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สรุปผลการวิจัย อภิปรายผลและขอเสนอแนะ 

 

สรุปผลการวิจัย 

 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค การคัดเลือกแบคทีเรียสงเสริมการเจริญของพืชและการผลิต            

รีคอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอสเพ่ือการควบคุมไสเดือนฝอยรากปม M. incognita และนําเอนไซมท่ีไดไป

ทดสอบทําลายตัวออนระยะ J2 ของไสเดือนฝอยรากปม M. incognita ในหองปฏิบัติการ เพ่ือศึกษา

ความสามารถในการควบคุมตัวออนของไสเดือนฝอยรากปม ซ่ึงสรุปผลการวิจัยดังนี้ 

1. การศึกษาการคัดแยกไรโซแบคทีเรีย 

             การศึกษาการคัดแยกแบคทีเรีย PGPR โดยเก็บตัวอยางดินบริเวณรอบรากมันสําปะหลังท่ีปลูก

ในพ้ืนท่ีไมมีประวัติการเปนโรครากปม ในเขตพ้ืนท่ีอําเภอดานขุนทด จังหวัดนครราชสีมา ขนาดพ้ืนท่ี          

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

ตัวอยาง นํามาคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีศึกษาคุณสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืชไดแก phosphate 

solubilization assay, siderophore production และ protease activity ผลการศึกษาพบวา สามารถ

คัดแยกแบคทีเรียท่ีมีศึกษาคุณสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืชไดท้ังหมด 17 ไอโซเลท 

 

2. การทดสอบคุณสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืช 

   การศึกษาคุณสมบัติ phosphate solubilizer ของแบคทีเรียรอบรากมันสําปะหลัง โดยการนํา

ตัวอยางบริเวณรอบรากมันสําปะหลังมาเพาะเลี้ยงลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ modified pikovskaya agar บม

ท่ีอุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวามี halo zone ทางโคโลนี ท้ังหมด 60 ไอโซเลท   

  สวนการศึกษา siderophone production โดยการนําแบคทีเรียท่ีแยกไดจากรอบรากมัน

สําปะหลังมาเพาะเลี้ยงเชื้อ ใน CAS agar บมท่ีอุณหภูมิ 30 °C พบวา แบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินรอบราก

มันสําปะหลังท้ังหมด 60 ไอโซเลท สามารถสราง siderophone ใหโคโลนีมีสีเหลืองสม  

 สุดทายการศึกษา protease activity โดยการเลือกโคโลนีใหโซนใสรอบๆ โคโลนีจากแบคทีเรียท่ี

แยกไดจากดินรอบรากมันสําปะหลังท้ังหมด 60 ไอโซเลท มีเพียง 17 ไอโซเลท ท่ีใหลักษณะ halo zone 

รอบโคโลนี ประกอบดวยไอโซเลท DK1 DK4 DK5 DK8 DK13 DK20 DK22 DK23 DK24 DK27 DK31 

DK33 DK36 DK37 DK41 DK48 และ DK59 ตามลําดับ ตัวอยางโคโลนีแบคทีเรียท่ีใหลักษณะ halo 

zone รอบโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ modified Pikovskaya agar 
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 3. การจําแนกชนิดของแบคทีเรีย PGPR ท่ีสรางเอนไซมโปรตีเอส 

     แบคทีเรียท้ัง 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ละไอโซเลท แลวจําแนกแบคทีเรียท่ีความสามารถในการสรางเอนไซมโปรตี

เอสดวยเทคนิคทางอณูชีววิทยา โดยทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอสวน Conserved region ของ 16S rRNA 

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

Electrophoresis ผลการศึกษาพบวาสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอสวน Conserved regions ของ 16S 

rRNA ได PCR Product ขนาด 750 bp นําไปวิเคราะหลําดับเบส เพ่ือจัดจําแนกแบคทีเรียท่ีมี

ความสามารถในการสรางเอนไซมโปรตีเอสในระดับสปชีส โดยเปรียบเทียบลําดับเบส 16S rRNA ยีนของ

แบคทีเรียแตละไอโซเลทกับลําดับเบสอ่ืนๆในฐานขอมูล GenBank 

4. การเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีเอส การโคลนยีนและและนําเขาสูเซลลเจาบาน E. coli 
 
   ไอโซเลทของแบคทีเรีย 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วนยีนโปรตีเอสได PCR Product ขนาด 1,577 bp  

5. ศึกษาการแสดงออกของยีนโปรตีเอสใน E. coli 

การศึกษาการแสดงออกของยีนโปรตีเอสใน E. coli พบวา รีคอมบิแนนทโปรตีนมีการแสดงออก

ของรีคอมบิแนนทโปรตีนบน SDS- PAGE โดยเม่ือยอมสีดวย Comassies brilliant blue R-250 มีขนาด

โมเลกุล 37 kDa 

 6. การวิเคราะหกิจกรรมของรีคอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอส 

   กิจกรรมของรีคอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอสในการไฮโดรไลสเคซีน  โดยรีคอมบิแนนทเอนไซม 

โปรตีเอสจากไอโซเลทท่ี DK4 และ DK36 มีกิจกรรมของเอนไซมโปรตีเอสท่ี 151.83 และ 155.41 Uml-1

ตามลําดับ 

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

             การศึกษาประสิทธิภาพรีคอมบิแนทโปรตีเอสตอการทําลายตัวออนระยะ J2 ของ M. incognita            

รีคอมบิแนนทเอนไซมโปรตีเอสจากไอโซเลทท่ี DK4 และ DK36 สามารถทําลายตัวออนของไสเดือนฝอยรากปม

ไดถึงรอยละ 74 และ 76 ตามลําดับ สวนชุดควบคุมไมพบการทําลายตัวออน 
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การอภิปรายผล 

 จากวิจัยครั้งนี้สามารถแยกแบคทีเรีย PGPR จากดินรอบรากมันสําปะหลังท่ีไมมีประวัติเปนโรค

รากปม ซ่ึงมีความสามารถในการสรางเอนไซมโปรตีเอสได 17 ไอโซเลท ในการวิจัยครั้งนี้ผูวิจัยไดคัดเลือก

แบคทีเรีย PGPR จํานวน 2 ไอโซเลท ท่ีมีความสามารถในการสรางเอนไซมโปรตีเอสสูงท่ีสุดประกอบดวย

ไอโซเลท DK4 และ DK37 เม่ือนํา PCR Product สวนยีน 16s rRNA ของแบคทีเรีย PGPR ท้ัง                       

2 ไอโซเลท ไปวิเคราะหลําดับเบสและนําไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน NCBI พบวาลําดับเบสท่ีวิเคราะห

ไดมีความคลายคลึงกับลําดับเบสของแบคทีเรีย  Bacillus subtilis strain V26  และ B. subtilis strain 

DL5-1 ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา B. subtilis มีความสามารถในการผลิตเอนไซมโปรตีเอสไดดี สอดคลอง

กับการศึกษาของ J. K. Yang และคณะ ในป ค.ศ. 2000 ท่ีศึกษาการผลิตเอนไซมโปรตีเอสจาก                   

B. subtilis และทําใหบริสุทธิ์เพ่ือนํามาใชงานในการยอยของเสียจําพวกเปลือกหอย เปลือกกุง ปูจาก

อุตสาหกรรมอาหาร นอกจากอุตสาหกรรมการบําบัดของเสียแลวยังพบวา B. subtilis ถูกนํามาใชใน

อุตสาหกรรมอาหารหมัก (Chantawannakul, P., 1995), (Ogbadu, L. J., 1990) ซ่ึง US FDA ใหการ

ยอมรับวา B. subtilis สามารถนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหารไดอยางปลอดภัย โดยจัด B. subtilis เปน

หนึ่งในจุลินทรีย GRAS (Generally Recognized As Safe) การศึกษาของมัทนา วานิชย และคณะ ในป 

ค.ศ. 2007 พบวาแบคทีเรียบริเวณรอบรากพืชไอโซเลตท่ี 9 สามารถลดการเกิดปมจากไสเดือนฝอยมาก

ท่ีสุด โดยพบวามีดัชนีการเขาทําลาย รอยละ 25 สอดคลองกับ สืบศักดิ์ สนธิรัตน ในป พ.ศ. 2549 ซ่ึง

พบวา ไสเดือนฝอยรากปม M. incognita  ถูกทําลายไดสูงสุดท่ีระดับความเขมขนของเอนไซมท่ีเปนพิษ

คอนขางสูง นอกจากนี้จากการศึกษา Lian และคณะ ในป ค.ศ.  2007 พบวา กลไกของเอนไซม 

protease จาก Bacillus sp. ซ่ึงเปน PGPR ในการควบคุม nematode โดยแยก Bacillus sp. strain 

RH 219 ซ่ึงพบวาเอนไซม Protease Apr 219 ท่ีหลั่งออกมานอกเซลล มีคุณสมบัติในการทําลาย cuticle 

ของ Nematode โดย (Protease activity unit 930 Uml-1 ท่ี 37 °C pH 7) สามารถทําลายไสเดือนฝอย

ไดรอยละ 73 ภายใน 24 ชั่วโมงและหลังจากเปน 48 ชั่วโมง สามารถทําลายไสเดือนฝอยได รอยละ 97 

ขณะท่ีการศึกษาในนี้ แบคทีเรีย PGPR ไอโซลทท่ี DK4 และ DK36 มี Protease activity unit 151.83 

และ 155.41 Uml-1 ตามลําดับ ซ่ึงสามารถทําลายไสเดือนฝอยรากปมไดรอยละ 74 และ 75 ตามลําดับ 

สวนการทดสอบในแปลงมันสําปะหลังท่ีนําเอนไซมโปรตีเอสมาผลิตเปนชีวภัณฑในรูปแบบน้ํามาทดสอบ

ประสิทธิภาพ ซ่ึงในท่ีนี้ไมไดแสดงผลการทดลอง พบวามีประสิทธิภาพในการทําลายไสเดือนฝอยรากปม

เพียงรอยละ 27.4 ซ่ึงเหตุท่ีประสิทธิภาพในการทําลายไสเดือนฝอยรากปมลดลงจากการทดสอบใน

หองปฏิบัติการ ก็อาจเกิดจากสภาพแวดลอมรอบบริเวณแปลงมันสําปะหลังไปลดความสามารถในการ

ทําลายไสเดือนฝอยของเอนไซมโปรตีเอสลง ท้ังความเปนกรดเปนดาง อุณหภูมิของดินในแปลง แรธาตุท่ี

อยูในบริเวณแปลงปลูก นอกจากนี้สภาพพ้ืนท่ีของแปลงมันสําปะหลังมีความลาดเอียงซ่ึงมีระดับเฉลี่ย 1 - 

2 ซ่ึงทําใหเกิดการเคลื่อนท่ีของชีวภัณฑ ซ่ึงพูนพิไล สุวรรณฤทธิ์และคณะ ในป พ.ศ. 2544 ไดอธิบาย

ปรากฎการณดังกลาววาไดทดสอบการควบคุมทางชีววิธีในไสเดือนฝอยรากปม M. incognita บริเวณราก
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ตนมะเขือเทศ พบวา ประสิทธิภาพในการทําลายไสเดือนฝอยรากปมลดลง รอยละ 20 นอกจากนี้ยัง

สอดคลองกับการศึกษาของ Ramamoorthy และคณะ ใน ป ค.ศ. 2001 และ Sullivan, T. ในป ค.ศ. 

2004 ซ่ึงพบวาการนําเอนไซมไปทําลายไสเดือยฝอยรากปมในพ้ืนท่ีแปลงทดลองจะทําใหประสิทธิภาพใน

การทดลองไสเดือนฝอยรากปมลดลง รอยละ 10 – 30 ซ่ึงเกิดจากปจจัยทางดานชีว-กายภาพในแปลงปลูก

มันสําปะหลัง 

 

 ขอเสนอแนะ 

 1.  การทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซมในสภาวะจําลองในแปลงปลูกพืช เ พ่ือศึกษา
ความสามารถและศักยภาพในการทําลายไสเดือนฝอยรากปม 
 2. ควรศึกษาผลของเอนไซมตอสรีรวิทยาของมันสําปะหลัง โดยเฉพาะการเกิดหัว เพ่ือศึกษา
รูปแบบการใชเอนไซมท่ีเหมาะสม 
 3. ควรปรับปรุงวิธีการรักษาสภาพเอนไซมในรูปแบบท่ีงายตอการใชงานของเกษตรกร รวมท้ัง
วิธีการบํารุงรักษา 

 

 


