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การคัดเลือกและทดสอบศักยภาพของเช้ือราปฏิปักษ์ของไส้เดือนฝอยรากปม  
Selection and Isolation the nematophagous fungi of root-knot nematode 

ธติิยา สารพัฒน์      ไตรเดช ข่ายทอง       ธารทิพย  ภาสบุตร       มนตรี เอี่ยมวิมังสา 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

รายงานความก้าวหน้า  

การคัดเลือกและทดสอบศักยภาพของเชื้อราปฏิปักษ์ของไส้เดือนฝอยรากปม เพ่ือให้ได้เชื้อราปฏิปักษ์
ที่มีศักยภาพในการควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม ( Meloidogyne sp.) โดยการแยกเชื้อจากตัวอย่างดิน
และพืช 4 วิธีคือ การแยกเชื้อราจากกลุ่มไข่, ไข,่ เต็มวัยเพศเมียและตัวอ่อนระยะที่ 2 ของไส้เดือนฝอย
รากปม โดยการแยกเชื้อราจากตัวอ่อนระยะที่ 2 ของไส้เดือนฝอยรากปม และการแยกจากกลุ่มไข่
โดยตรงสามารถแยกเชื้อราปฏิปักษ์ของไส้เดือนฝอยรากปมได้ 53 ไอโซเลท ต้องด าเนินการวิจัยต่อเพ่ือ
ทดสอบศักยภาพในการควบคุม ไส้เดือนฝอยรากปมในระดับเรือนทดลอง 

ค าน า 

 

ในปัจจุบันพืชผลทางการเกษตรมีสารเคมีตกค้างท าให้มีผลต่อสภาพแวดล้อมและสุขภาพของ
ผู้บริโภค การน าจุลินทรีย์เข้ามาควบคุม ก าจัด ศัตรูพืช เช่น แมลง และ โรคพืช นับว่าเป็นปัจจัยส าคัญ
ที่มีบทบาทในการทดแทนการใช้สารเคมีก าจัดศัตรูพืช (กองกีฏและสัตววิทยา, 2537)ในประเทศไทยจุ
ลินทรียที่น ามาใชประโยชนในการควบคุมทางชีววิธี (Biological control) เชน เชื้อรา Chaetomium 
sp. (เกษม, 2533) และ Trichoderma sp. (จิระเดช และคณะ, 2535) ถูกน ามาใชควบคุมโรคพืช
โดยเฉพาะโรคที่เกิดจากเชื้อราศัตรูพืช ส่วนโรคพืชที่เกิดจากไส้เดือนฝอย ยังมีการศึกษาวิจัยกันน อย 
ถึงเชื้อราที่เปนปฏิปกษตอไสเดือนฝอยศัตรูพืช (Plant-parasitic nematodes)โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 
ไส้เดือนฝอยรากปมซ่ึงเป็นไส้เดือนฝอยที่มีการระบาดมากที่สุด และมีพืชอาศัยมาก  ดังนั้นงานวิจัยครั้ง
นี้จึงมี วัตถุประสงคเพ่ือรวบรวมเชื้อราปฏิปกษตอไสเดือนฝอยรากปมแลวน าไปทดสอบศักยภาพ ใน
การควบคุม พรอมทั้งพัฒนากรรมวิธีเพ่ือการผลิตเปนสารชีวภัณฑ(Bio-nematicide  product) ต่อไป 

 

 

 

รหัสการทดลอง 03 04 54 01 03 02 03 54 
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วิธีด าเนินการ  
อุปกรณ์ 

1.ตัวอย่างดินและพืช 
2.ไส้เดือนฝอยรากปม(  Meloidogyne sp.) 
3. .สารเคมี และวัสดุเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ เช่น PDA WA streptomycin 
4. กล้องจุลทรรศน์แบบ compound และ แบบ stereo 
5.เข็มเขี่ย สไลด์ และ coverslide จานเลี้ยงเชื้อ  หลอดแก้วและท่ีวางหลอด parafilm  ส าลี 
ถุงมือยาง กล่องชื้น(moist chamber) ตะเกียง ก๊าช แอลกอฮอล์ 
6.หม้อนึ่งความดัน ตู้อบเครื่องแก้ว ตู้เย็น ไมโครเวฟ แก๊สหุงต้ม เตา หม้อ 
7.อุปกรณ์และสารเคมี ในห้องปฏิบัติการไส้เดือนฝอย เช่น ตะแกรง กรวย (วิธีการแยกเชื้อ)  
โซเดียม ไฮโปรคลอไรท์(NaOCl) 
8.ป้ายแสดงกรรมวิธี สมุดบันทึก 

วิธีการ 
- วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1.การเก็บตัวอย่าง 
  ท าการเก็บตัวอย่างจากพ้ืนที่ที่มีการระบาดของไส้เดือนฝอยรากปม โดย 
เก็บตัวอย่างพืชที่เป็นโรครากปมและดินบริเวณรอบๆรากพืช โดยใช้พลั่วขุดดินบริเวณ
ผิวหน้าดิน ลึกประมาณ 10 ซม. แยกตัวอย่างดินและตัวอย่างพืช ใส่ถุงพลาสติก 
บันทึกข้อมูลของแหล่งที่เก็บดิน เมื่อมาถึงห้องปฏิบัติการท าการแยกเชื้อ 

2. การแยกเชื้อราบริสุทธิ์ของเชื้อราปฏิปักษ์ของไส้เดือนฝอยรากปม 
แบ่งการแยกเชื้อราเป็น 4 ส่วนคือ  แยกเชื้อราจาก กลุ่มไข่ (egg mass) ไข่ 
(eggs ) ตัวเต็มวัยเพศเมีย และ ตัวอ่อนระยะที่ 2 ของไส้เดือนฝอยรากปม 
ดังนี้ 

    2.1. การแยกเชื้อราจากกลุ่มไข่ของไส้เดือนฝอยรากปม 
จากตัวอย่างพืชรากปมใช้เข็มเขี่ยกลุ่มไข่น ามาฆ่าเชื้อใน 1 % โซเดียม ไฮ
โปรคลอไรท์ (NaOCl) นาน 1-2 นาที ล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อแล้วน าไป
วางบน 0.8% WA (water agar) ที่มี streptomycin 0.2 กรัมต่อสิตร 

    2.2 . การแยกเชื้อราจากไข่ของไส้เดือนฝอยรากปม  
 น ารากปมของพืชที่ถูกไส้เดือนฝอยท าลาย มาท าความสะอาด ตัด

เอาเฉพาะส่วนปม แช่ในน้ ายา2% โซเดียม ไฮโปรคลอไรท์(NaOCl) ในขวด
แล้วเขย่า เพื่อละลายเมือกหุ้มถุงไข่ จะได้ไข่แยกเป็นฟองเดี่ยวๆล้างด้วยน้ า
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กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ บนตะแกรง 400 mesh  เก็บ suspension หลังจากนั้น ดูด 
suspension 1 มิลลิลิตร ไปท า spread plate บน 0.8% WA (water 
agar) ที่มี streptomycin 0.2 กรัมต่อสิตร 
2.3. การแยกเชื้อราจากตัวเต็มวัยเพศเมียของไส้เดือนฝอยรากปม 

จากตัวอย่างพืชรากปมใช้เข็มเขี่ยตัวเต็มวัยเพศเมีย น ามาฆ่าเชื้อใน 
2 %  โซเดียม ไฮโปรคลอไรท์(NaOCl) นาน 1-2 นาที ล้างด้วยน้ า
กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อแล้วน าไปวางบน 0.8% WA  ที่มี streptomycin 
0.2 กรัมต่อสิตร 

2.4. การแยกเชื้อราจากตัวอ่อนระยะที่ 2 ของไส้เดือนฝอยรากปม 
น ารากปมของพืชที่ถูกไส้เดือนฝอยท าลาย มาท าความสะอาด ตัด

เอาเฉพาะส่วนปม แช่ในน้ ายา 2%โซเดียม ไฮโปรคลอไรท์(NaOCl) ในขวด
แล้วเขย่า เพ่ือละลายเมือกหุ้มถุงไข่ จะได้ไข่แยกเป็นฟองเดี่ยวๆล้างด้วยน้ า
กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ บนตะแกรง 500 mesh  เก็บ suspension น าไปใส่ในน้ า
กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 10  มิลลิลิตร ทิ้งไว้ประมาณ 1 -2 วัน ให้ไส้เดือน
ฝอยออกจากไข่ เพ่ือเตรียมใช้เป็นเหยื่อล่อ  จากตัวอย่างดิน น าดินตัวอย่าง
ละ 1 กรัม โปรยบน0.8% WA  ที่มี streptomycin 0.2 กรัมต่อสิตร 
จากนั้นใส่ตัวอ่อนระยะที่ 2 ของไส้เดือนฝอยรากปม ประมาณ 100-200 ตัว
ต่อ มิลลิลิตร 

ทุกวิธีการเมื่อท าเสร็จแล้ว ท าการบ่มเชื้อ  3-7 วัน ที่อุณหภูมิห้อง ( 
25-30 องศาเซลเซียส ) และ ตรวจดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา 
เมื่อพบจึงใช้เข็มเขี่ยท าสไลด์เพ่ือศึกษารายละเอียด บันทึกประวัติ และ เมื่อ
เชื้อราเจริญขึ้นมา ใช้เข็มเขี่ย hyphal tip ของเชื้อราแต่ละโคโลนีลงใน 
slant PDA (Potato Dextrose Agar) แต่ละ isolate นับเป็น 1 isolate  

- การบันทึกข้อมูล 
 บันทึกข้อมูลเชื้อราที่แยกได้จากวิธีการต่างๆ 
  

เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลาเริ่มต้นปีงบประมาณ  2554 สิ้นสุด  2558 รวม  5 ปี  
เริ่มทดลอง ตุลาคม    2554 ถึง กันยายน 2555   

สถานที ่

ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช และแปลง
เกษตรกร ทั่วไป 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

เชื้อราที่สามารถแยกเชื้อได้มาจากการแยกเชื้อราจากตัวอ่อนระยะที่ 2 ของไส้เดือนฝอยราก
ปม การแยกจากกลุ่มไข่โดยตรง และแยกเชื้อราจากไข่ของไส้เดือนฝอยรากปม เนื่องจากการแยกจาก
ตัวอ่อนระยะที่ 2 ของไส้เดือนฝอยรากปมนั้นใช้ดินเป็นองค์ประกอบของวิธีการซึ่งสามารถแยกเชื้อราที่
อาศัยในดินรวมมาด้วย การการแยกจากกลุ่มไข่โดยตรง นั้นสามารถแยกเชื้อราได้มากว่าจากไข่เดี่ยวๆ
ของไส้เดือนฝอยรากปมอาจเพราะขั้นตอนการละลายเมือกหุ้มถุงไข่ เก็บ suspension เกิดการ
ปนเปื้อนมาก ส่วนการแยกเชื้อราจากตัวเต็มวัยเพศเมียของไส้เดือนฝอยรากปมในการทดลองนี้ยังไม่
สามารถท าได้  

เชื้อราที่สามารถแยกเชื้อได้ จากการจัดจ าแนกเบื้องต้น ส่วนใหญ่อยู่ใน สกุล Trichoderma 
sp. Monacrosporium sp. Aspergillus sp. Penicillium sp. Fusarium sp. Verticillium sp. 
Paecilomyces sp. Anthrobotrys sp. และอ่ืน ที่ยังไม่สามารถจ าแนกได้ 

 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

การแยกเชื้อราจากตัวอ่อนระยะที่ 2 ของไส้เดือนฝอยรากปม และการแยกจากกลุ่มไข่โดยตรง 
นั้นสามารถแยกเชื้อราปฏิปักษ์ของไส้เดือนฝอยรากปมได้ดีแล้ว ควรเพ่ิมตัวอย่างพืชและดิน เพ่ือให้ได้
เชื้อราที่มีความหลากหลายขึ้น ในส่วนของเชื้อราที่สามารถแยกเชื้อและเพาะเลี้ยงได้ด าเนินการวิจัยต่อ
เพ่ือทดสอบศักยภาพในการควบคุม ไส้เดือนฝอยรากปมในระดับเรือนทดลอง 
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