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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชือ้ 
 
Modified version of Rennie medium (RM medium)  
 Modified version of Rennie medium (RM medium) ซ่ึงผานการปรับปรุง เปน
อาหารที่ใชแยกเชื้อจุลินทรียที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช มีสูตรอาหาร แบงเปน 4 สวน ดังนี้ 
 
Solution A  
 
 K2HPO4     0.8   g 
 KH2PO4     0.2   g 
 NaCl      0.1   g 
 NaFeEDTA     0.28 mg 
 Na2MoO4.2H2O    0.25 mg 
 Yeast extract     0.1   g 
 Sucrose     5.0   g 
 Manitol     3.0   g 
 Sodium Malate    2.0   g 
 Na-Lactate     0.5   ml 

Noble agar     2.0   g 
Distilled water     900  ml 

 
Solution B 
 
 MgSO4.7H2O     0.20 g 
 CaCl2.2H2O     0.06 g 
 Distilled water     100  ml 
 
Solution C 
 
 Biotin      5.0  µg 
 Para-aminobenzoic acid(PABA)           10.0  µg 
 
Orchid extract               1.25  ml 
 
 
ขั้นตอนการเตรียม Orchid extract :  

การเตรียม Orchid extract เปนการเตรียมน้ําสกัดจากกลวยไมเพื่อผสมลงในอาหารใหมี
สวนประกอบใกลเคียงกับภายในตนกลวยไมจริงมากที่สุด 
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Orchid shoot  20 g  +   50 ml  80% ethanol 
 

 
บดตัวอยางในโกรงบดที่ผานการ autoclave 

 
 

กรองผาน กระดาษกรองที่ sterilize แลว 

   
 

กรองผาน filter membrane 
 
 

นําไปผสมในอาหาร 1.25 ml ตอ อาหาร 1 ลิตร 
 
สวนที่เหลือสามารถเก็บไวใชไดในครั้งตอไป โดยเก็บไวที่อุณหภูมิ  –20 องศา 
ขั้นตอนการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 เตรียมอาหารแยกเปน 4 สวน คือ สวนของ Solution A, Solution B, Solution C และ 

Orchid extract  โดยสวนที่1 คือ solution A ชั่งสารเคมีตามขางตน ผสมกับน้ํากล่ัน ปรับ pH 
เทากับ 7.0 จากนั้นปรับปริมาตรเปน 900 ml นําไปตมกับวุนละลายใหเขากัน ตมจนเดือด แบง
อาหารเลี้ยงเชื้อใสขวด แตละขวดแบงใหมีปริมาณขวดละ 22.5 ml (แบงได 4 ขวด) ปดดวยจุกสําลี 
และปดทับจุกสําลีมัดดวยกระดาษอีกชั้น จากนั้นเตรียม solution B  ละลาย 0.20 กรัมของ 
MgSO4.7H2O  และ0.06 กรัม CaCl2.2H2O  ในน้ํากล่ัน 100 ml แบงใสใน flask ขนาด 125 ml  
flask ละ 25 ml (แบงเปน 4 ขวด) นําทั้ง 2 สวนไปนึ่งในหมอความดันไอน้ํา (autoclave) ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  นาน 20 นาที  
 นํา Solution A และB ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อมาผสมกับ Solution C และOrchid extract 

ในตูปลอดเชื้อ(Laminar air flow)  ในขั้นตอนการผสมตองรอให Solution A และ B มีอุณหภูมิ 
ประมาณ 50-60  องศาเซลเซียส (หลังมือแตะได) สวน Solution C และOrchid extract กอน
ผสมตองกรองผาน filter membrane เพื่อการฆาเชื้อ ผสมใหเขากันตามอัตราสวนที่กลาวในสูตร
อาหาร จากนั้นแบงใสหลอดทดลอง หลอดละ 9 ml ปดดวยฝาปด 
 
Nutrien agar medium (NA) (กัญจนา และคณะ, 2547) 
Beef extract       3.0 g 
Peptone from meat      5.0 g 
Agar      15.0 g 
Distilled water            1000.0 ml 
pH 6.8-7.0 
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วิธีการเตรียม 

ละลายสวนประกอบตางๆลงในน้ํากลั่น คนดวยแทงแกวใหสวนประกอบของอาหาร
ละลาย ปรับปริมาตรใหครบตามสูตรโดยยังไมปรับปริมาตร เมื่อสวนผสมละลายหมด ปรับ pH 
ดวย 0.1 N NaOH หรือ 0.1 N HCl จนไดประมาณ 6.8-7.0  ปรับปริมาตรเทากับ 1000 ml  

นําไปผสมกับวุนตมจนละลาย เทอาหารใสขวดปริมาณขวดละ 200 ml ปดดวยจุกสําลี ปด
ทับดวยกระดาษอีกครั้ง นําไปนึ่งในหมอนึ่งความดันไอน้ํา(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  นาน 20 นาที  
 
Viande-Levure medium (VL)(Elbeltagy, 2001) 

 
Nutrient broth     8.0  g 

 Yeast extract     5.0  g 
 NaCl      5.0  g 
 Glucose     2.0  g 
 Cysteine-HCl     0.3  g 

Agar      15.0 g 
 Distilled water            1000.0 ml 
 (วิธีการเตรยีมเหมือนเตรยีม NA medium) 
 
การเล้ียงเชื้อในสภาพไรออกซิเจน 

 นําอาหารเลี้ยงเชื้อที่จะทําการทดสอบใสลงใน anaerobic jar (Anaerocult®MERCK) 

ปริมาตร 2.5 ลิตร เตรียมแผนดูดออกซิเจน(Aerocult® A MERCK) ซ่ึงมีคุณสมบัติในการจับ
ออกซิเจนอยางรวดเร็วและสมบูรณ ทําใหสภาพใน anaerobic jar เปนสภาพไรออกซิเจน การใช
แผนดูดออกซิเจน มีวิธีคือ เตรียมน้ํากลั่น 35 ml คอยๆเทลงบนแผนดูดออกซิเจน โดยเทใหกระจาย
ทั่วทั้งแผนจากนั้นนําไปวางไวบริเวณดานขางภายใน anaerobic jar ใสแผน indicator 

 (Anaerotest®MERCK) ลงไปเพื่อตรวจสอบวามีออกซิเจนอยูหรือไม จากนั้นปดฝาใหแนน
สังเกตแผน indicator หากภายใน anaerobic jar อยูในสภาพไรออกซิเจนแผนจะเปลี่ยนจากสีฟา 
เปนสีขาว เชนเดียวกันหากในระหวางการทดลองมีการรั่วของฝาปด จนทําใหมีออกซิเจนใน 

anaerobic jar indicator จะเปลี่ยนจากสี ขาว เปนสีฟา 
 สวนประกอบของ Aerocult® A 
  Kiesenlguhr 
  Iron powder 
  Sodium carbonate 
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รูปท่ี  23  Anaerobic jar ใชสําหรับเล้ียงเชื้อในกลุมที่ไมตองการออกซิเจน(anaerobic bacteria) 

 
Ammonium Mineral Salt Agar 
 เตรียมอาหาร Ammonium Mineral Salt Agar (Plazinski and Rolfe., 1985) ซ่ึงเปน
อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับวิเคราะหการใชแหลงคารบอนที่แตกตาง  มีสูตรอาหารดังนี ้
 (NH4)SO4     2.0     g 
 KH2PO4     3.0     g 
 Na2HPO4     4.5     g 
 Yeast extract     1.5     g 
 Sodium Malate    5.0     g 
 MgSO4.7H2O     0.3     g 
 FeSO4.7H2O     2.0   mg 
 CaCl2      2.0   mg 
 H3BO3      0.1   mg 
 MnSO4     0.1   mg 
 ZnSO4.7H2O     0.17 mg 
 CuSO4.8H2O     0.5   mg 
 Na2MoO4.2H2O    0.1   mg 
 Agar      15.0    g 
  0.5%Bromothymol blue    5.0   ml 
 Distilled water            1000.0 ml 
  

ขั้นตอนการเตรียมเหมือนขั้นตอนการเตรียม NA การทดสอบความสามารถในการใช
แหลงคารบอนที่แตกตางนั้นใชสูตรอาหารชนิดเดียวกัน แตกตางกันที่แหลงน้ําตาลที่นํามาทดสอบ 
(ตัวหนังสือสีน้ําเงิน)โดยใชแหลงคารบอนจาก 4 แหลง คือ arabinose, glucose, malate และ
manitol แลวตรวจการเจริญเติบโตของเชื้อบนอาหาร 
 
Mineral salt – cellulose medium (อรลัดดา, 2537) 
 NH4Cl      1.0  g 
 (NH4)2SO4     1.0  g 
 KH2PO4     0.1  g 
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 K2HPO4     0.1  g 
CaCl2      0.4  g 
MgSO4     0.1  g 
α Cellulose     1.0  g 
agar      15   g 
Distilled water                      1000.0 ml 

 ปรับ pH 6.8 – 7 
 

น้ํายาทดสอบ 
 
สารละลาย 0.1 % congo red 

 ละลาย congo red 0.1 กรัม ในน้ํากล่ัน 90 มิลลิลิตร และเติม ethanol 95 % อีก 10 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
 
สารละลายโซเดียมคลอไรด 1 โมลาร 
 ละลาย NaCl 58.5 กรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร 
 

สีและน้ํายาที่ใชยอม 
 

Gram’s stain (กัญจนา และคณะ, 2547) 
1. Crystal violet 

สารละลาย A  
 Crystal violet (85%  dye)    2.0  g 

 Ethyl alcohol 95%   20.0  ml. 

 ละลายสีในแอลกอฮอลจนสีละลายหมด 

สารละลาย B 

 Ammonium Oxalate     0.8  g 

 น้ํากลั่น     80.0  ml. 

 ผสมสารละลาย A และ B ถามรตะกอนกรองกอนใช และถาสีเขมเกินไปอาจเจือจาง
สารละลาย A เปน 1:10 กอนผสมกับสารละลาย B 

2. Gram’s iodine solution 

 Iodine(crystal)      1.0  g. 

 Potassium  iodide(KI)     2.0  g. 
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 น้ํากลั่น                300.0 ml. 

 ละลาย iodine และ KI ในน้าํกลั่นปริมาณนอยๆกอน  แลวเติมน้ําใหครบ เก็บในขวดสีชา 
 

3. Safranin O counterstain (stock solution) 

 Safranin O         2.5  g. 

 Ethyl  alcohol 95%   100.0 ml. 

 ถาจะใชสีในการยอมใหเจือจางเปน 1:10 ถามีตะกอนใหกรองกอนใช 
 
สียอมเนื้อเยื่อ 
1. Safranin O  

โดยช่ัง Safrani O  0.1 กรัม ผสมกับ ethyl alcohol 95 % 100  ml. จากนั้นผสมน้ํากล่ันลง
ไปเทาตัว 
2. Fast green  

ละลาย fast green ในสวนผสมของ clove oil – absolute alcohol (3:1) จนมีสีเขมตาม
ตองการ 
 

 
พืชท่ีใชในการทดลอง 

 
เอ้ืองสายสามสี (Dendrobium crystallinum) 
 

     
  
ลักษณะทางพฤกษศาสตร  
 ตนเปนลําผอม ยาว 30-60 ซม. เสนผานศูนยกลางตน 6-7 มม. ผิวมักเปนรองตามยาว ขึ้น
เปนกอหอยลง ขอมีโคนกาบใบเหลือติดอยู ใบรูปรีแกมรูปหอก ขนาด 8-10 x 2-2.5 ซม. แผนใบ
บาง ปลายแหลม มักทิ้งใบกอนฤดูดอก ดอกเกิดตามขอเปนชอส้ันๆชอละ 1-3 ดอก ขนาดดอก 3-4
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ซม.  กลีบขาวปลายสุดมวง โคนกลีบปากแคบและหอ ตรงกลางสีเหลือง สีเหลืองสด ฝาครอบอับ
เรณูมีตุมใสๆ ปลายแหลมมองดูคลายผลึกแกว 

 ฤดูดอก : กุมภาพันธ-พฤษภาคม 

 แหลงที่พบในประเทศไทย : เกือบทุกภาค ยกเวน ภาคใต 
 เขตการกระจายพันธ : พมาและ อินโดจีน 
 
Gas Chromatography 
 
คุณสมบัตขิองเคร่ือง GC 

GC เปนเทคนิคหนึ่งที่ใชในการแยก องคประกอบตาง ๆ ของสารที่เราสนใจซึ่งเทคนิคนี้
เหมาะ ที่จะใชกับสารที่มีคุณสมบัติพิเศษ คือ สามารถระเหยกลายเปน gas ไดเมื่อถูกความรอน 

และกลไกที่ใชในการแยกองคประกอบตาง ๆ ในสารตัวอยางจะอาศัยหลักของความชอบ 

ที่แตกตางกันขององคประกอบในตัวอยางที่มีตอ phase 2 phase คือ stationary 

phase และ mobile phase  

องคประกอบที่สําคัญของเครื่อง GC สามารถแบงออกไดเปน 3 สวนคือ 
1. Injector 
2. Oven 
3. Detector 

การคํานวณการวัดการตรึงไนโตรเจนจากตัวอยางพืชและเชื้อ 
 
การคํานวณปริมาณ C2H4 
 

C2H4 formation =   A x 1000 x V    µmole/hr/unit 
    22.4 x C  x B 

 
 A = sample C2H4 1 ml peak hight (area) 
 B = standard C2H4 1 ml peak hight (area) 
 V = ปริมาตรของบรรยากาศเหนือในภาชนะ 

 C = ปริมาตรของภาชนะที่ใชเจือจางหาคา ethylene มาตรฐาน 

 22.4 = ปริมาตรมาตรฐานของกาซ C2H4 ที่ NTP 
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ภาคผนวก ข 
 
 
ตารางภาคผนวกที่ 1 ตาราง Analysis of variance ของอัตราการตรึงไนโตรเจนของเชื้อแบคทีเรีย 
ในเนื้อเยื่อกลวยไมที่ไดรับการปลูกเชื้อ 
 

Data SOV df MS 

กลวยไมพันธุเอื้องสายสามสี 
 

 

 

Isolate(A) 

Part(B) 

A X B 

Cell 

Reidual 

Total 

2 

1 

2 

5 

18 

23 

207.22* 

13.67* 

6.21 

88.10* 

1.02 

19.95 

กลวยไมลูกผสม Isolate 

Error 

Total 

2 

9 

11 

42.90* 

0.23 

*มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ P0.05 
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ประวัติผูเขียน 
 

 
ชื่อ    นางสาววรยุวนั ชวนไชยสิทธิ ์
 
วัน เดือน ปเกดิ   24    พฤษภาคม   2523 
 
ประวัติการศึกษา สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมศึกษาตอนปลาย โรงเรียนวัฒโนทัย

พายัพ  เชียงใหม   ปการศึกษา  2540 

สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต   สาขา
เกษตรศาสตร   มหาวิทยาลัยเชียงใหม  
ปการศึกษา  2544 

 
ทุนการศึกษา ไดรับทุนอุดหนุนจากโครงการยอยบัณฑิตศึกษาและวิจัยสาขา

เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียง 
ใหม  2547-2548 

ไดรับทุนอุดหนุนทุนบัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเชียงใหม   
2548 


