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บทคัดย่อ: แยกเชือ้ราไฟทอฟธอรา (Phytophthora spp.) สาเหตโุรครากเนา่จากดนิท่ีเก็บจากบรเิวณรากสม้
ท่ีแสดงอาการของโรค ในพืน้ท่ีจงัหวดัเชียงใหม ่จ�านวน 25 ไอโซเลท และน�ามาท�าการทดสอบความสามารถ
ในการเกิดโรคบนใบสม้โดยการปลกูเชือ้บนใบสม้ดว้ยชิน้เชือ้สาเหตโุรคโดยวิธี Detached leaf พบ เชือ้ราไฟ
ทอฟธอราท่ีมีความสามารถในการท�าใหเ้กิดโรคบนใบสม้ในระดบัท่ีรุนแรง 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ YY002 WF185 
และ PS85 จากนัน้ทดสอบความตา้นทานของเชือ้ราไฟทอฟธอราตอ่สารปอ้งกนัก�าจดัเชือ้ราเมทาแลกซลิ พบ
วา่ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 250 ppm ไมส่ามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ราไฟทอฟธอราไอโซเลท YY002 เม่ือ
ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาพบวา่ เชือ้ราไฟทอฟธอรา มีลกัษณะท่ีตรงกบัเชือ้รา Phytophthora parasitica 
ท�าการแยกเชือ้ราปฏิปักษคี์โตเมียม (Chaetomium spp.) จากตัวอย่างดินและวัสดุทางการเกษตร ได ้ 25 
ไอโซเลท และศกึษาประสทิธิภาพของเชือ้ราคีโตเมียมในการควบคมุเชือ้ราสาเหตโุรครากเนา่ของสม้ ดว้ยวิธี 
Dual culture บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA พบวา่ เชือ้ราคีโตเมียมไอโซเลท HT1 มีเปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยัง้การเจรญิ
เตบิโตของเชือ้รา P. parasitica ไอโซเลท YY002 ไดดี้ท่ีสดุ คือ 64.56 เปอรเ์ซน็ต ์สว่นการศกึษาสารสกดัจาก
เชือ้ราคีโตเมียมไอโซเลท HT1 พบวา่ สารสกดัหยาบท่ีสกดัดว้ยเอทิล อะซเิตท ระดบัความเขม้ขน้ 1,000 ppm 
สามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตและการสรา้ง chlamydospore ของเชือ้ราสาเหตโุรคไดส้งูท่ีสดุโดยมีคา่ ED

50
 

ของการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตเทา่กบั 12.65 ppm และมีคา่ ED
50

 ของการยบัยัง้การสรา้ง chlamydospore 
เทา่กบั 38.28 ppm 
ค�ำส�ำคัญ: เชือ้ราไฟทอฟธอรา เชือ้ราคีโตเมียม โรครากเนา่ของสม้

ABSTRACT: Twenty-five isolates of Phytophthora spp. were isolated from the rhizosphere soil of 
citrus diseased plants in Chiang Mai. The pathogenicity of all isolates was tested by inoculating the 
fungal isolates on the citrus leaves with culture disc of each isolate, using detached leaf technique. 
It was found that three isolates, of the Phytophthora e.g. YY002, WF185 and PS85, were the most 
virulent isolates who gave highest disease severity. The fungicide resistant test of the three isolates 
of Phytophthora with metalaxyl showed that the isolate YY002 resisted to metalaxyl at concentration 
of 250 ppm. The morphological study of this Phytophthora indicated that it has similar characteristics to 
Phytophthora parasitica. The effectiveness of Chaetomium for control of citrus root-rot disease was studied. 
A total of 25 Chaetomium isolates were isolated from soil and agricultural materials. The efficacy of 
the antagonists to control the pathogenic fungus was tested, using dual culture technique on PDA. 
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Result showed that the Chaetomium isolates HT1 could inhibit growth of the isolate Phytophthora 
YY002 at 64.56%. The similar test on the EtOAc crude extract of Chaetomium isolate HT1 at 1,000 
ppm. showed highest growth inhibition and chlamydospore production of the pathogen; having 
ED

50
 of growth inhibition at 12.65 ppm. and ED

50
 of chlamydospore production at 38.28 ppm. 
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บทน�ำ
สม้เป็นพืชส�าคญัทางเศรษฐกิจของไทยท่ีมีการ

บรโิภคภายในประเทศ และสง่ออกไปยงัประเทศตา่งๆ 
โดยสม้ท่ีไดร้บัความนิยมสงูท่ีสดุทัง้ภายในประเทศและ
ประเทศเพ่ือนบา้นคือ สม้เขียวหวาน ซึง่มีการปลกูมาก
ท่ีสดุท่ีจงัหวดัเชียงใหม ่ สโุขทยั แพร ่ ก�าแพงเพชร และ
เชียงราย ตามล�าดบั ชว่งเก็บเก่ียวผลผลติมากท่ีสดุอยูใ่น
ช่วงเดือนพฤศจิกายนถึงเดือนกุมภาพันธ์ของทุกปี 
(ส �านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2560) ในปี 2549-2559 
พบวา่ พืน้ท่ีการปลูกสม้ในประเทศไทยลดลงจาก 
149,206 ไร ่เหลอืพืน้ท่ีปลกูสม้ 90,085 ไร ่(กรมสง่เสรมิ
การเกษตร, 2560) อยา่งไรก็ตามปัจจยัท่ีสง่ผลกระทบตอ่
ปรมิาณผลผลติของสม้เขียวหวานของประเทศไทยคือ 
การเกิดโรคในสม้เขียวหวานโดยโรคส�าคญัในการปลกู
สม้เขียวหวานมีหลายโรค โรคท่ีส �าคญัหนึ่งในนัน้คือ
โรครากเนา่ของสม้ ซึง่เกิดจากเชือ้รา Phytophthora par-
asitica ซึง่เป็นโรคระบาดรุนแรง นอกจากนีย้งัพบเชือ้ 
Pythium sp. ท่ีสามารถก่อใหเ้กิดโรครากเนา่ได ้ โดยเชือ้
ทัง้สองชนิดสามารถเขา้ท�าลายรว่มกนัได ้ เน่ืองจากเชือ้
สาเหตทุัง้สองชนิดอยูใ่นดนิและน�า้ สามารถแพรร่ะบาด
ไดอ้ยา่งกวา้งขวาง ลกัษณะอาการของพืชท่ีไดร้บัเชือ้นี ้
ใบจะเหลืองลู่ลงและรว่ง ก่ิงบรเิวณท่ีแสดงอาการของ
โรคเปลีย่นเป็นสนี�า้ตาลและแหง้ตายในท่ีสดุ เม่ือเกิด
อาการโคนเนา่รอบล�าตน้จะท�าใหเ้กิดอาการแหง้ตายทัง้
ตน้ได ้ (Davis, 1982) ในการควบคมุโรคเกษตรกรมกัใช้
สารป้องกันก�าจัดเชือ้รา โดยสารปอ้งกนัก�าจดัเชือ้ราท่ี
นิยมใชคื้อเมทาแลคซลิ (metalaxyl) ซึง่ใชค้วบคมุเชือ้
โรค เฉพาะกลุม่ Oomycetes (อมรรตัน,์ 2553) ซึง่เม่ือใช้
ในการควบคมุเป็นระยะเวลานานมากย่ิงขึน้ พบวา่ เชือ้
รา Phytophthora spp. สามารถตา้นทานตอ่เมทาแลค
ซลิ เป็นผลใหเ้ชือ้มีการดือ้ยาจนไม่สามารถใชส้าร
ปอ้งกนัก�าจดัเชือ้ราเมทาแลคซิลในการควบคมุไดอี้ก 
(Bakoonyi and Ersek, 1997) และการใชใ้นปรมิาณท่ี

เพ่ิมมากขึน้ตอ่เน่ืองเป็นเวลานานท�าใหด้นิเสือ่มสภาพ 
เพราะสารดังกล่าวมีฤทธ์ิตกคา้งในดินและแหลง่น�า้ 
สง่ผลเสียตอ่สิ่งแวดลอ้ม สง่ผลกระทบตอ่คณุภาพชีวิต
เกษตรกรรวมถงึผูบ้รโิภค ดว้ยเหตนีุจ้งึมีการพิจารณาหา
แนวทางการปอ้งกนัก�าจดัโรคพืชดว้ยวิธีอ่ืน เพ่ือทดแทน
การใชส้ารป้องกันก�าจัดโรคพืช ซึง่การควบคมุโรคพืช
โดยชีววิธี ดว้ยการใชเ้ชือ้จลุินทรียต์่อตา้น (microbial 
antagonism) เป็นทางเลอืกหนึง่ท่ีมีประสทิธิภาพในการ
ปอ้งกนัก�าจดัโรคพืชได ้เชน่ การใชเ้ชือ้รา Chaetomium 
spp. และสารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากเชือ้ราดงักลา่ว สามารถ
ควบคุมเชือ้ราสาเหตุโรคพืชหลายชนิดได้แก่ Phy-
topthora palmivora, Pythium ultimum, Phomopsis 
sojae, Pyricularia oryzae, Sclerotium rolfsii และ Ven-
turia inequalis เป็นตน้ (Pietro et al. 1992; เกษม, 2535) 
ดงันัน้ในการทดลองครัง้นีจ้งึมีวตัถปุระสงคเ์พ่ือการคดั
เลอืกเชือ้รา Chaetomium ท่ีมีประสทิธิภาพในการ
ควบคมุเชือ้สาเหตโุรครากเน่าของสม้ในหอ้งปฏิบตัิ
การส�าหรับน�าไปพัฒนาเป็นสารชีวภัณฑ์ป้องกัน
ก�าจดัโรครากเนา่ของสม้เขียวหวานตอ่ไป

วิธีกำรศึกษำ

กำรส�ำรวจ และแยกเชือ้รำสำเหตุโรครำกเน่ำ
ของส้ม

ส�ารวจสวนสม้ในพืน้ท่ีอ �าเภอฝาง แมอ่าย และ
อ�าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม ่ เน่ืองจากเป็นพืน้ท่ี
ปลกูสม้มากท่ีสดุของประเทศและพบปัญหาโรครากเนา่
ของสม้ในระดับรุนแรง โดยเก็บตวัอย่าง และบนัทกึ
ลกัษณะอาการของสม้ท่ีแสดงอาการของโรครากเนา่โคน
เนา่ถ่ายภาพลกัษณะอาการของโรค แยกเชือ้ดว้ยวิธี soil 
baiting Technique ซึง่ประยกุตจ์ากวิธีการของ Soytong 
et al. (1999) โดยใชด้นิท่ีอยูบ่รเิวณรอบรากของสม้ท่ีเป็น
โรครากเนา่โคนเนา่ จ�านวน 5 กรมั ใสล่งในจาน
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อาหารเลีย้งเชือ้ เติมน�า้กลั่นท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แลว้
ปรมิาตร 15 มล. น�าใบสม้ปลอดโรคมาฆา่เชือ้ท่ีผิวใบ
ดว้ย 1% NaOCl ตดัใบสม้ใหมี้ขนาด 1x1 ซม. จ�านวน 5 
ชิน้ ลอยไวบ้นผิวน�า้กลัน่ท่ีละลายดนิตวัอยา่งไว ้ เก็บใน
กลอ่งรกัษาความชืน้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้น�าใบ
สม้ออกมาซับน�า้ใหแ้หง้ แลว้น�ามาวางบนอาหารเลีย้ง
เชือ้ water agar (WA) ท่ีผสมสาร streptomycin 0.5 
มคล. (อตัราสว่น 200 มล.: 0.5 มคล.) เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนัน้ท�าการแยกเชือ้ราดว้ยวิธี hypha tip 
isolation โดยตดับรเิวณปลายเสน้ใยท่ีมีการเจรญิของ
เชือ้ราออกมา น�าไปเลีย้งบนอาหาร potato dextrose 
agar (PDA) บม่ไวท่ี้อณุหภมิู 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
2 วนัหรอืจนกวา่เชือ้ราจะเจรญิเตม็จานอาหารเลีย้งเชือ้ 
น�าเสน้ใยเชือ้ราบรสิทุธ์ิมาท�าการทดลองและเก็บรกัษา 
stock culture ไวท่ี้ ภาควิชากีฏวิทยาและโรคพืช คณะ
เกษตรศาสตร ์มหาวิทยาลยัเชียงใหม ่

กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรก่อโรค และ
กำรศกึษำควำมตำ้นทำนของเชือ้รำสำเหตุโรครำก
เน่ำโคนเน่ำของส้มทีม่ตีอ่สำรป้องกันก�ำจดัเชือ้รำ
เมทำแลกซลิ

การปลกูเชือ้เพ่ือท�าการทดสอบความสามารถ
ในการเกิดโรค โดยการน�าใบสม้ท่ีมีอายใุกลเ้คียงกนั
มาท�าความสะอาดผิวใบดว้ย 0.1% NaOCl เป็น
เวลา 3 นาที ลา้งท�าความสะอาดดว้ยน�า้กลั่น แลว้ซบั
ใหแ้หง้ ใชเ้ข็มเข่ียท่ีผา่นการฆา่เชือ้แลว้มาท�าแผลบน
ใบ และน�า cork borer ขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลาง 5 มม. 
ตดัปลายเสน้ใยของเชือ้ราท่ีใชใ้นการทดสอบมาวาง
บนใบบริเวณท่ีท�าแผล ในสว่นของชดุควบคมุใชชิ้น้วุน้
อาหาร PDA บม่ในกลอ่งควบคมุความชืน้ท่ีอณุหภมิู 25 
องศาเซลเซียส ท�าการประเมินความรุนแรงของโรคจาก
การทดสอบความสามารถในการเกิดโรค ประเมิน
จากขนาดแผลท่ีเกิดขึน้บนพืน้ท่ีใบ โดยแบง่ระดบัความ
รุนแรงออกเป็น 5 ระดบั (ดดัแปลงจากวิธีการของ Thom-
as et al. 1993) ดงันี ้ระดบัท่ี 1 เชือ้มีความรุนแรง 0-20 % 
ระดบัท่ี 2 เชือ้มีความรุนแรง 21-40 % ระดบัท่ี 3 เชือ้มี
ความรุนแรง 41-60 % ระดบัท่ี 4 เชือ้มีความรุนแรง 61-
80 % และระดบัท่ี 5 เชือ้มีความรุนแรง 81-100 %

ทดสอบความตา้นทานของเชือ้รา Phytophthora 
sp. ไอโซเลท YY002 ตอ่สารปอ้งกนัก�าจดัเชือ้ราเมทา
แลกซลิ บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ผสมสารปอ้งกนัก�าจดั
เชือ้ราเมทาแลกซลิ แบง่ตามระดบัความเขม้ขน้ของสาร
เมตาแลกซลิ ไดแ้ก่ความเขม้ขน้ 0 250 500 และ 

1,000 ppm เตรยีมอาหาร PDA ท่ีมีสว่นผสมของเมทา
แลกซลิแต่ละความเข้มข้นดังกล่าว แลว้ยา้ยเชือ้รา 
Phytophthora sp. ไอโซเลท YY002 มาวางกลางจาน
อาหารเลีย้งเชือ้ หลงัจากนัน้บม่เชือ้ไวท่ี้อณุหภมิูหอ้ง 
เก็บผลการทดลองสอง วิ ธี ได้แ ก่การวัด เส้นผ่า
ศนูยก์ลางโคโลนีหน่วยเป็นมิลลิเมตร และการนบั 
chlamydospores ดว้ย haemacytometer 

กำรศกึษำลักษณะทำงสัณฐำนวทิยำของ
เชือ้สำเหตุโรค

ศกึษาลกัษณะเชือ้รา Phytophthora sp. สาเหตุ
ของโรครากเน่าโคนเน่าในสม้ แยกไดจ้ากตวัอยา่งดนิ
บรเิวณรอบรากสม้ท่ีเน่าเป่ือย ซึง่มีสามารถก่อโรคได้
รุนแรงท่ีสดุ โดยน�าเชือ้ท่ีไดม้าเลีย้งบนอาหาร PDA บม่ไว้
ท่ีอณุหภูมิหอ้งเป็นระยะเวลา 3 วนั สงัเกตการเจรญิ
เตบิโตของเชือ้รา ลกัษณะโคโลนี ลกัษณะของเสน้ใย 
ลกัษณะของ sporangium, oospores และ chlamydo-
spores วดัขนาดภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์ และจดัจ�าแนก
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชือ้ราตามวิธีของของ 
Waterhouse (1963)

กำรศกึษำเชือ้รำ Chaetomium spp.
น�าตวัอยา่งดนิ 15 กรมั มาใสใ่นจานอาหารเลีย้ง

เชือ้ แลว้เติมน�า้กลั่นท่ีฆ่าเชือ้แลว้ลงบนดนิปรมิาตร 5 
มล. ตอ่จาน ใชฟ้างขา้วและกระดาษกรองท่ีตดัเป็นชิน้ซึง่
ผา่นการฆา่เชือ้แลว้ใสล่งในจานอาหารเลีย้งเชือ้ โดยวาง
ฟางข้าวเป็นแนวนอนขนานไปกับดนิ ในสว่นของ
กระดาษกรองใหว้างท�ามมุ 45 องศากบัดนิบม่ทิง้ไวท่ี้
อณุหภมิูหอ้ง เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 2 สปัดาห ์ เม่ือมี
โครงสรา้งของเชือ้ราเจรญิขึน้บนฟางขา้วหรอืกระดาษ
กรองซึง่คาดวา่จะเป็นเชือ้รา Chaetomium spp. ท�าการ
แยกเชือ้รา Chaetomium spp.บรสิุทธ์ิดว้ยเทคนิค 
single spore isolation โดยการน�าโครงสรา้งของเชือ้รา 
Chaetomium spp. มาใสใ่นน�า้กลัน่ฆา่เชือ้ บดใหแ้ตก
เพ่ือใหส้ปอรไ์หลออกมา จากนัน้น�าสปอรท่ี์แขวนลอยใน
น�า้มาท�าการ streak ลงบนอาหาร WA บม่ทิง้ไวท่ี้
อณุหภมิูหอ้งเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตดัปลายเสน้ใยท่ี
งอกจากสปอรท่ี์ขึน้ตามรอย streak เทา่นัน้ เม่ือตดั
เสน้ใยท่ีงอกจากสปอรไ์ดแ้ลว้ใหย้า้ยมาเลีย้งลงบน
อาหาร PDA จากนัน้บม่ทิง้ไวท่ี้อณุหภมิูหอ้งจากนัน้
น�าเชือ้รา Chaetomium spp. มาเลีย้งเพ่ิมปรมิาณ
บนอาหาร PDA บม่ไวท่ี้อณุหภมิูหอ้ง เป็นเวลา 20 
วนั ท�าสไลดต์รวจดูลักษณะทางสณัฐานวิทยาของ
เชือ้ดว้ยกลอ้งจลุทรรศน ์
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กำรทดสอบกำรยับยัง้เชือ้รำ Phytophthora 
parasitica YY002

น�าเชือ้รา Chaetomium spp. ในอาหาร PDA เป็น
เวลา 15 วนั ใช ้cork borer ขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลาง 5 มม. 
ตดัปลายเสน้ใยเชือ้รา Chaetomium sp. บนอาหาร 
PDA ยา้ยชิน้เชือ้วุน้ดงักล่าววางลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
PDA โดยวางค่อนไปทางดา้นใดดา้นหนึ่งหา่งจาก
จดุศนูยก์ลาง 30 มม. หลงัจากนัน้จงึใช ้ cork borer ท่ี
ผา่นการฆา่เชือ้แลว้ ตดัปลายเสน้ใยเชือ้รา Phytophthora 
parasitica YY002 บนอาหาร PDA ยา้ยมาวางบน PDA 
ในดา้นตรงกนัขา้มกบัเชือ้รา Chaetomium sp. โดยมี
ระยะหา่งกนั 60 มม. บนัทกึผลการทดลอง โดยวดัขนาด
เสน้ผ่าศูนยก์ลางของโคโลนี แลว้น�ามาค�านวณหา
เปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยัง้การเจรญิเตบิโต (Percent inhibition 
of radial growth, PIRG) คือ PIRG = ((R1-R2)/R1) x 
100 โดย R1: รศัมีของเชือ้รา Phytophthora sp. ในชดุ
ควบคมุ R2: รศัมีของเชือ้รา Phytophthora sp. ในชดุ
ทดลอง มีหนว่ยเป็น มม. 

น�าเชือ้รา Chaetomium spp. ท่ีมีประสทิธิภาพใน
การยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ราสาเหตุโรคมาเลีย้งใน
อาหาร potato dextrose broth (PDB) เป็นเวลา 30 
วนั จากนัน้แยกเอา Fungal biomass ตากแหง้ใน
อณุหภมิูหอ้งเป็นเวลา 3-4 วนั น�า Fungal biomass บด
ใหล้ะเอียดแลว้น�าไปแช่ดว้ยตวัท�าละลาย hexane ใน
ปรมิาตร 1:1 (W/V) เป็นเวลา 5 วนั น�ามากรองผา่น 
Whatman filter paper No. 4 เม่ือไดส้ารละลาย 
(culture filtrate) ออกมา น�าไประเหยตวัท�าละลาย
ออก (solvent) โดยใชเ้ครือ่ง rotary evaporator จน
ไดส้ารสกดัหยาบเฮกเซน (crude hexane) สว่นกาก 
(marc) ท่ีไดจ้ากการกรองน�าไปสกัดโดยใชต้วัท�า
ละลายท่ีมีขัว้มากขึน้คือ ethyl acetate (EtOAc) 
และ methanol (MeOH) ตามล�าดบั จะไดส้ารสกดั
หยาบเอทิล อะซเิตท (crude EtOAc) และ สารสกดั
หยาบเมทานอล (crude MeOH) 

การทดสอบสารสกัดหยาบจากเชือ้ราปฏิปักษ์
ในการยบัยัง้เชือ้รา Phytophthora parasitica ไอโซเลท 
YY002 โดยการน�าสารสกดัหยาบเฮกเซน เอทิล อะซเิตท 
และเมทานอล ละลายใน 2% Dimethylsulfoxide 
(DMSO) และผสมกบัอาหารเลีย้งเชือ้ PDA โดยปรบั
ปรมิาตรในอาหารเลีย้งเชือ้ PDA แบง่ตามระดบั
ความเขม้ขน้ของสารท่ี 0, 10, 50, 100, 500 และ 

1,000 ppm. น�าชิน้วุน้ท่ีมีปลายเสน้ใยของเชือ้รา 
Phytophthora parasitica ไอโซเลท YY002 วางจดุ
กึ่งกลางบนอาหาร PDA ท่ีผสมสารสกดัหยาบแตล่ะ
ความเขม้ขน้ จากนัน้บ่มเชือ้ไวท่ี้อณุหภมิูหอ้งเป็นระยะ
เวลา 7 วนั เก็บผลการทดลองคือ การวดัเสน้ผา่น
ศนูยก์ลางโคโลนีหนว่ยเป็นมิลลเิมตร และการนบัจ�านวน 
chlamydospore ของเชือ้ราสาเหตโุรค โดยใช ้ haema-
cytometer 

กำรวเิครำะหข้์อมูลทำงสถติิ
วิเคราะหข์อ้มลู เปอรเ์ซ็นตก์ารยับยั้งเสน้ใย 

และการยบัยัง้การสรา้ง chlamydospore ของเชือ้รา
สาเหตโุรค ตามแผนการทดลองแบบ Completely 
Randomized Design (CRD) จ�านวน 4 ซ �า้ตอ่กรรม
วิธี วิเคราะหค์า่ treatment mean แบบ Duncan’s 
Multiple Range Test ท่ีระดบัความเช่ือมั่น 95% 
(P<0.05) และค�านวณคา่ของการยบัยัง้เชือ้รา 50%, 
(ED

50
 (ppm)) โดยวิธีโพรบทิ (Probit analysis)

ผลกำรศกึษำและวจิำรณผ์ลกำรทดลอง

กำรส�ำรวจ และแยกเชือ้รำสำเหตุโรครำกเน่ำของ
ส้ม

การเก็บตวัอย่างดินบริเวณรากสม้ท่ีเป็นโรคใน
สวนสม้อ�าเภอฝาง แมอ่าย และไชยปราการ จงัหวดั
เชียงใหม ่ มาท�าการแยกเชือ้ พบเชือ้ราท่ีคาดวา่จะ
เป็นเชือ้สาเหตโุรคจ�านวน 25 ไอโซเลท (Table 1) 
โดยแบง่เป็น เชือ้รา Phytophthora spp. จ�านวน 20 
ไอโซเลท และเชือ้รา Pythium spp. จ�านวน 5 ไอโซเลท 
จากการส�ารวจสวนสม้ในพืน้ท่ีอ �าเภอฝาง แมอ่าย และ
ไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม ่พบตน้สม้แสดงอาการราก
เนา่ โดยมีลกัษณะใบเหลอืงซีด ตน้โทรม ใบรว่ง เม่ือขดุ
บรเิวณรากจะพบวา่รากของสม้แสดงอาการเนา่เป่ือย 
เนือ้เย่ือท่ีหุม้รากหลดุออกไดง้า่ย หรอืท่ีเรยีกวา่อาการ
รากถอดปลอกซึง่ สอดคลอ้งกบัอาการของโรคโคนเนา่ 
(Foot Rot) ของสม้ (Smith et al. 1987) ซึง่มีสาเหตจุาก
เชือ้ราท่ีอาศยัอยูใ่นดนิ นลนีิ และคณะ (2553) ไดอ้ธิบาย
ลกัษณะตน้สม้ท่ีเป็นโรครากเนา่โคนเนา่วา่ จะมีอาการ
รากเนา่ โคนเนา่ ใบมีสีซีดไมเ่ป็นสีเขียวปกต ิ อาการ
รุนแรงจะท�าใหเ้หลืองทัง้ใบ ใบรว่ง ปลายก่ิงแหง้ ตน้
โทรมและแหง้ตายในท่ีสดุ
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Table 1 Isolates of Phytophthora spp. and Pythium spp. from various locations.

No. Locations Isolates

Phytophthora spp. Pythium spp.

1 Chaiprakarn orchard YY001, YY002, YY003 -

2 Fang orchard WF185, WF186 -

3 Phang Seaw orchard PS61, PS63, PS64, PS71, PS73, PS83, 
PS84, PS85, PS87, PS201, PS202, 

PS711, PS721, PS731

PS212, PS213, PS214, 
PS216

4 Sitthawong orchard ST301, ST302, ST303, ST311, ST313, 
ST325, ST326

-

5 Pheu Meum orchard PM133, PM272, PM291 PM274

Total 20 5

กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรก่อโรค 
และกำรทดสอบควำมต้ำนทำนต่อสำรป้องกัน
ก�ำจดัเชือ้รำเมทำแลกซลิของเชือ้รำ Phytoph-
thora parasitica ไอโซเลท YY002

การทดสอบความสามารถในการก่อโรคของเชือ้รา
ท่ีแยกไดจ้ากอาการรากเนา่ของสม้โดยวิธีการ detached 
leaf พบวา่ หลงัจากท�าการปลกูเชือ้ก่อโรคเป็นเวลา 3 วนั 
ใบสม้แสดงอาการฉ�่าน�า้ในช่วงแรก และเปลีย่นจากสี
เขียวเป็นสนี�า้ตาลคล�า้ ใบเละ เม่ือเทียบกบัชดุควบคมุท่ี

ยงัคงสภาพใบปกต ิ(Figure 1) ซึง่สอดคลอ้งกบัรายงาน
ของ Yan (2017) ท่ีท�าการทดสอบสม้สายพนัธุ ์Guang-
gan (Citrus reticulata) ท่ีมีความตา้นทานตอ่เชือ้รา P. 
nicotianae ซึง่เม่ือท�าการทดลองเปรยีบเทียบกบัสม้สาย
พนัธุอ่ื์นพืชจะแสดงอาการตดิเชือ้ โดยการเปลีย่นแปลง
ของใบท่ีถกูเขา้ท�าลายพบเป็นสีน�า้ตาล เกิดจากเชือ้รา
สาเหตโุรครากเนา่บนใบสม้ทัง้หมด 25 ไอโซเลท พบวา่มี
เชือ้ราสาเหตโุรคท่ีก่อใหเ้กิดโรครุนแรงท่ีสดุ 4 จ�านวน 3 
ไอโซเลท ไดแ้ก่ YY002, WF185 และPS85 

Figure 1 Pathogenicity test of Phytophthora for 3 days after inoculation.

การทดสอบความตา้นทานของเชือ้รา Phytophthora 
sp. ไอโซเลท YY002 ตอ่สารปอ้งกนัก�าจดัเชือ้ราเมทา
แลกซลิ พบวา่ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 250 ppm (อตัรา
แนะน�า) สารป้องกันก�าจัดเชือ้ราเมทาแลกซลิยบัยั้ง
การเจรญิเตบิโตของโคโลนีของเชือ้รา Phytophthora sp. 
ไอโซเลท YY002 มีขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางโคโลนี

เฉลีย่เทา่กบั 85.60 มม. มีคา่การยบัยัง้การเจรญิของ
เสน้ใยเชือ้สาเหตโุรคคดิเป็น 4.86 % เม่ือเทียบกับความ
เขม้ขน้ท่ี 0 ppm ซึง่มีขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลางโคโลนี
เทา่กบั 90.00 มม. เม่ือตรวจนับจ�านวนการสรา้ง 
chlamydospore พบวา่ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 250 ppm 
มีปรมิาณสปอรเ์ทา่กบั 56.75 x 105 สปอรต์อ่มิลลลิติร
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มีค่าการยับยั้งการสรา้ง chlamydospore เทา่กบั 
18.04 เปอรเ์ซน็ต ์และมีคา่ ED

50
 ของการยบัยัง้การเจรญิ

เตบิโตของโคโลนี เทา่กบั 2,216.02 ppm และคา่ ED
50

 
การยบัยัง้การสรา้ง chlamydospore เทา่กบั 805.19 
ppm (Table 2) ในขณะทีเชือ้รา Phytophthora sp. ไอโซ
เลท WF185 และ PS85 ไมพ่บการเจรญิของเสน้ใยบน
อาหารท่ีผสมสารป้องกันก�าจัดเชือ้รา เมทาแลกซลิ
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ตามอตัราแนะน�า

การทดสอบความตา้นทานของเชือ้รา Phytophthora 
sp. ไอโซเลท YY002 ตอ่สารปอ้งกนัก�าจดัเชือ้ราเมทา
แลกซลิ สอดคลอ้งกบัรายงานของ อมรรตัน ์ และคณะ 
(2552) ท่ีศกึษาผลของสารป้องกนัก�าจดัโรคพืชเมทา
แลกซลิตอ่การเจรญิของเชือ้รา Phytophthora palmivora 
พบวา่ เชือ้รา P. palmivora ไอโซเลท 54 Du CB 6 S 
เจรญิเตม็จานอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ท่ีไมผ่สมสารปอ้งกนั
ก�าจัดโรคพืชเมทาแลกซลิ มีเสน้ผา่ศนูยก์ลางโคโลนี
เทา่กบั 90.0 มม. ซึง่แตกตา่งอยา่งมีนยัส�าคญัทางสถิต ิ
(P<0.05) กบัอาหารท่ีเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA 

ท่ีผสมการป้องกันก�าจัดโรคพืชเมทาแลกซลิท่ีความ
เขม้ขน้ 1000 ppm เชือ้ราไมมี่การเจรญิ และการทดสอบ
ความตา้นทานของเชือ้รา Phytophthora sp. ไอโซเลท 
YY002 ท่ีมีต่อสารป้องกันก�าจัดเชือ้ราเมทาแลกซลิ ท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ 250 (อตัราแนะน�า), 500 และ 1,000 
ppm ไมส่ามารถควบคุมการเจริญของเชือ้รา Phy-
tophthora sp. ไอโซเลท YY002 เชน่เดียวกบั อมรรตัน ์
และคณะ (2555) ไดศ้กึษา สารปอ้งกนัก�าจดัโรคพืชเม
ทาแลกซิลต่อการเจริญของเชือ้รา P. palmivora เพ่ือได้
ขอ้มูลการดือ้ยาของเชือ้รา P. palmivora พบวา่สาร
ปอ้งกนัก�าจดัโรคพืชเมทาแลกซลิ ความเขม้ขน้ 10 และ 
100 ppm ไมส่ามารถควบคมุการเจรญิของเสน้ใยของ
เชือ้ราไอโซเลท 54 Du CB 6 S และ 54 Du NST 8 S 
ได ้ราทกุไอโซเลทสรา้ง sporangia และ chlamydo-
spore ลดลง เม่ือความเขม้ขน้ของสารปอ้งกนัก�าจดั
โรคพืชเมทาแลกซิลท่ีเพ่ิมขึน้ไม่พบการสรา้งสปอรท่ี์
ความเขม้ขน้ 10,000 ppm

Table 2 Metalaxyl - resistance of Phytophthora sp. isolate YY002 causing of Citrus Root Rot.

Concentration 

(ppm)

Colony diameter of 

pathogens (mm)1/

PIRG/1,2 ED
50

 (ppm) Chlamydospore 

production 

( x 105)/1

CI/1,3

(%)

ED
50 

(ppm)

0 90.00a -

2,216.02

69.25a -

805.19
250 85.60b 4.86c 56.75b 18.04c

500 78.20c 13.05b 47.75c 31.08b

1000 58.50d 35.00a 28.50d 58.82a

CV(%) 2.19 14.41 3.27 8.29
/1 Mean of four replications. Mean followed by a common letter are not significantly different by DMRT at P =0.05
/2 PIRG= percent inhibition of radial growth

/3 CI= chlamydospore inhibition

กำรศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของ
เชือ้สำเหตุโรค

เชือ้ Phytophthora sp. ไอโซเลท YY002 บนจาน
อาหารเลีย้งเชือ้ PDA เชือ้สามารถเจรญิไดค้อ่นขา้งดี 
เสน้ใยของเชือ้มีลกัษณะฟ ู ละเอียด สขีาว ลกัษณะการ
เจรญิของโคโลนีบนอาหาร PDA เป็นแบบ arachnoid 
คือมีการเจรญิเป็นรูปใยแมงมมุ เจรญิเตม็อาหาร เม่ือ
อาย ุ 2-3 วนั เม่ือศกึษาภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์ พบวา่

เสน้ใยไมมี่ผนงักัน้ระหวา่งเซลล ์ ไมมี่ส ี เสน้ใยมีลกัษณะ
เรยีบ มีการสรา้ง sporangium รูปรา่งกลมจนถงึรูปไข ่มี
ขนาดเฉลีย่ 34.15 x 48.05 ไมครอน มีอตัราสว่น L/B ra-
tio เทา่กบั 1.40 ภายใน sporangium มี zoospores เป็น
จ�านวนมาก chlamydospore มีขนาดประมาณ 20 x 22 
ไมครอน (Figure 2) จากการศกึษาลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาของเชือ้รา Phytophthora sp. ไอโซเลท YY002
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มีความสอดคลอ้งและแสดงใหเ้หน็วา่เป็นเชือ้รา P. 
Parasitica ตามการรายงานของ Waterhouse (1963) 
รายงานไวว้า่เชือ้รา P. parasitica เป็นเชือ้ราท่ีมีเสน้ใย
กวา้งถงึ 9 ไมครอน sporangiophore เรยีวยาว เสน้ใย
แตกก่ิงกา้นแบบ sympodial sporangium รูปรา่งกลม
จนถงึรูปไข ่ขนาดเฉลีย่ 38.00 - 40 x 30 - 50 ไมครอน 

อตัราสว่นความยาว: ความกวา้ง (L: B) = 1.4 หรอืต�า่
กวา่นี ้ sporangium เกิดท่ีปลายเสน้ใย บางครัง้พบเป็น
แบบ intercalary pendicel สัน้ประมาณ 2 ไมครอน 
chlamydospore ขนาดโตถงึ 60 ไมครอน เม่ืออาย ุ1 
- 2 สปัดาห ์มีผนงัหนา 3 - 4 ไมครอน และมีสีเหลือง
ออ่น 

Figure 2 Phytophthora parasitica isolate YY002 on PDA at 7 days (left), (S) sporangia, (C) chlam-
ydospore and scale bar = 20 µm.

กำรศกึษำเชือ้รำ Chaetomium spp.
ส�ารวจและเก็บตวัอยา่งจลุนิทรยีป์ฏิปักษท่ี์ไดจ้าก

ดนิในพืน้ท่ีทัง้หมด 11 แหลง่ในจงัหวดัเชียงใหม ่ เม่ือ
ท�าการศกึษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีก�าลังขยาย 
630 เทา่ พบวา่เชือ้จลุนิทรยีมี์การสรา้ง perithecium รูป
ไขถ่งึกลม มีการสรา้ง sterile hypha หรือเรียกวา่ 
terminal hairs และ leteral hairs ขดมว้นเป็นวงซึง่เป็น
ลกัษณะพิเศษโดยเฉพาะ ย่ืนออกจากผนงัดา้นนอกโดย
รอบ ascus มีรูปร่างแบบกระบอง ภายในมี 8 asco-
spore ซึง่สปอรน์ั้นจะมีรูปร่างคลา้ยผลมะนาวทา้ย
แหลม สนี�า้ตาลออ่น และจะถกูปลอ่ยออกจาก ostiole 
โดยรวมอยูก่บั gelatinous matrix ไหลออกมาเป็นสาย 

สอดคลอ้งกบั Anandi et al. (1989) ท่ีเคยรายงานไว ้เชือ้
รา Chaetomium spp. มีการสรา้ง perithecium มี sterile 
hypha ย่ืนออกมาจากผนงัดา้นนอก มีการสรา้ง ascus 
รูปรา่งทรงกระบอง ภายในมี 8 ascospore โดย asco-
spore มีลกัษณะคลา้ยผลมะนาว (lemon shaped) ผนงั
มีสนี �า้ตาล หรอืสดี �ามี 1 เซลล ์ก่อนท่ี ascospore จะแก่
เตม็ท่ีผนงั ascus จะสลายตวัและปลอ่ยให ้ascospore 
กระจายตวัจนถกูปลอ่ยออกจาก ostiole ไหลออกมาเป็น
สาย เชือ้ราชนิดนีส้ามารถสรา้งสารปฏิชีวนะคือ chaeto-
globosins, chaetomugilins, chaetoviridins, chaeto-
globosins และ chaetomin เชือ้จลุนิทรยีป์ฏิปักษ์
ทัง้หมดจ�านวน 25 ไอโซเลท 

Figure 3 Chaetomium sp. isolate HT1; P(S)=Perithecium on stereo microscope, P(C)=Perithecium 
on compound microscope, AC=ascospoes, AS=asci, and AW=ascomatal wall.



 แก่นเกษตร 48 ฉบบัท่ี 3: 651-660 (2563)./doi:10.14456/kaj.2020.60.658

กำรทดสอบกำรยับยัง้เชือ้รำ P. parasitica 
ไอโซเลท YY002 

การใชเ้ชือ้จลุนิทรยีป์ฏิปักษ ์ Chaetomium spp. 
จ�านวน 25 ไอโซเลท ในการควบคมุเชือ้ราสาเหตโุรคตน้
โทรมของส้มเขียวหวานในห้องปฏิบัติการ ท่ีมี
ประสิทธิภาพในการยับยัง้ความสามารถการเจริญ
เตบิโตของเสน้ใยของเชือ้รา P. parasitica ไอโซเลท 
YY002 โดยวิธี Dual Creature เป็นเวลา 7 วนั พบวา่เชือ้
จลุนิทรยีป์ฏิปักษ ์Chaetomium sp. ไอโซเลท HT1 (Fig-
ure 3) สามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเสน้ใยเชือ้รา 
P. parasitica ไอโซเลท YY002 บนอาหารเลีย้งเชือ้ราคดิ
เป็น 64.56 % (Figure 4) และเม่ือครบ 30 วนัเชือ้
จลุนิทรยีป์ฏิปักษ ์ Chaetomium spp.สามารถเจรญิ
ครอบคลมุโคโนลขีองเชือ้รา P. parasitica  เชน่เดียวกบั 
Heller and Theiler (1994) ไดศ้กึษาถงึการใชเ้ชือ้รา 
Chaetomium globosum, Gliocladium virens และ 

Trichoderma viride ในการเป็นปฏิปักษต์อ่เชือ้รา Phy-
tophthora ทัง้ 4 species คือ P.cactorum, P. cinna-
mon. P. fragariae และ P. nicotinae พบวา่ เชือ้รา
ปฏิปักษท์ัง้สามชนิดสามารถเจรญิครอบคลมุบนโคโลนี
ของเชือ้รา Phytophthora และสามารถท�าลายเซลลข์อง
เชือ้ใหแ้ตก และเสื่อมสภาพได ้ ทัง้นีย้งัสอดคลอ้งกบั
รายงานของ Johnson and Booth (1983) พบวา่เชือ้รา 
C. globosum และ C. cochliodes สามารถ ควบคมุเชือ้
โรคทางดนิไดแ้ละโรคท่ีตดิมากบัเมลด็พนัธุไ์ด ้ เชน่เชือ้รา 
Helminthosporium spp., Fusarium spp., Alternaria 
spp. และ Rhizoctonia spp. จากผลการทดลองจะเหน็
วา่ การทดสอบประสทิธิภาพของเชือ้จลุนิทรยีป์ฏิปักษ์
โดยวิธีเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ เป็นวิธีการทดสอบ
ประสทิธิภาพของเชือ้จลุนิทรยีต์อ่ตา้น (microbial an-
tagonists) อีกวิธีการหนึง่ใน การท่ีจะน�าไปใชค้วบคมุ
เชือ้สาเหตโุรคพืชโดยชีววิธีตอ่ไป

Figure 4 Chaetomium sp isolate HT1 against Phytophthora parasitica isolate YY002 in dual cul-

ture test at 7 days.

กำรทดสอบสำรสกัดหยำบจำกเชือ้รำ Cha-
etomium spp.

การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบ
จากเชือ้รา Chaetomium sp. ไอโซเลท HT1 พบวา่
สารสกดัหยาบเอทิล อะซเิตท มีประสทิธิภาพดีท่ีสดุ
ในการยับยั้งการเจริญเติบโตเสน้ใยและการสรา้ง 
chlamydospore โดยมีคา่ ED

50
 เทา่กบั 16.65 และ 

38.28 ppm. ตามล�าดบั รองลงมาคือ สารสกดัหยาบ
เฮกเซน มีประสทิธิภาพในการยบัยัง้การเจรญิเติบโต
เสน้ใยและการสรา้ง chlamydospore โดยมีคา่ ED

50
 

เทา่กบั 38.00 และ 52.04 ppm. ตามล�าดบั และสาร
สกดัหยาบ เมทานอล มีประสทิธิภาพในการยบัยัง้
การเจรญิเตบิโตเสน้ใยและการสรา้ง chlamydospore 
โดยมีคา่ ED

50
 เทา่กบั 58.48 และ 67.11 ppm. ตาม

ล�าดบั (Table 3 and Figure 5) จากการทดสอบสาร

สกดัหยาบ (crude extract) จาก Chaetomium spp. 
ไอโซเลท HT1 ท่ีมีผลตอ่การยบัยัง้เชือ้รา P. parasitica 
ไอโซเลท YY002 พบวา่สารท่ีสกดัดว้ย เอทิล อะซเิตท 
สามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของโคโลนีของเชือ้ราไดดี้
ท่ีสดุ ซึง่สอดคลอ้งกบัรายงานของ เกษม (2534) เชือ้รา 
Chaetomium globosum สามารถควบคมุโรคใบจดุ
ในขา้วโพดหวานท่ีเกิดจากเชือ้รา Curvularia lunata 
ได ้และ Hung et al. (2014) ท่ีศกึษาการใช ้Chaeto-
mium lucknowense CL01 ในการควบคมุเชือ้รา P. 
palmivora ไอโซเลท PHY02 สาเหตโุรครากเนา่โคน
เนา่ในสม้โอ พบวา่สารสกดัหยาบสกดัดว้ย เอทิล อะซิ
เตท มีคา่ ED

50
 การเจรญิเตบิโตของเสน้ใยและการสรา้ง 

chlamydospore เทา่กบั 77.0 และ 3.5 ppm ตาม
ล�าดบั 
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Table 3 Median effective dose value of the crude extract from Chaetomium sp. isolate HT1 to inhib-
it the growth and chlamydospores of Phytopthora parasitica isolate YY002.

Crude extracts
Effective dose 50 (ppm)

MGI1/ CI2/

crude hexane 38 52.04

crude ethyl acetate 16.65 38.28

crude methanol 58.48 67.11
1/ MGI= mycelia growth inhibition
2/ CI= chlamydospore inhibition

Figure 5 Growth of Phytophthora parasitica isolate YY002 at different concentrations of crude ex-

tracts of Chaetomium sp. isolate HT1.

สรุป

การส�ารวจสวนสม้ในพืน้ท่ีจงัหวดัเชียงใหม ่ พบตน้
สม้แสดงอาการโรครากเนา่ ลกัษณะอาการของโรคคือ ใบ
ซีด ตน้โทรม รากมีอาการเนา่เป่ือย ท�าการแยกเชือ้ราจาก
ตวัอยา่งดนิน�ามาตรวจสอบ พบสาเหตคืุอเกิดจากเชือ้รา 
Phytophthora spp. และ Pythium spp. จ�านวน 25 ไอโซ
เลท เม่ือไปทดสอบความสามารถในการก่อโรคบนใบสม้ 
พบ 3 ไอโซเลทท่ีก่อโรครุนแรงอยูใ่นระดบัท่ี 4 ไดแ้ก่ เชือ้รา 
Phytophthora spp. ไอโซเลท YY002, WF185 และ PS85 
และเชือ้รา Phytophthora spp. ไอโซเลท YY002มีความตา้
นทานตอ่สารปอ้งกนัก�าจดัเชือ้ราเมทาแลกซลิ เม่ือศกึษา
เชือ้รา Phytophthora sp. ไอโซเลท YY002 ตามลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยามีลกัษณะตรงกบัเชือ้รา Phytophtho-
ra parasitica จากการศกึษาเชือ้จลุนิทรยีป์ฏิปักษ ์Cha-
etomium spp. จากแหล่งท่ีท�าการส�ารวจและเก็บ
ตวัอยา่ง สามารถแยกเชือ้ไดท้ัง้หมดจ�านวน 25 ไอโซเลท 

โดยเชือ้จลุนิทรยีป์ฏิปักษ ์Chaetomium sp. ไอโซเลท HT1 
สามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเสน้ใยเชือ้รา P. para-
sitica ไอโซเลท YY002 อาหารเลีย้งเชือ้รวมไดดี้ท่ีสดุ เม่ือ
น�าสารสกดัหยาบ (crude extracts) จากเชือ้รา Chaetomi-
um sp. ไอโซเลท HT1 มาทดสอบประสทิธิภาพในการ
ยบัยัง้เชือ้รา P. parasitica จากผลการทดลองแสดงใหเ้หน็
วา่สารสกดัหยาบ เอทิล อะซเิตท สามารถยบัยัง้การ
เจรญิและการสรา้ง chlamydospore ของเชือ้สาเหตโุรคไดดี้
ท่ีสดุ อยา่งไรก็ตามจะตอ้งมีการทดสอบประสทิธิภาพในการ
ควบคมุโรคในสภาพโรงเรอืนและแปลงปลกูตอ่ไป

ค�ำขอบคุณ

ขอขอบคณุสาขาวิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร ์
บณัฑิตวิทยาลยั มหาวิทยาลยัเชียงใหม ่ ท่ีสนบัสนนุการ
ท�าวิจยัครัง้นี ้
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