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บทคัดย่อภาษาไทย 
 ญาณิศา พันธ์ุสังข์ : การแยกและการคัดเลือกราไมคอร์ไรซาเพ่ือกระตุ้นการเจริญของต้นกล้ากล้วยไม้

น ้า Epipactis flava Seidenf.. ( ISOLATION AND SCREENING OF MYCORRHIZAL FUNGI 
FOR SEEDLING DEVELOPMENT STIMULATION OF STREAM ORCHID Epipactis flava 
Seidenf.) อ.ที่ปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.จิตรตรา เพียภูเขียว 

  
จากการศึกษาครั งนี  สามารถแยกราเอนโดไฟต์จากกล้วยไม้น ้า Epipactis flava Seidenf. ซึ่งเสี่ยง

ต่อการสูญพันธ์ุ ได้ทั งหมด 50 ไอโซเลต เป็นราท่ีแยกได้จากราก 35 ไอโซเลต และจากโปรโตคอร์ม 15 ไอโซเลต 
ราที่แยกได้ทั งหมดถูกน้ามาตรวจสอบการกระตุ้นการงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้า  พบว่ามีรา 7 ไอโซเลต ได้แก่ 
MSR07 MSR24 MSR34 MSP01 MSP02 MSP04 และ MSP13 ที่สามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้า
บนอาหารเลี ยงเชื อ Oat Meal Agar (OMA) ได้ภายใน 30 วัน หลังหว่านเมล็ด การกระตุ้นการงอกของเมล็ดและ
การพัฒนาของโปรโตคอร์มด้วยราทั ง 7 ไอโซเลตถูกทดสอบบนอาหารเลี ยงเชื อ OMA เป็นเวลา 4 เดือน หลัง
หว่านเมล็ด พบว่ามีรา 6 ไอโซเลตที่สามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดและส่งเสริมการพัฒนาของโปรโตคอร์มจน
ถึงระยะที่ 2 ยกเว้นราไอโซเลต MSP04 ที่ไม่ส่งเสริมการพัฒนาของโปรโตคอร์ม ค่าดัชนีของอัตราการงอก 
(Germination rate index, GRI) ของราทั ง 7 ไอโซเลตมีค่าอยู่ระหว่าง 56.62-148.14 โดยไอโซเลต MSP13 ให้
ค่า GRI สูงที่สุด (148.14) ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับค่า GRI ของราไอโซเลต MSP01 (139.41) 
ค่าดัชนีของอัตราการพัฒนาของโปรโตคอร์ม (developmental rate index, DRI) ของราทั ง 7 ไอโซเลตมีค่าอยู่
ระหว่าง 0-33.20 จากการศึกษาพบว่า ราไอโซเลต MSP01 ให้ค่า DRI สูงที่สุด (33.20) ขณะที่เมล็ดที่ไม่ได้
เพาะเลี ยงร่วมกับรา (ชุดควบคุม) มีค่า GRI และ DRI เท่ากับ 6.76 และ 0 ตามล้าดับ จากลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาและการวิเคราะห์ทางชีววิทยาโมเลกุลที่ต้าแหน่ง ITS ของ nuclear rDNA พบว่าราทั ง 7 ไอโซเลตถูกระบุ
เป็น  Fusarium oxysporum (MSR34 และ  MSP01)  F. solani (MSR07 และ  MSR24) Plectosphaerella 
cucumerina (MSP02 และ MSP04) และ Curvularia lunata (MSP13) ผลการศึกษาครั งนี แสดงให้เห็นว่า 
กล้วยไม้น ้ามีความสัมพันธ์กับราไมคอร์ไรซามากกว่า 1 ชนิดภายในถ่ินอาศัยเดียวกัน และมีความเฉพาะเจาะจงที่
ค่อนข้างกว้างเมื่อเพาะเลี ยงภายในหลอดทดลอง  ข้อมูลที่ได้ครั งนี จะเป็นความรู้พื นฐานส้าคัญที่จะน้าไป
ประยุกต์ใช้ในการอนุรักษ์และเพ่ิมจ้านวนกล้วยไม้น ้าซึ่งเสี่ยงต่อการสูญพันธ์ุในประเทศไทย 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
# # 5972105323 : MAJOR BOTANY 
KEYWORD: orchid mycorrhiza, symbiotic seed germination, endangered species 
 Yanisa Punsung : ISOLATION AND SCREENING OF MYCORRHIZAL FUNGI FOR SEEDLING 

DEVELOPMENT STIMULATION OF STREAM ORCHID Epipactis flava Seidenf.. Advisor: 
Asst. Prof. Dr. Jittra Piapukiew 

  
In this study, 50 endophytic fungi were isolated from roots (35 isolates) and protocorms 

(15 isolates) of endangered rheophytic orchid, Epipactis flava Seidenf. All fungal isolates were 
tested for stimulating seed germination. The results showed that 7 fungal isolates, MSR07, MSR24, 
MSR34, MSP01, MSP02, MSP04, and MSP13 were able to stimulate seed germination of E. flava 
on oat meal agar in 30 days after sowing. The stimulation of seed germination and protocorm 
development were evaluated on oat meal agar inoculated with each selected isolate within 4 
months after sowing. Six isolates were able to stimulate seed germination and promote 
protocorm development up to stage 2 except fungal isolate MSP04 which did not promote 
protocorm development.  Germination rate index (GRI) of 7 selected isolates ranged from 56.62 
to 148.14. The from GRI was highest (148.14) when seeds were inoculated with fungal isolate 
MSP13 which was not significantly different GRI (139.41) of seeds inoculated with fungal isolate 
MSP01. The selected isolates showed developmental rate index (DRI) ranged from 0 to 33.20 
The DRI was significantly highest (33.20) when seeds were inoculated with fungal isolate MSP01. 
Without fungal treatment (control), GRI and DRI were 6.76 and 0, respectively. Morphological 
characters and molecular analysis based on internal transcribed spacer regions of nuclear rDNA 
indicated that 7 selected isolates were identified as Fusarium oxysporum (MSR34 and MSP01), 
F. solani (MSR07 and MSR24), Plectosphaerella cucumerina (MSP02 and MSP04), and Curvularia 
lunata (MSP13). The results of this study show that E. flava is associated with more than one 
mycorrhizal fungus in its habitat and has widely potential specificity in vitro. The results obtained 
from this study will be alternative way for conservation and propagation of this endangered 
orchid in Thailand.  
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บทท่ี 1 
บทน า 

 
1.1 ที่มาและความส าคัญ 

ไมคอร์ไรซากล้วยไม้ (orchid mycorrhiza) คือ ความสัมพันธ์แบบพึ่งพาอาศัย (symbiosis) 

ระหว่างรากับพืชในวงศ์กล้วยไม้ (Batty et al., 2001) ราไมคอร์ไรซามีความส้าคัญและจ้าเป็นอย่าง

ยิ่งต่อการการงอกของเมล็ดและการพัฒนาของกล้ากล้วยไม้ตามธรรมชาติ ทั งนี เนื่องจากเมล็ดกล้วยไม้

มีขนาดเล็ก และมีอาหารสะสมอยู่น้อยมาก ไม่เพียงพอท่ีจะท้าให้เมล็ดกล้วยไม้งอกและพัฒนาเป็นต้น

กล้าได้เอง จ้าเป็นต้องอาศัยราไมคอร์ไรซาท้าหน้าท่ีเป็นแหล่งสารอาหาร โดยเส้นใยราจะเจริญเข้าไป

ในเนื อเยื่อของเมล็ดกล้วยไม้ สร้างเส้นใยขดตัวหนาแน่นอยู่ภายในเซลล์ เรียกว่า พีโลตอน (Peloton) 

(Alghamdi, 2017)  ขดเส้นใยดังกล่าวเป็นบริเวณท่ีเกิดการแลกเปล่ียนสารอาหารระหว่างรากับ

กล้วยไม้ (Kuga, Sakamoto and Yurimoto, 2014) พีโลตอนนี จะมีชีวิตอยู่ในระยะเวลาสั น ๆ  

ประมาณ 10 วัน (Mollison, 1943) หลังจากนั นจะสลายตัวเป็นสารอาหารให้กับกล้วยไม้  

ขณะเดียวกันพีโลตอนใหม่ก็จะถูกสร้างขึ นอย่างรวดเร็วในเซลล์ท่ีอยู่ข้างเคียง ราไมคอร์ไรซากล้วยไม้

ส่วนใหญ่เป็นราในกลุ่มท่ีมีลักษณะสัณฐานวิทยาคล้ายราในสกุล Rhizoctonia โดยมีการแตกแขนง

ของเส้นใยแบบมุมฉาก มีผนังกั นตามขวาง (septum)  มักสร้างเซลล์ท่ีมีลักษณะกลมต่อกันสั น ๆ ท่ี

เรียกว่า เซลล์โมนิลอยด์ (monilioid cell) รวมทั งสร้างโครงสร้างท่ีใช้พักตัวเรียกว่า สเคลอโรเทีย 

(sclerotia) ราในกลุ่มนี เมื่อสร้างโครงสร้างท่ีใช้สืบพันธุ์แบบอาศัยเพศจัดอยู่ในวงศ์ Tulasnellaceae, 

Ceratobasidaceae และ Sebacinaceae ของไฟลัม Basidiomycota  นอกจากนี ยังมีรายงาน

พบว่าราวงศ์อื่น ๆ ทั งในไฟลัม Basidiomycota และไฟลัม Ascomycota สามารถเป็นราไมคอร์ไรซา

ของกล้วยไม้ได้ คือสามารถส่งเสริมการงอกของเมล็ดและการพัฒนาของกล้ากล้วยไม้ (Rasmussen, 

1995; Bidartondo et al., 2004; Smith and Read, 2010) นับได้ว่าราไมคอร์ไรซานั นมีความส้าคัญ

อย่างยิ่งต่อการขยายพันธุ์และการกระจายพันธุ์ของกล้วยไม้ในธรรมชาติ  

จากบทบาทของราไมคอร์ไรซาท่ีมีต่อการงอกของเมล็ดกล้วยไม้จึงได้มีการศึกษาเพาะเมล็ด

กล้วยไม้ร่วมกับราไมคอร์ไรซาในสภาพปลอดเชื อท่ีเรียกว่า การงอกเมล็ดแบบพึ่งพาอ าศัย  

(symbiotic seed germination) เป็นการเลียนแบบบทบาทของราในธรรมชาติ โดยราไมคอร์ไรซา

จะท้าหน้าท่ีย่อยและถ่ายโอนสารอาหารจากอาหารเพาะเลี ยงส่งให้กับแมล็ดกล้วยไม้  เอ็มบริโอ

ภายในเมล็ดเมื่อได้รับสารอาหารจากราก็จะพัฒนาไปเป็นโปรโตคอร์ม ต้นกล้า และกล้วยไม้ท่ีสมบูรณ์
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ในท่ีสุด แม้ว่าในปัจจุบันการงอกของเมล็ดกล้วยไม้สามารถเพาะเลี ยงได้ในอาหารสังเคราะห์ในสภาพ

ปลอดเชื อท่ีเรียกว่า asymbiotic seed germination  แต่เมล็ดกล้วยไม้ในธรรมชาติอีกหลายชนิดไม่

สามารถงอกและเพาะเลี ยงได้ในอาหารสังเคราะห์ดังกล่าว เนื่องจากประสบปัญหา เช่น ต้นกล้าใน

ขวดหยุดพัฒนา หรือมีอัตราการตายสูงหลังจากย้ายออกปลูก (Chugh, Guha and Rao, 2009) 

ดังนั นการเพาะเลี ยงเมล็ดร่วมกับราไมคอร์ไรซาจึงนับว่าเป็นทางเลือกหนึ่งท่ีจะช่วยในการขยายพันธุ์

กล้วยไม้ โดยเฉพาะกล้วยไม้ป่าท่ีถูกคุกคามและใกล้จะสูญพันธุ์ให้มีจ้านวนมากขึ น เพื่อประโยชน์ในแง่

ของการอนุรักษ์หรือเพื่อการค้า มีรายงานว่าการเพาะเมล็ดกล้วยไม้ร่วมกับราไมคอร์ไรซาสามารถ

กระตุ้นให้เมล็ดงอกเจริญไปเป็น โปรโตคอร์มและต้นกล้าได้มากและรวดเร็วกว่าเมล็ดท่ีเพาะบน

อาหารสังเคราะห์ อีกทั งต้นกล้ากล้วยไม้ท่ีได้จากการเพาะเมล็ดแบบพึ่งพานั นมีความแข็งแรงทนทาน

ต่อเชื อสาเหตุโรคพืชต่าง ๆ ได้ดี ท้าให้มีความเหมาะสมต่อการย้ายปลูกในธรรมชาติได้ดีกว่าต้นกล้าท่ี

ได้จากเมล็ดท่ีเพาะในอาหารสังเคราะห์ (Withner, Nelson and Wejksnora, 1974; Rasmussen, 

Andersen and Johansen, 1990; Stewart and Kane, 2006; Johnson et al., 2007; Yam and 

Arditti, 2009; Nontachaiyapoom, Sasirat and Manoch, 2011; Khamchatra et al., 2016b) 

แม้ว่าการเพาะเมล็ดร่วมกับราไมคอร์ไรซาจะเป็นทางเลือกท่ีดีและน่าสนใจ แต่อย่างไรก็ตาม ชนิดของ

ราไมคอร์ไรซาท่ีจะกระตุ้นการงอกและการพัฒนาของเมล็ดกล้วยไม้นั นมีความจ้าเพาะกับชนิด

กล้วยไม้ ซึ่งความจ้าเพาะของราไมคอร์ไรซากับกล้วยไม้มีหลายระดับขึ นอยู่กับชนิดของราและชนิด

ของกล้วยไม้ กล้วยไม้บางชนิดมีความสัมพันธ์กับรามากกว่า 1 ชนิด และราบางชนิดมีความสัมพันธ์

กับกล้วยไม้มากกว่า 1 ชนิด  (Harvais and Hadley, 1967) พบว่ากล้วยไม้สกุล Dactylorhiza บาง

ชนิดสามารถเจริญร่วมกับราทดสอบท่ีแยกจากรากก ล้วยไม้ได้ทุกไอโซเลต ในขณะท่ีกล้วยไม้ 

Platanthera praeclara  มีรา Ceratorhiza sp. (UAMH 9874) เพียงหนึ่งสายพันธุ์ ท่ีสามารถ

กระตุ้นการงอกของเมล็ดและการพัฒนาเจริญเป็นต้นกล้า ดังนั นจึงจ้าเป็นอย่างยิ่งท่ีต้องมีการคัดเลือก

ราไมคอร์ไรซาท่ีมีความเหมาะสมเพื่อใช้ในการกระตุ้นการงอกและการพัฒนาของเมล็ดกล้วยไม้แต่ละ

ชนิด  

 กล้วยไม้น ้า Epipactis flava Seidenf. เป็นกล้วยไม้ท่ีมีการเจริญอยู่ตามโขดหินหรือโคนราก

ไม้ใหญ่ท่ีขึ นอยู่ในล้าธารท่ีมีน ้าไหล จัดอยู่ในกลุ่ม rheophytic orchid พบกระจายพันธุ์อยู่ในประเทศ

ไทย ลาว พม่า และเวียดนาม (Pedersen, Watthana and Srimuang, 2013) ส้าหรับประเทศไทยมี

รายงานพบครั งแรกท่ีอ้าเภอทองผาภูมิ จังหวัดกาญจนบุรี ในปี พ.ศ. 2469 และถูกตั งเป็นกล้วยไม้

ชนิดใหม่ของโลกในปี พ.ศ. 2521  มีถิ่นอาศัยตามโขดหินปูน บริเวณล้าธารท่ีมีน ้าไหล เจริญอยู่เป็น
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กลุ่มกอ ล้าต้นตั งตรงเจริญออกจากเหง้าท่ีอยู่ใต้น ้า สูงประมาณ 40-80 เซนติเมตร ใบรูปหอก ช่อดอก

แบบกระจะ (Raceme) ตั งตรง ดอกประมาณ 1.5 เซนติเมตร  กลีบดอกรูปรีแกมรูป ขอบขนาน กลีบ

เบี ยว ปลายมน กลีบปาก 3 แฉก แฉกข้างมีขนาดใหญ่  มีสันท่ีโคนกลีบจ้านวน 2 สัน กลีบเลี ยงรูป

ขอบขนานสีเขียวแกมเหลืองมีขนก้ามะหยี่ปกคลุม ออกดอกในช่วงเดือนมกราคมถึงกุมภาพันธ์ พบ

การกระจายพันธุ์ที่จังหวัดกาญจนบุรี ตาก และน่าน (สลิล สิทธิสัจจธรรม, 2549; บวร คุณากรนุรักษ์, 

2557) เนื่องจากความจ้าเพาะต่อแหล่งอาศัย จากการส้ารวจพบว่าหากมีการเปล่ียนทิศทางหรือความ

แรงของกระแสน ้าไม่ว่าจะเกิดขึ นตามธรรมชาติหรือเป็นผลจากการกระท้าของมนุษย์ เช่นการบุกรุก

ถิ่นอาศัยเพื่อท้าการเกษตร หรือการเปล่ียนแปลงสภาพพื นท่ีบริเวณแม่น ้าแควน้อย จังหวัดกาญจนบุรี 

เพื่อสร้างเข่ือนวชิราลงกรณ์ (Pedersen, Watthana and Srimuang, 2013) รวมทั งการเปล่ียนแปลง

ของสภาพแวดล้อม เช่น สภาวะโลกร้อน ส่งผลกระทบท้าให้จ้านวนประชากรกล้วยไม้น ้าในธรรมชาติ

ลดลงอย่างมาก อีกทั งกล้วยไม้น ้ามีวงชีวิตท่ีต่างจากกล้วยไม้ชนิดอื่น คือจะลดรูปเหลือเพียงเหง้าในฤดู

ฝนและเข้าสู่ระยะสืบพันธุ์อีกครั งในช่วงฤดูแล้งเท่านั น จึงยากท่ีจะขยายพันธุ์ ด้วยเหตุผลต่าง ๆ ท่ี

กล่าวมาจึงถูกจัดให้เป็นกล้วยไม้ท่ีเส่ียงต่อการสูญพันธุ์ (Endangered species) ของไทย (Santisuk 

et al., 2006) จากสถานภาพของกล้วยไม้น ้าท่ีอยู่ในธรรมชาติก้าลังเผชิญกับภาวะวิกฤตจึงจ้าเป็น

อย่างยิ่งท่ีต้องเร่งขยายพันธุ์เพิ่มจ้านวนกล้วยไม้น ้าให้มากขึ น แม้ว่าปัจจุบันจะมีรายงานการเพาะเมล็ด

กล้วยไม้น ้าด้วยอาหารสังเคราะห์ได้ส้าเร็จโดยใช้เวลาพัฒนาของเมล็ดจนสร้างยอดอ่อนประมาณ 10 

สัปดาห์ แต่ต้องใช้ระยะเวลานานประมาณ 8-9 เดือน เลี ยงในขวดทดลองก่อนย้ายออกปลูกบนวัสดุ

เพาะท่ีเฉพาะเจาะจง และการพัฒนาของหน่ออ่อนหลังย้ายปลูกเป็นไปค่อนข้างช้า (คุณากรนุรักษ์, 

2557) อีกทั งยังไม่มีรายงานการศึกษาความหลากหลายของราไมคอร์ไรซาในกล้วยไม้น ้าและการเพาะ

เมล็ดกล้วยไม้น ้าชนิดนี ร่วมกับราไมคอร์ไรซามาก่อน ดังนั นการศึกษาความหลากหลายของราไมคอร์

ไรซาในกล้วยไม้น ้าจะน้าไปสู่การคัดเลือกราไมคอร์ไรซาท่ีเหมาะสมส้าหรับกระตุ้นการงอกและการ

พัฒนาของเมล็ดกล้วยไม้น ้า ซึ่งจะเป็นทางเลือกหนึ่งท่ีจะช่วยเพิ่มจ้านวนประชากรกล้วยไม้น ้าเพื่อการ

อนุรักษ์และลดความเส่ียงต่อการสูญพันธุ์ของกล้วยไม้น ้าชนิดนี ของไทยต่อไปในอนาคต 

1.2 วัตถุประสงค์  

1. เพื่อแยกราไมคอร์ไรซาจากรากและโปรโตคอมของกล้วยไม้น ้า 

2. เพื่อคัดเลือกราไมคอร์ไรซาท่ีสามารถกระตุ้นการเจริญของต้นกล้ากล้วยไม้น ้า 
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1.3 แผนการด าเนินการวิจัย 

1. แยกราเอนโดไฟต์จากรากและโปรโตคอร์มของกล้วยไม้น ้า 

2. ทดสอบการงอกของเมล็ดกล้วยไม้แบบพึ่งพาในหลอดทดลอง 

3. จ้าแนกและระบุชนิดของราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดและการพัฒนาของโปรโต

คอร์มได้ 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

ได้ราไมคอร์ไรซากล้วยไม้ท่ีกระตุ้นการเจริญของต้นกล้ากล้วยไม้น า้เพ่ือใช้เป็นแนวทางในการ

ขยายพนัธุ์เพิม่จ านวน ส าหรับประโยชน์เชิงอนรัุกษ์ในอนาคตตอ่ไปบทท่ี 2 

เอกสารและงานวจิยัท่ีเก่ียวข้อง 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ชีววิทยาของกล้วยไม้และสถานภาพปัจจุบันของกล้วยไม้ในประเทศไทย 

ก ล้วยไม้ เป็นพื ชดอกในก ลุ่มพื ช ใบ เ ล้ียง เ ด่ียว  (monocotyledonous plant) วง ศ์  

Orchidaceae ซึ่งมีความหลากหลายมากท่ีสุดในพืชดอก ปัจจุบันพบกล้วยไม้ประมาณ 800 สกุล 

27,000 ชนิดท่ัวโลก (Govaerts, 2017) จัดเป็นกล้วยไม้อิงอาศัย (epiphytic orchid) มากกว่า 70 

เปอร์เซ็นต์ กล้วยไม้ดิน (terrestrial orchid) ประมาณ 25 เปอร์เซ็นต์ และอีก 5 เปอร์เซ็นต์ เป็น

กล้วยไม้ท่ีเจริญเติบโตในพื้นท่ีเฉพาะ เช่น กล้วยไม้ท่ีเจริญเติบโตบนหิน (lithophitic orchid) หรือ

กล้วยไม้ท่ีเจริญเติบโตในกระแสน้้า (rheophytic orchid) (Dressler, 1993) มีการกระจายพันธุ์ใน

ถิ่นอาศัยแบบต่าง ๆ ท่ัวโลก ต้ังแต่บริเวณท่ีมีน้้าแข็งปกคลุม ไปจนถึงเขตอบอุ่นและเขตร้อน กล้วยไม้

เป็นกลุ่มพืชท่ีมีลักษณะของดอก ใบ ล้าต้น และรากท่ีหลากหลาย รวมถึงขนาดท่ีพบได้ต้ังแต่ขนาดเล็ก

ไปจนถึงเป็นเถายาวหลายเมตร ดอกกล้วยไม้มีรูปทรงท่ีสวยงามแปลกตาต่างจากพืชดอกชนิดอื่น ๆ 

และมีลักษณะส้าคัญดังรูปท่ี 1 ได้แก่ กลีบเล้ียงจ้านวน 3 กลีบซึ่งมีลักษณะคล้ายกลีบดอก กลีบดอก 3 

กลีบ โดยกลีบตรงกลางมีลักษณะแตกต่างจากกลีบอื่น ๆ เรียกว่า กลีบปาก ( labellum) ตรงกลาง

ดอกเป็นเส้าเกสร ซึ่งเป็นท่ีรวมช้ันเกสรเพศผู้และส่วนของเกสรเพศเมียไว้ด้วยกัน อับเรณูเป็นกลุ่ม มี 

2 หรือ 8 กลุ่ม รังไข่อยู่ใต้วงกลีบ ผลหรือฝักมีรูปร่างแตกต่างกันไปในแต่ละชนิด เมื่อแก่เต็มท่ีจะแตก

ตามแนวยาว (อบฉันท์ ไทยทอง, 2549) เมล็ดกล้วยไม้มีขนาดเล็กมาก มีลักษณะคล้ายผงฝุ่น ท้าให้

ภายในหนึ่งฝักมีเมล็ดเป็นจ้านวนมาก โดยการวิวัฒนาการให้เมล็ดของกล้วยไม้มีขนาดเล็กและน้้าหนัก

เบานั้น เอื้อต่อการกระจายพันธุ์ให้ไปได้ไกล และเมล็ดกล้วยไม้สามารถลดรูปอาหารสะสมให้มีเพียง

เล็กน้อยได้นั้น เนื่องจากในช่วงนึงของชีวิตโดยเฉพาะในระยะการงอกของเมล็ดมีการด้ารงเป็นแบบ

ปรสิตกับรา โดยการได้รับคาร์บอนและธาตุอาหารต่าง ๆ เพื่อช่วยให้เมล็ดงอกและพัฒนาต่อไปเป็น

ต้นอ่อน เมื่อเมล็ดกล้วยไม้ปลิวตกในบริเวณท่ีสภาพแวดล้อมเหมาะสมและมีความสัมพันธ์แบบไมคอร์

ไรซากับรา บางส่วนของเมล็ดเหล่านี้จะสามารถพัฒนาต่อไปเป็นต้นกล้าได้ (Rasmussen and 

Rasmussen, 2014) จากความสามารถดังกล่าวท้าให้กล้วยไม้เป็นพืชท่ีมีความหลากหลายและนับได้

ว่าเป็นพืชท่ีมีวิวัฒนาการขั้นสูงในอาณาจักรพืช  
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รูปที่ 1 ลักษณะดอกกล้วยไม้ในสกุล (ก) Phalaenopsis; (ข) Oncidium; (ค) Cymbidium และ (ง) 
ลักษณะเฉพาะของดอกกล้วยไม้ ดัดแปลงภาพจาก (Hsiao et al., 2011) 

ด้วยรูปลักษณ์ท่ีสวยงามสะดุดตา อีกท้ังสีสันท่ีหลากหลาย และบางชนิดผลิตสารท่ีมีฤทธิ์ทาง

ยาเพื่อการรักษาโรคได้ ท้าให้กล้วยไม้เป็นไม้ดอกท่ีได้รับความนิยมไปท่ัวโลก เมื่อความต้องการเพิ่ม

สูงขึ้น ท้าให้เกิดการเก็บกล้วยไม้จากธรรมชาติท่ีมากเกินไป อีกท้ังบางชนิดยากท่ีจะเพิ่ม จ้านวนใน

ห้องปฏิบัติการ ส่งผลให้ปัจจุบันประชากรกล้วยไม้บางชนิดลดจ้านวนลงอย่างมาก ในประเทศไทยพบ

กล้วยไม้ประมาณ 1,200 ชนิด (Pedersen et al., 2014) หลายชนิดถูกจัดเป็นกล้วยไม้หายากและ

เส่ียงต่อการสูญพันธุ์ (Santisuk et al., 2006) เช่น กล้วยไม้ในสกุลรองเท้านารี (Rankou and 

Averyanov, 2015) โดยสาเหตุหลักของการใกล้สูญพันธุ์มาจากการกระท้าของมนุษย์ท้ังทางตรงและ

ทางอ้อม ได้แก่ การบุกรุกท้าลายถิ่นอาศัย และการลักลอบเก็บกล้วยไม้ป่าเพื่อประโยชน์ทางการค้า 

(Gale et al., 2018) อีกท้ังการเพิ่มจ้านวนของกล้วยไม้ในธรรมชาตินั้นถูกจ้ากัดด้วยลักษณะชีววิทยา

ของเมล็ดกล้วยไม้เอง  นอกจากนี้ความรุนแรงของการลดลงของจ้านวนประชากรกล้วยไม้ยังขึ้นอยู่กับ

การกระจายตัวทางภูมิศาสตร์ ความเฉพาะเจาะจงต่อพื้นท่ี และขนาดประชากรของกล้วยไม้แต่ละ

ชนิด (Rabinowitz, Cairns and Dillon, 1986) ดังนั้นการอนุรักษ์และการช่วยเพิ่มปริมาณประชากร

กล้วยไม้ในธรรมชาติ จึงเป็นเรื่องส้าคัญท่ีควรได้รับการพัฒนาบนพื้นฐานความรู้ความเข้าใจท่ีถูกต้อง 

เพื่อลดความเส่ียงต่อการสูญพันธุ์ของกล้วยไม้อย่างยั่งยืน 
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2.2 ไมคอร์ไรซากล้วยไม้ (orchid mycorrhiza) 
 ไมคอร์ไรซา (Mycorrhiza) คือความสัมพันธ์แบบพึ่งพาอาศัยท่ีต่างฝ่ายต่างได้รับประโยชน์

ระหว่างรากับรากพืช โดยราดังกล่าวต้องไม่ใช่ราท่ีก่อให้เกิดโรคกับพืชอาศัย (Brundrett et al., 

2003) ส้าหรับไมคอร์ไรซากล้วยไม้เป็นความสัมพันธ์ระหว่างพืชวงศ์กล้วยไม้กับรา โดยความสัมพันธ์นี้

แตกต่างจากไมคอร์ไรซาประเภทอื่น คือ สามารถพบราได้ท้ังในเซลล์ราก เหง้า และล้าต้นของพืช 

ขณะท่ีราไมคอร์ไรซาประเภทอื่นพบได้เฉพาะบริเวณรากเท่านั้น (Smith and Read, 2010) ตาม

ธรรมชาติช่วงระยะเวลาหนึ่งของวงชีวิตกล้วยไม้จะมีการด้ารงชีวิตโดยพึ่งพาสารอาหารท่ีจ้าเป็น

ส้าหรับการงอกและการพัฒนาจากรา ท้ังนี้เนื่องจากเมล็ดกล้วยไม้มีขนาดเล็กมาก อาหารสะสมไม่

เพียงพอเพื่อการงอกจากเมล็ดไปเป็นต้นกล้าได้เอง นอกจากนี้ พบว่าในกล้วยไม้ท่ีโตเต็มวัย ราไมคอร์

ไรซายังคงท้าหน้าท่ีหาน้้าและธาตุอาหารให้กับกล้วยไม้ ขณะเดียวกันราจะได้รับสารอาหารท่ีได้จาก

การสังเคราะห์ด้วยแสงเป็นการตอบแทน (Cameron, Leake and Read, 2006) 

2.3 กลไกการเข้าสู่กล้วยไม้ของราไมคอร์ไรซา 
เส้นใยราสามารถเข้าสู่เซลล์พืชผ่านทางเซลล์ซัสเพนเซอร์ (Suspensor) ท่ีฐานของเอ็มบริโอ

หรือเซลล์ขนราก โดยจะเจริญผ่านช่องว่างระหว่างผนังเซลล์กับเยื่อหุ้มเซลล์แล้วเจริญอยู่ในช้ันคอร์

เทกซ์ โดยราสร้างโครงสร้างพิเศษลักษณะเป็นขด ท่ีเรียกว่าพีโลตอน (รูปท่ี 2) ภายในเซลล์ของโปรโต

คอร์มท่ีก้าลังพัฒนา ในไรโซม หรือในรากของกล้วยไม้ท่ีโตเต็มท่ี ซึ่งเป็นโครงสร้างส้าคัญของไมคอร์ไร

ซากล้วยไม้ (Peterson and Farquhar, 1994; Smith and Read, 2010) ราไมคอร์ไรซาจะเข้าสู่

กล้วยไม้หรือมีรูปแบบการเข้าติดเช้ือได้แตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของกล้วยไม้ ชนิดของรา และ

โครงสร้างของกล้วยไม้ เช่น ราก ล้าต้น โคนต้น และเหง้า (Ramsay, 1986) ซึ่งเซลล์ของกล้วยไม้มี

กลไกควบคุมการเข้าติดเช้ือของรา โดยการสร้างสาร phytoalexins ท่ีเป็นสารประกอบในกลุ่มฟีนอ

ลิก เทอร์ปีนอยด์ และอาลิพาติกส์ มีคุณสมบัติเป็นพิษต่อจุลินทรีย์ โดยท่ัวไปจึงมีผลในทางยับยั้งเช้ือ

สาเหตุของโรคท่ีเข้าท้าลายพืช สร้างขึ้นจากล้าต้นสะสมอาหาร ราก และโปรโตคอร์มของกล้วยไม้ เมื่อ

เส้นใยราเจริญเข้าสู่เซลล์ เซลล์กล้วยไม้สร้างและปล่อยสารนี้ออกมา (Gehlert and Kindl, 1991) แต่

จะปล่อยออกมาในระดับท่ีส่งผลแค่ควบคุมไม่ใช่เพื่อยับยั้งการเจริญของรา เพื่อให้ราดังกล่าวไม่

ก่อให้เกิดโรคต่อเซลล์กล้วยไม้ (Beyrle et al., 1995) 
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รูปที่ 2 โครงสร้างภายในของรากกล้วยไม้ Microtis media เมื่อศึกษาใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราดของ (ก) ภาคตัดขวางของราก พบพีโลตอนอยู่ภายในเซลล์คอร์เทกซ์ (ลูกศรช้ี) และ (ข) 
ภาพขยายพีโลตอนท่ีมีเส้นใยราภายในเซลล์ราก (ดัดแปลงจาก  Ong et al., 2016) 

จากการศึกษาโครงสร้างของราไมคอร์ไรซา Eupholorhiza repens ในรากกล้วยไม้  

Spathoglottis plicata ในรายงาน ของ (Senthilkumar and Krishnamurthy, 1998) พบว่าใน

เนื้อเยื่อช้ันเอ็กโซเดอร์มิส (exodermis) ซึ่งเป็นช้ันท่ีอยู่ถัดจากเนื้อเยื่อผิวราก จะพบเส้นใยของราไม

คอร์ไรซาเฉพาะท่ีเซลล์แพสเซจ (passage cell) (รูปท่ี 3 ข) ซึ่งเป็นเซลล์ท่ีมีผนังบางเนื่องจากไม่มีการ

สะสมของซูเบอรินท่ีผนังเซลล์ (Peterson, 1988) แต่จะไม่พบเส้นใยราในเซลล์ท่ีมีแถบแคสพาเรียน 

(Casparian strip) รวมถึงการไม่พบขดพีโลตอนในเนื้อเยื่อช้ันนี้ แต่จะพบเฉพาะในเซลล์ช้ันคอร์เทกซ์

เท่านั้น (รูปท่ี 3 ก) แสดงให้เห็นว่าในรากกล้วยไม้ชนิดนี้ เซลล์แพสเซจเป็นช่องทางผ่านเข้าออกของ

เส้นใยไปสู่เนื้อเยื่อช้ันคอร์เทกซ์เพียงช่องทางเดียว ในกล้วยไม้ชนิดนี้มีเซลล์แพสเซจอยู่ท่ีขนราก เส้น

ใยราจึงผ่านเข้าไปบริเวณนี้เสมอ ในขณะท่ีกล้วยไม้ชนิดอื่นเส้นใยราอาจผ่านเข้าทางเซลล์เนื้อเยื่อผิว

ราก หรือเป็นไปได้ท้ังสองทาง โดยเส้นใยราต้องผ่านช้ันวีลาเมน (velamen) ก่อนจะผ่านเซลล์แพส

เซจในช้ันเอ็กโซเดอร์มิส ในกล้วยไม้บางชนิดพบว่าเมื่อราเข้าไปเจริญจะเกิดการเปล่ียนแปลงลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาของขนราก เช่น ขนรากบิดงอ โดยต้าแหน่งท่ีเกิดการบิดงอส่วนใหญ่คือต้าแหน่งท่ี

เส้นใยราผ่านเข้าไปภายในเซลล์เนื้อเย่ือผิวรากหรือขนราก แล้วเกิดการขดตัวอยู่ในเซลล์ช้ันคอร์เทกซ์ 

โดยเส้นใยราไมคอร์ไรซาในกล้วยไม้ แบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท ได้แก่ เส้นใยพีโลตอน (pelotonic 

hyphae) ซึ่งจะขดตัวเป็นพีโลตอนภายในเซลล์พืชอาศัย และถูกย่อยสลายกลายเป็นแหล่งสารอาหาร

ให้กล้วยไม้ต่อไป อีกหนึ่งประเภทคือเส้นใยท่ีไม่สร้างพีโลตอน (non-pelotonic hyphae) เป็นเส้นใย

ท่ีอยู่ใกล้ผนังเซลล์ของพืชอาศัย และเป็นแหล่งสร้างเส้นใยท่ีจะเข้าไปขดตัวเป็นพีโลตอนรุ่นใหม่เมื่ออัน

เดิมถูกย่อยสลาย โดยในหนึ่งเซลล์ของพืชอาศัยสามารถสร้างพีโลตอนได้ถึง 4 รุ่น (Senthilkumar 

and Krishnamurthy, 1998) 
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รูปที่ 3 ภาคตัดขวางของรากกล้วยไม้ (ก) แสดงขดพีโลตอนภายในเซลล์ (ลูกศรช้ี) และ (ข) เส้นใยรา
ในเซลล์แพสเซจ (ลูกศรช้ี) (Senthilkumar and Krishnamurthy, 1998) 
 

2.4 สรรีวิทยาของไมคอร์ไรซากล้วยไม้ 
 โดยท่ัวไปความสัมพันธ์ระหว่างราไมคอร์ไรซากับกล้วยไม้มักถูกระบุว่าเป็นภาวะพึ่งพาอาศัย

อย่างแท้จริง (true mutualism) (Dearnaley, 2007) ขณะท่ีบางรายงานกล่าวว่าความสัมพันธ์

ดังกล่าวเป็นได้ต้ังแต่ภาวะปรสิตจนถึงภาวะพึ่งพาอาศัย (Buscot et al., 2000) ภาวะการอยู่ร่วมกัน

ของราไมคอร์ไรซากล้วยไม้ถูกอธิบายในเชิงของการแลกเปล่ียนสารอาหารว่าราเป็นผู้ส่งแร่ธาตุและ

สารอาหารให้แก่กล้วยไม้ ในขณะท่ีสารอาหารท่ีส่งกลับมามีเพียงเล็กน้อยเท่านั้น (Smith and Read, 

2010) นอกจากนี้ราไมคอร์ไรซายังเป็นมีบทบาทส้าคัญในการดูดซึมน้้าให้แก่กล้วยไม้ พบว่าปริมาณ

น้้ าของ ต้นกล้ากล้วยไม้ ดิน Platanthera integrilabia และกล้วยไม้อิงอาศัย Epidendrum 

conopseum ท่ีเจริญร่วมกับราไมคอร์ไรซาสูงกว่าชุดควบคุมท่ีไม่มีราร่วมอยู่ (Yoder, Zettler and 

Stewart, 2000) การส่งธาตุไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และน้้าจากราไปยังกล้วยไม้ยังคงเกิดขึ้นต่อเนื่อง

แม้ว่ากล้วยไม้จะเจริญเป็นต้นสมบูรณ์และสังเคราะห์ด้วยแสงได้แล้วก็ตาม และมีการส่งคาร์บอนท่ีได้

จากการสังเคราะห์ด้วยแสงนี้กลับคืนสู่รา  ซึ่งเป็นการยืนยันถึงภาวะพึ่งพาอาศัยแบบได้ประโยชน์

ร่วมกัน  

ผลการศึกษาการส่งคาร์โบไฮเดรตจากราให้กล้วยไม้โดยการติดฉลากสารเรืองแสงท่ีโมเลกุล

น้้าตาลกลูโคสท่ีรา Mycena osmundicola ส่งให้แก่ต้นกล้าของ Gastrodia elata พบการเรืองแสง

ท่ีเนื้อเยื่อเจริญของพืช ซึ่งเป็นบริเวณท่ีไม่มีราไมคอร์ไรซาอาศัยอยู่ (Lan, Xu and Li, 2000) ขณะท่ี

พีโลตอน 

พีโลตอน 
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ต้นกล้าของกล้วยไม้บางชนิดสามารถส่งสารอาหารท่ีได้จากกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงให้แก่รา                   

ไมคอร์ไรซาได้ (Cameron, Leake and Read, 2006; Wang et al., 2013)  

Zhou et al. (2009) รายงานว่าต้นกล้าท่ีเจริญร่วมกับรา จะมีจ้านวนปากใบและปริมาณ

คลอโรฟิลล์มากกว่าต้นกล้าของกล้วยไม้ท่ีไม่ได้เล้ียงร่วมกับรา ส่งผลให้ต้นกล้าดังกล่าวมีอัตรา               

การสังเคราะห์ด้วยแสงเพิ่มขึ้น สามารถอธิบายได้ว่าราไมคอร์ไรซาท้าหน้าท่ีเป็นแหล่งของสารอาหาร

ท่ีส้าคัญต่าง ๆ นั่นเอง การท่ีกล้วยไม้ท่ีเจริญเต็มวัยแล้วยังคงรับคาร์บอนและธาตุอาหารจากรา              

ไมคอร์ไรซาอยู่ เนื่องจากผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงอาจไม่เพียงพอต่อความ

ต้องการส้าหรับการเจริญเติบโตและพัฒนาของกล้วยไม้ (Zhang et al., 2012) 

กระบวนการแลกเปล่ียนสารอาหารระหว่างราและกล้วยไม้นั้น จะเกิดขึ้นบริเวณท่ีมีพีโลตอน

สมบูรณ์ โดยจะพบพีโลตอนมากในบริเวณส่วนของรากท่ีมีสีน้้าตาล (brown zone) แต่ไม่พบในส่วน

รากท่ีมีสีขาว (white zone) และพบว่ามีการไหลเวียนของธาตุคาร์บอนเกิดขึ้นขณะท่ีมีการย่อยสลาย

ของขดเส้นใยพีโลตอน (Cameron et al., 2008) นอกจากนี้ยังพบว่า การย่อยสลายของพีโลตอนใน

กล้วยไม้ต่างชนิดกันจะใช้เวลาแตกต่างกัน เช่น พีโลตอนในกล้วยไม้ Dactylorhiza incarnate จะถูก

ย่อยสลายหลังจากท่ีเส้นใยเข้าติดเช้ือเป็นเวลาประมาณ 1 เดือน (Burgeff, 1936 cited in Huynh 

et al., 2004) ส่วนในกล้วยไม้ S. plicata พีโลตอนจะเริ่มถูกย่อยในวันท่ี 10 หลังจากการเริ่มสร้าง

พีโลตอน (Senthilkumar and Krishnamurthy, 1998) ในกล้วยไม้บางชนิด การเข้าติดเช้ือของรา

ในโปรโตคอร์มกล้วยไม้เกิดขึ้นโดยใช้เวลา 14 ช่ัวโมง สร้างพีโลตอนในเวลา 29 ช่ัวโมง และย่อยสลาย

ภายในเวลา 40 ช่ัวโมง (Hadley and Williamson, 1971) ผนังเส้นใยของพีโลตอนมี 2 ช้ัน ผนัง

ช้ันนอกเป็นช้ันท่ีผสานระหว่างราและพืช ประกอบด้วยไคติน โปรตีน และพอลิแซ็กคาไรด์ ซึ่งก็คือเพ

กทินท้ังในรูปแบบท่ีถูก esterified และ ไม่ถูก esterified ในอัตราส่วนท่ีแตกต่างกันขึ้นอยู่กับอายุ

ของเส้นใยท่ีขดตัวเป็นพีโลตอน  (Peterson and Currah, 1990) 

Peterson and Currah (1990) ศึกษาพบช้ันเมือกเซลลูโลสในโปรโตคอร์มกล้วยไม้ ใน

การศึกษาต่อมาพบว่า ช้ันดังกล่าวไม่ใช่เซลลูโลสแต่เป็นแคลโลส (callose) (Senthilkumar and 

Krishnamurthy, 1998) ซึ่งเป็นพอลีแซกคาไรด์ของน้้าตาลกลูโคส ท่ีมีคุณสมบัติไม่ยอมให้สารซึมผ่าน 

เป็นสารท่ีพืชหล่ังออกมาเพื่อป้องกันไม่ให้เซลล์ถูกท้าลายเมื่อเกิดบาดแผล พบสารแคลโลสสะสมมาก

บริเวณท่ีมีการเส่ือมสลายของพีโลตอนของรา Rhizoctonia cerealis ในกล้วยไม้ P. hyperborean 

(Richardson, Peterson and Currah, 1992) แสดงให้เห็นว่าเซลล์พืชสร้างสารแคลโลสขึ้นมาเพื่อ

แยกพีโลตอนท่ีก้าลังถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์ออกจากไซโทพลาสซึมของเซลล์กล้วยไม้  
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กระบวนการย่อยสลายและเอนไซม์ท่ีใช้ย่อยสลายพีโลตอนถูกควบคุมโดยเซลล์ของกล้วยไม้ 

นิวเคลียสของเซลล์กล้วยไม้ท่ีมีพีโลตอนอยู่จะขยายใหญ่ขึ้นและมีรูปร่างเปล่ียนไปเนื่องมาจากปริมาณ

ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มขึ้น อีกท้ังยังถูกล้อมรอบด้วยสารแคลโลส ในภาวะปกติเส้นใยราจะเรียงตัวกันอย่าง

หลวม ๆ แต่จะเริ่มขดตัวแน่นขึ้น และคลายตัวออกอีกครั้งเมื่อพีโลตอนมีอายุมากขึ้นและถูกย่อยสลาย 

เป็นผลมาจากความหนาแน่นของไซโทพลาสซึมของเซลล์พืชท่ีมีความหนาแน่นต่างจากไซโทพลาซึม

ของเส้นใยรา (Senthilkumar and Krishnamurthy, 1998) เมื่อเส้นใยพีโลตอนเส่ือมสภาพจะมี

ขนาดเล็กลง เส้นใยจะเรียวแหลมขึ้น สูญเสียลักษณะเฉพาะของเส้นใย พีโลตอนจะเคล่ือนท่ีไปใกล้

ผนังของเซลล์พืช ปริมาณฟอสโฟลิพิด เพกทินท่ีไม่ถูก esterified โปรตีน โพลิแซกคาไรด์ท่ีไม่ละลาย

น้้า และเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสเพิ่มสูงขึ้น ตรงข้ามกับปริมาณของไคติน และเซลลูโลสในผนังเซลล์ท่ี

ค่อย ๆ ลดลง และในขณะท่ีพีโลตอนถูกย่อยนั้น เส้นใยราปกติยังคงอาศัยอยู่ในเซลล์พืช เพื่อเป็น

แหล่งสร้างพีโลตอนใหม่ในเซลล์เดิมหลังจากกระบวนการย่อยพีโลตอนเดิมเสร็จส้ินลง (Peterson 

and Currah, 1990) เซลล์ของพืชท่ีมีราเข้าไปเจริญและสร้างขดพีโลตอนยังคงสภาพท่ีสมบูรณ์และมี

กิจกรรมต่าง ๆ ในเซลล์อย่างต่อเนื่อง เซลล์ขยายขนาดเพิ่มขึ้นประมาณ 3-5% เมื่อเทียบกับเซลล์ปกติ 

ปริมาณดีเอ็นเอและฮีสโตนเพิ่มขึ้น นิวเคลียสขนาดใหญ่กว่าเซลล์อื่นท่ีไม่มีราอาศัยอยู่ เซลล์มีรูปร่าง

เป็นทรงกลมหรือมีรูปร่างเปล่ียนไป เมื่อตรวจสอบด้วยการย้อมด้วยสีย้อม toluidine blue O, 

azurae B และ  methyl green จะพบความแตก ต่ า ง ขอ ง รอยหยั กหรื อพู ขอ งนิ ว เ ค ลียส 

(Krishnamurthy, 1988) 

2.5 ความหลากหลายของราไมคอร์ไรซากล้วยไม้และการระบุชนิด 
 ราไมคอร์ไรซากล้วยไม้ส่วนมากถูกระบุเป็นราท่ีมีลักษณะคล้ายราในสกุล Rhizoctonia ราใน

สกุลนี้จะไม่มีการสร้างสปอร์แบบไม่อาศัยเพศ และชักน้าให้สร้างสปอร์แบบอาศัยเพศบนอาหาร

เพาะเล้ียงได้ยาก (Rasmussen, 2002) การระบุชนิดของราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้จากกล้วยไม้ จาก

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใย โครงสร้าง และโคโลนีของรา พิจารณาจากการมีหรือไม่มีของรูท่ี

ผนังกั้นตามขวาง (septal pore) (Currah and Sherburne, 1992) ลักษณะการเจริญของเส้นใย 

รูปร่างของเซลล์โมนิลอยด์ (monilioid cell) (รูปท่ี 4) จ้านวนนิวเคลียสภายในเซลล์ หรือการสร้างส

เคลอโรเทีย เป็นต้น (Otero, Bayman and Ackerman, 2005) เมื่อเปรียบเทียบลักษณะต่าง ๆ 

ดังกล่าวกับราไมคอร์ไรซากล้วยไม้ท่ีเคยมีการศึกษาไว้ก่อนหน้า ราท่ีแยกได้มักเจริญอยู่ในระยะไม่

อาศัยเพศ และเมื่อชักน้าให้สร้างระยะอาศัยเพศ พบว่าเป็นราในไฟลัม Basidiomycota โดยแบ่งราท่ี

มีลักษณะของราสกุล Rhizoctonia ออกเป็น 4 สกุล (Smith and Read, 2010) ตามตารางท่ี 1  
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รูปที่ 4 ภาพวาดโครงสร้างของราไมคอร์ไรซากล้วยไม้ Rhizoctonia repens (Tulasnella 
calospora) แสดงลักษณะการเจริญของเส้นใยและรูปร่างของเซลล์โมนิลอยด์ (monilioid cell)  
(Smith and Read, 2010) 
 

ตารางที่ 1 การจัดกลุ่มและสกุลของรากลุ่ม Rhizoctonia (Smith and Read, 2010) 
Teleomorph  

Anamorph 
Order Family Genus  

Cantharellales Ceratobasidaceae Ceratobasidium 
 

 Certorhiza  
(Moore, 1987) 

Thanatephorus  Moniliopsis  
(Moore, 1987) 

Tulasnellaceae Tulasnella  Epulorhiza 
(Moore, 1987) 

Sebacinaceae Sebacina  Rhizoctonia 
(Warcup and Talbot, 
1967) 

   

ไม่เพียงแต่ราในกลุ่ม Rhizoctonia เท่านั้นท่ีได้รับความสนใจ แต่ยังมีการศึกษาราเอนโดไฟต์

ในกล้วยไม้ท้ังท่ีเมื่อโตสมบูรณ์ได้รับคาร์บอนจากกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง (fully autotrophic 

species) กล้วยไม้ท่ีพึ่งพาสารอาหารจากราตลอดท้ังชีวิต (fully mycoheterotrophic species) 

และกล้วยไม้ท่ีได้รับสารอาหารจากท้ังสองแบบ (mixotrophic species) (Dearnaley, Martos and 
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Selosse, 2012) ครอบคลุมในแหล่งอาศัยทุกแบบ ได้แก่ กล้วยไม้ดิน (terrestrial), กล้วยไม้อิงอาศัย 

(epiphytic)  และกล้วยไม้ท่ีเจริญบนหิน (lithophytic) นิยามของราเอนโดไฟต์ คือ ราท้ังหมดท่ีอาศัย

อยู่ในอวัยวะต่าง ๆ  ของพืชในช่วงหนึ่งของชีวิต โดยการเข้าไปอยู่นั้นไม่เป็นอันตรายและไม่ก่อโรคแก่

เซลล์พืชอาศัย โดยพบว่าราเอนโดไฟต์หลายชนิดสามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดกล้วยไม้ได้ 

ตัวอย่ าง เ ช่น (Hou and Guo, 2009) พบว่ าราเอนโดไฟต์ ท่ีแยกไ ด้จาก Dendrobium และ 

Leptodontidium spp. ท้าหน้าท่ีเป็นราไมคอร์ไรซากล้วยไม้เมื่ออยู่ร่วมกับเมล็ดของ D. nobile รา

ดังกล่าวมีการสร้างขดเส้นใยพีโลตอนภายในเซลล์กล้วยไม้และส่งเสริมการเจริญเติบโตให้แก่ต้นกล้า

กล้วยไม้ ราในสกุล Fusarium ส่งเสริมการงอกของเมล็ดกล้วยไม้ Cypripedium และ Platanthera 

แม้ว่าจะให้ประสิทธิภาพน้อยกว่าราในกลุ่มท่ีคล้าย Rhizoctonia นอกจากนี้ รา Umbelopsis nana 

ท่ีแยกได้จากกล้วยไม้ Cymbidium spp. ส่งผลต่อการพัฒนาของกล้วยไม้ C. hybridum โดยช่วย

เพิ่มปริมาณของธาตุโพแทสเซียม แคลเซียม ทองแดง และแมงกานีส ให้แก่ต้นกล้า (Gebauer and 

Meyer, 2003) นอกจากนี้ ยั ง พบว่ า ร า เ อน โด ไฟ ต์ ในสกุ ล  Chaetomium Colletotrichum 

Helicomyces Humicola Trichoderma และ Verticillium สามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ด

กล้วยไม้ได้ (Ma et al., 2015) กรณีศึกษาดังกล่าวเป็นเพียงส่วนหนึ่งของการศึกษาราเอนโดไฟต์ใน

กล้วยไม้ ยังมีราเอนโดไฟต์อีกหลายชนิดท่ียังไม่ได้รับการทดสอบประสิทธิภาพการกระตุ้นการงอกของ

เมล็ดกล้วยไม้ 

นอกจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาแล้ว อีกหนึ่งวิธีท่ีนิยมน้ามาใช้ในงานวิจัยปัจจุบันเพื่อระบุ

ชนิดของรา ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีให้ผลแม่นย้าและน่าเช่ือถือ ได้แก่ การศึกษาทางชีววิทยาโมเลกุล เป็นการ

วิเคราะห์ข้อมูลในระดับดีเอ็นเอ โดยการเปรียบเทียบล้าดับเบสบริเวณ internal transcribed 

spacer (ITS) (Otero, Ackerman and Bayman, 2002; Bougoure et al., 2005; Bonnardeaux 

et al., 2007) ซึ่งเป็นบริเวณอนุรักษ์และมีความแปรผันของล้าดับเบสท่ีสามารถใช้ส้าหรับเปรียบเทียบ

ราแต่ละชนิดได้ ข้อมูลจากการวิเคราะห์ล้าดับเบสบริเวณ ITS ถือเป็นแหล่งข้อมูลส้าคัญท่ีท้าให้แยก

ความแตกต่างและระบุชนิดของราในกลุ่มท่ีมีลักษณะคล้าย Rhizoctonia ได้ โดยการเพิ่มปริมาณดี

เอ็นเอบริเวณดังกล่าวด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) แล้วน้าไปวิเคราะห์ล้าดับ

เบส (DNA sequencing) เช่น การศึกษาชอง (Ma, Tan and Wong, 2003) ท่ีแยกราจากรากและ

โปรโตคอร์มของกล้วยไม้และแบ่งกลุ่มข้ันต้นโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่า เป็นราในกลุ่ม 

Epulorhiza และเมื่อระบุชนิดโดยอาศัยล้าดับเบสท่ีต้าแหน่ง ITS จ้าแนกราได้เป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ E. 

repens และ E. calendulina นอกจากนี้เพื่อให้ผลการวิเคระห์ถูกต้องน่าเช่ือถือยิ่งขึ้น อาจต้องใช้
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ล้าดับเบสบริ เวณอนุรักษ์อื่น ๆ มาวิ เคราะห์ร่วมด้วย ตัวอย่างเช่นต้าแหน่ง ดี เอ็นเอของ 

mitochondrial large subunit ribosomal RNA (mt- LsDNA) เ ป็ น ต้ น  (Parras-Alfaro and 

Bayman, 2007) แยกและระบุสกุลของราท่ีเพาะเล้ียงได้และเพาะเล้ียงไม่ได้บนอาหารเพาะเล้ียง โดย

การเปรียบเทียบล้าดับเบสท่ีต้าแหน่ง ITS และ mt- LsDNA รวมท้ังนับจ้านวนนิวเคลียสภายในเซลล์ 

พบราหลายสกุลได้แก่ Ceratobasidium, Thanetephourus และ Tulasnella  

2.6 การพัฒนาของเมล็ดและโปรโตคอร์มกล้วยไม้ 
 ธรรมชาติของเมล็ดกล้วยไม้คือมีลักษณะเป็นผง มีขนาดเล็ก มีอาหารสะสมอยู่

ภายในน้อยมาก โอกาสในการงอกและพัฒนาเป็นต้นใหม่จึงไม่มีหากไม่ได้รับสารอาหารจากภายนอก 

แม้ว่าเมล็ดจะพัฒนาเต็มท่ีแต่เอ็มบริโอท่ีอยู่ภายในยังคงไม่พัฒนา ประกอบด้วยเซลล์ท่ีไม่เปล่ียนแปลง

รูปร่างประมาณ 100-200 เซลล์ ไม่มีใบเล้ียงและรากแรกเกิด การงอกของเมล็ดไปเป็นโปรโตคอร์ม

และการพัฒนาต่อไปนั้นจ้าเป็นต้องอาศัยสารอาหารจากราไมคอร์ไรซา ดังนั้นกลไกการเข้าสู่เซลล์ของ

ราไมคอร์ไรซาจึงมีความส้าคัญต่อการงอกและพัฒนาของกล้วยไม้จนกระท่ังได้เป็นต้นท่ีสมบูรณ์ 

เอ็มบริโอของเมล็ดกล้วยไม้ท่ีบวมขึ้นแสดงให้เห็นว่าเส้นใยราท่ีเหมาะสมก้าลังเข้าติดเช้ือโดยผ่านทาง

เซลล์ซัสเพนเซอร์ (suspensor cell) ท่ีอยู่บริเวณฐานของเอ็มบริโอ และกระจายตัวไปยังเซลล์อื่น ๆ 

ยกเว้นเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด การเข้าสู่เซลล์พืชของราไม่ส่งผลกระทบต่อเซลล์พืชให้อาศัยท้ังในแง่

ของรูปร่างและการเปล่ียนแปลงความหนาแน่น โดยปกติจะไม่พบเส้นใยราในเซลล์ช้ันเนื้อเยื่อผิว อาจ

เนื่องมาจากเซลล์บริเวณดังกล่าวไม่มีคุณสมบัติในการย่อยสลายเส้นใย ซึ่งถือเป็นกระบวนการส้าคัญท่ี

ให้ได้มาซึ่งธาตุอาหารของพืช ในกล้วยไม้บางชนิดพบว่าเส้นใยราจะเข้าสู่เซลล์ผ่านทางเซลล์ช้ันนอกท่ี

คล้ายราก (epidermal hairs) (Peterson and Currah, 1990) ยังไม่มีรายงานท่ีแสดงถึงกลไกการ

เข้าหากันระหว่างราและพืชอาศัยอย่างแน่ชัด ทราบแต่เพียงว่าเมื่อราผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เข้าไปด้านใน

แล้วจะถูกล้อมรอบด้วยช้ันบาง ๆ ของไซโทพลาสซึม โดยเซลล์ยังคงสภาพอยู่และเกิดการไหลเวียน

ของโปรโตพลาสต์ (protoplasmic streaming) (Williamson and Hadley, 1970) เมื่อเส้นใยเข้าสู่

เซลล์พืชจะเจริญและขดตัวกลายเป็นพีโลตอน เพิ่มพื้นท่ีในการแลกเปล่ียนสารกันระหว่างรากับเซลล์

กล้วยไม้ เมื่อพีโลตอนสร้างเสร็จสมบูรณ์เซลล์กล้วยไม้จะมีการเปล่ียนแปลงคือ ไซโทพลาสซึมจะ

เปล่ียนเป็นแวคิวโอล  มีนิวเคลียส ไมโตคอนเดรีย ไรโบโซม ก้อนไขมันและไกลโคเจน และเอนโดร 

พลาสมิด เรติคิวลัม อีกเล็กน้อย (Hadley, 1975; Peterson and Currah, 1990) พบการสร้างช้ัน

ของเหลว (Interfacial matrix) ระหว่างไซโทพลาสซึมของเซลล์กล้วยไม้กับเส้นใยราภายในเซลล์

กล้วยไม้ พบเอนไซม์ ATPases ท้ังในเซลล์พืชและเส้นใยรา โดยเอนไซม์อยู่ในภาวะพร้อมท้างาน

ขณะท่ีเกิดการย่อยสลายของเส้นใย และพบแอกทิวิทีของเอนไซม์ฟอสฟาเทส (phosphatase 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 15 

activity) ในช้ันของเหลวและเยื่อหุ้มเซลล์ของพืช แสดงให้เห็นว่าเซลล์พืชเป็นแหล่งสร้างของเหลว

ดังกล่าว (Serrigny and Dexheimer, 1985) โดยระยะเวลาในการเข้าติดเช้ือ การสร้างและย่อย

สลายพีโลตอนแตกต่างกันในแต่ละชนิดของกล้วยไม้ จากการศึกษาของ (Mollison, 1943) พบว่า 

โปรโตคอร์มจะมีการพัฒนาก่อนท่ีพีโลตอนจะถูกย่อยสลาย ถ้าโปรโตคอร์มเกิดการบวมแล้ว ขดเส้นใย

พีโลตอนจะถูกย่อยสลายอย่างรวดเร็ว  

 เมื่อราท่ีเข้าสู่เซลล์พืชมีบทบาทในการเป็นราไมคอร์ไรซา นั่นคือช่วยส่งเสริมการงอกแล้ว  

การเจริญและพัฒนาของโปรโตคอร์มจะด้าเนินไปอย่างรวดเร็วอย่างมีขั้นตอนท่ีแน่นอน  เซลล์ของ 

โปรโตคอร์มจะมีการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ท่ีท้าหน้าท่ีเฉพาะ สร้างเป็นเนื้อเยื่อต่าง ๆ ได้แก่เนื้อเยื่อ

ท่อล้าเลียง เนื้อเยื่อเจริญปลายยอด ใบอ่อน ส้าหรับเซลล์ท่ีบริเวณฐานของโปรโตคอร์มซึ่งมีพีโลตอน

เจริญอยู่ในระยะต่าง ๆ นั้นจะพัฒนาไปเป็นรากต่อไปในสภาวะแวดล้อมท่ีเหมือนกัน (รูปท่ี 5) โปรโต

คอร์มท่ีเจริญร่วมกับราไมคอร์ไรซาจะมีการเติบโตและพัฒนาท่ีรวดเร็วกว่าโปรโตคอร์มท่ีไม่มีราร่ วม

ด้วย เช่นกรณีของ Goodyera repens ท่ีเจริญร่วมกับ Ceratobasidium cornigerum ในอาหาร

เพาะเล้ียงพบว่าต้นกล้าพัฒนาสูง 5-10 เซนติเมตร ภายในเวลา 12 เดือน แตกต่างจากต้นกล้าในชุด

ควบคุมท่ีสูงเพียง 2-3 เซนติเมตร (Alexander and Hadley, 1984) 
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รูปที่ 5 ระยะต่าง ๆ ของการพัฒนาของโปรโตคอร์มของกล้วยไม้สกุล Phalaenopsis; (ก) เมล็ด ; 
(ข,ค) เอ็มบริโอท่ียังไม่เปล่ียนแปลง ; (ง) โปรโตคอร์มท่ีมีราไมคอร์ไรซาอาศัยอยู่ และ (จ,ฉ) โปรโต
คอร์มท่ีสร้างไรซอยด์ ดัดแปลงจาก Smith and Read (2010) 
 

2.7 ความเฉพาะเจาะจงของราไมคอร์ไรซากล้วยไม้ 
 กล้วยไม้เป็นวงศ์พืชท่ีมีความหลากหลายมากจนแสดงให้เห็นถึงระดับของความเฉพาะเจาะจง

ระหว่างชนิดกล้วยไม้และรา ระดับของความเฉพาะเจาะจงระหว่างกล้วยไม้และราไมคอร์ไรซาท่ีศึกษา

ในห้องทดลองกับในแหล่งอาศัยจริงมีความแตกต่างกันขึ้นอยู่ กับชนิดของกล้วยไม้ Perkins, 

Masuhara และ Mcgee (1995) แสดงให้เห็นว่ากล้วยไม้ Microtis parviflora มีความเฉพาะเจาะจง

ของราและกล้วยไม้ในแหล่งอาศัยจริงสูงกว่าการศึกษาในห้องทดลอง โดยพบราในสกุล Epulorhiza 

เพียง 2 ไอโซเลตเท่านั้นท่ีแยกได้จากต้นกล้วยไม้ในแหล่งอาศัยจริง แต่การศึกษาในกล้วยไม้  

Pterostylis acuminat พบว่าราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกและการพัฒนาของเมล็ดเมื่อเพาะเล้ียงใน
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หลอดทดลองได้มีเพียง 1 ไอโซเลตและเป็นราในสกุล Rhizoctonia ท่ีแยกได้จากต้นกล้วยไม้โต

สมบูรณ์ในแหล่งอาศัยจริง แสดงให้เห็นถึงความเฉพาะเจาะจงท่ีมีอยู่สูงท้ังในห้องทดลองและในแหล่ง

อาศัยจริง (Perkins and McGee, 1995) จากงานวิจัยท้ังสองช้ีให้เห็นว่าระดับความเฉพาะเจาะจงนั้น

นอกจากจะแปรผันตามชนิดของกล้วยไม้แล้วยังขึ้นอยู่กับสภาวะแวดล้อมท่ีศึกษาทดลอง การแสดง

ความเฉพาะเจาะจง นอกจากการประเมินโดยการงอกของเมล็ดแล้วยังต้องตรวจสอบการพัฒนาหลัง

การงอกด้วย เช่น รา 5 ไอโซเลตท่ีแยกจากรากของกล้วยไม้ Aa achalensis  สามารถกระตุ้นการ

งอกของเมล็ดและส่งเสริมพัฒนาการของโปรโตคอร์มได้ถึงระยะท่ี 2 และมี 1 ไอโซเลตท่ีช่วยให้โปรโต

คอร์มพัฒนาถึงระยะท่ี 5 (Sebastián et al., 2014) ขณะเดียวกันราท่ีแยกจากรากของต้นโตสมบูรณ์

ของกล้วยไม้ชนิดหนึ่ง สามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดและการพัฒนาของโปรโตคอร์มของท้ังพืช

อาศัย (Habenaria macroceratitis) และกล้วยไม้ชนิดอื่น  (H. repens และ H. quinquiseta) 

(Stewart and Zettler, 2002) 

2.8 การแยกราไมคอร์ไรซากล้วยไม้ 
วิธีการแยกราไมคอร์ไรซาเพื่อให้ได้เช้ือบริสุทธิ์นั้นมีด้วยกันหลายวิธี เช่น  
- plating fragments of surface-sterilized roots (PFSSR) ซึ่งเป็นการวางช้ินรากท่ีฟอก

ฆ่าเช้ือแล้วลงบนอาหารเพาะเล้ียง (Zettler, 1997; Stewart and Kane, 2007; Zhu et al., 2008) 
- plating individual carefully separated fungal pelotons (PICSFP) หรือการแยกให้

ได้พีโลตอนเด่ียวโดยการเขี่ยแยกจากรากท่ีฟอกฆ่าเช้ือแล้วและตัดตามขวาง จากนั้นวางบนอาหาร
เพาะเล้ียง (Rasmussen, 1995; Warcup and Talbot, 1967)  

- in situ seed baiting technique เป็นวิธีการดักจับราโดยการวางเมล็ดกล้วยไม้ในพื้นท่ี 
(Wang et al., 2011) คิดค้นโดย (Rasmussen and Whigham, 1993) และได้รับการพัฒนาโดย 
(Brundrett et al., 2003) ข้อดีของวิธีนี้คือ จะช่วยให้ได้ราท่ีมีความเฉพาะเจาะจงต่อระยะการงอก
และพัฒนาของเมล็ดกล้วยไม้มากยิ่งขึ้น  

 หลังจากได้เช้ือบริสุทธิ์แล้ว อาจจะน้ามาจ้าแนกและระบุชนิดของราเหล่านั้น หรือทดสอบ
ประสิทธิภาพของราต่อการงอกและพัฒนาของเมล็ดกล้วยไม้ท่ีเป็นพืชอาศัยหรือกล้วยไม้ชนิดอื่น ซึ่ง
ช่วยให้เข้าใจถึงความเฉพาะเจาะจงระหว่างราไมคอร์ไรซากับกล้วยไม้มากยิ่งขึ้น โดยการเทียบราท่ี
แยกได้จากส่วนต่าง ๆ ของกล้วยไม้ 

2.9 การงอกของเมล็ดแบบพึ่งพา (symbiotic seed germination) 
 การศึกษาไมคอร์ไรซากล้วยไม้เริ่มต้นจากในอดีตมีผู้สังเกตพบว่าเมล็ดกล้วยไม้ท่ีมีขนาดเล็ก

มากนั้นจะงอกได้เมื่อปลูกบนดินและคลุมบาง ๆ ด้วยมอส แต่ยังไม่ทราบถึงเหตุผล ขณะเดียวกันนัก
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พฤกษศาสตร์บางกลุ่มท่ีสนใจกล้วยไม้เริ่มสังเกตพบว่ามีขดเส้นใยอยู่ภายในเซลล์ช้ันคอร์เทกซ์ของราก

กล้วยไม้ แต่ยังไม่ทราบแน่ชัดว่าขดเส้นใยดังกล่าวใช่ราหรือไม่และส้าคัญอย่างไร จนกระท่ัง (Bernard, 

1904) สังเกตพบว่าเมล็ดกล้วยไม้จะงอกได้ดีเมื่อมีราไมคอร์ไรซาอยู่ร่วมด้วย และประสบผลส้าเร็จใน

การเพาะเล้ียงเมล็ดกล้วยไม้ดินท่ีไม่มีคลอโรฟิลล์ Neottia nidus-avis ร่วมกับราไมคอร์ไรซา และ

เรียกเทคนิคนี้ว่า การงอกของเมล็ดแบบพึ่งพา (Bernard, 1904 cited in Selosse, Minasiewicz 

and Boullard, 2017) 

การงอกของเมล็ดกล้วยไม้ในธรรมชาติจ้าเป็นต้องพึ่งพาราไมคอร์ไรซาเพื่อจัดหาสารอาหารท่ี

จ้าเป็นต่อการงอกของเมล็ด รวมถึงการพัฒนาของโปรโตคอร์มและต้นกล้า (Clements, 1988; 

Rasmussen, 1995) ดังนั้นการศึกษาและการพัฒนาวิธีการเพิ่มจ้านวนกล้วยไม้โดยอาศัยราไมคอร์ไร

ซาจึงส้าคัญต่อการอนุรักษ์และขยายพันธุ์กล้วยไม้ท่ีใกล้สูญพันธุ์หรือมีคุณค่าทางเศรษฐกิจ แม้ว่าเมล็ด

กล้วยไม้บางชนิดจะสามารถงอกได้บนอาหารสังเคราะห์โดยไม่อาศัยราไมคอร์ไรซา แต่เมื่อศึกษา

เปรียบเทียบกับการงอกโดยอาศัยราไมคอร์ไรซา พบว่าราสามารถส่งเสริมเปอร์เซ็นต์การงอกของ

กล้วยไม้เหล่านั้นได้สูงกว่า (Johnson et al., 2007; Khamchatra et al., 2016b; Nikabadi et al., 

2014; Nontachaiyapoom, Sasirat and Manoch, 2011) นอกจากนี้ต้นกล้าท่ีได้จากวิธีการงอก

แบบพึ่งพาภายในหลอดทดลอง ( In vitro symbiotic seed germination) มีความสามารถในการ

ปรับตัวเมื่ออยู่นอกหลอดทดลอง (Ex vitro) ได้ดีกว่าต้นกล้าท่ีเจริญโดยไม่มีราไมคอร์ไรซา (Smith 

and Read, 2010; Stewart and Zettler, 2002; Yoder, Zettler and Stewart, 2000)  

กล้วยไม้หลายชนิดมีความเส่ียงต่อการสูญพันธุ์ทั้งจากการลักลอบเก็บมากเกินไป ถิ่นอาศัยถูก

ท้าลาย หรือจากการเปล่ียนแปลงทางสภาพแวดล้อม (Gale et al., 2018; Leadley and al., 2010; 

Pereira and al., 2010) จึงได้มีการวิจัยและพัฒนาวิธีการเพื่อการอนุรักษ์และเพิ่มจ้านวนของ

กล้วยไม้ โดยอาศัยราไมคอร์ไรซาเข้าช่วย เช่น  การใช้ราท่ีแยกจากกล้วยไม้ E. magnoliae และราท่ี

แยกได้จากรากกล้วยไม้ท่ีเส่ียงต่อการสูญพันธุ์ Spiranthes brevilabris ช่วยในการงอกของกล้วยไม้ 

S. brevilabris Lindley พบว่าราท้ังสองไอโซเลตสามารถส่งเสริมการงอกของเมล็ดกล้วยไม้มากกว่า

ชุดควบคุมท่ีไม่ได้เล้ียงร่วมกับรา เมื่อย้ายต้นกล้าท่ีเล้ียงแบบพึ่งพาคืนสู่ธรรมชาติ พบว่ามีอัตราการ

รอดตายสูง (Stewart, Zettler and Minso, 2003) Aewsakul et al. (2013) ศึกษาการงอกแบบ

พึ่งพาของเมล็ดกล้วยไม้ S. plicata ด้วยวัสดุเพาะกล้วยไม้ โดยเพาะเล้ียงร่วมกับรา Tulasnella sp. 

และพบว่า ชุดการทดลองท่ีใส่ราดังกล่าว มีเปอร์เซ็นต์การงอกและการพัฒนาของโปรโตคอร์มท่ีสูงกว่า

ชุดท่ีไม่ได้ใส่รา และภายหลังการเพาะเมล็ด 9 สัปดาห์ พบว่าโปรโตคอร์มท่ีได้จากการเล้ียงร่วมกับรามี
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การสร้างใบและราก แต่ไม่พบในชุดควบคุม (Tan et al., 2014) ได้ศึกษาผลของราสกุล Tulusnella 

2 ไอโซเลต ท่ีแยกได้จากรากกล้วยไม้ Dendrobium nobile ต่อการงอกของเมล็ดและพัฒนาการของ

ต้นกล้ากล้วยไม้ D. officinale ซึ่งเป็นกล้วยไม้ท่ีเส่ียงต่อการสูญพันธุ์ พบว่า 11 สัปดาห์หลังการเล้ียง

ร่วมกับรา เมล็ดกล้วยไม้มีเปอร์เซ็นต์การงอกสูงกว่าชุดควบคุม และโปรโตคอร์มพัฒนาได้ถึงระยะท่ี 5 

ขณะท่ีโปรโตคอร์มท่ีได้จากชุดควบคุมพัฒนาแค่ระยะท่ี 2 เท่านั้น และพบว่าเมื่อผ่านไป 7 สัปดาห์ ต้น

กล้าท่ีเล้ียงร่วมกับรามีน้้าหนักสดและน้้าหนักแห้งสูงกว่าชุดควบคุม แสดงให้เห็นว่าการเล้ียงเมล็ด

กล้วยไม้ร่วมกับราไมคอร์ไรซานั้น ส่งเสริมให้ต้นกล้าเจริญเติบโตได้ดีขึ้น 

นอกจากการศึกษาผลของราไมคอร์ไรซากล้วยไม้ต่อการงอกและพัฒนาการของกล้วยไม้

ภายในหลอดทดลอง ยังได้มีการศึกษาในพื้นท่ีอาศัยของกล้วยไม้ โดยอาศัยความรู้เกี่ยวกับราไมคอร์ไร

ซาเพื่อเพิ่มโอกาสรอดของกล้วยไม้ในสภาพธรรมชาติ เช่น การศึกษาของ (Shao et al., 2017) ได้น้า

เมล็ดกล้วยไม้อิงอาศัย D. devonianum เล้ียงร่วมกับราไมคอร์ไรซา Tulasnella sp. ภายหลังจาก

ใส่เช้ือ เมล็ดกล้วยไม้ถูกน้าไปเพาะเล้ียงบนพืชอาศัยของกล้วยไม้ดังกล่าว พบว่าเมล็ดกล้วยไม้ท่ีเล้ียง

ร่วมกับราไมคอร์ไรซามีเปอร์เซ็นต์การงอกท่ีสูงกว่าเมล็ดกล้วยไม้ในชุดควบคุมท่ีไม่ได้เล้ียงร่วมกับรา 

โดยมีปัจจัยอื่นๆ มาเกี่ยวข้อง เช่น สภาพภูมิอากาศ ฤดูกาลท่ีหว่านเมล็ด และวิธีการหว่านเมล็ด

กล้วยไม้ 

2.10 กล้วยไม้สกุล Epipactis  

กล้วยไม้ในสกุล Epipactis มีเขตการกระจายพันธุ์ท้ังในยูเรเชีย แอฟริกา และอเมริกาเหนือ 

รายงานการค้นพบกล้วยไม้สกุลนี้ในปัจจุบันพบแล้วทั้งส้ิน 58 ชนิด (Govaerts, 2017) กล้วยไม้สกุลนี้

มีรูปแบบการเจริญท่ีหลากหลาย โดยส่วนใหญ่เจริญเติบโตบนพื้นดิน และบางชนิดเจริญเติบโตในน้้า 

เช่น Epipactis gigantea ท่ีมีการกระจายพันธุ์อย่างหนาแน่นในทวีปอเมริกา (Rocchio, March and 

Anderson, 2006) นอกจากนี้บางชนิดถูกจัดเป็นพืชกินซาก (Holomycotrophic) ซึ่งพบน้อยใน

ธรรมชาติ (Chen, Gale and Cribb, 2009) 

 

กล้วยไม้น ้ำ (Epipactis flava Seidenf.) 

การจัดจ้าแนกกล้วยไม้น้้า E. flava ตามหลักอนุกรมวิธาน 

Kingdom: Plantae 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 20 

Phylum: Tracheophyta 

Class: Liliopsida 

Order: Orchidales 

Family: Orchidaceae 

 Subfamily: Epidendroideae 

  Tribe: Neottieae 

Genus: Epipactis 

Species: E. flava 

ลักษณะท่ัวไป ล้าต้นแตกออกจากตาเหง้าท่ีเกาะอยู่ตามโขดหินหรือโคนต้นไม้ใหญ่บริเวณล้า

ธารท่ีมีกระแสน้้าไหล ล้าต้นยืดยาวเจริญอยู่เป็นกลุ่ม สูงประมาณ 30-80 เซนติเมตร ใบรูปหอก

ค่อนข้างรี (รูปท่ี 6 ก) ช่อดอกออกท่ีปลายยอดต้ังตรง ช่อดอกแบบกระจะ (Raceme) (รูปท่ี 6 ง) ดอก

ขนาด 1.5 เซนติเมตร ท่ีก้านช่อดอก ก้านดอกและรังไข่ พบขนสีขาวลักษณะหยิก (Tomentose) ขึ้น

บาง ๆ กลีบเล้ียงสีเขียวแกมเหลือง กลีบดอกรูปรีแกมขอบขนาน กลีบปากมี 3 แฉก ปลายกลีบมน ท่ี

โคนกลีบด้านในโค้งเป็นรูปถ้วย (Bowl-shaped) ท่ีโคนกลีบมีสัน 2 สัน (รูปท่ี 6 ข) ออกดอกในช่วง

เดือนมกราคมถึงกุมภาพันธ์ ในฤดูน้้าหลากต้นและใบจะเน่าเปื่อยและยุบตายไปเหลือเพียงเหง้า

เกาะติดอยู่กับโขดหิน (รูปท่ี 7 ก และ ข) จนถึงฤดูหนาวปริมาณน้้าลดลงต้นกล้วยไม้จะเจริญขึ้นอีก

ครั้งโดยหน่ออ่อนจะพัฒนาขึ้นจากปลายยอดของเหง้า (รูปท่ี 7 ค และ ง) เจริญเติบโตเป็นต้นท่ี

สมบูรณ์และสร้างดอก เมื่อดอกได้รับการผสมจนติดฝัก (รูปท่ี 6 ค) ฝักท่ีแก่จะแตกออกตามยาว 

ปล่อยเมล็ดปลิวออกไปเพื่อกระจายพันธุ์ต่อไป กล้วยไม้น้้าพบครั้งแรกในประเทศไทยในปี พ.ศ. 2469 

ท่ีจังหวัดกาญจนบุรี และนับเป็นการค้นพบกล้วยไม้ชนิดนี้ครั้งแรกของโลก ก่อนจะได้รับการบันทึกให้

เป็นกล้วยไม้ชนิดใหม่ของโลกเมื่อปี พ.ศ. 2521 กล้วยไม้น้้าพบกระจายพันธุ์ในพื้นท่ีประเทศไทย ลาว 

เวียดนาม และพม่า ในประเทศไทยพบพบท่ีจังหวัดกาญจนบุรี ตาก และน่าน (สลิล สิทธิสัจจธรรม, 

2549; บวร คุณากรนุรักษ์, 2557) ปัจจุบันกล้วยไม้น้้าถูกจัดให้เป็นพืชท่ีเส่ียงต่อการสูญพันธุ์  

(Endangered species) ตามรายงานการแสดงสถานภาพของพืชในประเทศไทย (Santisuk et al., 

2006) จากความจ้าเพาะเจาะจงต่อถิ่นที่อยู่อาศัย รวมถึงการเปล่ียนแปลงของส่ิงแวดล้อมท่ีเกิดขึ้น อีก
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ท้ังการถูกบุกรุกและท้าลายจากมนุษย์ ยิ่งส่งผลให้สถานภาพของกล้วยไม้น้้าเส่ียงต่อการสูญพันธุ์มาก

ยิ่งขึ้น 

 

 

 

 

 

 

  

รูปที่ 6 ลักษณะท่ัวไปของกล้วยไม้น ้า E. flava แสดง (ก) ล้าต้นและใบ; (ข) ดอก; (ค) ฝัก และ (ง) 
ช่อดอก  
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 7 (ก) ลักษณะพื นท่ีศึกษาช่วงฤดูน ้าหลาก; (ข) ไรโซมท่ีเกาะกับโขดหิน; (ค) หน่ออ่อนท่ีเริ่ม
พัฒนา และ (ง) ต้นกล้ากล้วยไม้น ้า 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 3 
อุปกรณ์เครื่องมือและวิธีด าเนินงานวิจัย 

3.1 อุปกรณ์เคร่ืองมือ 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์ บริษัทผู้ผลิต 
1. กล้องจุลทรรศน์ชนิดหักเหแสง รุ่น BX 51 (Light 
microscope) 

Olympus Optical Co., Ltd., Japan 

2. กล้องจุลทรรศน์สามมิติ รุ่น SZ-60 (Stereo 
microscope) 

Olympus Optical Co., Ltd., Japan 

3. กล้องบันทึกภาพ รุ่น DP71  Olympus Optical Co., Ltd., Japan 
4. ซอฟแวร์บันทึกภาพ DP Controller Olympus Optical Co., Ltd., Japan 
5. เครื่องอุ่นสารด้วยความร้อนแห้ง (AccuBLOCKTM 

Digital Dry Bath) 
Labnet International, Inc. 

6. เครื่องฆ่าเชื อด้วยไอน ้า รุ่น ES-315 (Autoclave) Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 
7. เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม รุ่น TP600 (DNA 
thermo cycle) 

Takara Bio Inc., Japan 

8. อุปกรณ์บันทึกภาพในงานชีววิทยาโมเลกุล Gel 
DocTM XR (Gel documentation system) 

Bio-Rad Laboratories Inc., USA 

9. แหล่งก้าเนิดแสงฟลูออเรสเซนต์  Olympus Optical Co., Ltd., Japan 
10. ตู้ปลอดเชื อ Clean Model.V6 (Laminar flow) Lab Service, Thailand 
11. เครื่องปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก CM-610T (Micro 
centrifuge) 

Hsiangtai Machinery Industry Co., 
Ltd., Taiwan 

12. ไมโครปิเปตขนาด 2, 20, 100, และ 1000 
ไมโครลิตร และทิป (Micropipatte and replacement 
tip) 

Gilson Inc., USA 

13. อุปกรณ์แยกขนาดโมเลกุลด้วยกระแสไฟฟ้ารุ่น 
Mupid® -ex  

Advance Co., Ltd., Japan 

14. เครื่องบดและผสมรุ่น MN400 (Mixer Mill) Retsch GmbH, Germany 
15. เครื่องวัดความเป็นกรด - ด่าง (pH meter) Mettler Toledo, Switzerland 
16. เครื่องท้าน ้าบริสุทธิ์รุ่น ELGASTAT MAXIMA UF 
(Ultra-Pure water) 

ELGA, England 
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17. เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบควบคุมความเย็น รุ่น 3700 
(Refrigerated centrifuge) 

Kubota Corporation, Japan 

18. เครื่องผสมสาร รุ่น VX100 (Vortex mixer) Labnet International Inc., USA 
19. เครื่องช่ังน ้าหนัก รุ่น 2002-S Mettler Toledo, Switzerland 
20. ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส Sharp, Thailand 
21. อุปกรณ์ตัดเนื อเยื่อพืช - 
22. เครื่องแก้วส้าหรับการทดลอง - 
23. ตู้ปลอดเชื อ รุ่น Clean Model. V6 (Laminar 
flow) 

Lab Service, Thailand 

24. ตู้อบความร้อน รุ่น UE 500 (oven) Memmert GmbH + Co.KG, 
Germany 

25. ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส Sharp, Thailand 
26. หลอดไมโครเซนติฟิวส์ (micro centrifuge tube) 
ขนาด 2 และ 1.5 มิลลิลิตร 

TPP, Switzerland 

 

3.2 สารเคมี 

สารเคมี บริษัทผู้ผลิต 
1. Agar - 
2. Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) Ajax Finechem, Australia 
3. Ampicillin T.P. Drug Laboratories Co., Ltd 
4. Boric acid (H3BO3) Merck, Germany 
5. Calcium phosphate (Ca3(PO4)2) Ajax Finechem, Australia 
6. Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) Serva 

7. Chloroform - 
8. Ethanol Merck, Germany 
9. Ferric Ethylenendiaminetraacetic acid 
(FeEDTA) 

May and Baker, England 

10. Glucose Reckitt Benckiser, Thailand 
11. Iron (III) tartrate (Fe2(C4H4O6)3) Ajax Finechem, Australia 
12. Isoamyl alcohol Carbo Erba 
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13. Manganese (II) sulfate (MnSO4.4H2O)  Ajax Finechem, Australia 
14. Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O) May and Baker, England 
15. Polyethylene glycol  Serva 
16. Potato dextrose agar HiMedia Laboratories, India 
17. Potassium nitrate (KNO3) Ajax Finechem, Australia 
18. Potassium phosphate (KH2PO4) May and Baker, England 
19. Sodium chloride (NaCl) Fluka, Switzerland 
20. Sodium hypochlorite - 
21. Streptomycin General Drugs House Co., Ltd 
22. Sucrose Ajax Finechem, Australia 
23. 2, 3, 5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) Fluka, Switzerland 
24. 10X Tris boric acid disodium 
ethylenediamine tetraacetic acid (10X TBE 
buffer) 

- 
 
 

25. Washing buffer - 
 

3.3 ขั้นตอนด าเนินงานวิจัย 

3.3.1. การเก็บตัวอย่างกล้วยไม้ 

  ส้ารวจและเก็บตัวอย่างกล้วยไม้น ้าบริเวณล้าธารห้วยแม่ตาว หมู่บ้านถ ้าเสือ อ้าเภอ

แม่สอด จังหวัดตาก ตั งอยู่ท่ีพิกัด 16°40'01.8"N 98°39'40.3"E ดังรูปท่ี 8 ท่ีระดับความสูงจากน ้า

ทะเล 366 เมตร ซึ่งต้นกล้วยไม้น ้าจะเจริญอยู่บนโขดหินท่ีมีน ้าไหลผ่านตลอดเวลา สภาพแวดล้อม

ท่ัวไปมีความชื นในอากาศประมาณ 26-90 เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิเฉล่ียประมาณ 25 องศาเซลเซียส   

หินท่ีพบในล้าธารส่วนใหญ่เป็นหินปูน สภาพน ้าในล้าธารจึงมีความเป็นด่างเล็กน้อย (pH 8-8.5) (บวร 

คุณากรนุรักษ์, 2557) สุ่มเก็บรากกล้วยไม้น ้าท่ีเจริญอยู่บนโขดหินในล้าธาร ทั งหมด 10 กอ กอละ

ประมาณ 3-4 ต้น และสุ่มเก็บฝักแก่ของกล้วยไม้น ้าอย่างน้อย 20  ฝัก ในช่วงเดือนเมษายน เพื่อใช้ใน

การศึกษาการแยกราด้วยวิธี in situ seed baiting (Khamchatra et al., 2016a) 
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รูปที่ 8 (ก) พื นท่ีเก็บตัวอย่างท่ีล้าธารห้วยแม่ตาว และ (ข) ลักษณะทางกายภาพของล้าธารห้วยแม่
ตาว และกอกล้วยไม้น ้า (ลูกศรชี ) 

 

3.3.2. การแยกราไมคอร์ไรซากล้วยไม ้

3.3.2.1 การแยกราจากรากกล้วยไม้ด้วยวิธี single peloton  

สุ่มเลือกตัดรากกล้วยไม้ท่ีมีลักษณะสมบูรณ์จากกอท่ีเก็บได้ในข้อ 3.3.1 

จ้านวน 3-5 รากต่อกอ น้ามาท้าความสะอาดโดยใช้แปรงขัดเศษหินปูนท่ีเกาะท่ีผิวรากด้วยน ้ายาล้าง

จาน ตามด้วยน ้าประปา ตัดรากเป็นส่วน ๆ ขนาดยาวประมาณ 1 เซนติเมตร จากนั นน้าชิ นส่วนรากท่ี

ตัดไว้มาท้าการฆ่าเชื อท่ีผิวด้วยสารละลายแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ นาน 1 นาที สารละลาย

โซเดียมไฮโปคลอไรต์ 0.5 เปอร์เซ็นต์ นาน 5 นาที จากนั นล้างด้วยน ้ากล่ันนึ่งฆ่าเชื อ 3 ครั ง               

(Khamchatra et al., 2016b) ซับน ้าท่ีติดอยู่ด้วยกระดาษทิชูท่ีผ่านการฆ่าเชื อ ตัดชิ นส่วนของรากให้

เป็นแผ่นบางด้วยใบมีดปราศจากเชื อ วางบนแผ่นสไลด์ท่ีมีหยดน ้ากล่ันท่ีนึ่งฆ่าเชื อแล้ว น้าไปส่องใต้

กล้องจุลทรรศน์เพื่อตรวจหาพีโลตอนภายในเซลล์ราก ดังรูปท่ี 9 ท้าการแยกพีโลตอนภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์แบบใช้แสงด้วยเข็มเขี่ยและมีดผ่าตัดท่ีนึ่งฆ่าเชื อแล้ว โดยการท้าลายผนังเซลล์รากให้แยก

ออก พีโลตอนจะลอยอยู่ในหยดน ้ากล่ัน จึงใช้ไมโครปิเปตปริมาตร 20 ไมโครลิตร ดูดน ้ากล่ันท่ีมีพีโล

ตอนอยู่หยดลงบนอาหารเลี ยงเชื อสูตร Potato Dextrose Agar (PDA) (ภาคผนวก ก) ท่ีเ ติม 

streptomycin และ ampicillin อย่างละ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ท้าการบ่มเชื อท่ีอุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วัน สังเกตการเจริญของเส้นใยบนอาหาร จากนั นย้ายเส้นใยไปยังอาหารเลี ยง

กล้วยไม้น ้า 
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เชื อ PDA ใหม่ จนกระท่ังได้เชื อบริสุทธิ์ (pure culture) แล้วย้ายไปเลี ยงใน 1/5 PDA slants ท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ส้าหรับรักษาเส้นใยเพื่อใช้ในการทดลองต่อไป 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 9 (ก) ภาพตัดขวางของรากกล้วยไม้น ้า และ (ข) พีโลตอนอยู่ภายในเซลล์คอร์เทกซ์ (ลูกศรชี ) 
 

3.3.2.2 การแยกราจากโปรโตคอร์มท่ีได้จากวิธี in situ seed baiting 

น้าเมล็ดกล้วยไม้ท่ีเก็บได้ใส่ลงในตาข่ายแพลงก์ตอนขนาดรูตาข่าย 45 ไมครอน 

ประมาณ 300-400 เมล็ด พับตาข่ายแพลงก์ตอนใส่ลงในกรอบสไลด์ ผูกกรอบสไลด์ด้วยลวดให้แนบ

กับรากกล้วยไม้น ้าบนโขดหินในล้าธารอย่างสุ่ม เก็บกรอบสไลด์ทุกเดือน เป็นเวลา 4 เดือน น้ากรอบ

สไลด์มาล้างผิวด้านนอกด้วยน ้าประปา ใช้แปรงขัดเศษดินและหินปูนท่ีเกาะอยู่ให้สะอาด แกะกรอบ

สไลด์และใช้พู่กันเขี่ยโปรโตคอร์มออกจากตาข่ายแพลงก์ตอน เขี่ยลงในจานเพาะเชื อแก้วขนาดเล็ก 

น้ามาตรวจสอบการงอกของเมล็ดและการพัฒนาของโปรโตคอร์มในระยะต่าง ๆ  ภายใต้กล้องสเตอริ

โอ และหาเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดและการพัฒนาของโปรโตคอร์มในระยะต่าง ๆ ตามเกณฑ์ของ 

(S. L. Stewart and Kane, 2006) ดังตารางท่ี 2 น้าโปรโตคอร์มท่ีแยกตามการพัฒนาแต่ละระยะมา

ฟอกฆ่าเชื อด้วยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต์ 0.5 เปอร์เซ็นต์ 2 นาที จากนั นล้างด้วยน ้ากล่ันนึ่งฆ่า

เชื อ 3 ครั ง (Zettler and Piskin, 2011) ย้ายโปรโตคอร์มไปยังจานเพาะเชื อแก้วขนาดเล็กอันใหม่ท่ี

นึ่งฆ่าเชื อแล้วเติมน ้ากล่ันนึ่งฆ่าเชื อลงไปเล็กน้อย ใช้เข็มเขี่ยปลายงอเล็กน้อยท่ีฆ่าเชื อแล้ว เขี่ยโปรโต

คอร์มไปวางบนอาหารเลี ยงเชื อ PDA ท่ีเติม streptomycin และ ampicillin อย่างละ 100 มิลลิกรัม

ต่อลิตร ท้าการบ่มเชื อท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วัน สังเกตการเจริญของเส้นใยบน

อาหาร จากนั นย้ายเส้นใยไปยังอาหารเลี ยงเชื อ PDA ใหม่ จนกระท่ังได้เชื อบริสุทธิ์ (pure culture) 

พีโลตอน 
พีโลตอน 
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แล้วย้ายไปเลี ยงใน 1/5 PDA slants ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ส้าหรับรักษาเส้นใยเพื่อใช้ในการ

ทดลองต่อไป 

ตารางที่ 2 ระยะการงอกและการพฒันาของเมล็ดกล้วยไม้ (ปรับปรุงจาก (Stewart and Kane, 
2006) 

 

3.3.3 การทดสอบความมีชีวิตของเมล็ดกล้วยไม้น ้าด้วยวิธีการใช้สารละลาย Tetrazolium 

(Van Waes and Debergh, 1986)  

น้าฝักกล้วยไม้น ้าท่ีแก่เต็มท่ีแต่ยังไม่แตกท่ีเก็บได้ในข้อ 3.3.1 น้ามาล้างท้าความสะอาดด้วย

น ้าประปา จากนั นฆ่าเชื อท่ีผิวในตู้ปลอดเชื อโดยน้าฝักกล้วยไม้จุ่มในเอทิลแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ 

แล้วผ่านไฟจากตะเกียงแอลกอฮอล์ทันที ผ่าฝักกล้วยไม้ด้วยใบมีดท่ีฆ่าเชื อแล้ว แบ่งเมล็ดกล้วยไม้ส่วน

หนึ่งมาตรวจสอบความมีชีวิตทางชีวเคมี โดยน้าเมล็ดกล้วยไม้มาแช่ในสารละลาย tetrazolium 

(TTC) ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ เก็บไว้ที่ไม่มีแสง อุณหภูมิประมาณ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง จากนั นตรวจสอบใต้กล้องจุลทรรศน์ แล้วให้คะแนนความมีชีวิตตามตารางท่ี 3 ส่วนท่ีเหลือ

น้ามาทดสอบการงอกของเมล็ดดังรูปท่ี 10 

ตารางที่ 3 เกณฑ์การให้คะแนนความมีชีวิตของเมล็ดกล้วยไม้ 
คะแนน ลักษณะของเมล็ดกล้วยไม้ 

1 เปลือกหุ้มเมล็ดมีสีน ้าตาล และเอ็มบริโอมีสีขาวหรือเหลือง 
2 เปลือกหุ้มเมล็ดไม่มีสี และเอ็มบริโอมีสีขาวหรือเหลือง 
3 เปลือกหุ้มเมล็ดไม่มีสี และเอ็มบริโอมีสีแดง ชมพู                    

หรือแดงอมชมพู 

Stage Description 
0 เมล็ดยังไม่งอก มีเปลือกหุ้มเมล็ดอยู่ 
1 เอ็มบริโอขยายขนาด เปลือกหุ้มเมล็ดปริและหลุดออก (เมล็ดงอก) 
2 เอ็มบริโอขยายขนาด และมีไรซอยด์ปรากฏ 
3 ปรากฏเนื อเยื่อเจริญปลายยอด 
4 เริ่มสร้างใบท่ีแท้จริง 
5 ใบขยายขนาดและเริ่มสร้างราก 
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รูปที่ 10 ผลทดสอบตรวจสอบความมีชีวิตทางชีวเคมี (ก) เมล็ดไม่มีชีวิต และ (ข) เมล็ดมีชีวิต 
 

3.3.4 การคัดเลือกราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ด 

ท้าการทดสอบความสามารถของราท่ีแยกได้จากข้อ 3.3.2 ในการกระตุ้นการงอกของเมล็ด

กล้วยไม้น ้า โดยเลี ยงราแต่ละไอโซเลตบนอาหารเลี ยงเชื อ PDA เป็นเวลา 7 วัน จากนั นตัดชิ นวุ้นเส้น

ใยราย้ายลงบนอาหารเลี ยงเชื อ Oat Meal Agar (OMA) บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง ประมาณ 5-7 วัน  วาง

กระดาษกรองหมายเลข 1 ท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเชื อแล้วบนอาหาร OMA ดังกล่าวใส่เมล็ดกล้วยไม้ลงบน

กระดาษกรอง จากนั นปิดฝาจานเพาะเลี ยงให้สนิทด้วยพาราฟิล์ม น้าไปบ่มในท่ีมืด อุณหภูมิ 25 ºC 

เป็นเวลา 4 สัปดาห์ โดยมีการเพาะเลี ยงเมล็ดบนอาหาร OMA ท่ีไม่มีราเป็นชุดการทดลองควบคุม ท้า

การทดลองไอโซเลตละ 3 ซ ้า แต่ละซ ้าใช้เมล็ดประมาณ 100 เมล็ด วางแผนการทดลองแบบ 

Completed Randomized Design (CRD) เมื่อเพาะเลี ยงครบ 4 สัปดาห์ โดยตรวจสอบการงอกและ

การพัฒนาของเมล็ดท่ีเพาะเลี ยง ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอค้านวณหาเปอร์เซ็นต์การงอก

ของเมล็ดจากนั นคัดเลือกราไอโซเลตท่ีมีเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดสูงกว่าชุดการทดลองควบคุมมา

ท้าการทดสอบการงอกและการพัฒนาขั นต่อไป 

3.3.5 การเปรียบเทียบความสามารถในการกระตุ้นการงอก และพัฒนาของเมล็ดกล้วยไม้ของ

ราท่ีคัดเลือกได้ 

เลี ยงราแต่ละไอโซเลตท่ีคัดเลือกได้จากข้อ 3.3.4 บนอาหารเลี ยงเชื อ PDA เป็นเวลา 7 วัน 

จากนั นตัดชิ นวุ้นเส้นใยราย้ายลงบนอาหารเลี ยงเชื อ Oat Meal Agar (OMA) บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 

ประมาณ 5-7 วัน  วางกระดาษกรองหมายเลข 1 ท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเชื อแล้วบนอาหาร OMA ดังกล่าว

ใส่เมล็ดกล้วยไม้ลงบนกระดาษกรอง จากนั นปิดฝาจานเพาะเลี ยงให้สนิทด้วยพาราฟิล์ม น้าไปบ่มในท่ี

มืด อุณหภูมิ 25 ºC โดยมีชุดการทดลองท่ีเพาะเลี ยงเมล็ดบนอาหาร OMA ท่ีไม่มีราเป็นชุดการทดลอง



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 29 

ควบคุม ท้าการทดลองไอโซเลตละ 3 ซ ้า แต่ละซ ้าใช้เมล็ดประมาณ 100 เมล็ด วางแผนการทดลอง

แบบ Completed Randomized Design (CRD) ตรวจสอบการงอกและการพัฒนาของเมล็ดท่ี

เพาะเลี ยงภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ โดยให้คะแนนตามเกณฑ์ของ Stewart and Kane 

(2006) ดังตารางท่ี 2 ทุกๆ 4 สัปดาห์เป็นเวลา 16 สัปดาห ์ค้านวณเปอร์เซ็นต์การงอกและการพัฒนา

ของโปรโตคอร์มพิจารณาจากอัตราส่วนของจ้านวนเมล็ดในแต่ละระยะของการพัฒนาต่อจ้านวนเมล็ด

ท่ีมีชีวิตและรายงานผลในรูปแบบของค่า Germination rate index (GRI) และ developmental 

rate index (DRI) (Papenfus et al., 2015) โดย  

G1 คือ ร้อยละของเมล็ดท่ีงอกเมื่อนับเป็นครั งแรกหลังเพาะเมล็ด × 100  

G2 คือ ร้อยละของเมล็ดท่ีงอกเมื่อนับเป็นครั งท่ีสองหลังเพาะเมล็ด × 100 

D1 คือ ร้อยละของโปรโตคอร์มในแต่ละระยะของการพัฒนา (ระยะท่ี 2-5) ท่ีนับ

ครั งแรกหลังเพาะเมล็ด × 100                      

D2 คือ ร้อยละของโปรโตคอร์มในแต่ละระยะของการพัฒนา (ระยะท่ี 2-5) ท่ีนับ

ครั งท่ีสองหลังเพาะเมล็ด × 100 

GRI = G1/1+G2/2+…Gx/x   DRI = D1/1+D2/2+…Dx/x 

 วิ เคราะห์ผลการทดลองด้วย one-way ANOVA ด้วยโปรแกรม SPSS V16.0 

statistical package (SPSS Inc., Chicago, USA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยวิธี 

Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 

3.3.6 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของราท่ีคัดเลือกได้ 

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราท่ีคัดเลือกได้จากข้อ 3.3.4 ได้แก่ ลักษณะของโคโลนีท่ี

เจริญบนอาหารเลี ยงเชื อ PDA  สีโคโลนี และศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

ได้แก่ ลักษณะของเส้นใย สปอร์ และโครงสร้างพิเศษ เช่น เซลล์โมนิลอยด์ โดยการใช้เทคนิค slide 

culture ตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาของราท่ีคัดเลือกได้เทียบกับรูปวิธานตามรายงานของ  

(Barnett and Hunter, 1998) 
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3.3.7 การระบุชนิดของราท่ีคัดเลือกได้ด้วยวิธีทางอณูชีวโมเลกุล  

ท้าการระบุชนิดของราท่ีคัดเลือกได้โดยการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีประมวลรหัส

ของต้าแหน่ง Internal transcribed spacer (ITS) โดยมีวิธีการดังนี  

3.3.7.1 การสกัดดีเอ็นเอ 

สกัดดีเอ็นเอจากเส้นใยราท่ีแยกได้ โดยเลี ยงในอาหารสูตร PDA บ่มท่ี 25 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วัน ขูดเส้นใยประมาณ 50-100 มิลลิกรัม ใส่หลอดขนาด 2 มิลลิลิตรท่ี           

นึ่งฆ่าเชื อแล้ว ใส่เม็ดบีดช่วยบดลงไป 5 เม็ด บดตัวอย่างด้วยเครื่องบดท่ีความถ่ี 30 เฮิร์ต นาน 1 นาที 

จากนั นสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลาย cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) ตามวิธีของ 

(Zhou et al., 2009) โดยน้าตัวอย่างรากเอคโตไมคอร์ไรซาใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 2 

มิลลิลิตร บดให้ละเอียดด้วยเครื่องบดตัวอย่างโดยใช้ความถี่ 20 เฮิรตซ์ 1 นาที เติมสารละลาย 2X 

CTAB ปริมาตร 700 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เติมสารละลาย 

chloroform/isoamyl alcohol ในอัตราส่วน 24:1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ปั่น

เหวี่ยงด้วยความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 8 นาที ท่ีอุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส ดูดน ้าส่วน

ใสปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 

isopropanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ปั่น

เหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ งให้

เหลือแต่ตะกอน เติมเอธานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 

รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ งให้เหลือแต่ตะกอน ทิ งให้

ตะกอนดีเอ็นเอแห้งท่ีอุณหภูมิห้อง เติมสารละลายบัฟเฟอร์ TE ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เก็บ

สารละลายดีเอ็นเอท่ีได้ไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการศึกษาขั นต่อไป 

3.3.7.2 การเพิ่มปริมาณชิ นส่วนดีเอ็นเอท่ีต้าแหน่ง ITS 

เพิ่มจ้านวนชิ นส่วนของดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain 

Reaction: PCR) ท่ีต้าแหน่ง internal transcript spacer (ITS) โดยใช้ไพรเมอร์ ITS1F (5’ 

CTTGGTCAT TTAGAGGAAGTAA 3’) (Gardes and Bruns, 1993) และ ITS4 (5′-TCCTCCG 
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CTTATTGATATGC) (White et al., 1990) ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ประกอบด้วยสารต่าง ๆ ท่ีใช้

ท้าปฏิกิริยา ดังตารางท่ี 4 

 
 
ตารางที่ 4 สาร ความเข้มข้น และปริมาตรท่ีใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 

สาร ปริมาตร (ปริมาตรรวม 30 ml) 

Emeral 15 

20 µM. ITS1 F 0.3 

20 µM. ITS4 0.3 

Template 3 

Sterilized distilled water 11.4 
 

 

การเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอด้วยเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมอัตโนมัติ โดยก้าหนดสภาวะ ดังนี  

Initial denaturation  94 องศาเซลเซียส 5 นาที   

 Denaturation   94 องศาเซลเซียส 1 นาที 

 Annealing   51 องศาเซลเซียส 1 นาที 

 Extension   72 องศาเซลเซียส 1 นาที 

Final Extension  72 องศาเซลเซียส 5 นาที 

Holding   4 องศาเซลเซียส 

3.3.7.3 การตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณชิ นส่วนดีเอ็นเอ 

แยกขนาดโมเลกุลผ่านรูพรุนในแผ่นเจลภายใต้สนามไฟฟ้า(electrophoresis) บน

เจลอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลายบัพเฟอร์ TBE (ภาคผนวก ข) เข้มข้น 0.5 เท่า ท่ีเติมสีย้อม 

Gel star ปริมาตร 1 ไมโครลิตรต่ออะกาโรสเจล 100 มิลลิลิตร หยอดผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการเพิ่ม

ปริมาณชิ นส่วนดีเอ็นเอลงในช่องบนแผ่นเจลอะกาโรส ต่อกระแสไฟฟ้าเข้ากับอุปกรณ์แยกขนาด

30 รอบ 
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โมเลกุลด้ยกระแสไฟฟ้า ใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ จนกระท่ังสีติดและเคล่ือนท่ีถึงต้าแหน่งท่ี

ต้องการ เปรียบเทียบขนาดชิ นส่วนดีเอ็นเอท่ีสกัดได้กับดีเอ็นเอขนาดมาตรฐานท่ีความยาวล้าดับเบส

ต่าง ๆ ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตความยาวคล่ืน 300 นาโนเมตร ด้วยเครื่องก้าเนิดแสง

อั ลตร า ไ ว โ อ เลต  (UV-Transilluminator) และบั น ทึกภาพ โดย ใ ช้ก ล้อ ง ถ่ า ย รู ป เ จล  (Gel 

documentation system) 

3.3.7.4 การวิเคราะห์ล้าดับเบสท่ีต้าแหน่ง ITS 

ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการเพิ่มชิ นส่วนดีเอ็นเอท่ีต้าแหน่ง ITS ท่ีผ่านการตรวจสอบและ

ให้ผลชัดเจน ส่งไปวิเคราะห์ล้าดับเบสท่ีบริษัท Bioneer corporation (South Korea) 

3.3.8 การจัดกลุ่มราและท้าแผนภาพต้นไม้แสดงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ 

จัดกลุ่มราตามลักษณะสัณฐานวิทยาท่ีได้จากข้อ 3.3.6 ร่วมกับผลทางชีววิทยาโมเลกุลจากข้อ 
3.3.7.3 โดยเลือกตัวแทนราจากแต่ละกลุ่มประมาณกลุ่มละ 3 ไอโซเลต น้าไปส่งวิเคราะห์ล้าดับนิวคลี
โอไทด์ (DNA sequencing) ท่ีต้าแหน่ง ITS จากนั นน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้มาเปรียบเทียบความ
เหมือนกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีมีอยู่ในฐานข้อมูลของ GenBank โดยใช้โปรแกรม BLASTn (NCBI 
Advanced Blast Search) น้าข้อมูลล้าดับเบสท่ีต้าแหน่ง ITS ดังกล่าวมาท้าการวิเคราะห์
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการและจัดท้าแผนภาพต้นไม้แสดงสัมพันธ์ด้วย maximum likelihood 
(LM) โดยโปรแกรม RAxML v.8 (Stamatakis, 2006; Stamatakis, 2014) และ Bayesian inference 
(BI) โดยโปรแกรม MrBayes v.3.2.1 (Ronquist and Huelsenbeck, 2003) 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

4.1 ผลการเก็บตัวอย่างกล้วยไม้ 

 รากและฝักกล้วยไม้น ้าท่ีเก็บได้จากบริเวณล้าธารห้วยแม่ตาว หมู่บ้านถ ้าเสือ อ้าเภอแม่สอด 

จังหวัดตากแสดงดังรูปท่ี 11 ก และ ข 

 

 

 

 

 

รูปที่ 11 (ก) ลักษณะราก และ (ข) ฝักกล้วยไม้น ้าท่ีเก็บได้จากล้าธารห้วยแม่ตาว อ.แม่สอด จ.ตาก 
 

4.2 ผลการแยกราไมคอร์ไรซากล้วยไม้ 

 4.2.1. ผลการแยกราจากรากกล้วยไม้ด้วยวิธี single peloton 

 สามารถแยกพีโลตอนจากรากกล้วยไม้น ้า E. flava ได้ทั งหมด 35 ไอโซเลต โดยมีลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีบนอาหารเพาะเลี ยง PDA ท่ีแตกต่างกัน ดังรูปท่ี 12  
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รูปที่ 12 โคโลนีราท่ีแยกจากรากกล้วยไม้น ้า E. flava บนอาหารเพาะเลี ยง PDA บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 7 วัน  
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4.2.2 ผลการแยกราจากโปรโตคอร์มท่ีได้จากวิธี in situ seed baiting 

สามารถแยกพีโลตอนจากโปรโตคอร์มกล้วยไม้น ้า E. flava ได้ทั งหมด 15 ไอโซเลต โดยมี

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีบนอาหารเพาะเลี ยง PDA ท่ีแตกต่างกัน ดังรูปท่ี 13  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

รูปที่ 13 โคโลนีราท่ีแยกจากโปรโตคอร์มกล้วยไม้น ้า E. flava บนอาหารเพาะเลี ยง PDA บ่มท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน  
  

ตารางที่ 5 เปอร์เซ็นต์การงอก (ระยะท่ี 1) และการพัฒนาของโปรโตคอร์มกล้วยไม้น ้า (ระยะท่ี 2-5) 
ระยะเวลา 
(เดือน) 

เปอร์เซ็นต์การพัฒนา 

ระยะที่ 0 ระยะที่ 1 ระยะที่ 2 ระยะที่ 3 ระยะที่ 4 ระยะที่ 5 

1 12.69±1.39a 40.73±3.14a 46.58±4.53a 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 
2 14.67±4.25ab 44.47±1.18ab 40.78±4.64b 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 
3 14.68±2.22b 45.30±3.0ab 40.02±5.26b 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 
4 10.22±3.13b 30.45±5.49b 29.63±6.88b 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวพิมพ์เล็กที่ต่างกันในคอลัมน์เดียวกัน แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 

เมื่อเก็บตาข่ายแพลงก์ตอนมาตรวจสอบการงอกของเมล็ดและการพัฒนาของโปรโตคอร์มใน

ระยะต่าง ๆ พบว่าเมล็ดกล้วยไม้น ้าสามารถพัฒนาไปสู่ระยะท่ี 2 ได้ภายในเวลา 1 เดือน โดย

เปอร์เซ็นต์ของเมล็ดในระยะท่ี 2 มีค่าสูงท่ีสุดในเดือนท่ี 1  (ตารางท่ี 5) แตกต่างจากเดือนอื่น ๆ อย่าง
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มีนัยส้าคัญ และในเดือนท่ี 4 พบเปลือกหุ้มเมล็ดท่ีภายในไม่มีเอ็มบริโอ (รูปท่ี 14) คิดเป็น 29.7 

เปอร์เซ็นต์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 14 ลักษณะเมล็ดและโปรโตคอร์มกล้วยไม้น ้าท่ีได้จากเทคนิค in situ seed baiting ท่ีอายุ 1-4 
เดือน พบเมล็ดกล้วยไม้บางส่วนไม่พัฒนา (ระยะท่ี 0) บางส่วนเอ็มบริโอขยายใหญ่ขึ น (ระยะท่ี 1) 
และบางส่วนเอ็มบริโอขยายใหญ่ เปลืกหุ้มเมล็ดปริแตก และพบมีการสร้างไรซอยด์ (ระยะท่ี 2) 
 

4.3 การคัดเลือกราที่มีความสามารถในการกระตุ้นการงอกของเมล็ด 

ผลการตรวจสอบความมีชีวิตของเมล็ดกล้วยไม้น ้าด้วยวิธี Tetrazolium test พบว่า เมล็ดมี

ชีวิตประมาณ  30% จากนั นจึงน้าเมล็ดเพาะเลี ยงร่วมกับราทั งหมดท่ีแยกได้เป็นการตรวจสอบใน
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ขั นต้นเพื่อหาราท่ีมีความสามารถในการกระตุ้นการงอกพบว่าจากราทั งหมด 50 ไอโซเลต มีราทั งสิ น 

7 ไอโซเลต ท่ีสามารถกระตุ้นการงอกและพัฒนาของเมล็ดกล้วยไม้น ้าได้แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทาง

สถิติเมื่อเทียบกับชุดควบคุม (ตารางท่ี 6) ในจ้านวนดังกล่าวเป็นราท่ีแยกได้จากราก 3 ไอโซเลต ได้แก่ 

ไอโซเลต MSR07, MSR24 และ MSR34 และราท่ีแยกจากโปรโตคอร์ม 4 ไอโซเลต ประกอบไปด้วย 

MSP01, MSP02, MSP04 และ MSP13 จากนั นจึงน้าราทั ง 7 ไอโซเลตไปทดสอบการงอกของเมล็ด

กล้วยไม้แบบพึ่งพา ส้าหรับไอโซเลตอื่นไม่สามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดได้ โดยมีอาการปรากฏให้

เห็นชัดเจนคือ เส้นใยราเจริญปกคลุมเมล็ด เมล็ดไม่บวม (รูปท่ี 15 ก) บางไอโซเลตเส้นใยราไม่เจริญ

ปกคลุมแต่เอ็มบริโอเปล่ียนเป็นสีด้า (รูปท่ี 15 ข) และบางไอโซเลตเส้นใยเจริญคลุมเมล็ดรวมทั ง

เอ็มบริโอเปล่ียนเป็นสีด้าร่วมด้วย (รูปท่ี 15 ค)  

 

 

 

 

รูปที่ 15 (ก) ลักษณะเมล็ดกล้วยไม้น ้าถูกราเข้าท้าลาย; (ข) เส้นใยราไม่เจริญปกคลุม แต่เอ็มบริโอ
เปล่ียนเป็นสีด้า; (ค) เส้นใยราเจริญคลุมเมล็ดและเอ็มบริโอเปล่ียนเป็นสีด้า  
 

ตารางที่ 6 เปอร์เซ็นต์การงอกของเม็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้
หลังเพาะเลี ยงเป็นเวลา 1 เดือน 

ชุดทดลอง เปอร์เซ็นต์การงอก (ระยะที่ 1) 

ชุดควบคุม (asymbiotic) 2.10 ± 1.84f 
MSR07 36.65 ± 7.04 d 
MSR24 53.32 ± 0.47b 
MSR34 39.24 ± 5.65cd 
MSP01 48.57 ± 1.67bc 
MSP02 45.78 ± 5.41bcd 
MSP04 22.31 ± 5.58e 
MSP13 79.26 ± 8.96a 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวพิมพ์เล็กที่ต่างกัน แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
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4.4 การทดสอบการงอกของเมล็ดกล้วยไม้แบบพึ่งพา 

จากการเพาะเลี ยงเมล็ดกล้วยไม้น ้าร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดได้ทั ง 7 ไอ

โซเลตบนอาหารเพาะเลี ยง OMA ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด สังเกตการณ์เปล่ียนแปลงทุก 

1 เดือน พบว่าราทั ง 7 ไอโซเลตสามารถกระตุ้นให้เมล็ดกล้วยไม้น ้างอกได้ (ระยะท่ี 1) ภายใน 1 เดือน

หลังจากการเพาะเลี ยง และทุกไอโซเลตสามารถกระตุ้นการพัฒนาของโปรโตคอร์มได้ถึงระยะท่ี 2 

ยกเว้น MSP04  โดยมีเปอร์เซ็นต์การงอกเรียงตามล้าดับจากมากท่ีสุดเมื่อเพาะเลี ยงร่วมกับราไอโซ

เลตท่ีคัดเลือกได้ดังต่อไปนี  MSP13 (81.79), MSP01 (63.06), MSR24 (53.32), MSP02 (46.67), 

MSR34 (41.66), MSR07 (36.65) และ MSP04 (22.31)  (ภาคผนวก ค ตารางท่ี 9-11)  

รูปท่ี 16 แสดงให้เห็นว่าเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเจริญบนอาหารสูตร OMA โดยไม่มีราร่วมอยู่ 

(control) เมล็ดส่วนใหญ่ไม่มีการพัฒนา (ระยะท่ี 0) (รูปท่ี 16 ก) และบางส่วนงอกได้ สังเกตพบมีการ

บวมของเอ็มบริโอ (ระยะท่ี 1) (รูปท่ี 16 ข) จากรูปท่ี 17 แสดงให้เห็นว่าตลอดทั ง 4 เดือน เมล็ด

ส่วนมากไม่งอกและไม่พัฒนา ยังคงอยู่ในระยะท่ี 0 พบเมล็ดระยะท่ี 1 บางส่วน ( 2.10 เปอร์เซ็นต์) ใน

เดือนท่ี 1 และเพิ่มขึ นเล็กน้อยในเดือนท่ี 2 แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  และไม่พบโปรโต

คอร์มในระยะท่ี 2 ตลอดเวลา 4 เดือนท่ีสังเกตและบันทึกผลการเปล่ียนแปลง  

 

 

 

 

 

รูปที่ 16 เมล็ดกล้วยไม้น ้า E. flava เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA (asymbiotic) บ่มในท่ีมืด 
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ก) เมล็ดไม่เจริญ (ระยะท่ี 0); (ข) เอ็มบริโอบวมเล็กน้อย (ระยะท่ี 1) 
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รูปที่ 17 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ด (ระยะท่ี 1) และการพัฒนาของโปรโตคอร์ม (ระยะท่ี 2) ของ
กล้วยไม้น ้าบนอาหารเพาะเลี ยง OMA โดยไม่มีรา (control) ท่ีระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 เดือน โดย
ตัวอักษรต่างกันบนเส้นกราฟเมื่อเปรียบเทียบการเจริญท่ีระยะเดียวกันในแต่ละช่วงเวลามีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และ ns (non-significant) หมายถึง ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (P ≤ 0.05) 
 

ราไอโซเลต MSP13 ส่งเสริมการพัฒนาเป็นโปรโตคอร์มระยะท่ี 2 โดยเอ็มบริโอขยายขนาด 

เปลือกหุ้มเมล็ดปริแตก และมีการสร้างไรซอยด์ (รูปท่ี 18 ค) จากรูปท่ี 19 แสดงให้เห็นว่าเมล็ด

กล้วยไม้น ้าท่ีเจริญร่วมกับราไอโซเลต MSP13 พัฒนาได้ในระยะท่ี 1 นั่นคือ เอ็มบริโอขยายขนาดบวม

ขึ น แต่ยังไม่ปรากฏไรซอยด์ (รูปท่ี 18 ข)  พบเป็นจ้านวนมาก (79.26 เปอร์เซ็นต์) อีกทั งพบการ

พัฒนาของเมล็ดในระยะท่ี 2 ภายในเวลา 1 เดือน เมื่อเข้าสู่เดือนท่ี 2 และเดือนท่ี 3 จ้านวนเมล็ดท่ี

พัฒนาถึงระยะท่ีสองเพิ่มมากขึ นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ แต่เมื่อเข้าสู่เดือนท่ี 4 พบว่าเมล็ดทั งหมด

ถูกเส้นใยราเจริญปกคลุม และไม่พบการพัฒนาเข้าสู่ระยะท่ี 3-5 (รูปท่ี 18 ง) 
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รูปที่ 18 เมล็ดกล้วยไม้น ้า E. flava เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ร่วมกับราไอโซเลต MSP13 บ่มใน
ท่ีมืด อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ก) เมล็ดไม่เจริญ (ระยะท่ี 0); (ข) เอ็มบริโอบวม ขยายขนาดใหญ่ขึ น 
(ระยะท่ี 1); (ค) เปลือกหุ้มเมล็ดแตกออก มีไรซอยด์ (ลูกศรชี ) (ระยะท่ี 2) และ (ง) เมล็ดเปล่ียนเป็นสี
คล ้ามีเส้นใยราปกคลุม 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 19 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ด (ระยะท่ี 1) และการพัฒนาของโปรโตคอร์ม (ระยะท่ี 2) ของ
กล้วยไม้น ้าบนอาหารเพาะเลี ยง OMA ร่วมกับรา MSP13 ท่ีระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 เดือน โดย
ตัวอักษรต่างกันบนเส้นกราฟเมื่อเปรียบเทียบการเจริญท่ีระยะเดียวกันในแต่ละช่วงเวลามีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และ ns (non-significant) หมายถึง ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (P ≤ 0.05) 

ไรซอยด์ 
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ราไอโซเลต MSP01 ส่งเสริมการงอกและพัฒนาเป็นโปรโตคอร์มระยะท่ี 2 โดยเอ็มบริโอ

ขยายขนาด เปลือกหุ้มเมล็ดปริแตก และมีการสร้างไรซอยด์ (รูปท่ี 20 ค) จากรูปท่ี 21 แสดงให้เห็นว่า

เมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเจริญร่วมกับราไอโซเลต MSP01 พัฒนาได้ในระยะท่ี 1 และ 2 ภายในเวลา 1 เดือน 

โดยเมล็ดพัฒนาสู่โปรโตคอร์มระยะท่ี 2 จ้านวน 14.49 เปอร์เซ็นต์ ส้าหรับเดือนท่ี 2 ไม่พบ การ

เปล่ียนแปลงของระยะต่าง ๆ กระท่ังเดือนท่ี 3 พบว่าระยะ 0 ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ รวมทั ง

ระยะท่ี 1 (รูปท่ี 10 ข) เพิ่มขึ นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  แต่ยังคงไม่พบการพัฒนาของโปรโตคอร์ม

ระยะท่ี 3 

  

 

 

รูปที่ 20 เมล็ดกล้วยไม้น ้า E. flava เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ร่วมกับรา MSP01 บ่มในท่ีมืด 
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ก) เมล็ดไม่เจริญ (ระยะท่ี 0); (ข) เอ็มบริโอบวม ขยายขนาดใหญ่ขึ น 
(ระยะท่ี 1) และ (ค) เปลือกหุ้มเมล็ดแตกออก มีไรซอยด์ (ระยะท่ี 2) 

 

 

 

 

 
 
รูปที่ 21 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ด (ระยะท่ี 1) และการพัฒนาของโปรโตคอร์ม (ระยะท่ี 2) ของ
กล้วยไม้น ้าบนอาหารเพาะเลี ยง OMA ร่วมกับรา MSP01 ท่ีระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 เดือน โดย
ตัวอักษรต่างกันบนเส้นกราฟเมื่อเปรียบเทียบการเจริญท่ีระยะเดียวกันในแต่ละช่วงเวลามีความ
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แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และ ns (non-significant) หมายถึง ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (P ≤ 0.05) 
 

ราไอโซเลต MSR24 ส่งเสริมการงอกและพัฒนาเป็นโปรโตคอร์มระยะท่ี 2 โดยเอ็มบริโอ

ขยายขนาด เปลือกหุ้มเมล็ดปริแตก และมีการสร้างไรซอยด์ (รูปท่ี 22 ค) จากรูปท่ี 23 แสดงให้เห็นว่า

เมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเจริญร่วมกับราอโซเลต MSP24 พัฒนาได้ในระยะท่ี 1 นั่นคือ เอ็มบริโอขยายขนาด

บวมขึ น แต่ยังไม่ปรากฏไรซอยด์ (53.32 เปอร์เซ็นต์) ภายในเวลา 1 เดือน ยังไม่พบการพัฒนาของ

เมล็ดระยะท่ี 2 ในเดือนแรก ส้าหรับเดือนท่ี 2 พบว่าเมล็ดบางส่วนพัฒนาเข้าสู่ระยะท่ี 2 (1.26 

เปอร์เซ็นต์) โดยเมล็ดระยะท่ี 1 จะลดลง อย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเดือนท่ี 1 พบการพัฒนา

ของโปรโตคอร์มเพิ่มมากขึ นในเดือนท่ี 3 และคงความเป็นระยะท่ี 2 อยู่จนถึงเดือนท่ี 4 โดยยังคงไม่

พบการพัฒนาของโปรโตคอร์มในระยะท่ี 3  

 

 

 
 

รูปที่ 22 เมล็ดกล้วยไม้น ้า E. flava เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ร่วมกับราไอโซเลต MSR24 บ่ม
ในท่ีมืด อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ก) เมล็ดไม่เจริญ (ระยะท่ี 0); (ข) เอ็มบริโอบวม ขยายขนาด
ใหญ่ขึ น (ระยะท่ี 1) และ (ค) เปลือกหุ้มเมล็ดแตกออก มีไรซอยด์ (ระยะท่ี 2)  
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รูปที่ 23 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ด (ระยะท่ี 1) และการพัฒนาของโปรโตคอร์ม (ระยะท่ี 2) ของ
กล้วยไม้น ้าบนอาหารเพาะเลี ยง OMA ร่วมกับรา MSP24 ท่ีระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 เดือน โดย
ตัวอักษรต่างกันบนเส้นกราฟเมื่อเปรียบเทียบการเจริญท่ีระยะเดียวกันในแต่ละช่วงเวลามีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และ ns (non-significant) หมายถึง ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (P ≤ 0.05) 
 

ราไอโซเลต MSP02 สามารถกระตุ้นการงอกและส่งเสริมการพัฒนาเป็นโปรโตคอร์มระยะท่ี 

2 โดยเอ็มบริโอขยายขนาด เปลือกหุ้มเมล็ดปริแตก และมีการสร้างไรซอยด์ (รูปท่ี 24 ค) จากรูปท่ี 25 

พบเมล็ดกล้วยไม้น ้าบางส่วนพัฒนาถึงระยะท่ี 2 (2.44 เปอร์เซ็นต์) หลังจากเพาะเลี ยงเป็นเวลา 2 

เดือน จ้านวนของเมล็ดระยะท่ี 0 และ 1 ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญตลอดทั ง 4 เดือนท่ีเพาะเลี ยง 

 

 

 

 

 
 
รูปที่ 24 เมล็ดกล้วยไม้น ้า E. flava เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ร่วมกับราไอโซเลต MSP02 บ่ม
ในท่ีมืด อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ก) เมล็ดไม่เจริญ (ระยะท่ี 0); (ข). เอ็มบริโอบวม ขยายขนาด
ใหญ่ขึ น (ระยะท่ี 1) และ (ค) เปลือกหุ้มเมล็ดแตกออก มีไรซอยด์ (ระยะท่ี 2) 
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รูปที่ 25 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ด (ระยะท่ี 1) และการพัฒนาของโปรโตคอร์ม (ระยะท่ี 2) ของ
กล้วยไม้น ้าบนอาหารเพาะเลี ยง OMA ร่วมกับรา MSP02 ท่ีระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 เดือน โดย
ตัวอักษรต่างกันบนเส้นกราฟเมื่อเปรียบเทียบการเจริญท่ีระยะเดียวกันในแต่ละช่วงเวลามีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และ ns (non-significant) หมายถึง ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (P ≤ 0.05) 

 

ราไอโซเลต MSR34 กระตุ้นการงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้า และส่งเสริมการพัฒนาเป็นโปรโต

คอร์มระยะท่ี 2 โดยเอ็มบริโอขยายขนาด เปลือกหุ้มเมล็ดปริแตก และมีการสร้างไรซอยด์ ได้ภายใน 1 

เดือนหลังเพาะเลี ยง (รูปท่ี 26 ค) จากรูปท่ี 27 แสดงให้เห็นว่าเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเจริญร่วมกับราไอโซ

เลต MSP34 พบการพัฒนาของเมล็ดระยะท่ี 2 (2.42 เปอร์เซ็นต์) ส้าหรับเดือนท่ี 2 พบว่าเมล็ดระยะ

ท่ี 0 ลดลงและพัฒนาเข้าสู่ระยะท่ี 1 และ 2  ซึ่งมีความแตกต่างจากเดือนแรกอย่างมีนัยส้าคัญทาง

สถิติ การพัฒนายังคงเป็นโปรโตคอร์มระยะท่ี 2 ต่อไปและมีจ้านวนเพิ่มสูงขึ นอีกครั งในเดือนท่ี 4 

ขณะท่ีเมล็ดระยะท่ี 1 บางส่วนก็ยังคงความเป็นระยะท่ี 1 อยู่ และยังไม่พบการพัฒนาของโปรโตคอร์ม

ระยะท่ี 3 แม้จะเพาะเลี ยงจนถึงเดือนท่ี 4 ก็ตาม 
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รูปที่ 26 เมล็ดกล้วยไม้น ้า E. flava เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ร่วมกับรา ไอโซเลต MSR34 บ่ม
ในท่ีมืด อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ก) เมล็ดไม่เจริญ (ระยะท่ี 0); (ข) เอ็มบริโอบวม ขยายขนาด
ใหญ่ขึ น (ระยะท่ี 1) และ (ค) เปลือกหุ้มเมล็ดแตกออก มีไรซอยด์ (ระยะท่ี 2) 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 27 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ด (ระยะท่ี 1) และการพัฒนาของโปรโตคอร์ม (ระยะท่ี 2) ของ
กล้วยไม้น ้าบนอาหารเพาะเลี ยง OMA ร่วมกับรา MSR34 ท่ีระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 เดือน โดย
ตัวอักษรต่างกันบนเส้นกราฟเมื่อเปรียบเทียบการเจริญท่ีระยะเดียวกันในแต่ละช่วงเวลามีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และ ns (non-significant) หมายถึง ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (P ≤ 0.05) 
 

ราไอโซเลต MSR07 กระตุ้นการงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้า และส่งเสริมการพัฒนาเป็นโปรโต

คอร์มระยะท่ี 2 โดยเอ็มบริโอขยายขนาด เปลือกหุ้มเมล็ดปริแตก และมีการสร้างไรซอยด์ ได้ภายใน 2 

เดือนหลังเพาะเลี ยง (รูปท่ี 28) จากรูปท่ี 29 แสดงให้เห็นว่าเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเจริญร่วมกับราไอโซ

เลต MSP07 พัฒนาได้ในระยะท่ี 1 โดยเอ็มบริโอขยายขนาดบวมขึ น แต่ยังไม่ปรากฏไรซอยด์ ภายใน

เวลา 1 เดือน ยังไม่พบการพัฒนาของเมล็ดระยะท่ีสองในเดือนนี  ส้าหรับเดือนท่ี  2 พบว่าเมล็ด

บางส่วนพัฒนาเข้าสู่ระยะท่ี 2 ( 4.77 เปอร์เซ็นต์) โดยเมล็ดระยะท่ี 0 จะลดลง และลดลงอย่างมี
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นัยส้าคัญทางสถิติเมื่อเข้าสู่เดือนท่ี 3  ในเดือนนี พบว่าเมล็ดระยะท่ี 1 เพิ่มสูงขึ นอบ่างมีนัยส้าตัญทาง

สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเดือนท่ี 1 และ 2 ขณะท่ีเมล็ดระยะท่ี 2 บางส่วนก็ยังคงความเป็นระยะท่ี 2 

อยู่ และยังไม่พบการพัฒนาของโปรโตคอร์มีระยะท่ี 3 แม้จะเพาะเลี ยงจนถึงเดือนท่ี 4  

 

 

 

 
รูปที่ 28 เมล็ดกล้วยไม้น ้า E. flava เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ร่วมกับราไอโซเลต MSR07 บ่ม
ในท่ีมืด อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ก) เมล็ดไม่เจริญ (ระยะท่ี 0); (ข) เอ็มบริโอบวม ขยายขนาด
ใหญ่ขึ น (ระยะท่ี 1) และ (ค) เปลือกหุ้มเมล็ดแตกออก มีไรซอยด์ (ระยะท่ี 2) 
 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 29 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ด (ระยะท่ี 1) และการพัฒนาของโปรโตคอร์ม (ระยะท่ี 2) ของ
กล้วยไม้น ้าบนอาหารเพาะเลี ยง OMA ร่วมกับรา MSR07 ท่ีระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 เดือน โดย
ตัวอักษรต่างกันบนเส้นกราฟเมื่อเปรียบเทียบการเจริญท่ีระยะเดียวกันในแต่ละช่วงเวลามีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และ ns (non-significant) หมายถึง ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (P ≤ 0.05) 
 

 ราไอโซเลต MSP04 กระตุ้นการงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้า และส่งเสริมการพัฒนาเป็นโปรโต

คอร์มระยะท่ี 2 โดยเอ็มบริโอขยายขนาด เปลือกหุ้มเมล็ดปริแตก และมีการสร้างไรซอยด์ (รูปท่ี 30) 

จากรูปท่ี 31 แสดงให้เห็นว่าเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเจริญร่วมกับราอโซเลต MSP04 พัฒนาได้ในระยะท่ี 1 
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โดยเอ็มบริโอขยายขนาดบวมขึ น แต่ยังไม่ปรากฏไรซอยด์ ภายในเวลา 1 เดือน เปอร์เซ็นต์ของเมล็ด

ในระยะท่ี 0 และ 1 ในแต่ละเดือนไม่แตกต่างกันทางสถิติ และไม่พบการพัฒนาของโปรโตคอร์มระยะ

ท่ี 2 ตลอดทั ง 4 เดือนท่ีทดลอง 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 30 เมล็ดกล้วยไม้น ้า E. flava เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ร่วมกับราไอโซเลต MSP04 บ่ม
ในท่ีมืด อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ก) เมล็ดไม่เจริญ (ระยะท่ี 0); (ข) เอ็มบริโอบวม ขยายขนาดใหญ่
ขึ น (ระยะท่ี 1) 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 31 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ด (ระยะท่ี 1) ของกล้วยไม้น ้าบนอาหารเพาะเลี ยง OMA ร่วมกับ
รา MSP04 ท่ีระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 เดือน โดยตัวอักษรต่างกันบนเส้นกราฟเมื่อเปรียบเทียบการ
เจริญท่ีระยะเดียวกันในแต่ละช่วงเวลามีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และ ns (non-
significant) หมายถึง ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P ≤ 0.05) 
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ตารางท่ี 7 แสดงค่า GRI และ DRI หลังเพาะเลี ยงเมล็ดแบบพึ่งพาเป็นเวลา 4 เดือน พบว่าไอ

โซเลต MSP13 และ MSP01 กระตุ้นการงอกได้สูงสุดท่ีค่า GRI เท่ากับ 148.14 ± 6.12a และ 139.41 

± 1.30a แตกต่างจากไอโซเลตอื่น ๆ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ไอโซเลตท่ีกระตุ้นการงอกได้น้อยท่ีสุด

คือ MSP04 GRI เท่ากับ 56.62 ผลการทดลองพบว่าราทุกไอโซเลตท่ีน้ามา ทดสอบนั นช่วยกระตุ้นให้

เมล็ดกล้วยไม้น ้าพัฒนาได้ถึงระยะท่ี 2 ยกเว้น MSP04 ท่ีสามารถกระตุ้นให้เมล็ดงอกได้ แต่ไม่พัฒนา

ต่อถึงระยะท่ี 2 เมื่อพิจารณาการพัฒนาของโปรโตคอร์มจากค่า GRI พบว่า ไอโซเลต MSP01 ส่งเสริม

ให้เมล็ดกล้วยไม้น ้าพัฒนาถึงระยะท่ี 2 ได้ดีท่ีสุด ท่ีค่า DRI เท่ากับ 33.2  

ตารางที่ 7 ผลของการเพาะเลี ยงเมล็ดกล้วยไม้น ้าแบบพึ่งพากับราทั ง 7 ไอโซเลต แสดงด้วยค่า             
GRI และ DRI เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (asymbiotic) ท่ีเพาะเลี ยงบนอาหาร OMA เป็นเวลา 4 
เดือน 

ระยะการพัฒนา ระยะที่ 1 ระยะที่ 2 ระยะที่ 3 ระยะที่ 4 ระยะที ่5 

กลุ่มทดลอง GRI  DRI  DRI  DRI  DRI  

MSR07 101.37 ± 5.41b 6.85 ± 1.85c 0 0 0 
MSR24 104.13 ± 0.90b 3.74 ± 0.63c 0 0 0 
MSR34 109.77 ± 3.26b 21.68 ± 2.52b 0 0 0 
MSPO1 139.41 ± 1.30a 33.2 ± 1.59a 0 0 0 
MSP02 85.38 ± 4.17c 3.58 ± 1.58c 0 0 0 
MSP04 56.62 ± 7.36d 0d 0 0 0 
MSP13 148.14 ± 6.12a 8.49 ± 2.08c 0 0 0 

asymbiotic 6.76 ± 3.42e 0d 0 0 0 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวพิมพ์เล็กที่ต่างกันในคอลัมน์เดียวกัน แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 

จากการทดสอบการงอกของเมล็ดกล้วยไม้แบบพึ่งพาพบว่า ราไอโซเลต MSR07, MSR24, 

MSR34, MSPO1, MSP02 และ MSP13 สามารถกระตุ้นการงอกและพัฒนาของเมล็ดกล้วยไม้น ้าได้

ถึงระยะท่ี 2 ภายในเวลา 4 เดือน และไม่พบการพัฒนาในระยะถัดไป แต่โปรโตคอร์มของกล้วยไม้น ้า

ยังคงรักษาสภาพของโปรโตคอร์มในระยะท่ี 2 ได้อย่างสมบูรณ์ ไม่พบการย่อยสลายของเซลล์                

โปรโตคอร์ม แต่พบการย่อยของพีโลตอนภายในเซลล์ (รูปท่ี 32) 
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รูปที่ 32 การย่อยสลายไปบางส่วนของขดเส้นใยพีโลตอนภายในเซลล์โปรโตคอร์มของกล้วยไม้น ้า  ท่ี 
4 เดือนหลังการเพาะเลี ยง  
 

4.5 การระบุเอกลักษณ์ของรา 

4.5.1 การระบุเอกลักษณ์ของราด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 

 

 

 

 

  

 

รูปที่ 33 (ก) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA และ (ข) ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของราไอโซเลต 
MSR07 แสดงลักษณะเส้นใย และเซลล์โมนิลอยด์ (ลูกศรทึบ) 

MSR07 มีลักษณะเส้นใยละเอียดสีน ้าตาล ฟู สร้างเส้นใยอากาศ มีผนังกั น เส้นใยใหม่สร้างตั ง

ฉากกับเส้นใยเดิม และสร้างเซลล์โมนิลอยด์รูปทรงกระบอก (ลูกศรทึบ) และยังไม่พบสปอร์ ดังรูปท่ี 

33 ก และ ข  
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รูปที่ 34 (ก) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA และ (ข) ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของราไอโซเลต 
MSR24 แสดงลักษณะขดเส้นใยคล้ายพีโลตอน (ลูกศรทึบ) และไมโครสปอร์ (ลูกศรโปร่ง) 

 

MSR24 มีลักษณะเส้นใยฟู มีสีขาว ตรงกลางมีสีเหลืองอ่อนถึงสีน ้าตาลอ่อน เส้นใยมีผนังกั น 

สร้างขดเส้นใยคล้ายพีโลตอน (ลูกศรทึบ) ไมโครสปอร์ค่อนข้างรี และพบ Clamydospore (ลูกศร

เล็ก) ซึ่งมีลักษณะกลม ดังรูปท่ี 34 ก และ ข จากลักษณะโครงสร้างของสปอร์และเส้นใย สามารถระบุ

สกุลของราไอโซเลต MSR24 จากรูปวิธานได้เป็นสกุล Fusarium 

 

 

 

 

 

รูปที่ 35 (ก) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA และ (ข) ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของราไอโซเลต 
MSR34 ) แสดงลักษณะขดเส้นใยคล้ายพีโลตอน (ลูกศรชี ) และไมโครสปอร์ (ลูกศรโปร่ง) 

 

MSR34 เส้นใยสีขาว มีความหนาบางของเส้นใยสลับกันเป็นชั น มองเห็นขอบโคโลนีไม่ชัดเจน 

และพบขดเส้นใยคล้ายพีโลตอน (ลูกศรทึบ) ดังรูปท่ี 4.25 ก ตรวจพบโคนิดิโอสปอร์ (ลูกศรโปร่ง) ดัง
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รูปท่ี 35 ข จากลักษณะโครงสร้างของสปอร์และเส้นใย สามารถระบุสกุลของราไอโซเลต MSR34 จาก

รูปวิธานได้เป็นสกุล Fusarium 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 36 (ก) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA และ (ข) ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของราไอโซเลต 
MSP01 แสดงลักษณะขดเส้นใยคล้ายพีโลตอน (ลูกศรชี ) และไมโครสปอร์ (มุมบนขวา) 

 

MSP01 มีเส้นใยขาวฟู บริเวณตรงกลางมีสีม่วง รูปท่ี 36 ก เส้นใยมีผนังกั น สร้างขดเส้นใย

ลักษณะคล้ายพีโลตอน (ลูกศรทึบ) และพบไมโครสปอร์รูปร่างรี (มุมบนขวา) ดังรูปท่ี 36 ข จาก

ลักษณะโครงสร้างของสปอร์และเส้นใยสามารถระบุสกุลของราไอโซเลต MSR01 จากรูปวิธานได้เป็น

สกุล Fusarium 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 37 (ก) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA และ (ข) ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของราไอโซเลต 
MSP02 แสดงลักษณะขดเส้นใยคล้ายพีโลตอน (ลูกศรชี ) และโคนิเดีย (conidia) ) (ลูกศรโปร่ง) 
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 MSP02 มีลักษณะเส้นใยละเอียดสีขาว เส้นใยค่อนข้างหนาแน่น บริเวณขอบโคโลนีมี

ความหนาของเส้นใยน้อยกว่าตรงกลาง ดังรูปท่ี 37 ก เส้นใยมีผนังกั น พบขดเส้นใยคล้ายพีโลตอน 

(ลูกศรทึบ) พบโคนิเดีย (conidia) (ลูกศรโปร่ง) รูปท่ี 37 ข  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 38 (ก) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA และ (ข) ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของราไอโซเลต 
MSP04 แสดงลักษณะขดเส้นใยคล้ายพีโลตอน (ลูกศรชี ) และโคนิเดีย (conidia) (มุมล่างซ้าย) 
  

 MSP04 ลักษณะเส้นใยละเอียดสีขาว เส้นใยค่อนข้างหนาแน่น บริเวณขอบโคโลนีจะมีความ

หนาของเส้นใยน้อยกว่าตรงกลาง ดังรูปท่ี 38 ก เส้นใยมีผนังกั น พบขดเส้นใยคล้ายพีโลตอน พบโคนิ

เดีย (conidia) รูปทรงรี (มุมล่างขวา) รูปท่ี 38 ข  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 39 (ก) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA และ (ข) ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของราไอโซเลต 
MSP13 แสดงลักษณะเส้นใย ไมโครสปอร์ (ลูกศรทึบ) แมคโครสปอร์ (ลูกศรโปร่ง)  โคนิเดียรูปร่าง 
boat shape (ลูกศรเล็ก) และพบ Clamydospore 
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 MSP13 เส้นใยค่อนข้างหนา มีสีด้า ดังรูปท่ี 39 ก เส้นใยมีผนังกั น ตรวจพบไมโครสปอร์ 

(ลูกศรทึบ) แมคโครสปอร์ (ลูกศรโปร่ง)  โคนิเดียรูปร่าง boat shape (ลูกศรเล็ก) และพบ 

Clamydospore (มุมบนขวา) ดังรูปท่ี 39 ข จากลักษณะโครงสร้างของสปอร์และเส้นใย สามารถระบุ

สกุลของราไอโซเลต MSR31 จากรูปวิธานได้เป็นสกุล Curvularia 

4.5.2 การระบุเอกลักษณ์ของราด้วยข้อมูลทางชีววิทยาโมเลกุล 

ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการเพิ่มชิ นส่วนดีเอ็นเอท่ีต้าแหน่ง ITS ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

ของราทั ง 7 ไอโซเลต ส่งไปวิเคราะห์ล้าดับเบสจากนั นเปรียบเทียบล้าดับเบสท่ีได้กับฐานข้อมูลใน 

GenBank ให้ผลการวิเคราะห์ดังตารางท่ี 8 แบ่งราออกได้เป็น 4 ชนิด ประกอบด้วย 

ชนิดท่ี 1 Fusarium solani  ประกอบด้วยราท่ีแยกได้และกระตุ้นการงอกของเมล็ดจ้านวน 

2 ไอโซเลต ได้แก่ MSR07 และ MSR24 โดย MSR07 มีต้าแหน่งเบสท่ีต้าแหน่ง ITS ใกล้เคียงท่ีสุดกับ 

Fusarium solani  ไอโซเลต F174 (MF401578) ท่ีค่าความเหมือน 99 เปอร์เซ็นต์ และส้าหรับ 

MSR24 มีต้าแหน่งเบสท่ีต้าแหน่ง ITS ใกล้เคียงท่ีสุดกับ Fusarium solani  ไอโซเลต 33514bDRJ 

(MF782768) ท่ีค่าความเหมือน 99 เปอร์เซ็นต์ 

ชนิดท่ี 2 Fusarium oxysporum ประกอบด้วยราท่ีแยกได้และกระตุ้นการงอกของเมล็ด

จ้านวน 2 ไอโซเลต ได้แก่ MSR34 และ MSP01 โดย MSR34 ทั งสองไอโซเลตมีต้าแหน่งเบสท่ี

ต้าแหน่ง ITS ใกล้เคียงท่ีสุดกับ Fusarium oxysporum  สายพันธุ์ EECC-643 (MH575293) ท่ีค่า

ความเหมือน 100 เปอร์เซ็นต์  

ชนิดท่ี 3 Plectosphaerella cucumerina ประกอบด้วยราท่ีแยกได้และกระตุ้นการงอก

ของเมล็ดจ้านวน 2 ไอโซเลต ได้แก่ MSP02 และ MSP04 โดย MSP02 มีต้าแหน่งเบสท่ีต้าแหน่ง ITS 

ใกล้เคียงท่ีสุดกับ Plectosphaerella cucumerina voucher CEQCA-M1268 (KC771491) ท่ีค่า

ความเหมือน 100 เปอร์เซ็นต์ และส้าหรับ MSP04 มีต้าแหน่งเบสท่ีต้าแหน่ง ITS ใกล้เคียงท่ีสุดกับ 

Plectosphaerella cucumerina ยีน 18S rRNA (AJ492873) ท่ีค่าความเหมือน 99 เปอร์เซ็นต์ 

ชนิดท่ี 4 Curvularia lunata คือราท่ีแยกได้และกระตุ้นการงอกของเมล็ดไอโซเลต MSP13 

มีต้าแหน่งเบสท่ีต้าแหน่ง ITS ใกล้เคียงท่ีสุดกับ Curvularia lunata ไอโซเลต E16 (MH183194) ท่ี

ค่าความเหมือน 100 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางที่ 8 การระบุชนิดของราโดยอาศัยล้าดับเบสท่ีต้าแหน่ง ITS 

 

 

จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของล้าดับเบสท่ีต้าแหน่ง ITS ของราท่ีน้ามา

ทดสอบการงอกของเมล็ดกล้วยไม้แบบพึ่งพาและราในสกุลเดียวกันท่ีน้ามาอ้างอิง ด้วยแบบจ้าลอง 

Maximum Likelihood โมเดล kimura 2 parameter +I ดังรูปท่ี 4.30 แบ่งราออกเป็น 4 กลุ่มใหญ่ 

ประกอบด้วย Cuvularia, Plectosphaerella และ Fusarium จ้านวน 2 กลุ่มย่อย แสดงให้เห็นว่า

ราสกุล Plectosphaerella มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับราสกุล Fusarium มากกว่าสกุล Cuvularia  

ในสกุล Cuvularia พบว่าราท่ีแยกได้จากโปรโตคอร์ม ไอโซเลต MSP13 มีความสัมพันธ์กับ 

Curvularia lunata (MH183194.1 และ HG326308) ท่ีค่า bootstrap สนับสนุน 100 เปอร์เซ็นต์  

ในสกุล Plectosphaerella  พบว่าไอโซเลต MSP02 และ MSP04 ท่ีแยกได้จากโปรโตคอร์

มกล้วยไม้น ้า สัมพันธ์กันท่ีค่า bootstrap สนับสนุน 100 เปอร์เซ็นต์ โดยสัมพันธ์ใกล้ชิดกับรา 

Plectosphaerella cucumerina (KC771491 และ AJ492873) ท่ีมีรายงานว่ามีบทบาทเป็นเอนโด

ไฟต์มากกว่ า Plectosphaerella cucumerina ท่ีถูกรายงานว่ า เป็นราก่อโรค (HQ238977, 

HQ238989, HQ238900, HQ238996) 

สกุล Fusarium แบ่งเป็น 2 กลุ่มย่อยได้แก่ F. solani กับ F. oxysporum ไอโซเลต MSR24 

ท่ีแยกได้จากรากกล้วยไม้น ้าและไอโซเลต MSR07 ท่ีแยกได้จากราก สัมพันธ์กับกลุ่มแรกของสกุล 

รหัสรา ราที่มีล าดับเบสเข้าคู่กันใกล้เคียง
ที่สุด 

 Assession 
number 

เปอร์เซ็นต์ความเหมือน  
(%) 

MSR07 Fusarium solani MF401578 99% 
MSR24 Fusarium solani MF782768 99% 
MSR34 Fusarium oxysporum MH575293 100% 
MSPO1 Fusarium oxysporum MH575293 100% 
MSP02 Plectosphaerella cucumerina KC771491 100% 
MSP04 Plectosphaerella cucumerina AJ492873 99% 
MSP13 Curvularia lunata MH183194 100% 
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Fusarium คือ F. solani ขณะท่ีไอโซเลต MSR13 และ MSP01 สัมพันธ์ ใก ล้ ชิ ดกับก ลุ่ม F. 

oxysporum มากกว่า  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 40 ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของราท่ีกระตุ้นการงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้า ท่ีต้าแหน่ง ITS 
(ขีดเส้นใต้)  ด้วยแบบจ้าลอง Maximum-likelihood แสดงเปอร์เซ็นต์ bootstrap จากการทดสอบ 
100 ครั ง



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 5 
อภิปรายผลการทดลอง 

 
จากการแยกพีโลตอนของราท่ีอาศัยอยู่ภายในเซลล์ของรากกล้วยไม้ E. flava ในการศึกษานี 

พบว่าสามารถแยกราได้ไอโซเลตท่ีมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกต่างกันจ้านวนมากกว่าท่ีแยกได้จาก

โปรโตคอร์มท่ีได้จากวิธี in situ seed baiting  แสดงให้เห็นถึงความหลากหลายของราเอนโดไฟต์ใน

รากท่ีสูงกว่าในโปรโตคอร์ม ทั งนี เนื่องจากราเอนโดไฟต์สามารถเข้าสู่เซลล์ของรากกล้วยไม้ได้ทุกระยะ

ตั งแต่ระยะท่ีเป็นเมล็ดจนถึงระยะท่ีพัฒนาเป็นต้นสมบูรณ์ ซึ่งในช่วงแรกของการเข้าสู่เมล็ดกล้วยไม้ 

ราเอนโดไฟต์ท่ีสามารถกระตุ้นการงอกและการเจริญของโปรโตคอร์มซึ่งมีบทบาทส้าคัญต่อการอยู่

รอดและการพัฒนาเป็นต้นกล้าของกล้วยไม้จะเข้าไปเจริญอยู่ก่อน โดยท้าหน้าท่ีในการส่งสารอาหารท่ี

จ้าเป็นต่อการงอกและการพัฒนาให้กับเอ็มบริโอของกล้วยไม้ เมื่อกล้ากล้วยไม้เจริญเป็นต้นสมบูรณ์ 

ราเอนโดไฟต์ชนิดอื่น ๆ จะมีโอกาสเข้าสู่เซลล์ของรากกล้วยไม้ได้มากขึ น แต่ราเอนโดไฟต์เหล่านี อาจ

ไม่ได้เข้าไปท้าหน้าท่ีเป็นราไมคอร์ไรซาท่ีช่วยเหลือกล้วยไม้ในแง่ของการแลกเปล่ียนอาหาร แต่อาจจะ

มีบทบาทในด้านอื่น ๆ (Pant et al., 2017) เช่น การทนต่อสภาวะเครียด การป้องกันรากกล้วยไม้

จากการเข้าท้าลายของเชื อก่อโรค ตัวอย่างเช่น ราสกุล Fusarium สามารกกระตุ้นความต้านทานต่อ

โรคให้แก่พืชอาศัย อีกทั ง Fusarium ท่ีมีบทบาทเป็นเอนโดไฟต์ และไม่ก่อโรคนั นยังสามารถควบคุม 

Fusarium ชนิดท่ีเป็นราสาเหตุของการเกิดโรคได้ (Athman et al., 2007; Vu, Hauschild and 

Sikora, 2006)  

จากการทดสอบความสามารถของราท่ีแยกได้ทั ง 50 ไอโซเลตในการกระตุ้นการงอกของ

เมล็ดกล้วยไม้น ้า พบว่ามีราท่ีแยกได้เพียง 7 ไอโซเลตท่ีสามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้า

ได้ แสดงให้เห็นถึงความเฉพาะเจาะจงระหว่างรากับกล้วยไม้ในการกระตุ้นการงอกและการพัฒนาเป็น

ต้นกล้า โดยมีรายงานการศึกษาพบว่าความจ้าเพาะเจาะจงระหว่างรากับกล้วยไม้ในระยะท่ีกระตุ้น

การงอกนั นจะต้่ากว่าความจ้าเพาะเจาะจงระหว่างรากับกล้วยไม้ในระยะการพัฒนาของโปรโตคอร์ม 

ซึ่งความจ้าเพาะเจาะจงระหว่างรากับกล้วยไม้ในระยะท่ีกระตุ้นการงอกท่ีต้่านี นับว่าเป็นผลดีกับ

กล้วยไม้  ทั งนี เนื่องจากเมล็ดของกล้วยไม้ได้พัฒนาโดยการลดขนาดให้เล็กลงมากจนเป็นผงและมี

อาหารสะสมอยู่น้อย ท้าให้เอื ออ้านวยต่อการแพร่กระจายไปในท่ีต่าง ๆ ได้ไกล  เมื่อเมล็ดตกอยู่

บริเวณใดก็จะยอมให้ราท่ีมีอยู่บริเวณนั นช่วยกระตุ้นการงอกของเมล็ดและการพัฒนาเป็นโปรโตคอร์ม 

นอกจากนี ยังมีรายงานว่าราหลายชนิดสามารถกระตุ้นให้เมล็ดกล้วยไม้งอกได้ แต่ราดังกล่าวอาจไม่มี
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บทบาทในการกระตุ้นการพัฒนาในระยะถัดไป จ้าเป็นต้องอาศัยราชนิดอื่นช่วยส่งเสริมต่อไป 

สอดคล้องกับในสภาพธรรมชาติมีราหลายชนิดท่ีมีความสัมพันธ์กับกล้วยไม้ในรูปแบบท่ีแตกต่างกันไป 

การพัฒนาจนครบวงชีวิตของกล้วยไม้อาจจ้าเป็นต้องอาศัยรามากกว่า 1 ชนิด ระดับความสัมพันธ์

แบบไมคอร์ไรซาแบบเฉพาะเจาะจงนี ขึ นอยู่กับชนิดของพืชและระยะการพัฒนาของพืช (Otero, 

Ackerman and Bayman, 2002; Xu and Mu, 1990) Chen, Wang and Guo (2012) พบว่าชนิด

ของราท่ีแยกได้จากโปรโตคอร์มของกล้วยไม้ Dendrobium nobile แตกต่างจากราท่ีแยกได้จากราก 

แต่ชนิดของราเหล่านี คล้ายกับราท่ีแยกได้จากโปรโตคอร์มของกล้วยไม้ D. chrysanthum การแยกรา

จากโปรโตคอร์มด้วยวิธี in situ seed baiting จะท้าให้ได้ราท่ีมีความเฉพาะเจาะจงและมีบทบาทต่อ

การงอกของเมล็ดและการพัฒนาของโปรโตคอร์มในระยะแรกมากกว่าวิธีการแยกราจากรากของต้นท่ี

สมบูรณ์แล้ว สอดคล้องกับการศึกษาของ (Khamchatra et al., 2016a) ท่ีพบว่าราท่ีแยกได้จากโปร

โตคอร์มโดยวิธี in situ seed baiting สามารถกระตุ้นการงอกและพัฒนาของเมล็ดกล้วยไม้ดินได้

ดีกว่าราท่ีแยกได้จากราก  นอกจากนี  (Zettler, Sunley and Delaney, 2000) พบว่าราท่ีแยกจาก

โปรโตคอร์มจากกล้วยไม้ Platanthera integrilabia สามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดกล้วยไม้ P. 

integra ได้ดีกว่าราท่ีแยกได้จากรากกล้วยไม้ชนิดนี   

เมื่อท้าการระบุชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและข้อมูลทางชีววิทยาโมเลกุลของราทั ง 7 

ไอโซเลตท่ีแยกได้จากกล้วยไม้น ้าท่ีส่งเสริมการงอกของมล็ดและการพัฒนาของโปรโตคอร์มของ

การศึกษานี  พบว่า เป็นราในสกุล Fusarium  Plectosphaerella และ Curvularia โดยทั งหมดนี 

เป็นราในไฟลัม Ascomycota จากการศึกษาท่ีผ่านมาระบุว่าราไมคอร์ไรซากล้วยไม้ดินหรือกล้วยไม้

อิงอาศัย ส่วนใหญ่เป็นราในไฟลัม Basidiomycota ในกลุ่ม Rhizoctonia และราท่ีมีลักษณะคล้าย

กับรา Rhizoctonia ไ ด้แก่  Ceratobasidium, Tulasnella และ Sebasina ซึ่ ง เป็นราในไฟลัม 

Basidiomycota (Rasmussen, 2002) แต่ก็มีรายงานถึงราเอนโดไฟต์หลายสกุลท่ีอยู่ ในไฟลัม 

Ascomycota สามารถส่งเสริมการงอกและการพัฒนาของกล้วยไม้ เช่น Fusarium สามารถส่งเสริม

การงอกของ เม ล็ดก ล้วยไม้  Cypripedium และ  Platanthera ไ ด้  (Vujanovic et al., 2000)             

Rasmussen and Rasmussen (2014) ศึกษาต้นก้าเนิดและวิวัฒนาการของกล้วยไม้ พบว่าราท่ีมี

วิวัฒนาการร่วมกับกล้วยไม้ในวงศ์ย่อย Orchidoideae คือรากลุ่ม Rhizoctonia แต่กล้วยไม้สกุล 

Epipactis จัดอยู่ในวงศ์ย่อย Epidendroideae เผ่า Neottieae มีวิวัฒนาการร่วมกับราเอนโดไฟต์ใน

กลุ่มอื่น ๆ ท่ีนอกเหนือจากกลุ่ม  Rhizoctonia ทั ง ท่ี เป็นสมาชิกในไฟลัม Ascomycota และ 
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Basidiomycota เช่น ราในสกุล Coprinus, Erythromyces, Mycena, Thelephora, Tomentella, 

Tricharina และราในอันดับ Pezizales  

เมื่อเพาะเลี ยงเมล็ดกล้วยไม้น ้าร่วมกับราท่ีคัดเลือกแต่ละไอโซเลตพบว่า ไม่พบการพัฒนาใน

ระยะท่ี 3 และระยะถัดไป แต่โปรโตคอร์มของกล้วยไม้น ้ายังคงรักษาสภาพของโปรโตคอร์มในระยะท่ี 

2 ได้อย่างสมบูรณ์ ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าการพัฒนาของโปรโตคอร์มของกล้วยไม้น ้าจนถึงระยะท่ี 5 อาจ

ต้องใช้เวลามากกว่า 4 เดือน ทั งนี เมื่อพิจารณาจากวงชีวิตของกล้วยไม้น ้าท่ีเจริญในธรรมชาติ          

การผสมเกสรและติดฝักเกิดขึ นในช่วงเดือนมีนาคม จากนั นในช่วงเดือนพฤษภาคมท่ีเป็นฤดูน ้าหลาก 

ฝักจะแตกและปล่อยเมล็ดกระจายพันธุ์ไปตามธรรมชาติ สภาพแวดล้อมในช่วงเวลาดังกล่าวอาจไม่

เหมาะสมต่อการพัฒนาของเมล็ดกล้วยไม้ไปเป็นต้นกล้าในทันที ดังนั นกล้วยไม้น ้าจึงอาจมีการปรับวง

ชีวิตให้เมล็ดคงสภาพเป็นโปรโตคอร์มในระยะแรกไว้ก่อน รอจนกระท่ังสภาพแวดล้อมเหมาะสมแล้ว

จึงจะพัฒนาเป็นต้นกล้าอีกครั ง เมื่อระดับน ้าลดลงในช่วงฤดูแล้ง เมล็ดกล้วยไม้จะพัฒนาต่อเป็นต้น

กล้าและต้นสมบูรณ์ต่อไป (คุณากรนุรักษ์, 2557) ซึ่งจะสังเกตพบว่าในธรรมชาติการเจริญเติบโตของ

กล้วยไม้น ้ามีการเว้นระยะเวลาประมาณ 5-6 เดือน  เหตุการณ์ดังกล่าวนี อาจมีส่วนในการช่วยให้

กล้วยไม้น ้าปรับตัวเองให้มีวงชีวิตท่ีเหมาะสมท่ีสุดกับสภาพแวดล้อมและถิ่นอาศัยของตัวเอง ซึ่ง

สอดคล้องกับรายงานการศึกษาในกล้วยไม้ P. integra ท่ีเจริญเติบโตในพื นท่ีชุ่มน ้า พบว่าใช้เวลาถึง 

14 เดือนในการพัฒนาถึงระยะท่ี 5 และพบว่าระยะการพัฒนาของโปรโตคอร์มกล้วยไม้ชนิดนี จะคงอยู่

ท่ีระยะท่ี 2 เป็นส่วนใหญ่  (Zettler, Sunley and Delaney, 2000) แต่ขณะท่ีกล้วยไม้ดินหรือ

กล้วยไม้อิงอาศัยชนิดอื่นท่ีมี การทดลองเพาะเลี ยงร่วมกับราแล้ว พบว่าสามารถพัฒนาถึงระยะท่ี 5 

โดยใช้เวลาไม่นาน เช่น กล้วยไม้อิงอาศัย D. nobile ใช้เวลา 11 สัปดาห์ในการพัฒนาจนถึงระยะท่ี 5 

(Tan and al., 2014)  จะเห็นได้ว่าระยะเวลาการพัฒนาจากโปรโตคอร์มไปเป็นต้นสมบูรณ์นั น ขึ นกับ

ชนิดของกล้วยไม้และชนิดของรา นอกจากนี  ปัจจัยจากสภาพแวดล้อม เช่น แสง อุณหภูมิ และ

ความชื นยังมีผลต่อการมีชีวิตของเมล็ด รวมทั งการเจริญและการมีชีวิตรอดของรา ล้วนส่งผลต่ออัตรา

การงอกของเมล็ดและพัฒนาของโปรโตคอร์ม  (Shao et al., 2017) สาเหตุอีกประการหนึ่งท่ีโปรโต

คอร์มของกล้วยไม้น ้ายังไม่พัฒนาต่อในระยะถัดไป อาจเป็นไปได้ว่าสภาวะบางอย่างในจานเพาะเลี ยง

ไม่เหมาะสม เช่น ความชื นต้่าเกินไป หรือปริมาณสารอาหารท่ีใช้เพาะเลี ยงราเริ่มลดลงและไม่เพียงพอ

ต่อการส่งเสริมการพัฒนาของโปรโตคอร์มในระยะถัดไป ดังนั นการทดลองเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสม

ส้าหรับการเพาะเลี ยงเมล็ดกล้วยไม้น ้าร่วมกับราในจานเพาะเลี ยงเป็นส่ิงส้าคัญท่ีควรมีการศึกษา

เพิ่มเติม ไม่ว่าจะเป็นการปรับปริมาณความชื นในจานเพาะเลี ยงให้สอดคล้องกับสภาพธรรมชาติท่ี
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กล้วยไม้น ้าเจริญเติบโตอยู่ อีกทั งหากต้องมีการเพาะเลี ยงในระยะเวลาท่ีนานขึ น ควรมีการเปล่ียน

อาหารท่ีใช้เพาะเลี ยงเป็นระยะ ๆ ทั งนี  เพื่อให้เอื อต่อการเจริญของราท่ีจะช่วยส่งเสริมการพัฒนาของ

โปรโตคอร์มกล้วยไม้ไปเป็นต้นสมบูรณ์ได้  

จากการศึกษานี พบว่าราไอโซเลต MSR07 MSR24 MSR34 และ MSP01 เป็นราในสกุล 

Fusarium ซึ่งราทั ง 4 ไอโซเลตนี สามารถกระตุ้นการงอกและการพัฒนาโปรโตคอร์มของกล้วยไม้น ้า

ได้ แม้จะทราบกันดีว่า ราสกุล Fusarium เป็นราก่อโรคและราเอนโดไฟต์ในพืชหลายชนิดรวมทั งใน

กล้วยไม้ (Latiffah et al., 2009) แต่ก็มีรายงานว่า ราในสกุลนี สามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดและ

การพัฒนาของโปรโตคอร์มของกล้วยไม้บางชนิด เช่น รา F. oxysporum ซึ่งพบว่าเป็นราไมคอร์ไรซา

ก ล้ ว ย ไ ม้  Epidendrum stangeanum ((Richardson, Peterson and Currah, 1992) อ้ า ง ใน 

(Arditti and Pridgeon, 1997) และในกล้วยไม้ Cypripedium และกล้วยไม้ Plantanthera (X. Ma 

et al., 2015) จากการศึกษาของ (Redman, Dunigan and Rodriguez, 2001) ได้กล่าวถึงบทบาท

ของราชนิดหนึ่งหนึ่ง ในพืชอาศัยแต่ละชนิด จะขึ นอยู่กับสรีรวิทยาของพืชอาศัยชนิดนั น ส้าหรับ

การศึกษาครั งนี พบว่า F. oxysporum เป็นราไมคอร์ไรซาท่ีสามารถกระตุ้นให้เมล็ดกล้วยไม้น ้าพัฒนา

จนถึงระยะท่ี 2 ได้ เช่นเดียวกับรายงานท่ีกล่าวมาแล้วข้างต้น นอกจากนี ยังมีรายงานของ (Sufaati, 

Agustini and Suharno, 2016) ท่ีศึกษาพบว่า รา F. solani เป็นราเอนโดไฟต์ในกล้วยไม้ดิน Phaius 

tankervilleae และ Dendrobium lancifolium ของประเทศอินโดนีเซีย สอดคล้องกับผลการศึกษา

ครั งนี ท่ี รา F. solani ท่ีแยกได้จากรากกล้วยไม้น ้า สามารถกระตุ้นการงอกและการพัฒนาของเมล็ด

ได้ถึงระยะท่ี 2 ภายในระยะเวลา 4 เดือน แสดงให้เห็นว่าราเอนโดไฟต์หนึ่งชนิดมีได้หลายบทบาท

ขึ นกับพืชอาศัยและช่วงเวลาท่ีรากับพืชมีปฏิสัมพันธ์กันทางนิเวศวิทยา 

นอกจากนี  จากผลการศึกษาในครั งนี ยังพบว่า รา C.lunata สามารถกระตุ้นการงอกของ

เมล็ดและการพัฒนาของโปรโตคอร์มกล้วยไม้น ้าได้ถึงระยะท่ี 2  ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ (Salifah 

et al., 2011) ได้รายงานว่า ราสกุล Cuvularia ส่งเสริมการงอกของกล้วยไม้ Grammatophyllum 

speciosum  ซึ่ง C. lunata แม้โดยท่ัวไปจะเป็นราก่อโรคในกล้วยไม้หลายชนิด เช่น ก่อให้เกิดโรค

ไหม้ท่ีกลีบดอกในกล้วยไม้สกุล Dendrobium (Daly, Condé and Duff, 2013; Kamjaipai, 1983) 

อย่างไรก็ตาม ผลการศึกษาสังเกตพบเส้นใยของรา C.lunata เจริญปกคลุมเมล็ดและโปรโตคอร์มหลัง

เพาะเลี ยงเป็นเวลา 4 เดือนแสดงให้เห็นถึงโอกาสท่ีราดังกล่าวจะเปล่ียนบทบาทไปเป็นเชื อก่อโรคได้ 

ทั งนี อาจเป็นไปได้ว่าการท่ีเส้นใยของราดังกล่าวเจริญปกคลุมนั นมาจากปริมาณของสารอาหารท่ีมีอยู่

ในอาหารเลี ยงเชื อ OMA ไม่เหมาะสม โดยเฉพาะอย่างยิ่งปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ีอาจลดต้่าลงเมื่อ
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เพาะเลี ยงเป็นเวลานาน ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ (Beyrle et al., 1995) ท่ีพบว่าการเกิดสภาวะ

ความสัมพันธ์แบบไมคอร์ไรซาในกล้วยไม้เป็นผลมาจากปริมาณสารอาหารท่ีราได้รับ โปรโตคอร์มของ

กล้วยไม้ Anacamptis morio จะเกิดไมคอร์ไรซาอย่างสมบูรณ์ก็ต่อเมื่อสารอาหารนั้นมีปริมาณ

ไนโตรเจนต้่าและคาร์โบไฮเดรตสูง ถ้าในสภาวะท่ีธาตุคาร์บอนและไนโตรเจนสูง โปรโตคอร์มของ

กล้วยไม้จะสร้างสารประกอบฟีนอลิกป้องกันไม่ให้รา Rhizoctonia เข้ามาอาศัยอยู่ภายในเซลล์ ใน

ภาวะท่ีคาร์โบไฮเดรตมีปริมาณต้่าไม่ว่าปริมาณของธาตุไนโตรเจนจะสูงหรือต้่าก็ตามราจะเปล่ียน

บทบาทไปเป็นราท่ีก่อให้เกิดโรคกับพืชได้ทันที และโปรโตคอร์มจะถูกท้าลาย  นอกจากนี้ (Dijk and 

Eck, 1995) สังเกตพบว่าปริมาณไนโตรเจนท่ีสูงจะส่งผลในเชิงลบต่อโปรโตคอร์มท่ีเพาะเล้ียงร่วมกับ

รา Ceratorhiza ท่ีเพาะเล้ียงในหลอดทดลอง อีกท้ังยังสอดคล้องกับผลท่ีศึกษาในแหล่งอาศัยตาม

ธรรมชาติท่ีพบว่า เมื่อปริมาณธาตุไนโตรเจน ฟอสฟอรัสและโพแทสเซียมสูงเกินไป จะส่งผลเชิงลบต่อ

กล้วยไม้ Dactylorhiza majalis (Dijk and Olff, 1994) เป็นท่ีทราบกันดีว่า Plectosphaerella 

cucumerina เป็นราสาเหตุก่อโรคในพืชหลายชนิด ก่อให้เกิดโรคผลเน่า รากเน่าและโคนเน่า โดยพบ

มากในองุ่นและเมลอน (Watanabe, 1979; Gennari, Mirotti and Sportelli, 1999)) แต่จากการ

ทดลองครั้งนี้พบว่า ราดังกล่าวสามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดและการพัฒนาของโปรโตคอร์มกล้วย

ไม้น้้าได้ถึงระยะท่ี 2 แม้ว่าจะมีอัตราของดัชนีการงอกและการพัฒนาท่ีไม่สูงมากก็ตาม นับเป็นครั้ง

แรกที่พบว่ารา P. cucumerina เป็นราเอนโดไฟต์ท่ีสามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดและส่งเสริมการ

พัฒนาของโปรโตคอร์มกล้วยไม้น้้าได้  

ราท่ีแยกได้ในการศึกษาครั งนี แม้ยังไม่อาจกล่าวได้ชัดเจนว่าเป็นไมคอร์ไรซากล้วยไม้ได้

สมบูรณ์ทั งนี เนื่องจากยังไม่พบการพัฒนาของโปรโตคอร์มในระยะท่ี 3-5แต่ราทั ง 7 ไอโซเลตก็มี

ลักษณะและคุณสมบัติบางประการท่ีบ่งชี ถึงลักษณะของราไมคอร์ไรซา ได้แก่ ลักษณะขดของเส้นใย

บนอาหารเลี ยงเชื อท่ีมีลักษณะคล้ายพีโลตอนท่ีพบในเซลล์พืช ซึ่งเป็นลักษณะพิเศษของราไมคอร์ไรซา

กล้วยไม้ (Peterson and Farquhar, 1994; Smith and Read, 2010) รวมถึงความสามารถในการ

กระตุ้นให้เมล็ดงอกและพัฒนาเป็นโปรโตคอร์มในระยะท่ี 2 ดังนั นอาจต้องใช้ระยะเวลาในการศึกษา

การเพาะเลี ยงเมล็ดกล้วยไม้ร่วมกับราให้นานขึ น ร่วมกับการหาปริมาณสารอาหารท่ีเหมาะสมของ

อาหารเลี ยงเชื อเมื่อท้าการเพาะเลี ยงเป็นระยะเวลานาน  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 6 
สรุปผลการทดลอง 

 
จากผลการทดลองแยกและคัดเลือกราเอนโดไฟต์จากรากและโปรโตคอร์มของกล้วยไม้น ้า 

Epipactis flava Seidenf. ซึ่งเส่ียงต่อการสูญพันธุ์ของประเทศไทยสามารถแยกราได้ทั งสิ น 50 ไอโซ
เลต เป็นราจากรากกล้วยไม้ (MSR) 35 ไอโซเลต และโปรโตคอร์ม (MSP) 15 ไอโซเลต โดยรา 7 ไอโซ
เลต ได้แก่ MSR07 MSR24 MSR34 MSP01 MSP02 MSP04 และ MSP13 สามารถกระตุ้นการงอก
ของเมล็ดกล้วยไม้บนอาหารเลี ยงเชื อ Oat Meal Agar ได้มากกว่าชุดควบคุมในระยะเวลา 30 วัน
หลังจากใส่เชื ออย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ เมื่อทดสอบความสามารถในการกระตุ้นการงอกของเมล็ด
และพัฒนาของโปรโตคอร์มแบบพึ่งพาอาศัยในหลอดทดลองพบว่า ดัชนีของอัตราการงอก  
(Germination rate index (GRI)) มีค่าสูงสุดท่ีไอโซเลต MSP13 และ MSP01 (148.14 ± 6.12 และ 
139.41 ± 1.30) รองลงมาคือไอโซเลต MSA34, MSR24 และ MSR07 (109.77 ± 3.26, 104.13 ± 
0.90 และ 101.37 ± 5.41) ถัดจากนั นคือ MSP02 (85.38 ± 4.17) และน้อยท่ีสุดท่ีไอโซเลต MSP04 
(56.62 ± 7.36) และดัชนีของอัตราการพัฒนาของโปรโตคอร์ม (developmental rate index (DRI)) 
พบว่าไอโซเลต MSP01 ให้ค่า DRI สูงท่ีสุด (33.2 ± 1.59) รองลงมาคือไอโซเลต MSR34 (21.68 ± 
2.52) และ MSP13, MSR07, MSR24 และ MSP02 ท่ีมีค่า DRI เท่ากับ 8.49 ± 2.08, 6.85 ± 1.85, 
3.74 ± 0.63 และ 3.58 ± 1.58 ตามล้าดับ จากการทดสอบดังกล่าวพบว่าราทุกไอโซเลตท่ีแยกได้จาก
กล้วยไม้น ้าสามารถส่งเสริมการพัฒนาของโปรโตอคอร์มได้ถึงระยะท่ี 2 ยกเว้นไอโซเลต MSP04 

เมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกับการระบุชนิดด้วยวิธีทางชีววิทยาโมเลกุลโดยการ
วิเคราะห์ล้าดับเบสท่ีต้าแหน่ง ITS พบว่า ราไอโซเลต MSR34 และ MSP01 คือ Fusarium 
oxysporum ไอโซเลต MSR07 และ MSR24 คือ F. solani ราไอโซเลต MSP02 และ MSP04 คือ 
Plectosphaerella cucumerina และไอโซเลต MSP13 คือ Curvularia lunata จากการศึกษาใน
ครั งนี  แม้ว่าจะยังไม่พบการพัฒนาของโปรโตคอรม์กล้วยไม้น ้าถึงระยะท่ี 5 ภายในเวลาการเพาะเลี ยง 
4 เดือน แต่จากความสามารถของราท่ีกระตุ้นให้เมล็ดงอกและพัฒนาเป็นโปรโตคอร์ม รวมทั งการ
ตรวจพบลักษณะของขดเส้นใยท่ีคล้ายพีโลตอนบนอาหารเลี ยงเชื อ ซึ่งเป็นลักษณะพิเศษของราไมคอร์
ไรซากล้วยไม้ จึงเป็นไปได้ว่าราท่ีแยกได้นั นมีแนวโน้มท่ีจะเป็นราไมคอร์ไรซากล้วยไม้ ข้อมูลท่ีได้ครั งนี 
จะเป็นความรู้พื นฐานส้าคัญท่ีจะน้าไปประยุกต์ใช้ในการอนุรักษ์และเพิ่มจ้านวนกล้วยไม้น ้าในประเทศ
ไทยต่อไปในอนาคต 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บรรณานุกรม 
 

บรรณานุกรม 
 

 

อบฉันท์ ไทยทอง. 2549. กล้วยไม้เมืองไทย. กรุงเทพมหานคร: บ้านและสวน. 
บวร คุณากรนุรักษ์. 2557.  ชีววิทยาและการขยายพันธุ์กล้วยไม้น ้า Epipactis flava Seidenf. 

วิทยานิพนธ์ปริญญามหาบัณฑิต, มหาวิทยาลัยนเรศวร.  
สลิล สิทธิสัจจธรรม. 2549. กล้วยไม้ป่าเมืองไทย. กรุงเทพมหานคร บ้านและสวน. 

Aewsakul, N., Maneesorn, D., Serivichyaswat, P., Taluengjit, A. and Nontachaiyapoom, S. 
2013. Ex vitro symbiotic seed germination of Spathoglottis plicata Blume on 
common orchid cultivation substrates. Scientia Horticulturae 160: 238-242.  

Alexander, C. and Hadley, G. 1984. The effect of mycorrhizal infection of Goodyera repens 
and its control by fungicide. New Phytologist 97: 391-400.  

Alghamdi, S. A. 2017. Influence of mycorrhizal fungi on seed germination and growth in 
terrestrial and epiphytic orchids. Saudi Journal of Biological Sciences (in press).  

Arditti, J. and Pridgeon, A. M. 1997. Orchid Biology : Reviews and Perspectives. Netherland: 
Kluwer Academic Press. 

Athman, S. Y., Dubois, T., Coyne, D., Gold, C. S., Labuschagne, N. and Viljoen, A. 2007. 
Effect of endophytic Fusarium oxysporum on root penetration and reproduction 
of Radopholus similis in tissue culture-derived banana (Musa spp.) plants. 
Nematology 9(5): 599-607.  

Barnett, H. L. and Hunter, B. B. 1998. Illustrated genera of imperfect fungi. Saint Paul, 
Minnesota: APS Press. 

Batty, A. L., Dixon, K. W., Brundrett, M. and Sivasithamparam, K. 2001. Constraints to 
symbiotic germination of terrestrial orchid seed in a mediterranean bushland. New 
Phytologist 152: 511-520.  

Bernard, N. 1904. Le champignon endophyte des orchide´es. Comptes rendus 
hebdomadaires des séances de l'Académie des sciences 138: 828–830.  

Beyrle, H. F., Smith, S. E., Peterson, R. L. and Franco, C. M. M. 1995. Colonization of Orchis 
morio protocorms by a mycorrhizal fungus: effects of nitrogen nutrition and 
glyphosate in modifying the responses. Canadian Journal of Botany 73: 1128-1140.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 63 

 

Bidartondo, M. I., Burghardt, B., Gebauer, G., Bruns, T. D. and Read, D. J. 2004. Changing 
partners in the dark: isotopic and molecular evidence of ectomycorrhizal liaisons 
between forest orchids and trees. Proceedings of the Royal Society of London B: 
Biological Sciences 271: 1799-1806.  

Bonnardeaux, Y., Brundrett, M., Batty, A., Dixon, K. and Sivasithamparam, K. 2007. Diversity 
of mycorrhizal fungi of terrestrial orchids: compatibility webs, brief encounters, 
lasting relationships and alien invasions. Mycological Research 111: 51-61.  

Bougoure, J. J., Bougoure, D. S., Cairney, J. W. and Dearnaley, J. D. 2005. ITS-RFLP and 
sequence analysis of endophytes from Acianthus, Caladenia and Pterostylis 
(Orchidaceae) in southeastern Queensland. Mycological Research 109: 452-460.  

Brundrett, A. S., Batty, A. L., Dixon, K. W. and Sivasithamparam, K. 2003. Development of 
in situ and ex situ seed baiting techniques to detect mycorrhizal fungi from 
terrestrial orchid habitats. Mycological Research 107: 1210-1220.  

Burgeff, H. 1936. Samenkeimung der Orchideen. Germany: Gustav Fischer, Jena. 
Buscot, F., Munch, J. C., Charcosset, J. Y., Gardes, M., Nehls, U. and Hampp, R. 2000. 

Recent advances in exploring physiology and biodiversity of ectomycorrhizas 
highlight the functioning of these symbioses in ecosystems. FEMS Microbiology 
Reviews 24: 601-614.  

Cameron, D. D., Johnson, I., Leake, J. R. and Read, D. J. 2008. Giving and receiving: 
measuring the carbon cost of mycorrhizas in the green orchid, Goodyera repens. 
New Phytologist 180: 176–184.  

Cameron, D. D., Leake, J. R. and Read, D. J. 2006. Mutualistic mycorrhiza in orchids: 
evidence from plant-fungus carbon and nitrogen transfers in the green-leaved 
terrestrial orchid Goodyera repens. New Phytologist 171: 405-416.  

Chen, J., Wang, H. and Guo, S. X. 2012. Isolation and identification of endophytic and 
mycorrhizal fungi from seeds and roots of Dendrobium (Orchidaceae). Mycorrhiza 
22: 297-307.  

Chen, X., Gale, S. W. and Cribb, P. J. 2009. Apostasioideae. In Z. Y. Wu, P. H. Raven, & D. 
Y. Hong (Eds.), Flora of China (Vol. 25, pp. 20-21). Beijing and St. Louis: Science 
Press. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 64 

 

Chugh, S., Guha, S. and Rao, I. U. 2009. Micropropagation of orchids: a review on the 
potential of different explants. Scientia Horticulturae 122: 507-520.  

Clements, M. A. 1988. Orchid mycorrhizal associations. Lindleyana 3: 73-86.  
Currah, R. S. and Sherburne, R. 1992. Septal ultrastructure of some endophytes from 

boreal orchid mycorrhizas. Mycological Research 96: 583-587.  
Daly, A., Condé, B. and Duff, J. 2013. Orchid disease in the Northern territory. Australia: 

Northern Territory Government. 
Dearnaley, J. D. W. 2007. Further advances in orchid mycorrhizal research. Mycorrhiza 17: 

475-486.  
Dearnaley, J. D. W., Martos, F. and Selosse, M. A. 2012. Fungal Associations. In B. Hock 

(Ed.), The Mycota IX. Heidelberg: Springer. 
Dijk, E. and Eck, N. D. 1995. Effects of mycorrhizal fungi on in vitro nitrogen response of 

some Dutch indigenous orchid species. Canadian Journal of Botany 73: 1203-1211.  
Dijk, E. and Olff, H. 1994. Effects of nitrogen, phosphorus and potassium fertilization on 

field performance of Dactylorhiza majalis. Acta Botanical Neerlandica 43: 383-
392.  

Dressler, R. L. 1993. Phylogenetic and Classification of the Orchid Family. United State: 
Cambridge University. 

Gale, S. W., Fischer, G., Cribb, P. J. and Fay, F. F. 2018. Orchid conservation : bridging the 
gap between science and practice. Botanical Journal of the Linnean Society 186: 
425-434.  

Gardes, M. and Bruns, T. D. 1993. ITS primers with enhanced specificity for basidiomycetes 

‐ application to the identification of mycorrhizae and rusts. Molecular Ecology 2: 
113-118.  

Gebauer, G. and Meyer, M. 2003. 15N and 13C natural abundance of autotrophic and 

myco‐heterotrophic orchids provides insight into nitrogen and carbon gain from 
fungal asscociation.  New Phytologist 160: 209-223.                                                                                                                                                                                                                 

Gehlert, R. and Kindl, H. 1991. Induced formation of dihydrophenanthrenes and bibenzyl 
synthase upon destruction of orchid mycorrhiza. Phytochemistry 30: 457-460.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 65 

 

Gennari, S., Mirotti, A. and Sportelli, M. 1999. Assessment of Monosporascus 
cannonballus from watermelon plants. Informatore Fitopatologico 49: 38-40.  

Govaerts, et al. 2017. World checklist of Orchidaceae.  
Hadley, G. 1975. Organization and fine structure of orchid mycorrhiza. In F. E. Sanders, B. 

Mosse, & P. B. Tinker (Eds.), Endomycorrhizas (pp. 335-351). New York: Academic 
Press. 

Hadley, G. and Williamson, B. 1971. Analysis of the post‐infection growth stimulus in 
orchid mycorrhiza. New Phytologist 70: 445-455.  

Harvais, G. and Hadley, G. 1967. The development of Orchis purpurella in asymbiotic and 
inoculated cultures. New Phytologist 66: 217-230.  

Hou, X. Q. and Guo, S. X. 2009. Interaction between a dark septate endophytic isolate 
from Dendrobium sp. and roots of D. nobile seedlings. Journal of Integrative Plant 
Biology 51: 374-381.  

Hsiao, Y.-Y. and al., e. 2011. Research on orchid biology and biotechnology. Plant and 
Cell Physiology 52: 1467-1486.  

Huynh, T. T., McLean, C. B., Coates, F. and Lawrie, A. C. 2004. Effect of developmental 
stage and peloton morphology on success in isolation of mycorrhizal fungi in 
Caladenia formosa (Orchidaceae). Australian Journal of Botany 52: 231-241.  

Johnson, T. R., Stewart, S. L., Dutra, D., Kane, M. E. and Richardson, L. 2007. Asymbiotic 
and symbiotic seed germination of Eulophia alta (Orchidaceae)-preliminary 
evidence for the symbiotic culture advantage. Plant Cell, Tissue and Organ 
Culture 90: 313-323.  

Kamjaipai, K. 1983. Diseases and pest of orchids. Bangkok: Bangkok Flower Center Co. Ltd. 
Khamchatra, N. M., Dixon, K., Chayamarit, K., Apisitwanich, S. and Tantiwiwat, S. 2016a. 

Using in situ seed baiting technique to isolate and identify endophytic and 
mycorrhizal fungi from seeds of a threatened epiphytic orchid, Dendrobium 
friedericksianum Rchb. f.(Orchidaceae). Agriculture and Natural Resources 50: 8-
13 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 66 

 

Khamchatra, N., Dixon, K. W., Tantiwiwat, S. and Piapukiew, J. 2016b. Symbiotic seed 
germination of an endangered epiphytic slipper orchid, Paphiopedilum villosum 
(Lindl.) Stein. from Thailand. South African Journal of Botany 104: 76-81.  

Krishnamurthy, K. V. 1988. Methods in plant histochemistry. Tamil Nagu, India: S 
Viswanathan Printers and Publishers. 

Kuga, Y., Sakamoto, N. and Yurimoto, H. 2014. Stable isotope cellular imaging reveals that 
both live and degenerating fungal pelotons transfer carbon and nitrogen to orchid 
protocorms. New Phytologist 202: 594-605.  

Lan, J., Xu, J. and Li, J. 2000. Study on the infecting process of Mycena osmundicola on 
Gastrodia elata by autoradiography. Acta Mycologica Sinica 15: 197-200.  

Latiffah, Z., Nur-Hayati, M. Z., Baharuddin, S. and Maziah, Z. 2009. Identification and 
pathogenicity of Fusarium species associated with root rot and stem rot of 
Dendrobium. Asian Journal of Plant Pathology 3: 14-21.  

Leadley, P. et al. 2010. Biodiversity scenarios : Projections of 2nd century change in 
biodiversity and associated ecosystem services. In The Secretariat of the 
Convention on Biological Diversity (pp. 1-132). Montreal: Technical Series. 

Ma, M., Tan, T. K. and Wong, S. M. 2003. Identification and molecular phylogeny of 
Epulorhiza isolates from tropical orchids. Mycological Research 107: 1041-1049.  

Ma, X., Kang, J., Nonachaiyapoom, S., Wen, T. and Hyde, K. D. 2015. Non-mycorrhizal 
endophytic fungi from orchids. Current Science 109: 36-51.  

Mollison, J. E. 1943. Goodyera repens and its endophyte. Transactions of the Botanical 
Society of Edinburgh 33: 391-403.  

Moore, R. T. 1987. The genera of Rhizoctonia-like fungi : Ascorhizoctonia, Ceratorhiza Gen-
Nov, Epulorhiza Gen-Nov, Moniliopsis, and Rhizoctonia. Mycotaxon 29: 91-99.  

Nikabadi, S., Bunn, E., Stevens, J., Newman, B., Turner, S. R. and Dixon, K. W. 2014. 
Germination responses of four native terrestrial orchids from south-west Western 
Australia to temperature and light treatments. Plant Cell, Tissue and Organ 
Culture 118: 559-569.  

Nontachaiyapoom, S., Sasirat, S. and Manoch, L. 2011. Symbiotic seed germination of 
Grammatophyllum speciosum Blume. and Dendrobium draconis Rchb. f., native 
orchids of Thailand. Scientia Horticulturae 130: 303-308.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 67 

 

Otero, J. T., Ackerman, J. D. and Bayman, P. 2002. Diversity and host specificity of 

endophytic Rhizoctonia‐like fungi from tropical orchids. American Journal of 
Botany 89: 1852-1858.  

Otero, J. T., Bayman, P. and Ackerman, J. D. 2005. Variation in mycorrhizal performance 
in the epiphytic orchid Tolumnia variegata in vitro: the potential for natural 
selection. Evolutionary Ecology 19: 29-43.  

Pant, B., Shah, S., Shrestha, R., Pandey, S. and Joshi, P. R. 2017. An Overview on Orchid 
Endophytes. In Mycorrhiza-Nutrient Uptake, Biocontrol, Ecorestoration (pp. 503-
524). Cham: Springer. 

Papenfus, H. B., Naidoo, D., Posta, M., Finnie, J. F. and Van Staden, J. 2015. The effects of 
smoke derivatives on in vitro seed germination and development of the leopard 
orchid Ansellia africana. Plant Biology 18: 289-294.  

Parras-Alfaro, A. and Bayman, P. 2007. Mycorrhizal fungi of Vanilla: diversity, specificity 
and effects on seed germination and plant growth. Journal Mycologia 99: 510-
525.  

Pedersen, H., Watthana, S. and Srimuang, K. O. 2013. Orchids in the torrent: on the 
circumscription, conservation and rheophytic habit of Epipactis flava. Botanical 
Journal of the Linnean Society 172: 358-370.  

Pedersen, H. A. et al. 2014. . Orchidaceae 2 (Epidendroideae p.p. Neottieae, Tropidieae, 
Nervilieae, Gastrodieae, Thaieae, Calypsoeae, Arethuseae, Collabieae, 
Cymbidieae). In T. Santisuk & H. Balslev (Eds.), Flora of Thailand (Vol. 12, pp. 303-
670). Bangkok: The Forest Herbarium, Department of National Parks, Wildlife and 
Plant Conservation. 

Pereira, H. M. et al. 2010. Scenarios for global biodiversity in the 21st century. Science 
330: 1496-1501.  

Perkins, A. J. and McGee, P. A. 1995. Distribution of the orchid mycorrhizal fungus, 
Rhizoctonia solani, in relation to its host, Pterostylis acuminata, in the field. 
Australian Journal of Botany 43: 565-575.  

Peterson, C. A. 1988. Exodermal Casparian bands: their significance for ion uptake by 
roots. Physiologia Plantarum 72: 204-208.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 68 

 

Peterson, R. L. and Currah, R. S. 1990. Synthesis of mycorrhizae between protocorms of 
Goodyera repens (Orchidaceae) and Ceratobasidium cereale. Canadian Journal 
of Botany 68: 1117-1125.  

Peterson, R. L. and Farquhar, M. L. 1994. Mycorrhizas—integrated development between 
roots and fungi. Mycologia 86: 311-326.  

Rabinowitz, D., Cairns, S. and Dillon, T. 1986. Seven forms of rarity and their frequency in 
the flora of the British Isles. In E. Soule (Ed.), Conservation biology: The Science 
of Scarcity and Diversity. United States: Sinauer Associates. 

Ramsay, R. R. 1986. Patterns of infection and endophytes associated with Western 
Australian orchids. Lindleyana 1: 203-214.  

Rankou, H. and Averyanov, L. 2015. Paphiopedilum parishii. The IUCN Red List of 
Threatened Species. Retrieved from http://dx.doi.org/10.2305/IUCN.UK.2015-
2.RLTS.T1935 12A2240580.en. 

Rasmussen, H., Andersen, T. F. and Johansen, B. 1990. Temperature sensitivity of in vitro 
germination and seedling development of Dactylorhiza majalis (Orchidaceae) 
with and without a mycorrhizal fungus. Plant, Cell & Environment 13: 171-177.  

Rasmussen, H. N. 1995. Terrestrial Orchids: From Seed to Mycotrophic Plant. Cambridge, 
UK: Cambridge University Press. 

Rasmussen, H. N. 2002. Recent developments in the study of orchid mycorrhiza. Plant 
and Soil 244: 149-163.  

Rasmussen, H. N. and Rasmussen, F. N. 2014. Seedling mycorrhiza: a discussion of origin 
and evolution in Orchidaceae. Botanical Journal of the Linnean Society 175: 313-
327.  

Rasmussen, H. N. and Whigham, D. F. 1993. Seed ecology of dust seeds in situ: a new 
study technique and its application in terrestrial orchids. American Journal of 
Botany 80: 1374-1378.  

Redman, R., Dunigan, D. D. and Rodriguez, R. J. 2001. Fungal symbiosis from mutualism 
to parasitism: who controls the outcome, host or invader? New Phytologist 151: 
705-716.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 69 

 

Richardson, K. A., Peterson, R. L. and Currah, R. S. 1992. Seed reserves and early symbiotic 
protocorm development of Platanthera hyperborea (Orchidaceae). Canadian 
Journal of Botany 70: 291-300.  

Rocchio, J., March, M. and Anderson, D. G. 2006. Epipactis gigantea Dougl. ex Hook. 
(stream orchid): a technical conservation assessment. Retrieved from http: 
//www.fs.fed.us/r2/projects/scp/assessments/epipactisgigantea.pdf 

Ronquist, F. and Huelsenbeck, J. P. 2003. MrBayes 3: Bayesian phylogenetic inference 
under mixed models. Bioinformatics 19: 1572-1574.  

Salifah, H. A. B., Muskhazli, M., Rusea, G. and Nithiyaa, P. 2011. Variation in mycorrhizal 
specificity for in vitro symbiotic seed germination of Grammatophyllum 
speciosum Blume. Sains Malaysiana 40: 451-455.  

Santisuk, T., Chayamarit, K., Pooma, R. and Suddee, S. 2006. Thailand red data: Plants. 
Bangkok: Office of Natural Resources and Environmental Policy and Planning 
(ONEP). 

Sebastián, F., Vanesa, S., Eduardo, F., Graciela, T. and Silvana, S. 2014. Symbiotic seed 
germination and protocorm development of Aa achalensis Schltr., a terrestrial 
orchid endemic from Argentina. Mycorrhiza 24: 35-43.  

Selosse, M. A., Minasiewicz, J. and Boullard, B. 2017. An annotated translation of Noël 
Bernard’s 1899 article ‘On the germination of Neottia nidus-avis’. Mycorrhiza 27: 
611-618.  

Senthilkumar, S. and Krishnamurthy, K. V. 1998. A cytochemical study on the mycorrhizae 
of Spathoglottis plicata. Biologia Plantarum 41: 111-119.  

Serrigny, J. and Dexheimer, J. 1985. Etude ultrastructurale des endomycorhizes d'une 
orchidee tropicale: Epidendrum iba- guense II. Localisation des ATPases et des 
nudeosides depho- sphatases. Cytologia 50: 779-788.  

Shao, S. C., Burgess, K. S., Cruse-Sanders, J. M., Liu, Q., Fan, X. L., Huang, H., 2017. Using 
in situ symbiotic seed germination to restore over-collected medicinal orchids in 
Southwest China. Frontiers in Plant Science 8: 1-10.  

Smith, S. E. and Read, D. J. 2010. Mycorrhizal Symbiosis. In. Retrieved from 
https://books.google.co.th/books?hl=th&lr=&id=qLciOJaG0C4C&oi=fnd&pg=PP1&
dq=mycorrhizal+symbiosis+smith+read&ots=zqsUjXVGoJ&sig=uEIVV4RbmAczZG

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 70 

 

DUeIyoFNw0tUs&redir_esc=y#v=onepage&q=mycorrhizal%20symbiosis%20smith
%20read&f=false  

Stamatakis, A. 2006. Phylogenetic Models of Rate Heterogeneity: A High Performance 
Computing Perspective. Paper presented at the Proceedings 20th IEEE 
International Parallel & Distributed Processing Symposium. 

Stamatakis, A. 2014. RAxML version 8: a tool for phylogenetic analysis and post-analysis 
of large phylogenies. Bioinformatics 30: 1312-1313.  

Stewart, S. and Kane, M. E. 2007. Symbiotic seed germination and evidence for in vitro 
mycobiont specificity in Spiranthes brevilabris (Orchidaceae) and its implications 
for species-level conservation. In Vitro Cellular & Developmental Biology – Plant 
43: 178-186.  

Stewart, S. L. and Kane, M. E. 2006. Symbiotic seed germination of Habenaria 
macroceratitis (Orchidaceae), a rare Florida terrestrial orchid. Plant Cell 86: 159-
167.  

Stewart, S. L. and Zettler, L. W. 2002. Symbiotic germination of three semi-aquatic rein 
orchids (Habenaria repens, H. quinquiseta, H. macroceratitis) from Florida. 
Aquatic Botany 72: 25-35.  

Stewart, S. L., Zettler, L. W. and Minso, J. 2003. Symbiotic germination and reintroduction 
of Spiranthes brevilabris Lindley, an endangered orchid native to Florida. 
Selbynan 24: 64-70.  

Sufaati, S., Agustini, V. and Suharno, S. 2016. Fusarium as endophyte of some terrestrial 
orchid from Papua, Indonesia. Biodiversitas Journal of Biological Diversity 17: 366-
371.  

Tan, X. M. and al., e. 2014. In vitro seed germination and seedling growth of an 
endangered epiphytic orchid, Dendrobium officinale, endemic to China using 
mycorrhizal fungi (Tulasnella sp.). Scientia Horticulturae 165: 62-68.  

Van Waes, J. and Debergh, P. C. 1986. Adaptation of the tetrazolium method for testing 
the seed viability and scanning electron microscopy study of some Western 
European orchids. Physiologia Plantarum 66: 435-442.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 71 

 

Vu, T., Hauschild, R. and Sikora, R. A. 2006. Fusarium oxysporum endophytes induced 
systemic resistance against Radopholus similis on banana. Nematology 86: 847-
852.  

Vujanovic, V., St-Arnaud, M., Barabé, D. and Thibeault, G. 2000. Viability testing of orchid 
seed and the promotion of colouration and germination. Annals of Botany 86: 79-
86.  

Wang, H., Fang, H., Wang, Y., Duan., L. and Guo, S. 2011. In situ seed baiting techniques 
in Dendrobium officinale Kimuraet Migo and Dendrobium nobile Lindl. : the 
endangered Chinese endemic Dendrobium (Orchidaceae). World Journal of 
Microbiology and Biotechnology 27: 2051-2059.  

Wang, Q. X., Yan, N., Ji, D. G., Li, S. Y. and Hu, H. 2013. In vitro growth and carbon utilization 
of the green-leaved orchid Dendrobium officinale are promoted by mycorrhizal 
associations. Botanical Studies 54: 23-33.  

Warcup, J. H. and Talbot, P. H. B. 1967. Perfect states of Rhizoctonias associated with 
orchids. New Phytologist 66: 631-641.  

Watanabe, T. 1979. Monosporascus cannonballus, an ascomycete from wilt-ed melon 
roots undescribed in Japan. Annual Phytopathology Society of Japan 51: 272-275.  

White, T. J., Bruns, T., Lee, S. J. W. T. and Taylor, J. L. 1990. Amplification and direct 
sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. PCR protocols: a 
guide to methods and applications 18(1): 315-322.  

Williamson, B. and Hadley, G. 1970. Penetration and infection of orchid protocorms by 
Thanatephorus cucumeris and other Rhizoctonia isolates. Phytopathology 60: 
1092-1096.  

Withner, C. L., Nelson, P. K. and Wejksnora, P. J. 1974. The anatomy of orchids. In C. L. 
Withner (Ed.), The Orchids: Scientific Studies (pp. 267-347). New York: Wiley. 

Xu, J. T. and Mu, C. 1990. The relation between growth of Gastrodia elata protocorms 
and fungi. Acta Botanica Sinica 32: 26-31.  

Yam, T. W. and Arditti, J. 2009. History of orchid propagation: a mirror of the history of 
biotechnology. Plant Biotechnology Reports 3: 1-56.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 72 

 

Yoder, J. A., Zettler, L. W. and Stewart, S. L. 2000. Water requirements of terrestrial and 
epiphytic orchid seeds and seedlings, and evidence for water uptake by means 
of mycotrophy. Plant Science 156: 145-150.  

Zettler, L. W. 1997. Terrestrial orchid conservation by symbiotic seed germination: 
Techniques and perspectives. Selbyana 18: 188-194.  

Zettler, L. W. and Piskin, K. A. 2011. Mycorrhizal fungi from protocorms, seedlings and 
mature plants of the eastern prairie fringed orchid, Platanthera leucophaea 
(Nutt.) Lindley: A comprehensive list to augment conservation. The American 
Midland Naturalist 166: 29-39.  

Zettler, L. W., Sunley, J. A. and Delaney, T. W. 2000. Symbiotic Seed Germination of an 
Orchid in Decline (Platanthera integra) from the Green Swamp, North Carolina. 
Southern Appalachian Botanical Society 65: 207-212.  

Zhang, L. C., Chen, J., Lu, Y. L., Gao, C. and Guo, S. X. 2012. Mycena sp., a mycorrhizal 
fungus of the orchid Dendrobium officinale. Mycological Progress 11: 397-401.  

Zhou, Y. J., Yang, F. S., Song, X. Q., Zhu, G. P. and Hu, M. J. 2009. Effects of mycorrhizal 
fungi on seedling’s growth and photosynthetic capability of Dendrobium sinense, 
endemic to Hainan. North Horticulture 12: 11-15.  

Zhu, G. S., Yu, Z. N., Gui, Y. and Liu, Z. Y. 2008. A novel technique for isolating orchid 
mycorrhizal fungi. Fungal Diversity 33: 123-137.  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 74 

ภาคผนวก ก 

สูตรอำหำรเพำะเลี ยงเชื อ 

1. อำหำรเพำะเลี ยงสูตร Oat Meal Agar (OMA) 
ข้าวโอ๊ตบดหยาบ     5.0  กรัม 
วุ้น      7.0  กรัม 
น้้ากล่ัน      1,000.0  มิลลิลิตร 
ปรับ pH ให้ได้ค่า 7.0 ± 0.2 
ต้มข้าวโอ๊ตในน้้ากล่ันโดยต้มให้เดือดประมาณ 10-15 นาที น้ามากรองผ่านผ้าขาว

บาง เติมน้้ากล่ันลงไปในอาหารจนครบ 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH เท่ากับ 7.0 น้าไปฆ่าเช้ือ
ด้วยความร้อนช้ืนท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 
15 นาที 

2. อำหำรเพำะเลี ยง Potato Dextrose Agar (PDA) 
มันฝรั่ง      200.0  กรัม 
น้้าตาลกลูโคส     20.0  กรัม 
วุ้น      15.0  กรัม 
น้้ากล่ัน      1,000.0  มิลลิลิตร 
ต้มมันฝรั่งในน้้ากล่ันโดยต้มให้เดือดประมาณ 10-15 นาที น้ามากรองผ่านผ้าขาว

บาง เติมน้้ากล่ันลงไปในอาหารจนครบ 1,000 มิลลิลิตร น้าไปฆ่าเช้ือด้วยความร้อนช้ืนท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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ภำคผนวก ข 

บัฟเฟอร์และสำรเคมีส้ำหรับกำรสกัดดีเอ็นเอ 

1. ทริสบัฟเฟอร์ (Tris buffer) ควำมเข้มข้น 1 โมลำร์ pH 8.0 
ทริส เบส (Tris base)     121.0 กรัม 
น้้ากล่ัน       800.0 มิลลิลิตร 
ละลาย ทริส เบส ให้เข้ากันกับน้้ากล่ัน ปรับ pH ด้วยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ให้

เท่ากับ 8.0 จากนั้นเติมน้้ากล่ันจนปริมาตรเป็น 1 ลิตร น้าไปฆ่าเช้ือด้วยความร้อนช้ืนท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที เก็บไว้ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2. EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) ควำมเข้มข้น 0.5 โมลำร์ 
EDTA       186.10 กรัม 
น้้ากล่ัน       800.00 มิลลิลิตร 
ละลาย EDTA ให้เข้ากัน ปรับ pH ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ให้เท่ากับ 8.0 

จากนั้นเติมน้้ากล่ันจนปริมาตรเป็น 1 ลิตร น้าไปฆ่าเช้ือด้วยความร้อนช้ืนท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 

3.  Washing buffer 
โพลีไวนิลไพโรลิโดน (Polyvinylpyrrolidone (PVP))  2.00 กรัม 
กรดแอสคอร์บิค (Ascorbic acid)    1.76 กรัม 
ทริสบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 1โมลาร์ pH 8.0   20.00 มิลลิลิตร 
2-เมอร์แคปโทเอทานอล (2-mercaptoethanol)   4.00  มิลลิลิตร 
เติมน้้าปราศจากประจุปลอดเช้ือจนได้ปริมาตรเป็น 200 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 

เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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4. 2X Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) lysis buffer 
เซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (CTAB)   4.00 กรัม 
ทริสบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 1โมลาร์ pH 8.0   20.00 มิลลิลิตร 
เอทิลลีนไดอะมีนเททระเอซิติกเอซิด (Ethylene Diamine     
Tetra-acatic-Acid (EDTA)) ความเข้มข้น 1M pH 8.0  8.00 มิลลิลิตร 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)     16.36 กรัม 
2-เมอร์แคปโทเอทานอล (2-mercaptoethanol)   4.00  มิลลิลิตร 
เติมน้้าปราศจากประจุปลอดเช้ือจนได้ปริมาตรเป็น 200 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 

เก็บไว้ที่อุณหภูมหิ้อง 

5. 1% Agarose gel 
อะกาโรส (Agarose)     1.00 กรัม 
0.5X TBE      100.00 มิลลิลิตร 

6. 10X Tris-boric acid EDTA (10X TBE) 
Tris (Hydroxymethyl) amino methane   54.00 กรัม 
EDTA       4.64 กรัม 
กรดบอริค (Boric Acid)     27.50 กรัม 
เติมน้้าปราศจากประจุปลอดเช้ือจนได้ปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 

เก็บไว้ที่อุณหภูมหิ้อง 
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ภำคผนวก ค 

ผลเปอร์เซ็นต์กำรงอกและกำรพัฒนำของโปรโตคอร์ม 

ตารางที่ 9 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดและการพัฒนาของโปรโตคอร์มกล้วยไม้น ้าในระยะต่าง ๆ 
เมื่อเพาะเลี ยงร่วมกับราคัดเลือกและชุดควบคุมบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 1 เดือน 

ไอโซเลต 
ระยะการพัฒนาของโปรโตคอร์ม (%) เปอร์เซ็นต์ 

การงอก (%) 0 1 2 3 
MSR07 63.35 ± 7.04c 36.65 ± 7.04d 0.00 ± 0.00c 0.00 ± 0.00 36.65 ± 7.04d 

MSR24 46.68 ± 0.47e 53.32 ± 047b 0.00 ± 0.00c 0.00 ± 0.00 53.32 ± 0.47c 

MSR34 58.34 ± 7.38cd 39.24 ± 5.65cd 2.42 ± 2.50b 0.00 ± 0.00  41.66 ± 7.38d 

MSP01 36.94 ± 1.08f 48.57 ± 1.67bc 14.49 ± 1.95a 0.00 ± 0.00 63.06 ± 1.08b 

MSP02 53.33 ± 6.94de 45.78 ± 5.41bcd 0.00 ± 0.00c 0.00 ± 0.00 46.67 ± 6.94cd 

MSP04 77.69 ± 5.58b 22.31 ± 5.58e 0.00 ± 0.00c 0.00 ± 0.00 22.31 ± 5.58e 

MSP13 18.21 ± 6.68g 79.26 ± 8.96a 2.53 ± 2.30b 0.00 ± 0.00  81.79 ± 6.68a 
ชุดควบคุม 

(Asymbiotic) 
97.90 ± 1.84a 2.10 ± 1.84f 0.00 ± 0.00c 0.00 ± 0.00 2.10 ± 1.84f 
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ตารางที่ 10 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดและการพัฒนาของโปรโตคอร์มกล้วยไม้น ้าในระยะต่าง ๆ 
เมื่อเพาะเลี ยงร่วมกับราคัดเลือกและชุดควบคุมบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 2 เดือน 

ไอโซเลต 
ระยะการพัฒนาของโปรโตคอร์ม (%) เปอร์เซ็นต์ 

การงอก (%) 0 1 2 3 
MSR07 66.02 ± 6.93bc 29.21 ± 3.05c 4.76 ± 4.84b 0.00 ± 0.00 33.98 ± 6.33cd 

MSR24 57.21 ± 2.14c 41.53 ± 2.78b 1.26 ± 1.25b 0.00 ± 0.00 42.79 ± 2.41c 

MSR34 29.98 ± 3.49d 51.54 ± 7.48b  18.48± 4.00b 0.00 ± 0.00  70.02 ± 3.49b 

MSP01 37.29 ± 1.85d 46.82 ± 2.29b 15.90 ± 1.11a 0.00 ± 0.00 62.71 ± 1.85b 

MSP02 67.83 ± 8.19b 29.73 ± 8.45c 2.44 ± 2.21b 0.00 ± 0.00 32.17 ± 8.19d 

MSP04 71.30 ± 4.85b 28.70 ± 4.85c 0.00 ± 0.00c 0.00 ± 0.00 28.70 ± 4.85d 

MSP13 19.36 ± 7.79e 75.85 ± 10.28a 4.80 ± 3.59b 0.00 ± 0.00 80.64 ± 7.79a 
ชุดควบคุม 

(Asymbiotic) 
96.90 ± 2.72a 3.10 ± 2.72d 0.00 ± 0.00c 0.00 ± 0.00 3.10 ± 2.72e 

 
ตารางที่ 11 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดและการพัฒนาของโปรโตคอร์มกล้วยไม้น ้าในระยะต่าง ๆ 
เมื่อเพาะเลี ยงร่วมกับราคัดเลือกและชุดควบคุมบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 3 เดือน 

ไอโซเลต 
ระยะการพัฒนาของโปรโตคอร์ม (%) เปอร์เซ็นต์ 

การงอก (%) 0 1 2 3 
MSR07 18.62 ± 4.95d 74.93 ± 3.12ac 6.45 ± 3.62c 0.00 ± 0.00 81.38 ± 4.95b 

MSR24 49.84 ± 0.99c 44.86 ± 2.35bc 5.29 ± 1.42c 0.00 ± 0.00 50.16 ± 0.99c 

MSR34 43.42 ± 2.23c 41.02 ± 3.67bc 15.57 ± 1.46a 0.00 ± 0.00 56.58 ± 2.23c 

MSP01 22.59 ± 3.99d 61.39 ± 2.67ac 16.02 ± 1.42a 0.00 ± 0.00 77.41 ± 3.99b 

MSP02 61.08 ± 14.14abc 36.61 ± 15.92abcd 2.30 ± 2.03c   0.00 ± 0.00 38.92 ± 14.14cd 

MSP04 65.67 ± 9.52 abc 34.33 ± 9.52abcd 0.00 ± 0.00d 0.00 ± 0.00 34.33 ± 9.52bc 

MSP13 21.92 ± 0.95abc 67.41 ± 2.06ac 10.67 ± 2.74b 0.00 ± 0.00 78.08 ± 0.95b 
ชุดควบคุม

(Asymbiotic) 
96.90 ± 2.72a 3.10 ± 2.72cd 0.00 ± 0.00d 0.00 ± 0.00 3.10 ± 2.72e 
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ตารางที่ 12 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดและการพัฒนาของโปรโตคอร์มกล้วยไม้น ้าในระยะต่าง ๆ 
เมื่อเพาะเลี ยงร่วมกับราคัดเลือกและชุดควบคุมบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 4 เดือน  

ไอโซเลต 
ระยะการพัฒนาของโปรโตคอร์ม (%) เปอร์เซ็นต์ 

การงอก (%) 0 1 2 3 
MSR07 17.54 ± 6.81cd 73.18 ± 7.59a 9.28 ± 4.03b 0.00 ± 0.00 82.46 ± 6.81cd 

MSR24 49.19 ± 1.38cd 45.42 ± 2.45bc 5.39 ± 1.40bc 0.00 ± 0.00 50.81 ± 1.38cd 

MSR34 43.04 ± 1.91c 37.62 ± 6.86cd 19.34 ± 4.98a 0.00 ± 0.00 56.96 ± 1.91c 

MSP01 23.24 ± 1.85bc 55.07 ± 3.50b 21.70 ± 2.61a 0.00 ± 0.00 76.76 ± 1.85bc 

MSP02 61.39 ± 2.81b 35.82 ± 5.29cd 2.79 ± 2.55c 0.00 ± 0.00 38.61 ± 2.81b 

MSP04 65.88 ± 8.84b 34.12 ± 8.84d 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 34.12 ± 8.84b 

MSP13 - - - - - 

ชุดควบคุม 
(Asymbiotic) 

96.90 ± 2.72a 3.10 ± 2.72e 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 3.10 ± 2.72a 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำคผนวก ง 

ผลกำรวิเครำะห์จำกโปรแกรม SPSS 

ตารางที่ 13 ผลการวิเคราะห์ค่าทางสถิติ โดย Oneway- ANOVA ของเปอร์เซ็นต์ การงอกและการ
พัฒนาของโปรโตคอร์มกล้วยไม้น ้าท่ีได้จากเทคนิค in situ seed baiting ในระยะท่ี 0, 1 และ 2 ท่ี
ระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 เดือน 
ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
ระยะที่ 0 Between Groups 1684.250 3 561.417 4.083 0.050 

Within Groups 1100.000 8 137.500   
Total 2784.250 11    

ระยะที่ 1 Between Groups 17180.333 3 5726.778 2.966 0.097 
Within Groups 15447.333 8 1930.917   

Total 32627.667 11    
ระยะที่ 2 Between Groups 33124.250 3 11041.417 9.345 0.005 

Within Groups 9452.667 8 1181.583   
Total 42576.917 11    

 

ระยะที่ 0 

Duncana   

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 
4 3 33.00  
3 3 33.67  
2 3 48.67 48.67 
1 3  61.67 

Sig.  0.155 .212 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางที่ 14 ผลการวิเคราะห์ค่าทางสถิติ โดย Oneway- ANOVA ของเปอร์เซ็นต์การงอกและการ
พัฒนาของโปรโตคอร์มกล้วยไม้น ้าท่ีได้จากเทคนิค in situ seed baiting ในระยะท่ี 0, 1 และ 2  เมื่อ 
ท่ีระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 เดือน (ต่อ) 
 

ระยะที่ 1 

Duncana   

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 
3 3 102.33  
4 3 110.00  
2 3 151.00 151.00 
1 3  197.33 

Sig.  0.229 0.233 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
b.  

ระยะที่ 2 

Duncana   

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 

 

 

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 
3 3 88.00  
4 3 101.00  
2 3 140.00  
1 3  222.67 

Sig.  0.113 1.000 
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ตารางที่ 15 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 0 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 1 เดือน 
ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 12510.036 7 1787.148 62.288 0.000 

Within Groups 459.066 16 28.692   

Total 12969.102 23    

Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

2.390 7 16 0.071 

Duncana   

strain N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 

MSP13 3 18.2131       

MSP01 3  36.9433      

MSR24 3   46.6833     

MSP02 3   53.3267 53.3267    

MSR34 3    58.3400 58.3400   

MSR07 3     63.5033   

MSP04 3      77.6933  

ชุดควบคุม 3       97.8967 

Sig.  1.000 1.000 .148 .269 .255 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 16 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 1 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 1 เดือน 
ANOVA 
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 10739.782 7 1534.255 53.707 0.000 
Within Groups 457.074 16 28.567   

Total 11196.856 23    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
1.878 7 16 0.140 

Duncana 

strain N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 
ชุดควบคุม 3 2.1033      
MSP04 3  22.3067     
MSR07 3   36.6433    
MSR34 3   39.2433 39.2433   
MSP02 3   45.7833 45.7833 45.7833  
MSP01 3    48.5700 48.5700  
MSR24 3     53.3167  
MSP13 3      79.2578 

Sig.  1.000 1.000 0.063 0.059 0.120 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 17 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 2 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 1 เดือน 
ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 288.739 2 144.369 28.213 0.001 

Within Groups 30.703 6 5.117   

Total 319.442 8    

Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

0.044 2 6 0.957 

Duncana 

strain N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 

MSR34 3 2.4167  

MSP13 3 2.5267  

MSP01 3  14.4867 

Sig.  0.954 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 18 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้เมื่อ
เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 1 เดือน 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares 

df 
Mean 
Square 

F Sig. 

เดือนท่ี 1 
 

Between Groups 12488.784 7 1784.112 66.710 .000 
Within Groups 427.912 16 26.744   
Total 12916.696 23    

Test of Homogeneity of Variances 
 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

เดือนท่ี 1 2.274 7 16 0.082 
Duncana 

strain N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 
ชุดควบคุม 3 2.1033      
MSP04 3  22.3067     
MSR07 3   36.6433    
MSR34 3   41.6600    
MSP02 3   45.7833 45.7833   
MSR24 3    53.3167   
MSP01 3     63.0567  
MSP13 3      81.7867 

Sig.  1.000 1.000 0.056 0.093 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 19 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 0 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 2 เดือน 
ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 13554.712 7 1936.387 67.890 0.000 

Within Groups 456.359 16 28.522   

Total 14011.071 23    

Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

2.554 7 16 0.057 

Duncana 

strain N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

MSP13 3 19.3568     

MSR34 3  29.9767    

MSP01 3  37.2833    

MSR24 3   57.2133   

MSR07 3   66.0200 66.0200  

MSP02 3    67.8300  

MSP04 3    71.3033  

ชุดควบคุม 3     96.8967 

Sig.  1.000 0.113 0.061 0.268 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 20 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 1 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 2 เดือน 
ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 9465.374 7 1352.196 37.810 0.000 

Within Groups 572.208 16 35.763   
Total 10037.583 23    

Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
2.469 7 16 .064 

Duncana 

strain N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
ชุดควบคุม 3 3.1033    
MSP04 3  28.6967   
MSR07 3  29.2133   
MSP02 3  29.7267   
MSR04 3   41.5300  
MSP01 3   46.8167  
MSR34 3   51.5400  
MSP13 3    75.8468 

Sig.  1.000 0844 0.069 1.000 
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ตารางที่ 21 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 2 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 2 เดือน 
ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 808.274 5 161.655 16.163 0.000 

Within Groups 120.017 12 10.001   

Total 928.291 17    

Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1.475 5 12 0.268 

Duncana 

strain N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 

MSR24 3 1.2567  

MSP02 3 2.4433  

MSR07 3 4.7667  

MSP13 3 4.7967  

MSP01 3  15.9000 

MSR34 3  18.4867 

Sig.  0.228 0.336 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 22 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ เมื่อ
เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 2 เดือน 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 13555.266 7 1936.467 67.906 .000 
Within Groups 456.268 16 28.517   
Total 14011.534 23    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
2.552 7 16 0.057 

Duncana 

strain N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
ชุดควบคุม 3 3.1033     
MSP04 3  28.6967    
MSP02 3  32.1700    
MSR07 3  33.9800 33.9800   
MSR24 3   42.7867   
MSP01 3    62.7167  
MSR34 3    70.0267  
MSP13 3     80.6433 

Sig.  1.000 0.268 0.060 0.113 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 23 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 0 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 3 เดือน 
ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 15256.952 7 2179.565 50.486 0.000 

Within Groups 690.752 16 43.172   

Total 15947.704 23    

Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

4.616 7 16 0.005 

Dunnett T3 

(I) strain (J) strain 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

MSR07 MSR24 -31.22667* 2.91553 0.038 -58.7049 -3.7484 

MSR34 -24.79667* 3.13392 0.042 -47.9016 -1.6918 

MSP01 -3.97667 3.67200 0.988 -25.4134 17.4600 

MSP02 -42.46667 8.64886 0.157 -113.0287 28.0954 

MSP04 -47.05333* 6.19922 0.038 -89.8658 -4.2409 

MSP13 -3.30633 2.91079 0.967 -30.9329 24.3202 

ชุดควบคุม -78.28000* 3.26169 0.001 -100.2404 -56.3196 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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ตารางที่ 24 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 0 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 3 เดือน (ต่อ) 
Dunnett T3 (ต่อ) 

(I) strain (J) strain 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

MSR24 MSR07 31.22667* 2.91553 0.038 3.7484 58.7049 

MSR34 6.43000 1.40722 0.163 -3.9719 16.8319 

MSP01 27.25000* 2.37537 0.030 5.7999 48.7001 

MSP02 -11.24000 8.18301 0.912 -94.6567 72.1767 

MSP04 -15.82667 5.53075 0.467 -71.4231 39.7697 

MSP13 27.92034* 0.79465 0.000 23.3968 32.4438 

ชุดควบคุม -47.05333* 1.67255 0.002 -60.4845 -33.6221 

MSR34 MSR07 24.79667* 3.13392 0.042 1.6918 47.9016 

MSR24 -6.43000 1.40722 0.163 -16.8319 3.9719 

MSP01 20.82000* 2.63885 0.031 3.1657 38.4743 

MSP02 -17.67000 8.26334 0.665 -98.1702 62.8302 

MSP04 -22.25667 5.64892 0.270 -74.0032 29.4899 

MSP13 21.49034* 1.39737 0.008 10.9629 32.0178 

ชุดควบคุม -53.48333* 2.02943 0.000 -65.2923 -41.6743 

MSP01 MSR07 3.97667 3.67200 0.988 -17.4600 25.4134 

MSR24 -27.25000* 2.37537 0.030 -48.7001 -5.7999 

MSR34 -20.82000* 2.63885 0.031 -38.4743 -3.1657 

MSP02 -38.49000 8.48204 0.199 -112.6552 35.6752 

MSP04 -43.07667 5.96427 0.057 -88.4040 2.2507 

MSP13 .67034 2.36955 1.000 -20.9403 22.2810 

ชุดควบคุม -74.30333* 2.78939 0.000 -91.4589 -57.1478 
*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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ตารางที่ 25 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 0 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 3 เดือน (ต่อ) 
Dunnett T3 (ต่อ) 

(I) strain (J) strain 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

MSP02 MSR07 42.46667 8.64886 0.157 -28.0954 113.0287 

MSR24 11.24000 8.18301 0.912 -72.1767 94.6567 

MSR34 17.67000 8.26334 0.665 -62.8302 98.1702 

MSP01 38.49000 8.48204 0.199 -35.6752 112.6552 

MSP04 -4.58667 9.84336 1.000 -65.3837 56.2103 

MSP13 39.16034 8.18132 0.207 -44.3216 122.6423 

ชุดควบคุม -35.81333 8.31264 0.236 -114.6954 43.0687 

MSP04 MSR07 47.05333* 6.19922 0.038 4.2409 89.8658 

MSR24 15.82667 5.53075 0.467 -39.7697 71.4231 

MSR34 22.25667 5.64892 0.270 -29.4899 74.0032 

MSP01 43.07667 5.96427 0.057 -2.2507 88.4040 

MSP02 4.58667 9.84336 1.000 -56.2103 65.3837 

MSP13 43.74701 5.52825 0.080 -11.9426 99.4366 

ชุดควบคุม -31.22667 5.72080 0.137 -81.0888 18.6355 

MSP13 MSR07 3.30633 2.91079 0.967 -24.3202 30.9329 

MSR24 -27.92034* .79465 0.000 -32.4438 -23.3968 

MSR34 -21.49034* 1.39737 0.008 -32.0178 -10.9629 

MSP01 -.67034 2.36955 1.000 -22.2810 20.9403 

MSP02 -39.16034 8.18132 0.207 -122.6423 44.3216 

MSP04 -43.74701 5.52825 0.080 -99.4366 11.9426 

ชุดควบคุม -74.97367* 1.66427 0.001 -88.5574 -61.3900 
*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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ตารางที่ 26 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 0 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 3 เดือน (ต่อ) 
Dunnett T3 (ต่อ) 

(I) strain (J) strain 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

ชุดควบคุม MSR07 78.28000* 3.26169 0.001 56.3196 100.2404 

MSR24 47.05333* 1.67255 0.002 33.6221 60.4845 

MSR34 53.48333* 2.02943 0.000 41.6743 65.2923 

MSP01 74.30333* 2.78939 0.000 57.1478 91.4589 

MSP02 35.81333 8.31264 0.236 -43.0687 114.6954 

MSP04 31.22667 5.72080 0.137 -18.6355 81.0888 

MSP13 74.97367* 1.66427 0.001 61.3900 88.5574 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

ตารางที่ 27 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 1 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 3 เดือน 
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 
5.238 7 16 

ANOVA 
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 10861.634 7 1551.662 31.686 0.000 
Within Groups 783.516 16 48.970   

Total 11645.150 23    
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ตารางที่ 28 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 1 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 3 เดือน (ต่อ) 
Dunnett T3 

(I) strain (J) strain 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 
MSR07 MSR24 30.07000* 2.25496 0.003 16.6548 43.4852 

MSR34 33.92000* 2.78023 0.003 17.8739 49.9661 

MSP01 13.54667 2.36914 0.052 -.1218 27.2151 
MSP02 38.32000 9.36828 0.258 -50.3212 126.9612 

MSP04 40.60333 5.78861 0.074 -7.7383 88.9450 

MSP13 7.52220 2.15874 0.254 -5.9246 20.9690 
ชุดควบคุม 71.83000* 2.39088 0.000 58.0859 85.5741 

MSR24 MSR07 -30.07000* 2.25496 0.003 -43.4852 -16.6548 

MSR34 3.85000 2.51349 0.886 -11.9912 19.6912 
MSP01 -16.52333* 2.04959 0.015 -28.2859 -4.7608 

MSP02 8.25000 9.29261 0.993 -82.8881 99.3881 

MSP04 10.53333 5.66534 0.758 -40.7557 61.8224 
MSP13 -22.54780* 1.80227 0.003 -32.8988 -12.1968 

ชุดควบคุม 41.76000* 2.07468 0.000 29.8134 53.7066 

MSR34 MSR07 -33.92000* 2.78023 0.003 -49.9661 -17.8739 
MSR24 -3.85000 2.51349 0.886 -19.6912 11.9912 

MSP01 -20.37333* 2.61642 0.021 -36.1091 -4.6376 

MSP02 4.40000 9.43385 1.000 -82.2761 91.0761 
MSP04 6.68333 5.89414 0.972 -39.7066 53.0733 

MSP13 -26.39780* 2.42755 0.012 -42.5880 -10.2076 

ชุดควบคุม 37.91000* 2.63612 0.002 22.1641 53.6559 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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ตารางที่ 29 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 1 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 3 เดือน (ต่อ) 
Dunnett T3 (ต่อ) 

(I) strain (J) strain 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 
MSP01 MSR07 -13.54667 2.36914 0.052 -27.2151 .1218 

MSR24 16.52333* 2.04959 0.015 4.7608 28.2859 

MSR34 20.37333* 2.61642 0.021 4.6376 36.1091 
MSP02 24.77333 9.32098 0.512 -65.3983 114.9450 

MSP04 27.05667 5.71175 0.184 -23.0264 77.1397 

MSP13 -6.02447 1.94324 0.319 -17.4942 5.4452 
ชุดควบคุม 58.28333* 2.19825 0.000 45.7806 70.7860 

MSP02 MSR07 -38.32000 9.36828 0.258 -126.9612 50.3212 

MSR24 -8.25000 9.29261 0.993 -99.3881 82.8881 
MSR34 -4.40000 9.43385 1.000 -91.0761 82.2761 

MSP01 -24.77333 9.32098 0.512 -114.9450 65.3983 

MSP04 2.28333 10.71335 1.000 -67.1807 71.7474 
MSP13 -30.79780 9.26973 0.374 -122.7434 61.1478 

ชุดควบคุม 33.51000 9.32653 0.326 -56.4769 123.4969 

MSP04 MSR07 -40.60333 5.78861 0.074 -88.9450 7.7383 
MSR24 -10.53333 5.66534 0.758 -61.8224 40.7557 

MSR34 -6.68333 5.89414 0.972 -53.0733 39.7066 

MSP01 -27.05667 5.71175 0.184 -77.1397 23.0264 
MSP02 -2.28333 10.71335 1.000 -71.7474 67.1807 

MSP13 -33.08113 5.62773 0.128 -85.4440 19.2817 

ชุดควบคุม 31.22667 5.72080 0.137 -18.6355 81.0888 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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ตารางที่ 30 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 1 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 3 เดือน (ต่อ) 
Dunnett T3 (ต่อ) 

(I) strain (J) strain 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 
MSP13 MSR07 -7.52220 2.15874 0.254 -20.9690 5.9246 

MSR24 22.54780* 1.80227 0.003 12.1968 32.8988 

MSR34 26.39780* 2.42755 0.012 10.2076 42.5880 
MSP01 6.02447 1.94324 0.319 -5.4452 17.4942 

MSP02 30.79780 9.26973 0.374 -61.1478 122.7434 

MSP04 33.08113 5.62773 0.128 -19.2817 85.4440 
ชุดควบคุม 64.30780* 1.96968 0.000 52.6104 76.0052 

ชุดควบคุม MSR07 -71.83000* 2.39088 0.000 -85.5741 -58.0859 

MSR24 -41.76000* 2.07468 0.000 -53.7066 -29.8134 
MSR34 -37.91000* 2.63612 0.002 -53.6559 -22.1641 

MSP01 -58.28333* 2.19825 0.000 -70.7860 -45.7806 

MSP02 -33.51000 9.32653 0.326 -123.4969 56.4769 
MSP04 -31.22667 5.72080 0.137 -81.0888 18.6355 

MSP13 -64.30780* 1.96968 0.000 -76.0052 -52.6104 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

ตารางที่ 31 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 2 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 3 เดือน  
ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 478.287 5 95.657 18.548 0.000 

Within Groups 61.886 12 5.157   

Total 540.173 17    
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ตารางที่ 32 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 2 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 3 เดือน (ต่อ) 
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

0.984 5 12 0.466 

Duncana 

strain N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

MSP02 3 2.3033   

MSR24 3 5.2933   

MSR07 3 6.4500   

MSP13 3  10.6667  

MSR34 3   15.5667 

MSP01 3   16.0233 

Sig.  0.054 1.000 0.810 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 

 

ตารางที่ 33 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ เมื่อ
เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 3 เดือน  
ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 15257.746 7 2179.678 50.490 0.000 

Within Groups 690.721 16 43.170   
Total 15948.468 23    
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ตารางที่ 34 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ เมื่อ
เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 3 เดือน (ต่อ) 
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
4.617 7 16 0.005 

Dunnett T3 

(I) strain 
(J) 

strain 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

MSR07 MSR24 31.22667* 2.91553 0.038 3.7484 58.7049 
MSR34 24.80333* 3.13528 0.042 1.7146 47.8920 
MSP01 3.97333 3.67031 0.988 -17.4595 25.4061 
MSP02 42.46667 8.64886 0.157 -28.0954 113.0287 
MSP04 47.05333* 6.19922 0.038 4.2409 89.8658 
MSP13 3.30333 2.91057 0.967 -24.3299 30.9366 
ชุดควบคุม 78.28000* 3.26169 0.001 56.3196 100.2404 

MSR24 MSR07 -31.22667* 2.91553 0.038 -58.7049 -3.7484 
MSR34 -6.42333 1.41024 0.164 -16.8594 4.0127 
MSP01 -27.25333* 2.37276 0.030 -48.6740 -5.8327 
MSP02 11.24000 8.18301 0.912 -72.1767 94.6567 
MSP04 15.82667 5.53075 0.467 -39.7697 71.4231 
MSP13 -27.92333* .79388 0.000 -32.4429 -23.4037 
ชุดควบคุม 47.05333* 1.67255 0.002 33.6221 60.4845 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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ตารางที่ 35 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ เมื่อ
เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 3 เดือน (ต่อ) 
Dunnett T3 (ต่อ) 

(I) strain (J) strain 
Mean 

Difference (I-
J) 

Std. Error Sig. 
95% Confidence Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

MSR34 MSR07 -24.80333* 3.13528 0.042 -47.8920 -1.7146 
MSR24 6.42333 1.41024 0.164 -4.0127 16.8594 
MSP01 -20.83000* 2.63812 0.031 -38.4497 -3.2103 
MSP02 17.66333 8.26386 0.665 -62.8193 98.1459 
MSP04 22.25000 5.64968 0.270 -29.4751 73.9751 
MSP13 -21.50000* 1.39998 0.008 -32.0680 -10.9320 
ชุดควบคุม 53.47667* 2.03153 0.000 41.6622 65.2911 

MSP01 MSR07 -3.97333 3.67031 0.988 -25.4061 17.4595 
MSR24 27.25333* 2.37276 0.030 5.8327 48.6740 
MSR34 20.83000* 2.63812 0.031 3.2103 38.4497 
MSP02 38.49333 8.48130 0.199 -35.6897 112.6764 
MSP04 43.08000 5.96323 0.057 -2.2619 88.4219 
MSP13 -.67000 2.36667 1.000 -22.2585 20.9185 
ชุดควบคุม 74.30667* 2.78717 .000 57.1723 91.4411 

MSP02 MSR07 -42.46667 8.64886 .157 -113.0287 28.0954 
MSR24 -11.24000 8.18301 .912 -94.6567 72.1767 
MSR34 -17.66333 8.26386 .665 -98.1459 62.8193 
MSP01 -38.49333 8.48130 .199 -112.6764 35.6897 
MSP04 4.58667 9.84336 1.000 -56.2103 65.3837 
MSP13 -39.16333 8.18125 .207 -122.6482 44.3215 
ชุดควบคุม 35.81333 8.31264 .236 -43.0687 114.6954 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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ตารางที่ 36 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ เมื่อ
เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 3 เดือน (ต่อ) 
Dunnett T3 (ต่อ) 

(I) strain (J) strain 
Mean 

Difference (I-
J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

MSP04 MSR07 -47.05333* 6.19922 .038 -89.8658 -4.2409 
MSR24 -15.82667 5.53075 .467 -71.4231 39.7697 
MSR34 -22.25000 5.64968 .270 -73.9751 29.4751 
MSP01 -43.08000 5.96323 .057 -88.4219 2.2619 
MSP02 -4.58667 9.84336 1.000 -65.3837 56.2103 
MSP13 -43.75000 5.52814 .080 -99.4437 11.9437 
ชุดควบคุม 31.22667 5.72080 .137 -18.6355 81.0888 

MSP13 MSR07 -3.30333 2.91057 .967 -30.9366 24.3299 
MSR24 27.92333* .79388 .000 23.4037 32.4429 
MSR34 21.50000* 1.39998 .008 10.9320 32.0680 
MSP01 .67000 2.36667 1.000 -20.9185 22.2585 
MSP02 39.16333 8.18125 .207 -44.3215 122.6482 
MSP04 43.75000 5.52814 .080 -11.9437 99.4437 
ชุดควบคุม 74.97667* 1.66390 .001 61.3859 88.5674 

ชุดควบคุม MSR07 -78.28000* 3.26169 .001 -100.2404 -56.3196 
MSR24 -47.05333* 1.67255 .002 -60.4845 -33.6221 
MSR34 -53.47667* 2.03153 .000 -65.2911 -41.6622 
MSP01 -74.30667* 2.78717 0.000 -91.4411 -57.1723 
MSP02 -35.81333 8.31264 0.236 -114.6954 43.0687 
MSP04 -31.22667 5.72080 0.137 -81.0888 18.6355 
MSP13 -74.97667* 1.66390 0.001 -88.5674 -61.3859 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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ตารางที่ 37 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 0 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 4 เดือน 
ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 13177.668 6 2196.278 103.305 0.000 

Within Groups 297.642 14 21.260   

Total 13475.310 20    

Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

6.084 6 14 0.003 

Dunnett T3 

(I) strain (J) strain 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

MSR07 MSR24 -31.64667 4.01237 0.065 -67.6752 4.3819 

MSR34 -25.49667 4.08397 0.094 -59.6558 8.6625 

MSP01 -5.69333 4.07398 0.884 -40.0887 28.7021 

MSP02 -43.84667* 4.25434 0.021 -74.9356 -12.7577 

MSP04 -48.33333* 6.44199 0.019 -84.7882 -11.8785 
ชุดควบคุม -79.35333* 4.23398 0.005 -110.7283 -47.9784 

MSR24 MSR07 31.64667 4.01237 0.065 -4.3819 67.6752 

MSR34 6.15000 1.36403 0.107 -1.7142 14.0142 

MSP01 25.95333* 1.33381 0.001 18.3464 33.5603 

MSP02 -12.20000 1.81139 0.051 -24.4613 .0613 

MSP04 -16.68667 5.16536 0.359 -64.7476 31.3743 
ชุดควบคุม -47.70667* 1.76304 0.001 -59.4599 -35.9535 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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ตารางที่ 38 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 0 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 4 เดือน (ต่อ) 
Dunnett T3 (ต่อ) 

(I) strain (J) strain 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

MSP04 MSR07 48.33333* 6.44199 0.019 11.8785 84.7882 

MSR24 16.68667 5.16536 0.359 -31.3743 64.7476 

MSR34 22.83667 5.22118 0.207 -23.5357 69.2090 

MSP01 42.64000 5.21336 0.060 -3.9550 89.2350 

MSP02 4.48667 5.35549 0.994 -38.6510 47.6244 

ชุดควบคุม -31.02000 5.33933 0.105 -74.4936 12.4536 

ชุดควบคุม MSR07 79.35333* 4.23398 0.005 47.9784 110.7283 

MSR24 47.70667* 1.76304 0.001 35.9535 59.4599 

MSR34 53.85667* 1.92042 0.000 42.6721 65.0412 

MSP01 73.66000* 1.89908 0.000 62.4612 84.8588 

MSP02 35.50667* 2.26022 0.001 23.1819 47.8315 

MSP04 31.02000 5.33933 0.105 -12.4536 74.4936 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level 

ตารางที่ 39 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 1 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 4 เดือน  
ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 8321.051 6 1386.842 41.075 0.000 

Within Groups 472.692 14 33.764   
Total 8793.743 20    
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ตารางที่ 40 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 1 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 4 เดือน (ต่อ) 
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 
1.646 6 14 

Duncana 

strain N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
ชุดควบคุม 3 3.1033     

MSP04 3  34.1233    
MSP02 3  35.8233 35.8233   
MSR34 3  37.6233 37.6233   
MSR24 3   45.4167 45.4167  
MSP01 3    55.0633  
MSR07 3     73.1833 

Sig.  1.000 0.496 0.074 0.061 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 

ตารางที่ 41 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 2 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 4 เดือน  
ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 849.790 4 212.447 18.863 0.000 

Within Groups 112.626 10 11.263   

Total 962.416 14    
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ตารางที่ 42 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ ใน
ระยะท่ี 2 เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 4 เดือน (ต่อ) 
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1.088 4 10 0.413 

Duncana 

strain N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

MSP02 3 2.7867   

MSR24 3 5.3933 5.3933  

MSR07 3  9.2800  

MSR34 3   19.3367 

MSP01 3   21.6933 

Sig.  0.364 0.186 0.410 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 

ตารางที่ 43 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ เมื่อ
เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 4 เดือน 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 13177.896 6 2196.316 103.294 0.000 
Within Groups 297.679 14 21.263   

Total 13475.575 20    
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ตารางที่ 44 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ เมื่อ
เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 4 เดือน (ต่อ) 
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

6.088 6 14 0.003 

Dunnett T3 

(I) strain (J) strain 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 
Lower Bound Upper Bound 

MSR07 MSR04 31.65333 4.01402 0.065 -4.3927 67.6994 

MSR34 25.50333 4.08559 0.094 -8.6735 59.6801 
MSP01 5.70667 4.07473 0.883 -28.7273 40.1407 

MSP02 43.85333* 4.25590 0.021 12.7475 74.9592 

MSP04 48.34000* 6.44302 0.019 11.8836 84.7964 
ชุดควบคุม 79.36000* 4.23554 0.005 47.9680 110.7520 

MSR04 MSR07 -31.65333 4.01402 0.065 -67.6994 4.3927 

MSR34 -6.15000 1.36403 0.107 -14.0142 1.7142 
MSP01 -25.94667* 1.33114 0.001 -33.5313 -18.3620 

MSP02 12.20000 1.81139 0.051 -.0613 24.4613 

MSP04 16.68667 5.16536 0.359 -31.3743 64.7476 
ชุดควบคุม 47.70667* 1.76304 0.001 35.9535 59.4599 

MSR34 MSR07 -25.50333 4.08559 0.094 -59.6801 8.6735 

MSR04 6.15000 1.36403 0.107 -1.7142 14.0142 
MSP01 -19.79667* 1.53351 0.002 -28.1601 -11.4332 

MSP02 18.35000* 1.96490 0.011 6.7662 29.9338 

MSP04 22.83667 5.22118 0.207 -23.5357 69.2090 
ชุดควบคุม 53.85667* 1.92042 0.000 42.6721 65.0412 

MSP01 MSR07 -5.70667 4.07473 0.883 -40.1407 28.7273 

MSR04 25.94667* 1.33114 0.001 18.3620 33.5313 
MSR34 19.79667* 1.53351 0.002 11.4332 28.1601 

MSP02 38.14667* 1.94222 0.001 26.5307 49.7626 

MSP04 42.63333 5.21268 0.060 -3.9813 89.2479 
ชุดควบคุม 73.65333* 1.89721 0.000 62.4525 84.8541 
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ตารางที่ 45 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับราท่ีสามารถกระตุ้นการงอกได้ เมื่อ
เพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ท่ีระยะเวลา 4 เดือน (ต่อ) 
Dunnett T3 (ต่อ) 

(I) strain (J) strain 
Mean 

Difference (I-
J) 

Std. Error Sig. 
95% Confidence Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

MSP02 MSR07 -43.85333* 4.25590 0.021 -74.9592 -12.7475 
MSR04 -12.20000 1.81139 0.051 -24.4613 .0613 
MSR34 -18.35000* 1.96490 0.011 -29.9338 -6.7662 
MSP01 -38.14667* 1.94222 0.001 -49.7626 -26.5307 
MSP04 4.48667 5.35549 0.994 -38.6510 47.6244 

ชุดควบคุม 35.50667* 2.26022 0.001 23.1819 47.8315 
MSP04 MSR07 -48.34000* 6.44302 0.019 -84.7964 -11.8836 

MSR04 -16.68667 5.16536 0.359 -64.7476 31.3743 
MSR34 -22.83667 5.22118 0.207 -69.2090 23.5357 
MSP01 -42.63333 5.21268 0.060 -89.2479 3.9813 
MSP02 -4.48667 5.35549 0.994 -47.6244 38.6510 

ชุดควบคุม 31.02000 5.33933 0.105 -12.4536 74.4936 
ชุด

ควบคุม 
MSR07 -79.36000* 4.23554 0.005 -110.7520 -47.9680 
MSR04 -47.70667* 1.76304 0.001 -59.4599 -35.9535 
MSR34 -53.85667* 1.92042 0.000 -65.0412 -42.6721 
MSP01 -73.65333* 1.89721 0.000 -84.8541 -62.4525 
MSP02 -35.50667* 2.26022 0.001 -47.8315 -23.1819 
MSP04 -31.02000 5.33933 0.105 -74.4936 12.4536 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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ตารางที่ 46 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSR07 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ 

ระยะที่ 0 
ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 6548.762 3 2182.921 52.878 0.000 

Within Groups 330.256 8 41.282   
Total 6879.018 11    

Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
0.262 3 8 .851 

Duncana 

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 
1 2 

4 3 17.5433  
3 3 18.6167  
1 3  63.5033 
2 3  66.0200 

Sig.  0.843 0.644 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 47 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSR07 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ (ต่อ) 

ระยะที่ 1 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 5162.432 3 1720.811 54.566 0.000 
Within Groups 252.289 8 31.536   

Total 5414.720 11    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
1.127 3 8 .394 

Duncana 

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 
1 2 

2 3 29.2133  
1 3 36.6433  
4 3  73.1833 
3 3  74.9333 

Sig.  .144 .713 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 48 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSR07 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ (ต่อ) 

ระยะ 2 
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 31.213 2 15.606 0.886 0.460 

Within Groups 105.720 6 17.620   

Total 136.932 8    

Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.071 2 6 0.932 
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ตารางที่ 49 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSR24 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ 

ระยะที่ 0 

ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 184.701 3 61.567 27.465 0.000 

Within Groups 17.933 8 2.242   
Total 202.634 11    

Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
3.991 3 8 0.052 

Duncana 

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
1 3 46.6833   
4 3 49.1900 49.1900  
3 3  49.8433  
2 3   57.2133 

Sig.  0.074 0.608 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 50 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSR24 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ (ต่อ) 

ระยะที่ 1 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 224.488 3 74.829 15.375 0.001 
Within Groups 38.935 8 4.867   

Total 263.424 11    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
1.426 3 8 0.305 

Duncana 

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 
1 2 

4 3 37.6233  
1 3 39.2433  
3 3 41.0133 41.0133 
2 3  51.5400 

Sig.  0.531 0.067 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 51 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSR24 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ (ต่อ) 

ระยะ 2 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 33.417 2 16.708 9.055 0.015 
Within Groups 11.071 6 1.845   

Total 44.488 8    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
.169 2 6 0.848 

Duncana 

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 
1 2 

2 3 1.2567  
3 3  5.2933 
4 3  5.3933 

Sig.  1.000 0.931 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 52 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSR34 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ 

ระยะที่ 0 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1209.531 3 403.177 21.417 0.000 
Within Groups 150.600 8 18.825   

Total 1360.131 11    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
3.919 3 8 .054 

Duncana 

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
2 3 29.9767   
4 3  43.0400  
3 3  43.4133  
1 3   58.3400 

Sig.  1.000 0.919 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

b. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 53 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSR34 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ (ต่อ) 

ระยะที่ 1 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 354.706 3 118.235 3.187 0.084 
Within Groups 296.798 8 37.100   

Total 651.504 11    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
0.669 3 8 0.595 

Duncana 

เดือนท่ี 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 

4 3 37.6233  
1 3 39.2433  
3 3 41.0133 41.0133 
2 3  51.5400 

Sig.  .531 0.067 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 54 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSR34 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ (ต่อ) 

ระยะที่ 2 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 555.687 3 185.229 15.071 0.001 
Within Groups 98.321 8 12.290   

Total 654.008 11    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
1.513 3 8 0.284 

Duncana 

เดือนท่ี 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 

1 3 2.4167  
3 3  15.5667 
2 3  18.4867 
4 3  19.3367 

Sig.  1.000 0.242 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 55 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSP01 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ  

ระยะที่ 0 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 605.572 3 201.857 33.704 0.000 
Within Groups 47.913 8 5.989   

Total 653.485 11    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
1.601 3 8 0.264 

Duncana 

เดือนท่ี 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 

3 3 22.5933  
4 3 23.2367  
1 3  36.9433 
2 3  37.2833 

Sig.  0.756 0.869 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 56 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSP01 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ (ต่อ)  

ระยะที่ 1 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 397.336 3 132.445 19.363 0.001 
Within Groups 54.720 8 6.840   

Total 452.056 11    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
0.718 3 8 0.568 

Duncana 

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
2 3 46.8167   
1 3 48.5700   
4 3  55.0633  
3 3   61.3867 

Sig.  0.435 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 57 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSP01 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ (ต่อ)  

ระยะที่ 2 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 91.516 3 30.505 8.790 0.007 
Within Groups 27.765 8 3.471   

Total 119.281 11    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
1.268 3 8 0.349 

Duncana 

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 
1 2 

1 3 14.4867  
2 3 15.9000  
3 3 16.0233  
4 3  21.6933 

Sig.  0.361 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 58 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSP02 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ 

ระยะที่ 0 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 316.961 3 105.654 1.308 0.337 
Within Groups 646.188 8 80.774   

Total 963.150 11    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
2.290 3 8 0.155 

Duncana 

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 

1 
1 3 53.3267 
3 3 61.0833 
4 3 61.3900 
2 3 67.8300 

Sig.  0.100 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 59 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSP02 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ (ต่อ) 

ระยะที่ 1 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 394.745 3 131.582 1.378 0.318 
Within Groups 764.120 8 95.515   

Total 1158.865 11    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
2.208 3 8 .165 

Duncana 

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 

1 
2 3 29.7267 
4 3 35.8233 
3 3 36.6133 
1 3 45.7833 

Sig.  0.095 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางที่ 60 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSP02 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ (ต่อ) 

ระยะที่ 2 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .371 2 .186 .036 .965 
Within Groups 31.024 6 5.171   
Total 31.395 8    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
0.088 2 6 0.917 

 

ตารางที่ 61 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSP04 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ  

ระยะที่ 0 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 289.689 3 96.563 1.727 0.238 
Within Groups 447.212 8 55.901   

Total 736.901 11    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
1.406 3 8 .310 
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ตารางที่ 62 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSP04 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ (ต่อ) 

ระยะที่ 0 (ต่อ) 
Duncana 

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 

1 
3 3 65.6700 
4 3 65.8767 
2 3 71.3033 
1 3 77.6933 

Sig.  0.101 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 

 
ตารางที่ 63 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSP04 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ (ต่อ) 

ระยะที่ 1 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 289.689 3 96.563 1.727 0.238 
Within Groups 447.212 8 55.902   

Total 736.901 11    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
1.406 3 8 .310 
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ตารางที่ 64 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSP04 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ (ต่อ) 

ระยะที่ 1 (ต่อ) 
Duncana 

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 

1 
1 3 22.3067 
2 3 28.6967 
4 3 34.1233 
3 3 34.3300 

Sig.  0.101 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 

ตารางท่ี 65 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSP13 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ  

ระยะที่ 0 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 906.510 3 302.170 11.377 0.003 
Within Groups 212.485 8 26.561   

Total 1118.995 11    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
4.094 3 8 .049 
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ตารางที่ 66 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSP13 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ (ต่อ) 

ระยะที่ 0 (ต่อ) 
Duncana 

เดือนท่ี N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 
4 3 0.0000  
1 3  18.2131 
2 3  19.3568 
3 3  21.9230 

Sig.  1.000 0.422 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 

ระยะที่ 1 

ANOVA 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 223.139 2 111.569 1.761 0.250 
Within Groups 380.185 6 63.364   

Total 603.324 8    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
2.875 2 6 0.133 
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ตารางที่ 67 ผลการวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan 
ของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้น ้าท่ีเพาะเลี ยงร่วมกับรา MSP13 ท่ีสามารถกระตุ้นการงอก
ได้ เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหารสูตร OMA ในระยะต่าง ๆ (ต่อ) 

ระยะที่ 2 
ANOVA 

 
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 105.869 2 52.935 6.188 0.035 
Within Groups 51.330 6 8.555   

Total 157.200 8    
Test of Homogeneity of Variances 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 
.352 2 6 0.717 

Duncana 

month N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 
1 3 2.5267  
2 3 4.7967  
3 3  10.6667 

Sig.  .379 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก จ 

ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสที่ต าแหน่ง ITS ของราทดสอบ 

ไอโซเลต MSR07 

ACCGAGTTATACAACTCATCAACCCTGTGAACATACCTATAACGTTGCCTCGGCGGGAACAGAC
GGCCCCGTAACACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCCCTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTTC
TGAGTAAACAAGCGAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAA
GAACGCAACGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCGTTACTACCCTCAGG
CCCCCGGGCCTGGCGTTGGGGATCGGCGGAAGCCCCCTGCGGGCACAACGCCGTCCCCCAAAT
ACGGTGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCATTGCGTACTAGCTAACACCTCGCAACTGGAGAGCGG
CGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGAATCAGGTAGGAATACCCGC
TGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAATCTATTAAGTTAGACAATTAATTTTAAGATCTGAT
CTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGC 

ไอโซเลต MSR24 

GTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATACAAC
TCATCAACCCTGTGAACATACCTAAAACGTTGCTTCGGCGGGAACAGACGGCCCCGTAACACGG
GCCGCCCCCGCCAGAGGACCCCTAACTCTGTTTTTATAATGTTTTTCTGAGTAAACAAGCAAAT
AAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCC
AGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGCCCCCGGGCCTGGCGTT
GGGGATCGGCGGAAGCCCCCTGCGGGCACACGCCGTCCCTCAAACACAGTGGCGGTCCCGCCG
CAGCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAGAGCGGCGCGGCCACGCCGTAAAAC
ACCCAACTTCTGA 
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ไอโซเลต MSR34 

TTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAG
TTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGG
TAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAA
CCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
AAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTG
GTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAG
CGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGC 

ไอโซเลต MSP01 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTAC
AACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAA
CGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATA
AATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAAT
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
GCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTT
GGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAG
TAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTT
GACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGC 
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ไอโซเลต MSP02 

ACTGAGTACTATACTCTCTACCCTTTGTGAACTATTATACCTGTTGCTTCGGCGGCGCCCGCTA
GGGTGCCCGCCGGTCTCATCAGAATCTCTGTTTTCGAACCCGACGATACTTCTGAGTGTTCTTA
GCGAACTGTCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ACGCGATATGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATGGCGC
CTTCCAGTATCCTGGGAGGCATGCCTGTCCGAGCGTCGTTTCAACCCTCGAGCCCCTGTGGCCC
GGCGTTGGGGATCTGCCACGGCAGGCCCCTAAAACCAGTGGCGGACCCGATGGGCCCTCTCCT
TTACGTAGTAGCATTCGCCTCGTATTGGGAGTCCTCGGCGTCCTGCCTCTAAACCCCCCACAAG
CCCGCTTCGGCG 

ไอโซเลต MSP04 

AGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTACT
ATACTCTCTACCCTTTGTGAACTATTATACCTGTTGCTTCGGCGGCGCCCGCTAGGGTGCCCGC
CGGTCTCATCAGAATCTCTGTTTTCGAACCCGACGATACTTCTGAGTGTTCTTAGCGAACTGTC
AAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATGGCGCCTTCCAGTAT
CCTGGGAGGCATGCCTGTCCGAGCGTCGTTTCAACCCTCGAGCCCCTGTGGCCCGGCGTTGGG
GATCTGCCACGGCAGGCCCCTAAAACCAGTGGCGGACCCGATGGGCCCTCTCCTTTACGTAGTA
GCATTCGCCTCGTATTGGGAGTCCTCGGCGTCCTGCCTCTAAACCCCCCACAAGCCCGCTTCGG
CGGCACCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA 
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ไอโซเลต MSR07 

ACCGAGTTATACAACTCATCAACCCTGTGAACATACCTATAACGTTGCCTCGGCGGGAACAGAC
GGCCCCGTAACACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCCCTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTTC
TGAGTAAACAAGCGAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAA
GAACGCAACGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCGTTACTACCCTCAGG
CCCCCGGGCCTGGCGTTGGGGATCGGCGGAAGCCCCCTGCGGGCACAACGCCGTCCCCCAAAT
ACGGTGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCATTGCGTACTAGCTAACACCTCGCAACTGGAGAGCGG
CGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGAATCAGGTAGGAATACCCGC
TGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAATCTATTAAGTTAGACAATTAATTTTAAGATCTGAT
CTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGC 

ไอโซเลต MSP13 

GAACCTGCGGAGGGATCATTACACAATACAATATGAAGGCTGTCCGCAGCTGGAGTATTTTATT
ACCCTTGTCTTTTGCGCACTTGTTGTTTCCTGGGCGGGTTCGCTCGCCACCAGGACCACCAAAT
AAACCTTTTTTATGCAGTTGCAATCAGCGTCAGTACAAACAATGTAAATCATTTACAACTTTCAA
CAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCA
TGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTTTTTGTCTTTGGTC
GCCCAAAGACTCGCCTTAAAGTGATTGGCAGCCGGCCTTTCTGGTTTCGCAGCGCAGCACATTT
TTGCGCTTGCCATCAGCAAAACGGCAATCCATCAAGC 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประว ัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล ญาณิศา พันธุ์สังข์ 
วัน เดือน ปี เกิด 12 สิงหาคม 2536 
สถานที่เกิด เพชรบุรี 
วุฒิการศึกษา ปริญญาตร ี
ที่อยู่ปัจจุบัน 9 หมู ่4 ต.โรงเข้ อ.บ้านลาด เพชรบุรี   
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