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การศกึษาชนดิราไมโคไรซ�ากล�วยไม�ใกล�สญูพนัธุ�และการใช�ประโยชน�ราการศกึษาชนดิราไมโคไรซ�ากล�วยไม�ใกล�สญูพนัธุ�และการใช�ประโยชน�ราการศกึษาชนดิราไมโคไรซ�ากล�วยไม�ใกล�สญูพนัธุ�และการใช�ประโยชน�ราการศกึษาชนดิราไมโคไรซ�ากล�วยไม�ใกล�สญูพนัธุ�และการใช�ประโยชน�รา    
ในการเพาะเมลด็กล�วยไม�ในการเพาะเมลด็กล�วยไม�ในการเพาะเมลด็กล�วยไม�ในการเพาะเมลด็กล�วยไม�    

Study on IStudy on IStudy on IStudy on Identification ofdentification ofdentification ofdentification of    Endangered Orchid Species and UEndangered Orchid Species and UEndangered Orchid Species and UEndangered Orchid Species and Using sing sing sing     
Symbiotic Germination Symbiotic Germination Symbiotic Germination Symbiotic Germination     
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บทคดัย�อบทคดัย�อบทคดัย�อบทคดัย�อ    
ผลจากการแยกราจากรากกล�วยไม� 5 ชนิด โดยแยกราจากเส�นใยท่ีเจริญอยู�ในชั้นคอร�เท็กซ�

ของรากกล�วยไม�  ได�ราท้ังหมด 13 สายพันธุ�  ดังนี้  กล�วยไม�รองเท�านารีฝาหอย จากจังหวัดกระบ่ี  
แยกได�รา 4 ไอโซเลท   โคโลนีบนอาหาร PDA สีขาว เจริญใต�อาหาร มีบางส�วนเจริญเหนือวุ�นอาหาร   
เกิดเปYนวงเรียงซ�อนกัน (concentric zonation)  กล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี จากจังหวัดกระบ่ี  
แยกได�รา 4 ไอโซเลท  โคโลนีบนอาหาร PDA สีขาว  ใต�อาหาร มีบางส�วนเจริญเหนือวุ�นอาหาร เกิด
เปYนวงเรียงซ�อนกัน  กล�วยไม� cymbidium จาก จังหวัดศรีสะเกษ จํานวน 3 ชนิด  ได�ราไมคอร�ไรซา
ได� 5 ไอโซเลท   ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ และเลี้ยงราไมคอร�ไรซาให�บริสุทธิ์ เก็บรักษา
ราไมคอร�ไรซา  บน slant PDA เก็บไว�ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส และเก็บไว�ในใน glycerol ท่ี
อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส 
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    
    ราไมคอร�ไรซาเปYนราชนิดหนึ่งท่ีเจริญอยู�ร�วมกับรากกล�วยไม�  โดยท่ีราสร�างเส�นใยเข�าไปใน
รากกล�วยไม� เจริญอยู�ในเซลล�ชั้นคอร�เท็กซ� สร�างโครงสร�างภายในเซลล�เรียกว�า peloton   ราชนิดนี้
ไม�ได�เข�าทําลายรากพืช แต�จะให�ธาตุอาหารแก�พืช เช�นธาตุคาร�บอน ซ่ึงเปYนแหล�งให�พลังงานท่ีสําคัญ
กับพืช  เปYนความสัมพันธ�แบบเก้ือกูลเอ้ือประโยชน�ซ่ึงกันและกันระหว�างกล�วยไม�กับราไมคอร�ไรซา 
เนื่องจากเมล็ดกล�วยไม�มีขนาดเล็กมาก มีอาหารสะสมในเมล็ดน�อยมาก  ทําให�เมล็ดกล�วยไม�งอกยาก 
แต�ในสภาพธรรมชาติพบว�ามีราไมคอร�ไรซาเจริญอยู�ในรากกล�วยไม� ซ่ึงเปYนจุลินทรีย�ท่ีมีความสัมพันธ�
กับการงอกของเมล็ดกล�วยไม�  ช�วยให�เมล็ดกล�วยไม�สามารถงอกได� โดยให�ธาตุอาหาร และกระตุ�นการ
เจริญเติบโตของต�นกล�า ดังนั้นการศึกษาความหลากหลายของสายพันธุ�ราไมคอร�ไรซาของกล�วยไม� 
โดยการจําแนกชนิดของราไมคอร�ไรซาจากรากกล�วยไม�ดินและรากกล�วยไม�เกาะอาศัยท่ีเพาะเมล็ดยาก
และนํามาใช�ประโยชน�ในการเพาะเมล็ดกล�วยไม�แบบเก้ือกูลซ่ึงกันและกัน (symbiotic germination)  
ซ่ึงจะเปYนประโยชน�อย�างยิ่งต�อกลุ�มผู�เลี้ยงกล�วยไม�เพ่ือการค�าโดยเพาะเลี้ยงในสภาพธรรมชาติ หรือ
การผลิตโดยใช�เนื้อเยื่อ 
 ในต�างประเทศมีงานวิจัยเรื่องความสัมพันธ�ของราไมคอร�ไรซากับกล�วยไม�เปYนจํานวนมาก 
Bernard (1909) เปYนบุคคลแรกท่ีศึกษาไมคอร�ไรซากล�วยไม�และพบความสัมพันธ�ท่ี specific ของรา
และกล�วยไม� โดยราช�วยกระตุ�นการเจริญของต�นกล�า Bernard แยกราจากกล�วยไม�อากาศ Cattleya 
พบว�ารานี้ช�วยกระตุ�นการเจริญของกล�า Cattleya แต�เม่ือนําราชนิดนั้นมาเลี้ยงร�วมกับกล�วยไม� 
Phalenopsis และ Odontoglossum  ปรากฏว�าราไม�ได�ช�วยกระตุ�นการเจริญของต�นกล�า  แต�ทําให�
กล�าของกล�วยไม�ดังกล�าวตาย   
 Hadley (1970) ศึกษา symbiosis ระหว�างรา Rhizoctonia ท่ีแยกได�จากท่ีต�าง ๆ รวม 32 
isolate   พบว�ารานั้นไม�มีความสัมพันธ� specific กับกล�วยไม�  Warcup (1971, 1973) แยกราจาก
กล�วยไม� Caladenia ในประเทศออสเตรเลีย และพบว�ากล�วยไม�มีความสัมพันธ�ท่ี specific กับรา 
Sebecinia vermifera  และพบว�ารา Tulasnella calospora  ช�วยกระตุ�นการงอกของต�นกล�า 
Diuris และ Thelymitra ในวุ�นอาหารท่ีมี cellulose เปYนแหล�งคาร�บอน  อย�างไรก็ตามความ 
specific ของกล�วยไม�และราก็ยังไม�มีความชัดเจนเพราะรา Rhizoctonia ท่ีอยู�ร�วมกับกล�วยไม�บาง
ชนิดก�อให�เกิดโรคกับพืช ได�แก� Thanatephorus cucumeris  Ceratobasidium cornigerum แต�
พบว�าราท้ัง 2 ชนิดนี้เปYนราไมคอร�ไรซาให�ประโยชน�ต�อกล�วยไม�  
   Currrah et al. (1990) ศึกษาแยกราไมคอร�ไรซาจากกล�วยไม� Platanthera และ 

Coeloglossum 
สําหรับในประเทศไทย งานวิจัยทางด�านราไมคอร�ไรซากล�วยไม�เริ่มมีการศึกษาโดย Manoch และคณะ 
(2000) ศึกษารา Rhizoctonia ท่ีแยกได�จากกล�วยไม�ดิน 5 ชนิด Goodyera procera , 
Paphiopedilum concolor. P. concolor var. striatum, Paphiopedilum sp. และ 
Spathoglottis plicata โดยมีวิธีการแยกรา 3 วิธี (1) โดยแยกจาก  peloton  (2) วิธ ีdirect 
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inoculation โดยวางดินรอบรากกล�วยไม�บนอาหาร corn meal agar (3) Rice baiting technique 
จากการแยกราพบรา Rhizoctonia 75 isolates  และ 70 isolates แยกได�จาก peloton  
Athipunyakom และคณะ (2001) ศึกษาแยกราไมคอร�ไรซาจากกล�วยไม� Goodyera procera , 
Spathoglottis plicata, Calanthe rubens และ Ludisia discolor ในจังหวัดเชียงใหม�  
แม�ฮ�องสอน  จันทบุรี และลพบุรี ใช�วิธี modofiication of Masuhara & Katsuya แยกโดยใช� 
peloton ซ่ึงอยู�ในส�วนของเซลล�คอร�เท็กซ�ของราก พบราไมคอร�ไรซา 40 isolates 2 genera 4 
species ได�แก� Rhizoctonia cerealis, R. ramicola, Ceratorhiza goodyerae-repentis 
Ceratorhiza goodyerae-repentis และ unidentified Rhizoctonia sp. 1 ซ่ึงมีลักษณะรูปร�างและ
ขนาดของ monilioid cell คล�ายกับ รา Rhizoctonia strain D145-4 ของ Andersen (1990) รา
ส�วนใหญ�มี colony ขาว และเปYน binucleate (2 nuclei / 1 cell) นอกจากนั้นยังพบรา 
unidentified sp.1  สร�างสปอร�และ hypha coil แยกได�จาก Spathoglottis plicata      ประเทศ
ไทยนั้นยังไม�แพร�หลายเม่ือเทียบกับประเทศอ่ืน ๆ ในประเทศออสเตรเลีย มีการผลิตไมคอร�ไรซา
กล�วยไม�เปYนชุด Kit เพ่ือการค�าสําหรับนําไปปลูกเองได� และงานทางด�านการศึกษาการเพาะเมล็ดแบบ 
symbiosis ยังไม�ค�อยมีงานวิจัยแพร�หลายออกมา    เพราะฉะนั้นการศึกษาราไมคอร�ซากล�วยไม�จึงมี
ความสําคัญไม�ว�าจะเปYนทางด�านความหลากหลายของเชื้อในสภาพกล�วยไม�ธรรมชาติ  การจัดจําแนก
ชนิดของรา  และการเก็บรักษาสายพันธุ�ราเพ่ือนําไปใช�ประโยชน�ต�อไป  ตลอดจนการศึกษาการเพาะ
เมล็ดแบบ symbiosis เพ่ือนําไปใช�ประโยชน�ในด�านการผลิตในอนาคต    
    

วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    
วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร    

1111.  .  .  .  การศึกษาราไมคอร�ไรซากล�วยไม�การศึกษาราไมคอร�ไรซากล�วยไม�การศึกษาราไมคอร�ไรซากล�วยไม�การศึกษาราไมคอร�ไรซากล�วยไม�    
        ขั้นตอนการดาํเนนิงาน ขั้นตอนการดาํเนนิงาน ขั้นตอนการดาํเนนิงาน ขั้นตอนการดาํเนนิงาน  
1.1 เก็บรากกล�วยไม�ดิน และกล�วยไม�อิงอาศัย จากแหล�งปลูกกล�วยไม� และในสภาพธรรมชาติ  

โดยตัดรากห�อกระดาษ ใส�ถุงพลาสติคและบันทึกรายละเอียด ชนิดกล�วยไม� แหล�งท่ีเก็บ  วันท่ีเก็บ   
1.2 แยกราไมคอร�ไรซาจากรากกล�วยไม� โดยวิธีดัดแปลงของ Athipunyakom et al. (2004) 
1.3  การจําแนกราไมคอร�ไรซา  โดยบันทึกลักษณะการเจริญของโคโลนี  ขนาด  สี  บนจาน

อาหารเลี้ยงเชื้อ  ลักษณะเส�นใย  ขนาดของเส�นใย ทําสไลด�เพ่ือศึกษาการสร�าง monilioid และ 
sclerotium ทําการย�อมสีด�วย safranin-o เพ่ือศึกษาจํานวนนิวเคลียสต�อเซลล�  ถ�ายภาพเชื้อราจาก
กล�องจุลทรรศน�แบบ compound และ stereo 4  การชักนําให�ราสร�างระยะ teleomorph เพ่ือช�วย
ในการจัดจําแนกชนิดของรา  

1.4 เก็บรักษาสายพันธุ�ราไมคอร�ไรซาไว�ในอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส และเก็บรักษา 
culture (culture preservation) 
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2.2.2.2.        การนาํราไมคอร�ไรซามาใช�การนาํราไมคอร�ไรซามาใช�การนาํราไมคอร�ไรซามาใช�การนาํราไมคอร�ไรซามาใช�ประโยชน�ในการเพาะเมลด็กล�วยไม�ประโยชน�ในการเพาะเมลด็กล�วยไม�ประโยชน�ในการเพาะเมลด็กล�วยไม�ประโยชน�ในการเพาะเมลด็กล�วยไม�    
                    ขัน้ตอนการดาํเนนิงานขัน้ตอนการดาํเนนิงานขัน้ตอนการดาํเนนิงานขัน้ตอนการดาํเนนิงาน         

2.1  นําฝ=กเมล็ดกล�วยไม�ดิน (รองเท�านารี และกล�วยไม�เกาะอาศัยท่ีโตเต็มท่ีแล�วมาใน
ห�องปฏิบัติการ ฆ�าเชื้อท่ีผิวภายนอก โดยล�างผ�านน้ําท่ีสะอาด แช�ในแอลกอฮอล� 70% ผ�านเปลวไฟ 
และผ�าครึ่งฝ=กกล�วยไม�ด�วยมีดผ�าตัดท่ีนึ่งฆ�าเชื้อแล�ว ใส�เมล็ดกล�วยไม�ลงไปในน้ํานึ่งฆ�าเชื้อแล�ว จากนั้น
นําเมล็ดกล�วยไม�วางบนกระดาษกรองท่ีนึ่งฆ�าเชื้อแล�วขนาด 1 ซม. X 4 ซม. แล�ววางกระดาษกรองลง
บนอาหาร oat meal agar pH 5.0 ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

2.2  เลี้ยงราไมคอร�ไรซา ท่ีได�จากการทดลองท่ี 1 บนอาหาร PDA นาน 7 วัน ใช� corck 
borer ขนาดเส�นผ�าศูนย�กลาง 0.5 ซม. เจาะเส�นใยเชื้อราวางลงบนอาหาร oat meal agar ด�านนอก
กระดาษกรอง  และวางไว�ในท่ีมืดจนกระท่ังเมล็ดกล�วยไม�งอก บันทึกเปอร�เซนต�ความงอกของเมล็ด
กล�วยไม� 

2.3  สําหรับ control ให�เพาะเมล็ดกล�วยไม�วางบนกระดาษกรองเช�นเดียวกัน แต�ไม�ต�องใส�
ราไมคอร�ไรซา 
 ศึกษาการพัฒนาการเจริญเติบโตของเมล็ดกล�วยไม�ในระยะต�างท่ีพัฒนาการจากการเพาะเมล็ด
กล�วยไม�แบบ symbiosis 

    2.4  ย�ายต�นกล�าท่ีมีรากและใบจริง ออกปลูกในสภาพภายนอก ในเรือนทดลอง และ
ตรวจสอบ    เปอร�เซ็นต�การอยู�รอด 
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่    
    เวลาเวลาเวลาเวลา            เริ่มต�น – สิ้นสุด         

 ตุลาคม 2552 – กันยายน 2555 
    สถานที่สถานที่สถานที่สถานที ่    
 แปลงปลูกกล�วยไม�และแหล�งธรรมชาติ 
 ห�องปฏิบัติการกลุ�มวิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 

ผลและวจิารณ�ผลการทดลองผลและวจิารณ�ผลการทดลองผลและวจิารณ�ผลการทดลองผลและวจิารณ�ผลการทดลอง    
ผลจากการแยกราจากรากกล�วยไม� 5 ชนิด โดยแยกราจากเส�นใยท่ีเจริญอยู�ในชั้นคอร�เท็กซ�

ของรากกล�วยไม�  ได�ราท้ังหมด 13 สายพันธุ�  ดังนี้ 
รองเท�านารีฝาหอย จากจังหวัดกระบ่ี  แยกได�รา 4 ไอโซเลท   โคโลนีบนอาหาร PDA สขีาว 

เจริญใต�อาหาร มีบางส�วนเจริญเหนือวุ�นอาหาร   เกิดเปYนวงเรียงซ�อนกัน (concentric zonation) 
รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี จากจังหวัดกระบ่ี  แยกได�รา 4 ไอโซเลท  โคโลนีบนอาหาร PDA สี

ขาว  ใต�อาหาร มีบางส�วนเจริญเหนือวุ�นอาหาร เกิดเปYนวงเรียงซ�อนกัน  
    cymbidium จาก จังหวัดศรีสะเกษ จํานวน 3 ชนิด  ได�ราไมคอร�ไรซาได� 5 ไอโซเลท   
 เลี้ยงราบนอาหาร V8-juice, PDA และ CMA เพ่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ 
และเลี้ยงราไมคอร�ไรซาให�บริสุทธิ์ เก็บรักษาราไมคอร�ไรซา จํานวน 13 isolates 2 วิธี  
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 - บน slant PDA เก็บไว�ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 
 -  เก็บไว�ในใน glycerol ท่ีอุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส 
 

สรปุผสรปุผสรปุผสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํลการทดลองและคําแนะนาํลการทดลองและคําแนะนาํลการทดลองและคําแนะนาํ    
 ผลจากการแยกราจากรากกล�วยไม� 5 ชนิด โดยแยกราจากเส�นใยท่ีเจริญอยู�ในชั้น

คอร�เท็กซ�ของรากกล�วยไม�  ได�ราท้ังหมด 13 สายพันธุ�  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ และ 
เก็บรักษาราไมคอร�ไรซา บน slant PDA เก็บไว�ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส และเก็บไว�ในใน 
glycerol ท่ีอุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส 
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