
Agricultural Sci. J. 47 : 3 (Suppl.) : 63-66 (2016)  ว. วิทย. กษ. 47 : 3 (พเิศษ) : 63-66 (2559) 
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Abstract 

In vitro efficacy of essential oil from kaffir lime (Citrus hystrix) against mycelial growth and spore 
germination of Curvularia sp. (C5), Helminthosporium sp. (H1) and Fusarium sp. (F2), the causal agents of dirty 
panicle disease of rice were determined. Based on poisoned food technique, all 4 tested concentrations of 
essential oil exhibited strong to moderate inhibitory activity against the tested fungi which were statistically 
different from negative control. The concentrations of 10,000 and 20,000 ppm gave the highest inhibition (100 
percent) while 5,000 and 500 ppm gave 80 and 10 percent inhibition, respectively. Moreover, using inverted 
petriplate method, the essential oil at all three tested doses (2, 4 and 6 μL) was found to be effective for all 3 
tested fungi. Besides, 6 μL dose showed the highest inhibition effect (80, 88 and 63 %) against C5, H1 and F2, 
respectively. Regard to its efficacy test on spore germination, essential oil was shown to possess good antifungal 
activity. Three concentrations (5,000, 10,000 and 20000 ppm) of kaffir lime oil gave complete inhibition (100 %) on 
spore germination of all 3 tested fungi whereas the concentration of 500 ppm gave 95 % inhibition. Besides, 
abnormalities of spore such as swollen spores, coagulation of cytoplasm were noted in this regard. 
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บทคัดยอ 
ประเมินประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยจากมะกรูด (Citrus hystrix) ตอการเจริญเสนใยและการงอกของสปอร

ของเช้ือรา Curvularia sp. (C5), Helminthosporium sp. (H1) และ Fusarium sp. (F2) สาเหตุโรคที่ติดมากับเมล็ดขาว ใน
สภาพหองปฏิบัติการ พบวา การทดสอบโดยวิธี Poisoned food technique น้ํามันหอมระเหยทั้ง 4 ความเขมขน สามารถ
ยับย้ังการเจริญของเชื้อราทุกไอโซเลทไดอยางมีประสิทธิภาพ ซึ่งแตกตางจากชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ กลาวคือ 
น้ํามันหอมระเหยที่ระดับความเขมขน 10,000 และ 20,000 ppm แสดงประสิทธิภาพยับย้ังไดดีที่สุด (100 เปอรเซ็นต) ในขณะ
ที่ ระดับความเขมขน 5,000 และ 500 ppm ยับย้ังได 80 และ 10 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นอกจากนี้ยังทําการทดสอบโดยวิธี 
Inverted petri plate method พบวา น้ํามันหอยระเหยดังกลาวทุกระดับปริมาณที่ทดสอบ (2, 4 และ 6 μl) สามารถยับย้ังการ
เจริญของเชื้อราท้ัง 3 ไอโซเลท (C5, H1 และ F2) ได โดยเฉพาะอยางย่ิงที่ปริมาณ 6 μl แสดงการยับย้ังไดดีที่สุด (80, 88 และ 
63 เปอรเซ็นต) สําหรับการทดสอบสปอรเช้ือราของเชื้อราดังกลาว พบวา น้ํามันหอมระเหยจากมะกรูดสามารถยับย้ังการงอก
ของสปอรไดเปนอยางดี กลาวคือทั้ง 3 ความเขมขน (5000, 10000 และ 20000 ppm) สามารถยับย้ังการงอกของสปอรเช้ือรา
ทั้ง 3 ไอโซเลทไดถึง 100 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีความเขมขน 500 ppm สามารถยับย้ังได 95 เปอรเซ็นต และยังพบความผิดปกติ
ของสปอรเช้ือราทดสอบ เชน บวม ไซโตพลาสซึมรวมตัวกัน 
คําสําคัญ: Citrus hystrix, น้ํามันหอมระเหย, โรคเมล็ดดาง 
 

บทนํา 
โรคเมล็ดดางของขาว เปนโรคที่สรางความเสียหายแกขาวท่ีเพาะปลูก โดยมีเช้ือราสาเหตุโรคหลายชนิด ไดแก Curvularia 

lunata (Wakk) Boed., Cercospora oryzae I.Miyake., Helminthosporium oryzae Breda de Haan., Fusarium semitectum Berk 
& Rav., Trichoconis padwikii Ganguly และ Sarocladium oryzae Sawada เช้ือราดังกลาวจะเร่ิมเขาทําลายในระยะขาวต้ังทอง
และสงผลใหเมล็ดขาวท่ีจะเก็บเก่ียวมีคุณภาพตํ่า ลีบ และมูลคาทางเศรษฐกิจลดลง (กรมการขาว) อีกทั้งเช้ือรายังสามารถติดไปกับ
เมล็ด กอใหเกิดการแพรระบาดในยุงฉางได นอกจากน้ีแลวหากนําเมล็ดพันธุขาวที่มีเช้ือราติดไปกับเมล็ดไปเพาะปลูก จะเขาทําลาย
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ตนกลาขาว สงผลใหเกิดโรคกลาเนาและลุกลามไปยังตนกลาใกลเคียงได หรือหากตนกลาเจริญเติบโตจะเปนตนที่ไมสมบูรณ (พร
ทิพย, 2545) และสําหรับการปองกันกําจัดเชื้อราสาเหตุโรคพชืนั้น เกษตรกรมักใชสารเคมีสังเคราะหเพราะเปนวิธีที่สะดวกและงาย 
แตยังคงเปนวิธีทีแ่ฝงดวยโทษตอเกษตรกร ผูบริโภค และส่ิงแวดลอม มากกวาประโยชนที่พึ่งจะไดรับ และดวยเหตุนี้จึงมีรายงาน
การวิจัยเพื่อลดการใชสารเคมีดังกลาว โดยใชวธิทีี่เปนมิตรตอส่ิงแวดลอม และดวยเหตุนี้จึงมีรายงานการวิจัยเพื่อลดและทดแทน
การใชสารเคมีดังกลาว โดยใชวธิีที่เปนมิตรตอส่ิงแวดลอม ซึ่งมีหลากหลายวิธีดวยกัน สารที่ไดจากพืชสมุนไพรเปนอีกรูปแบบหนึ่ง 
ที่ไดรับความนิยม สําหรับนํามาใชควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคพืชไดอยางมีประสิทธิภาพ มะกรูดก็เปนพืชสมุนไพรอีกชนิดหนึ่งที่มี
ประโยชนมากมาย สามารถพบและหางายในประเทศไทยนอกน้ีแลว มีรายงานวาน้ํามันหอมระเหยจากมะกรูดมีประสิทธภิาพใน
การยับย้ังเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดหลายชนิดเชน Aspergillus sp. Rhizopus stolonifera, Penicillium sp., Alternaria brassicicola, 
Rhizoctonia solani (Thobunluepop et al., 2009; วริศรา และคณะ, 2553) นอกจากนี้ยังมีรายงานวา น้ํามันหอมระเหยดังกลาวมี
ประสิทธภิาพยับย้ังการเจริญทางเสนใยของเชื้อรา Pyricularia grisea เช้ือสาเหตุโรคไหมขาว ไดเปนอยางดี (Thobunluepop et 
al., 2009) ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงมีแนวความคิดในการนําน้ํามันหอมระเหยมะกรูด มาศึกษาอิทธิพลของน้ํามันหอมระเหยจากพืช
ดังกลาวตอการเจริญทางเสนใยและการงอกของสปอรเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดางของขาว ในสภาพหองปฏิบัติการ 
 

อุปกรณและวิธีการ 
การเตรียมน้ํามันหอมระเหย (essential oil) จากมะกรูด 

การสกัดน้ํามันหอมระเหยมะกรูดดวยวิธีตมกล่ัน โดยหั่นผิวมะกรูดสดเปนชิ้นเล็กๆ 500 กรัม ใสลงในขวดกลม (2 
ลิตร) จากนั้นใสน้ํากล่ันในขวดกลม 2 ลิตร ตอมาตมน้ํานาน 5-7 ชั่วโมง ใหไดน้ํามันหอมระเหยบริสุทธิ์ 100 เปอรเซ็นต จากนั้น
เก็บใสขวดสีเขม และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดลองตอไป 
เช้ือราสาเหตุโรคที่ติดมากับเมล็ดขาว 

เช้ือราสาเหตุโรคที่ติดมากับเมล็ด ที่ใชในการทดสอบ 3 ชนิด คือ Curvularia sp. (C5), Fusarium sp. (F2) และ 
Helminthosporium sp. (H1) ซึ่งเปนเช้ือราที่มีความรุนแรงในการกอใหเกิดโรคกับขาว 2 สายพันธุ (สุพรรณบุรี 1 และพิษณุโลก 2) 
1. การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยมะกรูดตอการยับย้ังการเจริญของเสนใยของเช้ือราสาเหตุโรคที่
ติดมากับเมล็ด 

1.1 ศึกษาอิทธิพลน้ํามันหอมระเหย ที่ระดับความเขมขน 500, 5000, 10000 และ 20000 ppm ตอการเจริญทางเสนใย
ของเชื้อราสาเหตุโรคพืช ดวยวิธี Poisoned food test และวางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design (CRD) 
จํานวน 5 ซ้ํา โดยการนําน้ํามันหอมระเหยท่ีเตรียมไวผสมกับอาหารเล้ียงเช้ือ Potato dextrose agar (PDA) ใหไดความเขมขนของ
น้ํามันหอมระเหยตามที่ระบไุวขางตน และเทลงจานอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร 
เจาะบริเวณขอบของโคโลนีของเช้ือราทดสอบอายุ 7 วัน และยายช้ินวุนเช้ือราไปวางก่ึงกลางจานอาหารเล้ียงเช้ือผสมสารสกัดที่เตรียม
ไว บันทึกผลการทดลอง โดยวัดขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเช้ือราทดสอบทุกวัน พรอมทั้งคํานวณคาเปอรเซ็นตการยับย้ังการ
เจริญ (Growth Inhibition: GI) ในวันสุดทาย ตามสูตร GI = (R1-R2)/R1×100 โดย R1 = ขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเช้ือรา
ทดสอบในชุดควบคุม และ R2 = ขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเช้ือราทดสอบในอาหารผสมน้ํามันหอมระเหยในแตละความเขมขน 
สําหรับในชุดควบคุมจะใชน้ํานึ่งฆาเช้ือ (negative control) และสารเคมีอามูเรความเขมขน 6 ppm (positive control) แทน 

1.2 ศึกษาอิทธิพลน้ํามันหอมระเหยตอการเจริญทางเสนใยของเช้ือราสาเหตุโรคท่ีติดมากับเมล็ด ดวยวิธี Inverted 
plate test โดยการวางแผนการทดลองแบบ CRD จํานวน 5 ซ้ํา ดวยการใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร 
เจาะบริเวณขอบของโคโลนีเช้ือราทดสอบอายุ 7 วัน และยายช้ินวุนเชื้อราไปวางก่ึงกลางจานอาหารเช้ือ PDA (ขนาด 5 
เซนติเมตร) นําไปบนเปนเวลา 6 ชั่วโมง โดยจะกลับดานที่มีอาหารเล้ียงเชื้อไวดานบน จากนั้นนําน้ํามันหอมระเหยปริมาณ 0, 2, 
4 และ 6 μl หยดลงบน paper disc ที่วางอยูก่ึงกลางฝาจานอาหารเล้ียงเชื้อ บนไวที่ 30 ºC บันทึกผลการเชนเดียวกับขอ 1.1 
2. การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยมะกรูดตอการยับย้ังการงอกของสปอรของเช้ือราที่ตดิมากับเมล็ด 

ศึกษาอิทธิพลของน้ํามันหอมระเหยท่ีความเขมขนของสารสกัดเทากับ 500, 5000, 10000 และ 20000 ppm ตอการ
งอกของสปอรของเชื้อราทดสอบ ดวยวิธี Spore germination test และวางแผนการทดลองแบบ CRD จํานวน 3 ซ้ํา โดยการ
เตรียม spore suspension ของเชื้อราทดสอบ จากนั้นดูด spore suspension ของเชื้อราทดสอบ ผสมกับน้ํามันหอมระเหยลง
หลอดทดลองขนาดเล็ก ใหไดความเขมขนของสปอรเทากับ 1x106 สปอรตอมิลลิลิตร และความเขมขนของสารสกัดเทากับตามที่
กําหนดไวขางตน นําไปบมที่อุณหภูมิหอง และตรวจนับเปอรเซ็นตการงอกของสปอรภายใตกลองจุลทรรศน ที่เวลา 12, 24 และ 
48 ชั่วโมง สําหรับในชุดควบคุมจะใชน้ํานึ่งฆาเช้ือ (Negative control) และสารเคมีอามูเรความเขมขน 6 ppm (Positive control) 
แทน 
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ผลการทดลอง 
1. ผลการทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดตอการยับย้ังการเจริญของเสนใยของเช้ือรา
สาเหตุโรคที่ตดิมากับเมล็ด 

จากผลการทดสอบประสิทธิภาพน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดที่ระดับความเขมขน 500, 5000, 10000 และ 20000 ppm 
ตอการเจริญทางเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่ติดมากับเมล็ด 3 ไอโซเลท ไดแก Curvularia sp. (C5), Fusarium sp. (F2) และ 
Helminthosporium sp. (H1) ดวยวิธี Poisoned food test แสดงใหเห็นวา เม่ือระยะเวลาผานไป 5 วันหลังการปลูกเช้ือ (Day after 
inoculation; DAI) ยกเวน Fusarium sp. (6 DAI) น้ํามันหอมระเหยทุกความเขมขนสามารถยับย้ังการเจริญทางเสนใยของเชื้อราทดสอบ
ไดทุกไอโซเลทได กลาวคือ ที่ระดับความเขมขน 10000 และ 20000 ppm มีประสิทธิภาพในการยับย้ังดีที่สุด สูงถึง 100 เปอรเซ็นต และ
ไมแตกตางกับการใชสารเคมีอามูเร รองลงมา คือ ความเขมขน 5000 และ 500 ppm มีเปอรเซ็นตการยับย้ังอยูในชวง 53.4-
81.3 และ 5-10.8 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (Figure 1, 2) 

สําหรับการทดสอบโดยวิธี Inverted plate test พบวา เม่ือส้ินสุดการทดลอง น้ํามันหอมระเหยทุกความเขมขน (2, 4 
และ 6 μl/disc) สามารถยับย้ังการเจริญทางเสนใยของเชื้อรา Helminthosporium sp. (H1) ไดดีที่สุด อยูในชวง 79.8-88.8 
เปอรเซ็นต รองลงมาคือ Curvularia sp. (C5) และ Fusarium sp. (F2) อยูในชวง 62.4-80.4 และ 37.2-63 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ ซึ่งแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (Figure 1, 2) 
2. ผลการทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยมะกรูดตอการยับย้ังการงอกของสปอรของเช้ือราที่ติดมากับเมล็ด 

ผลจากการทดสอบประสิทธภิาพของนํ้ามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดที่ระดับความเขมขน 500, 5000, 10000 และ 20000 ppm 
ตอการเจริญทางเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่ติดมากับเมล็ด 3 ไอโซเลท ไดแก Curvularia sp. (C5), Fusarium sp. (F2) 
และ Helminthosporium sp. (H1) ดวยวิธี Spore germination test พบวา เม่ือส้ินสุดการทดลอง (48 ชั่วโมง) น้ํามันหอม
ระเหยทุกความเขมขนสามารถยับย้ังการงอกของสปอรเช้ือรา Fusarium sp. (F2) ไดดีที่สุด อยูในชวง 93-100 เปอรเซ็นต 
รองลงมาคือ Helminthosporium sp. (H1) และ Curvularia sp. (C5) ไดอยางมีประสิทธิภาพ อยูในชวง 87-100 และ 79-100
เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งไมแตกตางจากการใชสารเคมี แตแตกตางจากชุดควบคุม (negative control) อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (Figure 3) 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1  Effect of efficiency of essential oil of leech lime on mycelium growth of seed pathogen of rice; C5 = 

Curvularia sp., F2 = Fusarium sp., H1 = Helminthosporium sp.; Values are means of five replicates. 
Values in each column bar within each pathogen indicated with the same letter are not significantly 
different according to Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) (P≤ 0.05)  
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Figure 2 Plate showing colony of seed-borne fungi in rice were inhibited by essential oil of kaffir lime at the end of test 
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Figure 3  Effect of efficiency of essential oil of leech lime on spore germination of seed pathogen of rice; Values in 
each column bar within each pathogen indicated with the same letter are not significantly different 
according to Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) (P≤ 0.05) 

 

วิจารณผลการทดลอง 
การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดตอการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคที่ติดมากับเมล็ดทั้ง 3 ไอโซ

เลท ไดแก Curvularia sp. (C5), Fusarium sp. (F2) และ Helminthosporium sp. (H1) พบวา การทดสอบโดยวิธี Poisoned 
food test น้ํามันหอมระเหยดังกลาวที่ระดับความเขมขน 5000, 10000 และ 20000 ppm สามารถยับย้ังการเจริญทางเสนใย
และการงอกของสปอรของเช้ือราทดสอบไดอยางมีประสิทธิภาพ อยูในชวง 53.3-100 และ 79-100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งผล
การทดสอบสอดคลองกับการรายงานของ ศานิต (2555) และ Thobunluepop et al. (2009) ที่ระบุวาน้ํามันหอมระเหยจากผิว
มะกรูดมีฤทธิ์ยับย้ังการเจริญทางเสนใยและการงอกของสปอรเช้ือรา Alternaria brassicicola, Aspergillus flavus, Bipolaris 
oryzae, Curvularia lunata, F. moniliforme, F. prolifeatum, Pyricularia arisea และ Rhizoctonia soloni ไดอยางมี
ประสิทธิภาพ ในขณะท่ีการทดสอบดวยวิธี Inverted plate test นั้น น้ํามันหอมระเหยทุกความเขมขน (2, 4 และ 6 μl/disc) 
สามารถยับย้ังการเจริญของเชื้อราดังกลาวได อยูในชวง 37.2-88.8 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนไปในทิศทางเดียวกับ Jeum et al. 
(2015) ที่ทําการทดสอบน้ํามันหอมระเหยจากพืชหลายชนิด ดวยวิธีเดียวกัน พบวามีฤทธิ์ยับย้ังการเจริญทางเสนใยของเชื้อรา 
Collettotrichum gloeosporioides ไดเปนอยางดี ซึ่งพอจะสรุปไดวาน้ํามันหอมระเหยจากมะกรูดมีคุณสมบัติเปน Volatile oil 
ไดเบื้องตน และจากผลการทดลองท่ีกลาวมาต้ังแตขางตน นาจะเปนเพราะในน้ํามันหอมระเหยของพืชวงศ Citrus spp. รวมทั้ง
มะกรูด จะพบสาระสําคัญหลายชนิด เชน β-pinene, limonene, sabinene และ citronellal โดยเฉพาะอยางย่ิง สาร limonene 
จะพบมากที่สุด (ณัฏฐา และคณะ, 2552; Wungsintaweekul et al., 2010) และมีรายงานการทดสอบสาร limonene กับเสน
ใยของเช้ือรา Aspergillus sp. พบวาสารดังกลาวยับย้ังการเจริญไดดี เนื่องจากสารดังกลาวจะทําใหเสนใยของเชื้อราแตก 
เส่ือมสภาพ และไมสามารถเจริญได (Sharma and Trpathi, 2006) 
 

สรุปผลการทดลอง 
จากการทดสอบในสภาพหองปฏิบัติการคร้ังนี้ พอสรุปไดวา น้ํามันหอมระเหยจากมะกรูดทุกความเขมขนที่ทําการ

ทดสอบโดยวิธี Poisoned food test และ Inverted plate test สามารถยับย้ังการเจริญทางเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรคที่ติดมา
กับเมล็ดขาวทั้ง 3 ไอโซเลท (Curvularia sp., Fusarium sp. และ Helminthosporium sp.) ไดอยางมีประสิทธิภาพ อยูในชวง 
5-100 และ 37.2-88.8 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และยังสามารถยับย้ังการงอกของสปอรของเช้ือราที่ทดสอบได อยูในชวง 79-100 
เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงควรทําการศึกษาตอในระดับสภาพไร เพื่อใชเปนแนวทางในการปองกันกําจัดโรคที่ติดมากับเมล็ดขาวตอไป 
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