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บทคัดย่อ: ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงเป็นชีวภัณฑ์ที่มีศักยภาพสูงในการควบคุมแมลงศัตรูพืช ในระบบการผลิตพืชจำเป็นต้องผลิตไส้เดือน
ฝอยศัตรูแมลงในปริมาณมากเพื่อลดต้นทุนการผลิต งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบศักยภาพของอาหารเทียม 3  สูตร ได้แก่ 
อาหารเทียมสูตรวุ้นตับไต อาหารเทียมสูตรวุ้นไขมัน และอาหารเทียมสูตร basal medium ผสมกากถั่วเหลือง ในการเพิ่มจำนวน
ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง Steinernema siamkayai EPNKU70 ในห้องปฏิบัติการ ผลการทดลองพบว่าอาหารเทียมสูตร basal medium 
ผสมกากถั่วเหลืองและชุดควบคุม (วุ้นเปล่า) ไม่สามารถให้ผลผลิตระยะ Infective juveniles (IJs) IJs ในรุ่นถัดไปได้ ในขณะที่อาหาร
เทียมสูตรวุ้นไขมันมีศักยภาพสำหรับการผลิต S. siamkayai EPNKU70 สูงกว่าอาหารเทียมสูตรวุ้นตับไต อาหารเทียมสูตรวุ้นไขมันและ
อาหารเทียมสูตรวุ้นตับไตให้ผลผลติ IJs เท่ากับ 25,258.00 และ 6,133.93 IJs/มล. ตามลำดับ โดยมีระยะเวลาในการฟื้นตัวเท่ากับ 3.17 
และ 3.23 วัน ตามลำดับ ระยะเวลาการพัฒนาเป็นระยะ IJ รุ่นใหม่เท่ากับ 5.20 และ 6.43 วัน ตามลำดับ ระยะเวลาในการให้ผลผลิต
ทั้งหมดเท่ากับ 12.13 และ 16.63 วัน ตามลำดับ และมีการรอดชีวิตเท่ากับ 99.02 และ 95.77% ตามลำดับ การประเมินประสิทธิภาพ
ของผลผลิตระยะ IJ ที่มีต่อกับหนอนกินรังผึ้ง (Galleria mellonella L.) วัยสุดท้ายแสดงให้เห็นว่า ระยะ IJ ที่ผลิตด้วยหนอนกินรังผึ้ง 
อาหารเทียมสูตรวุ้นไขมัน และอาหารเทียมสูตรวุ้นตับไต มีประสิทธิภาพการเข้าทำลายหนอนกินรังผึ้งภายใน 72 ชั่วโมง ไม่แตกต่างกัน 
ซึ ่งมีค่าเท่ากับ 100.00, 95.56 และ 93.33% ตามลำดับ ผลการวิจัยชี ้ให้เห็นว่าอาหารเทียมสูตรวุ ้นไขมันเป็นอาหารเทียมที ่มี
ประสิทธิภาพสูงสำหรับการผลิต S. siamkayai EPNKU70  
คำสำคัญ: การควบคุมโดยชีววิธ;ี เชื้อก่อโรคแมลง; แมลงศัตรูพืช; การเลี้ยงในหลอดทดลอง 
 
ABSTRACT: Entomopathogenic nematodes (EPNs) are highly promising biocontrol agents for insect pest 
management. Their application in agricultural production systems necessitates large-scale mass production to 
reduce costs. This study aimed to investigate three artificial media, including liver-kidney agar, lipid agar, and a basal 
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medium with soybean residue, to mass-produce Steinernema siamkayai EPNKU70 under laboratory conditions. The 
results showed that neither the basal medium with soybean residue nor the control treatment (agar only) yielded 
infective juveniles (IJs) in subsequent generations. Conversely, lipid agar demonstrated greater performance 
compared to liver-kidney agar for the propagation of S. siamkayai EPNKU70. Lipid agar and liver-kidney agar yielded 
25,258.00 and 6,133.93 IJs/mL, respectively. The recovery times for lipid agar and liver-kidney agar were 3.17 and 
3.23 days, respectively, while the developmental times to the next generation of IJs were 5.20 and 6.43 days, 
respectively. The total production periods were 12.13 and 16.63 days, respectively, with survival rates of 99.02 and 
95.77%, respectively. The efficacy of IJs produced on Galleria mellonella L. larvae, lipid agar, and liver-kidney agar, 
was evaluated against the final instar G. mellonella. Results indicated no significant differences in infection rates 
across the treatments within 72 hours, with mortality rates of 100.00, 95.56, and 93.33%, respectively. These findings 
suggest that lipid agar is a highly effective medium for the mass production of S. siamkayai EPNKU70. 
Keywords: biological control; insect pathogen; insect pest; in vitro culture 
 

บทนำ 
 ประเทศไทยมีสภาพพื้นที่และอากาศที่เอื้ออำนวยที่เหมาะสมในการปลูกพืชตลอดทั้งปี จึงส่งผลให้มีแมลงศัตรูพืชเข้าทำลาย

และแพร่พันธุ์อย่างต่อเนื่อง (Sapbamrer et al., 2023) อย่างไรก็ตามการป้องกันกำจัดแมลงศัตรูพืชส่วนใหญ่ในประเทศไทยมักใช้
สารเคมี เนื่องจากมีความสะดวกและทำให้แมลงตายอย่างรวดเร็ว ซึ่งการใช้สารเคมีมากเกินความจำเป็นและผิดวิธีส่งผลให้สารเคมี
ตกค้างในสภาพแวดล้อม ส่งผลกระทบต่อผู้บริโภคและสิ่งมีชีวิตอื่นในห่วงโซ่อาหาร อี กทั้งยังเป็นสาเหตุให้แมลงศัตรูพืชสร้างความ
ต้านทาน (Ruttanaphan et al., 2019) เพื่อลดปัญหาข้างต้นที่เกิดจากการใช้สารเคมีทางการเกษตร การผลิตพืชอาหารปลอดภัยได้รับ
การส่งเสริมในหลายประเทศท่ัวโลกด้วยวิธีการผลิตพืชตามหลักการปฏิบัติทางการเกษตรที่ดี (good agricultural practice หรือ GAP) 
การทำเกษตรอินทรีย์ (organic agriculture) หรือสนับสนุนการใช้ชีวภัณฑ์กำจัดแมลง (bio-insecticides) ร่วมกับการกำจัดแมลง
ศัตรูพืชในรูปแบบอื ่นตามหลักการจัดการศัตรูพืชแบบผสมผสาน ( Integrate pest management หรือ IPM) (Damalas and 
Eleftherohorinos, 2011; Laosutsan et al., 2019) ซึ่งชีวภัณฑ์ที่ผลิตจากเช้ือก่อโรคแมลงหลายชนิดในกลุ่มเชื้อแบคทีเรีย เชื้อรา เช้ือ
ไวรัส และไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงนั้น มีความปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม มีประสิทธิภาพสูงในการเข้าทำลายแมลงศัตรูพืช และสามารถนำมา
พัฒนาเป็นชีวภัณฑ์การค้าได้ (Jhala et al., 2020; Koller et al., 2023) 

ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง (entomopathogenic nematodes หรือ EPN) ในวงศ์ Steinernematidae เป็นหนอนตัวกลมก่อ
โรคแมลงที่มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมแมลงศัตรูพืชหลากหลายชนิด เช่น หนอนกระทู้ผัก หนอนกระทู้หอม หนอนกระทู้ข้าวโพด
ลายจุด หนอนใยผัก ด้วงหมัดผัก ด้วงงวงมันเทศ หนอนชอนกิ่งลองกอง หนอนแมลงวัน ด้วงกินรากสตรอว์เบอร์รี และหนอนผีเสื้อในโรง
เห็ด (Hazir et al., 2003; Lewis and Clarke, 2012; Janardhan et al., 2023) ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงมีความปลอดภัยต่อพืช 
สัตว์เลือดอุ่น และสิ่งแวดล้อม (Grewal et al., 2005) ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ infective juvenile (IJ) เป็นระยะที่สามารถมีชีวิต
รอดอยู่ภายนอกลำตัวแมลงอาศัยและทนทานต่อสภาพแวดล้อม เข้าทำลายแมลงผ่านทางช่องเปิดธรรมชาติของแมลงอาศัย เช่น ปาก 
ทวารหนัก รูหายใจ (Singh et al., 2022) จึงเคลื่อนตัวเข้าสู่ระบบเลือดของแมลงอาศัย และปลดปล่อยแบคทีเรียร่วมอาศัย (symbiotic 
bacteria) ในสกุล Xenorhabdus ซึ่งบรรจุอยู่ในบริเวณทางเดินอาหารส่วนหน้าของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง (Stock and Goodrich-
Blair, 2012) ทำให้เลือดของแมลงอาศัยเป็นพิษ (septicemia) และตายภายใน 24-48 ช่ัวโมง ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรียร่วม
อาศัยจะพัฒนาตัวในแมลงอาศัยประมาณ 2-3 รุ่น  จนสารอาหารในซากแมลงใกล้หมด ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ รุ่นใหม่จะ
เคลื่อนที่ออกจากซากแมลงอาศัยเพื่อหาเหยื่อตัวใหม่ต่อไป (Poinar, 2018) 

ปัจจุบันไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงไดร้ับการพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์การค้าในหลายประเทศท่ัวโลก (Ehlers, 2001) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบ
ปริมาณผลิตภัณฑ์ชีวภัณฑ์ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงกับชีวภัณฑ์เชื้อก่อโรคแมลงในกลุ่มอื่นในประเทศไทย พบว่ายังมีจำนวนและสัดส่วน
ทางการตลาดค่อนข้างน้อย เนื่องจากผลิตภัณฑ์ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงไม่มีขายตามท้องตลาดทั่วไป อีกทั้งเกษตรกรต้องเก็บรักษาและใช้
ให้ถูกช่วงเวลา รวมถึงการเพิ่มปริมาณที่ค่อนข้างยุ่งยากและมีต้นทุนสูงกว่าชีวภัณฑ์เชื้อก่อโรคแมลงในกลุ่มอื่น 
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การเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงมี 2 วิธีการหลัก ประกอบด้วย วิธีที่ 1 การเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงด้วยแมลง
อาศัย (in vivo production) ซึ่งเป็นการใช้ตัวอ่อนของแมลงเป็นเหยื่อ โดยเฉพาะแมลงในอันดับ lepidoptera สำหรับแมลงอาศัยที่
นิยมนำมาใช้คือหนอนกินรังผึ ้ง (Galleria mellonella L.) หนอนกระทู ้ผ ัก (Spodoptera litura F.) และหนอนผีเสื ้อข้าวสาร 
(Corcyra cephalonica Stainton) นอกจากน้ันยังมีรายงานการใช้ตัวอ่อนแมลงในอันดับ Coleoptera เช่น ด้วงหนอนนก (Tenebrio 
molitor L.) (Glaser and Lewis, 2000; Stock and Goodrich-Blair, 2012) เนื่องจากแมลงดังกล่าวสามารถเลี้ยงเพิ่มปริมาณได้ง่าย
ด้วยอาหารเทียม (artificial diet) (Chau et al., 2022) ผลผลิตของการเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงด้วยวิธีนี้มักใช้สำหรับทดลอง
ในห้องปฏิบัติการ หรือใช้ในแปลงทดลองขนาดเล็ก สำหรับวิธีที ่ 2 กรณีผลิตในเชิงการค้าจะใช้วิธีการเพิ่มจำนวนในอาหารเทียม          
(in vitro production) ซึ่งเป็นการใช้อาหารสังเคราะห์เลี้ยงไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรียร่วมอาศัยที่จะทำให้ได้ผลผลิตที่มี
คุณภาพจำนวนมากและเพียงพอในการใช้ป้องกันกำจัดแมลงศัตรูพืช โดยรูปแบบการผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงด้วยอาหารเทียมนั้นมี 2 
แบบ คือการผลิตในอาหารแข็ง (solid state culture) และผลิตในอาหารเหลว (liquid state culture) ปัจจุบันนักวิจัยหลายท่านได้
เผยแพร่สูตรอาหารเทียมและวิธีการเลี้ยงเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงไว้หลากหลายวิธี (Shapiro-Ilan et al., 2023) สูตรอาหาร
เทียมที่นิยมใช้และนำมาดัดแปลงคือ อาหารเทียมสูตรวุ้นตับไต (liver-kidney agar) และอาหารเทียมสูตรวุ้นไขมัน (lipid agar) ซึ่ง
หลายประเทศในทวีปยุโรป สหรัฐอเมริกา จีน ออสเตรเลีย และญี่ปุ่นได้มีการนำสูตรอาหารเทียมดังกล่าวมาดัดแปลงและผลิตไส้เดือน
ฝอยศัตรูแมลงในเชิงการค้า (McMullen and Stock, 2014) โดยอาหารเทียมแต่ละสูตรนั้นจะมีข้อดีและข้อเสียแตกต่างกันออกไปใน
ด้านต่าง ๆ ได้แก่ ปริมาณผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง คุณภาพและประสิทธิภาพของผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง การแยกเลี้ยง
แบคทีเรียร่วมอาศัย รวมทั้งความยุ่งยากของวิธีการเลี้ยง ซึ่งขึ้นอยู่กับความเฉพาะของชนิดอาหารกับชนิดของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงอีก
ด้วย (Shapiro-Ilan et al., 2014) 

การใช้ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงและการพัฒนาผลิตภัณฑ์เชิงการค้าในประเทศไทยยังไม่แพร่หลายนัก เนื่องจากกระบวนการผลิต
และการเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงด้วยแมลงอาศัยนั้นมีข้อจำกัดในหลายด้าน ประกอบกับการเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยศัตรู
แมลงด้วยอาหารเทียมที่ต้องใช้องค์ความรู้ค่อนข้างลึกและต้องมีอุปกรณ์ที่มีความจำเพาะซึ่งมีราคาแพง การพัฒนาวิธีการเลี้ยงและสูตร
อาหารที่เหมาะสมกับชนิดของไส้เดอืนฝอยศัตรูแมลงจะเป็นการช่วยส่งเสริมให้มกีารใช้ไสเ้ดือนฝอยศัตรแูมลงเพื่อควบคุมแมลงศัตรูพืชได้
มากขึ้น การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาสูตรอาหารเทียมที่เหมาะสมในการผลิตขยายไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง Steinernema 
siamkayai EPNKU70 ที่สามารถส่งเสริมให้เกษตรกรนำไปผลิตเพื่อใช้เอง ลดการใช้สารเคมีป้องกันกำจัดแมลงศัตรูพืช และนำไปสู่การ
ผลิตสินค้าเกษตรที่ยั่งยืนต่อไป 

 
วิธีการศึกษา  
 การเพ่ิมปริมาณหัวเชื้อไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง 

การทดลองนี้ใช้ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ที่แยกได้จากตัวอย่างดินตามการทดลองของ Noosidum et 
al. (2024) ที ่เพิ ่มปริมาณด้วยหนอนกินรังผึ ้งทุก 2-4 สัปดาห์ และเก็บรักษาไว้ในตู ้ควบคุมอุณหภูมิ 15±2 องศาเซลเซียส ที่
ห้องปฏิบัติการไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง ภาควิชากีฏวิทยา คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ เพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. 
siamkayai EPNKU70 ตามวิธีการของ Stock and Goodrich-Blair (2012) โดยนำไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 
ปริมาณ 500 IJs/น้ำ 700 ไมโครลิตร หยดลงบนกระดาษกรอง Whatman® เบอร์ 1 จำนวน 2 แผ่น ซึ่งวางอยู่ภายในจานเพาะเชื้อขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 5.5 ซม. ใส่หนอนกินรังผึ้งวัยสุดท้าย 5 ตัว/จานเพาะเชื้อ นำจานเพาะเชื้อไปเก็บในที่มืด อุณหภูมิ 25±2 องศา
เซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 60±5% เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง  

เมื่อหนอนกินรังผึ้งตายและลำตัวเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาลดำ ไม่เน่าเปื่อย นำซากหนอนกินรังผึ้งมาผ่านกระบวนการ modified 
White trap (White, 1927) โดยนำซากหนอนไปล้างทำความสะอาดด้วยสารละลายฟอร์มาลีน (formalin) 0.1% วางซากหนอนลงบน
กระดาษกรอง Whatman® เบอร์ 1 จำนวน 1 แผ่น ที่บรรจุอยู่ในจานเพาะเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5.5 ซม. และเติมน้ำกลั่น
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนกระดาษกรองเพื่อรักษาความชื้น หลังจากนั้นนำจานเพาะเชื้อดังกล่าววางลงในจานเพาะเชื้อขนาดเส้น
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ผ่านศูนย์กลาง 9 ซม. ที่บรรจุน้ำกลั่นปริมาตร 5 มล. นำจานเพาะเชื้อไปเก็บในที่มืด อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 
60±5% เป็นเวลา 5-7 วัน จะเห็นไส้เดือนฝอยศัตรแูมลงระยะ IJ ออกจากซากหนอนแล้วเคลื่อนตัวลงมาอยู่ในน้ำกลั่นที่ใส่ไว้ เก็บผลผลติ
ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงในน้ำกลั่นในช่วง 5 วันแรก ทำความสะอาดด้วยไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ ที่เก็บได้ด้วยสารละลายฟอร์มาลีน 
0.1% ตั้งท้ิงไว้ให้ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงตกตะกอนแล้วเทน้ำส่วนบนออก จากนั้นเติมน้ำกลั่นลงไปล้าง 2-3 ครั้งจนได้หัวเช้ือไส้เดือนฝอย
ศัตรูแมลงที่สะอาด เก็บไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงในขวดเลี้ยงเชื้อพลาสติก (culture flask) ขนาด 250 มล. และเก็บรักษาไว้ในตู้เย็นที่
อุณหภูมิ 15±2 องศาเซลเซียส สำหรับใช้ในการทดลองต่อไป 

การเตรียมอาหารเทียมสำหรับเลี้ยงไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง 
อาหารเทียมสูตรที่ 1 สูตรวุ้นตับไต (liver-kidney agar) ดัดแปลงจากสูตรของ McMullen and Stock (2014) นำตับวัวสด

ปริมาณ 20 ก. และไตวัวสดปริมาณ 20 ก. ล้างด้วยน้ำกลั่นแล้วหั่นเป็นช้ินลูกเต๋าขนาดประมาณ 2-3 ซม. นำไปปั่นให้ละเอียดด้วยเครื่อง
ปั่นขนาดกำลังไฟ 900 วัตต์ (Bosch®, Thailand) เติมน้ำกลั่นปริมาตร 120 มล. และโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ปริมาณ 1 ก. และปั่นให้
เข้ากันจนมีลักษณะข้นหนืด นำส่วนผสมมาเติมน้ำกลั่นปริมาตร 80 มล. และผงวุ้น (นางเงือก, ประเทศไทย) ปริมาณ 3 ก. ปั่นส่วนผสม
ทั้งหมดให้เข้ากันอีกครั้ง เทส่วนผสมข้างต้นลงในบีกเกอร์ขนาด 500 มล. นำไปนึ่งฆ่าเชื ้อด้วยเครื ่องนึ่งความดันไอ (autoclave) 
(Speedy®, Japan) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้จนอุณหภูมิเย็นลง ประมาณ 50 องศาเซลเซียส คนส่วนผสม
อีกครั้งด้วยแท่งแก้วที่ผ่านการฆ่าเชื้อ แล้วเทใส่จานเพาะเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5.5 ซม. ปริมาตรจานละ 10 มล. วางทิ้งไว้จน
อาหารเทียมแข็งตัว  

อาหารเทียมสูตรที่ 2 สูตรวุ้นไขมัน (lipid agar) ดัดแปลงจากสูตรของ McMullen and Stock (2014) เติมน้ำกลั่นปริมาตร 
178 มล. ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 500 มล. จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเชื้อ NB (nutrient broth) (Himedia®, India) ปริมาณ 1.6 ก. สารสกัด
ยีสต์ (yeast extract) (Himedia®, India)  ปริมาณ 1 ก. และสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด ์Hexahydrate (MgCl2•6H2O) (Kemaus®, 
Australia) ปริมาตร 2 มล. (แมกนีเซียมคลอไรด์ Hexahydrate ปริมาณ 0.4 ก. ผสมกับน้ำกลั่นปริมาตร 2 มล.) ตามด้วยผงวุ้น ปริมาณ 
3 ก. คนส่วนผสมให้เข้ากันแล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้จน
อุณหภูมิเย็นลงประมาณ 50 องศาเซลเซียส แล้วเติมน้ำมันข้าวโพดปริมาตร 0.8 มล. (โกลเด้น ดร็อป ซันบีม®, ประเทศไทย) และน้ำนม
ข้าวโพดปริมาตร 19.2 มล. (น้ำนมข้าวโพดปริมาตร 1.4 มล. ผสมกับน้ำกลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือปริมาตร 17.8 มล.) คนส่วนผสมให้เข้า
กันอีกครั้งก่อนเทลงในจานเพาะเช้ือขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5.5 ซม. ปริมาตรจานละ 10 มล. วางทิ้งไว้อาหารเทียมแข็งตัว 

อาหารเทียมสูตรที่ 3 สูตร basal medium (ที่ผลิตจากสารสกัดยีสต์ กลูโคส และ โซเดียมคลอไรด์) ผสมกากถั่วเหลือง 
ดัดแปลงจากสูตรของ Chairin et al. (2022) นำเมล็ดถั่วเหลืองปริมาณ 200 ก. (ไร่ทิพย®์, ประเทศไทย) ล้างด้วยน้ำสะอาดแล้วแช่น้ำท้ิง
ไว้เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นนำเมล็ดถั่วเหลืองข้างต้นไปปั่นรวมกับน้ำกลั่นปริมาตร 500 มล. จนเมล็ดถั่วละเอียด กรองด้วยผ้าขาวบาง
และนำเอาเฉพาะส่วนที่เป็นกากถั่วเหลืองไปใช้ เตรียม yolk saline solution โดยการนำไข่ไก่เบอร์ 2 มาทำความสะอาดผิวด้านนอก 
(surface cleaning) ด้วยน้ำเปล่าและแช่ต่อด้วยเอทานอล (ethanol) 70% เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นแยกไข่ขาวออกจากไข่แดง 
แล้วนำเฉพาะส่วนของไข่แดงใส่ลงไปในถ้วยที่บรรจสุารละลายน้ำเกลอื (sterile sodium chloride solution) 0.6% (w/v) ปริมาตร 20 
มล. คนส่วนผสมให้เข้ากันเพื่อนำไปใช้ในขั้นตอนถัดไป จากนั้นเติมน้ำกลั่นปริมาตร 200 มล. ลงในบีกเกอร์ขนาด 500 มล. เติมกากถ่ัว
เหลืองปริมาณ 12.5 ก. สารสกัดยีสต์ปริมาณ 5.8 ก. กลูโคส (Himedia®, India) ปริมาณ 6.3 ก. โซเดียมคลอไรด์ ปริมาณ 1.3 ก. ผงวุ้น
ปริมาณ 0.5 ก. และน้ำมันปาล์มปริมาตร 10 มล. (โอลีน®, ประเทศไทย) คนส่วนผสมทั้งหมดให้เข้ากัน นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่ง
ความดันไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้จนอุณหภูมิเย็นลง ประมาณ 50 องศาเซลเซียส แล้วเติม yolk saline 
solution ที่เตรียมไว้ปริมาตร 37.5 มล. คนส่วนผสมให้เข้ากัน ก่อนเทลงในจานเพาะเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5.5 ซม. จานละ 10 
มล. วางทิ้งไว้จนอาหารเทียมแข็งตัว 

อาหารชุดควบคุม: เติมน้ำกลั่นปริมาตร 200 มล. ลงในบีกเกอร์ขนาด 500 มล. แล้วเติมผงวุ้นปริมาณ 3 ก. คนให้ผงวุ้นละลาย 
แล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเทใส่ในจานเพาะเชื้อขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 5.5 ซม. จานละ 10 มล. วางทิ้งไว้จนอาหารเทียมแข็งตัว 
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การศึกษาการเพ่ิมปริมาณไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ด้วยอาหารเทียม 
การประเมินผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่ได้จากการเลี้ยงด้วยอาหารเทียม 
นำหัวเชื้อไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ระยะ IJ อายุไม่เกิน 2 สัปดาห์ ล้างด้วย hyamine 0.1% นาน 5 

นาที และตามด้วยน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้ออีก 3 ครั้ง ปรับความเข้มข้นตามอัตราที่ต้องการด้วยน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ เติมหัวเชื้อไส้เดือนฝอยศัตรู
แมลงจำนวน 200 IJs/200 ไมโครลิตร ลงในจานเพาะเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5.5 ซม. ที่บรรจุอาหารเทียมแต่ละชนิด ทดสอบด้วย
อาหารเทียม 10 จานเพาะเช้ือ/อาหารเทียม และทำซ้ำ 3 ครั้ง (3 รอบของการผลิตอาหารเทียมและไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง) นำจานเพาะ
เชื้อดังกล่าววางลงในจานเพาะเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 ซม. ปิดฝานำไปเก็บไว้ในที่มืด อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ความช้ืน
สัมพัทธ์ 60±5% บันทึกการเปลี่ยนแปลงของอาหารเทียม การเจริญเติบโตของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง และเมื่อพบไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง
ระยะ IJ เคลื่อนตัวขึ้นขอบจานเพาะเชื้อขนาดเล็ก ให้เติมน้ำกลั่นปริมาตร 5 มล. ลงในจานเพาะเชื้อขนาดใหญ่ เมื่อไส้เดือนฝอยศัตรู
แมลงระยะ IJ เคลื่อนตัวลงน้ำเป็นวันแรก ใช้ไมโครไปเปตดูดน้ำและไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงทั้งหมดในจานเพาะเชื้อขนาดใหญ่ทุก 2 วัน 
และเติมน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อกลับเข้าไปในจานเพาะเชื้อขนาดใหญ่ 5 มล. ทุกครั้งจนครบ 15 วัน โดยนับจากวันที่สังเกตุเห็นไส้เดือนฝอย
ศัตรูแมลงเคลื่อนที่ลงน้ำวันแรก เก็บผลผลิตไส้เดือนฝอยศตัรูแมลงในน้ำกลั่นในขวดเลีย้งเช้ือพลาสติกขนาด 250 มล. และเก็บรักษาไว้ใน
ตู้เย็นที่อุณหภูมิ 15±2 องศาเซลเซียส สำหรับใช้ในการทดลองต่อไป  

สุ่มนับจำนวนผลิตรวมของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง และจำนวนไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่มีชีวิต ตามวิธีการของ  Glazer and 
Lewis (2000) โดยใช้ไมโครไปเปตขนาด 20-100 ไมโครลิตร สุ่มดูดผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ ที่ได้จากอาหารแต่ละสูตรซึ่ง
บรรจุอยู่ในขวดเลี้ยงเช้ือพลาสติกขนาด 250 มล. ออกมาปริมาตร 25 ไมโครลิตร ใส่ลงในจานเพาะเช้ือพลาสติกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
5.5 ซม.จากนั้นเติมน้ำสะอาดตามลงไป 4 มล. นับจำนวนไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่มีชีวิตและที่ไม่มีชีวิตภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ
จำนวน 10 ครั้ง/ขวด จากนั้นนำมาคำนวณผลรวมจำนวนไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ  IJ โดยใช้สูตรที่ 1 และ 2 ดังต่อไปนี้ 

 

𝑛̅ =
𝑛1+𝑛2+⋯+𝑛10

10
      (สูตรที่ 1) 

 

𝑛̅; ค่าเฉลี่ยจำนวนไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ/น้ำ 25 ไมโครลิตร 

𝑛1−10; จำนวนไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ/น้ำ 25 ไมโครลิตร (ครั้งท่ี 1, 2, 3…10 ตามลำดับ) 
 

𝑁 =
𝑉∙𝑛̅ 

25
                 (สูตรที่ 2) 

 

𝑁; ผลผลิตรวมของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ 

𝑉; ปริมาตรของน้ำในขวดเลี้ยงเช้ือพลาสติกขนาด 250 มล. 
 

การตรวจสอบคุณภาพผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่ได้จากการเลี้ยงด้วยอาหารเทียม 
ทดสอบความสามารถของผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ระยะ IJ ในการก่อโรคกับหนอนกินรังผึ้ง

วัยสุดท้าย ด้วยวิธี filter paper bioassays ตามวิธีการ ของ Glazer and Lewis (2000) โดยหยดสารแขวนลอยไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง
ระยะ IJ อายุไม่เกิน 2 สัปดาห์ ที่ผลิตด้วยอาหารเทียมสูตรวุ้นตับไต อาหารเทียมสูตรวุ้นไขมัน และการใช้หนอนกินรังผึ้งเป็นแมลงอาศัย 
ที่อัตรา 200 IJs ที่บรรจุอยู่ในน้ำกลั่นปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนกระดาษกรอง Whatman® เบอร์ 1 (ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1.27 
ซม.) จำนวน 2 แผ่น ที่บรรจุอยู่ใน 24 well-plates จากนั้นนำหนอนกินรังผึ้งวัยสุดท้ายใส่ลงไปในแต่ละหลุมจำนวน 1 ตัว/หลุม และ
หยดน้ำกลั่นเป็นชุดควบคุม ทดสอบด้วยหนอนกินรังผึ้งทั้งหมด 30 ตัว/อาหารเทียม และทำซ้ำ 3 ครั้ง (3 รอบของการผลิตอาหารเทียม
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และไส้เดือนฝอยศัตรแูมลง) ปิดฝาและเก็บ 24 well-plates ที่ทดสอบไว้ในห้องมืด อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส และความช้ืนสัมพัทธ์ 
60±5% บันทึกอัตราการตายของหนอนกินรังผึ้งที่เวลา 24 48 และ 72 ช่ัวโมง หลังการทดสอบ  

การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
การประเมินผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่ได้จากการเลี้ยงด้วยอาหารเทียม และการตรวจสอบคุณภาพผลผลิตไส้เดือนฝอย

ศัตรูแมลงที่ได้จากการเลี ้ยงด้วยอาหารเทียมที่มีต่อหนอนกินรังผึ ้งวัยสุดท้าย วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ ( completely 
randomized design, CRD) และนำข้อมูลผลผลิตระยะ IJ และผลการตายของหนอนกินรังผึ้งมาวิเคราะห์ค่าความแปรปรวน โดยใช้ 
one-way analysis of variance (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยในแต่กรรมวิธีด้วย Tukey’s HSD test (P=0.05) และนำข้อมูล
จำนวนการรอดชีวิตของระยะ IJ วันที่พัฒนาเป็นตัวเต็มวัย (recovery) และวันที่ให้ผลผลิตระยะ IJ มาเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของ 2 
กรรมวิธีด้วย t-test (P=0.05) ด้วยโปรแกรม R version 4.1.2 (R Core Team, 2021)  

 
ผลการศึกษาและวิจารณ ์ 

การประเมินผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่ได้จากการเลี้ยงด้วยอาหารเทียม 
การผลิตขยายไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ด้วยอาหารเทียมทั้ง 3 สูตร (สูตรวุ้นตับไต สูตรวุ้นไขมัน และ

สูตรbasal medium ผสมกากถั่วเหลือง) และชุดควบคุม (วุ้น) ให้ผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ (F=1966.9; df=3, 119; P<0.01) ซึ ่งมีอาหารเทียมเพียง 2 สูตรเท่านั้นที่ให้ผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ รุ ่นถัดไป 
(Figure 1A-1L)  

อาหารเทียมสูตรวุ้นไขมันให้ผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ สูงที่สุด มีค่าเท่ากับ 25,258.00±827.46 IJs/มล. รองลงมา
เป็นอาหารเทียมสูตรวุ้นตับไตให้ผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ มีค่าเท่ากับ 6,133.93±337.43 IJs/มล. ในขณะที่อาหารสูตร basal 
medium ผสมกากถั่วเหลือง และชุดควบคุม ไม่พบผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ  IJ (Figure 2) โดยปัจจัยสำคัญที่ส่งผลต่อ
ความสำเร็จในการผลิตขยายไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงด้วยอาหารเทียมให้ได้คุณภาพและมีปริมาณสูงนั้นขึ้นอยู่กับ  ชนิดของอาหาร ชนิด
ของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง แบคทีเรียร่วมอาศัย อุณหภูมิ วิธีการเลี้ยง และโดยเฉพาะแหล่งไขมันในอาหาร (สาทิพย์ และวิไลวรรณ, 
2556; ภานุพงศ์ และคณะ, 2559; Abu Hatab et al., 1998) นอกจากน้ัน ความแตกต่างของชนิดไขมันท่ีนำมาใช้เป็นส่วนประกอบของ
อาหารเทียมยังส่งผลต่อการเจริญเติบโตและผลผลิตระยะ IJ ของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงแต่ละชนิดแตกต่างกัน เช่น Abu-Hatab and 
Gaugler (2001) รายงานว่า อาหารเทียมที่มีส่วนผสมของไขมันท่ีได้จากไขมันแมลงมีจำนวนลูกและอัตราการเจริญเติบโตสูงกว่าอาหาร
เทียมที่ใช้ไขมันวัว และน้ำมันหมู ในขณะที่ ภานุพงศ์ และคณะ (2559) รายงานว่า อาหารเทียมวุ้นท่ีมีส่วนผสมของน้ำมันดอกทานตะวัน
และมีการเติมแบคทีเรียร่วมอาศัยในระหว่างการเลี้ยงให้จำนวนลูกในรุ่นที่ 1 และ 2 สูงกว่าการเลี้ยงด้วยอาหารเทียมที่มีแหล่งไขมันจาก
น้ำมันหมูและเลี้ยงด้วยแมลงอาศัย  

ทั้งนี้อาหารเทียมสูตรวุ้นไขมันมีผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ระยะ IJ สูงที่สุดเป็นเพราะในอาหาร
เทียมมีส่วนผสมของน้ำมันข้าวโพด สอดคล้องกับการศึกษาของ Cortés-Martínez et al. (2021) ที่รายงานว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง 
Steinernea glaseri (Weiser) ที่เลี ้ยงด้วยอาหารเทียมสูตร P2 agar และ chicken-liver agar ที ่มีส่วนผสมของน้ำมันข้าวโพดให้
ผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ มากกว่า อาหารเทียมสูตร nutrient MP agar ซึ่งไม่มีส่วนประกอบของน้ำมันข้าวโพดในอาหาร
เทียม เนื่องจากไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ (เป็นระยะที่ไม่กินอาหาร) นั้นจำเป็นต้องใช้พลังงานในการดำรงชีพ โดยพลังงานที่ใช้ส่วน
ใหญ่มาจากการเผาผลาญไขมัน (Selvan et al., 1993) ในสภาพธรรมชาติไส้เดอืนฝอยศัตรูแมลงและแบคทีเรียร่วมอาศัยไดร้ับไขมันจาก
แมลงอาศัย ดังนั้นการเลี้ยงขยายโดยใช้อาหารเทียมควรเติมส่วนผสมของไขมันที่ได้จากสัตว์หรือพืชลงไปด้วย (Buecher and Popiel, 
1989) โดยแหล่งอาหารที่มีส่วนประกอบของไขมันจากสัตว์ เช่น สารสกัดจากเนื้อวัว (beef extract) เปปโตน (peptone) ไข่แดง และ
นม (Hara et al., 1981) และแหล่งไขมันจากพืชได้แก่ แป้งข้าวโพด น้ำมันข้าวโพด รวมถึงสารสกัดจากยีสต์ เป็นต้น (Friedman, 1990)  
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Figure 1 Growth of Steinernema siamkayai EPNKU70 cultured on different artificial media: Liver-kidney agar on the 

initial day (1A), liver-kidney agar at 3 dpi (days post-inoculation) (1B), liver-kidney agar at 7 dpi (1C) with S. 
siamkayai EPNKU70 adults (a), lipid agar on the initial day (1D) with S. siamkayai EPNKU70 adults (a), lipid 
agar at 3 dpi (1E), lipid agar at 7 dpi (1F), basal medium with soybean residue on the initial day (1G), basal 
medium with soybean residue at 3 dpi (1H), basal medium with soybean residue at 7 dpi (1I), control (agar 
only) on the initial day (1J), control at 3 dpi (1K), and control at 7 dpi (1L). 
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Figure 2 Productivity (mean±SE) of Steinernema siamkayai EPNKU70 (infective juvenile stage = IJ) reared on different 

artificial media after 20 days of exposure; LKA = liver-kidney agar, LPA = lipid agar, BMA = basal medium 
with soybean residue, and control (agar only). Different letters indicate statistically significant differences in 
IJ productivity of S. siamkayai EPNKU70 among the artificial media. Statistical analysis was performed using 
ANOVA, followed by Tukey’s HSD test (P<0.05). 
 
อย่างไรก็ตาม จำนวนผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ระยะ IJ ที่ผลิตด้วยอาหารเทียมสูตรวุ้นไขมัน

ในครั้งนี้มีจำนวนน้อยกว่าการทดลองของนุชนารถ และบัญชา (2542) ที่พบว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงสายพันธ์ุไทย Steinernema sp. ที่
เลี้ยงด้วยอาหารเทียมวุ้นไขมันมีผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง Steinernema sp.ระยะ IJ เฉลี่ย 65,840 ตัว/อาหาร 1 ก. แต่เมื่อ
พิจารณาต้นทุนพบว่ามีต้นทุนการผลิตสูงกว่าอาหารเทียมสูตรวุ้นไขมันในการทดลองครั้งนี้  4.1 เท่า เพราะมีส่วนประกอบและอัตรา
ส่วนผสมแตกต่างไปจากอาหารเทียมสูตรวุ้นไขมันในครั้งนี้ คือ น้ำนมข้าวโพด 10 ก. สารสกัดยีสต์ 5 ก. อาหารเลี้ยงเชื้อ NA (nutrient 
agar) 25 ก. น้ำมันตับปลา (cod liver oil) 2.5 มล. แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) 2  ก. และน้ำกลั่น 1 ลิตร และยังเป็นการเลี้ยงร่วมกับ
แบคทีเรียร่วมอาศัย อีกทั้งมีการเติมหัวเชื้อไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงในระหว่างการเลี้ยงด้วย ในขณะที่การศึกษาครั้งนี้อาหารเทียมทั้ง 3 
สูตรจะไม่มีการเติมแบคทีเรียร่วมอาศัยระหว่างการทดลอง ซึ่งจะเป็นการลดขั้นตอนท่ียุ่งยากและลดต้นทุนการผลิต 

ในขณะที่อาหารเทียมสูตรวุ้นตับไตให้ผลผลิตไส้เดอืนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ระยะ IJ น้อยกว่าการเลี้ยงด้วย
อาหารเทียมสูตรวุ้นไขมัน ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของวัชรี และ พิมลพร (2535) ที่ผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง Steinernema 
carpocapsae (Weiser) โดยเลี้ยงร่วมกับแบคทีเรียร่วมอาศัยในอาหารสูตรตับไก่ ซึ่งประกอบด้วย ตับไก่ 70% น้ำ 20% น้ำมันหมู 
10% และ วุ้น 1% ให้ผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ เพียง 2,000 IJs/มล. ซึ่งอาจเป็นเพราะการเกิดผลึกไขมันระหว่างการเลี้ยง
เมื่อเวลาผ่านไป 5-7 วันหลังเติมหัวเชื้อไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง โดยการเกิดผลึกไขมันเป็นผลมาจากสัดส่วนกรดไขมันอิ่มตัวซึ่งมีปริมาณ
มากในแหล่งไขมันที่ได้จากสัตว์ ส่งผลให้ปริมาณไขมันไม่เพียงพอต่อผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง สอดคล้องกับการทดลองของ Abu 
Hatab and Gaugler (2001) ที่พบว่า การเติมไขมันจากสัตว์ท่ีมีกรดไขมนัอ่ิมตัวสูงในอาหารเทียมที่มีส่วนประกอบหลักเป็นยสีต์แห้ง 11 
ก. โปรตีนสกัดแบคโตเปปโตน (bacto peptone) 10 ก. อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB (tryptic soy broth) 5 ก. แป้งข้าวโพด 10 ก. และ
น้ำประปา 100 มล. ทำให้ผลผลิตของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis bacteriophora Poinar ระยะ IJ ลดลง และยิ่งกระตุ้น
ให้เกิดผลึกไขมันที่ส่งผลให้ปริมาณไขมันท่ีสะสมในตัวไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง H. bacteriophora ลดลงตามไปด้วย  

อย่างไรก็ตาม การศึกษานี้ไม่สามารถผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ด้วยอาหารเทียมสูตร basal 
medium ผสมกากถั่วเหลืองได้ ซึ่งตรงกันข้ามกับรายงานของ Chairin et al. (2022) ที่สามารถใช้อาหารเทียมสูตรนี้ในการเพิ่มปริมาณ
ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง Steinernema sp. และให้ผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ รุ่นถัดไปได้ อาจเนื่องมาจากปัจจัยด้านความ
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แตกต่างของชนิดไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่นำมาทดสอบที่เป็น Steinernema sp. NR01 นอกจากนั้นแหล่งที่มาและกระบวนการผลิต
กากถ่ัวเหลืองที่นำมาใช้ในการทดลองนี้ยังส่งผลให้มีความแตกต่างในด้านคุณค่าทางอาหาร จึงส่งผลต่อความสามารถในการเจริญเติบโต
ของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงอีกด้วย (Strydom et al., 2024) นอกจากนั้น สูตรอาหารที่แตกต่างกันอาจส่งผลต่อการเจริญเติบโตของ
ไส้เดือนฝอยในแต่ละชนิด เช่น สาทิพย์ และวิไลรรณ (2556) เลี้ยงขยายไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. glaseri ด้วยอาหารเทียมแข็งกึ่งเหลว
ที่ประกอบด้วยอาหารสุนัข น้ำมันหมู หนอนกินรังผึ้ง และน้ำ ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 วัน สามารถผลิตขยายไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง 
S. glaseri ระยะ IJ ได้เฉลี่ย 1.3 ล้านตัวต่อ 500 มล. แต่ไม่สามารถเลี้ยงไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. glaseri ด้วยอาหารเหลวที่สูตรที่ใช้
เลี้ยงขยายไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. carpocapsae ที่ประกอบด้วยโปรตีนและคาร์โบไฮเดรต 0.75% วิตามินและเกลือแร่ 0.50% 
ไขมัน 0.20% Emulsifier 6.67% และน้ำสะอาด 91.88% ได้ ซึ่งทั้ง 2 สูตรมีการเติมแบคทีเรียร่วมอาศัยไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่แยก
เลี้ยงขยายปริมาณใน Ys broth ในระหว่างการเลี้ยงขยายไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง 

ระยะเวลาที่ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงใช้ในการฟื้นตัว (recovery) จากหัวเชื้อระยะ IJ ไปจนถึงระยะตัวเต็มวัยของไส้เดือนฝอย
ศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ที่เลี้ยงด้วยอาหารเทียมสูตรวุ้นตับไตและอาหารเทียมสูตรวุ้นไขมันใช้เวลาไม่แตกต่างกัน  (t=1.6; 
df=58; P=0.53) ซึ่งมีค่าเท่ากับ 3.23±0.08 และ 3.17±0.07 วัน ตามลำดับ (Figure 3A) ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai 
EPNKU70 ท่ีเลี้ยงด้วยอาหารเทียมสูตรวุ้นไขมันมกีารพัฒนาตัวเปน็ระยะ IJ รุ่นใหม่เร็วกว่าอาหารเทียมสูตรวุ้นตับไตอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ (t=15.1; df=58; P<0.01) ซึ่งมีค่าเท่ากับ 5.20±0.07 และ 6.43±0.13 วัน ตามลำดับ (Figure 3B) ในทำนองเดียวกัน ไส้เดือน
ฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ที่เลี้ยงด้วยอาหารเทียมสูตรวุ้นไขมันใช้ระยะเวลาในการผลิตแต่ละรอบ (เติมหัวเชื้อ-ผลผลิต
หมด) สั ้นกว่าอาหารเทียมสูตรวุ ้นตับไตอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ( t=6.8; df=58; P<0.01) ซึ ่งมีค่าเท่ากับ 12.13±0.29 และ 
16.63±0.25 วันตามลำดับ (Figure 3C) 

ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับ Upadhyay et al. (2015) ที่พบว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง H. bacteriophora ที่เลี้ยงด้วย
อาหารเทียมแบบเหลวในถังบ่มเช้ือใช้เวลา 3 วันในการฟื้นตัวเป็นตัวเต็มวัย และใช้เวลา 7 วัน ในการให้ผลผลิตระยะ IJ ส่วนเวลาที่ใช้ใน
การเลี้ยงแต่ละรอบการผลิตคือ 15 วัน ซึ่งระยะเวลาในการฟื้นตัว และจำนวนวันแต่ละรอบการผลิตเป็นสิ่งสำคัญในการตัดสินความ
คุ้มค่าทางเศรษฐกิจ (Strauch and Ehlers, 1998) อย่างไรก็ตามผลการศึกษาครั้งน้ีพบว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่เลี้ยงด้วยอาหารเทียม
สูตรวุ้นไขมันใช้เวลาในการพัฒนาตัวเป็นระยะ IJ และระยะเวลาในการผลติแต่ละรอบน้อยกว่าอาหารเทียมสูตรวุ้นตับไต ทั้งนี้ในอาหาร
เทียมวุ้นไขมันมีแหล่งไขมันที่มาจากน้ำมันข้าวโพดที่ประกอบด้วยกรดไขมันอิ่มตัวน้อยกว่าแหล่งไขมันที่มาจากสัตว์ โดยแหล่งไขมันที่มี
ความเข้มข้นของกรดไขมันอิ่มตัวสูง (ไขมันจากสัตว์) อยู่ในอาหารเทียมจะขัดขวางการเจริญเติบโตของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงทำให้
เจริญเติบโตช้า ส่วนไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่เลี้ยงในอาหารเทียมที่มีแหล่งไขมันจำพวกกรดไขมันไม่อิ่มตัว (น้ำมันข้าวโพด) ทำให้มีก
สะสมไขมันในลำตัวไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงเร็วกว่าจึงเจริญเติบโตได้เร็วกว่า (Abu Hatab and Gaugler (2001) 

การรอดชีวิตของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ ที่เป็นผลผลิตจากอาหารเทียมสูตรวุ้นไขมันมีการรอดชีวิตสูงกว่าอาหารเทียม
สูตรวุ้นตับไตอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (t=5.1; df=58; P<0.01) โดยไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ ที่ได้จากอาหารเทียมสูตรวุ้นไขมัน
และอาหารเทียมสูตรวุ้นตับไตมีค่าเท่ากับ 99.02±3.17 และ 95.77±3.23% ตามลำดับ (Figure 3D) ปัจจัยที่สำคัญต่อการอยู่รอดของ
ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ คือไขมัน เพราะระยะ IJ ไม่มีการกินอาหาร แต่ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะนี้ยังดำรงค์ชีพอยู่ได้โดยอาศัย
พลังงานจากไขมันที่สะสมไว้ และการเปลี่ยนแปลงของค่าไขมันเพียงเล็กน้อยมีผลมากต่อการเปลีย่นแปลงผนังลำตวัของไส้เดือนฝอยศัตรู
แมลงซึ่งเป็นอวัยวะสำคัญที่ห่อหุ้มอวัยวะอื่นภายในร่างกายของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง ซึ่งแหล่งที่มาของไขมันท่ีสะสมในร่างกายและผนัง
ลำตัวของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงนั้นได้มาจากอาหารที่ได้รับ ดังนั้นไขมันจึงเป็นตัวกำหนดเรื่องความคงทนของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง 
Abu Hatab and Gaugler (2001) อธิบายว่า การใช้แหล่งไขมันจากแมลง น้ำมันมะกอก และน้ำมันพืชบางชนิดเป็นส่วนประกอบใน
อาหารเทียม ทำให้ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงสะสมไขมันในปริมาณที่สูงกว่าเมื่อเทียบกับไขมันจากสัตว์ โดยมีการสะสมไขมันไม่อิ่มตัว เช่น 
กรดโอเลอิก (oleic acid) มากกว่า แหล่งไขมันจากสัตว์ซึ่งมีกรดสเตียริก (stearic acid) สูง ซึ่งผลที่ได้ก็เป็นไปในทิศทางเดียวกับการ
ทดลองครั้งนี้ 
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Figure 3 Growth (mean±SE) of Steinernema siamkayai EPNKU70 cultured on two artificial media; LKA = liver-kidney 

agar and LPA = lipid agar. Different letters indicate statistically significant differences in recovery times (3A), 
developmental times (3B), total production periods (3C) and survival rates (3D) among two artificial media. 
Statistical analysis was performed using T-test (P<0.05). 

 
การตรวจสอบคุณภาพผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่ได้จากการเลี้ยงด้วยอาหารเทียม 
เมื่อนำผลผลิตไสเ้ดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ระยะ IJ ที่ได้จากอาหารเทียม 2 สูตร (อาหารเทียมสูตรวุ้นตับ

ไตและอาหารเทียมสูตรวุ้นไขมัน) และการผลิตโดยใช้หนอนกินรังผึ้งเป็นแมลงอาศัย มาทดสอบประสิทธิภาพการเข้าทำลายหนอนกินรัง
ผึ้ง (G. mellonella) วัยสุดท้าย ผลการทดลองไม่พบการตายของหนอนกินรังผึ้งในชุดควบคุมทั้ง 3 ช่วงเวลา เมื่อเวลาผ่านไป 24 ช่ัวโมง 
การตายของหนอนกินรังผึ ้งมีความแตกต่างกันในแต่ละชุดการทดลอง (F=69.8; df=3, 35; P<0.01) ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง                
S. siamkayai EPNKU70 ที่เลี้ยงด้วยหนอนกินรังผึ้งทำให้หนอนกินรังผึ้งวัยสุดท้ายตายมากที่สุด เท่ากับ 95.50±2.89 % ในขณะที่
อาหารเทียมสูตรวุ้นตับไตและอาหารเทียมสูตรวุ้นไขมันทำให้หนอนกินรังผึ้งวัยสุดท้ายตายเท่ากับ 66.67±2.89 และ 72.22±5.96 % 
ตามลำดับ เมื่อเวลาผ่านไป 48 ชั่วโมง การตายของหนอนกินรังผึ้งมีความแตกต่างกันในแต่ละชุดการทดลอง (F=148.5; df=3, 35; 
P<0.01) ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ที่เลี้ยงด้วยหนอนกินรังผึ้งทำให้หนอนกินรังผึ ้งวัยสุดท้ายตายมากที่สุด 
เท่ากับ 98.90±1.10% ในขณะที่อาหารเทียมสูตรวุ้นตับไตและอาหารเทียมสูตรวุ้นไขมันทำให้หนอนกินรังผึ้งวัยสุดท้ายตายเท่ากับ 
85.56±1.76 และ 90.00±2.89% ตามลำดับ เมื่อเวลาผ่านไป 72 ชั่วโมง การตายของหนอนกินรังผึ้งที่เกิดขึ้นจากการเข้าทำลายของ
ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงและชุดควบคุมมีความแตกต่างกัน (F=122.25; df=3, 35; P<0.01) อย่างไรก็ตาม ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง          
S. siamkayai EPNKU70 ท่ีได้จากการเลี้ยงด้วยหนอนกินรังผึ้ง อาหารเทียมสูตรวุ้นไขมัน และอาหารเทียมสูตรวุ้นตับไตทำให้หนอนกิน
รังผึ้งตายไม่แตกต่างกันทางสถิติ ซึ่งมีเท่ากับ 100.00±0.00, 95.56±1.76 และ 93.33±2.56% ตามลำดับ (Figure 4)  
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ผลการทดลองนี้บ่งชี้ว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ ที่ผลิตด้วยอาหารเทียมมีประสิทธิภาพในการเข้าทำลายหนอนกินรังผึ้ง
ได้ต่ำกว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ ที่ผลิตด้วยแมลงอาศัยในช่วง 48 ช่ัวโมงแรก ซึ่งสอดคล้องกับ Gaugler and Georgis (1991) ที่
รายงานว่าการผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis bacteriophora Poinar ด้วยอาหารเทียมแบบเหลว มีประสิทธิภาพใน
การเข้าทำลาย Japanese beetle, Popillia japonica Newman ได้ต่ำกว่าการผลิตด้วยหนอนกินรังผึ้ง ในทำนองเดียวกัน ไส้เดือน
ฝอยศัตรูแมลง Heterorhabditis zealandica Poinar (Ferreira et al., 2014) ไส้เดือนฝอยศัตรแูมลง Steinernema yirgalemense 
Tesfamariam, Gozel, Gaugler & Adams (Ferreira et al., 2016) ที่ผลิตด้วยอาหารเทียมแบบเหลว มีประสิทธิภาพในการเข้า
ทำลายหนอนกินรังผึ้งได้ต่ำกว่าการผลิตด้วยแมลงอาศัย (Shapiro-Ilan et al., 2012) ความแตกต่างดังกล่าวอาจเป็นผลมาจากไส้เดือน
ฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ ที่ผลิตด้วยแมลงอาศัยมีปริมาณไขมันสูงกว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่เลี้ยงด้วยอาหารเทียม (Molyneux, 1985) 
ซึ่งปริมาณของไขมันนั้นมีผลในเชิงบวกกับการก่อโรคกับแมลงอาศัย ดังนั้นปริมาณไขมันที่ลดลงจึงส่งผลให้ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง 
Steinernema feltiae Filipjev and H. bacteriophora ที่เลี้ยงด้วยอาหารเทียมก่อโรคกับตัวอ่อนหนอนนกลดลงด้วย (Vanninen, 
1990) 

อย่างไรก็ตาม เมื่อเวลาผ่านไป 72 ชั่วโมง ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ระยะ IJ ที่ผลิตด้วยอาหารเทียม
และหนอนกินรังผึ้งมีประสิทธิภาพไม่แตกต่างกัน สอดคล้องกับรายงานการผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. carpocapsae (Grewal et 
al., 1999) และ S. jeffreyense Malan, Knoetze & Tiedt (Steyn et al., 2019) ด้วยอาหารเทียมแบบเหลว พบว่าประสิทธิภาพของ
ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ ที่ผลิตได้ไม่แตกต่างกันกับการผลิตด้วยหนอนกินรังผึ้ง นอกจากนั้น หลายการทดลองพบว่าไส้เดือนฝอย
ศัตรูแมลงระยะ IJ ที่ผลิตด้วยอาหารเทียมมีประสิทธิภาพในการเข้าทำลายเหยื่อได้ดีกว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ ที่ผลิตด้วยแมลง
อาศัย เช่นไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. scapterisci Nguyen & Smart ที่เลี้ยงด้วยอาหารเทียมแบบเหลว (Grewal et al., 1999) ไส้เดือน
ฝอยศัตรูแมลง Steinernema sp. JAP1 ที่ผลิตด้วยอาหารเทียมแบบแข็งสูตรตับไก่และสูตรไข่แดง (Cortés-Martínez et al. (2021) 
ทำให้หนอนกินรังผึ้งตายได้ดีกว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่ผลิตด้วยแมลงอาศัย และนอกจากน้ัน Dunn et al. (2020) รายงานว่าไส้เดือน
ฝอยศัตรูแมลง S. jeffreyense ที่ผลิตด้วยอาหารเทียมเข้าทำลายหนอนนกได้ดีกว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่ผลิตแมลงอาศัย โดยใน
ระหว่างการเลี้ยงไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงในอาหารเทียมทั้ง 2 แบบ จะมีการเติมแบคทีเรียร่วมอาศัยลงในอาหารเทียมก่อนนำไปบ่มในท่ี
มืด ส่งผลให้แบคทีเรียร่วมอาศัยมีจำนวนมากพอและส่งเสริมไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่ผลิตได้มีความสามารถในการเข้าทำลายเหยื่อได้
รุนแรงกว่าไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่ผลิตด้วยแมลงอาศัย ในการศึกษานี้อาหารเทียมทั้ง 2 สูตรนั้น ไม่มีการเติมแบคทีเรียร่วมอาศัย
ระหว่างการเลี้ยง อาจส่งผลให้ผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงมีแบคทีเรียร่วมอาศัยจำนวนไม่มาก จึงส่งผลให้เหยื่อแสดงการตายไม่
แตกต่างกับไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่ผลิตด้วยแมลงอาศัย 

ทั้งนี้ ความสำเร็จของการเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงด้วยอาหารเทียมและประสิทธิภาพของผลผลิตนั้นขึ้นอยู่กับปัจจัย
หลายประการ ได้แก่ ชนิดของไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง ชนิดของแบคทีเรียร่วมอาศัย สูตร/รูปแบบอาหารเทียม และยังรวมถึงปัจจัยอื่นๆ ที่ 

เกี่ยวข้องในระหว่างกระบวนการผลิตด้วย เช่น อัตราเริ่มต้นของหัวเช้ือไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง อุณหภูมิ ระยะเวลาการบ่มเพาะ 
การผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงจำนวนมากด้วยอาหารเทียมในแต่ละสูตรจึงมีข้อดีและข้อเสียแตกต่างกัน (Shapiro-Ilan et al., 2023) 
ดังนั้นจึงจำเป็นต้องมีศึกษาและพัฒนาเพิ่มเติมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตและลดต้นทุนการผลิตให้มากขึ้น 
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Figure 4  Mortality (mean±SE) of the 3 rd instar of Galleria mellonella infected by Steinernema siamkayai EPNKU70 

at 2 5  IJ/cm2  by filter paper bioassays under laboratory conditions. Different letters indicate statistically 
significant differences in insect mortality among S. siamkayai EPNKU70 produced by different artificial media 
at different times after exposure; LKA = liver-kidney agar medium, LPA = lipid agar medium, WM = produced 
by G. mellonella larva, and Control (untreated treatment). The statistical analysis was performed using 
ANOVA, followed by Tukey’s HSD test (P<0.05). 
 

สรุป 
อาหารเทียมสูตรวุ้นไขมันสามารถใช้เพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ได้ดีกว่าอาหารเทียมสูตรวุน้

ตับไต โดยอาหารเทียมสูตรวุ้นไขมันมีปริมาณผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงระยะ IJ มากกว่าอาหารเทียมสูตรวุ้นตับไตถึง 4.77 เท่า 
อย่างไรก็ตาม ผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงจากอาหารเทียมทั้ง 2 สูตรมีระยะเวลาการฟื้นตัว ระยะเวลาการพัฒนาเป็น IJ และ
ประสิทธิภาพในการเข้าทำลายหนอนกินรังผึ้งไม่มีความแตกต่างกัน ซึ่งอาหารเที่ยมทั้ง 2 สูตร แสดงศักยภาพที่ดีสำหรับการนำไปใช้ผลิต
ไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 เพราะมีวิธีการผลิตที่ไม่ยุ่งยากและสามารถนำไปพัฒนาต่อยอดได้ ในขณะที่อาหาร
เทียมสูตร basal medium ผสมกากถั่วเหลือง ไม่สามารถให้ผลผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง S. siamkayai EPNKU70 ระยะ IJ ได้ 
นอกจากนั้นการเตรียมอาหารเทียมสูตร basal medium ผสมกากถั่วเหลืองนับว่าเป็นสูตรอาหารที่มีความซับซ้อนมากที่สุดในการ
ทดลองครั้งนี้ โดยเฉพาะขั้นตอนการเตรียม yolk saline solution ซึ่งใช้เวลานานและเสี่ยงต่อการปนเปื้อนได้ง่ายเพราะวัตถุดิบที่ใช้ (ไข่
แดง) ไม่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ และต้องทำด้วยความระมัดระวังเพราะไข่แดงที่แยกออกจากไข่ขาวจะแตกง่าย ประกอบกับอาหารสูตร
ดังกล่าวค่อนข้างมีกลิ่น ดึงดูดให้แมลงหวี่มาวางไข่บริเวณภาชนะหากจัดการไม่ดี เมื่อตัวอ่อนแมลงหวี่ฟักออกจากไข่แล้วจะเข้าไปในถาด
อาหารเลี้ยงเช้ือและเกิดการปนเปื้อนเชือ้โรคอื่นตามมา จึงไม่เหมาะสมที่จะใช้เป็นสูตรอาหารเทียมเลี้ยงไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่จะนำไป
ถ่ายทอดให้เกษตรกรผลิตใช้เอง อาหารเทียมสูตรดังกล่าวจึงเหมาะกับการพัฒนาเพื่อใช้ในห้องปฏิบัติการ หรือใช้ทางการค้าที่มี
นักวิชาการที่มีความเช่ียวชาญมาควบคุมการผลิต 
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