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รายงานความกา้วหนา้ 

  การส ารวจไส้เดือนฝอยศัตรูพืชกักกัน Meloidogyne chitwoodi และ M. fallax ในพ้ืนที่
ปลูกมันฝรั่ง ด าเนินการในปี 2559 เก็บตัวอย่างดินจากแปลงปลูกมันฝรั่ง จ. เชียงราย จ.เชียงใหม่ และ 
จ. ตาก รวม 72 ตัวอย่าง แยกไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดิน ตรวจนับไส้เดือนฝอยภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ พบไส้เดือนฝอยรากปมในตัวอย่างดิน 50 ตัวอย่าง เพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยในตัวอย่างดินที่
ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม โดยปลูกมะเขือเทศในตัวอย่างดินที่ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม เมื่อ
ตรวจสอบดีเอ็นเอที่สกัดได้จากตัวอ่อนระยะที่สองด้วยคู่ไพรเมอร์ 194/195 ได้ผลผลิตปฏิกิริยาขนาด 
720 คู่เบส ซึ่งบ่งชี้ว่าเป็นไส้เดือนฝอยกลุ่ม tropical species เช่น M. incognita M. javanica หรือ
M. arenaria เมื่อตรวจลักษณะริ้วรอยย่นส่วนก้นพบว่าเป็นลักษณะของไส้เดือนฝอยรากปม  
M. incognita ในปี 2560 เก็บตัวอย่างดินจาก จ. เพชรบูรณ์ จ. ตาก จ.ล าพูน จ.เชียงใหม่ จ. เชียงราย 
รวม 43 ตัวอย่าง เมื่อตรวจสอบไส้เดือนฝอยรากปมที่แยกได้จากตัวอย่างดิน ด้วยคู่ไพรเมอร์ Inc-K14-
F/Inc-K-14R ซึ่งจ าเพาะต่อไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ได้ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยา PCR ขนาด 400 
คู่เบส  
 

ค าหลัก: การเฝ้าระวังศัตรูพืช ไส้เดือนฝอยรากปม การแพร่กระจาย มาตรการสุขอนามัยพืช 
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ค าน า 

 

 ไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne chitwoodi Golden, O'Bannon, Santo & Finley (Columbia 
root-knot nematode) และ Meloidogyne fallax Karssen (False Columbia root-knot nematode) 
เป็นไส้เดือนฝอยที่เป็นไส้เดือนฝอยศัตรูพืชกักกันประเภท A2 ของ European and Mediterranean 
Plant Protection Organization (EPPO) ซึ่งจัดเป็นศัตรูพืชกักกันที่พบในพ้ืนที่ ส าหรับประเทศไทย
ไส้เดือนฝอยรากปม M. chitwoodi อยู่ในรายชื่อไส้เดือนฝอยศัตรูพืชกักกันเช่นเดียวกัน แต่ยังไม่มี
รายงานการตรวจพบไส้เดือนฝอย M. chitwoodi และ M. fallax ในประเทศไทย ไส้เดือนฝอยรากปม 
M. chitwoodi และ M. fallax เป็นไส้เดือนฝอยศัตรูพืชที่เข้าท าลายพืชทั้งใบเลี้ยงคู่และใบเลี้ยงเดี่ยว
หลายชนิด 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 ของสหรัฐอเมริกา ปัจจุบันมีรายงานการพบไส้เดือนฝอยชนิดนี้ในประเทศ อาร์เจนตินา 
เบลเยี่ยม เยอรมัน เนเธอร์แลนด์ โปรตุเกส สหรัฐอเมริกา เม็กซิโก และแอฟริกาใต้ ส าหรับไส้เดือน
ฝอย M. fallax มีรายงานการพบครั้งแรกในปี 1992 ในประเทศเนเธอร์แลนด์ ซึ่งในระยะแรกคิดว่า
เป็น race ใหม่ของ M. chitwoodi (Karssen, 1994; van Meggelen et al., 1994) ต่อมาพบว่ามี
ความแตกต่างกันทางสัณฐานและ isozyme patterns จึงได้มีการจัดจ าแนกเป็นชนิดใหม่คือ  
M. fallax (Karssen, 1996) หลังจากการพบครั้งแรกก็มีรายงานการพบ M. fallax อีกหลายแห่งใน
แหล่งปลูกมันฝรั่งแถบตะวันออกเฉียงใต้ของประเทศเนเธอร์แลนด์ (Karssen, 1996) ใกล้กับชายแดน
ของประเทศเยอรมันและเบลเยี่ยม และมีรายงานการพบในประเทศฝรั่งเศส (Daher et al., 1996) 
นอกจากนั้นยังพบในประเทศอ่ืนๆ เช่น นิวซีแลนด์ ออสเตรเลีย และแอฟริกาใต้ (Marshall et al., 2001; 
Nobbs et al., 2001; Fourie et al., 2001) ไส้เดือนฝอยรากปม M. chitwoodi และ M. fallax เข้า
ท าลายพืชเช่นเดียวกับไส้เดือนฝอยรากปมชนิดอ่ืนๆ สามารถชักน าเซลล์รากพืชให้สร้าง feeding site 
และท าให้พืชเกิดปุ่มปม เมื่อระบบรากถูกท าลายพืชจะแสดงอาการอ่อนแอ แคระแกร็น ใบซีด จาก
การได้รับน้ าและแร่ธาตุไม่เพียงพอ ไส้เดือนฝอยทั้ง 2 ชนิดท าความเสียหายต่อรากและส่วนใต้ดินของ
พืช เช่น มันฝรั่ง แครอท ท าให้เกิดความเสียหายด้านคุณภาพ ความเสียหายเชิงปริมาณยังไม่ชัดเจน 
ระดับความเสียหายของหัวมันฝรั่ง (Van Riel, 1993) และแครอท (Wesemael & Moens, 2008) 
ขึ้นกับชนิดของพันธุ์ ความหนาแน่นของประชากรไส้เดือนฝอยในดิน อุณหภูมิ ฤดูปลูก และชนิดดิน 
จ านวนรุ่น (generation) ของไส้เดือนฝอยรากปมต่อฤดูปลูกก็เป็นส่วนส าคัญต่อระดับความเสียหาย 
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วธิดี าเนินการ 

อุปกรณ์และวิธีการ  
 ส ารวจพ้ืนที่ปลูกมันฝรั่งแบบเจาะจง เพ่ือตรวจหาไส้เดือนฝอยรากปม โดยดูลักษณะการถูก
เข้าท าลายจากไส้เดือนฝอยรากปมของมันฝรั่ง หรือพืชชนิดอ่ืนๆ ในพ้ืนที่ปลูกมันฝรั่ง การส ารวจแบบ
เจาะจงเป็นการส ารวจเบื้องต้น เพ่ือตรวจหาพืชที่แสดงอาการปมที่เกิดจากการเข้าท าลายของไส้เดือน
ฝอยรากปม เพ่ือให้ได้ข้อมูลเบื้องต้นว่าในพ้ืนที่มีไส้เดือนฝอยรากปมหรือไม่ 
 จัดท าคู่มือการส ารวจ และแบบฟอร์มรายละเอียดของข้อมูลในการส ารวจเช่น ชื่อที่อยู่ที่ตั้ง
ของแปลง วัน และเวลา สภาพดินฟ้าอากาศ พิกัดทางภูมิศาสตร์ 
 การเก็บตัวอย่างดิน และหัวมันฝรั่ง 
 เก็บตัวอย่างดินโดยแบ่งพ้ืนที่เป็นแปลงย่อย (grid) ขนาด 10 x 10 ตารางเมตร สุ่มเก็บ
ตัวอย่างดินโดยเดินเก็บในลักษณะสลับฟันปลาให้ทั่วพ้ืนที่ เก็บดินที่ความลึก 25 เซนติเมตร ด้วย 
auger ขนาด 1 นิ้ว ให้ได้ตัวอย่างดินประมาณ 4 ลิตรต่อพ้ืนที่ 10,000 ตารางเมตร คลุกเคล้าตัวอย่าง
ดินให้ทั่ว แล้วแบ่งตัวอย่างดิน 200 มิลลิลิตร เพ่ือตรวจหาไส้เดือนฝอยรากปมและเก็บตัวอย่างหัวมัน
ฝรั่ง 200 หัวต่อแปลง 
 การตรวจไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดินและหัวมันฝรั่ง 
 แยกไส้เดือนฝอยออกจากตัวอย่างดินโดยวิธี Decanting and Sieving with Bearmann 
Tray และแยกไส้เดือนฝอยออกจากหัวมันฝรั่งตามวิธีใน EPPO Standard PM 3/69 
 แยกไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดินโดยคลุกเคล้าตัวอย่างดินให้ทั่ว ชั่งตัวอย่างดินหนัก 250 กรัม 
แยกไส้เดือนฝอยออกจากตัวอย่างดินโดยวิธีการกวนตัวอย่างดินในน้ า 2 ลิตรและกรองน้ าส่วนบนผ่าน
ตะแกรงโลหะที่มีขนาดช่อง 850 ไมโครเมตร วางบนตะแกรงที่มีขนาดช่อง 38 ไมโครเมตร ล้าง
ตัวอย่างดินที่ค้างอยู่บนตะแกรงอันล่าง และน าตัวอย่างใส่ลงบนกระดาษกรอง ที่วางอยู่บนตะแกรง
ไนลอน วางลงในจานรองที่มีน้ าสะอาด (Decanting and Sieving with Baermann’s Tray 
Technique) ตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายสูงชนิดหัวกลับ 
  ตรวจตัวอย่างหัวมันฝรั่งโดยการบ่มหัวมันฝรั่งที่อุณหภูมิประมาณ 18C ให้ได้อุณหภูมิรวม
อย่างน้อย 2,150 day-degrees ซึ่งไส้เดือนฝอยที่ฝังตัวอยู่ในหัวมันฝรั่งจะสามารถเจริญเติบโตได้ 
จนกระทั่งสามารถสังเกตอาการบนหัวมันฝรั่งได้ด้วยสายตา หากหัวมันฝรั่งมีการเข้าท าลายของ
ไส้เดือนฝอย หัวมันฝรั่งที่มีการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอยรากปม บริเวณผิวของหัวมันฝรั่งจะมี
ลักษณะเป็นตุ่มหรือปุ่มปมนูนขึ้น ท าให้มันฝรั่งมีผิวไม่เรียบ แต่บางครั้งอาจไม่พบอาการที่ผิวหาก
ไส้เดือนฝอยฝังตัวอยู่ลึก เมื่อฝานหัวมันฝรั่งออกดูจะพบลักษณะแผลฉ่ าน้ า และอาจพบตัวเต็มวัยเพศ
เมียและกลุ่มไข่ของไส้เดือนฝอยรากปมฝังตัวอยู่ ซึ่งสามารถแยกตัวเต็มวัยเพศเมียของไส้เดือนฝอยมา
ตรวจสอบ โดยการเขี่ยตัวไส้เดือนฝอยจากเนื้อเยื่อมันฝรั่งโดยตรงหรือการย่อยเนื้อเยื่อมันฝรั่งด้วย
เอ็นไซม์ cellulase และ pectinase 
 วิธีการตรวจ และจ าแนกชนิดไส้เดือนฝอยรากปม M. chitwoodi และ M. fallax ปฏิบัติตาม
วิธีการใน EPPO Standard PM 7/41 
 ในกรณีที่ตรวจพบอาการรากปม หรือหัวหูด จะสามารถได้ตัวไส้เดือนฝอยรากปมทุกระยะ 
โดยเฉพาะตัวเต็มวัยเพศผู้ ตัวเต็มวัยเพศเมีย และตัวอ่อนระยะที่สอง ซึ่งสามารถจ าแนกชนิดจาก
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ลักษณะทางสัณฐาน โดยเปรียบเทียบกับลักษณะของ M. chitwoodi หรือ M. fallax ร่วมกับการ
จ าแนกโดยวิธี PCR โดยใช้ไพรเมอร์จ าเพาะต่อ M. chitwoodi หรือ M. fallax ซึ่งได้จาก sequence-
characterized amplified regions (SCARs) 
 การตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยรากปมด้วยวิธี PCR 
 ตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยรากปมด้วยวิธี PCR โดยใช้แนวทางการจ าแนกชนิดโดยใช้อณู
ชีววิทยา (molecular diagnostic key) ซึ่งพัฒนาโดย Adam et al. (2007) 
 สกัดดีเอ็นเอโดยใช้วิธีการตาม 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 
โดยใช่ส่วนปลายของ pipette tip ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 500 
ไมโครลิตร น าหลอดแช่ในน้ าที่อุณหภูมิ 70C เป็นเวลา 10 นาท ี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 างาน
ของ proteinase K ใส่ GeneReleaser® 20 ไมโครลิตรลงในหลอด น าหลอดใส่ในเตาไมโครเวฟ เป็น
เวลา 6 นาที ถ้าเตาไมโครเวฟเป็นชนิด 750 วัตต์ (สามารถปรับเวลาตามก าลังไฟของเตาไมโครเวฟให้
ได้ 4,500 วัตต์-นาที ซึ่งเป็นช่วงที่เหมาะสม) ตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยรากปมโดยใช้ไพรเมอร์ และ
สภาวะปฏิกิริยา PCR ตาม Adam et al. (2007) (ภาคผนวก) 
- การบันทึกข้อมูล 

บันทึกท่ีตั้งของแปลง วัน และเวลา สภาพดินฟ้าอากาศ พิกัดทางภูมิศาสตร์ บันทึกข้อมูลการ
ตรวจไส้เดือนฝอยสกุลต่างๆ จากตัวอย่างดิน จ านวนตัวอย่างที่ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม บันทึกผล
การตรวจสอบชนิดไส้เดือนฝอยรากปมด้วยวิธี PCR 

 เวลาและสถานที่  
เริ่มต้น ตุลาคม 2558 สิ้นสุด กันยายน 2561 
กลุ่มงานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

ผลและวจิารณผ์ลการทดลอง 

 

 ในปี 2559 เก็บตัวอย่างดินจากแปลงปลูกมันฝรั่ง จ. เชียงราย จ.เชียงใหม่ และ จ. ตาก รวม 
72 ตัวอย่างแยกไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดิน ตรวจนับไส้เดือนฝอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบไส้เดือน
ฝอยรากปมในตัวอย่างดิน 50 ตัวอย่าง ซึ่งมีปริมาณตัวอ่อนระยะที่สองในดินแตกต่างกัน (ตารางที่ 1) 
ซึ่งส่วนใหญ่มีปริมาณตัวอ่อนระยะที่สองในดินไม่มาก เพ่ิมปริมาณไส้เดือนฝอยในตัวอย่า งดินที่ตรวจ
พบไส้เดือนฝอยรากปมโดย ปลูกมะเขือเทศในตัวอย่างดินที่ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม น าตัวเต็มวัย
เพศเมียมาศึกษาลักษณะริ้วรอยย่นส่วนก้น พบว่าส่วนใหญ่มีลักษณะริ้วรอยย่นของไส้เดือนฝอยรากปม 
Meloidogyne incognita ทดสอบคู่ไพรเมอร์ 194/195 ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของไส้เดือนฝอย
รากปม กับตัวอย่างไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ที่เลี้ยงไว้ พบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้
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จึงใช้คู่ไพรเมอร์นี้เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ตัวอย่างไส้เดือนฝอยรากปมที่เก็บจากแปลงมันฝรั่ง โดยน ากลุ่ม
ไข่ของตัวเต็มวัยเพศเมียที่ได้ศึกษาลักษณะริ้วรอยย่นส่วนก้นแล้ว มาแช่ในน้ าสะอาดเพ่ือให้ตัวอ่อน
ระยะที่สองฟักออกมาจากไข่ น าตัวอ่อนระยะที่สองที่ได้ไปสกัดดีเอ็นเอ ตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยคู่ไพร
เมอร์ 194/195 พบว่าตัวอย่างส่วนใหญ่ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 720 คู่เบส ซึ่งบอกได้ว่าเป็น tropical 
species แต่หากเป็นไส้เดือนฝอยรากปม M. chitwoodi หรือ M. fallax จะได้แถบดีเอ็นเอขนาด 
1600-1700 คู่เบส อย่างไรก็ตามพบบางตัวอย่างที่ให้แถบดีเอ็นเอขนาดใหญ่กว่า 720 คู่เบส แต่ไม่ถึง 
1600-1700 คู่เบส ซึ่งต้องท าการศึกษาในล าดับต่อไป 

 ในปี 2560 เก็บตัวอย่างดินจาก จ. เพชรบูรณ์ จ. ตาก จ.ล าพูน จ.เชียงใหม่ จ. เชียงราย รวม 
43 ตัวอย่าง เมื่อเลี้ยงเพ่ิมปริมาณไส้เดือนฝอยจากตัวอย่างดิน น าตัวเต็มวัยเพศเมียมาตรวจสอบ
ลักษณะริ้วรอยย่นส่วนก้นพบว่ามีลักษณะของ M. incognita เมื่อตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยคู่ไพรเมอร์ 
194/195 พบว่าได้แถบดีเอ็นเอขนาด 720 คู่เบส เมื่อตรวจสอบด้วยคู่ไพรเมอร์ Inc-K14-F/Inc-K-14R 
ซึ่งจ าเพาะต่อไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ได้ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยา PCR ขนาด 400 คู่เบส 

 
สรปุผลการทดลองและค าแนะน า 

 

 ในปี 2559 เก็บตัวอย่างดินจากแปลงปลูกมันฝรั่งรวม 72 แปลง ตรวจพบไส้เดือนฝอยรากปม 
50 แปลง ในปี 2560 เก็บตัวอย่างดินจากแปลงปลูกมันฝรั่งรวม 43 แปลง ตรวจพบไส้เดือนฝอยราก
ปม 7 แปลง ตรวจสอบด้วยคู่ไพรเมอร์ 194/195 พบว่าเป็นไส้เดือนฝอยรากปมกลุ่ม tropical 
species เมื่อตรวจลักษณะริ้วรอยย่นส่วนก้นมีลักษณะของ M. incognita เมื่อตรวจสอบด้วยคู่ไพร
เมอร์จ าเพาะต่อไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 400 คู่เบส ซึ่งยืนยันว่า
ไส้เดือนฝอยรากปมจากตัวอย่างดินที่พบคือไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita 
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Table 1 Number of soil sample collected in 2016 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 Root-knot nematodes DNA amplified with 194/195 primers 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Total soil 
samples 

Root-knot 
nematode 
detected 
samples 

Number of soil samples classified by root-knot nematodes 
number in 250 g soil 

1 – 10  11 – 50  51 – 150 151 - 250 > 250 

72 50 25 16 4 1 4 
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ภาคผนวก 
Root-knot nematodes molecular diagnostic key (Adam et al., 2007) 
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Primer sequences, specificity and sources (Adam et al., 2007) 

 

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

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




