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บทคัดย่อ 
รวบรวมและจ าแนกชนิดของราไมคอร์ไรซากลว้ยไมใ้กลสู้ญพนัธ์ุ โดยเก็บตวัอยา่งรากกลว้ยไมจ้  านวน 9 

ชนิด ไดแ้ก่ กะเรกะร่อนอินทนนท ์ รองเทา้นารีขาวสตูล รองเทา้นารีฝาหอย รองเทา้นารีสุขะกุล รองเทา้นารีเหลือง
กระบ่ี  รองเทา้นารีเหลืองปราจีน  รองเทา้นารีอินทนนท ์ สิงโตกลอกตา และ เอ้ืองปากนกแกว้ ท่ีจงัหวดักระบ่ี 
กาญจนบุรี เชียงราย เชียงใหม่ และอุบลราชธานี จ  านวน 25 ตวัอยา่ง  แยกไดร้าทั้งหมด 22 isolates โดยท าการแยกรา
จากเส้นใยท่ีเจริญอยูใ่นเซลลช์ั้นคอร์เทก็ซ์ของรากกลว้ยไม ้  ซ่ึงสามารถจ าแนกชนิดราไมคอร์ไรซาเป็นรา 
Rhizoctonia – like fungi  4 ชนิด  ไดแ้ก่ Ceratorhiza goodyerae-repentis,  Epulorhiza calendulina, Epulorhiza 
repens, Tulasnella sp.  ราไมคอร์ไรซากลว้ยไมท่ี้แยกไดทุ้กชนิดมีนิวเคลียส 2 อนั  และเก็บรักษาเช้ือบริสุทธ์ิท่ีแยก
ไดใ้น liquid paraffin และบน slant PDA ในตูค้วบคุมอุณหภูมิท่ี 15 องศาเซลเซียส  เพื่อน ามาใชป้ระโยชน์ใน
การศึกษาการเพาะเมล็ดกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ีร่วมกบัราไมคอร์ไรซษ 

เม่ือน าราไมคอร์ไรซาทั้งหมดมาท าการคดัเลือกการเจริญเติบโตบนอาหาร oat meal agar (OMA) พบเจริญ
ไดดี้บน OMA  4 isolates คือ C. goodyerae-repentis (RZ 0067),   E. calendulina  (RZ 0050),  E. repens (RZ 0066)  
และ Tulasnella sp. (RZ 0059)  เม่ือน าทั้ง 4 isolates  มาทดสอบการมีประโยชน์ต่อการเพาะเมล็ดกลว้ยไมร้องเทา้
นารีเหลืองกระบ่ีแบบเก้ือกูลเอ้ือประโยชน์ซ่ึงกนัและกนั พบวา่ รา E. calendulina  มีศกัยภาพในการกระตุน้ให้เมล็ด
กลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ีงอกได ้ 100 เปอร์เซ็นต ์ ในระยะเวลา 21 วนั และส่งเสริมใหเ้มล็ดพฒันาเจริญเป็น
ตน้อ่อนได ้58 เปอร์เซ็นต ์ในระยะเวลา 120 วนั ซ่ึงแตกต่างกบั E. repens และ Tulasnella sp.  ซ่ึงสามารถกระตุน้ให้
เมล็ดกลว้ยไมง้อกได ้  85.3 และ 75.8 เปอร์เซ็นต ์ในระยะเวลา  21  วนั และสามารถเจริญเป็นตน้อ่อนในเวลา 120 
วนั ไดเ้พียง 18.5 และ  17.0 เปอร์เซ็นต ์ ในขณะท่ีรา  C. goodyerae-repentis  และกรรมวธีิเพาะเมล็ดท่ีไม่ไดใ้ส่ราไม
คอร์ไรซา สามารถกระตุน้ใหเ้มล็ดงอกไดเ้พียง 9.5 และ 17 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบัเท่านั้น ไม่สามารถพฒันาเป็นตน้
อ่อนไดแ้ละตายในท่ีสุด  จากการทดลองน้ีรา E. calendulina  (RZ  0050)  มีศกัยภาพสูงท่ีสุดในการส่งเสริมการงอก
และการพฒันาเป็นตน้อ่อนของกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ีและไดต้น้อ่อนท่ีแขง็แรงในการน าไปเพาะเล้ียงใน
เรือนทดลอง  ราไมคอร์ซาทั้งหมดไดเ้ก็บรักษาเช้ือบริสุทธ์ิท่ีแยกไดใ้น liquid paraffin และบน slant PDA ภายใต้
อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  ท่ีกลุ่มวจิยัโรคพืช  ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช  

 
1/สถาบนัวจิยัพืชสวน 
2/ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช 



 
ค าน า 

ในปัจจุบนักลว้ยไมเ้มืองไทย มีจ านวนประมาณ 1,125 ชนิด สูญพนัธ์ุไปแลว้ 20 ชนิด และใกลสู้ญพนัธ์ุอีก 
20 ชนิด และกลว้ยไมช้นิดใหม่ของโลกท่ีคน้พบในประเทศไทยมีมากกวา่ 20 ชนิด ราไมคอร์ไรซามีความสัมพนัธ์
แบบเก้ือกูลเอ้ือประโยชน์ซ่ึงกนัและกนัระหวา่งกลว้ยไมก้บัรา ในดา้นช่วยส่งเสริมการงอกของเมล็ดกลว้ยไม ้
เน่ืองจากเมล็ดกลว้ยไมมี้ขนาดเล็กมาก มีอาหารสะสมในเมล็ดนอ้ยมากท าใหไ้ม่มีอาหารไปเล้ียงในขณะท่ีกลว้ยไม้
งอก ดงันั้นเมล็ดกลว้ยไมบ้างชนิดจึงงอกยากหรือไม่งอกเลย แต่อยา่งไรก็ตามในสภาพธรรมชาติพบวา่มีราไมคอร์ไร
ซาเจริญอยูใ่นรากกลว้ยไมแ้บบ เก้ือกูลเอ้ือประโยชน์ซ่ึงกนัและกนั และส่วนใหญ่เป็นราในสกุล Rhizoctonia  ซ่ึง
เป็นจุลินทรียท่ี์มีความสัมพนัธ์กบัการงอกของเมล็ดกลว้ยไม ้  ช่วยใหเ้มล็ดกลว้ยไมส้ามารถงอกได ้ โดยใหธ้าตุ
อาหารและกระตุน้การเจริญเติบโตของตน้กลา้ (Clements, 1988)   

ราไมคอร์ไรซาเป็นราชนิดหน่ึงท่ีเจริญอยูร่่วมกบัรากกลว้ยไม ้  โดยท่ีราสร้างเส้นใยเขา้ไปในรากกลว้ยไม ้
เจริญอยูใ่นเซลลช์ั้นคอร์เทก็ซ์ สร้างโครงสร้างภายในเซลลเ์รียกวา่ peloton   ราชนิดน้ีไม่ไดเ้ขา้ท าลายรากพืช แต่จะ
ใหธ้าตุอาหารแก่พืช เช่นธาตุคาร์บอน ซ่ึงเป็นแหล่งให้พลงังานท่ีส าคญักบัพืช  เป็นความสัมพนัธ์แบบเก้ือกูลเอ้ือ
ประโยชน์ซ่ึงกนัและกนัระหวา่งกลว้ยไมก้บัราไมคอร์ไรซา เน่ืองจากเมล็ดกลว้ยไมมี้ขนาดเล็กมาก มีอาหารสะสม
ในเมล็ดนอ้ยมาก  ท าใหเ้มล็ดกลว้ยไมง้อกยาก แต่ในสภาพธรรมชาติพบวา่มีราไมคอร์ไรซาเจริญอยูใ่นรากกลว้ยไม ้
ซ่ึงเป็นจุลินทรียท่ี์มีความสัมพนัธ์กบัการงอกของเมล็ดกลว้ยไม ้  ช่วยใหเ้มล็ดกลว้ยไมส้ามารถงอกได ้ โดยใหธ้าตุ
อาหาร และกระตุน้การเจริญเติบโตของตน้กลา้ ดงันั้นการศึกษาความหลากหลายของสายพนัธ์ุราไมคอร์ไรซาของ
กลว้ยไม ้ โดยการจ าแนกชนิดของราไมคอร์ไรซาจากรากกลว้ยไมดิ้นและรากกลว้ยไมเ้กาะอาศยัท่ีเพาะเมล็ดยากและ
น ามาใชป้ระโยชน์ในการเพาะเมล็ดกลว้ยไมแ้บบเก้ือกูลซ่ึงกนัและกนั (symbiotic germination)  ซ่ึงจะเป็น
ประโยชน์อยา่งยิง่ต่อกลุ่มผูเ้ล้ียงกลว้ยไมเ้พื่อการคา้โดยเพาะเล้ียงในสภาพธรรมชาติ หรือการผลิตโดยใชเ้น้ือเยื่อ จา
กาการตรวจเอกสารการศึกษาราไมคอร์ไรซากลว้ยไมใ้นประเทศไทยนั้นพบวา่มีการจ าแนกราไมคอร์ไรซาในระดบั 
genus เท่านั้น ยงัไม่มีการศึกษาการจ าแนกชนิดถึงระดบั species  เน่ืองจากราในสกุล Rhizoctonia  เป็นราท่ีไม่สร้าง
สปอร์ ท าใหก้ารจ าแนกชนิดของราค่อนขา้งยาก  การชกัน าใหร้าสร้างระยะการสืบพนัธ์ุแบบใชเ้พศจะช่วยในการ
จ าแนกชนิดราในกลุ่มน้ีไดดี้แต่การชกัน าให้ราสร้างระยะน้ีก็ค่อนขา้งยากเช่นกนั ดงันั้นจึงมีความส าคญัท่ีควรจะ
ท าการศึกษาโดยเฉพาะการศึกษาความหลากหลายของสายพนัธ์ุราไมคอร์ไรซาของกลว้ยไม ้ โดยการรวบรวมและ
จ าแนกชนิดราในระดบั species เพื่อน ามาใชป้ระโยชน์ในการเพาะเมล็ดกลว้ยไมแ้บบเก้ือกูลซ่ึงกนัและกนั 
(symbiotic germination)  โดยเฉพาะเมล็ดกลว้ยไมท่ี้งอกยาก   เมล็ดกลว้ยไมท่ี้ก าลงัสูญพนัธ์ุ ซ่ึงจะเป็นการอนุรักษ์
พนัธ์ุกลว้ยไม ้และยงัเป็นประโยชน์ต่อกลุ่มผูเ้ล้ียงกลว้ยไมเ้พื่อการคา้ต่อไปในอนาคต 

1. วธีิด าเนินการ 
- อุปกรณ์ 
1.  อุปกรณ์เก็บตวัอยา่งราก ไดแ้ก่ พลัว่  กรรไกรตดัแต่งก่ิง  และภาชนะเก็บราก 



2.  สารเคมีไดแ้ก่ สารเคมีท่ีใชใ้นการฆ่าเช้ือ  : สารละลายคลอร็อกซ์   แอธิลแอลกอฮอล ์ 75%   สาร
ปฏิชีวนะ streptomycin   และ tetracyclin  สียอ้ม : safranin – O และ KOH    
สารเคมีท่ีใชใ้นการเกบ็รักษา : paraffin oil 

3. อาหารวุน้สังเคราะห์ NDY (1/6),  corn meal agar (CMA),  water agar (WA),  V8 juice agar และ  potato 
dextrose agar (PDA) 

4.  อุปกรณ์เคร่ืองแกว้ ไดแ้ก่ จานอาหารเล้ียงเช้ือ ขวดดูแรน  บีกเกอร์  ขวดเพาะเล้ียงกลว้ยไม ้  กระจก
นาฬิกา เป็นตน้   

5. อุปกรณ์ในการแยกเช้ือ ไดแ้ก่ เขม็เข่ียปลายแหลม   ฟอร์เซ็บปลายแหลม  ใบมีดผา่ตดั กระดาษกรอง 
(Whatman #2) 

8. วสัดุอุปกรณ์อ่ืนๆ ในห้องปฏิบติัการ   ไดแ้ก่ ตูเ้ข่ียเช้ือ  หมอ้น่ึงความดนั ตูอ้บฆ่าเช้ือเคร่ืองแกว้   เป็นตน้ 
9. กลอ้งจุลทรรศน์แบบ compound และ stereo พร้อมอุปกรณ์ถ่ายภาพ 

 -วธีิการ 
 1. เกบ็ตัวอย่างรากกล้วยไม้  
 เก็บรากกลว้ยไมดิ้นท่ีปลูกในกระถาง  (ภาพท่ี 1) และปลูกในดินจากแหล่งต่าง ๆ  ในภาคเหนือ ภาคกลาง 
ภาคตะวนัออก และภาคใต ้โดยตดัรากห่อกระดาษ ใส่ถุงพลาสติค และบนัทึกรายละเอียดชนิดกลว้ยไม ้แหล่งท่ีเก็บ  
และวนัท่ีเก็บ  เก็บบรรจุรากกลว้ยไมห่้อตวัอยา่งลงในกล่องเก็บความเยน็ เพื่อน ามาท าการแยกเช้ือในหอ้งปฏิบติัการ   

      
   ภาพที ่1:  รากกลว้ยไมใ้นกระถางท่ีเก็บมาแยกราไมคอร์ไรซา 

 2.  การแยกราจากเส้นใยทีเ่จริญอยู่ในช้ันคอร์เทก็ซ์ของรากกล้วยไม้  
 แยกราไมคอร์ไรซาจากรากกลว้ยไม ้  โดยท าความสะอาดรากกลว้ยไม ้   ตดัช้ินส่วนรากเป็นท่อนยาว
ประมาณ 1 เซนติเมตร แลว้แช่ช้ินส่วนรากในสารละลายคลอร็อกซ์  5 เปอร์เซ็นต ์นาน 5 นาที ลา้งดว้ยน ้าน่ึงฆ่าเช้ือ
แลว้ 3 คร้ัง   และน าช้ินส่วนรากมาตดัเป็นช้ินบาง ๆ  ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ stereo  ในตูป้ลอดเช้ือ ใชเ้ขม็ปลาย
แหลมเล็กและปากคีบปลายแหลมท่ีฆ่าเช้ือแลว้เข่ียเส้นใยราท่ีเจริญอยูร่วมกนัในชั้นคอร์เทก็ซ์ของรากกลว้ยไม ้ (ภาพ
ท่ี 2) มาวางบนอาหารวุน้สังเคราะห์สูตร NDY (1/6)  ผสมสารปฏิชีวนะ steptomycin   และ tetracycline  บ่มไวท่ี้



อุณหภูมิหอ้งปฏิบติัการ  เป็นเวลา 3-10 วนั เม่ือราเจริญข้ึนมา ใชเ้ขม็ปลายแหลมตดัปลายเส้นใยมาวางบนอาหาร 
PDA  บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องปฏิบติัการ     แยกใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิและเก็บรักษาสายพนัธ์ุราไมคอร์ไรซาไวใ้นอุณหภูมิ 
15 องศาเซลเซียส 

  
 ภาพที ่2: แสดงภาพตดัขวางรากกลว้ยไมท่ี้เก็บมาแยกราไมคอร์ไรซา  

 โดยแยกจากเส้นใยราท่ีเจริญอยูใ่นเซลลช์ั้นคอร์เทก็ซ์  (ลูกศรช้ี) 



3. การจ าแนกราไมคอร์ไรซา 
น าราไมคอร์ไรซาท่ีแยกไดจ้ากขอ้ 2 มาเล้ียงบนอาหาร PDA บนัทึกลกัษณะต่าง ๆ ดงัต่อไปน้ี  เพื่อการ

จดัจ าแนกชนิดของรา 
  3.1 ลกัษณะของราบนอาหารเล้ียงเช้ือ สีของโคโลนีดา้นบนและดา้นล่างอาหารเล้ียงเช้ือ รวมทั้งการ
สร้างเมด็ sclerotium 

  3.2 ศึกษารูปร่างลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของราภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ stereo และ light 
microscope โดยการ mount สไลดด์ว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือหรือ Shear’s solution ศึกษาลกัษณะและวดัขนาดของเส้นใย 
ลกัษณะเส้นใยตั้งฉาก  ลกัษณะรูปร่างและขนาดของ monilioid cell ของราท่ีเจริญบนอาหาร และ การสร้าง 
sclerotiumถ่ายภาพราจากกลอ้งจุลทรรศน์แบบ compound  เปรียบเทียบลกัษณะของราดงักล่าวกบัคู่มือการจดั
จ าแนกชนิดรา (Moore, 1987; Sneh et al., 1991; Roberts, 1999) 

  3.3 ศึกษาจ านวนนิวเคลียสต่อหน่ึงเซลลโ์ดยการยอ้มสีดว้ย Safranin O (Bandoni, 1979)  เล้ียงรา 
Rhizoctonia ท่ีแยกไดจ้ากพืชต่าง ๆ บนอาหาร PDA, ½ PDA และ V8  agar นาน 1-2 วนั การท าสไลดโ์ดยหยดสี 
safranin-o ลงบนสไลด ์1 หยด และหยด 3% KOH ลงบน safranin  O 1 หยด แลว้เข่ียปลายเส้นใยของราวางในหยด
สีบนสไลด ์ และปิดดว้ย cover slip และน าไปตรวจดูจ านวนนิวเคลียส ใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบ compound บนัทึก
จ านวนนิวเคลียสท่ีพบในแต่ละสายพนัธ์ุ และถ่ายภาพราภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 

  3.4 การชกัน าใหร้าสร้างระยะสืบพนัธ์ุแบบใชเ้พศ โดยเล้ียงราบนอาหาร OPDMA (potato extract 
15 g, marmite yeast  extract 40 g, dextrose 7.5 g, agar 20 g, distilled water 1,000 ml, pH 5.3), ODMA (marmite 25 
g, dextrose 12.5 g, distilled water 1,000 ml, pH 5.2) และใน V8 juice agar (10% V8 juice, CaCO3 2g, agar 18 g, 
water 900 ml)  เป็นเวลา 3 วนั ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และยา้ยเช้ือมาเล้ียงบนอาหาร tap water agar (agar 15 g, 
tap water 1,000 ml)  บ่มเช้ือไวใ้นสภาพท่ีมีแสง  

4. คัดเลือกราไมคอร์ไรซา 
  4.1 น าราไมคอร์ไรซาท่ีแยกไดจ้ากรากกลว้ยไมเ้อ้ืองดินใบหมากมาแยกใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิบน
อาหาร PDA  และเล้ียงรา บนอาหาร PDA ส าเร็จรูป  ให้เช้ือเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือ นาน 5-7 วนั 

 4.2 และน ามาคดัเลือกโดยเล้ียงบนอาหาร OMA  โดยเทอาหาร OMA ลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ
ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 9 เซนติเมตร ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ ใช ้ cork borer ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.7 เซนติเมตร  ตดัเส้นใย
ของรา  น ามาวางบนกลางจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีอาหารแต่ละชนิด บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องปฏิบติัการ 

Ceratorhiza goodyerae-repentis,  Epulorhiza calendulina, Epulorhiza repens, Tulasnella sp. 



5. ทดสอบศักยภาพของราไมคอร์ไรซาทีเ่ป็นประโยชน์ต่อการเพาะเมลด็กล้วยไม้ 

วางแผนการทดลองแบบ CRD  มี 6 กรรมวธีิ  5 ซ ้ า  คือ 
 กรรมวธีิท่ี 1 เพาะเมล็ดกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ี ใส่รา Epulorhiza calendulina (RZ 0050)  
   บนอาหาร OMA 
 กรรมวธีิท่ี 2 เพาะเมล็ดกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ี ใส่รา Epulorhiza repens  (RZ 0066)  
   บนอาหาร OMA 
 กรรมวธีิท่ี 3 เพาะเมล็ดกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ี ใส่รา Tulasnella sp. (RZ 0059)  
   บนอาหาร OMA 

กรรมวธีิท่ี 4 เพาะเมล็ดกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ี ใส่รา Ceratorhiza goodyerae-repentis  
(RZ 0067) บนอาหาร OMA 

 กรรมวธีิท่ี 6 เพาะเมล็ดกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ี โดยไม่ใส่ราไมคอร์ไรซา  เล้ียงบนอาหาร  
   OMA 

5.1 การเตรียมฝักกลว้ยไม ้
 ผสมเกสรตวัผูแ้ละตวัเมียของดอกกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ี เม่ือผสมพนัธ์ุกนัแลว้ก็จะเจริญเป็นฝัก 
และน าฝักกลว้ยไมม้าใชใ้นการเพาะเมล็ดเม่ือฝักเร่ิมแก่ ขอ้ควรระวงัอยา่ใหฝั้กแตกเพราะจะท าใหเ้กิดการปนเป้ือน 
 5.2 เตรียมราไมคอร์ไรซา 

เล้ียงราไมคอร์ไรซาท่ีคดัเลือกมาไดจ้ากขอ้ 4 โดยคดัเลือกมาจ านวน 5 isolates ท่ีสามารถเจริญไดดี้บน
อาหาร OMA จนกระทัง่เตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือ 

5.3 เตรียมอาหาร OMA ใส่ลงในขวดขนาด  5x10 เซนติเมตร และเตรียมกระดาษกรอง Whatman No. 1 ตดั
เป็นรูปส่ีเหล่ียมผนืผา้ขนาด 1x4 เซนติเมตร และน าไปน่ึงฆ่าเช้ือ 
 5.4 เพาะเมล็ดแบบเก้ือกูลเอ้ือประโยชน์ซ่ึงกนัและกนั (Symbiotic Germination) 
 ท าการเพาะเมล็ดรองเทา้นารีเหลืองกระบ่ี ในสภาพปลอดเช้ือโดยวธีิของ Athipunyakom (2004) โดยการน า
ฝักกลว้ยไมท่ี้เก็บมาจากตน้  เลือกฝักท่ีสมบูรณ์และไม่มีรอยแตก ลา้งฝักใหส้ะอาดดว้ยสบู่เหลว และฆ่าเช้ือท่ีผวิโดย
ใชส้ าลีจุ่มแอลกอฮอล ์70%  ทาใหท้ัว่ฝัก  แลว้ใชป้ากคีบคีบฝักกลว้ยไมจุ่้มในแอลกอฮอล ์95% แลว้น าไปลนเปลว
ไฟจากตะเกียงแอลกอฮอล ์ใหเ้ปลวไฟลุกทัว่ฝักเพื่อฆ่าเช้ือท่ีผวิ 

 ใชมี้ดผา่ตดัท่ีฆ่าเช้ือแลว้กรีดฝักกลว้ยใมต้ามแนวยาว ผา่คร่ึงเป็น 2 ซีก  ใชป้ากคีบคีบเมล็ดกลว้ยไม้
ใส่ลงในขวดน ้าท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ และน าไปปรับปริมาณของเมล็ดดว้ย Haemacytometer  ใหมี้ปริมาณเมล็ดกลว้ยไม้
จ  านวน 100 เมล็ด/มิลลิลิตร และหยด Tween20 ลงไป 

ใชป้ากคีบคีบกระดาษกรอง Whatman No. 1 ขนาด 1x4 เซนติเมตร ท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 5.3   
มาวางลงบนอาหาร OMA ท่ีอยูใ่นขวดโดยเทคนิคปลอดเช้ือ   จากนั้นน าเมล็ดกลว้ยไมใ้นขวดท่ีอยูใ่นน ้ามาเขยา่ให้
สม ่าเสมอและใชไ้ปเปตท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ดูดสารละลายท่ีมีเมล็ดกลว้ยไมม้าจ านวน 1 มิลลิลิตร (มีเมล็ดกลว้ยไม ้ 100 



เมล็ด)  ใส่ลงบนกระดาษกรองท่ีวางบนอาหาร OMA  แลว้ใช ้ cork borer ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.7 เซนติเมตร      
ตดัเส้นใยของราไมคอร์ไรซาท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 5.2   น ามาวางบนอาหาร OMA  ห่างจากกระดาษกรอง 1.5 เซนติเมตร 
เก็บไวใ้นท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิห้องปฏิบติัการ จนกระทัง่เมล็ดกลว้ยไมเ้ร่ิมงอกจึงน าออกมาวางภายใตแ้สง 
บันทกึผลการทดลอง 

 บนัทึกผลการทดลองโดยตรวจนบัเปอร์เซ็นตก์ารงอกและการพฒันาการเจริญของเมล็ดกลว้ยไมเ้ป็นตน้
อ่อนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ stereo ในช่วงระยะ 21, 60 และ 120  วนัหลงัจากท าการเพาะเมล็ด   

วธีิการประเมินผลโดยใชว้ธีิของ Athipunyakom  (2004) 
 0 = เมล็ดท่ีสมบูรณ์ ยงัไม่งอก (no germination) 
 1 = embryo ขยายตวัและเปลือกหุม้เมล็ดแตก (seed coat ruptured by  
   enlarged embryo) 
 2 = embryo มีลกัษณะเป็นกอ้นกลมปลายแหลมมีรากขนอ่อนเจริญออกมา 
    (presence of rhizoids) 
 3 = ผลิใบยอดปลายแหลม 1 ใบ (presence of leaf primordium) 
 4 = สร้างใบจริง (appearance of the first true leaf) 
 5 = ตน้อ่อนมีใบยอด (elongation of initial leaf) 
 6 = สร้างระบบราก (elongation of root) 
- เวลาและสถานที่ 
เวลา  เร่ิมต้น – ส้ินสุด   

ตุลาคม 2552 – กนัยายน 2555 
 สถานที่  แปลงปลูกพืชของเกษตรกร 
   หอ้งปฏิบติัการกลุ่มงานวทิยาไมโค  กลุ่มวจิยัโรคพืช   

ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช  กรมวชิาการเกษตร   
2. ผลการทดลองและวจิารณ์ 

 1. เกบ็ตัวอย่างรากกล้วยไม้  
รวบรวมและจ าแนกชนิดของราไมคอร์ไรซากลว้ยไมใ้กลสู้ญพนัธ์ุ โดยเก็บตวัอยา่งรากกลว้ยไมจ้  านวน 9 

ชนิด ไดแ้ก่ กะเรกะร่อนอินทนนท ์ รองเทา้นารีขาวสตูล รองเทา้นารีฝาหอย รองเทา้นารีสุขะกุล รองเทา้นารีเหลือง
กระบ่ี  รองเทา้นารีเหลืองปราจีน  รองเทา้นารีอินทนนท ์ สิงโตกลอกตา และ เอ้ืองปากนกแกว้ ท่ีจงัหวดักระบ่ี 
กาญจนบุรี เชียงราย เชียงใหม่ และอุบลราชธานี จ  านวน 25 ตวัอยา่ง (ตารางท่ี 1) 

 2.  การแยกราจากเส้นใยทีเ่จริญอยู่ในช้ันคอร์เทก็ซ์ของรากกล้วยไม้  



ผลจากการแยกราจากรากกลว้ยไม ้ 9 ชนิด โดยแยกราจากเส้นใยท่ีเจริญอยูใ่นชั้นคอร์เทก็ซ์ของรากกลว้ยไม ้ 
ไดร้าทั้งหมด 22 isolates (ตารางท่ี 2) ดงัน้ี 

กะเรกะร่อน จากจงัหวดัเชียงใหม่ และอุบลราชธานี  แยกไดร้า 4 isolates   โคโลนีบนอาหาร PDA สีขาว 
เจริญใตอ้าหาร มีบางส่วนเจริญเหนือวุน้อาหาร   เกิดเป็นวงเรียงซอ้นกนั (concentric zonation) 

รองเทา้นารีขาวสตูล จากจงัหวดัเชียงใหม่  แยกไดร้า 1 isolates  โคโลนีบนอาหาร PDA สีขาว  ใตอ้าหาร มี
บางส่วนเจริญเหนือวุน้อาหาร 

รองเทา้นารีฝาหอย จากจงัหวดักระบ่ี  แยกไดร้า 2 isolates โคโลนีบนอาหาร PDA สีขาว เจริญใตอ้าหาร มี
บางส่วนเจริญเหนือวุน้อาหาร   เกิดเป็นวงเรียงซอ้นกนั (concentric zonation) 

รองเทา้นารีสุขะกุล จากจงัหวดัเชียงราย  แยกไดร้า 1 isolates โคโลนีบนอาหาร PDA สีขาว เจริญใตอ้าหาร 
มีบางส่วนเจริญเหนือและใตวุ้น้อาหาร    

รองเทา้นารีเหลืองกระบ่ี จากจงัหวดักระบ่ี  แยกไดร้า 9 isolates โคโลนีบนอาหาร PDA สีขาว  ใตอ้าหาร มี
บางส่วนเจริญเหนือวุน้อาหาร เกิดเป็นวงเรียงซอ้นกนั  และโคโลนีบนอาหาร PDA สีน ้าตาล  เจริญเหนือวุน้อาหาร 
เกิดเป็นวงเรียงซอ้นกนั   

รองเทา้นารีเหลืองปราจีน จากจงัหวดักาญจนบุรี แยกไดร้า 2 isolates  โคโลนีบนอาหาร PDA สีขาว  ใต้
อาหาร มีบางส่วนเจริญเหนือวุน้อาหาร  เกิดเป็นวงเรียงซอ้นกนั  และไม่มีวงเรียงซอ้นกนั   

รองเทา้นารีอินทนนท ์จากจงัหวดัเชียงใหม่และเชียงราย แยกไดร้า 3 isolates  โคโลนีบนอาหาร PDA สีขาว  
ใตอ้าหาร มีบางส่วนเจริญเหนือวุน้อาหาร  เกิดเป็นวงเรียงซอ้นกนั  และไม่มีวงเรียงซอ้นกนั   

สิงโตกลอกตา จากจงัหวดัเชียงใหม่  แยกราไมคอร์ไรซาไม่ได ้เกิดการปนเป้ือนจากจุลินทรียช์นิด 
เอ้ืองปากนกแกว้ จากจงัหวดัเชียงใหม่ และเชียงราย แยกราไมคอร์ไรซาไม่ได ้ เกิดการปนเป้ือนจาก

จุลินทรียช์นิด 

3. การจ าแนกราไมคอร์ไรซา  

จากการจ าแนกราไมคอร์ไรซาจากตวัอยา่งรากกลว้ยไม ้ ท่ีเก็บจากแหล่งต่าง ๆ แยกเช้ือได ้ 30 สายพนัธ์ุ   
จ  าแนกชนิดของราโดยศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือ ลกัษณะของโคโลนี  ลกัษณะและขนาดของเส้นใย  
ลกัษณะ รูปร่าง และขนาดของ monilioid cell ของราท่ีเจริญบนอาหาร   การสร้าง sclerotium  และจ านวนนิวเคลียส
ต่อเซลล ์  จากการศึกษาไดร้า Rhizoctonia – like fungi จ านวน 22  isolates  จ  าแนกชนิดไดร้า  Ceratorhiza 
goodyerae-repentis,  Epulorhiza calendulina, Epulorhiza repens, Tulasnella sp.  รายละเอียดของรามีดงัน้ี 

Ceratorhiza  goodyerae - repentis  Costantin & Dufour) Moore,  Mycotaxon 29: 94. 1987   

ช่ือพอ้ง: Rhizoctonia  goodyerae - repentis  Costantin & Dufour) 
สายพนัธ์ุ:  RZ 0056, RZO 0067 



Class Agonomycetes, Order Agonomycetales 

Teleomorph:  Ceratobasidium cornigerum (Bourd.) Rogers 
พืชอาศยั:  รากของกลว้ยไมร้องเทา้นารี  

ราเจริญเขา้ไปในรากพืชและสร้างโครงสร้างท่ีเรียกวา่ pelotons ในชั้นคอร์เทก็ซ์  
โคโลนี เจริญอยา่งเร็วบนอาหาร PDA  และโคโลนีมีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 9 เซ็นติเมตร เม่ืออายุ 4 วนั  ท่ี

อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส  โคโลนีมีสีขาว ถึง ครีม เม่ืออ่อนและเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลอมส้มเม่ือแก่ เกิด  concentric 
zonation  บนอาหาร  เส้นใยท่ีเจริญอยูเ่หนืออาหารไม่มีสีและเปล่ียนเป็นสีแทน หลงัอาย ุ14  วนั  มกัพบเส้นใยหรือ 
moniliod cells รวมตวักนัเป็นกลุ่ม ต่อมาพฒันาเป็น sclerotium เจริญอยูใ่ตวุ้น้อาหารเรียกวา่ microsclerotium  

เส้นใยกวา้ง 4.0 – 5.3 ไมครอน  มีผนงักั้นเซลล ์ เส้นใยตั้งฉาก  monilioid cells รูปร่างคลา้ยถงัเบียร์ ถึงรูปรี 
ขนาด 15.4–(20.6)–26.4 x 6.9–(10.6)–11.3 ไมครอน  นิวเคลียสมี 2 นิวเคลียส ต่อ 1 เซลล ์(binucleate)  

การศึกษาคร้ังน้ีไม่สามารถชกัน าราใหส้ร้างสปอร์ระยะการสืบพนัธ์ุแบบใชเ้พศได ้  รา Ceratobasidium  
corginerum  เป็นระยะสืบพนัธ์ุแบบใชเ้พศของราชนิดน้ี 

R.  goodyerae – repentis  เป็นราไมคอร์ไรซาท่ีพบในกลว้ยไมดิ้นหลายชนิด (Alexander and Hadley, 1985; 
Currah et al., 1990; Zelmer and Currah, 1997) และยงัพบในกลว้ยไมเ้กาะอาศยัดว้ย Richardson et al. (1993) 
รายงานแยกไดร้าชนิดน้ีจากกลว้ยไมเ้กาะอาศยั  Campylocentrum micranthum ในประเทศคอสตาริกา้  

Warcup  and Talbot (1971)  ศึกษาการชกัน ารา R.  goodyerae – repentis  ใหส้ร้างระยะสืบพนัธ์ุแบบใชเ้พศ 
โดยแยกราจากรากกลว้ยไมเ้กาะอาศยั 2 ชนิด ไดแ้ก่ Pomatocalpa macphersonii  และ Robiquetia wassellii   จาก
รัฐควีนแลนส์ตอนเหนือ ประเทศออสเตรเลีย  จ  าแนกชนิดไดร้า R. goodyerae-repentis   และสามารถชกัน าราให้
สร้างระยะการสืบพนัธ์ุแบบใชเ้พศ คือ รา C. corginerum   

Epulorhiza calendulina   Zelmer & Currah, Can.J.Bot. 73: 1995   
สายพนัธ์ุ: RZ 0064, RZ 0065, RZ 0057, RZ 0054, RZ 0063, RZ 0049, RZ 0050, RZ 0052, RZ 0053, RZ 0068, RZ 
0055, RZ 0060, RZ 0062 
Class Agonomycetes, Order Agonomycetales 
พืชอาศยั : รากของกะเรกะร่อนอินทนนท ์(RZ 0064, RZ 0065, RZ 0057) รองเทา้นารีฝาหอย  (RZ 0054)  รองเทา้
นารีสุขะกุล (RZ 0063)  รองเทา้นารีเหลืองกระบ่ี  (RZ 0049, RZ 0050, RZ 0052, RZ 0053, RZ 0068, RZ 0055) 
รองเทา้นารีเหลืองปราจีน (RZ 0060) รองเทา้นารีอินทนนท ์ (RZ 0062) 

ราสร้างเส้นใยเจริญอยูใ่นชั้นคอร์แทก็ซ์รากกลว้ยไม ้ 
โคโลนี  บนอาหาร PDA มีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 3.5 เซ็นติเมตร เม่ืออาย ุ 10 วนั ท่ีอุณหภูมิห้องปฏิบติัการ  

โคโลนี สีขาว ถีงขาวอมชมพู  เส้นใยเจริญอยูใ่ตอ้าหาร และเส้นใยเจริญข้ึนมาเหนือและใตอ้าหาร potato dextrose 
agar   เส้นใยเจริญใตอ้าหาร และรวมตวักนัอยา่งหลวม ๆ เกิดเป็น sclerotia  



เส้นใยมีขนาด 3.3-4.0 ไมครอน  ไม่มีสี มีผนงักั้นเซลล ์  นิวเคลียสเป็น binucleate เส้นใยตั้งฉาก แต่ส่วน
ใหญ่เอียงเป็นมุม 45 องศาเซลเซียส มากกวา่เส้นใยตั้งฉาก  

Monilioid cells  ไม่มีสี รูปร่างคลา้ยกระบอง ถึงรูปร่างไม่ บางคร้ัง monilioid cells รวมตวักนัเป็นกลุ่ม 
ต่อมาพฒันาเป็น sclerotium เจริญอยูใ่ตวุ้น้อาหารเรียกวา่ microsclerotium  

Epulorhiza  repens  (N. Bernard) Moore, Mycotaxon 29:95, 1987   
สายพนัธ์ุ: RZO 0058, RZO 0051, RZO 0066, RZO 0061, RZO 0069, RZO 0070 
Class Agonomycetes, Order Agonomycetales 
Teleomorph : Tulasnella deliquescens (Juel) Juel 

พืชอาศยั : รากของกะเรกะร่อนอินทนนท ์ (RZ 0058) รองเทา้นารีฝาหอย (RZ 0051) รองเทา้นารีเหลืองกระบ่ี (RZ 
0066)  รองเทา้นารีเหลืองปราจีน (RZ 0061)  รองเทา้นารีอินทนนท ์ (RZ 0069, RZ 0067) ; 

โคโลนี  บนอาหาร PDA มีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 9 เซ็นติเมตร เม่ืออาย ุ7 วนั ท่ีอุณหภูมิหอ้งปฏิบติัการ  โคโลนี 
สีขาว ถึง ครีม เส้นใยเจริญอยูใ่ตอ้าหาร เกิดเป็นวงเรียงซอ้งกนั   บนอาหาร Corn meal agar  โคโลนี สีขาวถึงครีม 
เส้นใยเจริญใตอ้าหาร และรวมตวักนัอยา่งหลวม  ๆ เกิดเป็น sclerotia  

เส้นใยไม่มีสี  ขนาด 2.5-4.0 ไมครอน มีผนงักั้นเซลล ์ นิวเคลียสเป็น binucleate  เส้นใยตั้งฉาก  
Monilioid cells  ไม่มีสี รูปร่างกลมถึงรี ขนาด 6.5-10.8  x 7.5-14.2ไมครอน เรียงต่อกนัเป็นลูกโซ่สั้น ๆ  

แตกก่ิงกา้นสั้น ๆ  หรือไม่แตกก่ิงกา้นเลย บางคร้ัง monilioid cells รวมตวักนัเป็นกลุ่ม ต่อมาพฒันาเป็น sclerotium 
เจริญอยูใ่ตวุ้น้อาหารเรียกวา่ microsclerotium  การศึกษาคร้ังน้ีไม่สามารถชกัน าราให้สร้างสปอร์ระยะการสืบพนัธ์ุ
แบบใชเ้พศได ้ 

รา Tulasnella    deliquescens  เป็นระยะสืบพนัธ์ุแบบใชเ้พศของราชนิดน้ี 
รา R. repens  เป็นราท่ีพบแพร่หลายในรากกลว้ยไมห้ลายชนิด ซ่ึง Bernard (1909) เป็นบุคคลแรกท่ีแยกรา

ชนิดน้ีมาจากรากกลว้ยไมแ้คทลียา  (Laelio-Cattleya canhamiana) ซ่ึงมีลกัษณะของโคโลนี  ขนาดของเส้นใย และ
ลกัษณะต่าง ๆ ใกลเ้คียงกบัการศึกษาคร้ังน้ี   

ต่อมา Curtis (1939)  และ Burgeff (1959) ท าการศึกษาแยกราไมคอร์ไรซาจากกลว้ยไมห้ลายชนิดใน 
Wisconsin และจ าแนกชนิดเป็นรา R. repens  มีลกัษณะของเส้นใยเจริญอยูใ่ตอ้าหาร และมีขนาดของ monilioid 
cells ใกลเ้คียงกบัลกัษณะของ Bernard บรรยายไว ้  

Currarh et al (1987) พบรา R. repens .ในรากของกลว้ยไม ้ Platanthera obtusata ในเมืองอลัเบอร์ตา้ 
ประเทศแคนาดา 

ในประเทศอินเดีย Senthikumar และ Krishnamurthy (1998) ไดศึ้กษาลกัษณะทางเซลลว์ทิยาของรา R. 
repens ท่ีแยกไดจ้ากรากของกลว้ยไมเ้อ้ืองดินใบหมาก  ซ่ึงตรงกบัการศึกษาคร้ังน้ีท่ีแยกราชนิดน้ีไดใ้นเอ้ืองดินใบ
หมากเช่นเดียวกนั 



Epulorhiza calendulina   Zelmer & Currah, Can.J.Bot. 73: 1995   
สายพนัธ์ุ: RZ 0064, RZ 0065, RZ 0057, RZ 0054, RZ 0063, RZ 0049, RZ 0050, RZ 0052, RZ 0053, RZ 0068, RZ 
0055, RZ 0060, RZ 0062 
Class Agonomycetes, Order Agonomycetales 
พืชอาศยั : รากของกะเรกะร่อนอินทนนท ์(RZ 0064, RZ 0065, RZ 0057) รองเทา้นารีฝาหอย  (RZ 0054)  รองเทา้
นารีสุขะกุล (RZ 0063)  รองเทา้นารีเหลืองกระบ่ี  (RZ 0049, RZ 0050, RZ 0052, RZ 0053, RZ 0068, RZ 0055) 
รองเทา้นารีเหลืองปราจีน (RZ 0060) รองเทา้นารีอินทนนท ์ (RZ 0062) 

ราสร้างเส้นใยเจริญอยูใ่นชั้นคอร์แทก็ซ์รากกลว้ยไม ้ 
โคโลนี  บนอาหาร PDA มีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 3.5 เซ็นติเมตร เม่ืออาย ุ 10 วนั ท่ีอุณหภูมิห้องปฏิบติัการ  

โคโลนี สีขาว ถีงขาวอมชมพู  เส้นใยเจริญอยูใ่ตอ้าหาร และเส้นใยเจริญข้ึนมาเหนือและใตอ้าหาร potato dextrose 
agar   เส้นใยเจริญใตอ้าหาร และรวมตวักนัอยา่งหลวม ๆ เกิดเป็น sclerotia  

เส้นใยมีขนาด 3.3-4.0 ไมครอน  ไม่มีสี มีผนงักั้นเซลล ์  นิวเคลียสเป็น binucleate เส้นใยตั้งฉาก แต่ส่วน
ใหญ่เอียงเป็นมุม 45 องศาเซลเซียส มากกวา่เส้นใยตั้งฉาก  

Monilioid cells  ไม่มีสี รูปร่างคลา้ยกระบอง ถึงรูปร่างไม่ บางคร้ัง monilioid cells รวมตวักนัเป็นกลุ่ม 
ต่อมาพฒันาเป็น sclerotium เจริญอยูใ่ตวุ้น้อาหารเรียกวา่ microsclerotium  

Tulasnella sp.   
สายพนัธ์ุ: RZ 0059 
Class Agonomycetes, Order Agonomycetales 

พืชอาศยั : รากของรองเทา้นารีขาวสตูล (RZ 0059)  
โคโลนี  บนอาหาร PDA มีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 9 เซ็นติเมตร เม่ืออาย ุ 14 วนั ท่ีอุณหภูมิห้องปฏิบติัการ  

โคโลนี สีขาว เส้นใยเจริญอยูใ่ตอ้าหาร บนอาหาร Corn meal agar  โคโลนี สีขาวถึงครีม เส้นใยเจริญใตอ้าหาร และ
รวมตวักนัอยา่งหลวม  ๆ เกิดเป็น sclerotia  

เส้นใยไม่มีสีถึงสีน ้าตาลอ่อน  ขนาด 3.0-5.0 ไมครอน มีผนงักั้นเซลล ์ นิวเคลียสเป็น binucleate  เส้นใยตั้ง
ฉาก  

Monilioid cells  สีน ้าตาลอ่อน  รูปร่างกลมถึงรี ขนาด 10.0-12.5 ไมครอน เรียงต่อกนัเป็นลูกโซ่สั้น ๆ  แตก
ก่ิงกา้นสั้น ๆ  หรือไม่แตกก่ิงกา้นเลย บางคร้ัง monilioid cells รวมตวักนัเป็นกลุ่ม ต่อมาพฒันาเป็น sclerotium เจริญ
อยูใ่ตวุ้น้อาหารเรียกวา่ microsclerotium  การศึกษาคร้ังน้ีไม่สามารถชกัน าราใหส้ร้างสปอร์ระยะการสืบพนัธ์ุแบบ
ใชเ้พศได ้ 

4. คัดเลือกราไมคอร์ไรซา 



การคดัเลือกราไมคอร์ไรซาจากจ านวน 22 isolates  คดัเลือกจากราท่ีเจริญไดดี้บนอาหาร oat meal agar 
(OMA)  จากการคดัเลือกคร้ังน้ีสามารถคดัเลือกได ้ 4 isolates โดยราเจริญบนอาหาร OMA เตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือ
ภายใน 5 วนั  คือ C. goodyerae-repentis (RZ 0067),   E. calendulina  (RZ 0050),  E. repens (RZ 0066)  และ 
Tulasnella sp. (RZ 0059)  จากนั้นน าราทั้ง 4 isolates น้ีไปทดสอบศกัยภาพในการเพาะเมล็ดกลว้ยไมแ้บบเก้ือกูลเอ้ือ
ประโยชน์ซ่ึงกนัและกนั    ในสภาพปลอดเช้ือบนอาหาร OMA ซ่ึงเป็นอาหารส าหรับการเจริญของราไมคอร์ไรซา 
ไม่ใช่อาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ในการเพาะเมล็ดกลว้ยไม ้  ในการคดัเลือกราไมคอร์ไรซาท่ีเจริญบนอาหาร OMA 
ภายในเวลา 3 วนั นั้น เพราะวา่ราไมคอร์ไรซาท่ีเจริญไดเ้ร็วนั้นจะสามารถสัมผสัเมล็ดกลว้ยไมไ้ดเ้ร็วกวา่และสร้าง
เส้นใยเขา้ไปในเมล็ดกลว้ยไมไ้ดอ้ยา่งเร็วก็มีผลท าใหส้ามารถกระตุน้การงอกของเมล็ดกลว้ยไมไ้ดอ้ยา่งรวดเร็ว  
ส าหรับราท่ีเจริญบนอาหาร OMA ไดช้า้นั้น โอกาสท่ีราจะสัมผสักบัเมล็ดก็ชา้ไปดว้ยท าใหเ้กิดการกระตุน้การงอก
ของเมล็ดชา้ลงไปดว้ย  ดงันั้นจึงตอ้งท าการคดัเลือกราไมคอไรซาเพื่อน าไปทดสอบศกัยภาพในการส่งเสริมการงอก
ของเมล็ดกลว้ยไม ้

5. ทดสอบศักยภาพของราไมคอร์ไรซาทีเ่ป็นประโยชน์ต่อการเพาะเมลด็กล้วยไม้ 
 การทดสอบการเพาะเมล็ดกลว้ยไมเ้อ้ืองดินใบหมากร่วมกบัราไมคอร์ไรซาแบบเก้ือกูลเอ้ือประโยชน์ซ่ึงกนั
และกนั  และไดค้ดัเลือกมา 4 isolates พบวา่ ราไมคอร์ไรซาทั้ง 4 ชนิดน้ี สามารถกระตุน้ใหเ้มล็ดกลว้ยไมง้อกได้
ภายใน 21 วนั ในสภาพปลอดเช้ือ (ตารางท่ี 3)  และจากการตรวจสอบการงอกและการพฒันาของเมล็ดกลว้ยไม้
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์พบวา่หลงัจากเพาะเมล็ด 21 วนั พบวา่ embryo เร่ิมขยายตวั  และพบเส้นใยเจริญอยูร่อบเมล็ด 
ซ่ึงเส้นใยของราน้ีมีลกัษณะตั้งฉาก เป็นลกัษณะของราไมคอร์ไรซาท่ีปลูกเช้ือไป เม่ือเปรียบเทียบกบัเมล็ดกลว้ยไม้
ก่อนท่ีจะปลูกเช้ือลงไป  ต่อมาเอม็บิโอขยายตวัและเปลือกหุม้เมล็ดแตกออก และราสร้างกลุ่มของเส้นใย( peloton)  
เขา้ไปอยูร่ะหวา่งเซลลใ์นเมล็ด  กลุ่มของเส้นใยท่ีราสร้างข้ึนน้ีเม่ือสลายตวัไปกลายเป็นน ้าตาล และธาตุอาหารท่ี
เมล็ดไปใชใ้นการเจริญเป็นตน้อ่อน 

เมล็ดกลว้ยไมท่ี้เพาะร่ามกบัราไมคอร์ไรซาหลงัจาก 21  วนั พบวา่ รา E. calendulina  มีศกัยภาพในการ
กระตุน้ใหเ้มล็ดกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ีงอกได ้ 100 เปอร์เซ็นต ์ ในระยะเวลา 21 วนั และส่งเสริมใหเ้มล็ด
พฒันาเจริญเป็นตน้อ่อนได ้58 เปอร์เซ็นต ์ในระยะเวลา 120 วนั ซ่ึงแตกต่างกบั E. repens และ Tulasnella sp.  ซ่ึง
สามารถกระตุน้ใหเ้มล็ดกลว้ยไมง้อกได ้ 85.3 และ 75.8 เปอร์เซ็นต ์ในระยะเวลา  21  วนั และสามารถเจริญเป็นตน้
อ่อนในเวลา 120 วนั ไดเ้พียง 18.5 และ  17.0 เปอร์เซ็นต ์  ในทางตรงกนัขา้มกบัรา C. goodyerae-repentis  และ
กรรมวธีิเพาะเมล็ดท่ีไม่ไดใ้ส่ราไมคอร์ไรซา สามารถกระตุน้ใหเ้มล็ดงอกไดเ้พียง 9.5 และ 17 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั
เท่านั้น ไม่สามารถพฒันาเป็นตน้อ่อนไดแ้ละตายในท่ีสุด โดยท่ีรา C.  goodyera-repentis  เม่ือน าไปเพาะกบัเมล็ด
กลว้ยไมน้ั้นพบวา่กลว้ยไมส้ามารถงอกไดใ้นระยะท่ี embryo ขยายตวัและเปลือกหุม้เมล็ดแตก (ระยะท่ี 1)  เพียง 8 
เปอร์เซ็นต ์ เท่านั้นและไม่สามารถพฒันาเป็นระยะอ่ืน ๆ ได ้  ทั้ง ๆ ท่ีราชนิดน้ีก็แยกมาจากกลว้ยไมช้นิดเดียวกนั 
แสดงวา่ชนิดของราไมคอร์ไรซามีความจ าเพาะเจาะจงต่อรากกลว้ยไม ้



จากการทดลองน้ีรา E. calendulina  (RZ  0050)  มีศกัยภาพสูงท่ีสุดในการส่งเสริมการงอกและการพฒันา
เป็นตน้อ่อนของกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ีและไดต้น้อ่อนท่ีแขง็แรงในการน าไปเพาะเล้ียงในเรือนทดลอง    
หลงัจากเพาะเมล็ด 120 วนั ซ่ึงมีค่าแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติกบัราไมคอร์ไรซาอ่ืน ๆ ท่ีแยกได ้  (ตารางท่ี 
4)  ส าหรับการเมล็ดกลว้ยไมท่ี้ไม่ไดใ้ส่ไมคอร์ไรซานั้นเมล็ดสามารถงอกไดใ้นระยะท่ี embryo ขยายตวัและเปลือก
หุม้เมล็ดแตก แต่ไม่สามารถเจริญพฒันาเป็นตน้อ่อนได ้ เพราะฉะนั้นการเพาะเมล็ดกลว้ยไมร่้วมกบัราไมคอร์ไรซา
นั้นจึงเป็นทางเลือกหน่ึงของการขยายพนัธ์ุกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ี 

 ราไมคอร์ซาทั้งหมดไดเ้ก็บรักษาเช้ือบริสุทธ์ิท่ีแยกไดใ้น liquid paraffin และบน slant PDA ภายใตอุ้ณหภูมิ 
15 องศาเซลเซียส  ท่ีกลุ่มวจิยัโรคพืช  ส านกัวิจยัพฒันาการอารักขาพืช  

3. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
รวบรวมและจ าแนกชนิดของราไมคอร์ไรซากลว้ยไมใ้กลสู้ญพนัธ์ุ โดยเก็บตวัอยา่งรากกลว้ยไมจ้  านวน 9 

ชนิด ไดแ้ก่ กะเรกะร่อนอินทนนท ์ รองเทา้นารีขาวสตูล รองเทา้นารีฝาหอย รองเทา้นารีสุขะกุล รองเทา้นารีเหลือง
กระบ่ี  รองเทา้นารีเหลืองปราจีน  รองเทา้นารีอินทนนท ์ สิงโตกลอกตา และ เอ้ืองปากนกแกว้ ท่ีจงัหวดักระบ่ี 
กาญจนบุรี เชียงราย เชียงใหม่ และอุบลราชธานี จ  านวน 25  แยกไดร้าทั้งหมด 22 isolates จ าแนกชนิดราไมคอร์ไร
ซาเป็นรา Rhizoctonia – like fungi  4 ชนิด  ไดแ้ก่ Ceratorhiza goodyerae-repentis,  Epulorhiza calendulina, 
Epulorhiza repens, Tulasnella sp.  ราไมคอร์ไรซากลว้ยไมท่ี้แยกไดทุ้กชนิดมีนิวเคลียส 2 อนั   น าราไมคอร์ไรซา
ทั้งหมดมาท าการคดัเลือกการเจริญเติบโตบนอาหาร oat meal agar (OMA) พบเจริญไดดี้บน OMA  4 isolates คือ C. 
goodyerae-repentis (RZ 0067),   E. calendulina  (RZ 0050),  E. repens (RZ 0066)  และ Tulasnella sp. (RZ 0059)  
เม่ือน าทั้ง 4 isolates  มาทดสอบการมีประโยชน์ต่อการเพาะเมล็ดกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ีแบบเก้ือกูลเอ้ือ
ประโยชน์ซ่ึงกนัและกนั พบวา่ รา E. calendulina  มีศกัยภาพในการกระตุน้ให้เมล็ดกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลือง
กระบ่ีงอกได ้100 เปอร์เซ็นต ์ในระยะเวลา 21 วนั และส่งเสริมใหเ้มล็ดพฒันาเจริญเป็นตน้อ่อนได ้58 เปอร์เซ็นต ์ใน
ระยะเวลา 120 วนั ซ่ึงแตกต่างกบั E. repens และ Tulasnella sp.  ซ่ึงสามารถกระตุน้ใหเ้มล็ดกลว้ยไมง้อกได ้  85.3 
และ 75.8 เปอร์เซ็นต ์ในระยะเวลา  21  วนั และสามารถเจริญเป็นตน้อ่อนในเวลา 120 วนั ไดเ้พียง 18.5 และ  17.0 
เปอร์เซ็นต ์  ในขณะท่ีรา  C. goodyerae-repentis  และกรรมวธีิเพาะเมล็ดท่ีไม่ไดใ้ส่ราไมคอร์ไรซา สามารถกระตุน้
ใหเ้มล็ดงอกไดเ้พียง 9.5 และ 17 เปอร์เซ็นต ์ ตามล าดบัเท่านั้น ไม่สามารถพฒันาเป็นตน้อ่อนไดแ้ละตายในท่ีสุด  
จากการทดลองน้ีรา E. calendulina  (RZ  0050)  มีศกัยภาพสูงท่ีสุดในการส่งเสริมการงอกและการพฒันาเป็นตน้
อ่อนของกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ีและไดต้น้อ่อนท่ีแขง็แรงในการน าไปเพาะเล้ียงในเรือนทดลอง  ราไมคอร์
ซาทั้งหมดไดเ้ก็บรักษาเช้ือบริสุทธ์ิท่ีแยกไดใ้น liquid paraffin และบน slant PDA ภายใตอุ้ณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  
ท่ีกลุ่มวจิยัโรคพืช  ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช  

4. การน าผลงานวจัิยไปใช้ประโยชน์ 



1. กรมวชิาการเกษตรมีราไมคอร์กลว้ยไมส้ายพนัธ์ุท่ีแยกไดจ้ากประเทศไทยและมีศกัยภาพในการช่วย

ส่งเสริมการงอกของเมลด็กลว้ยไมเ้อ้ืองดินใบหมากสามารถน าไปต่อยอดเพื่อการน าไปใชป้ระโยชน์ในการเพาะ

เมล็ดกลว้ยไม ้

2. ผูป้ระกอบการดา้นการผลิตกลว้ยไมแ้ละเกษตรกรสามารถน าเทคนิคน้ีไปใชใ้นการขยายพนัธ์ุกลว้ยไม้

อยา่งง่าย ไม่ยุง่ยาก และประหยดัค่าใชจ่้าย  

3. น าเทคนิคการเพาะเมล็ดกลว้ยไมร่้วมกบัราไมคอร์ไรซาไปใชใ้นงานอนุรักษ ์โดยเฉพาะกลว้ยไมท่ี้

ขยายพนัธ์ุยาก และกลว้ยไมช้นิดใกลสู้ญพนัธ์ุ  

5. ค าขอบคุณ (ถ้ามี)  : -ขอขอบคุณ ดร. นาตยา ด าอ าไพ นกัวขิาการเกษตรช านาญการพิเศษ ศูนยว์ิจยั

พืชสวนตรัง ท่ีใหค้วามอนุเคราะห์ฝักกลว้ยไมร้องเทา้นารีเพื่อใชใ้นการทดลอง 
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ภาคผนวก 
ตารางที ่1:  ส ารวจและเก็บตวัอยา่งรากกลว้ยไมท่ี้เก็บจากแหล่งต่าง ๆ ในประเทศไทยระหวา่งเดือนกนัยายน 

2549 – เดือนตุลาคม 2552 

ล าดับ ช่ือกล้วยไม้ ช่ือวทิยาศาสตร์ จ านวนตัวอย่าง แหล่งเกบ็ 

1 กะเรกะร่อนอินทนนท ์ Cymbidium tracyanum  O’ Brien 3 เชียงใหม่ 
   1 อุบลราชธานี 

2 รองเทา้นารีขาวสตูล Paphiopedilum niveum 2 เชียงใหม่ 
3 รองเทา้นารีฝาหอย Paphiopedilum bellatulum 1 กระบ่ี 
4 รองเทา้นารีสุขะกุล Paphiopedilum sukhakulii 

Schoser & Senghas  
1 เชียงราย 

5 รองเทา้นารีเหลืองกระบ่ี              Paphiopedilum exul 5 กระบ่ี 
6 รองเทา้นารีเหลืองปราจีน              Paphiopedilum concolor 3 กาญจนบุรี 
7 รองเทา้นารีอินทนนท์ Paphiopedilum villosum 4 เชียงใหม่ 
   3 เชียงราย 
8 สิงโตกลอกตา Bulbophyllum r 

blepharistes  Rchb. f. 
1 เชียงใหม่ 

9 เอ้ืองปากนกแกว้ Dendrobium cruentum Rchb. f. 1 เชียงราย 
 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Schoser&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Senghas&action=edit&redlink=1


ตารางที ่2 :   ราไมคอร์ไรซากลว้ยไมท่ี้แยกไดจ้ากรากกลว้ยไมช้นิดต่าง ๆ จากแหล่งต่าง ๆของประเทศไทย
ระหวา่งเดือนกนัยายน 2552 – เดือนตุลาคม 2554 

ช่ือกล้วยไม้ แหล่งเกบ็ สายพนัธ์ุ ราไมคอร์ไรซากล้วยไม้ 

กะเรกะร่อนอินทนนท ์ อ าเภอแม่ริม  จงัหวดัเชียงใหม่ RZ 0058 
RZ 0064 
RZ 0065 

Epulorhiza repens 
Epulorhiza calendulina 
Epulorhiza calendulina 

 อ าเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชธานี RZ 0057 Epulorhiza calendulina 
รองเทา้นารีขาวสตูล อ าเภอแม่ริม  จงัหวดัเชียงใหม่ RZ 0059 Tulasnella sp. 
รองเทา้นารีฝาหอย อ าเภออ่าวลึก จงัหวดักระบ่ี RZ 0051 Epulorhiza repens 
 อ าเภอเมือง จงัหวดักระบ่ี RZ 0054 Epulorhiza calendulina 
รองเทา้นารีสุขะกลุ อ าเภอดอยตุง  จงัหวดัเชียงราย RZ 0063 Epulorhiza calendulina 
รองเทา้นารีเหลืองกระบ่ี              อ าเภอเหนือคลอง จงัหวดักระบ่ี RZ 0049 

RZ 0050 
RZ 0056 

Epulorhiza calendulina 
Epulorhiza calendulina 
Ceratorhiza goodyerae-repentis 

 อ าเภอเมือง จงัหวดักระบ่ี RZ 0052 
RZ 0066 

Epulorhiza calendulina 
Epulorhiza repens 

 อ าเภอเขาพนม จงัหวดักระบ่ี RZ 0053 
RZ 0067 
RZ 0068 

Epulorhiza calendulina 
Ceratorhiza goodyerae-repentis 
Epulorhiza calendulina  

 อ าเภออ่าวลึก จงัหวดักระบ่ี RZ 0055 Epulorhiza calendulina 
รองเทา้นารีเหลืองปราจีน  อ าเภอทองผาภูมิ  

จงัหวดักาญจนบุรี  
RZ 0060 Epulorhiza calendulina 

 
 อ าเภอไทรโยค 

จงัหวดักาญจนบุรี 
RZ 0061 Epulorhiza repens 

รองเทา้นารีอินทนนท ์ อ าเภอแม่ริม  จงัหวดัเชียงใหม่ RZ 0069 
RZ 0070 

Epulorhiza repens 
Epulorhiza repens 

 อ าเภอดอยตุง  จงัหวดัเชียงราย RZ 0062 Epulorhiza calendulina 
สิงโตกลอกตา อ าเภอแม่ริม  จงัหวดัเชียงใหม่ - ปนเป้ือนจุลินทรียช์นิดอ่ืน 
เอ้ืองปากนกแกว้ อ าเภอแม่ริม  จงัหวดัเชียงใหม่ - ปนเป้ือนจุลินทรียช์นิดอ่ืน 
 อ าเภอดอยตุง  จงัหวดัเชียงราย -  

 



ตารางที ่3: เปอร์เซ็นตก์ารงอกและการพฒันาการเจริญของตน้อ่อนของกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ี
หลงัจากเพาะเมล็ดร่วมกบัราไมคอร์ไรซา  21, 60, 120 วนั  

ราไมคอร์ไรซา 

การพฒันาของกล้วยไม้ระยะต่าง ๆ หลงัท าการเพาะเมลด็กล้วยไม้ร่วมกบัราไมคอร์ไรซา 

21 วนั 60 วนั 120 วนั 

0 1 2 1 2 3 4 5 2 3 4 5 6 
Epulorhiza 
calendulina  
(RZ 0050) 

2.8 21.0 87.0 0 0.1 25.0 42.5 9.0 0 8 8 29.0 58.0 

Epulorhiza repens 
(RZ 0066) 

2.5 4.8 78.0 0.7 21.9 12.0 25.0 1.0 0 13.0 17.0 23.0 18.5 

Tulasnella sp. 
(RZ 0059) 

2.5 5.5 67.8  3.9 17 13 34 0 0 18.7 21.0 17.0 

Ceratorhiza 
goodyerae-repentis  
(ROZ 0067) 

1.5 9.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Control 2.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
ตารางที ่4 ระยะการเจริญเติบโตเป็นตน้อ่อนของเมล็ดกลว้ยไมร้องเทา้นารีเหลืองกระบ่ีท่ีเพาะร่วมกบัราไม

คอร์ไรซาชนิดต่าง ๆเปรียบเทียบกบัการเพาะเมล็ดกลว้ยมีไม่ใส่ราไมคอร์ไรซา (control) 

ชนิดของราไมคอร์ไรซา การพฒันาการเจริญเป็นต้นอ่อน ระยะที ่6 (%) 

Epulorhiza calendulina (RZ 0050) 58.0a1/ 
Epulorhiza repens (RZ 0066) 18.5b 
Tulasnella sp. (RZ 0059) 17.0b 
Ceratorhiza goodyerae-repentis (ROZ 0067) 0d 
ไม่ใส่ราไมคอร์ไรซา (control) 0d 
1/ ตวัเลขท่ีตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนัในคอลมัภเ์ดียวกนัไม่แตกต่างกนัทางทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 
เปอร์เซ็นต ์โดยวธีิ DMRT 
 


