
บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 

3.1 ตรวจสอบลักษณะเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในธรรมชาติ 
 เก็บดินจากบริเวณรอบรากพืชผัก (Rhizosphear) มาคัดแยกชนิดของสปอรเชื้อราอาร
บัสคูลารไมคอรไรซา โดยวิธี wet-sieving และ50% sucrose gradient centifugation 

(Brundrett et al., 1996)  จากนั้นคัดแยกชนิดของสปอรเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาออกตาม
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยตรวจสอบจากลักษณะตางๆ คือ รูปรางสปอร สีและขนาดของสปอร 
โดยนําสปอรแตละชนิดมาทําสไลดกับสารละลาย PVLG (polyvinyl lactoglycerol) และ 
สารละลายผสมของ PVLG + Melzer’s reagent (1 : 1 v/v) (Gai et al.,2006) โดยหยดสารทั้ง 
2 ชนิด คนละจุดบนแผนสไลด เพื่อเปรียบเทียบการติดสี  แลวใชพูกันเขี่ยสปอรใหติดอยูปลายพูกัน 
เพื่อนํามาใสในสารละลายทั้ง 2 จุด  แลวปดทับดวยแผนแกวปดสไลด หลังจากนั้นนําไปตรวจสอบ
ดวยกลองจุลทรรศนและจัดจําแนกชนิดของสปอรโดยใชขอมูล Taxonomic criteria (Schenck 

and Perez, 1990)  โดยตรวจดูรูปราง  ขนาด สี  ลักษณะผิวของสปอร จํานวนชั้นของสปอร และ
การจัดเรียงตัวของสปอร (สมจิตร, 2549) 
  3.1.1 การคัดแยกและการนับสปอร 
 โดยนําดินประมาณ 100 กรัม แชในน้ํา 400 มล.  แชทิ้งไวนาน 30 นาที จากนั้นคนดวย
แทงแกว 10 นาที ปลอยไวใหตกตะกอน 1 นาที แลวเทผานตะแกรงขนาด 2.0 มม., 850, 500, 250 
และ 125 μm.  ลางดินสวนที่คางในตะแกรงขนาด 125 μm. ไปปนเหวี่ยงกับน้ําสะอาด ที่ความเร็ว
รอบ 2000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนที่เปนน้ําใสและตะกอนที่ลอยอยูดานบนทิ้ง และ
เหลือตะกอนดินอยูกนหลอด จากนั้นเติมสารละลาย 50% sucrose แลวเขยาเพื่อใหตะกอนกน
หลอดกระจายตัวอยูในสารละลาย แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 2000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที สปอร
ของเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซา จะลอยอยูในสารละลาย sucrose จากนั้นเทสารละลาย 
sucrose ลงในภาชนะรองที่มีขนาด 20 μm.  แลวลางน้ําใหสะอาด (Brundrett et al.,  1996)  
จากนั้นลางสปอรที่ติดบนตะแกรงลงบนกระดาษกรอง whatman เบอร 2 ทําการเก็บสปอรภายใต
กลองจุลทรรศนแบบ stereo ที่กําลังขยาย 4 เทา  หรือเก็บสปอรไวใน Ringer solution(Frank et 

al., 2000)  ซ่ึงเปนสารละลายที่ชวยรักษาการรอดชีวิตของสปอร (ตารางภาคผนวกที่ 5) จากนั้นนํา



 

22

สปอรใสใน Ringer’s solution โดยวัดปริมาตร 25 ml. คนใหสปอรกระจายตัวในสารละลาย แลว
ใชกระบอกตวงมา 1 ml. ใสกระดาษกรอง whatman เบอร 2 ทําการนับสปอรภายใตกลอง
จุลทรรศนแบบ stereo ที่กําลังขยาย 4 เทา โดยทําการนับ 5 คร้ัง แลวหาคาเฉล่ีย นํามาเปรียบเทียบ
กับปริมาตร 25 ml.(Millner and Kitt, 1992)  นํามาคํานวณเปนจํานวนสปอร / มิลลิลิตร 

  
3.2 การเพิ่มปริมาณหัวเชื้อเพื่อใชในการทดลอง 
 เนื่องจากสปอรที่เก็บในแปลงผักมีปริมาณนอย จึงจําเปนตองเพิ่มปริมาณสปอร โดย
การปลูกเชื้อ สกุล Glomus sp. และ สกุล Gigaspore sp. กับผักกาดหอมใบแดง เนื่องจากสปอรที่
ไดนี้ เก็บมาจากแปลงปลูกผักกาดหอมใบแดง  โดยใชสปอรจํานวน 50 สปอร/ตน เนื่องจากจํานวน 
50 สปอรนี้เปนจํานวนที่ต่ําสุดที่จะสามารถเขารากได (สมจิตร, 2549)  ตามวิธีขอที่ 3.2.1  เมื่อครบ 1 
เดือน (Lee and George, 2005) นํามาเพิ่มจํานวนโดยวิธีของระบบไฮโดรโพนิคแบบ Deep 

water culture ในถังสารละลายธาตุอาหารขนาด 5 ลิตร ใหอากาศดวยเครื่องปมอากาศ ผานหิน
พรุน (Hawkins and George, 1997)   เปนเวลา 1 เดือน โดยเปลี่ยนสารละลายธาตุอาหารใหม
ทุกๆ 1 สัปดาห และปรับคา pH ใหอยูที่ 6.8 ทุกวัน จากนั้นทําการคัดแยกสปอรตามวิธีขอที่ 3.1.1  
เพื่อใหไดปริมาณสปอรที่มากกวาและเปนการทดสอบเชื้อเบื้องตนวาสามารถขยายพันธุในระบบ
ไฮโดรโพนิคไดหรือไม  คร้ังนี้พบวาสกุล  Gigaspore sp. ไมพบการเขารากจึง  ทําการปลูกเฉพาะ
เชื้อ  สกุล  Glomus sp.   
 3.2.1 การปลูกเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาและการเพาะกลาผักกาดหอมใบแดง 
 โดยการนําสปอรใสหลอด centrifute เติมน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว หยด Tween 80 1 
หยด นําไปปนเหวี่ยง 1-2 นาที เทน้ําออก เติม 2% chloramin T นําไปปนเหวี่ยง 10 นาที 2 คร้ัง 
แลวเทน้ําออก แลวเติมสวนผสมของ streptomycin sulphate และ 0.5% gentamycin sulphate 
นําไปปนเหวี่ยง 1-2 นาที 5 คร้ัง เทน้ําออก (ST-Arnaud,  1996) นําสปอรที่ไดมาใสในทรายที่ผาน
การนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °C ที่ความดัน 15 ปอนด/ตร.ม. ใสในถาดเพาะสําหรับปลูกพืชใน
ระบบไฮโดรโพนิคสขนาด 30 ml.  จากนั้นเพาะเมล็ดผักกาดหอมใบแดงที่ผานการฆาเชื้อผิว โดยเท
เมล็ดที่จะเพาะทั้งหมดใสใน  70% ethanol เขยา 5 นาที แลวเทสารละลาย sodium hypochlorite 

(0.9% e/v, available chlorine) ใสในขวดเมล็ดเขยา 20 นาที เทสารละลายออก แลวลางดวยน้ํา
สะอาดที่ผานการฆาเชื้อแลวจนแนใจวาสะอาด (Cao  et al., 2004)  หลังจากนั้นปลูกลงในทรายที่
เตรียมไวแลวจํานวน 3 เมล็ด/หลุม    นําไปไวที่อุณหภูมิ 25 °C ภายใตแสงที่มีความเขม  75,000 
ลักซ  เปนเวลา 12 ชม./วัน  เมื่อตนกลางอกถอนแยกใหเหลือจํานวน 1 ตน รดดวยสารละลาย ¼ 
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Hoagland จนครบ 1 เดือน  เนื่องจากจําเปนตองเล้ียงตนผักกาดหอมใบแดงใหมีการเจริญเติบโต
ทางดานลําตนกอน 
3.3  การทดสอบปริมาณสปอรของเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาชนิด Glomus sp.  ท่ีมีตอการ
เขารากของผักกาดหอมทั้ง 4 สายพันธุ 
  เมื่อคัดแยกสปอรไดแลวจึงทําการคัดเลือกเฉพาะเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาสกุล 
Glomus sp.  มาทําการทดลองตอ เพื่อใหทราบปริมาณสปอรและชนิดของผักกาดหอมที่เหมาะสม
ตอการเขาราก โดยวางแผนการทดลองเปน  Factorial แบบ CRD โดยมี 2 ปจจัย จํานวน 5 ซํ้า โดย
ปจจัยที่1 คือ จําแนกสปอรชนิด  Glomus sp.  มีทั้งหมด 5 ระดับ ไดแก 0, 25, 50, 75, 100 และ 200 
สปอร โดยใชสปอรที่ขยายพันธุจากระบบไฮโดรโพนิคขอที่ 3.2  ปจจัยที่ 2 คือ สายพันธุ
ผักกาดหอมมี 4 สายพันธุ ไดแก R1 (Red leaf), As (Asmerunda), Cos (สลัดCos) และHead  
ทําโดยนําจํานวนสปอรไมคอรไรซาชนิด Glomus sp.  แตละระดับ ทําการทดสอบหาปริมาณ
สปอรที่นอยที่สุดที่สามารถเขารากได โดยนําเมล็ดผักกาดหอมทั้ง 4 สายพันธุ ไดแก สายพันธุ R1, 

As, Cos และ Head มาทําการปลูกเชื้อ Glomus sp. แตละระดับ ตามวิธีขอที่ 3.1.2  จากนั้นนําไป
ตรวจสอบการเขารากผักกาดหอมของเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซา ตามวิธีขอที่ 3.1.3 ดังรูปที่ 3   
 3.3.1  วิธีการตรวจสอบการเขาราก 
 ทําโดยการ นําตัวอยางรากของตนผักกาดหอมที่ปลูกเชื้อไมคอรไรซานาน 1 เดือน ลาง
ใหสะอาด แลวผานกระบวนการ clearing root โดยใชสารละลายโปตัสเซียมไฮดรอกไซด (KOH 

solution) เขมขน 10% (w/v) แชไวเปนเวลา  24 ชม.  จากนั้นนํารากมาลางดวยน้ําสะอาด และแช
ในสารละลายไฮโดรคลอริก (HCL solution) เขมขน 1% (v/v) เปนเวลา 24 ชม.  แลวนํามาลาง
ดวยน้ําสะอาดและนํามาแชในสารละลาย water blue  0.06% (ตารางภาคผนวกที่ 2) เพื่อยอมสีราก 
จากนั้นนํารากที่ยอมสีแลวมาตัด (section) แลววางบนสไลดที่หยดสารละลายกลีเซอรีน วางใน
แนวขวาง โดยทําการตัดรากใหมีความยาวแถวละ 4.5 ซม.  จํานวน 7 แถว/สไลด แลวปดทับดวย
แผนแกวปดสไลด (รูปที่ 2) จากนั้นนําไปตรวจสอบการเขารากภายใตกลองจุลทรรศนแบบเลนส
ประกอบ (compound) และคํานวณเปอรเซ็นตการเขารากตามสูตรดังนี้ (Asif, 1997) 
 

% colonization  =          จํานวน field ที่มีการติดเชื้อ × 100 
                    จํานวน field ที่ตรวจสอบทั้งหมด 
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รูป 2   ลักษณะการ section ราก 
 
 

 
 

  รูป 3  การปลูกผักกาดหอมทดสอบปริมาณสปอรของเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาชนิด 
Glomus sp.  ท่ีมีตอการเขารากของผักกาดหอมทั้ง 4 สายพันธุ 
 
3.4  การทดสอบชนิดของสารละลายตอการเจริญเติบโตของพืชอาศัยและการผลิตสปอรของเชื้อรา
อารบัสคูลารไมคอรไรซา 
 เมื่อทราบชนิดสปอร และปริมาณสปอรที่เหมาะสมตอการเขารากของผักกาดหอมแต
ละชนิดแลว จึงนํามาทําการทดสอบวาสารละลายชนิดใดที่เหมาะสมตอการเขาราก โดยวางแผนการ
ทดลองแบบ CRD จํานวน 4 ซํ้าทําการปลูกเชื้อ  โดยใชจํานวน 50 สปอร ที่ไดจากการขยายโดย
ระบบไฮโดรโพนิคที่เก็บไว 1เดือน เนื่องจากการทดลองที่ 3 จํานวนสปอร 50 สปอร/ตน เปน
จํานวนนอยสุดที่ทําใหเกิดการเขารากไดอยางนอย 5 เปอรเซ็นต (Mosse and Thompson, 1979)                     
โดยนําเมล็ดผักกาดหอม มาทําการปลูกเชื้อ Glomus sp.  ตามวิธีขอที่ 3.1.2  เมื่อครบ 1 เดือน ยาย
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ลงสารละลายธาตุอาหาร 4 สูตรไดแก สูตรสารละลายธาตุอาหารของ Hoagland (Millner and 

Kitt, 1992), modified Hoagland, Elems& Mosse  (Elems and Moss, 1984) และ Warner et 

al. (Sieverding, 1991) ซ่ึงสูตร modified Hoagland เปนสูตรที่ใชความเขมขนเพียง ¼  เทา ของ
สารละลาย Hoagland  (Millner and Kitt, 1992) เนื่องจากสปอรของเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไร
ซาจะเจริญไดดีในสารละลายธาตุอาหารต่ํา ใสในถังสารละลายธาตุอาหารขนาด 5 ลิตร ในระบบ 
Deep Water Culture เปนเวลา 1 เดือน โดยเปลี่ยนสารละลายธาตุอาหารใหมทุกๆ 1 สัปดาห และ
ปรับคา pH ใหอยูที่ 6.8 ทุกวัน (Jarstfer and Sylvia, 1993) ทําการเจริญเติบโต โดยการวัดความ
สูงและความกวางทรงพุม ช่ังน้ําหนักสดหลังสิ้นสุดการทดลอง ตรวจสอบปริมาณการเขาราก ตาม
วิธีขอที่ 3.3.1และปริมาณการสรางสปอรของเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาตามวิธีขอที่ 3.1.1 ดัง
รูปที่ 4 
 
 
 

 
 

 รูป 4   การทดสอบชนิดของสารละลายตอการเจริญเติบโตของพืชอาศัยและการผลิต
สปอรของเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 
 
3.5  การใชบัฟเฟอรในสารละลายตอการเขาราก การสรางสปอร และการเจริญเติบโตของพืช 
 เมื่อทราบชนิดผักกาดหอม จํานวนสปอรและสูตรสารละลายที่เหมาะสมแลว จึงนํามา
ทําการทดลองการใชบัฟเฟอรในสารละลายวามีผลตอการเขาราก การสรางสปอร และการ
เจริญเติบโตของพืชอาศัยหรือไม เนื่องจากการปลูกในระบบไฮโดรโพนิคจะตองมีการปรับคา pH 
ทุกวัน ดังนั้นจึงตองการใชบัฟเฟอรในการชะลอการเพิ่มขึ้นของ pH  วางแผนการทดลองโดยวิธี  
split-split plot แบบ CRD จํานวน 5 ซํ้า มี 3 ปจจัยคือ สารละลายธาตุอาหารสูตร A B และ C 

เปน  main plot,  การปรับ pH เปน sub plot และ ใส  MES buffer เปน sub sub plot  โดย
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สารละลายสูตร C คือสูตรของ Warner et al. (Sieverding , 1991) สวนสูตร A และB ดัดแปลงมา
จากสูตรของ Warner et  al.  (Sieverding, 1991)  ซ่ึงสูตร A ใชแหลงธาตุอาหารไนโตรเจนจาก 
NH4 และสูตร B ใส Tace element ในปริมาณที่ตางกับสูตร C ดังตารางที่ 1 ปจจัยที่ 2 คือ  MES 

buffer 0.3 mMol  (การใสและไมใส) เพื่อชวยในการรักษาระดับ pH  และปจจัยที่ 3 เปน  การ
ปรับ pH ทุกๆวัน(ปรับและไมปรับ) โดยใชสปอรจํานวน 50 สปอร ที่ไดจากระบบไฮโดรโพนิคที่
เก็บไวจนแหง มาทําการปลูกเชื้อ Glomus sp.  ตามวิธีขอที่ 3.1.2 เมื่ออายุครบ 1 เดือน จึงยายลงใน
สารละลายธาตุอาหาร 3 สูตร เปลี่ยนสารละลายธาตุอาหารใหมทุก 1 เดือน  นํามาหาน้ําหนักตนสด, 
น้ําหนักรากสด, เปอรเซ็นตการเขารากและจํานวนสปอรเมื่อส้ินสุดการทดลองตามวิธีขอที่ 3.1.1 
และ 3.1.3 
 

ตาราง 1  แสดงปริมาณธาตุอาหารของสูตรอาหารทั้ง 3  สูตร 
 

ธาต ุ สูตรท่ี 1(mg L-1) สูตรท่ี 2(mg L-1) สูตรท่ี 3(mg L-1)  
 

N 

P 

K 

Ca 

Mg 

S 

 Mn 

Zn 

Cu 

Fe 

Mo 

B 

Co 

Ca3PO4 

 
3.8(NH4) 

0 

10.8 

55.9 

4.3 

10.04 

0.05 

0.05 

0.02 

5.5 

0.118 

0.49 

0.011 

0.086 

 
3.8(NO3) 

0 

10.8 

55.9 

4.3 

10.04 

50 

50 

22 

5.6 

120 

500.2 

14 

0.086 

 
3.8(NO3) 

0 

10.8 

55.9 

4.3 

10.04 

0.05 

0.05 

0.02 

5.6 

0.118 

0.49 

0.011 

0.086 

  
 
  



 

27

3.6  การเปรียบเทียบการสรางสปอรในพืชท่ีปลูกในระบบไฮโดรโพนิคแบบ NFT 
 โดยใชสปอร 3 ชนิด  คือ 

1. Glomus sp 1 (สปอรขนาด 125-250 μm.) 
2. Glomus sp 2 (สปอรขนาด 45–125 μm.ที่ไดจากการisolateของ Glomussp1) 
3. สปอรไมคอรไรซาทางการคา 

 เมื่อทราบชนิดสปอร ปริมาณสปอร  ชนิดผักกาดหอม และสูตรสารละลายที่เหมาะสม
แลว จึงนํามาเพาะเชื้อรวมกับเมล็ดผักกาดหอมใบแดง เนื่องจากผักกาดหอมเปนพืชอาศัยชนิดหนึ่ง
ของเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่มีปริมาณการเขารากสูง เหมาะสมที่จะนํามาเปนพืชอาศัยใน
การผลิตหัวเชื้อในอนาคต เพราะเปนพืชผักทีมีปริมาณรากมาก มีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว อายุ
การเก็บเกี่ยวส้ัน (Lee and George,  2005) ทําโดยนําเมล็ดผักกาดหอม มาทําการปลูกเชื้อ 
Glomus sp.  แตละชนิด  โดยใชสปอรจํานวน 200  สปอรที่ไดจากระบบไฮโดรโพนิค เพื่อใหได
ปริมาณสปอรจํานวนมากเมื่อเทียบกับการตองใชสารละลายเทาเดิม  ตามวิธีขอที่ 3.2.1  จํานวน 4 
ซํ้า หลังจากนั้นนําตนกลาอายุ 1 เดือนไปปลูกลงในรางระบบ NFT ซ่ึงเปนการปลูกพืชโดยใหราก
แชอยูในสารละลายโดยตรง สารละลายจะไหลผานรากพืชเปนแผนฟลมบางๆ (โดยทั่วไปมัก
กําหนดใหน้ําที่ไหลผานมีความหนาประมาณ  2-3 mm.) สารละลายไหลหมุนเวียนผานราก
ตลอดเวลา ความยาวของระบบมีตั้งแต 5-20 m.  แตไมควรเกิน 20 m.  เนื่องจากจะทําใหเกิดความ
แตกตางของปริมาณออกซิเจนระหวางหัวและทายระบบได ซ่ึงปริมาณออกซิเจนที่ละลายอยูใน
สารละลายจะมีอิทธิพลตอความสามารถในการดูดซับธาตุอาหารของรากพืช (อานัฐ, 2548) ดังรูปที่ 
5  และใชผากรองสปอรขนาด 20 μm.  เพื่อไมใหสปอรไหลไปปนกันดังรูปที่ 6 โดยใชสารละลาย
ธาตุอาหารสูตรของ Warner et al. (Sieverding, 1991)  เนื่องจากไมคอรไรซาสามารถ
เจริญเติบโตในสารละลายที่ธาตุอาหารต่ําได  และหลังจากนั้นทําการเก็บขอมูลน้ําหนักตนสด, 
น้ําหนักรากสด, เปอรเซ็นตการเขารากและจํานวนสปอร ตามวิธีขอที่ 3.1.1 และ3.3.1 ตามระยะเวลา
การเพาะเลี้ยง คือ 1, 2 และ 3 เดือน  โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD 
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รูป 5  พืชท่ีปลูกในระบบไฮโดรโพนิคแบบ NFT 
 
 

 
 
 
 
 
 

รูป 6  ผากรองสปอรขนาด 20 μm. ท่ีใชในระบบ NFT 

  
 
3.7  ทดสอบประสิทธิภาพของหัวเชื้อท่ีผลิตได 
 ทดสอบประสิทธิภาพของหัวเชื้อดวยวิธี MPN (most propable number) ซ่ึงการหา
เปอรการเขารากจะบอกไดเฉพาะปริมาณที่เชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาอาศัยอยูในรากเทานั้น 
แตการหาคาของ MPN เปนการหาจํานวนของสวนขยายพันธุทั้งหมดไดแก สปอรในดิน สปอรใน
รากและสวนที่เปนเสนใย (Bernhard, 2002) วางแผนการทดลอง Factorial แบบ CRD จํานวน 5 
ซํ้า โดยนําทรายติดเชื้อของสปอรแตละชนิดที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในการทดลองที่ 3.6 มาทําการเจือ
จางระบบ 10 เทา (10 fold) จาก 10 ถึง 10-5 ดวยทรายที่ผานการฆาเชื้อแลวจํานวน 5 ซํ้า โดย 
dilution 1ใชหัวเชื้อ 50 ml. ผสมกับทรายที่ฆาเชื้อแลว 450 ml.  คลุกเคลาใหเขากัน แลวจึงทํา 
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dilution 2 โดยการนําทรายจาก dilution 1 ปริมาตร 25 ml.  ผสมกับทรายที่ฆาเชื้อแลว 225 ml.  
ทําเชนเดียวกันจนถึงdilution 6 หลังจากนั้นเพาะเชื้อรวมกับเมล็ดผักกาดหอมใบแดงลงในแตละ
ความเขมขนที่นํามาเจือจาง (Asif,  1997) โดยทําการฆาเชื้อที่เมล็ดและทรายตามวิธีขอที่  3.2.1 เปน
เวลา 1 เดือน โดยรดสารละลาย ¼ Hoagland (low P) ทุกๆ 1 สัปดาห เก็บขอมูลโดยบันทึกผลการ
เขารากและจํานวนสปอรของเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาตามวิธีการขอที่ 3.1.1 และ 3.3.1  
นําไปเทียบหาจํานวนสปอรในตาราง MPN เพื่อทดสอบประสิทธิภาพการเขารากของหัวเชื้อที่ผลิต
ได  ดังสูตรคํานวณดังนี้ 
 
 ปริมาณเชื้อ (สวนขยายพันธุ/มิลลิลิตร)  =   MPNในตาราง × dilution สุดทายที่นํามาคํานวณ 
                                                                                                                                                
 
 


