
รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองที่สิ้นสุด 
------------------- 

 
1. ชุดโครงการวิจัย - 
 
2. ช่ือโครงการวิจัย การศึกษาศักยภาพการรับไนโตรเจนทางชีวภาพ กลุ่มแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนที่ส าคัญ 

และปฏิกิริยาสัมพันธ์ระหว่างแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนกับอ้อยในอ้อยสายพันธุ์ไทย 
Study on nitrogen derived from biological nitrogen fixing ability,   
N2-fixing bacterial community structure and interaction between sugar 
cane and N2-fixing bacteria on commercial sugar cane varieties in Thailand 

 
3. ช่ือการทดลอง (ภาษาไทย) การศึกษาลักษณะกลุ่มและปริมาณประชากรของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน  

ในอ้อยพันธุ์ไทยโดยเทคนิค Real-Time PCR  
ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ)  Study of N2-fixing bacterial community structure of Thai sugarcane 

varieties by Real-Time PCR techniques. 
 
4. คณะผู้ด าเนินงาน   
หัวหน้าการทดลอง นายพงศกร  สรรค์วิทยากุล        ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ผู้ร่วมงาน  นางสาวอรุโณทัย  ซาววา           ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

นางสาวกัลยกร  โปร่งจันทึก กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร  
นายภัสชญภณ   หมื่นแจ้ง  กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

 
5. บทคัดย่อ 

การศึกษาลักษณะกลุ่มและปริมาณประชากรของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนในอ้อยพันธุ์ไทยโดยเทคนิค 
Real-Time PCR  ท าการศึกษาในอ้อยพันธุ์ไทยที่นิยมปลูก 5 สายพันธุ์ คือ ขอนแก่น 3  อู่ทอง 84-12  สอน.92-
11  สอน.88-92 สอน.95-84  อ้อยสายพันธุ์บราซิล (Sp70-1284)  หญ้าเนเปียปากช่อง อ้อยป่าTH99-132 (S. 
spontaneum) และหญ้ากินนีสีม่วง โดยศึกษาการ Colonization ของแบคทีเรีย ผลการทดลองพบว่า มี
ก า ร  Colonize ข อ งแ บ ค ที เรี ย อ ย่ า งน้ อ ย  2 ช นิ ด ใน ใบ แ ล ะล า ต้ น อ้ อ ย  พ บ  Gluconacetobacter  
diazotrophicus ในใบของอ้อยพันธุ์บราซิล  พบ Azospirillum  brasilense  ในล าต้นอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 
สอน.92-11  สอน.88-92 สอน.95-84 พันธุ์บราซิล และอ้อยป่า และพบ Herbaspirillum seropedicae ในล า
ต้นอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3  สอน.92-11  สอน.88-92 สอน.95-84 พันธุ์บราซิล อ้อยป่าและหญ้ากินนีสีม่วง  
นอกจากนี้ยังพบ Azospirillum brasilense และ Herbaspirillum seropedicae  ในบริเวณ rhizosphere ของ
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อ้อยพันธุ์อู่ทอง 84-12 แต่ไม่พบในล าต้น  จึงอาจสรุปได้ว่าล าต้นอ้อยสายพันธุ์ อู่ทอง 84-12  ไม่เอ้ือต่อการอยู่
อาศัยของแบคทีเรยีดังกล่าว แต่อาจมีระบบที่เอ้ือต่อการอยู่อาศัยบริเวณรากและ rhizosphere  
 

A Study of N2-fixing bacterial community structure of Thai sugarcane varieties by Real-
Time PCR techniques. Five commercial Thai varieties (KK3 UT84-12 LK92-11 K88-92 and K95-84) 
and Brazilian sugarcane varieties (Sp70-1284 TH99-132 (S. spontaneum)) Napeir Pak Chong 1 
(Pennisetum purpureum cv. pakchong1) and purple guinea grass were tested. The results of 
colonization of bacteria showed at least two types of bacteria colonize the leaves and stems of 
sugarcane, found Gluconacetobacter diazotrophicus in leaves of Sp70-1284, Azospirillum 
brasilense in stems of KK3  LK9 2 -1 1   K8 8 -9 2   K9 5 -8 4  and Sp70-1284 and Herbaspirillum 
seropedicae in stems of LK92-11  K88-92  K95-84  Sp70-1284 and purple guinea grass. Moreover, 
Azospirillum brasilense and Herbaspirillum seropedicae in rhizosphere of UT 8 4 -1 2  but not 
found in stems.  It may be concluded that stem of UT84-12 not conducive to the habitat of the 
bacteria but  may have a system that is conducive to living roots and rhizosphere.  
 
6. ค าน า 

การศึกษาลักษณะกลุ่ม (Community) และปริมาณประชากร (Population Rate) ของแบคทีเรีย PGPR 
ซึ่งเป็น Endophytic แบคทีเรีย ในเนื้อเยื่อต้นอ้อย มีความจ าเป็นเพ่ือศึกษาลักษณะการปฏิสัมพันธ์พ้ืนฐานของ
แบคทีเรียและอ้อยแต่ละสายพันธุ์ หากต้องการพัฒนาสายพันธุ์อ้อยที่มีอัตราการเจริญเติบโตสูง ให้น้ าตาลมาก 
เพราะลักษณะของกลุ่มและปริมาณประชากรของแบคทีเรีย PGPR มีผลต่ออัตราการเจริญเติบโตของอ้อย 
(Valeria et al., 2012.) ซึ่งแบคทีเรียเหล่านี้จะมีความสามารถในการตรึงในโตรเจนและความสามารถในการช่วย
ละลาย แร่ธาตุที่จ าเป็นต่ออ้อยในดิน แปรผันไปตามลักษณะของสายพันธุ์อ้อย (Bashan and Levanony,1990) 
ทั้งนี้เราจะต้องไม่คัดเลือกเพียงสายพันธุ์ของแบคที เรียเท่านั้นแต่ต้องคัดเลือกสายพันธุ์อ้อยด้วย (Munos-Rojas 
and Caballero-Mellado, 2003).  

ปัจจุบันเทคนิค Real-time PCR สามารถใช้ตรวจสอบชนิดเชื้อแบบเฉพาะเจาะจงถึงระดับ Species และ 
Subspecies (Schaad et al. 2001a) ได้แล้ว ยังได้เปรียบ Conventional PCR ซึ่งไม่สามารถใช้ตรวจวิเคราะห์
เชิงปริมาณ (quantitative analysis) ได้ แม้ว่าจะมีการพัฒนา PCR รูปแบบต่างๆ แต่ส่วนใหญ่จะมีวิธีการ
ค่อนข้างยุ่งยาก ในทางปฏิบัติไม่เหมาะสม โดยโอกาสเกิดความผิดพลาดในการท าและหรือความถูกต้องแม่นย ามี
มาก และมี reproductively ต่ า นอกจากนี้ Real-time PCR ยังมี Sensitivity สูงกว่า วิธีการทาง Serology และ
ประหยัดเวลาในส่วนที่ต้องใช้สร้างแอนตี้บอดี้จ าเพาะส าหรับแบคทีเรียกว่ามากอีกด้วย (Ozakman and Schaad, 
2003) 
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7. วิธีด าเนินการ 
1. ค้ น คว้ าข้ อมู ล ท าง Bioinformatic จี โน มขอ งแบ ค ที เรี ย ใน ดิ น  7 ชนิ ด คื อ  Azospirillum sp., 

Burkholderia sp., Klebsiella sp., Rhizobium sp., Enterobacter sp., Gluconacetobacter sp., 
Herbaspirillum sp. จากฐานข้อมูล NCBI 

2. ศึกษาข้อมูลยีน nifH ของแบคทีเรียทั้ง 7 ชนิด โดยจัดกลุ่มวิวัฒนาการของยีน สร้าง Phylogenetic 
dendrogram หรือ gene evolutionary dendrogram 

3. สืบค้น Homology position ระหว่าง Genus และภายใน Species 
4. ออกแบบ ไพรเมอร์ เพ่ือใช้ทดสอบชนิดสายพันธุ์ของ Bacteria  
5. ทดสอบ sensitivity และ specificity ของ ไพรเมอร์ ที่ออกแบบไว้กับแบคทีเรีย culture 
6. เมื่อได้ ไพรเมอร์ ที่เหมาะสม จึงน า PCR product ไป Sequence เพ่ือน ารหัสพันธุกรรมที่ได้มาออกแบบ 

probe ส าหรับ Quantitative PCR 
7. สังเคราะห์ probe ส าหรับ Quantitative PCR ที่จะใช้ทดสอบแบคทีเรียที่ต้องการ          

8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
    1. การค้นคว้าและวิเคราะห์ข้อมูลทาง Bioinformatic ยีน NifH ของแบคทีเรียทั้ง 7 genus 
 สืบค้นข้อมูล nifH จากฐานข้อมูล NCBI ของแบคทีเรียทั้ง 7 genus คือ Azospirillum, Burkholderia, 
Klebsiella, Rhizobium, Enterobacter, Gluconacetobacter แล ะ  Herbaspirillum ได้ ข้ อมู ล ส ายรหั ส
พันธุกรรมของยีน nifH จากแบคทีเรียทั้งหมด 19 species  
 น าข้อมูลทั้งหมดมาวิเคราะห์ Homology และ สร้าง gene evolutionary dendrogram (ภาพที่ 2) 
พบว่ามี Consensus position 90.9% และมี identity position 45% (ภาพท่ี 1) 
 จากการวิเคราะห์ dendrogram พบว่า แบคทีเรียแต่ละ Genus มีการแบ่งแยกลุ่มค่อนข้างชัดเจน และ 
species ภายใน Genus เดียวกันมีความแตกต่างกัน จึงสามารถน า ยีน nifH มาใช้ในการออกแบบ Specific ไพร
เมอร์ ซึ่งใช้แบ่งแยกระหว่าง Genus และ species ของแบคทีเรียได ้ 
 
 

  
 

ภาพที่  1  แสดง Alignment (บางส่วน) ของยีน nifH จากแบคทีเรีย 19 species 
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ภาพที่  2  nifH gene evolutionary dendogram ของแบคทีเรีย 19 species 

 
 น าข้อมูลยีนทั้งหมดมาจ าลองการ Translation เพ่ือวิเคราะห์ วิวัฒนาการระดับ Proteomic ของโปรตีน 
nifH พบว่าจากการวิเคราะห์ Homology สายเปปไทน์ consensus position 93.7% และมี identity position 
56.5% จากการวิเคราะห์ protein evolutionary dendrogram พบว่ามีการแบ่งกลุ่มของโปรตีนระหว่าง Genus 
ค่อนข้างชัดเจนแต่ยังมีบาง Genus ที่มีวิวัฒนาการของโปรตีน NifH ใกล้เคียงกันเช่นในกลุ่ม Enterobacter และ 
Klebsiellia  กลุ่ม Bradyrhizobium, Burkholderia และ Herbaspirillum (ภาพที่ 3) 

 

 
 
ภาพที่ 3  nifH gene evolutionary dendogram ของ Enterobacter, Klebsiellia, Bradyrhizobium,  

  Burkholderia และ Herbaspirillum 
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   2. การออกแบบ ไพรเมอร์ เพ่ือใช้ทดสอบชนิดสายพันธุ์ของ Bacteria 
 น าข้อมูล nifH gene alignment ทั้งหมดของแบคทีเรียมาวิเคราะห์ต าแหน่งที่ได้ 100% Homology 
ของแต่ละสายพันธุ์ภายใน genus เดียวกัน (ภาพที่ 5) และวิเคราะห์ Thermodynamic property ของบริเวณ
สายรหัสพันธุกรรมเพ่ือหาบริเวณทที่เหมาะสมในการออกแบบไพรเมอร์  (ภาพที่ 4) และสังเคราะห์ไพรเมอร์ 
(ตารางที่ 1) เพ่ือเครียมน าไปทดสอบ Sensitivity และ Specificity ต่อไป 
 

 
 

ภาพที่  4  ต าแหน่ง ไพรเมอร์ ที่เหมาะสมบนยีน nifH ของ genus Azospirillum 
 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่  5  แสดง Conserve region ของยีน nifH ใน Azospirillum อย่างน้อย 3 สายพันธุ์ 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Homologue A zospirillum

546 bp

Azo F1

Azo F2

Azo F3

Azo R1

Azo R2

Azo R3AvaI (188)
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ตารางที่ 1 ไพรเมอร์ ที่ได้รับการออกแบบส าหรับแบคทีเรียแต่ละ Genus และ/หรือ species 
 

หมายเหตุ Name Sequence(5'-3') Size(bp) 

ใช้แอมยีน nifH Gluconacetobactor Glu_F1 ATCGGCTACAAGGGCATCAA 20 
ใช้แอมยีน nifH Gluconacetobactor Glu_R1 AGGGCTTGTTCATCGGTCTT 20 
ใช้แอมยีน nifH Herbaspirillum Herb_F1 TCACTCAGACAAATCGCCTT 20 
ใช้แอมยีน nifH Herbaspirillum Herb_R1 ATTCATCAACGACAGGCATC 20 
ใช้แอมยีน nifH Burkhoderia Burk_F1 GACGTGATGAAGATCGG 17 
ใช้แอมยีน nifH Burkhoderia Burk_F2* TGCTCGGCGACGTGGTGT 18 
ใช้แอมยีน nifH Burkhoderia Burk_R1* ACACCACGTCGCCGAGCA 18 
ใช้แอมยีน nifH Burkhoderia Burk_R2* CATCGTGATCGGCGTCGG 18 
ใช้แอมยีน nifH Burkhoderia Burk_R3* TCCATCGTGATCGGCGTC 18 
ใช้แอมยีน nifH Klebsiealla Kleb_F1 GATGGGTAAGAAAGTGATGA 20 
ใช้แอมยีน nifH Klebsiealla Kleb_R1 AATGATGCTGGTGTCTTCTT 20 
ใช้แอมยีน nifH Enterobacter Ent_F1 CGAAAGCGCAGAACACCATT 20 
ใช้แอมยีน nifH Enterobacter Ent_R1 TGCAGGTCGGGTCATATTCG 20 
ใช้แอมยีน nifH Bradyrhizobium Brad_F1 ACAAATCGCCTTCTACGGGA 20 
ใช้แอมยีน nifH Bradyrhizobium Brad_R1 ACGCGGCACGAAGTAGATCA 20 
ใช้แอมยีน nifH Azospirillum Azo_F1 ATCCGAAGGCCGACTCGACC 20 
ใช้แอมยีน nifH Azospirillum Azo_F2 TGGTCGAGCTGGATCAGAAG 20 
ใช้แอมยีน nifH Azospirillum Azo_F3 GCTGGATCAGAAGATCCTGA 20 
ใช้แอมยีน nifH Azospirillum Azo_R1 CGCTCGTTGCAGATCAGGCC 20 
ใช้แอมยีน nifH Azospirillum Azo_R2 GTTGCAGATCAGGCCGCCGA 20 
ใช้แอมยีน nifH Azospirillum Azo_R3 ATGCCCTTGGCGATGTTGTT 20 

 

  
   3. การทดสอบ sensitivity และ specificity ของ ไพรเมอร์ 
 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย (กลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร) และ
ด าเนินการสกัดจีโนมแบคทีเรีย 3 สกุล Azospirillum, Bradyrhizobium, Gluconacetobactor  (Genomic 
DNA mini kit, blood and culture cell – geneaid)  ทดสอบความบริสุทธิ์โดย run agarose gel 2% พบว่า 
genomic DNA ของแบคทีเรียทั้งสามชนิดมีความบริสุทธิ์ในระดับที่น่าพอใจแต่ในส่วนของ Bradyrhizobium 
พบว่ามีลักษณะของ DNA fragment เกิดขึ้นจึงอาจต้องด าเนินการเลี้ยงเซลล์ใหม่และสกัดใหม่อีกครั้ง (ภาพที่ 6) 
จ าก นั้ น ท ด ส อ บ  Genomic DNA ด้ ว ย  ไพ ร เม อ ร์  4 คู่  AzoF1+AzoR3 แ ล ะ  AzoF2+AzoR3 ส าห รั บ 
Azospirillum genomic DNA, BradF1+BradR1 ส าหรับ  Bradyrhizobium genomic DNA, GluF1+GluR1 
ส าหรับ Gluconacetobactor genomic DNA (ตารางที่ 2,3) 
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ภาพที่ 6  การทดสอบความบริสุทธิ์ของ Genomic DNA ที่สกัดได้จากแบคทีเรีย 3 ชนิด  

  Azo DNA : Azospirillum genomic DNA, Brad DNA : Bradyrhizobium genomic DNA,  
  Glu DNA :  Gluconacetobactor genomic DNA 

 
ตารางท่ี  2  แสดงส่วนผสมของ Conventional PCR ส าหรับตรวจสอบความเฉพาะเจาะจงของ ไพรเมอร์ 
 

Recipe Volume (µl) 
GoTaq®Green Master Mix 12.5 
Forward ไพรเมอร์ (Final concentration: 500 nM) 1.25 
Reverse ไพรเมอร์ (Final concentration: 500 nM) 1.25 
H2O 9 
DNA 1 
Total 25 
 

 
ตารางท่ี  3  กระบวนการท า PCR ส าหรับ ไพรเมอร์ 4 คู ่
 

Cycle State 
94oC           5 minutes Denaturation 
94oC          30 second Denaturation 
54oC          30 second         25 cycles Anealing 
72oC          30 second Elongation 
72oC           7 minutes Elongation 
4 oC                  ∞ Conservation 
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จากผล PCR พบว่า ไพรเมอร์ AzoF1+AzoR3 และ AzoF2+AzoR3 ส าหรับ Azospirillum genomic 
DNA มีความเฉพาะเจาะจงสูงและสามารถตรวจพบ DNA ของแบคทีเรียในตระกูล Azospirillum ได้ โดยในส่วน
ของ ไพรเมอร์ AzoF1+AzoR3 ได้ PCR product ที่ขนาด 385 bp ไม่พบปฏิกิริยา PCR ใน NTC (Negative 
control)  และพบ Unspecific PCR product ใน control genomic DNA ของแบคทีเรียชนิดอ่ืนซึ่งสามารถ
บอกความแตกต่างได้อย่างชัดเจน ในส่วนของ ไพรเมอร์ AzoF2+AzoR3  ได้ PCR product ที่ขนาด 424 bp ไม่
พบปฏิกิริยา PCR ใน NTC (Negative control) และพบ Unspecific PCR product ใน control genomic 
DNA ใน Gluconacetobactor genomic DNA มีขนาดใหญ่ว่า 424 bp เล็กน้อยแต่สัญญาณอ่อนมากและไม่พบ 
Unspecific PCR product ใน Bradyrhizobium genomic DNA  
 ในส่วนของ ไพรเมอร์ BradF1+BradR1 ส าหรับ Bradyrhizobium genomic DNA ไม่พบปฏิกิริยาใดๆ
เกิดขึ้น (ภาพที่ 7,C) ซึ่งอาจะเกิดปัญหาจาก ไพรเมอร์ หรือ จาก Bradyrhizobium genomic DNA ซึ่งพบว่ามี
ลักษณะของการ Fragment เกิดขึ้น (ภาพที่ 6) ต้องด าเนินการเลี้ยงเชื้อและสกัด DNA ใหม่เพ่ือตรวจสอบผลการ
ทดลองอีกครั้ง  
 ส าหรับ ไพรเมอร์ GluF1+GluR1 ใน Gluconacetobactor genomic DNA มีความเฉพาะเจาะจงสูง
และสามารถตรวจพบ DNA ของแบคทีเรียในตระกูล Gluconacetobactor ได้ โดยในส่วนของ ไพรเมอร์ 
AzoF1+AzoR3 ได้ PCR product ที่ขนาด 611 bp ไม่พบปฏิกิริยา PCR ใน NTC (Negative control) และพบ 
Unspecific PCR product ใน control genomic DNA ของแบคทีเรียชนิดอ่ืนซึ่งสามารถบอกความแตกต่างได้
อย่างชัดเจน 
 เมื่อทดสอบการ Screening เบื้องต้นแล้วพบว่าวิธีการออกแบบ ไพรเมอร์ ได้ผลดีและสามารถตรวจพบ
แบคทีเรียตามที่ต้องการได้ด้วยความเฉพาะเจาะจง ทั้งนี้ในขั้นต่อไปจะเป็นการเลี้ยงและสกัด Genomic DNA 
เพ่ิ ม เติ ม จ ากแบ ค ที เรี ย อี ก  5 ต ระกู ล คื อ  Herbaspirillum, Burkholderia, Klebsiella, Enterobacter, 
Bradyrhizobium japonicum และน ามาตรวจวิเคราะห์กับ ไพรเมอร์ ที่เหลือ 
   
    4. การถอดรหัสพันธุกรรม PCR prduct และการออกแบบ probe ส าหรับ Quantitative realtime PCR  

ด า เนิ นการท า Conventional PCR ใน  ไพรเมอร์  AzoF1+AzoR3 และ AzoF2+AzoR3 ส าหรับ 
Azospirillum genomic DNA แ ล ะ  ไพ ร เม อ ร์  GluF1+GluR1 ใน  Gluconacetobactor genomic DNA 
จากนั้นน ามาท าให้บริสุทธิ์โดยการ run 2% gel agarose และตัดเจล จากนั้นส่งวิเคราะห์สายรหัสพันธุกรรม เพ่ือ
เตรียมออกแบบ probe (Solegent, Korea)    
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ภาพที่  7  (A,B) แสดงผลการท า PCR ของคู่ ไพรเมอร์ AzoF1+AzoR3 และ AzoF2+AzoR3 ใน Azospirillum 
genomic DNA (C) แสดงผลการท า PCR ของคู่ ไพรเมอร์ BradF1+BradR1 ใน Bradyrhizobium genomic 
DNA (D) แสดงผลการท า PCR ของคู่  ไพรเมอร์  GluF1+GluR1 ใน Gluconacetobactor genomic DNA 
( ห ม า ย เ ห ตุ  NTC : Negative control, Azo DNA : Azospirillum genomic DNA, Brad DNA: 
Bradyrhizobium genomic DNA, Glu DNA :  Gluconacetobactor genomic DNA) 
    
 
9. สรุปผลการทดลอง 

ศึกษาข้อมูลทาง Bioinformatic ของยีน NifH ในแบคที เรียในดิน 7 ชนิดคือ Azospirillum sp., 
Burkholderia sp., Klebsiella sp., Rhizobium sp., Enterobacter sp., Gluconacetobacter sp., 
Herbaspirillum sp. จาก Database NCBI เมื่อน ายีน NifH มาวิเคราะห์ พบว่ามี Consensus position 90.0% 

A B 

C D 
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และมี  Identity position อยู่  45 % เมื่อน าข้อมูลทั้ งหมดมาสร้าง  Phylogenetic dendrogram ยีน nifH 
สามารถจ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียแต่ละชนิดได้อย่างชัดเจนหากเป็นแบคทีเรียที่อยู่ใน genus ที่แตกต่างกันและ
สามารถจัดกลุ่ม species ให้อยู่ในกลุ่มเดียวกันได้หากเป็น Genus เดียวกัน จึงสรุปได้ว่าสามารถใช้ยีน nifH ใน
การตรวจวิเคราะห์แบคทีเรียทั้ง 7 สายพันธุ์นี้ได้จึงด าเนินการออกแบบและสังเคราะห์ ไพรเมอร์ จาก Identity 
position ภายในแต่ละ species รวมถึงทดลองออกแบบ universal ไพรเมอร์ ของทุก species  
 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
 1. ไดไ้พรเมอร์เพ่ือใช้ในการตรวจวิเคราะห์แบคทีเรียในตระกูล Azospirillum และ 
Gluconacetobactor สายพันธุ์ไทย 
 2. ได้ข้อมูลแบคทีเรียและปริมาณซึ่งตรวจพบในอ้อยสายพันธุ์ไทย ซึ่งสามารถน าข้อมูลที่ได้ไปศึกษาต่อใน
เชิงลึก  
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