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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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บทคัดยอ 
โรคเมล็ดดางในขาวเกิดจากเช้ือราสาเหตุโรคหลายชนิด จากการนําตัวอยางเมล็ดขาวในแปลงปลูกจากจังหวัด

สุพรรณบุรีและกรุงเทพมหานคร ที่แสดงอาการโรคเมล็ดดางมาแยกเช้ือสาเหตุ พบเช้ือรา Curvularia sp. จํานวน 6 ไอโซเลท, 
Helminthosporium sp. 2 ไอโซเลท และ Fusarium sp. 4 ไอโซเลท และนําไปทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรคบน
กลาขาวจํานวน 2 พันธุ คือ สุพรรณบุรี 1 และ พิษณุโลก 2 พบวา เช้ือรา Curvularia sp. (C5), Helminthosporuim sp. (H1) 
และ Fusarium sp. (F2) กอใหเกิดโรครุนแรงที่สุด จากนั้นทําการประเมินประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากใบมะกรูด ใน
สภาพหองปฏิบัติการตอการเจริญของเสนใยและการงอกของสปอรเช้ือรา C5, H1 และ F2 พบวา ในการทดสอบโดยวิธี 
Poisoned food technique สารสกัดหยาบดังกลาวที่ระดับความเขมขน 20000 ppm มีประสิทธิภาพยับย้ังการเจริญของเสน
ใยเชื้อราทดสอบทุกไอโซเลทไดดีที่สุด โดยมีการยับย้ังรอยละ 63 และท่ีระดับความเขมขน 5000 และ 10000 ppm ยับย้ังได
รอยละ 50 ในขณะท่ีความเขมขน 500 ppm ยับย้ังไดอยูในชวงรอยละ 10-20 ซึ่งแตกตางจากชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ สําหรับการทดสอบการงอกของสปอร พบวาประสิทธิภาพในการยับย้ังสูงกวาที่ทดสอบกับเสนใย โดยที่ความเขมขนตํ่าที่
ทดสอบ (500 ppm) ยับย้ังการงอกของสปอรไดสูงถึงรอยละ 80  
คําสําคัญ: Citrus hystrix, โรคเมล็ดดาง, ฤทธิ์ตานเชื้อรา 
 

บทนํา 
ขาว เปนพืชที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย โดยเกษตรกรจะปลูกขาวไวเพื่อบริโภค รวมทั้งขายภายใน

และตางประเทศ โดยมีพื้นที่ปลูกขาวคิดเปนคร่ึงหนึ่งของพื้นที่เพาะปลูกพืชทั้งประเทศ ในการเพาะปลูกขาวนั้น เกษตรกรมักพบ
การเขาทําลายของเชื้อราสาเหตุโรคขาวซ่ึงเปนปญหาที่สําคัญ ทําใหขาวเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจทั้งดานปริมาณและ
คุณภาพ โดยเช้ือราน้ันจะทําใหเกิดโรคกับขาวหลายโรคดวยกัน เชน โรคกาบใบไหม โรคถอดฝกดาบ โรคใบจุด โรคไหม รวมทั้ง
โรคเมล็ดดาง ก็เปนหนึ่งในโรคที่สําคัญของขาว กอใหเกิดความเสียหายต้ังแต ชวงดอกขาวเร่ิมโผลจากกาบหุมรวงจนถึงระยะ
เมล็ดขาวเร่ิมเปนน้ํานม และอาการเมล็ดดางจะปรากฏเดนชัดในระยะใกลเก็บเก่ียว สงผลใหเมล็ดพันธุเส่ือมคุณภาพเมล็ดขาว

                                                           
1 คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคณุทหารลาดกระบัง กรุงเทพมหานคร 10520 
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ลีบไมเหมาะตอการบริโภค ย่ิงไปกวานั้นเช้ือราปนเปอนหรือติดไปกับเมล็ดขาวสามารถอยูขามฤดูได หากนําเมล็ดพันธุที่มีเช้ือ
ราติดมากับเมล็ดไปเพาะปลูกจะทําให เกิดโรคกลาเนา และสรางความเสียหายกับกลาขาวบริเวณใกลเคียงได โรคเมล็ดดาง
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. (กรมการขาว, 2552) ปจจุบันนักวิจัยจึงจําเปนตองหาวิธีการตางๆ ในการปองกันกําจัด
เช้ือราสาเหตุโรคดังกลาว เพื่อหลีกเล่ียงการใชสารเคมีสังเคราะหที่เปนอันตรายตอเกษตรกร ผูบริโภคและส่ิงแวดลอม เชนการ
ใชสารสกัดและน้ํามันหอมระเหยจากพืชสมุนไพร ก็ไดรับความนิยมเชนกัน มะกรูดเปนพืชสมุนไพรที่มีประโยชนที่หลากหลาย 
รวมทั้งมีรายงานถึงประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือราสาเหตุโรคสําคัญในขาวไดหลายชนิด เชน 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) ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงมีแนวความคิดที่จะนาํ
สารสกัดหยาบจากมะกรูดมาศึกษาประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเสนใยและการงอกของสปอรเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ด
ดางของขาวในสภาพหองปฏิบัติการ 
 

อุปกรณและวิธีการ 
การเตรียมสารสกัดเอทานอล 

นําใบมะกรูดมาลางใหสะอาด จากนั้นนําไปอบใหแหงดวยเคร่ือง Hot air oven ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แลวนํา
ใบที่แหง แชในเอทานอล (ethanol) 90 เปอรเซ็นต อัตราสวน 1:9 (w/v) เปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นนําสารสกัด
ที่ไดมากรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 93 และนําไประเหยเอาตัวทําละลายออก ดวยเคร่ือง rotary evaporator ที่
อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส จนไดสารสกัดที่มีลักษณะขนเหนียว เก็บสารสกัดไวในขวดแกวสีชา เพื่อใชในการทดลองตอไป โดย
กําหนดเปนความเขมขน 100 เปอรเซ็นต 

1. การแยกเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดางในขาวและการทดสอบความสามารถในการเกิดโรค 
การแยกเช้ือราสาเหตุโรค โดยการเก็บตัวอยางเมล็ดที่แสดงอาการของโรค จากพื้นที่เขตภาคกลางของประเทศไทย 

มาแยกเช้ือราสาเหตุโรคโดยวิธี Tissue transplanting technique จนไดเช้ือบริสุทธิ์ จากนั้นนําเช้ือไดมาทําการศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาพรอมทั้งจัดจําแนกเชื้อเพื่อใชในการทดลองตอไป 

การทดสอบความสามารถในการเกิดโรค โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD จาํนวน 3 ซ้ํา ซ้ําละ 5 ตน บนตนกลาขาว  
2 สายพันธุ คือ พิษณุโลก 2 และ สุพรรณบุรี 1 ซึ่งเปนพันธุขาวที่มีความตานทานตอการระบาดของเพล้ียกระโดดสีน้ําตาลและมีให
ผลผลิตที่สูง) โดยทําการเตรียมสารแขวนลอยสปอรของเช้ือราสาเหตุโรคแตละไอโซเลทที่แยกได ความเขมขน 106 สปอรตอ
มิลลิลิตร ฉีดพนบนตนกลาขาวอายุ 14 วัน ปริมาณ 5 มิลลิลิตรตอซํ้า บันทึกผลการทดลองดวยการสังเกตความผิดปกของขาว 
พรอมกับการคํานวณเปอรเซ็นตการเกิดโรคและความรุนแรงของโรค จากนั้นจึงคัดเลือกเชื้อราท่ีแสดงความรุนแรงในการกอโรค
ไปทําการทดลองตอไป 

2. การศึกษาอิทธิพลของสารสกัดมะกรูดตอการเจริญทางเสนใยของเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดาง 
ศึกษาอิทธิพลสารสกัดมะกรูด ที่ระดับความเขมขน 5000, 10000 และ 20000 ppm ตอการเจริญทางเสนใยของเช้ือรา

สาเหตุโรคที่ติดมากับเมล็ด ดวยวิธี Poisoned food assay และวางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design 
(CRD) จํานวน 5 ซ้ํา ดวยการนําสารสกัดมะกรูดที่เตรียมไวผสมกับอาหารเล้ียงเชื้อ Potato dextrose agar (PDA) ใหไดความ
เขมขนของสารสกัดตามที่ระบุไวขางตน และเทลงจานอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 
เซนติเมตร เจาะบริเวณขอบของโคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรคพืชทดสอบอายุ 7 วัน และยายช้ินวุนเช้ือราไปวางก่ึงกลางจาน
อาหารเล้ียงเช้ือผสมสารสกัดที่เตรียมไว สําหรับในชุดควบคุมจะใชน้ํานึ่งฆาเช้ือ (Negative control) และสารเคมีอามูเรความ
เขมขน 6 ppm (Positive control) แทน บันทึกผลการทดลอง โดยวัดขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเช้ือราทดสอบทุกวัน 
พรอมทั้งคํานวณคาเปอรเซ็นตการยับย้ังการเจริญ (Growth Inhibition : GI) ในวันสุดทาย ตามสูตร GI = (R1-R2)/R1×100 โดย 
R1 = ขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเช้ือราทดสอบในชุดควบคุม (0 ppm) และ R2 = ขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเช้ือ
ราทดสอบในอาหารผสมสารสกัดในแตละความเขมขน  

3. การศึกษาอิทธิพลของสารสกัดมะกรูดตอการงอกของสปอรเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดาง 
ศึกษาอิทธิพลของสารสกัดมะกรูดที่ความเขมขนของสารสกัดเทากับ 0, 500, 5000, 10000 และ 20000 ppm ตอการ

งอกของสปอรของเช้ือราทดสอบ ดวยวิธี Spore germination assay และวางแผนการทดลองแบบ CRD จํานวน 3 ซ้ํา โดยการ
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เตรียม spore suspension ของเช้ือราทดสอบ จากนั้นดูด spore suspension ของเช้ือราทดสอบ ผสมกับสารสกัดลงหลอด
ทดลองขนาดเล็ก ใหไดความเขมขนของสปอรเทากับ 1x106 สปอรตอมิลลิลิตร และความเขมขนของสารสกัดเทากับตามที่
กําหนดไวขางตน นําไปบมที่อุณหภูมิหอง และตรวจนับเปอรเซ็นตการงอกของสปอรภายใตกลองจุลทรรศน ที่เวลา 12, 24 และ 
48 ชั่วโมง 

 
ผลการทดลอง 

1. ผลการแยกเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดางในขาวและการทดสอบความสามารถในการเกิดโรค 
จากการเก็บตัวอยางเมล็ดพันธุขาวที่แสดงอาการโรคในเขตจังหวดัสุพรรณบุรี และแปลงปลูกขาว สถาบันเทคโนโลยีพระ

จอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง กรุงเทพฯ มาทําการแยกเช้ือราสาเหตุโรคโดยวธิี Tissue transplanting technique พบวา เช้ือ
ราสาเหตุโรคเมล็ดดางที่แยกทั้งหมด 12 ไอโซเลท และจัดจําแนกเชือ้ราได 3 ชนิด ไดแก เช้ือรา Curvularia sp. จํานวน 6 ไอโซเลท, 
Fusarium sp. จํานวน 4 ไอโซเลท และ Helminthosporium sp. จํานวน 2 ไอโซเลท (Table 1) 

จากนั้น นําเชื้อราทั้ง 12 ไอโซเลทไปทดสอบความสามารถในการกอโรคบนกลาขาว จํานวน 2 พันธุ คือ พิษณุโลก 2 (PL2) 
และ สุพรรณบุรี 1 (SP1) ซึ่งผลการทดสอบพบวา เช้ือรา C5, F2 และ H1 แสดงความรุนแรงของโรคมากที่สุด อยูในชวง 68.3-71.6, 
46.6-55 และ 78.33-81.6 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังนั้นจึงคัดเลือกเช้ือราไอโซเลทดังกลาว ไปทําการทดสอบตอไป 

2. ผลการศึกษาอิทธิพลของสารสกัดเอทานอลจากใบมะกรูดตอการเจริญทางเสนใยของเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดาง 
จากการศึกษาอิทธิพลสารสกัดมะกรูดที่ระดับความเขมขน 500, 5000, 10000 และ 20000 ppm ตอการเจริญทางเสนใย

ของเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดาง ดวยวิธี Poisoned food assay พบวา สารสกัดเอทานอลจากใบมะกรูดทุกความเขมขนสามารถ
ยับย้ังการเจริญทางเสนใยของเช้ือราทุกชนิดที่ทดสอบได กลาวคือ สารสกัดดังกลาวทุกความเขมขนสามารถยับย้ังการเจริญ
ทางเสนใยของเช้ือรา Helminthosporium sp. (H1) ไดดีที่สุด อยูในชวง 22.2-63.7 เปอรเซ็นต เช้ือรา Curvularia sp. (C5) ถูก
สารสกัดความเขมขน 5000-20000 ppm ยับย้ังอยูในชวง 38.8-59.5 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีเช้ือรา Fusarium sp. (F2) ถูกยับย้ัง
อยูในชวง 10-31.3 เปอรเซ็นต ซึ่งแตกตางจากชุดควบคุม (0 ppm) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (Figure 1) 

3. ผลการศึกษาอิทธิพลของสารสกัดเอทานอลจากมะกรูดตอการงอกของสปอรของเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดาง 
การศึกษาอิทธิพลของสารสกัดเอทานอลจากใบมะกรูด 4 ความเขมขน ตอการงอกของสปอรเช้ือสาเหตุโรคเมล็ดดาง

พบวา สารสกัดดังกลาวที่ระดับความเขมขน 5000, 10000 และ 20000 ppm สามารถยับย้ังการงอกของเช้ือราท่ีทดสอบทุกไอ
โซเลทไดเปนอยางดี อยูในชวง 75.5-100 เปอรเซ็นต ซึ่งแตกตางจากชุดควบคุม (Negative control) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
ในขณะท่ีสารสกัดที่ระดับความเขมขน 500 ppm สามารถยับย้ังการงอกของเชื้อราเพียง 2 ชนิด (F2 และ H1) ถูกยับย้ังอยู
ในชวง 22.4-95.9 เปอรเซ็นต และจะสังเกตไดวาสารสกัดที่ระดับความเขมขนที่สูง (10000 และ 20000 ppm) มีประสิทธิภาพ
ในการยับย้ังไมแตกตางทางสถิติจากการใชสารเคมีอามูเลเลย (Figure 1) 
 

วิจารณผลการทดลอง 
จากการแยกเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดางไดเช้ือรา Curvularia sp. 6 ไอโซเลท, Helminthosporium sp. 2 ไอโซเลท และ 

Fusarium sp. 4 ไอโซเลท จากน้ันนําไปทดสอบความสามารถในการกอโรคบนกลาขาว 2 พันธุ (สุพรรณบุรี 1 และ พิษณุโลก 
2) พบวา เช้ือรา Curvularia sp. (C5), Fusarium sp. (F2) และ Helminthosporium sp. (H1) แสดงความรุนแรงของโรคมาก
ที่สุด ในการแยกเชื้อราสาเหตุโรคนั้น สอดคลองกับการรายงานของสิทธิ์ และสมศิริ (2553) ที่ระบุวา เช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดาง
ขาวที่แยกจากขาวจํานวน 4 พันธุในประเทศไทย ไดแก Alternaria padwickii, Bipolaris oryzae, Curvularia spp. และ 
Fusarium moniliforme สําหรับการทดสอบอทิธพิลของสารสกัดเอทานอลจากใบมะกรูดที่ระดับความเขมขน 5000, 10000 และ 
20000 ppm ตอการเจริญของเชื้อราไอโซเลท C5, F2 และ H1 พบวา สารสกัดทั้ง 3 ระดับความเขมขนสามารถยับย้ังการเจริญ
ทางเสนใยและการงอกของสปอรเช้ือราทุกไอโซเลทได อยูในชวง 12.6-63.7 และ 62.3-100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นาจะมีผล
มาจาก สาร Limonene ซึ่งเปนสารสําคัญที่พบไดในใบมะกรูด (ณัฏฐา และคณะ, 2552; Wungsintaweekul et al., 2010) และมี
การรายงานวา สารดังกลาวมีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเช้ือรา เนื่องจากสาร Limonene สงผลใหเสนใยของเชื้อรา
เส่ือมสภาพ เสียหาย แตก ไซโตพลาสซึมร่ัวไหล และไมสามารถเจริญตอได (Sharma and Tripathi, 2006) อีกทั้งยังสอดคลองการ
รายงานที่ระบุวา สารสกัดเอทานอลจากใบมะกรูดมีฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชหลายชนิด ตัวอยางเชน 
Aspergillus fumigatus, Colletotrichum sp., Curvularia lunata ไดเปนอยางดี (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 

จากการแยกเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดางไดเช้ือราสาเหตุโรคทั้งหมด 14 ไอโซเลท และเช้ือราจํานวน 3 ไอโซเลท ไดแก 
Curvularia sp. (C5), Fusarium sp. (F2) และ Helminthosporium sp. (H1) แสดงความสามารถในการกอโรคบนตนกลาขาว
รุนแรงที่สุด จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดเอทานอลจากใบมะกรูดตอการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดดาง 
พบวาสารสกัดสามารถยับย้ังการเจริญทางเสนใยและการงอกของสปอรเช้ือราสาเหตุโรคเมล็ดดางได อยูในชวง 12.6-63.7 
และ 62.3-100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังนั้นพอจะสรุปไดวา สารสกัดเอทานอลจากใบมะกรูดมีประสิทธิภาพในการยับย้ังการ
เจริญของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดดางไดและควรทําการทดลองในสภาพไร เพื่อเปนแนวทางการใชสารสกัดดังกลาวในการ
ปองกันกําจัดเช้ือสาเหตุโรคตอไป 
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