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การควบคมุโรคลาํตนเน�าของปาล�มน้ํามนัโดยชวีวธิีการควบคมุโรคลาํตนเน�าของปาล�มน้ํามนัโดยชวีวธิีการควบคมุโรคลาํตนเน�าของปาล�มน้ํามนัโดยชวีวธิีการควบคมุโรคลาํตนเน�าของปาล�มน้ํามนัโดยชวีวธิี    
Biological Control of Basal Stem Rot of Oil PalmBiological Control of Basal Stem Rot of Oil PalmBiological Control of Basal Stem Rot of Oil PalmBiological Control of Basal Stem Rot of Oil Palm    
ชนนิทร ดวงสอาด   พรพมิล อธปิ5ญญาคม   สณุรีตัน� สีมะเดื่อชนนิทร ดวงสอาด   พรพมิล อธปิ5ญญาคม   สณุรีตัน� สีมะเดื่อชนนิทร ดวงสอาด   พรพมิล อธปิ5ญญาคม   สณุรีตัน� สีมะเดื่อชนนิทร ดวงสอาด   พรพมิล อธปิ5ญญาคม   สณุรีตัน� สีมะเดื่อ    
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---------------------------------------------------------- 

 
บทคดัย�อบทคดัย�อบทคดัย�อบทคดัย�อ    

 

 จากการแยกเชื้อราเอ็นโดไฟท�จากตนปาล�มน้ํามันท่ีไม�มีการเขาทําลายของโรคและแมลง จาก
พ้ืนท่ีปลูกปาล�มน้ํามันจังหวัด กระบ่ี สุราษฎร�ธานี และชุมพร โดยนําส�วนของใบ กานใบ และรากมาฆ�า
เชื้อท่ีผิวดวยวิธ ี triple surface sterilization รวมถึงดินบริเวณรอบราก ไดเชื้อราจํานวน 650 ไอโซ
เลท และสามารถจัดกลุ�มเบ้ืองตนไดอย�างนอย 7 taxa คือ Alternaria spp., Nigrospora sp., 
Pestalotiopsis sp., Fusarium spp., Neosartorya spp., Xylaria spp., Trichoderma spp. และ 
Mycelia Sterilia ทําการวัดอัตราการเจริญของเชื้อราเอ็นโดไฟท�และเชื้อรา Trichoderma spp. ท่ี
แยกได และเก็บรักษาเชื้อราดังกล�าว และไดทําการเก็บตัวอย�างชื้นส�วนของตนปาล�มน้ํามันท่ีแสดง
อาการของโรคลําตนเน�า โดยแยกเชื้อรา Ganoderma boninense สาเหตุโรคลําตนเน�าของปาล�ม
น้ํามัน และเก็บรักษาเพ่ือทําการทดสอบและคัดเลือกเชื้อราปฏิป5กษ�ต�อไป 
 แยกราสาเหตุโรคลําตนเน�าของปาล�มน้ํามัน จังหวัดกระบ่ี สรุาษฎร�ธานี   จํานวน 7 ตัวอย�าง  
และจําแนกชนิดไดรา Ganoderma  boninense  จํานวน 5 isolates จากจังหวัดกระบ่ี แต�ไม�สามารถ
แยกเชื้อสาเหตุเก็บเชื้อท่ีแยกไดไวท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รหสัการทดลอง รหสัการทดลอง รหสัการทดลอง รหสัการทดลอง 01010101----09090909----54545454----02020202----02020202----00000000----01010101----54545454    
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ 
 
 ในพ้ืนท่ีปhาธรรมชาติจะพบโรคท่ีเกิดจากเชื้อ Ganoderma spp. ในปริมาณนอย ท้ังๆ ท่ีมีเชื้อ
สาเหตุอยู�ในพ้ืนท่ี เนื่องจากพ้ืนท่ีปhาธรรมชาติมีความสมดุลย�ของจุลินทรีย�ในสภาพ แวดลอมกล�าวคือ 
เชื้อเห็ด Ganoderma spp. ถูกควบคุมโดยเชื้อจุลินทรีย�อ่ืน  จากการศึกษาถึงเชื้อจุลินทรีย�ในดิน
โดยเฉพาะเชื้อรา Aspergillus spp. พบว�าเชื้อราจะอาศัยอยู�ท่ีระดับผิวดิน ในพ้ืนท่ีปhาเชื้อจุลินทรีย�
เหล�านี้มีอยู�ปริมาณมากและสามารถควบคุมเชื้อเห็ด Ganoderma spp. ได แต�ในแปลงปลูกปาล�ม
น้ํามันพ้ืนผิวดินถูกรบกวนโดยการเตรียมพ้ืนท่ีปลูก เชื้อจุลินทรีย�ถูกทําลายทําใหมีปริมาณลดลง เปkน
โอกาสของเชื้อสาเหตุเจริญเติบโตเขาทําลายพืชไดป5จจุบันไดมีการศึกษาและพัฒนาอย�างมากในการ
นําเชื้อจุลินทรีย�เอ็นโดไฟท� มาใชประโยชน�ในดานการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี ซ่ึงสามารถเพ่ิม
ความแข็งแรง ความตานทานต�อโรคและแมลงศัตรูพืชไดดี (Belanger,1996) Suslow (1982) 
รายงานว�าจุลินทรีย�ควบคุมโรคสามารถใชแทนการใชสารเคมีในกรณีท่ีไม�สามารถใชสารเคมีหรือมี
สภาพแวดลอมท่ีไม�เหมาะสม อีกท้ังจุลินทรีย�สามารถเพ่ิมปริมาณและคงทนอยู�ในดินในระยะเวลาท่ี
ยาวนานกว�าสารเคมี การจัดการโรคลําตนเน�าของปาล�มน้ํามันโดยวิธีการเขตกรรมและการใช
สารเคมี ไม�สามารถยับยั้งหรือควบคุมการเกิดโรคไดโดยใหผลไม�คงท่ี ซ่ึงอาจเนื่องมากจากเชื้อเห็ด 
Ganoderma มีระยะพักตัวหลายระยะและสามารถแพร�กระจายไดหลายทางเช�น แพร�สามารถ
กระจายทางลมโดย basidiospores  เชื้อสามารถแพร�กระจายเขาทางรากในดินท่ีมีเชื้อเห็ดอยู�หรือ
เม่ือรากถูกตัดโดยอุปกรณ�ท่ีมีเชื้อเห็ดปนเปpqอนอยู� เชื้อเห็ดสามารถกระจายตัวในดินโดยในแนวด่ิง
สามารถกระจายลงลึกไดถึง 2 เมตร จากรากท่ีเปkนโรคไปยังรากท่ีปกติ เม่ือพิจารณาอย�างละเอียด
พบว�า ในพ้ืนท่ีท่ีแสดงอาการลําตนเน�านอยหรือตํ่านั้น ข้ึนอยู�กับระยะหรือความสามารถในการทํา
ใหเกิดโรคของเชื้อเห็ด Ganoderma ซ่ึงเชื้อเห็ดอาจถูกยับยั้งหรือถูกควบคุมโดยระบบทางชีววิทยา 
ดังนั้น การแกไขควบคุมเชื้อเห็ด Ganoderma จะมุ�งเนนการควบคุมโรคโดยชีววิธี และมีหลายการ
ทดลองท่ีศึกษาพบว�า Trichoderma spp. สามารถยับยั้งและควบคุมการเจริญของเชื้อเห็ดไดดี 
(Sariah et al., 2000 และAnonymous, 2009)  ในปr ค.ศ. 2005 Susanto  et al. แนะนํา
แนวทางปsองกันกําจัดโรคลําตนเน�าของปาล�มน้ํามัน 2 ทางคือ หาพันธุ�ตานทานโรคและการใช
เชื้อจุลินทรีย�ปฏิป5กษ� จากนั้นไดคัดเลือกและทดสอบเชื้อรา T. harzianum  และ Gliocladium 
vriide ในแปลงปลูกพบว�าสามารถลดการเกิดโรคในแปลงปลูกได และใหคําแนะนําว�าควรขุดหลุมรอบ
ตนปาล�มและใส�ทะลายเปล�าปาล�มน้ํามันลงไปในหลุมเพ่ือเปkนการกระตุนและเปkนแหล�งอาศัยของเชื้อ
ราปฏิป5กษ�ในดิน   Sujinda et al. (2009) นําเชื้อราเอ็นโดไฟท�ท่ีแยกไดจากกะพอ (palm: Licuala 
spinosa) จาก อําเภอกันตรัง จังหวัดตรัง มาทําการทดสอบความเปkนปฏิป5กษ�ต�อเชื้อเห็ด G. 
boninense โดยวิธ ี dual culture จํานวน 300 ไอโซเลท พบว�าเชื้อราเอ็นโดไฟท� 86 ไอโซเลท มี
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ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อเห็ด G. boninense มากกว�า 60 เปอร�เซ็นต� และพบว�า
เชื้อราเอ็นโดไฟท� 17 ไอโซเลท มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อเห็ด G. boninense สูง
มากกว�า 80 เปอร�เซ็นต� นอกจากเชื้อราเอ็นโดไฟท�แลวยังมีราวี-เอ ไมคอร�ไรซาซ่ึงเปkนราท่ีเจริญเขาไป
อยู�ระหว�างเซลล�ของรากพืชชั้นคอร�เท็กซ� ซ่ึงเปkนการอยู�ร�วมกันแบบพ่ึงพาอาศัยหรือเอ้ืออํานวย
ประโยชน�ซ่ึงกันและกัน  
 ดังนั้นในการวิจัยครั้งนี้ จึงทําการศึกษาเพ่ือคัดเลือกและทดสอบเชื้อราเอ็นโดไฟท� และเชื้อรา 
Trichoderma spp. ท่ีมีศักยภาพในการควบคุม เชื้อรา Ganoderma boninense สาเหตุโรคลําตน
เน�าของปาล�มน้ํามัน และรวบรวมและจําแนกชนิดของรา วี-เอ ไมคอร�ไรซา ในดินบริเวณรากปาล�ม 
เพ่ือประโยชน�ในการนําไปคัดเลือกชนิดท่ีสามารถอยู�ร�วมกับรากพืชและยังประโยชน�สูงสุดใหรากปาล�ม
น้ํามันใหความแข็งแรงและทนทานต�อการเขาทําลายของเชื้อสาเหตุโรครากเน�าไดแก�เชื้อ Ganoderma 
spp. ได 

 

วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการทดลองทดลองทดลองทดลอง    
อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�    

1. อุปกรณ�เก็บตัวอย�างไดแก� ถุงพลาสติก กรรไกร กรรไกรตัดแต�งก่ิง กระดาษฟาง ไมอัดทับ
ตัวอย�าง 

2. วัสดุอุปกรณ�ในหองปฏิบัติการ ไดแก� ตูเข่ียเชื้อ หมอนึ่งความดัน ตูอบฆ�าเชื้อ 
3. อุปกรณ�เครื่องแกว ไดแก� จานอาหารเลี้ยงเชื้อ หลอดทดลอง ขวดดูแรน บิกเกอร� สไลด�และ

แผ�นแกวปyดสไลด� กระบอกตวง แท�งแกว ตะเกียงแอลกอฮอล� 
4. เข็มเข่ียปลายแหลม ห�วงถ�ายเชื้อ ปากคีบ ใบมีดผ�าตัด มีด 
5. กลองจุลทรรศน�แบบ compound และ sterio 
6. อาหารแยกและเลี้ยงเชื้อ ไดแก� water agar (WA) potato dextrose agar (PDA) Malt 

Extract Agar, Corn Meal Agar (CMA) 
7. สารเคมีท่ีใชในการฆ�าเชื้อ ไดแก� สารละลายโซเดียมไฮเปอร�คลอไรด� และ เอธิลแอลกอฮอล� 

75% 
 

วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร    
1111.... การคัดเลือกเชื้อราปฏปิ5กษ�ทีม่ีศักยภาพในการยบัยัง้เชื้การคัดเลือกเชื้อราปฏปิ5กษ�ทีม่ีศักยภาพในการยบัยัง้เชื้การคัดเลือกเชื้อราปฏปิ5กษ�ทีม่ีศักยภาพในการยบัยัง้เชื้การคัดเลือกเชื้อราปฏปิ5กษ�ทีม่ีศักยภาพในการยบัยัง้เชื้อเหด็อเหด็อเหด็อเหด็    Ganoderma boninenseGanoderma boninenseGanoderma boninenseGanoderma boninense    

สาเหตโุรคลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนัสาเหตโุรคลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนัสาเหตโุรคลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนัสาเหตโุรคลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนั    
    1.1 สืบคนเอกสารและเตรียมอุปกรณ�การทดลอง 
 1.2 การรวบรวมและจําแนกเชื้อราปฏิป5กษ� 
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1.2.1 การแยกและจําแนกกลุ�มเชื้อราเอ็นโดไฟท� 
  1.2.1.1  การเก็บตัวอย�าง (sample selection) 

     เก็บตัวอย�างใบ กานใบ และรากปาล�ม ท่ีไม�มีอาการของโรคจากจากแปลง
ปลูกปาล�มน้ํามัน และดินบริเวณรอบราก ห�อดวยกระดาษ ใส�ถุงพลาสติก  และบันทึกรายละเอียด 
แหล�งท่ีเก็บ วันท่ีเก็บ ผูเก็บ 

1.2.1.2 การทดสอบการฆ�าเชื้อท่ีผิว (surface sterilization) ก�อนนํามาแยกเชื้อ
ราเอ็นโดไฟท�  ทดสอบการฆ�าเชื้อท่ีผิวของชิ้นพืชส�วนต�างๆ ดวยโซเดียมไฮโปคลอไรท�  ก�อนนํามาแยก
เชื้อราเอ็นโดไฟท�ท่ีจะเจริญออกมาจากเนื้อเยื่อพืช เพ่ือหาระยะเวลาและความเขมขนท่ีเหมาะสมใน
การแช�ชิ้นพืชในโซเดียมไฮโปคลอไรท�ความเขมขนต�างๆกัน มีข้ันตอนดังนี้ 
 นําตัวอย�างใบ กานใบ และรากของตนปาล�มน้ํามันท่ีไม�เปkนโรคมาลางน้ําให
สะอาด 

1. ใชกรรไกรตัดส�วนเนื้อเยื่อลําตนและราก ใหไดความยาวประมาณ 1 ซม. 
2. นําผาขาวบางมาห�อชิ้นส�วนของพืชท่ีตัดได จากนั้นนํามาแช�ในแอลกอฮอล� 95% 

เปkนเวลา 15 วินาที 
3. นําผาขาวบางท่ีห�อชิ้นส�วนของพืชท้ังหมด แช�ในโซเดียมไฮโปคลอไรท�ความ

เขมขนต�างๆคือ 0, 1, 3 และ 5% ในเวลานานต�างๆกันคือ 1, 3 และ 5 นาที ซับใหแหงดวยกระดาษ
ซับท่ีฆ�าเชื้อแลว 

4. นําผาขาวบางท่ีห�อชิ้นส�วนของพืชท้ังหมดแช�ในแอลกอฮอล� 95% เปkนเวลา 15 
วินาที ซับใหแหงดวยกระดาษซับท่ีฆ�าเชื้อแลว 

5. นําชิ้นส�วนของพืชวางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ RBA (Rose Bengal Agar) โดย
แต�ละจานอาหารวาง 5 ตําแหน�ง บ�มไวท่ีอุณหภูมิหอง 

6. ตรวจดูเชื้อท่ีเจริญออกมาจากแต�ละชิ้นส�วนของพืช วิเคราะห�ผลของการเจริญ
ของเชื้อราท่ีเวลาและความเขมขนของโซเดียมไฮโปคลอไรท�ต�างๆกัน 

1.2.1.3 การแยกเชื้อราเอ็นโดไฟท� (isolation) 
    นําตัวอย�างพืชผ�านข้ันตอนการฆ�าเชื้อท่ีผิวตามขอ 1.2.1.2 ตามความเขมขน

ท่ีผ�านการทดสอบ ตรวจดูเชื้อราท่ีเจริญออกมาจากเนื้อเยื่อของแต�ละชิ้นพืช แยกเชื้อราท่ีไดไปทําเปkน
เชื้อบริสุทธิ์บนอาหาร PDA และเก็บใน PDA slant เพ่ือจําแนกชนิดของเชื้อราต�อไป นับจํานวนชิ้น
ตัวอย�างท่ีมีเชื้อราเจริญออกมาเพ่ือคํานวณหาค�า isolate prevalence หรือ colonization rate 
(Taylor et al.) ดังสูตร 
        Colonization rate = Total number of samples yielding ≥ 1 isolate    x 100 

     Total number of samples in that trial 
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1.2.1.4 การตรวจสอบและจําแนกกลุ�มของเชื้อราเอ็นโดไฟท� 
    ตรวจลักษณะทางสัณฐานวิทยา สังเกตลักษณะการเจริญของเชื้อราบน

อาหารท่ีเพาะเลี้ยง ตรวจลักษณะรูปร�าง ขนาดและโครงสรางท่ีเชื้อราสรางข้ึน ภายใตกลองจุลทรรศน� 
เปรียบเทียบลักษณะต�างๆของเชื้อราเอ็นโดไฟท� เพ่ือจําแนกชนิดของเชื้อรา บันทึกจํานวนและกลุ�ม
ของเชื้อราเอ็นโดไฟท�  

1.2.2   การแยกและจําแนกเชื้อรา Trichoderma spp.  
1.2.2.1 การเก็บตัวอย�าง (sample selection) 

     เก็บตัวอย�างรากปาล�มปกติ และดินบริเวณรอบรากจากแปลงปลูกปาล�ม
น้ํามัน ห�อรากดวยกระดาษ เก็บตัวอย�างดินใส�ถุงพลาสติก  และบันทึกรายละเอียด แหล�งท่ีเก็บ  วันท่ี
เก็บ    ผูเก็บ 

1.2.2.2 การแยกเชื้อรา Trichoderma spp. จากดินและราก 
     แยกเชื้อโดยวิธี soil dilution plate ในอาหาร Rose Bengal  บ�มเชื้อไว

เปkนเวลา 3-5 วัน แยกเชื้อท่ีเจริญบนอาหาร เพ่ือจําแนกชนิดและทําการทดสอบประสิทธิภาพ 
1.2.2.3 การตรวจสอบและจําแนกชนิดของเชื้อรา Trichoderma spp. 
     ตรวจลักษณะทางสัณฐานวิทยา สังเกตลักษณะการเจริญของเชื้อราบน

อาหารท่ีเพาะเลี้ยง ตรวจลักษณะรูปร�าง ขนาดและโครงสรางท่ีเชื้อราสรางข้ึน ภายใตกลองจุลทรรศน� 
เปรียบเทียบลักษณะต�างๆของเชื้อรา Trichoderma spp. บันทึกจํานวนและชนิดของเชื้อรา 
Trichoderma  spp. 

2222.... การเกบ็ตวัอย�างเชือ้เหด็ การเกบ็ตวัอย�างเชือ้เหด็ การเกบ็ตวัอย�างเชือ้เหด็ การเกบ็ตวัอย�างเชือ้เหด็ G. boninenseG. boninenseG. boninenseG. boninense    สาเหตโุรคลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนัสาเหตโุรคลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนัสาเหตโุรคลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนัสาเหตโุรคลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนั    
เก็บตัวอย�างดอกเห็ดของ G. boninense และรากของตนปาล�มน้ํามันท่ีเปkนโรค

ลําตนเน�าจากแปลงปลูก แยกเชื้อโดยใชอาหารพิเศษ  Ganoderma Selective Media, GSM แยก
เชื้อท่ีไดเลี้ยงบนอาหาร PDA  

3333. . . .         สรปุผลการทดลองสรปุผลการทดลองสรปุผลการทดลองสรปุผลการทดลอง    
รวบรวมขอมูลและสรุปผลการทดลอง 

การควบคมุโรคลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนัโดยใช  วีการควบคมุโรคลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนัโดยใช  วีการควบคมุโรคลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนัโดยใช  วีการควบคมุโรคลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนัโดยใช  วี----เอ ไมคอร�ไรซาเอ ไมคอร�ไรซาเอ ไมคอร�ไรซาเอ ไมคอร�ไรซา    
1 1 1 1 รวบรวม จาํแนกและคดัเลอืกราวีรวบรวม จาํแนกและคดัเลอืกราวีรวบรวม จาํแนกและคดัเลอืกราวีรวบรวม จาํแนกและคดัเลอืกราวี----เอ ไมคอร�ไรซา เอ ไมคอร�ไรซา เอ ไมคอร�ไรซา เอ ไมคอร�ไรซา     จากแหล�งพื้นทีป่ลูกปาล�มน้าํมนั ที่มีจากแหล�งพื้นทีป่ลูกปาล�มน้าํมนั ที่มีจากแหล�งพื้นทีป่ลูกปาล�มน้าํมนั ที่มีจากแหล�งพื้นทีป่ลูกปาล�มน้าํมนั ที่มี    
            ศักยภาพในการยบัยัง้รา ศักยภาพในการยบัยัง้รา ศักยภาพในการยบัยัง้รา ศักยภาพในการยบัยัง้รา Ganoderma   Ganoderma   Ganoderma   Ganoderma   สาเหตโุรคลาํตนเน�าของสาเหตโุรคลาํตนเน�าของสาเหตโุรคลาํตนเน�าของสาเหตโุรคลาํตนเน�าของปาล�มน้ํามนัปาล�มน้ํามนัปาล�มน้ํามนัปาล�มน้ํามนั    

การสาํรวจและเกบ็ตวัอย�างการสาํรวจและเกบ็ตวัอย�างการสาํรวจและเกบ็ตวัอย�างการสาํรวจและเกบ็ตวัอย�างราวีราวีราวีราวี----เอไมคอร�ไรซาเอไมคอร�ไรซาเอไมคอร�ไรซาเอไมคอร�ไรซา    
เก็บตัวอย�างดินและรากของตนพืชบริเวณรอบลําตนปาล�มน้ํามัน  บันทึกขอมูลสถานท่ี

เก็บ วันท่ีเก็บ ผูเก็บ และขอมูลภูมิศาสตร�  นําตัวอย�างมาแยกเชื้อในหองปฏิบัติการ  ท่ีกลุ�มวิจัย
โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิการ   กรมวิชาการเกษตร  กรุงเทพ ฯ 



 

 

รายงานผลงานวิจัยประจาํป� 2554 สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช                  กรมวิชาการเกษตร 

121 

การแยกราวีการแยกราวีการแยกราวีการแยกราวี----เอไมคอร�ไรซาจากดนิเอไมคอร�ไรซาจากดนิเอไมคอร�ไรซาจากดนิเอไมคอร�ไรซาจากดนิ  
นําตัวอย�างดินท่ีเก็บมาร�อนแยกสปอร� โดยวิธีการร�อนดินแบบเปrยก (wet seiving and 

decanting) ของ Gerdemann และ Nicolson (1963)  ร�วมกับวิธี sucrose centrifugation 
ของ Daniels และ Skipper (1982)  โดยนําตัวอย�างดิน 200-300 กรัม ใส�ลงในน้ํา 1 ลิตร ทําเม็ด
ดินใหแตกกระจายและกวนไปมาประมาณ 1 นาที  แลวต้ังท้ิงไว 2-3 นาที เพ่ือใหเศษดิน
ตกตะกอน เทลงบนตะแกรงขนาดต�างๆ เก็บตะกอนท่ีอยู�บนชั้นตะแกรงแต�ละขนาดใส�ลงในหลอด 
centrifuge ทําใหเปkน suspension แลวนําไปหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงแบบ horizontal 
rotor  ท่ีมีความเร็ว 4,000 รอบต�อนาที เปkนเวลา 5 นาที  เทของเหลวท่ีอยู�ส�วนบนท้ิง แลวเติม
สารละลายซูโครส ความเขมขน 50 เปอร�เซ็นต� ทําใหเปkน suspension แลวนําไปหมุนเหวี่ยงอีก
ครั้ง ท่ีความเร็ว 3,000 รอบต�อนาที เปkนเวลา 3 นาที  เทของเหลวส�วนบนท่ีมีสปอร�อยู�ลงบน
ตะแกรงขนาด 45 ไมครอน ลางสารละลายน้ําตาลออกดวยน้ํานึ่งฆ�าเชื้อหลาย ๆ ครั้ง รินลงบน
แผ�นกระจก เพ่ือตรวจหา  chlamydospore, azygospore และ sporocarp  

การยอมสีรากดวยสี trypan blue  โดยวิธีของ Phillips and Hayman (1970) 
การจาํแนกราวีการจาํแนกราวีการจาํแนกราวีการจาํแนกราวี----เอไมคอร�ไรซาเอไมคอร�ไรซาเอไมคอร�ไรซาเอไมคอร�ไรซา  

การจําแนกชนิดราวี-เอไมคอร�ไรซา  โดยแยกสปอร�ท่ีมีลักษณะหมือนกันไวดวยกันภายใต
กลองจุลทรรศน�แบบ stereo  microscope   แลวใช Pasteur pipette  ดูดสปอร�จากน้ําวางบน
สไลด� หยดดวย polyvinyl alcohol lacto glycerol (PVLG) และ Melzer’s reagent ปyดทับ
ดวย cover slip แลวนําตรวจดูลักษณะต�าง ๆ ภายใตกลองจุลทรรศน�แบบ compound 
microscope   เพ่ือศึกษารูปร�างลักษณะสปอร� โดยวิธีจาํแนกราวี-เอไมคอร�ไรซาของ Schenck 
and Perez (1988) 

เกบ็รักษาสายพัเกบ็รักษาสายพัเกบ็รักษาสายพัเกบ็รักษาสายพันธุ�นธุ�นธุ�นธุ�ราวีราวีราวีราวี----เอไมคอร�ไรซาเอไมคอร�ไรซาเอไมคอร�ไรซาเอไมคอร�ไรซา    
เก็บดินและรากพืชท่ีมีราวี-เอไม คอร�ไรซา โดยนําดินรากมาทําใหแหง และเก็บไวในถุง

พลาสติค ปyดผนึกใหสนิทและเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส 
เก็บสปอร�ไวในพืช (ขาวโพด และพืชวงศ�หญา เปkนตน) ท่ีปลูกไวในเรือนทดลอง 
เก็บสปอร�และ sporocarp ของราไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส        

 การทดสอบประสทิธภิาพราวีการทดสอบประสทิธภิาพราวีการทดสอบประสทิธภิาพราวีการทดสอบประสทิธภิาพราวี----เอ ไมคอร�ไรซาในการควบคมุรา เอ ไมคอร�ไรซาในการควบคมุรา เอ ไมคอร�ไรซาในการควบคมุรา เอ ไมคอร�ไรซาในการควบคมุรา Ganoderma Ganoderma Ganoderma Ganoderma สาเหตโุรคสาเหตโุรคสาเหตโุรคสาเหตโุรค    
ลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนัในระยะกลาลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนัในระยะกลาลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนัในระยะกลาลาํตนเน�าของปาล�มน้าํมนัในระยะกลา    

การเตรียมราวีการเตรียมราวีการเตรียมราวีการเตรียมราวี----เอ ไมคอร�ไรซา เอ ไมคอร�ไรซา เอ ไมคอร�ไรซา เอ ไมคอร�ไรซา     
การเพ่ิมปริมาณราวี-เอไมคอร�ไรซา  โดยทําการปลูกพืชใบเลี้ยงเด่ียว เช�น ขาวโพด 

พืชวงศ�หญาชนิด 
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ต�าง ๆ ท่ีมีระบบรากฝอย  และนําสปอร�ของราท่ีแยกจากขอ 13.1.4 มาปลูกเชื้อลงไปในดิน ประมาณ 
3-6 เดือน  เพ่ือขยายปริมาณของราไวสําหรับการทดสอบประสิทธิภาพราวี-เอ ไมคอร�ไรซาในการ
ควบคุมรา Ganoderma สาเหตุโรคลําตนเน�าของปาล�มน้ํามันในระยะกลา 

การเตรียม การเตรียม การเตรียม การเตรียม inoculuminoculuminoculuminoculums s s s ของราของราของราของรา    GanodermaGanodermaGanodermaGanoderma    
เตรียมรา Ganoderma โดยเลี้ยงรา Ganoderma  บนอาหาร PDA นาน 5-7 วัน 

เตรียม inoculum ของรา Ganoderma โดยนํารา Ganoderma  บนอาหาร PDA มาวางบนชิ้นไม
ยางพาราท่ีผ�านการฆ�าเชื้อและเคลือบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MEA (Malt Extract Agar) เปkนเวลา 
8-10 สัปดาห�   

การทดสอบราวีการทดสอบราวีการทดสอบราวีการทดสอบราวี----เอ ไมคอร�ไรซาในการควบคุมรา เอ ไมคอร�ไรซาในการควบคุมรา เอ ไมคอร�ไรซาในการควบคุมรา เอ ไมคอร�ไรซาในการควบคุมรา Ganoderma Ganoderma Ganoderma Ganoderma สาเหตโุรคลําตนเน�าของสาเหตโุรคลําตนเน�าของสาเหตโุรคลําตนเน�าของสาเหตโุรคลําตนเน�าของ
ปาล�มน้าํมนัในระยะกลาปาล�มน้าํมนัในระยะกลาปาล�มน้าํมนัในระยะกลาปาล�มน้าํมนัในระยะกลา    

เตรียมตนกลาปาล�มน้ํามันอายุ 5-6 เดือน โดยใส�วัสดุปลูกลงในกระถาง 1ใน 3 ของภาชนะ 
นําดินและรากท่ีมีราวี-เอไมคอร�ไรซามาวางบริเวณรอบตนกลาปาล�มน้ํามัน ท้ิงไวประมาณ 2 เดือน 
แลววางชิ้นไมยางพาราท่ีมีรา Ganoderma เจริญอยู�บนไม โดยใหรากของตนกลาปาล�มน้ํามันสัมผัส
กับชิ้นไมยางพารา จากนั้นเติมวัสดุปลูกใหเต็ม    

เตรียมตนกลาปาล�มน้ํามันอายุ 5-6 เดือน โดยใส�วัสดุปลกูลงในกระถาง 1ใน 3 ของภาชนะ 
นําดินและรากท่ีมีราวี-เอไมคอร�ไรซามาวางบริเวณรอบตนกลาปาล�มน้ํามัน และปลูกเชื้อรา 
Ganoderma  กับตนกลาปาล�มน้ํามัน โดยใส�วัสดุปลูกลงในกระถาง 1ใน 3 ของภาชนะ วางชิ้นไม
ยางพาราท่ีมีเชื้อเห็ดเจริญอยู�จากนั้น ยายตนกลาปาล�มน้ํามันลงปลูกในภาชนะท่ีมีเชื้อเห็ด ใหรากของ
ตนกลาปาล�มสัมผัสกับชิ้นไมยางพารา จากนั้นเติมวัสดุปลูกใหเต็ม  

เตรียมตนกลาปาล�มน้ํามันอายุ 5-6 เดือน โดยใส�วัสดุปลกูลงในกระถาง 1ใน 3 ของภาชนะ 
ยายตนกลาปาล�มน้ํามันลงปลูกในภาชนะ  

การดูแลและบนัทึกผล การดูแลและบนัทึกผล การดูแลและบนัทึกผล การดูแลและบนัทึกผล     
การยอมสีรากดวยสี trypan blue  โดยวิธีของ Phillips and Hayman (1970)  

ตรวจดูการเจริญของเสน 
ใยเขาไปในรากปาล�มน้ํามัน  

แยกราวี-เอ ไมคอร�ไรซา จากดินปลูกปาล�มน้ํามันทุกกรรมวิธี 
 บันทึกผลการเกิดโรคทุก 2 สัปดาห� ประมาณ 20 สัปดาห�และคํานวณตามสูตร ดังนี้ 

สูตรคํานวณดัชนีการเกิดโรค (Disease Severity Index:DSI)Z (Abdullah et al., 2003)  
Disease severity index (DSI)  =  ∑ (A x B ) x 100 
                    ∑B x 4 
A   คือ    ระดับการเกิดโรค ระดับ 1 2 3 และ 4 
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B   คือ    จํานวนพืชท่ีแสดงอาการ 
โดยระดับการเกิดโรค (Disease Class) มีดังนี้ 

ระดับ 0  พืชปกติ ไม�พบการแสดงอาการหรือเสนใยของเชื้อเห็ดบนส�วนใดๆของพืช 
ระดับ 1  พบเสนใยสีขาวของเชื้อเห็ดบนส�วนใดๆของพืช และใบเหลืองเล็กนอย 
ระดับ 2  พบ basidioma ของเชื้อเห็ดบนส�วนใดๆของพืช และใบเหลือง 1-3 ใบ 
ระดับ 3  พบ basidioma ของเชื้อเห็ดบนส�วนใดๆของพืชและใบเหลืองมากกว�า3 ใบ 
ระดับ 4  พบ basidioma ของเชื้อเห็ดบนส�วนใดๆของพืช และตนปาล�มแหง 
บันทึกลักษณะอาการของตนกลาปาล�มน้ํามันของทุกกรรมวิธี เม่ือครบระยะเวลาการทดลอง 

นํารากของตนกลาปาล�มน้ํามันท่ีแสดงอาการและไม�แสดงอาการทุกกรรมวิธีมาแยกเชื้อ 
ดําเนินการทดลอง 2 ฤดู  
บันทึกขอมูลสภาพอากาศและสภาพแวดลอมระหว�างดําเนินการทดลอง 

เวลาเวลาเวลาเวลาและสถานที่และสถานที่และสถานที่และสถานที่    
    เวลาเวลาเวลาเวลา                เริ่มตน – สิ้นสุด  
     เดือนตุลาคม 2553 - เดือนกันยายน 2558 
    สถานที่สถานที่สถานที่สถานที่        ----    หองปฏิบัติการกลุ�มวิจัยโรคพืช    
     - โรงเรือนทดลองกลุ�มวิจัยโรคพืช   สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

   - ศูนย�วิจัยปาล�มน้ํามันสุราษฎร�ธานี 
   - แปลงปาล�มน้ํามันของเกษตรกรในแหล�งปลูกภาคใต 

 
ผลผลผลผลและวจิารณ�และวจิารณ�และวจิารณ�และวจิารณ�ผลผลผลผลการทดลองการทดลองการทดลองการทดลอง 

  แยกเชื้อราเอ็นโดไฟท�จากตนปาล�มน้ํามันท่ีไม�มีการเขาทําลายของโรคและแมลง จากพ้ืนท่ี
ปลูกปาล�มน้ํามันจังหวัด กระบ่ี สุราษฎร�ธานี และชุมพร โดยนําส�วนของใบ กานใบ และรากมาฆ�าเชื้อ
ท่ีผิวดวยวิธ ี triple surface sterilization รวมถึงดินบริเวณรอบราก ไดเชื้อราจํานวน 650 ไอโซเลท 
และสามารถจัดกลุ�มเบ้ืองตนไดอย�างนอย 7 taxa คือ Alternaria spp., Nigrospora sp., 
Pestalotiopsis sp., Fusarium spp., Neosartorya spp., Xylaria spp., Trichoderma spp. และ 
Mycelia Sterilia โดยยังมีเชื้อราเอ็นโดไฟท�บางส�วนท่ียังอยู�ในระหว�างการจัดและจําแนกกลุ�มและได
ทําการวัดอัตราการเจริญของเชื้อราเอ็นโดไฟท�และเชื้อรา Trichoderma spp. ท่ีแยกได และเก็บ
รักษาเชื้อราดังกล�าว และไดทําการเก็บตัวอย�างชื้นส�วนของตนปาล�มน้ํามันท่ีแสดงอาการของโรคลําตน
เน�า โดยแยกเชื้อรา Ganoderma boninense สาเหตุโรคลําตนเน�าของปาล�มน้ํามัน และเก็บรักษา
เพ่ือทําการทดสอบและคัดเลือกเชื้อราปฏิป5กษ�ในข้ันตอนต�อไป 
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 แยกราสาเหตุโรคลําตนเน�าของปาล�มน้ํามัน จังหวัดกระบ่ี สรุาษฎร�ธานี   จํานวน 7 ตัวอย�าง  
และจําแนกชนิดไดรา Ganoderma  boninense  จํานวน 5 isolates พบว�า รา G. boninense ท่ี
แยกจากโรคลําตนเน�าจังหวัดสุราษฎร�ธานี ไม�สามารถนํามาแยกเชื้อสาเหตุไดเนื่องจากดอกเห็ดท่ีเจริญ
บนลําตนนั้นมีอายุมากแลว เม่ือทําการแยกเชื้อสาเหตุทําใหเกิดการปนเปpqอนของแบคทีเรียและราชนิด
อ่ืน  แต�รา G. boninense  ท่ีจังหวัดกระบ่ีนั้นยังมีอายุอ�อน แยกใหไดเชื้อบริสุทธิ์และเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 
15 องศาเซลเซียส  

สรปุผลการทดลองสรปุผลการทดลองสรปุผลการทดลองสรปุผลการทดลองและและและและคําคําคําคําแแแแนนนนะะะะนาํนาํนาํนาํ    
ไดแยกเชื้อราเอ็นโดไฟท�จากตนปาล�มน้ํามันท่ีไม�มีการเขาทําลายของโรคและแมลง จากพ้ืนท่ี

ปลูกปาล�มน้ํามันจังหวัด กระบ่ี สุราษฎร�ธานี และชุมพร ไดเชื้อราเอ็นโดไฟท�จํานวน 650 ไอโซเลท และ
สามารถจัดกลุ�มเบ้ืองตนไดอย�างนอย 7 taxa คือ Alternaria spp., Nigrospora sp., Pestalotiopsis 
sp., Fusarium spp., Neosartorya spp., Xylaria spp., Trichoderma spp. และ Mycelia Sterilia 
โดยยังมีเชื้อราเอ็นโดไฟท�บางส�วนท่ียังอยู�ในระหว�างการจัดและจําแนกกลุ�มและไดทําการวัดอัตราการ
เจริญของเชื้อราเอ็นโดไฟท�และเชื้อรา Trichoderma spp. ท่ีแยกได และเก็บรักษาเชื้อราดังกล�าว และ
ไดทําการเก็บตัวอย�างชื้นส�วนของตนปาล�มน้ํามันท่ีแสดงอาการของโรคลําตนเน�า โดยแยกเชื้อรา 
Ganoderma boninense สาเหตุโรคลําตนเน�าของปาล�มน้ํามัน และเก็บรักษาเพ่ือทําการทดสอบและ
คัดเลือกเชื้อราปฏิป5กษ�ในข้ันตอนต�อไป โดยเชื้อราเอ็นโดไฟท�ท่ีจะนํามาทดสอบควนมีคุณสมบัติเช�น มี
อัตราการเจริญเติบโตท่ีเร็ว หรือสามารถสรางสารทุติยภูมิ ซ่ึงอาจมีฤทธิ์ในการระงับหรือยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได 
 แยกราสาเหตุโรคลําตนเน�าของปาล�มน้ํามัน จังหวัดกระบ่ี สรุาษฎร�ธานี   จํานวน 7 ตัวอย�าง  
และจําแนกชนิดไดรา G. boninense จํานวน 5 isolates แยกใหไดเชื้อบริสุทธิ์และเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 
15 องศาเซลเซียส  

 
 

การนาํผลงานวจิยัไปใชประโยชน�การนาํผลงานวจิยัไปใชประโยชน�การนาํผลงานวจิยัไปใชประโยชน�การนาํผลงานวจิยัไปใชประโยชน�    
  เพ่ือนําเชื้อราเอ็นโดไฟท� เชื้อรา Trichoderma spp. และ วี-เอ ไมคอร�ไรซา  ท่ีแยกได มาทํา

การทดสอบและคัดเลือกเชื้อราปฏิป5กษ�ต�อเชื้อรา Ganoderma boninense สาเหตุโรคลําตนเน�าของ
ปาล�มน้ํามันต�อไป 
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