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�����- ���
����23	��0��&���� 
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�	��2��� ������$	���������5)���- ������+���&����$����$5�
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2
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	� ������	�
$	*���#����0 )���$��$5�3������ “���$	"
2

�$=�����>
��)����&��.�	#$��%"�
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�����- �������������- ��$�#$��%�&�����+����2��#

)�+��>
��2� �+��1��"��
��� 
�����������2��#�+��, �- ���&���)������������EF��������
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� &5������ �+�)����&��.�	  Steinernema carpocapsae D(����������	%+�+���$ " ������	 Xenorhabdus
nematophilus ��#$�	1���%�
������ �!�"�
�#$��%�&��$5�
��1�������<� $�����"
2
�*���

����������1��"��
�������2�� "
2���	�!4�� $����+�����
�	��2��� ����������������(�)��

��$ ��!�������$	"
2�$=�����>
��)����&��.�	 S. carpocapsae �	+���+���&��� 
��2	2"�����

���$	��2� �����- ���C�
����>
��3�	
����������	�����"�C��(����
� (semi-solid media) "
2)��

B+�	������3�3
	�
��"�+ ���$�������
�	"�+��- �)�>
���- ���+�	 "�+	$�������- ��$��������!����

>
���+�������%���&���	�	���>
����/������4���
��2�$ �!�������� ����2�����	�	�$5��&5����

"
2"�����


���&���K#����	� 2538 )�������3���������$	"
2�$=�����3�3
	����>
��)����&��.�	

#$��%"�
�
������!�����������	��*�������� Fermentation Technology 3�	)���$ � ��2��4

��$ ��!�������$	����- ��$��������!���$ ��!�������$	 (���.)  >
������$	)���$=���%�������

��
��������2�� �����B>
��)����&��.�	�$	 3 �2	2�����- �
�	"�
� (Infective Juvenile, IJ) �$5�
�

�2�$ �����	+� (shake flask) "
2�2�$ B$���$� (fermentor) ���� 6 
��� )��>
>
���%��2��+��

300,000 - 400,000 �$�/�������
� 1 ��

�
���  �������$5�	$��$=�����&����&�"
2�!���40�������2

���*�1���%�
����"	�"
2
���)����&��.�	����
�5	����	��������	� �- �
��)��)����&��.�	#$��%"�
�

����2��� ���!41��)�+��
��	�"�
� ����$5��$=����*������C �$���"
2 ���!�� �+�)����&��.�	���

>
��)�� 3�	�����C 
�U���-5 ��$�����2�0"
2
��%�>� ���!
�B!��
����� �����B��C �$���

)����&��.�	)����� 1 �6 ����!4�1%�� 60 D. ���$���������������%�B(� 80% "
2
��+�� 4 ��&��"��

��2���*�1��
�����- �
�	����)�+��
��	�"�
� �������$5���*� ���!�� �+�	$��2���
������

�+� "
2������!����>
���-� �

������$	"
2�$=����&��
��)����2 �����>
�����
���������
��$��+���/���*����>
�����

�� %�40"  "
2�� ���������B
�����!����>
��
�)�������+� 60% ��&������	 ���	 �$ ���

>
��3�	
����������	�����"�C��(����
�  �+���)�������B+�	������3�3
	����>
��
��"�+�����

�&�   ���$�	%��D���0  �- ��$�  D(��)���- ��$���
�����+���$ ���������������   "
2�- ��$�������

�!���$ ��!�������$	   
����
��!������3��������"  "
2�- ��������>
��)����&��.�	
�����

�!�������� D(�����42>%����$	��/�>%��%"
"
2�� �!�3�	�- ����">����>
�� 8,000 D��/��&�� 
�
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Research and Development for Commercial Production of Entomopathogenic

Nematodes

Abstract

Chemical pesticides have been the practical method used by farmers for many decades,

but their side-effects on non-target organisms, groundwater contamination, residues on food crops

and the development of  insect  resistance to chemicals have forced both the government and

industrial sectors to focus on the development of alternative control measures. Alternatives,

including entomopathogenic nematode, characterized by their mutualistic relationship with

Xenorhabdus bacteria have been sought. Steinernema  carpocapsae, the high potential insect

nematode has emerged as an excellent candidate for biological control of insect pests. Attributes

making the nematode ideal biological insecticide include its broad host ranges, high virulence,

safety for non-target organism and high efficacy for controlling insect pests in favourable

habitats.

The research on the use of entomopathogenic  nematode for controlling insect pests in

Thailand has begun since 1986. The field trials were firstly conducted in Chantaburi province to

determine the effectiveness of  Steinernema  carpocapsae against bark-eating caterpillars, Cossus
sp. (Lepidoptera : Cossidae) and Microchlora sp. (Lepidoptera : Pyralidae), the serious insect

pests of Longkong (Lansium  domesticum). Nematode suspension was sprayed at the

concentration of 2000 nematodes/ml. along the stems and twigs of longkong tree in the evening,

and 80% mortality of bark-eating caterpillars were found after the application for 24 hours. The

nematodes used were cultured In Vivo by  using the cotton bollworm (Heliothis  armigera). The

cost of  producing  nematode suspension by insect host was rather high about 36 baht for 4 x 106

nematodes.

In 1988, as a result of the first success in the efficacy field trials, the research on

production technology of large quantities of the insect nematode S. carpocapsae by using

artificial media received much attention and was strongly supported by the Department of

Agriculture. Mass production by semi-solid artificial medium was successfully developed and

later on the technologies have been adopted by a number of commercial companies which could

produce nematode at a cost of 30 - 40 baht per 1 sachet of 4 million nematodes. Anyway, there

were some limitations in the potential production of  large quantities of  insect nematode, either



by semi–solid medium or In Vivo process which needs more labor and capital in order to get

success.

During 1991 – 1993 the further field trials were conducted successfully for controlling

striped flea beetle Phyllotreta sinuata (Coleoptera : Chrysomellidae), sweet potato weevil Cylas
formicarius (Coleoptera : Curculionidae) and beet armyworm Spodoptera exigua (Lepidoptera :

Noctuidae) which are the important pests of chinese radish, sweet potato and marigold

respectively. In comparison with chemical insecticides the application of the nematode-based

product was limited only for the high value crops because of  its high cost.

In November 1995, the project of research and development on the fermentation

technology for commercial production of entomopathogenic nematode was established under the

support  from  The  Thailand  Research  Fund  (TRF).

The suitable liquid medium and key factors necessary for development and  reproduction

of  S. carpocapsae were found. In approximately 2 weeks product yields as high as 300,000

nematodes (Infective Juveniles) per milliliter in shake flasks and yields of 400,000 nematodes per

milliliter in fermentors were obtained. The equipments used for settling the nematode and

filtration processes to clean and to separate the nematode from the culturing medium were

developed. Powder formulation of  the insect nematode utilizing attapulgite clay as carrier packed

in a sealed polyethylene bag covered with aluminium foil, which is proved to be the

recommended storage condition suitable for maintaining the high virulence and high percentage

of  nematode survival for one year, had been carried out. The liquid production process can

reduce more than 60% of capital cost compared to the semi-solid media production processes.

Recently, this production technology was already adopted by the private company,

Uniseed Co.,Ltd. which signed contact with Department of Agriculture and The Thailand

Research Fund for the support on establishments of a pilot plant producing the nematodes

commercially 8,000 sachets (4 x 106 nematodes per sachet) per month which so far are the largest

number of  nematode production. The increasing capacity of  production will be planned in the

coming year (year 2000). These efforts have led to a successful  introduction of  the nematode-

based product into the local markets which plays an important role as one of  biopesticides to

substitute the imported chemical insecticides and to be used as alternatives for insect pest control

measures which can save the quality of farmer’s lives. Therefore, this technological advancement

in the nematode production process will be beneficial to the country’s agricultural environment

and economic.
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#$��%�&� �(�)������������������*��+��, ��&���- �����"�����
����������$��
+��

)����&��.�	 Steinernema carpocapsae �$��+���/���������	0�����#$�	1���%�
�����- ���
��

��23	��0�- ���$ ����� �!�"�
�#$��%�&� ��&���������!4�� $����+��
�	��2��� �&�

–      �����B�- ��$�"�
�#$��%�&�)���
�	����
��1��"��
����������2��

–      ����2���*�1��
�����- �
��"�
���/�3����	)���	+�������C�
���
� 24 – 48 �$��3��

–      )�+���$����	�+��� "
2�$��0�!����� ����$5�)�+��/�#$��%�&�

–      )�+���
������C� )�+�����������
��&�>
 "
2)�+�+�
�������
��� 
��1��"��
���



–      ������������+�"���$��%� �- �
�������B�+�)����&��.�	>+���%�$����������&����+�

��������+��,)�� ����$5������B���+����W+�"�
� ����- ��$�3���&� "
2����- ��$��$��&� (�$���,

2533)

������$	
�����- �)����&��.�	���� �!�"�
�#$��%�&�
���2��#)�	 )��������- ����������

�$5�"�+ �6 �.#. 2525  ����
!+�������$	������ #$��%�&�������1�� �����<"
2�$�����	� ����������

����� "
2�- �������$	����+��$�����B(�����! $� ���
- ��$  �$��+�)���5

1.       ��������)���- �������2�
�5	��	�	�����4)����&��.�	 ��&���	�	�����4���	����

���2���.I�	 (Heliothis armigera) ��&������2)�������4������	���
������
����2���*�1�����

�����- �
�	"�
������+��, � �+� �����B�����- �
�	"�
�)�������+� 20 ���� (�$���, 2534)

2. �
$������
��
������<� $�����)��>
��"
�� �(�)���- �)����&��.�	)����� 

��2���*�1��
��1��*������� 3�	�- �)��� �!��������
��>����
&��
����� 
�����

(Cossus sp. "
2 Microchlora sp.) ����$���$��$�� !�� 
��1������������&5���2��4 60 – 80% � 

�+�)����&��.�	 �$��� 2 
����$�
��-5 � 1 
��� 3�	�+� 3 – 5 
����+���� �����BW+�����)�� 80%

(�$��� "
2�42, 2529)

3. ��������- ���C�
������
�� )��#(�����������$=����*�����
�5	�)����&��.�	
��

)�������4������	��������	� (artificial media) 3�	�- �����
�5	�
����"��� (petridish) (�$��� "
2

�42, 2535) 
��������!�$� �$ )�+ ��&���&5�)�+�� >���$ �!�� (agar) � �+������B�
�5	�)����&��

.�	)���� ��������� "
2�	�	�$�*!0)����  �- ���$ ����
�5	�)�������"	���&5�" ������	  Xenorhabdus
nematophilus �����#$	
��+�����
- �)�����)����&��.�	 D(���������- ��$��+�����	�	�$�*!0���

)����&��.�	����
�
���������	����
���
�5	����	 ����!����>
�� (����2�+�"����� "
2�+������

���	�) �- ���$ )����&��.�	���>
��)�� 1 
����$� ��2��4 2 – 3  �� 
��42�������!����>
�����

"�
���#$	
������4��+��$���2��4 9  ��

4. �
$����)������%
�&5�X������
�5	�)����&��.�	���	��������	�
����"���"
�� 

D(��)����&��.�	��#$	����2 �>�������������+��$5�
������������ 3�"
2�	�	�$�*!0 �(�)���$=��

��*�����
�5	�)����&��.�	"  
��+ 3�	>��������!�$�������
2���	��$ U���-5 ��$�����2�0��5��
C�,

(�$��� "
2�42, 2539) �- �����
�5	�
����"��� (flask) ���� 500 �
. �1������
�5	���5��/�"  

�����"�C��(����
� (semi–solid media) �$5���5��/����������&5����>�� "
2�����B+�	������#)���$��B(�

�- �
��)����&��.�	�������� 3�"
2�	�	�$�*!0���(5� )��>
>
���%���
��	 8 
����$�/��� �����B
����

�!�����
�5	�)����&��.�	
�)����+� 50%

5. 
��42���	��$�)����������*������C �$���"
2 ���!�� �+� ��*��������2������!� �&�

 ���!)����&��.�	 4 
����$�>���-5 � 10 �
. 
���5�U���-5 ��$�����2�0 1.4 ��$� 
�+
�B!��
�����



���� 4 x 6 ��5� ���>�(����B!� ��C ����!4�1%�� 6 – 10oD ��������	%+)�������+� 3 ��&��3�	��2���*�

1��)�+��
��	�"�
� (�$��� "
2�42, 2534)

6. �
$����>
��)����&��.�	)����/������4��� �(�)���	�	������� 
��1��

*�����������(5� "
2��2� �����- ���C�
�����- �)����&��.�	)��� �!�"�
�#$��%�&�>$��+��,

"
2)����� )��"�+ �$��+��������$�>$� (Phyllotretra sinuata) D(����/�#$��%�- �
�	>$�����$� "
2�&�

>$���2�%
�2�
-� � (�$��� "
2�42, 2534) ��������$���# (Cylus formicarius) D(���- �
�	�$��$���#

(�$��� "
2�42, 2534) ������2�%���� (Spodoptera exigua) #$��%�����&�� (�$��� "
2�42, 2537)

7 . ��������- ���C�
��������>
��)����&��.�	"
2������� ��2���*�1��

)����&��.�	
�����- �)�
���� �!�"�
�#$��%�&��
�	���� )���� ���$�����������
� "
2����

�$ ���3�3
	����>
��)����&��.�	���	�����"  "�C��(����
� (semi-solid media) �- �)�>
�� "
2

�- ���+�	"�+�������

-   ���$� ���D+�����3���� �- ��$�

-   ���$� "���3�� (��2��#)�	) �- ��$�

-   ���$� "���
�	��C� (��2��#)�	) �- ��$�

3�	�- ���+�	
���������! $� 30 – 40  ��/)����&��.�	 4 
����$� (1 D��)

&*(+�	���� �������������&",��
#�-!�!���
�����,

�
$����)��������>	"��+���3�3
	�����- �)����&��.�	)�
��
������ �!�"�
� ����%


����	��$ �������������(5�����!�)���$���5

1. ���������	��$ ���>
��)����&��.�	��/������4��� 1����������)���$ 

���3�3
	��$��
+��)��- ����>
��)����&��.�	�����*��$��
+�� �- ���+�	
��"�+�������"
2>%���
�

��2� ���������	��$ ����!�D(���+�������%� �(������- ���+�	
������+������"�� �2�$5��B��

���40���
��)����&��.�	
�����! $��+��
��+�2�- �)�
��
������ �!�"�
�#$��%�&�����2
��&�

���
��>
�� "���%� ��+� 
����� 
����� )�����)����2�$  ��/���� �- ���$ ����- �)��- ��$�"�
�

#$��%�&����
��>
�� "���-� � ��+� �$���# >$�����$� H
H  ��������2��2� �$ �������!� B(�"��

�+�����I���$��- ��$�)��>
���C��� (�������� 1.) ��������5���>
��)����&��.�	3�	��*����
���	%+
�

����! $���5
��>
>
���+�������-� � )�+���	����$ ������������������������������(5� "
2B�������

�	�	�- �
$����>
��
������(5� �C�- ���/�����
��"�������/��- ������� "
2�	�	�&5����������(5� D(����

>
�- �
������!�	����%��(5� ��2 �����>
�����
�	�$5���� 3��������2���������EF������!
�����	0

�����&��, )���+�	�(5�



2. ����������C �$���"
2������+�)����&��.�	 )����&��.�	����2�- �)�
��
����

�� �!�"�
�#$��%�&�
��)��>
���$5��2�������!41������X�� ��������*����>
��"
�� �����C 

�$���"
2��� ���!1���2��&���2���
�������+�)�	$�"�
+����>%�
��D(���	%+�+��)�
���)� �C��

�����- ��$� ����! $������C �$���)����&��.�	�$5��2������C )������!4�1%���-� ��
����
� B(�"���+�
�

�+��������+��C��� �- �
��)�+�2���"
2����!��%� �+���2	2��
������C �$���)��)�+������� 3

��&��

3. ����$	�	+����(����������B�- ��������	�	�
�����)����&��.�	�&���2���*�1��


�����- ��$�"�
�#$��%�&�
��1��*��������$��
+����"
�� ������� 
������<� $�����)����&��

.�	�����B�- �
�	"�
�#$��%�&�)���	+����������� 
��+����2��#�����
��)����&��.�	�- ��$�"�
�

#$��%�&������#$	
������/��+��
��+"
2��2� >
�- ���C���/��	+���� ��&�������1��"��
���
����

�$5�������"���������	 )����&��.�	�����B�����������	%+)������
$��������+�)�"
�� �- ���$ 


���2��#)�	������
��
�����- ��$�"�
������#$	
����"
�� ������	�	���- �)����&��.�	��

�� �!�"�
�#$��%�&������#$	"
2�- �
�	�+���+��, ����&�����	%+���&��2�$ ��� ��&������"�
���
+�

��5�$��2��/�"�
�����������- ��$�����#��X��� ����! $������
��
������ �!�"�
���5)����2� 

�����- ���C�"
2>
�����
��)��B%�B+�	���
����������- �)�
��"
�� "�+�	+��)��C��������
��

��
+���5	$���� �
!�)�B(�"�
�)�+������� ��&���������
��)����&��.�	
��1���$��
+��B%��- ��$�

3�	����$	�+��, ��+� �!4�1%�� �����&5� "��"�� �
���� ����������+�)����&��.�	D(��"���+��

�$�
�"�+
2�&� �2�$5�B����������	�	�
��
��������(5��- ���$ )����&��.�	���>
��)��
������ ��

�����- ���/������	�	��������
��������(5����	 "
2�$=����*����
��)����&��.�	��&���������2

���*�1��������$�)��I�	



�����$./ 1.       ���������	 ���	 �+�
���+�	
������ �!�"�
�#$��%�&�3�	)����&��.�	"
2�������

#$��%�&���� )����&��.�	  (1 D�� = 25  ��) *  �������

�� �!� �$������
�� �- �������
��/)�+ ��/�����/)�+ ( ��) ��
��	/)�+ ( ��)

1.  �������
��>��

     ��
&��
�����

2.  ������$�>$�
�

      >$�����$�

3.  ������2�%����

     
������&��

2 D��/��� ��&� 8


����$�/��� �+� 2

��$5�

4 
����$� (1 D��)

�+� ��. 20 ���.


�� 4 ��$5�

40 
����$� �+��-5 �

20 
��� �+� 6 ��$5�

40 ���/)�+ 
�� 80 D��

�+� 2 ��$5� 
���$5����

160 D��

80 D��/)�+ �+� 4 ��$5�


���$5���� 320 D��

40 D��/)�+ �+� 6 ��$5�


���$5���� 240 D��

4,000

8,000

6,000

3,000

2,000

2,600

*     �������$�1��40�������3�	>%����$	 ���������������$5�)�+"�+�����
��	�"�
����

�B�����40 ����� �!�)��>
 ���)�+)��>
 ���





�2-&�����3

���	���!>
�$��
+�� 
��6 �.#. 2538 �(�)���$��$5�3���������$	����$=�����>
��

)����&��.�	#$��%"�
�
��2�$ ������ 3�	���$�B!��2���0�
$� �&�

1.       ��&������2�$=�����>
��)����&��.�	�$	 3 �2	2 Infective Juvenile (IJ) ���

S. carpocapsae 3�	
����*� liquid fermentation ��*������5�����B>
��)����/������4���
��2�$ ����

������"
2
�����!����>
��)���-� ���+���*����>
������ (semi-solid media) �	+�����	 50% D(��

�����B�	%+
��1�����"�+��$��$ ���
�������������������
���	%+)�� (�������� 1.)

2. �$=���!���40���&����&����
��
����"	�
���)����&��.�	����
�5	�)����������

��
� 3�	������0�DC��0����%���	���	����!�"
2)�+��2� ��2��&���+���2���*�1��

3. �$=����*������C �$���)����&��.�	
����������	%+)����� ��2���*�1�������

�2���
�������+� D(���2 ���!
�1���2�����/�>
��1$4G0����X���+�)�

4.   ��&������2�- ����3�3
	����>
��
��+�$5���2 �������5B+�	���
��"�+1�����

��>%���
��- �)�>
����&���- ���+�	
���������
��"����������	+��"��+�
�	"
2����������+�)�

���	���� ��������
��
�

1.  ���	���� ����������!

�2-&�����3$./ 1

����	��$ ��2 �����>
��)����&��.�	  �$���5�&�

1.1 �����
�����+����2�� ����������
� (liquid media) �������2��

�- ���$ ���>
�� Infective Juvenile ���)����&��.�	 �+����2�� ����- ��$�����������
������

"�
+��+��, )��"�+

-  "�
+�3���������&���&��$��0

-  "�
+����03 )�����"
2)��$�

-  "�
+��������"
2��
&�"�+

-  Emulsifier

�- ��������	��������
��%���+��, 
�+
����"��� (flask) ���� 125 �
.  ���!

���
2 30 �
. ��&��� �(��W+���&5�"
�� �- ����
�+��&5�" ������	�����/� symbiont ���)����&��.�	
�)�

�- �)���	+����	���&�����	+� (shaker) ���������C� 120 �� /���� ��� 25oD ��/���
� 24 �$��3�� �
$����

�$5��(�
�+)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ 
�)��
�5	� �- ������������$=�����)����&��.�	��/��$	�+��,

"
2�������"�+��!�, 24 �$��3�� ����  1 ��������� (life cycle) ����	 ���	 �����4���

)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ����
�5	�)����������"�+
2�%��



1.2 ���>
���	�	)����&��.�	 S. carpocapsae 
�"�
���#$	 (host) ��&���- �

��/� inoculum

-   �- ���������$�>(5� (Galleria  mellonella) �$	 5 – 6 ����
�5	����	�����

���	�
������<� $�����

-   �- �)����&��.�	 S.  carpocapsae (nematode suspension) >���-5 �
����

�$����������"�+���2��4 200 �$�/�
. �	�
� ���2�������
����"������
�+��������$�>(5�

��2��4 10 �$�

-  �����2��	1�	
� 48 �$��3�� 3�	>�$�
- ��$����������	��
$��42

����	��!+� ������
&������ )�+��+��
2

- �- �D��������
+��$5���
���
���2��� "
����� ����"���D(����

��2��������%���� � �- �)����
��
+���
����� ���-5 ��2����
+����"��� ���.�
�������I��

�$�"�
�����

-    �- �)���C )��
�����!4�1%�� 25oD ��/���
� 7 – 10 �$�

-  )����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ �2�	�	������D���������	%+
��-5 ����

�
+�)�� (�%��������!+�����-5 �)

-    ��C )����&��.�	����-5 �����
+�)�� 3�	����C ������$ �-5 ��$������$� ��

D������"��� ��2��4 4–5 ��$5� ��
��	)��)����&��.�	)�+�-� ���+� 100,000 �$� ���"�
���#$	 1 �$�

1.3 ���"	���&5� ���!�*�����" ������	 Xenorhabdus nematophilus ���
����/�

inoculum


����#(������>
���	�	)����&��.�	 S. carpocapsae ���	��������	�

�- ���/����������
�+��&5� ���!�*�����" ������	  X. nematophilus  D(����/� symbiotic bacteria 
�+
�
�

����� �- ���$ ������
����"	���&5� ���!�*���$5��- �)�� 2 ��*���� �&�

�. "	�����$�)����&��.�	 S. carpocapsae �����/��2	2 Infective Juvenile

(IJ) 3�	�- �)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ��2��4 1,000 �$� ��
���
���2������	�-5 �	� hyamine 0.1%

"
2
����-5 ��
$������ �(��W+���&5� �+���- ��� �
��!� � (homogenizer) ��&��
���D

0" ������	
�
- �

)�����)����&��.�	�
!������ "
��
����C�����	"�2 "
2�- �)���� ������  TTC + Tergitol 7 agar

�- ���C ����!4�1%��������/���
���2��4 48 �$��3�� �(��
&�� colony ���" ������	 D(����
$��42�
�

�%�����
�������� �� ,���-5 ����� �- ����"	�������
�5	�)�� �  Nutrient agar  
����/���&5� ���!�*��

�- ���C ����!4�1%�� 10 – 12 oD )��
���+�)�

�. "	���&5�" ������	 X. nematophilus �����������$�>(5� (G. mellonella)
�����	���	)����&��.�	 S. carpocapsae 3�	�- ���������$�>(5������	
��+, ��
���
���2���



(surface sterilized) ���	�-5 �	� hyamine 0.1% "
���$������	�������� ����$5�
����C�����	"�2�-5 �

�
&�� (haemolymph) )���� �������
�5	���&5� Tergitol 7 agar + TTC  "
��"	���&5� ���!�*�����

X. nematophilus  ��+����	��$ 
���� �.

1.4 ��������
�������� 1.1 )���%��������������2��"
�� �- ����#(���

����$	�&��, �����>
�+����>
���	�	�����4)����&��.�	 �&�

-   ���*��
���" ������	�����/� symbiont �+�>
>
��)����&��.�	���)���$ 

-   >
��������4�����"
2)����&��.�	���������+�>
>
�����)���$ 

-  �����4 inoculum �����&5� bacteria "
2���)����&��.�	������+�>
>
��

)����&��.�	

- ������/���� - �+�����������+������������ 3� "
2����	�	�$�*!0

)����&��.�	

-  ����	 ���	 ��2���*�1�����)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ����
�5	����	

�������
��$ )����&��.�	����
�5	����	"�
���#$	 (host)

-   ���������2�$ �����4������+�>
>
��)����&��.�	���)��

-   H
H

1.5 ���������$	
���� 1.1 – 1.4 )���%��������������2�� ������$ ����$	

�- ��$��������	������$ ����������� 3�"
2����	�	�$�*!0���)����&��.�	 �����B�- �����/�"�����


����#(������>
��
�������4��	03�	
��B$���$� (Fermentor) ��2 �����>
��)����&��.�	�$5�

"���+���������
�5	��	�	�!
�����	0�&��, �&� �������
��	�"�
�"
2�����2��	����$	�+��, 
����

�������� 3��+��������� ����������� O2 
�"�+
2�$	"���+���$�

��*�����- ��������

�.  ����	�������%�����
���
�5	�)����&��.�	)������2������!�
�+
�
�B$���$�"   stirred

tank reactor

����$5� pH probe "
2 pO2  probe �+���- �)�� W+���&5� �- ���� calibrate pH probe

���	�+��  �
$����� W+���&5���� 121oD  ��� 30 ���� �
��	
��������	C�
� "
�� calibrate pO2  probe

��$ �!4�1%�� 28oD 
�+" ������	�����/� inoculum 
�)��
�5	���/���
� 24 �$��3�� "
���- ����
�+

)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ  
�)��
�5	���� 25oD ��)��>
>
����/� IJ 100%  ��������
����5�����

#(�����	
2���	��+��, �$���5

- ����������� 3�"
2�$=����/��$	�+��,���)����&��.�	�
���2	2��
����

�
�5	�



-    �2	2��
�
�����
�5	����)��>
>
��)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ 100%

-    �2�$ ���
2
�	������D����
������

-    �$������)�
�����������#

-    ���������
 �$�
�B$���$�

�.  �������	�)����&��.�	���	������*� ���!�*�� (pure line technics) ��&��
����/� inoculum

����
�5	��	�	�����4)����&��.�	
�B$���$��$5� �2����
��)����&��.�	�����/�

inoculum ��/��- ������� "
2)����&��.�	�$5��2���� ���!�*�����#�����&5�"�
��
���$5�1�	
�

"
21�	���
- ��$� ��&�������1������
�5	�
�B$���$��$5�������$	�+��,�������2�� �������EF��

	+�������(5�)���+�	


��������	� inoculum )����&��.�	3�	
��"�
���#$	 (host) ��������$�>(5��$5�

 ����$5�� �+�
��2  ����������������$�     ��������   symbiotic   bacteria   "
��    �������&5�

�!
�����	0�����&���2���	%+���	 )����&��.�	����- �)�
���$5��C)���$ ����- ������2���W+���&5�����2

���>�$�
- ��$�1�	�����+��$5� ��&���- �)��
�5	�
��������
� �����������EF�����������)����&��.�	

�$ B+�	����� >
>
�����)���2�-� � ���>
��)����&��.�	 ���!�*���$5� �- ��������3�	�- �)�+)����&��

.�	��U��
��������
����W+���&5�"
�� ��&��)���$��+���$	 1 "
2 2 �- ����	��	)��
�5	�
�������!��

��������$=������2�$��)����&��.�	�$=����/��$��+���$	 3 �2	2 IJ D(��
����
� 15 �$� ����$5��- �

)��
�5	��	�	���	�������
� ��&��
��)�������4��� "
2���� ��2���*�1��

�.  �������	�" ������	 ���!�*����&��
����/� inoculum

�- ����"	���&5� symbiotic bacteria (���
- �)�����)����&��.�	) ��� ���!�*�� �����*�

�����+����	��$ ��� (1.3) "
���- �)��
�5	��	�	�����4
������ Yeast Salt broth (YS broth) �
$�

����$5���C " ������	 3�	>���$  glycerin 30% )��
� micro tube ���	��*��
����&5�"
���- ���C )�����

�!4�1%�� –70oD ��&�������������	� inoculum �(��- �������
�5	��	�	�����4
�������
�5	���&5� YS

broth 
������	+���/���
� 24 �$��3�� �(��- �)�
����/� inoculum 
����>
��)����&��.�	
�B$���$�

1.6 ������� ��2���*�1����������- �
�	"�
����)����&��.�	���>
�����

�������
�  (��*���������	������ Miller 1989)

1.6.1 ����	�B���
!� 7 B�� "�+
2B���� 24 �
!� "�+
2�
!�������

����>+�#%�	0�
�� 1.5 D�. �%� 2 D�. �����.���� �����!�B��

1.6.2 
�+��2��������������
!�,
2 1 ">+�



1.6.3 
��)�����%�)����&��.�	 1 �$�/�-5 � 30 )�3��
��� �	�
�
�"�+


2�
!����B���������	�)�� �
!�
2 1 �$�

1.6.4 ����$5��$ ��������$�>(5��$	 5-6 
�+
��
!�,
2 1 �$� "
�����.�

1.6.5 �- ������
���$5���� 7 B�� "�+
2B�������/� 1 D-5 � �- �B���$5�

�����C ����!4�1%�� 25oD ��/���
� 48 �$��3�� �(��- ���������$ ���������	
�"�+
2B�� ���

����0�DC��0��
��	��������- �
�	"�
� 3�	�$�����%
���D-5 ���&�B������������4������	�%��!� "
2

�-� ��!����

2. ���	���� ����������!

�2-&�����3$./ 2

���#(�����2 �����"	�)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ

�
$��������
�5	�)����&��.�	)����/������4���"
�� �2�����- ����"	�

"
2
���
���2�����&����C �$����+�)�

��*�����- ��������

- �- �������"  "
2������!���40���&����&����
��"	�
���)����&��.�	 �����

�2  ����- ����)�+D$ D��� 3�	��#$	�K������"
2������	����)����&��.�	��/��
$�"
2�- ����

#(�����
�� �$���5

- ����	 ���	 ����%���	���)����&��.�	 �
$���������
���$ �!���40

���������(5�

- >
��2� �+���2���*�1��
���������- �
�	"�
����)����&��.�	���"	�

)������!���40"�+
2"  

- ���������C�
����"	� ����2�$ ���>
��
��2�$ �!��������

3. ���	���� ����������!

�2-&�����3$./ 3

��/����#(�����*������C �$���)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ���>
��)��
����

���������	%+)����� ��2���*�1��)�+
�
� �2���
�������+�)�	$�"�
+����
��)����&��.�	
����

�- ��$�"�
�#$��%�&� D(���+��
��+�+�������!����H

��*�����- ��������  �&�

3.1 �$��
&���$��!�����+��, ��>���$ )����&��.�	
��%�>�  3�	)�+��>


��2� �+��������������)����&��.�	 �+���1���&��, ����2����#(���

-  �����&5�"
2�!4�1%���������2��

-  �1�����UEF��$����)����&��.�	�
$������C )�����



3.2 ������$��!����2�- ���
����/�1���2 ���!)����&��.�	 D(���2������


$��42�$���5

-  �����B�$��������&5�1�	
�1���2
��������
����
�

-  ��/������- �
���!4�1%��1�	
���
��	�"�
����	����!�

-  ��.����������

-  )�+��/�����+�)����&��.�	

4. ���	���� ����������!

�2-&�����3$./  4

>
������$	���)����5����23	��0�+��������3�	��� D(�������B�- �)�
��
�

����- ��$�"�
�#$��%�&�"��������� "�+�	+��)��C������>
��)����&��.�	
�����!41���$5� ��/�

���3�3
	�����+������	!+�	��D$ D��� ����������)�+�����B����2�- ��������>
��)����&��.�	
��

���)�� �$��$5�>
������$	��5����2B+�	���
����+�	�������$X �
 ��+� ���������������, ����+�

������������� D(���������������	������$ �������3�	��� ��&� ���$������ ������&���� ���$����

>
���	%+
�����! $������������
��- �)�>
��)����&��.�	 ��&���- ���+�	
��"�+�������
�����B%�

��+������/��	%+
�����! $� �+�����B+�	��������%�����	��$ ���
��)����&��.�	
�����- ��$�#$��%�&��$5�

�2)���+���&��$ ��+�	����$��
+�� �- ���������$��+�)���5

- .��� �������<� $���������	��$ ���
��)����&��.�	�- ��$�#$��%�&�"�+

�������3�	����2

- ��2���$��$�*0�����%�
��+,
����
��)����&��.�	�- ��$�"�
���/��2	2,

- .��� �� �$���� 
��"�+�$�������������  �$��+�������������� "
2>%�

��
��$��, )�

5. )�#�)�)��	��
��
�

3���������$	"
2�$=�����>
��)����&��.�	#$��%"�
�
��2�$ ������ 

��/������
������������$	
������<� $����� D(���2����	�������� �
!��$ ����������� 3 ���� �&�

5.1 )����&��.�	#$��%"�
� S. carpocapsae
#(������%���������
��������2��
�����
�5	�)����&��.�	 S.

carpocapsae 
��)���� ��������� 3�	����	 ���	 �$ ����������� 3�
�"�
���#$	 ���#(����2

������- �����
�5	�
��2�$ �����	+� (shake flask) ��)��>
�� ������%
�&5�X�� �(��- �)��
�5	��+�
�

�2�$ B$���$� (fermentor) 6 
��� ������$5�#(�������$	�+��, �����>
�+������������ 3�"
2�	�	

�$�*!0 ��+� �2�$ ������/�����+��
��������
� �����4���
2
�	�������#
��������
�

�2�$ ������C�
������������ ��&��
��)��>
>
���%�)�+�-� ���+� 300,000 �$�/�������
� 1 �
.



5.2 symbiotic bacteria

#(��� symbiotic bacteria X. nematophilus D(���	%+�+���$ )����&��.�	 S.
carpocapsae ��&����� B(� � �������- ��$��+������������ 3�"
2�	�	�$�*!0���)����&��.�	
�

�������
� ������$5�����- ���&5�" ������	��� ���!�*�� ��&��
��
����>
���	�	

5.3 "�
���#$	 (insect host)

��&������"�
���/������3�	*����������)����&��.�	 S. carpocapsae
D(�����
�	���� �2�$5�
��������2#(�������������� 3��	�	�$�*!0���)����&��.�	 3�	
�������

���	������+��, �+��2����2����&�)�+�$5� �- ���/����������#(�������	 ���	 �$ ����������� 3�
�

"�
���#$	 "
2"�
���#$	����+��"��+���������- �
�	���)����&��.�	 S. carpocapsae D(�������B

�
�5	��	�	�����4)��������	��������	� �&� ��������$�>(5� Galleria mellonella �(�����������
�5	�

�	�	 "
2�- ���
��
������
���+��, )��"�+

-  
��
����>
���	�	)����&��.�	 S. carpocapsae ��&��
����/� inoculum

�- ���$ ����
�5	��	�	
��������
�

-  
������ ��2���*�1�����)����&��.�	���>
��)�� 3�	��*������
��

�
��	)����&��.�	 1 �$� : ��������$�>(5� �$	 5 – 6  1 �$� 
�B���
!��������������>+�#%�	0�
�� 1.5

D�. �%� 2 D�. "
�������� ����0�DC��0��������- �
�	���)����&��.�	����- �
����������$�>(5���	

��� 48 �$��3��

-  
��
����"	���&5�" ������	 X. nematophilus �����������$�>(5������	

���	)����&��.�	 D(���2��" ������	  X. nematophilus  ��2��	�	%+
��2  �
&��

6. �����
��$� �	��
��
�

�$5�"�+�$���� 1  ��&���K#����	�  �.#. 2538   B(��$���� 30  ��&��*$�����  �.#. 2542

7. �2��$./$� �	��
��
� $���� +����	:#)��!��

�����<� $������
!+�������$	������ #$��%�&�������1��  �����<"
2�$�����	�

���������������

8. �#&��!�<$./",�"�	��
��
�

6,904,280   ��   ��� �- ��$��������!���$ ��!�������$	  (���.)



��-&��	��
��
�

1)  #(�������
�5	�)����&��.�	  S. carpocapsae  ���	�������
�
��2�$ �����	+� )���- �

���#(�������$�����+��,  �&�

(1.1)   #(����������
��
�5	�)����&��.�	  S. carpocapsae
#(����������
����
���
�5	�)����&��.�	 )���- ����#(���
����"���

(flask) ���� 125 �
. 
�+�������
� 30 �
. ��	+����������C� 120 �� /���� ����!4�1%�� 25o D  3�	

�- �����������%������� 9 �%�� D(�����+����2�� �����"�
+�3������&� "
2�$��0 "�
+�

���03 )����� )��$� ��
&�"�+ "
2��������+��, ����- ���/��+������������ 3� �& �$�*!0���)����&��

.�	 ����$5��- �)�
���
�5	�)����&��.�	 >
�����
��� �+��%�� Tsb )���$ ����$��
&��� &5�����

��&��������/��%����������
��>
>
�������/�)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ �%�����!�
��2	2��
�����$5���+�

�+����(��$=���%���������53�	��$ �$��+������+����2�� ������$��
+��
������2���+����

�
�5	�)����&��.�	�������!�  � �+��%��������������2���&� Tsb3 
��>
>
��)����&��.�	�$	 3 �2	2

IJ ��
��	)�+�-� ���+� 200,000 �$�/�
. 
��2	2��
�����
�5	� 9 �$�

(1.2)  ���*��
���" ������	 X. nematophilus (Enterobacteriaceae) �+�����
�5	�

�	�	�����4���)����&��.�	  S. carpocapsae  
��������
�

#(������*��
���" ������	 X. nematophilus ������+������������ 3����

)����&��.�	 S. carpocapsae 
��������
� 3�	��
���
�5	�" ������	 X. nematophilus 
������

��
��+���$ ����
�5	�)����&��.�	
��1���+��,  4 ��*����  �� 5 D-5 �  �&�

1.2.1 �
�5	�)����&��.�	 S. carpocapsae 
��������
����
�+" ������	  X.
nematophilus  
�)�
��������������� 3��+�� 24 �$��3��

1.2.2   �
�5	�)����&��.�	"
2" ������	
��������
�������$�

1.2.3  �
�5	�" ������	
��������
� 24 �$��3�� �+��"
����������D

0

" ������	����+��
�+)����&��.�	
�)��
�5	�

1.2.4   �
�5	�)����&��.�	
��������
�3�	)�+�����
�+" ������	

����
�5	�)����&��.�	 �$5� 4 ��*� ����- �
����"������� 125 �
.

 ���!����� 30 �
. ��	+����������C� 120 �� /����  ����!4�1%�� 25oD ��/���
� 9 �$�  �(��- ��������

�$ �����4)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ���)��  � �+� ��*������� 1 
��>
>
���%��!� 166,140 �$�/�
.

"���+���	+�����$	�- ��$�����B��������*������� 2,  3  "
2 4   D(��)��>
>
�� 131,213  5,646 "
2

5,086  �$�/�
. ���
- ��$ 



�+�����#(���B(��2�$ �����4���" ������	 �����>
�+�����
�5	�)����&��

.�	 S. carpocapsae 
��������
� 3�	
�+" ������	 4 �2�$     3 x 107,   3 x 108,   3 x 109,   "
2

3 x 1010 �D

0/�
.  � �+�>
>
���!����	���)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ���)������������
��2�����

�(5� ��������4���" ������	���
�+
�������$���5 �&� 81,200  99,800  109,000  "
2  128,800 �$�/

�
. ���
- ��$  3�	>
>
�����)���%��!�"���+���	+�����$	�- ��$�����B������>
>
�����)���-� ��!� >


�����
����
+���5"���
����C�B(������- ��$����" ������	 X. nematophilus �+������������ 3�

"
2�	�	�$�*!0���)����&��.�	 S. carpocapsae 3�	����2���>
��)����&��.�	��&���� �!�"�
�

#$��%�&���/�������

(1.3)  >
����2�$ �����4�������
�"
2)����&��.�	�������� (inoculum) �+�>


>
��)����&��.�	 S. carpocapsae ����
�5	�
��������
�

�2�$ �����4�������
� "
2 inoculum )����&��.�	���
�+
��
�5	�
�

���"�����>
�+�����	�	�����4>
>
�����)����&��.�	 S. carpocapsae )���- ������
�� 3�	

���">������
�� "   4 x 4 factorial in CRD �� 2 ����$	 5 D-5 �  ����$	 A �2�$ �����4�����

��
��%�� Tsb3  �� 4 �2�$  �&� 15  20  25  30  �
. 
����"������� 125 �
. "
��
�+" ������	 109

�D

0/��� 
�
�������- �)���	+����������C� 120 �� /���� ����!4�1%�� 25oD ��/���
� 24 �$��3��

�+��
�+ inoculum  )����&��.�	   ����$	 B  �� 4 �2�$  �&� 1,000  2,000  3,000 "
2 4,000 �$�/�
.


��
�5	��+���/���
� 10 �$� � �+���*�����������2������!� �&� 
�+�����4����� 15 �
./��� "
2
�+

)����&��.�	 1,000 �$�/����� 1 �
. 
��>
>
��)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ  �%��!� 266,775 �$�/�
.

(1.4) >
��������4" ������	"
2)����&��.�	����
�5	��+���$��+���������>
>
��

)����&��.�	  S. carpocapsae  
��������
�

>
����2�$ �����4���" ������	 X. nematophilus "
2)����&��.�	 S.
carpocapsae ����
�5	��+���$��+���������>
>
�����)����&��.�	
��������
��%�� Tsb3 )���- ����

��
�� 3�	���">������
��"   4 x 4 factorial in CRD �� 2 ����$	 5 D-5 �  ����$	  A �&������4

" ������	 4 �2�$ )��"�+ 107 108 109 "
2 1010 �D

0/����� 15 �
.   ����$	  B �&������4)����&��

.�	 4 �2�$  �&� 1,000   2,000   3,000 "
2 4,000 �$�/����� 1 �
. 3�	
�+" ������	
��
�5	�
�

����� 15 �
. ��/���
� 24 �$��3�� �+��
�+)����&��.�	
��
�5	��+���$���/���
� 10 �$�  � �+���*�

������
�������4 1010 �D

0/����� 15 �
. "
2
�+)����&��.�	 1,000 �$�/����� 1 �
. 
��>
>
��

)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ �%��!���
��	 308,800 �$�/�
. D(��"���+���	+�����$	�- ��$�����B���������


���2�$ �����4" ������	"
2)����&��.�	
��2�$ �&��, �
�5	��+���$�



(1.5) >
����2�$ ������/�����+���+������������ 3����)����&��.�	 S.
carpocapsae  #$��%"�
� ����
�5	�
��������
�

#(���>
���������/�����+��
��������
��+������������ 3����

)����&��.�	 S. carpocapsae )���- ������
�� 3�	���">������
��"   CRD 8 ��*���� 3 D-5 �

3�	
�+�������
��%�� Tsb3 15 �
. 
����"������� 125 �
. �
$�� �(��W+���&5�"
�� �(�
�+

" ������	 X. nematophilus  1010 �D

0/15 �
. 
��
�5	�
������ �- �)���	+����������C� 120 �� /

���� ����!4�1%�� 25o D ��/���
� 24 �$��3�� �+��
�+)����&��.�	
��
�5	�
��$��� 1,000 �$�/����� 1

�
. ��$ �2�$  pH 
��������/� 3  4  5  6  7  8 "
2 9 ����$5� control ()�+�������$  pH) �
$����

�
�5	�)����&��.�	�+���$ " ������	 24 �$��3�� �- ���������%����������� 3����)����&��.�	�!��$�

��/���
� 12 �$�  � �+�

- 
��1�������/�����$� (pH 3 "
2 pH 4) �$5� ��&��
�+)����&��.�	
�)��
�5	� 24 �$��3�� ��

����0�DC��0�����	�%�B(�  88% �$�������������C)�+�����B�$=���������� 3��+�)�)��

-  �1�������$ ��/� pH 5 "
2�����
��	�"�
��2�$  pH 
��2	2�+��� ��>
�+���������

)�+"
2����$=��)�+��/��$��+�� D(�������+����� 1 �$� "
2 6 – 7 �$� ���
- ��$  �����4)�+���	

�2	2�!����	)�+�����B�$=��B(��$	 3 �2	2 IJ �- �
��)�+)��>
>
��

-  �1�� pH 6 "
2�����
��	�"�
�
��+������
�5	� �- �
����������)�+"
2����$=��)�+

��/��$��+�������+����� 1 �$� "
2 3 – 4 �$� ���
- ��$  �����4)�+����  >
>
�������/��$	 3 �2	2 IJ

)���-� ��!��&� 107,800 �$�/�
.

-  
��1�� pH 7, 8, 9 "
2 control �$5�  ����$=�� ����������� 3� "
2����& �$�*!0 ���

)����&��.�	��/����� (�����)�+1�	
� 72 �$��3��, )�+�2U����/��$��+��1�	
� 24 �$��3��) >
>
�����

)���&�  373,333.3 , 366,666.7  ,  346,666.7  "
2  413,333.3 �$�/�
.  ���
- ��$ 

�2�$5� 
�����
�5	�)����&��.�	���	�������
��$5� �1��������/��+���2����2���+�

����������� 3� "
2����	�	�$�*!0���)����&��.�	 D(����/�>

��)��>
>
���%����

(1.6)  ����	 ���	 ����������� 3� �& �$�*!0 "
2��2���*�1��
���������- �
�	

"�
����)����&��.�	  S. carpocapsae  ����
�5	�
��������
� "
2"�
���#$	

#(�������������� 3��& �$�*!0"
2��2���*�1�����)����&��.�	 S.
carpocapsae ����
�5	�
��������
��%�� Tsb3  ����	 ���	 �$ ����
�5	����"�
���#$	 (��������$�

>(5�) G. mellonella � �+�)����&��.�	�����B�������� 3�
��������
��%�� Tsb3 �� ��(������

����� D(��������2�������
����
� 7 �$� 
�
����	��$ 
�"�
���#$	 ������� ������� 8 �$� "�+3�	���

�����
��$�����	$�)�+��� �(�������$=���+���/�������� 2 "
2� �+�)����&��.�	��#>%� 1 �$�

�����B>���$ )����&��.�	��#���	)���%�B(� 3 �$� 3�	)����&��.�	��#���	 1 �$� ����
�5	�
������



��
��%�� Tsb3  �����B���
%�)���$5�"�+ 189 - 2,000 �$� ��
��	  974.6 + 574.5  �$� "���+���	+����

�$	�- ��$�����B����������
�5	�
�"�
���#$	 D(�������B���
%�)�� �$5�"�+ 300 B(� 3,050 �$� ��
��	

1688.9 + 1009.6 �$� ��2���*�1��
���������- �
�	"�
����)����&��.�	���>
������������
�

Tsb3 (45.5%) )�+"���+������B����������
�5	�
�"�
���#$	 (51.8%)

(1.7) >
����2	2��
�����
�5	��	�	" ������	
��2�$ �����4������+���$��+�

>
>
��)����&��.�	
������	+����� 500 �
.

����������������
�5	��	�	)����&��.�	
����"������� 500 �
. ���

������C� 120 �� /���� �!4�1%�� 25oD 
�� inoculum )����&��.�	 1,000 �$�/����� 1 �
. � �+�

�2	2��
��������2���- ���$ �
�5	��	�	" ������	
��������
��%�� Tsb3 �&���� 48 �$��3�� �+��
�+

)����&��.�	
��
�5	��+���$� �2
��>
>
���%��!�
��!������4����� 3�	� �+��2�$ �����4

�������� 30, 40, 50 "
2 60 �
./��� 
��>
>
���%�)�+"���+���$�����B��� �&� 321,160  319,360

326,720 "
2 322,980 �$�/�
. ���
- ��$  �+����2���*�1��
���������- �
�	"�
����)����&��

.�	���>
��)������!���*������
�� (treatment) )�+"���+���$�����B��� 3�	���+��	%+�2��+�� 44 –

46%

2)   #(�������
�5	�)����&��.�	  S. carpocapsae  
��2�$ B$���$�

(2.1) �����4"
2��2���*�1�����)����&��.�	 S. carpocapsae ���>
��
������

��
�3�	���
��)����&��.�	�������� (inoculum) ���)�����������*�����
�5	���� ���!�*�� (pure line

technique) "
2���)�����"�
���#$	 (insect  host)

�������	 ���	 �������������4"
2��2���*�1�����)����&��.�	 S.
carpocapsae  ���>
��3�	���
�� inoculum )����&��.�	����
�5	�3�	������*���� ���!�*�� (pure line

technique) "
2���)�����"�
���#$	 (host) )���- ������
�� 3�	���">������
��"   CRD 4

������*�  5 D-5 �  �$���5

������*���� 1 �
�5	��	�	)����&��.�	
��������
� Tsb3 3�	
��

inoculum )����&��.�	��� ���!�*��

������*���� 2 �
�5	��	�	)����&��.�	
������"�C��(����
� (semi-

solid media)  3�	
��  inoculum )����&��.�	��� ���!�*��

������*���� 3 �
�5	��	�	)����&��.�	
��������
� Tsb3 3�	
��

inoculum )����&��.�	���>
��)�����"�
���#$	

������*���� 4 �
�5	��	�	)����&��.�	
������"�C��(����
� (semi-

solid media)  3�	
��  inoculum  )����&��.�	���>
��)�����"�
���#$	



�����$ �����4"
2��2���*�1��
���������- �
�	"�
����)����&��.�	����
�5	�


��!���*���� ������$5������������4�D

0 symbiotic bacteria ���)����&��.�	����
�5	�)��
��!���*�

���  � �+����
�� inoculum )����&��.�	���>
��)�����������*���� ���!�*�� (pure line technique) "
2

�- �)��
�5	��	�	�����4
������"�C��(����
��2
��>
>
��"
2��2���*�1���%� D(������2������2

�- �)�
���
�5	�
�B$���$��+�)�

(2.2)  >
��������4)����&��.�	���
����/� inoculum �+�>
>
��)����&��.�	  S.
carpocapsae ����
�5	�
�B$���$����� 6 
���

��������
���
�5	��	�	)����&��.�	
�B$���$�3�	#(�������	 ���	 

���
�� inoculum ��� 1,000 �$  5,000 �$�/����� 1 �
. 
�B$���$��+���$� 2 �1��  � �+����
��

inoculum ��� 1,000 �$�/����� 1 �
. 
��>
>
��"
2��2���*�1��
���������- �
�	"�
��%���+����


�� inoculum ��� 5,000 �$�/����� 1 �
. 3�	����
�5	�)����&��.�	���
�� inoculum )����&��.�	 1,000

�$�/����� 1 �
. �������$ �1��B$���$�
�����$������
������#�-� ��!� 4 
���/���� 
�����
�5	�

��  1 ��������� 
����
� 10 �$� �2)��>
>
���%� 304,100 �$�/�
.

(2.3)  �$���"
2��*����
������#�����>
�+�����
�5	��	�	�����4" ������	"
2>


>
��)����&��.�	����
�5	�
�B$���$����� 6 
���

��������
���
�5	��	�	)����&��.�	
�B$���$�3�	
������#�+���$� 7

"   � �+����
������#����� 8 
���/���� 
��1������
�5	� (batch) "  ��� 7 
��>
>
���%��!�

424,600 �$�/�
. "
2��2���*�1�����>
>
�� 42.50% 3�	�������$ ����$	�+��,�$���5

- �
�5	��	�	" ������	 3�	
������#����� 8 
���/���� ������C��� 
�������

300 �� /���� �!4�1%�� 28  -D ��� 24 �$��3��

- �
�5	��	�	)����&��.�	 3�	
��������C�
������� 350 �� /���� �!4�1%��

25  -D " +���/��+�����
������#
������4�+��, �����	!  ����
�5	��$���5

24-78     �$��3��     
������#�����  8   
���/����

78-96     �$��3��     
������#����� 10   
���/����

96-123   �$��3��     
������#�����  8   
���/����

123-168 �$��3��     
������#�����  5   
���/����

168-288 �$��3��     
������#�����  2   
���/����

���>
�����
�����)���(������B�- �)�
��>
��)����&��.�	
�B$���$��2�$ 
��+�(5��+�)�



3)  �$=����*����"	�
���)����&��.�	 S. carpocapsae  ����
�5	����	�������
�

#(�������	 ���	 ��*����"	�
���)����&��.�	 S. carpocapsae �$	 3 �2	2 IJ ���>
��

���	�������
�  3�	
���!���40�����2���X0�(5� 2 "   "
2�- ����������
���$���5

��*�������    1       �- ����"	�
������	�!�������	+� "  ���	����
��+

      ��*������� 2  �- ����"	�
������	�!�����"  B���$5���/��$5� ("�+
2�$5��(����	>������


2���	� 270 mesh)

3�	�������	 ���	 �����4)����&��.�	�����
&��	%+�
$����>+����2 �����"	�
����$5� 2

��*� ����$5����� ��2���*�1��
���������- �
�	"�
����)����&��.�	���)����� 2 ��*���5���	 >


�����
��� �+� ���"	�
��������*���� 2 �$5��������4)����&��.�	��
&��	%+ 88.83% �%���+���*���� 1

D(���� 64.58% �	+�����$	�- ��$�	�������B��� �+����2���*�1��
���������- �
�	"�
����)����&��

.�	���)�������*������� 2 ��
��	 42.67% �%���+�)����&��.�	���)�������*������� 1 ���+���
��	 35.67%

"
2"���+���	+�����$	�- ��$�	�������B���

4)  #(����$��������������"
2��2���*�1��
���������- �
�	"�
����)����&��.�	#$��%

"�
� S. carpocapsae  �����C �$���
�U���-5 �"
2
��%�>�3�	
����� Attapulgite

�����C �$���)����&��.�	  S. carpocapsae 
�U���-5 ��$�����2�0"
2
��%�>����

Attapulgite ����!4�1%�� 6�D ��/���
���� 1 �6 � �+�)����&��.�	�����C �$����$5� 2 ��*�������$������

���"
2��2���*�1����������- �
�	"�
�)�+"���+���$� �
$������  12 ��&�� �����C 
�U���-5 �

���$��������������"
2��2���*�1��
���������- �
�	"�
�
�
���
&� 83.6% "
2 30.8% ���


- ��$  �+�������C 
��%�>�
�
���
&� 79.5% "
2 29.0% ���
- ��$ 
��+�� 4 ��&��"����2���*�

1����������- �
�	"�
�	$��	%+
��2�$  40% �
$�����$5�
�
� �- ���$ �������	 ���	 �����C 

�$���)����&��.�	�$5� 2 ��*� 
��1���!4�1%�� 6�D, 25�D "
2 30�D �$5� 
��1���!4�1%�� 6�D �$���

��������������)����&��.�	
������C �$����$5� 2 ��*����
��+�� 6 ��&���%�B(� 86-95% 
��2�$ 

�!4�1%�� 25�D 
��+�� 6 �����	0"�����$������������������$5� 2 ��*������C �$����%���+� 85% 
�

�!4�1%�� 30�D  �����C �$���)����&��.�	
��%�>��$5�
��+�� 2 �$����0"�����$��������������

��2��4 80% �+�������C 
��%�U���-5 ����$����������-� ���+� 50%

5)   ����!����>
��)����&��.�	  S. carpocapsae  ���	��*�����+��,

�- ��������	 ���	 ����!����>
��)����&��.�	 S. carpocapsae �$5� 4 ��*���� 3�	


������%
���)��������#(���"
2�$=��
������<� $����������<"
2�$�����	� ���������������

�- ����#$�	1��������>
��)����&��.�	
�3��������"   (pilot plant) ���	���
���������
�


��2�$ �����	+� (shake flask) ��/���4G0 D(��>
��)�� 8,000 D�� (1 D����)����&��.�	 4 
����$�)




���2	2��
� 1 ��&�� 3�	������!���
��	 6.29  ��/D�� �- ���$ ���>
��)����&��.�	3�	
��"�
�

��#$	 (��������$�>(5� Galleria mellonella) D(����/���������*����������)����&��.�	 ����
��

��
�B(� 8 ��&�� 
����>
��)����&��.�	
��)�� 8,000 D�� "
2������!����>
����
��	 41.50  ��/

D�� �+�����>
��)����&��.�	3�	
����������	�����"�C��(����
� (������!�$�>��U���-5 �) 
��

��
� 3 ��&�� "
2����!����>
����
��	 16.88  ��/D�� "
2�������%
�����
���
�5	�)����&��.�	


��������
�
�B$���$����� 6 
��� �����B>
��)����&��.�	)����
��	 300,000 �$�/����� 1 �
.

�2�$5�B���	�	�2�$ ����
�5	�
�B$���$���/� 100 
��� ����!����>
���2
�
���
&� 5.62  ��/D��

3�	
����
� 1 ��&�� 
����>
��)����&��.�	 8,000 D��

6)   ���B+�	������3�3
	����>
��)��%+�����>%���
�  (���������"� ���	)

����! $�)���� ���$��������
�
����3�3
	� "
2)�������
�����DC��0�$����$ 

��������������� "
2 ���. (���������"� ���	) 
����
��!������3��������"   ��&��

�- ��������>
��)����&��.�	��/��!�����������	���3�3
	�
��+ 1�	
������� �!����3������

��5 3�	���">����>
�� ��2��4 8,000 D��/��&�� 
��+���������� "
2�2�	�	�����4���>
��
�

�+���+�)� ��������5������- �>
��1$4G0)����&��.�	���>
��)��)���������
��������� "
2>%���
�

�- �)�
���� �!�"�
�#$��%�&�
��"��+�
�		����(5� D(����/�3������
�����$=������	�	�
��
��

����(5�
������ �$��+�>
���$5�
�����
�����- �������������������+����2��# "
2�+��#��X���

�����2��#3�	���



�������.��)������	��
��
�



1. �=	>�	����.?������������� Steinernema carpocapsae
��
���+���+�
"����
#)
��)�%�



1.1     �=	>���+���+�
��.?�������������  Steinernema carpocapsae (Weiser)

Study on Liquid Culture for Mass Production of the

Entomopathogenic Nematode  Steinernema carpocapsae  (Weiser)

                                                                      

#$�
��%�

#(����������
����
���
�5	�)����&��.�	 )���- ������
����������<� $����� �
!+�������$	

������ #$��%�&�������1�� �����<"
2�$�����	� 3�	�- �����������%������� 9 �%�� D(�����+��

��2�� �����"�
+�3������&�"
2�$��0 "�
+����03 )����� )��$� ��
&�"�+ "
2��������+��, ���

�- ���/��+������������ 3��& �$�*!0���)����&��.�	 ����$5��- �)�
���
�5	�)����&��.�	 >
���

��
��� �+��%������� �%�� B (Tsb) )���$ ����$��
&��� &5����� ��&��������/��%����������
��>


>
�������/�)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ �%�����!�
��2	2��
�����$5���+� �+����(��$=���%���������5

3�	��$ �$��+������+����2�� ������$��
+��
������2���+�����
�5	�)����&��.�	�������!� 

� �+��%��������������2���&� Tsb3 
��>
>
��)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ��
��	)�+�-� ���+� 200,000

�$�/�
. 
��2	2��
�����
�5	� 9 �$� �����
��)���- ����#(���
����"��� (flask) ���� 125 �
.


�+�������
� 30 �
. ��	+����������C� 120 �� /���� ����!4�1%�� 25o D



�� ��� �

)����&��.�	 Steinernema carpocapsae ��/�)����&��.�	#$��%"�
������B�����- �
�	

"�
�)���
�	����3�	��/����2�- � symbiotic bacteria  Xenorhabdus nematophilus ����)�"��+
�

�2  �
&�����"�
�"
2�- �
��"�
���	�	+�������C� (Poinar and Thomas, 1966) 
�����! $������

#(���"
2�- �)����&��.�	������5)��� �!�"�
�#$��%�&�����������(5� ��2�� �$ �����"�
�

#$��%�&������������������+����W+�"�
� "
2�������&����������EF������������
�����"��


���"
2>
��>
�������� �- �
�����������"
2>%���
�����2�- �)����&��.�	)�
����"�����W+�

"�
�����(5� �2�$5����3�3
	�
����>
��)����&��.�	�(�����������$=�� �����������>
��

)����&��.�	���"�
���#$	 "
2>
��)�������������	�
����"��� (�$��� "
2���
��, 2535) �+�

���$=��������
��+3�	
����������	�>���#�U���-5 ��$�����2�0 (�$��� "
2���
��, 2538)

�����B�����>
>
��
����/������4����(5�
�����*!���� �����	������ Friedman (1990) �+����

>
��3�	
���������
�
�B$���$� (fermentor) �2����2����+� ����2�2��2�	$��$5�"�����"
2

�&5�����2�$5��(��+�����2)��������$=�����3�3
	����>
��)����&��.�	���	�������
� 3�	��������

���%���������
� ���"�
+������3����� ���03 )����� )��$� ��
&�"�+ ��������+��, �$5����

�&�"
2�$��0���
�5	��+���$  symbiotic bacteria   X. nematophilus  D(����/�����$	��(������������- ��$�

�+������������ 3�"
2�	�	�$�*!0���)����&��.�	 (�$��� "
2�!�*��$	, 2542) "
�������4��%��

��������)����&��.�	�2�������� 3�)�������4���
��2	2��
��$5�3�	#(���
��2�$ �����	+� 

�+����&����/�����%
�&5�X���+���- �)��
�5	�
�B$���$��+�)�




�D.�� �����	��

�!���40

1. �!���40���&����&��+��, )��"�+ �%�� �(��W+���&5� �%��
����&5� ���&����$��)UUI� ���&�����	+�

    �
����!
���#�0

2. �!���40���&���"����+��, )��"�+  flask,  beaker,  cylinder,  petridish,  test tube

3. ������
�5	���&5�  )��"�+  peptone 0.1%,  Yeast  Salt  broth,  TTC + Tergitol  7 agar

4. )����&��.�	  Steinernema  carpocapsae �$	 3 �2	2 IJ

5. " ������	  Xenorhabdus  nematophilus
6. ��������$�>(5�  Galleria  mellonella
7. ��������+��, )��"�+  hyamine 0.1%,  formalin 0.1%,  alcohol 75%,  KH2PO4 ,  NaCl

8. �$��!�&��,  )��"�+ �- �
� ��2����
%�����	�  ����� 

��*���� " +���/� 2 �$5�����&�

1.    ����$��
&���%���������
��������2���- ���$ �
�5	�)����&��.�	 S. carpocapsae
- �������%��������������+������������+��,����- ���/� )��"�+ "�
+������3�����

���03 )�����  )��$�  "
2������� – ��
&�"�+  "
2 emulsifier

- )���%���������������$��+������B�- ����
�5	�)����&��.�	)���- ���� 9 �%�� (Table 1.)

3�	�$5��&����/��%�� A, B, C, D, E, F, G ,H "
2 I �+����2�� ����%�������"�+
2

�%���$5����������*�� )�+�����>	

- ����	����������+����2�� �+��, �$��
+�� �$5� 9 �%�� 
�+
����"������� 125 �
.

���
2 30 �
. ����!��- �
��!����2����
%�����	� �- ������ �(��W+���&5�����!4�1%�� 121oD

�����$� 15 ����0/�������5� ��� 20 ����

- ����	�" ������	 X. nematophilus 
����/� inoculum (�$��� "
2���
��, 2538) D(����/�

symbiotic bacteria "
2�������- ��$��+������������ 3�"
2�	�	�$�*!0���)����&��

.�	 (Poinar and Thomas, 1966)

- �
$������
�����	C��- ����
�+" ������	�������	�)��
�
���������"�+
2�%�����


2 1 �
.  3�	��*�����
����&5�"
���- �)���	+����������C� 120 �� /����  ����!4�1%��

25o D  ��/���
� 24 �$��3��

- �- �)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ  
���
���2������	�-5 �	� hyamine 0.1% "
2�-5 ��
$������ 

�(��W+���&5�"
����/���$5��!����	�+���- �
��
�5	�
����������$5� 9 �%�� 3�	
�+)����&��



.�	��2��4 500 �$�/����� 1 �
. "
���- �)���	+��+� �- ������
���%��
2 10 ���

(10 D-5 �)

- �- �����!+��$ �����4)����&��.�	�!� 24 �$��3�� �
$�
�+)����&��.�	
��
�5	�
����

������!��%�� "
2�$��������������� 3����)����&��.�	 ��)��)����&��.�	�$	 3

�2	2 IJ �!+�
��+ (��  1 ���������)

-  $��(������4)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ���)��
������"�+
2�%��

-  $��(��- �����$�����
�5	�)����&��.�	��)����/��2	2 IJ

2.  #(����2�$ �+����2�� �+��, ����%���������
�����$��
&��"
��
�����
�5	�)����&��.�	

���������� �%���������
������+��, 
�����
�5	�)����&��.�	 S. carpocapsae 
��$�

������ 1. � �+��������
�  Tsb ��&� �%�� B (Table 1.) �����B�
�5	�)����&��.�	)�������4�%�����!�


��2	2��
��$5�����!� 9 �$� �2�$5��(��- ��%����5������ �+���&����$ ���2�$ �+����2�� �+��,


������2��	����(5� 3�	���#(���" +���/��$����	+�	����+����2�� ����%��������$���5

2.1  �2�$ �����4����������/�"�
+�3����� "
2���03 )�����

2.2  �2�$ �����4����������/�"�
+����������� - ��
&�"�+

2.3 �2�$ �����4����������/�"�
+�)��$�

2.4 �2�$ �����4��� emulsifier

2.1  ���#(����2�$ �����4�������������/�"�
+�3����� "
2���03 )������������2��

�+������������ 3����)����&��.�	 S. carpocapsae  
��������
��%�� Tsb

���">������
��"    CRD ��  4  ������*�   5 D-5 �  �$���5

2.1.1    
�������4 0.75%

2.1.2    
�������4 1.5%

2.1.3    
�������4 2.25%

2.1.4    
�������4 3%

�- ����������
��  �$���5

- ����	�>��������%�� Tsb 3�	��$ �$����+����������4����������/�"�
+�3����� "
2

���03 )����� ��/� 4 ��*�����$��
+��������� >���$ �+����2�� �&��, �����
&�

- �- ���������>��"
��
�+
����"������� 125 �
. ���
2 30 �
. ����!��- ������ �(��W+�

��&5�����!4�1%�� 121oD  �����$� 15 ����0/�������5� ��� 20 ����

- �
$����������	C��(�
�+" ������	 X. nematophilus 
��$��� 3 x 109  �D

0/��� �- �)���	+�

���������C� 120 �� /����  ����!4�1%�� 25o D



- �
$�����$5� 24 �$��3�� �(�
�+)����&��.�	 S. carpocapsae 
��
�5	�
��$��� 1,000 �$�/

����� 1 �
. "
2�- �)���	+��+���/���
� 9 �$� ����!4�1%�� 25o D

- �- ���������$ �����4)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ���)����������
�"�+
2��*����, 
2 5

D-5 � (5 ���) 
���
����!
���#�0

-  $��(������4)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ���)��
�"�+
2��*����

2.2  #(��������4����������/�"�
+����������� - ��
&�"�+ �������2���+������������ 3�

���)����&��.�	 S. carpocapsae 
��������
��%�� Tsb

���">������
��"    CRD �� 4  ������*�   5 D-5 � �$���5

2.2.1    
�������4 0.5%

2.2.2    
�������4 0.25%

2.2.3    
�������4 0.125%

2.2.4    
�������4 0%

�- ����������
��  �$���5

- ����	�������%�� Tsb 3�	��$ �$����+������������/�"�
+����������� - ��
&�"�+ ��/� 4

��*�����$��
+��������� 3�	>���$ �+����2�� ����������
&�

- �
$�����$5��<� $�������+����	��$ ��*������
��
��$����  2.1

2.3  #(����2�$ �����4����������/�"�
+�)��$� �������2���+������������ 3����

)����&��.�	  S. carpocapsae 
��������
��%�� Tsb

���">������
��"    CRD    ��  5 ������*�    5 D-5 � �$���5

2.3.1   
�������4 0.2%

2.3.2   
�������4 0.33%

2.3.3   
�������4 0.5%

2.3.4   
�������4 0.66%

2.3.5   
�������4 0.83%

�- ����������
��  �$���5

- ����	�������%�� Tsb 3�	��$ �$����+���������������/�"�
+�)��$� ��/� 5 ��*�����$�

�
+�� 3�	>���$ �+����2�� ����������
&�

- �
$�����$5��<� $�������+����	��$ ��*������
��
��$����  2.1



2.4  #(����2�$ �����4��� emulsifier �������2���+������������ 3����)����&��.�	 S.
carpocapsae 
��������
��%�� Tsb

���">������
��"   CRD ��  4 ������*�    5 D-5 �  �$���5

2.4.1   
�������4 6.6%

2.4.2   
�������4 10%

2.4.3   
�������4 13.3%

2.4.4   
�������4 16.7%

�- ����������
��  �$���5

- ����	�������%�� Tsb 3�	��$ �$����+����� emulsifier ��/� 4 ��*���� �$��
+���������

3�	>���$ �+����2�� ����������
&�

- �
$�����$5��<� $�������+����	��$ ��*������
��
��$���� 2.1



��	��$����

1.    ����$��
&���%���������
��������2���- ���$ �
�5	�)����&��.�	 S. carpocapsae
����������+����2�� ����%���������
��$5� 9 �%�� )�������4����"�
+�������- ��$�

�������+��- ���/��- ���$ ����������� 3����)����&��.�	  D(�������"�
+�������+��,  )��"�+

- "�
+�3�����"
2���03 )����� ����&� "
2�$��0

- "�
+�������� - ��
&�"�+

- "�
+�)��$�����&�"
2�$��0

- emulsifier

��������
���
�5	�)����&��.�	 S. carpocapsae 
��������
��$5� 9 �%�� ��� Table 1.

� �+��%��������$5� 9 �%�� ����
�5	�)����&��.�	  S. carpocapsae "
2
��>
>
��)����&��.�	�$	 3

�2	2 IJ �%���+� 100,000 �$�/�
. �(5�)��$5� �2��C��+��%�������  B  F "
2 G 
��>
>
���%�

181,000, 181,000 "
2 155,000 �$�/�
. ���
- ��$  "�+��&�������4��2	2��
�
�����
�5	� �2��C��+�

�%�� B 
����
��$5�����!� 9 �$�  
��42����%��  F  "
2  G  
����
� 16 "
2 23 �$� ���
- ��$  �2�$5�


����#(�����	
2���	�
��$�����+�)� ��&����$ ��!��%�������
������2��	����(5��2�$��
&���%��

����� B ��/��
$� "
2
���&���%���������5�+� Tsb

2.  #(����2�$ �+����2�� �+��, ����%���������
�����$��
&��"
�� 
�����
�5	�)����&��.�	

2.1  ���#(����2�$ �����4�������������/�"�
+�3����� "
2���03 )����� ���

����2���+������������ 3����)����&��.�	  S. carpocapsae 
��������
� Tsb

���>
�����
����� Table 2. �2��C��+��2�$ �����4�������������/�"�
+�3����� "
2

���03 )����� 
��������
��$5� 4 �2�$  
��>
>
��)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ )�+"���+���$����

�B��� 3�	�2��C��+�"��3������
��3����� "
2���03 )����� ����2�$ �-� ��!� 0.75% �2
��>
>
��

�%��!� 207,600 �$�/�
.

2.2  #(����2�$ �����4����������/�"�
+����������� - ��
&�"�+ �������2���+����

�������� 3����)����&��.�	 S. carpocapsae 
��������
��%�� Tsb

���>
�����
����� Table 3. �2��C��+� "�
+����������� - ��
&�"�+�������- ��$��+����

�������� 3����)����&��.�	 3�	���	 �%��������4���������� - ��
&�"�+ 
������ 0.5% )��>


>
���%��!� 209,400 �$�/�
. D(��
��>
"���+���	+�����$	�- ��$�����B����$ ��*�����&��, ���
�������� -

��
&�"�+
� "
2���)�+
�+ >
>
���2)���-� ���� 29,000 �$�/�
. "���
����C��+�������� - ��
&�"�+ ��



�����- ��$�
��������
��
�5	�)����&��.�	 ����2
�����!�������$5����������������&�������/�

"�
+����������� - ��
&�"�+ ��+����	��$�"�+����B%���+�����"��

2.3  #(����2�$ �����4����������/�"�
+�)��$� �������2���+������������ 3����

)����&��.�	 S. carpocapsae  
��������
� Tsb

���>
�����
����� Table 4. �2��C��+� "�
+�)��$� �-� ��!� �&� 0.2% 
��������
� Tsb


��>
>
���%��!� �&� 134,000 �$�/�
. "���+���	+�����$	�- ��$�����B���������
�+)��$�
��2�$ 

�&��, "
2��"��3����+�	����������������������)��$�
�
������ �2�- �
��>
>
��)����&��.�		���


�
�

2.4   #(����2�$ �����4��� emulsifier  �������2���+������������ 3����)����&��

.�	 S. carpocapsae 
��������
��%�� Tsb

���>
�����
����� Table 5. �2�$ ���
�+ emulsifier 
��������
� ���)��>
>
��

)����&��.�	�%��!�
���
� 9 �$� �&��2�$  6.6% 
��������
� 30 �
. )��>
>
��)����&��.�	�$	 3

�2	2 IJ ��
��	 270,600 �$�/�
. D(��"���+���	+�����$	�- ��$�����B���������
�+ emulsifier 10%,

13.3% "
2 16.7% �
. D(��)��>
>
����
��	 172,000, 127,800 "
2 166,000 �$�/�
. ���
- ��$   "�+

���
�+ emulsifier ����2�$  10%, 13.3% "
2 16.7% 
��>
)�+"���+���$�����B���

������#(������� �+����2�� �+��, ����%���������
� Tsb �
�5	�)����&��.�	 ��&��

�%�2�$ �����- ��$�"
2����2����������2�� "�+
2�$� �$5���53�	�����4����>
>
��)����&��

.�	���)���%���/��
$� � �+�

-  "�
+�����������/�3����� "
2���03 )����� 0.75%

-  "�
+�����������/�������� - ��
&�"�+ 0.5%

-  )��$� 0.2%

-  emulsifier 6.6%

�2�$5��- ���$ �%���������
����)���������$ ��!��$��+������+����2�� �����
��+ �2

��/��%����������
��
����#(�����
���+�)� "
2
���&���%���������5�+� Tsb3




����<3��	��$����

���>
�����
���2��C�)���+� ���>
��)����&��.�	���	�������
� 3�	����
�5	�
����

"����$5� ������$	�
�	�	+������������	����� �+����2�� "
2�$��+���������2������%���������

>
�+������������ 3� ����& �$�*!0���)����&��.�	3�	��� B�������&���)�+���2��>
��2� �+�

��������)�+ ����$=����/��$��+���$	�+��, ��������$	�+��, �
C���+����� ��2���*�1��
����

�����- �
�	"�
�
����	
� H
H  �+����2�� �����������
���
�5	�)����&��.�	�����"�
+������

�+��, �&� 3�����"
2)��$�����&�"
2�$��0  �������"
2��
&�"�+�+��, ��+����	��$ �����
�����

Pace et al. (1986)  D(���������
���2�� ���	 �$ �$������
2���	�, yeast extract 3�	�����B

�
�5	�)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ )����2��4 190,000 �$�/�
. 
����"���    Friedman et al. (1989)

)����
���
�5	�)����&��.�	 
� fermentor 3�	
���%���������
���2�� ���	 "�I�B$����
&��

yeast  extract,  "�I�����3��  "
2  egg yolk   >
>
��)�� 110,000 �$�/�
.

�$��+������+����2�� ��������"
2�����4����� 30 �
. ���
�+
����"�������

125 �
. �$5� �2������������2�$ ����
�5	�)����&��.�	)����  1 ������������� �
$���������

���)����&��.�	�2�$=����/� IJ �$5�����2)�+���$	�&���2�� �- �
��)��>
>
���%� ��������5	$�

����	���&����$  aeration ��&���- �)���	+����������C� 120 �� /���� D(�����+���- �
��)����&��.�	����	%+
�

�������
��$5�)���$  O2 �	+���$��B(�"
2���	��� B��������������4�����&����	��+���5 (������C�


������	+���+�����) >
>
���2
�
� 
��42���	��$�B�������4��+����� ������C�
������	+����
�

��&���C�����)�  >
>
���2
�
� ��+����	��$��$ �����
�����  Stoll (1953)  D(���
�5	� S. glaseri

��
����
�� �- �)���	+���� 100 �� /���� 
��>
>
���%� B����C���&����)�>
>
���2
�
� �+��

Hansen and Cryan (1966) ��	����+��2)��>
>
��)����&��.�	������(5���� 5 ��+� B���
�5	�)����&��

.�	
��������
�����������4���	���">+��2��	��/�">+�U�
0� ��, �$5���5��&������)����&��.�	)��

�$  O2 �	+���$��B(� ��������5�!4�1%���C	$���/�����$	����- ��$��- ���$ �����
����5 �!4�1%�� 25oD B&�

�+���/��!4�1%���������2��  (Kaya, 1977)

�+��" ������	  Xenorhabdus  nematophilus  D(����/� symbiotic bacteria �$5� ��/�����$	

�- ��$���+��$� 
�����
�5	��+���$ )����&��.�	
��������
� ����2�$��2������1���������2��

�+������������ 3�"
2����$=�����)����&��.�	 (�$��� "
2�!�*��$	, 2542) �2��C�)���+� ���>
��

)����&��.�	���	�%������� Tsb3 �$5�)��>
>
��)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ �%��!� "�+�	+��)��C���

�2���������#(�������	 ���	 �$ �1������
�5	����	"�
���#$	 (host) ��&����/����	&�	$�B(���2���*�

1����������- �
�	"�
�"
2����������� 3����)����&��.�	�$5���+����	��$�



��-&��	��$����

�����
���%���������
� ��&���
�5	�)����&��.�	 S. carpocapsae 
��)�������4�%��!�
�

�2	2��
��$5�����!�����%���������
��$5� 9 �%�� "
���- ���#(����2�$ �+����2�� �+��, ���

�%���������
�����$��
&��"
��
������2��	����(5� � �+��������
��%�� Tsb3 ��/��%����������

����2��
�����
�5	�)����&��.�	 S. carpocapsae "
2)��>
>
����/�)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ

��
��	)�+�-� ���+� 200,000 �$�/�
. 3�	�
�5	�
����"������� 125 �
. 
�+����� 30 �
./��� ��	+����

������C� 120 �� /���� ����!4�1%�� 25o D ��/���
� 9 �$� �(���C >
>
��



Table 1. Yield and culturing periods of Steinernema carpocapsae in the different medium

formulae (average from 10 replications).

Recipes No.of nemas.(IJ)/ml. Culturing periods (days)

A. 

B. 

C. 

D. 

E. 

F. 

G. 

H. 

I. 

35,722

181,000

303

2,000

74,600

181,000

155,000

17,700

18,500

14

9

8

12

10

16

23

17

21



Table 2. Effect of  protein and carbohydrate sources in liquid culture (Tsb) on the

production of  Steinernema carpocapsae in 9 culturing days.

Treatments

(Levels of  protein and carbohydrate sources)

Yield of nematodes/ml.

                     1.          0.75%

                     2.          1.5%

                     3.          2.25%

                     4.          3%

207,600

189,800

175,200

182,000

                      CV.      (%) 11.03

Table 3. Effect of  vitamin and mineral sources in liquid culture (Tsb) on the production of

Steinernema  carpocapsae in 9 culturing days.

Treatments

(Levels of  vitamin and mineral sources)

Yield of nematodes/ml.

                     1.          0.5%

                     2.          0.25%

                     3.          0.125%

                     4.          0%

209,400   a

166,200   b

158,400   c

29,000    d

                      CV.         (%) 10.08

In a column means followed by a common letter are not significantly different at the 5% by

DMRT.



Table 4. Effect of  lipid source in liquid culture (Tsb) on the production of Steinernema
carpocapsae  in 9 culturing days.

Treatments

(Levels of  lipid source)

Yield of nematodes/ml.

                     1.     0.2%

                     2.     0.33%

                     3.     0.5%

                     4.     0.66%

                     5.     0.83%

                                  134,000   a

                                    94,200   b

                                    40,600   c

                                    15,800   cd

                                         460   d

                      CV.         (%)     46.55

In a column means followed by a common letter are not significantly different at the 5% by

DMRT.

Table 5. Effect of  emulsifier source in liquid culture (Tsb) on the production of  Steinernema
carpocapsae  in 9 culturing days.

Treatments

(Levels of emulsifier source)

Yield of nematodes/ml.

                     1.       6.6%

                     2.       10%

                     3.       13.3%

                     4.       16.7%

                                  270,600   a

                                  172,000   b

                                  127,800   b

                                  166,000   b

                      CV.         (%) 26.21

In a column means followed by a common letter are not significantly different at the 5% by

DMRT.



1.2 ��$D���)���#�$.��.�  Xenorhabdus  nematophilus (Enterobacteriaceae)

�%�	����.?��)���&��!�<)�������������  Steinernema  carpocapsae (Weiser)

"���+���+�


The  Influence of Xenorhabdus  nematophilus (Enterobacteriaceae) on the

Propagation of the Entomopathogenic Nematode

Steinernema  carpocapsae (Weiser) in Liquid Culture

                                                                  

#$�
��%�

#(������*��
���" ������	 Xenorhabdus nematophilus ������+������������ 3����)����&��

.�	 Steinernema  carpocapsae 
��������
� �- ������
��
������<� $����� �
!+�������$	���

��� #$��%�&�������1�� �����<"
2�$�����	� 3�	��
���
�5	�" ������	 X. nematophilus 
�

�������
��+���$ ����
�5	�)����&��.�	
��1���+��,  4  ��*������  5  D-5 �  ��*�����&�

1.  �
�5	�)����&��.�	   S.  carpocapsae  
��������
����
�+" ������	  X.  nematophilus
                
�)�
��������������� 3��+��  24  �$��3��

2.  �
�5	�)����&��.�	"
2" ������	
��������
�������$�

 3.  �
�5	�" ������	
��������
�  24  �$��3���+��  "
����������D

0" ������	���  �(�
�+

     )����&��.�	
�)��
�5	�

  4.  �
�5	�)����&��.�	
��������
�3�	)�+�����
�+" ������	

����
�5	�)����&��.�	�$5� 4 ��*���� �- �
����"��� (flask) ���� 125 �
.  ���!����� 30 �
.

"
��� �(��W+���&5� ��	+����������C� 120 �� /���� ����!4�1%�� 25o D ��/���
� 9 �$� �(��- ���������$ 

�����4)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ���)��  � �+���*������� 1 
��>
>
���%��!� 166,140 �$�/�
. "���+��

�	+�����$	�- ��$�����B��������*�������  2 , 3  "
2 4  D(��)��>
>
�� 131,213  5,646  "
2  5,086  �$�/

�
. ���
- ��$ 

�+�����#(���B(��2�$ �����4���" ������	 �����>
�+�����
�5	�)����&��.�	 S. carpocapsae

��������
� 3�	
�+" ������	  4  �2�$   3x10,7    3x10,8    3x109    "
2  3x1010   �D

0/����� 30

�
.  � �+�>
>
���!����	���)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ���)������������
��2������(5���������4

���" ������	���
�+
�������$���5�&�  81,200  99,800  109,000 "
2 128,800 �$�/�
. ���
- ��$  3�	

>
>
�����)���%��!�"���+���	+�����$	�- ��$�����B������>
>
�����)���-� ��!� >
�����
����
+���5



"���
����C�B(������- ��$����" ������	  X. nematophilus �+������������ 3�"
2�	�	�$�*!0���

)����&��.�	 S. carpocapsae 3�	����2���>
��)����&��.�	��&���� �!�"�
�#$��%�&���/�������

�� ��� �

Xenorhabdus nematophilus ��/�" ������	�����#$	�	%+�+���$ )����&��.�	#$��%"�
�

Steinernema carpocapsae  "  �(������#$	D(���$�"
2�$� (symbiotic relationship) 
�*�������� 

" ������	������5��#$	�	%+���
- �)�����)����&��.�	 (Poinar and Thomas, 1965) D(���- ����������/�

���23�	���)����&��.�	�2�����%+1�	
�
- ��$�"�
�����+�������+��, ��+� ��� ���� �+���%��	
�

����$5��2)�>+������)��%+�+���+�����
- ��$� (haemocoel) "
2�2�
��	" ������	������%+��2"�

�
&�����"�
�D(����/��2  ���� " ������	�2�����" +��D

0"
2����������4�	+�������C�"
2�- �


��"�
���	1�	
���
� 24 - 48 �$��3�� ����2�
&����/���� (septicemia) 
��42���	��$�" ������	

�C�2������������- ���/��+������������ 3�"
2�	�	�$�*!0���)����&��.�	�+�)��������1�	
��$�

"�
����


���2��#)�	������- �)����&��.�	������5 )��� �!�"�
�#$��%�&�����- ��$��+��, )����/�>


�- ���C� )��"�+ �������
��>����
&��
����� �$��+��������$�>$�
�>$�����$� ��������$���#

������2�%����
������&�� (�$���, 2538) ����! $������#(���"
2�$=����*����>
��)����&��.�	

������5
��)�������4������	��������	� (�$��� "
2�42, 2539) ��&��
���� �!�"�
�#$��%�&���

"�����
�����W+�"�
� 
����>
��)����&��.�	���	�������
� (liquid medium) �(���/���*���(�����

�2�- �)��%+���>
���2�$ ������)��  (Friedman, 1990)  ��&������������!��-� �

�$����)���
+����"
���+�" ������	 X. nematophilus ��/�����$	�- ��$��	+����(���+�����- ��������

���)����&��.�	 "
2�1������
�5	�
��������
�
������<� $������$5��+������1��*�������

D(����"�
���/�"�
+���#$	 �2�$5��(��- ���/�����#(���
���2���"���&� �1������
�5	��+���$�

�2��+��������������$5��������2�(������#$	D(���$�"
2�$� 
��)���$ >
��23	��0�%��!� "
2��2������

2 #(���B(��2�$ ��������4" ������	�����>
�+�����
�5	��	�	�����4)����&��.�	 ������#(���

��$5���5�2��/����	&�	$�
����C������- ��$����" ������	������5������+�����
�5	�)����&��.�	��&��
��

)��>
>
���%�
��������
� ����%
�&5�X���+��, ���)�������B�- �)�
��
����>
��)����&��.�	
��

)�������4���
��2�$ �!���������+�)�




�D.�� �����	��

�!���40

1. �!���40���&����&� )��"�+  �%�� �(��W+���&5�  �%��
����&5�  ���&����$��)UUI�  ���&�����	+�  �
���

�!
���#�0

2. �!���40���&���"��� )��"�+  flask,  petridish,  beaker,  cylinder,  homogenizer

3. ������
�5	���&5� )��"�+  Yeast  Salt broth,  Nutrient agar,  TTC + Tergitol 7 agar

4. )����&��.�	  Steinernema  carpocapsae  �$	 3 �2	2  IJ

5. " ������	  Xenorhabdus  nematophilus
6. ��������$�>(5�  Galleria  mellonella
7. ��������+��, )��"�+  hyamine 0.1%,  formalin 0.1%,  alcohol 75%

8. �$��!�&��, )��"�+  microfilter ���� 0.2 )����� �- �
� ��2����
%�����	�

��*����

1.  �������	��������
��%�� Tsb3�- ���$ ��
��

����	��������
��%�� Tsb3 
�+
����"������� 125 �
. ���
2 30 �
. ����!��- �
�

"
2�- ������ �(��W+���&5�����!4�1%�� 121o D �����$� 15 ����0/�������5� ��/���
� 20 ����

2.  �������	�" ������	 ���!�*����&��
����/� inoculum

�- �)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ �- ������2��4 1,000 �$� ��
���
���2������	�-5 �	�

hyamine 0.1% "
2
������	�-5 ��
$��� �(��W+���&5� �+���- �)� �
��!� � (homogenizer) ��&��
��

�D

0" ������	
�
- �)�����)����&��.�	�
!������ "
��
����C�����	"�2 "
2�- �)���� ������

TTC + Tergitol 7 agar �- ���C ����!4�1%��������/���
���2��4 48 �$��3�� �(��
&�� colony ���

" ������	 D(����
$��42�
��%�����
�������� �� ,���-5 ����� �- ����"	�������
�5	�)�� �

Nutrient agar 
����/���&5� ���!�*�� ��C ����!4�1%��)�+���� 12o D ��&����
��2
���(�����	��&5� ���!�*��
�
�

�������
��
�5	���&5� YS broth �- �)���	+���� 25 - 28o D ��/���
� 24 �$��3�� "
���$ �����4�D

0

" ������	 (direct count) ���)���������$ �2�$ ��������������" ������	
��)����������4���

��������$�">������
��



3.  �������	�)����&��.�	��&��
����/� inoculum

�- �)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ����
�5	�)�������������$�>(5� (G. mellonella) ��
���
��

�2������	�-5 �	� hyamine 0.1% "
2
���������	�-5 ��
$������ �(��W+���&5� "
����$ �����4
��)�����

�$�������������

�����
��" +���/�  2  �$����  �&�

1. �����- ��$����" ������	  X. nematophilus  �$ ����������� 3����)����&��.�	

S. carpocapsae  
��������
�

���">������
��"   CRD �� 4 ��*���� (treatment) 5 D-5 � (replication) ��*�������$�

��5

1.1  �
�5	�)����&��.�	  S. carpocapsae  
��������
����
�+" ������	

                                   X. nematophilus  
�)��������� 3��+��  24  �$��3��

1.2  �
�5	�)����&��.�	"
2" ������	
��������
�������$�

1.3  �
�5	�" ������	
��������
� 24  �$��3���+�� "
����������D

0" ������	

            ����+��
�+)����&��.�	
�)��
�5	�

1.4  �
�5	�)����&��.�	
��������
�3�	)�+�����
�+" ������	

�- �����������
��������	�)�������� 1. ����
�������*��$��
+�� "�+
2��*����
��

�������
� 5 ��� (1  ���  = 1 ��+�	��
��) �	�" ������	 1 �
. D(���������4�D

0��2��4

109 /�������
� 1 ��� (30  �
.) 
�+)����&��.�	
��
�5	�
��$��� 1,000 �$�/����� 1 �
. �!���*�

��� (30,000 �$�/���) �+��
���*������� 3 �$5�  �- ��������" ������	���	 microfilter ���� 0.2

)����� 
��!���*�����
$��������	������
��"
�� �- �)���	+����������C� 120 �� /���� �!4�1%��

25o D ��/���
� 9 �$� �(��- ���������$ �����4)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ 
��������
������4 1

�
.

2.  ���#(����2�$ �����4���" ������	  X. nematophilus  �+�>
>
��)����&��.�	 S.
carpocapsae  
��������
�

���">������
��"    CRD  ��  4  ��*���� (treatment) 5 D-5 � (replication) �$���5

2.1  �
�5	�)����&��.�	
��������
����
�+" ������	  3x107  �D

0/�����  30 �
.

2.2  �
�5	�)����&��.�	
��������
����
�+" ������	  3x108  �D

0/�����  30 �
.

2.3  �
�5	�)����&��.�	
��������
����
�+" ������	  3x109  �D

0/�����  30 �
.

2.4  �
�5	�)����&��.�	
��������
����
�+" ������	  3x1010 �D

0/�����  30 �
.



�- ��������
�
������	+��������	������*���� 1. �- ���� 20 ��� �- �����
�����

��*�����$��
+��������� 4 ��*���� ��*����
2 5 ��� (1 ���  = 1 ��+�	��
��)  3�	�	�" ������	
�+


��������
��$����+��, ���"�+
2��*����	��*�����
����&5� �- �)���	+����������C� 120 �� /���� ���

�!4�1%�� 25o D ��/���
� 24 �$��3�� 
�+)����&��.�	
��
�5	�
��$��� 500 �$�/����� 1 �
. �!���*����

(15,000 �$�/���) "
����	+����������C� 120 �� /���� ����!4�1%�� 25o D ��/���
� 9 �$� �(��- �������

�$ >
>
��)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ���)��
��!���*����

��
�"
2�B�����

�- ������
����������<� $�����  �
!+�������$	������ #$��%�&�������1��  �����<"
2

�$�����	�  ���������������  �2��+�� �!�1��$�*0  2539 – �K�1���  2539



�����
����<3��	��$����

���>
�����
��"���
����C��+�" ������	 X. nematophilus �������- ��$��+�����- ��������

"
2�	�	�$�*!0���)����&��.�	����
�5	����	�������
�
������<� $�������+����	��$��$ 
��1��

*������� ��� Table 1. �2��C��+���*����"�����������
�5	���&5�" ������	
��������
� 24 �$��3��

�+�� "
���(�
�+)����&��.�	
�)��
�5	��2
��>
>
���%��!��&� 166,140 �$�/�
. )����&��.�	�����B

����������4)��B(� 166 ��+� "
2������"���+���	+�����$	�- ��$�����B��������*������� 2, 3, 4 D(��
��

>
>
�����	��+����
- ��$  �����*������� 1.1 D(��
�+" ������	
�)��
�5	��+���$5� " ������	�2��#$	

�������
�
�����	�	�����43�	���" +��D

0��/��- �������"
2�42���	��$��$��2>
�����

 ������ (����! $�	$�)�+��� �&��) D(���������- ���/��+������������ 3�"
2�	�	�$�*!0���)����&��

.�	 (Poinar and Thomas, 1966) "
2�42���	��$��$������B�I���$��������EF��

(contamination) ����!
�����	0�����&��, 3�	�������� antibiotic )��"�+ Xenocoumacins,

Xenorhabdins (Akhurst, 1982; Mc Inerney et al., 1991a and 1991b) "
2 Bacteriocins  (Boemare

et al., 1992) "
2����	�	�����4�D

0���" ������	��5�	+�������C� �- �
���!
�����	0�����&��, )�+

�����B"�+��$�)�� ��&���1���+��, �������2���$��
+�������(5�
��������
�"
���(�
�+)����&��

.�	
��
�5	�D(���2)���$ ������������- ���/��$����(������B�������� 3�"
2�	�	�$�*!0

��*������� 1.2 D(��
�+��&5�" ������	"
2
�+)����&��.�	
��
�5	�
��������
�������$� )��>


>
�����
����&� 131,213  �$�/�
. ����������4)�� 131 ��+� �1�����" ������	"
2)����&��.�	���

������#$	�	%+�+���$��$5�"�+���������������
�5	��$5� ��&����������$	�+��, 
������������ 3�
������

���
���
�5	����	%+�	+���- ��$� ��������"�+��$�
����
������$	�+��, �2��+��������������$5������5" ������	

)�+�����B����2�	�	�����4��&�" +��D

0)����C���� �2�$5���������������������- ���/��+�)����&��

.�	
����	
���+���*����  1.1  D(����>
�+�>
>
�����)����&��.�	   
��42���	��$��������EF�����

�!
�����	0�����&����3��������(5�

��*������� 1.3 
��+�� 24 �$��3��"���$5��2���1���
��	�$ ��*������� 1.1 "�+�������- ���/���5���

)�+���$ ��������������)����&��.�	 �����4)����&��.�	���)���-� ���� 5,646 �$�/�
. �	�	

�����4)�� 5.6 ��+� ����2�
$���� 24 �$��3��"
�� " ������	�2B%�������� �2�$5��(���>
��2� 

�+�����	�	�$�*!0)����&��.�	 D(��"���
����C��+�" ������	��5�2�����������$��$�*0�$ )����&��.�	

�
���2	2��
�����
�5	��+���$��(��2)��>
>
���%��!� "
23��������2B%�����EF��3�	��&5��!
�����	0

�&���C�������+���*���� 1.1 "
2  1.2



�+����*������� 1.4  �$5� D(��)�+)��
�+" ������	
�)��
�5	��+���$ )����&��.�	 "�+�	+��)��C���

)����&��.�	�C	$��������� 3�"
2�	�	�$�*!0)�� "�+>
>
�����	 D(�����+�
�
����	��$ ��*���� 1.3 ���

����
�
- �)�����)����&��.�	��" ������	������5��#$	�	%+ "�+�������4���	 �$��2B%��
��	�����


������������$ ����$ B+�	������	���)����&��.�	 �	+��)��C������������������- ���/�"
2���

antibiotic �C�����	��+��$� �2�$5�3��������2B%�����EF���C������(5���+����	��$ ��*���� 1.3 �1����+�

��5)�+����2�$ )����&��.�	

�������1������
�5	���>
�+������������ 3�"
2�	�	�����4)����&��.�	"
���2�$ 

�����4���" ������	���
�+
�
����������
�5	��+���$ )����&��.�	�C��>
�+�>
>
��)����&��.�	��+�

�$� ��� Table 2. 
��1������
�5	��������2������!� (��*������� 2.4) �����4" ������	�%��!����

3x1010 �D

0/����� 30 �
. 
����/� inoculum 
��������
�
��>
>
���%��!� "���
����C��+���&��

" ������	���- ��������(5� ���������������- ���/��+�����- �������C������(5�"
2�������EF���C���	


�  D(������2���+������������ 3����)����&��.�	����(5�

�����
���$5� 2 �$������5
��>
����
����$�"���
����C�B(����*��

���� �����

" ������	 X. nematophilus �+������������ 3����)����&��.�	 S. carpocapsae ��������5	$���

����$	����- ��$��&��,�����>
�+�����
�5	��	�	�����4)����&��.�	 �&� ���D���� �!4�1%�� ���0

��2�� ����������
� ��������2���2��+���- ������2�������" ������	"
2)����&��.�	

(Pace et al., 1986;  Friedman et al., 1989;  Buecher and Popiel, 1989) D(���2������������� ��

����%
�+� ��&��
����������>
>
��)���%��!�

��-&��	��$����

���#(������*��
���" ������	 X. nematophilus �+�����
�5	��	�	�����4���)����&��.�	

S. carpocapsae 
��������
� 3�	�����
����$ �1������
�5	��+���$��2��+��������������$5����

4 ��*�������	�$� � �+���*��������
�5	�" ������	
�������
��������
��+�� 24 �$��3�� "
���(�
�+

)����&��.�	
�)��
�5	��+���$���/���
� 9 �$� �2)��>
>
��)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ �%��!���
��	

166,140 �$�/�
. "
2"���+�������*�����&��, �	+�����$	�- ��$�����B��� ��������5�����4" ������	

���
�+
�)��
�5	�
��2�$ �%��!� �&� 3x1010 �D

0/����� 30 �
. �2)��>
>
���%��!���
��	 128,800

�$�/�
. "
2"���+�����>
>
�����)��������
�+" ������	�2�$ �-� ��!� (3x107 �D

0) �	+�����$	

�- ��$�����B���



�����
����5"���
����C�B(������- ��$����" ������	 X. nematophilus �+�����
�5	��	�	

�����4)����&��.�	 S. carpocapsae D(���2��/���23	��0
����>
��)����&��.�	 
��2�$ ������

��&���- �)�
���� �!�"�
�#$��%�&���"���������W+�"�
�

Table 1. Effect  of  bacterial  cell  Xenorhabdus  nematophilus  on  development  of

Steinernema carpocapsae in liquid  culture.

Treatments   Yield of nematodes/ml.

      bacteria and nematode in liquid medium                                         (9  days)

1. culturing bact.  24 hr. prior nema. inoculation 166,140 a

2. nema. and bact. cultured at the same time 131,213 b

3. 24 hr. cultured bact. was filtered prior inoculation of nema.    5,646 c

4. nema. culturing alone without bact. inoculation     5,086 c

          CV. (%)                                                                                          20.40

In a column means followed by a common letter are not significantly different at  the 5% level by

DMRT.

Table 2.   Effect  of  bacterial  inoculum  sizes  on  liquid  culture  production  of  Steinernema
carpocapsae.

Treatments   Yield of nematodes/ml.

 Inoculum sizes of  X. nematophilus (cells/ml.)             (9 days)

1.  3x107                   81,200 c

2.  3x108   99,800 bc

3.  3x109
 109,000 ab

4.  3x1010 128,800 a

CV. (%)                                                            14.21

In a column means followed by a common letter are not significantly different at  the 5% level by

DMRT.





1.3  ��)�����
#&��!�<��+���+�
�����������������/!��� (inoculum) �%�������

����������� Steinernema carpocapsae  (Weiser)  $./��.?��"���+���+�


Effect  of  Quantity  Levels of  Liquid Culture and Nematode

Inoculum Sizes on Yield of  Steinernema carpocapsae  (Weiser)

                                             

#$�
��%�

�2�$ �����4�������
� "
2 inoculum )����&��.�	���
�+
��
�5	�
����"�����>
�+����

�	�	�����4>
>
�����)����&��.�	 Steinernema carpocapsae �- ������
����������<� $�����

�
!+�������$	������ #$��%�&�������1��    �����<"
2�$�����	�   3�	���">������
��"  

4 x 4 factorial in CRD  �� 2 ����$	 5 D-5 �  ����$	 A �2�$ �����4�������
��%�� Tsb3 �� 4 �2�$  �&�

15  20  25  30  �
. 
����"��� (flask) ���� 125 �
. �- ����� �(��W+���&5� "
��
�+" ������	 1010

�D

0/��� 
�
�������- �)���	+����������C� 120 �� /���� ����!4�1%�� 25oD ��/���
� 24 �$��3��

�+��
�+ inoculum  )����&��.�	D(����/�  ����$	 B  �� 4 �2�$  �&� 1,000  2,000  3,000 "
2 4,000 �$�/

����� 1 �
. 
��
�5	��+���$���/���
� 10 �$�  � �+�����$	�+������2������!� �&� 
�+�����4�����

15 �
./��� "
2
�+)����&��.�	 1,000 �$�/����� 1 �
. 
��>
>
��)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ �%�

�!� 266,775 �$�/�
.



�� ��� �

���>
�����
�����>+���� B(�"���+�)������ �%��������������2�����
��>
>
���%����!4

1���� "
2����
�5	�)����&��.�	�$5��- ���/������
�5	��+���$ " ������	�����/� symbiont ����$� (�$���

"
2�!�*��$	, 2542) �	+��)��C���
������
���
�5	�"�+
2��$5�>
>
�����)���$5�	$�)�+�������&�

��-� ����� "����+��2����������$	�&��,����������	����� �����4��������
�+
�
������&���
�5	�

)����&��.�	�$5���/�����$	����- ��$�  ��������
�����>+����)���- ���������4����� 30 �
./���

"������� 125 �
. ��������
�� "
2������C�������&�����	+� 120 �� /���� D(����/�������C��%��!�

�����$ )�� ����
+��)���+��2�$ �����4��������
�������
���
�5	��$5� ����������	������$ ���


2
�	 O2 ��&������4��� O2 ���)����&��.�	)���$  �+�������4���)����&��.�	���
�+
�)��
�5	�

�$5��2����������������2���	 B�����������"�+��$�"	+�����$	�+��, �$���� 	+����>
��2� �+�>


>
��)����&��.�	���)��  �2�$5������
����5�(�)��#(���>
��������4������2�$ �+��, ���
�+
�

���"������� 125 �
. ��&���
�5	�)����&��.�	"
2�����4)����&��.�	���
����/� inoculum �
�	

�2�$ �+�>
>
��)����&��.�	���)��




�D.�� �����	��

�!���40

1.  �!���40���&����&� )��"�+    �%�� �(��W+���&5�   �%��
����&5�    ���&����$��)UUI�    ���&�����	+�

     �
����!
���#�0

2.  �!���40���&���"����+��, )��"�+  flask,  petridish,  beaker,  cylinder,  homogenizer

3.  ������
�5	���&5� )��"�+  Yeast  Salt  broth,   TTC + Tergitol 7 agar

4. )����&��.�	  Steinernema carpocapsae �$	 3 �2	2  IJ

5.  " ������	  Xenorhabdus nematophilus
6.  ��������$�>(5�  Galleria mellonella
7.  ��������+��, )��"�+  hyamine 0.1%,  formalin 0.1%,  alcohol 75%

8.  �$��!�&��, ��+� �- �
�  ��2����
%�����	�  ��C�����	

��*����

���">������
��"   4 x 4  factorial in CRD 16 ��*���� (treatment) 5 D-5 � (replication)

�� 2 ����$	 (factor) �$���5

����$	  A  
�������4�������
��%�� Tsb3 4 �2�$   �&�

-   �����4�����  15  �
./���

-   �����4�����  20  �
./���

-   �����4�����  25  �
./���

-   �����4�����  30  �
./���

����$	  B  
�������4)����&��.�	�����/� inoculum 4 �2�$   �&�

-   )����&��.�	  1,000  �$�/����� 1 �
.

-   )����&��.�	  2,000  �$�/����� 1 �
.

-   )����&��.�	  3,000  �$�/����� 1 �
.

-   )����&��.�	  4,000  �$�/����� 1 �
.

1.  �������	��������
��%�� Tsb3 �- ���$ ��
��

����	��������
��%�� Tsb3 
�+
����"������� 125 �
. 
������4�+��, ���

����$	 A  ����!��- �
� "
2�- ������ �(��W+���&5�����!4�1%�� 121oD �����$� 15 ����0/�������5� ��/�

��
� 20 ����



2.  �������	�" ������	 ���!�*����&��
����/� inoculum

�- �)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ �- ������2��4 1,000 �$� ��
���
���2������	�-5 �

	� hyamine 0.1% "
2
���������	�-5 ��
$��� �(��W+���&5� �+���- �)� �
��!� � (homogenizer) ��&��


���D

0" ������	
�
- �)�����)����&��.�	�
!������ "
��
����C�����	"�2 "
2�- �)���� ������

TTC + Tergitol 7 agar �- ���C ����!4�1%��������/���
���2��4 48 �$��3�� �(��
&�� colony ���

" ������	 D(����
$��42�
��%�����
�������� �� ,���-5 ����� �- ����"	�������
�5	�)�� �

Nutrient agar 
����/���&5� ���!�*�� ��C ����!4�1%��)�+���� 12o D ��&����
��2
���(�����	��&5� ���!�*��
�
�

�������
��
�5	���&5� YS broth �- �)���	+���� 25 - 28o D ��/���
� 24 �$��3�� D(���2)��" ������	����

��� 1010 �D

0/�
. (direct count) ��&���- �)�
��
������
���+�)�

3.  �������	�)����&��.�	��&��
����/� inoculum

�- �)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ����
�5	�)�������������$�>(5� (G. mellonella) ��
���


���2������	�-5 �	� hyamine 0.1% "
2
���������	�-5 ��
$������ �(��W+���&5� "
����$ �����4
��)��

����$������������� (����$	 B)

4.  ����<� $�������
��

�- �����������
��������	�)�������� 1. ���	�" ������	�������	�)��
���� 2. ���


2 1 �
. 3�	��*�����
����&5� "
2�- �)���	+����������C� 120 �� /���� ����!4�1%�� 25 - 28oD ��/�

��
� 24 �$��3�� �
$�����$5�
�+)����&��.�	�������	�)��
���� 3. �����*�����+��, �������$	 B "
2

�- �)���	+��+� ��/���
� 10 �$� "�+
2��*�����- ������
�� 5 ��� (5 D-5 �) �
$�����$5��(��- ��������

�$ �����4)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ���)��
�"�+
2��*���� 1�	
���
����!
���#�0

��
�"
2�B�����

�- ������
����������<� $�����  �
!+�������$	������ #$��%�&�������1��  �����<"
2

�$�����	�  ���������������  �2��+���K�1���  2539 – �������  2539



��	��$����

��� Table 1. ����
�5	�)����&��.�	  S. carpocapsae  
����"������� 125 �
. 3�	���
�+

�����4�����
��2�$ �-� ��!� 15 �
.  �2
��>
>
���%��!�)�+�+��2
�� inoculum 1,000  2,000  3,000

�$�/����� 1 �
. )��>
>
�� 266,775, 250,108 "
2 267,764 �$�/�
. ���
- ��$  D(��)�+"���+���$�

����B��� "�+�2"���+���	+�����$	�- ��$�����B��� (P < 0.05) �$ >
>
�����
�
���&���
�5	�
��2�$ 

�����4��������������(5� (20  25 "
2 30 �
.) ��������
��  inoculum )����&��.�	
������4���	��$�

(1,000 – 3,000  �$�/����� 1 �
.) B���������/� 4,000 �$�/����� 1 �
. >
>
���
$ 
�
�
��!��2�$ 

�����4�����

��������4����� 20 �
. )��>
>
�����
���
��+�����
�� inoculum )����&��.�	 1,000 –

3,000 �$�/����� 1 �
. "
2)�+"���+���$�����B��� "���
����C��+�����2�$ �����4������-� � 15 –

20 �
. �$5�  �������  inoculum  )����&��.�	)�+��>
�+�>
>
�����)��

�������������4�������/� 25 – 30  �
. ������� inoculum )����&��.�	 ������2��>
�+�

>
>
�����)�� D(��)�+��������-� �����"
2"������  �2�$5���!�)���+����
�������4������2�$ �-� �

�!� 15 �
. 
����"��� 125 �
. "
2
�������4  inoculum )����&��.�	 1,000 �$�/����� 1 �
. �2

����2������!�


����<3��	��$����

���
�������4����� 15 �
. 
����"������� 125 �
. "
2���� inoculum ���)����&��

.�	�$��� 1,000 �$�/����� 1 �
. ����2������!�
�����
�5	�)����&��.�	 ��&������
������
��

�$5�
��������C�
������	+�������
���2	2��
�����
�5	����	������C� 120 �� /���� D(����/�

������C��%��!���������B�2��$ )�� ����
�5	�
����������������4���	�2
��>
>
���������+� ��&���

����+����
2
�	��� O2 
�������2����+� "
2�������2��	�������#)�)���$��B(� �- �
����&5�

" ������	�����)���� ����������������������- ���/��+�����	�	�$�*!0"
2����������� 3����

)����&��.�	)�������+�  �$���+����  Mc  Daniel  and  Bailey 1969 ,  Mc  Daniel  et al., 1965  )����	

����+� ���>
����&5��!
�����	0
��2�$ �����	+��$5� ����������� 3������&5��!
�����	0�2����&�)�+�$5�

�(5��$ ����$	"��
��������&5��- ���	�+����
�����D�������	�������2����&�)�+ D(��)��"�+�2�$ 

������C�
������	+� �2�$ �����4�����
������	+���/���� �����4)����&��.�	���
����/�

inoculum 1,000 �$�/����� 1 �
. �$5���/��$����������2����!� ���
��
������4������	��+���/����


�����!�
����>
����&������
�����
�5	��	�	�����4)����&��.�	���
����/� inoculum �- ���/�����




��"�
���#$	 (host) �&� ��������$�>(5�
����>
��  >
�����
����5�����B�- �)��������2���*�

1��
����>
��)����&��.�	������5�+�)�

��-&��	��$����

����
�5	�)����&��.�	 S. carpocapsae ���	�������
�
����"������� 125 �
. �2�$ 

�����4�����
����"��� "
2�����4 inoculum )����&��.�	�����������
�+
�)��
�5	� ��>
�+����

�����>
>
�����)���$ ��������
���
�5	�)����&��.�	
��������
��%�� Tsb3 
����"������� 125

�
. 3�	
�+�2�$ �����4������+��, �&� 15  20  25  "
2 30 �
. "
��
�+" ������	  X.
nematophilus  1010  �D

0/���  �- �)���	+����������C� 120 �� /���� ����!4�1%�� 25o D ��/���
� 24

�$��3�� �+��
�+ inoculum )����&��.�	
��2�$ �����4�+��, �&� 1,000  2,000  3,000  "
2 4,000

�$�/����� 1 �
. 
��
�5	��+���/���
� 10 �$�  � �+�����2�$ �����4����� 15 �
. "
2
�+ inoculum

)����&��.�	 1,000 �$�/����� 1 �
. 
��
�5	�
��>
>
���%��!�  266,775  �$�/�
.



Table 1. Average yield of nematodes Steinernema carpocapsae per ml. cultured in 125

ml. shake flask for 10 days at different combinations of quantity levels of liquid

media and nematode inoculum sizes.

Liquid medium Levels of  nematode inoculum sizes (nemas./ml.)  (B)

(ml./flask)  (A) 1,000 2,000 3,000 4,000 A  Mean  1/

15

20

25

30

  266,775  a(a)

  215,250  b(a)

  176,400  c(ab)

  131,383  d(b)

  250,108  a(a)

  207,566  b(a)

  196,266  bc(a)

  175,000  c(a)

   267,764  a(a)

   216,216  b(a)

   171,850  c(b)

   162,550  c(a)

 158,333  a(b)

 153,000  a(b)

 157,599  a(b)

 118,300  b(b)

   235,745  A

   198,008  B

   175,529  C

   146,808  D

B  Mean  1/   157,452  A   207,235  A    204,595  A  146,808  B    189,022

CV.  =  6.9%

In a column, means followed by a common letter are not significantly different at the 5% level by

DMRT.

In a row, means followed by a common letter in a bracket (  )  are not significantly different at 5%

level by DMRT.

1/  Means factor  A, B, followed by a common capital letter are not significantly different at the

5% level by LSD (LSD 0.05 A, B  = 21789.9  nemas./ml).



1.4 ��)��&��!�<�#�$.��.���������������$./��.?���%
!	
��%�	�����/!������

����������� Steinernema  carpocapsae (Weiser) "���+���+�


Effect of Bacterial and Nematode Inoculum Sizes on In Vitro Liquid Culture

Production of the Entomopathogenic Nematode

 Steinernema carpocapsae (Weiser)

                                                                      

#$�
��%�

>
����2�$ �����4���" ������	 Xenorhabdus nematophilus  "
2)����&��.�	

Steinernema carpocapsae ����
�5	��+���$��+���������>
>
�����)����&��.�	
��������
��%��

Tsb3 �- ������
����������<� $����� �
!+�������$	������ #$��%�&�������1�� �����<"
2�$��

���	� 3�	���">������
��"    4 x 4 factorial in CRD �� 2 ����$	 5 D-5 � ����$	 A �&������4

" ������	�� 4  �2�$ )��"�+  107  108  109  "
2 1010 �D

0/����� 15 �
.  ����$	 B �&������4

)����&��.�	�� 4 �2�$  �&� 1,000  2,000  3,000 "
2 4,000  �$�/����� 1 �
. 3�	
�+" ������	
�

�
�5	�
������ 15 �
. �
$����� �(��W+���&5�"
�� ��/���
� 24 �$��3�� �+��
�+)����&��.�	
��
�5	�

�+���$���/���
� 10 �$� �- ������
��
����"��� (flask) ���� 125 �
. �- �)���	+����������C� 120

�� /���� ����!4�1%�� 25oD � �+���*�������
�������4" ������	 1010 �D

0/����� 15 �
. "
2
�+

)����&��.�	 1,000 �$�/����� 1 �
. 
��>
>
��)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ �%��!���
��	 308,800 �$�/

�
. D(��"���+���	+�����$	�- ��$�����B���������
���2�$ �����4" ������	"
2)����&��.�	
�

�2�$ �&��, ����
�5	��+���$�



�� ��� �

)����&��.�	
���#0 Steinernematidae �$�)��"�+  Steinernema  carpocapsae  (Weiser) ��/�

)����&��.�	��������- �
�	 "
2�������� 3��� ����)��
��$�"�
� (entomopathogenic nematode) ��

#$�	1���%�
�����- ���
���� �!�"�
�#$��%�&�3�	�����*� �2�$5��(�)�������#(���������2�
�5	�

)����&��.�	������5��/������4������	��������	� ��&���2�- �)�
���� �!�"�
�#$��%�&�
��&5����

�����������"�����
�����W+�"�
�


��1��*������� )����&��.�	 S. carpocapsae ��������	%+�+���$ " ������	 Xenorhabdus
nematophilus  "  �(������#$	�$�"
2�$�  (symbiotic relationship) 3�	���" ������	������5 �2��#$	

�	%+���
- �)�����)����&��.�	  (Poinar and Thomas, 1965)  D(���- ����������/����2�����%+1�	
��$�

"�
�����+�������+��, ��+� ��� ���� �+���%��	
� ����$5��2)�>+�������%+�+���+�����
- ��$�

(haemocoel) "
2�2�
��	" ������	��5������%+��2"��
&�����"�
�D(����/��2  ���� " ������	�2

�����" +��D

0 "
2����������4�	+�������C� "
���- �
��"�
���	1�	
� 24 - 48 �$��3�� ����2�
&��

��/���� (septicemia) 
��42���	��$�" ������	������������- ���/��+������������ 3� "
2�	�	�$�*!0

���)����&��.�	�+�)��������
��$�"�
���� (�$��� "
2�!�*��$	, 2542)


���2��#)�	������$=����*����>
��)����&��.�	
��)�������4������	��������	�����

"�C��(����
�)����/�>
�- ���C� (�$��� "
2���
��, 2535; �$��� "
2�42, 2539) �
$�����$5�)�������

�$=�����>
�����	�������
� (liquid culture)  D(����/���*���(������2�- �)��%+���>
���2�$ ������)��

(Friedman, 1990)  ��&������������!��-� � ����$	�- ��$��	+����(���+�����- �����������)����&��.�	 �$�

)���
+��"
�� �&� " ������	  X. nematophilus  �2�$5������
���
�5	�)����&��.�	���	�������
�

�(��- ���/�����#(��������4���" ������	�������2���+������4)����&��.�	����- �
�)��
�5	�
�

�������
��+���$���&��
��)��>
>
���%��!�




�D.�� �����	��

�!���40

1. �!���40���&����&� )��"�+   �%�� �(��W+���&5�   �%��
����&5�   ���&����$��)UUI�   ���&�����	+�

 �
����!
���#�0

2. �!���40���&���"����+��,)��"�+  flask,  petridish,  beaker,  cylinder,  homogenizer

3. ������
�5	���&5� )��"�+  Yeast  Salt broth,  TTC + Tergitol  7 agar

4. )����&��.�	  Steinernema carpocapsae  �$	 3 �2	2 IJ

5. " ������	  Xenorhabdus nematophilus
6. ��������$�>(5�  Galleria mellonella
7. ��������+��, )��"�+  hyamine 0.1%,  formalin 0.1%, alcohol 75%

8. �$��!�&��, ��+� �- �
� ��2����
%�����	� ��C�����	

��*����

���">������
�� "   4 x 4 factorial in CRD 16 ��*���� (treatment) 5 D-5 � (replication)

�� 2 ����$	 (factor) �$���5

����$	 A 
�������4" ������	 4 �2�$  �&�

-  " ������	  107  �D

0/�����  15 �
.

-  " ������	  108  �D

0/�����  15 �
.

-  " ������	  109  �D

0/�����  15 �
.

-  " ������	  1010 �D

0/�����  15 �
.

����$	 B 
�������4)����&��.�	  4 �2�$  �&�

-  )����&��.�	  1,000   �$�/����� 1 �
.

-  )����&��.�	  2,000   �$�/����� 1 �
.

-  )����&��.�	  3,000   �$�/����� 1 �
.

                    -  )����&��.�	  4,000   �$�/����� 1 �
.

1.  �������	��������
��%�� Tsb3 ���
��
������
��

����	��������
��%�� Tsb3 
�+���"������� 125 �
. ���
2 15 �
. ����!��- �
�

"
2�- ������ �(��W+���&5�����!4�1%�� 121o D �����$� 15 ����0/�������5� ��/���
� 20 ����



2.  �������	�" ������	 ���!�*����&��
����/� inoculum

�- �)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ��2��4 1,000 �$� ��
���
���2������	�-5 �	�

hyamine 0.1% "
2
���������	�-5 ��
$��� �(��W+���&5� �+���- ��� �
��!� � (homogenizer) ��&��
��

�D

0" ������	
�
- �)�����)����&��.�	�
!������ "
��
����C�����	"�2 "
2�- �)���� ������

TTC + Tergitol 7 agar �- ���C ����!4�1%��������/���
���2��4 48 �$��3�� �(��
&�� colony ���

" ������	 D(����
$��42�
��%�����
�������� �� ,���-5 ����� �- ����"	�������
�5	�)�� �

Nutrient agar 
����/���&5� ���!�*�� �- ���C ����!4�1%��)�+���� 12oD ��&����
��2
���(�����	��&5� ���!�*��
�


��������
��
�5	���&5� YS broth �- �)���	+�����!4�1%�� 25 - 28o D ��/���
� 24 �$��3�� �$ �����4

�D

0" ������	���)�� "
2��$ �2�$ ��������������" ������	
��)����������4�����������$�">�

�����
�� (����$	 A)

3.  �������	�)����&��.�	��&��
����/� inoculum

�- �)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ����
�5	�)�������������$�>(5� (G. mellonella) ��
���


���2������	�-5 �	� hyamine 0.1% "
2
���������	�-5 ��
$������ �(��W+���&5� "
����$ �����4
��)��

����$������������� (����$	 B)

4.  ����<� $�������
��

�- �����������
��������	�)�������� 1. ���	�" ������	�������	�)��
���� 2. ���

��*��+��, �������$	   A  3�	��*�����
����&5� "
2�- �)���	+����������C� 120 �� /���� ����!4�1%��

25o D ��/���
� 24 �$��3�� �
$�����$5�
�+)����&��.�	�������	�)��
���� 3. �����*�����+��, ���

����$	 B  "
2�- �)���	+��+�����!4�1%�� 25 oD ���������C� 120 �� /���� ��/���
� 10 �$� "�+
2��*����

�- ������
�� 5 ��� (5 D-5 �) �
$�����$5��(��- ���������$ �����4)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ ���)��


�"�+
2��*���� 1�	
���
����!
���#�0

��
�"
2�B�����

�- ������
����������<� $�����  �
!+�������$	������ #$��%�&�������1��  �����<"
2

�$�����	� ��������������� �2��+���!
��� 2539 - ������ 2541



��	��$����


����>
��)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ 
��������
� �2��C�)���+������4  (inoculum size)

���)����&��.�	 "
2��&5�" ������	���
�+
�)��
�5	��+���$���>
�+�>
>
��)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ

���)���$    ��� Table 1. "
2 Figure 1. �����4)����&��.�	
��2�$ �-� ��!� �&� 1,000 �$�/����� 1

�
. �
�5	��+���$ �����4" ������	�%��!� 1010 �D

0/����� 15 �
. 
��������
��2)��>
>
��

)����&��.�	��
��	�%��!� �&� 308,800 �$�/�
. D(��"���+���	+�����$	�- ��$�����B��� �������
�5	��+��

�$�����2�$ �����4�&��, �2��+��)����&��.�	 "
2" ������	

��&�����
�������4)����&��.�	
��$����-� ��!� 1,000 �$�/����� 1 �
. >
>
�����)����"��

3����$��$�*03�	����$ �����4" ������	����
�5	��+���$� (Figure 1.) �2��C�)���������
�5	��+���$�

�$ �2�$ �����4" ������	������	��+� 1010 �D

0/����� 15 �
. �&� 109 108 107 �D

0/����� 15 �
.

�$5� >
>
�����)���2
����	
����
- ��$  �&�)��  308,800,  221,330,  200,060 "
2 181,120 �$�/�
.

"
2������"���+���	+�����$	�- ��$�����B���
�"�+
2�2�$  	�����>
>
������2�$  107 "
2 108 �$5�

)�+"���+���$�

�- ���$ �������
�������4" ������	�2�$ �%��!� (Table 2.  Figure 1.) �&� 1010 �D

0/

����� 15 �
.  �
�5	��+���$ �2�$ )����&��.�	����%���+� 1,000 �$�/����� 1 �
. �&� 2,000  3,000

"
2 4,000 �$�/����� 1 �
. �$5� >
>
�����)��
�"�+
2�2�$ 
�
�"
2)�+������"���+���$����

�B������>
>
���2��+�� 3 �2�$ ��5


����<3��	��$����

���3�3
	�����	�	�����4)����&��.�	���	�������
��$5� ����! $�)��������- ��������

��&����23	��0
�������4��	0 �(�)�������#(�������$	�+��, �����>
�+����>
��)����&��.�	3�	��*���5

�	+����������� ����$	�- ��$��$5�)��"�+  �+����2�� ����������
� ���D���� �!4�1%�� ������	�

���" ������	 ��2�������" ������	 "
2)����&��.�	 shear sensitivity "
2 inoculum size

(Pace et al., 1986 ;  Friedman et al., 1989 ;  Buecher and Popiel, 1989 ;  Popiel et al., 1989 ;

Ehlers et al., 1992 ;  Stoessel and Ehlers, 1992 ;  Wang, 1993 ;  Strauch et al., 1994 ;  Surrey and

Davies, 1996)  �����
����5��/����	&�	$�B(������- ��$����" ������	 "
2)����&��.�	���
����/�

inoculum �$5���>
�+����>
��)����&��.�	 �����4���" ������	
��2�$ �%��!� 1010  �D

0/�����

15 �
.  �
�5	��+���$ �����4)����&��.�	����2�$ ���	����!� 1,000 �$�/����� 1 �
. �2
��>
>
���%�

�!�"
2��"��3��������C�)���$� �&�	�������������4" ������	
���%��(5�>
>
�����)���C	����%��(5� "�+B��
�+



�����4)����&��.�	�%���+� 1,000 �$�/����� 1 �
. ��>
�- �
��>
>
�����)��
�
� ����
+��)���+�

" ������	������	%+
��- ��������%���+��$5������B�����������������- ���/������4�����+�
��2	2

��
��$5���+� "
2��$ �1���������2���&��, "�+����������� 3��	�	�$�*!0���)����&��.�	)������+�

�$��$5�����
�5	�
��1����5�2)��>
>
���%���+�

��������5�����4��������
���
�5	�
�"�+
2���"����$5��������4�- ��$� �&� 15 �
. D(����

���	��$ �����4���)����&��.�	
��2�$ ��(����������B
����23	��0��������)���	+������2���*�

1���%��!��
+���&� ��&��)����&��.�	�������� 3��	�	�$�*!0��  1 ��������� ������2�������

)����&��.�	�$	 2 �2�$=����/��$	 3 �2	2 IJ �$5���� >
>
�����)���(��%� "�+B��
�+)����&��.�	
�

�����4���	 ��&���$=����  1 ��������� �����	$�������
&� ��� )����&��.�	�$	 2  ���+���2�����

��/��$	 3 �2	2 IJ "
2�$=���+���/��$	 4 "
2�$���C��$	 ��&����C >
>
���(�)��)����&��.�	�$	 3 �2	2

IJ ���	��+�����2�� ���+���������/��$	�&�����)�+������� "
2B��
�+)����&��.�	�������)��2�- �
��

�������"�+��$��$�����(5� �����)�+�����	��- �
��>
>
�����)��
�
� ��+����	��$��$ �����
�����

>
��)����&��.�	3�	
������ Galleria mellonella �$	 5 � �+�
��)����&��.�	
��$��� 200 �$�/

���� 1 �$� �2
��>
>
���%��!� (�!�*��$	, 2541) �����
����� Han (1996) 3�	�- ����>
��

)����&��.�	������5
��������
� 100 ��$�  ���!
����"������� 500 �
. 
�+" ������	 1 ��$�


�)��
�5	�
��������
��+�� 24 �$��3�� �
$�����$5�
�+)����&��.�	
��$����+��, 
�)� � �+�

�����4)����&��.�	
��$��� 8,000 �$�/����� 1 �
. �2)��>
>
���%��!� �+������
�5	�)����&��.�	

Heterorhabditis  bacteriophora �$5��2
���$�������%���+�B(� 56,000 �$�/����� 1 �
. �(��2)��>
>
��

�%��!�

B(�"���+�>
�����
����5"���B(������- ��$���� inoculum size ���" ������	 "
2

)����&��.�	�+�>
>
��)����&��.�	 S. carpocapsae �C��� ���#(�����&����������
�B(��
)�����

�$��$�*0�2��+��������������$5��������
�5	��+���$�
��������
�
����+��$��(5��C��/������- ���/���&��>


��23	��0
�����������2���*�1�����>
��
����	����(5�



��-&��	��$����

���
���������
�
�����
�5	�)����&��.�	��&���	�	�����4
��)��>
>
���%��$5������4

)����&��.�	�$	 3 �2	2 IJ "
2" ������	���
����/� inoculum ��>
�+���������>
>
�����)���$  ������

��
���
�5	�)����&��.�	
��������
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Table 1. Average yield of  nematodes Steinernema carpocapsae per ml. cultured in liquid

medium for 10 days at different combinations of bacterial and nematode

inoculum sizes.

Bacterial  inoculum sizes Nematode inoculum sizes (nemas./ml.) (A) Mean

(cells/15 ml.)  (A) 1,000 2,000 3,000 4,000

              107 181,120  c 190,460  b 193,000  a 116,800  c 170,345

              108 200,060  c 210,280  ab 204,640  a 163,800  b 194,695

              109 221,330  b 215,820  a 207,840  a 188,300  a 208,322

              1010 308,800  a 224,520  a 203,960  a 200,840  a 234,530

        B   Mean 227,827 210,270 202,360 167,435 201,973

     CV     =      7.9%

Table 2. Average yield of  nematodes Steinernema carpocapsae per ml. cultured in liquid

medium for 10 days at different combinations of nematode and bacterial

inoculum sizes.

Nematode inoculum sizes Bacterial  inoculum  sizes (cells/15 ml.) (B) Mean

(nemas./ml.)  (B) 107 108 109 1010

1,000 181,120  a 200,060  a 221,330  a 308,800  a 227,827

2,000 190,460  a 210,280  a 215,820  a 224,520  b 210,270

3,000 193,000  a 204,640  a 207,840  ab 203,960  b 202,360

4,000 116,800  b 163,800  b 188,300  b 200,840  b 167,435

A   Mean 170,345 194,695 208,322 234,530 201,973

     CV     =      7.9%

In the table 1 – 2 , means followed by a common letter in the same column are not significantly

different at the 5% level by  DMRT.
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Figure 1.   Effect of the interaction between the bacterial and nematode inoculum sizes on the

    yield of  nematodes Steinernema  carpocapsae cultured in liquid medium for 10 days.
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 Effect of pH  Levels on the Development of the Entomopathogenic

 Nematode Steinernema carpocapsae (Weiser)

Cultured in Liquid Medium

                                                                      

�%�
	 ��

�������	
��
���������������
�������
��
��������������	
��� ��!
�"
# 

Steinernema carpocapsae     %& ����%��
���� 
��'��(�����  ��)�����
��(#��������(��*+!,%��

,-
.�+ �
��-'/�0�(�

�%#� ��#
��/�����%��
�/�� CRD 8 
�1-��� 3 2&4 � ��#���
�������


�*�� Tsb3 15 ��. ��	
�/� 
 (flask) 	��� 125 ��. ��!<

���<�=���,!4
/� 
 ������ symbiotic bacteria

Xenorhabdus nematophilus  1010 �2��?/ 15 ��. ����-4#���
����  �& ����	#��%-<�
����A
 120 �
�/

��%- %-<
)B�.*�� 28o 2 �����
�� 24 ,(<
��� ��(�����(4��������� ��!
�"
#����-4#���
(��� 1,000 �(
/


���� 1 ��. %& ������(��0�(� pH  	
�
�������� 3  4  5  6  7  8 /�0 9 �
�%(4� control (����-���

��(� pH)  ��(������-4#��� ��!
�"
#��
��(�/��%-��-# ���%& ������
��*��������������	
��� ��!
�

"
#%)� 24 ,(<
��������
�� 12 
(�  �����
�(�+�
��

���.�+%-<��������(� (pH 3 /�0 4) �(4� ��!<
����� ��!
�"
#������-4#� 24 ,(<
��� �-

��
�?�2A��?�����#�*�K��  88%  ��
��(
%-<�
�,-
���A��������K+(M���������������
���� 

���.�+%-<��(� pH 5 /�0������-<#�/����0�(� pH ���0#0��
�� �-����
����� ���	�

/�0���+(M���	������(

�
� 2�<�, ��
������ 1 
(� /�0 6 – 7 
(� ����& ��(� �����B�	�� 
# �N�-<#

15 O
�/�+���-# 1 �(
 ��!<
�����-���+(M��, � ��!<
��-4#���� 12 
(� ���%& ��� ����� �������� ��!
�

"
#
(# 3 �0#0 IJ

���.�+ pH 6 /�0������-<#�/�����,�
������-4#� ����� ���	�/�0���+(M���	������(



�
�, ��
������ 1 
(� /�0 3 – 4 
(� ����& ��(� /���-�����B�	����� (955 O
�/�+���-# 1 �(
) ��

����%-<������ ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ �� �&< ��)��!
 107,800 �(
/��. 2�<��-�
��/������
#����-�(#

�& ��(�%���K����(����������.�+ pH 
!<�S

���.�+ pH 7 8 9 /�0 control �(4� ���+(M���������������� /�0����!�+(�1)? 	
�

�� ��!
�"
#�������� (�� ���	�.�#�� 72 ,(<
��� �	��0OU������(

�
�.�#�� 24 ,(<
���) ������%-<



�� �!
 373,333, 366,666, 346,666 /�0 413,333 �(
/��. ����& ��(� 2�<�����-�
��/�������(�%��

�K���

�
�����-4#(�+�
�� �U��(#���<�%-<�-����
�����B�������� ��!
�"
#%-<�� ��������-4#���


�������
 �!
 ��
�?�2A��?���+(M������
(# 4 	
��� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ %-<���������-4#�,�
�

���<�� � (inoculum) 2�<��0�-�
���(�+(�1?%���K���
#����-�(#�& ��(�#�<� (r = 0.886,  P < 0.01) �(�

�.�+ pH 	
�
���� ��,�
� 24 ,(<
��� ��(������-4#�

�- ��- �

�� ��!
�"
#�(��*/��� Steinernema carpocapsae ������ ��!
�"
#%-<�-�(�#.�+�*� �����

�& ����
��)�/����(��*+!,�� ���#,��� (Kaya, 1982, 1991) �U��)�(��� �-��������/�0+(M��
�1-

��������� ��!
�"
#�� �� �����B���� 
#
�����%-#�  Bedding (1981, 1984); 
(,�- /�0�B0

(2535, 2539) �� ��#���
�1-����+�0��-4#��� ��!
�"
#� 
#
�����%-#�,���/	A���<����
 (semi-solid

media) ��	
�/� 
 ��#���
�����(�,�4�O
��&4 ��(�����0�? 
�1-����-4�����K�+�<��������� �*�

/�0��� �%)��� �0�(����<� ��!<
���-#��%-#��(����������#�, /���
��(# /��K �� 
������ �� 

�����B���	�4� �+!<
	#�#�������,��1)�����(4�  Friedman (1990) �� ��#���
�����������#
�1-

liquid fermentation �(4��0����0���
�� �!
 ��0�#(�%(4�/����� �
�� /�0+!4�%-< 2�<��-��%& ��� � �

%)����� /������+�0��-4#�	#�#�����B�� ��!
�"
#���0�(�K(���(� (fermentor) �& ������ 
��-���

�
��)��U��(#����S��K(���(� �� �-�
��+
����0�(���������������	
��� ��!
�"
#/�0

/��%-��-#%-<��-4#���
��(� 2�<��0�-����
������%(4������B/�0�)B.�+ ��������K���U��(#%-<�& ��(���


�����-4#��� ��!
�"
#���0�(�	
��	#�� ����-�
���& ��(������%-<�0�& �����0#)��?�, ���������

�0�(�K(���(���
�� �U��(#����S %-<�-�
���& ��(���
�����-4#��� ��!
�"
#��
�������
 �� /��

symbiotic bacteria (
(,�- /�0�)%1�,(#, 2542 �) inoculum sizes 	
��� ��!
�"
#/�0/��%-��-#

(Han, 1996, 
(,�- /�0�)%1�,(#, 2542 	) ���%��
��-4�-
(�K)��0���?�+!<
�����K���
���& ��(�	
�

�.�+�
���������/�0����	
�
�������
 2�<������U��(#�& ��(�
(����<�%-<�-����
��������������

/�0	#�#+(�1)?	
��� ��!
�"
#
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)���B?

1. 
)���B?���!<
��!
����S �� /��  �* 
���<�=���,!4
  �* ��
��,!4
  ���!<
�,(<��OO^�  ���!<
��	#��

 ���!<
�
(� pH  �� 
��)�%����?

2. 
)���B?���!<
�/� 
����S �� /��  flask,  beaker,  cylinder

3. 
������-4#��,!4
 �� /��  Yeast  Salt broth, 
�������
�*�� Tsb3

4.    �� ��!
�"
#  Steinernema  carpocapsae 
(# 3 �0#0 IJ

5.    /��%-��-#  Xenorhabdus  nematophilus
6.    ��
�����(���4�  Galleria  mellonella
7. ������-����S�� /�� hyamine 0.1%, formalin 0.1%, alcohol 75%, 2 N HCl, 1 N NaOH

8. 
(��)
!<�S �,�� �& ��- ��0���
�*����-#� ����-�


�1-���


��/�����%��
�  /��  CRD  8 
�1-��� (treatment) 3 2&4 � (replication) �(��-4

-  ��-4#��� ��!
�"
#��
����%-<��(��0�(� pH 3  ��(������-4#��,!4
/��%-��-# 24 ,(<
���

-  ��-4#��� ��!
�"
#��
����%-<��(��0�(� pH 4  ��(������-4#��,!4
/��%-��-# 24 ,(<
���

-  ��-4#��� ��!
�"
#��
����%-<��(��0�(� pH 5  ��(������-4#��,!4
/��%-��-# 24 ,(<
���

-  ��-4#��� ��!
�"
#��
����%-<��(��0�(� pH 6  ��(������-4#��,!4
/��%-��-# 24 ,(<
���

-  ��-4#��� ��!
�"
#��
����%-<��(��0�(� pH 7  ��(������-4#��,!4
/��%-��-# 24 ,(<
���

-  ��-4#��� ��!
�"
#��
����%-<��(��0�(� pH 8  ��(������-4#��,!4
/��%-��-# 24 ,(<
���

-  ��-4#��� ��!
�"
#��
����%-<��(��0�(� pH 9  ��(������-4#��,!4
/��%-��-# 24 ,(<
���

-  ��-4#��� ��!
�"
#��
����%-<����-�����(��0�(� pH (control)

	(4��
����%��
��-�(��-4

1. ������-#�
�������
�*�� Tsb3�& ���(�%��
�

���-#�
�������
�*�� Tsb3 �����	
�/� 
	��� 125 ��. 	
��0 30 ��. �w��)��& ��-

/�0�& ��	 �
���<�=���,!4
%-<
)B�.*�� 121o 2 �
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��?/�������4
 �����
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2. ������-#�/��%-��-#����)%1�x�+!<
�, ���� inoculum

�& ��� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ �& ��
���0��B 1,000 �(
 ��� ���� �0
��� 
#�&4 �#�

hyamine 0.1% /�0� ��� 
#�&4 ���(<�
���<�=���,!4
 ��
��& �������,)��� (homogenizer) �+!<
�� 

�2��?/��%-��-#���& ��� 	
��� ��!
�"
#��)�

��� /� 
�, �	A��	-<#/�0 /�0�& ���	-���
����



TTC + Tergitol 7 agar �& ���A�%-<
)B�.*��� 
������
����0��B 48 ,(<
��� �����!
� colony 	
�

/��%-��-# 2�<��-�(��B0����*���������-�	 � �
�S�-�&4 ����� %& ����/#�

�����-4#��
 ��

Nutrient agar �� �����,!4
����)%1�x ��A�%-<
)B�.*��������� 12o 2 ��!<
�
���0�, ����	-<#�,!4
����)%1�x����


�������
��-4#��,!4
 YS broth �& ����	#��%-< 25 - 28o 2 �����
�� 24 ,(<
��� 2�<��0�� /��%-��-#�	 �

	 � 1010 �2��?/��. (direct count) �+!<
�& ����, �����%��
���
��

3. ������-#��� ��!
�"
#�+!<
�, ���� inoculum

�& ��� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ %-<��-4#��� �����
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�0
��� 
#�&4 �#� hyamine 0.1% /�0� ������ 
#�&4 ���(<�%-<
���<�=���,!4
 /� 
��(������B�� �� ���


(���%-<� 
�����!
��0��B 1,000 �(
/
���� 1 ��. �%���(�

4. ����'��(�����%��
�

�& �	
�
�������
%-<���-#��
 ���	 
 1. ���#�/��%-��-#%-<���-#��
 ��	 
 2. ��


(��� 1010 �2��?/
���� 1 	
� �& ����	#��%-<�
����A
 120 �
�/��%- %-<
)B�.*�� 28o2 �����
�� 24 ,(<


��� ��(�����(4�����& �����(��.�+ pH ��
�������
� 
# 2N HCl ��!
 1N NaOH �� ��  pH ���

����
�1-����S ��(�����(4�%& ��������� ��!
�"
#������-4#���
(��� 1,000 �(
/
���� 1 ��. ��
�

�(�/��%-��-# /�0�& ����	#����
%-<
)B�.*�� 25o2 �
����A
 120 �
�/��%- �����
�� 12 
(� /���0

����
�1-%& ����%��
� 36 	
� (1 2&4 � = 12 	
�)

5. ����(�%��	 
�*�

- �(�%���0�(� pH 	
�
������%)�
�1-�����(������-4#��� ��!
�"
#%)� 24 ,(<
���

- �(�%�������B/�0��������������	
��� ��!
�"
#
(#����S %)� 24 ,(<
��� �����
��
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(�
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��������%��
��-4/����� ��A�
�� pH �����U��(#�& ��(�%-<�-����
��������������/�0���

�!�+(�1)?	
��� ��!
�"
#  ���������!
�����-4#�	#�#�����B�� ��!
�"
#��
�������
�(4��& �����

� 
���-4#� symbiotic bacteria  X. nematophilus  �����
�� 24 ,(<
��� ��
�%-<�0����� ��!
�"
#��

��-4#���
��(� ����0%& ��� �� ��!
�"
#�����������	#�#+(�1)?�� �- (
(,�- /�0 �)%1�,(# 2542 �.) �%

��%%-<�& ��(�	
��,!4
/��%-��-# �!
�(��0�� ���.�+%-<����0���� /���� ��!
�"
#��#%& ����#�
#


���� �� �����
�������#,���%-<�& �������
��������������	
��� ��!
�"
# (Dutky et al.,1967)

/�0��(��.�+ pH 	
�
������ 
#*����0�(�%-<����0�� �
�%(4��� ����� antibiotic �+!<
#(�#(4����

����|}
�	
��)���%�-#?
!<�S (Akhurst, 1980)  ���%��
��-4��(������-4#�/��%-��-#�+!<
�� ���.�+

����S %-<����0��  �0�(� pH 	
�
�����-���
#*��0�
��� 8.4 – 8.7  ��(�����(4����%& ������(� pH �� 


#*����0�(��(4�/�� 3 – 9 �������
�1-���%��
��(�����
	 ��� �/� 
����� ��!
�"
#������-4#���
�

�(��(4� �����(� pH ��,�
����<�� �/�0������-<#�/������0#0�
����
���-����
��������������

	
��� ��!
�"
#�(��-4

���.�+
����%-<��(����� pH 3 /�0 4 2�<���������(��(4�   ��(������-4#��� ��!
�"
#�� 

24 ,(<
��� +�
���-��
�?�2A��?�����#	
��� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ �*�K�� 88% /�0��!<
��-4#�������

48 ,(<
��� �� ��!
�"
#%-<�-,-
���
���������K+(M���������������
����   ��
������(��.�+ pH

���� 5  6  7  8  9  /�0%-<����� ��(� (control) �(4� ����-����
�����#	
��� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ

/�0��!<
%& ������
��(���������������%)� 24 ,(<
��� ��
�1-���
!<�S +�
��

��,�
������-4#�%-< 24 ,(<
��� (Figure 1.1.)

���.�+
����%-<�� ��(� pH ���� 5  6  7 /�0 8 �(4� �0�(� pH ��(� 24 ,(<
��� �0�+�<��*�

	�4����� 5.4  6.6  8.5 /�0 8.7 ����& ��(�  �& ���(��� control (����-�����(�) 2�<��.�+ pH �*� 8.6

/�0���.�+
����%-<�-�����(� pH ���� 9 �(4�  ��(� 24 ,(<
��� �0�(� pH �0�-������-<#�/�����
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��-4� 
#���  /�0������%��
��-4+�
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(��� ��,�
������-4#��� ��!
�"
#%-< 24 ,(<


����0�-�
���(�+(�1?%���K���
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�?�2A��?

���+(M��	
��� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ %-<���������-4#�/� 
����������(

�
�
(# 4 (J4)  Strauch

(1997) �� ��#���
�� �-������-,������<� (#(����%����*�������� ��) 2�<� symbiotic bacteria �� ��

	�4���,�
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#
(# 3 �0#0 IJ +(M������
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���& ��(���
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��� ��!
�"
#%-<�� �(�



��,�
������-4#�%-< 48 ,(<
��� (Figure 1.1.)

�.�+ pH ��
����	
�%)�
�1-���%��
���(������-4#��� ��!
�"
#��  48 ,(<
��� �+�<��*�

	�4���
(���%-<�����(� ��#�N+�0�.�+
����%-<#(����������!<
 24 ,(<
���/�� �!
 pH 5.6 /�0 6.7

�0�+�<���
(���%-<�*����� 6.6 /�0 7.4 ����& ��(� ��
��.�+%-<��������
#*�/� 
��!<
 24 ,(<
���/��

������-<#�/����0�(� pH �0� 
#��� ��,�
��-4+��� ��!
�"
#���<�+(M�������+���-# (Yong

female,YF) /�0�(
�*  (Yong male,YM) %-<#(����+� 
����+(�1)?  ��%)��0�(� pH %-<%��
� (pH 5 –

9)  /���
�� pH ����-����
���+(M��	
� J4

��,�
��0#0�����-4#�%-< 72 ,(<
��� (Figure 1.1.)

��
�1-���%-<�� ��(��.�+ pH ���� 5 /�0 6 �(4� ��!<
�����-4#��� ��!
�"
#������ 72 ,(<
���

�0�(� pH �*�	�4����� 7.9 /�0 8.2 ����& ��(� ��
�
�1-���
!<�������-<#�/���	
� pH ��(������-4#�

72 ,(<
��� �0� 
#��� /�0%-<%)��0�(� pH %-<%��
�+��(
��A�
(#�+��*  (M) /�0�+���-# (F) �(4�/��

86 – 100% /���
��������-<#�/��� pH ����-����
���+(M��	
��� ��!
�"
# 
#������A���+�

�
���������	
��+���-# ��
����%-<�� �-�����(��.�+ pH ���� 5 /�0 6 ��
������ ��!
�"
#��

��-4#� +�
��#(�����-�	������*� (uterus) �(��,�� �+���-#%-<�������
����%-<�- pH  �(4�/�� 8.6 – 8.8 (pH

%-<��(���
���-4#��� ��!
�"
# �(4�/�� 7 – 9) 2�<��-�	�%-<���/� 
��A����*� �N�-<#��0��B 955 O
�/�+�

��-# 1 �(
 (n = 5)  /���
�������(��.�+
�������� pH 5 /�0 6  �����%��
��(4�  �.�+%-<����

���
����%& ���#���
�������,���%-</��%-��-#�� ��	�4� 2�<��-����
����!�+(�1)?	
��� ��!
�"
#

%& ��� ����� ���	�, ��
������

��,�
��0#0�����-4#�%-< 96 ,(<
��� (Figure 1.1.)

�0�(� pH ��
����%-<��-4#���  96 ,(<
��� %)�
�1-���%��
� 
#*����0�(���� ��-#��(�%-< 72

,(<
��� ��
�1-���%-<��(��.�+
�������� pH 5 /�0 6 ��
������ ��!
�"
#����-4#�+�
���+���-#�-

�	�%-<�� �(�������/� 
 (fertilized eggs) �����*� /��+�
��
�1-���%-<�.�+ pH 5 �-�& ��
�� 
#���

�N�-<# 15 O
�/�+���-# 1 �(
 (n = 5) ��
���
�1-���%-<��(��.�+
�������� pH 6 �(4� �+���-#�-�	���A�

���*��,������  /����� ��A�
�����	�����
����%-<�.�+ pH 5 �0�)�/���
�����.�+
���� pH

6 ��
����.�+
����%-<�0�(� pH �*��
�� 6 �(4� �0+��(

�
�
(# 1 (J1) %(4���� 2�<������� ��!
�

"
#�)������/� 


��,�
��0#0�����-4#�%-< 120 – 168 ,(<
��� (Figure 1.2.)

��,�
��-4�.�+�0�(� pH ��
����	
�%)�
�1-���%��
��-����+�<�/�0�������/���
�

��
�1-���%-<��(��.�+
�������� pH 5 ��
������ ��!
�"
#����-4#��(4��	�#(�����-���+(M�� 2�<����

	 ���(���
�1-���%-<��(��.�+
�������� pH 6 �0+��(

�
� J1  /�0  J2  ��,�
��
�� 168 ,(<
���

N0�(4����OU��(
	
��	��0, ��
������  3 – 4 
(� ��!<
�%-#��(�
�1-���%-<��(��.�+
�������� pH 7 –

9 �(4� +�
���-���+(M������  J2  /�0 J3  /� 




��,�
��0#0�����-4#�%-< 192 – 288 ,(<
���  2�<�����,�
��)�% �# (Figure 1.2. 1.3. /�0     

Table 1.)

������-<#�/���	
��0�(� pH ��
����	
�%)�
�1-���%��
� ���/���
��-����+�<�/�0

�������,�
� ��
�1-���%-<��(��.�+
�������� pH 5 ��
���-4#��� ��!
�"
#�(4� +��(

�
��0#0

J1 %-<,�
��
�������-4#� 240 ,(<
��� (���OU��	������(

�
�, ��
������ 6 – 7 
(�) +(M�������(

�
�

J2 /�0  J3 %-<,�
��
�������-4#� 264 /�0 288 ,(<
��� ����& ��(� �
�����-4#(�+��+���-#%-<�-�	�%-<#(����

OU������(

#*���0��B 66.6%  N0�(4����0#0�����-4#� 12 
(� ���#(���������K��A��������� ��!
�

"
#
(# 3 �0#0 IJ ��  ��
�
�1-���%-<��(��.�+
�������� pH 6 +�
���� ��!
�"
#�����K+(M����


��/�0���<����-<#������0#0 IJ ��,�
������-4#�%-< 240 ,(<
��� (10 
(�) /�0��,�
��)�% �# (12 
(�)

�(������B�� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ �� �+-#� 60 % 	
���0,���%(4���� 2�<������
�+(M��, � ���

������������  107,800 �(
/��. �(������������&< ��)�/������
#����-�(#�& ��(�%���K������������%-<

��  ��
�1-���%-<��(��.�+
�������� pH 7 8 9 /�0 control (����-�����(�) �-�����B�� ��!
�"
#


(# 3 �0#0 IJ ��0��B 80 – 90% 	
���0,���%(4����%-<��������������� ���� 373,333.3

366,666.7  346,666.7 /�0 413,333.3 �(
/ ��. ����& ��(� 2�<����/�������(�%���K���



��3������%	���

��(������-4#�/��%-��-# ��
�������
 Tsb3 24 ,(<
��� /� 
 ��(��.�+ pH 	
�
������ 


#*����0�(�����S �!
  pH  3  4  5  6  7  8  9 /�0 control (pH 8.6 �����(��.�+ pH) +�
�� pH

�0�(�����S �-����
��������������/�0���	#�#+(�1)?	
��� ��!
�"
# �(��-4

-  �.�+%-<��(���������(� pH 3 /�0 4 �(4� ��(���������-4#��� ��!
�"
#  pH ����-���

���-<#�/��������������(� �0�(� pH �-4�-����
�����#	
��� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ %-<��-4#�����

��
�?�2A��?�*�K�� 88% �� 24 ,(<
���/��  ��
�%-<�
�,-
���A��������K+(M���������������
���� 

-  �.�+%-<K*���(����� pH 5  2�<��.�+������� /�0������-<#�/��� pH ���0#0��
�� �-

����
����!�+(�1)?	
��� ��!
�"
# �!
�+���-#�0�� ���	�, ��
������ 1 
(� �0+��	�%-<�� �(����

���/� 
 �����*� (uterus) ��,�
��
�� 96 ,(<
��� /�0�-�& ��
�� 
#��� �+���-# 1 �(
 �-�	��N�-<#

15 O
� (n = 5) �	�������-4�, �
�� 6 – 7 
(� ����0+(M�������(

�
�
(# 1 (J1) 2�<��-��0��B 33.3%

	
���0,���%(4����  �
�����-4+��+���-#%-<�-�	� 2�<�#(����+(M��� 
#K�� 66.6%  ��(������-4#�

��� 12 
(� (288 ,(<
���) �-���+(M��K���0#0 J3 �%���(4� N0�(4��������� ������%-<���� IJ

-  �.�+
����%-<K*���(����� pH 6 �+���-#�-�	�2�<��� �(�������/� 
 ��,�
��
�� 96 ,(<


��� (�,����-#
�(��(� pH 5) �-�& ��
������A� uterus �N�-<# 955 O
�/�+���-# 1 �(
 (n = 5) ���OU��	�



������(

�
�
(# 1 (J1) �, �
������
������ 3 - 4 
(� ��,�
��)�% �# 12 
(� �����K+(M������ IJ

��  2�<��-��0��B 60% 	
��(

#���%-<�)����
� ������%-<�� �&< ��)� �!
 107,800 �(
/��. /�0�-�
��

/������%���K���
#����-�(#�& ��(����������	
��0�(� pH 
!<�S (7 – 9)

-  �.�+%-<K*���(����� pH 7 8 /�0 9 �(4� ������-<#�/����.�+ pH ��/���0,�
��(4�����-

����
�������������� ����!�+(�1)?	
��� ��!
�"
# �,����-#
�(��(������-4#����.�+%-<����� ��(�

pH (control) �+���-#�0�� ���	�.�#�� 72 
(� /�0�	�+(M�������(

�
�
(# 1 (J1) .�#�� 24 ,(<
���

��
�������%-<�� ��������-4#��� pH /���0�0�(� 7 8 /�0 9 �(4���� ��-#��(� �!
 373,333.3 ,

366,666.7 /�0 346,666.7 �(
/��. ����& ��(� /�0����-�
��/������%���K����(�������%-<�� ���

control 2�<��-�������*��)� 413,333.3 �(
/��.

�U��(#
-�
#������<�%-<�-����
�����B�������� ��!
�"
#%-<�� ��������-4#�� 
#
�������
 

�!
 ��
�?�2A��?+(M������
(# 4 (J4) 	
��(

�
��0#0 Infective Juvenile (IJ) %-<���������-4#�,�
����<�

� � (inoculum) 2�<��-�
���(�+(�1?��#����(��.�+ pH ��,�
� 24 ,(<
��� ��(������-4#�



T
em

pe
ra

tu
re

 =
 2

5 
-C

   
   

   
   

   
   

   
  J

1=
4.

59
%

   
   

   
   

   
   

   
  J

2=
7.

62
%

 
   

   
J 1=

2.
88

%

   
   

   
   

   
   

  J
1=

5.
05

%
   

   
   

J 2=
13

.2
0%

   
  J

3=
56

%
   

   
   

   
  J

2=
4.

16
%

  J
2=

2.
31

%

   
   

   
   

   
 IJ

=3
.3

3%
   

  
   

   
   

   
 J

1=
36

.2
0%

   
   

J 2=
35

.9
4%

   
   

 J 3=
69

.7
7%

   
 IJ

=1
4%

   
   

   
   

 J 3=
24

%
  J

3=
4%

   
   

   
   

   
 J 4=

33
.3

3%
   

   
   

   
   

   
  J

1=
99

.8
4%

   
 J

2=
63

.7
6%

   
  J

3=
58

.9
7%

   
   

J 4=
7.

54
%

   
  J

4=
3.

26
%

   
   

   
  I

J=
53

%
  I

J=
80

%

 
   

   
  I

J=
80

%
   

   
  Y

F=
36

.6
6%

   
 F

=7
0.

21
%

   
  F

=0
.1

4%
   

   
  F

=0
.0

2%
   

   
  F

=0
.0

1%
   

   
 Y

F=
9.

42
%

   
   

F=
11

.0
1%

   
   

   
 F

=1
2.

50
%

   
F=

3.
46

%

   
In

se
ct

 h
os

t
   

   
 J

4=
20

%
   

   
 Y

M
=2

6.
66

%
   

M
=2

9.
78

%
   

 M
=0

.0
1%

   
   

M
=0

.0
1%

   
   

 M
=0

.0
01

%
   

Y
M

=0
.0

5%
   

  M
=3

.0
2%

   
   

   
 M

=6
.2

5%
 M

=6
.3

5%

�
   

   
   
|m

at
in

g 
pe

rio
d| 

   
   

  

�
IJ

(J
3)�

0�
�
�

24
�
�
�

48
�
�
�

72
�
�
�

96
�
�
�

12
0�

�
�

14
4�

�
�

16
8�

�
�

19
2�

�
�

21
6�

�
�

24
0 

 H
O

U
R

S

�
 |m

at
in

g 
pe

rio
d| 

  

 L
iq

ui
d 

cu
ltu

re
   

   
   

 IJ
=2

4%
IJ

=4
.5

1%
  J

1,J
2=

87
.5

6%
 J

1,J
2=

99
%

   
   

   
J 3=

34
%

   
   

   
   

J 3=
20

%
  J

3=
10

%
   

   
   

 IJ
=9

8%
   

   
IJ

=1
00

%

   
   

   
(T

sb
3)

   
   

 J
4=

76
%

J 4=
3.

22
%

   
   

 F
=6

.7
3%

F=
0.

68
%

   
   

   
IJ

=6
6%

   
   

   
   

IJ
=8

0%
  I

J=
90

%

   
   

   
   

 Y
F=

25
.8

%
   

  M
=5

.6
9%

   
   

M
=0

.2
2%

   
 

F=
29

.7
%

   
   

  
   

J1
, J

2,
 J3

, J
4 

= 
Ju

ve
ni

le

   
   

   
   

  M
=3

6.
77

%
   

   
IJ

 =
 In

fe
ct

iv
e 

ju
ve

ni
le

   
 Y

F 
= 

Y
ou

ng
 fe

m
al

e
  F

 =
 F

em
al

e

   
 Y

M
 =

 Y
ou

ng
 m

al
e 

   
   

   
M

 =
 M

al
e

Fi
gu

re
 1

. C
om

pa
ra

tiv
e 

de
ve

lo
pm

en
t o

f  
Ste

ine
rne

ma
  ca

rpo
cap

sae
 re

ar
ed

 b
y 

In 
Viv

o a
nd

 In
 Vi

tro
 li

qu
id

 c
ul

tu
re

.

   



Ta
bl

e 
1.

 F
re

qu
en

t m
at

in
g 

of
 th

e 
m

al
e 

ne
m

at
od

es
 St

ein
ern

em
a  c

arp
oca

psa
e in

 li
qu

id
 c

ul
tu

re
 b

y 
ob

se
rv

in
g 

th
e 

1 �
 ju

ve
ni

le
 in

 fe
m

al
e 

bo
dy

.

Se
x 

ra
tio

Fe
m

al
e*

R
ep

lic
at

io
n

To
ta

l

m
al

e:
fe

m
al

e
1

2
3

4
5

6
7

N
o.

Fe
m

al
e

W
E

1
-

1
1

1
1

-
5

0:
1

W
oE

-
1

-
-

-
-

1
2

W
J

-
-

-
-

-
-

-
-

W
E

1
2

1
-

-
1

1
6

1:
2

W
oE

1
-

-
2

-
-

1
4

W
J

-
-

1
-

2
1

-
4

W
E

2
2

1
-

3
-

-
8

1:
3

W
oE

1
-

2
2

-
1

2
8

W
J

-
1

-
1

-
2

1
5

W
E

-
-

-
1

1
1

2
5

1:
4

W
oE

2
3

2
-

2
1

1
1

W
J

2
1

2
3

1
2

1
12

* 
= 

Fe
m

al
e 

ne
m

at
od

e 
af

te
r 5

 d
ay

s r
el

ea
se

d 
in

 li
qu

id
 c

ul
tu

re
 w

ith
 m

al
e 

ne
m

at
od

e.

W
E 

= 
w

ith
 e

gg
s i

n 
bo

dy
W

oE
 =

 w
ith

ou
t e

gg
 in

 b
od

y
W

J =
 w

ith
 1
� 

ju
ve

ni
le

 in
 b

od
y



Table 2.  Comp
ar

at
iv

e 
nu

m
be

r o
f t

he
 ju

ve
ni

le
s p

ro
du

ce
d 

by
 fe

m
al

e 
ne

m
at

od
es

 
Ste

ine
rne

ma
  ca

rpo
cap

sae
 in

 li
qu

id
 c

ul
tu

re
 a

nd
 in

se
ct

 h
os

t.

C
ul

tu
re

 m
et

ho
d

N
o.

 fe
m

al
e 

ob
se

rv
ed

N
o.

 ju
ve

ni
le

 p
er

  f
em

al
e

T 
– 

te
st

M
ax

.
M

in
.

A
ve

r.

Li
qu

id
 c

ul
tu

re
13

20
00

18
9

   
 9

74
.6

 �
 5

74
.5

T=
2.

11
64

*

 P
=.

05

In
se

ct
 h

os
t

9
30

50
30

0
16

88
.9

 �
 1

00
9.

6

Ta
bl

e 
3.

  T
he

 p
at

ho
ge

ni
ci

ty
 a

ss
es

sm
en

t*
 o

f  
ne

m
at

od
e 

Ste
ine

rne
ma

  ca
rpo

cap
sae

 (I
J)

 c
ul

tu
re

d 
in

 li
qu

id
 m

ed
iu

m
 a

nd
 in

se
ct

 h
os

t.

   
   

   
   

   
   

   
 L

iq
ui

d 
cu

ltu
re

   
   

   
   

   
   

  
In

se
ct

 h
os

t  
   

   
   

   
   

   
  C

hi
 –

 sq
ua

re
   

    
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
  N

o.
 tr

ea
te

d 
   

   
N

o.
 d

ea
d 

   
   

 %
de

ad
N

o.
 tr

ea
te

d
  N

o.
 d

ea
d

 %
de

ad
 ( 
�2  )

   
   

   
 2

16
   

 9
9

   
   

   
 4

5.
5

   
21

6
   

  1
12

  5
1.

8
   

   
1.

33
ns

 (P
=.

24
81

)

* 
= 

Th
e 

m
et

ho
d 

ut
ili

ze
s a

 c
ul

tu
re

 c
el

l w
el

l w
ith

 c
on

fin
es

 o
ne

 in
fe

ct
iv

e 
Ste

ine
rne

ma
  ca

rpo
cap

sae
 w

ith
 o

ne
 in

se
ct

 h
os

t a
nd

 re
su

lts

   
   

 in
fe

ct
io

n 
w

ith
in

 4
8 

ho
ur

s (
 M

ill
er

, R
.W

. 1
98

9 
).



1.7 ������� ��
�������&* �� � $��%&��& +���	
������0��,��

�����
��������������	����� +��
	�� �����	 500 ��.

Effect of  Bacteria Culturing Periods in Different Quantities of Liquid Culture

 in 500 ml. Shake Flask on the Yield of the Entomopathogenic Nematode

Steinernema carpocapsae  (Weiser)

                                                                                

�%�
	 ��

�������	
��0#0�
�������-4#�	#�#/��%-��-#���0�(������B
�������
�����(���
��

������ ��!
�"
# Steinernema carpocapsae ��	
�/� 
 (flask) 	��� 500 ��. %& ����%��
�%-<

� 
��'��(����� ��)�����
��(#��������(��*+!,%��,-
.�+ �
��-'/�0�(�

�%#� ��#
��/�����

%��
�/�� 4 x 4  factorial in CRD �- 2 �U��(#  5 2&4 �   �U��(# A  �!
 �����B
�������
�*�� Tsb3

�����(� 4 �0�(� �!
 30, 40, 50 /�0 60 ��./	
�    �U��(# B �!
 �0#0�
�������-4#�	#�#/��%-��-#

�����
�� 30, 36, 42 /�0 48 ,(<
��� ��
������ ��!
�"
#����-4#���
��(������
�� 10 
(� �
����A
��

����	#�� 120 �
�/��%- 
)B�.*�� 25o 2  ��#�, �����B/��%-��-#���<�� � (inoculum) ��0��B 107

�2��?/
���� 1 ��. /�0�� ��!
�"
#���<�� � (inoculum) 1,000 �(
/
���� 1 ��.  +�
���0#0�
��

48 ,(<
��� ����,�
�%-<����0���& ���(���-4#�/��%-��-#��
������ ��!
�"
#����-4#� 2�<��� �������*�

��%)��0�(������B
���� �!
%-< 30, 40, 50 /�0 60 ��./	
� ��#�-������ 321,160  319,360,

326,720 /�0  322,980 �(
/��. ����& ��(� /�0���/�������(�%���K��� ��
���0��%1�.�+������	 �

%& ���#/���	
��� ��!
�"
#%-<������ ���%)�
�1-���%��
� (treatment) ���/�������(�%���K���

��#�-���
#*��0�
��� 44 – 46%



�- ��- �

�����-4#�	#�#�����B�� ��!
�"
#  Steinernema carpocapsae � 
#
�������
%-<������

�(4� ��!<
�����-	 
�& ��(���-<#
�(��
����A
������	#�� 2�<���(��� �*��)���
(��� 120 �
�/��%- 2�<��-

����
�0�(������B
������!


�2����%-</��%-��-#/�0�� ��!
�"
#�� �(���,�
������-4#�  ���

%��
�����)���� ��������(��0�(������B
������ � 
#%-<�)� /�0�, 	
�/� 
%-<�-	�����A������

��-4#� %(4��-4�+!<
�� �����-4#� symbiotic bacteria  Xenorhabdus nematophilus �� �����B�*��)���,�
�

�0#0�
���(4�   ��!<
�����(��-
�%1�+���
��������������/�0	#�#+(�1)?	
��� ��!
�"
#    (
(,�-

/�0�)%1�,(#, 2542; Poinar and Thomas, 1965, 1966) /�0�����B�������� ��!
�"
#%-<�� �(� ���

�����%��
�%-<�������0��A��� 
�������-4#��� ��!
�"
#��	
�/� 
 125 ��. �����B
�������


15 ��. /��%-��-#���<�� � (inoculum) 107 �2��?/
���� 1 ��. ����-4#���
�������
��
������
�� 24

,(<
��� /� 
�������� ��!
�"
#
(��� 1,000 �(
/
���� 1 ��. ����-4#���
��(������
�� 9 - 10 
(� �� 

�������*�����&< ��
�� 300,000 �(
/��. ��!
 4.5 � ���(
/
���� 1 	
� 
#������A������������ ��!
�

"
#� 
#
�������
�� �� �����B�������
��� 
���� ��#
�1-�(�����
�(4��-	 
��-#���-#��!


���!
�%(4�/�����/�0�
���& ���(��������)
������	
�/� 
�& ��
���� �������,!4
/��%-��-#/�0

�� ��!
�"
#����-4#���
#��(4� 2�<��
���%-<�0����|}
��-��� �
�����-4#(��-����, +!4�%-<�������-4#�

�	#��/�0����'��(���������,���(�

�(��(4�
(�K)��0���?	
����%��
��-4 �+!<
%-<�0���U����(�����
	 ��� ��� � 
#�� ��#���

�+�<�%(4������B
�������
/�0	���	
�	
�/� 
%-<�, ��-4#� /�0%& ������-4#����.�+%-<�-�
����A


������	#���*��)�� 
#
(����%�������!
 120 �
�/��%- %(4��-4�� �� 
(����������� ��!
�"
#��

����

���
 1 ��. ����&< ��
�����%��
�%-<�������,���(� 2�<��0�-���� �� �����B�� ��!
�"
#���������

/���0��(4��� ���	�4� %& ��� � �%)���������&< ��� 	 
�*�%-<�� �����K�& ����, �������-4#��� ��!
�

"
#��K(���(���
��




�/&	- ��������


)���B?

1. 
)���B?���!<
��!
 �� /��  �� 
��)�%����? �* 
���<�=���,!4
 �* ��
��,!4
 ���!<
�,(<��OO^�

���!<
��U��
����    ���!<
��
����    �* �
��)�
)B�.*��    �* �
��)�
)B�.*���&< � –70 &2

2. 
)���B?���!<
�/� 
����S�� /�� beaker, cylinder, flask, slide, plate,  pastuer pipette,  vial

3. 
������-4#��,!4
 �� /��  peptone 0.1%, 
�������
�*�� Tsb3, Yeast  Salt broth, NBTA

4. �� ��!
�"
# Steinernema carpocapsae 
(# 3 �0#0 IJ

5. /��%-��-# Xenorhabdus  nematophilus
6. ��
�����(���4� Galleria  mellonella
7. ������-����S �� /��  hyamine 0.1%,  formalin 0.1%,  alcohol 75%

8. 
)���B?
!<�S �,��  counter,  autopipette +� 
� tip,  magnetic bar,  K���(��� ��!
�"
#

�)��& ��-  �	A��	-<#  ��0���
�*����-#� K����)�%��
���0��%1�.�+  ����-�


�1-���


��/�����%��
�/�� 4 x 4  factorial in CRD  16 
�1-��� (treatment) 5 2&4 � (replication)

2 �U��(# (factor) �(��-4

�U��(#  A      �����B
�������
  4  �0�(�  �!


                                         -  30  ��./	
�

                                         -  40  ��./	
�

                                         -  50  ��./	
�

                                         -  60  ��./	
�

                            �U��(#  B   �����-4#�	#�#/��%-��-#��
�������
 4 �0#0�
����
������ ��!
�

"
#����-4#�  �!


                                         -  30  ,(<
���

                                         -  36  ,(<
���

                                         -  42  ,(<
���

                                         -  48  ,(<
���

1. ���-#�
�������
�*��  Tsb3  �& ���(�%��
�

���-#�
�������
�*�� Tsb3 �����	
�/� 
	��� 500 ��. %-<�0�(������B
��������U��(#

A �& ��	 �
���<�=���,!4
%-<
)B�.*�� 121o2 �
���(� 15 �
��?/�������4
 �����
�� 20 ��%-



2. ������-#�/��%-��-#����)%1�x�+!<
�, ���� inoculum

�-	(4��
��(���
���-4

2.1 ���/#��,!4
/��%-��-#%-<����)%1�x����&4 ���!
� (haemolymph) 	
���
�����(���4�

- �& ���
�����(���4� Galleria mellonella 
(#�)�% �#��
��	 ��(�/� %-</	A�/�� 2-3

�(
 ��%& ���� infect � 
#�� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ �����/� 
 (petridish) %-<�-��0�����
��
�
#*�

�& �����A�%-<
)B�.*�� 25  &2 ��� 48 ,(<
���

- �& ���
�%-<��#� ��� 
#�&4 �#� hyamine 0.1% /�0� ������ 
#�&4 ���(<�%-<
�=��

�,!4
/� 
 %& �����(�	��%-#�	
���
��0�-�&4 ���!
��#�

��� �, �	A��	-<#/�0/� 
�& ���	-���


������-4#��,!4
 NBTA ��A��
 %-<
)B�.*�� 28  &2  �����
�� 48 ,(<
��� ��!<
�,!4
����� ��!
� colony %-<

����)%1�x /� 
%& ����# �#�,!4
���#S ��(4����� �,!4
%-<����)%1�x

- �	-<#�,!4
%-<����)%1�x ����-4#�	#�#��
������-4#��,!4
 YS broth 150 ��. ��	
�

/� 
 (flask) 	��� 500 ��. �	#��%-<�
����A
 200 �
�/��%- 
)B�.*�� 28 &2 �����
�� 24 ,(<
���

- %& ������
��������|}
���#�*�(��B0/��%-��-#� 
#���# 
�/��� �2��?	
�

/��%-��-# Xenorhabdus nematophilus �0�-�(��B0����%�
��*�%����0�
� /����� (�-/��)

- ��!<
�� /��%-��-#%-<����)%1�x/� 
������� glycerin %-<�������
���<�=���,!4
/� 
 45

��. ��������(�/��%-��-#%-<��-4#���   1  	
�     �	#���� �	 ��(�/� 
����)����  micro  tube  %-<����

���
�=���,!4
/� 
 ��
��0 1 ��. �& ��	 ���A����* �
��)�
)B�.*���&< � –70 &2 �+!<
�, ���� inoculum

2.2 ��!<
� 
�����, /��%-��-#�������B����& ���(��, ���� inoculum �������-4#�	#�#

�� ��!
�"
# �� �& �/��%-��-#���	 
 2.1 ����-4#�	#�#�����B�� YS broth ��#�, /��%-��-# 1

��
�/YS broth 1 	
� �	#��%-<�
����A
/�0
)B�.*���(��,����	 
 2.1 ��� 24 ,(<
��� �0�� �����B

/��%-��-#��0��B 2.6 x 108 �2��?/��. �(���#
�1- drop plate (Supanwong and Pichai 1995)

3. ������-#��� ��!
�"
#�+!<
�, ����  inoculum

�& ��� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ %-<��-4#��� �����
�����(���4� (G. mellonella) ��� ���� 

�0
��� 
#�&4 �#� hyamine 0.1% /�0� ������ 
#�&4 ���(<�
���<�=���,!4
 /� 
��(������B�� �� ���


(���%-<� 
���� �!
��!<
����� ��!
�"
# 1 ��. ������-4#���
����%)��0�(� �0�-�� ��!
�"
#���<�� �

(inoculum) ��0��B 1,000 �(
/
���� 1 ��. �%���(�

4. �����-4#�	#�#/��%-��-# /�0�� ��!
�"
#

%& �������/��%-��-#%-<���-#��
 ���	 
 2.2 (1 ��. �-��0��B 2.6 x 108 �2��?) ����
����

���
�*�� Tsb3 %-<���-#��
 ����U��(# A ���0�(�����S N0�(4��0�(������B/��%-��-#���<�� �



(inoculum) ��
�����0�(�����S �0�-��0��B 1.42 x 107 �2��?/��. ��(�����(4��& ����	#��%-<

�
����A
 120 �
�/��%- ��#�, �0#0�
���������-4#�	#�#����U��(# B  �!
  30  36  42 /�0 48 ,(<


��� /� 
�������� ��!
�"
#%-<���-#��
 ���	 
 3. ������-4#���
��(������
�� 10 
(� %-<
)B�.*�� 25o2

5. ��A�������

�& ��� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ %-<��-4#��� ��/#�� ��� 
#����(4��� �� ��!
�"
#���0�
�

��
� /� 
����& ����������� ����
�� 
#�0/�����
�	��� 270 mesh %& �����(��& ��
��� ��!
�

"
#%-<������ � 
#���!<
��(�
(����(�� ��(�����(4���A�������%-<�� ��O
��&4 �����)��K)�+������

/� 
�& ���A�%-<
)B�.*�� 602 �+!<
%��
���0��%1�.�+��
��

6. �����
��(������B�2��?/��%-��-#%)�S 6 ,(<
��� ��(������-4#� 24 ,(<
���/����/���0
�1-

���

��(������� inoculum /��%-��-#����-4#���
�������
�*�� Tsb3  ���
�1-�������S ��(����

��-4#���� 24 ,(<
���/��/� 
 %& �����& ��(

#���
���� 1 ��. ��%)�S 6 ,(<
�����/���0
�1-��� �+!<


��
��(������B�2��?/��%-��-#%-<�� � 
#
�1-��� drop plate  (Supanwong and Pichai  1995)

7. %��
���0��%1�.�+����	 �%& ���#/���	
��� ��!
�"
# (
�1-	
� Miller 1989) �(��-4

7.1 ���-#�K����)� 7 K�� /���0K���- 24 ��)� /���0��)��-	����� �����*�#?����

1.5 2�. �*� 2 2�. +� 
�"���
����%%)�K��

7.2 �����0�����
�%-<� ���)�S�0 1 /���

7.3 �, ������*��� ��!
�"
# 1 �(
/�&4 � 30 ��������� �#�����/���0��)�	
�K��%-<

���-#��
  ��)��0 1 �(


7.4 ����(4��(���
�����(���4� 
(# 5 - 6 �������)�S�0 1 �(
 /� 
�w�"�

7.5 %& ����%��
�%(4���� 7 K�� /���0K��������� 1 2&4 � �& �K��%(4������A�%-<
)B�.*��

25o2 �����
�� 48 ,(<
��� ���%& ������
��(���
�%-<��#��/���0K�� �����
�?�2A��?�N�-<#����	 �

%& ���#/��� ��#�(�	 
�*�	
�2&4 ���!
K��%-<�-�����B��
���#�*��)�/�0�&< ��)�

�

�
��/�0�K��%-<

%& ����%��
�%-<� 
��'��(�����  ��)�����
��(#��������(��*+!,%��,-
.�+  �
��-'/�0

�(�

�%#� ���
�,��������� �0�
���+��.���  2541 - �������  2541



��$��
����02�����%	���

��� Table 1. +�
���0#0�
���������-4#�	#�#/��%-��-#	
�%)��0�(������B
���� 30,

40, 50 /�0 60 ��. ��	
�/� 
	��� 500 ��. �	#��%-< 120 �
�/��%- �����
�� 48 ,(<
��� �� ������

�� ��!
�"
#�*��)� �!
 321,160  319,360  326,720 /�0 322,980 �(
/��. ����& ��(� ����-�
��/��

�����(�%���K��� /���*��
��������%-<�� ���
�1-�����-4#�/��%-��-#��,�
��0#0�
��%-<�(4��
���!
 30,

36, 42 ,(<
��� 
#����-�(#�& ��(�%���K��� ��
���0��%1�.�+������	 �%& ���#/���	
�������

�� ��!
�"
#%-<�� ���/�������(�%���K���%(4� 16 
�1-��� ��#�-����N�-<#
#*��0�
��� 44 – 46% (Table

3.) /���
���0#0�
�������-4#�/��%-��-#%-</�������(��(4�����-����
��0��%1�.�+	
��� ��!
�"
#

�� Table 2. /�0 Figure 1. /����� ��A�K����������/�0����+�<������B	
�/��%-��-#��

�����-4#�%-<�-�0�(������B
����%-<�����(� �-�
���� �#�����(�%-< 48 ,(<
����� �����B�*�K�� 1012

�2��?/
���� 1 ��. ,�
��-4K!

�������0#0��4��)�	
�,�
����/����2��? (log phase) ��(�����(4�

�����B�2��?/��%-��-#��%-< 2�<���������	 ��*��0#0 stationary phase �0��A��� 
���-�
��/���������

���%��
��������-4#���	
�/� 
	��� 125 ��. �0�(������B
�������
 15 ��. �
����A
�	#��

120 �
�/��%- �0�� �����B�2��?�*��)�%-< 24 ,(<
��� (1.29 x 1012 �2��?/��.) ,�
� log phase �0�(4�

�
�� %(4��-4��!<
�����
����A
������	#���(4��%���(� �����-4#���
����%-<�-�����B� 
#�
�� /��%-��-#�-

�
����� �(�
������!


�2������ ����
�� %& ��� ��������/�0�+�<������B�� ��A
�
�� 
#������A

�����<�%-<���!
��(��!
�������� ��!
�"
#������-4#���
��(�/��%-��-#��,�
����# log phase (%-< 24

/�0 48 ,(<
���) /�0�� �������*����0�(���-#
�(���0��B 300,000 �(
/��. ��
��������� ��!
�

"
#������-4#���,�
������-4#�/��%-��-#�����
�� 30, 36 /�0 42 ,(<
����(4� �0�� ������� 
#�
��

�(��(4�,�
��0#0�
���������� ��!
�"
#������-4#���
��(�/��%-��-#�(4��-�
���& ��(���
������

�� ��!
�"
# ��������K
1���#�� 
�� ��,�
� log phase �(4� /��%-��-#�-����� �����
����%-<�& �����

��
��������������/�0����!�+(�1)?	
��� ��!
�"
# (Ehlers et al. 1990) �����%-</��%-��-#

�����K�� �����
������ ���%)�,���/�0�-�����B�*�+
�+-#���
�
��� 
����	
��� ��!
�"
#

�(4� �& ������0� 
��� /��%-��-#�& ������������	
��(�+� 
��(����/����2��?���� �����B�*��)�

K��,�
����# log phase ��-#��
� �������� ��!
�"
#������-4#���
�%-<�0K��,�
����# log phase 	
�

/��%-��-#�(4��� ��!
�"
#
���� �(����
�������+
�+-#�/�0���K 
� ��!<
������������ ��!
�

"
#�0�����
��������	
�/��%-��-#��,�
��-4 ����-����
���	#�#+(�1)? ����� ���	��0� 
#��

������%-<�� �A�0� 
#���,���(�



��3������%	���

�����-4#�	#�#�� ��!
�"
#��	
�/� 
	��� 500 ��. %-<�
����A
 120 �
�/��%- 
)B�.*��

25o2 �, /��%-��-#���<�� � (inoculum) ��0��B 107�2��?/
���� 1 	
� /�0�� ��!
�"
# 1,000 �(
/


���� 1 ��. +�
���0#0�
�� 48 ,(<
��� ����,�
�%-<����0���& ���(���-4#�	#�#/��%-��-#��
����

���
�*�� Tsb3 ��
������ ��!
�"
#����-4#���
��(� �0�� �������*���%)��0�(������B
���� �!


%-< 30, 40, 50 /�0 60 ��./	
� �� �������!
 321,160  319,360  326,720 /�0 322,980 �(
/��. ���

�& ��(� 2�<����/�������(�%���K��� ��
���0��%1�.�+������	 �%& ���#/���	
��� ��!
�"
#%-<����

�� ���%)�
�1-���%��
� (treatment) ���/�������(�%���K��� ��#�-���
#*��0�
��� 44 – 46%

Table 1. Average yield of nematodes Steinernema carpocapsae per ml. cultured in 500

ml. shake flask for 10 days at different combinations of quantity of liquid

medium and bacteria culturing period.

Quantities of  liquid Bacteria culturing periods (hr.)  (B)

medium (ml./flask)  (A) 30 36 42 48 A  Mean

30

40

50

60

  280,480  a(b)

  242,420  b(b)

  225,060  c(b)

  230,920  bc(d)

  264,620  a(c)

  246,280  b(b)

  229,900  c(b)

  268,720  a(c)

   262,200  b(c)

   224,540  c(c)

   209,540  d(c)

   305,160  a(b)

 321,160  a(a)

 319,360  a(a)

 326,720  a(a)

 322,980  a(a)

   282,115  A

   258,150  B

   247,805  B

   281,945  A

B  Mean   244,720  B   252,380  B    250,360  B  322,555  B    267,503.8

CV.  =  3.7%

In a column, means followed by a common letter are not significantly different at the 5% level by

DMRT.

In a row, means followed by a common letter in a bracket (  )  are not significantly different at 5%

level by DMRT.

1/  Means factor  A, B, followed by a common capital letter are not significantly different at the

5% level by LSD (LSD 0.05 A, B  =  12,639.3  nemas./ml.).



Table 3. Average pathogenicity assessment* of nematodes cultured in 500 ml. flask at

different combinations of  quantity of  liquid media and bacteria culturing period.

Quantities of  liquid Bacteria culturing periods  (hr.)  (B)

medium (ml.)  (A) 30 36 42 48 A  Mean

30

40

50

60

    44.164  a(a)

    44.168  a(a)

    44.168  a(a)

    44.168  a(a)

45.000  a(a)

46.668  a(a)

46.666  a(a)

46.666  a(a)

44.166  a(a)

44.166  a(a)

45.000  a(a)

45.000  a(a)

44.168  a(a)

44.166  a(a)

44.168  a(a)

45.000  a(a)

44.375

44.792

45.001

45.209

B  Mean     44.167    46.250 44.583 44.375 44.844

CV.  =  12.80%

* =  The method utilizes a culture cell well with confines one infective  Steinernema carpocapsae   
        with one insect host and results infection within 48 hours (Miller, R.W.  1989.).

In a column, means followed by a common letter are not significantly different at the 5% level by

DMRT.





Figure 1.  Comparative growth curves of symbiotic bacteria  Xenorhabdus nematophilus    cultured in

                 125 and 500 ml. shake flasks.

0

    =  125 ml. shake flask with 15 ml. media    =  500 ml. shake flask with 50 ml. media

    =  500 ml. shake flask with 30 ml. media    =  500 ml. shake flask with 60 ml. media

    =  500 ml. shake flask with 40 ml. media
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Table 4.  Density of  symbiotic bacterial Xenorhabdus  nematophilus counted at 6 hour intervals during

                 culturing periods of  54 hours in 125 ml. shake flask (15 ml. media) and 500 ml. shake flasks

                 (30, 40, 50 and 60 ml. media).

Bacteria

culturing In 125 ml. shake flask**

periods (hr.) (15 ml. media) 30 ml. 40 ml. 50 ml. 60 ml.

0 1.17 x 10
7

1.42 x 10
7

1.42 x 10
7

1.42 x 10
7

1.42 x 10
7

6 2.23 x 10
9

- - - -

12 3.12 x 10
10

- - - -

18 8.94 x 10
11

- - - -

24 1.29 x 10
12

3.01 x 10
8

3.25 x 10
8

2.98 x 10
8

4.21 x 10
8

30 7.62 x 10
11

2.77 x 10
9

4.40 x 10
9

2.0 x 10
9

3.11 x 10
9

36 7.60 x 10
11

2.86 x 10
9

5.0 x 10
9

2.36 x 10
9

3.14 x 10
9

42 7.61 x 10
11

2.23 x 10
10

3.10 x 10
10

1.65 x 10
10

1.75 x 10
10

48 6.98 x 10
11

2.73 x 10
12

1.18 x 10
12

3.21 x 10
12

2.81 x 10
12

54 6.90 x 10
11

2.71 x 10
12

1.20 x 10
12

3.20 x 10
12

2.85 x 10
12

(-)  =  not recorded

* airflow rate =  8  l / min.

Bacterial cell density (cells/ml.) 

In 500 ml. shake flask** (with media)



2. "@�A������&* �����	�����  Steinernema carpocapsae +�

��	
�G
�,�
�



2.1 �����0$�������%/�K�V�������	�����   Steinernema carpocapsae (Weiser)

%&'����+���,���,�
�	 ���+X�����	����� ���'���� (inoculum)  %&'�	��������
�/&���

��&* �����3%/�Z (pure line technique)  $��%&'�	����$�����"
  (insect host)

Yield and Potential of the Entomopathogenic Nematode

Steinernema carpocapsae (Weiser) Cultured in Liquid Medium by Using

Nematode Inoculum Reared from Pure Line Technique and Insect Hosts

                                                                      

�%�
	 ��

������-#��%-#�����+�<������B/�0��0��%1�.�+	
��� ��!
�"
# Steinernema
carpocapsae %-<������#����,  inoculum �� ��!
�"
#%-<��-4#���#����
�1-����)%1�x (pure line

technique) /�0%-<�� ���/���
��(# (host) %& ����%��
�%-<� 
��'��(����� ��)�����
��(#�������

�(��*+!,%��,-
.�+  �
��-'/�0�(�

�%#�  ��#
��/�����%��
�/�� CRD 4 ����
�1- 5 2&4 � �(�

�-4

����
�1-%-< 1 ��-4#�	#�#�� ��!
�"
#��
�������
 Tsb3 ��#�,  inoculum �� ��!
�"
#%-<

����)%1�x

����
�1-%-< 2 ��-4#�	#�#�� ��!
�"
#��
����/	A���<����
 (semi - solid media) ��#�, 

inoculum �� ��!
�"
#%-<����)%1�x

����
�1-%-< 3 ��-4#�	#�#�� ��!
�"
#��
�������
 Tsb3 ��#�,  inoculum �� ��!
�"
#%-<

������ ���/���
��(#

����
�1-%-< 4 ��-4#�	#�#�� ��!
�"
#��
����/	A���<����
 (semi - solid media) ��#�, 

inoculum �� ��!
�"
#%-<������ ���/���
��(#

��
��(������B/�0��0��%1�.�+������	 �%& ���#/���	
��� ��!
�"
#%-<��-4#���%)�
�1-

���  +� 
�%(4���
��������B�2��? symbiotic bacteria ����� ��!
�"
#%-<��-4#��� ��%)�
�1-��� +�


������,  inoculum %-<����)%1�x�(4����
����
�������
�*�� Tsb3 /�0
����/	A���<����
 �����K

�+�<������B�� �*�K�� 283.6 /�0 302.2 �%������& ��(� 2�<�����-�
��/�������(�%���K��� /���0�*��
��

�����-4#����*����-#
�(�/���,  inoculum %-<�� ���/���
��(# ��#/������
#����-�(#�& ��(�%���K���

�(������-4#���
�������
 �!
�+�<������B��  243.8 �%�� /�0�������& �����-4#���
����/	A���<�

���
 �+�<������B�� �+-#� 183.3 �%�� (P < 0.05)



�& ���(���0��%1�.�+������	 �%& ���#/���	
��������� ��!
�"
# +�
�������-4#���


����/	A���<����
 ��#�,  inoculum �� ��!
�"
#%-<����)%1�x �-��0��%1�.�+�*��)��!
 55% 2�<�/��

����
#����-�(#�& ��(�%���K�����������-4#���#
�1-���
!<� 
#*����0�(���� ��-#��(��0�
��� 38 -  43%

/�0���/�������(�%���K���

��
������B�2��?/��%-��-#/#������ ��!
�"
#%-<��-4#���#�,  inoculum�� ��!
�"
#%-<

����)%1�x �-�����B�*��
������,  inoculum �� ��!
�"
#���/���
��(# ��#%-<����,  inoculum

�� ��!
�"
#����)%1�x��-4#�� 
#
�������
 �� �*��)� 760,000 �2��?/�� ��!
�"
# 500,000 �(
 /��

����%���K������%-<��-4#�� 
#
����/	A���<����
 2�<���  270,000 �2��?/�� ��!
�"
# 500,000 �(
 ��
�

%-<�,  inoculum �� ��!
�"
#���/���
��(# ���
���0��-4#�� 
#
�������
��!

����/	A���<����


�� �����B�2��?/��%-��-#���/�������(�%���K��� �!
��  74,000  /�0 44,000 �2��?/�� ��!
�"
#

500,000 �(
 ����& ��(�



�- ��- �

�����-4#��� ��!
�"
#�� �� �����B�*�/�0�-�)B.�+�(4��0� 
���-4#����.�+ monoxenic

culture  2�<��-�N+�0/��%-��-#%-<����   symbiont   �%���(4�   K ������������|}
� (contamination)  	
�

�)���%�-#?
!<��������0������!
����� ��������# ���%��
�%-<�������� ��!
�"
#%-<�, ����

inoculum  �(4����-#���#�����-4#�	#�#� 
#/���
��(# (host) ��
�����(���4� (Galleria mellonella)

�%���(4� 2�<��A�-�
����-<#�����������|}
� ��������� ��!
�"
#�& ���,-
���� ��#�����!4
�#!<
	
�

/�������
����K��/� 
�� symbiotic bacteria 	
��(������K�� ����� antibiotic (Akhurst, 1982)

#(�#(4���������������	
��)���%�-#?
!<�S �� �A��� /���A���
#*����.�+��
��,!4
 (aseptic condition)


#������*�B?  ���0��%������
����	
��� ��!
�"
#�
�����-   symbiotic  bacteria   /� 
  #(��-

�)���%�-#?
!<�S %-<�0�����(�
����
#*�� 
# �� ��!
�"
#%-<�& ����, �(4��� �(����%& ��
���0
��

/�0=���,!4
�N+�0�
��& ��(
�%���(4� ��!<
��-4#���
�����A�0�-�������|}
�������%-<�� ��!
�"
#	(�

K��#

��� N0�(4������-4#�	#�#��K(���(�����-�
���& ������0� 
��, �� ��!
�"
#%-<����)%1�x�+��0

�.�+��K(���(��(4�����0���
���.�+��	
��	#�� �
���%-<�0�����������|}
��� ���#�
�� �
�

����-4�����-4#���K(���(��0� 
��,  inoculum �� ��!
�"
#���������B��� �����-4#�	#�#��#�, 

/���
��(#�(4����+
�+-#��(��
��� 
���� ����, ���#�*� ���!
�/����� ��-<#���
���� ����
�����

���� ��!<
������������0���/�����# N0�(4��)���0���?	
����%��
��-4 �+!<
�����
�1-�������

�� ��!
�"
#%-<����)%1�x (pure line) �� �� �����& ��
����/�0�-��0��%1�.�+�*� �+!<
�0�& ����, ��

�������������-4#���K(���(���
��




�/&	- ��������


)���B?

1. 
)���B?���!<
��!
 �� /��  �� 
��)�%����?   �* 
���<�=���,!4
   �* ��
��,!4
   ���!<
�,(<��OO^�

    ���!<
��U��
����   ���!<
��	#��   ���!<
��
����   vortex mixer   centrifuge

2. 
)���B?���!<
�/� 
����S �� /��  beaker,  cylinder,  flask,  petridish,  test tube,  vial

3. 
������-4#��,!4
 �� /��  peptone 0.1%,  
�������
�*�� Tsb3,  NBTA, Yeast  Salt broth,

4. �� ��!
�"
# Steinernema carpocapsae 
(# 3 �0#0 IJ

5. /��%-��-# Xenorhabdus  nematophilus
6. ��
�����(���4� Galleria  mellonella
7. ������-����S  �� /��  hyamine 0.1% , formalin 0.1% , alcohol 75% , Ringer’s solution,

Steriled egg’s solution (�*.����
�)

8. 
)���B?
!<�S �,��  counter,  autopipette + tip,  magnetic bar,  paraflim  �)�#��  �	A��	-<#

� ���
�	��� 270 mesh  �)��& ��-  ,)�� ����
�  ����-� K����)�%��
���0��%1�.�+

K���(��� ��!
�"
#  ��0���
�*����-#�


�1-��� : 
��/�����%��
�/�� CRD 4 ����
�1- (treatment) 5 2&4 � (replication)

����
�1-%-< 1 ��-4#�	#�#�� ��!
�"
#��
�������
 Tsb3 ��#�,  inoculum �� ��!
�"
#%-<

����)%1�x

����
�1-%-< 2 ��-4#�	#�#�� ��!
�"
#��
����/	A���<����
 (semi - solid media) ��#�, 

inoculum �� ��!
�"
#%-<����)%1�x

����
�1-%-< 3 ��-4#�	#�#�� ��!
�"
#��
�������
 Tsb3 ��#�,  inoculum �� ��!
�"
#%-<

������ ���/���
��(#

����
�1-%-< 4 ��-4#�	#�#�� ��!
�"
#��
����/	A���<����
 (semi - solid media) ��#�, 

inoculum �� ��!
�"
#%-<������ ���/���
��(#



1. ����
�1-��������� ��!
�"
#%-<����)%1�x (pure line)

2�<��-	(4��
��(���
���-4

1.1 ���/#��	�%-<�� �(�������/� 


�����& ��(
�� ��!
�"
#�+���-#

- �& ���
�����(���4� Galleria mellonella ��%& ���� infect � 
#�� ��!
�"
#
(# 3

�0#0 IJ �����/� 
 (petridish) %-<�-��0�����
��
�
#*� �& �����A�%-<
)B�.*�� 2502 �����
�� 3–5


(�

- �& ���
�%-<��#��!<
������ ��!
�"
#��� ��� 
# alcohol 75% ����(4��& ��������

�&4 �#�  Ringer’s solution %& �����(��N+�0�� ��!
�"
#�+���-#%-<�-�	��� �(�������/� 


- �& ��� ��!
�"
#�+���-#%-<�� �(���!
�/� 
�������
�%��
� (test tube) �	#��� 
#

���!<
� vortex mixer �+!<
�� �& ��(
/���	��0��)�

��� ���A�/� 
�& ����%����� ���
��0�
-#�

	��� 270 mesh �& ����U�����0�
�%-<�
����A
 2,000 �
�/��%- ��� 1 ��%- �*�	
����
��
���

%�4� �& ��0�
�%-<�� �%�
��(� /� 
���� Ringer’s solution ���� �& ����U�����0�
�
-���(4����<� �*�

	
����
��
���%�4� �0�� �	��� ��!
�"
#�+!<
�& ����, ��	(4��
���
��

1.2 ������-#��	�%-<����)%1�x��
��,!4
 ��#%& ����* ��
��,!4


�& ��	�%-</#��� ���	 
 1.1 ������� micro tube %-<�������
�=���,!4
/� 
 �����&4 �#�

Steriled egg’s solution  ����	#�������
�� 4 ��%- /� 
�& ����U�����0�
�%-< 2,000 �
�/��%- ����

�
�� 2 ��%- �*�	
����
��
���%�4� /� 
���� YS broth ����/%� �	#���� �	 ��(� �& ����U����

�0�
�
-���(4�%-< 2,000 �
�/��%- ��� 2 ��%- �*�	
����
��
���%�4� /� 
���� YS broth ����

���� �	#���� �	 ��(�� 
#�!
�+!<
���-#��	����+�0OU���	(4��
���
��

1.3 ����+�0OU��	��+!<
�� �� �(

�
��� ��!
�"
#
(# 1 (J1)

�#� YS broth ����K����)�%-<
�=���,!4
/� 
��)��0 1 ��. /� 
�#��	��� ��!
�

"
# ���	 
 1.2  ������)��0 1-2 �#� �w�"�/�0�w�%(�� 
# parafilm �& ���A�%-< 2502 �����
�� 2-3


(� ��!<
�	�+(M�������(

�
�
(# 1 (J1) ��
��*�������|}
� �(��N+�0��)�%-<�-�� ��!
�"
#
(# 1 (J1)

%-<��������������|}
��+!<
�, ��	(4��
���
��

1.4 ���# �#�(

�
�
(# 1 (J1) ����-4#���
����
) � �+!<
�� �� �� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ

-  ���-#�
����
) �

- �#�/��%-��-#%-<��-4#�	#�#�� YS broth /� 
 24 ,(<
��� ����
����
) � ��A�%-<


)B�.*�� 2502 ��� 24 ,(<
���



- �*��� ��!
�"
#
(# 1 (J1) %-<�(��
������)%1�x/� 
���	 
 1.3 �������
����
) �

�& ���A�%-<
)B�.*�� 2502 ��� 15 
(� �0�� �� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ %-<�, ���� inoculum �������-4#�

	#�#�����B��
����/	A���<����
 (semi - solid media) ��
��

2. ������-#��� ��!
�"
#���/���
��(#��#�, ��
�����(���4�

2.1 ���-#���
�����(���4� (
(# 5 - 6) %-<��-4#�� 
#
�����%-#� ��� 
��'��(�����

2.2 �& ��� ��!
�"
# S. carpocapsae (nematode suspension) ����&4 ��� �-
(����
��

���/�����0��B 200 �(
/��. �#�������0�����
������/� 
%-<�����
�����(���4���0��B

10 �(


2.3 ��
��0��#.�#�� 48 ,(<
��� ��#��(��& ��(
��
�%-<��#�-�(��B0���-#
�)�� ���

������0 �-�-���!
���-�

2.4 �& �2����
�������(4���� ���� �0
�� /� 

�������/� 
2�<��-��0�����
��*

� ���� �& ���
�������
�+������ �%�&4 ��0
�����
���/� 
 �w�"��� ���%�^
��(�/����
-<

2.5 �& �����A��
 ��%-<
)B�.*�� 25  &2 �����
�� 7 - 10 
(�

2.6 �� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ �0%#
#

����2����
���
#*����&4 �%-<���
�
  (�*���

�
��	)��	
��&4 �)

2.7 %& ������A��� ��!
�"
#%-<�� ����&4 �%-<���
�
  ��#�%��A�+� 
��&4 �
(��
 �
(���2��

��
�/� � ��0��B 4 - 5 ��(4� �N�-<#�� �� ��!
�"
#��0��B����&< ��
�� 100,000 �(
���/���
��(#

1 �(


3. ������-#�/��%-��-#����)%1�x%-<�, ���� inoculum

�& ��� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ %-<��-4#��� ���/���
��(# (��
�����(���4�) /�0����
�1-

����)%1�x (pure line technique) �� �+!<
%& ����/#�/��%-��-# X. nematophilus � 
#
�1-%-<�� ����
��

/� 
�� �� �,!4
����)%1�x	
�/���0,)� /� 
�& ��,!4
/��%-��-#����-4#�	#�#�����B��
�������
 YS

broth �+!<
�& ����, �����%��
� ��/���0
�1-�����
��

4. ������-#�����
�1-���%��
�

4.1 ���-#�
�������
�*�� Tsb3 ���	
�/� 
	��� 125 ��. 	
��0 15 ��. �& ��
� 10

	
� �& ���
���<�=���,!4
%-<
)B�.*�� 121 &2 �
���(� 15 �
��?/�������4
 ��� 20 ��%- ����(4��& ���

%��
���-4#��� ��!
�"
#������
�1-%-< 1 2�<��,  inoculum /��%-��-# /�0�� ��!
�"
#%-<�� �������


�1-����)%1�x /�0������
�1-%-< 3 2�<��,  inoculum /��%-��-#/�0�� ��!
�"
#%-<����� 
#/���
��(#

��#��/���0����
�1-�#�/��%-��-# 1 ��. ��0��B 2.6 x 108 �2��?/��. (drop plate) �& ����	#��%-<



120 �
�/��%- %-< 25 &2 �����
�� 24 ,(<
��� ��
������ ��!
�"
#����-4#������
�� 10 
(� ���%& ����

��
��(������B������%-<�� 

4.2 ���-#�
����/	A���<����
 (semi - solid media) 2�<��-��
���0�
��(��-4


�����)�(	 22%

�&4 ��(���*     5%

�&4 � 66%

O
��&4 ��(�����0�?   7%

����)��K)�+������%�� 
� K)��0 45 ��(� �w��)� �& ���
���<�=���,!4
%-<
)B�.*��

121  &2 �
���(� 15 �
��?/�������4
 ��� 20 ��%- ����(4��& ���%��
���-4#��� ��!
�"
#�������


�1-%-< 2 2�<��,  inoculum /��%-��-#/�0�� ��!
�"
#%-<�� �������
�1-����)%1�x /�0������
�1-%-< 4 2�<�

�,  inoculum /��%-��-#/�0�� ��!
�"
#%-<����� 
#/���
��(# ��#��/���0
�1-��� �#�/��%-��-#

K)��0 4 ��. (��0��B 2.6 x 108 �2��?/��.) �	#���� %(<
�& ���A�%-<
)B�.*�� 25 &2 �����
�� 24 ,(<
���

��
������ ��!
�"
#����-4#�K)��0 45,000 �(
 ���/���0
�1-��� ��(�����(4��+�0��-4#��
 %-<
)B�.*��

25  &2 �����
�� 12 
(� �����
��(������B������%-<�� 

5. �����
��(������B/��%-��-#	
��� ��!
�"
#%-<������ ��/���0����
�1-

�& ��� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ %-<������ ��/���0
�1-���S �0��0��B 500,000 �(
 ��

� ��� 
#�&4 �#� hyamine 0.1% /�0� ������ 
#�&4 ���(<�
���<�=���,!4
 ����(4�����& �������,)���

(homogenizer) /�0�����&4 ���(<�
���<�=���,!4
�� ��� 1 ��. /� 
����& ����(������B�2��?/��%-��-#

� 
#
�1-��� drop plate (Supanwong and Pichai, 1995)

6. %��
���0��%1�.�+����	 �%& ���#/���	
��� ��!
�"
# (
�1-	
� Miller 1989) �(��-4

�-
�1-����,����-#
�(�
�1-������(
	 
���
��(#%-< 1.6 ��!<
����-#��%-#�������������

�� �!�+(�1)? /�0��0��%1�.�+������	 �%& ���#/���	
��� ��!
�"
# Steinernema carpocapsae
(Weiser) %-<��-4#���
�������
/�0/���
��(# (	 
 3.)

�
��/�0�K��%-<

%& ����%��
�%-<� 
��'��(�����  ��)�����
��(#��������(��*+!,%��,-
.�+  �
��-'/�0

�(�

�%#�  ���
�,���������  �0�
���������  2542 – ����#�  2542



�����%	���

��� Table 1. �������0�
��������-4#��� ��!
�"
#� 
#
�������
�*�� Tsb3 /�0��


����/	A���<����
 (semi-solid media) ��������K���-#��%-#��� ��#��� ��!<
��������N�-<#/���
#

������!
��(� 
#������A���������%��
�%-<�������� +��*��?/� 

�� �����-4#�	#�#�����B� 
#


����%(4��
��*���-4+� 
��(���(��U��(#%-<�& ������� ����0���� �������*��)� �����(��+-#�� �%)�

�������-4#��%���(4� N0�(4������%��
��-4�0�& ��
�����+�<��& ��
� (�%��) 	
��� ��!
�"
#%-<������ 

��������B inoculum %-<�������-4#�	
�/���0
�1-��������-#��%-#��(� �0��A��� 
������,  inoculum

%-<����)%1�x�(4����
����
�������
�*�� Tsb3 /�0
����/	A���<����
 �����K�+�<������B�� �*�K��

283.6 /�0 302.2 �%������& ��(� 2�<�����-�
��/�������(� /���0�*��
�������-4#����*����-#
�(�/��

�,  inoculum %-<�� ���/���
��(# ��#/������
#����-�(#�& ��(�%���K����(������-4#���
�������


�!
�+�<������B��  243.8 �%�� /�0�������& �����-4#���
����/	A���<����
 �+�<������B�� �+-#�

183.3 �%�� (P < 0.05)

��
������B/��%-��-#���(
�� ��!
�"
#%-<��-4#�� 
# inoculum �� ��!
�"
#%-<����)%1�x��


�������
�0�*��
�� �!
 760,000 �2��?/�� ��!
�"
# 500,000 �(
 2�<�/������
#����-�(#�& ��(��(�%-<

��-4#���
����/	A���<����
 �!
 270,000 �2��?/�� ��!
�"
# 500,000 �(
 /�0�0�*��
��%-<��-4#��� � 
#

inoculum ���/���
��(#��
����%(4��
��*�� �!
���%-<��-4#��� ��
�������
�-�����B/��%-��-#

74,000 �2��?/�� ��!
�"
# 500,000 �(
 /�0%-<��-4#��� ��
����/	A���<����
�-�����B 44,000 �2��? /

�� ��!
�"
# 500,000 �(
 (P < 0.05)

�(��(4���
�������
�*�� Tsb3 �0�-/��%-��-#����
����
����/	A���<����
 %(4��������-4#�

� 
# inoculum %-<�� ����� ��!
�"
#%-<����)%1�x /�0���/���
��(#

�& ���(���0��%1�.�+	
��� ��!
�"
#%-<������ ���
����/	A���<����
 (semi-solid media)

� 
# inoculum �� ��!
�"
#%-<����)%1�x �-��0��%1�.�+�*��)��!
 55% /�0/������
#����-�(#�& ��(�

��������-4#�� 
#
�1-���
!<�S �!
 �����-4#���
�������
/�0
����/	A���<����
 ��#�,  inoculum

�� ��!
�"
#%-<�� ���/���
��(#�-��0��%1�.�+ 43.3% �%���(� /�0�����-4#���
�������
2�<��, 

inoculum �� ��!
�"
#%-<����)%1�x�-��0��%1�.�+�%���(� 38.3% (P < 0.05)




����02�����%	���

������%��
�/����� ��A�
�� ����,  inoculum %(4��� ��!
�"
#/�0/��%-��-#%-<����)%1�x

(pure line) �(4� %& ��� �� �������� ��!
�"
#�*� ��!

������
�� 
���.�+�����-4#��(�����

#*���

�.�+%-<��-#�
�� monoxenic culture /�0�������#!�#(������%��
��-4
-���(4� ��#���-#��%-#����

������ ��!
�"
#%-<������2�<���
������,  inoculum ���/���
��(# �������	#�#� 
#
�������


�0�� ������
#*��0�
��� 3,000,000 – 4,500,000 �(
/	
� ��!
 200,000 – 300,000 �(
/��. /�0���

����	#�#� 
#
����/	A���<����
 (semi-solid media) �0�� ������
#*��0�
��� 5,000,000 –

10,000,000 �(
/K)� ������%-<�� ���������/���0��(4������&< ����
 �-�
��/����
��*� K��/� 
���-

�����(��U��(#
!<�S �� ����0��/� 
�A��� N0�(4�����,  inoculum �� ��!
�"
#%-<����)%1�x�(4�

�����K�+�<��������� �*�	�4�
-���  �,�����%��
��-4

�����-4#����.�+ monoxenic culture �(4��0�-/��%-��-#%-<���� symbiont 	
��� ��!
�"
#


#*���
����%-<��-4#�,�����-#
 ����-���/	��	(�����,!4
�)���%�-#?
!<�S %& ��� �(������	#�#�����B�� 

�
���A
 �����K�� ��
����%-<�& �����/���� ��!
�"
#�� ���������B��� ������%& ��� �� ��!
�"
#

�� 
������A�%-< 	#�#+(�1)?�� ��� ������%-<�� �A�*���� �0��A��� ��� Table 1. �����-4#���
����

���
/�0
����/	A���<����
%-<�,  inoculum �� ��!
�"
#%-<����)%1�x �0+������B/��%-��-#���(


�� ��!
�"
#����
�������-4#�%-<�,  inoculum ���/���
��(# �
�����-4�� ��!
�"
#%-<��-4#���


����/	A���<����
� 
# inoculum �� ��!
�"
#%-<����)%1�x�-��0��%1�.�+�*��)� 
����!<
������
�

��0�
�	
�
����/�0�.�+�����-4#���� ��-#��(��.�+1���,������%-<�)�

N0�(4���������� ��!
�"
#�+!<
�, ���� inoculum �����%��
���-4#�� 
#K(���(���!

�1-

����S �
��, 
�1-�����-4#�� 
#
����/	A���<����
��#�,  inoculum �� ��!
�"
#%-<����)%1�x�0����0

��%-<�)�



��3������%	���

��������%��
��0��A��� 
�� �������N�-<#%-<��-4#��� ���
�������
�*�� Tsb3 ��#����, 

inoculum �� ��!
�"
#%-<�� �������
�1-%-<����)%1�x (pure line technique) ����-4#��� �������N�-<#

4,254,000 �(
/	
� 2�<��*��
������,  inoculum �� ��!
�"
#%-<�� ���/���
��(# (��
�����(���4�)

����-4#�	#�# 2�<��� �������N�-<# 3,658,400 �(
/	
� ��
��������N�-<#%-<��-4#��� ���
����/	A���<�

���
 +�
������,  inoculum �� ��!
�"
#%-<����)%1�x����-4#��� �������N�-<# 13,600,000 �(
/K)� 2�<�

�*��
������,  inoculum �� ��!
�"
#%-<�� ���/���
��(#����-4#�2�<��� �������N�-<# 8,250,000 �(
/

K)�

�& ���(���0��%1�.�+������	 �%& ���#/���	
��������� ��!
�"
# +�
�������-4#���


����/	A���<����
��#�,  inoculum �� ��!
�"
#%-<����)%1�x�-��0��%1�.�+�*��)��!
 55% 2�<�/��

����
#����-�(#�& ��(�%���K�����������-4#�
�1-���
!<� 2�<�
#*����0�(���� ��-#����/�������(�%���K���

�!
 38 -  43% (P < 0.05)

��
������B�2��?/��%-��-#����� ��!
�"
#%-<��-4#���#�,  inoculum �� ��!
�"
#%-<

����)%1�x�-�����B�*��
������,  inoculum �� ��!
�"
#���/���
��(# ��#%-<����,  inoculum

�� ��!
�"
#����)%1�x����-4#�� 
#
�������
�� �*��)� 760,000 �2��?/�� ��!
�"
# 500,000 �(
 /��

����
#����-�(#�& ��(�%���K��� ���%-<��-4#�� 
#
����/	A���<����
2�<���  270,000 �2��?/�� ��!
�"
#

500,000 �(
 /�0��
�%-<�,  inoculum �� ��!
�"
#���/���
��(# ���
���0��-4#�� 
#
�������
��!



����/	A���<����
 �� �����B�2��?/��%-��-#���/�������(�%���K��� �!
��  74,000 /�0 44,000

�2��?/�� ��!
�"
# 500,000 �(
 ����& ��(� (P < 0.05)

�0��A��� 
������
�1-%-< 2 �!
�����-4#�	#�#�� ��!
�"
#��
����/	A���<����
 (semi-solid

media) ��#�,  inoculum �� ��!
�"
#%-<����)%1�x �
�����0�� �������*��)�/� 
 ��0��%1�.�+��

����	 �%& ���#/����A�*�� 
# �(��(4�
�1-����-4�������0��%-<�)��������-4#�	#�#�����B�� ��!
�"
#

�+!<
�& �����-4#�	#�#��K(���(�



Table 1. Comparison of the yield, number of symbiotic bacterial cells and percent infectivity of the entomopathogenic 

                nematode Steinernema carpocapsae cultured In Vitro by using inoculum of nematode and symbiotic 

                bacteria produced by pure line technique to those produced from insect host (Galleria mellonella ).

Yield Multiple increasing Average number % nematode

Inoculum Media of  yield of  bacteria* infectivity**

Nematode and liquid 4,254,000/flask 283.6   a 760,000   a 38.3   b

bacteria from (Tsb3)

pure line semi-solid 13,600,000/sac 302.2   a 270,000   b 55.0   a

(dog food)

Nematode and liquid 3,658,400/flask 243.8   b 74,000    c 43.3   b

bacteria from (Tsb3)

insect host semi-solid 8,250,000/sac 183.3   c 44,000    c 43.3   b

(dog food)

CV. (%) 7.4 23 13.1

Means followed by a common letter are not significantly different at the 5% level by DMRT.

*  cells / 500,000 nematodes

** The method utilizes a culture cell well with confines one infective Steinernema carpocapsae  with one insect

      host and results infection within 48 hours (Miller, R.W. 1989).

 

Treatment



2.2 ����������0����	����� %&'+X����� inoculum �������������	����� 

Steinernema carpocapsae (Weiser) %&'��&* �+�G
�,�
����	 6 ����

Effect of Nematode Inoculum Sizes on Yield of  Steinernema carpocapsae (Weiser)

Cultured in 6 Liter Fermentor

                                                                      

�%�
	 ��

��	
������B�� ��!
�"
#%-<�, ���� inoculum ��
�������� ��!
�"
# S. carpocapsae %-<

��-4#���K(���(�	��� 6 ����  %& ����%��
���� 
��'��(�����  ��)�����
��(#��������(��*+!,%��

,-
.�+ �
��-'/�0�(�

�%#� ���
�,��������� ��#�, ,)�K(���(�/����+(��
� 2 ,)� /���0,)�

�-�(
���!<
��
��)� (control unit) �& ���(������(��(4��U��(#����S �������-4#�

�����������������/�0��0��%1�.�+	
��� ��!
�"
#��K(���(�	
����%��
�%-< 1.

(�.�+%-< 1.) ��#��(�
(����������	 �	
�
����
#*���,�
��&< ��)� – �*��)� �0�
��� 0.1 – 10 ����/

��%- +�
�� ����, �����B inoculum �� ��!
�"
#
(��� 1,000 �(
/
���� 1 ��. �0�� ������

157,000 �(
/��. �-��0��%1�.�+������	 �%& ���#/��� 48% 2�<��*��
������,  inoculum �� ��!
�

"
#
(��� 5,000 �(
/
���� 1 ��. ��#�� ������ 104,000 �(
/��. �-��0��%1�.�+������	 �%& ���#

/��� 38% /�0�& ���(������-4#���� 1 
���,-
��	
�����,  inoculum 1,000 �(
/
���� 1 ��. �(4�

�0�, �
�� 12 
(� 2�<�����
�������-4#�%-<�, �����B inoculum �� ��!
�"
#%-< 5,000 �(
/
���� 1 ��.

K�� 4 
(� �,����-#
�(��(����%��
���(4�%-< 2 (�.�+%-< 2.) ���.�+%-<��(�
(�������� 
������K(�

��(���,�
��&< ��)� – �*��)� �0�
��� 4 – 10 ����/��%-  +�
������, �����B inoculum �� ��!
�"
#


(��� 1,000 �(
/
���� 1 ��. �� ������ 304,100 �(
/��. �-��0��%1�.�+������	 �%& ���#/���

45% 2�<��*��
������,  inoculum �� ��!
�"
#
(��� 5,000 �(
/
���� 1 ��. ��#�-������ 240,200

�(
/��. /�0��0��%1�.�+������	 �%& ���#/��� 43% �& ���(������-4#��� ��!
�"
#��� 1 
���

,-
�� ���.�+%-<�-����,  inoculum �� ��!
�"
#
(��� 1,000 �(
/
���� 1 ��. �0�, �
�� 10 
(� 2�<�

����
���0#0�
�������-4#�%-<�,  inoculum �� ��!
�"
#
(��� 5,000 �(
/
���� 1 ��. 1 
(� �0��A�

�� 
�������-4#��� ��!
�"
#��K(���(��(4� �,  inoculum �� ��!
�"
#��
(��� 1,000 �(
/
���� 1

��. �0�� �������*��
�������-4#�%-<�����B inoculum �� ��!
�"
#
(��� 5,000 �(
/
���� 1 ��.

/�0�����(�
(�������� 
������K(���(�%-<����0���!
 ��(��� 
#*���,�
� �&< ��)� – �*��)� �0�
���

4 –10 ����/��%- ��
��0#0�
�������-4#��0�� �������*��)� 304,100 �(
/��. �0#0�
�������-4#�

10 
(�



�- ��- �

�������������������� ��!
�"
#��
�������
 ���0�(�	
��	#���(4��0��A��� 
�� �-

�U��(#���#
#�������-<#
	 
� /��
#������A���	 
�*������
������K�& �������/�
%���������-4#�

	#�#�����B�� ��!
�"
#��K(���(��� ��#��� �����B inoculum �� ��!
�"
#�(4������U��(#���<�%-<

�& ��(�/�0�-����
������%-<�� ��#��� ������%��
����0�(�	
��	#��+�
��
(��� 1,000 �(
/


���� 1 ��. �(4�����0��%-<�)� 
#������A����A�-�
���& �����%-<�0� 
��& ���%��
���K(���(�
-�

��(4� 2�<��-�.�+%-</�������(� �.�+�����-4#���K(���(��-	 
�� ���-#���/��%-<
����������K�
��)�

�U��(#���#
#����� ����
��� 
���� /�0��(��.�+�����-4#��� ����0��/�0�-�
�� N0�(4����

��-4#����.�+�-4����+�<������B inoculum �� ��!
�"
#���� 5,000 �(
/
���� 1 ��. 
���� ������

���	�4� N0�(4����%��
��-4�-�)���0���?�+!<
���-#��%-#������B inoculum �� ��!
�"
#%(4��
�


(����(�����
 ������� ��������������-4#���K(���(� �+!<
�& ������%��
��-4����/�
%�������

%��
��+�<��������� ��!
�"
#��
��




�/&	- ��������


)���B?

1. 
)���B?���!<
��!
 �� /��  �� 
��)�%����? �* 
���<�=���,!4
 �* ��
��,!4
 ���!<
�,(<��OO^�

���!<
��U��
����    ���!<
��
����    �* �
��)�
)B�.*��    �* �
��)�
)B�.*���&< � –70 &2

,)�%��
�K(���(�	��� 6 ���� +� 
��(
  control  unit,   vortex mixer,   centrifuge

2. 
)���B?���!<
�/� 
����S�� /��  beaker,  cylinder,  flask,  petridish,  test tube,  vial

3. 
������-4#��,!4
 �� /��  peptone 0.1%, 
�������
�*�� Tsb3, Yeast  Salt broth,  NBTA

4. �� ��!
�"
#  Steinernema carpocapsae 
(# 3 �0#0 IJ

5. /��%-��-#  Xenorhabdus  nematophilus
6. ��
�����(���4�  Galleria  mellonella
7. ������-����S �� /�� hyamine 0.1%, formalin 0.1%, alcohol 75%, Ringer’s solution

Sterlied egg’s solution  (�*.����
�)

8. 
)���B?
!<�S �,��  counter,  autopipette +� 
� tip,  magnetic bar,  paraflim,  �)�#��

� ���
�	��� 270 mesh  K���(��� ��!
�"
#  �)��& ��-  �	A��	-<#  ��0���
�*����-#�

K����)�%��
���0��%1�.�+  ����-�  ,)�� ����
�


�1-���

����������-4#��� ��!
�"
#��K(���(�	��� 6 ���� ��#�,  inoculum �� ��!
�"
# 1,000

�(
/
���� 1 ��. /�0 5,000 �(
/
���� 1 ��. 2�<��-	(4��
�����S �(��-4

1. ������-#�/��%-��-#����)%1�x�+!<
�, ���� inoculum  �-	(4��
��(���
���-4

�-
�1-����,����-#
�(�
�1-������(
	 
���
��(#%-< 1.7 ��!<
���	
��0#0�
�������-4#�

	#�#/��%-��-#���0�(������B
���������(���
�������� ��!
�"
#��	
��	#��	��� 500 ��.

(	 
 2.)

2. ����
�1-��������� ��!
�"
#%-<����)%1�x (pure line)

�-
�1-����,����-#
�(�
�1-������(
	 
���
��(#%-< 2.1 ��!<
������B/�0��0��%1�.�+	
�

�� ��!
�"
# Steinernema carpocapsae %-<������
�������
��#����, �� ��!
�"
#���<�� �

(inoculum) %-<�� �������
�1-�����-4#�����)%1�x (pure line technique) /�0%-<�� ���/���
��(# (insect

host) (	 
 1.)



3. �����-4#�	#�#�����B�� ��!
�"
#%-<����)%1�x��
����/	A���<����
 (semi-solid media) �+!<


�, ���� inoculum �& ���(�%��
���K(���(�    2�<��-	(4��
��(���
���-4

3.1 ���-#�
����/	A���<����
 (semi-solid media) 2�<��-��
���0�
��(��-4


�����)�(	 22%

�&4 ��(���*     5%

�&4 � 66%

O
��&4 ��(�����0�?   7%

����)��K)�+������%�� 
� K)��0 45 ��(� �w��)� �& ���
���<�=���,!4
%-<
)B�.*��

121  &2 �
���(� 15 �
��?/�������4
 ��� 20 ��%-

3.2 �#�/��%-��-#%-<��-4#�	#�#��� YS broth �-�& ��
�/��%-��-#��0��B 2.6 x 108

�2��?/��. (drop plate) ����K)��0 4 ��. ��A�%-<
)B�.*�� 25 &2 ��� 24 ,(<
��� �������� ��!
�"
#%-<

����)%1�x���	 
 2.4 ������-4#�	#�#K)��0 45,000 �(
 %-<
)B�.*�� 25 &2 ��� 12 
(� �0�� �� ��!
�"
#


(# 3 �0#0 IJ �������B��� �+!<
�, ���� inoculum �& ���(�%��
���-4#�	#�#��K(���(�

4. ���-#����%��
���K(���(� ��#%& ����	(4��
��(��-4

- ���-#�
�������
�*�� Tsb3 3 ���� �������K(���(�	��� 6 ����

- ����(4���+(��
�/�� Turbine 2 ,)� /� 
�w�"�K(���(�

- %& ������(��(4� (calibrate)  pH – electrode

- ����(4� pO2 - electrode (partial dissolved Oxygen)

- ��0�
�,)�%�
�0��#
����  	
��& ���(��*��(

#�������
�  %�
�� 
������K(�

��(�

- ��
��
�����(<
����+!<
�̂
��(��������|}
�

- �& �K(���(�%(4�,)��	 �
���<�=���,!4
%-<
)B�.*�� 121 & 2 �
���(� 15 �
��?/�������4


��� 30 ��%- ����(4��
�� 
)B�.*������K�� 35 – 40 &2

- �& �������(4��(��(
���!<
��
��)� (control unit) %& ������
�,!<
���#�(���B, %�


��!
��##������S �	 �� 
#�(��0�
���K(���(��(��(
���!<
��
��)�

- ��w��
��,?�� ���!<
�%& ����

- %& ������(��(4� (calibrate) pO2 – electrode



5. �����(��(4��+!<
�
��)��U��(#����S �& ���(������-4#���K(���(�

5.1 ��-4#�	#�#/��%-��-#��,�
� 24 ,(<
���/��

���%��
���(4�%-< 1 (�.�+%-< 1) %& ������-4#�.�#�� �U��(#�(��-4

- �(4��0�(� pO2 %-< 20% ��%-<��
��0#0�
�������-4#� ��#�-
(���������	
�


���� (airflow rate) �����(
�
��)��� ��%-<��#
(����(�� ��#��(��� 
#*��0�
���
(��� 0.1 - 10

����/��%-

-   �(4��0�(��
����A
������
���%-<��
(��� 300 �
�/��%-

-   �(4�
)B�.*����%-< 28  &2

���%��
���(4�%-< 2 (�.�+%-< 2) %& ������-4#�.�#�� �U��(#�(��-4

-  �(4��0�(� pO2  �� 
#*�%-<�0�(� 40% ��%-<��
��0#0�
�������-4#�

-  �(4�
(���������	
�
�����	 ���K(���(��
��)� pO2 �� 
#*��0�
��� 4 - 10

����/��%-

-  �(4��
����A
������
���%-< 300 �
�/��%-

-  
)B�.*����%-< 28  &2

5.2 �����(��U��(#��K(���(���(��������� ��!
�"
#������-4#�	#�#��
��(�/��%-��-#

���%��
���(4�%-< 1 (�.�+%-< 1) %& ������-4#�.�#�� �U��(#�(��-4

-  �(4��0�(� pO2 %-< 20% 2�<��
��)���#
(�������� 
���� 1 - 10 ����/��%- /��


(����(��

-   �+�<��
����A
������
����� 350 �
�/��%-

-   ��(�
)B�.*������ 25 &2

���%��
���(4�%-< 2 (�.�+%-< 2) %& ������-4#�.�#�� �U��(#�(��-4

-  �(4��0�(� pO2 %-< 40%  
(���������	
�
�����	 ���K(���(��0�
��� 4 -10

����/��%-

6. ��A�������

�& ��� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ %-<��-4#��� ��K(���(� �0#0�
�������-4#���0��B 9-11


(� ��/#�� ��� 
#����(4��� �� ��!
�"
#���0�
���
� /� 
����& ����������� ����
�� 
#

�0/�����
�	��� 270 mesh %& �����(��& ��
��� ��!
�"
#%-<������ � 
#���!<
��(�
(����(�� ��(�

����(4���A�������%-<�� ��O
��&4 �����)��K)�+������ /� 
�& ���A�%-<
)B�.*�� 602 �+!<
%��
���0

��%1�.�+��
��



7. %��
���0��%1�.�+����	 �%& ���#/���	
��� ��!
�"
# (
�1-	
� Miller 1989) �(��-4

�-
�1-����,����-#
�(�
�1-������(
	 
���
��(#%-< 1.6 ��!<
����-#��%-#�������������

�� �!�+(�1)? /�0��0��%1�.�+������	 �%& ���#/���	
��� ��!
�"
# Steinernema carpocapsae
(Weiser) %-<��-4#���
�������
/�0/���
��(# (	 
 3.)

�
��/�0�K��%-<

%& ����%��
�%-<� 
��'��(�����  ��)�����
��(#��������(��*+!,%��,-
.�+  �
��-'/�0

�(�

�%#�  ���
�,��������� �0�
�������#�  2542 – �������  2542



�����%	���

��� Table 1. ��(���������-4#��,!4
/��%-��-#���<�� � (inoculum) 107 �2��?/��. �����
�� 24

,(<
��� +�
���-����+�<��& ��
����� 1014 �2��?/��. %(4������%��
���(4�%-< 1 /�0 2  K��/� 
���.�+

�����-4#���#
(�������� 
�����&< ��)�/�������(��A��� ��
���� pH %-<
(��� ��,�
��-4�-�
��/������

�(� ��#�����-4#����.�+%-<�� 
������
(����*��
���0�-����*��
��

��� Table 2. ��(��������� ��!
�"
#������-4#�%& ������
����+(M��%)�S 24 ,(<
��� 2�<�

�-������-<#�/����(��-4

- %-<
�#)�����-4#� 24 ,(<
��� ���.�+�����-4#���(4�/���(4���
�?�2A��?���+(M��	
��� ��!
�

"
#����
(# 4 (J4) 	
� inoculum 
(��� 5,000 �(
/
���� 1 ��. � 
#�
��%-<
(��� 1,000 �(
/
���� 1

��. ��0��B 5%  ��
������%��
���(4�%-<�
��(4� ���+(M��	
��� ��!
�"
#����
(# 4 (J4) �(4��-

������ ��-#��(� (��0��B 70%)

- %-<
�#)�����-4#� 72 ,(<
��� ���.�+/�����!
�� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ 2�<�#(����+(M�� %-<

inoculum �� ��!
�"
#
(��� 5,000 �(

���� 1 /��. /�0 1,000 �(
/
���� 1 ��.  6 /�0 3% ���

�& ��(� 2�<����!
�������B� 
#�
�������-4#����.�+%-< 2 �!
 %-< inoculum �� ��!
�"
#
(��� 5,000

�(
/
���� 1 ��. ���!
 28% /�0%-< 1,000 �(
/
���� 1 ��. ���!
 12%

- %-<
�#)�����-4#�%-< 96 ,(<
��� ���.�+�����-4#�%(4� 2 �.�+ �& ���(�%)�S 
(��� inoculum

�0+��(

�
�
(# 1  (J1)  /�0
(# 2 (J2)  
#*��0�
��� 95-99%

- %-<
�#)�����-4#�%-< 144 ,(<
��� �0+��� ��!
�"
#
(# 3 �(4�/�� 97-100% ��%)�S inoculum

	
�%(4��
��.�+�����-4#�

��(�����-4���+(M������ Infective Juvenile �, �0#0�
�������(� ���.�+%-< 1 %-< inoculum

�� ��!
�"
#
(��� 5,000 �(
/
���� 1 ��. ���+(M���, �
�� 2 
(�   ��
� inoculum �� ��!
�"
#


(��� 1,000 �(
/
���� 1 ��. �, �
�� 6 
(�   ���.�+%-< 2 %-< inoculum �� ��!
�"
#
(��� 5,000 �(
/


���� 1 ��. ���+(M���, �
�� 3 
(�  /�0%-< inoculum �� ��!
�"
#
(��� 1,000 �(
/
���� 1 ��.

�, �
�� 4 
(�

��� Table 3. �������N�-<#/
���� 1 ��. %(4��
��.�+�����-4#��(4� %-< inoculum �� ��!
�

"
#
(��� 1,000 �(
/
���� 1 ��. �� �*��
��%-< 5,000 �(
/
���� 1 ��. ��0��%1�.�+	
��� ��!
�

"
#%-<������ �(4��A�,���(� %-< inoculum �� ��!
�"
#
(��� 5,000 �(
/
���� 1 ��. �0�&< ��
��%-< 1,000

�(
/
���� 1 ��.




����02�����%	���

��� Table 1., 2. /�0 3. �����B	
�/��%-��-#%-<�(��� %-<
�#)�����-4#� 24 ,(<
����(4� �-���

��� ��-#��(���%)�
�1-��� 2�<�����-����
�������� ��!
�"
#%-<�����(� 2�<�
������
�� 
��,�
��-4���

�����	
�/��%-��-#
#*����0#0 stationary phase /� 
 ����.�+�����-4#�
(�������� 
����

(airflow rate) %-<�����(��0�
����.�+�����-4#���(4�/��/�0��(4�%-<�
��(4� 
���-����
����+�<�

�����B�2��?	
�/��%-��-#���0#0 log phase (#(������ �-�������� growth curve �����%��
��-4)

2�<�
���-�
���(�+(�1?�(������ �����
����%-<�& �������
��������������	
��� ��!
�"
#���0#0

�
����
�� /�0����+�<� pH �(4�
����!<
����
(�������� 
����%-<�*�/�0�����B���
����%-<K*�

�� ��	�4� (�& ������ 
��������
��) 2�<���A��� ������%��
��-4���.�+����� 
����
(��� 4 ����/

��%- �0�� �������� ��!
�"
#�*��
���.�+����� 
����
(��� 0.1 ����/��%- %(4�����,  inoculum

��
(��� 5,000 �(
/
���� 1 ��. /�0 1,000 �(
/
���� 1 ��. ��(��������� ��!
�"
#������-4#��(4�

�.�+��K(���(�%-<�,  inoculum �� ��!
�"
#
(��� 5,000 �(
/
���� 1 ��. /�0 1,000 �(
/
���� 1

��. 	
�/���0�.�+���%��
��(4����!
��(� #��
 ����.�+%-<�����-4#���(4�%-<�
��(4� �-����� 



�2��������)%1�x����(�
���������^
# %& ���  pH �������-4#��&< ��
�� /��
#������A��������

%��
�%-<�������(4� pH �0�(��-4����-����
���+(M��	
��� ��!
�"
# ������	
��� ��!
�"
#%-<

�����(��0�
�������,  inoculum %-<�����(��(4� 
������
�� 
���������B
����%-<�& ��(� (3 ����) ��

�.�+�����-4#�%-<�-��0,����� ��!
�"
#����
��K�� 5 �%���(
 (�,  inoculum 5,000 �(
/
���� 1 ��.)

#�
��-����, �U��(#�������-4#�����
�� �
����
����/� 
#(��-���/	��	(�� ��
!<�S� 
# �,��


���� +!4�%-< ��� K��/� 
���0�,  inoculum %-<�����(� ��
�?�2A��?�����+(M�������(
��A�
(#�(4���� 

��-#��(� (���-#��%-#���/���0�.�+�����-4#�) ����,�
�%-<�� ��!
�"
#�-	�������/�0�-��0,���

���/������ (5,000 �(
/
���� 1 ��.) ���
����%-<�& �����%-<�� ����#/��%-��-#/�0�U��(#
!<�S ��

K(���(��0K*��, ���	�4�/�0�0�����A
	�4� �
�����-4�.�+��K(���(�
���������0����!<
����

	
���-#%-<K*�	(�K��#

����0���(����	�4� �U��(#����S ������-4�0�-����
����� ���	�	
��+���-#

��!<
�.�+����S ������*�B? �����B�	��A�0���� �& ����*�������%(4����%-<�� �0� 
#�� �0��A��� 

������.�+�����-4#�%(4��
��.�+�(4��������N�-<#/�+���-# 1 �(
 	
�����,  inoculum ��
(���

5,000 �(
/
���� 1 ��. �&< ��
������,  inoculum ��
(��� 1,000 �(
/
���� 1 ��. (Table 1.) ��
�

�0#0�
�������-4#���� 1 
���,-
������ ������������ ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ 100% %-<�-�
��/��

�����(4� (Table 2.) �-�
����-<#
	 
��(��0#0�
�������+(M�����
(#%-< 3 (J3) ���-<#����� IJ  ��

�0#0�
���-4K �
�������!
� 
#���+
�+-#��(��
��� 
���� /�0�.�+
!<�S ��K(���(��������0��

(	
���-#���) �� ��!
�"
#
(# 3 �0����+(M������ IJ ��A
	�4� %& ��� 
�#)�����-4#�%(4�
���,-
���(4���

�0��A��� ��������-4#�%(4� 2 �.�+ (Table 3.)��#�,  inoculum 5,000 �(
/
���� 1 ��. �0#0�
��



�����-4#���0��B 8 /�0 9 
(� 2�<��0�(4��
�������-4#��� inoculum 1,000 �(
/
���� 1 ��. ���

+(M������ IJ ��A
������ ��!<
�����.�+�������0�� 
�������+
�+-#� %& ��� �� ��!
�"
#���/	A�

/�� ��0��%1�.�+������	 �%& ���#��
����� �
�����-4�-����0���	�(����& ��(
� 
#������


���-����
�����A��(���%& ��� 
�#)�������A��(����(4��� 2�<��0�-���������+!<
�������#!�#(���
��

��3������%	���

������%��
���-4#�	#�#�� ��!
�"
#��K(���(���#��������-#��%-#�����,  inoculum %-<

1,000 �(� 5,000 �(
/
���� 1 ��. ��K(���(������(� 2 �.�+  +�
������,  inoculum %-< 1,000 �(
/


���� 1 ��. �� ������/�0��0��%1�.�+������	 �%& ���#/����*��
������,  inoculum %-< 5,000

�(
/
���� 1 ��. ��#�����-4#��� ��!
�"
#%-<�,  inoculum �� ��!
�"
# 1,000 �(
/
���� 1 ��. �-

�����(��.�+K(���(��� �-
(�������� 
�����&< ��)� 4 ����/��%- �������-4#���� 1 
���,-
�� �, 

�
�� 10 
(� �0�� �������*� 304,100 �(
/��.



Table 1.  The number of  bacterial cells Xenorhabdus nematophilus counted at the culturing period of 24 hours  

                prior to nematode feeding in the two different conditions of fermentation cultures.

Bacteria 1
st
 condition * 2

nd
 condition **

culturing  nematode inoculum  nematode inoculum

period (hr.)      5000 nemas./ml.      1000 nemas./ml.      5000 nemas./ml.    1000 nemas./ml.

Bateria pH Bateria pH Bateria pH Bateria pH

(cells/ml.) (cells/ml.) (cells/ml.) (cells/ml.)

0 1.28 x 10
7

6.99 1.31 x 10
7

7.01 3.08 x 10
7

7.10 3.14 x 10
7

7.11

24 2.33 x 10
14

7.60 2.45 x 10
14

7.58 2.11 x 10
14

8.30 2.34 x 10
14

8.34

*  minimum airflow rate 0.1 l/min.

**  minimum airflow rate 4 l/min.



Table 2.  Comparative development of the entomopathogenic nematode Steinernema  carpocapsae
                culturing in the two different  conditions of fermentation process. 

nematode 1
st
 condition * 2

nd
 condition **

culturing stage nematode inoculum nematode inoculum

periods 5000 nemas./ml. 1000  nemas./ml. 5000 nemas./ml. 1000  nemas./ml.

(day) % nematode pH % nematode pH % nematode pH % nematode pH

development development development development

1 IJ 11.58 8.02 6.79 8.01 31.16 7.98 29.29 8.87

J4 88.42 93.21 68.84 70.71

IJ 6.20 5.07 30.19 25.46

2 J4 1.46 8.25 4.12 8.24 3.05 7.88 5.13 8.66

M 35.77 42.45 17.45 25.64

F 56.57 48.11 49.31 43.59

IJ 5.80 3.00 28.16 11.96

3 M 37.56 8.13 30.08 8.15 20.68 7.44 28.26 8.78

F 56.64 66.92 51.17 59.78

J1-2 94.84 97.98 97.82 98.79

4 M 2.02 7.98 0.76 8.09 0.27 7.54 0.40 8.55

F 3.14 1.26 1.90 0.81

5 J1-2 10.65 7.54 28.10 7.61 1.44 7.44 7.64 8.68

J3 89.35 71.90 98.56 92.36

6 J1-2 2.71 7.53 6.97 7.65 0.07 7.48 - 8.12

J3 97.29 93.03 99.93 100.00

7 J1-2 - 8.34 4.47 8.31 - 8.10 - 8.20

J3 15.06 95.52 20.09 76.70 8.42

IJ 84.94 - 79.95 23.30

8 J3 - 8.34 70.73 8.35 7.90 8.10 21.29 8.61

IJ 100.00 29.27 92.10 78.71

9 J3 - - 52.84 8.35 - 8.10 11.50 8.52

IJ - 47.16 100.00 88.50

10 J3 - - 19.78 8.41 - - - -

IJ - 80.22 - - 100.00 -

11 J3 - - 5.00 8.40 - - - -

IJ - 95.00 - - - -

12 IJ - - 100.00 8.40 - - - -

*  minimum airflow rate 0.1 l/min.

** minimum airflow rate 4 l/min.



Table 3.   Yields and pathogenicity of the nematodes Steinernema carpocapsae cultured in the two different 

                 conditions of fermentation process.

1
st
 condition* 2

nd
 condition** 

Items nematode inoculum nematode inoculum

5000 nemas./ml. 1000  nemas./ml. 5000 nemas./ml. 1000  nemas./ml.

Yields (nemas/ml.) 104,000 157,000 240,200 304,100

Yields/1 female 36.723 234.61 93.49 508.68

Period1generation(days) 8 12 9 10

% nematode

development in 88.42 93.21 68.84 70.71

24 hr.

% pathogenicity 38.00 48.33 43.33 45.00

*   minimum airflow rate 0.1  l/min.

**  minimum airflow rate 4   l/min.
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Effect of  Airflow Rate and Method of Air Supply on the Development of

Symbiotic Bacteria and Yield of Steinernema carpocapsae (Weiser)

in 6 Liter Fermentor

                                                                      

�%�
	 ��

�����
(���/�0
�1-����� 
����%-<�-����
�����-4#�	#�#�����B/��%-��-#/�0������

�� ��!
�"
#%-<������K(���(�	��� 6 ���� ����)
�������
 3 ���� %& ����%��
�%-<� 
��'��(�����

��)�����
��(#��������(��*+!,%��,-
.�+ �
��-'/�0�(�

�%#� ���
�,��������� ��#�& ����

�����(�
(���/�0
�1-����� 
������,�
������-4#�	#�#/��%-��-# 24 ,(<
��� ��K(���(�%-<�����(� 7

�.�+� 
#�(� ��#�� 
���� (airflow rate) ��
(����N�-<# 0.48, 0.50, 2.85, 3.25, 4.69, 6.27 /�0 8.0

����/��%-    /�0�& ���(�/���0
(����N�-<#�(4��� �& ����
�1-����� 
������
(����&< ��)� �!
 0, 0.5, 0,

1.0, 4.0, 5.0 /�0 8.0 ����/��%- ����& ��(�   ��
��U��(#
!<�S �,�� �
����A
	
���+(��
� (300

�
�/��%-) /�0
)B�.*�������-4#� (2802) �(4� �(4���%-<��
��
�������-4#� ��(�����(4�%& �������

�� ��!
�"
#��
(��� 1,000 �(
/
���� 1 ��.  ������-4#���
��(�/��%-��-# /� 
��(��
����A
��+(�

�
����� 350 �
�/��%- /�0
)B�.*������ 25 02 ��%-<��
�

��������%��
� %)��.�+���%��
� /��%-��-#�����K�+�<������B�2��?�� ��� ��-#��(�

.�#�� 15 ,(<
���/�� (1012 �2��?/
���� 1 ��.) ��
�%-< 18 ,(<
��� ����� 
������
(����N�-<#

4.69, 6.27 /�0 8.0 ����/��%- �(4��0�-�����B�2��?/��%-��-# 7.14 x 1014 , 1.01 x 1014 1.01 x 1014

�2��?/��. ����& ��(� 2�<��*��
������� 
����
(����N�-<#%-<�&< ��
�� �
��/�������-4����-����
������

�� ��!
�"
#%-<��-4#��� 	
�/���0
�1-��� (r = 0.3985,  P > 0.05) /�0.�#�� 21 ,(<
��� �����B�2��?

/��%-��-#	
�%)�
�1-����(4���� ��-#��(� 
(�������� 
�����N�-<#��,�
������-4#�/��%-��-#�-4�-�
��

�(�+(�1?�(��������� ��!
�"
#%-<�� 
#����-�(#�& ��(�#�<�%���K��� (r = 0.8998,  P < 0.01) 
(����N�-<#

4.69, 6.27 /�0 8 ����/��%- �0�� �������*� �!
 321,000, 334,600 /�0  424,600 �(
/��. ����& ��(�

�
�����-4����& ����
(�������� 
�����&< ��)�	
�/���0
(����N�-<# �!
 4, 5 /�0 8 ����/

��%- �(4��-�
���(�+(�1?
#����-�(#�& ��(��(�������%-<�� �,���(� N0�(4���������� ��!
�"
#��K(�

��(��� �� �������*��& ������ 
��& ��������� 
����	(4��&< ��)���
(���%-<�*�/�0��%-<��,�
����

��-4#�/��%-��-#



�- ��- �

������%��
�%-<������ �� �-�����������-#��%-#�����,  inoculum �� ��!
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#��
(���

5,000 /�0
(��� 1,000 �(
/
���� 1 ��. +�
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�/&	- ��������


)���B?

1. 
)���B?���!<
��!
 �� /��  �� 
��)�%����? �* 
���<�=���,!4
 �* ��
��,!4
 ���!<
�,(<��OO^�

���!<
��U��
����    ���!<
��
����    �* �
��)�
)B�.*��    �* �
��)�
)B�.*���&< � –70 &2

,)�%��
�K(���(�	��� 6 ���� +� 
��(
  control  unit,   vortex mixer,   centrifuge

2. 
)���B?���!<
�/� 
����S�� /��  beaker,  cylinder,  flask,  petridish,  test tube,  vial

3. 
������-4#��,!4
 �� /��  peptone 0.1%, 
�������
�*�� Tsb3, Yeast  Salt broth,  NBTA

4. �� ��!
�"
#  Steinernema carpocapsae 
(# 3 �0#0 IJ

5. /��%-��-#  Xenorhabdus  nematophilus
6. ��
�����(���4�  Galleria  mellonella
7. ������-����S �� /�� hyamine 0.1%, formalin 0.1%, alcohol 75%, Ringer’s solution

Sterlied egg’s solution  (�*.����
�)

8. 
)���B?
!<�S �,��  counter,  autopipette +� 
� tip,  magnetic bar,  paraflim,  �)�#��

� ���
�	��� 270 mesh  K���(��� ��!
�"
#  �)��& ��-  �	A��	-<#  ��0���
�*����-#�

K����)�%��
���0��%1�.�+  ����-�  ,)�� ����
�


�1-���

����������-4#��� ��!
�"
#��K(���(�	��� 6 ���� ��#�,  inoculum �� ��!
�"
# 1,000

�(
/
���� 1 ��. 2�<��-	(4��
�����S �(��-4

1. ������-#�/��%-��-#����)%1�x�+!<
�, ���� inoculum

�-
�1-����,����-#
�(�
�1-������(
	 
���
��(#%-< 1.7 ��!<
���	
��0#0�
�������-4#�

	#�#/��%-��-#���0�(������B
���������(���
�������� ��!
�"
#��	
��	#��	��� 500 ��.

(	 
 2.)

2. ����
�1-��������� ��!
�"
#%-<����)%1�x (pure line)

�-
�1-����,����-#
�(�
�1-������(
	 
���
��(#%-< 2.1 ��!<
������B/�0��0��%1�.�+	
�

�� ��!
�"
# Steinernema carpocapsae %-<������
�������
��#����, �� ��!
�"
#���<�� �

(inoculum) %-<�� �������
�1-�����-4#�����)%1�x (pure line technique) /�0%-<�� ���/���
��(# (insect

host) (	 
 1.)



3. �����-4#�	#�#�����B�� ��!
�"
#%-<����)%1�x��
����/	A���<����
 (semi-solid media) �+!<


�, ���� inoculum �& ���(�%��
���K(���(�    2�<��-	(4��
��(���
���-4

�-
�1-����,����-#
�(�
�1-������(
	 
���
��(#%-< 2.2 ��!<
���	
������B�� ��!
�"
#%-<

�, ���� inoculum ��
�������� ��!
�"
# Steinernema carpocapsae (Weiser) %-<��-4#���K(���(�

	��� 6 ���� (	 
 3.)

4. ���-#����%��
���K(���(� ��#%& ����	(4��
��(��-4

�-
�1-����,����-#
�(�
�1-������(
	 
���
��(#%-< 2.2 ��!<
���	
������B�� ��!
�"
#%-<

�, ���� inoculum ��
�������� ��!
�"
# Steinernema carpocapsae (Weiser) %-<��-4#���K(���(�

	��� 6 ���� (	 
 4.)

5. �����(��(4��+!<
�
��)��U��(#����S �& ���(������-4#���K(���(�  (Figure 1.)

5.1 ��(��.�+.�#��K(���(��+!<
��-4#�	#�#/��%-��-#��,�
� 24 ,(<
���/��

��%)��.�+���%��
��(4��
����A
	
���+(��
���%-< 300 �
�/��%- /�0


)B�.*����%-< 2802 ��
��0#0�
�������-4#�  ��
��U��(#
!<���(�����.�+�����-4#��(��-4

���%��
��.�+ (batch) %-< 1

- �(4��0�(� pO2 (partial dissolved Oxygen) %-< 20% %& ������(��+!<
�(����0�(�

pO2 %-<�(4��
 � 
#�0������� 
����/��
(����(�� 
#*��0�
���
(����&< ��)�/�0

�*��)��!
 0 – 2 ����/��%-

(
(�������� 
�����N�-<#��(������-4#�/��%-��-#��� 24 ,(<
��� = 0.48 ����/��%-)

���%��
��.�+ (batch) %-< 2

-      ��(������ 
������K(���(���
(��� 0.50  ����/��%- ��%-<��
��
�������-4#�

	#�#/��%-��-#  (
(����N�-<#   0.50  ����/��%-)

���%��
��.�+ (batch) %-< 3

-       ��(�
(�������� 
����/�������(���/���0,�
�	
������-4#��(��-4

0 – 6   ,(<
���   ��(��� 
������
(����(4�/�� 0 – 10 ����/��%- 2�<�	�4�
#*��(�

�.�+�������O
� K �O
������(����� O
�������(�
(����+�<�	�4�

6 – 11   ,(<
���   ��(������ 
����%-< 0 ����/��%- ��!<
����O
����

11 – 18   ,(<
���   �� 
������
(���  10  ����/��%-

18 – 24   ,(<
���   �� 
������
(���  2   ����/��%-

(�N�-<#
(�������� 
�����N�-<#  2.85  ����/��%-)



���%��
��.�+ (batch) %-< 4

- ��(�
(�������� 
����%-</�������(��!


0 – 6   ,(<
���  �� 
������
(��� 10 ����/��%- %(4��-4	�4�
#*��(��.�+O
�%-<����

	�4��(�����
��/� 


6 – 12   ,(<
���   �� 
������
(��� 10  ����/��%-

12 – 24  ,(<
���  �� 
������
(���  1  ����/��%-

(�N�-<#
(�������� 
����  3.52  ����/��%- )

���%��
��.�+ (batch) %-< 5

-     �(4��0�(� pO2 %-< 40% /�0�� 
������
(�������S ����0#0�
�������-4#��(��-4

0 – 21   ,(<
���  ��(�
������
(����&< ��)�%-< 4 ����/��%-

        /�0�� 
(����*��)��������  5  ����/��%-

21 – 23   ,(<
��� �� 
������
(���  2   ����/��%-

23 – 24   ,(<
��� �� 
������
(���  3   ����/��%-

(�N�-<#
(�������� 
���� 4.69   ����/��%-)

���%��
��.�+ (batch) %-< 6

-    �(4��0�(�  pO2 %-<  40% ��(���� pO2 �� ��%-<��#����� 
�����0��
(����(��

��
(����&< ��)�                 5        ����/��%-

/�0
(����*��)��������  10        ����/��%-

(
(�������� 
�����N�-<#  6.27   ����/��%-)

���%��
��.�+ (batch) %-< 7

- ��(������ 
�����	 �K(���(���
(���  8  ����/��%- ��
��0#0�
�������-4#�

5.2 ��(��.�+.�#��K(���(���(��������� ��!
�"
#����-4#�	#�#��
��(�/��%-��-#��� 1


���,-
�� (life cycle) ��!
�(4�/��,(<
���%-< 24 – 48 ,(<
��� 	
������-4#�

��%)��.�+�����-4#��(4��
����A
�
�	
���+(��
���%-< %-< 350 �
�/��%- /�0


)B�.*�� 2502 ��
��0#0�
�������-4#�	#�#

���%��
��.�+ (batch) %-< 1

- �(4��0�(� pO2 %-< 20% ��(���� pO2 �� ��%-<� 
#�0������� 
����/��


(����(�� ��#�� 
������
(���
#*��0�
�������&< ��)�/�0�*��)� 0 – 10 ����/

��%-

���%��
��.�+ (batch) %-< 2

- ��(�
(�������� 
�����	 �K(���(� ��,�
��0#0�
�������-4#�/�������(��(��-4



24 – 48    ,(<
���   �� 
������%-<��
(���      0.5   ����/��%-

48 – 96    ,(<
���   �� 
������%-<��
(���      0.1    ����/��%-

96 – 120  ,(<
���    �� 
������%-<��
(���     1.0    ����/��%-

120 – 240  ,(<
���  �� 
������%-<��
(���     0.5    ����/��%-

240 – 288  ,(<
���  ����� 
����

���%��
��.�+ (batch) %-< 3

-     ��(�
(�������� 
�����	 �K(���(� ��,�
��0#0�
�������-4#�/�������(��(��-4

24 – 108    ,(<
���   �� 
������%-<��
(���   3  ����/��%-

108 – 168  ,(<
���   �� 
������%-<��
(���   2  ����/��%-

168 – 264  ,(<
���   ����� 
����

���%��
��.�+ (batch) %-< 4

- ��(�
(�������� 
�����	 �K(���(� ��,�
��0#0�
�������-4#�/�������(��(��-4

24 – 168  ,(<
���  �� 
������%-<��
(��� 2  ����/��%-

168 – 264   ,(<
���   ����� 
����

���%��
��.�+ (batch) %-< 5

-      ��(�
(�������� 
�����	 �K(���(� ��,�
��0#0�
�������-4#�/�������(��(��-4

24 – 30  ,(<
���  �� 
������%-<��
(��� 3  ����/��%-

30 – 168  ,(<
���  �� 
������%-<��
(��� 2  ����/��%-

168 – 264  ,(<
��� ����� 
����

���%��
��.�+ (batch) %-< 6

24 – 192  ,(<
���   �(4��0�(�   pO2  %-<   20 %  �(4��0���� 
����/��
(����(��

�+!<
��(���� pO2 �� ��%-<  ��#�� ��
(����0�
��� 5–10 ����/��%-

192 – 264  ,(<
���     �� 
������%-<��
(��� 1 ����/��%-

���%��
��.�+ (batch) %-< 7

-      ��(�
(�������� 
�����	 �K(���(� ��,�
��0#0�
�������-4#�/�������(��(��-4

24 – 78   ,(<
���   �� 
������%-<��
(��� 8   ����/��%-

78 – 96   ,(<
���   �� 
������%-<��
(���        10  ����/��%-

96 – 120   ,(<
���   �� 
������%-<��
(���   8   ����/��%-

120 –168   ,(<
���   �� 
������%-<��
(���   5   ����/��%-

168 – 192   ,(<
���   �� 
������%-<��
(���   2   ����/��%-

192 – 288   ,(<
���   �� 
������%-<��
(���   1   ����/��%-



6. ��A�������

�& ��� ��!
�"
#
(# 3 �0#0 IJ %-<��-4#��� ��K(���(� �0#0�
�������-4#���0��B 9 -11


(� ��/#�� ��� 
#����(4��� �� ��!
�"
#���0�
���
� /� 
����& ����������� ����
�� 
#

�0/�����
�	��� 270 mesh %& �����(��& ��
��� ��!
�"
#%-<������ � 
#���!<
��(�
(����(�� ��(�

����(4���A�������%-<�� ��O
��&4 �����)��K)�+������ /� 
�& ���A�%-<
)B�.*�� 602 �+!<
%��
���0

��%1�.�+��
��

7. �����
��(������B�2��?/��%-��-#��/���0�.�+���%��
�

��(������� inoculum /��%-��-#����-4#���
�������
�*�� Tsb3 ���
�1-�������S %)�

3 ,(<
��� %& �����*��(

#���
������/���0�.�+���%��
� 15 ��. �+!<
��
��(������B�2��?

/��%-��-# � 
#
�1-��� drop plate  (Supanwong and Pichai  1995)

8. %��
���0��%1�.�+����	 �%& ���#/���	
��� ��!
�"
# (
�1-	
� Miller 1989) �(��-4

�-
�1-����,����-#
�(�
�1-������(
	 
���
��(#%-< 1.6 ��!<
����-#��%-#���������������

�!�+(�1)? /�0��0��%1�.�+������	 �%& ���#/���	
��� ��!
�"
# Steinernema carpocapsae
(Weiser) %-<��-4#���
�������
/�0/���
��(# (	 
 3.)

�
��/�0�K��%-<

%& ����%��
�%-<� 
��'��(�����  ��)�����
��(#��������(��*+!,%��,-
.�+  �
��-'/�0

�(�

�%#� ���
�,���������  �0�
����������  2542 - +������#�  2542



�����%	���

������������(��B0����+�<������B	
�/��%-��-# (Growth curve) �������-4#���K(���(�

(Table 1.)  ��#��(�
(�������� 
���� (airflow rate) /�0
�1-����� 
����%-<�����(� 7 
�1-����(4�

+�
��/��%-��-#�����K�+�<������B�2��?�� ��� ��-#��(����0#0�
�������-4#� 15 ,(<
��� ��#�+�<�

��������B�2��?���<�� � (inoculum) 107 �2��?/
���� 1 ��. ���� 1012 �2��?/
���� 1 ��. /����!<


��-4#�	#�#��
������� 18 ,(<
��� +�
������� 
������
(����N�-<# 4.69, 6.27 /�0 8.00 ����/��%-

/��%-��-#�����K/����2��?�� �����B�*��)� (1014 �2��?/
���� 1 ��.) /�0�	 ��*��0#0 stationary

phase �� ��A
�
�����%��
�
�1-���
!<�S ��0��B 3 ,(<
��� 
#������A����
��/������	
�

/��%-��-#��,�
� 18 ,(<
����-4 ����-�
���(�+(�1?�(������B������%-<�� 	
�
�1-�����-4#�����S

( r = 0.3985,  P > 0.05)  (Figure 2.)


(�������� 
�����N�-<# ��,�
������-4#�	#�#/��%-��-# 24 ,(<
���/�� (Table 2., Figure

3.) �-�
���(�+(�1?�(��������� ��!
�"
#�N�-<#%-<�� 
#����-�(#�& ��(�#�<� (r = 0.8998, P < 0.01) �0

��A��� 
��
(�������� 
�����N�-<#��
��0#0�����-4#�	#�#/��%-��-#�(4�/�� 4.69 ����/��%- 	�4���

�� �������� ��!
�"
#�*��
�� 321,000 �(
/��. 2�<����������B%-<��� ��-#��(������-4#���	
��	#��

�
�����-4
�1-����� 
������#�& ����
(�������� 
�����&< ��)� (minimum airflow rate) 	
����

��-4#�/���0��(4��(4��-�
���(�+(�1?��
�������� ��!
�"
#
#����-�(#�& ��(�#�<� (r = 0.9885, P < 0.01)

N0�(4��
�����0�� 
������
(����N�-<# 4.69 ����/��%- �0� 
��� 
(����&< ��)� 4 ����/��%- � 
#���

�0�� �������� ��!
�"
#�*� �(�����
��/� 


����& ����
(����&< ��)��(4� ����
�1-����� 
�����	 �����K(���(������
�(���
��
���+!<


����� ����K���0�(� 0 ����/��%- ��,�
���,�
����<�	
������-4#�  ��� Table 2. ���%��
���

batch %-< 1 - 4 �� �������� ��!
�"
#��
�	 ���&< �2�<�
#*��0�
��� 112,800 �(
/��. K�� 157,000 �(
/��.

(
(�������� 
�����N�-<# 0.48 – 3.52 ����/��%-) 
(�������� 
�����& ���(� batch %-< 1-3 �(4� ���

,�
��
��	
������-4#��0���&< �K���0�(� 0 ����/��%- ��������� 
���������%-< ��!<
�����#)�,0�(�

,�
���,�
����<��0�� ������� 
#�
�������-4#��� batch %-< 2 /�0 4 2�<��� 
�����&< ��)� 0.5 /�0 1.0

����/��%- ����& ��(� 2�<�����-����#)�,0�(� ��!
 airflow rate ���&< �K���0�(� 0 ����/��%- ,�
���,�
�

���<�	
������-4#�




����02�����%	���

Table 4. /�0 Figure 5. ���-#��%-#���������	
�/��%-��-#���.�+�����(� ��#�, �& ��
�

/��%-��-# ���<�� � (inoculum) ��� ��-#��(� (107 �2��?/��.) +�
��
�����-�%��%�& ��(�#�<������

�+�<��& ��
��2��?/�0��0�) ���0�
������ �����%-<�& ��������
#����& ���(��� ��!
�"
#

�(��B0����+�<��& ��
�	
�/��%-��-#��	
��	#��	��� 125 ��. �-�����B
���� 15 ��.

���-#��%-#��(�	
��	#��	��� 500 ��. %-<�-�����B
���� 30, 40, 50 /�0 60 ��. (�����#����(


	 
%-< 1.3 ��	
��0�(������B
�������
/�0�� ��!
�"
#���<�� � (inoculum) ��
�������� ��!
�

"
# S. carpocapsae (Weiser) %-<��-4#���
�������
 /�0�(
	 
%-< 1.7 ��	
��0#0�
�������-4#�

	#�#/��%-��-#���0�(������B
���������(���
�������� ��!
�"
#��	
��	#��	��� 500 ��.)  �-


(�������� 
������%-<� 
#�
����A
������	#���%���(� �!
 120 �
�/��%- +�
����	
��	#��	���

125 ��. �-�����B
����� 
# �0�(������B
�����&< � ����0��#	
�
������ ����
��/�0

/��%-��-#�� �(� O2 ����
�� %& ��� �-����+�<��& ��
��2��?�� 
#����
���A
 /�0���<��	 ��*��0#0

stationary phase %-< 24 ,(<
��� �� �����B�2��?�*��)� 1.29 x 1012 �2��?/��. ������ 312,000 �(
/��.

��!<
�����-�����B����
�� ����0��#	
�
������
����%-<���-#���	
��	#��	��� 500 ��.�� 

� 
#�
�� ���+�
��/��%-��-#��	
��	#��	��� 500 ��. %-<�-�0�(������B
��������S (30 – 60 ��.)

�+�<������B�2��?
#���, �S �	 ��*��0#0 stationary phase %-< 48 ,(<
��� 
#������A����-�
�������K

�+�<������B�2��?�*��)��� ��� ��-#��(������-4#���	
��	#�� 125 ��. (Figure 5.)

�& ���(���������	
�/��%-��-#��K(���(� �
��� 
����	
�
�����&< ��)��N�-<# 0.48 ����/

��%- �A�����K/����2��?�� ���������B�*��%���(�
(�������� 
�����N�-<#%-<�*��
���(4�/���0�(� 0.5 -

8.0 ����/��%- /�0�� �����B�*��)� (1.14 x 1014 �2��?/��.) ����
�������-4#���	
��	#�����0#0

�
�������-4#��%���(� /���
��
(�������� 
�����(4��-����
���/����2��?	
�/��%-��-#  
#������A

����������� ��!
�"
#%-<�� �(4������ 	�4�
#*��(������B�2��?	
�/��%-��-#
#�����-#
 /������� 


������
(���%-<�*��������+
��������B%-</��%-��-#� 
�����, �����/����2��?�� �*��)� /�0

����� ��
(���%-<��&< ����
�,����-#
�(��(������-4#���	
��	#�� (�
����A
������	#����%-<) �0�-��

��
�������������� �����
����%-<�& ��(� 2�<�
���-���#,���%-<�& �������
�� ��!
�"
#����������

������ ����� ��
(���%-<�*��A�0�� ������%-<�*���������%��
�%-<����
��/� 
 ��
������B���

�+�<������B�2��?	
�/��%-��-#
����-<#
	 
��(�,���/�0�����B	
����%-<�& �����%-<K*��� ��	�4� ,�
�

%-</��%-��-#�+�<������B�2��?�� �*��)��0�-�����B���
�����*�%-<�)� ����(��0#0���<�� �	
�

stationary phase �����0#0%-<����0�� �& ���(������ ��!
�"
#����-4#�	#�#�����B��%)��.�+���

����	#�#� 
#
�����%-#��+!<
�� �� �������*�



��3������%	���

������%��
���-4#�	#�#�� ��!
�"
#��K(���(���#�� 
���������(� 7 /�� +�
������� 


������%-< 8 ����/��%- ���.�+�����-4#� (batch) /��%-< 7 �� �������*��)� 424,600 �(
/��. /�0

��0��%1�.�+	
������� 42.50% ��#�-�����(��U��(#����S�(��-4

- ��-4#�	#�#/��%-��-# ��#�� 
������%-< 8 ����/��%- �
����A
�
�������
�

300 �
�/��%- 
)B�.*�� 28  &2 ��� 24 ,(<
���

- ��-4#�	#�#�� ��!
�"
# ��#�, �
����A
������
� 350 �
�/��%- 
)B�.*��

25  &2 /�������,�
������ 
�����������B����S ���
�#)�����-4#��(��-4

24-78     ,(<
���     �� 
������%-<  8   ����/��%-

78-96     ,(<
���     �� 
������%-< 10   ����/��%-

96-123   ,(<
���     �� 
���� ��%-<  8   ����/��%-

123-168 ,(<
���     �� 
������%-<  5   ����/��%-

168-288 ,(<
���     �� 
������%-<  2   ����/��%-

��������%��
�%-<�� ��������K�& ����, ������ ��!
�"
#��K(���(��0�(�����	�4���
��



Table 1.  Number of  symbiotic bacterial cells observed at 3 hour intervals during 24 hours culturing period before  

                nematode feeding in fermentation  cultures in different condition.

1
st

2
nd

3
rd

4
th

5
th

6
th

7
th

0 2.23 x 10
7

1.35 x 10
7

6.63 x 10
7

1.18 x 10
7

2.23 x 10
7

5.43 x 10
7

1.02 x 10
7

3 8.15 x 10
7

1.21 x 10
8

2.02 x 10
8

1.0 x 10
8

- 2.23 x 10
8

9.97 x 10
7

6 1.02 x 10
9

1.62 x 10
9

3.44 x 10
9

1.22 x 10
9

- 3.26 x 10
9

1.28 x 10
9

9 1.19 x 10
9

2.19 x 10
9

3.51 x 10
9

1.31 x 10
9

- 3.30 x 10
9

1.72 x 10
9

12 2.31 x 10
10

3.95 x 10
10

5.11 x 10
10

2.45 x 10
10

- 3.84 x 10
10

3.74 x 10
10

15 2.34 x 10
12

1.0 x 10
12

1.23 x 10
12

1.14 x 10
12

- 2.26 x 10
12

1.12 x 10
12

18 9.74 x 10
13

1.10 x 10
13

1.21 x 10
13

9.74 x 10
13

7.14 x 10
14

1.01 x 10
14

1.01 x 10
14

21 1.31 x 10
14

1.01 x 10
14

2.43 x 10
14

2.18 x 10
14

7.10 x 10
14

1.48 x 10
14

1.11 x 10
14

24 1.38 x 10
14

1.11 x 10
14

2.44 x 10
14

2.15 x 10
14

7.12 x 10
14

1.44 x 10
14

1.14 x 10
14

(-)  =  not recorded

Culturing Batch of  fermentation process

periods (hr.)
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Table 3.  Air supply during 24 hours culture of the symbiotic bacteria  Xenorhabdus  nematophilus 
               before nematode feeding in the fermentation process.

Batch

 min.  -  max.  (l/min.) Average airflow rate (l/min.) Yields (nemas./ml.)

1
st

          0.0 - 2.0 0.48 137,000

2
nd

          0.5 - 0.5 0.5 145,200

3
rd

          0.0 - 10.0 2.85 112,800

4
th

          1.0 - 10.0 3.52 157,400

5
th

          4.0 - 5.0 4.69 321,000

6
th

          5.0 - 10.0 6.27 334,600

7
th

          8.0 - 8.0 8 424,600

Air supply



Table 4.  Comparison of  density of  symbiotic bacterial Xenorhabdus  nematophilus counted at 6 hour intervals 

                during culturing period of  54 hours in  6 liter bioreactor (3 liter media), 125 ml. shake flask (15 ml. media) 

                and 500 ml. shake flasks (30, 40, 50 and 60 ml. media).

Bacteria

culturing In 6 liter biorector* In 125 ml. shake flask** 

periods (hr.) (3 liter media) (15 ml. media) 30 ml. 40 ml. 50 ml. 60 ml.

0 1.02 x 10
7

1.17 x 10
7

1.42 x 10
7

1.42 x 10
7

1.42 x 10
7

1.42 x 10
7

6 1.28 x 10
9

2.23 x 10
9

- - - -

12 3.74 x 10
10

3.12 x 10
10

- - - -

18 1.01 x 10
14

8.94 x 10
11

- - - -

24 1.14 x 10
14

1.29 x 10
12

3.01 x 10
8

3.25 x 10
8

2.98 x 10
8

4.21 x 10
8

30 7.25 x 10
13

7.62 x 10
11

2.77 x 10
9

4.40 x 10
9

2.0 x 10
9

3.11 x 10
9

36 7.00 x 10
13

7.60 x 10
11

2.86 x 10
9

5.0 x 10
9

2.36 x 10
9

3.14 x 10
9

42 7.10 x 10
13

7.61 x 10
11

2.23 x 10
10

3.10 x 10
10

1.65 x 10
10

1.75 x 10
10

48 6.69 x 10
13

6.98 x 10
11

2.73 x 10
12

1.18 x 10
12

3.21 x 10
12

2.81 x 10
12

54 6.98 x 10
13

6.90 x 10
11

2.71 x 10
12

1.20 x 10
12

3.20 x 10
12

2.85 x 10
12

(-)  =  not recorded

* airflow rate =  8  l / min.

** shake speed = 120 rpm.

In 500 ml. shake flask** (with media)

Bacterial cell density (cells/ml.) 



Figure 2.   Correlation between the bacterial cell density observed at the 18
th

 culturing hour and the yield of   

                   nematode in the fermentation cultures.

Figure 3.   Correlation between the average airflow rate during 24 hours bacterial culturing (before nematode

                   inoculation) and yield of nematode gained in 6 liter fermentor.

Figure 4.   Correlation between the average minimum airflow rate (1/min.)  supplied during bacterial culturing  

                   and the yield of nematode in fermentation process.
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Figure 5.  Comparative growth curves of symbiotic bacteria  Xenorhabdus nematophilus  cultured in 6 liter bioreactor, 

                 125 and 500 ml. shake flasks.

0

    =  6 liter bioreactor with 3 liter media     =  500 ml. shake flask with 40 ml. media

    =  125 ml. shake flask with 15 ml. media     =  500 ml. shake flask with 50 ml. media

    =  500 ml. shake flask with 30 ml. media     =  500 ml. shake flask with 60 ml. media
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Table 1. The comparison of nematode numbers gained before and after harvesting by

shaking funnel and standing tray sieving methods.

Funnel sieve (shaking) Tray sieve (standing) Chi-square

No. of nema (x106)

before the process

% of nema left

after the process

No. of nema (x106)

before the process

% of nema left

after the process

(�2)

df = 1

126.8 64.58 160.5 88.83 25.0 **

Table 2. The pathogenicity assessment* on Galleria mellonella of the nematode

Steinernema carpocapsae (IJ) collected by the shake funnel sieve and standing

tray seive.

Funnel sieve (shaking) Tray sieve (standing) Chi-square

No. treated % dead No. treated % dead (�2)

(G. mellonella) (G. mellonella) df = 1

600 35.67 600 42.67 5.90 **

* = The method utilizes a culture cell well with confines one infective Steinernema carpocapsae
with one insect host and results infection within 48 hours (Miller, R.W. 1989).



**  =  highly significant different  (P < .01)
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Table 1. Comparison survival and infectivity of entomopathogenic nematode

Steinernema carpocapsae storaged in crumbed synthetic sponge and Attapulgite

  powder at 6�C.

Periods of Formulations

Nematode storage Synthetic sponge Attapulgite 100%

(month) %Survival %Infectivity %Survival %Infectivity

1 96.68 40.80 95.54 40.10

2 96.49 40.30 94.71 40.80

3 93.11 40.50 92.10 39.20

4 91.53 39.50 90.74 39.80

5 88.34 34.30 89.80 33.00

6 86.34 34.00 91.58 32.50

7 86.40 33.30 89.05 32.50

8 84.95 33.30 88.76 31.80

9 85.28 32.50 83.12 30.80

10 82.16 31.70 84.95 31.70

11 82.16 30.80 80.06 30.00

12 83.55 30.80 79.50 29.00



Table 2. Survival, pH and percent of humidity of S. carpocapsae stored in sponge and

               Attapulgite 100% at 6 &C.

Storage period Sponge Attapulgite 100% Chi-square (�2)

(month) % survival pH % humidity % survival pH % humidity (survival)

1 97.26 7.16 - 90.00 7.26 36.19 1.109(P=0.2923)

2 96.00 7.23 - 87.10 7.28 35.62 1.560(P=0.2116)

3 94.87 7.29 - 86.67 7.74 36.12 1.591(P=0.2072)

4 94.59 7.23 - 86.36 7.40 36.10 1.466(P=0.2260)

5 94.59 7.04 - 86.84 7.31 35.78 1.128(P=0.2883)

6 94.67 7.33 - 86.84 7.54 35.51 1.174(P=0.2785)

Table 3. Survival, pH and percent of humidity of S. carpocapsae stored in sponge and

               Attapulgite 100% at 25�C.

Storage period Sponge Attapulgite 100% Chi-square (�2)

(week) % survival pH % humidity % survival pH % humidity (survival)

2 94.44 7.37 - 91.67 7.31 38.07 0.019(P=0.8901)

4 87.10 7.56 - 87.10 7.36 36.64 0.108(P=0.7428)

6 86.89 7.48 - 85.71 7.44 35.51 0.034(P=0.8540)

8 63.08 7.80 - 69.23 7.41 33.00 0.098(P=0.7547)

10 62.86 7.80 - 65.00 7.52 32.67 0.008(P=0.9301)

12 50.75 7.81 - 47.37 7.52 30.73 0.000(P=1.0000)

Table 4. Survival, pH and percent of humidity of S. carpocapsae stored in sponge and

               Attapulgite 100% at 30�C.

Storage period Sponge Attapulgite 100% Chi-square (�2)

(week) % survival pH % humidity % survival pH % humidity (survival)

1 46.48 7.44 - 80.00 7.39 38.07 7.101*(P<0.05)

2 45.83 7.50 - 79.17 7.42 36.36 6.769*(P<0.05)

3 36.84 8.05 - 65.00 7.57 34.52 4.044*(P<0.05)

4 33.82 8.17 - 52.63 7.65 33.61 1.504(P=0.2201)

5 1.56 8.26 - 40.00 7.79 32.77 19.687*(P<0.05)

6 0.00 8.30 - 11.76 7.82 31.16 3.608(P=0.0575)

N = total numbers of nematode counted
* = significantly different



5. ���%3������������	�����  Steinernema carpocapsae (Weiser) 	�
 
�/&�������_

Production Cost of the Entomopathogenic Nematode

Steinernema carpocapsae (Weiser) Cultured by Different Methods
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5.1 ���%3������������	����� ���$�����"
 �	 +X�,�������
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  5 – 6
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Table 1 . The comparison of nematode production cost between In Vivo and In Vitro culture.

Item Production cost of  the entomopathogenic nematode (baht/sachet)

In Vivo In Vitro
G. mellonella

(insect host)

Semi-solid medium Liquid medium

(shake flask)

Liquid medium

(fermentor)

Material 14.8 1.93 1.06 1.01

Labor 11.14 8.63 2.87 2.5

Operating* 15.56 3.33 2.36 2.11

Total 41.50 16.88 6.29 5.62

*The cost of equipment, electricity and water were included

notes  :    1)  production cost = bath/sachet

2) 1 sachet of nematode = 4 x106 nematodes
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NBTA

- Nutrient Agar (NA) 1 l.

- Bromothymol Blue (BTB) 0.025 g.

- Triphenyltetrazolium Chloride 0.04 g.

Ringer’s solution 10 litre

- NaCl 10 g.

- KCl   4.2 g.

- CaCl2 	 2H2O   3.7 g.

- NaHCO3   2 g.

- Distilled water 10 l.

Steriled egg’s solution

- 4M NaOH 1.25 ml.

- Sodium Hypochlorile 12% 1 ml.

- Distilled water 7.75 ml.

Tergitol 7 Agar + TTC (Triphenyltetra Zolium Chloride)

- Group 1  ingredients Tergital 7 agar 33 g.

Distilled water           1000 ml.

- Group 2  ingredients TTC   0.1 g.

Distilled water             100 ml.

Yeast Salts ,��� YS  broth (Akhurst 1980)

- NH4H2PO4 0.5 g.

- K2HPO4 0.5 g.

- MgSO47H2O 0.2 g.

- Yeast Extract 5.0 g.

- NaCl 5.0 g.

- Water 1 l.
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