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บทคัดย่อ 
 ขา้วเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัของประเทศไทยทั้งในแง่การส่งออกและการบริโภคภายใน
ครัวเรือน จงัหวดัปทุมธานีเป็นแหล่งการปลูกขา้วท่ีส าคญัแห่งหน่ึงเน่ืองจากร้อยละ 55 เปอร์เซ็นต์
ของพื้นท่ีเป็นแหล่งเพาะปลูกขา้วและสามารถผลิตขา้วได้ถึง 0.2 ลา้นตนัต่อปี การพบประชากร
ไส้เดือนฝอยศตัรูพืชในแปลงขา้วเป็นจ านวนมากสามารถน าไปสู่ความเสียของหายผลผลิตขา้วได ้
ดังนั้นวตัถุประสงค์ของการศึกษาน้ีเพื่อ 1. ศึกษาการแพร่ระบาดและระบุชนิดของไส้เดือนฝอย
ศตัรูพืชหลกัในแปลงขา้วจงัหวดัปทุมธานี และ 2. ศึกษาการตอบสนองเชิงป้องกนัของขา้วต่อการ
เขา้ท าลายของไส้เดือนฝอยรากปม ท าโดยเก็บตวัอยา่งดินและรากขา้วจ านวน 42 ตวัอย่างจากอ าเภอ
หนองเสือ ล าลูกกา ธัญบุรี คลองหลวง เมือง สามโคก และลาดหลุมแกว้ จงัหวดัปทุมธานี มาแยก
ไส้เดือนฝอยแลว้นับจ านวนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ จากนั้นท าการระบุชนิดไส้เดือนฝอยศตัรูพืช
โดยใช้ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและเทคนิคทางอณูชีววิทยาดว้ยการใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะ
เจาะจง (specific primers) ผลพบว่ามีการระบาดของไส้เดือนฝอยศัตรูพืช 2 ชนิดเป็นหลกัในทุก
อ าเภอคือ Hirschmanniella sp. (96.54 เปอร์เซ็นต)์ และ Meloidogyne sp. (3.22 เปอร์เซ็นต)์  
 การจดัจ าแนกไส้เดือนฝอย Hirschmanniella sp. พบว่ามีความยาวล าตวัประมาณ 1,639–
2,329 ไมโครเมตร ความยาวของ stylet อยู่ในช่วง 24–27 ไมโครเมตร บริเวณส่วนหางพบต่ิงใสท่ี
เรียกวา่ mucron และจากการยนืยนัดว้ยเทคนิคทางอณูชีววิทยาโดยการใชไ้พรเมอร์ D2A/D3B และ 
rDNA2/rDNA1.58s พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของไส้เดือนฝอยมีความเหมือนกบัไส้เดือนฝอย H. 
mucronata จากประเทศกมัพูชา มากกว่า 98 เปอร์เซ็นต์ ส่วนไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne sp.
พบวา่ตวัอ่อนระยะท่ี 2 มีความยาวล าตวัเท่ากบั 427–501 ไมโครเมตร stylet มีความยาวเท่ากบั 13.1–
15.7 ไมโครเมตร บริเวณหางเป็นรูปกรวย (conoid) ตัวโตเต็มวยัเพศผูมี้ความยาวล าตัวเท่ากับ 
1,060–1,734 ไมโครเมตร stylet ยาว 18–22 ไมโครเมตร บริเวณหางมีลักษณะโค้งมน (bluntly 
rounded) ลกัษณะรอยหยกัส่วนกน้ (perineal pattern) ของตวัโตเต็มวยัเพศเมียเป็นวงรี ผิวหนงัเรียบ 
และไม่มี lateral lines ซ่ึงเป็นลักษณะของ M. graminicola การใช้เทคนิค PCRโดยใช้ไพรเมอร์ 
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จ านวน 3 คู่  ได้แก่ rDNA2/rDNA1.58s, C2F3/1108 และ SCAR-MgFW/SCAR-MgRev พบว่ามี
ขนาดดีเอ็นเอเท่ากบั 490, 520 และ 650 คู่เบส ตามล าดบั ซ่ึงล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 18S-ITS1-
1.58S มีความเหมือนกบัไส้เดือนฝอย M. graminicola มากกว่า 97 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นไส้เดือนฝอย
ศตัรูพืชท่ีพบเป็นหลกัในแปลงขา้วจงัปทุมธานีคือ H. mucronata และ M. graminicola 
 การศึกษาการตอบสนองของข้าวทั้ ง 6 พันธุ์ได้แก่  ขาวดอกมะลิ 105, ปทุมธานี 1,  

สันป่าตอง 1, กข6, กข43 และ กข57 ต่อการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอย M. graminicola ผลพบว่า

ขา้วพนัธุ์ กข6 เป็นขา้วท่ีมีการตอบสนองมากท่ีสุดเน่ืองจากมีดชันีการเกิดปมต ่าท่ีสุด แต่อย่างไรก็

ตามพบวา่จ านวนปมไม่มีแตกต่างทางสถิติกบัขา้วพนัธุ์สันป่าตอง 1 และจ านวนไส้เดือนฝอยในราก

ไม่แตกต่างทางสถิติกบัขา้วพนัธุ์ปทุมธานี 1 อีกทั้งยงัพบว่าขา้วพนัธุ์ กข6 มีกิจกรรมของเอนไซม์ท่ี

เก่ี ย วข้อ งกับ ความต้านท านของพื ช ได้แ ก่  phenylalanine ammonia lyase, peroxidase และ 

polyphenol oxidase เพิ่มมากขึ้นอย่างมีนยัส าคญัโดยเฉพาะอยา่งยิ่งในช่วง 2 และ 3 วนัหลงัจากปลูก

ไส้เดือนฝอยรากปม ในขณะขา้วพนัธุ์ท่ีอ่อนแอมากท่ีสุด (ขาวดอกมะลิ 105) ไม่พบความแตกต่าง

ทางสถิติในช่วง 1 ถึง 4 วนัท่ีมีการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอย ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีช้ีให้เห็นว่าขา้ว

พนัธุ์ กข6 เป็นพนัธุ์ขา้วท่ีมีตอบสนองต่อการเขา้ท าลายไส้เดือนฝอยรากปม M. graminicola มาก

ท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัขา้วท่ีถูกประเมินทั้งหมด 
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ABSTRACT 
Rice (Oryza sativa L.) is a vital economic crop of Thailand; both for exportation and 

household consumption. In central plain of Thailand, Pathum Thani province has been recorded 
as one of the most important places for rice cultivation, with rice cultivation area about 55% of 
the total area and rice production up to 0.2 million tons per year. High population densities of the 
plant-parasitic nematodes appearance leading to yield loss of rice. Therefore, the objectives of 
this study were (1) to identify species of predominant plant-parasitic nematodes and their 
distribution in Pathum Thani’s rice fields, and (2) to evaluate the defensive response of rice 
against M. graminicola infestation. Forty-two soil and rice root samples were collected from 
seven districts of Pathum Thani province including Nong Suea, Thanyaburi, Lam Luk Ka, Khong 
Luang, Meung, Sam Khok and Lat Lum kaeo. Consequently, plant-parasitic nematodes were 
extracted, counted and identified by morphological and molecular characters by using specific 
primers. The result showed that the predominant plant-parasitic nematodes highly found in all rice 
fields were Hirschmanniella sp. (96.54%) and Meloidogyne sp. (3.22%). 

The morphological characters of Hirschmanniella sp., body length ranged from 1,639–
2,329 µm, stylet length was 24–27 µm and an obvious mucron at the end of terminus. Likewise, 
molecular identification based on PCR technique by using D2A/D3B and rDNA2/rDNA1.58s 
were 98 % similarity with H. mucronata from Cambodia’s population. For morphological 
identification of root-knot nematodes, body and stylet lengths of second stage juveniles were 
427–501 µm and 13.1–15.7 µm, respectively and the tail character was conoid, male body length 
was 1,060–1,734 µm, stylet length was 18–22 µm, tail character was bluntly rounded, the perineal 
patterns of the root-knot nematodes were generally oval shaped without lateral lines and smoothly 
cuticular matched with M. graminicola. Molecular identification based on PCR technique with 
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three different primer sets including rDNA2/1.58s, C2F3/1108 and SCAR-MgFW/SCAR-MgRev 
showed DNA fragments with size of 490, 520 and 650 bp, respectively. Phylogenetic tree based 
on 18S-ITS1-5.8S genes illustrated that the root-knot nematodes found in this study were M. 
graminicola with 97% similarity to the population of root-knot nematodes from rice fields of 
Madagascar. Therefore, the predominant plant-parasitic nematodes found in Pathum’s Thani rice 
fields were H. mucronata and M. graminicola. 
 Six rice cultivars including Khao Dawk Mali 105 (KDML105), Pathum Thani 1 (PT1), 
San-Pah-Tawng 1 (SPT1), Rice Department No. 6 (RD6), Rice Department No. 43 (RD43), and 
Rice Department No.57 (RD57) were evaluated for their resistance levels to M. graminicola 
(RKN). The result showed that RD6 proved to be the most response against root-knot nematodes 
among six rice cultivars, with lowest number of gall index. However, gall numbers and number of 
nematodes inside rice roots at 14 days were not significant difference with SPT1 and PT1 
cultivars, respectively. Likewise, defense-related enzymes of RD6 cultivar including 
phenylalanine ammonia lyase, peroxidase and polyphenol oxidase significantly increased during 
2 and 3 days after nematode inoculation (nematode infection periods). On the other hand, the 
enzyme activities in KDML105 (susceptible cultivar) were not significantly different between 
RKN inoculation and un-inoculation during 1–4 days after nematode inoculation. This study 
illustrated that RD6 was the most response against M. graminicola among evaluated six rice 
cultivars. 
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  ขอขอบคุณศูนยว์ิจยัขา้วแพร่และภาควิชาโรคพืช มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ท่ีให้
การสนบัสนุนเมล็ดพนัธุ์ขา้วส าหรับการใชใ้นการทดลอง และขอขอบคุณคุณอานนท ์สิทธิโรจน์ท่ี
ใหค้วามช่วยเหลือเก่ียวกบัการเกบ็ตวัอยา่งในแปลงขา้วคร้ังน้ีจนส าเร็จลุล่วงไปไดด้ว้ยดี  
  ขอขอบคุณ คุณปัทมาพร อินสุวรรณ คุณสิริพร ศรีเจริญ และบุคลากรภาควิชาการ
จัดการศัต รูพื ชทุ กท่ าน ท่ี ให้ ความ ช่ วย เห ลือทางด้าน งาน ธุรการ และห้ องป ฏิบั ติก าร
เทคโนโลยชีีวภาพทางการจดัการศตัรูพืช ท่ีเอ้ือเฟ้ือสถานท่ี และความสะดวกในการท าวิจยั 
  ท้ายสุดน้ีผูเ้ขียนขอขอบพระคุณ พ่อ แม่ และครอบครัว ผูเ้ป็นแรงผลักดันและ
ก าลงัใจส าคญัในการท าวิทยานิพนธ์ รวมถึงพี่ เพื่อน และนอ้ง ๆ ท่ีให้ความช่วยเหลือ และก าลงัใจ
ใหวิ้ทยานิพนธ์ฉบบัน้ีส าเร็จลุลวงไปไดด้ว้ยดี  

 
ณฐัธิเดช บ่ีสา 

 
 



(10) 

 
 

สารบญั 

 
 หนา้ท่ี 
บทคดัยอ่ (5) 
ABSTRACT (7) 
กิตติกรรมประกาศ (9) 
สารบญั (10) 
รายการตาราง (11) 
รายการภาพ (12) 
บทท่ี  
          1. บทน า 1 
              บทน าตน้เร่ือง 1 
              ตรวจเอกสาร 3 
              วตัถุประสงค ์ 18 
          2. วสัดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดสอบ 19 
          3. ผลและวิจารณ์ผล 28 
          4. สรุปผลการทดลอง 59 
เอกสารอา้งอิง 60 
ประวติัผูเ้ขียน 70 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



(11) 

 
 

รายการตาราง 

 
ตารางท่ี  หนา้ท่ี 
1. ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการทดลอง 23 
2. โปรแกรมการท าพีซีอาร์ของแต่ละไพรเมอร์ 23 
3. ขอ้มูลของแปลงขา้วจงัหวดัปทุมธานีท่ีท าการเก็บตวัอยา่ง 29 
4. ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของไส้เดือนฝอย Meloidogyne graminicola ตัว

อ่อนระยะท่ี 2 ท่ีพบในแปลงขา้วอ าเภอสามโคก จงัหวดัปทุมธานี 
36 

5. ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของไส้เดือนฝอย Meloidogyne graminicola ตัว
เตม็วยัเพศผูท่ี้พบในแปลงขา้วอ าเภอสามโคก จงัหวดัปทุมธานี 

38 

6. ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของไส้เดือนฝอย Hirschmanniella mucronata ท่ี
แยกไดจ้ากแปลงขา้วในจงัหวดัปทุมธานี 

42 

7. หมาย เลขการ เข้า ถึ งฐานข้อมู ลยีนของไส้ เดื อนฝอย  Meloidogyne 
graminicola ท่ีไดท้ าการบนัทึกลงใน GenBank 

45 

8. หมายเลขการเขา้ถึงขอ้มูลยีนของไส้เดือนฝอย Hirschmanniella mucronata 
ท่ีไดท้ าการบนัทึกลงในฐานขอ้มูล GenBank 

47 

9. การประเมินความต้านทานของข้าวต่อการเข้าท าลายของไส้ เดือนฝอย 
รากปม Meloidogyne graminicola 

51 

10. การตรวจสอบการเจริญเติบโตของไส้ เดือนฝอยรากปม Meloidogyne 
graminicola ภายในรากขา้วท่ีระยะเวลา 2 วนัและ 14 วนั 

52 

 

 

 

 

 

 



(12) 

 
 

รายการภาพ 

 
ภาพท่ี  หนา้ท่ี 
1. ลักษณะของรากข้าวท่ีถูกเข้าท าลายด้วยไส้ เดือนฝอย M. graminicola  

ท่ีระยะเวลา 2, 7, 15, 22 และ 31 วนัหลังจากการเข้าท าลาย (DAI); n คือ
ไส้เดือนฝอย; em คือกลุ่มไข่ 

6 

2. ลักษณ ะรอยห ยัก ส่ วน ก้น ของไส้ เดื อน ฝอยรากปม  Meloidogyne 
graminicola 

10 

3. การจดัเรียงของไมโตคอนเดรียจีโนมของไส้เดือนฝอย  Meloidogyne graminicola 12 
4. แบบจ าลองของ nuclear rRNA genes ในเซลล์โปรคาริโอต; SSU คือ 18S 

small subunit; LSU คื อ  28S large subunit; ETS คื อ  external transcribed 
spacer region; ITS1 และ ITS2 คือ internal transcribed spacers; IGS1 และ 
IGS2 คือ intergenic spacer regions; ลูกศรชีให้เห็นบริเวณท่ีไพร์เมอร์มาจบั
และสามารถเพิ่มจ านวนดีเอน็ได ้

12 

5. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอส าหรับไส้เดือนฝอย Meloidogyne spp. ดว้ยการใช ้
SCAR-MgFW/Rev primers; M คือ 1Kb plus Ladder (Invitrogen); C คือชุด
ควบคุมท่ีไม่มี DNA template; Min คือ M. incognita; Mar คือ M. arenaria; 
Mja คือ  M. javanica; Mex คือ  M. exigua; Mpa คือ  M. paranensis; B คือ 
 M. graminicola จากประเทศบราซิล; P คือ M. graminicola จากประเทศ
ฟิลิปปินส์; 6, 13, 17 และ 27 คือ M. graminicola จากประเทศเวียดนาม 

14 

6. บริเวณท่ีท าการเก็บตวัอยา่ง (จุดสีแดง) ในจงัหวดัปทุมธานี 19 
7. ลัก ษณ ะอ าก ารรากป มข้ าว  (ลู ก ศ ร ช้ี )  ท่ี พ บ ใน อ า เภ อส าม โค ก  

จงัหวดัปทุมธานี 
29 

8. เปอร์เซ็นต์ความหลากหลายของไส้เดือนฝอยศตัรูพืชท่ีแยกไดจ้ากดิน 150 
กรัมและรากขา้ว 10 กรัมในแปลงนาจงัหวดัปทุมธานี 

30 

9. การแพร่กระจายของไส้เดือนฝอยศตัรูพืชท่ีพบในแปลงขา้วทั้ง 7 อ าเภอใน
จงัหวดัปทุมธานี 

30 

 

 



(13) 

 
 

รายการภาพ 

 
ภาพท่ี  หนา้ท่ี 
10. จ านวนไส้เดือนฝอยศตัรูพืชท่ีแยกไดจ้ากดิน 150 กรัม (A) และรากขา้ว 10 

กรัม (B) ในแปลงขา้วอ าเภอหนองเสือ (PN 1,2) ธัญบุรี (PT 1,2) ล าลูกกา 
(PL 1,2) คลองหลวง (PK 1,2) เมือง (PM 1,2), สามโคก (PS 1,2) และลาด
หลุมแกว้ (PLA1,2) จงัหวดัปทุมธานี 

33 

11. ลกัษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอยรากปมตวัอ่อนระยะท่ี 2 (Meloidogyne 
graminicola) ท่ีพบในแปลงขา้วอ าเภอสามโคกจงัหวดัปทุมธานี; A คือภาพ
เตม็ตวั (400x);B คือภาพส่วนหวั (1000x) และ C คือภาพส่วนหาง (1000x) 

35 

12. ลกัษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne graminicola ตวั
เต็มวยัเพศผูท่ี้พบในแปลงขา้วอ าเภอสามโคกจงัหวดัปทุมธานี; A คือภาพ
เตม็ตวั (100x); B คือภาพส่วนหวั (400x) และ C คือภาพส่วนหาง (400x) 

37 

13. ลักษณ ะรอยห ยัก ส่ วน ก้น ของไส้ เดื อน ฝอยรากปม  Meloidogyne 
graminicola ตัวเต็มวยัเพศเมีย (A, B) ท่ีพบในแปลงข้าวอ าเภอสามโคก
จงัหวดัปทุมธานีเปรียบเทียบกบัรอยหยกัส่วนกน้ของ M. graminicola (C) ท่ี
รายงานโดย Hunt และ Handoo (2009) 

39 

14. ภาพลักษณะทางสัณ ฐานวิท ยาของไส้ เดื อนฝอย Hirschmanniella 
mucronata เพศเมียแยกไดจ้ากแปลงขา้วในจงัหวดัปทุมธานี; A: ภาพเต็มตวั 
(100×); B: ภาพส่วนหัว (1000×); C: ภาพแสดงอวยัวะสืบพันธุ์เพศเมีย 
(1000×); D: ภาพส่วนหาง (1000×) 

40 

15. ภาพลักษณะทางสัณ ฐานวิท ยาของไส้ เดื อนฝอย Hirschmanniella 
mucronata เพศผูท่ี้แยกไดจ้ากแปลงขา้วในจงัหวดัปทุมธานี; A: ภาพเต็มตวั 
(100×); B: ภาพส่วนหวั (1000×); C: ภาพส่วนหาง (1000×) 

41 

 

 

 



(14) 

 
 

รายการภาพ 

 
ภาพท่ี  หนา้ท่ี 
16. ผลการวิเคราะห์ดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายจาก

ไส้ เดื อน ฝอยตัว เต็ ม วัย  Meloidogyne graminicola โดยใช้ ไพ ร เม อ ร์ 
rDNA2/rDNA1.58s (ช่อง 1-3), C2F3/1108 (ช่องท่ี  4-10) และ  SCAR-
MgFW/ SCAR-MgRev (ช่องท่ี 11-14) ท าการตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอ
แต่ละตัวอย่างโดยใช้ gel electrophoresis ใน 1.5% (w/v) agarose gel; M : 
DNA marker (100 bp DNA ladder RTU); NC: Negative control (ไม่ ใส่ ดี
เอน็เอตน้แบบ); PC : Positive control (ดีเอน็เอตน้แบบของ M. enterobii) 

44 

17. การศึกษาแผนภูมิความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของไส้เดือนฝอยรากปมท่ี
พบจากแปลงข้าวอ าเภอสามโคก จังหวดัปทุมธานีบนต าแหน่งยีน 18S-
ITS1-5.8S เปรียบเทียบกับไส้เดือนฝอยศตัรูพืชในขา้วท่ีไดจ้ากฐานขอ้มูล 
GenBank ดว้ยการใช ้Maximum likelihood method 

45 

18. ผลการวิเคราะห์ดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณดีเอน็เป้าหมายจากไส้เดือนฝอย
ตัวเต็มวัย Hirschmanniella sp. โดยใช้ไพรเมอร์ rDNA2/rDNA1.58s และ 
D2A/D3B และตรวจสอบขนาดของดี เอ็นเอแต่ละตัวอย่างโดยใช้  gel 
electrophoresis ใน  1 .5%  (w/v) agarose gel; M : DNA marker (100  bp DNA 
ladder RTU); NC: Negative control (ไม่ ใส่ ดี เอ็น เอต้นแบบ); ช่ องท่ี  1 -6 : 
Hirschmanniella sp. เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ rDNA2/rDNA1.58s; 
ช่องท่ี 7-12 : Hirschmanniella sp. เพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์ D2A/D3B 

47 

19. การศึกษาแผนภูมิความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของไส้เดือนฝอยรากขา้ว 
Hirschmanniella mucronata ท่ีพบจากแปลงข้าวอ าเภอสามโคก จังหวัด
ป ทุ ม ธ านี บ น ต าแห น่ งยี น  2 8S rRNA (A) แล ะ 18S-ITS1 -5 .8S (B) 
เปรียบเทียบกับไส้เดือนฝอยศัตรูพืชในขา้วท่ีได้จากฐานขอ้มูล GenBank 
ดว้ยการใช ้Maximum likelihood method 

48 

 

 



(15) 

 
 

รายการภาพ 

 
ภาพท่ี  หนา้ท่ี 
20. ลักษณะอาการรากปมท่ีเกิดจากการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอยรากปม 

Meloidogyne graminicola ในข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (A) ปทุมธานี 1 
(B) สันป่าตอง 1 (C) กข6 (D) กข43 (E) และ กข 57 (F) 

50 

21. ลกัษณะอาการรากปมขา้วท่ีถูกยอ้มด้วยการใช้ acid fuchsin หลงัจากปลูก
ไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne graminicola ท่ีระยะเวลา 14 วนั; A คือ
ขา้วพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105; B คือขา้วพนัธุ์ปทุมธานี 1; C คือขา้วพนัธุ์สันป่า
ตอง 1; D คือขา้วพนัธุ์กข6; E คือขา้วพนัธุ์ กข43; F คือขา้วพนัธุ์ กข57; n คือ
ไส้เดือนฝอยรากปม M. graminicola; g คือ giant cell; e คือไข่ของไส้เดือน
ฝอยรากปม   

53 

22. กิจกรรมเอนไซม์ phenylalanine ammonia lyase (PAL) ของขา้วพนัธุ์ กข6 
(A) และขาวดอกมะลิ 105 (B) หลงัจากปลูกไส้เดือนฝอยรากปมท่ีระยะเวลา 
1, 2, 3, 4, 7, 10 และ 14 วนั 

56 

23. กิจกรรมเอนไซม์ polyphenol oxidase (PPO) ของข้าวพันธุ์ กข6 (A) และ
ขาวดอกมะลิ 105 (B) หลงัจากปลูกไส้เดือนฝอยรากปมท่ี 1, 2, 3, 4, 7, 10 
และ 14 วนั 

57 

24. กิ จ ก รรม เอน ไซ ม์  peroxidase (POD) ขอ งข้ า วพั น ธุ์  ก ข 6 (A) แล ะ 
ขาวดอกมะลิ 105 (B) หลงัจากปลูกไส้เดือนฝอยรากปมท่ี 1, 2, 3, 4, 7, 10 
และ 14 วนั 

58 

 

 

 



1 

 
 

บทท่ี 1 

 
บทน า 

 
บทน าต้นเร่ือง 
 

ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคัญของประเทศไทยทั้ งในแง่การ
ส่งออกและการบริโภคภายในครัวเรือน ประเทศไทยมีพื้นท่ีเพาะปลูกขา้วประมาณ 69.41 ลา้นไร่ 
(รวมทั้ งนาปีและนาปรัง) และสามารถผลิตข้าวได้สูงถึง 30.7 ล้านตัน  (ส านักงานเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2561) การปลูกขา้วในปัจจุบนัพบปัญหามากมายท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเส่ือมโทรมของดิน 
ศตัรูพืชเขา้ท าลายท าให้ผลผลิตของขา้วลดลงอนัเน่ืองมาจากการเพาะปลูกขา้วติดต่อกนัเป็นระยะ
เวลานาน (Shelley et al., 2016) ไส้เดือนฝอยศตัรูพืชเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีส าคัญโดยเฉพาะอย่างยิ่ง
ไส้เดือนฝอยรากปมท่ีหลายประเทศไดมี้การรายงานตวัอย่างเช่น ในประเทศอินเดีย เนปาล บงัคลา
เทศ อินโดนีเซีย และฟิลิปปินส์รายงานว่าผลผลิตขา้วลดลงถึง 8-70 เปอร์เซ็นต ์เม่ือถูกไส้เดือนฝอย
รากปม Meloidogyne graminicola เข้าท าลาย (Padgham, 2003; Jain et al., 2007; Pokharel et al., 
2010) ในประเทศไทยได้มีรายงานความเสียหายเช่นเดียวกันในจังหวดันครนายกและจังหวดั
ปทุมธานี ซ่ึง บุญหงส์ จงคิด และวุฒิชยั แตงทอง (2557) รายงานวา่ไดมี้การระบาดของไส้เดือนฝอย
รากปม (M. graminicola) เขา้ท าลายรากของตน้ข้าวในสภาพขา้วไร่ท าให้ผลผลิตของพนัธุ์ขา้วท่ี
อ่อนแอลดลงถึง 25 เปอร์เซ็นต์ การป้องกนัก าจดัไส้เดือนฝอยชนิดน้ีค่อนขา้งท าไดย้ากและการใช้
สารเคมีนั้นเป็นอนัตรายต่อผูใ้ช้และส่ิงแวดลอ้มเป็นอย่างมาก อีกทั้งตามนโยบายของรัฐบาลใน
ปัจจุบนัตอ้งการให้ลดการใช้สารเคมี ดงันั้นการป้องกนัก าจดัไส้เดือนฝอยรากปมจึงท ายากยิ่งขึ้น 
(กิตติพงษ์ ศรีม่วง และพรทิพย ์เรือนปานันท์, 2562) Marla และคณะ (2008), Kankam และคณะ 
(2015) และ Patel และ Dhillon (2017) รายงานว่าการปลูกพืชหมุนเวียนเป็นวิธีการหน่ึงท่ีสามารถ
ลดประชากรของไส้เดือนฝอยศตัรูพืชได ้เช่นการปลูกปอเทืองและไถกลบลงไปในดินสามารถลด
ประชากรของไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne spp. ได ้56-98 เปอร์เซ็นต ์อีกทั้งยงัช่วยเพิ่มความ
อุดมสมบูรณ์ของดิน นอกจากน้ีการคดัเลือกขา้วพนัธุ์ตา้นทานก็เป็นอีกวิธีหน่ึงท่ีมีความน่าสนใจ
เป็นอย่างมากไม่เพียงแค่ช่วยป้องกันการเข้าท าลายของศัตรูพืช แต่ยงัเป็นวิธี ท่ี เป็นมิตรต่อ
ส่ิงแวดลอ้มและมีประสิทธิภาพอีกดว้ย (Duan et al., 2014) 
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 การตอบสนองเชิงป้องกันของพืชแบ่งออกเป็น 2 แบบคือ systemic acquired 
resistance (SAR) และ induced systemic resistance (ISR) ส าหรับ SAR เป็นการตอบสนองแบบทัว่
ทั้ งต้น ซ่ึ งจะถูกกระตุ้นด้วยการเข้าท าลายของเช้ือก่อโรคหรือสารเคมี  ตัวอย่างเช่น  2 ,6-
dichloroisonicotinic acid เป็นตน้ การตอบสนองในลกัษณะน้ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือก่อ
โรคได้อย่างแพร่หลายและสามารถตรวจสอบได้จาก SA-dependent process (Duan et al., 2014) 
เม่ือพืชสามารถรับรู้จดจ าการเขา้ท าลายของเช้ือก่อโรคจะมีการชักน าให้เกิดเมตาบอรึซึมภายใน
เซลล์โดยเร่ิมจากกิจกรรมของเอนไซม์ต่างๆ โดยเฉพาะ phenylalanine ammonia lyase (PAL), 
peroxidase (POD), polyphenol oxidase (PPO), lipoxygenase (LOX), superoxide dismutase (SOD) 
และ β-1,3-glucanase (Ngadze et al., 2012) ทั้ งน้ี  PAL เป็นเอนไซม์ตัวแรกใน phenylpropanoid 
pathway ซ่ึงน าไปสู่การสังเคราะห์  secondary compounds ยกตัวอย่างเช่น phenols และ lignin 
(Hemm et al., 2004) ส าห รับ  POD และ  PPO เป็ นตัวกระตุ้น ให้ เกิ ดการส ร้าง  lignin และ
สารประกอบ oxidative phenols อ่ืนๆ ท่ีน าไปสู่การสร้างส่ิงกีดขวางและการเสริมโครงสร้างของ
เซลล์ให้แข็งแรงขึ้น ระดบัของเอนไซม์เหล่าน้ีจะมีการสังเคราะห์มากขึ้นเม่ือพืชเกิดบาดแผลหรือ
ถูกบุกรุกโดยเช้ือก่อโรค (Ngadze et al., 2012; Duan et al., 2014) จากการคน้ควา้ขอ้มูลพบว่าใน
ประเทศไทยยงัไม่มีงานวิจยัท่ีเก่ียวกบัการตอบสนองเชิงป้องกนั (defensive response) ของขา้วเม่ือ
ถูกไส้เดือนฝอย M. graminicola เขา้ท าลาย  

ดังนั้ นงานวิจัยคร้ังน้ีท าขึ้นเพื่อ 1. ตรวจสอบการแพร่ระบาดและระบุชนิดของ
ไส้เดือนฝอยศตัรูพืชหลกัในเขตการเพาะปลูกขา้วของจงัหวดัปทุมธานี และ 2. ศึกษาระดบัความ
ตา้นทานและการตอบสนองเชิงป้องกนัของขา้วท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างเอนไซม์ PAL, POD และ 
PPO เม่ือถูกไส้เดือนฝอย M. graminicola เขา้ท าลาย  
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ตรวจเอกสาร 
 
1. ข้าว 

ขา้ว (Oryza sativa L.) เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัของประเทศไทยทั้งในแง่การส่งออกและ
การบริโภคภายในครัวเรือน ประเทศไทยมีพื้นท่ีเพาะปลูกขา้วประมาณ 69.41 ลา้นไร่ (รวมทั้งนาปี
และนาปรัง) และสามารถผลิตขา้วไดสู้งถึง 30.7 ลา้นตนั  (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2561) ใน
ปี พ.ศ. 2561 ประเทศไทยสามารถส่งออกขา้วไดป้ริมาณ 11 ลา้นตนั คิดเป็นเงินมูลค่า 280,270 ลา้น
บาท (สมาคมผูส่้งออกขา้วไทย, 2562) 
  

อนุกรมวธิานของขา้ว (Taxonomic Tree) 
Domain: Eukaryota (CABI, 2019) 
     Kingdom: Plantae 
          Phylum: Spermatophyta 
               Subphylum: Angiospermae 
                   Class: Monocotyledonae 
                        Order: Cyperales 
                             Family: Poaceae 
                                  Genus: Oryza 
                                                  Species: Oryza sativa 
พันธุ์ของข้าวท่ีนิยมปลูกและบริโภคทั่วโลกแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ   Oryza 

glaberrima เป็นข้าวท่ีนิยมปลูกเฉพาะในเขตร้อนของแอฟริกาเท่านั้ นหรือเรียกอีกอย่างหน่ึงว่า 
African rice และ Oryza sativa เป็นขา้วท่ีนิยมปลูกทัว่ไป ซ่ึงแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มย่อยคือ Indica มี
ความนิยมปลูกมากในเขตร้อน  Japonica มีความนิยมปลูกมากในเขตอบอุ่น และ  Javanica เป็นขา้ว
ท่ีนิยมปลูกในประเทศฟิลิปปินส์ อินโดนีเซีย ไตห้วนั และญ่ีปุ่ น แต่ไม่ค่อยได้รับความนิยมนัก
เน่ืองจากไดผ้ลผลิตต ่า 

ขา้วเหนียวและขา้วเจา้ท่ีนิยมปลูกกนัในประเทศไทยถูกจดัอยูใ่นกลุ่ม Indica อีกทั้งยงัพบว่า
พนัธุ์ขา้วของประเทศไทยในปัจจุบันมีความหลากหลายมากกว่า 116 สายพนัธุ์ ขา้วท่ีมีช่ือเสียง
ระดับโลกของไทยคือ ขา้วขาวดอกมะลิ 105 เน่ืองจากมีกล่ินหอม และเมล็ดมีความอ่อนนุ่มเม่ือ
น ามาหุงตม้ (ศูนยว์ิทยาศาสตร์ขา้วและหน่วยปฏิบติัการคน้หาและใชป้ระโยชน์ยีนขา้ว, 2562; กรม
วิชาการเกษตร, 2563) 
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2. ไส้เดือนฝอยศัตรูพืชท่ีพบในแปลงข้าว 
 ปัจจุบันมีการรายงานความเสียหายของข้าวท่ีเกิดจากไส้เดือนฝอยศัตรูพืชสูงถึง 10-25 
เปอร์เซ็นต ์โดยไส้เดือนฝอยศตัรูขา้วท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจมี 4 ชนิดไดแ้ก่ Meloidogyne spp., 
Heterodera spp., Pratylenchus spp. และ Aphelenchoides besseyi (Jones et al., 2013; Youssef and 
Eissa, 2014) นอกจากน้ีไส้ เดือนฝอย  Hirschmanniella spp. เป็นไส้เดือนฝอยอีกชนิดหน่ึงท่ีมี
ความส าคญัเน่ืองจากสามารถสร้างความเสียหายต่อผลผลิตขา้วมากถึง 20 เปอร์เซ็นต์ อีกทั้งยงัพบ
ในแปลงขา้วทัว่ไปสูงถึง 70 เปอร์เซ็นต ์(Youssef and Eissa, 2014) 
 ไส้เดือนฝอย Meloidogyne spp. เป็นไส้เดือนฝอยศตัรูพืชท่ีมีความส าคัญเป็นอย่างมากทาง
เศรษฐกิจเน่ืองจากสามารถเขา้ท าลายและสร้างความเสียหายแก่พืชเศรษฐกิจหลายชนิด ไดแ้ก่ พืช
หัว พืชผกั ไมผ้ล พืชเส้นใย ไมด้อก ไมป้ระดับ และ ธัญพืช เป็นตน้ อีกทั้งยงัมีพืชอาศยัมากกว่า 
2,000 ชนิด เช่น มะเขือเทศ ขิง มนัฝร่ัง พริก ยาสูบ ฝร่ัง ขา้ว เยอบีรา ฝ้าย ฯลฯ จากการท่ีไส้เดือน
ฝอยรากปมมีพืชอาศัยค่อนขา้งกวา้ง การป้องกันก าจดัจึงท าได้ค่อนขา้งยากเช่นเดียวกัน ดังนั้ น
ไส้เดือนฝอยรากปมจึงถูกจดัเป็นไส้เดือนฝอยท่ีมีความส าคญัเป็นอนัดบัหน่ึงทางเศรษฐกิจ (อนงค์
นุช สาสนรักกิจ และคณะ, 2555; Jones et al., 2013) 
 2.1 ไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne spp. 

ไส้เดือนฝอย M. graminicola เป็นสาเหตุของโรครากปมของขา้ว ซ่ึงการเขา้ท าลาย
ของไส้เดือนฝอยเป็นแบบ endo-parasites และสามารถดูดกินน ้ าและธาตุอาหารไดภ้ายในรากของ
พืชอาศยั (Ravindra et al., 2017)  M. graminicola เขา้ท าลายขา้วในระยะตน้กลา้และในระยะแตก
กอ ท าให้รากข้าวมีอาการเป็นปมท่ีมีลักษณะคลา้ยตะขอ (hook shaped) ทั้ งน้ีพบว่าถ้ามีการเข้า
ท าลายอย่างรุนแรงจะท าให้ระบบการขนส่งน ้ าและธาตุอาหารของพืชถูกรบกวน ท าให้พืชเกิด
อาการแคระแกร็น ใบสีเหลืองซีด และแตกกอน้อย อีกทั้งยงัพบว่าไส้เดือนฝอยชนิดน้ีมีการแพร่
ระบาดไดอ้ย่างรุนแรงในบริเวณดินร่วนปนทรายท่ีไม่มีน ้าขงั นอกจากน้ียงัพบวา่มีพืชอาศยัมากกว่า 
100 ชนิด ยกตวัอย่างเช่น ธัญพืช พืชตระกูลหญ้า และพืชใบเล้ียงคู่ เป็นตน้ แต่อย่างไรก็ตามพืช
อาศยัหลกัของ M. graminicola คือขา้ว (Oryza sativa L.) (ประพาส วีระแพทย์, 2555; Mantelin et 
al., 2017) ในปัจจุบันพบการแพร่ระบาดของไส้เดือนฝอยดังกล่าวในแถบทวีปแอฟริกา เอเชีย 
อเมริกาเหนือและอเมริกาใต ้โดยเฉพาะในเขตทวีปเอเชียพบการแพร่ระบาดมากกว่า 14 ประเทศ
รวมถึงประเทศไทยด้วยเช่นกัน  (European and Mediterranean Plant Protection Organization, 
2017) 

ความเสียหายของผลผลิตข้าวท่ีเกิดจากไส้เดือนฝอย  M. graminicola ได้มีการ
รายงานอย่างแพร่หลายทั้งในนาขา้วท่ีมีการขงัน ้ าและไม่มีการขงัน ้ า ยกตวัอย่างเช่น ในประเทศ
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อินเดีย เนปาล บงัคลาเทศ อินโดนีเซีย และฟิลิปปินส์ผลผลิตขา้วลดลง 8-70 เปอร์เซ็นต ์(Padgham, 
2003; Jain et al., 2007; Pokharel et al., 2010) ในประเทศไทยไดมี้รายงานเสียหายเช่นเดียวกนัใน
จงัหวดันครนายกและจงัหวดัปทุมธานี ซ่ึง บุญหงส์ จงคิด และวุฒิชยั แตงทอง (2557) รายงานว่าได้
มีการระบาดของไส้เดือนฝอยรากปม (M. graminicola) เขา้ท าลายรากของตน้ขา้วในสภาพขา้วไร่ท า
ใหผ้ลผลิตของพนัธุ์ขา้วท่ีอ่อนแอลดลงถึง 25 เปอร์เซ็นต ์นอกจากน้ียงัพบการแพร่ระบาดในจงัหวดั
เชียงราย เชียงใหม่ และสุพรรณบุรี แต่อย่างไรก็ตามยงัไม่มีรายงานความเสียหายท่ีเกิดจากไส้เดือน
ฝอยดังกล่าว (กนกทิพย์ ทะลือ และคณะ , 2562) โดยข้อมูลทางอนุกรมวิธาน  (Taxonomic 
information) ของ M. graminicola สามารถจดัจ าแนกไดด้งัน้ี  

Phylum Nematoda (CABI, 2020) 
      Class Secernentea 
           Order Tylenchida 
               Family Meloidogynidae 
                   Genus Meloidogyne 
                       Species graminicola 

ชีววิทยาและวงจรชีวิตของ  Meloidogyne graminicola 
  ไส้เดือนฝอย M. graminicola สืบพนัธุ์ทั้ งแบบ amphimixis และ meiotic 

parthenogenesis สามารถวางไข่ได้มากถึง 200–500 ฟองต่อหน่ึงถุงไข่  ส าหรับวงจรชีวิตของ
ไส้เดือนฝอยรากปมขา้วเร่ิมจากการวางไข่ในราก หลงัจากนั้น 4–6 วนัจะพฒันาเป็นตวัอ่อนระยะท่ี 
1 ภายในไข่ และใช้เวลาอีก 2–3 วนัในการลอกคราบเป็นตวัอ่อนระยะท่ี 2 ท่ีพร้อมจะออกจากไข่
เพื่อไปเขา้ท าลายรากพืช หลงัจากตวัอ่อนระยะท่ี 2 เขา้สู่รากจะท าให้พืชเกิดเซลล์ขนาดใหญ่ท่ีมี
หลายนิวเคลียส (giant cells) ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีไส้เดือนฝอยรากปมใช้ในการดูดสารอาหารจากพืช
อาศยั (feeding site) ส าหรับตวัอ่อนระยะท่ี 2 จะใชเ้วลา 1–3 วนัในการลอกคราบเป็นอ่อนระยะท่ี 3 
และอีก 1–3 วนัในการพฒันาเป็นตวัอ่อนระยะท่ี 4 ส าหรับการพฒันาเป็นตวัโตเต็มวยัใชเ้วลาอีก 7–
13 วนั และใชเ้วลาอีก 1–3 วนัในการวางไข่ วงจรชีวิตทั้งหมดของไส้เดือนฝอย M. graminicola ใช้
เวลาทั้งหมด 15–28 วนั ขึ้นอยู่กบัปัจจยัทางสภาพแวดลอ้มในแต่ละพื้นท่ี (Bridge and Page, 1982; 
Fernandeza et al., 2014; Kumari et al., 2016; Ravindra et al., 2017) 

การสร้าง feeding site ของไส้เดือนฝอยรากปม M. graminicola เร่ิมจากการแทงเขา้
รากบริเวณ elongation zone จากนั้ นเคล่ือนท่ีผ่านเซลล์พืชในชั้น cortex ไปยงัท่อน ้ าท่ออาหาร 
(vascular bundle)โดยรากพืชจะเร่ิมมีอาการบวมหลงัจากนั้น 2 วนั และจะเห็นอาการรากปมท่ี 4 วนั 
ส าหรับ feeding site สามารถมองเห็นไดห้ลงัจากเช้ือเขา้ท าลาย 2 วนัตรงบริเวณรากขา้วท่ีมีอาการ
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บวมนูน M. graminicola จะเร่ิมจากการสร้าง 3–4 giant cells บริเวณภายในท่อน ้ าท่ออาหารและ
บริเวณรอบ ๆ ของ parenchymatic cell ลกัษณะของ giant cells ประกอบไปด้วยไซโตพลาซึมท่ี
เขม้ขน้ ผนังเซลล์มีลกัษณะหนาเม่ือเปรียบเทียบกบั parenchymatic cell แบบปกติ หลงัจากนั้น 15 
วนั ภายใน giant cells พบนิวเคลียสเป็นจ านวนมาก โดยทัว่ไปจะพบเพียงหน่ึง feeding site ต่อหน่ึง
ปม ท่ี 22 วนั ไส้เดือนฝอยตวัโตเต็มวยัจะท าการวางไข่ฝังอยู่ภายในราก และท่ีระยะเวลา 31 วนั 
giant cells จะเต็มไปดว้ยไซโตพลาสซึมและนิวเคลียสรูปแบบต่าง ๆ ท่ีอยู่รวมกันเป็นกลุ่ม (ภาพท่ี 
1) (Nguyen et al., 2014) 
 

 
 

ภาพท่ี 1 ลักษณะของรากข้าวท่ีถูกเข้าท าลายด้วยไส้ เดือนฝอย Meloidogyne graminicola ท่ี
ระยะเวลา 2, 7, 15, 22 และ 31 วนัหลงัจากการเขา้ท าลาย (DAI); n คือไส้เดือนฝอย; em 
คือกลุ่มไข่ (Nguyen et al., 2014) 
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2.2 ไส้เดือนฝอยซีสต์ Heterodera spp. 
  ไส้เดือนฝอยซีสต์ Heterodera spp. สามารถพบได้ทั้งในนาน ้ าขงัและนาพื้นท่ีสูง 
ไส้เดือนฝอยตวัอ่อนระยะท่ี 2 จะแทงผา่นเขา้รากและเคล่ือนท่ีไปสู่ท่อน ้ าท่ออาหาร จากนั้นจะสร้าง 
feeding site ท่ีเรียกว่า syncytium ซ่ึงเกิดจากการสลายตวัของผนงัเซลลจึ์งท าให้เห็นว่าในหน่ึงเซลล์
มีหลายนิวเคลียส วงจรชีวิตของไส้ เดือนฝอยชนิดน้ีประมาณ 4 อาทิตย์ การสร้างไข่ของ 
ไส้เดือนฝอยเพศเมียจะเกิดขึ้นภายในตวัของไส้เดือนฝอยซ่ึงโผล่ออกมาบริเวณผิวรากจากนั้นเม่ือ
ไส้เดือนฝอยตายจะกลายเป็นถุงไข่ (cyst) ท่ีมีสีน ้ าตาลและมีลกัษณะแข็ง อาการของขา้วเม่ือถูกเขา้
ท าลาย บริเวณใบมีสีเหลืองหรือน ้าตาล จ านวนกอและความแขง็แรงของตน้ขา้วลดลง ความเสียหาย
ของข้าวพบสูงถึง 42–78 เปอร์เซ็นต์ (Kyndt et al., 2014; Akpheokhai and Claudius-Cole, 2017) 
ชนิดของไส้เดือนฝอยซีสต์ท่ีมีการรายงานว่าพบในขา้วมี 4 ชนิด คือ H. elachista, H. oryzicola, H. 
oryzae และ H.sacchari (Kyndt et al., 2014; Akpheokhai and Claudius-Cole, 2017) 
 2.3 ไส้เดือนฝอยรากแผล Pratylenchus spp. 
  ไส้เดือนฝอย Pratylenchus spp. เป็นไส้เดือนฝอยศตัรูพืชท่ีเขา้ท าลายพืชไดห้ลาย
ชนิด เป็นแบบ migratory endoparasite ท่ีมีวงจรชีวิตอยู่ในช่วง 3–8 อาทิตย์ขึ้ นอยู่กับชนิดและ
สภาพแวดล้อม ชนิดของไส้เดือนฝอยรากแผลท่ีมีความส าคัญได้แก่ P. penetrans, P. thornei,  
P. neglectus, P. zeae, P. vulnus และ P. coffeae ไส้เดือนฝอยชนิดน้ีสามารถสร้างความเสียหาย
มากกว่า 30 เปอร์เซ็นต ์ใหก้บัพืชเศรษฐกิจหลายชนิดไดแ้ก่ ธัญพืช ออ้ย กาแฟ กลว้ย ขา้วโพด พืช
ตระกูลถัว่ มนัฝร่ัง พืชผกัและไมผ้ล (Jones et al., 2013) อาการของขา้วเม่ือถูกไส้เดือนฝอยรากแผล
เขา้ท าลายจะมีลกัษณะตน้แคระ ใบเปล่ียนเป็นสีเหลืองและเห่ียว ไส้เดือนฝอยชนิดน้ีมีรายงานการ
พบในพื้นท่ีเพาะปลูกขา้วในเขตทวีปแอฟริกา อเมริกาใตแ้ละเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้(Kyndt et al., 
2014) 
 2.4 ไส้เดือนฝอยโรคใบขาวข้าว Aphelenchoides besseyi 
  ไส้เดือนฝอยชนิดน้ีเป็นไส้เดือนฝอยท่ีติดไปกับเมล็ดและก่อโรคใบขาวในขา้ว 
ไส้เดือนฝอย  A. besseyi สามารถอยู่รอดภายในเมลด็หรือในสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมไดสู้งสุด
ถึง 3 ปี ในลักษณะเป็นแบบ dehydrated state ทั้งน้ีความเสียหายของระบบการเพาะปลูกข้าวอยู่
ในช่วง 10–30 เปอร์เซ็นต์ ขึ้นอยู่กบัความอ่อนแอของพนัธุ์ขา้วและความหนาแน่นของประชากร
ไส้เดือนฝอย (Giudici et al., 2003) ในช่วงการแตกกอไส้เดือนฝอยจะดูดกินอาหารบริเวณตาดอกท่ี
เกิดบริเวณซอกใบ (axillary buds) ของเน้ือเยื่อเจริญบริเวณล าตน้ (shoot apical stem) และเม่ือพืช
เจริญเติบโตไส้เดือนฝอยจะเคล่ือนท่ีผ่านน ้ าไปยงับริเวณปลายใบ การเขา้ท าลายจะท าให้ตน้ขา้วมี
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ความแข็งแรงและขนาดล าตน้ลดลง ใบธงเปล่ียนสี เมล็ดเล็กและบิดเบ้ียว วงจรชีวิตของไส้เดือน
ฝอยอยูใ่นช่วง 8–12 วนั ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Kyndt et al., 2014) 
 2.5 ไส้เดือนฝอยรากข้าว Hirschmanniella spp. 
  ไส้เดือนฝอยรากขา้วมีพืชอาศยัหลายชนิดไดแ้ก่ วชัพืช ขา้วโพด มะเขือเทศและ
ออ้ย การเขา้ท าลายเป็นแบบ migratory endoparasites ท่ีบริเวณ cortex ท าให้รากเปล่ียนเป็นสีน ้าตาล 
(Prot and Rahmann, 1994) ไส้เดือนฝอยชนิดน้ีสามารถพบไดม้ากถึง 80 เปอร์เซ็นต์ในระบบการ
เพาะปลูกขา้วทั้งหมดของประเทศอียิปต์และสามารถสร้างความเสียหายได้มากถึง 25 เปอร์เซ็นต์
ของผลผลิตขา้วจ านวน  53,734 metric tons (Youssef and Eissa, 2014) ในปัจจุบนัหลายประเทศใน
ทวีปเอเชียได้รายงานชนิดของไส้เดือนฝอยรากขา้ว ยกตัวอย่างเช่น Chen และคณะ (2006) และ 
Pascual และคณะ (2014) รายงานวา่พบ H. oryzae และ H. mucronata ในประเทศจีนและฟิลิปปินส์ 
ในขณะท่ี Khun และคณะ (2015) รายงานว่าพบเพียง H. mucronata เท่านั้นในพื้นท่ีเพาะปลูกขา้ว
ของประเทศกัมพูชา เป็นตน้ ไส้เดือนฝอยรากขา้วสามารถพบไดใ้นนาทัว่ไปโดยเฉพาะในน ้ าขงั
สามารถพบได้สูงถึง 72 เปอร์เซ็นต์ (Regmi et al., 2016) Maung และคณะ  (2010) รายงานว่า
ไส้เดือนฝอย H. oryzae สามารถเจริญเติบโตไดดี้ในดินเหนียวมากกว่าดินทราย เช่นเดียวกบั Prot 
และ Rahman (1994) ท่ีรายงานว่าพบประชากรของไส้เดือนฝอย H. oryzae ในแปลงขา้วท่ีมีลกัษณะ
เป็นดินเหนียวอยา่งมาก (heavy clay soil) ในประเทศอินเดีย 
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3. การระบุชนิดไส้เดือนฝอยศัตรูพืช 

 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเดือนฝอยรากปมข้าว Meloidogyne graminicola 
  ตวัอ่อนระยะท่ี 2: การระบุชนิดโดยใช้ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาท าโดยการวดั
ขนาดของตวัอ่อนระยะท่ี 2 ไส้เดือนฝอยรากปม ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (ก าลงัขยาย 400x) ซ่ึงการ
วดัขนาดนั้นสามารถท าไดด้งัน้ี (Jindapunnapat, 2012) 

1. ความยาวทั้งหมดของล าตวั 
2. ความกวา้งของล าตวั 
3. ความยาวของ stylet 
4. ความยาวของหลอดอาหาร 
5. ความยาวของหาง 
6. ความกวา้งของหาง 

จากนั้นน าค่าเหล่าน้ีไปค านวณค่า morphometric character ตามระบบ de Man’s ratios ดงัน้ี 
1. a= ความยาวทั้งหมดของล าตวั/ความกวา้งของล าตวั 
2. b= ความยาวทั้งหมดของล าตวั/ความยาวของหลอดอาหาร 
3. c= ความยาวทั้งหมดของล าตวั/ความยาวของหาง 
4. c = ความยาวของหาง/ความกวา้งของหาง 
5. L = ความยาวทั้งหมดของล าตวั 
6. s = ความยาวของ stylet 

  ค่าลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวอ่อนระยะท่ี 2 ไส้ เดือนฝอยรากปม  M. 
graminicola มี ดั ง น้ี  L= 427–509 ไมโครเมตร a= 26–36, c=5–11 ความกว้างล าตั ว  = 13–17 
ไมโครเมตร stylet= 11–15 ไมโครเมตร ความยาวหาง= 40-81 ไมโครเมตร และความยาวของ 
hyaline= 16.5–22.6 ไมโครเมตร (กนกทิพย ์ทะลือ และคณะ, 2562) 
  ลักษณะของหางและความยาวสามารถใช้ระบุชนิดไส้ เดือนฝอยรากปม 
Meloidogyne sp. ไดห้ลายชนิด (Jepson, 1983; Bellafiore et al., 2015) ในขณะท่ีลกัษณะความยาว
ของล าตัวและ stylet พบว่ามีความแปรปรวนอย่างมากจึงไม่สามารถใช้ในการจัดจ าแนกได ้
(Pokharel et al., 2010; Bellafiore et al., 2015) แต่อย่างไรก็ตามมีงานวิจัยท่ีได้น าความยาวของ
ล าตวัและ stylet มาเปรียบเทียบกันเพื่อดูความแตกต่างของ intraspecific variations เช่น Bellafiore 
และคณะ (2015) ไดร้ะบุชนิดตวัอ่อนระยะท่ี 2 ไส้เดือนฝอยรากปมในระบบการปลูกขา้วท่ีแตกต่าง
กนัของประเทศเวียดนาม  
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  ลกัษณะรอยหยกัส่วนกน้ (perineal pattern) ของตวัเต็มวยัเพศเมียไส้เดือนฝอยราก
ปมเป็นลกัษณะท่ีสามารถน ามาใชใ้นการจดัจ าแนกสปีชีส์ของไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne sp. 
ได ้(Eisenback et al., 1981) ลกัษณะรอยหยกัส่วนกน้ตั้งอยู่บริเวณทา้ยของล าตวัเพศเมีย (posterior) 
ซ่ึงบริเวณน้ีประกอบไปด้วยบริเวณของ vulva–หาง (perineum), tail terminus, phasmids, lateral 
lines และ surrounding cuticular (Hunt and Handoo, 2009) ลักษณะรอยหยกัส่วนก้นท่ีส าคัญของ
ไส้เดือนฝอยรากปมขา้ว M. graminicola จะมีลกัษณะกลมเป็นรูปไข่ ไม่มี lateral line (ภาพท่ี 2) 
บริเวณของ cuticular striae มีลักษณะเรียบ (Yiw and Birchfield, 1978) ในปี 2007 Pokharel และ
คณะรายงานลกัษณะรอยหยกัส่วนกน้ของไส้เดือนฝอยรากปมขา้วท่ีพบในประเทศเนปาลมีลกัษณะ
กลมเป็นรูปไข่ arch สูงปานกลาง ไม่มี lateral line ซ่ึงเป็นลกัษณะของไส้เดือนฝอย M. graminicola 
และมีความแตกตา่งเลก็นอ้ยกบัไส้เดือนฝอย M. oryzae และ M. trifoliophila 
 

 
ภาพ ท่ี  2 ลักษณ ะรอยหยัก ส่ วน ก้น ของไส้ เดื อน ฝอยรากป ม  Meloidogyne graminicola  

(Hunt and Handoo, 2009) 
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ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของไส้เดือนฝอยรากข้าว Hirschmanniella sp. 
  ลกัษณะของไส้เดือนฝอย Hirschmanniella mucronata มีความยาวล าตวัประมาณ 
1,670–2,210 ไมโครเมตร ความกวา้งของล าตัว 30.7 ไมโครเมตร stylet ยาว 26–29 ไมโครเมตร 
ความยาวหาง 75 ไมโครเมตร อวยัวะสืบพนัธุ์ของเพศเมียตั้งอยู่บริเวณก่ึงกลางของล าตวั เพศผูพ้บ 
spicule และ bursa ชัดเจนบริเวณปลายหาง ค่าลักษณะทางสัณฐานวิทยามีดังน้ี  a=50.8–62.2, 
b =4.6–5.2, c=18–26 และ c =3.0–5.1 ส่วน H. oryzae พบว่ามีความยาวของล าตัวเท่ากับ 780–
1,345 ไมโครเมตร ความกว้างล าตัว เท่ ากับ  17.1–22.4 ไมโครเมตร  stylet ยาว 14.8–28.9 
ไมโครเมตร ความยาวหางเท่ากบั 59.0–88.5 ไมโครเมตร เพศผู ้spicule ยาว 23.6–27.7 ไมโครเมตร 
อวยัวะสืบพนัธุ์เพศเมียตั้งอยู่บริเวณก่ึงกลางของล าตวัและมีค่า a= 37.8–61.5, b =4.2–7.3, c=13.2–
17.3 และ c =4.4–6.0 (Pascual et al., 2014) 
 การระบุชนิดโดยใช้วิธีทางอณูชีววิทยา 

การระบุชนิดโดยใช้วิธีทางสัณฐานวิทยาเป็นวิธีท่ีนิยมใช้ แต่จ าเป็นตอ้งใช้คนใน
การแยกไส้เดือนฝอย ตรวจสอบและนับจ านวนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ซ่ึงอาจเกิดขอ้ผิดพลาดใน
ระหว่างด าเนินการได ้อีกทั้งยงัมีความแม่นย  านอ้ยเม่ือเทียบกบัการใชเ้ทคนิคทางอณูชีววิทยา ซ่ึงใน
ปัจจุบนัการระบุชนิดโดยใช้เทคนิคน้ีมีการยอมรับกนัมากขึ้นเน่ืองจากมีความแม่นย  า และสามารถ
ระบุไดถึ้งระดบัสปีชีส์ของไส้เดือนฝอย (Blok and Powers, 2009) นอกจากน้ียงัมีรายงานว่าการใช ้
real time PCR ส าม ารถ ระบุ ช นิ ดไส้ เดื อนฝอย  Meloidogyne spp. ได้ห ล ายส ปี ชี ส์  ได้แ ก่  
M. chitwoodi, M. fallax, M. incognita และ  M. javanica (Ciancio et al., 2005; Zijlstra and Hoof, 
2006; Berry et al., 2008; Toyota et al., 2008) 
  Sun และคณะ (2014) ได้ศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของไมโตรคอนเดรียทั้งหมด
ของไส้ เดือนฝอยศัต รูพืชบางชนิด พบว่าล าดับ นิวคลีโอไทด์ของไมโตรคอน เดรียของ 
 M. graminicola มีทั้งหมด 19,589 คู่เบส (ภาพท่ี 3) ในขณะท่ีไส้เดือนฝอย Pratylenchus vulnus มี 
21,656 คู่เบส 
  บริเวณของ Internal Transcribed Spacer (ITS) ท่ีอยู่บริเวณระหว่างยีน 18S, 5.8S 
และ 28s ribosomal DNA เป็นบริเวณท่ีมีความหลากหลายของเคร่ืองหมายทางพนัธุกรรม (ภาพท่ี 4) 
ซ่ึง Pokharel และคณะ (2007) ไดอ้ธิบายว่าบริเวณ ITS สามารถใชร้ะบุชนิดไส้เดือนฝอยศตัรูพืชได้
ถึงระดับสปีชีส์และยงัสามารถวิเคราะห์ได้ง่ายด้วยการใช้เทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) 
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ภาพท่ี 3 การจดัเรียงของจีโนมไมโตคอนเดรียของไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne graminicola 
 (Sun et al., 2014) ลูกศรช้ีทิศทางของการลอกรหสัพนัธุกรรม (Transcription) 

 

 
 
ภาพท่ี 4 แบบจ าลองของ nuclear rRNA genes ในเซลล์โปรคาริโอต; SSU คือ 18S small subunit; 

LSU คือ 28S large subunit; ETS คือ external transcribed spacer region; ITS1 และ ITS2 
คือ  internal transcribed spacers; IGS1 และ  IGS2 คือ  intergenic spacer regions; ลูกศร
ช้ีให้เห็นบริเวณท่ีไพร์เมอร์มาจับและสามารถเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอได้ (Carneiro et al., 
2017) 

 
Power และ Harris (1993) ใชว้ิธีพีซีอาร์ในการบ่งบอกความแตกต่างของไส้เดือน

ฝอยรากปม 5 ชนิด ได้แก่ Meloidogyne incognita, M. arenaria, M. javanica, M. hapla และ  M. 
chitwood ดว้ยการใช้ไพรเมอร์จ าเพาะต่อไส้เดือนฝอยรากปม C2F3/1108 ท่ีบริเวณยีน cytochrome 
oxidase subunit II และ 16S rRNA ของไมโตรคอนเดรียผลพบว่า M. incognita และ M. javanica มี
ขนาดดีเอ็นเอเท่ากับ 1,700 คู่เบส M. arenaria มีขนาดเท่ากับ 1,100 คู่เบส ส่วน M. hapla และ M. 
chitwoodi มีขนาดเท่ากบั 520 คู่เบส 

Pokharel และคณะ (2007) ไดร้ะบุชนิดไส้เดือนฝอยรากปมในแปลงขา้วและขา้ว
สาลีในประเทศเนปาล ด้วยการใช้ไพรเมอร์ rDNA2/rDNA1.58s ผลพบว่าขนาดดีเอ็นเอท่ีได้มีค่า
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เท่ากับ 450 คู่เบส ซ่ึงเป็นลกัษณะของไส้เดือนฝอย M. graminicola นอกจากน้ีผลของการศึกษา
ลกัษณะแผนภูมิทางวิวฒันาการแสดงให้เห็นว่าไส้เดือนฝอยรากปมท่ีพบอยูใ่นกลุ่มเดียวกบัไส้เดือน
ฝอย M. graminicola จากประเทศสหรัฐอเมริกา 

Douda และคณะ (2010) ไดท้ าการระบุชนิดไส้เดือนฝอยศตัรูพืชท่ีสร้างซีสตใ์น
มันฝร่ังของประเทศสาธารณรัฐเช็กด้วยการใช้ไพรเมอร์ D2A และ D3B บริเวณ 28S rRNA ผล
พบว่ามีขนาดของดีเอ็นเอเท่ากบั 700 คู่เบส ซ่ึงพบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของไส้เดือนฝอยศตัรูพืชท่ี
พบมีความเหมือนกับไส้ เดือนฝอย Globodera rostochiensis และ  G. pallida มากกว่า 98–99 
เปอร์เซ็นต ์

Wang และคณะ (2013) ได้ระบุชนิดของไส้ เดือนฝอยรากปมท่ีพบในพืช
สมุนไพร Angelica dahurica ของประเทศจีนดว้ยการใชไ้พรเมอร์ D2A/D3B ผลพบว่าไส้เดือนฝอย
รากปมมีขนาดดีเอ็นเอเท่ากับ 758 คู่ เบส และเม่ือน าล าดับนิวคลีโอไทด์ไปเปรียบเทียบกับ
ฐานขอ้มูล GenBank ผลพบวา่มีความเหมือนกบัไส้เดือนฝอย M. arenaria มากกวา่ 99 เปอร์เซ็นต ์ 

Onkendi และ Moleleki (2013) ไดท้ าการระบุชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมท่ีพบ
ในมนัฝร่ังของประเทศแอฟริกาใต ้ดว้ยการใช้ไพรเมอร์ D2A/D3B ท่ีเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย
บริเวณ 28 rRNA และไพรเมอร์ C2F3/1108 ท่ี เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน COII regions ใน 
ไมโตรคอนเดรีย ผลพบวา่ไส้เดือนฝอยรากปมท่ีพบในแปลงปลูกมนัฝร่ังของประเทศแอฟริกาใตค้ือ 
M. incognita, M. arenaria, M. javanica, M. hapla, M. chitwoodi และ M. enterolobii 
  Bellafiore และคณะ (2015) ไดมี้การพฒันา SCAR marker ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจง
ต่อไส้ เดือนฝอย M. graminicola เท่านั้ น ไม่สามารถจับกับยีนของ M. incognita, M. arenaria,  
M. javanica, M. exigua และ M. paranensis ได ้(ภาพท่ี 5) ซ่ึงผลการทดลองช้ีใหเ้ห็นว่าไส้เดือนฝอย 
M. graminicola จากประเทศเวียดนาม ฟิลิปปินส์และบราซิลมีขนาดของดีเอ็นเอคือ 640 คู่เบส
หลังจากมีการเพิ่มจ านวนด้วยไพรเมอร์น้ี เช่นเดียวกับ Fanelli และคณะ (2017) ท่ีรายงานว่า M. 
graminicola ท่ีพบในประเทศอิตาลีมีขนาดดีเอน็เอเทา่กบั 644 คู่เบส 

Long และคณะ (2017) ศึกษาการระบุชนิดไส้เดือนฝอยรากปม M. graminicola 
ในถัว่เหลืองของประเทศจีนดว้ยการใชไ้พรเมอร์จ าเพาะ C2F3/1108 ท่ีเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน 
COII และ the tRNA genes และไพรเมอร์ V5367/26S ท่ีเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1, 5.8S gene 
และ ITS2 ผลพบว่าไส้เดือนฝอยรากปมมีขนาดดีเอ็นเอเท่ากับ 531 และ 790 คู่เบส ตามล าดบั ซ่ึง
พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทดมี์ความเหมือนกบัไส้เดือนฝอย M. graminicola จากประเทศสหรัฐอเมริกา 
99-100 เปอร์เซ็นต ์
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Mirsam และ Kurniawati (2018) ไดท้ าการระบุชนิดไส้เดือนฝอยรากปมท่ีพบใน
แปลงขา้วของ South Sulawesi ประเทศอินโดนีเซียดว้ยการใชเ้ทคนิคการท าพีซีอาร์โดยการใชไ้พร
เมอร์ rDNA2/rDNA1.58s ผลพบว่ามีขนาดดีเอ็นเอเท่ากบั 500 คู่เบส ซ่ึงเหมือนกบัไส้เดือนฝอย M. 
graminicola จากประเทศสหรัฐอเมริกา เนปาล จีน และอินเดีย 98.1-100 เปอร์เซ็นต ์

Indarti และคณะ (2020) รายงานว่าไส้ เดือนฝอยรากข้าว Hirschmanniella 
mucronata ท่ีพบในแปลงขา้วประเทศอินโดนีเซีย มีขนาดดีเอ็นเอเท่ากบั 766 คู่เบส เม่ือมีการเพิ่ม
ป ริมาณ ดี เอ็น เอด้วยไพรเมอร์ D2A/D3B อีกทั้ งย ังพบว่ามีความ เห มือนกับไส้ เดือนฝอย  
H. mucronata จากประเทศเบลเยีย่ม 97.5 เปอร์เซ็นต ์
 

 
 
ภาพท่ี 5 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอส าหรับไส้ เดือนฝอย Meloidogyne spp. ด้วยการใช้ SCAR-

MgFW/Rev primers; M คือ 1Kb plus Ladder (Invitrogen); C คือชุดควบคุมท่ีไม่มี DNA 
template; Min คือ M. incognita; Mar คือ M. arenaria; Mja คือ M. javanica; Mex คือ M. 
exigua; Mpa คือ  M. paranensis; B คือ  M. graminicola จากประเทศบราซิล ; P คือ  M. 
graminicola จากประเทศฟิลิปปินส์; 6, 13, 17 และ 27 คือ M. graminicola จากประเทศ
เวียดนาม (Bellafiore et al., 2015) 

 
4. ปฏสัิมพนัธ์ระหว่างไส้เดือนฝอยกบัพืชอาศัย  

ตวัอ่อนระยะท่ี 2 ไส้เดือนฝอยรากปม เขา้ท าลายพืชโดยใช ้stylet และสารท่ีปลดปล่อยจาก 
pharyngeal glands ส าหรับสารโปรตีนท่ีปลอดปล่อยออกมาจากไส้เดือนฝอยส่วนใหญ่จะเป็น 
effectors ท่ี เ ก่ี ย วข้ อ งก าร เข้ าท าล าย  ไ ด้ แ ก่  β-1,4- endoglucanase (cellulase), pectate lyase, 
polygalacturonase (pectinase), xylanases (hemicellulase) และ expansin ซ่ึง effectors ถูกสร้างโดย 
subventral glands ทั้งสองต่อมท่ีมีการท างาน (active) ในช่วงระยะการเขา้ท าลาย หลงัจากตวัอ่อน
ระยะท่ี 2 ไส้เดือนฝอยรากปมแทงผ่านรากและปล่อย effectors ต่าง ๆ เพื่อเอาชนะกลไกของพืช แต่
อย่างไรก็ตามพืชก็ยงัมีกลไกในการยบัย ั้งการเขา้ท าลายไส้เดือนฝอย ไดแ้ก่ การสร้างอุปสรรคทาง
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กายภาพ  เช่น cuticle wax และ suberin และสารเคมี  เช่น  reactive oxygen species (ROS) สาร 
phenolic compound และ superoxide เป็นตน้ การตอบสนองของพืชขึ้นอยู่กบัการจดจ ากันได้ของ
ตัวรับสัญญาณ (receptor) บนพื้นผิวของพืช ถ้าจดจ ากันได้พืชก็จะมีความต้านทานขึ้นเรียกว่า 
incompatible interaction แต่ถ้าหากพืชไม่สามารถจดจ า effectors นั้นได้พืชก็จะอ่อนแอและเกิด
อาการรากปมขึ้นเรียกว่า compatible interaction ในกรณีท่ีพืชมีความต้านทาน คือการท่ีพืชจดจ า 
effectors ไดท้นัทีหลงัจากการเขา้ท าลายและจากนั้นท าการส่งสัญญาณ (signal transduction) ไปท่ี
นิวเคลียสเพื่อกระตุน้กลไกต่าง ๆ เพื่อมายบัย ั้งการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอย ส าหรับกลไกของพืช
จะเกิดขึ้นในรูปแบบของการสร้าง callose ท่ีเน้ือเยื่อพืชบริเวณท่อน ้ าท่ออาหาร หรือการพฒันาให้
เกิดเซลล์ตายเฉียบพลนั (hypersensitivity reaction: HR) ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการเคล่ือนท่ีของนิวเคลียส
ในบริเวณท่ีมีไส้เดือนฝอยเขา้ท าลาย การสะสมของสารพิษ (toxic substance) ในไซโตพลาสซึม 
การสลายตวัของนิวเคลียสและในท่ีสุดเกิดเซลล์ตายเพื่อจ ากัดขอบเขตและกีดกันการดูดกินธาตุ
อาหารของไส้เดือนฝอย นอกจากน้ียงัมีรายงานเก่ียวกับการสร้างสารเคมีท่ีช่วยในการจ ากัดการ
เจริญเติบโตของไส้เดือนฝอยในเซลล์พืช เช่น phytoalexin compounds หรือ pathogenesis-related 
proteins แต่ถา้ในกรณีท่ีพืชอ่อนแอ พืชจะเกิดอาการรากปมขึ้น โดยหลงัจากไส้เดือนฝอยตวัอ่อน
ระยะท่ี 2 เขา้ท าลายก็จะสามารถเจริญเติบโตอยู่ภายในรากพืชได ้ในระหว่างการเขา้ท าลายไส้เดือน
ฝอยจะสร้างเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกับการดูดสารอาหารจากพืชและการสืบพนัธุ์ ส าหรับการสร้าง 
feeding site ไส้เดือนฝอยจะปล่อยสารท่ีสร้างโดย dorsal gland ท่ีเก่ียวข้องกับการชักน าให้เกิด 
feeding site ไ ด้ แ ก่  Chorismate mutase, CLAVATA3-like peptides, Ubiquitin pathway proteins, 
Cytokinins และ Nodulation factors เป็นตน้ การสร้าง feeding site เกิดจากไส้เดือนฝอยปล่อยสาร
และท าให้เกิดการแบ่งเซลล์ mitosis ซ ้ า ๆ กันและสั้นขึ้นในวงจรการแบ่งเซลล์ ดงันั้นใน feeding 
site จะมีหลายนิวเคลียสใน 1 เซลล ์ความแตกต่างระหวา่ง syncytia (cyst nematodes) และ giant cell 
(root-knot nematode) คือ S phase หรือการสังเคราะห์ซ ้ า ๆ กนัภายในเซลลเ์พื่อให้การสังเคราะห์ดี
เอ็นเอมากขึ้นในแต่ละนิวเคลียส จากนั้นเกิดการสลายตวัของเซลล์ขา้งๆท าให้ feeding site ของ
ไส้เดือนฝอยซีสตเ์หมือนกบั feeding site ของไส้เดือนฝอยรากปม  (Jindapunnapat, 2012) 
5. ความต้านทานโรคของพืช 

ความต้านทานต่อโรคของพืชสามารถจ าแนกตามการเหน่ียวน า และกลไกของความ
ตา้นทานได ้2 ประเภท ไดแ้ก่ 

1. ความตา้นทานท่ีมีอยู่แลว้ในพืช (pre-formed resistance หรือ constitutive resistance) 
 การตา้นทานในลกัษณะน้ีเป็นความตา้นทานท่ีพืชมีอยู่แลว้หรือเรียกอีก

อย่างหน่ึงคือลกัษณะประจ าพนัธุ์ ยกตวัอย่างเช่น ความหนาและความแข็งแรงของผนังเซลล์ การ
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สร้างแวกซ์ (wax) และคิวติเคิล (cuticle) ท่ีปกคลุมบริเวณล าตน้และผิวใบเพื่อช่วยขดัขวางการแทง
เขา้สู่พืชของเช้ือโรค การสร้างขนเพื่อป้องกนัการเขา้ท าลายของแมลง ลกัษณะการเกิดเปิด-ปิดของ
ปากใบ และการสร้างสารไฟโตแอนทิซิปิน (phytoanticipin) ท่ี มีผลในการยับยั้งเช้ือราและ
แบคทีเรียสาเหตุโรคพืช (นงลกัษณ์ เภรินทวงค,์ 2556) 

2. ความตา้นทานท่ีพืชถูกเหน่ียวน าใหส้ร้างขึ้น (induced resistance) 
เป็นความตา้นทานของพืชท่ีเกิดขึ้นหลงัจากเช้ือก่อโรคเขา้ท าลาย เกิดขึ้นจาก

การท่ีตวัตอบสนองการกระตุน้ (pattern recognition receptor: PRR) สามารถตรวจจบัโมเลกุลของ
เช้ือก่อโรค (pathogen-associated molecular pattern: PAMP) ได้ ความต้านทานลักษณะน้ีเรียกว่า 
PAMP-triggered immunity (PTI) การรับรู้ของพืชจะเป็นตัวกระตุ้นให้เกิดความต้านทานขึ้นเช่น
การสังเคราะห์สารบางชนิดให้มีปริมาณมากขึ้นและเพียงพอท่ีจะก าจัดเช้ือก่อโรคได้ทันเวลา
ภายหลังจากถูกเช้ือสาเหตุโรคเข้าท าลาย เช่นการสังเคราะห์ callose พอกท่ีผนังเซลล์ของพืชท่ี
อวยัวะของเช้ือรา (papillae) แทงผ่านเข้าสู่เซลล์ เพื่อยบัย ั้งการบุกรุกของเช้ือราภายในเซลล์ การ
สังเคราะห์สาร phytoalexin จ าพวก ฟีนอลิก เทอร์ปีนอยด์ และอาลิพาติกส์ ท่ีเป็นพิษต่อจุลินทรีย์
โดยทัว่ไป การสังเคราะห์โปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรค หรือ PR protein (pathogenesis-related 
protein) ท่ีมีคุณสมบัติในการตา้นทานโรคอย่างไม่จ าเพาะ โดยในปัจจุบันได้มีการจดัจ าแนกไว้
ทั้งหมด 17 กลุ่ม ซ่ึงพบวา่มีบางกลุ่มมีคุณสมบติัเป็นเอนไซมท่ี์สามารถย่อยผนงัเซลลแ์บคทีเรียและ
เช้ือราได้โดยตรง การเกิดการตายอย่างเฉียบพลนัของเซลล์ท่ีถูกบุกรุกและเซลล์ขา้งเคียง หรือท่ี
เรียกว่า hypersensitive reaction (HR) ซ่ึงเกิดจากสะสมสารอนุมูลอิสระของออกซิเจน (reactive 
oxygen species) ทั้ งในรูปซุปเปอร์ออกไซด์ (super oxide: O-

2) และ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
(hydrogenperoxcide: H2O2) ในบางคร้ังความตา้นทานในลกัษณะ PTI พบวา่ไม่มีประสิทธิภาพเพียง
พอท่ีจะท าให้พืชรอดพน้จากการเขา้ท าลายของเช้ือโรคได ้เน่ืองจากเช้ือก่อโรคมีโปรตีนท่ีเรียกว่า 
effector ซ่ึง effector เหล่าน้ีจะถูกส่งเข้าไปในพืชเพื่อยบัย ั้งกลไกการต้านทานของพืช ท าให้พืช
แสดงอาการของโรคขึ้ น แต่อย่างไรก็ตามพืชบางชนิดท่ีมีความต้านทานอย่างสมบูรณ์หรือมี
ภูมิคุ ้มกัน (immune) พืชจะกระตุ้นความต้านทานในอีกรูปแบบหน่ึงเพื่อยบัย ั้งการท างานของ 
effector การตา้นทานในลกัษณะน้ีเรียกว่า effector-triggered immunity หรือ ETI ซ่ึงความตา้นทาน
ในลกัษณะน้ีจะมีลกัษณะแตกต่างกนัออกไปตามชนิดและความสัมพนัธ์ของพืชและเช้ือสาเหตุโรค 
ยกตวัอย่างเช่น มะเขือเทศพนัธุ์ตา้นทานจะสังเคราะห์โปรตีน Cf4 ไวเ้พื่อไปยบัย ั้งการท างานของ 
effector Avr4 ท่ีถูกสร้างโดยเช้ือรา Cladosporium fulvum  เป็นตน้ (นงลกัษณ์ เภรินทวงค,์ 2556) 

การป้องกันตวัเองของพืชเม่ือถูกเช้ือก่อโรคหรือแมลงเขา้ท าลายสามารถ
แบ่งออกได้เป็น 2 แบบคือ systemic acquired resistance (SAR) และ induced systemic resistance 
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(ISR) ส าหรับ SAR เป็นการตอบสนองเชิงป้องกนัแบบทัว่ทั้งตน้ซ่ึงจะถูกกระตุน้ดว้ยการเขา้ท าลาย
ของเช้ือก่อโรคหรือสารเคมี ตวัอย่างเช่น 2,6-dichloroisonicotinic acid เป็นตน้ ความตา้นทานใน
ลักษณะน้ีเป็นความต้านทานท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือก่อโรคได้อย่างแพร่หลายและ
สามารถตรวจสอบได้จาก SA-dependent process ซ่ึงมีเอนไซม์ท่ีเก่ียวขอ้งในปฏิกิริยาการป้องกัน
มากมาย (Duan et al., 2014) ไดแ้ก่  

1. phenylalanine ammonia lyase (PAL) เป็น เอนไซม์ของ phenylpropanoid pathway 
และเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ ฟีนอลิก ไฟโตอเลก็ซิน และลิกนิก ซ่ึงช่วยเพิ่มระดบัความตา้นทาน
ใหก้บัพืช 

2. oxidative enzyme ได้แก่ peroxidase (POD) และ polyphenol oxidase (PPO) ซ่ึงเป็น
ตวักระตุน้การสร้างลิกนินและสารประกอบ oxidative phenols อ่ืนๆท่ีน าไปสู่การสร้างส่ิงกีดขวาง
และการเสริมโครงสร้างของเซลลใ์หแ้ขง็แรงขึ้น 

 Anita และคณ ะ  (2004) ร ายงาน ว่ าต้น มะ เขื อ เท ศ ท่ี ถู กป ลู ก เช้ื อ 
Pseudomonas fluorescens มีการสร้างเอนไซมใ์น phenylpropanoid pathway ไดแ้ก่ POD และ PAL 
เพิ่มมากขึ้นอย่างมีนัยส าคญั อีกทั้งยงัช่วยลดจ านวนปมท่ีเกิดจากไส้เดือนฝอย M. incognita ไดอี้ก
ดว้ย 

 Aryal และคณะ (2011) ได้ศึกษาการเข้าท าล ายของไส้ เดือนฝอย 
Rotylenchulus reniformis และ M. incognita ในตน้ฝ้ายพนัธุ์อ่อนแอ (DP 0935 B2RF) เปรียบเทียบ
กับพันธุ์ต้านทาน (LONREN-1) ด้วยการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ P-peroxidase, G-
peroxidase และ catalase ท่ีระยะเวลา 2, 4, 6, 10 และ 14 หลงัจากการปลูกเช้ือ ผลพบว่าฝ้ายพนัธุ์ท่ีมี
ความตา้นทานพบกิจกรรมของเอนไซมท์ั้ง 3 ชนิดในใบฝ้ายสูงกวา่ฝ้ายพนัธุ์อ่อนแออยา่งมีนยัส าคญั 
(p≤0.05) ท่ีระยะเวลา 6 ชัว่โมงหลงัจากการปลูกเช้ือ ยกเวน้เอนไซม ์catalase ของกรรมวิธีการปลูก
ไส้เดือนฝอย M. incognita ผลการทดลองดงักล่าวแสดงให้เห็นว่าการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอย R. 
reniformis และ M. incognita เพิ่มกิจกรรมของเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งในกระบวนการการชกัน าให้เกิด
ความตา้นทานแบบ SAR 

 Anita และ Samiyappan (2012) ไดศึ้กษาการชกัน าขา้วพนัธุ์ CO47 ใหเ้กิด
ความตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอยรากปม M. graminicola ดว้ยการใช ้Pseudomonas 
fluorescens ผลพบวา่กรรมวิธีท่ีมีการปลูกไส้เดือนฝอยรากปมร่วมกบั P. fluorescens มีกิจกรรมของ
เอนไซม์ PAL, PPO และ POD เพิ่มขึ้ นท่ีระยะเวลา 7, 14 และ 21 วนัหลังจากการปลูกเช้ือ เม่ือ
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีปลูกไส้เดือนฝอยรากปมหรือ P. fluorescens เพียงอย่างเดียว และกรรมวิธี
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ควบคุม อีกทั้งยงัพบว่ากรรมวิธีท่ีมีการปลูกไส้เดือนฝอยรากปมร่วมกบั P. fluorescens สามารถลด
จ านวนประชากรไส้เดือนฝอยในรากได ้24.9 เปอร์เซ็นต ์หลงัจากปลูกเช้ือ 21 วนั 

 Ngadze และคณะ (2012) ได้ศึกษาเอนไซม์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัความตา้นทาน
ของมั่นฝร่ัง (18 พันธุ์) ได้แก่ PAL, PPO และ POD ต่อโรคเน่าเละท่ีเกิดจากเช้ือ Pectobacterium 
atrosepticum, P. carotovorum subsp. Brasiliensis ผลพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ PPO และ PAL 
ของมนัฝร่ังพนัธุ์ anderplank, Pentland Dell, M69/11, Romano, M59/20 และ MondialZw เพิ่มมาก
ขึ้นอย่างมีนัยส าคญั โดยเฉพาะอย่างยิ่งท่ี 8 ชัว่โมงหลงัจากการตดั (ท าให้เกิดแผล) จะพบเอนไซม ์
PAL สูงท่ีสุด นอกจากน้ียงัพบว่าในกรรมวิธีท่ีท าใหเ้กิดแผลและกรรมวิธีท่ีมีการปลูกเช้ือแบคทีเรีย
ก่อโรคพบเอนไซม์ PPO, POD และ PAL มากขึ้นอย่างมีนัยส าคญัดว้ยเช่นกันเม่ือเปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีควบคุม ซ่ึงการทดลองน้ีแสดงให้เห็นว่า PAL, PPO และ POD มีบทบาทส าคัญในการ
ตา้นทานโรคเน่าเละของมนัฝร่ัง 

 Bhau และคณะ (2016) กล่าววา่การเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอยรากปม M. 
incognita น าไปสู่การชกัน าตน้ pachouli ให้มีกิจกรรมของเอนไซม์ POD เพิ่มมากขึ้นในใบ ดงันั้น
จึงท าใหพ้บปริมาณสารฟีนอลิคเพิ่มมากขึ้นและท าให้ตน้ patchouli สามารถยบัย ั้งการเขา้ท าลายของ
ไส้เดือนฝอยรากปมได ้
 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
 1.  เพื่อทราบการแพร่ระบาดและชนิดของไส้เดือนฝอยศัตรูพืชหลักท่ีพบในแปลงข้าว

จงัหวดัปทุมธานี 
2.  เพื่ออธิบายการตอบสนองของขา้วไทยบางสายพนัธุ์ต่อการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอย

รากปม M. graminicola 
 
ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

 1.  ฐานขอ้มูลการแพร่กระจายและชนิดของไส้เดือนฝอยศตัรูพืชท่ีพบในแปลงขา้วทั้ง 6 
อ าเภอในจงัหวดัปทุมธานี 

 2.  ฐานขอ้มูลพนัธุ์ขา้วของไทยท่ีมีการตอบสนองต่อการเขา้ท าลายและมีความตา้นทานต่อ
ไส้เดือนฝอยรากปม M. graminicola 

 3.  ไดแ้นวทางการป้องกนัการระบาดของไส้เดือนฝอยรากปมโดยการคดัเลือกพนัธุ์ขา้วท่ีมี
ความตา้นทานมากท่ีสุดไปแนะน าแก่เกษตรกร อีกทั้งยงัน าขอ้มูลท่ีได้ไปเผยแพร่ใน
วารสารวิชาการเพื่อเป็นฐานขอ้มูลแก่ผูท่ี้สนใจ 
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บทที ่2 
 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดสอบ 
 
 
1. การเก็บตัวอย่างไส้เดือนฝอย การเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอย และการเตรียมไส้เดือนฝอยรากปมให้
บริสุทธิ์ 

1.1 การสุ่มตัวอย่างรากข้าวและดิน 
ท าการสุ่มตวัอย่างรากขา้วและดินบริเวณรอบรากท่ีความลึก 0˗20 เซนติเมตร ใน

แปลงขา้วทั้งหมด 14 แปลงจาก 7 อ าเภอในจงัหวดัปทุมธานี (ภาพท่ี 6) ไดแ้ก่ หนองเสือ ธญับุรี ล า
ลูกกา คลองหลวง อ าเภอเมือง สามโคกและลาดหลุมแกว้ (อ าเภอละ 2 แปลง) โดยแต่ละแปลงเก็บ
จ านวน 3 ตวัอย่าง (บริเวณหัวแปลง กลางแปลง และทา้ยแปลง) ใส่ในถุงพลาสติกซิปล็อคขนาด 
15×23 เซนติเมตร ท าการจดบันทึกหมายเลขแปลง ต าแหน่งจีพีเอส (ใช้โปรแกรม The IOS 7 
Compass app) ชนิดของพนัธุ์ขา้ว อายุของพนัธุ์ขา้วท่ีท าการเก็บ และค่า pH ของดิน (ใช้เคร่ือง Soil 
pH and moisture tester Takemura, Japan) น าตวัอย่างรากขา้วและดินไปยงัห้องปฏิบติัการไส้เดือน
ฝอย ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์เพื่อท าการแยกไส้เดือนฝอยต่อไป 

 

 
 

ภาพท่ี 6 บริเวณท่ีท าการเก็บตวัอยา่งในจงัหวดัปทุมธานี 
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1.2 การแยกไส้เดือนฝอย 
แยกไส้ เดือนฝอยจากดินโดยใช้วิ ธี  Cobb’s Sieving and Decantation and the 

Modified Baermann’s Funnel techniques (สมชาย สุขะกุล, 2549) โดยชัง่ดินจ านวน 150 กรัมแช่ใน
น ้ าปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร บดดินให้ละเอียดแล้วตั้ งทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที จากนั้ นน าสาร
แขวนลอยดินไปกรองผ่านตะแกรงขนาด 250, 105 และ 37 ไมโครเมตร ตามล าดบั แลว้ท าการเก็บ
สารแขวนลอยไส้เดือนฝอยท่ีติดอยู่บนตะแกรงขนาด 37 ไมโครเมตร ลงในบีกเกอร์ น าสาร
แขวนลอยไส้เดือนฝอยเทลงบนกระดาษทิชชู่ท่ีมีตะแกรงเหล็กวางอยู่ข้างใตบ้นปากกรวยโดย
บริเวณปลายท่อยางของกรวยใช้คล๊ิปหนีบอย่างแน่น ต่อมาเติมน ้ าลงบนกรวยจนกระทัง่น ้ าท่วม
กระดาษทิชชู่ แล้วตั้ งทิ้งไว้เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ไขสารแขวนลอยไส้ เดือนฝอยปริมาตร 40 
ไมโครลิตรลงในบีกเกอร์ แล้วท าการนับจ านวนไส้เดือนฝอยศัตรูพืชภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบสเตอริโอ (Olympus SZ, Japan) 

ส าหรับการแยกไส้เดือนฝอยจากรากข้าวท าโดยใช้วิธี  Extraction tray method 
(Coyne et al., 2007) ท าโดยชัง่รากขา้วท่ีลา้งจนสะอาดจ านวน 10 กรัม แลว้ใช้กรรไกรตดัรากขา้ว
ให้เป็นช้ินขนาด 0.5-1 เซนติเมตร จากนั้นน ารากขา้วดงักล่าวไปวางบนกระดาษทิชชู่ท่ีวางอยู่บน
ตะกร้าพลาสติก โดยตะกร้าพลาสติกวางอยู่ในภาชนะพลาสติกขนาด 20x20x7.5 เซนติเมตร อีก
ชั้นหน่ึง ต่อมาท าการเติมน ้ าจนท่วมรากพืชแล้วตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 48 ชั่วโมง น าสารแขวนลอย
ไส้เดือนฝอยในภาชนะพลาสติกไปกรองผา่นตะแกรงขนาด 37 ไมโครเมตร ท าการเก็บไส้เดือนฝอย
บนตะแกรงลงในบีกเกอร์แล้วท าการนับจ านวนไส้เดือนฝอยศัตรูพืชภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบสเตอริโอ  

1.3 การท าไส้เดือนฝอยรากปมให้บริสุทธิ์ (pure culture) 
น าตวัอยา่งรากขา้วท่ีมีลกัษณะอาการรากปมจ านวน 20 กอท่ีเก็บไดจ้ากอ าเภอสาม

โคก จงัหวดัปทุมธานี (14°06'47.9"N 100°33'45.9"E) มาลา้งด้วยน ้ าประปาให้สะอาด จากนั้นท า
การตัดรากข้าวท่ีมีอาการเป็นปมลกัษณะคล้ายตะขอมาตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ 
สเตอริโอ ท าการแยกกลุ่มไข่เพียง 1 กลุ่ม (single egg mass) ดว้ยการใช้มีดผ่าตดัผ่าบริเวณรากปม 
แลว้ใช้เข็มเขี่ยกลุ่มไข่ไปฟักเป็นตวัอ่อนระยะท่ี 2 จากนั้นน าไปปลูกเช้ือ (inoculation) ลงในขา้ว
พนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 อีกคร้ัง เพื่อเพิ่มปริมาณประชากรของไส้เดือนฝอยรากปมและใช้ในการ
ทดลองถดัไป  (กนกทิพย ์ทะลือ และคณะ, 2562) 
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2 การระบุชนิดไส้เดือนฝอยศัตรูพืชท่ีพบในนาข้าวโดยใช้ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและเทคนิคทาง 
อณูชีววิทยา 

2.1 การจัดจ าแนกไส้เดือนฝอยโดยใช้ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
2.1.1 ลกัษณะรอยหยักส่วนก้น (perineal pattern) ส าหรับไส้เดือนฝอยรากปม 

ท าการเขี่ยตวัโตเต็มวยัเพศเมียของไส้เดือนฝอยรากปมขา้วจากกลุ่มตวัอยา่งท่ี
ท าให้บริสุทธ์ิแลว้ วางลงบนหยดน ้ าบนสไลด์แกว้ จากนั้นตดับริเวณกน้ของไส้เดือนฝอยโดยใช้
ใบมีดโกน 2 คม (ยี่หอ้ Gillette) ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ และหยดกรดแลคติกเพื่อลา้ง
บริเวณรอยหยกัส่วนกน้ให้สะอาด จากนั้นยา้ยส่วนกน้ของไส้เดือนฝอยมาวางไวบ้นสไลด์แกว้แลว้
หยดดว้ย glycerin ท าการปิดด้วยแผ่นปิดสไลด์ แลว้น าไปตรวจสอบและถ่ายรูปดว้ยการใช้กลอ้ง
ถ่ายภาพแบบดิจิทัล (Camera Canon EOS 750D) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบก าลังขยายสูง 
(Olympus BX50) (กนกทิพย ์ทะลือ และคณะ, 2562) จากนั้นน าภาพรอยหยกัส่วนกน้ของไส้เดือน
ฝอยรากปมท่ีไดไ้ปเปรียบเทียบกบัรายงานของ Hunt และ Handoo (2009) 

2.1.2 การวัดขนาดไส้เดือนฝอยศัตรูพืช (morphometric character) 
ท าการเขี่ยตวัไส้เดือนฝอยศตัรูพืชแต่ละชนิดจ านวน 20 ตวั ท่ีผ่านการฆ่าดว้ย

น ้ าร้อนแลว้ ลงในหยดน ้ าบนสไลด์แกว้ท่ีมีวงเทียนลอ้มรอบ จากนั้นปิดทบัดว้ยแผ่นปิดสไลด์และ
น าไปถ่ายรูปภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยายสูง ดว้ยการใชก้ลอ้งถ่ายภาพแบบดิจิทลัท่ีเช่ือมต่อกบั
โปรแกรม EOS Utility program จากนั้ นน าภาพท่ีได้ไปวดัขนาดของไส้เดือนฝอยด้วยการใช้
โปรแกรม Axio Vision SE64 Rel. 4.9.1 program โดยค่าลกัษณะทางสัณฐานวิทยา (morphometric 
character) ถูกค านวณตามระบบของ De Man Formula (Thorne, 1949) 

n = จ านวนตวัไส้เดือนฝอยท่ีท าการวดัขนาด 
L = ความยาวทั้งหมดของล าตวั 

  a = ความยาวทั้งหมดของล าตวั / ความยาวของล าตวัส่วนท่ีกวา้งท่ีสุด 
  b = ความยาวทั้งหมดของล าตวั / ความยาวจากหวัถึง pharyngo-intestinal junction (PIJ) 
  b' = ความยาวทั้งหมดของล าตวั / ความยาวของ esophageal gland 
  c = ความยาวทั้งหมดของล าตวั / ความยาวหาง 
  c' = ความยาวหาง / ความกวา้งของหางตรงต าแหน่ง anus 
  s = ความยาวของ stylet 
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2.2 การระบุชนิดไส้เดือนฝอยโดยใช้ลกัษณะทางอณูชีววิทยา 
2.2.1 การสกดัดีเอน็เอ 

ท าการเขี่ยไส้เดือนฝอยศตัรูพืชลงในหลอดพีซีอาร์ขนาด 0.5 มิลลิลิตร (1 ตวั
ต่อหลอด) ท่ีมีน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ ปริมาตร 25 ไมโครลิตร จากนั้นเติม lysis buffer [200 mM NaCl 
(A&D Technology, Japan), 200 mM Tris-HCl pH 8.0 (A&D Technology, Japan), 1% (v/v) β-
mercaptoethanol (Sigma, Japan) และ 800 µg/ml proteinase K (Worthington Biochemical, USA)] 
ปริมาตร 25 ไมโครลิตรลงไปในหลอดทดลองและน าไปบ่มในเคร่ือง Thermocycler (Biometra 
Tgradient Thermoblock PCR Thermocycler, UK) โดยตั้งโปรแกรมท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 90 นาที และตามด้วยอุณหภูมิ 99 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้ นน าไปเก็บ 
ไว้ท่ี อุณหภู มิ  -20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน าไปใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการท าพี ซีอาร์  
(Holterman et al., 2006) 

2.2.2 การท าพซีีอาร์ (Polymerase chain reaction: PCR) 
ส าหรับไส้เดือนฝอยศตัรูพืชใชไ้พรเมอร์ 2 คู่ ไดแ้ก่ rDNA2/rDNA1.58s และ 

D2A/D3B ส่วนไส้เดือนฝอยรากปมใชไ้พรเมอร์ 3 คู่ คือ rDNA2/rDNA1.58s, C2F3/1108 (ไพรเมอร์
จ า เพ าะต่ อ  Meloidogyne spp.) และ  SCAR-MgFW/SCAR-MgRev (ไพ รเมอ ร์จ า เพ าะต่ อ  M. 
graminicola) ท าโดยการผสม reaction mixture ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ดังน้ี 1) 2x PCR master 
mix with dye solution i-taq (Intron biotechnology, Korea) ปริมาตร  15 ไมโครลิตร 2) Forward 
primer (10 p mol) และ Reverse primer (10 p mol) ดังตารางท่ี 1 ปริมาตรอย่างละ 1.5 ไมโครลิตร 
3) ดีเอ็นเอต้นแบบ ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และ 4) Water nuclease-free ปริมาตร 9 ไมโครลิตร 
จากนั้นน า reaction mixture เขยา่ให้เขา้กนัก่อนน าไปใส่เคร่ือง Thermocycler (Biometra Tgradient 
Thermoblock PCR Thermocycler, UK) โดยตั้งโปรแกรมตามตารางท่ี 2 จากนั้นน า PCR products 
ไปตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอโดยใช้อะกาโรสเจล (agarose gel) ท่ีมีความเข็มข้น 1.5% โดย
เปรียบเทียบกบัขนาดดีเอ็นมาตรฐาน 100+bp DNA marker (Biotechrabbit, Germany) ขนาดของดี
เอ็นเอถูกแยกโดยใช้วิธี gel electrophoresis ดว้ยกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที และน า
แผ่นเจลไปตรวจสอบภายใต้แสงอลัตราไวโอเลตโดยใช้เคร่ือง gel document (Bio RAD, United 
Kingdom) ถ่ายภาพและบันทึกผลการทดลอง PCR products ท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยการใช้
ไพรเมอร์ rDNA2/rDNA1.58s และ D2A/D3B ถูกส่งไปยงับริษัท SOLGEN Inc. ประเทศเกาหลี 
เพื่อท า DNA sequencing และน าล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้ไปเทียบกับฐานข้อมูล GenBank ใน 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
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ตารางที่ 1 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการทดลอง 

ช่ือไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ อ้างอิง 

rDNA2 5’-TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3’ 
Bellafiore และคณะ (2015) 

rDNA1.58s 5’-ACGAGCCCGAGTGATCCACCG-3’ 
D2A 5′ ACAAGTACCGTGAGGGAAAGT 3′ 

Berg และคณะ (2009) 
D3B 5′ TGCGAAGGAACCAGCTACTA 3′ 
C2F3 5’-GTCAATGTTCAGAAATTTGTGG-3’ 

Long และคณะ (2017) 
1108 5’-TACCTTTGACCAATCACGCT-3’ 

SCAR-MgFW 5’GGGGAAGACATTTAATTGATGATCAAC-3’ 
Bellfiore และคณะ (2015) 

SCAR-MgRev 5’-GGTACCGAAACTTAGGGAAAG-3’ 
 
ตารางท่ี 2 โปรแกรมการท าพีซีอาร์ของแต่ละไพรเมอร์ 
ขั้นตอน โปรแกรม ไพรเมอร์ อุณหภูมิ (°C) เวลา (นาที) 

1 Initial denaturation – 94 5 
2* Denaturing – 94 1 
 

Annealing 

rDNA2/rDNA1.58s 
และ D2A/D3B 

56  0.5  

3 C2F3,1108 48  0.5  
 SCAR-MgFW/ 

SCAR-MgRev 
48  1  

4 Extension – 72 1 
5 Final extension – 72 7 
6 Hold – 4 ∞ 

* ขั้นตอนท่ี 2-4 ท าซ ้าทั้งหมด 34 รอบ 
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2.2.3 การศึกษาแผนภูมิความสัมพนัธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 
น าล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้ไปศึกษาแผนภูมิความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการ 

ด้วยการใช้โปรแกรม Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 โดยท าการค้นหา
ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์เป็นศตัรูพืชของขา้วบริเวณยีน 18S-ITS1-5.8S และ 28S rRNA (ขึ้นอยู่กบัไพร
เมอร์ท่ีใช้) ในฐานขอ้มูล GenBank แลว้น ามาจดัเรียงล าดบันิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกบัขอ้มูลท่ีมี
ด้วยการใช้โปรแกรม ClustalW แผนภูมิความสัมพันธ์ทางวิวฒันาการถูกสร้างด้วยการใช้วิธี 
Maximum Likelihood (ML) ภ า ย ใ ต้  Gamma distribution (GTR + G) model ก า ร ท ด ส อ บ 
phylogeny ด าเนินการโดยใชค้่า bootstrap เท่ากบั 1000 คร้ัง (Besnard et al., 2019) 
3. การประเมินความต้านทานของข้าวต่อการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอยรากปมข้าว 

ท าการทดสอบความตา้นทานของพนัธุ์ขา้ว ได้แก่ พนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ปทุมธานี 1 สัน
ป่าตอง 1 กข6 กข43 และ กข57 ต่อการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอย M. graminicola (ดดัแปลงวิธีการ
จาก Nguyen et al., 2014 และ Zhan et al., 2018) โดยน าเมล็ดพนัธุ์ขา้วจ านวนทั้ง 6 พนัธุ์ไปฆ่าเช้ือ
บริเวณพื้นผิวโดยการจุ่มใน Clorox 0.6% เป็นเวลา 10 วินาที และท าการลา้งดว้ยน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 2 
คร้ัง ต่อมาน าเมล็ดขา้วไปเพาะในถาดเพาะเป็นเวลา 7 วนั จนกระทัง่มีการงอกของรากขา้ว ท าการ
คดัเลือกเมล็ดขา้วท่ีมีความยาวของรากใกลเ้คียงกันไปปลูกในหลอดทดลอง (เจาะรูบริเวณปลาย
หลอด) ขนาด 50 มิลลิลิตร ท่ีมีทรายท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ 50 กรัม จ านวน 1 ตน้ต่อ 1 หลอด และรด
น ้าดว้ยการใชปุ้๋ ยไฮโดรโปนิกส์ปริมาตร 20 มิลลิลิตร หลงัจากนั้น 3 วนัท าการปลูกเช้ือไส้เดือนฝอย
รากปมขา้วตวัอ่อนระยะท่ี 2 จ านวน 100 ตวัลงไปในแต่ละหลอด รอเป็นระยะเวลา 2 วนั และลา้ง
รากขา้วดว้ยน ้ าปริมาตร 20 ไมโครลิตร จ านวน 2 คร้ังเพื่อท าการชะลา้งไส้เดือนฝอยรากปมท่ีมีการ
เข้าท าลายล่าช้า จากนั้ นรดน ้ าต้นข้าวด้วยน ้ าประปาปริมาตร 10 มิลลิลิตรแบบวนัเว้นวนั วาง
แผนการทดลองแบบสุ่มในบล็อกสมบูรณ์ (Randomized Complete Block Design; RCBD) ขา้วแต่
ละพันธุ์ท าจ านวนทั้ งหมด 10 ซ ้ า การตรวจสอบผลการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอยรากปมถูก
ด าเนินการท่ีระยะเวลา 15 วนัหลังจากการปลูกเช้ือ โดยท าการตรวจนับจ านวนรากปม (gall 
number) แลว้ให้คะแนนดงัน้ี (0) ไม่มีอาการรากปม (1) มีอาการรากปม 1-2 ปม (2) มีอาการรากปม 
3-10 ปม (3) มีอาการรากปม 11-20 ปม (4) มีอาการรากปม 21-30 ปม (5) มากกว่า 30 ปมขึ้นไป 
จากนั้นน าค่าท่ีไดไ้ปค านวณ Gall index (GI) ดว้ยการใชสู้ตรดงัน้ี 

GI=(∑(Si×Ni))/(N ×5) × 100 
  Si คือ คะแนนของการเกิดรากปม (0-5) 
  Ni คือ จ านวนตน้พืชในแต่ละการให้คะแนน 
  N คือ จ านวนทั้งหมดของพืชท่ีถูกประเมินของขา้วแต่ละพนัธุ์ 
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ส าหรับค่า GI สามารถใช้ในการประเมินระดับความต้านทานของข้าวแต่ละพันธุ์ดังน้ี 
(Zhan et al., 2018) 

GI = 0 หมายถึงขา้วไม่เป็นพืชอาศยั หรือ immune (I) 
  GI = 0.1≤GI≤5.0 หมายถึงมีความตา้นทานสูง หรือ highly resistance (HR) 
  GI = 5.1≤GI≤25.0 หมายถึงมีความตา้นทาน หรือ resistance (R) 
  GI = 25.1≤GI≤50.0 หมายถึงพืชอ่อนแอปานกลาง หรือ moderately susceptible (MS) 
  GI = 50.1≤GI≤75.0 หมายถึงพืชอ่อนแอ หรือ susceptible (S) 
  GI = >75 หมายถึงพืชอ่อนแอมาก หรือ highly susceptible (HS)  

นอกจากน้ียงัมีการนบัจ านวนประชากรไส้เดือนฝอยรากปมท่ีพบ (final population) คือการ
นบัจ านวนไส้เดือนฝอยตวัอ่อนระยะท่ี 2 และจ านวนไข่ท่ีพบหลงัจากการปลูกเช้ือ 15 วนั เพื่อน าไป
ค านวณคา่ reproduction factor (Rf) ตามสูตรดงัน้ี (Phan et al., 2018) 
   Rf = Pf / (Pi × น ้าหนกัราก) 
  Pf คือ จ านวนไส้เดือนฝอยท่ีพบ (final nematode population)  

Pi คือ จ านวนไส้เดือนฝอยเร่ิมตน้ (initial nematode population) 
น าผลท่ีไดไ้ปเปรียบเทียบทางสถิติดว้ยการใชโ้ปรแกรม SPSS software ค่าเฉล่ียของแต่ละ

กรรมวิธีถูกเปรียบเทียบกนัดว้ยการใช้ Duncan adjustment for multiple comparisons ท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
4. การตรวจสอบการเจริญเติบโตของไส้เดือนฝอยรากปมภายในรากข้าว  

ท าการศึกษาการพฒันาการของไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne graminicola ในการเขา้
ท าลายข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ปทุมธานี 1 สันป่าตอง 1 กข6 กข43 และ กข57 ด้วยการยอ้ม
เน้ือเยื่อพืชและสังเกตุการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึ้นในแต่ละช่วงเวลา โดยน าเมล็ดพนัธุ์ขา้วทั้ง 6 พนัธุ์
ไปฆ่าเช้ือบริเวณพื้นผิวโดยการจุ่มใน Clorox 0.6% เป็นเวลา 10 วินาที และลา้งด้วยน ้ ากลัน่น่ึงฆ่า
เช้ือ 2 คร้ัง ต่อมาน าเมล็ดขา้วไปเพาะในถาดเพาะเป็นเวลา 7 วนั จนกระทั้งมีการงอกของรากขา้ว ท า
การคดัเลือกเมลด็ขา้วท่ีมีความยาวของรากใกลเ้คียงกนัไปปลูกในหลอดทดลอง (เจาะรูบริเวณปลาย
หลอด) ขนาด 50 มิลลิลิตรท่ีมีทรายท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ 50 กรัม จ านวน 1 ตน้ต่อ 1 หลอด และท า
การรดน ้ าดว้ยการใชปุ้๋ ยไฮโดรโปนิกส์ปริมาตร 20 มิลลิลิตร หลงัจากนั้น 3 วนัท าการปลูกไส้เดือน
ฝอยรากปมขา้วตวัอ่อนระยะท่ี 2 จ านวน 100 ตวัลงไปในแต่ละหลอด รอเป็นระยะเวลา 2 วนั และ
ท าการลา้งรากขา้วดว้ยน ้ าประปาปริมาตร 20 ไมโครลิตร จ านวน 2 คร้ังเพื่อท าการชะลา้งไส้เดือน
ฝอยรากปมท่ีมีการเขา้ท าลายล่าชา้ จากนั้นรดน ้ าตน้ขา้วดว้ยน ้าประปาปริมาตร 10 มิลลิลิตรแบบวนั
เว้น วัน  แต่ ล ะก รรม วิ ธี ท า  5 ซ ้ า  ท าซ ้ า  2 รอบ  ท าก ารตรวจส อบก ารพัฒ น าก ารขอ ง 
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ไส้เดือนฝอย M. graminicola ดว้ยการน ารากขา้วท่ีถูกเขา้ท าลาย (infected) จากไส้เดือนฝอยรากปม
หลงัจากปลูกเช้ือ 2 และ 14 วนั (Zhan et al., 2018) ไปลา้งให้สะอาดดว้ยน ้ าแลว้ซับให้แห้งดว้ยการ
ใช้กระดาษทิชชู่ จากนั้นน ารากท่ีไดไ้ปยอ้มสีดว้ยการใช้ acid fuchsin โดยตม้ท่ีอุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที บน hotplate จากนั้นน าตวัอย่างรากพืชขึ้นจากสารละลาย และผ่านน ้ า
ไหลเพื่อลา้งสีส่วนเกินออกแลว้น าตวัอย่างน้ีไปดูดซับน ้ าออกดว้ยกระดาษทิชชู่ น าตวัอย่างมาใส่ใน
จานแกว้หรือบีกเกอร์ และเท lactic acid กับ glycerine อตัราส่วน 1:5 ให้ท่วมตวัอย่างทิ้งไว ้อย่าง
น้อยประมาณ 72 ชั่วโมง เพื่อให้ lactic acid กัดสียอ้มท่ีติดตัวอย่างออก (ดัดแปลงวิธีการจาก  
นุชนารถ, 2549) จากนั้นน าไปตรวจสอบและนับจ านวนภายใตก้ลอ้ง stereo microscope (Olympus 
szx7) แล้วท าการบันทึกภาพ  น าผลท่ีได้ไปเปรียบเทียบทางสถิติด้วยการใช้โปรแกรม SPSS 
software ค่าเฉล่ียของแต่ละกรรมวิธีถูกเปรียบเทียบกันดว้ยการใช้ Duncan adjustment for multiple 
comparisons ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
5. การศึกษาการตอบสนองเชิงป้องกนัของข้าวต่อการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอยรากปมในสภาพ
ห้องปฏิบัติการ 

ท าการตรวจสอบเอนไซม์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการชกัน าให้พืชเกิดความตา้นทานเม่ือถูกเช้ือก่อ
โรคเข้าท าลาย ได้แก่  phenylalanine ammonia lyase (PAL), peroxidase (POD) และ  polyphenol 
oxidase (PPO) โดยใช้ดดัแปลงวิธีการของ Duan et al. (2014) ท าโดยปลูกเช้ือไส้เดือนฝอยรากปม
ตวัอ่อนระยะท่ี 2 ลงไปในขา้วพนัธุ์ กข6 (ตา้นทาน) และพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (อ่อนแอ) จ านวน 
100 ตวั/ตน้ ท่ีอายุ 10 วนั ในหลอดทดลองท่ีมีทรายผา่นการฆ่าเช้ือ 50 กรัม วางแผนการทดลองแบบ
สุ่มสมบูรณ์  (Completely Randomized Design; CRD) จ านวน 3 ซ ้ า ท าการตรวจสอบกิจกรรมของ
เอนไซมต์่าง ๆ หลงัจากการปลูกเช้ือ 1, 2, 3, 4, 7, 10 และ 14 วนั โดยปฏิบติัตามดงัน้ี 

ท าการบดรากข้าว 0.03 กรัมด้วยการใช้  50 mM potassium phosphate buffer (pH 8.8) 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ในเคร่ือง polytron tissue grinder ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้น
น าไปป่ันเหวี่ยง (centrifuge) ท่ี 10,000 × g เป็นเวลา 2 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และเก็บ
ส่วนใสดา้นบน (supernatant) ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกวา่จะน าไปตรวจสอบกิจกรรมของ
เอนไซม ์ 

PAL: ท าการเตรียม reaction mixture โดยท าการดูดส่วนใสปริมาตร 100 ไมโครลิตรลง
ในควอร์ตคิวเวท (quartz cuvette) จากนั้นเติมน ้ ากลัน่ปริมาตร 900 ไมโครลิตร และ 2 มิลลิลิตร ของ 
3 mmol L-phenylalanine ท่ีละลายใน 150 mM Tris-HCl buffer pH 8.58 ปริมาตร 2,000 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากันอย่างรวดเร็วและตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ PAL ทันทีโดยใช้เคร่ือง UV-
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spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 270 นาโนเมตร ท าการบนัทึกค่าการดูดกลืนแสงท่ีเปล่ียนแปลง
ท่ี 0 และ 3 นาที น าผลท่ีไดไ้ปค านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม ์PAL (Havir et al., 1970) 

PPO: ท าการเตรียม reaction mixture โดยท าการดูดส่วนใสปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน
คิวเวท จากนั้นเติมน ้ ากลั่นปริมาตร 100 ไมโครลิตร 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 6.5) 
ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร และ 0.3 M catechol ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และผสมให้เข้ากันอย่าง
รวดเร็ว การเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม์ PPO ถูกบนัทึกท่ี 0 และ 3 นาที ด้วยการใช้ UV-
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืนแสง 495 นาโนเมตร น าผลท่ีไดไ้ปค านวณหาค่ากิจกรรมของ
เอนไซม ์PPO (Mayer et al., 1966) 

POD: ท าการเตรียม reaction mixture โดยท าการดูดส่วนใสปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน
คิวเวทแกว้ จากนั้นเติมน ้ ากลัน่ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 6.5) 
ปริมาตร 2660 ไมโครลิตร 4%(v/v) guaiacol ปริมาตร 150 ไมโครลิตร และ 1% H2O2 ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัอย่างรวดเร็ว การเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ์POD ถูกบนัทึกท่ี 0 
และ 2 นาที ดว้ยการใช ้UV-spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืนแสง 470 นาโนเมตร น าผลท่ีไดไ้ป
ค านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม ์POD (Diaz et al., 2001) 

น าผลของกิจกรรมเอนไซม์ท่ีได้ไปเปรียบเทียบทางสถิติด้วยการใช้โปรแกรม SPSS 
software ค่าเฉล่ียของแต่ละกรรมวิธีถูกเปรียบเทียบกนัดว้ยการใช ้Student’s paired-plot design test 
ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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บทที่ 3 
 

ผลและวิจารณ์ 
 
1.การแพร่ระบาดของไส้เดือนฝอยศัตรูพืชท่ีพบในจังหวัดปทุมธานี 

บริเวณนาขา้วของ 7 อ าเภอในจงัหวดัปทุมธานีมีลกัษณะของดินเป็นดินเหนียวมีสีด าเขม้ 
ค่า pH อยู่ในช่วง 5.3-6.7 บริเวณท่ีท าการเก็บตวัอย่างมีการเพาะปลูกขา้วหลายพนัธุ์ไดแ้ก่ ปทุมธานี 
1 พิษณุโลก 2 กข31 กข41 กข47 กข49 และ กข61 (ตารางท่ี 3) ลกัษณะอาการรากปมท่ีพบในแปลง
ขา้วมีลกัษณะเป็นปมคลา้ยตะขอ ไม่พบถุงไข่บริเวณผิวของรากขา้ว โดยพบเกือบทุกแปลงท่ีไดท้ า
การเก็บตวัอย่างโดยเฉพาะอย่างยิ่งในตอซังขา้ว อาการรากปมส่วนใหญ่จะมีลกัษณะเป็นสีน ้ าตาล
เขม้ (ภาพท่ี 7) จากการแยกไส้เดือนฝอยศตัรูพืชจากดิน 150 กรัมและราก 10 กรัมพบไส้เดือนฝอย
ศตัรูพืช 4 ชนิดได้แก่ Hirschmanniella sp. (96.54%), Meloidogyne sp. (3.22%), Tylenchorhynchus 
sp. (0.08%) และ Helicotylenchus sp. (0.04%) (ภาพท่ี 8) โดยพบว่ามีการแพร่ระบาดของไส้เดือน
ฝอย Hirschmanniella sp. และ Meloidogyne sp. ในเขตการเพาะปลูกขา้วของทั้ง 7 อ าเภอท่ีได้ท า
การเก็บตวัอย่าง ในขณะท่ีไส้เดือนฝอย Tylenchorhynchus sp. พบในแปลงขา้วของ 2 อ าเภอคือสาม
โคกและอ าเภอเมือง ส่วนไส้เดือนฝอย Helicotylenchus sp. พบในแปลงขา้วอ าเภอธัญบุรีเท่านั้น 
(ภาพท่ี 9)  จากการศึกษาพบประชากรของไส้เดือนฝอย Hirschmanniella sp. มากกว่าไส้เดือนฝอย 
Meloidogyne sp. เป็นจ านวนมากอาจเป็นเพราะในการศึกษาคร้ังน้ีนับเพียงแค่ตวัของไส้เดือนฝอย
เท่านั้นไม่รวมถึงกลุ่มไข่ท่ีพบในราก ในการทดลองถดัไปจะใช้ไส้เดือนฝอยรากปมในการทดลอง
เน่ืองจากเป็นไส้เดือนฝอยท่ีมีการสืบพนัธุ์แบบ parthenogenesis (วางไข่ไดโ้ดยไม่ตอ้งอาศยัเพศผู)้ 
และสามารถวางไข่เป็นกลุ่มจ านวน 200-500 ฟอง อีกทั้งยงัเป็นไส้เดือนฝอยศตัรูพืชท่ีมีความส าคญั
เป็นอนัดบัหน่ึงทางเศรษฐกิจอีกดว้ย (Jones et al., 2013; Ravindra et al., 2017) ในขณะท่ีไส้เดือน
ฝอยรากขา้ว Hirschmanniella sp. แมว้า่จะพบมากในแปลงขา้วแต่ก็ยงัมีขอ้จ ากดัในการเล้ียงเพื่อเพิ่ม
ปริมาณในสภาพห้องปฏิบติัการ อย่างไรก็ตามไส้เดือนฝอย Hirschmanniella sp. จะถูกระบุชนิด
ดว้ยการใช้ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยาเน่ืองจากเป็นชนิดของไส้เดือนฝอยศตัรูพืช
หลกัท่ีพบในแปลงขา้ว  
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ตารางที่ 3 ขอ้มูลของแปลงขา้วจงัหวดัปทุมธานีท่ีท าการเก็บตวัอยา่ง 

อ าเภอ รหัสแปลง ต าแหน่ง GPS พนัธ์ุข้าว อายุพืช (วัน) pH 

หนองเสือ 1 PN1 14º6'39''N 100º50'45''E กข47 110 5.9 
หนองเสือ 2 PN2 14º6'46''N 100º50'31''E กข49 110 5.8 
ธญับุรี 1 PT1 14º2'28''N 100º49'27''E พิษณุโลก 2 เก็บเก่ียวแลว้ 5.4 
ธญับุรี 2 PT2 14º2'29''N 100º49'28''E พิษณุโลก 2 เก็บเก่ียวแลว้ 5.3 
ล าลูกกา 1 PL1 14º1'42''N 100º49'28''E ปทุมธานี 1 เก็บเก่ียวแลว้ 5.3 
ล าลูกกา 2 PL2 14º1'41''N 100º49'32''E ปทุมธานี 1 เก็บเก่ียวแลว้ 5.3 

คลองหลวง 1 PK1 14º5'35''N 100º38'31''E กข41 เก็บเก่ียวแลว้ 5.6 
คลองหลวง 2 PK2 14º5'38''N 100º38'28''E กข41 เก็บเก่ียวแลว้ 5.5 
อ าเภอเมือง 1 PM1 14º2'8''N 100º30'19''E กข47 เก็บเก่ียวแลว้ 5.9 
อ าเภอเมือง 2 PM2 14º2'1''N 100º30'55''E กข14 เก็บเก่ียวแลว้ 6 
สามโคก 1 PS1 14º6'41''N 100º33'53''E กข31 60 6.4 
สามโคก 2 PS2 14º6'40''N 100º33'38''E ปทุมธานี 1 เก็บเก่ียวแลว้ 6.7 

ลาดหลุมแกว้ 1 PLA1 14º3'29''N 100º26'39''E กข61 90 5.3 
ลาดหลุมแกว้ 2 PLA2 14º4'41''N 100º25'54''E กข41 เก็บเก่ียวแลว้ 6.1 

 

 
 

ภาพท่ี 7 ลกัษณะอาการรากปมขา้ว (ลูกศรช้ี) ท่ีพบในอ าเภอสามโคก จงัหวดัปทุมธานี 
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ภาพท่ี 8 ร้อยละของไส้เดือนฝอยศตัรูพชืท่ีแยกไดจ้ากดิน 150 กรัมและรากขา้ว 10 กรัมในแปลงนา

จงัหวดัปทุมธานี 
 

 
 
ภาพท่ี 9  การแพร่กระจายของไส้เดือนฝอยศัตรูพืชท่ีพบในแปลงข้าวทั้ ง 7 อ าเภอในจังหวดั

ปทุมธานี 
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จ านวนไส้เดือนฝอยศัตรูพืชท่ีแยกได้จากดิน 150 กรัมพบว่า Hirschmanniella sp. เป็น

ไส้เดือนฝอยท่ีพบในแปลงขา้วทุกแปลงท่ีได้ท าการเก็บตวัอย่าง (ภาพท่ี 10A) โดยในแปลงขา้ว

อ าเภอคลองหลวงแปลงท่ี 2 (PK2) พบมากท่ีสุด 44.0 ตวัต่อดิน 150 กรัม รองลงมาคือแปลงขา้ว

อ าเภอล าลูกกาแปลงท่ี 2 (PL2) จ านวน 43.3 ตวัต่อดิน 150 กรัม ในขณะท่ีแปลงขา้วอ าเภอสามโคก

แปลงท่ี 2 (PS2) พบนอ้ยท่ีสุดจ านวน 0.3 ตวัต่อดิน 150 กรัม ส าหรับไส้เดือนฝอย Meloidogyne sp. 

พบเพียง 4 แปลง ได้แก่ หนองเสือแปลงท่ี 1 (PN1) ธัญบุรีแปลงท่ี 1 (PT1) อ าเภอเมืองแปลงท่ี 1 

และ 2 (PM1 และ PM2) จ านวน 2.6, 0.6, 3.3 และ 8.3 ตวัต่อดิน 150 กรัม ตามล าดบั ส่วนไส้เดือน

ฝอย Tylenchoryhnchus sp. พบเพียง 2 แปลงคืออ าเภอเมืองแปลงท่ี 2 (PM2) และสามโคกแปลงท่ี 2 

(PS2) จ านวน 1.6 และ 3.3 ตวัต่อดิน 150 กรัม ตามล าดบั ในขณะท่ีไส้เดือนฝอย Helicotylenchus 

sp. พบเพียงแปลงข้าวของอ าเภอธัญบุรีแปลงท่ี 1 (PT1) เท่านั้ น จ านวน 2.6 ตัวต่อดิน 150 กรัม

ตามล าดบั และเม่ือพิจารณาจ านวนไส้เดือนฝอยในราก 10 กรัม พบวา่มีความหนาแน่นของไส้เดือน

ฝอยศัตรูพืชสูงกว่าในดิน 150 กรัม แต่พบเพียง 2 ชนิดเท่านั้ นคือ Hirschmanniella sp. และ 

Meloidogyne sp. โดยพบการระบาดในแปลงขา้วทุกแปลง (ภาพท่ี 10B) ส าหรับการแยกไส้เดือน

ฝอย Hirschmanniella sp. ในรากพบปริมาณสูงท่ีสุดในแปลงขา้วอ าเภอเมืองแปลงท่ี 1 (PM1) และ

สามโคกแปลงท่ี 1 (PS1) จ านวน 1,214.0 และ 992.0 ตวัต่อราก 10 กรัมตามล าดับ ส่วนแปลงขา้ว

อ าเภอหนองเสือแปลงท่ี 2 (PN2) พบน้อยท่ีสุดจ านวน 79.3 ตวัต่อราก 10 กรัม ในขณะท่ีไส้เดือน

ฝอย Meloidodyne sp. พบมากท่ีสุดในแปลงขา้วอ าเภอสามโคกแปลงท่ี 2 (PS2) และอ าเภอหนอง

เสือแปลงท่ี 2 (PN2) จ านวน 70.6 และ 50.6 ตวัต่อราก 10 กรัม ตามล าดบั ส่วนในแปลงอ าเภอลาด

หลุมแกว้แปลงท่ี 2 (PLA2) พบน้อยท่ีสุด 0.3 ตวัต่อราก 10 กรัม จากการรายงายของ Fortuner and 

Merny (1979) พบว่ามีไส้เดือนฝอยศตัรูพืชท่ีสามารถเขา้ท าลายขา้วไดม้ากกว่า 100 ชนิดทั้งในนา

พื้นท่ีสูงและนาน ้ าขงั แต่ในการศึกษาน้ีพบไส้เดือนฝอยในดินเพียงแค่ 4 ชนิดเท่านั้นอาจเป็นเพราะ

ช่วงระยะเวลาท่ีไปเก็บดินเป็นช่วงท่ีเกษตรกรพึ่งไขน ้ าออกแปลง และก่อนหนา้นั้นมีการปล่อยน ้ า

ท่วมแปลงนานประมาณ 120 วนั Trivedi and Barker (1986) กล่าวว่าการไขน ้ าท่วมแปลงขา้วเป็น

อีกวิธีการหน่ึงท่ีสามารถลดจ านวนประชากรของไส้เดือนฝอยศัตรูพืชได้เน่ื องจากความช้ืน 

อุณหภูมิ pH และอากาศในดินไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของไส้เดือนฝอยจึงท าให้การศึกษา

คร้ังน้ีพบจ านวนไส้เดือนฝอยในดินไม่มากอีกทั้งไม่มีความหลากหลาย แต่อยา่งไรก็ตาม Goswami 

et al. (2015) รายงานว่าไส้เดือนฝอย Hirschmanniella sp. และ Meloidogyne sp. เป็น endoparasite 

ท่ีสามารถอยู่รอดและเพิ่มจ านวนภายในรากขา้วไดเ้ม่ือสภาพแวดลอ้มภายนอกไม่เหมาะสมต่อการ
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เจริญเติบโต ดงันั้นวงจรชีวิตส่วนใหญ่จึงอยู่ภายในรากขา้วมากกว่าในดินซ่ึงสอดคลอ้งกบัจ านวน

ไส้เดือนฝอยท่ีพบในการศึกษาคร้ังน้ี นอกจากน้ีปัจจัยทางส่ิงแวดล้อม ตัวอย่างเช่น ความช้ืน 

อุณหภูมิ โครงสร้างของดิน pH พนัธุ์พืช และอายุพืช เป็นต้น มีผลกระทบต่อการด ารงชีวิตของ

ไส้ เดือนฝอยด้วยเช่นกัน  (Burns, 1970; Hussaini et al., 2005 ; Kim et al., 2017) ซ่ึ ง Peacock 

(1957), Burns (1970) และ Davide (1980) รายงานว่าไส้ เดือนฝอย M. javanica, M. incognita, 

Pratylenchus alleni, Hoplolaimus galeatus  และ Radopholus similis สามารถเจริญเติบโตได้ดีท่ี 

pH 5.0–7.0 นอกจากน้ี Suong และคณะ (2019) รายงานว่าอายุข้าวมีผลต่อปริมาณประชากรของ

ไส้เดือนฝอย M. graminicola และ Hirschmanniella mucronata โดยในช่วงตน้กลา้ของขา้วจะพบ

มากท่ีสุดและต่อมาจะพบปริมาณนอ้ยลงจนกระทัง่เก็บเก่ียว จากขอ้มูลดงักล่าวสอดคลอ้งกบัผลการ

ทดลองคือพบไส้เดือนฝอยรากปมเป็นจ านวนมากในขา้วอายุประมาณ 90–120 วนัและดิน pH 5.3–

6.7 ในแปลงข้าวจังหวัดปทุมธานี  ส่ วน เร่ืองพัน ธุ์ ข้าวต่ อจ านวนไส้ เดือนฝอยศัต รูพื ช 

Hirschmanniella sp. และ Meloidogyne sp. พบว่ายงัไม่มีงานวิจยัรายงานเก่ียวกบัการเขา้ท าลายของ

ไส้เดือนฝอยในขา้วแต่ละพนัธุ์ท่ีไดท้ าการเก็บตวัอยา่งจากจงัหวดัปทุมธานี 
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ภาพท่ี  10 จ านวนไส้เดือนฝอยศตัรูพืชท่ีแยกได้จากดิน 150 กรัม (A) และรากขา้ว 10 กรัม (B) ใน

แปลงขา้วอ าเภอหนองเสือ (PN 1,2) ธัญบุรี (PT 1,2) ล าลูกกา (PL 1,2) คลองหลวง (PK 
1,2) เมือง (PM 1,2), สามโคก (PS 1,2) และลาดหลุมแกว้ (PLA1,2) จงัหวดัปทุมธานี 
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2.การระบุชนิดของไส้เดือนฝอยศัตรูพืชหลกัในนาข้าวโดยใช้ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 

2.1 ไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne sp. 
จากการวดัขนาดของไส้เดือนฝอยรากปมตัวอ่อนระยะท่ี 2 พบว่าความยาวของ

ล าตัวเฉล่ียอยู่ในช่วง 427.0–501.0 ไมโครเมตร stylet มีความยาวเท่ากับ 13.1–15.7 ไมโครเมตร 
ความกวา้งของล าตวัเท่ากับ 13.0–17.3 ไมโครเมตร ความยาวหางเท่ากับ 65.0–98.0 ไมโครเมตร 
ความกวา้งบริเวณหางเท่ากบั 8.0–12.0 ไมโครเมตร บริเวณหางมีลกัษณะมน เป็นรูปกรวย (conoid) 
และเป็นต่ิงใส (ภาพท่ี 11) ส่วนค่าลกัษณะทางสัณฐานวิทยา มีดงัน้ี a = 26.7–35.3, b = 5.0–6.4, c = 
4.8–7.1 และ c’ = 6.1–9.2 (ตารางท่ี 4)  ส่วนไส้เดือนฝอยรากปมตวัเต็มวยัเพศผูมี้ความยาวล าตัว
เท่ากบั 1,060.0–1,734.0 ไมโครเมตร stylet ยาวเท่ากบั 18.0–22.0 ไมโครเมตร ความยาวของหลอด
อาหาร 167.0–274.0 ไมโครเมตร ความกวา้งล าตวั 26.0–31.0 ไมโครเมตร หางมีลกัษณะโคง้มน 
(bluntly rounded) ท่ีมีความยาวเท่ากบั 9.0–13.0 ไมโครเมตร ความกวา้งหาง 19.0–23.0 ไมโครเมตร 
ความยาว spicule 21.0–23.0 ไมโครเมตร (ภาพท่ี 12) ส่วนค่าลกัษณะทางสัณฐานวิทยามีดงัน้ี a = 
40.8–62.0, b = 7.5–16.8, b’= 3.9–8.1, c = 117.8–155.3 และ c’ = 0.45–0.57 (ตารางท่ี 5)  ซ่ึงผลการ
ทดลองการวดัขนาดของไส้เดือนฝอยรากปมตวัอ่อนระยะท่ี 2 และตวัเต็มวยัเพศผูส้อดคลอ้งกับ
รายงานของกนกทิพย ์ทะลือ และคณะ (2562) และ Salalia และคณะ (2017) ท่ีรายงานว่าลกัษณะ
ดงักล่าวเป็นลกัษณะของไส้เดือนฝอย M. graminicola  

ลักษณะรอยหยกัส่วนก้นของไส้เดือนฝอยรากปมท่ีพบในอ าเภอสามโคก จังหวดั
ปทุมธานีพบว่ามีลกัษณะกลมเป็นรูปไข่ (oval shaped) ไม่พบ lateral line (ภาพท่ี 13) ซ่ึงลกัษณะดงักล่าว
เหมือนกับลักษณะรอยหยกัส่วนก้นของ M. graminicola ท่ีรายงานโดย Hunt และ Handoo (2009) แต่
อยา่งไรก็ตามผลการทดลองการระบุชนิดจะถูกยนืยนัอีกคร้ังดว้ยการใชว้ิธีทางอณูชีววิทยา 
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ภาพ ท่ี  11 ลักษณะทางสัณฐานของไส้ เดือนฝอยรากปมตัวอ่อนระยะท่ี  2 (Meloidogyne 
graminicola) ท่ีพบในแปลงข้าวอ าเภอสามโคกจังหวดัปทุมธานี; A คือภาพเต็มตัว 
(400x); B คือภาพส่วนหวั (1000x) และ C คือภาพส่วนหาง (1000x)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



36 

 
 

ตารางท่ี 4 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของไส้เดือนฝอย Meloidogyne graminicola ตวัอ่อนระยะท่ี 2 
ท่ีพบในแปลงขา้วอ าเภอสามโคก จงัหวดัปทุมธานี 

/1ค่าเฉล่ีย±SD (ค่าต ่าสุด–ค่าสูงสุด)  

Character Meloidogyne graminicola  
(This study) 

 Meloidogyne graminicola  
(Salalia et al., 2017) 

n 20  15 
L 477.6±20.4/1 µm 

(427–501) 
 484.6 µm 

(408.3–568.3) 
a 31.9±2.2 

(26.7–35.3) 
 32.4 

(27.1–37.4) 
b 5.8±0.4 

(5.0–6.4) 
 5.9 

(5.2–6.3) 
c 5.7±0.7 

(4.8–7.1) 
 6.4 

(6.1–6.8) 
c’ 7.8±0.8 

(6.1–9.2) 
 7.1 

(5.4–8.5) 
Stylet length 14.1±0.6 µm 

(13.1–15.7) 
 11.4 µm 

(11.0–12.0) 
Maximum 
body width 

15.1±1.2 µm 
(13.0–17.3) 

 14.9 µm 
(14.0–16.0) 

Pharynx 
length 

82.6±7.8 µm 
(69.0–97.0) 

 82.0 µm 
(71.0–92.0) 

Maximum tail 
width 

10.9±1.0 µm 
(8.0–12.0) 

 10.7 µm 
(10.0-12.0) 

Tail length 84.6±9.8 µm 
(65.0–98.0) 

 75.3 µm 
(64.0–92.0) 
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ภาพท่ี 12 ลกัษณะทางสัณฐานของไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne graminicola ตวัเต็มวยัเพศผูท่ี้
พบในแปลงขา้วอ าเภอสามโคกจงัหวดัปทุมธานี; A คือภาพเตม็ตวั (100x); B คือภาพส่วน
หวั (400x) และ C คือภาพส่วนหาง (400x) 
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ตารางท่ี 5 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของไส้เดือนฝอย Meloidogyne graminicola ตวัเต็มวยัเพศผูท่ี้
พบในแปลงขา้วอ าเภอสามโคก จงัหวดัปทุมธานี 
 

/1ค่าเฉล่ีย±SD (ค่าต ่าสุด–ค่าสูงสุด)  

Character Meloidogyne graminicola  
(This study) 

 Meloidogyne graminicola  
(Salalia et al., 2017) 

n 4  10  
L 1,393.0±289.3/1 µm 

(1,060.0–1,734.0) 
 1,261.0 µm 

(1,116.0–1,445.7) 
a 48.8±9.3 

(40.8–62.0) 
 41.7  

(36.8–51.6) 
b 13.5±4.1 

(7.5–16.8) 
 

– 

b' 6.9±2.0 
(3.9–8.1) 

 6.1  
(5.7–6.6) 

c 135.4±15.4 
(117.8–155.3) 

 126.5  
(108.8–150.7) 

c’ 0.49±0.10 
(0.45–0.57) 

 0.58  
(0.5–0.6) 

Stylet length 20.0±1.7 µm 
(18.0–22.0) 

 18.1 µm 
(17.0–19.0) 

Maximum 
body width 

29.0±2.1 µm 
(26.0–31.0) 

 30.4 µm 
(28.0–33.0) 

Pharynx 
length 

211.0±46.7 µm 
(167.0–274.0) 

 218.8 µm 
(187.0–248.0) 

Anterior end 
to PIJ 

108±25.3 µm 
(87.0–141.0) 

 
– 

Maximum tail 
width 

21.0±1.6 µm 
(19.0–23.0) 

 17.8 µm 
(17.0–19.0) 

Tail length 10.0±1.7 µm 
(9.0–13.0) 

 10.0 µm 
(9.0–11.0) 

Spicule length 22.0±1.2 µm 
(21.0–23.0) 

 28.2 µm 
(26.0–30.0) 
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ภาพท่ี 13 ลกัษณะรอยหยกัส่วนกน้ของไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne graminicola ตวัเต็มวยั
เพศเมีย (A, B) ท่ีพบในแปลงขา้วอ าเภอสามโคกจงัหวดัปทุมธานีเปรียบเทียบกบัรอยหยกั
ส่วนกน้ของ M. graminicola (C) ท่ีรายงานโดน Hunt และ Handoo (2009) 

 
2.2 ไส้เดือนฝอยรากข้าว Hirschmanniella sp. 

ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของไส้เดือนฝอย Hirschmanniella sp. เพศผูแ้ละเพศเมีย
พบว่าไม่มีความแตกต่างกัน (ภาพท่ี 14 และ 15) ความยาวของล าตัวอยู่ในช่วง 1,639.0–2,329.0 
ไมโครเมตร stylet ยาว 24.0–27.0 ไมโครเมตร basal knob มีลกัษณะกลม ริมฝีปากด าเห็นชดั ค่า PIJ 
อยู่ในช่วง 105.0–147.0 ไมโครเมตร ส่วนบริเวณซ้อนทบัของล าไส้และ pharyngeal มีลกัษณะยาว 
ความยาวของหลอดอาหารเท่ากบั 217.0–431.0 ไมโครเมตร ส่วนหางพบว่ามีความยาวเท่ากบั 65.0–
108.0 ไมโครเมตร และความกวา้งหางเท่ากับ 15.0–25.0 ไมโครเมตร บริเวณปลายหางมีลกัษณะ
เป็นต่ิงท่ีเรียกว่า mucron ส าหรับไส้เดือนฝอยรากข้าวเพศผู ้จะเห็น bursa และ spicule ชัดเจน 
ในขณะท่ีเพศเมียมีอวยัวะสืบพนัธุ์อยู่บริเวณก่ึงกลางของล าตวั (ประมาณ 50 เปอร์เซ็นตข์องล าตวั) 
และมีรังไขท่ั้งหมด 2 อนั 

ค่าลกัษณะทางสัณฐานวิทยาพบดังน้ี L = 1,639.0–2,329.0 ไมโครเมตร V = 49.2–
57.3% a = 52.4–72.8 b = 12.4–19.0 b’ = 4.2–8.7 c = 17.5–30.0 และ c’= 3.1–6.0 (ตารางท่ี  6) ผล
การทดลองดงักล่าวสอดคลอ้งรายงานของ Khun และคณะ (2015) ท่ีรายงานว่าลกัษณะดงักล่าวท่ี
พบเป็นลกัษณะของไส้เดือนฝอย Hirshmanniella mucronata ในแปลงขา้วจงัหวดัตะแกว้ ประเทศ
กมัพูชา ในปี พ.ศ. 2005 Bridge และคณะรายงานว่าพบไส้เดือนฝอยรากขา้ว H. oryzae ในประเทศ
ไทย ซ่ึงพบว่าความแตกต่างระหว่าง H. mucronata และ H. oryzae คือไส้เดือนฝอย H. oryzae มี
ขนาดตวั (1,090.0–1,330.0 ไมโครเมตร) และ stylet (15.0–17.0 ไมโครเมตร) สั้นกว่าไส้เดือนฝอย 
H. mucronata (Chen et al., 2006) แต่อย่างไรก็ตามผลการระบุชนิดดงักล่าวถูกยืนยนัดว้ยการใชว้ิธี
ทางอณูชีววิทยาอีกคร้ังเน่ืองจากเป็นวิธีท่ีมีความแม่นย  ามากกวา่วิธีทางสัณฐานวิทยา 
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ภาพท่ี 14 ภาพลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของไส้เดือนฝอย Hirschmanniella mucronata เพศเมียแยก

ไดจ้ากแปลงขา้วในจงัหวดัปทุมธานี; A: ภาพเตม็ตวั (100×); B: ภาพส่วนหวั (1000×); C: 
ภาพแสดงอวยัวะสืบพนัธุ์เพศเมีย (1000×); D: ภาพส่วนหาง (1000×) 
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ภาพท่ี 15 ภาพลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของไส้เดือนฝอย Hirschmanniella mucronata เพศผูท่ี้แยก
ไดจ้ากแปลงขา้วในจงัหวดัปทุมธานี; A: ภาพเตม็ตวั (100×); B: ภาพส่วนหวั (1000×); C: 
ภาพส่วนหาง (1000×). 
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ตารางท่ี 6 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของไส้เดือนฝอย Hirschmanniella mucronata ท่ีแยกไดจ้าก
แปลงขา้วในจงัหวดัปทุมธานี 

/1ค่าเฉล่ีย±SD (ค่าต ่าสุด–ค่าสูงสุด)  
 

Character Hirschmanniella mucronata 
(This study) 

H. mucronata  
Takeo, Cambodia 
(Khun et al., 2015) 

Female Male Female Male 
n 24 24 30 21 
L 2,023.0±140/1 µm 

(1,779.0–2,329.0) 
1,864.0±131 µm 
(1,639.0–2,221.0) 

1,775.0±188 µm 
(1,260.0–2,160.0) 

1,734.0±186 µm 
(1,421.0–2,109.0) 

V (%) 53.0±1.7 
(49.2–57.3) 

– 52.0±2.3 
(49.0–59.0) 

– 

a 63.7±4.2 
(55.8–72.8) 

63.8±6 
(52.4–75.5) 

58.0±5.2 
(47.0–67.0) 

59.0±7.6 
(45.0–81.0) 

b 16.0±1.2 
(19.0–14.0) 

14.5±1.4 
(12.4–18.5) 

14.0±1.1 
(12.0–16.0) 

13.9±1.7 
(11.0–16.7) 

b’ 6.1±1.1 
(4.8–8.7) 

5.5±0.6 
(4.2–7.0) 

5.9±0.7 
(4.4–7.4) 

5.8±0.7 
(4.5–7.0) 

c 23.6±3 
(18.0–30.0) 

22.3±2.3 
(17.5–26.7) 

22.0±2.7 
(16.0–28.0) 

21.0±2.2 
(17.0–25.0) 

c’ 4.0±0.4 
(3.1–4.6) 

4.5±0.6 
(3.6–6.0) 

3.7±0.4 
(2.8–5.0) 

4.4±0.4 
(3.5–5.1) 

Stylet length 25.8±1.0 µm 
(24.0–27.0) 

25.7±1.1 µm 
(24.0–27.0) 

22.2±0.6 µm 
(21.0–23.0) 

23.0±1.2 µm 
(21.0–26.0) 

Maximum body 
width 

31.8±2.2 µm 
(27.0–35.0) 

29.4±2.5 µm 
(23.0–34.0) 

30.5±2.3 µm 
(25.0–35.0) 

30.0±3.6 µm 
(22.0–35.0) 

Pharynx length 338.4±51.2 µm 
(217.0–417.0) 

341.4±39.1 µm 
(263.0–431.0) 

300.0±40 µm 
(229.0–399.0) 

299.0±38.0 µm 
(215.0–371.0) 

Anterior end to 
PIJ 

127.7±5.5 µm 
(117.0–140.0) 

128.9±10.5 µm 
(105.0–147.0) 

124.0±12.0 µm 
(147–184) 

125.0±10.9 µm 
(108.0–144.0) 

Anterior to 
vulva length 

1,077.3±65.5 µm 
(958.0–1,188.0) 

– 936.0±104 µm 
(630.0–1,160.0) 

– 

Spicules length - 31.9±1.9 µm 
(29.0–36.0) 

– 34.0±1.6 µm 
(31.0–37.0) 

Maximum tail 
width 

21.8±1.8 µm 
(19.0–25.0) 

18.9±2.1 µm 
(15.0–22.0) 

22.0±2.3 µm 
(18.0–27.0) 

18.5±1 µm 
(16.0–20.0) 

Tail length 86.5±7.9 µm 
(74.0–102.0) 

84.3±9 µm 
(65.0–108.0) 

81.0±8.2 µm 
(60.0–99.0) 

82.6±9.9 µm 
(63.0–98.0) 
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3. การระบุชนิดของไส้เดือนฝอยศัตรูพืชหลกัในนาข้าวโดยใช้วิธีอณูชีววิทยา 

3.1 ไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne sp. 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยการใช้ไพรเมอร์ rDNA2/rDNA1.58s พบว่า 

ดี เอ็น เอ มีขนาดอยู่ ใน ช่วงประมาณ  450 คู่ เบส  (ภาพ ท่ี  16) สอดคล้องกับรายงานของ  
Bellé และคณะ (2019) ท่ีรายงานขนาดดีเอ็นของไส้เดือนฝอยรากปมเท่ากับ 439 คู่เบสเม่ือใช ้
ไพรเมอร์ rDNA2/rDNA1.58s จากนั้ นน านิวคลีโอไทด์ท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน 
GenBank พบว่ามีความเหมือนกับไส้เดือนฝอย M. graminicola เท่ากับ 98–99 เปอร์เซ็นต์ และท า
การบันทึกล าดับ นิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล  National Center for Biotechnology Information 
(NCBI)ไดเ้ลขการเขา้ถึงฐานขอ้มูล GenBank คือ MT271019–MT271021 (ตารางท่ี 7) นอกจากน้ี
ผลของการศึกษาแผนภูมิความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของไส้เดือนฝอยรากปมบริเวณ 18S-ITS1-
5.8S แสดงให้เห็นว่าไส้เดือนฝอยรากปมท่ีแยกไดจ้ากอ าเภอสามโคก จงัหวดัปทุมธานีอยู่ในกลุ่ม
เดียวกับไส้ เดือนฝอย M. graminicola ท่ีแยกได้จากประเทศเวียดนามท่ีมีค่า bootstrap values 
มากกวา่ 98 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 17) 

 นอกจากน้ียงัได้ท าการยืนยนัสกุลของไส้เดือนฝอยรากปมด้วยการใช้ไพรเมอร์
จ าเพาะ C2F3/1108 ซ่ึงพบวา่ไส้เดือนฝอยรากปมแต่ละชนิดจะมีขนาดของดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนั จาก
การศึกษาน้ีพบขนาดดีเอ็นเอเท่ากับ 520 คู่เบส (ภาพท่ี 16) ซ่ึงเป็นลักษณะของไส้ เดือนฝอย  
M. graminicola ท่ีถูกรายงานโดย Long และคณะ (2017) ในประเทศจีน ในปัจจุบันพบว่า 
ไส้เดือนฝอยรากปมท่ีเขา้ท าลายขา้วมีอยู่ 2 ชนิดในเขตประเทศแถบทวีปเอเชียคือ M. graminicola 
และ M. incognita (Ruanpanun and Khun-In, 2015) ซ่ึงพบว่าหากใช้ไพรเมอร์ C2F3/1108 ในการ
เพิ่มปริมาณดีเอน็เอไส้เดือนฝอย M. incognita จะมีขนาดดีเอน็เอเท่ากบั 1,500–1,600 คู่เบส (Powers 
and Harris, 1993) ส่วนการใช้ SCAR-MgFW/ SCAR-MgRev พบว่ามีขนาดของดีเอ็นเอเท่ากับ  
650 คู่ เบส (ภาพท่ี 16) ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานของ Bellafiore และคณะ (2015) ท่ีรายงานว่า
ไส้เดือนฝอยดังกล่าวเป็นไส้เดือนฝอย M. graminicola ดังนั้ นจากการระบุชนิดด้วยการใช้ 3  
ไพรเมอร์จึงยืนยนัไดว้่าไส้เดือนฝอยรากปมท่ีพบในแปลงข้าวอ าเภอสามโคก จงัหวดัปทุมธานี คือ
ไส้เดือนฝอยรากปม M. graminicola 
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ภาพท่ี 16 ผลการวิเคราะห์ดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายจากไส้เดือนฝอยตัว 

เต็ ม วัย  Meloidogyne graminicola โดยใช้ ไพ ร เมอ ร์  rDNA2/rDNA1.58s (ช่ อ ง  1-3), 
C2F3/1108 (ช่ องท่ี  4-10) และ  SCAR-MgFW/ SCAR-MgRev (ช่ อง ท่ี  11-14) ท าก าร
ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอแต่ละตัวอย่างโดยใช้ gel electrophoresis ใน 1.5% (w/v) 
agarose gel; M : DNA marker (100 bp DNA ladder RTU); NC: Negative control (ไม่ใส่
ดีเอน็เอตน้แบบ); PC : Positive control (ดีเอน็เอตน้แบบของ Meloidogyne enterolobii) 
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ตารางท่ี 7 หมายเลขการเขา้ถึงฐานขอ้มูลยนีของไส้เดือนฝอย Meloidogyne graminicola ท่ีไดท้ าการ
บนัทึกลงใน GenBank 

ชนิดของไส้เดือนฝอย 
สายพนัธ์ุ 
(isolate) 

ต าแหน่ง 
(Location) 

บริเวณยีน 
(Sequenced region) 

GenBank 
accession number 

Meloidogyne graminicola PS1 สามโคก 18S-ITS1-5.8S  MT271019 
M. graminicola PS2 สามโคก 18S-ITS1-5.8S MT271020 
M. graminicola PS3 สามโคก 18S-ITS1-5.8S MT271021 

 

 

ภาพท่ี 17 การศึกษาแผนภูมิความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของไส้เดือนฝอยรากปมท่ีพบในแปลงขา้ว
อ าเภอสามโคก จงัหวดัปทุมธานีบนต าแหน่ง 18S-ITS1-5.8S เปรียบเทียบกบัไส้เดือนฝอย
ศตัรูพืชในขา้วท่ีไดจ้ากฐานขอ้มูล GenBank ดว้ยการใช ้Maximum likelihood method 
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3.2 ไส้เดือนฝอยรากข้าว Hirschmanniella sp. 
จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายบริเวณ 18S-ITS1-5.8S และ 28S rRNA ด้วย

การใช้ไพรเมอร์ rDNA2/rDNA1.58s และ D2A/D3B พบว่าดีเอ็นเอมีขนาดเท่ากับ 470 และ 750 คู่
เบส ตามล าดบั (ภาพท่ี 18) สอดคลอ้งกบัรายงานของ Beesa (2020) และ Berg และคณะ (2009) ท่ี
รายงานขนาดดีเอ็นเอของไส้ เดือนฝอย Hirschmanniella sp. ท่ีถูกเพิ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์ 
rDNA2/rDNA1.58s และ D2A/D3B มีขนาดเทา่กบั 470 และ 750 คูเ่บส ตามล าดบั และเม่ือน าล าดบั
นิวคลีโอไทด์ไปเปรียบกับฐานข้อมูลใน GenBank ผลพบว่ามีความเหมือนกับไส้เดือนฝอย H. 
mucronata มากกว่า 98-99 เปอร์เซ็นต ์ทั้งบริเวณยีน 18S-ITS1-5.8S และ 28S rRNA จากนั้นท าการ
บัน ทึกล าดับ นิวคลีโอไทด์ลงในฐานข้อมูล  National Center for Biotechnology Information 
(NCBI)ได้เลขการเข้าถึงฐานขอ้มูล GenBank คือ MT597911–MT597916 ส าหรับยีน 28S rRNA 
และ MT602628–MT602633 ส าหรับ 18S-ITS1-5.8S (ตารางท่ี 8) 
  การศึกษาแผนภูมิความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของไส้เดือนฝอยรากข้าวท่ีพบ
เปรียบเทียบกบัไส้เดือนฝอยศตัรูพืชท่ีเขา้ท าลายขา้วท่ีไดจ้าก GenBank ผลพบว่าไส้เดือนฝอยราก
ขา้วถูกจดัอยูใ่นกลุ่มของไส้เดือนฝอย H. mucronata ท่ีมีค่า bootstrap values มากกวา่ 93 เปอร์เซ็นต ์
ทั้งต าแหน่ง 18S-ITS1-5.8S และ 28S rRNA และมีความเก่ียวขอ้งเป็นพี่น้อง (sister group) กบักลุ่ม
ของไส้เดือนฝอย H. kwazuna และ H. loofi นอกจากน้ียงัพบว่าไส้เดือนฝอย H. oryzae อยู่ต่างกลุ่ม
กบัไส้เดือนฝอย H. mucronata (ภาพท่ี 19) สอดคลอ้งกบัรายงานของ Pascual และคณะ (2014) และ 
Khun และคณะ (2015) ท่ีรายงานว่าช้ินส่วนล าดบันิวคลีโอไทด์ (single nucleotide polymorphisms) 
ของ H. mucronata ท่ีบริเวณ 28S rRNA ต่างจากไส้เดือนฝอย H. kwazuna และ H. loofi ประมาณ 
7.7–8.3 เปอร์เซ็นต ์และ 8.1–8.7 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ส่วนบริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 มีความต่างกนั
ประมาณ 22.8–23.4 เปอร์เซ็นต์ และ 22.7–23 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในขณะท่ีไส้เดือนฝอย H. 
oryzae อยูต่่างกลุ่มกบัไส้เดือนฝอย H. mucronata 
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ภาพท่ี 18 ผลการวิเคราะห์ดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณดีเอน็เป้าหมายจากไส้เดือนฝอยตวัเตม็วยั 

Hirschmanniella sp. โ ด ย ใ ช้ ไ พ ร เม อ ร์  rDNA2/rDNA1.58s แ ล ะ  D2A/D3B แ ล ะ
ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอแต่ละตัวอย่างโดยใช้ gel electrophoresis ใน 1.5% (w/v) 
agarose gel; M : DNA marker (100 bp DNA ladder RTU); NC: Negative control (ไม่ใส่
ดีเอ็นเอตน้แบบ); ช่องท่ี 1-6 : Hirschmanniella sp. เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ 
rDNA2/rDNA1.58s; ช่องท่ี 7-12 : Hirschmanniella sp. เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพร
เมอร์ D2A/D3B 

 
ตารางท่ี 8 หมายเลขการเขา้ถึงขอ้มูลยนีของไส้เดือนฝอย Hirschmanniella mucronata ท่ีไดท้ าการ
บนัทึกลงในฐานขอ้มูล GenBank 

ชนิดไส้เดือนฝอย 
สายพันธ์ุ 
(isolate) 

ต าแหน่ง 
(Location) 

บริเวณยีน 
(Sequenced region) 

GenBank accession 
number 

H. mucronata PN หนองเสือ 28S MT597911 
H. mucronata PT ธญับุรี 28S MT597912 
H. mucronata PL ล าลูกกา 28S MT597913 
H. mucronata PK คลองหลวง 28S MT597914 
H. mucronata PM อ าเภอเมือง 28S MT597915 
H. mucronata PS สามโคก 28S MT597916 
H. mucronata PN หนองเสือ 18S-ITS1-5.8S MT602628 
H. mucronata PT ธญับุรี 18S-ITS1-5.8S MT602629 
H. mucronata PL ล าลูกกา 18S-ITS1-5.8S MT602630 
H. mucronata PK คลองหลวง 18S-ITS1-5.8S MT602631 
H. mucronata PM อ าเภอเมือง 18S-ITS1-5.8S MT602632 
H. mucronata PS สามโคก 18S-ITS1-5.8S MT602633 
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ภาพ ท่ี  19 การศึกษ าแผนภู มิ ความสั มพัน ธ์ท างวิ ว ัฒนาการของไส้ เดื อนฝอยรากข้าว 
Hirschmanniella mucronata ท่ีพบจากแปลงข้าวอ าเภอสามโคก จังหวดัปทุมธานีบน
ต าแหน่งยีน (A) 28S rDNA และ (B) 18S-ITS1-5.8S เปรียบเทียบกับไส้ เดือนฝอย
ศตัรูพืชในขา้วท่ีไดจ้ากฐานขอ้มูล GenBank ดว้ยการใช ้Maximum likelihood method  
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4. การศึกษาการตอบสนองของข้าวต่อการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอยรากปมข้าว 
หลังจากปลูกเช้ือไส้ เดือนฝอยรากปมในข้าว เป็นเวลา 15 ว ัน  พบว่าไส้ เดือนฝอย 

รากปมสามารถเขา้ท าลายขา้วไดทุ้กสายพนัธุ์โดยมีลกัษณะปมเป็นตะขอดงัภาพท่ี 20 การศึกษาคร้ังน้ี
แสดงให้เห็นว่าขา้วทุกพนัธุ์ท่ีใชใ้นการทดสอบมีความอ่อนแอต่อไส้เดือนฝอยรากปมโดยเฉพาะอย่าง
ยิ่งพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ท่ีพบจ านวนปมและดัชนีการเกิดปมสูงท่ีสุด แมว้่าค่า Reproduction factor 
(Rf) ไม่มีแตกต่างทางสถิติกบัขา้วพนัธุ์ กข43 และ กข57 แต่ก็อยู่ในกลุ่ม Rf  สูง (ตารางท่ี 9) ในขณะท่ี
ขา้วพนัธุ์ กข6 เป็นขา้วท่ีมีการตอบสนองต่อการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอยรากปมมากท่ีสุดเน่ืองจากมี
ค่าดชันีการเกิดปมต ่าท่ีสุด แต่อย่างไรก็ตามพบว่าจ านวนปมไม่มีความแตกต่างทางสถิติกบัขา้วพนัธุ์
สันป่าตอง 1 และค่า Rf ไม่มีความแตกต่างทางสถิติกบัขา้วพนัธุ์สันป่าตอง 1 และปทุมธานี 1 ซ่ึงเป็น
ขา้วท่ีมีความอ่อนแอปานกลางต่อไส้เดือนฝอยรากปม (ตารางท่ี 9) ผลการทดลองดงักล่าวสอดคลอ้ง
กบั ลือชยั อารยะรังสฤษฏ ์(2528) ท่ีรายงานว่าขา้วพนัธุ์ กข6 เป็นขา้วพนัธุ์ท่ีค่อนขา้งมีความตา้นทาน
ต่อไส้เดือนฝอยรากปมโดยพบจ านวนตวัและไข่ นอ้ยกว่าพนัธุ์ขา้วท่ีมีความอ่อนแอ อีกทั้งยงัพบว่าตวั
เต็มวยัเพศเมียและขนาดของไข่มีขนาดเล็กกว่าอย่างมีนัยส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัขา้วพนัธุ์อ่อนแอ 
บุญหงษ์ จงคิดและวุฒิชยั แตงทอง (2558) รายงานว่าไส้เดือนฝอย M. graminicola สามารถเขา้ท าลาย
ขา้วขาวดอกมะลิ 105 ได ้มีอตัราการเกิดปมเฉล่ียเท่ากบั 2.4 ปม ในพื้นท่ีการเพาะปลูกขา้วอ าเภอคลอง
หลวง อ าเภอหนองเสือ จงัหวดัปทุมธานีและอ าเภอองครักษ์ จงัหวดันครนายก นอกจากน้ี กิตติพงษ ์
ศรีม่วง และพรทิพย ์เรือนปานนัท ์(2562) รายงานว่าพบประชากรไส้เดือนฝอย M. graminicola จ านวน 
60 ตวัต่อดิน 40 กรัม ในแปลงขา้วพนัธุ์ปทุมธานี 1 อ าเภอเมือง จงัหวดันครนายก แต่อย่างไรก็ตามไม่
พบการรายงานการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอยรากปมในขา้วพนัธุ์สันป่าตอง 1 กข43 และ กข57  
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ภาพท่ี 20 ลักษณะอาการรากปมท่ีเกิดจากการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne 
graminicola ในขา้วพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (A) ปทุมธานี 1 (B) สันป่าตอง 1 (C) กข6 (D) 
กข43 (E) และ กข 57 (F) 
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ตารางท่ี  9 การประเมินความต้านทานของข้าวต่อการเข้าท าลายของไส้ เดือนฝอยรากปม 
Meloidogyne graminicola  

พนัธ์ุข้าว 
จ านวนปม 
(Gall no.) 

ดัชนกีารเกิดปม 
(Gall index) 

การตอบสนอง 
(Reaction) 

Reproduction factor 
(Rf) 

ขาวดอกมะลิ 105 11.9±1.9a/1 54.0 S/2 33.92±3.2a 
ปทุมธานี 1 6.3±0.9c 42.0 MS 11.93±3.1b 
สันป่าตอง 1 5.4±0.6cd 40.0 MS 15.1±2.2b 

กข 6 3.2±0.5d 30.0 MS 10.02±3.5b 
กข 43 6.3±0.6c 40.0 MS 27.35±3.6a 
กข 57 9.2±0.9b 48.0 MS 25.92±4.8a 

/1 ค่าเฉล่ีย ± SE (n=10) ถูกเปรียบเทียบกนัดว้ยการใช ้Duncan adjustment for multiple comparisons 
ตวัอกัษรเหมือนกนัในแต่ละคอลมัน์หมายถึงไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติ (p>0.05) 
/2 MS หมายถึงขา้วมีความอ่อนแอปานกลางต่อไส้เดือยฝอยรากปม; S หมายถึงขา้วมีความอ่อนแอ
ต่อไส้เดือยฝอยรากปม 
 
5. การตรวจสอบการเจริญเติบโตของไส้เดือนฝอยรากปมภายในรากข้าว 

จากการยอ้มเน้ือเยื่อรากข้าวท่ีระยะเวลา 2 วนัหลังจากการปลูกไส้เดือนฝอยรากปมผล
พบว่ามีการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอยในขา้วทุกพนัธุ์ค่าเฉล่ียอยู่ในช่วง 5.1–9.8 ตวั (ตารางท่ี  10 
และภาพท่ี 21)โดยพบว่าขา้วพนัธุ์ กข6 ปทุมธานี 1 และสันป่าตอง 1 มีการเขา้ท าลายนอ้ยท่ีสุดอยา่ง
มีนัยส าคญั จ านวน 5.1, 5.2 และ 6.5 ตวั ตามล าดบั และเม่ือยอ้มรากท่ี 14 วนัพบว่ามีการเขา้ท าลาย
ของไส้เดือนฝอยรากปมเท่ากับ 6.4–11.5 ตวั โดยพนัธุ์ข้าวท่ีมีการตอบสนองการเขา้ท าลายของ
ไส้เดือนฝอยรากปมมากท่ีสุดคือขา้วพนัธุ์ กข6 และปทุมธานี 1 เน่ืองจากมีการเขา้ท าลายน้อยท่ีสุด
อย่างมีนยัส าคญั โดยเฉพาะอย่างยิง่ขา้วพนัธุ์ กข 6 ท่ีพบวา่ 70.4 เปอร์เซ็นตเ์ป็นไส้เดือนฝอยรากปม
ระยะท่ี 3+4 และมีอตัราการสร้างกลุ่มไข่เพียง 0.8 กลุ่มเท่านั้น ส่วนขา้วพนัธุ์ปทุมธานี 1 ถึงแมจ้ะ
พบจ านวนการเขา้ท าลายไม่แตกต่างทางสถิติกับขา้วพนัธุ์ กข6 แต่อย่างไรก็ตามพบว่าประชากร
ส่วนใหญ่ท่ีพบเป็นเพศเมียตวัเต็มวยัมากกว่า 64.5 เปอร์เซ็นต ์ท่ีมีการสร้างกลุ่มไข่จ านวน 1.8 กลุ่ม
หลงัจากการปลูกไส้เดือนฝอยรากปม 14 วนั ผลการทดลองดังกล่าวสอดคลอ้งกับ ลือชัย อารยะ
รังสฤษฏ์ (2528) ท่ีรายงานว่าขา้วพนัธุ์ กข6 เป็นขา้วท่ีค่อนขา้งมีความตา้นทานต่อไส้เดือนฝอยราก
ปม M. graminicola โดยพบว่าการเจริญเติบโตของไส้เดือนฝอยรากปมในรากขา้วมีขนาดของตัว
เมีย ไข่และตวัอ่อนเลก็กวา่ขา้วพนัธุ์ท่ีมีความอ่อนแอ อีกทั้งผนงัเซลลข์อง giant cell มีความบางและ



52 

 
 

เล็กกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัพนัธุ์ขา้วท่ีมีความอ่อนแอ ดงันั้นจึงไดเ้ลือกขา้วพนัธุ์ กข6 และขาวดอก
มะลิ 105 เพื่อเป็นตวัแทนในการศึกษาการตอบสนองเชิงป้องกนัต่อไป 
 
ตารางท่ี 10 การตรวจสอบการเจริญเติบโตของไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne graminicola 
ภายในรากขา้วท่ีระยะเวลา 2 วนัและ 14 วนั 

พนัธ์ุข้าว 

2 DAI/1  14DAI 

จ านวนไส้เดือน
ฝอยรากปมในราก 

 จ านวนไส้เดือน
ฝอยรากปมในราก 

J3+J4  
(%) 

ตวัเต็มวัย  
(%) 

กลุ่มไข่/ราก 

ขาวดอกมะลิ 105 9.8±1.1a/2  9.7±0.8ab 21.0±2.8c 79.0±2.8a 4.8±0.4a 
ปทุมธานี 1 5.2±0.6c  6.4±0.4d 35.5±5.2b 64.5±5.2b 1.8±0.4cd 
สันป่าตอง 1 6.5±1.0bc  8.5±0.8bc 58.6±2.7a 41.4±2.7c 1.3±0.3d 

กข 6 5.1±0.6c  6.9±0.6cd 70.4±2.9a 29.6±2.9c 0.8±0.2d 
กข 43 9.0±0.8a  8.7±1.1bc 36.5±5.4b 63.5±5.4b 2.7±0.4bc 
กข 57 8.7±0.7ab  11.5±0.7a 30.4±5.6bc 69.6±5.6ab 3.6±0.6b 

/1 DAI คือจ านวนวนัหลงัจากการปลูกไส้เดือนฝอยลงไปในบริเวณรากขา้ว 
/2 ค่าเฉล่ีย ± SE (n=10) ถูกเปรียบเทียบกนัดว้ยการใช ้Duncan adjustment for multiple comparisons 
ตวัอกัษรเหมือนกนัในแต่ละคอลมัน์หมายถึงไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p>0.05) 
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ภาพท่ี 21 ลกัษณะอาการรากปมขา้วท่ีถูกยอ้มดว้ยการใช้ acid fuchsin หลงัจากปลูกไส้เดือนฝอย
รากปม Meloidogyne graminicola ท่ีระยะเวลา 14 วนั; A คือขา้วพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105; 
B คือขา้วพนัธุ์ปทุมธานี 1; C คือขา้วพนัธุ์สันป่าตอง 1; D คือขา้วพนัธุ์กข6; E คือขา้วพนัธุ์ 
กข43; F คือขา้วพนัธุ์ กข57; n คือไส้เดือนฝอยรากปม M. graminicola; g คือ giant cell; e 
คือไข่ของไส้เดือนฝอยรากปม   

 
6. การศึกษาการตอบสนองเชิงป้องกนัของข้าวต่อการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอยรากปมในสภาพ
ห้องปฏิบัติการ 

กิจกรรมของเอนไซม ์PAL ในขา้วพนัธุ์ กข6 ท่ีมีการปลูกไส้เดือนฝอยรากปม ท่ีระยะเวลา 
2 และ 3 วนัพบปริมาณของเอนไซม์สูงกว่าในกรรมวิธีควบคุม (ไม่มีการปลูกไส้เดือนฝอยรากปม) 
อย่าง มีนั ยส าคัญท างส ถิ ติ  โดยในวัน ท่ี  3 พบ กิจกรรมของ เอนไซม์ สู ง ท่ี สุ ด  2.66x10-2  
ยูนิตต่อรากสด 1 กรัม เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมพบเพียง 0.66x10-2 ยูนิตต่อรากสด 1 กรัม
เท่านั้น หลงัจากนั้นท่ี 4, 7, 10 และ 14 วนัไม่พบความแตกต่างกนัสถิติของทั้งสองกรรมวิธี ส่วนขา้ว
พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ไม่พบความแตกต่างกันทางสถิติของทั้ งสองกรรมวิธีในทุกช่วงเวลา  
(ภาพท่ี 22) 

กิจกรรมของเอนไซม์ PPO พบว่าหลงัจากการปลูกไส้เดือนฝอยรากปมในขา้วพนัธุ์ กข6 ท่ี
ระยะเวลา 1 และ 2 วนัพบปริมาณเอนไซม์ (1.18 และ 2.37 ยูนิตต่อรากสด 1 กรัม) สูงกว่าใน
กรรมวิธีควบคุม (0 และ 0.59 ยูนิตต่อรากสด 1 กรัม ตามล าดบั) หลงัจากนั้นพบว่าทั้งสองกรรมวิธี
ไม่มีแตกต่างกนัทางสถิติยกเวน้ท่ีระยะเวลา 10 วนัท่ีพบว่ากรรมวิธีควบคุมมีปริมาณเอนไซม์ PPO 
สูงกว่าอย่างมีนยัส าคญั ส่วนในขา้วพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ไม่พบความแตกต่างกนัทางสถิติของทั้ง
สองกรรมวิธีในทุกช่วงเวลา ยกเวน้ท่ี 4 และ 10 วนัท่ีพบว่ากรรมวิธีควบคุมพบปริมาณเอนไซม ์
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PPO (2.96 และ 2.37 ยูนิตต่อรากสด 1 กรัม ตามล าดบั) สูงกว่าในกรรมวิธีท่ีมีการปลูกไส้เดือนฝอย
รากปม (1.48 และ 0.59 ยนิูตต่อรากสด 1 กรัม ตามล าดบั) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (ภาพท่ี 23) 

กิจกรรมของเอนไซม ์POD พบว่ากรรมวิธีท่ีมีปลูกไส้เดือนฝอยรากปมในขา้วพนัธุ์ กข6 มี
กิจกรรมของเอนไซม์สูงกว่ากรรมวิธีควบคุมอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระยะเวลา 2, 3, 7 และ 14 
วนั โดยท่ี 3 วนัพบปริมาณเอนไซม์ POD สูงท่ีสุดเท่ากับ 395 ยูนิตต่อรากสด 1 กรัม ในขณะท่ี
กรรมวิธีควบคุมพบเพียง 238.3 ยูนิตต่อรากสด 1 กรัมเท่านั้น ท่ีระยะเวลา 4 วนัปริมาณเอนไซม์ใน
กรรมวิธีควบคุมสูงกวา่กรรมวิธีท่ีมีการปลูกไส้เดือนฝอยรากปมอยา่งมีนยัส าคญั ส่วนท่ีระยะเวลา 1 
และ 10 วนั ไม่พบความแตกต่างกนัทางสถิติของทั้งสองกรรมวิธี ในขณะท่ีขา้วพนัธุ์อ่อนแอ (ขาว
ดอกมะลิ 105) พบวา่ปริมาณของเอนไซมไ์ม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติของทั้งสองกรรมวิธีในช่วง 
1, 2, 3 และ 4 วนัหลงัจากปลูกไส้เดือนฝอยรากปม และหลงัจากนั้นท่ี 7, 10 และ 14 วนัผลพบวา่ใน
กรรมวิธีท่ีมีการปลูกไส้เดือนฝอยรากปมพบปริมาณเอนไซม์ POD สูงกว่ากรรมวิธีควบคุมอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (ภาพท่ี 24) 

จากการศึกษาพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ PAL, PPO และ POD ในข้าวพันธุ์  กข6 
(ตา้นทาน) เพิ่มขึ้นโดยเฉพาะอย่างยิ่งท่ี 1, 2 และ 3 วนัหลงัจากปลูกไส้เดือนฝอยรากปม ในขณะท่ี
ข้าวพันธุ์อ่อนแอ (ขาวดอกมะลิ 105) พบว่าส่วนใหญ่ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติระหว่าง
กรรมวิธีท่ีมีการปลูกและไม่มีการปลูกไส้เดือนฝอยรากปม ซ่ึงผลการทดลองดงักล่าวสอดคลอ้งกบั
รายงานของ Duan และคณะ (2014) ท่ีได้ท าการทดสอบความตา้นทานของขา้วต่อการเขา้ท าลาย
ของเพล้ียกระโดดสีน ้ าตาล ผลพบว่าในขา้วพนัธุ์ท่ีมีความตา้นทาน (Kasalath) มีการสร้างกิจกรรม
ของเอนไซม์ PAL, PPO และ POD สูงกว่าในขา้วพนัธุ์อ่อนแอ (Wuyujing 3) โดยเฉพาะอย่างยิ่งท่ี
ระยะเวลา 2 และ 3 วนัหลงัจากถูกเพล้ียกระโดดสีน ้ าตาลเขา้ท าลาย โดย PAL เป็นเอนไซมต์วัแรก
ของ phenylpropanoid pathway ท่ีเก่ียวขอ้งกับการสังเคราะห์ phenolics, phytoalexins และ lignins 
นอกจากน้ีเอนไซม ์PPO และ POD สามารถออกซิไดซ์ phenolics กลายเป็นสารประกอบ phenolics 
เชิงซ้อน เช่น quinines และ tannins เป็นตน้ Scott-Craig และคณะ (1995) รายงานว่า POD เก่ียวขอ้ง
กบัการสร้างลิกนินโดยจะมีการสะสมเพิ่มมากขึ้นในพนัธุ์พืชตา้นทานโดยเฉพาะอยา่งยิ่งในช่วงท่ีมี
การเขา้ลายของเช้ือก่อโรค Anita และคณะ (2004) รายงานว่าในมะเขือเทศท่ีมีการกระตุน้ให้เกิด
ความตา้นทานแบบกระจายทัว่ทั้งตน้ดว้ยการใชเ้ช้ือ Pseudomonas fluorescens ร่วมกบัไส้เดือนฝอย 
รากปม M. incognita จะมีการสร้างกิจกรรมของเอนไซม์ PPO และ POD เพิ่มมากขึ้นและสามารถ
ยบัย ั้งไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ไดโ้ดยพบจ านวนปมและกลุ่มไข่น้อยกว่าอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุมท่ีไม่มีการปลูกเช้ือ P. fluorescens การศึกษาน้ีขา้วพนัธุ์ 
กข6 มีการสะสมกิจกรรมของเอนไซม ์PAL, PPO และ POD เพิ่มมากขึ้นโดยเฉพาะอย่างยิ่งในช่วง 
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2 และ 3 วนัหลังจากปลูกไส้ เดือนฝอยรากปม ซ่ึง ลือชัย อารยะรังสฤษฏ์ (2528) รายงานว่าท่ี
ระยะเวลา 2-3 วนัเป็นช่วงท่ีไส้เดือนฝอย M. graminicola เข้าท าลายรากข้าวมากท่ีสุด  อีกทั้งยงั
พบว่าจ านวนปม ดชันีการเกิดปม ค่า reproduction factor พบน้อยกว่าข้าวพนัธุ์อ่ืนอย่างนัยส าคญั 
จากการศึกษาคร้ังน้ีพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ท่ีพบมีความสอดคล้องกับผลการทดลองท่ี 5 
กล่าวคือขา้วพนัธุ์ กข6 มีกิจกรรมของเอนไซม์ PAL, PPO และ POD เพิ่มมากขึ้นอย่างมีนัยส าคญั
โดยเฉพาะอย่างยิ่งท่ีช่วง 1-3 วนัหลงัจากการปลูกไส้เดือนฝอย การเพิ่มขึ้นของเอนไซม์ทั้ง 3 ชนิด
แสดงให้เห็นว่าพืชมีการตอบสนองต่อการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอยรากปมโดยอาจจะสังเคราะห์
สารฟีนอลิก ไฟโตอเล็กซิน และลิกนิน เพื่อมายงัย ั้งการเข้าท าลายหรือการแพร่กระจายของ 
ไส้เดือนฝอยภายในราก (Duan et al., 2014) และจากการสังเคราะห์สารเหล่านั้นอาจจะเป็นผลให้
การพฒันาการของไส้เดือนฝอยรากปมในรากขา้วพนัธุ์ กข6 ชา้กว่าพนัธุ์ขา้วท่ีไม่มีการตอบสนอง 
(พนัธุ์อ่อนแอ)โดยท่ี 14 วนัหลงัจากการปลูกเช้ือ พบไส้เดือนฝอย J3+J4 มากกว่าตวัโตเต็มวยั (30 
เปอร์เซ็นต์)  ในขณะท่ีข้าวพันธุ์อ่อนแอ (ขาวดอกมะลิ 105) พบระยะตัวโตเต็มวยัมากกว่า 80 
เปอร์เซ็นต ์อีกทั้งยงัสร้างกลุ่มไข่เป็นจ านวนมาก (ตารางท่ี 10) ผลการทดลองดงักล่าวแสดงให้เห็น
ว่า PAL, PPO และ POD มีบทบาทส าคญัในการกระตุน้พืชให้เกิดความตา้นทานเพื่อยบัย ั้งการเขา้
ท าลายของไส้เดือนฝอยรากปมในขา้ว 
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ภาพท่ี 22 กิจกรรมเอนไซม ์phenylalanine ammonia lyase (PAL) ของขา้วพนัธุ์ กข6 (A) และขาว

ดอกมะลิ 105 (B) หลงัจากปลูกไส้เดือนฝอยรากปม (RKN) ท่ีระยะเวลา 1, 2, 3, 4, 7, 10 
และ 14 วนั 
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ภาพท่ี 23 กิจกรรมเอนไซม ์polyphenol oxidase (PPO) ของขา้วพนัธุ์ กข6 (A) และขาวดอกมะลิ 

105 (B) หลงัจากปลูกไส้เดือนฝอยรากปม (RKN) ท่ี 1, 2, 3, 4, 7, 10 และ 14 วนั 
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ภาพท่ี 24 กิจกรรมเอนไซม ์peroxidase (POD) ของขา้วพนัธุ์ กข6 (A) และขาวดอกมะลิ 105 (B) 

หลงัจากปลูกไส้เดือนฝอยรากปม (RKN) ท่ี 1, 2, 3, 4, 7, 10 และ 14 วนั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



59 

 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาพบว่ามีการแพร่ระบาดของไส้เดือนฝอยศตัรูพืชเป็นจ านวนมากในแปลงขา้ว
ของทั้ง 7 อ าเภอไดแ้ก่ หนองเสือ ล าลูกกา ธญับุรี คลองหลวง เมือง ลาดหลุมแกว้และสามโคก ใน
จงัหวดัปทุมธานี โดยพบประชากรของไส้เดือนฝอยศตัรูพืช 4 ได้แก่ Hirschmanniella sp. (95.82 
เปอร์เซ็นต์), Meloidogyne sp. (3.89 เปอร์เซ็นต์), Tylenchorhynchus sp. (0.09 เปอร์เซ็นต์) และ
Helicotylenchus sp. (0.05 เปอร์เซ็นต์) และจากการระบุชนิดโดยใช้ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและ
เทคนิคอณูชีววิทยาของไส้เดือนฝอย Hirschmanniella sp. และ Meloidogyne sp. ช้ีให้เห็นว่าชนิด
ของไส้เดือนฝอยศตัรูพืชท่ีมีการแพร่ระบาดเป็นจ านวนมากในเขตเพาะปลูกขา้วของ 7 อ าเภอใน
จงัหวดัปทุมธานี คือ H. mucronata และ M. graminicola  

ข้าวพันธุ์ กข6 มีการตอบสนองต่อการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอยรากปมสูงท่ีสุดใน
การศึกษาคร้ังน้ีเน่ืองจากมีดชันีการเกิดปมและจ านวนปมต ่าท่ีสุดอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) 
แต่อย่างไรก็ตามจ านวนปมไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับขา้วพนัธุ์สันป่าตอง 1 อีกทั้งขา้วพนัธุ์  
กข6 ยงัพบว่ามีการพฒันาการของไส้เดือนฝอยรากปมในรากขา้วช้ากว่าพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 
(อ่อนแอท่ีสุด) โดยในช่วงแรกท่ีมีการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอยในขา้วพนัธุ์ กข6 มีการกระตุน้ให้
เกิดการสร้างเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัความตา้นทาน ไดแ้ก่ phenylalanine ammonia lyase, peroxidase 
และ polyphenol oxidase เพิ่มมากขึ้นอย่างมีนัยส าคญั แต่อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาเพิ่มเติมใน
เร่ืองการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัความตา้นทานในขา้วพนัธุ์ กข6 เพื่อเป็นการยนืยนัอีกคร้ัง 
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