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บทคดัย่อ 
 เห็ดกินได้สกุล Pleurotus มีรายงานว่าเป็นปฏิปักษ์ต่อไส้เดือนฝอยศัตรูพืชเน่ืองจาก 
Pleurotus มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส ซ่ึงเป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทส าคญัในการ
ยอ่ยสลายโปรตีนที่เป็นองคป์ระกอบของผนงัล าตวัและเปลือกไข่ของไสเ้ดือนฝอย รวมไปถึงส่งผล
ต่อพฒันาการของตวัอ่อน ดงันั้นวตัถุประสงคข์องการศึกษาน้ี 1) เพื่อให้ไดเ้ห็ดสกุล Pleurotus  ที่มี
คุณสมบตัิในการควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita ในสภาพห้องปฏิบตัิการและ
สามารถควบคุมโรครากปมของมะเขือเทศในสภาพโรงเรือน 2) เพื่อให้ไดเ้อนไซม์โปรติเอสสกดั
หยาบจากเห็ดสกุล Pleurotus และ 3) เพือ่ทราบสภาวะที่เหมาะสมในการกระตุน้การสร้างเอนไซม์
โปรติเอสในหอ้งปฏิบตัิการ โดยท าการคดัเลือกเห็ดสกุล Pleurotus จ านวน 8 ไอโซเลต ซ่ึงพบว่า P. 
pulmonarius No.3 และ P. ostruatus มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการฟักไข่ และเพิ่มอตัราการตาย
ของตวัอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่ 2 และจากการทดสอบการสร้างเอนไซม์เบื้องตน้ดว้ยวิธี 
agar diffusion พบวา่ Pleurotus ทั้ง 2 ไอโซเลตสามารถสร้างเอนไซมโ์ปรติเอสได ้และเม่ือวเิคราะห์
ค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์โปรติเอสในน ้ าเล้ียงเช้ือ พบว่า P. pulmonarius No.3 มีค่ากิจกรรม 
0.27 ± 0.04 ยนิูต/มิลลิกรัมโปรตีน สูงกว่า  P. ostruatus  ที่มีค่ากิจกรรมเท่ากบั 0.06 ± 0.00 ยนิูต/
มิลลิกรัมโปรตีน ดงันั้นจึงเลือก P. pulmonarius No.3 มาใชใ้นการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสม
ส าหรับการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแข็งเพื่อกระตุน้การสร้างเอนไซม์โปรติเอส ซ่ึงพบว่าเม่ือใช้
ขา้วโอ๊ตบดหยาบ 6 กรัม และสารละลาย KH2PO4 pH 5.0 ความเขม้ขน้ 1.5-2.5 % (w/v) ปริมาตร 6-
8 มิลลิลิตร บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วนั และสกดัดว้ย acetate buffer pH 
5.0 ท  าใหค้่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสที่ผลิตโดย P. pulmonarius No.3 เพิม่ขึ้นสูงสุดถึง 0.41 ± 
0.00 ยูนิต/มิลลิลิตร ซ่ึงสารละลายเอนไซม์สกัดหยาบที่ได้มีความคงที่ของค่ากิจกรรมเม่ือบ่มที่
อุณหภูมิ 40 ถึง 50 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง และค่ากิจกรรมเอนไซม์ลดลงหลังจากบ่มที่
อุณหภูมิ 60 ถึง 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง อุณหภูมิที่ เหมาะสมในการเก็บรักษา
สารละลายเอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบ คือ -20 องศาเซลเซียส โดยเก็บได้นานมากกว่า 6 เดือน 
นอกจากน้ียงัพบว่าเส้นใยเช้ือเห็ด P. pulmonarius No.3 ที่ผ่านการเล้ียงในสภาวะที่เหมาะสม 
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(Optimized Pleurotus) หรือเรียกแทนว่า “OP” จากการวิจยัในสภาพห้องปฏิบตัิการ ท าให้ตวัอ่อน
ไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่ 2 ตาย 100 % หลงัจากทดสอบเป็นเวลา 4 วนั และการใช ้OP ร่วมกบั
เอนไซม์สกดัหยาบยงัมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการฟักไข่ของไส้เดือนฝอยรากปมได้ 100 % 
เช่นกัน จากนั้ นเม่ือทดสอบการควบคุมโรครากปมในมะเขือเทศในสภาพโรงเรือน พบว่า OP 
ปริมาตร 2 ส่วน (14 g)/กระถาง (OP2) ท าให้รากมะเขือเทศ มีจ านวนปม 35.67 ± 5.24 ปม จ านวน
กลุ่มไข่ 15.00 ± 0.89 และ Reproduction factor (Rf) เท่ากบั 0.68 ± 0.02 ไม่แตกต่างทางสถิติเม่ือ
เทียบกับกรรมวิธีที่ใช้ OP2 ร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบ ซ่ึงมีจ านวนปม จ านวนกลุ่มไข่ 
และ Rf เท่ากบั  37.67 ± 2.88 ปม, 17.33 ± 1.37 และ 0.61 ± 0.02 ตามล าดบั ทั้งน้ีการใช ้OP เพียง
อยา่งเดียว และการใช ้OP ร่วมกบัเอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบลดการเกิดรากปม จ านวนกลุ่มไข่ 
และ Rf ได้อยา่งมีนัยส าคญั (P<0.05) เม่ือเทียบกับชุดควบคุม ซ่ึงเม่ือยอ้มรากด้วย acid fuchsin 
พบวา่ไสเ้ดือนฝอยภายรากปมของมะเขือเทศ ทีท่ดสอบดว้ย OP มีการพฒันาไปเป็นตวัอ่อนระยะ 3 
(J3) หรือตวัอ่อนระยะที่ 4 (J4) และตวัเมียตวัเตม็วยัชา้กวา่ในกรรมวธีิอ่ืน ๆ  
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ABSTRACT 
 Edible mushroom Genus Pleurotus have been reported as the antagonistic fungi against 
plant-parasitic nematodes. One of the main rules of their nematicidal ability is the production of 
protease, that is important to degrade cuticle and eggshell of nematodes, and affect the 
development of nematode juvenile. Therefore, the objectives of this study were (1) to select 
Genus Pleurotus for controlling root-knot nematode (Meloidogyne incognita) in laboratory and 
control root knot disease in tomato under greenhouse condition, (2) to find out the nematicidal 
efficiency of crude protease from Pleurotus, and (3) to find out the optimal factors for protease 
production under the laboratory condition. From eight isolates of tested Pleurotus, P. 
pulmonarius No.3 and P. ostruatus showed the ability to inhibit egg hatching and increase the 
mortality of infective juveniles. These two Pleurotus could produce protease when primary 
detected by agar diffusion method. Specific activity of protease under protein-enriched media was 
0.27 ± 0.04 U/mg protein from P. pulmonarius No.3., that higher than protease produced from P. 
ostruatus (0.06 ± 0.00 U/mg protein). Therefore, P. pulmonarius No.3 was selected to find out the 
optimal condition affecting protease production under solid state cultivation in the laboratory. It 
was found that the highest protease activity was 0.41 ± 0.00 U/ml when cultured on solid state 
media contained 6 grams of coarse oats, 6-8 ml of 1.5-2.5 % (w/v) KH2PO4 pH 5.0, incubated at 
28 oC for 7 days, and 50 mM acetate buffer pH 5.0 was used for protease extraction. The activity 
of crude protease stabilized when incubated at 40-50 oC for 4 hr and the activity was decreased 
when incubated at 60-70 oC for 1 hr. At -20 oC was the optimal temperature for long term storage 
of crude protease for over 6 months. Under laboratory condition, the optimized Pleurotus (P. 
pulmonarius  No. 3), called “OP”, completely killed infective juvenile (J2) of root-knot nematode 
(percentage of mortality as 100) at 4 day post inoculation and OP in combination with crude 
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protease inhibited nematode egg hatching 100 %, as well. Regarding under greenhouse condition, 
the number of root gall 35.67 ± 5.24, egg masses 15.00 ± 0.89 and reproduction factor (Rf) was 
0.68 ± 0.02 when tomato plants were treated by the OP in concentration of 14 g per pot (OP2).  
There was no significant difference when compared to OP2 in combination with crude protease, 
the number of galls, egg masses and Rf were 37.67 ± 2.88, 17.33 ± 1.37 and 0.61 ± 0.02, 
respectively. However, the treatments of individual OP2 and OP2 in combination with crude 
protease significantly inhibited root gall disease in tomato (p<0.05) when compared to untreated 
control. After staining with acid fuchsin, slowly developing of J2 to 3rd stage juvenile (J3) or 4th 
stage juvenile (J4) and to adult female was presented in tomato roots with OP treatment. 
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          3. ผลและวจิารณ์ 25 
          4. สรุปผลการทดลอง 56 
เอกสารอา้งอิง 57 
ประวตัิผูเ้ขียน 67 
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รายการตาราง 

 
ตารางที่  หนา้ที่ 
1. ระดบัการเกิดปมที่ราก 23 
2. ประสิทธิภาพของเห็ดสกุล Pleurotus ที่ยบัย ั้งการฟักไข่ของไส้เดือนฝอย

รากปม M. incognita 
26 

3. ประสิทธิภาพของเห็ดสกุล Pleurotus ต่อการตายของตวัอ่อนระยะที่ 2 ของ
ไสเ้ดือนฝอยรากปม M. incognita 

27 

4. ประสิทธิภาพของ cell-free culture filtrate จาก P. pulmonarius No.3 และ 
P. ostruatus ต่อการยบัย ั้งการฟักไข่ของไสเ้ดือนฝอยรากปม M. incognita 

31 

5. ประสิทธิภาพของ cell-free culture filtrate จาก P. pulmonarius No.3 และ 
P. ostruatus ต่อการตายของตวัอ่อนระยะที่ 2 ของไส้เดือนฝอยรากปม M. 
incognita 

32 

6. ค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส ค่าปริมาณโปรตีนรวม และค่ากิจกรรม
จ าเพาะของเอนไซม์โปรติเอสใน cell-free culture filtrate ของเช้ือเห็ดสกุล 
Pleurotus 

33 

7. ประสิทธิภาพของเห็ดสกุล P. pulmonarius No.3 ที่เล้ียงในอาหารแบบแข็ง
และสภาวะที่เหมาะสมและเอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบต่อต่อการฟักไข่
ของไสเ้ดือนฝอยรากปม M. incognita 

46 

8. ประสิทธิภาพของเห็ดสกุล P. pulmonarius No.3 ที่เล้ียงในอาหารแบบแข็ง
และสภาวะที่เหมาะสมและเอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบต่อการตายของตวั
อ่อนระยะที่ 2 ของไสเ้ดือนฝอยรากปม M. incognita 

47 

9. การประเมินการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita 
ในมะเขือเทศ หลงัจากการทดสอบดว้ย Optimized Pleurotus เป็นเวลา 30 
วนั 

49 

10. ความสูงต้นและความยาวรากมะเขือเทศ หลังจากการทดสอบด้วย 
Optimized Pleurotus ต่อการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอยรากปม M. 
incognita เป็นเวลา 30 วนั 
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รายการตาราง (ต่อ) 

 
ตารางที่  หนา้ที่ 
11. การประเมินการเขา้ท  าลายของไสเ้ดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita 

ในมะเขือเทศ หลงัจากการทดสอบดว้ย Optimized Pleurotus และเอนไซม์
โปรติเอสสกดัหยาบเป็นเวลา 30 วนั 

52 

12. การประเมินการเขา้ท  าลายของไสเ้ดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita 
ในมะเขือเทศ หลงัจากการทดสอบดว้ยเห็ดสกุล Pleurotus และเอนไซมโ์ป
รติเอสสกดัหยาบต่อการเขา้ท าลายของไสเ้ดือนฝอยรากปมเป็นเวลา 30 วนั 

53 
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รายการภาพ 

 
ภาพที่  หนา้ที่ 
1. โครงสร้างผนงัล าตวัของไสเ้ดือนฝอย 3 
2. อาการรากปมของมะเขือเทศที่เกิดจากการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอยราก

ปม 
5 

3. รูปแบบรอยย่นส่วนก้น (perineal patterns) ของไส้เดือนฝอยรากปม 
Meloidogyne ตวัเตม็วยัเพศเมีย บางสปีซีส์ 

5 

4. วงจรชีวติไส้เดือนฝอยรากปม 6 
5. ลกัษณะเส้นใยของเช้ือเห็ด P. pulmonarius No. 3 (PP-3) เขา้ท  าลายไข่และ

ตวัอ่อนระยะที่ 2 ของไสเ้ดือนฝอยรากปม M. incognita หลงัการทดสอบ 48 
ชัว่โมง 

27 

6. การเจริญของเสน้ใย P. pulmonarius No.3 (บน) และ P. ostruatus (ล่าง) บน
อาหาร potato dextrose agar (PDA) ระยะเวลา 3 วนั ที่บ่มในอุณหภูมิต่าง ๆ 

28 

7. การสร้างเอนไซม์ไคติเนสของเช้ือสกุล Pleurotus บนอาหาร colloidal 
chitin agar บ่มที่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 วนั 

29 

8. การเกิดวงใสของเช้ือสกุล Pleurotus บนอาหาร skim milk agar บ่มที่
อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 วนั 

30 

9. ค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเม่ือใชแ้หล่งคาร์บอนต่าง ๆ ในการเล้ียงเช้ือ
เห็ด P. pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 

34 

10. ค่ากิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสเม่ือใชแ้หล่งไนโตรเจนต่าง ๆ ในการเล้ียงเช้ือ
เห็ด P. pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 

35 

11. ค่ากิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสเม่ือใชธ้าตุอาหารต่าง ๆ ในการเล้ียงเช้ือเห็ด P. 
pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 

36 

12. ค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของ KH2PO4 ต่าง ๆ ใน
การเล้ียงเช้ือเห็ด P. pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือด้วยอาหาร
แบบแขง็ 

37 

 

 



(10) 
 

 
 

รายการภาพ (ต่อ) 
 
ภาพที่  หนา้ที่ 
13. ค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเม่ือบ่มที่อุณหภูมิต่างกนั ในการเล้ียงเช้ือเห็ด P. 

pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 
38 

14. ค่ากิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสเม่ือบ่มที่ 28 °C เป็นระยะเวลาต่างกนั ในการเล้ียง
เช้ือเห็ด P. pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 

39 

15. ค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเม่ือปรับความเป็นกรดด่างของของเหลวในการ
เล้ียงเช้ือเห็ด P. pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 

40 

16. ค่ากิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสเม่ือปรับปริมาณของสบัสเตรตในการเล้ียงเช้ือเห็ด 
P. pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 

41 

17. ค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเม่ือปรับอตัราส่วนของแข็งต่อของเหลวในการ
เล้ียงเช้ือเห็ด P. pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 

41 

18. ค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเม่ือใชบ้ฟัเฟอร์ที่ pH ต่างกนัในการเล้ียงเช้ือเห็ด 
P. pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 

42 

19. ผลของอุณหภูมิต่อค่าความคงที่ (stability) ของกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสส
กดัหยาบ 

43 

20. ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อค่าความคงที่ (stability) ของกิจกรรม
เอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบ 

44 

21. เสน้ใยของ P. pulmonarius No.3 ที่เล้ียงในสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต
เอนไซมโ์ปรติเอส เขา้ท าลายไข่ (A) และตวัอ่อนระยะที่ 2 ของไสเ้ดือนฝอย
รากปม M. incognita (B) หลงัการทดสอบ 24 ชัว่โมง (Bar = 20 µm)   

45 

22. การใช ้Optimized Pleurotus  3 ส่วน ในกระถางตน้มะเขือเทศทดสอบ; (A) 
เสน้ใยอดัแน่นและน ้ าท่วมขงั (B) ดอกเห็ด   

50 

23. ลกัษณะรากปมของมะเขือเทศที่เกิดจากการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอยราก
ปม Meloidogyne incognita ในมะเขือเทศ 10, 20, และ30 วนั (Bar = 20 µm) 

54 

24. รากปมของมะเขือเทศที่ถูกเขา้ท  าลายโดยไสเ้ดือนฝอยรากปม Meloidogyne 
incognita ที่ยอ้มดว้ย acid fuchsin เป็นเวลา 10, 20, และ30 วนั 

55 
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บทที ่1 

 

บทน า 
 

บทน าต้นเร่ือง 
 

ไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne spp. เป็นสาเหตุของโรครากปม (root knot disease) 
จดัเป็นศตัรูพชืที่มีพชือาศยักวา้งมากกวา่ 2,500 ชนิด ซ่ึงท าความเสียหายต่อพืชเศรษฐกิจหลายชนิด 
ทั้ง พชืผกั ไมด้อก ไมป้ระดบั ไมผ้ล และพชืไร่ ท าใหพ้ชืที่ถูกไสเ้ดือนฝอยเขา้ท  าลายมีผลผลิตลดลง
และสามารถพบไสเ้ดือนฝอยชนิดน้ีทั้งในเขตร้อน เขตอบอุ่น และเขตหนาวของโลก (Wesemael et 
al., 2011; Vestergård, 2019) โดยไสเ้ดือนฝอยรากปม Meloidogyne ชนิดที่ส าคญั เช่น M. arenaria, 
M. hapla, M. incognia และ M. javanica ส าหรับในประเทศไทยมีรายงานการพบไส้เดือนฝอยราก
ปมจ านวน 7 ชนิด สร้างความเสียหายร้อยละ 90 (Singh et al., 2015) 

การป้องกนัก าจดัไสเ้ดือนฝอยรากปมสามารถท าไดห้ลายวธีิ เช่น การเขตกรรม การใชพ้นัธุ์
ตา้นทาน และการใชส้ารเคมี เป็นตน้ ซ่ึงการป้องกนัก าจดัไส้เดือนฝอยรากปมแต่ละวิธีมีขอ้จ ากัด
แตกต่างกนัไป เช่น การใชส้ารเคมี เป็นวิธีการที่มีประสิทธิภาพสูง แต่มีตน้ทุนสูง เป็นอนัตรายต่อ
ส่ิงมีชีวติ และก่อให้เกิดสารพิษตกคา้งในระบบนิเวศ (Noling and Becker, 1994; Kalaiselvia et al., 
2019) ดงันั้น การน าวธีิการอ่ืนที่ปลอดภยั และประหยดัค่าใชจ่้ายมาใชใ้นการควบคุมไส้เดือนฝอย
รากปมจึงไดรั้บความสนใจมากขึ้น อีกทั้งปัจจุบนัผูบ้ริโภคมีความสนใจเร่ืองอาหารปลอดภยั และ
ระบบเกษตรอินทรียไ์ด้รับความนิยมเพิ่มขึ้น จึงมีงานวิจยัเพื่อหาวิธีควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม
แทนที่การใชส้ารเคมี และลดผลกระทบที่เกิดกบัระบบนิเวศ ไดแ้ก่ การควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม
โดยชีววิธีซ่ึง Heydari และคณะ (2006) ไดท้ดสอบความสามารถของเห็ดในสกุล Pleurotus ไดแ้ก่ 
P. ostreatus, P. sajor-caju, P. cornucopiae, P. florida และ P. eryngii ในการควบคุมไส้เดือนฝอย 
M. javanica พบว่าน ้ าเล้ียงเช้ือ (culture filtrate) จาก P. ostreatus ท าให้ไส้เดือนฝอยไม่เคล่ือนที่
ภายใน 24 ชั่วโมง จากนั้นเส้นใยของเห็ดจึงเขา้ท าลายภายในตวัไส้เดือนฝอย Barron และThorn 
(1986) ทดสอบปล่อยไส้เดือนฝอยลงไปบริเวณขอบโคโลนีของ Pleurotus spp. ที่เจริญบนอาหาร 
water agar พบวา่ไสเ้ดือนฝอยหยดุเคล่ือนที่ จากนั้นเสน้ใยของเช้ือเห็ดแทงเขา้ไปในตวัและไส้เดือน
ฝอยถูกยอ่ยสลายภายใน 2-3 วนั โดยในงานวิจยัน้ีเช้ือเห็ด P. ostreatus มีประสิทธิภาพในการฆ่า
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ไส้เดือนฝอยสูงที่สุด 96 % นอกจากน้ี Inácio และคณะ (2015) รายงานว่าเห็ดสกุล Pleurotus 
สามารถสร้างเอนไซมโ์ปรติเอสซ่ึงเป็นเอนไซมช์นิดหน่ึงที่มีบทบาทส าคญัในการยอ่ยสลายโปรตีน
ที่เป็นองค์ประกอบของผนังล าตวัของไส้เดือนฝอย จึงมีส่วนช่วยให้เส้นใยแทงทะลุผนังล าตัว
ไสเ้ดือนฝอยแลว้ดูดกินสารอาหารภายในตวัอ่อนได ้สอดคลอ้งกบั Genier และคณะ (2015) รายงาน
ว่า เห็ด P. ostreatus ลดจ านวนตวัอ่อนของไส้เดือนฝอย Panagrellus sp. ลง 42 % ภายใน 24 
ชัว่โมง และพบวา่ P. ostreatus ผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสเพื่อยอ่ยผนังล าตวัไส้เดือนฝอย โดยงานวิจยั
ส่วนใหญ่เน้นการน าเห็ดสกุล Pleurotus มาทดสอบการสร้างเอนไซม์โปรติเอส แต่ยงัไม่มีการหา
สภาวะที่เหมาะสมในการกระตุน้การสร้างเอนไซมโ์ปรติเอส 

จากที่กล่าวมาขา้งตน้ การใชเ้ห็ดสกุล Pleurotus จึงเป็นทางเลือกหน่ึงที่น ามาศึกษาต่อเพื่อ
ใชใ้นการควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม ดงันั้นในการวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อคดัเลือกเห็ดสกุล 
Pleurotus ที่มีความสามารถในการสร้างเอนไซมโ์ปรติเอส และหาสภาวะที่เหมาะสมในการกระตุน้
การสร้างเอนไซมโ์ปรติเอส เพือ่น าไปควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ในมะเขือเทศให้มี
ประสิทธิภาพเพิม่ขึ้น 
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ตรวจเอกสาร 
1. ไส้เดือนฝอยศัตรูพืช 

ไสเ้ดือนฝอยเป็นสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงั และมีระบบอวยัวะต่าง ๆ ในร่างกายคลา้ยสัตว์
ชั้นสูงแต่ไม่ครบทุกระบบ คือมีระบบทางเดินอาหาร ระบบกลา้มเน้ือ ระบบประสาท ระบบขบัถ่าย 
และระบบสืบพนัธุ์ แต่ไม่มีระบบหายใจ และระบบหมุนเวียนเลือด ลกัษณะล าตวัไม่เป็นปลอ้งแต่
ผนงัชั้นนอกเป็นรอยยน่คลา้ยปลอ้งซ่ึงเกิดเฉพาะผวิดา้นนอกเท่านั้น ผนงัล าตวัของไส้เดือนฝอยมี 3 
ชั้น โดยประกอบดว้ย ชั้นนอกหรือคิวติเคิล (cuticle), ชั้นกลางหรือชั้นไฮโปเดอมิส (hypodermis) 
และชั้นในหรือชั้นกลา้มเน้ือ (muscular layer) ผวิชั้นนอกประกอบดว้ยแผน่โปรตีนใสท าหน้าที่เป็น
โครงร่างยดืหดได ้และช่วยในเร่ืองการเคล่ือนที่ของไส้เดือนฝอย ซ่ึงประกอบดว้ย คอลลาเจน ซ่ึง
เป็นโปรตีนมากกวา่ 80% ของโปรตีนที่ละลายน ้ า  ชั้นคิวติเคิลนั้นอุดมไปดว้ยไขมนัและถูกเคลือบ
ทบัดว้ยสารเคลือบผวิที่มีไกลโคโปรตีนที่เก่ียวขอ้งกบัคิวติเคิล (Singh and Sulston, 1978) (ภาพที่ 1) 
ความยาวเฉล่ียของไสเ้ดือนฝอยอยูร่ะหวา่ง 0.2-2.0 มิลลิเมตร และมีลกัษณะ sexual dimorphism คือ
ไสเ้ดือนฝอยศตัรูพชืเพศเมียมีขนาดใหญ่กวา่ไสเ้ดือนฝอยศตัรูพืชเพศผู ้และรูปร่างของเพศเมียและ
เพศผู ้มีความต่างกนัมาก  

 
 

ภาพที่ 1 โครงสร้างผนงัล าตวัของไสเ้ดือนฝอย (ที่มา: Page et al., 2014)  
 
ไส้เดือนฝอยศตัรูพืช หรือ Plant-parasitic nematodes (PPNs) เป็นปรสิตชนิดหน่ึงที่เขา้

ท าลายในพืช ซ่ึงไส้เดือนฝอยศัตรูพืชมีวิธีการเข้าท าลายพืชที่แตกต่างกันสามารถจดักลุ่มตาม
ลกัษณะการเขา้ท  าลาย (feeding position) โดยอาศยัลกัษณะการเขา้ท าลาย และการเคล่ือนที่ภายใน
เน้ือเยือ่ของพืช ไดแ้ก่ ไส้เดือนฝอยปรสิตภายนอก (ectoparasitic nematode) ไส้เดือนฝอยศตัรูพืช
ปรสิตก่ึงภายใน (semi-endoparasitic nematode) และไส้เดือนฝอยปรสิตภายใน (endoparasitic 
nematode)  (Williamson and Hussey, 1996) ไส้เดือนฝอยศัตรูพืชเหล่าน้ีจึงส่งผลต่อการ
เจริญเติบโตของพชืและคุณภาพของผลผลิต รวมถึงมีความสามารถในการท าลายความตา้นทานของ
พชืและท าใหพ้ชือ่อนแอต่อเช้ือโรคพชือ่ืน ๆ (Manzanilla-López et al., 2004) 
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ไส้เดือนฝอยรากปม (Meloidogyne spp.) ถือเป็นไส้เดือนฝอยปรสิตภายในที่ส าคญัสกุล
หน่ึงที่ท  าลายพืชทางเศรษฐกิจมากที่สุดในโลก (Trudgill and Blok, 2001) ท  าให้ผลผลิตทัว่โลก
สูญเสียประมาณ 10 พนัลา้นยโูรต่อปี 

การจดัจ าแนกไสเ้ดือนฝอยรากปมตามหลกัอนุกรมวธิานมีดงัน้ี (Chitwood, 1949) 
Kingdom Animalia 

Phylum Nematoda 
Class Secernentea 

Order Tylenchida 
Family Meloidogynidae 

Genus Meloidogyne 
 Mitkowski และ Abawi (2003) รายงานว่าไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne ชนิดที่มี

ความส าคญัทางเศรษฐกิจมากคือ M. arenaria, M. chitwoodi,  M. graminicola,  M. hapla, M. 
incognita และ M. javanica พืชที่ถูกไส้เดือนฝอยเขา้ท าลายจะแสดงอาการที่เรียกว่า รากปม (root 
gall หรือ root knot) โดยรากมีลกัษณะบวมพองเป็นปุ่ มปมไม่เป็นระเบียบ และกุดสั้น (ภาพที่ 2) 
เน่ืองจากตวัอ่อนไสเ้ดือนฝอยรากปมระยะที่สองใชอ้วยัวะที่มีลกัษณะคลา้ยเข็มที่เรียกว่า stylet แทง
เขา้สู่เซลลร์ากพชืและปล่อยเอนไซมเ์พือ่เขา้ท  าลาย จากนั้นไส้เดือนฝอยจึงเคล่ือนที่ไปสู่เน้ือเยือ่ชั้น
คอร์เท็กซ์ (cortex) ของพืช และฝังส่วนหัวบริเวณรอบ ๆ เน้ือเยื่อล าเลียง (vascular tissue) ส่วน
ล าตวัทอดขนานไปตามแนวยาวของรากในชั้นคอร์เท็กซ์ เซลล์ของพืชบริเวณท่อล าเลียงอาหารมี
ขนาดใหญ่ผิดปกติ เรียกว่า เซลล์ยกัษ ์(giant cell) จากนั้นไส้เดือนฝอยจะดูดกินสารอาหารจากพืช 
ซ่ึงหลังจากตัวอ่อนระยะที่สองเข้าท าลายพืชจะเกิดอาการรากปมขึ้ นภายใน 1-2 วนั และหาก
ไส้เดือนฝอยเขา้ท าลายอยา่งรุนแรง รากของพืชจะถูกท าลายมากจนพืชไม่สามารถให้ผลผลิตได ้
และตายในที่สุด (Anwar et al., 2007)  
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ภาพที่ 2  อาการรากปมของมะเขือเทศที่เกิดจากการเขา้ท าลายของไสเ้ดือนฝอยรากปม  
(ที่มา: Anwar et al., 2007) 
 

ไส้เดือนฝอยรากปมเพศเมียตัวเต็มวยัมีรูปร่างอ้วนกลมคล้ายลูกแพร์ (pear shaped) 
เส้นผ่าศูนยก์ลาง 0.5-0.7 มิลลิเมตร และจะวางไข่เป็นกลุ่มโดยมีสารเหนียวคล้ายวุน้ (gelatin) 
ห่อหุม้อยูน่อกล าตวั และไส้เดือนฝอยรากปมเพศเมียตวัเต็มวยัมีลายเส้นบริเวณกน้เรียกว่า รอยยน่
ส่วนกน้ (perineal pattern) ซ่ึงลกัษณะรอยยน่ส่วนกน้ของตวัเต็มวยัเพศเมียน้ีสามารถน าไปใชเ้พื่อ
ระบุชนิดของไส้เดือนฝอยรากปมได้ เน่ืองจากไส้เดือนฝอยรากปมแต่ละชนิดมีลายเส้นที่มีความ
แตกต่างกนั (ภาพที่ 3) ส่วนเพศผูต้วัเต็มวยัมีรูปร่างเรียวคลา้ยเส้นดา้ย (vermiform) เช่นเดียวกบัตวั
อ่อนระยะที่สอง  (Mitkowski and Abawi, 2003) 

 

 
 

ภาพที่ 3  รูปแบบรอยยน่ส่วนกน้ (perineal patterns) ของไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne ตวัเต็ม
วยัเพศเมีย บางสปีซีส์ (ที่มา: Stirling et al., 1999) 
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วงจรชีวิตของไส้เดือนฝอยรากปม     
ไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne spp. มีการขยายพนัธุ์แบบ mitotic parthenogenesis คือ

ไสเ้ดือนฝอยเพศเมียจะสามารถสร้างไข่ไดเ้องและไข่สามารถฟักออกมาเป็นตวัอ่อนโดยที่ไม่ตอ้งมี
การปฏิสนธิกับไส้เดือนฝอยเพศผู ้จึงท าให้ขยายพนัธุ์ได้อย่างรวดเร็ว และท าให้วางไข่ได้เป็น
จ านวนมาก อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการขยายพนัธุอ์ยูร่ะหวา่ง 24-27 องศาเซลเซียส เร่ิมจากไสเ้ดือน 
ฝอยเพศเมียวางไข่เป็นกลุ่ม (egg mass) ที่มีสารเหนียวคลา้ยวุน้ห่อหุ้มอยู ่โดย 1 กลุ่มไข่อาจมีไข่ได้
ถึง 1,500 ฟอง ไข่พฒันาการโดยแบ่งเซลล์ไปเร่ือย ๆ เป็นตวัอ่อนระยะที่ 1 อยูภ่ายในไข่ จากนั้น
ลอกคราบเป็นตวัอ่อนระยะที่ 2 และฟักออกจากไข่ โดยระยะน้ีเป็นระยะที่เร่ิมเขา้ท าลายพืช จึงมีช่ือ
เรียกอีกอยา่งหน่ึงว่า ตวัอ่อนระยะเขา้ท าลาย (infective jurenile; IJ) และไส้เดือนฝอยมีการลอก
คราบอีก 3 คร้ังในรากพชื หลงัจากลอกคราบคร้ังสุดทา้ย ตวัอ่อนเพศเมียจะไม่เคล่ือนยา้ยต าแหน่งที่
ดูดกินสารอาหาร โดยเพศเมียเร่ิมพองตวัขึ้นเร่ือย ๆ จนเป็นถุงกลม (saccate) อยูภ่ายในรากพืชอาศยั 
และไส้เดือนฝอยตวัเต็มวยัเพศเมียสร้างกลุ่มไข่ออกมานอกราก ส่วนไส้เดือนฝอยตวัเต็มวยัเพศผู ้
ออกจากรากพชืด ารงชีวติอยูอ่ยา่งอิสระภายในดิน (ภาพที่ 4) โดยเฉล่ียไส้เดือนฝอยรากปมจะเจริญ
ครบวงจรชีวิตใน 25 วนั แต่อาจแตกต่างกนัขึ้นอยู่กับชนิดของไส้เดือนฝอยและสภาพแวดล้อม 
(Mitkowski and Abawi, 2003)  

 

 
ภาพที่ 4 วงจรชีวิตของไสเ้ดือนฝอยรากปม (ที่มา: Abad et al., 2008) 
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2. กลไกการเป็นปฏิปักษ์ของเช้ือราต่อไส้เดือนฝอย 
 เช้ือราปฏิปักษ์ของไส้เดือนฝอย (Nematophagous fungi) เป็นเช้ือราที่เป็นศัตรูโดย
ธรรมชาติกบัไสเ้ดือนฝอย ซ่ึงแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มคือ (1) nematode-trapping fungi เช้ือราที่สร้างกบั
ดกัเสน้ใยเป็นโครงสร้างพเิศษเพือ่จบัไสเ้ดือนฝอย เช่น ตุ่มกาวเหนียว ตาข่ายเหนียว หรือห่วงมรณะ 
เช่น Arthrobotrys oligospora, A. superba และ Monacrosporium haptotylum  (Swe et al., 2009)  
(2) endoparasite คือเช้ือราที่เป็นปรสิตภายใน โดยโคนิเดียจะเกาะติดกบัผิวไส้เดือนฝอยและสร้าง
เอนไซม์เพื่อย่อยผนังล าตวั จากนั้นจึงแทงเส้นใยเขา้ท าลายและดูดกินสารอาหารภายในตวัของ
ไส้เดือนฝอย ยกตัวอย่างราในกลุ่มน้ี เช่น Catenaria sp., Helicocephalum oliogosporum,  
Harposporium rhynchosporum  และ Plesiospora globose (Barron, 1978) (3) egg-parasitic fungi 
เช้ือราที่เขา้ท  าลายไข่ของไส้เดือนฝอย โดยใช ้appressorium เขา้ไปดูดซับสารอาหารจากไข่ หรือ
ล าตวัไส้เดือนฝอย เช่น Pochonia chlamydosporia, Lecanicillium lecanii และ Meria coniospora 
(Olivares-Bernabeu and Lopez-Llorca, 2002) และ (4) toxin-producing fungi เช้ือราที่ท  าให้
ไส้เดือนฝอยหยดุเคล่ือนไหวดว้ยสารพิษ เช่น Pleurotus ostreatus, P. pulmonarius และ P. eryngii 
(Marlin et al., 2019) สาเหตุที่เช้ือราปฏิปักษ์ได้รับความสนใจ และมีการศึกษาอย่างต่อเน่ือง 
เน่ืองจากเช้ือราปฏิปักษ์เหล่าน้ีสามารถเล้ียงได้ง่ายภายในห้องปฏิบติัการ และมีศกัยภาพในการ
ควบคุมไสเ้ดือนฝอยศตัรูพืช โดยเช้ือราทุกกลุ่มสามารถสร้างเอนไซม์ยอ่ยผนังล าตวั (cuticle) ของ
ตวัอ่อนไสเ้ดือนฝอยได ้(Liu et al., 2009)  
 
3. เห็ดสกลุ Pleurotus 

เห็ดที่กินไดห้รือเช้ือราที่กินไดใ้นป่า ถูกรวบรวมและบริโภคโดยผูค้นมาเป็นเวลาหลายพนั
ปี และคาดว่าประมาณ 2,000 สายพนัธุ์ ถือเป็นเห็ดที่กินไดท้ี่ส าคญั (Moore et al., 2005) เห็ดไม่
สามารถสร้างอาหารเองได ้จึงตอ้งยอ่ยสลายอินทรียวตัถุในการด ารงชีพและมีความส าคญัอยา่งมาก
ในการหมุนเวียนธาตุอาหารในระบบนิเวศ เพื่อเป็นประโยชน์แก่พืช สัตว์ และ จุลินทรียใ์น
ธรรมชาติ  (Subramanian and Anantharaman, 1995) เห็ดเหมาะอยา่งยิง่ส าหรับใชใ้นการประกอบ
อาหาร เน่ืองจากมีค่าแคลอร่ีต  ่า มีปริมาณโปรตีน  23.22 g/100 g คาร์โบไฮเดรต 63.17 g/100 g  
ฟอสฟอรัส 104.13 g/100 g และไฟเบอร์สูง 34.0 g/100 g และปริมาณไขมันต ่า 4.71 g/100 g 
(Furlani and Godoy, 2007) Verma (2002) รายงานวา่ การผลิตเห็ดเชิงพาณิชย ์4 ชนิดที่ส าคญั ไดแ้ก่ 
Agaricus bisporus, Calocybe indica, Pleurotus spp. และ Volvariella  spp.  

ในบรรดาเห็ดที่กินได้หลายชนิด Pleurotus spp. เป็นที่ยอมรับในวงกวา้ง เห็ดสกุล 
Pleurotus มีลกัษณะที่ส าคญั คือ หมวกดอก (cap หรือ pileus) มีลกัษณะคลา้ยหอยนางรม มีลกัษณะ
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ผวิเรียบ เม่ือดอกเห็ดบานดา้นใตข้องหมวกเห็ดมีลกัษณะเป็นครีบ  (gill) ลกัษณะเป็นแผ่นบาง ๆ สี
ขาว กา้นดอก (stalk) ยาวปานกลาง และต่อเน่ืองติดเป็นเน้ือเดียวกบัหมวกดอกเห็ด เห็ดสกุลน้ีอาจ
เกิดเป็นดอกเดียวโดยมีวงจรชีวติเป็นแบบเห็ดทัว่ไปที่ขึ้นบนไม ้เห็ดในสกุลนางรมจดัอยูใ่น  

Kingdom Fungi 
Phylum Basidiomycota 

Class Agaricomycetes 
Order Agaricales 

Family Pleurotaceae  
Genus Pleurotus 

มกัพบเจริญอยูใ่นธรรมชาติในเขตอบอุ่น เห็ดในสกุลนางรมเป็นเห็ดที่สามารถปรับตวัใน
การเจริญไดง่้าย จึงมีการน ามาเพาะปลูกทางการคา้ในหลายประเทศทัว่โลก และมีการผลิตที่เพิ่มขึ้น
อยา่งรวดเร็ว (ป้องพาล, 2547) และมี 12 สายพนัธุ์ที่รู้จกักนัดี ไดแ้ก่ P. calyptratus, P. cornucopiae, 
P. cystidiosus, P. djamor, P. dryinus, P. eryngii, P. ostreatus, P. populinus, P. pulmonarius, P. 
purpureoolivaceus และ P. tuber -regium (Ahmed et al., 2009) เห็ด Pleurotus spp. มีประโยชน์
หลากหลายเช่น ยา โภชนาการ การบ าบดัทางชีวภาพของสภาพแวดลอ้มที่ปนเป้ือน (Wasser, 2002) 
และเป็นแหล่งผลิตเอนไซมท์ี่มีอุตสาหกรรมและการประยกุตใ์ชท้างการแพทย ์เช่น ตา้นไวรัส ตา้น
เน้ืองอก ยาปฏิชีวนะ ตา้นแบคทีเรียฤทธ์ิลดคอเลสเตอรอลและภูมิคุม้กนั (Cohen et al., 2002)  

 
4. การควบคุมไส้เดือนฝอยโดยเห็ดสกลุ Pleurotus 

การใช้เห็ดสกุลนางรมในการควบคุมไส้เดือนฝอยศัตรูพืชได้มีการศึกษาวิจัยอย่าง
แพร่หลาย จึงเป็นทางเลือกหน่ึง เพือ่หลีกเล่ียงการใชส้ารเคมีที่เป็นอนัตรายต่อสุขภาพของผูใ้ชแ้ละ
ผูบ้ริโภคในปัจจุบัน จากการศึกษาของ Barron และ Thorn (1986) พบว่าเห็ดสกุล Pleurotus 
สามารถผลิตหยดสารพษิ (toxin droplets) บน aerial hypha เม่ือไสเ้ดือนฝอยสมัผสัจะท าให้ไส้เดือน
ฝอยเป็นอมัพาตส่งผลใหก้ารเคล่ือนที่ชา้ลง จากนั้นเช้ือราสร้างเส้นใยแทงเขา้ไปในตวัไส้เดือนฝอย 
เช่นเดียวกนักบั Palizi และคณะ (2009) ศึกษาความสามารถของเห็ดในสกุล Pleurotus ไดแ้ก่ P. 
ostreatus, P. sajor-caju, P. florida, P. flabellatus และ P. eryngii ในการควบคุมไส้เดือนฝอย โดย
พบว่าไส้เดือนฝอยเคล่ือนที่ช้าลง ไส้เดือนฝอยบางตวัถูกเส้นใยเห็ดเขา้ท าลาย ซ่ึง P. ostreatus 
สามารถท าใหไ้สเ้ดือนฝอยเคล่ือนที่ชา้ลงมากที่สุด 90 % ภายใน 24 ชัว่โมง อมรศรี ขุนอินทร์ และ
คณะ (2548) พบว่าเห็ด P. ostreatus สามารถลดการเกิดโรครากปมของฝร่ังที่เกิดจากไส้เดือนฝอย 
M. incognita ไดดี้ โดยพบว่าเม่ือใส่กอ้นเช้ือราเห็ดนางรมฮงัการี 10 และ 40 กรัม ลงในกระถางที่
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ปลูกฝร่ังสามารถลดการเกิดโรครากปมได ้ซ่ึงแตกต่างกบักรรมวิธีควบคุมที่ไม่ใส่เช้ือเห็ดนางรม
ฮงัการีอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ Pimenta และ คณะ (2017) ไดท้ดสอบความสามารถของเห็ดใน
สกุล Pleurotus ในการควบคุมตวัอ่อนระยะที่ 2 ของไสเ้ดือนฝอยรากปม โดยเห็ดในสกุล Pleurotus 
สามารถผลิตสารอินทรียร์ะเหย (volatile organic compounds) ส่งผลให้ปริมาณของตวัอ่อนระยะที่ 
2 ของไส้เดือนฝอยรากปมลดลงอย่างรวดเร็ว และGenier และ คณะ (2015) รายงานว่าเห็ด P. 
ostreatus สามารถสร้างเอนไซม์โปรติเอสซ่ึงเป็นเอนไซม์ชนิดหน่ึงที่มีบทบาทส าคญัในการยอ่ย
สลายโปรตีนที่เป็นองคป์ระกอบของผนังล าตวัของไส้เดือนฝอย เน่ืองจากผนังล าตวัของไส้เดือน
ฝอยมีโปรตีนเป็นองคป์ระกอบมากถึง 80 % (Page et al., 2014) ส่งผลให้ตวัอ่อนของไส้เดือนฝอย
ตายถึง 95.2 % และส่งผลต่อการฟักของไข่ท  าใหต้วัอ่อนที่ฟักออกมาไม่สามารถมีชีวติรอดในดินได ้
 
5. เอนไซม์โปรติเอส 
 โปรติเอส (protease) เป็นเอนไซม์ที่พบไดท้ั้งในพืช สัตว ์และจุลินทรีย ์ท  าหน้าที่เร่ง
ปฏิกิริยาการไฮโดรไลซ์โปรตีนและโพลีเปปไทดใ์หเ้ป็นกรดอะมิโนและเปปไทด์สายสั้น ๆ จึงเป็น
กลุ่มของเอนไซม์ที่มีบทบาทส าคัญในการย่อยโปรตีน (Kandasamy et al., 2016) เอนไซม์
โปรติเอสแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ เอนโดเปปติเดส (endopeptidase) เป็นเอนไซม์ที่ย่อย
พนัธะเปปไทดอ์ยา่งอิสระภายในโซ่โมเลกุลของโปรตีนไดเ้ป็นเปปไทด์สายสั้นๆ ตวัอยา่งจุลินทรีย์
ที่สามารถสร้างเอนไซม์ในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Neurospora (Mamo 
and Assefa, 2018), Pleurotus eryngii (Wang and Ng, 2001) และ P. ostreatus (Dohmae et al., 
1995) และ เอกโซเปปติเอส (exopeptidase) เป็นเอนไซม์ที่ยอ่ยพนัธะเปปไทด์ด้านปลายโซ่ของ
โมเลกุล ตวัอย่างจุลินทรียท์ี่สามารถสร้างเอนไซม์ในกลุ่มน้ีไดแ้ก่ Ustilago maydis (Mercado-
Flores et al., 2017) และ Pseudoxanthomonas mexicana (Sakamoto et al., 2014) จากรายงานของ 
Shaba และ Baba (2012)  พบว่า เ ช้ือ เห็ด P. ostreatus  ที่แยกได้จากกองขี้ เ ลื่อยสร้าง
เอนไซม์โปรติเอสสูงที่สุด 1.6 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร/นาที ในระยะเวลา 96 ชั่วโมง Wang 
และ Ng (2001)  ไดศ้ึกษาเห็ด 6 สายพนัธุ์ในกลุ่ม basidiomycetes พบว่า P. eryngii มีกิจกรรม
เอนไซมโ์ปรติเอสสูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัเห็ดสายพนัธุ์อ่ืน ๆ Hanlon และคณะ (1982) รายงานว่า
การผลิตเอนไซมจ์ากจุลินทรียมี์ความส าคญัในอุตสาหกรรมเอนไซม์ เน่ืองจากมีปัจจยัต่าง ๆ ที่ช่วย
ส่งเสริมใหส้ามารถผลิตเอนไซม์ไดเ้พิ่มขึ้น โดยเฉพาะแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน ไอออนของ
โลหะ และปัจจยัทางกายภาพ เช่น pH อุณหภูมิ ความหนาแน่นของเช้ือ ออกซิเจนละลายน ้ า และ
เวลาในการบ่ม เป็นตน้ นอกจากน้ียงัมีปัจจยัอ่ืน ๆ อีกหลายประการที่ส่งผลต่อการท างานของ
เอ็นไซม์ ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ pH อตัราส่วนคาร์บอน และไนโตรเจน รวมไปถึง
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อุณหภูมิที่ใช้ในการบ่ม (Gupta et al., 2002) ดงันั้น การผลิตเอนไซม์จากจุลินทรียจึ์งสามารถ
กระตุน้ให้เพิ่มขึ้นได ้โดยการเล้ียงเช้ือในสภาวะที่เหมาะสม (optimization condition) (Ooi et al., 
2021) 
 
6. การเลีย้งเช้ือด้วยอาหารแบบแข็ง (solid state cultivation) 
 การเล้ียงเช้ือราเพื่อผลิตเอนไซม์โดยทัว่ไปมี 2 วิธี คือ การเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว 
(submerged culture) และการเล้ียงเช้ือบนอาหารแข็ง (solid culture) ที่มีความช้ืนอยู ่ โดยวิธีการที่
ผลิตเอนไซมใ์นอุตสาหกรรมส่วนมากใชว้ิธี submerged culture แต่เป็นวิธีการที่มีตน้ทุนสูง และยงั
มีปัญหาเก่ียวกบัการปนเป้ือนจากจุลินทรียอ่ื์น ส่วนการผลิตเอนไซม์ดว้ยวิธี solid culture  เป็นการ
เล้ียงเช้ือบนอาหารแบบแข็งที่ใชข้องแข็งที่ปราศจากน ้ าอิสระหรือมีน ้ าอยูน่้อยเป็นวสัดุหลกั แต่มี
ความช้ืนเพียงพอเหมาะสมแก่การเจริญของจุลินทรีย ์(Bastos et al., 2016) และเหมาะสมส าหรับ
การเล้ียงเช้ือรา จากการศึกษาของ Gerbec และคณะ (2015) พบว่าอาหารแบบแข็งที่เตรียมจาก
เปลือกและเมล็ดของลูกเดือยเหมาะส าหรับใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสโดย
เช้ือรา Hericium erinaceus (เห็ดยามาบูชิตาเกะ) และมีการใชเ้ห็ด P. ostreatus เพื่อทดสอบการผลิต
เอนไซมโ์ดยการเล้ียงบนอาหารแบบแขง็และอาหารเหลว พบว่า P. ostreatus สามารถผลิตเอนไซม์
ได ้3×105 ยนิูต/ลิตร เม่ือท าการเล้ียงราเป็นเวลา 6 วนั บนอาหารแบบแขง็ซ่ึงเช้ือเห็ดสามารถเจริญได้
ดีกว่าเม่ือเทียบกบัการเล้ียงในอาหารเหลว (Mazumder et al., 2009) นอกจากน้ี Iandolo และคณะ 
(2011) ยงัพบวา่ P. ostreatus สามารถผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสไดดี้ โดยมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูง
ถึง 34,000 ยนิูต/ลิตร ในการเล้ียงเช้ือด้วยอาหารแบบแข็งที่มีเปลือกและเมล็ดของมะเขือเทศเป็น
สับสเตรต Shnyreva และคณะ (2017) ไดท้ดสอบเห็ดสกุล Pleurotus 9 ชนิด โดยการเล้ียงเช้ือดว้ย
อาหารแบบแข็ง พบว่า P. sajor-caju, P. ostreatus และ P. pulmonarius สามารถผลิตดอกเห็ด
เพิม่ขึ้น 74 %, 72 % และ 61 % ตามล าดบั และไดท้  าการวิจยัเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตจากเช้ือรา P. 
sajor-caju ภายใต้สภาวะดังกล่าว ที่มีขา้วโพดเป็นแหล่งคาร์บอน และ แอมโมเนียมไนเตรต 
(ammonium nitrate) เป็นแหล่งไนโตรเจน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั พบว่ามีค่า
กิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสสูงสุด Yang และ Chiu (1986) รายงานวา่โปรตเิอสเป็นกลุ่มที่ส าคญัที่สุด
ของเอนไซมอุ์ตสาหกรรมที่ใชท้ัว่โลก และการผลิตโปรติเอสดว้ยการเล้ียงเช้ือราบนอาหารแบบแข็ง
ใหค้่ากิจกรรมเอนไซมสู์งกวา่การเล้ียงเช้ือราในอาหารเหลว นอกจากน้ี กิจกรรมของเอนไซม์ที่ผลิต
ในการเพาะเล้ียงด้วยอาหารแบบแข็งยงัมีความคงตวัต่อ pH และคงตวัต่อการเปล่ียนแปลงของ
อุณหภูมิมากกว่าที่เกิดขึ้นในอาหารเหลว กล่าวคือเอนไซม์ชนิดที่ผลิตด้วยอาหารแบบแข็งมีค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ในช่วง pH ที่กวา้งขึ้นและทนต่อการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิไดดี้กว่าเอนไซม์
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ชนิดเดียวกนัที่ผลิตดว้ยอาหารแบบเหลว (Battaglino et al., 1991)  Aguilar และ คณะ (2001) กล่าว
วา่การเล้ียงเช้ือราในอาหารเหลว และการเล้ียงเช้ือราบนอาหารแข็งถูกน ามาใชเ้พื่อเปรียบเทียบค่า
กิจกรรมของเอนไซมอุ์ตสาหกรรมหลายชนิด เช่น อินเวอร์เทส อะไมเลส เพคติเนส แทนนาส และ
โปรติเอส ซ่ึงในทุกกรณีส าหรับเอนไซม์ที่ผลิตโดยอาหารแข็งมีค่ากิกรรมของเอนไซม์สูงกว่าค่า
กิจกรรมที่ไดม้าจากการเล้ียงแบบอาหารเหลว  
 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. เพื่อให้ไดเ้ห็ดสกุล Pleurotus  ที่มีคุณสมบตัิในการควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม M. 
incognita ในสภาพหอ้งปฏิบตัิการ และควบคุมโรครากปมในสภาพโรงเรือน 

2. เพือ่ใหไ้ดเ้อนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบจากเห็ดสกุล Pleurotus 
3. เพื่อทราบสภาวะที่ เหมาะสมในการกระตุ ้นการสร้างเอนไซม์โปรติ เอสใน

หอ้งปฏิบตัิการ 
 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 ไดเ้ห็ดสกุล Pleurotus ที่มีความสามารถในการสร้างเอนไซมโ์ปรติเอสที่มีค่ากิจกรรม 
เอนไซมสู์งเพือ่ควบคุมไสเ้ดือนฝอยรากปม M. incognita 
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บทที ่2 
 

วสัดุ อปุกรณ์ และวธีิการทดสอบ 
 
 
1. การเตรียมเช้ือเห็ด และการเพิ่มปริมาณไส้เดือนฝอยรากปมเพื่อใช้ในการทดสอบ 

1.1 การเตรียมเช้ือเห็ดสกลุ Pleurotus 
น าเห็ดสกุล  Pleurotus  จ านวน 4 ชนิด ได้แก่  เห็ดภูฏาน (P. pulmonarius) 

จ านวน  4 ไอโซเลต  เห็ดนางฟ้า (P. sajor-caju) 1 ไอโซเลต  เห็ดเป๋าฮ้ือ (P. cystidiosus) 2 ไอโซ
เลต และเห็ดนางรมฮงัการี (P. ostruatus) 1 ไอโซเลต ซ่ึงไดรั้บความอนุเคราะห์จากกลุ่มวิจยัและ
พฒันาเห็ด ส านักวิจยัและพฒันาเทคโนโลยชีีวภาพ กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพมหานคร มาเล้ียง
บนอาหาร potato dextrose agar (PDA) ซ่ึงประกอบดว้ย มนัฝร่ัง 200 กรัม กลูโคส 20 กรัม ผงวุน้ 15 
กรัม น ้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร โดยเขี่ยเช้ือเห็ดจากหลอดทดลองลงในอาหารเล้ียงเช้ือ และบ่มไวท้ี่
อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั (Sufiate et al., 2017) 

1.2 การเตรียมตัวอย่างไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita  
น ารากตน้มะเขือเทศที่แสดงอาการรากปมมาล้างดินออก และตดัรากบริเวณที่มี

กลุ่มไข่แก่จ  านวน 1 กลุ่ม เป็นช้ินขนาด 1-2 เซนติเมตร ลา้งน ้ าผา่นตะแกรงหยาบ จากนั้นน ารากไป
แช่ในสารละลาย sodium hypochlorite (NaOCl) เขม้ขน้ 0.6 % นาน 3 นาที  พร้อมเขยา่เบา ๆ เพื่อ
ช่วยละลายสารเหนียวและใหไ้ข่กระจายออกจากกนั แลว้เทผา่นตะแกรงร่อนละเอียด mesh number 
500 ลา้งไข่ที่ติดคา้งบนตะแกรงดว้ยน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 4 คร้ัง ๆ ละ 2 นาที และเก็บรวบรวมไข่ที่แยก
เป็นฟองเด่ียว ๆ เทลงในบิกเกอร์ที่ผ่านการฆ่าเช้ือ (Marla et al., 2008) จากนั้นรอให้ตวัอ่อน
ไส้เดือนฝอยฟักออกจากไข่ตามธรรมชาติโดยเทน ้ าที่มีไข่ไส้เดือนฝอยบนกระดาษทิชชู่ที่วางบน
ตะแกรงขนาดเล็ก และวางตะแกรงบนจานเล้ียงเช้ือที่มีน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ บ่มที่อุณหภูมิห้อง (30 ± 2 
องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 48 ชัว่โมงหรือจนกระทัง่ไข่ฟักเป็นตวัอ่อนระยะที่ 2 (Hussey and Barker, 
1973)  
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2. การคดัเลือกเห็ดสกลุ Pleurotus ที่เป็นปฏิปักษ์ต่อไข่ และตัวอ่อนระยะที่ 2 ของไส้เดือนฝอยราก

ปม Meloidogyne incognita เบือ้งต้นในห้องปฏิบัติการ 

2.1 การเป็นปฏิปักษ์ของเห็ดสกุล Pleurotus ต่อการฟักไข่ของไส้เดือนฝอยรากปม 

Meloidogyne incognita  
ใช ้cork borer ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.3 เซนติเมตร เจาะช้ินวุน้บริเวณปลายเส้น

ใยของเห็ดสกุล Pleurotus อาย ุ7 วนั ที่เจริญบนจานอาหาร PDA มาวางลงบนอาหาร 1 %  water 
agar (WA)  ในจานหลุมขนาด 24 หลุม (24 well plate) บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 30 ± 2 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5-7 วนั จากนั้นน าไข่ของไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ในน ้ า 10 ไมโครลิตรซ่ึงผ่านการ
ฆ่าเช้ือแล้ววางบริเวณปลายเส้นใยจ านวน 15 ฟอง/หลุม วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
(Completely Randomized Design; CRD) แบ่งเป็น 9 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 4 ซ ้ า บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 
28 ± 2 องศาเซลเซียส สงัเกตการเจริญของเส้นใยครอบคลุมไข่ ตรวจนับจ านวนไส้เดือนฝอยที่ฟัก
ออกมาจากไข่ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สงชนิดหัวกลบั
(inverted microscope) (DMi1, Leica, Germany)  และเปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุมซ่ึงเป็นไข่บน
อาหาร WA ที่ไม่มีเห็ดสกุล Pleurotus เจริญอยู ่ ค  านวณการฟักเป็นเปอร์เซ็นจากสมการ      

                                 
2.2 การเป็นปฏิปักษ์ของเห็ดสกลุ Pleurotus ต่อตัวอ่อนระยะที่ 2 (J2) ของไส้เดือนฝอยราก

ปม Meloidogyne incognita 
ใช ้cork borer ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.3 เซนติเมตร เจาะช้ินวุน้บริเวณปลายเส้น

ใยของเห็ดสกุล Pleurotus อาย ุ7 วนั ที่เจริญบนจานอาหาร PDA มาวางลงบนอาหาร 1 %  water 
agar (WA)  ในจานหลุมขนาด 24 หลุม (24 well plate) บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5-7 วนั จากนั้นน าตัวอ่อนระยะที่ 2 ของไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ในน ้ า 10 
ไมโครลิตร ซ่ึงผา่นการฆ่าเช้ือแลว้วางบริเวณปลายเส้นใย จ านวน 15 ตวั/หลุม วางแผนการทดลอง
แบบสุ่มสมบูรณ์แบ่งเป็น 9 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 4 ซ ้ า บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส 
สงัเกตการตายที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง โดยการนบัจ านวนไส้เดือนฝอยที่ตาย และสังเกต
ลกัษณะการเขา้ท าลายของเช้ือเห็ดสกุล Pleurotus ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สงชนิดหัวกลบั 
และเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมซ่ึงเป็นตวัอ่อนระยะที่ 2 บนอาหาร WA ที่ไม่มีเช้ือเห็ดสกุล 
Pleurotus เจริญอยู ่แลว้ค  านวณการตายเป็นเปอร์เซ็นจากสมการ 

เปอร์เซ็นตก์ารฟักไข่ = จ านวนไข่ไสเ้ดือนฝอยทีฟั่ก x 100  

จ านวนไข่ไสเ้ดือนฝอยทั้งหมด 
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3. การตรวจสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของเห็ดสกลุ Pleurotus  
ใช ้cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะช้ินวุน้บริเวณปลายเส้นใยของ

เห็ดสกุล Pleurotus ที่ผ่านการคดัเลือกจากการทดลองขอ้ 2 อาย ุ7 วนั บนอาหาร PDA วางบนจาน
อาหาร PDA บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 25, 28, 30 และ 35 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั และวดัขนาด
เสน้ผา่นศูนยก์ลางโคโลนีของเห็ดสกุล Pleurotus  

 
4. การตรวจสอบการสร้างเอนไซม์โปรติเอสและไคติเนสเบือ้งต้นด้วยวิธี agar diffusion 

4.1 การสร้างเอนไซม์โปรติเอสของเห็ดสกลุ Pleurotus  
ใช ้cork borer ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะช้ินวุน้บริเวณปลายเส้น

ใยของเห็ดสกุล Pleurotus ที่ผา่นการคดัเลือกจากการทดลองขอ้ 2 วางลงบนอาหาร skim milk agar 
ที่ pH 7.0 ซ่ึงประกอบดว้ย มนัฝร่ัง 200 กรัม glucose 20 กรัม ผงวุน้ 17 กรัม และน ้ ากลั่น 1,000 
มิลลิลิตร ที่มี skim milk 1 % (w/v) เป็นสับสเตรต จากนั้นบ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 วนั เพื่อทดสอบการสร้างเอนไซม์โปรติเอสโดยดูจากเส้นผ่านศูนยก์ลางวงใส (clear 
zone) รอบโคโลนีเช้ือเห็ดสกุล Pleurotus บนจานอาหารที่ทดสอบ (Pundir et al., 2012) 

4.2 การสร้างเอนไซม์ไคติเนสของเห็ดสกลุ Pleurotus 
ใช ้cork borer ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะช้ินวุน้บริเวณปลายเส้น

ใยของเห็ดสกุล Pleurotus ที่ผา่นการคดัเลือกจากการทดลองขอ้ 2 วางลงบนอาหาร colloidal chitin 
agar (CCA) ที่ pH 4.7 ซ่ึงประกอบดว้ย MgSO47H2O 0.3 กรัม (NH4)2SO4 3.0 กรัม KH2PO4 2.0 
กรัม citric acid monohydrate 1.0 กรัม ผงวุน้ 15 กรัม Tween-80 200 ไมโครลิตร 1 % colloidal 
chitin 4.5 กรัม bromocresol purple 0.15 กรัม และน ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 28 ± 2 
องศาเซลเซียส สังเกตการเปล่ียนสีของอาหาร CCA ทุกวนัโดยอาหารจะเปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสี
ม่วงเม่ือเห็ดสกุล Pleurotus สร้างเอนไซมไ์คติเนส (Agrawal and kotasthane, 2012) 
 
 
 

เปอร์เซ็นตก์ารตาย = จ านวนตวัอ่อนไสเ้ดือนฝอยที่ตาย x 100  

จ านวนตวัอ่อนไสเ้ดือนฝอยทั้งหมด 
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5. การตรวจสอบประสิทธิภาพของน ้าเลี้ยงเช้ือ (cell-free culture filtrate; CF) จากเช้ือเห็ดสกุล 

Pleurotus ต่อการเข้าท าลายไข่ และตัวอ่อนของไส้เดือนฝอยรากปม 

5.1 การเตรียม cell-free culture filtrate จากเห็ดสกลุ Pleurotus 
น าเช้ือเห็ดสกุล Pleurotus ที่ผ่านการคดัเลือกในขอ้ 2 อายุ 7 วนั ที่เจริญบนจาน

อาหาร PDA มาเจาะบริเวณปลายเส้นใยดว้ย cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร 
และยา้ยช้ินวุน้จ  านวน 3 ช้ินลงในอาหารเหลว 4 ชนิด ไดแ้ก่ potato dextrose broth (PDB), PDB ที่มี 
1 % casein, อาหาร PDB ที่มี 1 % skim milk  และน ้ ากลัน่ (control) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ในขวด
รูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปเขยา่ที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (30 ± 2 องศา
เซลเซียส) เป็นเวลา 7 วนั กรองแยกเสน้ใยออกดว้ยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 จากนั้นน าส่วน
ใสเขา้เคร่ืองหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หลงัจาก
นั้นดูดเฉพาะส่วนใสกรองดว้ย membrane filter  (Sartorius, Germany) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร เพื่อ
ท าใหป้ลอดเช้ือ จากนั้นน าน ้ าเล้ียงเช้ือที่ไดจ้ากการกรองไปใชใ้นการทดลองต่อไป (Oyewole et al., 
2011) 

5.2 การตรวจสอบประสิทธิภาพของ cell-free culture filtrate ต่อการฟักไข่ของไส้เดือน

ฝอยรากปม Meloidogyne incognita 
น าไข่ซ่ึงผ่านการฆ่าเช้ือจ านวน 15 ฟอง/ซ ้ า/กรรมวิธี ใส่ลงในจานหลุมขนาด 24 

หลุม (24 well plate)  ที่มี CF ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เปรียบเทียบกับน ้ ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือเป็น
กรรมวิธีควบคุม (control) บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส วางแผนการทดลองแบบสุ่ม
สมบูรณ์ กรรมวธีิละ 5 ซ ้ า บนัทึกจ านวนตวัอ่อนระยะที่ 2 (J2) ที่ฟักออกจากไข่หลงัจากการบ่ม 24, 
48 และ 72 ชัว่โมง ตามล าดบั (Heydari et al., 2006) 

5.3 การตรวจสอบประสิทธิภาพของ cell-free culture filtrate ต่อการเข้าท าลายตัวอ่อน

ระยะที่ 2 ของไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita 
น า J2 ซ่ึงผา่นการฆ่าเช้ือจ านวน 15 ตวั/ซ ้ า/กรรมวิธี ลงในจานหลุมขนาด 24 หลุม 

ที่มี CF ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เปรียบเทียบกบัน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือเป็นกรรมวิธีควบคุม (control) 
บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์  กรรมวิธีละ 5 ซ ้ า 
บนัทึกจ านวน J2 ที่ตายหลงัจากการบ่มที่ 24, 48 และ 72 ชัว่โมง ตามล าดบั (Heydari et al., 2006)         
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6. การวัดค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสในเชิงปริมาณและการวัดปริมาณโปรตีน 

6.1 การวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส 

การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส ตามวิธีของ Anson (1938)  
โดยเจือจางเอนไซมใ์หมี้ความเขม้ขน้ที่เหมาะสมดว้ยโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 M 

pH 7.5 น าไปวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์โดยใชเ้คซีน (casein) ความเขม้ขน้ 0.65 % เป็นสารตั้งตน้ 

บ่มตัวอย่างที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และหยุดปฏิกิริยาด้วย 110 mM 
Trichloroacetic acid ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปป่ันเหวีย่งที่ความเร็ว 10,000 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที  แลว้ดูดส่วนใส 2 มิลลิลิตรใส่ลงในหลอดทดลองใหม่ จากนั้นเติม 500 

mM Na2CO3 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และสารละลายโฟลิน-ซีโอเคาทูลฟีนอล (Folin & Ciocalteu’s 
Phenol reagent) ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข ้ากัน  น าไปบ่มที่

อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30  นาที  จากนั้ นน าไปวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์
ด้วยเค ร่ืองUV-vis  spectrophotometer  รุ่น  UV 5300 (METASH, China )  ที่ความยาว

คล่ืน 660  นาโนเมตร โดยใช้ไทโรซีน ( tyrosine )  เป็นสารมาตรฐาน ซ่ึงค่ากิจกรรมเอนไซม ์

1 ยนิูต (Unit; U) เท่ากบัปริมาตรของเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาของการยอ่ยเคซีนให้ได ้1 ไมโครโมล 
ภายในเวลา 1 นาที และค านวณค่ากิจกรรมของเอนไซม ์(Protease activity) ดว้ยสมการ      

Protease activity (U/ml) = (Ty × Vt) / (Ve × T × V) 

Ty คือ ความเขม้ขน้ของไทโรซีนที่ไดจ้ากการค านวณจากกราฟมาตรฐานไทโรซีน (ไมโครโมล) 

Vt คือ ปริมาตรของสารละลายในหลอดทดลองที่เอนไซมท์  าปฏิกิริยา (มิลลิลิตร) 

Ve คือ ปริมาตรของเอนไซมท์ี่น าไปวดัค่าดูดกลืนแสง (มิลลิลิตร) 

V คือ ปริมาตรของเอนไซมท์ี่ใชใ้นหลอดทดลองที่เอนไซมท์  าปฏิกิริยา (มิลลิลิตร) 

T คือ เวลาที่เอนไซมท์  าปฏิกิริยากบัสบัสเตรต (นาที) 

6.2 การวัดปริมาณโปรตีน 

ใชส้ารละลาย bovine serum albumin (BSA) เป็นโปรตีนมาตรฐานปริมาตร 0, 80, 

160, 240, 320 และ 400 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง ปรับปริมาตรรวมในแต่ละหลอดให้ครบ 

500 ไมโครลิตร ดว้ยน ้ ากลัน่ จากนั้นเติม Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) 450 ไมโครลิตร 

ลงในหลอดทดลองทุกหลอด ผสมให้เข ้ากันด้วย vortex mixer และวางไวท้ี่อุณหภูมิห้อง
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เป็นเวลา 7-10 นาที น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร โดยใชห้ลอดที่ความเขม้ขน้ 0 

ไมโครลิตรเป็น blank น าค่าที่ไดไ้ปเขียนกราฟมาตรฐานของ BSA  

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนจากสารละลายตัวอย่าง โดยใช้ตวัอย่างที่ตอ้งการ

ตรวจสอบแทนสารละลาย BSA และท าเช่นเดียวกบัการวดัโปรตีนมาตรฐานที่กล่าวมาขา้งตน้ แต่ใช้

ปริมาณสารละลายตวัอยา่ง 500 ไมโครลิตร จากนั้นวดัค่าการดูดกลืนแสงแลว้น าไปค านวณเทียบ

กบัค่าที่ไดจ้ากกราฟมาตรฐาน BSA (Bradford, 1976)  และค านวณค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์

(specific activity) ดว้ยสมการ    

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
 
7. การคดัเลือกสูตรอาหาร และสภาวะที่เหมาะสมในการกระตุ้นการสร้างเอนไซม์โปรติเอสจากเห็ด

สกลุ Pleurotus 
7.1 การคดัเลือกแหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน และธาตุอาหารที่เหมาะสมต่อการสร้างเอนไซม์

โปรติเอสของเห็ดสกุล Pleurotus ในสภาวะการเลี้ยงเช้ือด้วยอาหารแบบแข็ง ( solid state 
cultivation) 

7.1.1 การคดัเลือกแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม 
น าธัญพืชและวสัดุเหลือใช้ทางเกษตรมาเป็นวตัถุดิบหลักในส่วนของ 

solid substrate เพือ่ผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส ไดแ้ก่ ร าขา้วสาลี ขา้วโอ๊ต (หยาบและป่น) กากถัว่เหลือง 
กากกาแฟ ลูกเดือย (หยาบและป่น) ถัว่เขียว (หยาบและป่น) และถัว่ด า (หยาบและป่น)โดยผสมกบั 
น ้ ากลัน่ปริมาตร 10 มิลลิลิตรต่อวตัถุดิบ 10 กรัม ลงในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่า
เช้ือ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นใช ้cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.5 
เซนติเมตร เจาะบริเวณปลายเส้นใยเห็ดสกุล Pleurotus ที่ผ่านการคดัเลือก จ านวน 3 ช้ิน ใส่ลงใน 

solid substrate บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 7 วนั จากนั้ นสกัด เอนไซม์แบบ
หยาบ และน าไปว ัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติ เอสต่อไป (อภิวิชญ์ ทองแก้วยวน 
และธนัญชนก ไชยรินทร์ ,  2559)  
 

 
 

Specific activity (U/ mg protein)  =  protease activity (U/mL)  

total protein (mg/mL) 
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7.1.2 การคดัเลือกแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม 
ทดสอบหาแหล่งไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อการผลิตเอนไซม์

โปรติเอส โดยน าแหล่งไนโตรเจน ไดแ้ก่ urea, potussium nitrate, casein, ammonium chloride 
(NH4CI), peptone,  ammonium sulfate และ yeast extract ผสมกบัน ้ ากลัน่และแหล่งคาร์บอนที่ได้
จากการทดสอบ 7.1.1 จากนั้นน าไปเล้ียงเห็ดสกุล Pleurotus บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 
เม่ือครบเวลาจึงสกดัเอนไซมแ์บบหยาบ และน าไปวดัค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสต่อไป (อภิ
วชิญ ์ทองแกว้ยวน และธนญัชนก ไชยรินทร์, 2559)  

7.1.3 การคดัเลือกธาตุอาหารที่เหมาะสม 
ทดสอบหาธาตุอาหารที่เหมาะสมในอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อผลิตเอนไซม์

โปรติเอส โดยน าธาตุอาหาร ได้แก่ magnesium sulfate (MgSO4), potassium dihydrogen 
phosphate (KH2PO4) และ sodium chloride (NaCl) ผสมกบัน ้ ากลัน่และใชแ้หล่งคาร์บอนและแหล่ง
ไนโตรเจนที่ไดจ้ากการทดสอบ 7.1.1 และ 7.1.2 ตามล าดบั แลว้น าไปเล้ียงเห็ดสกุล Pleurotus บ่มที่ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จากนั้นสกัดเอนไซม์แบบหยาบ และน าไปวดัค่ากิจกรรมของ
เอนไซมโ์ปรติเอสต่อไป  

หลังจากคดัเลือกธาตุอาหารที่ไดผ้ลดี จึงน าไปทดสอบหาความเขม้ขน้
ของสารละลายธาตุอาหารชนิดนั้นที่เหมาะสมโดยทดสอบที่ความเขม้ขน้ 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 
4.0 และ 4.5 % (w/v) จากนั้นน าไปเล้ียงเห็ดสกุล Pleurotus บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 
จากนั้นสกดัเอนไซมแ์บบหยาบ และน าไปวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสต่อไป  

7.2 การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงเช้ือเห็ดสกุล Pleurotus เพื่อกระตุ้นการ
ผลิตเอนไซม์โปรติเอส 

ทดสอบสภาวะที่อาจมีผลต่อการสร้างเอนไซมโ์ปรติเอสในสภาพการเล้ียงเช้ือดว้ย
อาหารแบบแขง็ไดแ้ก่ 

7.2.1 อุณหภูมิ 
น าเห็ดสกุล Pleurotus ที่คดัเลือกจากการทดลองขอ้ 2 และ 3 เล้ียงใน

อาหารแบบแข็งที่เหมาะสมที่ไดจ้ากการทดลองที่ 7.1 และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25, 28, 30, 35 และ 
40 ± 2 องศาเซลเซียส ระยะเวลานาน 7  วนั จากนั้ นสกัดเอนไซม์แบบหยาบ และน าไปวดัค่า
กิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอส 
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7.2.2 ระยะเวลาที่เลีย้งเช้ือ 
น าเห็ดสกุล Pleurotus ที่คดัเลือกจากการทดลองขอ้ 2 และ 3 เล้ียงใน

อาหารแบบแข็งที่เหมาะสมที่ได้จากการทดลองที่ 7.1 และบ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิต
เอนไซมโ์ปรติเอสจากการทดลองขอ้ 7.2.1 เป็นระยะเวลา 3, 5, 7, 9, 11, 13 และ 15 วนั จากนั้นสกดั
เอนไซมแ์บบหยาบ และน าไปวดัค่ากิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอส  

7.2.3 pH  
ท าการปรับค่า pH ของสารละลาย (liquid phase) ของอาหารเล้ียงเช้ือให้

ได ้3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 และ 10.0 ดว้ย 0.1 N sodium hydroxide และ 0.1 N hydrochloric 
acid แล้วน าไปผสมกับส่วนของ solid substrate ที่ไดจ้ากการทดลองขอ้ที่ 7.1 ไปเล้ียงเห็ดสกุล 
Pleurotus ที่คดัเลือกจากการทดลองขอ้ 2 และ 3 แลว้น าไปบ่มไวท้ี่อุณหภูมิ และระยะเวลาที่
เหมาะสม (ตามการทดลอง 7.2.1 และ 7.2.2) จากนั้ นสกัดเอนไซม์แบบหยาบ และน าไปวดัค่า
กิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอส  

7.2.4 อัตราส่วนของแข็งและของเหลว (solid: liquid ratio) ที่เหมาะสม 
 เตรียมอาหารแบบแข็งที่มีแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนได้จากการ

ทดลองขอ้ที่ 7.1 น ามาทดสอบอตัราส่วนระหวา่งของแขง็และของเหลว ดงัน้ี 2:2, 3:3, 4:4, 5:5, 6:6, 
7:7, 8:8, 9:9 และ10:10 กรัมต่อมิลลิลิตร แลว้น าไปเล้ียงเห็ดสกุล Pleurotus ที่คดัเลือกจากการ
ทดลองขอ้ 2 และ 3 บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ และระยะเวลาที่เหมาะสม (ตามการทดลอง 7.2.1 และ 7.2.2) 
จากนั้นสกดัสารละลายเอนไซมเ์พือ่น าไปวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสต่อไป 
 
8. การสกัดเอนไซม์โปรติเอสแบบสกัดหยาบ 

ตรวจสอบบัฟเฟอร์ที่ เหมาะสมในการสกัดเอนไซม์โดยหลังจากเล้ียงเช้ือเห็ดสกุล 
Pleurotus บนอาหารแขง็ที่ทดสอบในแต่ละการทดลองแลว้ จากนั้นน ามาสกดัเอนไซม์ดว้ยการเติม 
50 mM glycine-HCl buffer (pH 3.0 และ 4.0), 50 mM acetate buffer (pH 4, 5.0 และ 6.0), 50 mM 
potassium phosphate buffer (pH 6.0, 7.0, และ 8.0) และ 50 mM glycine-NaOH buffer (pH 8.0, 
9.0, 10.0 และ 11.0) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ใชแ้ท่งแกว้คนให้เส้นใยกระจายตวัออกจากสับสเตรต 
(ท าในอ่างน ้ าเยน็) บ่มนาน 1 ชัว่โมง น าไปป่ันเหวีย่งเพือ่เก็บส่วนใส ที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น าส่วนใสไปกรองดว้ย membrane filter ขนาด 0.45 
ไมโครเมตร (Sartorius, Germany) เพื่อท าให้ปลอดเช้ือ จากนั้นเก็บส่วนใสที่ไดไ้วใ้นหลอดเซนติ
ฟิวส์ขนาด 50 มิลลิลิตร และน าไปว ัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติ เอสต่อไป (อภิวิชญ์ 
ทองแก้วยวน และธนัญชนก ไชยรินทร์ ,  2559)  
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9. การตรวจสอบความคงที่ (stability) ของค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอส  

9.1 ผลของอุณหภูมิต่อความคงที่  

น าสารละลายเอนไซม์โปรติ เอสสกัดหยาบปริมาตร 1  มิลลิลิตร ใส่ใน

หลอดไมโครเซนตริฟิวส์ แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส 

จากนั้นวดัค่ากิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอส ทุก ๆ 1 ชัว่โมง เป็นเวลา 5 ชัว่โมง (Naidu, 2011) 

9.2 ผลของอุณหภูมิและระยะเวลาในการเก็บรักษาต่อความคงที่  

น าสารละลายเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบไปวดัค่ากิจกรรมของเอนไซม์เร่ิมต้น 

(initial activity) จากนั้นน าไปเก็บรักษาไวท้ี่อุณหภูมิ –20, 4, 10 และ 30  องศาเซลเซียส จากนั้นวดัค่า

กิจกรรมของเอนไซมท์ี่ลดลงทุก  ๆ2 สปัดาห์ เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

 

10. การตรวจสอบประสิทธิภาพของเห็ดสกุล Pleurotus และเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบต่อการ

ควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita ในสภาพห้องปฏิบัติการ 

10.1 การยับยั้งการฟักไข่ของไส้เดือนฝอยรากปม 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ โดยแบ่งการทดลองเป็น 5 กรรมวิธี กรรมวิธี

ละ 5 ซ ้ า แต่ละซ ้ ามีไข่ไสเ้ดือนฝอย 30 ฟอง ไดแ้ก่ 

กรรมวธีิที่ 1: P + E 

กรรมวธีิที่ 2: OP + E 

กรรมวธีิที่ 3: C + E 

กรรมวธีิที่ 4: OP + C + E 

กรรมวธีิที่ 5: น ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ + E (ชุดควบคุม) 

เม่ือ P = เส้นใยเห็ด Pleurotus ที่เล้ียงบน PDA, E = ไข่ไส้เดือนฝอยรากปม, OP = เส้นใยเห็ด 

Pleurotus ที่เล้ียงในอาหารและสภาวะที่เหมาะสม (optimized Pleurotus) จากการทดลองที่ 7 และ C 

= เอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบ 

บ่มจานอาหารเล้ียงเช้ือไวท้ี่อุณหภูมิที่เหมาะสมที่ไดจ้ากการทดลองที่ 3 สงัเกตการ
เจริญของเส้นใยที่ปกคลุมหรือแทงเส้นใยเขา้ไปในภายในไข่ และนับจ านวนไส้เดือนฝอยที่ฟัก
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ออกมาจากไข่ทุก ๆ 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 15 วนั ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สงชนิดหัวกลับ 
เปรียบเทียบกบักรรมวธีิควบคุม และค านวณเปอร์เซ็นการฟักดว้ยสมการ      

        
 

10.2 การทดสอบการตายของตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่ 2  

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ โดยแบ่งการทดลองเป็น 5 กรรมวิธี กรรมวิธี

ละ 4 ซ ้ า แต่ละซ ้ ามีตวัอ่อนไสเ้ดือนฝอย 30 ตวั ไดแ้ก่ 

กรรมวธีิที่ 1: P + ตวัอ่อนไสเ้ดือนฝอยรากปมระยะที่ 2 (J2) 

กรรมวธีิที่ 2: OP + J2 

กรรมวธีิที่ 3: C + J2 

กรรมวธีิที่ 4: OP + C + J2 

กรรมวธีิที่ 5: น ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ + J2 (ชุดควบคุม) 

บ่มจานอาหารเล้ียงเช้ือไวท้ี่อุณหภูมิที่เหมาะสมที่ไดจ้ากการทดลองที่ 3 สงัเกตการ
ตายทุก ๆ 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 15 วนัโดยนับจ านวนไส้เดือนฝอยที่ตาย และสังเกตลกัษณะการเขา้
ท าลายของเช้ือเห็ดสกุล Pleurotus ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สงชนิดหัวกลบั เปรียบเทียบกบั
กรรมวธีิควบคุม และค านวณเปอร์เซ็นการตายดว้ยสมการ      

                                 
 

11. การตรวจสอบประสิทธิภาพของเห็ดสกุล Pleurotus และเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบต่อการ

ควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita ในสภาพโรงเรือน 

เตรียมตน้กลา้มะเขือเทศพนัธุพ์วงชมพ ู2 (ตราศรแดง) โดยน าเมล็ดแช่ในน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าลงถาดเพาะกลา้ รดน ้ าทุกเชา้ หลงัจากพชือาย ุได ้7 วนัจึงยา้ยไปปลูก

ในกระถางพลาสติก เพือ่ใชท้  าการทดลองถดัไป  
 

เปอร์เซ็นตก์ารฟักไข่ = จ านวนไข่ไสเ้ดือนฝอยทีฟั่ก x 100  

จ านวนไข่ไสเ้ดือนฝอยทั้งหมด 

เปอร์เซ็นตก์ารตาย = จ านวนตวัอ่อนไสเ้ดือนฝอยที่ตาย x 100  

จ านวนตวัอ่อนไสเ้ดือนฝอยทั้งหมด 
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11.1 การทดสอบประสิทธิภาพเห็ด Pleurotus ที่เลี้ยงในอาหารและสภาวะที่เหมาะสมต่อ

การควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ โดยแบ่งการทดลองเป็น 5 กรรมวิธี กรรมวิธี

ละ 5 ซ ้ า แต่ละซ ้ ามีตวัอ่อนไสเ้ดือนฝอยจ านวน 200 ตวั ไดแ้ก่ 

กรรมวธีิที่ 1: OP 1 ส่วน + J2 

กรรมวธีิที่ 2: OP 2 ส่วน + J2 

กรรมวธีิที่ 3: OP 3 ส่วน + J2 

กรรมวธีิที่ 4: J2  

กรรมวธีิที่ 5: ชุดควบคุม (ตน้มะเขือเทศที่ไม่ใส่ J2) 

เม่ือ OP = Optimized Pleurotus ประกอบดว้ยเส้นใย Pleurotus ที่คดัเลือกแลว้จากการทดลองขอ้ 2 

บนสบัสเตรต (1 ส่วน เท่ากบั 7 กรัม) 

11.2 ทดสอบประสิทธิภาพของเห็ดสกลุ Pleurotus ร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบต่อ

การควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม  

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ โดยแบ่งการทดลองเป็น 6 กรรมวิธี กรรมวิธี

ละ 5 ซ ้ า แต่ละซ ้ ามีตวัอ่อนไสเ้ดือนฝอยจ านวน 200 ตวั ไดแ้ก่ 

กรรมวธีิที่ 1: OP ในปริมาตรที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 11.1 + C + J2 

กรรมวธีิที่ 2: C + J2 

กรรมวธีิที่ 3: OP ในปริมาตรที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 11.1 

กรรมวธีิที่ 4: C 

กรรมวธีิที่ 5: J2 

กรรมวธีิที่ 6: ชุดควบคุม (ตน้มะเขือเทศที่ไม่ใส่ J2) 

เม่ือ C = Crude protease ที่มีค่ากิจกรรม 0.41 ± 0.00 ยนิูต/มิลลิลิตร 

ยา้ยตน้มะเขือเทศอาย ุ1 เดือนลงในกระถางพลาสติกขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลาง 4 น้ิว จ  านวน 1 

ตน้/กระถาง ตามการทดลอง 11.1 และ11.2 แต่ละกระถางใส่ดิน 210 กรัม และท าการใส่ไส้เดือน
ฝอยรากปม M. incognita จ  านวน 200 ตวั/ตน้ ลงไปในดินบริเวณใกลร้ากตน้มะเขือเทศ หลงัจาก 2-

3 วนั จึงรดน ้ าไดต้ามปกติ  
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บนัทึกผลการทดลองหลงัจากใส่ไสเ้ดือนฝอยรากปมในวนัที่ 10, 20 และ 30 โดยเก็บขอ้มูล

ดงัน้ี 

  การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของต้นมะเขือเทศ 

   ท าการวดัความสูงของล าตน้จากโคนถึงปลายยอด (เซนติเมตร) และวดั
ความยาวรากจากโคนถึงราก (เซนติเมตร)  

การตรวจสอบการเกิดโรครากปม 

ท าการนับจ านวนปม วดัขนาดปมภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ 
(stereoscopic microscope) และประเมินระดับการเกิดปมที่ราก ตามวิธีของ Taylor and Sasser 

(1978) ดงัแสดงในตารางที่ 1 ดงัน้ี 

 

ตารางที่ 1 ระดบัการเกิดปมที่ราก  

จ านวนปม ระดับปม 

0 

1-2 
3-10 

11-30 

31-100 
100+ 

0 

1 
2 

3 

4 
5 

ที่มา : Taylor and Sasser (1978) 

ตรวจสอบการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอยภายในรากมะเขือเทศด้วยการย้อมสี 

ตดัรากขนาด 1-2 เซนติเมตร แลว้น ารากแช่ในสารละลาย 5 % NaOCl 
นาน 4 นาที ลา้งดว้ยน ้ าก๊อกโดยเปิดให้ไหลผ่านรากประมาณ 45 วินาที น ารากที่ไดไ้ปยอ้มสีดว้ย
การใช ้acid fuchsin โดยวางบีกเกอร์ที่มีตวัอยา่งรากในสียอ้มบน hotplate ในตูดู้ดควนั จากนั้นน า
รากลา้งใหน้ ้ าไหลผา่นเบา ๆ รากที่ยอ้มส าเร็จลกัษณะเน้ือเยือ่จะใส และเห็นไส้เดือนฝอยติดสีชมพู-
แดง แต่หากล้างด้วยน ้ าเปล่าแลว้ไม่ชัดเจนให้ล้างด้วย acidified glycerine เป็นเวลาประมาณ 30 
วินาที ถึง 1 นาที (ดดัแปลงวิธีการจาก Byrd et al., 1983) จากนั้นน าไปตรวจสอบภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์แบบสเตอริโอ  
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การส ารวจประชากรไส้เดือนฝอยรากปม 

แยกไส้เดือนฝอยจากดินโดยใช้วิธี Sieving method and the modified 
Baermann’s funnel techniques (Barker, 1985) โดยน าดินในกระถางที่ทดสอบแช่ในน ้ าปริมาตร 

1,000 มิลลิลิตร ใชไ้มค้นต่อเน่ือง 10 วนิาที ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 30 นาที เทน ้ าผ่านตะแกรงร่อนหยาบ 
และกรองดว้ยตะแกรงขนาด 60, 100, 200 และ 325 mesh  ตามล าดบั จากนั้นใชก้ระบอกน ้ าฉีดให้

ทัว่ตะแกรง 325 mesh ลงในบีกเกอร์ และน ามาเทลงบนกระดาษทิชชู่ที่มีตะแกรงเหล็กวางบนกรวย

ที่ต่อกับสายยางที่ปลายกรวยและหนีบด้วยคลิป จากนั้นเติมน ้ าลงบนกรวยให้ท่วมกระดาษทิชชู่ 
แลว้ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 48 ชัว่โมง ปล่อยน ้ าจากกรวยผา่นสายยางปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน counting 

dish จากนั้ นนับจ านวนไส้เดือนฝอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ  และค านวณค่า 

reproduction factor (Rf) ตามสมการดงัน้ี (Oostenbrink, 1966; Proitea et al., 2008) 

   Rf = Pf / Pi  
โดย Pf (final population) คือ จ  านวนไส้เดือนฝอยที่พบหลังจาการทดสอบ และ Pi (initial 
population) คือ จ านวนไสเ้ดือนฝอยเร่ิมตน้  

 
12. การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

วิเคราะห์ขอ้มูลดว้ยวิธี Analysis of Variance (ANOVA) โปรแกรม statistical package for 
the social sciences (IBM SPSS Version 22) โดยเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียในแต่ละ
กรรมวธีิดว้ย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)  
 
13. สถานที่ท าการทดลอง 

ห้องปฏิบตัิการสาขาวิชานวตักรรมการเกษตรและการจดัการ วิชาเอกการจดัการศตัรูพืช  

คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ วทิยาเขตหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

 

14. ระยะเวลาในการวิจัย 

 ท าการวจิยัตั้งแต่เดือนสิงหาคม 2562 ถึงกนัยายน 2564 
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บทที ่3 
 

ผลและวจิารณ์ 
 

1. เห็ดสกุล Pleurotus ที่เป็นปฏิปักษ์ต่อไข่ และตัวอ่อนระยะที่ 2 ของไส้เดือนฝอยรากปม 

Meloidogyne incognita เบือ้งต้นในห้องปฏิบัติการ 
จากการคดัเลือกเห็ดสกุล Pleurotus จ  านวน 8 ไอโซเลตในการควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม 

M. incognita โดยประเมินจากการยบัย ั้งการฟักของไข่และอตัราการตายของตวัอ่อนระยะที่ 2 ใน
ระยะเวลา 24,  48 และ 72 ชัว่โมง พบว่าหลงัจากทดสอบ 24 ชัว่โมง P. pulmonarius No.3 (PP-3) 
และ P. ostruatus (PO) ท าใหไ้ข่ของไส้เดือนฝอยรากปมมีเปอร์เซ็นการฟักต ่า คือ 5.00 ± 1.49 และ 
8.33 ± 2.85 % ตามล าดบั ซ่ึงแตกต่างจากชุดควบคุมที่มีอัตราการฟักไข่คิดเป็น 16.67 ± 3.85 % 
อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95 %  และเม่ือทดสอบ 48 ชัว่โมง PP-3 และ PO มี
เปอร์เซ็นการฟัก 13.33 ± 3.44 และ 13.33 ± 3.44  ตามล าดบั และที่ 72 ชัว่โมง มีอตัราการฟักไข่คิด
เป็น 28.33 ± 4.47 และ 31.67 ± 2.85% ซ่ึงแตกต่างจากชุดควบคุมที่มีอตัราการฟักไข่คิดเป็น 60.00 ± 
4.87 % (ตารางที่ 2) 

ส าหรับการประเมินการตายของตวัอ่อนระยะที่ 2 พบว่าหลังจากทดสอบ 24 ชั่วโมง P. 
pulmonarius No.3 (PP-3) และ P. ostruatus (PO) ท  าให้ไส้เดือนฝอยรากปมมีเปอร์เซ็นการตายสูง 
คือ 23.33 ± 3.85 และ 18.33 ± 2.85 % ตามล าดบั ซ่ึงแตกต่างจากชุดควบคุมอยา่งมีนัยส าคญัทาง
สถิติที่ความเช่ือมัน่ 95 % โดยชุดควบคุมมีอตัราการการตายเพียง 6.67 ± 2.43 % และอตัราการตาย
ของตวัอ่อนระยะที่ 2 ยงัเพิม่ขึ้นตามล าดบั หลงัจากทดสอบ 48 และ 72 ชัว่โมง จนสูงสุดถึง 71.67 ± 
9.22 และ 66.67 ± 11.67 % เม่ือทดสอบกบั PP-3 และ PO ตามล าดบั (ตารางที่ 3) ดงันั้นจึงคดัเลือก 
P. pulmonarius No.3 และ P. ostruatus เพือ่ท  าการทดลองในขั้นตอนต่อไป 

การที่ตวัอ่อนระยะที่ 2 มีการเคล่ือนที่ชา้ลงหลงัจากการทดสอบดว้ยเส้นใยเห็ดทั้ง 2 ชนิด 
สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Khan et al. (2014) และ Barron และ Thorn (1986) โดยสาเหตุที่ท  าให้
ไส้เดือนฝอยหยุดเคล่ือนที่หรือเป็นอัมพาต เน่ืองจาก เช้ือเห็ด Pleurotus มีการสร้างสารพิษ 
(nematotoxin) ที่เรียกวา่ ostreatin จากนั้นเส้นใยของเช้ือเห็ดแทงเขา้ไปในตวัของไส้เดือนฝอยและ
ยอ่ยสลายภายใน 2-3 วนั เช่นเดียวกับ ฤทธิไกร จนัทะบุตร และคณะ (2555) น าเช้ือเห็ดในสกุล 
Pleurotus ได้แก่ P. ostreatus และ P. sajor-caju ทดสอบการเขา้ท าลายไข่ไส้เดือนฝอยรากปม 
พบว่าเส้นใยของเช้ือเห็ดสามารถปกคลุมกลุ่มไข่ไส้เดือนฝอยรากปมได้เร็วกว่าเช้ือราในกลุ่มอ่ืน
หลงัจากทดสอบเป็นเวลา 3 วนั ซ่ึงพิฆนะ ชุมวิริยะสุขกุล และนิวฒั เสนาะเมือง (2556) พบว่า เห็ด
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สกุล Pleurotus มีประสิทธิภาพในการท าลายไส้เดือนฝอยได ้85-100 % ภายใน 24 ชัว่โมง โดยใน
การศึกษาคร้ังน้ีพบหยดสารพิษ (toxin droplets) ลกัษณะคลา้ยหยดน ้ าที่เส้นใย (ภาพที่ 5A) และ
ภายในเวลา 48 ชัว่โมงเสน้ใยเห็ดแทงเขา้ไปในไข่และตวัอ่อนระยะที่ 2 ของไสเ้ดือนฝอย (ภาพที่ 5B 
และ C)  

 
ตารางที่ 2 ประสิทธิภาพของเห็ดสกุล Pleurotus ที่ยบัย ั้งการฟักไข่ของไส้เดือนฝอยรากปม M. 
incognita 

กรรมวธีิ 
เปอร์เซ็นตก์ารฟัก 1/ 

24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 72 ชัว่โมง 
PO 8.33 ± 2.85bc 15.00 ± 3.75bc 31.67 ± 2.85c 
PC-1 13.33 ± 4.22ab 18.33 ± 2.85bc 35.00 ± 5.09bc 
PC-2 15.00 ± 3.75ab 26.67 ± 5.44b 45.00 ± 3.75bc 
PS 10.00 ± 1.72b 16.67 ± 1.72bc 33.33 ± 2.43bc 
PP-1 15.00 ± 2.85ab 25.00 ± 2.85b 41.67 ± 4.47bc 
PP-2 16.67 ± 3.85a 28.33 ± 4.47ab 50.00 ± 7.10ab 
PP-3 5.00 ± 1.49c 13.33 ± 3.44c 28.33 ± 4.47c 
PP-4 10.00 ± 3.85b 23.33 ± 3.84bc 33.33 ± 4.87bc 
กรรมวธีิควบคุม 16.67 ± 3.85a 30.00 ± 5.16a 60.00 ± 4.87a 

1/ ค่าเฉล่ีย ± SE (n=4) ที่ก  ากบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนัในแนวตั้งของตารางไม่มีความแตกต่างกนัทาง
สถิติเปรียบเทียบโดย Duncan's New Multiple Range test (p > 0.05) 

เม่ือ PO = P. ostruatus, PC-1 = P. cystidiosus No.1, PC-2 = P. cystidiosus No.2,  PS = P. sajor-
caju,  PP-1 = P. pulmonarius No.1, PP-2 = P. pulmonarius No.2, PP-3 = P. pulmonarius No.3 
และ PP-4 = P. pulmonarius No.4 
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ตารางที่ 3  ประสิทธิภาพของเห็ดสกุล Pleurotus ต่อการตายของตวัอ่อนระยะที่ 2 ของไสเ้ดือนฝอย
รากปม M. incognita 

กรรมวธีิ 
เปอร์เซ็นตก์ารตายของตวัอ่อนระยะที่ 2 1/ 

24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 72 ชัว่โมง 
PO 18.33 ± 2.85ab 28.33 ± 4.22ab 66.67 ± 11.67a 
PC-1 11.67 ± 3.75bc 23.33 ± 2.98bc 40.00 ± 2.43bc 
PC-2 10.00 ± 1.72bc 21.67 ± 2.85bc 30.00 ± 1.72bc 
PS 13.33 ± 2.43bc 25.00 ± 3.75ab 45.00 ± 2.85b 
PP-1 11.67 ± 1.49bc 21.67 ± 2.85bc 31.67 ± 3.75bc 
PP-2 8.33 ± 2.85bc 16.67 ± 3.85bc 36.67 ± 3.85bc 
PP-3 23.33 ± 3.85a 35.00 ± 3.85a 71.67 ± 9.22a 
PP-4 13.33 ± 4.22bc 23.33 ± 3.85bc 41.67 ± 2.85bc 
กรรมวธีิควบคุม 6.67 ± 2.43c 11.67 ± 2.85c 21.67 ± 4.47c 

1/ ค่าเฉล่ีย ± SE (n=4) ที่ก  ากบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนัในแนวตั้งของตารางไม่มีความแตกต่างกนัทาง
สถิติเปรียบเทียบโดย Duncan's New Multiple Range test (p > 0.05) 

เม่ือ PO = P. ostruatus, PC-1 = P. cystidiosus No.1, PC-2 = P. cystidiosus No.2,  PS = P. sajor-
caju,  PP-1 = P. pulmonarius No.1, PP-2 = P. pulmonarius No.2, PP-3 = P. pulmonarius No.3 
และ PP-4 = P. pulmonarius No.4 
 

 

 
 

ภาพที่ 5  ลกัษณะเสน้ใยของเช้ือเห็ด P. pulmonarius No. 3 (PP-3) เขา้ท  าลายไข่และตวัอ่อนระยะที่ 
2 ของไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita หลงัการทดสอบ 48 ชัว่โมง; (A) หยด
สารพษิที่เกิดจากเสน้ใย (toxin droplets), (B) เสน้ใยเขา้ท าลายไข่ และ (C) เสน้ใยเขา้ท าลาย
ตวัอ่อนระยะที่ 2 (Bar = 20 µm) 



28 
 

 
 

จากการตรวจสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของเส้นใย P. pulmonarius No.3 และ 
P. ostruatus บนอาหาร PDA ในระยะเวลา 3 วนั พบว่าที่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส P. 
pulmonarius No.3 และ P. ostruatus มีขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางโคโลนี 7.0 ± 0.13 และ 6.9 ± 0.07 
เซนติเมตร ตามล าดบั ซ่ึงแตกต่างจากการบ่มที่อุณหภูมิอ่ืน ๆ อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (ภาพที่ 6 ) 
สอดคลอ้งกบัรายงานของ Hoa และWang (2015) ที่ทดสอบสภาวะเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ
เห็ด Pleurotus โดยเล้ียงเช้ือบนอาหาร PDA และ yam dextrose agar (YDA) บ่มที่อุณหภูมิ 16, 20, 
24, 28, 32 และ 36  องศาเซลเซียส พบว่าเช้ือเห็ด P. ostreatus และ P. cystidiosus เจริญไดดี้ที่
อุณหภูมิ 28  องศาเซลเซียส 
 

 

ภาพที่ 6   การเจริญของเส้นใย P. pulmonarius No.3 (บน) และ P. ostruatus (ล่าง) บนอาหาร 
potato dextrose agar (PDA) ระยะเวลา 3 วนั ที่บ่มในอุณหภูมิต่าง ๆ; (A) 25 °C, (B) 28 
°C, (C) 30 °C และ, (D) 35 °C (bar = 1 cm) 

 
2. การสร้างเอนไซม์ย่อยสลายผนังล าตัวไส้เดือนฝอยของเห็ดสกลุ Pleurotus 

เอนไซม์ไคติเนสและ เอนไซม์โปรติเอสถือเป็นเอนไซม์ส าค ัญที่ ช่วยย่อยสลาย
ผนังล าต ัวและเปลือกไข่ของไส้เดือนฝอยรากปม (Dackman et al ., 1989) ในงานวิจ ัย
คร้ังน้ีพบว่า P. pulmonarius  No.3 และ P. ostruatus ไม่สร้างเอนไซม์ไคติเนสจากการทดสอบ
เบื้องตน้ เน่ืองจากพบว่าอาหารทดสอบไม่เปล่ียนจากสีเหลืองเป็นม่วง (ภาพที่ 7) แต่จากการ
ทดสอบการสร้างเอนไซม์โปรติเอสพบว่า P. pulmonarius No.3 และ P. ostruatus  สร้างวงใส
ลอ้มรอบโคโลนี วดัความยาวเส้นผ่าศูนยก์ลางได้ 4.50 ± 0.40 และ 1.90 ± 0.12 เซนติเมตร 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1049964404001409?casa_token=d0Pspjl8jsYAAAAA:3sHX5qqsa-Y0GnID18rn-Z9LWtr7mEeMt9bdzXfVU_K2ktKd7mz30SULAj36zpvSVRhNJ-mCayI#bib7
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ตามล าดบั ในระยะเวลา 3 วนั (ภาพที่ 8) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัหลายงานวิจยัที่แสดงให้เห็นถึงศกัยภาพ
ในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสของราในสกุล Pleurotus  เช่น Bano และคณะ (2016) พบว่า P. 
eryngii  มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสบนอาหารแข็ง Genier และคณะ (2015) 
ช้ีให้เห็นว่าเอนไซม์โปรติเอสส่งผลต่อการย่อยสลายโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของผนังล าตัว
ไสเ้ดือนฝอย และการเปล่ียนแปลงรูปร่างของแมลงหรือส่ิงมีชีวติที่มีโปรตีนเป็นองคป์ระกอบ โดย
เอนไซม์โปรติเอสจากเห็ดสกุล Pleurotus  ส่งผลให้ต ัวอ่อนของไส้เดือนฝอย Panagrellus  
sp. มีปริมาณลดลง 95.2 % ในระยะเวลา 3 วัน กลไกส าคัญในกระบวนการแทงเส้นใยเข้า
ท าลายไส้เดือนฝอย คือการที่ เ ห็ดสกุล Pleurotus สามารถสร้างเอนไซม์โปรติเอสซ่ึงมี
บทบาทส าคัญในการย่อยสลายโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของผนังล าตัวของไส้เดือนฝอย 
รบกวนการฟักของไข่ และท าให้ต ัวอ่อนที่ฟักออกมาไม่สามารถมีชีวิตรอดในดินได้ 
(Inácio et al ., 2015)  

 

ภาพที่ 7   การสร้างเอนไซม์ไคติเนสของเช้ือเห็ด Pleurotus  บนอาหาร colloidal chitin agar  
บ่มที่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 วนั; (A)  P. pulmonarius  No.3 
และ(B) P. ostruatus   
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ภาพที่ 8   การเกิดวงใสของเช้ือสกุล Pleurotus บนอาหาร skim milk agar บ่มที่อุณหภูมิ 28 ± 2 
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 วนั; (A) P. pulmonarius No.3 และ (B) P. ostreatus 

 
3. ประสิทธิภาพของน ้าเลีย้งเช้ือ (CF) จากเช้ือเห็ดสกลุ Pleurotus ต่อการเข้าท าลายไข่ และตัวอ่อน
ของไส้เดือนฝอยรากปม 

เม่ือทดสอบประสิทธิภาพของน ้ าเล้ียงเช้ือที่ส่งผลต่อไข่และตวัอ่อนระยะที่ 2 ของไส้เดือน
ฝอยรากปม โดยประเมินอตัราการฟักไข่ และอตัราการตายของตวัอ่อนระยะที่ 2 ในระยะเวลา 24, 
48 และ 72 ชัว่โมง พบว่าที่ 24 ชัว่โมง CF จากการเล้ียงเช้ือเห็ด P. pulmonarius No.3 (PP-3) ใน
อาหาร PDB , PDB + 1 % casein และอาหาร PDB + 1 % skim milk ท าให้ไส้เดือนฝอยมีการฟักไข่
คิดเป็น 10.00 ± 7.07, 8.00 ± 8.37 และ 10.00 ± 7.07 % ตามล าดบั ที่ 48 ชัว่โมง CF จากการเล้ียงเช้ือ
เห็ด P. pulmonarius No.3 (PP-3) ในอาหาร PDB , PDB + 1 % casein และอาหาร PDB + 1 % skim 
milk ท าให้ไส้เดือนฝอยมีการฟักไข่คิดเป็น 16.00 ± 5.48, 10.00 ± 7.07 และ 20.00 ± 7.07 % 
ตามล าดบั ส าหรับ P. ostruatus (PO) ที่ 24 ชัว่โมง ไส้เดือนฝอยมีการฟัก 8.00 ± 8.37, 8.00 ± 4.47 
และ 6.00 ± 8.94 % และที่ 48 ชัว่โมง ไส้เดือนฝอยมีอตัราการฟักไข่คิดเป็น 14.00 ± 11.40, 14.00 ± 
5.48 และ 16.00 ± 11.40 % ตามล าดบั แตกต่างจากชุดควบคุมที่มีอตัราการฟัก 16.00 ± 8.94 และ 
32.00 ± 8.37 %  ที่ 24 และ48 ชัว่โมงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ความเช่ือมัน่ 95 % (ตารางที่ 4)  

cell-free culture filtrate จาก P. pulmonarius No.3 (PP-3)ในอาหาร PDB , PDB + 1 % 
casein และอาหาร PDB + 1 % skim milk ท าให้ตวัอ่อนระยะที่ 2 มีการตายคิดเป็น 70.00 ± 7.07, 
72.00 ± 13.04 และ 62.00 ± 8.37 % ตามล าดบั และ CF จาก P. ostruatus ท  าให้ตวัอ่อนระยะที่ 2 มี
อตัราการตายคิดเป็น 66.00 ± 11.40, 68.00 ± 8.37 และ 62.00 ± 8.37 % ตามล าดบั ในระยะเวลา 48 
ชัว่โมง แตกต่างจากชุดควบคุมที่มีอตัราการตายเพียง 4.00 ± 5.48 % อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติที่
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ความเช่ือมัน่ 95 % และการตายของไสเ้ดือนฝอยมีเปอร์เซ็นเพิม่ขึ้น หลงัจากการทดสอบ 72 ชัว่โมง
(ตารางที่ 5)   

Sharma (1994) รายงานว่า ไส้เดือนฝอย Aphelenchoides composticola หยดุการเคล่ือนที่
ในน ้ าเล้ียงเช้ือจากเห็ดสกุล Pleurotus  ภายใน 2 ถึง 4 ชัว่โมง ส่งผลต่อการฟักไข่ และการตายของ
ตวัอ่อนไส้เดือนฝอย เช่นเดียวกับ Palizi และคณะ (2009) ที่รายงานว่าน ้ าเล้ียงเช้ือของเห็ดสกุล 
Pleurotus เพิม่อตัราการตายของไสเ้ดือนฝอย Heterodera schachtii ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยใน
น ้ าเล้ียงเช้ือมีสารพษิ ซ่ึงเป็นสารที่มีฤทธ์ิเป็นกรด linoleic acid  และมีเอนไซม์โปรติเอสซ่ึงมีผลต่อ
การท าลายโปรตีน หรือคอลลาเจน ที่เป็นองคป์ระกอบของผนังล าตวัไส้เดือนฝอย (cuticle) และ 
gelatinous matrix ที่ผนังกลุ่มไข่ (egg mass) รวมไปถึงมีผลต่อพฒันาการของตวัอ่อนไส้เดือนฝอย 
(Satou et al., 2008) 

 
ตารางที่ 4 ประสิทธิภาพของ cell-free culture filtrate จาก P. pulmonarius No.3 และ P. ostruatus 
ต่อการยบัย ั้งการฟักไข่ของไสเ้ดือนฝอยรากปม M. incognita 

Pleurotus อาหารเล้ียงเช้ือ 
เปอร์เซ็นตก์ารฟัก 1/ 

24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 72 ชัว่โมง 

PP-3 PDB 10.00 ± 7.07 b 16.00 ± 5.48 bc 18.00 ± 4.47 bc 

PDB + 1% casein 8.00 ± 8.37 bc 10.00 ± 7.07 d 14.00 ± 8.94 c 

PDB + 1% skim milk 10.00 ± 7.07 b 20.00 ± 7.07 b 26.00 ± 5.48 b 

PO 
 

PDB  8.00 ± 8.37 bc 14.00 ± 11.40 c 18.00 ± 8.37 bc 

PDB + 1% casein 8.00 ± 4.47 bc 14.00 ± 5.48 c 18.00 ± 4.47 bc 

PDB + 1% skim milk  6.00 ± 8.94 c 16.00 ± 11.40 bc 24.00 ± 5.48 bc 

control distilled water  16.00 ± 8.94 a 32.00 ± 8.37a 66.00 ± 13.42 a 
1/ ค่าเฉล่ีย ± SD (n=5) ที่ก  ากบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนัในแนวตั้งของตารางไม่มีความแตกต่างกนั
ทางสถิติเปรียบเทียบโดย Duncan's New Multiple Range test (p > 0.05)  

PP-3 = P. pulmonarius No.3 และ PO = P. ostruatus 
 
 
 



32 
 

 
 

ตารางที่ 5  ประสิทธิภาพของ cell-free culture filtrate จาก P. pulmonarius No.3 และ P. ostruatus 
ต่อการตายของตวัอ่อนระยะที่ 2 ของไสเ้ดือนฝอยรากปม M. incognita 

Pleurotus อาหารเล้ียงเช้ือ 
เปอร์เซ็นตก์ารตายตวัอ่อนระยะที่ 2 (%) 1/ 

24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 72 ชัว่โมง 

PP-3 PDB 22.00 ± 17.89a 70.00 ± 7.07 a 92.00 ± 10.95 a 

PDB + 1% casein 22.00 ± 13.04 a 72.00 ± 13.04 a 88.00 ± 13.04 a 

PDB + 1% skim milk 8.00 ± 8.37 ab 62.00 ± 8.37 a 90.00 ± 14.14 a 

PO 

 

PDB 20.00 ± 12.25a 66.00 ± 11.40 a 94.00 ± 8.94 a 

PDB + 1% casein 24.00 ± 11.40 a 68.00 ± 8.37 a 90.00 ± 14.14 a 

PDB + 1% skim milk 14.00 ± 5.48 ab 62.00 ± 8.37 a 96.00 ± 8.94 a 

control distilled water  2.00 ± 4.47 b 4.00 ± 5.48 b 8.00 ± 8.37 b 
1/ ค่าเฉล่ีย ± SD (n=5) ที่ก  ากบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนัในแนวตั้งของตารางไม่มีความแตกต่างกนั
ทางสถิติเปรียบเทียบโดย Duncan's New Multiple Range test (p > 0.05)  

PP-3 = P. pulmonarius No.3 และ PO = P. ostruatus  
 

P. pulmonarius No.3 ที่เล้ียงในอาหาร PDB ผสม 1% casein  และ P. ostruatus ที่เล้ียงใน

อาหาร PDB ผสม 1% skim milk มีค่ากิจกรรมจ าเพาะ (specific activity) ของเอนไซม์โปรติเอส

เพิ่มขึ้นมากกว่าการเล้ียงดว้ยอาหาร PDB คือ 0.272 ± 0.464 และ 0.171 ± 0.157 ยนิูต/มิลลิกรัม

โปรตีน (ตารางที่ 6)  ซ่ึง Bano และคณะ (2018) พบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์

โปรติเอสโดยเช้ือเห็ด Pleurotus  คือการเ ล้ียงด้วยอาหารที่มี  casein เป็นส่วนประกอบ เม่ือ

เล้ียงเช้ือเป็นเวลา 4 วนั  Benmrad และคณะ (2019) ศึกษาราสกุล Pleurotus เพื่อทดลองการผลิต

เอนไซม์โปรติเอสโดยเล้ียงราในอาหารที่มี skim milk เป็นส่วนประกอบ พบว่าสามารถผลิต

เอนไซม์ได ้10,500 ยนิูต/มิลลิลิตร เม่ือเล้ียงราเป็นเวลา 72  ชัว่โมง ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 

เช่นเดียวกับ Sufiatea และคณะ (2017) ได้ศึกษาผลของเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตจากเห็ดสกุล 

Pleurotus เพือ่ควบคุมไสเ้ดือนฝอย พบวา่เอนไซมโ์ปรติเอสมีคุณสมบติัในการท าลายผนงัล าตวัของ

ไส้เดือนฝอยมีค่ากิจกรรมเอนไซม์เท่ากบั 32.74 ยนิูต/มิลลิลิตร สามารถฆ่าตวัอ่อนระยะที่ 2 ของ

ไสเ้ดือนฝอยได ้90 % ภายใน 24 ชัว่โมง  
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ตารางที่ 6 ค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส ค่าปริมาณโปรตีนรวม และค่ากิจกรรมจ าเพาะของ
เอนไซมโ์ปรติเอสใน cell-free culture filtrate ของเช้ือเห็ดสกุล Pleurotus 

ไอโซเลท อาหารเล้ียงเช้ือ 
Protease activity 
(U/ml) 1/ 

Total protein 
(mg/ml) 1/ 

Specific activity 
 (U/mg protein) 1/ 

PP-3  Control (PDB) 0.013 ± 0.005 b 0 0 
 + 1% casein 0.039 ± 0.010 a 2.195 ± 0.040 b 0.272 ± 0.040 a 
 + 1% skim milk 0.025± 0.004 a 2.886 ± 0.110 b 0.022 ± 0.001 d 
PO Control (PDB) 0.019 ± 0.004 b 0 0 
 + 1% casein 0.043 ± 0.004 a 9.408 ± 0.030 a 0.063 ± 0.000 c 
 + 1% skim milk 0.036 ± 0.001 a 0.386 ± 0.120 c 0.171 ± 0.010 b 

1/ ค่าเฉล่ีย ± SE (n=5) ที่ก  ากบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนัในแนวตั้งของตารางไม่มีความแตกต่างกนั
ทางสถิติเปรียบเทียบโดย Duncan's New Multiple Range test (p > 0.05) 

PP-3 = P. pulmonarius No.3  และ PO =  P. ostruatus  
 

จากงานวิจยัในคร้ังน้ีพบว่า P. pulmonarius No.3  มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการฟักไข่ 
เพิม่เปอร์เซ็นตก์ารตายของตวัอ่อนระยะที่ 2 และมีกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมโ์ปรติเอสในน ้ าเล้ียง
เช้ือสูงกว่า  P. ostruatus ดงันั้นจึงเลือกใช ้ P. pulmonarius No.3 เป็นตวัแทนในการทดสอบหา
สภาวะที่เหมาะสมในการกระตุน้การสร้างเอนไซมโ์ปรติเอสดว้ยอาหารแบบแขง็ต่อไป 

 
4.  แหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการสร้างเอนไซม์โปรติเอสในสภาวะการเลี้ยงเช้ือ
ด้วยอาหารแบบแข็ง (solid state cultivation)  

อาหารแบบเหลว (submerged culture) และอาหารแบบแข็ง (solid state culture) ถูก
น ามาใช้เพื่อผลิตเอนไซม์อุตสาหกรรมหลายชนิด เช่น เอนไซม์อะไมเลส เอนไซม์เพคติเนส 
เอนไซมแ์ทนเนส  และเอนไซมโ์ปรตเิอส (George et al., 1997) ซ่ึงพบวา่ส าหรับเอนไซม์ที่ผลิตโดย
อาหารแบบแข็งมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงกว่าที่ผลิตจากอาหารแบบเหลว (Yang and Wang, 
1999) ทั้งน้ีเน่ืองจากการเล้ียงเช้ือราในอาหารเหลว มกัพบปัญหาเก่ียวกบัการปนเป้ือนจากจุลินทรีย์
อ่ืน และเช้ือราเจริญไดช้้า สอดคลอ้งกบั Tunga และคณะ (1998) ที่รายงานว่าการเล้ียงเช้ือราใน
อาหารแบบเหลวเป็นวธีิการที่มีการปนเป้ือนจากจุลินทรียอ่ื์น และมีขอ้จ ากดัเก่ียวกบัการตรวจสอบ
บางปัจจยัในการเล้ียงในอาหารเหลว เช่น การวดัมวลชีวภาพจุลินทรีย ์(microbial biomass) และการ
วดัการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรีย ์เป็นตน้ 
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การวิจยัคร้ังน้ี ของแข็ง (solid phase) ในการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแข็งที่เหมาะสมเป็น
แหล่งคาร์บอนส าหรับการเล้ียงเช้ือ P. pulmonarius No.3 และกระตุน้การผลิตเอนไซม์โปรติเอส 
คือขา้วโอ๊ตบดหยาบ มีกิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสสูงสุดคือ 0.084 ± 0.11 ยนิูต/มิลลิลิตร ต่างจาก
การใช้ธัญพืชและวสัดุทางการเกษตรอ่ืนอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (ภาพที่ 9) เส้นใยของ P. 
pulmonarius No.3  ที่เล้ียงในขา้วโอ๊ตบดหยาบสามารถเจริญได้อย่างรวดเร็ว ส่วนอาหารที่ใช้
วตัถุดิบอ่ืน ๆ พบว่าเส้นใยเห็ดเจริญชา้และมีความหนาแน่นน้อยจึงอาจส่งผลให้มีค่ากิจกรรมของ
เอนไซมโ์ปรติเอสต ่า ดงันั้น ขา้วโอ๊ตจึงเป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมที่สุดต่อการเจริญเส้นใยของ 
P. pulmonarius No.3 และการสร้างเอนไซมโ์ปรติเอส 
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ภาพที่ 9   ค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเม่ือใช้แหล่งคาร์บอนต่าง ๆ ในการเล้ียงเช้ือเห็ด P. 
pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 

 
จากการรายงานของ Tsopmo และคณะ (2010) พบว่าขา้วโอ๊ตเป็นธัญพืชที่ให้ปริมาณ

โปรตีนสูงสุดในบรรดาธัญพืชส่วนใหญ่ และเม่ือพิจารณาแหล่งสับสเตรตต่าง ๆ และจากผล
การศึกษาของ Nguyen และคณะ (2020) พบว่าขา้วสาลีและขา้วไรยเ์ป็นธญัพืชที่เหมาะสมต่อการ
เจริญเสน้ใยของ P. eryngii มากที่สุด ในขณะที่ขา้วโอ๊ต และขา้วบาร์เลยเ์หมาะสมต่อการเจริญเส้น
ใยของ P. ostreatus ทั้งน้ีสับสเตรตที่มีพื้นที่ผิวขนาดใหญ่และมีรูพรุน มีอิทธิพลต่อการเพิ่มอตัรา
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การเจริญของเสน้ใย ดว้ยเหตุน้ีขา้วบาร์เลยแ์ละขา้วโอ๊ตที่มีขนาดใหญ่และมีรูพรุนมากกว่าขา้วสาลี
และขา้วไรย ์จึงท าให้เส้นใยของ P. ostreatus ที่เล้ียงบนขา้วโอ๊ตและขา้วบาร์เลยเ์จริญเร็วกว่า P. 
eryngii ที่เล้ียงบนขา้วสาลีและขา้วไรย ์(Tinoco et al., 2001)  

เม่ือเติม yeast extract, ammonium chloride และ peptone เป็นแหล่งไนโตรเจนผสม
กบัขา้วโอ๊ตบดหยาบ พบว่า เอนไซม์โปรติเอสมีค่ากิจกรรม 0.08 ± 0.01,  0.06 ± 0.00 และ 0.02 ± 
0.01  ยนิูต/มิลลิลิตร ต่างจากแหล่งไนโตรเจนอ่ืนอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ แต่เม่ือเปรียบเทียบกับ
กรรมวธีิควบคุม (น ้ ากลัน่) กลบัไม่มีความแตกต่างกนั (ภาพที่ 10) จากนั้นเม่ือทดสอบการเติมธาตุ
อาหารพบว่าเม่ือเติมสารละลาย potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) ลงในขา้วโอ๊ตบด
หยาบเพือ่เป็นอาหารเล้ียงเช้ือรา  P. pulmonarius No.3 เอนไซมโ์ปรติเอสมีค่ากิจกรรม 0.15 ± 0.001 
ยนิูต/มิลลิลิตร ต่างจากธาตุอาหารอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (ภาพที่ 11)  
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ภาพที่ 10   ค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเม่ือใช้แหล่งไนโตรเจนต่าง ๆ ในการเล้ียงเช้ือเห็ด P. 
pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 
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ภาพที่  11   ค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเม่ือใช้ธาตุอาหารต่าง ๆ ในการเล้ียงเช้ือเห็ด P. 
pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 

 
ความเขม้ขน้ของสารละลาย KH2PO4 ที่ 1.5, 2 และ 2.5 % (w/v) เม่ือเติมลงไปในขา้วโอ๊

ตส่งเสริมให้เช้ือเห็ด P. pulmonarius No.3 ผลิตเอนไซม์โปรติเอสไดดี้ยิ่งขึ้นโดยมีค่ากิจกรรม
เอนไซม์  0.29 ± 0.00 ถึง 0.31 ± 0.01 ยนิูต/มิลลิลิตร แตกต่างกบัปริมาณความเขม้ขน้อ่ืนอยา่งมี
นัยส าคญัทางสถิติ (ภาพที่ 12) รายงานวิจยัของ Paranthaman และคณะ (2009) และ Kamath และ
คณะ (2010) พบว่าเช้ือรา  Aspergillus niger ที่เล้ียงดว้ยอาหารแบบแข็งและเติม KH2PO4 เป็น
ส่วนประกอบในอาหาร มีค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเพิ่มสูงขึ้น Chang และ Miles (2009) ได้
อธิบายวา่อาหารที่มีโพแทสเซียมเป็นส่วนประกอบสามารถกระตุน้การเจริญของเช้ือเห็ด Pleurotus  
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นอกจากน้ี Curvetto และคณะ (2002) รายงานว่าความเขม้ขน้ของไนโตรเจนและธาตุอาหาร 1.75 
ถึง 2.20% เหมาะสมส าหรับการสร้างเสน้ใยของเห็ด และความเขม้ขน้ของสารที่น้อยถือเป็นการลด
ตน้ทุนในการเล้ียงเช้ือ (Spaargaren, 1996)  
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ภาพที่ 12   ค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเมื่อ  KH2PO4ที่ความเข ้มข้นต่าง ๆ ในการเล้ียง
เช้ือเห็ด  P. pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 

 
5. สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์โปรติเอสโดย P. pulmonarius No.3 

หลายปัจจยัที่ส่งผลต่อการเจริญเสน้ใยของ Pleurotus spp. เช่น สูตรอาหาร อุณหภูมิ แหล่ง
ของคาร์บอน และไนโตรเจน เป็นตน้ (Sofi et al., 2014) เช่นเดียวกบั Eira (2003) รายงานว่าการอยู่
รอดและการเพิ่มเส้นใยของเห็ดนั้ นสัมพนัธ์กับปัจจยัหลายประการ เช่น อัตราส่วนของแหล่ง
คาร์บอนต่อไนโตรเจน แหล่งแร่ธาตุ ค่าความเป็นกรด-ด่าง ความช้ืน และขนาดอนุภาคของ
สบัสเตรต ในการกระตุน้ใหเ้ห็ดสกุล Pleurotus ผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสบนอาหารแบบแข็งนอกจาก
แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน  

จากการทดลองเล้ียงเช้ือเห็ด P. pulmonarius No.3 บนอาหารที่มีขา้วโอ๊ตผสมสารละลาย 
KH2PO4 และน าไปบ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ พบว่าที่อุณหภูมิ  28 องศาเซลเซียสมีค่ากิจกรรมของ
เอนไซมโ์ปรติเอสสูงที่สุดคือ 0.26 ± 0.01 ยนิูต/มิลลิลิตร แตกต่างกบัการบ่มที่อุณหภูมิอ่ืน ๆ อยา่งมี
นัยส าคญัทางสถิติ (ภาพที่ 13) ซ่ึง Adebayo-Tato และคณะ (2011) รายงานว่าอุณหภูมิที่เหมาะสม
ต่อการสร้างเสน้ใยของเช้ือ P. ostreatus คือ 25-30 องศาเซลเซียส  
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ภาพที่  13   ค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเม่ือบ่มที่ อุณหภูมิ ต่างกัน ในการเล้ียงเช้ือเห็ด P. 
pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 

 
เ มื่ อ เ ล้ี ยง เ ช้ือรา  P .  pulmonarius  No.3  ที ่อุณหภูมิ  28 องศา เซลเซี ยส  ใน

ระยะเวลาต่างกัน พบว่าในวันที่  7 และ 9 มีค่า กิจกรรมเอนไซม์โปรติ เอส เพิ่ม สูงขึ้ นที่   
0.28 ± 0.01  และ 0.26 ± 0.01  ยูนิต/มิลลิลิตร จากนั้นค่ากิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสลดลงอยา่ง
ต่อเน่ือง ตั้งแต่วนัที่ 11 ของการเล้ียงเช้ือ (ภาพที่ 14) สอดคลอ้งกบัรายงานของ Iandolo และคณะ 
(2011) ที่พบวา่เช้ือ P. ostreatus และTrametes versicolor ที่เล้ียงดว้ยอาหารแบบแข็งที่มีเปลือกและ
เมล็ดมะเขือเทศเป็นส่วนประกอบ มีค่ากิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสเพิ่มขึ้นเม่ือเล้ียงเช้ือในระยะเวลา 
4 วนั และเพิม่ขึ้นสูงสุดในวนัที่ 7 หลงัจากนั้นค่ากิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสจึงเร่ิมลดลง 
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ภาพที่ 14   ค่ากิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสเม่ือบ่มที่ 28 °C เป็นระยะเวลาต่างกนั ในการเล้ียงเช้ือเห็ด 
P. pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 

 
จากการทดสอบค่าความเป็นกรดด่างในของเหลว (liquid phase) ทีผ่สมในขา้วโอ๊ต พบว่าที่

pH 5.0 มีประสิทธิภาพในการกระตุน้ให ้P. pulmonarius No.3 ผลิตเอนไซม์โปรติเอสไดสู้งขึ้นโดย
มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์เท่ากบั 0.38 ± 0.01 ยนิูต/มิลลิลิตร (ภาพที่ 15) ซ่ึงจากการรายงานของ 
Chang และ Miles (2009) พบว่า pH 5.0 และ 5.5 ส่งผลใหเ้ส้นใยเห็ด Pleurotus sp. เจริญไดดี้ และ
เส้นใยเจริญช้าลงเม่ือ pH สูงขึ้น นอกจากน้ี Adebayo-Tato (2011) รายงานว่า pH ที่ส่งผลต่อค่า
กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสจากเช้ือ Aspergillus niger  คือในช่วง pH 5.0-7.0 ซ่ึงค่า pH ของ
อาหารที่สูงขึ้นส่งผลต่อกระบวนการสร้างเอนไซม ์การขนส่งสารประกอบต่าง ๆ ในเซลล์เมมเบรน 
และการเผาผลาญแมแทบอลิซึมของจุลินทรีย ์(Sandhya et al., 2005)  
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ภาพที่ 15   ค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเม่ือปรับความเป็นกรดด่างของของเหลวในการเล้ียงเช้ือ
เห็ด P. pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 

 
ปริมาณของแข็ง (solid phase) ที่เหมาะสมต่อการเล้ียงเช้ือเห็ด P. pulmonarius No.3 

คือ ขา้วโอ๊ตบดหยาบ 6 กรัมโดยมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส 0.12  ± 0.00  ยูนิต/
มิลลิลิตร แตกต่างจากปริมาณอื่น ๆ อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (ภาพที่ 16)  จากนั้นเมื่อได้
ปริมาณของของของแข็งที่เหมาะสมแลว้ จึงทดสอบอัตราส่วนของแข็งต่อของเหลว (S:L ratio) 
ซ่ึงพบว่า ขา้วโอ๊ตบดหยาบและสารละลาย  KH2PO4 pH 5.0 ในอัตราส่วน 6:6 และ 6:8 (g:ml) 
เป็นส่วนผสมของอาหารเล้ียงเช้ือรา P. pulmonarius No.3 ท  าให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติ
เอสเท่ากับ 0.13 ± 0.01 และ 0.11 ± 0.10  ยูนิต/มิลลิลิตร ตามล าดับ แตกต่างจากอัตราส่วนอ่ืน 
ๆ อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (ภาพที่ 17) ซ่ึง Curvetto และคณะ (2002) รายงานว่า เส้นใยของ 
P. ostreatus เจริญได้ดีเม่ือมีการปรับอัตราส่วนระหว่างของแข็งและของเหลวในการเล้ียงเช้ือ
ด้วยอาหารแบบแข็ง 
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ภาพที่ 16   ค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเม่ือปรับปริมาณของสับสเตรตในการเล้ียงเช้ือเห็ด P. 
pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 
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ภาพที่ 17   ค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเม่ือปรับอตัราส่วนของแข็งต่อของเหลวในการเล้ียงเช้ือ
เห็ด P. pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 
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6. บัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการสกัดเอนไซม์ 
เอนไซม์ที่ P. pulmonarius No.3 ผลิตขึ้นบนอาหารแบบแข็งจ าเป็นตอ้งสกดัออกมาให้อยู่

ในสารละลายบฟัเฟอร์ที่เหมาะสม ซ่ึงจากการทดลองคร้ังน้ีพบว่า acetate buffer pH 5.0 มี

ประสิทธิภาพในการสกดัเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตโดยรา P. pulmonarius No.3 ไดดี้ที่สุด โดยมีค่า

กิจกรรมเอนไซมเ์ท่ากบั 0.40 ± 0.00 ยนิูต/มิลลิลิตร (ภาพที่ 18) ซ่ึงรายงานหลายฉบบัที่เก่ียวขอ้งกบั

การผลิตเอนไซม์โปรติเอสโดยเช้ือจุลินทรีย ์ช้ีให้เห็นว่า pH ที่เหมาะสมของบฟัเฟอร์ที่ใช้สกัด

เอนไซมโ์ปรติเอส คือในช่วง 5.0-8.0 เช่น  pH 7.0 เหมาะส าหรับการสกดัเอนไซม์โปรติเอสจากเช้ือ 

Aspergillus niger  (Ahmed et al., 2011) การใชบ้ฟัเฟอร์ที่มีค่า pH 4.0-7.0 ในการสกดัเอนไซม์ที่

ผลิตโดยเช้ือรา P. giganteus ส่งผลใหมี้ค่ากิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสสูงแต่ค่า pH ที่ 8.0 ขึ้นไปกลบั

ท าใหค้่ากิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสลดลงอยา่งต่อเน่ือง (Kumla et al., 2011) 
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ภาพที่ 18   ค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสเม่ือใช้บัฟเฟอร์ที่ pH ต่างกันในการเล้ียงเช้ือเห็ด P. 

pulmonarius No.3 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารแบบแขง็ 
 

ดงันั้น เม่ือเล้ียงเช้ือรา P. pulmonarius No.3 ในอาหารที่มีขา้วโอ๊ต 6 กรัม และ 1.5-2.5 % 
KH2PO4 pH 5.0 ปริมาตร 6-8 มิลลิลิตร บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วนั และ
สกดัดว้ย 50 mM acetate buffer pH 5.0 ท าให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสเพิ่มขึ้นสูงสุดถึง 
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0.41 ± 0.00 ยนิูต/มิลลิลิตร หรือคิดเป็น 4.6  เท่า จากเดิมที่ไม่ไดท้ดสอบแหล่งอาหารและสภาวะที่
เหมาะสม (0.09 ± 0.01 ยนิูต/มิลลิลิตร) 
 
7. ความคงที่ (stability) ของค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอส  

เม่ือบ่มสารละลายเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 20 และ 30 องศาเซลเซียส ค่ากิจกรรมของเอนไซม์
โปรติเอสลดลงเม่ือบ่มเป็นเวลา 4 ชัว่โมง และที่อุณหภูมิ 40 และ 50 องศาเซลเซียส ค่ากิจกรรมของ
เอนไซมล์ดลงเม่ือบ่มเป็นเวลา 5 ชัว่โมง แต่เม่ือบ่มสารละลายเอนไซมส์กดัหยาบที่อุณหภูมิ 60 และ 
70 องศาเซลเซียส พบวา่ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ลดลงตั้งแต่ในชัว่โมงที่ 1 (ภาพที่ 19) จากรายงาน
วิจยัของ Shaba และ Baba (2012) พบว่าสารละลายเอนไซม์สกัดหยาบที่ผลิตจากโดยเช้ือ P. 
ostreatus และเช้ือ Gleophylum sepiarium สามารถทนต่ออุณหภูมิที่ 50-70 องศาเซลเซียส แต่ที่
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ท าใหค้่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสลดลง  
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ภาพที่ 19   ผลของอุณหภูมิต่อค่าความคงที่ (stability) ของกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบ 
 
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเก็บรักษาสารละลายเอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบ คือที่อุณหภูมิ 

4 และ -20 องศาเซลเซียส ซ่ึงในสัปดาห์ที่ 16 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ และ
เม่ือเก็บรักษานานกวา่ 16 สปัดาห์ควรเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส เพราะค่ากิจกรรมของเอนไซม์ลดลง
เพยีง 5.17 % จากค่ากิจกรรมเอนไซมท์ี่เร่ิมตน้ (สปัดาห์ที่ 2) แต่เม่ือเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง (30 ± 2 
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องศาเซลเซียส) ค่ากิจกรรมของเอนไซมล์ดลงอยา่งต่อเน่ืองจนเท่ากบั 0 ในสัปดาห์ที่ 26 (ภาพที่ 20) 
สอดคล้องกับ Ahmed (2011) ที่รายงานว่าการเก็บรักษาเอนไซม์ไวท้ี่อุณหภูมิห้อง (30 องศา
เซลเซียส) นาน 30 วนั ท าให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ลดลงเหลือ 85 % Sattar (2018) รายงานว่าค่า
กิจกรรมเอนไซม์ลดลง 33.0 % หลงัจากระยะเวลาเก็บรักษา 30 วนั ที่ 4 องศาเซสเซียส และ พิมพ์
พร ศรีสนัติแสง และคณะ (2556) พบวา่ หากเก็บรักษาสารละลายเอนไซม์สกดัหยาบที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 วนั เอนไซม์มีค่ากิจกรรมลดลงเพียง 8.75 % แสดงให้เห็นว่าค่า
กิจกรรมเอนไซมมี์ความคงที่เม่ือเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
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ภาพที่ 20   ผลของอุณหภูมิในการเก็บ รักษาต่อค่ าความคงที่  ( s t abi l i t y)  ของกิจกรรม

เอนไซม์โปรติ เอสสกัดหยาบ  
 
8.  ป ระ สิทธิภ าพของ เห็ด  P .  pulmonar ius  No.3  ที ่ เ ลี ้ย ง ในสภาวะที่ เ หม าะสม 

(opt imized Pleurotus  )  และเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบต่อการควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม 

Meloidogyne incognita ในสภาพห้องปฏิบัติการ 
เอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบ และการใชเ้ส้นใยรา Pleurotus ที่ผ่านการเล้ียงในสภาวะที่

เหมาะสมร่วมกบัเอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบ ท าให้ไข่ของไส้เดือนฝอยรากปมไม่ฟักเป็นตวัอ่อน 
(เปอร์เซ็นการฟักไข่ = 0) แตกต่างจากกรรมวธีิอ่ืน ๆ อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ 
95 % (ตารางที่ 7)  
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ส าหรับการประเมินอตัราการตายของตวัอ่อนระยะที่ 2 (J2) พบว่ากรรมวิธีที่ทดสอบดว้ย
เสน้ใยรา Pleurotus ผา่นการเล้ียงในสภาวะที่เหมาะสมท าให้ J2 ตาย 100 % หลงัจากทดสอบ 4 วนั 
แตกต่างจากกรรมวธีิ อ่ืนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ความเช่ือมัน่ 95 % (ตารางที่ 8) ทั้งน้ีเส้นใยรา P. 
pulmonarius No.3 ที่เล้ียงในอาหารแบบแข็งและสภาวะที่เหมาะสมสามารถเขา้ท าลายไข่และตวั
อ่อนระยะที่ 2 ของไสเ้ดือนฝอยรากปม M. incognita ไดใ้น 24 ชัว่โมง ดงัภาพแสดงที่ 21 

  

 
ภาพที่ 21   เส้นใยของ  P. pulmonarius  No.3 ที ่ เ ล้ียงในสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต

เอนไซม์โปรติเอส เขา้ท าลายไข่ (A) และตวัอ่อนระยะที่ 2 ของไส้เดือนฝอยรากปม 
M. incognita (B) หลงัการทดสอบ 24 ชัว่โมง (Bar = 20 µm) 
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ตารางที่ 7   ประสิทธิภาพของเห็ดสกุล P. pulmonarius No.3 ที่เล้ียงในอาหารแบบแขง็และสภาวะที่เหมาะสมและเอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบต่อต่อการฟัก
ไข่ของไสเ้ดือนฝอยรากปม M. incognita 
กรรมวิธี การฟักไข่ (%) 1/ 

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6 Day 7 Day 8 Day 9 Day 10 Day 11 Day 12 Day 13 Day 14 Day 15 
P 0b 2.67 

±3.65a 

6.00  

±2.788a 

10.67 

±2.79a 

17.33 

±5.48a 

18.00 

±4.47b 

20.67 

±4.35b 

26.67 

±4.08b 

29.33 

±3.65b 

30.00 

±2.36b 

31.33 

±2.98b 

35.333 

±2.98b 

38.67 

±2.98b 

38.67 

±2.98b 

38.67 

±2.98b 

OP 0b 2.67 

±3.65a 

6.67 

±4.082a 

8.00 

±2.98a 

10.67 

±3.65b 

13.33 

±2.36b 

18.00 

±5.58b 

22.67 

±4.35b 

24.00 

±2.79b 

25.33 

±1.83b 

26.00 

±1.49c 

26.00 

±1.49c 

26.00 

±1.49c 

26.00 

±1.49c 

26.00 

±1.49c 

C 0b 0b 0b 0b 0c 0c 0c 0c 0c 0c 0d 0d 0d 0d 0d 

OP +C 0b 0b 0b 0b 0c 0c 0c 0c 0c 0c 0d 0d 0d 0d 0d 

water 1.33 

±1.83a 

3.30 

±2.36a 

5.33 

±3.80a 

8.00 

±1.83a 

17.33 

±3.65a 

33.33 

±4.08a 

47.33 

±4.94a 

50.67 

±4.35a 

59.33 

±7.96a 

63.33 

±7.07a 

71.33 

±5.58a 

78.00 

±3.80a 

86.67 

±4.08a 

93.33 

±5.27a 

100.00 

±0a 
1/ ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (n=5) ที่ก  ากบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนัในแนวตั้งของตารางไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติเปรียบเทียบโดย Duncan's 

New Multiple Range test (p > 0.05) 
P = เสน้ใย Pleurotus บนอาหาร PDA, OP = เสน้ใย Pleurotus ที่เล้ียงในอาหารแบบแขง็และสภาวะที่เหมาะสม (Opitized Pleurotus),  
C = เอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบ  
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ตารางที่ 8  ประสิทธิภาพของเห็ดสกุล P. pulmonarius No.3 ที่เล้ียงในอาหารแบบแขง็และสภาวะที่เหมาะสมและเอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบต่อการตายของ
ตวัอ่อนระยะที่ 2 ของไสเ้ดือนฝอยรากปม M. incognita 
กรรมวิธี การตายของตวัอ่อนระยะท่ี 2 (%) 1/ 

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6 Day 7 Day 8 Day 9 Day 10 Day 11 Day 12 Day 13 Day 14 Day 15 
P 24.00 

±2.79a 
46.67 
±4.08a 

67.33 
±4.35a 

79.33 
±5.96b 

91.33 
±6.91b 

98.00 
±2.98a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

100.0 
0±0a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

OP 26.00 
±2.79a 

50.67 
±2.79a 

73.33 
±4.71a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

100.00 
±0a 

C 1.333 
±1.83b 

3.33 
±2.36b 

9.33 
±4.35b 

13.33 
±2.36c 

17.33 
±2.79c 

20.67 
±2.79b 

24.00 
±3.65b 

28.67 
±2.98b 

35.33 
±5.06b 

41.33 
±3.80b 

45.33 
±3.80b 

49.33 
±3.65b 

53.33 
±3.333b 

59.33 
±4.94b 

66.00 
±4.94b 

OP+C 0.67 
±1.49b 

2.67 
±2.79b 

8.00 
±3.80b 

13.33 
±5.27c 

18.00 
±5.06c 

22.00 
±3.80b 

24.67 
±2.99b 

28.00 
±3.80b 

33.33 
±3.33b 

40.00 
±5.27b 

46.00 
±5.48b 

50.67 
±5.48b 

54.67 
±3.80b 

60.67 
±5.48b 

69.33 
±6.41b 

water 0c 0c 0c 0d 0.67 
±1.49d 

1.33 
±1.83c 

3.33 
±2.36d 

4.00 
±1.49d 

4.00 
±1.49d 

4.67 
±1.83d 

5.33 
±1.83d 

6.67 
±2.36d 

7.33 
±2.79d 

8.00 
±1.83d 

8.67 
±1.83d 

1/ ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (n=5) ที่ก  ากบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนัในแนวตั้งของตารางไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติเปรียบเทียบโดย Duncan's 
New Multiple Range test (p > 0.05) 

P = เสน้ใย Pleurotus บนอาหาร PDA, OP = เส้นใย Pleurotus ที่เล้ียงในอาหารแบบแขง็และสภาวะที่เหมาะสม (Opitized Pleurotus),  
C = เอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบ
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9. ประสิทธิภาพของเห็ด P. pulmonarius No.3 ที่เลี้ยงในสภาวะที่เหมาะสม และเอนไซม์โปรติ

เอสสกัดหยาบต่อการควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita ในสภาพโรงเรือน 

หลงัจากการทดสอบในสภาวะห้องปฏิบติัการ และพบว่า P. pulmonarius No.3 ที่เล้ียงใน

สภาวะที่เหมาะสมและเอนไซม์โปรติเอสสกดัหยาบสามารถควบคุมไส้เดือนฝอยรากปมได้ จึง

น ามาทดสอบการยบัย ั้งโรครากปมในมะเขือเทศภายใตส้ภาวะโรงเรือน โดยพบว่าในแง่ของจ านวน

ปม ระดบัการเกิดปม และ Reproduction factor (Rf) ของกรรมวิธีที่ใช ้OP 3 ส่วน มีความแตกต่าง

จากกรรมวธีิอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ คือ มีจ  านวน 16.00 ± 3.90 ปม การเกิดปมระดบั 3 และค่า 

Rf เท่ากบั 0.52 ± 0.03 แต่ขนาดปมและจ านวนถุงไข่ไม่แตกต่างทางสถิติกบักรรมวิธีที่ใช ้OP 2 

ส่วน (ตารางที่ 9) และเม่ือพิจารณาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของตน้มะเขือเทศที่ทดสอบพบว่า 

กรรมวิธีที่ใช ้OP 3 ส่วน ความสูงของตน้และความยาวของรากเท่ากบั  37.58 ± 2.87 และ 14.93 ± 

0.40 เซนติเมตร ตามล าดบั มีค่าต  ่ากวา่ชุดควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (ตารางที่ 10) ทั้งน้ีสาเหตุ

ที่ตน้มะเขือเทศเต้ีย และรากกุดสั้น เม่ือใช้ OP 3 ส่วน อาจมีสาเหตุเน่ืองจากมีเส้นใยของ P. 

pulmonarius No.3 มากเกินไปจนอดัแน่นท าใหน้ ้ าท่วมขงัภายในกระถางและเกิดดอกเห็ดขึ้น (ภาพ

ที่ 22) จึงส่งผลต่อสรีรวทิยาของตน้มะเขือเทศดงักล่าว ดงันั้น จึงเลือกใช ้OP ปริมาณ 2 ส่วน (OP 2) 

ในการทดลองร่วมกบัเอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบต่อไป 
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ตารางที่ 9   การประเมินการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอยรากปม  Meloidogyne incognita ในมะเขือ
เทศ หลงัจากการทดสอบดว้ย Optimized Pleurotus เป็นเวลา 30 วนั 

กรรมวิธี 
จ านวนปม 

 
ขนาดปม 

(มม.) 
ระดับการเกิด

ปม 
จ านวนกลุ่ม

ไข่ 
Rf 

OP 1 + J2 40.67±1.37b 1.49±0.40b 4 23.00±1.79b 0.76±0.01b 

OP 2 + J2 35.67±5.24b 1.39±0.17b 4 15.00±0.89c 0.68±0.02c 

OP 3 + J2 16.00±3.90c 1.18±0.40b 3 13.33±1.86c 0.52±0.03d 

J2 77.00±5.57a 2.05±0.36a 4 41.67±2.73a 1.47±0.01a 

Control 
(without J2) 

0 - 0 0 - 

1/ ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (n=3) ที่ก  ากบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนัในคอลมัน์ของตารางไม่
มีความแตกต่างกนัทางสถิติเปรียบเทียบโดย Duncan's New Multiple Range test (p > 0.05) 
OP = เสน้ใยเห็ด Pleurotus ที่เล้ียงในอาหารแบบแข็งและสภาวะที่เหมาะสม (Opitized Pleurotus), 
C = เอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบ, J2 = ตวัอ่อนระยะที่สอง 
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ตารางที่  10   ความสูงต้นและความยาวรากมะเขือเทศ หลังจากการทดสอบด้วย Optimized 
Pleurotus ต่อการเขา้ท าลายของไสเ้ดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita เป็นเวลา 30 วนั 

กรรมวิธี ความสูงต้น (ซม.) ความยาวราก (ซม.) 

OP 1 + J2 40.90±3.68ab 23.6±0.30c 

OP 2 + J2 42.67±2.25ab 32.4±1.37b 

OP 3 + J2 37.58±2.87b 14.93±0.40d 

J2 44.83±2.30a 29.53±1.45bc 

Control (without J2) 45.73±2.77a  37.67±0.77a 

1/ ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (n=3) ที่ก  ากบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนัในคอลมัน์ของตารางไม่
มีความแตกต่างกนัทางสถิติเปรียบเทียบโดย Duncan's New Multiple Range test (p > 0.05) 
OP = เสน้ใยเห็ด Pleurotus ที่เล้ียงในอาหารแบบแข็งและสภาวะที่เหมาะสม (Opitized Pleurotus), 
C = เอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบ, J2 = ตวัอ่อนระยะที่สอง 
 

 
ภาพที่ 22   การใช ้Optimized Pleurotus  3 ส่วน (OP 3) ในกระถางตน้มะเขือเทศทดสอบ; (A) เส้น

ใยอดัแน่นและน ้ าท่วมขงั และ (B) เกิดดอกเห็ด   
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กรรมวิธีที่ใช้ OP 2 ส่วน รากมะเขือเทศเกิดปมจ านวน 35.67 ± 5.24 ปม จ านวนถุงไข่ 

15.00 ± 0.89 และ Rf เท่ากับ 0.68 ± 0.02 ไม่แตกต่างทางสถิติก ับกรรมวิธีที่ใช้ OP 2 ส่วน

ร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบ ซ่ึงมีจ  านวนปม จ านวนถุงไข่ และ Rf เท่ากับ  37.67 ± 

2.88, 17.33 ± 1.37 และ 0.61 ± 0.017 ตามล าดับ และแตกต่างจากการใช้เอนไซม์สกัดหยาบ

เพียงอย่างเดียวซ่ึงทั้งสองกรรมวิธี (OP2 และ OP2+C) ลดการเกิดรากปม จ านวนถุงไข่ และ Rf 

ได้อย่างมีนัยส าคญัที่ 95 % เม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ไม่มีการควบคุม (ตารางที่ 11) และ

เม่ือพิจารณาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของตน้มะเขือเทศ พบว่าความสูงของตน้ในทุกกรรมวิธี

ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ แต่ทุกกรรมวิธีมีความยาวรากแตกต่างทางสถิติก ับ

กรรมวิธีมี J2 เพียงอย่างเดียวอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ซ่ึงกรรมวิธีใช้ PO2 ท  าให้ความยาวราก

ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (without J2) (ตารางที่ 12) แสดงให้เห็นว่าการใช้เอนไซม์

โปรติเอสสกัดหยาบ มีประสิทธิภาพในการควบคุมไส้เดือนฝอยรากปมได้โดยไม่มี ผลต่อ

ความสูงของต้นและความยาวของราก   
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ตารางที่ 11   การเขา้ท  าลายของไสเ้ดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita ในมะเขือเทศ หลงัจาก
การทดสอบดว้ย Optimized Pleurotus และเอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบเป็นเวลา 30 วนั 

กรรมวิธี 
จ านวนปม 

 
ขนาดปม 

(มม.) 
ระดับการ
เกิดปม 

จ านวนกลุ่ม
ไข่ 

Rf 

OP 2 + J2 35.67±5.24c 1.39±0.17c 4 15.00±0.89c 0.68±0.02c 

OP 2 + C + J2 37.67±2.88c 1.46±0.36bc 4 17.33±1.37c 0.61±0.02c 

C + J2 52.00±3.26b 1.62±0.27b 4 24.00±1.79b 0.97±0.01b 

J2 77.00±5.59a 2.05±0.36a 4 41.67±2.73a 1.47±0.01a 

Control 
(without J2) 

0 - 0 0 - 

1/ ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (n=3) ที่ก  ากบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนัในคอลมัน์ของตารางไม่
มีความแตกต่างกนัทางสถิติเปรียบเทียบโดย Duncan's New Multiple Range test (p > 0.05) 

OP = เสน้ใยเห็ด Pleurotus ที่เล้ียงในอาหารแบบแข็งและสภาวะที่เหมาะสม (Opitized Pleurotus), 
C = เอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบ, J2 = ตวัอ่อนระยะที่สอง 
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ตารางที่ 12   การประเมินการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอยรากปม  Meloidogyne incognita ในมะเขือ
เทศ หลงัจากการทดสอบดว้ยเห็ดสกุล Pleurotus และเอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบต่อการเขา้ท าลาย
ของไสเ้ดือนฝอยรากปมเป็นเวลา 30 วนั 

กรรมวิธี ความสูงต้น (ซม.) ความยาวราก (ซม.) 

OP 2 44.83±2.30a 33.76±1.45bc 

OP 2 + C + J2 40.60±3.87a 31.30±2.49c 

C + J2 42.00±5.44a  34.80±1.09ab 

C 44.13±2.87a  37.67±2.73a  

J2 44.67±2.88a 29.53±1.45d 

Control (without J2) 45.73±2.77a  37.67±0.77a 

1/ ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (n=3) ที่ก  ากบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนัในคอลมัน์ของตารางไม่
มีความแตกต่างกนัทางสถิติเปรียบเทียบโดย Duncan's New Multiple Range test (p > 0.05) 

OP = เสน้ใยเห็ด Pleurotus ที่เล้ียงในอาหารแบบแข็งและสภาวะที่เหมาะสม (Opitized Pleurotus), 
C = เอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบ, J2 = ตวัอ่อนระยะที่สอง 
 

เม่ือพจิารณาลกัษณะปมที่รากมะเขือเทศพบการสร้างกลุ่มไข่ (egg mass) ในวนัที่ 20 ในทุก
กรรมวธีิ แต่ตน้มะเขือเทศที่มีเพียง J2  เกิดกลุ่มไข่จ  านวนมากและเป็นกลุ่มไข่แก่มากกว่ากรรมวิธี
อ่ืนที่ทดสอบดว้ย Opitized Pleurotus  (OP) และเอนไซมส์กดัหยาบ สังเกตไดจ้ากสีของกลุ่มไข่ที่มี
สีน ้ าตาลเขม้ ดงัภาพที่ 23 และเม่ือยอ้มรากปมของมะเขือเทศดว้ย acid fuchsin ท  าให้สังเกตเห็นว่า
กรรมวธีิที่มี OP ตวัอ่อนไสเ้ดือนฝอยรากปมระยะที่ 2 พฒันาเป็นตวัอ่อนระยะ 3 (J3) หรือ ตวัอ่อน
ระยะที่  4 (J4) ที่มีรูปร่างคลา้ยไส้กรอก (sausage shaped juvenile) ตลอดจนพฒันาเป็นตวัเมียตวั
เตม็วยัไดช้า้กวา่กรรมวธีิอ่ืน ๆ (ภาพที่ 24) 
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ภาพที่ 23   ลักษณะรากปมของมะเขือเทศที่เกิดจากการเข้าท าลายของไส้เดือนฝอยรากปม 

Meloidogyne incognita เป็นเวลา 10, 20, และ30 วนั; E = egg mass (Bar = 20 µm) 
OP = เสน้ใยเห็ด Pleurotus ที่เล้ียงในอาหารแบบแข็งและสภาวะที่เหมาะสม (Opitized 
Pleurotus), C = เอนไซมโ์ปรติเอสสกดัหยาบ, J2 = ตวัอ่อนระยะที่สอง 
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ภาพที่ 24   รากปมของมะเขือเทศที่ถูกเขา้ท าลายโดยไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita 

เป็นเวลา 10, 20, และ30 วนัที่ยอ้มดว้ย acid fuchsin; J = juvenile, SJ = sausage shaped 
juvenile และ F = female (Bar = 20 µm) 
OP = เสน้ใยเห็ด Pleurotus ที่เล้ียงในอาหารแบบแข็งและสภาวะที่เหมาะสม (Opitized 
Pleurotus), C = เอนไซม์โปรติ เอสสกัดหยาบ, J2 = ตัวอ่อนระยะที่สอง
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บทที ่4 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

P. pulmonarius No.3 สามารถยบัย ั้งการฟักไข่และท าให้ต ัวอ่อนระยะที่ 2 ของ
ไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita มีการตายเพิ่มขึ้ นในห้องปฏิบ ัติการ โดยการเล้ียงเช้ือ  P. 
pulmonarius No.3 ด้วยอาหารแบบแข็งในสภาวะที่เหมาะสมได้แก่ ข้าวโอ๊ตบดหยาบ 6 กรัม 
สารละลาย  KH2PO4 1.5-2.5 %(w/v) pH 5.0 ในอัตราส่วนของแข็งต่อของเหลวคือ 6:6–6:8 
(กรัม:มิลลิลิตร) บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วนั และสกัดด้วย 50 
mM aectect  buffer pH 5.0 ซ่ึงการใช้เส้นใยรา Pleurotus  ที่ผ่านการเล้ียงในสภาวะที่
เหมาะสม  (Opitized Pleurotus) ร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบมีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ในสภาพห้องปฏิบัติการ และสามารถลดการเกิด
โรครากปมของมะเขือเทศในสภาพโรงเรือน  
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