
บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

 

1. การคัดแยกแบคทีเรีย  

 

การศึกษาการคัดแยกแบคทีเรีย PGPR โดยเก็บตัวอยางดินบริเวณรอบรากมันสําปะหลังท่ี

ปลูกในพ้ืนท่ีไมมีประวัติการเปนโรครากปม ในเขตพ้ืนท่ีอําเภอดานขุนทด จังหวัดนครราชสีมา ขนาดพ้ืนท่ี 

400 เมตร x 400 เมตร (ภาพท่ี 4.1) โดยการเก็บตัวอยางจากดินรอบรากมันสําปะหลัง จํานวนท้ังสิ้น 60 

ตัวอยาง (ภาพท่ี 4.2) นํามาคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีศึกษาคุณสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืช ไดแก 

phosphate solubilization assay, siderophore production และ protease activity ผลการศึกษา

พบวา สามารถคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีศึกษาคุณสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืชไดท้ังหมด 17 ไอโซเลท 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.1 แปลงมันสําปะหลังในพ้ืนท่ีทดลอง 
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ภาพท่ี 4.2 รากมันสําปะหลังท่ีมีแบคทีเรียอาศัยอยูรอบราก 
 
2. การทดสอบคุณสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืช (Plant Growth Promoting Activities) ของ 
   แบคทีเรียรอบรากพืช 
 
 2.1 Phosphate solubilization assay 
      การศึกษาคุณสมบัติ phosphate solubilizer ของแบคทีเรียรอบรากพืชโดยนําแบคทีเรียท่ี

แยกไดจากตัวอยางดินบริเวณรอบรากมันสําปะหลัง มาเพาะเลี้ยงเชื้อโดย spot เชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

modified Pikovskaya agar บมท่ีอุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมง เลือกโคโลนีของแบคทึเรียท่ีมี

คุณสมบัติ phosphate solubilizer ซ่ึงจะใหโคโลนีท่ีมี halo zone รอบโคโลนี พบวาแบคทีเรียท่ีแยกได

จากดินรอบรากมันสําปะหลังท้ังหมด 17 ไอโซเลท ท่ีใหลักษณะ halo zone รอบโคโลนี ประกอบดวย    

ไอโซเลท DK1 DK4 DK5 DK8 DK13 DK20 DK22 DK23 DK24 DK27 DK31 DK33 DK36 DK37 DK41 

DK48 และ DK59 ตามลําดับ ตัวอยางโคโลนีแบคทีเรียท่ีใหลักษณะ halo zone รอบโคโลนีบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ modified Pikovskaya agar แสดงในภาพท่ี 4.3 
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ภาพท่ี 4.3 ตัวอยางโคโลนีแบคทีเรียท่ีใหลักษณะ halo zone รอบโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ                

modified Pikovskaya agar 

 
 2.2 Siderophore production 
      การศึกษาคุณสมบัติ phosphate solubilizer ของแบคทีเรีย โดยนําแบคทีเรียท่ีแยกไดจาก
ตัวอยางดินบริเวณรอบรากมันสําปะหลัง มาเพาะเลี้ยงเชื้อโดย spot เชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ CAS agar 
บมท่ีอุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 5 วัน เลือกโคโลนีท่ีใหสีเหลือง-สมรอบๆ โคโลนี พบวาแบคทีเรียท่ีแยกได
จากดินรอบรากมันสําปะหลังท้ังหมด 17 ไอโซเลท ท่ีสามารถสราง siderophore โดยใหโคโลนีท่ีมีสี
เหลือง-สม ประกอบดวยไอโซเลท DK1 DK4 DK5 DK8 DK13 DK20 DK22 DK23 DK24 DK27 DK31 
DK33 DK36 DK37 DK41 DK48 และ DK59 ตามลําดับ ตัวอยางโคโลนีแบคทีเรียท่ีสามารถสราง 
siderophore บนอาหารเลี้ยงเชื้อ CAS agar แสดงในภาพท่ี 4.4 
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ภาพท่ี 4.4 ตัวอยางโคโลนีแบคทีเรียท่ีสามารถสราง siderophore บนอาหารเลี้ยงเชื้อ CAS agar 

  
 2.3 Protease activity 
      การศึกษาคุณสมบัติการสรางเอนไซมโปรตีเอสโดยนําแบคทีเรียท่ีแยกจากดินบริเวณรอบราก
มันสําปะหลังมาทดสอบคุณสมบัติในการสรางเอนไซมโปรตีเอส โดย spot เชื้อลงบนอาหาร skimmed 
milk agar บมท่ีอุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 5 วัน เลือกโคโลนีท่ีใหโซนใสรอบๆ โคโลนี พบวาแบคทีเรียท่ี
แยกไดจากดินรอบรากมันสําปะหลังท้ังหมด 60 ไอโซเลท มีจํานวน 17 ไอโซเลทท่ีสามารถสรางเอนไซม
โปรตีเอส โดยจะพบโซนใสรอบๆ โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ skimmed milk agar แบคทีเรียท้ัง 17              
ไอโซเลท ประกอบดวยไอโซเลท DK1 DK4 DK5 DK8 DK13 DK20 DK22 DK23 DK24 DK27 DK31 
DK33 DK36 DK37 DK41 DK48 และ DK59 ตามลําดับ ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติการ
สรางเอนไซมโปรตีเอสบนอาหารเลี้ยงเชื้อ skimmed milk agar แบคทีเรียท้ัง 17 ไอโซเลท แสดงในภาพท่ี 
4.5 ขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนใส แสดงในตารางท่ี 4.1 
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ภาพท่ี 4.5 ปฏิกิริยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ skimmed milk agar เพ่ือทดสอบความสามารถของแบคทีเรียใน

การสรางเอนไซมโปรตีเอส โดยใหลักษณะโซนใสรอบๆ โคโลนี ประกอบดวยไอโซเลท DK1 DK4 DK5 

DK8 DK13 DK20 DK22 DK23 และ DK24 ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 4.5 ปฏิกิริยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ skimmed milk agar เพ่ือทดสอบความสามารถของแบคทีเรียใน 

            การสรางเอนไซมโปรตีเอส โดยใหลักษณะโซนใสรอบๆ โคโลนี  (ตอ) ประกอบดวยไอโซเลท  

            DK27 DK31 DK33 DK36 DK37 DK41 DK48 และ DK59 ตามลําดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DK31 DK27 DK33 DK36 

DK41 DK37 DK48 DK59 
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ตารางท่ี 4.1 ขนาดเสนผาศูนยกลางของโซนใสจากปฏิกิริยาการสรางเอนไซมโปรตีเอสบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

skimmed milk agar 

รหัสตัวอยาง เสนผานศูนยกลาง (cm.) 

DK1 3.6 
DK4 5.2 
DK5 3.3 
DK8 4.2 
DK13 4.8 
DK20 5.1 
DK22 4.3 
DK23 3.4 
DK24 4.1 
DK27 3.6 
DK31 4.6 
DK33 5.6 
DK36 6.5 
DK37 6.2 
DK41 3.4 
DK48 4.3 
DK59 3.2 
เฉล่ีย 4.44 
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3. การจําแนกชนิดของแบคทีเรีย PGPR ท่ีสรางเอนไซมโปรตีเอส 
 
 นําแบคทีเรียท้ัง 17 ไอโซเลทท่ีมีคุณสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืช และมีความสามารถใน
การสรางเอนไซมโปรตีเอสประกอบดวยไอโซเลท DK1 DK4 DK5 DK8 DK13 DK20 DK22 DK23 DK24 
DK27 DK31 DK33 DK36 DK37 DK41 DK48 และ DK59 ตามลําดับ มายอมแกรมเพ่ือดูลักษณะของ
เซลล พบลักษณะเซลลของแตละไอโซเลทแสดงในตารางท่ี 4.2 และภาพท่ี 4.6  
 
ตารางท่ี 4.2 ความสามารถของเอนไซมโปรตีเอสในการยอยสลายเคซีนเพ่ือวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 

รหัสตัวอยาง ลักษณะเซลล 
DK1 gram positive, long rod 
DK4 gram positive, long rod, central spores 
DK5 gram positive, long rod 

DK8 gram negative, short rod 

DK13 gram variable, long rod 

DK20 gram positive, short rod 

DK22 gram positive, short rod 

DK23 gram negative, short rod 

DK24 gram positive, short rod 

DK27 gram positive, short rod 

DK31 gram negative, short rod 

DK33 gram negative, short rod 

DK36 gram positive, long rod 

DK37 gram positive, long rod, central spores 

DK41 gram positive, long rod, subterminal spores 

DK48 gram positive, long rod, central spores 

DK59 gram positive, long rod 
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ภาพท่ี 4.6 ลักษณะเซลลของแบคทีเรีย PGPR ท่ีสามารถสรางเอนไซมโปรตีเอส ประกอบดวยไอโซเลท 

DK1 DK4 DK5 DK8 DK13 DK20 DK22 DK23 และ DK24 ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 4.6 ลักษณะเซลลของแบคทีเรีย PGPR ท่ีสามารถสรางเอนไซมโปรตีเอส (ตอ) ประกอบดวย           

            ไอโซเลท DK27 DK31 DK33 DK36 DK37 DK41 DK48 และ DK59 ตามลําดับ 

 

 เม่ือทําการจัดจําแนกแบคทีเรียท่ีความสามารถในการสรางเอนไซมโปรตีเอสดวยเทคนิคทางอณู

ชีววิทยา โดยทําการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอสวน Conserved region ของ 16S rRNA 

ของแบคทีเรีย ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะ และแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟาโดยใชเครื่อง 

Electrophoresis ผลการศึกษาพบวา สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอสวน Conserved regions ของ       

16S rRNA ได PCR Product ขนาด 750 bp (ภาพท่ี 4.7) นํา PCR product มาทําใหบริสุทธิ์กอนนําไป

วิเคราะหลําดับเบส เพ่ือจัดจําแนกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการสรางเอนไซมโปรตีเอส ในระดับสปชีส 

DK31 DK27 DK33 

DK41 

DK59 

DK37 DK36 

DK48 
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M      1      2     3       4     5     6     7      8     9     10     

                      

ผลการเปรียบเทียบลําดับเบส 16S rRNA ยีนของแบคทีเรียแตละไอโซเลทกับลําดับเบสอ่ืนๆในฐานขอมูล 

GenBank ของ NCBI โดยใชโปรแกรม BLAST แสดงในตารางท่ี 4.3 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.7 ผลการเพ่ิมปริมาณ DNA สวน Conserved regions ของ 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR โดยใช       

ไพรเมอรท่ีจําเพาะ เลน M 100 bp DNA ladder; เลน 1 ถึง 10 PCR product ขนาด 750 bp จาก      

ดีเอ็นเอของแบคทีเรียรอบรากมันสําปะหลังไอโซเลทท่ี DK1 DK4 DK5 DK8 DK13 DK20 DK22 DK23 

DK24 และ DK27 ตามลําดับ 
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M         1         2        3          4         5        6         7   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.7 ผลการเพ่ิมปริมาณ DNA สวน Conserved regions ของ 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR โดยใช  
ไพรเมอรท่ีจําเพาะ (ตอ) เลน M 100 bp DNA ladder; เลน 1 ถึง 7 PCR product ขนาด 750 bp จาก           

ดีเอ็นเอของแบคทีเรียรอบรากมันสําปะหลังไอโซเลทท่ี DK31 DK33 DK36 DK37 DK41 DK48                           
และ DK59 ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3000 

2000 

1500 

1200 

1000 

900 

800 

700 

600 

500 

400 

300 

200 

100 

750 bp 



53 
 

ตารางท่ี 4.3 ผลการเปรียบเทียบลําดับเบส 16S rRNA ยีนของแบคทีเรียแตละไอโซเลทกับลําดับเบสอ่ืนๆ

ในฐานขอมูล GenBank ของ NCBI 

รหัสตัวอยาง ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสv16S rRNA ยีนของแบคทีเรีย 

DK1 Bacillus megaterium strain Y18-01 
DK4 Bacillus subtilis strain V26  
DK5 Bacillus pumilus SAFR-032 strain SAFR-032  
DK8 Pseudomonas syringae 
DK13 Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum strain FZB42 
DK20 Bacillus flexus strain NBRC 15715 
DK22 Bacillus flexus strain NBRC 15715 
DK23 Pseudomonas putida 
DK24 Bacillus licheniformis strain DSM 13 
DK27 Bacillus toyonensis strain BCT-7112 
DK31 Bacillus atrophaeus 1942 strain 1942 
DK33 Klebsila oxytoca 
DK36 Bacillus subtilis strain DL5-1  
DK37 Bacillus thuringiensis Bt407 
DK41 Bacillus toyonensis strain BCT-7112 
DK48 Bacillus toyonensis strain BCT-7112 
DK59 Bacillus licheniformis strain DSM 13 

 

4. การเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีเอส การโคลนยีนและนําเขาสูเซลลเจาบาน E. coli 
 
 เลือกไอโซเลทของแบคทีเรีย PGPR ท่ีมีสามารถสรางเอนไซมโปรตีเอสสูงสุด ไดแก ไอโซเลท DK4 
และ DK36 นําแตละไอโซเลทมาสกัด DNA และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอยีนโปรตีเอส ดวยเทคนิค PCR โดยใช
ไพรเมอรท่ีจําเพาะ และแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟาโดยใชเครื่อง Electrophoresis ผลการศึกษาพบวา
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอสวนยีนโปรตีเอส ได PCR Product ขนาด 1,577 bp (ภาพท่ี 4.8) นํา PCR 
product มาทําใหบริสุทธิ์กอนนําไปโคลนเขาเวคเตอรและนําเขาสูเซลลเจาบาน E. coli เพ่ือชักนําใหเกิด
การแสดงออก (expression) ของยีนโปรตีเอส (ภาพท่ี 4.9) 
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M         1         2         

M      1      2      3       4      5      6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.8 ผลการเพ่ิมปริมาณ DNA สวนของยีนโปรตีเอสดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะ  
เลน M 100 bp DNA ladder; เลน 1 ยีนโปรตีเอสจากไอโซเลท DK4; เลน 2 ยีนโปรตีเอสจาก 

ไอโซเลท DK36 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 4.9 ผลการทํา PCR product สวนของยีนโปรตีเอสใหบริสุทธิ์ เลน M 100 bp DNA ladder;      

เลน 1 ถึง 3 ยีนโปรตีเอสจากไอโซเลท DK4; เลน 4 ถึง 6 ยีนโปรตีเอสจากไอโซเลท DK36 
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5. ศึกษาการแสดงออกของยีนโปรตีเอสใน E. coli 
 
 ผลการทดลอง พบวา รีคอมบิแนนทโปรตีนมีการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีนบน SDS- 
PAGE โดยเม่ือยอมสีดวย Comassive brilliant blue R-250 มีขนาดโมเลกุล 37 kDa (4.10) แลวเพ่ิม
ปริมาณเอนไซมใหเพียงพอตอการทดสอบกิจกรรมเอนไซม (ภาพท่ี 4.11) 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.10 การตรวจสอบการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีเอส บน SDS-PAGE โดยใช BL21 (DE3) 
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ภาพท่ี 4.11 รีคอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอส 
 

6. การวิเคราะหกิจกรรมของรีคอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอส 
 จากการศึกษากิจกรรมของรีคอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอสในการไฮโดรไลสเคซีน (ภาพท่ี 4.12)

พบวา รีคอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอสจากไอโซเลทท่ี DK4 และ DK36 มีกิจกรรมของเอนไซมโปรตีเอสท่ี 

151.83 และ 155.41 Uml-1 ตามลําดับ ผลการศึกษากิจกรรมของเอนไซมโปรตีเอสแสดงในตารางท่ี 4.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.12 การศึกษากิจกรรมของรีคอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอส 
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ตารางท่ี 4.4 ความสามารถของรีคอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอสในการยอยสลายเคซีน เพ่ือวิเคราะห

กิจกรรมของเอนไซม 

ลําดับท่ี รหัสตัวอยาง  OD. 660 nm Slop Uml-1 

1 น้ํากลั่น  0.000 - - 
2 control  0.016 0.01 6.66 
3 DK4  0.326 0.01 151.83 
4 DK36  0.373 0.01 155.41 

 
 

7. ศึกษาประสิทธิภาพของรีคอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอสตอตัวออนระยะ J2 ของ M. incognita 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.13 ประสิทธิภาพของรีคอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอสตอตัวออนระยะ J2 บริเวณรากพืช 

 

 นํารีคอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอสจํานวน 300 µl ผสมกับตัวออนระยะ J2 ของ M. incognita 

200 ตัว บมท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง (ทํา 3 ซํ้า) สวนชุดควบคุม (control) ไดแก อาหาร

เลี้ยงเชื้อ YPD เปลาผสมน้ํากลั่นไมใสตัวออน ระยะ J2 และ supernatant ท่ีผานการตม 15 นาทีผสมกับ

ตัวออนระยะ J2 ตรวจนับจํานวนตัวออนท่ีตาย ภายใตกลองจุลทรรศน light microscope เปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพในการทําลายตัวออน M. incognita ระยะ J2 โดยเปรียบเทียบเปนรอยละของการตายของ

ไสเดือนฝอยรากปม (ภาพท่ี 4.15) ผลการศึกษาพบวา รีคอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอสจากไอโซเลทท่ี DK4 

และ DK36 สามารถทําลายตัวออนของไสเดือนฝอยรากปมไดถึง รอยละ 74 และ 76 ตามลําดับ สวนชุด

ควบคุมไมพบการทําลายตัวออน 
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ภาพท่ี 4.14 การทดสอบประสิทธิภาพของรีคอมบิแนนทโปรตีเอสตอรอยละการตายของ                       

ไสเดือนฝอยรากปม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.15 รอยละการตายของไสเดือนฝอยรากปมตอการใชรีคอมบิแนนทโปรตีเอส 


