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การคดัเลอืกเชือ้ราเอน็โดไฟท�ทีม่ศีกัยภาพในการยบัยั้งเชื้อรา การคดัเลอืกเชือ้ราเอน็โดไฟท�ทีม่ศีกัยภาพในการยบัยั้งเชื้อรา การคดัเลอืกเชือ้ราเอน็โดไฟท�ทีม่ศีกัยภาพในการยบัยั้งเชื้อรา การคดัเลอืกเชือ้ราเอน็โดไฟท�ทีม่ศีกัยภาพในการยบัยั้งเชื้อรา Sclerotium rolfsiiSclerotium rolfsiiSclerotium rolfsiiSclerotium rolfsii    
Selection of the Potential Endophytic Fungi to inhibit Selection of the Potential Endophytic Fungi to inhibit Selection of the Potential Endophytic Fungi to inhibit Selection of the Potential Endophytic Fungi to inhibit Sclerotium rolfsiiSclerotium rolfsiiSclerotium rolfsiiSclerotium rolfsii    

ชนนิทร ดวงสอาดชนนิทร ดวงสอาดชนนิทร ดวงสอาดชนนิทร ดวงสอาด1/1/1/1/                            สทุธนิ ีลขิิตตระกลูรุAงสทุธนิ ีลขิิตตระกลูรุAงสทุธนิ ีลขิิตตระกลูรุAงสทุธนิ ีลขิิตตระกลูรุAง2/2/2/2/            
พรพมิล อธปิDญญาคมพรพมิล อธปิDญญาคมพรพมิล อธปิDญญาคมพรพมิล อธปิDญญาคม1/1/1/1/                            สณุีรตัน� สมีะเดื่อสณุีรตัน� สมีะเดื่อสณุีรตัน� สมีะเดื่อสณุีรตัน� สมีะเดื่อ1111////        

1/1/1/1/กกกกลุAมวจิยัโรคพชื สาํนกัวจิยัพัฒนาการอารักขาพชืลุAมวจิยัโรคพชื สาํนกัวจิยัพัฒนาการอารักขาพชืลุAมวจิยัโรคพชื สาํนกัวจิยัพัฒนาการอารักขาพชืลุAมวจิยัโรคพชื สาํนกัวจิยัพัฒนาการอารักขาพชื    
2/2/2/2/กลุAมวชิาการ  กลุAมวชิาการ  กลุAมวชิาการ  กลุAมวชิาการ  สาํนกัวจิยัและพัฒนาการเกษตรเขตที ่สาํนกัวจิยัและพัฒนาการเกษตรเขตที ่สาํนกัวจิยัและพัฒนาการเกษตรเขตที ่สาํนกัวจิยัและพัฒนาการเกษตรเขตที ่1111    

---------------------------------------------------------- 
บทคดัยAอบทคดัยAอบทคดัยAอบทคดัยAอ    

    
 จากการแยกเชื้อราเอ็นโดไฟท�จากพืชสมุนไพรไดMแกA ขิงปNา น้ํานมราชสีห� และสาบเสือ โดยนํา
สAวนของใบ ลําตMนและราก มาฆAาเชื้อท่ีผิวดMวยวิธี triple surface sterilization ไดMเชื้อราจํานวน 75 
ไอโซเลท และสามารถจัดกลุAมเปWน 5 taxa คือ Neosartorya spp., Fusarium spp., Nigrospora 
sp., Eupenicillium spp. และ Mycelia Sterilia ทําการวัดอัตราการเจริญของเชื้อราเอ็นโดไฟท�ท่ี
แยกไดM และเก็บรักษาเชื้อราเอ็นโดไฟท�  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รหสัการทดลอง รหสัการทดลอง รหสัการทดลอง รหสัการทดลอง 03030303----04040404----54545454----01010101----03030303----02020202----02020202----55554444    
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ 
Sclerotium  rolfsii เปWนเชื้อราสาเหตุโรคพืชท่ีดํารงชีวิตอยูAในดิน (soilborne) เปWน

สาเหตุโรคเนAาระดับดิน (damping off) ของกลMาพืช และโรครากเนAาและโคนเนAาของพืชชนิดตAางๆ 
ไดMแกA โรคลําตMนเนAาของถ่ัวลิสง โคนเนAาของมะเขือเทศ โคนเนAาของพริก เนAาคอดินของฝdาย เนAาระดับ
ดินของถ่ัวฝDกยาว เนAาแหMงของกลMวยไมM รากเนAาของเยอบีรAา ลําตMนเนAาของทานตะวัน หัวและรากเนAา
ของหอม กระเทียม และตMนแหMงของขMาวบาร�เลย� (สุณีรัตน�, 2551) 

ปDจจุบันไดMมีการศึกษาและพัฒนาอยAางมากในการนําเชื้อจุลินทรีย�เอ็นโดไฟท� มาใชM
ประโยชน�ในดMานการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี ซ่ึงสามารถเพ่ิมความแข็งแรง ความตMานทานตAอโรค
และแมลงศัตรูพืชไดMดี โดยจุลินทรีย�ควบคุมโรคสามารถใชMแทนการใชMสารเคมีในกรณีท่ีไมAสามารถ
ใชMสารเคมีหรือมีสภาพแวดลMอมท่ีไมAเหมาะสม อีกท้ังจุลินทรีย�สามารถเพ่ิมปริมาณและคงทนอยูAใน
ดินในระยะเวลาท่ียาวนานกวAาสารเคมี 

Chanway (1998) กลAาวถึงเชื้อราเอ็นโดไฟท�วAา คือเชื้อจุลินทรีย�ท่ีอาศัยอยูAในพืช 
โดยไมAทําใหMพืชเกิดโรคและมีความสัมพันธ�แบบ mutualistic sysmbiosis เชื้อราเอ็นโดไฟท�บาง
ชนิดสรMางสารประกอบบางอยAางหรือปฏิกิริยาเคมีตAางๆ ระหวAางเชื้อรากับพืชอาศัย บางสายพันธุ�
กระตุMนใหMพืชเกิดความตMานทาน สAงเสริมการเจริญเติบโตของพืช ในทางกลับกันเชื้อราเอ็นโดไฟท� 
ไดMรับประโยชน�จากพืชโดยอาศัยสารตAางๆจากพืช และดํารงชีวิตอยูAภายในตMนพืช นอกจากนี้ยัง
พบวAา เชื้อราเอ็นโดไฟท� บางสายพันธุ�สามารถกระตุMนการเจริญเติบโตของพืชไดM และสามารถใชM
เปWน biological control agents โดยเปWนปฏิปDกษ�ตAอ microbial pathogens หรือกระตุMนใหMเกิด
ความตMานทานแบบ systemic ไดM 

Gasoni et al. (1993) ศึกษาและแยกเชื้อราเอ็นโดไฟท� (nonpathogenic 
sterile fungus) จาก alfalfa และ alfalfa soil เพ่ือใชMในการควบคุมโรค damping off ของตMน 
flax ท่ีเกิดจากเชื้อรา Rhizoctonia solani พบวAาสามารถเพ่ิมความตMานทานตAอเชื้อราสาเหตุของ
โรคไดMดี เม่ือทําการปลูกดMวยเชื้อราเอ็นโดไฟท� กAอนการปลูก เพ่ือใหMพืชพัฒนา defense 
mechanism 

จิตรา และคณะ (2550) ศึกษาและทําการแยกเชื้อราเอ็นโดไฟท� จากพืชสมุนไพร 
13 วงศ� 15 ชนิด ไดMจาํนวน 210 ไอโซเลท ราท่ีพบมากท่ีสุดไดMแกA Colletotrichum, 
Pestalotiopsis, Phyllosticta, Phoma และ Phomopsis ตามลําดับ และนําเชื้อราเอ็นโดไฟท� 
ท่ีแยกไดMจํานวน 7 ชนิดมาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 10 
ชนิด พบวAา เชื้อราเอ็นโดไฟท� ท่ีเจริญชMาและไมAสรMางสปอร�จาํนวน 5 ไอโซเลท และรา 
Pestalotiopsis sp. 1ไอโซเลท สามารถยับยั้งการเจริญของ Alternaria alternata, Bipolaris 
maydis, Lasiodiplodia theobromae, Phytophthora palmivora และ Sclerotium rolfsii 
ในหMองปฏิบัติการ 
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Rafaeli et al. (2009) แยกและคัดเลือกเชื้อราเอ็นโดไฟท� จากสมุนไพร comfrey 
(Symphytum officinale L.) เพ่ือใชMในการควบคุมเชื้อรา Sclerotinia sclerotiorum สาเหตุโรค
พืช ซ่ึงนาํเชื้อราเอ็นโดไฟท� จํานวน 12 ไอโซเลทมาทําการทดสอบโดยวิธี dual cultute พบวAาเชื้อ
ราเอ็นโดไฟท� จํานวน 4 ไอโซเลท ใหMผลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา S. sclerotiorum ไดM 
46.7 – 50.0 เปอร�เซ็นต� 

Paul and Richard (2008) ใหMความเห็นวAา ในอนาคต การควบคุมโรคและแมลง
ศัตรูพืชโดยชีววิธีดMวยเชื้อจุลินทรีย�เอ็นโดไฟท� และการใชMสารเคมีจะมีวิธีการใชMท่ีผสมผสานกัน เชAน 
การจําหนAายเมล็ดพันธุ�เชิงการคMา จะมีการคลุกเมล็ดดMวยเชื้อจุลินทรีย�เอ็นโดไฟท� รAวมกับการใชM
สารเคมี เพ่ือกระตุMนประสิทธิภาพระหวAางสารและใหMประสิทธิภาพในการปdองกันการเกิดโรคแบบ
หลากหลาย biological agent จะกลายเปWนสAวนหนึ่งในระบบการผลิตพืช ซ่ึงจะชAวยลดตMนทุนใน
การผลิตพืชและปลอดภัยตAอสิ่งแวดลMอม 

ดังนั้นในการวิจัยครั้งนี้ จึงทําการศึกษาเพ่ือคัดเลือกและทดสอบเชื้อราเอ็นโดไฟท�ท่ีมี
ศักยภาพในการควบคุม เชื้อรา Sclerotium rolfsii 

 

วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    
อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�    

1. อุปกรณ�เก็บตัวอยAางไดMแกA พลั่วมือ ถุงพลาสติก 
2. วัสดุอุปกรณ�ในหMองปฏิบัติการ ไดMแกA ตูMเข่ียเชื้อ หมMอนึ่งความดัน ตูMอบฆAาเชื้อ 
3. อุปกรณ�เครื่องแกMว ไดMแกA จานอาหารเลี้ยงเชื้อ หลอดทดลอง ขวดดูแรน บิกเกอร� 

สไลด�และแผAนแกMวปsดสไลด� กระบอกตวง แทAงแกMว ตะเกียงแอลกอฮอล� 
4. เข็มเข่ียปลายแหลม หAวงถAายเชื้อ ปากคีบ ใบมีดผAาตัด มีด 
5. ผMาขาวบาง กระดาษซับนึ่งฆAาเชื้อแลMว (อาจใชMกระดาษทิชชูหรือกระดาษกรอง) 
6. แผAนพลาสติกสําหรับรองตัดสAวนตAางๆของพืช 
7. กลMองจุลทรรศน�แบบ compound และ sterio 
8. อาหารแยกและเลี้ยงเชื้อ ไดMแกA Water Agar (WA) Potato Dextrose Agar (PDA) Rose 

Bengal Agar (RBA) 
9. สารเคมีท่ีใชMในการฆAาเชื้อ ไดMแกA สารละลายโซเดียมไฮเปอร�คลอไรด� และเอธิล

แอลกอฮอล� 75% 
10. ตMนพืชสมุนไพร  
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วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร    
1.1.1.1.การแยกและจําแนกกลุAมเชือ้ราเอน็โดไฟท�การแยกและจําแนกกลุAมเชือ้ราเอน็โดไฟท�การแยกและจําแนกกลุAมเชือ้ราเอน็โดไฟท�การแยกและจําแนกกลุAมเชือ้ราเอน็โดไฟท�    

1. การเก็บตัวอยAางพืช (sample selection) 
เก็บตัวอยAางตMนพืชสมุนไพรโดยเก็บปกติท่ีไมAมีการเขMาทําลายของแมลงและไมAมี

อาการของโรค จากแหลAงปลูกพืชในประเทศไทย  หAอดMวยกระดาษ ใสAถุงพลาสติก  และบันทึก
รายละเอียด ชนิดพืช แหลAงท่ีเก็บ  วันท่ีเก็บ    ผูMเก็บ 

2. การทดสอบการฆAาเชื้อท่ีผิว (surface sterilization) กAอนนํามาแยกเชื้อราเอ็นโด
ไฟท� 
ทดสอบการฆAาเชื้อท่ีผิวสAวนตAางๆ ของตMนสมุนไพรดMวยโซเดียมไฮโปคลอไรท� เพ่ือ

ไมAใหMเชื้อราท่ีแยกไดMเปWนเชื้อท่ีเจริญหรือติดบริเวณผิวของสAวนตAางๆเชAน ผิวใบ ซ่ึงตMองทดสอบในพืช
สมุนไพรทุกชนิดท่ีทําการเก็บตัวอยAาง กAอนนํามาแยกเชื้อราเอ็นโดไฟท�ท่ีเจริญออกมาจากเนื้อเยื่อพืช
เพ่ือหาระยะเวลาและความเขMมขMนท่ีเหมาะสมในการแชAชิ้นสAวนใบ ก่ิง ลําตMน และรากของตMนสมุนไพร
ในโซเดียมไฮโปคลอไรท�ความเขMมขMนตAางๆกัน มีข้ันตอนดังนี้ 

1. นําตัวอยAางตMนสมุนไพรท่ีไมAเปWนโรคมาลMางน้ําใหMสะอาด 
2. ตัดตMนสมุนไพรแตAละสAวนท่ีจะทําการแยกใหMไดMความยาวประมาณ 1 ซม. 
3. นําผMาขาวบางมาหAอชิ้นสAวนของพืชท่ีตัดไดM จากนั้นนํามาแชAในแอลกอฮอล� 95% 

เปWนเวลา 15 วินาที 
4. นําผMาขาวบางท่ีหAอชิ้นสAวนของพืชท้ังหมด แชAในโซเดียมไฮโปคลอไรท�ความ

เขMมขMนตAางๆคือ 0, 1, 3 และ 5% ในเวลานานตAางๆกันคือ 1, 3 และ 5 นาที ซับใหMแหMงดMวยกระดาษ
ซับท่ีฆAาเชื้อแลMว 

5. นําผMาขาวบางท่ีหAอชิ้นสAวนของพืชท้ังหมดแชAในแอลกอฮอล� 95% เปWนเวลา 15 
วินาที ซับใหMแหMงดMวยกระดาษซับท่ีฆAาเชื้อแลMว 

6. นําชิ้นสAวนของพืชวางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ RBA (Rose Bengal Agar) โดย
แตAละจานอาหารวาง 5 ตําแหนAง บAมไวMท่ีอุณหภูมิหMอง 

7. ตรวจดูเชื้อราท่ีเจริญออกมาจากแตAละชิ้นสAวนของพืช วิเคราะห�ผลของการเจริญ
ของเชื้อราท่ีเวลาและความเขMมขMนของโซเดียมไฮโปคลอไรท�ตAางๆกัน 

a.  การแยกเชื้อราเอ็นโดไฟท� (isolation) 
นําตัวอยAางพืชผAานข้ันตอนการฆAาเชื้อท่ีผิวตามขMอ 1.2 ตามความเขMมขMนท่ีผAานการ

ทดสอบ ตรวจดูเชื้อราท่ีเจริญออกมาจากเนื้อเยื่อของแตAละชิ้นพืช แยกเชื้อราท่ีไดMไปทําเปWนเชื้อบริสุทธิ์
บนอาหาร PDA และเก็บใน PDA slant เพ่ือจําแนกชนิดของเชื้อราตAอไป นับจํานวนชิ้นตัวอยAางท่ีมี
เชื้อราเจริญออกมาเพ่ือคํานวณหาคAา isolate prevalence หรือ colonization rate (Taylor et al.) 
ดังสูตร 
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Colonization rate = Total number of samples yielding ≥ 1 isolate    
x 100 

     Total number of samples in that trial 
b. การตรวจสอบและจําแนกกลุAมของเชื้อราเอ็นโดไฟท� 

ตรวจลักษณะทางสัณฐานวิทยา สังเกตลักษณะการเจริญของเชื้อราบนอาหารท่ี
เพาะเลี้ยง วัดอัตราการเจริญเติบโต ตรวจลักษณะรูปรAาง ขนาดและโครงสรMางท่ีเชื้อราสรMางข้ึนภายใตM
กลMองจุลทรรศน� เปรียบเทียบลักษณะตAางๆของเชื้อราเอ็นโดไฟท� เพ่ือจําแนกกลุAมของเชื้อรา 
                                            2222. . . . สรุปผลการทดลองสรุปผลการทดลองสรุปผลการทดลองสรุปผลการทดลอง    

รวบรวมขMอมูลและสรุปผลการทดลอง 
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่    
    เวลาเวลาเวลาเวลา           เริ่มตMน – สิ้นสุด 
     ตุลาคม 2553 – กันยายน 2556 
 สถานที่สถานที่สถานที่สถานที่ดาํเนนิการดาํเนนิการดาํเนนิการดาํเนนิการ 
     -หMองปฏิบัติการกลุAมวิจัยโรคพืช 
     -โรงเรือนทดลองกลุAมวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
     -หMองปฏิบัติการสํานักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตท่ี 1 
 

ผลผลผลผลและวจิารณ�และวจิารณ�และวจิารณ�และวจิารณ�การทดลองการทดลองการทดลองการทดลอง 
 เก็บตัวอยAางตMนพืชสมุนไพร ไดMแกA ขิงปNา น้ํานมราชสีห� และสาบเสือ โดยนําสAวนของ

ใบ ลําตMนและราก มาฆAาเชื้อท่ีผิวดMวยวิธ ีtriple surface sterilization ไดMเชื้อราจํานวน 75 ไอโซเลท 
และสามารถจัดกลุAมเปWน 5 taxa คือ Neosartorya spp., Fusarium spp., Nigrospora sp., 
Eupenicillium spp. และ Mycelia Sterilia ทําการวัดอัตราการเจริญของเชื้อราเอ็นโดไฟท�ท่ีแยกไดM 
และเก็บรักษาเชื้อราเอ็นโดไฟท� โดยระหวAางการศึกษาจะยังคงดําเนินการเก็บตัวอยAางพืชสมุนไพรเม่ือ
นํามาแยกเชื้อราเอ็นโดไฟท�ตAอไป 
 

สรปุผลการทดลองและสรปุผลการทดลองและสรปุผลการทดลองและสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํคําแนะนาํคําแนะนาํคําแนะนาํ    
 แยกเชื้อราเอ็นโดไฟท�จากพืชสมุนไพรไดMแกA ขิงปNา น้ํานมราชสีห� และสาบเสือ โดยนํา

สAวนของใบ ลําตMนและราก มาฆAาเชื้อท่ีผิวดMวยวิธี triple surface sterilization ไดMเชื้อราจํานวน 75 ไอ
โซเลท และสามารถจัดกลุAมเปWน 5 taxa คือ Neosartorya spp., Fusarium spp., Nigrospora sp., 
Eupenicillium spp. และ Mycelia Sterilia ทําการวัดอัตราการเจริญของเชื้อราเอ็นโดไฟท�ท่ีแยกไดM 
และนําขMอมูลท่ีไดMมาทําการวิเคราะห�เพ่ือคัดเลือกเชื้อราเอ็นโดไฟท�มาทําการทดสอบประสิทธิภาพใน
การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Sclerotium rolfsii ตAอไป โดยเชื้อราเอ็นโดไฟท�ท่ีจะนํามาทดสอบควนมี
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คุณสมบัติเชAน มีอัตราการเจริญเติบโตท่ีเร็ว หรือสามารถสรMางสารทุติยภูมิ ซ่ึงอาจมีฤทธิ์ในการระงับ
หรือยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดM 
 

การนาํผลงานวจิยัไปใชMประโยชน�การนาํผลงานวจิยัไปใชMประโยชน�การนาํผลงานวจิยัไปใชMประโยชน�การนาํผลงานวจิยัไปใชMประโยชน�    
  เพ่ือนําเชื้อราเอ็นโดไฟท�ท่ีแยกไดM มาทําการทดสอบและคัดเลือกเชื้อราปฏิปDกษ�ตAอเชื้อรา 

Sclerotium rolfsii สาเหตุโรครากเนAาและโคนเนAาของพริกตAอไป  
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