
บทที ่3 
 

อุปกรณ์และวธีิการศึกษา 
 
การทดลองที ่1 ผลของวสัดุเพาะเมลด็และไมคอร์ไรซาต่อปริมาณการงอกของเมลด็กล้วยไม้ดิน                                                 
1.1 วสัดุและอุปกรณ์ในการทดลอง 
 1.1.1 วสัดุเพาะ ไดแ้ก่ 

1. สแฟกนมัมอส  
2. กระเชา้สีดาแหง้  
3. ใบกา้มปู  
4. ปุ๋ยหมกัขยุมะพร้าว 

 1.1.2 เมล็ดกลว้ยไมดิ้น ไดแ้ก่  
1. เอ้ืองดินใบหมาก (Spathoglottis plicata Blume ‘alba’.) 
2. ล้ินมงักรสีชมพ ู(Habenaria erickmichaelii Christenson) 
3. เอ้ืองไผ ่(Arundina graminifolia (D.Don) Hochr.)  

1.1.3 ไมคอร์ไรซา ไดแ้ก่ 
1. เช้ือแอคติโนมยัซีท isolate DFR 001 ท่ีไดจ้ากรากกลว้ยไมเ้หลืองจนัทบูรณ์  
    (Dendrobium friedericksianum Rchb.f.)  
2. เช้ือรา isolate DAR 004 ท่ีไดจ้ากล าลูกกลว้ยของกลว้ยไมส้ายน ้าผึ้ง 
    (Dendrobium primulinum Lindl.)  
3. เช้ือรา isolate DTR 001 ท่ีไดจ้ากใบของกลว้ยไมม้อนไข่  
    (Dendrobium thyrsiflorum Rchb.f.)  

1.1.4 ถุงพลาสติก และยางรัด 
1.1.5 เคร่ืองหมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) 
1.1.6 เคร่ืองบด 
1.1.7 เคร่ืองชัง่สารและเคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหน่ง 
1.1.8 ตูอ้บ (hot air over) 
1.1.9 จานเล้ียงเช้ือ (Petri dish) ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 9 เซนติเมตร 
1.1.10 ขวดใส่อาหารเล้ียงเช้ือและใส่เมด็ขา้วฟ่าง 
1.1.11 กระบอกตวง (cylinder) ขนาด 100 และ 500 มิลลิลิตร 
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1.1.12 บีกเกอร์ (beaker)  
1.1.13 ตะเกียงแอลกอฮอล ์
1.1.14 ชอ้นตกัสาร (spatula)  
1.1.15 ปากคีบ (forceps)  
1.1.16 เขม็เข่ีย (needle)  
1.1.17 พาราฟิลม์ 
1.1.18 มีดผา่ตดั 
1.1.19 ปากกาเขียนแกว้ 
1.1.20 ไฟแช็ค 
1.1.21 ตะกร้า 
1.1.22 กลอ้งจุลทรรศแ์บบสเตอริโอ 
1.1.23 เตาแก๊ส 
1.1.24 เตาไมโครเวฟ 
1.1.25 ตูถ่้ายเช้ือ 
1.1.26 ตูบ้่มเช้ือ 
1.1.27 ท่ีคอคเช้ือ (cork borrer) เส้นผา่นศูนยก์ลางขนาด 1 เซนติเมตร 
1.1.28 ไมจ้ิ้มฟัน 

 1.1.29 ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) 
 1.1.30 อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการเก็บเมล็ด 
  1. มีดผา่ตดั 
  2. ปากคีบ 
  3. ตะเกียงแอลกอฮอล ์
 1.1.31 วสัดุท่ีใชเ้ตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
  1. มนัฝร่ัง 
  2. น ้าตาลเดกโตรส 
  3. ผงวุน้ (agar) 
  4. น ้ากลัน่ 

1.1.32 สารเคมีท่ีใชใ้นการทดลอง 
              1.1.32.1 สารท่ีท าความสะอาดและฟอกฆ่าเช้ือ 
            1. คลอรอกซ์ (Clorox ) 
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            2. น ้ายาลา้งจาน 
            3. เอทิลแอลกอฮอล ์75 เปอร์เซ็นต ์

1.1.32.2 สารเคมีท่ีใชใ้นการวเิคราะห์คุณสมบติัของวสัดุเพาะ 
            1.1.32.2.1 สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์ปริมาณอินทรียวตัถุ 
                 1. โพแทสเซียมไดโครเมท (K2Cr2O7) 
                 2. กรดซลัฟูริก (H2SO4) 
                 3. เฟอรัสซลัเฟต (Fe2SO4) 
                 4. O-phenanthroline ferrous complex 
            1.1.32.2.2 สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์ธาตุไนโตรเจน 
                 1. H2SO4 
                 2. ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O) 
                 3. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
                 4. เอทานอล (C2H5OH) 
                 5. เมทิลเรด (C15H15N3O2) 
                 6. โบรโมครีซอลกรีน (C21H4Br4O5S) 
                 7.กรดบอริค (H3BO3) 
                 8. กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
                 9. ผงซีลีเนียม (Se) 
                10. ผงกรดไซลิไซลิคSalicylic acid powder (HOC6H4COONa) 
           1.1.32.2.3 สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์ธาตุฟอสฟอรัส 
                1. H2SO4 
                2. HCl 
                3. แอมโมเนียมโมลิบเดต ((NH4)6Mo7O24) 
                4. แอมโมเนียมฟลูออไรด ์(NH4F) 

             5. Potassium antimony (III) oxide tartrate hemihydrate      
(C4H4O6KO7Sb.1/2H2O) 

               6. กรดแอสโครบิค (C4H8O6) 
               7. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
    8. แอมโมเนียม metavanadate (NH4VO3) 
    9. กรดไนตริก (HNO3) 
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    10. กรดเปอร์คลอริค (HClO4) 
                                 1.1.32.2.4 สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์ธาตุโพแทสเซียม 
               1. แอมโมเนียมอะซีเตต (NH4OAc) 
               2. โพแทสเซียมคลอไรด ์(KCl) 
    3. HNO3 
    4. HClO4 
           1.1.32.2.5 สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์ธาตุแคลเซียมและแมกนีเซียม  
    1. แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3)  
    2. HClO4 
    3. HNO3 
    4. HClO4 
    5. แลนทานมัออกไซด ์(LaO3)  
    6. สารละลายมาตรฐานของเหล็ก 
 
1.2. การเตรียมวสัดุพนัธ์ุพชืส าหรับการทดลอง 

1.2.1 การผสมเกสร 
      ท าการผสมเกสรกลว้ยไมดิ้น 3 ชนิด คือ เอ้ืองดินใบหมาก (Spathoglottis plicata Blume 
‘alba’.) ล้ินมังกรสีชมพู (Habenaria erickmichaelii Christenson) และเอ้ืองไผ่ (Arundina 
graminifolia (D.Don) Hochr.) โดยท าการควบคุมการผสมเกสรให้มีการผสมตวัเอง เม่ือฝัก 
เอ้ืองดินใบหมากมีอายุ 27 วนั ฝักล้ินมงักรสีชมพูมีอายุ 30 และฝักเอ้ืองไผ่มีอายุ 45 วนั เก็บฝัก
กลว้ยไมน้ ามาท าความสะอาดฟอกฆ่าเช้ือ แลว้ใช้มีดผา่ตดัผ่าฝักกลว้ยไมอ้อก ใชป้ลายมีดเข่ียเมล็ด
กลว้ยไมล้งบนจานแกว้ท่ีอบฆ่าเช้ือแลว้ ปิดดว้ยพาราฟิลม์ 
 1.2.2 การเตรียมวสัดุเพาะ 
      น าวสัดุเพาะ ไดแ้ก่ สแฟกนมัมอส กระเช้าสีดาแห้ง ใบกา้มปู และปุ๋ยหมกัขุยมะพร้าว 
น ามาอบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส แลว้น าไปบดให้ละเอียด ยกเวน้ปุ๋ยหมกัขุยมะพร้าว 
ไม่ตอ้งบด น าวสัดุเพาะท่ีบดละเอียดแล้วมาเพิ่มความช้ืนให้เหมาะส าหรับเป็นวสัดุเพาะ โดยชั่ง 
วสัดุเพาะ 100 กรัม ต่อน ้ า 200 มิลลิลิตร แลว้ชัง่วสัดุเพาะท่ีเพิ่มความช้ืนแลว้ใส่ถุงพลาสติก ถุงละ 
300 กรัม ใส่ถุง 2 ชั้น ใชย้างรัดรัดปากถุง น าไปอบฆ่าเช้ือ โดยเคร่ืองหมอ้น่ึงความดนัท่ีแรงดนั 15 
ปอนดต่์อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
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1.2.3 การเตรียมไมคอร์ไรซา 
      ไมคอร์ไรซาท่ีใชศึ้กษามี 3 ชนิด คือ เช้ือแอคติโนมนัซีท isolate DFR 001 ท่ีไดจ้ากราก
กลว้ยไมเ้หลืองจนัทบูรณ์ (Dendrobium friedericksianum Rchb.f.) เช้ือรา isolate DAR 004 ท่ีไดจ้าก
ล าลูกกลว้ยของกลว้ยไมส้ายน ้ าผึ้ง (Dendrobium primulinum Lindl.) และ เช้ือรา isolate DTR 001 ท่ี
ไดจ้ากใบของกลว้ยไมม้อนไข่ (Dendrobium thyrsiflorum Rchb.f.) โดยเล้ียงเช้ือแอคติโนมนัซีท 
isolate DFR 001 ในอาหารสูตร Inhibitory Mold Agar (IMA-2) (ภาคผนวก ข) ส่วนเช้ือรา 
 isolate DAR 004 และเช้ือรา isolate DTR 001 เล้ียงในอาหารสูตร Potato Dextrose Agar (PDA) 
(ภาคผนวก ข) เม่ือไมคอร์ไรซามีการขยายการเจริญจนเต็มภาชนะ ท าการเข่ียไมคอร์ไรซาใส่ในขวด
เมล็ดข้าวฟ่างท่ีน่ึงและอบฆ่าเช้ือแล้ว รอไมคอร์ไรซาขยายเต็มขวดเป็นเวลา 2 สัปดาห์ น า 
ไมคอร์ไรซาท่ีขยายเตม็เมล็ดขา้วฟ่างใส่ในวสัดุเพาะท่ีเตรียมไว ้โดยชัง่เมล็ดขา้วฟ่างท่ีมีไมคอร์ไรซา 
เช้ือแอคติโนมนัซีท isolate DFR 001  0.03 กรัม ส่วนเช้ือรา isolate DAR 004 และ isolate DTR 001 
ชัง่ 3 กรัม หมกัทิ้งไว ้2 สัปดาห์ ในสภาพห้องท่ีควบคุมอุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส และควบคุม
ความช้ืนของวสัดุเพาะท่ี 60% 
 
1.3 วธีิการทดลอง  
 1.3.1 การวเิคราะห์สมบัติทางเคมีบางประการของวสัดุเพาะ 
       ท าการวิเคราะห์สมบติัทางเคมีบางประการของวสัดุเพาะท่ีคดัเลือกมาได ้เพื่อให้ทราบ
สมบติัทางเคมีก่อนน าวสัดุเพาะไปทดสอบร่วมกบัไมคอร์ไรซา โดยท าการวิเคราะห์ค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH), ไนโตรเจนทั้งหมด (% Total N), ฟอสฟอรัสทั้งหมด (% P2O5), โพแทสเซียม
ทั้งหมด (% K2O), แคลเซียมทั้งหมด (% Ca) และแมกนีเซียมทั้งหมด (% Mg) ของวสัดุเพาะทั้ง  
4 ชนิด ซ่ึงไดแ้ก่ สแฟกนมัมอส กระเช้าสีดาแห้ง ใบกา้มปู และปุ๋ยหมกัขุยมะพร้าว วิธีวิเคราะห์มี
รายละเอียดโดยยอ่ดงัตารางท่ี 1 
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ตารางที ่1 วธีิวเิคราะห์สมบติัทางเคมีบางประการของวสัดุเพาะ (กรมวชิาการเกษตร, 2548) 
 

วเิคราะห์ วธีิการ 
pH วสัดุเพาะ:น ้า อตัราส่วน 1:10 วดัดว้ยเคร่ือง pH meter 
EC วสัดุเพาะ:น ้า อตัราส่วน 1:10 วดัดว้ยเคร่ือง Conductivity meter 

Total N 

ชัง่ตวัอยา่งวสัดุเพาะประมาณ 0.20 กรัม ใช ้sulfuric acid เขม้ขน้ผสม salicylic 
acid ยอ่ยจนละลาย เติม sodiumthiosulphate และ catalyst mixture ยอ่ยต่อจน
สารละลายใสแลว้น าไปกลัน่โดยใช้ boric acid เป็นตวัรับและ titrate ดว้ย 
H2SO4 เขม้ขน้ 0.02 N 

Total P 

ชัง่ตวัอยา่งวสัดุเพาะประมาณ 0.50 กรัม เติม HClO4 10 มิลลิลิตร ยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 
240 องศาเซลเซียส จนใส กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 5 ดูดสารละลายท่ีได้
โดยให้เกิดปฏิกิริยากบัmolybdovanadate วดัดว้ยเคร่ืองUV-Spectrophotometer 
ความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร  

Total K 
ชัง่ตวัอยา่งวสัดุเพาะประมาณ 0.50 กรัม เติม HClO4 มิลลิลิตร ย่อยท่ีอุณหภูมิ 
240 องศา เซลเซียส จนใส กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 5 ดูดสารละลายท่ีได ้
น าไปวดัดว้ยเคร่ือง Atomic Absorption Spectrophotometer 

Total Ca 
ดูดสารละลายท่ีไดจ้ากการสกดั Total K ปรับปริมาตรดว้ย Lanthanum chloride 
0.2 % น าไปวดัดว้ยเคร่ือง Atomic Absorption Spectrophotometer 

Total Mg 
ดูดสารละลายท่ีไดจ้ากการสกดั Total K ปรับปริมาตรดว้ย Lanthanum chloride 
0.2 % น าไปวดัดว้ยเคร่ือง Atomic Absorption Spectrophotometer 
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1.3.2 วธีิการเพาะเมลด็ลงในวสัดุเพาะ 
        น าวสัดุเพาะท่ีมีไมคอร์ไรซาเจริญแล้วชัง่ใส่ในขวดแกว้ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีอบ 

ฆ่าเช้ือแลว้ โดยชัง่วสัดุเพาะใส่ขวด ขวดละ 20 กรัม แลว้น าเมล็ดกลว้ยไมดิ้นแต่ละชนิดท่ีเตรียมไว ้
ตกัโรยบนวสัดุเพาะ ซ่ึงใช้เมล็ดกลว้ยไม ้10 มิลลิกรัมต่อขวด ปิดฝาขวด น าไปเก็บไวใ้นห้องท่ี
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 25 องศาเซลเซียส และไดรั้บแสง 12 ชัว่โมงต่อวนั รดน ้ าทุก 15 วนั เป็นเวลา 12 
คร้ัง (6 เดือน) 

ไดว้างแผนการทดลองแบบปัจจยัร่วมสุ่มสมบูรณ์ (Factorial (4×4) in CRD; Factorial in 
Completely Randomized Design) กรรมวธีิละ 4 ซ ้ า ดงัน้ี 

ปัจจัยที่  1 ว ัสดุเพาะ 4 ชนิด ได้แก่  สแฟกนัมมอส กระเช้าสีดาแห้ง  ใบก้ามปู  
และปุ๋ยหมกัขยุมะพร้าว 

ปัจจัยที่ 2 การไม่ใชไ้มคอร์ไรซาและใชไ้มคอร์ไรซา 3 ชนิด ไดแ้ก่ เช้ือแอคติโนมยัซีท 
isolate DFR 001 ท่ีไดจ้ากรากของกลว้ยไมเ้หลืองจนัทบูรณ์ เช้ือรา isolate DAR 004 ท่ีไดจ้ากล าลูก
กลว้ยของกลว้ยไมส้ายน ้าผึ้ง และเช้ือรา isolate DTR 001 ท่ีไดจ้ากใบของกลว้ยไมม้อนไข่  

 
1.4 การบันทกึผลการทดลอง 

1.วเิคราะห์หาปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม แคลเซียม แมกนีเซียมและวดัค่า
ความเป็นกรดด่าง (pH) (กรมวิชาการเกษตร, 2548) ในวสัดุเพาะแต่ละชนิดก่อนท่ีใส่ 
ไมคอร์ไรซา 

2. บนัทึกวนัท่ีเร่ิมงอกและท าการประเมินจ านวนโปรโตคอร์มท่ีงอก หลงัจากเพาะเมล็ด 
 6 เดือน 

3. บนัทึกลักษณะโปรโตคอร์มท่ีพฒันาจากเมล็ดกล้วยไม้ เม่ือมีอายุ 6 เดือน โดยใช ้
กลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ 
 
การทดลองที ่2 ผลของไมคอร์ไรซาต่อการเติบโตของลิน้มังกรสีชมพู 
2.1 วสัดุและอุปกรณ์ในการทดลอง 
 2.1.1 วสัดุพนัธ์ุพืช 
          คดัตน้กลา้ล้ินมงักรสีชมพูท่ีไดจ้ากการเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเช้ือ โดยคดัตน้ท่ีมี
ความยาวตน้ประมาณ 3 เซนติเมตร (ภาพท่ี 5) จ านวนตน้ 30 ตน้ 
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          ก.           ข.           ค. 
ภาพที ่5 ลกัษณะตน้กลา้ล้ินมงักรสีชมพท่ีูไดจ้ากการเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเช้ือ 

ก. ลกัษณะตน้กลา้ท่ีมีอาหารวุน้ติดอยู ่ ข. ลกัษณะตน้กลา้ท่ีลา้งอาหารวุน้ออกแลว้  
ค. ลกัษณะตน้กลา้ท่ีมีความยาวตน้ 3 เซนติเมตร 
2.1.2 วสัดุปลูก ไดแ้ก่ 

  1. ทราย 
  2. ใบกา้มปู 
 2.1.3 ไมคอร์ไรซา ไดแ้ก่ 
  1.  Humicola sp.  
  2. Fusarium sp. 
  3. Nodulisporium sp. 
  4. Oidiodendron sp. 
  5. Trichoderma sp.  
  2.1.4 ถุงพลาสติก และยางรัด 

2.1.5 เคร่ืองหมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) 
2.1.6 เคร่ืองบด 
2.1.7 เคร่ืองชัง่สารและเคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหน่ง 
2.1.8 ตูอ้บ (hot air over) 
2.1.9 จานเล้ียงเช้ือ (Petri dish) ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 9 เซนติเมตร 
2.1.10 ขวดใส่อาหารเล้ียงเช้ือและใส่เมด็ขา้วฟ่าง 
2.1.11 กระบอกตวง (cylinder) ขนาด 100 และ 500 มิลลิลิตร 
2.1.12 บีกเกอร์ (beaker)  
2.1.13 ตะเกียงแอลกอฮอล ์
2.1.14 ชอ้นตกัสาร (spatula)  
2.1.15 เขม็เข่ีย (needle)  
2.1.16 พาราฟิลม์ 
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2.1.17 กระถางดินเผา ขนาด 7.5 เซนติเมตร 
 2.1.18 ขวดแกว้ใส่น ้า 
 2.1.19 ไมบ้รรทดั 
 2.1.20 ปากกา 
 2.1.21 กลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ 
 2.1.22 กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบชนิดส่องกราด 
2.2 สารเคมีทีใ่ช้ในการทดลอง 
 2.2.1 สารเคมีทีใ่ช้ในการตรวจสอบการเข้าราก 
          1. โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 
         2.  HCl 
         3. glutaraldyhyde 
         4. phosphate buffer 
         5. water blue  
2.3 วธีิการทดลอง 
 2.3.1 การเจริญเติบโตของลิน้มังกรสีชมพู 

        คดัเลือกตน้ล้ินมงักรสีชมพู ท่ีไดจ้ากการเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเช้ือ โดยคดัตน้ท่ีมี
ความยาวต้นประมาณ 3 เซนติเมตร น ามาปลูกในวสัดุปลูกท่ีประกอบด้วย ทรายกับใบก้ามปูท่ี
บดละเอียดในอตัราส่วน 1:1 แลว้ปลูกไมคอร์ไรซาท่ีต่างชนิดกนั คือ Humicola sp., Fusarium sp., 
Nodulisporium sp., Oidiodendron sp. และ Trichoderma sp. ตามล าดบั จ านวน 105 เซลล์ต่อกรัม
ของวสัดุปลูก นบัเช้ือโดยวิธี plating method (ยุพา, 2552) ลงไปในวสัดุปลูกท่ีเตรียมไว ้หมกัไว ้2
สัปดาห์ ในสภาพห้องท่ีควบคุมอุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส และควบคุมความช้ืนของวสัดุปลูกท่ี 
60 % น าวสัดุปลูกใส่ในกระถางดินเผาท่ีมีเส้นผา่ศูนยก์ลางขนาด 7.5 เซนติเมตร ปลูกกลว้ยไมล้งใน
วสัดุปลูก 1 ตน้ต่อกระถาง โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Complete Randomize Design: 
CRD) จ านวน 6 กรรมวธีิ กรรมวธีิละ 5 ซ ้ า ดงัน้ี 

กรรมวธีิท่ี 1 วสัดุปลูกไม่มีไมคอร์ไรซา (กรรมวธีิควบคุม) 
กรรมวธีิท่ี 2 วสัดุปลูกร่วมกบัเช้ือ  Humicola sp.  
กรรมวธีิท่ี 3 วสัดุปลูกร่วมกบัเช้ือ  Fusarium sp. 
กรรมวธีิท่ี 4 วสัดุปลูกร่วมกบัเช้ือ Nodulisporium sp. 
กรรมวธีิท่ี 5 วสัดุปลูกร่วมกบัเช้ือ Oidiodendron sp. 
กรรมวธีิท่ี 6 วสัดุปลูกร่วมกบัเช้ือ Trichoderma sp.  
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ไมคอร์ไรซาทั้ งหมดน้ีได้จากการทดลองก่อนหน้า น้ีของจักรพงศ์ (2553) ซ่ึงได้แยก 
ไมคอร์ไรซาจากรากของกลว้ยไมว้า่นจูงนางท่ีมีสภาพท่ีสมบูรณ์และไม่มีลกัษณะของการเกิดโรค และ
จากผลการทดลองของ อามีนา (2554) และนิภาพรรณ (2554) น ามาใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี ไดค้ดัเลือก 
ไมคอร์ไรซาท่ีมีการผลิตฮอร์โมนพืชและละลายฟอสฟอรัสสูง ปานกลาง และต ่า น ากระถางของแต่ละ
กรรมวิธีดงักล่าว เก็บไวใ้นห้องท่ีมีการควบคุมอุณหภูมิท่ี 25 องศาเซลเซียส และไดรั้บแสง 12 ชัว่โมง
ต่อวนั เท่ากนัทุกกรรมวธีิ ท าการรดน ้า สัปดาห์ละ 2 คร้ัง (5 เดือน) น ้าท่ีใชร้ดผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 
  บนัทึกการเจริญเติบโตและการพฒันาทุกๆ 2 สัปดาห์ 
     1. วดัความยาวของตน้ (ซม.) วดัจากโคนตน้ถึงปลายยอดท่ีสูงท่ีสุด 
     2. จ  านวนใบต่อตน้ 
 
  2.3.2 วธีิการตรวจสอบการเข้าราก 
          เม่ือปลูกตน้ล้ินมงักรสีชมพูในวสัดุปลูกท่ีมีการใส่ไมคอร์ไรซา หลงัปลูกนาน 5 เดือน 
น าตวัอย่างรากของตน้พืชออกมาล้างให้สะอาด แล้วผ่านกระบวนการ clearing root โดยใช้
สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ เขม้ขน้ 10 % (w/v) แช่ไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าราก
มาล้างด้วยน ้ าสะอาด และแช่ในสารละลายไฮโดรคลอริก เข้มข้น 1 % (v/v) เป็นเวลา 
 24 ชัว่โมง น ามาลา้งดว้ยน ้ าสะอาดอีกคร้ัง แลว้น ามาแช่สารละลาย  water blue 0.06% เป็นเวลา  
24 ชัว่โมง (ตารางภาคผนวกท่ี 1) เพื่อยอ้มสีราก จากนั้นน ารากท่ียอ้มสีแลว้มาตดั (section) แลว้วาง
บนสไลด์ท่ีหยดสารละลายกลีเซอรีน วางรากในแนวขวาง โดยท าการตัดรากให้มีความยาว  
1-2 เซนติเมตร แลว้ปิดทบัดว้ยแผน่แกว้ปิดสไลด์ จากนั้นน าไปตรวจสอบการเขา้รากภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ 
         ส่วนการตรวจสอบการเขา้รากภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบชนิดส่องกราด  
โดยน ารากตัวอย่างส่งท่ีศูนย์วิจัยและบริการจุลทรรศน์ศาสตร์อิเล็กตรอน คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ศวท-มช. มีวิธีการเตรียมตวัอยา่งดงัน้ี คือ ตดัรากล้ินมงักรสีชมพูทุกกรรมวิธี
ท่ีใส่ไมคอร์ไรซา หลงัปลูกอายุ 5 เดือน น าตวัอย่างรากท าความสะอาด ตดัรากความหนาของราก
ขนาดประมาณ 5 มิลลิเมตร จ านวน 3-4 ช้ินต่อตวัอยา่ง น าไปแช่ในสารละลาย glutaraldyhyde 2.5 % 
ใน 0.1 M phosphate buffer เพื่อรักษาสภาพ (fixing) โครงสร้างและส่วนประกอบของเซลล์ แลว้ลา้ง
ออกดว้ย 0.2 M phosphate buffer pH 7.2 และแช่ในสารละลาย osmium tetraoxide 1 เปอร์เซ็นต ์ใน 
0.1 M phosphate buffer เพื่อรักษาสภาพเซลล์ แลว้ลา้งออกดว้ย 0.2 M phosphate buffer pH 7.2 
ขั้นตอนต่อมาคือ การไล่น ้ าออกจากเน้ือเยื่อ (dehydration) โดยการแทนท่ีน ้ าดว้ย alcohol ท่ีมีความ
เขม้ขน้สูงข้ึนตามล าดบั จาก 30, 50, 70, 80, 90 และ 100 เปอร์เซ็นต ์2-3 คร้ัง ตามล าดบั โดยใชเ้วลา
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แช่ในแต่ละความเขม้ขน้ 5-10 นาที ท าใหแ้หง้ (drying) ดว้ยการรมตวัอยา่งดว้ย CO2  น ารากมาตดัให้
มีความหนาของรากขนาดประมาณ 1-2  มิลลิเมตร จ านวน 3-4 ช้ินต่อตวัอยา่ง แลว้ท าการเคลือบ
ตวัอย่างด้วยอนุภาคทองหนา 30 นาโนเมตร น าตวัอย่างท่ีได้มาศึกษาส่องดูเส้นใยภายใตก้ล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบชนิดส่องกราด (JEOL รุ่น JSM-5910LV) พร้อมทั้งบนัทึกภาพลกัษณะ
เส้นใยของไมคอร์ไรซาชนิดต่างๆ 
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