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บทที ่ 3  

  
อปุกรณ์และวธีิการ 

 
การทดลองไดด้ าเนินการ ณ สาขาวิชาปฐพีศาสตร์และอนุรักษศาสตร์ ภาควิชาพืชศาสตร์และ

ทรัพยากรธรรมชาติ  และหอ้งปฏิบติัการกลาง คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
การศึกษาวจิยัแบ่งงานออกเป็น  3   การทดลองดงัน้ี 
 

3.1   การคัดเลอืกเช้ือแอกติโนไมซิสต์เอนโดไฟท์ 
 

ท าการคดัเลือกเช้ือแอกติโนไมซิสต์เอนโดไฟทท่ี์แยกไดจ้ากงานทดลองของ ยุพา (2552) โดย
เลือกเช้ือสกุล (genus) ท่ีต่างกนัมาทุกสกุล (6 สกุล)  ส่วนในเช้ือในสกุลเดียวกนันั้นไดเ้ลือกจากลกัษณะ
กายภาพ (phenotype)  ท่ีปรากฏให้เห็นภายนอกซ่ึงเป็นผลมาจากยีนท่ีต่างกนั  โดยการตรวจสอบขอ้มูล
จากงานทดลองของยุพา (2552) น าเช้ือท่ีคดัเลือกไดจ้าก stock culture ท่ียุพาไดเ้ก็บไวใ้น glycerol 10 
เปอร์เซ็นต ์ผสม DMSO  (diemethyl sufoxide) 10 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ก) ท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส  มาขยายโดยเล้ียงบนอาหาร IMA2  (Inhibitory Mold Agar 2) (ภาคผนวก ก) บ่มเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส จนเช้ือแต่ละ Isolate เจริญเต็มท่ีแลว้ซ่ึงใชร้ะยะเวลาประมาณ  7 - 14 วนั  
ข้ึนอยูก่บัลกัษณะการเจริญของเช้ือแต่ละ Isolate  จึงน าเช้ือไปใชใ้นการศึกษาต่อไป 
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3.2g     การประเมินความสามารถเชิงปริมาณของเช้ือแอกติโนไมซิสต์เอนโดไฟท์ในการละลายธาตุ
อาหารพชืออกจากแร่ธรรมชาติ 
 
3.2.1   การวิเคราะห์หาความสามารถเชิงปริมาณในการละลายฟอสฟอรัส จากแคลเซียม

ฟอสเฟต, อะลูมิเนียมฟอสเฟต และ หินฟอสเฟต 
 
การวิเคราะห์หาความสามารถในการละลายฟอสฟอรัสจาก แคลเซียมฟอสเฟต, อะลูมิเนียม

ฟอสเฟต และหินฟอสเฟต  ของเช้ือแอกติโนไมซิสต์เอนโดไฟท์ (ดดัแปลงจากวิธีการของ Pikovskaya,  
1948 ) ท าโดยการ เล้ียงเช้ือแอกติโนไมซิสต์เอนโดไฟทใ์นอาหาร IMA 2  ประมาณ  7 วนั ท าการเจาะ
เส้นใยบริเวณรอบโคโลนีดว้ย cork  borer ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง  0.7 มิลลิเมตร โดยไดเ้ลือกบริเวณท่ี
มีการเจริญเติบโตท่ีใกลเ้คียงกนัลงในอาหาร Pikovskaya’s Broth (ภาคผนวก ก)  25 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุ
อยูใ่น Erlenmeyer flask  ขนาด 50  มิลลิลิตร ซ่ึงมีส่วนผสมของสารตั้งตน้ในการละลายฟอสฟอรัสเพียง 
1 ชนิด คือ  0.5 % แคลเซียมฟอสเฟต, 0.5 % อะลูมิเนียมฟอสเฟต หรือ 0.5%  หินฟอสเฟตบด และชุด
ควบคุม (control) ใส่อาหาร Pikovskaya’s Broth  25 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 50  มิลลิลิตร 
มีการบรรจุแหล่งสารตั้งตน้ในการละลายฟอสฟอรัส  แต่ไม่มีการเติมเช้ือแอกติโนไมซิสต์เอนโดไฟท ์
โดยมีการทดลอง 3 ซ ้ า น าอาหารท่ีใส่เช้ือไปบ่มโดยเขยา่ท่ีความเร็ว 125 รอบ/ นาที เป็นระยะเวลา 7 วนั 
ของแต่ละเช้ือในแต่ละแหล่งฟอสฟอรัส  เม่ือครบระยะเวลาท่ีก าหนดน าอาหารท่ีมีเช้ือเจริญมาแยกส่วน
สารละลายใสโดยการกรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 5 (Whatman no. 5) น าสารละลายใสไปวดั pH ทนัที 
โดยใช ้pH meter และวเิคราะห์หาฟอสฟอรัส ส่วนตะกอนเซลลไ์ปวเิคราะห์หาน ้ าหนกัแห้งของเช้ือโดย
น าไปอบท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง และน ามาชัง่ดว้ยเคร่ืองชัง่ส่ีต  าแหน่ง การวิเคราะห์
ปริมาณฟอสฟอรัสท าโดยการไปเปตสารละลายเช้ือตวัอยา่ง 1  มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก 
ท าการเติมสารละลาย color reagent  4  มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั บ่มไวใ้นท่ีมืด 30 นาที น าไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 820 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer 
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3.2.2 วเิคราะห์หาความสามารถเชิงปริมาณในการละลายโพแทสเซียมจากแร่เฟลด์สปาร์ 
 
การวิเคราะห์หาความสามารถในการละลายโพแทสเซียมจากแร่เฟลด์สปาร์  ของเช้ือแอกติโน

ไมซิสตเ์อนโดไฟท์ (ดดัแปลงจากวิธีการของ Hebei  Academy of Science, 1996 ) เล้ียงเช้ือแอกติโนไม
ซิสตเ์อนโดไฟทใ์นอาหาร IMA 2  ประมาณ 7 วนั ท าการเจาะเส้นใยบริเวณรอบโคโลนีดว้ย cork  borer 
ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง  0.7 มิลลิเมตร (ตอ้งเลือกบริเวณท่ีมีการเจริญเติบโตท่ีใกลเ้คียงกนั) ลงใน
อาหาร Silicate bacteria (ภาคผนวก ก) ท่ีมีแร่เฟลดส์ปาร์เป็นแหล่งใหโ้พแทสเซียมจ านวน  25 ml /flask  
โดยการชัง่แร่ใส่ลงใน flask แต่ละใบในปริมาณท่ีให้  K 0.15 g K/l  และท าชุดควบคุม (control) โดยไม่
มีการเติมเช้ือแอกติโนไมซิสต์เอนโดไฟท์  ท าการทดลอง 3 ซ ้ า น าเช้ือท่ีไดไ้ปบ่มโดยเขย่าท่ีความเร็ว 
125 รอบ/นาที เป็นระยะเวลา 7 วนั น าเช้ือท่ีไดม้าแยกส่วนสารละลายใสโดยการกรองดว้ยกระดาษ
กรองเบอร์ 5 น าส่วนละลายใสไปวเิคราะห์หาโพแทสเซียม และน าตะกอนเซลล์ไปวิเคราะห์หาน ้ าหนกั
แหง้ของเช้ือโดยน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง และน ามาชัง่ดว้ยเคร่ืองชัง่ส่ีต  าแหน่ง 
การวิเคราะห์ปริมาณโพแทสเซียมในสารละลายท าโดยการไปเปตสารละลายเช้ือตวัอย่าง 1 ml ลงใน  
volumetric flask ขนาด 25 ml แลว้ใชน้ ้ ากลัน่ปรับปริมาตร แลว้น าไปวดัความเขม้ขน้ของโพแทสเซียม
ท่ีละลายไดโ้ดยใช ้Atomic absorption spectrophotometer  ท่ีความยาวคล่ืนแสง 766.5 นาโนเมตร ท่ี slit  
width  เท่ากบั 0.7 nm และท่ี Energy อยูใ่นช่วง 66 - 70 
 
3.3   การทดสอบประสิทธิภาพของแอกติโนไมซิสต์เอนโดไฟท์ 
 

คดัเลือกเช้ือแอกติโนไมซิสต์เอนโดไฟท์ท่ีมีความสามารถในการละลายฟอสฟอรัสและ
โพแทสเซียมสูง  (จากขอ้ 3.2) และเช้ือไอโซเลท TGsL-02-05 เป็นเช้ือท่ีมีความสามารถในการผลิต 
IAA สูงท่ีสุด (ยุพา, 2552) เพื่อทดสอบประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตและการเขา้สู่ราก 
ดว้ยวธีิการปลูกเช้ือแอกติโนไมซิสตเ์อนโดไฟทล์งในกลา้ส้ม และเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของกลา้
ส้มกบักลา้ส้มท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ 

ได้ท าการทดลองในกระถาง ในห้องท่ีควบคุมอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส มีความเข้มแสง  
2,000 ลกัซ์ และให้แสงนาน 14 ชม. ต่อ วนั  ณ  ห้องปฏิบติัการจุลินทรียดิ์น สาขาวิชาปฐพีศาสตร์และ         
อนุรักษศาสตร์ ภาควิชาพืชศาสตร์และทรัพยากรธรรมชาติ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่    
โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์  Completely Randomized Design (CRD) แบ่งการทดลอง
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ออกเป็น 2 ชุด แยกจากกนัตามแหล่งธาตุอาหารพืช คือ ชุดท่ี 1 ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือร่วมกบัหิน
ฟอสเฟต (Total P = 4.996%) และ ชุดท่ี 2 ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือร่วมกบัแร่โพแทสเฟลด์สปาร์ 
(Total K = 3%) ท าการทดลองชุดละ 6 ซ ้ า ใชร้ะยะเวลาปลูกประมาณ 3 เดือน 
 
กรรมวธีิการทดลองของชุดที ่1   ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือร่วมกบัหินฟอสเฟต 
 
วางแผนการทดลองแบบ CRD 7 กรรมวธีิ 6 ซ ้ า (ชุด 1 เดือน 3 ซ ้ า และ ชุด 3 เดือน 3 ซ ้ า) คือ  

กรรมวธีิ 1    เป็นกรรมวธีิควบคุม (control) 
                         (ไม่ใส่เช้ือ, ไม่ใส่หินฟอสเฟต) 
กรรมวธีิ 2         วสัดุปลูก + หินฟอสเฟต (ไม่ใส่เช้ือ) (control+RP) 
กรรมวธีิ 3         วสัดุปลูก + หินฟอสเฟต + เช้ือไอโซเลท TGsR-03-02 
กรรมวธีิ 4         วสัดุปลูก + หินฟอสเฟต + เช้ือไอโซเลท TGsR-03-06 
กรรมวธีิ 5         วสัดุปลูก + หินฟอสเฟต + เช้ือไอโซเลท TGsL-02-04 
กรรมวธีิ 6         วสัดุปลูก + หินฟอสเฟต + เช้ือไอโซเลท TGsL-02-05 
กรรมวธีิ 7         วสัดุปลูก + หินฟอสเฟต + เช้ือไอโซเลท TGcL-04-60 

 
กรรมวธีิการทดลองของชุดที ่2   ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือร่วมกบัแร่โพแทสเฟลด์สปาร์ 
 
วางแผนการทดลองแบบ CRD 7 กรรมวธีิ 6 ซ ้ า (ชุด 1 เดือน 3 ซ ้ า และ ชุด 3 เดือน 3 ซ ้ า) คือ  

กรรมวธีิ 1          เป็นกรรมวธีิควบคุม (control) 
                         (ไม่ใส่เช้ือ, ไม่ใส่แร่โพแทสเฟลดส์ปาร์) 
กรรมวธีิ 2         วสัดุปลูก + แร่โพแทสเฟลดส์ปาร์ (ไม่ใส่เช้ือ) (control+K-FS) 
กรรมวธีิ 3         วสัดุปลูก + แร่โพแทสเฟลดส์ปาร์ + เช้ือไอโซเลท TGsR-03-02 
กรรมวธีิ 4         วสัดุปลูก + แร่โพแทสเฟลดส์ปาร์ + เช้ือไอโซเลท TGsR-03-06 
กรรมวธีิ 5  วสัดุปลูก + แร่โพแทสเฟลดส์ปาร์ + เช้ือไอโซเลท TGsL-02-04 
กรรมวธีิ 6         วสัดุปลูก + แร่โพแทสเฟลดส์ปาร์ + เช้ือไอโซเลท TGsL-02-05 
กรรมวธีิ 7         วสัดุปลูก + แร่โพแทสเฟลดส์ปาร์ + เช้ือไอโซเลท TGcL-04-60 
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3.3.1 การเตรียมวสัดุปลูก   
 
น าวสัดุปลูก (ภาคผนวก ข) ท าการน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์  ต่อ ตารางน้ิว  เป็นเวลา 30 นาที ในการทดลองชุดท่ี 1 ใชว้สัดุ
ปลูกท่ีท าการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 1000 กรัม ผสมกบัหินฟอสเฟต 3.5 กรัม คลุกให้เขา้กนั บรรจุลงถุงแลว้เติม
เช้ือแอกติโนไมซิสต์คร้ังท่ี 1 ตามกรรมวิธีการทดลองท่ีระดบัความเขม้ขน้ 107 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
จ านวน 5 มิลลิลิตร ต่อถุง คลุกเคลา้เช้ือและวสัดุปลูกให้เขา้กนั ท าให้ครบตามกรรมวิธีการทดลอง 
ยกเวน้กลา้ส้มกรรมวธีิควบคุม และ กรรมวธีิ control + RP ไม่มีการปลูกเช้ือ  ส่วนการทดลองชุดท่ี 2 ใช้
แร่โพแทสเฟลดส์ปาร์ 0.335 กรัม ต่อ วสัดุปลูก 1000 กรัม บรรจุลงถุงแลว้เติมเช้ือคร้ังท่ี 1 ตามกรรมวิธี
การทดลอง ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 107 สปอร์ต่อมิลลิลิตร จ านวน 5 มิลลิลิตร ต่อถุง คลุกเคลา้เช้ือและ
วสัดุปลูกให้เขา้กนั ท าให้ครบตามกรรมวิธีการทดลอง ยกเวน้กล้าส้มกรรมวิธีควบคุมและกรรมวิธี 
control + K-FS ไม่มีการปลูกเช้ือ จากนั้นหมกัทิ้งไว ้1 เดือนก่อนท่ีจะน ามาปลูกกลา้ส้ม 
 

3.3.2   การเพาะกล้าส้ม 
 
วธีิการเพาะตน้กลา้ส้มพนัธ์ุสายน ้าผึ้ง ท าโดยการน าเมล็ดส้มท่ีไดล้า้งน ้าใหส้ะอาดและผึ่งลมให้

แหง้ ท าการฆ่าเช้ือท่ีผิวเมล็ดโดยแช่ alcohol ท่ีมีความเขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 5 นาที และแช่ใน
สารละลาย sodium hypochlorite ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 1 นาที แลว้ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ท่ีผา่น
การฆ่าเช้ือประมาณ 4-5 คร้ัง น าเมล็ดส้มวางบนจานเพาะเช้ือท่ีบรรจุทรายท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้
น่ึงความดนัไอน ้า (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ ต่อ ตารางน้ิว เป็นเวลา 
30 นาที ปรับให้มีความช้ืนในปริมาณท่ีเหมาะสม ท าการเพาะไว ้ประมาณ 7 วนั จึงยา้ยกลา้ส้มลงใน
กระถางท่ีบรรจุวสัดุปลูกท่ีไดท้  าการผสมแหล่งใหธ้าตุอาหารพืชและผา่นการหมกั  ตามกรรมวิธีของแต่
ละชุดการทดลอง  2 ชุด ( หินฟอสเฟต หรือ แร่เฟลดส์ปาร์) หลงัจากการปลูกประมาณ 1 สัปดาห์ ให้ท า
การปลูกเช้ือแอกติโนไมซิสต์เอนโดไฟท์ คร้ังท่ี 2 ลงในดินบริเวณรอบๆ ของรากตน้กลา้ส้ม ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 107 สปอร์ต่อมิลลิลิตร จ านวน 5 มิลลิลิตรต่อตน้ ตามกรรมวิธีทดลอง ยกเวน้กลา้ส้ม
กรรมวิธีควบคุม, กรรมวิธี control + RP  และกรรมวิธี control + K-FS  ในทุกๆสัปดาห์ให้สารละลาย
ธาตุอาหารพืช คือ Hogland nutrient solution (ภาคผนวก ข) โดยท าการเจือจางลง 10 เท่า ก่อนท่ีจะ
น าไปรดกลา้ส้ม  ในปริมาณ 70 มล./ตน้/สัปดาห์ โดยในชุดท่ีผสมหินฟอสเฟตไม่ใส่ธาตุฟอสฟอรัส
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และชุดท่ีผสมแร่โพแทสเฟลด์สปาร์ไม่ใส่โพแทสเซียม  เพื่อเพิ่มธาตุอาหารให้แก่กลา้ส้ม สัปดาห์ละ 1 
คร้ัง ใชร้ะยะเวลาปลูกประมาณ 3 เดือน และมีการรดน ้าสัปดาห์ละ 2 คร้ัง  

 
3.3.3    การตรวจสอบผลของแอกติโนไมซิสต์เอนโดไฟท์ต่อการเจริญเติบโตและการดูดธาตุ

อาหารของกล้าส้ม 
 

   ไดท้  าการบนัทึกเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของกลา้ส้ม และ ท าการวิเคราะห์ธาตุอาหาร
ในกลา้ส้ม หลงัท าการปลูกเช้ือแอกติโนไมซิสตเ์อนโดไฟท ์คร้ังท่ี 2 ท่ีระยะเวลา 1 และ 3 เดือน   
 

1) ประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซิสต์เอนโดไฟท์ต่อการเจริญเติบโตของกล้าส้ม 
เม่ือครบระยะเวลา 1 และ 3 เดือน วดัและบนัทึกการเจริญเติบโตของกลา้ส้ม โดยวดัความ

ยาวราก, ความสูง, น ้าหนกัสดและแหง้ส่วนเหนือดิน และน ้าหนกัสดราก (ภาคผนวก ข) เปรียบเทียบกบั
กรรมวธีิควบคุม  

 
2) ประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซิสต์เอนโดไฟท์ต่อการดูดธาตุอาหารของกล้าส้ม 

ท าการวเิคราะห์กลา้ส้มส่วนเหนือดิน โดยวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของธาตุไนโตรเจน (%N),
ฟอสฟอรัส (%P) และโพแทสเซียม (%K) (Bremner, 1965; ศรีสม, 2544; Kalra, 1998) (ภาคผนวก ก) 
และค านวนการดูดใช ้ไนโตรเจน (N uptake), ฟอสฟอรัส (P uptake)  และโพแทสเซียม (K uptake) จาก
ความเขม้ขน้ของธาตุอาหารท่ีวเิคราะห์ได ้ 

 
3) การตรวจสอบการเข้ารากของเช้ือแอกติโนไมซิสต์เอนโดไฟท์   

 
เม่ือครบระยะเวลาปลูกประมาณ 1 เดือนหลงัจากวดัการเจริญเติบโตของกลา้ส้มแลว้  จากนั้น

น ารากออกมาลา้งน ้ าให้สะอาด แลว้แช่ในสารละลาย KOH 10 เปอร์เซ็นต ์น าไปน่ึงดว้ยหมอ้ความดนั  
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน ารากมาลา้ง
ดว้ยน ้ าสะอาด และแช่ในสารละลาย HCl 1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น ามาลา้งดว้ยน ้ าสะอาดอีก
คร้ังแลว้น ามาแช่ในสารละลาย water blue 0.06 เปอร์เซ็นต ์(ภาคผนวก ข) เพื่อยอ้มสีราก จากนั้นน าราก
ท่ียอ้มมาตดั (section) ให้มีความยาว 1.5 ซม. จ านวน 5 แถวต่อสไลด์ วางบนแผน่สไลด์ (ภาคผนวก ข) 
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แลว้ปิดทบัดว้ยแผ่นแกว้ปิดสไลด์ แลว้น าไปตรวจสอบการเขา้รากภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์
ประกอบและค านวณเปอร์เซ็นตก์ารเขา้ราก (colonization) โดยใชสู้ตรในการค านวณดงัน้ี 

 
 

 
 

% Colonization  =        จ านวน field    ท่ีมีการติดเช้ือ              x 100   

                                         จ านวน field ท่ีตรวจสอบทั้งหมด 


