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Abstract 

Validation of Molecular Diagnostic Key proposed by Adam et al.  (2007)  on 
identification of root- knot nematode population in Thailand was carried out during 
2017-2018. The purpose of the study was to validate the technique in order to reduce 
the difficulty of morphology- based identification which require adult nematodes 
samples together with experienced nematologists.  Primers reported by Adam et al.  (2007) 
were tested, the 194/195 for general root-knot nematode identification and MI-F/MI-R, 
Inc-K14-F/ Inc-K14-R, Finc/Rinc and F/R the specific primers for Meloidogyne incognita. 
Almost all primers yielded correct PCR product size as reported except the primer F/R 
which the size of PCR product was smaller than the originally reported.  In this study, 
primer Inc-K14- F/ Inc-K14-R was the best primer for M.  incognita identification by the 
highest sensitivity.  In 2017, 23 populations of root- knot nematodes collected from 
Phetchabun, Chachoengsao, Tak, Ratchaburi, Kanchanaburi, Uttaradit, Mae Hong Son, 
Chiang Mai, Lamphun, Chiang Rai, Nakhon Si Thammarat, Chumphon, Phang Nga, Sakon 
Nakhon, Udon Thani and Nong Khai provinces were identified using the perineal pattern 
morphology and molecular technique as M.  incognita.  In 2018, soil samples were 
collected from Chiang Rai, Mae Hong Son, Phayao, Chiang Mai and Nan province. Root-knot 
nematodes were detected in 13 samples from the total of 107 soil samples.  The 
nematodes were extracted and single eggmass populations were prepared.  From  
13 nematode populations, 11 populations were identified as M.  incognita and  
2 populations were M.  javanica.  This study confirmed the validity of Molecular 
Diagnostic Key proposed by Adam et al.  (2007)  to identify M.  incognita population in 
Thailand. 
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บทคัดย่อ 

 การทวนสอบแนวทางการจ าแนกชนิดตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปม เพ่ือยืนยันความใช้ได้ของ 
Molecular Diagnostic Key ที่รายงานโดย Adam et al. (2007) กับประชากรไส้เดือนฝอยรากปม
ในประเทศไทย เพ่ือน าไปใช้จ าแนกชนิดของตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปม ลดขั้นตอนและความยุ่งยากใน
การจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปมโดยใช้สัณฐานวิทยา ซึ่งต้องใช้ตัวเต็มวัยในการจ าแนก และต้องใช้
นักวิชาการด้านไส้เดือนฝอยที่มีความเชี่ยวชาญ ด าเนินงานระหว่างปี พ.ศ. 2560-2561 โดยเริ่มจาก
การทดสอบคู่ไพรเมอร์ 194/195 ในการตรวจสอบไส้เดือนฝอยรากปม และคู่ไพรเมอร์จ าเพาะต่อ
ไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ได้แก่ MI-F/MI-R, Inc-K14-F/Inc-K14-R, Finc/Rinc และ F/R 
พบว่าทุกคู่ไพรเมอร์ให้ผลผลิตปฏิกิริยา PCR ตรงตามรายงานต้นฉบับ ยกเว้นคู่ไพรเมอร์ F/R ที่ให้ผล
ผลิตปฏิกิริยาขนาดเล็กกว่าในรายงานต้นฉบับ และพบว่าคู่ไพรเมอร์ Inc-K14-F/Inc-K14-R เหมาะสม
ในการใช้ตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita มากที่สุดเนื่องจากมีความไวสูงที่สุด ในปี 
พ.ศ. 2560 ตรวจตัวอย่างไส้เดือนฝอยรากปม 23 ประชากร จากตัวอย่างดิน จ. เพชรบูรณ์  
จ. ฉะเชิงเทรา จ. ตาก จ. ราชบุรี จ. กาญจนบุรี จ.อุตรดิตถ์ จ. แม่ฮ่องสอน จ. เชียงใหม่ จ. ล าพูน  
จ. เชียงราย จ.นครศรีธรรมราช จ. ชุมพร จ. พังงา จ. สกลนคร จ. อุดรธานี จ.หนองคาย  พบว่าทุก
ประชากรเป็นไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita โดยเปรียบเทียบกับลักษณะสัณฐานของริ้วรอยย่น
ส่วนก้นของตัวเต็มวัยเพศเมียพบว่าให้ผลตรงกัน ในปี พ.ศ. 2561 เก็บตัวอย่างดินในพ้ืนที่ปลูกพืชต่าง ๆ 
ใน จ. เชียงราย แม่ฮ่องสอน พะเยา เชียงใหม่ และน่าน รวม 107 ตัวอย่าง ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม 
13 ตัวอย่าง เมื่อเลี้ยงไส้เดือนฝอยรากปมให้ได้ประชากรที่บริสุทธิ์โดยการเริ่มเลี้ยงจากกลุ่มไข่ 1 กลุ่ม 
และตรวจสอบชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมทั้ง 13 ประชากร พบว่าเป็นไส้เดือนฝอยรากปม  
M. incognita 11 ตัวอย่างและ M. javanica 2 ตัวอย่าง การทดลองนี้ยืนยันความใช้ได้ของ 
Molecular Diagnostic Key ที่รายงานโดย Adam et al. (2007) ในการตรวจสอบไส้เดือนฝอยรากปม 
M. incognita ประชากรในประเทศไทยได้ 

ค าหลัก : อนุกรมวิธาน ไส้เดือนฝอยศัตรูพืช ชีวโมเลกุล การจัดจ าแนก 

 
ค าน า 

 ไส้เดือนฝอยรากปมเป็นไส้เดือนฝอยศัตรูพืชที่มีความส าคัญ และท าความเสียหายต่อผลผลิต
ทางการเกษตรของประเทศไทยเป็นอย่างมากทั้งในด้านคุณภาพและปริมาณ ไส้เดือนฝอยรากปมมี
หลายชนิด ชนิดที่ส าคัญคือ Meloidogyne incognita และ M. javanica ปัจจุบันมีไส้เดือนฝอยรากปม
ที่ได้รับการจัดจ าแนกแล้วมากกว่า 80 ชนิด (Karssen, 2002) การจ าแนกชนิดของไส้เดือนฝอยรากปม
ท าได้ยาก ในอดีตการจัดจ าแนกจะใช้ลักษณะทางสัณฐาน เช่น ลักษณะของริ้วรอยย่นบริเวณส่วนก้น 
(perineal pattern) ของตัวเต็มวัยเพศเมีย ลักษณะของตัวอ่อนระยะที่สอง และตัวเต็มวัยเพศผู้ 
รวมทั้งข้อมูลของพืชอาศัยช่วยในการจัดจ าแนก อย่างไรก็ตามลักษณะต่าง ๆ เหล่านี้มีความแปรปรวน
สูงท าให้เกิดปัญหาในการจัดจ าแนก ซึ่งปัจจุบันได้มีการน าเทคนิคด้านอณูชีววิทยามาช่วยในการ
จ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปม การจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปมได้ถูกต้องมีความส าคัญในการวาง
แผนการจัดการไส้เดือนฝอย เช่น การปลูกพืชหมุนเวียน การพัฒนาพันธุ์พืชต้านทาน และงานด้านการ
กักกันศัตรูพืช  
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 นอกจากการใช้ลักษณะทางสัณฐานแล้ว ได้มีการใช้ isozyme analysis ในการจ าแนก
ไส้เดือนฝอยรากปม ซึ่งเป็นวิธีที่นิยมและสะดวกรวดเร็ว วิธีนี้ต้องใช้ตัวเต็มวัยเพศเมีย 1 ตัวในการท า 
ไม่สามารถใช้ตัวอ่อนระยะที่สองหรือตัวเต็มวัยเพศผู้ในการท าได้ (Esbenshade and Triantaphyllou, 1990) 
เนื่องจากมีปริมาณโปรตีนไม่เพียงพอ ซึ่งตัวเต็มวัยเพศเมียไม่สามารถแยกได้จากตัวอย่างดิน แต่ต้อง
แยกจากราก หรือส่วนของพืชเท่านั้น บางครั้งต้องเลี้ยงไส้เดือนฝอยในรากมะเขือเทศเพ่ือให้ได้ตัวเต็ม
วัยเพศเมีย การใช้ตัวอ่อนระยะที่สองซึ่งสามารถแยกได้จากตัวอย่างดินโดยตรงในการจ าแนกชนิดจะ
สะดวกรวดเร็วกว่ามาก ซึ่งมีประโยชน์ต่อการตัดสินใจในการจัดการไส้เดือนฝอยรากปมก่อนท าการ
ปลูกพืช (Powers & Harris, 1993)  

 Harris et al. (1990) ใช้เทคนิค PCR ในการจ าแนกตัวอ่อนระยะที่สองของไส้เดือนฝอยราก
ปมเป็นครั้งแรกโดยการ amplify ส่วนของ mitochondrial DNA ต่อมา Powers & Harris (1993) 
ออกแบบไพรเมอร์ที่ amplify ดีเอ็นเอส่วนระหว่างยีน cytochrome oxidase II และ 16S rRNA และ 
digest ด้วย restriction enzymes สามารถจ าแนกไส้เดือนฝอยรากปมชนิดที่ส าคัญ 5 ชนิดออกจากกันคือ 
M. incognita M. javanica M. arenaria M. hapla และ M. chitwoodi Williamson et al. (1977) 
จ าแนก M. hapla และ M. chitwoodi โดยใช้ SCAR primers กับดีเอ็นเอที่สกัดจากตัวอ่อนระยะที่
สองเพียง 1 ตัว ซึ่งใช้ proteinase K ร่วมในการสกัดตัวอย่าง นอกจากนี้ยังมีรายงานการใช้ดีเอ็นเอ
จากตัวอ่อนระยะที่สองเพียง 1 ตัวในการตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยรากปม ด้วยวิธีต่าง ๆ Zijlstra et al. 
(2000) ใช้ nested PCR ในการจ าแนก M. hapla M. chitwoodi และ M. fallax โดยใช้ SCAR primers 
Randig et al. (2001) ประสบความส าเร็จในการใช้ดีเอ็นเอที่สกัดจากตัวเต็มวัยเพศเมีย 1 ตัวท า
ปฏิกิริยา PCR ได้ 4 ครั้ง Meng et al. (2004) ออกแบบ SCAR ไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจง ส าหรับ
จ าแนก M. incognita M. javanica และ M. areneria โดยสามารถจ าแนกได้จากตัวอ่อนระยะที่สอง 
1 ตัว สามารถท าปฏิกิริยา PCR ได้ 3 ครั้ง Adam et al. (2007) ได้จัดท าแนวทางการจัดจ าแนกชนิด
ไส้เดือนฝอยรากปม 7 ชนิดที่ส าคัญทางเศรษฐกิจคือ M. incognita, M. javanica, M. arenaria,  
M. mayaguensis, M. hapla, M. chitwoodi และ M. fallax โดยใช้เทคนิค SCAR (sequence 
characterized amplified region) และ RAPD (random amplified polymorphic DNA) ธนากร 
และ วราภรณ์ (2553) ใช้วิธี PCR ในการจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปมในประเทศไทย 10 ไอโซเลต 
โดยใช้คู่ไพรเมอร์จ าเพาะต่อชนิดของไส้เดือนฝอยรากปม พบว่าได้ผลตรงกับการจ าแนกชนิดโดยการใช้
รูปแบบริ้วรอยย่นส่วนก้นของตัวเต็มวัยเพศเมีย 

งานวิจัยนี้เป็นการทวนสอบแนวทางการจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปมด้วยวิธีอณูชีววิทยา 
(Molecular Diagnostic Key) กับประชากรไส้เดือนฝอยรากปมในประเทศไทย โดยเปรียบเทียบกับ
วิธีการทางสัณฐานวิทยา เพ่ือยืนยันความใช้ได้ของ  Molecular Diagnostic Key ในการน าไปใช้
จ าแนกชนิดของตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่สองชนิดที่ส าคัญในประเทศไทย ได้อย่างถูกต้อง
และรวดเร็ว 
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วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์และวิธีการ  
   การเก็บตัวอย่างดิน และรากพืช 
   เก็บตัวอย่างดินจากแปลงปลูกพืชที่มีรายงานว่าเป็นพืชอาศัยของไส้เดือนฝอยรากปม 
โดยเก็บตัวอย่างจ านวน 20 จุดต่อแปลง ความลึก ประมาณ 15-20 เซนติเมตรโดยใช้ท่อเก็บตัวอย่าง
ดิน เส้นผ่าศูนย์กลาง 1 นิ้ว คลุกเคล้าเข้าด้วยกันให้ได้ตัวอย่างดินอย่างน้อยแปลงละ 1 กิโลกรัม ใส่ใน
ถุงพลาสติก บันทึกพิกัดทางภูมิศาสตร์ และชนิดพืชปลูก รวมทั้งเก็บตัวอย่างราก หรือส่วนของพืชที่
แสดงอาการที่เกิดจากการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอยรากปมหากพบในพื้นที่ 

   การแยกไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดินและพืช 
   แยกไส้เดือนฝอยออกจากตัวอย่างดิน 250 กรัมโดยวิธีการล้างตัวอย่างดิน และกรอง
น้ าส่วนบนผ่านตะแกรงโลหะที่มีขนาดช่อง 850 ไมโครเมตร วางบนตะแกรงที่มีขนาดช่อง 38 
ไมโครเมตร ล้างตัวอย่างดินที่ค้างอยู่บนตะแกรงอันล่างและน าตัวอย่างใส่ลงบนกระดาษกรอง ที่วางอยู่
บนตะแกรงไนลอน วางลงในจานรองที่มีน้ าสะอาด (Decanting and Sieving with Baermann’s 
Tray Technique) ตรวจไส้เดือนฝอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ แยกไส้เดือนฝอยรากปม
จากพืชโดยการคีบกลุ่มไข่จากรากหรือส่วนของพืชโดยตรง 

   การเลี้ยงเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยรากปม เพื่อน าไปใช้ในการทดลอง 
   น าต้นกล้ามะเขือเทศพันธุ์สีดาอายุ 1 เดือนปลูกในตัวอย่างดินที่ตรวจพบไส้เดือนฝอย
รากปมในกระถาง หลังจากนั้น 45 วัน ล้างรากมะเขือเทศด้วยน้ าสะอาด เลี้ยงเพ่ิมปริมาณไส้เดือนฝอย
รากปม โดยเริ่มเลี้ยงจากกลุ่มไข่ 1 กลุ่ม โดยใช้ปากคีบ ๆ กลุ่มไข่ 1 กลุ่มแช่ในน้ าสะอาดในถ้วยนับ
ตัวอย่าง ตรวจดูการฟักของตัวอ่อนไส้เดือนฝอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายต่ า น าตัวอ่อน
ไส้เดือนฝอยและไข่ใส่ลงในกระถางที่ปลูกต้นกล้ามะเขือเทศพันธุ์สีดาอายุ 1 เดือน เลี้ยงไว้ประมาณ 60 
วัน เพ่ือให้ได้ประชากรไส้เดือนฝอยรากปมชนิดเดียวกันที่บริสุทธิ์ หากเป็นตัวอย่างรากที่มีกลุ่มไข่ จะ
เลี้ยงไส้เดือนฝอยรากปมจากกลุ่มไข่ 1 กลุ่ม โดยคีบกลุ่มไข่มาแช่ในน้ ากลั่น ตรวจดูการฟักของตัวอ่อน
ระยะที่สอง แล้วน าไปเทใส่ในต้นกล้ามะเขือเทศพันธุ์สีดาอายุ 1 เดือนที่ปลูกในกระถางในดินอบฆ่าเชื้อ 
เตรียมตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่สองเพ่ือใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ โดยคีบกลุ่มไข่วางลงบน
ตะแกรงไนล่อนที่แช่อยู่ในน้ าสะอาดในจานเลี้ยงเชื้อ ได้ตัวอ่อนระยะที่สองในน้ าสะอาดส าหรับน าไป
สกัดดีเอ็นเอ 
 
   การจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปมโดยใช้ลักษณะทางสัณฐาน 
   จ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปมโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานโดยเปรียบเทียบลักษณะ
ริ้วรอยย่นส่วนก้นของตัวเต็มวัยเพศเมีย (perineal patterns) เปรียบเทียบลักษณะ ความกว้างยาว
และสัดส่วนของอวัยวะต่าง ๆ ของไส้เดือนฝอยรากปมเพศผู้ และตัวอ่อนระยะที่สองประกอบในกรณีที่
ไม่สามารถใช้ลักษณะริ้วรอยย่นส่วนก้นในการจ าแนกได้ โดยเปรียบเทียบกับข้อมูลจากต าราและ
รายงานตีพิมพ์  

   จ าแนกตัวอ่อนระยะที่สองด้วยเทคนิคอณูชีววิทยา 
จ าแนกตัวอ่อนระยะที่สองด้วยวิธีการทางอณูชีววิทยา โดยใช้ Molecular Diagnostic Key 

ที่จัดท าขึ้นโดย Adam et al., 2007 การสกัดดีเอ็นเอจากไส้เดือนฝอยใช้วิธีการตาม Schizas et al., 1997 



317 
 

รายงานผลงานวจิยัประจ าป ี๒๕๖๑ ส านกัวจิยัพฒันาการอารกัขาพชื   
 

กรมวชิาการเกษตร 

ร่วมกับค าแนะน าของ GeneReleaser® (BioVentures) ตามเอกสารที่แนบมากับผลิตภัณฑ์ เขี่ย
ไส้ เดื อนฝอย 1 ตั ว  ใส่ ลงบนหยด PCR Buffer II (500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl, pH 8.3)  
20 ไมโครลิตรบนสไลด์แก้ว ตัดตัวไส้เดือนฝอยออกเป็น 2-3 ท่อน โดยใช่ส่วนปลายของ pipette tip 
ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 500 ไมโครลิตร น าหลอดแช่ในน้ าที่
อุณหภูมิ 70C เป็นเวลา 10 นาที เติม proteinase K ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
2 ไมโครลิตร ลงในหลอดและบ่มที่ 55C ใน water bath เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นน าหลอดใส่ใน 
heating block ที่อุณหภูมิ 100C เป็นเวลา 5 นาทีเพ่ือหยุดการท างานของ proteinase K ใส่ 
GeneReleaser® 20 ไมโครลิตรลงในหลอด น าหลอดใส่ในเตาไมโครเวฟชนิด 700 วัตต์ นาน 6 นาที 
น าตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ไปท าปฏิกิริยา PCR 

เวลาและสถานที่ 
เริ่มต้น ตุลาคม 2559 สิ้นสุด กันยายน 2561 
กลุ่มงานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

  ทดสอบคู่ไพรเมอร์ 194/195 ในการตรวจสอบไส้เดือนฝอยรากปม และทดสอบคู่ไพรเมอร์
จ าเพาะต่อไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ได้แก่ MI-F/MI-R, Inc-K14-F/Inc-K14-R, Finc/Rinc 
และ F/R ในการท าปฏิกิริยา PCR เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพความสามารถในการท าปฏิกิริยา 
เปรียบเทียบกับข้อมูลที่มีการรายงานไว้ พบว่าไพรเมอร์ MI-F/MI-R, Inc-K14-F/Inc-K14-R และ 
Finc/Rinc สามารถเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ ได้ขนาดประมาณ  999, 400 และ 670 คู่เบสตามส าดับ
ตรงตามขนาดที่มีรายงานไว้ ส่วนคู่ไพรเมอร์ F/R เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอได้ขนาดประมาณ 500 คู่เบส 
ไม่ตรงตามท่ีมีรายงานไว้ที่ขนาด 1,350 คู่เบส (Figure 2) คู่ไพรเมอร์ Inc-K14-F/Inc-K14-R มีความไว
ในการตรวจมากที่สุด สามารถตรวจได้ที่ความเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบต่ าสุด 10 นาโนกรัม ส่วนคู่
ไพรเมอร์อ่ืน สามารถตรวจสอบได้ที่ระดับความเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบ 30 นาโนกรัม (ตารางที่ 2) 
เมื่อทดสอบคู่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita กับตัวอย่างดีเอ็นเอของไส้เดือน
ฝอยรากปม M. javanica พบว่าทุกคู่ไพรเมอร์มีความจ าเพาะเจาะจง ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
จากตัวอย่างดีเอ็นเอของไส้เดือนฝอยรากปม M. javanica ได ้(figure 2) 

 การเก็บตัวอย่างดินจาก จ. เพชรบูรณ์ จ. ฉะเชิงเทรา จ. ตาก จ. ราชบุรี จ. กาญจนบุรี  
จ.อุตรดิตถ์ จ. แม่ฮ่องสอน จ. เชียงใหม่ จ. ล าพูน จ. เชียงราย จ. นครศรีธรรมราช จ. ชุมพร จ. พังงา 
จ. สกลนคร จ. อุดรธานี จ.หนองคาย น ามาแยกไส้เดือนฝอยรากปม และเลี้ยงไส้เดือนฝอยรากปมที่
แยกได้ให้ได้ประชากรไส้เดือนฝอยที่บริสุทธิ์ โดยสุ่มกลุ่มไข่จากรากมะเขือเทศจากแต่ละตัวอย่าง 
จ านวน 10 กลุ่มไข่มาเลี้ยงขยาย ตรวจสอบลักษณะริ้วรอยย่นส่วนก้นของตัวเต็มวัยเพศเมีย และตรวจ
ตัวอย่างไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ทั้ง 23 ประชากร (Table 1) โดยใช้คู่ไพรเมอร์ 194/195 
และคู่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อไส้เดือนฝอยรากปมทั้ง 4 คู่ พบว่าคู่ไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่มีความจ าเพาะเจาะจง
กับไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita อย่างไรก็ตามการใช้คู่ไพรเมอร์ Inc-K14-F/Inc-K14-R ในการ
ตรวจไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita มีความเหมาะสมที่สุดนอกจากมีความจ าเพาะเจาะจง แล้วยัง
มีความไวของการตรวจสูงกว่าคู่ไพรเมอร์คู่อ่ืน ๆ ดังนั้นจึงใช้ไพรเมอร์คู่นี้ในการตรวจไส้เดือนฝอยรากปม 
M. incognita แทนคู่ไพรเมอร์ MI-F/MI-R ตามรายงานของ Adam et al., 2007  
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 การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอยรากปม โดยใช้ลักษณะริ้วรอยย่นส่วนก้น
ของตัวเต็มวัยเพศเมีย พบว่าไส้เดือนฝอยรากปมทั้ง 23 ประชากรคือ M. incognita โดยลักษณะริ้ว
รอยย่นส่วนก้นของตัวเต็มวัยเพศเมียของ M. incognita จะมีลักษณะรูปไข่ หรือกลม ส่วน dorsal arch 
สูงมีลักษณะเป็นเหลี่ยม เส้น striae มีลักษณะเป็นเส้นสั้น ๆ ขยุกขยิก ไม่มี lateral field หรือมีเป็น
ลักษณะการสานกันของเส้น striae อย่างไรก็ตามการใช้ลักษณะริ้วรอยย่นส่วนก้นในการจ าแนกชนิด
ไส้เดือนฝอยรากปมท าได้ยาก เนื่องจากมีความแปรปรวนค่อนข้างสูง (Figure 1) ในปี พ.ศ. 2561เก็บ
ตัวอย่างดินในพ้ืนที่ปลูกพืชต่าง ๆ ใน จ. เชียงราย แม่ฮ่องสอน พะเยา เชียงใหม่ และน่าน รวม  
107 ตัวอย่าง ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม 13 ตัวอย่าง เมื่อเลี้ยงไส้เดือนฝอยรากปมให้ได้ประชากรที่
บริสุทธิ์ โดยการเริ่มเลี้ยงจากกลุ่มไข่ 1 กลุ่ม และตรวจสอบชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมทั้ง  
13 ประชากร โดยใช้ Molecular Diagnostic Key ตามรายงานของ Adam et al., 2007 พบว่าเป็น
ไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita 11 ตัวอย่างและ M. javanica 2 ตัวอย่าง (Figure 3) 

 การทดลองนี้พบไส้เดือนฝอยรากปมเพียง 2 ชนิดคือ M. incognita และ M. javanica ซึ่ง
จากการใช้ Molecular Diagnostic Key ตามรายงานของ Adam et al., 2007 ในการจ าแนกชนิด
ไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita มีความถูกต้องแม่นย าน่าเชื่อถือ ไส้เดือนฝอยรากปม M. javanica 
ในการทดลองนี้มีเพียง 2 ประชากร อาจไม่เพียงพอส าหรับการสรุปความถูกต้องแม่นย า การน า 
Molecular Diagnostic Key ตามรายงานของ Adam et al., 2007 ไปใช้ในการจ าแนกไส้เดือนฝอย
รากปมชนิดอ่ืน ๆ ในประเทศไทยก็ควรมีการทวนสอบด้วยเช่นเดียวกัน 
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

 จากผลการทดลองที่ได้พบว่าการตรวจสอบไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ประชากรใน
ประเทศไทย โดยใช้ Molecular Diagnostic Key ตามรายงานของ Adams et al., 2007 ให้ผล
ถูกต้อง มีความน่าเชื่อถือ สามารถน ามาใช้ตรวจไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ในประเทศไทยได้ 
ส าหรับการตรวจไส้เดือนฝอยรากปม M. javanica มีตัวอย่างเพียง 2 ตัวอย่าง จ าเป็นต้องมีจ านวน
ตัวอย่างเพ่ิมข้ึน เพ่ือเพ่ิมความมั่นใจในการน าคู่ไพรเมอร์ Fjav/Rjav ไปใช้ในการตรวจไส้เดือนฝอยราก
ปม M. javanica ต่อไป การน าไปใช้ในการตรวจไส้เดือนฝอยรากปมชนิดอ่ืน ๆ ก็ควรมีการทวนสอบ
ถึงความถูกต้องเช่นเดียวกัน 
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Table 1 List of 23 M. incognita population, crops and locations 
 

 
 
 
Table 2 Sensitivity of each primers sets on the detection of M. incognita DNA 
 

Primers 
M. incognita DNA concentration 

30 ng 20 ng 10 ng 
IncK-14-F/Inck-14-R √ √ √ 
MI-F/MI-R   √ - - 
194/195 √ - - 
Finc/Rinc √ - - 
F/R √ - - 
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Table 3 Root-knot nematodes molecular diagnostic key (Adam et al., 2007) 
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Table 4 Primer sequences, specificity and sources 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabel 5 PCR amplification profiles for different primers 
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Figure 1 Perineal patterns of 23 M. incognita populations 
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M. incognita 

M. javanica 

Figure 2 Test of 194/195 primer for root-knot nematode identification and 4 
specific primers (MI-F/MI-R, Inc-K14-F/Inc-K14-R, Finc/Rinc and F/R) for  
M. incognita identification. M. incognita (above) M. javanica (below) 
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Figure 3 Identification of M. incognita and M. javanica using 194/195, Inc-K14-F/Inc-
K14-R and Fjav/Rjav primers 




