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บทคัดย่อภาษาไทย 
 ภัทราวรรณ ธีฆัมพร : ผลของการอยู่ร่วมกันของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและแบคทีเรียท่ีช่วย

ส่งเสริมความสัมพนัธ์แบบไมคอร์ไรซาต่อการเจริญเติบโตของอ้อย. ( Synergistic effect of 
arbuscular mycorrhizal fungi and mycorrhizal helper bacteria on sugarcane 
growth) อ.ท่ีปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.จิตรตรา เพียภูเขียว, อ.ท่ีปรึกษาร่วม : ศ. ดร.อลิสา วังใน 

  
ในปัจจุบันมีทางเลือกที่สามารถทดแทนการใช้ปุ๋ยเคมีและสารก าจัดศัตรูพืชที่หลากหลาย  โดยมีความปลอดภัยและเป็นมิตรต่อ

สิ่งแวดล้อม หนึ่งในทางเลือกที่ใช้คือการใช้ปุ๋ยชีวภาพที่ประกอบด้วยราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและแบคทีเรียที่มีประโยชน์ต่อพื้นที่เกษตรกรรม  
ในการศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อแยกและระบุชนิดของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและแบคทีเรียที่ช่วยส่งเสริมความสัมพันธ์แบบไมคอร์ ไรซา 
รวมไปถึงผลของการอยู่ร่วมกันของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและแบคทีเรียต่อการเจริญเติบโตของต้นอ้อยพบ  สปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 
18 ลักษณะที่แตกต่างกันที่ได้จากการแยกดินรอบรากอ้อยของไร่อ้อยในประเทศไทย โดยลักษณะสัณฐานวิทยาของสปอร์สามารถจ าแนกแบ่ง
ออกได้เป็น 3 วงศ์คือ Glomeraceae, Acaulosporaceae และ Gigasporaceae โดยวงศ์ Glomeraceae เป็นวงศ์ที่พบมากที่สุดในการศึกษา
ครั้งนี้ ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา AY01 และAT04 เป็นราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาที่สามารถเพิ่มจ านวนสปอร์และมีเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อในราก
ข้าวฟ่างสูงที่สุด เมื่อระบุชนิดด้วยเทคนิคทางอณู วิทยาและสัณฐานวิทยาของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา  AY01 และAT04 พบว่าอยู่ใน
สกุล Diversispora นอกจากนี้สามารถแยกแบคทีเรียจากสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาได้จ านวน 122 ไอโซเลท โดยพบ 20 ไอโซเลทมี
ลักษณะความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ได้แก่ลักษณะการสร้าง IAA สารในกลุ่ม siderophore แอมโมเนีย การสร้างไบโอ
ฟิล์ม และมีความสามารถในการละลายฟอสเฟต โดยพบเพียงแบคทีเรีย ATR16 เท่านั้นที่สามารถกระตุ้นการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์
ไรซา AY01 และAT04 ได้เมื่อท าการระบุชนิดด้วยเทคนิคอณูวิทยาสามารถระบุได้ว่า ATR16 คือ Acinetobacter baumannii 

ในการทดลองเพื่อศึกษาการอยู่ร่วมกันของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา AY01 และAT04 กับแบคทีเรีย ATR16 โดยเก็บค่าความสูง 
มวลชีวภาพเหนือดินและใต้ดิน และเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อในรากอ้อย จากชุดการทดลองที่มีการใช้ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา AY01 ร่วมกับ
แบคทีเรีย ATR16 พบว่า มีค่าต่าง ๆ สูงกว่าชุดควบคุมและมีเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อสูงสุด (69.59%) ผลการทดลองเหล่านี้ชี้ให้เห็นว่าการใช้ราอา
บัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาร่วมกับแบคทีเรียที่มีลักษณะของการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยได้  ซึ่ง
การศึกษาครั้งนี้สามารถน าไปพัฒนาเป็นหัวเชื้อชีวภาพเพื่อน าไปใช้ในการเกษตรแบบย่ังยืน 

 

สาขาวิชา เทคโนโลยีชีวภาพ ลายมือชื่อนิสิต ................................................ 
ปีการศึกษา 2561 ลายมือชื่อ อ.ท่ีปรึกษาหลัก .............................. 
  ลายมือชื่อ อ.ท่ีปรึกษาร่วม ............................... 

 
 

 

2
0

7
5

4
7

4
6

7
5



C
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
8
7
2
0
1
7
7
2
3
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
1
8
0
7
2
5
6
2
 
1
8
:
3
6
:
1
1
 
/
 
s
e
q
:
 
5
7

 ง 

 
บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

# # 5872017723 : MAJOR BIOTECHNOLOGY 
KEYWORD: sugarcane, Arbuscular mycorrhizal fungi, Arbuscular mycorrhizal helper bacteria, plant growth 

promoting bacteria 
 Pattharawan Teacomporn : Synergistic effect of arbuscular mycorrhizal fungi and mycorrhizal helper bacteria 

on sugarcane growth. Advisor: Asst. Prof. Dr. JITTRA PIAPUKIEW Co-advisor: Prof. Dr. ALISA VANGNAI 
  

Nowadays, the alternative ways for replacement of the use of chemical fertilizer and pesticides are strongly 
encouraged because of increasing claims of environmentally friendly and healthy agriculture. Biofertilizer using soil 
microorganisms such as arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and beneficial bacteria is a promising tool for sustainable 
agriculture. The aims of this study were to isolate and identify arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and mycorrhization 
helper bacteria and to determine the effects of AMF and mycorrhization helper bacteria on sugarcane 
seedlings.  Eighteen different mycorrhizal spores were isolated from the sugarcane rhizosphere soils collected from 
various sugarcane fields in Thailand. The result in morphological observation found 3 families, namely Glomeraceae, 
Acaulosporaceae and Gigasporaceae and the population of the family Glomeraceae were found most dominant in the 
rhizosphere of sugarcane plants. AMF isolate AY01 and isolate AT04 were able to produce and increase their spores in 
sorghum roots with a large number of spores.  AMF isolate AY01 and isolate AT04 were belonging to Diversispora using 
morphology and molecular technique based on 18S rRNA gene.  One hundred and twenty-two bacterial isolate were 
isolated from AMF spores and were screened for their plant growth promoting (PGP) activities. The results showed 20 
bacterial isolates had at least four PGP activities such as IAA, siderophore, ammonia and biofilm production or phosphate 
solubilization. Only one bacterial isolate, ATR16 was able to stimulate both spores of AMF isolate AY01 and isolate AT04. 
MHB isolate ATR16 was identified as Acinetobacter baumannii based on molecular technique. 

An experiment was conducted to determine the effect of selected AMF isolates, AY01 and AT04, and MHB 
isolate ATR16. The results revealed that shoot height, above and belowground biomass and root colonization of AMF in 
sugarcane seedlings inoculation with the combination of AMF and mycorrhization helper bacteria were significantly higher 
than the non-inoculated seedlings and sole inoculated seedlings. AMF isolate AY01 + MHB isolate ATR16 treatment was 
found the greatest increasing growth of the plants and the highest root colonization (69.59%). These results of this study 
indicate the synergistically interacting between AMF and PGP activities can enhance the growth of sugarcane seedlings 
and arbuscular mycorrhiza development. These findings could be useful for the development of bioinoculants suitable 
for the establishment of sustainable agriculture. 

 

Field of Study: Biotechnology Student's Signature ............................... 
Academic Year: 2018 Advisor's Signature .............................. 
 Co-advisor's Signature ......................... 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 
  

วิทยานิพนธ์นี้ส าเร็จได้ด้วยความกรุณาจากผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.จิตรตรา เพียภูเขียวอาจารย์ท่ี
ปรึกษาวิทยานิพนธ์ท่ีให้ความรู้ ค าปรึกษาต่าง ๆ รวมถึงให้ค าแนะน าช่วยเหลือแก้ไขปัญหาต่าง ๆ  ให้ก าลังใจใน
การท าวิทยานิพนธ์ตลอดเวลา ท าให้วิทยานิพนธ์นี้สามารถส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณ
อย่างสูง 

ขอกราบขอบพระคุณศาสตราจารย์ ดร.อลิสา วังใน อาจารย์ท่ีปรึกษาร่วม ท่ีให้ความรู้และค าปรึกษา
ต่าง ๆ จึงท าให้วิทยานิพนธ์นี้มีความส าเร็จไปได้ด้วยดี 

ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร.สีหนาท ประสงค์สุข ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 
รองศาสตราจารย์ ดร.  อภิชาติ กาญจนทัต และ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.เอก แสงวิเชียร กรรมการสอบ
วิทยานิพนธ์ 

ขอกราบขอบพระคุณนายจารุภัทร์ และนางวิลาวรรณ ธีฆัมพร บิดาและมารดา ท่ีคอยให้ความ
ช่วยเหลือในทุก ๆ ด้าน ให้ก าลังใจห่วงใย และคอยเตือนสติเสมอมา 

ขอขอบพระคุณบุคลากรภาควิชาพฤกษศาตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิยาลัย ท่ี
ช่วยเหลือและอ านวยความสะดวก ในการปฏิบัติงานด้านต่าง ๆ 

ขอขอบพระคุณสมาชิกห้องปฏิบัติการราวิทยา (212) ภาควิชาพฤกษศาตร์ คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยท่ีคอยให้ความช่วยเหลือในหลาย  ๆ ด้าน ถึงแม้จะเป็นเวลาอันสั้นแต่ก็ได้รับความ
อบอุ่นและจริงใจในการท างานเสมอมา 

สุดท้ายนี้ขอขอบพระคุณผู้เกี่ยวข้องในการท างานทุก  ๆ ฝ่าย ถึงแม้อาจเอ่ยนามไม่ได้หมด แต่
งานวิจัยชิ้นนี้ไม่สามารถส าเร็จได้ด้วยดีถ้าหากขาดฝ่ายใดฝ่ายหนึ่งท่ีคอยสนับสนุนในขณะท างานวิจัย ผู้วิจัยของ
ขอบพระคุณอย่างสูงยิ่ง 

  
  

ภัทราวรรณ  ธีฆัมพร 
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บทท่ี 1 บทน า 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 อ้อย (Saccharum officinarum Linn.) เป็นพืชเศรษฐกิจของประเทศไทย เนื่องจากเป็น

วัตถุดิบในอุตสาหกรรมการผลิตต่าง ๆ เช่น น้ าตาล กากน้ าตาล แอลกอฮอล์โมโนโซเดียมกลูตาเมท 

ผลิตอาหารสัตว์ เป็นต้น จากข้อมูลการส่งออกผลิตภัณฑ์จากอ้อยต้ังแต่ปี พ.ศ. 2541 จนถึง                           

ปี พ.ศ. 2560 ของส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์พบว่า มูลค่า                       

การส่งออกของผลิตภัณฑ์จากอ้อยมีมูลค่าสูงกว่า 10,000 ล้านบาทต่อปีและมีแนวโน้มสูงขึ้น                      

อย่างต่อเนื่ อง (Office of Agricultural Economics, 2017) ดังนั้นจะเห็นได้ว่าในท้องตลาด                     

มีความต้องการอ้อยค่อนข้างมาก ส่งผลให้ราคาของอ้อยพุ่งสูงขึ้นตามกลไกการตลาด แต่อย่างไรก็ตาม

ปัญหาโรคและศัตรูพืช รวมท้ังสภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมยังคงเป็นปัจจัยส าคัญท่ีส่งผลให้                        

การปลูกอ้อยไม่ได้ผลผลิตและคุณภาพเป็นไปตามความต้องการ ด้วยเหตุนี้เกษตรกรผู้ปลูกอ้อย                      

ส่วนใหญ่จึงนิยมแก้ไขปัญหาโดยการใช้ปุ๋ยเคมีและสารก าจัดศัตรูพืชท่ีราคาสูง เพื่อเพิ่มผลผลิต                      

โดยไม่ค านึงถึงผลข้างเคียงท่ีเกิดในอนาคต เนื่องจากสารเคมีเหล่านี้สามารถตกค้างในส่ิงแวดล้อมและ

ส่งผลเสียต่อคุณภาพดินในระยะยาว ท้ังยังเป็นการเพิ่มต้นทุนการผลิตให้กับเกษตรกรอีกด้วย                      

ในปัจจุบันมีการพัฒนาวิธีการเพื่อหาแนวทางแก้ไขปัญหาดังกล่าวอย่างต่อเนื่อง เพื่อให้เกษตรกร

สามารถผลิตอ้อยได้ในท่ีปริมาณสูง แต่ยังคงมีต้นทุนในการผลิตท่ีต่ าและไม่กระทบต่อส่ิงแวดล้อม เช่น 

การใช้สายพันธุ์อ้อยชนิดปรับปรุงพันธุ์ให้เหมาะสมกับส่ิงแวดล้อม หรือต้านทานแมลงศัตรูพืช                           

การปรับปรุงดิน รวมไปถึงการใช้ปุ๋ยชีวภาพ หรือจุลินทรีย์ท่ีมีประโยชน์ต่อพื้นท่ีเกษตรกรรม 

 การใช้จุลินทรีย์ท่ีมีประโยชน์ต่อพื้นท่ีเกษตรกรรมได้แก่ ราและแบคทีเรีย เป็นวิธีการหนึ่ง                     

ท่ีได้รับความสนใจเป็นอย่างมาก โดยเฉพาะการใช้จุลินทรีย์ในการปรับปรุงบ ารุงดิน เพื่อเพิ่มผลผลิต                      

ทางการเกษตรให้มากขึ้น เนื่องจากจุลินทรีย์ในดินเหล่านี้มีศักยภาพในการเพิ่มธาตุอาหารท่ีเป็น

ประโยชน์ต่อพืช และช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชอีกด้วย กลุ่มจุลินทรีย์ประเภทราท่ีน่าสนใจ

คือ ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา (Arbuscular mycorrhizal fungi, AMF) ซึ่งเป็นราท่ีอาศัยอยู่กับ                     

รากพืชโดยมีความสัมพันธ์แบบพึ่งพาอาศัยกัน โดยพบว่าพืชมากกว่าร้อยละ 80 มีความสัมพันธ์กับ                     

รากลุ่มนี้ (Smith and Read, 2008; Spatafora et al., 2016) ความสัมพันธ์ดังกล่าวส่งเสริมให้พืช                    

ได้รับสารอาหารและแร่ธาตุต่าง ๆ เพิ่มมากขึ้นกว่าพืชท่ีไม่มีรากลุ่มนี้อาศัย (Dalpé, 2005; Smith et 

al., 2010) ท าให้พืชเศรษฐกิจหลายชนิดท้ังพืชสวนและพืชไร่ เช่น ส้ม หอม กระเทียม ผักสลัด  

มะเขือเทศ ข้าวโพดข้าวฟ่าง ข้าว รวมถึงอ้อย มีผลผลิตต่อพื้นท่ี สูงขึ้น (Baum et al., 2015 ; 
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Surendran and Vani, 2013) อีกท้ังยังท าให้พืชสามารถอยู่รอดได้ ถึงแม้ว่าอยู่ในสภาวะแวดล้อมท่ี

ไม่เหมาะสมก็ตาม เช่น สภาวะเค็ม สภาวะแล้ง สภาวะร้อน รวมถึงสภาวะท่ีมีการปนเปื้อน                      

ของสารโลหะหนัก  เป็นต้น (Khan, 1974; Kumar, A. et al., 2010; Lenoir et al., 2016; Parida 

et al., 2002; Sowiński et al., 2005) ด้วยเหตุนี้ ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาจึงถูกน ามาพัฒนาเป็น

หัวเช้ือในรูปแบบการค้าเพื่อใช้ในพื้นท่ีเกษตรกรรมอย่างแพร่หลาย (Douds Jr et al., 2012; Gaur 

et al., 2000; Wertheim et al., 2014) นอกจากนี้แบคทีเรียในดินบางชนิดท่ีอาศัยอยู่รอบ ๆ                         

รากพืชหรือในรากพืชนับว่ามีประโยชน์ท่ีจะสนับสนุนการเจริญเติบโตพืชเช่นกัน ตัวอย่างเช่น  

แบคทีเรียท่ีสามารถตรึงไนโตรเจน แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการละลายฟอสเฟต แบคทีเรียท่ี

สามารถสร้างสารและธาตุอาหารท่ีพืชน าไปใช้ได้ แบคทีเรียท่ีสร้างฮอร์โมนพืช แบคทีเรียท่ีย่อยสลาย

สารอินทรีย์ ร่วมไปถึงแบคทีเรียท่ีสร้างสารป้องกันและท าลายจุลินทรีย์  ท่ีเป็นสาเหตุของโรคพืช                      

เป็นต้น ซึ่งการใช้จุลินทรีย์เหล่านี้จะช่วยพัฒนาทรัพยากรดินอย่างยั่งยืน 

 จากการศึกษาท่ีผ่านมา มีการพัฒนาหัวเช้ือราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาเพื่อใช้ ในพื้นท่ี

เกษตรกรรมอย่างต่อเนื่อง โดยการน าประโยชน์ของความสัมพันธ์ของจุลินทรีย์ต่าง ๆ ท่ีมีประโยชน์    

ต่อพืช โดยเฉพาะอย่างยิ่งแบคทีเรียท่ีสนับสนุนการเจริญเติบโตของพืช (Plant-growth promoting 

bacteria; PGPB) มาผสม รวม กั บ หั ว เ ช้ื อ ราอ าบั ส คู ลาร์ ไมคอ ร์ ไรซ า  เพื่ อ ส่ ง เสริ ม ให้ พื ช                        

มีการเจริญเติบโตและทนต่อสภาวะท่ีไม่เหมาะสมได้ดีขึ้น (Lenoir et al., 2016) นอกจากนี้ยังพบว่า

แบคทีเรียในกลุ่ม PGPB บางชนิดยังมีคุณสมบัติท่ีสนับสนุนการอยู่ร่วมกันแบบพึ่งพาอาศัยระหว่าง                       

ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซากับพืชได้ดีขึ้น (Mycorrhization Helper Bacteria; MHB) (Srinath et 

al., 2003; Sumana et al., 2003) แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาแบคทีเรียในกลุ่ม MHB ยังมีรายงาน                             

ท่ีค่อนข้างน้อย และมีความจ าเพาะต่อชนิดของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท าให้การแยกแบคทีเรีย                    

ในกลุ่ม MHB ท่ีเหมาะสม จึงเป็นทางเลือกหนึ่งท่ีจะท าให้สามารถพัฒนาหัวเช้ือราอาบัสคูลาร์ -                      

ไมคอร์ไรซาท่ีมีประสิทธิภาพได้ ด้วยเหตุนี้การแยกราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา และแบคทีเรียท่ีส่งเสริม

การเจริญเติบโตของอ้อยและเหมาะสมต่อพื้นท่ีเกษตรกรรมของประเทศไทย จึงเป็นเรื่องท่ีจ าเป็นและ

ส าคัญท่ีจะน าไปสู่ความยั่งยืนของการผลิตอ้อยท้ังในทางเศรษฐศาสตร์และนิเวศวิทยา  
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วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  
1. แยกและจ าแนกราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและแบคทีเรียท่ีมีสนับสนุนการเจริญเติบโต                    

ของพืชและส่งเสริมความสัมพันธ์แบบไมคอร์ไรซา 

2. ศึกษาผลของการอยู่ร่วมกันของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ท่ีมีผล

ต่อการเจริญเติบโตของอ้อย 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
ได้ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและแบคทีเรียท่ีส่งเสริมความสัมพันธ์แบบไมคอร์ไรซาแบคทีเรีย 

เพื่อใช้ในการพัฒนาหัวเช้ือเพื่อใช้ในพื้นท่ีเกษตรกรรมต่อไปในอนาคต 
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บทท่ี 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
2.1 สรีรวิทยาและข้อมูลพื้นฐานของอ้อย 
 อ้อย (Saccharum officinarum Linn.; Sugarcane) เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคัญอีกชนิดหนึ่ง

ของประเทศไทย โดยเป็นวัตถุดิบหลักในอุตสาหกรรมหลาpยชนิด เช่น น้ าตาล กากน้ าตาล 

แอลกอฮอล์ โมโนโซเดียมกลูตาเมท และอาหารสัตว์ เป็นต้น โดยอนุกรมวิธานของอ้อย คือ 

Kingdom Plantae 

Phylum Angiosperms 

Class Monocotyledons 

Order Glumaceae 

Family Poaceae 

Subfamily Panicoideae 

Tribe Andropogoneae 

Genus Saccharum 

2.1.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของอ้อย 
ล าต้น (culm)  

 ล าต้นอ้อยประกอบด้วย 2 ส่วนคือ ส่วนล าต้นเหนือดินและล าต้นใต้ดินท่ีเรียกว่า ตอ     

หรือ เหง้า บริเวณล าต้นเหนือดินจะสังเกตเห็นข้อ (node) และปล้อง (internode) อย่างชัดเจน     

ข้อเป็นส่วนรับของใบ เมื่อใบหลุดจะปรากฏรอยกาบใบให้เห็น ความยาวระหว่างปล้องจากรอย        

กาบใบหนึ่งถึงรอยกราบใบถัดไป เรียกรวมกันว่า ข้อปล้อง (joint) อ้อยแต่ละพันธุ์มีรูปร่างปล้องและ

การจัดเรียงตัวแตกต่างกัน และบริเวณใต้รอยกาบใบมีวงแหวนท่ีมีขี้ผ้ึงหรือไขเกาะอยู่หนา เรียกว่า    

วงไข (wax ring) เหนือรอยกราบใบมีวงแหวนท่ีมีปุ่ม ซึ่งเป็นแหล่งก าเนิดของรากเรียกว่า ปุ่มราก 

(root primodia) เรียกวงแหวนของปุ่มนี้ว่า บริเวณเกิดราก (root band) ท่ีผิวล าต้นอาจปรากฏ       

รอยแตกต้ืน และแตกลึก ซึ่งเกิดขึ้นได้ด้วยหลายปัจจัย โดยรอยแตกต้ืนมักจะเกิดถัดจากวงไขและ

เช่ือมต่อเป็นแผ่นเรียกว่า รอยตกสะเก็ด (corky path) ดังรูปท่ี 2.1  
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ราก (root) 

รากเป็นระบบรากฝอย (fibrous root system) เจริญแผ่กระจายรอบล าต้น ความยาว  

ของราก ขึ้นอยู่กับพันธุ์และสภาพแวดล้อม รากมี 2 ชนิดคือ รากชุดแรกของท่อนพันธุ์ (selt root) 

เป็นรากช่ัวคราว ซึ่งเกิดจากปุ่มรากของท่อนพันธุ์ (ในกรณีท่ีขยายพันธุ์ด้วยท่อนพันธุ์) อีกชนิดหนึ่งคือ

รากของต้นอ้อย (shoot root) จะมีขนาดท่ีใหญ่กว่ารากท่อนพันธุ์ อวบ สีขาว แต่จะสีเข้มเมื่อ         

อายุมากเพิ่มขึ้น ดังรูปท่ี 2.2 

                              รูปที่ 2.2 ลักษณะรากของต้นอ้อย (James, 2004) 

                                 รูปที่ 2.1 ลักษณะล าต้นของอ้อย (James, 2004) 
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ใบ (leaf) 

ใบประกอบด้วย 2 ส่วนหลักคือ กาบใบ (leaf sheath) และแผ่นใบ (leaf blade) โดยท่ี

กาบใบเป็นส่วนท่ีอยู่ติดและห่อหุ้มล าต้น ไม่มีเส้นกลางใบ มักมีสีเขียวอ่อนหรือม่วงแดง แผ่นใบมักมี        

สีเขียวแกมเหลืองจนถึงสีเขียวเข้ม ซึ่งขึ้นอยู่กับพันธุ์และความอุดมสมบูรณ์ของดิน ขอบแผ่นใบ        

มีลักษณะฟันเล่ือยเล็กท าให้ใบอ้อยมีความคมมาก รอยต่อระหว่างกาบใบและแผ่นใบด้านในมีล้ินใบ 

(ligule) เป็นแผ่นบางยื่นออกจากกาบใบ ด้านหลังของกาบใบและแผ่นใบมีพื้นท่ีคล้ายสามเหล่ียม     

ท้ังสองด้านเรียกว่า Dewlap ดังรูป 2.3 

ช่อดอก (inflorescence) 

มีช่อดอกแบบแผ่กระจาย (panicle) เกิดท่ีปลายยอดของล าต้น เมื่อช่อดอกบานเต็มท่ี    

จะมีลักษณะเหมือนลูกศรเรียกว่า arrow หรือ tassel ลักษณะช่อดอกมีแกนกลาง ก้านแขนงแรก 

แตกออกจากแกนกลาง ก้านแขนงท่ีสองแตกออกจากก้านแขนงแรก โดยก้านแขนงท่ีสองจะเป็น

ต าแหน่งของกลุ่มดอกย่อย (spikelet) ท่ีเกิดเป็นคู่ ดังรูปท่ี 2.4 อ้อยถูกจัดเป็นพืชวันส้ัน (short day 

plant) จะออกดอกเมื่อเวลากลางวันส้ันกว่ากลางคืน ด้วยเหตุนี้อ้อยท่ีปลูกในประเทศไทยจึงออกดอก

ในช่วงเดือนตุลาคมถึงเดือนมกราคม แต่อย่างไรก็ตามการออกดอกของอ้อยยังคงขึ้นอยู่กับปัจจัยอื่น ๆ    

ด้วยเช่นกัน ได้แก่ อายุอ้อย อุณหภูมิและความช้ืน   

                                 รูปที ่2.3 ลักษณะใบของต้นอ้อย (James, 2004) 
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2.1.2 การเจริญเติบโตของอ้อยเมื่อปลูกด้วยท่อนพันธุ์ 
การเจริญเติบโตของอ้อยในประเทศไทยต้ังแต่เริ่มปลูกด้วยท่อนพันธุ์จนกระท่ังเก็บเกี่ยว

สามารถแบ่งระยะการเจริญเติบโตได้ท้ังหมด 4 ระยะ ดังรูปท่ี 2.5 ได้แก่ 

ระยะงอก (germination phase) 

ระยะนี้เริ่มต้ังแต่ลงปลูกท่อนพันธุ์จนกระท่ังหน่อโผล่พ้นดิน ระยะเวลาท่ีใช้ประมาณ       

2-3 สัปดาห์ ท้ังนี้ขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายอย่าง เช่น ชนิดพันธุ์ สภาพแวดล้อม เป็นต้น หน่อท่ีเกิดจากตา

ของท่อนพันธุ์ เรียกว่า หน่อแรก (primary shoot) ดังรูปท่ี 2.2 

ระยะแตกกอ (tillering phase)  

ระยะนี้จะอยู่ในช่วง 2-4 เดือน ซึ่งในช่วงแรกต้นอ้อยจะงอกออกมาจากต าแหน่งตา       

โดยแต่ละตาจะมีการงอกของอ้อยเพียงต้นเดียวเท่านั้น ต่อมาเมื่อมีการเจริญโตพอสมควรอ้อยจะมี

การแตกกอเกิดขึ้นท่ีบริเวณล าต้นใต้ดิน ท าให้ล าต้นหรือหน่อท่ีเกิดขึ้นภายหลังอยู่ใกล้ผิวดินหรือ   

ลอยขึ้น 

ระยะย่างปล่อง (stalk elongation phase) 

ระยะนี้ เป็นระยะท่ี ต่อเนื่องจากระยะแตกกอ เริ่ม ต้ังแต่อายุ 3-4 เดือนเป็นต้นไป               

โดยจะเป็นระยะท่ีมีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วจนถึงอายุประมาณ 7-8 เดือน การเจริญเติบโต      

จะน้อยลงและเริ่มมีการสะสมน้ าตาลเพิ่มขึ้น 

  

                           รูปที่ 2.4 ลักษณะดอกของต้นอ้อย (James, 2004) 
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ระยะแก่และสุก (maturity and ripening phase) 

ระยะแก่นี้เป็นระยะท่ีอ้อยมีอัตราการเจริญเติบโตน้อยท่ีสุดเมื่อเทียบกับระยะอื่น ๆ           

เมื่อการเจริญเติบโตเริ่มช้าลง น้ าตาลท่ีได้จากการสังเคราะห์แสงจึงถูกเก็บสะสมในล าต้นมากขึ้น            

ซึ่งเป็นการเริ่มต้นเข้าสู่ระยะสุก โดยท่ีน้ าตาลจะเริ่มสะสมจากส่วนโคนไปหาส่วนปลายและกระจาย         

การสะสมจนกระท่ังถึงส่วนโคน ท าให้ส่วนกลางและปลายของล าต้นมีความหวานท่ีใกล้เคียงกัน           

จึงเรียกว่า สุก 

2.1.3 การเจริญเติบโตของอ้อยเมื่อปลูกด้วยต้นกล้าจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช 
ในปัจจุบันการขยายพันธุ์อ้อยด้วยเทคนิคเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืชในสภาวะปลอดเช้ือ (plant 

tissue culture) เป็นท่ีนิยมมากขึ้นในประเทศไทย เนื่องจากเทคนิคนี้ท าให้ได้พันธุ์อ้อยท่ีปลอดโรค

ต่าง ๆ เช่น โรคใบขาว (sugarcane white leaf) โรคกอตะไคร้ (sugarcane grassy shoot) เป็นต้น 

โดยการเจริญเติบโตของอ้อยด้วยเทคนิคเพาะเล้ียงเนื้อเย่ือพืชนั้นมีระยะการเจริญเติบโตคล้ายคลึงกับ

การปลูกอ้อยด้วยท่อนพันธุ์แต่อาจมีระยะเวลาท่ีใช้ในแต่ละระยะแตกต่างกัน เนื่องจากการขยายพันธุ์

อ้อยด้วยเทคนิคเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช จะใช้ยอดอ่อนจากท่อนพันธุ์ปลอดเช้ือชักน าให้เกิดรากและ    

รูปที่ 2.5 การเจริญเติบโตของอ้อยระยะต่าง ๆ (Mandal et al., 2019) 
2
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ล าต้นด้วยด้วยอาหารท่ีเหมาะสม จนกระท่ังต้นกล้าอ้อยมีรากและล าต้นแข็งแรง จึงท าการย้ายปลูก 

ในโรงเรือนเพื่ออนุบาลเป็นเวลา 2-3 เดือน (ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น, 2019) จากนั้น

จึงน าไปปลูกในพื้นท่ีเกษตรกรต่อไป โดยอ้อยท่ีได้จากการอนุบาลนี้ อ้อยจะอยู่ในช่วงระยะแตกหน่อ

เมื่อเทียบกับการปลูกด้วยท่อนพันธุ์ ดังรูป 2.6 

2.1.4 มูลค่าทางเศรษฐกิจของอ้อย 
อ้อย เป็นพืชเศรษฐกิจของประเทศไทยท่ีส าคัญ  เนื่องจากเป็นวัตถุดิบในอุตสาหกรรม                

การผลิตต่าง ๆ เช่น น้ าตาล แอลกอฮอล์ โมโนโซเดียมกลูตาเมท การผลิตไฟฟ้า และอาหารสัตว์ ฯลฯ  

จากข้อมูลการส่งออกผลิตภัณฑ์จากอ้อยต้ังแต่ปี พ.ศ. 2554 จนถึงปี พ.ศ. 2561 ของส านักงาน

เศรษฐกิจการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ พบว่า การส่งออกของผลิตภัณฑ์จากอ้อย ได้แก่ 

กากน้ าตาล น้ าตาลดิบ น้ าตาลทราย และน้ าเช่ือม มีมูลค่าเฉล่ียรวมอยู่ ท่ี 90 ,000 ล้านบาทต่อปี       

ดังแสดงในรูปท่ี 2.7 (Office of Agricultural Economics, 2017) โดยข้อมูลดังกล่าวจะเห็นได้ว่า

ผลิตภัณฑ์จากอ้อยยังคงเป็นท่ีต้องการของตลาดโลกอย่างต่อเนื่อง และมีความส าคัญต่อเศรษฐกิจไทย  

รูปที่ 2.6 ต้นกล้าอ้อยอายุ 3 เดือนท่ีได้จากการขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช 

 ของศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น 
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จากการเสวนาของธนาคารแห่งประเทศไทยต่อภาคอุตสาหกรรมอ้อยและน้ าตาลไทย         

ในปี พ.ศ. 2560 พบว่า อุตสาหกรรมอ้อยและน้ าตาล สามารถสร้างรายได้ให้แก่เกษตรกรและ

ผู้ประกอบการในอุตสาหกรรม มีมูลค่ามากกว่า 250,000 ล้านบาท คิดเป็น สัดส่วน สูงถึ ง                

21 เปอร์เซ็นต์ของ GDP ภาคเกษตรกรรม หรือสูงถึง 48 เปอร์เซ็นต์ของ GDP ภาคอุตสาหกรรม

อาหารของประเทศ โดยอุตสาหกรรมน้ าตาลเป็นอุตสาหกรรมท่ีมีต้นทุนคงท่ี (fixed cost) อันมาจาก 

ท่ีดิน เครื่องจักรกลต่าง ๆ ซึ่งเป็นค่าใช้จ่ายท่ีค่อนข้างสูง ดังนั้นเพื่อลดต้นทุนการผลิตต่อหน่วย        

ให้ลดลงนั้น จ าเป็นอย่างมากท่ีจะต้องจัดหาอ้อยให้มากพอเพื่อน ามาใช้ในการผลิต เพราะนอกจาก

อ้อยจะเป็นวัตถุดิบหลักแล้ว กากอ้อยและกากน้ าตาลท่ีเหลือจากกระบวนการหีบอ้อย สามารถ

น าไปใช้เป็นวัตถุดิบในอุตสาหกรรมท่ีเกี่ยวข้องเช่น เอทานอล และการผลิตไฟฟ้าชีวมวลได้อีกด้วย 

ดังนั้นแผนการจัดหาอ้อยของโรงงานน้ าตาล จึงเป็นยุทธศาสตร์ส าคัญอย่างยิ่ง เนื่องจากปริมาณอ้อย         

ท่ีจัดหาได้จะเป็นหนึ่งในปัจจัยท่ีส่งผลต่อผลประกอบการของโรงงาน เพราะถ้าหากทางโรงงาน

สามารถจัดหาอ้อยได้ในปริมาณท่ีน้อย ก็จะท าให้ต้นทุนของการผลิตน้ าตาลเพิ่มสูงขึ้น (โรจน์ลักษณ์ 

ปรีชา. et al., 2560) นอกจากนี้ในมุมมองของนักเศรษฐศาสตร์ภาคเอกชนก็มีทิศทางเดียวกัน 

กล่าวคือ ราคาน้ าตาลในตลาดโลกมีแนวโน้มขยับสูงขึ้น ซึ่งจะส่งผลบวกต่ออุตสาหกรรมน้ าตาลไทย 

ท้ังระบบแต่ยังคงมีความไม่แน่นอนของผลผลิตอ้อยในไทย ซึ่งจะเป็นปัจจัยฉุดรั้งอัตราการเติบโตของ

รายได้จากการผลิตน้ าตาล แต่รายได้จากธุรกิจต่อเนื่องจากอุตสาหกรรมน้ าตาลยังจะคงช่วยให้ผล

ประกอบการของโรงงานน้ าตาลโดยรวมอยู่ในเกณฑ์ท่ีดีอย่างต่อเนื่อง (วารีรัตน์ เพชรสีช่วง., 2559) 

รูปที่ 2.7 สถิติปริมาณและมูลค่าการส่งออกผลิตภัณฑ์ในกลุ่มน้ าตาลท่ีได้จากอ้อยตั้งแต่ปี
พุทธศักราช 2554 ถึง 2561 (Office of Agricultural Economics, 2017) 
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ดังนั้นจะเห็นได้ว่าความต้องการของภาคอุตสาหกรรมต่อผลผลิตของอ้อย ยังมีความต้องการ               

อย่างต่อเนื่องแต่ด้วยปัญหาหลายประการท่ียังคงส่งผลท าให้เกษตรกรไทยมีก าลังการผลิตอ้อยไม่

เพียงพอต่อภาคอุตสาหกรรม  .............................................. 

2.1.5 ปัญหาการปลูกอ้อย 
จากท่ีกล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่าปริมาณของอ้อย เป็นกุญแจส าคัญท่ีจะส่งผลต่อรายได้ของ

ภาคอุตสาหกรรม ในทางกลับกันปัญหาของภาคเกษตรกรรมคือ ต้นทุนในการผลิตต่อไร่สูง            

แต่มีปริมาณผลผลิตต่อไร่ในปริมาณท่ีต่ า (คณาจารย์ภาควิชาพืชไร่นา, 2004) ซึ่งปัญหาดังกล่าว        

เกิดได้จากหลากหลายปัจจัย เช่น การระบาดของโรคใบขาวท่ี เกิดจากเช้ือไฟ โตพลาสมา 

(phytoplasma) ค่าใช้จ่ายในการผลิตจากผลการส ารวจและวิเคราะห์ต้นทุนการผลิตอ้อยปีการผลิต 

2555/56 เฉ ล่ีย ท่ัว ท้ังประเทศ ของส านักงานคณะกรรมการอ้อยและน้ าตาลทราย พบว่า                 

ต้นทุนการผลิตแต่ละรายการของทุกภาคมีความคล้ายคลึงกันมาก โดยต้นทุนการผลิตท่ีมีสัดส่วนสูง      

3 ล าดับแรก ยังคงมีค่าปุ๋ยเคมีและสารเคมี ในอันดับต้น ๆ (ประสิทธิ์ ใจศิล., 2557) 

จากการส ารวจการใช้สารเคมีในพื้นท่ีเกษตรกรรมเป็นระยะวลาหนึ่งพบว่า  การใช้ปุ๋ยเคมี  

ในช่วงแรกสามารถเพิ่มการเติบโตของพืชได้ดี  แต่ในทางกลับกันกลับส่งผลต่อการเจริญของพืช  

ในทางตรงข้าม กล่าวคือ ท าให้พืชมีระบบรากท่ีไม่ดี มีการสร้างสารอาหารไม่สมบูรณ์ (Heinrich et 

al., 2012; Sanni and O. O, 2015) อีกท้ังยังส่งผลท าให้ดินขาดสารอาหารและสารอินทรีย์ต่าง ๆ 

(Zhang et al., 2012) นอกจากนี้ยังส่งผลต่อสังคมจุลินทรีย์ท่ีอยู่บริเวณรอบรากพืช (Chandini et 

al., 2019) โดยเฉพาะกลุ่มจุลินทรีย์ ท่ีอยู่รอบรากพืชบางชนิด ท่ีมีความสามารถในการส่งเสริม               

การเจริญเติบโตของพืช ดังนั้นการใช้ปุ๋ยเคมีเป็นปริมาณมากอาจกลับส่งผลในทางลบได้ ถ้าหากใช้ใน

ปริมาณท่ีไม่เหมาะสม 

 

2.2 การใช้จุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ต่อพื้นที่เกษตรกรรม  
ปุ๋ย (fertilizer) หมายถึง วัสดุหรือสารใด ๆ ท่ีเติมลงสู่ดินเพื่อเป็นการเพิ่มธาตุอาหารส าคัญ    

ท่ีส่งผลต่อการเจริญเติบโตของพืชรวมถึงเป็นการเพิ่มผลผลิตอีกทางหนึ่งเช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 

โพแทสเซียม และธาตุอื่น ๆ ซึ่งปุ๋ยชีวภาพ (biofertilizer) หมายถึง ปุ๋ยท่ีประกอบด้วยจุลินทรีย์           

ท่ีมีประสิทธิภาพสูงผสมอยู่จ านวนมากเช่น แบคทีเรีย รา เป็นต้น ท าให้พืชได้รับประโยชน์               

จากธาตุอาหารในดินมากขึ้น อันเนื่องมาจากกิจกรรมของจุลินทรีย์นั้น ๆ (ธงชัย มาลา., 2546)                    

จากปัญหาของปุ๋ยเคมีท่ีราคาสูงและส่งผลต่อส่ิงแวดล้อม หลายฝ่ายจึงมีการสนับสนุนให้ใช้ปุ๋ยชีวภาพ

ในพื้นท่ีเกษตรเพิ่มมากขึ้น ซึ่งส่งผลท าให้ความต้องการปุ๋ยเคมีมีจ านวนลดลง อันส่งผลให้พื้นท่ี
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เกษตรกรรมมีการฟื้นฟู (Whitelaw, 1999) รวมไปถึงลดต้นทุนของการผลิตท าให้เกษตรกรมีรายได้ท่ี

สูงขึ้น  

จากข้อมูลการส ารวจของมูลนิธิสายใยแผ่นดิน พ.ศ. 2558 ในประเทศไทย พบว่า พื้นท่ี     

เกษตรอินทรีย์ในประเทศไทยท่ีได้รองรับมาตรฐานเกษตรอินทรีย์ขยายตัวเพิ่มขึ้นจาก 2.35 แสนไร่  

ในปี 2557 เป็น 2.84 แสนไร่ในปี พ.ศ. 2558 และคาดว่าจะมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นต่อเนื่องตามยุทธศาสตร์               

การพัฒนาเกษตรอินทรีย์แห่งชาติ พ.ศ. 2560-2564 ซึ่งมีเป้าหมายท่ีจะเพิ่มพื้นท่ีเกษตรอินทรีย์ให้

เป็น 6 แสนไร่ภายในปี พ.ศ. 2564 (มูลนิธิสายใยแผ่นดิน, 2019) ดังนั้นความต้องการของปุ๋ยชีวภาพ            

จึงมีแนวโน้มสูงตามไปด้วย แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาเพื่อให้ได้ปุ๋ย ชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพสูงนั้น 

จ าเป็นอย่างยิ่ง ท่ี ต้องคัดเลือกจุลินทรีย์ ท่ีมีความเหมาะสมกับพืชและพื้น ท่ี  เพื่ อให้ จุลินทรีย์                 

มีประสิทธิภาพในการท างานสูงสุด........................................................ 

2.2.1 ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 
ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา เป็นราท่ีเส้นใยไม่มีผนังกั้นตามขวาง (non-septate) มีลักษณะ

แตกแขนงของเส้นใยแบบ 2 แขนง (dichotomous branching) เส้นใยของราจะพันอยู่ภายนอกราก

แบบหลวม ๆ และเส้นใยบางส่วนจะแทงผ่านช้ัน epidermis ของรากเข้าไปเจริญอยู่ภายในเซลล์    

ช้ันคอร์เท็กซ์ โดยเส้นใยท่ีแทงเข้าไปเจริญภายในเซลล์นี้ จะแตกแขนงมากมายคล้ายกิ่งไม้กลายเป็น

โค รงสร้ า ง ท่ี เรี ย ก ว่ า  อ าบั ส คู ล  (Arbuscule) ดั ง รูป ท่ี  2.8 และรูป ท่ี  2.9 ก . ซึ่ งท าห น้ า ท่ี                            

ในการแลกเปล่ียนสารอาหารระหว่างพืชและรา โดยโครงสร้างอาบัสคูลนี้จะมีอายุประมาณ            

1-2 สัปดาห์ และจะสลายตัวให้ธาตุอาหารแก่พืช นอกจากนี้ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาบางชนิดจะมี        

การสร้างโครงสร้างท่ีใช้เก็บสะสมอาหารอยู่ภายในเซลล์ราก เรียกว่า เวสสิเคิล (vesicle) ดังรูปท่ี 2.8 

และรูปท่ี 2.9 ข. หรือบางชนิดสร้างโครงสร้างสะสมอาหารภายนอกเซลล์ท่ีเรียกว่า auxillary cell                  

ดังรูปท่ี 2.8 และรูปท่ี 2.9 ค. ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาสร้างสปอร์แบบไม่อาศัยเพศ เพื่อใช้            

ในการสืบพันธุ์ โดยสปอร์จะมีลักษณะค่อนข้างกลม หลากสี หลายขนาด และมีโครงสร้างพิเศษ                  

ตามแต่ละชนิดของประเภทสปอร์ ดังรูปท่ี 2.9 โดยโครงสร้างพิเศษของสปอร์ราท าให้สามารถจ าแนก

ป ระ เภ ทสป อ ร์ ออ ก เป็ น  5 ลั กษ ณ ะ คือ  acaulosporoid, entrophosporoid, gigasporoid, 

glomoid และ radial-glomoid (Walker and Vestberg, 1998) ดังรูปท่ี 2.10  
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รูปที่ 2.8 ไดอะแกรมลักษณะโครงสร้างต่าง ๆ ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 

ก. อาบัสคูลาร์ (INVAM, 2017d) 

ข. เวสสิเคิล (INVAM, 2017d) 

ค. เซลล์ Auxiliary (INVAM, 2017c) 

รูปที่ 2.9 ลักษณะโครงสร้างต่าง ๆ ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 
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2.2.1.1 ลักษณะของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 

Acaulosporoid 

Acaulosporoid เป็นสปอร์ท่ีเกิดจากด้านข้างของก้านสปอร์เดิมท่ีเรียกว่า sporiferous 

saccule จากนั้นสปอร์ท่ีเกิดใหม่จะค่อยๆโตขึ้น ขณะท่ีสปอร์เดิมจะฝ่อลง เนื่องจากของเหลวท่ีอยู่

ภายในสปอร์เดิมจะถูกถ่ายไปยังสปอร์ท่ีเกิดขึ้นใหม่ขณะท่ีมีการสร้างสปอร์ ดังรูปท่ี 2.11 

จากรูปท่ี 2.11 การพัฒนาสปอร์ชนิด Acaulosporoid เริ่มต้นจากหมายเลข 1 ส่วน 

ของสปอร์จะมีโครงสร้างท่ีเรียกว่า sporiferous saccule จากนั้นสปอร์ใหม่จะเริ่มพัฒนา ออกจาก

บริเวณด้านข้างของ sporiferous saccule ในหมายเลข 2 สปอร์ท่ีเกิดใหม่เริ่มมีการขยายขนาด            

รูปที่ 2.11 ลักษณะและการพัฒนาของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาชนิด Acaulosporoid    
(INVAM, 2017a) 

รูปที่ 2.10 ลักษณะสปอร์แบบต่าง ๆ (Souza, 2015) 
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เพิ่มมากขึ้นจากนั้นสปอร์เก่าจะฝ่อตัวลงและสลายไปในท่ีสุด ดังหมายเลข 3-5 (Stürmer and B. 

Morton, 1999)  โด ย ส ป อ ร์ ช นิ ด นี้ ส า ม า ร ถ พ บ ไ ด้ ใน ส กุ ล  Acaulospora, Ambispora, 

Archaeospora, และ Otospora (Redecker et al., 2013) 

Entrophosporoid 

Entrophosporoid เป็ น สป อร์ ท่ี เกิ ดภ าย ใน ก้ าน ขอ ง saccule ห รื อสปอร์ เดิ ม                 

โดยสปอร์ใหม่จะมีการขยายตัว ในขณะท่ีสปอร์เดิมจะค่อย ๆ ฝ่อลงจนแฟบไปในท่ีสุด ดังรูปท่ี 2.12 ท่ี

แสดงการพัฒนาของสปอร์แบบ Entrophosporoid จาก sccule ท่ีมีลักษณะใส จนกระท่ังเป็นสปอร์

ท่ีเจริญเต็มท่ี โดยสปอร์ชนิดนี้พบได้ในสกุล Entrophospora (Kaonongbua et al., 2010; Wu et 

al., 1995) 

Gigasporoid 

Gigasporoid เป็นสปอร์ท่ีค่อนข้างใหญ่ เกิดบริเวณปลายของเส้นใยท่ีโป่งพอง เรียกว่า 

bulbous hyphae และมักพบโครงสร้างท่ีเรียกว่า sporogenous cell ซึ่งเป็นเซลล์ท่ีโป่งบริเวณฐาน

ของสปอร์ ดังรูปท่ี 2.13 โดยสปอร์ชนิดนี้พบในสกุล Cetraspora, Dentiscutata, Gigaspora, 

Racocetra และ Scutellospora (Morton et al., 2011; Redecker et al., 2013) 

  

รูปที่ 2.12 ลักษณะและการพัฒนาของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาชนิด Entrophosporoid    
(INVAM, 2017b) 
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Glomoid 

Glomoid เป็นสปอร์เกิดบริเวณปลาย (terminal) หรือบริเวณกลาง (intermediate) 

ของเส้น ใย  ดั งรู ป ท่ี  2.14 โดยสปอร์ ชนิ ดนี้ มั กพ บ ใน ราสกุ ล  Acaulospora, Ambispora, 

Archaeospora, Diversispora, Geosiphon, Glomus, Pacispora และ Paraglomus (Schüßler 

and Walker, 2010) 

 

 

 

 

  

รูปที่  2.14 ลักษณะและการพัฒนาของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาชนิด  Glomoid  
(INVAM, 2017e) 

รูปที่ 2.13 ลักษณะและการพัฒนาของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาชนิด  Gigasporoid  

(INVAM, 2017c) 
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Radial-glomoid 

Radial-glomoid เป็นสปอร์ ท่ีมี ลักษณะคล้ายกับแบบ glomoid แต่แตกต่าง ท่ี               

สปอร์แบบ radial-glomoid สร้างสปอร์เรียงเป็นช้ันเดียวรอบ ๆ เส้นใยราท่ีพันสานตรงแกนกลาง 

(central plexus of hyphae) ดังนั้นลักษณะสปอร์จึงมีลักษณะเป็นแฉก ๆ ดังรูปท่ี 2.15 

2.2.1.2 การจัดจ าแนกราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 
การจัดจ าแนกราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซานั้นสามารถท าได้โดยใช้ลักษณะ ทางสัณฐานวิทยา

โดยใช้ลักษณะต่าง ๆ ของสปอร์ได้แก่ การจัดเรียงของสปอร์ (spore arrangement) รูปทรงสปอร์ 

(Spore shape) การพัฒนาของสปอร์ (spore development) ชนิดสปอร์ ขนาดสปอร์ จ านวนช้ัน

ของผนังสปอร์ สีสปอร์ และอาจมีการพิจารณาการมีหรือไม่มีโครงสร้างเวสสิเคิลร่วมด้วย นอกจากนี้

ในปัจจุบันมีการจัดจ าแนกโดยวิธีทางอณูวิทยาโดยใช้ต าแหน่ง 18S rRNA และไพร์เมอร์ท่ีมีลักษณะ

จ าเพ าะต่อราในก ลุ่มนี้  (Redecker et al., 2003) ราอาบัสคูลาร์ -ไมคอร์ไรซาอยู่ ในไฟ ลัม 

Glomeromycota มี 4 อันดับ 11 วงศ์ และ 25 สกุลดังตรางท่ี 2.1 (Redecker et al., 2013)  

รูปที่ 2.15 ลักษณะและการพัฒนาของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาชนิด radial-glomoid 
(INVAM, 2017e) 
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ตารางที่ 2.1 อันดับ วงศ์และสกุลของเช้ือราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 

  

อันดับ วงศ์ สกุล 
Archaeosporales Ambisporaceae Ambispora 
 Archaeosporaceae Archaeospora 
 Geosiphonaceae Geosiphon 
Diversisporales Acaulosporaceae Acaulospora 
 Diversisporaceae Corymbiglomus 
  Diversispora 
  Otospora 
  Redeckera 
  Tricispora 
 Gigasporaceae Cetraspora 
  Dentiscutata 
  Gigaspora 
  Intraornatospora 
  Racocetra 
  Scutellospora 
 Pacisporaceae Pacispora 
 Sacculosporaceae Sacculospora 
Glomerales Glomeraceae Glomus 
  Funneliformis 
  Sclerocystis 
  Rhizophagus 
  Septoglomus 
 Claroideoglomeraceae Claroideoglomus 
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus 
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2.2.1.3 พืชอาศัยของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 

อาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา (Arbuscular mycorrhiza) เป็นความสัมพันธ์แบบพึ่งพาอาศัยกัน

ระหว่างรากพืช (Schüβler et al., 2001) พบว่าพืชประมาณ 80-90 เปอร์เซ็นต์ มีความสัมพันธ์แบบ

อาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา (Lekberg et al., 2013; Smith and Read, 2008) โดยเฉพาะพืชเศรษฐกิจ

อย่างเช่น ข้าว อ้อย ยางพารา และปาล์มน้ ามัน เป็นต้น (Smith and Read, 2008) บทบาทท่ีส าคัญ

ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาต่อพืชคือการช่วยให้พืชได้รับสารอาหารและน้ าในดินเพิ่มมากขึ้น            

อันส่งผลท าให้พืชมีอัตราการเจริญเติบโตท่ีสูงขึ้น (Baum et al., 2015) โดยรวมไปถึงราอาบัสคูลาร์-         

ไมคอร์ไรซาบางชนิดสามารถช่วยให้พืชต้านทานต่อความเครียดแบบต่าง ๆ ได้ดีขึ้น  

 

2.2.1.4 การเข้าสู่รากพืชของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 
เมื่อส่ิงแวดล้อมเหมาะสมต่อการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา สปอร์รา         

จะงอกเส้นใยเข้าหารากพืช โดยพืชแต่ละชนิดจะมีการหล่ังสารเคมีออกจากราก เรียกว่า root 

exudate ท่ีส่วนใหญ่เป็นสารกลุ่ม strigolactones ซึ่งเป็นสัญญาณในการชักน า ท าให้ราอาบัสคูลาร์-          

ไมคอร์ไรซาสามารถเจริญเข้ามาสู่รากพืชได้ (Besserer et al., 2006) เมื่อเส้นใยราเจริญถึงรากพืช        

ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาจะสร้างโครงสร้างท่ีเรียกว่า appressorium เพื่อยึดเกาะกับรากบริเวณ         

ช้ันเซลล์ผิวนอกสุด (epidermis) ดังรูปท่ี 2.16 ก. จากนั้นเส้นใยราจะมีการส่งสัญญาณกลับไปยัง            

เซลล์รากพืช ท าให้เซลล์พืชตอบสนองโดยเกิดกระบวนการ Calcium spiking อันเป็นกลไกท่ีใช้ใน

การส่งสัญญาณท าให้เกิดการถอดรหัสของยีนต่าง ๆ ท่ีเกี่ยวข้องกับขั้นตอนในล าดับถัดไป (Navazio 

et al., 2007; Parniske, 2008) มีการเปล่ียนแปลงของไซโตพลาสซึม (cytoplasm) ของเซลล์ราก 

อั น ท า ให้ เกิ ด เซล ล์ ท่ี เรี ย ก ว่ า  prepenetration apparatus (PPA) มี ลั กษ ณ ะค ล้ ายอุ โม ง ค์ 

(Nagahashi, G. and D. J. Douds, 2008) ดังรูปท่ี 2.16 ข. ต่อมาราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาจะสร้าง  

เส้นใยจากช้ันเซลล์ผิวเข้าสู่ช้ันคอร์เท็กซ์ (cortex) โดยการเจริญในระยะแรกเส้นใยราจะเจริญแทรก

อยู่ระหว่างเซลล์พืช (intercellular space) ดังรูปท่ี 2.16 ค. ต่อมาเส้นใยราจะมีการกระตุ้นให้พืช

สร้าง prepenetration apparatus อีกครั้งโดยจะมีการสร้างโครงสร้างดังกล่าวเข้าไปในเซลล์ 

(cortical cell) จากนั้นเส้นใยราจะแทรกเข้าไปตามช่อง prepenetration apparatus ท่ีสร้างไว้และ

พัฒนาเป็นโครงสร้างเพื่อใช้ในการแลกเปล่ียนอาหารระหว่างราและรากพืชเรียกว่า อาร์บัสคูล 

(Arbuscule) ซึ่งมีลักษณะแตกแขนงคล้ายต้นไม้ ดังรูปท่ี 2.16 ค. หลังจากเส้นใยรามีการเข้าสู่รากพืช 
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ราบางชนิดอาจมีการสร้างโครงสร้างพิเศษท่ีมีลักษณะกลม-รี เรียกว่า เวสิเคิลร่วมด้วย โดยโครงสร้าง

นี้ท าหน้าท่ีใน           การสะสมอาหารในรูปของไขมันในเซลล์ช้ันคอร์เท็กซ์ของรากพืช  

2.2.1.5 การใช้ประโยชน์ของราอาบัสคูลาร์ในการเกษตร 
เพิ่มประสิทธิภาพในการดูดซึมสารอาหารให้แก่พืช 

จากการศึกษาก่อนหน้านี้  พบว่า  ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา มีบทบาทส าคัญ               

ในการช่วยเพิ่มผลผลิตให้กับพื้นท่ีเกษตรกรรมท้ังพืชไร่ และพืชสวน (Baum et al., 2015) ดังตารางท่ี 

2.2 โดยราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซามีบทบาทในการเพิ่มประสิทธิภาพในการดูดซึมน้ า แร่ธาตุและ

สารอาหารต่าง ๆ ให้กับรากพืช เนื่องจากเส้นใยของราสามารถแพร่กระจายไปในดินได้ไกลกว่า        

การเจริญของรากพืช ท าให้พืชสามารถหาแหล่งอาหารและมีพื้นท่ีผิวท่ีมากขึ้น (Govindarajulu et 

al., 2005) ดังนั้นจึงท าให้พืชมีได้รับธาตุอาหารเพิ่มมากขึ้นเมื่อเทียบกับพืชท่ีไม่มีการใส่เช้ือรา 

นอกจากนี้ ยั งพ บว่ า  ก าร ใช้หั ว เช้ือ ราอ าบั ส คูลาร์ ไมคอร์ ไ รซ า Glomus mosseae และ 

Acaulosporalaevis ร่วมกับแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens ในการปลูกพริกไทย ท าให้

ลดการใช้ปุ๋ยเคมีลดลงถึงร้อยละ 50 (Tanwar et al., 2013) 

  

รูปที่ 2.16 การเข้าอยู่อาศัยของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 

2
0

7
5

4
7

4
6

7
5



C
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
8
7
2
0
1
7
7
2
3
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
1
8
0
7
2
5
6
2
 
1
8
:
3
6
:
1
1
 
/
 
s
e
q
:
 
5
7

 21 

 

พืช
อย

ู่อา
ศัย

 
รา

อา
บัส

คูล
าร

์ไม
คอ

ร์ไ
รซ

าท
ี่ใช้

ใน
กา

รท
ดส

อบ
 

กา
รเจ

ริญ
เติ

บโ
ต 

กา
รส

ะส
มส

าร
อา

หา
ร 

แห
ล่ง

อ้า
งอ

ิง 

Ca
ps

icu
m

 a
nn

uu
m

 (พ
ริก

) 

G.
 fa

sc
icu

al
tu

m
 

เพ
ิ่มน

้ าห
นัก

แห
้ง

ข
อ

งต้
น

 แ
ล

ะ

จ า
นว

นผ
ลผ

ลิต
 

เพ
ิ่มก

าร
สะ

สม
ขอ

งธ
าตุ

ฟอ
สฟ

อร
ัส 

(P
), 

สัง
กะ

สี 
(Z

n)
 บ

ริเว
ณย

อด
 

(B
ag

ya
ra

j a
nd

 

Sr
ee

ra
m

ul
u,

 1
98

2)
 

G.
 fa

sc
icl

ua
tu

m
, 

G.
 a

lb
id

um
, 

G.
 m

ac
ro

ca
rp

um
 

(Sr
ee

ra
m

ul
u 

an
d 

Ba
gy

ar
aj,

 1
98

6)
 

Gl
yc

ine
 M

ax
 (ถั่

วเห
ลือ

ง) 
G.

 e
tu

nic
at

um
 

เพ
ิ่ม

น้ า
หน

ัก
สด

แล
ะแ

ห้ง
ขอ

งต้
น 

เพ
ิ่มก

าร
สะ

สม
ขอ

งธ
าตุ

ฟอ
สฟ

อร
ัส 

(P
)  

โฟ
แท

สเ
ซีย

ม 
(K

) แ
คล

เซ
ียม

 (C
a) 

แล
ะ

สัง
กะ

สี 
(Z

n)
 

(Sh
ar

ifi 
et

 a
l., 

20
07

) 

Ze
a 

m
ay

s (
ข้า

วโ
พด

) 
G.

 m
os

se
ae

 
เพ

ิ่มน
้ าห

นัก
แห

้ง

ขอ
งต้

น 
เพ

ิ่มก
าร

สะ
สม

ขอ
งธ

าตุ
ฟอ

สฟ
อรั

ส 
(P

)  
 

(Fe
ng

 e
t a

l., 
20

02
) 

Sa
cc

ha
ru

m
 

of
fic

ina
ru

m
 

Lin
n.

 (อ้
อย

) 

G.
 a

gg
re

ga
tu

m
, 

G.
 m

an
iho

tis
, G

. s
pu

rcu
m

 

เพ
ิ่ม

น้ า
หน

ัก
สด

แล
ะแ

ห้ง
ขอ

งต้
น 

ไม
่มีก

าร
ทด

สอ
บ 

(P
en

tó
n 

et
 a

l., 
20

11
) 

 ตา
รา

งท
ี ่2

.2
 ก

าร
รา

ยง
าน

ผล
ขอ

งร
าอ

าบั
สคู

ลา
ร์ไ

มค
อร

์ไร
ซา

ต่อ
กา

รเจ
ริญ

เติ
บโ

ตข
อง

พืช
แต่

ละ
ชน

ิดจ
าก

กา
รศึ

กษ
าที่

ผ่า
นม

า 

2
0

7
5

4
7

4
6

7
5



C
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
8
7
2
0
1
7
7
2
3
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
1
8
0
7
2
5
6
2
 
1
8
:
3
6
:
1
1
 
/
 
s
e
q
:
 
5
7

 22 

ช่วยให้พืชเติบโตได้ดีในสภาวะแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม 

จากสภาวะแวดล้อมในพืชท่ีไม่เหมาะสมเช่น สภาวะเค็ม สภาวะแห้งแล้ง ต่างส่งผลต่อ           

การเจริญเติบโตของพืชท าให้พืชมีการเจริญเติบโตท่ีช้าลง และได้ผลผลิตไม่เป็นไปตามท่ีเกษตรกร

ต้องการ (Porcel et al., 2012) แต่จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า การน าเช้ือราอาบัสคูลาร์ -                

ไมคอร์ไรซาปลูกร่วมกับพืชท่ีอยู่ ในสภาวะแวดล้อมไม่เหมาะสม กลับยังคงท าให้พืชสามารถ

เจริญเติบโตได้ดี เมื่อเทียบกับพืชท่ีอยู่ในสภาวะแวดล้อมเดียวกันท่ีไม่ได้ใส่เช้ือรา ดังตารางท่ี 2.3 

จากรูปท่ี 2.17 เป็นการศึกษากลไกของเช้ือราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาต่อสภาวขาดน้ า

ของต้นมะเขือเทศ (Solanum lycopersicum) (Chitarra et al., 2016) โดยกลไกเริ่มจาก เมื่อพืชมี

การขาดน้ า ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ีอยู่ในรากพืชจะกระตุ้นให้พืชมีการแสดงออกของยีนท่ี

เกี่ยวข้องกับการท างานของปากใบ ท าให้ปากใบปิดเพื่ อลดการคายน้ า และลดการท างาน                    

ของกรดแอบไซซิก (Abscisic acid; ABA)  

รูปที่ 2.17 กลไกการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมี สรีรวิทยา และอณูวิทยาของต้นมะเขือเทศ 
ภายใต้สภาวะขาดน้ าในกรณีท่ีมีการใส่เช้ือราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 
(Chitarra et al., 2016) 

2
0

7
5

4
7

4
6

7
5



C
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
8
7
2
0
1
7
7
2
3
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
1
8
0
7
2
5
6
2
 
1
8
:
3
6
:
1
1
 
/
 
s
e
q
:
 
5
7

 23 

  

พืช
อย

ู่อา
ศัย

 
รา

อา
บัส

คูล
าร

์ไม
คอ

ร์ไ
รซ

าท
ี่ใช้

ใน
กา

รท
ดส

อบ
 

กา
รเจ

ริญ
เติ

บโ
ต 

กา
รส

ะส
มส

าร
อา

หา
ร 

แห
ล่ง

อ้า
งอ

ิง 

Ca
ps

icu
m

 a
nn

uu
m

 (พ
ริก

) 

G.
 fa

sc
icu

al
tu

m
 

เพ
ิ่มน

้ าห
นัก

แห
้ง

ข
อ

งต้
น

 แ
ล

ะ

จ า
นว

นผ
ลผ

ลิต
 

เพ
ิ่มก

าร
สะ

สม
ขอ

งธ
าตุ

ฟอ
สฟ

อร
ัส 

(P
), 

สัง
กะ

สี 
(Z

n)
 บ

ริเว
ณย

อด
 

(B
ag

ya
ra

j a
nd

 

Sr
ee

ra
m

ul
u,

 1
98

2)
 

G.
 fa

sc
icl

ua
tu

m
, 

G.
 a

lb
id

um
, 

G.
 m

ac
ro

ca
rp

um
 

(Sr
ee

ra
m

ul
u 

an
d 

Ba
gy

ar
aj,

 1
98

6)
 

Gl
yc

ine
 M

ax
 (ถั่

วเห
ลือ

ง) 
G.

 e
tu

nic
at

um
 

เพ
ิ่ม

น้ า
หน

ัก
สด

แล
ะแ

ห้ง
ขอ

งต้
น 

เพ
ิ่มก

าร
สะ

สม
ขอ

งธ
าตุ

ฟอ
สฟ

อร
ัส 

(P
)  

โฟ
แท

สเ
ซีย

ม 
(K

) แ
คล

เซ
ียม

 (C
a) 

แล
ะ

สัง
กะ

สี 
(Z

n)
 

(Sh
ar

ifi 
et

 a
l., 

20
07

) 

Ze
a 

m
ay

s (
ข้า

วโ
พด

) 
G.

 m
os

se
ae

 
เพ

ิ่มน
้ าห

นัก
แห

้ง

ขอ
งต้

น 
เพ

ิ่มก
าร

สะ
สม

ขอ
งธ

าตุ
ฟอ

สฟ
อรั

ส 
(P

)  
 

(Fe
ng

 e
t a

l., 
20

02
) 

Sa
cc

ha
ru

m
 

of
fic

ina
ru

m
 

Lin
n.

 (อ้
อย

) 

G.
 a

gg
re

ga
tu

m
, 

G.
 m

an
iho

tis
, G

. s
pu

rcu
m

 

เพ
ิ่ม

น้ า
หน

ัก
สด

แล
ะแ

ห้ง
ขอ

งต้
น 

ไม
่มีก

าร
ทด

สอ
บ 

(P
en

tó
n 

et
 a

l., 
20

11
) 

 ตา
รา

งท
ี ่2

.3
 ก

าร
รา

ยง
าน

ผล
ขอ

งร
าอ

าบั
สคู

ลา
ร์ไ

มค
อร

์ไร
ซา

ต่อ
กา

รเจ
ริญ

เติ
บโ

ตข
อง

พืช
แต่

ละ
ชน

ิดจ
าก

กา
รศึ

กษ
าที่

ผ่า
นม

า 

2
0

7
5

4
7

4
6

7
5



C
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
8
7
2
0
1
7
7
2
3
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
1
8
0
7
2
5
6
2
 
1
8
:
3
6
:
1
1
 
/
 
s
e
q
:
 
5
7

 24 

2.2.2 แบคทีเรีย 
2.2.2.1 แบคทีเรียท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช หรือ Plant growth promoting 

bacteria (PGPB) 
 Plant-growth promoting bacteria หรือ  PGPB คือ  แบคที เรี ย ท่ี สามารถ ส่งเสริม           

การเจริญเติบโตของพืชได้ โดย PGPB มีผลต่อการเจริญเติบโตของพืชท้ังในทางตรงและ/หรือทางอ้อม

ดังรูปท่ี 2.18 (Glick, 1995; Velivelli et al., 2014) ตัวอย่างเช่น การสร้างฮอร์โมนพืช เช่น ออกซิน 

(IAA) ท่ีเกี่ยวข้องกับการเปล่ียนแปลงเนื้อเยื่อล าเลียง การแบ่งเซลล์ การยืดยาวของล าต้นและราก 

(Stem and root elongation) (Grobelak et al., 2015) เดิมพืชก็สามารถสร้างฮอร์โมนออกซิน 

เพื่อใช้ในกิจกรรมต่าง ๆ ได้เอง แต่การท่ีแบคทีเรียเหล่านี้ยังสามารถสร้างฮอร์โมนออกซินได้เพิ่มนั้น              

จะเป็นการช่วยให้รากพืชมีความยาวมากกว่าปกติ จึงท าให้มีพื้นท่ีผิวเพิ่มขึ้น อันเป็นการช่วยให้พืช

สามารถหล่ังสารเคมีส าคัญท่ีใช้ในการส่ือสารระหว่างพืชกับจุลินทรีย์ท่ีมีประโยชน์อื่น ๆ รวมถึงช่วยให้

พืชได้รับสารอาหารท่ีมากขึ้นอีกด้วย (Ali et al., 2010) ความสามารถในการละลายฟอสเฟต 

(Phosphate solubilization) ซึ่งธาตุฟอสเฟตถือเป็นธาตุอาหารหลักของพืชชนิดหนึ่ง เช่นเดียวกับ 

ธาตุไนโตรเจน แต่ธาตุฟอสเฟตนั้นไม่มีวัฏจักรการหมุนเวียนสารอย่างเช่นคาร์บอน หรือธาตุอื่น ๆ 

(Bashan et al., 2013a) โดยแบคทีเรียในกลุ่ม PGPB จะมีความสามารถในการละลายธาตุฟอสเฟต 

ท่ีอยู่ในดินซึ่งเป็นในรูปท่ีไม่ละลายน้ า จากการสร้างกรดอินทรีย์ เช่น กรดกลูโคนิค (gluconic acid) 

กรดซิตริก (citric acid) เพื่อให้ในดินมีจ านวนโปรตอน (H+) มากขึ้นท าให้ธาตุฟอสเฟตท่ีติดกับ        

ไอออนอื่น ถูกปลดปล่อยออกมา ดังนั้นจึงท าให้ธาตุฟอสเฟตอยู่ในรูปท่ีละลายน้ า และพืชสามารถ

น าไปใช้ต่อได้ (Bashan et al., 2013b) การสะสมธาตุเหล็ก (Iron Sequestration) ในบริเวณ       

รอบรากพืชโดยแบคทีเรียจะสร้างสารในกลุ่ม siderophores ซึ่งเป็นสารท่ีมีความสามารถในการ      

ดักจับธาตุเหล็กท าให้ธาตุเหล็กถูกตรึงอยู่บริเวณรอบรากพืช ซึ่งธาตุเหล็กถือเป็นธาตุอาหารหนึ่ง         

ท่ีส าคัญต่อการด ารงชีวิตของพืชเนื่องจากมีบทบาทในกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง (Olanrewaju 

et al., 2017) และการท่ีรอบรากพืชมีสารในกลุ่ม siderophores ยังสามารถป้องกันการบุกรุกของ

จุลินทรีย์ก่อโรคพื ชได้อีก ด้วย  (Shen et al., 2013) นอกจากนี้ แบคที เรียบางชนิ ดสามารถ            

สร้างสาร exopolysaccharides (EPS). หรือไบโอฟิล์มเพื่อยึดเกาะกับส่ิงแวดล้อม โดยไบโอฟิล์ม

สามารถเพิ่มความชุ่มช้ืนให้กับรากพืชและยังช่วยปกป้องอันตรายจากส่ิงแวดล้อมอีกด้วย (Upadhyay 

et al., 2011) โดยมี การศึกษาเกี่ ยวข้องกับการใช้แบคที เรีย  PGPB ค่อนข้างหลากหลาย                                 

ดังตารางท่ี 2.4  
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รูปที่ 2.18 กลไกท่ีเกี่ยวข้องกับแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ

พืชท้ัง 

ทางตรงและทางอ้อม 
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2.2.2.2 แบคทีเรียท่ีส่งเสริมความสัมพันธ์แบบไมคอร์ไรซา 
ความสัมพันธ์แบบไมคอร์ไรซาไม่ได้มีแต่เพียงความสัมพันธ์ระหว่างราและรากพืชเท่านั้นแต่

ยังมีความสัมพันธ์กับส่ิงมีชีวิตอื่นด้วย (Tarkka and Frey-Klett, 2008) โดยบริเวณท่ีส่ิงมีชีวิตท่ี

เกี่ยวข้องกับความสัมพันธ์แบบไมคอร์ไรซานั้นจะเรียกรวมว่า “Mycorrhizosphere” (Foster and 

Marks, 1966) โดยอาจกล่าวได้ว่า Mycorrhizosphere คือ บริเวณท่ีจุลินทรีย์อยู่บนเส้นใยรา     

สปอร์รา และรากพืชท่ีมีความสัมพันธ์แบบไมคอร์ไรซา (Barea et al., 2005) ดังรูปท่ี 2.19            

ซึ่งแบคทีเรียบางชนิดสามารถช่วยส่งสริมความสัมพันธ์แบบไมคอร์ไรซาได้อีกด้วย จึงเรียกแบคทีเรีย

เหล่านี้ว่า Mycorrhiza helper bacteria (MHB) ........................................ 

แบคทีเรียท่ีส่งเสริมความสัมพันธ์แบบไมคอร์ไรซา มีกลไกท่ีช่วยส่งเสริมความสัมพันธ์

ดังกล่าวท่ีหลากหลายดังแสดงในรูปท่ี 2.20 และตารางท่ี 2.5 ตัวอย่างเช่น สามารถเพิ่มประสิทธิภาพ

ในการแบคทีเรียหลายชนิดสามารถกระตุ้นการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาได้ (Mosse, 

1962 ; Xavier and Germida, 2003) อยู่ร่วมกันของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาในรากพืชได้       

(Frey-Klett et al., 2007) นอกจากนี้ยังแบคทีเรียยังสามารถสังเคราะห์สารอาหารให้กับราและ    

รากพืชได้อีกด้วย   

รูปที่  2.19 การอยู่ ร่วมกันของจุลินทรีย์และราพื ชในบริ เวณ ท่ีเรียกว่า Mycorrhizosphere   

(Churchland and Grayston, 2014) 
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รูปที่  2.20 ลักษณะของแบคทีเรียท่ีส่งเสริมความสัมพันธ์แบบไมคอร์ไรซาบนสปอร์และเส้นใย               
ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 
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บทท่ี 3 อุปกรณ์ และสารเคมี และวิธีด าเนินการวิจัย 
3.1 อุปกรณ์ 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์ บริษัทผู้ผลิต 
กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง รุ่น BX 51 (Light microscope) Olympus Optical Co., Ltd., 

Japan 
กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ รุ่น SZ-60 (Stereo microscope) Olympus Optical Co., Ltd., 

Japan 
เครื่องอุ่นสารด้วยความร้อนแห้ง (AccuBLOCKTM Digital Dry 
Bath) 

Labnet International, Inc. 

เครื่องฆ่าเช้ือด้วยไอน้ า รุ่น ES-315 (Autoclave) Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 
 เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม รุ่น TP600 (DNA thermo 
cycle) 

Takara Bio Inc., Japan 

อุปกรณ์บันทึกภาพในงานชีววิทยาโมเลกุล Gel DocTM XR 
(Gel documentation system) 

Bio-Rad Laboratories Inc., 
USA 

แหล่งก าเนิดแสงฟลูออเรสเซนต์  Olympus Optical Co., Ltd., 
Japan 

ตู้ปลอดเช้ือ Clean Model.V6 (Laminar flow) Lab Service, Thailand 
เครื่องปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก CM-610T (Micro centrifuge) Hsiangtai Machinery Industry 

Co., Ltd., Taiwan 
ไมโครปิเปตขนาด 2, 20, 100, และ 1000 ไมโครลิตร และ
ทิป (Micropipatte and replacement tip) 

Gilson Inc., USA 

อุปกรณ์แยกขนาดโมเลกุลด้วยกระแสไฟฟ้ารุ่น Mupid® -ex  Advance Co., Ltd., Japan 
เครื่องบดและผสมรุ่น MN400 (Mixer Mill) Retsch GmbH, Germany 
เครื่องวัดความเป็นกรด - ด่าง (pH meter) Mettler Toledo, Switzerland 
เครื่องท าน้ าบริสุทธิ์รุ่น ELGASTAT MAXIMA UF (Ultra-
Pure water) 

ELGA, England 

เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบควบคุมความเย็น รุ่น 3700 
(Refrigerated centrifuge) 

Kubota Corporation, Japan 

เครื่องผสมสาร รุ่น VX100 (Vortex mixer) Labnet International Inc., 
USA 
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เคร่ืองมือและอุปกรณ์ บริษัทผู้ผลิต 
เครื่องช่ังน้ าหนัก รุ่น 2002-S Mettler Toledo, Switzerland 
ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส Sharp, Thailand 
เครื่องแก้วส าหรับการทดลอง - 
ตู้ปลอดเช้ือ รุ่น Clean Model. V6 (Laminar flow) Lab Service, Thailand 
ตู้อบความร้อน รุ่น UE 500 (oven) Memmert GmbH + Co.KG, 

Germany 
ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส Sharp, Thailand 
หลอดไมโครเซนติฟิวส์ (micro centrifuge tube) ขนาด 2 
และ 1.5 มิลลิลิตร  

TPP, Switzerland 

3.2 สารเคมี 
สารเคมี บริษัทผู้ผลิต 

Agar - 
Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) Ajax Finechem, Australia 
Ampicillin T.P. Drug Laboratories Co., 

Ltd 
Boric acid (H3BO3) Merck, Germany 
Calcium phosphate (Ca3(PO4)2) Ajax Finechem, Australia 
Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) Serva 

Chloroform - 
Ethanol Merck, Germany 
Ferric Ethylenendiaminetraacetic acid (FeEDTA) May and Baker, England 
Glucose Reckitt Benckiser, Thailand 
Iron (III) tartrate (Fe2(C4H4O6)3) Ajax Finechem, Australia 
Isoamyl alcohol Carbo Erba 
Manganese (II) sulfate (MnSO4.4H2O)  Ajax Finechem, Australia 
Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O) May and Baker, England 
Polyethylene glycol  Serva 
Potato dextrose agar HiMedia Laboratories, India 
Potassium nitrate (KNO3) Ajax Finechem, Australia 
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สารเคมี บริษัทผู้ผลิต 
Potassium phosphate (KH2PO4) May and Baker, England 
Sodium chloride (NaCl) Fluka, Switzerland 
Sodium hypochlorite - 
Streptomycin General Drugs House Co., 

Ltd 
Sucrose Ajax Finechem, Australia 
Tris boric acid disodium ethylenediamine tetraacetic 
acid  

- 
 
 

3.3 วิธีด าเนินการวิจัย 
3.3.1 การเก็บตัวอย่างดินท่ีอยู่รอบรากอ้อยและรากอ้อยจากแปลงเกษตรกรรม 

ท าโดยการเก็บตัวอย่างดินจากแปลงปลูกอ้อยจากแหล่งต่าง ๆ ดังแสดงในดังตารางท่ี 3.1 
และรูปท่ี 3.1-3.2 โดยก าหนดพื้นท่ีในการเก็บตัวอย่างมีขนาดกว้าง 10 เมตร ยาว 10 เมตร สุ่มเก็บ
ตัวอย่างดินแปลงละ 8 จุด จุดละประมาณ 0.5 กิโลกรัม โดยขุดดิน ลึกจากผิวดินประมาณ               
30 เซนติเมตร ใส่ถุงพลาสติก ดังรูปท่ี 21 ก-ง น าดินและรากอ้อยท่ีเก็บได้เก็บไว้ ท่ีอุณหภูมิ                     
8-10 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 
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ตารางที่ 3.1 แหล่งท่ีมาของตัวอย่างดินท่ีใช้ในการวิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

รหัส แหล่งที่มา พิกัด 
AY จังหวัดพระนครศรีอยุธยา 14.179032, 100.271721 
AT จังหวัดอ่างทอง 14.697512, 100.261116 
CH จังหวัดชลบุรี 13.276061, 101.187420 
NP จังหวัดนครปฐม 14.036852, 99.971288 
KA จังหวัดกาญจนบุรี 14.086879, 99.340500 

รูปที่ 3.1 แปลงปลูกไร่อ้อยแต่ละพื้นท่ีท่ีใช้ในการเก็บตัวอย่าง 
ก. แปลงปลูกไร่อ้อยจังหวัดพระนครศรีอยุธยา (AY)  

ข. แปลงปลูกไร่อ้อยจังหวัดอ่างทอง (AT)  

ค. แปลงปลูกไร่อ้อยจังหวัดชลบุรี (CH)  

ง. แปลงปลูกไร่อ้อยจังหวัดนครปฐม (NP) และ 

จ. แปลงปลูกไร่อ้อยจังหวัดกาญจนบุรี (KA) 
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3.3.2 การแยกและจัดกลุ่มราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 
3.3.2.1 การแยกสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาจากดินรอบรากอ้อย 

แยกสปอร์ของราอาบัสคูลาไมคอร์ไรซาด้วยวิธี Wet Sieving (Brundrett et al., 1996) 
ดังรูปท่ี 3.3 โดยน าตัวอย่างดิน 100 กรัมผ่ึงให้แห้งในท่ีร่ม จากนั้นน ามาแช่น้ าประปา 1 ลิตร        
อย่างน้อย 30 นาที น าสารแขวนลอยดินเทผ่านตะแกรงขนาด 750 , 180, 150 และ 45 ไมโครเมตร 
ตามล าดับ เก็บตะกอนดินจากตะแกรงขนาด 180, 150 และ 45 ไมโครเมตร ใส่ในหลอดทดลองขนาด 
50 มิลลิลิตร เติมน้ าเพื่อปรับปริมาตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 
จากนั้นเทน้ าท้ังหมดท้ิงจนเหลือแต่ตะกอนดินก้นหลอด เติมสารละลายน้ าตาลความเข้มข้น            
60 เปอร์เซ็นต์ (โดยมวลต่อปริมาตร) ผสมกับตะกอนดินท่ีเหลือด้วยเครื่อง Vortex  น าไปปั่นเหวี่ยง
ต่อด้วยความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เทสารละลายแขวนลอยกรองผ่านผ้าไนลอน
ปลอดเช้ือขนาดรู 20 ไมโครเมตร จากนั้นล้างตะกอนท่ีอยู่บนผ้าด้วยน้ ากล่ันปลอดเช้ือจ านวน 3 ครั้ ง 
และย้ายลงบนกระดาษกรองท่ีขีดเส้นตารางห่างช่องละ 0.5 เซนติเมตร วางกระดาษกรองท่ีมีสปอร์  
ลงบนจานเล้ียงเช้ือ ตรวจนับจ านวนสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์สามมิ ติ  ( stereoscopic 
microscope) หลังจากนั้นเก็บท่ีอุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียสจนกว่าน าไปใช้ครั้งต่อไป  

รูปที่ 3.2 การวางแปลนเพื่อเก็บตัวอย่างดินและวิธีการเก็บตัวอย่างดิน 
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3.3.2.2 การจัดกลุ่มราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาโดยใช้สัณฐานวิทยา 
จัดกลุ่มราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาโดยอาศัยหลักทางสัณฐานวิทยา ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

สเตอริโอโดยแยกตามแหล่งท่ีมา ลักษณะของสปอร์  ตามคู่มือการจ าแนกชนิดราอาบัสคูลาร์ -             
ไมคอร์ไรซาของ (Souza, 2015) ดังตารางท่ี 3.2  

รูปที่ 3.3 ขั้นตอนการแยกสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาจากดิน 
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ตารางที่ 3.2 ลักษณะสัณฐานสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาแต่ละสกุล (Souza, 2015) 
สกุล สปอร์ 

Acaulospora สปอร์เดียวแบบ Acaulosporoid 
Ambispora  สปอร์เดียวแบบ Acaulosporoid หรือ glomoid 
Archaeospora สปอร์เดียวแบบ Acaulosporoid หรือ glomoid 
Diversispora  สปอร์เดียวแบบ Glomoid  
Entrophospora สปอร์เดียวแบบ Entrophosporoid ม ีPeridium  
Funneliformis สปอร์เดียวแบบ Radial-glomoid 
Geosiphon สปอร์เดียวแบบ Glomoid 
Gigaspora สปอร์เดียวแบบ Gigasporoid 

Glomus 
สปอร์เดียวแบบ Glomoid หรือจับเป็นกลุ่มเล็ก ๆ หรืออยู่ใน 
sporocarps และมี Peridium 

Claroideoglomus 
สปอร์ เดีย วแบบ  Glomoid ห รือ จับ เป็ น ก ลุ่ม เล็ก  ๆ  และมี 
Peridium 

Otospora สปอร์เดียวแบบ Glomoid 
Pacispora สปอร์เดียวแบบ Glomoid 
Paraglomus สปอร์เดียวแบบ Glomoid หรือจับเป็นกลุ่มเล็กถึงใหญ่ 
Racocetra สปอร์เดียวแบบ Gigasporoid หรือจับเป็นกลุ่มเล็กถึงใหญ่ 
Redeckera สปอร์เดียวแบบ Glomoid 
Rhizophagus สปอร์เดียวแบบ Glomoid หรือจับเป็นกลุ่มเล็กถึงใหญ่ 
Scutellospora สปอร์เดียวแบบ Gigasporoid 
Sclerocystis สปอร์แบบ Radial-glomoid ใน Sporocarps และมี peridium 
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3.3.3 การเพิ่มจ านวนสปอร์ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 
3.3.3.1 การเพิ่มจ านวนของกลุ่มสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 

น าสปอร์ท่ีได้จากการจัดกลุ่มตามข้อ 3.3.2.2 มาเพิ่มปริมาณราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา           
ในรากของต้นข้าวฟ่าง (Sorghum bicolor L.) โดยใช้วัสดุปลูกท่ีประกอบด้วยทราย พีทมอสและ 
เวอร์มิคูไลท์ ในอัตราส่วน 1:1:1 โดยปริมาตร ท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส   
เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จ านวน 2 ครั้ง ซึ่งแต่ละครั้งห่างกัน 24 ช่ัวโมง จากนั้นพึ่งให้เย็นและบรรจุปลูก   
ในกระถางขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7 นิ้ว ท่ี ผ่านการเช็ดด้วยสารละลายเอลทิลแอลกอฮอล์         
ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ (โดยปริมาตร) วางกระดาษกรองท่ีมีกลุ่มสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 
(5-10 สปอร์) ลงในกระถาง วางเมล็ดข้าวฟ่างบริเวณรอบกระดาษกรองจ านวน 10 เมล็ด                   
ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือบริเวณผิว (surface sterilization) โดยแช่เมล็ดในสารละลายเอลทิลแอลกอฮอล์                 
ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ (โดยปริมาตร) เป็นวลา 15 นาที จากนั้นย้ายลงในสารละลายโซเดียม-   
ไฮโปคลอไรท์ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ (โดยปริมาตร) ท าการแช่ต่อเป็นเวลา 5 นาที ล้างด้วย         
น้ ากล่ันปลอดเช้ือจ านวน 5 ครั้ง รดน้ าให้ชุ่มทุกวัน จนครบเวลา 3 เดือน เก็บตัวอย่างดินบริเวณราก
มาท าการแยกสปอร์ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา โดยวิธี wet-sieving ตรวจสอบจ านวนสปอร์      
ซึ่งสปอร์ท่ีสามารถเพิ่มได้จะถูกคัดเลือกเพื่อใช้ในการเพิ่มจ านวนสปอร์เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป 

3.3.3.2 การเพิ่มจ านวนสปอร์และการท าให้สปอร์บริสุทธิ์ (pure culture) 
น าสปอร์ท่ีเพิ่มปริมาณจากข้อ 3.4.3.1 มาเพิ่มปริมาณในข้าวฟ่างอีกครั้งโดยใช้วิธีเดียวกับ

ข้างต้น  แต่ ใช้จ านวนสปอร์  1 สปอร์ ต่อ ต้นข้าวฟ่ างเท่ านั้ น  เก็ บ ตัวอย่ างดินบริ เวณ ราก                         
มาท าการแยกสปอร์ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา โดยวิธี wet-sieving ตรวจสอบจ านวนสปอร์     
ต่อดิน 100 กรัมและเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาในรากพืช (% root 
colonization) (ภาคผนวก ก) ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ีมีจ านวนสปอร์และเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือ
ในรากพืชมากท่ีสุดจะถูกน ามาใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 

 

3.3.4 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและระบุชนิดราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ีคัดเลือกได้ด้วย
เทคนิคอณูวิทยา 

3.3.4.1 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของราบบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 
ตรวจสอบลักษณะของสปอร์ราอาบัสคูลาร์มคอร์ไรซาด้วยเทคนิค wet mount         

ด้วยสารละลาย Polyvinyl-Lacto-Glycerol (PVLG) และสารละลาย PVLG + Melzer’s reagent 
อัตราส่วน 1:1 (ภาคผนวก ข) ตรวจสอบการติดสีของสปอร์ จ านวนช้ันของผนัง ขนาดและรูปร่าง 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
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3.3.4.2 การระบุชนิดราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาด้วยเทคนิคอณูวิทยา 
การสกัดดีเอ็นเอ 

สกัดดีเอ็นเอของสปอร์ราบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาตามวิธีของ Long และคณะ (2017)                 
โดยน าสปอร์ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ี คัดเลือกได้จากข้อ 3.3.3.2 จ านวน 30 สปอร์ใส่ใน             
หลอดทดลอง ขนาด 2 มิลลิลิตร ท าการบดสปอร์ให้แตกด้วยแท่งแก้ว จากนั้นเติมสารละลาย Tri-HCl  
เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (pH 8.0) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร และสารละลาย Chelex ความเข้มข้น      
20 เปอร์เซ็นต์ (โดยมวลต่อปริมาตร) 10 ไมโครลิตร ท าการบ่มสารละลายท่ี 95 องศาเซลเซียส      
เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นย้ายหลอดทดลองแช่ลงบนน้ าแข็งเป็นเวลา 2 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง 
เซนติฟิวท่ีความเร็วรอบ 11,000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 1 นาที ท าการดูดสารละลายส่วนใสใส่ลง     
ในหลอดทดลองอันใหม่ น าสารละลายดีเอ็นเอท่ีได้ เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อเตรียมใช้
ในขั้นตอนต่อไป 

การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง 18S rRNA 
เพิ่ มจ านวน DNA ท่ีต าแหน่ ง 18S rRNA ด้วยเทคนิคปฏิกิ ริยาลูกโซ่พอลิเมอร์ เรส                     

ซึ่ ง ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย ส า ร ต่ า ง  ๆ  ท่ี ใ ช้ ท า ป ฏิ กิ ริ ย า ดั ง ภ า ค ผ น ว ก ข  โด ย ใ ช้ ไพ ร์ เม อ ร์                                     
NS31 (5’TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC3’) (Simon et al. 1992) แ ละ  AM1 (5’GTTTCCCGT 
AAGGCGCCG AA3’) (Helgason et al. 1998) ตามวิธีของ Bidondo และคณะ (2012) 

การเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอดด้วยเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมอัตโนมัติ โดยก าหนดสภาวะ 

ดังนี้ 

Initial denaturation 94 องศาเซลเซียส 5 นาที 
Amplification   
     Denaturation 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 
     Annealing  58 องศาเซลเซียส 1 นาที 
     Extension  72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
Final Extension 72 องศาเซลเซียส 5 นาที 
Holding  4 องศาเซลเซียส  

ท าการ ส่ง ตัวอย่ าง จีโนมิ ก ดี เอ็ น เอ ท่ีสกั ดได้  ส่ ง ไป ท่ีบริษั ท  ไบ โอ เนี ย  (bioneer)              
ประเทศเกาหลี เพื่อหาล าดับเบสต่อไป  

30 รอบ 
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การหาล าดับเบสนิวคลีโอไทด์และการวิเคราะห์ล าดับเบสท่ีต าแหน่ง 18S rRNA 
น าล าดับเบสท่ีได้จากบริษัทมาเปรียบเทียบความเหมือนกับล าดับเบสในฐานข้อมูลของ 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) ด้วยโปรแกรม BLAST จากนั้นน า
ล าดับเบสของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ และในฐานข้อมูลบางส่วนมาศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ
ด้วยโปรแกรม Mega 10 (Kumar, S. et al., 2018) ตามวิธี Maximum Likelihood อ้างอิงจาก
โมเดล Kimura 2-parameter ทดสอบความเช่ือมั่นด้วยค่า Bootstrap จ านวน 1000 ซ้ า (Kimura, 
1980) 

 
3.3.5 การแยกแบคทีเรียจากสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 

ท าการแยกแบคทีเรียจากสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา ตามวิธีของ Long และคณะ 
(2017) โดยการน าตัวอย่างสปอร์ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ีจัดจ าแนกแล้วคละกลุ่มภายใน            
แหล่งเดียวกัน มาจ านวน 3-5 สปอร์ ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมน้ าเกลือปลอดเช้ือ            
ความเข้มข้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ (โดยมวลต่อปริมาตร) บดสปอร์ให้แตก น าของเหลวท่ีได้เกล่ีย           
ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Nutrient agar (NA) (ภาคผนวก ค) เจือจาง 0.25 เท่า แล้วน าไปบ่ม        
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง คัดเลือกโดยการสุ่มโคโลนีท่ีแตกต่างกันจ านวน
อย่างน้อย 20 โคโลนี  มาท าให้บริสุทธิ์ โดยการขีดลาก (streak) บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง NA            
ความเข้มข้นเต็มสูตร จนได้โคโลนีเด่ียวท่ีบริสุทธิ์ จากนั้นจึงเก็บแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ในอาหาร NA 
เพื่อน าไปใช้ในการทดลองขัน้ต่อไป (Long et al., 2017) 

 
3.3.6 ทดสอบลักษณะการเป็น PGPB และการกระตุ้นการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ -       

ไมคอร์ไรซาของแบคทีเรียท่ีแยกได้  
3.3.6.1 การตรวจสอบลักษณะการเป็น PGPB ของแบคทีเรีย 

ตรวจสอบแบคทีเรียท่ีแยกได้จากข้อ 5 ด้วยลักษณะต่าง ๆ ด้วยวิธีการดังนี้ 
การสร้าง IAA (Indole-3-acetic acid) 

ตรวจสอบปริมาณ IAA ตามวิธีของ Ahemad และ Khan (2012) โดยน าหัวเช้ือ
แบคทีเรีย (ภาคผนวก ก) เล้ียงแบคทีเรียถ่ายใส่ลงในอาหารเหลวเล้ียงเช้ือ Nutrient broth (NB) 
(ภาคผนวก ค) ท่ีมีส่วนผสมของทริปโตเฟน (Tryptophan) 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง           
น าเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที                
ดูดสารละลายส่วนใสปริมาตร 200 ไมโครลิตรใส่หลอดทดลอง และเติมสารละลาย Salkowski 
reagent (ภาคผนวก ข ) ปริมาตร 200 ไม โครลิตร จากนั้ น บ่ม ใน ท่ีมื ด เป็น เวลา 30 น าที                        
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วัดปริมาณ IAA ท่ีเกิดขึ้นด้วย วัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร เทียบกับสารละลาย 
IAA มาตรฐานความเข้มข้น 0-100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ง) (Ahemad, M. and Khan, 2012) 

การสร้างแอมโมเนีย (NH3 production) (Cappuccino and Sherman, 1996) 
ตรวจสอบความสามารถในการสร้างแอมโมเนียของแบคทีเรียตามวิธีของ Cappuccio 

และSherman (1996) โดยน าหัวเช้ือแบคทีเรีย (ภาคผนวก ก) ถ่ายลงในหลอดทดลองท่ีมีอาหารเหลว
เล้ียงเช้ือ peptone water (ภาคผนวก ค) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปบ่ม ท่ีอุณหภูมิ  30±2               
องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 วัน เมื่อครบก าหนด                
น าสารแขวนลอยท่ีได้ไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดสารละลาย
ส่วนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่หลอดทดลอง และเติมสารละลาย Nessler’s reagent (ภาคผนวก ข) 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นผสมสารละลายให้เข้ากัน น าไปปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง
ด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบสารผลิตภัณฑ์ด้วยความยาวคล่ืนท่ี 
450 นาโนเมตร เทียบกับสารละลายแอมโมเนียม ซัลเฟตมาตรฐานท่ีความเข้มข้น 0-0.8 มิลลิโมลต่อ
มิลลิลิตร (ภาคผนวก ง)  

การสร้างสาร Siderophore 
ตรวจสอบการสร้าง Siderophore โดยตรวจสอบการสร้างกรดซาลิซิลิค ตามวิธีของ 

Ahemad และ Khan (2012) โดยน าหัวเช้ือแบคทีเรีย (ภาคผนวก ก) ถ่ายลงในอาหารเหลว Modi 
medium (ภาคผนวก ค ) ปริมาตร 10 มิลลิ ลิตร น าไปบ่ม ท่ีอุณหภูมิ  30±2 องศาเซลเซียส                    
บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นสกัดสารด้วย ethyl acetate           
โดยน าสารแขวนลอยแบคที เรีย  10 มิลลิลตร ปรับ  pH ให้ สารแขวนลอย มี ค่าเป็น  2 .0                         
ด้วยสารละลายกรดไฮดรอคลอริก (HCl) จากนั้นดูดสารละลาย 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดสารละลาย
ส่วนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลองหลอดใหม่และเติมสารละลาย ethyl acetate                       
1 มิลลิลิตร ผสมสารละลายให้เป็น  เนื้อเดียวกัน จากนั้นต้ังท้ิงไว้ 30 นาที และดูดสารละลายส่วนบน 
0.5 มิลลิลิตรใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 2 มิลลิลิตร เ ติมสารละลาย Hathway's reagent 
(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร วัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตรวัดปริมาณ
สารท่ีเกิดขึ้นเทียบด้วยสารละลายโซเดียมซาลิซิเลตมาตราฐานท่ีความเข้มข้น 0-100 ไมโครโมลต่อ
มิลลิลิตร (ภาคผนวก ง)  
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การละลายฟอสเฟต (Phosphate solubilization) 
ตรวจสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟตตามวิธีของ Ahemad และ Khan 

(2012) โดยการ ใช้ลูปแตะเช้ือแบคทีเรีย จากจานเล้ียงเช้ือแข็ง NA แต้มลงบนกลางอาหารเล้ียงเช้ือ 
Pikovskaya’s agar (ภาคผนวก ค) ให้มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.5 เซนติเมตร น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นสังเกตการเกิดวงใส บริเวณรอบ ๆ โคโลนี       
ของแบคทีเรียเปรียบเทียบกับการเกิดวงใส ค านวณหาค่า ดัชนีการละลายฟอสเฟต (Phosphate 
solubilization index; PSI) จากสมการ  

 

ดัชนีการละลายฟอสเฟต =
ผลรวมของเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีของแบคทีเรียและเส้นผ่านศูนย์กลาง

เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีของแบคทีเรีย
 

 
การสร้างสาร extracellular polymeric substance (EPS) 

ตรวจสอบการสร้างสาร extracellular polymeric substance (EPS) ตามวิธีของ 
Naseem และ Bano (2014) โดยน าหัวเช้ือแบคทีเรีย (ภาคผนวก ก) ถ่ายลงในอาหารเหลว NB  
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 วัน 
น าเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที       
จากนั้นดูดส่วนใส 500 ไมโครลิตรและหยดสารละลายเอทิลแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์          
(โดยปริมาตร) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้สารละลายเข้ากันและน าไปแช่ในอุณหภูมิ -20                 
องศาเซลเซียสเป็นเวลาข้ามคืน สังเกตผลิตภัณฑ์ลักษณะวุ้นสีขาวขุ่นเกิดท่ีเกิดขึ้นและท าการบันทึก            
ผลการทดลอง(Naseem and Bano, 2014) 

3.3.6.2 การทดสอบความสามารถในการกระตุ้นการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ -                   
ไมคอร์ไรซาของแบคท่ีเรียท่ีแยกได้ 

น าแบคทีเรียท่ี มาทดสอบลักษณะการเป็น MHB ด้วยวิธีการดัดแปลงมาจาก Long และ
คณะ (2017) โดยน าหัวเช้ือแบคทีเรีย (ภาคผนวก ก) ถ่ายลงในอาหารเหลวเล้ียงเช้ือเหลว NB และ
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา                     
6 ช่ัวโมง ล้างเซลล์ด้วยน้ าเกลือความเข้มข้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ (โดยมวลต่อปริมาตร) เจือจาง                      
ให้สารแขวนลอยแบคทีเรียมีความเข้มข้นของเซลล์ 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร น าเอาสปอร์ของ                            
ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาของแต่ละกลุ่มแช่ลงในสารแขวนลอยแบคทีเรียเป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
วางบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง water agar (WA) (ภาคผนวก ค) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส      
เป็นเวลา 7 วัน ตรวจสอบการงออกของสปอร์ราอาร์บัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา  

คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีลักษณะของการเป็น PGPB อย่างน้อย 4 ลักษณะและสามารถกระตุ้น
การงอกของสปอร์มาใช้ในการทดลองขั้นต่อไป   
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3.3.7 การการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและระบุชนิดแบคทีเรียท่ีมีลักษณะการเป็น PGPB 
และช่วยกระตุ้นการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 

3.3.7.1 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย 
ตรวจสอบลักษณะโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรีย สี ลักษณะผิวและขอบของโคโลนีด้วยตาเปล่า 

จากนั้นท าการศึกษาลักษณะของแบคทีเรียด้วยวิธีการย้อมแกรม (Gram staining) ตรวจสอบรูปร่าง 
การติดสีย้อมภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 

3.4.7.2 การระบุชนิดแบคทีเรียด้วยเทคนิคอณูวิทยา 
การสกัดดีเอ็นเอ 

แตะโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง ใส่ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว NA 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ข้ามคืน จากนั้นดูดสารแขวนลอยแบคทีเรีย                    
ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 15,000 รอบต่อวินาทีเป็นเวลา 
30 วินาที ล้างด้วยน้ ากล่ันปลอดนิวคลีโอไทด์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 
15,000 รอบต่อวินาทีเป็นเวลา 30 วินาทีอีกครั้งและเทส่วนใสออก จนเหลือแต่ตะกอนแบคทีเรีย   
เติมสารละลาย Lysozyme ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มเป็น
เวลา 15 นาทีท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นเติมน้ ากล่ันปลอดนิวคลีโอไทด์ 450 
ไมโครลิตร สารละลาย Protenase K ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตรปริมาตร 6 ไมโครลิตรและ
สารละลาย SDS ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ (โดยมวลต่อปริมาตร) ผสมสารละลายและตะกอน
แบคทีเรียให้เข้ากันโดยใช้ปิเปตดูดขึ้นลงอย่างนุ่มนวล จนไม่มีตะกอนตกค้างท่ีก้นหลอด น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นบ่มท่ีอุณภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 
นาทีหรือจนกว่าสารละลายใส เติมสารละลาย Phenol: Chlorophorm ปริมาตร 600 ไมโครลิตร 
ผสมสารละลายให้เข้ากัน ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 15 ,000 รอบต่อวินาทีเป็นเวลา 3 นาที                    
ดูดสารละลายส่วนใสใส่ลงในหลอดทดลอง 1.5 มิลลิตรอันใหม่ ด าเนินขั้นตอนดังกล่าวเป็นจ านวน                      
2 ครั้งจากนั้นเติมสารละลายโซเดียมอะซิเทต (pH 7.0) เติมสารเอลทิลกอฮอล์บริสุทธิ์ แช่เย็น
ปริมาตร 1 มิลลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 15,000 รอบต่อวินาทีเป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใส
ออกและเติมสารละลายเอลทิลแอลกอฮอล์ความเข้มข้น  70 เปอร์เซ็นต์ (โดยมวลต่อปริมาตร ) 
ปริมาตร 1 มิลลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 15,000 รอบต่อวินาทีเป็นเวลา 10 นาทีอีกครั้งดูด
สารละลายส่วนใสท้ิง จากนั้นรอตะกอนดีเอ็นเอใต้ก้นหลอดทดลองแห้ง และท าการเติมสารละลาย 
tRNase  ความเข้มข้น  20 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตรปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มเป็นเวลา 37 องศา
เซลเซียส เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อเตรียมใช้ในขั้นตอนต่อไป 
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การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง 18S RNA 
ท าการส่งตัวอย่างจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้อ 3.3.7.1 ส่งไปท่ีบริษัท ไบโอเนีย 

(bioneer) ประเทศเกาหลีเพื่อท าการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอท่ีต าแหน่งยีน 16S rRNA ด้วยเทคนิค 
Polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ไพร์เมอร์  27f (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) 
และไพร์เมอร์ 1541r (5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’) (Brosius et al., 1981; Cocolin et 
al., 2001) 

การหาล าดับเบสนิวคลีโอไทด์และการวิเคราะห์ล าดับเบสท่ีต าแหน่ง 16S rRNA 
หาล าดับเบส จากนั้นน าล าดับเบสท่ีได้จากบริษัทมาเปรียบเทียบความเหมือนกับ ล าดับ

เบสในฐานข้อมูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) ด้วยโปรแกรม 
BLAST น าล าดับเบสของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ และในฐานข้อมูลบางส่วนมาศึกษาความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการด้วยโปรแกรม Mega 10 (Kumar, S. et al., 2018) ตามวิธี Maximum Likelihood 
อ้างอิงจากโมเดล Kimura 2-parameter ทดสอบความเช่ือมั่นด้วยค่า Bootstrap จ านวน 1000 ซ้ า 
(Kimura, 1980) 

 
3.3 .8 การศึกษาผลของการอยู่ร่วมกันของราอาบัสคูลาร์ ไมคอร์ไรซาและแบคทีเรีย                       

ต่อการเจริญเติบโตของอ้อย 
ปลูกต้นกล้าอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 อายุ 3 เดือนท่ีได้จากการขยายพันธุ์ด้วยวิธีการเพาะเล้ียง

เนื้อเย่ือพืชจากศูนย์วิจัยพัฒนาเมล็ดพันธุ์พืชขอนแก่น ต าบลท่าพระ อ าเภอเมืองฯ จังหวัดขอนแก่น 
ในถุงเพาะช าส าหรับปลูกต้นไม้ ท่ีใส่ดินขี้ไส้เดือน ซึ่งผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จ านวน 2 ครั้ง ร่วมกับสปอร์ราท่ีคัดเลือกได้จากข้อ 3.4.3.2 และแบคทีเรีย                     
ท่ีมีลักษณะความสามารถ PGP และกระตุ้นการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ีคัดเลือกได้
จากข้อ 3.4.6.2 ดังรูปท่ี 3.4-3.5 โดยสัดส่วนของแบคทีเรียและสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาเป็นไป
ตามชุดการทดลองดังรายการต่อไปนี้ 

ชุดการทดลองที่ 1  ชุดเปรียบเทียบ (control)  ซึ่งไม่ใส่ราและแบคทีเรีย 
ชุดการทดลองที่ 2  ใส่สปอร์ราอาร์บัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาจ านวน 50 สปอร์/ต้น  
ชุดการทดลองที่ 3 ใส่แบคทีเรียความเข้มข้น 108  เซลล์ ต่อมิลลิลิตร 

ปริมาณ 1 มิลลิลิตร 
ชุดการทดลองที่ 4 ใส่สปอร์ราอาร์บัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาจ านวน 50 สปอร์/ต้น 

และใส่แบคทีเรียความเข้มข้น 108  เซลล์ ต่อมิลลิลิตร 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร  
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ท าการปลูกเป็นเวลา 120 วัน บันทึกผลการเจริญของอ้อยได้แก่ ความสูง มวลชีวภาพเหนือ
ดินและมวลชีวภาพใต้ดิน  บันทึกผลเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากอ้อยตามวิธี ดังภาคผนวก ก                     
ในการทดสอบวางแผนการทดลองแบบ RCBD จ านวน 3 ซ้ า ๆ ละ 3 ต้น วิเคราะห์ความแปรปรวน
ของข้อมูลแบบทางเดียว (One-way ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ีย ด้วยวิธี 
Dunnett’ test และ Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดับนัยส าคัญทางสถิติ p<0.05 

 
 
 

 

รูปที่ 3.4 การปลูกอ้อยในการทดลอง 

2
0

7
5

4
7

4
6

7
5



C
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
8
7
2
0
1
7
7
2
3
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
1
8
0
7
2
5
6
2
 
1
8
:
3
6
:
1
1
 
/
 
s
e
q
:
 
5
7

 

 

ก. ต้นกล้าอ้อยอายุ 3 เดือน 

ข. สปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาบนกระดาษกรอง 

ค. วิธีการใส่สปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมค์ไรซา 

ง. วิธีการใส่แบคทีเรีย 

จ. วิธีการปลูกต้นกล้าอ้อยในถุงเพาะช า 

รูปที่ 3.5 วิธีการใส่แบคทีเรียและ/หรือ สปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาในการปลูกต้นกล้าอ้อย 
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บทท่ี 4 ผลการวิจัย 
4.1 การแยกชนิดและจัดกลุ่มสปอร์ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 

จากการแยกสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอไรซาจากตัวอย่างดินของแปลงไร่อ้อย ท้ังหมด 5 พื้นท่ี 
ได้แก่ จังหวัดพระนครศรีอยุธยา (AY) จังหวัดอ่างทอง (AT) จังหวัดชลบุรี (CH) จังหวัดนครปฐม 
(NP)และ จังหวัดกาญจนบุรี (KR) พบสปอร์ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ีมีลักษณะต่าง ๆ กัน
จ านวน 18 ไอโซเลท ดังรูปท่ี 26 โดยพบลักษณะของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาจ านวน            
3 ลักษณะได้แก่ glomoid, gigasporoid และ acaulosporiod สามารถจัดกลุ่มสปอร์ราอาบัสคูลาร์-
ไมคอร์ไรซาท่ีแยกได้ออกเป็น 6 กลุ่มซึ่งแยกตามลักษณะสปอร์และแหล่งท่ีมาของสปอร์ ดังตารางท่ี 
4.1 โดยสปอร์ส่วนใหญ่ท่ีพบสปอร์มีลักษณะแบบ Glomeriod 

สถานที่ ไอโซเลท ลักษณะสปอร์ การจัดกลุ่ม 

จังหวัดพระนครศรีอยุธยา (AY) 

AY01 Glomoid 

กลุ่มท่ี 1 
AY02 Glomoid 

AY03 Glomoid  
AY04 Glomoid 

AY05 Glomoid 

จังหวัดอ่างทอง (AT) 

AT01 Glomoid 
กลุ่มท่ี 2 

AT02 Glomoid 

AT03 Gigasporiod กลุ่มท่ี 3 
AT04 Glomoid กลุ่มท่ี 2 

จังหวัดนครปฐม (NP) 
NP01 Glomoid 

กลุ่มท่ี 4 NP02 Glomoid 

NP03 Glomoid 

จังหวัดกาญจนบุรี (KR) 
KR01 Glomoid 

กลุ่มท่ี 5 KR02 Glomoid 

KR03 Glomoid 

จังหวัดชลบุรี  (CH) 
CH01 Acaulosporiod 

กลุ่มท่ี 6 CH02 Acaulosporiod 
CH03 Acaulosporiod 

  

ตารางที่ 4.1 วงค์ของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอไรซาท่ีจ าแนกได้ 
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รูปที่ 4.1 ลักษณะสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอไรซาจากตัวอย่างดินของแปลงไร่อ้อยท้ังหมด 5 พื้นท่ี 
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4.2 การเพิ่มจ านวนสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 
จากการเพิ่มปริมาณของกลุ่มสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาจ านวน 6 กลุ่ม  ในรากของ             

ข้าวฟ่าง (Sorghum bicolor L.) โดยใช้วัสดุปลูกท่ีประกอบด้วยทราย พีทมอสและเวอร์มิคูไลท์  
ปลอดเช้ือเป็นเวลา 3 เดือน โดยพบว่ามีเพียง 6 ไอโซเลท AY01, AY05, AT01, AT04, NP01 และ 
NP03 เท่านั้นท่ีสามารถเพิ่มจ านวนสปอร์ได้ และเมื่อน าสปอร์ท้ัง 6 ไอโซเลทเพิ่มจ านวนสปอร์และ 
ท าให้บริสุทธิ์อีกครั้งโดยใส่สปอร์ 1 สปอร์ต่อต้นข้าวฟ่าง 1 ต้น เป็นเวลา 3 เดือน ตรวจนับจ านวน
สปอร์ และเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากข้าวฟ่าง พบว่าแต่ละไอโซเลทมีจ านวนสปอร์ท่ีสร้างต่อดิน 
100 กรัมและเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากแตกต่างกันโดยจ านวนสปอร์อยู่ระหว่าง 8-27 สปอร์ต่อดิน 
100 กรัมเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือเฉล่ียอยู่ระหว่าง 65.40-11.49 เปอร์เซ็นต์ ดังตารางท่ี 4.2 โดยพบว่า 
AY01 มีจ านวนสปอร์เฉล่ีย 27.25 ± 2.06 สปอร์ต่อดิน 100 กรัมและเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือ              
ในรากข้าวฟ่างเฉล่ีย 65.40 ± 4.23 ซึ่งเป็นค่าเฉล่ียท่ีสูงสุดเมื่อเทียบกับไอโซเลทอื่น และรา AT04 มี
จ านวนสปอร์เฉล่ีย 54.39 ± 5.17สปอร์ต่อดิน 100 กรัมและเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากข้าวฟ่าง
เฉล่ีย 16.92 ± 3.59 มีค่าเฉล่ียเป็นอันดับถัดมา ด้วยเหตุนี้ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา AY01 และ 
AT04 จึงถูกเลือกน ามาใช้ในการศึกษาต่อไป 
ตารางที่ 4.2 จ านวนสปอร์และเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากข้าวฟ่างของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ี

แยกได้ 

 
 

  

ไอโซเลท 
จ านวนสปอร์ ต่อดิน 100 กรัม 

(สปอร์) 
เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อในรากข้าวฟ่าง 

(%) 
AY01 27.25 ± 2.06 65.40 ± 4.23 
AY05 11.50 ± 2.65 16.92 ± 3.59 
AT01 11.50 ± 2.65 28.46 ± 2.42 
AT04 20.50 ± 1.29 54.39 ± 5.17 
NP01 8.25 ± 1.50 11.49 ± 1.87 
NP03 12.00 ± 1.83 13.97 ± 0.55 
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4.3 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและระบุชนิดราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาที่คัดเลือกได้ด้วย
เทคนิคอณูวิทยา 

จากผลการเพิ่มจ านวนราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาในข้าวฟ่างได้คัดเลือกรา AY01 และAT04 มา
ท าการศึกษาสัณฐานลักษณะสัณฐานวิทยา โดยรา AY01 มีสปอร์แบบ glomoid สีเหลืองอ่อน ดังรูป
ท่ี 4.2 ก. เมื่อย้อมสีด้วย Melzer’s reagent พบว่าสีย้อมสามารถย้อมติดผนังสปอร์ ท้ัง 2 ช้ัน             
ดังรูปท่ี 4.2 ข. ส่วนรา AT04 มีสปอร์แบบ glomoid สีขาว ดังรูปท่ี 4.2 ค. และมีจ านวนผนังสปอร์               
2 ช้ัน โดยผนังท้ัง 2 ช้ัน ดังรูปท่ี 4.2 ง สามารถย้อมติดสี Melzer’s reagent ได้ ในการระบุชนิด               
ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาโดยเปรียบเทียบล าดับเบสท่ีต าแหน่งยีน 18S rRNA กับฐานข้อมูล 
Genbank โดย พบว่า AY01 และ AT04  มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือน (%identity) ของล าดับเบสท่ี 
98.75 และ 99.53 เปอร์เซ็นต์กับรา Diversispora sp. เมื่อท าการตรวจสอบโดยการสร้างแผนภูมิ
วิวัฒนาการดังรูป ท่ี  4.3 พบว่าราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท้ั ง 2 มีความใกล้เคียงราในสกุล 
Diversispora 

รูปที่ 4.2  ลักษณะสัณฐานของสปอร์รา AY01 และ AT04 
 ก สปอร์รา AY01   

ข สปอร์รา AY01 เมื่อย้อมด้วย Melzer’s reagent 

ค สปอร์รา AT04   

ง สปอร์รา AY01 เมื่อย้อมด้วย Melzer’s reagent 
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4.4 การแยกแบคทีเรียจากสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 

จากการแยกแบคทีเรียท่ีอาศัยอยู่ร่วมกันกับสปอร์ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาจากกลุ่มสปอร์
ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท้ัง 6 กลุ่ม แต่ละกลุ่มสามารถแยกได้แบคทีเรียท่ีมีสัณฐานแตกต่าง          
ดังตารางท่ี 4.3 รวมทั้งส้ิน 122 ไอโซเลท  

 
กลุ่มที่ ไอโซเลทสปอร์ที่ใช้ในการแยก จ านวน (ไอโซเลท) 

1 AY01, AY02, AY03, AY04 AY05 30 
2 AT01, AT02, AT04, AT05 20 
3 AT03 4 
4 NP01, NP02, NP03 25 
5 KR01, KR02, KR03 20 
6 CH01, CH02, CH03 23 

รวม 122 
 
 
  

ตารางที่ 4.3 ผลการแบคทีเรียท่ีอาศัยอยู่ร่วมกันกับสปอร์ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 

รูปที่ 4.3 ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ี ต าแหน่ง 18S rRNA ด้วย
แบบจ าลอง maximum likelihood algorithm แสดงเปอร์เซ็นต์ bootstrap จาก 
การทดสอบ 1000 ครั้ง 
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4.5 การทดสอบการเป็น PGPB ของแบคทีเรียที่แยกได้และความสามารถในการกระตุ้นการงอก
ของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา  

จากการน าแบคทีเรียท้ัง 122 ไอโซเลทมาท าการตรวจสอบคุณลักษณะความสามารถใน            
การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Plant growth promoting; PGP) จ านวน 5 ลักษณะได้แก่  
การสร้างแอมโมเนียม  ความสามารถในการสร้าง IAA ความสามารถในการละลายฟอสเฟต การสร้าง
สารในกลุ่ม siderophore และการสร้างไบโอฟิล์ม พบว่าแบคทีเรียแต่ละไอโซเลทมีลักษณะของ PGP 
ท่ีแตกต่างกัน (ภาคผนวก จ) โดยมีแบคทีเรียจ านวน 7 ไอโซเลทท่ีพบว่าไม่มีลักษณะความสามารถ
ของ PGP ตามท่ีก าหนดไว้ และแบคทีเรียท่ีมีลักษณะของ PGP อย่างน้อย 4 ลักษณะมีจ านวน 20        
ไอโซเลทคิดเป็น 16.39 เปอร์เซ็นต์ของแบคทีเรียท้ังหมดท่ีแยกได้ ได้แก่ AYR07, AYR09, AYR11, 
ATR06, ATR07, ATR08, ATR09, ATR15, ATR16, ATR17, ATR23, ATR24, NPR23, KRR06, 
KRR07, KRR09, CHR03, CHR07, CHR16 และCHR23 แต่ละไอโซเลทมี ลักษณะความสามารถ                
ดังแสดงในตารางท่ี 4.4 

 จากการตรวจสอบลักษณะความสามารถของแบคทีเรียท่ีปรากฏลักษณะของ PGP อย่างน้อย 
4 ลักษณะจ านวน 20 ไอโซเลท พบว่าแบคทีเรียท้ัง 20 ไอโซเลทมีความสามารถในการสร้าง IAA โดย
ปริมาณของ IAA ท่ีแบคทีเรียสร้างได้อยู่ในช่วง 2.21- 57.82 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรโดยแบคทีเรียท่ี
สามารถสร้าง IAA มีปริมาณสูงสุดคือ ATR16 ท่ีปริมาณ 57.82 ± 8.19 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร            
ดังรูปท่ี 4.4 

  

รูปที่ 4.4 ปริมาณการสร้าง IAA ของแบคทีเรียท่ีมีลักษณะ PGP อย่างน้อย 4 ลักษณะท่ีสร้างใน
อาหารเหลวเล้ียงเช้ือ Nutrient broth (NB) + 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
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+ หมายถึง มีลักษณะดังกล่าว และ - หมายถึง ไม่ลักษณะดังกล่าว 

 
 
 
  

ไอโซเลท 
การสร้าง 

IAA 
การสร้าง

แอมโมเนียม 
การสร้างสารในกลุ่ม 

siderophore 
การละลาย
ฟอสเฟต 

การสร้าง 
ไบโอฟิลม์ 

AYR07 + + + - + 
AYR09 + + + - + 
AYR11 + + + + - 
ATR06 + + + - + 
ATR07 + + + - + 
ATR08 + - + + + 
ATR09 + + + - + 
ATR15 + - + + + 
ATR16 + - + + + 
ATR17 + + + + - 
ATR23 + + + - + 
ATR24 + + + - + 
NPR23 + + + + - 
KRR06 + + + + - 
KRR07 + + + + - 
KRR09 + + + + + 
CHR03 + + - + + 
CHR07 + + + + + 
CHR16 + + + + - 
CHR23 + - + + + 

ตารางที่ 4.4 คุณลักษณะความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Plant growth 
promoting; PGP)  
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ส าหรับการตรวจสอบความสามารถในการสร้างแอมโมเนียของแบคทีเรียท้ัง 20 ไอโซเลทด้วย
สารละลาย Nessler’s reagent พบว่ามีแบคทีเรีย เพียง 16 ไอโซเลทเท่านั้น ท่ีสามารถสร้าง
แอมโมเนียได้โดยความเข้มข้นของแอมโมเนียท่ีแบคทีเรียสร้างได้อยู่ระหว่าง 0.31 และ 36.59 ไมโคร
โมลต่อมิลลิลิตรโดยแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างแอมโมเนียได้ความเข้มข้นสูงท่ีสุดคือ ATR09 ท่ีความ
เข้มข้น 36.59 ± 1.27 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตรตามล าดับ ดังรูปท่ี 4.5 

 

เมื่อตรวจสอบความสามารถการสร้างสารในกลุ่ม  Siderophore ของแบคทีเรียโดยใช้
สารละลาย Hathway’s reagent เพื่อตรวจหาปริมาณของกรดซาลิซาลิค ซึ่งเป็นสารในกลุ่ม 
siderophore พบว่ามีเพียงแบคทีเรีย CHR03 เท่านั้นท่ีไม่สามารถสร้างกรดซาลิซาลิค โดยแบคทีเรีย
ท่ีมีความสามารถในการสร้าง  Siderophore สามารถสร้างกรดซาลิซิลิคได้มีความเข้มข้น 5.31 - 
342.53 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตรโดยแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างสารได้สูงท่ีสุดคือ CHR07 ท่ีความเข้มข้น 
342.53 ± 11.05 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตรตามล าดับ ดังรูปท่ี 4.6 
  

รูปที่ 4.5 เปรียบเทียบความสามารถในการสร้างแอมโมเนียของแบคทีเรียท่ีมีลักษณะ PGP  
อย่างน้อย 4 ลักษณะในอาหารเหลวเล้ียงเช้ือ Peptone water  
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ในการทดสอบการละลายฟอสเฟตบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Pikovskaya’s agar พบว่ามี
แบคทีเรียจาก 20 ไอโซเลทสามารถสร้างวงใสรอบโคโลนีแบคทีเรี ยดังรูปท่ี 4.7-4.8 ได้เพียง 13                     
ไอโซเลท ซึ่งเป็นลักษณะของแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการละลายฟอสเฟต ท้ังนี้แบคทีเรียท่ีมีค่า
ของดัชนีการละลายฟอสเฟตท่ีสูงท่ีสุดคือ ATR16 ท่ี 2.65 ± 0.41 นอกจากนี้ในการทดสอบการสร้าง 
EPS โดยการตกตะกอนด้วยสารละลายเอทิลแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์ สังเกต                     
การตกตะกอนของสารผลิตภัณ ฑ์ ใน ส่วน ใสของแบคที เรีย  พบว่ ามี ส่ วน ใสแบคที เรีย ท่ี                     
สามารถการตกตะกอนได้ผลิตภัณฑ์ ท่ีมี ลักษณะเป็น เมือกสีขาวขุ่นจ านวน  14 ไอโซเลท                    
แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียเหล่านี้มีความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์ ดังตางรางท่ี 4.4 

 

รูปที่ 4.7 เปรียบเทียบลักษณะการสร้างวงใสรอบโคโลนีแบคทีเรียของ ATR16 และ AYR07 บน
อาหารแข็งเล้ียงเช้ือ Pikovskaya’s agar 

รูปที่ 4.6 เปรียบเทียบความสามารถในการสร้างกรดซาลิซาลิคของแบคทีเรียท่ีมีลักษณะ PGP  
อย่างน้อย 4 ลักษณะในอาหารเหลวเล้ียงเช้ือ Modi medium 
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เมื่อน าแบคทีเรียท้ัง 20 ไอโซเลทมาทดสอบการกระตุ้นการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ -                     
ไมคอร์ไรซาท่ีได้คัดเลือกจากจ านวนสปอร์และเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากข้าวฟ่างสูงสุด 2 อันดับ 
ได้แก่ AY01 และ AT04 ตรวจสอบการงอกของสปอร์ราไมคอร์ไรซาโยการทดสอบบนอาหารแข็ง 
water agar โดยแบคทีเรียท่ีกระตุ้นการงอกของสปอร์ราไมคอร์ไรซาได้นั้นจะพบการสร้างเส้นใย                     
แบบไม่มีผนังกั้นตามขวาง และมีการงอกเส้นใยจากตัวสปอร์ในรูปแบบ 2 แขนง (dichotomous 
branching) ดังรูปท่ี 4.9 ข และ ง พบว่าภายในเวลา 7 วันมีเพียง ATR16 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
สปอร์ของ AY01 และ AT04 ได้ แต่สปอร์ของ AT04 มีเพียงแบคทีเรียไอโซเลท ATR17 เท่านั้น ท่ี
สามารถกระตุ้นการงอกได้ ซึ่งต่างจากสปอร์ของ AY01 ท่ีมีแบคทีเรียถึง 11 ไอโซเลท ท่ีสามารถ
กระตุ้นการงอกของสปอร์ราได้ ดังตารางท่ี 4.5  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

รูปที่ 4.8 เปรียบเทียบดัชนีการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียท่ีมีลักษณะ PGP  
 อย่างน้อย 4 ลักษณะ บนอาหารแข็งเล้ียงเช้ือ Pikovskaya’s agar 
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ไอโซเลท 
ความสามารถในการงอกสปอร์ 

ไอโซเลท 
ความสามารถในการงอกสปอร์ 

AY01 AT04 AY01 AT04 
AYR07 + - ATR23 - - 
AYR09 + - ATR24 - - 
AYR11 - - NPR23 - - 
ATR06 + - KRR06 - - 
ATR07 + - KRR07 - - 
ATR08 + - KRR09 + - 
ATR09 + - CHR03 + - 
ATR15 + - CHR07 + - 
ATR16 + + CHR16 - - 
ATR17 - + CHR23 - - 

ตารางที่ 4.5 ความสามารถในการกระตุ้นการงอกสปอร์รา AY01 และ AT04 ของแบคทีเรีย               
ท่ีแยกได้ 

+ หมายถึง กระตุ้นการงอกสปอร์ราไมคอร์รซา และ - หมายถึง ไม่กระตุ้นการงอกสปอร์ราไมคอร์

ไรซา 

รูปที่ 4.9 ลักษณะการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 
ก และค: สปอร ์AY01 และ AT04 ตามล าดับ ในชุดควบคุมไม่มี 

           การงอกของสปอร์รา 

ข และง: สปอร์ AY01 และ AT04 ตามล าดับท่ีมีการใส่ 

            แบคทีเรียATR16 ร่วมด้วยพบการงอกของสปอร์รา 
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4.6 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและระบุชนิดแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ด้วยเทคนิคอณูวิทยา 

จากผลทดสอบการกระตุ้นการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา AY01 และ AT04 ของ
แบคทีเรีย คัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถกระตุ้นการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาได้ท้ัง 2 
ชนิดคือ ATR16 โดยลักษณะโคโลนีของ ATR16 บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง NA มีลักษณะโคโลนีขาว 
และเมื่อท าการย้อมแกรมพบว่า แบคทีเรียมีสัณฐานแบบกลมรี (Coccobacillus) และเป็นแกรมลบ  
ดังรูปท่ี 4.10 เมื่อท าการระบุชนิดแบคทีเรียโดยเปรียบเทียบล าดับเบสของแบคทีเรีย ท่ีต าแหน่งยีน  
16S rRNA กับฐานข้อมูล Genbank แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียATR16 มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือน 
(%identity) ของล าดับเบสท่ี 100 เปอร์เซ็นต์ตรงกับแบคทีเรีย คือ Acinetobacter baumannii         
ดังรูปท่ี 4.11  

 รูปที่ 4.10 ลักษณะสัณฐานลักษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง NA ของ ATR16 

รูปที่ 4.11 ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรียท่ี ต าแหน่ง 16S rDNA ด้วยแบบจ าลอง 
maximum likelihood algorithm แสดงเปอร์เซ็นต์ bootstrap จากการทดสอบ 1000 ครั้ง 
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4.7 การศึกษาผลของการอยู่ ร่วมกันของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและแบคที เรียต่อ                          
การเจริญเติบโตของอ้อย 

จากการทดสอบการอยู่ร่วมกันของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและแบคทีเรียต่อการเจริญเติบโต
ของอ้อยอายุ 3 เดือนให้ผลดังรูปท่ี 4.12, 4.13 และตารางท่ี 4.6-4.7 จากการเปรียบเทียบผลต่าง
ความสูงอ้อย พบว่าค่าเฉล่ียความสูงของชุดการทดลองท่ีใส่ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและแบคทีเรีย 
ATR16 มีค่าเฉล่ียความสูงของชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่ใส่เช้ือ แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ดัง
ตารางท่ี 4.6 แต่ค่าเฉล่ียความสูงของชุดการทดลองท่ีมีการใส่เช้ือมีค่าไม่แตกต่างกัน 

เมื่อเปรียบเทียบมวลชีวภาพเหนือดิน (ใบและล าต้น ) ของอ้อยในชุดการทดลองท่ีใส่                       
ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาหรือแบคทีเรียกับชุดควบคุมท่ีไม่ใส่เช้ือแสดงดังตารางท่ี 4.7 พบว่าค่าเฉล่ีย
มวลชีวภาพเหนือดินของชุดการทดลองท่ีมีการใส่เพียงราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา AT04 และแบคทีเรีย 
ATR16 มีค่าไม่แตกต่างกับชุดการทดลองควบคุม แต่ในชุดการทดลองท่ีมีการใส่เช้ือราอาบัสคูลาร์ -            
ไมคอร์ไรซา AY01 มีค่าแตกต่างกับชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นอกจากนี้ในชุดการทดลองท่ี
ใส่เช้ือราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา AY01 หรือ AT04 ร่วมกับแบคทีเรีย ATR16 มีค่าเฉล่ียมวลชีวภาพ
เหนือดินสูงขึ้นกว่าชุดการทดลองท่ีใส่ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาหรือแบคทีเรียอย่างใดอย่างหนึ่ง  
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยชุดการทดลองท่ีใส่ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา AY01 ร่วมกับแบคทีเรีย 
ATR06 ให้ค่าเฉล่ียมวลชีวภาพเหนือดินสูงท่ีสุด โดยมีค่าเฉล่ียท่ี 2.07 ± 0.49 กรัม และเป็น 1.23 เท่า
ของชุดการทดลองท่ีใสแต่ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา AY01    

รูปที่ 4.12 ชุดการทดลองของการศึกษาทดสอบการอยู่ร่วมกันของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและ 
แบคทีเรียต่อการเจริญเติบโตของอ้อยเป็นเวลา 3 เดือน 
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จากตารางท่ี 4.7 เมื่อเปรียบเทียบมวลชีวภาพใต้ดิน (ราก) ของอ้อยในชุดการทดลองท่ีใส่                      
ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและแบคทีเรียกับชุดควบคุมท่ีไม่ใส่เช้ือ พบว่ามวลชีวภาพใต้ดินของ                      
ชุดการทดลองท่ีมีการใส่ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา AT04 และชุดการทดลองท่ีใส่ ATR 16 มีค่าไม่
เฉล่ียไม่แตกต่างกับชุดการทดลองควบคุม แต่ค่าเฉล่ียมวลชีวภาพใต้ดินของชุดการทดลองท่ีใส่                        
ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา AY01 มีค่าแตกต่างจากชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และชุดการ
ทดลองท่ีมีการใส่ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา AY01 หรือ AT04 ร่วมกับแบคทีเรีย ATR16 พบว่ามี
ค่าเฉล่ียมวลชีวภาพใต้ดินเป็น 2.18, 1.64 เท่าตามล าดับจากเดิม เมื่อเทียบกับชุดการทดลองท่ีใส่แต่
ราอาบัสคูลาไมคอร์ไรซา AY01 หรือ AT04 เพียงอย่างเดียว โดยชุดการทดลองท่ีใส่ราอาบัสคูลาร์-                     
ไมคอร์ไรซา AY01 ร่วมกับแบคทีเรีย ATR06 ให้ค่าเฉล่ียมวลชีวภาพใต้ดินสูงท่ีสุด โดยมีค่าเฉล่ียท่ี 
4.01 ± 0.52 กรัม 
 จากรูปท่ี 4.13 เมื่อเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากอ้อยของแต่ละชุดการทดลอง
พบว่า ชุดการทดลองท่ีมีการใส่แบคทีเรีย ATR16 มีเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากอ้อยสูงขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ กล่าวคือ ในชุดการทดลองท่ีใส่ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์รซา AY01 มีค่าเฉล่ียของ
เปอร์เซ็นต์การติดเช้ือท่ี 49.20 ± 2.87 แต่ในชุดการทดลองท่ีใส่ราอาบัสคูลาไมคอร์ไรซา AY01 
ร่วมกับแบคทีเรีย  ATR16 มีเปอร์เซ็นต์เฉล่ียท่ี 69.59 ± 4.19 ซึ่ งมีค่าเป็น 1.41 เท่าจากเดิม                        
ในชุดการทดลองท่ีใส่ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา AT01 พบว่ามีเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากอ้อยเฉล่ีย 
30.52 ± 2.13 ซึ่งน้อยกว่าเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือเฉล่ียของชุดการทดลองท่ีใส่ราอาบัสคูลา AY01 
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่ในชุดการทดลองท่ีใส่ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ซา AT04 ร่วมกับแบคทีเรีย 
ATR16 มีค่าเฉล่ียสูงขึ้นเป็น 42.20 ± 3.80 %  
ตารางที่ 4.6 ค่าเฉล่ียความสูงของอ้อยอายุ 3 เดือนในแต่ละชุดการทดลอง 

ชุดการทดลอง ความสูง (เซนติเมตร) 
ชุดควบคุม 10.29 ± 0.86a 
รา AY01 13.60 ± 0.45b 
รา AT04 11.28 ± 0.70b 
ATR16 12.17 ± 0.86b 
รา AY01+ATR16 15.00 ± 0.87b 
รา AT04+ATR16 12.84 ± 0.97b 

ค่าเฉล่ียในแนวสดมภ์เดียวกันท่ีตามด้วยอักษรภาษาอังกฤษเหมือนกัน ไม่แตกต่างทางสถิติ ทดสอบ
โดย Dunnett’s test ท่ีระดับนัยส าคัญท่ี 95% 
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ตารางที่ 4.7 ค่าเฉล่ียมวลชีวภาพเหนือดินและใต้ดินของอ้อยอายุ 3 เดือนในแต่ละชุดการทดลอง 
ชุดการทดลอง มวลชีวภาพเหนือดิน (กรัม) มวลชีวภาพใต้ดิน (กรัม) 

ชุดควบคุม 0.87 ± 0.22a 0.99 ± 0.30a 
รา AY01 1.68 ± 0.19c 1.84 ± 0.25b 
รา AT04 1.11 ± 0.19ab 1.29 ± 0.26a 
ATR16 1.08 ± 0.08ab 1.24 ± 0.17a 
รา AY01+ATR16 2.07 ± 0.49d 4.01 ± 0.52c 
รา AT04+ATR16 1.36 ± 0.45b 2.12 ± 0.57b 
ค่าเฉล่ียในแนวสดมภ์เดียวกันท่ีตามด้วยอักษรภาษาอังกฤษเหมือนกัน ไม่แตกต่างทางสถิติ ทดสอบ
โดย Duncan’s multiple rang test ท่ีระดับนัยส าคัญท่ี 95% 

 
 
 

รูปที่  4.13 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์เฉล่ียการติดเช้ือราในรากอ้อยอายุ  3 เดือน ในแต่ละ                 
ชุดการทดลอง 
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บทท่ี 5 อภิปรายผลการวิจัย 
ในการแยกและจัดกลุ่มสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาจากดินตัวอย่างไร่อ้อยท้ังหมด 5 พื้นท่ี 

ได้แก่ จังหวัดพระนครศรีอยุธยา (AY) จังหวัดอ่างทอง (AT) จังหวัดชลบุรี (CH) จังหวัดนครปฐม (NP) 
และ จังหวัดกาญจนบุรี (KR) พบสปอร์ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ีมีลักษณะสัณฐานท่ีแตกต่างกัน
จ านวน 18 ไอโซเลท โดยพบว่าราอาบัสคูลาร์ไรซาท่ีแยกได้มี ลักษณะสปอร์แบบ  glomoid, 
gigasporoid และ acaulosporoid  โดยลักษณะสปอร์ท่ีพบมากท่ีสุดคือลักษณะแบบ glomoid                    
ซึ่งผลการแยกสปอร์มีความสอดคล้องกับการศึกษาความหลากหลายของชนิดสปอร์ในพื้นท่ีไร่อ้อยใน
ประเทศอินเดีย ท่ีพบราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ีมีลักษณะสปอร์แบบ glomoid, acaulosporoid 
และ gigasporoid ซึ่ งจ าแนกได้ เป็น  4 สกุ ลได้แก่  Glomus, Acaulospora, Gigaspora และ 
Scutellospora (Suresh. N. and Nelson., 2015) แต่ในการศึกษาพื้ น ท่ี ไร่อ้อยของประเทศ                    
มอร็อคโค กลับพบความหลายหลายของลักษณะสปอร์ท่ีมากกว่า กล่าวคือสามารถพบลักษณะสปอร์
ได้ถึง 5 ลักษณะและสามารถจ าแนกราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาได้ถึง 8 สกุล คือ Glomus, 
Gigaspora, Acaulospora, Entrophospora, Pacispora, Scutellospora, Ambispora แ ล ะ 
Rhizophagus (Selmaoui et al., 2017) ซึ่งความหลากหลายของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา 
ขึ้นอยู่ กับปัจ จัยหลายอย่างเช่น  ภู มิประเทศ ลักษณะของดิน  ความ เป็นกรดด่างของดิน                       
และการใช้ปุ๋ยเคมีและสารก าจัดศัตรูพืชในพื้นท่ีเกษตรกรรม (Gao et al., 2010; Xu et al., 2017) 
โดยเฉพาะการใช้ปุ๋ยเคมีเป็นระยะเวลานานส่งผลต่อการอยู่ร่วมกันของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซากับ
รากพืช การสร้างสปอร์ รวมถึงชุมชนของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ซาอีด้วย (Corkidi et al., 2002; Guo 
et al., 2018) นอกจากนี้ยังมีพบว่าปุ๋ยฟอสฟอรัสในปริมาณท่ีสูง สามารถยับยั้งการเจริญของสปอร์ 
ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและการเข้าอยู่ในรากพืชได้ เนื่องจากราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซามีบทบาท
ส าคัญต่อการเป็นแหล่งฟอสฟอรัสให้กับพืช เมื่อมีการใช้ปุ๋ยฟอสฟอรัสในพื้นท่ี จึงท าให้บทบาทของ 
ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาลดลงการเข้าอยู่ร่วมของราอาบัสคูลาร์ในรากพืชจึงลดลงด้วยเช่นกัน (Tang 
et al., 2001) ด้วยเหตุนี้การใช้ปุ๋ยเคมีจึงท าให้ความหลากหลายของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาลดลง  

เนื่ อ งจากการเพิ่ มจ านวนราอาบัสคูลาร์ ไมคอร์ไรซาไม่สามารถเพิ่ มจ านวนได้ใน                    
อาหารเล้ียงเช้ือตามปกติ จ าเป็นต้องท าการเพิ่มจ านวนภายในรากพืช จากผลการเพิ่มจ านวนสปอร์ 
ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาในรากข้าวฟ่าง (trap culture) มีเพียง 6 ไอโซเลทเท่านั้นท่ีสามารถเพิ่ม
จ านวนได้คิดเป็น 30 เปอร์เซ็นต์จากสปอร์ท่ีแยกได้ท้ังหมด ซึ่งเป็นจ านวนท่ีน้อยเมื่อเทียบกับจ านวน
ไอโซเลทท่ีแยกได้เริ่มต้น โดยสาเหตุอาจเนื่องมากจากการใช้สปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา                    
ท่ีมีอายุมากเกินไป หรือไม่สมบูรณ์มาใช้ในการเพิ่มจ านวน จึงท าให้มีบางไอโซเลทไม่สามารถเจริญต่อ
ได้ นอกจากนี้ความจ าเพาะต่อพืชอาศัยของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซายังเป็นอีกปัจจัยหนึ่งท่ีส่งผลต่อ                     
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การเพิ่มจ านวนและการเข้าอยู่ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา (Bawadekji, 2016) โดยพบว่าสปอร์                     
ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา Claroideoglomus etunicatum ท่ีแยกได้จากดินรอบรากพืชชนิดต่าง ๆ 
เมื่อน ามาเพิ่มจ านวนในรากข้าวโพดและรากข้าวฟ่าง พบว่า C. etunicatum SS1  สามารถเพิ่ม
จ านวนและมีเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากข้าวโพดสูงกว่ารากข้าวฟ่าง ในทางกลับกัน C. etunicatum 
SS4 ท่ีแยกได้จากพืชต่างชนิดกลับเพิ่มจ านวนสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและมีเปอร์เซ็นต์                     
การติดเช้ือในรากข้าวฟ่างสูงกว่าการเพิ่มจ านวนราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาในรากข้ าวโพด                     
ดังนั้นจะเห็นได้ว่าถึงแม้จะเป็นสปอร์ชนิดเดียวกันแต่ความจ าเพาะของราอาบัสคูลาร์มีผลต่อการเพิ่ม
จ านวนสปอร์ (Gopal et al., 2016) ซึ่งความจ าเพาะดังกล่าวอาจเนื่องมาจากสารท่ีพืชหล่ัง                     
จากรากพืช (root exudate) ท่ีมีความหลากหลายขึ้นและมีหลายปัจจัยส่งผลต่อรูปแบบการหล่ังสาร
ดังกล่าว โดยสารท่ีหล่ังจากรากพืชท าหน้าท่ีในการเป็นติดต่อส่ือสารระหว่างราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา
กับรากพืช ท าให้ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาสามารถเข้าอยู่ในรากพืชได้ (Nagahashi and Gerald, 
2000; Tahat and Sijam, 2012) แต่อย่างไรก็ตามการเพิ่มจ านวนราอาบัสคูลาร์ในรากพืชเป็นเพียง
ทางเลือกหนึ่ง ท่ีนิยมน ามาใช้ในการเพิ่มจ านวนราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา แต่ในปัจจุบันมีการพัฒนา
วิธีการเพิ่มจ านวนสปอร์ราอาบัสคูลไมคอร์ไรซาอย่างต่อเนื่อง ท าให้มีวิธีการเพิ่มจ านวนราอาบัสคูลาร์-
ไมคอร์ไรซาท่ีหลากหลายและมีประสิทธิภาพเพิ่มมากขึ้น (Douds et al., 2006) ดังนั้นราอาบัสคูลาร์-
ไมคอร์ไรซาท่ีไม่สามารถเพิ่มจ านวนสปอร์ได้ในรากข้าวฟ่าง ก็อาจสามารถเพิ่มจ านวนสปอร์ได้โดย 
การใช้วิธีการอื่น ๆ ซึ่งจะถูกน าไปใช้ในการเพิ่มจ านวนต่อไปในอนาคต 

ส าหรับการศึกษาสัณฐานและการระบุชนิดราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาด้วยเทคนิคอณูวิทยา 
โดยเปรียบเทียบล าดับเบสของราท่ีต าแหน่งยีน 18S rRNA พบว่ารา AY01 และ AT04 เป็นราในสกุล 
Diversispora ซึ่งราสกุลดังกล่าวมีรายงานก่อนหน้าว่า สามารถแยกได้จากดินรอบรากอ้อยในหลาย
พื้นท่ี (Selmaoui et al., 2017; Ventura et al., 2018) นอกจากนี้ยังสามารถแยกราในสกุลดังกล่าว
ได้จากดินรอบรากพืชหลายชนิดเช่น ถั่วเหลือง ปาล์ม  Asteriscus maritimus พืชพื้นถิ่นใน
ทะเลทรายอย่าง Tetraena qatarense Beier & Thulin, Prosopis cineraria (L.) Druce รวมถึง
ต้นไม้ ใหญ่อย่างเช่น Uniperus communis L อีกด้วย (Balázs et al., 2014 ; Estrada et al., 
2012; Symanczik et al., 2014) 

ส าหรับการแยกแบคทีเรียจากสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาจากกลุ่มสปอร์ราท่ีแยกได้จาก
ดินรอบรากอ้อย  สามารถแยกแบคทีเรียท่ีอยู่ร่วมกับสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาได้ 122 ไอโซเลท
โดยแบคทีเรียส่วนใหญ่มีลักษณะความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (plant growth 
promoting; PGP) ได้ โดยพบความสามารถในการสร้างแอมโมเนียมและการละลายฟอสเฟต ซึ่งเป็น
แหล่งธาตุอาหารท่ีส าคัญต่อพืช โดยมีรายงานการแยกแบคทีเรียจากสปอร์อาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา  
Glomus intraradices, G. mosseae, G. caledonium, Racocetra alborosea แ ล ะ 
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Funneliformis mosseae พบว่าแบคทีเรียหลายไอโซเลทมีความสามารถในการสร้างแอมโมเนีย
และการละลายฟอสเฟตได้เช่นเดียวกัน (Bharadwaj et al., 2008; Gopal et al., 2012; Roesti et 
al., 2005) ยิ่งไปกว่านั้นยังพบว่าแบคทีเรียท่ีแยกจากสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาในการศึกษาครั้ง
นี้ยังมีความสามารถในการสร้างกรดกรดซาลิซิลิค ซึ่งเป็นสารในกลุ่ม siderophore ท่ีเกี่ยวข้องกับ                     
การป้องกันตัวเองของพืชเมื่อได้รับผลกระทบจากศัตรูพืช รวมไปถึงท าให้พืชสามารถทนในสภาวะไม่
เหมาะสมท าให้พืชสามารถทนต่อสภาวะแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมได้ เช่น ในบริเวณท่ีมีการตกค้างของ
โลหะหนักได้อีกด้วย (Islam et al., 2016; Ji et al., 2019; Liu et al., 2008)  

เมื่อท าการทดสอบลักษณะความสามารถของ PGP ของแบคทีเรียท่ีแยกได้ในด้านของ                     
การสร้าง IAA ซึ่งเป็นฮอร์โมนท่ีเกี่ยวข้องต่อการพัฒนาของรากพืช (Patten and Glick, 2002) และ
การสร้าง Exopolysaccharides (EPS) ซึ่งเป็นสารต้ังต้นในการสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรีย พบว่า
แบคทีเรียท่ีแยกได้หลายไอโซเลทมีความสามารถในการสร้างสาร IAA และ EPS ได้ โดยมีรายงานว่า 
สาร IAA มีผลต่อความสัมพันธ์ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซากับพืช กล่าวคือ IAA เป็นปัจจัยส าคัญต่อ
การสร้างและพัฒนาของรากแขนง (lateral root) ซึ่งจะเป็นบริเวณท่ีราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาเข้า
อาศัย ดังนั้นการท่ีพืชมีพื้นท่ีผิวรากท่ีมากย่อมท าให้ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาสามารถเข้าอยู่ได้มากขึ้น 
(Battini et al., 2016; Ludwig-Müller and Güther, 2007) โดยพบแบคทีเรียหลายชนิดท่ีแยกได้
จากสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซามีความสามารถในสร้าง IAA ได้ เช่น Stenotrophomonas 
maltophilia, Pseudomonas putida, Bacillus subtilis แ ล ะ  Arthrobacter ilicis เป็ น ต้ น 
(Battini et al., 2016; Bharadwaj et al., 2008) ยิ่งไปกว่านั้นความสามารถในการสร้าง EPS ก็
สามารถส่งเสริมความสัมพันธ์ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาได้เช่นเดียวกันกล่าวคือ ไบโอฟิล์มได้จะท า
ให้แบคทีเรียสามารถยึดเกาะกับพื้นท่ีผิวของสปอร์ราและเส้นใยราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาได้ (Cruz 
and Ishii, 2012; Scheublin et al., 2010) ดังนั้นท าให้สารต่าง ๆ ท่ีแบคทีเรียสร้างขึ้น สามารถ
เข้าถึงรากพืชและโครงสร้างราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาได้ง่าย นอกจากนี้ไบโอฟิล์มยังท าให้พืชทนต่อ
สภาวะแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมได้ดีขึ้นอีกด้วย (Kasim et al., 2016) 

จากผลการทดสอบแบคทีเรียท่ีมีลักษณะของ PGP อย่างน้อย 4 ลักษณะต่อการกระตุ้น                     
การงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์มคอร์ไรซา AY01 และAT04 ซึ่งท้ัง 2 เป็นราในสกุล Diversispora 
พบว่ามีเพียงแบคทีเรียไอโซเลท ATR16 เท่านั้นท่ีสามารถกระตุ้นการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ได้
ท้ัง 2 ไอโซเลท โดยมีรายงานพบแบคทีเรีย ท่ีแยกได้จากสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซามี
ความสามารถในการกระตุ้นการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา โดยพบแบคทีเรียบางชนิด
สามารถย่อยสลายสารไคตินได้ ซึ่งสารไคตินเป็นองค์ประกอบส าคัญของผนังเซลล์ของสปอร์ราอาบัสคู
ลาร์ไมคอร์ไรซา ส่งผลท าให้สปอร์ราอาบัสคูราไมคอร์ไรซาสามารถงอกได้ดีขึ้น (Ames et al., 1989; 
Selvakumar, Gopal et al., 2016) รวมไปถึงเพิ่มสามารถกระตุ้นการเจริญของเส้นใยและส่งเสริม
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การเข้าอยู่ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาในรากพืชอีกด้วย  (Long et al., 2017) แต่อย่างไรก็ตามยัง
ไม่พบการรายงานของแบคทีเรียท่ีสามารถกระตุ้นการงอกของสปอร์รา Diversispora sp. ได้                     
ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้อาจเป็นการศึกษาแรกท่ีพบแบคทีเรียท่ีสามารถกระตุ้นการงอกของสปอร์                     
ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาชนิดนี้ 

เมื่อท าการระบุชนิดแบคทีเรียด้วยเทคนิคอณูวิทยา โดยเปรียบเทียบล าดับเบสของราท่ี
ต าแหน่งยีน 16S rRNA พบว่าแบคทีเรีย ATR16 คือ Acinetobacter baumannii โดยแบคทีเรีย 
ATR16 มีความสามารถในการสร้าง IAA การละลายฟอสเฟต การสร้างสารในกลุ่ม siderophore 
และสามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ ถึงแม้ในการศึกษาครั้งนี้จะพบว่า ATR16 ไม่มีความสามารถใน                     
การสร้างแอมโมเนีย แต่อย่างไรก็ตามจากการศึกษาก่อนหน้าพบว่า A. baumannii  มีความสามารถ
ในการตรึงไนโตรเจนได้ ซึ่งท าให้พืชได้รับแหล่งไนโตรเจนได้เช่นเดียวกันกับการสร้างแอมโมเนีย 
(Sachdev et al., 2010) แต่เนื่องจากในการศึกษาครั้งนี้ได้เลือกใช้สารละลาย Nesslesr’s reagent
ท่ีมีข้อจ ากัดในการปฏิกิริยากับแอมโมเนียเท่านั้น จึงท าให้ไม่สามารถตรวจสอบพบความสามารถใน
การตรึงไนโตรเจนได้ของ ATR16 ได้ อย่างไรก็ตามก็ไม่สามารถระบุได้ชัดว่า ATR16 มีความสามารถ
ในการตรึงไนโตรเจนได้ จ าเป็นต้องมีการพิสูจน์ในความสามารถดังกล่าว แต่อย่างไรก็ตาม ATR16 ก็มี
แนวโน้มท่ีอาจสามารถตรึงไนโตรเจนได้เช่นเดียวกับการศึกษาก่อนหน้าเนื่องจากเป็นแบคทีเรียชนิด
เดียวกัน นอกจากนี้ยังพบว่าแบคทีเรีย A. baumannii  มีลักษณะความสามารถของ PGP อีกหลาย
ประการซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองเช่น การสร้างสาร IAA การละลายฟอสเฟต การสร้างสารใน
กลุ่ม Siderophore ยิ่งไปกว่านั้น A. baumannii  ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
ศัตรูพืชได้อีกด้วย (Patel et al., 2017 ; Rokhbakhsh Zamin et al., 2011 ; Sachdev et al., 
2010) แต่อย่างไรก็ตามยังไม่พบรายงานของแบคทีเรีย A. baumannii ต่อการกระตุ้นการงอกของ
สปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาชนิดอื่น จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นว่าในการศึกษาครั้งนี้ได้พบ
แบคทีเรียท่ีสามารถกระตุ้นการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา Diversispora sp ท่ีไม่เคยมี
การรายงานของแบคทีเรียท่ีสามารถกระตุ้นการงอกของสปอร์มาก่อน นอกจากนี้แบคทีเรียท่ีสามารถ
กระตุ้นการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา Diversispora sp. ในการศึกษาครั้งนี้คือ A. 
baumannii  ซึ่งยังไม่พบการรายงานความสามารถในการกระตุ้นการงอกของสปอร์ราไมคอร์ไรซา
ชนิดอื่นด้วยเช่นกัน ถึงแม้ว่ามีรายงานหลายฉบับกล่าวถึง A. baumannii  เป็นแบคทีเรียฉวยโอกาส

ท่ีก่อโรคกับผู้ป่วยท่ีมีภูมิคุ้มกันอ่อนแอ (Krzyściak et al., 2017; Tunyapanit et al., 2014) แต่
อย่างไรก็ตามแบคทีเรีย ATR16 อาจไม่มีความสามารถในด้านของการก่อโรคได้ เนื่องจากการระบุ
ชนิดครั้งนี้ใช้ต าแหน่งยีน 16S rRNA เพียงบางส่วนเท่านั้น จึงท าให้ระบุชนิดได้แบบกว้าง ๆ ไม่
สามารถระบุถึงความสามารถของการก่อโรคได้ นอกจากนี้มีการรายงานว่า A. baumannii เป็น
แบคทีเรียท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและน าไปใช้ในพื้นท่ีจริงเช่นกัน ยิ่งไปกว่านั้นยังพบว่าล าดับ
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นิวคลีโอไทด์ท่ีต าแหน่งยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย ATR16 มีความใกล้เคียงกับแบคทีเรีย A. 
Baumannii ในกลุ่มท่ีเป็น PGPB ได้แก่ A. baumannii  FJ816076, A. baumannii  KF055001
มากกว่าการเป็นแบคทีเรีย A. baumannii KX955259 ซึ่งเป็นเช้ือก่อโรคในโรงพยาบาล แต่อย่างไรก็
ตามควรมีการตรวจสอบแบคทีเรียท่ีแยกได้นี้อีกครั้งก่อนน าไปใช้ในพื้นท่ีจริง 

จากการศึกษาผลของการอยู่ร่วมกันของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและแบคทีเรีย  พบว่า                      
การใส่เช้ือราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา Diversispora sp. AY01 หรือ Diversispora sp. AT04 ร่วมกับ
แบคทีเรีย A. baumannii ATR16 ส่งผลท าให้พืชผลต่างความสูง มวลชีวภาพเหนือดินและใต้ดินมี
ค่าเฉล่ียสูงกว่าจนมีค่าเฉล่ียแตกต่างจากชุดการทดลองท่ีใส่ราอาบัสคูลาร์หรือแบคทีเรียอย่างใดอย่าง
หนึ่งอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งผลดังกล่าวสอดคล้องกับเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือของราอาบัสคูลาร์ -                      
ไมคอร์ ไรซาใน รากอ้ อยของราอาบั ส คู ลาร์ ไมคอร์ ไรซา ท้ั ง Diversispora sp. AY01 และ 
Diversispora sp.  AT04 ท่ีมีเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือเฉล่ียสูงขึ้นเมื่อใส่ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา
ร่วมกับแบคทีเรีย ATR16 จนแตกต่างกับชุดการทดลองท่ีใส่เพียงราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาหรือ
แบคทีเรีย อย่างใดอย่างหนึ่ง แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรีย A. baumannii ATR16 มีความสามารถใน
การส่งเสริมความสัมพันธ์แบบอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา จากการศึกษาก่อนหน้าท่ีรายงานเกี่ยวข้องกับ
แบคทีเรียท่ีส่งเสริมความสัมพันธ์แบบอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาพบว่า แบคทีเรียหลายชนิดสามารถ
ส่งเสริมความสัมพันธ์แบบอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาได้ โดยแบคทีเรียเหล่านี้จะมีบทบาทต่อการเพิ่ม
เปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากพืชท าให้การแลกเปล่ียนสารอาหารระหว่างพืชและราอาบัสคูลาร์ไมคอร์
ไรซามีมากขึ้น ส่งผลท าให้พืชมีการเจริญเติบโตสูงขึ้นตามไปด้วย (Bharadwaj et al., 2008; Gopal 
et al., 2012; Selvakumar, Gopal et al., 2017) 

ดังนั้นผลการศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าการใช้ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาร่วมกับแบคที เรีย
สามารถช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นอ้อยได้ โดยแบคทีเรียมีบทบาทส าคัญในการกระตุ้น                      
การงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและเพิ่มเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากอ้อย  อันแสดงให้
เห็นว่าแบคทีเรียดังกล่าวมีคุณสมบัติท่ีช่วยส่งเสริมความสัมพันธ์แบบไมคอร์ไรซา ซึ่งจะเป็นแนวทางใน
การศึกษาเพื่อพัฒนาหัวเช้ือเพื่อใช้ในพื้นท่ีเกษตรกรรมต่อไปในอนาคต 
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บทท่ี 6 สรุปผลการทดลอง 
จากการแยกสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอไรซาจากตัวอย่างดินของแปลงไร่อ้อยท้ังหมด 5 พื้นท่ี 

ได้แก่ จังหวัดพระนครศรีอยุธยา (AY) จังหวัดอ่างทอง (AT) จังหวัดชลบุรี (CH) จังหวัดนครปฐม 
(NP)และ จังหวัดกาญจนบุรี (KR) พบสปอร์ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ีมีลักษณะต่าง ๆ กัน
จ านวน 18 ไอโซเลท โดยสามารถจัดกกลุ่มแยกตามลักษณะสปอร์และแหล่งท่ีมาได้จ านวน 6 กลุ่ม ซึ่ง
ลักษณะสปอร์ท่ีพบได้แก่ glomoid, gigasporiod และ acaulosporiod 

จากการเพิ่มปริมาณของกลุ่มสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาจ านวน 6 กลุ่ม ในรากของต้น
ข้าวฟ่าง (Sorghum bicolor L.) เป็นเวลา 3 เดือนพบว่ามีเพียง 6 ไอโซเลทได้แก่ AY01, AY05, 
AT01, AT04, NP01 และ NP03 เท่านั้นท่ีสามารถเพิ่มจ านวนสปอร์ได้ จากนั้นน าสปอร์ดังกล่าวมา
เพิ่มจ านวนในรากข้าวฟ่างอีกครั้งโดยใส่สปอร์ 1 สปอร์ต่อต้นข้าวฟ่าง 1 ต้น ปลูกข้าวฟ่างเป็นเวลา 3 
เดือน เมื่อตรวจสอบพบว่าราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา AY01 และ AT04 ท่ีมีจ านวนสปอร์และ
เปอร์เซ็นต์การติดเช้ือสูงท่ีสุด 2 อันดับแรก เมื่อน าราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท้ัง 2 ไอโซเลท 
ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและระบุชนิดด้วยเทคนิคอณูวิทยาท่ีต่ าแหน่งยีน 18S rRNA 
พบว่า ราอาบัสคูลาร์ท้ัง 2 คือ Diversispora sp.  

ในการแยกแบคทีเรียท่ีอาศัยอยู่ร่วมกันกับสปอร์ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาจากกลุ่มสปอร์
ราท้ัง 6 กลุ่ม แต่ละกลุ่มสามารถแยกแบคทีเรียท่ีมีสัณฐานวิทยาแตกต่างได้ท้ังหมด 122 ไอโซเลท                     
ท าการตรวจสอบคุณลักษณะความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Plant growth 
promoting; PGP) จ านวน 5 ลักษณะได้แก่ การสร้างแอมโมเนียม  ความสามารถในการสร้าง IAA 
ความสามารถในการละลายฟอสเฟต การสร้างสารในกลุ่ม siderophore และการสร้างไบโอฟิล์ม 
พบว่ามีแบคทีเรียท่ีมีลักษณะของ PGP อย่างน้อย 4 ลักษณะมีจ านวน 20 ไอโซเลท    

เมื่อน าแบทีเรียท้ัง 20 ไอโซเลทมาทดสอบความสามารถในการกระตุ้นการงอกของ                     
ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา AY01 และAT04  พบว่ามีเพียง ATR16 เท่านั้นท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาท้ัง 2 ไอโซเลทได้และเมื่อท าการระบุชนิดด้วยเทคนิคอณูวิทยา
สามารถระบุชนิดของแบคทีเรียได้เป็น  A. Baumannii ATR16 

จากการศึกษาผลของการอยู่ร่วมกันของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและแบคทีเรีย  พบว่า                      
การใส่เช้ือราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา Diversispora sp. AY01 หรือ Diversispora sp. AT04 ร่วมกับ
แบคทีเรีย A. baumannii ATR16 ส่งผลท าให้พืชผลต่างความสูง มวลชีวภาพเหนือดินและใต้ดินมี
ค่าเฉล่ียสูงกว่าจนมีค่าเฉล่ียแตกต่างจากชุดการทดลองควบคุมและชุดการทดลองท่ีใส่ราอาบัสคูลาร์- 
ไมคอร์ไรซาหรือแบคทีเรียอย่างใดอย่างหนึ่งอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นอกจากนี้ยังพบว่าเปอร์เซ็นต์
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การติดเช้ือของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาในรากอ้อยสูงขึ้นเมื่อมีการใส่แบคทีเรีย A. baumannii 
ATR16 ร่วมด้วย 

ดังนั้นผลการศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าการใช้ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาร่วมกับแบคทีเรีย
สามารถ ช่วยส่ง เสริมการเจริญ เติบโตของ ต้นอ้ อย ได้  โดยแบคที เรียมีบทบาทส า คัญ ใน                        
การกระตุ้นการงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและเพิ่มเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากอ้อย                      
อันแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียดังกล่าวมีคุณสมบัติท่ีช่วยส่งเสริมความสัมพันธ์แบบไมคอร์ไรซา                       
ซึ่งจะเป็นแนวทางในการศึกษาเพื่อพัฒนาหัวเช้ือเพื่อใช้ในพื้นท่ีเกษตรกรรมต่อไปในอนาคต 
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ประว ัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล ภัทราวรรณ ธีฆัมพร 
วัน เดือน ปี เกิด 27 เมษายน 2536 
สถานที่เกิด พระนครศรีอยุธยา 
วุฒิการศึกษา วิทยาศาสตร์บัณฑิต 
ที่อยู่ปัจจุบัน 72 ถนนเทศบาล10 ต าบลตลาดหลวง อ าเภอเมือง จังหวัดอ่างทอง 14000 
ผลงานตีพิมพ์ ภัทราวรรณ ธีฆัมพร, อลิสา วังใน และจิตรตรา เพียภูเขียว. 2562. การ

คัดเลือกแบคทีเรียท่ีอยู่ร่วมกับสปอร์ของราอาบัสคูลาไมคอร์ไรซาซึ่งมี
ความสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช. ใน การประชุมวิชาการ
ระดับชาติ ครั้งท่ี 15; วันท่ี 6-7 ธันวาคม 2561;  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
วิทยาเขตก าแพงแสน. 2031-2040.   

 

 

2
0

7
5

4
7

4
6

7
5



C
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
8
7
2
0
1
7
7
2
3
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
1
8
0
7
2
5
6
2
 
1
8
:
3
6
:
1
1
 
/
 
s
e
q
:
 
5
7
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ภาคผนวก ก 
ขั้นตอนการทดลอง 

1. การย้อมสีรากและวิธีการตรวจอสอบเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาใน
รากพืช (%root colonization) 

น ารากพืชตัวอย่างท าความสะอาดด้วยน้ าประปา จากนั้นตัดรากให้มีขนาดประมาณ 1 -2 
เซนติเมตร ใส่ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์ 
(มวลโดยปริมาตร) และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั้น
ท าการล้างรากด้วยน้ าสะอาด  แช่รากลงในสารละลายไฮเดรเจนคลอไรด์ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตรโดยปริมาตร) เป็นเวลา 5 นาที เติมสีย้อม tryphan blue (ภาคผนวก ข) ล้างสีส่วนเกินด้วย
สารละลายกลีเซอรอลความเข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรโดยปริมาตร) น ารากท่ีได้เทลงบนจาน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการขีดตารางขนาด 1 เซนติเมตรต่อ 1 เซนติเมตร ตรวจนับตามดังรูปท่ี 42 
ค านวณหาเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือจากสูตร 

เปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากพืช =
จ านวนจุดที่รากท่ีมีการเข้าอยู่ของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซา ทับเส้นตาราง

จ านวนจุดที่รากทั้งหมดทับเส้นตาราง
 

 

 
รูปที่ ก.1 วิธีการค านวณเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากพืชบนตารางขนาด 1 เซนติเมตรต่อ 1 

เซนติเมตร ภายใต้กล้องสเตอริโอ 
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2. การเตรียมและล้างเซลล์แบคทีเรียเพื่อเป็นหัวเชื้อเพือ่ใชใ้นการทดลองต่าง ๆ 
แตะโคโลนีเด่ียวของแบคทีบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง ใส่ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว NB น าไปบ่ม

บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง ข้ามคืน จากนั้นดูดสารแขวนลอยแบคทีเรีย
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ถ่ายลงในหลอดทดลองท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือเหลว NB ปริมาตร 5  มิลลิลิตร 
น าไปบ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 6 ช่ัวโมง ดูดสารละลาย
แขวนลอยแบคทีเรียใส่ลงในหลอดทดลอง น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 5 นาที  ล้างเซลล์แบคทีเรียด้วยน้ าเกลือความเข้มข้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ (โดยมวลต่อปริมาตร) 
เป็นจ านวน 2 รอบ จากนั้นปรับความเข้มข้นของสารแขวนลอยแบคทีเรียด้วยน้ าเกลือ ให้สาร
แขวนลอยแบคทีเรียมีค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตรท่ี 0.8 (OD600=0.8) เพื่อท าเป็น
หัวเช้ือเพื่อใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 

 
3. การบันทึกข้อมูลการเจริญเติบโตของอ้อยอายุ 3 เดือน  

การบันทึกข้อมูลการเจริญเติบโตของอ้อยอายุ 3 เดือน ซึ่งเก็บข้อมูลได้แก่ ความสูง มวล
ชีวภาพเหนือดินและใต้ดิน โดยท าการแยกดินและรากภายในถุงเพาะช าอ้อยอายุ 3 เดือน โดย
ระมัดระวังไม่ให้รากขาด ล้างรากด้วยน้ าประปา จนมั่นใจว่าไม่มีเศษดินหลงเหลืออยู่ จากนั้นท า               
การวัดความสูงของต้นอ้อยจากโคนต้นจนถึงข้อปล้องท่ีสูงท่ีสุดของล าต้น บันทึกผลการทดลอง 
จากนั้นตัดส่วนโคนของล าต้นเพื่อแยกส่วนล าต้นและรากออกเป็น 2 ส่วนด้วยกรรไกร และน าท้ัง 2 
ส่วนแยกใส่ถุงกระดาษ น าถุงกระดาษดังกล่าวอบแห้งในอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน 
น าถุงกระดาษท่ีผ่านการอบใส่ลงในกล่องสุญญากาศท่ีมีการบรรจุซิลิกาเจลเพื่อดูดความช้ืนภายใน
กล่องทันทีหลังจากน าออกจากตู้อบเป็นเวลา 5-6 ช่ัวโมงหรือจนกว่าอุณหภูมิของถุงกระดาษลดลงเท่า
อุณหภูมิห้อง จากนั้นท าการช่ังน้ าหนัก บันทึกผลและน าถุงกระดาษกลับไปอบท่ีอุณหภูมิ 60                  
องศาเซลเซียสอีกครั้ง ท าซ้ าแบบเดิมจนกว่าน้ าหนักท่ีบันทึกได้มีค่าคงท่ี 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมีที่เก่ียวข้อง 

1. สีย้อม Tryphan blue 
Tryphan blue 0.05 กรัม 
สารละลาย lactoglycerol 100 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ันให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

2. สารละลาย Lactoglycerol 
กรดแลคติก 100 มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล 100 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ันให้ได้ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 

3. สารละลาย Polyvinyl alcohol-lactic acid-glycerol (PVLG) 

Polyvinyl alcohol 8.33 กรัม 
กรดแลคติก 50 มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล 5 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ันให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 

4. สารละลาย Melzer's reagent 

Chloral hydrate 100 กรัม 
Iodine 1.5 กรัม 
Potassium iodine 5 กรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ันให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 

 

 

 

 

  

2
0

7
5

4
7

4
6

7
5



C
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
8
7
2
0
1
7
7
2
3
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
1
8
0
7
2
5
6
2
 
1
8
:
3
6
:
1
1
 
/
 
s
e
q
:
 
5
7

 87 

5. สาร ความเข้มข้น และปริมาตรที่ใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 

สาร ปริมาตรแนะน า   ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

EmeraldAmp® GT PCR Master Mix 

(2Premix) 
25 µL 15.0 

20 µM. NS31 0.2 µM 0.3 

20 µM. AM1 0.2 µM 0.3 

DNA template <500 ng 3.0 

Sterilized distilled water Up to 50 µL 11.4 

ปริมาตรรวม 50 30 

6. สารละลาย Salkowski reagent 

Ferric chloride 6.76 กรัม 
70% perchloric acid 50 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ันให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

7.  สารละลาย Nessler’s reagent 

สารละลาย ก   
 KI 3.5 กรัม 
 น้ ากล่ัน 15 มิลลิลิตร 
สารละลาย ข   
 HgCl2  1.7 กรัม 
 น้ ากล่ัน 30 มิลลิลิตร 
สารละลาย ค   
 โซเดียมไฮดรอกไซด์ 12 กรัม 
 น้ ากล่ัน 15 มิลลิลิตร 

ค่อย ๆ เติมสารละลาย ข ลงในสารละลาย ก พร้อมเขย่าให้สารละลายเข้ากันตลอดการเท 
จนกระท่ังเกิดตะกอนสีแดงอย่างถาวร (โดยสารละลาย ข ยังคงเหลืออยู่) จากนั้นเติมสารละลาย ค ลง
ไปเพื่อเจือจางให้สารท้ังหมดมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร ค่อย ๆ เติมสารละลาย ข ท่ีเหลือจpกระท่ังเกิด
ตะกอนขุ่นเล็กน้อย น าสารละลาย Nessler’s reagent ท่ีได้เก็บใส่ขวดสีชาเพื่อใช้ในการทดลองต่อไป 
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8. สารละลาย Hathway's reagent 
0.1 M Ferric chloride ในสารละลาย0.1 N HCl 1 มิลลิลิตร 
น้ ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 
0.1 M Potassium iodine 1 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
สูตรอาหารอาหาร 

1.อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Nutrient agar 

2.อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Nutrient broth 
 
 
 
 
 

3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Peptone water 

  

Peptone 0.5 กรัม 
Beef extract 0.5 กรัม 
ผงวุ้น 1.5 กรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ันให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เป็น 7.0 
และนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

Peptone 0.5 กรัม 
Beef extract 0.5 กรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ันให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เป็น 7.0 
และนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

Peptone 1.0 กรัม 
Sodium Chloride 0.5 กรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ันให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เป็น 7.0 
และนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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4. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modi medium 

5. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Pikovskayas Agar 

6. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง water agar (WA) 
 

Potassium hydrogen phosphate  0.05 กรัม 
Sodium Chloride 0.01 กรัม 
Magnesium chloride 0.04 กรัม 
Mannitol 1.00 กรัม 
Glutamine 0.10 กรัม 
Ammonium nitrate 0.10 กรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ันให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เป็น 7.0 
และนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

Yeast extract 0.05 กรัม 
Dextrose 1.00 กรัม 
Calcium phosphate 0.5 กรัม 
Ammonium sulphate 0.05 กรัม 
Potassium chloride 0.02 กรัม 
Magnesium sulphate 0.01 กรัม 
Manganese sulphate 0.01 มิลลิกรัม 
Ferrous sulphate 0.01 มิลลิกรัม 
ผงวุ้น 1.5 กรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ันให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เป็น 7.0 
และนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

ผงวุ้น 1.5 กรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ันให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
และนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ง 
กราฟมาตรฐาน 

1. กราฟ IAA มาตราฐาน 

2. กราฟสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตมาตราฐาน 

 
  

รูปที่ ง.1 กราฟ IAA มาตราฐาน 

รูปที่ ง.2 กราฟสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตมาตราฐาน 
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3. กราฟสารละลายโซเดียมซาลิซิเลตมาตราฐาน 

 

รูปที่ ง.3 กราฟสารละลายโซเดียมซาลิซิเลตมาตราฐาน 
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ภาคผนวก จ 
ตารางที่ จ.1 ผลการทดสอบการเป็น PGPB ของแบคทีเรียท่ีแยกได้และความสามารถในการกระตุ้น
การงอกของสปอร์ราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาของแบคทีเรียท้ัง 122 ไอโซเลต 

กลุ่ม ไอโซเลท 
การสร้าง 

การละลายฟอสเฟต 
จ านวนลักษณะ 

PGP IAA NH3 Siderophore EPS 

1 

AYR01 + + + - - 3 
AYR02 + - - - - 1 
AYR03 - + - - - 1 
AYR04 + + + - - 3 
AYR05 + + + - - 3 
AYR06 + + + - - 3 
AYR07 + + + + - 4 
AYR08 - - - - - 0 
AYR09 + + + + - 4 
AYR10 + + + - - 3 
AYR11 + + + - + 4 
AYR12 + - + - - 2 
AYR13 + - + - - 2 
AYR14 + + + - - 3 
AYR15 + + + - - 3 
AYR16 + + + - - 3 
AYR17 - - - - - 0 
AYR18 - - - - - 0 
AYR19 + + + - - 3 
AYR20 + + - - - 2 
AYR21 + + + - - 3 
AYR22 - + + - + 3 
AYR23 + + + - - 3 
AYR24 - - - - - 0 
AYR25 + + + - - 3 
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กลุ่ม ไอโซเลท 
การสร้าง 

การละลายฟอสเฟต 
จ านวนลักษณะ 

PGP IAA NH3 Siderophore EPS 
AYR26 + + + - - 3 
AYR27 - - - - - 0 
AYR28 + + + - - 3 
AYR29 - - - - - 0 
AYR30 + - + - - 2 

2 

ATR01 + - + + - 3 
ATR02 + + + - - 3 
ATR03 - - + - - 1 
ATR04 + + + - - 3 
ATR05 - + + - - 2 
ATR06 + + + + - 4 
ATR07 + + + + - 4 
ATR08 + - + + + 4 
ATR09 + + + + - 4 
ATR10 + - + - - 2 
ATR11 + + + - - 3 
ATR12 - - - - - 0 
ATR13 + - - - + 2 
ATR14 + - - - + 2 
ATR15 + - + + + 4 
ATR16 + - + + + 4 
ATR17 + + + - + 4 
ATR18 - + + + - 3 
ATR19 - + + + - 3 
ATR20 - + + - - 2 

3 
ATR21 + - + - - 2 
ATR22 + - + + - 3 
ATR23 + + + + - 4 
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กลุ่ม ไอโซเลท 
การสร้าง 

การละลายฟอสเฟต 
จ านวนลักษณะ 

PGP IAA NH3 Siderophore EPS 
ATR24 + + + + - 4 

4 

NPR01 + - + - + 3 
NPR02 + - - - - 1 
NPR03 - - - + - 1 
NPR04 + - - - - 1 
NPR05 + - - - + 2 
NPR06 + + - - - 2 
NPR07 + - - - - 1 
NPR08 - - - - + 1 
NPR09 + - - - + 2 
NPR10 + + - - + 3 
NPR11 + - - - + 2 
NPR12 + - - - - 1 
NPR13 + + - - + 3 
NPR14 + - - - + 2 
NPR15 + - - + + 3 
NPR16 + - - - + 2 
NPR17 - - - + - 1 
NPR18 - - - + + 2 
NPR19 + - - - - 1 
NPR20 + - - + + 3 
NPR21 + - - - - 1 
NPR22 - - + + + 3 
NPR23 + + + - + 4 
NPR24 - - - + - 1 
NPR25 + + - - - 2 

5 
KRR01 + - - - + 2 
KRR02 + - - - + 2 
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กลุ่ม ไอโซเลท 
การสร้าง 

การละลายฟอสเฟต 
จ านวนลักษณะ 

PGP IAA NH3 Siderophore EPS 
KRR03 - - - + - 1 
KRR04 + - - + - 2 
KRR05 + - - - + 2 
KRR06 + + + - + 4 
KRR07 + + + - + 4 
KRR08 - - - + - 1 
KRR09 + + + + + 5 
KRR10 + + - - + 3 
KRR11 + - - - + 2 
KRR12 + - - - - 1 
KRR13 + - + - + 3 
KRR14 + - - + + 3 
KRR15 + - - + + 3 
KRR16 + - - - + 2 
KRR17 - - - + + 2 
KRR18 - - + + + 3 
KRR19 + - - + + 3 
KRR20 + - - - - 1 

6 

CHR01 + - - - + 2 
CHR02 + - - - - 1 
CHR03 + + - + + 4 
CHR04 + - - - - 1 
CHR05 + - - - - 1 
CHR06 + + - - + 3 
CHR07 + + + + + 5 
CHR08 - - - + - 1 
CHR09 + - - - - 1 
CHR10 + - - - - 1 
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กลุ่ม ไอโซเลท 
การสร้าง 

การละลายฟอสเฟต 
จ านวนลักษณะ 

PGP IAA NH3 Siderophore EPS 
CHR11 + - - - - 1 
CHR12 + - - + + 3 
CHR13 + - - + + 3 
CHR14 + - - - - 1 
CHR15 + - - - - 1 
CHR16 + + + - + 4 
CHR17 - + + - + 3 
CHR18 - - - + - 1 
CHR19 + - - - - 1 
CHR20 + - - - - 1 
CHR21 + - - - - 1 
CHR22 - - + + + 3 
CHR23 + - + + + 4 

รวมทั้งหมดมีแบคทีเรีย (ไอโซเลท) 122 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

+ หมายถึง มีลักษณะดังกล่าว และ - หมายถึง ไม่ลักษณะดังกล่าว 

2
0

7
5

4
7

4
6

7
5



C
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
8
7
2
0
1
7
7
2
3
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
1
8
0
7
2
5
6
2
 
1
8
:
3
6
:
1
1
 
/
 
s
e
q
:
 
5
7

 98 

ตารางที่ จ.2 ผลการทดสอบการศึกษาผลของการอยู่ร่วมกันของราอาบัสคูลาร์ไมคอร์ไรซาและ
แบคทีเรียต่อการเจริญเติบโตของอ้อย 

ชุดการทดลอง BLOCK 
ความสูง 

(เซนติเมตร) 
มวลชีวภาพเหนือดิน 

(กรัม) 
มวลชีวภาพ        
ใต้ดิน (กรัม) 

ชุดควบคุม 

1 11 0.63 0.99 
1 8.7 0.69 1.31 
1 10.2 1.02 0.81 
2 11 0.47 1.28 
2 9.2 0.9 1.02 
2 10 1.01 1.09 
3 11 1.12 0.3 
3 10.5 0.93 1.01 
3 11 1.08 1.1 

รา AY01 

1 14 1.68 1.89 
1 14 1.38 1.48 
1 13.4 2 2.2 
2 13.5 1.5 1.98 
2 14 1.7 2.18 
2 14 1.88 1.7 
3 13 1.57 1.71 
3 13 1.7 1.57 
3 13.5 1.73 1.81 

ATR16 

1 11.6 1.2 1.3 
1 12.2 1.12 1.12 
1 11 1.12 1.33 
2 11.4 1.15 1.42 
2 13.2 1.12 1.53 
2 12.6 1 1.15 
3 12.5 1.02 1.1 
3 11.5 0.99 1.06 
3 13.5 0.98 1.11 
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ชุดการทดลอง BLOCK 
ความสูง 

(เซนติเมตร) 
มวลชีวภาพเหนือดิน 

(กรัม) 
มวลชีวภาพ        
ใต้ดิน (กรัม) 

รา AY01+ATR16 1 15.6 1.75 4.98 
1 15.5 2.6 4.15 
1 14.2 2.13 4.55 
2 15.2 1.47 3.94 
2 14.5 2.49 3.75 
2 16.8 2.6 3.26 
3 14.7 2.5 4.08 
3 14.1 1.52 3.56 
3 14.4 1.59 3.84 

รา AT04 1 12.2 1.33 1.75 
1 12 1.18 1.03 
1 11.2 0.96 1.56 
2 10.4 1.35 1.09 
2 11 1.26 1.52 
2 12 0.89 1.12 
3 11.3 0.9 1.03 
3 10.2 0.93 1.29 
3 11.2 1.15 1.22 

รา AT04+ATR16 1 13.9 2.1 1.93 
1 12 1.4 2.37 
1 13.4 2.08 1.45 
2 11.6 1 2.69 
2 13.4 1.09 2.11 
2 12 1.48 2.14 
3 12.8 1.01 2.91 
3 14.3 1.05 2.4 
3 12 1.05 1.11 
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ตารางที่ จ.3 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Dunnett’s 
test ของความสูงของอ้อยอายุ 3 เดือน 

 

Between-Subjects Factors 

 Value Label N 

ชุดการทดลอง control 9 

AY01 9 

AT04 9 

ATR16 9 

AY01+ATR16 9 

AT04+ATR16 9 

BLOCK 1 18 

2 18 

3 18 

 

 

 

 

Levene's Test of Equality of Error Variancesa 

Dependent Variable:   ความสูงของต้นอ้อยอายุ 3 เดือน   

F df1 df2 Sig. 

0.485 17 36 0.944 
Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups. 

a. Design: Intercept + ชุดการทดลอง + BLOCK 
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ตารางท่ี จ.3 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Dunnett’s 
test ของความสูงของอ้อยอายุ 3 เดือน (ต่อ) 

 

Post Hoc test 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   ความสูงของต้นอ้อยอายุ 3 เดือน   

 

(I) ชุดการทดลอง (J) ชุดการทดลอง 

Mean 

Difference (I-J) 
Std. Error Sig. 

95% 

Confidence 

Interval 

Lower Bound 

Dunnett t 

(>control)a 
AY01 control 3.3111* 0.38423 0.000 2.4277 

AT04 control 0.9889* 0.38423 0.027 0.1055 

ATR16 control 1.8778* 0.38423 0.000 0.9944 

AY01+ATR16 control 4.7111* 0.38423 0.000 3.8277 

AT04+ATR16 control 2.5333* 0.38423 0.000 1.6500 
Based on observed means. 

 The error term is Mean Square (Error) = 0.664. 

*. The mean difference is significant at the .05 level. 

a. Dunnett t-tests treat one group as a control and compare all other groups against it. 
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ตารางที่ จ.4 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของมวลชีวภาพเหนือดินของอ้อยอายุ 3 เดือน  

 

 

Between-Subjects Factors 

 Value Label N 

ชุดการทดลอง control 9 

AY01 9 

AT04 9 

ATR16 9 

AY01+ATR16 9 

AT04+ATR16 9 

BLOCK 1 18 

2 18 

3 18 

 

Levene's Test of Equality of Error Variancesa 

Dependent Variable:  มวลชีวภาพเหนือดินของต้นอ้อยอายุ 3 เดือน   

F df1 df2 Sig. 

3.628 17 36 0.001 
Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups. 

a. Design: Intercept + ชุดการทดลอง + BLOCK 
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ตารางที่ จ.4 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของมวลชีวภาพเหนือดินของอ้อยอายุ 3 เดือน (ต่อ) 

 

Post Hoc test 

มวลชีวภาพเหนือดิน (ใบและล าต้น) 

 

ชุดการทดลอง 
N 

Subset 

1 2 3 4 

Duncana,b control 9 0.8722    

ATR16 9 1.0778 1.0778   

AT04 9 1.1056 1.1056   

AT04+ATR16 9  1.3622   

AY01 9   1.6822  

AY01+ATR16 9    2.0722 

Sig.  0.128 0.064 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square (Error) = 0.091. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000. 

b. Alpha = 0.05. 
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ตารางที่ จ.5 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของมวลชีวภาพใต้ดินของอ้อยอายุ 3 เดือน  

 

Between-Subjects Factors 

 Value Label N 

ชุดการทดลอง control 9 

AY01 9 

AT04 9 

ATR16 9 

AY01+ATR16 9 

AT04+ATR16 9 

BLOCK 1 18 

2 18 

3 18 

 

 

Levene's Test of Equality of Error Variancesa 

Dependent Variable:  มวลชีวภาพใต้ดินของต้นอ้อยอายุ 3 เดือน   

F df1 df2 Sig. 

2.061 17 36 0.034 
Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups. 

a. Design: Intercept + ชุดการทดลอง + BLOCK 
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ตารางที่ จ.5 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของมวลชีวภาพใต้ดินของอ้อยอายุ 3 เดือน (ต่อ) 

 

Post Hoc test 

มวลชีวภาพเหนือดิน (ใบและล าต้น) 

 

ชุดการทดลอง 
N 

Subset 

1 2 3 

Duncana,b control 9 0.9900   

ATR16 9 1.2356   

AT04 9 1.2900   

AY01 9  1.8356  

AT04+ATR16 9  2.1233  

AY01+ATR16 9   4.0122 

Sig.  0.109 0.104 1.00 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square (Error) = 0.136 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000. 

b. Alpha = 0.05. 
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ตารางที่ จ.6 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากอ้อยอายุ 3 เดือน  

 

Between-Subjects Factors 

 Value Label N 

ชุดการทดลอง control 9 

AY01 9 

AT04 9 

ATR16 9 

AY01+ATR16 9 

AT04+ATR16 9 

BLOCK 1 15 

2 15 

3 15 
 

 

 

Levene's Test of Equality of Error Variancesa 

Dependent Variable:  เปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากของอ้อยอายุ 3 เดือน 

F df1 df2 Sig. 

2.040 14 30 0.050 
Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups. 

a. Design: Intercept + ชุดการทดลอง + BLOCK 
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ตารางที่ จ.6 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือในรากอ้อยอายุ 3 เดือน (ต่อ) 

 

Post Hoc test 

เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อในรากอ้อยอายุ 

 

ชุดการทดลอง 
N 

Subset 

1 2 3 4 5 

Duncana,

b 

control 
9 0.0000   

  

 AT04 9  30.5244    

 AT04+ATR16 9   42.2044   

 AY01 9    49.1967  

 AY01+ATR16 9     69.5878 

 Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square (Error) = 7.786 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000. 

b. Alpha = 0.05. 
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