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บทคัดยอ 
  
 การคัดเลือกแบคทีเรีย PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) ท่ีสามารถสราง
เอนไซมโปรตีเอสทําลายตัวออนระยะ J2 ของไสเดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita โดย
เก็บตัวอยางดินบริเวณรอบรากมันสําปะหลังท่ีไมมีประวัติการเปนโรครากปม ในเขตจังหวัด
นครราชสีมา จํานวนท้ังสิ้น 60 ตัวอยาง นํามาคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติการสงเสริมการเจริญ
ของพืชไดแก phosphate solubilization assay, siderophore production และ protease 
activity พบแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืชและมีความสามารถในการสราง
เอนไซมโปรตีเอส ท้ังสิ้น 17 ไอโซเลท นํามาสกัด Genomic DNA และเพ่ิมปริมาณ DNA สวน 
Conserved region ของ 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะ นําไปวิเคราะห
ลําดับเบส เปรียบเทียบกับลําดับเบสอ่ืนๆในฐานขอมูล GenBank ของ NCBI เลือกไอโซเลทท่ีสามารถ
สรางเอนไซมโปรตีเอสสูงสุด 2 ไอโซเลท ไดแก DK4 และ DK36 ซ่ึงใหขนาดเสนผาศูนยกลางของโซน
ใสบน skimmed milk agar 6.5 และ 6.2 ซม. ตามลําดับ และมีลําดับเบสคลายกับลําดับเบสของ 
Bacillus subtilis strain V26 และ Bacillus subtilis strain DL5-1 นําแตละไอโซเลทมาสกัด 
Genomic DNA และเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีเอส ขนาด 1,577 bp นําไปโคลนเขาเวคเตอร pET30b 
แลวนําเขาสูเซลลเจาบาน E. coli เพ่ือชักนําใหเกิดการแสดงออก (expression) ผลการศึกษาพบวา 
ไอโซเลท DK4 และ DK36 มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีนบน SDS - PAGE ขนาด 37 kDa 
เม่ือนําไปทดสอบกิจกรรมเอนไซมโปรตีเอสในการไฮโดรไลสเคซีน พบวา มีกิจกรรมของเอนไซม        
โปรตีเอสท่ี 151.83 และ 155.41 Uml-1 ตามลําดับ เม่ือนํารีคอมบิแนนทโปรตีเอสมาศึกษา
ประสิทธิภาพของในการทําลายตัวออนระยะ J2 พบรอยละของการตายของตัวออนระยะ J2 เทากับ 
74 และ 75 ตามลําดับ 
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Abstract 
 
 Isolation of PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) that can 
generate proteases enzymes to kill second stage juvenile (J2) of root-knot 
nematodes Meloidogyne incognita. A total of 60 soil samples around the cassava 
roots with no history of Root-knot Disease from Nakhon Ratchasima Province were 
collected. The isolated bacteria capable of promoting the growth of plants 
include phosphate solubilization assay, siderophore production and protease activity. 
Bacteria capable of promoting the growth of the plant and is capable of 
generating enzymes proteases total of 17 isolates were extracted Genomic 
DNA and increase the amount of DNA segments Conserved region of the 16S 
rRNA technique with PCR using specific primers. To sequence analysis compared 
with other sequences in the GenBank database of NCBI. Two bacterial isolates that 
can generate enzyme protease were selected, 
including DK4 and DK36 which the diameter of the clear zone on skimmed milk agar 
6.5 and 6.2 cm, respectively, and a sequence similar to the sequence of Bacillus 
subtilis. strain V26 and Bacillus subtilis strain DL5-1. Genomic DNA of both isolate was 
extracted and protease genes 1,577 bp was cloned into the 
vector pET30b then introduced into E. coli host cells to induce expression. The study 
found that isolates DK4 and DK36 are the expression of recombinant proteins on          
0SDS - PAGE 37 kDa. The activity of the protease enzyme on casein hydrolysis at 
151.83 and 155.41 Uml-1, respectively. Efficacy 
of recombinant proteases in destroying J2 of root-knot nematodes found 
percentage of mortality equal to 74 and 75, respectively. 
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4.10 การตรวจสอบการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีเอส บน SDS-PAGE โดยใช 
BL21 (DE3) 
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