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บทสรุปผูบริหาร 

Executive Summary 
 ปาลมนํ้ามัน (Elaeis guineensis jacq.) เปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญชนิดหน่ึง ทั้งน้ีเน่ืองจาก
ผลตอบแทนของการปลูกปาลมนํ้ามันดีกวาการปลูกพืชชนิดอื่น เชน ยางพารา และการทํานาขาว จึงเปน
แรงจูงใจใหเกษตรกรขยายพ้ืนที่ปลูก ประกอบกับมีโครงการเปลี่ยนพ้ืนที่ปลูกปาลมทั่วประเทศ ซึ่งในการน้ี
กระทรวงเกษตรและสหกรณ ไดมีแผนกําหนดพ้ืนที่ปลูกปาลมนํ้ามันใหมในประเทศข้ึน โดยในปจจุบันไดมี
การศึกษาความเปนไปไดของการปลูกปาลมนํ้ามัน เชนในพ้ืนที่ตัวอยางภาคเหนือ และตะวันออกเฉียงเหนือ
แลว นอกจากน้ีการเกิดภาวะวิกฤตราคานํ้ามันแพงข้ึน ต้ังแตป พ.ศ. 2547 ทําใหปาลมนํ้ามันกลายมาเปนพืชที่
มีบทบาทสําคัญกับนโยบายวาระแหงชาติดานพลังงานของประเทศ ดวยความหวังเพื่อการนํามาผลิต "ไบโอ
ดีเซล" ซึ่งจะสามารถลดภาระการนําเขานํ้ามันเช้ือเพลิงบางสวนจากตางประเทศได  

การผลิตตนกลาปาลมนํ้ามันใหมีคุณภาพและมาตรฐาน เพื่อรองรับการปลูกในแตละฤดูกาลจึงเปน
ปจจัยสําคัญ นอกจากน้ีพื้นที่ที่มีการปลูกปาลมนํ้ามันยังเคยเปนพ้ืนที่วางเปลา พื้นที่ปา หรือเคยปลูกพืชอยาง
อื่นมากอนแนวทางการเพ่ิมพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามันของประเทศในแตละพื้นที่อาจจะตองประสบปญหา หากขาด
การศึกษาวิจัยเกี่ยวกับปฏิสัมพันธระหวางพืชกับจุลินทรียที่อาศัยอยูในดิน โดยเฉพาะอยางย่ิงการดํารงชีวิตอยู
รวมกันระหวางราอารบัสคูลาไมคอรไรซาและระบบรากของปาลมนํ้ามัน ถาตนกลาปาลมนํ้ามันที่นําไปปลกู
ใหมมีคุณภาพตํ่า มีอัตราการตายสูง การเจริญเติบโตเปนไปอยางชา และแคระแกรน หรือโดยเฉพาะอยางย่ิง
ถาในดินมีฟอสฟอรัสตํ่าหรือถูกตรึงอยูในดินจะสงผลใหปาลมนํ้ามันมีผลผลิตตํ่าลงดวย ซึ่งจะมีผลทําให
โครงการลมเหลว และไมประสบความสําเร็จเทาที่ควร การใสราอารบัสคูลารไมคอรไรซาใหกับพืชจะชวยให
ธาตุอาหารเปลี่ยนไปอยูในรูปที่พืชดูดไปใชไดงาย จากที่กลาวขางตน คณะผูวิจัยไดตระหนักถึงความสําคัญของ
ราอารบัสคูลารไมคอรไรซา และการศึกษาการนําไปประยุกตใชทางการเกษตร เพ่ือเรงการเจริญเติบโตของพืช 
วามีบทบาทและความสําคัญอยางย่ิงตอการพัฒนาการใชประโยชนทรัพยากรชีวภาพของประเทศไทย ดังน้ัน
โครงการน้ีจึงมวัีตถุประสงคหลักคือ การใชความรูที่ไดจากการวิจัย เพื่อชวยพัฒนาการผลิตแบบเกษตรย่ังยืน 
โดยการใชจุลินทรียที่ชวยเรงการเจริญเติบโตของพืช ซึ่งเปนสายพันธุที่ไดถูกคัดเลือกโดยธรรมชาติวาเหมาะสม
กับภูมิอากาศและสภาวะแวดลอมในประเทศไทย เพื่อที่จะใชผลิตเปนหัวเช้ือสําหรับเพาะใหกับกลาไมในแปลง
เพาะ กอนยายนําไปปลูก ซึ่งจะชวยเรงอัตราการเจริญเติบโตของพืช และเพ่ือทดแทนหรือเพ่ือการลดการใช
ปุยเคมีโดยเฉพาะปุยฟอสเฟตในข้ันตอนของการผลติพืช ทําใหตนทุนการผลิตพืชนอยลงแลว ยังเปนการ
ปรับปรุงคุณภาพของดินดวย 

การสํารวจ และเก็บรวบรวมตัวอยางดินไดดําเนินการในชวงฤดูฝนในป 2550 จากพ้ืนที่ขยายการปลูก
ปาลมนํ้ามันในพ้ืนที่ 5 จังหวัด ไดแก เชียงราย ฉะเชิงเทรา นาน หนองคาย และตราด เม่ือคัดแยก และจําแนก
ชนิดของสปอรราในดินบริเวณรอบราก โดยลักษณะทางสัณฐานและชีวโมเลกุล ดวยวิธี Polymerase Chain 
Reaction (PCR) จากยีนบริเวณ Small sub unit (SSU rDNA), Internal Transcribed Spacer (ITS) และ 
บางสวนของบริเวณ Large subunit (LSU rDNA) กับไพรเมอรที่มีความจําเพาะกบัราในไฟลัม 
Glomeromycota เพ่ือใชในการตรวจสอบชนิดของ AMF ในรากของปาลมนํ้ามันจากพ้ืนที่ 5 จังหวัด ผล
การศึกษา พบวา  pcr  product  ท่ีไดมีขนาด ประมาณ 1,500 bp การโคลน และการวิเคราะหดวยวิธี PCR-
Single Strand Conformation Polymorphisms (PCR-SSCP) พบวาโคลนที่ไดมีความหลากหลายตางกันใน
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แตละพื้นที่ เมื่อคัดเลือกโคลนจํานวน 53 โคลน ที่มีผลการวิเคราะหของ PCR-SSCP ตางกัน ไปหาลําดับนิวคลี
โอไทด ประกอบกับขอมูลทางสัณฐานพบวา ในรากปาลมนํ้ามัน และสปอรที่เก็บรวบรวมจากดินรอบรากปาลม
นํ้ามันในพ้ืนที่ขยายการปลูกปาลมนํ้ามนัทั้ง 5 จังหวัด ประกอบดวยราอารบัสคูลารไมคอรไรซา สกุล 
Acaulospora, Glomus, Gigaspora, Paraglomus และ Scutellospora จํานวนไมนอยกวา 13 ชนิด และ
อาจมีราชนิดใหมอีก 2 ชนิด ไดแก  uncultured Glomus sp. และ uncultured Gigaspora sp.  

ผลของการใสหัวเช้ือใหกบักลาปาลมนํ้ามัน เพ่ือทดสอบการสรางไมคอรไรซาและการตอบสนองการ
เจริญเติบโตในดานตางๆ ของตนกลาปาลมนํ้ามัน ภายใตสภาวะเรือนกระจก พบวาหัวเช้ือราทั้ง 3 ชนิด 
สามารถสรางไมคอรไรซากับกลาปาลมนํ้ามันไดดี มเีปอรเซ็นตการติดเช้ือในรากพืชสูง ระหวางรอยละ 88.9-
92.3 ดังน้ันมีแนวโนมโดยรวมของการเจริญเติบโตที่เพ่ิมข้ึนชัดเจนสําหรับกลาปาลมนํ้ามันที่ใสหัวเช้ือเมื่อเทียบ
กับกลาปาลมนํ้ามันที่ไมใสหัวเช้ืออยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากน้ีเมื่อตรวจสอบชนิดของราอารบัสคูลารไม
คอรไรซาที่ติดเช้ือในรากกลาปาลมนํ้ามันโดยการหาลําดับนิวคลีโอไทดจํานวน 25 โคลนพบวาเปนรา Glomus 
intraradices และ Scutellospora nodosa  

รายงานวิจัยฉบับน้ีถือเปนรายงานการวิจัยฉบับแรกที่ไดใชวิธีทางชีวโมเลกุลดวยไพรเมอรที่มี
ความจําเพาะกับรา รวมกับวิธีทางสัณฐานวิทยาเพื่อศึกษาและจําแนกชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่
สรางสปอรภายในดิน และอยูในรากของปาลมนํ้ามันของประเทศไทย จากจํานวนโคลนกวา  700  โคลน จัด
กลุมกอนคัดเลือกมาหาลําดับนิวคลีโอไทดจํานวนทั้งสิ้น 78 โคลน ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ได โดย
การเทียบเคียงลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากการศึกษาสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซากับฐานขอมูลนานาชาติ 
(GenBank) พบวาสามารถระบุชนิดของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาไดถูกตองชัดเจนในระดับ genus 
และ/หรือ species ซึ่งมีเปอรเซ็นตความเหมือน (% identity) สวนใหญอยูระหวาง 95-99% จากลักษณะ
ปาลมนํ้ามันซึ่งเปนพืชที่มีระบบรากฝอย มีรากที่แตกแขนงทอดไปตามแนวนอน และประสานกันอยาง
หนาแนนอยูที่บริเวณผิวดิน ไมมีขนราก ดังน้ันการดูดนํ้าและแรธาตุของปาลมนํ้ามันจึงตองพึ่งพาราอารบัสคู
ลารไมคอรไรซาในการทําหนาที่แทน การศึกษาครั้งน้ีพบวา ในดินรอบรากปาลมนํ้ามันมีราอารบัสคูลารไมคอร
ไรซาอาศัยอยูหลากหลายชนิด บางชนิดเปนชนิดที่พบไดทั่วไป บางชนิดอาจเปนชนิดใหมที่ไมเคยรายงานมา
กอน เมื่ออยูในรากพืชราอารบัสคูลารไมคอรไรซาแตละชนิดจะมีประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญของกลา
ปาลมนํ้ามันไดแตกตางกัน ดังน้ันการคัดเลือกชนิดและสายพันธุของราที่เหมาะสมจึงจําเปนอยางย่ิง เมื่อไดสาย
พันธุราที่เหมาะสม การเตรียมหัวเช้ือรากส็ามารถเพ่ิมปริมาณและทําไดในเรือนเพาะชํา การประยุกตใชหัวเช้ือ
ราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจะชวยปรับปรุงกลาปาลมนํ้ามันใหมีคุณภาพดีข้ึน สามารถทนทานตอสภาวะ
แวดลอมที่ไมเหมาะสม อยูรอดปลอดภัยเมื่อยายนําไปปลูกได และยังสามารถทดแทนหรือเพ่ือลดการใชปุยเคมี
โดยเฉพาะปุยฟอสเฟตในข้ันตอนของการผลิตพืช ทําใหตนทุนการผลิตพืชนอยลงแลว ยังเปนการปรับปรุง
คุณภาพของดิน และสอดคลองกับนโยบายของ The Roundtable on Sustainable Palm Oil (RSPO) ท่ี
กําหนดใหสมาชิกสวนปาลมหรือผูผลิตนํ้ามันปาลมที่ไดมาตรฐาน จะตองมีการจัดการสวนปาลมนํ้ามันที่เปน
มิตรกับสิ่งแวดลอม จึงจะไดรับการรับรองคุณภาพมาตรฐานจาก RSPO อีกดวย 
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บทคัดยอ 
  

การศึกษารา arbuscular mycorrhiza (AMF) กับการประยุกตใชในระบบการผลิตทางการเกษตรใน
พืชชนิดตางๆ ไดมีการรายงานไวเปนจํานวนมากพอสมควร แตมีอยูจํานวนนอยที่รายงานเกี่ยวกับสถานะของ 
AMF กับปาลมนํ้ามัน โดยเฉพาะอยางย่ิงในประเทศไทย  การขาดการประยุกตใช AMF ในการเตรียมกลาไม
เพื่อการผลิตที่ย่ังยืน และความกาวหนาในเทคนิคการเตรียมหัวเช้ือราใหที่มปีระสิทธิภาพมากข้ึนเพ่ือใชเพาะ
ใหกับกลาปาลมนํ้ามัน ถือเปนจุดเริ่มตนที่สําคัญของโครงการวิจัยน้ี 

การสํารวจ และเก็บรวบรวมตัวอยางดินไดดําเนินการในชวงฤดูฝนในป 2550 จากพ้ืนที่ขยายการปลูก
ปาลมนํ้ามันใน 5 จังหวัด ไดแก เชียงราย ฉะเชิงเทรา นาน หนองคาย และตราด การคัดแยก และจําแนกชนิด
ของสปอรราในดินบริเวณรอบราก โดยลักษณะทางสัณฐานและชีวโมเลกุล ดวยวิธี Polymerase Chain 
Reaction (PCR) จากยีนบริเวณ Small sub unit (SSU rDNA), Internal Transcribed Spacer (ITS) และ 
บางสวนของบริเวณ Large subunit (LSU rDNA) กับไพรเมอรที่มีความจําเพาะกับราในไฟลัม 
Glomeromycota เพ่ือใชในการตรวจสอบชนิดของ AMF ในรากของปาลมนํ้ามันที่นํามาจากภูมิภาคท ี่เลือกไว 
ผลการศึกษา พบวา  pcr  product  ที่ไดมีขนาด ประมาณ 1,500 bp การโคลน และการวิเคราะหดวยวิธี 
PCR-Single Strand Conformation Polymorphisms (PCR-SSCP) พบวาโคลนที่ไดมีความหลากหลาย
ตางกันในแตละพื้นที ่ เมื่อคัดเลือกโคลนจํานวน 53 โคลน ที่มีผลการวิเคราะหของ PCR-SSCP ตางกัน ไปหา
ลําดับนิวคลีโอไทด ประกอบกับขอมูลทางสัณฐานพบวา ในรากปาลมนํ้ามัน และสปอรที่เก็บรวบรวมจากดิน
รอบรากปาลมนํ้ามันในพ้ืนที่ขยายการปลูกปาลมนํ้ามันทั้ง 5 จังหวัด ประกอบดวยราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 
สกุล Acaulospora, Glomus, Gigaspora, Paraglomus และ Scutellospora จํานวนไมนอยกวา 13 ชนิด 
และอาจมีราชนิดใหมอีก 2 ชนิด ไดแก  uncultured Glomus sp. และ uncultured Gigaspora sp.  

ผลของการใสหัวเช้ือใหกับกลาปาลมนํ้ามัน เพ่ือทดสอบการสรางไมคอรไรซาและการตอบสนองการ
เจริญเติบโตในดานตางๆ ของตนกลาปาลมนํ้ามัน ภายใตสภาวะเรือนกระจก พบวาหัวเช้ือราทั้ง 3 ชนิด 
สามารถสรางไมคอรไรซากับกลาปาลมนํ้ามันไดดี มเีปอรเซ็นตการติดเช้ือในรากพืชสูง ระหวางรอยละ 88.9-
92.3 ดังน้ันมีแนวโนมโดยรวมของการเจริญเติบโตที่เพ่ิมข้ึนชัดเจนสําหรับกลาปาลมนํ้ามันที่ใสหัวเช้ือเมื่อเทียบ
กับกลาปาลมนํ้ามันที่ไมใสหัวเช้ืออยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากน้ีเมื่อตรวจสอบชนิดของราอารบัสคูลารไม
คอรไรซาที่ติดเช้ือในรากกลาปาลมนํ้ามันโดยการหาลําดับนิวคลีโอไทดจํานวน 25 โคลนพบวาเปนรา Glomus 
intraradices และ Scutellospora nodosa 

คําสําคัญ: ความหลากหลาย Glomeromycota ปาลมนํ้ามัน อนุกรมวิธาน อารบัสคูลารไมคอรไรซา SSCP  
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Abstract 
 

The potential of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) application in agricultural 
production systems has been well documented for several plant species. However, little is 
known about the AMF status of oil palm, particular in Thailand. The lack of application of 
AMF in nursery stock, the need to improve sustainable practice and progress in inoculation 
techniques initiated our investigation. More effective use of P inputs in oil palm planting 
stock production could be achieved if the mycorrhizal benefits were exploited, particularly 
when transplanted in the field. A survey was conducted and soil samples were taken from 
the selected regions where oil palms are planted from 5 oil palm plantations (Chiang Rai, 
Chachoengsao, Nan, Nongkai, Trad) during the rainy season in the year 2007. Trap cultures 
and pure pot cultures have been established. Several spore types were presented in each 
rhizosphere soil and were identified using traditional and molecular approaches. PCR 
amplification of partial SSU, ITS rDNA and partial LSU sequences with Glomeromycota-
specific primers were used to detect AMF in root tissue of oil palm taken from selected 
regions. Approximately 1,500 bp amplicons were achieved. After cloning and PCR-SSCP 
analysis, the different polymorphisms of 53 recombinant clones were selected for 
sequencing. Five major genera of Acaulospora, Glomus, Gigaspora, Paraglomus and 
Scutellospora are recognised and at least 13 species whilst 2 described as uncultured 
Glomus sp. and uncultured Gigaspora sp, were observed in oil palm roots and spores 
collected from 5 different provinces. 

 The effect of selected soil inoculum in forming arbuscular mycorrhizas and the 
subsequent growth response in oil palm seedlings was studied. Attempts to develop 
mycorrhizas with 3 soil inoculum under greenhouse conditions were successful with high 
percentage of colonization varied from 88.9-92.3. There was, therefore, overall trend in 
seedling performance which could be attributed to inoculum treatments. Highly significant 
increased in growth were evident for inoculated plants compared with uninoculated ones. 
Specific molecular techniques were also used to detect the presence of the fungi infected in 
seedling roots representing Glomus intraradices and Scutellospora nodosa. 

 Key words: Diversity, Glomeromycota, Oil palm, Taxonomy, Arbuscular mycorrhizas, 
SSCP  
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    รีคอมบิแนนทโคลนตางๆของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซา จ.นาน (NN) ดวยเทคนิค 
    SSCP ยอมดวย silver stain 

54 

17. ตัวอยางของ PCR product ขนาดประมาณ 1,500 bp ท่ีไดจากการเพ่ิมจํานวน DNA  
     บางสวนของ 18S rDNA, ITS และบางสวนของ 28S rDNA 

56 
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รูปที ่ หนา 
18. การเจริญทางความสูงของกลาปาลมนํ้ามัน อายุ 12 เดือน เมื่อใสดินหัวเช้ือราอารบัสคูลาร 
     ไมคอรไรซา 
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19.การเจริญทางความสูงของกลาปาลมนํ้ามันอายุ 12 เดือน ในทรีตเมนตที่ใสดินหัวเช้ือรา 
    อารบัสคูลารไมคอรไรซา เปรียบเทียบกับชุดควบคุม      
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20.  การเจริญเสนผานศูนยกลางที่ระดับคอรากของลําตนกลาปาลมนํ้ามัน อายุ 12 เดือน เมื่อ 
     ใสดินหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 
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21. มวลชีวภาพสวนเหนือดินของกลาปาลมนํ้ามัน อายุ 12 เดือน เมื่อใสดินหัวเช้ือราอารบัส 

     คูลารไมคอรไรซา 
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22. มวลชีวภาพสวนใตดินเฉลี่ยของกลาปาลมนํ้ามัน อายุ 12 เดือน เมื่อใสดินหัวเช้ือราอารบัส 
     คูลารไมคอรไรซาสายพันธุตาง ๆ 
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23. มวลชีวภาพรวมของกลาปาลมนํ้ามัน อายุ 12 เดือน เมื่อใสดินหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอร 
     ไรซา 
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24. ลักษณะโครงสรางไมคอรไรซาที่พบในเซลลรากปาลมนํ้ามันที่ใสหัวเช้ือ 64 
25. ลักษณะของสปอรและรากราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่ตรวจพบในตนปาลมนํ้ามันที่ใสรา 
     อารบัสคูลารไมคอรไรซา 

66 

26. ลักษณะของสปอร และรากราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่ตรวจพบในตนปาลมนํ้ามันที่ใสรา  
     อารบัสคูลารไมคอรไรซา 

67 

27. ตัวอยางของ PCR product ขนาดประมาณ 1,500 bp ท่ีไดจากการเพ่ิมจํานวน DNA  
     บางสวนของ 18S rDNA, ITS และบางสวนของ 28S rDNA 
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สารบัญตาราง 

 

ตารางที่  หนา 
1 การจําแนกราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในปจจุบัน 15 
2 ผลผลิตนํ้ามันพืชโลก ต้ังแตป พ.ศ.2540 - 2550 17 
3 พื้นที่ใหผลผลิต ผลผลิตรวม ผลผลิต/ไรของประเทศผูผลิตสําคัญป พ.ศ.2548 18 
4 ผลผลิตนํ้ามันปาลมทั่วโลก ต้ังแตป พ.ศ. 2540 - 2550 ของประเทศตาง ๆ 19 
5 พื้นที่ปลูก พื้นที่ใหผลผลิต และผลผลิตปาลมนํ้ามันของประเทศไทย ป พ.ศ.2547 - 2550 19 
6 ชนิดและลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการศึกษาครั้งน้ี 26 

7 ผลการวิเคราะหสมบัติดินตัวอยางจากแหลงพื้นที่ปลูกปาลมตาง  ๆ 33 

8 ลักษณะทางสัณฐานของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่ไดจากดินบริเวณรากปาลมนํ้ามัน 35 
9 ลักษณะทางสัณฐานของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่ไดจากดินบริเวณรากปาลมนํ้ามัน 37 
10 ลักษณะทางสัณฐานของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่ไดจากดินบริเวณรากปาลมนํ้ามัน 40 
11 ลักษณะทางสัณฐานของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่ไดจากดินบริเวณรากปาลมนํ้ามัน 42 
12 ลักษณะทางสัณฐานของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่ไดจากดินบริเวณรากปาลมนํ้ามัน 45 
13 ผลการเทียบเคียงลําดับนิวคลีโอไทดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาของปาลมนํ้ามันกับ
ฐานขอมูล GenBank 
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14 ชนิดและลักษณะทางสัณฐานของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่พบในรากปาลมนํ้ามันที่
ใสหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 
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บทที่ 1 

บทนํา 
 

“The study of plants without their mycorrhizas is the study of artefacts. The majority of 
plants, strictly speaking, do not have roots; they have mycorrhizas” (BEG-Committee, 25th 
May 1993) 

 ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย  

 ราอารบัสคูลารไมคอรไรซา (arbuscular mycorrhizal fungi; AMF) เปนจุลินทรียที่อาศัยแบบพึ่งพา
อาศัยซึ่งกันและกัน (symbiosis) กับพืช  โดยราจะไดรับที่อยูอาศัยและสารอาหารจากพืช ในขณะเดียวกันพืช
จะไดรับธาตุอาหารตางๆ โดยเฉพาะอยางย่ิงฟอสฟอรัส ดังน้ันราสามารถกระตุนการเจริญเติบโตของพืช และ
ทําใหเกิดการหมุนเวียนของธาตุฟอสฟอรัส และธาตุอื่นๆในระบบนิเวศ  เปนที่ทราบกันโดยทั่วไปวารอยละ 80 
ของพืชช้ันสูงจะมีความสัมพันธดังกลาว (Harley & Smith 1983, Smith & Read 1997) ในตางประเทศไดมี
การผลิตเชิงพาณิชย และประยุกตใชราอารบัสคูลารไมคอรไรซาเพ่ือใชเปนหัวเช้ือ (inoculum) หรือปุยชีวภาพ 
(biofertilizers/microbial fertilizers) ใหกับพืชทั้งพืชไร พืชสวน และพืชปาไมมากมายหลายชนิด 
(Miyasaka et al. 2003) ความเปนประโยชนของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในพืชเกษตรน้ันเห็นไดชัดเจน ผล
การศึกษาวิจัยและทดสอบ พบวาการใชราอารบัสคูลารไมคอรไรซาสามารถเพ่ิมผลผลิตใหสูงข้ึน ลดการใช
ปุยเคมีที่มีราคาแพง มีความปลอดภัยกวาการใชสารเคมีหรือวิธีด้ังเดิมที่ปฏิบัติกัน นําไปสูการเกษตรในรูปแบบ
ที่ย่ังยืน และการผลิตที่เปนมิตรกับสิ่งแวดลอมได (Azcón-Aguilar & Barea 1996, Gosling et al. 2000, 
Harley & Smith 1983, Menge & Timmer 1982, Sylvia et al. 1993) ราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจะชวย
ในการดูดซับความช้ืน แรธาตุตางๆใหกับพืช และชวยใหพืชมีชีวิตอยูรอดไดในชวงวิกฤติจากความแหงแลง 
อุณหภูมิสูง ความเปนพิษของดิน หรือโรคพืช เปนตน (Borowicz 2001, Meharg & Cairney 2000) 
นอกจากน้ีรายังชวยในการปรับปรุงดิน ทําใหเม็ดดินเกาะตัวกันดีข้ึน ชวยปองกันการชะลางพังทลายของดิน
ดวย (Jeffries et al. 2003, Miller & Jastrow 1992) สําหรับการผลิตหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซาเพื่อ
ใชเปนปุยชีวภาพในประเทศไทยน้ันเริ่มข้ึนมาไมนาน และการนําไปใชโดยเกษตรกรยังไมแพรหลายเทาที่ควร 
แมวารัฐบาลไดกําหนดใหมีการรณรงคใหใชปุย ตลอดจนการใชสารตอตานศัตรูพืชชีวภาพอยางแพรหลาย และ
ไดประกาศใหการผลิตแบบเกษตรอินทรียเปนวาระแหงชาติต้ังแตปลายป 2547 เปนตนมา  

 ปาลมนํ้ามัน (Elaeis guineensis jacq.) เปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญชนิดหน่ึง ทั้งน้ีเน่ืองจาก
ผลตอบแทนของการปลูกปาลมนํ้ามันดีกวาการปลูกพืชชนิดอื่น เชน ยางพารา และการทํานาขาว จึงเปน
แรงจูงใจใหเกษตรกรขยายพ้ืนที่ปลูก ประกอบกับมีโครงการเปลี่ยนพ้ืนที่ปลูกปาลมทั่วประเทศ ซึ่งในการน้ี
กระทรวงเกษตรและสหกรณ ไดมีแผนกําหนดพ้ืนที่ปลูกปาลมนํ้ามัน (Zoning) ใหมในประเทศข้ึน โดยใน
ปจจุบันไดมีการศึกษาความเปนไปไดของการปลูกปาลมนํ้ามัน เชนในพ้ืนที่ตัวอยางภาคเหนือ และ
ตะวันออกเฉียงเหนือแลว (http://www.doa.go.th/pl_data/ PALM/1STAT/st01. html 2005) 
นอกจากน้ีการเกิดภาวะวิกฤตราคานํ้ามันแพงข้ึน ต้ังแตป พ.ศ. 2547 ทําใหปาลมนํ้ามันกลายมาเปนพืชที่มี
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บทบาทสําคัญกับนโยบายวาระแหงชาติดานพลังงานของประเทศ ดวยความหวังเพ่ือการนํามาผลิต "ไบโอ
ดีเซล" ซึ่งจะสามารถลดภาระการนําเขานํ้ามันเช้ือเพลิงบางสวนจากตางประเทศได  

การผลิตตนกลาปาลมนํ้ามันใหมีคุณภาพและมาตรฐาน เพื่อรองรับการปลูกในแตละฤดูกาลจึงเปน
ปจจัยสําคัญ นอกจากน้ีแลวพื้นที่ที่มีการปลูกปาลมนํ้ามันยังเคยเปนพืน้ที่วางเปลา พื้นที่ปา หรือเคยปลูกพืช
อยางอื่นมากอนแนวทางการเพ่ิมพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามันของประเทศในแตละพ้ืนที่อาจจะตองประสบปญหา 
หากขาดการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับปฏิสัมพันธระหวางพืชกับจุลินทรียที่อาศัยอยูในดิน โดยเฉพาะอยางย่ิงการ
ดํารงชีวิตอยูรวมกันระหวางราอารบัสคูลาไมคอรไรซาและระบบรากของปาลมนํ้ามัน ถาตนกลาปาลมนํ้ามันที่
นําไปปลูกใหมมีคุณภาพตํ่า มีอัตราการตายสูง การเจริญเติบโตเปนไปอยางชา และแคระแกรน หรือโดยเฉพาะ
อยางย่ิงถาในดินมีฟอสฟอรัสตํ่าหรือถูกตรึงอยูในดินจะสงผลใหปาลมนํ้ามันมีผลผลิตตํ่าลงดวย ซึ่งจะมีผลทําให
โครงการลมเหลว และไมประสบความสําเร็จเทาที่ควร การใสราอารบัสคูลารไมคอรไรซาใหกับพืชจะชวยให
ธาตุอาหารเปลี่ยนไปอยูในรูปที่พืชดูดไปใชไดงาย (Blal et al. 1990) จากท่ีกลาวขางตน คณะผูวิจัยได
ตระหนักถึงความสําคัญของราอารบัสคูลารไมคอรไรซา และการศึกษาการนําไปประยุกตใชทางการเกษตร 
เพื่อเรงการเจริญเติบโตของพืช วามีบทบาทและความสําคัญอยางย่ิงตอการพัฒนาการใชประโยชนทรัพยากร
ชีวภาพของประเทศไทย ดังน้ันโครงการน้ีจึงมเีปาหมายหลักคือ การใชความรูที่ไดจากการวิจัย เพื่อชวย
พัฒนาการผลิตแบบเกษตรย่ังยืน โดยการใชจุลินทรียที่ชวยเรงการเจริญเติบโตของพืช ซึ่งเปนสายพันธุที่ไดถูก
คัดเลือกโดยธรรมชาติวาเหมาะสมกับภูมิอากาศและสภาวะแวดลอมในประเทศไทย เพ่ือที่จะใชผลิตเปนหัวเช้ือ
สําหรับเพาะใหกับกลาไมในแปลงเพาะ กอนยายนําไปปลูก ซึ่งจะชวยเรงอัตราการเจริญเติบโตของพืช และ
เพื่อทดแทนหรือเพื่อการลดการใชปุยเคมีโดยเฉพาะปุยฟอสเฟตในข้ันตอนของการผลิตพืช ทําใหตนทุนการ
ผลิตพืชนอยลงแลว ยังเปนการปรับปรุงคุณภาพของดินดวย 

 

วัตถุประสงค 

1. เพื่อคัดแยกราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจากดินบริเวณรากปาลมนํ้ามัน และจัดจําแนกชนิดตาม
ลักษณะทางสัณฐาน และ/หรือลักษณะทางพันธุกรรม 

2. เพื่อเพิ่มปริมาณ และผลิตหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่คัดแยกได  

3. เพื่อศึกษาความสามารถของหัวเช้ือในการกระตุนการสรางไมคอรไรซาของกลาปาลมนํ้ามันและ
ความสามารถในการเรงอัตราการเจริญของกลาปาลมนํ้ามันภายใตสภาวะเรือนกระจกและ/หรือ
ในแปลงเพาะ 
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บทที่ 2 
 

                                                            งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
 ราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 

 ราอารบัสคูลารไมคอรไรซา (arbuscular mycorrhizal fungi; AMF) เปนจุลินทรียที่อาศัยแบบ
พึ่งพาอาศัยกันและกัน (symbiosis) กับพืช  โดยราจะไดรับที่อยูอาศัยและสารอาหารจากพืช ในขณะเดียวกัน
พืชจะไดรับธาตุอาหารตางๆ โดยเฉพาะอยางย่ิงฟอสฟอรัส ดังน้ันราสามารถกระตุนการเจริญเติบโตของพืช 
และทําใหเกิดการหมุนเวียนของธาตุฟอสฟอรัส และธาตุอื่นๆในระบบนิเวศ  เปนที่ทราบกันโดยทั่วไปวารอย
ละ 80 ของพืชช้ันสูงจะมีความสัมพันธดังกลาว  ราไมคอรไรซาในกลุมน้ีจัดวาเปนชนิดที่เกาแกที่สุดโดยพบใน
ยุค Ordovician และคาดวานาจะมีอายุไมตํ่ากวา 450  ลานป (Redecker et al. 2000) เปนที่ทราบกัน
โดยทั่วไปวารอยละ 80 ของพืชช้ันสูงจะมีความสัมพันธดังกลาว (Harley & Smith 1983, Smith & Read 
1997, Brundrett 2009)   

เมื่ออยูรวมกับรากพืชราอารบัสคูลารไมคอรไรซา เสนใยราสามารถเจริญเขาไปภายในเซลลรากพืชได 
โดยสรางโครงสรางพิเศษที่เรียกวา arbuscule ภายในเซลลรากพืช และบางชนิดสามารถสรางโครงสราง 
vesicle ได (รูปที่ 1) ซึ่งราอารบัสคูลาไมคอรไรซาจะไดรับสารอาหารคารโบไฮเดรตจากพืช ในขณะที่พืชจะ
ไดรับธาตุอาหารตางๆ จากรา 

 

 

 

 

 

 

 

    

  

การเจริญของราอารบัสคูลาไมคอรไรซากับรากพืชเริ่มจากรากพืชปลอยสาร strigolactones ซ่ึงจะ 

 

 

รูปที่ 1. โครงสราง arbuscule และ vesicle ของราอารบัสคูลาไมคอรไรซาท่ีพบในเซลลรากพืช (http://www. 

genetik.bio.lmu.de/research/schuessler/am_intro /index.html) 
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ชวยกระตุนใหเกิดการงอกของสปอรรา แลวสรางเสนใยรา นอกจากน้ีรายังสราง mycorrhizal factors (Myc) 
ซึ่งจะชักนําใหเกิดการสั่นของ calcium ในเซลลผิวช้ันนอกของราก ทําใหเกิดการกระตุนการทํางานของยีน
ตางๆ ของพืชที่เกี่ยวของกับการเจริญรวมกับรา โดยราอารบัสคูลาไมคอรไรซาจะสราง appressoria (หรือ 
hyphopodium) จากน้ันพัฒนาเปนเสนใยราที่เจริญเต็มที่ แลวแทงเขาไปเจริญในเซลลรากพืชโดยพืชจะสราง 
prepenetration apparatus (PPA) เพ่ือเปนการนําทางใหเสนใยราเจริญจากเซลลรากไปยังช้ัน cortex ได 
จากน้ันเสนใยราจะเจริญไปตามแนวยาวของราก และสรางสารที่มีโครงสรางคลายคลึงกับ PPA ของพืช (PPA-
like structures) ภายในเซลลรากพืชเพื่อเพิ่มการแตกแขนงของเสนใยรา แลวสรางโครงสราง arbuscule รา
อารบัสคูลาไมคอรไรซาบางชนิดสามารถสรางโครงสราง vesicle สวนสปอรราอารบัสคูลาไมคอรไรซาจะสราง
ภายนอกเซลลรากพืชที่บริเวณปลายของเสนใย (รูปที่ 2) (Parniske 2008)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 ราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในระบบนิเวศ 

 การศึกษาราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในระบบนิเวศทําไดโดยการจําแนกชนิดจากสปอรราที่พบในดิน 
และการตรวจสอบการสรางไมคอรไรซาในรากพืช  Bever et al. (2001) ศึกษาความหลากหลายของราอาร
บัสคูลารไมคอรไรซาในบริเวณสังคมพืชแหงหน่ึงที่มีพืชอาศัยจํานวน  50  ชนิด และพบราอารบัสคูลารไมคอร
ไรซา จํานวน  30  ชนิดอาศัยอยูรวมกับพืช จํานวนและชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซายังแตกตางกันไป
ข้ึนอยูกับระดับความลึกของดิน ระบบการเพาะปลูก หรือการใชประโยชนที่ดิน (Oehl et al. 2003, 2005, Li 
et al. 2007) การศึกษาโครงสรางและสังคมของราอารบัสคูลารไมคอรไรซา โดยเฉพาะการศึกษาความ
หลากหลายของชนิด และสังคมของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่เขาอยูในรากพืชอาศัย กับราอารบัสคูลารไม
คอรไรซาที่สรางสปอรอยูในดิน พบวา ชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่พบในรากมีความแตกตางกันกับ
ชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่สรางสปอรในดิน (Borstler et al. 2006, Hempel et al. 2007) การ
ใชพืชอาศัยปลูกลอเพื่อใหราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในดินตัวอยางสรางสปอร หรือ trap culture 
เปรียบเทียบกับชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่พบในธรรมชาติยังมีความแตกตางกันดวย (Sýkorová et 
al. 2007) เน่ืองจากราอารบัสคลูารไมคอรไรซาบางชนิดอาจยังไมสรางสปอร ในชวงที่สุมเก็บตัวอยาง โดยรา
บางชนิดตองใชเวลามากกวา 20  เดือน จึงจะสรางสปอร (Oehl et al. 2004)  

 

รูปที่ 2. ขั้นตอนการเจริญของราอารบัสคูลาไมคอรไรซากับเซลลรากพืชอาศัย (Parniske 2008) 
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 ราอารบัสคูลารไมคอรไรซากับความจําเพาะเจาะจงของพืชอาศัย 

 เดิมมีความเขาใจวาราอารบัสคูลารไมคอรไรซาไมมีความจําเพาะเจาะจงกับพืชอาศัย เน่ืองจากจํานวน
ชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่พบในปจจุบัน ประมาณ  214 ชนิด พบวาสามารถสรางไมคอรไรซากับ
พืชไดถึง 250,000 ชนิด (Fitter 2005) พืชที่เปนพืชอาศัยทั่วไปของราอารบัสคูลารไมคอรไรซา ไดแก 
Plantago lanceolata, Trifolium subterraneum และ Sorghum sudanense ดังน้ันจึงนิยมใชพืช
ดังกลาวเพื่อปลูกลอใหราอารบัสคูลารไมคอรไรซาสรางสปอร (Smith & Read 2008)  

ในปจจุบันพบวาราอารบัสคูลารไมคอรไรซาบางชนิดมีความจําเพาะเจาะจงกับพืชอาศัย เชน ตน 
Acer pseudoplatanus เปนพืชอาศัยของรา Glomus hoi  เทาน้ัน (Helgason et al. 2002) ดังน้ันพืชแต
ละชนิดจึงมีผลตอการสรางสปอรของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในธรรมชาติได (Jansa et al. 2002) 

 

 อนุกรมวิธานของราอารบัสคูลาไมคอรไรซา 

การจําแนกชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาคอนขางยาก เน่ืองจากรากลุมน้ีไมมีการสืบพันธุแบบ
อาศัยเพศ ราจะสรางสปอรแบบไมอาศัยเพศ ไดแก azygospore หรือ chlamydospore ข้ึนในดินและราก
พืช สปอรราอาจมีขนาดใหญมาก มีเสนผานศูนยกลางถึง 1.2  มิลลิเมตร ที่ประกอบดวยนิวเคลียสจํานวน
ต้ังแต 576-35,000 นิวเคลียส (Hosny et al. 1998, Viera & Glenn 1990) โดยมีปริมาณของดีเอนเอ 0.26-
3.4 pg ตอนิวเคลียส ข้ึนอยูกับชนิดรา (Bianciotto & Bonfante 1992, Hosny et al. 1998, Viera & 
Glenn 1990) รา Scutellospora pellucida มีจํานวนจีโนมทั้งหมด เทากับ 1,058 Mb (Bianciotto & 
Bonfante 1992) รา Glomus sp. ไอโซเลต DAOM197198  มีจํานวนจีโนมทั้งหมด เทากับ 16.54 Mb 
(Hijri & Sanders 2004) เปนตน โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐาน การพัฒนาของสปอรที่แตกตางกัน และลําดับ
นิวคลีโอไทดบริเวณ Small subunit (SSU) rDNA ราอารบัสคูลาไมคอรไรซาเปนราแทจริงอยูในไฟลัม 
Glomermycota (Schüßler 2001) มีเพียง class เดียวคือ Glomeromycetes 4 อันดับ 11 วงศ 17 สกุล ที่
รูจักและทราบชนิดแลวคาดวามีประมาณ 228 ชนิด (ตารางที่ 1) (Schüßler & Walker 2010)  
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ตารางที่  1 การจําแนกราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในปจจุบัน (Schüßler & Walker 2010) 

 Order Family Genus 

phylum Glomeromycota  

 class Glomeromycetes  

Glomerales Glomeraceae Glomus 
Funneliformis  
Rhizophagus  
Sclerocystis 

  Claroideoglomeraceae Claroideoglomus 

 Diversisporales Gigasporaceae Gigaspora 
Scutellospora  
Racocetra 

  Acaulosporaceae 

Entrophosporaceae 

Pacisporaceae 

Diversisporaceae 

Acaulospora 

Entrophospora 

Pacispora 

Diversispora 

Otospora 
 Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus 

 Archaeosporales Geosiphonaceae Geosiphon 

  Ambisporaceae Ambispora 

  Archaeosporaceae Archaeospora 

 

เน่ืองจากการจําแนกชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานเพียงอยาง
เดียวน้ันมขีอจํากัดหลายประการ ทําใหไมสามารถจัดจําแนกไดในระดับชนิด หรือไมสามารถจัดจําแนกชนิดได
อยางถูกตอง โดยเฉพาะอยางย่ิงการจัดจําแนกชนิดของราท่ีเจริญในเซลลรากพืชอาศัย หรือราอารบัสคูลารไม
คอรไรซาชนิดเดียวกันอาจมีรูปรางของสปอรไดสองแบบ (dimorphic spores) ทําใหจําแนกชนิดไดแตกตาง
กัน (Sawaki et al. 1998, Redecker et al. 2000b) ดังน้ันในปจจุบันจึงไดมีการนําเอาเทคนิคทางชีววิทยา
โมเลกุลมาชวยในการศึกษาดังกลาว ยีนที่มีรายงานวาสามารถนํามาใชในการศึกษาไดแก ยีน Ribosomal 
RNA (rDNA) ในสวนของ Small Subunit (SSU), Internal Transcribed Spacer (ITS) และ partial large 
subunit (LSU) rDNA (Clapp et al. 2001, Rodriguez et al. 2001) เปนตน ซึ่งขอมูลทางพันธุกรรมของ
ยีนดังกลาวสามารถใชในการศึกษาอนุกรมวิธาน และวิวัฒนาการของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาไดอยาง
ถูกตอง 
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ในตางประเทศมกีารนําเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรส และใชไพรเมอรที่มี
ความจําเพาะมาใชศึกษาความหลากชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซา ไพรเมอรที่พัฒนาข้ึนและนิยมใชกัน
มาก ไดแก  AM1 (Helgason et al. 1998) และ NS31 (Simon et al. 1992) โดยผลผลิต PCR ที่ไดจากการ
ใชไพรเมอรคูน้ี มีคาประมาณ  550 bp ขอจํากัดของไพรเมอร NS31  คือเพิ่มจํานวนดีเอนเอของสิ่งมีชีวิตที่
เปนยูแคริโอตทั้งหมด สวน AM1 ไมสามารถเพ่ิมจํานวนดีเอนเอของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในอันดับ 
Archaeosporales และ Paraglomerales ได (Redecker et al. 2000b, Schüßler 2001) ไพรเมอรคูน้ีจึง
เหมาะสําหรับศึกษาราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในอันดับ  Glomerales และ Diversisporales  เทาน้ัน ตอมา
ไดมีการพัฒนาไพรเมอรที่เหมาะสมสําหรับการศึกษามากข้ึน โดยใชสําหรับบริเวณ  SSU ไดแก AML1-AML2 
(800 bp), GlomerWT0-Glomer1536 หรือ GlomerWT0-GlomerWT1,2,3,4 (1,130 bp) (Lee et al. 
2008, Wubet et al. 2006) 

ไพรเมอรที่พัฒนาข้ึนและนิยมใชศึกษาบริเวณ  ITS และ partial LSU ไดแก NS5/ITS4, Glom1310, 
Arch1311/ITS4, ITS1F/Glom5.8R, SSU-Gom1/LSU-Glom1 (Redecker 2000, Renker et al. 2003) 
และเมื่อเร็วๆ น้ี Krüger et al. (2010) ไดพัฒนาชุดไพรเมอรที่มีความจําเพาะกับบริเวณ SSU, ITS และ
บางสวนของ LSU ของราในไฟลัม Glomeromycota โดยใชเทคนิค nested PCR พบวามีประสิทธิภาพดี
สามารถใชตรวจหาราอารบัสคูลารไดทั้งจากสปอร และรากพืชอาศัย 

 

ปาลมนํ้ามัน 

ปาลมนํ้ามัน (Oil palm) จัดอยูในพืชตระกูลปาลมในวงศ Palmaceae สกุล Elaeis ซึ่งมีอยู 3 ชนิด 
คือ 1) Elaeis guineensis (African oil palm) 2) Elaeis oleifera (Southern American oil palm) และ 
3) Elaeis odora (American oil palm) ปาลมนํ้ามันสองชนิดแรก เปนพืชทีม่ีความสําคัญทางเศรษฐกิจ การ
ใชประโยชนนํ้ามันปาลมเกิดข้ึนจากผลปาลม 2 สวน คือ จากเปลือกหุมภายนอก และจากเน้ือในของ
เมล็ด  นํ้ามันจากเปลือกของปาลม ประกอบดวยกรดไขมันที่อิ่มตัว ประมาณรอยละ 52 และกรดไขมันไม
อิ่มตัว รอยละ 48 ดังน้ัน จึงตองนํานํ้ามันดิบผานกรรมวิธีแยกกรดไขมันทั้งสองออกจากกัน นํานํ้ามันไมอิ่มตัว
ไปแปรรูปเปนผลิตภัณฑอาหารหลายชนิด เชน ใช ปรุงอาหาร ทําเนยเทียม หรือมาการีน เนยขาว เปน
สวนผสมของนมขนหวาน ไอศกรีม และขนมอีกหลายชนิด สวนที่เปนกรดไขมันอิ่มตัวก็นําไปทําสบู ผงซักฟอก 
และผลติภัณฑอุตสาหกรรมอื่น ๆ สวนนํ้ามันเน้ือในของเมล็ดปาลม ประกอบดวยนํ้ามันชนิดอิ่มตัวสูงถึงรอยละ 
85 - 90 ทําใหไมเหมาะตอการบริโภค จึงนําไปใช ในอุตสาหกรรมทําสบู เครื่องสําอาง ผงซักฟอกอุตสาหกรรม 

ขอมูลของกระทรวงเกษตรสหรัฐอเมริกา รายงานวาในป 2550 ผลผลิตนํ้ามันพืชของโลกสูงกวาป 
2540 ประมาณ 62 % และผลผลิตนํ้ามันถ่ัวเหลืองสูงเปนอันดับ 1 ในชวงกอนป 2548 และหลังจากน้ันเปน
ตนมา ปาลมนํ้ามันกลายเปนพืชนํ้ามันอันดับ 1 แทนที่ ถ่ัวเหลือง และมีผลผลิตนํ้ามันสูงถึง 36.83 ลานตัน 
(ตารางที่ 2) ทั้งน้ีเน่ืองจากผลผลิตนํ้ามันตอไรของปาลมนํ้ามันสูงกวา ถ่ัวเหลืองประมาณ 9 เทาตัว  
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ตารางที ่2 ผลผลิตนํ้ามันพืชโลก ต้ังแตป พ.ศ.2540 - 2550  

ชนิด ผลผลิตน้ํามันพืช (ลานตัน) 

2540  2545  2547  2548  2549  2550  

นํ้ามันถั่วเหลือง  22.57  28.90  30.05  32.50  34.48  35.99  

นํ้ามันปาลม  16.97  25.36  29.59  33.88  35.81  36.83  

นํ้ามันเมล็ดในปาลม  2.20  3.12  3.67  4.13  4.38  4.55  

นํ้ามันมะพราว  3.29  3.21  3.29  3.44  3.40  3.25  

นํ้ามันทานตะวัน  9.00  7.42  9.17  9.04  10.42  10.00  

อ่ืนๆ  21.13  24.69  26.15  28.50  29.36  31.27  

รวม  75.16  92.70  101.92  111.56  117.85  121.89  

ที่มา : กระทรวงเกษตรสหรัฐอเมริกา (2550) 

 

ปาลมนํ้ามันในประเทศไทย 

ปาลมนํ้ามันมีถ่ินกําเนิดเดิมในทวีปแอฟริกา ชาวโปรตุเกสไดนําปาลมนํ้ามันเขามาปลูกในเอเชียครั้ง
แรก ที่สวนพฤกษศาสตรโบกอร ในประเทศอินโดนีเซีย ในป พ.ศ. 2391 ตอมามีผูนําไปปลูกในตอนเหนือของ
เกาะสุมาตรา ปรากฎวาใหผลผลิตสูง จึงมีการปลูกในเชิงการคา และประเทศมาเลเซียไดกลายเปนประเทศ
สงออกนํ้ามันปาลมมากที่สุด ในประเทศไทย พระยาประดิพัทธภูบาล ไดนํามาปลูกครั้งแรกเปนไมประดับเมื่อป 
พ.ศ. 2472 โดยปลูกเปนปาลมประดับที่สถานีการยางคอหงส จังหวัดสงขลา และสถานีกสิกรรมพลิ้ว จังหวัด
จันทบุร ี และไดมกีารทําสวนปาลมกันจริงจัง ประมาณป พ.ศ. 2511 โดยโครงการนิคมสรางตนเองพัฒนา
ภาคใต จังหวัดสตูลและโครงการบริษัทอุตสาหกรรมนํ้ามันและสวนปาลมจํากัด (สวนเจียร วานิช) จังหวัด
กระบี่ รวมพ้ืนที่ปลูกทั้งสิ้นประมาณ  40,000  ไร ภายหลังไดขยายไปสูจังหวัดอื่น ๆ ที่ใกลเคียง โดยจังหวัดที่มี
พื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามันมากที่สุดคือ กระบี่ สุราษฎรธานี และชุมพร ตามลําดับ (ชาย และสุรกิตติ 2547) 

การสํารวจขอมูลเกี่ยวกับพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามันของประเทศผูผลิตรายใหญในป พ.ศ.2548 พบวา ประเทศ
ที่มีพื้นที่ใหผลผลิตมากเปนอันดับ 1 คือ มาเลเซีย รองลงมาคือ อินโดนีเซีย ไนจีเรีย ไทยและโคลัมเบีย และ
เมื่อเปรียบเทียบศักยภาพของปาลมนํ้ามันในการใหผลผลิต/ไร พบวา มาเลเซียสามารถใหผลผลิต/ไร ไดสูงสุด 
3.3 ตัน/ไร/ป ทั้งน้ีเน่ืองจากสภาพพื้นที่และปริมาณนํ้าฝนที่เอื้ออํานวยตอการผลิตปาลมนํ้ามัน และประเทศที่
ใหผลผลิตรองลงมาคือ อินโดนีเซีย และไทย (ตารางที่ 3) และในป 2550 พบวา อินโดนีเซียกลายเปนประเทศ
ที่มีพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามันมากเปนอันดับ 1 ของโลกและสามารถผลิตปาลมนํ้ามันไดสูงเปนอันดับ 1 เชนกัน 
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ตารางที่ 3  พื้นที่ใหผลผลิต ผลผลิตรวม ผลผลิต/ไรของประเทศผูผลิตสําคัญป พ.ศ.2548 

ประเทศ  พื้นที่ใหผลผลิต 

(ไร) 

ผลผลิตทะลายสดรวม 

(ลานตัน) 

ผลผลิต/ไร 

 (ตัน/ไร/ป) 

มาเลเซีย  
 
อินโดนีเซีย  
 
ไนจีเรีย  
 
ไทย  
 
โคลัมเบีย  

22.6  
 

22.5  
 

20.7  
 

2.0  
 

1.0 

75.6  
 

64.2  
 

8.7  
 

5.0  
 

3.3 

3.3  
 

2.8  
 

0.4  
 

2.4  
 

3.0 

รวม  78.8 173 2.1 

 

แนวโนมการขยายตัวของผลผลิตปาลมนํ้ามัน 

          จากการสํารวจขอมูลของผลผลิตนํ้ามันปาลมของทั่วโลก พบวาในป พ.ศ. 2550 มีผลผลิตนํ้ามันปาลม
ทั่วโลกสูงกวาผลผลิตในป พ.ศ. 2540 มากกวา 2 เทา เน่ืองจากการขยายพ้ืนที่ปลูกปาลมนํ้ามันเพ่ิมข้ึนอยาง
รวดเร็ว เพื่อรองรับปริมาณการใชนํ้ามันที่มีเพ่ิมมากข้ึน และรองรับการเปนแหลงพลังงานทดแทนนํ้ามันดีเซล 
จากตารางที ่ 4 จะเห็นไดวาในชวงหลายปที่ผานมา ประเทศมาเลเซียเปนผูผลิตนํ้ามันปาลมรายใหญของโลก 
แตปรากฏวาใน ป พ.ศ. 2550 ประเทศผูผลิตนํ้ามันปาลมรายใหญของโลกไดกลายเปนประเทศอินโดนีเซีย 
สําหรับประเทศไทยเปนผูผลิตมากเปนลําดับที่สาม ต้ังแตป พ.ศ. 2545 เปนตนมา เน่ืองจากผลผลิต/ไร/ปของ
ประเทศไทยสูงกวาไนจีเรีย สืบเน่ืองจากความตองการใชนํ้ามันปาลมดิบที่เพ่ิมข้ึน ทั้งในดานบริโภค-อุปโภค 
การใชเปนแหลงพลังงานทดแทนสําหรับผลิตไบโอดีเซล และราคาผลผลิตทะลายสดที่สูงข้ึน (ป 2550 ราคา 
ผลผลิตทะลายสดเฉลี่ย 4.07 บาท/กิโลกรัม) รัฐบาลไทยไดกําหนดยุทธศาสตรการพัฒนา สงเสริมไบโอดีเซล
ทดแทนนํ้ามันดีเซล รอยละ 5 ในป พ.ศ. 2554 หรอืเปนไบโอดีเซล B100 จํานวน 3.02 ลานลิตรตอวัน จึงมี
แผนสงเสริมการปลูกปาลมนํ้ามันเพิ่ม 2.5 ลานไร ในป พ.ศ. 2551- 2555 และเพ่ิมเปน 10 ลานไร ในป พ.ศ. 
2572 ทําใหเกษตรกรและภาคเอกชนมีความสนใจตองการปลูกปาลมนํ้ามันเพ่ิม ข้ึนเปนอยางมาก พ้ืนที่ปลูก
ปาลมนํ้ามันของไทยจึงเพ่ิมสูงข้ึนตามลําดับ (ตารางที ่5) 
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ตารางที ่4 ผลผลิตนํ้ามันปาลมทั่วโลก ต้ังแตป พ.ศ. 2540 - 2550 ของประเทศตาง ๆ 
 
  ประเทศ ผลผลิตน้ํามันปาลม (ลานตัน) 

2540  2545  2547  2548  2549  2550  

มาเลเซีย  8.51  11.86  13.42  15.19  15.49  15.80  

อินโดนีเซีย  5.00  9.20  11.50  14.00  15.40  15.90  

ไนจีเรีย  0.50  0.76  0.78  0.79  0.80  0.81  

ไทย  0.30  0.78  0.84  0.70  0.76  1.00  

โคลัมเบีย  0.39  0.52  0.61  0.65  0.69  0.77  

อ่ืนๆ  2.27  2.24  2.44  2.55  2.67  2.55  

รวม  16.97  25.36  29.59  33.88  35.81  36.83  

 

ตารางที ่5 พื้นที่ปลูก พื้นที่ใหผลผลิต และผลผลิตปาลมนํ้ามันของประเทศไทย ป พ.ศ.2547 - 2550 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ที่มา : แผนพัฒนาอุตสาหกรรมปาลมนํ้ามัน ป 2551 - 2555 กระทรวงเกษตรและสหกรณ กรกฎาคม 2550  

  
 
 บทบาทของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาตอพืช 

ราอารบัสคูลารไมคอรไรซามีประโยชนตอการดูดซึมนํ้าและแรธาตุ และการเจริญเติบโตของพืช 
เน่ืองจากเสนใยราที่เจริญอยูนอกรากชวยเพิ่มพ้ืนที่ผิวในการดูดซึมแรธาตุไดมากข้ึน ความยาวของเสนใยราที่
เจริญออกจากรากเขาไปในดินอาจยาวลึกลงไปในดิน ประมาณ 60-180 เซนติเมตร (Querejeta et al., 
2007) และมีเสนผานศูนยกลางขนาดเล็กมาก เมื่อเปรียบเทียบกับขนาดเสนผานศูนยกลางของราก ทําใหเสน
ใยราสามารถแทรกเขาไปในชองวางภายในดิน จึงเขาถึงแรธาตุและนํ้าไดดีกวารากพืชที่ไมมีไมคอรไรซา ราอาร
บัสคูลารไมคอรไรซาปลดปลอยสารอินทรีย และทําใหอนุภาคดินเกิดการรวมตัวกันเปนเม็ดดิน (Brundrett et 

รายการ ป 2547 ป 2548 ป 2549 ป 2550 

พื้นที่ปลูก (ลานไร)  
 
พื้นที่ใหผลผลิต (ลานไร)  
 
ผลผิต/ไร (ตัน)  
 
-ทะลาย (ลานตัน) 
 
- นํ้ามันปาลมดิบ (ลานตัน)  

2.40  
 
1.93  
 
2.68  
 
5.18  
 
0.82  

2.75  
 
2.03  
 
2.47  
 
5.00  
 
0.78  

3.07  
 
2.37  
 
2.63  
 
6.24  
 
1.17  

3.15  
 
2.72  
 
2.67  
 
7.27  
 
1.24  

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



20 | ห น้ า  

 

al. 1996, Bethlenfalvay et al. 1999, van der Heijden & Sanders 2003, Koide & Mosse, 2004) 
บทบาทที่สําคัญของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาตอพืช กลาวสรุปได ดังน้ี 

 1. ชวยใหพืชดูดแรธาตุอาหารไดมากข้ึน โดยเฉพาะอยางย่ิงธาตุฟอสฟอรัส ซึ่งเปนธาตุที่เคลื่อนที่ได
ยากในดิน สวนใหญจะอยูในรูปที่ไมละลายนํ้าโดยถูกตรึงอยูในรูปของ Al-, Ca- และ Fe-phosphates (Smith 
& Read 2008) หรืออยูในรูปของ inositol phosphates (phytate), phospholipid และ nucleic acid จะ
ถูกยอยโดยราอารบัสคูลารไมคอรไรซา เสนใยราสามารถแผไปไดไกล และเขาถึงบริเวณที่มีฟอสฟอรัสสะสมอยู
ในดินในตําแหนงที่ไกลกวาราก จึงสามารถดูดฟอสฟอรัสกลับมาใหพืช ทําใหพืชมกีารเจริญดีข้ึน (Grace et al. 
2009, Smith et al. 2003, 2004, 2009) นอกจากฟอสฟอรัสแลว ยังพบวาเสนใยรายังชวยในการดูด
ไนโตรเจน ใหกับพืชไดถึงรอยละ 30-42 (Mäder et al. 2000, Govindarajulu et al. 2005) และชวยใหพืช
แตละชนิดดูดแรธาตุอาหารจุลธาตุ เชน ทองแดง และสังกะสี ไดมากข้ึน (Gnekow & Marschner 1989, Li 
et al. 1991)   
 2. ชวยใหพืชดูดนํ้าไดมากข้ึน เพิ่มความสามารถในการทนแลงใหกับพืช เสนใยของราชวยดูดนํ้า
ใหกับพืช และชวยในการปรับปรุงโครงสรางของดิน และทําใหเกิดเม็ดดิน (Rillig 2004, van der Heijden et 
al 2006) อุมนํ้าไดดีข้ึน นอกจากน้ีรายังชวยเพ่ิมอินทรียวัตถุในดินใหสูงข้ึน โดยการสราง Glomalin ซึ่งเปน
สารประเภท polysaccharide ที่ปลดปลอยออกมาทางเสนใยภายนอกราก ทําใหดินรวนซุย มีโครงสรางดีข้ึน  

 
ในตางประเทศไดมีการผลิตเชิงพาณิชย และประยุกตใชราอารบัสคูลารไมคอรไรซาเพ่ือใชเปนหัวเช้ือ 

(inoculum) หรือปุยชีวภาพ (biofertilizers /microbial fertilizers) ใหกับพืช ทั้งพืชไร พืชสวน และพืชปา
ไมมากมายหลายชนิด (Miyasaka et al. 2003) ความเปนประโยชนของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในพืช
เกษตรเห็นไดชัดเจน ผลการศึกษาวิจัย และทดสอบ พบวาการใชราอารบัสคูลารไมคอรไรซาเพ่ิมผลผลิตพืชให
สูงข้ึน ลดการใชปุยเคมีที่มีราคาแพง มีความปลอดภัยกวาการใชสารเคมีหรือวิธีด้ังเดิมที่ปฏิบัติกัน นําไปสู
การเกษตรในรูปแบบที่ย่ังยืน และการผลิตที่เปนมิตรกับสิ่งแวดลอมได (Azcón-Aguilar & Barea 1996, 
Gosling et al. 2005, Harley & Smith 1983, Menge & Timmer 1982, Sylvia et al. 1993) ราอารบัสคู
ลารไมคอรไรซาจะชวยในการดูดซับความช้ืน แรธาตุตางๆใหกับพืช และชวยใหพืชมีชีวิตอยูรอดไดในชวงวิกฤติ
จากความแหงแลง อุณหภูมิสูง ความเปนพิษของดิน หรือโรคพืช เปนตน (Borowicz 2001, Meharg & 
Cairney 2000) นอกจากน้ีรายังชวยในการปรับปรุงดิน ทําใหเม็ดดินเกาะตัวกันดีข้ึนจึงชวยปองกันการชะลาง
พังทลายของดินดวย (Jeffries et al. 2003, Miller & Jastrow 1992)   

 
 ต้ังแตป พ.ศ.  2547 รัฐบาลไดกําหนดใหเปนปแหงความปลอดภัยดานอาหาร มีการรณรงคใหใช

ปุย ตลอดจนการใชสารตอตานศัตรูพืชชีวภาพอยางแพรหลาย และไดประกาศใหการผลิตแบบเกษตรอินทรีย
เปนวาระแหงชาติต้ังแตปลายป 2547 เปนตนมา สําหรับการผลิตเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซาเพื่อใชเปนปุย
ชีวภาพในประทศไทยเริ่มข้ึนมาไมนาน และการนําไปใชโดยเกษตรกรยังไมแพรหลายนักเทาที่ควร ไดมีผูศึกษา
เกี่ยวกับราอารบัสคูลารไมคอรไรซา และการประยุกตใชทั้งในพืชเกษตร และปาไม ตัวอยาง ดังน้ี   

 ณัฐวรางค (2530) ศึกษาการกระจายของเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในดินปลูกถ่ัวลิสง และ
กลาไมชนิดตางๆ เชน มะคาโมง พะยูง เลี่ยน ยูคาลิปตัส เปนตน พบวาราอารบัสคูลารไมคอรไรซาชนิดที่พบ
มากที่สุดคือ ราในสกุล Glomus sp. และ Sclerocystis sp.  
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 พรพิมล (2531) ศึกษาการแพรกระจายของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในดินปลูกสมในประเทศ
ไทย พบวาราอารบัสคูลารไมคอรไรซาชนิดที่พบแพรกระจายมากท่ีสุดคือ ราในสกุล Glomus sp. และ 
Acaulospora sp. 

 ไพรัตน (2540) ศึกษาการใชเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซารวมกับจุลินทรียละลายฟอสฟอรัส 
ในการเพิ่มผลผลิตของถ่ัวเหลืองที่คลุกเช้ือไรโซเบียม เพื่อประเมินถึงกิจกรรมรวมกันของจุลินทรียทั้งสองที่มีตอ
การเจริญเติบโตและการดูดใชธาตุฟอสฟอรัส ของถ่ัวเหลือง ผลการทดลองพบวา การใสเช้ือราอารบัสคูลารไม
คอรไรซารวมกับจุลินทรียละลายฟอสเฟต มีแนวโนมใหนํ้าหนักสดของสวนเหนือดินและราก นํ้าหนักแหงของ
สวนเหนือดินและราก ความเขมขนไนโตรเจนและปริมาณการดูดใชไนโตรเจน ความเขมขนฟอสฟอรัสและ
ปริมาณการดูดใชฟอสฟอรัสในสวนเหนือดินสูงกวาชุดควบคุม  

 สุเทพ และโกวิท (2541) ทดสอบประสิทธิภาพของราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 9 ชนิด ไดแก 
Acaulospora pinosap, Glomus albidum, G. aggregatum, G. claroideum, G. delhiense, G. 
manihotis, G. monosporus และ Scutellospora fulgida ตอการเจริญเติบโตของกลาไมสะเดา กระถิน
เทพา และประดู โดยเปรียบเทียบทั้งที่มีการใสและไมใสเช้ือราใหกับกลาไม ทดสอบภายใตสภาวะเรือนทดลอง
และภาคสนาม พบวาภายใตสภาวะเรือนกระจกทดลองผลการทดสอบปรากฎวาราทั้ง 9 ชนิดชวยเพิ่มอัตรา
การเจริญเติบโตดานความสูง และนํ้าหนักแหงไดมากกวาตนไมที่ไมใสเช้ือรา  

 ธงชัย (2541) ศึกษาผลของการใชราอารบัสคูลารไมคอรไรซา และหินฟอสเฟตที่มีตอการ
เจริญเติบโตของขาวโพดหวาน และถ่ัวเหลืองฝกสด โดยทดสอบผงเช้ือ Acaulospora scrobiculata, 
Acaulospora dilatata ,Entrophospora sp. สําหรับขาวโพด และ Entrophospora sp, Glomus 
tenuis, Glomus claroideum สําหรับถ่ัวเหลืองรวมทั้งการไมใชหัวเช้ืออีก 1 ทรีตเมนต รวมกับการใชหิน
ฟอสเฟตอีก 4 ระดับ คือ 0, 25, 50 และ 100 กก./ไร ผลการทดลองในขาวโพด พบวาผลผลิตจะสูงสุด เมื่อใช
ผงเช้ือ Acaulospora dilatata กับหินฟอสเฟต 50 กก./ไร คือ 556 กก./ไร ผลการศึกษาในถ่ัวเหลือง พบวา
ผลผลิตที่ไดไมคอยสูงนัก การใสเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซารวมกับหินฟอสเฟต ทําใหผลผลิตสูงข้ึนบาง 
การใสรา Glomus claroideum กับหินฟอสเฟต 50 กก./ไร จะใหผลผลิตสูงสุดคือ 294.33 กก./ไร การใสรา 
Entrophospora sp. อยางเดียวสงเสริมใหถ่ัวเหลืองมีเปอรเซนตฟอสฟอรัส ในตนพืชสูงข้ึนได (0.35 
เปอรเซนต) รา Glomus claroideum และ Glomus tenuis มีแนวโนมทําใหมี ฟอสฟอรัสที่อยูในรูปที่เปน
ประโยชนในดินที่ปลูกถ่ัวเหลืองสูงกวาในดินที่ไมไดมีการใสผงเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซา  

 สุนัดดา (2545) ทดสอบการใชหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซา (Glomus sp.) รวมกับราเอค
โตไมคอรไรซา (Pisolithus sp.) ในการกระตุนการเจริญเติบโตของกลาไมยูคาลิปตัส พบวาการใชหัวเช้ือรา
อารบัสคูลารไมคอรไรซารวมกับราเอคโตไมคอรไรซา สามารถกระตุนการเจริญเติบโตของกลาไมไดดีกวาชุด
ควบคุม 

 Blal & Gianinazzi-Pearson (1990) และ Blal et al. (1990) รายงานวากลาปาลมนํ้ามันที่มีรา
อารบัสคูลารไมคอรไรซามีการเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึน และมีประสิทธิภาพในการดูดกินปุยฟอสฟอรัสที่อยูในรูป
ของ triple superphosphate ไดดีเพิ่มข้ึน 2.7-5.6 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับกลาปาลมนํ้ามันที่ไมมีไมคอรไร
ซา  

 Nadarajah & Nawawi (1993) พบการกระจายของราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 12 ชนิด ไดแก 
Glomus clarum, G. clavisporum, G. fasciculatum, G. geosporum, G. macrocarpum, G. 
microcarpum, Unidentified Glomus sp., Sclerocystis coremioides, Acaulospora laevis, A. 
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scrobiculata, Gigaspora decipiens และ  Gi. Margarita ในดินที่เก็บจากพื้นที่สวนปาลมนํ้ามัน 4 แหงใน
มาเลเซีย  

 Sylvia et al. (1993) ศึกษาผลของการใชเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่มีตอการเจริญเติบโต
และผลผลิตของขาวโพด ผลการทดลองพบวาในการใสหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซา Glomus 
etunicatum มีแนวโนมทําใหนํ้าหนักสดของสวนเหนือดิน นํ้าหนักแหงของสวนเหนือดิน ความเขมขน
ฟอสฟอรัส และปริมาณการดูดใชฟอสฟอรัสในสวนเหนือดินสูงกวาชุดควบคุม  

 Widiastuti & Tarhadi (1993) พบวาการใสหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซาใหกับกลาปาลม
นํ้ามัน สามารถชวยใหกลาปาลมนํ้ามันเจริญเติบโตดี มีอัตราการรอดตายสูงข้ึนและสงผลตอการดูดฟอสฟอรัส
เพิ่มข้ึนรอยละ 37-44 เมื่อเทียบกับกลาปาลมนํ้ามันที่เปนชุดควบคุม  

 Setiadi et al. (2000) ทดสอบการใชหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซา ไดแก Acaulospora 
sp. Gigaspora rosea และ Glomus etunicatum ใหกับกลาไม Acacia mangium, Trichospermum 
burrettii และ Paraserianthes falcataria ที่นําไปปลูกในพื้นที่เหมืองนิกเกิล (Ni) ราง ผลการศึกษาพบวา
การใสหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซาใหกับกลาไมทั้งสามชนิดทําใหการเจริญเติบโตของกลาไม และการต้ัง
ตัวของกลาไมในพ้ืนที่เหมืองราง ดีกวากลาไมที่ไมไดรับการใสเช้ือรา 

 Dodd et al. (2002) ทดสอบการใชหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 5 ชนิดไดแก Glomus 
claroideum, G.geosporum, G. mosseae, G. intraradices และ Glomus sp. ใหกับกลาไม Elymus 
pycnanthus ที่นําไปปลูกเพื่อฟนฟูพื้นที่ดินเสื่อมโทรมจากการกอสรางอุโมงค Euro tunnel ผลการศึกษา
พบวาการใสหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซาใหกับกลาไม ทําใหการเจริญเติบโตของกลาไม และการรอดตาย
ในพื้นที่ดินเสื่อมโทรม ดีกวากลาไมที่ไมไดรับการใสเช้ือรา  

 Anonymous (2003) ทดสอบความสามารถในการเปนตัวควบคุมทางชีวภาพ (biocontrol 
agent) ของราอารบัสคูลารไมคอรไรซา โดยการใสหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซาใหกับกลาตนโกโก 
(cocoa) และกลาปาลมนํ้ามัน พบวาการใสหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในตนโกโก สามารถลดอัตราติด
เช้ือของรา Ganoderma pseudoferum ในรากลงไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p=0.05) สําหรับกลาปาลม
นํ้ามันที่ใสหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซา พบวาเพียงรอยละ 20 ของตนกลาทั้งหมดเทาน้ันที่พบการเกิด
โรคในรากโดยเช้ือราดังกลาว เมื่อปลูกในแปลงทดลองนาน  9 เดือน 

  Youpensuk et al. (2008) พบวาการใสหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซา รวมกับการใหปุย
ไนโตรเจนที่ระดับตํ่าทําใหตนกลาสมสายนํ้าผึ้ง มีการเจริญทางมวลชีวภาพสูงกวาตนกลาที่ไมไดใสหัวเช้ือ 

 Hamza et al. (2010) ทดสอบการใสราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 2 ชนิด ไดแก Glomus 
mosseae  และ  G. intraradices  ใหกับตนกลามะกอก  (Olea europaea L.) พบวาตนกลาทีใ่สหัวเช้ือรา
อารบัสคูลารไมคอรไรซา มีการเจริญทางความสูง และมวลชีวภาพมากกวาตนกลาที่ไมใสหัวเช้ือรา อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ โดยตนกลาที่ใสเช้ือ G. mosseae  และ  G. intraradices  มีนํ้าหนักสดเพิ่มสูงข้ึนรอยละ 
376   และ  226  เมื่อเทียบกับตนกลาที่ไมไดรับการใสเช้ือ  

 นอกจากน้ียังมีรายงานพบวาการใสหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซายังสามารถเพิ่มผลผลิตและ
สงเสริมการเจริญเติบโตใหกับพืชอื่นๆอีกหลายชนิด เชน กาแฟ องุน แอปเปล พลัม สัปปะรด อะโวคาโด 
สตอรเบอรรี่ ราสเบอรรี่ เชอรรี่ แพร มันฝรั่ง เปนตน (Varma & Schuepp 1995, Fortuna et al. 1996, 
Lovato et al. 1996, Azcon-Aguilar & Barea 1996, Siqueira et al. 1998, Duffy & Cassells 2000, 
Cardoso et al. 2003) 
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 จากขอมูลดังกลาวขางตน สรุปไดวาราอารบัสคูลารไมคอรไรซาราสรางไมคอรไรซากับพืชที่มี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจ และการอนุรักษชนิดตางๆ ไดหลากหลายชนิด การกระจายของราอารบัสคูลารไม
คอรไรซาจะพบไดในดินทุกแหง ทั้งที่ใชสําหรับการเกษตร ทุงหญา ปาไม หรือแมกระทั่งดินที่ปลอยรกรางใน
เหมืองเกา ดังน้ันราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจึงถือไดวาเปนองคประกอบที่สําคัญย่ิงในสังคมพืชตามธรรมชาติ 
และในระบบนิเวศการเกษตร  แมวาจะมีขอมูลเกี่ยวกับราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจํานวนมากพอสมควร 
แตเมื่อเปรียบเทียบกันแลว ขอมูลการวิจัยเกี่ยวกับราอารบัสคูลารไมคอรไรซา และการนําไปประยุกตใชกับพืช
เศรษฐกิจ เชน ปาลมนํ้ามัน นับวายังมีอยูนอยมากโดยเฉพาะในประเทศไทย ทั้งที่ปรากฎชัดเจนวามีความ
เปนไปไดคอนขางสูงที่จะนําราอารบัสคูลารไมคอรไรซาไปประยุกตใชเปนหัวเช้ือใหกับพืชเศรษฐกิจชนิดน้ี  
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บทที่ 3 
 

ระเบียบวิธีวิจัย 
 

1. การสํารวจเก็บรวบรวมตัวอยางราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจากดินบริเวณรากปาลมนํ้ามัน 
  เก็บรวบรวมตัวอยางดิน และตัวอยางรากปาลมนํ้ามันจากพื้นที่แปลงปลูกปาลมนํ้ามัน ในพื้นที่ขยาย
การปลูกปาลมนํ้ามัน 5 จังหวัดของประเทศไทย ไดแก เชียงราย ฉะเชิงเทรา หนองคาย นาน และตราด ในชวง
ฤดูฝน ระหวางเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2550- กันยายน 2550 โดยการสุมหลายๆ จุด ที่ระดับความลึก 15 
เซนติเมตร บดเม็ดดินแตละตัวอยางที่สุมไดใหแตกแลวคลุกเคลาใหเขากันอยางสม่ําเสมอ (composite 
sample) แลวสุมตัวอยางดังกลาวประมาณตัวอยางละ 1 กิโลกรัม เพ่ือนํามาวิเคราะหสมบัติของดิน เชน ความ
เปนกรดดาง (Thomas 1996) ปริมาณอินทรียวัตถุ (Tekmar-Dohrmann 2000) ปริมาณฟอสฟอรัสในดิน 
(Kuo 1996) เปนตน ตัวอยางรากลางใหสะอาดดวยนํ้ากลั่น แลวตัดเปนทอนสั้นๆ เก็บในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เพื่อการยอมสีศึกษาโครงสรางของ arbuscules และ vesicles 
ภายในเซลลรากพืช ดวยวิธีของ Phillips & Hayman (1970) และสกัด DNA เพ่ือการระบุชนิดของราอารบัส
คูลารไมคอรไรซาตอไป โดยเก็บรักษารากไวที่อุณหภูมิ 4°C  จนกวาจะใช 
 
 2. การคัดแยก การจําแนกชนิด และการพิสูจนเอกลักษณของราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 
 2.1 การคัดแยกสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซา วิธี wet sieving & decanting technique 
(Gerdemann & Nicolson 1963) 

ช่ังดินจากขอ 1 ปริมาณ 100 กรัม แชในนํ้าปะปา 500  มิลลิลิตร ใชมือบดขย้ีดินใหเม็ดดินกระจาย  
ต้ังทิ้งไวใหดินตกตะกอนเปนเวลา 30 นาที  เทสวนของเหลวผานตะแกรงที่มีขนาด 2 mm 125 μm 63 μm 
และ 38 μm  ใชนํ้าลางสวนที่ตกคางบนตะแกรงรอนขนาด 38 μm แลวถายวัสดุที่ตกคางอยูบนตะแกรงรอน
ดังกลาวลงในหลอด centrifuge นําไปหมุนเหว่ียงใหตกตะกอนที่ความเร็ว 2000 rpm เปนเวลา  5  นาที  เท
สวนของเหลวใสทิ้ง และเก็บสวนที่ตกตะกอนไว 

 2.2 วิธี sucrose centrifugation (Smith & Skipper 1979) 

นําสวนที่ตกตะกอนจากขอ 2.1 นํามาเติมสารละลาย 40 % sucrose (w/v) เขยาตะกอนดินและ
สารละลายใหเขากัน นําไปหมุนเหว่ียงใหตกตะกอนที่ความเร็ว 2000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี นําสวนใสใน
หลอด centrifuge มากรองบนแผนกรองและวางลงในจานอาหารเลี้ยงเช้ือ ตรวจสอบลักษณะของสปอร
ภายใตกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ (stereomicroscope) นําสปอรที่แยกไดวางบนแผนสไลด หยดดวย 
polyvinyl-Lacto-Glycerol (PVLG) + Melzer’s reagent แลวปดดวยแผนแกวปดสไลด เก็บไวเพ่ือจําแนก
ชนิดตอไป 

  
 2.3 การจัดจําแนกชนิดราอารบัสคูลารไมคอรไรซาโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐาน ตรวจสอบลักษณะ
สปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาภายใตกลองจุลทรรศน ที่กําลังขยาย 20x 40x และ 100x สังเกตลักษณะ
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ของสปอร เชน สีของสปอร ผนังของสปอร และวัดขนาดของสปอร เปนตน จัดกลุมหรือจําแนกชนิดเบื้องตน
ตามลักษณะของสปอร โดยเทียบกับฐานขอมูลของ International Culture Collection of Arbuscular & 
Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM)  

  2.4 การจัดจําแนกชนิดราอารบัสคูลารไมคอรไรซาโดยอาศัยลักษณะทางพันธุกรรม 
  ตัวอยางสปอรราอารบัสคูลารไมคอรซา และรากพืชไดนํามาศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมโดยการหา
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) และ/หรือ บางสวนของ 28S rDNA large 
subunit (LSU) 
 

2.4.1 การสกัด DNA ของราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 
  ตัวอยางของสปอรจะสกัด DNA โดยใชสปอร 1-5 สปอร ที่มีลักษณะทางสัณฐานใกลเคียงกัน 
โดยการประยุกตวิธีของ Zeze et al. (1998) คือลางสปอรดวยสารละลาย 0.2% (w/v) chloramines T, 
0.02% (w/v) streptomycin sulphate และ 0.002% (v/v) tween 20 นาน 10 นาที จากน้ันลางดวยนํ้า
กลั่นปราศจากเช้ือ 2-3 ครั้ง แลวบดสปอรดวย micro pestle เติม CTAB ปริมาตร 100 μl (100 mM Tris-
HCl (pH8), 1.2 M NaCl, 20 mM EDTA, 0.2% CTAB, 0.2% β-mercaptoethanol) และ เอนไซม RNase 
A (10mg/μl) ปริมาตร 1 μl บมที่อุณหภูมิ 65°C นาน 60 นาที จากน้ันนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 
13,000 rpm นาน 10 นาที ดูดเฉพาะสวนนํ้าใสใสหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml เติมสารละลาย 
3M NaOAc (pH 8) ปริมาตร 10 μl และสารละลายแชเย็น isopropanol ปริมาตร 110 μl แลวกลับหลอด
ไปมานําไปบมที่อุณหภูมิ -20°C นาน 15 นาที เพื่อตกตะกอน DNA จากน้ันปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 13,000 
rpm นาน 10 นาที เทสวนนํ้าทิ้งแลวลางตะกอน DNA ที่ไดดวยสารละลายแชเย็น 70% alcohol ปริมาตร 
100 μl ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm นาน 10 นาที เทสวนนํ้าทิ้งแลวปลอยตะกอน DNA ใหแหงที่
อุณหภูมิหอง จากน้ันเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือปริมาตร 50 μl สารละลาย DNA ที่ไดเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -
20°C จนกวาจะใช 
 
  ตัวอยางรากราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่พบโครงสรางของ arbuscules และ/หรือ vesicles 
นํามาตัดใหมีความยาวประมาณ 1-1.5 เซนติเมตร จํานวน 4-5 ช้ิน ตอตัวอยาง จากน้ันลางดวยนํ้ากลั่น
ปราศจากเช้ือใหสะอาดกอนนํามาแชในสารละลาย 0.2% (w/v) chloramines T, 0.02% (w/v) 
streptomycin sulphate และ 0.002% (v/v) tween 20 นาน 10 นาที จากน้ันลางดวยนํ้ากลั่นปราศจาก
เช้ือ 2-3 ครั้ง นํามาสกัด DNA โดยใชชุดสกัด Plant Genomic DNA Extraction Kit (Qiagen) สารละลาย 
DNA ที่ไดเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20°C จนกวาจะใช 
 
 2.4.2 การเพิ่มจํานวน DNA ของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาบริเวณ ITS และบางสวนของ 28S rDNA 
(ITS-28S rDNA)  
  เน่ืองจากการเพิ่มจํานวน DNA ของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจากตัวอยางน้ันไดศึกษาทั้ง
สปอรและรากปาลมนํ้ามัน โดยชนิดและลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีไดแสดงใน
ตารางที่ 6 สวนตําแหนงของไพรเมอรแสดงดังรูปที่ 3  
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ตารางที่  6 ชนิดและลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการศึกษาครั้งน้ี 

ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5′′- 3′) เอกสารอางอิง 

ALF01 GGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAG Clapp et al. 2001 

NDL22 TGGTCCGTGTTTCAAGACG van Tuinen et al. 1998 

SSUmAf1 TGGGTAATCTTTTGAAACTTYA Krueger et al. 2010 

SSUmAf2 TGGGTAATCTTRTGAAACTTCA Krueger et al. 2010 

SSUmAf ผสม SSUmAf1 กับ SSUmAf2 ในความเขมขนที่เทากัน Krueger et al. 2010 

SSUmCf1 TCGCTCTTCAACGAGGAATC Krueger et al. 2010 

SSUmCf2 TATTGTTCTTCAACGAGGAATC Krueger et al. 2010 

SSUmCf3 TATTGCTCTTNAACGAGGAATC Krueger et al. 2010 

SSUmCf ผสม SSUmCf1 ถึง SSUmCf3 ในความเขมขนที่เทากัน Krueger et al. 2010 

LSUmAr1 GCTCACACTCAAATCTATCAAA Krueger et al. 2010 

LSUmAr2 GCTCTAACTCAATTCTATCGAT Krueger et al. 2010 

LSUmAr3 TGCTCTTACTCAAATCTATCAAA Krueger et al. 2010 

LSUmAr4 GCTCTTACTCAAACCTATCGA Krueger et al. 2010 

LSUmAr ผสม SSUmAf1 ถึง SSUmAf4 ในความเขมขนที่เทากัน Krueger et al. 2010 

LSUmBr1 DAACACTCGCATATATGTTAGA Krueger et al. 2010 

LSUmBr2 AACACTCGCACACATGTTAGA Krueger et al. 2010 

LSUmBr3 AACACTCGCATACATGTTAGA Krueger et al. 2010 

LSUmBr4 AAACACTCGCACATATGTTAGA Krueger et al. 2010 

LSUmBr5 AACACTCGCATATATGCTAGA Krueger et al. 2010 

LSUmBr ผสม SSUmBf1 ถึง SSUmBf5 ในความเขมขนที่เทากัน Krueger et al. 2010 

 

 
 
 
 
 
 
 
    
   
  2.4.2.1 การเพิ่มจํานวน DNA บริเวณ D2 ของ 28S rDNA 
   สารละลาย DNA ของสปอรและรากราอารบัสคูลารไมคอรไรซาไดนํามาเพิ่มจํานวน 
DNA ดวยวิธี PCR โดยเตรียมปฏิกิริยาในปริมาตรเทากับ 50 μl ที่มีสวนประกอบดังน้ี สารละลาย DNA 
เขมขนประมาณ 10-100 ng ไพรเมอร ALF01/NDL22 เขมขนอยางละ 0.4 μM สารละลาย dNTP เขมขน 
200 μM เอนไซม Taq Polymerase 1 U (Finzyme, Finland) สารละลายบัฟเฟอร 1X แลวเติมนํ้าใหมี
ปริมาตรสุดทายเทากับ 50 μl จากน้ันนําเขาเครื่อง PCR (BioRad) โดยใชโปรแกรมที่ปรับปรุงจากวิธีของ 
Clapp et al. (2001) ดังน้ี 

 

รูปที่ 3. ตําแหนงของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มจํานวน DNA บริเวณบางสวนของ 18S rDNA, ITS และบางสวนของ 28S rDNA 

(Krueger et al. 2010) 
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   1) Initial denature 95°C 4  นาที 
   2) Denature 95°C 1  นาที 
   3) Annealing 50°C 1  นาที 
   4) Extension 72°C 3  นาที 
    ทําซ้ําข้ันตอนที่ 2) ถึง 4) จํานวน 5 รอบ 
   5) Denature 95°C 1  นาที 
   6) Annealing 55°C 1  นาที 
   7) Extension 72°C 3  นาที 
    ทําซ้ําข้ันตอนที่ 5) ถึง 7) จํานวน 30 รอบ 
   8) Final extension 72°C 10 นาท ี
 
   PCR product ที่ไดนํามาตรวจหาดวยวิธี gel eletrophoresis โดยใช 1% agarose 
(Invitrogen) ในสารละลาย 0.5X TBE (Invitrogen) ที่ 100 โวลต นาน 30 นาที เทียบกับ 100 bp DNA 
ladder marker (Fermentas) จากน้ันตรวจดูแถบ DNA ภายใต UV ดวยเครื่อง Gel Doc (BioRad)   
 
  2.4.2.2 การเพิ่มจํานวน DNA บริเวณบางสวนของ 18S rDNA, ITS และบางสวนของ 28S 
rDNA 
   สารละลาย DNA ของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจากรากปาลมนํ้ามันนํามาเพิ่ม
จํานวน DNA ดวยวิธี nested PCR ตามวิธีของ Krueger et al. (2010)  
   PCR รอบแรกเตรียมปฏิกิริยาในปริมาตรเทากับ 20 μl ที่มีสวนประกอบดังน้ี 
สารละลาย DNA เขมขนประมาณ 10-100 ng ไพรเมอร SSUmAf/SSUmAr เขมขนอยางละ 0.5 μM 
สารละลาย dNTP เขมขน 200 μM เอนไซม Phusion Polymerase 0.02 U (Finzyme, Finland) 
สารละลายบัฟเฟอร Phusion HF 1X แลวเติมนํ้าใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 20 μl จากน้ันนําเขาเครื่อง PCR 
(BioRad) โดยใชโปรแกรมดังน้ี 
 
   1) Initial denature 99°C 5 นาที 
   2) Denature 99°C 10 วินาที 
   3) Annealing 60°C 30 วินาที 
   4) Extension 72°C 1 นาที 
    ทําซ้ําข้ันตอนที่ 2) ถึง 4) จํานวน 40 รอบ 
   5) Final extension 72°C 10 นาที 
    
   PCR รอบที่สองเตรียมปฏิกิริยาในปริมาตรเทากับ 20 μl ที่มีสวนประกอบดังน้ี PCR 
product จากการทํา PCR รอบแรกปริมาตร 1 μl ไพรเมอร SSUmCf / SSUmBr เขมขนอยางละ 0.5 μM 
สารละลาย dNTP เขมขน 200 μl μM เอนไซม Phusion Polymerase 0.02 U (Finzyme, Finland) 
สารละลายบัฟเฟอร Phusion HF 1X แลวเติมนํ้าใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 20 μl จากน้ันนําเขาเครื่อง PCR 
(BioRad) โดยใชโปรแกรมดังน้ี 
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   1) Initial denature 99°C 5 นาที 
   2) Denature 99°C 10 วินาท ี
   3) Annealing 63°C 30 วินาท ี
   4) Extension 72°C 1 นาที 
    ทําซ้ําข้ันตอนที่ 2) ถึง 4) จํานวน 35 รอบ 
   5) Final extension 72°C 10 นาที 
 
   PCR product ที่ไดนํามาตรวจหาดวยวิธี gel electrophoresis ตามท่ีอธิบายใน
หัวขอ 2.4.2.1  
 
 2.4.3 การโคลนและการตรวจหารีคอมบิแนนทโคลน (recombinant clone) 
  เน่ืองจาก PCR product ที่ไดจากการเพิ่มจํานวน DNA ดวยเอนไซม Taq Polymerase ในขอ 
2.4.2.1 จะไดช้ิน DNA ที่มีปลายเหนียว (stricky ends) ในขณะที่ PCR product ที่ไดจากการเพ่ิมจํานวน 
DNA ดวยเอนไซม Phusion Polymerase ในขอ 2.4.2.2 จะไดช้ิน DNA ที่มีปลายทู (blunt ends) ดังน้ันใน
การเช่ือมตอกับเวคเตอร (ligation) จึงตองใชเวคเตอรที่ตางกัน 
  2.4.3.1 การทํา PCR product ใหบริสุทธ์ิ 
   PCR product ที่ไดจากการทดลองในขอ 2.4.2 นํามาทําใหบริสุทธ์ิโดยใชชุด PCR 
Purification kit (Favorgen) ตามคูมือบริษัทผูผลิต ช้ิน DNA บริสุทธ์ิที่ไดนํามาตรวจสอบดวยวิธี gel 
electrophoresis (ขอ 2.4.2.1) 
   
  2.4.3.2 การโคลนช้ิน DNA  
   ช้ิน DNA บริสุทธ์ิที่มีปลายเหนียวนํามาเช่ือมตอกับเวคเตอร PCR8/GW/TOPO 
(Invitrogen) ตามคูมือบริษัทผูผลิต จากน้ันนําไป transformation เขาสูเซลลเจาบาน Escherichia coli 
TOP10 (Invitrogen) โดยรีคอมบิแนนทโคลนไดถูกคัดเลือกโดยเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ LB agar ที่เติม
ยาปฏิชีวนะ Spectinomycin เขมขน 100 μg/ml บมที่อุณหภูมิ 37°C นานขามคืน  
   ในขณะท่ีช้ิน DNA บริสุทธ์ิที่มีปลายทูเช่ือมตอกับเวคเตอร pJET (Fermantas) ตาม
คูมือบริษัทผูผลิต จากน้ันนําไป transformation เขาสูเซลลเจาบาน E. coli TOP10 (Invitrogen) โดยรีคอม
บิแนนทโคลนไดถูกคัดเลือกโดยเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ LB agar ที่เติมยาปฏิชีวนะ Amplicillin เขมขน 
100 μl /ml บมที่อุณหภูมิ 37°C นานขามคืน 
 
  2.4.3.3 การสกัด DNA plasmid 
   โคโลนีของรีคอมบิแนนทโคลนที่ไดจํานวน 30-50 โคโลนี ตอตัวอยาง นํามาเลี้ยงใน 
LB broth ปริมาตร 2 ml ที่เติม Spectinomycin เขมขน 100 μg/ml (หรือ Amplicillin เขมขน 100 μl 
/ml) บมที่อุณหภูมิ 37°C บน rotary shaker ที่ความเร็วรอบ 200 rpm นาน 16-18 ช่ัวโมง จากน้ันเทใส
หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm นาน 1 นาที เพื่อเก็บ
เซลลแบคทีเรีย แลวนํามาสกัด DNA plasmid ตามวิธีของ Sambrook et al. (1989) 
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  2.4.4 การวิเคราะห และจัดกลุมรีคอมบิแนนทโคลนดวยเทคนิค single strand 
conformation polymorphism (SSCP) 
  เน่ืองจากตัวอยางของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่ไดจากการสกัด DNA จากจํานวนสปอรที่
มากกวา 1 สปอร และจากรากปาลมนํ้ามันน้ัน อาจจะมีจํานวนชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซามากกวา 1 
ชนิด ดังน้ันรีคอมบิแนนทโคลนที่ไดจึงนํามาจัดกลุมกอนนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทดตอไป   
  DNA plasmid ที่สกัดไดจากขอ 2.4.3.3 นํามาเพิ่มจํานวน DNA บริเวณ D2 ของ 28S rDNA 
ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร ALF01/NDL22 ตามที่อธิบายในหัวขอ 2.4.2.1 จากน้ัน PCR product ที่ได
ซึ่งมีขนาดประมาณ 450 bp นําไปวิเคราะหผานเครื่อง SSCP (BioRad) (Kjoller & Rosendahl 2000) ตาม
คูมือบริษัทผูผลิต โดยรูปแบบของแถบ DNA ท่ีไดจากการวิเคราะหนํามาจัดกลุมเพื่อคัดเลือกตัวแทนของรีคอม
บิแนนทโคลนไปหาลําดับนิวคลีโอไทดตอไป  
 
  2.4.5 การหาและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของรีคอมบิแนนทโคลน 
  ตัวอยาง DNA plasmid ของรีคอมบิแนนทโคลนที่คัดเลือก ไดสงไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอ
ไทดโดยผานบริษัท Ward Medic จํากดั ผลของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดนํามาตรวจสอบโดยใชโปรแกรม 
BioEdit (Hall, T.A., 1999) และนําไปเทียบเคียงกับฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BLAST เพ่ือการระบ ุ
ชนิด 
 

3. การเพ่ิมปริมาณของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในดินปาลมนํ้ามัน โดยวิธี Trap culture 

 3.1 การเตรียมตัวอยางพืชทดลอง 

ตัวอยางพืชที่ใชคือ ขาวฟาง โดยนําเมล็ดขาวฟางมาฆาเช้ือที่ผิวเมล็ดดวยสารละลายคลอรอกซ ความ
เขมขน 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 10-15 นาที แลวลางดวยนํ้ากลั่นปลอดเช้ือ 3 ครั้ง 

3.2 การเตรียมวัสดุปลูก 

นําดินเช้ือ (soil inocolum) (ดินเช้ือ หมายถึง ดินที่เก็บมาจากรอบรากปาลมนํ้ามัน ที่ระดับความลึก 
15 เซนติเมตร) จากแหลงตางๆ ทั้ง 5 จังหวัด มาผสมกับทราย (ทรายลางนํ้าใหสะอาด และผึ่งแดดใหแหง 
กอนอบฆาเช้ือจุลินทรียดวยหมอน่ึงความดันไอ ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางน้ิว เปนเวลา 1 ช่ัวโมง โดยน่ึงฆาเช้ือทั้งหมด 2 ครั้ง แตละครั้งหางกัน 24 ช่ัวโมง) ในอัตราสวน 1:1 
ตามลําดับ ใสลงในกระถางขนาดเสนผานศูนยกลาง 17 เซนติเมตร สูง 15  เซนติเมตร ทีเ่ช็ดทําความสะอาด
ดวย 70 เปอรเซ็นตเอทิลแอลกอฮอลแลว ใสเมล็ดขาวฟางในขอ 3.1 ประมาณ 20-30 เมล็ดลงในแตละ
กระถาง จํานวน  10  กระถาง รดน้ําทุกวันใหชุมพอประมาณ 

 3.3 การตรวจหาสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 

 การตรวจหาและนับจํานวนสปอรทั้งหมดในดิน เมื่อพืชอายุ 3  เดือน โดยสุมเก็บตัวอยางดินของแตละ
แหลงที่มาจากทุกกระถางมาผสมคลุกเคลาเปน composite sample แลวสุมตัวอยางดินเพ่ือตรวจหาสปอรรา
ตามวิธีในขอ 2.1-2.3 ตรวจสอบลักษณะสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่คัดแยกไดภายใตกลองจุลทรรศน 
ที่กําลังขยาย 20x 40x และ 100x สังเกตลักษณะของสปอร เชน สีของสปอร ผนังของสปอร และขนาดของ
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สปอร และจัดกลุมเบือ้งตนตามลักษณะของสปอร ตัวอยางรากพืชยอมสีตามวิธีของ Phillipe & Hayman 
(1970) 

 ตรวจวัดเปอรเซ็นตการติดเช้ือในเซลลรากพืช โดยนํารากพืชที่ยอมสีแลวมาตัดใหยาวประมาณ 1 
เซนติเมตร เรียงบนสไลด สไลดละ 10 ช้ิน นับปริมาณช้ินรากที่มีเช้ือราไมคอรไรซา ภายใตกลองจุลทรรศน 
คํานวณหาเปอรเซ็นตการติดเช้ือของราอารบัสคูลารไมคอรไรซากับจํานวนรากทั้งหมด 

 

 4. ทดสอบการสรางไมคอรไรซา และเปรียบเทียบอัตราการเจริญของกลาปาลมนํ้ามันท่ีใสหัวเชื้อ

รา และชุดควบคุมท่ีไมใสหัวเชื้อรา 

4.1 การเตรียมหัวเช้ือต้ังตน (inoculum) โดยนําเมล็ดขาวฟางมาฆาเช้ือที่ผิวเมล็ดดวยสารละลายคลอ
รอกซ ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 10-15 นาที แลวลางดวยนํ้ากลั่นปลอดเช้ือ 3 ครั้ง ใสเมล็ดขาว
ฟางใน ลงในกระบะชํา รดนํ้าทุกวันใหชุมพอประมาณ เมื่อเมล็ดขาวฟางงอก และมีใบแทปรากฏอยางนอย 2  
คู นําราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่มีการสรางสปอรจํานวนมาก จากการทํา  trap culture  ในขอ 3 มาเพ่ิม
จํานวนเพ่ือทําหัวเช้ือ ดวยการเพาะเลี้ยงกับขาวฟางโดยปลูกสปอรลงบนรากขาวฟาง จํานวน  1  สปอรตอตน 

(single spore) นําตนขาวฟางที่ไดรับการปลูกสปอรใสในถาดเพาะชําแบบหลมุๆ ทรงสูง ขนาด 9×14×7 น้ิว 
ชนิด 24 หลุม ที่ฆาเช้ือที่บริเวณผิวของถาดเพาะ โดยลางดวยนํ้าสะอาด แลวใชเอทธานอล เขมขน 70 
เปอรเซ็นต เช็ดใหทั่วดานในของถาดเพาะแลว ใชวัสดุปลูก คือ ดินทราย และหนาดิน ในอัตราสวน 1: 1 
(สวนผสมทั้งสอง น่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
จํานวน 2 ครั้ง โดยทิ้งชวงเวลาในการน่ึงครั้งที่ 2 หางจากครั้งแรก นาน 24 ช่ัวโมง)  ดูแลรักษาตนขาวฟางดวย
การรดนํ้าวันละครั้งทุกวัน เปนระยะเวลา  3 เดือน เมื่อพืชอายุได  3 เดือน ตัดสวนเหนือดินทิ้ง ตรวจหาและ
นับจํานวนสปอรทั้งหมดในดิน โดยสุมเก็บตัวอยางดินจากทุกหลุมมาผสมคลุกเคลาเปน composite sample 
แลวสุมตัวอยางดินเพื่อตรวจหาสปอรราตามวิธีในขอ 2.1-2.3 ตรวจสอบลักษณะสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไร
ซาที่คัดแยกไดภายใตกลองจุลทรรศน ที่กําลังขยาย 20x 40x และ 100x สังเกตลักษณะของสปอร เชน สีของ
สปอร ผนังของสปอร และขนาดของสปอร และจัดกลุมเบื้องตนตามลักษณะของสปอร ตัวอยางรากพืชยอมสี
ตามวิธีของ Phillipe & Hayman (1970) ตรวจวัดเปอรเซ็นตการติดเช้ือในเซลลรากพืช โดยนํารากพืชที่ยอมสี
แลวมาตัดใหยาวประมาณ 1 เซนติเมตร เรียงบนสไลด สไลดละ 10 ช้ิน นับปริมาณช้ินรากที่มีเช้ือราไมคอรไร
ซา ภายใตกลองจุลทรรศน คํานวณหาเปอรเซนตการติดเช้ือของราอารบัสคูลารไมคอรไรซากับจํานวนราก
ทั้งหมด  

 ดินและรากที่เหลือนําไปผึ่งใหแหง เก็บไวเปนดินหัวเช้ือ เพื่อเพาะใหกับกลาปาลมนํ้ามันตอไป  

4.2 การเตรียมเมล็ดปาลมนํ้ามัน ใชเมล็ดปาลมนํ้ามันที่งอกแลวจากศูนยวิจัยปาลมนํ้ามันสุราษฎรธานี 

สายพันธุสุราษฎรธานี 1 ราคาจําหนาย 12 บาท/เมล็ด 

 4.3 การเตรียมวัสดุที่จะใชในการเพาะกลาปาลมนํ้ามัน  
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  4.3.1 การเตรียมถุงเพาะชํา  ใชถุงเพาะชําขนาด  4 x 6  น้ิว ฆาเช้ือที่บริเวณผิวของถุงเพาะ 

โดยลางดวยนํ้าสะอาด แลวแชในเอทธานอล เขมขน 70 เปอรเซ็นต   

          4.3.2 การเตรียมวัสดุที่ใชเพาะ  นําทรายผสมหนาดิน ดวยอัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร (pH 

ของวัสดุที่ใชเพาะเทากับ 6.0) ซึ่งไดผานการน่ึงฆาเช้ือที่ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ช่ัวโมง โดยน่ึง

ฆาเช้ือทั้งหมด 2 ครั้ง แตละครั้งหางกัน 24 ช่ัวโมง ผสมคลุกเคลากับดินหัวเช้ือที่เตรียมไดจากขอ 4.1 ในอัตรา

ดินหัวเช้ือ 10  กรัมตอตน (Schultz 2001) บรรจุลงในถุงเพาะชําที่ไดเตรียมไวในขอ 4.3.1 เตรียมชุดการ

ทดลองควบคุม โดยไมใสหัวเช้ือ นําเมล็ดไมที่เตรียมไวในขอ 4.2.2 ปลูกลงในถุงเพาะชํา โดยใสหลุมละ 1 เมล็ด 

ใชแผนการทดลองแบบ completely randomized design แตละชุดการทดลองทํา 20 ซ้ํา  

4.4 การดูแลรักษากลาไม รดนํ้ากลาปาลมนํ้ามันในถุงเพาะชําทั้งหมด ใหชุมพอประมาณ อยาใหแฉะ

เกินไป ในตอนเชา และเย็นอยางสม่ําเสมอ จนกลาอายุครบ 12 เดือน ซึ่งเสร็จสิ้นการทดลอง  

4.5 การเก็บขอมูล เปรียบเทียบหาการเจริญเติบโตของกลาปาลมนํ้ามัน ที่มีการใสดินหัวเช้ือ และชุด

ควบคุมทีไ่มใสดินหัวเช้ือ เมื่ออายุ 12 เดือน สุมถอนกลาปาลมนํ้ามัน จากถุงเพาะชํา จํานวน 5 ตน โดยวัด 

        4.5.1 ความสูงของกลาปาลมนํ้ามัน และเสนผานศูนยกลางที่ระดับคอรากของลําตน เมื่อกลา

อายุครบ 8 เดือน  

          4.5.2 หามวลชีวภาพในแตละสวนของกลาปาลมนํ้ามัน แยกเปนสวนเหนือดิน และรากของ

แตละตน จากน้ันนําทั้ง 2 สวน ไปอบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ช่ังหานํ้าหนักแหง

เพื่อหามวลชีวภาพสวนตาง ๆ ของกลาปาลมนํ้ามันแตละตนตอไป 

         4.5.3 หาเปอรเซ็นตการติดเช้ือ (percent Infection) ของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาของกลา

ปาลมนํ้ามัน โดยตัดรากออกเปนช้ิน ใหมีความยาวประมาณช้ินละ 1-1.5 เซนติเมตร ยอมสีรากตามวิธีของ 

Phillips และ Hayman (1970) สุมช้ินสวนของรากที่ยอมสีแลวมา 50 ช้ิน วางบนแผนสไลด ครั้งละ 5 ช้ิน นับ

จํานวนช้ินสวนของรากที่พบวามีเช้ือราไมคอรไรซาของแตละชุดการทดลองภายใตกลองจุลทรรศน เพื่อ

คํานวณหาเปอรเซ็นตการติดเช้ือ 

       4.5.4 การวิเคราะหขอมูล วิเคราะหขอมูลการเจริญเติบโตของทางความสูง เสนผานศูนยกลาง

ที่ระดับคอรากของลําตน มวลชีวภาพสวนตาง ๆ ของกลาปาลมนํ้ามัน และเปอรเซ็นตการติดเช้ือ เมื่ออายุครบ 

12 เดือน โดยวิธี Analysis of variance (ANOVA) หากมีนัยสําคัญทางสถิติ เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี 

Duncan ’s new multiple-range test (DMRT)  
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ตัวอย่างสปอร์และรากราอารบ์ัสคลูาร์ไมคอร์ไรซา

ศึกษาการจัดจําแนกชนิด

สปอร์ รากปาล์มนํ$ามัน

ลักษณะทางสัณฐาน ลักษณะทางพันธุกรรม

สปอร์ รากปาล์มนํ$าม ัน

ศึกษาลักษณะของ

สปอร์ภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์

ย้อมสีรากเพื ;อ

ศึกษาโครงสร้าง

ของ arbuscule 

และ/หรือ vesicle

สกัด DNA

เพิ;มจํานวน DNA ด้วยเทคนิค PCR

การเชื;อม DNA product กับเวคเตอร์และการโคลน

การจัดกลุ่มรีคอมบิแนนทโ์คลนด้วยเทคนิค SSCP

การหาลําดับนิวคลโีอไทด ์และเทียบเคียงผลกับ

ฐานข้อมูล GenBank

ตัวอย่างสปอร์และรากราอารบ์ัสคลูาร์ไมคอร์ไรซา

ศึกษาการจัดจําแนกชนิด

สปอร์ รากปาล์มนํ$ามัน

ลักษณะทางสัณฐาน ลักษณะทางพันธุกรรม

สปอร์ รากปาล์มนํ$าม ัน

ศึกษาลักษณะของ

สปอร์ภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์

ย้อมสีรากเพื ;อ

ศึกษาโครงสร้าง

ของ arbuscule 

และ/หรือ vesicle

สกัด DNA

เพิ;มจํานวน DNA ด้วยเทคนิค PCR

การเชื;อม DNA product กับเวคเตอร์และการโคลน

การจัดกลุ่มรีคอมบิแนนทโ์คลนด้วยเทคนิค SSCP

การหาลําดับนิวคลโีอไทด ์และเทียบเคียงผลกับ

ฐานข้อมูล GenBank
 

รูปที่ 4. แผนภูมิแสดงขั้นตอนการศึกษาการจัดจําแนกชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในปาลมนํ้ามัน 
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บทที่ 4 
 

ผลการศึกษา 
 

1. การสํารวจเก็บรวบรวมตัวอยางราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจากดินบริเวณรากปาลมนํ้ามัน 
ผลการวิเคราะหสมบัติของดินตัวอยางจาก 5 จังหวัด พบวามีเน้ือดินแตกตางกัน เปนดินกรดรุนแรงถึง

กรดเล็กนอย มีคาความเปนกรด-ดาง (pH) ระหวาง 4.3-5.8 โดยดินตัวอยางที่มี pH ตํ่าสุดคือดินตัวอยางจาก
จังหวัดตราด และ pH สูงสุดคือดินตัวอยางจากจังหวัดฉะเชิงเทรา ดินมีปริมาณอินทรียวัตถุต้ังแตตํ่าจนถึงสูง 
(1%-5.3%) มีปริมาณธาตุอาหารในดิน โดยเฉพาะฟอสฟอรัสอยูสูงถึงสูงมาก (42 ppm-320 ppm) สมบัติ
อื่นๆของดินตัวอยาง แสดงในตารางที่ 7  

ตารางที่ 7 ผลการวิเคราะหสมบัติดินตัวอยางจากแหลงพื้นที่ปลูกปาลมตาง  ๆ

แหลงดิน pH Soil texture texture Organic 

matter 

(%) 

N 

(%) 

P 

(ppm) 

K 

(ppm) 

 

Ca 

(ppm) 

 

Mg 

(ppm) 

 

%Sand %Silt %Clay 

เชียงราย 5.0 53 25 22 SCL 3.3M 0.16 57VH 260VH 1000H 80M 

นาน 5.4 31 41 28 CL 3.5M 0.26 656VH 300VH 2160H 300H 

ฉะเชิงเทรา 5.8 75 17 8 SL 1.0L 0.06 79VH 70L 480M 70M 

ตราด 4.3 43 21 36 CL 5.3H 0.23 449VH 120H 520M 100H 

หนองคาย 4.4 55 29 16 SL 2.2M 0.12 42H 320VH 720H 110H 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษขางหลังตัวเลขเปนคามาตรฐานการวิเคราะห VH=very high, H=high, M=medium, L= 
low 

 
2.  การคัดแยกและการจัดจําแนกชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจากตัวอยางท่ีไดจากธรรมชาต ิ

ผลการคัดแยก และจําแนกชนิดสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจากดินบริเวณรอบรากปาลมนํ้ามัน
จากพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามันใน 5 จังหวัด ไดแก เชียงราย นาน หนองคาย ฉะเชิงเทรา และ ตราด โดยอาศัย
ลักษณะทางสัณฐาน เชน ขนาด สี รูปราง จํานวนช้ันของผนังสปอร เปนตน ผลแสดงในตารางที่ 8-12 และ รูป
ที่ 5-9 สปอรราอารบัสคูลารที่พบสวนใหญจัดอยูในสกุล Glomus, Acaulospora และ Scutellospora 
ตามลําดับ ในขณะที่ Gigaspora พบเฉพาะดินรอบรากปาลมนํ้ามันที่ไดจาก จ.ฉะเชิงเทรา เทาน้ัน เมื่อศึกษา
ความหลากหลายของสปอรพบสูงสุดในดินจาก จ.นาน (13 ชนิด) จ.ฉะเชิงเทรา (12 ชนิด) จ.ตราด (10 ชนิด) 
จ.เชียงราย (8 ชนิด) และ จ.หนองคาย (8 ชนิด) โดยมีจํานวนสปอรรวมทั้งหมดตอดิน 100  กรัม เทากับ 210, 
231, 236, 220 และ 251 สปอร ตามลําดับ นอกจากน้ีพบสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจํานวน 8 ชนิด ที่
ยังไมสามารถระบุสกุลไดเน่ืองจากมีขอมูลทางสัณฐานที่จํากัด หรือสปอรที่คัดแยกไดมีสภาพไมสมบูรณ เปน
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สปอรแก หรือมีการปนเปอนของจุลินทรียดินอื่น นอกจากสปอรราที่ตรวจพบ และคัดแยกไดจากดินแลว ยัง
ตรวจพบโครงสรางของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในรากปาลมนํ้ามันดวย โครงสรางที่ตรวจพบ ไดแก สปอร 
เวสิเคิล (vesicle) เสนใยรอบราก (external hyphae) และเสนใยขดเปนวงในราก (hyphal coil) พบ
โครงสรางคลายตนไมหรืออารบัสคูล (arbuscule) แตไมชัดเจนนัก (รูปที ่10)   

 การจัดจําแนกชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาโดยอาศัยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานเพียงอยางเดียว
พบวาไมสามารถระบุชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาไดอยางชัดเจน โดยเฉพาะในรากปาลมนํ้ามัน ดังน้ัน
จึงนําเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลมาชวยในการระบุชนิดโดยการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด จึงมีความสําคัญ
อยางย่ิงเพื่อการระบุชนิดที่ถูกตอง ทั้งยังสามารถนําไปใชในการตรวจสอบรากปาลมนํ้ามันที่เติมหัวเช้ือของรา
อารบัสคูลารไมคอรไรซาอีกดวย 
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รูปที่ 5. ลักษณะทางสัณฐานของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาบริเวณรากปาลมนํ้ามัน จ.เชียงราย (a) Acaulospora 
sp.CRns1, (b) Acaulospora sp.CRns2, (c) Acaulospora sp.CRns3, (d) Glomus sp.CRns4, (e) Glomus sp.CRns5, 
(f) Glomus sp.CRns6, (g) Unidentified species1 และ (h) Unidentified species2; L1 sw = layer 1 of spore wall, 
L2 sw = layer 2 of spore wall, L3 sw = layer 3 of spore wall, gw1 = germination wall 1, gw2 = germinal 
wall 2, S = subtending hyphae 
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รูปที่ 6. ลักษณะทางสัณฐานของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาบริเวณรากปาลมนํ้ามัน จ. ฉะเชิงเทรา (a) Acaulospora 
sp.CSns1, (b) Acaulospora sp.CSns2, (c) Acaulospora sp.CSns3, (d) Gigaspora sp.CSns4, (e) Glomus 
sp.CSns5, (f) Glomus sp.CSns6, (g) Glomus sp.CSns7, (h) Glomus sp.CSns8, (i) Glomus sp.CSns9, (j) Glomus 
sp.CSns10, (k) Scutellospora sp.CSns11, (l) Unidentified species1; L1 sw = layer 1 of spore wall, L2 sw = 
layer 2 of spore wall, L3 sw = layer 3 of spore wall, gw1 = germinal wall 1, gw2 = germination wall 2, S = 
subtending hyphae, BP = Bulbous suspensor, P = pore 
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รูปที่ 7. ลักษณะทางสัณฐานของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาบริเวณรากปาลมนํ้ามัน จ.หนองคาย (a) Acaulospora 
sp.NKns1, (b) Glomus sp.NKns2, (c) Glomus sp.NKns3, (d) Glomus sp.NKns4, (e) Glomus sp.NKns5, (f) 
Glomus sp.NKns6, (g) Scutellospora sp.NKns7, (h) Unidentified species1; L1 sw = layer 1 of spore wall, L2 
sw = layer 2 of spore wall, L3 sw = layer 3 of spore wall, gw1 = germinal wall 1, gw2 = germination wall 
2, S = subtending hyphae 
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รูปที่ 8. ลักษณะทางสัณฐานของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาบริเวณรากปาลมนํ้ามัน จ.นาน (a) Acaulospora 
sp.NNns1, (b) Acaulospora sp.NNns2, (c) Glomus sp.NNns3, (d) Glomus sp.NNns4, (e) Glomus sp.NNns5, (f) 
Glomus sp. NNns6, (g) Glomus sp.NNns7, (h) Glomus sp.NNns8, (i) Glomus sp.NNns9, (j) Glomus sp.NNns10, 
(k) Unidentified sp. NNns11, (l) Unidentified sp. NNns12, (m) Unidentified sp. NNns13; L1 sw = layer 1 of 
spore wall, L2 sw = layer 2 of spore wall, L3 sw = layer 3 of spore wall, gw = germinal wall, S = 
subtending hyphae 
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รูปที่ 9. ลักษณะทางสัณฐานของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาบริเวณรากปาลมนํ้ามัน จ.ตราด (a) Acaulospora 
sp.TRns1, (b) Glomus sp.TRns2, (c) Glomus sp.TRns3, (d) Glomus sp.TRns4, (e) Glomus sp.TRns5, (f) Glomus 
sp.TRns6, (g) Scutellospora sp.TRns7, (h) Glomus sp.TRns8, (i) Glomus sp.TRns9, (j) Unidentified sp. TRns10; 
L1 sw = layer 1 of spore wall, L2 sw = layer 2 of spore wall, L3 sw = layer 3 of spore wall, gw = germinal 
wall, S = subtending hyphae 
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รูปที่ 10. รากปาลมนํ้ามันที่มีการติดเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาเม่ือยอมดวย trypan blue in lactoglycerol, a) ลักษณะ
โครงสรางคลายอารบัสคูล (ลูกศรชี)้ b) เสนใยราที่อยูภายนอกราก c) เสนใยราที่อยูภายนอกราก d) และ e) เสนใยราที่ขดงอ
อยูในเซลลราก f) สปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่อยูภายนอกราก g) และ h) เวสิเคิล (กําลังขยาย 1000 เทา)  

 
 
 
 
 
 

a b 

g 

C 

f e 

d 

h 
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 3.  การเพ่ิมปริมาณสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 
 การเพ่ิมปริมาณสปอรโดยวิธีผสมดินตัวอยางจากแหลงตางๆ กับวัสดุปลูก โดยมีพืชอาศัยเพื่อใชลอให
เกิดการสรางสปอร (trap cultures ) คือ ขาวฟาง เก็บตัวอยางดินเพื่อตรวจคัดแยกหาสปอรรา เมื่อขาวฟาง
อายุ 3 เดือน พบวา ดินจากแหลงขยายพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามัน จ.เชียงราย (CR) สามารถคัดแยก และจําแนก
สปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาไดทั้งหมด 2 สกุล 2 ชนิด ไดแก Acaulospora sp. CRts1 (318 สปอร) 
และ Glomus sp. CRts1 (273 สปอร) มีจํานวนสปอรเฉลี่ยตอดิน 100 กรัม รวมทั้งหมด คือ 591 สปอร  

ดินจากแหลงขยายพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามัน จ.นาน (NN) สามารถคัดแยก และจําแนกสปอรราอารบัสคู
ลารไมคอรไรซาไดทั้งหมด 1 สกุล 1 ชนิด ไดแก Acaulospora sp. NNts 1 มีจํานวนสปอรเฉลี่ยตอดิน 100 
กรัมรวมทั้งหมด คือ 328 สปอร  

ดินจากแหลงขยายพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามัน จ.หนองคาย (NK) สามารถคัดแยก และจําแนกสปอรราอาร
บัสคูลารไมคอรไรซาไดทั้งหมด 2 สกุล 2 ชนิด ไดแก Acaulospora sp. NKts1 (136 สปอร) Glomus sp. 
NKts1 (454 สปอร) จํานวนสปอรเฉลี่ยตอดิน 100 กรัม รวมทั้งหมด คือ 590 สปอร  

ดินจากแหลงขยายพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามัน จ.ฉะเชิงเทรา (CS) สามารถคัดแยก และจําแนกสปอรรา
อารบัสคูลารไมคอรไรซาไดทั้งหมด 2 สกุล 2 ชนิด ไดแก Acaulospora sp. CSts1 (168 สปอร) Glomus 
sp. CSts1 (265 สปอร) มีจํานวนสปอรเฉลี่ยตอดิน 100 กรัมรวมทั้งหมด คือ 433 สปอร  

ดินจากแหลงขยายพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามัน จ.ตราด (TR) สามารถคัดแยก และจําแนกสปอรราอารบัสคู
ลารไมคอรไรซาไดทั้งหมด 1 สกุล ไดแก Glomus sp.TRts1 มีจํานวนสปอรเฉลี่ยตอดิน 100 กรัมรวมทั้งหมด 
คือ 812 สปอร  

รอยละการติดเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในรากขาวฟาง ที่ปลูกในกระถางอายุ 3 เดือน พบวาขาว
ฟางในกระถางที่ใสดินเช้ือ (soil inoculum) จากแหลงขยายพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามัน จังหวัดเชียงราย นาน 
หนองคาย ฉะเชิงเทรา และตราด   มีรอยละเฉลี่ยการติดเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซา เทากับ 33.0, 19.2, 
20.6, 26.7 และ 21.9 ตามลําดับ โดยไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p= 0.05)  

การศึกษาลักษณะการเกิดไมคอรไรซากับรากขาวฟางที่ปลูกในกระถาง อายุ 3 เดือน พบวารากขาว
ฟางไมมีการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยา เมื่อนํารากมายอมส ี และศึกษาดูดวยกลองจุลทรรศน พบวารากมี
การติดสี พบการสรางเสนใยภายนอกราก (external hypha) เวสิเคิล (vesicle) เสนใยที่ขดอยูภายใน 
(hyphal coli) อยูในเซลลของราก (รูปที่  11) 
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รูปที่ 11. ลักษณะของอารบัสคูล (arbuscule) เวสิเคิล และเสนใยรา (hypha coil) ที่อยูภายในเซลลราก, a) อารบัสคูล มี
ลักษณะคลายตนไมแคระ ยอมติดสี Trypan blue (ลูกศรช้ี) กําลังขยาย 1000 เทา b) เวสิเคิลในเซลลรากพืช ที่ยอมติดสี 
Trypan blue (ลูกศรชี)้ กําลังขยาย 200 เทา c) เสนใยรา (hypha coil) ภายในเซลลรากที่ยอมติดสี Trypan blue (ลูกศรช้ี) 
  

 

4.  การเพ่ิมปริมาณสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาโดยกลาปาลมนํ้ามัน 

การเพ่ิมปริมาณสรางสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาโดยใชกลาปาลมนํ้ามันโดยตรงมีวัตถุประสงค
เพื่อใหทราบขอมูลวาในดินตัวอยางมีสปอรราชนิดใดบางที่สามารถกระตุนใหเกิดใหม และสรางไมคอรไรซากับ
ปาลมนํ้ามันได หรือสปอรราชนิดใดที่มีความจําเพาะเจาะจง (host specificity) กับปาลมนํ้ามันอยางแทจริง 
ซึ่งจะชวยใหลดข้ันตอนหรือระยะเวลาในการคัดเลือกสปอรที่จะนําไปเพิ่มปริมาณเพื่อใชเปนหัวเช้ือหรือการ
จําแนกชนิดตอไป โดยในกระถาง  trap culture  เดิมที่ปลูกขาวฟาง ภายหลังทีไ่ดตัดสวนเหนือดินของขาว
ฟางทั้งหมดทิ้งไป ไดยายปลูกเมล็ดงอกของปาลมนํ้ามันที่ไดรับจากศูนยวิจัยปาลมนํ้ามันจังหวัดสุราษฎรธานี 
ลงในกระถางของทั้ง 5 แหลงดินตัวอยาง (เชียงราย CR, นาน NN, ฉะเชิงเทรา CS, หนองคาย NK และตราด 
TR) กระถางละ 1 เมล็ด เมื่อระยะเวลา 4-5 เดือน ไดสุมตัวอยางดินจํานวน 100  กรัม มาตรวจหาสปอรรา 
และการติดเช้ือในรากปาลมนํ้ามัน พบวา จํานวนสปอรราโดยรวมทั้งหมดตอดินตัวอยาง 100 กรัม ที่ไดจาก
การรอนดวยวิธี wet sieving and decanting technique มีจํานวนเพ่ิมข้ึนมาก สปอรที่พบสวนใหญมีขนาด

a b 

c 
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มากกวา 63 ไมโครเมตร โดยในกระถางที่ปลูกกลาปาลมนํ้ามันและใสดินเช้ือจาก  CR มีจํานวนสปอรรวมตอ
ดิน  100  กรัมสูงที่สุด รองลงมาคือ NN, NK, TR และ CS  ตามลําดับ (รูปที่ 12) และสปอรที่พบสวนใหญอยู
ในสกุล Acaulospora Glomus และ  Scutellospora พบการสรางสปอรราในราก และการติดเช้ือราอารบัส
คูลารไมคอรไรซาในรากกลาปาลมนํ้ามัน (รูปที่ 13-14) 
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รูปที่ 12. จํานวนสปอรรวมของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาตอดิน 100 กรัม ที่แยกไดจากการรอนดวยวิธี wet sieving and 
decanting technique เม่ือใชกลาปาลมนํ้ามันเปนพืชอาศัย 
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รูปที่ 13. ตัวอยางสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในดินตัวอยาง ที่ไดจาก trap culture เม่ือใชตนกลาปาลมนํ้ามันเปนพืช
อาศัย a) สปอรราสกุล Scutellospora sp. เห็น bulbous subtending hyphae (ลูกศรช้ี) b) สปอรราสกุล Acaulospora 
sp. เห็นสปอรเดิมที่สลายไปแลว (ลูกศรชี)้ c) สปอรราที่เกิดอยูในรากปาลมนํ้ามัน d) กลุมสปอรราสกุล Glomus sp.    
  

  

รูปที่ 14. โครงสรางของราอารบัสคูลาไมคอรไรซาท่ีพบในรากของกลาปาลมนํ้ามัน (ในบริเวณวงกลมลอมรอบ ลูกศรช้ีแสดง

โครงสรางเวสิเคิล) 
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5. การเตรียมหัวเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาไมคอรไรซา  

ไดสุมเลือกสปอรราที่เปนตัวแทนจากสปอรที่คัดแยกไดจากดินในกระถางปลูกกลาปาลมนํ้ามัน และ

เปนสปอรที่มีชีวิตสภาพสมบูรณจาก  2  แหลงที่มา คือ CR  และ NN ซึ่งเพ่ิมปริมาณสปอรในดินไดสูงสุดในผล

การทดลองขอ  4 ตามลําดับ โดยปลูกสปอรรากับพืชทดสอบไดแก ขาวฟางในกระถางที่มีวัสดุปลูกคือ ทราย

และหนาดิน อัตราสวน 1:1 ที่ผานการน่ึงฆาเช้ือแลว โดยใชสปอร 1 สปอรตอตนกลาขาวฟาง 1 ตน (single 

spore) เม่ือระยะเวลาผานไป 1-2 เดือน พบวาตนกลามีอาการเหลืองซีด และพบการระบาดของเพลี้ย ตนกลา

ตายลงเปนจํานวนมาก (รอยละ 70) แมไดแกไขโดยทําการปลูกซอมรอบที ่2 ก็ยังมีการระบาดของเพลี้ยในขาว

ฟางอยางตอเน่ือง การระบาดของเพลี้ยที่อาจเปนพาหะนําโรค/หรือไวรัสของตนพืชทดสอบ เปนปญหาสําคัญ

ทําใหการทดลองตองลาชาหรือใชเวลามากข้ึน เน่ืองจากตองปลูกซอมแซมหรือทดแทนตนพืชที่ตายลงเกือบทั้ง

ชุดทดลอง โครงการวิจัย ฯ ไดพยายามหลีกเลี่ยงการใชยาปราบศัตรูพืช เพราะมีรายงานวายาปราบศัตรูพืชมี

ผลตอราไมคอรไรซา จึงทําใหตองเปลี่ยนแผนการศึกษาโดยใชหัวเช้ือที่มีทั้งดินและรากของกลาปาลมนํ้ามัน

จากผลการทดลองในขอ 4 มาเปนหัวเช้ือต้ังตน สําหรับเพาะใหกับกลาปาลมนํ้ามันเพ่ือทดสอบผลของราไม

คอรไรซาตอการเจริญของกลาปาลมนํ้ามันในชุดการทดลองตอไป  

 

6. การจัดจําแนกชนิดราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจากตัวอยางท่ีไดจากดินแปลงปลูกปาลม
นํ้ามันดวยวิธีทางชีววิทยาโมเลกุล 
  ตัวอยางของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซา และรากปาลมนํ้ามันที่เก็บรวบรวมจากพ้ืนที่ตางๆ ไดถูก
คัดเลือกมาศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อการระบุชนิด 
 
  6.1 การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D2 ของ 28S rDNA  
  ในเบื้องตนสกัด DNA จากตัวอยางสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่ไดจากดินแปลงปลูกปาลมนํ้ามัน
จาก จ.เชียงราย และ จ.นาน นํามาเพิ่มจํานวน DNA บริเวณ D2 ของ 28S rDNA ดวยเทคนิค PCR จากสปอร
ราอารบัสคูลารไมคอรไรซาไดช้ิน DNA product ขนาดประมาณ 450 bp ตัวอยางแสดงในรูปที่ 15 เมื่อนําไป
โคลน และวิเคราะหดวยเทคนิค SSCP (ตัวอยางแสดงในรูปที่ 16 และภาคผนวก ก) จากน้ันคัดเลือกตัวแทน
ของ recombinant clone ไปหาลําดับนิวคลีโอไทด และเทียบเคียงกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 
GenBank ดวยโปรแกรม BLAST ผลแสดงในตารางที่ 13 
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รูปที่ 15. ตัวอยางของ PCR product ขนาดประมาณ 450 bp ที่ไดจากการเพิ่มจํานวน DNA บริเวณ D2 ตรวจสอบดวย

เทคนิค gel electrophoresis โดยใช 1% agarose ในสารละลาย 0.5x TBE เทียบกับ 100 bp DNA ladder (M); 
(1 และ 2) สปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจาก จ.เชียงราย (CR); (3 และ 4) สปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจาก 
จ.นาน (NN) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 16. รูปแบบของแถบ single strand DNA ท่ีไดจากการวิเคราะหตัวอยาง PCR product จากรีคอมบิแนนทโคลนตางๆ

ของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซา จ.นาน (NN) ดวยเทคนิค SSCP ยอมดวย silver stain 
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  ผลการเทียบเคียงลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากการศึกษาสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซากับฐานขอมูล 
GenBank พบวาสามารถระบุชนิดของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาไดถูกตองชัดเจนในระดับ genus และ/
หรือ species ซึ่งมีเปอรเซ็นตความเหมือน (% identity) สวนใหญอยูระหวาง 95-99% ในขณะท่ีบาง clone 
มีเปอรเซ็นตความเหมือนตํ่า เชน clone NNS_C6-3 มีเปอรเซ็นตความเหมือนสูงสุดกับ Glomus versiforme 
(GB) เทากับ < 88 % และ clone NNS_C6-13 มีเปอรเซ็นตความเหมือนสูงสุดกับ Glomus manihotis 
(GB) เทากับ < 88 %  เปนตน   
 
  ผลการศึกษาตัวอยางจากรากปาลมนํ้ามันในแหลงปลูก 5 จังหวัดที่ศึกษา ซึ่งตรวจพบโครงสราง 
arbuscule และ/หรือ vesicle พบวาเมื่อเพิ่มจํานวน DNA โดยใชไพรเมอร ALF01/NDL22 พบวา PCR 
product ที่ไดมีมากกวา 1 แถบ ที่มีขนาดใกลเคียงกัน แมวาผูวิจัยไดเลือกตัดแถบ PCR product ที่มีขนาด
ใกลเคียงกับ 450 bp มาทําใหบริสุทธ์ิ แลวทําการโคลน วิเคราะหดวยเทคนิค SSCP และคัดเลือกโคลนไปหา
ลําดับนิวคลีโอไทด พบวาลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไมใชราอารบัสคูลารไมคอรไรซา ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากการเพิ่ม
จํานวน DNA บริเวณ D2 ของ 28S rDNA ดวยไพรเมอร ALF01/NDL22 ซึ่งเปนไพรเมอรสําหรับเช้ือราทั่วไป 
ดังน้ันเมื่อนํามาใชในการศึกษาราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในรากปาลมนํ้ามันซึ่งอาจจะมีเช้ือราชนิดอื่นๆ ที่ติด
ปนมากับดิน จึงทําใหได PCR product มากกวา 1 แถบ รวมทั้งผลของลําดับนิวคลีโอไทดทีไ่ดก็ไมใชราอารบัส
คูลารไมคอรไรซาอีกดวย ดังน้ันผูวิจัยจึงไดเปลี่ยนไพรเมอรที่ใชในการศึกษาราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในราก
ปาลมนํ้ามันโดยการทํา nested PCR ตามวิธีของ Krueger et al. (2010) 
 
  6.2 การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณบางสวนของ 18S rDNA, ITS และบางสวนของ 28S rDNA 
  ผลการเพิ่มจํานวน DNA ดวยเทคนิค nested PCR ของตัวอยางราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจากราก
ปาลมนํ้ามันพบวา PCR product ที่ไดมีขนาดประมาณ 1,500 bp ตัวอยางแสดงในรูปที่ 17 เมื่อนําไปโคลน 
และวิเคราะหดวยเทคนิค SSCP เพื่อจัดกลุม (ภาคผนวก ข) และคัดเลือกตัวแทนของรีคอมบิแนนทโคลนไปหา
ลําดับนิวคลีโอไทด และเทียบเคียงกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BLAST ผลท่ี
ไดแสดงในตารางที่ 13 แมวาผลการเทียบเคียงของลําดับนิวคลีโอไทดของรากปาลมนํ้ามันในบาง clone มีคา
เปอรเซ็นตความเหมือนตํ่ากวา 94% ซึ่งอาจเน่ืองมาจากขอมูลของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในฐานขอมูล
นานาชาติ เชน GenBank มีจํากัด แตอยางไรก็ตามจากขอมูลทางพันธุกรรมบริเวณบางสวนของ 18S rDNA, 
ITS และบางสวนของ 28S rDNA ที่ศึกษาพบวามีประสิทธิภาพดีสามารถใชในการระบุชนิดของราอารบัสคูลาร
ไมคอรไรซาไดอยางชัดเจนในระดับ species รวมท้ังไพรเมอรที่เลือกใชในการศึกษาราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 
(Krueger et al. 2010) ในรากปาลมนํ้ามันน้ันสามารถใชเพิ่มจํานวน DNA ของ ราอารบัสคูลารไมคอรไรซาได
อยางจําเพาะ ดังน้ันในการศึกษาตรวจหาการติดเช้ือของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่ใชเปนหัวเช้ือในการเพาะ
กลาปาลมนํ้ามัน จึงเลือกใชเทคนิค nested PCR ในการตรวจวิเคราะหชนิดของสปอร และรากปาลมนํ้ามัน
ตอไป 
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รูปที่ 17. ตัวอยางของ PCR product ขนาดประมาณ 1,500 bp ที่ไดจากการเพิ่มจํานวน DNA บางสวนของ 18S rDNA, 

ITS และบางสวนของ 28S rDNA ตรวจสอบดวยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช 1% agarose ใน
สารละลาย 0.5x TBE เทียบกับ 100 bp DNA ladder (M); (1) รากปาลมนํ้ามันจาก จ.นาน (NN), (2) รากปาลม
นํ้ามันจาก จ.เชียงราย (CR), (3) รากปาลมนํ้ามันจาก จ.ตราด (TR) และ (4) รากปาลมนํ้ามันจาก จ.หนองคาย 
(NK) 

   
   
  ผลการเทียบเคียงลําดับนิวคลีโอไทดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่ไดจากรากปาลมนํ้ามันในแหลง
ปลูกตางๆ พบวาตัวอยางสวนใหญมีเปอรเซ็นตความเหมือนตํ่า คืออยูระหวาง 87-95% และมีเพียงบาง
ตัวอยางเทาน้ันที่มีเปอรเซ็นตความเหมือนสูง คือ อยูระหวาง 97-98% ซึ่งผลการทดลองที่ไดพบวารากปาลม
นํ้ามันสวนใหญติดเช้ือราในสกุล Scutellospora ซึ่งพบในทุกพื้นที่ทีท่ําการศึกษา รองลงมาคือ Glomus 
ตามลําดับ (ตารางที่ 13) โดยรากปาลมนํ้ามันจาก จ.ฉะเชิงเทรา พบการติดเช้ือ Scutellospora 
heterogama (94-97% similarity), Scutellospora reticulata (95% similarity) และ Glomus sp. 
(95% similarity) ในขณะท่ีรากปาลมนํ้ามันจาก จ.หนองคาย พบ Scutellospora gilmorei (89-98% 
similarity) และ Scutellospora nodusa (96% similarity) สวนรากปาลมนํ้ามัน จ.นาน พบ uncultured 
Glomus (87-95% similarity), Scutellospora nodusa (94-96% similarity) และ Glomus sinuosum 
(97% similarity) และรากปาลมนํ้ามันจาก จ.ตราด พบการติดเช้ือ Scutellospora gilmorei (94-95% 
similarity), uncultured Paraglomus (87% similarity) และ uncultured Glomus (89% similarity) 

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



57
 | 

ห
น้

า
 

 ตา
รา

งที่
 1

3 
ผล

กา
รเ

ทีย
บเ

คีย
งล

ําดั
บนิ

วค
ลีโ

อไ
ทด

ขอ
งร

าอ
าร

บัส
คูล

าไ
มค

อร
ไร

ซา
ขอ

งป
าล

มน้ํ
าม

ันก
ับฐ

าน
ขอ

มูล
 G

en
Ba

nk
 ด

วย
โป

รแ
กร

ม 
BL

AS
T 

Ty
pe

 
of

 
sa

m
pl

e 
Lo

ca
tio

n 
SS

CP
 

pr
of

ile
 

Cl
on

e 
ID

 
BL

AS
T 

re
su

lt
 

As
sc

es
sio

n 
No

. 
%

 id
en

tit
y 

D2
 re

gi
on

 o
f 

28
S 

rD
NA

 
18

S 
rD

N
A-

IT
S-

28
S 

rD
N

A 
AM

F 
Sp

or
es

 
จ.

เชี
ยง

รา
ย 

 
CR

ns
_C

2-
1 

Ac
au

lo
sp

or
a 

tu
be

rc
ul

at
a 

- 
AF

37
84

40
 

98
 

 
 

 
CR

ns
_C

2-
2 

Ac
au

lo
sp

or
a 

tu
be

rc
ul

at
a 

- 
AF

37
84

40
 

97
 

 
 

 
CR

ns
_C

2-
3 

Ac
au

lo
sp

or
a 

tu
be

rc
ul

at
a 

- 
AF

37
84

40
 

98
 

 
 

 
CR

ns
_C

2-
6 

Gl
om

us
 e

tu
ni

ca
tu

m
 

- 
AY

54
18

29
 

97
 

 
 

 
CR

ns
_C

2-
7 

Un
cu

ltu
re

d 
Gi

ga
sp

or
a 

- 
AB

36
97

70
 

97
 

 
 

 
CR

ns
_C

2-
8 

Ac
au

lo
sp

or
a 

tu
be

rc
ul

at
a 

- 
AB

36
97

70
 

98
 

 
 

 
CR

ns
_C

2-
10

 
Ac

au
lo

sp
or

a 
tu

be
rc

ul
at

a 
- 

AF
37

84
40

 
98

 
 

 
 

CR
ns

_C
2-

14
 

Ac
au

lo
sp

or
a 

tu
be

rc
ul

at
a 

- 
AF

37
84

40
 

96
 

 
 

 
CR

ns
_C

2-
15

 
Ac

au
lo

sp
or

a 
tu

be
rc

ul
at

a 
- 

AF
37

84
40

 
98

 
 

 
 

CR
ns

_C
2-

16
 

Ac
au

lo
sp

or
a 

tu
be

rc
ul

at
a 

- 
AF

37
84

40
 

98
 

 
 

 
CR

ns
_C

3-
1 

Un
cu

ltu
re

d 
Gi

ga
sp

or
a 

- 
AB

36
97

70
 

98
 

 
 

 
CR

ns
_C

3-
2 

Un
cu

ltu
re

d 
Gi

ga
sp

or
a 

- 
AB

36
97

70
 

97
 

 
 

 
CR

ns
_C

3-
3 

Un
cu

ltu
re

d 
Gi

ga
sp

or
a 

- 
AB

36
97

72
 

97
 

 
 

 
CR

ns
_C

3-
4 

Un
cu

ltu
re

d 
Gi

ga
sp

or
a 

- 
AB

36
97

70
 

98
 

 
 

 
CR

ns
_C

3-
8 

Un
cu

ltu
re

d 
Gi

ga
sp

or
a 

- 
AB

36
97

70
 

98
 

 
 

 
CR

ns
_C

3-
9 

Un
cu

ltu
re

d 
Gi

ga
sp

or
a 

- 
AB

36
97

72
 

97
 

 
 

 
CR

ns
_C

3-
11

 
Gi

ga
sp

or
a 

ro
se

a 
- 

AF
37

84
54

 
95

 
 

 
 

CR
ns

_C
3-

12
 

Gi
ga

sp
or

a 
ro

se
a 

- 
AF

37
84

54
 

96
 

 
 

 
 

 
 

 
 

AM
F 

Sp
or

es
 

จ.
นา

น 
 

NN
ns

_C
6-

1 
Gl

om
us

 m
os

se
ae

 
- 

AF
14

57
38

 
99

 
 

 
 

NN
ns

_C
6-

2 
Gl

om
us

 m
os

se
ae

 
- 

AY
54

19
18

 
97

 

   

C
re

at
e 

P
D

F 
fil

es
 w

ith
ou

t t
hi

s 
m

es
sa

ge
 b

y 
pu

rc
ha

si
ng

 n
ov

aP
D

F 
pr

in
te

r (
ht

tp
://

w
w

w
.n

ov
ap

df
.c

om
)



58
 | 

ห
น้

า
 

 ตา
รา

งที่
 1

3 
  

(ต
อ)

 
Ty

pe
 

of
 

sa
m

pl
e 

Lo
ca

tio
n 

SS
CP

 
pr

of
ile

 
Cl

on
e 

ID
 

BL
AS

T 
re

su
lt

 
As

sc
es

sio
n 

No
. 

%
 id

en
tit

y 
D2

 re
gi

on
 

18
S 

rD
N

A-
IT

S-
28

S 
rD

N
A 

AM
F 

Sp
or

es
 

จ.
นา

น 
 

NN
ns

_C
6-

3 
Gl

om
us

 v
er

sif
or

m
e 

 
EU

34
68

68
 

lo
w

 
 

 
 

NN
ns

_C
6-

5 
Gl

om
us

 v
er

sif
or

m
e 

- 
EU

34
68

68
 

lo
w

 
 

 
 

NN
ns

_C
6-

7 
Ac

au
lo

sp
or

a 
tu

be
rc

ul
at

a 
- 

AF
37

84
40

 
98

 
 

 
 

NN
ns

_C
6-

8 
Ac

au
lo

sp
or

a 
tu

be
rc

ul
at

a 
- 

AF
37

84
40

 
97

 
 

 
 

NN
ns

_C
6-

13
 

Gl
om

us
 m

an
ih

ot
is 

- 
AY

54
18

71
 

lo
w

 
 

 
 

NN
ns

_C
6-

14
 

Ac
au

lo
sp

or
a 

tu
be

rc
ul

at
a 

- 
AF

37
84

37
 

98
 

 
 

 
NN

ns
_C

6-
15

 
Gl

om
us

 m
os

se
ae

 
- 

AF
14

57
38

 
99

 
 

 
 

NN
ns

_C
6-

16
 

Ac
au

lo
sp

or
a 

tu
be

rc
ul

at
a 

- 
AF

37
84

40
 

99
 

 
 

 
 

 
 

 
 

AM
F 

ro
ot

s 
จ.

นา
น 

 
NN

nr
_C

18
-4

 
- 

Gl
om

us
 s

in
uo

su
m

 
HQ

24
31

27
 

97
 

 
 

 
NN

nr
_C

18
-9

 
- 

Un
cu

ltu
re

d 
Gl

om
us

 
FM

20
63

35
 

94
 

 
 

 
NN

nr
_C

18
-1

1 
- 

Un
cu

ltu
re

d 
Gl

om
us

 
HQ

24
31

07
 

88
 

 
 

 
NN

nr
_C

18
-1

4 
- 

Un
cu

ltu
re

d 
Gl

om
us

 
HQ

24
31

27
 

88
 

 
 

 
NN

nr
_C

18
-1

9 
- 

Sc
ut

el
lo

sp
or

a 
no

du
sa

 
FM

87
68

36
 

96
 

 
 

 
NN

nr
_C

18
-4

6 
- 

Sc
ut

el
lo

sp
or

a 
gil

m
or

ei
 

FN
54

76
15

 
94

 
 

 
 

NN
nr

_C
18

-6
4 

- 
Un

cu
ltu

re
d 

Gl
om

us
 

HQ
24

31
62

 
87

 
 

 
 

NN
nr

_C
18

-6
9 

- 
Un

cu
ltu

re
d 

Gl
om

us
 

HQ
24

31
60

 
95

 
 

 
 

 
 

 
 

 
AM

F 
ro

ot
s 

จ.
ฉะ

เช
ิงเ

ทร
า 

 
CS

nr
_C

17
-1

 
- 

Sc
ut

el
lo

sp
or

a 
he

te
ro

ga
m

a 
FM

87
68

38
 

94
 

 
 

 
CS

nr
_C

17
-2

 
- 

Sc
ut

el
lo

sp
or

a 
he

te
ro

ga
m

a 
FM

87
68

38
 

97
 

 
 

 
CS

nr
_C

17
-1

2 
- 

Un
cu

ltu
re

d 
Gl

om
us

 
AB

56
11

02
 

93
 

   

C
re

at
e 

P
D

F 
fil

es
 w

ith
ou

t t
hi

s 
m

es
sa

ge
 b

y 
pu

rc
ha

si
ng

 n
ov

aP
D

F 
pr

in
te

r (
ht

tp
://

w
w

w
.n

ov
ap

df
.c

om
)



59
 | 

ห
น้

า
 

 ตา
รา

งที่
 1

3 
  

(ต
อ)

 
Ty

pe
 

of
 

sa
m

pl
e 

Lo
ca

tio
n 

SS
CP

 
pr

of
ile

 
Cl

on
e 

ID
 

BL
AS

T 
re

su
lt

 
As

sc
es

sio
n 

No
. 

%
 id

en
tit

y 
D2

 re
gi

on
 

18
S 

rD
N

A-
IT

S-
28

S 
rD

N
A 

AM
F 

ro
ot

s 
จ.

ฉะ
เชิ

งเ
ทร

า 
 

CS
nr

_C
17

-3
2 

- 
Sc

ut
el

lo
sp

or
a 

he
te

ro
ga

m
a 

FM
87

68
38

 
94

 
 

 
 

CS
nr

_C
17

-3
3 

- 
Sc

ut
el

lo
sp

or
a 

re
tic

ul
at

a 
AJ

87
12

71
 

95
 

 
 

 
CS

nr
_C

17
-3

5 
- 

Gl
om

us
 s

p.
 

HQ
24

32
56

 
95

 
 

 
 

 
 

 
 

 
AM

F 
ro

ot
s 

จ.
ตร

าด
 

 
TR

nr
_C

16
-1

 
- 

Un
cu

ltu
re

d 
Pa

ra
gl

om
us

 
DQ

40
02

84
 

87
 

 
 

 
TR

nr
_C

16
-3

 
- 

Un
cu

ltu
re

d 
Pa

ra
gl

om
us

 
DQ

40
02

84
 

87
 

 
 

 
TR

nr
_C

16
-1

2 
- 

Un
cu

ltu
re

d 
Pa

ra
gl

om
us

 
AM

94
25

21
 

87
 

 
 

 
TR

nr
_C

16
-2

8 
- 

Un
cu

ltu
re

d 
Gl

om
us

 
AB

56
11

01
 

89
 

 
 

 
TR

nr
_C

16
-4

0 
- 

Sc
ut

el
lo

sp
or

a 
gil

m
or

ei
 

FN
54

76
17

 
94

 
 

 
 

TR
nr

_C
16

-4
8 

- 
Sc

ut
el

lo
sp

or
a 

gil
m

or
ei

 
FN

54
76

17
 

94
 

 
 

 
TR

nr
_C

16
-6

9 
- 

Sc
ut

el
lo

sp
or

a 
gil

m
or

ei
 

FN
54

76
17

 
95

 
 

 
 

 
 

 
 

 
AM

F 
ro

ot
s 

จ.
หน

อง
คา

ย 
 

NK
nr

_C
15

-2
 

- 
Sc

ut
el

lo
sp

or
a 

gil
m

or
ei

 
FN

54
76

17
 

89
 

 
 

 
NK

nr
_C

15
-6

 
- 

Sc
ut

el
lo

sp
or

a 
no

du
sa

 
FM

87
68

36
 

96
 

 
 

 
NK

nr
_C

15
-1

0 
- 

Sc
ut

el
lo

sp
or

a 
gil

m
or

ei
 

FM
87

68
36

 
95

 
 

 
 

NK
nr

_C
15

-2
3 

- 
Sc

ut
el

lo
sp

or
a 

gil
m

or
ei

 
FM

87
68

33
 

98
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
     

C
re

at
e 

P
D

F 
fil

es
 w

ith
ou

t t
hi

s 
m

es
sa

ge
 b

y 
pu

rc
ha

si
ng

 n
ov

aP
D

F 
pr

in
te

r (
ht

tp
://

w
w

w
.n

ov
ap

df
.c

om
)



60 | ห น้ า  

 

7. ผลของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาตอการเจริญของกลาปาลมนํ้ามัน 
 การทดสอบการนําดินหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซาคือ CR, NN, CR+NN มาใสใหกับกลาปาลม
นํ้ามันอายุ 1 เดือน ในเรือนเพาะชํา (open air nursery) เปรียบเทียบผลของการใสดินหัวเช้ือราอารบัสคูลาร
ไมคอรไรซาทั้ง 3 ทรีตเมนตตอการเจริญของกลาปาลมนํ้ามัน กับชุดควบคุม (CTRL) วัดเปรียบเทียบการเจริญ
ของกลาปาลมนํ้ามัน อายุ 12 เดือน ดังน้ี  
  

7.1 การเจริญทางความสูงของกลาปาลมนํ้ามัน  
 เปรียบเทียบการเจริญโดยเรียงความสูงของกลาปาลมนํ้ามันอายุ 12 เดือน เมื่อใสดินหัวเช้ือราสาย
พันธุตางๆ ไดแก CR+NN, NN, CR, CTRL พบวา ความสูงของกลาปาลมนํ้ามัน มีคา 81.23, 69.20, 63.98 
และ 56.23 เซนติเมตร ตามลําดับ เมื่อวิเคราะหทางสถิติพบวา ความสูงของกลาปาลมนํ้ามันที่ใสดินหัวเช้ือ
สายพันธุตางๆ และชุดควบคุม มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 
เปอรเซ็นต (รูปที่ 18-19) 
 

 
รูปที่ 18. การเจริญทางความสูงของกลาปาลมนํ้ามัน อายุ 12 เดือน เม่ือใสดินหัวเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาสายพันธุตางๆ 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมใสหัวเชื้อ เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียตามอักษรในแนวนอน คาเฉล่ียที่มีตัวอักษร
กํากับดานขางตางกันแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(P=0.05)  
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รูปที่ 19. การเจริญทางความสูงของกลาปาลมนํ้ามันอาย ุ 12 เดือน ในทรีตเมนตที่ใสดินหัวเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม      

 

 7.2 การเจริญทางเสนผานศูนยกลางท่ีระดับคอรากของลําตนกลาปาลมนํ้ามัน 
 เปรียบเทียบการเจริญโดยเรียงเสนผานศูนยกลางที่ระดับคอรากของลําตนกลาปาลมนํ้ามัน อายุ  12  
เดือน เมื่อใสหัวเช้ือราสายพันธุตาง ๆ พบวา เสนผานศูนยกลางที่ระดับคอรากของลําตนกลาปาลมนํ้ามันที่ใส
หัวเช้ือราสายพันธุ NN, CR, CR+NN และชุดควบคุม มีคา 2.13, 2.10, 2.07 และ 1.95 เซนติเมตร ตามลําดับ 
เมื่อวิเคราะหผลทางสถิติดวยวิธี DMRT พบวา เสนผานศูนยกลางที่ระดับคอรากของลําตนกลาปาลมนํ้ามันที่ใส
หัวเช้ือทั้ง 3 สายพันธุและชุดควบคุม ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 
เปอรเซ็นต (รูปที่ 20) 

รูปที่ 20.  การเจริญเสนผานศูนยกลางที่ระดับคอรากของลําตนกลาปาลมนํ้ามัน อายุ 12 เดือน เม่ือใสดินหัวเชื้อราอารบัสคู
ลารไมคอรไรซาเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมใสหัวเชื้อ เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียตามอักษรในแนวนอน คาเฉล่ีย
ที่มีตัวอักษรกํากับดานขางตางกันแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p=0.05)  
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7.3 มวลชีวภาพสวนเหนือดิน (นํ้าหนักแหงของใบ และลําตน) ของกลาปาลมนํ้ามัน 
 เปรียบเทียบการเจริญโดยเรียงมวลชีวภาพสวนเหนือดินของกลาปาลมนํ้ามัน อายุ 12 เดือน เมื่อใสดิน
หัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซา สายพันธุตาง ๆ พบวา มวลชีวภาพสวนเหนือดินของกลาปาลมนํ้ามันเมื่อใส
หัวเช้ือราสายพันธุ CR+NN, NN, CR และชุดควบคุม มีคา 37.94, 28.83, 28.48 และ 24.77 กรัมตอตน 
ตามลําดับ เมื่อวิเคราะหผลทางสถิติดวยวิธี DMRT พบวา มวลชีวภาพสวนเหนือดินของกลาปาลมนํ้ามันที่ใส
ดินหัวเช้ือสายพันธุ CR+NN มีความแตกตางจากทรีตเมนตอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเช่ือมั่น 
95 เปอรเซ็นต (รูปที่ 21) 
 

 
รูปที่ 21. มวลชีวภาพสวนเหนือดินของกลาปาลมนํ้ามัน อายุ 12 เดือน เม่ือใสดินหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมใสหัวเชื้อ เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียตามอักษรในแนวนอน คาเฉล่ียที่มีตัวอักษร
กํากับดานขางตางกันแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(p=0.05)  
 
 

7.4 มวลชีวภาพสวนใตดิน (นํ้าหนักแหงของราก) ของกลาปาลมนํ้ามัน 
 เปรียบเทียบการเจริญโดยเรียงมวลชีวภาพสวนใตดินของกลาปาลมนํ้ามันที่ใสดินหัวเช้ือราอารบัสคู
ลารไมคอรไรซาสายพันธุตาง ๆ พบวา มวลชีวภาพสวนใตดินของกลากลาปาลมนํ้ามันเมื่อใสดินหัวเช้ือราสาย
พันธุ CR+NN, NN, CR และชุดควบคุม มีคา 16.96, 13.21, 13.11 และ 12.30 กรัมตอตน ตามลําดับ เมื่อ
วิเคราะหผลทางสถิติดวยวิธี DMRT พบวา มวลชีวภาพสวนใตดินของกลาปาลมนํ้ามันที่ใสหัวเช้ือทั้ง 3 สาย
พันธุและชุดควบคุม ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอรเซ็นต (รูปที่ 
22) 
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รูปที่ 22. มวลชีวภาพสวนใตดินเฉล่ียของกลาปาลมนํ้ามัน อายุ 12 เดือน เม่ือใสดินหัวเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาสายพันธุ
ตาง ๆ โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมใสหัวเชื้อรา เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียตามอักษรในแนวนอน คาเฉล่ียที่
มีตัวอักษรกํากับดานขางตางกันแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p=0.05) 
 
 

7.5 มวลชีวภาพรวม (นํ้าหนักแหงของใบ ลําตน และราก) ของกลาปาลมนํ้ามัน 
เปรียบเทียบการเจริญโดยเรียงมวลชีวภาพรวมของกลาปาลมนํ้ามัน อายุ  12  เดือน เมื่อใสดินหัวเช้ือ

ราอารบัสคูลารไมคอรไรซาสายพันธุตาง ๆ พบวา มวลชีวภาพรวมของกลาปาลมนํ้ามันทีใ่สดินหัวเช้ือราสาย
พันธุ CR+NN, NN, CR และชุดควบคุม มีคา 54.90, 42.03, 41.59 และ 37.07 กรัมตอตน ตามลําดับ เมื่อ
วิเคราะหผลทางสถิติดวยวิธี DMRT พบวา มวลชีวภาพรวมของกลาปาลมนํ้ามันที่ใสดินหัวเช้ือสายพันธุ  
CR+NN มีความแตกตางจากทรีตเมนตอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอรเซ็นต (รูป
ที่ 23) 
 

รูปที่ 23. มวลชีวภาพรวมของกลาปาลมนํ้ามัน อายุ 12 เดือน เม่ือใสดินหัวเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาสายพันธุตางๆ โดย
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมใสหัวเชื้อ เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียตามอักษรในแนวนอน คาเฉล่ียที่มีตัวอักษร
กํากับดานขางตางกันแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(p=0.05)  
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7.6 การทดสอบการติดเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซากับกลาปาลมนํ้ามัน 
เปรียบเทียบโดยเรียงรอยละการติดเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในกลาปาลมนํ้ามันเมื่อใสดินหัวเช้ือ

ราอารบัสคูลารไมคอรไรซาสายพันธุตาง ๆ พบวา รอยละการติดเช้ือในกลาปาลมนํ้ามันเมื่อใสหัวเช้ือรา สาย
พันธุ NN, CR และ CR+NN มีคา 92.46, 89.75 และ 88.88 ตามลําดับ ซึ่งมีคาอยูในเกณฑสูง เมื่อวิเคราะห
ผลทางสถิติดวยวิธี DMRT พบวา รอยละการติดเช้ือของกลาปาลมนํ้ามันที่ใสหัวเช้ือราทั้ง 3 สายพันธุ ไมมี
ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอรเซ็นต ไมพบการติดเช้ือราอารบัสคู
ลารไมคอรไรซาในชุดควบคุม    
    

การศึกษาลักษณะการเกิดไมคอรไรซากับรากของกลาปาลมนํ้ามัน เมื่อนํารากมายอมสี และศึกษาดู
ดวยกลองจุลทรรศน พบวากลาปาลมนํ้ามันที่ใสดินหัวเช้ือทั้ง 3 สายพันธุ มีการสรางเวสิเคิล อารบัสคูล สปอร
รา และเสนใยที่อยูภายนอกรากชัดเจน (รูปที่ 24) 
 
 

   

   
 
รูปที่ 24. ลักษณะโครงสรางไมคอรไรซา (ลูกศรชี)้ ที่พบในเซลลรากปาลมนํ้ามันที่ใสหัวเชื้อ a: vesicle (กําลังขยาย 400 เทา) 
ในทรีตเมนต NN, b: กลุมของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซา (กําลังขยาย 400 เทา) ในทรีตเมนต CR, c: arbuscule 
(กําลังขยาย 400 เทา) ในทรีตเมนต CR+NN, d: external hyphae และสปอรรา (กําลังขยาย 400 เทา) ในทรีตเมนต CR 
 

 
 
 
 
 

a b 

c d 
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8. การตรวจวิเคราะหการติดเชื้อราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในกลาปาลมนํ้ามัน (seeding) ท่ีใสหัว
เชื้อ 

 
 8.1 การศึกษาสปอรและรากราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในกลาปาลมนํ้ามันท่ีใสดินหัวเชื้อโดย

อาศัยลักษณะทางสัณฐาน 
  การสุมตัวอยางดินรอบรากปาลมนํ้ามันที่ใสดินหัวเช้ือทั้ง 3 ชุดการทดลอง คือ CR NN และ CR+NN 
เพื่อแยกสปอร และรากราอารบัสคูลารไมคอรไรซา เพื่อการจัดจําแนกชนิด ผลแสดงในตารางที่ 14 และรูปที่ 
25-26 พบวาสวนใหญเปนราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในสกุล Acaulospora และ Scutellospora ในทุกชุด
การทดลอง สวนรากปาลมนํ้ามันเมื่อยอมดวยสี typan blue พบโครงสรางทั้ง arbuscule และ vesicle 
 
ตารางที่ 14 ชนิดและลักษณะทางสัณฐานของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่พบในรากปาลมนํ้ามันที่ใสหัว
เช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 
 
ชุดทดลอง ชนิด โครงสรางท่ีตรวจพบในราก 

1) CR Acaulospora sp. (CRs1) Arbuscules and vesicles 

 Scutellospora sp. (CRs2) 
  
   
2) NN Acaulospora sp.  (NNs1) Arbuscules and vesicles 

 Scutellospora sp. (NNs2) 
 Glomus sp. (NNs3)  
3) CR+NN Acaulospora sp.  (CRNNs1) Arbuscules and vesicles 

 Scutellospora sp. (CRNNs2) 
 Scutellospora sp. (CRNNs3) 
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รูปที่ 25. ลักษณะของสปอรและรากราอารบัสคูลารไมคอรไรซาท่ีตรวจพบในตนปาลมนํ้ามันที่ใสราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 
ชุดการทดลองที่ 1 (CR), (a - c) Acaulospora sp. CRs1, (d - i) Scutellospora sp. CRs2, (p – q) vesicles ที่พบใน
เซลลราก, (s) arbuscule ที่พบในเซลลราก และ (u) spores ที่พบในเซลลราก 
ชุดการทดลองที่ 2 (NN) (j – l) Acaulospora sp. NNs1, (m – o) Scutellospora sp. NNs2, (r) vesicles ที่พบในเซลล
ราก, (t) arbuscule ที่พบในเซลลราก และ (v) spores ท่ีพบในเซลลราก 
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รูปที่ 26. ลักษณะของสปอร และรากราอารบัสคูลารไมคอรไรซาท่ีตรวจพบในตนปาลมนํ้ามันที่ใสราอารบัสคูลารไมคอรไรซา
ในชุดการทดลองที่ 3 (CR+NN) (a - f) Acaulospora sp. CRNNs1, (g - i) Scutellospora sp. CRNNs2, (j – m) 
Scutellospora sp. CRNNs3, (n) vesicle ที่พบในเซลลราก, (o - r) spores ท่ีพบในเซลลราก, (p – q) arbuscule ท่ีพบใน
เซลลราก  
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 8.2 การศึกษาสปอรและรากราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในกลาปาลมนํ้ามันท่ีใสหัวเชื้อดวยเทคนิคทาง
พันธุกรรม 
  ตัวอยางสปอรและรากราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจากกลาปาลมนํ้ามันที่ใสหัวเช้ือทั้ง 3 ชุดการทดลอง 
ไดนํามาศึกษาเพ่ือการจัดจําแนกชนิดดวยเทคนิค nested PCR (รูปที ่27), โคลน, วิเคราะหดวยเทคนิค SSCP 
(ภาคผนวก ก) และหาลําดับนิวคลีโอไทด กอนนําไปเทียบเคียงกับขอมูลในฐานขอมูล GenBank ผลแสดงใน
ตารางที่ 15  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 27. ตัวอยางของ PCR product ขนาดประมาณ 1,500 bp ที่ไดจากการเพิ่มจํานวน DNA บางสวนของ 18S rDNA, ITS 

และบางสวนของ 28S rDNA ตรวจสอบดวยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช 1% agarose ในสารละลาย 
0.5x TBE เทียบกับ 100 bp DNA ladder จากตัวอยางสปอร (บน) และรากกลาปาลมนํ้ามัน (ลาง) ท่ีเติมหัวเชื้อ 
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ตารางที่ 15 ผลการเทียบเคียงลําดับนิวคลีโอไทดของราอารบัสคูลาไมคอรไรซาของกลาปาลมนํ้ามนัที่ใสหัว
เช้ือกับฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BLAST 

Inoculum AMF Clone ID BLAST result 
18S rDNA-ITS-28S rDNA 

Asscession 
No. 

% 
identity 

CR ND ND ND   
NN สปอร NNss_C19-3 Acaulospora scrobiculata FR692352 94 

  NNss_C19-4 Acaulospora scrobiculata FR692352 94 

  NNss_C19-17 Acaulospora scrobiculata FR692352 87 

  NNss_C19-20 Acaulospora scrobiculata FR692352 95 

  NNss_C19-29 Uncultured Acaulospora FR692349 96 

  NNss_C19-31 Kuklospora kentinensis FR692352 87 

  NNss_C19-43 Uncultured Acaulospora FM206336 93 

  NNss_C20-42 Scutellospora nodosa FM876836 95 

  NNss_C20-54 Scutellospora gilmorei FN547617 95 

      

 รากปาลมนํ้ามัน NNsr_C22-14 Glomus intraradices FM865546 99 

  NNsr_C22-17 Glomus intraradices FM865565 99 

  NNsr_C22-19 Glomus irregulare HE577801 90 

  NNsr_C22-47 Glomus intraradices FM865547 98 

  NNsr_C22-59 Glomus intraradices FM865602 99 

  NNsr_C22-63 Glomus intraradices FM865549 99 
CR+NN สปอร CRNNss_C21-9 Scutellospora nodosa FM876836 95 

  CRNNss_C21-10 Scutellospora nodosa FM876836 94 

  CRNNss_C21-103 Scutellospora nodosa FM876836 96 

  CRNNss_C26-3 Acaulospora scrobiculata FR692352 98 

  CRNNss_C26-8 Acaulospora scrobiculata FR692352 98 

  CRNNss_C26-38 Acaulospora scrobiculata FR692352 98 

  CRNNss_C26-43 Acaulospora scrobiculata FR692352 97 

 รากปาลมนํ้ามัน CRNNsr_C23-2 Scutellospora nodosa FM876836 94 

  CRNNsr_C23-35 Scutellospora nodosa FM876836 95 

   CRNNsr_C23-48 Scutellospora nodosa FM876836 94 

หมายเหตุ: ND=not determine  
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  เมื่อศึกษาเปรียบเทียบชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจากตัวอยาดินบริเวณรอบรากปาลมนํ้ามัน
โดยอาศัยทั้งลักษณะทางสัณฐานและลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณบางสวนของ 18S rDNA, ITS และ 18S rDNA 
ผลแสดงในตารางที่ 16 จากผลการตรวจวิเคราะหช้ีใหเห็นวาเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลมีประสิทธิภาพดี
สามารถใชในการพิสูจนเอกลักษณทางพันธุกรรมของทั้งสปอรและรากราอารบัสคูลารไมคอรไรซาได นอกจาก 
น้ียังเปนการยืนยันการติดเช้ือของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในเซลลรากปาลมนํ้ามันอีกดวย โดยสปอรที่พบ
มากเปนราในสกุล Acaulospora และ Scutellospora ซึ่งเปนสกุลราที่เติมลงไปในกลาปาลมนํ้ามันเพื่อเปน
หัวเช้ือ แตเมื่อใชเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลในการพิสูจนชนิดของสปอรดังกลาวพบวาจัดจําแนกตามชนิดได
มากกวา 2 ชนิด อาจเน่ืองมาจากในการศึกษาทางพันธุกรรมใชสปอรในการสกัดดีเอ็นเอมากวา 1 สปอร เชน 
ในชุดการทดลองที่ 2 ตัวอยางของสปอร  Acaulospora sp. NNs1 ที่มีลักษณะทางสัณฐานเหมือนกันจาก
การศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน และสปอรจํานวน 5-10 สปอรไดนํามาสกัดดีเอ็นเอ เพ่ือหาลําดับนิวคลีโอ
ไทดซึ่งผลที่ไดพบวาเช้ือ Acaulospora ที่เลือกการศึกษาน้ันสามารถจัดจําแนกชนิดไดถึง 5 ชนิด แตกตางกัน 
คือ  Acaulospora scrobiculata, Acaulospora sp., Uncultured Acaulospora และ Kuklospora 
kentinensis (Acaulospora kentinensis) (ตารางที่ 16) เชนเดียวกับ Scutellospora sp.NNs2 เมื่อศึกษา
ลําดับนิวคลีโอไทดพบวาสามารถจัดจําแนกชนิดได 2 ชนิด คือ Scutellospora nodosa และ 
Scutellospora gilmorei เปนตน สวนชุดการทดลองที่ 3 สปอรของ Acaulospora sp. CRNNs1 และ 
Scutellospora sp. CRNNs2 พบวาเปน Acaulospora scrobiculata และ Scutellospora nodosa 
ตามลําดับ 
 
  เมื่อศึกษาชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาในรากปาลมนํ้ามันที่มีการใสหัวเช้ือ จากผลการทดลอง
ตรวจพบเพียงไมกี่ชนิดเทาน้ัน และบางชนิดที่ตรวจพบสปอรในดินแตไมพบในราก เชน ชุดการทดลองที่ 3 พบ
สปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 2 ชนิด แตตรวจพบในรากเพียงชนิดเดียวคือ Scutellospora nodosa 
เทาน้ัน อาจเน่ืองมาจากการสุมรากตัวอยางมาศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมมีจํานวนนอยเกินไปทําใหไดจํานวน
ชนิดของตัวอยางไมครอบคลุม หรืออาจเน่ืองมาจากปริมาณการติดเช้ือในรากของ A. scrobiculata มีจํานวน
นอยกวา S. nodosa มากทําใหตรวจหาไมพบ เปนตน 
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ตารางที่ 16 เปรียบเทียบชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่ตรวจพบในปาลมนํ้ามันที่เติมหัวเช้ือราอารบัสคู
ลารไมคอรไรซา 
 
ชุดการ
ทดลอง 

ชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซา 

ลักษณะทางสัณฐานของสปอร ลักษณะทางพันธุกรรมของสปอร ลักษณะทางพันธุกรรมของราก 
 

CR Acaulospora sp. CRs1 - - 

 Scutellospora sp. CRs2 - - 

    
NN Acaulospora sp. NNs1 Acaulospora scrobiculata   

  Acaulospora sp.  

  Uncultured Acaulospora  

  Kuklospora kentinensis   

 Scutellospora sp. NNs2 Scutellospora nodosa   

  Scutellospora gilmorei   

    

 Glomus sp. NNs3  Glomus intraradices  

    
CR+NN Acaulospora sp. CRNNs1 Acaulospora scrobiculata  

 Scutellospora sp. CRNNs2 Scutellospora nodosa Scutellospora nodosa 

 Scutellospora sp. CRNNs3   
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บทที่ 5 
วิจารณผลและสรุปผล 

 
 

การผลิตตนกลาปาลมนํ้ามันใหมีคุณภาพและมาตรฐาน เพื่อรองรับการปลูกในแตละฤดูกาลเปนปจจัย
สําคัญ พื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามันที่เคยเปนพื้นทีว่างเปลา พื้นที่ปา หรือเคยปลูกพืชอยางอื่นมากอน ในแตละพ้ืนที่
อาจจะประสบปญหา หากขาดการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับปฏิสัมพันธระหวางพืชกับจุลินทรียที่อาศัยอยูในดิน 
โดยเฉพาะอยางย่ิงการดํารงชีวิตอยูรวมกันระหวางราอารบัสคูลาไมคอรไรซา และระบบรากของปาลมนํ้ามนั 
ดังคํากลาวที่วา “The study of plants without their mycorrhizas is the study of artefacts. The 
majority of plants, strictly speaking, do not have roots; they have mycorrhizas” (BEG-
Committee, 25th May 1993) ถาตนกลาปาลมนํ้ามันที่นําไปปลูกใหมมีคุณภาพตํ่า มีอัตราการตายสูง การ
เจริญเติบโตเปนไปอยางชา และแคระแกรน หรือโดยเฉพาะอยางย่ิงถาในดินมีฟอสฟอรัสตํ่าหรือถูกตรึงอยูใน
ดินจะสงผลใหปาลมนํ้ามันมีผลผลิตตํ่าลงดวย ซึง่จะมีผลทําใหโครงการลมเหลว หรือไมประสบความสําเร็จ
เทาที่ควร นอกจากน้ีจากขอกําหนดของ the Roundtable on Sustainable Palm Oil (RSPO) สวนปาลม
หรือผูผลิตนํ้ามันปาลมที่ไดมาตรฐาน จะตองมีการจดัการสวนปาลมที่เปนมิตรกับสิ่งแวดลอม จึงจะไดรับการ
รับรองคุณภาพมาตรฐานจาก RSPO (Roundtable on Sustainable Palm Oil, 2007) โครงการวิจัยน้ีได
ตระหนักถึงความสําคัญของราอารบัสคูลารไมคอรไรซา และการศึกษาการนําไปประยุกตใชทางการเกษตร 
เพื่อเรงการเจริญเติบโตของพืช วามีบทบาทและความสําคัญอยางย่ิงตอการพัฒนาการใชประโยชนทรัพยากร
ชีวภาพของประเทศไทย ดังน้ันโครงการน้ีจึงมเีปาหมายหลักคือ การใชความรูที่ไดจากการวิจัย เพื่อชวย
พัฒนาการผลิตแบบเกษตรย่ังยืน โดยการใชจุลินทรียที่ชวยเรงการเจริญเติบโตของพืช ซึ่งเปนสายพันธุที่ไดถูก
คัดเลือกโดยธรรมชาติวาเหมาะสมกับภูมิอากาศและสภาวะแวดลอมในประเทศไทย เพ่ือที่จะใชผลิตเปนหัวเช้ือ
สําหรับเพาะใหกับกลาไมในแปลงเพาะ กอนยายนําไปปลูก ซึ่งจะชวยเรงอัตราการเจริญเติบโตของพืช และ
เพื่อทดแทนหรือเพื่อการลดการใชปุยเคมีโดยเฉพาะปุยฟอสเฟตในข้ันตอนของการผลิตพืช ทําใหตนทุนการ
ผลิตพืชนอยลงแลว ยังเปนการปรับปรุงคุณภาพของดินดวย 

 การสํารวจและเก็บตัวอยางราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจากดินบริเวณรากพืชจากแปลงปลูกปาลม
นํ้ามัน ในพ้ืนที่ขยายการปลูกปาลมนํ้ามัน 5 จังหวัดของประเทศ ไดแก เชียงราย นาน ตราด ฉะเชิงเทรา และ
หนองคาย  ระหวางชวงฤดูฝน เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2550-กันยายน 2550  โดยการสุมเก็บตัวอยางหลายๆจุด
ที่ระดับความลึก 15 เซนติเมตร ตัวอยางดินที่รวบรวมไดนํามาวิเคราะหสมบัติของดิน ตรวจหาสปอร และ
จําแนกชนิดราอารบัสคูลารไมคอรไรซา ตรวจหาการติดเช้ือในรากปาลมนํ้ามัน จากการศึกษาพบวาดินสวน
ใหญเปนดินที่มีความอุดมสมบูรณสูง มีปริมาณของธาตุอาหารหลัก N P K อยูระหวาง 0.06-0.26%, 42-656 
ppm และ 70-320 ppm ตามลําดับ เน่ืองจากเกษตรกรมีการใหปุยกับปาลมนํ้ามันเปนจํานวนมาก โดยเฉพาะ
อยางย่ิงฟอสฟอรัส (triple superphosphate) ในอัตรา 65-120 kg/ha/year (phosri et al. 2010)  

ปาลมนํ้ามันมีระบบรากฝอย มีรากที่แตกแขนงทอดไปตามแนวนอน และประสานกันอยางหนาแนน
อยูที่บริเวณผิวดิน ไมมีขนราก (Corner 1966) ดังน้ันการดูดนํ้าและแรธาตุของปาลมนํ้ามันจึงตองพึ่งพาราอาร
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บัสคูลารไมคอรไรซาในการทําหนาที่แทน (Corley & Tinker  2003) จากการตรวจหา และคัดแยกสปอรรา
อารบัสคูลารไมคอรไรซาจากดินตัวอยาง โดยวิธี wet sieving and decanting technique พบสปอรราอาร
บัสคูลารไมคอรไรซาสวนใหญเกิดอยูเด่ียวๆ อยางนอย 4 สกุล ไดแก Acaulospora, Glomus, Gigaspora 
และ Scutellospora จํานวนไมนอยกวา 50 สายพันธุ โดยพบวาสกุล Glomus  มีการกระจายมากที่สุด พบ
ไดในดินตัวอยางทุกแหลง สอดคลองกับรายงานของ Nadarajah (1980) ที่สํารวจราอารบัสคูลารไมคอรไรซา
ครั้งแรกในดินรอบรากปาลมนํ้ามันในมาเลเซีย พบวาราสวนใหญอยูในสกุล  Glomus  และ  Acaulospora  
นอกจากสปอรราที่ตรวจพบ และคัดแยกไดจากดินแลว ยังตรวจพบโครงสรางของราอารบัสคูลารไมคอรไรซา
ในรากปาลมนํ้ามันดวย โครงสรางที่ตรวจพบ ไดแก สปอรที่เกิดภายในราก เวสิเคิล (vesicle) เสนใยรอบราก 
(external hyphae) และเสนใยขดเปนวงในราก (hyphal coil) พบโครงสรางคลายตนไมหรืออารบัสคูล 
(arbuscule) สอดคลองกับรายงานของ Nadarajah (1980) ดวย 

จากการศึกษาเพ่ือการจัดจําแนกชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจากตัวอยางสปอร และราก
ปาลมนํ้ามันโดยการเพ่ิมจํานวนดีเอนเอบริเวณ SSU, ITS และบางสวนของ LSU ดวยเทคนิค PCR จากน้ัน
นําไปโคลน และวิเคราะหรีคอมบิแนนทโคลนที่ไดจํานวนไมนอยกวา 700 โคลน ดวยเทคนิค SSCP เพื่อการจัด
กลุมกอนคัดเลือกมาหาลําดับนิวคลีโอไทดจํานวนทั้งสิ้น 78 โคลน ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ได โดย
การเทียบเคียงลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากการศึกษาสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซากับฐานขอมูล GenBank 
พบวาสามารถระบุชนิดของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาไดถูกตองชัดเจนในระดับ genus และ/หรือ 
species ซึ่งมีเปอรเซ็นตความเหมือน (% identity) สวนใหญอยูระหวาง 95-99% โดยพบสปอรรา A. 
tuberculata ในดินเปนสวนใหญ รองลงมาคือ Glomus (G.versiforme, G. manihotis และ G. mosseae) 
และ uncultured Gigaspora และ Gi. rosea ราสกุล  Acaulospora มีลักษณะเปน  facultative 
symbionts สามารถปรับตัวใหเขากับพืชอาศัยชนิดตางๆ และสภาพแวดลอมของดินที่แตกตางกันไดดี 
โดยเฉพาะดินที่เปนกรดจึง พบเปนชนิดเดนในดิน และมจีํานวนมาก (Abbott & Robson 1991, Sieverding 
1991, Shepherd et al. 1996, Straker et al. 2010) สวนราสกุล  Glomus มีลักษณะเปน  generalist  
สามารถพบไดทั่วไป พบกระจายในเขตหนาว เขตอบอุน และเขตรอนช้ืนของโลก โดยมักพบในดินที่เปนกรด-
ดางๆออน (Mukerji et al. 2002) แตดินในสวนปาลมนํ้ามันสวนใหญเปนดินกรดสูง (pH 4.0-5.8) จึงอาจทํา
ใหพบสปอรราในสกุลน้ีไดนอย 

ราในสกุล Gigaspora สรางสปอรขนาดใหญ มักเจริญไดดีในเน้ือดินประเภทที่มทีรายผสมอยู (Lee & 
Koske 1994) แตพบสปอรไดนอยในดินปาลมนํ้ามัน อาจเน่ืองจากราในสกุลน้ี ตองใชเวลาในการสรางสปอร
นานกวาราอารบัสคูลารไมคอรไรซาชนิดอื่นๆที่สรางสปอรที่มีขนาดเล็ก นอกจากน้ีระยะเวลาในการสุมตัวอยาง
หรือฤดูกาล และจํานวนตัวอยางอาจมีผลตอการพบหรือไมพบสปอรราชนิดน้ันๆ ดวย เน่ืองจากราอาร
บัสคลูารไมคอรไรซาบางชนิดอาจยังไมสรางสปอร ในชวงที่สุมเก็บตัวอยาง โดยราบางชนิดตองใชเวลามากกวา 
20  เดือน จึงจะสรางสปอร (Oehl et al. 2004)  

การจําแนกชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาทีอ่ยูในรากปาลมนํ้ามันในแหลงปลูกตางๆ พบวาตัวอยาง
สวนใหญมีเปอรเซ็นตความเหมือนตํ่า คืออยูระหวาง 87-95% และมีเพียงบางตัวอยางเทาน้ันที่มีเปอรเซ็นต
ความเหมือนสูง คือ อยูระหวาง 97-98% ซึ่งผลการทดลองที่ไดพบวาในรากปาลมนํ้ามันสวนใหญติดเช้ือราใน
สกุล Scutellospora (S. heterogama, S. reticulata, S. nodusa, S. gilmorei) ซึ่งพบในทุกพื้นที่ที่
ทําการศึกษา รองลงมาคือ Glomus (G. sinuosum, Glomus sp., uncultured Glomus) แตจากการศึกษา
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พบสปอรราในสกุล Scutellospora ไดนอยในดินปาลมนํ้ามัน เน่ืองจากรา Scutellospora มีลักษณะคลาย
กับราสกุล  Gigaspora คือสรางสปอรขนาดใหญ ตองใชเวลาในการสรางสปอรนานกวาราอารบัสคูลารไมคอร
ไรซาชนิดอื่นๆที่สรางสปอรที่มีขนาดเล็ก นอกจากน้ีระยะเวลาในการสุมตัวอยางหรือฤดูกาล และจํานวน
ตัวอยางอาจมีผลตอการพบหรือไมพบสปอรราชนิดน้ันๆ เชนเดียวกับกรณีของรา  Gigaspora 

การเพ่ิมปริมาณสปอรราอารบสัคูลารไมคอรไรซาดวยวิธี  trap culture  โดยใชพืชอาศัยคือ ขาวฟางและ
ปาลมนํ้ามัน พบวาสามารถทําใหเกิดการสรางสปอรราข้ึนใหมได โดยสปอรที่พบสวนใหญ อยูในสกุล  
Acaulospora    Glomus  และ Scutellospora แมวาวิธีดังกลาวจะเปนวิธีที่นิยมใชทั่วไป  แตมีขอจํากัดคือ
พืชอาศัย ระยะเวลาในการสุมเก็บตัวอยาง และปจจัยสิ่งแวดลอมในสภาพเรือนเพาะชํา มีผลตอการสรางสปอร
ราแตละชนิดข้ึนมาใหมได (Jansa et al. 2002, Oehl et al. 2003, Ahulu et al. 2006) ราบางชนิดอาจ
สรางสปอรไดเร็ว แตราบางชนิดตองใชเวลานาน 18-20  เดือน จึงจะสรางสปอร (Oehl et al. 2005) ดังน้ัน
อาจไมพบสปอรราบางชนิดไดภายในดิน นอกจากน้ีชนิดของราท่ีสรางสปอรไดมากภายใตสภาวะที่ทําการ
ทดลองหรือที่เจริญอยูภายในดิน อาจเปนสปอรราที่อยูกับพืชอาศัยชนิดอื่นที่มีอยูในแปลงปาลมนํ้ามัน จึง
แตกตางจากชนิดของราที่เขาไปอยูภายในเซลลรากพืชที่เราศึกษาดวย (Clap et al. 1995, Kowalchuk et 
al. 2002, Wubet et al. 2003, Renker et al. 2005, Ahulu et al. 2006, Böstler et al. 2006, Hempel 
et al. 2007)  ดังน้ันจํานวนสปอรที่เพิ่มปริมาณไดจึงบอกใหทราบถึงแนวโนมที่จะนําไปทําเปนหัวเช้ือตอไปได 
แตมิไดแสดงวาสปอรราชนิดน้ันจะเปนชนิดเดียวกันกับที่อยูภายในเซลลรากพืชเสมอไป อยางไรก็ตามใน
การศึกษาน้ีไดใชตนกลาปาลมนํ้ามันเปนพืชอาศัย เพื่อชักนําและเพิ่มการสรางสปอรของราโดยตรง และเมื่อใช
รวมกับการตรวจสอบโดยเทคนิคทางชีวโมเลกุล ทําใหทราบขอมูลไดวา ในดินตัวอยาง มีสปอรราชนิดใดบางที่
สามารถชักนําใหเกิดใหม และสรางไมคอรไรซากับปาลมนํ้ามันได หรือสปอรราชนิดใดทีม่ีความจําเพาะเจาะจง 
(host specificity) กับปาลมนํ้ามันอยางแทจริง ไมใชเปนสปอรราที่อยูกับพืชอาศัยชนิดอื่นที่มีอยูในแปลง
ปาลมนํ้ามัน ซึ่งจะชวยใหลดข้ันตอน หรือระยะเวลาในการคัดเลือกสปอรที่จะนําไปเพ่ิมปริมาณเพื่อใชเปนหัว
เช้ือหรือการจําแนกชนิดตอไป การนําเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาใชจึงมีความเหมาะสม ทําใหทราบชนิดของราที่
สรางสปอรภายในดิน และที่เจริญอยูภายในเซลลรากพืชวาเปนราอารบัสคูลารไมคอรไรซาชนิดใด โดยชวยลด
ขอจํากัดในเรื่องของระยะเวลาในการเก็บตัวอยางซึ่งมีผลตอการสรางสปอรของราแตละชนิดลงได แต
จําเปนตองใชจํานวนตัวอยางรากพืชที่มากพอดวย เพื่อแสดงถึงตัวแทนของประชากรราอารบัสคูลารไมคอรไร
ซาที่แทจริงในสังคมหรือแหลงที่ศึกษา การนําเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาใชยังทําใหทราบดวยวารากพืชอาจมี
จํานวนชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่เจริญอยูในรากพืชหลายชนิด บางชนิดอาจเปนชนิดใหมที่ไมเคย
รายงานมากอน แสดงถึงความหลากหลายของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาทางพันธุกรรมที่มีมากกวาการศึกษา
โดยใชลักษณะทางสัณฐานของสปอรแตเพียงอยางเดียว เชน ในการศึกษาน้ีพบวามีราสกุล Paraglomus และ
ชนิดที่เปน  unknown Glomus เปนตน เจริญอยูในรากปาลมนํ้ามันที่เก็บมาจากแหลงตางๆ ของประเทศไทย
ดวย แตกตางจากรายงานการศึกษาอื่นในประเทศไทยที่ไมเคยรายงาน หรือพบรา Paraglomus  อยูเลย 
(Youpensuk et al. 2004, Nandakwang et al. 2008, Youpensuk et al. 2008)  

จากผลการเจริญของกลาปาลมนํ้ามัน อายุ 12 เดือน ที่วัดจากความสูง เสนผานศูนยกลางที่ระดับคอราก

ของลําตน มวลชีวภาพสวนเหนือดิน (นํ้าหนักแหงของลําตน และ ใบ) มวลชีวภาพสวนใตดิน (นํ้าหนักแหงของ

ราก) และมวลชีวภาพรวม (นํ้าหนักแหงของลําตน ใบ และราก) ในทรีตเมนตที่ใสดินหัวเช้ือ CR, NN, CR+NN 

มีการเจริญของกลาปาลมนํ้ามันดีกวาทรีตเมนตชุดควบคุม สอดคลองกับหลายๆผลการศึกษาที่พบวาการใสหัว
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เช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซาชวยกระตุนการเจริญของกลาปาลมนํ้ามันใหดีข้ึน Motta & Munéva (2005) 

รายงานวากลาปาลมนํ้ามันอายุ 570  วัน ที่ใสหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซา มีการเจริญของทางความสูง

มากกวากลาที่ไมไดรับการใสหัวเช้ือถึง  3 เทา Blal et al. (1990) พบวากลาปาลมนํ้ามันที่เพาะจากเน้ือเย่ือ 

และไดรับการใสหัวเช้ือราและใหปุย  rock  phosphate  รวม มีอัตราการเจริญเพิม่ข้ึนสูงกวากลาปาลมนํ้ามัน

ที่ไมใสหัวเช้ือ  4-5  เทา  Widiastuti & Tarhardi (1993) พบวาการใสหัวเช้ือราใหกับกลาปาลมนํ้ามันชวยให

การเจริญและการดูดแรธาตุโดยเฉพาะอยางย่ิง  P  ในพืชสูงข้ึนถึงรอยละ  37-44 และมีอัตราการรอดตายของ

กลาปาลมนํ้ามันเพิ่มสูงข้ึน นอกจากน้ี Widiastuti & Tarhardi (1993) ยังพบวาปริมาณปุยฟอสฟอรัสที่ใส

ใหกับกลาปาลมนํ้ามันที่ใสหัวเช้ือรา  Gi. margarita  มีจํานวนลดลงดวย Zakaria (2006) รายงานวา กลา

ปาลมนํ้ามันที่ใสหัวเช้ือรา มีการเจริญเติบโตดี และสามารถนําไปปลูกลงในแปลงไดเร็วกวากลาปาลมที่ไมไดใส

หัวเช้ือถึง  4 เดือน Schultz (2001) ทดสอบการใสหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซา  12  ชนิด  ใหกับกลา

ปาลมนํ้ามันที่ไดจากการเพาะเน้ือเย่ือ พบวาการใสหัวเช้ือราใหกับกลาปาลมนํ้ามันทําใหอัตราการรอดตายของ

กลาปาลมนํ้ามันในเรือนเพาะชําสูงข้ึน ถึงรอยละ  83-100 แตข้ึนอยูกับชนิดของรา โดยรา A. mellea  และ 

G. mosseae  ทําใหกลาปาลมนํ้ามันทนตอสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสม และรอดตายไดมากกวาราชนิดอื่นๆ  

อยางไรก็ตามเมือ่วิเคราะหเปรียบเทียบผลทางสถิติของแตละทรีตเมนตทีใ่สดินหัวเช้ือสายพันธุตาง ๆ เทียบกับ

ชุดควบคุม กลับพบวาในหลาย ๆ พารามิเตอรที่ใชวัดการเจริญของกลาไม เชน เสนผานศูนยกลางที่ระดับคอ

รากของลําตน มวลชีวภาพสวนเหนือดิน มวลชีวภาพสวนใตดิน มวลชีวภาพรวม มีคาเฉลี่ยของบางทรีตเมนตที่

ใสดินหัวเช้ือ และชุดควบคุมมีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ยกเวนดินหัวเช้ือ CR+NN ที่ให

คาเฉลี่ยดังกลาวสูงกวาทุกทรีตเมนตอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากชนิดของราอารบสัคูลารไม

คอรไรซาที่แตกตางกันอาจมีประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญของกลาปาลมนํ้ามันไดแตกตางกัน Schultz 

(2001) พบวาการใสหัวเช้ือราใหกับกลาปาลมนํ้ามันทําใหการเจริญทางความสูงของกลาปาลมนํ้ามันเพ่ิมข้ึน

แตกตางกัน 2-2.5 เทาข้ึนอยูกับชนิดของรา โดยการใสหัวเช้ือราบางชนิด เชน Gi. gigantea มีการเจริญทาง

ความสูงไมแตกตางไปจากชุดควบคุมที่ไมใสหัวเช้ือ Schultz (2001)  ยังพบวาอัตราการเจริญทางความสูง (ตอ

วัน) นํ้าหนักสดสวนเหนือดินและใตดิน นํ้าหนักแหงสวนเหนือดินและใตดิน จํานวนใบ ของกลาปาลมนํ้าที่

ไดรับการใสหัวเช้ือราชนิดตางๆ จะมีคาสูงกวากลาปาลมนํ้ามันที่ไมไดรับการใสหัวเช้ือ โดยราแตละชนิดจะมี

ประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญในดานตางๆ ของกลาปาลมนํ้ามันที่แตกตางกันไปข้ึนอยูกับชนิดของรา

ดวย นอกจากน้ี Meddad-Hamza et al (2010) พบวากลาตนมะกอก (olive seedling) ที่ใสหัวเช้ือรา  G. 

mosseae และ G. intraradices เมื่ออายุ  9  เดือน มีการเจริญที่แตกตางกัน โดยกลาที่ไดรับหัวเช้ือรา G. 

mosseae มีอัตราการเจริญของมวลชีวภาพสูงกวากลาที่ไดรับหัวเช้ือรา G. intraradices  

ดังน้ันการคัดเลือกชนิด หรือสายพันธุราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่เหมาะสม ท่ีมีสมบัติการติดเช้ือใน
รากพืชสูง และมีประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญของกลาปาลมนํ้าในดานตางๆไดดี จึงเปนสิ่งทีจ่ําเปน 
เน่ืองจากโดยธรรมชาติน้ัน ราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่มีความสัมพันธกับรากพืชมีอยูมากมายหลายชนิด รา
แตละชนิดก็จะมีผลตอพืชอาศัยในทางที่แตกตางกัน การคัดเลือกชนิดของรา หรือสายพันธุที่เหมาะสมใหกับ
พืชจึงเปนเรื่องที่จําเปนอยางย่ิง Trappe (1977) กลาววา เกณฑที่ใชในการคัดเลือกราสายพันธุที่เหมาะสม น้ัน
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จะแตกตางกันไป แลวแตความตองการ ซึ่งอาจจะพิจารณาจาก ความสามารถในการดูดซึมธาตุอาหารที่เปน
ประโยชนตอพืช, ความทนทานตอความเปนพิษของดิน, ความจําเพาะเจาะจงกับพืชอาศัย (host specificity), 
ความช้ืน, อุณหภูม,ิ ความเปนกรดดาง (pH) ในระหวางปจจัยเหลาน้ี อุณหภูมิ และ pH ยังเปนปจจัยที่สําคัญ
ตอการเจริญของราหรือสายพันธุราที่เหมาะสมน้ัน โดยราควรจะสามารถปรับตัวใหเขากับอุณหภูมิ และ pH 
ของดินหรือสับสเตรตในเรือนเพาะชําหรือสามารถปรับตัวใหเขากับสภาพนิเวศของแตละพื้นที่ปลูกไดเปนอยาง
ดีดวย   
 

สรุป 

รายงานวิจัยฉบับน้ีเปนรายงานการวิจัยฉบับแรกที่ไดใชวิธีทางชีวโมเลกุลดวยไพรเมอรที่มี
ความจําเพาะกับรา รวมกับวิธีทางสัณฐานวิทยา เพ่ือศึกษาและจําแนกชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่
สรางสปอรภายในดิน และอยูในรากของปาลมนํ้ามันของประเทศไทย จากจํานวนโคลนกวา  700  โคลน จัด
กลุมกอนคัดเลือกมาหาลําดับนิวคลีโอไทดจํานวนทั้งสิ้น 78 โคลน ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ได โดย
การเทียบเคียงลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากการศึกษาสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซากับฐานขอมูลนานาชาติ 
(GenBank) พบวาสามารถระบุชนิดของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาไดถูกตองชัดเจนในระดับ genus 
และ/หรือ species ซึ่งมีเปอรเซ็นตความเหมือน (% identity) สวนใหญอยูระหวาง 95-99% จากลักษณะ
ปาลมนํ้ามันซึ่งเปนพืชที่มีระบบรากฝอย มีรากที่แตกแขนงทอดไปตามแนวนอน และประสานกันอยาง
หนาแนนอยูที่บริเวณผิวดิน ไมมีขนราก ดังน้ันการดูดนํ้าและแรธาตุของปาลมนํ้ามันจึงตองพึ่งพาราอารบัสคู
ลารไมคอรไรซาในการทําหนาที่แทน การศึกษาครั้งน้ีพบวา ในดินรอบรากปาลมนํ้ามันมีราอารบัสคูลารไมคอร
ไรซาอาศัยอยูหลากหลายชนิด บางชนิดเปนชนิดทีพ่บไดทั่วไป บางชนิดอาจเปนชนิดใหมที่ไมเคยรายงานมา
กอน เมื่ออยูในรากพืชราอารบัสคูลารไมคอรไรซาแตละชนิดจะมีประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญของกลา
ปาลมนํ้ามันไดแตกตางกัน ดังน้ันการคัดเลือกชนิดและสายพันธุของราที่เหมาะสมจึงจําเปนอยางย่ิง เมื่อไดสาย
พันธุราที่เหมาะสม การเตรียมหัวเช้ือรากส็ามารถเพ่ิมปริมาณและทําไดในเรือนเพาะชํา การประยุกตใชหัวเช้ือ
ราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจะชวยปรับปรุงกลาปาลมนํ้ามันใหมีคุณภาพดีข้ึน สามารถทนทานตอสภาวะ
แวดลอมที่ไมเหมาะสม อยูรอดปลอดภัยเมื่อยายนําไปปลูกได และยังสามารถทดแทนหรือเพ่ือลดการใชปุยเคมี
โดยเฉพาะปุยฟอสเฟตในข้ันตอนของการผลิตพืช ทําใหตนทุนการผลิตพืชนอยลงแลว ยังเปนการปรับปรุง
คุณภาพของดิน และสอดคลองกับนโยบายของ The Roundtable on Sustainable Palm Oil (RSPO) ท่ี
กําหนดใหสมาชิกสวนปาลมหรือผูผลิตนํ้ามันปาลมทีไ่ดมาตรฐาน จะตองมีการจัดการสวนปาลมนํ้ามันที่เปน
มิตรกับสิ่งแวดลอม จึงจะไดรับการรับรองคุณภาพมาตรฐานจาก RSPO อีกดวย 
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ภาคผนวก 
 

 

ภาคผนวก ก 

ตัวอยางการวิเคราะหรีคอมบิแนนทโคลนที่ไดจากการโคลนช้ินดีเอ็นเอบริเวณ D2 และ บางสวนของ SSU, ITS 
และบางสวนของ LSU จากสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซา และรากปาลมนํ้ามัน ดวยเทคนิค SSCP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปภาคผนวก ก1 ตัวอยางผลการวิเคราะหเจล SSCP ของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจาก จ.เชียงราย จํานวน 15 
โคลน (CRns_C2-1 ถึง CRns_C2-15) สามารถจัดกลุมได 6 กลุม (A – F) ตามลักษณะของแถบดีเอนเอที่ยอมดวย silver 

 

 

 

 

 

 

 

1     2     3    4    5     6    7    8    9    10  11  12   13 14  15

A    B    A    A    C    D    D    A   E    A    - A    B    F    A

1     2     3    4    5     6    7    8    9    10  11  12   13 14  15

A    B    A    A    C    D    D    A   E    A    - A    B    F    A  
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ตารางภาคผนวก ก1 ตารางแสดงการจัดกลุมของโคลนสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจาก จ.เชียงราย ชุด
ที่ 1 ที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค SSCP (รูปภาคผนวก ก1) 

SSCP 
profile 

Clone Selected to 
sequence 

BLAST result 

A CRns_C2-1 

CRns_C2-3 

CRns_C2-4 

CRns_C2-8 

CRns_C2-10 

CRns_C2-12 

CRns_C2-15 

Sequenced 

Sequenced 

- 

- 

- 

- 

Sequenced 

Acaulospora tuberculata (98%) 

Acaulospora tuberculata (98%) 

- 

- 

- 

- 

Acaulospora tuberculata (98%) 

B CRns_C2-2 

CRns_C2-13 

Sequenced 

- 

Acaulospora tuberculata (97%) 

- 

C CRns_C2-5 Sequenced ND 

D CRns_C2-6 

CRns_C2-7 

Sequenced 

Sequenced 

Glomus etunicatum (97%) 

Uncultured Gigaspora (97%) 

E CRns_C2-9 Sequenced ND 

F CRns_C2-14 sequenced Acaulospora tuberculata (96%) 

หมายเหตุ:  ND = not determined (ผล sequences ไมสามารถอานได) 
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รูปภาคผนวก ก2 ตัวอยางผลการวิเคราะหเจล SSCP ของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจาก จ.เชียงราย จํานวน 15 
โคลน (CRns_C3-1 ถึง CRns_C3-15) สามารถจัดกลุมได 7 กลุม (A – G) ตามลักษณะของแถบดีเอนเอที่ยอมดวย silver 
staining 

 

ตารางภาคผนวก ก2 ตารางแสดงการจัดกลุมของโคลนสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจาก จ.เชียงราย ชุด
ที่ 2 ที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค SSCP (รูปภาคผนวก ก2) 

SSCP 
profile 

Clone Selected to 
sequence 

BLAST result 

A CRns_C3-1 

CRns_C3-4 

CRns_C3-5 

CRns_C3-6 

CRns_C3-7 

CRns_C3-14 

Sequenced 

Sequenced 

- 

- 

- 

- 

Uncultured Gigaspora (98%) 

Uncultured Gigaspora (98%) 

B CRns_C3-2 Sequenced Uncultured Gigaspora (97%) 

C CRns_C3-3 Sequenced Uncultured Gigaspora (97%) 

A     B     C     A    A    A     A    D    C     C    E     F  G    A     C

1     2      3     4     5     6     7     8     9    10   11   12    13   14    15

A     B     C     A    A    A     A    D    C     C    E     F  G    A     C

1     2      3     4     5     6     7     8     9    10   11   12    13   14    15
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CRns_C3-9 

CRns_C3-10 

CRns_C3-15 

Sequenced 

- 

- 

Uncultured Gigaspora (97%) 

D CRns_C3-8 Sequenced Uncultured Gigaspora (98%) 

E CRns_C3-11 Sequenced Gigaspora rosea (95%) 

F CRns_C3-12 sequenced Gigaspora rosea (96%) 

G CRns_C3-13 sequenced ND 

หมายเหตุ:  ND = not determined (ผล sequences ไมสามารถอานได) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปภาคผนวก ก3 ตัวอยางผลการวิเคราะหเจล SSCP ของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจาก จ.นาน จํานวน 15 โคลน 
(NNns_C6-1 ถึง NNns_C6-15) สามารถจัดกลุมได 7 กลุม (A – G) ตามลักษณะของแถบดีเอนเอที่ยอมดวย silver staining 

 

 

 

 

1      2      3      4      5      6     7     8      9    10   11    12    13   14    15

A     B     C     C   B     D    E     B      C     B     F     D      B     G    B

1      2      3      4      5      6     7     8      9    10   11    12    13   14    15

A     B     C     C   B     D    E     B      C     B     F     D      B     G    B  
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ตารางภาคผนวก ก3 ตารางแสดงการจัดกลุมของโคลนสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจาก จ.นาน ที่ได
จากการวิเคราะหดวยเทคนิค SSCP (รูปภาคผนวก ก3) 

SSCP 
profile 

Clone Selected to 
sequence 

BLAST result 

A NNns_C6-1 Sequenced Glomus mosseae (99%) 

B NNns_C6-2 

NNns_C6-5 

NNns_C6-8 

NNns_C6-10 

NNns_C6-13 

NNns_C6-15 

Sequenced 

Sequenced 

Sequenced 

- 

Sequenced 

Sequenced 

Glomus mosseae (97%) 

Glomus versiforme (low similarity) 

Acaulospora tuberculata (97%) 

- 

Glomus manihotis (low similarity) 

Glomus mosseae (99%) 

C NNns_C6-3 

NNns_C6-4 

NNns_C6-9 

Sequenced 

- 

- 

Glomus versiforme (low similarity) 

- 

- 

D NNns_C6-6 

NNns_C6-12 

Sequenced 

- 

Acaulospora tuberculata (99%) 

- 

E NNns_C6-7 Sequenced Acaulospora tuberculata (98%) 

F NNns_C6-11 Sequenced ND 

G NNns_C6-14 Sequenced Acaulospora tuberculata (98%) 

หมายเหตุ:  ND = not determined (ผล sequences ไมสามารถอานได) 
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รูปภาคผนวก ก4 ตัวอยางผลการวิเคราะหเจล SSCP ของรากปาลมนํ้ามันจาก จ.ฉะเชิงเทรา จํานวน 19 โคลน ชุดที่ 1 
สามารถจัดกลุมได 3 กลุม (A – C) ตามลักษณะของแถบดีเอนเอที่ยอมดวย silver staining 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปภาคผนวก ก5 ตัวอยางผลการวิเคราะหเจล SSCP ของรากปาลมนํ้ามันจาก จ.ฉะเชิงเทรา จํานวน 31 โคลน ชุดที่ 2 
สามารถจัดกลุมได 3 กลุม (D – F) ตามลักษณะของแถบดีเอนเอที่ยอมดวย silver staining 

 

1     2    3    4    5    6    7    8    9   10   11  12  13  14 15  16   17  18 19

A   A   A    A   A   A   B   A    A    A   A    B   A    A   A  A    A    A    C    A

1     2    3    4    5    6    7    8    9   10   11  12  13  14 15  16   17  18 19

A   A   A    A   A   A   B   A    A    A   A    B   A    A   A  A    A    A    C    A
 

1    2   3   4    5    6    7   8   9   10  11 12 13  14  15  16 17 18  19 20 21 22  23  24  25 26 27 28 29 30  31

D   E   D   F    D   D   F  D    D   D   D   D   D   D   D  D   D   D   D   F   D   D   D   D  F   D  D   D   D   D   D

1    2   3   4    5    6    7   8   9   10  11 12 13  14  15  16 17 18  19 20 21 22  23  24  25 26 27 28 29 30  31

D   E   D   F    D   D   F  D    D   D   D   D   D   D   D  D   D   D   D   F   D   D   D   D  F   D  D   D   D   D   D
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ตารางภาคผนวก ก4 ตารางแสดงการจัดกลุมของรากปาลมนํ้ามันจาก จ.ฉะเชิงเทรา ที่ไดจากการวิเคราะห
ดวยเทคนิค SSCP (รูปภาคผนวก ก4-5) 

SSCP 
profile 

Clone Selected to 
sequence 

BLAST result 

A CSnr_C17-1 

CSnr_C17-2 

CSnr_C17-3 

CSnr_C17-4 

CSnr_C17-5 

CSnr_C17-6 

CSnr_C17-8 

CSnr_C17-9 

CSnr_C17-11 

CSnr_C17-13 

CSnr_C17-15 

CSnr_C17-22 

CSnr_C17-24 

CSnr_C17-25 

CSnr_C17-26 

CSnr_C17-27 

Sequenced 

Sequenced 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Scutellospora heterogama (94%) 

Scutellospora heterogama (97%) 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

B CSnr_C17-7 

CSnr_C17-12 

- 

Sequenced 

- 

Uncultured Glomus (93%) 

C CSnr_C17-28 Sequenced ND 

D CSnr_C17-32 

CSnr_C17-34 

CSnr_C17-36 

CSnr_C17-37 

Sequenced 

- 

- 

- 

Scutellospora heterogama (94%) 

- 

- 

- 
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CSnr_C17-40 

CSnr_C17-41 

CSnr_C17-42 

CSnr_C17-43 

CSnr_C17-44 

CSnr_C17-45 

CSnr_C17-46 

CSnr_C17-48 

CSnr_C17-49 

CSnr_C17-50 

CSnr_C17-51 

CSnr_C17-52 

CSnr_C17-54 

CSnr_C17-56 

CSnr_C17-57 

CSnr_C17-59 

CSnr_C17-61 

CSnr_C17-62 

CSnr_C17-63 

CSnr_C17-64 

CSnr_C17-65 

CSnr_C17-67 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

E CSnr_C17-33 Sequenced Scutellospora reticulate (95%) 
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F CSnr_C17-35 

CSnr_C17-38 

CSnr_C17-53 

CSnr_C17-60 

Sequenced 

- 

- 

- 

Glomus sp. (95%) 

- 

- 

- 

หมายเหตุ:  ND = not determined (ผล sequences ไมสามารถอานได) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปภาคผนวก ก6 ตัวอยางผลการวิเคราะหเจล SSCP ของรากปาลมนํ้ามันจาก จ.นาน จํานวน 20 โคลน สามารถจัดกลุม
ได 4 กลุม (A – D) ตามลักษณะของแถบดีเอนเอที่ยอมดวย silver staining 

 

 

 

 

 

1     2    3   4    5    6    7   8    9   10  11 12  13  14   15  16  17 18 19  20

A    B   C   D   C    D   D   D    E   D   E    D   C   D   E   D   D   D   D    D   

1     2    3   4    5    6    7   8    9   10  11 12  13  14   15  16  17 18 19  20

A    B   C   D   C    D   D   D    E   D   E    D   C   D   E   D   D   D   D    D   
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ตารางภาคผนวก ก5 ตารางแสดงการจัดกลุมของโคลนรากปาลมนํ้ามันจาก จ.นาน ที่ไดจากการวิเคราะห
ดวยเทคนิค SSCP (รูปภาคผนวก ก6) 

SSCP 
profile 

Clone Selected to 
sequence 

BLAST result 

A NNnr_C18-4 Sequenced Glomus sinuosum (97%) 

B NNnr_C18-9 Sequenced Uncultured Glomus (94%) 

C NNnr_C18-11 

NNnr_C18-16 

NNnr_C18-61 

Sequenced 

- 

- 

Uncultured Glomus (88%) 

- 

- 

D NNnr_C18-14 

NNnr_C18-17 

NNnr_C18-18 

NNnr_C18-43 

NNnr_C18-58 

NNnr_C18-62 

NNnr_C18-65 

NNnr_C18-64 

NNnr_C18-69 

NNnr_C18-72 

NNnr_C18-79  

Sequenced 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Sequenced 

Sequenced 

- 

- 

Uncultured Glomus (88%) 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Uncultured Glomus (87%) 

Uncultured Glomus (95%) 

- 

- 

E NNnr_C18-19 

NNnr_C18-46 

NNnr_C18-57 

Sequenced 

Sequenced 

- 

Scutellospora nodusa (96%) 

Scutellospora gilmorei (94%) 

- 

หมายเหตุ:  ND = not determined (ผล sequences ไมสามารถอานได) 
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ตารางภาคผนวก ก6 ตารางแสดงการจัดกลุมของโคลนรากปาลมนํ้ามันจาก จ.ตราด ที่ไดจากการวิเคราะห
ดวยเทคนิค SSCP (ไมไดแสดงรูป) 

SSCP 
profile 

Clone Selected to 
sequence 

BLAST result 

A TRnr_C16-1 

TRnr_C16-3 

TRnr_C16-6 

TRnr_C16-8 

TRnr_C16-9 

TRnr_C16-10 

TRnr_C16-12 

TRnr_C16-17 

TRnr_C16-19 

TRnr_C16-20 

TRnr_C16-21 

TRnr_C16-22 

TRnr_C16-23 

TRnr_C16-26 

TRnr_C16-29 

TRnr_C16-30 

TRnr_C16-31 

TRnr_C16-34 

TRnr_C16-35 

TRnr_C16-36 

TRnr_C16-38 

TRnr_C16-39 

TRnr_C16-43 

Sequenced 

Sequenced 

- 

- 

- 

- 

Sequenced 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Uncultured Paraglomus (87%) 

Uncultured Paraglomus (87%) 

- 

- 

- 

- 

Uncultured Paraglomus (87%) 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
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TRnr_C16-44 

TRnr_C16-45 

TRnr_C16-47 

TRnr_C16-49 

TRnr_C16-50 

TRnr_C16-53 

TRnr_C16-57 

TRnr_C16-58 

TRnr_C16-61 

TRnr_C16-63 

TRnr_C16-67 

TRnr_C16-68 

TRnr_C16-70 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

-  

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

B TRnr_C16-28 Sequenced Uncultured Glomus (89%) 

C TRnr_C16-40 

TRnr_C16-48 

TRnr_C16-60 

TRnr_C16-62 

TRnr_C16-65 

Sequenced 

Sequenced 

- 

- 

- 

Scutellospora gilmorei (94%) 

Scutellospora gilmorei (94%) 

- 

- 

- 

D TRnr_C16-69 Sequenced 

 

Scutellospora gilmorei (95%) 
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ตารางภาคผนวก ก7 ตารางแสดงการจัดกลุมของโคลนรากปาลมนํ้ามันจาก จ.หนองคาย ที่ไดจากการ
วิเคราะหดวยเทคนิค SSCP (ไมไดแสดงรูป) 

SSCP 
profile 

Clone Selected to 
sequence 

BLAST result 

A NKnr_C15-2 Sequenced Scutellospora gilmorei (89%) 

B NKnr_C15-6 

NKnr_C15-23 

NKnr_C15-25 

NKnr_C15-28 

NKnr_C15-29 

NKnr_C15-30 

Sequenced 

Sequenced 

- 

- 

- 

- 

Scutellospora nodusa (96%) 

Scutellospora gilmorei (98%) 

- 

- 

- 

- 

C NKnr_C15-9 

NKnr_C15-10 

NKnr_C15-11 

NKnr_C15-12 

NKnr_C15-13 

NKnr_C15-14 

NKnr_C15-19 

NKnr_C15-20 

NKnr_C15-22 

- 

Sequenced 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Scutellospora gilmorei (95%) 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
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ภาคผนวก ข 

ผลงานตีพิมพ 
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บทความสําหรับการเผยแพรประชาสัมพันธ 

 

 ปาลมนํ้ามัน (Elaeis guineensis jacq.) เปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญชนิดหน่ึง เน่ืองจากผลตอบแทน
ของการปลูกปาลมนํ้ามันดีกวาการปลูกพืชชนิดอื่น เชน ยางพารา และการทํานาขาว จึงเปนแรงจูงใจให
เกษตรกรขยายพ้ืนที่ปลูก ประกอบกับมีโครงการเปลี่ยนพื้นที่ปลูกปาลมทั่วประเทศ โดยกระทรวงเกษตรและ
สหกรณ ไดมีแผนกําหนดพื้นทีป่ลูกปาลมนํ้ามันใหมในประเทศข้ึน และในปจจุบันไดมีการศึกษาความเปนไปได
ของการปลูกปาลมนํ้ามัน เชนในพ้ืนที่ตัวอยางภาคเหนือ และตะวันออกเฉียงเหนือแลว นอกจากน้ีการเกิด
ภาวะวิกฤตราคานํ้ามันแพงข้ึน ต้ังแตป พ.ศ. 2547 ทําใหปาลมนํ้ามันกลายมาเปนพืชที่มีบทบาทสําคัญกับ
นโยบายวาระแหงชาติดานพลังงานของประเทศ ดวยความหวังเพื่อการนํามาผลิต "ไบโอดีเซล" ซึ่งจะสามารถ
ลดภาระการนําเขานํ้ามันเช้ือเพลิงบางสวนจากตางประเทศได  

การผลิตตนกลาปาลมนํ้ามันใหมีคุณภาพและมาตรฐาน เพื่อรองรับการปลูกในแตละฤดูกาลจึงเปน
ปจจัยสําคัญ ตนกลาปาลมนํ้ามันที่ขายโดยทั่วไปมีราคา  80-120  บาท/ตน ถาตนกลาปาลมนํ้ามันที่นําไปปลูก
ใหมมีคุณภาพตํ่า มีอัตราการตายสูง การเจริญเติบโตเปนไปอยางชา และแคระแกรน หรือโดยเฉพาะอยางย่ิง
ถาในดินมีฟอสฟอรัสตํ่าหรือถูกตรึงอยูในดินจะสงผลใหปาลมนํ้ามันมีผลผลิตตํ่าลงดวย ซึ่งจะมีผลทําให
เกษตรกรตองสูญเสียเงินลงทุนจํานวนมาก โครงการลมเหลว และไมประสบความสําเร็จเทาที่ควร นอกจากน้ี
พื้นที่ที่มีการปลูกปาลมนํ้ามันยังเคยเปนพื้นที่วางเปลา พ้ืนที่ปา หรือเคยปลูกพืชอยางอื่นมากอนแนวทางการ
เพิ่มพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามันของประเทศในแตละพ้ืนที่อาจจะตองประสบปญหา หากขาดการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับ
ปฏิสัมพันธระหวางพืชกับจุลินทรียที่อาศัยอยูในดิน โดยเฉพาะอยางย่ิงการดํารงชีวิตอยูรวมกันระหวางราอาร
บัสคูลาไมคอรไรซาและระบบรากของปาลมนํ้ามัน  

 
ปาลมนํ้ามันเปนพืชที่มีระบบรากฝอย มีรากที่แตกแขนงทอดไปตามแนวนอน และประสานกันอยาง

หนาแนนอยูที่บริเวณผิวดิน ไมมีขนราก ดังน้ันการดูดนํ้าและแรธาตุของปาลมนํ้ามันจึงตองพึ่งพาราอารบัสคู
ลารไมคอรไรซาในการทําหนาที่แทน การใสราอารบัสคูลารไมคอรไรซาใหกับพืชจะชวยใหธาตุอาหารเปลี่ยนไป
อยูในรูปที่พืชดูดไปใชไดงายข้ึน 

 
จากที่กลาวขางตนคณะผูวิจัยไดตระหนักถึงความสําคัญของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาและการศึกษา

การนําไปประยุกตใชทางการเกษตร เพ่ือเรงการเจริญเติบโตของพืช วามีบทบาทและความสําคัญอยางย่ิงตอ
การพัฒนาการใชประโยชนทรัพยากรชีวภาพของประเทศไทย ดังน้ันโครงการนี้จึงมวัีตถุประสงคหลักคือ การ
ใชความรูที่ไดจากการวิจัย เพ่ือชวยพัฒนาการผลิตแบบเกษตรย่ังยืน โดยการใชจุลินทรียที่ชวยเรงการ
เจริญเติบโตของพืช ซึ่งเปนสายพันธุที่ไดถูกคัดเลือกโดยธรรมชาติวาเหมาะสมกับภูมิอากาศและสภาวะ
แวดลอมในประเทศไทย เพ่ือที่จะใชผลิตเปนหัวเช้ือสําหรับเพาะใหกับกลาไมในแปลงเพาะ กอนยายนําไปปลูก 
ซึ่งจะชวยเรงอัตราการเจริญเติบโตของพืช และเพื่อทดแทนหรือเพ่ือการลดการใชปุยเคมีโดยเฉพาะปุย
ฟอสเฟตในข้ันตอนของการผลิตพืช ทําใหตนทุนการผลิตพืชนอยลงแลว ยังเปนการปรับปรุงคุณภาพของดิน
ดวย 
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การสํารวจ และเก็บรวบรวมตัวอยางดินไดดําเนินการในชวงฤดูฝนในป 2550 จากพ้ืนที่ขยายการปลูก
ปาลมนํ้ามันในพ้ืนที่ 5 จังหวัด ไดแก เชียงราย ฉะเชิงเทรา นาน หนองคาย และตราด เม่ือคัดแยก และจําแนก
ชนิดของสปอรราในดินบริเวณรอบราก โดยลักษณะทางสัณฐานและดวยวิธีทางชีวโมเลกุล (Polymerase 
Chain Reaction ; PCR จากยีนบริเวณ Small sub unit (SSU rDNA), Internal Transcribed Spacer 
(ITS) และ บางสวนของบริเวณ Large subunit (LSU rDNA)) โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะกับราในไฟลัม 
Glomeromycota เพ่ือใชในการตรวจสอบชนิดของราในรากของปาลมนํ้ามันจากพ้ืนที่ 5 จังหวัด ผลการศึกษา 
พบวาดีเอนเอ  (pcr  product)  ที่ไดมีขนาด ประมาณ 1,500 เบสแพร (bp) การโคลนช้ินตัวอยางดีเอนเอ 
และการวิเคราะหดวยวิธีข้ันสูง (PCR-Single Strand Conformation Polymorphisms, PCR-SSCP) พบวา
โคลนที่ไดมีความหลากหลายตางกันในแตละพื้นที ่เมื่อคัดเลือกโคลนจํานวน 53 โคลน ที่มีผลการวิเคราะหของ 
PCR-SSCP ตางกัน ไปหาลําดับนิวคลีโอไทด ประกอบกับขอมูลทางสัณฐานพบวา ในรากปาลมนํ้ามัน และ
สปอรที่เก็บรวบรวมจากดินรอบรากปาลมนํ้ามันในพ้ืนที่ขยายการปลูกปาลมนํ้ามันทั้ง 5 จังหวัด ประกอบดวย
ราอารบัสคูลารไมคอรไรซา สกุล Acaulospora, Glomus, Gigaspora, Paraglomus และ Scutellospora 
จํานวนไมนอยกวา 13 ชนิด และอาจมีราชนิดใหมอีก 2 ชนิด ไดแก  uncultured Glomus sp. และ 
uncultured Gigaspora sp. ที่ไมเคยมีรายงานมากอนจากดินรอบรากแปลงปลูกปาลมนํ้ามันของประเทศ
ไทย  

ผลของการใสหัวเช้ือใหกับกลาปาลมนํ้ามัน เพ่ือทดสอบการสรางไมคอรไรซาและการตอบสนองการ
เจริญเติบโตในดานตางๆ ของตนกลาปาลมนํ้ามัน ภายใตสภาวะเรือนกระจก พบวาหัวเช้ือราทั้ง 3 ชนิด 
สามารถสรางไมคอรไรซากับกลาปาลมนํ้ามันไดดี มเีปอรเซ็นตการติดเช้ือในรากพืชสูง ระหวางรอยละ 88.9-
92.3 ดังน้ันมีแนวโนมโดยรวมของการเจริญเติบโตที่เพ่ิมข้ึนชัดเจนสําหรับกลาปาลมนํ้ามันที่ใสหัวเช้ือเมื่อเทียบ
กับกลาปาลมนํ้ามันที่ไมใสหัวเช้ืออยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อตรวจสอบชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่
ติดเช้ือในรากกลาปาลมนํ้ามันโดยการหาลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางจํานวน 25 โคลนพบวาเปนรา 
Glomus intraradices และ Scutellospora nodosa  

รายงานวิจัยฉบับน้ีเปนรายงานการวิจัยฉบับแรกที่ไดใชวิธีทางชีวโมเลกุลดวยไพรเมอรที่มความ
จําเพาะกับรา รวมกับวิธีทางสัณฐานวิทยาเพ่ือศึกษาและจําแนกชนิดของราอารบัสคูลารไมคอรไรซาที่สราง
สปอรภายในดิน และอยูในรากของปาลมนํ้ามันของประเทศไทย จากจํานวนโคลนกวา  700  โคลน จัดกลุม
กอนคัดเลือกมาหาลําดับนิวคลีโอไทดจํานวนทั้งสิ้น 78 โคลน ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ได โดยการ
เทียบเคียงลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากการศึกษาสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซากับฐานขอมูลนานาชาติ 
(GenBank) พบวาสามารถระบุชนิดของสปอรราอารบัสคูลารไมคอรไรซาไดถูกตองชัดเจนในระดับ genus 
และ/หรือ species ซึ่งมีเปอรเซ็นตความเหมือน (% identity) สวนใหญอยูระหวาง 95-99% การศึกษาครั้งน้ี
พบวา ในดินรอบรากปาลมนํ้ามันมีราอารบัสคูลารไมคอรไรซาอาศัยอยูหลากหลายชนิด บางชนิดเปนชนิดที่พบ
ไดทั่วไป บางชนิดอาจเปนชนิดใหมที่ไมเคยรายงานมากอน เมื่ออยูในรากพืชราอารบัสคูลารไมคอรไรซาแตละ
ชนิดจะมีประสิทธิภาพในการสงเสรมิการเจริญของกลาปาลมนํ้ามันไดแตกตางกัน ดังน้ันการคัดเลือกชนิดและ
สายพันธุของราที่เหมาะสมจึงจําเปนอยางย่ิง เมื่อไดสายพันธุราที่เหมาะสม การเตรียมหัวเช้ือรากส็ามารถเพ่ิม
ปริมาณและทําไดในเรือนเพาะชํา การประยุกตใชหัวเช้ือราอารบัสคูลารไมคอรไรซาจะชวยปรบัปรุงกลาปาลม
นํ้ามันใหมีคุณภาพดีข้ึน สามารถทนทานตอสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสม อยูรอดปลอดภัยเมื่อยายนําไปปลูก
ได และยังสามารถทดแทนหรือเพื่อลดการใชปุยเคมีโดยเฉพาะปุยฟอสเฟตในข้ันตอนของการผลิตพืช ทําให
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ตนทุนการผลิตพืชนอยลงแลว ยังเปนการปรับปรุงคุณภาพของดิน และสอดคลองกับนโยบายของ The 
Roundtable on Sustainable Palm Oil (RSPO) ที่กําหนดใหสมาชิกสวนปาลมหรือผูผลิตนํ้ามันปาลมที่ได
มาตรฐาน จะตองมีการจัดการสวนปาลมนํ้ามันที่เปนมิตรกับสิ่งแวดลอม จึงจะไดรับการรับรองคุณภาพ
มาตรฐานจาก RSPO อีกดวย 

 

 

 

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)


