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บทคัดย่อ 

 
 จำกกำรวัดขนำดสัดส่วนและถ่ำยภำพภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ และพิจำรณำรูปร่ำงลักษณะทำงสัณฐำน
วิทยำของไส้เดือนฝอยสกุล Steinernema (CMs) และ Heterorhabditis (PRh) ที่แยกได้จำก จ.เชียงใหม่ และ จ. 
เพชรบุรี ตำมล ำดับ  พบว่ำไส้เดือนฝอย CMs  มีขนำดเฉลี่ยของตัวอ่อนระยะที่ 3 ควำมยำวล ำตัว (L) = 442.49 
ไมครอน ควำมกว้ำงล ำตัว (W) = 23.05 ไมครอน   ควำมยำววัดจำกหัวถึง excretory pore (EP) = 38.22 
ไมครอน   ควำมยำววัดจำกหัวถึง esophagus (ES) = 106.55ไมครอน  และควำมยำวหำง (Tail) = 39.99  
ไมครอน   มีค่ำสัดส่วน (ratio) a = 19.21, b = 4.15, c = 11.08,  D% = 35.83 และ  E% = 95.44   ส ำหรับ
ไส้เดือนฝอย PRh  พบว่ำ ตัวอ่อนระยะท่ี 3 มีควำมยำวล ำตัว = 572.00 ไมครอน ควำมกว้ำงล ำตัว = 22.31 
ไมครอน   ควำมยำววัดจำกหัวถึง excretory pore = 82.09ไมครอน   ควำมยำววัดจำกหัวถึง esophagus = 
117.50 ไมครอน  และควำมยำวหำง = 90.82 ไมครอน  มีค่ำสัดส่วน a = 25.65, b = 4.87, c = 6.30,  D% = 
69.88 และ E% = 90.43   ตัวเต็มวัยเพศเมียมีลักษณะหำงแบบ conoid  มีค่ำ D% = 122 ตัวเต็มวัยเพศผู้มี
ลักษณะหำงแบบ conoid ควำมยำวของอวัยวะสืบพันธุ์  (spicule length) = 48 ไมครอน  จำกกำรศึกษำ DNA 
sequencing โดยสกัดดีเอ็นเอจำกตัวเต็มวัยเพศเมีย Steinernema (KPs, REs, UBs, S. riobrave) และ 
Heterorhabditis (HB) และเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอของยีน 28S rDNA ในปฏิกิริยำ PCR ด้วยไพรเมอร์ 502/536 
และท ำ Sequence Alignment (Clustal W method) ของทุก isolates และสร้ำงเป็น Phylogenetic tree 
ด้วยโปรแกรม LaserGene (DNAStar, USA) พบว่ำ Isolate ของ REs และ KPs มีแนวโน้มอยู่ใน Steinernema 
ชนิดเดียวกัน และมีควำมแตกต่ำงอย่ำงชัดเจนกับ S. riobrave ส ำหรับ UBs และ HB มีควำมแตกต่ำงชนิดเช่นกัน 
ซึ่งแสดงว่ำเทคนิคทำงชีวโมเลกุลสำมำรถแบ่งแยกชนิดของไส้เดือนฝอยที่แยกได้จำกประเทศไทยได้อย่ำงเด่นชัด 

 
 
 
 



ค าน า 
 

ไส้เดือนฝอย (Nematode) เป็นสิ่งมีชีวิตขนำดเล็กที่ไม่มีกระดูกสันหลัง (invertebrate)    มีล ำตัวซีกซ้ำย
และซีกขวำเหมือนกัน (bilateria) เป็นพวกที่มีช่องล ำตัวเทียม (pseudocoelomate)  ล ำตัวไม่เป็นข้อปล้อง 
(nonsegmented) มีผนังชั้นนอก (cuticle) เป็นรอยย่นยืดหยุ่นได้ (elastic cuticle)  มีระบบต่ำงๆ ภำยในล ำตัว
ประกอบด้วยระบบขับถ่ำยทำงผิวหนัง (excretory system)  ระบบประสำท (nervous system)  ระบบทำงเดิน
อำหำร (digestive system)  ระบบสืบพันธุ์ (reproductive system) และระบบกล้ำมเนื้อ (muscular system)  
ไม่พบระบบไหลเวียนโลหิต (circulatory system) และระบบหำยใจ (respiratory system)  ไส้เดือนฝอยมีรูปร่ำง
ล ำตัวกลมยำวคล้ำยเส้นด้ำย (thread) หรือมีรูปร่ำงเป็นทรงกระบอก (cylindrical)  บำงชนิดหัวแหลมท้ำยแหลม
(filiform)   ไส้เดือนฝอยมีชื่อเรียกอ่ืนๆ อีก เช่น หนอนตัวกลม (roundworm)  พยำธิตัวกลม (eelworm) หรือ
พยำธิเส้นด้ำย (threadworm)  แบ่งแยกเป็นกลุ่มใหญ่ๆ ตำมลักษณะของกำรด ำรงชีวิตและกำรกินอำหำรออกเป็น 
4 กลุ่ม คือ ไส้เดือนฝอยที่พบในน้ ำเค็ม (marine nematode)  ไส้เดือนฝอยหำกินอิสระในดินและน้ ำ (free-living 
nematode)  ไส้เดือนฝอยที่เป็นศัตรูพืช (plant parasitic nematode)  และไส้เดือนฝอยที่เป็นศัตรูในคนและ
สัตว์ (animal parasitic nematode)  ซึ่งในกลุ่มที่เป็นศัตรูคนและสัตว์นี้  แบ่งแยกย่อยเป็นไส้เดือนฝอยที่มี
ควำมสัมพันธ์กับแมลง  พบมำกกว่ำ 40 วงศ์ (family)  เป็นพำรำสิตภำยในตัวแมลง (insect parasitic 
nematode)  และมีไส้เดือนฝอยเพียง 2 วงศ์เท่ำนั้น ที่ท ำให้เกิดโรคในแมลง (entomopathogenic nematode)  
คือ family Steinernematidae และ Heterorhabditidae (นุชนำรถ, 2544) 

ไส้เดือนฝอยในวงศ์ Steinernematidae เรียกชื่อสำมัญ (common name) ว่ำ steinernematid ค้นพบ
ครั้งแรกในปี ค.ศ. 1923 โดย Steiner ในประเทศเยอรมัน   ได้มีกำรศึกษำและพัฒนำไส้เดือนฝอยชนิดนี้เป็นเวลำ
มำกกว่ำ 80 ปี ซึ่งพบว่ำไส้เดือนฝอยมีแบคทีเรียแกรมลบในวงศ์ Enterobacterioceae สกุล Xenorhabdus sp.  
อยู่ร่วมกันในลักษณะพ่ึงพำอำศัยหรือเรียกว่ำ symbiosis   โดยเซลล์ของแบคทีเรียเหล่ำนี้อำศัยอยู่บริเวณล ำไส้ส่วน
หน้ำของไส้เดือนฝอยระยะเข้ำท ำลำย (infective-stage juvenile)  ไส้เดือนฝอยเป็นตัวพำแบคทีเรียเข้ำสู่ตัวแมลง   
โดยผ่ำนทำงช่องเปิดตำมธรรมชำติของแมลง ได้แก่ ทำงปำก ช่องขับถ่ำย และรูหำยใจทำงผิวหนัง (spiracle)  
จำกนั้นเข้ำสู่ช่องว่ำงภำยในตัวแมลง (haemocoel) ซึ่งมีน้ ำเลือด (haemolymph)   ไส้เดือนฝอยจะปลดปล่อย
แบคทีเรียสู่กระแสเลือดแมลง และร่วมกันสร้ำงสำรพิษ (toxin) ท ำให้แมลงเกิดภำวะเลือดเป็นพิษ (septicemia)  
และตำยอย่ำงรวดเร็วภำยในเวลำไม่เกิน 48 ชม.   เซลล์ของแบคทีเรียสำมำรถเพ่ิมปริมำณในน้ ำเลือดของแมลง  
และไส้เดือนฝอยจะเจริญเติบโตโดยใช้เซลล์ของแบคทีเรียในกำรขยำยพันธุ์ ซึ่งเป็นแบบจับคู่ผสมพันธุ์ระหว่ำงเพศผู้
และเพศเมีย เรียกกำรผสมพันธุ์แบบนี้ว่ำ amphimictic   ไส้เดือนฝอยเจริญเติบโตอยู่ภำยในแมลงที่ตำยแล้ว
ประมำณ 2-3 ชั่วอำยุ (generation) ขึ้นอยู่กับขนำดของแมลง  เมื่อแมลงเริ่มแห้งเป็นซำก (cadaver) ไส้เดือนฝอย
ตัวอ่อนระยะท่ีสำม (third-stage juvenile) จะสะสมอำหำรส ำรอง (food reserve) ประเภทไขมันสะสม (lipid 
stroage) บริเวณเนื้อเยื่อที่อยู่ระหว่ำงผิวหนังกับกล้ำมเนื้อช่องท้อง (hypodermal chord) และดูดกลืนเซลล์
แบคทีเรียเก็บไว้ในช่อง lumen ของล ำไส้ส่วนหน้ำ  และเคลื่อนตัวออกจำกซำกของแมลงเพื่อรอแมลงเหยื่อตัวใหม่
ต่อไป (Akhurst and Boemare,  1990) 

ควำมสัมพันธ์ร่วมกันระหว่ำงไส้เดือนฝอยและแบคทีเรีย (nematode-bacterium complex) ได ้ รับ
ควำมสนใจจำกนักวิทยำศำสตร์ ที่จะพัฒนำศัตรูธรรมชำติของแมลงชนิดนี้มำใช้ประโยชน์  โดยเฉพำะใช้ก ำจัดแมลง



ระยะตัวหนอนที่เป็นศัตรูส ำคัญในพืช  จึงมีกำรศึกษำและพัฒนำไส้เดือนฝอยในกลุ่มนี้ตั้งแต่เริ่มค้นพบครั้งแรกจนถึง
ปัจจุบัน มีกำรพัฒนำกำรเพำะเลี้ยงขยำยปริมำณไส้เดือนฝอยในอำหำรเทียมชนิดต่ำงๆ (artificial media) ได้
ส ำเร็จตั้งแต่ปี ค.ศ. 1931 โดย Glaser  ซึ่งเป็นวิธีกำรเพำะเลี้ยงแบบ axenic culture ที่ไม่มีเซลล์ของ symbiotic 
bacteria ร่วมด้วย  ต่อมำมีกำรพัฒนำวิธีกำรเพำะเลี้ยงเป็นแบบ monoxenic culture ที่มี symbiotic bacteria 
ร่วมด้วย (Bedding, 1981)  ซึ่งให้ผลผลิตไส้เดือนฝอยสูงกว่ำแบบเดิม   นอกจำกนี้ ไส้เดือนฝอยยังได้รับกำรรับรอง
จำก EPA ถึงควำมปลอดภัยต่อพืช สัตว์เลือดอุ่นและมนุษย์ รวมทั้งปลอดภัยต่อสภำพแวดล้อม (Gaugler and 
Kaya, 1990)    ไส้เดือนฝอยจึงได้รับควำมสนใจอย่ำงกว้ำงขวำงทั่วโลก  ที่จะพัฒนำให้น ำมำใช้ประโยชน์
เช่นเดียวกับแบคทีเรีย Bt (Bacillus thuringiensis) และไวรัส NPV (nuclear polyhedrosis virus)  ซึ่งเป็น
จุลินทรีย์ก ำจัดแมลงศัตรูส ำคัญต่ำงๆ  โดยเฉพำะแมลงศัตรูพืชในพื้นที่ท ำกำรเกษตร  เป็นกำรป้องกันก ำจัดโดยชีว
วิธี (biological control agent)  เพ่ือช่วยลดกำรใช้สำรเคมีก ำจัดแมลง  ซึ่งเป็นอันตรำยต่อสิ่งมีชีวิตทุกชนิดและ
สภำพแวดล้อม  

นอกจำกนั้น นักวิจัยยังให้ควำมส ำคัญในกำรค้นหำชนิดและสำยพันธุ์ใหม่ๆ ในเขตต่ำงๆ ทั่วโลก  ทั้งใน
ยุโรป  อเมริกำ  ออสเตรเลีย เอเซีย และบำงประเทศในแอฟริกำ  เพ่ือได้สำยพันธุ์พ้ืนเมืองหลำกหลำยชนิด  และ
ศึกษำกำรกระจำยตัวของไส้เดือนฝอยในธรรมชำติของถิ่นที่อยู่  จำกรำยงำนกำรกระจำยตัวของไส้เดือนฝอย 
steinernematid ในภูมิภำคต่ำงๆ   พบว่ำในยุโรปตอนเหนือเท่ำกับ 37-49 %  และพบในทุกประเทศท่ีมีกำร
ส ำรวจในทวีปยุโรป  ได้แก่ สำธำรณรัฐเชคโกสโลวำเกีย 36.8 %   สวีเดน 25 %  ฟินแลนด์ 5.8 %  สำธำรณรัฐ
ไอร์แลนด์  10.4 %  นอร์เวย์ 18.3 %   และสวิสเซอร์แลนด์ 26.5 %      ในทวีปอเมริกำมีกำรศึกษำกำรกระจำย
ตัวและรำยงำนใน 5 ประเทศของอเมริกำเหนือ-กลำงคือ แคนำดำ สหรัฐอเมริกำ เม็กซิโก คิวบำ และเปอร์โตริโก    
และใน 3 ประเทศของอเมริกำใต้คือ บรำซิล อุรุกวัย และอำร์เจนตินำ    นอกจำกนั้นยังมีรำยงำนในประเทศ
ออสเตรเลียและนิวซีแลนด์    ส่วนในทวีปเอเซียมีกำรส ำรวจและศึกษำกำรแพร่กระจำยของไส้เดือนฝอย รำยงำน
ใน 9 ประเทศ คือ ญี่ปุ่น จีน อินเดีย  ศรีลังกำ  เกำหลี  โอมำน  มำเลเซีย  เวียดนำม และไทย   ในทวีปแอฟริกำได้
รำยงำนกำรส ำรวจค้นพบในประเทศเคนยำในปัจจุบันไส้เดือนฝอยมีบทบำทส ำคัญในกำรน ำมำใช้ก ำจัดแมลงหลำย
ชนิด โดยเฉพำะแมลงศัตรูส ำคัญในพืชเศรษฐกิจ ได้แก่ กลุ่มหนอนผีเสื้อในอันดับ (order) Lepidoptera เช่น 
หนอนกระทู้ผัก (common leafworm, Spodoptera litura)  หนอนกระทู้หอม (beet armyworm, S. exigua)  
และหนอน เจำะสมอฝ้ำย (American bollworm, Heliothis armigera)   กลุม่หนอนด้วงในอันดับ Coleptera 
เช่น ด้วงหมัดกระโดด (flea betle, Phyllotreta sinuata)  หนอนด้วง Japanese beetle และด้วงงวงองุ่น 
(vine weevil, Otiorhynchus sulcatus) เป็นต้น  ได้มีกำรคัดเลือกชนิดและสำยพันธุ์ไส้เดือนฝอย 
steinernematid น ำมำผลิตเป็นกำรค้ำ 6 ชนิด คือ S. carpocapsae, S. glaseri, S. feltiae, S. riobrave, S. 
scapterisci  และ S. kushidai   ผลิตเป็นผลิตภัณฑ์จ ำหน่ำยทั่วโลกมำกกว่ำ 40 บริษัท ทั้งในยุโรป อเมริกำ 
ออสเตรเลีย และเอเซีย ได้แก่ บริษัท MicroBio ผลิตไส้เดือนฝอย S. feltiae ควบคุมหนอนแมลงวันท ำลำยเห็ด 
(mushroom sciarids) ในผลิตภัณฑ์ชื่อ Nemasys  และไส้เดือนฝอย S. carpocapsae ควบคุมด้วงงวงองุ่น 
(vine weevil) ในผลิตภัณฑ์ชื่อ Nemasys     บริษัท Biosys ผลิตไส้เดือนฝอย S. carpocapsae  ควบคุมหนอน
ด้วง Japanese beetle   และบริษัท Ciba-Geigy ผลิตไส้เดือนฝอย S. carpocapsae (S25) และ S. feltiae 
(S27) ควบคุมด้วงงวงองุ่นสีด ำ (black vine weevil) 



ปัจจุบันไส้เดือนฝอยในสกุล Steinernema spp.จ ำแนกได้ 26 ชนิดคือ S. kraussei Steiner, 1923 syn. 
Aplectana kraussei  Steiner, 1923; S. glaseri Steiner, 1929; S. feltiae Filipjev, 1934; S. affinie 
Bovien, 1937; S. carpocapsae Weiser, 1955; S. arenarium (anomalae) Kozodoi, 1984; S. 
intermedium Poinar, 1985; S. rarum De Doucet, 1986; S. kushidai Mamiya, 1988; S. ritteri Doucet 
& Doucet, 1990; S. scapterisci Nguyen & Smart, 1990; S. caudatum Xu et al., 1991;  S. 
neocurtillae Nguyen & Smart, 1992 b; S. longicaudum Shen, 1992; S. cubanum Mracek et al., 
1994; S. puertoricense Roman & Figueroa, 1994; S. riobrave Cabanillas et al., 1994; S. bicornutum 
Tallosi et al., 1995; S. oregonense Liu & Berry, 1996; S. monticolum Stock et al., 1997; S. karii 
Waturu et al., 1997; S. abbasi Elawad et al., 1997; S. ceratophorum Jian et al., 1997; S. 
siamkayai Stock et al., 1998 และ S. tami Luc et al., 2000 (นุชนำรถ, 2544) 

ในสกุล Heterorhabditis spp. จ ำแนกได้ 8 ชนิด คือ  H. bacteriophora Poinar, 1976, H. 
zealandica Wouts, 1979; H. megidis Poinar et al., 1987; H. indica Poinar et al., 1992; H. 
argentinensis Stock, 1993; H. hawaiiensis Gardner et al., 1994; H. brevicaudis Liu, 1994; และ H. 
marelata Liu and Berry, 1996  (นุชนำรถ, 2544) 

ไส้เดือนฝอยในสกุล Steinernema และ Heterorhabditis  จึงเป็นศัตรูธรรมชำติของแมลงที่สำมำรถ
พัฒนำน ำไปใช้ก ำจัดแมลงศัตรูพืชได้หลำยชนิด เช่น หนอนกระทู้ผัก  หนอนกระทู้หอม  หนอนใยผัก  หนอนด้วง
หมัดผัก และปลวก เป็นต้น  ในปัจจุบันเกษตรกรให้ควำมสนใจกำรน ำไส้เดือนฝอยกลุ่มนี้ไปใช้ควบคุมแมลง 
โดยเฉพำะแมลงดื้อสำรเคมี   และไส้เดือนฝอยดังกล่ำวยังเป็นชีวภัณฑ์อีกชนิดหนึ่งที่ประสบผลส ำเร็จในกำรผลติ
ขยำยทั้งในระดับเกษตรกรผลิตใช้เองและกำรผลิตจ ำหน่ำยเป็นกำรค้ำ 

กำรค้นหำไส้เดือนฝอยที่มีประโยชน์จำกธรรมชำติ  เพ่ือน ำขึ้นมำพัฒนำและน ำกลับไปใช้ควบคุมศัตรูพืช   
ได้เพ่ิมควำมส ำคัญและมีกำรศึกษำปัจจัยที่เกี่ยวข้องในหลำยๆ ด้ำน    โดยเฉพำะงำนวิจัยขั้นพื้นฐำน  ซึ่งด ำเนินงำน
โดยนักวิจัยในแต่ละสำขำเพ่ือค้นหำจุดส ำคัญของกำรน ำมำใช้ให้มีประสิทธิภำพสูงสุด เพ่ือน ำสำยพันธุ์พ้ืนเมืองมำใช้
ควบคุมศัตรูพืชในท้องถิ่นที่มีสภำพแวดล้อมเดิม  จึงเป็นงำนวิจัยที่ได้รับควำมสนใจจำกนักวิจัยทั่วโลก    รวมทั้ง
ประเทศไทยได้เริ่มมีกำรส ำรวจเก็บรวบรวมไส้เดือนฝอยก ำจัดแมลงเป็นครั้งแรกในปี พ.ศ. 2539  สำมำรถแยกได้
ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงจ ำนวน 10 ไอโซเลท   จัดอยู่ใน family Steinernematidae จ ำนวน 10 ไอโซเลท  โดย
ก ำหนดรหัสตำมจังหวัดที่พบคือ จังหวัดกำญจนบุรี (KBs)  พิจิตร (PCs)  อยุธยำ (AYs)  กำฬสินธุ์ (KSs)  
มหำสำรคำม (MKs)   ขอนแก่น (KKs)   หนองคำย (NKs)  สระแก้ว (SKs) อุบลรำชธำนี (UBs) และก ำแพงเพชร 
(KPs)  และ family Heterorhabditidae จ ำนวน 2 ไอโซเลท คือ ร้อยเอ็ด (REh)  และเพชรบุรี (PRh) น ำมำเก็บ
รวบรวมเป็น culture collection ณ กลุ่มงำนไส้เดือนฝอย กรมวิชำกำรเกษตร (นุชนำรถ และคณะ, 2543)   
ไส้เดือนฝอยที่แยกได้เหล่ำนี้  จึงควรมีกำรจัดจ ำแนกชนิด (species) อย่ำงถูกต้องต่อไป  

วตัถุประสงค์ของกำรทดลอง เพ่ือจ ำแนกชนิดไส้เดือนฝอยสกุล Steinernema และ Heterorhabditis ไอ
โซเลทที่แยกได้ในประเทศไทย โดยใช้รูปร่ำงลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำและเทคนิคทำงชีวโมเลกุลในกำรแบ่ง แยกใน
ระดับ species    

  
 



วิธีด าเนินการ 
 
อุปกรณ์ 
 1. หนอนกินไขผึ้งเพำะเลี้ยงจำกอำหำรเทียม 
 2. ไส้เดือนฝอย Steinernema (CMs, REs, KPs, UBs isolate), S. riobrave (SRs),  Heterorhabditis 
sp. PRh isolate, และ H. bacteriophora (HBh) 
 3. กล้องจุลทรรศน์ก ำลังขยำยต่ ำ (Stereo microscope) และก ำลังขยำยสูง (Compound microscope) 
พร้อมกล้องถ่ำยภำพดิจิตอล 
 4. สำรเคมีส ำหรับฆ่ำและดองไส้เดือนฝอยและสำรเคมีส ำหรับกำรสกัดดีเอ็นเอ  

5. วัสด-ุอุปกรณส์ ำหรับใช้ในห้องปฏิบัติกำรไส้เดือนฝอย และห้องปฏิบัติกำรชีวโมเลกุล 
 
วิธีการ 

กำรเตรียมไส้เดือนฝอยสกุล Steinernema ไอโซเลท CMs และ Heterorhabditis ไอโซเลท PRh เพ่ือ
กำรวัดขนำดสัดส่วน ได้จำกหนอนกินรังผึ้งที่ปลูกเชื้อด้วยไส้เดือนฝอยระยะเข้ำท ำลำย (IJ)   โดยตัวเต็มวัยเพศผู้ 
เพศเมียของไส้เดือนฝอยใน 1st  และ 2nd generation ได้จำกกำรผ่ำหนอนกินรังผึ้งหลังปลูกเชื้อเป็นเวลำ 3 วัน 
และ 6 วัน ตำมล ำดับ   และไส้เดือนฝอยระยะ IJ ได้จำกกำรเคลื่อนที่ออกมำจำกซำกของหนอนเป็นเวลำประมำณ 
10 วันหลังปลูกเชื้อ    

1. กำรจ ำแนกโดยศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ  ไส้เดือนฝอยทุกระยะกำรเจริญเติบโตน ำมำฆ่ำด้วย
น้ ำอุ่น (50 oซ)  เป็นเวลำ 2 นำที    เติมน้ ำยำ fixative (TAF, 7 ml of 40 % formaldehyde, 2 ml tri-
ethanolamine, 91 ml distilled water)  น ำไปเก็บที่อุณหภูมิห้อง     จำกนั้นเขี่ยไส้เดือนฝอยลงใน solution I 
(20 parts 95 % ethanol, 1 part glycerine, 79 parts distilled water)  น ำไปวำงใน desiccator ที่มี 95 % 
ethanol บรรจุอยู่  วำงไว้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 35 oซ เป็นเวลำ 12 ชม.  เพ่ือดึงน้ ำออกจำกตัวไส้เดือนฝอยช้ำๆ 
และมีกำรแทนที่ด้วยกลีเซอรีน  จำกนั้นเติม solution II (5 parts of glycerine, 95 parts of 95 % ethanol) 
ลงไป  น ำไปไว้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 40 oซ  เป็นเวลำ 3 ชม.  กลีเซอรีนจะเข้ำแทนท่ีน้ ำในตัวไส้เดือนฝอย สำมำรถ
เห็นอวัยวะส ำคัญภำยในตัวไส้เดือนฝอยได้ชัดเจน เขี่ยไส้เดือนฝอยจ ำนวน 10 ตัว ลงในหยดกลีเซอรีนบนสไลด์แก้ว  
หนุนด้วยใยแก้วก่อนปิดทับด้วย cover slip และซิล ด้วยน้ ำยำซิลสไลด์  ถ่ำยภำพรูปร่ำงลักษณะและวัดขนำด
สัดส่วนภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ก ำลังขยำยสูง  โดยวัดส่วนต่ำงๆ ดังนี้ 

ตัวเต็มวัยเพศผู้ : ควำมยำวล ำตัว (L); ควำมกว้ำงล ำตัว (W);  ควำมยำววัดจำกหัวถึง excretory pore 
(EP); ควำมยำววัดจำกหัวถึง esophagus (ES);  ควำมยำวหำง (Tail); ควำมกว้ำงบริเวณ anus; ควำมยำว 
spicule  และควำมยำว gubernaculum  
 ตัวเต็มวัยเพศเมีย : ควำมยำวล ำตัว (L); ควำมกว้ำงล ำตัว (W); ควำมยำววัดจำกหัวถึง excretory pore 
(EP); ควำมยำววัดจำกหัวถึง esophagus (ES);  ควำมยำวหำง (Tail);  ควำมกว้ำงบริเวณ anus  และ % vulva 
 ตัวอ่อนระยะ Infective juvenile : ควำมยำวล ำตัว (L); ควำมกว้ำงล ำตัว(W);   ควำมยำววัดจำกหัวถึง 
excretory pore (EP); ควำมยำววัดจำกหัวถึง esophagus (ES)  และควำมยำวหำง (Tail) 
 น ำมำค ำนวณค่ำสัดส่วน (ratio) โดยใช้ De Man’s formula (Poinar, 1986) ดังนี้ 



 Ratio : a  = L/W;  b = L/ES; c = L/Tail; d = EP/ES; e = EP/Tail 
 และค ำนวณค่ำพำรำมิเตอร์ตำมวิธีกำรของ Nguyen (1993) ดังนี้  D% = EP/ES x 100; E% = EP/Tail 
x 100 
 กำรบันทึกข้อมูล  ถ่ำยภำพรูปร่ำงลักษณะที่ส ำคัญของไส้เดือนฝอยระยะ Infective juvenile  ตัวเต็มวัย
เพศผู้และเพศเมีย  ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ก ำลังขยำยต่ำงๆ ค่ำกำรวัดขนำดสัดส่วนและรูปร่ำงลักษณะส ำคัญของ
ไส้เดือนฝอย  น ำไปเปรียบเทียบ กับ key to species of the genus Steinernema and Heterorhabditis 
(Nguyen and  Smart, 1996) 
 2. กำรจ ำแนกโดยใช้เทคนิคทำงชีวโมเลกุล  ท ำกำรสกัด DNA จำกตัวเมียของไส้เดือนฝอย (REs, KPs, 
UBs, SRs, และ HBh)  โดยใช้เทคนิค  DNA binding (glass milk) ซ่ึงใช้สำรเคมี isothiocyanate และ 
guanidinium (ID Pure Genomic DNA Kit, ID Labs Biotechnology; London, Ontario, Canada)   DNA ที่
แยกได้จะผสมสำร TE buffer (pH 7) เพ่ือรักษำสภำพของ DNA หลังจำกนั้นท ำกำรแยก DNA ออกจำกส่วนบน
ของสำรแขวนลอย (supernatant) โดยกระบวนกำร phenol-chloroform enrichment ethanol/ammonium 
acetate precipitation   ได้ผลึกท่ีประกอบด้วย DNA   ท ำกำรล้ำงผลึกด้วย 70 % ethanol แล้วผสมลงใน TE 
buffer (pH 8)   ท ำกำรก ำจัดส่วนของ RNA ด้วย 50  µg RNAse A เป็นเวลำ 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศำ
เซลเซียส จำกนั้นตกตะกอนอีกครั้งด้วย ethanol   น ำมำวัดหำปริมำณ DNA ด้วยวิธีกำร spectrophotometry    

น ำ DNA ที่สกัดได้ไปเพ่ิมปริมำณ DNA  โดยใช้เทคนิค PCR  ดังนี้:-  
(1) ภำยในส่วน 5’-end ของ nuclear LSU rDNA ซึ่งประกอบด้วย D2 and D3 domains   โดยในส่วน

นี้จะใช้ forward primer (5’ AGCGGAGGAAAAGAAACTAA-3’)  และ  reverse primer (5’-
TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3’)   ในปฏิกิริยำ PCR ประกอบด้วย 0.5 µM  ของแต่ละ primer   200 µM 
deoxynucleoside triphosphates    2 mM MgCl2   โดยมีปริมำณสำรทั้งหมด 25 µl    และ PCR cycle 
ประกอบด้วย denaturation ที่ 94 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 3 นำที ตำมด้วย  94 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 
วินำที จ ำนวน 33 cycles    annealing ที่  52  องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 วินำที   extension ที่ 72 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 1 นำที  หลังจำกนั้นท ำกำร post amplification extension ที่ 72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 7 
นำที   

(2) ส่วนของ nuclear rDNA ซึ่งประกอบด้วย 18S 3’-terminus     internal transcribed spacers 
(ITS-1, ITS-2)   5.8S subunit  และ 28S  5’-terminus  (Darissa and Iraki, 2014; Campos-Herrera et al, 
2006)  โดยใช้ forward primer ที่เกำะกับส่วน 3’-terminus ของ SSU rDNA (primer 5’-
TTGAACCGGGTAAAAGTCG-3’)  ส่วน reverse primer ที่เกำะกับ 5’terminus ของ LSU rDNA (primer 5’-
TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3’)   PCR cycle ประกอบด้วย denaturation ที่ 94 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 4 
นำที ตำมด้วย  94 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 วินำที จ ำนวน 33 cycles    annealing ที่  60  องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 30 วินำที   extension ที่ 72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 50 วินำที  หลังจำกนั้นท ำกำร post 
amplification extension ที่ 72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 7 นำที  

น ำผลผลิตของ DNA ที่ได้ จ ำนวน 1 µl มำท ำกำรทดสอบขนำดและจ ำนวนแถบ (band) ด้วยวิธีกำร 
agarose gel electrophoresis (1.3% agarose in 1X TBE buffer)  หลังจำกนั้น ท ำกำรเตรียมตัวอย่ำงเพ่ือกำร 
sequencing ด้วยวิธีกำร spin-filtration หรือ enzymatic treatment ด้วย exonuclease I และ shrimp 



alkaline phosphatase (PCR product Pre sequencing Kit, Amersham Corporation, Piscataway, New 
Jersey)  ในส่วนของ spin-filtration นั้น ท ำกำรล้ำง primers และ dNTPs ที่มำกเกินพอดีออกโดย 0.1X TE 
buffer (pH 8) จ ำนวน 3 ครั้งบน Millipore filter   หลังจำกนั้น ท ำกำรส่งตัวอย่ำงเพ่ือกำร sequencing  

กำรบันทึกข้อมูล วิเครำะห์ DNA sequence และเปรียบเทียบ sequence ที่ได้กับฐำนข้อมูล GeneBank  
(BLASTN) 
 
เวลาและสถานที่ 
 ระยะเวลำ 3 ปี เริ่มตั้งแต่เดือนตุลำคม 2553  สิ้นสุดเดือนกันยำยน 2556 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

1. การจ าแนกโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา   
 จำกผลกำรศึกษำรูปร่ำงลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของไส้เดือนฝอย Steinernema sp. และ 
Heterorhabditis sp. ไอโซเลทที่แยกได้จำกจังหวัดเชียงใหม่ และจังหวัดเพชรบุรี ก ำหนดรหัสเป็น CMs และ PRh 
ตำมล ำดับ  โดย CMs isolate อยู่ใน Family Steinernematidae  และ PRh isolate อยู่ใน Family 
Heterorhabditidae  ท ำกำรวัดขนำดสัดส่วนภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ Light microscope เพ่ือกำรจัดจ ำแนกใน
ระดับชนิด (species) 
  1.1 ไส้เดือนฝอย Steinernema sp. CMs isolate 
 Steinernematidae Chitwood and Chitwood 1937, 1950; Rhabditoidea (Oerley), Rhabditida 
(Oerley) (syn. Neoaplectanidae Sobolev), type genus : Steinernema Travassos, 1927; synonym : 
Neoaplectana  Steiner, 1929 
 รูปร่ำงลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำที่ส ำคัญของตัวเต็มวัยเพศเมีย (female) เพศผู้ (male) และตัวอ่อนระยะ
เข้ำท ำลำย (infective-stage juvenile)  ใช้ในกำรแบ่งแยกดังรำยละเอียดต่อไปนี้  
 ตัวเต็มวัยเพศเมีย (female) :  มีขนำดใหญ่  ส่วนของผนังชั้นนอกล ำตัวเรียบ (smooth) หรือมีรอยย่น 
(annulated)  ไม่พบเส้นข้ำงล ำตัว (lateral field)  ส่วนของรูขับถ่ำย (excretory pore) ชัดเจน  ส่วนหัวมี
ลักษณะกลมมน (rounded) หรือตัด (truncate)  ประกอบด้วย 6 ริมฝีปำก (lip) แต่ละริมฝีปำก มีตุ่มเล็กๆ ที่
เรียกว่ำ labial papillae จ ำนวน 1ตุ่ม  บำงครั้งพบโครงสร้ำงคล้ำยตุ่มอยู่ใกล้ labial papillae     นอกจำกนั้น 
บริเวณริมฝีปำกยังพบตุ่มที่เรียกว่ำ cephalic papillae จ ำนวน 4 ตุ่ม  และพบอวัยวะที่เรียกว่ำ amphid มีขนำด
เล็ก  ซึ่งเป็นช่องรับควำมรู้สึกเกี่ยวกับสำรเคมี (chemoreceptor organ) จ ำนวน 2 ช่อง   ช่องปำก (stoma) ของ
ตัวเต็มวัยเพศเมีย ยุบลงเป็นช่อง  สังเกตเห็นผนังของ cheilostom บริเวณริมฝีปำกชัดเจน  หลอดอำหำร 
(esophagus) เป็นแบบ rhabditoid  ส่วนของ metacorpus โป่งพอง และแคบลง (isthmus) มีเส้นประสำท 
(nerve ring) ล้อมรอบรองรับด้วยฐำนใหญ่เป็นกระเปรำะ (basal bulb)  หลอดอำหำรต่อเชื่อมกับล ำไส้มีลิ้นปิด-
เปิด (cardic)   ระบบสืบพันธุ์เป็นแบบท่อรังไข่ 2 ข้ำง (didelphic) และโค้งงอที่ปลำยรังไข่ทั้งสองข้ำง  อวัยวะ
สืบพันธุ์เพศเมียอยู่บริเวณกลำงล ำตัวสังเกตเห็นชัดเจน  พบโครงสร้ำงที่เรียกว่ำ epiptygma   ตัวเมียที่ได้รับกำร
ผสมจำกตัวผู้ วำงไข่และฟักเป็นตัวอ่อนภำยในมดลูกของตัวแม่ เรียกว่ำ ovoviviparous   ตัวอ่อนสำมำรถเจริญ 



เติบโตภำยในตัวแม่ได้หรือไข่ถูกขับออกมำฟักภำยนอกตัวแม่ (oviparous)  ควำมยำวหำงของตัวเมียสั้นกว่ำควำม
กว้ำงของล ำตัว   

ตัวเต็มวัยเพศผู้ (male) : มีขนำดเล็กกว่ำตัวเมีย 2 ถึง 3 เท่ำ    ส่วนหัวประกอบด้วย 6 labial papillae 
และ 4 cephalic papillae มีช่องทำงเดินอำหำรคล้ำยกับตัวเต็มวัยเพศเมีย      ท่อสร้ำงและเก็บน้ ำเชื้อ (testis) 
เป็นแบบข้ำงเดียวและโค้งงอที่ปลำย  อวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ (spicule) มีลักษณะเป็นคู่   มีอวัยวะบังคับ spicule ที่
เรียกว่ำ gubernaculum    ไม่ปรำกฏแพนหำง (bursa)  ปลำยหำงกลมปลำยแหลม อำจมีติ่ง (mucronate) ที่
ปลำยหำง  ปลำยหำงมีอวัยวะรับควำมรู้สึกเรียกว่ำ genital papillae 1ตุ่มเดี่ยว และ 10-14 ตุ่มคู่   

ตัวอ่อนระยะท าลาย (infective juvenile = third-stage infective juvenile) :  ช่องปำกยุบลงเป็น
ช่อง  รูปร่ำงเรียวขนำดเล็ก  ส่วนของผนังชั้นนอก (cuticle) มีลักษณะเป็นรอยย่น (annulated)  มีเส้นข้ำงล ำตัว 
(lateral line) 6 เส้น ช่องทำงเดินอำหำรติดต่อกับล ำไส้  สังเกตเห็นช่องขับถ่ำยทำงผิวหนัง (excretory pore) 
ชัดเจน อยู่ในต ำแหน่งเหนือ nerve ring   ลักษณะปลำยหำงแหลม  พบ phasmid ที่ต ำแหน่งกลำงหำงระหว่ำง
ช่องขับถ่ำย (anus) และปลำยหำง  มีค่ำกำรวัดขนำดสัดส่วนตำมตำรำงที่ 1 
 จำกรูปร่ำงลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำและขนำดสัดส่วน  เปรียบเทียบกับ key มำตรฐำน  มีควำมใกล้เคียง
กับ S. siamkayai แยกได้จำก จ.เพชรบูรณ์ และ S. tami แยกได้จำกประเทศเวียตนำม   ซึ่งจะได้น ำไปจ ำแนกดี
เอ็นเอโดยใช้เทคนิคทำงอณูชีวโมเลกุลต่อไป 

1.2 ไส้เดือนฝอย Heterorhabtidis sp. PRh isolate 
 พบว่ำตัวอ่อนระยะที่ 3 มีค่ำควำมยำวล ำตัว (L) = 572.00 ไมครอน ควำมกว้ำงล ำตัว (W) = 22.31 
ไมครอน   ควำมยำววัดจำกหัวถึง excretory pore (EP) = 82.09ไมครอน   ควำมยำววัดจำกหัวถึง esophagus 
(ES) = 117.50 ไมครอน  และควำมยำวหำง (Tail) = 90.82 ไมครอน  มีค่ำสัดส่วน (ratio) a = 25.65, b = 4.87, 
c = 6.30,  D% = 69.88 และ  E% = 90.43  (ตำรำงท่ี 2) 
 ตัวเต็มวัยเพศเมียมีลักษณะหำงแบบ conoid  มีค่ำ D% = 122 ตัวเต็มวัยเพศผู้ มีลักษณะหำงแบบ 
conoid  ควำมยำวของอวัยวะสืบพันธุ์  (spicule length) = 48 ไมครอน  สำมำรถจ ำแนกโดยเปรียบเทียบกับ 
Key มำตรฐำน  พบว่ำรูปร่ำงลักษณะและสัดส่วนต่ำงๆ มีควำมใกล้เคียงกับ H. bacteriophora    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางท่ี  1  ค่ำกำรวัดขนำดสัดส่วนของไส้เดือนฝอย Steinernema sp. CMs isolate ตัวอ่อนระยะท่ี 3 
  

 
 
ตารางท่ี  2  ค่ำกำรวัดขนำดสัดส่วนของไส้เดือนฝอย Heterorhabditis sp. PRh isolate ตัวอ่อนระยะที่ 3 
 

 
 
หมำยเหตุ : ควำมยำวล ำตวั (L); ควำมกว้ำงล ำตวั(W); ควำมยำววัดจำกหวัถึง excretory pore (EP); ควำมยำววัดจำกหวัถึง esophagus (ES)  และ
ควำมยำวหำง (Tail);  ค่ำสัดส่วน a = L/W; b = L/ES; c = L/T; D% = EP/ES x 100; E% = EP/T x 100 
 
 



2. การจ าแนกโดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล 
 จำกกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอของยีน 28S rDNA ในไส้เดือนฝอยแต่ละไอโซเลทด้วยปฏิกิริยำ PCR  โดยใช้
ไพรเมอร์ 502/536  ผลจำกกำรแยกดีเอ็นเอด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสของไส้เดือนฝอยก ำจัดแมลงในแต่ละไอ
โซเลท พบว่ำทุกไอโซเลทได้ PCR product ขนำด 946 base pair (bp) (ภำพท่ี 1) 
 

 
(M: 1 kb Marker; lane 1-2: KP isolate; lane 3-4: RE isolate; lane 5-6: UB isolate;  
lane 7-9: SR isolate และ lane 10-12: HB isolate  

 
ภาพที่  1  PCR product ขนำด 946 base pair (bp) ของไส้เดือนฝอยก ำจัดแมลงในแต่ละไอโซเลท 
 
 
 
 จำกผลกำรวิเครำะห์กำรเรียงตัวกันของล ำดับนิวคลีโอไทด์ (Multiple alignment และ Phylogenetic 
relationship)  โดยท ำกำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จำกกำรท ำ DNA sequencing ของทุก isolates 
ด้วยวิธี Clustal W method โดยใช้โปรแกรม LaserGene (DNAStar, USA) แล้วน ำมำสร้ำง Phylogenetic tree 
ด้วยวิธี Neighbor joining method (1,000 bootstrap) (Gokce et al., 2013) เพ่ือจัดกลุ่มและเปรียบเทียบ
ควำมแตกต่ำงของล ำดับ  นิวคลีโอไทด์ที่ได้  พบว่ำ Isolate ของ REs และ KPs มีแนวโน้มอยู่ใน Steinernema 
ชนิดเดียวกัน และมีควำมแตกต่ำงอย่ำงชัดเจนกับ S. riobrave (SRs)  ส ำหรับ UBs และ HBh มีควำมแตกต่ำง
เช่นกัน (ภำพท่ี 2) ซึ่งแสดงว่ำ เทคนิคทำงชีวโมเลกุลสำมำรถแบ่งแยกชนิดของไส้เดือนฝอยที่แยกได้จำกประเทศ
ไทยมีได้อย่ำงเด่นชัด 

 
 

 
 
 
 

 
ภาพที่  2  Phylogenetic tree (Neighbor joining method, 1,000 bootstrap) ของไส้เดือนฝอยก ำจัดแมลง

ทุก isolates โดยใช้โปรแกรม LaserGene (DNAStar, USA) 
 
 



สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

 ไส้เดือนฝอยสกุล Steinernema sp. CMs isolate ที่แยกได้จำกดินใน จ. เชียงใหม่ และ 
Heterorhabditis sp. PRh isolate แยกได้จำก จ.เพชรบุรี จ ำแนกโดยพิจำรณำจำกรูปร่ำงลักษณะทำงสัณฐำน
วิทยำและกำรวัดขนำดสัดส่วนเปรียบเทียบกับ key มำตรฐำน  พบว่ำ CMs  มีขนำดและรูปร่ำงใกล้เคียงกับ S. 
siamkayai แยกได้จำก จ.เพชรบูรณ์ ส ำหรับไส้เดือนฝอย Heterorhabditis มีควำมใกล้เคียงกับ H. 
bacteriophora   จำกกำรศึกษำ DNA sequencing โดยท ำกำรสกัดดีเอ็นเอจำกตัวเต็มวัยเพศเมีย Steinernema 
(KPs, REs) เปรียบเทียบกับ S. riobrave  และเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอของยีน 28S rDNA ในไส้เดือนฝอยแต่ละไอโซ
เลทด้วยปฏิกิริยำ PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 502/536 พบว่ำได้ดีเอ็นเอที่สะอำด  โดยทุกไอโซเลทได้ PCR product 
ขนำด 946 base pair (bp)  เมื่อท ำกำรจัดเรียงล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จำกกำรท ำ DNA sequencing ของทุก 
isolates ด้วยวิธี Clustal W method โดยใช้โปรแกรม LaserGene (DNAStar, USA) และท ำกำรสร้ำง 
Phylogenetic tree ด้วยวิธี Neighbor joining method (1,000 bootstrap) เพ่ือจัดกลุ่มและเปรียบเทียบควำม
แตกต่ำงของล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้  พบว่ำ Isolate ของ REs และ KPs มีแนวโน้มอยู่ใน Steinernema ชนิด
เดียวกัน และมีควำมแตกต่ำงอย่ำงชัดเจนกับ S. riobrave ส ำหรับ UBs และ HBh มีควำมแตกต่ำงเช่นกัน ซึ่งแสดง
ว่ำเทคนิคทำงชีวโมเลกุลสำมำรถแบ่งแยกชนิดของไส้เดือนฝอยที่แยกได้จำกประเทศไทยได้อย่ำงเด่นชัด 
 

การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
 

 เป็นประโยชน์ในเชิงวิชำกำร สำมำรถน ำไปใช้ในกำรอ้ำงอิงชนิดของไส้เดือนฝอยกลุ่มก ำจัดแมลงที่แยกได้
ในประเทศไทยโดยใช้เทคนิคทำงชีวโมเลกุล 
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