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บทคดัย่อ 

จงัหวดัอุบลราชธานีเป็นแหล่งปลูกพริกสาํคญัในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยพบว่ามีการ

ระบาดของโรครากปมและสร้างความเสียหายต่อพริก ซึÉ งมีสาเหตุมาจากเชืÊอไส้เดือนฝอยรากปม (Meloidogyne spp.) 

การศึกษา ปฏิบตัิโดยทาํการสุ่มเก็บตวัอย่างรากพริกจากแปลงปลูกทัÊงหมด ř2 แปลง ในเขตพืÊนทีÉ อาํเภอเหล่าเสือโคก 

อาํเภอม่วงสามสิบ อาํเภอเดชอุดม และอาํเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชธานี เพืÉอศึกษาการจดัจาํแนกชนิดของไส้เดือนฝอย

รากปมโดยวิธีทางดา้นสัณฐานวิทยา (Morphology) และทางชีวโมเลกุล (Molecular Analysis)  ผลการศึกษาทางดา้น

สณัฐานวิทยาจากรอยย่นทีÉกน้ (Perineal pattern) ของไส้เดือนฝอยตวัเต็มวยัเพศเมียพบว่า มีความแปรปรวนของรูปแบบ

ของ perineal pattern ทัÊงกลมและไข่ ในส่วนของ dorsal arch ตัÊงแต่สูงจนถึงปานกลาง และมี lateral line และทางด้าน

ชีวโมเลกุลจากการใชคู่้ไพร์เมอร์ทีÉเฉพาะเจาะจงกับชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมคือ 1108 และ C2F3 พบว่าชนิดของ

ไส้เดือนฝอยรากปมในทุกแปลงจากทัÊง Ŝ อาํเภอให้ผลผลิตทางปฏิกิริยาทีÉมีขนาดเท่ากนัคือ 700 bp ดงันัÊนชนิดของ

ไส้เดือนฝอยรากปมทีÉมีการระบาดแปลงปลูกพริก ทัÊง 12 แปลง ทัÊง Ŝ อาํเภอ จึงเป็นไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne 

enterolobii  

 

ABSTRACT  

 Ubon Ratchathani province is an important chili cultivating area in the northeastern region of the Thailand. 

Nematode surveys were conducted by randomly sampling chili roots in chili fields.  Roots were collected from 12 

field in following districts:  Lag Sua Kog, Muang Samsip, Dech Udom, and Aumphur Muang.  Studies on 

identification of the species of root-knot nematodes using by morphological characters and molecular methods were 

followed.  The result of the morphological studies of perineal patterns from adult females showed that they all had 

rounded to ovoid shapes,  high to moderately high dorsal arches and lateral lines. The identification of Meloidogyne 

based on the molecular method with the specific primer set ( 1108 and C2F3)  showed a DNA band of 700 bp was 

found in all root-knot nematode samples collected from  the 12 fields of the 4 Districts.  Consequently, the root-knot 

nematodes were identified as M. enterolobii.  

 

 

คาํสําคญั: ไส้เดือนฝอยรากปม พริก การจดัจาํแนกชนิด  
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บทนํา 

 พริกเป็นพืชผกัทีÉมีความสําคญัทางเศรษฐกิจ ในประเทศไทยพริกสามารถปลูกและเจริญเติบโตได้ดีทัÉวทุก

ภูมิภาคของประเทศโดยปลูกไดต้ลอดทัÊงปี กรมส่งเสริมเกษตรรายงานว่าในปี พ.ศ.2558 ประเทศไทยใชพื้ÊนทีÉปลูกพริก

ขีÊหนูเม็ดเล็ก 100,920.84 ไร่ ได้ผลผลิต 110,024,683.05 กิโลกรัมและพริกขีÊหนูเม็ดใหญ่ 135,199.95 ไร่ ได้ผลผลิต 

147,126,223.25 กิโลกรัม ในปี พ.ศ. 2549  พืÊนทีÉปลูกพริกของจงัหวดัอุบลราชธานี และศรีสะเกษ พบปัญหาการระบาด

ของไส้เดือนฝอยสาเหตุของโรครากปมอย่างรุนแรงโดยสร้างความเสียหายของผลผลิตและคุณภาพลดลงตัÊงแต่ร้อยละ 

50-100 จนถึงปัจจุบนัพบว่าบางพืÊนทีÉไม่สามารถปลูกพริกได ้เนืÉองจากติดไปกบัเครืÉองมือเกษตร โดยเฉพาะดินทีÉมีการ

ปนเปืÊ อนไส้เดือนฝอยติดไปกบัตน้กลา้พริกสู่แปลงปลูกและดินทีÉติดกบัลอ้รถไถจากแปลงหนึÉ งสู่อีกแปลงหนึÉ งอีกทัÊง

พืÊนทีÉบริเวณดงักล่าวมีการสะสมของประชากรไส้เดือนฝอยเป็นจาํนวนมากเป็นระยะเวลานาน และดว้ยสภาพดินร่วน

ปนทรายไส้เดือนฝอยจึงแพร่ระบาดตามไปกบันํÊาทีÉใชท้าํการเกษตรหรือนํÊ าฝนไดด้ี (นุชนารถ, 2550)  

 ในประเทศไทยไส้เดือนฝอยรากปมก่อความเสียหายรุนแรงต่อพืชหลายชนิด ในปัจจุบนัพบว่าไส้เดือนฝอย

รากปม M. enterolobii  ชนิดนีÊ ถือเป็นหนึÉ งในชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมทีÉสําคญัทีÉสุดเนืÉองจากมีการกระจายตวัทาง

ภูมิศาสตร์ทีÉกวา้งขวางขึÊน และมีความสามารถในการเอาชนะความตา้นทานของพืชทีÉสําคญั เช่น ใน genotypes ของ

มะเขือเทศ พริกไทย และพืชไร่บางชนิดทีÉมียีนต ์Mi-1ซึÉ งตา้นทานต่อการเขา้ทาํลายของ M. javanica, M. arenaria และ 

M. incognita (Fargette, 1987; Fargette et al., 1994) ไส้ เดือนฝอยชนิ ดนีÊ ถูก พบใน แอฟ ริกา (Fargette et al., 1994; 

Trudgill et al., 2000) อ เม ริ ก า (Brito et al., 2004) เอ เชี ย  (Yang Eisenback, 1983) แ ล ะ ยุ โ ร ป  (Blok et al., 2002; 

Kiewnick et al., 2008) ในพืชอาศยัทีÉมีบนัทึกไว ้ไดแ้ก่ พืชและผกัอืÉนๆ เช่น พริก ฝรัÉง พริกหยวก ถัÉวเหลือง มันฝรัÉง

หวาน ยาสูบ แตงโม และ ฝรัÉงเป็นตน้ (Moens et al., 2009)  

 ลกัษณะ Perineal  pattern ของไส้เดือนฝอย M. enterolobii มีความคลา้ยคลีงเป็นอยา่งมากกบัไส้เดือนฝอยราก

ปม M. javanica, M. arenaria และ M. incognita (European and Mediterranean Plant Protection Organization [EPPO], 

2014) ซึÉงยากต่อการจดัจาํแนก ดงันัÊนจึงไดมี้การศึกษาวิธีการจดัจาํแนกไส้เดือนฝอยโดยใชว้ธีิการอณูชีวโมเลกุล (PCR) 

โดยใชชุ้ดไพรเมอร์เฉพาะเจาะจง 1108 และ C2F3  ทีÉจบัตาํแหน่งจีโนมข์องไมโตรคอนเดียร์บริเวณระหว่าง COII และ 

16s rRNA ยีน เพืÉอจดัจาํแนกสปีชีส์ของไส้เดือนฝอยรากปม ชุดไพรเมอร์ดงักล่าวสามารถนาํมาจดัจาํแนกไส้เดือนฝอย 

M. arenaria มีขนาดดีเอ็นเอ 1.1 kb M. javanica , M. incognita  มีขนาดดีเอน็เอ 1.5-1.6 kb  (Power, Harris , 1993) และ 

M. enterolobii  พบว่ามีขนาดดีเอ็นเอ 700 bp (Long et al., 2014) ซึÉ งขนาดดีเอ็นเอดงักล่าวสอดคลอ้งกบั Jindapunnapat 

(2012) ทีÉรายงานการพบไส้เดือนฝอยรากปม M. enterolobii จากตน้ฝรัÉงในพืÊนทีÉภาคกลางของประเทศไทยโดยมีขนาดดี

เอน็เอทีÉพบคือ 700 bp  ในประเทศเวียดนามขนาดดีเอน็เอของไส้เดือนฝอย  M. enterolobii  ทีÉพบมีขนาดประมาณ 705 

bp (Iwahori et al., 2009) เช่นเดียวกบัรายงานการพบไส้เดือนฝอย M. enterolobii ในรัฐฟอริดา้ มีขนาดดีเอน็เอประมาณ 

705 bp (Brito et al., 2004)    

 การจดัจาํแนกไส้เดือนฝอยรากปมทีÉสุ่มเก็บในพืÊนทีÉจงัหวดัอุบลราชธานีซึÉ งเป็นพืÊนทีÉทีÉไดร้ับความเสียหาย

อย่างรุนแรงต่อการเขา้ทาํลายของไส้เดือนฝอยรากปมทัÊงนีÊ  ในปี ค.ศ. 2010  EPPO จดัให้ไส้เดือนฝอย  M. enterolobii 

อยู่ในกลุ่มศตัรูพืชกักกัน (A2) (EPPO, 2014)  เนืÉองจากไส้เดือนฝอยชนิดดงักล่าวพบในบางประเทศเท่านัÊน ซึÉ งใน

ประเทศไทยเคยมีการรายงานพบในเขตพืÊนทีÉภาคกลางแต่ยงัไม่เคยมีการรายงานในเขตพืÊนทีÉภาคตะวนัออกเฉียงเหนือมา

ก่อน การศึกษาการจดัจาํ แนก M. enterolobii ชนิดนีÊ จึงเป็นขอ้มูลสาํคญัต่อหน่วยงานทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการกกักนัพืช เพืÉอใช้

ประโยชน์ในดา้นติดตามการแพร่กระจายในเขตพืÊนทีÉเพาะปลูกพืช ดงันัÊนการมีขอ้มูลการจดัจาํแนกนีÊ เป็นส่วนหนึÉ งเพืÉอ
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ใช้ต่อยอดการศึกษาความหลายหลายของไส้เดือนฝอยM. enterolobii ในระดบัชีวโมเลกุล (Molecular diversity) และ

การจดัจาํแนกชนิดไสเ้ดือนฝอยรากปมชนิดอืÉนๆทีÉยงัไม่เคยคน้พบในประเทศไทยไดต่้อไป 

 

วัตถุประสงค์การวจัิย 

 การศึกษาครัÊ งนีÊมีวตัถปุระสงคเ์พืÉอสาํรวจและจดัจาํแนกชนิดของไส้เดือนฝอยรากปม ( Meloidogyne spp. ) 

สาเหตุโรครากปมของพริกในเขตพืÊนทีÉ อาํเภอเหล่าเสือโคก อาํเภอม่วงสามสิบ อาํเภอเดชอุดม และอาํเภอเมือง จงัหวดั

อุบลราชธานี 

 

วิธีการวิจยั 

1.  การเกบ็ตัวอย่างเพืÉอตรวจสอบและแยกไส้เดือนฝอยบริสุทธิÍออกจากรากพริก 

เก็บตวัอย่างรากพริกทีÉแสดงอาการโรครากปมในแปลงปลูกพริกในจงัหวดัอุบลราชธานี ในอาํเภอทีÉมีการปลูก

พริกมากทีÉสุด 4 อนัดบัคือ อาํเภอเหล่าเสือโคก อาํเภอเมือง อาํเภอม่วงสามสิบ และ อาํเภอเดชอุดม ตามลาํดบั ทาํการสุ่ม

เลือกเก็บตน้พริกทีÉแสดงอาการใบเหลือง ตน้แคระแกรน เหีÉยว และ รากปม จาํนวน ś ตน้ต่อแปลง โดยเลือกเก็บทีÉหัว

แปลง กลางแปลง และทา้ยแปลง หลงัจากนัÊนรากตวัอยา่งจะถูกตดัและเก็บใส่ถุงพลาสติกซิบลอ็กเพืÉอรักษาความชืÊนโดย

เก็บรากตวัอยา่ง อาํเภอละ 3 แปลง รวมทัÊงหมด řŚ แปลง จดบนัทึกตาํแหน่งแปลง (GPS, Compass) และสายพนัธุ์พริก 

(ชืÉอทางการคา้)  ทาํการเพิÉมปริมาณไส้เดือนฝอยรากปมโดยตวัอย่างในแต่ละแปลงถูกสับให้มีขนาดประมาณ ř นิÊวและ

ผสมกนั หยิบสุ่มปริมาณ řŘŘ กรัม  ผสมลงดินร่วนผสมดินนาทีÉอบฆ่าเชืÊอ (180 ºC เป็นเวลา ś ชัÉวโมง) ŜŘŘ กรัม ใส่ลง

กระถางพลาสติกขนาด ŝ นิÊว หลงัจากนัÊนทาํการยา้ยตน้กลา้ผกับุง้จีน (เจียไต๋) อาย ุŜ สัปดาห์  จาํนวน 3 ซํÊา ต่อ 1 แปลง 

รวมทัÊงหมด śŞ ตวัอยา่ง หลงัจากนัÊน 2 เดือนนบัจากวนัทีÉปลูกเชืÊอ ทาํการแยกเชืÊอให้บริสุทธิÍ ดว้ยวิธีการ single egg mass 

โดยนาํตน้ผกับุง้จีนทีÉปลูกเชืÊอในแต่ละตวัอยา่งมาลา้งรากใหส้ะอาด ใชเ้ข็มเขีÉยเขีÉยแต่ละกลุ่มไข่ลงแต่ละช่องทีÉบรรจุนํÊ า

กลัÉนในถาดหลุม (ŚŜ microwell plate) นําไปควบคุมอุณหภูมิ ŚŠ ºC (Biosan) หลงัจากนัÊนประมาณ ś-ş วนั กลุ่มไข่จะ

ฟักเป็นตวัอ่อนระยะทีÉสอง ในระยะเวลาภายใน 3-7 วนั ตน้ผกับุง้จีนอายุ 4 สัปดาห์ทีÉปลูกในดินฆ่าเชืÊอจะถูกปลูกเชืÊอ

โดยทาํการเจาะรูขา้งลาํตน้ Ś รู ใส่เชืÊอตวัอ่อนระยะทีÉสองลงในรูและกลบรูดว้ยดินเลก็น้อย หลงัจากนัÊน 2 เดือน ทาํการ

เลือกตวัแทนแปลงละ ř ตวัอยา่งเพืÉอศึกษาการจาํแนกชนิดทางดา้นสณัฐานวิทยาและชีวโมเลกุลต่อไป 

 

2.  การจําแนกชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมทางด้านสัณฐานวทิยาด้วยเทคนิครอยย่นทีÉก้น (perineal pattern) 

 นาํตน้ผกับุง้จีนทีÉปลูกเชืÊอดว้ยเทคนิค single eggmass จากขอ้1 มาลา้งรากใหส้ะอาดดว้ยนํÊาไหลผา่น ใชเ้ขม็เขีÉย

เขีÉยตวัเมียจากรากผกับุง้จีน เก็บตวัเมียใส่ลงถาด watch glass ทีÉมีนํÊ ากลัÉน จากนัÊนนาํตวัเมียวางบนแผ่นพลาสติกภายใต้

กลอ้ง Stereo microscope ใชมี้ดโกนตดัไส้เดือนฝอยตวัเมียแยกส่วนระหว่างส่วนบน (anterior) และส่วนล่าง (posterior) 

ออกจากกนั นาํส่วนล่างมาตดับริเวณรอบขา้งออกให้เป็นสีÉเหลีÉยมโดยเหลือบริเวณส่วนกน้ทีÉมีรอยยน่ (perineal pattern) 

ทาํความสะอาดชิÊนส่วน pattern ดว้ย 45% lactic acid (Carlo Erba Reagent SpA)แช่ทิÊงไวป้ระมาณ řŘ นาที หลงัจากนัÊน

ใชเ้ข็มเขีÉยค่อยทาํความสะอาดสิÉงสกปรกออก นําชิÊนส่วน pattern  วางในหยด lactophenol ทีÉอยู่บนสไลดส์ะอาด  แลว้

ปิดดว้ย cover slip และปิดขอบสไลดด์ว้ยนํÊ ายาทาเลบ็โดยรอบ บนัทึกขอ้มูลลงบนสไลดต์วัอย่าง จากนัÊนนาํสไลดส่์องดู

ลกัษณะ perineal pattern ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (OLYMPUS 2ZX7, Japan)(Hartman Sasser, 1985) นาํมาเปรียบเทียบ

จากภาพของ Hunt,Hondoo (2009) เพืÉอใชร้ะบุชนิด (species) ไส้เดือนฝอยรากปมเบืÊองตน้ต่อไป 
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3.  การจําแนกชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมทางด้านชีวโมเลกุลด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)  

3.1 การสกดัดีเอน็เอของไส้เดือนฝอยรากปม 

 นาํตวัอย่างไส้เดือนฝอยตวัเมียเตม็วยัจากเทคนิค single eggmass จากขอ้ทีÉ 1 มาปัÉนเหวีÉยงดว้ยความเร็ว 13,000 

รอบ เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนใสทิÊง จากนัÊนใส่ 1X PCR buffer (no MgCl2) (Solis-biodyne)10 ไมโครลิตร ปิดฝาให้สนิท 

นาํหลอดทดลองใส่เครืÉอง เก็บทีÉอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนัÊนนาํหลอดทดลองเก็บทีÉอุณหภูมิห้อง 

นาน 10 นาทีแลว้จึงเก็บทีÉอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาทีอีกครัÊ ง เพืÉอทาํให้เซลลแ์ตกแลว้ปล่อยดีเอน็เอ เติม 1 

ไมโครลิตร protease K (20 มิลลิกรัมต่อนํÊ ากลัÉน 1มิลลิลิตร) (Worthington-biochemucal)นาํหลอดทดลองบ่มทีÉอุณหภูมิ 

60 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 60 นาที และบ่มต่อทีÉอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 10 นาที   แลว้ปัÉนเหวีÉยงดว้ย

ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที หลงัจากนัÊนเก็บสารละลายดีเอ็นเอทีÉอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

ดดัแปลงจากวิธีการของ Kwankuae (2014) 

3.2   Polymerase Chain Reaction 

 การเตรียมสารละลายสาํหรับใชใ้นปฏิกิริยา PCR Mastermix ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ซึÉ งประกอบดว้ย dH2O 

13 ไมโครลิตร , 10X PCR buffer 5 ไมโครลิตร , dNTP 2 ไมโครลิตร ,DNA Template 1 ไมโครลิตร , DNA polymerase 

2 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ 1108 (5’-TACCTTTGACCAATCACGCT-3’) และ C2F3  (5’-GGTCAATGTTCAGAAAT- 

TTGTGG-3’) ปริมาตรอย่างละ  1 ไมโครลิตร  จากนัÊนเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอโดยมี PCR Profile คือ Initial  denaturation 

อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที Denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 1 นาที Annealing 

อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 1 นาที  Extention อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 2 นาที (ขัÊนตอน 

Denaturation - Extention จําน วน  35 รอบ) และ Final extention อุณ ห ภู มิ  72 องศาเซลเซียสระยะเวลา 10 น าที 

(Jindapunnapat, 2012) นําผลผลิตทางปฏิกิริยา (PCR product) ทีÉได้มาตรวจสอบโดยวิธี Gel electrophoresis  โดยนํา 

PCR product จ ํานวน 4 ไมโครลิตร ผสมสีย้อม 2 ไมโครลิตร (Utrapower, German) บน 1.5% agarose gel  ภายใต้

กระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที จากนัÊนตรวจดูขนาด PCR product ภายใตแ้สงยวู ี

 

ผลการวจิัย 

1.  การเกบ็ตัวอย่างเพืÉอตรวจสอบและแยกไส้เดือนฝอยออกจากรากพริก 

แปลงปลูกพริกพืÊนทีÉอาํเภอม่วงสามสิบ อาํเภอเหล่าเสือโคก อาํเภอเดชอุดม และอําเภอเมือง จังหวัด

อุบลราชธานีทัÊงหมด 1Ś แปลงจากการสุ่มเก็บตวัอย่างมีลกัษณะดินเป็นดินทราย (ภาพทีÉ1) และตน้พริกในแปลงปลูก

ไดรั้บความเสียหายจากการเขา้ทาํลายของไส้เดือนฝอยรากปม ซึÉงมีการแสดงอาการในส่วนเหนือดินคือ ใบเหลือง ตน้

แคระแกรน และ เหีÉยว (ภาพทีÉ2) เมืÉอตรวจสอบบริเวณรากพบรากมีอาการปุ่มปม (ภาพทีÉ3) จากการตรวจสอบสายพนัธุ์

พริกทีÉใช้เพาะปลูกแต่ละแปลงพบว่า อาํเภอม่วงสามสิบ ใชพ้ริกชืÉอทางการคา้คืออมัพวาและเพชรดาํ อาํเภอเหล่าเสือ

โคกใชอ้มัพวาและเพชรมงกุฎ อาํเภอเดชอุดมใชอ้มัพวา และอาํเภอเมืองใชซุ้ปเปอร์ฮอต จากรูปภาพทีÉ 3 ภาพAพนัธุ์ทาง

การคา้ซุปเปอร์ฮอตรากมีลกัษณะเน่าสัÊนกุดเนืÉองจากระบบรากฝอยถูกเขา้ทาํลาย พบอาการรากปมขนาดใหญ่ซึÉงอาการ

รากปมมีความรุนแรงมากกว่าพนัธุพ์ริกการคา้ชนิดอืÉนๆ 

 

2.  การจําแนกชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมทางด้านสัณฐานวทิยาด้วยเทคนิครอยย่นทีÉก้น (perineal pattern) 

 จากการจดัจาํแนกจากการตรวจสอบลกัษณะ Perineal pattern   โดยศึกษาลกัษณะ Perineal pattern 3 pattern 

ต่อ 1แปลงพริก พบว่าในพืÊนทีÉ อาํเภอเหล่าเสือโคก (ภาพทีÉ Ŝ A-C) มีลกัษณะกลม (ภาพทีÉ Ŝ A)  และ dorsal arch สูงปาน
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กลาง  อาํเภอม่วงสามสิบ(ภาพทีÉ Ŝ D-F) มีลกัษณะ dorsal arch สูงปานกลาง และ มี lateral line (ภาพทีÉ Ŝ D) อาํเภอเดช

อุดม (ภาพทีÉ Ŝ G-I) มีลกัษณะรูปไข่ (ภาพทีÉ Ŝ I) dorsal arch สูง และอาํเภอเมือง (ภาพทีÉ Ŝ J-L) โดยมีลกัษณะหลกัทัÉวไป

คือ dorsal arch สูงปานกลาง มีลกัษณะรูปไข่ Perineal pattern พบว่า ลกัษณะ pattern บางส่วน (ภาพทีÉ4)  มีรูปร่างกลม

ทรงไข่ และมีบริเวณ dorsal arch สูงปานกลาง มีลกัษณะทีÉใกลเ้คียงอย่างมากหรือเลก็น้อยกบัไส้เดือนฝอย M. incognita, 

M. arenaria  ซึÉงลกัษณะ pattern ดงักล่าวมีความคลา้ยคลึงกบั M. enterolobii  เช่นเดียว 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพทีÉ 1  แสดงลกัษณะแปลงพริกทีÉมีการเขา้ทาํลายของไส้เดือนฝอยรากปมในจงัหวดัอุบลราชธานี โดยดินเป็น

ลกัษณะดินทราย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2   อาการพริกทีÉถูกไส้เดือนฝอยรากปมเขา้ทาํลายโดยมีอาการใบเหลือง ตน้แคระแกรน และเหีÉยว  
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ตารางทีÉ 1   ตาํแหน่งละติจูดและลองติจูดของแปลงทีÉสุ่มเก็บตวัอย่างรากพริก และขอ้มูลสายพนัธุพ์ริกทีÉเพาะปลูกใน

พืÊนทีÉเขตอาํเภอม่วงสามสิบ อาํเภอเหล่าเสือโคก อาํเภอเดชอุดม และอาํเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชธานี  

Name of district Position(Longitude and Latitude) Trade name 

Muang Samsip 15°23'55"N 104°49'56"E Amphawa 

 15°23'57"N 104°50'6"E Amphawa 

 15°23'54"N 104°50'12"E Petdam 

Lag Sus Kog 15°24'7"N 104°53'4"E Petmonggut 

 15°24'15"N 104°53'9"E Amphawa 

 15°24'14"N 104°53'13"E Amphawa 

Dech Udom 14°56'11"N 104°56'3"E Amphawa 

 14°56'8"N 104°56'7"E Amphawa 

 14°56'1"N 104°56'3"E Amphawa 

Aumphur Muang 15°23'22"N 104°49'48"E Superhot 

 15°23'25"N 104°50'4"E Superhot 

 15°22'47"N 104°50'3"E Superhot 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 3    อาการรากปมของพริกจากการเขา้ทาํลายของไส้เดือนฝอย M. enterolobii: อาํเภอเมือง (A), อาํเภอม่วง

สามสิบ(B), อาํเภอเดชอุดม (C) และ อาํเภอเหล่าเสือโคก( D). 

 

 

 

 

  C   D  

  B  

717



   BMP18-7 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 4  ลกัษณะ Perineal pattern (100X) ทีÉพบของไส้เดือนฝอย M. enterolobii จากตวัอย่างไส้เดือนฝอยเพศเมียเต็ม

วยัในเขตพืÊนทีÉจงัหวดัอุบลราชธานี อาํเภอเหล่าเสือโคก (A,B,C ), อาํเภอม่วงสามสิบ (D,E,F), อาํเภอเดชอุดม 

(G,H,I) และอาํเภอเมือง (J,K,L)  

 

3.  การจําแนกชนิดของไส้เดือนฝอย M. enterolobii ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)  

 การสกัดดีเอ็นเอจากตวัอย่างไส้เดือนฝอยตวัเต็มวยัเพศเมียจากแปลงพริก จาํนวน 12 แปลง จากเขตพืÊนทีÉ

อาํเภอเหล่าเสือโคก อาํเภอม่วงสามสิบ อาํเภอเดชอุดม และอาํเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชธานี พบว่าขนาดดีเอ็นเอจาก

  A    C    B  

  F  

  I  

  E  

  H 

  D  

  G  

  L   K    J  
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ตวัอย่างทัÊง 4 อาํเภอ หลงัจากเพิÉมปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิค PCR โดยใชชุ้ดไพรเมอร์ทีÉเฉพาะเจาะจง (1108 และ C2F3) 

และตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอแต่ละตัวอย่างด้วยวิธี gel electrophoresis บน 1.5% agarose gel  พบว่าขนาดผลผลิต

ปฏิกิริยาประมาณ 700 bp เมืÉอเปรียบเทียบกับ DNA ladder ทีÉขนาด  ř kb โดยผลการศึกษาตวัอย่างในแต่ละแปลงทีÉ

แตกต่างกนัทัÊงในอาํเภอเดียวกนั และต่างอาํเภอ ก็ปรากฏขนาดของผลผลิตปฏิกิริยาทีÉเท่ากนั (ภาพทีÉ ŝ)  จากผลการใชคู้่

ไพร์เมอร์ทีÉมีความเฉพาะเจาะจงกบัชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมทีÉให้ผลขนาดของผลผลิตปฏิกิริยาทีÉแตกต่างกนั จึง

สามารถสรุปไดว้่าชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมทีÉพบในอาํเภอเหล่าเสือโคก อาํเภอม่วงสามสิบ อาํเภอเดชอุดม และ

อาํเภอเมือง ในจงัหวดัอุบลราชธานี คือไสเ้ดือนฝอยรากปม M. Enterolobii 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 5  ผลการวิเคราะห์ดีเอ็นเอทีÉไดจ้ากการเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอจากตวัอย่างตวัเต็มวยัไส้เดือนฝอยรากปมตวัเมียทีÉมา

จากพืÊนทีÉแปลงพริกในเขต อาํเภอเหล่าเสือโคก อาํเภอม่วงสามสิบ อาํเภอเดชอุดม และอาํเภอเมือง จงัหวดั 

อุบลราชธานี หลงัจากเพิÉมปริมารดีเอน็เอ โดยใชชุ้ดไพรเมอร์เฉพาะเจาะจง (1108 และ C2F3) และตรวจสอบ

ขนาดดีเอน็เอแต่ละตวัอย่างดว้ยวิธี gel electrophoresis ใน1.5% (w/v) agarose gel M คือ DNA ladder 1kb 

ช่องทีÉ 1-3  : อาํเภอเหล่าเสือโคก : Meloidogyne enterolobii 

ช่องทีÉ 4-6    : อาํเภอม่วงสามสิบ : Meloidogyne enterolobii 

ช่องทีÉ 7-9    : อาํเภอเดชอุดม : Meloidogyne enterolobii 

 ช่องทีÉ 10-12 : อาํเภอเมือง : Meloidogyne enterolobii 

 

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

 การศึกษาการจดัจาํแนกไส้เดือนฝอยรากปมในแปลงปลูกพริก โดยทาํการสุ่มเลือกเก็บตวัอย่างรากพริกทีÉ

แสดงอาการ ส่วนเหนือดินคือใบเหลือง ตน้แคระแกรน เหีÉยว และ อาการส่วนใตด้ินคือ รากปม จากแปลงปลูกของ

เกษตรกร ในเขตพืÊนทีÉ อาํเภอเหล่าเสือโคก อาํเภอม่วงสามสิบ อาํเภอเดชอุดม และอาํเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชธานี 

อาํเภอละ ś แปลง รวมทัÊ งหมด řŚ แปลง ทาํการศึกษาการจดัจาํแนกในสองด้านคือ ด้านสัณฐานวิทยา และ ด้าน           

ชีวโมเลกุล ผลจากการศึกษาทางด้านสัณฐานวิทยาโดยใช้การตรวจสอบ Perineal pattern  พบว่าลกัษณะรูปแบบจาก

ตวัอย่างไส้เดือนฝอยตวัเมียทัÊง 4 อาํเภอ มีความแปรปรวนเช่น บริเวณ dorsal arch มีความสูงในระดบัปานกลางถึงมาก 

รูปร่างกลมหรือเป็นรูปไข่ และมีการปรากฏ lateral line ในตวัอย่างบางพืÊนทีÉ โดย Perineal pattern ทีÉมีบริเวณ dorsal 

arch ทีÉสูงและ lateral line เป็นลกัษณะเด่นของ M. incognita  และ M. arenaria  ตามลาํดบั (Hunt, Handoo, 2009) และ

ผลของ Perineal pattern ในแต่ละแปลงงมาจากเทคนิค single eggmass ซึÉ งไส้เดือนฝอยรากปมแม่เดียวเท่านัÊน โดย

ไส้เดือนฝอยรากปมมีการสืบพนัธุ์แบบ parthenogenesis ซึÉ งวิธีการดงักล่าวจะทาํให้ไดป้ระชากรไส้เดือนฝอยรากปมรุ่น

700 bp 
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ต่อไปมีลกัษณะและดีเอน็เอทีÉเหมือนกนั (Moens  et al., 2009) แต่เทคนิค Perineal pattern นีÊ สามารถให้ความแตกต่าง

และแปรปรวนของชนิดไส้เดือนฝอยรากปมทีÉมาจากเทคนิค single eggmass ในตวัอย่างและแปลงในพืÊนทีÉเดียวกนัได้

อย่างชัดเจน (ภาพทีÉ  Ŝ) ซึÉ งผลการทดลองสอดคล้องกับงานวิจัยการจัดจําแนกชนิดของไส้เดือนฝอยรากปม M. 

enterolobii  ของ Jindapunnapat (2012) ระบุว่า การจัดจาํแนกชนิดไส้เดือนฝอย M. enterolobii จากลกัษณะ Perineal 

pattern  เพียงอยา่งเดียวเช่นเดียวกบัเป็นเรืÉองยากต่อการจดัจาํแนกออกจาก M. incognita และ M. arenaria อย่างชดัเจน

ของ Perineal pattern ของไส้เดือนฝอยดังกล่าวมีความคล้ายคลึงกันเป็นอย่างมากต้องอาศัยคนชํานาญและมี

ประสบการณ์ในการจดัจาํแนก Perineal pattern แต่อย่างไรก็ตามลกัษณะ Perineal pattern ส่วนใหญ่ทีÉพบคือ มี dorsal 

arch เป็นแบบสูงปานกลางและรูปทรงไข่ (oval shape) ซึÉ งลกัษณะดงักล่าวสอดคลอ้งกับงานวิจยัของ Brito (2004) ทีÉ

รายงานว่า Perineal pattern ของ M. enterolobii   มีรูปร่างกลมทรงไข่ และ สอดคลอ้งกับรายงานของ Jindapunnapat 

(2012)  มี dorsal arch แบบสูงปานกลาง (moderate arch) ซึÉ งเป็นลกัษณะ Perineal pattern ดงักล่าวมีผลรายงานว่าเป็น

ไส้เดือนฝอยรากปม M. enterolobii  เช่นเดียวกนั 

ในส่วนการจดัจาํแนกทางชีวโมเลกุลโดยใช้วิธีการPCR และใช้ชุดไพรเมอร์เฉพาะเจาะจง 1108 (5’-TA C 

CTTTG ACCAATCACGCT-3’) และ C2F3 (5’-GGTCAATGTTCAGAAATTTGTGG-3’) จับตําแหน่งยีนใน ไมโต

รคอนเดรีย บริเวณระหว่าง Cytochrome Oxidase II (COII) และ řŞ small subunit ribosomal RNA (16s rRNA) ซึÉ งเป็น

ตาํแหน่งทีÉใช้จดัจาํแนกชนิดของไส้เดือนฝอยรากปม โดยคู่ไพรเมอร์ดงักล่าวสามารถจดัจาํแนกชนิดไส้เดือนฝอยราก

ปมทีÉสําคัญ ได้แก่ M. arenaria มีขนาดดีเอ็นเอ 1.1 kb M. javanica ,M. incognita  มีขนาดดีเอ็นเอ 1.7 kb  และ M. 

enterolobii (Power Harris, 1993) พบว่ามีขนาดดีเอ็นเอ 700 bp ซึÉ งเป็นชนิดเดียวเท่านัÊ นทีÉได้ขนาดเท่านีÊ  (Long et al., 

2014)  จากการทดลองพบว่าดีเอน็เอจากตวัอยา่งไส้เดือนฝอยรากปมในพริกทีÉเก็บตวัอยา่งรากทัÊงหมด 12 แปลง จากเขอ

อาํเภอเหล่าเสือโคก อาํเภอม่วงสามสิบ อาํเภอเดชอุดม และอาํเภอเมือง  จงัหวดัอุบลราชธานี พบว่าขนาดดีเอ็นเอจาก

ตวัอย่างทัÊงหมดมีขนาด 700 bp ซึÉ งเป็นขนาดดีเอ็นเอของไส้เดือนฝอย M. enterolobii  สอดคล้องกบั jindapunnapat 

(2012) ไดร้ายงานการพบไส้ เดือนฝอยรากปม M. enterolobii ในตน้ฝรัÉงในพืÊนทีÉภาคกลางของประเทศไทยโดยมีขนาด

ดีเอ็นเอทีÉพบคือ 700 bp ในประเทศเวียดนามขนาดดีเอ็นเอของไส้เดือนฝอย M. enterolobii ทีÉพบมีขนาด 705 bp 

(Iwahori et al., 2009) เช่นเดียวกับ Brito et al (2004) ได้รายงานการพบไส้เดือนฝอย M. enterolobii ในรัฐฟอริด้า 

ประเทศสหรัฐอเมริกามีขนาดดีเอน็เอ 705 bp จากผลการจดัจาํแนกดงักล่าวจึงสรุปไดว่้าไส้เดือยฝอยรากปมทีÉเขา้ทาํลาย

พริกในเขตพืÊนทีÉ  อาํเภอเหล่าเสือโคก อาํเภอม่วงสามสิบ อาํเภอเดชอุดม และอาํเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชธานี เป็น

ไส้เดือนฝอยรากปม M. Enterolobii 

อยา่งไรก็ตามการสํารวจและจดัจาํแนกไส้เดือนฝอย M. enterolobii พบว่าเป็นครัÊ งแรกทีÉรายงานการเขา้ทาํลาย

พริกในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือประเทศไทย  ซึÉ งเป็นข้อมูลทีÉสําคญัต่อหน่วยงานทีÉเกีÉยวขอ้งทางดา้นกักกนัพืชใน

ประเทศ เนืÉองจาก M. enterolobii เป็นไส้เดือนฝอยศตัรูพืชชนิดใหม่ทีÉยงัไม่ค่อยมีการรายงานขอ้มูลการพบในประเทศ

ไทย ตลอดจนขอ้มูลดงักล่าวเป็นประโยชน์ต่อการนําไปศึกษาความหลายหลายของไส้เดือนฝอย M. enterolobii ใน

ระดบัชีวโมเลกุล (Molecular diversity) และต่อยอดการจดัจาํแนกไส้เดือยฝอยรากปมชนิดอืÉนๆยงัไม่เคยพบในประเทศ

ไทยต่อไป 
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