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 ดอกเหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซาจํานวน 28 และ 109 ตวัอย่าง เกบ็รวบรวมไดจ้าก
พืน้ทีป่่าสนผสมเตง็รงั ณ เขตรกัษาพนัธุ์สตัวป์่าภูเขยีว จ.ชยัภูม ิช่วงเดอืนพฤษภาคม – ตุลาคม 
พ.ศ. 2554 ผลการจดัจาํแนกชนิดของราเอคโตไมคอรไ์รซาโดยอาศยัขอ้มลูของลกัษณะทางสณัฐาน
วทิยา และลําดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS สามารถจดัจาํแนกชนิดเหด็ทัง้ 28 ตวัอยา่ง ได ้8 วงศ ์
(Amanitaceae, Boletaceae, Diplocystaceae, Gomphaceae, Inocybaceae, Russulaceae, 
Sclerodermataceae และ Tricholomataceae) 13 สกุล 20 ชนิด ซึง่วงศท์ีพ่บมากทีสุ่ดไดแ้ก่ 
Gomphaceae (รอ้ยละ 39.3) รองลงมาคอื Boletaceae (รอ้ยละ 21.4) ในขณะทีร่ากเอคโตไมคอร ์
ไรซาจาํนวน 109 ตวัอยา่ง สามารถแบ่งตามลกัษณะทางสณัฐานวทิยาหรอื morphotypes ไดเ้ท่ากบั 
23 morphotypes เมื่อนําตวัอยา่งทัง้หมดมาเพิม่จาํนวนดว้ยวธิ ีPCR พบว่าสามารถเพิม่จาํนวนได ้
96 ตวัอยา่ง (รอ้ยละ 88) แต่สามารถอ่านลําดบันิวคลโีอไทดไ์ดเ้พยีง 44 ตวัอยา่ง (รอ้ยละ 40.4) ซึง่
ผลการวเิคราะหล์ําดบันิวคลโีอไทดส์ามารถจดัจาํแนกชนิดได ้9 วงศ ์(Amanitaceae, Boletaceae, 
Ceratobasidiaceae, Inocybaceae, Russulaceae, Sclerodermataceae, Sebacinaceae, 
Thelephoraceae และ Dothideomycetes (Cenococcum  geophilum) 10 สกุล 30 ชนิด ซึง่วงศท์ี่
พบมากทีสุ่ดไดแ้ก่ Russulaceae (รอ้ยละ 50) รองลงมาคอื Thelephoraceae (รอ้ยละ 22.7) จาก
ตวัอย่างเหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซาที่เกบ็รวบรวมได ้มเีพยีง 1 ตวัอย่างของเหด็ Astraeus 
sirindhorniae PKBP28 และ 1 ตวัอยา่งของรากเอคโตไมคอรไ์รซา Scleroderma sinnamariense 
(RBP1-1) ทีส่ามารถเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ MNC ทีอุ่ณหภูม ิ30°C ได ้ดงันัน้จงึไดเ้ลอืกเหด็ 
A. sirindhorniae PKBP28 มาหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการเจรญิพบว่าอาหารเลีย้งเชือ้ทีร่าเจรญิไดด้ี
ทีสุ่ดคอื MNC และ MS ที ่pH 6 และ อุณหภูมหิอ้ง (28-30°C) จากนัน้ทาํการทดสอบการสรา้ง   
เอคโตไมคอรไ์รซาโดยใชพ้ชื 2 ชนิด คอื กลา้สนสามใบ และกลา้ยางนา เป็นระยะเวลา 6 เดือน 
พบว่าไม่มีการสร้างเอคโตไมคอร์ไรซาในกล้าสนสามใบ แต่พบการสร้างเอคโตไมคอร์ไรซา
ในกล้ายางนา ซึ่งคิดเป็นร้อยละ 6.25 ของการติดเชื้อเมื่อใส่เชื้อที่อยู่ในรูปของเส้นใย และคิด
เป็นร้อยละ 36.77 ของการติดเชื้อเมื่อใส่เชื้อในรูปของสารแขวนลอยสปอร์ ผลการทดลอง
ชี้ให้เห็นว่ายางนาเป็นพืชอาศยัของเหด็ A. sirindhorniae นอกจากน้ีไดต้รวจสอบยนืยนัการตดิ
เชือ้เหด็ A. sirindhorinae จากรากเอคโตไมคอรไ์รซาโดยการหาลําดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS2  
ผลการทดสอบรากเอคโตไมคอรไ์รซาจาํนวน 160 ตวัอยา่ง (root tips) สามารถเพิม่จาํนวนดเีอน็เอ
ได ้143 ตวัอยา่ง (รอ้ยละ 89.38) จากนัน้สุม่ 15 ตวัอยา่งไปหาลําดบันิวคลโีอไทดพ์บว่าทุกตวัอยา่ง
มลีาํดบันิวคลโีอไทดเ์หมอืนกบัเหด็ A. sirindhorniae เทา่กบัรอ้ยละ 100  
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 The ectomycorrhizal (ECM) fungi both fruit bodies and root tips were collected from 
pine-oak forest in PhuKhieo Wildlife Sanctuary, Chaiyaphum Province, during October to 
December 2011. The study site was performed in 100×100 m plot. The total number of 
fungi studied was 28 and 109 samples, respectively. They were then identified by using 
both morphological and molecular characteristics. The nucleotide sequences of ITS were 
determined and analysed. Ectomycorrhizal fruit-bodies obtained were identified as belonging 
to 8 families (Amanitaceae, Boletaceae, Diplocystaceae, Gomphaceae, Inocybaceae, 
Russulaceae, Sclerodermataceae and Tricholomataceae), 13 genera and 20 species. The 
dominant ECM families were the Gomphaceae (39.3%) and Boletaceae (21.4%) 
respectively. Ectomycorrhizal root tips were divided into 23 different morphotypes based on 
mantle colours, shapes and branching. From a total 109 ECM root samples, 96 (88%) 
samples were successfully amplified, but only 44 (40.4%) samples were successfully 
sequenced. They were divided into 9 families (Amanitaceae, Boletaceae, 
Ceratobasidiaceae, Inocybaceae, Russulaceae, Sclerodermataceae, Sebacinaceae, 
Thelephoraceae and Dothideomycetes (Cenococcum geophilum)), 10 genera and 30 
species. The most frequent fungal taxa found were Russulaceae (50%) followed by 
Thelephoraceae (22.7%). Among all collections, only one sample of fruit body, Astraeus 
sirindhorniae PKBP28, and one sample of ECM root, Scleroderma sinnamariense (RBP1-1), 
were obtained for pure cultures. Astraeus sirindhorniae PKBP28 was then selected. The 
optimum conditions were studied for inoculum production. The optimal medium, pH and 
temperature for mycelial growth were MNC, pH 6 and room temperature (28-30°C). The 
ability of A. sirindhorniae to form ectomycorrhizae was tested with two seedlings of Pinus 
kesiya and Dipterocarpus alatus using both mycelial inoculum and spore suspension. At 6 
months after inoculation, A. sirindhorniae ectomycorrhizae developed a sheath, rhizomorphs 
and hartig net on D. alatus lateral roots in both treatments. The percentages of 
ectomycorrhizal formation using mycelial inoculum and spore suspension were 6.25% and 
36.77%, respectively. There was no ectomycorrhizal formation observed from P. kensiya 
roots. These results indicate that D. alatus is a host of A. sirindhorniae. Moreover, the ITS2 
region was analysed to detect all ECM roots. From a total 160 ECM root tips, 140 (89.38%) 
samples were amplified. Fifteen Amplicons were then selected to sequence and analysed. 
The comparison results revealed 100% similarity to A. sirindhorniae for all samples. 
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ประกาศคณูุปการ 
 ปรญิญานิพนธฉ์บบัน้ีสาํเรจ็ไดด้ว้ยดเีพราะผูว้จิยัไดร้บัความกรุณาอยา่งยิง่จากอาจารย ์ดร.
ณฎัฐกิา สุวรรณาศรยั อาจารยท์ีป่รกึษาปรญิญานิพนธ ์ และอาจารย ์ดร.เชดิชยั โพธิศ์ร ีอาจารยท์ี่
ปรกึษาปรญิญานิพนธ์ร่วม ผู้ที่ทุ่มเทให้ความช่วยเหลืออย่างเต็มที่ เสยีสละเวลาอนัมคี่าเพื่อให้
คาํปรกึษาและคาํแนะนําทัง้ในดา้นการศกึษา และการจดัทาํวจิยัมาโดยตลอด อกีทัง้ยงัคอยตกัเตอืน
สัง่สอน แนะนําทัง้ในด้านวิทยาการ ความรู้ จรยิธรรมประกอบการทําปริญญานิพนธ์ที่สมบูรณ์ 
ขา้พเจา้กราบขอบพระคุณอยา่งสงูไว ้ณ ทีน้ี่ 
 งานวิจยัน้ีได้รบัทุนสนับสนุนบางส่วนจาก สํานักงานคณะกรรมการวิจยัแห่งชาติ (วช) 
(ภายใตก้ารดแูลของ ดร.เชดิชยั โพธิศ์ร)ี ขา้พเจา้กราบขอบพระคุณอยา่งสงู 
 ขอขอบพระคุณ ศาสตราจารย ์ ดร.ไพศาล สทิธกิรกุล รองศาสตราจารย ์ดร.ปรนิทร ์      
ชยัวสิุทธางกูร ผูช้่วยศาสตราจารย ์ดร.ศวิาพร ลงยนัต์ ผูช้่วยศาสตราจารยข์จนีาฏ โพธเิวชกุล 
ผูช้่วยศาสตราจารย ์ดร.อจัฉรยิา รงัษิรุจ ิผูช้่วยศาสตราจารย ์ดร.อรอนงค์ พริง้ศุลกะ อาจารย ์ดร.
ประวตั ิองัประภาพรชยั และคณาจารยท์ุกท่านที่ใหค้วามรูใ้หแ้ก่ผูว้จิยัตลอดการศกึษา ทําใหผู้ว้จิยันํา
ความรูม้าประยุกตใ์ชใ้นการจดัทาํงานวจิยัในครัง้น้ี และขอบพระคุณภาควชิาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์
ทีเ่อือ้สถานทีแ่ละเครือ่งมอืทางวทิยาศาสตรใ์นการศกึษาทดลอง 
 ขอขอบพระคุณ Associate Professor Dr. Akiyoshi Yamada (Agriculture, Shinshu 
University, Nagano, Japan) ทีก่รณุาใหค้วามรู ้คาํแนะนําเทคนิคในการแยกและเพาะเลีย้งราเอคโต
ไมคอรไ์รซา รวมทัง้ความชว่ยเหลอืตลอดระยะเวลาทีไ่ปศกึษาแลกเปลีย่นความรูท้ีป่ระเทศญีปุ่น่ 
 ขอขอบพระคุณ หวัหน้าเขตรกัษาพนัธุ์สตัว์ป่าภูเขียว และเจ้าหน้าที่ทุกท่าน รวมทัง้
อาจารย ์ดร.รุง้เพช็ร แขง็แรง็ (มหาวทิยาลยัราชภฏัพบิูลสงคราม) ทีใ่หค้วามช่วยเหลอืและอํานวย
ความสะดวกในการเกบ็รวบรวมตวัอยา่งราเอคโตไมคอรไ์รซาทีใ่ชใ้นงานวจิยั  
 ขอขอบพระคุณอาจารย ์ดร.อนิษฐาน ศรนีวล ภาควชิาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์ทีก่รุณา
อนุเคราะหเ์มลด็ยางนาเพือ่ใชใ้นการทาํวจิยั และใหค้าํแนะนําเกีย่วกบัเทคนิคต่างๆ  
 ขอขอบพระคุณนางสาวดวงเนตร ปทุมมา เจา้หน้าทีส่วนรุกขชาตหิว้ยแกว้ จ.เชยีงใหม่ ที่
กรณุาอนุเคราะหเ์มลด็สนสามใบเพือ่ใชใ้นการวจิยั 
 ขอขอบพระคุณผูช้่วยศาสตราจารย ์ดร.จติรตรา เพยีภูเขยีว ภาควชิาพฤษศาสตร์ คณะ
วทิยาศาสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั กรรมการสอบปรญิญานิพนธ ์และช่วยแกไ้ขปรญิญานิพนธ์
ฉบบัน้ีใหม้คีวามสมบรูณ์มากยิง่ขึน้ 
 ขอขอบพระคุณ บณัฑติวทิยาลยั ที่มอบเงนิทุนอุดหนุนนิสติแลกเปลี่ยน (Postgraduate 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 

1. ภมิูหลงัและความสาํคญัของปัญหา 
ปจัจุบนัประชากรในโลกมจีํานวนเพิม่มากขึน้ แต่พืน้ทีอ่ยู่อาศยัและทรพัยากรมอียู่อย่าง

จาํกดัทาํใหไ้มเ่พยีงพอกบัจาํนวนประชากร ก่อใหเ้กดิการบุกรุกพืน้ทีป่า่เพื่อปลูกสรา้งทีอ่ยูอ่าศยัและ
ทาํการเกษตร รวมทัง้การตดัไมท้าํลายปา่เพื่อนําไมไ้ปใชป้ระโยชน์โดยไมไ่ดป้ลูกทดแทน ทัง้ยงัขาด
จติสํานึกในการอนุรกัษ์ป่าไม ้ทําใหพ้ืน้ทีป่่าในปจัจุบนัเสื่อมโทรมลง ความหลากหลายทางชวีภาพ
ของพชื สตัว ์และจุลนิทรยีล์ดลง ซึง่อาจนําไปสู่การสญูพนัธุข์องสิง่มชีวีติบางชนิด ในปีพุทธศกัราช 
2551 สํานักแผนงานและสารสนเทศ กรมป่าไม ้ไดร้ายงานว่าพืน้ที่ป่าของประเทศไทยเหลอือยู ่
171,586.65 ตารางกโิลเมตร หรอื 33.44% ของพืน้ทีท่ ัง้หมด เมื่อเปรยีบเทยีบกบั 35 ปีทีผ่า่นมา 
พบว่ามพีืน้ทีป่า่ลดลงไปถงึ 22.61% ของพืน้ทีเ่ดมิ (กรมปา่ไม.้ 2555: ออนไลน์) นอกจากปญัหา
ดงักล่าวแล้วยงัเกดิจากการผ่อนผนัใหป้ระชาชนอยู่อาศยัในพืน้ที่ป่าอนุรกัษ์ และมกีารขยายพืน้ที่
เดมิทีไ่ม่มกีารแสดงแนวเขตการควบคุมทีช่ดัเจน ดงันัน้จงึส่งผลใหเ้กดิการสญูเสยีพืน้ทีป่่าจากการ
ขยายตวัของชุมชนกลางปา่ และขอบปา่อนุรกัษ์มาอยา่งต่อเน่ือง โดยเฉพาะหลงัจากทีม่กีารสง่เสรมิ
การปลูกพชืไร่ต่างๆ สวนยางพารา ปาล์มน้ํามนั ทําใหเ้กดิการสูญเสยีพืน้ที่ป่าเพิม่มากขึน้ ดงันัน้
ปจัจุบนัจงึมกีารมุ่งเน้นใหม้กีารอนุรกัษ์ป่าไมเ้พื่อเพิม่พืน้ทีป่่าและดํารงรกัษาป่าไวใ้หอ้ยู่ในสภาพที่
อุดมสมบูรณ์ใหไ้ด้มากที่สุด ประกอบกบัการให้ความรูก้บัประชาชนถึงคุณประโยชน์ของป่า โดย
สง่เสรมิใหป้ระชาชนสามารถอยูร่ว่มกบัปา่ไดอ้ยา่งเกือ้กลูซึง่กนัและกนั 

ราเอคโตไมคอรไ์รซา (Ectomycorrhizal fungi, ECM) เป็นราดนิทีม่คีวามสมัพนัธก์บัราก
พชืชัน้สงู โดยต่างฝา่ยต่างไดร้บัประโยชน์ ราเอคโตไมคอรไ์รซาและพชือยู่ร่วมกนัแบบพึง่พาอาศยั
กัน (symbiosis) โดยราได้รบั น้ําตาล กรดอะมิโน และวิตามิน จากการสงัเคราะห์แสงของพืช
เน่ืองจากราไมม่คีลอโรฟิลด ์ราจงึตอ้งดดูสารเหล่าน้ีจากรากพชื และราจะเจรญิหุม้ลอ้มรอบรากทาํให้
รากมลีกัษณะบวมคลา้ยนวมจงึสามารถรกัษาความชืน้ไดน้านกว่าปกต ิช่วยเพิม่พืน้ทีผ่วิในการดูด
ซมึ และรายงัช่วยดูดแร่ธาตุโดยเฉพาะฟอสฟอรสั สารอาหารต่างๆ รวมทัง้น้ําใหก้บัพชื นอกจากน้ี
รายงัช่วยป้องกนัพชืจากเชือ้ก่อโรคต่างๆ ไดอ้กีดว้ย ดงันัน้เมื่ออยู่ในสภาวะทีแ่หง้แลง้พชืทีม่รีาเอค
โตไมคอรไ์รซาอยู่นัน้จะเจรญิเตบิโตไดด้กีว่าพชืทีไ่ม่มรีาเอคโตไมคอรไ์รซา พชือาศยัของราเอคโต
ไมคอรไ์รซาส่วนใหญ่ ไดแ้ก่ ไมว้งศ์สน (Pinaceae) ไมว้งศ์กําลงัเสอืโคร่ง (Betulaceae)  ไมว้งศ์
กระถนิณรงค ์(Fabaceae) ไมว้งศ์ยาง (Dipterocarpaceae) ไมว้งศ์ก่อ (Fagaceae) และ ไมว้งศ์
ยคูาลปิตสั (Myrtaceae) เป็นตน้ (Brundrett. 2009: 37-77) 

ราเอคโตไมคอรไ์รซาบางชนิดสรา้งดอกเหด็ (fruiting body) ทีร่บัประทานได ้และมรีสชาติ
ด ีจงึเป็นทีนิ่ยมของผูบ้รโิภค แต่เน่ืองจากเหด็กลุ่มน้ีไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ทาํใหม้รีาคาแพง  และ
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พบได้บางฤดูกาลเท่านัน้ ตัวอย่างเห็ดเอคโตไมคอร์ไรซาที่รบัประทานได้ และเป็นที่นิยมใน
ต่างประเทศ เช่น เหด็ทรฟัเฟิลขาว (Tuber magnatum) ซึง่มรีาคาสงูถงึ 30,000-390,000 บาทต่อ
กโิลกรมั ขึน้อยู่กบัขนาดและกลิน่รส เหด็มตัสทึาเกะ (Tricholoma matsutake) มรีาคา 1,200-
15,000 บาทต่อกโิลกรมั เป็นตน้ (Hall; Yun; & Amicucci. 2003: 433-438) สว่นในประเทศไทย
ตวัอยา่งทีพ่บเช่น เหด็เผาะหนงั (Astraeus odoratus) เหด็เผาะฝ้าย (Astraeus asiaticus) มรีาคา 
300-400 บาทต่อกโิลกรมั (Dell; et al. 2005: 1-11) เหด็ตบัเต่า (Phlebopus portentosus) มรีาคา 
120-180 บาทต่อกโิลกรมั นอกจากน้ียงัมเีหด็มนัปูเลก็ (Cantharellus minor) เหด็มนัปูใหญ่ 
(Cantharellus cibarius) และเหด็น้ําหมาก (Russula luteotacta) ซึง่หารบัประทานไดใ้นบางพืน้ที่
เท่านัน้ แมว้่าเหด็เอคโตไมคอรไ์รซาน้ีจะมรีาคาสงูกว่าเหด็ทีส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ (Dell; et al.  
2005: 1-11) แต่ผูบ้รโิภคกย็งันิยมทีจ่ะซือ้รบัประทานเน่ืองจากรสชาต ิ และลกัษณะเฉพาะของเน้ือ
เหด็ (Sanmee; et al.  2003: 527–532) นอกจากน้ีเหด็ส่วนใหญ่ยงัมแีคลอร ีโซเดยีม ไขมนั 
และคลอเรสเตอรอลตํ่า ในขณะทีม่โีปรตนี คารโ์บไฮเดรต ไฟเบอร ์วติามนิ และแรธ่าตุสงู (Kues; & 
Liu. 2000: 141-152)  

เหด็เอคโตไมคอรไ์รซาบางชนิด มคีุณคา่ทางการแพทยแ์ละเภสชักรรม เป็นแหล่งผลติสาร
ชนิดใหม่ๆ เช่น มีรายงานว่าเห็ดเผาะหนังสร้างสารออกฤทธิท์ี่สามารถยบัยัง้เชื้อวณัโรค 
Mycobacterium tuberculosis และเซลลม์ะเรง็ได ้ โดยงานวจิยัน้ีพบสารทัง้หมด 9 ชนิด ซึง่สาร 
astraodoric acids A และ B สามารถยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีไดใ้นระดบัปานกลาง โดยมคี่า MIC 
เท่ากบั 50 และ 25 μg/mL และเมื่อทาํการทดสอบความเป็นพษิกบัเซลลพ์บว่ามคี่า IC50 เท่ากบั 
34.69 และ 18.57 μg/mL กบัเซลลม์ะเรง็ช่องปาก และ 19.99 และ 48.35 μg/mL กบัเซลลม์ะเรง็
ปอด ตามลาํดบั (Arpha; et al. 2012: 9834-9841) ในปี 2012 มงีานวจิยัพบว่าสารสกดั Methanolic 
ของเหด็มนัปใูหญ่ และเหด็ฟานสสีม้ สามารถตา้นการอกัเสบได ้โดยยบัยัง้การผลติ nitric oxide 
และลดการแสดงออกของ Interleukin-1ß และ Interleukin-6 ทีเ่ป็นผลมาจากการกระตุน้ของ  
lipopolysaccharide (Moro; et al. 2012: 350-355)  

ในปจัจุบนัผลผลติของเหด็เอคโตไมคอรไ์รซาทีเ่กบ็ไดน้ัน้มจีาํนวนลดลง อาจเน่ืองมาจาก
การตดัไมท้าํลายปา่ การสญูเสยีพชือาศยั การจดัการพืน้ทีป่า่ดว้ยการปลูกพชืทีห่นาแน่นเกนิกว่าที่
เกดิขึน้เองตามธรรมชาต ิการปลูกปา่ทดแทนดว้ยพชื ทีไ่มไ่ดเ้ป็นพชือาศยัของรา การเกดิภาวะโลก
รอ้นและฝนกรด (Hall; Yun; & Amicucci. 2003: 433-438) จงึทาํใหเ้กดิผลกระทบกบัจาํนวนและ
ความหลากหลายของชนิดเหด็เอคโตไมคอรไ์รซา ในปจัจุบนันักวจิยัจงึคดัเลอืกเหด็เอคโตไมคอร์
ไรซาชนิดที่สามารถเพาะเลี้ยงได้นํามาผลติหวัเชื้อกนัมากขึน้ ดงันัน้งานวจิยัได้ทําการศกึษาการ
ผลติหวัเชือ้เหด็เอคโตไมคอรไ์รซาชนิดทีร่บัประทานไดใ้นกลา้ไมอ้าศยั รวมทัง้หาสภาวะทีเ่หมาะสม
ในการเจรญิของหวัเชือ้เหด็เพื่อนําไปส่งเสรมิการเพาะเหด็ในธรรมชาตริ่วมกบัการปลูกป่า ซึ่งอาจ
นําไปสูก่ารเกดิเหด็เอคโตไมคอรไ์รซาทีส่ามารถรบัประทานได ้ทาํใหป้ระชาชนทีอ่าศยัอยูบ่รเิวณใกล้
พื้นที่ป่าสามารถเก็บไปรบัประทานหรือนําไปขายเพื่อเพิม่รายได้ของครอบครวัให้มากขึ้น และ
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นอกจากน้ียงัช่วยส่งเสรมิใหป้ระชาชนมจีติสํานึกในการช่วยกนัดูแลรกัษาพืน้ทีป่่าของชุมชนไม่ให้
เกดิการทาํลายปา่ไม ้ทาํใหเ้กดิการอนุรกัษ์อยา่งยัง่ยนื 
 
2. วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 

2.1 เพื่อจดัจาํแนกชนิดและศกึษาความสมัพนัธข์องราเอคโตไมคอรไ์รซาทัง้ดอกเหด็และ
รากเอคโตไมคอรไ์รซา ในพืน้ทีป่า่สนผสมเตง็รงั เขตรกัษาพนัธุส์ตัวป์า่ภเูขยีว จ. ชยัภมู ิ

2.2 เพือ่คดัแยกและเพาะเลีย้งเหด็เอคโตไมคอรไ์รซาชนิดทีร่บัประทานได ้
2.3 เพือ่หาสภาวะทีเ่หมาะสมในการเจรญิของเหด็เอคโตไมคอรไ์รซาชนิดทีร่บัประทานได ้
2.4 เพื่อทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาของเหด็ที่เพาะเลี้ยงได้กบัพชือาศยัในจาน

เพาะเชือ้และถุงเพาะชาํ 
 
3. ขอบเขตของการวิจยั 

สํารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างราเอคโตไมคอร์ไรซาทัง้ชนิดที่เป็นดอกเห็ดและราก      
ไมคอรไ์รซาในพืน้ทีป่่าสนผสมเตง็รงั โดยการวางแปลงทีม่ขีนาดกวา้ง x ยาว เท่ากบั 100 x 100 
เมตร ณ เขตรกัษาพนัธุ์สตัวป์่าภูเขยีว จ. ชยัภูม ิซึ่งเป็นพืน้ที่ทีม่คีวามอุดมสมบูรณ์สูง จากนัน้คดั
แยกและเพาะเลีย้งราเอคโตไมคอรไ์รซาทีร่วบรวมไดบ้นอาหารเลีย้งเชือ้ทีเ่หมาะสม ศกึษาเพื่อการ
จดัจาํแนกชนิดของราเอคโตไมคอรไ์รซาโดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานและทางพนัธุกรรมโดยการหา
ลาํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ internal transcribed spacers (ITS) คดัเลอืกเหด็ชนิดทีร่บัประทานไดม้า
ศกึษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจรญิเพื่อการผลติหวัเชื้อ และเพาะเลี้ยงร่วมกบัพชือาศยัโดยการ
ทดสอบในจานเพาะเชือ้และในถุงเพาะชํา กบัพชื 2 ชนิด คอืกลา้ไมส้นสามใบ และกลา้ไมย้างนา 
เป็นระยะเวลา 6 เดอืน โดยวดัการเจรญิจากความสงูของพชืทดสอบทุกเดอืน และหามวลชวีภาพ
รวม (น้ําหนักแหง้ของลําตน้ ใบ และราก) ในเดอืนที ่6 เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุมทีไ่ม่มกีารใส่หวั
เชื้อ จากนัน้ตรวจหาการติดเชื้อของเหด็เอคโตไมคอร์ไรซาบรเิวณรากพชืทดสอบโดยการศึกษา
ลกัษณะทางสณัฐานของราก ความหนาของชัน้แมนเทิล (mantle) รวมทัง้โครงสร้างต่างๆ ของ    
เอคโตไมคอร์ไรซา ยืนยนัชนิดของราที่พบในรากพืชทดสอบด้วยลําดบันิวคลีโอไทด์ โดยการ
ออกแบบไพรเ์มอรท์ีม่คีวามจาํเพาะกบัเหด็เอคโตไมคอรไ์รซาทีใ่ชใ้นการทดสอบ 
 
4. ผลท่ีได้รบัจากการวิจยั 

งานวจิยัน้ีทาํใหไ้ดข้อ้มลูความสมัพนัธข์องราเอคโตไมคอรไ์รซาชนิดทีพ่บทัง้ บนดนิ และใต้
ดนิในพืน้ทีป่า่สนผสมเตง็รงั เขตรกัษาพนัธุส์ตัวป์า่ภูเขยีว จ. ชยัภูม ิและไดส้ายพนัธุเ์หด็เอคโตไมคอรไ์รซา
บรสิุทธิ ์รวมทัง้สภาวะทีเ่หมาะสมในการเจรญิและผลการทดสอบการเจรญิของเหด็รว่มกบัพชือาศยั
เพื่อนํามาใช้ในการขยายพนัธุ์เหด็เอคโตไมคอร์ไรซาต่อไป นอกจากน้ียงัได้คู่ไพร์เมอร์ที่มี
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ความจาํเพาะกบัเหด็เอคโตไมคอรไ์รซาทีใ่ชใ้นการทดสอบทีส่ามารถนําไปประยกุตใ์ชใ้นการตรวจหา
การตดิเชือ้เหด็ดงักล่าวจากรากเอคโตไมคอรไ์รซาจาํนวนมากได ้ 
 
 
 



บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 
1. ไมคอรไ์รซา 
 ไมคอรไ์รซา (mycorrhiza) มาจากภาษากรกีคาํว่า “mykes” และคาํว่า “rhiza” โดยนกัโรค
พชืวทิยาชาวเยอรมนัชื่อ เอ.บ.ี แฟรงค ์ ในปี ค.ศ. 1885 ไดใ้หค้าํจาํกดัความว่า หมายถงึ “fungus” 
หรอื “mushroom” และ “root” ตามลําดบั (Agarwal; & Sah. 2009: 107-116) ดงันัน้ไมคอรไ์รซาจงึ
หมายถึงความสัมพันธ์ระหว่างราที่อาศัยอยู่ร่วมกับรากพืชแบบพึ่งพาอาศัยซึ่งกันและกัน 
(symbiosis) ซึง่ราจะช่วยในการดูดซมึธาตุอาหาร และน้ําใหก้บัพชื เช่น ฟอสฟอรสั และไนโตรเจน
เป็นตน้ ในขณะทีพ่ชืใหน้ํ้าตาล กรดอะมโิน และวติามนิกบัรา (Smith; & Read. 1997: 1-605) ซึง่
เสน้ใยของราทีเ่จรญิอยูภ่ายนอกรากนัน้ยงัช่วยเพิม่พืน้ทีผ่วิในการดดูซมึธาตุอาหาร และรกัษาความ
ชุ่มชื้นใหก้บัพชื ดงันัน้พชืที่มรีาไมคอรไ์รซาอาศยัอยู่จงึมอีตัราการเจรญิเตบิโตสูงกว่าพชืที่ไม่มรีา     
ไมคอร์ไรซา นอกจากน้ียงัมรีายงานว่าราไมคอร์ไรซาสามารถช่วยยบัยัง้การเจรญิของราโรคพชื 
รวมทัง้ไสเ้ดอืนฝอยอกีดว้ย จากรายงานในปี 2008 เอลเซน็; และคนอื่นๆ (Elsen; et al. 2008: 251-
256) ไดท้าํการทดลองใชร้าอารบ์สัคลูารไ์มคอรไ์รซา (Arbuscular mycorrhizal fungi, AMF) ทดสอบ
การชกันําใหเ้กดิการควบคุมทางชวีภาพเพื่อช่วยต้านไสเ้ดอืนฝอยในต้นกล้วย พบว่าต้นกล้วยที่มรีา 
อารบ์สัคูลารไ์มคอรไ์รซาเจรญิอยูม่จีาํนวนไสเ้ดอืนฝอยลดลงอยา่งมนียัสาํคญัคอื 72% เมื่อเทยีบกบั
ต้นควบคุม และยงัพบอกีว่าพชืทีม่รีาไมคอรไ์รซาสามารถเจรญิไดใ้นดนิทีม่สีภาพไม่เหมาะสม 
เช่น ดนิทีม่คีวามเป็นกรดสูง ดนิเคม็ เป็นต้น มกีารวจิยัทดสอบความสามารถในการทนความเคม็
ของราเอคโตไมคอรไ์รซา 3 ชนิด คอื Suillus bovinus, S. luteus และ Boletus luridus โดยใช้
โซเดยีมคลอไรด ์ (NaCl) ทีม่คีวามเขม้ขน้ต่างกนัในการทดสอบ (0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 
0.7, 0.8  mol/L) พบว่าราเอคโตไมคอรไ์รซาทัง้ 3 ชนิด สามารถเจรญิไดใ้นอาหารทีม่คีวามเขม้ขน้
ของโซเดยีมคลอไรดท์ีเ่พิม่ขึน้ ซึง่ B. luridus และ S. bovinus มอีตัราการเจรญิสงูกว่า S. luteus แต่
อตัราการเจรญิของราทัง้ 3 ชนิด ลดลงเมื่อความเขม้ขน้ของโซเดยีมคลอไรดเ์พิม่ขึน้ นอกจากน้ี  
มวลชวีภาพของ B. luridus มปีรมิาณสงูทีส่ดุในทุกความเขม้ขน้ของโซเดยีมคลอไรด ์ดงันัน้ราเอคโต   
ไมคอร์ไรซาสามารถทนต่อดนิที่มคีวามเค็มสูงได้ แต่ความสามารถในการทนความเคม็ขึ้นอยู่กบั
ความสามารถของราแต่ละชนิด (Tang; et al. 2009: 948–953) พบการเจรญิของราไมคอรไ์รซาได้
ทัง้ภายในและภายนอกเซลลข์องรากพชืขึน้อยู่กบัชนิดของรา บางชนิดมคีวามจําเพาะกบัพชื ทัง้น้ี
พบราทีม่คีวามสมัพนัธก์บัรากพชืชัน้สงูมากกวา่ 90% ของชนิดพชืตวัอยา่งในตน้ไมป้า่หญา้ และพชื
เกษตรหลายชนิด (Bonfante; & Genre. 2010: 1-11) 

แบง่กลุ่มไมคอรไ์รซาตามลกัษณะการเจรญิของราไมคอรไ์รซา และ/หรอื ชนิดพชือาศยัได ้
7 กลุ่ม (ภาพประกอบ 1) ไดแ้ก่ (1) arbuscular mycorrhizae (endomycorrhizae), (2) 
ectomycorrhizae, (3) ectendomycorrhizae, (4) ericoid mycorrhizae, (5) arbutoid mycorrhizae, 
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(6) monotropoid mycorrhizae และ (7) orchid mycorrhizae (Allen; et al. 2003: 217-303; Smith; 
& Read. 2008: 1-787) 

 
ภาพประกอบ 1 ลกัษณะการเจรญิของราไมคอรไ์รซาชนิดต่างๆ รว่มกบัรากพชือาศยั 

  
ทีม่า : Selosse, Marc-André; & Tacon, Francois Le. (1998). The Land Flora : A hototroph–

Fungus  Partnership?. Journal of Trends in Ecology & Evolution. 13(1): 16. 
 

1.1 อารบ์สัคลูารไ์มคอรไ์รซา (arbuscular mycorrhizae) 
อารบ์สัคลูารไ์มคอรไ์รซา (arbuscular mycorrhizae) หรอืเวสสคิลูาร-์อารบ์สัคลูารไ์มคอรไ์รซา 

(vesicular-arbuscular mycorrhizae) หรอื เอนโดไมคอรไ์รซา (endomycorrhizae) ไมคอรไ์รซา
กลุ่มน้ี เสน้ใยราจะเจรญิอยู่รอบๆ รากบางส่วนเจรญิเขา้ไปภายในเซลลข์องรากพชื โดยจะเจรญิอยู่
ระหว่างและภายในเซลลข์องรากพชืในชัน้คอรเ์ทก็ซ ์ (cortex) สรา้งโครงสรา้งพเิศษทีเ่รยีกว่าอารบ์สัคูล 
(arbuscule) มลีกัษณะการแตกกิง่ของเสน้ใยราทลีะคู่ (dichotomous) คลา้ยตน้ไม ้(tree-like) ขนาด
เลก็ คลา้ยดอกกะหลํ่า ภายในเซลลแ์บ่งไดเ้ป็น 2 แบบ คอืการแตกกิง่แบบ arum และการขดไปมา
ของเสน้ใยแบบ paris (Brundrett. 2004: 473–495; 2008: online) ซึง่โครงสรา้งอารบ์สัคลูน้ีจะมอีายุ
เพยีง 2-14 วนั จากนัน้จะสลายไป แลว้จงึพบโครงสรา้งอกีแบบหน่ึงซึง่มลีกัษณะคลา้ยถุงรปูไข่
เรยีกว่าเวสสเิคลิ (vesicle) (ภาพประกอบ 2) โดยทัง้สองโครงสรา้งน้ีจะทาํหน้าทีใ่นการเกบ็สะสม
ธาตุอาหารสาํหรบัราแต่พชืสามารถยอ่ยสลายและนําไปใชไ้ด ้นอกจากน้ียงัมเีสน้ใยบางสว่นทีพ่ฒันา
ไปสรา้งสปอรซ์ึง่ไดจ้ากการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศอกีดว้ย ราอารบ์สัคลูารไ์มคอรไ์รซาน้ีจดัอยูใ่น
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ไฟลมั Glomeromycota ซึง่แบ่งตามสกุล (genus) ได ้ 7 สกุล คอื Glomus, Entrophospora, 
Acaulospora, Gigaspora, Scutellospora, Archaeospora และ Paraglomus นอกจากน้ียงัแบ่ง
ตามชนิดไดม้ากกว่า 200 ชนิด (species) (Redecker; & Raab. 2006: 885-895) 

 

 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
ภาพประกอบ 2 ลกัษณะการเจรญิของราอารบ์สัคลูารไ์มคอรไ์รซารว่มกบัรากพชื (a) โครงสรา้ง

เจรญิของราภายในและภายนอกเซลลร์ากพชื, (b) โครงสรา้งอารบ์สัคลูภายในรากพชื Senecio 
inaequidens (ลูกศร), (c-d) โครงสรา้งเวสสเิคลิภายในราก Verbena officinalis (ลูกศร) 

 
 ทีม่า: Bonfante, Paola; & Genre, Andrea. (2010). Mechanisms Underlying Beneficial 
Plant–Fungus Interactions in Mycorrhizal Symbiosis. Nature Communications. 1(48): 3.; 
Bedini, Stefano; et al. (2010). Molecular Characterization and Glomalin Production of 
Arbuscular Mycorrhizal Fungi Colonizing a Heavy Metal Polluted Ash Disposal Island, 
Downtown Venice. Soil Biology and Biochemistry. 42(5): 761. 
 
 

1.2  เอคโตไมคอรไ์รซา (ectomycorrhizae) 
เอคโตไมคอรไ์รซาเป็นการอยู่ร่วมกนัระหว่างราและรากพชืโดยราเอคโตไมคอรไ์รซาจะ

เจรญิรอบๆ ราก และสานตวัเป็นชัน้หรอืเป็นปลอกหอ่หุม้รากเรยีกว่า แมนเทลิ (mantle) ซึง่จะมี
ความหนาและสทีีแ่ตกต่างกนัขึน้อยู่กบัชนิดของรา นอกจากน้ีเสน้ใยบางส่วนจะเจรญิเขา้ไปอยู่
ระหวา่งเซลลข์องรากพชืในชัน้เอพเิดอรม์สิ (epidermis) และคอรเ์ทก็ซ ์แลว้เจรญิสานกนัเป็นตาขา่ย
อยูร่อบๆ เซลลเ์รยีกว่า ฮาทกิเนท (hartig net) (ภาพประกอบ 3) (Burgess; Dell; & Malajczuk. 
1994: 731-739) ราเอคโตไมคอรไ์รซาส่วนใหญ่จดัอยู่ในไฟลมั Basidiomycota รองลงมาคอื 
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Ascomycota และ Zygomycota ตามลําดบั ราเอคโตไมคอรไ์รซาบางชนิดสามารถสบืพนัธุแ์บบ
อาศยัเพศเจรญิเป็นดอกเหด็บรเิวณพชือาศยัได ้ เช่น เหด็บางชนิดในสกุล Boletus, Cortinarius, 
Hebelema, Laccaria, Lactarius, Russula, Suillus  และ Tricholoma เป็นตน้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 3 ลกัษณะการเจรญิของราเอคโตไมคอรไ์รซารว่มกบัรากพชื (a) โครงสรา้งการเจรญิ

ของชัน้แมนเทลิและฮาทกิเนท, (b) ชัน้ของฮาทกิเนท, (c) รากเอคโตไมคอรไ์รซา 
 

ทีม่า: Bonfante, Paola; & Genre, Andrea. (2010). Mechanisms Underlying Beneficial 
Plant – Fungus Interactions in Mycorrhizal Symbiosis. Nature Communications. 1(48): 1-11.; 
Brundrett, Mark C; et al. (1996). Working with Mycorrhizas in Forestry and Agriculture. pp. 
18, 192. 
 
 

1.3 เอคเทนโดไมคอรไ์รซา (ectendomycorrhizae) 
เอคเทนโดไมคอรไ์รซามลีกัษณะชัน้แมนเทลิบาง บางครัง้อาจไมม่เีลย มชีัน้ฮาทกิเนท 

และเสน้ใยราสามารถเขา้ไปเจรญิภายในชัน้เอพเิดอรม์สิ และชัน้คอรเ์ทก็ซ ์(Egger; & Fortin. 1988: 
113–114) (ภาพประกอบ 4) มคีวามสมัพนัธ์กบัรากขนาดสัน้ๆ คล้ายกบัความสมัพนัธ์แบบ
เอคโตไมคอร์ไรซา ทีเ่น้ือเยื่อของรากถูกชกันําใหม้ลีกัษณะแตกเป็น 2 กิง่ (Yu; Egger; & 
Peterson. 2001: 167–177) โดยพบว่าอยูใ่นชนิด Wilcoxina (W. mikolae และ W. rehmii) และ 
Sphaerosporella brunnea เป็นตน้ พบไดน้้อยในชนิด Phialophora finlandia และ Chloridium 
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paucisporum นอกจากน้ียงัพบว่าเอคเทนโดไมคอรไ์รซามคีวามสมัพนัธ์กบัพชืมดีอกในสกุล Larix 
และพชืเมลด็เปลอืยในสกุล Pinus (Egger; & Fortin. 1988: 113–114) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

       (a)                          (b) 
 
ภาพประกอบ 4  ลกัษณะการเจรญิของราเอคเทนโดไมคอรไ์รซารว่มกบัรากพชื (a) ภาพตดัตาม

ขวางแสดงชัน้แมนเทลิทีบ่าง (M), เสน้ใยทีเ่รยีงตวัเป็นฮาทกิเนท (ลูกศร), เสน้ใยทีอ่ยูภ่ายใน
เซลล ์(หวัลูกศร), และนิวคลไีอทีม่เีสน้ใยลอ้มรอบ (N) ของเซลลล์อ้มรอบดว้ยเสน้ใย, (b) แสดง
ความสมัพนัธร์ะหวา่งฮาทกิเนท (ลกูศร) และเสน้ใยทีอ่ยูภ่ายในเซลล ์(หวัลกูศร) 

 
ทีม่า: Peterson, Larry R.; Massicotte, Hugues B.; & Melville, Lewis H. (2004). 

Mycorrhizas: Anatomy and Cell Biology.  p. 47. 
 
 

1.4 อีริคอยดไ์มคอรไ์รซา (ericoid mycorrhizae) 
ลกัษณะของพชืทีม่คีวามสมัพนัธแ์บบน้ีจะมกีารสรา้งลกัษณะพเิศษบรเิวณดา้นขา้งของ

ราก เรยีกวา่ hair root มขีนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางแคบ โดยราอรีคิอยดไ์มคอรไ์รซาจะเกาะอยูท่ีเ่ซลล์
เอพเิดอรม์สิ สรา้งเสน้ใยแทงเขา้ไปภายในแต่ละเซลลใ์นลกัษณะทีซ่บัซอ้น (ภาพประกอบ 5) พบว่า
มคีวามสมัพนัธ์กบัพชืในอนัดบั Ericales พบในวงศ์หลกัๆ คอื วงศ์ Ericaceae และวงศ ์
Epacridaceae (Peterson; Massicotte; & Melville. 2004: 1-173) 
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ภาพประกอบ 5 ลกัษณะการเจรญิของราอรีคิอยดไ์มคอรไ์รซาเจรญิร่วมกบัรากพชื ลกัษณะเสน้ใย

ของราภายในเซลลเ์อพเิดอรม์สิผา่นผนงัเซลลท์ีห่นา (หวัลูกศร), เสน้ใยทีม่ลีกัษณะซบัซอ้น (HC) 
และ เสน้ใยขนาดเลก็ (หวัลกูศรซํ้า 2 อนั) เชื่อมระหวา่งเซลลเ์อพเิดอรม์สิทีอ่ยูต่ดิกนั 

 
ทีม่า: Peterson, Larry R.; Massicotte, Hugues B.; & Melville, Lewis H. (2004). 

Mycorrhizas: Anatomy and Cell Biology. p. 85. 
 
 
 1.5 อารบ์ทูอยดไ์มคอรไ์รซา (arbutoid mycorrhizae) 

ลกัษณะของอารบ์ทูอยดไ์มคอรไ์รซาพบไรโซมอรฟ์ (rhizomorphs) ทีส่รา้งจากชัน้แมน
เทิลเพื่อหาสารอาหาร ส่วนฮาทิกเนทอยู่รอบเซลล์เอพิเดอร์มิสเกิดเป็นฮาทิกเนทแบบ 
paraepidermal และมเีสน้ใยรปูรา่งซบัซอ้นภายในเอพเิดอรม์สิ (ภาพประกอบ 6) ราน้ีจดัอยูใ่นไฟลมั 
Basidiomycota และ Ascomycota ตามลําดบั ซึง่พบว่ามคีวามสมัพนัธก์บัพชื 2 สกุล ในวงศ ์
Ericaceae คอื Arbutus และ Arctostaphylos และในวงศ์ Pyrolaceae ได้แก่ สกุล Pyrola 
(Peterson; Massicotte; & Melville. 2004: 1-173) 
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ภาพประกอบ 6 ลกัษณะการเจรญิของราอารบ์ูทอยดไ์มคอรไ์รซาร่วมกบัรากพชื ลกัษณะของชัน้

แมนเทลิ (M), ฮาทกิเนทแบบ paraepidermal (หวัลูกศร) และ เสน้ใยภายในเซลลท์ีม่ลีกัษณะ
ซบัซอ้น (HC)  

           
ทีม่า: Peterson; Massicotte; & Melville. (2004). Mycorrhizas: Anatomy and Cell Biology. 

p. 101. 
 
 
 1.6 โมโนโทรพอยดไ์มคอรไ์รซา (monotropoid mycorrhizae) 

โมโนโทรพอยด์ไมคอร์ไรซามีชัน้แมนเทิลบางมาก  และมีฮาทิกเนทแบบ 
paraepidermal ซึง่เป็นลกัษณะเฉพาะของราชนิดน้ี การเขา้สูเ่ซลลเ์อพเิดอรม์สิจะสรา้งเสน้ใยฮาทกิ
เนทหรอืชัน้แมนเทลิเขา้ภายในเซลล์ การตอบสนองของพชือาศยันัน้จะเกิดการสรา้งลกัษณะที่
คลา้ยกบัน้ิวบรเิวณผนงัเซลล ์(ภาพประกอบ 7) ลกัษณะอกีอย่างของโมโนโทรพอยดไ์มคอรไ์รซา
คอื มคีวามสมัพนัธ์กบัพชืที่ไม่มคีลอโรฟิลด์ (achlorophyllous) ซึ่งไม่สามารถสงัเคราะห์แสงได ้
(heterotroph) พชืเหล่าน้ีอาศยัราในการเชื่อมไปยงัตน้ไมห้รอืไมพุ้่มทีส่งัเคราะหแ์สง (autotroph) 
บรเิวณใกล้เคยีงเพื่อดูดซมึคาร์บอน พชืที่ไม่สงัเคราะห์แสงและมคีวามสมัพนัธ์กบัราน้ีอยู่ในวงศ ์
Ericaceae ซึ่ ง มี ทั ้ง ห ม ด  10 ส กุ ล  คื อ  Allotropa, Cheilotheca, Hemitomes, Monotropa, 
Monotropantham, Monotropsis, Pityopus, Pleuricospora, Pterospora แ ล ะ  Sarcodes 
(Peterson; Massicotte; & Melville. 2004: 1-173) 
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ภาพประกอบ 7 ลกัษณะการเจรญิของราโมโนโทรพอยดไ์มคอรไ์รซาทีพ่บในพชืชนิด Monotropa sp. 

ลกัษณะของชัน้แมนเทลิ (M), ฮาทกิเนท (หวัลูกศร) และ ลกัษณะพเิศษคลา้ยน้ิวของราทีส่รา้ง
บรเิวณผนงัเซลล ์(ลกูศร)  

   
ทีม่า: Peterson, Larry R.; Massicotte, Hugues B.; & Melville, Lewis H. (2004). 

Mycorrhizas: Anatomy and Cell Biology. p. 112. 
 
 
 

1.7 ออรคิ์ดไมคอรไ์รซา (orchid mycorrhizae) 
ลกัษณะสาํคญัของออรค์ดิไมคอรไ์รซา คอื การสรา้งเสน้ใยทีข่ดเป็นวงกลมซอ้นกนัไป

มาภายในเซลลข์องพชือาศยั เรยีกวา่ pelotons (ภาพประกอบ 8) ราชนิดน้ีมคีวามสาํคญักบัการงอก
ของเมลด็ในธรรมชาต ินอกจากน้ีรายงัผลติเอนไซม ์เช่น เซลลูเลส (cellulases) และ โพลฟีีนอลออกซเิดส 
(polyphenol oxidases) ย่อยสารอนิทรยีใ์นดนิใหเ้ป็นน้ําตาลทีส่ามารถใชป้ระโยชน์ไดท้ัง้ราและพชื 
ออรค์ดิไมคอรไ์รซานัน้พบไดใ้นพชืวงศ ์Orchidaceae เท่านัน้ (Peterson; Massicotte; & Melville. 
2004: 1-173) 
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ภาพประกอบ 8 ลกัษณะรากของต้นกล้วยไมท้ีม่คีวามสมัพนัธ์กบัราออรค์ดิไมคอรไ์รซา เสน้ใย

สามารถเจรญิเขา้ไปภายในรากโดยผา่นเอพเิดอรม์สิ (หวัลูกศร) เมื่อเวลาผา่นไปเสน้ใยของราทีม่ี
ลกัษณะวงกลมจะถูกยอ่ยสลาย (หวัลูกศรซํ้า 2 อนั) และมกีารสรา้งเสน้ใยแบบ pelotons ในเซลล์
คอรเ์ทก็ซ ์(ลกูศร) 

  
ทีม่า: Peterson, Larry R.; Massicotte, Hugues B.; & Melville, Lewis H. (2004). 

Mycorrhizas: Anatomy and Cell Biology. p. 127. 
 
 
2. ราเอคโตไมคอรไ์รซา (ectomycorrhizal fungi) 

กลุ่มราไมคอรไ์รซาทีม่คีวามสาํคญัและพบการแพรก่ระจายมากทีสุ่ดคอื ราเอคโตไมคอรไ์รซา 
และราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซา โดยเฉพาะราเอคโตไมคอร์ไรซาที่สามารถเจรญิเป็นดอกเห็ดที่
รบัประทานได้ ซึ่งสามารถนํามาใช้ผลิตหวัเชื้อให้กบัพืชในการปลูกป่าร่วมกบัการเพาะเห็ดใน
ธรรมชาต ิ 

 
2.1 ความสมัพนัธข์องราเอคโตไมคอรไ์รซากบัพืชอาศยั 

ราเอคโตไมคอรไ์รซาสามารถแบ่งตามลกัษณะการเจรญิร่วมกบัพชือาศยัไดเ้ป็น 2 
กลุ่มใหญ่ คือ กลุ่มแรกเป็นราชนิดที่มคีวามสมัพนัธ์กบัพชืดอก (angiosperms) เช่น ไม้วงศ์ยู
คาลิปตสั (Myrtaceae) ไมว้งศก์ําลงัเสอืโครง่ (Betulaceae) ไมว้งศก์ระถนิณรงค ์(Fabaceae) ไม้
วงศก่์อ (Fagaceae) เป็นตน้ ซึง่พบชัน้ของเสน้ใยฮาทกิเนทของราเฉพาะทีเ่ซลลเ์อพเิดอรม์สิเท่านัน้ 
ส่วนกลุ่มที่สองคอืราเอคโตไมคอรไ์รซาชนิดที่มคีวามสมัพนัธ์กบัพชืเมลด็เปลอืย (gymnosperms) 
เช่น พืชวงศ์สน (Pinaceae) ซึ่งจะพบเส้นใยฮาทิกเนทอยู่ในชัน้ของเอพิเดอร์มิสและคอร์เท็กซ ์
(Alexander; & Hogberg. 1986: 541-549; Kottke; & Oberwinkler. 1986: 1-24; Massicottce; 
Ackerley; & Peterson. 1986: 1127-1132) (ภาพประกอบ 9) 
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                             (a)       (b) 
 
ภาพประกอบ 9 โครงสร้างของเอคโตไมคอร์ไรซาที่พบในพืชอาศยั (a) พืชมีดอก และ (b) พืช        

เมลด็เปลอืย 
 

ทีม่า: Brundrett, Mark C. (2008). Mycorrhizal Associations: The Web Resource. (Online). 
 

ความสมัพนัธ์ระหว่างชนิดของราเอคโตไมคอร์ไรซากบัพชือาศยันัน้พบว่าพชืหน่ึง
ชนิดสามารถมคีวามสมัพนัธก์บัราเอคโตไมคอรไ์รซาไดห้ลายชนิด (Borowicz; & Juliano. 1991: 
385-392; Molina; Massicotte; & Trappe. 1992: 357-423) ตวัอยา่งงานวจิยัของ ฮอรต์นั และ 
บรนัส ์(Horton; & Bruns. 1998: 331-339) ศกึษาราเอคโตไมคอรไ์รซาทีเ่จรญิรว่มกบัพชื Douglas fir 
(Pseudotsuga menziesii) และ Bishop pine (Pinus muricata) พบว่าราเอคโตไมคอรไ์รซาไม่มี
ความจาํเพาะกบัพชือาศยัทัง้สองชนิด  

ในขณะที ่แกแลน และ โมรโีน (Galan; & Moreno. 1998: 265-271) รายงานว่ารา
เอคโตไมคอรไ์รซา Ruhlandiella berolenensis ซึ่งพบอยู่ใต้ดนิมคีวามจําเพาะกบัต้นยูคาลปิตสั 
(Eucalyptus spp.) ทัง้น้ีความจาํเพาะของราเอคโตไมคอรไ์รซากบัพชือาศยันัน้ขึน้อยูก่บัชนิดของรา
และพชื รวมทัง้ลกัษณะนิเวศวทิยา ซึง่ความสมัพนัธข์องราเอคโตไมคอรไ์รซากบัพชือาศยันัน้น่าจะมี
ความสมัพนัธด์งัภาพประกอบ 10 ซึง่แสดงความสมัพนัธข์องพชื 2 ชนิด ทีม่รีาเอคโตไมคอรไ์รซา
ชนิด sp.2, sp.3 และ sp.4 ซึง่สามารถอาศยัรว่มกบัพชืทัง้สองชนิดได ้(Plant sp.1 และ Plant sp.2) 
ในขณะทีร่าชนิด sp.1 และ sp.5 มคีวามจําเพาะกบัพชืชนิดที ่ 1 และ 2 ตามลําดบั (Bruns; 
Bidartondo; & Taylor. 2002: 352-359) 

นอกจากน้ียงัมรีายงานความสมัพนัธ์ของราเอคโตไมคอรไ์รซากบัพชือาศยัอกีหลาย
งานวจิยั เช่น โอะบะเสะ; และคนอื่นๆ (Obase; et al. 2007: 209-215) ศกึษาความสมัพนัธ์
ของเอคโตไมคอร์ไรซากบัพชื 8 ชนิด พบว่ามคีวามสมัพนัธแ์บบเอคโตไมคอรไ์รซากบัพชื 6 ชนิด 
ไดแ้ก่ Betula platyphylla var. japonica, Populus maximowiczii, Quercus crispula, Salix hultenii 
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var. angustifolia, S. integra และ S. sachalinensis สว่นพชื 2 ชนิด ไดแ้ก่ Acer mono และ Rosa 
multiflora นัน้ไมพ่บความสมัพนัธก์นัแบบเอคโตไมคอรไ์รซา  

ฮโิระเสะ; ชโิรซุ และ โทะคุมะสุ (Hirose; Shirouzu; & Tokumasu. 2010: 255-260) 
ศกึษาพชือาศยัและการกระจายของ Suillus pictus ในประเทศญีปุ่น่ โดยทดสอบกบั Pinus densiflora, 
P. thunbergii และ P. parviflora หลงัจากใสเ่ชือ้ S. pictus กบัเมลด็พชืทัง้ 3 ชนิด เป็นเวลา 3 เดอืน 
พบวา่มกีารสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาทีร่ากของพชืทัง้ 3 ชนิด  

โพธิศ์ร;ี และคนอื่นๆ (Phosri; et al. 2012: 2287-2298) ศกึษาความหลากหลายและ
สงัคมของราเอคโตไมคอรไ์รซาทีพ่บใต้ดนิในป่าเตง็รงัของประเทศไทย พบราเอคโตไมคอรไ์รซามี
ความสมัพนัธ์กบัพืชอาศยัในป่าเต็งรงัทัง้หมด 69 ชนิด ตัวอย่างแสดงความสมัพนัธ์ของรา
เอคโตไมคอร์ไรซากบัพชือาศยัแสดงในตาราง 1 และชนิดของพชืทีม่รีายงานวา่พบการเจรญิของรา
เอคโตไมคอรไ์รซาแสดงในตาราง 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 10 แผนภูมคิวามสมัพนัธ์ของราไมคอรไ์รซากบัชนิดพชือาศยั (ลูกศรแสดงทศิทาง

ความสมัพนัธท์ีไ่ดร้บัประโยชน์รว่มกนั) 
 

ทีม่า: Bruns, Thomas D.; Bidartondo, Martin I.; & Taylor, Lee D. (2002). Host Specificity 
in Ectomycorrhizal Communities: What Do the Exceptions Tell Us?. Integrative and 
Comparative Biology. 42(2): 352-359. 
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ตาราง 1 ตวัอยา่งความสมัพนัธข์องราเอคโตไมคอรไ์รซากบัชนิดพชือาศยั 
พชือาศยั ราเอคโตไมคอรไ์รซา เอกสารอา้งองิ 

Betulaceae 
     Alnus glutinosa  
 
 
     
      
     Betula pubescens 
      
      
 
      
     Corylus avellana 
 

 
Gyrodon lividus (Bull.) Sacc., 
Inocybe maculate Boud., Lactarius 
evosmus Kuhner & Roman., 
Russula velenovskyi Melzer & 
Zvara.  
Gyrodon lividus (Bull.) Sacc., 
Inocybe maculate Boud., Lactarius 
evosmus Kuhner & Roman., 
Russula velenovskyi Melzer & 
Zvara. 
Entoloma sinuatum (Bull.) 
P.Kumm., Rhizopogon roseolus 
(Corda) Th. Fr. 

 
Tedersoo; et al. 2006: 
734-748 

Dipterocarpaceae 
     Shorea pinanga    
 
     Dipterocarpus alatus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Pisolithus arhizus (Scop.) 
Rauschert. 
Amanita hemibapha subsp. 
javanica Corner & Bas., Amanita 
princeps Corner & Bas., 
Scleroderma aereolatum Fr. 
Russula densifolia sensu NCL., 
Russula pectinata sensu NCL., 
Lactarius uyedae Singer, 
Gymnomyces redolens (G.Cunn.) 
Pfister., Tomentella sublilacina 
(Ellis & Holw.) Wakef. 

 
Turjaman; Tamai; & Segah. 
2005: 67-73 
จนิตนา บุพบรรพต; & ศริภิา 
โพธิพ์นิิจ. 2545: 394- 406 
 
 
 
Phosri; et al. 2012: 2287-
2298 
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ตาราง 1 (ต่อ) 
พชือาศยั ราเอคโตไมคอรไ์รซา เอกสารอา้งองิ 

Elaeocarpaceae 
     Elaeocarpus hygrophilus 

 
Astraeus odoratus Phosri, 
Watling, M.P. Martin & Whalley. 
Phlebopus portentosus (Berk. & 
Broome) Boedijin. 

 
ธารรตัน์ แกว้กระจา่ง. 2551 
 
Thongklang; et al. 2010: 
413-425 

Fagaceae 
     Quercus robur 
 

 
Boletus radicans  sensu Rea., 
Entoloma sinuatum (Bull.) 
P.Kumm., Gyrodon lividus, (Bull.) 
Sacc.,  Lactarius evosmus 
Kuhner & Roman., Rhizopogon  
roseolus  (Corda) Th. Fr., 
Russula velenovskyi Melzer & 
Zvara. 

 
Tedersoo; et al. 2006: 
734-748 
 

Pinaceae  
     Pinus kesiya 
 
    
 
 
    
     Pinus sylvestris 
 

 
Phlebopus portentosus (Berk. & 
Broome) Boedijin. 
Astraeus odoratus Phosri, 
Watling, M.P. Martin & Whalley., 
Pisolithus albus (Cooke & 
Massee) Priest 
Entoloma sinuatum (Bull.), 
Rhizopogon roseolus (Corda) Th. 
Fr. 

 
Sanmee; et al. 2010: 15-
22 
เชดิชยั โพธิศ์ร.ี 2548 
 
 
 
Tedersoo; et al. 2006: 
734-748  
 

Salicaceae 
     Populus maximowiczii 
 

 
Laccaria amethystine Cooke.,  
Hebeloma mesophaeum (Pers.) 
Quel., Thelephora terrestris 
Ehrh.  

 
Obase; et al. 2009: 143-
145 
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จํานวนชนิดของพืชและราที่มีความสัมพันธ์กันแบบเอคโตไมคอร์ไรซาพบว่ามี
ประมาณ 8,000 และ 20,000-25,000 ชนิดตามลําดบั (Rinaldi; Comannidi; & Kuyper. 2008: 1-
45) พชืทีม่รีายงานวา่พบการเจรญิของเอคโตไมคอรไ์รซาแสดงในตาราง 2 
 
 
ตาราง 2 พชือาศยัของราเอคโตไมคอรไ์รซา  
วงศพ์ชื (family) สกุลของพชื (genus) 

Asteropeiceae Asteropeia (Madagascar) 
Betulaceae Alnus, Betula, Carpinus, Corylus, Ostrya, Ostryopsis 
Casuarinaceae  Allocasuarina, Casuarina 
Cistaceae Cistus, Fumana, Helianthemum, Hudsonia, Lechea, Tuberaria 
Cyperaceae  Kobresia 
Dipterocarpaceae  
 

Anisoptera, Dipterocarpus, Hopea, Marquesia, Monotes, Shorea, 
Vateria, Vateriopsis, Vatica 

Ericaceae  
 
Fabaceae I 
  Caesalpinioideae 
  (Caesalpiniaceae) 
 
 
Fabaceae II 
  Papiloinoideae 
  (Papilionaceae) 
Fabaceae III 
  Mimosoideae 
  (Mimosaceae) 
Fagaceae 
Gnetaceae 
Junglandaceae 
Meliaceae  

Arctostaphylos, Cassiope, Chimaphila, Comarostaphylis, Gaultheria, 
Kalmia, Leucothoe, Pyrola, Pterospora, Sarcodes  
Afzelia, Anthonotha, Aphanocalyx, Berlinia, Brachystegia, 
Cryptosepalum, Dicymbe, Didelotia, Eperua, Gilbertiodendron, 
Gleditsia, Intsia, Isoberlinia, Julbernardia, Microberlinia, 
Monopetalanthus, Paraberlinia, Paramacrolobium, Pellegriniodendron, 
Tetraberlinia, Toubaouate 
Aldinia, Gastrolobium, Gompholobium, Jacksonia, Lonchocarpus, 
Mirbelia, Oxylobium, Pericopsis 
 
Acacia, Calliandra  
 
 
Castanea, Castanopsis, Fagus, Lithocarpus, Quercus  
Gnetum  
Carya, Engelhardtia  
Owenia  
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ตาราง 2 (ต่อ) 
วงศพ์ชื (family) สกุลของพชื (genus) 

Myrtaceae 
 

Allosyncarpia, Agonis, Angophora, Baeckea, Eucalyptus 
Leptospermum, Melaleuca, Tristania, Tristaniopsis 

Nothofagaceae 
  (Fagaceae)  

Nothofagus  
 

Nyctaginaceae Guapira, Neea, Pisonia  
Phyllanthaceae 
  (Euphorbiaceae)  

Uapaca, Poranthera  
 

Pinaceae Abies, Cathaya, Cedrus, Keteleeria, Larix, Picea, Pinus, Pseudolarix, 
Pseudotsuga, Tsuga  

Polygonaceae Coccoloba, Polygonum  
Rhamnaceae Cryptandra, Pomederris, Spyridium, Trymalium  
Rosaceae Dryas, Cercocarpus, Purshia 
Salicaceae Populus, Salix 
 

ทีม่า: Brundrett, Mark C. (2009). Mycorrhizal Associations and Other Means of Nutrition 
of Vascular Plants: Understanding the Global Diversity of Host Plants by Resolving 
Conflicting Information and Developing Reliable Means of Diagnosis. Plant Soil. 320: 37-77. 
       
 
 2.2 บทบาทท่ีสาํคญัของราเอคโตไมคอรไ์รซา 
  เน่ืองจากราเอคโตไมคอรไ์รซามบีทบาททีส่ําคญัในการส่งเสรมิการเจรญิเตบิโตของ
พชือาศยัโดยเฉพาะพชืเศรษฐกิจ รวมทัง้ไม้ป่าชนิดต่างๆ เช่น ไม้วงศ์สน ไม้วงศ์ก่อ ไม้วงศ์ยาง  
เป็นตน้ ดงันัน้จงึมงีานวจิยัหลายงานทีก่ล่าวถงึการนําราเอคโตไมคอรไ์รซามาใชใ้นการผลติหวัเชือ้
และการปลูกปา่ตวัอยา่ง เช่น โอลเีวยีรา; ฟรงัโก และ คาสโตร (Oliveira; Franco; & Castro. 2012: 
95-103) ไดศ้กึษาการทําหวัเชือ้ราเอคโตไมคอรไ์รซาในกลา้ไม ้Pinus pinaster โดยกล่าวถงึ
ประโยชน์และบทบาทของราเอคโตไมคอรไ์รซาไวห้ลายประการ เช่น การส่งเสรมิการเจรญิเตบิโต
ของพชื การป้องกนัโรคพชื การใชป้รบัปรุงดนิที่ปนเป้ือนโลหะหนัก การใช้เป็นตวับ่งชี้ความอุดม
สมบรูณ์ของดนิ และการใชเ้ป็นอาหาร เป็นตน้ 
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การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
เน่ืองจากเส้นใยราเอคโตไมคอร์ไรซามขีนาดเล็กกว่ารากฝอยของพชื จงึสามารถ

เจรญิผ่านอนุภาคของดนิ หรอืช่องขนาดเลก็ของหนิเพื่อเขา้ไปดูดซมึธาตุอาหารใหก้บัพชือาศยัได ้
(Obase; et al. 2012: 388–392) เช่น ช่วยในการดดูซมึไนโตรเจน ฟอสฟอรสั แรธ่าตุอื่นๆ รวมทัง้
น้ําไปสู่พืช การแลกเปลี่ยนสารอาหารระหว่างราและรากพชือาศยัที่มีความสมัพนัธ์แบบเอคโต      
ไมคอรไ์รซานัน้แสดงในภาพประกอบ 11 คอื รากพชืจะปล่อยน้ําตาล เช่น ซูโครส ไปยงับรเิวณ
ช่องว่างระหว่างรากกบัเสน้ใยรา (interfacial apoplast) จากนัน้ จะเกดิปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิ 
(hydrolysis) โดยเอนไซม์อิน เวอร์ เทส  (invertase) ของพืชได้ เ ป็น น้ํ าตาลโมเล กุล เดี่ ยว 
(monosaccharides) ทีเ่สน้ใยราสามารถนําเขา้สูเ่ซลลไ์ปใชไ้ด ้ในขณะเดยีวกนัราสามารถนําแรธ่าตุ
ต่างๆ เช่น ฟอสฟอรสั (P) โพแทสเซยีม (K) และกรดอะมโินบางชนิดที่อยู่ในดนิเขา้สู่เซลล์แล้ว
ส่งผ่านให้รากพืชได้เช่นกัน นอกจากน้ีรายงัสามารถผลิตเอนไซม์บางชนิด เช่น ฟอสฟาเทส 
(phosphatase) ออกมาย่อยสารประกอบฟอสฟอรสัทีอ่ยู่ในดนิใหอ้ยู่ในรูปทีพ่ชืนําไปใชไ้ดอ้กีดว้ย 
(Moore. 2012: Online) (ภาพประกอบ 11) ราเอคโตไมคอรไ์รซายงัช่วยสง่เสรมิประสทิธภิาพของ
รากฝอย และสามารถผลติสารปฏชิวีนะ (antibiotics) ฮอรโ์มน รวมทัง้ วติามนิทีเ่ป็นประโยชน์ใหก้บั
พชื (Amaranthus. 1998: 1-17)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 11 การแลกเปลีย่นสารอาหารของราเอคโตไมคอรไ์รซากบัรากพชือาศยั rp คอื เยื่อ

หุม้เซลลข์องราก (root plasma membrane) และ fp คอื เยื่อหุม้เซลลข์องรา (fungal plasma 
membrane) 

 
ทีม่า: Moore, Devid. (2012). Nutrient exchange. (Online) 
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นอกจากน้ียงัมีรายงานว่าพืชที่มีราเอคโตไมคอร์ไรซาอยู่จะช่วยให้ต้นไม้มีความ
แขง็แรง ทนต่อสภาพพื้นที่แหง้แล้ง ทนต่อความเป็นกรด-ด่างของดนิ และช่วยปรบัค่าความเป็น
กรด-ด่างของดนิใหเ้หมาะสมต่อการเจรญิเตบิโตของพชื ซึง่พบว่าสามารถช่วยเพิม่การเจรญิของพชื
ไดถ้งึ 1-7 เทา่ เมือ่เทยีบกบัการเจรญิของพชืปกต ิ(กติตมิา ดว้งแค. 2548: 187-201) 

งานวจิยัของ สุนดัดา โยมญาต ิ (2551) ไดท้ําการศกึษาอทิธพิลของราเอคโตไมคอรไ์รซา 3     
สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ Astraeus asiaticus,  A. odoratus และ Pisolithus abditus ต่อการเจรญิของกลา้ไม้
วงศย์าง 7 ชนิด คอื Shorea siamensis, S. roxburghii, S. farinose, Dipterocarpus intricatus, D. 
obtusifolius, D. alatus และ Hopea odorata พบว่าราเอคโตไมคอรไ์รซาทุกสายพนัธุเ์กดิการตดิเชือ้
ในกลา้ไมท้ดสอบ และสง่เสรมิใหก้ลา้ไมท้ีม่กีารเพาะหวัเชือ้สามารถเจรญิเตบิโตไดด้กีว่ากลา้ไมท้ีไ่ม่
มกีารเพาะหวัเชือ้และยงัพบวา่ความสงูของลาํตน้ เสน้ผา่นศูนยก์ลางทีร่ะดบัคอราก และน้ําหนกัแหง้
ในสว่นของลาํตน้เพิม่ขึน้สงูสดุเทา่กบั 51.94%, 50.11% และ 64.38% ตามลาํดบั ทัง้น้ีการนํากลา้ไม้
ที่มกีารเจรญิของราเอคโตไมคอร์ไรซาไปใช้ในการปลูกป่าจะช่วยเสรมิสรา้งระบบนิเวศป่าไมใ้หม้ี
ความอุดมสมบูรณ์มากขึน้ ช่วยใหม้กีารย่อยสลายของซากพชืและแร่ธาตุทีไ่ม่เป็นประโยชน์ใหก้ลบั
กลายเป็นธาตุอาหารทีม่ปีระโยชน์ต่อพชื 

 
การป้องกนัโรคพืช 
ความสมัพนัธแ์บบไมคอรไ์รซานัน้สามารถช่วยป้องกนัพชือาศยัจากโรคพชืได ้โดยรา

นัน้จะผลิตสารปฏิชีวนะมายับยัง้การเจริญของเชื้อก่อโรค และยับยัง้การเกิดโรคโดยการให้
สารอาหารกับพืชอาศัย ทําให้พืชมีความแข็งแรงและต้านทานหรือทนต่อเชื้อก่อโรคได้ เช่น 
Rhizoctonia เป็นสาเหตุของโรคเน่าคอดนิ บางครัง้เป็นสาเหตุการเกดิโรครากเน่า Phythium และ 
Phytophthora เป็นสาเหตุของโรครากเน่า ส่วน Fusarium และ  Verticillium ทําใหเ้กดิโรคเหีย่ว 
นอกจากน้ีรายงัมกีารสร้างชัน้ของเส้นใยห่อหุ้มรากพชื หรอืสร้างชัน้แมนเทิลที่เป็นลกัษณะทาง
กายภาพของเอคโตไมคอรไ์รซาเพื่อป้องกนัรากจากโรค (Ianson; & Smeenk. 2010: 1-7) ชากราวารต์ ี
และ ฮวาง (Chakravarty; & Hwang. 1991: 97-106) ศกึษาความสามารถของเหด็เอคโตไมคอรไ์รซา 
Laccaria laccata กบัราโรคพชื Fusarium oxysporum ทีก่่อโรคกบัพชื Pinus banksiana พบว่ารา 
F. oxysporum มจีํานวนลดลงอย่างมนีัยสําคญัเมื่อเพาะเชื้อ L. laccata ร่วมกบัเมลด็พชื P. 
banksiana พบวา่ L. laccata สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้รา F. oxysporum ได ้
 

การใช้ปรบัปรงุดินท่ีปนเป้ือนโลหะหนัก 
การสรา้งความสมัพนัธแ์บบเอคโตไมคอรไ์รซา อาจมผีลกบัความไวต่อโลหะหนกัของ

พชือาศยัโดยใช้กลไกที่แตกต่างกนั กลไกหน่ึงที่เกิดขึ้นคือ กลไกทางกายภาพโดยการสร้างชัน้   
แมนเทลิจากเสน้ใยรารอบรากพชืซึง่พบวา่ชว่ยใหพ้ชืเจรญิในดนิทีม่คีวามเขม้ขน้ของโลหะหนกัสงูได ้
(Iordache; Gherghel; & Kothe. 2009: 414-432) ซึง่เสน้ใยของรายงัสามารถป้องกนัการดดูซมึของ 
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สงักะส,ี แคดเมยีม และ แมงกานีส ของพชืจากดนิทีม่สีารโลหะหนักเหล่าน้ีมากเกนิไปเป็นการ
ป้องกนัและสง่เสรมิรากพชืใหเ้จรญิเตบิโตไดแ้ละยงัฟ้ืนฟูดนิทีม่กีารปนเป้ือนโลหะหนกัในปรมิาณสงู
ไดอ้กีดว้ย (Ianson; & Smeenk. 2010: 1-7) ซึง่กลไกในการปรบัปรุงดนิโดยใชร้าไมคอรไ์รซานัน้ 
พบว่าราจะทําการเกบ็สะสมโลหะหนักไวภ้ายในเสน้ใยของรา (Iordache; Gherghel ; & Kothe. 
2009: 414-432) เครน; บารเ์คย ์ และ ไดทอ์อน (Crane; Barkay; & Dighton. 2012: 245-251) 
ศกึษาผลของปรอทบนเมลด็สน Pinus rigida และสงัคมของเอคโตไมคอรไ์รซา โดยนําเมลด็สนปลูก
ในดนิทีม่สีารปรอทเขม้ขน้ 0-366 μg/g แลว้บ่มเป็นเวลานาน  5 เดอืน จากนัน้ตรวจสอบการรอด
ชวีติของตน้สน การเจรญิเตบิโต และสงัคมของราเอคโตไมคอรไ์รซา ผลการทดลองพบว่าการรอด
ชวีติของตน้สนลดลงเมื่อเพิม่ความเขม้ขน้ของสารปรอท โดยตน้สนสามารถทนสารปรอทไดถ้งึ 198 
μg/g นอกจากน้ีการเพิม่สารปรอททีค่วามเขม้ขน้ 88 μg/g ลงในดนิ มผีลในการลดความหลากหลาย
ของราเอคโตไมคอรไ์รซา ในขณะทีก่ารใส่สารปรอทในระดบัทีม่คีวามเขม้ขน้ตํ่าไม่มผีลกบัสงัคมรา
เอคโตไมคอรไ์รซาเชน่เดยีวกบัในตน้ควบคุม 
   

การใช้เป็นตวับง่ช้ีความอดุมสมบรูณ์ของดิน 
ทัง้น้ีความหลากหลายของราเอคโตไมคอร์ไรซาสามารถใช้เป็นตวัชี้วดัทางชวีภาพ

เพื่อบอกคุณภาพของสิ่งแวดล้อมได้โดยราจะสร้างสารประกอบประเภทไกลโคโปรตีน 
(glycoprotein) บรเิวณเสน้ใยทีช่ื่อว่า glomalin มลีกัษณะคลา้ยกาว เป็นสาเหตุทีท่าํใหอ้นุภาคของ
ดนิจบัตวัเขา้ดว้ยกนั หรอืทําใหเ้กดิการรวมกลุ่มของดนิ และเสน้ใยของรายงัช่วยจบักบัอนุภาคของ
ดนิทีไ่ม่รวมกนัใหม้ารวมกลุ่มกนัอกีดว้ย ซึง่สารประกอบดงักล่าวทําใหอ้นุภาคดนิช่วยในการอุม้น้ํา 
และรกัษาความชืน้รวมทัง้ธาตุอาหารในดนิไดด้ขีึน้ (Ianson; & Smeenk. 2010: 1-7) 

 
การใช้เป็นอาหาร 
เหด็เอคโตไมคอรไ์รซาหลายชนิดสามารถนํามาใชเ้ป็นอาหารรบัประทานได ้ แมว้่า

บางชนิดจะมพีษิซึง่พบเป็นส่วนน้อย แต่บางชนิดสามารถนํามาใชเ้ป็นเหด็สมุนไพรได ้ (กติตมิา   
ดว้งแค. 2548: 187-201) เหด็เอคโตไมคอรไ์รซาทีนิ่ยมนํามารบัประทาน เช่น เหด็เผาะ เหด็หา้  
เหด็มนัปใูหญ่ เหด็มนัปูเลก็ เป็นต้น เหด็เหล่าน้ีมคีุณค่าทางอาหารและทางเศรษฐกจิ จงึมผีูนิ้ยม
นําไปรบัประทานอยา่งกวา้งขวางและมคีวามตอ้งการทางการคา้สงู เน่ืองจากเหด็เอคโตไมคอรไ์รซา 
มีรสชาติดี มีกลิ่นหอม  และหารับประทานได้ยาก  ซึ่งเห็ดมีแคลอรี่ โซเดียม ไขมัน และ             
คลอเรสเตอรอลตํ่า แต่มโีปรตีน  คาร์โบไฮเดรต ไฟเบอร์ วติามนิ และแร่ธาตุสูง ทําให้เห็ดเป็น
อาหารทีม่คีุณสมบตัเิหมาะแก่การนําไปบรโิภค (Kues; & Liu. 2000: 141-152) ในงานวจิยัของ 
แสนหมี;่ และคนอื่นๆ (Sanmee; et al. 2003: 527-532) ไดศ้กึษาถงึคุณค่าทางอาหารของเหด็   
เอคโตไมคอรไ์รซาทีร่บัประทานได ้พบวา่องคป์ระกอบต่างๆ มดีงัน้ี โปรตนี 14.0-24.2% ไขมนั 2.7-
9.5% เสน้ใย 8.3-16.8% และคารโ์บไฮเดรต 41.6-65.1% (% ของน้ําหนกัแหง้) สว่นธาตุอาหารหลกั 
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ไดแ้ก่ ฟอสฟอรสั 2.1-8.1 mg/g โพแทสเซยีม 12.8-45.2 mg/g กํามะถนั 1.1-6.1 mg/g แคลเซยีม 
0.1-2.4 mg/g แมกนีเซยีม 0.5-1.6 mg/g (mg/g ของน้ําหนกัแหง้) สว่นธาตุอาหารรอง ไดแ้ก่ เหลก็ 
162-3254 mg/kg สงักะส ี37.8-253 mg/kg แมงกานีส 13.0-329 mg/kg ทองแดง 11.6-81.1 mg/kg 
โบรอน 1.6-7.1 mg/kg  ซลิเีนียม 0-12.6 mg/kg (mg/kg ของน้ําหนกัแหง้) แสดงใหเ้หน็ว่าเหด็
ประกอบไปดว้ยสารอาหารทีห่ลากหลายและมปีระโยชน์ต่อการนํามาบรโิภค 

 
การใช้เป็นสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
เหด็เอคโตไมคอรไ์รซาบางชนิดมรีายงานว่าสามารถผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพได ้

เช่น polysaccharides, peptidoglucans, terpenoids, สารประกอบ phenolic, steroids และ lectins 
เป็นต้น สารเหล่าน้ีสามารถนําไปใช้ทางด้านการแพทย์และเภสชักรรมในการเป็น  antitumor, 
antimicrobial, antiviral และ antioxidant เป็นตน้ (Badalyan. 2012: 317-334) ในงานวจิยัของ ยาง 
และคนอื่นๆ (Yang; et al. 2010: 497-503) ศกึษาสารสกดัจากเหด็ Tricholoma matsutake ซึง่เป็น
เหด็เอคโตไมคอรไ์รซาทีนิ่ยมรบัประทาน นอกจากมรีสชาตดิแีลว้ยงัมฤีทธิท์างชวีภาพทีห่ลากหลาย 
โดยการสกดัสารในกลุ่ม polysaccharides แลว้ทดสอบกบัเซลลม์ะเรง็ผวิหนงั (B16) พบว่าสามารถ
ยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ไดอ้ยา่งมนียัสาํคญั นอกจากน้ี โนะรคิุระ; และคนอื่นๆ (Norikura; et al. 2011: 
6974-6979) นําสารสกดัจากเหด็ Thelephora aurantiotincta ไดแ้ก่ p-terphenyl derivative, 
thelephantin O และ vialinin A ไปทดสอบกบัเซลลม์ะเรง็ตบั (HepG2) และมะเรง็ลําไสใ้หญ่ 
(Caco2) พบว่าสามารถลดจํานวนของเซลล์มะเรง็ได ้ ดงันัน้เหด็เอคโตไมคอรไ์รซาจงึเป็นอกี
ทางเลอืกหน่ึงในการนําไปใชท้างดา้นการแพทยแ์ละเภสชักรรม 
 
 
3.  การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานของราเอคโตไมคอรไ์รซา 

เน่ืองจากราเอคโตไมคอรไ์รซาสามารถพบการเจรญิไดบ้รเิวณรากฝอยหรอืรากแขนงของ
พชือาศยัจงึทาํใหร้ากพชืมสี ีรปูร่าง และหน้าทีเ่ปลีย่นไปจากเดมิ (Amaranthus. 1998: 1-17) และ
หลายชนิดพบว่าสามารถเจรญิเป็นดอกเหด็ไดอ้กีดว้ย (ภาพประกอบ 12) ดงันัน้การศกึษาเพื่อการ
จดัจําแนกชนิดของราเอคโตไมคอรไ์รซาจงึตอ้งศกึษาทัง้ระยะทีเ่จรญิบรเิวณรากพชือาศยั หรอืราก
เอคโตไมคอรไ์รซา และระยะทีเ่จรญิเป็นดอกเหด็ หรอืเหด็เอคโตไมคอรไ์รซา ซึ่งพบไดเ้ฉพาะบาง
ฤดเูทา่นัน้ 
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ภาพประกอบ 12 ความสมัพนัธข์องรากเอคโตไมคอรไ์รซาและดอกเหด็ (a-b) Rhizopogon roseolus, 

(c-d) Cortinarius odorifer และ (e-f) Laccaria amethystine 
 
 ทีม่า: Egli, Simon; Hutter, Sylvia; & Peter, Martina. (2010). Fundiv – Functional 
Diversity. (Online). 
 
 

3.1 รากเอคโตไมคอรไ์รซา 
ลกัษณะของรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีส่ําคญัทีใ่ชใ้นการศกึษาประกอบการจดัจําแนก

ชนิด เชน่ ลกัษณะของส ีรปูรา่ง การแตกกิง่ และลกัษณะพืน้ผวิ เป็นตน้ 
 
ก)  ลกัษณะการแตกก่ิง 
 ลกัษณะการแตกกิง่ของรากเอคโตไมคอรไ์รซาสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 7 แบบ 

คอื monopodial pinnate, monopodial pyramidal, dichotomous, irregular, tuberculate, not 
branched (ไมแ่ตกกิง่) และ coralloid (ภาพประกอบ 13) 
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ภาพประกอบ 13 การแตกกิง่ของรากเอคโตไมคอรไ์รซา (a) monopodial pinnate (b) monopodial 

pyramidal (c) dichotomous (d) tuberculate (e) irregular (f) not branched และ (g) 
coralloid 

 
ทีม่า:  Goodman, Doug; Durall, Dan; & Trofymow, Tony. (2008). Morphology of 

Ectomycorrhizal System (Dissection Microscope). (Online). 
 
 

การแตกกิง่แบบ (1) monopodial pinnate คอืการแตกกิง่ทีม่ลีกัษณะของกิง่ที่
แตกออกมาสัน้กว่าแกนกลาง และอยูใ่นระนาบเดยีวกนั (2) monopodial pyramidal คอืการแตกกิง่
คลา้ยกบั monopodial pinnate แต่ระนาบของกิง่แตกกิง่ออกไป 3 ระนาบหรอืมากกว่านัน้ (3) 
dichotomous คอืการแตกกิง่ออกเป็น 2 กิง่ และเจรญิออกไปมคีวามยาวใกลเ้คยีงกนั ซึง่จะเจรญิ
แตกกิง่ทลีะ 2 กิง่เช่นน้ีไปเรื่อยๆ (4) tuberculate คอืกิง่ทีแ่ตกออกมานัน้จะอดัแน่นดว้ยเสน้ใยพนั
กนัไปมามรีปูรา่งเหมอืนกบัผลมะเขอืเทศขนาดเลก็ (5) irregular คอืการแตกกิง่โดยไมม่แีกนหลกั
หรอืแตกเป็น 2 กิง่อยา่งสมํ่าเสมอ (6) not branched คอืไมม่กีารแตกกิง่ (7) coralloid คอืการแตก
กิง่ทีม่กีารแตกกิง่อดัแน่นมาก มลีกัษณะคลา้ยปะการงั (Goodman; et al. 2008: online) 

 
ข)  ลกัษณะของปลายราก 

ลกัษณะของปลายรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีพ่บม ี5 แบบคอื straight, beaded, 
club-shaped, tortuous และ bent ลกัษณะของปลายรากแบบ (1) straight คอืลกัษณะเป็นเสน้ตรงมี
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ขอบเรยีบ (2) beaded คอืลกัษณะคลา้ยสายรอ้ยลูกปดั (3) club-shaped คอืลกัษณะของสว่นยอด
กวา้งกว่าสว่นฐาน (4) tortuous คอืลกัษณะสว่นปลายบดิงอ หรอืโคง้หลายๆ ครัง้ และมปีลายราก
หลายระนาบ และ (5) bent คอืลกัษณะสว่นปลายรากทีโ่คง้หรอืหงกิงอ แต่ละปลายรากนอนไปใน
ระนาบเดยีว (ภาพประกอบ 14) (Goodman; Durall; & Trofymow. 2008: online) 
 

 

 
          (a)                  (b)                        (c)                      (d)                    (e) 

 
ภาพประกอบ 14 ลกัษณะปลายรากของราเอคโตไมคอรไ์รซา (a) straight (b) beaded (c) club-

shaped  (d) tortuous และ (e) bent 
 

ทีม่า: Goodman, Doug; Durall, Dan; & Trofymow, Tony. (2008). Morphology of 
Ectomycorrhizal System (Dissection Microscope). (Online). 
 
 

ค)  ลกัษณะพืน้ผิวของรากเอคโตไมคอรไ์รซา 

ลกัษณะพืน้ผวิของรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีพ่บม ี9 แบบ คอื smooth, grainy, 
felty, velvety, warty, wooly, cottony, stringy และ spiny ลกัษณะพืน้ผวิแบบ (1) smooth คอืมี
พืน้ผวิเรยีบ (2) grainy คอืมปีุ่มเลก็ๆ หรอืเมด็เลก็ๆ คลา้ยกบักระดาษทรายเน้ือละเอยีดทีผ่วิ (3) 
felty คอืมเีสน้ใยราอยูท่ีผ่วิหรอืพนัอยูร่อบๆ คลา้ยผา้สกัหลาดเน้ือหยาบ (4) velvety คอืมลีกัษณะ
คลา้ยผา้กํามะหยี ่เพราะมกีารเจรญิของเสน้ใยราบรเิวณผวิเสน้สัน้ๆ (5) warty คอืมลีกัษณะเป็นตุ่ม
เลก็ๆ หรอืกอ้นเลก็ๆ คลา้ยกระดาษทรายเน้ือหยาบ (6) wooly คอืมลีกัษณะของเสน้ใยราบรเิวณผวิ
หนาและพนัอยูจ่าํนวนมาก (7) cottony คอืลกัษณะทีม่เีสน้ใยราบางๆ จาํนวนมาก โดยเสน้ใยราแต่
ละเสน้ไม่แยกออกกนัอย่างชดัเจน (8) stringy คอืมลีกัษณะของเสน้ใยราขนาดเลก็ พนัอยู่รอบผวิ
ของราก (9) spiny คอืมลีกัษณะของซสิทเีดยี (cystidia) ทีแ่ขง็ชดัเจนอาจพบทัง้ขนาดสัน้และยาว 
(ภาพประกอบ 15) (Goodman; Durall; & Trofymow. 2008: online) 
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ภาพประกอบ 15 ลกัษณะพืน้ผวิของรากเอคโตไมคอรไ์รซา (a) smooth (b) grainy (c) felty (d) 

velvety (e) warty (f) wooly (g) cottony (h) stringy และ (i) spiny 
 

ทีม่า: Goodman, Doug; Durall, Dan; & Trofymow, Tony. (2008). Morphology of 
Ectomycorrhizal System (Dissection Microscope). (Online). 
 

ง)  ลกัษณะโครงสร้างอ่ืนๆ 

นอกจากการศกึษาลกัษณะภายนอกของรากแลว้ การศกึษาถงึลกัษณะเสน้ใยราที่
เจรญิภายในเซลลร์ากพชืกม็คีวามสาํคญัเช่นกนั (Suz; et al. 2008: 437-473) เช่น ลกัษณะการ
เจรญิของเสน้ใยราแบบ plectenchymatous คอืการเจรญิของเสน้ใยราทีเ่รยีงตวัเป็นเสน้เดีย่วๆ และ
สานกันอย่างหลวมๆ  (ภาพประกอบ  16A-F) หรือลักษณะการเจริญของเส้นใยราแบบ 
pseudoparenchymatous คอืเส้นใยราจะมลีกัษณะเป็นเซลล์คล้ายเซลล์พชื เรยีงตวักนัหนาแน่น 
(ภาพประกอบ 16G-O) (Suz; et al. 2008: 437-473) 

โครงสรา้งของไรโซมอรฟ์ (rhizomorphs) มลีกัษณะเป็นเสน้ใยราหลายๆ เสน้มา
สานรวมตวักนัจนมลีกัษณะคล้ายรากพชืเจรญิออกมาจากชัน้แมนเทิลไปยงัดนิภายนอกรากพชื     
ไรโซมอรฟ์น้ีอาจมกีารพฒันาไปเป็นโครงสรา้งทีม่ปีระสทิธภิาพสาํหรบัการขนส่งน้ําและธาตุอาหาร
ใหก้บัพชืได ้(Suz; et al. 2008: 437-473) 
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ภาพประกอบ 16 ลกัษณะการเรยีงตวัของเสน้ใยราเอคโตไมคอรไ์รซาบรเิวณแมนเทลิในรากพชือาศยั 

(A-I) การเรยีงตวัแบบ plectenchymatous และ (J-O) การเรยีงตวัแบบ pseudoparenchymatous 
 

ทีม่า: Agerer, Reinhard. (1991). Characterization of Ectomycorrhiza. Methods in 
Microbiology, San Diego: Acedemic Press. p. 50   
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โครงสรา้งของซสิทเีดยี (cystidia) มลีกัษณะเป็นเสน้ใยราทีม่รีปูแบบและขนาดที่
หลากหลาย บางครัง้มลีกัษณะเป็นเสน้ใยราปกต ิ อาจโคง้ตรงหรอืงอคลา้ยตะขออาจพบการแตกกิง่
หรอืไมแ่ตกกิง่กไ็ด ้(ภาพประกอบ 17) สามารถพบไดใ้นชัน้แมนเทลิ ไรโซมอรฟ์ รวมทัง้พบในระยะ
ทีส่รา้งดอกเหด็บรเิวณ ดอกหมวก (cap) ครบีดอก (gills) และกา้นดอก (stip) เป็นตน้ (Suz; et al. 
2008: 437-473) 

โครงสรา้งของอมีานาตงิไฮฟี (emanating hyphae) มลีกัษณะเสน้ใยราทีส่รา้งอยู่
บนผวิของชัน้แมนเทลิ หรอืบนผวิไรโซมอรฟ์ มผีนงักัน้ มรีปูรา่งและสไีดห้ลากหลาย อาจมผีนงัเซลล์
หนาหรอืบาง บางชนิดมกีารสรา้งครสิตสั (crystal) หรอืบางชนิดสามารถสรา้งสารที่ทําใหเ้กดิสไีด้
นอกจากน้ียงัมกีารสรา้งเสน้ใยราเชื่อมต่อระหว่างอมีานาตงิไฮฟี เรยีกว่า anastomoses ซึ่งมไีด้
หลายลกัษณะ เช่น มขีนาดยาว มขีนาดสัน้ หรอืมกีารสรา้ง clamps เป็นตน้ (Suz; et al. 2008: 
437-473) 

โครงสรา้งของฮาทกิเนท (hartig net) เป็นโครงสรา้งของราทีส่รา้งขึน้เพื่อเป็น
บรเิวณในการเชื่อมต่อกนัระหว่างราและพชือาศยั โดยราจะสรา้งเส้นใยราแทงเขา้ไปตรงช่องว่าง
ระหว่างเซลล์ ซึ่งในพชืมดีอกฮาทกิเนทสรา้งจากชัน้แมนเทลิเขา้ไปสู่เซลล์เอพเิดอร์มสิส่วนในพชื
เมลด็เปลอืยฮาทกิเนทจะเขา้ไปในเซลลล์กึกว่าในพชืมดีอก คอื เขา้ไปถงึชัน้คอรเ์ทก็ซ ์ (Suz; et al. 
2008: 437-473) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 17 ลกัษณะของซิสทเีดยีที่พบในราเอคโตไมคอร์ไรซาบรเิวณแมนเทลิของรากพชื

อาศยั A) ลกัษณะแหลม B) ลกัษณะฐานพองออกปลายตรง C) ลกัษณะรยางคโ์คง้ D) ลกัษณะ
กระบองเรยีวทีป่ลายมเีมด็กลมขนาดเลก็ F) ลกัษณะกระบอง G) ลกัษณะกลม H) ลกัษณะ
ปลายมพี ูK) ลกัษณะตะขอ E, I, M, N) ไมส่ามารถจาํแนกชนิดได ้

 
ทีม่า: Agerer, Reinhard. (1991). Characterization of Ectomycorrhiza. Methods in 

Microbiology, San Diego: Acedemic Press. p. 56   
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3.2 เหด็เอคโตไมคอรไ์รซา 
เน่ืองจากราเอคโตไมคอรไ์รซาบางชนิดสามารถเจรญิเป็นดอกเหด็ไดใ้นสภาวะ

แวดลอ้มทีเ่หมาะสม ซึ่งเป็นโครงสรา้งทีส่าํคญัในการจดัจําแนกชนิด อกีทัง้บางชนิดพบว่าสามารถ
นํามารบัประทานได ้ตวัอย่างของเหด็เอคโตไมคอรไ์รซา เช่น เหด็หา้ (Phlebopus portentosus), 
เหด็เผาะหนัง (Astraeus odoratus), เหด็มตัสทึาเกะ (Tricholoma matsutake), เหด็ทรฟัเฟิล 
(Tuber melanosporum), เหด็มนัปใูหญ่ (Cantharellus cibarius), เหด็ฟาน  (Lactarius volemus) 
เป็นต้น โดยโครงสร้างสําคญัที่ใช้ในการจดัจําแนกชนิด เช่น ลกัษณะดอกหมวก (cap) ครบีดอก 
(gills) วงแหวน (ring/annulus) กา้นดอก (stipe) และ เยื่อหุม้ดอกอ่อน (volva, outer veil หรอื 
universal veil) รวมทัง้ลกัษณะรปูรา่ง ส ีขนาดของสปอร ์(ภาพประกอบ 18) นอกจากน้ียงัมลีกัษณะ
อื่นๆ เช่น กลิน่ รสชาต ิและผวิสมัผสั เป็นต้น โดยจําแนกลกัษณะของเหด็ตาม บรนัเดรท็; และคน
อื่นๆ (Brundrett; et al. 1996: 1-374) ตวัอยา่งของเหด็ทีม่รีายงานว่าเป็นเหด็เอคโตไมคอรไ์รซา
แสดงในตาราง 3  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 18 ลกัษณะโครงสรา้งพืน้ฐานของดอกเหด็ 
 

ทีม่า: Dery, Bernard. (2011). Vegetal Biology. (Online) 
 

ก)  ลกัษณะของหมวกเหด็ (cap) 
หมวกเหด็เป็นสว่นประกอบของเหด็ทีจ่ะเจรญิขึน้ไปในอากาศ เมื่อมกีารเจรญิ

เตม็ทีแ่ลว้หมวกเหด็จะบานออก จงึสามารถสงัเกตลกัษณะของหมวกเหด็แต่ละชนิดได ้ซึง่มไีดห้ลาย
ลกัษณะ โดยจะมคีวามแตกต่างกนัทัง้ขนาด รูปร่าง ส ีลกัษณะของผวิ ลกัษณะขอบ และความชื้น 
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รปูร่างของหมวกเหด็ เช่น ทรงกระบอก (cylindrical) ระฆงั (bell-shaped) ทรงกรวย (conic) และ
โคง้ (convex) เป็นตน้ (ภาพประกอบ 19) สว่นผวิของหมวกเหด็ดา้นบนอาจมลีกัษณะเรยีบ ขรุขระ 
ลื่น มสีะเกด็ หรอืมขีน เป็นตน้  (อนงค;์ พนูพไิล; & อุทยัวรรณ. 2551: 256) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 19 ลกัษณะของหมวกเหด็ 

 
ทีม่า: Baker; et al. (2013). Mushroom Terms Glossary. (Online). 

 
 

ข)  ลกัษณะของการเจริญใต้หมวกเหด็ 
ภายใตห้มวกเหด็อาจมคีรบีดอก (gills) ซึง่มลีกัษณะการเรยีงตวักนัเป็นแนว

ยาววนตามรศัมขีองกา้นมลีกัษณะเป็นครบีหรอืซี่ และมสีปอรอ์ยู่ภายใน การเรยีงตวัขึน้อยู่กบัชนิด
ของเหด็ บางชนิดอาจเรยีงตวักนัสมํ่าเสมอหรอืบางชนิดมกีารเรยีงตวักนัอย่างหนาแน่น ในขณะที่
เหด็บางชนิดใตห้มวกเหด็อาจไม่ไดม้ลีกัษณะเป็นครบี บางชนิดอาจมลีกัษณะเป็นร ู (pore) หรอื
หนาม สว่นขอบของหมวกเหด็นัน้อาจมลีกัษณะ เรยีบ (smooth) คลื่น (wavy) หยกั (crenate) หรอื 
รยางค ์(appendiculate) เป็นตน้ แสดงในภาพประกอบ 20a (อนงค;์ พนูพไิล; & อุทยัวรรณ. 2551: 
256) 
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       (a) (b) 
 
ภาพประกอบ 20 ลกัษณะโครงสรา้งพืน้ฐานในการจดัจําแนกชนิดของหมวกเหด็ (a) ลกัษณะของ

ขอบหมวกเหด็ และ (b) ลกัษณะของกา้นดอก 
 

ทีม่า: Baker; et al. (2013).  Mushroom Terms Glossary.  (Online). 
 
 

ค)  ลกัษณะของก้านดอก (stipe) 
กา้นดอกของเหด็มลีกัษณะขนาด รปูร่าง และสสีนัแตกต่างกนั สว่นบนยดึตดิ

กบัหมวกเหด็หรอืยดึตดิกบัครบีดอก มทีัง้ผวิเรยีบ ขรุขระ มขีน หรอืมสีะเกด็ บางชนิดมวีงแหวน 
หรอืเยื่อบางๆ คล้ายวงแหวนติดรอบก้านส่วนบน รูปร่างของก้านอาจมไีด้หลายลกัษณะ เช่น มี
ลกัษณะเรยีวลงมาทีโ่คน (taparing toward base), มขีนาดเท่ากนัตัง้แต่ยอดจนถงึโคน (equal), มี
ลกัษณะคลา้ยกระบอง (club-shaped), มฐีานโคง้เป็นกระเปาะกลม (bulbous) และมเีน้ือเยื่อหุม้ที่
โคนคลา้ยถว้ย (cup) เป็นตน้ แสดงในภาพประกอบ 20b (อนงค;์ พนูพไิล; & อุทยัวรรณ. 2551: 
256)  

 
ง)  วงแหวน (ring/annulus)  

วงแหวนหรอืม่าน (veil) จะพบบรเิวณของกา้นดอกและขอบหมวกซึง่จะถูก
ยดึไวด้ว้ยกนัเมื่อเป็นดอกอ่อน เมื่อดอกเหด็บานจะขาดแยกออกจากขอบหมวก เหลอืเพยีงบางสว่น
ทีต่ดิอยูก่บักา้นในลกัษณะวงแหวน เรยีกว่า เยื่อขอบหมวก (inner veil หรอื partial veil) หลงัจาก
ดอกเหด็โตเตม็ทีพ่บวา่บางชนิดวงแหวนจะหลุดออก แต่บางชนิดอาจไมม่วีงแหวน  (อนงค;์ พนูพไิล; & 
อุทยัวรรณ. 2551: 256) 
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จ)  เย่ือหุ้มดอกอ่อน (volva, outer veil หรือ universal veil)  
เป็นเน้ือเยื่อทีห่่อหุม้เหด็ทัง้ดอกในระยะทีเ่ป็นดอกอ่อน เมื่อเหด็เจรญิเตบิโต

ขึน้เน้ือเยื่อจะขาดออกเพื่อให้ดอกเหด็และก้านได้ยดืตวัสูงขึ้น ทิ้งให้เน้ือเยื่อบางส่วนที่มลีกัษณะ
คลา้ยถว้ยอยูบ่รเิวณโคนกา้น (อนงค;์ พนูพไิล; & อุทยัวรรณ. 2551: 256) 

 
ฉ)  ลกัษณะอ่ืนๆ 

สสีปอร ์ 
การจาํแนกชนิดของเหด็สามารถศกึษาจากสขีองสปอรไ์ดเ้ช่นเดยีวกนั เหด็ที่

มคีรบีบางกลุ่มนัน้มสีขีองสปอรท์ีห่ลากหลาย เช่น สขีาว สน้ํีาตาลแก่ สน้ํีาตาลอ่อน สเีหลอืง สี
น้ําตาลอมม่วง สน้ํีาตาลดํา สน้ํีาตาลแดง สดีํา และสน้ํีาเงนิ เป็นต้น ในการจําแนกชนิดตอ้งทํารอย
พมิพส์ปอร ์(spore print) เพื่อดูสขีองสปอรท์ีเ่ป็นสจีรงิ เน่ืองจากสทีีป่รากฏบนครบีนัน้อาจมสีทีี่
ผดิเพีย้น สขีองสปอรน้ี์สามารถบอกไดถ้งึระดบัวงศเ์ช่น สดีํา จดัอยู่ในวงศ์ Coprinaceae เป็นต้น 
(อนงค ์จนัทรศ์รกุีล. 2552: 10-19) 

กลิน่ 
เหด็บางชนิดอาจมกีลิน่ทีจ่ําเพาะ เช่น กลิน่ผลไม ้กลิน่เน้ือสด กลิน่ฉุน กลิน่

คลื่นเหยีน และกลิน่ดนิ เป็นตน้ ในการทดสอบกลิน่นัน้จะตอ้งทดสอบกบัดอกทีส่ดและควรหลกีเลีย่ง
ดอกทีเ่น่าแลว้ (อนงค ์จนัทรศ์รกุีล. 2552: 10-19)  

รสชาต ิ 
เป็นลกัษณะสําคญัที่ใชจ้ําแนกชนิดของเหด็ โดยตดัเน้ือเหด็ชิ้นเลก็ๆ นํามา

สมัผสักบัลิ้น หลงัจากทดสอบแล้วคายออก หา้มกลนืเดด็ขาดเน่ืองจากเหด็บางชนิดมพีษิ อาจเกดิ
อนัตราย รสชาตขิองน้ํายางและครบีกค็วรทดสอบดว้ยเช่นกนั รสชาตขิองเหด็ เช่น มรีสอ่อน รสขม   
รสฝาด และรสเผด็ เป็นตน้ (อนงค ์จนัทรศ์รกุีล. 2552: 10-19) 

น้ํายาง  
เหด็บางชนิดมหียดน้ําใสหรอืขุ่น บนหมวกของเหด็ ครบี หรอืก้านมน้ํีายาง    

สขีาวหรอืสอีื่น ถ้าเกดิเน้ือเยื่อมกีารฉีกขาดหรอืแตกออกอาจมปีรมิาณน้ํายางมากขึน้ น้ํายางอาจมี
การเปลีย่นสเีมือ่แหง้หรอืยอ้มสทีีค่รบี (อนงค;์ พนูพไิล; & อุทยัวรรณ. 2551: 256) 

การทดสอบดว้ยสารเคม ี
นอกจากการจาํแนกชนิดดว้ยลกัษณะต่างๆ ขา้งตน้แลว้ยงัใชก้ารทดสอบดว้ย

สารเคมเีน่ืองจากว่าเน้ือเยื่อของเหด็บางชนิดเมื่อหยดสารละลายโพแทสเซยีมไฮดรอกไซด ์(KOH) 
ลงบนดอกเหด็แลว้พบว่าเกดิการเปลีย่นสไีปเป็นสดีํา วธิกีารทดสอบน้ีทําไดโ้ดยหยดสารเคมลีงบน
เน้ือเยือ่โดยตรง ซึง่ปกตใิชเ้น้ือเยือ่ทีห่มวกเหด็และกา้น แลว้สงัเกตทนัทหีลงัจากหยดสารและสงัเกต
สอีกีครัง้เมือ่เวลาผา่นไปประมาณ 3-5 นาทซีึง่สารเคมทีีใ่ชท้ดสอบกนัทัว่ไป คอื โพแทสเซยีมไฮดรอก
ไซด ์(KOH) เขม้ขน้ 15% แอมโมเนีย (NH3) เขม้ขน้ 30% และ เฟอรคิซลัเฟต (FeSO4) เขม้ขน้ 10% 
(อนงค ์จนัทรศ์รกุีล. 2552: 10-19) 
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ตาราง 3 ตวัอยา่งเหด็เอคโตไมคอรไ์รซา 
ไฟลมั (Phylum) สกุล (Genus) 

Ascomycota Amylascus, Balsamia, Barssia, Cazia, Cenococcum, Chloridium, 
Choiromyces, Delastria, Dingleya, Elaphomyces, Eremiomyces, 
Fischerula, Genea, Geopora, Geopyxis, Gilkeya, Glischroderma, 
Gymnohydnotrya, Gyromitra, Helvella, Humaria, Hydnobolites, 
Hydnocystis, Hydnotrya, Hydnotryopsis, Kalaharituber, 
Labyrinthomyces, Leptodontidium, Loculotuber, Meliniomyces, 
Mycoclelandia, Neocudoniella, Nothojafnea, Otidea, 
Pachyphloeus, Paradoxa, Paurocotylis, Peziza, Phaeangium, 
Phialocephala, Phialophora, Picoa, Plicaria, Pseudaleuria, 
Pseudotulostoma, Pulvinula, Reddellomyces, Ruhlandiella, 
Sarcosphaera, Sowerbyella, Sphaerosoma, Sphaerosporella, 
Sphaerozone, Stephensia, Tarzetta, Terfezia, Tirmania, 
Tricharina, Trichophaea, Tuber, Underwoodia, Wilcoxina, 
Wynnella 
 

Basidiomycota 

 

Afroboletus, Albatrellus, Alnicola, Alpova, Amanita, Amarrendia, 
Amaurodon, Amphinema, Anamika, Andebbia, Arcangeliella, 
Aroramyces, Astraeus, Aureoboletus, Auritella, Austroboletus, 
Austrogaster, Austrogautieria, Austropaxillus, Bankera, Boletellus, 
Boletochaete, Boletopsis, Boletus, Bothia, Boughera, 
Byssocorticium, Byssoporia, Calostoma, Cantharellus, 
Castoreum, Chalciporus, Chamonixia, Chlorogaster, 
Chondrogaster, Chroogomphus, Clavariadelphus, Clavulina, 
Coltricia, Coltriciella, Corditubera, Cortinarius, Craterocolla, 
Craterellus, Cribbea, Cystangium, Cystogomphus, Dermocybe, 
Descolea, Descomyces, Destuntzia, Diplocystis, Efibulobasidium, 
Entoloma, Fevansia, Fistulinella, Fuscogyroporus, Gallacea, 
Gastroboletus, Gastroleccinum, Gastrotylopilus, Gautieria, 
Gigasperma, Gloeocantherellus, Gomphidius, Gomphogaster, 
Gomphus, Gummiglobus, Gummivena, Gymnogaster, 
Gymnomyces, Gymnopaxillus, Gyrodon, 
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ตาราง 3 (ต่อ) 
ไฟลมั (Phylum) สกุล (Genus) 
Basidiomycota 

 

 

 

Gyroporus, Hallingea, Hebeloma, Heimioporus, Hoehnelogaster, 
Horakiella, Hydnangium, Hydnellum, Hydnum, Hygrophorus, 
Hymenogaster, Hysterangium, Inocybe, Laccaria, Lactarius, 
Leccinellum, Leccinum, Lenzitopsis, Leucogaster, Leucopaxillus, 
Leucophleps, Lindtneria, Lyophyllum, Maccagnia, Mackintoshia, 
Macowanites, Malajczukia, Mayamontana, Melanogaster, 
Membranomyces, Mesophellia, Multifurca, Mycoamaranthus, 
Mycolevis, Naucoria, Nothocastoreum, Octaviania, Paragyrodon, 
Paxillus, Paxillogaster, Phellodon, Phylloporus, Piloderma, 
Pisolithus, Podohydnangium, Polyozellus, Polyporoletus, 
Pseudohysterangium, Pseudotomentella, Psiloboletinus, 
Pulveroboletus, Ramaria, Retiboletus, Rhizopogon, Rhodactina, 
Rhopalogaster, Riessia, Riessiella, Royoungia, Rozites, 
Rubinoboletus, Russula, Sarcodon, Scleroderma, Scutiger, 
Sebacina, Setchelliogaster, Setogyroporus, Sinoboletus, 
Sistotrema, Stephanopus, Stephanospora, Strobilomyces, 
Suillus, Thelephora, Timgrovea, Tomentella, Tomentellopsis, 
Torrendia, Tremellodendron, Tremelloscypha, Tricholoma, 
Truncocolumella, Tubosaeta, Tulasnella, Turbinellus, Tylopilus, 
Tylospora, Veloporphyrellus, Xanthoconium, Zelleromyces 

Zygomycota Endogone, Peridiospora, Sclerogone, Youngiomyces 

 
ทีม่า: Rinaldi, Andrea C.; Comandini, Ornella; & Kuyper, Thomas W. (2008). 

Ectomycorrhizal Fungal Diversity: Separating the Wheat from Chaff.  Fungal Diversity. 33: 1-
45.  
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4. การศึกษาลกัษณะทางพนัธกุรรมของราเอคโตไมคอรไ์รซา  
ในการจําแนกชนิดของราเอคโตไมคอรไ์รซานอกจากลกัษณะทางสณัฐานแลว้ต้องศกึษา

ลกัษณะทางพนัธุกรรมร่วมดว้ย เน่ืองจากบางชนิดมลีกัษณะทางสณัฐานทีค่ล้ายคลงึกนัมากดงันัน้
การจําแนกชนิดจงึทําไดย้ากประกอบกบัในประเทศไทยมคีวามหลากหลายของเหด็ราสูงเน่ืองจาก
อยู่ในแถบรอ้นชื้น นอกจากน้ีราเอคโตไมคอรไ์รซามทีัง้ระยะที่เจรญิอยู่ใต้ดนิและระยะที่สรา้งดอก
เหด็อยูเ่หนือพืน้ดนิ ซึง่ในระยะทีส่รา้งดอกเหด็สามารถพบไดใ้นบางช่วงฤดเูท่านัน้ ทาํใหก้ารจาํแนก
ชนิดของเหด็เป็นไปไดย้ากอกีทัง้ราเอคโตไมคอรไ์รซาบางชนิดอาจไม่มกีารสรา้งดอกเหด็เลยกไ็ด ้
การศึกษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของราเอคโตไมคอร์ไรซา โดยการหาลําดบันิวคลีโอไทด์พบว่ามี
ประสทิธภิาพสามารถใชใ้นการศกึษาเพือ่การจดัจาํแนกชนิดของราเอคโตไมคอรไ์รซาทัง้ชนิดทีส่รา้ง
ดอกเหด็และรากเอคโตไมคอร์ไรซาได้ ซึ่งบรเิวณที่นิยมใช้ในการศึกษา เช่น บรเิวณ ribosomal 
DNA (rDNA) และ internal transcribed spacer (ITS) เป็นตน้ นอกจากน้ียงัมกีารศกึษาดเีอน็เอของ
ยนี RNA Polymerase I และ II และ Elongation factor I อกีดว้ย ในปี 1993 การเ์ดส และ บรนัส ์
(Gardes; & Bruns. 1993: 113-118) ไดอ้อกแบบไพรเ์มอรท์ีม่คีวามจาํเพาะกบับรเิวณ ITS ของเหด็
ราในกลุ่ม Basidiomycetes คอื ไพร์เมอร์ ITS1F/ITS4B โดยทําการทดสอบกบัเชื้อราในกลุ่ม 
Ascomycetes 13 ชนิด Basidiomycetes 14 ชนิด และ พชื 15 ชนิด พบว่าเมื่อใชไ้พรเ์มอร ์
ITS1/ITS4B หรอื ITS1F/ITS4B สามารถเพิม่จํานวนดเีอน็เอของ Basidiomycetes ไดทุ้กชนิด และ
สามารถเพิม่จํานวนดเีอน็เอของ Ascomycetes และพชืบางชนิดไดเ้พยีงเลก็น้อย แต่เมื่อผสมดเีอน็เอ
ของรา Basidiomycetes กบัดเีอน็เอพชื พบว่าไพรเ์มอรด์งักล่าวสามารถเพิม่จาํนวนดเีอน็เอของรา
ไดต่้างจากดเีอน็เอของพชือยา่งชดัเจน 

ทีเดอซู; และคนอื่นๆ (Tedersoo; et al. 2008: 479-490) ได้ศึกษาสงัคมของรา
เอคโตไมคอรไ์รซาทีเ่จรญิอยู่ใต้ดนิในประเทศทสัมาเนีย โดยออกแบบไพรเ์มอรท์ีม่คีวามจําเพาะ
กบัราเอคโตไมคอรไ์รซาหลายคู่ จากบรเิวณ LSU-rDNA และ ITS เช่น ITS1F/LB-W, ITS1F/LA-
W, LrOR/LB-Y และ LrOR/LB-Z เป็นตน้ ผลการทดลองพบว่า ไพรเ์มอรด์งักล่าวมปีระสทิธภิาพใน
การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอและจําแนกชนิดราเอคโตไมคอร์ไรซาได้ทัง้หมด 123 ชนิด โดยพบ 
Cortinarius, Tomentella–Thelephora, Russula–Lactarius, Clavulina, Descolea และ Laccaria 
เป็นจาํนวนมาก 

โพธิศ์ร;ี และคนอื่นๆ (Phosri; et al. 2012: 2287-2298) ศกึษาความหลากหลายและสงัคม
ราเอคโตไมคอรไ์รซาของป่าเต็งรงัในประเทศไทย โดยศกึษารากเอคโตไมคอร์ไรซาทัง้ลกัษณะทาง
สณัฐานและลกัษณะทางพนัธุกรรมของลําดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS ดว้ยคู่ไพรเ์มอร ์ITSOF-T/LB-W, 
ITSOF-T/LA-W หรอื ITSOF-T/ITS4 พบว่าจาก 283 ตวัอยา่งสามารถเพิม่จาํนวนดเีอน็เอได ้194 
ตวัอย่าง (68.5%) และจําแนกชนิดได ้ 69 ชนิด ส่วนมากพบอยู่ในสกุล Russula-lactarius, 
Tomentella-thelephora, Sordariales, Sebacina และ Cantharellus ตามลาํดบั 
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บาหร์าม; และคนอื่นๆ (Bahram; et al. 2013: 11-19) ศกึษาความสมัพนัธข์องราเอคโต    
ไมคอร์ไรซาในกล้าไม้สนกบัพืชอาศยัประจําถิ่น โดยนําปลายรากเอคโตไมคอร์ไรซามาศึกษา
ลักษณะทางพันธุกรรมบริเวณ ITS โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ ITSOF-T/LB-W, ITSOF-T/ITS4 หรือ 
ITSOF-T/ITS2 สว่นลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่มส่มบรูณ์ นํามาเพิม่จาํนวนดเีอน็เออกีครัง้ดว้ยไพรเ์มอรท์ี่
จาํเพาะกบัสกุลของราแต่ละชนิด ไดแ้ก่ ITS4-Tom, ITS4-Seb, ITS4-Russ, ITS4-Cg, ITS4-Clavu 
หรือ LR3-Pez ซึ่งมีความจําเพาะกับ Tomentella–Thelephora, Sebacina, Russula–Lactarius, 
Cenococcum, Clavulina และ Pezizales ตามลําดบั พบว่าสามารถจาํแนกชนิดของราเอคโตไมคอร ์  
ไรซาทีม่คีวามสมัพนัธก์บัสนและพชืประจําถิน่ไดท้ัง้หมด 55 ชนิด (84.6%) และมเีพยีง 4 ชนิด 
(5.9%) ทีพ่บเฉพาะในรากของสนเทา่นัน้  
 
 
5. ความหลากหลายของราเอคโตไมคอรไ์รซาในประเทศไทย 

ประเทศไทยมเีหด็ราจํานวนมากและมคีวามหลากหลายสงู โดยเฉพาะทางภาคเหนือและ
ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศ การสํารวจความหลากหลายของเหด็ราในประเทศไทยมผีู้
ศกึษากนัอยา่งกวา้งขวางแต่ผูเ้ชีย่วชาญทางดา้นน้ียงัมอียูน้่อยจงึตอ้งอาศยัผูท้ีม่คีวามเชีย่วชาญและ
ขอ้มลูจากต่างประเทศ การสาํรวจราเอคโตไมคอรไ์รซาทีเ่คยมรีายงานมหีลายงานวจิยัดว้ยกนั เชน่ 

ในปี พ.ศ. 2525 อนิวรรต เฉลมิพงษ์; และธรีวฒัน์ บุญทวคีุณ (2525: 1-29) สาํรวจเหด็รา   
เอคโตไมคอร์ไรซาในระบบนิเวศป่าดิบแล้งของสถานีวิจยัสิ่งแวดล้อมสะแกราช ต.วงัน้ําเขียว             
อ.ปกัธงชัย จ.นครราชสีมา พบเห็ดราเอคโตไมคอร์ไรซาทัง้หมด 6 วงศ์ 18 ชนิด ชนิดที่มี
ความสาํคญัไดแ้ก่ วงศ ์Russulaceae: Russula aeruginea (เหด็ไคลหลงัเขยีว) R. alboareolata 
(เห็ดน้ําแป้ง) วงศ์ Amanitaceae: Amanita caesarea (เห็ดระโงกเหลือง) วงศ์ Boletaceae: 
Boletellus obcurecoccineus (เหด็น้ําผึง้) วงศ ์Cortinariaceae: Cortinarius alboviolaceus (เหด็
ขีเ้ถา้) และวงศ ์Diplocystaceae: Astraeus asiaticus (เหด็เผาะฝ้าย) 

ในปี 2004 แสนหมี ่(Sanmee. 2004: 1-282) ศกึษาความหลากหลายทางชวีภาพของพชื
อาศยัและการเจรญิของเหด็ราเอคโตไมคอร์ไรซาชนิดที่รบัประทานได้ในภาคเหนือตอนบนของ
ประเทศไทย พบเชือ้ราในกลุ่ม Ascomycetes จํานวน 300 ชนิด (48 วงศ)์ และเชือ้ราในกลุ่ม 
Basidiomycetes จาํนวน 285 ชนิด ซึง่พบว่าเป็นราเอคโตไมคอรไ์รซา 70% วงศท์ีพ่บมากทีสุ่ดคอื  
Russulaceae (64 ชนิด) รองลงมาคอื Boletaceae (53 ชนิด) และ Amanitaceae (21 ชนิด) ตามลาํดบั 

เดล; และคนอื่นๆ (Dell; et al. 2005: 1-11) ศกึษาความหลากหลายของราเอคโตไมคอร์
ไรซาในป่าเต็งรงัของภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย พบว่ามรีาเอคโตไมคอรไ์รซา 57 
ชนิด ซึง่ชนิดทีพ่บมาก ไดแ้ก่ Amanita, Astraeus, Heimiella, Pterygellus, Mycoamaranthus และ 
Russula เป็นตน้ 
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โพธิศ์ร;ี และคนอื่นๆ (Phosri; et al. 2004: 453-463; 2007: 275-286) ไดศ้กึษาลกัษณะ
ทางสนัฐานและลกัษณะทางพนัธุกรรมของเหด็เอคโตไมคอรไ์รซาสกุล Astraeus ที่พบในประเทศ
ไทย โดยเก็บตัวอย่างจากพื้นที่ต่างๆ ทัว่ประเทศมาวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS 
เปรยีบเทยีบกบัตวัอย่าง Astraeus จากทัว่โลกจํานวน 41 ตวัอย่าง โดยวเิคราะห์จากแผนภูมิ
ววิฒันาการ พบว่า Astraeus ทีพ่บในประเทศไทยทีแ่ตกต่างจากประเทศอื่นๆ ม ี2 ชนิด โดยใหช้ื่อ
ใหมว่า่ A. odoratus และ A. asiaticus ตามลาํดบั 

กิตติมา ด้วงแค; และคนอื่นๆ (2550: 1-16) ศึกษาความหลากหลายของชนิดเห็ดรา
ไมคอร์ไรซาบรเิวณพืน้ทีเ่ขตรกัษาพนัธุส์ตัวป์า่เชยีงดาว อ. เชยีงดาว จ. เชยีงใหม ่ระหว่างปี พ.ศ. 
2547-2550 ซึง่พบทัง้หมด 51 ชนิด 24 สกุล 15 วงศ ์ และพบว่ามเีหด็ไมคอรไ์รซาทีส่ามารถ
รบัประทานได ้เช่น เหด็ตะไคลขาวหรอืเหด็หล่ม (Russula delica) เหด็น้ําแป้ง (R. alboareolata) 
เหด็หล่มกระเขยีวหรอืเหด็หอมเปา (R. virescens) เหด็หน้ามว่งหรอืเหด็หน้ามอ่ย (R. cyanoxantha) 
เหด็ฟานน้ําตาลแดง (Lactarius volemus) และเหด็เผาะหนงั (Astraeus odoratus) เป็นตน้ 

แสนหมี;่ และคนอื่นๆ (Sanmee; et al. 2008: 97-123) ศกึษาเหด็สกุล Amanita ใน
ภาคเหนือของประเทศไทย พบว่าจาก 25 ชนิด ทีพ่บในประเทศไทยเป็น Amanita ชนิดใหมถ่งึ 18 
ชนิด ไดแ้ก่ A. alboflavescens, A. avellaneosquamosa, A. chepangiana, A. clarisquamosa, A. 
flavipes, A. fritillaria, A. fuliginea, A. hongoi, A. japonica, A. manginiana, A. obsita, A. 
ovalispora, A. pseudoporphyria, A. rubrovolvata, A. sinensis, A. sinocitrina, A. subglobosa 
และ A. virgineoides 

สหีะนนัท ์ และ เพชรรตัน์ (Seehanan; & Petcharat. 2008: 109-118) สาํรวจและเกบ็
ตวัอยา่งเหด็ Boletes ในภาคใต ้ภาคเหนือ และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ในช่วงปี 
2000-2005 โดยศกึษาลกัษณะทางสณัฐาน พบว่าสามารถจาํแนกชนิดได ้ 9 ชนิด คอื  Boletellus 
ananas, Boletellus emodensis, Boletus griseipurpureus, Boletus nanus, Heimiella retispora, 
Phlebopus colossus, Pulveroboletus ravenelii, Strobilomyces confusus และ Strobilomyces 
floccopus โดยพบ Phlebopus colossus มากในภาคเหนือและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ส่วน 
Boletus griseipurpureus พบมากในภาคใต ้

โพธิศ์ร;ี และคนอื่นๆ (Phosri; et al. 2012: 195-208) ศกึษาความหลากหลายของรา          
เอคโตไมคอร์ไรซาในป่าสนเขา ทางภาคเหนือของประเทศไทย และพบเห็ดชนิดใหม่ในสกุล 
Pisolithus คอื Pisolithus orientalis  

องัอจัฉะรยิะ; และคนอื่นๆ (Aungaudchariya; et al. 2012: 1991-1998) ศกึษาเหด็ชนิด 
Boletus griseipurpureus (เหด็เสมด็) ซึง่มคีวามสมัพนัธก์บัพชื    Melaleuca leucadendron และ 
Acacia mangium ใน 3 จงัหวดัทางภาคใต้ของประเทศไทย คอื จ.ตรงั จ.นครศรธีรรมราช และ 
จ.สงขลา โดยศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมบรเิวณ ITS พบว่าลําดบันิวคลโีอไทดข์องตวัอย่างเหด็
ทัง้หมดมคีวามคลา้ยคลงึกนัสงูและจดัอยู่ในกลุ่มเดยีวกนัเมื่อวเิคราะหด์ว้ยแผนภูมวิวิฒันาการแบบ
ตน้ไม ้นอกจากน้ียงัไดศ้กึษาคุณคา่ทางโภชนาการพบวา่ มโีปรตนีสงู และไขมนัตํ่า อกีดว้ย 
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6. เหด็เอคโตไมคอรไ์รซาท่ีสามารถรบัประทานได้ในประเทศไทย 
เหด็เอคโตไมคอรไ์รซาบางชนิดพบว่าสามารถนํามารบัประทานได ้และไดร้บัความนิยม     

ทัว่โลก เน่ืองจากมีรสชาติอร่อย หายาก และมีคุณค่าทางโภชนาการ บางชนิดมีราคาสูง เช่น
เหด็ทรฟัเฟิล (truffles), เหด็ขมิน้ (cantharellus),  เหด็มตัสทึาเกะ (matsutake), เหด็พอรช์นีิ 
(porcini) เป็นต้น เหด็เหล่าน้ีมวีงชวีติทีซ่บัซ้อนยากต่อการเพาะเลี้ยงในเรอืนเพาะเหด็ เน่ืองจากมี
ความสมัพนัธช์่วงหน่ึงในวงชวีติร่วมกบัรากพชื แต่อย่างไรกต็ามพบว่ามคีวามพยายามอย่างมากที่
จะเพาะเลี้ยงเห็ดดังกล่าว (Deborah. 2012: online) ในประเทศไทยได้มีการศึกษาเห็ด
เอคโตไมคอร์ไรซาหลายชนิด ทัง้ทางด้านโภชนาการหรอืคุณค่าทางอาหาร และการผลติหวัเชื้อ 
ตวัอยา่งเหด็เอคโตไมคอรไ์รซาทีพ่บในประเทศไทย เช่น เหด็ระโงกขาว (Amanita princeps) เหด็ 
ระโงกเหลอืง (Amanita hemibapha) เหด็ตบัเต่าดาํ (Phaeogyroporus portentosus) เหด็เผาะหนงั 
(Astraeus odoratus) เหด็เผาะฝ้าย (Astraeus asiaticus) เหด็มนัปเูลก็ (Cantharellus minor) เหด็
มนัปใูหญ่ (Cantharellus cibarius) เหด็แดงน้ําหมาก (Russula emetic) เหด็หน้ามว่ง (Russula 
cyanoxantha) เหด็น้ําผึง้ (Boletus colossus) เป็นตน้ (ภาพประกอบ 21) ซึง่บางชนิดพบวา่มรีาคาสงู  

 
เหด็ระโงกขาว (Amanita princeps) ลกัษณะของเหด็อ่อนจะมเีปลอืกหุม้รปูไขส่ขีาว 

เมื่อเจรญิจะดนัเน้ือเยื่อดา้นบนใหป้รแิตกออกเหน็หมวกสขีาวครมี เปลอืกหุม้หมวกเหด็รูปถ้วยตดิ
กบัโคนกา้น เมื่อบานหมวกเหด็จะมรีปูรา่งคลา้ยกระจกนูนถงึแบนเวา้กลาง มผีวิเรยีบ ขอบดอกมรีิว้
ชดัเจน ครีบดอกมีการเรียงตวัค่อนข้างถี่ สขีาวครมี ไม่ติดกบัก้าน เยื่อหุ้มครีบมีสีขาว สปอร์มี
ลกัษณะใส เป็นรปูหยดน้ํา ผวิของหมวกเหด็เมื่อถูกความชืน้ในอากาศจะมลีกัษณะเหนียวหนืด พบ
การเจรญิในปา่ดบิแลง้และปา่เตง็รงั (สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยแีหง่ประเทศไทย (วว.). 
2550: 1-154) 

 
เหด็ระโงกเหลือง (Amanita hemibapha) ลกัษณะของหมวกเหด็ตรงกลางมสีน้ํีาตาล

แลว้สจีะออ่นลงมาเรือ่ยๆ เมือ่ถงึขอบหมวก ผวิหมวกมลีกัษณะมนั ขอบหมวกเป็นริว้ ไมม่ขีน ครบีสี
ขาวนวลและค่อนขา้งหา่ง มเีปลอืกหุม้โคน ปลายเปลอืกหุม้จะบานออกไมล่บีตดิไปกบักา้น ลกัษณะ
ของกา้นกลวง มผีวิมนั ยน่ ลื่นมอื ทีส่าํคญัคอื กา้นเปราะเมื่อบบีจะแตกงา่ย พบการเจรญิในปา่   
เตง็รงั (พรรณพร กุลมา; มณูศลิป ศริมิาตย;์ & สายสมร ลาํยอง. 2554: 273-280)  

 
เหด็ตบัเต่าดาํ (Phlebopus portentosus) ลกัษณะของเหด็จะมเีน้ือมหีนงั รปูรา่งคลา้ย

ร่ม ส่วนที่อยู่ใต้หมวกมลีกัษณะเป็นรู อ่อนนุ่ม โคนก้านมกัโป่งออกและผวิก้านมกัมลีกัษณะคล้าย
รา่งแห หรอืขรุขระ ไมเ่รยีบ รอยพมิพส์ปอรม์สีน้ํีาตาลถงึสเีหลอืง (วว. 2550: 1-154) หมวกเหด็ม ี  
สดีาํ มขีนละเอยีดคลา้ยเขมา่สเีทาดาํ ขอบบางและอ่อนนุ่มคลา้ยฟองน้ํา กา้นมคีวามยาวตัง้แต่ 8-15 
เซนตเิมตร โคนใหญ่เป็นรปูใบพายสดีาํ หรอืดาํอมน้ําตาล (สรุเชษฐ ์พฒันพานิชสวสัดิ.์ 2551) 
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เหด็มนัปใูหญ่ (Cantharellus cibarius) ดอกเหด็มลีกัษณะคลา้ยรปูกระจกนูนขนาดเลก็ 
เมือ่เจรญิหมวกเหด็จะแผแ่บนขอบยกสงูขึน้ดคูลา้ยกรวยตืน้ ผวิหมวกคอ่นขา้งเรยีบสเีหลอืงสม้ ครบี
ดอกเป็นสนันูนขึน้มามสีอี่อนกว่าสหีมวก  สปอรข์องเหด็มนัปใูหญ่มลีกัษณะใส รปูร่างรปีลายมนทัง้
สองดา้น ภายในมหียดน้ํามนัสองหยด พบในปา่ดบิแลง้และปา่เตง็รงั (วว. 2550: 1-154) 

 
เหด็มนัปูเลก็ (Cantharellus minor) ลกัษณะของดอกเหด็อ่อนมลีกัษณะคลา้ยรูป

กระจกนูนเวา้กลาง เมื่อบานมลีกัษณะเป็นรูปกรวยหรอืรูปปากแตร หมวกมผีวิเรยีบมลีกัษณะหยกั
เป็นคลื่นสเีหลอืง ดา้นล่างมสีนันูนสูงคล้ายครบี  ก้านเป็นทรงกระบอกมกัโคง้งอ สปอร์ใส รูปร่าง
กลมถงึรปีลายมนทัง้สองดา้น ผวิเรยีบ ลกัษณะของหมวกเหด็เมื่อบานมกัฉีกขาดง่าย พบไดใ้นป่า
ดบิแลง้ และปา่เตง็รงั (วว. 2550: 1-154) 

 
เหด็เผาะหนัง (Astraeus odoratus) และเหด็เผาะฝ้าย (Astraeus asiaticus) เป็น

เหด็เอคโตไมคอรไ์รซาทีนิ่ยมรบัประทานในประเทศไทยและมรีาคาสงูถงึกโิลกรมัละ 300-400 บาท 
(Sanmee; et al. 2003: 527-532)  

เหด็เผาะหนงั มรีปูรา่งกลมหรอืแบน สน้ํีาตาลอ่อน มขีนาดไมเ่กนิ 6.5 เซนตเิมตร ผวิของ
เหด็เรยีบและแขง็ มเีสน้ใยหรอื rhizomorph สน้ํีาตาลแดง ดอกเหด็มกีลิน่แรงคลา้ยกลิน่ของดนิชืน้ 
ผนังชัน้ของเหด็ (exoperidium) มสีน้ํีาตาลอมเหลอืง ประกอบดว้ยหลายชัน้มคีวามหนาน้อยกว่า 1 
มิลลิเมตร เมื่อดอกแก่ผนังชัน้นอกจะแตกออกเป็นรูปร่างคล้ายดาว 3-9 แฉก ผนังชัน้ใน 
(endoperidium) ไมม่กีา้น ลกัษณะค่อนขา้งกลม มขีนาดกวา้ง 1.3-2.5 เซนตเิมตร สน้ํีาตาลเหลอืง
ถงึน้ําตาลอ่อนหรอืสดีําปนม่วง สว่นกลบีา (gleba) มสีน้ํีาตาลปนมว่งและน้ําตาลดํา สปอรข์องเหด็
เผาะหนังมรีูปร่างกลม มหีนามยาว 1.04-1.66 ไมโครเมตร มขีนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 7.5-15.2 
ไมโครเมตร สมี่วงบางครัง้สน้ํีาตาลหรอืน้ําตาลดาํ มคีวามหนาแน่นของสปอรพ์อปานกลาง (Phosri; 
et al. 2004: 453-463) 

เหด็เผาะฝ้าย มรีปูรา่งกลมหรอืแบน สน้ํีาตาล มขีนาด 1.87-2.97 เซนตเิมตร ผวิของเหด็
ถูกปกคลุมไปดว้ย mycelium สขีาว กลิน่ของเหด็เผาะฝ้ายไม่แรงเท่าเหด็เผาะหนัง ผนังชัน้นอก
(exoperidium) มสีขีาว หนา และมหีลายชัน้ โดยมขีนาดไม่เกนิ 1 มลิลเิมตร เมื่อดอกแก่จะแตก
ออกเป็นแฉกคลา้ยดาว 5-12 แฉก ผนังชัน้ใน (endoperidium) ไม่มกีา้น มลีกัษณะค่อนขา้งกลม 
ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 1.3-2.4 เซนตเิมตร สขีาวถงึเทาควนับุหรี ่กลบีา (gleba) ในขณะยงัเป็น
ดอกออ่นมสีขีาว พอแก่แลว้เปลีย่นเป็นสมีว่ง สปอรม์รีปูรา่งกลม ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 8.75-15.2 
ไมโครเมตร สมีว่ง มหีนามอยูโ่ดยรอบ หนามยาว 0.90-1.45 ไมโครเมตร และมคีวามหนาแน่นมาก 
สามารถพบได้ในป่าเต็งรงั และพบว่ามคีวามสมัพนัธ์กบัไม้ตระกูลยาง เช่น ยางนา เต็งรงั และ
พะยอม (Phosri; et al. 2004: 453-463) 
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ภาพประกอบ 21 เหด็เอคโตไมคอร์ไรซาที่รบัประทานได้ในประเทศไทย (a) เหด็ระโงกขาว 

(Amanita princeps) (b) เหด็ระโงกเหลอืง (Amanita hemibapha) (c) เหด็เผาะฝ้าย (Astraeus 
asiaticus) และ (d) เหด็ตบัเต่า (Phaeogyroporus portentosus) 

 
ทีม่า: มหาวทิยาลยัราชภฏัสกลนคร. (2552). พชืภพูาน.  (ออนไลน์). 

 
 

7. การทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาในพืชอาศยั 
7.1 การทดสอบในสภาวะท่ีปราศจากเช้ือ 

ก)  การทดสอบในขวดรปูชมพู่ (erlenmeyer flasks) 
ผูค้ดิคน้วธิกีารน้ีคอื เมลนิ ในปี 1922 (Melin. 1922: 161-196) โดยใชข้วดรปู

ชมพู่ใส่ทรายเพื่อเป็นวสัดุปลูก ต่อมา ในปี 1953 แฮค็สกโีล (Hacskaylo. 1953: 971-975) ได้
เปลีย่นวสัดุปลูกเป็นเวอรม์คิไูลท ์ (vermiculite) แทน หลงัจากนัน้ มารก์ซ ์และ แซค (Marx; & Zak. 
1965: 66-75) ไดเ้ปลีย่นวสัดุปลูกเป็นพทีมอส (peat moss) ผสมกบัเวอรม์คิไูลท ์ซึง่การทดสอบใน
ขวดรูปชมพู่ทําไดโ้ดยนําขวดใส่วสัดุปลูกและสารอาหาร จากนัน้ปิดปากขวดดว้ยโฟมหรอืสําลแีละ
ครอบดว้ยอะลูมเินียมฟอยล์ นําไปน่ึงฆ่าเชื้อ เมื่อเยน็แล้วนําเมล็ดพชืที่ปราศจากเชื้อปลูกลงใน
ขวดรูปชมพู่ภายใต้สภาวะปราศจากเชื้อ การใส่เชื้อราเอคโตไมคอร์ไรซาสามารถใส่ก้อนของ
เสน้ใยทีก่ําลงัเจรญิหรอืใสเ่สน้ใยราทีผ่สมกบัน้ําลงไป แสดงในภาพประกอบ 22a (Peterson; & 
Chakravarty. 1991: 75-105) 
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ข)  การทดสอบในขวดแก้ว (Mason jars) 
ในปี ค.ศ. 1967 แทรป (Trappe. 1967: 121-130) คิดค้นวิธีการสร้าง 

เอคโตไมคอรไ์รซาในสภาวะทีป่ราศจากเชือ้ โดยใชข้วดแกว้ปากกวา้ง ภายในบรรจุวสัดุปลูก
เพอรไ์ลท ์(Perlite) และสารอาหารลงไป นําท่อเหลก็ขนาดเลก็ใส่ลงไปในเพอรไ์ลทโ์ดยมปีลายดา้น
หน่ึงยื่นออกมาเหนือปากขวดเพื่อทําเป็นช่องอากาศ นําเพอรไ์ลทท์ีอ่ยู่ในท่อออก และปิดปากขวด
ดว้ยอะลูมเินียมฟอยล์ จากนัน้เจาะช่องใหท้่อเหลก็ผ่านอะลูมเินียมฟอยล์แล้วปิดช่องดว้ยสําล ีนํา
ขวดแกว้ทีเ่ตรยีมไปน่ึงฆ่าเชื้อ จากนัน้ทิ้งใหเ้ยน็ ทําการเจาะช่องอะลูมเินียมฟอยล์เพื่อใส่กลา้ไมท้ี่
งอกจากเมลด็ทีผ่่านการฆ่าเชือ้ทีผ่วิลงไปปลูกโดยใหส้่วนยอดโผล่ออกมาภายนอกขวดแลว้ปิดช่อง
ดว้ยลาโนลนิทีป่ราศจากเชือ้ และหุม้ขวดแกว้ทัง้หมดดว้ยอะลูมเินียมฟอยล์ แสดงในภาพประกอบ 
22b (Peterson; & Chakravarty. 1991: 75-105) 
  

ค)  การทดสอบในจานเลีย้งเช้ือ 
ผูร้เิริม่การทดสอบในจานเลีย้งเชือ้คอื ดดัดรดิจ ์(Duddridge. 1986: 457-464) 

เป็นวิธีที่ง่ายและมีประสิทธิภาพ โดยบรรจุวัสดุปลูกพีทมอสและเวอร์มิคูไลท์ในจานเลี้ยงเชื้อ         
ใสส่ารอาหารลงไป จากนัน้ใสเ่มลด็พชืทีป่ราศจากเชือ้ผ่านชอ่งทีต่ดับรเิวณขอบจานเลีย้งเชือ้เพื่อให้
ยอดกลา้ไมเ้จรญิออกภายนอกใส่เชือ้ราเอคโตไมคอรไ์รซาแลว้ปิดช่องว่างดว้ยลาโนลนิทีป่ราศจาก
เชือ้และพนัรอบจานเลีย้งเชือ้ดว้ยพาราฟิลม์ จากนัน้หุม้จานเลีย้งเชือ้ดว้ยอะลูมเินียมฟอยล ์แสดงใน
ภาพประกอบ 22c อีกวธิีหน่ึงคอืนําเมล็ดพชืที่ปราศจากเชื้อที่มกีารงอกของรากยาวประมาณ 1 
เซนตเิมตร วางบนกระดาษกรองทีอ่ยูบ่นอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ แลว้นําเชือ้ราเอคโตไมคอรไ์รซาทีเ่พาะ
เชือ้บนเซลโลเฟนหรอืกระดาษกรองปิดทบัลงบนรากโดยควํ่าหน้าดา้นทีม่เีสน้ใยลง ปิดรอบจานเลีย้ง
เชือ้ดว้ยพาราฟิลม์ แสดงในภาพประกอบ 22d (Peterson; & Chakravarty. 1991: 75-105) 
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ภาพประกอบ 22  การทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาในสภาวะปราศจากเชือ้ (a) การทดสอบ

ในขวดรปูชมพู ่(b) การทดสอบในขวดแกว้ (mason jar) และ (c และ d) การทดสอบในจาน
เลีย้งเชือ้ 

  
ทีม่า: Peterson, Larry R.; & Chakravarty, P. (1991). Techniques in Synthesizing 

Ectomycorrhiza.  Methods in Microbiology. 23: 77, 79, 87, 90. 
 

7.2 การทดสอบในภาชนะปลกู  
การทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาในภาชนะปลูกมหีลายภาชนะ เช่น ในกล่อง

ไม้ กล่องกระจก และกระถาง เป็นต้น ซึ่งการทดสอบในกระถางพลาสติกมีการใช้วัสดุปลูกที่
หลากหลาย โดยนํากระถางพลาสตกิขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 12 เซนตเิมตร ใส่ทรายหรอืดนิ 
จากนัน้ใส่เชือ้ราเอคโตไมคอรไ์รซา และวางกระถางลงบนจานซึ่งมสีารอาหารบรรจุอยู่ ซึ่งส่วนของ
กระถางจะเจาะรูทีฐ่านอุดดว้ยสําลเีพื่อดูดซบัสารอาหารบนจานรองกระถาง หลงัจากนัน้นําเมลด็ที่
ปราศจากเชื้อใส่ไปยงัวสัดุปลูก นําโฟมวางทบัลงบนหน้าวสัดุปลูกเพื่อลดการสูญเสียความชื้น 
(Peterson; & Chakravarty. 1991: 75-105)  
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ภาพประกอบ 23 การทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาในกระถางปลกู 
 

ทีม่า: Peterson, Larry R.; & Chakravarty, P. (1991). Techniques in Synthesizing 
Ectomycorrhiza.  Methods in Microbiology.  23: 99. 
 
 

8. การผลิตหวัเช้ือเหด็เอคโตไมคอรไ์รซาท่ีรบัประทานได้ 
เหด็เอคโตไมคอร์ไรซาเป็นเหด็ที่ไดร้บัความนิยม มรีาคาสูง หาไดย้าก และไม่สามารถ

เพาะเลีย้งไดใ้นเรอืนเพาะเหด็ ทําใหม้งีานวจิยัหลายงานใหค้วามสนใจในการผลติหวัเชือ้เหด็เอคโต    
ไมคอรไ์รซาเพื่อเพิม่ทรพัยากรเหด็ และเพิม่คุณค่าทางเศรษฐกจิ นอกจากน้ียงัเป็นการช่วยส่งเสรมิ
การเจรญิของพชือาศยัอกีดว้ย  

ยะมะดะ; โอะกุระ และ โอมะสะ (Yamada; Ogura; & Ohmasa. 2001: 59-66) ไดผ้ลติ 
หวัเชื้อเหด็เอคโตไมคอรไ์รซาที่รบัประทานไดก้บักล้าไม ้โดยนําเหด็ Lyophyllum, Tricholoma, 
Leucopaxillus, Suillus, Rhizopogon, Lactarius และ Morchella ทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอร ์  
ไรซากบัต้นสน Pinus densiflora พบว่าหลงัจากใส่เชื้อไปเป็นเวลา 2-4 เดอืน Lyophyllum, 
Tricholoma, Suillus, Rhizopogon และ Lactarius มกีารสรา้งความสมัพนัธแ์บบเอคโตไมคอรไ์รซา
ขึน้ จากนัน้นําตน้สนทีม่ไีมคอรไ์รซาเจรญิอยู่ไปปลูกในกระถางโดยใชด้นิเป็นวสัดุปลูกไวท้ีอุ่ณหภูม ิ
23ºC รดน้ํากลัน่ 2 ครัง้ต่อสปัดาห ์พบว่าเชือ้ทดสอบ 10 ชนิดจากทัง้หมด 17 ชนิดมกีารสรา้ง    
ไพรโมเดยี (primordia) ขึน้ และพบว่า Tricholoma flavovirens, Rhizopogon rubescens และ 
Lactarius akahatsu มกีารพฒันาเป็นดอกเหด็ในพชือาศยั 
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แสนหมี ่(Sanmee. 2004: 1-282) ศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการเจรญิและการผลติ    
หวัเชือ้ราเอคโตไมคอรไ์รซา Phaeogyroporus portentosus และ Astraeus odoratus พบว่า P. 
portentosus สามารถเจรญิไดด้ใีนอาหาร Gamborg, MMN และ MS ทีอุ่ณหภูม ิ30ºC สว่น A. 
odoratus สามารถเจรญิไดด้ใีนอาหาร Fries ทีอุ่ณหภูม ิ30ºC และ 37ºC  สว่นค่าความเป็นกรดด่าง
พบว่าราทัง้สองชนิดสามารถเจรญิไดด้ทีี ่pH 4 แต่ไมส่ามารถเจรญิไดท้ี ่pH 2 และ มากกว่า 7 และ
พบว่าความเคม็มผีลกบัการเจรญิของเชือ้ P. portentosus แต่ไมม่ผีลกบัเชือ้ A. odoratus สว่นการ
เจรญิในวสัดุปลูกอื่นๆ พบว่า P. portentosus สามารถเจรญิไดใ้นอาหารธญัพชืทุกชนิดและชนิดที่
เหมาะสมที่สุดคือเมล็ดข้าวฟ่าง ส่วน A. odoratus พบว่าสามารถเจรญิได้ในพทีมอสและ  
เวอร์มคิูไลท์เท่านัน้ ส่วนการทดลองการสรา้งดอกเหด็ของเชือ้ราเอคโตไมคอรไ์รซากบัพชือาศยั 6 
ชนิด ไดแ้ก่ Castanopsis tribuloides, Dipterocarpus alatus, Dimocarpus longan, Eucalyptus 
camaldulensis, Pinus kesiya และ Syzygium cumini โดยแบ่งเป็น 2 การทดลอง คอื การทดลองใน
หอ้งปฏบิตักิารโดยทดสอบกบั E. camaldulensis และการทดลองในโรงเรอืนกบัพชืทีเ่หลอือกี 5 
ชนิด หลงัจากใสเ่ชือ้นาน 8 เดอืน พบว่าในการทดลองภายใตส้ภาวะปลอดเชือ้ในหอ้งปฏบิตักิารพบ
รากทีม่ลีกัษณะบวมสัน้สน้ํีาตาลซึง่แตกต่างจากรากของ E. camaldulensis ทัว่ไป แต่เมื่อทาํการตดั 
section แลว้ไมพ่บฮาทกิเนท หรอื แมนเทลิ ส่วนในโรงเรอืน พบราไมคอรไ์รซาลกัษณะทีแ่ตกต่าง
กนัหลายชนิดแต่ไม่สามารถระบุชนิดได้ เมื่อใช้ไพร์เมอร์จําเพาะกบัเชื้อทดสอบ (HAR2A) พบว่า    
ดเีอน็เอของรากไมคอรไ์รซาจากพชื P. kesiya เท่านัน้ทีพ่บการตดิเชือ้ทดสอบ นอกจากน้ียงัพบชัน้
แมนเทลิและฮาทกิเนทอกีดว้ย 

แมสสคิอต; เมลวลิ และ ปีเตอรส์นั (Massicotte; Melville; & Peterson. 2005: 141-149) 
ศึกษาราเอคโตไมคอร์ไรซาชนิด Laccaria bicolor กบัต้นสน 2 สายพนัธุ์ (Pinus resinosa 
และ Pinus sylvestris) พบว่ามคีวามสมัพนัธก์บัเอคโตไมคอรไ์รซาโดยมกีารสรา้งเสน้ใยพนัรอบ
ราก หลงัจากใสเ่ชือ้ 7-12 วนั และหลงัจากนัน้ประมาณ 20 วนั มกีารสรา้งกิง่ดา้นขา้งแตกออกเป็น 2 
กิง่ แบบ dichotomous ซึ่งปกคลุมไปดว้ยชัน้แมนเทลิ ต่อมามกีารรวมตวัของเสน้ใยพฒันาไปเป็น
ดอกเหด็ หลงัจากใสเ่ชือ้ประมาณ 50 วนั 

ทองกลาง; และคนอื่นๆ (Thongklang; et al. 2010: 413-425) ทาํการศกึษาสภาวะที่
เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเชือ้เอคโตไมคอรไ์รซา Phlebopus portentosus (เหด็หา้) เพื่อการ
ผลติ หวัเชือ้และการเจรญิเตบิโตของพชือาศยั พบว่าทีอุ่ณหภูม ิ30°C pH 4 อตัราส่วนระหว่าง
แหล่งคารบ์อน (malt extract) และแหล่งไนโตรเจน (yeast extract) เท่ากบั 10:1 (ปรมิาตรต่อ
ปรมิาตร) มคีวามเหมาะสมสาํหรบัการเจรญิของเสน้ใยรามากทีสุ่ด จากนัน้ศกึษาการผลติหวัเชือ้ใน
อาหารธญัพชืจาํนวน 16 ชนิด พบว่าเหด็หา้สามารถเจรญิไดด้ทีีสุ่ดในขา้วบารเ์ลยท์ีเ่ตมิอาหารเหลว 
Murashige & Skoog (MS) โดยเสน้ใยราจะเจรญิเตม็ขวดภายในเวลา 30 วนั นอกจากน้ีเมื่อบ่มเชือ้
ทีอุ่ณหภมู ิ30°C ในทีม่ดืเป็นเวลา 60 วนั พบวา่เกดิการรวมตวัของเสน้ใยเหด็ขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้ 
มลีกัษณะเป็นตุ่มคลา้ยการสรา้งดอกเหด็ จากนัน้ไดนํ้าหวัเชือ้ไปปลกูเชือ้ใหพ้ชือาศยัทัง้หมด 4 ชนิด 
คอื มะกอกน้ํา มะกลํ่าตน้ มะไฟจนี และผกัหวานบา้น หลงัจากใสเ่ชือ้เป็นเวลา 4 เดอืน พบว่าเสน้ใย
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ของเหด็สามารถเขา้ไปเจรญิอยูก่บัรากของมะกลํ่าตน้ มะไฟจนี และผกัหวานบา้น สว่นตน้มะกอกน้ํา
นัน้ใชเ้วลา 6 เดอืนจงึพบวา่เสน้ใยมกีารเจรญิอยูใ่นชัน้คอรเ์ทก็ซข์องราก 

ชโิมะมุระ; และคนอื่นๆ (Shimomura; et al. 2011: 529-536) ทดสอบการสรา้งเอคโต  
ไมคอรไ์รซาชนิด Rhizopogon roseolus กบัพชื Pinus thunbergii โดยนําเมลด็ P. thunbergii ที่
ปราศจากเชือ้และมกีารงอกของรากวางลงบนกระดาษกรองทีอ่ยู่บนผวิหน้าอาหารแขง็ MMN และ
นําเสน้ใยรา R. roseolus ทีต่ดัดว้ยเครือ่งเจาะจุกคอรก์ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 5 มลิลเิมตร วางขา้ง
รากกลา้ไม ้ปิดรอบจานเลีย้งเชือ้ดว้ยลาโนลนิและพาราฟิลม์ บ่มทีอุ่ณหภูม ิ23ºC ใหแ้สง 16 ชัว่โมง
ต่อวนั เป็นเวลา 8 สปัดาห ์โดยหลงัจากเพาะเชือ้ 2 สปัดาห ์พบว่ามกีารสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาใน 
4 ไอโซเลท และเมือ่ครบ 8 สปัดาห ์พบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาเป็นจาํนวนมาก ต่อมานํากลา้ไม้
ทีม่กีารสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาดงักล่าวไปใชเ้ป็นตน้แมป่ลกูลงในกระถางทีม่เีวอรม์คิไูลทผ์สมเปลอืก
ไมแ้ละปุ๋ ยหมกัในอตัราส่วนที่เท่ากนั แล้วปลูกกล้าไมท้ี่ไม่มเีอคโตไมคอร์ไรซารอบต้นแม่ นําสาร
แขวนลอยเสน้ใยราของ R. roseolus ปรมิาตร 500 มลิลลิติร ใสล่งไปบรเิวณรากของกลา้ไมท้ีไ่มม่ี
เอคโตไมคอรไ์รซา ในสปัดาหท์ี ่12, 16 และ 20 หลงัปลูก พบว่ามกีารเจรญิของดอกเหด็เกดิขึน้
หลงัจากปลกูกลา้ไมน้าน 32 สปัดาห ์ 
 



บทท่ี 3 
วิธีดาํเนินการวิจยั 

อปุกรณ์และสารเคมี  
 
 1. อปุกรณ์และเครื่องมือท่ีใช้ในการทดลอง 
 
ตาราง 4 เครือ่งมอืทีใ่ชใ้นการทดลอง 

เครือ่งมอืทีใ่ชใ้นการทดลอง บรษิทั ประเทศ 
กระดาษกรอง (cellulose acetate filter) Filtrex USA 
กลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (microscope) Olympus Japan 
กลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอรโิอ (stereo microscope) Olympus Japan 
เขม็ฉีดยาพลาสตกิ (syringe) Terumo Japan 
เครือ่งกวนสารละลาย (magnetic stirrer) Fisher Scientific  USA 
เครือ่งเขยา่สาร (incubator shaker) Sartorious Germany 
เครือ่งชัง่สาร IKA Malaysia 
เครือ่งป ัน่เหวีย่ง (centrifuge) Sorvall USA 
เครือ่งเพิม่จาํนวนดเีอน็เอ (thermo cycler) Bioer China 
เครือ่งตดั section (sliding microtome) Leica 

Microsystems 
Germany 

เครือ่งวดั pH  (pH meter) Fisher Scientific UK 
เครือ่งอเิลก็โทรโฟเรซสิ (electrophoresis apparatus) Bioer Technology China 
ชุดถ่ายภาพเจล (UV-transilluminator) Viber Lourmat Germany 
ตูค้วบคุมอุณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส Sanyo Japan 
ตูค้วบคุมอุณหภมู ิ-70 องศาเซลเซยีส Jouan Germany 
ตูบ้่มเพาะเชือ้ (incubator) Shel-lab Germany 
ตูป้ลอดเชือ้ (laminar flow) Nitech Thailand 
ตูอ้บฆา่เชือ้ (hot air sterilizing oven)  Fisher Scientific UK 
เตาไมโครเวฟ (microwave) Imarflex Thailand 
หมอ้น่ึงความดนัไอน้ํา (autoclave) Meditop.Co.,Ltd Thailand 
อา่งน้ําควบคุมอุณหภมู ิ(water bath) Heto USA 
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 2. อาหารเลี้ยงเช้ือ และสารเคมี 

 
ตาราง 5 อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมทีีใ่ชใ้นการทดลอง 
อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคม ี บรษิทั ประเทศ 
Agar Marine chemicals India 
Acetic acid Merck KGaA Germany 
Agarose Amresco USA 
Ammonium(+)Tartrate lobachemie India 
Amplicillin GPO Thailand 
Basic fuchsin Fluka chemie Switzerland 
Calcium choride (CaCl2) Univar Australia 
Cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) Amresco USA 
D-Glucose anhydrous Fisher Scientific UK 
Diammonium hydrogen orthophosphate Ajax New Zealand 
Ethanol Merck KGaA Germany 
Ethidium bromide solution Biorad USA 
FavorprepTM Gel/PCR purification mini kit Favorgen Taiwan 
Isopropyl thio-β-D-galactoside (IPTG) Bio basic Canada 
Methylene blue Unilab Australia 
MillerLuria-Bertani broth (LB) Titan Biotech India 
Phenol/chloroform/Isoamyl alcohol 25:24:1 pH 8 Research 

organics 
USA 

Potato dextrose agar Difco USA 
RBC TA cloning vector kit RBC Bioscience Taiwan 
RNase A Amresco USA 
Sodium acetate Ajax Finechem Australia 
Sodium hypochlorite Ajax Finechem Australia 
Streptomycin Genral Drug 

House 
Thailand 

Taq DNA polymerase (KAPA 2X) KAPA Biosystems USA 
Taq DNA polymerase (TopTaq 2X master mix kit) Qiagen USA 
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ตาราง 5 (ต่อ) 
อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคม ี บรษิทั ประเทศ 
Taq DNA polymerase (Phire® plant direct PCR kit) Finnzymes USA 
Tetracycline Oxoid England
Tissue embedding medium Paraplast Plus Netherlands 
Tris-Borate EDTA buffer power (TBE) Amresco USA 
Tryptone type I HiMedia India 
Tween 80 Ajax New zealand 
Water-Dnase & Rnase free Phyto Technology 

LaboratoriesTM 
USA 

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-
pyranoside) 

Amresco USA 

Yeast extract powder HiMedia India 
100 bp DNA ladder Marker RBC Bioscience Taiwan 
6x loading dye RBC Bioscience Taiwan 
 

 
วิธีดาํเนินการทดลอง 
 
 1. การสาํรวจและการเกบ็รวบรวมตวัอย่างราเอคโตไมคอรไ์รซา 
  เก็บรวบรวมตวัอย่างของราเอคโตไมคอร์ไรซา ไดแ้ก่ รากและดอกเหด็ จากพืน้ที่ป่าสน
ผสมเตง็รงั เขตรกัษาพนัธุส์ตัวป์า่ภูเขยีว จ. ชยัภูม ิเน่ืองจากเป็นพืน้ทีท่ีม่คีวามอุดมสมบูรณ์สงู และ
พบการเจรญิของเหด็เอคโตไมคอรไ์รซาทีห่ลากหลาย ซึ่งการเกบ็ตวัอย่างราเอคโตไมคอรไ์รซานัน้
เก็บในช่วงฤดูฝน เดอืนพฤษภาคมถึงเดอืนตุลาคม พ.ศ. 2554 การเก็บตวัอย่างได้ดดัแปลงจาก  
โพธิศ์ร;ี และคนอื่นๆ (Phosri; et al. 2010: 1-7) โดยวางแปลงเพื่อสาํรวจและเกบ็ตวัอยา่งแปลง
ตวัอยา่งมขีนาด กวา้ง × ยาว เท่ากบั 100 × 100 ตารางเมตร (ภาพประกอบ 24) และเกบ็ตวัอยา่ง
ทัง้หมด 20 จุด แต่ละจุดเกบ็ 2 บรเิวณ (A และ B) ทีอ่ยูต่รงขา้มกนั โดยเกบ็หา่งจากตน้ไมย้นืตน้
เป็นระยะ 1-1.5 เมตร แต่ละบรเิวณจะขดุดนิลกึประมาณ 5-10 เซนตเิมตร ตามแนวของรากตน้ไม ้
และมรีะยะหา่งของตน้ไมแ้ต่ละตน้ประมาณ 8 เมตร จากนัน้เกบ็ตวัอยา่งดนิทีม่รีากเอคโตไมคอรไ์รซา
ประมาณ 200-300 กรมั ใส่ถุงพลาสตกิ แลว้บนัทกึรายละเอยีดของตําแหน่งพกิดัทีเ่กบ็ รวมทัง้ชนิด
พชือาศยั และวนั เดอืน ปี ทีเ่กบ็ เป็นตน้  
 ส่วนตวัอย่างเหด็เอคโตไมคอรไ์รซาทีพ่บในบรเิวณแปลงสํารวจ ใชแ้ปรงเขีย่เศษดนิออก 
บันทึกภาพ และเก็บรวบรวมใส่ถุงกระดาษหรือกล่องพลาสติก พร้อมทัง้บันทึกรายละเอียด
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เช่นเดยีวกบัตวัอยา่งดนิและรากเอคโตไมคอรไ์รซา นําตวัอย่างเหด็ทีไ่ดม้าศกึษาและแยกเพาะเลีย้ง
เชือ้บรสิุทธิบ์นอาหารเลี้ยงเชือ้ทีเ่หมาะสมภายใน 24 ชัว่โมง และตดัเน้ือเยื่อดา้นในของดอกเหด็
ขนาดประมาณ 1×1 ตารางเซนตเิมตร ใสใ่นหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มลิลลิติร เพื่อนําไป
ศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรม ส่วนดอกเหด็นําไปอบแหง้ทีอุ่ณหภูม ิ40ºC หลงัจากนัน้เกบ็ในกล่อง
พลาสตกิทีม่ซีลิกิาเจลอยู่ เพื่อเกบ็รกัษาเป็นตวัอย่างแหง้ (fungal herbarium) ใชใ้นการศกึษาใน
หอ้งปฏบิตักิารต่อไป สว่นตวัอยา่งดนิและรากเอคโตไมคอรไ์รซาจะถูกเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูม ิ4ºC เพื่อ
การศกึษาต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 24 แผนภาพแสดงตําแหน่งในการเก็บตวัอย่างดนิและรากเอคโตไมคอร์ไรซา 

หมายเลข 1-20 แสดงจุดเกบ็ตวัอยา่งเริม่เกบ็จุดที ่1 ถงึจุดที ่20 ตวัอกัษร 1A และ 1B แสดง
การเกบ็ตวัอยา่งจุดละ 2 บรเิวณ 

 
 
 2. การคดัแยกและเพาะเลี้ยงเส้นใยราบริสทุธ์ิ 
  นําตัวอย่างของดอกเห็ดและรากเอคโตไมคอร์ไรซาที่รวบรวมได้มาแยกเพาะเลี้ยงให้
บรสิทุธิต์ามวธิกีารดงัต่อไปน้ี 

 
 

100 เมตร

100 เมตร

100 เมตร

100 เมตร
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2.1 การคดัแยกเส้นใยของเหด็ให้บริสทุธ์ิ 
  นําตวัอย่างเหด็ที่เกบ็รวบรวมไดม้าคดัแยกเชือ้บรสิุทธิ ์โดยการใชใ้บมดีทีป่ราศจาก
เชือ้ตดัดอกเหด็แลว้ใชเ้ขม็เขีย่ทีป่ราศจากเชือ้เขีย่เน้ือเยือ่ดา้นในบรเิวณกา้นดอกมาวางลงบนอาหาร
เลีย้งเชือ้แขง็ Modified Norkrans's C (MNC) และ Potato dextrose agar (PDA) (ภาคผนวก ก) 
(Yamada; & Katsuya. 1995: 315-323) แลว้บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30ºC เป็นเวลา 1-2 สปัดาห ์หรอืจนพบ
การเจรญิของเสน้ใย จากนัน้ใชเ้ขม็เขีย่ขนาดเลก็ทีป่ราศจากเชือ้เขีย่บรเิวณปลายของเสน้ใยทีเ่จรญิ
ยา้ยไปเลีย้งในอาหารใหม่ แลว้ตรวจสอบเสน้ใยทีแ่ยกไดโ้ดยการทํา wet mount ในสารละลาย 
lactophenol cotton blue เพื่อตรวจหาโครงสรา้งของ clamp connection ซึง่เป็นลกัษณะเฉพาะของ
เชือ้ราในกลุ่ม Basidiomycetes เกบ็รกัษาเสน้ใยเหด็บรสิุทธิท์ีไ่ดไ้วใ้นหลอดอาหาร MNC เอยีง ที่
อุณหภมู ิ15ºC เพือ่ใชใ้นการทดสอบกบัพชือาศยัและพสิจูน์เอกลกัษณ์ทางพนัธุกรรมต่อไป 

 
 2.2 การคดัแยกเส้นใยจากรากเอคโตไมคอรไ์รซาให้บริสทุธ์ิ 

 นําตวัอย่างรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีอ่ยู่ในดนิทีร่วบรวมไดใ้นแต่ละบรเิวณมาแยกจาก
ดนิอย่างระมดัระวงั โดยแบ่งกลุ่มตามลกัษณะทางสณัฐาน เช่น ส ีลกัษณะการแตกกิง่ และลกัษณะ
ของพืน้ผวิ ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอรโิอ (OLYMPUS รุน่ SZ-ST, Japan) ลา้งรากเพื่อเอา
ดนิออกหลายๆ ครัง้ จนสะอาด แบ่งรากเอคโตไมคอรไ์รซาแต่ละลกัษณะออกเป็น 2 ส่วน ส่วนหน่ึง
เกบ็ไวเ้พื่อศกึษาการจดัจําแนกชนิดจะอธบิายรายละเอยีดไวใ้นขอ้ 3.3 อกีส่วนนํามาแยกเพาะเชื้อ 
โดยใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มลิลลิติรทีม่สีารละลาย 0.01% polyoxyethylene 
sorbitan monooleate (Tween 80) ปรมิาตร 1 มลิลลิติรแลว้ vortex เป็นเวลา 1 นาท ีเทสว่นน้ําทิง้ 
ทาํเชน่น้ีซํ้าทัง้หมด 3 ครัง้ นําตวัอยา่งรากใสใ่นบกีเกอรข์นาด 200 มลิลลิติร ทีม่สีารละลาย 0.005% 
Tween 80 ปรมิาตร 100 มลิลลิติร บรรจุอยูซ่ึง่ตัง้อยูบ่น magnetic stirrer ลา้งเป็นเวลา 30 นาท ี
เมื่อครบเวลานําตวัอยา่งมาแช่ในสารละลาย 1% sodium hypochlorite นาน 1 นาที จากนัน้ล้าง
ด้วยน้ําที่ปราศจากเชื้อ จํานวน 3 ครัง้ และจึงนํารากเอคโตไมคอร์ไรซามาตดัเป็นท่อนสัน้ๆ 
ขนาดประมาณ 0.5 มลิลเิมตร ก่อนนํามาวางบนอาหารเลี้ยงเชือ้แขง็ MNC ทีเ่ตมิยาปฏชิวีนะ 
streptomycin (100 μg/ml) และ tetracycline (50 μg/ml) และบ่มทีอุ่ณหภูม ิ30ºC นาน 1-2 สปัดาห ์
หรอืจนพบการเจรญิของเสน้ใย โดยตรวจสอบการเจรญิของเสน้ใยทุกวนั จากนัน้ใชเ้ขม็เขีย่ขนาด
เลก็ทีป่ราศจากเชือ้เขีย่บรเิวณปลายของเสน้ใยทีเ่จรญิยา้ยไปเลี้ยงในอาหารใหม่ ตรวจหาโครงสรา้ง
ของ clamp connection  ซึง่เสน้ใยราเอคโตไมคอรไ์รซาบรสิุทธิท์ีไ่ดจ้ะถูกเกบ็รกัษาไวใ้นหลอดอาหาร 
MNC เอยีง ทีอุ่ณหภมู ิ15ºC (Yamada; et al. 2001: 43-50) 
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 3. การศึกษาเหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซาโดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยา 
 ตวัอย่างดอกเหด็สดที่เก็บรวบรวมได้ และรากเอคโตไมคอรไ์รซาที่คดัแยกตามลกัษณะ
ทางสณัฐานในขอ้ 2.2 ไดนํ้ามาจดัจาํแนกชนิดเบือ้งตน้โดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวทิยา 

 
 3.1 การจาํแนกชนิดของเหด็เอคโตไมคอรไ์รซา  
  นําตวัอยา่งดอกเหด็ทีเ่กบ็รวบรวมไดม้าทาํรอยพมิพส์ปอร ์(spore print) จากนัน้ทํา 
wet mount ในน้ํา และสารละลาย melzer’s reagent (ภาคผนวก ข) เพื่อศกึษาลกัษณะ รปูร่าง 
ขนาด และสขีองเบสดิโิอสปอร ์(basidiospores) ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์โดยสขีองสปอรเ์ทยีบรหสัสี
กบัแผนภาพสขีอง Royal Botanic Garden Edinburgh (1969) วดัขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางของ
สปอรท์ัง้หมด 20-30 สปอรเ์พือ่หาขนาดสปอรเ์ฉลีย่ จากนัน้ศกึษาลกัษณะ ส ีการเปลีย่นสหีลงัทาํให้
เกดิรอยชํ้าของดอกเหด็ ขนาดของดอกเหด็จาํแนกตามวธิขีอง บาส (Bas. 1969: 285-579) ศกึษา
ลกัษณะของครบีดอก ก้านดอก วงแหวน เปลอืกหุม้ดอกอ่อน กลิน่ รสชาต ิน้ํายาง และลกัษณะที่
เกดิขึน้เมื่อทดสอบกบัสารเคม ีจากนัน้จดัจาํแนกชนิดในเบือ้งตน้ตาม ลารเ์จน็ท,์ เดวดิ และ วอทลงิ 
(Largent; Johnson; & Watling. 1977: 1-148; Largent; Stuntz; & Hadley. 1986: 1-166) และ
งานวจิยัอื่นๆ ไดแ้ก่  
 

1. Preliminary molecular identification of Boletus griseipurpureus Corner from 
Thailand and its nutritional value (Aungaudchariya; et al. 2012: 1991-1998) 

2. Morphology and subdivision of Amanita and a monograph on its section 
Lepidella (Bas. 1969: 285-579) 

3. Some species of wild Boletes in Thailand (Seehanan; & Petcharat.  2008: 
109-118) 

4. Die Amanita-Arten von Südwestchina (Yang.  1997: 1-240) 
5. The genus Astraeus in Thailand (Phosri; et al.  2004: 453-463) 
6. Molecular study of the genus Astraeus (Phosri; et al.  2007: 275-286) เป็นตน้ 

 
 

 3.2 การจาํแนกชนิดของรากเอคโตไมคอรไ์รซา 
  นําตวัอย่างรากเอคโตไมคอรไ์รซาจากขอ้ 2.2 มาศกึษาอย่างละเอยีดภายใต้กลอ้ง

จุลทรรศน์แบบสเตอรโิอ บนัทกึ ส ีลกัษณะการแตกกิง่ และลกัษณะพื้นผวิ จากนัน้เก็บรากแต่ละ
ลกัษณะใสใ่นสารละลาย CTAB (ภาคผนวก ข) (Doyle; & Doyle. 1990: 13–15) ที ่4ºC ก่อนนําไป
ศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรม ส่วนตวัอย่างอกีส่วนทําการตดั section รากดว้ยมอื แล้วยอ้มสดี้วย
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สารละลาย lactophenol cotton blue ก่อนนําไปศกึษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (OLYMPUS รุ่น 
LABOMED) เพือ่ศกึษาโครงสรา้งของชัน้แมนเทลิทีหุ่ม้ลอ้มรอบราก รวมทัง้ฮาทกิเนทและโครงสรา้ง
อื่นๆ เบือ้งตน้ตามวธิขีอง อะเกอเรอร ์(Agerer. 1991: 25-74) แลว้บนัทกึภาพ ทาํ section แบบบาง
ดว้ยวธิกีารตดั microtome ดดัแปลงจาก บรนัเดรท็, เมลวลิ และ ปีเตอรส์นั (Brundrett; Melville; & 
Peterson. 1994: 1-161) เริม่จากเอาน้ําออกจากตวัอยา่งรากเอคโตไมคอรไ์รซา โดยแช่ในสารละลาย 
ethanol ทีม่คีวามเขม้ขน้จากน้อยไปมาก และแช่ใน Tissue Embedding Medium ทีผ่สมกบั 
ethanol ในอตัราส่วน 1:1 (น้ําหนักต่อน้ําหนัก) จากนัน้แช่ใน Tissue Embedding Medium 
(ภาคผนวก ข) ตัง้ไวใ้นตูอ้บอุณหภูม ิ60ºC เป็นเวลา 3 วนั โดยเปลีย่น Tissue Embedding 
Medium ใหมทุ่กวนั เมื่อครบ 3 ครัง้แลว้นํามาละลายและตรงึลงในฐานรองสาํหรบัการตดัดว้ยเครื่อง 
microtome (Leica, Germany) และนําตวัอย่างแช่ในตูเ้ยน็อุณหภูม ิ-4ºC เป็นเวลา 2 วนัเพื่อให ้
Tissue Embedding Medium แขง็พอสาํหรบัการตดั section หลงัจากตดั section แลว้ นําชิน้รบิบิน้
ตวัอย่างที่ได้แช่ลงในถาดที่มน้ํีาซึ่งตัง้อยู่บนเตาที่อุณหภูม ิ60ºC โดยมเีจลาตินละลายเป็นฟิล์ม
ดา้นบนผวิน้ําเพื่อช่วยในการเกาะตดิกบัแผ่นสไลด ์จากนัน้ใชแ้ผน่สไลดช์อ้นรบิบิน้ทีม่เีจลาตนิอยูใ่ต้
ล่างขึน้มา ทาํสไลดใ์หอุ้่นดว้ยการผา่นไฟของตะเกยีงแอลกอฮอล ์หยดส ีmethylene blue ลงไปเป็น
เวลา 10-15 วนิาท ีเมื่อครบเวลาล้างสไลด์ดว้ยน้ํากลัน่ จากนัน้ยอ้มทบัดว้ยส ีbasic fuchsin 
ประมาณ 10 วนิาท ีลา้งออกดว้ยน้ํากลัน่และทาํใหแ้หง้โดยการผา่นไฟหรอืการตัง้ทิง้ไว ้ปิดดว้ยแผน่
ปิดสไลด์ และยึดแผ่นปิดสไลด์ด้วยน้ํายาทาเล็บสังเกตลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และ
บนัทึกภาพเพื่อเป็นข้อมูลประกอบการจดัจําแนกชนิดร่วมกับข้อมูลของลําดบันิวคลีโอไทด์ซึ่ง
รายละเอยีดอธบิายในขอ้ 4 
 
 
 4. การศึกษาเห็ดและรากเอคโตไมคอรไ์รซาโดยอาศยัลาํดบันิวคลีโอไทด์
บริเวณ internal transcribed spacers (ITS) 

 ในการศกึษาลําดบันิวคลโีอไทดข์องตวัอยา่งเหด็จะใชเ้น้ือเยื่อดา้นในของดอกเหด็สด สว่น
รากเอคโตไมคอรไ์รซาจะใชส้ว่นปลายรากทีแ่ยกไดใ้นขอ้ 2.2 มาทาํการสกดัดเีอน็เอ และเพิม่จาํนวน
ดเีอน็เอบรเิวณ ITS จากนัน้วเิคราะหห์าลําดบันิวคลโีอไทด์ เพื่อการระบุชนิดร่วมกบัขอ้มูลทาง
สณัฐานโดยมขีัน้ตอนดงัน้ี 

 
 4.1 การสกดัดีเอน็เอของเหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซา 
  นําตัวอย่างเน้ือเยื่อดอกเห็ด (หรือปลายรากเอคโตไมคอร์ไรซา) ที่อยู่ในหลอด 

microcentrifuge  ขนาด 1.5 มลิลลิติร มาสกดัดเีอน็เอโดยดดัแปลงตามวธิขีอง แซมบรกู; ฟรทิสช ์
และ มาเนียทสิ (Sambrook; Fritsch; & Maniatis. 1989) โดยบดใหล้ะเอยีดแลว้เตมิสารละลาย 
CTAB เขม้ขน้ 2 % ปรมิาตร 200 ไมโครลติรและสารละลาย Rnase A ความเขม้ขน้ 100 
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ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร (ภาคผนวก ข) จากนัน้นําไป vortex และบ่มทีอุ่ณหภูม ิ65ºC เป็นเวลา 60 
นาท ีโดยจะทําการพลกิกลบัหลอดไปมา 2-3 ครัง้ เมื่อครบเวลานําไป vortex และป ัน่เหวี่ยงที่
ความเรว็รอบ 13,000 rpm (11,239 ×g) ทีอุ่ณหภูม ิ4ºC เป็นเวลา 10 นาท ีจากนัน้ดดูสว่นน้ําใสที่
อยู่ดา้นบนใส่ในหลอด microcentrifuge ใหม่แลว้เตมิสารละลาย phenol: chloroform: isoamyl 
alcohol (25: 24: 1) (Research organics, USA) ปรมิาตร 1 เท่าของส่วนน้ําใสทีเ่กบ็ได ้นําไป 
vortex และป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 13,000 rpm (11,239 ×g) ทีอุ่ณหภูม ิ4ºC เป็นเวลา 5 นาท ี
ดดูสว่นน้ําใสดา้นบนใสใ่นหลอด microcentrifuge ใหม ่แลว้เตมิสารละลาย sodium acetate (NaOAc) 
เขม้ขน้ 3 โมลาร ์ (ภาคผนวก ข) ทีแ่ช่เยน็ในปรมิาณ 1/10 เท่าของปรมิาตรน้ําใส เตมิสารละลาย 
isopropanol ทีแ่ช่เยน็ ในปรมิาตร 1 เท่าของปรมิาตรทัง้หมด แลว้พลกิกลบัหลอดไปมาใหเ้ขา้กนั
เบาๆ จากนัน้นําไปแช่ในน้ําแข็งเป็นเวลา 30 นาที และป ัน่เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm 
(11,239 ×g) ทีอุ่ณหภูม ิ4ºC เป็นเวลา 20 นาท ีเทส่วนน้ําทิง้ จากนัน้เตมิสารละลาย ethanol 
เขม้ขน้ 70% ทีแ่ช่เยน็ปรมิาตร 300 ไมโครลติร นําไปป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 13,000 rpm 
(11,239 ×g) ทีอุ่ณหภูม ิ4ºC เป็นเวลา 10 นาท ีเทสว่นน้ําทิง้ และปล่อยทิง้ไวใ้หแ้หง้ ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง 
หลงัจากนัน้เติมน้ําที่ปราศจากเอนไซม์ Dnase และ Rnase ปรมิาณ 20-50 ไมโครลิตร แล้วเก็บ
รกัษาไวท้ีอุ่ณหภมู ิ-20ºC จนกวา่จะนําไปใช ้

 
 4.2 การเพ่ิมจาํนวนดีเอน็เอบริเวณ internal transcribed spacers (ITS) ด้วยวิธี

ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
  สารละลายดเีอน็เอของเหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีเ่ตรยีมไดจ้ากขอ้ 4.1 นํามาใช้

เป็นดเีอน็เอตัง้ตน้ในการเพิม่จํานวนดเีอน็เอบรเิวณ ITS โดยใชคู้่ไพรเ์มอรท์ีแ่สดงในภาพประกอบ 
25 และตาราง 6 

 
ภาพประกอบ 25 แผนภาพแสดงตําแหน่งและทศิทางของไพรเ์มอรบ์รเิวณ ITS และ rDNA ทีใ่ชใ้น

การทดลอง 
 

ทีม่า: ดดัแปลงจาก Tedersoo; et al. (2008). Strong Host Preference of Ectomycorrhizal 
Fungi in a Tasmanian Wet Sclerophyll Forest as Revealed by DNA Barcoding and Taxon-
Specific Primers. New Phytologist. 180: 479–490. 
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ตาราง 6 ไพรเ์มอรแ์ละลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีใ่ชใ้นการทดลอง 
ไพรเ์มอร ์  ลาํดบันิวคลโีอไทด ์(5' -> 3') เอกสารอา้งองิ 
ITSOF-T forward ACTTGGTCATTTAGAGGAAGT Taylor; & McCormick. 2008: 

1020-1033 
LB-W reverse CTTTTCATCTTTCCCTCACGG Tedersoo; et al. 2008: 479-

490 
ITS1F forward CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Gardes; & Bruns. 1993: 113-

118 
ITS4B reverse CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG Gardes; & Bruns. 1993: 113-

118 
ITS1 forward TCCGTAGGTGAACCTGCGG White; et al. 1990: 315-322 
ITS4 reverse TCCTCCGCTTATTGATATGC White; et al. 1990: 315-322 
ITS5 forward GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG White; et al. 1990: 315-322 
    

 
 
ในการเพิม่จํานวนดเีอน็เอบรเิวณ ITS ของตวัอย่างเหด็เริม่แรกเลอืกใชคู้่ไพรเ์มอร์

ของ ITS1F/ITS4B เน่ืองจากมคีวามจําเพาะกบัเชื้อราที่อยู่ในกลุ่ม Basidiomycetes มากที่สุด 
(Gardes; & Bruns. 1993: 113–118) แต่เน่ืองจากตวัอยา่งเหด็นัน้มคีวามหลากหลายของ สายพนัธุ์
สงู จงึเลอืกใชคู้่ไพรเ์มอรอ์ื่นๆ รว่มดว้ย ในกรณีทีไ่มส่ามารถเพิม่ปรมิาณชิน้ดเีอน็เอบรเิวณ ITS ได้
ด้วยคู่ไพร์เมอร์ ITS1F/ITS4B ตัวอย่างของคู่ไพร์เมอร์อื่นๆ ที่ใช้ เช่น คู่ไพร์เมอร์ ITS1F/ITS4, 
ITS1/ITS4B และ ITS5/ITS4 เป็นตน้ โดยมสีว่นผสมของสารในปฏกิริยิา PCR ดงัน้ี 

 
สว่นประกอบ ปรมิาตรทีใ่ช ้ (ไมโครลติร) ความเขม้ขน้สดุทา้ย 
Forward primer (10 μM) 1 0.4 ไมโครโมลาร ์
Reverse primer (10 μM) 1 0.4 ไมโครโมลาร ์
ดเีอน็เอตน้แบบ 5 10-100 นาโนกรมัต่อไมโครลติร 
Taq DNA Polymerase (KAPA 
หรอื TopTaq 2X master mix kit) 

 
12.5 

 
1.25 ยนิูตต่อ 25 ไมโครลติร 

Water sterile DNase/RNase free 5.5 - 
 

หมายเหตุ: ปรมิาตรสดุทา้ยเทา่กบั 25 ไมโครลติร  
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จากนัน้เพิม่จาํนวนดเีอน็เอดว้ยเครือ่ง PCR (Thermal Cycler, China) โดยตัง้โปรแกรมดงัน้ี 
 

ปฏกิริยิา PCR อุณหภมู ิ เวลา 
1. Initial denaturation 95 ºC 5 นาท ี
2. Denaturation  95 ºC 1 นาท ี
3. Annealing  50-55 ºC* 1 นาท ี
4. Extension  72 ºC 2 นาท ี
5. Final extension 72 ºC 10 นาท ี
ทาํซํ้าตัง้แต่ขัน้ตอนที ่2 ถงึ ขัน้ตอนที ่4 จาํนวน 35 รอบ 
 
หมายเหตุ: * หมายถงึ ชว่งอุณหภมูอิาจปรบัเปลีย่นตามความเหมาะสม ขึน้อยูก่บัชนิดของรา 

 
ส่วนในการศึกษาลกัษณะพนัธุกรรมของรากเอคโตไมคอร์ไรซา นํามาเพิม่จํานวน    

ดเีอน็เอบรเิวณ ITS ดว้ยคู่ไพรเ์มอร ์ITSOF-T/LB-W หรอืในกรณีทีไ่มส่ามารถเพิม่จํานวนดเีอน็เอ
ดว้ยคูไ่พรเ์มอร ์ITSOF-T/LB-W ได ้ใชคู้่ไพรเ์มอรอ์ื่นแทน เช่น ITSOF-T/ITS4 หรอื ITSOF-T/ITS2 
เป็นตน้ (Tedersoo; et al. 2008: 479-490; 2011; Bahram; et al. 2011: 313-320; Phosri; et al. 
2012: 2287-2298) โดยมสีว่นผสมของปฏกิริยิา PCR ดงัน้ี 

 
สว่นประกอบ ปรมิาตรทีใ่ช ้ (ไมโครลติร) ความเขม้ขน้สดุทา้ย 
Forward primer (10 μM) 1 0.5 ไมโครโมลาร ์
Reverse primer (10 μM) 1 0.5 ไมโครโมลาร ์
ดเีอน็เอตน้แบบ 5 10-100 นาโนกรมัต่อไมโครลติร 
Phire® Hot Start II DNA 
Polymerase (Finnzyme) 

 
0.4 

 
1.5 ยนิูตต่อ 20 ไมโครลติร 

1x Phire® PCR buffer  10 - 
Water sterile DNase/RNase free 2.6 - 
 
หมายเหตุ: ปรมิาตรสดุทา้ยเทา่กบั 25 ไมโครลติร  
 
จากนัน้เพิม่จาํนวนดเีอน็เอดว้ยเครือ่ง PCR (Thermal Cycler, China) โดยตัง้โปรแกรมดงัน้ี 
 
ปฏกิริยิา PCR อุณหภมู ิ เวลา 
1. Initial denaturation 98 ºC  5 นาท ี
2. Denaturation  98 ºC  5 วนิาท ี
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3. Annealing  56-57 ºC*  5 วนิาท ี
4. Extension  72 ºC 20 วนิาท ี
5. Final extension 72 ºC   1 นาท ี
ทาํซํ้าตัง้แต่ขัน้ตอนที ่2 ถงึ ขัน้ตอนที ่4 จาํนวน 40 รอบ 
 
หมายเหตุ: * หมายถงึ ชว่งอุณหภมูอิาจปรบัเปลีย่นตามความเหมาะสม ขึน้อยูก่บัชนิดของรา 

  
หลงัจากเพิม่จํานวนดเีอน็เอแล้วนําดเีอน็เอที่ไดม้าตรวจสอบขนาดดว้ยวธิอีะกาโรส

เจลอเิลก็โตรโฟรซีสี (gel electrophoresis) ดว้ยชุดเครื่องเจลอเิลก็โตรโฟรซีสิ โดยเปรยีบเทยีบกบั
ขนาดดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder marker) ใชค้วามเขม้ขน้ของเจลอะกาโรส 1% ใน
สารละลายบฟัเฟอร ์0.5X TBE (Amresco) (ภาคผนวก ข) ใชก้ระแสไฟฟ้าทีค่วามต่างศกัย ์100 
โวลต ์เป็นเวลา 30 นาท ีนําเจลมายอ้มในสารละลาย ethidium bromide เขม้ขน้ 10 μg/ml เป็นเวลา 
10-15 นาท ีนําไปตรวจสอบแถบดเีอน็เอภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตดว้ยเครื่อง UV-transilluminator 
และบนัทกึภาพ  

 
 4.3 การโคลนดีเอน็เอเข้าสู่เวกเตอร ์(DNA cloning vector) 
  นําผลผลติดเีอน็เอที่ผ่านการเพิม่จํานวนและทําใหบ้รสิุทธิแ์ล้วมาเชื่อมกบัเวกเตอร ์
โดยเวกเตอรท์ี่ใชค้อื TA cloning vector หลงัจากนัน้จงึทําการโคลนเขา้สู่เซลล์แบคทเีรยี 
Escherichia coli (E. coli) สายพนัธุ ์TOP10 ดว้ยวธิกีารดงัน้ี 
 
  4.3.1 การเช่ือมต่อช้ินส่วนดีเอน็เอกบัเวกเตอร ์(Ligation) 
    นําผลติภณัฑ์ดเีอน็เอที่ผ่านการทําใหบ้รสิุทธิม์าเชื่อมต่อกบัเวกเตอรโ์ดยใช ้
TA cloning vector (RBC TA cloning vector kit, Taiwan) ซึง่มสีว่นผสมดงัน้ี 
 

สว่นประกอบ ปรมิาตรทีใ่ช ้(ไมโครลติร) 
Ligation buffer A 0.5 
Ligation buffer B 0.5 
RBC TA cloning vector 1.0 
PCR purify product 2.0-2.5 
T4 DNA ligase 0.5 

 
    จากนัน้นําสว่นผสมทัง้หมดบ่มไวท้ีอุ่ณหภูม ิ4◦C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้นํา
รคีอมบแินนทด์เีอน็เอทีไ่ดโ้คลนเขา้สูเ่วกเตอรใ์นขัน้ต่อไป 
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  4.3.2 การนํารีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดเข้าสู่เซลลข์องส่ิงมีชีวิต (Transformation) 
    นําแบคทเีรยี E.coli TOP10 ทีผ่่านการเตรยีมความพรอ้มใหส้ามารถรบั      
ดเีอน็เอจากภายนอก หรอืทีเ่รยีกว่าคอมพลเีทนต์เซลล ์(competent cell) (ภาคผนวก ค) ซึง่เกบ็
รกัษาอยู่ทีอุ่ณหภูม ิ-70°C มาวางอยู่ในน้ําแขง็ทีเ่ตรยีมไวเ้พื่อใหล้ะลายชา้ๆ ใชเ้วลาประมาณ 30 
นาที เมื่อละลายแล้วนํารีคอมบิแนนท์ที่เตรียมไว้ผสมลงไปกบัคอมพลีเทนต์เซลล์ในปริมาณ 1 
ไมโครลติร โดยใชท้ปิคนชา้ๆ จากนัน้บ่มไวใ้นน้ําแขง็เป็นเวลา 30 นาท ีเมื่อครบเวลาแลว้นําไปแช่
ใน water bath ทีต่ัง้อุณหภูมไิว ้42°C เป็นเวลา 30 วนิาท ีโดยแช่อยา่งเบามอื หลงัจากนัน้นําไปแช่
ในน้ําแขง็เป็นเวลา 5 นาท ีใส ่Soc medium (ภาคผนวก ก) ลงไปปรมิาณ 250 ไมโครลติร แลว้
นําไปเขย่าที ่37°C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้นํามา spread ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ Miller 
Luria-Bertani (LB agar) (ภาคผนวก ก) ทีม่ยีาแอมพซิลิลนิ (ampicillin) เขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อ
ไมโครลติร ปรมิาตร 20 ไมโครลติร (ภาคผนวก ข) Isopropylthiogalactoside (IPTG) เขม้ขน้ 40 
ไมโครกรมัต่อไมโครลติร ปรมิาตร 4 ไมโครลติร (ภาคผนวก ข) และ X-gal เขม้ขน้ 50 ไมโครกรมั
ต่อไมโครลติร ปรมิาตร 40 ไมโครลติร (ภาคผนวก ข) แลว้นําไปบ่มไวท้ีอุ่ณหภูม ิ37°C เป็นเวลา 
12-14 ชัว่โมง  
 
  4.3.3 การคดัเลือกพลาสมิด 
    หลงัจากบ่มครบ 14 ชัว่โมง จะสงัเกตเหน็โคโลนีสน้ํีาเงนิและสขีาวเกดิขึน้ใน
การคดัเลือกพลาสมดินัน้จะคดัเลือกโคโลนีสขีาว เน่ืองจากดเีอ็นเอเข้าไปแทรกในส่วน multiple 
cloning site ตรงบรเิวณยนี lacZ ซึ่งเป็นบรเิวณที่ผลติเอนไซม์เบต้ากาแลกโตสเิดส (β-
galactosidase) ซึ่งจะสามารถย่อยสบัสเตรท X-gal ไดด้งันัน้เมื่อบรเิวณยนี lacZ ถูกชิ้นดเีอน็เอ
แทรกทําใหก้ารผลติเอนไซมเ์บต้ากาแลกโตสเิดสไม่สมบูรณ์ จงึทําใหไ้ม่สามารถย่อยสบัสเตรท X-
gal ได ้โคโลนีของแบคทเีรยีทีม่พีลาสมดิทีม่ชีิน้ดเีอน็เอแทรกอยูจ่งึมสีขีาว สว่นโคโลนีสฟ้ีาเกดิจาก
ไม่มชีิ้นดเีอน็เอเขา้ไปแทรกบรเิวณยนี lacZ ทําใหม้กีารผลติเอนไซม์เบต้ากาแลคโตสเิดส (β-
galactosidase) ทีส่มบูรณ์ สามารถยอ่ยสบัสเตรท X-gal เกดิสารสน้ํีาเงนิ ดงันัน้จงึคดัเลอืกโคโลนีสี
ขาวจาํนวน 3 โคโลนี โดยเขีย่ 1 โคโลนี ต่อ 1 หลอด microcentrifuge ขนาด 0.2 มลิลลิติร เพื่อ
ตรวจสอบโคโลนีทีไ่ดว้า่มชีิน้ดเีอน็เอขนาดทีต่อ้งการหรอืไมด่ว้ยวธิ ีPCR  
 
 4.4 การเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอจากพลาสมิดด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) 
  นําหลอด microcentrifuge ที่มโีคโลนีสขีาวอยู่มาทําการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอด้วยวิธ ี
PCR โดยใชคู้่ไพรเ์มอร ์เวลา และอุณหภูม ิตามแต่ละบรเิวณทีศ่กึษา เช่นเดยีวกบัวธิกีารทดลองใน
ข้อ 4.2 จากนัน้จึงนําผลผลิตดีเอ็นเอที่ได้ไปตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ถ้า
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ผลผลติดเีอน็เอทีไ่ดจ้ากการโคลนยนีมขีนาดทีถู่กตอ้งจงึนําชิน้ดเีอน็เอไปทาํใหบ้รสิุทธิเ์พื่อหาลําดบั
นิวคลโีอไทดต่์อไป 
 

4.5 การทาํช้ินดีเอน็เอให้บริสทุธ์ิและการวิเคราะหล์าํดบันิวคลีโอไทด ์
  นําดเีอน็เอทีเ่พิม่จํานวนจากขัน้ตอน 4.2 และ/หรอื 4.4 มาทําใหบ้รสิุทธิโ์ดยใชชุ้ด 

FavorPrepTM GEL/PCR Purification mini Kit ตามวธิใีนคู่มอื ก่อนสง่ตวัอยา่งไปวเิคราะหห์าลําดบั     
นิวคลโีอไทดท์ีบ่รษิทั 1st BASE (Malaysia) ผา่นบรษิทั Ward Medic, Ltd. ประเทศไทย ผลทีไ่ด้
นํามาตรวจสอบดว้ยโปรแกรม Chromas (Technelysium Pty.Ltd) และเทยีบเคยีงความเหมอืนผา่น
โปรแกรม BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) กบัฐานขอ้มลู GenBank (http://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) และ UNITE (Abarenkov; et al. 2010: 189–196) ซึง่ค่ารอ้ยละความ
เหมอืน (% similarity) ทีไ่ดจ้ากการเทยีบเคยีงกบัลําดบันิวคลโีอไทดใ์นฐานขอ้มลูทีย่อมรบัไดค้อื 
รอ้ยละ 97 ในการจดัจาํแนกชนิดในระดบัสปีชสี ์
  

 4.6 การศึกษาความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการของเหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซา 
  การวเิคราะหค์วามสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการโดยการนําลําดบันิวคลโีอไทดข์องตวัอย่าง

เหด็และรากทีไ่ดจ้ากขอ้ 4.2 และ/หรอื 4.4 มาจดัเรยีงแนวความสมัพนัธ์ (multiple sequence 
alignment)  โดยใชโ้ปรแกรม MUSCLE (http://www. ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) รวมกบัลําดบั
นิวคลโีอไทด์ที่ได้จากฐานขอ้มูล GenBank จากนัน้วเิคราะห์ความสมัพนัธ์เชงิววิฒันาการด้วยวธิ ี
Maximum Likelihood (ML), Maximum Parsimony (MP) และ Neighbor Joining (NJ) ดว้ย
โปรแกรม MEGA (Tamura; et al. 2011: 2731-2739) ซึง่ในแต่ละวธิจีะมกีารกําหนดค่าความ
เหมอืน (bootstrap analysis) ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 หมายถงึ กําหนดใหโ้ปรแกรมมกีารสรา้งแผนภูมิ
ววิฒันาการตน้ไมซ้ํ้ากนัทัง้หมด 1000 ครัง้ เพื่อใหไ้ดแ้ผนภูมวิวิฒันาการตน้ไมท้ีม่ ีความเป็นไปได้
มากทีส่ดุ และพสิจูน์วา่เป็นแผนภมูทิีด่ทีีส่ดุ และมคีวามถูกตอ้งมากทีส่ดุ 
 
 

 5. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญของเช้ือราเอคโตไมคอรไ์รซา
บริสทุธ์ิ 
  นําเสน้ใยราบรสิทุธิท์ีแ่ยกไดจ้ากขอ้ 2.1 และ 2.2 มาหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการเจรญิโดย
เลอืกศกึษา 3 ปจัจยั ไดแ้ก่ ชนิดของอาหารเลีย้งเชือ้, คา่ pH และ อุณหภมู ิเพือ่เพิม่จาํนวนราเอคโต
ไมคอรไ์รซาใหไ้ดป้รมิาณมาก เพือ่ใชใ้นการผลติหวัเชือ้ และทดสอบการสรา้งรากเอคโตไมคอรไ์รซา
กบัพชือาศยัต่อไป  
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 5.1 การศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเช้ือ 
  ใช้เครื่องเจาะจุกคอร์กตัดบริเวณขอบของโคโลนีให้มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 
มลิลเิมตร เลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ 4 ชนิด ไดแ้ก่ Modified Melin-Norkrans (MMN), Modified 
Norkrans's C (MNC), Potato Dextrose Agar (PDA) และ Murashige and Skoog medium (MS) 
(ภาคผนวก ก) โดยปรบั pH เท่ากบั 6 บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30ºC โดยทาํการทดสอบอาหารละ 5 ซํ้า วดั
การเจรญิของราโดยวดัขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโคโลนีทุก 1 สปัดาห ์เป็นเวลา 4 สปัดาห ์ จากนัน้
หลอมอาหารนําเสน้ใยออกมาลา้งน้ําหลายๆ ครัง้ก่อนนําไปอบทีอุ่ณหภูม ิ60ºC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
เพื่อหามวลชวีภาพ (น้ําหนักแหง้) ของเสน้ใย แลว้นําขอ้มูลมาวเิคราะหค์่าทางสถติติามวธิขีอ้ 5.4 
เพือ่หาอาหารทีเ่หมาะสมในการเจรญิ 

 
 5.2 การศึกษาผลความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
  ใช้เครื่องเจาะจุกคอร์กตัดบริเวณขอบของโคโลนีให้มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 
มลิลเิมตร เลีย้งในอาหารเหลวชนิด MNC 50 มลิลลิติร ทีป่รบั pH ใหม้คี่าเท่ากบั 2, 3, 4, 5, 6, 7 
และ 8 ตามลําดบั (ภาคผนวก ก) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30ºC เป็นเวลา 4 สปัดาห ์ในแต่ละ pH ทาํทัง้หมด 
5 ซํ้า จากนัน้นํามากรองเสน้ใยดว้ยกระดาษกรอง Whatman no. 1 นําไปอบทีอุ่ณหภูม ิ60ºC เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง เพื่อหามวลชวีภาพ (น้ําหนกัแหง้) ของเสน้ใย แลว้นําขอ้มลูมาวเิคราะหค์่าทางสถติิ
ตามวธิขีอ้ 5.4 เพือ่หาคา่ pH ทีเ่หมาะสมในการเจรญิ 
 
 5.3 การศึกษาผลของอณุหภมิู 
  ใช้เครื่องเจาะจุกคอร์กตัดบริเวณขอบของโคโลนีให้มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 
มลิลเิมตร เลีย้งบนอาหารแขง็ MNC ทีม่ ีpH เท่ากบั 6 บ่มทีอุ่ณหภูม ิ25, 30, อุณหภูมหิอ้ง และ 
37ºC ในแต่ละอุณหภูมทิาํทัง้หมด 5 ซํ้า วดัการเจรญิของราโดยวดัขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโคโลนี
ทุก 1 สปัดาห ์เป็นเวลา 4 สปัดาห ์ จากนัน้หลอมอาหารนําเสน้ใยออกมาลา้งน้ําหลายๆ ครัง้ก่อน
นําไปอบทีอุ่ณหภมู ิ60ºC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เพือ่หามวลชวีภาพ (น้ําหนกัแหง้) ของเสน้ใย แลว้นํา
ขอ้มลูมาวเิคราะหค์า่ทางสถติติามวธิขีอ้ 5.4 เพือ่หาอุณหภมูทิีเ่หมาะสมในการเจรญิ 
 
 5.4 การวิเคราะหข้์อมลูการเจริญในสภาวะต่างๆ 
  นําค่าเฉลีย่การเจรญิของเสน้ใย ไดแ้ก่ ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง และน้ําหนกัแหง้ของ
เสน้ใย ในแต่ละทรทีเมนต์ (อาหาร, ค่าความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูม)ิ ระยะเวลา 1 เดอืน มา
วเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่ของแต่ละทรทีเมนตโ์ดยใช ้one-way ANOVA เลอืกวธิขีอง Duncan 
tests 
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 6. การทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซากบัพืชอาศยั 
  ราเอคโตไมคอร์ไรซาปกติมกีารเจรญิอยู่ร่วมกบัพชือาศยั การทดสอบการสร้างเอคโต    
ไมคอรไ์รซากบัพชือาศยัจงึเป็นสิง่ทีช่่วยยนืยนัว่าเสน้ใยทีส่ามารถเพาะเลีย้งบนอาหารแขง็ไดเ้ป็นรา
เอคโตไมคอรไ์รซา โดยนําเสน้ใยจากขอ้ 2.1 และ 2.2 มาใชใ้นทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซา
กบัรากพชือาศยั 
 
  6.1 การเตรียมเมลด็สนสามใบและเมลด็ยางนา 
   เริม่จากการนําเมลด็สนสามใบ (Pinus kesiya Royle ex Gordon; Pinaceae) แช่ใน
น้ํากลัน่ที่อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง คดัเมลด็ทีจ่มน้ํานํามาทําการฆ่าเชื้อทีผ่วิ โดยแช่ใน 
ethanol เขม้ขน้ 70 % เป็นเวลา 3-5 นาท ีแช่ใน hydrogen peroxide เขม้ขน้  30 % เป็นเวลา 30 
นาท ีขณะทีแ่ช่อยู่นัน้ควรเขย่าใหส้ารละลายสมัผสักบัเมลด็ไดท้ัว่ถงึ ลา้งน้ํากลัน่ทีป่ราศจากเชือ้ 3 
ครัง้ และนําเมลด็วางลงบน water agar เขม้ขน้ 0.5 % บ่มทีอุ่ณหภูม ิ25ºC ในทีม่ดืเป็นเวลา 2 
สปัดาห ์หรอืจนกวา่เมลด็งอก บางสว่นเพาะลงในทรายทีผ่า่นการฆา่เชือ้ 2 ครัง้โดยแต่ละครัง้หา่งกนั
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 2 สปัดาหห์รอืจนกวา่เมลด็งอก 
   การเตรยีมเมล็ดยางนา (Dipterocarpus alatus Roxb. Ex G.Don; 
Dipterocapaceae) เริ่มจากการตัดปีก ล้างด้วยน้ําประปาให้สะอาด จากนัน้แช่ในสารละลาย
โซเดยีมไฮโปคลอไรต ์ เขม้ขน้ 3% นาน 30 นาท ีนําเมลด็ไปลา้งดว้ยน้ําทีป่ราศจากเชือ้ แลว้นําไป
บ่มในทีม่ดืเป็นเวลา 1-2 สปัดาห ์หรอืจนกวา่เมลด็งอก 

 
  6.2 การทดสอบการสร้างเอคโตไมคอรไ์รซาในจานเลี้ยงเช้ือ 
   ในการทดสอบน้ีเลอืกใชพ้ชือาศยัคอืกลา้สนสามใบในการทดสอบ 
 
   6.2.1 การทดสอบการสร้างเอคโตไมคอรไ์รซาบนอาหารเลี้ยงเช้ือแขง็ 
     นํากระดาษเซลโลเฟนทีผ่า่นการฆา่เชือ้ 2 ครัง้โดยแต่ละครัง้หา่งกนัเป็นเวลา 
24 ชัว่โมง วางลงบนอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ 2 ชนิด คอื MNC และ MS จากนัน้นําเสน้ใยของรามาเลีย้ง
ใหเ้จรญิบนกระดาษเซลโลเฟนเป็นเวลา 3-4 สปัดาห ์บ่มทีอุ่ณหภูม ิ 30ºC แลว้นํากลา้สนสามใบที่
งอกเป็นเวลา 2 สปัดาห ์วางลงบนอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ MNC และ MS ทีม่กีระดาษเซลโลเฟนทีผ่า่น
การฆ่าเชื้อแล้ววางอยู่ เจาะขอบของจานเลี้ยงเชื้อเป็นช่องว่างใหย้อดของกล้าสนเจรญิออกมาได ้
จากนัน้ตดัเสน้ใยของราทีอ่ยูบ่นกระดาษเซลโลเฟนขนาด 2×2 ตารางเซนตเิมตรโดยวางควํ่าดา้นทีม่ี
เสน้ใยของราลงบนรากของตน้สน และใชว้าสลนีปิดชอ่งทีเ่จาะบนจาน ใชพ้าราฟิลม์พนัรอบจานเลีย้ง
เชื้อ นํากระดาษอะลูมเินียมฟอยล์หุม้เพื่อป้องกนัแสงรบกวนรากและรา บ่มที่อุณหภูมหิอ้งและให้
แสงนาน 14 ชัว่โมงต่อวนั เป็นระยะเวลานาน 4-8 สปัดาห ์หลงัจากครบกําหนดนํามาศกึษาการตดิ
เชือ้ราทีร่ากสนโดยตรวจหาโครงสรา้งของเอคโตไมคอรไ์รซาภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอรโิอ
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และกลอ้งจุลทรรศน์ นํารากสนบางส่วนตดั section เพื่อตรวจหาโครงสรา้งของฮาทกิเนท และวดั
ความหนาของชัน้แมนเทลิ 
 
   6.2.2 การทดสอบการสร้างเอคโตไมคอรไ์รซาบนวสัดปุลกู 
     นําวัสดุปลูก ได้แก่ พีทมอสและเวอร์มิคูไลท์ผสมกันในอัตราส่วน 1:1 
(ปรมิาตร:ปรมิาตร) นําไปฆา่เชือ้ทีอุ่ณหภมู ิ110°C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 30 นาท ี2 
ครัง้ แต่ละครัง้ห่างกนั 24 ชัว่โมง จากนัน้บรรจุลงในจานเลี้ยงเชื้อพลาสติกที่มขีนาดเสน้ผ่าน
ศูนยก์ลางเท่ากบั 9 เซนตเิมตร โดยเจาะทีบ่รเิวณขอบจานเป็นช่องเพื่อใหย้อดของกลา้สนเจรญิ
ออกมาได ้แลว้เตมิอาหารเหลว MNC ลงไปปรมิาตรเท่ากบั 1 มลิลลิติร นํากลา้สนวางลงบนวสัดุ
ปลูก แลว้นําเสน้ใยราวางทบับนรากของกลา้สนอกีทหีน่ึง ปิดช่องทีเ่จาะไวด้ว้ยวาสลนีและใชพ้ารา
ฟิลม์พนัรอบจานเลีย้งเชือ้ นํากระดาษอะลูมเินียมฟอยลห์ุม้เพื่อป้องกนัแสงรบกวนต่อการเจรญิของ
ราก บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้ง และใหแ้สงนาน 14 ชัว่โมงต่อวนัเป็นระยะเวลานาน 4-8 สปัดาห ์หลงัจาก
ครบกําหนดนํามาศกึษาการตดิเชือ้ราทีร่ากสนโดยตรวจหาโครงสรา้งของเอคโตไมคอรไ์รซาภายใต้
กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอรโิอและกล้องจุลทรรศน์ นํารากสนบางส่วนตดั section เพื่อตรวจหา
โครงสรา้งของฮาทกิเนท และวดัความหนาของชัน้แมนเทลิ 
 

6.3 การทดสอบการสร้างเอคโตไมคอรไ์รซาในถงุเพาะชาํ 
   ในการทดสอบน้ีเลอืกใชพ้ชือาศยั 2 ชนิด คอืกลา้สนสามใบ และกลา้ยางนาในการ
ทดสอบ โดยเริม่จากเตรยีมวสัดุปลูกพทีมอสและเวอรม์คิูไลท์ผสมกนัอตัราส่วน 1:1 (ปรมิาตร:
ปรมิาตร) ปรมิาตร 250 มลิลลิติร บรรจุในขวดแกว้ขนาด 500 มลิลลิติร นําไปน่ึงฆา่เชือ้ทีอุ่ณหภูม ิ
110°C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 30 นาท ี2 ครัง้ แต่ละครัง้หา่งกนั 24 ชัว่โมง จากนัน้
เตมิอาหารเหลว MNC (pH 6) ลงไป 20 มลิลลิติร แลว้นําไปน่ึงฆา่เชือ้ทีอุ่ณหภูม ิ121°C ความดนั 
15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาท ีนําเสน้ใยราขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 5 มลิลเิมตร จาํนวน 3 
ชิน้ ใสล่งไปในวสัดุปลูกทีเ่ตรยีมไว ้บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้ง (30-32ºC) นาน 4 สปัดาห ์หรอืจนเสน้ใย
เจรญิทัว่วสัดุปลกู  
   จากนัน้เตรยีมภาชนะปลูกโดยนําพทีมอสและเวอรม์คิูไลทท์ีม่เีสน้ใยเจรญิอยู่ผสมกบั
ดนิทีผ่า่นการฆา่เชือ้ทีอุ่ณหภูม ิ110°C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 30 นาท ี2 ครัง้ แต่ละ
ครัง้ห่างกนั 24 ชัว่โมง มาผสมกนัในอตัราส่วนของหวัเชือ้เสน้ใยราต่อดนิเท่ากบั 1:8 (ปรมิาตร:
ปรมิาตร) ปรมิาตร 250 มลิลลิติร ใสล่งในถุงเพาะชาํขนาดกวา้ง x ยาว เท่ากบั 5 x 11 เซนตเิมตร 
นํากลา้สนสามใบและกลา้ยางนาอายุ 1 เดอืน ทีเ่ตรยีมไวใ้นขอ้ 6.1 มาเพาะลงในถุงเพาะชํา ที่
อุณหภูมหิอ้ง ใหแ้สงนาน 14 ชัว่โมงต่อวนั และใหน้ํ้า 20 มลิลลิติรต่อวนั เป็นเวลา 6 เดอืน แต่ละ
ชนิดพชืทําอย่างละ 10 ซํ้า โดยเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุมทีไ่ม่มกีารเตมิราเอคโตไมคอรไ์รซา วดั
การเจรญิของตน้กลา้จากความสงูทุกเดอืน เมื่อครบ 6 เดอืน นํามาหามวลชวีภาพรวม (น้ําหนกัแหง้
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ของใบ ลําต้น และราก) นอกจากน้ีได้ทําการสุ่มตรวจรากเอคโตไมคอร์ไรซาในเดอืนที่ 3 และ 6 
ภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอรโิอและกลอ้งจุลทรรศน์ เพื่อตรวจหาโครงสรา้งและวดัความหนา
ของชัน้แมลเทลิและฮาทกิเนทของราเอคโตไมคอรไ์รซา 
 
  6.4 การทดสอบการสร้างเอคโตไมคอรไ์รซาโดยใช้สารแขวนลอยของสปอร ์
   ตวัอยา่งดอกเหด็สดทีเ่กบ็รวบรวมได ้ทาํการผา่กลางตวัอยา่งและนําสปอรม์าผสมกบั
น้ํากลัน่ทีผ่า่นการฆา่เชือ้แลว้ปรมิาตร 10 มลิลลิติร จากนัน้เตมิสารละลาย Tween 20 เขม้ขน้ 0.1% 
เพื่อลดแรงตึงผิวของน้ําและช่วยในการกระจายสปอร์ แล้ว นํามานับจํานวนสปอร์ด้วย 
heamacytometer ปรบัความเขม้ขน้ของสปอรใ์หม้คี่าเท่ากบั 1012 สปอรต่์อมลิลลิติร จากนัน้นําสาร
แขวนลอยสปอรท์ีไ่ด ้ปรมิาตร 1 มลิลลิติร ผสมกบัดนิทีผ่า่นการฆา่เชือ้ทีอุ่ณหภูม ิ110°C ความดนั 
15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 30 นาท ี2 ครัง้ แต่ละครัง้หา่งกนั 24 ชัว่โมง ปรมิาตร 250 มลิลลิติร 
แลว้บรรจุลงในถุงเพาะชาํขนาดกวา้ง x ยาว เท่ากบั 5 x 11 เซนตเิมตร นํากลา้สนสามใบ และกลา้
ยางนาอายุ 1 เดอืน ทีเ่ตรยีมไวใ้นขอ้ 6.1 มาเพาะลงในถุงเพาะชํา ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง ใหแ้สงนาน 14 
ชัว่โมงต่อวนั และใหน้ํ้า 20 มลิลลิติรต่อวนั เป็นเวลา 6 เดอืน แต่ละชนิดพชืทาํอยา่งละ 6 ซํ้า วดัการ
เจรญิของตน้กลา้จากความสงูทุกเดอืน เมือ่ครบ 6 เดอืน นํามาหามวลชวีภาพรวม (น้ําหนกัแหง้ของ
ใบ ลําต้น และราก) จากนัน้สุ่มตรวจรากเอคโตไมคอร์ไรซาในเดือนที่ 6 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบสเตอรโิอและกล้องจุลทรรศน์ เพื่อตรวจหาโครงสร้างและวดัความหนาของชัน้แมลเทิลและ
ฮาทกิเนทของราเอคโตไมคอรไ์รซา 
 
 
 7. การตรวจสอบการติดเช้ือราเอคโตไมคอรไ์รซาในรากพืชทดสอบ 
  หลังจากการทดสอบการสร้างเอคโตไมคอร์ไรซากับพืชอาศัยมีการเจริญเติบโตตาม
ระยะเวลาทีก่ําหนดแลว้ นําพชืในขอ้ 6.2 และ 6.3 มาตรวจสอบการตดิเชือ้ราเอคโตไมคอรไ์รซา ดว้ย
วธิต่ีางๆ ดงัน้ี 
 
  7.1 การตรวจวดัการเจริญเติบโตของพืช 
   ตรวจวดัการเจรญิของพชืหลงัจากปลูกกลา้ไมทุ้กๆ เดอืนเป็นระยะเวลา 6 เดอืน โดย
การวดัความสงูของลําตน้ เมื่อครบกําหนด 6 เดอืน นํามาหามวลชวีภาพรวม (น้ําหนักแหง้ของใบ 
ลําตน้ และราก) โดยการนําไปอบแหง้ที ่อุณหภูม ิ80ºC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้นํามาเกบ็ไวท้ี่
โถดดูความชืน้ก่อนนําไปชัง่หาน้ําหนกัแหง้  
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  7.2 การวิเคราะหข้์อมลูการเจริญเติบโตของพืช 
   นําคา่เฉลีย่การเจรญิเตบิโตของพชื ไดแ้ก่ ความสงู มวลชวีภาพเหนือดนิ มวลชวีภาพ
ใต้ดนิ และมวลชวีภาพรวม ของกลา้ไมอ้ายุ 6 เดอืน ไปวเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบค่าเฉลี่ยของแต่ละ 
ทรทีเมนตโ์ดยใช ้Independent-Samples T-Test 
  
  7.3 การตรวจสอบลกัษณะของรากเอคโตไมคอรไ์รซา 
   ทําการสุ่มเกบ็ตวัอย่างรากและดนิรอบรากประมาณ 10 กรมั ของแต่ละต้นของพชื
ทดสอบในทุกชุดการทดลอง มาตรวจหาโครงสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซา คอืลกัษณะทางสณัฐานของ
รากที่เปลี่ยนแปลงไปจากรากปกติ เช่น สี ขนาด ผิวสัมผสั และการแตกกิ่ง เป็นต้น จากนัน้
ตรวจสอบลกัษณะภายในรากเบือ้งตน้ดว้ยวธิกีารตดัตามขวางและตามยาวดว้ยมอื ทาํ wet mount 
ดว้ยสารละลาย lactic acid เขม้ขน้รอ้ยละ 85 ศกึษาลกัษณะของชัน้แมนเทลิ และฮาทกิเนท
ภายในรากดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ (Agerer. 1991: 25–74) จากนัน้ศกึษาลกัษณะภายในดว้ยวธิ ี
microtome ตามวธิใีนขอ้ 3.2 
 
  7.4 การตรวจวดัร้อยละการติดเช้ือราเอคโตไมคอรไ์รซา 
   เมื่อทําการสุ่มตรวจรากเอคโตไมคอรไ์รซาจากพชืทดสอบในทุกชุดการทดลองแล้ว 
คาํนวณหาคา่รอ้ยละการตดิเชือ้ราเอคโตไมคอรไ์รซา ดว้ยวธิ ีgrid line ดงัน้ี 
   โดยสุม่รากและดนิจากพชืทดสอบประมาณ 10 กรมั จากนัน้เลอืกรากออกมาตดัเป็น
ท่อนสัน้ๆ ยาวประมาณ 1 เซนตเิมตร นํามาวางเรยีงในจานเลีย้งเชือ้ทีม่น้ํีาอยูเ่ลก็น้อย โดยใหแ้ต่ละ
รากกระจายอยูท่ ัว่จานอยา่งสมํ่าเสมอ ไมม่กีารซอ้นทบักนั โดยกน้จานเลีย้งเชือ้ทีนํ่ามาไดท้าํการขดี
เป็นชอ่งตารางสีเ่หลีย่มจตุัรสั โดยแต่ละชอ่งมขีนาดกวา้ง x ยาว เทา่กบั 1 ตารางเซนตเิมตร จากนัน้
นับจํานวนรากเอคโตไมคอรไ์รซาและรากที่ไม่ใช่เอคโตไมคอรไ์รซาทีพ่าดอยู่บนเสน้ตารางทัง้ตาม
แนวขวาง คอื นับแถวที่หน่ึงจากซ้ายไปขวาตามด้วยแถวที่สองขวาไปซ้ายทําเช่นน้ีไปจนถึงเส้น
สุดทา้ยของจานเลีย้งเชือ้ และตามแนวยาว โดยเริม่นับจากเสน้ทีห่น่ึงจากบนลงล่าง แถวทีส่องจาก
ล่างขึน้บน นบัเชน่น้ีไปจนถงึเสน้สดุทา้ย เมื่อนบัเสรจ็แลว้นําจาํนวนทีไ่ดม้าคาํนวณหารอ้ยละการตดิ
เชือ้ของราเอคโตไมคอรไ์รซา (Brundrett; et al. 1996: 1-734) 
 
  7.5 การตรวจพิสจูน์โดยการหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์
   ตดัปลายรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีต่รวจพบจากขอ้ 7.3 นํามาสกดัดเีอน็เอตามวธิใีนขอ้ 
4.1 และเพิม่จํานวนดเีอน็เอบรเิวณ ITS2 ดว้ยไพรเ์มอร ์ITS3 (5´-GCATCGATGAAGAACG 
CAGC-3´) และ ITS4B (5´-CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG-3´) โดยมสี่วนผสมของสารใน
ปฏกิริยิา PCR ดงัน้ี 
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สว่นประกอบ ปรมิาตรทีใ่ช ้ (ไมโครลติร) ความเขม้ขน้สดุทา้ย 
ITS3 (10 μM) 1 0.4 ไมโครโมลาร ์
ITS4B (10 μM) 1 0.4 ไมโครโมลาร ์
ดเีอน็เอตน้แบบ 5 10-100 นาโนกรมัต่อไมโครลติร 
Taq DNA Polymerase (TopTaq 
2X master mix kit) 

 
12.5 

 
1.25 ยนิูตต่อ 25 ไมโครลติร 

Water sterile DNase/RNase free 5.5 - 
 

หมายเหตุ: ปรมิาตรสดุทา้ยเทา่กบั 25 ไมโครลติร  
    

จากนัน้เพิม่จาํนวนดเีอน็เอดว้ยเครือ่ง PCR (Thermal Cycler, China) โดยตัง้โปรแกรมดงัน้ี 
 

ปฏกิริยิา PCR อุณหภมู ิ เวลา 
1. Initial denaturation 95 ºC 2 นาท ี
2. Denaturation  95 ºC 30 วนิาท ี
3. Annealing  55 ºC 30 วนิาท ี
4. Extension  72 ºC 30 วนิาท ี
5. Final extension 72 ºC 10 นาท ี
ทาํซํ้าตัง้แต่ขัน้ตอนที ่2 ถงึ ขัน้ตอนที ่4 จาํนวน 35 รอบ 

 
  จากนัน้ตรวจวัดขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 
จากนัน้ทาํใหบ้รสิุทธิด์ว้ยชุด FavorPrepTM GEL/PCR Purification mini Kit ก่อนสง่วเิคราะหห์าลําดบั
นิวคลโีอไทด ์ผลที่ได้นํามาเทียบเคียงกบัฐานข้อมูล GenBank และ UNITE รวมทัง้ลําดบันิวคลี
โอไทด์ของราเอคโตไมคอร์ไรซาที่ใช้ในการทดสอบ (Astraeus sirindhorniae) เพื่อเป็นการ
ยนืยนัว่ารากเอคโตไมคอร์ไรซาที่สร้างเป็นชนิดเดยีวกบัราทีท่ดสอบจรงิ 
 



บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
1. การเก็บรวบรวมตัวอย่างราเอคโตไมคอร์ไรซาและการเพาะเลี้ยงเส้นใยรา
บริสทุธ์ิ  
  ผลการสาํรวจและเกบ็รวบรวมตวัอยา่งราเอคโตไมคอรไ์รซา ทัง้ดอกเหด็และราก จากพืน้ที่
ปา่สนผสมเตง็รงั ณ เขตรกัษาพนัธุส์ตัวป์า่ภูเขยีว จ.ชยัภูม ิในช่วงเดอืนพฤษภาคม – ตุลาคม พ.ศ. 
2554 โดยการวางแปลงขนาด กวา้ง x ยาว เท่ากบั 100 x 100 เมตร โดยสุม่เกบ็ตวัอยา่งจาํนวน 20 
จุด รายละเอยีดแสดงในวธิกีารทดลองขอ้ 1 เสน้ทางสาํรวจและพกิดัแสดงในภาพประกอบ 26 ซึง่
ชนิดพชืทีพ่บในแต่ละจุดไดแ้ก่ สนสามใบ (Pinus kesiya Royle ex Gordon.), ทะโล ้(Schima 
wallichii choisy), ก่อดาํ (Lithocarpus truncatus Rehd. & Wils.), ก่อขาว (Castanopsis argentea 
(Blume) A. DC.), เหมอืดโลด (Aporusa villosa Lindl. Baill.), มะก่อ (Lithocarpus ceriferus 
A.Camus), ยางเหยีง (Dipterocarpus obtusifolius Teijsm. ex Miq.), ตาฉี่เคย (Craibiodendron 
stellatum W.W. Smith) และตบัเต่า (Diospyros ehretioides Wall. ex G.Don) ซึง่พชืสว่นใหญ่อยู่
ในวงศ ์Fagaceae และ Pinaceae ตามลําดบั (ตาราง 7) ตวัอยา่งรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีเ่กบ็
รวบรวมไดม้จีาํนวนทัง้หมด 109 ตวัอยา่ง สว่นดอกเหด็ทีพ่บในพืน้ทีม่จีาํนวน 28 ตวัอยา่ง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 26 พืน้ทีศ่กึษา (A) ปา่สนผสมเตง็รงั เขตรกัษาพนัธุส์ตัวป์า่ภูเขยีว และ (B) จุดเกบ็

ตวัอยา่ง 
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ตาราง 7 จาํนวนตวัอยา่งราเอคโตไมคอรไ์รซาและชนิดพชืทีพ่บในพืน้ทีป่า่สนผสมเตง็รงั 
จดุเกบ็
ตวัอย่าง 

ราเอคโตไมคอรไ์รซา 
(ตวัอย่าง) 

พิกดั ชนิดพืช (วงศ)์ 

ดอกเหด็ ราก 
1 3 11* 16°24'14.2"N 

101°34'45.9"E 

Pinus kesiya Royle ex Gordon. (Pinaceae) 

2 - 5 16°24'14.1"N 
101°34'46.4"E 

Schima wallichii choisy (Theaceae) 

3 - 11 16°24'14.1"N 
101°34'47.1"E 

Pinus kesiya Royle ex Gordon. (Pinaceae) 

4 - 7 16°24'14.1"N 
101°34'47.5"E 

Lithocarpus truncatus Rehd. & Wils. 
(Fagaceae) 

5 - 2 16°24'14.4"N 
101°34'48.3"E 

Lithocarpus truncatus Rehd. & Wils. 
(Fagaceae) 

6 2 5 16°24'14.7"N 
101°34'48.9"E 

Lithocarpus truncatus Rehd. & Wils. 
(Fagaceae) 

7 2 7 16°24'13.6008"N 
101°34'48.612"E 

Castanopsis argentea (Blume) A. DC. 
(Fagaceae) 

8 - 8 16°24'13.3776"N 
101°34'48.202"E 

Aporusa villosa Lindl. Baill. (Euphorbiaceae) 

9 2 3 16°24'13.1904"N 
101°34'47.528"E 

Castanopsis argentea (Blume) A. DC. 
(Fagaceae) 

10 - 5 16°24'13.5792"N 
101°34'47.5"E 

Lithocarpus ceriferus A.Camus (Fagaceae) 

11 2 4 16°24'12.7332"N 
101°34'47.59"E 

Dipterocarpus obtusifolius Teijsm.ex Miq. 
(Dipterocarpaceae) 

12 2* 3 16°24'13.194"N 
101°34'47.089"E 

Dipterocarpus obtusifolius Teijsm.ex Miq. 
(Dipterocarpaceae) 

13 1 8 16°24'12.816"N 
101°34'46.308"E 

Pinus kesiya Royle ex Gordon. (Pinaceae) 

14 3 5 16°24'14.7096"N 
101°34'45.728"E 

Pinus kesiya Royle ex Gordon. (Pinaceae) 

15 2 5 16°24'15.1884"N 
101°34'46.34"E 

Craibiodendron stellatum W.W. Smith 
(Ericaceae) 

 
หมายเหตุ: * หมายถงึตวัอยา่งทีเ่พาะเลีย้งเสน้ใยราบรสิทุธิไ์ด ้ - หมายถงึไมพ่บตวัอยา่ง  
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ตาราง 7 (ต่อ) 
จดุเกบ็
ตวัอย่าง 

ราเอคโตไมคอรไ์รซา 
(ตวัอย่าง) 

พิกดั ชนิดพืช (วงศ)์ 

ดอกเหด็ ราก 
16 1 7 16°24'15.246"N  

101°34'46.949"E 

Castanopsis argentea (Blume) A. DC. 
(Fagaceae) 

17 2 5 16°24'15.4728"N 
101°34'47.086"E 

Lithocarpus truncatus Rehd. & Wils. 
(Fagaceae) 

18 2 2 16°24'14.9508"N 
101°34'47.147"E 

Pinus kesiya Royle ex Gordon. (Pinaceae) 

19 3 4 16°24'15.3972"N 
101°34'47.791"E 

Diospyros ehretioides Wall. ex G.Don 
(Ebenaceae) 

20 1 2 16°24'15.3216"N 
101°34'48.868"E 

Lithocarpus ceriferus A.Camus (Fagaceae) 
 

 
หมายเหตุ: * หมายถงึ ตวัอยา่งทีเ่พาะเลีย้งเสน้ใยราบรสิทุธิไ์ด ้ - หมายถงึ ไมพ่บตวัอยา่ง  
 
 ตวัอยา่งดอกเหด็ทัง้ 28 ตวัอยา่ง สามารถเพาะเลีย้งไดเ้พยีง 1 ตวัอยา่ง คอื PKBP28 จาก
จุดเกบ็ตวัอย่างที ่12 บรเิวณตน้ยางเหยีง ซึง่แบ่งออกเป็น 4 ไอโซเลท ตามจํานวนดอกเหด็ที่
เพาะเลีย้งได ้ไดแ้ก่ PKBP28-1, PKBP28-2, PKBP28-3 และ PKBP28-4 บนอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ 
Modified Norklans’s C (MNC) ทีอุ่ณหภูม ิ30°C เสน้ใยละเอยีด ซอ้นกนัแน่น สน้ํีาตาลทอง สว่น
ตวัอย่างรากเอคโตไมคอรไ์รซาจํานวน 109 ตวัอย่าง สามารถเพาะเลีย้งไดเ้พยีง 1 ตวัอย่าง คอื 
RBP1-1 ซึง่แบ่งออกเป็น 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่  RBP1-1a, RBP1-1b, RBP1-1c และ RBP1-1d จาก
จุดเกบ็ตวัอยา่งที ่1 บรเิวณตน้สนสามใบ ซึง่เจรญิไดบ้นอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ MNC ทีอุ่ณหภูม ิ30°C 
เส้นใยราทัง้สองไอโซเลทมลีกัษณะคล้ายกนัคอืเส้นใยละเอยีด ซ้อนกนัแน่น สเีหลือง เมื่อศึกษา   
เสน้ใยราทัง้ 8 ไอโซเลท ทีไ่ดภ้ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์พบโครงสรา้งของ clamp connection ซึง่เป็น
ลกัษณะเฉพาะของราในกลุ่ม Basidiomycetes (ภาพประกอบ 27) ค่ารอ้ยละของตวัอย่างดอกเหด็
และรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีเ่พาะเลีย้งไดม้คี่าเท่ากบัรอ้ยละ 3.57 และรอ้ยละ 0.92 ตามลําดบั ซึง่
ตวัอย่างราที่เพาะเลี้ยงได้นําไปพสิูจน์เอกลกัษณ์ทางพนัธุกรรมเพื่อคดัเลือกมาทดสอบการสร้าง    
ไมคอรไ์รซากบัรากพชือาศยัต่อไป 
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ภาพประกอบ 27 ตวัอย่างราเอคโตไมคอรไ์รซาทีเ่พาะเลีย้งได ้(A) เหด็ PKBP28 (B) การเจรญิ

ของเสน้ใยราบน MNC (C) ลกัษณะของ clamp connection (ลูกศร) (D) รากเอคโตไมคอร ์  
ไรซา RBP1-1a (E) การเจรญิของเสน้ใยราบน MNC และ (F) ลกัษณะของ clamp connection 
(ลกูศร) 

 
 
2. การจาํแนกชนิดของเห็ดและรากเอคโตไมคอร์ไรซาโดยอาศยัลกัษณะทาง
สณัฐาน 
  2.1 เหด็เอคโตไมคอรไ์รซา 
   นําตวัอย่างเหด็เอคโตไมคอรไ์รซาจํานวน 28 ตวัอย่าง มาศกึษาลกัษณะทางสณัฐาน
ตามทีอ่ธบิายในวธิกีารทดลองขอ้ 3.1 เพื่อการจดัจําแนกชนิดเบือ้งตน้ พบว่าสามารถจําแนกได ้8 
วงศ ์(family) 13 สกุล (genus) มากกวา่ 20 สปีชสี ์(species) รายละเอยีดแสดงในตาราง 8 ซึง่วงศท์ี่
พบมากทีส่ดุไดแ้ก่ Gomphaceae รองลงมาคอื Boletaceae และ Russulaceae ตามลําดบั สว่นการ
จดัจําแนกในระดบัสปีชสีน์ัน้ไดใ้ชเ้ทคนิคทางชวีวทิยาโมเลกุลโดยการหาลําดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ 
internal transcribed spacers (ITS) มาชว่ย ผลแสดงในการทดลองขอ้ 3 
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ตาราง 8 ชนิดของตวัอยา่งเหด็เอคโตไมคอรไ์รซาทีพ่บในแปลงศกึษา 
วงศ ์(family) สกลุ (genus) รหสัตวัอย่าง 

Amanitaceae Amanita sp. PKBP11 
Boletaceae Boletellus sp. PKBP23 
 Mycoamanranthus sp. PKBP8 
 Pulveroboletus sp. PKBP13, PKBP14, PKBP21 
 Tylopilus sp. PKBP12, 
Diplocystaceae Astraeus sp. PKBP28 * 
Gomphaceae Gomphus sp. PKBP1, PKBP7, PKBP20, PKBP27 
 Ramaria species 1 PKBP2 
 Ramaria species 2 PKBP4 
 Ramaria species 3 PKBP6 
 Ramaria species 4 PKBP15 
 Ramaria species 5 PKBP18 
 Ramaria species 6 PKBP24 
 Ramaria species 7 PKBP25 
Inocybaceae Inocybe sp. PKBP26 
Russulaceae Lactarius sp. PKBP17 
 Russula sp. PKBP9, PKBP10 
Sclerodermataceae Scleroderma  sp. PKBP3, PKBP5, PKBP16 
Tricholomataceae Tricholoma sp. PKBP22 
 
หมายเหตุ: * หมายถงึ ตวัอย่างทีส่ามารถเพาะเลี้ยงได ้และตวัอย่างที ่PKBP19 เป็นตวัอย่าง     
ดอกเหด็ออ่นตรวจไมพ่บสปอร ์ไมส่ามารถจาํแนกชนิดได ้
 
Amanita sp. (วงศ ์Amanitaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP11 (ภาพประกอบ 28) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
หมวก = มรีปูรา่งคลา้ยรม่สดีาํสลบัน้ําตาล ผวิเรยีบ มขีนาด 1.8 เซนตเิมตร ครีบ = มสีขีาวเรยีงตวั
สมํ่าเสมอ ก้าน = มรีปูรา่งทรงกระบอกยาวตรงโคนเป็นกระเปาะ กา้นมสีขีาวสลบักบัสน้ํีาตาลเป็น
รปูรอยหยกั ขนาด 0.5 × 4.5 เซนตเิมตร สปอร ์= ไมพ่บ 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้และมรีายงานวา่เป็นเหด็พษิ  
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ภาพประกอบ 28 Amanita sp. PKBP11 (A) ดอกเหด็ และ (B-C) เน้ือเยือ่ใตห้มวก  
 
Boletellus sp. (วงศ ์Boletaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP23 (ภาพประกอบ 29) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
หมวก = มรีปูรา่งโคง้นูน มเีกลด็สน้ํีาตาลแดงอยูบ่นผวิหมวก เน้ือเยื่อใตห้มวกฉีกขาด มขีนาดเสน้
ผ่านศูนยก์ลางเท่ากบั 4 เซนตเิมตร ครีบ = ไม่มแีต่มลีกัษณะเป็นรูกวา้ง (pore) ก้าน = 
ทรงกระบอกยาวสน้ํีาตาลแดง ขนาด 0.9 × 4.9 เซนตเิมตร สปอร ์= สน้ํีาตาลอ่อน รปูรา่งทรงร ีผวิ
เป็นลายเสน้ตรงไปตามแนวยาว บางเสน้ตดักนั ขนาดกวา้ง x ยาว เท่ากบั 7-10 × 14-21 
ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้และมรีายงานวา่เป็นเหด็พษิ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 29 Boletellus sp. PKBP23 (A-B) ลกัษณะของดอกเหด็ และ (C) เบสดิโิอสปอร ์ 
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Astraeus sirindhorniae (วงศ ์Diplocystaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP28 (ภาพประกอบ 30) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
ดอกเหด็ = มรีปูร่างกลมหรอืแบน สน้ํีาตาลอ่อนถงึสน้ํีาตาล ขณะยงัอ่อนมสีขีาวเหลอืง ขนาดเสน้
ผ่านศูนยก์ลางเท่ากบั 2-5.5 เซนตเิมตร ผวิเรยีบและนุ่ม กลิน่แรงคลา้ยกลิน่ดนิชืน้ ผนังชัน้นอก 
(exoperidium) หนา มหีลายชัน้ ขนาดมากกวา่ 1 mm. มสีเีหลอืง สน้ํีาตาล และสน้ํีาตาลเขม้ เมื่อแก่
เตม็ทีจ่ะมกีารแตกออกลกัษณะคลา้ยดาว ผนงัชัน้ใน (endoperidium) มสีน้ํีาตาลอ่อนและขาว มกีา้น
ทีเ่ป็นลกัษณะของพเิศษ (stipitate) มสีขีาว สปอร ์= สเีทาควนับุหรี ่รปูรา่งกลม มหีนามอยูร่อบๆ มี
ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางเทา่กบั 4.5-6.6 ไมครอน  
หมายเหตุ: สามารถเพาะเลีย้งเสน้ใยราบรสิุทธิไ์ดบ้นอาหาร MNC ทีอุ่ณหภูม ิ30°C เสน้ใยเลก็
ละเอยีด เจรญิซอ้นกนัแน่น มสีน้ํีาตาลทอง เสน้ใยเจรญิขึน้ดา้นบนมากกว่าแผอ่อกดา้นขา้ง เปลีย่นสี
อาหารเลีย้งเชือ้เป็นสน้ํีาตาล เมื่อศกึษาลกัษณะของเสน้ใยภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์พบโครงสรา้งของ 
clamp connection   
 
Gomphus sp. (วงศ ์Gomphaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP1, PKBP7, PKBP20, PKBP27 (ภาพประกอบ 31) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
หมวก = มรีปูร่างเป็นทรงกรวยลกึ มสีสีม้ตรงกลาง ส่วนขอบนอกเป็นสเีหลอืงอ่อน พืน้ผวิขรุขระ 
ขอบเป็นคลื่น มขีนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางเท่ากบั 3 เซนตเิมตร ครีบ = มลีกัษณะเป็นสนัเตีย้บางอนั
เชื่อมกนัเป็นตาขา่ย  ก้าน = มรีปูรา่งเรยีวลงจากปลายสูโ่คนดอก สเีหลอืงอ่อน ขนาด 0.5-1.1 × 
1.5-3  เซนตเิมตร สปอร ์= รปูรา่งทรงร ีผวิขรุขระ ปลายของสปอรด์า้นหน่ึงมตีิง่ มขีนาด 4-7 × 7-
15 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
 
Inocybe sp. (วงศ ์Inocybaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP26 (ภาพประกอบ 32) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
หมวก = มรีปูรา่งทรงรม่ สน้ํีาตาลออ่น มขีนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางเท่ากบั 2.5 เซนตเิมตร ดอกเหด็มี
ผวิเรยีบ ครีบ = เรยีงไมต่ดิกบักา้น ก้าน = มรีปูรา่งทรงกระบอกสขีาว ผวิเรยีบ มขีนาด 1 × 1.8 
เซนตเิมตร สปอร ์= รปูรา่งกลมร ีผวิขรขุระ มขีนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 5.3-7.2 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
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ภาพประกอบ 30 Astraeus sirindhorniae PKBP28 (A-C) ลกัษณะของดอกเหด็ (D) ลกัษณะของ

เสน้ใยราทีม่โีครงสรา้ง clamp connection (ลูกศร) (E) เบสดิโิอสปอร ์และ (F) ลกัษณะของ 
เสน้ใยทีเ่จรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ MNC 
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ภาพประกอบ 31 Gomphus sp. PKBP27 (A-B) ลกัษณะของดอกเหด็ (C) เบสเิดยีม (ลูกศร) และ  

เบสดิโิอสปอร ์(D) เบสดิโิอสปอร ์ 
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ภาพประกอบ 32 Inocybe sp. PKBP26 (A) ลกัษณะของดอกเหด็ (B) เบสเิดยีม (ลูกศร) และ (C)      

เบสดิโิอสปอร ์ 
 
Lactarius sp. (วงศ ์Russulaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP17 (ภาพประกอบ 33) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
หมวก = มรีปูรา่งคลา้ยจาน สสีม้อ่อน มขีนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางเท่ากบั  4.5 เซนตเิมตร พืน้ผวิ
หมวกเรยีบ ครีบ = ของเห็ดชนิดน้ีเรยีงตวัไม่สมํ่าเสมอ มคีรบีเล็กสลบักบัครบียาว ก้าน = 
ทรงกระบอกสสีม้อ่อนกว่าหมวก มผีวิเรยีบ ขนาด 0.7 × 2.2 เซนตเิมตร สปอร ์= สใีส รปูรา่งกลม 
มหีนามอยูโ่ดยรอบ ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางเทา่กบั 7-8 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
 
Mycoamanranthus sp. (วงศ ์Boletaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP8 (ภาพประกอบ 34) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
ดอกเห็ด = มรีูปร่างค่อนข้างกลม สเีหลืองขมิ้น ผวิมลีกัษณะขรุขระ มขีนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
เท่ากบั 2.5 เซนตเิมตร สปอร ์= สน้ํีาตาล รปูรา่งหยดน้ํา ผวิขรุขระ ผนงัหนา มขีนาดเท่ากบั 7-9 × 
9-14 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
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ภาพประกอบ 33 Lactarius sp. PKBP17 (A) ลกัษณะของดอกเหด็ (B) เบสเิดยีม (ลูกศร) และ         
เบสดิโิอสปอร ์(C) เบสดิโิอสปอร ์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 34 Mycoamanranthus sp. PKBP8 (A) ลกัษณะของดอกเหด็ และ (B-C) เบสดิโิอ

สปอร ์ 
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Pulveroboletus sp. (วงศ ์Boletaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP13, PKBP14, PKBP21 (ภาพประกอบ 35) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
หมวก = มรีปูรา่งคลา้ยรม่ มสีเีหลอืง พืน้ผวิมฝีุน่สเีหลอืงปกคลุมอยู ่ มขีนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง
เท่ากบั 2.2-4 เซนตเิมตร ครีบ = ไมม่ ีมรีพูรุนคลา้ยฟองน้ํา (pores) ใตด้อกหมวก ก้าน = เป็น
ทรงกระบอกผวิมฝีุน่สเีหลอืงปกคลุมเช่นเดยีวกบัหมวก ขนาดกวา้ง × ยาวเท่ากบั 0.6-1.2 × 2.8-5 
เซนตเิมตร สปอร ์= สเีหลอืง รปูรา่งทรงรยีาว ผวิเรยีบ ขนาดกวา้ง × ยาวเท่ากบั 4-6 × 4.9-9 
ไมโครเมตร 3-6 × 6-10 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 35 ลกัษณะของดอกเหด็และเบสดิโิอสปอร ์(A-B) Pulveroboletus sp. PKBP13 และ   

(C-D) Pulveroboletus sp. PKBP14 
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Ramaria species 1 (วงศ ์Gomphaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP2 (ภาพประกอบ 36A-C) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
ดอกเหด็ = รปูร่างของเหด็มกีารแตกเป็น 2 กิง่สัน้ๆ ออกจากกา้นหลกัทําใหเ้กดิเป็นพุ่มคลา้ย
ปะการงั มกีารแตกแบบแผก่วา้ง มสีขีาวเหลอืง มขีนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางเท่ากบั 4 เซนตเิมตร ผวิ
ของเหด็เรยีบ ก้าน = มรีปูร่างทรงกระบอก สปอร ์= สใีส รปูร่างทรงร ีผวิขรุขระ ปลายดา้นหน่ึง    
มตีิง่ ขนาดกวา้ง × ยาวเทา่กบั 3.5-5 × 8-10 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
 
Ramaria species 2 (วงศ ์Gomphaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP4 (ภาพประกอบ 36D-F) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
ดอกเหด็ = รปูร่างของเหด็มกีารแตกเป็น 2 กิง่ มขีนาดยาว ออกจากกา้นหลกัทําใหเ้กดิเป็นพุ่ม
คลา้ยปะการงั มกีารแตกแบบแผก่วา้ง มสีเีทา มขีนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางเท่ากบั 7 เซนตเิมตร ผวิ
ของเหด็เรยีบ ก้าน = สขีาว มรีปูรา่งทรงกระบอก สปอร ์= สเีหลอืง รปูรา่งทรงร ีผวิขรุขระ ปลาย
ดา้นหน่ึงมตีิง่ ขนาดกวา้ง × ยาวเทา่กบั 3-6 × 9.5-12.5 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
 
Ramaria species 3 (วงศ ์Gomphaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP6 (ภาพประกอบ 37A-C) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
ดอกเหด็ = รปูร่างของเหด็มกีารแตกเป็น 2 กิง่ มขีนาดยาว ออกจากกา้นหลกัทําใหเ้กดิเป็นพุ่ม
คลา้ยปะการงั มกีารแตกแบบแผก่วา้ง มสีเีทาเขม้ มขีนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางเท่ากบั 4 เซนตเิมตร 
ผวิของเหด็เรยีบ ก้าน = สขีาว มรีปูร่างทรงกระบอก สปอร ์= สเีหลอืง รปูร่างทรงร ีผวิขรุขระ 
ปลายดา้นหน่ึงมตีิง่ ขนาดกวา้ง × ยาวเทา่กบั 4-5.5 × 8-14 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
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ภาพประกอบ 36 ลกัษณะของดอกเหด็และเบสดิโิอสปอร ์(A-C) Ramaria species 1 PKBP02 และ  

(D-F) Ramaria species 2 PKBP04 
 
 
Ramaria species 4 (วงศ ์Gomphaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP15 (ภาพประกอบ 37D-F) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
ดอกเหด็ = รปูรา่งของเหด็มกีารแตกเป็น 2 กิง่ ออกจากกา้นหลกัทาํใหเ้กดิเป็นพุม่คลา้ยปะการงั สี
ขาวเหลอืง มขีนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางเท่ากบั 4 เซนตเิมตร ผวิของเหด็เรยีบ ก้าน = มรีปูรา่ง
ทรงกระบอก สปอร ์= สเีหลอืงอ่อน รปูรา่งทรงร ีผวิขรุขระ ปลายดา้นหน่ึงมตีิง่ ขนาดกวา้ง × ยาว
เทา่กบั 3-5 × 6-11 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้
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ภาพประกอบ 37 ลกัษณะของดอกเหด็และเบสดิโิอสปอร ์(A-C) Ramaria species 3 PKBP06 

และ (D-F) Ramaria species 4 PKBP15 
 
Ramaria species 5 (วงศ ์Gomphaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP18 (ภาพประกอบ 38A-C) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
ดอกเหด็ = รปูรา่งของเหด็มกีารแตกเป็น 2 กิง่ ออกจากกา้นหลกัทาํใหเ้กดิเป็นพุม่คลา้ยปะการงั มี
การแตกแบบแผก่วา้ง มสีขีาวเหลอืง มขีนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางเท่ากบั 4 เซนตเิมตร ผวิของเหด็
เรยีบ ก้าน = มรีปูรา่งทรงกระบอก สปอร ์= สใีส รปูรา่งทรงร ีผวิขรุขระ ปลายดา้นหน่ึงมตีิง่ ขนาด
กวา้ง × ยาวเทา่กบั 4-4.6 × 9-10 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
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Ramaria species 6 (วงศ ์Gomphaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP24 (ภาพประกอบ 38D-E) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
ดอกเหด็ = รปูรา่งของเหด็มกีารแตกเป็น 2 กิง่ ออกจากกา้นหลกัทาํใหเ้กดิเป็นพุม่คลา้ยปะการงั มี
ลกัษณะโคง้งอ มกีารแตกแบบแผ่กวา้ง มสีขีาวเหลอืงปลายสน้ํีาตาล มขีนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง
เท่ากบั 3.5 เซนตเิมตร ผวิของเหด็เรยีบ ก้าน = มรีปูรา่งทรงกระบอก สปอร ์= สใีสถงึเหลอืงอ่อน 
รปูรา่งทรงร ีผวิขรขุระ ปลายดา้นหน่ึงมตีิง่ ขนาดกวา้ง × ยาวเทา่กบั 4-5 × 7-11 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
 
Ramaria species 7 (วงศ ์Gomphaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP25 (ภาพประกอบ 38F-H) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
ดอกเหด็ = รปูรา่งของเหด็มกีารแตกเป็น 2 กิง่ ออกจากกา้นหลกัทาํใหเ้กดิเป็นพุม่คลา้ยปะการงั มี
การแตกแบบแผก่วา้ง มสีน้ํีาตาลสม้ มขีนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางเท่ากบั 4.5 เซนตเิมตร ผวิของเหด็
เรยีบ ก้าน = มรีปูรา่งทรงกระบอก สปอร ์= สเีหลอืงอ่อน รปูรา่งทรงร ีผวิขรุขระ ปลายดา้นหน่ึงมี
ติง่ ขนาด 4-5.5 × 7.5-11 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
 
Russula sp. (วงศ ์Russulaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP9 และ PKBP10 (ภาพประกอบ 39) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
หมวก  = มรีปูรา่งทรงรม่ เวา้ตรงกลาง สขีาว มขีนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางเท่ากบั 6-8 เซนตเิมตร 
พืน้ผวิเรยีบ ครีบ = ดา้นทีต่ดิกบักา้นเรยีงตวัสมํ่าเสมอ ส่วนดา้นบนมกีารเรยีงตวัแตกสาขาออกไป
เป็นตาขา่ย ก้าน = ของเหด็มรีปูรา่งเรยีวลงสขีาวเช่นเดยีวกบัหมวก ขนาดกวา้ง × ยาวเท่ากบั 1.7 
× 2.7 เซนตเิมตร สปอร ์= มรีปูรา่งกลม ดา้นหน่ึงมตีิง่ทีป่ลายและผวิมหีนามโดยรอบ สปอรม์ขีนาด
เสน้ผา่นศนูยก์ลางเทา่กบั 5-6 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
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ภาพประกอบ 38 ลกัษณะดอกเหด็และเบสดิโิอสปอร ์(A – C) Ramaria species 5 PKBP18, (D – 

E) Ramaria species 6 PKBP24 และ (F – H) Ramaria species 7 PKBP25  
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ภาพประกอบ 39 Russula sp. PKBP10 (A) ลกัษณะของดอกเหด็ (B) เบสเิดยีม (ลูกศร) และ (C)      
เบสดิโิอสปอร ์

 
Scleroderma sp. (วงศ ์Sclerodermataceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP3, PKBP5, PKBP16 (ภาพประกอบ 40) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
ดอกเหด็ = มลีกัษณะค่อนขา้งกลม ผวิขรุขระ มสีเีหลอืงสด และมตุ่ีมสน้ํีาตาลเลก็ๆ กระจายอยูท่ ัว่
ผวิ มขีนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางเท่ากบั 2.4-5 เซนตเิมตร ตรงโคนมเีสน้ใยสเีหลอืงรวมตวัอยู ่สปอร ์= 
รปูรา่งกลม สน้ํีาตาล มหีนาวอยูร่อบๆ ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางเทา่กบั 4-7 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
 
Tricholoma sp. (วงศ ์Tricholomataceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP22 (ภาพประกอบ 41) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
หมวก  = รปูรา่งทรงรม่ สเีทา ตรงกลางสดีาํ มขีนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางเท่ากบั  4.5 เซนตเิมตร 
ดอกเหด็มผีวิเรยีบ ครีบ = เรยีงตวัห่างกนั ตดิกบักา้น สขีาว ก้าน = ทรงกระบอกสัน้มสีขีาว ผวิ
เรยีบ มขีนาดกวา้ง × ยาวเท่ากบั 0.6 × 4เซนตเิมตร สปอร ์= สใีส รปูรา่งทรงร ีผวิขรุขระ ปลาย
ดา้นหน่ึงมตีิง่ ขนาดกวา้ง × ยาวเทา่กบั 4.8 × 9 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
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ภาพประกอบ 40 ลกัษณะดอกเหด็และเบสดิโิอสปอร ์(A – B) Scleroderma sp. PKBP5 และ (C – 
D) Scleroderma sp. PKBP16 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 41 Tricholoma sp. PKBP22 (A) ลกัษณะของดอกเหด็ และ (B) เบสดิโิอสปอร ์
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Tylopilus sp. (วงศ ์Boletaceae) 
ตวัอย่างท่ีศึกษา: PKBP12 (ภาพประกอบ 42) 
ลกัษณะทางสณัฐานท่ีสาํคญั:  
หมวก = มรีปูรา่งคลา้ยรม่ มสีเีหลอืง พืน้ผวิเรยีบ มขีนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางเท่ากบั 5 เซนตเิมตร 
ครีบ = ไมม่ ีมรีพูรนุคลา้ยรงัผึง้ (pores) น่ิมเหมอืนฟองน้ํา ก้าน = เป็นทรงกระบอก สเีหลอืง ขนาด
กวา้ง × ยาวเท่ากบั 0.7 × 5.2 เซนตเิมตร สปอร ์= รปูรา่งทรงรยีาว ผวิเรยีบ สเีหลอืงใส ขนาด
กวา้ง × ยาวเทา่กบั 3-4 × 6-10 ไมโครเมตร 
หมายเหต:ุ ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 42 Tylopilus sp. PKBP12 (A) ลกัษณะของดอกเหด็ และ (B-C) เบสดิโิอสปอร ์ 
 
 
  2.2 รากเอคโตไมคอรไ์รซา  
  ตวัอยา่งรากเอคโตไมคอรไ์รซาจาก 20 จุด โดยแต่ละจุดทาํการเกบ็ 2 ตําแหน่ง ตาม
แนวรากพชื ตามที่อธิบายในวธิกีารทดลองขอ้ 1 ได้รากเอคโตไมคอร์ไรซาจํานวน 109 ตวัอย่าง 
(ตาราง 7) นํามาศกึษาลกัษณะทางสณัฐานหรอื morphotypes โดยอาศยัรปูรา่ง ส ีการแตกกิง่ และ
ลกัษณะของพืน้ผวิ ไดเ้ท่ากบั 23 morphotypes แสดงในตาราง 9 และภาพประกอบ 43 ซึ่ง 
morphotype สว่นใหญ่ทีพ่บคอื morphotype 14 (dichotomous, brown, smooth) รองลงมาคอื 
morphotype 1 (monopodial pinnate, white, smooth) และ morphotype 12 (dichotomous, 
orange, smooth) ตามลําดบั (ภาพประกอบ 43 และ 44) ซึง่การจาํแนกชนิดของรากเอคโตไมคอร์
ไรซาน้ีตอ้งอาศยัเทคนิคทางชวีวทิยาโมเลกุลเทา่นัน้ 
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ภาพประกอบ 43 ตวัอย่างรากเอคโตไมคอรไ์รซา morphotypes ต่างๆ ทีพ่บในพืน้ทีบ่งึแปน (A) 

morphotype 1, (B) morphotype 2, (C) morphotype 4, (D) morphotype 10, (E) 
morphotype 17, (F) morphotype 14, (G) morphotype 12, (H) morphotype 23, (I) 
morphotype 12, (J) morphotype 1, (K) morphotype 2 และ (L) morphotype 12 
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ภาพประกอบ 43 (ต่อ) (M) morphotype 15, (N) morphotype 11, (O) morphotype 16, (P) 

morphotype 14, (Q) morphotype 14, (R) morphotype 19, (S) morphotype 12 และ (T) 
morphotype 12 
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ตาราง 9 ลกัษณะของรากเอคโตไมคอรไ์รซา และบรเิวณทีพ่บในพืน้ทีบ่งึแปน  

No. Morphotype จดุเกบ็ตวัอย่าง (จาํนวนตวัอย่าง) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

1 Monopodial pinnate, 
white, smooth 

1   1 1 4 1 2 1  2 1 1  1  1    

2 Monopodial pinnate, 
white, smooth, mycelium 

       1             

3 Monopodial pinnate, 
brown, smooth 

1       1 1 1   1   1   1  

4 Monopodial pinnate, 
black, smooth 

 1      1    2        1 

5 Monopodial pinnate, 
yellow, smooth 

  1              1    

6 Monopodial pinnate, 
orange, smooth 

       1        1   1  

7 Monopodial pinnate, 
orange-brown, smooth 

          1          

8 Monopodial pinnate, 
brown with white at tips, 
smooth 

          1          

9 Monopodial pinnate, 
grey, smooth 

            2  1      

10 Dichotomous, white, 
smooth  

1 1 1          1        

11 Dichotomous, yellow, 
smooth 

1* 1                   
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ตาราง 9 (ต่อ)  
 
No. Morphotype จดุเกบ็ตวัอย่าง 

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

smooth 
1  2 1   1   1   3 2 1  2 1   

13 Dichotomous, pale 
brown, smooth 

1                    

14 Dichotomous, brown, 
smooth 

1 2 2    2   2    2 1 2 1 1 1 1 

15 Dichotomous, dark 
brown, smooth 

  1                  

16 Dichotomous, black, 
smooth 

1  1 1 1  2   1    1 1    1  

17 Dichotomous, brown with 
white at tip, smooth 

1  2 2   1              

18 Dichotomous, brown-
grey, smooth 

1  1                  

19 Irregular, grey, smooth 1                    
20 Irregular, brown, smooth    1                 
21 Irregular, yellow, smooth    1    1             
22 Unbranch, black, smooth     1   1 1       2     
23 Unbranch, black, hairy                1     

 
หมายเหตุ: * หมายถงึ ตวัอยา่งทีเ่พาะเลีย้งเสน้ใยราบรสิทุธิไ์ด ้ 

พชืวงศ ์Pinaceae (จดุเกบ็ที ่1, 3, 13, 14, 18), พชืวงศ ์Theaceae (จดุเกบ็ที ่2), พชืวงศ ์Fagaceae (จดุเกบ็ที ่4, 5, 6, 7, 9, 10, 16, 17, 20), พชืวงศ ์
Euphorbiaceae (จดุเกบ็ที ่8), พชืวงศ ์Dipterocarpaceae (จดุเกบ็ที ่11, 12), พชืวงศ ์Ericaceae (จดุเกบ็ที ่15), พชืวงศ ์Ebenaceae (จุดเกบ็ที ่19)  
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ภาพประกอบ 44 กราฟรอ้ยละของรากเอคโอไมคอรไ์รซาแบ่งตาม morphotypes ในพืน้ทีบ่งึแปน 
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3. การจาํแนกชนิดของเหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซาโดยอาศยัลาํดบันิวคลีโอ
ไทดบ์ริเวณ internal transcribed spacers (ITS) 
  3.1 เหด็เอคโตไมคอรไ์รซา 
  นําเน้ือเยื่อภายในของตวัอย่างเหด็ที่เกบ็รวบรวมไดจ้ํานวน 28 ตวัอย่าง มาสกดั      
ดีเอ็นเอตามวิธีการทดลองข้อ 4.1 และเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ด้วยคู่ไพร์เมอร ์
ITS1F/ITS4B หรอื ITS1F/ITS4 หรอื ITS1/ITS4B หรอื ITS5/ITS4 รายละเอยีดอธบิายในวธิกีาร
ทดลองขอ้ 4.2 ซึง่ผลผลติดเีอน็เอทีเ่พิม่จาํนวนไดม้ขีนาดประมาณ 700-1,000 คู่เบส (ภาพประกอบ 
45) จากนัน้นําชิน้ดเีอน็เอทีไ่ดไ้ปทาํใหบ้รสิทุธิก่์อนสง่ไปวเิคราะหห์าลาํดบันิวคลโีอไทด ์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 45 ตวัอย่างผลอะกาโรสเจลอเิลก็โตรโฟรซิสีของการเพิม่จํานวนดเีอน็เอบรเิวณ ITS 

ของเหด็เอคโตไมคอรไ์รซา (M) 100 bp DNA ladder, (1) PKBP3, (2) PKBP10, (3) PKBP11, 
(4) PKBP12, (5) PKBP16, (6) PKBP18, (7) PKBP19, (8) PKBP20, (9) PKBP23, (10) 
PKBP25, (11) PKBP27, (12) PKBP1, (13) PKBP2, (14) PKBP8, (15) PKBP14, (16) 
PKBP15, (17) PKBP18, (18) PKBP21, (19) PKBP26 และ (20) PKBP28 
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สาํหรบัตวัอยา่งทีไ่มส่ามารถอา่นลาํดบันิวคลโีอไทดไ์ด ้นําไปเชื่อมต่อกบัเวกเตอรแ์ลว้ยา้ยเขา้สูเ่ซลล์
เจ้าบ้านก่อนนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด์อีกครัง้ ผลการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์โดยการ
เทยีบเคยีงกบัฐานขอ้มลู GenBank พบวา่เหด็ทัง้ 28 ตวัอยา่ง จดัอยูใ่น 8 วงศ ์13 สกุล 20 ชนิด ซึง่
วงศท์ีพ่บมากทีสุ่ดไดแ้ก่ Gomphaceae รองลงมาคอื Boletaceae และ Russulaceae ตามลําดบั 
ทัง้น้ีพบว่ามเีพยีง 5 ตวัอยา่ง ทีม่คี่ารอ้ยละความเหมอืน (% similarity) สงูสุดกบัเหด็ทีส่ามารถระบุ
ชนิดไดม้ากกว่ารอ้ยละ 97 ไดแ้ก่ (1) Amanita sp. PKBP11 ทีม่คี่ารอ้ยละความเหมอืนสงูสุดกบั 
Amanita fuliginea (FJ176717) เท่ากบัรอ้ยละ 99 (2) Inocybe sp. PKBP26 ทีม่คี่ารอ้ยละความ
เหมอืนสงูสุดกบั Inocybe ayangannae (JN681196) เท่ากบัรอ้ยละ 97 (3) Ramaria sp. PKBP18 
ทีม่คี่ารอ้ยละความเหมอืนสูงสุดกบั Ramaria largentii (KC346862) เท่ากบัรอ้ยละ 99 (4) 
Scleroderma sp. PKBP3 ทีม่คี่ารอ้ยละความเหมอืนสงูสุดกบั Scleroderma sinnamariense 
(FM213364) เทา่กบัรอ้ยละ 97 และ (5) Astraeus sp. PKBP28 ทีม่คีา่รอ้ยละความเหมอืนสงูสุดกบั 
Astraeus sirindhorniae (HE681772) เทา่กบัรอ้ยละ 99 (ตาราง 10) ซึง่เหด็ชนิดน้ีเป็นเหด็ชนิดใหม ่
สมเดจ็พระเทพรตันราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมาร ีไดท้รงพระกรุณาโปรดเกลา้ฯ พระราชทานชื่อ
เหด็ชนิดน้ีว่า “เหด็เผาะสรินิธร” มรีายงานการคน้พบเพยีงสองพืน้ทีค่อืเขตรกัษาพนัธุส์ตัวป์า่ภูเขยีว 
จ.ชยัภูม ิและ ต.ช่างเคิง่ อ.แมแ่จ่ม จ.เชยีงใหม ่(Phosri; et al. 2014: 1-10) และพบว่าม ี1 ตวัอยา่ง
ของ Tylopilus sp. PKBP12 ทีม่คี่ารอ้ยละความเหมอืนสงูสุดกบั Tylopilus sp. 2 CG-2012 
(HE814223) เท่ากบัรอ้ยละ 97 ซึง่เป็นตวัอยา่งของรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีม่รีายงานจากประเทศ
จนี (Gao; et al. 2013: 3403-3414) ดงันัน้ตวัอยา่ง PKBP12 จงึยงัไมส่ามารถระบุชนิดในระดบั  
สปีชสีไ์ด ้ นอกจากน้ียงัพบว่ามตีวัอยา่งถงึ 5 ตวัอยา่ง ทีผ่ลการเทยีบเคยีงของลําดบันิวคลโีอไทดท์ี่
ไดม้คี่ารอ้ยละความเหมอืนน้อยกว่า 97 คอือยูใ่นช่วงรอ้ยละ 84-92 กบัเหด็ทีส่ามารถระบุชนิดไดใ้น
ฐานขอ้มลู GenBank และ Unite (ตาราง 10) อาจเน่ืองมาจากจํานวนขอ้มลูทีจ่ํากดัของเหด็เอคโต 
ไมคอรไ์รซาในฐานขอ้มูล ซึ่งตวัอย่างเหด็ทีศ่กึษาอาจเป็นการรายงานครัง้แรกทีพ่บในประเทศไทย 
หรอือาจเป็นชนิดใหม ่ซึง่ตอ้งศกึษาในรายละเอยีดและเทยีบเคยีงกบัตวัอยา่งเหด็อา้งองิต่อไป 
 สว่นตวัอยา่งเหด็ PKBP28 ทีแ่ยกและเพาะเลีย้งเสน้ใยราบรสิุทธิไ์ดจ้ากผลการทดลองใน
ขอ้ 2 ไดนํ้าเสน้ใย PKBP28-1 มาสกดัดเีอน็เอและเพิม่จํานวนบรเิวณ ITS ดว้ยไพรเ์มอร ์
ITS1F/ITS4B ก่อนนําไปหาลําดบันิวคลโีอไทดพ์บว่ามขีนาดเท่ากบั 900 คู่เบส และเมื่อนําไป
เทยีบเคยีงกบัลําดบั นิวคลโีอไทดข์อง PKBP28 ทีไ่ดจ้ากเน้ือเยื่อดอกเหด็พบว่ามคี่ารอ้ยละความ
เหมอืนเท่ากบั 100 แสดงว่า เสน้ใยราบรสิุทธิท์ีแ่ยกไดเ้ป็นเสน้ใยจากดอกเหด็ A. sirindhorniae 
PKBP28 จรงิ ซึ่งได้นําไปใช้ในการทดสอบการสรา้งรากเอคโตไมคอร์ไรซาต่อไปเน่ืองจาก A. 
sirindhorniae เป็นเหด็ทีส่ามารถรบัประทานได ้(Phosri; et al. 2014: 1-10) 
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ตาราง 10 ผลการเทยีบเคยีงลาํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS ของเหด็เอคโตไมคอรไ์รซา ในฐานขอ้มลู GenBank และ Unite 

วงศ ์(family) สกลุ (genus) รหสัตวัอย่าง จดุเกบ็ตวัอย่าง ผลการเทียบเคียงความเหมือน 
(Blast results)  

Accession No. ร้อยละความเหมือน 
(% similarity) 

Amanitaceae Amanita sp. PKBP11 11 Amanita fuliginea FJ176717 99% 
Boletaceae Boletellus sp. PKBP23 18 Boletellus sp.  AM412293 84% 
 Mycoamanranthus sp. PKBP8  9 Uncultured ectomycorrhiza 

(Cortinarius) clone SWUBC906  
DQ481796 79% 

 Pulveroboletus sp. PKBP13 13 - - - 
  PKBP14 14 Pulveroboletus retipes HE814072 90% 
  PKBP21 17 Pulveroboletus retipes HE814072 90% 
 Tylopilus sp. PKBP12 12 Tylopilus sp. 2 CG-2012  HE814223 98% 
Diplocystaceae  Astraeus sp. PKBP28  12 Astraeus sirindhorniae HE681772 99% 
Gomphaceae Gomphus sp. 1 PKBP1 1 Gomphus sp. KC152103 84% 
  PKBP7 7 Gomphus bonarii voucher OSC 

70574 
EU846244 81% 

 Gomphus sp. 2 PKBP20 17 Gomphus bonarii EU846244 92% 
  PKBP27 20 Gomphus bonarii  EU846244 73% 
 Ramaria sp. 1 PKBP2 1 Ramaria rubribrunnescens EU697262 94% 
 Ramaria sp. 2 PKBP4 6 ND ND ND 
 Ramaria sp. 3 PKBP6 7 ND ND ND 

 
หมายเหตุ: “ – ” หมายถงึ ไมท่าํการวเิคราะห ์“ ND ” หมายถงึ “ not determined ” หรอืไมส่ามารถอา่นลาํดบันิวคลโีอไทดไ์ด ้ 
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ตาราง 10 (ต่อ) 

วงศ ์(family) สกลุ (genus) รหสัตวัอย่าง จดุเกบ็ตวัอย่าง ผลการเทียบเคียงความเหมือน 
(Blast results)  

Accession No. ร้อยละความเหมือน 
(% similarity) 

Gomphaceae Ramaria sp. 4 PKBP15 14 Ramaria gelatiniaurantia var. 
violeitingens  

EU697261 87% 

 Ramaria sp. 5 PKBP18 15 Ramaria largentii OSC:143964 KC346862 99% 
 Ramaria sp. 6 PKBP24 19 ND ND ND 
 Ramaria sp. 7 PKBP25 19 Ramaria gelatiniaurantia var. 

violeitingens 
EU697261 92% 

Inocybaceae Inocybe sp. PKBP26 19 Inocybe ayangannae JN681196 97% 
Russulaceae Lactarius sp. PKBP17 15 ND ND ND 
 Russula sp. PKBP9 9 Russula cascadensis  FJ845426 86% 
  PKBP10 11 Russula cascadensis  FJ845426 86% 
Sclerodermataceae Scleroderma sp. PKBP3 1 Scleroderma sinnamariense  FM213364 97% 
  PKBP5 6 - - - 
  PKBP16 14 Scleroderma sinnamariense FM21336 99% 
Tricholomataceae Tricholoma sp. PKBP22 18 Tricholoma saponaceum var. 

saponaceum isolate OUC99343 
DQ370440 96% 

       

 
หมายเหตุ: “ – ” หมายถงึ ไมท่าํการวเิคราะห ์“ ND ” หมายถงึ “ not determined ” หรอืไมส่ามารถอา่นลาํดบันิวคลโีอไทดไ์ด ้ 
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  3.2 รากเอคโตไมคอรไ์รซา 
  นําตวัอยา่งรากเอคโตไมคอรไ์รซาจาํนวน 109 ตวัอยา่ง 23 morphotypes (ตาราง 9) 
มาสกดัและเพิม่จาํนวนดเีอน็เอบรเิวณ ITS โดยใชคู้่ไพรเ์มอร ์ITSOFT/LB-W หรอื ITSOFT/ITS4 
รายละเอยีดอธบิายในวธิกีารทดลองขอ้ 4.2 พบว่าผลผลติดเีอน็เอทีเ่พิม่จํานวนไดม้ขีนาดประมาณ 
700-1,000 คู่เบส (ภาพประกอบ 46) จากจํานวนรากเอคโตไมคอร์ไรซาจํานวน 109 ตัวอย่าง 
สามารถเพิม่จํานวนไดเ้ท่ากบั 96 ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ยละ 88 และเมื่อนําชิ้นดเีอน็เอที่ไดไ้ปทําให้
บรสิทุธิ ์และโคลนก่อนวเิคราะหห์าลาํดบันิวคลโีอไทด ์พบวา่จาก 96 ตวัอยา่ง มเีพยีง 44 ตวัอยา่ง ที่
สามารถอา่นลาํดบันิวคลโีอไทดไ์ด ้และใหผ้ลการเทยีบเคยีงกบัฐานขอ้มลู GenBank และ Unite เป็น
ราเอคโตไมคอรไ์รซาคดิเป็นรอ้ยละ 40.4 ผลการวเิคราะหแ์สดงในตาราง 11  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 46 ตวัอย่างผลอะกาโรสเจลอเิลก็โตรโฟรซิสีของการเพิม่จํานวนดเีอน็เอบรเิวณ ITS 

ของรากเอคโตไมคอรไ์รซา (M) 100 bp DNA ladder, (1) RBP1-2, (2) RBP1-6, (3) RBP2-12, 
(4) RBP2-13, (5) RBP3-23, (6) RBP4-29, (7) RBP4-33, (8) RBP5-35, (9) RBP6-39, (10) 
RBP6-40, (11) RBP7-44, (12) RBP7-47, (13) RBP8-49, (14) RBP9-59, (15) RBP10-61, (16) 
RBP10-62, (17) RBP11-66, (18) RBP11-67, (19) RBP12-69, (20) RBP13-79, (22) RBP14-
80 และ (23) RBP16-93  

 



  96

ตาราง 11 ผลการเทยีบเคยีงลาํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS ของรากเอคโตไมคอรไ์รซา ในฐานขอ้มลู GenBank และ Unite 

วงศ ์(family) ชนิดของราก 
เอคโตไมคอรไ์รซา 

รหสัตวัอย่าง MP ผลการเทียบเคียงความเหมือน 
(Blast results)  

Accession 
No. 

ร้อยละความเหมือน 
(% similarity) 

Amanitaceae Amanita fuliginea RBP11-66 1 Amanita fuliginea FJ176717 99% 
 Amanita fuliginea RBP11-67b 8 Amanita fuliginea FJ176717 99% 
       
Boletaceae Xerocomus sp. RBP6-40 1 Xerocomus sp. UE-2006a voucher 

AH2005039  
DQ438143 84% 

       
Ceratobasidiaceae Ceratobasidium sp. RBP1-2 12 Ceratobasidiaceae sp.AO4-3OI GQ175303 99% 
 Ceratobasidium sp. RBP4-29 20 Ceratobasidium sp. RGOLD2 GQ175300 93% 
 Ceratobasidium sp. RBP4-33 17 Ceratobasidium sp. RGOLD2 GQ175300 90% 
       
Inocybaceae Inocybe sp. RBP14-80 12 Inocybe jacobi isolate 2000603-023 

voucher UBC F19045  
HQ604803 87% 

       
Russulaceae Lactarius friabilis RBP1-6 3(14) Lactarius friabilis  EF141553 99% 
 Lactarius hatsudake RBP3-23 12 Lactarius hatsudake isolate sp159  EF685098 99% 
 Lactarius sp.1 RBP6-39a 1 Lactarius sp. IH2011 isolate LM4719 HQ168368 89% 
 Lactarius sp.2 RBP7-43 1 Uncultured Lactarius JF519291 95% 
 Lactarius sp.2 RBP7-44b 14 Uncultured Lactarius JF519291 95% 
 Lactarius sp.2 RBP7-44a 14 Lactarius fulvissimus | Estonia UDB011533 93% 
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ตาราง 11 (ต่อ) 

วงศ ์(family) ชนิดของราก 
เอคโตไมคอรไ์รซา 

รหสัตวัอย่าง MP ผลการเทียบเคียงความเหมือน 
(Blast results)  

Accession 
No. 

ร้อยละความเหมือน 
(% similarity) 

Russulaceae Lactarius sp.3 RBP9-59 22 Lactarius sp. EMF29 JF273531 97% 
 Lactarius sp.4 RBP16-93a 6 Lactarius zonarius | Estonia  UDB011468 94% 
 Lactarius sp.5 RBP16-93b 6 Lactarius scrobiculatus EF530942 95% 
 Lactarius sp.6 RBP10-61 3(10) Lactarius subdulcis voucher BB45 HM189800 93% 
 Russula aff. compacta RBP10-61 3(10) Russula aff. compacta AV04130 DQ422001 99% 
 Russula sp.1 RBP2-12 10 Russula cf. pectinata 001114-28  HQ604835 87% 
 Russula sp.1 RBP8-49b 21 Uncultured Russula  HQ021946 95% 
 Russula sp.2 RBP5-35 16(22) Russula sp. ECM9 GQ900533 98% 
 Russula sp.3 RBP6-39b 1 Russula aeruginea UDB011310 93% 
 Russula sp.4 RBP7-46a 14 Russula parazurea voucher 

MF01.10.2003  
DQ422007 85% 

 Russula sp.4 RBP7-46b 14 Russula parazurea voucher 
MF01.10.2003 

DQ422007 87% 

 Russula sp.5 RBP7-47 16 Lactarius cinereus  FJ348708 85% 
 Russula sp.6 RBP10-62 12 Russula aff. compacta AV04130 DQ422001 94% 
 Russula sp.6 RBP10-63 3(10) Russula aff. compacta AV04130 DQ422001 93% 
 Russula sp.7 RBP13-79a 9 Russula pallescens FJ627038 90% 
 Russula sp.8 RBP13-79b 9 Russula japonica AB509603 93% 
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ตาราง 11 (ต่อ) 

วงศ ์(family) ชนิดของราก 
เอคโตไมคอรไ์รซา 

รหสัตวัอย่าง MP ผลการเทียบเคียงความเหมือน 
(Blast results)  

Accession 
No. 

ร้อยละความเหมือน 
(% similarity) 

Sclerodermataceae Scleroderma sinnamariense RBP1-1 11 Scleroderma sinnamariense HQ687222 91% 
 S. sinnamariense RBP2-13 11 Scleroderma sinnamariense HQ687222 100% 
 S. sinnamariense RBP8-49a 21 Scleroderma sinnamariense HQ687222 99% 
 S. sinnamariense RBP17-99 5 Scleroderma sinnamariense FM213364 99% 
       
Sebacinaceae Sebacina sp. RBP9-57 3 uncultured Sebacina HQ154281 96% 
       
Thelephoraceae Thelephoraceae sp.1 RBP1-3 1(10) Thelephoraceae sp. EMF48 JF273548 94% 
 Thelephoraceae sp.1 RBP1-4 18(19) Thelephoraceae sp. EMF48 JF273548 94% 
 Thelephoraceae sp.2 RBP9-59 22 uncultured Thelephoraceae JQ991859 91% 
 Thelephoraceae sp.3 RBP12-69 1 uncultured Thelephoraceae JF519275 96% 
 Tomentella sp.1 RBP4-30 12 uncultured Thelephoraceae AB839400 99% 
 Tomentella sp.2 RBP6-38 1 uncultured Tomentella FR852183 98% 
 Tomentella sp.2 RBP10-60 3(10) uncultured Tomentella FR852183 98% 
 Tomentella sp.3 RBP11-67a 8 uncultured Tomentella FJ827249 94% 
 Tomentella sp.4 RBP15-87 16 uncultured Tomentella EF218838 96% 
 Tomentella sp.4 RBP15-89 9 uncultured Thelephoraceae AJ893316 97% 
       
Dothideomycetes Cenococcum geophilum RBP2-16 14 Cenococcum geophilum AB089816 98% 
       



  99 

  จากผลการวเิคราะหล์ําดบันิวคลโีอไทดพ์บว่ารากเอคโตไมคอรไ์รซาทีพ่บจดัอยู่ใน 9 
วงศ์ 10 สกุล มากกว่า 30 ชนิด ซึ่งวงศ์ที่พบมากที่สุดได้แก่ Russulaceae รองลงมาคือ 
Thelephoraceae และผลการเทยีบเคยีงค่ารอ้ยละความเหมอืนกบัฐานขอ้มลู GenBank และ Unite 
พบว่ามจีาํนวนตวัอย่างเพยีง 10 ตวัอยา่ง (จาก 44 ตวัอย่าง) ทีม่คี่ารอ้ยละความเหมอืนสงูสุดกบัรา
เอคโตไมคอรไ์รซาทีส่ามารถระบุชนิดไดม้ากกวา่รอ้ยละ 97 ทาํใหส้ามารถระบุชนิดไดใ้นระดบัสปีชสี ์
ไดแ้ก่ Amantita fuliginea (RBP11-66, RBP11-67a), Lactarius friabilis (RBP1-6, RBP2-23), 
Russula aff. compacta (RBP10-61), Scleroderma sinamariense (RBP1-1, RBP2-13, RBP8-
49a, RBP17-99) และ Cenococcum geophilum (RBP2-16) (ตาราง 11) ทัง้น้ีมตีวัอย่างทีม่คี่า  
รอ้ยละความเหมอืนสูงสุดกบัราเอคโตไมคอรไ์รซาที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ หรอืมคี่ารอ้ยละความ
เหมอืนตํ่ากวา่ 97 มากถงึ 34 ตวัอยา่ง ซึง่แสดงถงึความหลากหลายของชนิดราเอคโตไมคอรไ์รซาที่
เจรญิรว่มกบัรากพชือาศยัใตด้นิอกีดว้ย  
  เมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานของรากเอคโตไมคอร์ไรซาซึ่งพบทัง้หมด 23 
morphotypes รว่มกบัขอ้มลูของลาํดบันิวคลโีอไทดซ์ึง่สามารถจดัจาํแนกชนิดไดม้ากกว่า 30 ชนิด มี
จํานวนมากกว่า morphotype เน่ืองจากราเอคโตไมคอรไ์รซาบางชนิดมลีกัษณะของ morphotype 
เหมอืนกนั (ตาราง 11 และภาพประกอบ 47) ซึ่งลกัษณะของ morphotype ที่พบว่ามคีวาม
หลากหลายของชนิดราเอคโตไมคอรไ์รซาสงูทีสุ่ดคอื morphotype 1 (monopodial pinnate, white, 
smooth) คอืพบชนิดรามากถงึ 8 ชนิด ไดแ้ก่ Amanita fuliginea, Xenocomus sp., Lactarius sp.1, 
Lactarius sp.2, Russula sp.3, Thelephoraceae sp.1, Thelephoraceae sp.2 และ Tomentella 
sp.2 รองลงมาคอื morphotype 3 (monopodial pinnate, brown, smooth) และ morphotype 12 
(dichotomous, orange, smooth) ตามลําดบั นอกจากน้ียงัพบว่าราเอคโตไมคอรไ์รซาทีจ่ดัอยูใ่น
สกุลเดยีวกนัอาจมลีกัษณะของ morphotype ต่างกนั เช่น Lactarius spp. ทีม่ลีกัษณะของ 
morphotype ถงึ 6 ลกัษณะ ไดแ้ก่ morphotype 1, 6, 12, 14 และ 22 เป็นตน้ ทัง้น้ีอาจขึน้อยูก่บั
ชนิดของราและพชือาศยัทีพ่บรากเอคโตไมคอรไ์รซา (ตาราง 7)  
  สว่นตวัอยา่งรากเอคโตไมคอรไ์รซา RBP1-1 (จาํนวน 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ RBP1-1a, 
RBP1-1b, RBP1-1c และ RBP1-1d) ทีแ่ยกและเพาะเลีย้งเสน้ใยราบรสิุทธิไ์ดจ้ากผลการทดลองใน
ขอ้ 2 ไดนํ้าเสน้ใยของไอโซเลท RBP1-1a มาสกดัดเีอน็เอ เพิม่จํานวนบรเิวณ ITS ดว้ยไพรเ์มอร ์
ITSOFT/LB-W และนําไปหาลําดบันิวคลโีอไทด ์จากนัน้นําไปเทยีบเคยีงกบัลําดบันิวคลโีอไทดใ์น
ฐานขอ้มูล GenBank และ Unite พบว่ามคี่ารอ้ยละความเหมอืนเท่ากบั Scleroderma 
sinnamariense (HQ687222) ถงึรอ้ยละ100 ทัง้น้ีเสน้ใยราบรสิุทธิท์ีไ่ดไ้มไ่ดนํ้าไปศกึษาต่อในการ
ทดสอบการสร้างรากเอคโตไมคอร์ไรซาเน่ืองจาก S. sinnamariense เป็นเห็ดที่ไม่สามารถ
รบัประทานได ้
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ภาพประกอบ 47 จาํนวนชนิดของราเอคโตไมคอรไ์รซาทีพ่บใน 23 morphotype (MP) ของรากพชื

อาศยั  * หมายถงึ morphotype ทีไ่มส่ามารถอา่นลาํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS ได ้
 
 
  3.3 ความสมัพนัธข์องเหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซา 
  จากผลการวเิคราะหล์ําดบันิวคลโีอไทดข์องเหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซาจาํนวน 12 
และ 35 ตวัอย่าง ตามลําดบั ไดนํ้ามาจดัเรยีงแนวความสมัพนัธร์่วมกบัลําดบันิวคลโีอไทดท์ีม่คีวาม
เหมอืนสูงสุดกบัตวัอย่างที่ศกึษาจากฐานขอ้มูล GenBank จํานวน 28 ตวัอย่าง ดว้ยโปรแกรม 
MUSCLE จากนัน้สรา้งแผนภูมวิวิฒันาการตน้ไม ้(phylogenetic tree) ตามทีอ่ธบิายไวใ้นวธิกีาร
ทดลองขอ้ 4.6 ผลแสดงในภาพประกอบ 48  
  จากแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมส้ามารถแบ่งกลุ่มได ้2 กลุ่ม (clade) ดงัน้ี 
 
  กลุ่มท่ี 1 แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย คอื กลุ่ม 1A และ 1B ซึง่กลุ่ม 1A ประกอบดว้ยรา 
10 วงศ ์ไดแ้ก่ Amanitaceae, Diplocystaceae, Boletaceae, Ceratobasidiaceae, Inocybaceae, 
Sclerodermataceae, Sebacinaceae, Thelephoraceae, Tricholomataceae และ 
Dothideomycetes ในวงศ ์Amanitaceae พบเหด็ Amanita fuliginea PKBP11 และรากเอคโตไม
คอรไ์รซา A. fuliginea RBP11-66 และ RBP11-67a ทีม่ลีําดบันิวคลโีอไทดเ์หมอืนกนัถงึรอ้ยละ 99 
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ซึ่งจดัอยู่ในกิ่งเดยีวกนั รวมทัง้ลําดบันิวคลีโอไทด์จากฐานขอ้มูล GenBank (A. fuliginea 
FJ176717) และราในวงศ ์Sclerodermataceae พบเหด็ Scleroderma sinnamariense PKBP3 และ 
PKBP16 และรากเอคโตไมคอรไ์รซา S. sinnamariense RBP17-99 ทีม่ลีําดบันิวคลโีอไทด์
เหมอืนกนัถึงร้อยละ 100 จดัอยู่ในกิ่งเดยีวกนั ซึ่งแสดงถึงความสมัพนัธ์ของเห็ดและรากเอคโต     
ไมคอรไ์รซาทีพ่บในแปลงศกึษา นอกจากน้ียงัพบว่ามรีากเอคโตไมคอรไ์รซาจํานวน 1 ตวัอย่างคอื 
Cenococcum geophilum RBP2-16 ทีม่คี่ารอ้ยละความเหมอืนสงูสุดกบั C. geophilum AB089816 
จากฐานขอ้มลู GenBank เทา่กบัรอ้ยละ 100 ทัง้น้ีมรีากเอคโตไมคอรไ์รซาจาํนวน 12 ตวัอยา่ง ทีจ่ดั
กลุ่มรวมกบัราทีไ่มส่ามารถระบุชนิดไดจ้ากฐานขอ้มลู GenBank หรอืแยกออกจากราชนิดอื่น ดงันัน้
รากลุ่มน้ีจงึยงัไมส่ามารถระบุชนิดไดใ้นระดบัสปีชสี ์
  สว่นกลุ่ม 1B ประกอบดว้ยราเพยีง 1 วงศ ์ไดแ้ก่ Russulaceae ซึง่เป็นรากลุ่มใหญ่
ทีสุ่ดทีพ่บในการศกึษาครัง้น้ี ม ี2 สกุลคอื Lactarius และ Russula ลําดบันิวคลโีอไทดข์องราสกุล 
Lactarius ทัง้หมด 7 ตวัอยา่ง ไดจ้ากรากเอคโตไมคอรไ์รซา ซึง่ในจํานวนน้ีเป็นชนิดทีไ่ม่สามารถ
ระบุชนิดไดใ้นระดบัสปีชสีจ์าํนวน 3 ชนิด สว่นราสกุล Russula เป็นตวัอยา่งทีไ่ดจ้ากเหด็และราก
จาํนวน 1 และ 8 ตวัอยา่ง ตามลําดบั ตวัอยา่งเหด็คอื Russula sp. PKBP10 มลีําดบันิวคลโีอไทด์
เหมอืนกบัรากเอคโตไมคอรไ์รซา Russula sp.7 RBP13-79a เท่ากบัรอ้ยละ 97 เมื่อวเิคราะหด์ว้ย
โปรแกรม pairwise ซึง่จดัเป็นสปีชสีเ์ดยีวกนั นอกจากน้ียงัมตีวัอยา่งอกี 14 ตวัอยา่ง จากรากเอคโต
ไมคอรไ์รซาทีย่งัไมส่ามารถระบุชนิดได ้และไมพ่บการสรา้งดอกเหด็ 
 
  กลุ่มท่ี 2 คอืราวงศ ์Gomphaceae ประกอบดว้ยรา 2 สกุล คอื Ramaria และ 
Gomphus ซึง่เป็นตวัอยา่งทีไ่ดจ้ากเหด็ทัง้หมด และไมพ่บรากเอคโตไมคอรไ์รซาในกลุ่มน้ี ทัง้น้ีเหด็ 
Ramaria sp.7 (PKBP25) ซึง่มคี่ารอ้ยละความเหมอืนสงูสุดกบั Ramaria gelatiniaurantia var. 
violeitingens (EU697261) เท่ากบัรอ้ยละ 92 และแยกกิง่ออกจากรากลุ่มดงักล่าวอย่างชดัเจน 
รวมทัง้รา Gomphus sp.1 (PKBP1) และ Gomphus sp.2 (PKBP20) ทีแ่ยกกิง่ออกจากกนัและจาก
ตวัอยา่งราในฐานขอ้มลู GenBank สอดคลอ้งกบัคา่รอ้ยละความเหมอืนทีม่คีา่ 92 
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Russula sp. 4 RBP7-46a                            

Russula sp. 4 RBP7-46b                            

Russula sp. 4 RBP7-46a                            

Russula sp. 3 RBP6-39b                            

Russula sp. PKBP10                            

Russula sp. 7 RBP13-79a                            

Russula sp. 7 RBP13-79b                            
Russula japonica (AB509603)                           

Russula parazurea (HQ604836)                           

Russula sp. (GQ900533)                           
Russula sp. 2 RBP5-35                            

Russula sp. 1 RBP2-12                            

Russula sp. 5 RBP8-49b                            

Russula pallescens (FJ627038)                           
Russula cf. pectinata (HQ604835)                           

Russula cerolens (HQ604830)                           

Russula sp. RBP7-47                            

Russula sp. 6 RBP10-63                            

Russula parazurea RBP10-62                            

Ramaria sp. PKBP25                            

Gomphus sp. (KC152103)                           

Gomphus sp. PKBP1                            
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Ramaria gelatiniaurantia var. violeitingens (EU697261) 
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ภาพประกอบ 48 แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้องเหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์
ลําดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS ดว้ยวธิ ี maximum likelihood (ML) โปรแกรม MEGA 
กาํหนดคา่ bootstrap analysis ใหม้คีา่เทา่กบั 1000 

 หมายเหตุ: ตวัอกัษรสเีขยีวคอืลําดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดจ้ากเหด็ตวัอกัษรสน้ํีาเงนิคอืลําดบันิวคล ี     
โอไทด์ที่ได้จากรากเอคโตไมคอร์ไรซา และตัวอักษรสีดําคือลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จาก
ฐานขอ้มลู GenBank     

 
  นอกจากน้ีเมื่อนําจาํนวนชนิดเหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีไ่ดจ้ากการจาํแนกชนิด
โดยอาศยัขอ้มลูของลกัษณะทางสณัฐานและขอ้มลูของลําดบันิวคลโีอไทด ์ITS โดยการสรา้งกราฟ
แสดงความสมัพนัธข์องวงศเ์หด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีพ่บ (ภาพประกอบ 49) ทัง้น้ีพบว่าม ี5 
วงศ ์ของ Amanitaceae, Boletaceae, Inocybaceae, Russulaceae และ Sclerodermataceae 
(จาก 12 วงศ)์ ทีพ่บทัง้เหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซา ในขณะทีม่ ี3 วงศ ์ของ Diplocystaceae, 
Gomphaceae และ Tricholomataceae ทีพ่บเฉพาะเหด็ และม ี4 วงศ ์ของ Ceratobasidiaceae, 
Sebacinaceae, Thelephoraceae และ Dothideomycetes ทีพ่บเฉพาะรากเอคโตไมคอรไ์รซา
เทา่นัน้  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 49 กราฟแสดงจาํนวนชนิดของเหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีพ่บในวงศต่์างๆ  
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4. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญของราเอคโตไมคอรไ์รซาบริสทุธ์ิ 
 เน่ืองจากราเอคโตไมคอรไ์รซาที่สามารถแยกและเพาะเลี้ยงเชื้อบรสิุทธิไ์ดม้จีํานวน 2 
ตวัอยา่ง เป็นเหด็ 1 ตวัอยา่ง คอื Astraeus sirindhorniae PKBP28 (4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ PKBP28-1, 
PKBP28-2, PKBP28-3 และ PKBP28-4) รากเอคโตไมคอรไ์รซา 1 ตวัอยา่ง คอื Scleroderma 
sinnamariense (4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ RBP1-1a, RBP1-1b, RBP1-1c และ RBP1-1d) ดงัแสดงในผล
การทดลองขอ้ 1 และ 3 ซึง่ในการทดลองน้ีไดเ้ลอืกเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) 
มาศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญของเส้นใยราบริสุทธิ ์เน่ืองจากเห็ดเผาะสิรินธร (A. 
sirindhorniae) เป็นเหด็ที่สามารถนํามารบัประทานได ้แต่ S. sinnamariense ไม่สามารถ
รบัประทานได ้เพือ่การเตรยีมหวัเชือ้ทดสอบการสรา้งราเอคโตไมคอรไ์รซาในรากพชือาศยัต่อไป ซึง่
ปจัจยัทีศ่กึษาไดแ้ก่ ชนิดอาหารเลีย้งเชือ้ คา่ pH และอุณหภมู ิ

 
 4.1 ผลของอาหารเลี้ยงเช้ือ 

  การศกึษาผลของอาหารเลี้ยงเชือ้ทีเ่หมาะสมในการเจรญิของเสน้ใยเหด็เผาะสรินิธร 
(A. sirindhorniae PKBP28-1) โดยการเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ 4 ชนิด ไดแ้ก่ PDA MMN 
MS และ MNC ทีอุ่ณหภูม ิ30ºC เป็นเวลา 4 สปัดาห ์รายละเอยีดในวธิกีารทดลองขอ้ 5.1 ผลการ
ทดลองพบวา่ลกัษณะการเจรญิของเสน้ใยราบนอาหารเลีย้งเชือ้ทัง้ 4 ชนิด มลีกัษณะคลา้ยกนั คอืมสีี
น้ําตาลทอง เสน้ใยละเอยีดขนาดเลก็ มลีกัษณะฟูหนา เจรญิขึน้ดา้นบนมากกว่าแผ่ออกมาดา้นขา้ง 
สรา้งสารสน้ํีาตาลออกมาในอาหารเลีย้งเชือ้โดยเฉพาะบนอาหาร PDA และ MNC (ภาพประกอบ 
50)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 50 ลกัษณะการเจรญิของเสน้ใยเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) บน

อาหารเลีย้งเชือ้ MS, PDA, MMN และ MNC คา่ pH เทา่กบั 6 ทีอุ่ณหภมู ิ 30 ºC นาน 4 
สปัดาห ์

 
 

MS PDA MMN MNCMS PDA MMN MNC
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ผลการวดัขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของโคโลนีราทุกสปัดาหน์าน 4 สปัดาห ์พบวา่อาหาร MS ทีม่กีาร
เจรญิแผ่ของเสน้ใยรากวา้งทีสุ่ดคอืมขีนาดเท่ากบั 4.51+0.82 เซนตเิมตร ในสปัดาหท์ี ่4 (อยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถติทิีร่ะดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95) (ภาพประกอบ 51 ภาคผนวก ง) และเมื่อนําเสน้
ใยมาหามวลชีวภาพ (น้ําหนักแห้ง) พบว่าเส้นใยที่เลี้ยงบนอาหาร MNC และ MS มีค่าสูงที่สุด
เท่ากบั 0.086 + 0.003 กรมั และ 0.082 + 0.002 กรมั ตามลําดบั ซึง่มากกว่าเลีย้งบนอาหาร MMN 
และPDA อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติทิีร่ะดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95 (ภาพประกอบ 52 ภาคผนวก ง)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 51 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างชนิดอาหารและขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางของการ

เจรญิเสน้ใยเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) เมื่อบ่มทีอุ่ณหภูม ิ30°C นาน 4 
สปัดาห ์
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ภาพประกอบ 52 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างชนิดอาหารและมวลชวีภาพ (น้ําหนักแหง้) ของ   

เสน้ใยเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) เมือ่บ่มทีอุ่ณหภมู ิ30°C นาน 4 สปัดาห ์
 
 
 4.2 ผลของความเป็นกรด-ด่าง (pH) 

 การศึกษาผลของค่า pH ที่เหมาะสมในการเจรญิของเส้นใยเห็ดเผาะสริินธร (A. 
sirindhorniae PKBP28-1) ในอาหารเหลว MNC โดยปรบัคา่ pH ใหม้คี่าเท่ากบั 2, 3, 4, 5, 6 และ 
7 โดยบ่มทีอุ่ณหภูม ิ30ºC เป็นเวลา 4 สปัดาห ์รายละเอยีดในวธิกีารทดลองขอ้ 5.2 ผลการทดลอง
พบว่าในอาหารทีม่คี่า pH เท่ากบั 6 มกีารเจรญิของเสน้ใยรามากทีสุ่ด คอืมคี่ามวลชวีภาพ (น้ําหนกั
แหง้) ของเสน้ใยเทา่กบั 0.018+0.003 กรมั อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติทิีร่ะดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95  
รองลงมาคอื pH 5 และ 7 ตามลาํดบั (ภาพประกอบ 53 ภาคผนวก ง) 
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ภาพประกอบ 53 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างค่า pH และมวลชวีภาพ (น้ําหนกัแหง้) ของเสน้

ใยเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) เมือ่บ่มทีอุ่ณหภมู ิ30°C นาน 4 สปัดาห ์
 
 

 4.3 ผลของอณุหภมิู 
  การศกึษาผลของอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการเจรญิของเสน้ใยเหด็เผาะสรินิธร (A. 

sirindhorniae PKBP28-1) โดยการเพาะบนอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ MNC (pH 6) ทีอุ่ณหภูม ิ25°C, 
30ºC, 37°C และอุณหภูมหิอ้ง (30-32°C) เป็นเวลา 4 สปัดาห ์รายละเอยีดในวธิกีารทดลองขอ้ 5.3 
ผลการทดลองพบว่าทีอุ่ณหภูมหิอ้งเสน้ใยรามขีนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางของโคโลนีกวา้งทีสุ่ดเท่ากบั 
4.17+0.10 เซนตเิมตร และมน้ํีาหนกัแหง้มากทีสุ่ดเท่ากบั 0.07+0.004 กรมั รองลงมาคอืทีอุ่ณหภูม ิ
30ºC และ 25ºC ตามลําดบั สว่นทีอุ่ณหภูม ิ37ºC พบว่าไมม่กีารเจรญิของเสน้ใย (ภาพประกอบ 54 
และ 55 ภาคผนวก ง)  
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ภาพประกอบ 54 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างอุณหภูมแิละขนาดเสน้ผ่านศูนย์กลางของการ

เจรญิเสน้ใยเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) บนอาหาร MNC (pH 6) นาน 4 
สปัดาห ์

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 55 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างอุณหภูมแิละน้ําหนักแห้งของเส้นใยเหด็เผาะ     

สรินิธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) บนอาหาร MNC (pH 6) นาน 4 สปัดาห ์
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5. การทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซากบัพืชอาศยั 
 การทดลองน้ีไดเ้ลอืกเหด็เผาะสรินิธร (Astraeus sirindhorniae PKBP28-1) มาใชใ้นการ
ทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซากบัพชือาศยั ซึง่แบ่งการทดสอบออกเป็น 2 ชุดการทดลอง คอื 
(1) การทดสอบกบักลา้ไมส้นสามใบ (Pinus kesiya Royle ex Gordon; Pinaceae) ในจานเลีย้งเชือ้ 
และ (2) การทดสอบกบักลา้สนสามใบและกลา้ยางนา (Dipterocarpus alatus Roxb. Ex G.Don; 
Dipterocapaceae) ในถุงเพาะชาํ  
 
 5.1 การเตรียมกล้าไม้สนสามใบและกล้าไม้ยางนา 
  เมลด็สนสามใบสาํหรบัการทดสอบในจานเลีย้งเชือ้ พบว่าเมลด็สนเกดิการงอกภายใน 
2 สปัดาห ์เมื่อกลา้ไมส้นอายุครบ 1 เดอืน ยา้ยกลา้ไมไ้ปทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาในจาน
เลีย้งเชือ้ (ภาพประกอบ 56A) 
  สาํหรบัการทดสอบในวสัดุปลูก พบว่าเมลด็สนงอกภายใน 2 สปัดาห ์ จงึยา้ยตน้กลา้
ออกมาเลีย้งในสภาวะทีม่กีารใหแ้สง 14 ชัว่โมงต่อวนั ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง รดดว้ยน้ํากลัน่ทีป่ราศจากเชือ้ 
จนอายคุรบ 1 เดอืน จงึนําไปทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาในถุงเพาะชาํ (ภาพประกอบ 56B) 

  สว่นเมลด็ยางนา พบว่าเริม่งอกในสปัดาหท์ี ่1-2 จงึยา้ยลงถุงปลูกทีบ่รรจุดนิและวสัดุ
ปลูกทีป่ราศจากเชือ้ ในสภาวะทีม่กีารใหแ้สง 14 ชัว่โมงต่อวนั ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง จนตน้กลา้อายุครบ 1 
เดอืน จงึนําไปทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาในถุงเพาะชาํ (ภาพประกอบ 56C) 

 
 

 
 
ภาพประกอบ 56 การเตรยีมกลา้ไมส้นสามใบและกลา้ไมย้างนา (A) ตน้กลา้ไมส้นสามใบในขวด

บรรจุอาหาร water agar (B) ตน้กลา้ไมส้นสามใบในกระบะทราย และ (C) ตน้กลา้ไมย้างนาใน
ถุงปลกูอาย ุ1 เดอืน 
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 5.2 การทดสอบการสร้างเอคโตไมคอรไ์รซาในจานเลี้ยงเช้ือ  
  การทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาในจานเลีย้งเชือ้ทดสอบกบักลา้ไมส้นสามใบ
โดยแบ่งการทดสอบออกเป็น 2 ชุด คอื ชุดแรกทดสอบบนอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ MNC และ MS สว่น
ชุดที ่2 ทดสอบในวสัดุปลกู 
 

  5.2.1 การทดสอบการสร้างเอคโตไมคอรไ์รซาบนอาหารเลี้ยงเช้ือแขง็ MNC 
และ MS 

    ผลการทดสอบการสร้างเอคโตไมคอร์ไรซาของเส้นใยราเห็ดเผาะสรินิธร (A. 
sirindhorniae PKBP28-1)  กบักลา้ไมส้นสามใบบนอาหารเลีย้งเชือ้ MNC และ MS (ภาพประกอบ 
57A-B) พบวา่ เมื่อครบ 1 เดอืน เสน้ใยของราเจรญิคลุมบรเิวณรากของกลา้ไมส้นสามใบจนเกอืบเตม็
จานเลีย้งเชือ้ และกลา้ไมส้นสามใบมอีาการเหีย่วและตายในทีสุ่ด เมื่อนํารากมาตรวจการสรา้งเอคโต
ไมคอร์ไรซาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอรโิอและกล้องจุลทรรศน์ พบว่าไม่มกีารสร้างเอคโต     
ไมคอรไ์รซา และเมื่อตดัเน้ือเยื่อรากตามขวางกไ็ม่พบโครงสรา้งของชัน้แมนเทลิหรอืโครงสรา้งของ
เสน้ใยทีเ่ขา้ไปเจรญิภายในเซลลร์ากพชืของฮาทกิเนท (ภาพประกอบ 57C) และเมื่อทําการทดสอบ
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MS ซึ่งเป็นอาหารทีใ่ชส้ําหรบัเลี้ยงเน้ือเยื่อพชืแทนการใช ้MNC พบว่าใหผ้ล
เช่นเดยีวกนั คอืกลา้ไมส้นสามใบสามารถเจรญิไดบ้นจานเลีย้งเชือ้นานสงูสุดไมเ่กนิ 1 เดอืน และไม่
พบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซา  

 

 
 
ภาพประกอบ 57 การทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาของราเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae 

PKBP28-1) กบักลา้ไมส้นสามใบบนจานเลีย้งเชือ้ MS นาน 4 สปัดาห ์ (A-B) การเลีย้งราเหด็
เผาะสรินิธรรว่มกบักลา้ไมส้นสามใบบนอาหารเลีย้งเชือ้ และ (C) ภาพตดัตามขวางของรากสน
สามใบทีเ่ลีย้งรว่มกบัรา 
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5.2.2 การทดสอบการสร้างเอคโตไมคอรไ์รซาในวสัดปุลกู 
    ผลการนํากลา้ไมส้นสามใบทีเ่พาะในสภาวะปลอดเชือ้อายุ 1 เดอืน มาเลีย้งใน

วัสดุปลูกที่ปราศจากเชื้อคือ เวอร์มิคูไลท์และพีทมอส ร่วมกับเส้นใยราเห็ดเผาะสิรินธร (A. 
sirindhorniae PKBP28-1) พบว่ากลา้ไมส้นสามใบมอีาการเหีย่ว เมื่อนํารากสนมาศกึษาลกัษณะ
ทางสณัฐานภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอรโิอและกล้องจุลทรรศน์ พบว่าไม่มกีารสรา้งเอคโต   
ไมคอร ์ไรซา และเมื่อตดัเน้ือเยื่อรากตามขวางกไ็ม่พบโครงสรา้งของชัน้แมนเทลิหรอืโครงสรา้งของ
เสน้ใยทีเ่ขา้ไปเจรญิภายในเซลล์รากพชืของฮาทกิเนท เช่นเดยีวกบัผลการทดลองบนอาหารเลี้ยง
เชือ้ 

 
 5.3 การทดสอบการสร้างเอคโตไมคอรไ์รซาในถงุเพาะชาํ 
  การทดลองน้ีแบ่งการทดสอบออกเป็น 2 ชุด คอืการทดสอบโดยใชห้วัเชือ้ทีเ่ตรยีม
จาก 
เสน้ใยราเหด็สรินิธร (A. sirinthroniae PKBP28-1) และการทดสอบโดยใชส้ปอรร์าเหด็เผาะสรินิธร 
 
  5.3.1 การทดสอบการสร้างเอคโตไมคอรไ์รซาโดยใช้หวัเช้ือท่ีเตรียมจากเส้น
ใยราเหด็เผาะสิรินธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) 
    การทดสอบน้ีไดท้ดลองกบัพชืสองชนิดคอื กลา้ไมส้นสามใบ และกลา้ไมย้างนา 
โดยเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุมทีไ่มไ่ดใ้สห่วัเชือ้ทีเ่ตรยีมจากเสน้ใยรา  

ก) การทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซากบักลา้ไมส้นสามใบ 
      การเตรยีมหวัเชือ้เหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) พบว่า
หลงัจากเลีย้งเชือ้เป็นระยะเวลา 1 เดอืน เสน้ใยรามกีารเจรญิทัว่วสัดุปลูก โดยลกัษณะของเสน้ใยมสีี
น้ําตาลทองฟูละเอียด เมื่อใช้เข็มเขี่ยมาศึกษาใต้กล้องจุลทรรศน์พบโครงสร้างของ clamp 
connection จากนัน้จงึนําไปใชเ้ป็นหวัเชือ้เพื่อผสมปลูกกบัดนิในอตัราสว่น 1:8 (ปรมิาตร:ปรมิาตร) 
โดยนํากลา้ไมส้นสามใบทีเ่พาะไว ้มาปลกูในถุงเพาะชาํ เช่นเดยีวกบัชุดควบคุมทีป่ลูกกลา้สนสามใบ
จาํนวน 10 ตน้ โดยไมไ่ดใ้สห่วัเชือ้รา ปลกูนานเป็นระยะเวลา 6 เดอืน (ภาพประกอบ 58) 

     
    การตรวจวดัการเจรญิเตบิโตของพชื 
     ผลการเปรยีบเทยีบการเตบิโตทางความสงูของกลา้ไมส้นสามใบ 
      ผลการเปรยีบเทยีบความสูงของกล้าไมส้นสามใบ อายุ 6 เดอืน 

พบว่าความสูงเฉลี่ยของกลา้ไมส้นสามใบทีใ่ส่หวัเชือ้และกลา้ไมส้นสามใบทีไ่ม่ใส่หวัเชือ้ มคี่าเฉลี่ย
เท่ากบั 10.52 + 1.011และ 11.22 + 1.144 ตามลําดบั เมื่อวเิคราะหผ์ลทางสถติ ิพบว่าชุดทีเ่ตมิหวั
เชือ้ราและชุดควมคุมมคีวามสงูไม่แตกต่างกนัอย่างมนีัยสําคญัทางสถติทิีร่ะดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 
95 (ภาพประกอบ 59 และภาคผนวก ง) 
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ภาพประกอบ 58 การทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาในกลา้ไมส้นสามใบ อาย ุ6 เดอืน (A) ชุด

ทดสอบทีเ่ตมิหวัเชือ้เสน้ใยราเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) และ (B) ชุด
ควบคุม 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 59 การเปรยีบเทยีบการเตบิโตทางความสงูของกลา้ไมส้นสามใบทีเ่ตมิหวัเชือ้เหด็
เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) กบัชุดควบคุม เมือ่ปลกูนาน 6 เดอืน 
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     มวลชวีภาพส่วนเหนือดนิของกลา้ไมส้นสามใบ (น้ําหนักแหง้ของใบ และ
ลาํตน้)  
      ผลการเปรยีบเทยีบมวลชวีภาพเหนือดนิของกลา้ไมส้นสามใบ อายุ 6 
เดอืน พบว่ามวลชวีภาพส่วนเหนือดนิเฉลีย่ของกลา้ไมส้นสามใบทีใ่สห่วัเชือ้ และกลา้ไมส้นสามใบที่
ไมใ่สห่วัเชือ้ มคี่าเฉลีย่เท่ากบั 0.121 + 0.058 และ 0.113 + 0.051 ตามลําดบั เมื่อนําขอ้มลูมา
วเิคราะหท์างสถติพิบว่า มวลชวีภาพส่วนเหนือดนิของกล้าไมส้นสามใบที่ใส่หวัเชื้อและกล้าไมส้น
สามใบที่ไม่ใส่หัวเชื้อไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมัน่ร้อยละ 95 
(ภาพประกอบ 60) 
     มวลชวีภาพสว่นใตด้นิของกลา้ไมส้นสามใบ (น้ําหนกัแหง้ของราก)  
      ผลการเปรยีบเทยีบมวลชวีภาพใต้ดนิของกล้าไมส้นสามใบ อายุ 6 
เดอืน พบว่ามวลชวีภาพสว่นใตด้นิเฉลีย่ของกลา้ไมส้นสามใบทีใ่สห่วัเชือ้ และกลา้ไมส้นสามใบทีไ่ม่
ใส ่  หวัเชือ้ มคี่าเฉลีย่เท่ากบั 0.011 + 0.006 และ 0.015 + 0.007 ตามลําดบั เมื่อนําขอ้มลูมา
วเิคราะหท์างสถติพิบว่า มวลชวีภาพส่วนใต้ดนิของกลา้ไมส้นสามใบทีใ่ส่หวัเชือ้และกลา้ไมส้นสาม
ใบที่ไม่ใส่หัวเชื้อ ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมัน่ร้อยละ 95 
(ภาพประกอบ 60) 
     มวลชวีภาพรวมส่วนเหนือดนิของกลา้ไมส้นสามใบ (น้ําหนักแหง้ของใบ    
ลาํตน้ และราก)  
      ผลการเปรียบเทียบมวลชีวภาพรวมของกล้าไม้สนสามใบ อายุ 6 
เดอืน พบว่ามวลชวีภาพรวมเฉลีย่ของกลา้ไมส้นสามใบทีใ่ส่หวัเชือ้ และกลา้ไมส้นสามใบทีไ่ม่ใส่หวั
เชือ้ มคี่าเฉลีย่เท่ากบั 0.132 + 0.063 และ 0.128 + 0.055 ตามลําดบั เมื่อนําขอ้มลูมาวเิคราะหท์าง
สถติพิบว่ามวลชวีภาพรวมของกลา้ไมส้นสามใบทีใ่สห่วัเชือ้และกลา้ไมส้นสามใบทีไ่มใ่สห่วัเชือ้ ไม่มี
ความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทีร่ะดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95 (ภาพประกอบ 60) 
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ภาพประกอบ 60 การเปรยีบเทยีบมวลชวีภาพของกลา้สนสามใบทีเ่ตมิหวัเชือ้เหด็เผาะสรินิธร (A. 

sirindhorniae  PKBP28-1) กบัชุดควบคุม เมือ่ปลกูนาน 6 เดอืน 
 
 
     การตรวจสอบลกัษณะของเอคโตไมคอรไ์รซา 
      เมือ่นํารากตน้กลา้ไมส้นสามใบจากชุดการทดลองทีเ่ตมิหวัเชือ้ราเหด็
เผาะสรินิธรจาํนวน 8 ตน้ มาตรวจพบวา่ไมม่กีารสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซา และเมื่อนํารากทีม่ลีกัษณะ
บวม สน้ํีาตาล มาตดัตามแนวขวาง และแนวยาวไม่พบโครงสรา้งของชัน้แมนเทลิ ฮาทกิเนท หรอื
เสน้ใยราทีส่รา้งออกมาภายนอกราก รวมทัง้โครงสรา้งของ clamp connection (ภาพประกอบ 61) 
ดงันัน้รอ้ยละการตดิเชือ้เหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) ในรากกลา้ไมส้นสามใบมคี่า
เทา่กบัศนูย ์เชน่เดยีวกบัรากกลา้ไมส้นสามใบในชุดควบคุมทีไ่มใ่สเ่ชือ้ 
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ภาพประกอบ 61 รากกลา้ไมส้นสามใบอายุ 6 เดอืน (A-D) จากชุดการทดลองควบคุม และ (E-H) 

ชุดทีเ่ตมิหวัเชือ้เหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae) (A, B, E, F) รากสนสามใบ (C, D, G, H) 
เซลลป์ลายรากสนสามใบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
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    ข) การทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซากบักลา้ไมย้างนา 
     นําเสน้ใยราเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) ทีเ่จรญิใน
วสัดุปลูกเวอร ์มคิไูลทแ์ละพทีมอส ไปผสมกบัดนิปลูกในอตัราสว่น 1:8 (ปรมิาตร:ปรมิาตร) จากนัน้
นํากล้าไมย้างนาอายุ 1 เดอืน มาปลูกในถุงเพาะชํา เช่นเดยีวกบัชุดควบคุมที่ปลูกกล้ายางนา 
จาํนวน 10 ตน้ โดยไมไ่ดใ้สห่วัเชือ้รา ปลกูนานเป็นระยะเวลา 6 เดอืน (ภาพประกอบ 62) 

 

 
ภาพประกอบ 62 การทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาในกลา้ไมย้างนา อายุ 6 เดอืน (A) ชุด

ควบคุม และ (B) ชุดทดสอบทีเ่ตมิหวัเชือ้เหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) 
 
     การตรวจวดัการเจรญิเตบิโตของพชื 

     ผลการเปรยีบเทยีบการเตบิโตทางความสงูของกลา้ไมย้างนา 
      ผลการเปรยีบเทยีบความสงูของกลา้ไมย้างนา อายุ 6 เดอืน พบว่า

ความสงูเฉลีย่ของกลา้ไมย้างนาทีใ่สห่วัเชือ้และกลา้ไมย้างนาทีไ่ม่ใส่หวัเชือ้ มคี่าเฉลีย่เท่ากบั 13.23 
+ 1.101 และ 12.85 + 0.933 ตามลําดบั เมื่อวเิคราะหผ์ลทางสถติ ิพบว่า ชุดทีเ่ตมิหวัเชือ้ราและ
ชุดควมคุมมีความสูงไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน่ร้อยละ 95 
(ภาพประกอบ 63 และภาคผนวก ง) 
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ภาพประกอบ 63 การเปรยีบเทยีบการเตบิโตทางความสูงของกลา้ไมย้างนาทีเ่ตมิหวัเชือ้เหด็เผาะ       

สรินิธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) กบัชุดควบคุม เมือ่ปลกูนาน 6 เดอืน 
 
     มวลชวีภาพส่วนเหนือดนิของกลา้ไมย้างนา (น้ําหนักแหง้ของใบ และลํา
ตน้)  
      ผลการเปรยีบเทยีบมวลชวีภาพเหนือดนิของกล้าไมย้างนา อายุ 6 
เดอืน พบว่ามวลชวีภาพส่วนเหนือดนิเฉลีย่ของกลา้ไมย้างนาทีใ่ส่หวัเชือ้ และกลา้ไมย้างนาทีไ่ม่ใส่
หวัเชือ้ มคี่าเฉลีย่เท่ากบั 1.101 + 0.227 และ 0.981 + 0.288 ตามลําดบั เมื่อนําขอ้มลูมาวเิคราะห์
ทางสถติพิบว่า มวลชวีภาพส่วนเหนือดนิของกลา้ไมย้างนาทีใ่ส่หวัเชือ้และกลา้ไมย้างนาทีไ่ม่ใส่หวั
เชือ้ ไมม่คีวามแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทีร่ะดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95 (ภาพประกอบ 64) 
     มวลชวีภาพสว่นใตด้นิของกลา้ไมย้างนา (น้ําหนกัแหง้ของราก)  
      ผลการเปรยีบเทยีบมวลชวีภาพใตด้นิของกลา้ไมย้างนา อายุ 6 เดอืน 
พบว่ามวลชวีภาพส่วนใต้ดนิเฉลี่ยของกลา้ไมย้างนาทีใ่ส่หวัเชือ้ และกลา้ไมย้างนาทีไ่ม่ใส่หวัเชือ้ มี
ค่าเฉลีย่เท่ากบั 0.712 + 0.177 และ 0.556 + 0.185 ตามลําดบั เมื่อนําขอ้มลูมาวเิคราะหท์างสถติิ
พบว่า มวลชวีภาพส่วนใต้ดนิของกล้าไมย้างนาที่ใส่หวัเชื้อและกล้าไม้ยางนาที่ไม่ใส่หวัเชื้อ ไม่มี
ความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทีร่ะดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95 (ภาพประกอบ 64) 
     มวลชวีภาพรวมของกลา้ไมย้างนา (น้ําหนกัแหง้ของใบ ลาํตน้ และราก)  
      ผลการเปรยีบเทยีบมวลชวีภาพรวมของกลา้ไมย้างนา อายุ 6 เดอืน 
พบวา่มวลชวีภาพรวมเฉลีย่ของกลา้ไมย้างนาทีใ่สห่วัเชือ้ และกลา้ไมย้างนาทีไ่มใ่สห่วัเชือ้ มคี่าเฉลีย่
เท่ากบั 1.813 + 0.384 และ 1.536 + 0.458 ตามลําดบั เมื่อนําขอ้มลูมาวเิคราะหท์างสถติพิบว่า 
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มวลชวีภาพรวมของกลา้ไมย้างนาทีใ่สห่วัเชือ้และกลา้ไมย้างนาทีไ่มใ่สห่วัเชือ้ ไมม่คีวามแตกต่างกนั
อยา่งมนียัสาํคญัทีร่ะดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95 (ภาพประกอบ 64) 
 

 
 
ภาพประกอบ 64 การเปรยีบเทยีบมวลชวีภาพของกลา้ไมย้างนาที่เตมิหวัเชื้อเหด็เผาะสรินิธร (A. 

sirindhorniae PKBP28-1) กบัชุดควบคุม เมือ่ปลกูนาน 6 เดอืน 
 
 
     การตรวจสอบลกัษณะของรากเอคโตไมคอรไ์รซา 
      เมื่อสุม่รากตน้กลา้ไมย้างนาจากชุดการทดลองทีเ่ตมิหวัเชือ้เหด็เผาะ     
สรินิธร (A. sirindhorniae PKBP28-1) จาํนวน 10 ตน้ มาตรวจในเดอืนที ่3 ไมพ่บการสรา้งเอคโต
ไมคอรไ์รซา แต่เมื่อสุ่มรากมาตรวจในเดอืนที ่6 พบว่ารากมรีปูร่างเปลีย่นแปลงไป คอื มลีกัษณะ
บวมกว่ารากปกต ิสน้ํีาตาลดาํ ผวิเรยีบ แตกกิง่แบบ monopodial pinnate มเีสน้ใยพนัอยู่โดยรอบ 
เมื่อนํามาตดัตามแนวขวางและยาว พบโครงสรา้งของชัน้แมนเทลิทีป่ลายรากซึง่มคีวามหนาเท่ากบั 
7-10 ไมโครเมตรและเสน้ใยราทีเ่จรญิเขา้ไปภายในเซลลร์ากหรอืฮารท์กิเนท รวมทัง้เสน้ใยราทีส่รา้ง
ออกมาภายนอกราก ทีม่โีครงสรา้งของ clamp connection (ภาพประกอบ 65) ซึง่เป็นลกัษณะของ
ราเอคโตไมคอรไ์รซา ทัง้น้ีไมพ่บการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาในชุดควบคุมทัง้ 10 ตน้ เมื่อนํารากของ
กลา้ยางนาทีต่รวจพบเอคโตไมคอรไ์รซาแต่ละตน้มาหาค่ารอ้ยละการตดิเชือ้ พบว่ามกีารสรา้งเอคโต
ไมคอรไ์รซาคดิเป็นรอ้ยละ 6.25 
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ภาพประกอบ 65 รากยางนาจากชุดการทดลองทีเ่ตมิหวัเชือ้ราเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae 

PKBP28-1) (A) ต้นกล้าไมย้างนาอายุ 6 เดอืน (B) ลกัษณะการแตกแขนงของราก 
monopodial pinnate (C) การสรา้งเสน้ใยราออกมาภายนอกราก และโครงสรา้งของ clamp 
connection (ลกูศร) (D) การเรยีงตวัของชัน้แมนเทลิ 

 หมายเหตุ: C = clamp connection, E= external hyphae, M = mantle 
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  5.3.2 การทดสอบการสร้างเอคโตไมคอรไ์รซาโดยใช้สารแขวนลอยของสปอร์
ราเหด็เผาะสิรินธร (A. sirindhorniae)  
    การทดสอบน้ีไดท้าํเพิม่เตมิเน่ืองจากผลการสุม่รากยางนาในเดอืนที ่3 มาตรวจ
ไมพ่บการสรา้งรากเอคโตไมคอรไ์รซาในตน้กลา้ไมย้างนาทีใ่สห่วัเชือ้ ดงันัน้จงึไดท้าํการทดลองเพิม่
โดยใชส้ารแขวนลอยสปอรข์องเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae) แทนการใชห้วัเชือ้ผสมในวสัดุ
ปลกู ทดสอบกบัพชือาศยั 2 ชนิด คอื กลา้ไมส้นสามใบ และกลา้ไมย้างนา ปลกูนานเป็นระยะเวลา 6 
เดอืน จากนัน้สุม่ตวัอยา่งรากมาตรวจหาการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซา 
    ผลการทดสอบในตน้กลา้ไมส้นสามใบ พบว่าไมม่กีารสรา้งเอคโตไมคอร ์ไรซา 
และโครงสรา้งใดๆ ดงันัน้รอ้ยละการตดิเชือ้รามคี่าเท่ากบัศูนย ์ในขณะทีต่้นกลา้ไมย้างนา พบการ
สรา้งเอคโตไมคอรไ์รซา โดยมชีัน้แมนเทลิหนา 11-15 ไมโครเมตร (ภาพประกอบ 66) คดิค่ารอ้ยละ
ของการตดิเชือ้เทา่กบั 36.77 
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ภาพประกอบ 66 รากกลา้ไมย้างนาจากช ุดการทดลองที เ่ต มิสปอร เ์หด็ เผาะสริ นิธร  (A. 

sirindhorniae) (A-B) ลกัษณะการแตกแขนงของราก (C) การเรยีงตวัของชัน้แมนเทลิแบบ 
pseudoparenchymatous (D) การสรา้งเสน้ใยราออกมาภายนอกรากและโครงสรา้งของ 
clamp connection (ลูกศร) (E-F) การเรยีงตวัของชัน้แมนเทลิและฮาทกิเนท  

 หมายเหตุ: C = clamp connection, E = external hyphae, M = mantle 
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6. การตรวจพิสจูน์รากเอคโตไมคอรไ์รซาด้วยเทคนิคชีววิทยาโมเลกลุ 
  รากเอคโตไมคอรไ์รซาจากผลการทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาในขอ้ 5.3 จํานวน 
160 ตวัอยา่ง (root tips) (จากการทดสอบดว้ยหวัเชือ้ราจาํนวน 40 ตวัอยา่ง และจากการทดสอบ
ดว้ยสปอรจ์าํนวน 120 ตวัอย่าง) นํามาสกดัดเีอน็เอและเพิม่จาํนวนดว้ยวธิ ีPCR โดยใชไ้พรเ์มอร ์
ITS3/ITS4B รายละเอยีดในวธิกีารทดลองขอ้ 7.5 พบว่าจาก 40 ตวัอยา่ง สามารถเพิม่จาํนวนดเีอน็
ไดแ้บนขนาดประมาณ 250-300 คู่เบส เท่ากบั 37 ตวัอยา่ง (คดิเป็นรอ้ยละ 92.5) และจาก 120 
ตวัอยา่ง สามารถเพิม่จาํนวนดเีอน็ไดเ้ท่ากบั 106 ตวัอยา่ง (คดิเป็นรอ้ยละ 88.33) (ภาพประกอบ 
67) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 67 ตวัอย่างผลอะกาโรสเจลอเิลก็โตรโฟรซิสีของการเพิม่จาํนวนดเีอน็เอบรเิวณ ITS2 

ของรากเอคโตไมคอร์ไรซาที่ได้จากการทดสอบการสร้างเอคโตไมคอร์ไรซาด้วยรา A. 
sirindhorniae (M) 100 bp DNA ladder, (1-10) ตวัอยา่งปลายรากจากการทดสอบดว้ยหวั
เชือ้รา และ (11-40) ตวัอยา่งปลายรากจากการทดสอบดว้ยสปอรร์า 

 
   จากนัน้สุ่มตวัอย่างทีส่ามารถเพิม่จํานวนดเีอน็เอได ้15 ตวัอย่าง ไปวเิคราะหห์าลําดบั     
นิวคลโีอไทด ์และเทยีบเคยีงลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดก้บัฐานขอ้มลู GenBank และลําดบันิวคลโีอไทด์
ของ A. sirindhorniae พบว่ามรีอ้ยละความเหมอืนเท่ากบัรอ้ยละ 100 กบั A. sirindhorniae 
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(HE681772) (ตาราง 13 ภาคผนวก จ) แสดงว่าตวัอย่างปลายรากเอคโตไมคอรไ์รซาทัง้ 15 
ตวัอยา่ง เป็นเชือ้ A. sirindhorniae  
 
ตาราง 12 ผลการเทยีบเคยีงลําดบันิวคลโีอไทด์ของรากเอคโตไมคอร์ไรซาที่สร้างจากรา A. 
sirindhorniae PKBP28-1 

No. ID ชดุการทดลอง ผลการเทียบเคียง Accession 
No. 

ร้อยละความ
เหมือน 

(% similarity) 
1 PA33-14-1 หวัเชือ้รา Astraeus  sirindhorniae GAPK1 HE681772 100 
2 PA33-14-2 หวัเชือ้รา Astraeus  sirindhorniae GAPK1 HE681772 100 
3 PA33-14-3 หวัเชือ้รา Astraeus  sirindhorniae GAPK1 HE681772 100 
4 PA33-14-4 หวัเชือ้รา Astraeus  sirindhorniae GAPK1 HE681772 100 
5 PA33-14-5 หวัเชือ้รา Astraeus  sirindhorniae GAPK1 HE681772 100 
6 PA33-14-6 สปอรร์า Astraeus  sirindhorniae GAPK1 HE681772 100 
7 PA33-14-7 สปอรร์า Astraeus  sirindhorniae GAPK1 HE681772 100 
8 PA33-14-8 สปอรร์า Astraeus  sirindhorniae GAPK1 HE681772 100 
9 PA33-14-9 สปอรร์า Astraeus  sirindhorniae GAPK1 HE681772 100 
10 PA33-14-10 สปอรร์า Astraeus  sirindhorniae GAPK1 HE681772 100 
11 PA33-14-11 สปอรร์า Astraeus  sirindhorniae GAPK1 HE681772 100 
12 PA33-14-12 สปอรร์า Astraeus  sirindhorniae GAPK1 HE681772 100 
13 PA33-14-13 สปอรร์า Astraeus  sirindhorniae GAPK1 HE681772 100 
14 PA33-14-14 สปอรร์า Astraeus  sirindhorniae GAPK1 HE681772 100 
15 PA33-14-15 สปอรร์า Astraeus  sirindhorniae GAPK1 HE681772 100 
      

 
 
 
 
 



บทท่ี 5  
สรปุและอภิปรายผลการทดลอง 

 
 จากการเก็บตวัอย่างเหด็และรากเอคโตไมคอร์ไรซาจากพื้นที่ป่าสนผสมเต็งรงั ณ เขต
รกัษาพนัธุส์ตัวป์่าภูเขยีว จ.ชยัภูม ิช่วงเดอืนพฤษภาคม ถงึ ตุลาคม พ.ศ. 2556 จากการวางแปลง
ขนาดกวา้ง x ยาว เท่ากบั 100 x 100 เมตร พชืทีพ่บในพืน้ทีส่่วนใหญ่อยู่ในวงศ ์Fagaceae 
(Lithocarpus truncatus Rehd. & Wils. (ก่อดาํ) Castanopsis argentea (Blume) A. DC. (ก่อขาว) 
และ Lithocarpus ceriferus A.Camus (มะก่อ)) และวงศ ์Pinaceae (Pinus kesiya Royle ex 
Gordon. (สนสามใบ)) พบดอกเหด็จํานวน 28 ตวัอย่าง และรากเอคโตไมคอรไ์รซาจํานวน 109 
ตวัอยา่ง ผลการจดัจาํแนกชนิดโดยอาศยัขอ้มลูของลกัษณะทางสณัฐานวทิยาและลําดบันิวคลโีอไทด์
บรเิวณ ITS สามารถจดัจาํแนกชนิดไดด้งัน้ี 
 ดอกเหด็จํานวน 28 ตวัอย่างสามารถจดัจําแนกได ้8 วงศ์ 13 สกุล 20 ชนิด คอื 
Amanitaceae (Amanita fuliginea), Astraeaceae (Astraeus sirindhorniae), Boletaceae 
(Boletellus sp., Mycoamanranthus sp., Pulveroboletus sp., Tylopilus sp.), Gomphaceae 
(Gomphus sp.1, Gomphus sp.2, Ramaria largentii, Ramaria sp.1, Ramaria sp.2, Ramaria 
sp.3, Ramaria sp.4, Ramaria sp.6, Ramaria sp.7), Inocybaceae (Inocybe ayangannae), 
Russulaceae (Lactarius sp., Russula sp.), Sclerodermataceae (Scleroderma sinnamariense) 
และ Tricholomataceae (Tricholoma sp.) ซึง่วงศท์ีพ่บมากทีสุ่ดไดแ้ก่ Gomphaceae (รอ้ยละ 
39.3) รองลงมาคอื Boletaceae (รอ้ยละ 21.4) และ Russulaceae (รอ้ยละ 14.3) ตามลําดบั 
นอกจากน้ียงัพบว่าลําดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS ของตวัอยา่งเหด็ทีศ่กึษา มเีพยีง 5 ตวัอยา่ง ทีม่ี
คา่รอ้ยละความเหมอืน (% similarity) สงูสดุกบัเหด็ทีส่ามารถระบุชนิดไดม้ากกวา่รอ้ยละ 97 (ซึง่เป็น
ค่าทีย่อมรบัว่าเป็นสปีชสีเ์ดยีวกนั) ในขณะทีม่ถีงึ 15 ตวัอย่าง ทีม่คี่ารอ้ยละความเหมอืนสงูสุดกบั
ตวัอยา่งเหด็ทีไ่มส่ามารถระบุชนิดได ้หรอืมคี่ารอ้ยละความเหมอืนตํ่ากว่า 97 กบัตวัอยา่งเหด็ทีร่ะบุ
ชนิดได ้ทาํใหไ้มส่ามารถจดัจาํแนกชนิดไดใ้นระดบัสปีชสี ์ทัง้น้ีอาจเน่ืองจากขอ้มลูทีจ่าํกดัของลําดบั
นิวคลโีอไทดข์องราเอคโตไมคอรไ์รซาในฐานขอ้มลู โดยเฉพาะขอ้มลูจากประเทศในเขตรอ้นชืน้ซึง่มี
ความหลากหลายทางชวีภาพของเหด็ราสงู ทัง้น้ีบางตวัอยา่งอาจเป็นขอ้มลูใหม ่ซึง่ตอ้งทาํการศกึษา
ในรายละเอยีดโดยการเทยีบเคยีงกบัตวัอยา่งเหด็อา้งองิต่อไป  
 รากเอคโตไมคอรไ์รซาจาํนวน 109 ตวัอยา่ง สามารถแบ่งตามลกัษณะทางสณัฐานวทิยา
หรอื morphotypes ไดเ้ท่ากบั 23 morphotypes ซึง่ morphotype สว่นใหญ่ทีพ่บคอื morphotype 
14 (dichotomous, brown, smooth) รองลงมาคอื morphotype 1 (monopodial pinnate, white, 
smooth) และ morphotype 12 (dichotomous, orange, smooth) ตามลําดบั ซึง่การจาํแนกชนิด
ของรากเอคโตไมคอร์ไรซาน้ีต้องอาศยัขอ้มูลของลําดบันิวคลโีอไทด์เป็นหลกั รากเอคโตไมคอร ์  
ไรซาจาํนวน 109 ตวัอยา่ง สามารถเพิม่จาํนวนดเีอน็เอบรเิวณ ITS ไดเ้ทา่กบั 96 ตวัอยา่ง (คดิเป็น
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รอ้ยละ 88) แต่สามารถอ่านลําดบันิวคลโีอไทด์ไดเ้พยีง 44 ตวัอย่าง ที่เป็นราเอคโตไมคอรไ์รซา 
(คดิเป็นรอ้ยละ 40.4) เหตุผลทีก่ารวเิคราะหล์าํดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดม้คีา่รอ้ยละความสาํเรจ็ค่อนขา้ง
ตํ่า อาจเน่ืองจากช่วงแรกของการทดลองไดท้ําการอ่านลําดบันิวคลโีอไทด์จากผลผลติดเีอน็เอที่
เพิม่จาํนวนดว้ยวธิ ีPCR โดยตรง (direct sequencing) พบวา่ไมส่ามารถอา่นผลของลาํดบันิวคลโีอ
ไทดไ์ดห้ลายตวัอย่าง หรอืบางตวัอย่างอ่านไดแ้ต่ผลการเทยีบเคยีงในฐานขอ้มลู GenBank ทีไ่ด้
ไมใ่ชร่าเอคโอไมคอรไ์รซา เป็นตน้ ทัง้น้ีอาจเน่ืองจากรากเอคโตไมคอรไ์รซาบางตวัอยา่งเมื่อศกึษา
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอรโิอ พบการเจรญิของเสน้ใยมากกว่า 1 ลกัษณะ จงึอาจเป็นไปได้
ทีผ่ลผลติดเีอน็เอที่ไดอ้าจมรีามากกว่า 1 ชนิด จงึทําใหก้ารอ่านลําดบันิวคลโีอไทดโ์ดยตรงไม่
สามารถอา่นได ้ทัง้น้ีในการทดลองต่อมาจงึทาํการเชื่อมต่อผลผลติดเีอน็เอทีไ่ดก้บัเวกเตอรแ์ลว้ยา้ย
เขา้สู่เซลล์เจา้บ้านก่อน จงึนํารคีอมบเินนท์โคลนที่ไดไ้ปหาลําดบันิวคลโีอไทด์ซึ่งพบว่าส่วนใหญ่
ใหผ้ลทีถู่กต้อง ประกอบกบัผูว้จิยัไม่ไดท้ําการทดลองซํ้า ดงันัน้จงึมคี่ารอ้ยละการวเิคราะหล์ําดบั   
นิวคลโีอไทดต์ํ่าในการศกึษาครัง้น้ี อย่างไรกต็ามการจําแนกชนิดของรากเอคโตไมคอรไ์รซาโดย
อาศยัลําดบันิวคลโีอไทดใ์นประเทศไทยยงัมอียู่น้อย (Yuwa-Amornpitak; et al. 2006: 1059-
1064; Phosri; et al.  2012: 2287-2298) โดยเฉพาะปา่สนผสมเตง็รงั ซึง่ผลวเิคราะหล์ําดบันิวคลี
โอไทดข์องตวัอย่างทัง้ 44 ตวัอย่างทีไ่ดก้บัฐานขอ้มลู GenBank และ Unite พบว่าสามารถจดั
จําแนกได ้9 วงศ ์10 สกุล 30 ชนิด คอื Amanitaceae (Amanita fuliginea), Boletaceae 
(Xerocomus sp.), Ceratobasidiaceae (Ceratobasidium sp.), Inocybaceae (Inocybe sp.), 
Russulaceae (Lactarius friabilis, Lactarius hatsudake, Lactarius sp.1, Lactarius sp.2, 
Lactarius sp.3, Lactarius sp.4, Lactarius sp.5, Lactarius sp.6, Russula aff. compacta, 
Russula sp.1, Russula sp.2, Russula sp.3, Russula sp.4, Russula sp.5, Russula sp.6, 
Russula sp.7, Russula sp.8), Sclerodermataceae (Scleroderma sinnamariense), 
Sebacinaceae (Sebacina sp.), Thelephoraceae (Thelephoraceae sp.1, Thelephoraceae 
sp.2, Thelephoraceae sp.3, Tomentella sp.1, Tomentella sp.2, Tomentella sp.3, Tomentella 
sp.4) และ Dothideomycetes (Cenococcum geophilum) ซึง่ในจาํนวนน้ี C. geophilum เป็นเพยีง
ชนิดเดยีวทีจ่ดัอยู่ในไฟลัม่ Ascomycota นอกนัน้จดัอยู่ในไฟลัม่ Basidiomycota ทัง้น้ีวงศท์ีพ่บ
มากทีสุ่ดไดแ้ก่ Russulaceae (รอ้ยละ 50) รองลงมาคอื Thelephoraceae (รอ้ยละ 22.7) ซึง่
สอดคลอ้งกบังานวจิยัก่อนหน้าน้ีของ  โอะบะเสะ; และคนอื่นๆ (Obase; et al. 2011: 383-
391) ทีร่ายงานว่าราเอคโตไมคอรไ์รซาทีพ่บมากทีสุ่ดในสน (Pinus thunbergii) อยู่ในวงศ ์
Russulaceae รวมทัง้รายงานของ พยี;์ และคนอื่นๆ (Peay; et al. 2009: 529-542) ทีศ่กึษาสงัคม
ราเอคโตไมคอรไ์รซาปา่แถบรอ้นพบว่าชนิดราทีพ่บมากทีสุ่ดอยูใ่นอนัดบั Russulales (30 สปีชสี)์, 
Boletales (17 สปีชสี)์, Agaricales (18 สปีชสี)์, Thelephorales (13 สปีชสี)์ และ Cantharellales 
(12 สปีชสี)์ ตามลาํดบั เชน่เดยีวกบัผลการศกึษาในประเทศเอฟรกิาทีพ่บราเอคโตไมคอรไ์รซาสว่น
ใหญ่อยูใ่นกลุ่มของ russula-lactarius และ tomentella-thelephora จากการศกึษาลําดบันิวคลโีอ
ไทด ์(Bâ; et al. 2012: 1-29) จากผลการเทยีบเคยีงคา่รอ้ยละความเหมอืนกบัฐานขอ้มลู GenBank 
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และ Unite พบว่ามจีาํนวนตวัอยา่งเพยีง 10 ตวัอยา่ง ทีม่คี่ารอ้ยละความเหมอืนสงูสุดกบัราเอคโต
ไมคอร์ไรซาที่สามารถระบุชนิดได้มากกว่าร้อยละ 97 ทัง้น้ีมตีวัอย่างที่มคี่ารอ้ยละความเหมอืน
สูงสุดกบัราเอคโตไมคอร์ไรซาที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ หรอืมคี่ารอ้ยละความเหมอืนตํ่ากว่า 97 
มากถงึ 34 ตวัอยา่ง ซึง่แสดงถงึความหลากหลายของชนิดราเอคโตไมคอรไ์รซาทีเ่จรญิรว่มกบัราก
พชือาศยัใตด้นิอกีดว้ย และเมื่อเปรยีบเทยีบลกัษณะทางสณัฐานของรากเอคโตไมคอรไ์รซาทัง้ 23 
morphotypes กบัขอ้มลูของลําดบันิวคลโีอไทดซ์ึ่งพบว่ามมีากถงึ 30 ชนิด ซึง่มจีํานวนมากกว่า 
morphotype เน่ืองจากราเอคโตไมคอรไ์รซาบางชนิดมลีกัษณะของ morphotype เหมอืนกนั 
ลกัษณะของ morphotype ที่พบว่ามคีวามหลากหลายของชนิดราเอคโตไมคอรไ์รซาสูงทีสุ่ดคอื 
morphotype 1 (monopodial pinnate, white, smooth) คอืพบชนิดรามากถงึ 8 ชนิด รองลงมาคอื 
morphotype 3 (monopodial pinnate, brown, smooth) และ morphotype 12 (dichotomous, 
orange, smooth) ตามลําดบั ทัง้น้ีแสดงใหเ้หน็ว่าลกัษณะของ morphotype เพยีงอยา่งเดยีวไม่
เพยีงพอในการจดัจําแนกชนิดราเอคโตไมคอรไ์รซา และลกัษณะการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซากบั
รากพชืต่างชนิดกนัอาจมลีกัษณะของ morphotype ต่างกนั (Wurzburger; Bidartondo; & 
Bledsoe. 2001: 1211-1216) ดงันัน้การศกึษาชนิดของรากเอคโตไมคอรไ์รซาจงึตอ้งศกึษารว่มกนั
ระหว่างลกัษณะ morphotype และขอ้มลูของลําดบันิวคลโีอไทด ์(Tedersoo; et al. 2006: 734-
748, Tedersoo; et al. 2008: 479-490, Phosri; et al.  2012: 2287-2298)  

 ผลการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของเห็ดและรากเอคโตไมคอร์ไรซาโดยอาศัยแผนภูมิ
ววิฒันาการต้นไม ้(phylogenetic tree) ทีส่รา้งจากลําดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS จํานวน 47 
ตวัอยา่ง (เหด็ 12 ตวัอยา่ง และรากเอคโตไมคอรไ์รซา 35 ตวัอยา่ง) รว่มกบัตวัอยา่งจากฐานขอ้มลู 
GenBank จาํนวน 28 ตวัอยา่ง พบว่ามตีวัอยา่งทีเ่ป็นเหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีม่ลีําดบันิวคลี
โอไทดเ์หมอืนกนัและจดัอยู่ในกิง่ความสมัพนัธเ์ดยีวกนัเพยีง 3 ตวัอย่าง ไดแ้ก่ Amanita fuliginea 
(PKBP11, RBP11-66 และ RBP11-67a), Scleroderma sinnamariense (PKBP3, PKBP16, 
RBP17-99) และ Russula sp. (PKBP10, RBP13-79a) นอกจากน้ียงัพบอกีว่ามรีา 5 วงศ ์ของ 
Amanitaceae, Boletaceae, Inocybaceae, Russulaceae และ Sclerodermataceae (จาก 12 วงศ)์ 
ทีพ่บทัง้เหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซา ในขณะทีม่ ี3 วงศ ์ของ Astraeaceae, Gomphaceae และ 
Tricholomataceae ทีพ่บเฉพาะเหด็ และม ี4 วงศ์ ของ Ceratobasidiaceae, Sebacinaceae, 
Thelephoraceae และ Dothideomycetes ทีพ่บเฉพาะรากเอคโตไมคอรไ์รซาเท่านัน้ เหตุทีก่ารพบ
ราเอคโตไมคอร์ไรซาระยะที่เป็นดอกเห็ดแต่ไม่พบราก หรือพบรากแต่ไม่พบดอกเห็ดนัน้อาจ
เน่ืองจากช่วงระยะเวลาในการเก็บตัวอย่าง ความถี่ในการเก็บตัวอย่าง รวมทัง้ฤดูกาลที่มีการ
เปลีย่นแปลงในแต่ละปี ปจัจยัเหล่าน้ีลว้นแต่มคีวามสาํคญัต่อการพฒันาของดอกเหด็และรากเอคโต
ไมคอรไ์รซาในธรรมชาต ิ(Chi; et al. 2013: 879-890)     
 จากตวัอยา่งเหด็และรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีเ่กบ็รวบรวมได ้เมื่อนํามาแยกเพาะเลีย้งเสน้
ใยราบรสิุทธิบ์นอาหารเลีย้งเชือ้ Modified Norkrans’s C (MNC) ทีอุ่ณหภูม ิ30°C พบว่ามเีพยีง 1 
ตวัอยา่งของเหด็เผาะสรินิธร Astraeus sirindhorniae PKBP28 (4 ไอโซเลท ของ PKBP28-1, 
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PKBP28-2, PKBP28-3, PKBP28-4) และ 1 ตวัอย่างของรากเอคโตไมคอรไ์รซา RBP1-1 (4      
ไอโซเลท ของ  RBP1-1a, RBP1-1b, RBP1-1c และ RBP1-1d) ทีส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ซึง่ลกัษณะ
เสน้ใยเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae) มสีน้ํีาตาลทอง ละเอยีด ซอ้นกนัแน่น เจรญิขึน้ดา้นบน
มากกว่าดา้นขา้ง สรา้งเมด็สน้ํีาตาลบนอาหารเลีย้งเชือ้ ส่วนราเอคโตไมคอรไ์รซา RBP1-1 ทัง้ 4   
ไอโซเลท มลีกัษณะเหมอืนกนัคอื เสน้ใยมสีเีหลอืง ละเอยีดเหมอืนขนนก เมื่อตรวจสอบลกัษณะของ
เสน้ใยภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์พบโครงสรา้งของ clamp connection ซึง่เป็นลกัษณะเฉพาะของราใน
กลุ่ม Basidiomycetes จากนัน้ได้พสิูจน์เอกลกัษณ์ทางพนัธุกรรมโดยการหาลําดบันิวคลีโอไทด์
บรเิวณ ITS พบว่าลําดบันิวคลโีอไทดข์องเสน้ใยราทีแ่ยกจากเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae)  
ไอโซเลท PKBP28-1 มคี่ารอ้ยละความเหมอืนเท่ากบั 100 กบัลําดบันิวคลโีอไทด์ของ A. 
sirindhorniae PKBP28 ซึง่เป็นการยนืยนัว่าเสน้ใยราบรสิุทธิท์ีไ่ดเ้ป็นเสน้ใยจากดอกเหด็จรงิ สว่น
ลาํดบันิวคลโีอไทดข์องเสน้ใยทีแ่ยกจากรากเอคโตไมคอรไ์รซา RBP1-1a พบวา่มคีวามเหมอืนสงูสดุ
กบั Scleroderma sinnamariense (HQ687222) เท่ากบัรอ้ยละ100 ทัง้น้ีการทดสอบการสรา้งเอคโต
ไมคอรไ์รซากบัพชือาศยัได้เลอืกเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorniae)  ไอโซเลท PKBP28-1 ใน
การศกึษาต่อไปเน่ืองจากเป็นเหด็ชนิดใหมท่ีร่บัประทานได ้(Phosri; et al. 2014: 1-10) และไมเ่คย
มรีายงานการศกึษามาก่อน 
 เสน้ใยราบรสิุทธิ ์A. sirindhorniae ไอโซเลท PKBP28-1 นํามาหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการ
เจรญิเพื่อการผลติหวัเชือ้ โดยศกึษา 3 ปจัจยั ไดแ้ก่ ชนิดอาหารเลีย้งเชือ้ ค่า pH และอุณหภูม ิซึง่
ตรวจวดัจากการหาน้ําหนักแห้งของเส้นใยและขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีเมื่อเลี้ยงบน
อาหารแขง็ นาน 4 สปัดาห ์พบว่าอาหารเลีย้งเชือ้ทีร่าเจรญิไดด้ทีีสุ่ดคอื MNC และ MS ทัง้น้ีอาจ
เน่ืองจากอาหารทัง้ 2 ชนิด มสีารอาหารและแร่ธาตุต่างๆ รวมทัง้วติามนิ ทีเ่หมาะสมต่อการเจรญิ
ของ A. sirindhorniae มากกว่า PDA และ MMN นอกจากน้ียงัมรีายงานการศกึษาแหล่งคารบ์อนที่
เหมาะสมของเหด็ Psathyerella atroumbonata พบว่าเหด็เจรญิไดด้บีนอาหารทีม่สี่วนผสมของ
แหล่งคารบ์อนทีม่าจากน้ําตาลกลูโคส (Jonathan; & Fasidi. 2001: 479-483) ในขณะทีเ่หด็หา้หรอื 
Phlebopus portentosus มรีายงานว่าสามารถเจรญิไดด้บีนอาหาร MS ซึง่ม ีmalt extract เป็นแหล่ง
คารบ์อน (Thongklang; et al. 2010: 413-425) นอกจากน้ียงัมรีายงานว่า NH4 tartrate เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนทีด่ทีีสุ่ดสาํหรบั Boletinus sp. (Hatakeyama; & Ohmasa. 2004: 169-176) ซึง่เป็นธาตุ
อาหารหลกัของ MNC สว่นค่า pH และอุณหภูมทิีเ่หมาะสมในการเจรญิของ A. sirindhorniae มคี่า
เท่ากบั 6 ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง (28-30°C) ซึง่อุณหภูมแิละ pH ทีเ่หมาะสมนัน้ มกีารรายงานว่าขึน้อยูก่บั
ชนิดของเหด็ เช่น Volvariella volvacea เจรญิดทีีอุ่ณหภูม ิ35°C, Pleurotus eryngii ทีอุ่ณหภูม ิ
25°C, Pleurotus ostreatus และ Pleurotus pulmonarius ทีอุ่ณหภูม ิ30°C, Agrocybe aegerita ที่
อุณหภูม ิ25°C หรอื 30°C, Lentinus strigosus ทีอุ่ณหภูม ิ35°C และ Lentinula edodes at 20°C 
หรอื 30°C เป็นตน้ (Thongklang; et al. 2010: 413-425) นอกจากน้ียงัมรีายงานว่าเหด็สว่นใหญ่มี
การสรา้งดอกเหด็ใน pH ทีเ่ป็นกลางและค่อนขา้งเป็นกรด (pH 6-7) อกีดว้ย (Kues; & Liu. 2000: 
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141-152) จากนัน้เพาะเลีย้งเสน้ราในสภาวะทีเ่หมาะสมใหไ้ดเ้สน้ใยราจาํนวนมากเพื่อใชเ้ป็นหวัเชือ้
ในการทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซา 
 ในการทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซากบัพชือาศยั 2 ชนิด ไดแ้ก่ กล้าสนสามใบ 
(Pinus kesiya Royle ex Gordon) ซึง่เป็นตวัแทนของพชืวงศ ์ Pinaceae และ กลา้ยางนา 
(Dipterocarpus alatus Roxb. Ex G.Don) ซึง่เป็นตวัแทนของพชืวงศ ์Dipterocarpaceae โดยแบ่ง
การทดสอบเป็นสองชุดการทดลอง คอื การทดสอบในจานเพาะเชื้อ และการทดสอบในถุงเพาะชํา 
ซึ่งการทดสอบในจานเพาะเชื้อได้เลือกทดสอบกบักล้าสนสามใบเพยีงอย่างเดยีวโดยทดสอบบน
อาหารแขง็ MNC และ MS นาน 4 สปัดาห ์ไมพ่บการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาทีร่ากกลา้สนสามใบ 
ซึง่การทดลองน้ีไมส่ามารถเพาะเลีย้งกลา้สนสามใบไดน้านเกนิ 4 สปัดาห ์เน่ืองจากตน้กลา้มอีาการ
เหีย่วและตายในทีสุ่ด แมว้่าจะไดล้องเปลีย่นจากอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ MS และ MNC เป็นวสัดุปลูก
เวอรม์คิไูลทแ์ละพทีมอส ซึง่ใหผ้ลเชน่เดยีวกนั 
 ส่วนการทดสอบในถุงเพาะชําไดท้ดสอบกบัพชืสองชนิดคอืกลา้สนสามใบและกลา้ยางนา 
โดยการเตรยีมหวัเชือ้ราในวสัดุปลูกเวอรม์คิไูลทแ์ละพทีมอสทีม่อีาหารเลีย้งเชือ้ MNC (pH 6) บ่มที่
อุณหภมูหิอ้ง (30-32°C) นาน 4 สปัดาห ์หรอืจนเสน้ใยราเจรญิเตม็วสัดุปลกู จงึนํามาผสมดนิปลกูใน
อตัราสว่นของหวัเชือ้ราต่อดนิปลกูเทา่กบั 1:8 (ปรมิาตร:ปรมิาตร) ใหแ้สง 14 ชัว่โมงต่อวนั โดยปลูก
นาน 6 เดอืน ซึง่ไดว้ดัการเจรญิคอืความสงูทุกเดอืน และหามวลชวีภาพรวม (น้ําหนกัแหง้ของลําตน้ 
ใบ และราก) ในเดอืนที ่6 เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุมทีไ่มม่กีารเตมิหวัเชือ้ พบว่าค่าเฉลีย่ความสงู
ของกลา้สนสามใบทีเ่ตมิหวัเชือ้มคี่าเท่ากบั 10.52 + 1.011 เซนตเิมตร และมวลชวีภาพรวมเท่ากบั 
0.132 + 0.063 กรมั ในขณะทีชุ่ดควบคุมมคี่าเฉลีย่ความสงูเท่ากบั 11.22 + 1.144 เซนตเิมตร และ
มวลชวีภาพรวมเท่ากบั 0.128 + 0.055 กรมั ซึง่ไมแ่ตกต่างกนัอย่างมนีัยสาํคญัทางสถติทิีร่ะดบั
ความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95 นอกจากน้ีไดสุ้่มรากพชืมาตรวจหาเอคโตไมคอรไ์รซา พบว่าไม่มกีารสรา้ง
เอคโตไมคอรไ์รซา ทัง้น้ีไดสุ้่มรากทีม่ลีกัษณะบวม สน้ํีาตาล มาศกึษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ผลคอื
ไม่พบโครงสรา้งของชัน้เมนเทลิทีป่ลายราก ฮารท์กิเนท หรอืโครงสรา้งของ clamp connection 
ดงันัน้รอ้ยละการติดเชื้อรา A. sirindhorniae PKBP28-1 ในรากสนสามใบมคี่าเท่ากบัศูนย ์
นอกจากน้ียงัไดเ้พิม่ชุดการทดลองโดยการใส่สารแขวนลอยสปอรร์า A. sirindhorniae ในกลา้สน
สามใบ โดยปลกูนาน 6 เดอืน และใหแ้สง 14 ชัว่โมงต่อวนั เมือ่ครบกาํหนดไดสุ้ม่รากมาตรวจหาเอค
โตไมคอรไ์รซา พบว่าไม่มกีารสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาเช่นกนั จากผลการทดลองอาจเป็นไปไดท้ีว่่า
สนสามใบไมใ่ช่พชือาศยัของรา A. sirindhorniae ซึง่งานวจิยัก่อนหน้าน้ีของ แฟงฟกั; และคนอื่นๆ 
(Fungfuk; et al. 2010: 234-241) ไดท้ดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาของรา Astraeus 2 สาย
พนัธุ ์คอื A. odoratus และ A. hygrometricus กบักลา้สนแดงญีปุ่น่ Pinus densiflora ในสภาวะ
ปลอดเชือ้พบวา่รา A. hygrometricus สามารถสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซากบัรากสนได ้ซึง่ตรวจพบครัง้
แรกภายใน 6-8 สปัดาห ์เมือ่ใสเ่ชือ้ในรปูของเสน้ใยรา และภายใน 8-10 สปัดาหเ์มื่อใสเ่ชือ้ในรปูของ
สารแขวนลอยสปอร์ ในขณะที่รา A. odoratus ไม่พบการสรา้งเอคโตไมคอร์ไรซาแมจ้ะทําการ
ทดสอบนาน 6 เดอืน ทัง้น้ีอาจเน่ืองจาก A. odoratus และ A. sirindhorniae เป็นเหด็ทีพ่บใน
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ประเทศไทย และมรีายงานว่าพบในปา่เตง็รงั (dry dipterocarp forests) (Petcharat. 2004: 499-
503, Phosri; et al. 2004: 453-463, Phosri; et al. 2014: 1-10) สว่นรา A. hygrometricus นัน้ไม่
พบในประเทศไทย (Phosri; et al. 2007: 275-286) 
 จากเหตุผลข้างต้นจึงได้ทําการทดสอบการสร้างเอคโตไมคอร์ไรซาของรา  A. 
sirindhorniae  กบักลา้ยางนาซึง่เป็นพชืในวงศ ์Dipterocapaceae แทนการทดสอบกบักลา้ยางเหยีง
ซึ่งเป็นบรเิวณที่พบเหด็ดงักล่าว (ตาราง 7) เน่ืองจากไม่สามารถหากล้ายางเหยีงได ้แต่อย่างไรก็
ตามพชืทัง้สองสายพนัธุเ์ป็นพชืในวงศแ์ละสกุลเดยีวกนั ซึง่การทดสอบไดท้ําเช่นเดยีวกบัในกลา้สน
สามใบ พบว่าในชุดทดสอบทีผ่สมหวัเชือ้เสน้ใยรา A. sirindhorniae PKBP28-1 นาน 6 เดอืน มี
ค่าเฉลีย่ความสงูของกลา้ยางนาทีเ่ตมิหวัเชือ้มคี่าเท่ากบั 13.23 + 1.101 เซนตเิมตร และมวล
ชวีภาพรวมเท่ากบั 1.813 + 0.384 กรมั ในขณะทีชุ่ดควบคุมมคี่าเฉลีย่ความสงูเท่ากบั 12.85 + 
0.933 เซนตเิมตร และมวลชวีภาพรวมเท่ากบั 1.536 + 0.458 กรมั ซึง่ไม่แตกต่างกนัอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถติทิีร่ะดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95 กบัชุดควบคุม  
 เมื่อสุม่รากมาตรวจ พบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซา รปูรา่งของรากเปลีย่นแปลงไป โดยมี
ลกัษณะบวมกว่ารากปกต ิสน้ํีาตาลดํา ผวิเรยีบ ลกัษณะการแตกกิง่แบบ monopodial pinnate มี
เส้นใยพนัอยู่โดยรอบ เมื่อนํามาตดัตามแนวขวาง พบโครงสรา้งของชัน้เมนเทลิที่ปลายรากซึ่งมี
ความหนาเท่ากบั 7-10 ไมโครเมตร  นอกจากน้ียงัพบเสน้ใยราทีเ่จรญิเขา้ไปภายในเซลลร์ากหรอื
ฮารท์กิเนท รวมทัง้เสน้ใยราทีส่รา้งออกมาภายนอกราก ซึง่มโีครงสรา้งของ clamp connection เมื่อ
คาํนวณรอ้ยละของการตดิเชือ้พบว่ามคี่าเท่ากบั  6.25 สว่นผลการทดสอบโดยการใชส้ารแขวนลอย
สปอรร์า A. sirindhorniae กบักลา้ยางนา พบว่ามกีารสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาเฉลีย่คดิเป็นรอ้ยละ 
36.77 จากผลการทดลองพบว่าการทดสอบโดยการใชส้ารแขวนลอยสปอรร์ามคี่ารอ้ยละการตดิเชือ้
มากกวา่การใชห้วัเชือ้ อาจเน่ืองจากสปอรท์ีใ่ชเ้ป็นสปอรท์ีไ่ดจ้ากดอกเหด็สดทีเ่กบ็ภายใน 7 สปัดาห ์
จงึเป็นไปไดท้ีม่อีตัราการงอกของสปอรส์งูจงึตดิเชือ้ไดด้ ี ส่วนผลการทดสอบทีใ่ส่หวัเชือ้เสน้ใยรามี
รอ้ยละการตดิเชือ้ตํ่าเท่ากบั 6.25  ซึง่ในงานวจิยัน้ีอาจใชป้รมิาณของหวัเชือ้ทีผ่สมปลูกน้อยเกนิไป 
หรอืหวัเชือ้ทีใ่ชม้อีายุมากเกนิไปคอื 4 สปัดาห ์ทาํใหเ้สน้ใยราบางสว่นตาย ทัง้น้ีตอ้งศกึษาเพิม่เตมิ
ถงึอตัราส่วนและอายุของหวัเชื้อที่และวธิกีารที่เหมาะสมเพื่อใชใ้นการผสมปลูกต่อไป จากผลการ
ทดสอบชีใ้หเ้หน็ว่าเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorinae) มยีางนาเป็นพชือาศยั ทัง้น้ีความสมัพนัธ์
ระหว่างชนิดของราเอคโตไมคอรไ์รซากบัพชือาศยันัน้พบว่าพชืหน่ึงชนิดสามารถมคีวามสมัพนัธก์บั
ราเอคโตไมคอรไ์รซาไดห้ลายชนิด (Borowicz; & Juliano. 1991: 385-392; Molina; Massicotte; & 
Trappe. 1992: 357-423) โดยความจาํเพาะของราเอคโตไมคอรไ์รซากบัพชือาศยันัน้ขึน้อยูก่บัชนิด
ของราและพชื รวมทัง้ลกัษณะนิเวศวทิยา (Galan; & Moreno. 1998: 265-271) จากการทดลองน้ี
ชีใ้หเ้หน็ว่าเหด็เผาะสรินิธร (A. sirindhorinae) มคีวามจาํเพาะกบัยางนาแต่ไมจ่าํเพาะกบัสนสามใบ 
 นอกจากน้ีเพื่อการยนืยนัชนิดของราเอคโตไมคอรไ์รซาที่รากพชืทดสอบว่าเกดิจากเหด็
เผาะสรินิธร (A. sirindhorinae) จรงิ จงึไดท้าํการหาลาํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS2 โดยใชไ้พรเ์มอร ์
ITS3/ITS4B จากรากเอคโตไมคอรไ์รซาทีไ่ดจ้ากการทดสอบก่อนหน้าน้ีจาํนวน 160 ตวัอยา่ง (root 
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tips) สามารถเพิม่จํานวนดเีอน็เอดว้ยวธิ ีPCR โดยใชคู้่ไพรเ์มอรท์ีอ่อกแบบไดผ้ลผลติดเีอน็เอทีม่ี
ขนาดประมาณ 250 คู่เบส ไดจ้ํานวน 143 ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ยละ 89.38 จากนัน้ไดสุ้่มผลผลติ      
ดีเอ็นเอที่เพิ่มจํานวนได้ 15 ตัวอย่าง ไปวิเคราะห์หาลําดบันิวคลีโอไทด์โดยตรง (direct 
sequencing) และเทยีบเคยีงกบัฐานขอ้มูล GenBank, Unite และลําดบันิวคลโีอไทด์ของ A. 
sirindhorniae พบวา่ทุกตวัอยา่งสามารถอา่นลาํดบันิวคลโีอไทดไ์ดช้ดัเจน และมรีอ้ยละความเหมอืน
เท่ากบัรอ้ยละ 100 กบั A. sirindhorniae (HE681772) แสดงว่าตวัอยา่งรากเอคโตไมคอรไ์รซาทัง้ 
15 ตวัอย่าง เป็น A. sirindhorniae ซึ่งเป็นการยนืยนัการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซาของเหด็เผาะ       
สรินิธรกบักลา้ยางนาอกีดว้ย  
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อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีใช้ในการวิเคราะห ์
1. Miller Luria-Bertani agar (LBA) 
 Miller Luria-Bertani (LB)   25.0  กรมั 
 agar      15.0  กรมั 
 น้ํากลัน่     1000  มลิลลิติร 
  
 ตม้จนละลายเป็นเน้ือเดยีวกนัแลว้นําไปน่ึงฆา่เชือ้ในหมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) ที่
อุณหภมู ิ121°C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
2. Miller Luria-Bertani (LB) broth  
 Miller Luria-Bertani (LB)   25.0  กรมั 
 น้ํากลัน่     1000  มลิลลิติร 
  
 ตม้จนละลายเป็นเน้ือเดยีวกนัแลว้นําไปน่ึงฆา่เชือ้ในหมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) ที่
อุณหภมู ิ121°C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ี
 

3. Modified Norkrans's C (MNC) 
 NH4 -tartate      500  มลิลกิรมั 
 KH2PO4     1,000  มลิลกิรมั 
 MgSo4.7H20     500  มลิลกิรมั 

 Glucose     10  กรมั 

 Casein hydrolysate    0.23  กรมั 

 Yeast extract     0.5  กรมั 

 Thiamine HCl        50  ไมโครกรมั 

 FeCl3   0.5 โมลาร ์    1  มลิลลิติร 
 ZnSO4 0.5 โมลาร ์    1  มลิลลิติร 
 น้ํากลัน่     1,000  มลิลลิติร 

 ปรบั pH 5.6-5.8 จากนัน้เตมิวุน้ลงไป 15 กรมั ในกรณีทีต่อ้งการเตรยีมอาหารเลีย้งเชือ้
เหลวในการทดสอบหา pH ทีเ่หมาะสมโดยการปรบั pH ของ MNC ใหไ้ด ้pH ตามทีต่อ้งการ และตม้
ใหวุ้น้ละลายจนหมด จากนัน้นําไปน่ึงฆา่เชือ้ทีอุ่ณหภูม ิ121°C ความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว 
เป็นเวลา 15 นาท ีหลงัจากผา่นการฆา่เชือ้แลว้ ทิง้ไวใ้หเ้ยน็แลว้เตมิ Streptomycin โดยปรบัใหม้ี
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ความเขม้ขน้สุดทา้ย 100 ไมโครกรมัต่อลติร และ Tetracycline ปรบัใหม้คีวามเขม้ขน้สุดทา้ย 50 
ไมโครกรมัต่อลติร 
 
4. Modified Melin-Norkrans (MMN) 
 (NH4)HPO4     250   มลิลกิรมั 
 KH2PO4     500   มลิลกิรมั 
 MgSo4.7H20     150   มลิลกิรมั 

 CaCl2.7H2O     50   มลิลกิรมั 

 NaCl       25  มลิลกิรมั 

 FeEDTA     20   มลิลกิรมั 

 Glucose      10   กรมั 
 Malt extract      3  กรมั 
 Thiamine HCl     0.1  ไมโครกรมั 
 น้ํากลัน่      1,000  มลิลลิติร 

 ปรบั pH ใหเ้ท่ากบั 5.8  จากนัน้ใสวุ่น้ 15 กรมั ตม้จนวุน้ละลายจนหมดแลว้นําไปน่ึงฆ่า
เชือ้ทีอุ่ณหภมู ิ121°C ความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
5. Potato Dextrose Agar (PDA) 
 PDA      39   กรมั  
 น้ํากลัน่      1,000  มลิลลิติร  
        
 นําสว่นผสมไปตม้จนวุน้ละลายจนหมด แลว้นําไปน่ึงฆา่เชือ้ทีอุ่ณหภูม ิ121°C ความดนัไอ 
15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
6. Murashige and Skoog medium 
 NH4NO3     1,650   มลิลกิรมั 
 CaCl2.2H2O     440  มลิลกิรมั 

 MgSO4.7H2O     370  มลิลกิรมั 
 KH2PO4     170  มลิลกิรมั 
 KNO3      1,900  มลิลกิรมั 
 H3BO3     6.2  มลิลกิรมั 
 CoCl2.6H2O     0.025  มลิลกิรมั 
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 CuSO4 · 5H2O     0.025  มลิลกิรมั 
 FeSO4 · 7H2O    27.8    มลิลกิรมั 
 MnSO4 · 4H2O     22.3   มลิลกิรมั 
 KI       0.83  มลิลกิรมั 
 Na2MoO4 · 2H2O     0.25  มลิลกิรมั 
 ZnSO4·7H2O      8.6  มลิลกิรมั 
 Na2EDTA · 2H2O     37.2  มลิลกิรมั 
 Inositol      100  มลิลกิรมั 
 Glycine     2  มลิลกิรมั 
 Nicotinic acid     0.5  มลิลกิรมั 
 Pyridoxine HCl     0.5   มลิลกิรมั 
 Thiamine HCl     0.1  มลิลกิรมั 
 Sucrose     30  กรมั 
 น้ํากลัน่     1,000  มลิลลิติร 

  

 ปรบั pH ใหเ้ท่ากบั 5.6-5.8  จากนัน้ใสวุ่น้ 15 กรมั ตม้จนวุน้ละลายจนหมดแลว้นําไปน่ึง

ฆา่เชือ้ทีอุ่ณหภมู ิ121°C ความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ี

 
7. SOC medium 
 Tryptone     20.0  กรมั 
 Yeast extract      5.0  กรมั 
 NaCl        0.5  กรมั 
 1 M Glucose     20.0  มลิลลิติร 
 น้ํากลัน่     950  มลิลลิติร 
 ละลายจนเป็นเน้ือเดยีวกนัแลว้จงึเตมิ  
 250 mM KCl     10.0  มลิลลิติร 
 นําไปน่ึงฆา่เชือ้ในหมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) ทีอุ่ณหภมู ิ121°C ความดนั 15 ปอนด ์
ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ีหลงัจากนัน้จงึเตมิ 2 M MgCl2 ทีผ่า่นการฆา่เชือ้แลว้ 5.0 มลิลลิติร 

  เตมิน้ํากลัน่ใหม้ปีรมิาตรสดุทา้ยเป็น   1000   มลิลลิติร
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บฟัเฟอรแ์ละสารเคมีท่ีใช้ 

1. 1% Agarose 

 agarose     1  กรมั  
 0.5x TBE buffer     100   มลิลลิติร 
  
 นํามาผสมกนัจากนัน้นําไปตม้ให ้agarose ละลายจนหมด 
 
2. Ampicillin Solution 
 Ampicillin     1  กรมั 
 น้ํากลัน่     10   มลิลลิติร 
  
 เขยา่ใหส้ารละลายเขา้กนัจากนัน้นําไปกรองดว้ย filter membrane ขนาด 0.45 ไมครอน 
โดยมคีวามเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 100 ไมโครกรมัต่อไมโครลติร เกบ็สารทีไ่ดใ้ส่หลอดเซนตรฟิิวจ์ที่
ผา่นการฆา่เชือ้แลว้ เกบ็ทีอุ่ณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 
  
3.  Hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB) Buffer 
 1M Tris HCl pH 8    20   มลิลลิติร 

 5M Sodium Chloride    56   มลิลลิติร 

 0.5M Ethylenediaminetetraacetic acid 4  มลิลลิติร 
 CTAB      2  กรมั 
 น้ํากลัน่     100   มลิลลิติร 
  
 ผสมส่วนผสมทัง้หมดเขา้ดว้ยกนั จากนัน้นําไปน่ึงฆ่าเชือ้ทีอุ่ณหภูม ิ121°C ความดนัไอ 
15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
4. Isopropylthiogalactoside (IPTG) Solution 
 IPTG      2  กรมั 
 น้ํากลัน่     8  มลิลลิติร 
  
 ละลายใหเ้ขา้กนั จากนัน้ปรบัปรมิาตรใหเ้ท่ากบั 10 มลิลลิติร แล้วนําไปกรองดว้ย filter 
membrane ขนาด 0.45 ไมครอน ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 40 ไมโครกรมัต่อไมโครลติร เกบ็สาร
ทีไ่ดใ้สห่ลอดเซนตรฟิิวจท์ีฆ่า่เชือ้แลว้ เกบ็ทีอุ่ณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 
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5. X-Gal Solution 
 X-Gal      20  มลิลกิรมั 
 Dimethylformamide    1  มลิลลิติร 
  
 เขย่าใหส้ารละลายเขา้กนั โดยสารละลายที่ได้ต้องใสไม่มสีเีหลอืง ความเขม้ขน้สุดท้าย
เทา่กบั 50 ไมโครกรมัต่อไมโครลติร จากนัน้หอ่หลอดทีเ่กบ็สารดว้ยฟรอย เกบ็ทีอุ่ณหภูม ิ-20 องศา
เซลเซยีส  
 

6. Melzer’s reagent 

 Iodine      1.5  กรมั 
 Potassium-Iodide     5   กรมั 
 Chloral Hydrate     100   กรมั 
 น้ํากลัน่      100   มลิลลิติร 
  
 จากนัน้นําสว่นผสมทัง้หมดไปอุน่แต่หา้มเดอืด 
 
7. Rnase A 
 ชัง่ Rnase A 100 มลิลกิรมั ละลายในสารละลายปรมิาตร 10 มลิลลิติรทีม่ ี10 มลิลโิมลาร ์
Tris-HCl (pH 7.5) และ 15 ไมโครโมลาร ์NaCl ผสมอยูจ่ากนัน้นําไปอุ่นในอ่างน้ํารอ้นเป็นเวลา 15 
นาท(ีอยา่งใหส้ารละลายอยูต่ํ่ากวา่ระดบัน้ํา) ปล่อยใหเ้ยน็ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง แบ่งใสห่ลอด microcentrifuge 
ขนาด 1.5 มลิลลิติรประมาณ 100-500 ไมโครลติร เกบ็เอนไซมท์ีอุ่ณหภม ิ-20ºC 
 
8. 3M Sodium acetate (NaOAc)  
 sodium acetate    408.3   กรมั 
 น้ํากลัน่     800   มลิลลิติร 
  
 โดยปรบั pH ใหเ้ท่ากบั  5.2 ดว้ย glacial acetic acid จากนัน้ เตมิน้ํากลัน่จนครบ 1,000 
มลิลลิติร และนําไปน่ึงฆา่เชือ้ทีอุ่ณหภูม ิ121°C ความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 
นาท ี
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9. 0.5X TBE 
 TBE       17   กรมั 
 น้ํากลัน่      1,000  มลิลลิติร 
  
 นํามาผสมกนัคนใหล้ะลายเป็นเน้ือเดยีวกนั จากนัน้เตมิน้ํากลัน่จนครบ 1,000 มลิลลิติร 
 
10. Tissue Embedding Medium  
 นํา Tissue Embedding Medium ทิง้ไวใ้นตูบ้่มทีอุ่ณหภูม ิ60°C เพื่อใหห้ลอมละลาย
จากนัน้จงึนํามาใชใ้นการทดลอง 
 
11. Ethidium Bromide Solution 
 Ethidium Bromide     1   กรมั 
 น้ํากลัน่      100   มลิลลิติร  
  
 ขอ้ควรระวงั เน่ืองจาก ethidium bromide เป็นสารก่อมะเรง็ ดงันัน้ขณะเตรยีมสารควร
สวมถุงมอืพลาสตกิ และหอ่ขวดดว้ย aluminum foil เพือ่ป้องกนัแสง เกบ็ทีอุ่ณหภมู ิ4˚C 
 
12. 50 mM CaCl2  
 CaCl2      7.4  กรมั 
 น้ํากลัน่     1000  มลิลลิติร 
   
 ละลายใหเ้ขา้กนั แลว้นําไปน่ึงฆา่เชือ้ในหมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) ทีอุ่ณหภูม ิ121°C 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ีเกบ็สารทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 
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วิธีการทดลองชดุสาํเรจ็ (kit) การเตรียมเซลล ์และ การวดั pH  
1. การทาํดีเอน็เอให้บริสทุธ์ิโดยใช้ FavorPrepTM GEL/PCR Purification mini Kit  
 นําผลติภณัฑด์เีอน็เอทีไ่ดจ้ากการเพิม่จํานวนดว้ย PCR วดัปรมิาตรและเตมิ FADF ใน
ปรมิาตร 5 เท่าของปรมิาตรของดเีอน็เอ จากนัน้ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชเ้ครื่อง votex จากนัน้ดูด
สารละลายใสล่งใน  FADF column ทีป่ระกอบอยูก่บั microcentrifuge tube นําไปป ัน่เหวีย่งที ่13,000 
rpm เป็นเวลา 1 นาท ีเทสว่นน้ําทีผ่า่น column ทิง้ จากนัน้เตมิ wash buffer ปรมิาตร 750 ไมโครลติร 
นําไปป ัน่เหวีย่งที ่13,000 rpm 1 นาท ีเทน้ําทีผ่า่น column ทิง้ และป ัน่เหวีย่งหลอดเปล่าอกีครัง้ที ่
13,000 rpm  3 นาท ีเพือ่ใหแ้อลกอฮอลท์ีย่งัคา้งอยูใ่น column ออกใหห้มด ยา้ย FADF column ไปยงั
หลอด microcentrifuge tube ใหม ่เดมิ elution buffer ปรมิาตร 40 – 50 ไมโครลติร โดยหยดลงบรเิวณ
ตรงกลางของแผ่นเมมเบรนของ column ตัง้ทิง้ไว ้15 นาท ีเมื่อครบเวลาทีก่ําหนดนําไปป ัน่เหวีย่งที ่
13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาท ีเกบ็สารละลายทีไ่ดเ้ป็น DNA บรสิุทธิค์ร ัง้แรกในอุณหภูม ิ-20 ˚C 
จากนัน้นํา FADF column ยา้ย ไปยงั microcentrifuge tube ใหม ่นําไปป ัน่เหวีย่งเช่นเดยีวกบัการทาํ
ในครัง้แรก 
 
2. การเตรียม competent cell 
 นําแบคทเีรยี Escherichia coli (E. coli) สายพนัธุ ์TOP10 streak บนอาหาร LB agar บ่ม
ทีอุ่ณหภูม ิ37˚C เป็นเวลา 15 ชัว่โมง จากนัน้เขีย่โคโลนีเดีย่วของ E. coli จุ่มลงไปในอาหารเหลว 
LB ทีบ่รรจุอยู่ในหลอดทดลอง ปรมิาตร 5 มลิลลิติร บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37˚C เป็นเวลา 15 ชัว่โมง 
จากนัน้ดูดเชือ้ทีไ่ดป้รมิาตร 1 มลิลลิติร ใส่ลงไปขวดรปูชมพู่ทีม่อีาหารเหลว LB บรรจุอยู่ 100 
มลิลลิติร นําไปเขยา่ดว้ยเครื่องเขยา่ควบคุมอุณหภูมทิีอุ่ณหภูม ิ37˚C ประมาณ 2 – 2.30 ชัว่โมง 
ระหวา่งชว่งเวลาทีบ่่มใหท้าํการวดัคา่ความทบึแสงทีค่วามยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) ค่าทีไ่ด้
ตอ้งเท่ากบั 0.3 ไมค่วรเกนิ เพราะจะทาํใหผ้นังเซลลข์องเชือ้รบัพลาสมดิไดไ้ม่ด)ี เมื่อไดค้่า OD ที่
ตอ้งการแลว้ แบ่งเชือ้ใสใ่นหลอด centrifuge tube ทีป่ราศจากเชือ้และเยน็ (ขอ้สาํคญั: ขัน้ตอนถดั
ต่อจากน้ีหลอด centrifuge tube ตอ้งแช่ในน้ําแขง็ตลอดเวลา) จากนัน้นําไปป ัน่เหวีย่งที ่5,000 rpm 
อุณหภูม ิ4˚C เป็นเวลา 5 นาท ีจากนัน้เทสว่นสารละลาย ทิง้ เตมิ 50 mM CaCl2 ปรมิาตร 20 
มลิลลิติร แช่ในน้ําแขง็เป็นเวลา 20 นาท ีเมื่อครบเวลานําไปป ัน่เหวีย่งที ่5,000 rpm อุณหภูม ิ4˚C 
เป็นเวลา 5 นาท ี เตมิ 50 mM CaCl2 ทีผ่สม glycerol 15 % ปรมิาตร 5 มลิลลิติร จากนัน้ผสมให้
เขา้กนัเบาๆ โดยใช้ปิเปตดูดขึน้ลง เบาๆ จากนัน้แบ่งส่วนผสมของ competent cell ใส่ใน 
microcentrifuge tube หลอดละ 100 ไมโครลติร เกบ็เซลลไ์วใ้นตูค้วบคุมอุณหภมูทิี ่-70˚C 
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ข้อมลูทางสถิติ 
1. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญของเช้ือราเอคโตไมคอรไ์รซาบริสทุธ์ิ 
 ผลของอาหารเลี้ยงเช้ือ 
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ผลของความเป็นกรด-ด่าง 
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 ผลของอณุหภมิู 
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2. การทดสอบการสรา้งเอคโตไมคอรไ์รซากบัพืชอาศยั 
 2.1 การทดสอบการสร้างเอคโตไมคอรไ์รซากบักล้าไม้สนสามใบโดยใส่เส้นใยรา
เหด็เผาะสิรินทร (A. sirindhorniae) 
  2.1.1 ผลการเปรยีบเทยีบการเตบิโตทางความสงู 

 

 

 2.1.2 ผลการเปรยีบเทยีบมวลชวีภาพสว่นเหนือดนิ (น้ําหนกัแหง้ของ ใบ และลาํตน้) 
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 2.1.3 ผลการเปรยีบเทยีบมวลชวีภาพใตด้นิ (น้ําหนกัแหง้ของราก) 

 

 

 2.1.4 ผลการเปรยีบเทยีบมวลชวีภาพรวม (น้ําหนกัแหง้ของ ใบ ลาํตน้และราก) 
 

 
 

 
 
 2.2 การทดสอบการสร้างเอคโตไมคอรไ์รซากบักล้าไม้ยางนาโดยใส่เส้นใยราเหด็
เผาะสิรินทร (A. sirindhorniae) 
 2.2.1 ผลการเปรยีบเทยีบการเตบิโตทางความสงู 
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 2.2.2 ผลการเปรยีบเทยีบมวลชวีภาพสว่นเหนือดนิ (น้ําหนกัแหง้ของ ใบ และลาํตน้) 

 
 

 
 
 

 2.2.3 ผลการเปรยีบเทยีบมวลชวีภาพใตด้นิ (น้ําหนกัแหง้ของราก) 
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 2.1.4 ผลการเปรยีบเทยีบมวลชวีภาพรวม (น้ําหนกัแหง้ของ ใบ ลาํตน้และราก) 
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ผลลาํดบันิวคลีโอไทด ์
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ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง Astraeus sirindhorn PKBP28 บริเวณ ITS และ 5.8S rDNA 
 
CATTAGGAAGAAGGTAGTCTAGCGGCTGTAATGGCCCTAAACTCGGGAATGCGAGGCG
GTTGCTCTCAGCGGAAAACTGTCCATTAGTGCGCTGGTTCAAGACTGTCCCCTCCAGAA
AACTTGGTAGTCAATTGTCCTTCGACACGCAAGTGTTGTCTGGACTTGGAATAATCGGTC
CTTGACTGGTCAGGGAAGCAATTCCGCATCCAGCAGGACCTACCGAGTTAGTCGTAGGA
GATCGGGGCATGTCGTCGGCCGCGCTGTGGATCGCGCCTCTCGCAAACCCTACCTCTC
CGAAGTGTCCTGTACCCTAATCCAAACACCTGTGTGCACCCGTTGTAGGTCCTAGGACC
TATGTTATTCCTTTGTAAACCCTTGCATGTATACAGAACGTTGTCCACAGAAATAAATAAA
ATATGATAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAT
CGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATTTTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTT
GCGCTCCTCGGTATTCCAAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTGAAATCTCAAAACCCT
AGCTTCGCTCTGTCGGAGTCCGGTTTTGGACTTTGGGAGTGTGTCGGCGACCCTCTGCT
TCGGGATGTCGGCTCTCCTCAAATGCATTAGCGGTGGGCTTGAGTCTTTGCATGGCACG
GCCTGTTCGACGTCGTAGTGATCGTCGCGGGCTGGAAGTGCTCGGCTCGGGATCGACT
TGTTTCATGCTTTCCACTTCCGGGGGGGCCGGGTCCGGGTCCGGTGCTGCAACTCCGG
CCGGGGTTTGGCCCCCTTTGAATGGCTTGACCTCCAAATCAGGTAGGACTACCCCCTGA
ACTTAAGCTATCT 
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