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กลุมกีฏและสัตววทิยา           สํานักวจิัยพัฒนาการอารักขาพืช 
      

รายงานความกาวหนา 

วิจัยและพัฒนาการผลิตไสเดือนฝอยศัตรูแมลงที่ทนอุณหภูมิสูง  Steinernema  riobrave 
เพื่อการควบคุมแมลงศัตรูพืช โดยรดําเนินการทดลอง ที่หองปฏิบัติการกลุมงานวิจัยการปราบ
ศัตรูพืชทางชีวภาพ  กลุมกีฏและสัตววิทยา  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  ระหวางเดือน
ตุลาคม 2551 ถึงเดือนกันยายน 2552  โดย ศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียรวมอาศัย 
Xenorhabdus  sp. ในอาหารเล้ียงเชื้อ YS broth  โดยเตรียมเชื้อบริสุทธิ์ของแบคทีเรียรวมอาศัยของ
ไสเดือนฝอย Steinernema riobrave  จากหนอนกินรังผ้ึงที่ไดรับการกอโรคดวยไสเดือนฝอย S.  
riobrave  เปนเวลานาน 24 ชั่วโมงและแยกน้ําเลือด (heamolymp) หนอนไปขีดเปนแนวบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ NBTA  นาน 48 ชั่วโมง   และคัดเลือกโคโลนีบริสุทธิ์ลงเล้ียงในอาหาร  YS broth   เพื่อศึกษา
การเจริญเติบโตของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ   พบวา เมื่อเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชื้อ YS 
broth   นาน 24  ชม. แบคทีเรียสามารถเพิ่มจํานวนไดสูงถึง  108  และเม่ือนําแบคทีเรียไปล้ียงใน
อาหารเทียมเล้ียงไสเดือนฝอยสูตรมาตรฐาน  Tsb3  พบวา แบคทีเรียสามารถเพิ่มจํานวนได  105  107  
และ 109  เมื่อเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเทียมเปนเวลานาน  24  48 และ 72   ชั่วโมง  ตามลําดับ  และ
จากการทดลองเล้ียงไสเดือนฝอย S. riobrave  ดวยอาหารเทียมสูตรอาหารมาตรฐานที่ใชเล้ียง S. 
carpocapsae  พบวา เมื่อเล้ียงแบคทีเรียนาน 48 ชั่วโมงกอนการใสไสเดือนฝอยลงเล้ียง  สามารถ
เล้ียงไสเดือนฝอย S. riobrave  รวมกับแบคทีเรีย ไดผลผลิต 5.0x106 ตัว    แตการเล้ียงไสเดือน
ฝอย โดยไมใสแบคทีเรีย พบวาไสเดือนฝอยไมสามารถพัฒนาจนครบวงจรชีวิตได  และ ไสเดือน
ฝอย S. riobrave สามารถเจริญเติบโตจนครบวงจรชีวิตอาหารเทียมแข็งกึ่งเหลว ตามสูตร
มาตรฐานที่ใชเล้ียง  S. carpocapsae ได เชนเดียวกัน โดยตองเลี้ยงรวมกับแบคทีเรียรวมอาศัย 
แตการเล้ียงไสเดือนฝอยเพียงลําพังโดยไมใสแบคทีเรีย ไสเดือนฝอยสามารถพัฒนาไดแตไมครบ
วงจรชีวิต และไมสามารถเก็บผลผลิตได 
      

รหัสการทดลอง 07-01-49-06-04-04-03-51 
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คํานํา 

มีรายงานการคนพบไสเดือนฝอย  S. riobrave  ในเขตภูมิอากาศใกลแถบรอนที่มลรัฐ    
เท็กซัส (Cabanillas, 1994)  ภายในลําไสของไสเดือนฝอย S. riobrave  ม ี Xenorhabdus sp. 
เปนแบคทีเรียที่อาศัยอยูรวมกันแบบพึ่งพาอาศัย (Poinar and Thomas, 1965)   โดยไสเดือนฝอย
ทําหนาทีเ่ปนพาหะนําแบคทีเรียเขาสูภายในลําตัวแมลงทางชองเปดตางๆ เชน ปาก ทวาร ชองรู
หายใจ จากนัน้จะไชผานเขาไปสูชองวางของลําตัว (haemocoel) และจะปลอยแบคทีเรียออกมาสู
ชองวางภายในลําตัวแมลง แบคทีเรียจะมีการแบงเซลลและเพิ่มปริมาณอยางรวดเร็วและทาํให
แมลงตายภายในเวลา 24-48 ชั่วโมง เพราะเลือดเปนพิษ (septicemia) ในขณะเดียวกนัแบคทเีรีย
ก็จะสรางสารที่จําเปนตอการเจริญเติบโตและขยายพันธุของไสเดือนฝอยตอไปจนอาหารภายในตัว
แมลงหมด ไสเดือนฝอย S. riobrave   มคีวามสามารถในการทนอุณหูมิสูงไดถงึ 35 Oซ  จากผล
การทดลองเบ้ืองตน พบวาไสเดือนฝอย S.  riobrave   มีประสิทธิภาพสามารถเขาทําลายแมลงที่
อุณหภูมิ 35 Oซ  ได  ในขณะที่ S. carpocapsae ไมสามารถเขาทําลายแมลงที่อุณหภูมิดังกลาว   
และพบวา  S.  riobrave   สามารถเล้ียงขยายปริมาณในอาหารเทียม (สูตรอาหารสุนัขผสม
ฟองน้ํา) ที่ใชเล้ียง S. carpocapsae  ได  แตผลผลิตไสเดือนฝอยระยะเขาทาํลายแมลง  IJ  ซึ่งเปน
เปาหมายหลักของการเล้ียงไสเดือนฝอยดวยอาหารเทยีมยงัไมคงที ่  จากขอมูลดังกลาวจึงควร
พัฒนาวิธีการเล้ียงและศึกษาปจจัยตางๆ  ที่มีผลตอการเล้ียงไสเดือนฝอย S. riobrave  ซึ่งทน
อุณหภูมิสูง  เชนแบคทีเรียรวมอาศัย การเจริญเติบโตของแบคทีเรียรวมอาศัยในอาหารเล้ียงเชื้อ
และในอาหารเหลวเล้ียงไสเดือนฝอย รวมทั้งตนเช้ือไสเดือนฝอยทีน่าํมาใช   เพื่อศึกษาผลของ
แบคทีเรียรวมอาศัย Xenorhabdus sp.  ตอผลผลิตและคุณภาพของไสเดือนฝอย Steinernema 
riobrave เพื่อเปนขอมลูพืน้ฐานในการพฒันาการผลิตขยายในอนาคตตอไป  

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

1. ไสเดือนฝอย  Steinernema riobravee  วยั 3 ระยะเขาทําลายแมลง 
2. หนอนกนิรังผ้ึง  Galleria mellonella 
3. แบคทีเรียรวมอาศัย  Xenorhabdus  sp.   
4. อุปกรณเคร่ืองมือตางๆ ไดแก ตูอบนึ่งฆาเช้ือ ตูปลอดเช้ือ เคร่ืองเขยา กลองจุลทรรศน 
5. เคร่ืองแกวตางๆ ไดแก  flask,  beaker,  cylinder,  petri dish  และ  test tube  
6. อาหารเล้ียงเชื้อ ไดแก Ys broth, Yeast extract, และ  Tryptic soy broth  
7. สารเคมีตางๆ ไดแก  alcohol, formalin, hyamine, KH2PO4 , NaCl ฯลฯ 
8. วัสดุอ่ืนๆ  ไดแก สําลี กระดาษอลูมิเนียม  ปากคีบ 
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วิธีการ 

ดําเนินการทดลอง  2 การทดลองยอย คือ 

การทดลองที ่1. ศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียรวมอาศัย Xenorhabdus  sp. ใน
อาหารเล้ียงเชือ้ YS broth (Yeast Salt Broth)   

ทําการทดลองโดยแยกแบคทีเรียที่ไดจากหนอนกินรังผ้ึงทีก่อโรคดวยไสเดือนฝอยอัตรา 
200 ตัว/หนอน 1 ตัว จากนั้น 24 ชั่วโมง ทําการตัดขาหนอน แลวใช loop แตะเอาน้าํเลือดหนอน 
streak ลงบนอาหาร NBTA เมื่อครบ 48 ชั่วโมง ทาํการคัดเลือก colony ที่สมบูรณนําลงเล้ียงใน

อาหาร Ys broth ปริมาตร 150 มล. เขยาเล้ียงที่ความเร็ว 180 รอบ/นาที อุณหภูม ิ28C เปนเวลา 
24 ชั่วโมง ทําการตรวจสอบการปนเปอนของแบคทีเรียโดยวธิียอมแกรม จงึนาํมาทดลอง ดวย
วิธีการ spread plate เพื่อนับจํานวนเซลลแบคทีเรีย พรอมทั้งตรวจนับจาํนวนเซลลที่สราง 
crystalline inclusion protein และทําการวัดคาดูดกลืนแสงความขุนของอาหารเล้ียงเช้ือ Ys broth 
ดวยเคร่ือง spectrophotometer  

การทดลองที ่2. เล้ียงไสเดือนฝอยทีท่นอุณหภูมิสูง S. riobrave ดวยอาหารเทียม ตาม
สูตร มาตรฐานของวัชรี และสุทธิชยั (2544)   
มีข้ันตอนการปฏิบัติงานดังนี้  

 1.  การเตรียมแบคทีเรียรวมอาศัย (inoculum) 
  แยกเช้ือบริสุทธิ์ แบคทีเรียรวมอาศัยโดยการนําหนอนกินรังผ้ึงที่ไดรับการปลูกเช้ือ
มาลางฆาเช้ือที่ผิว จากนั้นใชกรรไกรตัดบริเวณขาเทียมของหนอน  ใช loop แตะน้ําเลือด   
(haemolymph) ขีดเปนแนวลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ  NBTA (nutrient bromothymol blue triphenyl 
tetrazolium  chloride  agar)  และนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 25 oซ   เปนเวลา  48 ชั่วโมง  จึงคัดเลือก
โคโลนีเด่ียวของแบคทีเรีย  ซึ่งมีลักษณะสีน้ําเงินตรงกลางเขม ขอบไมเรียบ  ลงเล้ียงขยายปริมาณ
ในอาหารเล้ียงเชื้อ YS broth นําไปเขยาที่ความเร็ว 180 รอบ/นาที   เปนเวลา 24 ชั่วโมง  จึงนํามา
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อโดยวิธียอมแกรมแบคทีเรีย    

2.  การเตรียมตนเช้ือไสเดือนฝอย (inoculum) 
                    นําไสเดือนฝอยวัย 3 ระยะ IJ ที่เล้ียงไดจากหนอนกินรังผ้ึง G. mellonella มาลางให
สะอาดดวยน้าํยา hyamine 0.1%  แลวลางดวยน้ํากล่ันที่อบนึง่ฆาเช้ือ ปรับปริมาณใหไดตาม
อัตราที่ตองการ คือ 5,000 ตัว/ มล. 
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3.  การเตรียมอาหารเทียมอาหารเหลว  (Liquid media)  
เตรียมอาหารสูตรมาตรฐานของ วัชรี และสุทธิชยั (2544)  ซึ่งประกอบดวย 

Tryptic soy broth 0.75%, Yeast cell 0.50%,ไข  6.67%, น้ํามนั 1.6% และ น้ํากล่ัน 100% 
ผสมใหเขากนั กอนเทใสขวดแกว (flask) ขนาด 500 มล. ขวดละ 40 มล. ปดจุกสําลี และนําเขาอบ
นึ่งฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121ซ เปนเวลา 20 นาที ทิง้ไวใหเยน็จึงนาํไปทดลอง 

4.  การเล้ียงไสเดือนฝอยในอาหารเทียม 
เล้ียงขยายปริมาณแบคทีเรียรวมอาศัย ในอาหาร Tsb3  เปนเวลา 24  48 และ 72 

ชั่วโมง  กอนใสไสเดือนฝอยที่ไดจากขอ 2. ลงเล้ียงในอาหาร Tsb3ดวยวิธีปลอดเช้ือ  เพาะเล้ียง
ไสเดือนฝอยและแบคทีเรียรวมอาศัย  ที่ระดับอุณหภูมิ 25ซ เปนเวลาประมาณ 14 วัน จนไสเดือน
ฝอยพัฒนาเจริญเติบโตเปนวัย 3 ระยะ IJ 100%  จึงทาํการเก็บการผลิตและนับผลผลิตและนับ
ผลผลิตที่ไดในทกุวิธกีาร 

เวลาและสถานที ่

เวลา :   เดือนตุลาคม 2551 – เดือนกนัยายน 2552 
สถานที ่ : หองปฏิบัติการกลุมงานวิจยัการปราบศัตรูพืชทางชวีภาพ กลุมกีฏและสัตว   

วิทยา  สํานักวจิัยพัฒนาการอารักขาพืช 

ผลและวิจารณการทดลอง 

 จากการศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Xenorhabdus sp ที่ไดจากการตัดขาหนอน 
แลวนํา hemolymph  มา streak ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ NBTA ไว 48 ชั่วโมง แลวคัดเลือกโคโลนลีง
เล้ียงขยายปริมาณในอาหารเล้ียงเชื้อ Ys broth เขยาเล้ียงเปนเวลา 24 ชั่วโมง จึงนาํมาทดลอง 
ดวยวิธกีาร spread plate เพื่อนับจํานวนเซลลแบคทีเรีย พบวา  หลังการเล้ียงแบคทีเรียนาน 24 
ชั่วโมงจํานวนเซลลแบคทีเรียที่ตรวจนับไดประมาณ 104 cell/ml ที่เวลา 0 - 12 ชั่วโมง หลังจากนัน้
จํานวนเซลลเพิ่มข้ึน การเจริญเติบโต หลังจากชั่วโมงที่ 24 จํานวนเซลลจะอยูที ่105 cell/ml เมื่อสุม
นับ crystalline inclusion protein ในชวง 0 – 12 ชั่วโมง ยังไมพบเซลลแบคทีเรียที่สราง 
crystalline inclusion protein  ที ่ 24 ชั่วโมง ตรวจพบจํานวนเซลลแบคทีเรียที่สราง crystalline 
inclusion protein จํานวน 60% ของเซลลที่สุมนบั และจะเพิม่สูงข้ึนเร่ือยๆ ที่เวลา  24 ชั่วโมงพบ
จํานวนเซลลทีส่ราง crystalline inclusion protein 88 %  ทั้งนี้ควรมีการบันทึกคาดูดกลืนแสงจาก
ความขุนของ Ys broth และศึกษา growth curve อยางละเอียดโดยวัดการเจริญของแบคทีเรียทุก 
3 หรือ 6 ชั่วโมง เพื่อหาระยะการเจริญของแบคทีเรีย  ในแตละระยะทั้งระยะ lag phase , log 
phase, stationary phase และ  death phase  ของแบคทีเรียที่เล้ียงดวยอาหารเล้ียงเชื้อ และ
อาหารเทียมเลี้ยงไสเดือนฝอย  
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จากเล้ียงไสเดือนฝอยดวยอาหารเหลวสูตรมาตรฐาน (Table1)  พบวา ไสเดือนฝอยมีการ
พัฒนาเติบโตชา ใชเวลาในการพัฒนาเปนตัวเต็มวัยเพศผูและเพศเมียในอาหารเหลว ประมาณ 4 
วัน  และเมือ่เก็บลางผลผลิตไสเดือนฝอยพบวา กรรมวิธีแรกทีม่ีการเล้ียงเชื้อแบคทีเรียในอาหาร
เหลว 48 ชั่วโมงกอน  แลวจึงใสไสเดือนฝอยลงไปเล้ียงจะใหผลผลิต 5.0x106 ตัว/มล ซึ่งใหผลผลิต
นอยกวา การเล้ียงไสเดือนฝอยและแบคทีเรียดวยอาหารเทียม Tsb3 แบคทีเรียและไสเดือนฝอยจะ
อาศัยอาหารเหลวในการขยายปริมาณโดยการแบงเซลลเปนจํานวนมากและมกีารผลิตสารซึ่งมี
ความจําเปนตอการเจริญเติบโตและขยายพันธุของไสเดือนฝอยทัง้นี้อาหารเทียมที่ใชเล้ียงไสเดือน
ฝอยอาจมีผลตอการเจริญของแบคทีเรีย และอาจมีผลตอการพฒันาและการขยายพันธุไสเดือน
ฝอยซ่ึงตองศึกษาขอมูลเพิม่เติมตอไป    

และไสเดือนฝอย S. riobrave สามารถเจริญเติบโตจนครบวงจรชวีติอาหารเทยีมแข็งกึ่ง
เหลว ตามสูตรมาตรฐานทีใ่ชเล้ียง  S. carpocapsae ได เชนเดียวกนั โดยตองเล้ียงรวมกับ
แบคทีเรียรวมอาศัย แตการเล้ียงไสเดือนฝอยเพียงลําพงัโดยไมใสแบคทีเรีย ไสเดือนฝอยสามารถ
พัฒนาไดแตไมครบวงจรชีวติ และไมสามารถเก็บผลผลิตได  และ การพัฒนาของไสเดือนฝอยเมื่อ
เล้ียงรวมกับแบคทีเรียรวมอาศัยจะมกีารพัฒนาไดครบวงจรชีวิตโดยใชเวลาส้ันกวา 

สรุปผลการทดลอง 

 ไสเดือนฝอย S. riobrave สามารถเล้ียงดวยอาหารเหลว Tsb3 รวมกบัแบคทีเรียรวมอาศัย
ได  และไสเดือนฝอย S. riobrave สามารถเจริญเติบโตจนครบวงจรชีวิตอาหารเทียมแข็งกึ่งเหลว 
ตามสูตรมาตรฐานที่ใชเล้ียง  S. carpocapsae ได เชนเดียวกนั โดยตองเล้ียงรวมกบัแบคทีเรียรวม
อาศัย แตการเล้ียงไสเดือนฝอยเพียงลําพงัโดยไมใสแบคทีเรีย ไสเดือนฝอยสามารถพัฒนาไดแตไม
ครบวงจรชีวิต และไมสามารถเก็บผลผลิตได  และ การพัฒนาของไสเดือนฝอยเมื่อเล้ียงรวมกบั
แบคทีเรียรวมอาศัยจะมกีารพัฒนาไดครบวงจรชีวิตโดยใชเวลาส้ันกวา แตตองมีการพัฒนาสูตร
อาหารทั้ง 2 สูตรใหเหมาะสมตอการเจริญของทั้งแบคทีเรียและไสเดือนฝอย S. riobrave รวมทั้ง
ขนาดของ inoculum ไสเดือนฝอย และแบคทีเรียใหเหมาะสม เพือ่จะใหไดจํานวนของผลผลิต
ไสเดือนฝอยมีปริมาณมาก และตองศึกษาการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชือ้และในอาหาร
เหลวอยางละเอียด ตอไป  
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