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บทคัดย่อ 

เช้ือราไมคอร์ไรซาเป็นเช้ือราท่ีเจริญอยู่ร่วมกับรากกล้วยไม้ ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
กล้วยไม้ และสามารถชักน าความต้านทานต่อโรคได้ เพื่อให้ทราบชนิดของเช้ือราไมคอร์ไรซาท่ีอยู่
ร่วมกับรากกล้วยไม้ งานวิจัยครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือราไมคอร์ไรซาใน
การส่งเสริมสุขภาพและชักน าความต้านทานกล้วยไม้ต่อโรคเน่าเละ โดยเก็บตัวอย่างรากกล้วยไม้ป่า
ชนิดต่างๆ 7 สายพันธุ์ ได้แก่ กล้วยไม้ว่านจูงนาง, กล้วยไม้ดินนางกราย, กล้วยไม้เอื้องมัจฉาเหลือง, 
กล้วยไม้เอื้องครั่งส้ัน, กล้วยไม้โอโน่เผือก X โอโน่ เซมิ, กล้วยไม้รองเท้านารีฝาหอย และเอื้องหนวดฤาษี 
จากจังหวัดนครราชสีมา ท าการแยกเช้ือราไมคอร์ไรซาจากเส้นใยท่ีเจริญอยู่ในเซลล์ช้ันคอร์เท็กซ์ของ
รากกล้วยไม้ด้วยวิธี tissue transplanting  จากการทดลองพบว่าสามารถจ าแนกเช้ือไมคอร์ไรซาจาก
รากกล้วยไม้ได้ท้ังส้ิน 60 ไอโซเลต จ าแนกออกเป็น 4 สกุล ได้แก่เช้ือราสายพันธุ์ Fusarium spp. 
มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ เช้ือราสายพันธุ์ Rhizoctonia sp. 29 เปอร์เซ็นต์ เช้ือราสายพันธุ์ Alternaria 
sp. 7 เปอร์เซ็นต์ และเช้ือราสายพันธุ์ Arbuscular mycorrhizal 4 เปอร์เซ็นต์ โดยได้คัดเลือกสาย
พันธุ์ A. mycorrhizal จ านวน 2 ไอโซเลตคือ AMF1 และ AMF2  มาใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพใน
การยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย Erwinia carotovora สาเหตุโรคเน่าเละของกล้วยไม้พบว่า A. mycorrhizal 
ไอโซเลต AMF2 สามารถยับยั้งเช้ือ E. carotovora ได้ดีท่ีสุด (p<0.05) โดยแสดงค่าการยับยั้ง (clear 
zone) อยู่ระหว่าง 13.9 มิลลิเมตร และเมื่อท าการฉีดพ่น A. mycorrhizal ไอโซเลต AMF2 ทุกๆ 7 วัน 
เป็นเวลา 5 สัปดาห์ ก่อนท่ีกล้วยไม้สกุลหวายจะออกดอก มีผลท าให้เช้ือรา A. mycorrhizal ไอโซเลต 
AMF2 มีเปอร์เซ็นต์การลดการเกิดโรคจากเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora ได้ดีเท่ากับ 43.6 % รวมท้ัง
เช้ือรา  A. mycorrhizal ไอโซเลต AMF2 ยังสามารถสร้างสาร Indole-3-acetic acid (IAA, 3-IAA) ท่ี
ช่วยในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชอย่างมีประสิทธิภาพ 
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Abstract 

Mycorrhiza lives in symbiotic relationships with Orchid roots which enhance the 
growth of orchids and induce disease resistance. The purpose of this research was to 
study the efficacy of mycorrhizal symbiosis in promoting orchid plant health and 
inducing resistance against soft rot disease and to determine the type of mycorrhizal in 
the orchid roots. Seven species of orchid roots samples were collected including Wan 
Jung Nang Orchid (Geodorum attenuatum Griff.), Nang Klai Orchid (Habenaria lindleyana 
Steud.), Yellow Macha Orchid (Dendrobium guibertii), Saynum khrang san Orchid 
(Dendrobium parishii), Honohono Orchid (Dendrobium superbum var. anosmum) Egg-in-
a-nest Orchid (Paphiopedilum bellatulum) and Medusa Orchid (Seidenfadenia mitrata) 
from Nakhon Ratchasima province. Mycorrhizal fungi were isolated from the fungal 
mycelium inside root cortical cells by tissue transplanting. The result showed that the 
Mycorrhiza could be isolated from the wild orchid roots by 60 isolates which could be 
classified into 4 genera as follows: The most 50 % has consisted of Fusarium spp., 
followed by Rhizoctonia sp. 29 %, Alternaria sp. 7 %and Arbuscular mycorrhizal 4 % 
respectively, then Arbuscular mycorrhizal from 2 isolates, AMF1 and AMF2 was selected 
to test the efficacy of mycorrhiza for inhibiting plant soft rot disease caused by Erwinia 
carotovora. The result found that mycorrhizal isolate AMF2 has the highest inhibition of 
E. carotovora (p<0.05) at 13.9 mm. The orchids were sprayed with mycorrhizal isolate 
AMF2 every 7 days for 5 weeks before the orchid blooms. As a result, Mycorrhizal isolate 
AMF2 has the highest percentage disease reduction of E. carotovora at 43.6% and also 
can improve plant growth via Indole-3-acetic acid (IAA, 3-IAA). 
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บทที่  1  
บทน า 

 

1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหาการวิจัย  
กล้วยไม้ดิน (Terrestrial orchid) เป็นกล้วยไม้ท่ีพบขึ้นอยู่ตามพื้นดินหรือซอกหินท่ีซากพืช 

ซากสัตว์สลายตัวผุพังแทรกอยู่ ส่วนมากเป็นพวกท่ีมีหัวอยู่ใต้ดินหรือกิ่งใต้ดิน และมีการพักตัวตลอดฤดู
แล้งจนกระท่ังเริ่มเข้าฤดูฝนจะผลิใบและสร้างช่อดอกพร้อมกับการสร้างหัวใหม่ข้ึนมาโดยมีลักษณะของ
หัวท่ีฝังอยู่ใต้ดิน เช่น หัวเทียม (pseudobulb) หรือเหง้า (rhizome) หรือส่วนท่ีสะสมอาหารอยู่ใต้ดิน 
ซึ่งอาจเป็นส่วนของล าต้น (tuber) หรือส่วนของราก (tuberous root) (จิตราพรรณ, 2554)  
 กล้วยไม้ดินมีหลายสกุล เช่น ล้ินมังกร (Habenaria erichmichelii Christenson) หรือสังหิน 
ปัดแดง จัดอยู่ใน วงศ์ Orchidaceae พบได้ในภาคอีสานและภาคใต้ของประเทศไทย ดอกบานในช่วง
เดือนกันยายนตุลาคม ลักษณะดอก มีกลีบเล้ียงด้านบน และด้านล่าง มีขนาดเล็กและมีสีเขียว กลีบดอก
มีสีชมพูอ่อน หรือแดงอ่อน ในขณะท่ีปาก มีรอยหยักแบ่งเป็น 4 แฉก ขนาดยาวประมาณ 3 เซนติเมตร 
กว้างประมาณ 2.5 เซนติเมตร มีสีชมพูอ่อน และชมพูเข้ม หลังจากมีดอกออกผลแล้วส่วนเหนือดินเหี่ยว
แห้งตายไป คงยังเหลือส่วนหัวใต้ดิน, เอื้องน้ าต้น (Calanthe cardioglossa Schltr.) เป็นกล้วยไม้ดิน 
ท่ีมีการเจริญเติบโตทางด้านข้าง ได้แก่กล้วยไม้ท่ีมีเหง้า ส่วนทอดเล้ือยหรือไหลเมื่อต้นเจริญเติบโตเต็มท่ี
แล้ว สามารถแตกต้นใหม่หรือหน่อใหม่จากโคนกอหรือตามข้อล าต้นได้ ล าต้นเป็นรูปทรงน้ าเต้า สูง
ประมาณ 7-15 ซม.ใบแบนแผ่เป็นรูปรี กว้าง 7-10 ซม. ยาว 18-25 ซม. จะท้ิงใบจนหมดต้นเมื่อถึง
ฤดูกาลท่ีผลิดอกท าให้เหลือเพียงดอก, กล้วยไม้ดินนางกราย (Pecteilis susannae (L.) Rafin.) เป็น
กล้วยไม้ดินดอกหอม มีเหลือในธรรมชาติน้อย เนื่องจากถูกเก็บจากป่าเพื่อการค้ามาก ช่ืออื่น นางกราย 
(นางอั้ว) ดอกสีเขียวอมขาวหรืออมเหลือง กลีบเล้ียงบนรูปไข่กว้าง ยาว 2-3 เซนติเมตร กลีบคู่ข้างแคบ
และยาวกว่าเล็กน้อย กลีบดอกรูปใบหอก ยาว 0.7-1.3 เซนติเมตร กลีบปากแยก 3 พู พูข้างกางออก 
รูปพัด ยาว 2-3.5 เซนติเมตร ขอบจักชายครุยลึก พูกลางรูปใบหอกถึงรูปแถบ ยาว 3-4.5 เซนติเมตร 
เดือยโค้ง ยาว 7-15.5 เซนติเมตร เส้าเกสรยาว 1-1.3 เซนติเมตร รังไข่รวมก้านดอกยาว 2.5-6 
เซนติเมตร, เอื้องมัจฉาเหลือง X (เอื้องมัจฉา X ม่อนไข่) เป็นกล้วยไม้ไทยลูกผสมท่ีให้ดอกสวยงามเป็นสี
เหลือง เป็นช่อห้อยลงมา เล้ียงง่ายออกดอกได้ทุกภาคของประเทศ ออกดอกได้เฉล่ียปีละ 3-4 ครั้งต่อป,ี  
เอื้องครั่งสายส้ัน (Dendrobium parishii Rchb.f.) วงศ์: Orchidaceae ออกตามข้อเป็นช่อส้ัน ช่อละ 
1-3 ดอก กลีบดอกสีม่วง โคนกลีบปากกระดกห่อข้ึน ขอบฉีกเป็นริ้วละเอียด สีม่วง มีปื้นกว้างสีม่วงเข้ม 
2 ปื้นท่ีกลางกลีบ ดอกขนาด 3.5-5 เซนติเมตร มีกล่ินหอม ออกดอกเดือนมีนาคม-พฤษภาคม, โอโน่
เผือก X โอโน่เซมิ เป็นกล้วยไม้สกุลหวาย เป็นเอื้องสาย เมื่อโตเต็มท่ีมีล าต้นยาว ออกดอกตามล าต้น 
ออกดอกปีละ 1 ครั้ง ช่วงเดือนเมษายน - พฤษภาคมดอกมีสีขาวสะอาด มีกล่ินหอม, กล้วยไม้รองเท้า
นารีฝาหอย (Paphiopedilum bellatulum (Rchb. f.) Stein) ขึ้นตามซอกหินหรือโคนต้นไม้ในป่าดิบ
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ทางภาคเหนือซึ่งสูงจากระดับทะเล 700 เมตรขึ้นไป ถิ่นก าเนิด การกระจายพันธุ์ พม่า จีน และลาว , 
เอื้องหนวดฤาษี หรือ เคราฤาษี (Tillandsia usneoides L.) ล าต้นทอดยาวได้ถึง 30 เมตรและยืดยาว
เรียวเล็กคล้ายเส้นด้าย ใบบาง รูปแถบ ยาว 2.5-5 เซนติเมตร ทุกส่วนมีขนเส้นเล็กละเอียดสีเทาเงินท่ี
เรียกว่า ไทรโคม (trichome) ช่วยสะท้อนแสงและเก็บรักษาความช้ืน ดอกสีม่วงขนาดเล็ก มีกล่ินหอม
อ่อน ๆ มักออกดอกดกในช่วงฤดูหนาว, เอื้องอั่วพวงมณี (Calanthe rubens Ridl.) เป็นหัวรูปกลมรี 
เป็นสันตามยาว สีเขียวอมเทา ใบคล้ายเอื้องชมพูไพร ท้ิงใบก่อนออกดอก ช่อดอกยาวได้ถึง 50 
เซนติเมตร ก้านช่อผอมยาว ปลายโค้งเล็กน้อย กลีบดอกสีชมพู กลีบปากเว้าต้ืน 3 แฉก กลางกลีบปาก
มีสีชมพูเข้มอมม่วง ขนาดดอก 2 x 3 เซนติเมตร ออกดอกเดือนมกราคม-กุมภาพันธ์ (องค์การสวน
พฤกษศาสตร์, 2556) และว่านจูงนาง เป็นกล้วยไม้ดินชนิดหนึ่ง จัดอยู่ในวงศ์ Orchidaceae วงศ์ย่อย 
Vandoideda มีช่ือสกุลว่า Geodorum spp. มีช่ือสามัญไทยว่า ว่านจูงนาง หรือ กบ (อบฉันท์ และ ชุม
พล, 2543) มีช่ืออื่นๆตามท้องถิ่นว่า ว่านถอนพิษ อึ่งเปราะ ก าปองดิน (สลิล, 2549) กล้วยไม้สกุลนี้มี
การส ารวจพบในประเทศไทย 7 ชนิด กระจายพันธุ์อยู่ในป่าท่ัวทุกภาคของประเทศไทย (อบฉันท์ และ 
ชุมพล, 2543) ว่านจูงนางมีใบท่ีสวยงามและมีขนาดของต้นท่ีกะทัดรัด ก้านช่อดอกต้ังตรงมีใบประดับ
คลุมเป็นระยะ ส่วนปลายโค้งงอลง ผนวกกับดอกท่ีมีขนาดเล็ก ออกดอกเป็นกลุ่มท่ีปลายช่อ ท าให้เป็นท่ี
ช่ืนชอบของผู้พบเห็น และมีแนวโน้มท่ีจะผลิตเป็นกล้วยไม้กระถางทางการค้า พบได้ในป่าเบญจพรรณ 
ป่าเต็งรัง และป่าดิบช้ืนท่ัวไปของประเทศ (สลิล, 2549; อบฉันท์ และ ชุมพล, 2543) หัวเป็นแบบคอร์ม 
รูปร่างกลม หรือกลมแป้นเรียวไปทางปลาย มีข้อปล้องชัดเจน 8-10 ปล้องต่อหัว หัวมีการเจริญเติบโต
ไปทางด้านข้าง เรียงชิดติดกันเป็นแถวยาว ขนานไปกับผิวดินหรือใต้ดิน ส่วนใหญ่ในสภาพธรรมชาติ 
ว่านจูงนางหนึ่งกอมีการสร้างหัวใหม่ เพียงปีละหนึ่งหัวเท่านั้น เพราะมีตาเพียงตาเดียวท่ีเจริญเป็นต้น
ใหม่ (ศลิษา และคณะ, 2551 อมรรัตน์ และคณะ, 2551) นอกจากนี้ว่านจูงนางยังมีวงจรชีวิตการ
เจริญเติบโต สลับกับการพักตัว โดยในธรรมชาติจะเริ่มมีการแทงหน่อ ประมาณเดือนเมษายน ออกดอก
เดือนเมษายน ถึง เดือนพฤษภาคม และเข้าสู่ระยะพักตัวประมาณเดือนตุลาคม ยาวนาน 4 - 5 เดือน 
(ศลิษา และคณะ, 2551 อมรรัตน์ และคณะ, 2551) ซึ่งเป็นอุปสรรคต่อการขยายพันธุ์และมีโอกาสเส่ียง
ต่อการสูญพันธุ์ เนื่องจากไม่สามารถผลิตต้นได้ตลอดท้ังปี จากการส ารวจซ้ าหลายครั้งในพื้นท่ีกระจาย
พันธุ์ที่เดิม พบว่ามีการลดลงของประชากร ว่านจูงนางอย่างเห็นได้ชัดเจน จากร่องรอยของภัยธรรมชาติ 
ได้แก่ น้ าหลาก และไฟป่า โดยเฉพาะในเขตพื้นท่ีเกิดไฟป่าเป็นประจ า ส่วนการสูญหายท่ีเกิดจากการ
รุกรานของมนุษย์นั้นเห็นได้ชัดเจนเช่นกัน จากร่องรอยของการน าต้นพืชเป็นจ านวนมากออกไปจาก
แหล่งกระจายพันธุ์ โดยเฉพาะบริเวณท่ีง่ายต่อการเข้าถึง (ฉันทนา, 2552; ฉันทนา และรณรงค์, 2550) 
ว่านจูงนางกระจายพันธุ์ได้ในธรรมชาติจากเมล็ดและหัว การขยายพันธุ์พืชชนิดนี้นอกถิ่นอาศัยสามารถ
ท าได้เช่นเดียวกับในสภาพธรรมชาติ แต่การขยายพันธุ์จากเมล็ดใช้เวลานาน การติดฝักจนกระท่ังฝักแก่ 
ใช้เวลา 4 – 8 เดือน ขึ้นอยู่กับชนิดของว่านจูงนาง (ฉันทนา, 2552; นฤมล และคณะ, 2554; Bhadar 
และ Hossain, 2003; Sheelavantmath et al., 2000) การเพาะเมล็ดจากฝักอ่อนใช้เวลายาวนาน

 



3 
 

 

เช่นกันไม่ว่าจะเป็นช่วงท่ีเมล็ดงอก และช่วงท่ีต้นกล้าเจริญเติบโตจนกระท่ังย้ายปลูกและต้นพืช
เจริญเติบโตข้ามฤดู (ฉันทนา, 2552) ดังเช่นงานวิจัยของสัจจพร (2545) ซึ่งพบว่า การเพาะเมล็ดว่านจูง
นาง ชนิด G. siamense Rolfe ex Downie ในสภาพปลอดเช้ือต้องใช้เวลาในการเพาะนานถึง 4 เดือน 
เมล็ดจึงจะงอกและพัฒนาเป็นโปรโตรโคอร์ม ของ G. densifiorum (Lam.) Schltr. ซึ่งเกิดจากการ
เพาะเมล็ดในสภาพปลอดเช้ือมาชักน าให้เกิดการสร้างหัวท่ีต่อมาสามารถน าไปปลูกและเจริญเป็นต้นพืช
ได้ แต่มีอัตราการรอดอยู่เพียง 60 เปอร์เซ็นต์ ส่วนการขยายพันธุ์จากหัวนั้นนับได้ว่าช้ามากเช่นกัน การ
สร้างหัวของพืชมีท้ังท่ีถูกกระตุ้นโดยปัจจัยสภาพแวดล้อม (Le Guen-le Saos et al., 2002) และปัจจัย
ภายในตามระยะการเจริญเติบโต ปัจจัยสภาพ แวดล้อมท่ีส่งผลต่อการสร้างหัวของพืช ได้แก่ สภาพวัน
ยาวกระตุ้นการสร้างหัวกระเทียม หอม และฟรีเซีย (Mansour, 1968) ฟรีเซียและพืชในสกุล Allium 
ต้องการผ่านอุณหภูมิต่ าเป็น ระยะเวลาหนึ่งในการสร้างหัว แต่อย่างไรก็ตามในปี 2551 อมรรัตน์ และ
คณะ รายงานว่า ว่านจูงนางมีลักษณะของหัวและพฤติกรรมการเจริญเติบโตของหัว แตกต่างไปจาก
กล้วยไม้ดินชนิดอื่นๆ จึงน่าจะมีการศึกษาเกี่ยวกับเช้ือราท่ีอาศัยอยู่บริเวณรากเพื่อคัดเลือกเช้ือราท่ีจะ
สามารถส่งเสริมการเจริญให้กับกล้วยไม้และชักน าความต้านทานต่อโรคได้ 

ไมคอร์ไรซา (Mycorrhiza) เป็นเช้ือราท่ีอาศัยอยู่บริเวณรากพืช มีความสัมพันธ์กันแบบ 
mutualism คือได้รับประโยชน์ท้ังสองฝ่าย ซึ่งเช้ือราไมคอร์ไรซาจะได้รับอาหารจากพืชท่ีหล่ังออกมา
ทางระบบรากคือแหล่งคาร์บอน เช่นน้ าตาลกลูโคส และซูโครส และเป็นท่ีอยู่อาศัย ส่วนพืชจะได้รับ
ประโยชน์คือ มีความสามารถในการทนแล้งได้ดีขึ้น เนื่องจากมีเส้นใยของเช้ือราปกคลุมท่ีรากท าให้ราก
มีความชุ่มช้ืน ทนต่อการเปล่ียนแปลงความเป็นกรดเป็นด่างได้ดี ทนต่อเช้ือสาเหตุโรคพืชและสามารถ
ดูดซับธาตุอาหารได้ดี ช่วยให้ต้นไม้เหี่ยวช้าลงเมื่ออยู่ในสภาวะขาดน้ า และสามารถป้องกันโรคท่ีเกิด
ขึ้นกับพืชได้อย่างมีประสิทธิภาพอีกด้วย ไมคอร์ไรซา แบ่งได้เป็น 2 ชนิด คือ 1) เอกโตไมคอร์ไรซา เช้ือ
ราจะรวมตัวเป็น pseudoparenchymatous sheath อยู่ด้านนอกเหนือในส่วนอีพิเดอร์มิส แต่ไม่
แทรกตัวเข้าในช้ันคอร์เท็กซ์ การรวมตัวกับเช้ือราท าให้โครงสร้างของรากพืชเปล่ียนไปโดยส้ันลงหรือ
เกิด dichotomously branching cluster และมีเนื้อเยื่อเจริญน้อยลง เช้ือราจะได้ประโยชน์ในด้านได้
สารอาหารจากพืช หลีกเล่ียงการแย่งสารอาหารจากจุลินทรีย์อื่นๆในดิน ส่วนพืชจะมีจะมีอัตราการดูด
ซึมสารอาหารจากดินเพิ่มขึ้นเพราะเช้ือราช่วยเพิ่มพื้นท่ีในการดูดซึม เพิ่มความทนทานต่อเช้ือก่อโรค
และสภาพแวดล้อม เอนไซม์จากเช้ือราช่วยย่อยสารอาหารให้ดูดซึมง่ายขึ้น  2) เอนโดไมคอร์ไรซาหรือ
เรียกอีกช่ือหนึ่งคือ Vesicular-Arbuscular Mycorrhiza (VAM) เช้ือราจะแทรกตัวเข้าไปในช้ันคอร์
เท็กซ์และส่วนท่ีมีชีวิตของรากพืช กลายเป็นกลุ่มของไมซีเลียม ข้อดีของเอนโดไมคอไรซาต่อพืชคือ 
ป้องกันการเกิดโรคในบริเวณคอร์เท็กซ์ เพิ่มการดูดซับไนโตรเจนให้แก่พืช และเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์
ฟอสฟาเตส ในกล้วยไม้พบความสัมพันธ์แบบนี้กับเช้ือรา เช่น Rhizoctonia โดยเช้ือราจะม้วนตัวเป็น
ขดเข้าไปในช้ันคอร์เท็กซ์ และถูกดูดกลืนเข้าไปเป็นส่วนหนึ่งของพืชจนแยกออกมาเป็นอิสระไม่ได้ เช้ือ
รายังช่วยให้เมล็ดกล้วยไม้งอกได้ดีขึ้น ความสัมพันธ์ของเช้ือรา orchid mycorrhizal และกล้วยไม้ ถือ
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เป็นความสัมพันธ์ที่ค่อนข้างมีความจ าเพาะ แตกต่างกับความสัมพันธ์ระหว่างพืชอาศัยและเช้ือราไมคอร์
ไรซาเข้าชนิดอื่นๆ ซึ่งไมคอร์ไรซาเข้าท่ีอยู่ในกล้วยไม้นั้นจะอยู่ในออเดอร์ ericales ซึ่งไม่ใช่รูปแบบ 
endomycorrhizal เหมือนกับเช้ือราอื่นๆในจีนัส zygomycota เช้ือราท่ีเข้าอาศัยในรากกล้วยไม้จะอยู่
ในกลุ่ม basidiomycetes เป็นส่วนใหญ่ และยังพบว่าเช้ือราในกลุ่ม ascomycetes ก็เข้าอาศัยในราก
กล้วยไม้เช่นเดียวกันแต่เป็นส่วนน้อย (Currah et al., 1997) เช้ือราในกลุ่ม basidiomycetes ท่ีเข้า
อาศัยในรากกล้วยไม้บางชนิดพบว่าเป็นเช้ือก่อโรคในพืชอื่นๆ เช่น Rhizoctonia solani Kahn 
(Hadley, 1982) หรือแม้กระท่ังภายในสกุลกล้วยไม้เอง เช้ือบางชนิดอาจจะอยู่อาศัยแบบให้ประโยชน์
ร่วมกัน (symbiotic fungi) กับกล้วยไม้บางชนิด (species) แต่อาจจะเป็นเช้ือก่อโรคในกล้วยไม้ 
species อื่นๆ อย่างไรก็ตาม โดยส่วนใหญ่แล้วกล้วยไม้จะควบคุมการเข้าอยู่อาศัยและการเจริญของเช้ือ
รา endomycorrhizal เช้ือรา orchid mycorrhizal  ถูกพบบริเวณเซลล์ cortex ช้ันในและถูกจ ากัด
ให้อยู่เฉพาะบริเวณราก (Hadley, 1982) การเข้าสู่เซลล์รากพืช (infection) ถูกจ ากัดด้วยเซลล์ 
embryo และ epidermal ของขนราก ซึ่งมีความจ าเพาะสูงมากในการเปรียบเทียบจดจ าเช้ือราท่ีไม่ใช่ 
orchid mycorrhizal ซึ่งน าไปสู่การควบคุมกระบวนการให้เช้ือเข้าสู่เซลล์ของกล้วยไม้ ซึ่งเช้ือราอาศัย
จะต้องปรับตัวเข้ากับกระบวนการควบคุมการเข้าสู่เซลล์นี้ (Hadley, 1982) โดยเช้ือราอาศัยจะมีการ
ปรับเปล่ียนเส้นใย (mycelium) ท่ีกระจุกขดตัวกันหนาแน่น เรียกว่า pelotons เพื่อให้สามารถเข้าสู่
เซลล์รากพืชอาศัยได้ (Hadley, 1982) ภายในเซลล์เช้ือรา orchid mycorrhizal นั้น กลุ่มเส้นใย 
pelotons ถูกล้อมรอบด้วยเยื่อหุ้มและ interfacial matrix material (Larry Peterson and Hugues 
, 2004)  เยื่ อหุ้มนี้ ต้องอาศัยการท างานของเอนไซม์  adenylate cyclase คล้ายกับ plasma 
membrane และจะต้องมีการปรับเปล่ียนรูปร่างของ microtubules และ cell wall microfibrils ซึ่ง
จะถูกปรับเปล่ียนในขณะท่ีเช้ือราเข้าสู่เซลล์รากพืช บางครั้งอาจจ าเป็นท่ีจะต้องมีการปรับเปล่ียนภายใน 
cytoplasm และมีการสร้างเย่ือหุ้มล้อมรอบ pelotons (Larry Peterson and Hugues , 2004) 

ปัจจัยอื่น ๆของปฏิสัมพันธ์ระหว่างกล้วยไม้และ orchid-mycorrhizal ก็มีความส าคัญ
เช่นเดียวกัน Hadley (1982) รายงานว่ามีการศึกษาเกี่ยวกับการเจริญของพืช มีการศึกษาหลายงานท่ี
พบว่าพืชท่ีมีการเข้าอาศัยของเช้ือจุลินทรีย์ท่ีพึ่งพาอาศัยได้ประโยชน์ร่วมกัน ( symbiont) มีการ
เจริญ เ ติบโต ดีกว่ าพื ช ท่ี ไม่ มี  symbiont ในปี  1991 Anderson พบว่ า เมื่ อป ลูก  Spiranthes 
magnicamporum ร่วมกับเ ช้ือรา symbiont มีการเจริญเติบโตท่ีดีกว่าการปลูกท่ีไม่มี เ ช้ือรา 
symbiont รวมถึง Hadley (1982) ก็ได้รายงานการศึกษาเกี่ยวกับกระบวนการแลกเปล่ียนธาตุอาหาร
ระหว่างพืชและเช้ือราอาศัย (Arditti, 1990) พบว่ามีการขนส่งวิตามิน, กรดอะมิโน, และน้ าตาลจากเช้ือ
ราอาศัยไปยังกล้วยไม้ อย่างไรก็ตาม ยังไม่ทราบว่าสารเหล่านี้ถูกขนส่งไปยังกล้วยไม้ในขณะท่ีเช้ือรายังมี
ชีวิต หรือถูกปลดปล่อยออกมาเมื่อเช้ือราตายและถูกย่อยสลายแล้ว (Hadley, 1982) การท่ีกล้วยไม้
ควบคุมปริมาณ orchid mycorrhizal เข้าสู่รากพบว่ามีการเกี่ยวข้องกับสาร phytoalexins เนื่องจาก
มีการพบสารนี้ระหว่างการเกิดกลไกควบคุม (Hadley, 1982) โดยระดับของกลไกควบคุมนี้จะรุนแรง
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มากน้อย ข้ึนอยู่กับชนิดและความสามารถในการก่อโรคของ orchid-fungus แต่ละชนิดและกล้วยไม้แต่
ละชนิด ซึ่งกลไกนี้เป็นกลไกการปกป้องตนเองโดยท่ัวไปของพืช ในปี 1995 Beyrle et al. ค้นพบสาร 
orhcinol ภายใน protocorms ของกล้วยไม้ ซึ่งพบว่าสาร orchinol นั้นคือสาร phytoalexin (ในการ
ค้นพบครั้งแรก) และเช่ือว่าสาร orchinol นี้ท าหน้าท่ีในการยับยั้งการเจริญของเช้ือราท่ีเข้ าสู่ราก
กล้วยไม้ และในปี 1976 Blakeman et al. ต้ังสมมติฐานว่าการเพิ่มขึ้นของกิจกรรมเอนไซม์ oxidative 
ระหว่างท่ีไมคอร์ไรซาเข้าสู่เซลล์รากกล้วยไม้นั้นคล้ายคลึงกับกลไกการปกป้องตนเองของพืชต่อเช้ือก่อ
โรค  

ส าหรับไมคอร์ไรซาท่ีเข้าอาศัยเซลล์รากพืช (endomycorrhiza) พืชจะมีการสร้างสาร 
flavonoids และ phenolic compounds เป็นโมเลกุลส่งสัญญาณไปกระตุ้นการงอกของสปอร์ 
(spore germination) ก่อนจะมีการเจริญและแตกแขนงกิ่งก้านของเส้นใยของเช้ือราไมคอร์ไรซาเข้าซึ่ง
เป็นสารประเภท glomulin (Hirsch และ Kapulnik, 1998) ซึ่งสารเหล่านี้จะส่งผลโดยตรงให้เช้ือรามี
การเจริญและเข้าสู่รากพืชอาศัย เมื่อเส้นใยเช้ือราสัมผัสกับรากพืชอาศัย เกิดการจดจ าความจ าเพาะต่อ
กัน (specific cell-cell interactions) น าไปสู่การสร้างและฟอร์มตัวเป็น mycorrhiza (Hirsch และ 
Kapulnik, 1998; Martin et al., 1999)  

งานวิจัยครั้งนี้จึงได้มุ่งเน้นในการศึกษาความส าคัญของเช้ือราไมคอร์ไรซาท่ีช่วยส่งเสริมการ
เจริญให้กับกล้วยไม้และชักน าความต้านทานต่อโรคเน่าเละ 

 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย  
1. เพื่อสนองพระราชด าริโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชด าริ สมเด็จพระเทพ
รัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี 
2. เพื่อแยก และจ าแนกชนิดราไมคอร์ไรซาจากรากกล้วยไม้ป่า 
3. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือราไมคอร์ไรซาในการส่งเสริมสุขภาพและชักน าความต้านทาน
กล้วยไม้ต่อโรคเน่าเละ 
 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
คัดแยกและศึกษาเช้ือราไมคอร์ไรซาท่ีมีความสามารถในการชักน าความต้านทานต่อโรคเน่าเละใน
กล้วยไม้ 
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1.4 ประโยชน์ที่ได้รับจากการวิจัย 
1. สามารถแยกและจัดจ าแนกชนิดของเช้ือราไมคอร์ไรซาจากกล้วยไม้ป่า 
2. ทราบถึงประสิทธิภาพของเช้ือราไมคอร์ไรซาต่อการเจริญของกล้วยไม้ป่า 
3. ทราบถึงกลไกของไมคอร์ไรซาต่อการเจริญและต้านทานต่อโรคของกล้วยไม้ป่า 

         การน าไปใช้ประโยชน์ในด้าน    
  ด้านวิชาการ  

        ผู้ที่น าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์          
ผู้ใช ้ การใช้ประโยชน์ 

อุทยานแห่งชาติ ทราบถึงกลไกและจัดจ าแนกชนิดของเช้ือไมคอร์ไรซาในการ
ชักน าความต้านทานโรคเน่าเละ 

เกษตรกรผู้ปลูกเล้ียงกล้วยไม้ ได้เช้ือไมคอร์ไรซาสายพันธุ์ท่ีมีประโยชน์ในการยับยั้งเช้ือ
สาเหตุโรคเน่าเละ 

นักธุรกิจผู้ผลิตสารชีวภัณฑ์ ได้เช้ือไมคอร์ไรซาสายพันธุ์ท่ีมีประโยชน์ในการยับยั้งเช้ือ
สาเหตุโรคเน่าเละ 
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บทที่  2  

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ประโยชน์ของเชื้อรา Mycorrhiza ต่อกล้วยไม้ 
จากการตรวจเอกสารการศึกษาราไมคอร์ไรซากล้วยไม้ในประเทศไทยนั้น ราไมคอร์ไรซาเป็นรา

ท่ีเจริญอยู่ร่วมกับรากกล้วยไม้ โดยท่ีราสามารถสร้างเส้นใยเข้าไปในรากกล้วยไม้ท่ีเจริญอยู่ในเซลล์ช้ัน
คอร์เท็กซ์ โดยสร้างโครงสร้างภายในเซลล์เรียกว่า “peloton” ราชนิดนี้ ไม่ได้เข้าท าลายรากพืช แต่จะ
ให้ธาตุอาหารแก่พืชเช่น ธาตุคาร์บอน ซึ่งเป็นแหล่งให้พลังงานท่ีส าคัญกับพืช  ซึ่งถือว่าเป็น
ความสัมพันธ์แบบเอื้อประโยชนซึ่งกันและกัน (symbiosis) ระหว่างกล้วยไม้กับราไมคอร์ไรซา โดยใน
สภาพธรรมชาติพบว่าราไมคอร์ไรซาท่ีเจริญอยู่ในรากกล้วยไม้มีความสัมพันธ์กับการงอกของเมล็ด
กล้วยไม้ ช่วยให้เมล็ดสามารถงอกได้ดีขึ้น โดยให้ธาตุอาหาร และกระตุ้นการเจริญเติบโตของต้นกล้า 
ดังนั้นการศึกษาเช้ือราไมคอร์ไรซาท่ีแยกได้จากกล้วยไม้นั้น เพื่อท่ีจะน าไปสู่การใช้ประโยชน์ในการ
น ามาปลูกเช้ือในเมล็ดกล้วยไม้ เพื่อช่วยในการงอกและการเจริญเติบโตต่อไป ( symbiotic seed 
germination) ซึ่งวิธีการดังกล่าวได้มีการทดลองอย่างกว้างขวางกับกล้วยไม้อิงอาศัย  (epiphytic 
orchids) และกล้วยไม้ดิน (terrestrial orchids) ในประเทศแถบเอเชีย เช่น สิงคโปร์ ไต้หวัน และ
เกาหลี (Athipunyakom et al., 2004) 

พรพิมล อธิปัญญาคม และคณะ (2555) ศึกษาชนิดราไมคอร์ไรซากล้วยไม้ใกล้สูญพันธุ์ และ
การใช้ประโยชน์ของราในการเพาะเมล็ดกล้วยไม้ โดยรวบรวมและจ าแนกชนิดของราไมคอร์ไรซา
กล้วยไม้ใกล้สูญพันธุ์ จากนั้นน าราไมคอร์ไรซาท้ังหมดมาท าการคัดเลือกการเจริญเติบโตบนอาหาร oat 
meal agar (OMA) พบว่าสามารถเจริญได้ดีบนอาหาร OMA 4 isolates คือ Ceratorhiza goodyerae-
repentis (RZ 0067), Epulorhiza calendulina (RZ 0050), Epulorhiza repens (RZ 0066) และ 
Tulasnella sp. (RZ 0059) และเมื่อน าท้ัง 4 isolates มาทดสอบการมีประโยชน์ต่อการเพาะเมล็ด
กล้วยไม้รองเท้านารีเหลืองกระบี่แบบเกื้อกูล เอื้อประโยชนซึ่งกันและกัน พบว่า รา E. calendulina มี
ศักยภาพในการกระตุ้นให้เมล็ดกล้วยไม้รองเท้านารีเหลืองกระบี่งอกได้ 100 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 
21 วัน และส่งเสริมให้เมล็ดพัฒนาเจริญเป็นต้นอ่อนได้ 58 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 120 วัน ซึ่ง
แตกต่างกับ E. repens และ Tulasnella sp.  ซึ่งสามารถกระตุ้นให้เมล็ดกล้วยไม้งอกได้ 85.3 และ 
75.8 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 21 วัน และสามารถเจริญเป็นต้นอ่อนในเวลา 120 วัน ได้เพียง 18.5 
และ 17.0 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีรา C. goodyerae-repentis และกรรมวิธีเพาะเมล็ดท่ีไม่ได้ใส่ราไมคอร์
ไรซา สามารถกระตุ้นให้เมล็ดงอกได้เพียง 9.5 และ 17 เปอร์เซ็นต์ เท่านั้น และยังไม่สามารถพัฒนาเป็น
ต้นอ่อนได้และตายในท่ีสุด เช่นเดียวกับปวริศ ใจค า และคณะ (2557) ท่ีท าการศึกษาผลของไมคอร์ไร
ซากล้วยไม้ และหินฟอสเฟตต่อการเจริญเติบโต ของกล้วยไม้สกุลฮาเบนาเรีย ซึ่งเป็นกล้วยไม้ดินท่ีมีการ
เจริญเติบโตได้ดีเมื่ออยู่ร่วมกับราไมคอร์ไรซา โดยใช้ไมคอร์ไรซาท่ีแยกได้จากกล้วยไม้ดิน 3 ชนิดได้แก่ 
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1) ไมคอร์ไรซากล้วยไม้ท่ีแยกได้จากกล้วยไม้ดินนางกราย (A) 2) ไมคอร์ไรซากล้วยไม้ท่ีแยกได้จาก
กล้วยไม้ดินหูยาว (B) และ 3) Oidioden sp. ท่ีแยกได้จากกล้วยไม้ดินว่านจูงนาง (C) ร่วมกับการใช้หิน
ฟอสเฟตท่ีระดับ 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าการเติมเช้ือราไมคอร์ไรซา และหินฟอสเฟตไม่ส่งผล
ต่อเส้นผ่าศูนย์กลางล าต้น, ความกว้างใบ, ความยาวใบ จ านวนใบต่อต้น และอัตราการออกดอกของล้ิน
มังกรสีเหลืองท่ีได้รับกรรมวิธีต่างๆ ไม่มีความแตกต่างกัน แต่พบว่าความกว้าง และความยาวดอกของ
ล้ินมังกรสีเหลืองท่ีได้รับกรรมวิธีต่างๆ มีความแตกต่างกัน โดยการเติมหินฟอสเฟตร่วมกับไมคอร์ไรซา
กล้วยไม้ ชนิด A, ชนิด B, ชนิด C, ชนิด A และ B, ชนิด A และ C และชนิด B และ C ช่วยเพิ่มคุณภาพ
ดอก ท้ังในด้านความกว้าง และความยาวดอก เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
2.2 ความหลากหลายของเชื้อรา Mycorrhiza  

เห็ดราไมคอร์ไรซาท่ีพบอยู่ท่ัวโลกมีมากกว่า 5,000 ชนิด พืชหรือต้นไม้ท่ีสัมพันธ์กับรากลุ่มนี้
มีอย่างน้อย 2,000 ชนิด หรือประมาณ 10-20% ของพืชช้ันสูง ต้นไม้ท่ีมีค่าทางเศรษฐกิจชนิดท่ีส าคัญ
ในทางป่าไม้ส่วนใหญ่ต้องการราเอคโตไมคอร์ไรซา ได้แก่ ไม้ในวงศ์สนเขา (Pinaceae) วงศ์ไม้ยาง 
(Dipterocarpaceae) วงศ์ไม้ยูคาลิปตัส (Myrtaceae) วงศ์ไม้มะค่าโมง (Caesalpinaceae) วงศ์ไม้ก่อ 
(Fagaceae) วงศ์ไม้ก าลังเสือโคร่ง (Betulaceae) วงศ์ไม้สนทะเล (Casuarinaceae) วงศ์ไม้ถั่ว 
(Leguminosae) เป็นต้น และมีงานวิจัยเกี่ยวกับไมคอร์ไรซามากกว่า 14,000 เรื่อง ส าหรับเอคโตไม
คอร์ไรซาท่ัวโลกพบ 167 ชนิด มีรายงานว่าพบในระบบนิเวศป่าไม้ของไทยแล้ว 47 ชนิด โดยพบชนิด
ของเห็ดราไมคอร์ไรซาท่ีมีศักยภาพ ได้แก่ เห็ดราในวงศ์ Russulaceae (เห็ดไคลหลังเขียว เห็ดน้ าแป้ง 
เห็ดไคลหลังขาว เห็ดน้ าหมาก และเห็ดหาด) วงศ์ Boletaceae (เห็ดน้ าผ้ึง) วงศ์ Cortinariaceae (เห็ด
ขี้เถ้า) และวงศ์ Sclerodermataceae (เห็ดเผาะ) โดยพบอาศัยอยู่ร่วมกับพันธุ์ไม้ป่าหลายชนิด เช่น 
มะค่าโมง ยางขาว ยางปาย ตะเคียนหิน ตะเคียนทอง เค่ียมคะนอง และก่อขี้หมูเป็นต้น ส าหรับไม้ยูคา
ลิปตัสท่ีมีเช้ือเอคโตไมคอร์ไรซา (Pisolithus tinctorius) และไม้สักท่ีมีเอ็นโดไมคอร์ไรซาชนิด Glomus 
sp. อาศัยร่วมอยู่ด้วยจะมีอัตราการรอดตาย การเจริญเติบโต และดูดซับธาตุอาหารได้ดีกว่ากลุ่มท่ีไม่มี
ไมคอร์ไรซา 

Harley และ Smith (1983) ได้จัดแบ่งเช้ือราไมคอร์ไรซาออกเป็น 7 กลุ่มย่อย ได้แก่ 
ectomycorrhiza, endomycorrhiza (vesicular-arbuscular mycorrhiza), ectendomycorrhiza, 
ericoid mycorrhiza, arbutoid mycorrhiza, monotropoid mycorrhiza และ orchid mycorrhiza 
ซึ่งแต่ละกลุ่มจะมีความแตกต่างกัน ดังนี้  

1. Ectomycorrhiza เป็นไมคอร์ไรซาท่ีมีเส้นใยของราเจริญสานตัวกันเป็นแผ่น ( fungal 
sheath) หรือเป็นเยื่อหุ้ม (mantle) อยู่รอบ ๆ ราก มีความหนาประมาณ 20-100 ไมครอน และมี
น้ าหนักแห้งคิดเป็น 25-40 % ของน้ าหนักแห้งของรากท้ังหมด เส้นใยบางส่วนจะเจริญเข้าไปอยู่ใน
ช่องว่างระหว่างเซลล์ช้ัน epidermis กับเซลล์ช้ัน cortex แล้วเส้นใยจะเจริญสานกันเป็นตาข่ายอยู่รอบ 
cortical cell เรียกว่า Hartig net (Warcup, 1980) ราเอคโตไมคอร์ไรซามีมากกว่า 5,000 ชนิด และ
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เจริญร่วมกับพืชหลายชนิด ในเขตภูมิอากาศต่างๆท่ัวโลก ส่วนใหญ่ราเอคโตไมคอร์ไรซาเป็นราช้ันสูง จัด
อยู่ในกลุ่ม Basidiomycetes, Gasteromycetes, Ascomycetes และ Phycomycetes (Harley และ 
Smith, 1983) 

2. Endomycorrhiza เป็นไมคอร์ไรซาท่ีมีเส้นใยเจริญอยู่รอบๆ รากพืชและบางส่วนของเส้น
ใยเจริญเข้าไปใน เซลล์ของรากพืช (intracellular) และอาจเข้าไปอยู่ระหว่างเซลล์ (intercellular) 
ของรากพืชในช้ัน cortex เส้นใยท่ีเจริญอยู่รอบๆ รากพืชอยู่กันอย่างหลวม ๆ หรือยื่นออกจากรากพืชสู่
ดินประมาณ 1 เซนติเมตร ส่วนของเส้นใยราท่ีเจริญเข้าไปในรากพืชจะเจริญอยู่ในช้ัน primary cortex 
เท่านั้น และนิยมเรียกช่ือกันในปัจจุบันว่า ราเวสสิคูล่าร์ -อาร์บัสคูลาร์ ไมคอร์ไรซา (vesicular-
arbuscular mycorrhiza : VAM) นอกจากเส้นใยในรากแล้ว รา vesicular-arbuscular mycorrhiza 
ยังสร้างโครงสร้างท่ีในเนื้อเยื่อราก 2 โครงสร้าง คือ โครงสร้างเวสสิเคิล (vesicle) และ อาร์บัสคูล 
(arbuscule) โดยเส้นใยจะเจริญเข้าไปอยู่ในเซลล์ช้ัน cortex หรืออยู่ระหว่างเซลล์ช้ัน cortex ไม่เข้าไป
ในช้ัน meristematic cells หรือช้ัน endodermis เส้นใยอาจขดเป็นวง ในเซลล์ราก หรืออาจจะมีการ
แตกแขนงแบบ dichotomous จนเกือบเต็มเซลล์ ท าให้มีลักษณะคล้ายกะหล่ าดอก หรือคล้ายต้นไม้ 
(tree-like) อยู่ในเซลล์พืชเราเรียกโครงสร้างนั้นว่า อาร์บัสคูล (arbuscule) ซึ่งจะเจริญอยู่ระยะหนึ่ง
และสลายไป อาจเกิดจากการย่อยสลายของเซลล์พืชก็เป็นได้ โครงสร้าง arbuscule นั้นเป็นโครงสร้าง
ซึ่งราใช้สะสมแร่ธาตุอาหาร โดยเฉพาะฟอสฟอรัส ซึ่งเมื่อพืชย่อยสลายโครงสร้างนี้ สารอาหารสามารถ
ถ่ายเทไปให้กับพืชได้ การถ่ายเทสารอาหารนั้นอาจเกิดจากการแลกเปล่ียนสารอาหาร ท่ีบริเวณผิวหน้า
ของ arbuscule ท่ีสัมผัสกับเซลล์ได้ ราจะได้รับสารคาร์โบไฮเดรตจากพืช โครงสร้าง arbuscule นี้จะมี
อายุประมาณ 2-14 วันก็จะสลายไป เมื่อโครงสร้าง arbuscule สลายไป ราก็จะมีการสร้างโครงสร้าง 
ซึ่งมีรูปร่างกลมหรือรูปไข่ ลักษณะคล้ายถุง ผนังหนา เกิดท่ีปลายของเส้นใย (terminal) หรือตรงกลาง
เส้นใย (intercalary) ซึ่งโป่งบวมออกมา ภายในมีหยดไขมันสีเหลืองบรรจุอยู่ เป็นโครงสร้างท่ีใช้ในการ
เก็บสะสม อาหารของรา และเป็นโครงสร้าง ท่ีทนต่อสภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม ได้ดี เรียกโครงสร้าง
นี้ว่า เวสสิเคิล (vesicle) เนื่องจากโครงสร้างท้ังสองนี้ เป็นโครงสร้างท่ีไม่พบในราชนิดใด ๆ จึงท าให้ 
นักวิจัยใช้โครงสร้างนี้ในการบ่งช้ีว่า มีราชนิดนี้เข้าอยู่อาศัย ในพืชอาศัยหรือไม่ รากของพืชท่ีมีราอาศัย
ร่วมอยู่ด้วย สามารถเจริญ เติบโตได้ตามปกติ และไม่มีการเปล่ียนแปลง ลักษณะทางกายภาพ แต่ราก
พืชบางชนิดอาจพบ การเปล่ียนสีเป็นสีเหลืองอ่อน และไม่มีรากขน ซึ่งสีเหลืองนี้ จะจางหายไปเมื่อถูก
แสงสว่างและความเข้มของสี ขึ้นอยู่กับปริมาณการเข้าสู่รากของรา (Harley และ Smith, 1983) 

3. Ectendomycorrhiza หรือ Pseudomycorrhiza เป็นไมคอร์ไรซาท่ีมีลักษณะอยู่ระหว่าง 
ectomycorrhiza และ endomycorrhiza อาจพบเส้นใยของราเจริญเกาะกันอยู่อย่างหลวมๆ รอบ
รากพืชหรือไม่พบเลย มีเส้นใยบางส่วนเจริญเข้าสู่เซลล์พืชแล้วขดเป็นวง (coil) อยู่ภายในเซลล์ บางครั้ง
พบเส้นใย เจริญเข้าไปอยู่ในช่องว่างระหว่างเซลล์ในช้ัน cortex และสร้าง Hartig net ราท่ีมีการ
ด ารงชีวิตแบบนี้เส้นใย จะมีผนังกั้น มี สีเข้ม จัดอยู่ใน class Basidiomycetes และ Ascomycetes 
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บางครั้งพบการสร้าง chlamydospore อยู่ภายในเส้นใยท่ีโป่งบวม ไม่พบ conidia และโครงสร้าง
สืบพันธุ์อื่น ๆ ตัวอย่างราได้แก่ Rhizoctonia sylvestris, Phiolocephala dimorphospora พืช
อ า ศัยขอ ง ร า ไ ม้ แก่  สน  ( pine) , spruce, beech ซึ่ ง เ ป็ นพื ช ในก ลุ่ม  Gymnospermae และ 
Angiospermae (Harley และ Smith, 1983) ectendomycorrhiza มักจะพบ ectomycorrhiza 
เจริญขึ้นแทน (Wilcox, 1971; Thomas และ Jackson, 1979) 

4. Ericoid mycorrhiza เป็นไมคอร์ไรซาของพืชใน order Ericales ลักษณะส าคัญของ 
ericoid mycorrhiza คือ เส้นใยของรา ชนิดนี้จะมีผนังกั้น บางชนิดเป็นราใน class Ascomycetes 
เช่น Pezizella ericae บางชนิดเป็นราใน class Basidiomycetes เช่น Clavaria ราจะเจริญเข้าสู่
เซลล์พืชแล้วม้วนขดเป็นวง (coil) อยู่ในเซลล์ของ cortex ไม่สร้าง sheath หรือ Hartig net พืชอาศัย
เป็น ไม้พุ่มหรือไม้ยืนต้นขนาดเล็กใน order Ericales family Ericaceae (sub-family Ericoideae, 
Vaccinioideae และ  Rhododendroideae)  family Epacridaceae และ  family Empetraceae 
(Hartey และ Smith, 1983) เป็นไมคอร์ไรซาท่ีมีความส าคัญต่อพืชและระบบนิเวศน์ เช่นเดียวกับไม
คอร์ไรซาชนิดอื่น แต่ท่ีส าคัญ คือ ericoid mycorrhiza มีบทบาทส าคัญมากส าหรับ พืชท่ีปลูกในดินท่ีมี
ความเป็นกรดสูง Read (1978) ได้ศึกษาผลของ ericoid mycorrhiza ต่อการเจริญของ Erica baurea 
พืชประจ าถิ่นแอฟริกาใต้ท่ีออกดอกในฤดูแล้ง พบว่า E. baurea ท่ีมี ericoid mycorrhiza อยู่ด้วย มี
ความสามารถในการดูดธาตุไนโตรเจน และสะสมไว้ในฤดูสืบพันธุ์ได้สูงกว่าพืชท่ีไม่มีไมคอร์ไรซา 

5. Arbutoid mycorrhiza เป็นไมคอร์ไรซาของพืชใน order Ericales อีกชนิดหนึ่งโดยราท่ี
อยู่ร่วมกับ รากจะสร้างเส้นใยสานกัน เป็นแผ่น (sheath) ล้อมรอบราก แล้วเส้นใยบางส่วนเจริญเข้าไป
อยู่ระหว่างเซลล์ในช้ัน cortex สร้าง Hartig net และมีเส้นใยเล็ก ๆ งอกแทงเข้าสู่เซลล์แล้วเจริญขด
ม้วนเป็นวง (coil) อยู่ภายในเซลล์ มักพบในต้นไม้และไม้พุ่ม (shrub) ท่ีโตเต็มท่ีแล้ว ราท่ีมีความสัมพันธ์
กั บ พื ช แ บ บ นี้ เ ป็ น ร า ใ น  class Basidiomycetes ซึ่ ง บ า ง ค รั้ ง อ า จ จ ะมี ค ว า ม สั ม พั น ธ์ แบบ 
ectomycorrhiza หรือ ectendomycorrhiza กับพืชอาศัยชนิดอื่น เช่น Cortinarius zakii ซึ่งเป็น 
arbutoid mycorrhiza กับพืช Arbutus menziesii และเป็น ectomycorrhiza กับพืช Pseudotsuga 
douglasii และกับพืช Abies grandis เป็นต้น (Zak, 1973, 1974; Duddridge, 1980) 

6. Montropoid mycorrhiza เป็นไมคอร์ไรซาท่ีพบในพืช family Monotropaceae ซึ่งเป็น
พืชท่ีไม่มีคลอโรฟิล มีระบบรากเป็น รากแก้ว รากแขนงและรากฝอย บริเวณรากแขนงจะพบเส้นใยของ
ราสานกัน หนา 2-3 ช้ัน เป็นแผ่น (sheath) และมีเส้นใยสานกัน เป็นตาข่าย (Hartig net) ล้อมรอบ
เซลล์ช้ันนอกสุด (epidermis) และช้ัน cortex ของพืช นอกเหนือไปจากนี้ เส้นใยของราบางส่วนแทง 
เข้าไปในเซลล์ของ epidermis แล้วเจริญเป็น haustoria ท่ีไม่แตกแขนง พืชอาศัยท่ีมีการศึกษากันมาก 
คือ Monotropa hypopytis มักพบไมคอร์ไรซาชนิดนี้ เจริญอยู่ร่วมกับไม้ป่าหลายชนิด เช่น บีช 
(beech), สน (pine) และ conifers ชนิดอื่น ๆ ราท่ีเป็นไมคอร์ไรซา ชนิดนี้ เป็นราใน class 
Basidiomycetes ตัวอย่างเช่น Boletus (Harley และ Smith, 1983) 
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7. Orchid mycorrhiza เป็นไมคอร์ไรซาท่ีพบในพืช family Orchidaceae หรือกล้วยไม้
ชนิดต่าง ๆ มีความสัมพันธ์กับราใน class Basidiomycetes บางชนิด ท่ีสามารถย่อยเซลลูโลส 
(cellulose) และลิกนิน (lignin) ได้ ไมคอร์ไรซาชนิดนี้มีความส าคัญในการกระตุ้นการงอกของเมล็ดพืช 
และให้สารอาหารท่ีต้นกล้าพืช ต้องการในการเจริญเติบโต (Warcup, 1975) 

ไมคอร์ไรซา ไม่เพียงแต่จะช่วยพืชในเรื่องของการรอดชีวิตและการขยายพันธุ์ แต่ยังสามารถ
ช่วยในเรื่องของการกระตุ้นภูมิต้านทานต่อโรคในกล้วยไม้ได้ Wu และคณะ(2011) ได้ท าการทดลองการ
กระ ตุ้นความ ต้านทาน ต่อ โรคเน่ า เละ ท่ี เกิ ดจาก เ ช้ือ  Erwinia chrysanthemi ในก ล้วยไม้  
Phalaenopsis พบว่ากลุ่มท่ีมีการเล้ียงร่วมกับเช้ือราไมคอร์ไรซาสามารถระตุ้นให้เกิดการเจริญได้
มากกว่ากลุ่มท่ีไม่เล้ียงร่วมกับเช้ือราไมคอร์ไรซาอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และยังสามารถลดการเกิดโรค
เน่าเละในกล้วยไม้ได้อีกด้วย นอกจากนี้เช้ือราไมคอร์ไรซายังช่วยในด้านอื่นๆด้วย เช่น ทางด้านคุณภาพ
ของใบ และทางสัณฐานวิทยาและความแข็งแรงของพืชและกระตุ้นการเกิดราก ปัจจัยท่ีมีผลต่อความ
หลากหลายต่อโครงสร้างของเช้ือราไมคอร์ไรซามีหลายอย่าง ท้ังปัจจัยท่ีมีชีวิตและไม่มีชีวิต ท่ีเห็นชัดเจน
คือลักษณะและโครงสร้างของพืช เนื่องจากความจ าเพาะของการอยู่ร่วมกันระหว่างพืชกับเช้ือราไมคอร์
ไรซา เช่น รากพืชมีการหล่ังสารออกมาหลายชนิดไม่เพียงแต่คาร์โบไฮเดรต เพื่อใช้เป็นแหล่งพลังงาน
ส าหรับเช้ือราไมคอร์ไรซาแล้ว พืชยังสามารถหล่ังสาร organic compound อื่นๆ เช่น กรดอะมิโน นิ
วคลีโอไทด์ ฟีนอล อัลดีไฮด์ คีโตน เอสเทอ และเทอพีนอยด์ สารเหล่านี้บางชนิดมีการสะสมอยู่รอบๆ 
รากพืชและถูกใช้โดยจุลินทรีย์ท่ีอยู่บริเวณนั้น อย่างไรก็ตามยังมีสารอินทรีย์อื่นๆ ท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็ก
สามารถแทรกผ่านดินไปสู่เช้ือจุลินทรีย์อื่นๆ ท่ีอยู่ห่างออกไปได้ มีรายงานว่าสารท่ีพืชหล่ังออกมาจาก
บริเวณรากสามารถกระตุ้นการงอกของสปอร์และการเจริญของเส้นใยของเอ็นโดไมคอร์ไรซาและเอคโต
ไมคอร์ ไรซาได้ ถึงแม้ว่ากลไกในการกระตุ้นนั้นจะยังไม่ทราบแน่ชัดแต่คาดว่าน่าจะมีความเกี่ยวข้องกับ
สาร secondary compound จากพืช เช่น สารฟลาโวนอยด์ท่ีพืชสร้างขึ้นและออกซินท่ีถูกสร้างจาก
เช้ือรา ซึ่งสารเหล่านี้มีความเกี่ยวข้องกับการส่งสัญญาณระหว่างพืชกับเช้ือราไมคอร์ไรซาการเริ่มฟอร์ม
ตัวที่รากพืช (Koske และ Gemma, 1992, Gianinazzi-Pearson et al, 1989) 
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ภาพท่ี 2.1 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างพืชและเช้ือราไมคอร์ไรซา ท่ีมา : Kernaghan, 2005 
 

ไมคอร์ไรซาท าให้พืชเกิดความหลากหลาย ซึ่งความหลากหลายของพืชอาจส่งผลให้เกิดความ
หลากหลายเช้ือราไมคอร์ไรซาด้วยเรียกว่า feedback เช่นกัน ดังรูปท่ี 2.1 ด้านบน (positive 
feedback) แสดงให้เห็นถึงการเจริญของพืชจากธาตุอาหารในดินธรรมชาติ ซึ่งพืชแต่ละชนิดจะใช้
สารอาหารท่ีอยู่ในดินตามธรรมชาติเพื่อใช้ในการเจริญเติบโต ในทางกลับกัน ด้านลบ (negative 
feedback) เมื่อธาตุอาหารในดินลดลงท าให้ความหลากหลายของพืชลดลงเหลือเพียงแต่สายพันธุ์ ท่ี
สามารถด ารงชีวิตอยู่ได้เท่านั้น ซึ่งด้าน negative feedback เช้ือราไมคอร์ไรซาสามารถส่งเสริมการ
เจริญของพืชได้โดยการอาศัยอยู่ร่วมกันและแลกเปล่ียนสารระหว่างกันระหว่างพืชและไมคอร์ไรซาซึ่งจะ
ท าให้เกิดความจ าเพาะและความหลากหลายของพืชและไมคอรไ์รซา (Kernaghan, 2005) 
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 การรวบรวมและยืนยันความสามารถในการก่อให้เกิดโรคของเชื้อแบคทีเรีย  Erwinia 
carotovora สาเหตุโรคเน่าเละในกล้วยไม้ป่า 

ท าการรวบรวมเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละจากผักคะน้า เปปเปอร์โรเนีย และต้นหอม 
เนื่องจากผู้ศึกษาไม่พบการระบาดของโรคเน่าเละในกล้วยไม้ในช่วงฤดูท่ีท าการทดลอง จึงท าการเเยก
เช้ือสาเหตุโรคเน่าเละ ผักคะน้า เปปเปอร์โรเนีย และต้นหอม ซึ่งเป็นพืชอาศัยของเช้ือแบคทีเรีย  
E. carotovora เเละท าการทดสอบการเข้าท าลายในกล้วยไม้ เพื่อคัดเลือกหาเช้ือสาเหตุโรคท่ีมีความ
รุนแรงมาใช้ในกล้วยไม้ จากนั้นน ามายืนยันความสามารถในการก่อให้เกิดโรค โดยน าโคโลนีเด่ียวไป
เล้ียงในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มเช้ือเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง บน
เครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง ปรับค่าความขุ่นของเซลล์ให้มีความเข้มข้นของ
เช้ือเท่ากับ 1x108 cfu/ml โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer ท่ีความยาว
คล่ืน 600 นาโนเมตร ให้มีค่า optical density (O.D.) เท่ากับ 0.2 จากนั้นปลูกเช้ือแต่ละไอโซเลต
เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมคือน้ ากล่ันนึ่งฆ่าเช้ือ ลงบนใบกล้วยไม้สกุลหวาย จากนั้นเก็บตัวอย่าง
ทดสอบในกล่องช้ืนบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง โดยวางแผนการทดลองแบบ completely randomized 
design (CRD) จ านวน 3 ซ้ า และท าการประเมินความรุนแรงของโรคหลังปลูกเช้ือทุกวัน เป็นเวลา 4 
วัน โดยวัดระดับความรุนแรงของโรคจากระดับ 0 ถึง 4 โดยระดับคะแนน 0 คือไม่ปรากฏอาการ, 
คะแนน 1 คือพื้นท่ีใบท่ีเป็นแผลน้อยกว่า 25%, คะแนน 2 คือพื้นท่ีใบท่ีเป็นแผลระหว่าง 26-50%, 
คะแนน 3 คือพื้นท่ีใบท่ีเป็นแผลระหว่าง 51-75% และคะแนน 4 คือพื้นท่ีใบท่ีเป็นแผลมากกว่า 75% 
เปรียบเทียบกับพื้นท่ีใบท้ังหมดของกล้วยไม้ (วิลาวรรณ์ และคณะ, 2549) เมื่อสังเกตเห็นกล้วยไม้แสดง
อาการของโรค ท าการแยกเช้ือสาเหตุโรคอีกครั้ง จากกล้วยไม้ (re-isolation) ท่ีแสดงอาการของโรค
รุนแรงท่ีสุด แล้วท าการ cross streak บนอาหาร nutrient agar (NA)  จากนั้นคัดเลือกโคโลนีเด่ียว 
(single colony) แล้วน ามาปลูกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคท่ีแยกได้ลงบนใบกล้วยไม้ชุดใหม่ (re-
inoculation) อีกครั้งตามกฎการพิสูจน์โรคของ Koch (Koch’s postulation) จากนั้นน าเช้ือท่ีแยก
ได้มา streak บนอาหาร NA เพื่อเพิ่มปริมาณเช้ือสายพันธุ์บริสุทธิ์ไอโซเลตรุนแรงท่ีสุด (aggressive 
strain) เพื่อท าการเก็บเช้ือและศึกษาในขั้นตอนต่อไป (วิลาวรรณ์ และคณะ, 2549) 

 
3.2 การคัดเลือกเชื้อราไมคอร์ไรซามีประโยชน์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละของ
กล้วยไม้ป่า   

คัดแยกเช้ือราไมคอร์ไรซาจากรากกล้วยไม้ป่า 7 ตัวอย่าง คือ (1) กล้วยไม้ว่านจูงนาง (2) 
กล้วยไม้ดินนางกราย (3) เอื้องมัจฉาเหลือง X (เอื้องมัจฉา X ม่อนไข่) (4) เอื้องครั่งสายส้ัน (5) โอโน่
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เผือก X โอโน่ เซมิ (6) กล้วยไม้รองเท้านารีฝาหอย (7) เอื้องหนวดฤาษี มาเล้ียงในอาหาร potato 
dextrose agar (PDA) จากนั้นบ่มเช้ือท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน จนเช้ือเจริญเต็ม plate   

น า cork borer เจาะอาหารวุ้นท่ีมีเช้ือราไมคอร์ไรซามาวางบนอาหาร และ streak เช้ือ 
Erwinia carotovora เป็นเส้นตรงห่างจากช้ินวุ้นของเช้ือราประมาณ 2 เซ็นติเมตร จากนั้นบ่มเช้ือท่ี
เล้ียงร่วมกันเป็นเวลา 7 วัน ไว้ที่อุณหภูมิห้อง ท าการตรวจวัดผลโดยวัดขนาด clear zone (มิลลิเมตร) 
ท่ีเกิดขึ้นรอบๆ โคโลนีของเช้ือราซึ่งเกิดจากการยับยั้งการเจริญของเช้ือ E. carotovora ต่อมาคัดเลือก
เช้ือไมคอร์ไรซาไอโซเลตท่ีรุนแรงท่ีสุดในการควบคุมโรคเน่าเละมาฉีดพ่นบนใบกล้วยไม้สกุลหวาย ก่อน
ระยะออกดอก ทุกๆ 7 วัน เป็นเวลา 5 สัปดาห์ หลังจากนั้นท าการปลูกเช้ือ E. carotovora เพื่อ
ทดสอบความสามารถในการลดโรคของเช้ือไมคอร์ไรซา 
3.3 ท าการวิเคราะห์องค์ประกอบสารชีวโมเลกุลในกล้วยไม้โดยใช้เทคนิค Synchrotron FTIR 
microspectroscopy 

3.3.1 น าตัวอย่างใบกล้วยไม้สกุลหวายท่ีท าการฉีดพ่นด้วย Arbuscular mycorrhizal ทุกๆ 
7 วัน เป็นเวลา 5 สัปดาห์ ก่อนกล้วยไม้ออกดอก จากนั้นท าการปลูกเช้ือสาเหตุโรคเน่าเละมาตัดตาม
แนวยาวของใบให้มีขนาดประมาณ 0.5x1 เซนติเมตร จากนั้นน าตัวอย่างใบกล้วยไม้ไปวางในกระดาษฟ
รอยด์ท่ีพับเป็นกระทง แล้วน าไป fix ด้วยสาร optimal cutting temperature หรือ OCT ให้ท่วม
ตัวอย่าง จากนั้นน าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวทันทีเพื่อให้ตัวอย่างแข็งอย่างรวดเร็ว น าตัวอย่างแช่ในตู้ -
80 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน ามาตัด section เพื่อใช้วิเคราะห์ต่อไป 

3.3.2 การตัด section ตัวอย่างใบกล้วยไม้ โดยน าตัวอย่างใบกล้วยไม้ท่ีแช่แข็งไว้มาตัดด้วย
เครื่อง cryosection อุณหภูมิท่ีใช้ในการตัดท่ีเหมาะสมคือ -20 ถึง -30 องศาเซลเซียส ตัดท่ีขนาดความ
หนาขนาดพอเหมาะท่ีสามารถน ามาวิเคราะห์ได้ น าช้ินตัวอย่างท่ีได้มาวางบน BaF2 Window จากนั้น
น าไปท าให้แห้งด้วยเครื่อง vacuum desiccator และเก็บตัวอย่างไว้ใน desiccator จนกว่าจะน าไป
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค Synchrotron FTIR microspectroscopy  

3.3.3 การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Synchrotron FTIR microspectroscopy ท่ีสถาบันวิจัย
แสงซินโครตรอน (องค์การมหาชน) ด้วยเครื่อง Fourier transform infrared spectroscopy: FTIR 
(tensor 27, bruker optic) โดย condition ท่ีใช้ในการวัดคือช่วงความยาวคล่ืน 4000-800 cm-1, 
scan time 64 scan, resolution 4 cm-1, และวัด background ทุกๆ 5 spectrum และวัดตัวอย่าง
ละ 3 ซ้ า จากนั้นน า spectrum ท่ีได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม OPUS 7.2, Unscrambler X 10.5 
และ Cytospec เพื่อวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงของสารชีวโมเลกุลภายในตัวอย่างกล้วยไม้ในกลุ่มท่ีมี
การปลูกเช้ือสาเหตุโรคและกลุ่มควบคุมต่อไป  
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3.4 การศึกษาศักยภาพในการผลิตสารที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
            วิ เคราะห์ความสามารถในการผลิต Indole-3-acetic acid (IAA, 3-IAA) ตามวิ ธี ของ 
Bharucha และคณะ  ( Bharucha et al. , 2013)  เ ล้ี ย ง ไ มคอร์ ไ รซ า ในอาหาร  International 
Streptomyces Project Medium 3 (ISP-3) ปริมาตร 100 ml ใน ฟลาสก์ขนาด 250 ml เป็นเวลา 7 
วัน ท าการเจาะเช้ือไมคอร์ไรซาท่ีต้องการ (โดยเลือกบริเวณท่ีมีการเจริญเติบโตท่ีใกล้เคียงกัน) ลงใน
อาหาร ISP-3 ท่ีเติม tryptophan 1 g/L น าเช้ือท่ีได้ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน 
โดยเขย่าท่ีความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที จากนั้นน าน้ าเล้ียงเช้ือท่ีได้มาแยกส่วนสารละลายใสโดยการ
กรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 น าส่วนสารละลายใสไปวิเคราะห์หา IAA โดย ปิเปตน้ าเล้ียงเช้ือ จ านวน 

2 ml เติม Ortho-phosphoric acid ปริมาตร 20 l และ Salkowski’s reagent (เตรียมสาร 50 ml 
ประกอบด้วย 35% (w/v) HClO4 และ FeCl3 0.5 โมลาร์ปริมาตร 1 ml) ปริมาตร 4 ml บ่มในท่ีมืด 1 
ช่ัวโมง น าสารละลายไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 535 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer ค านวณปริมาณ IAA ท่ีเช้ือราไมคอร์ไรซาสร้างขึ้นกับกราฟมาตรฐานของสาร 

IAA บริสุทธิ์ (MW = 175.19) ท่ีมีความเข้มข้น 0, 10, 20, 50, 100, 150 mol 
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บทที่  4   
ผลการวิจัย   

4.1 การรวบรวมและยืนยันความสามารถในการก่อให้เกิดโรคของเชื้อแบคทีเรีย Erwinia 
carotovora สาเหตุโรคเน่าเละในกล้วยไม้ป่า 

 

ท าการรวบรวมเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละจากผักคะน้า เปปเปอร์โรเนีย และต้นหอม 
เนื่องจากผู้ศึกษาไม่พบการระบาดของโรคเน่าเละในกล้วยไม้ในช่วงฤดูท่ีท าการทดลอง จึงท าการเเยก
เช้ือสาเหตุโรคเน่าเละ ผักคะน้า เปปเปอร์โรเนีย และต้นหอม ซึ่งเป็นพืชอาศัยของเช้ือแบคทีเรีย  
E. carotovora (ดังภาพท่ี 4.1) เเละท าการทดสอบการเข้าท าลายในกล้วยไม้ เพื่อคัดเลือกหาเช้ือ
สาเหตุโรคท่ีมีความรุนแรงมาใช้ในกล้วยไม้ พบว่าสามารถแยกเช้ือสาเหตุโรคเน่าเละจากผักคะน้า เปป
เปอร์โรเนีย และต้นหอม ได้ 6 ไอโซเลต (ดังภาพท่ี 4.2) และน าเช้ือท่ีเเยกได้มาทดสอบความสามารถใน
การเข้าท าลายกล้วยไม้สกุลหวายเพื่อใช้เป็นตัวแทนของกล้วยไม้ป่าเนื่องจากกล้วยไม้ป่ามีวงจรชีวิตการ
เจริญเติบโต สลับกับการพักตัว โดยในธรรมชาติจะเริ่มมีการแทงหน่อ ประมาณเดือนเมษายน ออกดอก
เดือนเมษายน ถึง เดือนพฤษภาคม และเข้าสู่ระยะพักตัวประมาณเดือนตุลาคม ยาวนาน 4 - 5 เดือนซึ่ง
เป็นอุปสรรคต่อการต่อการทดลอง ผู้วิจัยจึงได้ใช้กล้วยไม้สกุลหวายเป็นพืชโมเดลในการทดลอง  

 
ภาพที่ 4.1 ลักษณะอาการเน่าเละของพืชแต่ละชนิดท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora (A) 

ผักคะน้า (B) ต้นเปปเปอร์โรเนีย (C) ต้นหอม 
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ภาพที่ 4.2 ลักษณะของโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย Erwinia carotovora ท่ีแยกได้จากพืช (A) ผักคะน้า 

(B) ต้นเปปเปอร์โรเนีย (C) ต้นหอม 
 

   จากนั้นท าการประเมินความรุนแรงของโรคเน่าเละกล้วยไม้หลังปลูกเช้ือแบคทีเรีย  
E. carotovora ท่ี 4 วันหลังจากปลูกเช้ือ โดยวัดระดับความรุนแรงของโรคจากระดับ 0 ถึง 4 พบว่า
เช้ือแบคทีเรีย E. carotovora ท่ีเข้าท าลาย จากผักคะน้าพื้นท่ีใบเป็นแผลระหว่าง 51-75% รุนแรง
ท่ีสุด รองลงมาคือ เช้ือจากต้นเปปเปอร์โรเนีย พื้นท่ีใบเป็นแผลระหว่าง 26-50% และเช้ือจากต้นหอม
พื้นท่ีใบเป็นแผลน้อยกว่า 25% มีความรุนแรงน้อยท่ีสุด (ดังภาพท่ี 4.3) 

 
ภาพที่ 4.3 ลักษณะอาการความรุนแรงของเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora ท่ีเข้าท าลาย (A) เช้ือจาก

ผักคะน้าพื้นท่ีใบเป็นแผลระหว่าง 51-75% (B) เช้ือจากต้นเปปเปอร์โรเนีย พื้นท่ีใบเป็นแผล
ระหว่าง 26-50% (C) เช้ือจากต้นหอมพื้นท่ีใบเป็นแผลน้อยกว่า 25% 

 
           เมื่อสังเกตเห็นกล้วยไม้แสดงอาการของโรคจากการประเมินความรุนแรงพบว่าแบคทีเรีย   
E. carotovora จากผักคะน้ามีความรุนแรงในการเข้าท าลายกล้วยไม้มากท่ีสุดอยู่ระหว่าง 51-75%  
ท าการแยกเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora อีกครั้งจากกล้วยไม้ (re-isolation) ท่ีแสดงอาการของโรค
รุนแรงท่ีสุด แล้วท าการ cross streak บนอาหาร nutrient agar (NA) จากนั้นคัดเลือกโคโลนีเด่ียว 
(single colony) แล้วน ามาปลูกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคท่ีแยกได้ลงบนกล้วยไม้ชุดใหม่ (re-
inoculation) อีกครั้งตามกฎการพิสูจน์โรคของ Koch (Koch’s postulation) จากนั้นน าเช้ือแบคทีเรีย 
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E. carotovora ท่ีแยกได้มาจากผักคะน้ามีความรุนแรงในการเข้าท าลายกล้วยไม้มากท่ีสุด มาเล้ียงบน
อาหาร NA เพื่อเพิ่มปริมาณเช้ือสายพันธุ์บริสุทธิ์ไอโซเลตรุนแรงท่ีสุด (aggressive strain) เพื่อท าการ
เก็บเช้ือและศึกษาในขั้นตอนต่อไป (ภาพท่ี 4.4) (วิลาวรรณ์ เช้ือบุญ และคณะ, 2549) 

 

 
 

ภาพที่ 4.4 ลักษณะของโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora ท่ีแยกได้จากผักคะน้าซึ่งมีความ
รุนแรงในการเข้าท าลายกล้วยไม้มากท่ีสุด 

 
4.2 การคัดเลือกเชื้อราไมคอร์ไรซามีประโยชน์ และทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุโรคเน่าเละของกล้วยไม้ป่าในระดับห้องปฏิบัติการ 

 คัดแยกเช้ือราไมคอร์ไรซาจากรากกล้วยไม้ป่า 7 ตัวอย่าง  คือ 1) กล้วยไม้ว่านจูงนาง 2) 
กล้วยไม้ดินนางกราย 3) เอื้องมัจฉาเหลือง X (เอื้องมัจฉา X ม่อนไข่) 4) เอื้องครั่งสายส้ัน 5) โอโน่เผือก 
X โอโน่ เซมิ 6) กล้วยไม้รองเท้านารีฝาหอย 7) เอื้องหนวดฤาษี พบว่าสามารถแยกเช้ือราไมคอร์ไรซา
จากรากกล้วยไม้ป่าได้ท้ังส้ิน 60 ไอโซเลต พบเช้ือราจ านวน 4 สกุล (ภาพท่ี 4.6) มาเล้ียงในอาหาร PDA 
จากนั้นบ่มเช้ือท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องจนเช้ือเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นท าการตรวจสอบ
ลักษณะสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (ภาพท่ี 4.7) โดยพบว่าสามารถแยกเช้ือรา Fusarium spp. มาก
ท่ีสุด 50 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ Rhizoctonia sp. 29 เปอร์เซ็นต์ Alternaria sp., 7 เปอร์เซ็นต์ 
Arbuscular mycorrhizal 4 เปอร์เซ็นต์ และอื่น ๆ อีก 2 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งไม่สามารถระบุสกุลของเช้ือรา
ได้ ซึ่งได้เลือกเช้ือรา Arbuscular mycorrhizal ท่ีคัดแยกได้จากรากกล้วยไม้ว่านนางจูง น ามาศึกษา
ลักษณะทางสัณฐาณวิทยา  
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ภาพที่ 4.5 ลักษณะกล้วยไม้ดินและกล้วยไม้ป่า (A) กล้วยไม้ว่านจูงนาง (B) กล้วยไม้ดินนางกราย (C)  

   เอื้องมัจฉาเหลือง X (เอื้องมัจฉา X ม่อนไข่) (D) เอื้องครั่งสายส้ัน (E) โอโน่เผือก X โอโน่  
    เซมิ (F) กล้วยไม้รองเท้านารีฝาหอย (G) เอื้องหนวดฤาษี  
 

   
   

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.6 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยา (โคโลนี) ของเช้ือราท่ีแยกได้จากรากกล้วยไม้ป่า (A-D) 

ลักษณะโคโลนีของเช้ือรา A. mycorrhizal (E) ลักษณะโคโลนีของเช้ือรา Alternaria sp. 
(F-G) ลักษณะโคโลนีของเ ช้ือรา Rhizoctonia sp. (H) ลักษณะโคโลนีของเ ช้ือรา 
Phytophthora spp. 
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 ภาพที่ 4.7 แสดงลักษณะสปอร์หรือ conidia ของเช้ือราท่ีแยกได้จากรากของกล้วยไม้ป่าท่ีน ามาแยก

เช้ือ (A-D) oospore ของ A. mycorrhizal (E) spore ของ Alternaria sp. (F) ไม่สามารถ
ระบุ ไ ด้  ( G)  hyphae ขอ ง  Rhizoctonia sp.  ( H)  spore ขอ ง  Fusarium spp.  ( I) 
zoosporangium ของ Phytophthora spp. 

 
ลักษณะสปอร์หรือ conidia ของเช้ือราท่ีแยกได้จากรากของกล้วยไม้ป่าท่ีน ามาแยกเช้ือ (A-D) 

oospore ของเช้ือรา Arbuscular mycorrhizal มีเวสิเคิล (vesicle)  ท่ีบริเวณปลายหรือกลางเส้นใย 
ซึ่งจะมีรูปร่างกลมหรือรูปไข่ ผนังหนา ภายในเวสิเคิลมีหยดไขมันสีเหลือง (E) spore ของเช้ือรา 
Alternaria sp. มีลักษณะสปอร์มีสีอ่อนถึงสีน้ าตาลปนเหลืองผนังเรียบท่ีมีสปอร์มีรอยต่อการติดของ
สปอร์ สปอร์มีรูปร่างยาวเกิดเป็นลูกโซ่ ท่ีแตกแขนง สปอร์มีรูปร่างหลายแบบคือ obclavate, 
obpyriform, ovoid หรือ ellipsoidal บางครั้งพบ beak รูปทรงกระบอกหรือรูปกรวยส้ัน (F) ไม่
สามารถระบุได้ (G) hyphae ของเช้ือรา Rhizoctonia sp. เส้นใยมีลักษณะสีน้ าตาล มีผนังกั้น สปอร์มี
ลักษณะคล้ายลูกโซ่ (H) spore ของเช้ือรา Fusarium spp. มีลักษณะสปอร์คล้ายพระจันทร์เส้ียวหัว
ท้ายแหลม (I) zoosporangium ของเช้ือรา Phytophthora spp. มีการสร้างถุงบรรจุสปอร์เรียกว่า 
สปอร์แรนเจียม ภายในถุงนี้สร้างสปอร์ชนิดท่ีว่ายน้ าได้เรียกว่า ซูสปอร์ เป็นจ านวนมาก (ภาพท่ี 4.7) 

จากนั้นได้การศึกษาเช้ือราไมคอร์ไรซาท่ีมีศักยภาพในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย   
E. carotovora ก่อโรคเน่าเละกล้วยไม้ โดยน า cork borer เจาะอาหารวุ้นท่ีมีเช้ือราไมคอร์ไรซาเจริญ
มาวางบนอาหารโดยเล้ียงเช้ือไมคอร์ไรซาก่อน 7 วัน หลังจากนั้นจึงใช้ลูปเขี่ยเช้ือ E. carotovora เล้ียง
ร่วมกันเป็นเวลา 7 วัน และบ่มเช้ือไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง ท าการตรวจวัดผลการยับยั้งเช้ือ (inhibition 
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zone; มิลลิเมตร) พบว่าเช้ือรา A. mycorrhizal ไอโซเลต AMF2 สามารถยับยั้งเช้ือ E. carotovora 
ได้ดีท่ีสุด (p<0.05) โดยแสดงค่าการยับยั้งอยู่ระหว่าง 13.9 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1 และภาพท่ี 4.8) 

 
ตารางที่ 4.1 การศึกษาเช้ือราไมคอร์ไรซาท่ีมีศักยภาพในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย  
E. carotovora ก่อโรคเน่าเละกล้วยไม้ 

กรรมวิธี ค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางของ inhibition 
zone (mean ± SD) (มิลลิเมตร) 

Control (non-inoculated) 0.00±0.0c 
A. mycorrhizal AMF1ร่วมกับ E. carotovora 9.23±0.64b 
A. mycorrhizal AMF2 ร่วมกับ E. carotovora 13.90±0.03ab 
E. carotovora ร่วมกับ คอปเปอร์ออกซิคลอ
ไรด์ 

14.50±0.02a 

a,b,c ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแนวต้ังแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 

                    
  
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 4.8 การยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora โรคเน่าเละในกล้วยไม้โดย A. 
mycorrhizal ไอโซเลต AMF1 และ AMF2 (A: Control (non-inoculated), B: A. mycorrhizal ไอ
โซเลต AMF1 ร่วมกับ E. carotovora และ C: A. mycorrhizal ไอโซเลต AMF2 ร่วมกับ E. 
carotovora) 

 
จากนั้นได้ท าการคัดเลือกเช้ือรา A. mycorrhizal จ านวน 2 ไอโซเลต ได้แก่ AMF1 และ AMF 

2 มาทดสอบประ สิทธิภาพในการควบคุม เ ช้ือแบคที เรี ย  E.  carotovora โดยฉีดพ่น ด้วย  
A. mycorrhizal ทุกๆ 7 วัน เป็นเวลา 5 สัปดาห์ ก่อนปลูกเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora สาเหตุโรค
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เน่าเละในกล้วยไม้สกุลหวายก่อนระยะออกดอก (ภาพท่ี 4.9) พบว่า เช้ือรา A. mycorrhizal ไอโซเลต 
AMF2 สามารถลดเช้ือ E. carotovora ได้สูงท่ี 43.6 % รองลงมาคือ A. mycorrhizal ไอโซเลต AMF1 
สามารถลดเช้ือ  E. carotovora ไ ด้ 20.3 % (ตาราง ท่ี 4.2) จึงไ ด้ท าการคัดเลือก เ ช้ือรา A. 
mycorrhizal ไอโซเลต AMF2 เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป 
ตารางที่ 4.2 เปอร์เซ็นต์การลดโรคของใบกล้วยไม้ท่ีเป็นโรคเน่าเละในแต่ละกรรมวิธี  

กรรมวิธี เปอร์เซ็นต์การลดโรค (%) 
T1= ฉีดพ่นด้วย A. mycorrhizal AMF1 20.3c 
T2= ฉีดพ่นด้วย A. mycorrhizal AMF2 43.6b 
T3= ฉีดพ่นด้วยสารเคมี (คอปเปอร์ออกซิคลอไรด์) 71.1a 
T4= ฉีดพ่นด้วยน้ า (กรรมวิธีควบคุม) 0.0d 
F-Test ** 
C.V. (%) 29.3 

** = significantly different at P< 0.05 and 0.01, respectively. 
a,b,c ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแนวต้ังแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 

                                   
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่  4.9 แสดงลักษณะการลดโรคของใบกล้วยไม้ ท่ี เป็นโรคเน่าเละ  (T2= ฉีดพ่นด้วย A. 

mycorrhizal ไอโซเลต AMF2 (A) มีเปอร์เซ็นการลดโรค 43.6%, T3= ฉีดพ่นด้วยสารเคมี
คอปเปอร์ออกซิคลอไรด์ (B)) มีเปอร์เซ็นการลดโรค 71.1% และ T4= ฉีดพ่นด้วยน้ า 
(กรรมวิธีควบคุม) (C) มีเปอร์เซ็นการลดโรค 0.0%,)  

 
4.3 การวิเคราะห์องค์ประกอบสารชีวโมเลกุลในกล้วยไม้โดยใช้เทคนิค Synchotron FTIR 
microspectroscopy 

เช้ือรา A. mycorrhizal ไอโซเลต AMF2 ท่ีสามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช และช่วย
ชักน าให้พืชเกิดความต้านทานต่อเช้ือก่อโรค และลดการเกิดโรคเน่าเละในกล้วยไม้มาศึกษา ซึ่งส่งผลต่อ
การเปล่ียนแปลงอง ค์ประกอบทาง ชีวโมเลกุลในกล้วยไม้  ด้วยเทคนิค Synchrotron FTIR 
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microspectroscopy โดยจะแสดงผลในรูปของสเปกตรัมการดูดกลืนแสงอินฟราเรด (average 
secondary derivative FTIR spectrum) ของสารชีวโมเลกุลในเนื้อเยื่อ ช้ัน mesophyll ของใบ
กล้วยไม้ ใบกล้วยไม้ท่ีฉีดพ่นด้วยเช้ือรา A. mycorrhizal ทุกๆ 7 วัน เป็นเวลา 5 สัปดาห์ ก่อนกล้วยไม้
ออกดอก เปรียบเทียบกับใบกล้วยไม้ท่ีฉีดพ่นด้วยสารเคมี และกรรมวิธีควบคุม (น้ า) ท่ีช่วงความถี่ 
3000-2800 cm-1 และ 1800-800 cm-1  

จากกราฟ (ภาพท่ี 4.10) แสดง average secondary derivative FTIR spectrum ของสาร
ชีวโมเลกุลในเนื้อเยื่อช้ัน epidermis ของใบกล้วยไม้ หลังจากได้ท าการสเปรย์เช้ือรา A. mycorrhizal 
สารเคมี และกรรมวิธีควบคุม (น้ า) ท่ีช่วงความถี่ช่วง 3000-2800 cm-1 และ 1800-800 cm-1 พบว่า
กรรมวิธีที่ฉีดพ่นด้วยเช้ือรา A. mycorrhizal มีการเปล่ียนแปลงของไขมัน C-H stretching vibration 
ในช่วง 2963 และ 2923 cm-1 และมีการเปล่ียนแปลงของของโปรตีน Amide II ในช่วง 1596 cm-1 สูง
ท่ีสุด รองลงมาเป็นกรรมวิธีท่ีฉีดพ่นด้วยสารเคมี และกรรมวิธีควบคุม (น้ า) ตามล าดับ   

จากผลการวิเคราะห์ PCA (ภาพท่ี 4.11) สามารถแยกกลุ่มของใบกล้วยไม้ หลังจากฉีดพ่นด้วย
เช้ือรา A. mycorrhizal (สีเขียว), สารเคมี (สีแดง) และกรรมวิธีควบคุม (สีน้ าเงิน) แยกกลุ่มออกเป็น 3 
กลุ่มอย่างชัดเจน แสดงให้เห็นว่ากล้วยไม้ท่ีการฉีดพ่นด้วย A. mycorrhizal ส่งผลให้ใบกล้วยไม้มีความ
แข็งแรงของผนังเซลล์ในช้ัน mesophyll เพิ่มมากขึน้ยากต่อการเข้าท าลายของเช้ือสาเหตุโรค  

 
 
ภาพที่ 4.10 แสดงสเปกตรัมการดูดกลืนแสงอินฟราเรด (average secondary derivative FTIR 

spectrum) ของสารชีวโมเลกุลในเนื้อเยื่อช้ัน mesophyll ของใบกล้วยไม้ ท่ีได้ท าการ
สเปรย์เช้ือรา A. mycorrhizal สารเคมี และกรรมวิธีควบคุม (Water) ณ ช่วงความถี่ 
3000-2800 cm-1 และ 1800-800 cm-1 โดยใช้โปรแกรม UnscramblerX 10.5    

2963 

2923 1596 
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ภาพที่ 4.11 การวิเคราะห์ principal component analysis (PCA) แสดงการแยกกลุ่มของ score ใน

เนื้อเยื่อช้ัน mesophyll ของใบกล้วยไม้ ท่ีได้ท าการสเปรย์ เ ช้ือรา A. mycorrhizal 
สารเคมี และกรรมวิธีควบคุม (Water) โดยใช้โปรแกรม UnscramblerX 10.5 

 
4.4 การศึกษาศักยภาพในการผลิตสารที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 

จากการวิเคราะห์ความสามารถในการผลิตสารท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชของเช้ือรา A. 
mycorrhizal ซึ่งวิเคราะห์เปรียบเทียบกับเช้ือราไตรโคเดอร์มาเนื่องจากเช้ือราไตรโคเดอร์มามี
คุณสมบัติในการควบคุมโรคพืชและเป็นเช้ือราท่ีสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้เช่นเดียวกัน
กับเช้ือราไมคอร์ไรซา จากการวิเคราะห์พบว่า เช้ือรา A. mycorrhizal มีคุณสมบัติในการสร้าง IAA ได้ 
เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชในกลุ่มออกซิน ชนิด Indole-3-acetic acid (IAA, 3-IAA) พบ 
A. mycorrhizal ไอโซเลต AMF2 ให้ปริมาณ IAA 0.239 µg/ml ซึ่ง A. mycorrhizal สามารถผลิตสาร
ท่ีช่วยสนับสนุนการเจริญเติบโตของพืชได้ดีกว่าเช้ือราไตรโคเดอร์ม่า  
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ภาพที่ 4.12 ปริมาณการผลิตสาร Indole-3-acetic acid (IAA, 3-IAA) ของเช้ือรา A. mycorrhizal 
(AMF2) 
 

 



25 
 

 

บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 การรวบรวม และยืนยันความสามารถในการก่อให้เกิดโรคของเชื้อแบคทีเรีย Erwinia 
carotovora สาเหตุโรคเน่าเละในกล้วยไม้ป่า 

จากการรวบรวม และยืนยันความสามารถในการก่อให้ เกิดโรคของเช้ือแบคทีเรีย E. 
carotovora สาเหตุโรคเน่าเละในกล้วยไม้ป่า โดยคัดเลือกเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora ท่ีแยกได้จาก
ไอโซเลตผักคะน้าซึ่งมีความรุนแรงท่ีสุด โดยการท า artificial inoculation เพื่อให้ใบกล้วยไม้เกิดโรค
เน่าเละนั้นจะต้องปรับและควบคุมปัจจัยต่าง ๆ 3 ปัจจัย ได้แก่ เช้ือโรค (pathogen) พืชอาศัย (host 
plant ) และสภาพแวดล้อม (environment) ให้เหมาะสมต่อการเกิดโรคและเกิดขึ้น ณ เวลาเดียวกัน 
โดยเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคต้องใช้เช้ือสายพันธุ์รุนแรง (virulent strain) ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจง และ
มีปริมาณท่ีพอเพียงในการทดสอบ มีการใช้พันธุ์พืชท่ีอ่อนแอและพร้อมจะติดเช้ือง่าย (susceptible 
host) นอกจากนี้สภาพการปลูกเช้ือจะต้องอยู่ภายใต้สภาวะแวดล้อมท่ีเหมาะสม ดังนั้น จากการทดลอง
นี้ปัจจัยท่ีเหมาะสมต่อการเกิดโรคเน่าเละกล้วยไม้ คือ การใช้เช้ือแบคทีเรีย E. carotovora สายพันธุ์
รุนแรงท่ีแยกได้จากไอโซเลตผักคะน้า และใช้ในปริมาณท่ีเหมาะสม คือ 1x108 cfu/ml ปลูกเช้ือ
แบคทีเรียสาเหตุโรคลงบนใบกล้วยไม้สกุล Phalaenopsis ในสภาพท่ีมีความช้ืนสูงจึงใช้ข้อมูลดังกล่าวนี้ 
ส าหรับการทดลองท่ีเกี่ยวข้อกับการปลูกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละต่อไป ท้ังนี้การท่ีเช้ือแบคทีเรีย 
E. carotovora สายพันธุ์รุนแรงท่ีแยกได้จากไอโซเลตผักคะน้าก่อให้เกิด อาการเน่าเละได้นั้น เนื่องจาก
เช้ือดังกล่าวมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ในการย่อยผนังเซลล์เช่น pectinase, cellulase และ 
chitinase เป็นต้น (Yin et. al., 2010) โดยจะเห็นลักษณะอาการของโรคเป็นจุดฉ่ าน้ า เกิดการเน่า
อย่างรวดเร็วในระยะเวลาเพียง 6-12 ช่ัวโมง ท าให้เนื้อเยื่อเน่าเป่ือยเป็นน้ าเย้ิม และส่งกล่ินเหม็นภายใน
เวลา 2-3 วัน จากนั้นใบกล้วยไม้จะเน่ายุบหายไปหมดท้ังใบหรือแห้งเป็นสีน้ าตาลเกิดความเสียหาย 80-
100% ของผลผลิต ท าให้พืชเกิดกระบวนการหายใจเพิ่มขึ้น และท าให้กระบวนการสังเคราะห์แสงลด
ต่ าลงส่งผลให้การเคล่ือนย้ายน้ า และธาตุอาหารในพืชลดลง 
5.2 การคัดเลือกเชื้อราไมคอร์ไรซามีประโยชน์ ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละของ
กล้วยไม้ป่า                                                                                                                          

ในการศึกษาครั้งนี้ได้คัดเลือกเช้ือรา A. mycorrhizal มาใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละ พบว่าเช้ือรา A. mycorrhizal ท่ีคัดแยกได้จากรากกล้วยไม้ว่าน
นางจูง ไอโซเลต AMF2 สามารถลดโรคได้ 13.90% สอดคล้องกับ งานวิจัยของ NguyeN HoNg Duc 
และ Katalin Posta (2017) ไ ด้ทดสอบมะเขือเทศท่ีเป็นโรคจากเช้ือแบคทีเรีย  Clavibacter 
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) เมื่อได้รับการกระตุ้นจาก Mycorrhiza แสดงให้เห็น
ถึงความต้านทานโรคโดยมีเปอร์เซ็นการควบคุมโรคเท่ากับ 60%  ต่อมา Qiang Zhang และคณะ 
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(2018) พบว่าเช้ือรา Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) มีความสามารถในการต้านทานความ
โรคเหี่ยวของฝ้าย(Verticillium wilt disease) ท่ีเกิดจากเช้ือรา Rhizophagus irregularis CD1 ใน
การประเมินผลการควบคุมโรค พบว่า Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) สามารถควบคุมโรค
เห่ียวในฝ้ายได้ถึง 64% โดยทดสอบในฝ้ายท้ังหมด 17 พันธุ์ และยังมีรายงานว่า พบว่าการใส่เช้ือรา A. 
mycorrhizal สามารถเพิ่มปริมาณสาร secondary metabolites ไ ด้แก่  phenols, flavonoids, 
lignin, กิจกรรมDPPH และสารประกอบ phenolics ได้ เนื่องจากสารเหล่านี้ท าให้ผนังเซลล์ของพืช
แข็งแรง และสร้างสามารถกระตุ้นให้พืชเกิดการสร้างภูมิคุ้มกันตัวเองได้ จึงสามารถยับยั้งความรุนแรง
ของเช้ือสาเหตุโรคได้ (Chen et al. 2013) จึงได้ท าการทดสอบการเปล่ียนแปลงของสารชีวโมเลกุล
ภายในเซลล์พืชของกล้วยไม้โดยใช้เทคนิค Synchrotron FTIR microspectroscopy ในการทดลอง
ต่อไป 
 
5.3 การวิเคราะห์องค์ประกอบสารชีวโมเลกุลในกล้วยไม้โดยใช้เทคนิค Synchrotron FTIR 
microspectroscopy 

จากการศึกษาพบว่า กล้วยไม้ท่ีฉีดพ่นด้วยเช้ือรา A. mycorrhizal มีการเปล่ียนแปลงของ 
ไขมัน และโปรตีน ในช้ัน mesophyll ท่ีเกี่ยวข้องกับการเจริญและการพัฒนาของเซลล์ ซึ่งอาจมีผลต่อ
การสร้างผลผลิตและยับย้ังการเกิดโรคเน่าเละของกล้วยไม้เพิ่มสูงขึ้น โดย ลิพิด และโปรตีน สามารถพบ
ใด้ในเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์ใบกล้วยไม้ ท าหน้าท่ีเป็นเยื่อเลือกผ่าน และสามารถพบโปรตีนในรูปของ
เอนไซม์ต่างๆ ในเซลล์ได้ ซึ่งเกี่ยวข้องกับการกระตุ้น หรือสังเคราะห์สารต่างๆ ท่ีจ าเป็นในการพัฒนา
และการเจริญเติบโตของกล้วยไม้ได้ ในส่วนของเพคติน และโพลีแซคคาไรด์ในเนื้อเยื่อใบกล้วยไม้ 
สามารถพบใด้ในผนังเซลล์ ช่ึงประกอบด้วย cellulose, hemicellulose, lignin และ pectin (Wilson 
et al., 2000) ท่ีช่วยให้เซลล์ใบกล้วยไม้แข็งแรง ทนทานต่อโรคพืชได้ดี ท าให้ผนังเซลล์ยืดหยุ่นและ
แข็งแรงคงรูปอยู่ได้ โดยสารชีวโมเลกุลดังกล่าว สามารถเพิ่มปริมาณสูงขึ้นเมื่อถูกกระตุ้นด้วยเช้ือรามี
ประโยชน์ A. mycorrhizal  ช้ีให้เห็นว่าการเปล่ียนแปลงของสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์พืช อาจมีผล
ต่อการส่งเสริมการเจริญเติบโตและอาจไปกระตุ้นให้พืชเกิดความแข็งแรงและสามารถต้านทานเช้ือ
แบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละ พืชมีความทนทานต่อการแพร่กระจายของเช้ือไปยังส่วน อื่น ๆ ซึ่งปริมาณ 
hemicellulose (secondary cell wall) ท่ีเพิ่มขึ้นสามารถลดการเข้าท าลายของเช้ือสาเหตุโรคได้
(Nafisi et al. , 2014)  และการ เป ล่ียนแปลงของปริ มาณ cellulose และ  hemicellulose มี
ความสัมพันธ์กับการเกิด ROS และ phytohormones ในพืชด้วย ขณะท่ีการเปล่ียนแปลงปริมาณ สาร
ในกลุ่ม C-H bending เพิ่มขึ้น หลังจากถูกปลูกเช้ือสาเหตุโรคซึ่งสารในกลุ่มนี้ประกอบไปด้วย 
ethylene ท่ีมีความเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของพืช จากการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของสารชีว
โมเลกุลในใบกล้วยไม้ สามารถช่วยให้เราเห็นความแตกต่างและการเปล่ียนแปลงสารชีวโมเลกุลใน
เนื้อเยื่อพืชได้อย่างแม่นย า ซึ่งสอดคล้องกับงานทดลองของ ชานนทร์ (2557) มีการใช้เทคนิค Fourier 
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transformed infrared spectroscopy ศึกษาการสะสมของสารใน กระบวนการชีวเคมีท่ีเกี่ยวข้องกับ
กลไกการส่งเสริมการเจริญเติบโต หลังจากถูกกระตุ้นด้วยเช้ือแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ Bacillusไอโซเลต 
CaSUT007 และกรดซาลิไซลิก พบกลุ่มไขมัน ชนิด C-H stretching กลุ่มไขมนั ชนิดC=Oester และ
กลุ่ม amide II มีปริมาณเพิ่มสูงขึ้น แต่ในกลุ่มคาร์โบไฮเดรต ชนิด C-H bonding, C-O stretching 
และ polysaccharide มีปริมาณลดต่ าลง ซึ่งช้ีให้เห็นว่า การเปล่ียนแปลงของสารชีวโมเลกุลภายใน
เซลล์พืช มีผลต่อการส่งเสริมการเจริญเติบโตและกระตุ้นให้พืชเกิดความแข็งแรงและสามารถต้านทาน
เช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละในผักกาดเขียวปลีได้ 
 
5.4 การศึกษาศักยภาพในการผลิตสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 

จากการวิเคราะห์ความสามารถในการผลิต Indole-3-acetic acid (IAA, 3-IAA) ของเช้ือรา A. 
mycorrhizal พบว่า มีคุณสมบัติในการสร้าง IAA ได้ดีกว่าเช้ือราไตรโคเดอร์ม่า ช้ีให้เห็นว่าเช้ือรา A. 
mycorrhizal มีคุณสมบัติเด่นท้ังในด้านการยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora สาเหตุโรคเน่าเละใน
กล้วยไม้ และการสร้างสารกระตุ้นการเจริญเติบของพืชจึงถูกคัดเลือกมาใช้เพื่อยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย E. 
carotovora ซึ่งได้มีรายงานการศึกษามาก่อนหน้านี้ในสายพันธุ์ของ A. mycorrhizal ท่ีสามารถผลิต
สารกระตุ้นและส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช เช่น phytohormone, antibiotics, siderophores, 
phosphate solubility และ systemic disease resistance (Loqman et al., 2009) นอกจากนี้ยัง
สอดคล้องกับการทดลองของ นพเดช (2558) พบว่าเช้ือรา A. mycorrhizal สามารถสร้าง IAA ได้ ซึ่งมี
ผลต่อการปลดปล่อยธาตุอาหารพืชในดินและส่งเสริมการดูดใช้ธาตุอาหารพืชต่อการเจริญเติบโตของ
พริกตลอดช่วงระยะการทดลอง จึงตอบสนองต่อความเป็นประโยชน์ของเช้ือรา A. mycorrhizal กับ
รากพืชท่ีมีความสัมพันธ์แบบเกื้อกูลประโยชน์ซึ่งกันและกัน (Symbiosis association) (Megan H. 
Ryan และ James H. Graham, 2002)  
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1. อาหารเลี้ยงแบคท่ีเรีย 
1.1 Nutrient Agar (NA) 

Peptone     5  กรัม 
Beef extract powder   3  กรัม 

    ผงวุ้น (Agar)        15   กรัม   
    น้ ากล่ันหรือน้ ากรอง                 1,000     มิลลิลิตร 

 น า Peptone, Beef extract และ ผงวุ้น มาเทรวมกันในน้ า 1,000 มิลลิลิตร คนให้เข้ากันแล้วน าไป
ต้ม คนเป็นระยะ จนผงวุ้นละลายเป็นเนื้อเดียวกันกับน้ า แล้วแบ่งใส่ชวดแก้วใสเพื่อนึ่งฆ่าเช้ือภายใต้ความ
ดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว  หรืออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 15-20 นาที 

 
1.2 Nutrient Broth (NB) 

    Peptone     5  กรัม 
    Beef extract powder   3  กรัม  
    น้ ากล่ันหรือน้ ากรอง                 1,000     มิลลิลิตร 

 น า Peptone และ Beef extract มาเทรวมกันในน้ า 1,000 มิลลิลิตร คนให้เข้ากัน แล้วแบ่งใส่ชวด
แก้วใสเพื่อนึ่งฆ่าเช้ือภายใต้ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว  หรืออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 15-20 
นาที 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อรา 
2.1 Potato Dextrose Agar (PDA) 

มันฝรั่ง        200  กรัม  
Dextrose หรือ Glucose   20   กรัม  
ผงวุ้น (Agar)       18   กรัม   
น้ ากล่ันหรือน้ ากรอง                1,000     มิลลิลิตร  

 หั่นมันฝรั่งท่ีปอกเปลือกแล้วเป็นช้ินขนาดประมาณ 1  ลบ.ซม. น ามาต้มกับน้ า 500 มิลลิลิตร จนสุก
นิ่ม กรองเอาเฉพาะน้ า แล้วเติม dextrose ลงไป  ต้มผงวุ้นให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกันด้วยน้ าส่วนท่ีเหลือ 
หลังจากนั้นน าท้ังสองส่วนเทรวมกัน และปรับปรมิาตรให้เป็น 1,000 มิลลิลิตร คนให้เข้ ากัน  แล้วแบ่งใส่
ชวดแก้วใสเพื่อนึ่งฆ่าเช้ือภายใต้ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว  หรืออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 15-
20 นาที 
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2.2 Potato Dextrose Broth (PDB) 
    มันฝรั่ง        200  กรัม  
    Dextrose หรือ Glucose   20   กรัม  
    น้ ากล่ันหรือน้ ากรอง                1,000     มิลลิลิตร  

 หั่นมันฝรั่งท่ีปอกเปลือกแล้วเป็นช้ินขนาดประมาณ 1  ลบ.ซม. น ามาต้มกับน้ า 500 มิลลิลิตร จนสุก
นิ่ม กรองเอาเฉพาะน้ า แล้วเติม dextrose ลงไป ปรับปริมาตรให้เป็น 1,000 มิลลิลิตร คนให้เข้ ากัน  แล้ว
แบ่งใส่ชวดแก้วใสเพื่อนึ่งฆ่าเช้ือภายใต้ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว  หรืออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส
นาน 15-20 นาที 
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ประวัติผู้เขียน 

 นางสาวณัฐธิญา เบือนสันเทียะ เกิดวันท่ี 7 กรกฎาคม พ.ศ. 2523 ท่ี อ าเภอเสิงสาง จังหวัด
นครราชสีมา  ส าเร็จการศึกษาระดับ มัธยมศึกษาตอนต้น และมัธยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรียนครบุรี อ. 
ครบุรี จ. นครราชสีมา เริ่มเข้าศึกษาระดับปริญญาตรี สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี ในปีการศึกษา 2542 ขณะท่ีศึกษาในระดับปริญญาตรี ได้ศึกษาการตรวจสอบโปรตีน 
โดยศึกษาและตรวจหาการสะสมโพลีฟีนอลออกซิเดซในเนื้อเยื่อต่าง ๆ ของมะเขือเทศ และจากนั้นจึงมี
ความสนใจน าเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาและชีวโมเลกุลมาใช้ในการตรวจสอบและวินิจฉัยโรคพืช ภายหลัง
ส าเร็จการศึกษาในระดับปริญญาตรีในปีการศึกษา 2/2545 ได้เข้าศึกษาต่อในระดับมหาบัณฑิตศึกษา 
สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีในปีการศึกษา 3/2545 และส าเร็จ
การศึกษาระดับมหาบัณฑิตศึกษา ในปีการศึกษา 2547 ภายหลังส าเร็จการศึกษาในระดับมหา
บัณฑิตศึกษา ได้เข้าศึกษาต่อในระดับดุษฎบีัณฑิต ในหลักสูตร ปร.ด. (โรคพืช), มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
และส าเร็จการศึกษาในปีการศึกษา 2550 และเข้าท างานในปี พ.ศ. 2553 เป็นอาจารย์ประจ าสาขาวิชา
เทคโนโลยีการผลิตพืช ส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จนถึงปัจจุบัน   
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