
รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองที่สิ้นสุด  

------------------------ 

1. แผนงานวิจัย   :  แผนงานวิจัยการกักกันพืช 

 

2. โครงการวิจัย   :  โครงการวิจัยการศึกษาสถานภาพศัตรูพืชกักกันในประเทศไทย 

กิจกรรม   :  - 

กิจกรรมย่อย (ถ้ามี)  :  - 

 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  :  การส ารวจไส้เดือนฝอยศัตรูพืชกักกัน Meloidogyne chitwoodi 

และ Meloidogyne fallax ในพ้ืนที่ปลูกมันฝรั่งของประเทศไทย 

ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) :  Survey of Meloidogyne chitwoodi and Meloidogyne 

fallax the quarantine plant parasitic nematodes in Thailand 

 

4. คณะผู้ด าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง   :  ไตรเดช ข่ายทอง กลุ่มวิจัยโรคพืช สอพ 

ผู้ร่วมงาน                            :  ธิติยา สารพัฒน์ กลุ่มวิจัยโรคพืช สอพ 

   รุ่งนภา ทองเคร็ง กลุ่มวิจัยโรคพืช สอพ 

   วานิช ค าพานิช กลุ่มวิจัยการกักกันพืช สอพ 

  

5. บทคัดย่อ   :  การส ารวจไส้เดือนฝอยศัตรูพืชกักกัน Meloidogyne 

chitwoodi และ M. fallax ในพ้ืนที่ปลูกมันฝรั่ง ด าเนินการในปี พ.ศ. 2559 ถึง พ.ศ. 2561 เก็บ

ตัวอย่างดินจากแปลงปลูกมันฝรั่ง จ. เชียงราย จ.เชียงใหม่ จ. ล าพูน จ. พะเยา จ. ตาก และ จ.น่าน 

รวม 135 ตัวอย่าง แยกไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดิน ตรวจไส้เดือนฝอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบ

ไส้เดือนฝอยรากปมในตัวอย่างดิน 62 ตัวอย่าง เพ่ิมปริมาณไส้เดือนฝอยในตัวอย่างดินที่ตรวจพบ

ไส้เดือนฝอยรากปม โดยปลูกมะเขือเทศในตัวอย่างดินที่ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม ตรวจสอบชนิด

ไส้เดือนฝอยรากปมด้วยวิธีการทางอณูชีววิทยาไม่พบไส้เดือนฝอยรากปม M. chitwoodi  และ M. 

fallax โดยการตรวจสอบดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากตัวอ่อนระยะที่สองด้วยคู่ไพรเมอร์ 194/195 ได้ผลผลิต

ปฏิกิริยาขนาด 720 คู่เบส ซึ่งบ่งชี้ว่าเป็นไส้เดือนฝอยกลุ่ม tropical species เช่น M. incognita M. 

javanica หรอืM. arenaria เมื่อตรวจลักษณะริ้วรอยย่นส่วนก้น และคู่ไพรเมอร์จ าเพาะต่อไส้เดือน



ฝอยรากปม Inc-K14-F/Inc-K-14R ซึ่งจ าเพาะต่อไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita พบว่าส่วนใหญ่

เป็นไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita โดยไดผ้ลิตภัณฑ์ปฏิกิริยา PCR ขนาด 400 คู่เบส ตรวจสอบ

ด้วยคู่ไพรเมอร์ Fjav/Rjav ซ่ึงจ าเพาะต่อ M. javanica พบว่าเป็นไส้เดือนฝอยรากปม M. javanica 

2 ตัวอย่าง ไดผ้ลิตภัณฑ์ปฏิกิริยา PCR ขนาด 720 คู่เบส 

 

6. ค าน า                                 :  ไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne chitwoodi Golden, 

O'Bannon, Santo & Finley (Columbia root-knot nematode) แ ล ะ  Meloidogyne fallax 

Karssen (False Columbia root-knot nematode) เป็นไส้เดือนฝอยที่เป็นไส้เดือนฝอยศัตรูพืช

กั ก กั น ป ระ เภ ท  A2  ขอ ง European and Mediterranean Plant Protection Organization 

(EPPO) ซึ่งจัดเป็นศัตรูพืชกักกันที่พบในพื้นที่ ส าหรับประเทศไทยไส้เดือนฝอยรากปม M. chitwoodi 

อยู่ในรายชื่อไส้เดือนฝอยศัตรูพืชกักกันเช่นเดียวกัน แต่ยังไม่มีรายงานการตรวจพบไส้เดือนฝอย M. 

chitwoodi และ M. fallax ในประเทศไทย ไส้เดือนฝอยรากปม M. chitwoodi และ M. fallax เป็น

ไส้เดือนฝอยศัตรูพืชที่เข้าท าลายพืชทั้งใบเลี้ยงคู่และใบเลี้ยงเดี่ยวหลายชนิด เช่น มันฝรั่ง แครอท 

มะเขือเทศ (Santo et al., 1980; O’Bannon et al., 1982; Brinkman et al., 1996; Karssen, 

2002) มีรายงานการพบ M. chitwoodi ครั้งแรกในปี ค.ศ. 1980 ในแถบ Pacific Northwest ของ

สหรัฐอเมริกา ปัจจุบันมีรายงานการพบไส้เดือนฝอยชนิดนี้ในประเทศ อาเจนตินา เบลเยี่ยม เยอรมัน 

เนเธอร์แลนด์ โปรตุเกส สหรัฐอเมริกา เม็กซิโก และแอฟริกาใต้ ส าหรับไส้เดือนฝอย M. fallax มี

รายงานการพบครั้งแรกในปี 1992 ในประเทศเนเธอร์แลนด์ ซึ่งในระยะแรกคิดว่าเป็น race ใหม่ของ 

M. chitwoodi (Karssen, 1994; van Meggelen et  al., 1994) ต่อมาพบว่ามีความแตกต่างกัน

ทางสัณฐานและ isozyme patterns จึงได้มีการจัดจ าแนกเป็นชนิดใหม่คือ M. fallax (Karssen, 

1996) หลังจากการพบครั้งแรกก็มีรายงานการพบ M. fallax อีกหลายแห่งในแหล่งปลูกมันฝรั่งแถบ

ตะวันออกเฉียงใต้ของประเทศเนเธอร์แลนด์ (Karssen, 1996) ใกล้กับชายแดนของประเทศเยอรมัน

และเบลเยี่ยม และมีรายงานการพบในประเทศฝรั่งเศส (Daher et al., 1996) นอกจากนั้นยังพบใน

ประเทศอ่ืนๆ เช่น นิวซีแลนด์ ออสเตรเลีย และแอฟริกาใต้ (Marshall et al., 2001; Nobbs et al., 

2001; Fourie et al., 2001) ไส้เดือนฝอยรากปม M. chitwoodi และ M. fallax เข้าท าลายพืช

เช่นเดียวกับไส้เดือนฝอยรากปมชนิดอ่ืนๆ สามารถชักน าเซลรากพืชให้สร้าง feeding site และท าให้

พืชเกิดปุ่มปม เมื่อระบบรากถูกท าลายพืชจะแสดงอาการอ่อนแอ แคระแกรน ใบซีด จากการได้รับน้ า

และแร่ธาตุไม่เพียงพอ ไส้เดือนฝอยทั้ง 2 ชนิดท าความเสียหายต่อรากและส่วนใต้ดินของพืช เช่น มัน

ฝรั่ง แครอท ท าให้เกิดความเสียหายด้านคุณภาพ ความเสียหายเชิงปริมาณยังไม่ชัดเจน ระดับความ

เสียหายของหัวมันฝรั่ง (Van Riel, 1993) และแครอท (Wesemael & Moens, 2008) ขึ้นกับชนิด



ของพันธุ์ ความหนาแน่นของประชากรไส้เดือนฝอยในดิน อุณหภูมิ ฤดูปลูก และชนิดดิน จ านวนรุ่น 

(generation) ของไส้เดือนฝอยรากปมต่อฤดูปลูกก็เป็นส่วนส าคัญต่อระดับความเสียหาย เขียน

ความส าคัญ หลักการและเหตุผลที่ท าการทดลองปัญหาที่ต้องแก้ไข วัตถุประสงค์และเป้าหมายของ

การวิจัย การตรวจเอกสาร  อ้างถึงรายงานหรือผลงานที่ท ามาแล้วว่าเกี่ยวข้องสัมพันธ์กับงานที่ท า

อย่างไร  เพื่อสนับสนุนและเน้นให้เห็นความส าคัญของงานที่ท า 

 

7. วิธีด าเนินการ                         :  

- อุปกรณ์       

อุปกรณ์เก็บตัวอย่างดิน อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการไส้เดือนฝอย เครื่อง thermal cycler และ 

electrophoresis 

 - วิธีการ  

 การเก็บตัวอย่างดิน 

 เก็บตัวอย่างดินโดยแบ่งพ้ืนที่เป็นแปลงย่อย (grid) ขนาด 10 x 10 ตารางเมตร สุ่มเก็บตัวอย่างดินโดย
เดินเก็บในลักษณะสลับฟันปลาให้ทั่วพ้ืนที่ เก็บดินที่ความลึก 25 เซนติเมตร ด้วย auger ขนาด 1 นิ้ว ให้ได้
ตัวอย่างดินประมาณ 4 ลิตรต่อพ้ืนที่ 10,000 ตารางเมตร คลุกเคล้าตัวอย่างดินให้ทั่ว แล้วแบ่งตัวอย่างดิน 
200 มิลลิลิตร เพ่ือตรวจหาไส้เดือนฝอยรากปม 

 การตรวจไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดิน 

 แยกไส้เดือนฝอยออกจากตัวอย่างดินโดยวิธี Decanting and Sieving with Bearmann Tray และ
แยกไส้เดือนฝอยออกจากหัวมันฝรั่งตามวิธีใน EPPO Standard PM 3/69 

 แยกไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดินโดยคลุกเคล้าตัวอย่างดินให้ทั่ว ชั่งตัวอย่างดินหนัก 250 กรัม แยก
ไส้เดือนฝอยออกจากตัวอย่างดินโดยวิธีการกวนตัวอย่างดินในน้ า 2 ลิตรและกรองน้ าส่วนบนผ่านตะแกรง
โลหะที่มีขนาดช่อง 850 ไมโครเมตร วางบนตะแกรงที่มีขนาดช่อง 38 ไมโครเมตร ล้างตัวอย่างดินที่ค้างอยู่บน
ตะแกรงอันล่าง และน าตัวอย่างใส่ลงบนกระดาษกรอง ที่วางอยู่บนตะแกรงไนลอน วางลงในจานรองที่มีน้ า
สะอาด (Decanting and Sieving with Baermann’s Tray Technique) ตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยายสูงชนิดหัวกลับ 

  เมื่อพบตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมในตัวอย่างดิน น าต้นกล้ามะเขือเทศพันธุ์สีดาทิพย์ปลูกในตัวอย่าง
ดินเพ่ือให้ไส้เดือนฝอยเข้าท าลายรากและเจริญเติบโตพัฒนาเป็นตัวเต็มวัย สุ่มกลุ่ มไข่จากรากมะเขือเทศ 10 
กลุ่มไข่ต่อรากน าไปแช่ในน้ าสะอาด เมื่อตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมฟักออกจากไข่ น าไปสกัดดีเอ็นเอ และ
ตรวจสอบด้วยวิธี PCR ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานเช่นลักษณะริ้วรอยย่นส่วนก้นของตัวเต็มวัยเพศเมียเพ่ือ
ยืนยันผลร่วมกับวิธี PCR 

 การตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยรากปมด้วยวิธี PCR 



 ตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยรากปมด้วยวิธี PCR โดยใช้แนวทางการจ าแนกชนิดโดยใช้อณูชีววิทยา 
(molecular diagnostic key) ซึ่งพัฒนาโดย Adam et al. (2007) 

 สกัดดี เอ็น เอโดยใช้วิธีการตาม Schizas et al., 1997 ร่วมกับค าแนะน าของ GeneReleaser® 
(BioVentures) ที่แนบมากับผลิตภัณฑ์ เขี่ยไส้เดือนฝอย  1 ตัว ใส่ลงบนหยด PCR Buffer II (500 mM KCl, 
100 mM Tris-HCl, pH 8.3) 20 ไมโครลิตร บนสไลด์แก้ว ตัดตัวไส้เดือนฝอยออกเป็น 2-3 ท่อน โดยใช่ส่วน
ปลายของ pipette tip ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 500 ไมโครลิตร น า
หลอดแช่ในน้ าที่อุณหภูมิ 70C เป็นเวลา 10 นาที เติม proteinase K  ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในหลอดและบ่มที่ 55C ใน water bath เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นน าหลอดใส่ใน 
heating block ที่อุณหภูมิ 100C เป็นเวลา 5 นาทีเพ่ือหยุดการท างานของ proteinase K ใส่ GeneReleaser® 
20 ไมโครลิตรลงในหลอด น าหลอดใส่ในเตาไมโครเวฟขนาด 700 วัตต์ นาน 6 นาที ตรวจสอบชนิดไส้เดือน
ฝอยรากปมโดยใช้ไพรเมอร์ และสภาวะปฏิกิริยา PCR ตาม Adam et al. (2007) (ภาคผนวก) 

 วิธีการตรวจ และจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปม M. chitwoodi และ M. fallax ปฏิบัติตาม
วิธีการใน EPPO Standard PM 7/41 

 ในกรณีที่ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม M. chitwoodi หรือ M. fallax จะตรวจยืนยันโดยละเอียด 
ตามวิธีการใน EPPO Standard PM 7/41 ซึ่งสามารถจ าแนกชนิดจากลักษณะทางสัณฐานของตัวเต็มวัยเพศผู้ 
ตัวเต็มวัยเพศเมีย และตัวอ่อนระยะที่สอง ร่วมกับการจ าแนกด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพรเมอร์จ าเพาะต่อ M. 
chitwoodi หรือ M. fallax ซึ่งได้จาก sequence-characterized amplified regions (SCARs) 

- การบันทึกข้อมูล 
บันทึกที่ตั้งของแปลง วัน และเวลา สภาพดินฟ้าอากาศ พิกัดทางภูมิศาสตร์ บันทึกข้อมูลการตรวจ

ไส้เดือนฝอยสกุลต่างๆ จากตัวอย่างดิน จ านวนตัวอย่างที่ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม บันทึกผลการตรวจสอบ

ชนิดไสเ้ดือนฝอยรากปมด้วยวิธี PCR 

- เวลาและสถานที่      

เริ่มต้น ตุลาคม 2558 สิ้นสุด กันยายน 2561  

กลุ่มงานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์  

เก็บตัวอย่างดินจากแปลงปลูกมันฝรั่ง จ. เชียงราย 23 ตัวอย่าง ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม 4 

ตัวอย่าง จ.เชียงใหม่ 54 ตัวอย่างตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม 33 ตัวอย่าง จ.ล าพูน 18 ตัวอย่าง ตรวจพบ

ไส้เดือนฝอยรากปม 3 ตัวอย่าง จ.พะเยา 9 ตัวอย่างตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม 2 ตัวอย่าง จ.ตาก 30 

ตัวอย่างตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม 20 ตัวอย่าง และ จ. น่าน 1 ตัวอย่าง ไม่พบไส้เดือนฝอยรากปม (ตาราง

ที่ 1) โดยมีระดับประชากรตัวอ่อนระยะที่สองในดินตั้งแต่ 1-728 ตัวต่อดิน 250 กรัม แต่ส่วนใหญ่จะมีปริมาณ

น้อยกว่า 50 ตัวต่อดิน 250 กรัม น าต้นกล้ามะเขือเทศพันธุ์สีดาทิพย์ลงปลูกในตัวอย่างดินที่ตรวจพบไส้เดือน



ฝอยรากปม เมื่อไส้เดือนฝอยรากปมสร้างกลุ่มไข่ สุ่มตัวอย่างกลุ่มไข่ 10 กลุ่มต่อรากมาแช่ในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 

น าตัวอ่อนระยะที่สองที่ฟักออกมาจากกลุ่มไข่มาสกัดดีเอ็นเอและตรวจสอบชนิดด้วยวิธี PCR ด้วยคู่ไพรเมอร์

194/195 ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 720 คู่เบส ซ่ึงบ่งชี้ว่าเป็นไส้เดือนฝอยกลุ่ม tropical species ซึ่งอาจเป็น

ไส้ เดือนฝอยรากปม M. incognita M. javanica หรือ M. arenaria แต่ ไม่ใช่ ไส้ เดือนฝอยรากปม  M. 

chitwoodi  และ M. fallax ซึ่งจะต้องได้แถบดีเอ็นเอขนาด 1600-1700 คู่เบส เมื่อตรวจสอบด้วยคู่ไพรเมอร์ 

Inc-K14-F/Inc-K-14R ซึ่งจ าเพาะต่อไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita และคู่ไพรเมอร์ Fjav/Rjav ซ่ึง

จ าเพาะต่อไส้เดือนฝอยรากปม M. javanica พบว่าส่วนใหญ่เป็นไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ได้

ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยา PCR ขนาด 400 คู่เบส มีเพียง 2 ตัวอย่างที่เป็น M. javanica เมื่อตรวจสอบลักษณะของ

ริ้วรอยย่นส่วนก้นของตัวเต็มวัยเพศเมีย ให้ผลตรงกับการจ าแนกชนิดด้วยวิธี PCR 

 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ : การส ารวจไส้เดือนฝอยศัตรูพืชกักกัน M. chitwoodi และ M. 

fallax ในพ้ืนที่ปลูกมันฝรั่ง ด าเนินการในปี พ.ศ. 2559 ถึง พ.ศ. 2561 ไม่พบไส้เดือนฝอยศัตรูพืชกักกันทั้ง 2 

ชนิดนี้จากการเก็บตัวอย่างดินจากแปลงปลูกมันฝรั่ง จ. เชียงราย จ.เชียงใหม่ จ. ล าพูน จ. พะเยา จ. ตาก และ 

จ.น่าน รวม 135 ตัวอย่าง แยกไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดิน ตรวจไส้เดือนฝอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบ

ไส้เดือนฝอยรากปมในตัวอย่างดิน 62 ตัวอย่าง จ าแนกชนิดด้วยวิธี PCR พบว่าส่วนใหญ่เป็นไส้เดือนฝอยราก

ปม M. incognita และพบไส้เดือนฝอยรากปม M. javanica 2 ตัวอย่าง ซ่ึงเป็นข้อมูลที่ยืนยันว่าปัจจุบันยังไม่

พบไส้เดือนฝอยรากปม M. chitwoodi และ M. fallax ในพ้ืนที่ปลูกมันฝรั่งของประเทศไทย 

 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ : ได้ข้อมูลสถานภาพของไส้เดือนฝอยรากปม M. chitwoodi และ 

M. fallax ในแปลงปลูกมันฝรั่งในประเทศไทย ส าหรับใช้สนับสนุนการออกประกาศการปลอดศัตรูพืชโดย 

NPPO และเป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการจัดท าข้อมูลศัตรูพืช (pest list) และวางแนวทางในการควบคุม ก าจัด 

เพ่ือป้องกันการแพร่ระบาดในกรณีที่ตรวจพบไส้เดือนฝอยชนิดนี้ ข้อมูลที่ได้สามารถใช้ประกอบในการเจรจา

การน าเข้าและส่งออกสินค้าเกษตร 
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Table 1 Locations and number of soil samples taken from potato fields 

 



 

 

 

Fig. 1 PCR products amplified by 194/195 primers, all samples yielded approximately 

720 bp. 

 



Root-knot nematodes molecular diagnostic key (Adam et al., 2007) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Primer sequences, specificity and sources (Adam et al., 2007) 

 

 

 

PCR amplification profiles for different primers (Adam et al., 2007) 

 

 

 


