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บทคัดย่อ 

วัตถุประสงค์และที่มา : สารชีวภณัฑ์ถกูน ามาใช้ในการควบคมุและก าจดัแมลงศตัรูพืชอย่างแพร่หลาย อย่างไรก็ตามข้อมลู
การตอบสนองของฮีโมไซต์แมลงต่อสารชีวภัณฑ์ยงัมีจ ากดั วตัถปุระสงค์ของการศึกษาครัง้เพื่อตรวจสอบผลของสารชีวภณัฑ์
เชือ้ราบิวเวอเรีย (Beauveria bassiana) และเชือ้บีที (Bacillus thuringiensis) ต่อฮีโมไซต์ของแมลงโดยใช้ด้วงหนอนนก             
เป็นสตัว์ทดลองต้นแบบ  
วิธีด าเนินการวิจัย : จ านวน total hemocyte count (THC) และ differential hemocyte count (DHC) ได้ถูกท าการศึกษา
หลงัจากตวัอ่อนด้วงหนอนนกได้รับสารชีวภณัฑ์ที่ความเข้มข้น 0.0025, 0.00625 และ 0.0125 กรัมตอ่มิลลลิติร ที่เวลา 24, 48, 
72, 96, 120, 144 และ 168 ชัว่โมง  
ผลการวิจัย : ผลการทดลองพบว่า THC  มีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญในตัวอ่อนที่ได้ รับเชือ้  B. bassiana และเชือ้                  
B. thuringiensis ที่ เวลา 24 ชั่วโมง และยังคงอยู่ในระดับเดิมหลังจากนัน้ นอกจากนีก้ารเปลี่ยนแปลงของค่า THC                      
ถกูตรวจสอบในตวัออ่นท่ีได้รับสารชีวภณัฑ์ความเข้มข้น 0.0125 กรัมตอ่มิลลลิติร ที่เวลา 2, 6, 10, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง พบวา่
ค่า THC ในตัวอ่อนที่ได้รับเชือ้ B. bassiana เร่ิมลดลงที่ 6 ชั่วโมง ขณะที่การลดลงของ THC ถูกบันทึกได้ที่เวลา 2 ชั่วโมง 
หลงัจากตวัออ่นได้รับ B. thuringiensis พบ DHC ทัง้หมด 4 ชนิดในตวัออ่นท่ีได้รับสารชีวภณัฑ์ prohemocytes เป็นฮีโมไซต์ชนิด
หลกัท่ีพบในตวัอ่อนกลุ่มควบคุม แต่จ านวนของ prohemocytes ลดลงอย่างมีนยัส าคญัเม่ือตวัอ่อนได้รับเชือ้ B. bassiana และเชือ้         
B. thuringiensis ในทุกความเข้มข้นที่ 24 ชั่วโมง จ านวน plasmatocytes เพิ่มขึน้ในทุกความเข้มและระยะเวลาที่ทดสอบ 
granulocytes ตอบสนองต่อเชือ้ B. bassiana และเชือ้ B. thuringiensis แตกต่างกนั จ านวนของ granulocytes เพิ่มขึน้เมื่อ
ตวัออ่นได้รับ B. thuringiensis ที่ 48 และ 72 ชัว่โมง ขณะที่การลดลงของ granulocyte ถกูพบที่ความเข้มข้นสงูนาน 120-168 
ชัว่โมง หลงัจากได้รับ B. bassiana ในทางตรงกนัข้ามจ านวนของ oenocytes ไมม่ีการเปลีย่นแปลงหลงัจากได้รับสารชีวภัณฑ์ 
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สรุปผลการวิจัย : ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสารชีวภณัฑ์ส่งผลกระทบต่อ THC และ DHC ในตวัออ่นด้วงหนอนนก การค้นพบนี ้
ท าให้มีข้อมลูพืน้ฐานของผลกระทบของสารชีวภณัฑ์ตอ่ระบบภมูิคุ้มกนัของแมลง   

ค าส าคัญ  :  หนอนนก ; ฮีโมไซต์ ;  ฮีโมลมิพ์ ;  ยาฆา่แมลง ; สารชีวภณัฑ์ 
 

Abstract 
Background and Objectives :  Biopesticides have been used to control and eliminate pests widely.  However, 
the information on how insect’s hemocytes respond to biopesticides is still limited.  The aim of this study was to 
examine the effect of Beauveria bassiana and Bacillus thuringiensis on insect’s hemocytes using the mealworm 
beetle (Tenebrio molitor L.) larva as an animal model.  

Methodology :  The total hemocyte count ( THC)  and differential hemocyte count (DHC)  were examined after T. 
molitor larvae were treated with biopesticides at concentrations of 0.0025, 0.00625 and 0.0125 g/ml for 24, 48, 72, 
96, 120, 144 and 168 hours.  

Main Results : Results showed that THC was decreased significantly in the larvae treated with B. bassiana and 
B.  thuringiensis at 24 hours and remained low thereafter.  Moreover, the changes in THC were examined in larvae 
treated with 0. 0125 g/ml of biopesticides for 2, 6, 10, 24, 48 and 72 hours.  The THC in larvae treated with B. 
bassiana started to decrease at 6 h, while the decrease in TCH was recorded at 2 h after the larvae were treated 
with B.  thuringiensis.  The DHC in larvae treated with B.  bassiana and B.  thuringiensis were found in  4 types. 
Prohemocytes was the dominant hemocytes found in the control larvae, but number of prohemocytes decreased 
significantly when the larvae were treated with B. bassiana and B. thuringiensis at every concentration for 24 hours. 
Plasmatocytes increased in all examined concentrations and all periods of treatment.  Granulocytes responded 
differently to B. bassiana and B. thuringiensis. The number of granulocytes increased when the larvae were treated 
with B.  thuringiensis at 48 and 72 hours, while the decrease of granulocytes was recorded with highest 
concentration at 120-168 hours after B. bassiana treatment. In contrast, the number of oenocytes was not changed 
after biopesticide treatment.  

Conclusions :  The results indicated the treatment of biopesticides affected the THC and DHC in the T.  molitor 
larvae. This finding provides basic information on how biopesticides affected the immune system in insects. 
Keywords :  mealworm ; hemocyte; hemolymph; insecticide; biopesticides 
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บทน า   

จากปัญหาทางการเกษตรที่เก่ียวข้องกบัศตัรูพืช เกษตรกรมีการใช้สารเคมีในการแก้ปัญหาดงักลา่ว ซึ่งเป็นต้นทนุ
ในการท าการเกษตร ในปี พ.ศ. 2562 ประเทศไทยมีพืน้ที่ทางการเกษตร 149,252,451 ไร่ โดยปี พ.ศ. 2557 มีปริมาณการ
น าเข้าสารเคมีก าจดัศตัรูพืชทกุชนิดเท่ากบั 134,377,000 กิโลกรัม มลูค่ารวม 19,357 ล้านบาท ผู้ ป่วยจากพิษสารเคมีก าจัด
ศตัรูพืชเท่ากบั 12.25 ต่อประชากร 100,000 คน หน่วยงานที่เก่ียวข้องจึงมีการศึกษาและสง่เสริมให้เกษตรกรใช้ผลิตภณัฑ์ที่
เป็นสารชีวภณัฑ์ในการก าจดัศตัรูพืชส าหรับช่วยลดปัญหาต้นทนุในการท าเกษตร นอกจากนีย้งัช่วยลดปัญหาทางสขุภาพและ
สิ่งแวดล้อม สารชีวภัณฑ์ที่นิยมใช้ส่วนใหญ่เป็น bacteria, fungi, viruses และ nematode เช่น Bacillus thuringiensis                 
(B. thuringiensis; BT), ไส้เดือนฝอย, Trichoderma (Nawaz et al., 2016; Department of Agricultural Extension, 2020) 
การใช้สารชีวภณัฑ์เหลา่นีม้ีผลต่อแมลงศตัรูพืช และสง่ผลต่อระบบภมูิคุ้มกนัของแมลง โดยแมลงจะมีการตอบสนองภายใน         
10 ชัว่โมง โดยสารชีวภณัฑ์มกัสง่ผลกระทบต่อปริมาณและชนิดของฮีโมไซต์ (Heimpel & Harshbarger, 1965) โดย Beauveria 
bassiana (B. bassiana) สามารถท าลายแมลงได้หลากหลายชนิด โดยผลิตเอนไซม์ที่เป็นพิษต่อศัตรูพืช ท าให้เกิดโรค               
white muscardine และ B. thuringiensis มีการสร้าง δ-endotoxins ท่ีมีฤทธ์ิเป็นสารก าจดัแมลง จึงมีการใช้เป็นสารก าจดัแมลง
ทางชีวภาพอย่างกว้างขวาง (Kumar et al., 2021; Wang et al., 2021)  

ฮีโมไซต์มีบทบาทหน้าที่ในระบบภมูิคุ้มกนัของสตัว์ไมม่ีกระดกูสนัหลงั รวมถึงการ phagocytosis, encapsulation,  
และ cytotoxic reactions ในการศึกษาผลของปัจจยัต่าง ๆ ที่มีต่อฮีโมไซต์มกัพิจารณาจากค่า total hemocyte count (THC) 
ซึ่งเป็นค่าที่บ่งบอกถึงจ านวนฮีโมไซต์ต่อมิลลิลิตรของฮีโมลิมพ์ และ differential hemocyte count (DHC) เป็นค่าที่แสดงถึง
สดัสว่นของฮีโมไซต์แต่ละชนิด โดยถ้ามีการเปลี่ยนแปลงในระบบภมูิคุ้มกนัของแมลงจะสง่ผลถึงการเปลี่ยนแปลงของจ านวน  
ฮีโมไซต์และลกัษณะของฮีโมไซต์แต่ละชนิด (Rajitha et al., 2013; Silva et al., 2002) ในการศึกษาผลของ B. bassiana ต่อ
ระบบภูมิคุ้ มกันของ Musca domestica L. ส่งผลให้ค่า THC, prohemocyte (PRs) และ granulocyte (GRs) ลดลง ส่วน 
plasmatocytes (PLs) เพิ่มขึน้ (Mishra et al., 2015) และ B. bassiana มีผลต่อ Aedes aegypti โดยค่า THC ลดลงภายใน 
24 ชัว่โมง แตม่ีจ านวนของ GRs และ oenocytoids (OEs) เพิ่มขึน้ (de Oliveira Barbosa Bitencourt et al., 2023) ส าหรับผล
ของ B. thuringiensis ต่อ Agrotis ipsilon ท าให้ค่า THC และ PRs ลดลง แต่มีจ านวน SPs, PLs, and GRs เพิ่มขึน้ (El-Aziz 
& Awad, 2010) 

ตวัออ่นด้วงหนอนนกมีฮีโมไซต์ 4 ชนิด คือ PRs, PLs, GRs และ OEs (Vommaro et al., 2021) ระยะตวัเต็มวยัของ
ด้วงหนอนนก (Tenebrio. molitor L.) เป็นแมลงปีกแข็ง ปัจจุบนันิยมเพาะเลีย้งตวัอ่อนของด้วงหนอนนกเพื่อใช้เป็นอาหาร
ส าหรับเลีย้งสตัว์ และยงัเป็นแมลงที่มีการน ามาใช้เป็นตวัแทนในการศึกษาด้านชีววิทยาของแมลง (de Souza et al., 2015) 
ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงมุง่เน้นเพื่อศึกษาผลของเชือ้ B. bassiana และเชือ้ B. thuringiensis ต่อความผนัแปรของ total hemocyte 
count และ differential hemocyte count ในระยะตวัออ่นของด้วงหนอนนก 
 
  

https://th.m.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%94-endotoxins&action=edit&redlink=1
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วิธีด าเนินการวิจัย 
การวิจัยนีไ้ด้รับรองการใช้สัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ของโครงการวิจัยของคณะกรรมการก ากับดูแลการ

ด าเนินการตอ่สตัว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัพะเยา (คกส.มพ.) เลขที่รับรอง  UP-AE64-01-04-032 
ตวัอย่างดว้งหนอนนก 
 ตวัออ่นด้วงหนอนนกได้รับจากสาขาชีววิทยา คณะวทิยาศาตร์ มหาวทิยาลยัพะเยา โดยเลีย้งตวัอ่อนของด้วงหนอนนก
ที่อณุหภมูิห้อง ในภาชนะกลอ่งเลีย้งแมลงเส้นผ่าศนูย์กลาง 23 เซนติเมตร สงู 10.5 เซนติเมตร จ านวน 200 ตวั/กลอ่ง โดยให้
อาหารเป็นร าข้าวสาลผีา่นการอบที่อณุหภมูิ 60 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ปริมาณ 200 กรัม/กลอ่ง สปัดาห์ละสองครัง้ และเสริม
ด้วยผกั เช่น แครอท สปัดาห์ละหนึง่ครัง้ เลีย้งจนกวา่จะได้ขนาดตวัหนอนประมาณ 20-30 มิลลเิมตร ก่อนท าการทดสอบงดให้
อาหารประมาณ 12 ชัว่โมง โดยน าตวัออ่นด้วงหนอนนกมาเลีย้งในภาชนะที่มีขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 10 เซนติเมตร ใสอ่าหาร
คลกุด้วยสารชีวภณัณ์ที่ท าการทดสอบปริมาณ 20 กรัม/การทดสอบ/ตวัออ่นด้วงหนอนนก 10 ตวั ส าหรับกลุม่ควบคมุให้อาหาร
คลกุด้วยน า้กลัน่ปราศจากเชือ้ 
ตวัอย่างเชื้อ B. bassiana และเชื้อ B. thuringiensis (BT) 
  เชือ้ B. bassiana (บเูวริน, แอพพลายเค็ม, ประเทศไทยจ ากดั) และเชือ้ B. thuringiensis (ไลท์นิง่ค์, แอพพลายเค็ม, 
ประเทศไทยจ ากดั) อยูใ่นรูปแบบผง เตรียมโดยท าการผสมในน า้ให้ได้ความเข้นข้นท่ีใช้ในการทดลอง และจากนัน้น ามาผสมใน
ร าข้าวสาล ีผึง่ให้แห้ง ป่ันให้ละเอียด แล้วจึงน ามาใช้ในการทดลอง โดยกลุม่ควบคมุใช้น า้กลัน่ท่ีผา่นการท าให้ปราศจากเชือ้ 
กลุ่มตวัอย่างทีท่ าการทดลอง 
 1) ความเข้มข้นและระยะเวลาหลังจากตัวอ่อนด้วงหนอนนกได้รับเชือ้ B. bassiana และเชือ้ B. thuringiensis                  
ที่ความเข้มข้น 0.0025 g/ml, 0.00625 g/ml และ 0.0125 g/ml ที่ระยะเวลา 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, และ 168 ชั่วโมง 
โดยนับค่า THC (total hemocyte count) และ DHC (differential hemocyte count) จ านวน 3 ซ า้ แต่ละซ า้ใช้ตัวอ่อนด้วง              
หนอนนกจ านวน 5 ตวั 
 2) ความเข้มข้นและระยะเวลาหลงัจากด้วงหนอนนกได้รับเชือ้ B. bassiana และเชือ้ B. thuringiensis ที่ความเข้มข้น 
0.00125 g/ml ระยะเวลา 0, 2, 6, 10, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง โดยนบัคา่ THC (total hemocyte count) จ านวน 3 ซ า้ แตล่ะซ า้
ใช้ตวัออ่นด้วงหนอนนกจ านวน 5 ตวั 
การเก็บตวัอย่างฮีโมลิมพ์และการเตรียมสไลด์  
 Total hemocyte count 

การเก็บตัวอย่างฮีโมลิมพ์ส าหรับการนับจ านวน THC โดยการใช้กรรไกรขนาดเล็กตัดบริเวณขาเทียม (proleg)              
2 คู่หน้าของตวัอ่อนด้วงหนอนนก แล้วปลอ่ยให้ฮีโมลิมพ์หยดลงบนแผ่นพาราฟิล์มจากนัน้ใช้ไมโครปิเปตดดูฮีโมลิมพ์ผสมกบั
สารละลาย phosphate buffer saline และ 0.37% β-mercaptoethanol ให้มีอตัราสว่น 1 ตอ่ 100 ผสมให้เข้ากนัโดยใช้เคร่ือง 
Vortex  จากนัน้เตรียมสไลด์โดยน า cover chamber มาปิดบริเวณท่ีใช้นับบน hemocytometer น าฮีโมลิมพ์ที่ผสมกบัสารละลาย 
phosphate buffer saline รวมกับ 0.37% β-mercaptoethanol ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนร่อง hemocytometer               
โดยให้ปลายไมโครปิเปตแตะบริเวณขอบของ cover chamber และนับจ านวน total hemocyte ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ                
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ใช้แสง (Olympus CX21, Japan) ก าลงัขยาย 100 เท่า โดยนบัเม็ดเลือดจ านวน 4 ช่อง  จากนัน้น าจ านวนที่นบัได้มารวมกัน
เพื่อหาคา่เฉลีย่ของจ านวนเม็ดเลอืดตอ่ฮีโมลมิพ์ 1 ลกูบาศก์มิลลเิมตร เมื่อนบัจ านวน total hemocyte เสร็จให้ท าความสะอาด 
hemocytometer และ cover chamber ด้วย 95% ethanol แล้วเช็ดให้สะอาด 
 Differential hemocyte count  
 การเก็บฮีโมลิมพ์ของตวัอ่อนด้วงหนอนนกส าหรับการศึกษา DHC  โดยการน าตวัอ่อนด้วงหนอนนกมาตดัขาเทียม               
2  คู่หน้า แล้วหยดฮีโมลิมพ์ลงบนสไลด์และท าการ smear โดยใช้ cover glass จากนัน้ทิง้สไลด์ให้แห้งเป็นเวลา 1-2 วัน           
ที่อุณหภูมิห้อง การเตรียมสไลด์ส าหรับการตรวจเพื่อแยกชนิดของฮีโมไซต์ ท าโดยการน าสไลด์ที่  smear ฮีโมลิมพ์                         
มาคงสภาพด้วย methanol โดยการจุ่มสไลด์ลงใน methanol จ านวน 4 ครัง้ แล้วทิง้ไว้ให้แห้งที่อณุหภมูิห้อง จากนัน้น ามาย้อม
ด้วยสย้ีอม Giemsa ที่ผสมด้วย phosphate buffer saline ในอตัราสว่น 1:9 เป็นเวลา 20 นาที แล้วล้างสไลด์ด้วยน า้กลัน่ และ
จุ่มลงใน 0.02% acetic acid จ านวน 10 ครัง้ และล้างด้วยน า้กลัน่จ านวน 3 ครัง้ ทิง้ไว้ให้แห้งที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 1-2 วนั 
และท าการเคลือบสไลด์ด้วย permount และท าการแยกชนิดฮีโมไซต์ของตวัอ่อนด้วงหนอนนก โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ใช้แสง 
(Olympus CX21, Japan) พร้อมชดุถ่ายภาพ (Optika digital camera และ Optikam WiFi 7083, Italy) ทีก่ าลงัขยาย 1,000 เทา่ 
การวิเคราะห์ผล   

เปรียบเทียบ total hemocyte count และ differential hemocyte count ของตัวอ่อนด้วงหนอนนกเมื่อได้ รับ               
B. bassiana และเชือ้ B. thuringiensis กับกลุ่มควบคุม โดยการวิเคราะห์ค่าความแปรปรวนด้วยสถิติ One way ANOVA 

(IBM SPSS Statistics 25) ที่ P < 0.05  

 
ผลการวิจัย  
Total hemocyte count (THC)  
 ในการทดสอบเชือ้ B. bassiana พบว่ากลุม่ควบคมุมีค่า THC อยู่ระหว่าง 37.60±1.66 x106 ถึง 40.28±1.37x106 
cell/ml ส าหรับค่า THC ของตวัอ่อนด้วงหนอนนกได้รับเชือ้ B. bassiana ที่ความเข้มข้น 0.0025 g/ml, 0.00625 g/ml และ 
0.0125 g/ml มีค่ าลดลงอย่าง รวด เ ร็วภายในเวลา 24 ชั่ ว โมง  ( 8.31±1.38 x106 cell/ml, 6.81±1.34 x106 cell/ml             
5.12±1.03 x106 cell/ml ตามล าดบั) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม นอกจากนีแ้ต่ละความเข้มข้นที่ทดสอบมีค่า THC ลดลง 4                
ถึง 7 เทา่ โดยคา่ THC ลดลงตามความเข้มข้นท่ีเพิ่มขึน้และระยะเวลาที่ตวัออ่นด้วงหนอนนกได้รับเชือ้นานขึน้เมื่อเทียบกบักลุม่
ควบคุม ตวัอ่อนด้วงหนอนนกที่ได้รับการทดสอบเชือ้ B. thuringiensis พบว่าค่า THC ลดลงมากสดุที่เวลา 24 ชั่วโมง โดยมี
แนวโน้มลดลงหลงัจากได้รับเชือ้ที่เวลาและปริมาณเชือ้เพิ่มขึน้  โดยค่า THC ตัวอ่อนด้วงหนอนนกในกลุ่มควบคุมมีค่าอยู่
ระหวา่ง 37.46±1.67 x106 cell/ml ถึง40.35±1.96 x106 cell/ml สว่นคา่ THC ของตวัออ่นหนอนกทีไ่ด้รับเชือ้ B. thuringiensis 
ความเข้มข้น 0.0025 g/ml, 0.00625 g/ml และ 0.0125 g/ml มีค่าเท่ากบั 8.73±1.45 x106 cell/ml, 6.85±1.60 x106 cell/ml 
และ 5.21±1.01 x106 cell/ml ที่เวลา 24 ชัว่โมง ตามล าดบั โดยค่า THC ลดลงมากที่สดุภายในเวลา 24 ชัว่โมง เช่นเดียวกบั       
ตวัอ่อนด้วงหนอนนกที่ได้รับเชือ้ B. bassiana (P < 0.05) (Figure 1 A, B) และเมื่อท าการทดสอบการได้รับสารชีวภณัฑ์ของ
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ตวัอ่อนด้วงหนอนนกที่ความเข้มข้นที่มากสดุ (0.00125 g/ml) ที่เวลา 0, 2, 6, 10, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง พบว่าค่า THC ของ
ตวัอ่อนด้วงหนอนนกที่ได้รับเชือ้ B. bassiana มีค่า THC ที่เร่ิมลดลงต่างจากกลุ่มควบคุมในเวลา 6 ชั่วโมง (กลุ่มควบคุม; 
36.08±6.25 x106 cell/ml, B. bassiana; 15.04±5.29 x106 cell/ml) ส่วนค่า THC ของตัวอ่อนด้วงหนอนนกที่ได้รับเชือ้                  
B. thuringiensis มีคา่ THC      ตา่งจากกลุม่ควบคมุตัง้แต่ 2 ชัว่โมง หลงัจากรับเชือ้และมีคา่ THC ลดลงเป็น 2 เทา่ ทีเ่วลา 24 
ชัว่โมง (กลุม่ควบคมุ; 31.00±12.60 x106 cell/ml, BT; 13.06±2.62 x106 cell/ml) (P < 0.05)  (Figure 2 A, B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1  Mean of THC of T. molitor L. treated with microbial pesticides, B. bassiana (A) and B. thuringiensis (B),  

               at 0.0025 g/ml, 0.00625 g/ml and 0.0125 g/ml for 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, and 168 hours.  
                     a-d The bars labeled with different letters are significantly different in each period of treatment (p<0.05). 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figure 2  Mean of THC in T. molitor L. treated with microbial pesticides, B. bassiana (A) and B. thuringiensis (B),  
              at 0.00125 g/ml for 0, 2, 6, 10, 24, 48 and 72 hours. 
                     a-b The bars labeled with different letters are significantly different in each period of treatment (p<0.05). 
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Differential hemocyte count (DHC)  
 ฮีโมไซต์ของด้วงหนอนนกที่พบในการศึกษาครัง้นีม้ี 4 ชนิด (Figure 5) โดยในกลุม่ควบคมุพบปริมาณของฮีโมไซต์
แตล่ะชนิด ดงันี ้PRs มีจ านวนมากทีส่ดุ (44.50±5.45% - 50.83±3.90%) รองลงมา คือ PLs (17.83±5.00% - 21.67±2.76%), 
GRs (23.50±6.47% - 28.83±6.53%) และ OEs พบจ านวนน้อยสดุ (3.50±1.50% - 8.00±4.28%) เมื่อท าการทดสอบด้วย
เชือ้ B. bassiana พบว่าจ านวนของฮีโมไซต์แต่ละชนิดหลงัจากได้รับเชือ้มีการเปลี่ยนแปลง ดงันี ้PRs มีจ านวนลดลงอย่าง
รวดเร็วที่เวลา 24 ชัว่โมง และมีแนวโน้มลดลงเมื่อได้รับเชือ้เป็นเวลานานขึน้ และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณของเชือ้ B. bassiana 
ในตวัอ่อนด้วงหนอนนกที่ได้รับเชือ้มากขึน้ พบจ านวน PRs มีการลดลงอยา่งรวดเร็วเช่นเดียวกนั มีจ านวนน้อยกวา่ชดุควบคมุ 
5 เท่า (Figure 3A) ในทางตรงกันข้ามพบ PLs มีจ านวนเพิ่มขึน้โดยมีแนวโน้มเพิ่มขึน้ตามปริมาณเชือ้และเวลาที่ได้รับเชือ้                 
โดยเพิ่มขึน้มากกว่าชุดควบคุมถึง 3.5 เท่า (Figure 3B)  ส่วน OEs มีจ านวนไม่ต่างกันในทุกชุดการทดลอง (Figure 3C) 
ส าหรับ GRs ในกลุ่มที่ได้รับเชือ้ B. bassiana มีจ านวน GRs ลดลงที่เวลา 24, 72, 120, 144 และ 168 ชั่วโมง โดยลดลง
ประมาณ 1.6 เท่า เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (P < 0.05) ดัง Figure 3D ในการทดสอบตัวอ่อนด้วงหนอนนกด้วยเชือ้                    
B. thuringiensis ฮีโมไซต์แต่ละชนิดของตัวอ่อนด้วงหนอนนกมีการเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม พบว่าในกลุ่ม
ควบคมุมี PRs มากทีส่ดุ (38.83±1.62% - 50.83±1.44%) มีจ านวนรองลงมา คือ PLs (17.83±3.06% - 29.17±8.07%), GRs 
(18.17±5.52% - 25.50±5.11%) และ OEs (4.66±2.20% - 11.50±6.56%) ตามล าดับ โดยพบจ านวนฮีโมไซต์ชนิด PRs              
มีจ านวนลดลงอย่างรวดเร็วที่เวลา 24 ชั่วโมง โดยมีจ านวนน้อยกว่ากลุ่มควบคุมประมาณสองเท่า  จากนัน้จะมีค่าคงที่                    
ในช่วงเวลาอื่น ๆ (Figure 4A) ส าหรับ PLs มีจ านวนเพิ่มขึน้จากกลุ่มควบคุมในทุกช่วงเวลาหลงัรับเชือ้ B.  thuringiensis               
โดยเร่ิมมีจ านวนเพิ่มขึน้ในเวลาตัง้แต่ 24 ชัว่โมง ประมาณ 0.7-2 เท่า (Figure 4B) สว่น OEs ในตวัอ่อนด้วงหนอนนกที่ได้รับ
เชือ้มีจ านวนไม่ต่างจากกลุม่ควบคมุ (Figure 4C) ส าหรับจ านวน GRs ที่เวลา 48 และ 72 ชัว่โมง โดยมีจ านวนมากกว่ากลุม่
ควบคมุ พบมี GRs เพิ่มขึน้ 1.4 และ 1.5 เทา่ (P < 0.05) ดงั Figure 4D  
 
วิจารณ์ผลการวิจัย   

จากผลการทดลองพบว่าค่า THC ของตวัอ่อนด้วงหนอนนกในกลุ่มควบคมุมีจ านวนสอดคล้องกบัรายงาน THC 
ของด้วงหนอนนกที่มีขนาดตวั 20-30 mm มีค่าอยู่ระหว่าง 44x106 – 57x106 cell/ml  (Jones & Tauber, 1951) โดยในด้วง
หนอนนกที่ได้รับเชือ้ B. bassiana และ B. thuringiensis มีแนวโน้มไปในทิศทางเดียวกนั คือ เชือ้ทัง้สองชนิดสง่ผลให้คา่ THC 
ของตวัอ่อนด้วงหนอนนกลดลง เป็นที่น่าสงัเกตว่าค่า THC ในกลุ่มควบคมุมีค่าไม่คงที่ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าในงานวิจัยนีไ้ม่ได้              
ท าการแยกเพศของตวัอ่อนด้วงหนอนนกในการทดสอบ ซึ่งมีรายงานถึงค่า THC แตกต่างกนัได้ในระหว่างเพศผู้และเพศเมีย 
(Vigneron et al., 2019) เมื่อตัวอ่อนด้วงหนอนนกได้รับเชือ้ท าให้มีค่า THC ลดลง แสดงให้เห็นว่าเชือ้ B. bassiana และ        
B. thuringiensis ในความเข้มข้นต่าง ๆ สามารถเข้าท าลายฮีโมไซต์ของตวัออ่นด้วงหนอนนก โดยการลดกิจกรรมของเอนไซม์ต่าง ๆ 
ท่ีเก่ียวข้องกับการหายใจระดับเซลล์ โดยฮีโมไซต์เก่ียวข้องกับ cellular immune responses และมีรายงานเกิดการจบัตวัและ
รวมกลุม่ของ hemocytes โดยการท างานของ phenoloxidase (Jones, 1957; Lee et al., 1999; Janssen et al., 2017) โดย
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ตวัอ่อนด้วงหนอนนกที่ได้รับเชือ้ B. bassiana และ B. thuringiensis ในความเข้มข้นต่าง ๆ มีจ านวน THC ลดลง ซึ่งแสดงให้
เห็นว่าเชือ้ B. bassiana และ B. thuringiensis สามารถเข้าไปท าลายฮีโมไซต์และระบบภูมิคุ้ มกันของด้วงหนอนนกได้ 
นอกจากนีใ้นการศึกษาสารชีวภัณฑ์ชนิดเชือ้ B. bassiana และ B. thuringiensis ในแต่ละการทดลอง พบว่าสารชีวภัณฑ์                   
ทัง้  2 ชนิด มีความสามารถในการเข้าท าลายฮีโมไซต์ภายในร่างกายของตวัอ่อนด้วงหนอนนกจากการที่พบว่ามีจ านวนฮีโมไซต์
ของตวัอ่อนด้วงหนอนนกลดลงตามระยะเวลาและความเข้มข้นของสารที่ได้ รับ สอดคล้องกับการศึกษาใน Ades aegypti              
เมื่อได้รับ B. bassiana ส่งผลให้มี THC ลดลง (Siddiqui &  AL-Khalifa, 2014; de Oliveira Barbosa Bitencourt et al., 
2023) อย่างไรก็ตามค่า THC มีการเปลี่ยนแปลงตาม phathogen และชนิดของเซลล์เจ้าบ้าน โดยใน Busseola fusca 
(Lepidoptera: Noctuidae) ที่ได้รับพวกปรสิตที่มี biotypes ต่างกนั มีค่า THC ที่ต่างกนั (Mochiah et al., 2003) เมื่อ Musca 
domestica ได้รับเชือ้ B. bassiana L. ส่งผลให้ค่า THC, PRs และ GRs ลดลง ส่วน PLs เพิ่มขึน้ (Mishra et al., 2015)                 
เชือ้  B. thuringiensis ส่งผลต่อ Agrotis ipsilon ท าให้ค่า THC และ PRs ลดลง แต่มีจ านวน SPs, PLs และ GRs เพิ่มขึน้              
(El-Aziz & Awad, 2010) การศึกษาใน Rhynchophorus ferrugineus ก็ให้ผลเช่นเดียวกัน โดยมี THC และ PLs ลดลง แต่
ส าหรับ OEs มีจ านวนเพิ่มขึน้ในระยะตวัหนอน และ GRs เพิ่มขึน้ในตวัเต็มวยัเพศผู้  ส่วนในเพศเมียนัน้ทุกชนิดของฮีโมไซต์              
มีคา่ลดลง (Celi et al., 2022) นอกจากนีใ้นการศกึษาในผึง้หลวง (Apis dorsata) ที่ได้รับยาฆา่แมลงท าให้ THC ลดลงเช่นกนั 
โดยมี PLs และ GRs เพิ่มขึน้ ความเสยีหายที่เกิดขึน้กบัแมลงประเมินจากความผิดปกติของการตอบสนองของระบบภมูิคุ้มกนั
แมลงโดยดจูากการเกิด agglutination, denucleation และ cell shape distortion (Perveen & Ahmad, 2017)  จ านวนฮีโมไซต์
ที่ลดลงอาจเกิดจากความแตกต่างในสภาวะที่ใช้การทดสอบแมลง สารที่ใช้ทดสอบและความเข้มข้นของสารที่ทดสอบ 
(Vigneron et al., 2019) ฮีโมไซต์มีจ านวนเพิ่มมากขึน้ในช่วงแรกและช่วงท้ายจะท าให้เกิดกลไกการป้องกนัตวัเองขึน้ พบว่าเม่ือสาร
ชีวภณัฑ์เข้าสู ่hemocoel แมลงจะตอบสนองทนัทีเมื่อมีสิ่งแปลกปลอมเข้ามา โดยการสร้างเซลล์ห่อหุ้มสิ่งแปลกปลอม เรียก
กระบวนการนีว้า่ encapsulation แตห่ากมีการปลอ่ย symbiotic bacteria ออกมาก่อนที่จะเกิด encapsulation แมลงจะมกีาร
ป้องกนัตวัเองโดยกระบวนการ phagocytosis (Shukla & Bahadur, 1986; Wang et al., 1994) ในงานวิจยันีค้รัง้นีพ้บมี PRs 
ลดลง แต่มี PLs เพิ่มขึน้ภายใน 24 ชัว่โมงภายหลงัได้รับสารชีวภณัฑ์ทัง้สองชนิด ซึ่งสอดคล้องกบัหน้าที่ของ PLs ที่มีบทบาท
ส าคญัในกระบวนการ phagocytosis ในขณะท่ี GRs และ OEs มีจ านวนไมเ่ปลีย่นแปลงมากนกั ซึง่อาจเกิดจาก GRs มีหน้าที่
เ ก่ียวกับกระบวนการเ กิด melanisation cascade หรือ aggregation process ด้วยการหลั่ง  cytokines ส่วน OEs มี  
phenoloxidase activity เก่ียวข้องกับการเกิด melanization, wound healing และ encapsulation (Moyetta et al., 2021; 
Vommaro et al., 2021) นอกจากนีพ้บว่า PRs มีจ านวนมากที่สดุในด้วงหนอนนกกลุม่ควบคมุ จากลกัษณะทางสณัฐานวิทยา
สามารถสรุปความสัมพันธ์ได้โดย PRs ในตัวอ่อนด้วงหนอนนกจะสามารถพบได้มากที่สุดในฮีโมลิมพ์และยงัเป็นเซลล์เดียว                
ที่พบในกระบวนการ cytokinesis แสดงให้เห็นถึงบทบาทการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของฮีโมไซต์ (Arnold, 1979; Grigorian & 
Hartenstein, 2013) ในการศึกษาในหนอนไหม (Bombyx mori L.) หลงัจากได้รับเชือ้ B. bassiana แล้วมีการลดลงของ THC 
ส าหรับ DHC มี PLs และ OEs ลดลง (Rajitha et al., 2013) ในการศึกษา โดย PLs และ GRs มีบทบาทในกระบวนการ 
phagocytosis ซึ่งเป็นกระบวนการหนึ่งในการที่แมลงใช้ส าหรับต่อต้านสิ่งที่เข้ามารุกราน แต่การตอบสนองของแมลงในแตล่ะ
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ระยะ โดยในตวัหนอนต่างเพศกนัมีการตอบสนองที่ต่างกนั นอกจากนีย้งัมีปัจจยัอื่นที่อาจสง่ผลต่อประสิทธิภาพในการก าจดั
ด้วงหนอนนกของสารชีวภณัฑ์ทัง้ 2 ชนิด เช่น สภาพอากาศ ความชืน้ แสงแดด ระยะเวลาในการทดลองวิธีการที่ได้รับสาร               
ชีวภณัฑ์ และวิธีเก็บรักษา (Dailey, 1978; Siddiqui &  AL-Khalifa, 2014; Vigneron et al., 2019)  

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figure 3  Mean of DHC prohemocytes (A), Plasmatocytes (B), oenocytes (C), Granulocytes (D) in T. molitor L.  
               treated with B. bassiana at 0.0025 g/ml, 0.00625 g/ml and 0.0125 g/ml for 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144,  
               and 168 hours. 
                      a-d The bars labeled with different letters are significantly different in each period of treatment (p<0.05). 
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Figure 4  Mean of DHC prohemocytes (A), Plasmatocytes (B), oenocytes (C), Granulocytes (D) in T. molitor L.  
               treated with B. thuringiensis at 0.0025 g/ml, 0.00625 g/ml and 0.0125 g/ml for 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144,  
               and 168 hours. 
                     a-b The bars labeled with different letters are significantly different in each period of treatment (p<0.05). 
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Figure 5   Light microscopy images of the hemocytes types of T. molitor L. The larvae treated with sterilized  
                distilled water (A and B), the larvae treated with B. bassiana at 0.0125 g/ml (C and D), the larvae treated  
                with B. thuringiensis at 0.0125 g/ml (E and F). Scale bars = 20 m. 
 
สรุปผลการวิจัย 
 เมื่อตัวอ่อนด้วงหนอนนกได้รับเชือ้ B. bassiana และ B. thuringiensis ส่งผลให้ค่าเฉลี่ย THC ลดลงตามความ
เข้มข้นและระยะเวลาที่ได้รับสารชีวภณัฑ์ โดยมีการลดลงอย่างรวดเร็วในเวลา 6 และ 2 ชัว่โมง ส าหรับตวัอ่อนด้วงหนอนนก          
ที่ได้รับเชือ้ B. bassiana และ B. thuringiensis ตามล าดบั ในส่วนของค่าเฉลี่ย DHC ของด้วงหนอนนกหลงัจากได้รับเชือ้            
B. bassiana และ B. thuringiensis มีทิศทางเช่นเดียวกนั โดยจ านวน PRs ของตวัออ่นด้วงหนอนนกที่ได้รับเชือ้มจี านวนลดลง
ในเวลา 24 ชั่วโมง ส่วน PLs มีจ านวนเพิ่มขึน้ในเวลา 24 ชั่วโมง หลงัจากที่ได้รับเชือ้ ส าหรับ OEs ไม่ต่างจากกลุ่มควบคมุ              
ในสว่นของ GRs ของตวัออ่นด้วงหนอนนกที่ได้รับเชือ้ B. bassiana มีแนวโน้มลดลงที่เวลา 24, 72, 120, 144 และ 168 ชัว่โมง  
และ GRs ของตวัออ่นด้วงหนอนนกที่ได้รับเชือ้ B. thuringiensis มีจ านวนลดลงที่เวลา 48 และ 72 ชัว่โมง ซึง่จากผลการศกึษา
นีท้ าให้ทราบการตอบสนองของฮีโมไซต์ในตวัออ่นด้วงหนอนนกตอ่สารชีวภณัฑ์ประเภทเชือ้รา B. bassiana และเชือ้แบคทีเรีย      
B. thuringiensis ทีไ่ด้รับความนิยมในหมูเ่กษตรกรที่ใช้ในการควบคมุศตัรูพืช ซึง่ผลการวิจยัที่ได้จะสามารถใช้ประโยชน์ในการ
จดัการการใช้สารชีวภณัฑ์ควบคมุศตัรูพืชได้มีอยา่งประสทิธิภาพ 
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