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การพฒันากลว้ยไมส้กุลหวายพนัธุเ์อียสกุล (Dendrobium ‘Earsakul’) ท่ีมีความตา้นทานต่อ
โรคเน่าด า มีความส าคญัต่อการผลิตกลว้ยไมแ้บบย ัง่ยนื งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือ (1) ประเมิน
ลกัษณะการเจริญเติบโตและการสร้างสปอร์ของเช้ือ Phytophthora palmivora บนอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
แตกต่างกนั และคดัเลือกไอโซเลตของเช้ือ P. palmivora ท่ีมีความรุนแรงในการก่อโรคสูงสุด เพื่อ
น าไปใชส้ าหรับการประเมินระดบัความตา้นทานโรคเบ้ืองตน้ของกลว้ยไมส้ายพนัธุ์กลายท่ีคาดว่า
ตา้นทานโรค (2) ปรับปรุงพนัธุ์กลว้ยไมส้กุลหวายพนัธุ์เอียสกุลให้ตา้นทานโรคเน่าด าดว้ยวิธี ก่อ-
กลายพนัธุ์และคดัเลือกในหลอดทดลอง (3) ประเมินระดับความตา้นทานโรคเน่าด าของกลว้ยไม้
สายพนัธุ์กลายและสายพนัธุ์ท่ีไม่ไดผ้า่นการก่อกลายพนัธุ์โดยใชว้ิธีใบตดั (detached leaf assay) (4)  
ยืนยนัการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมของสายพนัธุ์กลายท่ีตา้นทานโรคโดยใชก้ารวิเคราะห์ด้วย
เคร่ืองหมาย ISSR (5) ตรวจสอบปริมาณดีเอน็เอและขนาดจีโนมโดยใชเ้ทคนิค flow cytometry และ
ประเมินลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของตน้สายพนัธุ์กลายท่ีตา้นทานโรคเน่าด าเปรียบเทียบกบัตน้ท่ี
ไม่ไดผ้่านการก่อกลายพนัธุ์ และ (6) ศึกษาลกัษณะการเปล่ียนแปลงของรูปแบบโปรตีนรวมทั้ง
กิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-glucanase และ chitinase ในตน้สายพนัธุ์กลายและตน้ท่ีไม่ไดผ้่านการ
ก่อกลายพนัธุ์ ก่อนและหลงัการเขา้ท าลายของเช้ือ P. palmivora ผลการทดลอง พบว่า สูตรอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีดีท่ีสุดส าหรับการเจริญของเส้นใยบนผิวอาหารของเช้ือ P. palmivora คือ pea sucrose 
agar (PSA) และ V8 agar (V8A) ในขณะท่ีสูตรอาหารท่ีพฒันาใหม่ corn meal potato agar (CMPA) 
กระตุน้สปอร์ของเช้ือ P. palmivora ไดเ้ร็วกว่าสูตรอาหารอ่ืน ๆ จากการทดสอบความรุนแรงในการ
ก่อโรคของเช้ือ P. palmivora ซ่ึงถูกแยกเป็นสปอร์เด่ียว ๆ จากจงัหวดันครราชสีมา พบว่า เช้ือ P. 
palmivora ไอโซเลต NK-53-9 มีความรุนแรงในการก่อโรคสูงสุด ซ่ึงสามารถน ามาใช้ในการ
ประเมินระดับความตา้นทานโรคเน่าด า หลงัจากการคดัเลือก เพื่อต้านทานโรคเน่าด าในหลอด
ทดลองจ านวน 3 รอบไดส้ายพนัธุ์กลายท่ีมีศกัยภาพในการตา้นทานโรคจ านวน 50 สายพนัธุ์ (22 
สายพนัธุ ์ไดจ้ากการก่อกลายพนัธุด์ว้ยสาร ethyl methanesulfonate (EMS)  ระดบัความเขม้ขน้ 1.4% 
(LD30) และ 28 สายพนัธุ์ ไดจ้าก 1.8% EMS (LD50)) หลงัจากประเมินระดบัความตา้นทานโรคเน่า
ด าของกลว้ยไมส้ายพนัธุก์ลายและสายพนัธุท่ี์ไม่ไดผ้า่นการก่อกลายพนัธุ ์โดยใชว้ิธีใบตดัแลว้ พบว่า 
ไดส้ายพนัธุ์กลายท่ีมีความตา้นทานต่อโรคเน่าด าจ านวน 13 สายพนัธุ์ ประกอบดว้ยสายพนัธุ์- 
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The development of Dendrobium ‘Earsakul’ with improved resistance to black rot is 

essential for sustainable orchid production. The objectives of this research were to (1) evaluate 

different culture media for Phytophthora palmivora growth and sporulation, and select the most  

virulent P.  palmivora isolate  for  preliminary evaluation  of  resistance  levels  of  the  

potentially  resistant  lines  in D. ‘Earsakul’, (2) breed D. ‘Earsakul’ for black rot resistance via 

in vitro mutagenesis and selection, (3) evaluate black rot  resistance  levels  in D. ‘Earsakul’ 

mutants and non-mutagenized  controls  using detached  leaf  assay, (4) verify  genetic  changes  

of  putative  resistant mutants using ISSR analysis, (5) investigate DNA content and genome 

size using flow cytometry and evaluate morphological  traits  of  black  rot  resistant  mutants  

compared  to  non-mutagenized controls, and (6) characterize changes in protein profiles as well 

as β-1,3-glucanase and chitinase activities before and following P. palmivora infection in black 

rot resistant mutants and  non-mutagenized controls. The results revealed that the best culture 

media for surface mycelial growth of P. palmivora were pea sucrose agar (PSA) and V8 agar 

(V8A), while corn meal potato agar (CMPA; a newly developed medium) induced sporulation 

earlier than other media. From pathogenicity test among single-spore P. palmivora isolates from 

Nakhon Ratchasima, it was found that NK-53-9 is the most virulent single-spore P. palmivora 

isolate which can be used for screening of black rot resistance. Fifty putative resistant 

mutants (22 putative mutants from 1.4% ethyl methanesulfonate (EMS) (LD30) and 28 

putative mutants from 1.8% EMS (LD50)) were obtained after 3 cycles of in vitro 
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