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บทคัดย่อ 
การวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากข้าวในการควบคุมโรคกาบใบ

แห้งข้าวที่มีรา Rhizoctonia solani เป็นเชื้อสาเหตุ การทดลองแบบ in vitro ที่นำราเอนโดไฟต์ 102 ไอโซเลท ท่ี
แยกได้จากใบและต้นข้าว และจัดเก็บไว้ที่สาขาวิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏ
พระนครศรีอยุธยา มาทดสอบการเป็นปฏิปักษ์กับรา R. solani ด้วยวิธี dual culture โดยบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน พบว่ามีราเอนโดไฟต์ 3 ไอโซเลท คือ AT18-1, AT19-3 และ AY31 แสดงโซนใสในการ
ยับยั้งรา R. solani โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 31.61, 33.33 และ 31.11 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ เมื่อวิเคราะห์ลำดับ
ดีเอ็นเอบริเวณ internal transcript spacer (ITS) พบว่าราเอนโดไฟต์ทั้ง 3 ไอโซเลท จัดจำแนกเป็น Penicillium 
oxalicum และเมื่อทำการทดลองการเป็นปฏิปักษ์ต่อรา R. solani แบบ in vivo โดยทำภายใต้สภาพเรือนทดลอง
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กับข้าวพันธุ์ กข47 พบว่าอาการกาบใบแห้งของข้าวหายไปหลังจากการพ่นสปอร์ราเอนโดไฟต์ 21 วัน ขณะที่ชุด
ควบคุมที่ไม่ได้พ่นสปอร์ราเอนโดไฟต์ยังแสดงอาการของโรค 
 

คำสำคัญ : ราเอนโดไฟต์; ข้าว; การควบคุมศัตรูพืชแบบชีววิธี; Rhizoctonia solani 
 

Abstract 
This research aimed to evaluate the efficacy of endophytic fungi to control rice sheath blight 

caused by Rhizoctonia solani.  The in vitro study, 102 endophytic fungi, which were isolated from 
leaves and stems of rice and preserved in the Division of Microbiology, Phranakhon Si Ayutthaya 
Rajabhat University, were screened for antifungal activity against R.  solani according to the dual 
culture method. The inhibition zone was exhibited from the three isolates, namely AT18-1, AT19-3, 
and AY31, under incubation at 30 ºC for 7 days.  The percentages of growth inhibition were 31. 61, 
33.33, and 31.11 %, respectively. The sequence analysis of these three isolates was performed at 
the internal transcribed spacer ( ITS)  region and they were identified as Penicillium oxalicum.  The 
in vivo antagonistic was done in the greenhouse condition by infection of R. solani on the stem of 
RD47 rice variety.  The results showed that completely inhibited disease by endophytic fungi was 
observed after 21 days, whereas the negative control was still observed rice sheath blight disease. 
 

Keywords: endophytic fungi; rice; biological control; Rhizoctonia solani 
 
1. บทนำ 

ข ้าว  (Oryza sativa L. )  เป ็นพ ืชเศรษฐกิจ
อันด ับหนึ ่งของประเทศไทยที ่ม ีการส่งออกไปยัง
ประเทศต่าง ๆ ทั่วโลก ในปี พ.ศ. 2563/2564 ประเทศ
ไทยกำหนดเป้าหมายการผลิตข้าว 30.522 ล้านตัน [1] 
จังหวัดพระนครศรีอยุธยาและอ่างทองมีพื้นที่ส่วนใหญ่
เป็นเกษตรกรรม เกษตรกรปลูกข้าวเป็นหลัก และ
เนื่องจากอยู่ในเขตพื้นที่ที่มีระบบชลประทานดี จึงทำ
นาได้ปีละ 2 ครั ้ง หรือมากกว่า แต่การทำนาปรัง
เกษตรกรต้องประสบกับปัญหาเรื ่องโรคและแมลง
ศัตรูพืชทำให้ต้องใช้สารเคมี ซึ่งแนวนโยบายของรัฐบาล
ที่เน้นการผลิตข้าวที่มีคุณภาพ ได้มาตรฐาน ปลอดภัย
ต่อผู้บริโภค และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม ทำให้การผลิต
ข้าวโดยอาศัยชีววิธีเข้ามามีบทบาทสำคัญ และการ

สนทนากับเกษตรกรในพ้ืนท่ีพบว่าโรคกาบใบแห้งข้าวที่
มีรา Rhizoctonia solani เป็นเชื ้อสาเหตุ ทำให้ข้าว
เสียหายค่อนข้างมากหากควบคุมโรคไม่ทัน โดยพันธุ์
ข้าวที่อ่อนแอต่อโรคนี้ คือ ข้าวพันธุ์ กข47 ซึ่งเป็นข้าว
เจ้าที่เกิดจากการผสมกันระหว่างข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 
กับ CNT86074-25-9-1 มีอายุการเก็บเกี่ยวประมาณ 
104-107 วัน กรณีหว่านน้ำตม และ 112 วัน กรณีปัก
ดำ ลักษณะเด่นของข้าวพันธุ์นี้  คือ ต้านทานต่อเพลี้ย
กระโดดสีน้ำตาล แต่ข้อควรระวัง คือ อ่อนแอต่อโรค
กาบใบแห้ง [2] ด้วยข้อมูลดังกล่าวจึงเป็นโจทย์สำหรับ
การวิจัยในครั้งน้ี  

Rhizoctonia solani (anamorphic stage) 
หรือ Thanatephorus cucumeris (teleomorphic 
stage) เป็นราสาเหตุสำคัญของการเกิดโรคกาบใบแห้ง
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ข้าว พบมากในนาที่ใช้ระบบชลประทาน ซึ่งอยู่ในเขต
ภาคกลาง ภาคเหนือ และภาคใต้ ราชนิดนี้สามารถ
อาศัยในตอซัง วัชพืช และตามดินนา สามารถมีชีวิตอยู่
ข้ามฤดูกาล จึงสามารถเข้าทำลายข้าวได้ตลอดฤดูกาล
ทำนา ส่งผลให้ผลผลิตข้าวลดลง 6-20 เปอร์เซ็นต์ และ
อาจลดลงถึง 50 เปอร์เซ็นต์ ในกรณีที ่พันธุ ์ข้าวนั้น
อ่อนแอต่อโรค [3-5] เกษตรกรส่วนใหญ่จึงกำจัดรา
สาเหตุด้วยสารป้องกันกำจัดรา ได้แก่ วาลิตามัยซิน   
เบโนมิล รอฟรัล โพรพิโคนาโซล และเพนโซคูรอน เป็น
ต้น [6] การใช้สารเคมีในช่วงที่ข้าวออกรวงอาจก่อให้  
เกิดสารพิษตกค้างสูง เพราะอีกไม่นานก็จะเก็บเกี่ยว 
ซึ่งอาจส่งผลต่อคุณภาพของข้าว ความปลอดภัยของ
ผู้บริโภคข้าว การศึกษาวิธีกำจัดแบบชีววิธีจึงเป็นอีก
ทางเลือกหนึ่งที่จะเป็นการยกระดับคุณภาพข้าวไทยให้
เป็นไปตามมาตรฐาน เป็นที่ต้องการของผู้บริโภคและ
ตลาดโลกมากขึ้น 

ราเอนโดไฟต์ (endophytic fungi) หมายถึง 
ราที่อาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อพืชโดยไม่ทำให้พืชแสดงอาการ
ของโรค และราบางชนิดยังช่วยป้องกันการเข้าทำลาย
ของเชื ้อสาเหตุโรคพืช ทำให้พืชอาศัยทนต่อสภาวะ
แวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ บางชนิดอาศัยอยู่ร่วมกับพืช
แบบภาวะพึ่งพา [7,8] ปัจจุบันมีผู้ให้ความสนใจศึกษา
ราเอนโดไฟต์ที่มีศักยภาพในการควบคุมโรคและแมลง
ศัตรูพืชจำนวนมาก เช่น การค้นพบราเอนโดไฟต์จาก
โสน (Sesbania javanica) ที่มีความสามารถยับยั้งรา 
Bipolaris maydis สา เหต ุ โ รคไหม ้ของข ้ าว โพด 
Alternaria alternata สาเหต ุโรคผลเน ่าของสาลี 
Fusarium oxysporum สาเหตุโรคเหี ่ยวของมะเขือ
เทศ Phytophthora palmivora สาเหตุโรครากเน่า
โคนเน่าของทุเรียน Rhizoctonia solani สาเหตุโรค
กาบใบแห้งของข ้าวโพด และ Sclerotium rolfsii 
สาเหตุโรคโคนเน่าของถั ่วเขียว [7] และยังมีการ
รายงานการแยกราเอนโดไฟต์จากข้าวขาวดอกมะลิ 

105 เพื ่อใช้ยับยั้งรา Magnaporthe oryzae สาเหตุ
โรคไหม้ข้าว [9] ในปี ค.ศ. 2018 Pripdeevech และ
คณะ ได้แยกราเอนโดไฟต์ 66 ไอโซเลท จากใบทำมัง
หรือทำมังยอดขาว แมงดาไม้หรือแมงดาต้น (Litsea 
petiolata Hook) ในจังหวัดเชียงราย ประเทศไทย 
พบว่าสารสกัดหยาบของราเอนโดไฟต์มีประสิทธิภาพ
ในการยับย ั ้งรา Magnaporthe oryzea สายพันธุ์  
THL084 และ THL861 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 
61.96 และ 31.74 เปอร์เซ็นต์ [10] นอกจากนี ้ยังมี
รายงานการนำราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากโสมจีนมาใช้
ในการควบค ุมโรคของโสมจ ีน โดยการสก ัดสาร         
เมแทบอไลต์จากราเอนโดไฟต์ที่แยกได้แล้วนำสารสกัด
ที่ได้มาทดสอบการเป็นปฏิปักษ์ต่อราสาเหตุโรคในโสม
จ ี น  ไ ด ้ แ ก ่  Alternaria panax, Botrytis cinerea, 
Collectotrichum panacicola, Cylindrocarpon 
destructans, Rhizoctonia solani แ ล ะ  Phoma 
terrestris ซึ่งพบว่ามีราเอนโดไฟต์ 6 ชนิด ที่สามารถ
ยับยั้งราสาเหตุโรคของโสมจีน [11] ซึ่งจะเห็นได้ว่ารา
เอนโดไฟต์มีสมบัติในการเป็นปฏิปักษ์ต่อราสาเหตุโรค
พืช และสามารถนำมาใช้ควบคุมราสาเหตุโรคพืชแบบ
ชีววิธ ี

ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงนำราเอนโดไฟต์ที่แยก
ได้จากข้าว 102 ไอโซเลท ที ่จัดเก็บในสาขาวิชาจุล
ชีวว ิทยา คณะวิทยาศาสตร ์และเทคโนโลยี มหา 
วิทยาลัยราชภัฏพระนครศรีอยุธยา มาทดสอบการเป็น
ปฏิปักษ์ต่อรา R. solani สาเหตุโรคกาบใบแห้งข้าว ที่
ได ้แยกและจัดเก็บที ่ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ์ราเอนโดไฟต์ท่ีเป็นปฏปิักษ์
ต่อรา R. solani ถูกจัดจำแนกชนิดของราโดยอาศัย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวอณูโมเลกุลบริเวณ 
internal transcribed spacer ( ITS)  แ ล ะ ทดสอบ
การยั้บยั ้งรา R. solani ในเรือนปลูกพืชทดลองเพื่อ
เป็นข้อมูลสำหรับการศึกษาในระดับที่สูงขึ้นต่อไป 
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2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในการทดลอง 

ราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้จากใบและลำต้นข้าว 
ซึ ่งเป็นพันธุ ์ข้าวที่ใช้ปลูกทำนาปรังในพื้นที ่จังหวัด
พระนครศรีอยุธยาและอ่างทอง โดยเก็บตัวอย่างข้าว
เมื่อเดือนกันยายน พ.ศ. 2559 และแยกราตามวิธีของ 
Strobel [12] จัดเก็บราเอนโดไฟต์ที่แยกได้ 102 ไอโซ
เลท บนอาหารแข ็งเอ ียง potato dextrose agar 
(PDA) ณ สาขาวิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏพระนครศรีอยุธยา 
และราสาเหตุโรคกาบใบแห้งข้าว (R. solani) ที่แยก
จากข้าว จัดเก็บไว้ ณ ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ (บางเขน)  

2.2 ทดสอบการเป็นปฏิปักษ์กับรา Rhizoc-
tonia solani 

นำราเอนโดไฟต์มาทดสอบการเป็นปฏิปักษ์
ต่อรา R. solani สาเหตุโรคกาบใบแห้งข้าวด้วยวิธี 
dual culture บนอาหารแข็ง PDA โดยใช้ cork borer 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร ตัดเส้นใยรา  
เอนโดไฟต์และราโรคพืชที่เพาะเลี ้ยงบนอาหารแข็ง 
PDA ที่บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 
วัน จากนั ้นนำชิ ้นส่วนที ่ตัดได้ไปวางบนอาหารแข็ง 
PDA โดยวางตรงข้ามกันและให้ห่างจากขอบจานเพาะ
เชื ้อ 2 เซนติเมตร นำไปบ่มไว้ที ่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส จนเส้นใยมาชิดกัน ส่วนชุดควบคุมทำโดยวาง
รา R. solani ให้ห่างจากขอบจานเพาะเชื ้อ 2 เซนติ 
เมตร ส่วนด้านตรงกันข้ามไม่ต้องวางราเอนโดไฟต์ 
บันทึกผลเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของราสาเหตุ
โรคพืช [7] จากสูตร % ยับยั้งการเจริญของราสาเหตุ
โรคพืช = (C-T) ÷ C x 100 เม ื ่อ C ค ือ เส ้นผ ่าน
ศูนย์กลางโคโลนีของรา R. solani (control); T คือ 
เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีของรา R. solani ที่เจริญบน
อาหารแข็ง PDA ร่วมกับราเอนโดไฟต์ 

2.3 จัดจำแนกราเอนโดไฟต์ 
2.3.1 การจ ัดจำแนกชนิดราโดยอาศัย

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา

เอนโดไฟต์ที ่คัดเลือกได้ตามวิธีของ เลขา และคณะ 
[13] โดยเพาะเลี้ยงราบนอาหาร PDA บ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน บันทึกลักษณะการ
เจริญ สีของโคโลนีและลักษณะของสปอร์ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบ compound นำข้อมูลที่ได้ไปเปรียบ 
เทียบกับงานวิจัยท่ีเคยมีรายงานไว้ 

2.3.2 การจัดจำแนกโดยอาศัยวิธีชีวอณู
โมเลกุล 

ราเอนโดไฟต์ที ่มีประสิทธิภาพในการ
ยับย ั ้งรา R. solani จ ัดจำแนกชนิดโดยวิธ ีช ีวอณู
โมเลกุลบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) 
ใช้ไพรเมอร์ ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-
3) และ ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)  
โดยเพาะเลี ้ยงราบนอาหารเลี ้ยงเชื ้อ  PDA บ่มไว้ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นนำ
เส้นใยรามาเลี ้ยงในอาหารเหลว potato dextrose 
broth (PDB) บ่มไว้บนเครื่องเขย่าที่ใช้ความเร็วรอบ 
120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 วัน นำส่วนของเส้นใยไป
บดให้ละเอียดด้วยโกร่ง แล้วย้ายเส้นใยที่บดละเอียดลง
ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร สกัด
ดีเอ็นเอของราตามวิธีที ่ด ัดแปลงจาก George และ
คณะ [14] โดยเติม homogenization buffer (0.1 M 
NaCl, 0. 2 M sucrose, 0. 01 M EDTA, 30 mM     
Tris-HCl, pH 8.0) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ที ่เติม   
β-mercaptoethanol 1 เปอร์เซ็นต์ เขย่าให้เข้ากัน 
และ เ ต ิ ม  lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 50 mM 
EDTA, 2.5 % SDS, pH 8.0) ปริมาตร 300 ไมโครลติร 
เขย่าให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที จากนั้นเติม precipitation buffer (5 
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M potassium acetate, 3 M acetic acid) ปริมาตร 
192 ไมโครล ิตร และ  chloroform ปร ิมาตร 200 
ไมโครลิตร นำไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่ แล้ว
เติม isopropanol ปริมาตรเท่ากับส่วนใส ผสมให้เข้า
กันเบา ๆ นำไปหมุนเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 5 นาที ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอลเข้มข้น 
70 เปอร ์ เซ ็นต์  และละลายด ี เอ ็นเอด ้วยน ้ำกลั่น
ปราศจากเชื้อ ตรวจสอบดีเอ็นเอบน 1 % agarose gel 
electrophoresis เพิ ่มจำนวนดีเอ ็นเอด้วยเทคนิค 
polymerase chain reaction (PCR) ซึ ่งมีส ่วนผสม
ดังนี้ 10x PCR buffer (3 ไมโครลิตร) 25 mM MgCl2 
(2.4 ไมโครลิตร) 2.5 mM dNTP (2.4 ไมโครลิตร) 10 
pmol ITS1 (0.9 ไมโครล ิตร)  10 pmol ITS4 (0.9 
ไมโครลิตร) Taq DNA polymerase (0.15 ไมโครลติร) 
DNA template (3 ไมโครลิตร) และน้ำกลั่นปราศจาก
เชื้อ (17.25 ไมโครลิตร) โดยมี PCR condition ดังนี้ 
pre-denaturation อุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส เวลา 
2 นาที denaturation อุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส 
เวลา 0.10 นาท ี  annealing อ ุณหภ ูม ิ  60 องศา
เซลเซียส เวลา 0.15 นาที extension อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที จำนวน 30 รอบ จากนั้น
คงไว้ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที และ
คงไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนำออกจาก
เครื ่อง PCR นำ PCR product ที่ได้ไปตรวจสอบบน   
1 %  agarose gel และทำ ให ้ บร ิ ส ุ ทธ ิ ์ ด ้ ว ย  PCR 
purification kit ( TIANquick Midi Purification kit, 
TIANGEN, China) ตามวิธีที่แนะนำใน protocol และ
ตรวจสอบ purified PCR product อ ีกคร ั ้ งบน 1 % 
agarose gel ก ่อนส ่ งไปหาลำด ับเบสท ี ่  First Base 
(Malaysia) นำผลลำดับนิวคลีโอไทด์ทั ้งสองสายไปทำ 
pairwise ด ้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม  MUSCLE ใ น  MEGA 
software version 7.0  แล้วจึงนำไป blast เพื่อเทียบ 

กับราที่อยู่ในฐานข้อมูลของ GenBank  
2.4 ทดสอบการยับยั้งราโรคพืชในเรือนปลูก

พืชทดลอง 
นำเมล็ดพันธุ์ข้าว กข47 ที่เมล็ดมีลักษณะ

สมบูรณ์มาแช่ในสารละลาย 5 % Clorox เป็นเวลา 5 
นาท ี  แล ้วล ้างด ้วยน ้ำ reverse osmosis (RO)  ที่
ปราศจากเชื้อ 2 ครั้ง นำเมล็ดข้าวไปเพาะในกระบะ
เพาะที่มีกาบมะพร้าวชุ่มน้ำอยู่เป็นเวลา 1 คืน เมล็ด
ข้าวที่มีรากงอกจะถูกนำมาปลูกในกระถางดินเผาขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 20 เซนติเมตร ดินที่นำมาปลูกข้าว
เป็นดินเหนียวท่ีได้รับความอนุเคราะห์จากแปลงนาของ
เกษตรกร โดยปลูกข้าวไว้ในกระถาง 5 ต้นต่อกระถาง 

นำราเอนโดไฟต์ที ่มีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งรา R. solani ได้ดีจากการทดลองในสภาพห้อง 
ปฏิบัติการมาทดสอบในเรือนปลูกข้าวทดลอง โดย
เตรียมสารละลายสปอร์ราเอนโดไฟต์ที ่ความเข้มข้น
เริ่มต้น 106 สปอร์ พ่นลงบนต้นข้าว (กข47) ขณะที่ข้าว
มีอายุ 42 วัน โดยใช้ถุงพลาสติกคลุมขณะพ่นสปอร์รา 
หลังจากนั้นเตรียมกล้าเชื้อ R. solani สำหรับปลูกลง
ในข้าวเมื ่อข้าวมีอายุ 45 วัน โดยเพาะเลี ้ยงรา R. 
solani บนอาหารแข็ง PDA แล้วใช้ cork borer ขนาด 
5 มิลลิเมตร ตัดเส้นใยและสปอร์รา แล้วนำไปวางบน
ต้นข้าวท่ีทำให้เกิดแผล โดยให้แผลสูงจากระดับน้ำหรือ
คอดินขึ ้นมา 2 เซนติเมตร วัดความสูงของต้นข้าว 
ความสูงของแผลที ่แสดงอาการกาบใบแห้ง ใช้สาร
ป้องกันกำจัดรา 50 % carbendazim ที่ความเข้มข้น 
1.0 กรัมต่อลิตร และชุดทดลองที่ไม่ใช้ราเอนโดไฟต์
เป็นชุดควบคุม ซึ่งดัดแปลงจาก Kumar และคณะ [15] 
โดยทดลอง 5 ซ ้ำ ต ่อราเอนโดไฟต ์ 1 สายพันธุ์  
คำนวณหาเปอร์เซ็นต์ความรนุแรงของโรค (% relative 
lesion height, %RLH) ตามวิธ ีของ Anh และคณะ 
[16] ตามสูตร เปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรค (%RLH) 
= (ความสูงของแผล ÷ ความสูงของต้นข้าว) x 100 



ปีที่ 29 ฉบบัที่ 4 กรกฎาคม-สิงหาคม 2564                                                       วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี (ววท.)  

 577 

2.5 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
วางแผนการทดลองแบบสุ่มอย่างสมบูรณ์ 

(completely randomized design, CRD) วิเคราะห์
ความแปรปรวนทางสถิติโดยใช้วิธี multiple ANOVA 
แ ล ะ  post hoc test- Duncan ( p < 0. 05)  ด ้ ว ย
โปรแกรม SPSS statistic version 21 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
3.1 การทดสอบการเป็นปฏิปักษ์กับรา R. 

solani  
นำราเอนโดไฟต์ 102 ไอโซเลท มาทดสอบ

การเป็นปฏิปักษ์ต่อราสาเหตุโรคกาบใบแห้งข้าวที่มีรา 
R. solani เป็นเชื ้อสาเหตุ พบว่ามี 3 ไอโซเลท ที ่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั ้งราสาเหตุโรคพืช ได้แก่ 
AT18-1, AT19-3 และ AY31 (รูปที่ 1) 

เมื่อวิเคราะห์หาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งพบว่า
ราเอนโดไฟต์ทั้ง 3 ไอโซเลท มีค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง
ใกล้เคียงกัน โดยไอโซเลท AT19-3 มีค่าเปอร์เซ็นต์การ
ยับยั ้งส ูงส ุด คือ 33.33 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา คือ 
AT18-1 และ AY31 ซึ ่งม ีค ่าเปอร ์เซ ็นต ์การยับยั้ ง 
31.61 และ 31.11 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ การศึกษา
การควบคุมราสาเหตุโรคพืชแบบชีววิธี โดยใช้ราเอนโด
ไฟต์ควบคุมโรคใบไหม้ข้าวของ Jitsuwannarak และ 
Wongcharoen [9] พบว่าราเอนโดไฟต์ FL11 ซึ ่งมี
ความเหมือนกับเช้ือ Daldinia eschscholtzii สามารถ
ยับยั้งการเจริญของเส้นใยรา Magnaporthe oryzae 
ได้อย่างสมบูรณ์ โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 100 
เปอร ์ เซ ็นต ์  ม ีกิ จกรรมการย ับย ั ้ ง  (antagonistic 
activitie) เป ็นแบบ mycoparasite ส ่วนสายพันธุ์  
FL02, FL19 และ FR55 มีค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งแบบ 
competition 71, 58 และ 55 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 
และสายพันธุ ์ FR46 มีค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งแบบ 
inhibition zone 56 เปอร ์ เซ ็นต ์  นอกจากน ี ้ย ั งมี

รายงานการใช้ราเอนโดไฟต์ในการควบคุมโรคที่เกิด
จากรา R. solani ในโสมจีน พบว่าราเอนโดไฟต์  
Phoma terrestris, Ascomycete sp. (unknown 1), 
Fusarium oxysporum, F.  solani, Fungal sp. 
(unknown 2)  แ ล ะ  Collectorichum pisi มี ค่ า
เปอร์เซ็นต์การยับยั ้ง R. solani 96.8, 93.7, 89.2, 
91.8, 76.0 และ 44.2 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ [11] ในปี 
ค.ศ. 2018 Yu และคณะ [17] ได้แยกราเอนโดไฟต์ 81 
ไอโซเลทจากใบ เปลือกไม้ และผลของต้นชาน้ำมัน 
(Camellia oleifera) ในพื้นที่มณฑลหูหนาน ประเทศ
สาธารณรัฐประชาชนจีน เพื ่อใช้ในการควบคุมโรค 
แอนแทรกโนสของชาน้ำมัน โดยราเอนโดไฟล์ที่แยกได้
จัดจำแนกอยู ่ใน 14 สกุล โดยสกุลที ่พบมาก ได้แก่ 
Pestalotiopsis sp., Penicillium sp. และ Fusarium 
sp. และพบว่าสกุล Oidium sp. (ty-64) มีประสิทธิ 
ภาพในการยับยั้งราสาเหตุโรคแอนแทรกโนสของชา
น้ำมันได้ดีที่สุด และในปีเดียวกันนี้ Chowdhary และ 
Kaushik [18] ได ้แยกราเอนโดไฟต์จากสะระแหน่ 
(Mentha piperita)  63 ไอโซ เลท  เพ ื ่ อย ับย ั ้ งรา 
Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Fusarium 
oxysporum และ Sclerotinia sclerotiorum ซึ่งเป็น
สาเหตุของโรค chickpea rot ผลการทดลองพบว่ารา
เอนโดไฟต์ท่ีแยกได้ยับยั้งเช้ือ S. sclerotiorum ได้มาก
สุด ซึ่งก่อนหน้านี้มีรายงานการแยกราเอนโดไฟต์จาก
ใบของพืชตระกูลแค (Markhamia tomentosa) เพื่อ
ย ับย ั ้งราสาเหตุโรคพืช ได ้แก่ F. oxysporum, S. 
sclerotiorum, R.  solani และ B. cinerea โดยว ิธี  
dual culture ผลการทดลองพบว่าราเอนโดไฟต์  4   
ไอโซเลท แสดงผลการยับยั้งต่อราสาเหตุโรคพืช โดยรา
เอนโดไฟต์ MF1, MF3, MF5 และ MF6 แสดงผลการ
ยับยั้งต่อรา F. oxysporum และราเอนโดไฟต์ MF1 
และ MF5 ยังแสดงผลการยับยั้งต่อรา S. sclerotio-
rum และ R. solani อีกด้วย ขณะที่ราเอนโดไฟต์ท้ัง 4 
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ไอโซเลท ไม่แสดงผลการยับยังรา B. cinerea [19] ใน
ปี ค.ศ. 2015 Luo และคณะ [20] รายงานการแยกรา
เอนโดไฟต์ 61 ไอโซเลท จากใบ ลำต้น และรากของ
ครามป่า (Tephrosia purpurea) เพื่อนำมาใช้ในการ
ย ับย ั ้ งราสาเหต ุ โรคพ ืช ได ้แก ่  S.  sclerotiorum, 
Phytophthora parasitica var.  nicotianae, Phy-
topthora melonis, B.  cinerea, Collectotrichum 
gloeosporioides และ R. solani จาก dual culture 
พบว ่ า ร า เอน โด ไฟต ์  Penicillium griseofulvum 
TPL25, Aspergillus oryzae TPL35, Purpureo-
cillium lilacinum TPL04, Periconia sp.  TPR04, 
Aspergillus fumigatus TPL15 และ Fusarium sp. 

TPR05 แสดงโซนยับยั้งราสาเหตุโรคพืชดังกล่าวได้ 
นอกจากนี้ Paul และคณะ [21] ได้รายงานการแยกรา
เอนโดไฟต์  72 ไอโซเลท จากใบและรากของพืช
แดนดิไลอัน (Taraxacum coreanum) เมื ่อทดสอบ
การเป็นปฏิปักษ์กับราสาเหตุโรคพืช (Alternaria 
panax, B.  cinerea, C.  gloeosporioides, F.  oxy-
sporum, Phytophthora capsici, Pythium 
ultimum และ R. solani) พบว่ามีราเอนโดไฟต์ 10 
ไอโซเลท ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งราโรคพืช ซึ่ง
ผลการวิจัยดังกล่าวข้างต้นเห็นได้ว่าราเอนโดไฟต์มี
ประสิทธิภาพในการนำมาใช้ในการควบคุมราโรคพืช
ชนิดต่าง ๆ 

 

   
A-1 B-1 C-1 

   
A-2 B-2 C-2 

 

Figure 1 Endophytic fungi (A) AT18-1, (B) AT19-3, and (C) AY31 against R. solani, after incubated at 
30 ºC for 7 days.  The photos (A-1, B-1 and C-1) were taken on the top of the Petri dish; 
while the photos (A-2, B-2 and C-2) were taken on the back of the Petri dish.
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3.2 การจัดจำแนกชนิดของราเอนโดไฟต์ที่
คัดเลือกได้  

การพิจารณาลักษณะโคโลนีของราเอนโด
ไฟต์ท้ัง 3 ไอโซเลท บนอาหารแข็ง PDA พบว่าโคโลนีมี
ลักษณะสีเขียวถึงเขียวแก่ การเจริญช้า เมื ่อบ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยโคโลนีของรา AT18-1 
มีสีเขียวเข้ม เส้นใยไม่ฟู เจริญช้า สร้างสปอร์จำนวน
มาก เมื ่อพิจารณาด้านล่างพบว่าโคโลนีมีสีเหลือง 

ขณะที่ AT19-3 โคโลนีมีสีเขียวขี้ม้า เส้นใยไม่ฟู เจริญ
ช้า สร้างสปอร์จำนวนมาก ด้านล่างโคโลนีมีสีเหลืองอม
ส้ม ส่วน AY31 โคโลนีสีเขียวอมเทา เส้นใยไม่ฟู เจริญ
ช้า ด้านล่างโคโลนีมีสีเหลืองอมส้มแดง (รูปที่ 2) เมื่อ
จัดจำแนกด้วยวิธีชีวอณูโมเลกุลบริเวณ ITS พบว่ารา
เอนโดไฟต์ทั้ง 3 ไอโซเลท จัดจำแนกเป็น Penicillium 
oxalicum โดยมีความเหมือนกับ P. oxalicum NRRL 
787T (NR 121232) 100 เปอร์เซ็นต์ (รูปที ่3) 

 

 A-1  A-2 

 B-1  B-2 

 C-1  C-2 
 

Figure 2 Colonies of endophytic fungi (A-1)  AT18-1, (B-1)  AT19-3, and (C-1)  AY31 on PDA plates 
incubated at 30 ºC for 15 days, and cell structure under bright field microscope at the 
magnification image 400x, after incubation at 30 ºC for 3 days (A-2) AT18-1, (B-2) AT19-3 
and (C-2) AY31. 
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Figure 3 Phylogenetic tree base on the sequence of ITS region showing position of AT18-1, AT19-3, 

and AY31 with respect to closely related species. The phylogenetic tree was reconstructed 
from evolutionary distance data using maximum-likelihood analysis by MEGA 7.0. Numbers 
at nodes represent the bootstrap percentage ( > 50 %) derived from 1,000 datasets.  
Aspergillus niger ATCC 16888 ( NR 111348)  was used as the outgroup.  The scale bar 
indicates an evolutionary distance of 0.01 Knuc. 

 
รา P. oxalicum มีสมบัติในการนำมาใช้

ควบคุมโรคพืชแบบชีววิธี มีการใช้ควบคุมราสาเหตุโรค
พืช เช่น ใช้ควบคุมรา Verticillium spp., F. oxyspo-
rum และ Alternaria alternata [22,23] อ ีกทั ้ งมี
รายงานการนำไปใช้ในการควบคุมโรคเหี่ยวในมะเขือ
เทศในสภาพ glasshouse และแปลงปลูก โดยทำให้
อยู่ในรูป formulated ที่ต่างกัน 8 แบบ และทุกแบบ
ถูกนำไปใช้โดยการจุ่มเมล็ดลงใน formulation แบบ
ต่าง ๆ เป็นเวลา 7 วัน ก่อนปลูก ส่วนการตรวจสอบ
การอยู่รอดชีวิตของสปอร์ทำโดยประเมินจากการงอก
ของสปอร์ [24] มีรายงานการใช้ P. oxalicum ในการ
ควบค ุมราสาเหต ุ โรคข ้าว Alternaria alternata 
ภายใต้สภาวะที่อุณหภูมิ water activity และอาหาร

เลี้ยงเชื้อต่างกัน การศึกษาแบบ dual growth พบว่า 
P. oxalicum มีศักยภาพในการแข่งขันกับ A. Alter-
nata ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ผลการ 
ศึกษายังชี้ให้เห็นว่า P. oxalicum มีลักษณะการเป็น
ปฏ ิป ั กษ ์ แบบ  mycoparasite ต ่ อ  A.  Alternata 
ภายใต้สภาพการทดลองนี้ โดย P. oxalicum จะใช้
เส้นใยแทงเข้าไปใน A. alternata แล้วสร้างก้านชู   
โคนิเดีย (conidiophore) และโคนิเดีย ซึ่งการศึกษาน้ี
ชี ้ ให ้เห ็นว ่า P. oxalicum น ่าจะมีบทบาทต่อการ
ควบคุมโรคแบบชีววิธีต่อการควบคุมโรคข้าวในอนาคต 
[25] ปี ค.ศ. 2019 Ren และคณะ รายงานการผลิต
สารโพลีคีไทด์ (polyketide) ใหม่ 2 ชนิด คือ peni-
cilloxalone A (1) และ B (2) จากรา P. oxalicum 
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MHZ153 [26] นอกจากนี ้ยังมีรายงานการแยกสาร 
isocoumarin ชนิดใหม่ 3 ชนิด คือ terrecoumarines 
A-C (1-3) จากราเอนโดไฟต์ P. oxalicum ซึ ่งสาร 
isocoumarin นี้มีสมบัติในการต้านแบคทีเรียและรา 
[ 27]  ส า ร เ ม แ ทบ อ ไ ล ต ์ ท ุ ต ิ ย ภู ม ิ  ( secondary 
metabolite) ที ่ P. oxalicum สร้างได้จะต่างกันไป
ขึ้นอยู่กับสายพันธ์ุนั้น ๆ โดยสารเมแทบอไลต์ทุติยภมูิที่
สร้างจากรา P. oxalicum ได้แก่ meroterpenoid, 
phenolic enamide, isocouma-rin, alkaloid แล ะ
อนุพันธ์ของ butyrolactone [27-30] อย่างไรก็ตาม 
การนำรา P. oxalicum มาใช้ประโยชน์ในแปลงปลูก
เกษตรกรจำเป็นต้องศึกษาวิจัยเพิ่มเติมถึงสมบัติของรา
สายพันธ์ุที่คัดเลือกได้ 

3.3 การทดสอบการเป ็นปฏ ิป ักษ ์ของรา    
เอนโดไฟต์ต่อรา R. solani ในข้าว 

การปลูกรา R. solani ลงบนต้นข้าวอายุ 
45 วัน แล้วนำราเอนโดไฟต์ทั้ง 3 ไอโซเลท ไปทดสอบ
การยับยั้งรา R. solani พบว่าราเอนโดไฟต์ทั้ง 3 ไอโซ
เลท มีประสิทธิภาพในการยับยั้งรา R. solani ได้ แม้ว่า
ช่วงแรกข้าวจะแสดงอาการกาบใบแห้ง (รูปที่ 4) แต่
อาการดังกล่าวจะเริ่มหายไป ขอบใบแห้งเริ่มหลุดออก 
ไม่มีการลุกลาม หลังจากการทดสอบผ่านไป 21 วัน 
ขณะที่ชุดควบคุม คือ ต้นข้าวที่ไม่ได้พ่นสปอร์ราเอนโด
ไฟต์ อาการกาบใบแห้งยังคงมีอยู่แม้ว่าเวลาผ่านไปถึง 
28 วัน ส่วนต้นข้าวท่ีพ่นสารเคมี carbendazim พบว่า
ไม่มีอาการกาบใบแห้งเกิดขึ้น (รูปที่ 5)  

 

 

Figure 4 Rice sheath blight symptom 
after 7 days ( A)  control (B) 
50 %  carbendazim (C) 
endophytic fungi AT18-1 (D) 
endophytic fungi AT19- 3, 
and (E)  endophytic fungi 
AY31 

 

 

Figure 5 Rice sheath blight symptom 
after 28 days (A) control (B) 
50 %  carbendazim (C) 
endophytic fungi AT18-1 (D) 
endophytic fungi AT19- 3, 
and (E)  endophytic fungi 
AY31 
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เมื ่อนำมาวิเคราะห์หาเปอร์เซ็นต์ความ
รุนแรงของโรค (%RLH) และวิเคราะห์ความแปรปรวน
ทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ ด้วยวิธี 
multiple ANOVA และ post hoc test-Duncan ที่
ระยะเวลา 7 และ 14 วันหลังจากปลูกรา R. solani ลง
บนต ้นข ้าว และควบค ุมการเก ิดโรคด ้วย 50 % 
carbendazim และราเอนโดไฟต์ทั้ง 3 ไอโซเลท แล้ว 
พบว่าการใช้สารเคมี 50 % carbendazim สามารถ
ยับยั้งโรค 100 เปอร์เซ็นต์ คือ ไม่พบอาการกาบใบแห้ง

บนต้นข้าว ส่วนการใช้ราเอนโดไฟต์ท่ีเวลา 7 วัน พบว่า 
AT18-1 และ AY31 มีค่าเปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของ
โรค (%RLH) ใกล้เคียงกัน โดยมีค่า %RLH มากกว่า 
AT19-3 อย่างมีนัยสำคัญ ส่วนที่เวลา 14 วัน ความ
รุนแรงของโรคลดลงเมื่อใช้ราเอนโดไฟต์ AT19-3 ใน
การควบคุมรา R. solani อย่างไรก็ตาม ราเอนโดไฟต์
ทั้ง 3 ไอโซเลท สามารถควบคุมการเกิดโรคกาบใบแห้ง
ได้ดีกว่าชุดควบคุม โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์ความรุนแรง
ของโรคเกิดขึ้นน้อยกว่าอย่างมีนัยสำคัญ (ตารางที ่1) 

 
Table 1 Efficacy of antagonistic endophytic fungi on severity of R. solani of rice sheath blight in pot 

test 
 

Treatments 
7 (Days) 14 (Days) 

Height stem  
(cm) 

Height wound  
(cm) 

Severity  
(%RLH) 

Height stem  
(cm) 

Height wound  
(cm) 

Severity  
(%RLH) 

Control 53.28±2.47 1.77±0.29 3.33a 61.68±2.29 5.22±0.60 8.46a 
Carbendazim 51.68±1.83 0.00±0.00 0.00d 62.52±0.81 0.00±0.00 0.00d 

AT18-1 53.40±2.38 1.44±0.05 2.69b 62.32±2.89 2.13±0.78 3.39b 
AT19-3 53.56±0.77 1.14±0.06 2.13c 63.60±0.33 1.18±0.33 1.84c 

AY31 52.32±0.70 1.37±0.11 2.62b 63.64±0.77 2.86±1.13 4.49b 
 

ในปี ค.ศ. 2014 Wongcharoen [31] ได้
รายงานประสิทธิภาพของราเอนโดไฟต์ Trichoderma 
harzianum GR03 แ ล ะ  T.  ghanense GR06 ว่ า
สามารถลดความรุนแรงของโรคได้อย่างมีนัยสำคัญ 
และในปีเดียวกัน Guo และ Liao  ได้คัดเลือกราที่เป็น
ปฏิปักษ์กับรา R. solani พบว่ารา Paenibacillus 
kribbensis PS04 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งรา R. 
solani ทั ้งแบบ in vitro และ in vivo [32] อีกทั ้งมี
ร า ย ง านกา ร ใช ้ แบ คท ี เ ร ี ย ปฏ ิ ป ั ก ษ ์  Bacillus 
megaterium สายพันธุ ์ No. 16 ในการควบคุมโรค
กาบใบแห้งของข้าวพันธุ ์ กข6 โดยพบว่าการพ่นชีว

ภัณฑ์ B. megaterium ในสภาพเรือนทดลอง สามารถ
ลดความรุนแรงของโรคกาบใบแห้งได้แตกต่างจากชุด
ควบค ุมอย ่ างม ีน ัยสำค ัญ [6]  ในป ี  ค .ศ .  2018 
Chamswang และคณะ [33] ได ้รายงานการใช้ชีว
ภัณฑ์ Bacillus siamensis RRK1-Rif ในการลดการ
เกิดโรคกาบใบแห้งของข้าว โดยพบว่าทุกกรรมวิธีที่ใช้
ชีวภัณฑ์แช่เมล็ดและพ่นต้นข้าว 3 ครั้ง หรือใส่ขณะ
เตรียมดินสามารถลดความรุนแรงและเปอร์เซ็นต์การ
เกิดโรคกาบใบแห้งของข้าวที่เกิดจากรา R. solani 
อย่างมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดย
สามารถลดการเกิดโรคหลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรคที่ 
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14 และ 21 วัน นอกจากน้ียังมีการใช้รา Trichoderma 
asperellum T12 ควบคุมโรคกาบใบแห้งข้าวที่มีรา R. 
solani เป็นเชื ้อสาเหตุ จากการใช้เปลือกข้าวเป็น 
carrier เพื่อให้รา T. asperllum T12 ลอยน้ำได้และ
ป้องกันแสง UV เมื ่อนำไปทดลองบนต้นข้าวพบว่ามี
ประส ิทธ ิภาพในการควบค ุมแบบช ีวว ิ ธ ี ถ ึ ง  90 
เปอร์เซ็นต์ [34]. 
 

4. สรุป 
ผลการวิจัยนี้ชี้ให้เห็นว่าราเอนโดไฟต์ AT18-1, 

AT19-3 และ AY31 ที ่แยกได ้จากข้าวภายหลังจัด
จำแนกด ้วยว ิ ธ ีช ี วอณ ูโมเลก ุลบร ิ เวณ internal 
transcript spacer ( ITS)  พบว ่ า เ ป ็ น  Penicillium 
oxalicum โ ด ย ม ี ค ว าม เหม ื อ นก ั บ  Penicillium 
oxalicum NRRL 787T (NR 121232)  ซึ ่งเป็น type 
strain 100 เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภาพในการยับยั้งรา 
R. solani สาเหตุโรคกาบใบแห้งข้าว มีค่าเปอร์เซ็นต์
การยับยั้ง 31.61, 33.33 และ 31.11 เปอร์เซ็นต์ ตาม 
ลำดับ และเมื่อนำมาทดสอบกับต้นข้าวในสภาพเรือน
ปลูกพืชทดลอง พบว่าราเอนโดไฟต์ทั้ง 3 ไอโซเลท มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรค ความรุนแรงของโรค
ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดยเฉพาะไอโซ
เลท AT19-3 ที่ช่วยลดความรุนแรงของโรคได้มากกว่า
ไอโซเลท AT18-1 และ AY31 อย่างมีนัยสำคัญ ดังนั้น
การศึกษาในสภาพแปลงปลูกข้าวและความปลอดภัย
ของการใช้ราชนิดนี้จะเป็นการยืนยันการนำราเอนโด
ไฟต์ P. oxalicum ไปใช้ประโยชน์ในอนาคต 
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