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บทที่  3 

 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
3.1  การคัดเลือกและพิสูจนลักษณะของเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนใน
เนื้อเยื่อกลวยไมสกุลหวาย  
 
3.1.1  การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน 
 

3.1.1.1  การกําจัดเชื้อท่ีผิวตนกลวยไม (Surface sterilization) และการแยกเชื้อแบคทีเรีย
ตรึงไนโตรเจนที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อกลวยไมสกุลหวาย 

        คัดเลือกชิ้นสวนลําลูกกลวยของกลวยไมสกุลหวายสายพันธุเอื้องสายสามสี (Dendrobium  

crystallinum) ขนาดประมาณ  5-10 เซนติเมตร ที่ไมมีบาดแผลหรือเปนโรค ทําความสะอาดโดย
ลางผานน้ํากลั่น จากนั้นทําการฆาเชื้อที่ผิวโดยขั้นตอนนี้จะทําในตูปลอดเชื้อ เร่ิมจาก แชในเอทา
นอล  70 % นาน 3  นาที ตอจากนั้นแชในคลอรอกซ (Clorox) 3 %  5 นาที และตามดวยแชในแช
ในเอทานอล  70 %  อีก 3 นาที (ระยะเวลาการแชขึ้นอยูกับขนาดและอายุของพืช) จากนั้นลางดวย
น้ํากล่ันที่ฆาเชื้ออีก  4-5  คร้ัง ตัดชิ้นสวนตัวอยางใหมีขนาด  2-3 เซนติเมตร บดชิ้นสวนตัวอยาง
ดวยโกรงบด คอยๆเติม 0.85 % NaCl  ลงไปผสมจนครบ 10 เทาของน้ําหนักตัวอยาง บดจน
ช้ินสวนละเอียด นําของเหลวที่ไดไปเลี้ยงใน modified Rennie medium (Rennie,1981) (ดัง
แสดงในภาคผนวก ก)   
        การกําจัดเชื้อที่ผิวตนพืช ตองทําการทดสอบเพื่อหาวิธีการและขั้นตอนที่เหมาะสม โดยปรับ
ระยะเวลาในการแชตัวอยางพืช และปรับความเขมขนของสารที่ใชในการฆาเชื้อ เพื่อไมใหมีเชื้อติด
บริเวณผิวพืช จากนั้นนําตัวอยางพืชท่ีทดสอบไปกลิ้งบนอาหาร NA เพื่อดูการเจริญของเชื้อเทียบ
กับวิธีที่ปรับเปลี่ยน ซ่ึงวิธีการขางตนเหมาะสมกับการทดลองในครั้งนี้ มีขอควรระวัง คือ ถาแชนาน
เกินก็อาจมีผลตอเชื้อที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืชที่ตองการศึกษา 
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3.1.1.2 การประเมินประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน 

เมื่อมีการเจริญของเชื้อในอาหาร นําไปทดสอบหาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนดวยเทคนิค 
Acetylene Reduction Assay จากนั้นนําหลอดที่พบการตรึงไนโตรเจนสูงสุดไปทําการแยกเชื้อ
เพื่อหาปริมาณและแยกเชื้อใหบริสุทธิ ์

การทํา Acetylene Reduction Assay  ทําโดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารกึ่งแข็ง  บมไวเปน
เวลา  7 วัน เมื่อครบกําหนด เปล่ียนฝาหลอดทดลองใหเปนจุกยางเพื่อดูดอากาศภายในหลอดออก 5 

% ของปริมาตรสวนชองวางที่เหลือ (head space)  เมื่อดูดอากาศออกแทนที่อากาศดวยกาซ 
acetylene ในปริมาตรที่เทากัน  บมไวที่อุณหภูมิ 30 °C  นาน 24 ช่ัวโมง ตรวจวัดปริมาณ etylene  

ดวยเครื่อง Gas Chromatograph (GC) (ยี่หอ Shimadzu GC-14B) แยกหลอดที่พบการตรึง
ไนโตรเจน เพื่อทําการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ 

 
3.1.1.3 การแยกเชื้อใหบริสุทธ์ิ 

        เซลลแบคทีเรียที่เจริญในหลอดอาหารและพบการตรึงไนโตรเจน  ในการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์
นั้น สําหรับแบคทีเรียที่ตองอาศัยออกซิเจนในการเจริญเติบโต (aerobic bacteria) นํามาเลี้ยงบน  

Nutriet agar medium (NA) สําหรับ anaerobic bacteria จะเลี้ยงในอาหาร VL agar medium 

(สูตรอาหารและวิธีการเตรียม ดังแสดงในภาคผนวก ก) 

แยกเชื้อดวยวิธี spread plate บนอาหารทั้ง 2 ชนิด  จากนั้นเก็บโคโลนีที่ตางกัน แยกโคโลนี
เดี่ยวใหบริสุทธิ์บน NA และVL medium ดวยวิธี streak plate โคโลนีเดี่ยวบริสุทธิ์ที่เจริญบน
อาหาร นํามาเก็บใน slant เพื่อทําการเก็บรักษาเชื้อสําหรับการทดลองขั้นตอไป 

ในการแยกเชื้อแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อลงบนอาหาร VL แลว นําไปเลี้ยงไว
ใน Anaerobic jar ซ่ึงภายในขวดโหลนี้จะเปนสภาพที่ไมมีออกซิเจน เพื่อใหสภาพแวดลอมเหมาะ
สําหรับการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่ไมตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโต (รายละเอียดแสดง
ในภาคผนวก ก) 
 

3.1.1.4 การทดสอบประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อ
กลวยไมสกุลหวาย 

นําโคโลนีเช้ือตัวอยางที่แยกไดบริสุทธิ์ไปเลี้ยงในอาหาร semi-solid modified Rennie 

medium (RM)  นําไปบมที่อุณหภูมิ  30 °C นาน 7 วัน สังเกตการเจริญของเชื้อภายในหลอด
อาหาร สําหรับเชื้อที่เจริญไดในสภาพที่มีออกซิเจนทําการเปลี่ยนฝาจากฝาพลาสติกเปนจุกยางเพื่อ
ใชเข็มฉีดยาเจาะผาน ในขณะที่เชื้อ anaerobic bacteria นั้นกอนทําการเปลี่ยนฝาพลาสติกเปนจุก
ยางตองทําการไลอากาศภายในหลอดทดลองออกโดยใชกาซไนโตรเจนแทนที่ออกซิเจนในหลอด
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ทดลอง ดูดอากาศออกประมาณ 5 % ของบรรยากาศภายใน (Head space) แทนที่อากาศที่ดูดออก
ดวยกาซ acetylene ในปริมาตรเดียวกันกับที่ดูดออก บมไวที่อุณหภูมิ 30°C  นาน 24 ช่ัวโมง 
ตรวจวัดปริมาณกาซ ethylene ที่เกิดขึ้นจะตรวจวัดโดยดูดอากาศในหลอด 1 ml ฉีดเขาเครื่อง Gas 

Chromatography (Teaumroong et al.,2001) คํานวณปริมาณกาซ ethylene จากตัวอยาง โดย
เปรียบเทียบกับพื้นที่ใตกราฟที่เกิดจากฉีด กาซ ethylene มาตรฐาน (รายละเอียดการคํานวณ
ปริมาณ C2H2 ดูภาคผนวก ก) 

 
การหาจํานวนเชื้อท้ังหมดที่เจริญในอาหาร 

นําหลอดที่มีการตรึงไนโตรเจนมาหาปริมาณเชื้อ โดยดูดเชื้อตัวอยางจากหลอดอาหารที่พบการ
ตรึงไนโตรเจน ทําการเจือจาง (dilution) จนไดความเจือจางที่ 10-5 ดูดสารละลายที่เจือจาง 10-3 – 

10-5  ปริมาตร 100 µl ลงในจานเพาะเชื้อ  (plate) ที่มีอาหารแข็ง NA (สําหรับเลี้ยงเชื้อในสภาพที่
ใชออกซิเจน) หรือ อาหาร VL (สําหรับเลี้ยงเชื้อในสภาพที่ไมมีออกซิเจน)  ทํา spread plate โดย
เกลี่ยเชื้อดวยแทงแกวรูปตัว L ที่ปราศจากเชื้อ (จุมดวยแอลกอฮอลแลวเผา) จนทั่วจานอาหาร นําไป
บมที่อุณหภูมิ 30°C หรือวางไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2-7 วัน สังเกตการเจริญเติบโตและลักษณะ
โคโลนีที่ปรากฏ นับจํานวนเชื้อที่ไดแลวคํานวณกลับเปนปริมาณเชื้อทั้งหมดที่มีการตรึงไนโตรเจน 

 
คํานวณโดย  ปริมาณเชื้อ =     จํานวนเชื้อที่นับไดจากอาหารแข็ง 

      ความเจือจางของสารละลาย x ปริมาตรที่ใสในอาหาร 
 
 
3.1.2   การพิสูจนลักษณะของเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีพบในเนื้อเยื่อกลวยไมพันธุเอ้ืองสายสามสี 
 
3.1.2.1  ศึกษาลักษณะของโคโลน ี

        ดูลักษณะของกลุมเซลลที่เรียกวา โคโลนี (colony)  บนวุนเลี้ยงเชื้อ (agar)  แบคทีเรียที่เจริญ
รวมเปนกลุมจะมีลักษณะแตกตางกันตามชนิด  ตั้งแตขนาด  รูปแบบ (form) สวนเวาสวนโคงของ
ผิวหนา (elevation) ขอบ (margin) ตลอดจนรงควัตถุ (pigment) ที่ผลิต ทําใหโคโลนีของ
แบคทีเรียหลายชนิดมีสีแตกตางกันตามธรรมชาติ  ดังรูปที่ 3  
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รูปท่ี 3  ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรีย 
(http://chsweb.lr.k12.nj.us/psidelsky/colony%20characteristics_files/image002.gif) 
 
3.1.2.2  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 
        การยอมสีแกรม(Gram’s stain) (กัญจนา และคณะ, 2547) 
        การยอมสีแบบแกรม เปนวิธีการเบื้องตนในการจําแนกแบคทีเรียออกเปน 2 กลุม ไดแก
แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ การยอมนี้จัดเปนการยอมแบบ differential staining 

ซ่ึงหมายถึงการใชสียอมตั้งแต 2 ชนิดขึ้นไป สียอมแรกเรียกวา primery stain ซ่ึงไดแกสี crystal 

violet สวนสีที่สองเรียกวา counterstain หรือ secondary stain สีที่ใชคือ safanin O แบคทีเรียที่
ยอมติดสีแรกเรียก แบคทีเรียแกรมบวก สวนแบคทีเรียที่ติดสีที่สองเปนแบคทีเรียแกรมลบ ระหวาง
การยอมสีแรกกับสีที่สอง จะมีการใชสารละลายไอโอดีน ซ่ึงทําหนาที่เปน mordant ชวยให 
crystal violet จับกับแบคทีเรียพวกแกรมบวกไดแนน ไมหลุดออกเมื่อลางดวยสารละลาย
แอลกอฮอล   
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รูปท่ี 4  ขั้นตอนการยอมสีแกรม 
(http://faculty.ircc.edu/faculty/tfischer/images/gramstain.jpg) 
 
ขั้นตอนวิธีการยอมสีแกรม 

1. ทําความสะอาดสไลด  และเช็ดใหแหง 
2. เตรียมรอยสเมียรและตรึงเซลลดวยความรอน 

3. หยดสี crystal violet ใหทวมรอยสเมียร ทิ้งไวนาน 1 นาท ี

4. เทสีที่เหลือคางบนสไลดลงในอางน้ํา แลวชะดวยสารละลายไอโอดีน หลังจากนั้นหยด
สารละลายไอโอดีนใหทวมรอยสเมียร และทิ้งไวนาน 1 นาท ี

5. เทสารละลายไอโอดีนทิ้ง แลวชะดวยสารละลายแอลกอฮอล 95 %  จนกระทั่งไมมีสีมวง
ละลายออกมา แตอยาใหเกิน  20 วินาที แลวลางน้ําทันที โดยใหน้ําผานเบาๆ 

6. ซับดวยกระดาษซับ แลวยอมทับดวยการหยดสี  safranin O  ใหทวมรอยสเมียร ทิ้งไวนาน 
1  นาที  

7. เทสีทิ้ง ลางดวยน้ํา แลวซับดวยกระดาษซับ วางทิ้งใหแหง 
8. นําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน ตรวจสอบลักษณะการติดสีแกรมและรูปรางเซลลของ

เชื้อแบคทีเรีย 
 
3.1.2.3  ตรวจสอบลักษณะเฉพาะทางชีวเคมี (Biochemical  characteristics) 

 
3.1.2.3.1  การทดสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอนท่ีแตกตาง 

        เล้ียงเชื้อทั้ง 7 isolate ลงใน NB medium ประมาณ 1-2 วัน จากนั้นทํา dilution  ความ
เขมขนตั้งแต 10-1 – 10-6    สังเกตการเจริญของเชื้อ โดยการทํา drop plate ที่ความเขมขนตั้งแต 
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10-3 – 10-6  บนอาหาร ammonium mineral salt agar medium คอยสังเกตการเจริญเติบโตของ
เชื้อบนอาหารและบันทึกผล (สูตรอาหารดังแสดงในภาคผนวก ก) 
 

3.1.2.3.2  การวิเคราะหหา Indole-3-acetic acid (IAA)  (Gordon และคณะ, 1951)  
การทดสอบความสามารถในการสราง indole ส่ิงมีชีวิตจะสรางสาร indole จากกรดอะมิโน 

tryptophane โดย tryptophanse ในอาหารทดสอบจะตองมี tryptophane ซ่ึงกรดอะมิโนชนิดนี้
อาจจะไมมีในอาหาร peptone ทั่วๆไป ดังนั้นจึงนิยมใช casein digest หรือ tryptone ก็ได อาหาร
ที่ใชควรมีสวนผสมของ casein digest หรือ tryptone 1 % และไมจําเปนตองใสอาหารอืน่อกีหาก
แบคทีเรียนั้นเจริญได แตหากไมสามารถเจริญเติบโตได ควรใสอาหารที่ชวยใหแบคทีเรียนั้นเจริญ
ได แตขอควรระวังคือในอาหารทดสอบจะตองไมมีน้ําตาล glucose เพราะจะไปยับยั้งการสราง 
indole ออกซิเจนก็มีอิทธิพลตอการสราง indole  

เล้ียงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลว RM medium ซ่ึงเพิ่ม tryptophan 0.102 g / L เพิ่มลง
ไป  เล้ียงไวประมาณ 2-5 วัน นํามาตรวจหาปริมาณของเชื้อโดยวิธีการ drop plate แลว 
centrifuge โดยใชสวนที่เปนสารละลายใสเพื่อนําไปวิเคราะหหา IAA โดยใชเครื่อง 
spectrophotometer  
 
สารเคม ีsalkovskii reagent (ใชสําหรับพัฒนาสี) 

0.5 M   FeCl3     1   มิลลิลิตร 

35 %    HClO4  50  มิลลิลิตร 
 
Standard Indole – 3 – acetic acid (IAA) 

เตรียม standard IAA (MW = 175.19) 10 mM เตรียมโดยละลาย IAA ใน 50 % 

methanol ทํา standard IAA 10 mM ใหเจือจางเปน 1mM ดวย 50 % methanol เตรียม 
standard ความเขมขน 0, 10, 20, 50, 100 และ150 µM โดยใช IAA 1 mM ที่เตรียมไว เติม
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใส tryptophan เพื่อปรับปริมาตรใหมีปริมาตรรวมเปน 1ml 
 
วิธีการ 

1. เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ endophytic bacteria (RMR medium) เติม tryptophan 0.102 
g/L ดูดใส flask ขนาด 50 ml ปริมาณ 25 ml จากนั้นเขี่ยเชื้อท่ีแยกไดบริสุทธิ์แลวใสลงในอาหาร
ที่เตรียมไว เล้ียงไวประมาณ 3-5 วัน ขึ้นอยูกับอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อ เมื่อครบกําหนด นํามา
ทํา drop plate แลวนําสวนที่เหลือไปเหวี่ยง (centrifuge) โดยใชสวนที่เปนสารละลายใส ในการ
วิเคราะหหา IAA    
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2. ดูดสารละลายใสจากตัวอยางมา 1 ml. ใสในหลอดทดลองขนาดเล็ก เติม salkovskii 

reagent 2 ml. เขยาใหเขากัน บมไวในที่มืด 30 นาที จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคล่ืน 530 นาโนเมตร 

3. วิธีเตรียม Standard IAA 
 
No.  1mM IAA (µl)  medium (µl)  ความเขมขน (µM/l) 
1.            0       1000    0 
2.          10         990   10 
3.          20         980   20 
4.          50         950   50 
5.        100         900            100 
6.        150         850            150 

ใช Standard แตละความเขมขน 1 มล. ใสลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก เติม salkovskii 

reagent 2 มล. แลวเขยาใหเขากัน บมไวในที่มืดเชนเดียวกับตัวอยาง จากนั้นนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร 
 
การคํานวณ 

นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดเขาสมการ Linear regression จะไดปริมาณ IAA ในหนวย 
µmol/L 
        

 3.1.2.3.3  การตรวจหาและแยกจุลินทรียท่ียอยสลายเซลลูโลส 

เล้ียงเชื้อในอาหาร  mineral salt – cellulose medium  ดวยวิธีการ streak plate mineral 

salt – cellulose medium เปนอาหารสําหรับใชในการตรวจหาและแยกเชื้อจุลินทรียที่ยอยสลาย
เซลลูโลส  ตรวจสอบการเจริญเติบโตของเชื้อ  และเมื่อเชื้อเจริญบนอาหารนําไปตรวจสอบการ
สรางเอนไซมยอยสลายเซลลูโลส  ดูการสราง clear  zone ของเชื้อ 
 
วิธีการ 

1. ทําการเกลี่ยเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน เพื่อแยกเชื้อที่มี
คุณสมบัติในการสรางเอนไซมเซลลูเลส 

2. นําไปบมที่อุณหภูมิหอง 45 องศาเซลเซียส โดยระยะเวลาในการบมนาน 3-5 วัน 

3. กอนวัดขนาดเติม congo red เขมขน 0.1 % ใหทวมอาหารวุนทิ้งไว 15 นาที เททิ้ง แลว
ราดทับดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 1โมลาร ทิ้งไว 5-10 นาท ี

4. เทสารละลายทิ้งแลววัดขนาดดวงใสและโคโลนี  
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3.1.2.4  การจําแนกชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟทดวยเทคนิคทาง Molecular biology 
  
3.1.2.4.1  การเตรียมเซลลสําหรับการทํา 16S rDNA Sequence Analysis 

การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

1. คัดเลือกโคโลนีของแบคทีเรียที่ตองการตรวจสอบ โดยคัดใหเหลือ single colony กอน
เพื่อให แบคทีเรียที่นํามาใชมีความบริสุทธิ์ นับเปนขั้นตอนที่สําคัญ ถาแบคทีเรียที่ใชไมบริสุทธิ์ เมื่อ
นําไปทําปฏิกิริยา PCR อาจไดแถบดีเอ็นเอที่มี 16S rRNAgenes หลายแบบปะปนกันอยู เมื่อ
นําไปหาลําดับเบสจะปรากฏคา N (คาที่อานไมได) มาก ทําใหการวิเคราะหลําดับเบสขาดความ
แมนยํา 
2. นําเชื้อแบคทีเรียที่ตองการตรวจสอบยายลงอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสําหรับเชื้อนั้นๆ

หรืออาจใช Nutrient broth (NB) เขยาเชื้อเบาๆ  24-48  ชั่วโมง สังเกตอาหารเหลวจะขุนขึ้น บาง
วิธีอาจใชบนอาหารแข็ง เชน Nutrient agar (NA) ก็ไดใชหวงถายเชื้อท่ีผานการฆาเชื้อแลวถาย
เชื้อแบคทีเรีย 1 โคโลนีลงในอาหาร NB เล้ียงไว 24 ชั่วโมง - 2 วัน แลวแตอัตราการเจริญเติบโต
ของเชื้อแตละชนิด 

 
        3.1.2.4.2  การสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย (DNA extraction) 

        เซลแบคทีเรียที่ใชจะตองมีอายุไมมากนัก ควรอยูในระยะ Log phase จะสกัดดีเอ็นเอไดงาย 
ถาอายุเซลของแบคทีเรียมากไปจะยอยผนังเซลไดยาก และอาจมีสารประกอบหลายๆ อยางที่
แบคทีเรียสรางขึ้นมารบ กวนความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่ได เชน pigment ตางๆ เปนตน สําหรับ
การสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียมีหลายวิธี ในที่นี้จะใชชุดสําเร็จรูป (DNA Preparation Kits) เพื่อ
การสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียโดยตรง 
 
ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย 

1. เล้ียงเชื้อแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA Plate นาน 48 ช่ัวโมง 
2. ลางเซลแบคทีเรียดวย TEN buffer (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA pH 8.0 ที่มี 0.1 

N NaOH, 0.5 % Sodium dodecyl sulfate) โดยปนเหวี่ยงที่ 5000 rpm เปนเวลา 5 นาที เท
สวนใสทิ้ง เติม 500 µl TEN buffer  หมุนเหวี่ยงที่ 5000 rpm 5 นาที 2 รอบ  

3. เทสวนใสทิ้ง เติม 20 % sucrose (ใน TEN buffer) 200 µl  , 10 % SDS 100 µl  , 2 

Mg / 1 ml Lysozyme  20 µl และ10 Mg/1ml RNase  32 µl  ผสมใหเขากัน นําไปหมุนเหวี่ยง 
ที่ 37 °C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จนไดสารละลายใส 
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4. เติม5 M NaCl  75 µl ผสมกับ Phenol : Chloroform : Isoamylalcohol (25 : 24 : 1) 
500 µl ผสมใหเขากัน หมุนเหวี่ยงที่ 14000 เปนเวลา 10 นาที  2 รอบ  ดูดสารละลายสวนใส 

5. เติม ethanol 500 µl และ 3 M sodium acetate 500 µl แชที่ 4 °C เพื่อใหตกตะกอน 

6. ทําใหแหง โดยลางดวย ethanol 70 % เติม TE buffer (10 mM Tris pH 7.9, 1 mM 

EDTA  pH 8) 50 µl  เก็บที่ 20 °C  เพื่อใชในการหาลําดับเบสและตรวจสอบ nif gene ตอไป 
 
         3.1.2.4.3  การเพิ่มปริมาณชิ้นสวน 16S rDNA โดยใชเทคนิคพีซีอาร (amplifying DNA 
: polymerase chain reaction) 
        พอลิเมอเรสเชนรีแอกชั่นหรือพีซีอาร (PCR) เปนเทคนิคการสังเคราะหดีเอ็นเอในหลอด
ทดลองที่ไดพัฒนาขึ้นเพื่อเพิ่มจํานวนโมเลกุลของดีเอ็นเอในปริมาณมาก พีซีอารสามารถเพิ่ม
โมเลกุลของดีเอ็นเอไดเปนลานๆเทาในหลอดทดลอง ผลทําใหมีไดยีนจํานวนมากสําหรับการทํา
สําเนาในการหาลําดับเบส (อุไรวรรณ, 2545)  ใชprimer 9F, 339F, 785F และ1099F โดยใชดี
เอ็นเอจากเชื้อที่สกัดไดเปนดีเอ็นเอตนแบบ  มีวิธีการดังนี้  

1. เติมองคประกอบของสวนผสมตางๆ ดังตารางที่ 1 เพื่อทําใหเกิด มาสเตอรมิกซ(master 

mix)  ดังตารางที่ 4 

2. ผสมมาสเตอรมิกซและไพรเมอรที่มีหรือไมมีดีเอ็นเอเปาหมายในหลอดไมโครฟวจ
ขนาด 0.5 มล. ใสตัวอยางลงใน พีซีอารเทอรโมไซเคอร(PCR thermocycle) และเริ่มตน
โปรแกรม ดังนี ้
  ขั้นตอนที่ 1 Denaturation  ที่ 94 °C , 4 นาท ี

  ขั้นตอนที่ 2 Denaturation  ที่ 94 °C , 1 นาท ี             
             Annealing  ที่ 50 °C ,  1 นาที                35 รอบ 

             Extension  ที่ 72 °C ,  1 นาท ี

  ขั้นตอนที่ 3  Extension       ที่ 72 °C ,  4 นาท ี

 เมื่อเสร็จสิ้นปฏิกิริยา เก็บที่อุณหภูมิ 4 °C จนกวาจะนําผลิตภัณฑ PCR ออก  
        วิเคราะหผลผลิตของพีซีอารโดยใช Agarose gel electrophoresis 1% ซ่ึง electrophoresis  
เปนวิธีการที่ใชในการแยก ระบุชนิด และทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์โดยการทําใหโมเลกุลท่ีมีประจุแยก
ออกจากกันในสนามไฟฟา ซ่ึงจะชวยใหเห็นวา PCR  product ที่สกัดไดมีความบริสุทธิ์หรือไม 
(อุไรวรรณ, 2545) 
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เอกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟโรสิสของดีเอ็นเอที่เพิ่มจํานวนโดยพีซีอาร 
1.  ผสมสารผสมของปฏิกิริยาที่ไดจากการเพิ่มจํานวนโดยพีซีอาร  15 µl เขากับเจลโลดดิงบัฟเฟอร

(gel loadind buffer) 
2. ใสสารผสมในขอ 1 ลงใน 1.7 % เอการโรสเจลที่เตรียมไวแลว 

3.  อิเล็กโตรโฟรีสิสที่ 90 โวลต เปนเวลา 60-90 นาที หรือจนกระทั่งสียอมบรอมฟนอลบลู
(bromphenol blue dye) เคลื่อนที่อยูหางจากปลายเจลประมาณ 2 ซม. 

4.  ถายภาพเจลที่ได และวิเคราะหจํานวนและขนาดของแถบหรือแบนดดีเอ็นเอที่ได 
 
ตารางที่  4  มาสเตอรมิกซสําหรับปฏิกิริยา PCR 
 

องคประกอบของสวนผสมตางๆ มาสเตอรมิกซสําหรับปฏิกิริยา(µl) 
10X buffer 

25 mM dNTP 

25 mM MgCl2 

primer 1 

primer 2 

taq polymerase 

DNA 

Sterile water 

Total volume 

2.50 

2.00 

1.50 

0.625 

0.625 

0.20 

1.00 

16.55 

25.00 
        
 

3.1.2.4.4  การจําแนกชนิดของจุลินทรีย 
ในการทดลองนี้นําตัวอยางไอโซเลทเชื้อแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน สงไปทําการวิเคราะหทาง

ชีววิทยาโมเลกุล โดยเทคนิค 16S rDNA ณ หองปฏิบัติการ DNA TECHNOLOGY 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ดวยเครื่อง Automatic DNA Sequencer 

(ABI377) ซ่ึงใชหลักการติดฉลากบนเบสของดีเอ็นเอทั้ง 4 ชนิด คือ อะดีนีน (A) กัวนีน (G) ไซ
โตซีน (C) และไทนีน (T) ดวยสารเรืองแสงที่แตกตางกัน เบสทั้ง 4 นิวคลีโอไทดเหลานี้จะถูก
นําเขาไป (incorporate)ในสายดีเอ็นเอที่สรางใหมโดยใชเอ็นไซมดีเอ็นเอ โพลีเมอเรส(DNA 

polymerase) จากนั้นจึงนําไปเคลื่อนผานเจลดวยความตางศักยของกระแสไฟฟา ดวยหลักการ
ของอิเล็กโตรโฟลีซีส  (electrophoresis) ทําใหเกิดแถบสีของสารเรืองแสงเรียงกันตามลําดับเบส
ของสายดีเอ็นเอ  ซ่ึงจะถูกตรวจจับดวยเครื่องรับสัญญาณแสงแลวแปลงเปนสัญญาณดิจิตอลสงไป
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วิเคราะหดวยคอมพิวเตอร  โดยขบวนการทั้งหมดจะเกิดขึ้นอยางอัตโนมัติภายใตการทํางานของ
เครื่องดีเอ็นเอซีเคว็นเซอร (DNA Sequencer) 

        เมื่อไดขอมูลที่เปนลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อจุลินทรียแลว  นําขอมูลท่ีไดไปวิเคราะหหา
ชนิดจุลินทรียโดยอาศัยฐานขอมูลจากอินเทอรเนตของ National Center for Biotechnology 

Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยใชโปรแกรม  BLAST ในการคนหาและ
วิเคราะหชนิดของจุลินทรีย  เชื้อที่นําไปจําแนกดวยเทคนิค 16S rDNA ไดแก ไอโซเลท ESS 1, 

ESS 2, ESS 3, ESS 4, ESS 5, ESS 6 และESS 7 โดยใช primer 9F, 339F, 785F และ
1099F ในการวิเคราะหลําดับเบส โดย primer เหลานี้จะใชตั้งแตในกระบวนการ PCR 

amplification โดยทําในเครื่อง  Thermocycle  (Astec PC800)  
 

3.1.2.4.5.  การทําแผนภูมิการวิเคราะหแสดงความสัมพันธของส่ิงมีชีวิต (Phylogenetic 
tree) 
        การทํา Phylogenetic tree เปนการเปรียบเทียบลําดับเบสที่วิเคราะหจากเทคนิค 16S rDNA 

sequence โดยจะนําลําดับเบสที่ไดจากการตรวจสอบ เทียบกับตัวอางอิงที่หาจาก Gene Bank 

วิเคราะหความสัมพันธโดยใชโปรแกรม  Bioedit รวมกับ MEGA 3  
 
3.2  ทดสอบประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนในกลวยไมและตรวจหาหารเขาอาศัยภายในเนื้อเยื่อ
พืช 
 
3.2.1 ปลูกถายเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟทใหกบกลวยไมสกุลหวายท่ีมาจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ         

        คัดเลือกเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนที่แยกไดจากกลวยไมพันธุเอ้ืองสายสามสี  
เพื่อนําไปปลูกถายใหกลับกลวยไมที่มาจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยเลี้ยงเชื้อที่ตองการในอาหาร
เหลว (NB) เพื่อเพิ่มปริมาณเชื้อ ทําการปลูกถายเชื้อใหกับกลวยไมโดยใหมีปริมาณเชื้อที่ตองการ
ปลูกถายประมาณ 108 cells/ml  แบงเปน 2  การทดลอง ดังนี ้
 

การทดลองที่ 1   ทดลองในกลวยไมเอื้องสายสามสี  วางแผนการทดลองแบบ factorial คือ มี 
2 ปจจัย  ปจจัยที่ 1 เชื้อที่ ESS 2 และ ESS 3 และปจจัยที่ 2 คือ สวนที่ปลูกเชื้อ มี 4 ซํ้า ดังนั้นจะมี 
4 ตํารับ รวมชุดควบคุมเปน 5  ตํารับ  ดังนี้ 
        ตํารับที่ 1 ชุดควบคุม กลวยไมสายพันธุเอื้องสายสามสีสวนเหนือราก 

ตํารับที่ 2 ปลูกถายเชื้อ ESS 2 ในกลวยไมสายพันธุเอื้องสายสามสี บริเวณสวนเหนือราก(ตน
และใบ) 
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ตํารับที่ 3 ปลูกถายเชื้อ ESS 3ในกลวยไมสายพันธุเอื้องสายสามสี บริเวณสวนเหนือราก(ตน
และใบ) 

ตํารับที่ 4 ชุดควบคุม กลวยไมสายพันธุเอื้องสายสามสีบริเวณราก 

ตํารับที่ 5 ปลูกถายเชื้อ ESS 2 ในกลวยไมสายพันธุเอื้องสายสามส ีบริเวณราก 

ตํารับที่ 6 ปลูกถายเชื้อ ESS 3 ในกลวยไมสายพันธุเอื้องสายสามส ีบริเวณราก 
การทดลองที่ 2   กลวยไมลูกผสม (White Fairy; W.F)  วางแผนการทดลองแบบ CRD 

(Completely Ramdomized Design) เปนการทดลองแบบซุม  มีปจจัยเดียว คือ เชื้อท่ีใชในการ
ปลูกถาย  เชื้อ ESS 2 และ  เชื้อ ESS 3  ทําการทดลองทั้งหมด 4 ซํ้า มีทั้งหมด  3  ตํารับ ดังนี้  

ตํารับที่ 1 ชุดควบคุมกลวยไมลูกผสม 

ตํารับที่ 2 ปลูกถายเชื้อ ESS 2 ในกลวยไมลูกผสม(ทั้งตน) 
ตํารับที่ 3 ปลูกถายเชื้อ ESS 3 ในกลวยไมลูกผสม(ทั้งตน) 

 
ในแตละตํารับ ทํา 3 ซํ้า โดยการจุมสวนที่ตองการปลูกถายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นเลี้ยง

กลวยไมบน อาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เก็บในตูที่ควบคุมแสงที่ 180 µE ความชื้น 60 % 

และอุณหภูมิ 25 + 2 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 เดือน จึงนํามาตรวจหาอัตราการตรึงไนโตรเจน
(ดังแสดงในขอที่ 2) และทํา ตัดเนื้อเยื่อพืช (section) เพื่อตรวจสอบตําแหนงการเขาอาศัยของเชื้อ 
 
3.2.2 ประเมินประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนในกลวยไมท่ีไดรับการปลูกเชื้อ 

เมื่อครบ 1 เดือน นําไปตรวจหาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน ดวยเทคนิค Acetylene 

Reduction Assay  โดยนํากลวยไมที่ตองการทดสอบ ใสในขวดที่ทราบปริมาตร ปดฝาขวดให
สนิท ดูดอากาศออก 5 %  ของปริมาตรขวด จากนั้นฉีดกาซ acetylene เขาไปแทนที่ในปริมาตรที่
เทากัน บมไว  24 ชั่วโมง ตรวจวัดปริมาณ ethylene ดวยเครื่อง GC    
 
3.2.3 ตรวจสอบการเขาอาศัยภายในเนื้อเยื่อพืช โดยวิธีไมโครเทคนิคทางพืช (Plant 
michotechnique)  
 
การตัดเนื้อเยื่อพืช  (section tissue)  

คัดเลือกกลวยไมที่พบการตรึงไนโตรเจน เพื่อนํามาตรวจสอบการเขาอาศัยภายในเนื้อเยื่อพืช   
นํากลวยไมมาตัดแบงเปนสวนตางๆ คือ สวนลําตน, สวนใบ และสวนราก หลังจากนําชิ้นสวนของ
พืช ใสในน้ํายารักษาสภาพของเซลล (Fixative) ซ่ึงเปนน้ํายาที่ใชฆาเซลล และรักษาสภาพเซลล
เพื่อให protoplasm ภายในเซลลหยุดขบวนการตางๆ และมีการเปลี่ยนแปลงนอยที่สุด สามารถ
เก็บรักษาเนื้อเยื่อไวใกลเคียงปกติ  
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แบงออกเปน 4 ขั้นตอน ดังนี้ 
ขั้นตอนที่ 1  การรักษาสภาพเซลล 

การรักษาสภาพของเซลล โดยใชสูตรน้ํายา FAA  (Formalin-acetic acid-alcohol) การแช
เนื้อเยื่อ หากเนื้อเยื่อมีความออน ควรแชไว 18-24 ชั่วโมง ถาเนื้อเยื่อมีความแข็ง ควรแชไว 1-2  
สัปดาห หรืออาจเก็บเนื้อเยื่อไวประมาณ 1 ป 
 
สูตรน้ํายา FAA (Formalin-acetic acid-alcohol) 
 Ethyl alcohol 95 %    50 ml. 
 Acetic acid glacial     5  ml. 
 Formalin     10 ml. 
 น้ํากลั่น      35 ml. 
 
ขั้นตอนที่  2  การดึงน้ําออกจากเซลล 
 
ตารางที่  5  การเตรียม dehydrating reagents 
 

ขั้นตอน 50 % 

(ml.) 

70 % 

(ml.) 

85 % 

(ml.) 

95 % 

(ml.) 

100 % + erythosin 

(ml.) 

น้ํากลั่น 50 30 15 - - 

95 % ethyl alcohol 40 50 50 45 - 

TBA 10 20 35 55 75 

Alcohol 100 % - - - - 25 

 
 
ขั้นตอนการดึงน้ําออกจากเซลล 

ขั้นที่ 1  ดึงน้ําออกดวย dehydrating reagent 50 % ทิ้งไว 1 คืน 

ขั้นที่ 2  ดึงน้ําออกดวย dehydrating reagent  70 % ทิ้งไว 1 คืน 

ขั้นที่ 3  ดึงน้ําออกดวย dehydrating reagent  85 % ทิ้งไว 1 คืน 

ขั้นที่ 4 ดึงน้ําออกดวย dehydrating reagent  95 % ทิ้งไว 1 คืน 

ขั้นที่ 5  ดึงน้ําออกดวย dehydrating reagent 100 % + erythosin ทิ้งไว 1 คืน 

ขั้นที่ 6  แชใน TBA (pure) ทิ้งไว 1 คืน 
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ขั้นที่ 7  แชใน TBA + liquid paraplast ทิ้งไว 1 คืน 

ขั้นที่ 8  อบเนื้อเยื่อดวย paraffin อุณหภูมิของตูอบ 58-60 องศาเซลเซียส โดยเริ่มอบจาก 
paraffin เกรดต่ํากอน แลวคอยเปล่ียนเปน paraffin เกรดดี โดยเปลี่ยน 3-4 คร้ัง สําหรับครั้ง
สุดทายใช parafin บริสุทธิ์ (paraplast) โดยอบไวประมาณ 1 สัปดาห และพรอมที่จะทําใน
ขั้นตอนตอไป 
 
ขั้นตอนที่  3   การฝงชิ้นสวนพืชใน parafin (embedding) และการตัดเนื้อเยื่อพืช 

ชิ้นสวนที่แชอยูใน parafin บริสุทธ์ิ ทุกสวนภายในเนื้อเยื่อเต็มไปดวย paraffin ขั้นตอนนี้ คือ 
การนําเอาเนื้อเยื่อมาฝงใน parafin โดยหลอเหมือนวัตถุในแมพิมพ paraffin ก็จะแข็งตัว และทํา
หนาที่ยึดหอหุมใหชิ้นสวนพืชสามารถรับคมมีดไดเต็มที่ และไมใหเนื้อเยื่อบางสวนหลุดออกไป
ขณะที่ตัด 
 
วิธีการ 

พับกระดาษเปนพิมพ หรือที่เรียกวา boat (กระทง) โดยนํากระทงวางบนโตะที่มีความราบเรียบ 
กอนวางกระทงควรใชกระดาษรองโตะกอน จากนั้นวางกระทง แลวเท paraffin บริสุทธิ์ที่หลอมไว
ลงในกระทง ใหระดับ parafin ต่ํากวาขอบกระทงเล็กนอย ถามีฟองอากาศเกิดขึ้นใชเข็มเขี่ยลนไฟ
ใหรอน ไลฟองอากาศใหหมดโดยเร็ว พอ parafin แข็งตัวสูงขึ้นประมาณ 1 ใน 4 ของทั้งหมด หรือ
ประมาณ 2 มม. รีบนําชิ้นสวนพืชใสลงในกระทง แลวใชเข็มเขี่ยที่ลนไฟไลฟองอากาศอกใหหมด
อีกครั้ง พรอมกับจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อในระนาบที่สามารถนําไปตัดไดตามจุดประสงค แลว
ปลอยให parafin แข็งตัว หลังจาก parafin แข็งตัวใหแกะกระดาษออก จะได parafin รูปเหลี่ยม 
ขางในมีเนื้อเยื่อพืช กอนนําไปตัดตองนําแทง parafin ที่ embedding ไปตกแตงโดยใหเปนรูป
ส่ีเหล่ียมผืนผา ใหตรงกลางเปนชิ้นสวนพืช โดยมี parafin ลอมรอบหนาเทาๆกันทุกดาน หลังจาก
นั้นนําแทง parafin ไปติดกับแทงไมที่มีลักษณะขนาด 1.5 x 1.5 x 1.5 ล.บ.ซ.ม. สําหรับแทงไมนี้
มีคุณสมบัติในการตัดแทง parafin ดานหนึ่งและอีกดานหนึ่งไวสําหรับยึดติดกับตัวเครื่อง 
 
อุปกรณการตัด  

1.มีดปลายแหลม 1 อัน 

2.พูกันขนออน  2 อัน 

3.ที่รองรับ Ribbon section 

ขณะที่ตัดใชพูกันเขี่ยขอบบน และลางของ block เพื่อกําจัดเศษ parafin และควรใชกระดาษ
ชุบ xylene เช็ดคมมีดบอยครั้ง เพื่อทําความสะอาด 
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การตัดท่ีดี  ขึ้นอยูกับ 
1.ความเร็วของการหมุน หรือจังหวะในการหมุน 

2.มุมของใบมีด 

3.อุณหภูมิในขณะทําการตัดไมควรสูง หรือต่ําเกินไป 

การตัดจะตองตัดใหเปนแผน ribbon ออกมาตรง และมีความยาวไมฉีกขาด การตัดเนื้อเยื่อ
กลวยไมในครั้งนี้ ตัดใหมีความหนาประมาณ 13 µm. นํามาวางที่รับรองจากนั้นเลือกตรงที่ตองการ
ตามวัตถุประสงค ใชกรรไกรตัด หรือมีดคมๆมาตัด ribbon เพื่อนําไปวางบนแผน slide ตอไป ใน
การเตรียมแผน slide จะตองสะอาด ไมมีคราบมัน 

หลังจากเตรียมน้ํายา ใหนําแผน slide ที่สะอาดวางลงที่ราบเรียบ แลวหยดน้ํายายึดแผน ribbon 
ลงไปบนแผน slide ประมาณ 2-3 หยด จากนั้นนําไปวางบนเครื่องอุนแผน slide (Hot plate) ที่
อุณหภูมิ 40 °C พอแหงหมาดๆนําพูกันขนาดเล็กที่เปยกน้ําแตะแผน ribbon ที่แบงเปนชิ้นส้ันๆ 
นํามาวางบนแผน slide เรียงลําดับ ribbon จะคลี่ออกสามารถมองเห็นไดชัดเจน จากนั้นทิ้งไวให
แหงประมาณ  2-3 วัน หรือ 24 ช่ัวโมง แลวทําขั้นตอนตอไป 
 
การเตรียมน้ํายายึดแผน ribbon กับแผน slide  มีขั้นตอน ดังนี้ 
1. ตีไขขาวจนขน 

2. ตักเอาฟองอากาศออก 

3. ผสมไขขาวและน้ํากลั่น (อัตราสวน 1 : 50) 

4. นําไขขาวที่ผสมกับน้ํากลั่น ผสมรวมกับ Sodium bensoule 0.5-1 g จากนั้นกรองดวยสําลี แลว
เก็บ stock ที่อุณหภูมิ ≤ 15 °C 

5.เมื่อจะใชใหเจือจาง stock : น้ํากลั่น (อัตราสวน 1 : 50) 
 
ขั้นตอนที่ 4  การยอมสีพืช   ขั้นตอนการยอมสี  มีดังนี้ 
1. แช 95 % alcohol 5 นาท ี

2. แช 70 % alcohol 5 นาที 
3. แช 50 % alcohol 5 นาท ี

4. แช  Safranin O     1-12 ช่ัวโมง 
5. แชน้ํากลั่น คร้ังที1่  5 นาท ี

6. แชน้ํากลั่น คร้ังที2่ 5 นาท ี

7. แช 50 % alcohol 5 นาที 
8. แช 70 % alcohol 5 นาท ี
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9. แช 95 % alcohol 5 นาท ี

10. จุม Absolute alcohol 

11. แชสียอม Fast green      5-30 วินาท ี

12. แช Cover oil + Absolute alcohol + Xylene (2: 1: 1) คร้ังที่ 1             15 นาท ี

13. แช Cover oil + Absolute alcohol + Xylene (2: 1: 1) คร้ังที่ 2          15 นาท ี

14. แช Xylene คร้ังที่  1 15-30 นาท ี

15. แช Xylene คร้ังที ่ 2 15-30 นาท ี

16. mounted ใน canada balsam 

การ mounted ใน canada balsam  เปนการทําสไลดถาวร และทําใหเห็นเนื้อเยื่อท่ียอมชัดเจน
ยิ่งขึ้น canada balsam กอนใชจะผสมกับ xylene แตมีขอควรระวังคือ ตองปดฝาขวดทุกครั้งหลัง
ใช เพื่อไมใหแข็งตัว ถา canada balsam แข็งจะไมสามารถนํามาใชไดอีก 
 


