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บทคดัย่อ 

 การประเมินความหลากหลายของเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาในสวนป่าของกฤษณาและ
สัก 8 พื้นท่ี ซ่ึงไมท้ั้งสองชนิดน้ีเป็นไมย้นืตน้ชนิดใกลสู้ญพนัธ์ุและไมย้นืตน้ใหเ้น้ือไมคุ้ณภาพ 
ตามล าดบั ท าการวเิคราะห์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์เพื่อประเมินอตัราการเขา้สู่รากและชนิดโดยใชส้ัณฐาน
วทิยาของเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาในตวัอยา่งดิน วเิคราะห์คุณสมบติัทางเคมีและปริมาณ
โกลมาลินท่ีเก่ียวขอ้งกบัโปรตีนในดินตวัอยา่ง พบวา่เช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซามีการเขา้สุ่ราก
สักมากกวา่รากกฤษณา 77–91% ต่อ 44–79% ตามล าดบั จากลกัษณะทางสัณฐานวิทยาพบเช้ือราอาร์
บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซา 29 ชนิดจดัอยูใ่น 4 ตระกูล ไดแ้ก่ Glomeraceae (46.82%) Acaulosporaceae 
(36.38%) Claroideoglomeraceae (10.70%) และ Gigasporaceae (6.10%) ในกฤษณาอตัราการเขา้สู่
รากมีความสัมพนัธ์ในทางบวกกบัค่าความเป็นกรดของดินในบริเวณท่ีศึกษา อตัราการเขา้สู่รากในสัก
มีความสัมพนัธ์ในทางบวกกบัความหนาแน่นของสปอร์ แต่สัมพนัธ์ทางลบกบัโปรตีนในดินแบบสกดั
ง่ายท่ีท าปฏิกิริยากบัสาร Bradford และอินทรียค์าร์บอนในดิน ความหนาแน่นของสปอร์อาร์บสัคู
ลาร์ไมคอร์ไรซารอบรากกฤษณาจะเพิ่มข้ึน เม่ือโปรตีนในดินรอบรากกฤษณาทั้งแบบสกดัง่ายและ
โปรตีนทั้งหมดท่ีท าปฏิกิริยากบัสาร Bradford มีค่ามากข้ึน ขณะท่ีในสักความหนาแน่นของสปอร์จะ
ลดลง เม่ืออินทรียค์าร์บอนในดินและโปรตีนในดินแบบสกดัง่ายท่ีท าปฏิกิริยา Bradford มีค่ามากข้ึน  
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ท าการศึกษาโครงสร้างชุมชนของเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาในรากและดินรอบราก
ของสักและกฤษณาจากสวนป่าในประเทศไทย เพื่อให้เขา้ใจวา่ชุมชนของเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์
ไรซาท่ีปรากฏในรากและดินรอบรากแปรผนัตามชนิดของพืชอาศยัและแหล่งท่ีศึกษาหรือไม่ โดยท า
การแยกความแตกต่างของล าดบัเบสของช้ินส่วนของผลิตภณัฑดี์เอน็เอท่ีไดจ้ากการเพิ่มจ านวน ดว้ย
วธีิ Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (T–RFLP) ร่วมกบัการท าโคลน 
(clone libraries) พบวา่องคป์ระกอบชุมชนของเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาในสักและกฤษณามี
ความคลา้ยคลึงกนั พบช้ินส่วนดีเอน็เอทั้งหมด 38 ช้ินส่วน โดย 31 ช้ินส่วนพบทั้งในสักและกฤษณา 
ชุมชนของเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาในตวัอยา่งสักท่ีเก็บมาจากแหล่งต่างกนั มีความคลา้ยคลึง
เช่นเดียวกบัในกฤษณา จ านวนชนิดของเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ีนอ้ยท่ีสุดโดยเฉล่ียต่อ
ตวัอยา่งของรากและดินจากสักเท่ากบั 1.89 และ 2.55 ตามล าดบั และในกฤษณา เท่ากบั 2.85 และ 2.33 
ตามล าดบั ช้ินส่วนดีเอ็นเอทั้งหมดบ่งบอกไดว้า่เป็นเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ีอยูใ่นตระกลู 

Claroideoglomeraceae Diversisporaceae Gigasporaceae และ Glomeraceae ตระกลูเด่นคือ ตระกลู 
Glomeraceae พบไดใ้นทุกแหล่งท่ีศึกษา ความจ าเพาะของชนิดเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาในราก
และดินรอบรากไม่ไดรั้บผลกระทบจากชนิดของพืชอาศยัและแหล่งของตวัอยา่ง (รากและดิน) แต่
ไดรั้บผลกระทบจากแหล่งท่ีเก็บตวัอยา่ง   

 การทดลองเบ้ืองตน้ถึงผลการปลูกเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาต่อการส่งเสริมการเจริญ
ของกฤษณาและสัก พบวา่ตน้กลา้สักจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่มีการตอบสนองการเจริญท่ีดีต่อการ
ปลูกเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซามากกว่าการไม่ปลูกเช้ือ ต้นกล้าสักท่ีปลูกด้วยเช้ือ 
Claroideoglomus etunicatum PBT03 มีความสูงมากท่ีสุด รองลงมาคือ C. etunicatum NNT10, 
Entrophospora colombiana และตน้ท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือตามล าดบั ไม่พบความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัของจ านวนใบและความกวา้งของใบระหวา่งชุดการทดลอง ในส่วนของกฤษณาไม่พบความ
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัในดา้นความสูง จ านวนใบและความกวา้งของใบระหวา่งตน้ท่ีไดรั้บการปลูก
เช้ือและตน้ท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ ในการทดลองเพื่อยนืยนัผล ตน้กลา้สักมีความสูงมากท่ีสุดเม่ือปลูก
ดว้ยเช้ือ C. etunicatum PBT03 ตามดว้ย C. etunicatum NNT10, Funneliformis mosseae RYA08,      
E. colombiana CMU05 และตน้ท่ีไม่ไดป้ลูกเช้ือ ตามล าดบั เม่ือท าการปลูกเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไม
คอร์ไรซาในระบบปลอดเช้ือเป็นผลท าให้เกิดการสร้างเส้นใยใหม่ของเช้ือรา   G. intraradices และ  
F. mosseae RYA08 จากเน้ือเยือ่รากแครอทตั้งตน้ และการงอกของสปอร์ C. etunicatum NNT10 และ 
C. etunicatum PBT03 ส่วนตน้กลา้สักท่ีปลูกเช้ือดว้ย F. mosseae RYA08 มีความสูงมากท่ีสุด 
รองลงมาคือ G. intraradices, C. etunicatum NNT10, C. etunicatum PBT03 และตน้ท่ีไม่ไดป้ลูกเช้ือ     
การปลูกเช้ือ G. intraradices มีผลต่อน ้าหนกัสดของล าตน้ แต่ใหผ้ลน ้าหนกัแหง้ของล าตน้เป็นรอง
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จากเช้ือ F. mosseae RYA08 ไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัในจ านวนใบและน ้าหนกัสดของ
รากระหวา่งตน้ท่ีไดรั้บและตน้ท่ีไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ 

 ท าการเพิ่มจ านวนสปอร์เช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอไ์รซา C. etunicatum NNT10,                     
C. etunicatum PBT03 และ F. mosseae RYA08 โดยใชว้สัดุปลูก (ดินผสมทรายฆ่าเช้ือเองหรือผสมใน
อตัราส่วน 1:1 ปริมาตรโดยปริมาตร กบัเมด็อิฐดินเหนียว ข้ีเถา้แกลบ หรือเวอร์มิคูลไลท)์ และพืช
อาศยั (ไมยราบไร้หนาม ขา้วฟ่าง หรือขา้วโพดหวาน) ผลการทดลองช้ีใหเ้ห็นวา่อตัราการเขา้สู่ราก
และจ านวนสปอร์เช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาแต่ละสายพนัธ์ุ ได้รับผลกระทบจากพืชอาศยั
และวสัดุปลูก   จ  านวนสปอร์และอตัราการเขา้สู่รากโดยรวมมีปริมาณมากท่ีสุด เม่ือปลูกร่วมกบั
ขา้วโพดหวาน (3,690 สปอร์/ 100 ซม3 และการเขา้ราก 65%) และเม่ือใชเ้วอร์มิคูไลทเ์ป็นวสัดุผสม 
(3,612 สปอร์/ 100 ซม3 และการเขา้ราก 63%) ท าการประเมินประสิทธิภาพของปุ๋ยเศษซากใบไมท่ี้
หาไดใ้นทอ้งถ่ิน ซ่ึงใช้เป็นส่วนผสมของวสัดุปลูกในการเพิ่มจ านวนสปอร์แบบฟาร์มโดยใชห้วัเช้ือ
ท่ีไดจ้ากการปลูกในการทดลองแรก ท าการเพิ่มจ านวนสปอร์เช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาในแบบ
ฟาร์มดว้ย หอมหวัใหญ่ หญา้บาร์เฮีย ดาวเรืองฝร่ังเศส และขา้วโพดหวาน พบวา่ขา้วโพดหวานปลูก
ในปุ๋ยเศษซากใบไมท่ี้ผสมดว้ยเวอร์มิคูไลทใ์หจ้  านวนสปอร์มากกวา่การใชพ้ืชอาศยัอ่ืน ส าหรับการ
เพิ่มจ านวนสปอร์แบบปลอดเช้ือโดยใชส้ปอร์ท่ีท าใหง้อกก่อนปลูกกบัรากแครอทดดัแปลงพนัธุกรรม 
พบวา่สปอร์ C. etunicatum NNT10,  C. etunicatum PBT03, F. mosseae RYA08 และ G. intraradices 
งอกในอาหารทั้ง minimal medium (M) และ modified Strullu Romand (MSR) medium โดยพบ
เปอร์เซ็นตก์ารงอกของสปอร์มากในอาหาร MSR ซ่ึงวดัจากความยาวของเส้นใยของแต่ละสปอร์ท่ี
งอกและเปอร์เซ็นตก์ารงอกของสปอร์ จากการทดลองพบวา่เปอร์เซ็นตก์ารงอกของ G. intraradices มี
มากกวา่สปอร์ชนิดอ่ืน เส้นใยของ G. intraradices และ F. mosseae แผก่ระจายไปโดยทัว่อาหาร
เพาะเล้ียงในจานและสร้างสปอร์ใหม่ภายใน 14 และ 24 วนั ตามล าดบั หลงัจากการปลูกเช้ือ               
C. etunicatum PBT03 และ C. etunicatum NNT10 สร้างเพียงเส้นใยแต่ไม่แผก่ระจายเส้นใยไปทัว่
อาหารเพาะเล้ียงและไม่สร้างสปอร์ภายในเวลา 5 เดือนหลงัจากการปลูกเช้ือ 

 การทดลองดว้ยวธีิ Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) มีวตัถุประสงคเ์พื่อ
ติดตามการเขา้สู่รากของเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ีคดัเลือกในตน้กลา้สักท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ 
สกดัดีเอนเอจากรากสักอายหุน่ึงปีหลงัการปลูกเช้ือ และเพิ่มจ านวนดีเอนเอดว้ยไพรเมอร์จ าเพาะกบั
เช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาสองคู่คือ AML1–AML2 และ NS31–GC/AM1 การเพิ่มจ านวน          
ดีเอนเอจากรากท่ีมีการเขา้สู่รากของเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซา ดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส
ควบคู่กบั DGGE สองซ ้ า เพื่อทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการทดลองน้ี รูปแบบ DGGE  
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ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งชดัเจนระหวา่งซ ้ าของผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบ
ใชไ้พรเมอร์สองคู่ การวเิคราะห์ DGGE ของผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากไพรเมอร์ NS31–GC/AM1 ใหรู้ปแบบ
แถบดีเอนเออยูใ่นช่วง 10–18% ของสารท าใหผ้ิดธรรมชาติ ดีเอนเอท่ีไดจ้ากการเพิ่มจ านวนจากสปอร์
อา้งอิงใหแ้ถบ DGGE ท่ีคมชดัและเขม้อยา่งเห็นไดช้ดัเจนในช่วง  10–12% ของสารท าใหผ้ดิ
ธรรมชาติ แถบ DGGE ชนิดเด่นของรากสักท่ีไดรั้บการปลูกเช้ืออาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาเป็นเวลา
หน่ึงปีก็พบในช่วงดงักล่าวเช่นกนัโดยมีจ านวนแถบดีเอนเออยูใ่นช่วง 2-3 แถบ รวมทั้งในรากสักท่ี
ไม่ไดรั้บการปลูกเช้ือ แถบ DGGE จากสปอร์อา้งอิงและรากสักท่ีเคล่ือนท่ีมายงัต าแหน่งเดียวกนัจะถูก
เพิ่มจ านวนดีเอนเออีกคร้ังและตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ HinfI และ Hsp92II เพื่อยนืยนัชนิดเช้ือรา
อาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ีแน่นอนในรากท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่รูปแบบ 
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) ไม่สามารถบ่งบอกความแตกต่างของ
ชนิดเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาซ่ึงเคยปลูกเช้ือใหก้บัรากสักไดอ้ยา่งแน่นอน อยา่งไรก็ตาม
รูปแบบดงักล่าวสามารถประมาณไดว้า่ชนิดเช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซาท่ีเป็นไปไดใ้นรากสักจาก
แต่ละชุดการทดลองมีแนวโนม้ท่ีจะเป็น C. etunicatum เม่ือเปรียบเทียบจากรูปแบบ RFLP จากการ
ตดัดว้ยสองเอนไซม ์

ค าส าคัญ กฤษณา เช้ือราอาร์บสัคูลาร์ไมคอร์ไรซา ชุมชน ความหลากหลาย การส่งเสริมการ
  เจริญ การเพาะเล้ียงแบบปลอดเช้ือ การเพิ่มจ านวน สัก  
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ABSTRACT 

 Arbuscular mycorrhizal (AM) fungal diversity was assessed in 8 plantations of 

Aquilaria crassna and Tectona grandis, endangered tree species and quality timber, 

respectively. Microscopic analyses were used to assess root colonization percentage and 

number of AM fungal morphotypes in soil samples. Soil samples were analyzed for 

chemical properties and glomalin–related soil protein content. Tectona grandis roots 

had greater AM fungal colonization than A. crassna roots, 77–91% vs. 44–79% of root 

length, respectively. A total of 29 AM fungal morphotypes were found, representing 

four families Glomeraceae (46.82%), Acaulosporaceae (36.38%), 

Claroideoglomeraceae (10.70%), and Gigasporaceae (6.10%). The lowest colonization 

percentage in A. crassna was correlated with the lower soil pH in studied areas. AM 

fungus colonization of T. grandis roots was positively correlated with spore density and 

negatively correlated with easily extractable Bradford reactive soil proteins and soil 

organic carbon. A positive correlation was observed between AM fungal spore density 

and total and easily extractable Bradford reactive soil proteins in rhizosphere soils of    

A. crassna, while in T. grandis spore density decreased when soil organic carbon and 

easily extractable Bradford reactive soil proteins increased.  
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 The study of arbuscular mycorrhizal (AM) fungus community structure in roots 

and rhizosphere soils of A. crassna and T. grandis from plantations in Thailand was 

investigated to understand whether AM fungal communities present in roots and 

rhizosphere soils vary with host plant species and study sites. Terminal restriction 

fragment length polymorphism complemented with clone libraries revealed that AM 

fungal community composition in A. crassna and T. grandis were similar. A total of 38 

distinct terminal restriction fragments (TRFs) were found, 31 of which were shared 

between A. crassna and T. grandis. AM fungal communities in T. grandis samples from 

different sites were similar, as were those in A. crassna. The estimated average 

minimum numbers of AM fungal taxa per sample in roots and soils of T. grandis were 

at least 1.89 vs. 2.55, respectively, and those of A. crassna were at least 2.85 vs. 2.33 

respectively. The TRFs were attributed to Claroideoglomeraceae, Diversisporaceae, 

Gigasporaceae and Glomeraceae. The Glomeraceae were found to be common in all 

study sites. Specific AM taxa in roots and soils of T. grandis and A. crassna were not 

affected by host plant species and sample source (root vs. soil) but affected by 

collecting site.  

 In preliminary experiment of AM fungal inoculation on growth enhancement of 

A. crassna and T. grandis, T. grandis plantlets had the best growth response to AM 

fungal spore inoculation than uninoculated plantlets. Tectona grandis plantlets 

inoculated with Claroideoglomus etunicatum PBT03 had highest height followed by    

C. etunicatum NNT10, E. colombiana and uninoculated plantlets, respectively. There 

were no significant differences in the number of leaf and width of leaf among the 

treatments. In A. crassna, there was no significant difference in height, number of leaf, 

and wideness of leaf between inoculated and uninoculated plantlets between treatments. 

In confirmation experiment, T. grandis plantlets had greatest height when inoculating 

with C. etunicatum PBT03 followed by C. etunicatum NNT10, F. mosseae RYA08,                  

E. colombiana CMU05, and uninoculate control, respectively. The in vitro inoculation 

method resulted in the regrowth of AM fungal hyphae from initial inoculating root 

organ culture of G. intraradices and F. mosseae RYA08, and spore germination of       

C. etunicatum NNT10 and C. etunicatum PBT03. Tectona grandis plantlets inoculated 

with F. mosseae RYA08 had highest plant height follow by G. intraradices,                  
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C. etunicatum NNT10, C. etunicatum PBT03, and uninoculated plant, respectively. 

Inoculation with G. intraradices was affected on shoot wet weight but gave low shoot 

dry weight inferior to F. mosseae RYA08. There was no significant different of the 

number of leave and root wet weight between inoculated and uninoculated plantlets. 

 AM fungal spores of C. etunicatum NNT10, C. etunicatum PBT03 and              

F. mosseae RYA08 were propagated using different culture materials (sterile sandy soil 

by itself or mixed 1:1 (v/v) with clay-brick granules, rice husk charcoal, or vermiculite) 

and host plants (Mimosa invisa, Sorghum bicolor or Zea mays). Results indicated that 

root colonization and number of spores of each AM fungus isolate were affected by host 

plant and substrate. Total AM fungal spores and percentage of root length colonized 

were highest when cultured with Z. mays (3,690 spores 100 cm−3 and 65% root length 

colonized) and when vermiculite was used as diluent (3,612 spores 100 cm−3 and 63% 

root length colonized).  Inocula produced in the first experiment were used to evaluate 

the efficiency of locally-available leaf litter compost as a component of media for      

on–farm inoculum production. Subsequent on-farm production of mycorrhizal fungus 

was propagules with Allium cepa, Paspalum notatum, Tagetes patula and Z. mays. The 

results showed that spore production with Z. mays in leaf litter compost mixed with 

vermiculite was considerably higher than that with other host plants. For in vitro 

production, pre-germinated spore experiment showed germination of C. etunicatum 

NNT10, C. etunicatum PBT03, F. mosseae RYA08, and G. intraradices both on M and 

MSR medium. Germination percentages of most spore species tend to be higher in MSR 

medium measuring from hyphal length of individual germinated spore and percentage 

of spore germination. Germination percentage of G. intraradices was higher than those in 

other species. Glomus intraradices and F. mosseae RYA08 hyphae were spreaded 

throughout the Petri plates and produced new spores successfully after 14 and 24 days 

of inoculation, respectively. Claroideoglomus etunicatum PBT03 and C. etunicatum 

NNT10 were produced only hyphae but not spread throughout the media and no new 

spores were produced at 5 months after inoculation.  

 The denaturing gradient gel electrophoresis experiment (DGGE) was performed 

to investigate selected AM fungal spores colonization in inoculated T. grandis plantlets.  
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One year–old after AM fungal inoculation of T. grandis roots were used to extract DNA 

and nested amplified with AM fungal specific primers, AML1–AML2 and            

NS31–GC/AM1. Analysis of AM fungal colonized root by polymerase chain    

reaction–DGGE was performed in duplicate to check specificity of primers used in this 

experiment. No distinguishable difference in DGGE pattern was observed between two 

replicates of polymerase chain reaction (PCR) production after nested PCR. The DGGE 

analysis of the NS31–GC/AM1 primer products yielded banding patterns within the 

range of 10–18% denaturant. Amplified DNA from reference fungal spores yielded 

distinguishable dominant band with sharp and intense DGGE bands within the range of 

10–12% denaturant. Dominant DGGE of one year-old AM fungal inoculated T. grandis 

roots were also showed in those denaturing gradient ranging from 2–3 bands even in 

uninoculated roots. The DGGE bands from reference spores and T. grandis roots which 

immigrated into the same denaturing gradient were reamplified and digested with 

restriction enzymes, HinfI and Hsp92II to confirm certain AM fungal species inside 

inoculated roots. The result showed that restriction fragment length polymorphism 

(RFLP) pattern could not identify the different of certain AM fungal species that have 

been inoculated into T. grandis roots. However, those patterns could estimate that the 

possible AM fungal species inside all roots from each treatment tend to be                     

C. etunicatum when comparing RFLP patterns from both restriction enzyme digestions.  

 

Key words: Aquilaria crassna, arbuscular mycorrhizal fungi, community, diversity, 

  growth enhancement, in vitro culture, propagation, Tectona grandis  

 


