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5. บทคัดย่อ 

 

 การศึกษาการคัดเลือกเช้ือราเอนโดไฟท์ที่มีศักยภาพในการยับยั้งเชื้อรา Sclerotium rolfsii      เพื่อต้องการ

ให้ได้เชื้อราเอ็นโดไฟท์ที่สามารถควบคุมเช้ือรา Sclerotium rolfsii ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งได้ท าการแยกเชื้อราเอน

โดไฟท์จากส่วนใบ ราก และล าต้น ของพืชสมุนไพร 3 ชนิด คือ น้ านมราชสีห์ ขิงป่า และสาบเสือ จากพื้นที่ อ.สันทราย  

จ.เชียงใหม่ สามารถแยกได้ทั้งหมด 91 ไอโซเลท แบ่งออกเป็น 13 กลุ่ม ได้แก่ Colletotrichum spp., Eupenicillium  

spp.,  Fusarium spp., Penicillium spp. Mycelia sterilia 1 - 9 คัดเลือกเช้ือราที่ เป็นตัวแทนของแต่ละกลุ่มมา

ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือราเอนโดไฟท์ในห้องปฏิบัติการโดยวิธี dual culture  จากจ านวน 20 ไอโซเลท สามารถ

คัดเลือกได้ 5 ไอโซเลท ได้แก่ เช้ือราเอนโดไฟต์ Mycelia sterile 3 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงสุด 68.56%  รองลงมาคือ 

Eupenicillium spp. No. 01 (63.56%), Eupenicillium spp. No. 03 (62.14%), Eupenicillium spp. No. 02 

(60.35%) และ Eupenicillium spp. No. 05 (54.99%) ตามล าดับ ซึ่งไม่มีความแตกต่างกัน แต่แตกต่างจากเช้ือราอีก 

15 ไอโซเลท ซึ่งมีการยับยั้งอยู่ในช่วง 0 - 17.85% อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95% น าเชื้อราที่คัดเลือกได้ใน

ห้องปฏิบัติการมาทดสอบในสภาพโรงเรือน โดยแบ่งออกเป็นการแช่เมล็ดพริกในเช้ือราเอนโดไฟท์ก่อนท าการปลูกเช้ือ

สาเหตุ และการใช้เชื้อราเอนโดไฟท์ราดลงบนดินหลังการปลูกเชื้อสาเหตุ จากการทดลองพบว่าพบว่าการแช่ด้วยเช้ือรา 

Eupenicillium spp. No. 03 มี เป อร์ เซ็ น ต์ ก าร เกิ ด โรคอยู่ ที่ ร ะดั บ  2.73  Eupenicillium spp. No. 05 (2.93),  

Eupenicillium spp. No. 02 (2.98), Eupenicillium spp. No. 01 (3.00), Mycelia sterilia 3 (3.03)  และน้ ากลั่นนึ่ง

ฆ่าเช้ือ (3.03) มีความรุนแรงของโรคต่ าสุดจนถึงสูงสุดตามล าดับ แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ความ

เชื่อมั่น 95% ส่วนการทดสอบโดยการราดดนิพบว่าการราดด้วยเชื้อรา Eupenicillium spp. No. 05 มีเปอร์เซ็นต์การเกิด

โรคอยู่ที่ระดับ 2.18  Eupenicillium spp. No. 02 (2.20),  Eupenicillium spp. No. 03 (2.28), Eupenicillium spp. 

No. 01 (2.35), Mycelia sterilia 3 (2.38)  และน้ ากลั่นนึ่ งฆ่าเช้ือ (2.45) มีความรุนแรงของโรคต่ าสุดจนถึงสูงสุด

ตามล าดับ แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95% 



 

6. ค าน า 

 

Sclerotium rolfsii Sacc. เป็นเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่ด ารงชีวิตอยู่ในดิน (soilborne) เป็นสาเหตุโรคเน่าระดับ

ดิน (damping off) ของกล้าพืช และโรครากเน่าและโคนเน่าของพืชชนิดต่างๆ ได้แก่ โรคล าต้นเน่าของถั่วลิสง     โคนเน่า

ของมะเขือเทศ โคนเน่าของพริก เน่าคอดินของฝ้าย เน่าระดับดินของถั่วฝักยาว เน่าแห้งของกล้วยไม ้รากเน่าของเยอบีรา่ 

ล าต้นเนา่ของทานตะวัน หัวและรากเน่าของหอม กระเทียม และต้นแห้งของข้าวบาร์เลย์ Aycock, (1966) รายงานถึง

ความเสยีหายของผลผลิตถั่วลิสงทีป่ลูกในพ้ืนท่ีราบทางตอนใต้ของรฐั North Carolina ประเทศสหรฐัอเมริกา ในปี ค.ศ. 

1959 ว่ามีความเสียหาย 1-60 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นมูลค่า10-20 ล้านดอลลาร์ และปัจจุบันปญัหาโรครากเน่าโคนเน่าของ

พริกท่ีมีสาเหตุจากเชื้อรา S. rolfsii ยังคงเป็นปัญหาที่รุนแรงและส าคัญในเขตภาคเหนือตอนบน สารเคมีป้องกันก าจัดโรค

พืชถูกน ามาใช้ในการควบคุมโรคพชืที่เกิดจากเชื้อรากันอย่างแพร่หลาย เพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตพืช อย่างไรก็ด ี

การใช้สารเคมีที่ไม่จ าเพาะต่อเช้ือสาเหตุ ท าให้การป้องกันหรือก าจดัไมม่ีประสิทธิภาพอย่างเต็มที่ ส่งผลต่อการใช้สารเคมี

ในปริมาณทีม่ากเกินความจ าเป็น ซึ่งจะส่งผลกระทบต่อต้นทุนการผลิตที่เพิ่มมากขึ้น อีกทั้งยังท าลายสภาพแวดล้อมรวมไป

ถึงสุขภาพของมนุษย์และสัตว์อีกดว้ย (Chutima, 2008) 

   เ ช้ื อ ร า ส กุ ล  Sclerotium จั ด อ ยู่ ใ น  Form-Class Hyphomycetes (Hyphales) Form-Order 

Agonomycetales (Mycelia Sterilia) Form-Family Agonomycetaceae มีหลายชนิด (species) เป็นสาเหตุโรคที่

ส า คั ญ ขอ งพื ช  เช่ น  Sclerotium cepivorum S. rolfsii S. tuliparum S. delphinii แ ล ะ  S. wakkeri เป็ น ต้ น 

(Von,1981) 

   S. rolfsii เป็นเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่ด ารงชีวิตอยู่ในดิน (soilborne) เป็นสาเหตุโรคเน่าระดบัดิน (damping off) 

ของกล้าพืช และโรครากเน่าและโคนเน่าของพืช มีพืชอาศัยมากกว่า 500 ชนิด Farr et. al.(1989) รายงานว่ามีพืช

มากกว่า 270 สกุล ในประเทศสหรัฐอเมริกาที่เป็นพืชอาศัยของ S. rolfsii  พืชที่อ่อนแอต่อเชื้อรา  S. rolfsii  เช่น มันเทศ 

(Sweet potato) ฟักทอง (Pumpkin) ข้าวโพด (Corn) ข้าวฟ่าง (Wheat) ถั่วลิสง (Peanut) นาซีซัส (Narcissus) ไอริส 

(Iris) ลิเลี่ยม (Lilium) บานช่ืน (Zinnia) และ เบญจมาศ (Chrysanthemum) เป็นต้น 

   ลักษณะของรา S. rolfsii คือ สร้างเส้นใยสีขาวหรือสีอ่อน มี clamp connection เจริญได้รวดเร็ว และสร้าง 

sclerotium มีลักษณะเป็นเม็ดกลม สีน้ าตาล ประกอบด้วยเส้นใยอัดตัวกันเป็นช้ันหลายช้ัน และเป็นเนื้อเยื่อแบบ 

pseudoparenchyma ปัจจุบันพบ perfect state จัดอยู่ใน subdivision Basidiomycotina คือ รา Athelia rolfsii 

(Barnett ,1987 ; วิจัย, 2546) 

   ส าหรับในประเทศไทยรา S. rolfsii เป็นสาเหตุโรคที่ส าคัญของพืชชนิดต่างๆ ได้แก่ โรคล าต้นเน่าของถั่วลิสง 

โคนเน่าของมะเขือเทศ โคนเน่าของพริก เน่าคอดินของฝ้าย เน่าระดับดินของถั่วฝักยาว เน่าแห้งของกล้วยไม้ รากเน่าของ

เยอบีร่า ล าต้นเน่าของทานตะวัน หัวและรากเน่าของหอม กระเทียม และต้นแห้งของข้าวบาร์เลย์ (สุณีรัตน์, 2551) 

   ปัจจุบันได้มีการศึกษาและพัฒนาอย่างมากในการน าเชื้อจุลินทรีย์เอ็นโดไฟท์ มาใช้ประโยชน์ในด้านการ

ควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี ซึ่งสามารถเพิ่มความแข็งแรง ความต้านทานต่อโรคและแมลงศัตรูพืชได้ดี (Belanger,1996) 

Suslow (1982) รายงานว่าจุลินทรีย์ควบคุมโรคสามารถใช้แทนการใช้สารเคมีในกรณีที่ไม่สามารถใช้สารเคมีหรือมี



สภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม อีกทั้งจุลินทรีย์สามารถเพิ่มปริมาณและคงทนอยู่ในดินในระยะเวลาที่ยาวนานกว่า

สารเคมี 

   การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี (biological control) ได้มีผู้ให้ค าจ ากัดความของค านี้แตกต่างกัน แต่อาจสรุป

โดยรวมได้ว่าหมายถึง การลดปริมาณเช้ือสาเหตุของโรคหรือลดกิจกรรมการก่อให้เกิดโรคของเช้ือสาเหตุของโรคหรือ

ปรสิตที่อยู่ในระยะที่มีปฏิกิริยา โดยการใช้สิ่งมีชีวิตชนิดหนึ่งหรือมากกว่ามาใช้ในการควบคุม และอาจรวมถึงการใช้

สารพันธุกรรม (gene หรือ gene product) จากสิ่งมีชีวิตเหล่านั้นด้วย ซึ่งสิ่งมีชีวิตเหล่านี้ไม่รวมถึงมนุษย์ (Cook 

and Baker, 1983; Cook, 1985) 

   Chanway (1998) กล่าวถึงเชื้อราเอ็นโดไฟท์ว่า คือเชื้อจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในพืช โดยไม่ท าให้พืชเกิดโรค

และมีความสัมพันธ์แบบ mutualistic sysmbiosis เชื้อราเอ็นโดไฟท์บางชนิดสร้างสารประกอบบางอย่างหรือ

ปฏิกิริยาเคมีต่างๆ ระหว่างเช้ือรากับพืชอาศัย ท าให้เนื้อเยื่อพืชลดความดึงดูดต่อพวก  herbivores และบางสายพันธุ์

กระตุ้นให้พืชเกิดความต้านทาน ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ในทางกลับกันเช้ือราเอ็นโดไฟท์ ได้รับประโยชน์จาก

พืชโดยอาศัยสารต่างๆจากพืช และด ารงชีวิตอยู่ภายในต้นพืช นอกจากนี้ยังพบว่า เชื้อราเอ็นโดไฟท์ บางสายพันธุ์

สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชได้ และสามารถใช้เป็น  biological control agents โดยเป็นปฏิปักษ์ต่อ 

microbial pathogens หรือกระตุ้นให้เกิดความต้านทางแบบ systemic ได้ 

   Clay (1989) ได้รายงานว่า  การทดลองในโรงเรือนนั้นเอนโดไฟท์ยังช่วยเพิ่มอัตราการงอกของเมล็ด  และความ

แข็งแรงของต้นกล้าด้วย 

   ในการแยกเช้ือราเอ็นโดไฟท์ ต้องอาศัยความรู้ทางด้านชีวเคมี ทราบลักษณะและคุณสมบัติทางกายภาพของ

พืช ประกอบการมีเทคนิคและวิธีการสุ่มตัวอย่างที่ดี จึงจะท าการแยกได้ชนิดและจ านวนตามความต้องการ นอกจากนี้

เชื้อราเอ็นโดไฟท์ ที่แยกได้ส่วนมากจะไม่เป็นสาเหตุของการเกิดโรค เพราะการจะเกิดโรคได้นั้นต้องมีความสัมพั นธ์

ระหว่างพืชอาศัย เช้ือสาเหตุ และสภาพแวดล้อม (Sinclair, 1991) 

   Umali et al (1999) กล่าวว่า เวลาที่ใช้ในการแช่โซเดียมไฮโปคลอไรต์ในการฆ่าเช้ือที่ผิวยิ่งนานจะท าให้ใบยิ่ง

ซีดจางจนเนื้อเยื่อตายและท าให้ได้เช้ือราจ านวนน้อย 

   Baker and Cook (1974) ได้กล่าวไว้ว่า จุลินทรีย์ที่ เป็นจุลินทรีย์ต่อต้านนั้นจะมีกลไกการเข้าท าลาย 3 

ขบวนการ คือ การสร้างสารปฏิชีวนะ การแข่งขันซึ่งกันและกัน และการเป็นปรสิตกับอีกชนิดหนึ่ง  ซึ่งในการทดลองใน

ห้องปฏิบัติการอาจให้ผลที่แตกต่างไปจากในสภาพโรงเรือนได้ 

   Gasoni et al. (1993) ศึกษาและแยกเชื้อราเอ็นโดไฟท์ (nonpathogenic sterile fungus) จาก alfalfa 

และ alfalfa soil เพื ่อใช้ในการควบคุมโรค  damping off ของต้น flax ที ่เกิดจากเชื้อรา Rhizoctonia solani 

พบว่าสามารถเพิ่มความต้านทานต่อเชื้อราสาเหตุของโรคได้ดี เมื่อท าการปลูกด้วยเชื้อราเอ็นโดไฟท์ ก่ อนการปลูก 

เพื่อให้พืชพัฒนา defense mechanism 

   พิภพ และคณะ (2544) แยกเชื้อราเอ็นโดไฟท์ จากพืชสมุนไพรไทยจ านวน  13 ชนิดจากจังหวัดเชียงใหม่

และจังหวัดใกล้เคียงได้เช้ือราเอ็นโดไฟท์ จ านวน 1206 ไอโซเลท โดยแยกได้จากดีปลี 395 จักค่าง 149 มะกรูด 119 

พญายอ 105 ทองพันชั่ง 88 มะแขว้งขม 82 ผักปลัง 49 ชาสตูล 45 คาวตอง 43 ลิ้นงูเห่า 41 เสลดพังพอน 27 ผัก

แปบ 22 ไอโซเลท พืชสมุนไพรที่มี colonization rate สูงได้แก่ ชาสตูล ผักแปบ และเสลดพังพอน และน าเชื้อรา



เอ็นโดไฟท์ ที่แยกได้มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งเช้ือรา Colletotrichum capcisi สาเหตุโรคกุ้งแห้ง โดยวิธี 

dual culture พบว่าเช้ือราเอ็นโดไฟท์ Mycelia sterilia 9 ที่แยกได้จากมะกรูดมีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงสุด คือ 

57 เปอร์เซ็นต์ 

   จิตรา และคณะ (2550) ศึกษาและท าการแยกเชื้อราเอ็นโดไฟท์ จากพืชสมุนไพร  13 วงศ์ 15 ชนิด ได้

จ านวน 210 ไอโซเลท ราที่พบมากที ่ส ุดได้แก่ Colletotrichum, Pestalotiopsis, Phyllosticta, Phoma  และ 

Phomopsis ตามล าดับ และน าเชื้อราเอ็นโดไฟท์ ที่แยกได้จ านวน  7 ชนิดมาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการ

เจริญของเช้ือราสาเหตุโรคพืช 10 ชนิด พบว่า เช้ือราเอ็นโดไฟท์ ที่เจริญช้าและไม่สร้างสปอร์จ านวน 5 ไอโซเลท และ

รา Pestalotiopsis sp. 1ไอโซเลท สามารถยับยั ้งการเจริญของ Alternaria alternata, Bipolaris maydis, 

Lasiodiplodia theobromae, Phytophthora palmivora  และ Sclerotium rolfsii ในห้องปฏิบัติการ 

   Rafaeli et al. (2009) แยกและค ัด เล ือกเชื ้อราเอ ็น โด ไฟท ์ จากสม ุน ไพร comfrey (Symphytum 

officinale L.) เพื ่อใช้ในการควบคุมเชื้อรา  Sclerotinia sclerotiorum สาเหตุโรคพืช ซึ ่งน าเชื้อราเอ็นโดไฟท์ 

จ านวน 12 ไอโซเลทมาท าการทดสอบโดยวิธี dual cultute พบว่าเชื้อราเอ็นโดไฟท์ จ านวน 4 ไอโซเลท ให้ผลใน

การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา S. sclerotiorum ได้ 46.7 – 50.0 เปอร์เซ็นต์ 

   Paul and Richard (2008) ให้ความเห็นว่า ในอนาคต การควบคุมโรคและแมลงศัตรูพืชโดยชีววิธีด้วย

เช้ือจุลินทรีย์เอ็นโดไฟท์ และการใช้สารเคมีจะมีวิธีการใช้ที่ผสมผสานกัน เช่น การจ าหน่ายเมล็ดพันธุ์เชิง การค้า จะมี

การคลุกเมล็ดด้วยเชื้อจุลินทรีย์เอ็นโดไฟท์ ร่วมกับการใช้สารเคมี เพื่อกระตุ้นประสิทธิภาพระหว่างสารและให้

ประสิทธิภาพในการป้องกันการเกิดโรคแบบหลากหลาย biological agent จะกลายเป็นส่วนหนึ่งในระบบการผลิต

พืช ซึ่งจะช่วยลดต้นทุนในการผลิตพืชและปลอดภัยต่อสิ่ งแวดล้อม 

 

7. วิธีด าเนินการและอุปกรณ์ 

 

อุปกรณ์ 

- อุปกรณ์เก็บตัวอย่างได้แก่ พลั่วมือ ถุงพลาสติก มีดพร้า เสียม กรรไกรตัดแต่งกิ่ง 

- วัสดุอุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ ตู้เขี่ยเช้ือ หม้อนึ่งความดัน ตู้อบฆ่าเชื้อ Haemacytometer 

- อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ จานอาหารเลี้ยงเชื้อ หลอดทดลอง ขวดดูแรน บิกเกอร์ สไลด์และแผ่นแก้ว

ปิดสไลด์ กระบอกตวง แท่งแก้ว ตะเกียงแอลกอฮอล์ หลอดแก้วมีฝาเกลียว 

- เข็มเขี่ยปลายแหลม ห่วงถ่ายเชื้อ ปากคีบ ใบมีดผ่าตัด มีด 

- ผ้าขาวบาง กระดาษซับนึ่งฆ่าเช้ือแล้ว (อาจใช้กระดาษทิชชูหรือกระดาษกรอง) 

- แผ่นพลาสติกส าหรับรองตัดส่วนต่างๆของพืช 

- กล้องจุลทรรศน์แบบ compound และ sterio 

- อาหารแยกและเลี้ยงเช้ือ ได้แก่ Water Agar (WA), Potato Dextrose Agar (PDA), Rose Bengal 

Agar (RBA), Corn Meal Agar (CMA) และ Malt Extract Agar (MEA) 

- สารเคมีที่ใช้ในการฆ่าเชื้อ ได้แก่ สารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรต ์และ เอธิลแอลกอฮอล์ 75% 



- วัสดุปลูก กระถางพลาสติก ถุงเพาะกล้า 

- ต้นสมุนไพรที่ปกติไม่มีอาการของโรค 

           -  ต้นกล้าพริก 

วิธีการทดลอง 

1.  การแยกและจ าแนกกลุ่มเชื้อราเอ็นโดไฟท์ 

1.1   การเก็บตัวอย่างพืช (sample selection) 

  เก็บตัวอย่างต้นพืชสมุนไพรได้แก่ น้ านมราชสีห์ ขิงป่า สาบเสือ โดยเก็บต้นปกติที่ไม่มีการเข้าท าลายของแมลง

และไม่มีอาการของโรค ในเขต อ.สันทราย จ.เชียงใหม่  ห่อด้วยกระดาษ ใส่ถุงพลาสติก  และบันทึกรายละเอียด ชนิด

พืช แหล่งที่เก็บ  วันท่ีเก็บ    ผู้เก็บ 

1.2  การทดสอบการฆ่าเชื้อที่ผิว (surface sterilization) ก่อนน ามาแยกเช้ือราเอ็นโดไฟท์ 

  ทดสอบการฆ่าเช้ือท่ีผิวส่วนต่างๆ ของต้นสมุนไพรด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ เพื่อไม่ให้เชื้อราที่แยกได้เป็นเชื้อที่

เจริญหรือติดบริเวณผิวของส่วนต่างๆเช่น ผิวใบ ซึ่งต้องทดสอบในพืชสมุนไพรทุกชนิดที่ท าการเก็บตัวอย่าง ก่อนน ามา

แยกเชื้อราเอ็นโดไฟท์ท่ีเจริญออกมาจากเนื้อเยื่อพืชเพื่อหาระยะเวลาและความเข้มข้นที่เหมาะสมในการแช่ช้ินส่วนใบ 

ล าต้น และรากของต้นสมุนไพรในโซเดียมไฮโปคลอไรท์ความเข้มข้นต่างๆกัน มีขั้นตอนดังนี้ 

1. น าตัวอย่างต้นสมุนไพรที่ไม่เป็นโรคมาล้างน้ าให้สะอาด 

2. ตัดต้นสมุนไพรแต่ละส่วนท่ีจะท าการแยกให้ได้ความยาวประมาณ 1 ซม. 

3. น าผ้าขาวบางมาห่อช้ินส่วนของพืชที่ตัดได้ จากนั้นน ามาแช่ในแอลกอฮอล์  95% เป็นเวลา 15

 วินาที 

4. น าผ้าขาวบางที่ห่อช้ินส่วนของพืชทั้งหมด แช่ในโซเดียมไฮโปคลอไรท์ความเข้มข้นต่างๆคือ 0, 1, 

 3 และ 5% ในเวลานานต่างๆกันคือ 1, 3 และ 5 นาที ซับให้แห้งด้วยกระดาษซับที่ฆ่าเชื้อแล้ว 

5. น าผ้าขาวบางที่ห่อช้ินส่วนของพืชทั้งหมดแช่ในแอลกอฮอล์ 95% เป็นเวลา 15 วินาที ซับให้แห้ง

 ด้วยกระดาษซับที่ฆ่าเชื้อแล้ว 

6.   น าช้ินส่วนของพืชวางบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ RBA (Rose Bengal Agar) โดยแต่ละจานอาหารวาง 5 ต าแหน่ง         

บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 

7.   ตรวจดูเช้ือราที่เจริญออกมาจากแต่ละช้ินส่วนของพืช วิเคราะห์ผลของการเจริญของเช้ือราที่เวลาและความ

เข้มข้นของโซเดียมไฮโปคลอไรท์ต่างๆกัน 

1.3  การแยกเชื้อราเอ็นโดไฟท์ (isolation) 

      น าตัวอย่างพืชผ่านขั้นตอนการฆ่าเช้ือที่ผิวตามข้อ 1.2 ตามความเข้มข้นที่ผ่านการทดสอบ ตรวจดูเช้ือราที่เจริญ

ออกมาจากเนื้อเยื่อของแต่ละช้ินพืช แยกเช้ือราที่ได้ไปท าเป็นเช้ือบริสุทธิ์บนอาหาร  PDA และเก็บใน PDA slant เพื่อ

จ าแนกชนิดของเชื้อราต่อไป  

1.4  การตรวจสอบและจ าแนกกลุ่มของเชื้อราเอ็นโดไฟท์ 

ตรวจลักษณะทางสัณฐานวิทยา สังเกตลักษณะการเจริญของเช้ือราบนอาหารที่เพาะเลี้ยง ตรวจลักษณะรูปร่าง 

ขนาดและโครงสร้างที่เช้ือราสร้างขึ้น ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เปรียบเทียบลักษณะต่างๆของเชื้อราเอ็นโดไฟท์ เพื่อจ าแนก

กลุ่มของเชื้อรา 



2. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราเอ็นโดไฟท์ในการยับย้ังการเจริญของเชื้อรา Sclerotium rolfsii  

   2.1  การทดสอบในห้องปฏิบัติการ 

 น าเชื้อราเอ็นโดไฟท์ที่แยกได้จากพืชสมุนไพรมาทดสอบประสิทธิภาพในการยังยั้งการเจริญของเชื้อรา S. rolfsii 

อย่างน้อย 20 ไอโซเลท ท าการทดสอบโดยวิธี dual culture โดยเริ่มวางเช้ือเพื่อทดสอบ ณ วันที่เช้ือมีอัตราการเจริญ

เท่ากัน วางแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized Design) โดยท าการทดลอง 4 ซ้ า 21 กรรมวิธี บ่ม

เชื้อไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง สังเกตบันทึกผลการเจริญของเชื้อราสาเหตุ โดยวัดขนาดความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุด้านที่

ติดกับเช้ือราเอ็นโดไฟท์ ในชุดทดสอบ และวัดขนาดความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุจากชุดควบคุม น าข้อมูลที่ได้มา

หาเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง โดยสูตรที่ใช้ในการค านวณคือ 

    สูตรค านวณเปอร์เซ็นต์การยังยัง้การเจรญิเติบโต (Percent Inhibition of Radial Growth: PIRG) 

    PIRG = R1 – R2  x  100 

         R1 

   R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนขีองเชื้อรา Sclerotium rolfsii ในจานชุดควบคุม 

   R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนขีองเชื้อรา Sclerotium rolfsii ในจานชุดทดสอบ 

 

โดยประมาณค่าการยับยั้ง (ประสทิธิภาพของเชื้อราเอ็นโดไฟท์) ดังนี้ (เกษม, 2532) 

>75%  มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงมาก 

61 – 75 % มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูง 

51 – 60 % มีประสิทธิภาพในการยับยั้งปานกลาง 

< 50%  มีประสิทธิภาพในการยับยั้งต่ า 

จากนั้นน าข้อมูลที่ได้มาท าการวิเคราะห์ทางสถติิ 

   2.2  การทดสอบในโรงเรือน 

         2.2.1  การศึกษาผลของเชื้อราเอนโดไฟท์ต่อการงอกของเมล็ดพริก 

   น าเมล็ดพริกขี้หนูท่ีผ่านการฆ่าเช้ือท่ีผิวแล้วแช่ในสปอร์แขวนลอยของเชื้อราเอนโดไฟท์จ านวน 5  ไอโซเลท 

และในน้ ากลั่นนึ่งฆา่เชื้อ (ชุดควบคุม) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  จากนั้นผึ่งให้แห้งในสภาพอุณหภูมิหอ้ง แล้วน าไปเพาะใน

กระบะเพาะเมล็ดเป็นเวลา 20 วันบันทึกผลโดยหาเปอร์เซ็นต์ความงอก วัดความยาวของต้น  ราก  และน้ าหนักสด 

น้ าหนักแห้ง วางแผนการทดลองแบบ CRD มี 6 กรรมวิธี  กรรมวิธลีะ 4  ซ้ า  ซ้ าละ  100 เมล็ด  ดังนี ้

  กรรมวิธีท่ี  1  เชื้อราเอนโดไฟท์ Eupenicillium spp. No. 01 

  กรรมวิธีท่ี  2  เชื้อราเอนโดไฟท์ Eupenicillium spp. No. 02 

  กรรมวิธีท่ี  3  เชื้อราเอนโดไฟท์ Mycelia sterilia 3     

  กรรมวิธีท่ี  4  เชื้อราเอนโดไฟท์ Eupenicillium spp. No. 03    

  กรรมวิธีท่ี  5  เชื้อราเอนโดไฟท์ Eupenicillium spp. No. 05 

  กรรมวิธีท่ี  6  น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเช้ือ (ชุดควบคุม) 

      2.2.2  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราเอนโดไฟท์ในโรงเรือน 

         2.2.2.1  ประสิทธิภาพของเชื้อราเอนโดไฟท์โดยการแช่เมล็ด 



 น าเมลด็พริกขี้หนูท่ีผา่นการฆา่เชื้อที่ผิวแล้วมาแช่ในสปอร์แขวนลอยของเชื้อราเอนโดไฟท์  และน้ ากลั่นเป็น

เวลา  15  นาที  ผึ่งให้แห้ง  จากนั้นน าไปเพาะในกระบะเพาะในวัสดุปลูกท่ีฆ่าเช้ือแล้ว  หลังจากเพาะกล้า 20 วัน  จึงท า

การย้ายปลูก หลังจากย้ายปลูก 15 วัน ท าการปลูกเชื้อ S. rolfsii  (Shokes et al., 1996) ใช้ถุงพลาสติกคลุม 2 วัน เพื่อ

รักษาความช้ืน ประเมินความรุนแรงของโรคโดยใหค้ะแนน 5 ระดับ ทุก  3, 5, 7, 11 และ 14  วัน  วางแผนการทดลอง

แบบ RCB มี  6  กรรมวิธี  กรรมวธิีละ 4  ซ ้ำ  ซ ้ำละ 10  ต้น  ดังนี  

  กรรมวิธีท่ี  1  แช่ด้วยเช้ือราเอนโดไฟท์ Eupenicillium spp. No. 01 

  กรรมวิธีท่ี  2  แช่ด้วยเช้ือราเอนโดไฟท์ Eupenicillium spp. No. 02 

  กรรมวิธีท่ี  3  แช่ด้วยเช้ือราเอนโดไฟท์ Mycelia sterilia 3     

  กรรมวิธีท่ี  4  แช่ด้วยเช้ือราเอนโดไฟท์ Eupenicillium spp. No. 03    

  กรรมวิธีท่ี  5  แช่ด้วยเช้ือราเอนโดไฟท์ Eupenicillium spp. No. 05  

  กรรมวิธีท่ี  6  แช่ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆา่เชื้อ (ชุดควบคุม) 

 2.2.2.2  ประสิทธิภาพของเชื้อราเอนโดไฟท์โดยการราดดิน 

 น าเมลด็พริกขี้หนูท่ีผา่นการฆา่เชื้อที่ผิวแล้วน าไปเพาะในกระบะเพาะในวัสดุปลูกท่ีฆ่าเช้ือแล้ว หลังจากเพาะ

กล้า 20 วัน  จึงท าการย้ายปลูก หลังจากย้ายปลูก 15 วัน ท าการปลูกเช้ือ S. rolfsii  (Shokes et al., 1996) จากนั้น 1 วัน 

ท าการราดดินด้วยบริเวณโคนต้นพริกด้วยสปอร์แขวนลอยของเชื้อราเอนโดไฟท์ และน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเช้ือ ใช้ถุงพลาสติกคลมุ 

2 วัน เพื่อรักษาวามช้ืน ประเมินความรุนแรงของโรคโดยให้คะแนน 5 ระดับ ทุก  3, 5, 7, 11 และ 14  วัน  วางแผนการ

ทดลองแบบ RCB มี  6  กรรมวิธี  กรรมวิธีละ 4  ซ ้ำ  ซ ้ำละ 10 ต้น  ดังนี  

  กรรมวิธีท่ี  1  ราดด้วยเชื้อราเอนโดไฟท์ Eupenicillium spp. No. 01 

  กรรมวิธีท่ี  2  ราดด้วยเชื้อราเอนโดไฟท์ Eupenicillium spp. No. 02 

  กรรมวิธีท่ี  3  ราดด้วยเชื้อราเอนโดไฟท์ Mycelia sterilia 3 

  กรรมวิธีท่ี  4  ราดด้วยเชื้อราเอนโดไฟท์ Eupenicillium spp. No. 03   

  กรรมวิธีท่ี  5  ราดด้วยเชื้อราเอนโดไฟท์ Eupenicillium spp. No. 05    

  กรรมวิธีท่ี  6  ราดด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเช้ือ  (ชุดควบคุม) 

การประเมินความรุนแรงของโรค 

 ใช้เกณฑ์การประเมินของ Shokes et al. (1996) โดยแบ่งความรุนแรงขงโรคเป็น 5 ระดับ ดังนี ้

   ระดับ  1  ต้นปกติ 

   ระดับ  2  เกิดแผลที่โคนต้นอย่างเดียว 

   ระดับ  3  แสดงอาการเหี่ยว  25% 

   ระดับ  4  แสดงอาการเหี่ยว  26 – 50% 

   ระดับ  5  แสดงอาการเหี่ยวมากกว่า  50% 

น าผลการประเมินที่ได้มาค านวณเปอร์เซ็นต์ดัชนีการท าลาย  ตามสูตรดังนี้ 

  เปอร์เซ็นต์ดัชนีการท าลาย = ผลรวมของการเป็นโรคแต่ละระดับ  x  100 

                                                     จ านวนต้นพืชที่สุ่ม                ระดับสูงสุดของการเป็นโรค 

 



8. ระยะเวลา 

 

ตุลาคม 2553   ถึง  กันยายน 2556   

 

9. สถานที่ด าเนินการ 

 

  กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร  และห้องปฏิบัติการคลินิกพืช   

กลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต  ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 1  

 

10. ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 

1.  การแยกและจ าแนกกลุ่มเชื้อราเอ็นโดไฟท์ 

    1.1  การเก็บตัวอย่างพืช 

  เก็บตัวอย่างต้นพืชสมุนไพร 3 ชนิด ได้แก่ น้ านมราชสีห์ ขิงป่า สาบเสือ โดยเก็บต้นปกติที่ไมม่ีการเขา้ท าลาย

ของแมลงและไม่มีอาการของโรค ในเขต อ.สันทราย จ.เชียงใหม่   

1.2  การทดสอบการฆ่าเชื้อที่ผิว  

  ได้ความเข้มข้นและระยะเวลาที่เหมาะสมส าหรับฆา่เชื้อส่วนต่างๆ ได้แก่ ใบ  ล าต้น  และราก ของพืชทั้ง 3 ชนิด 

คือ ที่ความเข้มข้นของโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ 1% เป็นเวลา 3 นาที ดังท่ี Umali et al (1999) กล่าวว่า เวลาที่ใช้ในการแช่

โซเดียมไฮโปคลอไรต์ยิ่งนานจะท าให้ใบยิ่งซีดจางจนเนื้อเยื่อตายและท าให้ได้เช้ือราจ านวนน้อย 

1.3  การแยกเชื้อราเอ็นโดไฟท์ 

  สามารถแยกเชื้อราเอนโดไฟท์ได้ 91 ไอโซเลท  ในต้นน้ านมราชสีหพ์บมากที่สุดในส่วนล าต้น  11  ไอโซเลท  

ขิงป่าพบมากที่สุดในส่วนราก 17 ไอโซเลท และต้นสาบเสือพบมากท่ีสุดในส่วนราก  28 ไอโซเลท   

1.4  การตรวจสอบและจ าแนกกลุ่มของเชื้อราเอ็นโดไฟท์ 

   ตรวจลักษณะทางสัณฐานวิทยา สังเกตลักษณะการเจริญของเช้ือราบนอาหารที่เพาะเลี้ยง ตรวจลักษณะรูปร่าง 

ขนาดและโครงสร้างที่เช้ือราสร้างขึ้น ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ สามารถจ าแนกกลุ่มของเช้ือราได้ 13  กลุ่ม  ได้แก่ 

Colletotrichum spp., Eupenicillium  spp.,  Fusarium spp., Penicillium spp. Mycelia sterilia 1- 9 โดยเช้ือรา

เอนโดไฟต์ที่พบมากที่สุดได้แก่ เชื้อรา Colletotrichum spp. รองลงมาได้แก่ Eupenicillium  spp.,  Fusarium spp., 

Penicillium spp. และ Mycelia sterilia ตามล าดับ ซึ่งเชื้อราเอ็นโดไฟท์ ที่แยกได้ส่วนมากจะไม่เป็นสาเหตุของการ

เกิดโรค เพราะการจะเกิดโรคได้นั้นต้องมีความสัมพันธ์ระหว่างพืชอาศัย เชื้อสาเหตุ และสภาพแวดล้อม ( Sinclair, 

1991) 

2. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราเอ็นโดไฟท์ในการยับย้ังการเจริญของเชื้อรา Sclerotium rolfsii  

   2.1  การทดสอบในห้องปฏิบัติการ 

  น าเช้ือราเอ็นโดไฟท์ที่แยกได้จากพืชสมุนไพรมาทดสอบประสิทธิภาพในการยังยั้งการเจริญของเชื้อรา S. rolfsii 

ท าการทดสอบโดยวิธี dual culture จ านวน 20 ไอโซเลท ซึ่งเป็นตัวแทนของเชื้อราในแต่ละกลุ่ม วัดผลการเจริญของเชื้อ



รา S. rolfsii ที่ 1,3, 5 และ 7 วัน  วัดเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง และน ามาวิเคราะห์ผลทางสถิติ  พบว่าเช้ือราเอนโดไฟต์ 

Mycelia sterile 3 มี เปอร์ เซ็นต์การยับยั้ งสู งสุด 68.56%  รองลงมาคือ Eupenicillium spp. No. 01 (63.56%), 

Eupenicillium spp. No. 03 (62.14%), Eupenicillium spp. No. 02 (60.35%) แ ล ะ  Eupenicillium spp. No. 

05(54.99%) ตามล าดับ ซึ่งไม่มีความแตกต่างกัน แต่แตกต่างจากเช้ือราอีก 15 ไอโซเลท ซึ่งมีการยับยั้งอยู่ในช่วง  

0 - 17.85% อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95% ซึ่งเช้ือราเอนโดไฟท์ที่คัดเลือกมามีรูปแบบในการยับยั้งการ

เจริญ 3 รูปแบบ คือ เช้ือราเอนโดไฟท์เจริญชนกับเช้ือราสาเหตุ  เช้ือราเอนโดไฟท์เจริญคลุมเช้ือสาเหตุ และการเจริญ

แบบต้านกันไว้ (เกิด clear zone) ซึ่งสอดคล้องกับที่ Baker and Cook (1974) ได้กล่าวไว้ว่า จุลินทรีย์ที่เป็นจุลินทรีย์

ต่อต้านนั้นจะมีกลไกการเข้าท าลาย 3 ขบวนการ คือ การสร้างสารปฏิชีวนะ การแข่งขันซึ่งกันและกัน และการเป็นปรสิต

กับอีกชนิดหนึ่ง   

2.2  การทดสอบในโรงเรือน 

      2.2.1  การศึกษาผลของเชือ้ราเอนโดไฟท์ต่อการงอกของเมล็ดพริก 

 การหาเปอร์เซ็นต์ความงอกพบว่าการแช่ด้วยเชื้อรา Mycelia sterilia 3 มีเปอร์เซ็นต์ความงอกสูงสูด 83.75%

แต่ไม่แตกต่างจากทรีทเมนต์อื่นๆ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95%   

 การวัดความยาวของต้น  Eupenicillium spp. No. 03 มีความยาวของล าต้นมากที่สุด 13.84 ซม. มีความ

แตกต่างกับทรีทเมนต์อื่นๆ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 95%   

 การหาน้ าหนักสด พบว่าการแช่ด้วยเช้ือรา Mycelia sterilia 3 มีน้ าหนักสดสูงสุดไม่ต่างจากการแช่ด้วย 

Eupenicillium spp. No. 03  และน้ ากลั่นนึ่ง แต่แตกต่างจาก Eupenicillium spp. No. 05,  Eupenicillium spp. 

No. 02 และ Eupenicillium spp. No. 01      

 การหาน้ าหนักแห้งพบว่การแช่ด้วยเช้ือรา Mycelia sterilia 3 มีน้ าหนักแห้งสูงสุดไม่ต่างจากการแช่ด้วย 

Eupenicillium spp. No. 03,  Eupenicillium spp. No. 02 และ Eupenicillium spp. No. 05 แต่ แตกต่ างจาก 

Eupenicillium spp. No. 01 และน้ ากลั่นนึ่ง ซึ่งเชื้อราเอนโดไฟท์อาจช่วยส่งเสริมให้พืชมีความงอกดีขึ้น  และต้นกล้ามี

ความแข็งแรงมากขึ้นสอดคล้องกับ ที่ Clay (1989) ได้ศึกษาไว้ 

2.2.2  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราเอนโดไฟท์ในโรงเรือน 

        2.2.2.1  ประสิทธิภาพของเชื้อราเอนโดไฟท์โดยการแช่เมล็ด 

 หลังจากท่ีปลูกเช้ีอรา S. rofsii ลงไป  พบว่า 3 วัน  ต้นพริกเริ่มแสดงอาการของโรค  วันท่ี 5  อาการของ

โรคเริ่มรุนแรงขึ้น  และวันท่ี 7  พบอาการรุนแรงสูงสุด ต้นเหี่ยวตายและอาการของโรคเริ่มคงที่  เมื่อประเมินความรุนแรง

ของโรคแล้ว  พบว่าการแช่ด้วยเชื้อรา Eupenicillium spp. No. 03 มีเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคอยู่ท่ีระดับ 2.73  

Eupenicillium spp. No. 05 (2.93),  Eupenicillium spp. No. 02 (2.98), Eupenicillium spp. No. 01 (3.00), 

Mycelia sterilia 3 (3.03)  และน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเช้ือ (3.03) มีความรนุแรงของโรคต่ าสุดจนถึงสูงสุดตามล าดับ แตไ่ม่มีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95% เมื่อดูในภาพรวมแล้วมีการเกิดโรคในระดบั 3 (แสดงอาการเหี่ยว  

25%)    

 2.2.2.1  ประสิทธิภาพของเชื้อราเอนโดไฟท์โดยการราดดิน 

 หลังจากที่ปลูกเช้ีอรา S. rofsii ลงไป  พบว่า 3 วัน  ต้นพริกเริ่มแสดงอาการของโรค  วันที่ 5  อาการของ

โรคเริ่มรุนแรงข้ึน  และวันท่ี 7  พบอาการรุนแรงสูงสุด ต้นเหี่ยวตาย และอาการของโรคคงที่ เมื่อประเมินความรุนแรงของ



โรคแล้ ว  พบว่าการราดด้ วยเช้ือรา Eupenicillium spp. No. 05 มี เปอร์ เซ็นต์การเกิด โรคอยู่ที่ ระดับ  2.18  

Eupenicillium spp. No. 02 (2.20),  Eupenicillium spp. No. 03 (2.28), Eupenicillium spp. No. 01 (2.35), 

Mycelia sterilia 3 (2.38)  และน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ (2.45) มีความรุนแรงของโรคต่ าสุดจนถึงสูงสุดตามล าดับ แต่ไม่มีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 95% เมื่อดูในภาพรวมแล้วมีการเกิดโรคในระดับ 2 (เกิดแผลที่โคนต้น

อย่างเดียว) 

 จากผลการทดลองในห้องปฏิบัติการ และในโรงเรือนให้ผลที่แตกต่างกัน ซึ่งอาจเกี่ยวข้องกับสภาพที่อยู่ใน

การทดลองที่เอื้อต่อการเจริญของเช้ือราสาเหตุ ตามที่ Baker and Cook (1974) ได้กล่าวไว้ว่า ซึ่งในการทดลองใน

ห้องปฏิบัติการอาจให้ผลที่แตกต่างไปจากในสภาพโรงเรือนได้ 

 
 
 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 
  จากการด าเนินงานในการการคัดเลือกเชื้อราเอ็นโดไฟท์ที่มีศักยภาพในการยับยั้งเช้ือรา Sclerotium rolfsii  นั้น

จากการทดสอบในสภาพโรงเรือน สามารถคัดเลือก ได้ 5 ไอโซเลท จากท่ีแยกได้ทั้งหมด 91 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพการ

ยับยั้งการเกิดโรคให้อยู่ในระดับความรุนแรงในระดับ ที่ 2 และ 3 แต่ผลอาจจะไม่แตกต่างจากชุดควบคุมมากนักซึ่งอาจ

เป็นผลมาจากวิธีการปลูกเช้ือสาเหตุลงบนต้นพริก และช่วงที่ท าการทดลองนั้นเป็นช่วงที่มีฝนตกชุก ความช้ืนสูง ซึ่งเป็น

สภาพอากาศท่ีเหมาะสมตอ่การเกิดโรค แต่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญเช้ือราเอนโดไฟท์ ซึ่งในการศึกษาในครั้งต่อไปอาจต้อง

มีการปรับปรุงในเรื่องของวิธีการปลูกเช้ือให้มีความเหมาะสมมากกว่านี้ 

 
การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

 

   งานทดลองนี้ได้ท าการศึกษาการน าเชื้อจุลินทรีย์เอ็นโดไฟท์ มาใช้ประโยชน์ในด้านการควบคุมโรคพืชโดยชีว

วิธี  ซึ่งเช้ือราเอนโดไฟท์สามารถเพิ่มความแข็งแรง ความต้านทานต่อโรคและแมลงศัตรูพืชได้ดี สามารถใช้แทนการใช้

สารเคมีในกรณีที่ไม่สามารถใช้สารเคมีหรือมีสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม และจุลินทรีย์สามารถเพิ่มปริมาณและ

คงทนอยู่ในดินในระยะเวลาที ่ยาวนานกว่าสารเคมี  ซึ่งถือได้ว่าเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการใช้จุลินทรีย์แทนการใช้

สารเคมี ซึ่งทางผู้วิจัยคาดหวังไว้ว่าข้อมูลที่ได้รับจะสามารถน าไปให้เกิดประโยชน์เพื่อน าไปขยายผลเพื่อทดสอบในระดับ

แปลงปลูกต่อไป 

 
ค าขอบคุณ 

 
 ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่ เพื่อร่วมงานกลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิตที่สละเวลา และให้ความ

ช่วยเหลือเป็นอย่างดีในการท าวิจัยในครั้งนี ้

 
เอกสารอ้างอิง 
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