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บทคัดย่อ 

ศึกษาการผลิตไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่ทนอุณหภูมิสูง Steinernema riobrave  ดําเนินการ
ทดลองท่ีห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ  กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  สํานักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช  ระหว่างเดือนตุลาคม 2551 ถึงเดือนกันยายน  2553 แบ่งเป็น 3 การทดลอง  
1. ศึกษาการเลี้ยงไส้เดือนฝอย S. riobrave ด้วยแมลงอาศัย พบว่าไส้เดือนฝอย S. riobrave สามารถ
เลี้ยงให้มีปริมาณมากได้ด้วยแมลงอาศัยหนอนกินรังผึ้ง Galleria melonella นาน 10 วัน ได้ผลผลิต
ไส้เดือนฝอยระยะเข้าทําลายเฉลี่ย 117,477 - 253,547 ตัวต่อหนอน 1 ตัว   2.  ศึกษาการเลี้ยง
ไส้เดือนฝอยที่ทนอุณหภูมิสูง S. riobrave ด้วยอาหารเทียมแข็งก่ึงเหลว 2 สูตร และเลี้ยงด้วยอาหาร
เหลวสูตรTsb3 พบว่า ไส้เดือนฝอย S. riobrave สามารถเจริญเติบโตจนครบวงจรชีวิตได้โดยเลี้ยง
ร่วมกับแบคทีเรียร่วมอาศัย ในอาหารเทียมแข็งกึ่งเหลวสูตรอาหารสุนัข และสูตรไข่ นาน 18 วัน 
ได้ผลผลิตเฉลี่ย   2.1 x 105 -  2.90 x 105    ตัวต่ออาหาร 1 กรัม   และเลี้ยงขยายไส้เดือนฝอย 
S. riobrave ด้วยอาหารเหลวสูตร TSb3 ร่วมกับแบคทีเรียร่วมอาศัยเข้มข้น 107 เป็นเวลา 48 ชม. 
ก่อนนําไส้เดือนฝอยลงเล้ียงร่วมกันเป็นเวลานาน 12 วันได้ผลผลิตสูงสุดเท่ากับ 14,780 ตัวต่ออาหาร 
1 มิลลิลิตร   3. ศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียร่วมอาศัย Xenorhabdus cabanillasii ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ YS broth หลังการเล้ียงแบคทีเรียนาน 24 ช่ัวโมงจํานวนเซลล์แบคทีเรียที่ตรวจนับได้
ประมาณ 104 cell/ml ที่เวลา 0 - 12 ช่ัวโมง หลังจากน้ันจํานวนเซลล์เพ่ิมขึ้น การเจริญเติบโต 
หลังจากช่ัวโมงที่ 24 จํานวนเซลล์จะอยู่ที่ 105 cell/ml ในช่วง 0 – 12 ช่ัวโมงไม่พบ crystalline 
inclusion protein  
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คํานํา 
 

ไส้เดือนฝอยท่ีอยู่ในสกุล Steinernema  และ  Heterorhabditis มีการดํารงชีวิตร่วมกับ
แบคทีเรียที่เป็น symbiotic bacterium โดยไส้เดือนฝอยตัวอ่อนวัย 3 ระยะเข้าทําลายแมลง 
(infective juvenile) จะมีแบคทีเรียดังกล่าวอยู่ในลําไส้ส่วนหน้า   และจะปลดปล่อยในระบบเลือด
ของแมลงเมื่อมันสามารถไชเข้าไปอยู่ในตัวแมลง ซึ่งเป็นสาเหตุสําคัญทําให้แมลงตายภายในเวลา 24-
48  ช่ัวโมง (Poinar and Thomas, 1966)  ไส้เดือนฝอยทั้ง 2 สกุลน้ีเป็นไส้เดือนฝอยศัตรูแมลงที่มี
ศักยภาพสูงมีการศึกษาวิจัยและพัฒนาเป็นสารชีวินทรีย์นําไปใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืชหลายชนิด 
(Kaya, 1985; Klein, 1990; Poinar, 1979) สามารถเลี้ยงเพ่ิมปริมาณด้วยแมลงอาศัย    เช่น  หนอน
กินรังผึ้ง (Galleria  mellonella L.)  ซึ่งเป็นหนอนที่เลี้ยงขยายเป็นปริมาณมากได้ง่าย  จึงนิยมใช้
เลี้ยงเพ่ิมปริมาณไส้เดือนฝอยศัตรูแมลง  (วัชรี, 2540) ไส้เดือนฝอยสามารถเลี้ยงเพ่ิมปริมาณได้ใน
อาหารเทียมทั้งอาหารแข็ง (Bedding, 1981, 1984) และในอาหารเหลว (Friendman, 1990; 
Gaugler and Han, 2002) การเลี้ยงไส้เดือนฝอย Steinernema sp.  ให้ได้ปริมาณมากเพ่ือการ
นําไปใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืช   จะต้องผลิตให้ได้ไส้เดือนฝอยตัวอ่อนระยะที่ 3  ที่เป็นระยะเข้าทําลาย
แมลง ซึ่งเป็นระยะที่สามารถปรับตัวให้อยู่รอดในสภาพท่ีไม่เหมาะสมได้ เช่น สภาพที่ไม่มีอาหาร
หรือไม่มีแมลงอาศัย    ในปัจจุบันมีการศึกษาค้นคว้าสูตรอาหารเทียม   และพัฒนาวิธีการผลิต
ไส้เดือนฝอยให้ได้ปริมาณมากแต่ต้นทุนการผลิตตํ่า   เพ่ือการนําไปใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืชในพ้ืนที่
กว้างขวางได้ทุกระดับ     การเลี้ยงเพ่ิมปริมาณด้วยอาหารเทียมระยะแรก  เลี้ยงบนอาหารเทียมที่ไม่มี
เช้ืออ่ืนเจือปนเรียกว่า  axenic culture ซึ่งส่วนประกอบของอาหารที่ใช้มีราคาแพง   เช่น  ตับของ
กระต่ายที่ต้ังท้อง  แต่การเจริญเติบโตของไส้เดือนฝอยไม่ดีนัก ต่อมามีการพัฒนาการเลี้ยงไส้เดือนฝอย
บนอาหารเทียมร่วมกับแบคทีเรียร่วมอาศัยในอาหารแข็ง เรียกการเลี้ยงแบบน้ีว่า  monoxenic 
culture (Bedding, 1981) 

ในประเทศไทยโดยกลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ   กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  
สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ได้ทําการทดลองนําไส้ เดือนฝอย S.  
carpocapsae (Weiser) ไปควบคุมแมลงศัตรูพืชต่างๆ หลายชนิดได้เป็นผลสําเร็จ   คือ  หนอนกินใต้
ผิวเปลือกลองกอง (วัชรี  และคณะ, 2529)  ตัวอ่อนของด้วงหมัดผักในผักกาดหัว   (วัชรี และคณะ, 
2534ก)   ด้วงงวงมันเทศ   (วัชรี และคณะ, 2534ข)    หนอนกระทู้หอมในดาวเรือง   (วัชรี และ
คณะ, 2537)   นอกจากน้ียังได้วิจัยและพัฒนาการเลี้ยงขยายปริมาณมากด้วยอาหารเทียมทั้งชนิดก่ึง
แข็งก่ึงเหลว   โดยปรับปรุงสูตรอาหารบางส่วนให้เหมาะสม  และศึกษาวิธีการแยกเช้ือแบคทีเรียที่ติด
อยู่ที่ลําไส้ของไส้เดือนฝอยและการเพ่ิมปริมาณเพ่ือนําไปผสมในอาหารเทียมเลี้ยงไส้เดือนฝอย   ซึ่ง
พบว่าสูตรอาหารท่ีสามารถเลี้ยงขยายไส้เดือนฝอย  S. carpocapsae  ได้ดีมี  3  สูตร  คือสูตรที่ 1 
ประกอบด้วยอาหารสุนัขกระป๋องสําเร็จรูป  ผสมนํ้า   นํ้ามันหมู และวุ้น    สูตรที่  2   เน้ือไก่และ
เครื่องในไก่    นํ้า     NaCl   และวุ้น    และสูตรที่ 3  ตับไก่   น้ํา   นํ้ามันหมู  และวุ้น  (วัชรี และ
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พิมลพร, 2535)  และต่อมามีการพัฒนาการเลี้ยงไส้เดือนฝอยในอาหารเหลวโดยวัชรี และสุทธิชัย 
(2544)  เป็นผลสําเร็จและเทคโนโลยีดังกล่าวได้ถ่ายทอดสู่ภาคเอกชนผลิตเป็นการค้าแล้ว 

จากรายงานการค้นพบไส้เดือนฝอย S. riobrave  ซึ่งพบในเขตภูมิอากาศใกล้แถบร้อนที่มล
รัฐเท็กซัส (Cabanillas, 1994)  ซึ่งภายในลําไส้ของไส้เดือนฝอย S. riobrave  มี Xenorhabdus sp. 
เป็นแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ร่วมกันแบบพ่ึงพาอาศัย (Poinar and Thomas, 1965)   โดยไส้เดือนฝอยทํา
หน้าที่เป็นพาหะนําแบคทีเรียเข้าสู่ภายในลําตัวแมลงทางช่องเปิดต่างๆ เช่น ปาก ทวาร ช่องรูหายใจ 
จากน้ันจะไชผ่านเข้าไปสู่ช่องว่างของลําตัว (haemocoel) และจะปล่อยแบคทีเรียออกมาสู่ช่องว่าง
ภายในลําตัวแมลง แบคทีเรียจะมีการแบ่งเซลล์และเพ่ิมปริมาณอย่างรวดเร็วและทําให้แมลงตายภายใน
เวลา 24-48 ช่ัวโมง เพราะเลือดเป็นพิษ (septicemia) ในขณะเดียวกันแบคทีเรียก็จะสร้างสารท่ีจําเป็น
ต่อการเจริญเติบโตและขยายพันธ์ุของไส้เดือนฝอยต่อไปจนอาหารภายในตัวแมลงหมด    ไส้เดือนฝอย 
S. riobrave   มีความสามารถในการทนอุณหภูมิสูงได้ถึง 35 0ซ  จากผลการทดลองเบ้ืองต้น พบว่า
ไส้เดือนฝอย S.  riobrave   มีประสิทธิภาพสามารถเข้าทําลายแมลงที่อุณหภูมิ  35 0ซ  ได้  ในขณะที่ 
S. carpocapsae ไม่สามารถเข้าทําลายแมลงที่อุณหภูมิดังกล่าว   และพบว่า S. riobrave   สามารถ
เลี้ยงขยายปริมาณในอาหารเทียมสูตรอาหารสุนัขผสมฟองนํ้าได้  แต่ผลผลิตไส้เดือนฝอยระยะเข้า
ทําลายแมลง  IJ  ซึ่งเป็นเป้าหมายหลักของการเลี้ยงไส้เดือนฝอยด้วยอาหารเทียมยังไม่คงที่  จากข้อมูล
ดังกล่าวจึงควรพัฒนาวิธีการเลี้ยงและศึกษาปัจจัยต่างๆ  ที่มีผลต่อการเลี้ยงไส้เดือนฝอย S. riobrave  
ซึ่งทนอุณหภูมิสูง  เช่นแบคทีเรียร่วมอาศัย การเจริญเติบโตของแบคทีเรียร่วมอาศัยในอาหารเล้ียงเช้ือ
และในอาหารเหลวเลี้ยงไส้เดือนฝอย รวมทั้งต้นเช้ือไส้เดือนฝอยที่นํามาใช้   เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานใน
การพัฒนาการผลิตขยายในอนาคตต่อไป  

 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. ไส้เดือนฝอย  Steinernema riobrave  วัย 3 ระยะเข้าทําลายแมลง 
2. หนอนกินรังผึ้ง  Galleria mellonella 
3. แบคทีเรียร่วมอาศัย  Xenorhabdus  cabanillasii   
4. อุปกรณ์เครื่องมือต่างๆ ได้แก่ ตู้อบน่ึงฆ่าเช้ือ ตู้ปลอดเช้ือ เครื่องเขย่า กล้องจุลทรรศน์ 
5. เครื่องแก้วต่างๆ ได้แก่  flask,  beaker,  cylinder,  petri dish  และ  test tube  
6. อาหารเลี้ยงเช้ือ ได้แก่ Ys broth, Yeast extract, และ  Tryptic soy broth  
7. สารเคมีต่างๆ ได้แก่  alcohol, formalin, hyamine, KH2PO4 , NaCl ฯลฯ 
8. วัสดุอ่ืนๆ  ได้แก่ สําลี กระดาษอลูมิเนียม  ปากคีบ 
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วิธีการ   

การทดลองที่ 1. เลี้ยงไส้เดือนฝอย S. riobrave ด้วยแมลงอาศัย 
ใช้หนอนกินรังผึ้ง (G. mellonella L.) เป็นแมลงทดสอบ ทําการทดลองในจาน

แก้วขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 9.5 ซม. ภายในวางกระดาษกรอง 1 แผ่น โดยหยดไส้เดือนฝอยระยะ IJ 
อัตรา 2,000 ตัว/นํ้า 1 มล. ลงบนกระดาษกรอง   ก่อนใส่หนอนกินรังผึ้งวัย 5-6 ลงไปจานละ 10 ตัว 
ปิดฝาและนําเก็บที่ 25 oซ นาน 48 ช่ัวโมง ก่อนนําซากหนอนที่ตายมาล้างด้วยฟอร์มารีน 0.1% และ
วางเรียงบนผ้าขาวบางที่ปูอยู่บนจานแก้วที่ควํ่าอยู่ในกล่องพลาสติก ภายในหล่อด้วยนํ้ากลั่นให้ระดับ
นํ้าสูงประมาณ 3/4 ของความสูงของจานแก้ว ปิดฝากล่องและนําเก็บที่อุณหภูมิ 25 oซ   เป็นเวลา 10 
วัน   จึงทําการเก็บไส้เดือนฝอยวัย 3 ระยะเข้าทําลายแมลงที่ออกจากตัวหนอนมาอยู่ในนํ้าที่หล่อไว้ทุก
วัน และบรรจุไส้เดือนฝอยลงฟองนํ้าในถุงพลาสติกเก็บที่อุณหภูมิ 15 oซ   

การทดลองที่ 2. เลี้ยงไส้เดือนฝอยที่ทนอุณหภูมิสูง S. riobrave ด้วยอาหารเทียมทั้งชนิด
อาหารแข็งก่ึงเหลว และอาหารเหลว  มีขั้นตอนการปฏิบัติงานดังน้ี  

 2.1. การเตรียมแบคทีเรียร่วมอาศัย (inoculum) 
      แยกเช้ือบริสุทธ์ิ แบคทีเรียร่วมอาศัยโดยการนําหนอนกินรังผึ้งที่
ได้รับการปลูกเช้ือมาล้างฆ่าเช้ือที่ผิว จากน้ันใช้กรรไกรตัดบริเวณขาเทียมของหนอน  ใช้ loop แตะน้ํา
เลือด   (haemolymph) ขีดเป็นแนวลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ  NBTA (nutrient bromothymol blue 
triphenyl tetrazolium  chloride  agar)  และนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 25 oซ   เป็นเวลา  48 ช่ัวโมง  
จึงคัดเลือกโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรีย  ซึ่งมีลักษณะสีนํ้าเงินตรงกลางเข้ม ขอบไม่เรียบ  ลงเลี้ยงขยาย
ปริมาณในอาหารเลี้ยงเช้ือ YS broth นําไปเขย่าที่ความเร็ว 180 รอบ/นาที   เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  จึง
นํามาตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเช้ือโดยวิธีย้อมแกรมแบคทีเรีย   ก่อนนําไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 
 2.2 การเตรียมต้นเช้ือไส้เดือนฝอย (inoculum) 
         นําไส้เดือนฝอยวัย 3 ระยะเข้าทําลายแมลง (IJs) ที่เลี้ยงได้จากการ
เลี้ยงขยายด้วยหนอนกินรังผึ้ง G. mellonella มาล้างให้สะอาดด้วยนํ้ายา hyamine 0.1% แล้วล้าง
ด้วยนํ้ากลั่นที่อบน่ึงฆ่าเช้ือ ปรับปริมาณให้ได้ตามอัตราที่ต้องการ คือ 5,000 ตัว/ มล. 
  2.3. การเตรียมอาหารเทียมแข็งก่ึงเหลว (Semi solid media)  

       เตรียมอาหารเทียม 2 สูตร  โดยช่ังส่วนผสมและวัตถุดิบต่างๆ   
ได้แก่ สูตรที่ 1 ประกอบด้วย อาหารสุนัข  22%   นํ้ามันหมู   5%  นํ้า  66%  และฟองนํ้าสังเคราะห ์
7%   สูตรที่ 2 อาหารไข่ ประกอบด้วย ไข่ไก่ 10 ฟอง นํ้ามันหมู 220 มล. นํ้ากลั่น 331 มล  และ
ฟองนํ้า 140 กรัม  ผสมส่วนผสมต่างให้เขา้กันด้วยเครื่องผสมอาหาร แล้วนํามาขยํารวมกับช้ินฟองนํ้า
สังเคราะห์ซึ่งตัดเป็นช้ินเล็กๆ ขนาดลูกเต๋า ช่ังอาหารเทียมใสใ่นถุงเพาะเห็ด  ถงุละ 45 กรัม  และใส่
ขวดแก้ว (flask) ขนาด 500 มล. ขวดละ 30 กรัม ปิดจกุสําลีและหุม้ด้วยกระดาษอลูมิเนียมก่อนนํา
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อาหารท่ีเตรียมไว้น้ันเข้าตู้อบน่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121oซ เป็นเวลา 20 นาที   ทิ้งไว้ให้เย็นจึงนําไป
เลี้ยงไส้เดือนฝอยในขั้นตอนต่อไป 

 2.4. การเตรียมอาหารเทียมอาหารเหลว (Liquid media)  
   เตรียมเหลวสูตร Tsb3 (วัชรี และสุทธิชัย, 2544)  ซึ่งประกอบด้วย 

Tryptic soy broth 0.75%, Yeast cell 0.50%, ไข่ 6.67%, นํ้ามัน 1.6% และ นํ้ากลั่น 100% ผสม
ให้เข้ากัน ก่อนเทใส่ขวดแก้ว (flask) ขนาด 500 มล. ขวดละ 40 มล. ปิดจุกสําลี และนําเข้าอบน่ึงฆ่า
เช้ือที่อุณหภูมิ 121 0ซ เป็นเวลา 20 นาที ทิ้งไว้ให้เย็นจึงนําไปทดลองในขั้นตอนต่อไป 

 2.5. การเลี้ยงไส้เดือนฝอยในอาหารเทียม 
   นําเช้ือบริสุทธ์ิแบคทีเรีย Xenorhabdus cabanillasii  ลงเลี้ยงใน

อาหารเทียมเป็นเวลา 24 ช่ัวโมงก่อนนําไส้เดือนฝอยที่ได้จากข้อ 2.1 ลงเลี้ยงในอาหารเทียมในข้อ 2.3 
ด้วยวิธีปลอดเช้ือ ต้ังขวดเพาะเลี้ยงไส้เดือนฝอยท่ีห้องควบคุมอุณหภูมิ 25 ซ บันทึกการพัฒนาของ
ไส้เดือนฝอยทุกวันจนไส้เดือนฝอยพัฒนาเจริญเติบโตเป็นวัย 3 ระยะ IJ  95-100% จึงทําการล้างเก็บ
ผลผลิตและนับจํานวน 

2.6.  การเก็บล้างและนับผลผลิตไส้เดือนฝอย 
   หลังการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 oซ ประมาณ 12 วัน ไส้เดือนฝอย
พัฒนาเป็นวัย 3 ระยะเข้าทําลายแมลงมากกว่า 95% จึงทําการเก็บผลผลิตโดยเทอาหารและไส้เดือนฝอย
ล้างผ่านตะแกรงขนาด 60 และ 100 mesh เพ่ือแยกเศษอาหารขนาดใหญ่   ก่อนกรองไส้เดือนฝอยที่
แขวนลอยอยู่ในนํ้าผ่านตะแกรงขนาด 200 mesh ต้ังทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที ไส้เดือนฝอยจะ
ตกตะกอนเทนํ้าส่วนบนทิ้ง และนําตะกอนไส้เดือนฝอยที่ได้กรองผ่านตะแกรงขนาด 375  mesh   
เพ่ือแยกไส้เดือนฝอยออกจากเศษอาหารขนาดเล็ก  และกรองตะกอนไส้เดือนฝอยผ่านผ้ากรองขนาด 
48 ไมครอน   เพ่ือแยกไส้เดือนฝอยวัย  3  ระยะเข้าทําลายแมลง   และนับจํานวนที่เลี้ยงได้จาก
อาหารเทียมแต่ละสูตรภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยวิธี  dilution counting 

การทดลองที่3. ศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียร่วมอาศัย Xenorhabdus cabanillasii  
ในอาหารเลี้ยงเช้ือ YS broth (Yeast Salt Broth)   

ทําการทดลองโดยแยกแบคทีเรียที่ได้จากหนอนกินรังผึ้งที่ก่อโรคด้วยไส้เดือนฝอยอัตรา 200 
ตัว/หนอน 1 ตัว จากน้ัน 24 ช่ัวโมง ทําการตัดขาหนอน แล้วใช้ loop แตะเอานํ้าเลือดหนอน streak 
ลงบนอาหาร NBTA เมื่อครบ 48 ช่ัวโมง ทําการคัดเลือก colony ที่สมบูรณ์นําลงเลี้ยงในอาหาร Ys 

broth ปริมาตร 150 มล. เขย่าเลี้ยงที่ความเร็ว 180 รอบ/นาที อุณหภูมิ 28ซ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
ทําการตรวจสอบการปนเปื้อนของแบคทีเรียโดยวิธีย้อมแกรม จึงนํามาทดลอง ด้วยวิธีการ spread 
plate เพ่ือนับจํานวนเซลล์แบคทีเรีย พร้อมทั้งตรวจนับจํานวนเซลล์ที่สร้าง crystalline inclusion 
protein  
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เวลาและสถานที่ 
 เวลา :   เดือนตุลาคม 2549 – เดือนกันยายน 2553 
 สถานที่ :  ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  
สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 การทดลองที่ 1 จากการศึกษาการเลี้ยงขยายไส้เดือนฝอย  S. riobrave ด้วยแมลงอาศัย 

  1.1 การพัฒนาเป็นตัวเต็มวัยของไส้เดือนฝอย S. riobrave จากการทดลอง
ดําเนินการโดยการฉีดตัวอ่อนไส้เดือนฝอยระยะเข้าทําลายแมลงอัตรา 2,00 ตัวต่อหนอนกินรังผึ้ง 1 ตัว 
ก่อนนําซากหนอนที่ตายมาผ่าเพ่ือตรวจนับจํานวนไส้เดือนฝอยและการพัฒนาเป็นตัวเต็มวัยเพศผู้และ
เพศเมียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่า หลังการ inoculation ตัวอ่อนไส้เดือนฝอยระยเข้าทําลายแมลง 
(Infective juvenile ; IJS) เข้าสู่ตัวแมลงแล้ว 4 วัน  ไส้เดือนฝอย S. riobrave มีการพัฒนาเป็นตัว
เต็มวัยเพศผู้และเพศเมียของไส้เดือนฝอยระยะเข้าทําลายแมลงที่สามารถผ่านเข้าสู่ช่องว่างในตัวแมลง
สําเร็จ   ไส้เดือนฝอย S. riobrave มีการพัฒนาเป็นตัวเต็มวัยเพศผู้เฉลี่ยเท่ากับ 86.73 ตัว/หนอน 1 
ตัว คิดเป็น 67.73%และตัวเต็มวัยเพศเมียเฉลี่ยเท่ากับ  40.06 ตัว/หนอน 1 ตัว คิดเป็น  32.26%  
ตามลําดับ สัดส่วนของไส้เดือนฝอยที่พัฒนาเป็นตัวเต็มวัยเพศเมีย 1 ตัวต่อไส้เดือนฝอยเพศผู้ 2.09 ตัว  
ซึ่งอาจมีผลต่อจํานวนตัวอ่อนไส้เดือนฝอยระยะเข้าทําลายแมลง (IJs) ที่ได้จากการจับคู่ผสมพันธ์ของ
ตัวเต็มวัยไส้เดือนฝอย แต่ในการทดลองคร้ังน้ีไม่ได้นับจํานวน (ตารางที่  1)  และการพัฒนาเป็นตัวเต็ม
วัยของไส้เดือนฝอยไปเป็นตัวเต็มวัยเพศผู้หรือเพศเมียน้ันไม่สามารถอธิบายได้ว่ามีปัจจัยใดบ้างที่
เก่ียวข้อง  แต่อาจข้ึนอยู่กับสารอาหารในตัวแมลง หรืออาจเป็นเพราะอุณหภูมิ  และหรือฮอร์โมนที่
ไส้เดือนฝอยขับออกมา     
  1.2 จากการทดลองเลี้ยงไส้เดือนฝอย  Steinernema riobrave ด้วยการหยด
ไส้เดือนฝอย 2,000 ตัวลงบนกระดาษกรองท่ีวางอยู่บนจานทดลองพลาสติก ก่อนใส่หนอนกินรังผึ้งที่มี
นํ้าหนักตัวเท่ากับ 0.3 มิลลิกรัม และ 0.44 มิลลิกรัม หลังเก็บที่อุณหภูมิห้อง ประมาณ 26 ± 2 องศา
เซลเซียส นาน 10 วัน พบว่าจํานวนไส้เดือนฝอยระยะเข้าทําลายแมลงที่เทเก็บได้จากหนอนกินรังผึ้ง
นํ้าหนัก 0.44 มิลลิกรัม เท่ากับ 253,547 ตัว สูงกว่าหนอนนํ้าหนัก 0.3 มิลลิกรัม ซึ่งได้ผลผลิตเท่ากับ 
117,477 ตัว (ตารางที่ 2) 

การทดลองที่ 2 การเลี้ยงไส้เดือนฝอย Steinernema riobrave ด้วยอาหารเทียม 

2.1  เปรียบเทียบการเลี้ยงไส้เดือนฝอย Steinernema riobrave ด้วยอาหารเทียม 
2 สูตร คือ สตูรอาหารสุนัข และ สูตรไข ่หลังการเลี้ยงไส้เดือนฝอยร่วมกับแบคทีเรียร่วมอาศัย  โดย
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การนําแบคทีเรียร่วมอาศัยลงเลี้ยงในอาหารเทียมเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ก่อนนําไส้เดือนฝอยลงเลี้ยง 
และเลี้ยงไส้เดือนฝอยร่วมกบแบคทีเรียเป็นเวลานาน 16-18 วัน จึงทําการเก็บล้างผลผลิตไส้เดือนฝอย
ตามวิธีการ พบว่า สูตรไข่ ซึง่มีส่วนประกอบหลัก คือไข่ไก่ ให้ผลผลิตไสเ้ดือนฝอยระยะข้าทําลายแมลง
เฉลี่ย 2.90 x 105   ตัวต่ออาหาร 1 กรัม สงูกว่า สูตรอาหารสุนัขได้ผลผลิตเฉล่ีย 2.16 x 105    ตัวต่อ
อาหาร 1 กรัม (ตารางที่ 3) จะเห็นว่าจํานวนผลผลิตไสเ้ดือนฝอยที่เลี้ยงด้วยอาหารทั้ง 2  สูตร ให้
ผลผลิตที่ต่างกันเล็กน้อย อาจเน่ืองจากสูญเสียไส้เดือนฝอยไปบางส่วนในขั้นตอนการเก็บล้าง อาหาร
เทียมสูตรไข่องค์ประกอบหลักเป็นของเหลวเมื่อผสมกับฟองนํ้าสังเคราะห์ และอาหารไข่จะแทรกไป
ตามรูพรุนของฟองน้ําและเป็นเน้ือเดียวกัน ต่างจากสูตรอาหารสุนัขส่วนที่เป็นของเหลวและตะกอน ที่
ไม่สามารถคลกุเคล้ากับฟองนํ้าได้ เมื่อเก็บล้างอาหารสูตรไข่จงึล้างเก็บไส้เดือนฝอยได้สะอาดและง่าย
กว่าอาหารสุนัขซึ่งมีเศษตะกอนเป็นสาเหตุของการสูญเสยีผลผลิตไส้เดือนฝอยไปบางส่วนได้  นอกจาก
จํานวนผลผลิตไส้เดือนฝอยที่เลี้ยงได้จากอาหารทั้ง 2 สูตร แล้ว ยังต้องเปรียบเทียบคุณภาพ (QC)  
และประสิทธิภาพการเข้าทําลายแมลงของไสเ้ดือนฝอยด้วย โดยการทดสอบ  QC ตาม วิธีมาตรฐาน
ของ  Miller  (1989) แต่จาการทดลองในคร้ังน้ีไม่ได้ทดสอบ QC   

2.2 จากการเลี้ยงไส้เดือนฝอยด้วยอาหารเหลว สูตร Tsb3 (ตารางที่ 4)  พบว่า 
ไส้เดือนฝอยมีการพัฒนาเติบโตช้า ใช้เวลาในการพัฒนาเป็นตัวเต็มวัยเพศผู้และเพศเมียในอาหารเหลว 
ประมาณ 4 วัน  และเมื่อเก็บล้างผลผลิตไส้เดือนฝอยพบว่า กรรมวิธีแรกที่มีการเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียใน
อาหารเหลว 48 ช่ัวโมงก่อน  แล้วจึงใส่ไส้เดือนฝอยลงไปเลี้ยงได้ผลผลิต 5.0x106 ตัว/มล สูงกว่าการ
เลี้ยงแบคทีเรียร่วมอาศัยในอาหารเหลว 72 และ  96 ช่ัวโมง ทั้งน้ี ซึ่งให้ผลผลิตน้อยกว่า การเลี้ยง
ไส้เดือนฝอยและแบคทีเรียด้วยอาหารเทียม Tsb3 แบคทีเรียและไส้เดือนฝอยจะอาศัยอาหารเหลวใน
การขยายปริมาณโดยการแบ่งเซลล์เป็นจํานวนมากและมีการผลิตสารซึ่งมีความจําเป็นต่อการ
เจริญเติบโตและขยายพันธ์ุของไส้เดือนฝอย  ระยะเวลาการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเทียมนาน 96 
ช่ัวโมง  ช่วงเวลาดังกล่าวแบคทีเรียในอาหารบางส่วนอาจหยุดการพัฒนา หรืออาจเพราะอาหารเทียมที่
ใช้เลี้ยงไส้เดือนฝอยอาจมีผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย และอาจมีผลต่อการพัฒนาและการขยายพันธ์ุ
ไส้เดือนฝอยซึ่งต้องศึกษาข้อมูลเพ่ิมเติมต่อไป  

2.3 ผลของจํานวนเซลแบคทีเรียร่วมอาศัย Xenorhabdus cabanillasii  ต่อผลผลิต
ไส้เดือนฝอย ดําเนินการทดลองโดยเลี้ยงไส้เดือนฝอย Steinernema riobrave ด้วยอาหารเหลวสูตร
อาหาร  TSb3 แบบ monoxenic ด้วยการนําแบคทีเรียเข้มข้น 105  106  และ 107  เซลลงเลี้ยงใน
อาหารเหลวนาน 48 ช่ัวโมงก่อนนําไส้เดือนฝอยลงเลี้ยง ประมาณ 12  วัน ก่อนเก็บล้างไส้เดือนฝอย
เมื่อมีการพัฒนาเป็นระยะเข้าทําลายแมลงมากกว่า 95%  พบว่าผลผลิตไส้เดือนฝอยที่เลี้ยงร่วมกับ
แบคทีเรียเข้มข้น 107  ให้ผลผลิตสูงสุด 14,780 ตัวต่ออาหาร 1 มิลลิลิตร แตกต่างทางสถิติกับที่  105  
106  (ตารางที่ 5)   
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การทดลองที่ 3 จากการศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Xenorhabdus sp ที่ได้จาก
การตัดขาหนอน แล้วนํา hemolymph  มา streak ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ NBTA ไว้ 48 ช่ัวโมง แล้ว
คัดเลือกโคโลนีลงเลี้ยงขยายปริมาณในอาหารเลี้ยงเช้ือ Ys broth เขย่าเลี้ยงเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จึง
นํามาทดลอง ด้วยวิธีการ spread plate เพ่ือนับจํานวนเซลล์แบคทีเรีย พบว่า  หลังการเลี้ยง
แบคทีเรียนาน 24 ช่ัวโมงจํานวนเซลล์แบคทีเรียที่ตรวจนับได้ประมาณ 104 cell/ml ที่เวลา 0 - 12 
ช่ัวโมง หลังจากน้ันจํานวนเซลล์เพ่ิมขึ้น การเจริญเติบโต หลังจากช่ัวโมงที่ 24 จํานวนเซลล์จะอยู่ที่ 
105 cell/ml เมื่อสุ่มนับ crystalline inclusion protein ในช่วง 0 – 12 ช่ัวโมง ยังไม่พบเซลล์
แบคทีเรียที่สร้าง crystalline inclusion protein  ที่ 24 ช่ัวโมง ตรวจพบจํานวนเซลล์แบคทีเรียที่
สร้าง crystalline inclusion protein จํานวน 60% ของเซลล์ที่สุ่มนับ และจะเพ่ิมสูงขึ้นเรื่อยๆ ที่
เวลา  24 ช่ัวโมงพบจํานวนเซลล์ที่สร้าง crystalline inclusion protein 88 %   
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนาํ 

ไส้เดือนฝอย Steinernema riobrave สามารถเลี้ยงมีปริมาณมากได้ด้วยแมลงอาศัย และ
อาหารเทียม   การเลี้ยงไส้เดือนฝอยด้วยหนอนกินรังผึ้งที่มีขนาดโต จะให้ผลผลิตไส้เดือนฝอยท่ี
มากกว่าหนอนขนาดเล็ก  การเลี้ยงขยายไส้เดือนฝอยด้วยหนอนทําได้โดยการหยดไส้เดือนฝอยอัตรา 
2,000 ตัว บนกระดาษกรองในจานพลาสติก ที่ใส่หนอนกินรังผึ้ง Galleria melonera จานละ 10 ตัว 
เก็บจานพลาสติกที่ 25 องศาเซลเซียส จากน้ัน 48 ช่ัวโมง นําซากหนอนมา Trap ในกล่องช้ืน   

ไส้เดือนฝอย Steinernema riobrave หลังการ inoculation สู่ตัวหนอนกินรังผึ้งแล้ว 4 วัน 
จึงมีการพัฒนาการพัฒนาเป็นตัวเต็มวัย พบไส้เดือนฝอยพัฒนาเป็นตัวเต็มวัยเพศผู้ร้อยละ 50-70 และ
พัฒนาเป็นตัวเต็มวัยเพศเมียร้อยละ20-40 ไส้เดือนฝอย Steinernema riobrave สามารถ
เจริญเติบโตจนครบวงจรชีวิตได้ในอาหารเทียมแข็งก่ึงเหลวทั้ง สูตรอาหารสุนัข และสูตรไข่ โดยต้อง
เลี้ยงร่วมกับแบคทีเรียร่วมอาศัย ได้ผลผลิตไม่แตกต่างกันอยู่ระหว่าง 2.1 x 105  - 2.90  x 105   ตัวต่อ
อาหาร 1 กรัม   

การเลี้ยงขยายไส้เดือนฝอยด้วยอาหารเหลวสูตร TSb3 ร่วมกับแบคทีเรียร่วมอาศัยเข้มข้น 
107 เป็นเวลา 48 ชม. ก่อนนําไส้เดือนฝอยลงเลี้ยงร่วมกันเป็นเวลานาน 12 วันได้ผลผลิตสูงสุดเท่ากับ 
14,780 ตัวต่ออาหาร 1 มิลลิลิตร   ทั้งน้ีการผลิตไส้เดือนฝอยเป็นปริมาณมาก ต้องคํานึงถึงวิธีการ
เลี้ยงแต่ละชนิด  ว่าชนิดไหนมีความสะดวกในการปฏิบัติงานแล้วยังต้องคําถึงประสิทธิภาพของ
ไส้เดือนฝอยท่ีเลี้ยงในแต่ละวิธีการด้วย  วิธีการเลี้ยงที่ได้ผลผลิตไส้เดือนฝอยที่มีประสิทธิภาพตํ่าย่อมมี
ผลกับการนําไส้เดือนฝอยไปใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืชให้ประสบความสําเร็จ 
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ตารางที่  1  จํานวนไส้เดือนฝอย Steinernema  riobrave ที่พบในหนอนกินรังผึ้ง Galleria    

Mellonella  จํานวนตัวเต็มวัยเพศผู้ และเพศเมีย    

คร้ังที ่ ไส้เดือนฝอยที่พบในหนอน x  S.D. 1/ เปอรเซ็นตการพัฒนาเปนตัวเต็มวัย   
 (ตัว/หนอน 1 ตัว) พิสัย เพศเมีย (F) เพศผู (M) สัดสวน (F: M) 
1    84.2 ± 36.5 (53-181) 42.57 57.43 1:1.34 
2 139.7 ± 35.9 (51-179) 25.37 74.63 1:2.94 
3 146.5 ± 46.5 (64-200) 28.86 71.14 1:2.46 

เฉล่ีย 123.46  32.26 67.73 1 :2.09 

1/  ค่าเฉล่ียจากหนอน 10 ตัว  
 
 
 
ตารางที่  2  จํานวนไส้เดือนฝอย Steinernema  riobrave  ที่จากการเลี้ยงขยายด้วยหนอนกินรังผึ้ง 

Galleria mellonella   
 

นํ้าหนักหนอน (มก.)  ผลผลิตไส้เดือนฝอยระยะ (IJs)  x  S.D. 1/  

0.34 117,477 ± 91986 
0.44 253,547 ± 146746 

1/  ค่าเฉล่ียจากหนอน 15 ตัว  
 
 
 
ตารางที่  3  จํานวนไส้เดือนฝอย Steinernema  riobrave ระยะเข้าทําลายแมลงที่ได้จากการเลี้ยง  

ด้วยอาหารเทียมแข็งก่ึงเหลว แบบ monoxenic   
 

สูตรอาหาร  ผลผลิตไส้เดือนฝอยระยะ (IJs)  x  S.D. 1/  

สูตรไข่ 290,941 ± 4,125 
อาหารสุนัข 216,600 ± 9,747 

1/  ค่าเฉล่ียจากหนอน 4 ซ้ํา ๆ ละ 5  ถุง 
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ตารางที่ 4  ผลของระยะเวลาการเลี้ยงแบคทีเรีย Xenorhabdus sp. ในอาหารเหลวต่อจํานวน

ผลผลิตไส้เดือนฝอย Steinernema riobrave   
 

          ระยะเวลา 
            (ช่ัวโมง) 

 ผลผลิตไส้เดือนฝอยระยะเข้าทําลายแมลง 
(ตัว/อาหาร 1 มิลลลิิตร) 

เลี้ยงแบคทีเรียเป็นเวลา 48  5.088x106 
เลี้ยงแบคทีเรียเป็นเวลา 72  3.088x105 
เลี้ยงแบคทีเรียเป็นเวลา 96  2.760x105 

 
 
ตารางที่ 5  ผลของจํานวนเซลแบคทีเรีย Xenorhabdus cabanillasii ในอาหารเหลวต่อจํานวน

ผลผลิตไส้เดือนฝอย Steinernema riobrave   
 

จํานวนเซลแบทีเรีย  ผลผลิตไส้เดือนฝอยระยะเข้าทําลายแมลง 
                     (ตัว/อาหาร 1 มิลลลิิตร) 

105 12,413 b 
106 12,693 b 
107 14,780 a 

 
  

 


