแวดล้อม) เช่น ความแข็งแรงของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงและเหยื่อที่ใช้ทดสอบ 
พฤติกรรมของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงและเหยื่อระหว่างทดสอบ (Grewal et al., 2005; Noosidum et al., 2010; Lewis et al., 2015) 
นอกจากนั้น ประสิทธิภาพของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงในการเข้าทำลายแมลงอาศัยในห้ องปฏิบัติการที่แตกต่างกันนั้น อาจขึ้นอยู่กับ 
อุณหภูมิ ความช้ืน ลักษณะดิน (Glazer and Lewis, 2000) และวิธีการใช้ที่เหมาะสม (Shapiro-Ilan et al., 2006) อีกด้วย  

 
สรุป 
 ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่พบใหม่ทั้ง 5 ไอโซเลท เมื่อทำการวิเคราะห์ลำดับนิวคลโีอไทด์บางส่วนของยีน 28S rRNA เปรียบเทียบ
กับฐานข้อมูลธนาคารยีน (GeneBank) พบว่าสามารถจัดจำแนกได้เป็นไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง H. indica จำนวน 4 ไอโซเลท และ H. 
baujardi จำนวน 1 ไอโซเลท และไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงทั้ง 5 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพในการเข้าทำลายหนอนกินรังผึ้งวัย 5 สูง
มากกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ แม้ใช้ในอัตรา 12 IJs/หนอน 1 ตัว เท่านั้น 
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