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รายงานความก&าวหน&ารายงานความก&าวหน&ารายงานความก&าวหน&ารายงานความก&าวหน&า    
 เก็บตัวอย=างหัวมันฝรั่ง และมันข้ีหนูท่ีมีอาการหูดท่ีเกิดจากไส&เดือนฝอยรากปมมาแยกตัวเต็ม
วัยเพศเมียเพ่ือตรวจหาสปอรDของแบคทีเรีย P. penetrans จากการตรวจตัวอย=างตัวเต็มวัยเพศเมีย
ของไส&เดือนฝอยรากปม ท่ีแยกจากหัวมันฝรั่งจํานวน 300 ตัวอย=าง พบสปอรDของ P. penetrans 
จํานวน 6 ตัวอย=าง นําไส&เดือนฝอยท่ีมีสปอรDเกาะ ใส=ลงในต&นมะเขือเทศเพ่ือให&ได&ตัวเต็มวัยเพศเมียท่ีมี
สปอรD เพ่ือเพ่ิมปริมาณสปอรDสําหรับใช&ในการทดลองต=อไป    
    

คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    

  ไส&เดือนฝอย Meloidogyne spp. สาเหตุโรครากปม ทําความเสียหายแก=พืชหลายชนิด และ
แพร=ระบาดอยู=ในหลายพ้ืนท่ีในประเทศไทย โดยชนิดท่ีสําคัญคือ M. incognita และ M. javanica ใน
ปWจจุบันไส&เดือนฝอยรากปมระบาดในพ้ืนท่ีปลูกพืชหลายชนิด เช=น พริก, มันฝรั่ง ปทุมมา และฝรั่ง เปYน
ต&น วิธีการควบคุมไส&เดือนฝอยรากปมท่ีใช&อยู=ในปWจจุบันคือการใช&สารเคมี ซ่ึงก็ยังไม=ได&ผลดีพอและมี
ราคาแพง สารเคมีหลายชนิดท่ีมีประสิทธิภาพกําลังถูกห&ามใช& เนื่องจากมีอันตรายต=อผู&ใช&และ
สภาพแวดล&อม ซ่ึงสารเคมีเหล=านี้จะค=อยๆ ถูกดึงออกจากตลาด และอาจทําให&ขาดแคลนสารเคมี
ป_องกันกําจัดไส&เดือนฝอยท่ีมีประสิทธิภาพในอนาคต การใช&ศัตรูธรรมชาติในการควบคุมประชากรของ
ไส&เดือนฝอยรากปมในดินแบบชีววิธี จึงเปYนอีกทางเลือกหนึ่ง ในการควบคุมไส&เดือนฝอยกลุ=มนี้ เชื้อ
แบคทีเรีย Pasteuria penetrans เปYนหนึ่งในศัตรูธรรมชาติท่ีมีการศึกษามาเปYนระยะเวลานาน และ
พบว=ามีประสิทธิภาพในการควบคุมไส&เดือนฝอยรากปมได& (Gowen et al., 2008)  

  แบคทีเรียศัตรูธรรมชาติของไส&เดือนฝอยมีกลไกการทําลายไส&เดือนฝอยแตกต=างกันไป เช=น 
การเปYนปรสิต การสร&างสารพิษ สารปฎิชีวนะ หรือเอ็นไซมD การแก=งแย=งธาตุอาหาร หรือโดยทางอ&อม  
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เช=น การชักนําให&พืชสร&างกลไกการป_องกันตัวเองจากการเข&าทําลายของไส&เดือนฝอย นอกจากยับยั้ง
การเข&าทําลายพืชของไส&เดือนฝอยแล&ว แบคทีเรียบางชนิด อาจส=งเสริมการเจริญเติบโตของพืชด&วย 
(Tian et al., 2007) Pasturia spp. เปYนแบคทีเรียท่ีเปYนปรสิตท่ีสามารถสร&างเอ็นโดสปอรD ติดสีแกรม
บวก และเปYนปรสิตชนิดท่ีต&องการเหยื่อในการครบวงชีวิต (obligate parasite) ปWจจุบันมีการจัด
จําแนก Pasteuria spp. ออกเปYน 6 สปkชีสD คือ P. ramosa เปYนปรสิตของ water flea (Daphnia 
magna) P. thornei เปYนปรสิตของไส&เดือนฝอยรากแผล Pratylenchus penetrans P. nishizawae 
เปYนปรสิตของไส&เดือนฝอย Heterodera และ Globodera spp. P. usage เปYนปรสิตของไส&เดือน
ฝอย Belonolaimus longicaudatus P. hartismeri เปYนปรสิตของไส&เดือนฝอยรากปม M. 
ardensis สําหรับ P. penetrans เปYนปรสิตของไส&เดือนฝอยสาเหตุโรครากปม Meloidogyne spp. 
(Gowen et al., 2008) ซ่ึงไส&เดือนฝอยกลุ=มนี้ทําความเสียหายต=อผลผลิตของพืชกว=า 2000 ชนิด  

  Chen and Dickson (1998) ได&รวบรวมงานวิจัยเก่ียวกับ P. penetrans ท้ังประวัติของ
แบคทีเรียชนิดนี้ รวมท้ังชีววิทยา นิเวศวิทยา และการใช&แบคทีเรียชนิดนี้ในการควบคุมไส&เดือนฝอย
รากปมแบบชีววิธี P. penetrans เข&าทําลายไส&เดือนฝอย โดยสปอรDท่ีอยู=ในดินจะเกาะติดกับผนังลําตัว
ของตัวอ=อนระยะท่ีสองของไส&เดือนฝอย เม่ือไส&เดือนฝอยเข&าทําลายรากพืช และเริ่มชักนําเซลพืชเพ่ือ
สร&างแหล=งอาหาร (feeding site) สปอรDของแบคทีเรียจะสร&าง germ tube แทงผ=านผนังลําตัวของ
ไส&เดือนฝอย และพัฒนาเปYน dichotomous septate mycelium อยู=ในช=องว=างภายในลําตัวของ
ไส&เดือนฝอย ต=อมา mycelium จะเข&าสู=ระยะ sporogenesis และสุดท&ายจะพัฒนาเปYน single 
sporangia ท่ีมี endospore อยู=ภายใน ซ่ึงสปอรDของ P. penetrans ท่ีเจริญอยู=ภายในตัวเต็มวัยเพศ
เมียของไส&เดือนฝอย จะทําลายการสร&างไข= ทําให&ตัวเต็มวัยเพศเมียไม=สามารถขยายพันธุDได& สําหรับตัว
อ=อนระยะท่ีสองท่ีมีสปอรDของ P. penetrans เกาะอยู=ท่ีผนังลําตัวจํานวนมาก จะทําให&ความสามารถ
ในการเคลื่อนท่ีและการเข&าทําลายรากพืชลดลง (Sano and Gaspard, 1995; Adiko and Gowen, 
1999) 

  Pasteuria spp. มีศักยภาพในการใช&ควบคุมไส&เดือนฝอยศัตรูพืช และมีรายงานถึง
ประสิทธิภาพในการควบคุมไส&เดือนฝอยรากปมในพืชหลายชนิด เช=น มะเขือเทศ พริก ยาสูบ 
กระเจี๊ยบ องุ=น และข&าวสาลี เปYนต&น (Chen and Dickson, 1998) เอ็นโดสปอรDของ P. penetrans 
สายพันธุD P20 จํานวน 10,000 สปอรDต=อดิน 1 กรัม สามารถควบคุมไส&เดือนฝอย M. arenaria race1 
ในถ่ัวลิสงได& (Chen et al., 1996) สปอรDของ P. penetrans ท่ีมีจํานวนน&อย สามารถเพ่ิมข้ึนอย=าง
ช&าๆ จนถึงระดับท่ีสามารถควบคุมไส&เดือนฝอยได& (Chen et al., 1996; Oostendrop et al., 1991) 
ในการทดลองในกระถางพบว=า P. penetrans สามารถเพ่ิมปริมาณได&มากกว=า 100 เท=า ภายใน 2-3 
รอบของการปลูกพืช (Ali et al., 2005) 

  ในประเทศไทยยังไม=มีการรวบรวมแบคทีเรียชนิดนี้ และยังไม=มีการศึกษาถึงความสามารถของ
แบคทีเรียชนิดนี้ในการใช&ควบคุมไส&เดือนฝอยรากปม ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากข&อจํากัดของแบคทีเรียชนิด
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นี้ ท่ีเปYน obligate parasite ซ่ึงต&องการไส&เดือนฝอยในการครบวงชีวิต ทําให&การผลิตแบคทีเรียชนิดนี้
ในปริมาณมากทําได&ยากและมีต&นทุนสูง จึงไม=เปYนท่ีสนใจของนักวิจัย อย=างไรก็ตามปWจจุบันมีรายงาน
ว=าสามารถเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชนิดนี้ได&ในห&องปฏิบัติการ ในต&นทุนท่ีสามารถแข=งขันกับสารเคมีได& 
(Hewlet et al., 2002) และได&มีการทดสอบ P. penetrans ท่ีได&จากการเลี้ยงในถังหมักในการ
ควบคุมไส&เดือนฝอยรากปม M. incognita ในแปลงทดลองแล&ว (Hewlet et al., 2006) ทําให&
แบคทีเรียชนิดนี้ได&รับความสนใจอีกครั้ง ดังนั้นการเก็บรวบรวมและศึกษาแบคทีเรียชนิดนี้ในประเทศ
ไทยจึงมีความจําเปYน และอาจมีประโยชนDในการใช&ควบคุมโรครากปมของพืชได& ปWจจุบันใน
ต=างประเทศมีการผลิตแบคทีเรียชนิดนี้ในเชิงการค&า และในอนาคตอาจมีการนําเข&ามาจําหน=ายใน
ประเทศไทย จึงควรมีการรวบรวม Pasteuria ท่ีมีแหล=งกําเนิดในประเทศไทย ก=อนท่ีจะมีการนํา 
Pasteuria จากต=างประเทศเข&ามาใช& ซ่ึงจะทําให&การค&นหาแบคทีเรียท่ีมีแหล=งกําเนิดในประเทศไทยทํา
ได&ยากข้ึน Pasteuria สายพันธุDท่ีมีแหล=งกําเนิดในประเทศไทย อาจมีประสิทธิภาพในการควบคุม
ไส&เดือนฝอยดีกว=าสายพันธุDจากต=างประเทศ เนื่องจากสภาพแวดล&อมท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโต 
และโดยธรรมชาติเปYนแบคทีเรียปฏิปWกษDของไส&เดือนฝอยรากปมในประเทศไทยอยู=แล&ว ซ่ึง P. 
penetrans เปYนแบคทีเรียท่ีมีความจําเพาะเจาะจงกับ host สูง ดังนั้น P. penetrans สายพันธุDไทย 
อาจใช&ควบคุมประชากรไส&เดือนฝอยของไทยได&ดีกว=าสายพันธุDจากต=างประเทศ   

 

วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    

อุปกรณDและวิธีการอุปกรณDและวิธีการอุปกรณDและวิธีการอุปกรณDและวิธีการ    

  การดําเนินงานในปk 2554 เน&นการแยกเชื้อ P. penetrans จากหัวมันฝรั่งท่ีเปYนโรคหูดเปYน
หลัก ซ่ึงจากการศึกษาในเบ้ืองต&น พบว=าสามารถแยกตัวเต็มวัยเพศเมียของไส&เดือนฝอยรากปมออก
จากหัวมันฝรั่งได&ง=าย จากนั้นจึงแยกสปอรDของ P. penetrans จากตัวเต็มวัยเพศเมียท่ีได& โดยในปk 
2554 มีเป_าหมายในการแยก P. penetrans จากตัวเต็มวัยเพศเมียของไส&เดือนฝอยรากปม อย=างน&อย 
500 ตัวอย=าง (1 ตัวอย=าง คือ ตัวเต็มวัยเพศเมียของไส&เดือนฝอยรากปม 100 ตัว ในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร) 

 การแยก P. penetrans จากหัวมันฝรั่ง 

  การแยก P. penetrans จากหัวมันฝรั่ง ทําโดยการแยกตัวเต็มวัยเพศเมียของไส&เดือนฝอยราก
ปม ออกจากหัวมันฝรั่ง โดยการฝานหัวมันฝรั่งท่ีเปYนโรค เปYนชิ้นบางๆ และปWwนในเครื่องปWwน แยกตัวเต็ม
วัยเพศเมียของไส&เดือนฝอย โดยการกรองผ=านตะแกรง และปWwนเหวี่ยงในสารละลายน้ําตาล 
(Centrifugal flotation) นําตัวเต็มวัยเพศเมียใส=ลงในหลอด microcentrifuge ประมาณ 100 ตัว/
หลอด บดไส&เดือนฝอยในหลอด microcentrifuge ด&วย Plastic pestle แล&วนําไป centrifuge ท่ี
ความเร็ว 1500g นํา supernatant ไปตรวจหา P. penetrans โดยตรง หรือใช&ตัวอ=อนระยะท่ีสอง
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ของไส&เดือนฝอยรากปมเปYนเหยื่อล=อ และตรวจหาไส&เดือนฝอยท่ีมีสปอรDของ P. penetrans ติดท่ีผนัง
ลําตัว 

  ตัวอ=อนระยะท่ีสองของไส&เดือนฝอยรากปม เตรียมได&จากการเลี้ยงไส&เดือนฝอยรากปมในราก
มะเขือเทศ เม่ือต&นมะเขือเทศอายุประมาณ 60 วัน แยกไข=ไส&เดือนฝอยจากราก โดยการตัดรากปมเปYน
ชิ้นขนาดยาวประมาณ 1 เซนติเมตร และเขย=าใน 0.52 % Sodium Hypochlorite (คลอร็อก 10%) 
เก็บไข=ไส&เดือนฝอยโดยการล&างผ=านตะแกรงท่ีมีขนาดช=อง 25 ไมโครเมตร ด&วยน้ําสะอาด (Hussey 
and Barker, 1973) นําไข=ไส&เดือนฝอยใส=ลงบนตะแกรงไนลอนขนาดเล็กท่ีมีขนาดช=องประมาณ 25 
ไมโครเมตร ซ่ึงวางในจานเลี้ยงเชื้อท่ีมีน้ํากลั่นนึ่งฆ=าเชื้อ เก็บตัวอ=อนระยะท่ีสอง ซ่ึงฟWกออกมาจากไข=
และอยู=ในน้ําในจานเลี้ยงเชื้อไปใช& ทุกๆ 24-48 ชั่วโมง 

 การเพ่ิมจํานวนสปอรDของ P. penetrans 

  P. penetrans สามารถขยายพันธุDได&ในตัวของไส&เดือนฝอย การเพ่ิมจํานวนของ P. 
penetrans ทําได&โดยการนําตัวอ=อนระยะท่ีสองของไส&เดือนฝอยท่ีมี สปอรDของ P. penetrans ติดอยู=
ท่ีผนังลําตัว ไปเลี้ยงในต&นมะเขือเทศท่ีปลูกในดินอบฆ=าเชื้อ จากนั้นแยกตัวเต็มวัยเพศเมียออกจากราก
มะเขือเทศ เม่ือมะเขือเทศมีอายุ 60 วัน คัดเลือกตัวเต็มวัยท่ีมีลักษณะสีขาวขุ=น ท่ีมีสปอรDของ P. 
penetrans อยู=ภายใน เก็บในหลอด microcentrifuge เพ่ือใช&ในการทดลองต=อไป 
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่    
เริ่มต&น ตุลาคม 2554 สิ้นสุด กันยายน 2558    
กลุ=มงานไส&เดือนฝอย กลุ=มวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

ผลและวจิารณDผลการทดลองผลและวจิารณDผลการทดลองผลและวจิารณDผลการทดลองผลและวจิารณDผลการทดลอง    
    ในปk 2554 ได&เก็บตัวอย=างหัวมันฝรั่ง และมันข้ีหนูท่ีมีอาการหูดท่ีเกิดจากไส&เดือนฝอยรากปม

มาแยกตัวเต็มวัยเพศเมียเพ่ือตรวจหาสปอรDของแบคทีเรีย P. penetrans การตรวจหาสปอรDโดยตรง
ในตัวอย=างทําได&ยาก เนื่องจากสปอรDมีขนาดเล็ก และ supernatant ท่ีได&จากการบดตัวเต็มวัยเพศเมีย
มีความขุ=น จึงต&องตรวจตัวอย=างโดยการใช&ตัวอ=อนระยะท่ีสองของไส&เดือนฝอยรากปม เปYนเหยื่อล=อให&
สปอรDเกาะ จากนั้นจึงตรวจหาตัวอ=อนท่ีมีสปอรDเกาะ จากการตรวจตัวอย=างตัวเต็มวัยเพศเมียของ
ไส&เดือนฝอยรากปม ท่ีแยกจากหัวมันฝรั่งจํานวน 300 ตัวอย=าง พบสปอรDของ P. penetrans จํานวน 
6 ตัวอย=าง นําไส&เดือนฝอยท่ีมีสปอรDเกาะ ใส=ลงในต&นมะเขือเทศอายุ 1 เดือน เพ่ือเลี้ยงไส&เดือนฝอย
เปYนระยะเวลา 60 วัน เพ่ือให&ได&ตัวเต็มวัยเพศเมียท่ีมีสปอรD เพ่ือใช&ในการทดลองต=อไป 

สรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํ    
 สามารถตรวจพบ P. penetrans จากตัวอย=างตัวเต็มวัยเพศเมีย ท่ีแยกจากหัวมันฝรั่งท่ีเปYน
โรคหูดได& ซ่ึงงานข้ันต=อไปจะเปYนการเพ่ิมปริมาณสปอรD เพ่ือใช&ในการทดลองคัดเลือกสายพันธุD P. 
penetrans ท่ีมีประสิทธิภาพในการใช&ควบคุมไส&เดือนฝอยรากปม 
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