
บทท่ี 3
อุปกรณและวิธีการ

การทดลองมี 3 ขั้นตอน ดังตอไปนี้
ข้ันตอนท่ี 1
การเปรียบเทียบหัวเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาที่ผลิตเปนการคากับหัวเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซา
จากประเทศไทยสําหรับการปลูกสตรอเบอรรี่แตละพันธุ
        ในขั้นตอนที่ 1 ประกอบดวยการทดลองยอย 4 การทดลอง โดยใชสตรอเบอรร่ี 1 พันธุตอ 1 การ
ทดลองยอย สตรอเบอรร่ีท่ีใชในการทดลองมี 4 พันธุ คือ พันธุพระราชทานเบอร 20, 50, 70 และพันธุ
เนียวโฮ  ในแตละการทดลองเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาสายพันธุคละ
และสายพันธุเดี่ยวจากประเทศไทย กับหัวเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาที่ผลิตเปนการคาจากประเทศ
ญี่ปุนและเยอรมัน (รูปท่ี 1)    วางแผนทุกการทดลองแบบ RCB (Randomized Complete Block Design)
ม ี8 ซ้ํา ใชตนออนสตรอเบอรรี่ที่แตกตางกันที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยจัดใหมีความสม่ําเสมอใน
แตละซ้ํา ดังน้ันในแตละซํ้าจึงใชตนออนของสตรอเบอรร่ีท่ีมีขนาดแตกตางกัน ปลูกสตรอเบอรรี่ในเรือน
ทดลอง โดยใชตนออนที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ปลูกในภาชนะพลาสติกทรงกระบอก เสนผาศูนย
กลาง 8 ซม. ความลึก 15 ซม.  วัสดุปลูกประกอบดวย ทรายผสมปุยหมักในอัตรา 2:1 โดยวัสดุปลูกได
ผานการฆาเชื้อแลว ในวัสดุปลูกมีการใสหินฟอสเฟตในอัตราที่ให P 9 กก. P2O5 ตอไร (0.515 กรัม P2O5

ตอกระถาง) ใชวัสดุปลูก 500 กรัมตอกระถาง การใหน้ํานอกจากใหโดยฝกบัว แลวยังใหน้ําทางราก ซึ่ง
ใชเชือกเปนตัวดูดน้ําจากภาชนะรองรับที่ใสน้ําไว (รูปที ่2)  ตํารับการทดลองสําหรับการปลูกสตรอเบอร
รี่แตละพันธุมีดังนี้
        ตํารับท่ี 1 control ไมมีการใสเชื้อ
        ตํารับท่ี 2 – 5 เปนเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาที่ไดจากประเทศไทยไดแกเชื้อ Acaulospora
,  D3,  KN  และ Scutellospora ตามลําดับ
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         ก.       ข.
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ค.      ง.

. ฉ.

รูปท่ี 1 ลักษณะหัวเชื้อแตละชนิดที่ใชในงานทดลอง (ก.) หัวเชื้อทางการคาจากประเทศเยอรมัน (ข.)
หัวเชื้อทางการคาจากประเทศญี่ปุน (ค.) เช้ือ Acaulospora (ง.) เช้ือ KN (จ.) เช้ือ D3 และ (ฉ.) เช้ือ
Scutellospora

        เช้ือ Acaulospora และ Scutellospora เปนหัวเชื้อเดี่ยวที่มีแหลงกําเนิดจากดินในประเทศไทย
สําหรับเชื้อ D3 และ KN เปนหัวเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาที่เคยใชในการทดลองแลวไดผลดี
(บังอร, 2545 และ บุษกร, 2541) และเปนเชื้อผสมประกอบดวยเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาชนิด
ตางๆ ซึ่งยังไมมีการจําแนกและมีอยูในดินธรรมชาติ สวนเชื้อ KN เปนเชื้อผสมเชนกัน ประกอบดวยส
ปอรของเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาชนิดตางๆ ที่มีอยูในดินจากหมูบานแกนอย อําเภอเชียงดาว
จังหวัดเชียงใหม
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        ตํารับท่ี 6 และ 7 เปนหัวเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาที่ผลิตเปนการคาจากประเทศญี่ปุนและ
เยอรมัน ตามลําดับ

รูปท่ี 1   ลักษณะของภาชนะที่ใชปลูกตนออนของสตรอเบอรรี่ในงานทดลอง

        ในแตละตํารับใสเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาแตละชนิดตามอัตราแนะนํา คือ 300 สปอรตอตน
สําหรับหัวเชื้อจากประเทศไทยทุกชนิด สําหรับหัวเชื้อจากประเทศญี่ปุนใช 2 มล./ตน สวนหัวเชื้อจาก
ประเทศเยอรมัน ใชอัตรา 6 มล./ตน สําหรับหัวเชื้อจากประเทศไทยทุกชนิด อยูในรูปของ soil
inoculum และสามาระหาปริมาณสปอรในหัวเชื้อไดดวยวิธีนับสปอรโดยใชกลองจุลทรรศนแบบ
stereo สวนหัวเชื้อจากประเทศญี่ปุนผลิตโดยใช vermiculite เปนวัสดุรองรับเช้ือ แตหัวเช้ือจากประเทศ
เยอรมันผลิตโดยใช expanded clay เปนวัสดุรองรับเช้ือ ซึ่งหัวเชื้อจากตางประเทศทั้ง 2 ชนิด ไม
สามารถหาปริมาณเชื้อโดยวิธีการนับสปอรได และตองใชวิธีการหาปริมาณเชื้อในหัวเชื้อดวยวิธ ี plant
infect count เทาน้ัน สําหรับลักษณะของหัวเชื้อแตละชนิดที่ใชในงานทดลองแสดงในรูปที ่ 2 โดยใส
หัวเช้ือใตรากของตนออนของสตรอเบอรร่ีในชวงยายปลูก หลังการยายปลูก 4 สัปดาหใสสารละลาย
Hoagland ท่ีปราศจาก P ความเขมขน ¼  เทาของความเขมขนปกติ โดยใชตนละ 100 มล. เกบ็ตัวอยาง
ที่ระยะ 2 เดือนหลังการยายปลูก โดยเก็บตํารับละ 4 ตน (4 ซ้ํา) ในทุกตํารับของการทดลองแตละการ
ทดลอง บันทึกน้ําหนักแหงสวนเหนือดิน จํานวนใบ จํานวนไหล น้ําหนักสดของราก การสะสม
ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียมในสวนที่อยูเหนือดิน การติดเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซา
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ภายในราก และจํานวนสปอรในวัสดุปลูก สําหรับสตรอเบอรรี่ที่เหลืออีก 4 ตน/ตํารับ ทําการเก็บขอมูล
ดานการเกิดไหล

ข้ันตอนท่ี 2
การศึกษาอัตราการใสหัวเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาท่ีผลิตเปนการคาสําหรับการปลูกสตรอเบอรร่ี
พันธุตางๆ   
        ในขั้นตอนนี้ประกอบดวยการทดลอง 5 การทดลอง ใชหัวเชื้อจากประเทศเยอรมันสําหรับการ
ทดลองที ่ 1 – 4 โดยใชสตรอเบอรรี่พันธุพระราชทานเบอร 20, 50, 70 และพันธุเนียวโฮ ตามลําดับ
สวนการทดลองที ่ 5 ใชหัวเชื้อจากประเทศญ่ีปุนกับสตรอเบอรรี่พันธุพระราชทานเบอร 50 เพียงพันธุ
เดียว เนื่องจากมีปริมาณของหัวเชื้อไมพอสําหรับการทดลองทุกพันธุ แตละการทดลองประกอบดวย
การทดลอง 7 ตํารับ ดังน้ี   
        ตํารับท่ี 1 control  ไมมีการใสเชื้อ
        ตํารับท่ี 2 – 7 ใชหัวเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาแตละชนิด  ในอัตรา 1, 2, 3, 4, 5 และ 6
มล. ตอตน ซึ่งเทากับการใสเชื้อในอัตรา 50, 100, 150, 200, 250 และ 300 infective unit (ifu) ในกรณีที่
เปนหัวเช้ือจากประเทศเยอรมัน สวนหัวเชื้อจากประเทศญ่ีปุน ใหปริมาณเชื้อเทากับ 150, 300,  450,
600, 750 และ 900 ifu  ตามลําดับ
        การทดลองในขั้นตอนที่ 2 ทุกการทดลองใชวิธีการปลูก การดูแลรักษา ภาชนะปลูก วัสดุปลูก
ตลอดจนวิธีการใสหัวเชื้อ ในขั้นตอนที ่2 เชนเดียวกับขั้นตอนที่ 1 และใชแผนการทดลองแบบ RCB มี
8 ซ้ํา  เก็บตัวอยางที่ระยะ 2 เดือนหลังการยายปลูก โดยเก็บตัวอยางตํารับละ 4 ตน   บันทึกน้ําหนักแหง
สวนเหนือดิน จํานวนใบ จํานวนไหล น้ําหนักสดของราก การสะสมไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และ
โพแทสเซียมในสวนที่อยูเหนือดิน การติดเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาภายในราก และจํานวนสปอร
ในวัสดุปลูก สําหรับสตรอเบอรรี่ที่เหลืออีก 4 ตน/ตํารับ ทําการเก็บขอมูลดานการเกิดไหล
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ข้ันตอนท่ี 3
การศึกษาผลของการตอบสนองของสตรอเบอรร่ีพันธุตางๆ ตอการใสหัวเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซา
รวมกับการใสปุยอัตราตางๆ
        ในขั้นตอนที่ 3 ใชตนออนของสตรอเบอรรี่ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ใชวิธีการปลูก ภาชนะ
ปลูก และวัสดุปลูก เชนเดียวกับการทดลองในข้ันตอนแรก การทดลองประกอบไปดวย 4 การทดลอง
ยอย  โดยใชสตรอเบอรร่ีพันธุพระราชทานเบอร 20, 50, 70 และพันธุเนียวโฮ สําหรับการทดลองที ่1-4
ตามลําดับ แตละการทดลองจัดตํารับการทดลองเปนแบบ  2 X 4 factorial ประกอบดวยปจจัยการ
ทดลอง 2 ปจจัย คือ การใสปุยและหัวเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซา
        ตํารับที่เกี่ยวของกับการใสปุยมีดังนี้
        ไมใสปุย
        ปุยเกรด 30-20-10 ในอัตราแนะนํา
        ปุยเกรด 30-20-10 ในอัตรา ¼  อัตราแนะนํา
        สารละลาย Hoagland ที่ปราศจาก P
        ในการใสปุยสําหรับตํารับการทดลองที ่1 และ 2 ใชปุยละลายน้ําสําหรับอัตราการแนะนําใชปุย 10
กรัมตอน้ํา 20 ลิตร ใชสารละลายปุยในตํารับการทดลองที่ 1 และ 2 รดตนพชืตนละ 20 มล. สวนสาร
ละลาย Hoagland ที่ปราศจาก P ความเขมขน ¼  เทาของความเขมขนปกติ ใชตนละ 100 มล. หัว   เช้ือ
ราอาบัสคูลารไมคอรไรซา ม ี2 ตํารับดังน้ี

หัวเชื้อที่มีการนําเขาจากประเทศเยอรมัน
หัวเชื้อที่ผลิตเปนการคาจากประเทศญี่ปุน

        แตละการทดลองยอยใชแผนการทดลองแบบ RCB ม ี 8 ซ้ํา อัตราการใสหัวเช้ือในการทดลองคือ
300 infective unit ตอตน สําหรับหัวเชื้อจากประเทศเยอรมัน หรือปริมาณ 6 มล.ตอตน ซึ่งเปนอัตรา
แนะนํา สวนหัวเชื้อจากประเทศญ่ีปุนใชในอัตรา 300 สปอรตอตน หรือปริมาณ  2 มล.ตอตน ซึ่งเปน
อัตราแนะนําเชนกัน ใสหัวเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาใตรากออนในชวงยายปลูก หลังจากปลูกได 4
สัปดาห เริ่มใหปุยทุกสัปดาห เมื่อตนสตรอเบอรรี่อาย ุ 8 สัปดาห บันทึกน้ําหนักแหงสวนเหนือดิน
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จํานวนใบ จํานวนไหล น้ําหนักสดของราก การสะสมไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียมในสวน
ท่ีอยูเหนือดิน    การติดเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาภายในราก และจํานวนสปอรในวัสดุปลูก สวน
สตรอเบอรรี่ที่เหลืออีก 4 ตน/ตํารับ ทําการเก็บขอมูลดานการเกิดไหล
        ทุกการทดลองจะใชวิธีการตรวจสอบการติดเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาในราก จํานวนสปอร
และการวิเคราะหความเขมขนของ N, P และ K ในตัวอยางพืชดังนี้

การตรวจสอบการติดเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาในราก ( ดัดแปลงจาก McGonigle, 1990)

        ในการตรวจสอบการติดเช้ือในราก พิจารณาจากความยาวของรากที่มีการติดเชื้อราอาบัสคูลารไม
คอรไรซา (root length colonization) ซึ่งคิดเปนรอยละของความยาวรากทั้งหมดที่ใชตรวจสอบ วิธีการ
ตรวจสอบมีดังน้ี
        1.   นํารากมาลางน้ําใหสะอาดแลวแชลงในสารละลาย KOH  ความเขมขน 2.5% (w/v) ทิ้งไว 24
ช่ัวโมง

2 ลางรากที่ผานการแช KOH  แลวแชลงในสารละลายกรด HCL ความเขมขน 1% (v/v) ทิ้งไว 24
ช่ัวโมง

3. ลางรากที่ผานการแช KOH  และ HCL  มาลางออกดวยนํ้าอีกคร้ัง จึงยอมสีดวย water blue
0.06% ซึ่งประกอบดวย  water blue 0.6 g, lactic acid 400 ml, glycerine 400 ml  และปรับปริมาตรดวย
น้ํากลั่นเปน 1000  ml (Koske and Gamma, 1989 อางโดย  Suwanarit et al, 1994)

4. Destain ตัวอยางรากที่ยอมสีแลว ดวยสารละลาย lactoglycerol ที่ประกอบดวย  lactic acid 400
มล. glycerine 400  มล. และน้ํากลั่น 200 มล. กอนนําไปตรวจสอบการติดเช้ือในราก

5. นํารากที่ยอมสีแลวมาตัดแลววางบนสไลดในแนวขวาง (รูปท่ี 3)โดยทําการตัดรากใหมีความ
ยาวแถวละ 4.5 ซม. จํานวน 7 แถวตอสไลด หยดสารละลายกลีเซอรีนแลวปดทับดวยแผนแกวปดส
ไลด จากนั้นนําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศนแบบ compound โดยใชกําลังขยาย 10 เทา

6. คํานวณเปอรเซ็นตการติดเชื้อในราอาบัสคูลารไมคอรไรซาในรากจากสูตรตอไปนี้ (Brundrett
et al. ,1996)

        %RLC = 100 X จํานวน field ที่มีการติดเชื้อ
       จํานวน field ท่ีตรวจสอบท้ังหมด
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การตรวจสอบหาจํานวนสปอรในดนิ
        วิธีการตรวจสอบจํานวนสปอรของเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาในดิน (ดัดแปลงจาก Dodd and
Phillip, 1996) มีดังน้ี
1. ช่ังตัวอยางดิน 10 กรัมลงในหลอด centrifuge  ขนาด  50   ml
2. ใสน้ํากลั่นแลวปนเหวี่ยงดวยเคร่ือง centrifuge  ที ่2000 rpm  นาน 5 นาที
3. เทเอาสวนใสออก ใสน้ําตาลซูโครส 50% แลวปนเหวี่ยง ที ่2000 rpm นาน 1 นาที
4. กรองเอาสวนใสดวยตะแกรงละเอียด แลวกรองดวยกระดาษกรอง whatman No. 2
5. นํากระดาษกรองที่มีสปอรวางบนจานเพาะเชื้อขนาด เสนผาศูนยกลาง 9 ซม. แลวนับจํานวนสปอร
ดวยกลองจุลทรรศนแบบ stereo ที่กําลังขยาย 4 เทา (รูปท่ี 4)

        

รูปท่ี  3   สไลดรากสตรอเบอรรี่หลังจากยอมสี รูปท่ี 4  จานเพาะเชื้อที่มีสปอรที่ไดหลังจาก
ดวย 0.06% water blue การปนเหว่ียง

การวิเคราะหตัวอยางพืช
การเตรียมตัวอยางพืช
อบตัวอยางพืชที่ทําความสะอาดแลวในตูอบที่อุณหภูม ิ65-70 องศาเซลเซียส จนแหงสนิท และบด

ดวยเครื่องบด Willey Mill  การยอยตัวอยางใชตัวอยางพืชที่บดแลว (ประมาณ 0.5 กรัม) และกรดยอย 7
มล. (ประกอบดวย Na2SO4 98% 1000 มล., K2SO4 100 กรัม และ Se 1 กรัม โดยตมจน K2SO4 และ Se
ละลายจนหมด) ยอยตัวอยางโดยใช digestion block  จนไดสารละลายใส ปรับปริมาตรสารละลายดัง
กลาวใหเปน 100 มล.โดยใชน้ํากลั่น กรองดวยกระดาษกรอง No. 5 และนําสารละลายดังกลาวไปทํา
การวิเคราะหหาปริมาณธาตุอาหาร  N, P และ K ตามวิธีการในตารางท่ี 1 และรายละเอียดในภาคผนวก
ก
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ตารางท่ี 1 วิธีการวิเคราะหตัวอยางพืช

การวิเคราะห วิธีการหาความเขมขน* เอกสารอางอิง
Total N

Tatal P

Total K

การกลั่นดวย NaOH 40%
พัฒนาสีดวย ammonium vanado phospho molybdate
วัดดวยเคร่ือง spectrophotometer

Flame photometer

Bremer, 1996

ศรีสม, 2544

Helmke and Sparke,
1996

* หลังการยอยตัวอยางดวยกรดผสม

หลักเกณฑการประเมินประสิทธิภาพของเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซา (Silverding, 1991)
        ในการทดลองขั้นตอนที่ 1 และ 2 ประเมินประสิทธิภาพของเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซาโดย
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดาน การเจริญเติบโต การสะสมธาตุอาหาร N P และ K ในสวนเหนือดิน และการ
ติดเชื้อในรากของตนพืชที่ไดรับการใสเชื้อราอาบัสคูลารไมคอรไรซากับตนพืชที่ไมไดรับการใสเชื้อ 
และคาเฉลี่ยของขอมูลแตละขอมูลสําหรับการทดลองแตละการทดลอง หากการใสเชื้อใหผลไมแตก
ตางจากการไมใสเชื้ออยางมีนัยสําคัญ  ถือวาเชื้อที่ใสไมมีประสิทธิภาพ ( Non effective, NE) แตถาการ
ใสเชื้อใหผลดีกวาและแตกตางจากการไมใสเชื้ออยางมีนัยสําคัญ ถือวาเชื้อมีประสิทธิภาพ ซึ่งสามารถ
จะแบงออกเปน 3 กลุม ตามความแตกตางของคาเฉลี่ยของตํารับที่ใสเชื้อแตละตํารับกับคาเฉลี่ยของการ
ทดลอง เชื้อที่มีประสิทธิภาพต่ํา (slightly effective) จะใหคาเฉลี่ยต่ํากวาคาเฉลี่ยของการทดลอง ใน
ขณะที่เชื้อที่มีประสิทธิภาพปานกลาง (moderate effective) จะใหคาเฉลี่ยเทากับหรือมากกวาคาเฉลี่ย
ของการทดลอง แตความแตกตางไมมีนัยสําคัญ สวนเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูง (highly effective) จะให
คาเฉลี่ยสูงกวาและแตกตางจากคาเฉลี่ยของการทดลองอยางมีนัยสําคัญ
        สําหรับคา LSD 0.01 หรือ LSD 0.05 ที่จะใชในการเปรียบเทียบความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของ
ตํารับที่ใสเชื้อแตละตํารับกับคาเฉลี่ยของการทดลอง คํานวณไดดังน้ี (Lochow and Schuster, 1961 อาง
โดย Silverding, 1991)
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LSD 1% หรือ 5% to trail average = LSD 1% หรือ 5% * x 
nT

nT
2

1**
Κ

*    LSD 1% หรือ 5% ของการทดลอง
**  nT =  จํานวนตํารับการทดลอง
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