
บทที่ 1 
บทนํา 

 
 

ความเปนมาและความสําคัญ 
 

 ไสเดือนฝอยรากปม (Root-knot nematode) Meloidogyne incognita ท่ีทําใหเกิดโรค
รากปมในพืช (root knot) จัดเปนศัตรูพืชสําคัญท่ีมีระบาดในประเทศไทย และกอใหเกิดความ
เสียหายแกผลผลิตของพืชเศรษฐกิจหลายกลุม ท้ังกลุมผัก (พริกไทย ขา ขิง พริก มะเขือ มะเขือเทศ 
แตงตาง ๆ ผักชี กระเจี๊ยบเขียว ผักกาดหอม ผักคะนา ผักกวางตุง ฯลฯ) ไมผล (ฝรั่ง ลองกอง 
ลางสาด ลําไยมะละกอ ฯลฯ) ขาว พืชไร (มันสําปะหลัง ออย ปอ ขาวโพด ถ่ัวเขียว ฯลฯ) ไมดอกและ
ไมประดับ (เยอบีรา ปทุมมา กลวยไม ดีปลี ฯลฯ) โดยมีพืชกวา 60 ชนิด เสี่ยงตอการถูกทําลายโดย
ไสเดือนฝอยรากปม ซ่ึงแพรกระจายมากับการใหน้ําในบอดิน และปะปนอยูในดินหรือเครื่องมือทาง
การเกษตร (สืบศักดิ์ สนธิรัตน, 2538) ในป พ.ศ. 2549 มีรายงานการระบาดอยางรุนแรงของไสเดือน
ฝอยรากปม M. incognita ในพ้ืนท่ีปลูกพริกท่ีจังหวัดอุบลราชธานี ซ่ึงมีเนื้อท่ีประมาณ 1,629 ไร การ
ระบาดครั้งนี้สรางความสูญเสียตอผลผลิตราว 50 - 100 % นับเปนมูลคาความเสียหายถึง 50 - 80 
ลานบาทและในบางพ้ืนท่ี มีการแพรกระจายของไสเดือนฝอยรากปมเปนจํานวนมาก จนทําใหไม
สามารถปลูกพริกไดอีกกระท่ังปจจุบัน (นุชนารถ  ตั้งจิตสมคิด และวราภรณ ประกอบ, 2550) 
นอกจากนี้ไสเดือนฝอยรากปมยังกอปญหาตอระบบการใหน้ําแบบน้ําหยดท่ีปจจุบันเกษตรกรได
นํามาใชเพ่ือเพ่ิมผลผลิตในมันสําปะหลังอีกดวย การเขาทําความเสียหายกับพืชนั้น ไสเดือนฝอยราก
ปมจะเขาทําทางรากฝอย โดยความเสียหายเกิดข้ึนไดท้ังทางตรงและทางออม ทางตรงคือไสเดือนฝอย
รากปมเขาแยงอาหารพืช ทําใหตนพืชแคระแกรน ไมเจริญเติบโตหรือตายไป และปลอยเอนไซม
ละลายผนังเซลลพืช ทําใหเซลลหลายเซลลรวมเปนเซลลขนาดใหญ อีกท้ังปลอยฮอรโมนกระตุนให
เกิดการแบงเซลลบริเวณรากมากผิดปกติ จึงทําใหเกิดปมบริเวณรากพืช สวนทางออมคือ การเขา
ทําลายของไสเดือนฝอยรากปมทําใหพืชตานทานตอโรคนอยลง จึงเปนตัวเปดทางใหจุลินทรียกอโรค
พืชอ่ืนเขามาทําลายพืชเพ่ิมเติม (secondary invasion) (สืบศักดิ์ สนธิรัตน, 2528) ซ่ึงการะบาดของ
ไสเดือนฝอยรากปม ทําใหเกษตรกรประสบปญหาขาดทุน เนื่องจากจะตองเสียคาใชจายในการกําจัด
และปองกัน อีกท้ังวิธีการควบคุมไสเดือนฝอยรากปมท่ีเกษตรกรสวนใหญนิยมใชคือ การใชสารเคมี 
(สืบศักดิ์ สนธิรัตน, 1996) ซ่ึงสามารถควบคุมไสเดือนฝอยรากปมไดในระยะเวลาสั้นๆ ประมาณ 2-4 
สัปดาห เม่ือสารเคมีหมดฤทธิ์ ไสเดือนฝอยรากปมก็จะเขาทําลายซํ้าและเกิดการระบาดตอไปอีก และ
การใชสารเคมี นอกจากจะทําใหปริมาณจุลินทรียท่ีเปนประโยชนในดินลดลงแลว ยังทําใหไสเดือน
ฝอยรากปมดื้อตอสารเคมีอีกดวย นอกจากนี้การใชสารเคมีบางชนิดท่ีใชความเขมขนมากเกินไปจะมี
ผลทําใหเกิดการทําลายรากพืช ทําใหรากเนาหรือยับยั้งการแตกรากใหม ทําใหไมไดผลผลิตตามท่ี
ตองการและคุณภาพของผลผลิตลดลง ท้ังยังสงผลตอสุขภาพของเกษตรกร และเกิดการตกคางใน
ระบบนิเวศ สงผลใหเกิดอันตรายตอหวงโซอาหาร ตลอดจนผูบริโภค  

ปญหาดังกลาวขางตน ทางเลือกท่ีเหมาะสมในการควบคุมไสเดือนฝอยรากปม คือการ
ควบคุมโดยชีววิธี ซ่ึงมีการศึกษาพบวาแบคทีเรียปฏิปกษ (antagonistic bacteria) ในกลุมของ
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แบคทีเรียสงเสริมการเจริญของพืช (Plant Growth Promoting Rhizobacteria; PGPR) ท่ีอาศัยใน
ดินบริเวณรอบรากพืช (rhizosphere) สามารถสงเสริมการเจริญเติบโตและกระตุนการสรางภูมิคุมกัน
ตานทานโรคในพืชและสรางปฏิชีวนะควบคุมโรคพืชได ตลอดจนสรางเอนไซมท่ีหลั่งออกมานอกเซลล 
(extracellular enzyme) เพ่ือยอยผนังเซลลของเชื้อโรคพืช โดยจากการศึกษาของ Siddiqui และ
คณะ ในป ค.ศ. 2005 พบวา เอนไซมโปรตีเอส (Protease) จาก Pseudomonas fluorescens 
สามารถควบคุมโรครากปมจาก M. incognita ได (Siddiqui และคณะ ในป ค.ศ. 2005) ซ่ึง
สอดคลองกับการศึกษาของ Lian และคณะ ในป ค.ศ. 2007 ท่ีพบวาเอนไซมโปรตีเอสจาก Bacillus 
sp. ซ่ึงอยูในกลุมของแบคทีเรีย PGPR สามารถกําจัดไสเดือนฝอยรากปมไดอยางมีประสิทธิภาพ โดย
ไปทําลายผนังเซลลของไสเดือนฝอยรากปม ทําใหไสเดือนฝอยรากปมตาย (Lian และคณะ, 2007) 
จากเหตุผลท่ีไดกลาวมาขางตนเอนไซมโปรตีเอสจึงมีความเหมาะสมในการนํามาใชในการควบคุม
ไสเดือนฝอยรากปม ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้คณะผูวิจัยจะทําการคัดเลือกแบคทีเรีย PGPR ท่ีสามารถ
สรางเอนไซมโปรตีเอสท่ีมีประสิทธิภาพในการทําลายตัวออนระยะท่ี 2 ของไสเดือนฝอยรากปม (J2) 
ซ่ึงเปน infective stage ไดดีท่ีสุด จากนั้นจึงทําการแยกยีนโปรตีเอส แลวนํามาโคลนเขาเวคเตอรท่ี
เหมาะสม เพ่ือผลิตรีคอมบีแนนทเอนไซมโปรตีเอส ใน Escherichia coli และทดสอบคุณสมบัติของรี
คอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอสท่ีได ซ่ึงการผลิตรีคอมบีแนนทโปรตีนนั้น มีขอดีตรงท่ีเปนการคัดเลือก
ลักษณะของเอนไซมโปรตีเอสท่ีตองการ คือมีประสิทธิภาพในการทําลายไสเดือนฝอยรากปมระยะ J2 
ไดดีท่ีสุดและสามารถผลิตโปรตีนไดในปริมาณมาก จึงเหมาะกับการผลิต เพ่ือนํามาใชประโยชนใน
ภาคการเกษตรท่ีมีความสะดวกในการผลิต ซ่ึงแตกตางจากการนําสารสกัดจากพืชมาใชในการควบคุม
ไสเดือนฝอยรากปม ซ่ึงตองมีการปลูกพืช บํารุงรักษา และใชเวลาในการเติบโต ซ่ึงการนํารีคอม
บิแนนทเอนไซมโปรตีเอสมาประยุกตใชนั้น อาจใหพรอมกับการใหน้ําแกพืช สวนตัวเซลลของ
แบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการควบคุมไสเดือนฝอยรากปมท่ีไดจากการศึกษานั้น ก็สามารถนํามาคลุก
เมล็ดกอนปลูกลงแปลงได ซ่ึงจากวิธีการเหลานี้นับไดวา การควบคุมไสเดือนฝอยรากปมโดยชีววิธีดวย
รีคอมบีแนนทเอนไซมโปรตีเอสจากแบคทีเรีย PGPR เปนทางเลือกท่ีนาสนใจในการแกไขปญหา
ไสเดือนฝอยรากปมใหกับเกษตรกรอยางเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม ลดการใชสารเคมี สามารถนําไปใชได
ในทุกสภาพพ้ืนท่ี รวมท้ังไดผลผลิตท่ีมีคุณภาพ สามารถพ่ึงพาตนเองและแขงขันในตลาดตางประเทศ
ได  
 
วัตถุประสงค 
 
 1. คัดเลือกแบคทีเรีย PGPR รอบรากพืชท่ีมีความสามารถในการสรางเอนไซมโปรตีเอส 

 2. เปรียบเทียบประสิทธิภาพของเอนไซมโปรตีเอสในการทําลายตัวออนระยะ J2 ของ
ไสเดือนฝอยรากปม M. incognita 

 3. จัดจําแนกแบคทีเรีย PGPR ท่ีสรางเอนไซมโปรตีเอสท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด 
 4. ศึกษาการเพ่ิมปริมาณและการโคลนยีนโปรตีเอสในเวคเตอรท่ีเหมาะสม 

 5. ศึกษาการแสดงออกของยีนในการผลิตรีคอมบีแนนทเอนไซมโปรตีเอสใน E. coli 
 6. ศึกษาประสิทธิภาพของรีคอมบีแนนทเอนไซมโปรตีเอสในการทําลายตัวออนระยะ J2 ของ
ไสเดือนฝอยรากปม M. incognita ในหองปฏิบัติการ 
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ขอบเขตการวิจัย 
 
 เพ่ือใหบรรลุความสําเร็จในการวิจัยในครั้งนี้ ผูวิจัยจึงกําหนดขอบเขตของโครงการวิจัย
ดังตอไปนี้ 

1. คัดแยกแบคทีเรีย PGPR ท่ีสามารถในการสรางเอนไซมโปรตีเอสจากพ้ืนท่ีปลูกมัน
สําปะหลังท่ีไมมีประวัติการเปนโรครากปม ในเขตจังหวัดนครราชสีมา นําแบคทีเรียท่ีแยกไดมาศึกษา
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของเอนไซมโปรตีเอสในการทําลายตัวออนระยะ J2 ของไสเดือนฝอยราก
ปม M. incognita  

2. ไสเดือนฝอยรากปมท่ีศึกษา ไดแก M. incognita ซ่ึงเปนไสเดือนฝอยรากปมท่ีมีรายงาน
การระบาดท่ีรุนแรงในประเทศไทย 

 3. จัดจําแนกแบคทีเรีย PGPR ท่ีสรางเอนไซมโปรตีเอสท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการทําลาย
ตัวออนระยะ J2 ของ M. incognita และนํามาศึกษาการเพ่ิมปริมาณ การโคลน การแสดงออกของ
ยีน การผลิตรีคอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอสใน E. coli และประสิทธิภาพของรีคอมบิแนนทเอนไซม
โปรตีเอส 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 การศึกษานี้เปนการคัดเลือกแบคทีเรีย PGPR ซ่ึงสงเสริมการเจริญของพืช ท่ีมีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซมโปรตีเอสท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมไสเดือนฝอยรากปม M. incognita ไดดี
ท่ีสุด และนํายีนมาโคลน เพ่ือ  

  1. ผลิตเปนชีวภัณฑท่ีมีประสิทธิภาพในการกําจัดและเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม รวมท้ังใช
ตนทุนในการกําจัดต่ํา และทําการถายทอดเทคโนโลยีในระดับชุมชนท่ีงายตอการทําความเขาใจและ
นําไปใช 
 2. สามารถนําไปใชประโยชนในการแกปญหาการแพรระบาดของไสเดือนฝอยรากปม       
M. incognita ในพ้ืนท่ีเกษตรกรรม   
 

 

 

 

 

 

 

 


