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การศึกษาชนิดราไมโคไรซ�ากล�วยไม�ใกล�สูญพันธุ�และการใช�ประโยชน�รา 
ในการเพาะเมล็ดกล�วยไม� 

Study on identification of Endangered Orchid Species and Using  
Symbiotic Germination  

 
พรพิมล  อธิป<ญญาคม1/  ชนินทร  ดวงสอาด1/  สุภาภรณ� สาชาติ2/  จงวัฒนา พุ�มหิรัญ2/ 

1/กลุ�มวิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
2/สถาบันวิจัยพืชสวน 

      
 

บทคัดย�อ 
รวบรวมและจําแนกชนิดของราไมคอร�ไรซากล�วยไม�ใกล�สูญพันธุ� โดยเก็บตัวอย)างรากกล�วยไม�

จํานวน 9 ชนิด ได�แก) กะเรกะร)อนอินทนนท� รองเท�านารีขาวสตูล รองเท�านารีฝาหอย รองเท�านารี
สุขะกุล รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี  รองเท�านารีเหลืองปราจีน  รองเท�านารีอินทนนท� สิงโตกลอกตา 
และ เอ้ืองปากนกแก�ว ท่ีจังหวัดกระบ่ี กาญจนบุรี เชียงราย เชียงใหม) และอุบลราชธานี จํานวน 25 
ตัวอย)าง  แยกได�ราท้ังหมด 22 isolates โดยทําการแยกราจากเส�นใยท่ีเจริญอยู)ในเซลล�ชั้นคอร�เท็กซ�
ของรากกล�วยไม�  ซ่ึงสามารถจําแนกชนิดราไมคอร�ไรซาเป=นรา Rhizoctonia – like fungi  4 ชนิด  
ได�แก) Ceratorhiza goodyerae-repentis,  Epulorhiza calendulina, Epulorhiza repens, 

Tulasnella sp.  ราไมคอร�ไรซากล�วยไม�ท่ีแยกได�ทุกชนิดมีนิวเคลียส 2 อัน  และเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์
ท่ีแยกได�ใน liquid paraffin และบน slant PDA ในตู�ควบคุมอุณหภูมิท่ี 15 องศาเซลเซียส  เพ่ือ
นํามาใช�ประโยชน�ในการศึกษาการเพาะเมล็ดกล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ีร)วมกับราไมคอร�ไรซา 

เม่ือนําราไมคอร�ไรซาท้ังหมดมาทําการคัดเลือกการเจริญเติบโตบนอาหาร oat meal agar 
(OMA) พบเจริญได�ดีบน OMA  4 isolates คือ C. goodyerae-repentis (RZ 0067),   E. 

calendulina  (RZ 0050),  E. repens (RZ 0066)  และ Tulasnella sp. (RZ 0059)  เม่ือนําท้ัง 4 
isolates  มาทดสอบการมีประโยชน�ต)อการเพาะเมล็ดกล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ีแบบเก้ือกูล
เอ้ือประโยชน�ซ่ึงกันและกัน พบว)า รา E. calendulina  มีศักยภาพในการกระตุ�นให�เมล็ดกล�วยไม�
รองเท�านารีเหลืองกระบ่ีงอกได� 100 เปอร�เซ็นต� ในระยะเวลา 21 วัน และส)งเสริมให�เมล็ดพัฒนาเจริญ
เป=นต�นอ)อนได� 58 เปอร�เซ็นต� ในระยะเวลา 120 วัน ซ่ึงแตกต)างกับ E. repens และ Tulasnella sp.  
ซ่ึงสามารถกระตุ�นให�เมล็ดกล�วยไม�งอกได�  85.3 และ 75.8 เปอร�เซ็นต� ในระยะเวลา  21  วัน และ 
สามารถเจริญเป=นต�นอ)อนในเวลา 120 วัน ได�เพียง 18.5 และ  17.0 เปอร�เซ็นต�  ในขณะท่ีรา   
 
รหัสการทดลอง 01-29-54-03-02-00-03-54 
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C. goodyerae-repentis  และกรรมวิธีเพาะเมล็ดท่ีไม)ได�ใส)ราไมคอร�ไรซา สามารถกระตุ�นให�เมล็ด
งอกได�เพียง 9.5 และ 17 เปอร�เซ็นต� ตามลําดับเท)านั้น ไม)สามารถพัฒนาเป=นต�นอ)อนได�และตายใน
ท่ีสุด  จากการทดลองนี้รา E. calendulina  (RZ  0050)  มีศักยภาพสูงท่ีสุดในการส)งเสริมการงอก
และการพัฒนาเป=นต�นอ)อนของกล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ีและได�ต�นอ)อนท่ีแข็งแรงในการนําไป
เพาะเลี้ยงในเรือนทดลอง  ราไมคอร�ซาท้ังหมดได�เก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ท่ีแยกได�ใน liquid paraffin 
และบน slant PDA ภายใต�อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  ท่ีกลุ)มวิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช  
 

 
คํานํา 

ในป̀จจุบันกล�วยไม�เมืองไทย มีจํานวนประมาณ 1,125 ชนิด สูญพันธุ�ไปแล�ว 20 ชนิด และ
ใกล�สูญพันธุ�อีก 20 ชนิด และกล�วยไม�ชนิดใหม)ของโลกท่ีค�นพบในประเทศไทยมีมากกว)า 20 ชนิด รา
ไมคอร�ไรซามีความสัมพันธ�แบบเก้ือกูลเอ้ือประโยชน�ซ่ึงกันและกันระหว)างกล�วยไม�กับรา ในด�านช)วย
ส)งเสริมการงอกของเมล็ดกล�วยไม� เนื่องจากเมล็ดกล�วยไม�มีขนาดเล็กมาก มีอาหารสะสมในเมล็ดน�อย
มากทําให�ไม)มีอาหารไปเลี้ยงในขณะท่ีกล�วยไม�งอก ดังนั้นเมล็ดกล�วยไม�บางชนิดจึงงอกยากหรือไม)งอก
เลย แต)อย)างไรก็ตามในสภาพธรรมชาติพบว)ามีราไมคอร�ไรซาเจริญอยู)ในรากกล�วยไม�แบบ เก้ือกูลเอ้ือ
ประโยชน�ซ่ึงกันและกัน และส)วนใหญ)เป=นราในสกุล Rhizoctonia  ซ่ึงเป=นจุลินทรีย�ท่ีมีความสัมพันธ�
กับการงอกของเมล็ดกล�วยไม�  ช)วยให�เมล็ดกล�วยไม�สามารถงอกได� โดยให�ธาตุอาหารและกระตุ�นการ
เจริญเติบโตของต�นกล�า (Clements, 1988)   

ราไมคอร�ไรซาเป=นราชนิดหนึ่งท่ีเจริญอยู)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 ซ่ึงเป=นแหล)งให�พลังงานท่ีสําคัญ
กับพืช  เป=นความสัมพันธ�แบบเก้ือกูลเอ้ือประโยชน�ซ่ึงกันและกันระหว)างกล�วยไม�กับราไมคอร�ไรซา 
เนื่องจากเมล็ดกล�วยไม�มีขนาดเล็กมาก มีอาหารสะสมในเมล็ดน�อยมาก  ทําให�เมล็ดกล�วยไม�งอกยาก 
แต)ในสภาพธรรมชาติพบว)ามีราไมคอร�ไรซาเจริญอยู)ในรากกล�วยไม� ซ่ึงเป=นจุลินทรีย�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)  
ซ่ึงจะเป=นประโยชน�อย)างยิ่งต)อกลุ)มผู�เลี้ยงกล�วยไม�เพ่ือการค�าโดยเพาะเลี้ยงในสภาพธรรมชาติ หรือ
การผลิตโดยใช�เนื้อเยื่อ จากาการตรวจเอกสารการศึกษาราไมคอร�ไรซากล�วยไม�ในประเทศไทยนั้น
พบว)ามีการจําแนกราไมคอร�ไรซาในระดับ genus เท)านั้น ยังไม)มีการศึกษาการจําแนกชนิดถึงระดับ 
species  เนื่องจากราในสกุล Rhizoctonia  เป=นราท่ีไม)สร�างสปอร� ทําให�การจําแนกชนิดของรา
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ค)อนข�างยาก  การชักนําให�ราสร�างระยะการสืบพันธุ�แบบใช�เพศจะช)วยในการจําแนกชนิดราในกลุ)มนี้
ได�ดีแต)การชักนําให�ราสร�างระยะนี้ก็ค)อนข�างยากเช)นกัน ดังนั้นจึงมีความสําคัญท่ีควรจะทําการศึกษา
โดยเฉพาะการศึกษาความหลากหลายของสายพันธุ�ราไมคอร�ไรซาของกล�วยไม� โดยการรวบรวมและ
จําแนกชนิดราในระดับ species เพ่ือนํามาใช�ประโยชน�ในการเพาะเมล็ดกล�วยไม�แบบเก้ือกูลซ่ึงกัน
และกัน (symbiotic germination)  โดยเฉพาะเมล็ดกล�วยไม�ท่ีงอกยาก   เมล็ดกล�วยไม�ท่ีกําลังสูญ
พันธุ� ซ่ึงจะเป=นการอนุรักษ�พันธุ�กล�วยไม� และยังเป=นประโยชน�ต)อกลุ)มผู�เลี้ยงกล�วยไม�เพ่ือการค�าต)อไป
ในอนาคต 
 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ� 

1.  อุปกรณ�เก็บตัวอย)างราก ได�แก) พลั่ว  กรรไกรตัดแต)งก่ิง  และภาชนะเก็บราก 
2.  สารเคมีได�แก) สารเคมีท่ีใช�ในการฆ)าเชื้อ  : สารละลายคลอร็อกซ�   แอธิลแอลกอฮอล� 

75%   สารปฏิชีวนะ streptomycin   และ tetracyclin  สีย�อม : safranin – O และ KOH    
สารเคมีท่ีใช�ในการเก็บรักษา : paraffin oil 

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

4.  อุปกรณ�เครื่องแก�ว ได�แก) จานอาหารเลี้ยงเชื้อ ขวดดูแรน  บีกเกอร�  ขวดเพาะเลี้ยง
กล�วยไม�  กระจกนาฬิกา เป=นต�น   

5. อุปกรณ�ในการแยกเชื้อ เข็มเข่ียปลายแหลม   ฟอร�เซ็บปลายแหลม  ใบมีดผ)าตัด กระดาษ
กรอง (Whatman #2) 

8. วัสดุอุปกรณ�อ่ืนๆ ในห�องปฏิบัติการ   ได�แก) ตู�เข่ียเชื้อ  หม�อนึ่งความดัน ตู�อบฆ)าเชื้อเครื่อง
แก�ว   เป=นต�น 
9. กล�องจุลทรรศน�แบบ compound และ stereo พร�อมอุปกรณ�ถ)ายภาพ 
วิธีการ 
 1. เก็บตัวอย�างรากกล�วยไม�  
  เก็บรากกล�วยไม�ดินท่ีปลูกในกระถาง  (ภาพท่ี 1) และปลูกในดินจากแหล)งต)าง ๆ  ใน
ภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออก และภาคใต� โดยตัดรากห)อกระดาษ ใส)ถุงพลาสติค และบันทึก
รายละเอียดชนิดกล�วยไม� แหล)งท่ีเก็บ  และวันท่ีเก็บ  เก็บบรรจุรากกล�วยไม�ห)อตัวอย)างลงในกล)องเก็บ
ความเย็น เพ่ือนํามาทําการแยกเชื้อในห�องปฏิบัติการ   
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  ภาพท่ี 1:  รากกล�วยไม�ในกระถางท่ีเก็บมาแยกราไมคอร�ไรซา 

 2.  การแยกราจากเส�นใยท่ีเจริญอยู�ในช้ันคอร�เท็กซ�ของรากกล�วยไม�  
  แยกราไมคอร�ไรซาจากรากกล�วยไม�  โดยทําความสะอาดรากกล�วยไม�   ตัดชิ้นส)วน
รากเป=นท)อนยาวประมาณ 1 เซนติเมตร แล�วแช)ชิ้นส)วนรากในสารละลายคลอร็อกซ�  5 เปอร�เซ็นต� 
นาน 5 นาที ล�างด�วยน้ํานึ่งฆ)าเชื้อแล�ว 3 ครั้ง   และนําชิ้นส)วนรากมาตัดเป=นชิ้นบาง ๆ  ภายใต�กล�อง
จุลทรรศน� stereo  ในตู�ปลอดเชื้อ ใช�เข็มปลายแหลมเล็กและปากคีบปลายแหลมท่ีฆ)าเชื้อแล�วเข่ียเส�น
ใยราท่ีเจริญอยู)รวมกันในชั้นคอร�เท็กซ�ของรากกล�วยไม� (ภาพท่ี 2) มาวางบนอาหารวุ�นสังเคราะห�สูตร 
NDY (1/6)  ผสมสารปฏิชวีนะ steptomycin   และ tetracycline  บ)มไว�ท่ีอุณหภูมิห�องปฏิบัติการ  
เป=นเวลา 3-10 วัน เม่ือราเจริญข้ึนมา ใช�เข็มปลายแหลมตัดปลายเส�นใยมาวางบนอาหาร PDA  บ)มไว�
ท่ีอุณหภูมิห�องปฏิบัติการ     แยกให�ได�เชื้อบริสุทธิ์และเก็บรักษาสายพันธุ�ราไมคอร�ไรซาไว�ในอุณหภูมิ 
15 องศาเซลเซียส 

 
 ภาพท่ี 2:   แสดงภาพตัดขวางรากกล�วยไม�ท่ีเก็บมาแยก 
      ราไมคอร�ไรซาโดยแยกจากเส�นใยราท่ีเจริญ 
      อยู)ในเซลล�ชั้นคอร�เท็กซ�  (ลูกศรชี้) 
3. การจําแนกราไมคอร�ไรซา 

นําราไมคอร�ไรซาท่ีแยกได�จากข�อ 2 มาเลี้ยงบนอาหาร PDA บันทึกลักษณะต)าง ๆ 
ดังต)อไปนี้  เพ่ือการจัดจําแนกชนิดของรา 
  3.1 ลักษณะของราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ สีของโคโลนีด�านบนและด�านล)างอาหารเลี้ยง
เชื้อ รวมท้ังการสร�างเม็ด sclerotium 
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  3.2 ศึกษารูปร)างลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราภายใต�กล�องจุลทรรศน� stereo 
และ light microscope โดยการ mount สไลด�ด�วยน้ํากลั่นนึ่งฆ)าเชื้อหรือ Shear’s solution ศึกษา
ลักษณะและวัดขนาดของเส�นใย ลักษณะเส�นใยต้ังฉาก  ลักษณะรูปร)างและขนาดของ monilioid cell 
ของราท่ีเจริญบนอาหาร และ การสร�าง sclerotiumถ)ายภาพราจากกล�องจุลทรรศน�แบบ compound  
microscope เปรียบเทียบลักษณะของราดังกล)าวกับคู)มือการจัดจําแนกชนิดรา (Moore, 1987; 
Sneh et al., 1991; Roberts, 1999) 

  3.3 ศึกษาจํานวนนิวเคลียสต)อหนึ่งเซลล�โดยการย�อมสีด�วย Safranin O (Bandoni, 
1979)  เลี้ยงรา Rhizoctonia ท่ีแยกได�จากพืชต)าง ๆ บนอาหาร PDA, ½ PDA และ V8  agar นาน 
1-2 วัน การทําสไลด�โดยหยดสี safranin-o ลงบนสไลด� 1 หยด และหยด 3% KOH ลงบน safranin  
O 1 หยด แล�วเข่ียปลายเส�นใยของราวางในหยดสีบนสไลด� และป�ดด�วย cover slip และนําไปตรวจดู
จํานวนนิวเคลียส ใต�กล�องจุลทรรศน�แบบ compound microscope บันทึกจํานวนนิวเคลียสท่ีพบใน
แต)ละสายพันธุ� และถ)ายภาพราภายใต�กล�องจุลทรรศน� 

  3.4 การชักนําให�ราสร�างระยะสืบพันธุ�แบบใช�เพศ โดยเลี้ยงราบนอาหาร 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)  เป=น
เวลา 3 วัน ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และย�ายเชื้อมาเลี้ยงบนอาหาร tap water agar (agar 15 
g, tap water 1,000 ml)  บ)มเชื้อไว�ในสภาพท่ีมีแสง  

4. คัดเลือกราไมคอร�ไรซา 
  4.1 นําราไมคอร�ไรซาท่ีแยกได�จากรากกล�วยไม�เอ้ืองดินใบหมากมาแยกให�ได�เชื้อ
บริสุทธิ์บนอาหาร PDA  และเลี้ยงรา บนอาหาร PDA สําเร็จรูป  ให�เชื้อเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
นาน 5-7 วัน 

 4.2 และนํามาคัดเลือกโดยเลี้ยงบนอาหาร OMA  โดยเทอาหาร OMA ลงในจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อขนาดเส�นผ)าศูนย�กลาง 9 เซนติเมตร ท้ิงไว�ให�เย็น ใช� cork borer ขนาด
เส�นผ)าศูนย�กลาง 0.7 เซนติเมตร  ตัดเส�นใยของรา  นํามาวางบนกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีอาหาร
แต)ละชนิด บ)มไว�ท่ีอุณหภูมิห�องปฏิบัติการ 

Ceratorhiza goodyerae-repentis,  Epulorhiza calendulina, Epulorhiza repens, 

Tulasnella sp. 
5. ทดสอบศักยภาพของราไมคอร�ไรซาท่ีเปXนประโยชน�ต�อการเพาะเมล็ดกล�วยไม� 

วางแผนการทดลองแบบ CRD  มี 6 กรรมวิธี  5 ซํ้า  คือ 
 กรรมวิธีท่ี 1 เพาะเมล็ดกล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี ใส)รา Epulorhiza 

calendulina (RZ 0050) บนอาหาร OMA 
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 กรรมวิธีท่ี 2 เพาะเมล็ดกล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี ใส)รา Epulorhiza repens  
(RZ 0066) บนอาหาร OMA 
 กรรมวิธีท่ี 3 เพาะเมล็ดกล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี ใส)รา Tulasnella sp.  
(RZ 0059) บนอาหาร OMA 

กรรมวิธีท่ี 4 เพาะเมล็ดกล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี ใส)รา Ceratorhiza 

goodyerae-repentis (RZ 0067) บนอาหาร OMA 
 กรรมวิธีท่ี 6 เพาะเมล็ดกล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี โดยไม)ใส)ราไมคอร�ไรซา  เลี้ยง
บนอาหาร OMA 

 5.1 การเตรียมฝ`กกล�วยไม� 
 ผสมเกสรตัวผู�และตัวเมียของดอกกล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี เม่ือผสมพันธุ�กันแล�วก็จะ
เจริญเป=นฝ`ก และนําฝ`กกล�วยไม�มาใช�ในการเพาะเมล็ดเม่ือฝ`กเริ่มแก) ข�อควรระวังอย)าให�ฝ`กแตกเพราะ
จะทําให�เกิดการปนเป��อน 
  5.2 เตรียมราไมคอร�ไรซา โดยเลี้ยงราไมคอร�ไรซาท่ีคัดเลือกมาได�จากข�อ 4 โดย
คัดเลือกมาจํานวน 5 isolates ท่ีสามารถเจริญได�ดีบนอาหาร OMA จนกระท่ังเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 5.3 เตรียมอาหาร OMA ใส)ลงในขวดขนาด  5x10 เซนติเมตร และเตรียมกระดาษ
กรอง Whatman No. 1 ตัดเป=นรูปสี่เหลี่ยมผืนผ�าขนาด 1x4 เซนติเมตร และนําไปนึ่งฆ)าเชื้อ 
  5.4 เพาะเมล็ดแบบเก้ือกูลเอ้ือประโยชน�ซ่ึงกันและกัน (Symbiotic Germination) 
ทําการเพาะเมล็ดรองเท�านารีเหลืองกระบ่ี ในสภาพปลอดเชื้อโดยวิธีของ Athipunyakom (2004) 
โดยการนําฝ`กกล�วยไม�ท่ีเก็บมาจากต�น  เลือกฝ`กท่ีสมบูรณ�และไม)มีรอยแตก ล�างฝ`กให�สะอาดด�วยสบู)
เหลว และฆ)าเชื้อท่ีผิวโดยใช�สําลีจุ)มแอลกอฮอล� 70%  ทาให�ท่ัวฝ`ก  แล�วใช�ปากคีบคีบฝ`กกล�วยไม�จุ)ม
ในแอลกอฮอล� 95% แล�วนําไปลนเปลวไฟจากตะเกียงแอลกอฮอล� ให�เปลวไฟลุกท่ัวฝ`กเพ่ือฆ)าเชื้อท่ีผิว
ใช�มีดผ)าตัดท่ีฆ)าเชื้อแล�วกรีดฝ`กกล�วยไม�ตามแนวยาว ผ)าครึ่งเป=น 2 ซีก  ใช�ปากคีบคีบเมล็ดกล�วยไม�ใส)
ลงในขวดน้ําท่ีนึ่งฆ)าเชื้อแล�วและนําไปปรับปริมาณของเมล็ดด�วย Haemacytometer  ให�มีปริมาณ
เมล็ดกล�วยไม�จํานวน 100 เมล็ด/มิลลิลิตร และหยด Tween20 ลงไป ใช�ปากคีบคีบกระดาษกรอง 
Whatman No. 1 ขนาด 1x4 เซนติเมตร ท่ีเตรียมไว�ในข�อ 5.3  มาวางลงบนอาหาร OMA ท่ีอยู)ใน
ขวดโดยเทคนิคปลอดเชื้อ จากนั้นนําเมล็ดกล�วยไม�ในขวดท่ีอยู)ในน้ํามาเขย)าให�สมํ่าเสมอและใช�ไปเปต
ท่ีนึ่งฆ)าเชื้อแล�วดูดสารละลายท่ีมีเมล็ดกล�วยไม�มาจํานวน 1 มิลลิลิตร (มีเมล็ดกล�วยไม� 100 เมล็ด)  ใส)
ลงบนกระดาษกรองท่ีวางบนอาหาร OMA  แล�วใช� cork borer ขนาดเส�นผ)าศูนย�กลาง 0.7 เซนติเมตร  ตัด
เส�นใยของราไมคอร�ไรซาท่ีเตรียมไว�ในข�อ 5.2   นํามาวางบนอาหาร OMA  ห)างจากกระดาษกรอง 1.5 
เซนติเมตร เก็บไว�ในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิห�องปฏิบัติการ จนกระท่ังเมล็ดกล�วยไม�เริ่มงอกจึงนําออกมาวาง
ภายใต�แสง 
บันทึกผลการทดลอง 
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 บันทึกผลการทดลองโดยตรวจนับเปอร�เซ็นต�การงอกและการพัฒนาการเจริญของเมล็ด
กล�วยไม�เป=นต�นอ)อนภายใต�กล�องจุลทรรศน� stereo microscope ในช)วงระยะ 21, 60 และ 120  วัน
หลังจากทําการเพาะเมล็ด   

วิธีการประเมินผลโดยใช�วิธีของ Athipunyakom  (2004) 
 0 = เมล็ดท่ีสมบูรณ� ยังไม)งอก (no germination) 
 1 = embryo ขยายตัวและเปลือกหุ�มเมล็ดแตก (seed coat  

    ruptured by enlarged embryo) 
 2 = embryo มีลักษณะเป=นก�อนกลมปลายแหลมมีรากขนอ)อนเจริญ

    ออกมา (presence of rhizoids) 
 3 = ผลิใบยอดปลายแหลม 1 ใบ (presence of leaf primordium) 
 4 = สร�างใบจริง (appearance of the first true leaf) 
 5 = ต�นอ)อนมีใบยอด (elongation of initial leaf) 
 6 = สร�างระบบราก (elongation of root) 

เวลาและสถานท่ี 
เวลา  เริ่มต�น – ส้ินสุด   

ตุลาคม 2552 – กันยายน 2555 
 สถานท่ี  แปลงปลูกพืชของเกษตรกร 
   ห�องปฏิบัติการกลุ)มงานวิทยาไมโค  กลุ)มวิจัยโรคพืช  
   สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 
   

ผลและวิจารณ�ผลการทดลอง 
1. เก็บตัวอย�างรากกล�วยไม�  

รวบรวมและจําแนกชนิดของราไมคอร�ไรซากล�วยไม�ใกล�สูญพันธุ� โดยเก็บตัวอย)างรากกล�วยไม�
จํานวน 9 ชนิด ได�แก) กะเรกะร)อนอินทนนท� รองเท�านารีขาวสตูล รองเท�านารีฝาหอย รองเท�านารี
สุขะกุล รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี  รองเท�านารีเหลืองปราจีน  รองเท�านารีอินทนนท� สิงโตกลอกตา 
และ เอ้ืองปากนกแก�ว ท่ีจังหวัดกระบ่ี กาญจนบุรี เชียงราย เชียงใหม) และอุบลราชธานี จํานวน 25 
ตัวอย)าง (ตารางท่ี 1) 

 2.  การแยกราจากเส�นใยท่ีเจริญอยู�ในช้ันคอร�เท็กซ�ของรากกล�วยไม�  

ผลจากการแยกราจากรากกล�วยไม� 9 ชนิด โดยแยกราจากเส�นใยท่ีเจริญอยู)ในชั้นคอร�เท็กซ�
ของรากกล�วยไม�  ได�ราท้ังหมด 22 isolates (ตารางท่ี 2) ดังนี้ 
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กะเรกะร)อน จากจังหวัดเชียงใหม) และอุบลราชธานี  แยกได�รา 4 isolates   โคโลนีบน
อาหาร PDA สีขาว เจริญใต�อาหาร มีบางส)วนเจริญเหนือวุ�นอาหาร   เกิดเป=นวงเรียงซ�อนกัน 
(concentric zonation) 

รองเท�านารีขาวสตูล จากจังหวัดเชียงใหม)  แยกได�รา 1 isolates  โคโลนีบนอาหาร PDA สี
ขาว  ใต�อาหาร มีบางส)วนเจริญเหนือวุ�นอาหาร 

รองเท�านารีฝาหอย จากจังหวัดกระบ่ี  แยกได�รา 2 isolates โคโลนีบนอาหาร PDA สีขาว 
เจริญใต�อาหาร มีบางส)วนเจริญเหนือวุ�นอาหาร   เกิดเป=นวงเรียงซ�อนกัน (concentric zonation) 

รองเท�านารีสุขะกุล จากจังหวัดเชียงราย  แยกได�รา 1 isolates โคโลนีบนอาหาร PDA สีขาว 
เจริญใต�อาหาร มีบางส)วนเจริญเหนือและใต�วุ�นอาหาร    

รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี จากจังหวัดกระบ่ี  แยกได�รา 9 isolates โคโลนีบนอาหาร PDA สี
ขาว  ใต�อาหาร มีบางส)วนเจริญเหนือวุ�นอาหาร เกิดเป=นวงเรียงซ�อนกัน  และโคโลนีบนอาหาร PDA สี
น้ําตาล  เจริญเหนือวุ�นอาหาร เกิดเป=นวงเรียงซ�อนกัน   

รองเท�านารีเหลืองปราจีน จากจังหวัดกาญจนบุรี แยกได�รา 2 isolates  โคโลนีบนอาหาร PDA 
สีขาว  ใต�อาหาร มีบางส)วนเจริญเหนือวุ�นอาหาร  เกิดเป=นวงเรียงซ�อนกัน  และไม)มีวงเรียงซ�อนกัน   

รองเท�านารีอินทนนท� จากจังหวัดเชียงใหม)และเชียงราย แยกได�รา 3 isolates  โคโลนีบน
อาหาร PDA สีขาว  ใต�อาหาร มีบางส)วนเจริญเหนือวุ�นอาหาร  เกิดเป=นวงเรียงซ�อนกัน  และไม)มีวง
เรียงซ�อนกัน   

สิงโตกลอกตา จากจังหวัดเชียงใหม)  แยกราไมคอร�ไรซาไม)ได� เกิดการปนเป��อนจากจุลินทรีย�ชนิด 
เอ้ืองปากนกแก�ว จากจังหวัดเชียงใหม) และเชียงราย แยกราไมคอร�ไรซาไม)ได� เกิดการปนเป��อน

จากจุลินทรีย�ชนิด 

3. การจําแนกราไมคอร�ไรซา  

จากการจําแนกราไมคอร�ไรซาจากตัวอย)างรากกล�วยไม� ท่ีเก็บจากแหล)งต)าง ๆ แยกเชื้อได� 30 สายพันธุ�   
จําแนกชนิดของราโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ ลักษณะของโคโลนี ลักษณะและขนาดของเส�นใย  
ลักษณะ รูปร)าง และขนาดของ monilioid cell ของราท่ีเจริญบนอาหาร   การสร�าง sclerotium  และจํานวน
นิวเคลียสต)อเซลล�  จากการศึกษาได�รา Rhizoctonia – like fungi จํานวน 22  isolates  จําแนกชนิดได�
รา  Ceratorhiza goodyerae-repentis,  Epulorhiza calendulina, Epulorhiza repens, Tulasnella sp.  
รายละเอียดของรามีดังนี้ 

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

ชื่อพ�อง: Rhizoctonia  goodyerae - repentis  Costantin & Dufour) 
สายพันธุ�:  RZ 0056, RZO 0067 
Class Agonomycetes, Order Agonomycetales 

Teleomorph:  Ceratobasidium cornigerum (Bourd.) Rogers 
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พืชอาศัย:  รากของกล�วยไม�รองเท�านารี  
ราเจริญเข�าไปในรากพืชและสร�างโครงสร�างท่ีเรียกว)า pelotons ในชั้นคอร�เท็กซ�  
โคโลนี เจริญอย)างเร็วบนอาหาร PDA  และโคโลนีมีเส�นผ)านศูนย�กลาง 9 เซ็นติเมตร เม่ืออายุ 

4 วัน  ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส  โคโลนีมีสีขาว ถึง ครีม เม่ืออ)อนและเปลี่ยนเป=นสีน้ําตาลอมส�ม
เม่ือแก) เกิด  concentric zonation  บนอาหาร  เส�นใยท่ีเจริญอยู)เหนืออาหารไม)มีสีและเปลี่ยนเป=นสี
แทน หลังอายุ 14  วัน  มักพบเส�นใยหรือ moniliod cells รวมตัวกันเป=นกลุ)ม ต)อมาพัฒนาเป=น 
sclerotium เจริญอยู)ใต�วุ�นอาหารเรียกว)า microsclerotium  

เส�นใยกว�าง 4.0 – 5.3 ไมครอน  มีผนังก้ันเซลล�  เส�นใยต้ังฉาก  monilioid cells รูปร)าง
คล�ายถังเบียร� ถึงรูปรี ขนาด 15.4–(20.6)–26.4 x 6.9–(10.6)–11.3 ไมครอน  นิวเคลียสมี 2 
นิวเคลียส ต)อ 1 เซลล� (binucleate)  

การศึกษาครั้งนี้ไม)สามารถชักนําราให�สร�างสปอร�ระยะการสืบพันธุ�แบบใช�เพศได�  รา 
Ceratobasidium  corginerum  เป=นระยะสืบพันธุ�แบบใช�เพศของราชนิดนี้ 

R.  goodyerae – repentis  เป=นราไมคอร�ไรซาท่ีพบในกล�วยไม�ดินหลายชนิด (Alexander 
and Hadley, 1985; Currah et al., 1990; Zelmer and Currah, 1997) และยังพบในกล�วยไม�
เกาะอาศัยด�วย Richardson et al. (1993) รายงานแยกได�ราชนิดนี้จากกล�วยไม�เกาะอาศัย  
Campylocentrum micranthum ในประเทศคอสตาริก�า  

Warcup  and Talbot (1971)  ศึกษาการชักนํารา R.  goodyerae – repentis  ให�สร�าง
ระยะสืบพันธุ�แบบใช�เพศ โดยแยกราจากรากกล�วยไม�เกาะอาศัย 2 ชนิด ได�แก) Pomatocalpa 

macphersonii  และ Robiquetia wassellii   จากรัฐควีนแลนส�ตอนเหนือ ประเทศออสเตรเลีย  
จําแนกชนิดได�รา R. goodyerae-repentis   และสามารถชักนําราให�สร�างระยะการสืบพันธุ�แบบใช�
เพศ คือ รา C. corginerum   

Epulorhiza calendulina   Zelmer & Currah, Can.J.Bot. 73: 1995   
สายพันธุ�: 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 
พืชอาศัย : รากของกะเรกะร)อนอินทนนท� (RZ 0064, RZ 0065, RZ 0057) รองเท�านารีฝาหอย  (RZ 
0054)  รองเท�านารีสุขะกุล (RZ 0063)  รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี  (RZ 0049, RZ 0050, RZ 0052, 
RZ 0053, RZ 0068, RZ 0055) รองเท�านารีเหลืองปราจีน (RZ 0060) รองเท�านารีอินทนนท�  (RZ 
0062) 

ราสร�างเส�นใยเจริญอยู)ในชั้นคอร�แท็กซ�รากกล�วยไม�  
โคโลนี  บนอาหาร PDA มีเส�นผ)านศูนย�กลาง 3.5 เซ็นติเมตร เม่ืออายุ 10 วัน ท่ีอุณหภูมิห�อง

ปฏิบัติการ  โคโลนี สีขาว ถีงขาวอมชมพู  เส�นใยเจริญอยู)ใต�อาหาร และเส�นใยเจริญข้ึนมาเหนือและใต�
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อาหาร potato dextrose agar   เส�นใยเจริญใต�อาหาร และรวมตัวกันอย)างหลวม ๆ เกิดเป=น 
sclerotia  

เส�นใยมีขนาด 3.3-4.0 ไมครอน  ไม)มีสี มีผนังก้ันเซลล�  นิวเคลียสเป=น binucleate เส�นใยต้ัง
ฉาก แต)ส)วนใหญ)เอียงเป=นมุม 45 องศาเซลเซียส มากกว)าเส�นใยต้ังฉาก  

Monilioid cells  ไม)มีสี รูปร)างคล�ายกระบอง ถึงรูปร)างไม) บางครั้ง monilioid cells รวมตัว
กันเป=นกลุ)ม ต)อมาพัฒนาเป=น sclerotium เจริญอยู)ใต�วุ�นอาหารเรียกว)า microsclerotium  

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

พืชอาศัย : รากของกะเรกะร)อนอินทนนท� (RZ 0058) รองเท�านารีฝาหอย (RZ 0051) รองเท�านารี
เหลืองกระบ่ี (RZ 0066)  รองเท�านารีเหลืองปราจีน (RZ 0061)  รองเท�านารีอินทนนท�  (RZ 0069, 
RZ 0067) ; 

โคโลนี  บนอาหาร PDA มีเส�นผ)านศูนย�กลาง 9 เซ็นติเมตร เม่ืออายุ 7 วัน ท่ีอุณหภูมิห�อง
ปฏิบัติการ  โคโลนี สีขาว ถึง ครีม เส�นใยเจริญอยู)ใต�อาหาร เกิดเป=นวงเรียงซ�องกัน   บนอาหาร Corn 
meal agar  โคโลนี สีขาวถึงครีม เส�นใยเจริญใต�อาหาร และรวมตัวกันอย)างหลวม ๆ   เกิดเป=น 
sclerotia  

เส�นใยไม)มีสี  ขนาด 2.5-4.0 ไมครอน มีผนังก้ันเซลล�  นิวเคลียสเป=น binucleate  เส�นใยต้ัง
ฉาก  

Monilioid cells  ไม)มีสี รูปร)างกลมถึงรี ขนาด 6.5-10.8  x 7.5-14.2ไมครอน เรียงต)อกัน
เป=นลูกโซ)สั้น ๆ  แตกก่ิงก�านสั้น ๆ  หรือไม)แตกก่ิงก�านเลย บางครั้ง monilioid cells รวมตัวกันเป=น
กลุ)ม ต)อมาพัฒนาเป=น sclerotium เจริญอยู)ใต�วุ�นอาหารเรียกว)า microsclerotium  การศึกษาครั้งนี้
ไม)สามารถชักนําราให�สร�างสปอร�ระยะการสืบพันธุ�แบบใช�เพศได�  

รา Tulasnella    deliquescens  เป=นระยะสืบพันธุ�แบบใช�เพศของราชนิดนี้ 
รา R. repens  เป=นราท่ีพบแพร)หลายในรากกล�วยไม�หลายชนิด ซ่ึง Bernard (1909) เป=น

บุคคลแรกท่ีแยกราชนิดนี้มาจากรากกล�วยไม�แคทลียา  (Laelio-Cattleya canhamiana) ซ่ึงมี
ลักษณะของโคโลนี  ขนาดของเส�นใย และลักษณะต)าง ๆ ใกล�เคียงกับการศึกษาครั้งนี้   

ต)อมา Curtis (1939)  และ Burgeff (1959) ทําการศึกษาแยกราไมคอร�ไรซาจากกล�วยไม�
หลายชนิดใน Wisconsin และจําแนกชนิดเป=นรา R. repens  มีลักษณะของเส�นใยเจริญอยู)ใต�อาหาร 
และมีขนาดของ monilioid cells ใกล�เคียงกับลักษณะของ Bernard บรรยายไว�   

Currarh et al (1987) พบรา R. repens .ในรากของกล�วยไม� Platanthera obtusata ใน
เมืองอัลเบอร�ต�า ประเทศแคนาดา 
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ในประเทศอินเดีย Senthikumar และ Krishnamurthy (1998) ได�ศึกษาลักษณะทางเซลล�
วิทยาของรา R. repens ท่ีแยกได�จากรากของกล�วยไม�เอ้ืองดินใบหมาก  ซ่ึงตรงกับการศึกษาครั้งนี้ท่ี
แยกราชนิดนี้ได�ในเอ้ืองดินใบหมากเช)นเดียวกัน 

Epulorhiza calendulina   Zelmer & Currah, Can.J.Bot. 73: 1995   
สายพันธุ�: 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 
พืชอาศัย : รากของกะเรกะร)อนอินทนนท� (RZ 0064, RZ 0065, RZ 0057) รองเท�านารีฝาหอย  (RZ 
0054)  รองเท�านารีสุขะกุล (RZ 0063)  รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี  (RZ 0049, RZ 0050, RZ 0052, 
RZ 0053, RZ 0068, RZ 0055) รองเท�านารีเหลืองปราจีน (RZ 0060) รองเท�านารีอินทนนท�  (RZ 
0062) 

ราสร�างเส�นใยเจริญอยู)ในชั้นคอร�แท็กซ�รากกล�วยไม�  
โคโลนี  บนอาหาร PDA มีเส�นผ)านศูนย�กลาง 3.5 เซ็นติเมตร เม่ืออายุ 10 วัน ท่ีอุณหภูมิห�อง

ปฏิบัติการ  โคโลนี สีขาว ถีงขาวอมชมพู  เส�นใยเจริญอยู)ใต�อาหาร และเส�นใยเจริญข้ึนมาเหนือและใต�
อาหาร potato dextrose agar   เส�นใยเจริญใต�อาหาร และรวมตัวกันอย)างหลวม ๆ เกิดเป=น 
sclerotia  

เส�นใยมีขนาด 3.3-4.0 ไมครอน  ไม)มีสี มีผนังก้ันเซลล�  นิวเคลียสเป=น binucleate เส�นใยต้ัง
ฉาก แต)ส)วนใหญ)เอียงเป=นมุม 45 องศาเซลเซียส มากกว)าเส�นใยต้ังฉาก  

Monilioid cells  ไม)มีสี รูปร)างคล�ายกระบอง ถึงรูปร)างไม) บางครั้ง monilioid cells รวมตัว
กันเป=นกลุ)ม ต)อมาพัฒนาเป=น sclerotium เจริญอยู)ใต�วุ�นอาหารเรียกว)า microsclerotium  

Tulasnella sp.   
สายพันธุ�: RZ 0059 
Class Agonomycetes, Order Agonomycetales 

พืชอาศัย : รากของรองเท�านารีขาวสตูล (RZ 0059)  
โคโลนี  บนอาหาร PDA มีเส�นผ)านศูนย�กลาง 9 เซ็นติเมตร เม่ืออายุ 14 วัน ท่ีอุณหภูมิห�อง

ปฏิบัติการ  โคโลนี สีขาว เส�นใยเจริญอยู)ใต�อาหาร บนอาหาร Corn meal agar  โคโลนี สีขาวถึงครีม 
เส�นใยเจริญใต�อาหาร และรวมตัวกันอย)างหลวม  ๆ เกิดเป=น sclerotia  

เส�นใยไม)มีสีถึงสีน้ําตาลอ)อน  ขนาด 3.0-5.0 ไมครอน มีผนังก้ันเซลล�  นิวเคลียสเป=น 
binucleate  เส�นใยต้ังฉาก  

Monilioid cells  สีน้ําตาลอ)อน  รูปร)างกลมถึงรี ขนาด 10.0-12.5 ไมครอน เรียงต)อกันเป=น
ลูกโซ)สั้น ๆ  แตกก่ิงก�านสั้น ๆ  หรือไม)แตกก่ิงก�านเลย บางครั้ง monilioid cells รวมตัวกันเป=นกลุ)ม 
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ต)อมาพัฒนาเป=น sclerotium เจริญอยู)ใต�วุ�นอาหารเรียกว)า microsclerotium  การศึกษาครั้งนี้ไม)
สามารถชักนําราให�สร�างสปอร�ระยะการสืบพันธุ�แบบใช�เพศได�  

4. คัดเลือกราไมคอร�ไรซา 
การคัดเลือกราไมคอร�ไรซาจากจํานวน 22 isolates  คัดเลือกจากราท่ีเจริญได�ดีบนอาหาร 

oat meal agar (OMA)  จากการคัดเลือกครั้งนี้สามารถคัดเลือกได� 4 isolates โดยราเจริญบนอาหาร 
OMA เต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อภายใน 5 วัน  คือ C. goodyerae-repentis (RZ 0067),   E. 

calendulina  (RZ 0050),  E. repens (RZ 0066)  และ Tulasnella sp. (RZ 0059)  จากนั้นนํารา
ท้ัง 4 isolates นี้ไปทดสอบศักยภาพในการเพาะเมล็ดกล�วยไม�แบบเก้ือกูลเอ้ือประโยชน�ซ่ึงกันและกัน    
ในสภาพปลอดเชื้อบนอาหาร OMA ซ่ึงเป=นอาหารสําหรับการเจริญของราไมคอร�ไรซา ไม)ใช)อาหาร
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในการเพาะเมล็ดกล�วยไม�  ในการคัดเลือกราไมคอร�ไรซาท่ีเจริญบนอาหาร OMA 
ภายในเวลา 3 วัน นั้น เพราะว)าราไมคอร�ไรซาท่ีเจริญได�เร็วนั้นจะสามารถสัมผัสเมล็ดกล�วยไม�ได�เร็ว
กว)าและสร�างเส�นใยเข�าไปในเมล็ดกล�วยไม�ได�อย)างเร็วก็มีผลทําให�สามารถกระตุ�นการงอกของเมล็ด
กล�วยไม�ได�อย)างรวดเร็ว  สําหรับราท่ีเจริญบนอาหาร OMA ได�ช�านั้น โอกาสท่ีราจะสัมผัสกับเมล็ดก็ช�า
ไปด�วยทําให�เกิดการกระตุ�นการงอกของเมล็ดช�าลงไปด�วย  ดังนั้นจึงต�องทําการคัดเลือกราไมคอไรซา
เพ่ือนําไปทดสอบศักยภาพในการส)งเสริมการงอกของเมล็ดกล�วยไม� 

5. ทดสอบศักยภาพของราไมคอร�ไรซาท่ีเปXนประโยชน�ต�อการเพาะเมล็ดกล�วยไม� 
 การทดสอบการเพาะเมล็ดกล�วยไม�เอ้ืองดินใบหมากร)วมกับราไมคอร�ไรซาแบบเก้ือกูลเอ้ือ
ประโยชน�ซ่ึงกันและกัน  และได�คัดเลือกมา 4 isolates พบว)า ราไมคอร�ไรซาท้ัง 4 ชนิดนี้ สามารถ
กระตุ�นให�เมล็ดกล�วยไม�งอกได�ภายใน 21 วัน ในสภาพปลอดเชื้อ (ตารางท่ี 3)  และจากการตรวจสอบ
การงอกและการพัฒนาของเมล็ดกล�วยไม�ภายใต�กล�องจุลทรรศน�พบว)าหลังจากเพาะเมล็ด 21 วัน 
พบว)า embryo เริ่มขยายตัว  และพบเส�นใยเจริญอยู)รอบเมล็ด ซ่ึงเส�นใยของรานี้มีลักษณะต้ังฉาก 
เป=นลักษณะของราไมคอร�ไรซาท่ีปลูกเชื้อไป เม่ือเปรียบเทียบกับเมล็ดกล�วยไม�ก)อนท่ีจะปลูกเชื้อลงไป  
ต)อมาเอ็มบิโอขยายตัวและเปลือกหุ�มเมล็ดแตกออก และราสร�างกลุ)มของเส�นใย( peloton)  เข�าไปอยู)
ระหว)างเซลล�ในเมล็ด  กลุ)มของเส�นใยท่ีราสร�างข้ึนนี้เม่ือสลายตัวไปกลายเป=นน้ําตาล และธาตุอาหารท่ี
เมล็ดไปใช�ในการเจริญเป=นต�นอ)อน 

เมล็ดกล�วยไม�ท่ีเพาะร)วมกับราไมคอร�ไรซาหลังจาก 21  วัน พบว)า รา E. calendulina  มีศักยภาพ
ในการกระตุ�นให�เมล็ดกล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ีงอกได� 100 เปอร�เซ็นต� ในระยะเวลา 21 วัน 
และส)งเสริมให�เมล็ดพัฒนาเจริญเป=นต�นอ)อนได� 58 เปอร�เซ็นต� ในระยะเวลา 120 วัน ซ่ึงแตกต)างกับ 
E. repens และ Tulasnella sp.  ซ่ึงสามารถกระตุ�นให�เมล็ดกล�วยไม�งอกได�  85.3 และ 75.8 
เปอร�เซ็นต� ในระยะเวลา  21  วัน และสามารถเจริญเป=นต�นอ)อนในเวลา 120 วัน ได�เพียง 18.5 และ  
17.0 เปอร�เซ็นต�  ในทางตรงกันข�ามกับรา C. goodyerae-repentis  และกรรมวิธีเพาะเมล็ดท่ีไม)ได�
ใส)ราไมคอร�ไรซา สามารถกระตุ�นให�เมล็ดงอกได�เพียง 9.5 และ 17 เปอร�เซ็นต� ตามลําดับเท)านั้น ไม)
สามารถพัฒนาเป=นต�นอ)อนได�และตายในท่ีสุด โดยท่ีรา C.  goodyera-repentis  เม่ือนําไปเพาะกับ
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เมล็ดกล�วยไม�นั้นพบว)ากล�วยไม�สามารถงอกได�ในระยะท่ี embryo ขยายตัวและเปลือกหุ�มเมล็ดแตก 
(ระยะท่ี 1)  เพียง 8 เปอร�เซ็นต� เท)านั้นและไม)สามารถพัฒนาเป=นระยะอ่ืน ๆ ได�  ท้ัง ๆ ท่ีราชนิดนี้ก็
แยกมาจากกล�วยไม�ชนิดเดียวกัน แสดงว)าชนิดของราไมคอร�ไรซามีความจําเพาะเจาะจงต)อรากกล�วยไม� 

จากการทดลองนี้รา E. calendulina  (RZ  0050)  มีศักยภาพสูงท่ีสุดในการส)งเสริมการ
งอกและการพัฒนาเป=นต�นอ)อนของกล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ีและได�ต�นอ)อนท่ีแข็งแรงในการ
นําไปเพาะเลี้ยงในเรือนทดลอง    หลังจากเพาะเมล็ด 120 วัน ซ่ึงมีค)าแตกต)างกันอย)างมีนัยสําคัญทาง
สถิติกับราไมคอร�ไรซาอ่ืน ๆ ท่ีแยกได�  (ตารางท่ี 4)  สําหรับการเมล็ดกล�วยไม�ท่ีไม)ได�ใส)ไมคอร�ไรซานั้น
เมล็ดสามารถงอกได�ในระยะท่ี embryo ขยายตัวและเปลือกหุ�มเมล็ดแตก แต)ไม)สามารถเจริญพัฒนา
เป=นต�นอ)อนได� เพราะฉะนั้นการเพาะเมล็ดกล�วยไม�ร)วมกับราไมคอร�ไรซานั้นจึงเป=นทางเลือกหนึ่งของ
การขยายพันธุ�กล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี 

 ราไมคอร�ซาท้ังหมดได�เก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ท่ีแยกได�ใน liquid paraffin และบน slant PDA 
ภายใต�อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  ท่ีกลุ)มวิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
 รวบรวมและจําแนกชนิดของราไมคอร�ไรซากล�วยไม�ใกล�สูญพันธุ� โดยเก็บตัวอย)างราก

กล�วยไม�จํานวน 9 ชนิด ได�แก) กะเรกะร)อนอินทนนท� รองเท�านารีขาวสตูล รองเท�านารีฝาหอย รองเท�า
นารีสุขะกุล รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี  รองเท�านารีเหลืองปราจีน  รองเท�านารีอินทนนท� สิงโตกลอกตา 
และ เอ้ืองปากนกแก�ว ท่ีจังหวัดกระบ่ี กาญจนบุรี เชียงราย เชียงใหม) และอุบลราชธานี จํานวน 25  
แยกได�ราท้ังหมด 22 isolates จําแนกชนิดราไมคอร�ไรซาเป=นรา Rhizoctonia – like fungi  4 ชนิด  
ได�แก) Ceratorhiza goodyerae-repentis,  Epulorhiza calendulina, Epulorhiza repens, 

Tulasnella sp.  ราไมคอร�ไรซากล�วยไม�ท่ีแยกได�ทุกชนิดมีนิวเคลียส 2 อัน   นําราไมคอร�ไรซา
ท้ังหมดมาทําการคัดเลือกการเจริญเติบโตบนอาหาร oat meal agar (OMA) พบเจริญได�ดีบน OMA  
4 isolates คือ C. goodyerae-repentis (RZ 0067),   E. calendulina  (RZ 0050),  E. repens 
(RZ 0066)  และ Tulasnella sp. (RZ 0059)  เม่ือนําท้ัง 4 isolates  มาทดสอบการมีประโยชน�ต)อ
การเพาะเมล็ดกล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ีแบบเก้ือกูลเอ้ือประโยชน�ซ่ึงกันและกัน พบว)า รา E. 

calendulina  มีศักยภาพในการกระตุ�นให�เมล็ดกล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ีงอกได� 100 
เปอร�เซ็นต� ในระยะเวลา 21 วัน และส)งเสริมให�เมล็ดพัฒนาเจริญเป=นต�นอ)อนได� 58 เปอร�เซ็นต� ใน
ระยะเวลา 120 วัน ซ่ึงแตกต)างกับ E. repens และ Tulasnella sp.  ซ่ึงสามารถกระตุ�นให�เมล็ด
กล�วยไม�งอกได�  85.3 และ 75.8 เปอร�เซ็นต� ในระยะเวลา  21  วัน และสามารถเจริญเป=นต�นอ)อนใน
เวลา 120 วัน ได�เพียง 18.5 และ  17.0 เปอร�เซ็นต�  ในขณะท่ีรา  C. goodyerae-repentis  และ
กรรมวิธีเพาะเมล็ดท่ีไม)ได�ใส)ราไมคอร�ไรซา สามารถกระตุ�นให�เมล็ดงอกได�เพียง 9.5 และ 17 
เปอร�เซ็นต� ตามลําดับเท)านั้น ไม)สามารถพัฒนาเป=นต�นอ)อนได�และตายในท่ีสุด  จากการทดลองนี้รา E. 

calendulina  (RZ  0050)  มีศักยภาพสูงท่ีสุดในการส)งเสริมการงอกและการพัฒนาเป=นต�นอ)อนของ
กล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ีและได�ต�นอ)อนท่ีแข็งแรงในการนําไปเพาะเลี้ยงในเรือนทดลอง  ราไม
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คอร�ซาท้ังหมดได�เก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ท่ีแยกได�ใน liquid paraffin และบน slant PDA ภายใต�
อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  ท่ีกลุ)มวิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
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ภาคผนวก 
 

ตารางท่ี 1:  สํารวจและเก็บตัวอย)างรากกล�วยไม�ท่ีเก็บจากแหล)งต)าง ๆ ในประเทศไทยระหว)าง
เดือนกันยายน 2549 – เดือนตุลาคม 2552 

ลําดับ ช่ือกล�วยไม� ช่ือวิทยาศาสตร� จํานวนตัวอย�าง แหล�งเก็บ 

1 กะเรกะร)อนอินทนนท� Cymbidium tracyanum  O’ Brien 3 เชียงใหม) 
   1 อุบลราชธานี 
2 รองเท�านารีขาวสตูล Paphiopedilum niveum 2 เชียงใหม) 
3 รองเท�านารีฝาหอย Paphiopedilum bellatulum 1 กระบ่ี 
4 รองเท�านารีสุขะกุล Paphiopedilum sukhakulii 

Schoser & Senghas  
1 เชียงราย 

5 รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี             Paphiopedilum exul 5 กระบ่ี 
6 รองเท�านารีเหลืองปราจีน             Paphiopedilum concolor 3 กาญจนบุรี 
7 รองเท�านารีอินทนนท� Paphiopedilum villosum 4 เชียงใหม) 
   3 เชียงราย 
8 สิงโตกลอกตา Bulbophyllum r 

blepharistes  Rchb. f. 
1 เชียงใหม) 

9 เอ้ืองปากนกแก�ว Dendrobium cruentum Rchb. f. 1 เชียงราย 
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ตารางท่ี 2 :   ราไมคอร�ไรซากล�วยไม�ท่ีแยกได�จากรากกล�วยไม�ชนิดต)าง ๆ จากแหล)งต)าง ๆของ
ประเทศไทยระหว)างเดือนกันยายน 2552 – เดือนตุลาคม 2554 

ช่ือกล�วยไม� แหล�งเก็บ สายพันธุ� ราไมคอร�ไรซากล�วยไม� 

กะเรกะร)อนอินทนนท� อําเภอแม)ริม  จังหวัดเชียงใหม) RZ 0058 
RZ 0064 
RZ 0065 

Epulorhiza repens 

Epulorhiza calendulina 

Epulorhiza calendulina 

 อําเภอเมือง จังหวัดอุบลราชธานี RZ 0057 Epulorhiza calendulina 

รองเท�านารีขาวสตูล อําเภอแม)ริม  จังหวัดเชียงใหม) RZ 0059 Tulasnella sp. 

รองเท�านารีฝาหอย อําเภออ)าวลึก จังหวัดกระบ่ี RZ 0051 Epulorhiza repens 

 อําเภอเมือง จังหวัดกระบ่ี RZ 0054 Epulorhiza calendulina 

รองเท�านารีสุขะกุล อําเภอดอยตุง  จังหวัดเชียงราย RZ 0063 Epulorhiza calendulina 

รองเท�านารีเหลืองกระบ่ี             อําเภอเหนือคลอง จังหวัดกระบ่ี RZ 0049 
RZ 0050 
RZ 0056 

Epulorhiza calendulina 

Epulorhiza calendulina 

Ceratorhiza goodyerae-

repentis 

 อําเภอเมือง จังหวัดกระบ่ี RZ 0052 
RZ 0066 

Epulorhiza calendulina 

Epulorhiza repens 

 อําเภอเขาพนม จังหวัดกระบ่ี RZ 0053 
RZ 0067 
RZ 0068 

Epulorhiza calendulina 

Ceratorhiza goodyerae-

repentis 

Epulorhiza calendulina  

 อําเภออ)าวลึก จังหวัดกระบ่ี RZ 0055 Epulorhiza calendulina 

รองเท�านารีเหลือง
ปราจีน  

อําเภอทองผาภูมิ  
จังหวัดกาญจนบุรี  

RZ 0060 Epulorhiza calendulina 

 

 อําเภอไทรโยค 
จังหวัดกาญจนบุรี 

RZ 0061 Epulorhiza repens 

รองเท�านารีอินทนนท� อําเภอแม)ริม  จังหวัดเชียงใหม) RZ 0069 
RZ 0070 

Epulorhiza repens 
Epulorhiza repens 

 อําเภอดอยตุง  จังหวัดเชียงราย RZ 0062 Epulorhiza calendulina 

สิงโตกลอกตา อําเภอแม)ริม  จังหวัดเชียงใหม) - ปนเป��อนจุลินทรีย�ชนิดอ่ืน 
เอ้ืองปากนกแก�ว อําเภอแม)ริม  จังหวัดเชียงใหม) - ปนเป��อนจุลินทรีย�ชนิดอ่ืน 

 อําเภอดอยตุง  จังหวัดเชียงราย -  
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รายงานผลงานวิจัยประจําป� ๒๕๕๕  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

ตารางท่ี 3: เปอร�เซ็นต�การงอกและการพัฒนาการเจริญของต�นอ)อนของกล�วยไม�รองเท�านารี
  เหลืองกระบ่ีหลังจากเพาะเมล็ดร)วมกับราไมคอร�ไรซา  21, 60, 120 วัน 
  

ราไมคอร�ไรซา 
การพัฒนาของกล�วยไม�ระยะต�าง ๆ หลังทําการเพาะเมล็ดกล�วยไม�ร�วมกับราไมคอร�ไรซา 
21 วัน 60 วัน 120 วัน 

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 
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รายงานผลงานวิจัยประจําป� ๒๕๕๕  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

ตารางท่ี 4 ระยะการเจริญเติบโตเป=นต�นอ)อนของเมล็ดกล�วยไม�รองเท�านารีเหลืองกระบ่ีท่ีเพาะ
ร)วมกับราไมคอร�ไรซาชนิดต)าง ๆเปรียบเทียบกับการเพาะเมล็ดกล�วยมีไม)ใส)ราไมคอร�
ไรซา (control) 

ชนิดของราไมคอร�ไรซา 
การพัฒนาการเจริญเปXนต�นอ�อน ระยะท่ี 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 
ไม)ใส)ราไมคอร�ไรซา (control) 0d 
1/ ตัวเลขท่ีตามด�วยตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมภ�เดียวกันไม)แตกต)างกันทางทางสถิติท่ีระดับ
ความเชื่อม่ัน 95 เปอร�เซ็นต� โดยวิธี DMRT 
 


