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การคัดเลือกเชื้อราเอนโดไฟต์จากข้าว (Oryza sativa L.)  
ที่มีประสิทธิภาพยับยั้งราสาเหตุโรคข้าว

Screening of endophytic fungi from rice (Oryza sativa L.)  
against rice pathogenic fungi
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บทคัดย่อ: การศึกษานี้ท�ำการแยกเชื้อราเอนโดไฟต์จากข้าวในพื้นที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือได้ 232 ไอโซเลต จัดกลุ่ม
เชื้อโดยอาศัยสัณฐานวิทยาได้ 57 ชนิด การศึกษาผลการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคข้าว 6 ชนิด ได้แก่ Magnaporthe grisea,  
Fusarium sp. FSK1, Fusarium sp. FSK2, Bipolaris oryzae, Curvularia lunata และ Rhizoctonia solani ด้วยเทคนคิ dual 
culture assay พบว่า มี 12 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคข้าวทดสอบได้อย่างน้อยหนึ่งชนิด จากการศึกษานี้ 
พบว่า ราเอนโดไฟต์ไอโซเลต GR03 ซึ่งล�ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณส่วน ITS1-ITS2 ของ rDNA คล้ายคลึงกับ Trichoderma 
harzianum สามารถยบัยัง้ราสาเหตโุรคข้าวทดสอบได้ทกุชนดิโดยมปีระสทิธภิาพมากกว่า 75% ขึน้ไป นอกจากนีย้งัพบว่า 
ไอโซเลต GR03 สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย (chitinase, protease และ cellulase) และผลิตสารที่ส่งเสริมการเจริญ
ของพืช (Indole-3-Acetic Acid และการละลายฟอสเฟต) ได้ จากการทดสอบการควบโรคกล้าเน่าด้วยวิธี blotter test  
พบว่า เมลด็ทีแ่ช่สปอร์แขวนลอยไอโซเลต GR03 ลดการเกดิโรคกล้าเน่าทีเ่กดิจากเชือ้ B. oryzae, C. lunata และ Fusarium 
sp. FSK2 ได้ 87%, 93.3% และ 47.5% ตามล�ำดับ จากการศึกษาการส่งเสริมการเจริญเติบโตของกล้าข้าวในสภาพเรือน
ทดลองพบว่า เมล็ดที่แช่สปอร์แขวนลอย GR03 สามารถเพิ่มความยาวราก ความสูงล�ำต้น น�้ำหนักสดและน�ำ้หนักแห้ง
ของล�ำต้น และดัชนีความแข็งแรงของต้นกล้าข้าวได้เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า  
ไอโซเลต GR03 มีศักยภาพในการน�ำมาควบคุมโรคข้าวโดยชีววิธีต่อไป
ค�ำส�ำคัญ: ข้าว, เอนโดไฟต์, ชีววิธี, ความหลากหลาย, ปฏิปักษ์

ABSTRACT: This study aimed to isolate endophytic fungi from rice plants in northeastern Thailand. A total of 230 
isolates from 130 rice plants were obtained and grouped into 57 morphotypes based on morphological features. The 
antagonistic activities were investigated in the dual culture assay against 6 rice pathogenic fungi, namely Magnaporthe 
grisea, Fusarium sp. FSK1, Fusarium sp. FSK2, Bipolaris oryzae, Curvularia lunata and Rhizoctonia solani. The 
result showed that twelve endophytic fungi were able to inhibit the growth of at least one tested pathogen. This study 
found that endophytic fungi isolate GR03, which the sequence analysis of ITS1-ITS2 region of rDNA was similarity  
to Trichoderma harzianum, was effective to inhibit the growth of all the tested pathogens, by more than 75%.  
Furthermore, the isolate GR03 was able to produce degrading enzymes (chitinase, protease and cellulase) and plant 
growth promoters (IAA and phosphate solubilization). The efficacy of controlling seedling rot of rice was evaluated 
using blotter test. The result indicated that seed treatment with a spore suspension of GR03 reduce the incidence of 
seedling rot caused by B. oryzae, C. lunata and Fusarium sp. FSK2 with 87%, 93.3% and 47.5%, respectively. The 
effectiveness of endophytic fungi to enhance rice seedlings (Khao Dowk Mali 105 variety) growth under greenhouse 
condition were assessed. The result showed that seed treatment with GR03 increased root length, shoot height, fresh 
weight and dry weight of shoot, when compared with control. This study suggested that the isolate GR03 has the 
potential to be used as biological control agent for rice diseases. 
Keyword: rice, endophyte, biological control, diversity, antagonist  
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บทน�ำ

	 ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส�ำคัญ
ของประเทศไทย โดยมกีารส่งออกมากกว่าหนึง่ล้านตนั
ข้าวสาร คิดเป็นมูลค่ามากกว่าหนึ่งแสนล้านบาทต่อปี 
อีกทั้งข้าวยังเป็นพืชอาหารหลักในหลายประเทศ 
นอกจากนี้ ความต้องการข้าวในตลาดโลกมีแนวโน้ม
เพิ่มขึ้น เนื่องจากปริมาณประชากรโลกที่เพิ่มขึ้นอย่าง
ต่อเนื่อง (ส�ำนักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร, 2556)  
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยมีพื้นที่ปลูก
ข้าวมากที่สุด แต่มีผลผลิตต่อไร่ต�่ำที่สุด (ส�ำนักงาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2556)  ปัญหาส�ำคัญที่ส่งผลต่อ
ปรมิาณและคณุภาพของข้าว ได้แก่ โรคข้าวสาเหตจุาก
เชื้อรา เช่น โรคไหม้ (Magnaporthe grisea) โรคกาบ
ใบแห้ง (Rhizoctonia solani) โรคใบจุดสีน�้ำตาล  
(Bipolaris oryzae) และโรคเมลด็ด่าง (เช่น B. oryzae, 
Curvularia lunata และ Fusarium spp.) เป็นต้น 
(ส�ำนักวิจัยและพัฒนาข ้าว, 2550; Mew and 
 Gonzales, 2002) นอกจากนี้ โรคเมล็ดด่างยังเป็น
แหล่งเชื้อเริ่มต้นที่ส�ำคัญส�ำหรับการแพร่ระบาดของ
โรคกล้าเน่าในแปลงเพาะกล้าอีกด้วย (ส�ำนักวิจัยและ
พฒันาข้าว, 2550) ถงึแม้ว่าการใช้สารเคมคีวบคมุโรค
พชืเป็นวธิทีีม่ปีระสทิธภิาพสงู แต่ยงัคงเป็นอนัตรายต่อ
มนุษย์ทั้งแบบเฉียบพลันและเรื้อรัง (แสงโฉม, 2556) 
รวมถึงยังมีผลกระทบต่อระบบนิเวศของนาข้าว (Kim 
et al., 2002) อีกทั้งการใช้สารเคมีอย่างต่อเนื่องเป็น
เวลานานมีความเสี่ยงต่อการเกิดความต้านทานของ
เชื้อสาเหตุโรคพืชได้ (Suzuki et al., 2010) ท�ำให้ต้อง
ใช้สารเคมีในปริมาณที่เพิ่มขึ้นหรือมีความเป็นพิษสูง
ขึ้น ซึ่งเป็นเหตุให้ต้นทุนการผลิตเพิ่มขึ้น
	 ปัจจบุนัการควบคมุโรคพชืโดยชวีวธิ ีเป็นทีย่อมรบั
ในการน�ำมาใช้เป็นส่วนหนึง่ของการจดัการโรคพชืแบบ
ผสมผสาน หรือการผลิตพืชอินทรีย์ เนื่องจากเป็นวิธีที่
ปลอดภัยและเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม ซึ่งน�ำไปสู่การ
ควบคุมโรคพืชอย่างยั่งยืนต่อไปในอนาคต (Fravel, 
2005) การใช้เชื้อราเอนโดไฟต์ควบคุมโรคพืชได้ให้
ความส�ำคัญและศึกษามากขึ้น (Backman and 
Sikora, 2008) เนื่องจากเป็นเชื้อราที่อาศัยอยู ่ใน
เนื้อเยื่อพืชแบบพึ่งพากันโดยไม่ก่อโรคแก่พืชและ 

มีประโยชน์ต่อพืชหลายด้าน ได้แก่ การส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช การทนต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสม 
การแข่งขันกับวัชพืช และการต้านทานแมลงศัตรูพืช
และโรคพืช (Mejía et al., 2008; Rodriguez et al., 
2009; Aschehoug et al., 2012) 
	 มกีารศกึษาพบว่า ข้าวเป็นแหล่งของเชือ้ราเอนโดไฟต์ 
ที่มีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืช 
ได้หลายชนิด เช่น M. grisea, R. solani, Fusarium  
monliforme, Xanthomonas oryzae (Tian et al., 2004), 
Nigrospora oryzae, Macrophomina phaseolina, 
Phoma sorghina และ Alternaria alternata  (Naik et 
al., 2009) เป็นต้น นอกจากนี้ ชนินทร (2545) พบว่า  
มีเชื้อราเอนโดไฟต์จากข้าวหลายชนิดที่สามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อ F. monliforme สาเหตุโรคถอดฝัก
ดาบของข้าวได้ อย่างไรก็ตามการศึกษาราเอนโดไฟต์
ในข้าวในพื้นที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือยังคงมีจ�ำกัด
อยู ่อกีทัง้ความหลากหลายของราเอนโดไฟต์ขึน้อยูก่บั
ถิ่นอาศัยและสภาพแวดล้อม (Arnold, 2007) ท�ำให้
จ�ำเป็นต้องท�ำการค้นหาเชือ้ทีม่ศีกัยภาพและเหมาะสม
ต่อแหล่งปลกู ดงันัน้งานวจิยันีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ แยก
และคัดเลือกราเอนโดไฟต์จากข้าวที่มีประสิทธิภาพ
ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคข้าวชนิดต่างๆ 
	

วิธีการศึกษา

1. 	 การแยกและคัดเลือกเชื้อราเอนโดไฟต์จาก
ข้าวที่มีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
สาเหตุโรคข้าว
	 1.1	 การเก็บตัวอย่างและการแยกเชื้อรา 
เอนโดไฟต์จากข้าว
	 ท�ำการเก็บตัวอย่างต้นข้าวจากแปลงเกษตรกรที่
ไม่ใช้สารเคมีก�ำจัดศัตรูพืชในพื้นที่ภาคตะวันออก 
เฉียงเหนือตอนบน 5 จังหวัด ได ้แก ่  กาฬสินธุ ์ 
มหาสารคาม อุดรธานี หนองบัวล�ำภู หนองคาย และ
ขอนแก่น (Table 1) โดยสุ่มเก็บต้นข้าวที่สมบูรณ์และ
ไม่เป็นโรค ในระยะออกรวงจนถึงเก็บเกี่ยว เดือน 
เมษายน พ.ศ. 2555 จ�ำนวน 10 ต้น และท�ำการแยก
เชื้อภายใน 24 ชม.  
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	 การแยกราเอนโดไฟต์โดยน�ำใบข้าว (บรเิวณ 3 ใบ
ที่อยู่ด้านบนของต้นข้าว) มาตัดให้มีขนาดยาว 1 ซม./
ชิ้น และให้มีแผ่นใบและเส้นกลางใบร่วมอยู่ด้วย จาก
นั้นท�ำการแยกเชื้อด้วยเทคนิค tissue transplanting 
โดยวิธีก�ำจัดเชื้อที่ผิวใบดัดแปลงจาก Naik et al. 
(2009) ด้วยการแช่ชิ้นส่วนใบใน 70% EtOH นาน  
1 นาที, 2.5% (a.i.) NaOCl นาน 3 นาที และ 70% 
EtOH นาน 30 วินาที จากนั้นล้างด้วยน�ำ้กลั่นปลอด
เชื้อ 3 ครั้ง แล้วจึงน�ำชิ้นส่วนใบมาวางบนผิวหน้า
อาหาร PDA ทีผ่สม tetracycline (20 µg/ml) เพือ่ยบัยัง้
การเจรญิของเชือ้แบคทเีรยี หลงัจากบ่มเชือ้ทีอ่ณุหภมูิ 
25 + 2 oซ ภายใต้แสงฟลูออเรสเซนต์ โดยให้แสงสลับ
กบัไม่ให้แสง (12/12 ชม.) นาน 7-21 วนั ย้ายเส้นใยให้
ได้เชื้อบริสุทธิ์ (pure culture) ท�ำการแยกเชื้อ 10 ชิ้น
ใบ/ต้น
	 ตรวจสอบวิธีก�ำจัดเชื้อที่ผิวโดย 1) น�ำน�้ำล้างครั้ง
สดุท้าย 100 ไมโครลติร มา spread บน PDA ทีใ่ช้แยก
เชื้อ และ 2) วางชิ้นส่วนใบที่ผ่านการก�ำจัดเชื้อที่ผิวบน 
PDA ที่ใช้แยกเชื้อ เป็นเวลา 30 วินาที ตรวจการเจริญ
ของเชื้อหลังบ่มตามสภาพข้างต้น นาน 7 วัน 
	 1.2 	การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา 
เอนโดไฟต์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
สาเหตุโรคข้าว
	 เชื้อราสาเหตุโรคข้าวที่ใช้ในการศึกษานี้แยกจาก
ส่วนของต้นข้าวทีเ่ป็นโรค และทดสอบการเกดิโรคแล้ว 
ได้แก่  M. grisea (MAG), Fusarium sp. FSK1 
(FUS1), Fusarium sp. FSK2 (FUS2), B. oryzae 
(BIP), C. lunata (CUR) และ R. solani (RHI) 
	 ทดสอบการยับยั้งการเจริญของราสาเหตุโรคข้าว
ด้วยเทคนิค dual culture assay (Naik et al., 2009) 
โดยวางชิน้ PDA ทีม่ปีลายเส้นใยของราเอนโดไฟต์และ
ราสาเหตุโรค ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มม. ลงบน 
PDA โดยมรีะยะห่างระหว่างกนั 5 ซม. กรรมวธิคีวบคมุ 
คือ ใช้ชิ้น PDA ที่ปลอดเชื้อ ท�ำการทดสอบ 3 ซ�้ำ  
หลังจากบ่มที่อุณหภูมิ 28 oซ นาน 7 วัน วัดรัศมีของรา
สาเหตุโรค (มม.) ในแต่ละกรรมวิธี และวิเคราะห์การ
ยบัยัง้ (%) จากสตูร (Ct-T)/Ct x 100 เมือ่ Ct = กรรมวธิี
ควบคุม และ T = กรรมวิธีทดสอบ

	 ตรวจสอบกลไกการยบัยัง้โดยดดัแปลงจาก Mejía 
et al. (2008) และ Campanile et al. (2007) ดังนี้  
1) การครอบครองพื้นที่ (C) โดยปลายเส้นใยของเชื้อ
เจริญชนกัน 2) การเป็นปรสิต (M) โดย M1 และ M2 
คอื การเจรญิทบัราสาเหตโุรคเพยีงบางส่วน และอย่าง
สมบูรณ์ ตามล�ำดับ 3) การเกิดแนวยับยั้ง (I) โดยเกิด
แนวใสระหว่างเส้นใยของราสองชนิด และ 4) การ
ยับยั้งต�่ำกว่า 50% (L) 
	 1.3	 การระบุเชื้อราเอนโดไฟต์
	 ท�ำการระบุชนิดของราเอนโดไฟต์ที่ผ ่านการ 
คดัเลอืกจากข้อ 1.2 โดยอาศยั 1) ลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาเปรียบเทียบตาม Barnett and Hunter (1972) 
และ 2) การตรวจล�ำดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ rDNA  
ส่วน ITS1 และ ITS2 (Druzhinina and Kubicek, 
2005) โดยเทคนิค PCR ด้วย primer ITS1 (TCCG-
TAGGTGAACCTGCGG) และ ITS2 (GCTGCGT-
TCTTCATCGATGC) (White et al,. 1990) วิเคราะห์
ล�ำดับนิวคลิโอไทด์ที่ MU-OU: CRC มหาวิทยาลัย
มหิดล และเปรียบเทียบความเหมือนในฐานข้อมูล 
GenBank (NCBI) ด้วยโปรแกรม BLAST (http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
	
2. 	 การศึกษาคุณสมบัติบางประการของเชื้อรา
เอนโดไฟต์ที่คัดเลือก
	 2.1	 ศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซม์
ย่อยเซลล์เชื้อราสาเหตุโรคและการผลิตสาร 
ส่งเสริมการเจริญของพืช
	 ศกึษาการผลติเอนไซม์ย่อยเซลล์เชือ้ราสาเหตโุรค
พืช ได้แก่ chitinase, protease และ cellulase ตาม
วิธีการของ สุวิตา (2549) โดยเลี้ยงราเอนโดไฟท์ใน
อาหาร PDB บ่มที่อุณหภูมิ 28 oซ เป็นเวลา 7 วัน จาก
นั้นกรองเส้นใยออกด้วยกระดาษกรอง Whatman ®  
เบอร์ 1 แล้วจึงน�ำ culture filtrate มาปั่นเหวี่ยงที่
ความเรว็ 14,000 รอบ/นาท ีอณุหภมู ิ4 oซ เป็นเวลา 20 
นาท ีจากนัน้น�ำส่วนน�ำ้ใส (supernatant) ปรมิาตร 100 
ไมโครลติร มาตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซม์ต่างๆ โดย
การหยอดลงในอาหารทดสอบที่ถูกเจาะชิ้นวุ้นอาหาร
ด้วย cork borer ขนาด 8 มล. อาหารทดสอบได้แก่ 
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PDA ที่ผสม 2.4% colloidal chitin, pH 6.0 (ส�ำหรับ 
chitinase), 1% gelatin (ส�ำหรับ protease) และ 4% 
carboxymethylcellulose sodium salt (ส�ำหรับ  
cellulase) กรรมวธิคีวบคมุได้แก่ ส่วนน�ำ้ใสจากอาหาร
ปลอดเชื้อ หลังบ่มที่อุณหภูมิ 28 oซ เป็นเวลา 5 วัน 
ท�ำการตรวจสอบโดยวิธีที่เหมาะสมต่อเอนไซม์แต่ละ
ชนิด และประเมินกิจกรรมโดยวัดขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของวงใสทั้ง 2 ด้าน (มม.) ท�ำการทดสอบ  
3 ซ�้ำ
	 การทดสอบการผลติสารทีส่่งเสรมิการเจรญิเตบิโต
ของพืช ได้แก่ Indole-3-Acetic Acid (IAA) และการ
ละลายฟอสเฟต ส�ำหรับการผลิต IAA ดัดแปลงวิธีการ
จาก Zhang et al. (2013) โดยเลีย้งเชือ้ใน PDB ทีผ่สม 
tryptophan (0.1 g/l) เป็นสารตั้งต้นส�ำหรับการ
สังเคราะห์ IAA ส�ำหรับการศึกษาการละลายฟอสเฟต 
ดัดแปลงวิธีการจาก Saravanakumar et al. (2013) 
ด้วยการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว NBRIP ที่ผสม 1% 
ของ Ca

3
(PO

4
)

2
 หรือ FePO

4
 เป็นแหล่งของฟอสเฟต 

หลังบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 28 oซ นาน 5 วัน ตรวจสอบ
กิจกรรมตามวิธีที่เหมาะสม ส�ำหรับ IAA หากสารผสม
เปลี่ยนเป็นสีชมพู/สีแดง แสดงว่าผลิต IAA ได้ ส�ำหรับ
การละลายฟอสเฟต ตรวจสอบกิจกรรมโดยวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 880 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของ KH

2
PO

4
 (µg/ml) และวเิคราะห์การเพิม่

ขึ้นหรือลดลงของการละลายฟอสเฟต (%) กรรมวิธี
ควบคุม คือ อาหารทดสอบปลอดเชื้อ ท�ำการทดสอบ 
3 ซ�้ำ
	 2.2	 ศกึษาความสามารถของเชือ้ราเอนโดไฟต์
ต่อการควบคมุโรคกล้าเน่าในสภาพห้องปฏบิตักิาร
	 เชื้อราสาเหตุโรคที่ใช้ในการทดสอบ ได้แก่ BIP, 
CUR และ FUS2 ซึง่เป็นเชือ้ส�ำคญัทีต่ดิไปกบัเมลด็ข้าว
และก่อโรคกล้าเน่าในระยะต้นกล้า ส�ำหรับการเตรียม
สปอร์แขวนลอยของราเอนโดไฟต์และราสาเหตุ 
โรค โดยเลี้ยงเชื้อบน PDA บ่มที่อุณหภูมิ 28 oซ นาน 
7-10 วนั จากนัน้น�ำมาท�ำสปอร์แขวนลอยด้วยน�ำ้กลัน่
ปลอดเชื้อ และปรับความเข้มข้นเท่ากับ 108 และ 105 
สปอร์/มล. ส�ำหรับราเอนโดไฟต์และราสาเหตุโรค  
ตามล�ำดับ ด้วย hemocytometer

	 การเตรียมเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 โดย
น�ำเมล็ดที่สมบูรณ์มาก�ำจัดเชื้อที่ผิวด้วยการแช่ใน 
2.5% (a.i.) NaOCl นาน 24 ชม. จากนั้นล้างด้วย 
น�้ำกลั่นปลอดเชื้อ 3 ครั้ง และผึ่งให้แห้งในตู้ปลอดเชื้อ
	 การทดสอบการควบคุมโรค โดยน�ำเมล็ดข้าวมา
แช่สปอร์แขวนลอยของราสาเหตโุรคแต่ละชนดินาน 30 
นาที แล้วผึ่งให้แห้ง จากนั้นน�ำเมล็ดมาแช่ในสปอร์
แขวนลอยของราเอนโดไฟต์ เปรียบเทียบกับการคลุก
เมล็ดด้วยสารเคมี mancozeb (80% WP) อัตรา  
3 ก./เมล็ด 1 กก. กรรมวิธีควบคุม คือ เมล็ดแช่น�้ำกลั่น
ปลอดเชือ้ และเมลด็แช่ราสาเหตโุรค (DC) หลงัจากผึง่
เมล็ดให้แห้งแล้วจึงน�ำมาทดสอบโดยวิธี blotter test 
ตามวิธีของ Mew and Gonzales (2002) ท�ำการ
ทดสอบ 4 ซ�้ำๆ ละ 100 เมล็ด หลังจากบ่มตามสภาพ
ข้อ 1.2 เป็นเวลา 14 วนั ตรวจสอบจ�ำนวนต้นทีแ่ห้งตาย
และประเมินการควบคุมโรค (%) จากสูตร (DC-T)/DC x 
100 เมื่อ DC = กรรมวิธีควบคุมการเกิดโรค และ  
T = กรรมวิธีทดสอบ
	 2.3	 ศกึษาความสามารถของเชือ้ราเอนโดไฟต์
ต่อการเจริญของกล้าข้าวในสภาพเรือนทดลอง
	 น�ำเมลด็ข้าวทีแ่ช่สปอร์แขวนลอยเชือ้ราเอนโดไฟต์ 
(เตรียมตามวิธีข้อ 2.2) นาน 30 นาที มาเพาะในกะบะ
ทีบ่รรจทุรายฆ่าเชือ้ และใช้เมลด็ข้าวทีแ่ช่น�ำ้กลัน่ปลอด
เชือ้เป็นกรรมวธิคีวบคมุ ท�ำการทดสอบ 4 ซ�ำ้ๆ ละ 100 
เมล็ด ท�ำการวิเคราะห์การงอก (%) ที่ 7 และ 14 วัน 
วิเคราะห์ดัชนีความแข็งแรง (Raju et al., 1999) จาก
สูตร (RL + SL) × GP เมื่อ RL = ความยาวราก (ซม.), 
SL = ความสูงล�ำต้น (ซม.) และ GP = การงอก (%)  
ที ่14 วนั และวเิคราะห์น�ำ้หนกัสดและน�ำ้หนกัแห้งของ
รากและล�ำต้น โดยสุ่มตัวอย่างซ�้ำละ 25 ต้น

3. 	 การวิเคราะห์สถิติ
	 การทดลองในข้อ 1.2, 2.2 และ 2.3 วางแผนการ
ทดลองแบบ completely randomized design 
วิเคราะห์ความแปรปรวน วิเคราะห์ความแตกต่างของ
ค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s multiple range test 
(DMRT) โดยใช้โปรแกรม SPSS v.19 
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ผลการศึกษาและวิจารณ์

1. 	 การแยกและคัดเลือกเชื้อราเอนโดไฟต์จาก
ข้าวที่มีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
สาเหตุโรคข้าว
	 1.1	 การแยกเชื้อราเอนโดไฟต์
	 จากการตรวจสอบวิธีก�ำจัดเชื้อที่ผิว ไม่พบเชื้อ
เจริญบนอาหารแยกเชื้อ ดังนั้นราที่แยกได้มีแนวโน้ม
เป็นเอนโดไฟต์ในข้าว จากการแยกเชื้อพบว่า ต้นข้าว 
130 ต้น (1,300 ชิ้นใบ) แยกเชื้อได้ 232 ไอโซเลต และ
จัดกลุ่มตามสัณฐานวิทยาได้ 57 ชนิด (morphotype) 

โดยความหลากหลายของราเอนโดไฟต์มีความ 
แตกต่างกนัในแต่ละแหล่งปลกู ซึง่แหล่งปลกูทีม่คีวาม
หลากหลายมากทีส่ดุ (14 ชนดิ) และน้อยทีส่ดุ (2 ชนดิ) 
ได้แก่ อ.เมอืง จ.มหาสารคาม และ อ.เมอืง จ.ขอนแก่น 
ตามล�ำดับ (Table 1) ความหลากหลายของเชื้อรา 
เอนโดไฟต์ที่แตกต่างกันอาจขึ้นอยู่กับสภาพอากาศ
เฉพาะจุดย่อย (microclimate) หรือถิ่นอาศัยเฉพาะ 
(microhabitat) ซึง่มผีลต่อสงัคมราเอนโดไฟต์ (ชนนิทร, 
2550; Arnold, 2007) โดยปัจจยัทีม่ผีลต่อ microclimate 
ของแปลงนาเช่น ภูมิอากาศของแหล่งปลูก ความ 
หนาแน่นของต้นข้าว และความชื้นดิน เป็นต้น

Table 1 	Number of the foliar endophytic fungi from rice plants in northeastern Thailand

Location (District, Province) Rice varieties No. fungal endophyte

Mueang, Kalasin (MKS) Chai Nat 1 4

Yang Talat, Kalasin (YTKS) Chai Nat 1 6

Mueang, Maha Sarakham (MMK) Chai Nat 1 14

Kosum Phisai, Maha Sarakham (KPMK) Chai Nat 1 11

Kumphawapi, Udon Thani (KPUT) Chai Nat 1 7

Non Sang, Nong Bua Lam Phu (NSN) Pathum Thani 1 5

Mueang, Nong Khai (MNK) Chai Nat 1 7

Mueang, Khon Kaen (MKK) Chai Nat 1 2

Nam Phong, Khon Kaen (NPKK) Phitsanulok 2 3

Khon Kaen University 1 (KKU1) Chai Nat 1 11

Khon Kaen University 2 (KKU2) Taichung Native 1 (TN1) 6

Khon Kaen University 3 (KKU3) Khao Dowk Mali 105 8

Khon Kaen University 4 (KKU4) Kor Kho 6 6

	 1.2 	การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา 
เอนโดไฟต์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
สาเหตุโรคข้าว
	 จากการทดสอบประสทิธภิาพของเชือ้ราเอนโดไฟต์ 
57 ไอโซเลต ต ่อการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 
สาเหตุโรคข้าวทดสอบ 6 ชนิด พบว่า มี 12 ไอโซเลต ที่
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคข้าวได้
อย่างน้อยหนึ่งชนิด (Table 2) ประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งเชื้อ MAG อยู่ในช่วง 57-100 % โดยไอโซเลตที่
ยับยั้งอย่างสมบูรณ์ (100%) ได้แก่ GR01, GR03, 

GR06 และ WH08 การยับยั้งเชื้อ FUS1 อยู่ในช่วง 
65-89% ซึ่งไอโซเลตที่ยับยั้งสูงที่สุด ได้แก่ GR03 
(89%), GR02 (86%), GR06 (86%) และ WH07 
(83%) ในขณะที่การยับยั้งเชื้อ FUS2 อยู่ระหว่าง  
31-97% โดยไอโซเลตทีย่บัยัง้สงูทีส่ดุ คอื WH08 (97%) 
ส่วนการยบัยัง้เชือ้ BIP อยูร่ะหว่าง 46-81% โดยไอโซเลต
ที่ยับยั้งสูงที่สุด ได้แก่ GR01 (81%), WH07 (80%), 
GR02 (77%) และ GR03 (78%) นอกจากนี้การยับยั้ง
เชื้อ CUR อยู่ในช่วง 50-90% โดยไอโซเลต GR01 
(90%) ยับยั้ งสูงที่สุด  และการยับยั้ ง เชื้อ  RHI  
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อยู่ระหว่าง 34-100% โดยไอโซเลตที่ยับยั้งได้อย่าง
สมบูรณ์ ได้แก่ GR01, GR03, GR06  และ Y04
	 จากการศกึษานีพ้บว่า กลไกของเชือ้ราเอนโดไฟต์
ต่อการยับยั้งการเจริญของราสาเหตุโรคข้าว (Table 2 
และ Figure 1) ได้แก่ 1) การครอบครองพืน้ที ่ซึง่กลไก
นีท้�ำให้ราสาเหตโุรคมพีืน้ทีใ่นการเข้าท�ำลายพชืน้อยลง 
2) การเกิดแนวใสยับยั้ง เกิดจากการสร้างสารทุติยภูมิ
ที่มีฤทธิ์ต่อราสาเหตุโรค และ 3) การเจริญทับเส้นใย
แบบบางส่วนและแบบสมบรูณ์ เกดิจากการเป็นปรสติ
ต่อราสาเหตโุรค โดยเชือ้ปฏปัิกษ์สามารถผลติเอนไซม์
ย่อยผนังเซลล์ของเชื้อราสาเหตุโรค (Benítez et al., 
2004) ส�ำหรับกลไกการยับยั้งที่แตกต่างกันนี้อาจเกิด

จากการต่อต้านของราสาเหตุโรค เช่น เชื้อสาเหตุโรค
สามารถสร้างสารยับยั้ง (inhibitors) การท�ำงานของ
เอนไซม์ที่ย่อยผนังเซลล์ได้ (Ham et al., 1997) และ
กลไก (mode of action) ของสารฑุติยภูมิต่อการ
ท�ำลายราแต่ละชนิดมีผลแตกต่างกัน (Gottlieb and 
Shaw, 1970) เป็นต้น จากผลการศกึษานีแ้สดงให้เหน็
ว่าข้าวเป็นแหล่งของเชื้อราเอนโดไฟต์ที่มีความหลาย
หลากในด้านการสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มี
คุณสมบัติยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคข้าว อย่างไรก็ตาม 
หากเชื้อราเอนโดไฟต์สามารถแสดงคุณสมบัติเหล่านี้
ในเนื้อเยื่อพืชได้อาจท�ำให้มีประสิทธิภาพในการ

ควบคุมโรคได้ 

Table 2 	 Inhibition of rice pathogenic fungi by endophytic fungi

Fungal 
isolate

Growth inhibition (%)1/ 

MAG FUS1 FUS2 BIP CUR RHI

GR01 100.0 a (M2) 66.0 c (I)   63.4 de (C) 80.6 a (I)  90.3 a (M1) 100.0 a (M2)

GR02 89.2 b (C) 85.8 a (C)   53.1 f (C) 77.0 a (C)  56.5 d (I) 87.8 b (C)

GR03 100.0 a (M2) 89.2 a (C)   78.4 b (C) 77.6 a (M1)  78.9 b (C) 100.0 a (M2)

GR06 100.0 a (M2) 85.6 a (C)   65.4 de (C) 65.9 b (C)  78.2 b (C) 100.0 a (M2)

GR07 56.8 f (I) 76.5 b (C)   31.1 h (L) 54.5 cde (C)  45.4 e (L) 44.8 f (L)

WH07 86.8 b (C) 83.4 a (C)   70.1 cd (C) 79.6 a (C)  75.6 b (C) 70.9 d (C)

WH08 100.0 a (M2) 74.1 b (C) 97.4 a (M1) 46.1 f (L)  63.7 c (M1) 34.5 h (L)

WH12  78.7 c (M1) 76.7 b (C)    58.2 ef (I) 57.6 cd (C)  65.4 c (I) 51.0 e (C)

WH14 79.5 c (C) 74.1 b (C) 58.5 ef (I) 53.4 de (C)  62.8  c (I) 52.9 e (C)

WH19  73.3 d (M1) 71.7 b (C) 76.3 bc (M1) 55.4 cde (C) 79.6 b (M1)  75.7 c (M1)

OR04     63.0 e (I) 64.7 c (I) 44.6 g (L) 51.9 e (I) 49.8 e (I) 41.5 g (L)

Y04 76.9 cd (I) 77.2 b (I) 64.1 de (I) 58.9 c (I) 73.9 b (C) 100.0 a (M2)

CV (%) 17.5 10.4 26.5 19.4 19.4 35.0
1/ Each value represents the mean of three replicates and mean within a column followed by same letter(s) are 

not significantly different at P<0.05 using DMRT. MAG: Magnaporthe grisea, FUS1: Fusarium sp. isolate FSK1, 

FUS2: Fusarium sp. isolate FSK2, BIP: Bipolaris oryzae, CUR: Curvularia lunata, and RHI: Rhizoctonia solani. 

Antagonistic activity, M1: Partial mycoparasite, M2: Complete mycoparasite, C: competition, I: inhibition zone 

and L: Loss.
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	 1.3	 การระบุเชื้อราเอนโดไฟต์
	 จากการระบุเชื้อราเอนโดไฟต์ทั้ง 12 ไอโซเลต ที่
สามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคข้าวทดสอบ โดยอาศัย
สัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยาพบว่า สามารถจ�ำแนก
เชื้อในระดับสกุล (genus) ได้แก่ เชื้อรา Penicillium, 
Aspergillus, Fusarium, Diaporthe, Cytospora, 
Pestalotiopsis และ Trichoderma  (Table 3) อย่างไร
กต็าม การระบชุนดิ (species) ทีถ่กูต้องควรศกึษาแบบ 
polyphasic taxonomy โดยอาศัย สัณฐานวิทยา 
สรรีวทิยา และล�ำดบัเบสของ rDNA ส่วนต่างๆ ร่วมกนั 
(Druzhinina and Kubicek, 2005) 
	 จากผลการศกึษานีพ้บว่า สอดคล้องกบัการศกึษา
ของ Tian et al. (2004) ที่แยกเชื้อราเอนโดไฟต์จาก
ข้าวและพบว่า เชื้อสกุล Fusarium, Penicillium และ 
Aspergillus ทีส่ามารถยบัยัง้เชือ้ M. grisea, R. solani 
และ F. moniliforme ได้ อีกทั้ง Naik et al. (2009)  
พบว่า ราเอนโดไฟต์ Penicillium chrysogenum  
จากข้าวสามารถยับยั้งเชื้อ RHI ได้ ในขณะที่ ชนินทร 
(2545) รายงานว่าราเอนโดไฟต์จากข้าว Aspergillus 
sp. 0035 สามารถยับยั้งเชื้อ F. moniliforme ได้ 
นอกจากนี้ Yuan et al. (2010) ได้รายงานการพบ 
เชื้อราเอนโดไฟต์สกุล Phomopsis (teleomorph: 
Diaporthe), Cytospora และ Pestalotiopsis ในข้าว 
ซึ่งมีรายงานว่าเชื้อ Pestalotiopsis มีความสามารถ
ยบัยัง้เชือ้ราสาเหตโุรคพชืได้ เช่น Tejesvi et al. (2007) 
แยกเชื้อราเอนโดไฟต์ Pestalotiopsis spp. จากพืช
สมุนไพรชนิดต่างๆ และพบว่า บาง species สามารถ
ยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชได้หลายชนิดเช่น Fusarium 
oxysporum และ F. verticilloides เป็นต้น จากการ

ศึกษานี้ยังพบเชื้อราเอนโดไฟต์ในสกุล Trichoderma 
ท�ำนองเดียวกันกับการศึกษาของ Naik et al. (2009) 
ที่พบราเอนโดไฟต์ T. viridae ในข้าว 
	 จากการศกึษานีย้งัพบว่า มเีชือ้ราเอนโดไฟต์ทีจ่ดัเป็น
เชื้อสาเหตุโรคพืชส�ำคัญ ได้แก่ Fusarium oxysporum, 
Diaporthe phaseolorum, Cytospora sp. และ  
Pestalotiopsis sp. จากการศึกษาของ Fisher et al. 
(1992) รายงานว ่า เชื้อ Fusarium  equiseti ,  
F. oxysporum และ Phoma sorghina สามารถอยู่ใน
ระยะแฝง (latent) ในเนือ้เยือ่ของใบข้าวได้โดยไม่แสดง
อาการโรค แต่อาจท�ำให้พชือาศยัเกดิโรคได้เมือ่มปัีจจยั
ที่เหมาะสม นอกจากนี้ Rodriguez et al. (2008) 
รายงานว่า การด�ำรงชพีของเชือ้ราเอนโดไฟต์ขึน้อยูก่บั
พืชอาศัยเช่น เชื้อ Colletotrichum magna ไอโซเลต 
CmL2.5 สาเหตุโรค anthracnose ในพืชวงศ์แตง 
สามารถอาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อของมะเขือเทศได้โดยไม่
ท�ำให้เกิดโรค และยังช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตและ
เพิ่มผลผลิตได้อีกด้วย
	 เมือ่พจิารณาประสทิธภิาพการยบัยัง้การเจรญิของ
เชื้อราสาเหตุโรคข้าวที่ใช้ในการทดสอบที่ระดับการ
ยบัยัง้ตัง้แต่ 60% ขึน้ไป พบว่า ไอโซเลต GR01, GR03, 
GR06 และ WH07 สามารถยบัยัง้เชือ้ราสาเหตโุรคข้าว
ทดสอบได้ทุกชนิด แต่อย่างไรก็ตาม จากการระบุเชื้อ
พบว่าไอโซเลต GR01 และ WH07 จัดอยู่ในสกุลที่ก่อ
โรคพืชได้ ดังนั้นการน�ำมาใช้จึงจ�ำเป็นต้องระบุชนิดที่
ถูกต้องหรือศึกษาการก่อโรคในพืชชนิดต่างๆ ก่อน  
ดังนั้นการศึกษานี้จึงคัดเลือกเชื้อไอโซเลต GR03 และ 
GR06 ซึง่จดัอยูใ่นสกลุ Trichoderma มาท�ำการศกึษา
คณุสมบตัใินการควบคมุโรคและการส่งเสรมิการเจรญิ

Figure 1 	 Antagonistic activities of rice endophytic fungi (left) against rice pathogenic fungi (right). M1: Partial 

mycoparasite, M2: Complete mycoparasite, C: competition and I: clear zone.



392 แก่นเกษตร 42 (3) : 385-396 (2557).

เติบโตของข้าว เนื่องจากเชื้อ Trichoderma เป็นเชื้อที่
ไม่ก่อโรคในพืช และยังเป็นเชื้อปฏิปักษ์ที่ได้รับการ
ยอมรับอย่างกว้างขวางในการน�ำมาใช้ควบคุมโรคพืช

ทีส่�ำคญัทางเศรษฐกจิหลายชนดิอกีด้วย (อรรถกร และ
คณะ, 2551; Howell, 2003; Benítez et al., 2004) 

Table 3 	 Morphological and molecular identification of rice endophytic fungi 

Fungal
isolate

Identification GenBank
accession no.

Similarity
(%)Morphology Molecular1/

GR01 Penicillium sp. Penicillium indicum AY742699.1 100

GR02 Aspergillus sp. Aspergillus nomius KF221090.1 100

GR03 Trichoderma  sp. Trichoderma harzianum KC569359.1 99

GR06 Trichoderma  sp. Trichoderma ghanense KF294858.1 100

GR07 Penicillium sp. Penicillium sp. SHW05 JQ988819.1 99

WH07 Fusarium sp. Fusarium oxysporum KJ562373.1 100

WH08 Fusarium sp. Fusarium sp. G39 JQ623494.1 100

WH12 Sterile mycelium Diaporthe phaseolorum JX157855.1 99

WH14 Sterile mycelium Cytospora sp. CR200 DQ996039.1 98

WH19 Pestalotiopsis sp. Pestalotiopsis sp. L512C KF228020.1 100

OR04 Penicillium sp. Penicillium sp. 4 JJK-2011 HM469422.1 99

Y04 Aspergillus sp. Aspergillus terreus KF278468.1 100
1/ Identification by comparison of ITS1, 5.8S and ITS2 sequence regions in GenBank using BLAST.

	 2. การศกึษาคณุสมบตับิางประการของเชือ้รา
เอนโดไฟต์ที่คัดเลือก
	 2.1 ศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซม์
ย่อยเซลล์เชื้อราสาเหตุโรคและการผลิตสาร 
ส่งเสริมการเจริญของพืช
	 จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์ย่อยเซลล์เชื้อรา
สาเหตโุรคพชื (Table 4) พบว่า ราเอนโดไฟต์ทีค่ดัเลอืก
ทั้งไอโซเลต GR03 และ GR06 สามารถผลิตเอนไซม์ 
chitinase proteinase และ cellulase ได้ โดยมีขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลางของวงใสอยู่ระหว่าง 21.0-35.0 มล., 
29.7-33.7 มล. และ 19.7-33.7 มล. ตามล�ำดับ ซึ่ง 
ไอโซเลต GR06 ผลิตเอนไซม์เหล่านี้ได้สูงที่สุด มี
รายงานว่าเชื้อ Trichoderma spp. ที่เป็นปรสิตต่อเชื้อ
ราสาเหตุโรคพืช มีคุณสมบัติในการผลิตเอนไซม์ 
เหล่านีเ้พือ่ย่อยสลายเซลล์เชือ้ราสาเหตโุรค และน�ำมา
ใช้เป็นแหล่งพลงังานในการเจรญิเตบิโต (สวุติา, 2549; 
Howell, 2003; Benítez et al., 2004) 

	 จากการทดสอบการผลิตสารที่ส่งเสริมการเจริญ
เตบิโตของพชืพบว่า ส�ำหรบัการผลติ IAA พบเฉพาะใน
ไอโซเลต GR03 สอดคล้องกับ Zhang et al. (2013) ที่
รายงานว่า T. harzianum มีความสามารถในการผลิต 
IAA ได้ ซึง่มผีลต่อการเจรญิของรากและล�ำต้นของพชื 
ส�ำหรับการละลายฟอสเฟตพบว่า ไอโซเลต GR03 
สามารถละลายฟอสเฟตที่อยู ่ในรูปของเหล็กและ
แคลเซียมได้ ในขณะที่ไอโซเลต GR06 ไม่สามารถ
ละลายฟอสเฟตที่อยู่ในรูปของแคลเซียมได้ โดยการ
ละลายฟอสเฟตทีอ่ยูใ่นรปูของ FePO

4
 และ Ca

3
(PO

4
)

2
 

เพิ่มขึ้นสูงที่สุดเท่ากับ 5.5% และ 4.6% ในไอโซเลต 
GR06 และ GR03 ตามล�ำดบั (Table 4) สอดคล้องกบั
การศึกษาของ Saravanakumar et al. (2013) พบว่า 
เชื้อ Trichoderma แต่ละชนิดมีความสามารถในการ
ละลายฟอสเฟตแตกต่างกนั ซึง่ไอโซเลตทีม่ปีระสทิธภิาพ
สงูมศีกัยภาพในการเพิม่ความอดุมสมบรูณ์ และส่งผล
ให้พืชเจริญเติบโตดี จากผลการทดสอบใน GR03  
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(T. harzianum) สอดคล้องกบั Altomare et al. (1999) 
ที่รายงานว่า เชื้อ T. harzianum Rifai 1295-22 
สามารถละลายฟอสเฟตที่อยู่ในรูปของแคลเซียมได้ 

ตรงข้ามกบัการศกึษาของ Zhang et al. (2013) พบว่า
เชือ้ T. harzianum ทีใ่ช้ในการทดสอบไม่สามารถละลาย
ฟอสเฟตทั้งที่อยู่ในรูปของเหล็กและแคลเซียมได้ 

Table 4 	The detection of degrading enzymes, phosphate solubilization and indole-3-acetic acid (IAA) production.  

Isolate
Clear zone diameter (mm)1/ Increasing phosphate solubilization (%) 1/ IAA2/ 

productionChitinase Proteinase Cellulase FePO
4

Ca
3
(PO

4
)

2

GR03 21.0 + 1.0 29.7 + 1.2 19.7 + 0.6 1.3 + 1.1 4.6 + 1.0 +

GR06 35.0 +1.0 33.7 + 0.6 33.7 + 0.6 5.5 + 2.1 -0.1 + 0.4 -
1/ Each value represents the mean + standard deviation.  
2/ Indole-3-Acetic Acid; Positive reaction (+) and negative reaction (-). 

	 2.2	 ศกึษาความสามารถของเชือ้ราเอนโดไฟต์
ต่อการควบคมุโรคกล้าเน่าในสภาพห้องปฏบิตักิาร
	 จากการทดสอบการควบคมุโรคกล้าเน่าทีเ่กดิจาก
เชื้อ BIP, CUR และ FUS2 โดยวิธี blotter test ไม่พบ
การเกิดโรคในเมล็ดที่แช่น�้ำกลั่นฆ่าเชื้อ (กรรมวิธี
ควบคุม) ส�ำหรับประสิทธิภาพในการควบคุมโรคที่เกิด
จากเชื้อ BIP อยู่ระหว่าง 68.5-87.0% โดยไอโซเลต 
GR03 (87.0%) ลดการเกิดโรคได้ดีกว่าการใช้สารเคมี 
mancozeb อย่างมีนัยส�ำคัญยิ่ง (68.5%) (Figure 2) 
การควบคุมโรคที่เกิดจากเชื้อ CUR อยู่ระหว่าง 88.1-
93.3% ซึ่งไอโซเลต GR03 (93.3%) ลดการเกิดโรคได้
สงูกว่าสารเคม ีmancozeb (88.1%) อย่างมนียัส�ำคญั
ยิง่ ในขณะทีก่ารควบคมุโรคทีเ่กดิจากเชือ้ FUS2 อยูใ่น
ช่วง 8.5-57.5% โดยการใช้สารเคมี mancozeb 
(57.5%) และ GR03 (47.5%) ลดการเกดิโรคได้สงูทีส่ดุ
โดยไม่แตกต่างกันทางสถิติ
	 จากการศึกษานี้ พบว ่ า  ไอ โซ เลต  GR03  
มปีระสทิธภิาพในการควบคมุโรคกล้าเน่าทีเ่กดิจากเชือ้
สาเหตโุรคทดสอบชนดิต่างๆ ได้ดกีว่าหรอืเท่าเทยีมกบั
การใช้สารเคมี mancozeb ซึ่งเป็นสารที่นิยมใช้คลุก
เมลด็พนัธุเ์พือ่ป้องกนัการเกดิโรค ส�ำหรบัประสทิธภิาพ
ของไอโซเลต GR03 ในการควบคุมโรค อาจเกิดจาก
กลไกการแข่งขนัครอบครองพืน้ที ่(Table 2) และความ
สามารถในการเจริญที่ผิวทั้งที่ส่วนราก ล�ำต้น และ 
ใบของข้าว (ข้อมูลไม่ได้แสดง) ส่งผลให้เชื้อราสาเหตุ
โรคมีพื้นที่ในการเข ้าท�ำลายต้นกล้าข้าวน้อยลง 
นอกจากนี้ Abdel-Fattah et al. (2007) รายงานว่า  

T. harzianum สามารถผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ยั้บยั้ง
การเจริญของ BIP ได้ และเมื่อน�ำมาฉีดพ่นลงบน 
ต้นข้าวในสภาพไร่นา สามารถลดการเกิดโรคและ 
ความรุนแรงของโรคได้โดยไม่แตกต่างจากสารเคมี 
Edifenphos ในขณะที่ สายชล และสมบัต ิ(2550) พบ
ว่า เมล็ดข้าวที่แช่สปอร์แขวนลอย Trichoderma sp. 
สามารถลดการเกิดโรคจากเชื้อรา F. moniliforme ได้ 
นอกจากนี้ยังมีรายงานว่า การใช้ Trichoderma spp 
แช่หรือคลุกเมล็ดพันธุ ์สามารถลดการเกิดโรคหรือ
ความรุนแรงของโรคได้ (อรรถกร และคณะ, 2551;  
เกศิณี และสมบัติ, 2552; Harman, 1991)

Figure 2 	The effect of endophytic fungi and fungicide 
on disease control of rice seedling rot caused 
by Bipolaris oryzae (BIP), Curvularia lunata 
(CUR) and Fusarium sp. FSK2 (FUS2). Data 
are represents the mean of four replicates. 
Values with different letters in the same column 
are significantly different at < 0.01 by DMRT.
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	 2.3	 ศกึษาความสามารถของเชือ้ราเอนโดไฟต์
ต่อการเจริญของกล้าข้าวในสภาพเรือนทดลอง
	 จากการศึกษาพบว่า เมล็ดข้าวมีอัตราการงอก 
ไม่แตกต่างกันในทุกกรรมวิธี (Table 6) โดยอัตราการ
งอกที่ 7 และ 14 วันหลังปลูก อยู่ในช่วง 89.5-95.3% 
และ 96-100% ตามล�ำดับ ผลการเปรียบเทียบการ
เจริญของกล้าข้าวอายุ 14 วันหลังปลูก มีดังนี้ 
	 ส�ำหรับความยาวรากพบว่า เมล็ดข้าวที่แช่สปอร์
แขวนลอยไอโซเลต GR03 มีความยาวรากมากที่สุด
เท่ากับ 12.3 ซม. ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัเมลด็แช่ไอโซเลต GR06 และแช่น�้ำกลัน่
ฆ่าเชื้อ (กรรมวิธีควบคุม) ที่มีความยาวรากเท่ากับ  
9.1 และ 11.3 ซม. ตามล�ำดับ ความสูงของล�ำต้นพบว่า 
เมล็ดที่แช่ GR03 มีความสูงมากที่สุดเท่ากับ 21.1 ซม. 
และแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับการ
กรรมวิธีควบคุม (19.5 ซม.) และแช่ GR06 (19.6 ซม.)
	 ส�ำหรับน�้ำหนักสดและแห้งของรากไม่มีความ 
แตกต่างกนัในทกุกรรมวธิ ีส่วนน�ำ้หนกัสดและแห้งของ
ล�ำต้นพบว่า เมล็ดแช่ GR03 (1.93 ก และ 0.24 ก.  
ตามล�ำดับ) มีน�้ำหนักมากกว ่ากรรมวิธีควบคุม  

(1.65 ก. และ 0.20 ก. ตามล�ำดับ) อย่างมีนัยส�ำคัญ 
	 ดัชนีความแข็งแรงของกล้าข้าวพบว่า เมล็ดแช่ 
GR03 (3337) มีค่ามากกว่าเมล็ดแช่ GR06 (3057) 
และกรรมวิธีควบคุม (2745) อย่างมีนัยส�ำคัญ
	 จากผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า ไอโซเลต 
GR03 ช่วยส่งเสรมิการเจรญิของกล้าข้าวได้ ซึง่อาจเกดิ
จากการผลติสารทีส่่งเสรมิการเจรญิของพชื (Table 4) 
ท�ำให้กล้าข้าวมีความยาวราก ความสูงของล�ำต้น  
น�้ำหนักสดและแห้งของล�ำต้นเพิ่มมากขึ้น สอดคล้อง
กับการรายงานของ สายชล และสมบัติ (2550) พบว่า 
เมลด็ข้าวทีแ่ช่สปอร์แขวนลอย Trichoderma sp. ช่วย
เพิ่มความสูงล�ำต้น ความยาวราก น�้ำหนักสดและ 
น�้ำหนักแห้ง ของต้นกล้าได้ ท�ำนองเดียวกันกับ Doni  
et al. (2014) พบว่าเมลด็ข้าวทีแ่ช่สปอร์แขวนลอยเชือ้ 
Trichoderma spp. ท�ำให้ต้นกล้าข้าวเจรญิเตบิโตได้ดี
กว่าเมล็ดที่ไม่แช่สปอร์แขวนลอย นอกจากนี้ยังมี
รายงานว่าเชื้อรา T. harzianum มีคุณสมบัติในการ 
ส่งเสรมิการเจรญิเตบิโตของพชืหลายชนดิ (Raju et al., 
1999; Zhang et al., 2013) 

Table 6 	Effect of fungal endophyte isolate GR03 and GR06 on germination and growth of rice var. Khao Dowk 
Mali 105

Treatment 

Parameters 1/ 2/

GP 7 
(%)

GP 14 
(%)

RL 
(cm)

SH 
(cm)

RW (g) SW (g)
VI

Fresh Dry Fresh Dry

Control 89.5 96.0  9.1 c 19.5 b 0.39 0.02 1.65 b 0.20 b 2745 c

GR03 95.3 100.0 12.3 a  21.1 a 0.42 0.03 1.93 a 0.24 a 3337 a

GR06 93.0 99.0 11.3 b 19.6 b 0.38 0.02  1.78 ab 0.21 ab 3057 b

F-test 3/ ns ns * * ns ns * * *

CV (%) 8.3 4.7 13.6 4.4 12.8 11.7 8.7 9.8 9.3
1/ GP7 and GP14 = seed germination at 7 and 14 days after sowing (DAS), RL = root length, SH = sooth height, 

RW = root weight, SW = shoot weight and VI = vigor index (RL, SH, RW, SW and VI were investigated 14 DAS).
2/ Each value represents the mean of four replicates and mean within a column followed by same letter are not 

significantly different at p<0.05 using DMRT.
3/ ns and * are non-significantly and significantly at p<0.05, respectively.
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สรุป

	 จากการศกึษาพบว่า ราเอนโดไฟต์ไอโซเลต GR03 
ซึง่มลี�ำดบันวิคลโีอไทด์คล้ายคลงึกบัเชือ้รา T. harzianum 
เป็นไอโซเลตทีม่ปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้เชือ้ราสาเหตุ
โรคข ้าวทุกชนิดที่ ใช ้ในการทดสอบ นอกจากนี้  
ยังสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายเซลล์เชื้อราสาเหตุ
โรคพืช ได้แก่ chitinase, proteinase และ cellulase 
การผลติสารทีส่่งเสรมิการเจรญิของพชืได้แก่ IAA และ
การละลายฟอสเฟต อีกทั้งยังสามารถลดการเกิดโรค
กล้าเน่าทีเ่กดิจากเชือ้ BIP CUR และ FUS2 ได้ รวมถงึ
ช่วยส่งเสริมให้กล้าข้าวเจริญแข็งแรงในด้านของการ
เพิ่มความยาวราก ความสูงล�ำต้น และน�้ำหนักสดและ
น�้ำหนักแห้งของล�ำต้น ดังนั้นไอโซเลต GR03 จึงมี
ศักยภาพในการน�ำมาพัฒนาใช้ควบคุมโรคข้าวและ
เพิ่มคุณภาพของผลผลิตข้าวในสภาพไร่นาต่อไป 
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