
บทท่ี 4 

ผลการวิจยั 

 

1. ผลการศึกษาการคดัแยกไรโซแบคทีเรีย  

 

การศกึษาการคดัแยกไรโซแบคทเีรยีจากตวัอย่างดนิบรเิวณรอบรากมนัฝรัง่ที่

เก็บจากพื้นที่ปลูกมนัฝรัง่ที่ไม่มปีระวตัิการเป็นโรครากปม ในเขตพื้นที่อําเภอพบพระ จงัหวดั

ตาก ขนาดพืน้ที ่400 เมตร x 400 เมตร (ภาพที ่4.1) โดยการเกบ็ตวัอย่างจากดนิรอบรากมนั

ฝรัง่ ทัง้สิ้น 365 ตัวอย่าง (ภาพที่ 4.2) นํามาคัดแยกไรโซแบคทีเรียรอบรากพืชที่มีศึกษา

คุณสมบตักิารส่งเสรมิการเจรญิของพชืไดแ้ก่ phosphate solubilization assay, Siderophore 

production และ Protease activity ผลการศกึษาพบว่า สามารถคดัแยกไรโซแบคทเีรยีที่มี

ศกึษาคุณสมบตักิารส่งเสรมิการเจรญิของพชืไดท้ัง้หมด 60 ไอโซเลท 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.1 พืน้ทีแ่ปลงปลกูมนัฝรัง่ทีไ่ม่มปีระวตักิารเป็นโรครากปม อําเภอพบพระ จงัหวดัตากที่

คณะผูว้จิยัทําการเกบ็ตวัอย่างดนิรอบรากมนัฝรัง่ เพื่อนํามาคดัแยกไรโซแบคทเีรยี 
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ภาพท่ี 4.2 ลงพืน้ทีเ่กบ็ตวัอยา่งจากดนิรอบรากมนัฝรัง่ อําเภอพบพระ จงัหวดัตาก 

 

2. ผลการทดสอบคณุสมบติัการส่งเสริมการเจริญของพืช 

 

  2.1 Phosphate solubilization assay  

  การศกึษาคุณสมบตั ิphosphate solubilizer ของแบคทเีรยีรอบรากพชื

โดยนําแบคทเีรยีทีแ่ยกไดจ้ากตวัอยา่งดนิบรเิวณรอบรากมนัฝรัง่ มาเพาะเลีย้งเชือ้โดย spot เชือ้

ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ modified Pikovskaya agar บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 °C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

เลอืกโคโลนีของแบคทเึรยีทีม่คีุณสมบตั ิphosphate solubilizer ซึง่จะใหโ้คโลนีทีม่ ีhalo zone 

รอบโคโลนี พบว่าแบคทเีรยีทีแ่ยกไดจ้ากดนิรอบรากมนัฝรัง่ทัง้หมด 60 ไอโซเลท ทีใ่หล้กัษณะ

halo zone รอบโคโลนี ดงัภาพที ่4.3 
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ภาพท่ี 4.3 ลกัษณะ halo zone รอบโคโลนีแบคทเีรยีบนอาหารเลีย้งเชือ้                             

modified Pikovskaya agar 

 

2.2 Siderophore production 

  การศึกษาคุณสมบตัิ phosphate solubilizer ของแบคทเีรยี โดยนํา

แบคทเีรยีทีแ่ยกไดจ้ากตวัอย่างดนิบรเิวณรอบรากมนัฝรัง่ มาเพาะเลีย้งเชือ้โดย spot เชือ้ลงบน

อาหารเลีย้งเชือ้ CAS agar บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 °C เป็นเวลา 5 วนั เลอืกโคโลนีทีใ่หส้เีหลอืง-สม้

รอบๆ โคโลนี พบว่าแบคทเีรยีทีแ่ยกไดจ้ากดนิรอบรากมนัฝรัง่ทัง้หมด 60 ไอโซเลท สามารถ

สรา้ง siderophore โดยใหโ้คโลนีทีม่สีเีหลอืง-สม้ ดงัภาพที ่4.4 
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ภาพท่ี 4.4 โคโลนีของแบคทเีรยีทีส่ามารถสรา้ง siderophore บนอาหารเลีย้งเชือ้ CAS agar 

 

 2.3 Protease activity 

  การศกึษาคุณสมบตักิารสรา้งเอนไซมโ์ปรตเีอสโดยนําแบคทเีรยีทีแ่ยก

จากดนิบรเิวณรอบรากมนัฝรัง่มาทดสอบคุณสมบตัใินการสรา้งเอนไซมโ์ปรตเีอส โดย spot เชือ้

ลงบนอาหารskimmed milk agar บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 °C เป็นเวลา 5 วนั เลอืกโคโลนีทีใ่หโ้ซนใส

รอบๆ โคโลนีพบว่าแบคทเีรยีทีแ่ยกไดจ้ากดนิรอบรากมนัฝรัง่ทัง้หมด 60 ไอโซเลท มเีพยีง 22 

ไอโซเลท ทีส่ามารถสรา้งเอนไซมโ์ปรตเีอส โดยจะพบโซนใสรอบๆ โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

skimmed milk agar แบคทเีรยีทัง้ 22 ไอโซเลท ประกอบดว้ยไอโซเลท TK54 TK15 TK12 

TK19 TK3 TK27 TK31 TK23 TK42 TK10 TK38 TK45 TK47 TK49 TK51 TK77 TK44 

TK11 TK105 TK121 TK97 และ TK14 ดงัภาพที ่4.5 
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ภาพท่ี 4.5 แบคทเีรยีทีส่ามารถสรา้งเอนไซมโ์ปรตเีอส ใหล้กัษณะโซนใสรอบๆ โคโลนี                           

บนอาหาร  skimmed milk agar 
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ภาพท่ี 4.5 แบคทเีรยีทีส่ามารถสรา้งเอนไซมโ์ปรตเีอส ใหล้กัษณะโซนใสรอบๆ โคโลนีบน

อาหาร  skimmed milk agar (ต่อ) 

 

 

 

 

 

TK 11 TK 44 TK 77 

TK 47 TK 49 TK 51 

TK 38 TK 10 TK 45  
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ภาพท่ี 4.5 แบคทเีรยีทีส่ามารถสรา้งเอนไซมโ์ปรตเีอส ใหล้กัษณะโซนใสรอบๆ โคโลนีบน

อาหาร  skimmed milk agar (ต่อ) 

 

3. ผลการศึกษากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรตีเอสจากไรโซแบคทีเรีย  

 

  นําไรโซแบคทเีรยี 22 ไอโซเลทที่สามารถสรา้งเอนไซมโ์ปรตเีอส มาเลีย้งใน

อาหารเลีย้งเชือ้ YPD (yeast, peptone, glucose) บ่มโดยใชเ้ครื่องเขย่า ทีค่วามเรว็รอบ 220 

RPM ทีอุ่ณหภูม ิ28 °C เป็นเวลา 3 วนั นําไปหมุนเหวีย่งที ่8500 x g เป็นเวลา 15 นาท ีเกบ็

ส่วนใส (supernatant) ทีม่eีxtracellular enzyme (ภาพที ่4.6) มาทดสอบกจิกรรมของเอนไซม์

โปรตเีอสโดยบ่มทีอุ่ณหภูม ิ50 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (ภาพที ่4.7) พบว่า ไรโซแบคทเีรยีไอ

โซเลททีม่กีจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเีอสสูงทีสุ่ด คอื TK10 ซึง่มกีจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเีอสที ่ 

182.08 Uml
-1
 รองลงมาคอืไอโซเลทที ่TK23 และ TK15 ซึง่มกีจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเีอสที ่ 

TK 97 
TK 14 

TK 105 TK  121 
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159.16 และ 157.08 Uml
-1
 ตามลําดบั ผลการศกึษากจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเีอสแสดงใน

ตารางที ่4.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.6 เอนไซมโ์ปรตเีอสทีห่ลัง่ออกมานอกเซลลแ์บคทเีรยี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.7 การศกึษากจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเีอส 
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ตารางท่ี 4.1 ความสามารถของเอนไซมโ์ปรตเีอสในการยอ่ยสลายเคซนี เพื่อวเิคราะหก์จิกรรม

ของเอนไซม ์

 

ลาํดบัท่ี รหสั 

ตวัอย่าง 

OD. 660 nm Slop Uml-1 

1 control 0.019 0.01 7.92 

2 TK54 0.213 0.01 88.75 

3 TK15 0.377 0.01 157.08 

4 TK12 0.213 0.01 88.75 

5 TK19 0.195 0.01 81.25 

6 TK3 0.213 0.01 88.75 

7 TK27 0.264 0.01 110.00 

8 TK31 0.303 0.01 126.25 

9 TK23 0.382 0.01 159.16 

10 TK42 0.320 0.01 133.33 

11 TK10 0.437 0.01 182.08 

12 TK38 0.369 0.01 153.75 

13 TK45 0.232 0.01 96.66 

14 TK47 0.282 0.01 117.49 

15 TK49 0.321 0.01 133.74 

16 TK51 0.303 0.01 126.24 

17 TK77 0.358 0.01 149.16 

18 TK44 0.283 0.01 117.91 

19 TK11 0.297 0.01 123.74 

20 TK105 0.322 0.01 134.16 

21 TK121 0.272 0.01 113.33 

22 TK97 0.328 0.01 136.66 

23 TK14 0.292 0.01 132.63 

เฉล่ีย 0.286 0.01 119.37 
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4. ผลการศึกษาประสิทธิภาพของเอนไซมโ์ปรตีเอสจากไรโซแบคทีเรีย ในการทาํลายตวั

อ่อนระยะ J2 ของ M. incognita 

 

   นําส่วนใส 300 µl ผสมกบัตวัอ่อนระยะ J2 ของ M. incognita 200 ตวั บ่มที่

อุณหภูม ิ37 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (ทํา 3 ซํ้า) และชุดควบคุม (control) ใส่อาหารเลีย้งเชือ้ 

YPD เปล่า น้ํากลัน่ และ supernatant ทีผ่่านการต้ม 15 นาท ีตรวจนับจํานวนตวัอ่อนทีต่าย 

ภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์ light microscope เปรยีบเทยีบประสทิธภิาพในการทําลายตวัอ่อน M. 

incognita ระยะ J2 โดยเปรยีบเทยีบเป็นรอ้ยละของการตายของไสเ้ดอืนฝอยรอบรากพชื พบว่า

ไอโซเลตที่ TK 23 สามารถทําลายตวัอ่อนของไส้เดือนฝอยรากปมได้ดีที่สุด โดยเอนไซม ์          

โปรตเีอสทีห่ลัง่ออกมานอกเซลล์ สามารถทําลายตวัอ่อนของไสเ้ดอืนฝอยรากปมไดถ้งึ รอ้ยละ 

83 ภายใน 24 ชัว่โมง หลงัจาก 48 ชัว่โมง ทําลายตวัอ่อนได ้รอ้ยละ 93 (protease activity unit 

: 159.16 Uml
-1  

ที ่37 °C, pH 7.0) (ภาพที ่4.8)  

 

 
 

ภาพท่ี 4.8 รอ้ยละของการตายของไสเ้ดอืนฝอยรอบรากพชื 
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M      1       2      3      4       5       6      7      8       9      10     11     12     13     14     15    16 

5. ผลการจาํแนกชนิดของไรโซแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซมโ์ปรตีเอสท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด

ในการทาํลายตวัอ่อนระยะ J2 ของ M. incognita 

 

  จําแนกแบคทเีรยีด้วยเทคนิคทางอณูชวีวทิยา โดยทําการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอส่วน 

Conserved region ของ 16S rRNA ของแบคทเีรยี ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอรท์ีจ่าํเพาะ 

และแยกดเีอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้เครื่อง Electrophoresis ผลการศกึษาพบว่าสามารถ

เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอส่วน Conserved regions ของ 16S rRNA ได ้PCR Product ขนาด 750 

bp (ภาพที ่4.9) นํา PCR product มาทาํใหบ้รสิุทธิก่์อนนําไปวเิคราะหล์ําดบัเบส เพื่อจดัจาํแนก

แบคทเีรยีทีม่คีวามสามารถในการสรา้งเอนไซมโ์ปรตเีอสทีม่ปีระสทิธภิาพสูงสุดในการทําลายตวั

อ่อนระยะที ่J2 ของ M. incognita ในระดบัสปีชสี ์

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.9 ผลการเพิม่ปรมิาณ DNA ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอรท์ีจ่าํเพาะ เลน M 100 

bp DNA ladder; เลน 1 ถงึ 16 PCR product ขนาด 750 bp จากดเีอน็เอของไรโซแบคทเีรยี

รอบรากมนัฝรัง่ไอโซเลทที ่TK54 TK15 TK12 TK19 TK3 TK27 TK31 TK23 TK42 TK10 

TK38 TK45 TK47 TK49 TK51 และ TK77 ตามลาํดบั 
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M       1         2        3       4       5        6      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.9 ผลการเพิม่ปรมิาณ DNA ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอรท์ีจ่าํเพาะ (ต่อ)               

เลน M 100 bp DNA ladder; เลน 1 ถงึ 6 PCR product ขนาด 750 bp จากดเีอน็เอของ                 

ไรโซแบคทเีรยีรอบรากมนัฝรัง่ไอโซเลทที ่TK44 TK11 TK105 TK121 TK97                               

และ TK14 ตามลาํดบั 

 

6. ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซมโ์ปรตีเอสจากไรโซแบคทีเรียในแปลงทดลอง 

  นําเอนไซมโ์ปรตเีอสจากไรโซแบคทเีรยีมาผลติเป็นชวีภณัฑใ์นรูปแบบน้ํา แลว้ทดสอบ

ประสทิธภิาพในแปลงทดลองของเกษตรกรอาสาสมคัร ดงัน้ี 

 วางแผนการทดลองแบบ RCB จาํนวน 5 กรรมวธิ ี4 ซํ้าในแปลงทดลองขนาด 1x2 เมตร

โดยปลูกมนัฝรัง่ 2 แถวต่อแปลงมรีะยะห่างระหว่างแถว 75 ซ.ม. ระยะห่างระหว่างต้น 25 ซ.ม. 

กรรมวธิทีดลองดงัน้ี 

  กรรมวธิทีี ่1 ไมจุ่ม่หวัพนัธุ ์

 กรรมวธิทีี ่ 2 จุ่มหวัพนัธุก่์อนปลูกในชวีภณัฑเ์อนไซมโ์ปรตเีอสความเขม้ขน้ 1 

  mg/l 
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750 bp 
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กรรมวธิทีี ่ 3 จุ่มหวัพนัธุก่์อนปลูกในชวีภณัฑเ์อนไซมโ์ปรตเีอสความเขม้ขน้ 5 

mg/l 

กรรมวธิทีี ่4 จุม่หวัพนัธุก่์อนปลูกในชวีภณัฑเ์อนไซมโ์ปรตเีอสความเขม้ขน้ 10 

mg/l 

  กรรมวธิทีี ่5 โรยรอ่งปลกูดว้ยสาร carbofuran 3G อตัรา 10 g/แปลง 

 เกบ็ตวัอย่างดนิก่อนปลูกและหลงัปลูกเพื่อวดัการเปลีย่นแปลงของจาํนวนไส้เดอืนฝอย

ในดนิจาํนวน 5 จุดต่อแปลงย่อยเกบ็หวัมนัฝรัง่ทัง้หมดจากต้นมนัฝรัง่จาํนวน 5 ต้นทีสุ่่มไดจ้าก

แต่ละแปลงย่อยบันทึกน้ําหนักรวมของหัวมันฝรัง่และสุ่มตัวอย่างหัวมันฝรัง่ที่มีขนาด

เสน้ผ่าศูนยก์ลางมากกว่า 1½ น้ิวจาํนวน 10 หวัเพื่อวดัระดบัการเกดิหดูของหวัมนัฝรัง่ 

 ซึง่จากการศกึษา จํานวน 5 กรรมวธิ ีจาํนวน 4 ซํ้า พบว่า กรรมวธิทีี่ 4 มคี่าเฉลี่ยการ

ทาํลายไสเ้ดอืนฝอยในแปลงมนัฝรัง่เฉลีย่สูงสุด เท่ากบัรอ้ยละ 32.3 รองลงมาคอื กรรมวธิทีี ่3 มี

ค่าเฉลีย่การทําลายไสเ้ดอืนฝอยเท่ากบั รอ้ยละ 27.3 ส่วนกรรมวธิทีี ่2 และ 5 มคี่าเฉลีย่รอ้ยละ 

10.8 และ 8.3 ตามลาํดบั ส่วนกรรมวธิทีี ่1 ไมส่ามารถทาํลายไสเ้ดอืนฝอยรากปมได ้

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.10 การสาธติการฉีดพ่นชวีภณัฑป์ระเภทเอนไซมโ์ปรตเีอสทีส่กดัจากแบคทเีรยี               

เพื่อควบคุมไสเ้ดอืนฝอยรากปมในพืน้ทีอ่ําเภอพบพระ จงัหวดัตาก 
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ภาพท่ี 4.11 หลงัจากการฉีดชวีภณัฑป์ระเภทเอนไซมโ์ปรตเีอสทีส่กดัจากแบคทเีรยีแปลงมนั

ฝรัง่มอีตัรา การเหีย่วเฉาลดลง ตน้มนัฝรัง่แขง็แรงมากขึน้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.12 ผลผลติมนัฝรัง่มคีวามแขง็แรงและลดปัญหารากปมลงอยา่งเหน็ไดช้ดั 
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จากภาพที ่4.13 เกษตรกรลงมอืเก็บผลผลติในแปลงทีม่กีารใชเ้อนไซมโ์ปรตเีอสทีส่กดั

จากแบคทเีรยี เพื่อควบคุมไสเ้ดอืนฝอยรากปม ซึง่ผลผลติทีไ่ดม้ขีนาดและน้ําหนักสูงขึน้จากทีม่ ี

ปัญหาไสเ้ดอืนฝอยรากปมรบกวน ซึง่แต่ละแถวมผีลมนัฝรัง่กลม มน้ํีาหนักและมขีนาดใหญ่ ซึ่ง

เมือ่เกษตรกรทาํการขดุหวัมนัฝรัง่ขึน้มาแลว้จะนํามาใส่ถุงเพื่อนําส่งโรงงานรบัซือ้ในพืน้ทีต่่อ ซึง่

จะเหน็ไดว้่าผลผลติในถุงมคีวามสมบรูณ์เป็นส่วนใหญ่ (ภาพที ่4.14) โดยเฉลีย่น้ําหนักต่อถุงอยู่

ระหว่าง 50 - 80 กโิลกรมัต่อถุง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.13 เกษตรกรเกบ็ผลผลติมนัฝรัง่ในแปลงทีม่กีารใชเ้อนไซมโ์ปรตเีอสทีส่กดัจาก

แบคทเีรยี เพื่อควบคุมไสเ้ดอืนฝอยรากปม 
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ภาพท่ี 4.14 ผลผลติมนัฝรัง่ทีเ่กษตรกรนํามาใส่ถุงเพื่อนําส่งโรงงานรบัซือ้ในพืน้ที ่


