
 

 

บทท่ี 3 

วิธีดาํเนินการวิจยั 

 

3.1 การคดัแยกไรโซแบคทีเรีย  

คดัแยกไรโซแบคทเีรยีโดยเกบ็ตวัอย่างดนิบรเิวณรอบรากพชืดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ 

(aseptic technique) เพื่อนํามาวเิคราะหใ์นหอ้งปฏบิตักิารโดยเกบ็จากพืน้ทีป่ลูกมนัฝรัง่ทีไ่ม่มปีระวตัิ

การเป็นโรครากปม ในเขตพืน้ที ่อําเภอพบพระ จงัหวดัตาก ขนาดพืน้ที ่400 เมตร x 400 เมตร การ

สุ่มตวัอยา่งดนิแบบเจาะจง โดยการเกบ็ตวัอยา่งดนิแบบผสม (composite sampling) 

 

3.2 การทดสอบคุณสมบติัการส่งเสริมการเจริญของพืช (Plant Growth Promoting 

Activities) ของแบคทีเรียรอบรากพืช 

  นํารากพชืมาลา้งดว้ย 0.1 mol l
-1
 phosphate buffer ทําการเจอืจางแลว้นํามา 

spread ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ Nutrient agar (NA) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ28 °C เป็นเวลา 2 วนั ก่อนนํามา

ทดสอบคุณสมบตักิารส่งเสรมิการเจรญิของพชื  

  3.2.1 Phosphate solubilization assay 

  นําตวัอยา่งดนิใน Normal saline มา 0.1 ml มา spread ลงบนอาหารเลีย้ง

เชือ้ modified Pikovskaya agar บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 °C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เลอืกโคโลนีแบคทเึรยีที่

มคีุณสมบตั ิphosphate solubilizer ซึง่จะใหโ้คโลนีทีม่ ีhalo zone รอบโคโลนี ตามวธิขีอง Nautiyal 

(1999) 

3.2.2 Siderophore production 

  นําโคโลนีทีแ่ยกไดจ้ากขอ้ 3.1 มาทดสอบคุณสมบตัใินการสรา้ง siderophore 

บนอาหารเลีย้งเชือ้ chrome azurole S agar (CAS) ตามวธิขีอง Clark & Bavoil (1994) โดย spot 

เชือ้ลงบน CAS agar บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 °C เป็นเวลา 5 วนั เลอืกโคโลนีทีใ่หส้เีหลอืง-สม้ (yellow-

orange halo) รอบๆ โคโลนี 

 3.2.3 Protease activity 

  นําโคโลนีทีแ่ยกไดจ้ากขอ้ 13.2.2 มาทดสอบคุณสมบตัใินการสรา้งเอนไซม์

โปรตเีอส โดย spot เชือ้ลงบน skimmed milk agar บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 °C เป็นเวลา 5 วนั เลอืก

โคโลนีทีใ่หโ้ซนใส (clear zone) รอบๆ โคโลนี 
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  3.3 การศึกษาประสิทธิภาพของเอนไซมโ์ปรตีเอส (protease) จากไรโซแบคทีเรียในการ

ทาํลายตวัอ่อนระยะท่ี 2 (J2) ของไส้เดือนฝอยรากปม  

  นําไรโซแบคทเีรยี มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ YPD (yeast, peptone, glucose) บ่ม

โดยใชเ้ครื่องเขย่า ทีค่วามเรว็รอบ 220 RPM ทีอุ่ณหภูม ิ28 °C เป็นเวลา 3 วนั (Dillon และคณะ 

1985) นําไปหมุนเหวีย่งที ่8500 x g เป็นเวลา 15 นาท ีเกบ็ส่วนใส (supernatant) ทีม่eีxtracellular 

enzyme มาทดสอบประสทิธภิาพในการทาํลายไขแ่ละตวัอ่อนระยะที ่2 (J2) ของไสเ้ดอืนฝอยรากปม 

M. incognita (bioassay) โดยนําส่วนใส 300 µl ผสมกบัตวัอ่อนระยะที ่ 2 (J2) ของ M. incognita 

200 ตวั บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (ทํา 3 ซํ้า) และชุดควบคุม (control) ใส่อาหาร

เลีย้งเชือ้ YPD เปล่า น้ํากลัน่ และ supernatant ทีผ่่านการต้ม 15 นาท ีตรวจนับจาํนวนตวัอ่อนที่

ตาย ภายใต้กลอ้งจลุทรรศน์ light microscope เปรยีบเทยีบประสทิธภิาพในการทําลายตวัอ่อน M. 

incognita ระยะ J2 

 

  3.4 การจาํแนกชนิดของไรโซแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซมโ์ปรตีเอสท่ีมีประสิทธิภาพสงูสดุ

ในการทาํลายตวัอ่อนระยะท่ี J2 ของ M. incognita 

  จําแนกชนิดของไรโซแบคทเีรยีที่มปีระสิทธภิาพ โดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐาน

วทิยา ปฏกิริยิาชวีเคม ีและลาํดบัเบสของ 16S rRNA ซึง่การหาลําดบัเบสของ 16s rRNA ยนี ทําได้

โดยสกดั Genomic DNA ของแบคทเีรยีและเพิม่ปรมิาณ (amplify) DNA ดว้ยเทคนิค PCR โดยใช้

ไพรเมอรท์ีจ่ําเพาะ ซึ่งมลีําดบัเบสดงัน้ี forward (5′-AGAGGTTACCTTGTTACGACTT-3′) และ 

reverse (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) (Lane, 1991) วเิคราะหล์ําดบัเบสโดยการทํา 

DNA sequencing และนําลําดบัเบสทีไ่ดม้าเทยีบกบัลําดบัเบสในฐานขอ้มลู NCBI ดว้ยโปรแกรม 

CLUSTAL X และ Mega (Thompson และคณะ, 1997; Kumar และคณะ, 2001) 

 

 3.5 การนําเอนไซมโ์ปรตีเอสมาผลิตเป็นชีวภณัฑใ์นรปูแบบน้ํา มาทดสอบประสิทธิภาพใน

แปลงทดลองของเกษตรกรอาสาสมคัร 

   วางแผนการทดลองแบบ RCB จาํนวน 5 กรรมวธิ ี4 ซํ้า ในแปลงทดลอง ขนาด 

1x2 เมตร โดยปลูกมนัฝรัง่ 2 แถวต่อแปลง มรีะยะห่างระหว่างแถว 75 เซนตเิมตร ระยะห่าง

ระหว่างต้น 25 เซนตเิมตร กรรมวธิทีดลองดงัน้ี 

กรรมวธิทีี ่1 ไมจุ่ม่หวัพนัธุ ์

กรรมวธิทีี ่2 จุม่หวัพนัธุก่์อนปลกูในชวีภณัฑเ์อนไซมโ์ปรตเีอส ความเขม้ขน้ 1 mg/l 
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กรรมวธิทีี ่3 จุม่หวัพนัธุก่์อนปลกูในชวีภณัฑเ์อนไซมโ์ปรตเีอส ความเขม้ขน้ 5 mg/l 

กรรมวธิทีี ่4 จุม่หวัพนัธุก่์อนปลกูในชวีภณัฑเ์อนไซมโ์ปรตเีอส ความเขม้ขน้ 10 mg/l 

กรรมวธิทีี ่5 โรยรอ่งปลกูดว้ยสาร carbofuran 3G อตัรา 10 g/แปลง 

 เกบ็ตวัอยา่งดนิก่อนปลกูและหลงัปลกูเพื่อวดัการเปลีย่นแปลงของจาํนวนไสเ้ดอืนฝอยในดนิ

จาํนวน 5 จุดต่อแปลงย่อย เกบ็หวัมนัฝรัง่ทัง้หมดจากต้นมนัฝรัง่จาํนวน 5 ต้นทีสุ่่มไดจ้ากแต่ละ

แปลงย่อย บนัทกึน้ําหนักรวมของหวัมนัฝรัง่ และสุ่มตวัอย่างหวัมนัฝรัง่ทีม่ขีนาดเสน้ผ่าศูนยก์ลาง

มากกว่า 1½ น้ิว จาํนวน 10 หวั เพื่อวดัระดบัการเกดิหดูของหวัมนัฝรัง่ 

 

  

 

 


