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บทคัดย่อ 

ข้าüเป็นĂาĀารĀลักขĂงคนในประเทýและเป็นÿินค้าเýรþฐกิจÿ่งĂĂกที่ÿำคัญขĂงไทย  นิยมปลูกมาก

ในภาคกลาง ภาคเĀนืĂและภาคตะüันĂĂกเฉียงเĀนืĂ โดยมักพบปัญĀาต่ างๆที่ทำใĀ้ได้ผลผลิตต่ำ Ăีกทั้งยัง

เกþตรยังมักใช้ÿารเคมี และยาจำจัดýัตรูพืชซึ่งมักพบตกค้างในผลผลิตและÿ่งผลต่ĂÿุขภาพขĂงผู้บริโภค ใน

การüิจัยนี้จึงได้นำเชื้ĂราĂาร์บัÿคูลาร์ไมคĂร์ไรซา (รา AMF) มาใช้ในการÿ่งเÿริมการเจริญขĂงข้าü รา AMF 
เป็นราที่Ăยู่ร่üมกับรากพืชแบบพึ่งพาĂาýัยกัน โดยเชื้Ăราจะÿร้างโครงÿร้างพิเýþเจริญเข้าไปในรากโดยทำ

Āน้าที่ดูดซับน้ำและธาตุĂาĀารที่จำเป็นต่ĂการเจริญขĂงพืช  ในขณะเดียüกันเชื้Ăราก็ได้รับประโยชน์คืĂ

ÿารĂาĀารจำพüกน้ำตาล ในการเจริญ เมื่ĂนำýึกþาจำนüนประชาการขĂงÿปĂร์เชื้Ăราในดินที่เก็บตัüĂย่างจาก

ÿĂงประเภท ได้แก่ บริเüณรĂบรากข้าüและดินคันนาโดยเก็บตัüĂย่างจาก 2 พื้นที่ คืĂ ดินบริเüณโรงเรืĂน 

(Green House) ขĂงÿüทช. และดินจากนาข้าü จ.กาāÿินธุ์ เมื ่ĂนำมาแยกÿปĂร์รา AMF จากดินนาข้าü

โรงเรืĂนÿüทช. ดินคันนาโรงเรืĂนÿüทช. ดินนาข้าü จ.กาāÿินธุ์ และดินคันนา จ.กาāÿินธุ์ จำนüน 190.9, 
261.8, 8.1 และ 290.4 ÿปĂร์/ดิน 100 กรัม ตามลำดับ และเมื่ĂýึกþาคüามÿามารถขĂงรา AMF ในการเข้า

ไปเพิ ่มจำนüนในราก พบü่าÿามารถเข้าĂาýัยในรากเท่ากับ 30.47%, 54.83%, 21.57% และ 30.67% 
ตามลำดับ เมื่Ăýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยาร่üมกับüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการ พบเชื้Ăรา 3    
ÿปีชีÿ์ ซึ่งĂยู่ในจีนัÿเดียüกันคืĂ Acaulospora เมื่Ăýึกþาการเพิ่มปริมาณขĂงเชื้Ăราโดยüิธี Trap culture เมื่Ă

ระยะเüลาผ่านไป 30 และ 45 üัน ทรีตเมนท์ที่พบจำนüนÿปĂร์มากที่ÿุดคืĂ ได้แก่ ดินĀัüเชื้Ă จ .กาāÿินธุ์ พบ 

35.85 ÿปĂร์/ดิน 100 กรัม และ ÿปĂร์ÿีน้ำตาล พบ 54.17 ÿปĂร์/ดิน 100 กรัม ตามลำดับ พบการเข้าĂาýัย

ในรากมากที่ÿุดเมื่Ăเüลา 30 และ 45 üัน คืĂ ดินĀัüเชื้ĂโรงเรืĂน ÿüทช. พบการเข้าราก 16% และ ดินĀัüเชื้Ă 

ในดินรĂบรากในนาข้าü 
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จ.กาāÿินธุ์ พบการเข้าราก 21.3% ตามลำดับ และเมื่ĂเปรียบเทียบการเจริญขĂงข้าüโดยüัดคüามÿูงเมื่Ăเüลา 

45 üัน พบü่าทรีตเมนท์ที่มีĂัตราการเจริญมากที่ÿุดคืĂ ÿปĂร์ÿีเĀลืĂง มีคüามÿูง 41.17 เซนติเมตร การýึกþา

ครั้งนี้ทำใĀ้ทราบถึงคüามĀลากĀลายขĂงเชื้Ăรา AMF และนำไปใช้ประโยชน์ในการÿ่งเÿริมการเจริญเติบโต

ขĂงข้าü เพ่ืĂใĀ้ได้ผลิตที่ปลĂดภัย และประĀยัดต้นทุนในการทำการเกþตรในครั้งต่Ăไป 
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Abstract 

Rice is the main food of the people in the country and is an important export product 
of Thailand. Mostly grown in the Central region, Northern and Northeastern regions frequently 
encounter a variety of issues that result in low productivity. Moreover, agriculture often uses 
chemicals. and pesticides, which are often found in residues in produce and affect the health 
of consumers. In this study, rice growth was aided by the application of arbuscular mycorrhizal 
fungus (AMF). AMF is a fungus that lives symbiotically with plant roots. The fungus creates 
special structures that grow into the roots to absorb water and nutrients necessary for plant 
growth. At the same time, the fungus receives benefits from nutrients such as sugars in its 
growth. When studying the population of fungal spores in soil sampled from two types: the 
area around rice roots and the rice ridge soil, samples were collected from two areas: soil 
NSTDA greenhouse area and soil from rice fields, Kalasin province. When used to separate 
AMF spores from area around rice roots soil in NSTDA greenhouse, rice ridge soil, NSTDA 
greenhouses, the area around rice roots soil, Kalasin province and rice ridge soil, Kalasin 
province had 190.9 , 261.8, 8.1 and 290.4 spores/100 grams of soil, respectively. And when 
studying the ability of AMF fungi to multiply in the roots. It was found colonization in roots at 
30 . 47% , 54 . 8 3% , 21 . 5 7% and 30 . 6 7% , respectively. When studying the morphological 

the rice fields. 
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characteristics together with the analysis of phylogenetic relationships, 3 species of fungi were 
found which belong to the same genus, Acaulospora. When studying the increase in the 
amount of fungi using the trap culture method after 30 and 45 days, the treatment that found 
the highest number of spores was soil inoculum, Kalasin province, found 35 . 8 5  spores/100 

grams of soil and brown spores were found at 54.17 spores/100 grams of soil, respectively. 
The most root colonization were found at 30 and 45 days in NSTDA greenhouse inoculum soil 
with 16% and inoculum soil Kalasin province with 21.3%, respectively. And when comparing 
the growth of rice by measuring its height at 45 days, it was found that the treatment with the 
highest growth rate was the yellow spores have a height of 41 . 1 7  centimeters. This study 
revealed the diversity of AMF and how they can be used to encourage the growth of rice in 
order to generate safe and reduce farming expenses in the future 

 

Keywords : Rice, Arbuscular Mycorrhiza fungi (AMF), Biodiversity, Root colonization 
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กิตติกรรมประกาý 
 ÿĀกิจýึกþานี้ÿำเร็จลุล่üงไปได้ด้üยดีด้üยคüามกรุณาจาก ผู้ช่üยýาÿตราจารย์ ดร.ณัฐüุฒิ รุ่งจินดามัย 

Ăาจารย์ที่ปรึกþาÿĀกิจฉบับนี้ที่กรุณาใĀ้ คüามรู้ คำปรึกþา คำแนะนำ ตลĂดจนตรüจÿĂบแก้ไขใĀ้ÿĀกิจ

ýึกþาเล่มนี้เÿร็จÿมบูรณ์ ขĂขĂบคุณคณะĂาจารย์ในภาคüิชาชีüüิทยา คณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยี

พระจĂมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบังทุกท่านที่ได้ใĀ้คüามรู้ตลĂดจนใĀ้คำแนะนำ ข้ĂเÿนĂแนะต่างๆใน

ระĀü่างการýึกþา ผู้เขียนขĂขĂบพระคุณทุกท่านเป็นĂย่างÿูงไü้ ณ โĂกาÿนี้ 

 ขĂขĂบพระคุณ ดร.Ăัมพüา ปินเรืĂน นักüิจัย ýูนย์พันธุüิýüกรรมและเทคโนโลยีชีüภาพแĀ่งชาติ 

(ÿüทช.) ที่ใĀ้โĂกาÿรับเป็นนักýึกþาฝึกงานและเป็นที่ปรึกþาÿĀกิจýึกþาในครั้งนี้ ขĂขĂบคุณนางÿุชาดา 

มงคลÿัมฤทธิ์ นักüิจัย (ÿüทช.) ที่ใĀ้เกียรติมาเป็นกรรมการÿĂบÿĀกิจýึกþาในครั้งนี้ 

 ขĂขĂบคุณนางÿาüÿุจินดา ÿมĀมาย นายพงÿüัÿดิ์ คำÿุนทร นายüิทโยธิน ยิ่งกุลเชา นายÿรüิชญ์ ชัย

มงคล และนายนิüัฒน์ พานแก้ü ผู้ช่üยนักüิจัยýูนย์พันธุüิýüกรรมและเทคโนโลยีชีüภาพแĀ่งชาติ (ÿüทช.) ที่ได้

ใĀ้คüามช่üยเĀลืĂ Ăำนüยคüามÿะดüก เĂ้ืĂเฟ้ืĂÿถานที่ในĀ้Ăงปฏิบัติการ ใĀ้คำแนะนำต่างๆ ตลĂดจนแนะนำ

การใช้งานĂุปกรณ์ ÿารเคมี และเทคนิคทางจุลชีüüิทยาต่างๆ จนÿำเร็จลุล่üงไปได้ด้üยดี 

 ขĂขĂบพระคุณคุณแม่ ครĂบครัü ญาติพ่ีน้Ăงทุกคน ที่ใĀ้กำลังใจ ใĀ้คüามรัก คüามเข้าใจมาและใĀ้

คüามช่üยเĀลืĂโดยตลĂดจนÿำเร็จการýึกþา 

 ขĂขĂบคุณ เพื่Ăนๆ พ่ีๆ น้Ăงๆ ภาคüิชาชีüüิทยา คณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจĂมเกล้า

เจ้าคุณทĀารลาดกระบังทุกท่าน ที่ได้ใĀ้กำลังใจ และคำแนะนำ คĂยช่üยเĀลืĂในด้านการเรียนมาโดยตลĂด  
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บทท่ี 1 

บทน า 

1.1 ที่มาและคüามÿ าคัญของปัญĀา 

 ประเทýไทยเป็นประเทýเกþตรกรรมมีภูมิปัญญาที่ÿืบทĂดกันมาตั้งแต่ĂดีตจนถึงปัจจุบันคืĂการปลูก

ข้าü ข้าüจึงเป็นĂาĀารĀลักขĂงคนในประเทýและยังเป็นÿินค้าเýรþฐกิจÿ่งĂĂกที่ÿำคัญขĂงไทย โดยข้าüเป็น

ธัญพืชที่ใĀ้คุณค่าทางĂาĀารÿูง เป็นแĀล่งคาร์โบไăเดรตที่ÿำคัญที่ใĀ้พลังงานแก่ร่างกาย คนไทยนิยมปลูกข้าü

ทั่üประเทý โดยพื้นที่ที่นิยมปลูกพบได้ในทุกภาคขĂงประเทýไทย ลักþณะการปลูกจะขึ้นĂยู่กับแต่ละพื้นที่ 

เช่น ในภาคกลางพื้นที่ÿ่üนใĀญ่เป็นที่ราบลุ่มจึงนิยมปลูกข้าüนาดำĀรืĂข้าüนาĀü่าน ÿ่üนภาคเĀนืĂและภาค

ตะüันĂĂกเฉียงเĀนืĂเป็นพื้นที่ÿูงมักปลูกเป็นข้าüนาไร่ ÿำĀรับพื้นที่ภาคตะüันĂĂกเป็นพื้นที่ดินร่üนปนทราย 

ธาตุĂาĀารĂินทรียüัตถุต่ำ บางพื้นที่มีปัญĀาดินเค็มทำใĀ้เมื่Ăปลูกข้าüมักได้ผลผลิตต่ำ Ăีกทั้งเกþตรมักใช้

ปุ๋ยเคมี และยาฆ่าแมลงในการกำจัดýัตรูพืชจึงทำใĀ้เกิดการÿะÿมและตกค้างขĂงÿารเคมีÿ่งผลต่ĂÿุขภาพขĂง

ผู้บริโภค และÿารพิþตกค้างในÿิ่งแüดล้Ăม 

 ราĂาร์บัÿคูลาร์ไมคĂร์ไรซา (arbuscular mycorrhizal fungi, AMF) ĀรืĂเรียกย่Ăได้ü่ารา AMF เป็น

เชื้Ăราที่Ăยู่ในดินĂาýัยĂยู่ร่üมกันกับรากพืชแบบพึ่งพาĂาýัยกันโดยไม่ก่Ăโรคในพืชที่Ăยู่Ăาýัยต่ างฝ่ายต่างได้

ประโยชน์ร่üมกัน รา AMF มีโครงÿร้างขĂงเÿ้นใยเมื่Ăเข้าไปĂยู่ในรากพืชจะช่üยใĀ้พืชÿามารถดูดซับน้ำ และ

ธาตุĂาĀารได้ดียิ่งขึ้นโดยเฉพาะฟĂÿฟĂรัÿที่จำเป็นต่ĂการเจริญเติบโตขĂงพืช Ăีกทั้งเชื้Ăรายังช่üยปรับปรุง

คุณภาพขĂงดินใĀ้ดียิ่งขึ้น ทำใĀ้ดินร่üนซุย ในขณะเดียüกันเชื้Ăราก็ได้รับผลประโยชน์คืĂเมื่ĂพืชÿังเคราะĀ์แÿง

เชื้Ăราจะได้รับÿารĂาĀารและน้ำตาลจากพืชไปด้üย 

 ในการýึกþาครั้งนี้มีüัตถุประÿงค์ในการýึกþาคüามĀลากĀลายและจัดจำแนกรา AMF โดยใช้ลักþณะ

ทางÿัณฐานüิทยาและข้Ăมูลด้านĂณูชีüโมเลกุลโดยýึกþาจากยีนต่างๆ และýึกþาการนำไปใช้ประโยชน์ในการ

ÿ่งเÿริมการเจริญเติบโตขĂงข้าü เพ่ืĂใĀ้เกþตรมีผลผลิตที่ดี ปลĂดภัย และประĀยัดต้นทุนในการทำการเกþตร

ในครั้งต่Ăไป 
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1.2 üัตถุประÿงค์ของงานüิจัย 

     1) เพื่Ăýึกþาจำนüนประชากร คüามĀลากĀลายและลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂงรา AMF ที่เก็บจากดิน

บริเüณรĂบรากต้นข้าü และดินบริเüณคันนา 

     2) เพื่Ăýึกþาการจัดจำแนกรา AMF โดยใช้ข้ĂมูลĂณูชีüโมเลกุลจากยีนจำนüน 3 ยีน ได้แก่ ยีน ITS, SSU 
และ LSU 

     3) เพ่ืĂทดÿĂบประÿิทธิภาพขĂงรา AMF ในการÿ่งเÿริมการเจริญเติบโตขĂงข้าüโดยทดÿĂบในโรงเรืĂน 

1.3 ขอบเขตของงานüิจัย 

     1) เก็บตัüĂย่างรา AMF ในดิน 2 พื้นที่ ได้แก่ ดินจากบริเüณโรงเรืĂน (Green House) ขĂง ÿüทช. และ 

ดินจาก ต.ĀนĂงĀ้าง Ă.กุฉินารายณ์ จ.กาāÿินธุ์ 

     2) ýึกþาจำนüนประชากร คüามĀลากĀลายและลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂงรา AMF ในดินบริเüณรĂบ

รากต้นข้าü และคันนา จำนüน 4 ชนิด 

     3) จัดจำแนกรา AMF ได้ถึงระดับโมเลกุล และ/ĀรืĂ ชนิด จำนüน 3 ตัüĂย่าง โดยใช้ข้ĂมูลทางĂณูชีü

โมเลกุล 

    4) ýึกþาการเพิ่มปริมาณขĂงรา AMF โดยüิธี Trap culture 

1.4 ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ 

     1) ทราบถึงจำนüนประชากรและคüามĀลากĀลายขĂงรา AMF ในดิน 

     2) ÿามารถจำแนกชนิดขĂงรา AMF โดยใช้ข้Ăมูลทางด้านĂณูชีüโมเลกุล 

     3) ÿามารถใช้ประโยชน์ขĂงรา AMF ในการÿ่งเÿริมการเจริญเติบโตขĂงข้าü 
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บทท่ี 2 

เอกÿารและทฤþฎีท่ีเกี่ยüข้อง 

2.1 ข้าü 

     2.1.1 ลักþณะท่ัüไปของข้าü 

ข้าüเป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยüจัดĂยู่ในüงý์Āญ้า (Gramineae) มีชื่Ăทางüิทยาýาÿตร์ü่า Oryza sativa L. 
เป็นพืชĂายุÿั ้นและเป็นĂาĀารĀลักขĂงประชากรในĀลายประเทýทั ่üโลกโดยมีÿารĂาĀารĀลักได้แก่ 

คาร์โบไăเดรต ซึ่งใĀ้พลังงานแก่ร่างกาย ในทüีปเĂเชียที่คนนิยมปลูกข้าü 3 ÿายพันธุ์Āลัก ได้แก่ 1) ÿายพันธุ์ซิ

นิกา (Sinica) ĀรืĂ จาปĂนิกา (Japonica) ลักþณะเมล็ดÿั้น กลม นิยมปลูกในระเทýจีน ญี่ปุ่น เกาĀลี และ

ÿĀรัฐĂเมริกา 2) ÿายพันธุ ์Ăินดิกา ( Indica) ลักþณะเมล็ดยาü ค่Ăนข้างแบน นิยมปลูกในประเทýไทย 

ฟิลิปปินÿ์ เüียดนาม ลาü กัมพูชา พม่า มาเลเซีย และĂินโดนิเซีย 3) ÿายพันธุ์จาüานิกา (Javanica) ลักþณะ

เมล็ดกü้างĀนา นิยมปลูกไม่มากในประเทýĂินโดนีเซีย ไต้Āüัน ญี่ปุ่น และฟิลิปปินÿ์ (ธีระรัตน์ และคณะ, 
2561)  

     2.1.2 คุณค่าทางÿารอาĀารของข้าü 

ข้าüเป็นธัญพืชที่มีคุณค่าทางÿารĂาĀารÿูงและเป็นĂาĀารĀลักขĂงประชาการโลก ประชากรทั่üโลก

มากกü่าร้Ăยละ 50 บริโภคข้าüเป็นĀลัก ซี่งในแต่ละประเทýประชากรจะบริโภคข้าüต่างชนิดกันไป เช่น ข้าü

เĀนียü ข้าüเจ้า ข้าüบาร์เลย์ ข้าüÿาลี เป็นต้น โดยĂงค์ประกĂบĀลักได้แก่ คาร์โบไăเดรต นĂกจากนี้ข้าüยังมี

üิตามินและแร่ธาตุĂื่นๆ ตามแต่ละชนิดขĂงข้าü เช่น üิตามินบี 1 üิตามินบี 2 ฟลาโüนĂยด์ ÿารต้านĂนุมูล

Ăิÿระ ÿารแกมม่าĂĂไรซานĂล เป็นต้น (ýิüาพร, 2561) คุณค่าทางโภชนาการขĂงข้าüที่ÿำคัญ ได้แก่ ช่üย

ป้ĂงกันการเกิดโรคเบาĀüาน ช่üยในการทำงานขĂงระบบประÿาทและÿมĂง ช่üยในการคüบคุมระดับคĂล

เลÿเตĂรĂลในเÿ้นเลืĂด และช่üยในการเจริญเติบโตขĂงทารกในครรภ์ (เชาüนีพร และคณะ, 2560) 

     2.1.3 มูลค่าทางเýรþฐกิจของข้าü 

การปลูกข้าüเป็นภูมิปัญญาที่ÿืบทĂดกันมาตั้งแต่โบราณขĂงไทยเป็นทั้งĂาĀารบริโภคในประเทýและ

เป็นÿินค้าÿ่งĂĂกĀลักไปยังต่างประเทý ประเทýไทยเป็นประเทýเกþตรกรรมที่มีĂุตÿาĀกรรมการผลิต ÿ่งĂĂก 

และแปรรูปข้าüใĀญ่เป็นĂันดับ 6 ขĂงโลกรĂงจากจีน Ăินเดีย Ăินโดนีเซีย บังกลาเทý และเüียดนาม โดย

ประเทýไทยผลิตข้าüได้เฉลี่ยปีละ 30-31 ล้านตันข้าüเปลืĂกĀรืĂประมาณ 20 ล้านตันข้าüÿาร (มรกต และ 

ýิริพร, 2555) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ในĂดีตประเทýไทยได้รับĂิทธิพลทางด้านเกþตรกกรมมาจากจีน ในÿมัยÿุโขทัยนิยมปลูกข้าüเมล็ดที่มี

ลักþณะป้Ăมและยาü ต่Ăมาในช่üงกรุงýรีĂยุธยาตĂนต้นประเทýไทยในÿมัยนั้นเป็นĂู่ข้าüĂู่น้ำได้รับการ

ÿนับÿนุนใĀ้มีการทำนาเป็นĀลักเพื่Ăใช้เป็นเÿบียงในช่üงÿงคราม จนถึงช่üงÿมัยกรุงýรีĂยุธยาตĂนปลายไป

จนถึงรัตนโกÿินทร์ได้เปิดการค้าเÿรีกับต่างประเทýผ่านÿนธิÿัญญาเบาü์ริ่ง เกิดการเปลี่ยนโครงÿร้างทาง

เýรþฐกิจทำใĀ้ผลิตข้าüเพื่Ăบริโภคภายในประเทýและÿ่งĂĂกในต่างประเทý (กĂงÿารÿนเทýและดัชนี

เýรþฐกิจการค้า, 2560) จนต่Ăมาการÿ่งĂĂกข้าüถืĂเป็นÿินค้าÿ่งĂĂกที่ÿำคัญและÿร้างรายได้ใĀ้กับประเทýมา

Ăย่างยาüนาน 

     2.1.4 การจ าแนกพันธุ์ขา้üแบ่งตามลักþณะการปลูก 

การจำแนกพันธุ์ข้าüตามลักþณะขĂงพ้ืนที่ในการปลูกในประเทýไทย ÿามารถแบ่งได้ดังนี้ 

1)  ข้าüไร่ (upland rice) เป็นข้าüที่ปลูกได้โดยไม่มีคันนา ไม่ต้Ăงเก็บกักน้ำ ปลูกได้ทั้งที่ราบและที่ชัน 

การเตรียมดินปลูกทำได้โดยใช้ดินแĀ้งพĂประมาณ ปลูกโดยการĀü่าน การĀยĂด ĀรืĂโรยเป็นแถü นิยมปลูก

กันมากในบริเüณท่ีราบÿูงตามภาคเĀนืĂ ภาคใต้ ภาคตะüันĂĂก และภาคตะüันĂĂกเฉียงเĀนืĂ  

2) ข้าüนาÿüนĀรืĂข้าüนาดำ (lowland rice) เป็นข้าüที่ปลูกบริเüณที่ราบลุ่มทั่üไป มีคันนาเพื่Ăกัก

เก็บน้ำไü้Āล่Ăเลี้ยงต้นข้าüตั้งแต่ปลูกจนถึงเก็บเกี่ยü ระดับน้ำÿูงไม่เกิน 1 เมตร โดยน้ำในคันนามาจากน้ำฝน

ĀรืĂน้ำจากชลประทานก็ได้ นิยมปลูกในทุกภาคขĂงประเทýไทย 

3) ข้าüน้ำขึ ้นĀรืĂข้าüนาเมืĂง (floating rice) เป็นข้าüที ่ปลุกโดยที่ไม่ÿามารถรักþาระดับน้ำได้ 

บางครั้งระดับน้ำที่ปลูกÿูงกü่า 1 เมตร ต้Ăงปลูกข้าüพันธุ์พิเýþที่เรียกü่า ข้าüขึ้นน้ำ ข้าüลĂย ĀรืĂข้าüฟางลĂย 

โดยมีลักþณะพิเýþที่ÿามารถยืนตัüĀนีน้ำได้ ÿ่üนมากปลูกในแถบภาคกลางตĂนบน (กิตติýักดิ์, 2552) 

     2.1.5 ปัญĀาที่พบในการปลูกข้าü 

2.1.5.1 ดินเÿื่อมคุณภาพ 

ปัญĀาดินเÿื่Ăม Āมายถึง การเÿื่ĂมคุณภาพขĂงÿารĂาĀารและแร่ธาตุÿ่งผลต่Ăการผลิตพืช ทำใĀ้ได้ผล

ผลิตพืชน้Ăยลง ปัญĀาการเÿื่ĂมโทรมขĂงดินเกิดจากการใช้พื้นที่ดินเป็นเüลานานทำใĀ้มีปริมาณĂินทรีย์üัตถุ

และธาตุĂาĀารในดินลดลง ĀรืĂเกิดÿภาüะที่ไม่เĀมาะÿมต่Ăการเจริญ  ซึ่งปัญĀาดังกล่าüมีÿาเĀตุ ดังนี้ 1) ขาด

ÿิ่งปกคลุมĀน้าดินทำใĀ้เกิดการชะล้างดินและการÿลายตัüขĂงĂินทรีย์üัตถุ 2) ขาดแĀล่งĂินทรีย์üัตถุเพราะไม่

มีการใÿ่เพ่ิมเติม 3) เมื่Ăไม่มีüัตถุคลุมดินเม็ด ดินจะแตกĂĂกเมื่Ăมีน้ำฝนปะทะĀน้าดิน ทำใĀ้เกิดการชะล้างขĂง

ดินĂย่างรุนแรง (ประภาýรี และคณะ, 2549) 

     เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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          2.1.5.2 โรคพืช  

โรคพืช Āมายถึง ลักþณะĂาการที่ผิดปกติที่พืชแÿดงĂĂก Ăาจเกิดที่ÿ่üนใดÿ่üนĀนึ่งขĂงต้นพืชĀรืĂ

เกิดทั้งลำต้น โดยÿาเĀตุขĂงโรคพืชĂาจเกิดได้ทั้งจากÿิ่งมีชีüิตĀรืĂÿิ่งไม่มีชีüิต ÿิ่งมีชีüิตที่ทำใĀ้เกิดโรคในพืช

ได้แก่ ไüรัÿ ไมโครพลาÿมา แบคทีเรีย รา และไÿ้เดืĂนฝĂย ซึ่งÿิ่งเĀล่านี้ทำใĀ้พืชแÿดงĂาการที่ต่างไปจากเดิม

ได้ เช่น ใบมีÿีผิดปกติ เช่น เĀลืĂง ĀรืĂ ด่างซีด ลำต้นแคระแกรน เกิดแผลเป็นจุด ตายแĀ้ง ใบไĀม้ เป็นปุ่มปม 

เป็นต้น ÿาเĀตุโรคพืชจากÿิ่งไม่มีชีüิตĂาจเกิดขึ้นÿภาพแüดล้Ăมผิดปกติ ĀรืĂÿารเคมีบางĂย่างทำใĀ้พืชแÿดง

ลักþณะĂาการที่ผิดไปจากเดิมซึ่งก่Ăโรคได้เช่นเดียüกับจุลินทรีย์ที่มีชีüิต โดยจะต่างกันที่โรคที่เกิดจากÿิ่งไม่มี

ชีüิตจะไม่แพร่ระบาดและพบในบางพ้ืนที่เท่านั้น (กรมüิชาการเกþตร, 2563)                             

 ปัจจัยÿำคัญที่ทำใĀ้เกิดโรค ได้แก่ 1) พืชĂาýัย (Host) จะต้ĂงĂ่ĂนแĂเป็นโรคง่าย 2) เชื ้Ăก่Ăโรค 

(Pathogen) จะต้Ăงเป็นเชื้Ăก่Ăโรครุนแรง และ 3) ÿภาพแüดล้Ăม (Environment) จะต้ĂงเĀมาะÿมต่Ăการ

เกิดโรค ปัญĀาโรคในข้าüที ่ÿำคัญในประเทýไทย คืĂ โรคใบไĀม้ (Rice Blast Disease) เกิดจากเชื ้Ă 

Pyricularia grisea โรคใบจุดÿีน้ำตาล (Brown Spot Disease) เกิดจากเชื้Ă Helminthosporium oryzae 

โรคกาบใบแĀ้ง (Sheath blight Disease) เกิดจากเชื ้Ă Rhyzoctonia solani โรคถĂดฝักดาบ (Bakanae 
Disease) เกิดจากเชื้Ă Fusarium fujikuroi โรคใบĀงิก (Ragged Stunt Disease) เกิดจากเชื้Ă Rice Ragged 
Stunt Virus (RRSV) เป็นต้น (ดารา และคณะ, 2550) ซึ่งโรคเĀล่านี้ÿามารถพบได้ทั่üไปในข้าüและเป็นปัญĀา

ĀลักขĂงเกþตรกรไทยมาจนถึงปัจจุบัน 

2.2. เช้ือราอาร์บัÿคูลาร์ไมคอร์ไรซา 

     2.2.1 ชีüüิทยาของเชื้อรา AMF 

เชื้ĂราĂาร์บัÿคูลาร์ไมคĂร์ไรซา (arbuscular mycorrhizal fungi : AMF) เป็นเชื้Ăราที่จัดĂยู่ในกลุ่ม 

Endomycorrhiza ม ีคüามÿัมพันธ์ก ับรากพืชที ่ĂาýัยĂย ู ่แบบพึ ่งพาĂาýัยกัน (obligate mutualistic 
symbiosis) ไม่ÿามารถเพาะเลี้ยงใĀ้เจริญภายในĀ้Ăงปฏิบัติการได้  เป็นราที ่ไม่มีผนังกั ้น (non-septate 
hypha) เชื้Ăราชนิดนี้ÿามารถĂาýัยĂยู่ร่üมกับพืชได้Āลายชนิดโดยไม่ก่Ăโรคแก่พืชที่Ăยู่Ăาýั ยโดยต่างฝ่ายต่าง

ได้รับประโยชน์ร่üมกัน เชื้Ăราจะได้รับน้ำตาลจากการÿังเคราะĀ์แÿงขĂงพืช และมีบทบาทĀน้าที่ในการช่üยใĀ้

พืชดูดซึมธาตุĂาĀารต่างๆได้ดียิ่งขึ้นโดยเฉพาะฟĂÿฟĂรัÿซึ่งเป็นธาตุĂาĀารที่ÿำคัญในการเจริญเติบโตขĂงพืช 

นĂกจากนี้ยังช่üยใĀ้พืชต้านทานโรคได้ดียิ่งขึ้น ÿามารถเจริญได้แม้มีÿภาพแüดล้Ăมที่ไม่เĀมาะÿม Ăีกทั้งยังช่üย

ปรับÿมดุลăĂร์โมนพืช (Gadkar et al., 2001) เชื้Ăรามีโครงÿร้างพิเýþที่ĂาýัยĂยู่ในราก ได้แก่ เüÿิเคิล 

(vesicle) Ăาร์บัÿคูล (arbuscule) และเÿ้นใย (hyphae) โดยจะĂยู่ในชั้นคĂร์เท็กซ์ (cortex) ขĂงเซลล์รากพืช 

โดยจะพบü่าโครงÿร้างĂาร์บัÿคูลเจริญเข้าไปĂยู่ในเซลล์ขĂงรากพืช (intracellular) ลักþณะขĂงเÿ้นใยจะแตกเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แขนงเกืĂบเต็มเซลล์รากพืชคล้ายต้นไม้ขนาดเล็ก (little tree-like) (ÿมจิตร, 2549) ช่üยเพิ่มพื้นที่ผิüมีĀน้าที่

แลกเปลี่ยนĂาĀารระĀü่างเชื้Ăรากับรากพืช Ăาร์บัÿคูลมีĂายุประมาณ 1-2 ÿัปดาĀ์ Āากไม่ได้ใช้งานĀรืĂĀยุด

การใช้งานแล้üจะถูกย่Ăยÿลายโดยเซลล์ต่Ăไป (Requena et al., 2007) ในขณะที่โครงÿร้างเüÿิเคิลและเÿ้น

ใยจะเจริญĂยู่ระĀü่างเซลล์รากพืช ( intercellular) โดยลักþณะขĂงเüÿิเคิลจะมีรูปร่างเป็นทรงกลมĀรืĂรี 

ลักþณะคล้ายถุงโป่งพĂงĂĂกมาที่ปลายเÿ้นใยĀรืĂระĀü่างเÿ้นใย ภายในมีĀยดไขมันÿะÿมĂยู่ใช้ในการÿะÿม

ĂาĀาร บางชนิดไม่มีการÿร้างเüÿิเคิลและÿร้างในจำนüนที่แตกต่างกัน เป็นโครงÿร้างที่ทนต่Ăÿภาพแüดล้Ăมที่

ไม่เĀมาะÿมได้ดี เมื่Ăเซลล์รากพืชชั้นคĂร์เท็กซ์ĀลุดĂĂกไปเüÿิเคิลĂาจโผล่ĂĂกมาในดินและĂาจพัฒนาไปเป็น

ÿปĂร์ทำĀน้าที่เป็นÿ่üนÿืบพันธุ์ต่Ăไปได้ (แÿงดาü, 2552) (รูปที่ 2.1) 

เÿ้นใยที่เจริญĂĂกไปภายนĂกเซลล์ (external hyphae) จะยังÿามารถเจริญต่Ăไปได้แต่ไม่ÿามารถ

รüมกันเป็นโครงÿร้างที่เรียกü่า ไรโซมĂบ (rhizomorph) ได้ ในการเจริญเข้าÿู่ภายในรากพืชĂาจมีเÿ้นใย

บางÿ่üนเจริยĂยู่ตามผิüรากโดยจะมีลักþณะĀนาและใĀญ่ขึ้น เรียกü่า Appressorium จากนั้นจะแทงเจริญ

เข้าไปในเซลล์ผิüรากพืชช่üยยึดเกาะ (เลิýüิริยะกุล, 2556) AMF เป็นเชื้Ăราที่มีการÿืบพันธุ์แบบไม่Ăาýัยเพý 

(Asexual reproduction) แต่ÿร้างÿปĂร์ซึ่งเป็นโครงÿร้างที่ไม่จำเป็นต้ĂงĂาýัยĂยู่ร่üมกับพืชทำĀน้าที่ÿะÿม

ĂาĀารและÿืบพันธุ์ ภายในÿปĂร์ÿะÿมลิปิด คาร์โบไăเดรต และÿารพันธุกรรมจำนüนมาก Ăาจมีจำนüนมากถึง 

2500 นิüเครียÿ/ÿปĂร์ 

 

  

 

 

 

รูปที่ 2.1 โครงÿร้างÿ่üนต่างๆขĂงรา AMF ภายในรากพืช 

(ท่ีมา: Mycorrhizal Associations: The web resource, 2012) 
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รูปที ่2.2 โครงสร้างของรา AMF ภายนอกและภายในรากพืช (Adholeya, 2012) 

2.2.2 ความหลากหลาย และอนุกรมวิธานของรา AMF 

 ไมคอไรซา (Mycorrhiza) หมายถึง การอาศัยอยู ่ร่วมกันระหว่างราและรากพืช (Smith & Read, 
2008) แบ่งได้ทั ้งหมด 7 ชนิด ตามชนิดของพืชอาศัยและลักษณะโครงสร้างของเชื้อรา (รูปที่ 2.3) โดยมี

รายละเอียดดังนี้ (Brundrett et al., 1996) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่2.3 ลักษณะโครงสร้างการเจริญของไมคอร์ไรซาชนิดต่างๆ (Dhanker et al., 2020) 

 

root cortex with 
internal mycelium 

External hyphae   → 

spore 
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ตารางท่ี 2.1 ประเภทและลักษณะของไมคอร์ไรซาแต่ละชนิด 

ชนิดของไมคอรไรซา 
ลักษณะโครงสรางและหนาที่ของเชื้อราที่

พบภายในรากพืช 
บริเวณพบในรากพืช ประเภทของพืชอาศัย Reference 

1. เอคโตไมคอร์ไรซา 

(Ectomycorrhiza) 
สร้างเส้นใยผสานกันห่อหุ้มบริเวณรากแขนง

ของพืชลักษณะเป็นแผ่นเรียกว่า แผ่นเมเทิล 

(mantle sheath) ทำหน้าที่ดูดซับน้ำและ

สารประกอบต่างๆให้แก่พืช เช่น กลูโคส ฟรุก

โตส ลิปิด โปรตีน เป็นต้น เส้นใยมีผนังกั้น

ตามขวาง เป็นราชั้นสูง 

เส้นใยจะเจริญแทงเข้าไปผ่านชั้น

เซลล์ผิว (epidermis) ไปยังชั้น

คอร์เท็กซ์ (cortex)  

พืชส่วนใหญ่เป็นพวกไม้ป่า ได้แก่ วงศ์ 

Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae, 
Salicaceae, Jglandacceae, 
Caesalpiniaceae, 
Dipterocarpaceae, Myrtaceae 
และ Tiliaceae 

(Zak, 1973) 
(Brundrett et al., 1996) 

2. อาร์บัสคูลาร์ไมคอร์ไร

ซา (Arbuscular 
mycorrhiza) หรือ เอนโด

ไมคอร์ไรซา 

(Endomycorrhiza) 

เป็นการอยู่ร่วมกันระหว่างเชื้อราและรากพืช 

โดยจะอยู่ร่วมกันแบบพ่ึงพาอาศัยต่างฝ่ายต่าง

ได้รับประโยชน์ มีโครงสร้างพิเศษ ได้แก่ เวสิ

เคิล (vesicle), อาร์บัสคูล (arbuscule), และ

เส้นใย โดยเวสิเคิลจะมีลักษณะเป็นทรงกลม

หรือรี โป่งพองออกมาจากปลายของเส้นใย มี

ผนังหนา ภายในมีหยดไขมันสีเหลืองทำหน้าที่

ในการสะสมอาหาร ส่วนอาร์บัสคูลมีลักษณะ

แตกแขนงภายในเซลล์พืชคล้ายต้นไม้ ทำ

หน้าที่ดูดซับธาตุอาหารสำคัญให้แก่พืช

เชื้อราจะเจริญเข้าไปอยู่ในชั้น

เซลล์ผิว (epidermis) และชั้น

คอร์เท็กซ์ (cortex) ของรากพืช 

พบในรากพืชเกือบทุกชนิดและพบใน

ระบบนิเวศน์ที่หลากหลาย เช่น ในป่า

โกงกาง ป่าเขตร้อน และทุ่งหญ้า

ทะเลทราย นอกจากนี้ยังพบในพืชไร่ 

เช่น ข้าว ข้าวโพด ข้าวโพด มะเขือเทศ 

ถั่วเหลือง ฝ้าย องุ่น เป็นต้น และพบใน

พืชสวน เช่น ทุเรียน ลำไย ส้ม กุหลาบ 

คาร์เนชั่น ลิลล่ี เป็นต้น 

(Peterson et al., 2004) 
(สมจิตร, 2549) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โดยเฉพาะฟอสฟอรัสที่เป็นธาตุอาหารหลักที่

ให้ในการเจริญ 
3. ออร์คิดไมคอร์ไรซา 

(Orchid mycorrhiza) 
อาจจัดได้ว่าเป็นราเอนโดไมคอร์ไรซาชนิด

หนึ่ง โดยจะสร้างเส้นใยที่มีลักษณะขดเป็นวง 

(coil of hyphae หรือ peloton) สามารถ

ย่อยลิกนินและเซลลูโลสได้ อีกท้ังยังสามารถ

กระตุ้นการงอกของเมล็ดและให้สารอาหาร

แก่ต้นกล้าในระยะแรกของการเจริญได้ 

 อาศัยอยู่ร่วมกับรากกล้วยไม้บางชนิด

ได้ เช่น Paphioppedilium sp., 
Cephalanthera longibracteata 

(Peterson et al., 2004) 
(เลิศวิริยะกุล, 2556) 

4. อีริคอยด์ไมคอร์ไรซา 

(Ericoid mycorrhiza) 
รากที่มีอีริคอยด์ไมคอร์ไรซาส่วนใหญ่จะเป็น

รากที่มีรากแขนง (lateral root) ลักษณะเป็น

รากเส้นเล็กแคบๆ เรียกว่า Hair root เส้นใย

สามารถเจริญเข้าไปในเซลล์รากแล้วขดเป็นวง

คล้ายขดลวด (coil) มีบทบาทสำคัญในการ

ช่วยส่งเสริมการเจริญในพืชที่มีการปลูกใน

พ้ืนที่ที่มีความเป็นกรดสูง 

เจริญอยู่ในชั้นคอร์เท็กซ์ (cortex) พบในพืชวงศ์ Ericaceae, 
Epacridaceae และ Empetraceae 

(Harley & Smith, 1983) 
(Peterson et al., 2004) 

5. เอคเทนโดไมคอร์ไรซา 

(Ectendomycorrhiza)  
เป็นไมคอไรซาที่อยู่ระหว่างเอคโตไมคอร์ไรซา 

(Ectomycorrhiza) และ เอนโดไมคอไรซา 

(Endomycorrhiza) บางครั้งอาจพบเส้นใย

เกาะกันไว้อย่างหลวมๆรอบๆบริเวณรากพืช

หรือไม่พบเส้นใยเลยและมีเส้นใยบางส่วนที่

เจริญเข้าไปในเซลล์รากพืชแล้วขดเป็นวง 

พบเส้นใยเจริญอยู่ในชั้นคอร์

เท็กซ์ (cortex) 
พืชอาศัย ได้แก่ Pine, Spruce, 
Beech เป็นต้น 

(Mikola P., 1965) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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(Coil) อยู่ภายในเซลล์พืช เส้นใยมีหนังกั้น 

ย้อมติดสีเข้ม บางครั้งพบการสร้าง 

Chalmydospore ภายในเส้นใยแต่ไม่พบ 

Conidai และโครงสร้างสืบพันธุ์อ่ืนๆ 
6. โมโนโทรพอยด์ไมคอร์

ไรซา (Monotropoid 
mycorrhiza 

เชื้อราจะสร้างแผ่นเมเทิลที่มีความหนามาก

บริเวณรอบราก 
พบเส้นใยเจริญเข้าไปในชั้นเซลล์

ผิวของรากพืช (epidermis) และ

ต่อมาจะเปลี่ยนแปลงเป็น 

Haustoria ซึ่งมีลักษณะเป็นเส้น

สั้นๆไม่มีการแตกแขนง (fungal 
page) 

พบอยู่ในไม้ป่าหลายชนิด เช่น Beech 
Pine และ Conifer ชนิดอื่นๆ 

(Harley & Smith, 1983 ) 

7. อาร์บูทอยด์ไมคอร์ไรซา 

(Arbutoid mycorrhiza) 
เชื้อราจะสร้างแผ่นเมเทิล (mantle sheath) 

บางครั้งอาจสร้างเส้นใยเป็นลักษณะขดเป็นวง

(Coil)  

เจริญอยู่ในชั้นเซลล์ผิว 

(epidermis) 
มีความสัมพันธ์กับพืชสกุล Arbutus 
และ Arctostaphylos อยู่ในวงศ์ 

Ericaceae 

(Peterson et al., 2004) 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.2.3 ประโยชนของรา AMF ในดิน 

     1. ชวยดูดซึมน้ําและธาตุอาหารภายในดินใหแกพืช 

 รา AMF ความสัมพันธ์แบบพึ่งพาอาศัยกับรากพืชนั้นนอกจากจะมีเส้นใยภายในรากพืชแล้วยังมีเส้นใย

ภายนอกรากพืชโดยเส้นใยของเชื้อรามีขนาดเล็กกว่ารากพืชทำให้เจริญแทรกไปยังดินไปดีกว่ารากพืชเพียง

อย่างเดียว โดยเชื้อราจะช่วยเพิ่มพื้นที่ในการดูดซึมธาตุอาหารต่างๆที่จำเป็นต่อการเจริญของพืชโดยเฉพาะ 

ฟอสฟอรัส (P) อีกทั้งยังสามารถย่อยสลายธาตุอาหารภายในดินที่ย่อยสลายยาก เช่น สังกะสี (Zn) เป็นต้น ทำ

ให้อยู่ในรูปที่พืชสามารถนำไปใช้ได้ง่ายขึ้น (Habte et al., 1999) ในขณะเดียวกันเชื้อราก็ได้รับสารอาหาร

จำพวกคาร์โบไฮเดรตที ่พืชสร้างขึ ้นเพื ่อใช้ในการเจริญ (Jakobsen et al., 2002) มีรายงานว่ารา AMF 
สามารถส่งเสริมการดูดซึมฟอสฟอรัสให้แก่พืชที่อาศัยได้ดีกว่าพืชที่ไม่มีรา AMF อีกทั้งยังมีความสามรถในการ

ช่วยดูดซึมน้ำให้แก่พืชโดยพบว่ารา AMF จะช่วยดูดซึมน้ำจากดินและลำเลียงส่งให้พืชโดยตรง มีส่วนช่วยใน

การปรับแรงดันออสโมซิส และเปลี่ยนแปลงโครงสร้างผนังเซลล์พืชให้ยืดหยุ่นมากขึ้น (Quilambo, 2003) 

     2. ชวยเพิ่มความตานทานตอโรคพืช 

 รา AMF มีความสามรถในการป้องกันการเข้าทำลายของเชื ้อก่อโรคในพืชให้แก่พืชอาศัย เช่น  
Fusarium sp. และ Phytophthora parasitica โดยการเข้าสู่รากของเชื้อราอาร์บัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาจะไป

ทำให้เกิดการแสดงออกของยีนต้านทาน แสดงออกคล้ายกับพืชตอบสนองต่อเชื้อก่อโรค เมื่อเช้าราเจริญเข้าไป

อยู่ในรากพืชมากขึ้นจะเหนี่ยวนำให้พืชมีความต้านทานต่อโรคพืชเพิ่มขึ้น (García-Garrido & Ocumpo, 
2002) อีกท้ังยังมีรายงานว่ามีการใช้รา AMF ในการควบคุมโรคพืชได้อีกด้วย 

     3. ชวยปรับปรุงโครงสรางของดินใหดีขึ้น 

 เนื่องจากรา AMF มีโครงสร้างพิเศษคือเส้นใย (hyphae) โดยมีเส้นใยที่เจริญเข้าไปในรากพืชแล้วยังมี

เส้นใยที่เจริญออกมาข้างนอกรากออกสู่ดินโดยเส้นใยบริเวณนี้จะอยู่ผสานกันเป็นร่างแหภายในดินและปล่อย

สารประกอบจำพวก glycoprotein ซึ่งจะทำให้เกิดการรวมตัวกันของเม็ดดิน ช่วยปรับปรุงให้ดินมีความร่วน

ซุย โปร่ง ระบายน้ำและอากาศได้ดี นอกจากนี้ยังช่วยหมุนเวียนธาตุอาหารในดิน ลดการสูญเสียธาตุอาหารที่

จำเป็นและเหมาะสมต่อการเจริญต่อการเจริญเติบโตของพืช (Rillig & Mummey, 2006)  

  

 

   เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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12 
 

บทท่ี 3 

วิธดีําเนินการวิจัย 

3.1 การสํารวจและเก็บตัวอยางดิน 

     3.1.1 แหลงที่มาของตัวอยางดิน 

สำรวจและเก็บตัวอย่างดินบริเวณรอบรากข้าวและดินคันนา 2 แหล่ง ได้แก่ ดินจากบริเวณโรงเรือน 

(Green House) ของ สวทช. และ ดินจากนาข้าว ตำบลหนองห้าง อำเภอกุฉินารายณ์ จังหวัดกาฬสินธุ์ ข้อมูล

สถานที่เก็บแสดงดังตารางที่ 3.1 โดยเก็บตัวอย่างในช่วงฤดูฝนในเดือนมิถุนายน และกรกฎาคม พ .ศ.2566 
ตามลำดับ 

ตารางท่ี 3.1 พ้ืนที่เก็บตัวอย่างดินเพื่อคัดเลือกสปอร์เชื้อราอาร์บัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา (AMF) 

วันที่ site 
ตัวอย่าง 

หมายเหตุ 
ดินนาข้าว 

ดินหญ้า

บนคันนา 

29 มิ.ย. 66 
โรงเรือน 

(Green House) 
 ของ สวทช. 

✔ ✔ 
1. เก็บดินแปลงละ 10 จุด นำมาผสมรวมกัน 
2. พ้ืนที่ทำการเก่ียวข้าวแล้ว ดินแห้ง รอไถ

กลบ  

11 ก.ค. 66 
ต.หนองห้าง         

อ.กุฉินารายณ์       

จ.กาฬสินธุ์ 
✔ ✔ 

1. เก็บดินแปลงละ 10 จุด นำมา ผสมรวมกัน 
2. แปลงสมบูรณ์ ใส่ปุ๋ยเคมี และสารเคมี

กำจัดศัตรูพืช 
 

     3.1.2 วิธีการเก็บตัวอยาง 

เก็บตัวอย่างดินจำนวนดินละ 10 ตัวอย่าง สุ่มตัวอย่างให้กระจายพื้นที่ห่างกันตัวอย่างละ 10 เมตร ที่

ระดับความลึก 15-30 เซนติเมตร เก็บตัวอย่างดินประมาณ 1-2 กิโลกรัม ตัวอย่างรากต้นข้าวล้างให้สะอาด

และซับให้แห้งเก็บใส่ถุงกระดาษไว้ที่อุณหภูมิห้อง เพื่อเตรียมศึกษาโครงสร้างพิเศษของรา AMF เช่น เวสิเคิล 

(vesicle) อาร์บัสคูล (arbuscule) หรือเส้นใย (hypha) ที่อยู่ในรากพืชต่อไป 
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3.2 การศึกษาเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 

     3.2.1 การตรวจนับปริมาณสปอรของรา AMF จากดินหัวเชื้อ 

ทำการตรวจนับปริมาณสปอร์ของรา AMF ในรากพืชด้วยวิธีการร่อนเปียก (wet sieve method) 

(Brundrett, 1996) และวิธีปั่นเหวี่ยงด้วยน้ำตาลซูโครส (sucrose centrifugation) (Smith, 1979) โดยชั่งดิน 

100 กรัม ใส่บีกเกอร์เติมน้ำกลั่นประมาณ 500 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแช่ทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที จากนั้นเท

น้ำลงบนตะแกรงร่อนขนาด 500, 250, 125 และ 32 ไมโครเมตร ตามลำดับ นำตะกอนที่กรองได้บนตะแกรง

ขนาด 125 และ 32 ไมโครเมตร ไปปั ่นเหวี ่ยงที ่ความเร็ว 2000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั ้นเท

ของเหลวทิ้งแล้วเติมสารละลายซูโครสความเข้มข้น 50% กวนตะกอนให้เข้ากับสารละลายแล้วนำไปปั่นเหวี่ยง

อีกครั้งที่ความเร็ว 2,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นล้างสปอร์ด้วยน้ำกลั่นแล้วกรองผ่านกรวยกรอง

โดยใช้เครื่องซัคชั่น (suction) จากนั้นถ่ายสปอร์ลงบนกระดาษกรอง นำไปนับจำนวนสปอร์ของรา AMF ใต้

กล้องจุลทรรศน์ใช้แสงแบบสเตอริโอ นำสปอร์ที่จำแนกได้วางบนสไลด์แล้วหยด Polyvinyl-Lacto-Glycerol 
(PVLG) ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์เพื่อเก็บไว้จำแนกชนิดของเชื้อราอาร์บัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาต่อไป 

     3.2.2 การประเมินการเขาอยูอาศัยในรากพืชของรา AMF จากดินหัวเชื้อ 

นำตัวอย่างรากข้าวจากในดินมาล้างด้วยน้ำเปล่าให้สะอาด ใส่ลงในขวดแก้วจากนั ้นเติม 10% 
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) นำไปบ่มอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นล้างรากด้วย

น้ำเปล่าแล้วเติม 2% กรดแลคติก (Lactic acid) นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

แล้วเทของเหลวทิ้ง เติมสีย้อม 0.05% ทริปแพนบลู (Trypan Blue) นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นแช่ทิ้งไว้ข้ามคืนให้รากย้อมติดสี นำรากไปตรวจสอบโครงสร้างของรา AMF ภายใต้

กล้องจุลทรรศน์ โดยตัดรากให้มีขนาดประมาณ 1 เซนติเมตรเรียงกัน 30 เส้น หยดน้ำเปล่าแล้วปิดด้วยกระจก

ปิดสไลด์ จากนั้นตรวจประเมินการเข้าอาศัยภายในราก (%Colonization) โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 

400 เท่า จากการนับโครงสร้างพิเศษของรา AMF ที่ปรากฏ เช่น เวสิเคิล (vesicle) อาร์บัสคูล (arbuscule) 

หรือเส้นใย (hyphae) โดยโครงสร้างพิเศษนี้จะติดสีฟ้าเข้มส่วนเนื ้อเยื ่อรากข้าวจะไม่ติดสี (รูปที ่ 3.1)  
(Trouvelot et al., 1986) 
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รูปที ่3.1 วิธีการประเมินการเข้าอยู่อาศัยภายในราก 

วิธีการคำนวณเปอร์เซ็นต์การเข้าอาศัยในรากพืชของเชื้อรารา AMF 

% การเข้ารากพืช = (90n5 + 70n4 + 30n3 + 5n2 + n1)/N 

     n5 = number of fragments rated 5 

     n4 = number of fragments rated 4 

     n3 = number of fragments rated 3 

     n2 = number of fragments rated 2 

     n1 = number of fragments rated 1 

     N = Total root fragments 

     3.2.3 การจัดจําแนกชนดิตามลักษณะสัณฐานวิทยาของรา AMF 

 หยดสาร Polyvinyl-Lacto-Glycerol (PVLG) ลงบนสไลด์ ใช้ forcep คีบสปอร์ของเชื้อราลงในสาร

ที่หยดไว้ประมาณ 10 สปอร์ ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ ใช้ปลายเข็มกดกระจกปิดสไลด์ตำแหน่งที่มีสปอร์ให้

สปอร์แตกออกเพื่อดูลักษณะภายในของสปอร์ เช่น สารภายในสปอร์ที่มีลักษณะเป็นหยดไขมัน และจำนวนชั้น

ผนังสปอร์ เป็นต้น ตรวจสอบลักษณะภายนอกของสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ สังเกตลักษณะของสปอร์ เช่น 

สี พ้ืนผิว และวัดขนาดสปอร์ เป็นต้น  

 

  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.2.4 การศึกษารา AMF ดวยวิธีอณูชีวโมเลกุล 

          3.2.4.1 การสกัดสารพันธุกรรม 

วิธีที่ 1 CTAB method 

ทำการสกัดจากพันธุกรรมจากสปอร์รา AMF โดยใช้ตัวอย่างสปอร์ 100 สปอร์ เลือกลักษณะสปอร์ที่มี

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาใกล้เคียงกัน สกัด DNA ด้วยวิธี CTAB method โดยเติม CTAB ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร จากนั้นบดสปอร์ให้แตกด้วย micro pestle นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

จากนั้นนำมาเติม CIAA (chloroform : isoamyl alcohol) อัตราส่วน 24:1 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมให้

เข้ากับตัวอย่างโดยกลับหลอดไปมา 50 ครั้ง นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 
นาที แล้วดูดส่วนใส (supernatant) ใส่ในหลอดใหม่ ปริมาตร 450 ไมโครลิตร จากนั้นเติม cold isopropanol 
ปริมาตร 300 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาอีก 30 ครั้ง นำตัวอย่างไปแช่ตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

นาน 30 นาที จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เทส่วนใสทิ้งล้างตะกอน DNA ด้วย cold 70% ethanol ที่แช่เย็น ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เทน้ำ

ทิ้งแล้วปล่อยให้ตะกอน DNA แห้งโดยปล่อยให้แห้งข้ามคืน (overnight) ที่อุณหภูมิห้อง แล้วเติม TE buffer 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ละลาย DNA และเก็บรักษา DNA ที่สกัดได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

วิธีที่ 2 ชุด Kit 

ทำการสกัดจากพันธุกรรมจากสปอร์รา AMF โดยใช้ตัวอย่างสปอร์ 100 สปอร์ เลือกลักษณะสปอร์ที่มี

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาใกล้เคียงกัน ด้วยชุด Kit (DNeasy® Plant Mini Kit) โดยการบดสปอร์ให้แตกด้วย 

micro pestle กับทราย จากนั ้นเติม Buffer AP1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และ RNase A ปริมาตร 4 
ไมโครลิตร นำไป vortex แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที กลับหลอด 2-3 ครั้ง ขณะ

บ่ม เมื่อครบเวลาเติม Buffer P3 ปริมาตร 130 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วแช่ในน้ำแข็ง นาน 5 นาที 

จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เมื่อครบเวลาดูดส่วนใสใส่หลอด 

QIAsherdder ที่มีหลอดข้างในขนาด 2 มิลลิลิตร นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที นาน 2 
นาที เมื่อครบเวลาถ่ายส่วนใสในหลอดใหม่ เติม Buffer AW1 ปริมาตร 1.5 v/v ของสารผสมทั้งหมดผสมให้

เข้ากัน ดูดสารผสมลงในหลอด DNeasy Mini ปริมาตร 650 ไมโครลิตร นำไปปั่นเหวี ่ยงที ่ความเร็วรอบ 

13,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติม Buffer AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นำไปปั่นเหวี่ยงที่

ความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติม Buffer AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร อีก

ครั้งนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที เทส่วนใสทิ้ง ย้ายหลอดข้างในขนาด 2 
มิลลิลิตร ไปเป็นหลอด micro centrifuge อันใหม่ขนาด 1.5 หรือ 2 มิลลิลิตร จากนั ้นเติม Buffer AE เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ปริมาตร 100 ไมโครลิตรเพื่อชะล้าง DNA บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว

รอบ 13,000 รอบ/นาที นาน 1นาท ีและเก็บรักษา DNA ที่สกัดได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

          3.2.4.2 การเพิ่มปริมาณ DNA ดวยเทคนิค PCR 

 เพิ่มจำนวน DNA ของรา AMF โดยใช้ยีนจำนวน 3 ยีน ได้แก่ ITS (Internal transcribed spacer 
region) , SSU (Small subunit) และ LSU (Large subunit) ดังตารางที่ 3.2 จากตัวอย่างสปอร์ที่แยกได้จาก

การสกัดสารพันธุกรรม นำมาตรวจสอบด้วยวิธี gel electrophoresis โดยใช้ 1% agarose gel ในสารละลาย 

1X TAE ที ่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 20 นาที เปรียบเทียบกับ DNA ladder marker จากนั ้นตรวจดูแถบ 

Genomic DNA ภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง Gel Doc 

ตารางท่ี 3.2 รายละเอียดของไพรเมอร์ที่ใช้ศึกษาด้านอณูชีวโมเลกุล 

Gene Primers Sequence (5’→3’) Reference 

ITS 

ITS1 Forward TCC GTA GGT GAA CCT GCG G (White et al., 1990) 
ITS4 Reverse TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC (White et al., 1990) 
ITS1F Forward CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A (Gardes & Bruns, 1993) 
ITS4 Reverse TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC (White et al., 1990) 

SSU 

NS31 Forward TTG GAG GGC AAG TCT GGT GCC (Simon et al., 1992) 
AM1 Reverse GTT TCC CGT AAG GCG CCG AA (Helgason et al., 1998) 
NS31 Forward TTG GAG GGC AAG TCT GGT GCC (Simon et al., 1992) 
AML2 Reverse GAA CCC AAA CAC TTT GGT TTC C (Lee et al., 2008) 

LUS 
FLR3 Forward TTG AAA GGG AAA CGA TTG AAG T (Gollotte et al., 2004) 
FLR4 Reverse TAC GTC AAC ATC CTT AAC GAA (Gollotte et al., 2004) 

 

 

 

 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 3.3 PCR condition ที่ใช้ในการเพ่ิมจำนวนยีนเป้าหมาย 

Step ITS 
SSU 

(Öpik et al., 2009) 
LSU 

Preheat 96 °C (2 min) 94 °C (2 min) 94 °C (2 min) 
Denature 96 °C (1 min) 94 °C (45 sec) 93 °C (1 min) 
Annealing 56 °C (1 min) 65 °C (45 sec) 58 °C (1 min) 
Extension 72 °C (1:30 min) 72 °C (45 sec) 72 °C (1 min) 

Cycle 34 35 39 
Final extension 72 °C (7min) 72 °C (10 min) 72 °C (10 min) 

Final hold 15 °C 15 °C 12°C 
 

          3.2.4.3 การวิเคราะหลําดับเบส 

  เมื่อได้ข้อมูลลำดับเบส DNA เรียบร้อยแล้ว นำมาประกบคู่สาย DNA ทำ consensus sequence ใน
โปรแกรม BioEdit v.7.0.5.3 จากนั้นตรวจดูคุณภาพลำดับเบสที่ได้ ตัดแต่งต้นสายและปลายสาย DNA ทั้งเส้น 

forward และ reverse จากนั้นกลับเส้น reverse แล้วรวมสาย forward และ reverse แก้ไขข้อมูลลำดับเบส

ให้ตรงกันทั้งหมดแล้วบันทึกข้อมูลของสายที่แก้ไขแล้วให้เรียบร้อย 

 เมื่อได้ลำดับเบสที่เป็นสายประกบคู่ consensus sequence มาแล้วนำข้อมูลที่ได้ไปค้นหาข้อมูลใน

โปรแกรม BLASTn  จากฐานข้อมูลของ GenBank ในเว็บไซต์ของ NCBI โดยเลือกข้อมูลที่มี sequence ที่

เหมือนกันมากที่สุด นำมาสร้างข้อมูล dataset โดยนำ consensus sequence ที่ได้เทียบกับ sequence ของ 

GenBank แล้วใช้โปรแกรม MAFFT online (http://maff.cbrc.jp/alignment/server) เรียงลำดับเบสทำ

การตัดส่วนเกินของสาย sequence ต้นสายและปลายสายปรับให้ลำดับเบสใกล้เคียงกันมากที่สุดโดยใช้

โปรแกรม BioEdit v.7.0.5.3 (Hall, 1999) 

          3.2.4.4 การวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 

โดย ใช ้ โปรแกรม Maximum Likelihood (ML), Maximum Parsimony (MP) และ Bayesian 
Inference (BI) ทำการแปลงข้อมูล (export dataset) ของ sequence alignment โดยเปลี่ยนข้อมูลจาก

สกุล .fasta ให้เป็นสกุล .phy เพื่อวิเคราะห์ Maximum Likelihood (ML) ใน CIPRES โดยใช้ RAxML-HPC2 

v.8.2.12 บน XSEDE ที่มีการรันการสร้างตัวอย่างบูทสแตรป (bootstrap) 1,000 ครั้ง และเปลี่ยนข้อมูลจาก

สกุล .fasta ให้เป็นสกุล .nexus เพื่อวิเคราะห์ Maximum Parsimony (MP) ในโปรแกรม PAUP v.4.0b10 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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และวิเคราะห์ Bayesian inference (BI) โดยใช้ MrBayes v.3.0b4 เพื ่อสร้างแผนภูมิแสดงวิว ัฒนาการ 

(Phylogenetic tree)  

3.3 การเพิ่มปริมาณสปอรเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซา โดยวิธี Trap culture 

      3.3.1 การเตรียมตัวอยางพืชทดลอง 

 การเพาะเลี้ยงต้นข้าว โดยนำเมล็ดข้าวมาแช่น้ำทิ้งไว้ข้ามคืน จากนั้นเพาะเลี้ยงในกล่องเก็บความชื้น 

(moist chamber) บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน จนกระทั่งได้ต้นอ่อนเพื่อ

เตรียมปลูกลงในกระถาง 

      3.3.2 การเตรียมวัสดุปลูก 

 เตรียมดินสำหรับเพาะปลูกและทรายมาอบฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที ่อุณหภูมิ 120 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที โดยนึ่งฆ่าเชื้อทั้งหมด 3 ครั้ง แต่ละครั้งห่างกัน 

24 ชั่วโมง ผสมดิน:ทราย ในอัตราส่วน 2:1 ใส่ในกระถาง เช็ดฆ่าเชื้อกระถางปลูกด้วย 70% เอทิลแอลกอฮอล์ 

จากนั้นปลูกต้นอ่อนข้าวในข้อ 3.5.1 จำนวน 1 ต้นลงในกระถาง นำสปอร์ที่แยกได้ในข้อ 3.3.1 เติมลงใน

กระถางบริเวรรอบรากข้าว กระถางละประมาณ 100 สปอร์ รดน้ำให้ชุ่ม (รูปที่ 3.2) ทรีตเมนท์ที่ใช้เพาะปลูก

ได้แก่ ดินฆ่าเชื้อ (control), ดินฆ่าเชื้อ+AMFสปอร์สีเหลือง, ดินฆ่าเชื้อ+AMFสปอร์สีน้ำตาล, ดินฆ่าเชื้อ+AMF
สปอร์สีใส, ดินฆ่าเชื้อ+ดินหัวเชื้อโรงเรือน (Green House) ของสวทช., ดินฆ่าเชื้อ+ดินหัวเชื้อจังหวัดกาฬสินธุ์ 

และดินฆ่าเชื้อ+ดินการค้า (MYCORTECHTM) โดยแต่ละทรีตเมนท์มีจำนวน 6 ซ้ำ ใส่ปุ๋ยเคมีตรากระทิงลูกโลก 

สูตร 16-16-16 (Nitrogen, Phosphorus และ Potassium; N-P-K) เมื่อต้นข้าวอายุ 30 วัน วางในโรงเรือนที่

มีแสงส่องถึง อุณหภูมิประมาณ 30 องศาเซลเซียส รดน้ำวันเว้นวัน 

 

 

 

  

 

รูปที ่3.2 การเพ่ิมปริมาณรา AMF โดยวิธี Trap culture ภายในโรงเรือน (Green House) 

ของสำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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  3.3.3 การตรวจนับปริมาณสปอรรา AMF ของพืชทดลองในโรงเรือน 

 ทำการตรวจนับปริมาณสปอร์ของรา AMF ในดินเมื่อข้าวมีอายุ 30 และ 45 วัน โดยเก็บตัวอย่างดิน

มาผสมให้เข้ากัน สุ่มตัวอย่างดินเพื่อตรวจนับจำนวนสปอร์ตามวิธีในข้อ 3.2.1 โดยใช้ดิน ปริมาณ 20 กรัม 

ตรวจสอบลักษณะและจัดจำแนกสปอร์ของรา AMF สังเกตลักษณะสี ขนาด พื้นผิว และขนาดชั้นผนังของ

สปอร์รา AMF  

3.4 การศึกษาประสิทธิภาพของของรา AMF ในการสงเสริมการเจริญของพืชทดลองใน

โรงเรือน 

 บันทึกและเก็บข้อมูลเพื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของข้าวในข้อ 3.3 ที่มีการเติมทรีตเมนท์ลงไป

โดยบันทึกข้อมูลทั้งหมด 3 ด้าน ได้แก่ (1) ปริมาณสปอร์ของรา AMF ที่เพ่ิมข้ึนในดิน ตามวิธีในข้อที่ 3.2.1 โดย

ใช้ดินปริมาณ 20 กรัม ตรวจสอบลักษณะและจัดจำแนกสปอร์ของรา AMF สังเกตลักษณะสี ขนาด พื้นผิว 

และขนาดผนังของสปอร์รา AMF (2) วัดประเมินการเข้าอยู่อาศัยในราก (root colonization) ตามวิธีในข้อ 

3.2.3  และ (3) ความสูงของต้นข้าว  

3.5 การวิเคราะหทางสถิติ 

 นำข้อมูลที่ได้จากการทดลองมาวิเคราะห์เปรียบเทียบค่าทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS windows 
เวอร์ชั่น 22 โดยใช้วิธี Duncan’s New Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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  บทท่ี4 

ผลการวิจัยและการอภปิรายผล 
4.1 การสํารวจและเก็บตัวอยางดิน 

 พ้ืนที่ที่ศึกษาสำหรับการเก็บตัวอย่างดินบริเวณรอบรากข้าวและดินคันนาประกอบด้วย 2 แหล่ง ได้แก่ 

พื้นที ่บริเวณที่ 1 คือ ดินนาข้าวบริเวณโรงเรือน (Green House) ของสำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) เป็นดินแปลงนาข้าวที่เก็บเกี่ยวแล้ว ดินมีลักษณะแห้ง รอไถกลบ เป็นแปลงนาข้าว

ที่ปลูกข้าวเพียงอย่างเดียว แต่มีการหมุนเวียนสายพันธุ์ข้าวที่ใช้ปลูก ( รูปที่ 4.1) โดยเก็บตัวอย่างวันที่ 26 
มิถุนายน พ.ศ.2566 จำนวน 1 ครั้ง ครั้งละ 10 จุด และ พื้นที่บริเวณที่ 2 คือ ดินจากนาข้าว ตำบลหนองห้าง 

อำเภอกุฉินารายณ์ จังหวัดกาฬสินธุ์ พื้นที่เป็นแปลงนาข้าวที่มีการปลูกข้าวอุดมสมบูรณ์ มีการใส่ปุ๋ยเคมีในนา

ข้าว (รูปที่ 4.2) โดยเก็บตัวอย่างวันที่ 11 กรกฎาคม พ.ศ.2566 จำนวน 1 ครั้ง ครั้งละ 10 จุด เช่นเดียวกัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.1 ลักษณะพ้ืนที่บริเวณนาข้าวโรงเรือน (Green House) ของ สวทช. 
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รูปที ่4.2 ลักษณะพ้ืนที่บริเวณนาข้าว จ.กาฬสินธุ์ 

4.2 การศึกษาเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 

     การตรวจนับปริมาณสปอรของรา AMF 

 การศึกษาความหลากหลายของรา AMF โดยตรวจนับจำนวนสปอร์ในตัวอย่างดินบริเวณรอบรากข้าว

และดินคันนา 2 แหล่ง ได้แก่ ดินบริเวณโรงเรือน (Green House) ของสวทช. และ ดินจากนาข้าว ตำบล

หนองห้าง อำเภอกุฉินารายณ์ จังหวัดกาฬสินธุ์ สามารถจำแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสปอร์เชื้อราได้ 4 
ลักษณะ ได้แก่ (1) สปอร์สีเหลือง ขนาด 115x147.5 – 137.5x160 ไมครอน รูปร่างรี ผิวเรียบ, (2) สปอร์สี

น้ำตาล ขนาด Ø 92.5 – 190 ไมครอน รูปร่างกลม ผิวเรียบ, (3) สปอร์สีใส Ø 97.5 – 197.5 ไมครอน รูปร่าง

กลม ผิวเรียบ และ (4) สปอร์สีเทา ขนาด Ø 92.5 – 112.5 ไมครอน รูปร่างกลม ผิวเรียบ จากตัวอย่างดิน

ทั้งหมดที่เก็บมาศึกษา พบว่าในแต่ละพ้ืนที่มีจำนวนความหนาแน่นของประชากรเชื้อราAMF แตกต่างกัน 

พื้นที่ที่พบจำนวนสปอร์มากที่สุดคือ ดินคันนา จ .กาฬสินธุ์ ปริมาณสปอร์ที่พบคือ 290.4 สปอร์/ดิน 

100 กรัม โดยพบลักษณะของสปอร์ 3 ลักษณะ ได้แก่ สปอร์สีเหลืองรี จำนวน 91.6 สปอร์/ดิน 100 กรัม 

สปอร์สีน้ำตาลกลม จำนวน 193.4 สปอร์/ดิน 100 กรัม และสปอร์สีใสกลม จำนวน 6.4 สปอร์/ดิน 100 กรัม 

จำนวนสปอร์สีน้ำตาลมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติกับจำนวนสปอร์สีใส ส่วนจำนวนสปอร์สี

เหลืองไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติกับจำนวนสปอร์สีน้ำตาลและสีเหลือง  

รองลงมาคือดินคันนา จากโรงเรือน (Green House) ของ สวทช. ปริมาณสปอร์ที่พบคือ 261.8 
สปอร์/ดิน 100 กรัม โดยพบลักษณะของสปอร์ 4 ลักษณะ ได้แก่ สปอร์สีเหลืองรี จำนวน 124 สปอร์/ดิน 100 
กรัม สปอร์สีน้ำตาลกลม จำนวน 108.2 4 สปอร์/ดิน 100 กรัม สปอร์สีใสกลม จำนวน 16.4 4 สปอร์/ดิน 100 
กรัม และ สปอร์สีเทากลม จำนวน 13.2 4 สปอร์/ดิน 100 กรัม จำนวนสปอร์สีเหลืองมีความแตกต่างกันอย่างเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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มีนัยสำคัญทางสถิติกับจำนวนสปอร์สีใสและสีเทาส่วนจำนวนสปอร์สีน้ำตาลไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติกับจำนวนสปอร์สีเหลือง สีใส และสีเทา  

ตัวอย่างซึ่งมีความหลากหลายรองลงมา ได้แก่ ดินจากนาข้าว โรงเรือน (Green House) ของ สวทช. 
ปริมาณสปอร์ที่พบคือ 190.9 สปอร์/ดิน 100 กรัม พบลักษณะของสปอร์ 4 ลักษณะ ได้แก่ สปอร์สีเหลืองรี 

จำนวน 171 สปอร์/ดิน 100 กรัม สปอร์สีน้ำตาลกลม จำนวน 6.3 สปอร์/ดิน 100 กรัม สปอร์สีใสกลม จำนวน 

9.7 สปอร์/ดิน 100 กรัม และสปอร์สีเทากลม จำนวน 3.9 สปอร์/ดิน 100 กรัม จำนวนสปอร์สีเหลืองมีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติกับจำนวนสปอร์สีน้ำตาล สีใส และสีเทา 

พื้นที่ที่พบจำนวนสปอร์น้อยที่สุดคือ ดินนาข้าว จ .กาฬสินธุ์ ปริมาณสปอร์ที่พบคือ 8.1 สปอร์/ดิน 

100 กรัม พบลักษณะของสปอร์ 4 ลักษณะ ได้แก่ สปอร์สีเหลืองรี จำนวน 5.4 สปอร์/ดิน 100 กรัม  สปอร์สี

น้ำตาลกลม จำนวน 0.8 สปอร์/ดิน 100 กรัม สปอร์สีใสกลม จำนวน 1.8 สปอร์/ดิน 100 กรัม ปริมาณสปอร์

ที่พบคือ 8.1 สปอร์/ดิน 100 กรัม และสปอร์สีเทากลม จำนวน 0.1 สปอร์/ดิน 100 กรัม จำนวนสปอร์แต่ละ

ลักษณะไมม่ีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (รูปที่ 4.3)  

จากการทดลองศึกษาความหลากหลายและปริมาณของรา AMF รอบรากข้าวและดินคันนาจากดินหัว

เชื้อนาข้าวโรงเรือน (green House) และนาข้าว จ.กาฬสินธุ์ พบว่าปริมาณสปอร์เชื้อราอาจขึ้นอยู่กับหลาย

ปัจจัย เช่น ลักษณะของสถานที่เก็บดินตัวอย่าง จากการทดลองพบว่าดินนาข้าว จ.กาฬสินธุ์มีปริมาณสปอร์

น้อยว่านาข้าวโรงเรือน ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Kabir et al. (1998) กล่าวว่าดินที่ไม่มีการไถที่จะพบ

ความหนาแน่นของเส้นใยเชื้อรามากกว่าดินที่มีการไถอยู่เสมอซึ่งส่งผลให้เส้นใยมีความเสียหาย โดยจะเห็นว่า

นาข้าว จ.กาฬสินธุ์เป็นนาที่มีการไถพรวนอยู่เสมอตามฤดูกาลในการปลูกข้าว ไม่มีการปลูกพืชหมุนเวียนอีกทั้ง

ยังมีการใช้สารเคมีในนาข้าวส่งผลให้พบปริมาณของสปอร์เชื้อราน้อยกว่านาข้าวโรงเรือน หรือจุลินทรีย์ ธาตุ

อาหารและค่า pH ในดินที่ไม่เหมาะสมในการเจริญ สอดคล้องกับการทดลองของ Raju et al. (1990) ได้

รายงานว่าจำนวนสปอร์ของเชื้อราจะแปรผันกับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ภายในดินดังนั้นการงอกของสปอร์

รา AMF ขึ้นอยู่กับหลายปัจจัยจึงทำให้พบปริมาณสปอร์และสปีชีส์ของเชื้อรามากน้อยแตกต่างกันไป  

ตารางท่ี 4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสปอร์รา AMF 

Morphotype ส ี ขนาด (ไมครอน) รูปร่าง พ้ืนผิว 
1 เหลือง 115x147.5 – 137.5x160 รี เรียบ 
2 น้ำตาล Ø 92.5 - 190 กลม เรียบ 
3 ใส Ø 97.5 – 197.5 กลม เรียบ 
4 เทา Ø 92.5 – 112.5 กลม เรียบ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.3 แสงความหนานแน่นของจำนวนสปอร์ของรา AMF ในดินแต่ละแหล่ง (สปอร์/ดิน 100 กรัม) 
(a) ดินนาข้าว โรงเรือน (Green House) 
(b) ดินคันนา โรงเรือน (Green House) 
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(c) ดินนาข้าว จ.กาฬสินธุ์ 
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     การประเมินการเขาอยูอาศัยในรากพืชของรา AMF  

 จากการนำดินบริเวณรอบรากข้าวและดินคันนา 2 แหล่ง ได้แก่ ดินบริเวณโรงเรือน (Green 
House) ของสวทช. และ ดินจากนาข้าว ตำบลหนองห้าง อำเภอกุฉินารายณ์ จังหวัดกาฬสินธุ์ มาประเมินการ

เข้าอยู่อาศัยภายในรากของรา AMF โดยใช้วิธีการย้อมรากด้วย Trypan blue จากการประเมินโครงสร้างของ

เชื้อราในรากพืชที่ปรากฏภายใต้กล้องจุลทรรศน์สามารถพบได้ 3 ลักษณะ ได้แก่ เวสิเคิล (vesicle), อาร์บัสคูล 

(arbuscule), และเส้นใย (hyphae) โดยพบว่าการเข้าอยู่อาศัยภายในรากของรา AMF ความแตกต่างกันอย่าง

มีนัยสำคัญทางสถิติ (รูปที่ 4.4) โดยพื้นที่ที ่มีการเข้าอยู่อาศัยภายในรากมากที่สุดคือ หญ้าคันนาโรงเรือน 

(Green House) มีการเข้าราก 54.83% พบโครงสร้างภายในราก 3 ลักษณะ คือ เวสิเคิล, อาร์บัสคูล, และเส้น

ใย (รูปที่ 4.6) รองลงมาคือ หญ้าคันนา จ.กาฬสินธุ์ มีการเข้าราก 30.67% พบโครงสร้างภายในราก 3 ลักษณะ 

คือ เวสิเคิล, อาร์บัสคูล และเส้นใย (รูปที่ 4.8) ต่อมาคือ ข้าวโรงเรือน (Green House) มีการเข้าราก 30.47% 
พบโครงสร้างภายในราก 3 ลักษณะ คือ เวสิเคิล, อาร์บัสคูล, และเส้นใย (รูปที่ 4.5) และสุดท้ายพบการเข้า

รากน้อยที่สุดคือ ข้าว จ.กาฬสินธุ์ มีการเข้าราก 21.57% พบโครงสร้างภายในราก 3 ลักษณะ คือ เวสิเคิล, 
อาร์บัสคูล และเส้นใย (รูปที่ 4.7) 

งานวิจัยหลายฉบับได้เปรียบเทียบชนิดของพืชอาศัยโดยพบว่าชนิดของพืชอาศัยมีอิทธิพลต่อการเข้า

อยู ่อาศัยภายในรากโดยให้ข้อมูลว่าพืชในกลุ ่มธัญพืชสามารถส่งเสริมการเจริญของเชื ้อราได้มากที ่สุด 

(Simpson & Daft, 1990) จากการทดลองนี้คัดเลือกข้าวซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มธัญพืชที่มีระบบรากที่ดี จะเห็นว่า

ปริมาณสปอร์ของเชื้อราในพื้นที่ทั ้ง 2 แหล่ง พบว่าการเข้าอยู่อาศัยภายในรากไม่สัมพันธ์กับปริมารสปอร์

ภายในดิน สอดคล้องกับรายงานที่กล่าวว่าเปอร์เซ็นต์การเข้าอยู่อาศัยภายในรากไม่สัมพันธ์กับการสร้างสปอร์

ของรา AMF (Daniell et al., 2001) แต่ก็มีรายงานของ Eom et al. (2000) ที่กล่าวว่ารา AMF ไม่จำเพาะต่อ

การเข้าอยู่อาศัยภายในรากของพืชอาศัยด้วยเช่นกัน  
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รูปที่ 4.4 เปอร์เซ็นต์การเข้าอยู่อาศัยภายในรากพืชแต่ละแหล่ง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.5 การเข้าอยู่อาศัยของสปอร์รา AMF ในรากข้าวโรงเรือน (Green House) 

(a) เส้นใย (hy, hyphae) และอาร์บัสคูล (ar, arbuscule), (b)-(d) เวสิเคิล (vc, vesicle), 

bars: a = 40 µm, b-d = 20 µm 
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รูปที่ 4.6 การเข้าอยู่อาศัยของสปอร์รา AMF ในรากหญ้าคันนาโรงเรือน (Green House) 

(a),(c) เวสิเคิล (vc, vesicle) และเส้นใย (hy, hyphae), (b) เวสิเคิล (vc, vesicle), (d) อาร์บัสคูล 

(ar, arbuscule) และเส้นใย (hy, hyphae, bars: a-c = 20 µm, d = 30 µm 
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รูปที ่4.7 การเข้าอยู่อาศัยของสปอร์รา AMF ในรากข้าว จ.กาฬสินธุ์ 

(a)-(c) เวสิเคิล (vc, vesicle), (d) อาร์บัสคูล (ar, arbuscule) และเส้นใย (hy, hyphae), 

bars: a,c = 5 µm, b,d = 20 µm 
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รูปที่ 4.8 การเข้าอยู่อาศัยของสปอร์รา AMF ในรากหญ้าคันนา จ.กาฬสินธุ์ 

(a),(b) เวสิเคิล (vc, vesicle), (c) อาร์บัสคูล (ar, arbuscule), bars: a = 40 µm, b-c = 30 µm 
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     การจัดจําแนกชนิดตามลักษณะสัณฐานวิทยาของรา AMF 

 จากการจัดจำแนกชนิดตามลักษณะสัณฐานวิทยาของรา AMF พบว่าทั้งหมดเป็นราจัดอยู่ในสกุล

เดียวกัน ได้แก่ Acaulospora แต่พบว่าจัดเป็นคนละชนิดกัน เนื่องจากมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสปอร์

ที่แตกต่างกัน สามารถแบ่งได้เป็น 3 ชนิด (species) ดังแสดงในตารางที่ 4.2 

ตารางท่ี 4.2 ชนิดของเชื้อราอาร์บัสคูลลาร์ไมคอไรซาที่พบในดินตัวอย่างแต่ละแหล่ง 

Genus Species Characteristics 
Acaulospora   
 Acaulospora sp.1 สีเหลืองรี 
 Acaulospora sp.2 สีน้ำตาลกลม 
 Acaulospora sp.3 ใสไม่มีสีกลม 

 

 จากการศึกษาของ วรพจน์ (2557) ที่ได้ศึกษาผลของเชื้อราอาร์บัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและพืชตระกูล

ถั่ว ต่อการเจริญเติบโตของมันสำปะหลัง พบว่าเชื้อราในสกุล Acaulospora มีความถี่ในการพบมากที่สุด

สอดคล้องกับการทดลองที่ได้ศึกษาที่แสดงให้เห็นว่า Acaulospora เป็นจีนัสที่พบได้บ่อยและมากที่สุด 
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Acaulospora sp.1 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.9 ลักษณะสปอร์ของ Acaulospora sp.1 

(a) สปอร์สภาพสมบูรณ์, (b) สปอร์ผนังเซลล์แตก, bars: a,b = 50 µm 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 สปอร์มีลักษณะรี (ellipsoidal) หรือเป็นรูปไข่ (ovoid) สปอร์มีสีเหลืองส้ม (brilliant orange 
yellow) พื้นผิวเรียบ พบเป็นสปอร์เดี่ยว มีผนังสปอร์ 2 ชั้น ลักษณะซ้อนกันบางๆหลายชั้น (laminate) ผนัง

หนา 3.75-6.25 µm สปอร์มีขนาด 115x147.5 – 137.5x160 µm 
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Acaulospora sp.2 

  

 

 

 

 

 

รูปที ่4.10 ลักษณะสปอร์ของ Acaulospora sp.2 

(a) สปอร์สภาพสมบูรณ์, (b) สปอร์ผนังเซลล์แตก, bars: a,b = 50 µm 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

สปอร์ส่วนใหญ่มีลักษณะกลม (globose) ไปจนถึงค่อนข้างกลม (subglobose) สปอร์สีน้ำตาลอ่อน 

(light brown) ไปจนถึงสีส้มแดง (dark reddish orange) พื้นผิวเรียบ พบเป็นสปอร์เดี่ยว ผนังสปอร์มี 2 ชั้น 
ผนังซ้อนกันเป็นชั้น (laminate) ผนังสปอร์หนา 5-9.5 µm มีขนาดประมาณ 92.5 – 190 µm   

a b 

Lipid filled vesicle 
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Acaulospora sp.3 

 

 

 
 

    

 

รูปที ่4.11 ลักษณะสปอร์ของ Acaulospora sp.3 

(a) สปอร์สภาพสมบูรณ์, (b) สปอร์ผนังเซลล์แตก, bars: a,b = 50 µm 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  

 สปอร์มีลักษณะกลม (globose) สปอร์ไม่มีสี (hyaline) บางครั ้งอาจพบเป็นสปอร์ค่อนข้างใส 

(subhyaline) หรือมีสีเหลืองอ่อน (pale yellow) พบเป็นสปอร์เดี ่ยวติดกับก้านของสปอร์ (subtending 
tube) พื้นผิวเรียบ ผนังสปอร์มี 2 ชั้น ชั้นแรกเป็นผิวหน้าของสปอร์มีลักษณะบางเป็นผนังที่สลายหรือหลุด

ออกไปได้ง่าย ผนังชั้นที่ 2 มีความหนา 5-8.75 µm มีขนาดประมาณ 97.5 – 197.5 µm 
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 การศึกษารา AMF ดวยวิธีอณูชีวโมเลกุล 

     การเพิ่มปริมาณ DNA ดวยเทคนิค PCR 

          จากการจำแนกลักษณะทางสัณฐานวิทายาของรา AMF จำนวน 3 ตัวอย่าง เมื่อทำการสกัด DNA แล้ว

นำมาเพิ่มปริมาณ DNA ด้วยเทคนิค PCR โดยมียีนเป้าหมายจำนวน 3 ยีน คือยีน ITS, SSU และ LSU (ตาราง

ที่ 4.3) โดยที่ยีน ITS และ SSU ใช้ primer จำนวนอย่างละ 2 คู่ในการศึกษา ซึ่ง primer ITS1-ITS4 และ 

NS31-AM1 ทำงานได้ไม่ดีนัก เนื่องจากสามารถเพิ่มจำนวนยีนได้เพียง 1 ตัวอย่างเท่านั้น แต่ primer ITS1F-
ITS4 และ NS31-AML2 สามารถเพิ่มยีนเป้าหมายได้ในทุกตัวอย่างที่นำมาศึกษา ส่วนยีน LSU ซึ่งใช้ primer 
เพียง 1 คู่ในการศึกษา พบว่าสามารถเพิ่มจำนวนยีนเป้าหมายได้ในทุกตัวอย่างโดยภาพรวมพบว่าสามารถเพิ่ม

ปริมาณ DNA ครบทั้ง 3 ยีน ในการศึกษานี ้จึงได้นำข้อมูลในส่วนนี ้มาทำการวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิง

วิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) 

ตารางท่ี 4.3 ผลการเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วยเทคนิค PCR 

ตัวอยาง  Morphology 
ยีน ITS * ยีน SSU ยีน LSU 

ITS1-ITS4 ITS1F-ITS4 NS31- AM1 NS31- AML2 FRL3-FRL4 
สปอร์สีเหลือง Acaulospora sp.1 - + - + + 
สปอร์สีน้ำตาล Acaulospora sp.2 + + + + + 
สปอร์ใสไม่มีสี Acaulospora sp.3 - + - + + 

รวม 1 3 1 3 3 
 

* ; ยีน ITS พบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณ DNA ได้แต่เมื่อข้อมูลลำดับเบสมา blast พบว่า sequence ที่ได้ไม่ตรง

กับตวัอย่าง 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ  + ; สามารถเพ่ิมปริมาณได้           - ; ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณได้            

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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     การศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) 

เมื่อปฏิกิริยา PCR สิ้นสุดลงจึงนำเอา PCR product ไปหาลำดับเบสโดยการส่งไปวิเคราะห์ที่บริษัท 

Macrogen ประเทศเกาหลีใต้ เมื่อได้ลำดับเบสแล้วจึงนำลำดับเบสของยีน ITS, SSU และ LSU มาวิเคราะห์

หาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการบนเว็บไซต์ CIPRES 
(https://www.phylo.org/portal2/login!input.action) ด้วยโปรแกรม RAxML-HPC2 on XSEDE 
v.8.2.12 โดยใช้ Ambispora fennica W3847/Att200-21 และ Archaeospora laptotica MAFF520055 
เป็น out grope นอกจากนี้ยังวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม PAUP v.4.0 และโปรแกรม MrBayes v.3.0b4 จากผล

การวิเคราะห์ทั้ง 3 โปรแกรม พบว่ารา AMF ทั้ง 3 ชนิด ที่เก็บได้จากพ้ืนที่ 2 แหล่ง ได้แก่ ดินจากนาข้าว

โรงเรือน (Green House) และดินจาก จ.กาฬสินธุ์ สามารถแบ่งได้ทั้งหมด 3 กลุ่ม ดังนี้ 

 กลุ่มท่ี 1 ตัวอย่างสปอร์ใสไม่มีสี (hyaline) แสดงความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับสกุล Acaulospora 
colombiana โดยมีความความเชื่อม่ันของ ML-BS และ MP-BS เป็น 91 และ 81 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ จาก

แผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (รูปที่ 4.12) จึงกำหนดให้เป็น Acaulospora sp.3 

 กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างสปอร์สีน้ำตาล (Brown) แสดงความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับสกุล Acaulospora โดยมี

ความความเชื่อมั่นของ ML-BS และ MP-BS เป็น 60 และ 61 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ จากแผนภูมิแสดงสาย

สัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (รูปที่ 4.12) จึงกำหนดให้เป็น Acaulospora sp.2 

 กลุ่มท่ี 3 ตัวอย่างสปอร์สีเหลือง (Yellow) แสดงความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับสกุล Acaulospora โดยมี

ความความเชื่อมั่นของ ML-BS และ MP-BS เป็น 53 และ 11 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ จากแผนภูมิแสดงสาย

สัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (รูปที่ 4.12) จึงกำหนดให้เป็น Acaulospora sp.1 

 ทั้งนี้อาจจะต้องมีการเพิ่มยีนในการศึกษาสายวิวัฒนาการเพิ่มเติม และอาจต้องเพิ่มจำนวนตัวอย่างให้

มีจำนวนมากกว่านี้เพื่อการทำซ้ำและให้มีค่าความเชื่อมั่นที่สูงขึ้นเพื่อให้มั่นใจว่าตัวอย่างที่ศึกษานั้นเป็นสปีชีส์

ใหม่จริงๆ ในการวิเคราะห์ลำดับเบสของรา AMF ซึ่งจากการทดลองพบปัญหาคือ ยีน ITS เป็นยีนที่เมื่อนำ

ข้อมูลลำดับเบสมา blast แล้วลำดับเบสที่ได้ไม่ตรงกับตัวอย่าง ปัญหานี้ตรงกับงานวิจัยของ  Likar et al. 
(2013) ที่ไม่สามารถเพิ่มปริมาณ DNA จากยีน ITS ได้และเนื่องจากการใช้ลำดับ 18S rDNA โดยทั่วไปมัก

จำกัดให้เฉพาะในระดับสกุลหรือวงศ์อีกทั้งยีนนี้ยังเป็นตำแหน่งยีนทั่วไปที่เชื้อราทุกตัวมีและไพรเมอร์ที่ใช้ไม่

จำเพาะเจาะจงกับรา AMF โดยในการศึกษาลำดับเบสของรา AMF จากยีน SSU ใช้คู่ไพรเมอร์ NS31 ร่วมกับ 

AM1 และ AML2 (Lee et al., 2008) และยีน LSU ที่ใช้คู่ไพรเมอร์ FLR3-FLR4 ประสบความสำเร็จในการ

เพิ่มปริมาณของยีนเป้าหมายซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่จำเพาะเจาะจงกับรา AMF โดยตรง (Mummey & Rillig, 
2007) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.12 แสดงความสัมพันธ์ทางสายวิวัฒนาการของราในจีนัส Acaulospora ที่ได้มาจากลำดับยีน ITS,  
SSU และ LSU (1000 บูทสแตป) โดยมีต ัวเลขซึ ่งมีน ัยสำคัญแสดงถึงค่าบูทสแตป ML และ MP ≥ 50 
เปอร์เซ็นต์ และมีความเชื่อมั่น (BI) ≥ 0.95 ตามลำดับ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.3 การเพิ่มปริมาณสปอรรา AMF โดยวิธี Trap culture 

     การตรวจนับปริมาณสปอรของรา AMF ของดินโรงเรือน 

จากการทดลองการเพิ ่มปริมาณสปอร์ของรา AMF โดยวิธี Trap culture หลังจากปลูกข้าวเป็น

ระยะเวลา 30 และ 45 วัน เมื่อนับปริมาณสปอร์รา AMF จากการเก็บตัวอย่างดินในแต่ละทรีตเมนท์ โดยแยก

สปอร์ด้วยวิธีวิธีการร่อนเปียก (wet sieve method) และวิธีปั่นเหวี่ยงด้วย 50% น้ำตาลซูโครส (sucrose 
centrifugation) จากการทดลองเบื้องต้นแสดงให้เห็นว่าการฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 120 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที มีปัญหา คือไม่สามารถทำลายสปอร์ของรา 
AMF ในดินฆ่าเชื้อได้ จากการทดลองจึงนับปริมาณสปอร์เฉพาะสปอร์เป้าหมายเท่านั้น เมื่อระยะเวลา 30 วัน 

พบการเพิ่มจำนวนของสปอร์มากที่สุดคือดินหัวเชื้อ จ.กาฬสินธุ์ พบ 35.85 สปอร์/ดิน 100 กรัม รองลงมาคือ

สปอร์สีน้ำตาล พบ 20 สปอร์/ดิน 100 กรัม ต่อมาคือดินหัวเชื้อโรงเรือน (Green House) พบ 13.35 สปอร์/

ดิน 100 กรัม ดินการค้า พบ 4.15 สปอร์/ดิน 100 กรัม สปอร์สีใส พบ 2.5 สปอร์/ดิน 100 กรัม และสปอร์สี

เหลืองไม่พบการเพ่ิมจำนวนสปอร์ในดินเมื่อระยะเวลา 30 วัน (ตารางท่ี 4.4) 

ระยะเวลา 45 วัน พบการเพ่ิมจำนวนของสปอร์มากที่สุดคือสปอร์สีน้ำตาล พบ 54.17 สปอร์/ดิน 100 
กรัม รองลงมาคือดินหัวเชื้อ จ .กาฬสินธุ์ พบ 39 สปอร์/ดิน 100 กรัม ต่อมาคือดินหัวเชื้อโรงเรือน (Green 
House) พบ 38 สปอร์/ดิน 100 กรัม ดินการค้า พบ 31.50 สปอร์/ดิน 100 กรัม สปอร์สีเหลือง พบ 6.67 
สปอร์/ดิน 100 กรัม และดินที่พบการเพิ่มจำนวนสปอร์ในดินน้อยที่สุดคือสปอร์สีใส พบ 0.83 สปอร์/ดิน 100 
กรัม (ตารางท่ี 4.5) 

จากการทดลองการเพิ่มปริมาณสปอร์รา AMF โดยวิธี Trap culture จะเห็นว่าในขั้นตอนของการฆ่า

เชื้อดินปลูกที่ใช้อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที พบปัญหาคือไม่สามารถฆ่าเชื้อดินปลูกให้ปลอด

สปอร์รา AMF ในดินได้ ซึ ่งจากการทดลองของ Vallejos-Torres et al. (2022) ได้ทำการศึกษาผลของรา 
AMF และปุ๋ยหมักในการเพ่ิมการเจริญและลดการดูดซึมแคดเมียมในต้นโกโก้ ได้ใช้อุณหภูมิในการนึ่งฆ่าเชื้อดิน

ปลูกคือ 131 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ซึ่งสามารถทำลายสปอร์ของเชื้อราในดินปลูกได้  จากการ

ทดลองจึงนับปริมาณสปอร์เชื้อราเฉพาะสปอร์เป้าหมายของการทดลองเท่านั้น ซึ่ งเมื่อระยะเวลาผ่านไป 30 
และ 45 วัน พบว่าปริมาณสปอร์น้อยมากเมื่อเทียบกับปริมาณสปอร์ที่ ใส่ลงไปในช่วงที่เริ ่มปลูกพืชทดลอง 

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Requena et al.(2007) ที่กล่าวว่าสปอร์ของรา AMF ส่วนใหญ่จะเริ่มงอกเส้นใย

เมื่อมีระยะเวลาผ่านไป 2-3 สัปดาห์ ในสภาวะที่มีปริมาณน้ำ ธาตุอาหารและอุณหภูมิเหมาะสมต่อการเจริญ

หรืออาจเกิดจากสารอาหารภายในสปอร์ลดลงจนไม่เพียงพอต่อการเจริญ เช่นเดียวกับการเข้าอยู่อาศัยภายใน

รากที่ควรตรวจสอบการเข้าอยู่อาศัยเมื่อปลูกพืชแล้วเป็นระยะเวลา 50 วัน (Tahat et al., 2008)  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 4.4 ค่าเฉลี่ยของปริมาณสปอร์รา AMF โดยวิธี Trap culture ระยะเวลา 30 วัน 

Treatments  Total (mix spore) Spore Target 
control 34 - 
สปอร์สีเหลือง 5 0 
สปอร์สีน้ำตาล 22.5 20 
สปอร์ใส 20 2.5 
ดินหัวเช้ือโรงเรือน (Green House) 13.35 13.35 
ดินหัวเช้ือ จ.กาฬสินธุ์ 35.85 35.85 
ดินการค้า 4.15 4.15 

 

ตารางท่ี 4.5 ค่าเฉลี่ยของปริมาณสปอร์รา AMF โดยวิธี Trap culture ระยะเวลา 45 วัน 

Treatments Total (mix spore) Spore Target 
control 36.5 - 
สปอร์สีเหลือง 42.5 6.67 
สปอร์สีน้ำตาล 66.5 54.17 
สปอร์สีใส 60.8 0.83 
ดินหัวเช้ือโรงเรือน (Green House) 38 38 
ดินหัวเช้ือ จ.กาฬสินธุ์ 39 39 
ดินการค้า 31.50 31.50 

 

  

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.4 การศึกษาประสิทธิภาพของของรา AMF ในการสงเสริมการเจริญของพืชทดลองใน

โรงเรือน 

จากการศึกษาประสิทธิภาพของของรา AMF ในการส่งเสริมการเจริญของพืชโดยบันทึกและ

เปรียบเทียบข้อมูล 3 ด้าน ดังนี้ 

(1) ปริมาณสปอรของรา AMF 

จากการทดลองนับปริมาณสปอร์ของรา AMF หลังจากระยะเวลาผ่านไป 30 และ 45 วัน แสดงผลดัง

ตารางที ่4.4 และ 4.5 

(2) ประเมินการเขาอยูอาศัยในราก (root colonization)  

จากการประเมินการเข้าอยู่อาศัยภายในรากของรา AMF หลังจากปลูกข้าวเป็นระยะเวลา 30 และ 45 
วัน พบว่าในระยะเวลา 30 วัน ทรีตเมนท์ที่มีการเข้าอยู่อาศัยภายในรากมากที่สุดคือดินหัวเชื ้อโรงเรือน 

(Green House) พบการเข้าราก 16% รองลงมาคือ สปอร์สีเหลือง พบการเข้าราก 13.5% ต่อมาคือ control 
และสปอร์สีน้ำตาล พบการเข้าราก 12% ดินหัวเชื้อ จ.กาฬสินธุ์ และดินการค้า พบการเข้าราก 9% สุดท้ายท

รีตเมนท์ที่พบการเข้าอยู่อาศัยภายในรากน้อยที่สุดคือสปอร์สีใส พบการเข้าราก 3.5% (รูปที่ 4.13) และใน

ระยะเวลา 45 วัน ทรีตเมนท์ที่มีการเข้าอยู่อาศัยภายในรากมากที่สุดคือดินหัวเชื้อ จ .กาฬสินธุ์ พบการเข้าราก 

21.3% รองลงมาคือสปอร์สีน้ำตาล พบการเข้าราก 8.4% ต่อมาคือดินการค้า พบการเข้าราก 6.35% control 
พบการเข้าราก 1.9% สปอร์สีเหลือง พบการเข้าราก 1.85% สปอร์สีใส พบการเข้าราก 0.55% และทรีตเมนท์

ที่พบการเข้าอยู่อาศัยภายในรากน้อยที่สุดคือดินหัวเชื้อโรงเรือน (Green House) พบการเข้าราก 0.35% (รูป

ที ่4.14) 

จากการประเมินเปอร์เซ็นต์การเข้าอยู่อาศัยภายในรากเมื่อเพิ่มปริมาณด้วยวิธี  Trap culture พบว่า

สอดคล้องกัน จะเห็นว่าทรีตเมนท์ที่มีเปอร์เซ็นต์การเข้าอยู่อาศัยภายในรากมากที่สุด คือ ดินหัวเชื้อ ( mix 
spore) เมื่อระยะเวลาผ่านไป 30 วัน ดินโรงเรือน (Green House) มีการเข้ารากอยู่ที่ 13.5% และเมื่อเวลา

ผ่านไป 45 วัน ดินหัวเชื้อ จ.กาฬสินธุ์ (mix spore) มีการเข้ารากอยู่ที่ 21.3% มีรายงานว่าเชื้อราอาร์บัสคูลาร์

ไมคอร์ไรซาต่างสปีชีส์กัน มีความสามารถในการเข้ารากต่างกัน อีกทั้งจะพบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 45 วัน จะพบ

การเข้าอยู่อาศัยภายในรากของรา AMF มากว่า 30 วัน สอดคล้องกับรายงานของ Tahat et al. (2008) ที่

กล่าวว่าควรตรวจสอบการเข้าอยู่อาศัยเมื่อปลูกพืชแล้วเป็นระยะเวลา 50 วัน 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปท่ี 4.13 เปอร์เซ็นต์การเข้าอาศัยภายในรากพืช หลังจากระยะเวลาผ่านไป 30 วัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.14 เปอร์เซ็นต์การเข้าอาศัยภายในรากพืช หลังจากระยะเวลาผ่านไป 45 วัน 
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เปอร์เซ็นต์การเข้ารากของข้าว เมื่อเวลา 30 วัน
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เปอร์เซ็นต์การเข้ารากของข้าว เมื่อเวลา 45 วัน
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รูปที่ 4.15 ลักษณะการเข้าอยู่อาศัยของรา AMF ในพืชทรีตเมนท์ต่างๆ เมื่อเวลาผ่านไป 30 วัน  

(a)-(e) อาร์บัสคูล (ar, arbuscule), (f) เส้นใย (hyphae), bars: a-e = 10 µm, f = 100 µm 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที ่4.16 ลักþณะการเข้าĂยู่ĂาýัยขĂงรา AMF ในพืชทรีตเมนท์ต่างๆ เมื่Ăเüลาผ่านไป 45 üัน 

(a),(b) เÿ้นใย (hy, hyphae), (c)-(f) เüÿิเคิล (vc, vesicle) และเÿ้นใย (hy, hyphae), (g),(h) Ăาร์บัÿคูล 

(ar, arbuscule), bars: a,b = 100 µm, c-f = 20 µm, g,h = 10 µm 
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(3) คüามÿูงขĂงตนขาü 

จากการทดลĂงเปรียบเทียบการเจริญขĂงพืชĂาýัยโดยüัดคüามÿูงขĂงต้นข้าüโดยมีทรีตเมนท์ในการ

ทดลĂง ได้แก่ control, ÿปĂร์ÿีเĀลืĂง, ÿปĂร์ÿีน้ำตาล, ÿปĂร์ÿีใÿ, ดินĀัüเชื้ĂโรงเรืĂน (Green House), ดิน

Āัüเชื้Ăจ.กาāÿินธุ์ และดินการค้า เมื่Ăระยะเüลาผ่านไป 45 üัน จากการüิเคราะĀ์ทางÿถิติพบü่าทรีตเมนท์แต่

ละชนิดไม่มีคüามแตกต่างกันĂย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติในการÿ่งเÿริมการเจริญ โดยทรีตเมนท์ที่มีĂัตราÿ่งเÿริม

การเจริญขĂงต้นข้าüมากที่ÿุดโดยüัดจากคüามÿูงขĂงข้าü ได้แก่ ÿปĂร์ÿีเĀลืĂง มีคüามÿูง 41.17 เซนติเมตร 

รĂงลงมาคืĂ ÿปĂร์ÿีน้ำตาล มีคüามÿูง 40.08 เซนติเมตร ทรีตเมนท์ต่ĂมาคืĂ ÿปĂร์ÿีใÿ มีคüามÿูง 39.83 
เซนติเมตร ทรีตเมนท์ที่ÿ่งเÿริมการเจริญขĂงต้นข้าüใกล้เคียงกันคืĂดินĀัüเชื้ĂจังĀüัดกาāÿินธุ์ และดินĀัüเชื้Ă

โรงเรืĂน (Green House) มีคüามÿูง 38.50 และ 38.33 เซนติเมตร และÿุดท้ายทรีตเมนท์ที่ÿ่งการเจริญขĂง

ต้นข้าüน้Ăยที่ÿุด คืĂ ดินการค้า และ control  มีคüามÿูง 32.83 และ 32.67 เซนติเมตร ตามลำดับ (รูปที่ 

4.15) 

จากการýึกþาการประÿิทธิภาพขĂงเชื้Ăราที่ÿ่งเÿริมการเจริญขĂงพืชทดลĂงโดย เมธาüีการณ์ และ

โÿภณ (2554) กล่าüü่าĂ้Ăยที่ปลูกร่üมกับรา AMF มีคüามÿูง น้ำĀนักÿด และน้ำĀนักแĀ้งมากกü่าĂ้Ăยที่ไม่ได้

ปลูกร่üมกับรา AMF ÿĂดคล้ĂงกับผลการทดลĂงเมื่Ăในการฆ่าเชื้Ăไม่ÿามารถทำลายÿปĂร์เชื้Ăราได้ทำใĀ้ในดิน 

control ยังมีÿปĂร์เชื้Ăราที่ช่üยÿ่งเÿริมการเจริญĂยู่โดยจะเĀ็นü่าคüามÿูงขĂงต้นข้าüเมื่Ăระยะเüลาผ่านไป 45 
üัน การเจริญไม่มีคüามแตกต่างกันĂย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติ 
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บทท่ี 5 

ÿรุปผลการüิจัยและขĂเÿนĂแนะ 

5.1 ÿรุปผลการüิจัย 

(1) การÿํารüจและเก็บตัüĂยางดิน 

 จากการÿำรüจและเก็บตัüĂย่างบริเüณรĂบรากข้าüและดินคันนา 2 แĀล่ง จำนüน 10 ซ้ำ ตรüจนับ

ปริมาณÿปĂร์ขĂงเชื้Ăราด้üยüิธีการร่Ăนเปียก (wet sieve method) และüิธีปั่นเĀüี่ยงด้üยน้ำตาลซูโครÿ 

(sucrose centrifugation) พบลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂงÿปĂร์เชื้Ăราได้ 4 ลักþณะ ได้แก่ ÿปĂร์ÿีเĀลืĂงรี 

ÿปĂร์ÿีน้ำตาลกลม ÿปĂร์ÿีใÿกลม และÿปĂร์ÿีเทากลม โดยพบคüามĀนาแน่นขĂงจำนüนÿปĂร์ในดินข้าü

โรงเรืĂน (Green House) ดินคันนาโรงเรืĂง (Green House) ดินข้าü จ.กาāÿินธุ์ และ ดินคันนา จ.กาāÿินธุ์ 
จำนüน 190.9, 261.8, 8.1 และ 290.4 ÿปĂร์/ดิน 100 กรัม ตามลำดับ และคัดเลืĂกÿปĂร์ที่มีปริมาณมาก

ที่ÿุด 3 Ăันดับมาýึกþาในขั้นตĂนต่Ăไป พบเปĂร์เซ็นต์การเข้าĂาýัยภายในรากเท่ากับ 30.47%, 54.83%, 
21.57% และ 30.67% ตามลำดับ 

(2) การýึกþาเชื้ĂราĂารบัÿคูลารไมคĂรไรซาดüยüิธีĂณูชีüโมเลกุล 

 เมื่Ăทำการÿกัดÿารพันธุกรรมและเพ่ิมปริมาณ DNA ด้üยเทคนิค PCR โดยมียีนเป้าĀมายจำนüน 3 
ยีน คืĂยีน ITS, SSU และ LSU แล้üนำมาüิเคราะĀ์ÿายÿัมพันธ์ทางüิüัฒนาการ พบü่าÿปĂร์ขĂงเชื้Ăรา 3 
ลักþณะ คืĂ Acaulospora sp.1, Acaulospora sp.2 และ Acaulospora sp.3 

(3) การเพิ่มปริมาณÿปĂรเชื้ĂราĂารบัÿคูลารไมคĂรไรซา โดยüิธี Trap culture 

 (ก) จากการทดลĂงการเพ่ิมปริมาณÿปĂร์ขĂงรา AMF โดยüิธี Trap culture Āลังจากปลูกข้าüเป็น

ระยะเüลา 30 และ 45 üัน ไม่ประÿบผลÿำเร็จเนื่Ăงจากในüิธีการฆ่าเชื้Ăด้üยĀม้Ăนึ่งคüามดันไĂที่ĂุณĀภูมิ 

120 Ăงýาเซลเซียÿ คüามดัน 15 ปĂนด์ต่Ăตารางนิ้ü เป็นเüลา 15 นาที ไม่ÿามารถทำลายÿปĂร์ขĂงเชื้Ăราใน

ดิน control ได้ จากการทดลĂงจึงนับปริมาณÿปĂร์เฉพาะÿปĂร์เป้าĀมายเท่านั้น โดยพบü่าเมื่Ăระยะเüลา

ผ่านไป 30 üัน ทรีทเมนต์ที่มีจำนüนÿปĂร์มากท่ีÿุด ได้แก่ ดินĀัüเช้ืĂ จ.กาāÿินธุ์ พบ 35.85 ÿปĂร์/ดิน 100 
กรัม และเมื่Ăระยะเüลาผ่านไป 45 üัน ทรีทเมนต์ที่มีจำนüนÿปĂร์มากที่ÿุด ได้แก่ ÿปĂร์ÿีน้ำตาล พบ 54.17 

ÿปĂร์/ดิน 100 กรัม และเปĂร์เซ็นต์การเข้าĂยู่Ăาýัยภายในรากมากที่ÿุดเมื่Ăระยะเüลาผ่านไป 30 üัน คืĂ ดิน

Āัüเช้ืĂโรงเรืĂน (Green House) พบการเข้าราก 16% และเม่ืĂระยะเüลาผ่านไป 45 üันเปĂร์เซ็นต์การเข้าĂยู่

Ăาýัยภายในรากมากท่ีÿุด คืĂ ดินĀัüเช้ืĂ จ.กาāÿินธุ์ พบการเข้าราก 21.3%  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 (ข) จากการทดลĂงเปรียบเทียบการเจริญขĂงพืชĂาýัยโดยüัดคüามÿูงขĂงต้นข้าüเมื่Ăระยะเüลา

ผ่านไป 45 üัน จากการüิเคราะĀ์ทางÿถิติพบü่าทรีตเมนท์แต่ละชนิดไม่มีคüามแตกต่างกันĂย่างมีนัยÿำคัญทาง

ÿถิติในการÿ่งเÿริมการเจริญ โดยทรีตเมนท์ที่มีĂัตราÿ่งเÿริมการเจริญขĂงต้นข้าüมากท่ีÿุด คืĂ ÿปĂร์ÿีเĀลืĂง 

มีคüามÿูง 41.17 เซนติเมตร 

5.2 ขĂเÿนĂแนะ 

 (1) ÿำรüจและเก็บตัüĂย่างดินบริเüณนาข้าüและคันนาในพ้ืนที่Ă่ืนๆ เช่น เก็บตัüĂย่างดินแต่ละภาค

ในประเทýไทย เพ่ืĂýึกþาและเปรียบเทียบคüามĀลากĀลายขĂงÿปĂร์รา AMF 

 (2) ทำการเพิ่มปริมาณ DNA ด้üยเทคนิค PCR ด้üยยีนเป้าĀมายยีนĂื่นๆ เพ่ืĂเป็นข้Ăมูล

เปรียบเทียบในการýึกþาÿายÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการ (Phylogenetic tree) 

 (3) ในการนึ่งฆ่าเชื้Ăดินก่Ăนการปลูกคüรเพิ่มเüลาใĀ้นานกü่าเดิมและไม่คüรüางถุงดินซ้Ăนทับกัน

Āลายชั้นมากเกินไปเพื่ĂใĀ้คüามร้Ăนในการฆ่าเชื้Ăทั่üถึงและเพ่ืĂฆ่าเชื้ĂÿปĂร์รา AMF 

 (4) ทำการทดลĂงการเพ่ิมปริมาณÿปĂร์รา AMF โดยüิธี Trap culture ในพืชทดลĂงชนิดต่างๆ

เพ่ืĂเปรียบเทียบการเพิ่มปริมาณดูü่าพืชชนิดไĀนที่ÿปĂร์ขĂงเชื้Ăราÿามรถเพ่ิมปริมาณได้มากท่ีÿุด 
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ภาคผนüก ก  

ÿารเคมีที่ใชในการทดลĂง 

Polyvinyl-Lacto-Glycerol (PVLG) mountant 

Polyvinyl alcohol (PVL) 16.6 g 
Lactic acid 100 ml 
Glycerol 10 ml 
Distilled water 100 ml 

 

ผÿม PVL กับน้ำกลั่น จากนั้นนำไป auto clave ที่ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาท ี 

ที่คüามดัน 15 ปĂนด์/นิ้ü จากนั้นเติมกรดแลคติกและกลีเซĂรĂล เก็บไü้ที่ĂุณĀภูมิĀ้Ăง 24 ชั่üโมง ก่Ăน

นำมาใช้งาน 

0.05% w/v trypan blue in lactoglycerol 

ละลาย trypan blue 0.05 g ใน lactoglycerol (lactic acid : glycerol : น้ำกลั่น Ăัตราÿ่üน 

1:1:1) ปริมาตร 100 ml 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนüก ข  

การเพ่ิมปริมาณ DNA 

ตารางท่ี 1 ÿ่üนผÿม PCR Master Mix 

Mixture Concentration Volume (µl) 
Nano pure water - 38.3 
Taq buffer (10X) 500 mM KCl 100 M Tris-HCl 0.1% TritonTM X-100 5 

MgCl2 50 mM 2.5 
dNTP mix 10 mM 1 

Forward primer 10 µM 1 
Reverse primer 10 µM 1 

Taq DNA polymerase 5 U/µl 0.2 
DNA template - 1 

Total 50 
 

ตารางท่ี 2 ปริมาณÿารพันธุกรรมĀลังจากเพ่ิมจำนüนด้üยเทคนิค PCR 

ตัüĂยาง ng/µl A260/A280 
ÿปĂร์ÿีน้ำตาล 2.13 3.22 
ÿปĂร์ÿีเĀลืĂง 1.04 2.47 

ÿปĂร์ÿีใÿ 0.74 3.26 
 

 

 

 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนüก ค 

เปĂรเซ็นตการเขาĂยูĂาýัยภายในรากพืช 

ตารางท่ี 3 การประเมินการเข้าĂยู่ĂาýัยภายในรากพืชขĂงดินตัüĂย่าง 

Site 
Sample 

ดินโรงเรืĂน (Green House) ÿüทช. ดิน จ.กาāÿินธุ 
รากขาü รากĀญา รากขาü รากĀญา 

1 4 >50% 5 >90% 0 0% 3 <50% 
2 1 <1% 5 >90% 1 <1% 2 <10% 
3 3 <50% 4 >50% 1 <1% 3 <50% 
4 1 <1% 0 0% 4 >50% 2 <10% 
5 4 >50% 5 >90% 3 <50% 3 <50% 
6 3 <50% 4 >50% 1 <1% 2 <10% 
7 4 >50% 3 <50% 1 <1% 4 >50% 
8 2 <10% 2 <10% 1 <1% 4 >50% 
9 5 >90% 5 >90% 2 <10% 3 <50% 
10 2 <10% 5 >90% 1 <1% 2 <10% 
11 2 <10% 5 >90% 0 0% 3 <50% 
12 2 <10% 3 <50% 4 >50% 3 <50% 
13 3 <50% 3 <50% 3 <50% 4 >50% 
14 1 <1% 5 >90% 3 <50% 2 <10% 
15 3 <50% 3 <50% 0 0% 3 <50% 
16 3 <50% 5 >90% 2 <10% 3 <50% 
17 2 <10% 3 <50% 2 <10% 3 <50% 
18 3 <50% 5 >90% 2 <10% 3 <50% 
19 5 >90% 4 >50% 2 <10% 3 <50% 
20 4 >50% 3 <50% 3 <50% 2 <10% 
21 2 <10% 4 >50% 4 >50% 3 <50% 
22 5 >90% 3 <50% 2 <10% 3 <50% 
23 0 0% 3 <50% 4 >50% 3 <50% 
24 0 0% 3 <50% 3 <50% 3 <50% 
25 0 0% 5 >90% 4 >50% 2 <10% 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Site 
Sample 

ดินโรงเรืĂน (Green House) ÿüทช. ดิน จ.กาāÿินธุ 
รากขาü รากĀญา รากขาü รากĀญา 

26 1 <1% 3 <50% 3 <50% 3 <50% 
27 2 <10% 3 <50% 4 >50% 2 <10% 
28 4 >50% 5 >90% 1 <1% 3 <50% 
29 4 >50% 3 <50% 2 <10% 5 >90% 
30 2 <10% 3 <50% 2 <10% 4 >50% 

% การเขาราก 30.47% 50.83% 21.57% 30.67% 
 

ตารางท่ี 4 การประเมินการเข้าĂยู่Ăาýัยภายในรากข้าü เมื่Ăระยะเüลาผ่านไป 30 üัน 
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1 5 >90% 4 >50% 3 <50% 0 0% 0 0% 0 0% 3 <50% 
2 3 <50% 0 0% 5 >90% 0 0% 0 0% 5 >90% 3 <50% 
3 0 0% 3 <50% 0 0% 2 <10% 4 >50% 0 0% 0 0% 
4 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
5 0 0% 2 <10% 0 0% 3 <50% 0 0% 0 0% 0 0% 
6 0 0% 2 <10% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
7 0 0% 1 <1% 0 0% 0 0% 5 >90% 0 0% 0 0% 
8 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 3 <50% 
9 0 0% 3 <50% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
10 0 0% 4 >50% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 

% การ

เขาราก 
12% 21.1% 12% 3.5% 16% 9% 9% 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 5 การประเมินการเข้าĂยู่Ăาýัยภายในรากข้าü เมื่Ăระยะเüลาผ่านไป 45 üัน 
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1 1 <1% 0 0% 2 <10% 0 0% 0 0% 2 <10% 3 <50% 
2 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 5 >90% 0 0% 
3 0 0% 3 <50% 0 0% 2 <10% 0 0% 0 0% 0 0% 
4 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
5 0 0% 2 <10% 0 0% 3 <50% 0 0% 4 >50% 0 0% 
6 3 <50% 0 0% 1 <1% 0 0% 0 0% 0 0% 5 >90% 
7 0 0% 1 <1% 0 0% 0 0% 1 <1% 5 >90% 0 0% 
8 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 2 <10% 
9 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 3 <50% 0 0% 
10 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 2 <10% 0 0% 
11 1 <1% 1 <1% 1 <1% 0 0% 2 <10% 0 0% 0 0% 
12 1 <1% 0 0% 4 >50% 1 <1% 0 0% 3 <50% 0 0% 
13 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
14 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 1 <1% 2 <10% 1 <1% 
15 0 0% 0 0% 0 0% 1 <1% 0 0% 5 >90% 0 0% 
16 0 0% 0 0% 5 >90% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
17 2 <10% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 2 <10% 1 <1% 
18 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 2 <10% 0 0% 
19 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 1 <1% 0 0% 
20 0 0% 0 0% 1 <1% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 

% การ

เขาราก 
1.9% 1.85% 8.4% 0.55% 0.35% 21.3% 6.35% 

 

  

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนüก ง 

การเจริญขĂงตนขาüในแตละทรีตเมนท 

ตารางท่ี 6 ค่าเฉลี่ยคüามÿูงขĂงพืชทดลĂงในแต่ละทรีตเมนท์ (cm) 
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1 28 35 33.5 35 33 36 35 
2 30 35 40 30 40 34 31 
3 34 40 43 43 45 38 39 
4 40 45 51 40 44 43 17 
5 31 46 25 45 34 42 36 
6 33 46 28 46 34 38 39 

รüม 32.67 41.17 40.08 39.83 38.33 38.5 32.83 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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control ÿปĂรÿีน้ําตาล 

Acaulospora sp.2 

ÿปĂรÿีเĀลืĂง 

Acaulospora sp.1 

ÿปĂรÿีใÿ 

Acaulospora sp.3 

ดินĀัüเชื้ĂโรงเรืĂน              

(Green House) 
ดินĀัüเชื้Ă จ.กาāÿินธุ               ดินการคา               

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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งานทะเบียนคณะüิทยาýาÿตร 

ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทĀารลาดกระบัง 

คํารับรองเลมโครงงานงานพิเýþ/ปญĀาพิเýþ/ÿĀกิจýึกþา 

üันที่ 8 เดือน ธันüาคม พ.ý. 2566 

ขาพเจา นางÿาüกัลยกร แกüกัลยา รĀัÿประจําตัü 63050445 

นักýึกþาĀลักÿูตรüิทยาýาÿตรบัณฑิต ÿาขาจุลชีüüิทยาอุตÿาĀกรรม ภาคüิชาชีüüิทยา 

ขอรับรองüาÿĀกิจýึกþา เรื่อง 

ชื่อภาþาไทย         คüามĀลากĀลายของเชื้อราอารบัÿคูลารไมคอรไรซาในดิบรอบรากในนาขาü 

ชื่อภาþาอังกฤþ     Diversity of arbuscular mycorrhizal fungi in the rhizosphere soil in the rice 

ปการýึกþา          2566  

เปนผลงานüิจัยที่มิไดคัดลอกĀรือละเมิดลิขÿิทธิ์ของผูอื ่นและไดผานการตรüจÿอบคüามซํ้าซอน

เรียบรอยแลü และไดแนบเอกÿารการตรüจÿอบการคัดลอกเลียนแบบงานüรรณกรรมที่ตรüจÿอบจาก

üิทยานิพนธฉบับÿมบูรณแลü โปรแกรมอักขราüิÿุทธิ์ 2.00 % 

 

 

ลงชื่อ ...................................................... 
(นางÿาüกัลยกร แกüกัลยา) 

นักýึกþา 

 

ขาพเจา ผý.ดร.ณัฐüุฒิ รุ งจินดามัย อาจารยที่ปรึกþาÿĀกิจýึกþาไดตรüจÿอบÿĀกิจýึกþาของ

นักýึกþาขางตนแลü ขอรับรองüาเปนผลงานüิจัยของนักýึกþาจริงและมีเนื้อĀาÿมบูรณ จึงไดลงชื่อไü 

 

 

ลงชื่อ ....................................................... 

(ผý.ดร.ณัฐüุฒิ รุงจินดามัย) 

อาจารยที่ปรึกþา 

fields. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



หนังสือแสดงเจตจํานงวาดวยการเผยแพรผลงาน 

ขาพเจา ดร.อัมพวา ปนเรือน ตําแหนง นักวิจัย บริษัท ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ  

ตั้งอยูที่ 113 อุทยานวิทยาศาสตรประเทศไทย ถนนพหลโยธิน ตําบลคลองหนึ่ง อําเภอคลองหลวง จังหวัด

ปทุมธานี 12120 

ไดรับนักศึกษา ชื่อ นางสาวกัลยกร แกวกัลยา รหัสนักศึกษา 63050445 ของสาขาวิชาจุลชีววิทยา

อุตสาหกรรม ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง 

เขามารวมโครงการสหกิจศึกษา ณ สถานที่ขางตน ระหวาง วันที่ 3 กรกฎาคม พ.ศ.2566 ถึงวันที่ 29 ตุลาคม 

พ.ศ.2566 ขาพเจาขอแสดงเจตจํานงวาดวยการเผยแพรผลงาน ดังนี้  

       ขอมูลในรายงานฉบับนี้เปนความลับทางการคาและเปนลิขสิทธิ์ของบริษัท ไมอนุญาตใหเผยแพรใน

กรณีใด ๆ ทั้งสิ้น 
     ขอมูลในรายงานฉบับนี้เปนลิขสิทธิ์ของบริษัท อนุญาตใหเผยแพรได ภายในสถาบันเทคโนโลยีพระ

จอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง เพ่ือประโยชนทางการศึกษาเทานั้น 
      ขอมูลในรายงานฉบับนี้เปนลิขสิทธิ์ของบริษัท อนุญาตใหเผยแพรออกสูสาธารณะได  

 

ในกรณีที่มีการพิจารณาโครงงาน/ผลงาน ดังกลาวเขารวมประกวด/แขงขัน โครงงาน/ผลงาน สหกิจ

ศึกษาในทุกระดับ ขาพเจาขอแสดงเจตจํานงดังนี้ 

      อนุญาตใหนําโครงงาน/ผลงาน เขารวมประกวดสหกิจศึกษาในทุกระดับ 

      ไมอนุญาตใหนําโครงงาน/ผลงาน เขารวมประกวดสหกิจศึกษาในทุกระดับ 

 

 

                                                  ลงชื่อ .............................................................. ผูแสดงเจตจํานง 

                                                                    (ดร.อัมพวา ปนเรือน) 

                                                  ลงชื่อ .............................................................. ผูแทนภาควิชา/คณะ 

                                                                  (ผศ.ดร.ณัฐวุฒิ รุงจินดามัย) 

                                                  ลงชื่อ .............................................................. พยาน 

                                                                   (นางสาวกัลยา เลี้ยงศิริ) 

กลัยา า เล้ียง
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้




