
วธการทดลอง

1. สำรวจเก็บตัวอย่างเห็ด Pisolithus tinctorius จากแหล่งต่าง ๆ ษองประเทศไทย
ส ำร ว จ แ ล ะ เก ็บ ต ัว อ ย ่าง  เห ็ด  p . tinctorius  จ าก แ ห ล ่งต ่าง   ๆ ใน ธ รรม ช าต ิ ท ั้ง ใน ป ่าล น เข า 

แ ล ะ ส ว น ป ่าย ูค าล ิป ต ัส  ใน พ ื้น ท ี่ 2 0  จ ังห ว ัด  (ภ าพ ท ี่ 3 ) ข อ ง ภ า ค เห น ือ  ภ าค ต ะ ว ัน อ อ ก เฉ ีย ง เห น ือ  
ภ าค ก ล าง  ภ าค ต ะ ว ัน อ อ ก  แ ล ะ ภ าค ต ะ ว ัน ต ก  ร ะ ห ว ่างช ่ว งฤ ด ูฝ น ข อ งแ ต ่ล ะ ป ี ต ั้ง แ ต ่เด ือ น พ ฤ ษ ภ า ค ม  
ถ ึงก ้น ย าย น  2 5 3 9  แ ล ะ ร ะ ห ว ่าง เด ือ น พ ฤ ษ ภ าค ม  ถ ึง ก ้น ย า ย น  2 5 4 0  ล ัก ษ ณ ะ ด อ ก เห ็ด ม ีส ีแ ต ก ต ่าง ก ้น  
ต ังแ ต ่ส ีเบ จ  (b e ig e )  จ น ถ ึงส ีน ำต าล  (m u s ta rd )  (R ice  & B e e b e e , 1 9 8 0 ) ด อ ก เห ็ด  p. tinctorius  ที่ 
พ บ ใน ป ่าส น  (ภ าพ ท ี่ 4 )  จ ะ ม ีส ีค ่อ น ข ้าง เข ้ม ก ว ่าด อ ก เห ็ด  p. tinctorius  ท ี่พ บ ใน ส ว น ป ่าย ูค าล ิป ต ัล  
(ภ าพ ท ี่ 5 )  พ บ ว ่าด อ ก เห ็ด  p. tinctorius  ไ ม ่ม ีก ้าน ด อ ก ท ี่แ ท ้จ ร ิง  ค ว าม ส ูง ว ัด จ าก ฐ าน ถ ึง ป ล าย ด อ ก  
ป ร ะ ม า ณ 2 - 2 0 เซ น ต ิเม ต ร ( ภ า พ ท ี่6 ) เส ้น ร อ บ ว งข อ งด อ ก ว ัด ไ ด ้ป ระ ม าณ  7 - 4 4  เซ น ต ิเม ต ร  เม ื่อ ต ัด  
ด อ ก เห ็ด ต าม ย าว จ ะ เห ็น ล ัก ษ ณ ะ เป ็น ช ั้น  2  ช ั้น  ป ระ ก อ บ ด ้ว ย ช ั้น ข อ งส ป อ ร ์ ม ีล ัก ษ ณ ะ ค ล ้า ย เม ็ด  
แคป ซ ูล  ( s e e d lik e  c a p s u le )  เช ื่อ ม ต ิด ก ้น ด ้วยส าร เห น ียวส ีด ำ และช ั้น ของ P e r id io le s  (ภ าพ ท ี่ 6 ) 
ส ป อ ร ์ม ีร ูป ร ่างค ่อ น ข ้างก ล ม  ส ีน าต าล  ผ น ังข ร ุข ระ เป ็น ห น าม  (sp in y ) ข น าด ข อ ง ส ป อ ร ์ม ีเส ้น ผ ่าน ศ ูน ย ์ 
ก ล างป ร ะ ม าณ  8 .4 6  ไ ม โค ร เม ต ร  (ภ าพ ท ี่ 7 )
2. การแยกเส้นใยราเอคโตไมคอร์ใรซ่าจากดอกเห็ด p. tinctoriusให็ได้เส้น1ใยท่ีบริสุทธ

แ ย ก เน ื้อ เย ื่อ จ า ก ด อ ก เห ็ด ท ี่เก ็บ ไ ด ้ใ น ข ้อ  1 เล ือ ก เห ็ด ด อ ก อ ่อ น ท ี่ม ีล ภ าพ ส ม บ ูร ณ ์ ไ ม ่ม ีร อ ย ฉ ีก  
ข าด  ใ ช ้เข ็ม เข ี่ย ท ี่ล น ไ ฟ ฆ ่า เช ื่อ แ ล ้ว  เข ี่ย เน ื้อ เย ื่อ ท ี่อ ย ู่ภ า ย ใ น  น ำไ ป เล ี้ย ง บ น อ าห าร เล ี้ย ง เช ื่อ แ ข ็ง
M oditlied  M e lin -N o rk ran s  (M M N) (M olina & P a lm e r, 1 9 8 2 ) ใน จ าน เล ี้ย ง เช ื่อ  โ ด ย ม ี pH  ป ร ะ ม าณ  
5 .7 -5 .8  แ ล ะ ผ ่าน ก าร น ึ่งฆ ่า เช ื่อ ใน ห ม ้อ ค ว าม ต ัน ไ อ  (a u to c la v e )  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 121 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  
ค ว าม ต ัน  1 5 ป อ น ด ์ ต ่อ ต าร างน ิ้ว  เป ็น เว ล า  2 0  น าท ี บ ่ม เช ื่อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  (2 4 -2 5  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส ) 
ป ร ะ ม าณ  3 -4  ส ัป ด าห ์ ท ำก าร  su b c u ltu re  จนกระท ั้ง ไ ด ้เส ้น ใยข อ งราท ี่บ ร ิส ูท ธ  ต ร ว จ ย ืน ย ัน ค ว าม  
บ ร ิส ูท ธ ข อ งเส ้น ใย ท ี่แ ย ก ไ ด ้ โ ด ย เข ี่ย เส ้น ใ ย ข อ ง ร า  ล งบ น แ ผ ่น ส ไล ด ์ ย ้อ ม ด ้ว ย  L a c to p h e n o l co tto n  
b lu e  ศ ึก ษ าด ูต ัว ย ก ส ้อ ง จ ุล ท ร ร ศ น ์ โ ด ย ด ูล ัก ษ ณ ะ พ ิเศ ษ ข อ งร าใ น ก ล ุ่ม  B a s id io m y c e te s  ค ือ เส ้น ใยม ี 
C la m p  c o n n e c tio n  และไม ่ส ร ้างส ป อร ์ เพ าะ ข ย าย เส ้น ใย บ ร ิส ูท ธ ท ี่ไ ด ้เพ ื่อ ไ ช ใน ก าร ศ ึก ษ าช ั้น ต ่อ ไ ป

จ า ก ก า ร ส ำ ร ว จ เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง เห ็ด  p . tinctorius  ท ี่รว บ รว ม ไ ด ้ เม ื่อ น ำม าแ ย ก เส ้น ใ ย จ าก  
เน ื้อ เย ื่อ เห ็ด ด ้ว ย ร ิธ ีต ัง ก ล ่าว  ล าม าร ถ แ ย ก เส ้น ใย ไ ด ้เส ้น ใย ท ี่บ ร ิส ูท ธ  จ ำน ว น ท ั้งล ี้น  14  ล าย พ ัน ธ ุ 
(ภ าพ ท ี่ 8 แ ล ะ ต ารางท ี่ 3 )  แ ต ่ม ีบ าง ส าย พ ัน ธ ุท ี่ไ ม ่ส าม าร ถ แ ย ก เส ้น ใย ท ี่บ ร ิส ูท ธ ข อ ง เห ็ด  p . tinctorius 

บ าง ส าย พ ัน ธ ุไ ด ้ เน ื่อ ง จ า ก ม ีอ ัต ร า ก า ร เจ ร ิญ ข ้า ม า ก  จ น ท ำให ้ม ีก าร ป น เป ีอ น ข อ งร าช น ิด อ ื่น  ท ั้ง 14  
ส าย พ ัน ธ ุน ี้ จะน ำไป ใช ้ท ด ส อ บ ใน ก ารท ด ล อ งช ั้น ต ่อ ไป
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เชียงใหม่

ร ตาก

แพร่

อ ุครดิตถ์

พิจิตร

นครสวรรค์

หนองบัวลำภเพชรบุรณ
มุกคาหาร

มหาสารคาม 4, ๙รอยเอด

ชัยนาท 

กาญจนบุรี

ลพบุรี นครราชสิมา

ปราจินบุรี
ฉะเชงเทรา

ยโสธร
อุบลราชธาน ี

/

ภาพที่ 3. การกระจายของราเอคโตไมคอ'รไรซ่า P. tin c to n u sในประเทศไทย สำรวจเก็บตัวอย่างระหว่างปี พ.ศ.
2539-2540
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และ Peridioles (หัวลูกศร 2)

ภาพที่?. ลักษณะของสปอร์รา P. tinctorius เมือศึกษาดูด้วยกล้องจุลทรรศพ' ภาพขยาย 2000 เท่า
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ภาพที่ 8. ลักษณะการเจริญของรา P. tinctorius สายพันธุต่าง ๆ ท ี่แยกได ้ เส้นใยบริสุทธึ้ บนอาหารเลี้ยงเชื๋อแข็ง 
MMN ระยะเวลา 2- 3 สัปดาห์
ก) A คือลายพันธุที่ 1, ธ คือลทยพันธุท่ี 2, C คือสายพันธุที่ 3, D คือสายพันธุที่ 4, E คือสายพันธุที่ 5 
ข) A คือสายพันธุที่ 6, B คือสายพันธุที่ 7, C คือสายพันธุที่ 8, D คือสายพันธุที่ 9, E คือสายพันธุที่ 10 
ค) A คือสายพันธุที่ 11, B คือสายพันธุที่ 12, C คือสายพันธุที่ 13, D คือสายพ ันธ ุท่ี 14
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ต าร าง ท ี่ 3  ส าย พ ัน ธ ์รา เอ ค โต ไ ม ค อ ร ์ไรซ ่า  p. tinctorius  ท ี่ส าม าณ เย ก ไ ด ้เส ้น ใ ย ท ี่บ ร ิล ุท ธ ี้
ส า ย พ ัน ธ ุท ี่ พ ิซ อ า ศ ัย แ ห ล ่ง ท ี่อ ย ู่ ป ีท ี่แ ย ก เช อ

1 E. camaldulensis ส ว น ป ่าย ูค าล ิป ต ัส  ต .ต าด ท อ ง  อ .เม ือ ง 
จ .ยโส ธร

2 5 3 9

2 E. camaldulensis ส ว น ป ่าย ูค าล ิป ต ้ส  อ .ท อ งแส น ข ้น  
จ .อ ุต ร ด ิต ถ ์

2 5 3 9

3 P. kesiya ป ่าส น เข า อ .ฮอด  จ .เช ีย งให ม ่ 2 5 3 9
4 p. kesiya ป ่าส น เข า อ .ส ะเม ิง  จ .เช ีย งให ม ่ 2 5 3 9
5 E. camaldulensis ส ว น ป ๋าย ูค าล ิป ต ัส  อ.ส ิร ินธร จ .อ ุบ ล ร าช ธ าน ี 2 5 3 9
6 E. camaldulensis ส ว น ป ่าย ูค าส ิป ต ้ส  อ .ลาน ส ัก  จ .อ ุท ัย ธ าน ี 2 5 3 9
7 E. camaldulensis ส ว น ป ่าย ูค าล ิป ต ัส  อ .ต าก ฟ ้า  จ .น ค ร ส ว ร รค ์ 2 5 3 9
8 E. camaldulensis ส ว น ป ่าย ูค าล ิป ต ัล  อ .ล าม ง ่าม  จ .พ ิจ ิต ร 2 5 3 9
9 E. camaldulensis ส ว น ป ่าย ูค าล ิป ต ัส  อ .ม โน รม ย ์ จ .ช ัย น าท 2 5 3 9

10 E. camaldulensis ส ว น ป ่าย ูค าล ิป ต ัส  อ .น ิค ม ค ำส ร ้อ ย  
จ .ม ุก ด าห าร

2 5 3 9

11 E. camaldulensis ส วน ป ่าย ูค าส ิป ต ้ส  ต .ท ุ่ง แ ต ้ อ .เม ือ ง  จ.ยโส ธร 2 5 3 9
12 E. camaldulensis ส ว น ป ่าย ูค าล ิป ต ัส  ศ ูน ย ์? เก อ บ ร ม ก าร ป ่าไ ม ้ 

อ .เม ือ ง  จ .ต า ก
2 5 3 9

13 p. kesiya ป ่าล น เข า  อ ุท ย าน แ ห ่ง 'ช าต ิน ํ้าห น าว  
อ .น าห น าว จ .เพ ช ร บ ูร ณ ์

2 5 4 0

14 p. kesiya ป ่าส น เข า อ ุท ย าน แ ห ่ง ช าต ิน ํ้าห น าว  
อ .น าห น าว จ .เพ ช ร บ ูร ณ ์

2 5 4 0
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ต ารางท ี่ 4  ล ัก ษ ณ ะ ก าร เจ ร ิญ ใน อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง  MMN ข อ งราเอ ค โต ไม ค อ -!ไรซ ่า  P. tinctorius 

แต ่ล ะส าย พ ัน ธ ุ ท ี่ส าม าร ถ แ ย ก ไ ด ้เส ้น ใย ท ี่บ ร ิส ุท ธ ิ้ 
สายพันธทุ ี่ ลักษณะการเจ ร ิญ  1 11

1 เส ้น ใย เจ ร ิญ แ ผ ่แ บ น ร าบ  โคโลน ีค ่อน ข ้างกลม  เส ้น ใยไม ่ฟ ู ล ัก ษ ณ ะ ค ล ้าย แ ผ ่น  
ห น ังส ีน ํ้าต าล ท อ ง

2  เส ้น ใย เจ ร ิญ แ ผ ่แ บ น ร าบ  โดโล น ีค ่อน ข ้างก ล ม  เส ้น ใย ฟ ูเล ็ก น ้อ ย  ส ีน าต าล  สี 
ข อ ง อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ จ ะ เป ล ี่ย น เป ็น ส ีเข ้ม  เม ื่อ ม ีก า ร เจ ร ิญ ม าก ช ื้น

3  เส ้น ใย เจ ร ิญ แ ผ ่แ บ น ร าบ  ไม ่ฟ ู โคโลน ีค ่อ น ข ้างกลม  ล ัก ษ ณ ะ ค ล ้าย แ ผ ่น ห น ัง ส ี 
'น าต าล ท อ ง

4  เส ้น ใย เจ ร ิญ แ ผ ่แ บ น ร าบ  ไม ่ฟ ู โคโลน ีค ่อ น ข ้างกลม  ล ัก ษ ณ ะ ค ล ้าย แ ผ ่น ห น ัง ส ี 
น ้าต าล ท อ ง

5 เส ้น ใย เจ ร ิญ แ ผ ่แ บ น ราบ  เส ้น ใยไม ่ฟ ู ม ีล ัก ษ ณ ะ ค ล ้าย แ ผ ่น ห น ัง ส ีน ํ้าต าล  โคโลน ี 
ค ่อ น ข ้างก ล ม  ขอ บ โค โล น ัเร ิยบ

6 เส ้น ใย เจ ร ิญ แ ผ ่แ บ น ร าบ  โค โล น ีค ่อ น ข ้างก ลม  ข อ บ โคโลน ีเร ียบ  ล ัก ษ ณ ะ ค ล ้าย  
แผ ่น ห น ังส ี,น าต าล ท อ ง

7 เส ้น ใย ส ีเห ล ือ ง เจ ร ิญ แ ผ ่ก ร ะ จ าย ท ี่'ว ผ ิว ห น ้าอ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ  เส ้น ใย ฟ ูบ ้าง เล ็ก  
น ้อย

8 เส ้น ใย เจ ร ิญ แ ผ ่แ บ น ร าบ บ น ผ ิว อ าห าร  โคโลน ีค ่อ น ข ้างกลม  เส ้น ใยส ีเห ล ือ ง  ฟู 
บ ้าง เล ็ก น ้อ ย

9 เส ้น ใย เจ ร ิญ แ ผ ่แ บ น ร าบ  ไม ่ฟ ู ขอบ โคโลน ีเร ียบ  ล ัก ษ ณ ะ ค ล ้าย แ ผ ่น ห น ังส ีน ํ้า  
ต าล ท อ ง

10  เส ้น ใย เจ ร ิญ แ ผ ่แ บ น ร าบ  บ าง  ไม ่ฟ ู ขอ บ โคโลน ีเร ียบ  ล ัก ษ ณ ะ ค ล ้าย แ ผ ่น ห น ัง ส ี 
น าต าล ท อ ง

11 เส ้น ใย เจ ร ิญ แ ผ ่แ บ น ร าบ  ค ล ้าย แ ผ ่น ห น ังส ีน ํ้าต าล ท อ ง  ข อ บ โค โล น ีเร ียบ  ส ีของ 
อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ จ ะ เป ล ี่ย น เป ็น ส ีเข ้ม  เม ื่อ เส ้น ใย ม ีก าร เจ ร ิญ ม าก ช ื้น

12  เส ้น ใย เจ ร ิญ แ ผ ่ก ร ะ จ าย ท ี่'ว ผ ิว ห น ้าอ าห าร  เส ้น ใย ส ีเห ล ือ ง ฟ ูบ ้าง เล ็ก น ้อ ย  ส ีของ 
อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ จ ะ เป ล ี่ย น เป ็น ส ีเข ้ม  เม ื่อ เส ้น ใย ม ีก าร เจ ร ิญ ม าก ช ื้น

13  เส ้น ใย เจ ร ิญ แ ผ ่แ บ น ร าบ  ค ล ้าย แ ผ ่น ห น ังส ีน าต าล ท อ ง  ขอ บ โค โล น ีค ่อ น ข ้าง  
เร ียบ  เส ้น ใยไม ่ฟ ู ส ีข อ ง อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ จ ะ เป ล ี่ย น เป ็น ส ีเข ้ม  เม ื่อ เส ้น ใย ม ีก าร  
เจ ร ิญ ม าก ช ื้น

1 4  เส ้น ใย เจ ร ิญ แ ผ ่แ บ น ร าบ  ค ล ้าย แ ผ ่น ห น ังส ีน ํ้าต าล ท อ ง  ขอ บ โค โล น ีค ่อ น ข ้าง 
เร ียบ  เส ้น ใยไม ่ฟ ู ส ีข อ ง อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ จ ะ เป ล ี่ย น เป ็น ส ีเข ้ม
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3. การทดสอบเปรยบเทียบอัตราการเจริญของเส้นใยราเอดโตไมคอ-!โรซา P. tinctorius  

ที่แยกได้ เพ่ีอคัดเสือกหาสายพันธุที่เหมาะสมต่อการจะนำไปทำหัวเชื้อ
3.1 ก าร เต ร ีย ม ห ัว เช ื้อ  (in o c u lu m ) เพ ื่อ ใช ้ท ดส อบ
โ ด ย เล ี้ย ง เส ้น ใ ย ร า  p. tinctorius  ส าย พ ัน ธ ุต ่าง   ๆ บ น อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง  MMN เป ็น'ระยะ 

เวลา 4 ส ัป ด าห ์ ด ัด ช ื้น ว ุ้น ท ี่ม ีเส ้น ใย ร า p. tinctorius  บ ร ิเวณ ข อ บ รอ บ น อ ก ข อ งโค โล น ท่ีีมีก า ร เจ ร ิญ ดี 
ด ้ว ย เค ร ื่อ ง เจ าะ จ ุก ค อ ร ์ก  (co rk  b o re r)  ข น าด เส ้น ผ ่าน ศ ูน ย ์ก ล าง  5  ม ิล ล ิเม ต ร  จะ 'ใต ้'น าห น ัก เฉ ล ี่ย  
ป ร ะ ม าณ  5 .5 5  ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ 1ช ื้น  เพ ื่อ ให ้ไ ด ้ห ัว เช ื้อ ม าต รฐ าน

3 .2  เป ร ีย บ เท ีย บ ท ด ส อ บ ก าร เจ ร ิญ ข อ ง เส ้น ใ ย ร า  p. tinctorius  โ ด ย ก าร แ ป ร ผ ัน ป ัจ จ ัย ด ้าน  
อ ุณ ห ภ ูม ิ

ใ ช ้เข ็ม เข ี่ย เช ื้อ  ด ัก ช ื้น ว ุ้น ห ัว เช ื้อ  ในข ้อ 3.1 ย ้าย ล ง ใ น อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  MMN 50  
ม ิลล ิล ิตร ท ี่บ ร รจ ุใน ข ว ด ท ด ล อ งข น าด  2 5 0  ม ิล ล ิล ิต ร  ซ ึ่ง ผ ่าน ก าร น ึ่ง ฆ ่า เช ื้อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 121 องศ า 
เซ ล เซ ีย ส  ค ว าม ด ัน  15  ป อ น ด ์ต ่อ ต าร างน ิ้ว  เป ็น เว ล า  2 0  น าท ี บ ่ม เช ื้อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 3  ระด ับ  ค ือ 20 ,
30 และ 40 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ใน ต ู้บ ่ม เช ื้อ  ( in c u b a to r)  เป ็น ระ ยะ เวล า 30 ว ัน  ว ัด ผ ล ก าร ท ด ล อ งโ ด ย  
ก าร ก ร อ ง เส ้น ใย ด ้ว ย ก ร ะ ด าษ ก ร อ ง เบ อ ร ์ 1 โด ย ใช ้เค ร ื่อ งป ัม  (v a c u u m  p u m p ) แ ล ้วน ำเส ้น ใยไป อ บ  
แห ้งท ี่ อ ุณ ห ภ ูม ิ 80 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  48 ช ั่วโมง ท ิ้งไว้ให ้เย ็น ใน  d e s ic a to r  น ำ ม า 1ช ั่งน ิ้าห น ัก  
จน ได ้น ำห น ัก แ ห ้งค งท ี่ ท ำก าร ท ด ล อ ง  4 ซ า ใน แ ต ่ล ะ ช ุด ก าร ท ด ล อ ง ใช ้แ ผ น ก าร ท ด ล อ งแ บ บ  
C o m p le te ly  ra n d o m iz e d  d e s ig n  (C R D ) (ภ าค ผ น ว ก  ข ) น ำข ้อ ม ูล ท ี่ไ ด ้น ำม าว ิเค ร าะ ห ์ท างส ถ ิต ิด ้ว ย  
โป รแกรม  S ig m a S ta t  เป ร ีย บ เท ีย บ ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ข อ ง ค ่า เฉ ล ี่ย ด ้ว ย ว ิธ ี D u n c a n  ‘ร n e w  m ultip le- 
r a n g e  t e s t  (D M R T ) เพ ื่อ ห าร ะ ด ับ ข อ ง อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่เห ม าะ ส ม ต ่อ ก าร เจ ร ิญ ข อ ง เส ้น ใย ร า  P. tinctorius 

ส ัง เก ต ส ัก ษ ณ ะ เจ ร ิญ  แ ล ะ ก าร พ ัฒ น าข อ งเส ้น ใย  เช ่น  ล ักษณ ะโคโลน ี, ก ารส ร ้าง  a e r ia l  m yce lium ,
ล ีข อ งเส ้น ใย , ก า ร เป ล ี่ย น ล ีข อ ง อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ

3 .3  เป ร ีย บ เท ีย บ ท ด ส อ บ ก าร เจ ร ิญ ข อ ง เส ้น ใ ย ร า  p. tinctorius  โ ด ย ก าร แ ป ร ผ ัน ป ัจ จ ัย ค ว าม  
เป ็น ก ร ด -ด ่าง  (pH )

เต ร ีย ม อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  MMN แล ้วปร ับ  pH  ข อ ง อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ เป ็น  3, 5, 6 ด ้ว ย ก ร ด  
ช ้ล ฟ ุร ิก  ค ว าม เข ้ม ข ้น  1 นอร ์ม ัล  (1 N H2S 0 4 ) และ pH 7 ,9  ด ้ว ย โ ซ เด ีย ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ซ ด ์ ค ว าม เข ้ม ข ้น  
1 น อร ์ม ัล  (1 N N aO H ) บ รรจ ุล งใน ข วด ท ด ล อ งข น าด  2 5 0  ม ิล ล ิล ิต ร  ขวดล ะ 5 0  ม ิล ล ิล ิต ร  น ึ่งฆ ่า เช ื้อ  
ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 121 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ค ว าม ด ัน  15  ป อ น ด ์ต ่อ ต าร างน ิ้ว  เป ็น เว ล า  2 0  น าท ี เม ื่อ อ า ห า ร เย ็น  

ลง ใ ช ้เข ็ม เข ี่ย เช ื้อ ด ัก ช ื้น ว ุ้น ห ัว เช ื้อ  ด ังข ้อ  3.1 ย ้าย ล ง ใ น อ าห าร  บ ่ม เช ื้อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 0  C  ต าม ผ ล ก าร  
ท ด ล อ งข ้อ จ าก ข ้อ  3 .2  เป ็น ร ะ ย ะ เว ล า 3 0  ว ัน  เป ร ีย บ เท ีย บ อ ัต ร าก าร เจ ร ิญ ข อ ง เส ้น ใ ย  เช ่น เด ีย ว ก ับ  
ก าร ท ด ล อ งท ี่ 3 .2  เพ ื่อ ห าระ ด ับ  pH ท ี่เห ม าะ ส ม ต ่อ ก าร เจ ร ิญ ข อ ง เส ้น ใย ร า  p. tinctorius  แ ต ่ล ะส าย 
พ ัน ธ ุ ส ัง เก ต ล ัก ษ ณ ะ ก าร เจ ร ิญ แ ล ะ ก าร พ ัฒ น าข อ ง เส ้น ใย  เช ่น  ล ักษณ ะ'ของโคโลน ี ล ีข อ งเส ้น ใย  ก าร  
เป ล ี่ย น ล ีข อ งอ าห าร  แ ล ะ ก าร เป ล ี่ย น แ ป ล งข อ ง pH
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4. ทดสอบการสร้างเอคโตไมคอร็ไรซ่าของรา P. tinctorius และเปรียบเทียบอัตราการ
เจริญของกล้าไม้สนสามใบ และยูคาลิปตัส ที่มการใส่หัวเซี๋อเส้นใยรา และชุดควบคุมที่ใส ่
หัวเซี้อเส้นใยราซ่ึงผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ

4.1 ก าร เต ร ีย ม ห ัว เช ื้อ เส ้น ใย  (p u re  m yce lia l in o cu lu m ) รา P. tinctorius  ส าย พ ัน ธ ์ท ี่ค ัด  
เล ือ ก ไ ด ้ ค ัด เล ือ ก ส าย พ ัน ธ ์ร า  P. tinctorius  ท ี่ม ีก าร เจ ร ิญ ด ี ม า ท ำก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น เส ้น ใ ย  ด ้ว ย ก าร  
เพ าะ เล ี้ย งใน ว ัส ด ุผ ส ม เว อ ร ์ม ิค ิว ไ ล ท ์ (verm icu lite ) และด ิน พ ร ุ (p e a t  ) (M arx  e t  a l., 1 9 8 4 a )  โ ด ย ห า 
อ ัต ราส ่วน ผส ม ท ั้งส อ ง เพ ื่อ ให ้ได ้ระด ับ  pH ท ี่เห ม าะ ส ม ต ่อ ก าร เจ ร ิญ ข อ ง เส ้น ใย ร า  บ รรจ ุว ัส ด ุด ้งก ล ่าว  
ใน ข ว ด ท ด ล อ งข น าด  1 ,0 0 0  ม ิลล ิล ิต ร ผ ส ม อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  MMN ท ี่ม ี pH  เห ม าะ ล ม ต าม ผ ล ก าร  
ท ด ล อ งท ี่ได ้ใน ,ข้อ 3 .3  ใน อ ัต ราส ่ว น ว ัส ด ุท ี่ใช ้ท ำห ัว เช ื้อ  ต ่อ อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ  2  : 1 โ ด ย ป ร ิม าต ร  น ึ่งฆ ่า  
เช ื้อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 121 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ค ว าม ด ้น  15 ป อ น ด ์ต ่อ ต าร างน ิ้ว  เป ็น เว ล า  1 ช ั่วโมง จ ำน ว น  2  
คร ั้ง โ ด ย ท ั้งช ่ว ง เว ล าใน ก าร น ึ่งค ร ั้งท ี่ 2  ห ่างจ าก ค ร ั้งแ ร ก  น าน  2 4  ช ั่วโมง ใส ่รา p . tinctorius  ท ี่ค ัด  
เล ือ ก  ซ ึ่ง เล ี้ย ง ใน อ าห าร  MMN ท ี่ม ี'ระด ับ อ ุณ ห ภ ูม ิ และ pH ท ี่เห ม าะส ม  เป ็น เว ล า  3  ส ัป ด าห ์ ลงใน 
ว ัส ด ุท ี่ใช ้ท ำห ัว เช ื้อ  ด ้งก ล ่าว  บ ่ม เช ื้อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่เห ม าะ ส ม ต าม ผ ล ก าร ท ด ล อ ง ท ี่ไ ด ้จ าก ข ้อ  3.1 เป ็น  
เว ล าป ร ะ ม าณ  3 -4  เด ือ น  เม ื่อ จ ะ น ำม าใช ้ ใ ห ้ล ้า ง อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ อ อ ก จ าก ห ัว เช ื้อ  ด ้ว ย น ิ้าส ะ อ าด  
ก ร อ ง ด ้ว ย ผ ้าข าว บ าง  บ ีบ เอ าน ํ้าอ อ ก ให ้ห ม าด  พ ร ้อ ม ท ี่จ ะน ำไ ป ผ ส ม ก ับ ว ัส ด ุท ี่ใช ้ป ล ูก ต ่อ ไ ป

4 .2  ก าร เต ร ีย ม เม ล ็ด ไ ม ้ส น ล าม ใบ  แ ล ะ ย ูค าล ิป ด ้ล
4 .2 .1  ก าร ค ัด เล ือ ก เม ล ็ด ส น ส าม ใบ  แ ล ะ ย ูค าล ิป ด ้ส เพ ื่อ น ำม าใช ้ท ด ส อ บ  น ำ เม ล ็ด ไ ม ้ 

ท ั้ง 2  ชน ิด  ม าแ ช ่ใน น ิ้าก ล ั่น  2 4  ช ั่วโมง ค ัด เม ล ็ด ท ี่ล อ ย น ิ้าท ั้งไ ป  เก ็บ เม ล ็ด ท ี่จ ม น ิ้าไ ว ้ท ำก าร ท ด ล อ ง  
ต ่อไป

4 .2 .2  ก า ร ฆ ่า เช ื้อ ท ี่ผ ิว ข อ ง เม ล ็ด  น ำ เม ล ็ด ท ี่เก ็บ ไ ด ้จ าก ข ้อ  4 .2 .1  ม า ฆ ่า เช ื้อ ท ี่ผ ิว  โด ย 
แ ช ่ใน เอ ท ธาน อ ล  เข ้ม ข ้น  7 0  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ เป ็น เว ล า  3 -5  น าท ี จ า ก น ั้น ฆ ่า เช ื้อ ด ้ว ย ไ ฮ โ ด ร เจ น เป อ ร ์ 
อ อ ก ไซ ด ์ เข ้ม ข ้น  3 0  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ เป ็น เว ล า  10 และ 3 0  น าท ี ส ำห ร ับ เม ล ็ด ไ ม ้ย ูค าล ิป ด ้ส  และสนสาม 
ใบ ต าม ล าด ับ  ล ้าง ด ้ว ย น ั้าก ล ั่น ท ี่น ึ่ง ฆ ่า เช ื้อ แ ล ้ว  3 คร ั้ง (B ru n d re tt e t  a l., 1 9 9 6 )

4 .3  ก าร เต ร ียม ว ัส ด ุท ี่จ ะ ใช ้ใน ก าร เพ าะ ก ล ้าไม ้ส น ส าม ใบ  แ ล ะ ย ูค าล ิป ด ้ล

4 .3 .1  ก า ร เต ร ีย ม ถ า ด เพ า ะ ช ่า  น ำถ าด เพ าะ ช ่าท ร ง ส ูง  แบ บ ห ล ุม  ข น าด  9 X 1 4 X 7  
นิ้ว ชน ิด  2 4  หล ุม ม า ฆ ่า เช ื้อ ท ี่บ ร ิเว ณ ผ ิว ข อ ง ถ า ด เพ า ะ  โ ด ย ล ้าง ด ้ว ย น ั้าส ะ อ าด  แล ้วใช ้เอ ท ธาน อ ล  
เข ้ม ข ้น  7 0  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ เช ็ด ให ้ท ั้ว ด ้าน ใน ข อ งถ าด เพ าะ

4 .3 .2  ก าร เต ร ีย ม ว ัส ด ุท ี่ใข ้เพ าะ  น ำท ร าย ผ ส ม ก ับ ข ุย ม ะ พ ร ้าว  เป ล ือ ก ถ ั่ว  และห น ้า 
ด ิน จ าก  ส ว น ป ่าย ูค าล ิป ด ้ล  (to p  so il) ด ้ว ย อ ัต ร าส ่ว น  2:1:1 และ 10  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ โ ด ย ป ร ิม าต ร  (pH  
ข อ งว ัส ด ุท ี่ใข ้เพ าะ เท ่าก ับ  6 .0 )  ซ ึ่ง ไ ด ้ผ ่าน ก าร น ึ่งฆ ่า เช ื้อ ท ี่ 1 00  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  2  ช ั่วโมง 
ผ ส ม ค ล ุก เค ล ้าก ับ ห ัว เช ื้อ เส ้น ใย  ท ี่เต ร ีย ม ไ ด ้จ าก ข ้อ  4  ด ้ว ย อ ัต ร าส ่ว น  8:1 โ ด ย ป ร ิม าต ร  (ส ม บ ูรณ ์,
2 5 3 3 )  บ รร จ ุล งใน ถ าด เพ าะ ช ำแ บ บ ห ล ุม ท ี่ไ ด ้เต ร ีย ม ไ ว ้ใน ข ้อ  4 .3 .1  เต ร ีย ม ช ุด ก า ร ท ด ล อ งค ว บ ค ุม  โด ย
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ใช ้ห ัว เช ื้อ เส ้น ใยข อ ง  P. tinctorius  ท ี่เต ร ียม ไว ้ใน ข ้อ  4.1 ม าน ง ฆ ่า เช ื้อ ท อ ุณ ห ภ ูม ิ 121 อ ง ศ า เซ ล เช ย ส  
ค ว าม ด ัน  15 ป อ น ด ์ต ่อ ต าร างน ิ้ว  เป ็น เว ล า  1 ช ั่วโมง ผ ส ม ก ับ ด ิน เพ าะ ท ี่เต ร ีย ม ไ ด ้ข ้า ง ด ัน  น ำ เม ล ็ด ไ ม ้ 
ท ี่เต ร ียม ไว ้ใน ข ้อ  4 .2 .2  ม าห ย อ ด ล ง ใน ว ัส ด ุเพ าะ ใน ห ล ุม ถ าด เพ าะ ช ้า  โดยใส ่ห ล ุม ละ 2 -3  เม ล ็ด  
สำห ร ับสน สามใบ และหล ุมละ 3 -5  เม ล ็ด  ส ำห ร ับ ย ูค าล ิป ด ัส  ใช ้ก าร ท ด ล อ งแ บ บ  R a n d o m iz e d  
c o m p le te  b lock  d e s ig n  (ภ าค ผ น ว ก  ข ) แต ่ละช ุดการท ดลองท ำ 4  b lock

4 .4  ก าร ด ูแ ล ร ัก ษ าก ล ้าไ ม ้ รด น ั้าก ล ้าไ ม ้!,น ก ระ ถ างท ั้งห ม ด  ให ้ช ุ่ม พ อ ป ร ะ ม าณ  อย ่าให ้แฉ ะ 
เก ินไป ใน ต อ น เช ้า  แ ล ะ เย ็น อ ย ่างส ม ํ่า เส ม อ  จ น ก ล ้าอ าย ุค ร บ  6  เด ือ น  ซ ึ่ง เส ร ็จ ส ิ้น ก ารท ด ล อ ง ใส ่ป ุย  
ไ น โ ต ร เจ น ฟ อ ส ฟ อ ร ัส แ ล ะ โ พ แ ท ส เซ ีย ม ใ น ร ะ ด ับ ป า น ก ล า ง (ภ า ค ผ น ว ก ก .)ท ุก ๆ 2 ส ัป ด าห ์

4 .5  ก าร เก ็บ ข ้อ ม ูล  เป ร ีย บ เท ีย บ ห าอ ้ต ร าก าร เจ ร ิญ เต ิบ โ ต ข อ ง ก ล ้าไ ม ้ส น ส าม ใ บ  แ ล ะ ย ูค า 
ล ิป ด ัส  ท ี่ม ีก ารใส ่ราเอ ค โต ไม ค อ ร ิไรซ ่า  แ ล ะ ช ุด ค ว บ ค ุม ท ี่ใส ่ร า เอ ค โ ต ไ ม ค อ ร ิไ ร ซ ่าซ ึ่งผ ่าน ก าร น ึ่งฆ ่า  
เช ื้อ เม ื่อ อ าย ุ 6  เด ือ น  ส ุ่ม ถอ น ก ล ้าส น ส าม ใบ  แ ล ะ ย ูค าล ิป ด ัส จ าก ถ าด เพ าะ ช ้า  ช น ิดละ 4  ด ้น  โด ยว ัด

4 .5 .1  ค ว าม ส ูงข อ งล ำด ้น  แ ล ะ เส ้น ผ ่าน ศ ูน ย ์ก ล างท ี่ร ะ ด ับ ค อ ร าก ข อ งล ำด ้น  เม ื่อ ก ล ้า  
ไ ม ้อ าย ุค ร บ  6 เด ือ น

4 .5 .2  ห าม ว ล ช ีว ภ าพ ใน แ ต ่ล ะ ส ่ว น ข อ งก ล ้าไ ม ้ แ ย ก เป ็น ส ่ว น ข อ งล ำด ้น  ใบ และราก 
ข อ งแ ต ่ล ะ ด ้น  จ าก น ั้น น ำท ั้ง  3 ส ่วน ไ ป อ บ แ ห ้งท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 8 0  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  4 8  ช ั่วโมง 
ช ั่งห าน ํ้าห น ัก แ ห ้ง เพ ื่อ ห าม ว ล ช ีว ภ าพ ส ่ว น ต ่าง   ๆ ข อ งก ล ้าไม ้แ ต ่ล ะ ด ้น ต ่อ ไ ป

4 .5 .3  ห า เป อ ร ์เซ ็น ต ์ก าร ต ิด เช ื้อ  (p e rc e n t  In fection ) ข อ งร า p . tinctorius  ข อ งก ล ้า  
ไ ม ้ส น ส า ม ใ บ  แ ล ะ ย ูค า ล ิป ด ัส  โ ด ย ด ัด ร า ก อ อ ก เป ็น ช ื้น  ใ ห ้ม ิค ว า ม ย า ว ป ร ะ ม า ณ ช ื้น ล ะ  1 -1 .5  
เซ น ต ิเม ต ร  ย ้อ ม ล ีร าก ต าม ว ิธ ีข อ ง  P h illip s และ H a y m a n  (1 9 7 0 ) ส ุ่ม ช ื้น ส ่ว น ข อ งราก ท ี่ย ้อ ม ล ีแ ล ้ว ม า 
5 0  ช ื้น  ว างบ น แ ผ ่น ส ไ ล ด ์ คร ั้งละ 5  ช ื้น  น ับ จ ำน ว น ช ื้น ส ่ว น ข อ งร าก ท ี่พ บ ว ่าม ิเช ื้อ ร า เอ ค โ ต ไ ม ค อ ร ์
ไรซ ่า  p. tinctorius  ภ าย ใต ้ก ล ้อ ง จ ุล ท ร ร ศ น ์ ข อ งแ ต ่ล ะ ช ุด ก าร ท ด ล อ ง เพ ื่อ ค ำน ว ณ ห าเป อ ร ์เซ ็น ต ์ก าร  
ต ิด เช ื้อ

4 .5 .4  ก ารว ิเค ราะห ์ข ้อ ม ูล  ว ิเค ร าะ ห ์ข ้อ ม ูล ก า ร เจ ร ิญ เต ิบ โ ต ข อ ง ค ว าม ส ูง ล ำต ้น  เส ้น  
ผ ่าน ศ ูน ย ์ก ล างท ี่ร ะ ด ับ ค อ ร าก ข อ งล ำด ้น  อ ัต ร าส ่ว น ร ะ ห ว ่างค ว าม ส ูงก ับ เส ้น ผ ่าน ศ ูน ย ์ก ล างท ี่ร ะ ด ับ ค อ  
ร าก ข อ ง ล ำ ต ้น  ม ว ล ช ีว ภ าพ ส ่ว น ต ่าง   ๆ ข อ ง ก ล ้า ไ ม ้ อ ัต ราส ่ว น ม ว ล ช ีว ภ าพ ส ่ว น เห น ือ ด ิน ต ่อ ส ่ว น ใด ้ต ิน  
ใน แ ต ่ล ะ ช ุด ก าร ท ด ล อ งข อ งก ล ้าไ ม ้ แ ล ะ เป อ ร ์เซ ็น ต ์ก าร ต ิด เช ื้อ  p. tinctorius  เม ื่อ อ าย ุค ร บ  6 เด ือ น  
โ ด ย ว ิธ ี A n a ly s is  o f v a r ia n c e  (ANOVA) ห า ก ม ิน ัย ส ำค ัญ ท าง ส ถ ิต ิ ก ็ท ำ ก า ร เป ร ีย บ เท ีย บ ค ่า เฉ ล ี่ย  
โ ด ย ว ิธ ี D u n c a n  ’ร  n e w  m u ltip le -ra n g e  t e s t  (D M RT)


	บทที่ 3 วิธีการทดลอง

