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Abstract 
Dirty panicle disease in rice caused by multiple fungus species. In this study, 6 isolates of Curvularia 

spp, 2 isolates of Helminthosporium sp. and 4 isolates of Fusarium spp. were isolated from dirty panicle rice 
seeds from Suphanburi and Bangkok province and then were proven for pathogenicity on 2 popular varieties of 
rice namely Suphanburi 1 and Pitsanulok 2. Curvularia sp (C5), Helminthosporium sp. (H1) and Fusarium sp. (F2) were 
found to be the most virulent isolates. Then, antifungal activity of ethanol crude extract of kaffir lime (Citrus hystrix) was 
in vitro determined against mycelial growth and spore germination of the most virulent isolates (C5, H1 and F2) of 
disease causing fungi. Regarding the poisoned food assay, its ethanol crude extract at 20,000 ppm was found highly 
effective against all 3 tested fungi as about 63% mycelial inhibition was obtained. About 50% mycelial inhibition was 
obtained at the concentration of 5,000 and 10,000 ppm whereas only 10-20% was shown at 500 ppm. Regard to spore 
germination test, the extract was found more effective than that on mycelial growth as more than 80% spore germination 
inhibition was obtained even at the lowest concentration of extract (500 ppm). 
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บทคัดยอ 
โรคเมล็ดดางในขาวเกิดจากเช้ือราสาเหตุโรคหลายชนิด จากการนําตัวอยางเมล็ดขาวในแปลงปลูกจากจังหวัด

สุพรรณบุรีและกรุงเทพมหานคร ที่แสดงอาการโรคเมล็ดดางมาแยกเช้ือสาเหตุ พบเช้ือรา Curvularia sp. จํานวน 6 ไอโซเลท, 
Helminthosporium sp. 2 ไอโซเลท และ Fusarium sp. 4 ไอโซเลท และนําไปทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรคบน
กลาขาวจํานวน 2 พันธุ คือ สุพรรณบุรี 1 และ พิษณุโลก 2 พบวา เช้ือรา Curvularia sp. (C5), Helminthosporuim sp. (H1) 
และ Fusarium sp. (F2) กอใหเกิดโรครุนแรงที่สุด จากนั้นทําการประเมินประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากใบมะกรูด ใน
สภาพหองปฏิบัติการตอการเจริญของเสนใยและการงอกของสปอรเช้ือรา C5, H1 และ F2 พบวา ในการทดสอบโดยวิธี 
Poisoned food technique สารสกัดหยาบดังกลาวที่ระดับความเขมขน 20000 ppm มีประสิทธิภาพยับย้ังการเจริญของเสน
ใยเชื้อราทดสอบทุกไอโซเลทไดดีที่สุด โดยมีการยับย้ังรอยละ 63 และท่ีระดับความเขมขน 5000 และ 10000 ppm ยับย้ังได
รอยละ 50 ในขณะท่ีความเขมขน 500 ppm ยับย้ังไดอยูในชวงรอยละ 10-20 ซึ่งแตกตางจากชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ สําหรับการทดสอบการงอกของสปอร พบวาประสิทธิภาพในการยับย้ังสูงกวาที่ทดสอบกับเสนใย โดยที่ความเขมขนตํ่าที่
ทดสอบ (500 ppm) ยับย้ังการงอกของสปอรไดสูงถึงรอยละ 80  
คําสําคัญ: Citrus hystrix, โรคเมล็ดดาง, ฤทธิ์ตานเชื้อรา 
 

บทนํา 
ขาว เปนพืชที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย โดยเกษตรกรจะปลูกขาวไวเพื่อบริโภค รวมทั้งขายภายใน

และตางประเทศ โดยมีพื้นที่ปลูกขาวคิดเปนคร่ึงหนึ่งของพื้นที่เพาะปลูกพืชทั้งประเทศ ในการเพาะปลูกขาวนั้น เกษตรกรมักพบ
การเขาทําลายของเชื้อราสาเหตุโรคขาวซ่ึงเปนปญหาที่สําคัญ ทําใหขาวเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจทั้งดานปริมาณและ
คุณภาพ โดยเช้ือราน้ันจะทําใหเกิดโรคกับขาวหลายโรคดวยกัน เชน โรคกาบใบไหม โรคถอดฝกดาบ โรคใบจุด โรคไหม รวมทั้ง
โรคเมล็ดดาง ก็เปนหนึ่งในโรคที่สําคัญของขาว กอใหเกิดความเสียหายต้ังแต ชวงดอกขาวเร่ิมโผลจากกาบหุมรวงจนถึงระยะ
เมล็ดขาวเร่ิมเปนน้ํานม และอาการเมล็ดดางจะปรากฏเดนชัดในระยะใกลเก็บเก่ียว สงผลใหเมล็ดพันธุเส่ือมคุณภาพเมล็ดขาว
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ลีบไมเหมาะตอการบริโภค ย่ิงไปกวานั้นเช้ือราปนเปอนหรือติดไปกับเมล็ดขาวสามารถอยูขามฤดูได หากนําเมล็ดพันธุที่มีเช้ือ
ราติดมากับเมล็ดไปเพาะปลูกจะทําให เกิดโรคกลาเนา และสรางความเสียหายกับกลาขาวบริเวณใกลเคียงได โรคเมล็ดดาง
หรือโรคที่ติดมากับเมล็ดมีสาเหตุมาจากเชื้อรา คือ Curvularia lunata (Wakk) Boed., Cercospora oryzae I.Miyake., 
Helmintrosporiuum oryzae Breda de Haan., Fusarium semitectum Berk & Rav., Trichoconis padwickii Ganguly 
และ Sarocladium oryzae Sawada. (กรมการขาว, 2552) ปจจุบันนักวิจัยจึงจําเปนตองหาวิธีการตางๆ ในการปองกันกําจัด
เช้ือราสาเหตุโรคดังกลาว เพื่อหลีกเล่ียงการใชสารเคมีสังเคราะหที่เปนอันตรายตอเกษตรกร ผูบริโภคและส่ิงแวดลอม เชนการ
ใชสารสกัดและน้ํามันหอมระเหยจากพืชสมุนไพร ก็ไดรับความนิยมเชนกัน มะกรูดเปนพืชสมุนไพรที่มีประโยชนที่หลากหลาย 
รวมทั้งมีรายงานถึงประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือราสาเหตุโรคสําคัญในขาวไดหลายชนิด เชน Aspergillus sp., As. terreus, 
Alternaria brassicicola, Curvularia lunata, Pyricularia arisea, Penicillium sp., Rhizoctonia solani และ Rhizopus 
stolonifera, (Thobunluepop et al., 2009; วริศรา และคณะ, 2553; ศานิต, 2555) ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงมีแนวความคิดที่จะนาํ
สารสกัดหยาบจากมะกรูดมาศึกษาประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเสนใยและการงอกของสปอรเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ด
ดางของขาวในสภาพหองปฏิบัติการ 
 

อุปกรณและวิธีการ 
การเตรียมสารสกัดเอทานอล 

นําใบมะกรูดมาลางใหสะอาด จากนั้นนําไปอบใหแหงดวยเคร่ือง Hot air oven ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แลวนํา
ใบที่แหง แชในเอทานอล (ethanol) 90 เปอรเซ็นต อัตราสวน 1:9 (w/v) เปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นนําสารสกัด
ที่ไดมากรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 93 และนําไประเหยเอาตัวทําละลายออก ดวยเคร่ือง rotary evaporator ที่
อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส จนไดสารสกัดที่มีลักษณะขนเหนียว เก็บสารสกัดไวในขวดแกวสีชา เพื่อใชในการทดลองตอไป โดย
กําหนดเปนความเขมขน 100 เปอรเซ็นต 

1. การแยกเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดางในขาวและการทดสอบความสามารถในการเกิดโรค 
การแยกเช้ือราสาเหตุโรค โดยการเก็บตัวอยางเมล็ดที่แสดงอาการของโรค จากพื้นที่เขตภาคกลางของประเทศไทย 

มาแยกเช้ือราสาเหตุโรคโดยวิธี Tissue transplanting technique จนไดเช้ือบริสุทธิ์ จากนั้นนําเช้ือไดมาทําการศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาพรอมทั้งจัดจําแนกเชื้อเพื่อใชในการทดลองตอไป 

การทดสอบความสามารถในการเกิดโรค โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD จาํนวน 3 ซ้ํา ซ้ําละ 5 ตน บนตนกลาขาว  
2 สายพันธุ คือ พิษณุโลก 2 และ สุพรรณบุรี 1 ซึ่งเปนพันธุขาวที่มีความตานทานตอการระบาดของเพล้ียกระโดดสีน้ําตาลและมีให
ผลผลิตที่สูง) โดยทําการเตรียมสารแขวนลอยสปอรของเช้ือราสาเหตุโรคแตละไอโซเลทที่แยกได ความเขมขน 106 สปอรตอ
มิลลิลิตร ฉีดพนบนตนกลาขาวอายุ 14 วัน ปริมาณ 5 มิลลิลิตรตอซํ้า บันทึกผลการทดลองดวยการสังเกตความผิดปกของขาว 
พรอมกับการคํานวณเปอรเซ็นตการเกิดโรคและความรุนแรงของโรค จากนั้นจึงคัดเลือกเชื้อราท่ีแสดงความรุนแรงในการกอโรค
ไปทําการทดลองตอไป 

2. การศึกษาอิทธิพลของสารสกัดมะกรูดตอการเจริญทางเสนใยของเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดาง 
ศึกษาอิทธิพลสารสกัดมะกรูด ที่ระดับความเขมขน 5000, 10000 และ 20000 ppm ตอการเจริญทางเสนใยของเช้ือรา

สาเหตุโรคที่ติดมากับเมล็ด ดวยวิธี Poisoned food assay และวางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design 
(CRD) จํานวน 5 ซ้ํา ดวยการนําสารสกัดมะกรูดที่เตรียมไวผสมกับอาหารเล้ียงเชื้อ Potato dextrose agar (PDA) ใหไดความ
เขมขนของสารสกัดตามที่ระบุไวขางตน และเทลงจานอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 
เซนติเมตร เจาะบริเวณขอบของโคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรคพืชทดสอบอายุ 7 วัน และยายช้ินวุนเช้ือราไปวางก่ึงกลางจาน
อาหารเล้ียงเช้ือผสมสารสกัดที่เตรียมไว สําหรับในชุดควบคุมจะใชน้ํานึ่งฆาเช้ือ (Negative control) และสารเคมีอามูเรความ
เขมขน 6 ppm (Positive control) แทน บันทึกผลการทดลอง โดยวัดขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเช้ือราทดสอบทุกวัน 
พรอมทั้งคํานวณคาเปอรเซ็นตการยับย้ังการเจริญ (Growth Inhibition : GI) ในวันสุดทาย ตามสูตร GI = (R1-R2)/R1×100 โดย 
R1 = ขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเช้ือราทดสอบในชุดควบคุม (0 ppm) และ R2 = ขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเช้ือ
ราทดสอบในอาหารผสมสารสกัดในแตละความเขมขน  

3. การศึกษาอิทธิพลของสารสกัดมะกรูดตอการงอกของสปอรเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดาง 
ศึกษาอิทธิพลของสารสกัดมะกรูดที่ความเขมขนของสารสกัดเทากับ 0, 500, 5000, 10000 และ 20000 ppm ตอการ

งอกของสปอรของเช้ือราทดสอบ ดวยวิธี Spore germination assay และวางแผนการทดลองแบบ CRD จํานวน 3 ซ้ํา โดยการ
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เตรียม spore suspension ของเช้ือราทดสอบ จากนั้นดูด spore suspension ของเช้ือราทดสอบ ผสมกับสารสกัดลงหลอด
ทดลองขนาดเล็ก ใหไดความเขมขนของสปอรเทากับ 1x106 สปอรตอมิลลิลิตร และความเขมขนของสารสกัดเทากับตามที่
กําหนดไวขางตน นําไปบมที่อุณหภูมิหอง และตรวจนับเปอรเซ็นตการงอกของสปอรภายใตกลองจุลทรรศน ที่เวลา 12, 24 และ 
48 ชั่วโมง 

 
ผลการทดลอง 

1. ผลการแยกเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดางในขาวและการทดสอบความสามารถในการเกิดโรค 
จากการเก็บตัวอยางเมล็ดพันธุขาวที่แสดงอาการโรคในเขตจังหวดัสุพรรณบุรี และแปลงปลูกขาว สถาบันเทคโนโลยีพระ

จอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง กรุงเทพฯ มาทําการแยกเช้ือราสาเหตุโรคโดยวธิี Tissue transplanting technique พบวา เช้ือ
ราสาเหตุโรคเมล็ดดางที่แยกทั้งหมด 12 ไอโซเลท และจัดจําแนกเชือ้ราได 3 ชนิด ไดแก เช้ือรา Curvularia sp. จํานวน 6 ไอโซเลท, 
Fusarium sp. จํานวน 4 ไอโซเลท และ Helminthosporium sp. จํานวน 2 ไอโซเลท (Table 1) 

จากนั้น นําเชื้อราทั้ง 12 ไอโซเลทไปทดสอบความสามารถในการกอโรคบนกลาขาว จํานวน 2 พันธุ คือ พิษณุโลก 2 (PL2) 
และ สุพรรณบุรี 1 (SP1) ซึ่งผลการทดสอบพบวา เช้ือรา C5, F2 และ H1 แสดงความรุนแรงของโรคมากที่สุด อยูในชวง 68.3-71.6, 
46.6-55 และ 78.33-81.6 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังนั้นจึงคัดเลือกเช้ือราไอโซเลทดังกลาว ไปทําการทดสอบตอไป 

2. ผลการศึกษาอิทธิพลของสารสกัดเอทานอลจากใบมะกรูดตอการเจริญทางเสนใยของเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดาง 
จากการศึกษาอิทธิพลสารสกัดมะกรูดที่ระดับความเขมขน 500, 5000, 10000 และ 20000 ppm ตอการเจริญทางเสนใย

ของเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดาง ดวยวิธี Poisoned food assay พบวา สารสกัดเอทานอลจากใบมะกรูดทุกความเขมขนสามารถ
ยับย้ังการเจริญทางเสนใยของเช้ือราทุกชนิดที่ทดสอบได กลาวคือ สารสกัดดังกลาวทุกความเขมขนสามารถยับย้ังการเจริญ
ทางเสนใยของเช้ือรา Helminthosporium sp. (H1) ไดดีที่สุด อยูในชวง 22.2-63.7 เปอรเซ็นต เช้ือรา Curvularia sp. (C5) ถูก
สารสกัดความเขมขน 5000-20000 ppm ยับย้ังอยูในชวง 38.8-59.5 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีเช้ือรา Fusarium sp. (F2) ถูกยับย้ัง
อยูในชวง 10-31.3 เปอรเซ็นต ซึ่งแตกตางจากชุดควบคุม (0 ppm) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (Figure 1) 

3. ผลการศึกษาอิทธิพลของสารสกัดเอทานอลจากมะกรูดตอการงอกของสปอรของเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดาง 
การศึกษาอิทธิพลของสารสกัดเอทานอลจากใบมะกรูด 4 ความเขมขน ตอการงอกของสปอรเช้ือสาเหตุโรคเมล็ดดาง

พบวา สารสกัดดังกลาวที่ระดับความเขมขน 5000, 10000 และ 20000 ppm สามารถยับย้ังการงอกของเช้ือราท่ีทดสอบทุกไอ
โซเลทไดเปนอยางดี อยูในชวง 75.5-100 เปอรเซ็นต ซึ่งแตกตางจากชุดควบคุม (Negative control) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
ในขณะท่ีสารสกัดที่ระดับความเขมขน 500 ppm สามารถยับย้ังการงอกของเชื้อราเพียง 2 ชนิด (F2 และ H1) ถูกยับย้ังอยู
ในชวง 22.4-95.9 เปอรเซ็นต และจะสังเกตไดวาสารสกัดที่ระดับความเขมขนที่สูง (10000 และ 20000 ppm) มีประสิทธิภาพ
ในการยับย้ังไมแตกตางทางสถิติจากการใชสารเคมีอามูเลเลย (Figure 1) 
 

วิจารณผลการทดลอง 
จากการแยกเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดางไดเช้ือรา Curvularia sp. 6 ไอโซเลท, Helminthosporium sp. 2 ไอโซเลท และ 

Fusarium sp. 4 ไอโซเลท จากน้ันนําไปทดสอบความสามารถในการกอโรคบนกลาขาว 2 พันธุ (สุพรรณบุรี 1 และ พิษณุโลก 
2) พบวา เช้ือรา Curvularia sp. (C5), Fusarium sp. (F2) และ Helminthosporium sp. (H1) แสดงความรุนแรงของโรคมาก
ที่สุด ในการแยกเชื้อราสาเหตุโรคนั้น สอดคลองกับการรายงานของสิทธิ์ และสมศิริ (2553) ที่ระบุวา เช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดาง
ขาวที่แยกจากขาวจํานวน 4 พันธุในประเทศไทย ไดแก Alternaria padwickii, Bipolaris oryzae, Curvularia spp. และ 
Fusarium moniliforme สําหรับการทดสอบอทิธพิลของสารสกัดเอทานอลจากใบมะกรูดที่ระดับความเขมขน 5000, 10000 และ 
20000 ppm ตอการเจริญของเชื้อราไอโซเลท C5, F2 และ H1 พบวา สารสกัดทั้ง 3 ระดับความเขมขนสามารถยับย้ังการเจริญ
ทางเสนใยและการงอกของสปอรเช้ือราทุกไอโซเลทได อยูในชวง 12.6-63.7 และ 62.3-100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นาจะมีผล
มาจาก สาร Limonene ซึ่งเปนสารสําคัญที่พบไดในใบมะกรูด (ณัฏฐา และคณะ, 2552; Wungsintaweekul et al., 2010) และมี
การรายงานวา สารดังกลาวมีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเช้ือรา เนื่องจากสาร Limonene สงผลใหเสนใยของเชื้อรา
เส่ือมสภาพ เสียหาย แตก ไซโตพลาสซึมร่ัวไหล และไมสามารถเจริญตอได (Sharma and Tripathi, 2006) อีกทั้งยังสอดคลองการ
รายงานที่ระบุวา สารสกัดเอทานอลจากใบมะกรูดมีฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชหลายชนิด ตัวอยางเชน 
Aspergillus fumigatus, Colletotrichum sp., Curvularia lunata ไดเปนอยางดี (ศานิต, 2555; Chanthaphon et al., 2007) 
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Figure 1  Effect of ethanol crude extract of kaffir lime on growth of fungi causing dirty panicle disease in 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) 
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สรุปผลการทดลอง 

จากการแยกเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดางไดเช้ือราสาเหตุโรคทั้งหมด 14 ไอโซเลท และเช้ือราจํานวน 3 ไอโซเลท ไดแก 
Curvularia sp. (C5), Fusarium sp. (F2) และ Helminthosporium sp. (H1) แสดงความสามารถในการกอโรคบนตนกลาขาว
รุนแรงที่สุด จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดเอทานอลจากใบมะกรูดตอการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดดาง 
พบวาสารสกัดสามารถยับย้ังการเจริญทางเสนใยและการงอกของสปอรเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดางได อยูในชวง 12.6-63.7 
และ 62.3-100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังนั้นพอจะสรุปไดวา สารสกัดเอทานอลจากใบมะกรูดมีประสิทธิภาพในการยับย้ังการ
เจริญของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดดางไดและควรทําการทดลองในสภาพไร เพื่อเปนแนวทางการใชสารสกัดดังกลาวในการ
ปองกันกําจัดเช้ือสาเหตุโรคตอไป 
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Figure 2  Effect of ethanol crude extract 
of kaffir lime on growth of fungi 
causing dirty panicle disease in 
rice; C5= Curvularia sp., F2= 
Fusarium sp., H1 = 
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