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วิจัยและพัฒนาการผลิตไสเดือนฝอยศัตรูแมลงที่ทนอุณหภูมิสูง  
 Steinernema  riobrave เพื่อการควบคุมแมลงศัตรูพืช 

Research and development of  Entomopathogenic Nematode,  
 Steinernema riobrave  for utilization in agriculture 

 
วิไลวรรณ  เวชยันต   สาทิพย  มาลี  อิศเรส  เทียนทัด 

กลุมกีฏและสัตววทิยา           สํานักวจิัยพัฒนาการอารักขาพืช 
      

รายงานความกาวหนา 

วิจัยและพัฒนาการผลิตไสเดือนฝอยศัตรูแมลงที่ทนอุณหภูมิสูง  Steinernema  riobrave 
เพื่อการควบคุมแมลงศัตรูพืช โดยรดําเนินการทดลอง ที่หองปฏิบัติการกลุมงานวิจัยการปราบ
ศัตรูพืชทางชีวภาพ  กลุมกีฏและสัตววิทยา  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  ระหวางเดือน
ตุลาคม 2551 ถึงเดือนกันยายน 2552  โดย ศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียรวมอาศัย 
Xenorhabdus  sp. ในอาหารเล้ียงเชื้อ YS broth  โดยเตรียมเชื้อบริสุทธิ์ของแบคทีเรียรวมอาศัยของ
ไสเดือนฝอย Steinernema riobrave  จากหนอนกินรังผ้ึงที่ไดรับการกอโรคดวยไสเดือนฝอย S.  
riobrave  เปนเวลานาน 24 ชั่วโมงและแยกน้ําเลือด (heamolymp) หนอนไปขีดเปนแนวบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ NBTA  นาน 48 ชั่วโมง   และคัดเลือกโคโลนีบริสุทธิ์ลงเล้ียงในอาหาร  YS broth   เพื่อศึกษา
การเจริญเติบโตของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ   พบวา เมื่อเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชื้อ YS 
broth   นาน 24  ชม. แบคทีเรียสามารถเพิ่มจํานวนไดสูงถึง  108  และเม่ือนําแบคทีเรียไปล้ียงใน
อาหารเทียมเล้ียงไสเดือนฝอยสูตรมาตรฐาน  Tsb3  พบวา แบคทีเรียสามารถเพิ่มจํานวนได  105  107  
และ 109  เมื่อเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเทียมเปนเวลานาน  24  48 และ 72   ชั่วโมง  ตามลําดับ  และ
จากการทดลองเล้ียงไสเดือนฝอย S. riobrave  ดวยอาหารเทียมสูตรอาหารมาตรฐานที่ใชเล้ียง S. 
carpocapsae  พบวา เมื่อเล้ียงแบคทีเรียนาน 48 ชั่วโมงกอนการใสไสเดือนฝอยลงเล้ียง  สามารถ
เล้ียงไสเดือนฝอย S. riobrave  รวมกับแบคทีเรีย ไดผลผลิต 5.0x106 ตัว    แตการเล้ียงไสเดือน
ฝอย โดยไมใสแบคทีเรีย พบวาไสเดือนฝอยไมสามารถพัฒนาจนครบวงจรชีวิตได  และ ไสเดือน
ฝอย S. riobrave สามารถเจริญเติบโตจนครบวงจรชีวิตอาหารเทียมแข็งกึ่งเหลว ตามสูตร
มาตรฐานที่ใชเล้ียง  S. carpocapsae ได เชนเดียวกัน โดยตองเลี้ยงรวมกับแบคทีเรียรวมอาศัย 
แตการเล้ียงไสเดือนฝอยเพียงลําพังโดยไมใสแบคทีเรีย ไสเดือนฝอยสามารถพัฒนาไดแตไมครบ
วงจรชีวิต และไมสามารถเก็บผลผลิตได 
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คํานํา 

มีรายงานการคนพบไสเดือนฝอย  S. riobrave  ในเขตภูมิอากาศใกลแถบรอนที่มลรัฐ    
เท็กซัส (Cabanillas, 1994)  ภายในลําไสของไสเดือนฝอย S. riobrave  ม ี Xenorhabdus sp. 
เปนแบคทีเรียที่อาศัยอยูรวมกันแบบพึ่งพาอาศัย (Poinar and Thomas, 1965)   โดยไสเดือนฝอย
ทําหนาทีเ่ปนพาหะนําแบคทีเรียเขาสูภายในลําตัวแมลงทางชองเปดตางๆ เชน ปาก ทวาร ชองรู
หายใจ จากนัน้จะไชผานเขาไปสูชองวางของลําตัว (haemocoel) และจะปลอยแบคทีเรียออกมาสู
ชองวางภายในลําตัวแมลง แบคทีเรียจะมีการแบงเซลลและเพิ่มปริมาณอยางรวดเร็วและทาํให
แมลงตายภายในเวลา 24-48 ชั่วโมง เพราะเลือดเปนพิษ (septicemia) ในขณะเดียวกนัแบคทเีรีย
ก็จะสรางสารที่จําเปนตอการเจริญเติบโตและขยายพันธุของไสเดือนฝอยตอไปจนอาหารภายในตัว
แมลงหมด ไสเดือนฝอย S. riobrave   มคีวามสามารถในการทนอุณหูมิสูงไดถงึ 35 Oซ  จากผล
การทดลองเบ้ืองตน พบวาไสเดือนฝอย S.  riobrave   มีประสิทธิภาพสามารถเขาทําลายแมลงที่
อุณหภูมิ 35 Oซ  ได  ในขณะที่ S. carpocapsae ไมสามารถเขาทําลายแมลงที่อุณหภูมิดังกลาว   
และพบวา  S.  riobrave   สามารถเล้ียงขยายปริมาณในอาหารเทียม (สูตรอาหารสุนัขผสม
ฟองน้ํา) ที่ใชเล้ียง S. carpocapsae  ได  แตผลผลิตไสเดือนฝอยระยะเขาทาํลายแมลง  IJ  ซึ่งเปน
เปาหมายหลักของการเล้ียงไสเดือนฝอยดวยอาหารเทยีมยงัไมคงที ่  จากขอมูลดังกลาวจึงควร
พัฒนาวิธีการเล้ียงและศึกษาปจจัยตางๆ  ที่มีผลตอการเล้ียงไสเดือนฝอย S. riobrave  ซึ่งทน
อุณหภูมิสูง  เชนแบคทีเรียรวมอาศัย การเจริญเติบโตของแบคทีเรียรวมอาศัยในอาหารเล้ียงเชื้อ
และในอาหารเหลวเล้ียงไสเดือนฝอย รวมทั้งตนเช้ือไสเดือนฝอยทีน่าํมาใช   เพื่อศึกษาผลของ
แบคทีเรียรวมอาศัย Xenorhabdus sp.  ตอผลผลิตและคุณภาพของไสเดือนฝอย Steinernema 
riobrave เพื่อเปนขอมลูพืน้ฐานในการพฒันาการผลิตขยายในอนาคตตอไป  

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

1. ไสเดือนฝอย  Steinernema riobravee  วยั 3 ระยะเขาทําลายแมลง 
2. หนอนกนิรังผ้ึง  Galleria mellonella 
3. แบคทีเรียรวมอาศัย  Xenorhabdus  sp.   
4. อุปกรณเคร่ืองมือตางๆ ไดแก ตูอบนึ่งฆาเช้ือ ตูปลอดเช้ือ เคร่ืองเขยา กลองจุลทรรศน 
5. เคร่ืองแกวตางๆ ไดแก  flask,  beaker,  cylinder,  petri dish  และ  test tube  
6. อาหารเล้ียงเชื้อ ไดแก Ys broth, Yeast extract, และ  Tryptic soy broth  
7. สารเคมีตางๆ ไดแก  alcohol, formalin, hyamine, KH2PO4 , NaCl ฯลฯ 
8. วัสดุอ่ืนๆ  ไดแก สําลี กระดาษอลูมิเนียม  ปากคีบ 
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วิธีการ 

ดําเนินการทดลอง  2 การทดลองยอย คือ 

การทดลองที ่1. ศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียรวมอาศัย Xenorhabdus  sp. ใน
อาหารเล้ียงเชือ้ YS broth (Yeast Salt Broth)   

ทําการทดลองโดยแยกแบคทีเรียที่ไดจากหนอนกินรังผ้ึงทีก่อโรคดวยไสเดือนฝอยอัตรา 
200 ตัว/หนอน 1 ตัว จากนั้น 24 ชั่วโมง ทําการตัดขาหนอน แลวใช loop แตะเอาน้าํเลือดหนอน 
streak ลงบนอาหาร NBTA เมื่อครบ 48 ชั่วโมง ทาํการคัดเลือก colony ที่สมบูรณนําลงเล้ียงใน

อาหาร Ys broth ปริมาตร 150 มล. เขยาเล้ียงที่ความเร็ว 180 รอบ/นาที อุณหภูม ิ28C เปนเวลา 
24 ชั่วโมง ทําการตรวจสอบการปนเปอนของแบคทีเรียโดยวธิียอมแกรม จงึนาํมาทดลอง ดวย
วิธีการ spread plate เพื่อนับจํานวนเซลลแบคทีเรีย พรอมทั้งตรวจนับจาํนวนเซลลที่สราง 
crystalline inclusion protein และทําการวัดคาดูดกลืนแสงความขุนของอาหารเล้ียงเช้ือ Ys broth 
ดวยเคร่ือง spectrophotometer  

การทดลองที ่2. เล้ียงไสเดือนฝอยทีท่นอุณหภูมิสูง S. riobrave ดวยอาหารเทียม ตาม
สูตร มาตรฐานของวัชรี และสุทธิชยั (2544)   
มีข้ันตอนการปฏิบัติงานดังนี้  

 1.  การเตรียมแบคทีเรียรวมอาศัย (inoculum) 
  แยกเช้ือบริสุทธิ์ แบคทีเรียรวมอาศัยโดยการนําหนอนกินรังผ้ึงที่ไดรับการปลูกเช้ือ
มาลางฆาเช้ือที่ผิว จากนั้นใชกรรไกรตัดบริเวณขาเทียมของหนอน  ใช loop แตะน้ําเลือด   
(haemolymph) ขีดเปนแนวลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ  NBTA (nutrient bromothymol blue triphenyl 
tetrazolium  chloride  agar)  และนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 25 oซ   เปนเวลา  48 ชั่วโมง  จึงคัดเลือก
โคโลนีเด่ียวของแบคทีเรีย  ซึ่งมีลักษณะสีน้ําเงินตรงกลางเขม ขอบไมเรียบ  ลงเล้ียงขยายปริมาณ
ในอาหารเล้ียงเชื้อ YS broth นําไปเขยาที่ความเร็ว 180 รอบ/นาที   เปนเวลา 24 ชั่วโมง  จึงนํามา
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อโดยวิธียอมแกรมแบคทีเรีย    

2.  การเตรียมตนเช้ือไสเดือนฝอย (inoculum) 
                    นําไสเดือนฝอยวัย 3 ระยะ IJ ที่เล้ียงไดจากหนอนกินรังผ้ึง G. mellonella มาลางให
สะอาดดวยน้าํยา hyamine 0.1%  แลวลางดวยน้ํากล่ันที่อบนึง่ฆาเช้ือ ปรับปริมาณใหไดตาม
อัตราที่ตองการ คือ 5,000 ตัว/ มล. 
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3.  การเตรียมอาหารเทียมอาหารเหลว  (Liquid media)  
เตรียมอาหารสูตรมาตรฐานของ วัชรี และสุทธิชยั (2544)  ซึ่งประกอบดวย 

Tryptic soy broth 0.75%, Yeast cell 0.50%,ไข  6.67%, น้ํามนั 1.6% และ น้ํากล่ัน 100% 
ผสมใหเขากนั กอนเทใสขวดแกว (flask) ขนาด 500 มล. ขวดละ 40 มล. ปดจุกสําลี และนําเขาอบ
นึ่งฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121ซ เปนเวลา 20 นาที ทิง้ไวใหเยน็จึงนาํไปทดลอง 

4.  การเล้ียงไสเดือนฝอยในอาหารเทียม 
เล้ียงขยายปริมาณแบคทีเรียรวมอาศัย ในอาหาร Tsb3  เปนเวลา 24  48 และ 72 

ชั่วโมง  กอนใสไสเดือนฝอยที่ไดจากขอ 2. ลงเล้ียงในอาหาร Tsb3ดวยวิธีปลอดเช้ือ  เพาะเล้ียง
ไสเดือนฝอยและแบคทีเรียรวมอาศัย  ที่ระดับอุณหภูมิ 25ซ เปนเวลาประมาณ 14 วัน จนไสเดือน
ฝอยพัฒนาเจริญเติบโตเปนวัย 3 ระยะ IJ 100%  จึงทาํการเก็บการผลิตและนับผลผลิตและนับ
ผลผลิตที่ไดในทกุวิธกีาร 

เวลาและสถานที ่

เวลา :   เดือนตุลาคม 2551 – เดือนกนัยายน 2552 
สถานที ่ : หองปฏิบัติการกลุมงานวิจยัการปราบศัตรูพืชทางชวีภาพ กลุมกีฏและสัตว   

วิทยา  สํานักวจิัยพัฒนาการอารักขาพืช 

ผลและวิจารณการทดลอง 

 จากการศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Xenorhabdus sp ที่ไดจากการตัดขาหนอน 
แลวนํา hemolymph  มา streak ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ NBTA ไว 48 ชั่วโมง แลวคัดเลือกโคโลนลีง
เล้ียงขยายปริมาณในอาหารเล้ียงเชื้อ Ys broth เขยาเล้ียงเปนเวลา 24 ชั่วโมง จึงนาํมาทดลอง 
ดวยวิธกีาร spread plate เพื่อนับจํานวนเซลลแบคทีเรีย พบวา  หลังการเล้ียงแบคทีเรียนาน 24 
ชั่วโมงจํานวนเซลลแบคทีเรียที่ตรวจนับไดประมาณ 104 cell/ml ที่เวลา 0 - 12 ชั่วโมง หลังจากนัน้
จํานวนเซลลเพิ่มข้ึน การเจริญเติบโต หลังจากชั่วโมงที่ 24 จํานวนเซลลจะอยูที ่105 cell/ml เมื่อสุม
นับ crystalline inclusion protein ในชวง 0 – 12 ชั่วโมง ยังไมพบเซลลแบคทีเรียที่สราง 
crystalline inclusion protein  ที ่ 24 ชั่วโมง ตรวจพบจํานวนเซลลแบคทีเรียที่สราง crystalline 
inclusion protein จํานวน 60% ของเซลลที่สุมนบั และจะเพิม่สูงข้ึนเร่ือยๆ ที่เวลา  24 ชั่วโมงพบ
จํานวนเซลลทีส่ราง crystalline inclusion protein 88 %  ทั้งนี้ควรมีการบันทึกคาดูดกลืนแสงจาก
ความขุนของ Ys broth และศึกษา growth curve อยางละเอียดโดยวัดการเจริญของแบคทีเรียทุก 
3 หรือ 6 ชั่วโมง เพื่อหาระยะการเจริญของแบคทีเรีย  ในแตละระยะทั้งระยะ lag phase , log 
phase, stationary phase และ  death phase  ของแบคทีเรียที่เล้ียงดวยอาหารเล้ียงเชื้อ และ
อาหารเทียมเลี้ยงไสเดือนฝอย  
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จากเล้ียงไสเดือนฝอยดวยอาหารเหลวสูตรมาตรฐาน (Table1)  พบวา ไสเดือนฝอยมีการ
พัฒนาเติบโตชา ใชเวลาในการพัฒนาเปนตัวเต็มวัยเพศผูและเพศเมียในอาหารเหลว ประมาณ 4 
วัน  และเมือ่เก็บลางผลผลิตไสเดือนฝอยพบวา กรรมวิธีแรกทีม่ีการเล้ียงเชื้อแบคทีเรียในอาหาร
เหลว 48 ชั่วโมงกอน  แลวจึงใสไสเดือนฝอยลงไปเล้ียงจะใหผลผลิต 5.0x106 ตัว/มล ซึ่งใหผลผลิต
นอยกวา การเล้ียงไสเดือนฝอยและแบคทีเรียดวยอาหารเทียม Tsb3 แบคทีเรียและไสเดือนฝอยจะ
อาศัยอาหารเหลวในการขยายปริมาณโดยการแบงเซลลเปนจํานวนมากและมกีารผลิตสารซึ่งมี
ความจําเปนตอการเจริญเติบโตและขยายพันธุของไสเดือนฝอยทัง้นี้อาหารเทียมที่ใชเล้ียงไสเดือน
ฝอยอาจมีผลตอการเจริญของแบคทีเรีย และอาจมีผลตอการพฒันาและการขยายพันธุไสเดือน
ฝอยซ่ึงตองศึกษาขอมูลเพิม่เติมตอไป    

และไสเดือนฝอย S. riobrave สามารถเจริญเติบโตจนครบวงจรชวีติอาหารเทยีมแข็งกึ่ง
เหลว ตามสูตรมาตรฐานทีใ่ชเล้ียง  S. carpocapsae ได เชนเดียวกนั โดยตองเล้ียงรวมกับ
แบคทีเรียรวมอาศัย แตการเล้ียงไสเดือนฝอยเพียงลําพงัโดยไมใสแบคทีเรีย ไสเดือนฝอยสามารถ
พัฒนาไดแตไมครบวงจรชีวติ และไมสามารถเก็บผลผลิตได  และ การพัฒนาของไสเดือนฝอยเมื่อ
เล้ียงรวมกับแบคทีเรียรวมอาศัยจะมกีารพัฒนาไดครบวงจรชีวิตโดยใชเวลาส้ันกวา 

สรุปผลการทดลอง 

 ไสเดือนฝอย S. riobrave สามารถเล้ียงดวยอาหารเหลว Tsb3 รวมกบัแบคทีเรียรวมอาศัย
ได  และไสเดือนฝอย S. riobrave สามารถเจริญเติบโตจนครบวงจรชีวิตอาหารเทียมแข็งกึ่งเหลว 
ตามสูตรมาตรฐานที่ใชเล้ียง  S. carpocapsae ได เชนเดียวกนั โดยตองเล้ียงรวมกบัแบคทีเรียรวม
อาศัย แตการเล้ียงไสเดือนฝอยเพียงลําพงัโดยไมใสแบคทีเรีย ไสเดือนฝอยสามารถพัฒนาไดแตไม
ครบวงจรชีวิต และไมสามารถเก็บผลผลิตได  และ การพัฒนาของไสเดือนฝอยเมื่อเล้ียงรวมกบั
แบคทีเรียรวมอาศัยจะมกีารพัฒนาไดครบวงจรชีวิตโดยใชเวลาส้ันกวา แตตองมีการพัฒนาสูตร
อาหารทั้ง 2 สูตรใหเหมาะสมตอการเจริญของทั้งแบคทีเรียและไสเดือนฝอย S. riobrave รวมทั้ง
ขนาดของ inoculum ไสเดือนฝอย และแบคทีเรียใหเหมาะสม เพือ่จะใหไดจํานวนของผลผลิต
ไสเดือนฝอยมีปริมาณมาก และตองศึกษาการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชือ้และในอาหาร
เหลวอยางละเอียด ตอไป  
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