
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



68 
 

ภาคผนวก ก 
 
วธีิการเกบ็ตัวอย่างน า้หล่อเลีย้งล าต้นจากระบบท่อ Xylem 

 ในการทดลองน้ีใชน้ ้าท่ีซึมออกจากตอวธีิน้ีเป็นวธีิท่ีสะดวกละรวดเร็วมากท่ีสุดในการ
เก็บตวัอยา่งน ้าหล่อเล้ียงล าตน้ท่ีถูกส่งมาจากรากโดยตรง (root bleeding) โดยแรงดนัของรากให้
ไหลซึมออกมาจากตอถัว่ท่ีตดัไว ้

1. ตดัตน้ถัว่ดว้ยมีดหรือกรรไกรตดัตน้ไมค้มๆท่ีเหนือผิวถดัจากขอ้แรกลงไป 
2. ใช้สายยาง (ซิลิคอนหรือลาเท็กซ์) ยาว 2-4 ซม.สวมตรงตอท่ีตดัไวเ้ลือกใชส้ายยางให้ได้

ขนาดท่ีจะสวมตอไดก้ระชบัพอดีท่ีจะขงัน ้าท่ีซึมออกมาไวอ้ยู ่
3. ใชเ้ข็มฉีดยาหรือปาสเตอร์ปิเปต (Pasteur Pipette) ดูดน ้ าหล่อเล้ียงล าตน้ท่ีไหลซึมออกตาม

แรงดนัของรากมาขงัอยูใ่นสายยางออกจาสายยางไดแ้ต่ก่อนสวมสายยางควรปล่อยน ้ าท่ีซึม
ออกมา 1 นาทีแรกทิ้งไปเพื่อก าจดัส่ิงปนเป้ือนท่ีอาจเกิดจากเซลล์ล าตน้ท่ีถูกตดั อีกประการ
หน่ึงควรรีบเก็บตวัอยา่งน ้าหล่อเล้ียงท่ีซึมออกมาภายในเวลาไม่เกิน 20-30 นาทีหลงัจากตดั
เพราะถา้ปล่อยไวน้านอาจเกิดการเปล่ียนแปลงทางเคมีเกิดข้ึนกบัสารประกอบในน ้ าหล่อ
เล้ียงซ่ึงอาจท าให้เกิดความผิดพลาดในค่าม่ีวิเคราะห์ได ้ เพื่อป้องกนัปฏิกิริยาการยอ่ยหรือ
การเปล่ียนแปลงเมตาบอลิซึมท่ีอาจเกิดข้ึนในน ้ าหล่อเล้ียงล าตน้น้ีอาจจะทยอยเก็บตวัอยา่ง
ทุก 2-3 นาทีรวมใส่ลงในหลอดปิดฝาท่ีแช่เยน็เอาไว ้

4. ตวัอยา่งน ้ าหล่อเล้ียงล าตน้น้ีตอ้งเก็บแช่เยน็ไวใ้นถงัน ้ าแข็งทนัทีเก็บมาแลว้น าไปแช่แข็งท่ี
อุณหภูมิ  -15 องศาเซลเซียสจนกวา่จะน าไปวิเคราะห์ หรือถา้ไม่อาจแช่แข็งไดก้ารผสมกบั
เอทานอลบริสุทธิคร่ึงต่อคร่ึงก็สามารถระงบัปฏิกิริยาเคมีและชีวเคมีต่างๆไดผ้ล 

 
การวเิคราะห์สารประกอบไนโตรเจนในน า้หล่อเลีย้งล าต้น 

1. เคร่ืองมือ 
เคร่ืองชัง่ท่ีชัง่ไดแ้ม่นย  าถึง 0.1 มก. 
หลอดทดลองพร้อมท่ีตั้ง 
ไมโครปิเปตพร้อม tip (e.g. Gilson Pipetman, France) และ/หรือ dispensers (e.g. Wheaton 
Zi[[ette, England) ท่ีมีขนาด 2-20 และ 50-200 ไมโครลิตร 0.2-1 และ 1-5 มล. 
Vortex mixer 
Boiling water bath 
Spectrophotometer หรือ Colorimeter 
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อ่างน ้าแขง็หรือ Refrigerated water bath 
2. การวเิคราะห์ยริูไอด ์(Young and Conway, 1942) 

2.1 รีเอเจนต ์
A. 0.5 M NaOH  

NaOH      20  กรัม 
น ้ากลัน่     1  ลิตร 

B. Phenylhydrazine hydrochloride 
Phenylhydrazine hydrochloride*  0.33  กรัม 
น ้ากลัน่     100  มล. 
ตอ้งผสมใหม่ทุกวนัท่ีจะใชเ้ม่ือผสมแลว้เก็บไวใ้นขวดสีชาหรือหุ้มดว้ย tin foil ใน
ตูแ้ช่แขง็ 
* เก็บไวร้วมกบัสารดูดความช้ืน    

C.  0.65 M HCl 
 กรดไฮโดรครอริกเขม้ขน้ (32% w/w) 6.5  มล. 
 เจือจางดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้   100  มล. 
D. Potassium ferricyanide 
 Potassium ferricyanide   0.833  กรัม 
 น ้ากลัน่     100  มล. 
 ตอ้งผสมใหม่ทุกวนัท่ีจะใชเ้ม่ือผสมแลว้เก็บไวใ้นขวดสีชาหรือหุม้ดว้ย tin foil 
E. กรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ (32% w/w = 10 M) แช่เยน็ไวท่ี้ 0 องศาเซียลเซียส 
F. มาตรฐานอะลนัโทอิน (Allantoin standards) 
 อะลนัโทอินเขม้ขน้ 1 ไมโครโมล/มล. (Allantoin stock) 
 Allantoin (เก็บไวก้บัสารดูดความช้ืน) 15.812  มก. 
 ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ เป็น  100  มล. 
 การท า Allantoin standards โดยการเจือจาง Allantoin stock ดงัน้ี 
 1 มล.ใน 100 มล.ดว้ยน ้ากลัน่ (10 nmole/ml), ใช ้2.5 มล. = 25 nmole/tube 
 1 มล.ใน 100 มล.ดว้ยน ้ากลัน่ (20 nmole/ml), ใช ้2.5 มล. = 50 nmole/tube 
 1 มล.ใน 100 มล.ดว้ยน ้ากลัน่ (30 nmole/ml), ใช ้2.5 มล. = 75 nmole/tube 
 1 มล.ใน 100 มล.ดว้ยน ้ากลัน่ (40 nmole/ml), ใช ้2.5 มล. = 100 nmole/tube 
 1 มล.ใน 100 มล.ดว้ยน ้ากลัน่ (50 nmole/ml), ใช ้2.5 มล. = 125 nmole/tube 
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หมายเหตุ ใชน้ ้ากลัน่ 2.5 มล.เป็น blank ร่วมไปกบั standard เสมอ 
ก่อนจะด าเนินการไปถึงการวิเคราะห์ยริูไอด์ควรลองวิเคราะห์ Standard 1 ชุดตั้งแต่ 0-
125 nmole เพื่อยนืยนัลกัษณะของการตอบสนองวา่เป็นเส้นตรงจริง 

2.2   วธีิการ 
เน่ืองจากสีท่ีเกิดข้ึนไม่มีความคงท่ีจึงควรวิเคราะห์ยริูไอด์ทีละ 20-30 ตวัอยา่งเท่านั้น 
ซ่ึงรวม water blank 2 และอยา่งนอ้ย 3 standards (เช่น 10 20 และ 50 nmole/ml) 
2.2.1 น าตวัอย่างน ้ าหล่อเล้ียงตน้ท่ีได้จากดูดจากตน้หรือท่ีซึมออกมาจากตอถัว่ 0.2 
 มล.หรือ 0.05-0.1 มล.ใส่ลงในหลอดทดลอง เติมน ้ ากลัน่ให้ครบ 2.5 มล.ส าหรับ 
 blanks ใชน้ ้ากลัน่ 2.5 มล.และ standards ใช ้2.5 มล.ของสารละลายท่ีไดเ้จือจางไว ้
2.2.2 เติม NaOH 0.5 M ลงไป 0.5 มล. 
2.2.3 เขยา่เพื่อผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าหลอดทดลองไปตม้ในอ่างน ้าเดือดเป็นเวลา 10-15 
 นาที 
2.2.4 ยกหลอดทดลองออกจากอ่างน ้ าเดือด ทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้เติมกรดไฮโดรคลอริก 
 0.65 M ลงไปหลอดลอง 0.5 มล.ตามดว้ย phenylhydrazine hydrochloride ท่ีเตรียม
 ไว ้0.5 มล.ผสมใหเ้ขา้กนั 
2.2.5 น าไปตม้ในอ่างน ้าเดือดอีก 2-4 นาที 
2.4.6 ยกออกจากน ้าร้อนแลว้จุ่มลงในอ่างน ้าเยน็จดั ทิ้งไว ้15 นาที 
 ในขั้นตอนน้ีการเย็นลงทนัทีของสารละลายในหลอดทดลองมีความจ าเป็นท่ีจะ
 ท าให้เกิดสีท่ีจะเป็นเคร่ืองบ่งความเขม้ขน้ของยูริไอด์ ดงันั้นอาจจ าเป็นตอ้งใช้
 เกลือผสมกบัน ้าแขง็เพื่อใหเ้ยน็จดัมากข้ึน 
2.2.7 ยกออกจากอ่างน ้ าแข็งเติมกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ท่ีแช่เย็นไว ้2 มล.และ 
 potassium fericyanide 0.5 มล. ผสมกนัทนัทีท่ีเติม potassium fericyanide ทุกคร้ัง 
2.2.8 ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 10 นาทีแลว้น าไปอ่านความเขม้แสง (Optical Density หรือ 
 Absorbance) ดว้ย spectrophotometer ท่ี 525 nm 
    หมายเหตุ สีท่ีใชอ่้านน้ีไม่อยูค่งตวัถา้ปล่อยไวน้าน 1 ชัง่โมงสีจะจางไป 8-15% 
ดงันั้นจึงควรท าตวัอยา่งทั้งหมดรวมทั้ง blanks และ standards ดว้ย ท่ีสามารถอ่าน
เสร็จไดใ้นเวลาประมาณ 20 นาที 
2.2.9 สร้างเส้นแสดงความสัมพนัธ์ (standard curve) ระหว่างความเขม้ขน้ของ 
 allantoin standard และค่า Absorbance แล้วอ่านค่าความเขม้ขน้จาก standard 
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curve และการใช ้correction factor (เช่น ถา้ใชต้วัอยา่ง 0.5 มล. correction factor คือ 
2.5/0.5 = x 5) เปล่ียนเป็นความเขม้ขน้ nmole/ml ในตวัอยา่งท่ีมาจากพืช 

 3.  วธีิการวเิคราะห์กรดอะมิโนโดยวธีินินไฮดริน  
 (Yemm and Cocking, 1955) [An adaptation of the method by Herridge, 1984] 
3.1  รีเอเจนต ์

A. Citrate buffer pH 5 (citric acid 16.8% w/v, NaOH 6.4% w/v) 
 กรดซิตริก    16.8  กรัม   
 NaOH     6.4  กรัม 
 น ้ากลัน่     100  มล. 
 ปรับ pH ดว้ยสารละลายกรดซิตริกหรือ NaOH ใหไ้ด ้5.0 
B. นินไฮดรินรีเอเจนต ์(ninhydrin 0.96% w/v, ascorbic acid 0.033% w/v ใน  
 2-methoxyethanol) 
 Ninhydrin    0.96  กรัม  
 Ascorbic acid     0.033  กรัม 
 ละลายสารทั้งสองใน 2-methoxyethanol 100  มล. 
C. เอทานอล  60% (v/v) 
D. มาตรฐานแอสพาราจีน (Asparagine standards) 
 Asparagine เขม้ขน้ 2.5 ไมโครโมล/มล. (Asparagine stock) 
 Asparagine (เก็บไวก้บัสารดูดความช้ืน) 0.3303  กรัม 
 ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ เป็น  1,000  มล. 
 การท า Asparagine standards โดยการเจือจาง Asparagine stock ดงัน้ี 
 2 มล.ใน 100 มล.ดว้ยน ้ากลัน่ (50 nmole/ml), ใช ้0.5 มล. = 25 nmole/tube 
 4 มล.ใน 100 มล.ดว้ยน ้ากลัน่ (100 nmole/ml), ใช ้0.5 มล. = 50 nmole/tube 
 6 มล.ใน 100 มล.ดว้ยน ้ากลัน่ (150 nmole/ml), ใช ้0.5 มล. = 75 nmole/tube 
 8 มล.ใน 100 มล.ดว้ยน ้ากลัน่ (200 nmole/ml), ใช ้0.5 มล. = 100 nmole/tube 
 10 มล.ใน 100 มล.ดว้ยน ้ ากลัน่ (250 nmole/ml), ใช ้0.5 มล. = 125 nmole/tube
  หมายเหตุ ใชน้ ้ากลัน่ 0.5 มล.เป็น blank ร่วมไปกบั standard เสมอ 

3.2   วธีิการ 
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3.2.1 ใส่ตวัอยา่ง 0.5 มล. (น ้ าหล่อเล้ียงล าตน้ 20-50 ไมโครลิตรผสมน ้ ากลัน่ 450-480 
ไมโครลิตร) ลงในหลอดทดลองส าหรับ standard ใช้สารละลายมาตรฐาน 
Asparagine ท่ีเจือจางไวอ้ยา่งละ 0.5 มล. ส่วน blank (2 ซ ้ า) ใชน้ ้ากลัน่ 0.5 มล. 

3.2.2 เติม Citrate buffer pH 5 0.5 มล. 
3.2.3 เติมนินไฮดรินรีเอเจนต ์1.2 มล. 
3.2.4 ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปตั้งในอ่างน ้าเดือดประมาณ 25 นาที 
3.2.5 ยกออกจากอ่างน ้าเดือดปล่อยใหเ้ยน็ตามอุณหภูมิห้อง 
3.2.6 เติมเอทานอล 60% 3 มล.ผสมให้เขา้กนั แลว้น าไปอ่านความเขม้แสง (Optical 
 Density  หรือ Absorbance) ดว้ย spectrophotometer ท่ี 570 nm 
3.2.7 สร้างเส้นแสดงความสัมพนัธ์ (standard curve) ระหว่างความเขม้ขน้ของ 
 Asparagine standard และค่า Absorbance แลว้อ่านค่าความเขม้ขน้จาก standard 
 curve และการใช ้correction factor (เช่น ถา้ใชต้วัอยา่ง 0.05 มล. correction factor 
 คือ 0.5/0.05 = x 10) เปล่ียนเป็นความเขม้ขน้ nmole/ml ในตวัอยา่งท่ีมาจากพืช 

4.  วธีิวเิคราะห์ไนเตรตโดยวธีิกรดซาลิไซลิก (Cataldo et al., 1975)  
 ใช้ได้กบัถัว่ทุกชนิดท่ีได้ทดสอบนอกจากถัว่มะแฮะ ซ่ึงจ าเป็นตอ้งผ่านขบวนการ metal 

reduction (Herridge, 1984) จึงไดค้่าไนเตรทท่ีถูกตอ้ง 
4.1  รีเอเจนต ์

A. กรดซาลิไซลิกในกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (5% (w/v) SA-H2SO4)  
     กรดซาลิไซลิก    5  กรัม 
 กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (conc. H2SO4) 100  มล. 
 รีเอเจนตต์วัน้ีควรเตรียมไวล่้วงหนา้อยา่งนอ้ย 1 วนัเก็บไวใ้นขวดสีชาสามารถเก็บ
 ไวใ้ชไ้ด ้นาน 1 สัปดาห์ 
B. โซเดียมไฮดรอกไซด ์2 M (2 M NaOH) 
 NaOH     40  กรัม 
 น ้ากลัน่     500  มล. 
C. มาตรฐานไนเตรท (Nitrate standards) 
 สารละลายโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) เขม้ขน้ 2.5 ไมโครโมล/มล. (Nitrate 
 stock) 
 KNO3 (เก็บไวก้บัสารดูดความช้ืน)  0.2528  กรัม 
 ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ เป็น  100  มล. 
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 (ถา้ไม่มี KNO3 ใช ้Ca(NO3)2 แทนได)้ 
 การท า Nitrate standards โดยการเจือจาง Nitrate stock ดงัน้ี 
 1 มล.ใน 10 มล.ดว้ยน ้ากลัน่ (2.5 µmole/ml), ใช ้0.05 มล. = 0.125 µmole/tube 
 2 มล.ใน 10 มล.ดว้ยน ้ากลัน่ (5.0 µmole/ml), ใช ้0.05 มล. = 0.25 µmole/tube 
 3 มล.ใน 10 มล.ดว้ยน ้ากลัน่ (7.5 µmole/ml), ใช ้0.05 มล. = 0.375 µmole/tube 
 4 มล.ใน 10 มล.ดว้ยน ้ากลัน่ (10 µmole/ml), ใช ้0.05 มล. = 0.5 µmole/tube 
 หมายเหตุ ใชน้ ้ากลัน่ 0.05 มล.เป็น blank ร่วมไปกบั standard เสมอ 

4.2   วธีิการ 
4.2.1 ดูดตวัอยา่ง 0.05 มล.ใส่ลงในหลอดทดลอง (มาตรฐานท่ีเจือจางไวใ้ชอ้ยา่งละ 
 0.05 มล.พร้อมทั้งน ้ากลัน่ 0.05 มล. 2 ซ ้ าเป็น blanks) 
4.2.2 เติมรีเอเจนต ์SA-H2SO4 0.2 มล.ผสมใหเ้ขา้กนั 
4.2.3 ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 20 นาที 
4.2.4 เติม 2 M NaOH 4.75 ml (เติมชา้ๆ pH ประมาณ 12) 
4.2.5 ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
4.2.6 น าไปอ่านความเข้มแสง (Optical Density หรือ Absorbance) ด้วย 
 spectrophotometer ท่ี 410 nm 
4.2.5 สร้างเส้นแสดงความสัมพนัธ์ (standard curve) ระหวา่งความเขม้ขน้ของ Nitrate 
   standard และค่า Absorbance แลว้อ่านค่าความเขม้ขน้จาก standard curve  

5. การค านวณค่าดชันียริูไอดส์ัมพทัธ์ (Relative ureide index)  
 
 ดชันียริูไอดส์ัมพทัธ์ (%)   =   Ureide N       

        Total sap N 
 

เม่ือยริูไอด์ 1 โมเลกุลประกอบดว้ยไนโตรเจน 4 อะตอม ดงันั้นยริูไอด์-ไนโตรเจน (Ureide 
N) จะได ้4 x ความเขม้ขน้ของยริูไอด์ (4 x ureide) และ Totalsap N ค านวณไดจ้าก 4 x 
ureide + amino acid + nitrate ดงันั้นค่าดชันียริูไอดส์ัมพทัธ์ (%) ค านวณไดด้งัน้ี 
 

 ดชันียริูไอดส์ัมพทัธ์ (%)   =      4 x Ureide     
             (4 x ureide + amino acid + nitrate) 
 

x 100 

x 100 
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การวเิคราะห์คุณสมบัติของพชื 

วธีิเตรียม stock solution ของตัวอย่างพชื 
1.  เก็บตวัอยา่งพืชส่วนเหนือดิน อบใหแ้หง้แลว้บดตวัอยา่งทั้งหมดโดยแยกตวัอยา่งพืชแต่ละ

ถุง 
2.  ชัง่ตวัอยา่งพืชท่ีบดมาประมาณ 0.5 กรัม บนัทึกน ้าหนกัไว ้
3.  น าตวัอยา่งไปยอ่ยดว้ยกรดยอ่ย (H2SO4 +selenium powder) ท่ีผสมกบักรดซาลิไซลิก 7 

มล. 
4.  ยอ่ยเสร็จปรับปริมาตรเป็น 100 มล. ดว้ยน ้ากลัน่ 
5.  กรองดว้ยกระดาษเบอร์ 5 ไดเ้ป็น stock solution ของตวัอย่างพืชเพื่อใช้ในการหา

ไนโตรเจนฟอสฟอรัสและโพแทสเซียมทั้งหมดในตวัอยา่งพืช 
 

ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total-N) โดยวิธี Indophenol blue method หรือ Colorimetry 
method (Novozamsky et al.,1974) 

1.  รีเอเจนต ์
A. 10 M NaOH 
B. Salicylic acid 110 กรัม ใน 10 M NaOH 105 มล.ปรับปริมาตรให้เป็น 250 มล.ดว้ย
น ้ากลัน่ 

         (เตรียมก่อนใชใ้นวนันั้น วนัต่อวนั)   
C. Buffer pH 12.3    
     Na2HPO4 (anhydrous) 13.35 กรัมละลายในน ้ ากลัน่ เติม 40 % NaOH (10 M 
NaOH) 5 มล. 

      ปรับ pH เป็น 12.3 และปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 1 ลิตร 
D. 4% EDTA 
E. Sodium hypochlorite 1 M ใน 0.1 M NaOH 
    Sodium hypochlorite  258.66  มล. 
    10 M NaOH   5  มล.   
    ปรับปริมาตรให้เป็น 500 ml ใน volume metric flask ดว้ยน ้ ากลัน่ (เก็บไวไ้ด)้ (การ

น าไปใช้ โดยเจือจาง Sodium hypochlorite 1 M ใน 0.1 M NaOH 20 มล.ปรับ
ปริมาตรเป็น 100 มล. ดว้ยน ้ากลัน่) (เตรียมก่อนใช)้    

F. Sodium nitroprusside 50 มก. (0.05 กรัม) ละลายในน ้า 100 มล. (เตรียมก่อนใช)้ 
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G. การเตรียมสารละลายมาตรฐานความเขม้ขน้ 2,500 มก./ลิตร (stock solution) 
     (NH4)2SO4 11.739 กรัมปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 1000 มล.  

เจือจางสารละลายมาตรฐานใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 มก./
ลิตร(ppm) ตามล าดบั 

H. การเตรียมสารละลาย 1 และ 2 
  สารละลาย 1 ประกอบดว้ยสารเคมีขอ้ B, E และ D อตัราส่วน 50 มล.: 100 มล.: 5 
  มล. รวม 155 มล. ใช ้3 มล./ตวัอยา่ง 
  สารละลาย 2 ประกอบดว้ยสารเคมีขอ้ C และ E อตัราส่วน 200 มล: 50 มล. รวม 
  250 มล.ใช ้5 มล./ตวัอยา่ง 
 สารละลายทั้งสองสามารถใชไ้ดป้ระมาณ 50 ตวัอยา่ง 

2.  วธีิการ 
2.1 ดูด stock solution ของตวัอยา่งพืชลงในหลอดทดลอง 0.2 มล. (ส าหรับ standard 
 ใชส้ารละลายมาตรฐานท่ีเจือจางไวอ้ยา่งละ 0.2 มล. ส่วน blank (2 ซ ้ า) ใชน้ ้ากลัน่ 
 0.2 มล.) 
2.1 เติมสารละลาย 1 ปริมาตร 3 มล. ผสมใหเ้ขา้กนั 
2.2 เติมสารละลาย 2 ปริมาตร 5 มล. ผสมใหเ้ขา้กนั 
2.3 ตั้งทิ้งไว ้2 ชั่วโมง (รอพฒันาสีอย่างสมบูรณ์) หลงัจากนั้นน าไปอ่านค่าการ
 ดูดกลืนแสง (Optical Density หรือ Absorbance) ดว้ย spectrophotometer ท่ี 660 
 nm 
2.4 เปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดจ้ากตวัอยา่งกบัสารละลายมาตรฐานแลว้
 ค านวณปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 
2.5 ค านวณ ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในตวัอยา่งจากสมการ 
 

 Total N (%)  =  C x V x dilution factor x 100 
         106 x W 
 

  เม่ือ     C    :  ความเขม้ขน้ไนโตรเจนในตวัอยา่ง – ความเขม้ขน้ไนโตรเจนใน 
    blank เม่ือเทียบกบักราฟสารละลายมาตรฐาน 

          V    :   ปริมาตรของ stock solution ของตวัอยา่งท่ีปรับปริมาตรแลว้ 
   หลงัจาก การยอ่ย (มล.) 
  W   : น ้าหนกัตวัอยา่งพืชท่ีใชว้เิคราะห์ (กรัม) 
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การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
 1.  อาหาร yeast-mannitol broth (YMB) (Vencent, 1970 อา้งโดย Somasegaran and Hoben, 
1994) 
  Mannitol    10  กรัม 
  K2HPO4     0.5   กรัม 
  MgSO4 • 7H2O    0.2   กรัม 
  NaCl     0.5  กรัม 
  Yeast extract    0.5  กรัม 
  น ้ากลัน่      1,000   มล. 
 
  ละลายส่วนประกอบทั้งหมดลงในน ้ ากลัน่ คนให้ละลาย ปรับ pH ให้เท่ากบั 6.8 
แลว้ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มล. ถ่ายใส่ขวดจากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ือง autoclave เป็นเวลา 
15 นาที  ในกรณีท่ีตรียมเป็นอาหารแข็ง (YMA) ให้เติมผงวุน้ (agar) 15 กรัมภายหลงัการปรับ
ปริมาตร จากนั้นตม้ใหผ้งวุน้ละลายโดยสมบูรณ์ก่อนน าไปน่ึงฆ่าเช้ือ 
 2.  YMA ท่ีมี congo red อินดิเคเตอร์ 
       2.1  เตรียม stock solution ของ congo red โดยละลาย congo red 0.25 มล.ลงในน ้ า
   กลัน่ 100 มล. 
       2.2  เติม stock solution ของ congo red 10 มล. ลงใน YMA ปริมาตร 1,000 มล. 
   เพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของ congo red เท่ากบั 25 ไมโครกรัม/มล. 
   แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ือง autoclave เป็นเวลา 15 นาที 
 3.  YMA ท่ีมี bromthymol blue อินดิเคเตอร์ 
       3.1  เตรียม stock solution ของ bromthymol blue โดยละลาย bromthymol blue 0.5 
   มล.ลงในน ้ากลัน่ 100 มล. 
       3.2  เติม stock solution ของ bromthymol blue 5 มล. ลงใน YMA ปริมาตร 1,000
   มล.เพื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของ bromthymol blue เท่ากบั 25 
   ไมโครกรัม/มล.แล้วน าไปน่ึงฆ่าเช้ือด้วยเคร่ือง autoclave เป็นเวลา 15 
   นาที 
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การตรวจสอบปริมาณไรโซเบียมในดินโดย plant infection most-probable-number count 
method (MPN ) (Somasegaran and Hoben, 1994) 
 อุปกรณ์ 
 1. plastic growth pouch บรรจุน ้ายาปลูกถัว่ (N-free medium) ซ่ึงน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 
 2. rack for growth pouch 
 3. เมล็ดถัว่ท่ีตอ้งการทดสอบ 
 4. Erlenmeyer flask 
 5. น ้ายาฆ่าเช้ือเมล็ดถัว่ (chlorox solution 3%) 
 6. N-free medium 
 7. Sterile water blank 90 ml. 
 8. Sterile pipette 
 9. Forcep 
 10. Soil sample 
 11. น ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
 12. water agar : agar 15 g, distilled water 1 liter 
 13. balance 
 14. น ้ายาปลูกถัว่ N-free medium 
  Stock solution 1   CaCl2.2H2O  294.1  g/L 
  Stock solution 2   KH2PO4  136.1 g/L 
  Stock solution 3  Fe-citrate*    6.7 g  
     *(ควรละลายในน ้ากลัน่อุ่นก่อน) 
     MgSO4.7H2O  123.3  g 
     K2SO4   87.0 g 
     MnSO4.H2O  0.338 g 
     Distilled water  1 liter 
  Stock solution 4   H3BO3   0.274 g 
     ZnSO4.7H2O  0.288 g 
     CuSO4.5H2O  0.1 g 
     COSO4.7H2O  0.056 g 
     NaMoO2.2H2O  0.048 g 
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     Distilled water  1 liter  
 ใช ้Stock solution แต่ละอยา่งๆละ 5 มล. ในการเตรียมน ้ ายาปลูกถัว่ 10 ลิตรโดยใชน้ ้ ากลัน่
ในการปรับปริมาตร 
 

วธีิการ 
 สัปดาห์ท่ี 1 ฆ่าเช้ือท่ีติดอยู่ภายนอกเมล็ดถัว่ท่ีจะเพาะ โดยเทเมล็ดถัว่ใส่ใน Erlenmeyer 
flask ท่ีอบฆ่าเช้ือแลว้ ใส่ Clorox solution  3 % ลงไปให้ท่วมเมล็ด แช่ไวเ้ป็นเวลา 5 นาที แลว้เท
สารละลายทิ้ง ใส่น ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ลงไปแทน เขยา่ เทน ้ ากลัน่ทิ้งแลว้ใส่น ้ ากลัน่ลงไปใหม่ ท าซ ้ า
แบบน้ี 5 คร้ังเพื่อใหแ้น่ใจวา่สารละลาย Clorox เจือจางลงจนไม่เป็นพิษต่อไรโซเบียม น าเมล็ดถัว่ท่ี
ฆ่าเช้ือแลว้เพาะลงใน water agar จนกระทัง่มีรากงอกโผล่ออกมาเล็กนอ้ย ใช ้Forceps เผาไฟฆ่าเช้ือ
แลว้ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ คีบเมล็ดถัว่ท่ีเพาะจนงอกแลว้ ใส่ลงใน plastic growth pouch โดยใชถุ้งละ 1 เมล็ด 
แลว้เท N-free medium ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ใส่ลงใน plastic growth pouch แต่ละถุงโดยใชถุ้งละ 40 มล. 
เม่ือตน้ถัว่ท่ีปลูกใน plastic growth pouch มีอายุครบ 1 สัปดาห์หรือมีใบโผล่ให้เห็นจึงพร้อมเพื่อใช้
ในขั้นตอนต่อไป 
 สัปดาห์ท่ี 2 เตรียมสารละลายดินท่ีมีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 10-1 – 10-6 โดยใช้ตวัอยา่งดินท่ี
ตอ้งการหาปริมาณเช้ือไรโซเบียมและ sterile water blank 90 มล.จากนั้น incubate สารละลายดินท่ี
ท าให้เช้ือเจือจางลงบนรากถัว่ท่ีปลูกใน plastic growth pouch ล่วงหนา้เป็นเวลา 1 อาทิตย ์โดยใช้
สารละลายดิน 1 มล. ต่อ plastic growth pouch 1 ถุง และ incubate 4 ถุงต่อหน่ึงความเขม้ขน้ 
 plastic growth pouch ท่ี incubate แลว้ทั้งหมดไวใ้นท่ีท่ีมีแสงเป็นเวลา 2 อาทิตย ์ในระหวา่ง
ท่ี incubate จะตอ้งระวงัไม่ให ้growth pouch แหง้โดยเติม N free medium แลว้น าออกมาส ารวจวา่มี
ปมรากถัว่หรือไม่ 
 สัปดาห์ท่ี 4 นบัจ านวน growth pouch ท่ีมีการเกิดปมท่ีรากถัว่โดยไม่ตอ้งสนใจว่ามีปม
เกิดข้ึนก่ีปม หากมีเพียง 1 ปม ก็ถือวา่มีเช้ือไรโซเบียมอยูใ่น growth pouch ถุงนั้น 
 หาปริมาณเช้ือในดินโดยนบัจ านวน growth pouch ของแต่ละความเขม้ขน้ซ่ึงมีการเกิดปม
ของถัว่โดยเทียบจากตาราง Most probable number 
  
 ปริมาณเช้ือในดิน (cell/g ดินช้ืน)       =   ค่า MPN ท่ีอ่านจากตาราง x dilution ต ่าสุด  
        ปริมาตรของ soil suspension ท่ีใส่ใหแ้ก่ตน้พืช 
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การเตรียมสารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ลายพมิพ์ DNA 
 1.   0.5 M EDTA  stock solution * 
  Na2EDTA•2H2O   46.5  กรัม 
        น ้ากลัน่    250 มล. 
       ละลาย EDTA ลงในน ้ ากลัน่ปริมาตรปริมาณ 150 มล. ปรับ pH ให้ไดเ้ท่ากบั 8.0 ดว้ย
 เกล็ด NaOH ปรับปริมาตรให้ไดเ้ท่ากบั 250 มล. ถ่ายลงในขวดแลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ย
 เคร่ือง autoclave เป็นเวลา 15 นาที 
 *หมายเหตุ EDTA จะไม่ละลายจนกระทัง่ pH ของสารละลายใกลเ้คียงกบั 8 
  

 2.  TE บฟัเฟอร์ (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8.0) 
  Tris-HCl   1.2114  กรัม 
  0.5 M EDTA  stock solution 2.0 มล. 
  น ้ากลัน่    1,000 มล. 
       ละลาย Tris-HCl ลงในน ้ ากลัน่ ปรับ pH ให้ไดเ้ท่ากบั 8.0 เติม 0.5 M EDTA  stock 
 solution คนใหเ้ขา้กนั ปรับปริมาตรใหไ้ดเ้ท่ากบั 1,000 มล. ถ่ายใส่ขวดแลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ
 ดว้ยเคร่ือง autoclave เป็นเวลา 15 นาที 
 3.  5x TBE บฟัเฟอร์ 
  Tris base   54.0 กรัม 
  Boric acid   27.5 กรัม 
  0.5 M EDTA  stock solution 20.0 มล. 
  น ้ากลัน่    1,000 มล. 
      ละลายส่วนผสมทั้งหมดลงในน ้ากลัน่ คนใหเ้ขา้กนัแลว้ถ่ายใส่ขวดเก็บไวท่ี้ 
 อุณหภูมิหอ้ง 
 

 4. Staining solution (ethidium bromide 0.5 mg/ml) 
     เตรียม 1,000x stock solution ; ethidium bromide 0.5 มก./มล. 
  Ethidium bromide   50  มก. 
  น ้ากลัน่     100 มล. 
      ละลาย Ethidium bromide ลงในน ้ากลัน่คนให้เขา้กนัแลว้ถ่ายลงขวดสีชาเก็บไวใ้นท่ี
 มืดท่ีอุณหภูมิ 4 ⁰C เม่ือจะน าไปใชง้านใหเ้จือจางดว้ยน ้ากลัน่ดว้ยอตัราส่วน 1 : 1,000 
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 5.  Loading dye (10 มล.) 
  0.25% (w/v) Bromophenol blue 
  40% (w/v) sucrose 
      ชัง่ bromophenol blue 0.0025 กรัม และ sucrose 4 กรัม ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
 10 มล.และเก็บไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียส 

      
การเตรียมสารทีใ่ช้ในการสกดัจีโนมิก DNA 
 1.  TE บฟัเฟอร์ผสม 0.1% (w/v) Tween 20  
  TE บฟัเฟอร์   100 มล. 
  Tween 20   0.1 มล. 
       ผสมสารทั้งสองแลว้คนใหเ้ขา้กนั ถ่ายลงในขวดเก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 
 

 2.  1 M NaCl 
  NaCl    58.44 กรัม 
       ละลาย NaCl ดว้ยน ้ากลัน่และปรับปริมาตร เป็น 1,000 มล. ถ่ายใส่ขวดแลว้น าไป
 น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ือง autoclave เป็นเวลา 15 นาที 
    
การสกดัจีโนมิก DNA เพือ่ใช้เป็น DNA แม่แบบด้วยวธีิของ Santasup et al. (2000) 
 การเตรียม DNA แม่แบบจากเช้ือบริสุทธ์ิ 
 1. น าเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่พุ่มทั้ง 3 isolates มาแยกเป็นโคโลนีเด่ียวบนอาหารวุน้ YM 
 ระยะเวลาในการเล้ียงเช้ือประมาณ 1-2 อาทิตย ์
 2. เม่ือไดโ้คโลนีเด่ียวท าการเพิ่มปริมาณโดยการเล้ียงบนอาหารวุน้ YM ต่อใชร้ะยะเวลา
 ประมาณ 1-2 อาทิตย ์
 3. ใชห่้วงถ่ายเช้ือท่ีผา่นการลนไฟให้ร้อนแดงแลว้ทิ้งไวใ้ห้เยน็ลงสักครู่ แตะเช้ือบริสุทธ์ิท่ี
 ไดจ้ากขอ้ 2 ปริมาณ 1-2 loop ถ่ายลงใน eppendorf tube ท่ีบรรจุสารละลาย 1 M NaCl  
 ปริมาตร 0.5 มล.ผสมให้เขา้กนัแลว้น าไปป่ันดว้ยความเร็ว 15,000 รอบ/นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 
 oC เป็นเวลา 5 นาทีทิ้งส่วนใส (ขั้นตอนน้ีท าซ ้ าไดห้ลายคร้ังหากเช้ือผลิต polysaccharide 
 มาก) 
 4. เติม TE บฟัเฟอร์ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
 5. น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 15,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 5 นาที ทิ้งส่วนใส 
 6. เติม TE บฟัเฟอร์ผสม 0.1% (w/v) Tween 20 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
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 7. น า eppendorf tube ไปแช่ใน water-bath ท่ีอุณหภูมิ 95 oC เป็นเวลา 10 นาที 
 8. เม่ือครบก าหนดน าไปป่ันท่ีความเร็ว 15,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 5 นาที  
 9. ส่วนใสท่ีไดจ้ะเป็น DNA ดูดเฉพาะส่วนน้ีถ่ายลงใน eppendorf tube ใหม่ 
 10. เติม isopropanol 0.6 เท่าของปริมาตรในขอ้ 9 พลิกเบาๆ ผสมให้เขา้กนัน าไปเก็บท่ี
 อุณหภูมิ -20 oC เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
 11. เม่ือครบเวลาน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 5 
 นาที ทิ้งส่วนใสแล้วเติมเอทานอล 70% ปริมาตร 200 ไมโครลิตรน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี
 ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 5 นาที  
 12. เทเอมานอลทิ้งและท าตะกอนใหแ้หง้ แลว้ละลายตะกอน DNA (ไม่สามารถมองเห็นได้
 ดว้ยตาเปล่า) ดว้ยน ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัเบาๆ น าไปเก็บท่ี
 อุณหภูมิ-20 oC 
 
 การเตรียม DNA แม่แบบจากตัวอย่างปม 
 1. น าปมสดท่ีเก็บรักษาไวไ้ปฆ่าเช้ือท่ีผิวปมโดยแช่ในเอทานอล 95 เปอร์เซ็นตเ์ป็นเวลา 5 
 นาที 
 2. ผึ่งใหแ้หง้เล็กนอ้ยก่อนน าปมแต่ละปมใส่ลงใน Eppendorf  tube ขนาด 1.5 มล. 
 3. เติม TE buffer 0.1 มล. ใชป้ลาย pipette tip พลาสติกท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ ขยี้ปมให้แตก
 ละเอียด 
 4. น า cell suspension ท่ีเกิดข้ึนไปเขา้เคร่ืองหมุนเหวี่ยงสักครู่ เพื่อแยกตะกอนและส่วนใส
 ออกจากกนั หลงัจากนั้นดูเฉพาะส่วนใสท่ีไดซ่ึ้งเป็น cells suspension ของแบคทีเรียปมราก
 ถัว่ถ่ายลงใน eppendorf tube ใหม่ 
 5. น าไปป่ันท่ีความเร็ว 15,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 5 นาที ทิ้งส่วนใส  
 6. ลา้งตะกอนท่ีไดด้ว้ยการเติม 1 M NaCl ปริมาตร 100 มล. ผสมให้เขา้กนัแลว้น าไปป่ัน
 ดว้ยความเร็ว 15,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 5 นาทีทิ้งส่วนใส ท าซ ้ า 2 คร้ัง 
 7. เติม TE บฟัเฟอร์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
 15,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 5 นาที ทิ้งส่วนใส 
 8. เติม TE บฟัเฟอร์ผสม 0.1% (w/v) Tween 20 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
 9. น า eppendorf tube ไปแช่ใน water-bath ท่ีอุณหภูมิ 95 oC เป็นเวลา 10 นาที 
 10. เม่ือครบก าหนดน าไปป่ันท่ีความเร็ว 15,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 5 นาที  
 11. ส่วนใสท่ีไดจ้ะเป็น DNA ดูดเฉพาะส่วนน้ีถ่ายลงใน eppendorf tube ใหม่  
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 12. เติม isopropanol 0.6 เท่าของปริมาตรในขอ้ 9 พลิกเบาๆให้เขา้กนัน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ     
     - 20 oC เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
 13. เม่ือครบเวลาน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 5 
 นาที ทิ้งส่วนใสแล้วเติมเอทานอล 70% ปริมาตร 200 ไมโครลิตรน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี
 ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 5 นาที  
 14. เทเอมานอลทิ้งและท าตะกอนใหแ้หง้ แลว้ละลายตะกอน DNA (ไม่สามารถมองเห็นได้
 ดว้ยตาเปล่า) ดว้ยน ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัเบาๆ น าไปเก็บท่ี
 อุณหภูมิ -20 oC 
 
การท า REP- และ ERIC-PCR 
 เตรียมหลอดส าหรับท า PCR ขนาด 0.2 มล. ท่ีผ่านการอบฆ่าเช้ือแลว้อบให้แห้ง ขั้นตอน
การท าพีซีอาร์ควรท าบนน ้ าแข็งทั้งหมด เตรียมหลอดขนาด 1.5 มล. ท่ีผา่นการอบฆ่าเช้ือแลว้อบให้
แหง้ส าหรับใส่สารละลายผสมในการท าพีซีอาร์ (master mix) จากนั้นเตรียมสารละลายผสมส าหรับ
แต่ละปฏิกิริยา REP- และ ERIC-PCR ขนาด 25 ไมโครลิตร โดยเติมส่วนประกอบดงัตาราง
ภาคผนวก 1 และ 2 ตามล าดบั 
 
ตารางภาคผนวก ก 1 ส่วนประกอบของสารละลายผสมส าหรับการท า REP-PCR 
 

Stock solution Volume (µl) / 25 µl Final concentration 

10x PCR buffer 2.50 1x 

50 mM MgCl2 0.75 1.5 mM 

2 mM dNTP 2.50 0.2 mM 

primer 1 : 50 pmole/µl REP 1R-I 0.50 25 pmole / rxn 

primer 2 : 50 pmole/µl REP 2R-I 0.50 25 pmole / rxn 

Autoclaved double distilled water 9.95 
 5 U/µl Taq DNA polymerase 0.30 1.5 U 
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ตารางภาคผนวก ก 2 ส่วนประกอบของสารละลายผสมส าหรับการท า ERIC-PCR 

Stock solution Volume (µl) / 25 µl Final concentration 

10x PCR buffer 2.50 1x 

50 mM MgCl2 1.25 2.5 mM 

2 mM dNTP 2.50 0.2 mM 

primer 1 : 50 pmole/µl ERIC 1R 0.50 25 pmole / rxn 

primer 2 : 50 pmole/µl ERIC 2  0.50 25 pmole / rxn 

Autoclaved double distilled water 9.45 
 5 U/µl Taq DNA polymerase 0.30 1.5 U 

หมายเหตุ  สารละลายผสม (master mix) ดงักล่าวสามารเตรียมเพิ่มไดต้ามจ านวนเท่าของปฏิกิริยา 
(จ านวนตวัอยา่ง) อาจเตรียมเผือ่ 1 เท่าเพื่อเพิ่มความแม่นย  าในการดูดสาร 
 
ตารางภาคผนวก ก 3 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง Primer ท่ีใชใ้นการทดลอง 

Primer  Sequence Referrence 

REP 1R-I 5'-IIIICGICGICATCIGGC-3' Versalovic et al., 1991 

REP 2-I 5'-ICGICTTATCIGGCCTAC-3' Versalovic et al., 1991 

ERIC 1R 5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3' Versalovic et al., 1991 

ERIC 2 5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3' Versalovic et al., 1991 
 
 ผสมสารละลายทั้งหมดให้เขา้กนัเบาๆ จากนั้นเติมสารละลายผสม (master mix) ปริมาตร 
17 ไมโครลิตรลงในหลอดส าหรับ PCR ท่ีเตรียมไว ้แลว้เติม DNA แม่แบบปริมาตร 8 ไมโครลิตร 
ผสมให้เขา้กนัเบาๆ น าไปป่ันท่ีความเร็ว 5,000 รอบ/นาที เป็นเวลาสั้นๆ เพื่อให้สารละลายทั้งหมด
ตกลงก้นหลอด น าไปท าปฏิกิริยา PCR โดยตั้งโปรแกรมของเคร่ืองเทอร์โมไซเคลอร์ (thermo 
cycler) ดงัน้ี 
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ตารางภาคผนวก ก 4 โปรแกรมในการท า REP- และ ERIC-PCR (ฉายกริช, 2551) 

 
REP-PCR 

 
ERIC-PCR 

I 95 ⁰C   6  min.           1   cycle       I 95 ⁰C   5  min.           1   cycle       

II 94 ⁰C   1  min. II 94 ⁰C   1  min. 

 
42 ⁰C   1 min. 

 
49 ⁰C   1 min. 

 
65 ⁰C   8 min. 

 
72 ⁰C   5 min. 

III 65 ⁰C   16 min.          1   cycle III 72 ⁰C   10 min.           1   cycle 

IV Final constant temperature 4 ⁰C IV Final constant temperature 4 ⁰C 
 
 เม่ือครบก าหนดน าผลผลิตจาก PCR ไปวิเคราะห์ดว้ย agarose gel electrophoresis ทนัที 
หรือเก็บไวท่ี้ -20 ⁰C    
การวเิคราะห์ผลติภัณฑ์จาก REP- และ ERIC-PCR ด้วย agarose gel electrophoresis 
 เตรียม 1.5% (w/v) agarose โดยละลาย agarose 1.5 กรัม ลงใน 1xTBE ปัฟเฟอร์ปริมาตร 
100 มล.ดว้ยเตาไมโครเวฟ agarose ท่ีหลอมเหลว (50-60 ⁰C) เติมสารละลาย ethidium bromide (50 
mg/ml) ลงในสารละลาย agarose หลงัจากนั้นเทลงในถาดซ่ึงเสียบหวเีตรียมไวเ้พื่อท าใหเ้กิดช่องบน
เจลใหไ้ดเ้จลท่ีมีความหนา 5  มิลลิเมตร ตั้งทิ้งไวใ้ห้เจลแข็งตวัอยา่งสมบูรณ์ จึงค่อยๆดึงหวีออก น า
แผน่เจลท่ีไดใ้ส่ลงใน chamber แลว้เท 1xTBE ปัฟเฟอร์ ลงใน chamber ให้ท่วมแผน่เจลเล็กนอ้ย 
ผสมผลผลิตจาก PCR 8 ไมโครลิตรกบั loading dye 2 ไมโครลิตร แลว้ปิเปตลงในช่องของแผน่เจล 
โดยช่องแรกซ้ายมือสุดของเจลจะเป็นตวัอย่างท่ีไดจ้ากการเตรียม DNA แม่แบบจากเช้ือบริสุทธ์ิ 
หลงัจากนั้นจะเป็นตวัอยา่ง DNA แม่แบบจากปมถัว่พุม่ ปิดฝาครอบแลว้เปิดเคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า
ท่ีความต่างศกัย ์80 โวลต ์จนกระทัง่แถบสีของ bromophenol blue ใน loading dye เคล่ือนท่ีไป 2/3 
ของความยาวเจลจึงปิดเค ร่ือง จ่ายกระแสไฟฟ้า  น าแผ่นเจลไปส่องบนเคร่ืองฉายแสง
อลัตราไวโอเลต แลว้ถ่ายภาพเก็บไว ้
 ในส่วนของการวิเคราะห์ข้อมูลลายพิมพ์ DNA ของผลผลิต PCR ท่ีได้จะท าการ
เปรียบเทียบลายพิมพ ์DNA ของเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่พุ่มจากปมกบัเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่พุ่มท่ี
ใชค้ลุกเมล็ด (เช้ือบริสุทธ์ิ)  
 
หมายเหตุ ระมดัระวงัและสวมถุงมือตลอดเวลาเม่ือท าการทดลองท่ีเก่ียวขอ้งกบั ethidium bromide 
ซ่ึงเป็นสาร mutagen  

40 cycles 40 cycles 
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ภาคผนวก ข 
 
ตารางภาคผนวก ข 1 แสดง ANOVA ของน ้ าหนกัสด (SFW) และแห้งของส่วนเหนือดิน (SDW) 
น ้าหนกัแหง้ปมของถัว่พุม่ด า (NDW) ท่ีปลูกในแปลงทดลองของศูนยฯ์แม่สะป๊อกและศูนยฯ์หนอง
หอยในระยะ R. 3.5 ส าหรับการศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียปมรากถัว่พุ่มในการส่งเสริมการ
ตรึงไนโตรเจนของถัว่พุม่ด า 
 

SOV df 
MS 

SFW SDW NDW 

    ศูนย์ฯแม่สะป๊อก 

ซ ้ า 3 1171848 11982 0.0044 

การใส่เช้ือ 3 28608 ns 703.2 ns 0.00689 ns 

error 9 89473 951.4 0.00397 

  
ศูนย์ฯหนองหอย 

ซ ้ า 3 1415867 47018.1 0.00105 

การใส่เช้ือ 3 28133 ns 4809 ns 0.0019 ns 

error 9 735689 15964.2 0.00165 
 

หมายเหตุ  ns ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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ตารางภาคผนวก ข 2 แสดง ANOVA ของดชันี ureide สัมพทัธ์ ปริมาณ N ท่ีตรึงไดจ้ากอากาศ 
ปริมาณ N ทั้งหมดท่ีสะสมในส่วนเหนือดิน (N-uptake) % N ท่ีไดจ้ากการตรึงของถัว่พุ่มด าท่ีปลูก
ในแปลงทดลองของศูนย์ฯแม่สะป๊อกและศูนย์ฯหนองหอยในระยะ R. 3.5 ส าหรับการศึกษา
ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปมรากถัว่พุม่ในการส่งเสริมการตรึงไนโตรเจนของถัว่พุม่ด า 
 

SOV df 
MS 

% N  
ท่ีไดจ้าการตรึง 

N uptake 
 (กก.N/ไร่) 

N ท่ีตรึงได ้ 
(กก.N/ไร่) 

ดชันี ureide สมัพทัธ์ 
(%) 

    ศูนย์ฯแม่สะป๊อก 

ซ ้ า 3 101.235 17.3672 16.5251 56.969 

การใส่
เช้ือ 

3 18.666 ns 1.5234 ns 0.9086 ns 10.483 ns 

error 9 54.928 1.6627 2.1702 30.871 

  
ศูนย์ฯหนองหอย 

ซ ้ า 3 322.428 24.3691 12.3651 181.37 

การใส่
เช้ือ 

3 38.574 ns 6.7806 ns 2.4178 ns 21.698 ns 

error 9 81.502 17.0325 4.3619 45.845 

 

หมายเหตุ  ns ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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ตารางภาคผนวก ข 3 แสดง ANOVA ของน ้ าหนกัสด (SFW) และแห้งของส่วนเหนือดิน (SDW) 
น ้าหนกัแหง้ปมของถัว่พุม่ด า (NDW) ท่ีปลูกในแปลงทดลองของศูนยฯ์แม่สะป๊อกและศูนยฯ์หนอง
หอยในระยะ R. 3.5 ส าหรับการศึกษาความจ าเป็นในการใส่เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ในการปลูกถัว่
พุม่ในฤดูกาลท่ี 2 
 

SOV df 
MS 

SFW SDW NDW 

    ศูนย์ฯแม่สะป๊อก 

ซ ้ า 3 1245771 16342.5 0.00269 

การใส่เช้ือ 6 125162 ns 1111.6 ns 0.0003 ns 

error 18 266749 6275 0.00052 

    ศูนย์ฯหนองหอย 

ซ ้ า 3 446414 5399.58 0.0003865 

การใส่เช้ือ 6 203335 ns 1356.57 ns 0.0004273 ns 

error 18 112174 2461.88 0.0002852 
 

หมายเหตุ  ns ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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ตารางภาคผนวก ข 4 แสดง ANOVA ของดชันี ureide สัมพทัธ์ ปริมาณ N ท่ีตรึงไดจ้ากอากาศ 
ปริมาณ N ทั้งหมดท่ีสะสมในส่วนเหนือดิน (N-uptake) % N ท่ีไดจ้ากการตรึงของถัว่พุ่มด าท่ีปลูก
ในแปลงทดลองของศูนยฯ์แม่สะป๊อกและศูนยฯ์หนองหอยในระยะ R. 3.5 ส าหรับการศึกษาความ
จ าเป็นในการใส่เช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ ในการปลูกถัว่พุม่ในฤดูกาลท่ี 2 
 

SOV df 
MS 

% N  
ท่ีไดจ้าการตรึง 

N uptake 
 (กก.N/ไร่) 

N ท่ีตรึงได ้
 (กก.N/ไร่) 

ดชันี ureide สมัพทัธ์ 
(%) 

    ศูนย์ฯแม่สะป๊อก 

ซ ้ า 3 205.67 6.73735 4.93717 115.59 

การใส่
เช้ือ 

6 92.02 ns 1.30701 ns 1.90353 ns 51.753 ns 

error 18 73.921 4.12059 3.06979 41.551 

  
ศูนย์ฯหนองหอย 

ซ ้ า 3 37.969 4.92481 3.49162 21.328 

การใส่
เช้ือ 

6 169.207 ns 0.988 ns 0.44483 ns 95.168 ns 

error 18 69.776 1.74965 1.14355 39.252 

 

หมายเหตุ  ns ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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ตารางภาคผนวก ข 5 แสดง ANOVA ของจ านวนปมของถัว่พุม่ในฤดูกาลเพาะปลูกคร้ังแรกส าหรับ
การศึกษาความสามารถของสายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรียปมรากถัว่ท่ีใชค้ลุกเมล็ด 

 

SOV df 

MS 

จ านวนปม/ตน้ 

0-5 cm 5-10 cm  > 10 cm รวม 

  
ดนิจากศูนย์ฯแม่สะป๊อก 

การใส่เช้ือ 3 9810.42 ns 6874.56 ns 3336.92 ns 13873.7 ns 

error 12 5832.21 2272.52 1262.92 8070.6 

    ดนิจากศูนย์ฯหนองหอย 

การใส่เช้ือ 3 6236.42 ns 7520.56 ns 66476.7 ns 85344.6 ns 

error 12 4448.54 3485.56 26661.6 50683.8 

 
หมายเหตุ  ns ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
 

ตารางภาคผนวก ข 6 แสดง ANOVA ของจ านวนปมของถัว่พุ่มส าหรับการศึกษาความจ าเป็นใน
การใชเ้ช้ือซ ้ าในฤดูกาลปลูกท่ี 2 

 

SOV df 

MS 

จ านวนปม/ตน้ 

0-5 cm 5-10 cm  > 10 cm รวม 

  
ดนิจากศูนย์ฯแม่สะป๊อก 

การใส่เช้ือ 6 5199.95* 2655.64* 10712.2ns  27065.1* 

error 21 9738.82 2284.67 5832.4 25278.5 

    ดนิจากศูนย์ฯหนองหอย 

การใส่เช้ือ 6 8741.32 ns 5213.07 ns 13900 ns 31247.5 ns 

error 21 6405.31 4248.43 6786.6 29733.2 

 
หมายเหตุ  * แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
    ns ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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