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บทคดัย่อ 

จากการแยกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์จากข้าว (Oryza sativa L.) บนอาหาร Inhibitory 
Mold Agar 2 (IMA-2) สามารถแยกเช้ือได้ทั้งหมด 174 ไอโซเลท แบ่งกลุ่มไอโซเลทตามระยะเวลาใน
การเร่ิมสร้าง aerial mycelium และการเจริญเต็มจานอาหาร คัดเลือกไอโซเลทที่มีการเร่ิมสร้าง aerial 
mycelium ภายใน 1 วนั และเจริญเต็มจานอาหาร ภายใน 3 วนั ได้จ  านวน 10 ไอโซเลท และน า
เช้ือแอกตโินไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากพืชสมุนไพร จ านวน 10 ไอโซเลท จากห้องปฏิบตัิการ
โรคพืช คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ มาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือรา Pyricularia grisea สาเหตุโรคไหมข้องขา้ว ดว้ยวิธี dual culture พบว่า เช้ือจ านวน 4 ไอโซเลท มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคไดดี้มาก (PIRG 74.17% - 90.00%) ไดแ้ก่ 
เช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่แยกได้จากสมุนไพร 2 ไอโซเลท คือ ERY2 และ POL4 และ
เช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่แยกได้จากขา้ว 2 ไอโซเลท คือ ORR107 และ ORR719 จึงน า
เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ั้ง 4 ไอโซเลท มาจ าแนกสกุลดว้ยการวิเคราะห์ล าดบัเบสของยนี 
16S rRNA พบว่า ไอโซเลท ERY2 มีความสัมพนัธ์คล้ายคลึงกับ Streptomyces werraensis NBRC 
13404 (100%) และ Streptomyces gancidicus NBRC 15412 (100%) ส่วนไอโซเลท POL4 มีความ
ใกล้ เคี ยงกับ  Streptomyces pseudogriseolus NBRC 12902 (99.93%) และ  S. gancidicus NBRC 15412 
(99.93%) แต่มีต  าแหน่งบนแผนภูมิวิวฒันาการ (phylogenetic tree) แตกต่างกนั ส่วนไอโซเลท ORR107 
และ ORR719 มีความใกล้เคียงกับ Streptomyces albus NBRC 13014T ที่  98.18 และ 97.75 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดับ และมีความใกล้เคียงกับ Streptomyces leeuwenhoekii C34/AJ621602 ที่  98.11 และ 97.74 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั แต่มีต  าแหน่งบนแผนภูมิวิวฒันาการแตกต่างกนั จากนั้นน าเช้ือแอกติโนไมซีสต์
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เอนโดไฟต ์4 ไอโซเลท ที่คดัเลือกไดม้าทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคไหมข้องขา้วใน
ระยะตน้กลา้ ดว้ยวิธีการแช่เมล็ดขา้วในสปอร์แขวนลอยของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตแ์ต่ละ
ไอโซเลท ที่ความเขม้ขน้ 1 x 109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 1 วนั ก่อนปลูกลงในกระบะเพาะ เม่ือตน้
กลา้ขา้วอาย ุ14 วนั ท  าการปลูกเช้ือราสาเหตุโรค ดว้ยวธีิการพ่นสปอร์แขวนลอยของเช้ือราสาเหตุโรค 
ที่ความเขม้ขน้ 1 x 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จากนั้ นประเมินความรุนแรงในการเกิดโรคหลังจากบ่มเช้ือ 
เป็นเวลา 7 วนั พบว่า ไอโซเลท ERY2 มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคไหมข้องขา้วไดดี้ที่สุด โดยมี
ค่าเฉล่ียระดับความรุนแรงในการเกิดโรคเท่ากับ 1.07 หรือ มีเปอร์เซ็นต์การลดความรุนแรงของโรค 
เท่ากับร้อยละ 77.38 แตกต่างกันทางสถิติเม่ือเทียบกับชุดควบคุม โดยมีค่าเฉล่ียระดับความรุนแรงใน
การเกิดโรคเท่ากับ 4.73 นอกจากน้ีจากการทดสอบความสามารถในการเขา้อาศยัในตน้กล้าขา้ว โดย
วิธีการแช่เมล็ด และแยกเช้ือกลบัที่ระยะเวลา 1, 3, 5, 7 และ 14 วนั หลังปลูก พบว่า เช้ือทั้ง 4 ไอโซเลท 
สามารถเขา้อาศยัในตน้กลา้ขา้วได้ โดยอาศยัอยูท่ ั้งในส่วนของใบ ราก และเปลือกเมล็ดขา้วได ้ซ่ึงพบ
การแยกเช้ือกลบัอยูใ่นช่วง 17 - 100 เปอร์เซ็นต ์และไอโซเลท ORR107 พบการเพิ่มปริมาณที่เพิ่มมาก
ขึ้นตามระยะเวลาหลงัการปลูกเช้ือ 
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ABSTRACT 

One hundred and seventy-four isolates of endophytic actinomycetes were isolated from rice 
(Oryza sativa L.) on inhibitory mold agar 2 (IMA-2). The isolates were divided into groups by the 
periods of aerial mycelium initiation and full-plate production. According to aerial mycelium 
initiation in 1 day and full-plate production in 3 days, then ten isolates were selected. The other ten 
isolates from herb (obtaining from Laboratory of Plant Pathology, Faculty of Agriculture, 
Chiang Mai University) were also tested by dual culture method against Pyricularia grisea 
pathogen of rice blast. Four isolates gave a highest percentage inhibition of the radial growth 
(PIRG 74.17% - 90.00%) of plant fungi were significant showed in the testing of isolates ERY2 and 
POL4 from herb and isolates ORR107 and ORR719 from rice. Thus, the 4 isolates in inhibiting 
a very good level were selected and then identified by analysis of 16S rRNA gene sequences. 
Isolate ERY2 was closely related to Streptomyces werraensis NBRC 13404 (100%) and 
Streptomyces gancidicus NBRC 15412 (100%). Isolate POL4 were closely related to 
Streptomyces pseudogriseolus NBRC 12902 (99.93%) and S. gancidicus NBRC 15412 (99.93%), 
but from distinct phylogenetic line separated from these closely isolates. Isolate ORR107 and 
ORR719 were closely related to Streptomyces albus NBRCT 13014 at 98. 18 and 97.7%, 
respectively; moreover, closely related to Streptomyces leeuwenhoekii C34T at 98.11 and 97.74% , 
respectively, but from distinct phylogenetic line separated from these closely isolates. These 4 
selected isolates were applied to control rice blast disease in seedling trials using rice seed soaked in 
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1x109 cell/ml suspension of each isolate for 1 day. Fourteen-days-old rice seedlings were inoculated 
with the fungal pathogen at a concentration of 1x105 cell/ml. Evaluations of blast severities were 
observed after 7 days of incubation, results showed that isolate ERY2 was statistically decreased the 
severity of blast at 1.07 (77.38% decreased the severity) compared with 4.73 in control treatment. 
Additionally, colonization of the 4 isolates in rice seedling using seed soaking method were 
performed, after transplanting for 1, 3, 5, 7 and 14 days. Leaves, roots and husk explants of rice 
were found to be colonized with the four isolates in recovery percentage of 17-100 percent. 
Moreover, the colonization percentage of isolate ORR107 was potentially increased along 
incubation periods. 
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สารบัญตาราง 

หนา้ 

ตารางที่ 4.1 จ านวนและเปอร์เซ็นตไ์อโซเลทของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกได ้ 29 
จากส่วนใบและรากของขา้ว 4 สายพนัธุ ์หลงัเล้ียงบนอาหาร IMA-2 และบ่ม 
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนั 

ตารางที ่4.2 การตั้งช่ือไอโซเลทของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากขา้ว 30 
แต่ละสายพนัธุ ์

ตารางที่ 4.3 ลกัษณะสณัฐานวทิยาของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์จ านวน 174 ไอโซเลท 32 
หลงัเล้ียงบนอาหาร IMA-2 และบม่ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั 

ตารางที ่4.4 จ านวนและเปอร์เซ็นตข์องเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากขา้ว 40 
ในการเร่ิมสร้าง aerial mycelium ที่ช่วงเวลา 1-5 วนั และการเจริญเตม็จานอาหาร 
ที่ช่วงเวลา 3-7 วนั 

ตารางที่ 4.5 ช่ือพชือาศยัของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่คดัเลือก จ านวน 20 ไอโซเลท 41 
ตารางที่ 4.6 ประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Pyricularia grisea สาเหตุโรคไหม ้ 43 

ของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลทต่าง ๆ ดว้ยวธีิการ dual culture 
ตารางที่ 4.7 ค่าเฉล่ียระดบัความรุนแรงของโรค และเปอร์เซ็นตก์ารลดลงของระดบั 54 

ความรุนแรงของโรคไหม ้ของตน้กลา้ขา้วที่ผา่นการแช่เมล็ดในสปอร์แขวนลอย 
ของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลทต่าง ๆ (ความเขม้ขน้ 109 cfu/ml)  
และปลูกเช้ือรา Pyricularia grisea (ความเขม้ขน้ 105 cfu/ml) สาเหตุโรคไหม ้ 
บนตน้กลา้ขา้วอาย ุ14 วนั 

ตารางที่ 4.8 จ านวนและเปอร์เซ็นตก์ารแยกเช้ือกลบัของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์ 58 
4 ไอโซเลท จากส่วนต่าง ๆ ของตน้กลา้ขา้ว หลงัปลูกเช้ือดว้ยวธีิการแช่เมล็ด 
แลว้ปลูกขา้วเป็นเวลานาน 30 วนั 
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สารบัญภาพ 

หนา้ 

ภาพที่ 3.1 การขีดเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์บนผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 17 
ที่วางแผน่กรองเซลลูโลส (cellulose membrane filters) 

ภาพที่ 3.2 ลกัษณะการวดัผลในการเป็นเช้ือปฏิปักษข์องเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์ 19 
ต่อเช้ือรา Pyricularia grisea ในจานอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 โดยวธีิ dual culture 

ภาพที่ 3.3 การเตรียม slide culture ของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์เพือ่ศึกษา 20 
ลกัษณะทางสณัฐาน วทิยาของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 

ภาพที่ 3.4 เกณฑป์ระเมินระดบัความรุนแรงของการเกิดโรคใบไหมข้องขา้ว 7 ระดบั 23 
ตั้งแต่ระดบั 0-6 

ภาพที่ 4.1 ลกัษณะอาการโรคไหมบ้นใบขา้ว และลกัษณะสณัฐานวทิยาของ 26 
เช้ือรา Pyricularia grisea 

ภาพที่ 4.2 ลกัษณะอาการโรคไหม้บนใบกลา้ขา้ว อายุ 21 วนั หลงัจากการปลูกเช้ือรา 27 
Pyricularia grisea ลงบนใบกลา้ขา้ว เป็นเวลานาน 7 วนั 

ภาพที่ 4.3 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่เจริญจากส่วนใบและราก 28 
ของขา้ว หลงัจากเล้ียงบนอาหาร IMA-2 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 30 วนั 

ภาพที่ 4.4 ลกัษณะโคโลนีเด่ียวของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากขา้วทั้ง 31 
4 สายพนัธุ์ หลงัเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 และบ่มในที่มืด 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั 

ภาพที่ 4.5 ลกัษณะการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Pyricularia grisea สาเหตุโรคไหม ้ 42 
โดยวิธีการเล้ียงร่วมกนักบัเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลทต่าง ๆ 
ดว้ยวธีิ dual culture บนอาหาร IMA-2 เป็นเวลา 10 วนั 

ภาพที่ 4.6 ลกัษณะเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลท ORR107 45 
ภาพที่ 4.7 แผนภูมิตน้ไมแ้สดงความสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการของเช้ือแอกติโนไมซีสต ์ 46 

เอนโดไฟต ์ไอโซเลท ORR107 ดว้ยวธีิ neighbor-joining 
ภาพที่ 4.8 ลกัษณะเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลท ORR719 47 
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ภาพที่ 4.9 แผนภูมิตน้ไมแ้สดงความสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการของเช้ือแอกติโนไมซีสต ์ 48 
เอนโดไฟต ์ไอโซเลท ORR719 ดว้ยวธีิ neighbor-joining 

ภาพที่ 4.10 ลกัษณะเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลท ERY2 49 
ภาพที่ 4.11 แผนภูมิตน้ไมแ้สดงความสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการของเช้ือแอกติโนไมซีสต ์ 50 

เอนโดไฟต ์ไอโซเลท ERY2 ดว้ยวิธี neighbor-joining 
ภาพที่ 4.12 ลกัษณะเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลท POL4 51 
ภาพที่ 4.13 แผนภูมิตน้ไมแ้สดงความสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการของเช้ือแอกติโนไมซีสต ์ 52 

เอนโดไฟต ์ไอโซเลท POL4 ดว้ยวิธี neighbor-joining 
ภาพที่ 4.14 ลกัษณะอาการไหมข้องใบกลา้ขา้วอาย ุ21 วนั หลงัแช่เมล็ดขา้วดว้ย 55 

เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์(ความเขม้ขน้ 109 cfu/ml) ไอโซเลท 
ERY2 POL4 ORR107 และ ORR719 เปรียบเทียบดว้ยชุดควบคุม  
หลงัปลูกเช้ือรา Pyricularia grisea (ความเขม้ขน้ 105 cfu/ml)  
สาเหตุโรคไหม ้บนตน้กลา้ขา้วอาย ุ14 วนั 

ภาพที่ 4.15 ลกัษณะการเจริญของเช้ือออกมาจากบริเวณรอยตดัของช้ินพืชหลงัจาก 57 
ปลูกเช้ือดว้ยวธีิการแช่เมล็ดแลว้บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั 
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บทที่ 1 

บทน ำ 

1.1 ประวัติควำมเป็นมำ 

ขา้วเป็นพืชที่มีความส าคญัทางเศรษฐกิจของไทยและของโลก ประชากรมากกว่าคร่ึงหน่ึงของ
ประชากรโลกบริโภคขา้วเป็นอาหารหลกั ในปี พ.ศ. 2558 ประเทศไทยมีพื้นที่เพาะปลูกขา้วทั้งนาปี
และนาปรัง รวม 69.28 ลา้นไร่ มีพื้นที่ปลูกขา้วอินทรียป์ระมาณ 131,502 ไร่ หรือคิดเป็นร้อยละ 0.20 
ของพื้นที่เพาะปลูกขา้วทั้ งหมด มีมูลค่าการส่งออกขา้วอินทรียร์าว 552.25 ล้านบาท ซ่ึงนับว่าเป็น
ประเทศที่ส่งออกขา้วอินทรียเ์ป็นอนัดบัตน้ ๆ ของโลก ประกอบกบัผูบ้ริโภคทั้งภายในและภายนอก
ประเทศให้ความส าคญักบัสุขภาพและส่ิงแวดลอ้มมากขึ้น มีการบริโภคสินคา้เกษตรอินทรียเ์พิ่มขึ้น
อยา่งต่อเน่ือง โดยมีทวีปอเมริกาและยโุรปเป็นผูบ้ริโภครายใหญ่ที่มีการบริโภครวมกนัประมาณ
ร้อยละ 96 แต่เน่ืองจากก าลงัการผลิตที่ไม่เพียงพอ จึงตอ้งน าเขา้สินคา้เกษตรอินทรียจ์ากประเทศอ่ืน ๆ 
ทัว่โลก ท าให้ผลิตผลที่ไดจ้ากการผลิตแบบอินทรียเ์ป็นที่ตอ้งการในตลาดเพิ่มมากขึ้น และมีราคาสูง
กวา่ผลิตผลที่ไดจ้ากการผลิตแบบเคมี โดยขา้วอินทรียข์องไทยที่ไดรั้บความนิยมในตลาดส่งออก คือ 
ขา้วหอมมะลิอินทรีย ์เป็นสินค้าที่มีลักษณะเด่นในด้านความหอม และเมล็ดอ่อนนุ่ม และเป็นที่
ตอ้งการในตลาดสหภาพยโุรป (European Union-EU) เป็นอยา่งมาก โดย 96% ของขา้วอินทรียท์ี่ผลิต
ในไทยถูกส่งออกไปยงัอีย ูและมีแนวโน้มในการขยายตลาดมากขึ้นในอนาคต (ส านักงานเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2558) ท าให้เห็นว่าโอกาสการส่งออกสินคา้เกษตรอินทรียสู่์ตลาดโลกยงัมีช่องว่างให้
เกษตรกรไทยเขา้ไปมีส่วนแบ่งตลาดไดอ้ยา่งแน่นอนทั้งในระยะสั้นและระยะยาว แต่การผลิตขา้ว
หอมมะลิอินทรียป์ระสบปัญหาเร่ืองสายพนัธุ์ที่อ่อนแอต่อโรค ส่งผลให้ปริมาณและคุณภาพของ
ผลผลิตลดลง ซ่ึงโรคที่ส าคญัต่อการผลิตขา้วอินทรีย ์คือ โรคไหม ้สาเหตุเกิดจากเช้ือรา Pyricularia grisea 
สามารถท าความเสียหายในหลายพื้นที่ของประเทศไทย โดยจะท าให้เมล็ดขา้วลีบ ร่วงหล่น ปริมาณ
และคุณภาพของผลผลิตลดลง ซ่ึงอาจท าให้เกิดความเสียหายโดยอาจท าให้ผลผลิตลดลงถึง 100 
เปอร์เซ็นต ์(Ou, 1985) ปัจจุบนัมีรายงานการน าชีวภณัฑ์จากเช้ือปฏิปักษม์าใชค้วบคุมโรคและแมลง 
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เพื่อตอบสนองเง่ือนไขในระบบการผลิตแบบอินทรียท์ี่ไม่สามารถใช้สารเคมีสังเคราะห์ได้ เช้ือ
ปฏิปักษท์ี่ไดรั้บความสนใจจากนกัวจิยัที่ใหค้วามสนใจศึกษา คน้ควา้ และน ามาพฒันาเป็นชีวภณัฑก์นั
อย่างกว้างขวาง เช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ (endophytic actinomycetes) เป็นเช้ือในกลุ่ม
แบคทีเรียที่มีรายงานในการน ามาใชเ้พือ่ควบคุมเช้ือสาเหตุโรคพืชมากขึ้น เน่ืองจากเป็นเช้ือปฏิปักษท์ี่
สามารถอาศยัอยูภ่ายในเน้ือเยือ่พืชไดโ้ดยไม่ก่อใหเ้กิดโรคกบัพืชอาศยั รวมทั้งสามารถผลิตสารทุติยภูมิ
ส าคญัหลายประเภท เช่น สารปฏิชีวนะ (Araujo et al., 2000) เอนไซม์ และวิตามิน ที่สามารถยบัย ั้ง
จุลินทรียส์าเหตุโรคพืชไดห้ลายชนิด (Shimizu et al., 2000; Franco, 2002) นอกจากน้ียงัสามารถผลิต
ฮอร์โมนออกซินที่ช่วยกระตุน้ให้พืชมี ความแข็งแรงและเพิ่มผลผลิตของพืช (Lahdenpera, 2000) 
ดว้ยเหตุน้ีการใชเ้ช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตจึ์งเป็นอีกหน่ึงทางเลือกหน่ึงที่มีความน่าสนใจในการ
น ามาใชศ้ึกษาความสามารถในการควบคุมโรคไหมข้องขา้ว เพื่อพฒันาเป็นชีวภณัฑใ์ชใ้นระบบผลิต
ขา้วอินทรียต่์อไปในอนาคต 

1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

1.2.1 เพือ่ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตใ์นการยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือรา P. grisea สาเหตุโรคไหมข้องขา้วในระดบัหอ้งปฏิบตัิการ 

1.2.2 เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในการควบคุมการเกิด
โรคไหมข้องขา้วในระดบัโรงเรือน 
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บทที่ 2 

ตรวจเอกสาร 

2.1 ความส าคญัของข้าว 

ขา้ว (Oryza sativa L.) เป็นพืชที่อยูใ่นสกุล (genus) Oryza ซ่ึงมีประมาณ 23 ชนิด (species) 
แต่ขา้วที่น ามาปลูกเพื่อบริโภค (cultivated rice) มี 2 ชนิด คือ O. sativa ปลูกทัว่ไปในทวปีเอเชียและ
แหล่งปลูกอ่ืน ๆ ของโลก และ O. glaberima ปลูกเฉพาะในแถบแอฟริกา ส าหรับขา้วที่มีการขายใน
ตลาดโลกเป็นขา้ว O. sativa ที่ปลูกจากแถบเอเชีย โดยทรงเชาว ์(2545) กล่าวไวว้่าสามารถแบ่งเป็น 
3 สายพนัธุ์ตามแหล่งปลูก ไดแ้ก่  

1) Indica เป็นขา้วที่มีเมล็ดยาวเรียว ขนาดของเมล็ดยาวประมาณ 10.5 - 11 มิลลิเมตร กวา้ง
ประมาณ 2.8 มิลลิเมตร และหนาประมาณ 2 มิลลิเมตร เป็นพนัธุ์ขา้วที่ปลูกอยูใ่นเขตร้อน ซ่ึงปลูกมาก
ในประเทศไทย อินเดีย พม่า เวยีดนาม มาเลเซีย อินโดนีเซีย และฟิลิปปินส์ เป็นตน้  

2) Japonica เป็นขา้วที่มีลกัษณะเมล็ดป้อมสั้น ขนาดของเมล็ดยาวประมาณ 7 มิลลิเมตร กวา้ง
ประมาณ 3.5 มิลลิเมตร เป็นพนัธุข์า้วที่ปลูกในประเทศจีนตอนเหนือและตะวนัออก ญี่ปุ่ น เกาหลี และ
ประเทศอ่ืน ๆ ที่อยูใ่นเขตอบอุ่น  

3) Javanica เป็นข้าวที่ มีลักษณะก่ึงกลางระหว่าง Indica และ Japonica และเป็นข้าวที่ไม่มี
ความส าคญัทางเศรษฐกิจโดยปลูกเฉพาะประเทศอินโดนีเซียเท่านั้น 

ขา้วเป็นอาหารที่ส าคญัของประชากรโลก โดยเฉพาะในแถบภูมิภาคเอเชียมีความนิยมในการ
บริโภคขา้วมากกว่าภูมิภาคอ่ืน ดงันั้นการบริโภคและการคา้ขา้วส่วนใหญ่จึงอยู่ในทวีปเอเชีย โดย
ประเทศที่มีบทบาทในการคา้ขา้วไดแ้ก่ ประเทศไทย อินเดีย เวยีดนาม จีน และพม่า ซ่ึงประเทศไทยได้
ช่ือว่าเป็นประเทศที่มีการส่งออกขา้วเป็นอนัดบัหน่ึง และเป็นประเทศที่สามารถผลิตขา้วไดมี้คุณภาพ
เป็นอันดับตน้ ๆ ของโลก เน่ืองจากประเทศไทยมีสภาพภูมิประเทศ สภาพภูมิอากาศ ทรัพยากรดิน
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และน ้ า ที่ เหมาะสมแก่การปลูกขา้ว ตลอดจนมีความหลากหลายของพนัธุ์ขา้วที่ปลูก นอกจากน้ี
เกษตรกรไทยยงัมีความช านาญในดา้นการผลิตขา้วที่ถ่ายทอดมาจากบรรพบุรุษสู่รุ่นลูกรุ่นหลานมา
อย่างยาวนาน โดยในปี 2559 ประเทศไทยมีการส่งออกขา้ว ปริมาณ 9,883,289 ตัน คิดเป็นมูลค่า 
154,434 ล้านบาท โดยปริมาณส่งออกเพิ่มขึ้น 0.9% ขณะที่มูลค่าส่งออกลดลง 0.9% เม่ือเทียบกับปี 
2558 ที่มีการส่งออกปริมาณ 9,795,781 ตนั มูลค่า 155,912 ลา้นบาท (สมาคมผูส่้งออกขา้วไทย, 2559) 
แมว้่าประเทศไทยจะมีศกัยภาพในการผลิตและการส่งออกขา้วที่มีคุณภาพและปริมาณสูง เพียงพอต่อ
การบริโภคและส่งออกภายในประเทศ แต่ปัญหาส าคญัที่ประเทศไทย และประเทศอ่ืน ๆ ตอ้งเผชิญ 
คือ การขาดแคลนน ้ า น ้ าท่วม และการระบาดของโรคและแมลงศตัรูขา้ว ซ่ึงปัญหาดังกล่าวส่งผล
กระทบต่อปริมาณและคุณภาพข้าว ตลอดจนต้นทุนการผลิตขา้ว โดยเฉพาะปัญหาด้านโรคข้าว 
นบัเป็นปัญหาที่ส าคญัที่เกษตรกรผูผ้ลิตขา้วประสบอยูเ่สมอ ซ่ึงก่อความเสียหายให้แก่นาขา้วเป็นอยา่งมาก 
เม่ือเกิดการแพร่ระบาดจะกระจายเป็นบริเวณกวา้ง และสร้างความเสียหายให้กบัผลผลิตขา้ว บางคร้ัง
อาจสร้างความเสียหายได้ 100 % ซ่ึงมีอยู่หลายโรคที่มักพบการแพร่ระบาดอยู่เป็นประจ า หาก
เกษตรกรผูผ้ลิตไม่รู้จกัวิธีป้องกนัและดูแลรักษาก็จะไดรั้บความเสียหายอยา่งรุนแรง (บุญหงษ,์ 2553) 

2.2 โรคข้าวที่ส าคญัของประเทศไทย 

โรคขา้ว หมายถึง อาการหรือภาวะผดิปกติทางกายภาพหรือทางชีวเคมีที่เกิดขึ้นกบัตน้ขา้วท าให้
ตน้ขา้วมีการเจริญเติบโตและพฒันาในส่วนต่าง ๆ ที่ไม่สมบรูณ์ โรคขา้วอาจจะมีสาเหตุเกิดจาก
ส่ิงไม่มีชีวติ เช่น โรคขาดธาตุอาหาร โรคที่เกิดจากสภาวะแวดลอ้มผิดปกติ หรือโรคที่เกิดจากสารพิษ 
เป็นตน้ ในทางกลับกัน โรคขา้วก็อาจจะเกิดขึ้นได้จากส่ิงมีชีวิต ซ่ึงได้แก่ เช้ือรา เช้ือแบคทีเรีย 
เช้ือไวรัส และไสเ้ดือนฝอย โดยมีรายละเอียดดงัน้ี (บญัญตัิ, 2527) 

1) โรคขา้วที่เกิดจากเช้ือรา ไดแ้ก่ โรคไหม ้เช้ือสาเหตุ Pyricularia grisea โรคใบจุดสีน ้ าตาล
เช้ือสาเหตุ Helminthosporium oryzae โรคใบขีดสีน ้ าตาล เช้ือสาเหตุ Cercospora oryzae โรคกาบใบแห้ง 
เช้ือสาเหตุ Rhizoctonia solani โรคกาบใบเน่า เช้ือสาเหตุ Acrocylindrium oryzae โรคใบวงสีน ้ าตาล 
เช้ือสาเหตุ Rhynchosporium oryzae โรคถอดฝักดาบ เช้ือสาเหตุ Fusarium moniliforme โรคเมล็ดด่าง 
เชื้อสาเหตุ A. oryzae, Curvularia lunata, C. oryzae, Fusarium semitectium และ  H. oryzae และ
โรคดอกกระถิน เช้ือสาเหตุ Ustilaginoidea virens 

2) โรคขา้วที่เกิดจากเช้ือแบคทีเรีย ไดแ้ก่ โรคขอบใบแห้ง เช้ือสาเหตุ Xanthomonas oryzae pv.
oryzae และโรคใบขีดโปร่งแสง เช้ือสาเหตุ X. oryzae pv. oryzicola 
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3) โรคขา้วที่เกิดจากเช้ือไวรัส ไดแ้ก่ โรคใบสีส้ม (yellow orange leaf virus disease) แมลงพาหะ
คือ  เพ ล้ี ยจักจั่น สี เขี ยว Nephotettix impicticeps, Nephotettix nigropictus, Nephotettix malayanus และ
เพล้ียจกัจัน่ปีกลายหยกั Recilia dorsalis โรคใบหงิกหรือโรคจู๋ (ragged stunt virus disease) แมลงพาหะ 
คือ เพล้ียกระโดดสีน ้ าตาล Nilaparvata lugens โรคหูด (virus gall dwarf disease) แมลงพาหะ คือ 
เพล้ียจกัจัน่ สีเขียว N. nigropictus และโรคเขียวเต้ีย (virus grassy stunt disease) แมลงพาหะ 
คือ เพล้ียกระโดดสีน ้ าตาล N. lugens 

4) โรคที่เกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมา ไดแ้ก่ โรคใบสีแสด (mycoplasma orange leaf disease)
แมลงพาหะ คือ เพล้ียจกัจั่นปีกลายหยกั R. dorsalis และโรคเหลืองเต้ีย (mycoplasma yellow dwarf 
disease) แมลงพาหะ คือ เพล้ียจกัจัน่สีเขียว Nephotettix virescens และ N. nigropictus 

5) โรคขา้วที่เกิดจากไส้เดือนฝอย ไดแ้ก่ ไส้เดือนฝอยรากขา้ว เช้ือสาเหตุ Hirschmanniella spp.
ไส้เดือนฝอยรากปม เช้ือสาเหตุ Meloidogyne graminicola Chitwood ไส้เดือนฝอยรากแผล เช้ือสาเหตุ 
Pratylenchus zeae ไส้ เดือนฝอยโรคปลายใบขาว เช้ือสาเหตุ  Aphelenchoides besseyi Christie และ
ไสเ้ดือนฝอยโรครวงลีบ เช้ือสาเหตุ Ditylenchus angustus Filipjev 

ส าหรับประเทศไทยซ่ึงจดัว่าเป็นประเทศหลักในการผลิตขา้วจึงได้รับผลกระทบจากการ
ระบาดของโรคขา้วที่ส าคญั ๆ ไดแ้ก่ โรคไหม ้ซ่ึงประเทศไทยมีการปลูกขา้วอยา่งต่อเน่ืองตลอดทั้งปี 
จึงท าให้เช้ือสาเหตุโรคมีการระบาดอยา่งต่อเน่ือง และมีการพฒันาสายพนัธุ์ของเช้ือสาเหตุโรคได้
ตลอดเวลา ท าใหมี้ความหลากหลายทางชีวภาพของเช้ือสาเหตุโรคอยา่งมาก ท าให้พบการระบาดของ
โรคที่ระดบัความรุนแรงต่าง ๆ กนัทุก ๆ ปี เช่น ปี 2535 มีรายงานการระบาดอยา่งรุนแรงในภาคเหนือ 
และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ โดยเฉพาะภาคเหนือพบการระบาดของโรคไหมถึ้ง 90 เปอร์เซ็นต ์ท า
ให้พื้นที่ปลูกขา้วไดรั้บความเสียหายประมาณ 1.2 ลา้นไร่ (Disthaporn, 1994) และในปี 2544 มีพื้นที่
ปลูกขา้วไดรั้บความเสียหายประมาณ 78,778 ไร่ และในปี 2553 พบการระบาดของโรคไหมใ้นจงัหวดั
มหาสารคาม อุบลราชธานี และบุรีรัมย ์ในช่วงเดือนกนัยายน ถึง ธนัวาคม มีพื้นที่ไดรั้บความเสียหาย
มากกว่า 793,200 ไร่ (ศรีสวสัด์ิ และคณะ, 2553) และตามรายงานสถานการณ์ของกองส่งเสริมการ
อารักขาพืชและจดัการปุ๋ ย กรมส่งเสริมการเกษตร (2559) รายงานไวว้่า ประเทศไทยพบการแพร่
ระบาดของโรคไหม้ในช่วงเดือนกุมภาพนัธ์ ถึง เดือนพฤศจิกายน โดยพบการระบาดอยา่งรุนแรง
ในช่วงเดือนสิงหาคม ถึง เดือนกนัยายน ซ่ึงตามรายงานของส านกังานเกษตรจงัหวดั รายงานวา่ มีพื้นที่
ปลูกขา้ว จ านวน 35,549,131 ไร่ โดยพบการระบาดของโรคไหม้ในระดับรุนแรงจ านวน 2,318 ไร่ 
และในระดบัไม่รุนแรง จ านวน 13,616 ไร่ รวมพื้นที่ระบาดทั้งหมด 15,934 ในพื้นที่ 17 จงัหวดั โดย
แบ่งเป็นส่วนภูมิภาค ดงัน้ี  



6 

1) ภาคกลาง จ านวน 3 จงัหวดั ไดแ้ก่ จงัหวดัปทุมธานี พระนครศรีอยธุยา และนครปฐม

2) ภาคตะวนัออก 2 จงัหวดั ไดแ้ก่ จงัหวดัฉะเชิงเทรา และปราจีนบุรี

3) ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ จ านวน 9 จงัหวดั ไดแ้ก่ จงัหวดัขอนแก่น มหาสารคาม สกลนคร
มุกดาหาร นครราชสีมา บุรีรัมย ์สุรินทร์ ศรีสะเกษ และอุบลราชธานี 

4) ภาคเหนือ จ านวน 3 จงัหวดั ไดแ้ก่ จงัหวดัพษิณุโลก ล าปาง และจงัหวดัแพร่

2.3 โรคไหม้ของข้าว (บัญญัติ, 2527) 

2.3.1 เช้ือราสาเหตุโรค 

โรคไหมของข้าว (Rice blast) มีสาเหตุเกิดจากเช้ือรา Pyricularia grisea (P. oryzae Cav.) 
มีระยะการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ (perfect stage) ของเช้ือสาเหตุ น้ีคือ  Magnaporthe oryzae โดย
ลกัษณะของเช้ือรา P. grisea มีการสร้างโคนิเดีย (conidia) บนกา้นชูสปอร์ (conidiophore) มีผนังกั้น 
สร้างเป็นกลุ่มบนเน้ือเยือ่พืช โคนิเดีย มี 3 เซลล์ สร้าง 1-20 โคนิเดียบนกา้นชูสปอร์ 1 กา้น โคนิเดีย
ไม่ มีสี  (hyaline) รูป ร่างคล้ายกระสวย หัวมนท้ายแหลม (spindle) มีขนาด 8.1-10.3x19.2-27.3 
ไมครอน เม่ือน ามาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ สร้างโคโลนีสีขาวต่อมาเจริญเป็นสีเทา เจริญติดผิวหน้า
อาหารเล้ียงเช้ือ (Ou, 1985) 

โรคไหม้ของข้าวมีรายงานว่า พบคร้ังแรกที่ประเทศจีน ในปี พ.ศ. 2180 และต่อมามี
รายงานว่า พบในประเทศญี่ปุ่ น ในปี พ.ศ. 2247 โดยเรียกโรคน้ีว่า “Brisome” และต่อมาเมื่อมีการ
ปลูกขา้วในประเทศอินเดีย พบรายงานความเสียหายของการปลูกขา้วที่เกิดจากโรคน้ี ในปี 2456 จึงเป็น
สาเหตุที่ท  าให้ประเทศไทยเร่ิมสนใจ และศึกษาโรคไหม้ ในปี 2498 จนมีการพฒันาสายพันธุ์ข้าว
ตา้นทานโรคออกมาจนถึงปัจจุบนั โรคไหมส้ามารถเขา้ท าลายขา้วไดทุ้กระยะการเจริญเติบโต ตั้งแต่เร่ิม
ปลูกจนถึงระยะใกล้เก็บเก่ียว โดยเขา้ท าลายในส่วนของใบ ล าตน้ ขอ้ต่อล าตน้ และคอรวง โรคไหม้ที่
ระบาดในระยะคอรวงจะท าใหข้า้วมีปริมาณและคุณภาพของผลผลิตลดลง โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารติดเมล็ด
ลดลง ความเสียหายจากการเขา้ท าลายของโรคน้ีท าให้ผลผลิตลดลงตั้งแต่ 0.4 – 100 เปอร์เซ็นต ์(ชชัวาล 
และชุลีพร, 2552) โรคไหมจ้ะเกิดขึ้นและแพร่ระบาดไดรุ้นแรง ถา้มีส่ิงแวดลอ้มที่เหมาะสม ไดแ้ก่ 
พนัธุ์ขา้วอ่อนแอต่อโรค ความช้ืนค่อนขา้งสูง ตั้งแต่ 90 เปอร์เซ็นต ์ขึ้นไป โดยเฉพาะในช่วงบ่ายถึงเช้า
วนัรุ่งขึ้น อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ ระหว่าง 25-30 องศาเซลเซียส การปลูกขา้วที่หนาแน่น และใช้ปุ๋ ย
ไนโตรเจนที่สูง 
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2.3.2 ลักษณะอาการ 

ระยะกล้า ที่ใบมีแผลจุดสีน ้ าตาล ลักษณะคล้ายรูปตา มีสีเทาอยู่ตรงกลางแผล มีขนาด
แตกต่างไป ความกวา้งระหว่าง 2-5 มิลลิเมตร และความยาวประมาณ 10-15 มิลลิเมตร จุดแผลน้ี
สามารถขยายลุกลามจนแผลรวมกนัทัว่บริเวณใบ ในกรณีที่เป็นโรครุนแรงกลา้ขา้วจะแห้ง และฟุบตาย 
อาการคลา้ยถูกไฟไหม ้(blast) 

ระยะแตกกอ อาการของโรคพบไดท้ี่ใบ กาบใบ ขอ้ต่อของใบ และขอ้ต่อของล าตน้ขนาด
ของแผลจะใหญ่กว่าที่พบในระยะกลา้ แผลลุกลามติดต่อกนัไดท้ี่บริเวณขอ้ต่อ ใบจะมีลกัษณะแผลช ้ า
สีน ้ าตาลด า และใบมกัหลุดจากกาบใบเสมอ 

ระยะคอรวง ถา้ขา้วเพิ่งจะเร่ิมให้รวง เม่ือถูกเช้ือราน้ีเขา้ท าลาย เมล็ดจะลีบหมด แต่ถา้เป็น
โรคตอนรวงขา้วแก่ใกลเ้ก็บเก่ียว คอรวงจะปรากฏรอยแผลช ้ าสีน ้ าตาล ท าให้เปราะหักพบัง่าย รวงขา้ว
ร่วงหล่นเสียหายมาก 

2.3.3 การแพร่ระบาด 

พบช่วงการแพร่ระบาดอยูร่ะหว่างเดือนมิถุนายน ถึง สิงหาคม ในแหล่งที่มีการท านาเกิน
กว่าปีละคร้ัง ช่วงเดือนมิถุนายน ถึง ตุลาคม และพฤศจิกายน ถึง เมษายน จะพบเห็นโรคน้ีแพร่ระบาด
เป็นประจ า โดยเฉพาะในแปลงนาหว่านที่ใชข้า้วหนาแน่น อบัลม ใส่ปุ๋ ยไนโตรเจนสูง และมีสภาพแห้ง
แลง้ในตอนกลางวนั และช้ืนจดัในตอนกลางคืน ถา้อากาศเยน็อุณหภูมิประมาณ 22-25 องศาเซลเซียส 
ลมแรงจะช่วยให้โรคแพร่กระจายไดดี้ เช้ือราสาเหตุโรคสามารถติดไปกบัเมล็ดขา้ว แพร่กระจายไปตาม
ดิน น ้ า ลม และเศษฟางขา้ว แมว้่าจะมีขา้วบางพนัธุท์ี่มีคุณสมบติัค่อนขา้งตา้นทานโรค แต่เช้ือราชนิดน้ี
ก็สามารถสร้าง races ใหม่ ที่รุนแรง เขา้ท าลายขา้วพนัธุต์า้นทานเพิม่ขึ้นไดเ้ร่ือย ๆ 

สภาพแวดลอ้มที่เหมาะสมส าหรับการแพร่ระบาดของเช้ือน้ีจะเจริญและเขา้ท าลายพืช
ไดดี้ที่อุณหภูมิ 25 - 30 องศาเซลเซียส ความช้ืนสมัพทัธ์มากกวา่ 90 เปอร์เซ็นตข์ึ้นไป และถา้พชือยูใ่น
สภาพที่อ่อนแอ เช่น ไดรั้บน ้ าและแร่ธาตุไม่เพียงพอ หรือมีการสะสมของธาตุไนโตรเจนสูง 



8 

2.3.4 การป้องกันก าจัด 

1) ไม่ควรหว่านขา้วหนาแน่นเกินไป อตัราเมล็ดพนัธุ์ที่เหมาะสม คือ 15 -20 กิโลกรัมต่อ
ไร่ ควรแบ่งแปลงใหมี้การระบายถ่ายเทอากาศดี และไม่ควรใส่ปุ๋ ยไนโตรเจนสูงเกินไป ถา้ใส่มากถึง 50 
กิโลกรัมต่อไร่ จะท าใหโ้รคไหมร้ะบาดอยา่งรวดเร็ว 

2) ใชพ้นัธุ์ตา้นทานที่เหมาะสมในแต่ละทอ้งที่ ปัจจุบนัมีพนัธุ์ที่ค่อนขา้งตา้นทาน ไดแ้ก่
ในภาคกลาง ใช้พนัธุ์ตา้นทาน คือ กข 1 กข 9 กข 11 กข 21 สุพรรณบุรี 1 สุพรรณบุรี 2 สุพรรณบุรี 60 
สุพรรณบุรี 90 ชยันาท 1 ปราจีนบุรี 1 พลายงาม พิษณุโลก 1 และคลองหลวง 1 ส่วนในภาคเหนือและ
ตะวนัออกเฉียงเหนือ ใชพ้นัธุ์ สุรินทร์ 1 เหนียวอุบล 2 เหนียวแพร่ สันป่าตอง 1 หางยี 71 กูเ้มืองหลวง 
ขาวโปร่งไคร้ และน ้ ารู เป็นตน้ 

3) ใชส้ารเคมีป้องกนัก าจดัเช้ือราเพื่อหยดุย ั้งการแพร่ระบาด หรือป้องกนัการเกิดโรค โดย
พจิารณาความคุม้ค่าทางเศรษฐกิจ 

(3.1) คลุกเมล็ดพนัธุ์ขา้วดว้ยสารป้องกันก าจดัเช้ือรา เช่น คาซูกะมัยซิน อีดิเฟนฟอส
เบนเลท-ที คาซูมิน ไตรไซเคลโซล คาร์เบนดาซิม โปรโครรัส ตามค าแนะน าของนกัวชิาการ 

(3.2) ในแหล่งที่เคยมีโรคระบาด หรือพบว่าใบมีแผลคล้ายรูปตาหนาแน่น หรือ พบ
การระบาดของโรคไหม้ 70 เปอร์เซ็นต์ของแปลงปลูก โดยเฉพาะระยะข้าวตั้งท้อง ควรฉีดพ่นสาร
ป้องกนัก าจดัเช้ือรา คาซูมิน เบนเลท ฮิโนซาน บีมฟูจี-วนั ซาพรอล ตามอตัราที่ระบุ หรือตามค าแนะน า
ของนักวิชาการ หรือหว่านโคราทอป 5 เปอร์เซ็นต ์อตัรา 5 กิโลกรัมต่อไร่ ระยะตั้งทอ้งเพียง 1 คร้ัง จะ
ป้องกนัโรคไหมร้ะยะคอรวง 

2.4 การควบคุมโรคข้าวโดยเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ 

เกษม (2532) กล่าวว่า การควบคุมโรคดว้ยชีววธีิ หมายถึง การควบคุมโรคโดยใชจุ้ลินทรียห์รือ
ส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนช่วยลดจ านวนประชาการของเช้ือโรค ลดการเกิดโรคหรือลดความเสียหายของพืชที่
เกิดจากเช้ือโรค ซ่ึงอาจรวมถึงจุลินทรียป์ฏิปักษ ์พนัธุกรรม หรือผลผลิตจากพนัธุกรรมดว้ย ยกเวน้การ
กระท าโดยตรงของมนุษยต่์อเช้ือโรคเท่านั้น การควบคุมโรคพืชด้วยวิธีน้ีเป็นวิธีการค่อนขา้งใหม่
ส าหรับประเทศไทย แต่ในปัจจุบนัเกษตรกรจ านวนมากและนกัวิชาการสมยัใหม่เร่ิมเห็นความส าคญั 
และนิยมน ามาควบคุมโรคแทนการใชส้ารเคมีซ่ึงมีผลต่อสภาพแวดลอ้มและส่ิงมีชีวติมากขึ้น กลไกการ
ควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี เช้ือจุลินทรียป์ฏิปักษไ์ม่ว่าจะเกิดเองตามธรรมชาติหรือที่นักวิชาการน ามา
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เล้ียงขยาย และผลิตใหเ้ป็นการคา้ มีวธีิการท าลายเช้ือสาเหตุโรคพืชไดห้ลายรูปแบบ แต่ละรูปแบบก็มี
ผลแตกต่างกนัออกไป  

เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์เป็นเช้ือจุลินทรียป์ฏิปักษท์ี่มีความส าคญัทางการแพทยแ์ละ
เภสชักรรม เน่ืองจากสามารถผลิตสารเมตาโบไลทไ์ดห้ลายชนิด เช่น สารปฏิชีวนะที่มีความส าคญัทาง
การเกษตรและอุตสาหกรรม อีกทั้ งยงัมีความส าคัญทางระบบนิเวศวิทยาอีกด้วย จึงมีผูส้นใจ
ท าการศึกษากันอย่างกวา้งขวาง นอกจากน้ี เช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ยงัสามารถผลิตสาร
กระตุน้การเจริญเติบโตของพืช เช่น phytohormone, antibiotics, siderophores และกิจกรรมของเช้ือ
แอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ที่ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช คือ nitrogen fixation, nutrient 
competition และ systemic disease resistance (Benhamou and Kloepper, 1998; Ramamoorthy et al., 
2001; Bailey et al., 2006) เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์จึงมีความสัมพนัธ์กบัพืชในระบบนิเวศน์
ตามธรรมชาติ เราสามารถคดัเลือกเช้ือแอกติโนไมซีสต์ที่ผลิต bioactive compounds และน าไปใช้
ประโยชน์ทางเกษตรกรรมในดา้นส่งเสริมการเจริญเติบโต และไดมี้การจดัจ าแนกกลุ่มของการผลิต
สาร hormone-like จากเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ เช่น สาร toyocamycin หรือเรียกอีกอย่างว่า 
cytokinin-like สามารถช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และสาร pteridic acid ซ่ึงเป็นสาร auxin-
like ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของราก เป็นตน้ (Igarashi et al., 2002) 

ในปี 2002, Lee et al. ได้แยกเช้ือเอกติโนไมซีสต์ จ  านวน 400 ไอโซเลท จากดินภูเขา ใน
ประเทศเกาหลี เม่ือทดสอบการควบคุมโรคไหม้ของขา้ว พบว่า ไอโซเลท BG2-53 สามารถควบคุม
เช้ือรา Magnaporthe oryzae สาเหตุโรคไหม้ของข้าวได้ดีที่สุดในระดับห้องปฏิบัติการและระดับ
โรงเรือน 

ในปี 2546 วนัวิสาข์ ได้แยกเช้ือแอกติโนไมซีสต์จากข้าวในพื้นที่ปลูกต่าง ๆ ในจังหวัด
เชียงใหม่ ซ่ึงสามารถแยกไดท้ั้งหมด 16 ไอโซเลท จากนั้นน าเช้ือที่ไดม้าจ าแนกทางลกัษณะสัณฐาน
วทิยา พบว่า 15 ไอโซเลท จดัอยูใ่น จีนัส Streptomyces sp. ส่วนอีก 1 ไอโซเลท ไม่สามารถระบุไดว้่า
จดัอยูจี่นัสใด เม่ือน าเช้ือแอกติโนไมซีสตท์ั้งหมด 16 ไอโซเลท มาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตของเช้ือรา P. oryzae สาเหตุโรคไหมข้องขา้ว พบว่าเช้ือแอกติโนไมซีสต ์ไอโซเลท MN2 
มีประสิทธิภาพยบัย ั้งเช้ือราทดสอบได้ดีที่สุดที่ 51 - 90 เปอร์เซ็นต ์และเม่ือน ามาทดสอบผลกับการ
เจริญของตน้กลา้ขา้ว พบวา่ สามารถเพิม่น ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแหง้ของตน้กลา้ไดสู้งกวา่ชุดควบคุม 
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ในปี 2009, Zarandi et al. ไดแ้ยกเช้ือสเตรปโตไมซีสตจ์ากดินบริเวณสวนพืชผกัและไมผ้ล ใน
ประเทศอิหร่าน พบวา่ Streptomyces sindeneusis isolate 263 สามารถควบคุมเช้ือรา M. oryzae สาเหตุ
โรคไหมข้องขา้วไดดี้ที่สุดในระดบัหอ้งปฏิบตัิการและระดบัโรงเรือน 

2.5 เช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ 

แอกติโนไมซีสตเ์ป็นแบคทีเรียแกรมบวก อาศยัอยูใ่นดินบริเวณรอบ ๆ รากพืช มีลกัษณะการ
ด ารงชีวิตแบบ saprophyte หรืออาจพบอยู่ภายในต้นพืชในลักษณะเป็นเอนโดไฟต์ สามารถผลิต
เอนไซม์และสารปฏิชีวนะต่าง ๆ เพื่อกระตุน้ใหพ้ืชมีความแขง็แรงตา้นทานต่อโรคและแมลงไดดี้ขึ้น 
อีกทั้งยงัมีบทบาทส าคญัต่อการยอ่ยสลายอินทรียวตัถุช่วยใหดิ้นมีความอุดมสมบูรณ์ (Boudjella et al., 
2006) เช้ือแอกติโนไมซีสตแ์ตกต่างจากเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกทัว่ไป คือ มีปริมาณของกวันีนกบั
ไซโตซีน (G+C) สูง ประมาณ 55 – 78 เปอร์เซ็นต ์และลกัษณะของโคโลนีที่มีลกัษณะแบบทึบแสง มี
เส้นใยเหนือผิวอาหารแห้ง (aerial mycelium) และมีลกัษณะเป็นผงเม่ือมองด้วยตาเปล่า หรือผิวของ
โคโลนีอาจเรียบคลา้ยหนังสัตว ์หรือเป็นรอยยน่ เป็นเส้นใยสั้น ๆ คลา้ยก ามะยี ่สามารถสร้างรงควตัถุ
สีต่าง ๆ เช่น สีขาว เทา เขียว เหลือง ส้ม แดง น ้ าตาล ชมพู ม่วง และสีด า เป็นต้น (Williams et al. 
1989) 

การสร้างเซลล์สืบพัน ธุ์ของเช้ือแอกติโนไมซีสต์ โดยทั่วไปพบได้ 2 แบบ คือ mycelium 
fragmentation และ sporulation ซ่ึงพวก Streptomyces spp. จะมีการสร้างเซลล์ที่มีลักษณะพิเศษตาม
ความยาวของ aerial mycelium โดยเซลล์ขนาดใหญ่และมีผนังหนาขึ้นเรียกว่า chlamydospore หรือ 
arthrospore มักพบแบบเด่ียว (single spore) หรือต่อกันเป็นสายโซ่ (chain) ส่ วนพวก  Acinoplane 
armenicus สามารถสร้างสปอร์ได้ 2 แบบ คือ สปอร์แบบมี flagella เรียกว่า zoospore ที่สามารถ
เคลื่อนที่ได ้และสร้างสปอร์แบบ arthrospore บน aerial mycelium ซ่ึงการสร้างสปอร์แบบใดนั้น
มกัขึ้นอยูก่บัสภาพแวดลอ้มที่เช้ือเจริญอยู ่เช้ือแอกติโนไมซีสตมี์การสืบพนัธุ์แบบไม่อาศยัเพศ โดย
วิธีการ fission ของเส้นใย แล้วพฒันาไปเป็นสปอร์ เรียกว่า โคนิเดีย (conidia) ที่มีลักษณะคลา้ยกับ
สปอร์ของเช้ือรา คือ มีการแตกหกัของเสน้ใยซ่ึงสปอร์ดงักล่าวมีอยูห่ลายลกัษณะคือ เป็นสปอร์เด่ียว ๆ 
ที่ไม่เคล่ือนที่และเคล่ือนที่ได้ หรือสปอร์คู่ สปอร์จะเรียงต่อกนัเป็นลูกโซ่ หรือบิดเป็นเกลียวคลา้ย
สปริง หรือเป็นถุงขนาดใหญ่ภายในบรรจุสปอร์ เรียกว่า สปอร์แรงเจีย (sporangia) (Kalakoutskii and 
Agre, 1976) 
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2.5.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือแอกติโนไมซีสต์ 

เช้ือแอกติโนไมซีสตมี์ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาหลากหลาย หาอาหารจากการยอ่ยสลาย
สารอินทรีย ์และชอบอุณหภูมิปานกลาง (mesophilic) (Porter, 1971) พบไดท้ัว่ไปในธรรมชาติ เช่น 
ในดิน น ้ า อากาศ อาหาร และพชื โดยแหล่งที่พบมาก ไดแ้ก่ บริเวณที่มีการสะสมสารอินทรีย ์เช่น ดิน
เพาะปลูก วตัถุเน่าเป่ือย โคลน ตะกอนใตแ้ม่น ้ า ใตท้ะเล ดินบริเวณน ้ าพุร้อน หรือป่าชายเลน โดยจะ
พบแอกติโนไมซีสต์จ  านวนมากบริเวณดินชั้นบน และลดจ านวนลงในชั้นดินที่ลึกลงไป ในดิน
ค่อนข้างเป็นกลาง หรือค่าความเป็นกรด-ด่างระหว่าง 6.5 – 8.0 สามารถพบได้มากกว่า 100 สกุล 
นอกจาก น้ีย ังพบมากใน ดินบริเวณรอบรากพืช (rhizosphere) ซ่ึ งส่วนใหญ่จะเป็นกลุ่มของ 
Streptomycetes และ Nocardia และในช้ินส่วนของตน้พืช (endophytic actinomycetes) ก็ยงัสามารถพบ
เช้ือแอกติโนไมซีสต์ได้อีกหลายชนิดขึ้นอยู่ก ับชนิดของพืช ซ่ึงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
เช้ือแอกติโนไมซีสตท์ี่ใชใ้นการศึกษาและพจิารณา มีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี (Lechevalier, 1968) 

1. การสร้างโคโลนี (formation of colonies) สร้างมาจากเส้นใย (mycelium) ซ่ึงเส้นใย
แบ่งออกเป็น 2 แบบ ไดแ้ก่ เส้นใยที่มีความคงสภาพและเส้นใยที่แตกหักยอ่ยสลายได ้โดยเสน้ใยที่มี
การแตกหัก และมีอวยัวะที่ใชใ้นการเคล่ือนที่ จะพบไดใ้นสกุล Oerskovia โดยทัว่ไปเช้ือแอกติโนไมซีสต์
จะสร้างเส้นใยสองชนิด ได้แก่ substrate mycelium และ aerial mycelium มีบางชนิดเท่านั้นที่มีการ
สร้างเส้นใยเพียงอยา่งใดอยา่งหน่ึง เช่น สกุล Sporichtkya ที่สร้างเฉพาะ aerial mycelium นอกจากน้ี
เช้ือแอกติโนไมซีสตอ์าจมีการสร้างถุงเล็ก ๆ ระหว่างปลอ้งของเส้นใย ที่ไม่สร้างสปอร์ภายใน เช่น 
สกุล Intrasporangium หรือมีสปอร์อยูภ่ายใน เช่น สกุล Frankia  

ลกัษณะการสร้างเส้นใยของโคโลนีมีหลายแบบ ไดแ้ก่ การยกตวัขึ้น (raised) หรือแบบ
เรียบ (flat) บางทีอาจสร้างในลกัษณะคลา้ยหนังสัตว ์(leathery layer) ซ่ึงมีตั้งแต่อ่อนนุ่ม และเหนียว
ไปจนถึงแข็งมาก โคโลนีมีหลายสี ไดแ้ก่ สีขาว เหลือง สม้ แดงกุหลาบ แดง ม่วง น ้ าเงิน เขียว น ้ าตาล 
และด า ผิวหน้าโคโลนีอาจมีลกัษณะ smooth, ridged, wrinkled, granular หรือ squanmous โดยขนาด
ของโคโลนีจะขึ้นอยูก่บัสายพนัธุ ์อาย ุสภาวะการเจริญเติบโต เป็นตน้ 

2. โคนิเดีย (conidia) เป็นการสร้างสปอร์ที่ เกิดจากการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ 
(asexual spore) ไม่ใช่ chlamydospore ที่อยู่ระหว่างปล้องของเส้นใย หรือ sporangiospore โดยเช้ือ
แอกติโนไมซีสตส์ร้างโคนิเดียไดห้ลายแบบ ดงัน้ี 

2.1 Single conidium เป็นโคนิเดียเด่ียว ๆ อยู่บน substrate mycelium และ aerial 
mycelium สามารถทนต่อความร้อนสูงได ้มกัพบโดยทัว่ไป เช่น สกุล Thermoactinomyces ส่วนสกุล 
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Micromonospora จะสร้างสปอร์ที่มีลกัษณะอยูบ่นก่ิงสั้น ๆ อาจเกิดการรวมตวักนัเป็นช่อ โดยการเกิด
ของ sporulation ส่วนสกุล Saccharomonospora จะสร้างสปอร์บน aerial mycelium ที่ sporophores 
ไม่มีการแตกก่ิงก้านสาขา ส่วนสกุล Thermomonospora จะสร้างสปอร์เด่ียว ๆ บน aerial mycelium 
ตรงบริเวณปลายของ sporophores มีทั้งแบบแตกก่ิงสาขาและไม่แตกก่ิงสาขา 

2.2 Pairs of conidia เป็นโคนิ เดียแบบคู่  มีลักษณะเรียงตัวตามยาว พบในสกุล 
Microbispora สร้างเฉพาะบน aerial mycelium เท่านั้น แต่สกุล Faenia อาจมีการสร้างโคนิเดีย ทั้งบน 
aerial mycelium และ substrate mycelium 

2.3 Short chain of conidia เป็นโคนิเดียที่เรียงตวัเป็นเส้นสาย ส่วนสายสั้นสายยาว
นั้น พิจารณาจากการเรียงตวัของสปอร์ไม่เกิน 20 สปอร์ จดัว่าเป็นสายสั้น โดยเช้ือที่สร้างสปอร์ใน
ลกัษณะน้ีมีอยูห่ลายชนิด บางชนิดสร้างสปอร์สั้น ๆ และมีถุงมาลอ้มรอบ อาจสร้างอยูบ่น substrate 
mycelium หรือ aerial mycelium ก็ได้ เช่น สกุล Actinomadura, Faenia, Glycomyces, Microtetraspora, 
Nocardia, Pseudonocardia, Saccharorionospora, Sporichthya และ Streptoverticillium 

2.4 Long chain of conidia เป็นโคนิเดียที่เรียงตวัเป็นเส้นสายยาว มีสปอร์มากกว่า 
20 สปอร์ต่อเส้นสาย สร้างสปอร์บน aerial mycelium โดยเช้ือแอกติโนไมซีสต์ที่สร้างสปอร์ใน
ลกัษณะน้ีมีอยูห่ลายชนิด บางชนิดสร้างโคนิเดียที่สามารถเคล่ือนที่ได ้พบในสกุล Actinopolyspora, 
Actinosynnema, Amycolatopsis, Glycomyces, Kibdelosporangium, Kitasatosporia, Nocardia, 
Nocardioidddes, Nocardiopsis, Pseudonocadia, Saccharopolyspora, Sccharothrix, 
Streptoalloteichus, Streptomyces และ Streptoverticillium นอกจากน้ียงัสามารถจ าแนกลักษณะของ
สายสปอร์ไดด้งัน้ี 

1) Rectiflexibiles เป็นการเรียงตวัของสปอร์ในรูปแบบเสน้ตรง (straight) หรือ
เป็นแบบโคง้งอ (flexuous) อยูร่วมกนัเป็นกลุ่ม 

2) Retinaculiaperti เป็นการเรียงตวัของสปอร์ในรูปแบบเสน้สาย คลา้ยโซ่ มว้นงอ
เป็นห่วงเปิดแบบสั้น ประมาณ 1-3 วง 

3) Spira เป็นการเรียงตวัของสปอร์ในรูปแบบเสน้สาย คลา้ยโซ่แบบเกลียว และ
เกลียวอดักนัแน่น มีทั้งแบบเกลียวปิดและเกลียวเปิด 

4) Verticillati เป็นการเรียงตวัของสปอร์ในรูปแบบเสน้สายคลา้ยโซ่แบบเกลียว
กน้หอย และมีการแตกก่ิงกา้นสาขาออกมาเหมือนร่ม 
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2.5 สปอร์แรงเจีย (sporangia) เป็นถุงที่บรรจุโคนิเดีย ที่เกิดจากการพฒันาของผนัง
เซ ล ล์ ใ น  aerial mycelium พ บ ใน ส กุ ล  Actinoplanes, Ampullariella, Pilimelia, Planobispora, 
Spirillospora, Planomonospara, Streptosporangium และ Dactylosporangium 

3. โครงสร้างอ่ืน ๆ ที่เช้ือแอกติโนไมซีสต์สร้างขึ้น ในบางสกุลอาจสร้าง synnemata 
และสร้างสปอร์อยู่ภายใน พบในสกุล Actinosynnema การสร้างโครงสร้างที่ เรียกว่า multilocular 
sporangia ซ่ึงมีสายสปอร์ขดเป็นวงม้วนอยู่ภายใน พบในสกุล Kibdelosporangium ส่วนสกุล 
Streptomyces มีการสร้างโครงสร้างที่เรียกวา่ sclerotia คลา้ยกบัเช้ือรา 

2.5.2 การจัดจ าแนกของเช้ือแอกติโนไมซีสต์ด้วยเทคนิคทางโมเลกุล โดยวิเคราะห์ล าดับเบส
ของยีนที่ประมวลผลด้วย 16sRNA (16S rDNA sequencing) 

ดีเอ็นเอ (DNA) คือ ช่ือย่อของสารพันธุกรรม มีช่ือแบบเต็มว่า กรดดีออกซีไรโบ

นิวคลีอิก (Deoxyribonucleic acid) ซ่ึงเป็นกลุ่มกรดนิวคลีอิก (Nucleic acid) (กรดที่สามารถพบไดใ้น

ส่วนของใจกลางของเซลล์) ซ่ึง DNA มักพบอยู่ในส่วนของนิวเคลียสของเซลล์ โดยพนัตวัอยู่บน

โครโมโซม (Chromosome) DNA มักพบในเซลล์ของส่ิงมีชีวิตทุกชนิด ได้แก่ คน (Human) สัตว ์

(Animal) พืช (Plant) เห็ดและรา (Fungi) แบคที เรีย (Bacteria) ไวรัส  (Virus) (มีคนบางก ลุ่ม มี

ความเห็นว่า ไวรัสไม่ใช่ส่ิงมีชีวิตเพราะมีองค์ประกอบบางอย่างไม่ครบ) เป็นตน้ DNA ท าการเก็บ

ขอ้มูลทางพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวิตชนิดหน่ึง ๆ เอาไว ้ซ่ึงมีลกัษณะที่มีการผสมผสานมาจากส่ิงมีชีวิต

รุ่นก่อน ซ่ึงก็คือ รุ่นพ่อและแม่ (Parent) ทั้งยงัสามารถถ่ายทอดลกัษณะไปยงัส่ิงมีชีวิตรุ่นถดัไป ซ่ึงก็

คือรุ่นลูก หรือ รุ่นหลาน (Offspring) DNA มีรูปร่างเป็นเกลียวคู่ (Double helix) โดยมีพอลินิวคลีโอ

ไทด์ (Polynucleotide) 2 สาย เรียงตัวในแนวที่ตรงกันข้ามกัน Polynucleotide สายหน่ึงเรียงตัวใน

ทิ ศท างจาก  3’ ไป  5’ ส่ วน  Polynucleotide อี กส ายห น่ึ ง เรียงตัวในทิ ศท าง 5’ ไป  3’ โดยที่ 

Polynucleotide ทั้ง 2 สายน้ี เอาส่วนที่เป็นน ้ าตาลดีออกซีไรโบส (Deoxyribose sugar) ไวด้า้นนอก 

หันส่วนที่เป็นเบสเขา้หากัน โดยเบสที่อยู่ตรงขา้มกันตอ้งเป็นเบสที่เขา้คู่กันได้ (Complementary) 

DNA จึงมีลกัษณะคลา้ยบนัไดลิงที่บิดตวัทางขวา หรือบนัไดเวยีนขวา ขาหรือราวของบนัไดแต่ละขา้ง

ก็คือการเรียงตัวของ Nucleotide ซ่ึง Nucleotide เป็นโมเลกุลที่ประกอบด้วยน ้ าตาล Deoxyribose 

Sugar หมู่ฟอสเฟต (Phosphate Group) (ซ่ึงประกอบดว้ยฟอสฟอรัสและออกซิเจน) และไนโตรจีนัสเบส 

(Nitrogenous base) เบสใน Nucleotide มีอยูส่ี่ชนิด ไดแ้ก่ อะดีนีน (Adenine, A) ไทมีน (Thymine, T) 
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ไซโตซีน (Cytosine, C) และกวันีน (Guanine, G) ขาหรือราวของบนัไดสองขา้งหรือ Nucleotide ถูก

เช่ือมดว้ยเบส โดยที่ A จะเช่ือมกับ T ดว้ยพนัธะไฮโดรเจนแบบพนัธะคู่ หรือ Double bonds และ C 

จะเช่ือมกบั G ดว้ยพนัธะไฮโดรเจนแบบพนัธะสามหรือ Triple bonds (ในกรณีของ DNA) และขอ้มูล

ทางพันธุกรรมใน ส่ิงมีชีวิตชนิดต่าง ๆ  เกิดขึ้ นจากการเรียงล าดับของเบสใน  DNA นั่น เอง 

(Thaibiotech, 2016) 

DNA sequencing analysis คือ การตรวจหาการเรียงตัวของล าดับเบส เป็นการพิสูจน์
ความแตกต่างของดีเอ็นเอโดยตรง โดยการเปรียบเทียบการเรียงตวัของเบสทั้ง 4 ชนิด (A, T, C และ 
G) ที่ เป็นส่วนประกอบของดีเอ็นเอ ผลที่ได้จากการท า DNA sequence สามารถบอกได้ถึงการ
เปล่ียนแปลงล าดับของเบส ซ่ึงอาจจะเป็นผลมาจากการเกิด transversion transition silent หรือ
selected ของยีน และยงัใช้เป็นเคร่ืองมือวดัระดับ nucleotide base การใช้เทคนิค DNA sequencing
analysis ได้ถูกน ามาใช้ในการจ าแนกชนิดพันธุ์  รวมทั้ งศึกษาความสัมพันธ์ทางพัน ธุกรรม
(phylogenetic relationship) (นันพนา, 2549) ซ่ึงการวิเคราะห์ล าดบัเบสมีหลายวิธีดว้ยกนั โดยมีความ
แตกต่างกันในขั้นตอนการหาล าดบัเบส ปัจจุบนัวิธีที่นิยม คือ การใช้ PCR product โดยตรงในการ
วเิคราะห์หาล าดบัเบส และการใช ้PCR product ที่ผา่นการ clone เขา้สู่เวคเตอร์ก่อนการวเิคราะห์ล าดบั
เบส ทั้งสองวธีิน้ีมีความแตกต่างกนั และมีขอ้ดีและขอ้เสียต่างกนั โดยวธีิการใช ้PCR product โดยตรง
ในการวิเคราะห์หาล าดับเบสมีขอ้ดีกว่าการ clone เพราะว่า ล าดับเบสที่ได้มานั้ นจะไม่เกิดความ
เสียหาย อันเน่ืองมาจากกระบวนการทางเอนไซม์ในส่ิงมีชีวิต และดีเอ็นเอต้นแบบที่ใช้ในการ
วเิคราะห์หาล าดบัเบสสามารถเลือกใชเ้ฉพาะส่วนที่มีล  าดบัเบสที่ตอ้งการเท่านั้น (Gyllensten et al., 1992)

ส าหรับขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของจีโนมส่ิงมีชีวติหลาย ๆ ชนิด สามารถคน้หาไดจ้าก
เอกสารตีพิมพผ์ลงานวิจยัในวารสารต่าง ๆ และผ่านทางอินเตอร์เน็ท เน่ืองจากในปัจจุบนัมีการเก็บ
รวบรวมขอ้มูลล าดบัเบสของดีเอ็นเอ และโปรตีน ที่มีรายงานวิจยัไวใ้นศูนยเ์ก็บขอ้มูล ซ่ึงมีเครือข่าย
อินเตอร์เน็ทเป็นตวัเช่ือมโยงขอ้มูล โดยขอ้มูลล าดบัเบสของดีเอ็นเอของส่ิงมีชีวิตต่าง ๆ จะถูกเก็บไว้
ใ น  4 ศู น ย์ ส า คั ญ  ไ ด้ แ ก่  The Databank of Japan (DDBJ), The European Molecular Biology 
Laboratory (EMBL), The GenBank และ The Genome Sequence Database (GSDB) ซ่ึ งทั้ ง 4 ศูนย์น้ี
จะมีการเช่ือมโยงขอ้มูลเขา้หากนั โดยผูท้ี่ท  าการศึกษา หรือผูท้ี่สนใจเก่ียวกบัการวเิคราะห์ล าดบัเบสดี
เอ็นเอของส่ิงมีชีวติต่าง ๆ สามารถเขา้ไปคน้หาขอ้มูลเพื่อใชเ้ปรียบเทียบ และอา้งอิงได ้นอกจากน้ียงั
สามารถส่งขอ้มูลเขา้ไปเก็บไวใ้นฐานขอ้มูลของศูนยท์ั้ง 4 แหล่งได ้(Burks, 1997) 
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บทที่ 3 

อุปกรณ์และวธิีการ 

3.1 การแยกเช้ือราสาเหตุโรคไหม้ 

สุ่มเก็บตวัอยา่งโรคไหม้ของขา้ว จากพื้นที่เพาะปลูกในศูนยว์ิจยั สาธิตและฝึกอบรมการเกษตร
แม่เหียะ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ อ าเภอเมือง จงัหวดัเชียงใหม่ บนัทึกลกัษณะอาการ
ของโรค และแยกเช้ือราสาเหตุ ดว้ยวิธี single spore isolation โดยน าช้ินส่วนของใบขา้วที่แสดงอาการ
เกิดโรคมาล้างน ้ าไหลให้สะอาด น าไปฆ่าเช้ือที่ผิวด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ ความเข้มข้น 10 
เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 2 นาที แล้วล้างช้ินพืชดว้ยน ้ ากลั่นฆ่าเช้ือ จ  านวน 1 คร้ัง ซับให้แห้ง น าช้ินพืชมา
บ่มในกล่องช้ืน (moist chamber) บ่มไวท้ี่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 วนั จากนั้ นเขี่ยสปอร์ของเช้ือรา
สาเหตุบริเวณแผลบนใบขา้วลงบนอาหาร WA (water agar) (ภาคผนวก ก) แลว้ spread plate ทิ้งไวเ้ป็น
เวลา 4-6 ชัว่โมง จากนั้นแยกเช้ือใหบ้ริสุทธ์ิ โดยใชเ้ข็มเขี่ยปลายแหลมตกัสปอร์ของเช้ือราสาเหตภุายใต้
กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (stereo microscope) มาวางบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA (potato dextrose 
agar) (ภาคผนวก ก) บ่มไวท้ี่อุณหภูมิหอ้ง จนเช้ือราเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือ ตรวจสอบลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาของเช้ือราสาเหตุเพื่อจ าแนกชนิดของเช้ือราสาเหตุโรคตามรายงานของ Ou (1985) จากนั้น
เพิม่ปริมาณเช้ือเพือ่ใชใ้นการทดลองต่อไป 

3.2 การทดสอบความสามารถในการเกิดโรค 

เตรียมสปอร์แขวนลอยของเช้ือรา Pyricularia grisea สาเหตุโรคไหม้ของขา้ว แต่ละไอโซเลทที่
ได้จากการทดลองที่ 3.1 (ดัดแปลงวิธีการของ นวรัตน์และนงลักษณ์, 2557) น ามาเล้ียงลงบนอาหาร 
PDA (potato dextrose agar) บ่มไวท้ี่ อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั จากนั้ นยา้ยเช้ือราสาเหตุเล้ียงบน
อาหาร RPA (rice polish agar) (ภาคผนวก ก) บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั อีกคร้ัง 
แลว้จึงใชแ้ท่งแกว้รูปตวั L ที่ผ่านการฆ่าเช้ือ กดเส้นใยให้แนบกบัผิวอาหาร แลว้น าไปบ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ภายใตแ้สงฟลูออเรสเซนต์ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง สลบักบัความมืด เป็น
เวลา 12 ชั่วโมง ตรวจนับสปอร์ด้วย hemocytometer และปรับความเขม้ข้นของสปอร์แขวนลอยให้
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เท่ากบั 105 cfu/ml เพือ่ใชท้ดสอบความสามารถในการเกิดโรค โดยน าสปอร์แขวนลอยของเช้ือราสาเหตุ 
ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายเจลาติน 2% ปริมาตร 20 มิลลิลิตร พ่นลงบนตน้ขา้ว อายุ 14 
วนั บ่มไวใ้นถุงพลาสติกสีด า และเติมน ้ าเพือ่เพิม่ความช้ืน บ่มไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าไปไวใ้น
สภาพธรรมชาติ และท าการพ่นไอน ้ าทุก ๆ เช้าและเยน็ เป็นเวลา 4 วนั สังเกตอาการเกิดโรคที่เกิดขึ้น 
และประเมินความรุนแรงในการเกิดโรคหลังการปลูกเช้ือ 7 วนั เพื่อคดัเลือกเช้ือราสาเหตุไอโซเลทที่มี
ความสามารถในการเกิดโรคที่รุนแรงที่สุดไปใชใ้นการทดลองต่อไป 

3.3 การแยกเช้ือและศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์  

3.3.1 การแยกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ 

แยกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตจ์ากขา้ว (Oryza sativa L.) จ  านวน 4 สายพนัธุ์ ไดแ้ก่ 
กรมการขา้ว 1 (กข1) กรมการขา้ว 7 (กข7) ปทุมธานี 1 และ สุพรรณบุรี 1 (วิธีการแยกเช้ือดดัแปลงจาก
วิธีการของ Shimizu et al., 2000) โดยเลือกเก็บเฉพาะตน้ที่สมบูรณ์ ไม่มีการเขา้ท าลายของเช้ือโรคและ
แมลง หรือแสดงอาการของโรค น าตวัอยา่งขา้วส่วนใบ ล าตน้ และราก มาลา้งในน ้ าไหลใหส้ะอาด เป็น
เวลา 30 นาที จากนั้ นผึ่ งลมให้แห้ง ใช้กรรไกรตัดส่วนใบให้เป็นรูปส่ีเหล่ียมจัตุรัส ขนาด 1 x 1 
เซนติเมตร และส่วนราก ยาว 1 เซนติเมตร จากนั้นน าช้ินพืชที่ได้มาฆ่าเช้ือที่ผิวดว้ยโซเดียมไฮโปคลอ
ไรต์ ความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 2 นาที แลว้แช่ในเอทานอล ความเขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต์ เป็น
เวลา 5 นาที จากนั้นแช่ในสารละลาย heritage ความเขม้ขน้ 0.6 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 นาที ซับให้แห้ง
โดยน าไปวางบนกระดาษกรองที่ผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ผึ่งลมให้แห้งภายในตูถ่้ายเช้ือ เป็นเวลา 4 วนั 
วางช้ินพืชแต่ละส่วนจ านวน 15 ช้ินต่อ 1 จานอาหาร IMA-2 (inhibitory mold agar 2) (ภาคผนวก ก) บ่ม
ไวใ้นตูมื้ด ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนั จากนั้นแยกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตใ์ห้
บริสุทธ์ิ โดยใช้เข็มเขี่ยเช้ือยา้ยเช้ือที่เจริญออกมาจากช้ินพืช มาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 ที่วาง
แผ่นกรองเซลลูโลส (cellulose membrane filters) (Whatman 0.22 ไมโครเมตร) (ภาพที่ 3.1) เป็นเวลา 5 
วนั จากนั้นน าแผ่นกรองเซลลูโลสออก หากเช้ือจุลินทรียน์ั้นเป็นเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ จะ
พบว่าเช้ือสามารถเจริญลอดผ่านแผ่นกรองเซลลูโลสไปยงัผิวหน้าอาหารได ้แยกเช้ือให้บริสุทธ์ิอีกคร้ัง 
ท าการเพิ่มปริมาณเช้ือเก็บเป็น stock culture บนอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 บ่มไวใ้นตู้มืด ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เพื่อน าไปใชใ้นการทดลองต่อไป จากนั้นตั้งช่ือไอโซเลทของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอน
โดไฟต ์จากช่ือวทิยาศาสตร์ 2 ตวัแรกของพชือาศยั และช่ือ 2 ตวัแรกของสายพนัธุข์า้ว ดงัน้ี 
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 พชือาศยั : ขา้ว (Oryza sativa L.) = OR__- 
 สายพนัธุข์า้ว : กรมการขา้ว 1 (กข1) = ORRD1- 
   กรมการขา้ว 7 (กข7) = ORRD7- 
   ปทุมธานี 1  = ORPT1- 
   สุพรรณบุรี 1  = ORSP1- 

 
ภาพที่ 3.1 การขีดเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์บนผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 ที่วางแผ่น

กรองเซลลูโลส (cellulose membrane filters) 

3.3.2 ลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ 

น าเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกได้แต่ละไอโซเลท มาเล้ียงบนอาหาร IMA-2 
ดว้ยวิธีการ streak plate แลว้บ่มในตูมื้ดอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั จากนั้นบนัทึกสี
ของโคโลนี (อา้งอิงหมายเลขสีจาก Manual of Color Name, 1987) ลกัษณะโคโลนี การเจริญของโคโลนี 
ลกัษณะเสน้ใย การแตกแขนงของเสน้ใย รูปร่างของเซลล ์และการสร้างรงควตัถุที่ละลายน ้ าได ้

3.3.3 อัตราการเจริญและการสร้าง aerial mycelium ของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ 

น าเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกได้แต่ละไอโซเลท มาเล้ียงบนอาหาร IMA-2 
ตามวิธีการของขอ้ 3.3.2 เป็นเวลา 7 วนั โดยเปรียบเทียบอตัราการเจริญของเช้ือแอกติโนไมซีสต์
เอนโดไฟตใ์นแต่ละวนั บนัทึกและแบ่งกลุ่มของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์โดยอาศยัอตัราการ
เจริญของ aerial mycelium ในระยะเวลา 1-5 วนัหลังบ่มเช้ือ แบ่งระดับอัตราการเจริญออกเป็น 5 
ระดบั และศึกษาลกัษณะการเร่ิมสร้าง aerial mycelium และการเจริญฟูบนจานอาหารเล้ียงเช้ือไดใ้น
ระยะเวลาสั้น โดยสังเกตและบนัทึกการเร่ิมสร้าง aerial mycelium ที่ระยะเวลา 1, 2, 3, 4, 5 วนั และ
การเจริญเตม็จานอาหารของ aerial mycelium ที่ระยะเวลา 3, 5 และ 7 วนั 
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ระดบั 

อตัราการเจริญ การเจริญของ aerial mycelium (วนั) 
ดีมาก 1 
ดี 2 
ปานกลาง 3 
นอ้ย 4 
นอ้ยมาก มากกวา่ 5 

3.4 การคัดเลือกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา
สาเหตุโรคไหม้ของข้าว 

คดัเลือกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตจ์ากขา้ว ที่สามารสร้าง aerial mycelium รวดเร็วที่สุด 
ภายใน 1 วนั และเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 3 วนั จ  านวน 10 ไอโซเลท มาเปรียบเทียบ
ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคกบัเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกได้
จากพืชสมุนไพรที่มีรายงานงานวจิยัการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคอ่ืน ๆ จากหอ้งปฏิบตัิการ
โรคพืช คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ จ  านวน 10 ไอโซเลท มาทดสอบประสิทธิภาพใน
การเป็นเช้ือปฏิปักษต่์อเช้ือรา P. grisea สาเหตุโรคไหมข้องขา้ว ดว้ยวิธีการ dual culture ตามวิธีการ
ของ Shimizu et al. (2000) โดยเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดนไฟตบ์นอาหาร IMA-2 แลว้บ่มในตู้
มืด ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั เพื่อให้เช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์เจริญเป็น
โคโลนีที่สมบรูณ์และสร้างสารปฏิชีวนะ แล้ววางเช้ือรา P. grisea บริเวณตรงกันขา้มระยะห่าง 3 
เซนติเมตร (ภาพที่ 3.2) วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) โดยท าการ
ทดลอง 4 ซ ้ า ส าหรับชุดควบคุมวางเช้ือราสาเหตุเพียงอย่างเดียว บันทึกผลโดยวดัขนาดรัศมีของ
โคโลนีเช้ือราสาเหตุในชุดควบคุมและชุดทดสอบ เม่ือเช้ือราสาเหตุในชุดควบคุมเจริญเกือบเต็มจาน
อาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นน ามาค านวณหาค่าเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการเจริญ (percent inhibition of radial 
growth; PIRG) 
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สูตรค านวณเปอร์เซ็นตย์บัย ั้งการเจริญ 

100
1
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R

RR
PIRG

R1 = รัศมีการเจริญของเช้ือราสาเหตุชุดควบคุม 
R2 = รัศมีการเจริญของเช้ือราสาเหตุชุดทดสอบ 

โดยประเมินประสิทธิภาพการยบัย ั้ง ดงัน้ี 
>71 เปอร์เซ็นต ์ มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งสูงมาก 
61 – 70 เปอร์เซ็นต ์ มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งสูง 
51 – 60 เปอร์เซ็นต ์ มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งปานกลาง 
<50 เปอร์เซ็นต ์ มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งต  ่า 

  ชุดทดสอบ    ชุดควบคุม 

ภาพที่ 3.2 ลักษณะการวัดผลในการเป็นเช้ือปฏิ ปักษ์ของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ต่อ 
เช้ือรา Pyricularia grisea ในจานอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 โดยวธีิ dual culture 

P: เช้ือรา P. grisea 
EA: เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์
R1: รัศมีการเจริญของโคโลนีเช้ือราสาเหตุในชุดทดสอบ 
R2: รัศมีการเจริญของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุม 

EA
R2 

P 
P 

R1 
P 

EA 

P 
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3.5 การจ าแนกสกลุของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ 

3.5.1 จ าแนกสกลุของเช้ือเบือ้งต้น ตามวิธีการของ Williams et al. (1989) 

น าเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่คดัเลือกไดจ้ากการทดลองที่ 3.4 ที่มีประสิทธิภาพในการ
ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา P. grisea ในระดบัดีมาก มาจ าแนกสกุลของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์
ดว้ยวิธี slide culture โดยน าเช้ือมาเล้ียงบนอาหาร IMA-2 แลว้น าแผ่นปิดสไลด์ (cover glass) ที่ผ่าน
การฆ่าเช้ือแล้วมาปักลงบนผิวหน้าอาหารให้ท  ามุม 45 องศา กบัผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือ (ภาพที่ 3.3) 
บ่มไวตู้มื้ด ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จากนั้น น าแผ่นปิดสไลด์ที่มีเช้ือแอกติโนไมซีสต์
เอนโดไฟต์เจริญติดอยูม่ายอ้มสีดว้ยสารละลาย cystal violet 0.1 เปอร์เซ็นต์ เพื่อตรวจสอบลักษณะ
เส้นใย  การสร้างสปอร์ของเช้ือ และการเรียงตัวของสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  (compound 
microscope) ที่ก  าลังขยาย 1,000 เท่า เปรียบเทียบลักษณะต่าง ๆ ตามเอกสารของ Miyadoh et al. 
(1997) และ Stanley et al. (1989) เพือ่จดัจ  าแนกเช้ือในเบื้องตน้ 

 

ภาพที่ 3.3 การเตรียม slide culture ของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์เพือ่ศึกษาลกัษณะทาง
สณัฐานวทิยาของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 
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3.5.2 การจ าแนกสายพันธ์ุของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ไอโซเลทคดัเลือกโดยการวิเคราะห์
ล าดับเบส 

น าเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่คดัเลือกไดจ้ากการทดลองที่ 3.4 ที่มีประสิทธิภาพในการ
ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา P. grisea ในระดบัดีมาก มาจ าแนกสายพนัธุ์ของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์
โดยวเิคราะห์ล าดบัเบสของยนีที่ประมวลผลดว้ย 16S rRNA โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 

1. สกัดดีเอ็นเอของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ โดยใช้ FavorPrep Tissue Genomic DNA 
Extraction Mini Kit (Favorgen) โดยเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตล์งบนอาหารเล้ียงเช้ือ Non-
sporulating (Flardh et al., 2000; ภาคผนวก ก) บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จากนั้น
ท าการขูดเช้ือให้ไดน้ าหนักประมาณ 10-25 มิลลิกรัม น าไปบดเซลลใ์ห้แตกดว้ย micropestle โดยเติม 
FATG1 buffer ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ผสมสารและเซลล์ให้เขา้กัน เติมเอนไซม์ Proteinase K (10 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง โดยท าการกลับหลอดไปมาทุก ๆ 10-15 นาที หลังจากนั้ นเติม FATG2 buffer 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15-20 นาที 
เพื่อยอ่ยสลายโปรตีน และพอลิแซคคาไรด์ จากนั้นเติมสารละลายเอทานอล (ความเขม้ขน้ 96-100 
เปอร์เซ็นต)์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั น าไปเหวี่ยงที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที ดูด
ส่วนที่ใสใส่ลงไปใน FATG Mini column ที่สวมอยู่กับ collection tube น าไปเหวี่ยงที่ 12,000 rpm 
เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งส่วนใส เติม W1 buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงที่ 12,000 rpm เป็น
เวลา 1 นาที ทิ้งส่วนใส จากนั้นเติม Wash buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร น าไปเหวี่ยงที่ 12,000 rpm 
เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งส่วนใส จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งที่ 12,000 rpm อีกคร้ังเป็นเวลา 3 นาที เพื่อใหส่้วน
ของ FATG Mini column แหง้ จากนั้นเปล่ียน collection tube เป็นหลอด microcentrifuge เติม Elution 
buffer หรือ น ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปเหวีย่งที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที จะได้
ส่วนของดีเอ็นเอออกมา น าไปเก็บรักษาไวท้ี่อุณหภูมิ 4 หรือ -20 องศาเซลเซียส เพื่อท า PRC ใน
ขั้นตอนต่อไป 

2. เพิ่มจ านวนปริมาณยนี 16S rRNA ในหลอดทดลอง ดว้ยเทคนิค (polymerase chain reaction 
(PCR) โ ด ย ใ ช้ ไ พ ร เม อ ร์  27F: 5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ แ ล ะ  1525R: 5’ 
AAGGAGGTGWTCCARCC 3’ จากนั้ นตรวจสอบหาขนาดของ PCR product ที่ได้ ด้วยเทคนิค 
agarose gel electrophoresis โดยใช้ agarose gel ความเขม้ข้น 1.0 เปอร์เซ็นต์ ที่  120 โวลต์ เป็นเวลา 25 นาที 
ตรวจสอบขนาดของช้ินส่วนดีเอ็นเอภายใตเ้คร่ือง Gel Documentation โดยขนาดของยนี 16S rRNA มี
ขนาด 1,500 bp จากนั้ นท าการบันทึกภาพและน าไปท าให้บริสุทธ์ิ โดยใช้ GF-1 Ambi Clean Kit 
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(Vivantis) ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอ ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis ที่ความเข้มขน้ 1.0 
เปอร์เซ็นต์ อีกคร้ัง จากนั้นส่งตวัอย่างไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ บริษทั Frist Base Ltd., Malaysia 
เปรียบเทียบผลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับขอ้มูลในฐานขอ้มูล Biocloud database (http://eztaxon-
e.ezbiocloud.net/) และหาความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการ (Phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม BioEdit 
และ MEGA 5.0 วเิคราะห์หาความสมัพนัธแ์บบวธีิ neighbor-joining ที่ Bootstrap = 1,000 คร้ัง 

3.6 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่คดัเลือกได้ในการควบคุมการเกิด
โรคไหม้ของข้าวในระดับโรงเรือน 

3.6.1 การเตรียมสปอร์แขวนลอยของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์

น าเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่คดัเลือกได้จากการทดลองที่ 3.4 มาเล้ียงบนอาหาร 
IMA-2 บ่มไวใ้นที่มืดอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จากนั้นขูดสปอร์ของเช้ือแอกติโนไมซีสต์
เอนโดไฟตท์ี่เจริญบนผวิหนา้อาหาร ดว้ยแผน่สไลดท์ี่ผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือ น าสปอร์ของเช้ือที่ไดม้าผสมกบั
น ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ ปรับปริมาตรให้มีความเขม้ขน้ของสปอร์เท่ากบั 1 x 109  สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 
ลิตร ผสมกบั tween 20 ปริมาตร 2-3 หยด เพือ่น าไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 

3.6.2 ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตใ์นการควบคุมโรคไหมข้อง
ขา้ว  

คดัเลือกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา 
P. grisea สูงที่สุด จ านวน 4 ไอโซเลท มาทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต์
ในการควบคุมโรคไหมข้องขา้ว โดยแช่เมล็ดขา้วในสปอร์แขวนลอยของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์
ซ่ึงในแต่ละกรรมวิธีท  าการปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ที่ความเขม้ข้น 1 x 109 สปอร์ต่อ
มิลลิลิตร เป็นเวลา 1 วนั แล้วปลูกลงบนกระบะเพาะ บ่มไวใ้นสภาพโรงเรือน เม่ือตน้กล้าขา้วอายุ 14 
วนัหลังปลูก ใส่ปุ๋ ยสูตร 46-0-0 อัตรา 25 กิโลกรัม/ไร่ (2.46 กรัม/กระบะเพาะ) เพื่อกระตุ ้นให้ข้าว
อ่อนแอต่อการเกิดโรค จากนั้นพ่นด้วยสปอร์แขวนลอยของเช้ือรา P. grisea โดยใชค้วามเขม้ขน้ที่ 105 
สปอร์/มิลลิลิตร ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลายเจลาติน 2% ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บ่มไวใ้น
ถุงพลาสติกสีด า และเติมน ้ าเพื่อเพิ่มความช้ืน บ่มไวเ้ป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้ นน าไปไวใ้นสภาพ
ธรรมชาติ และท าการพ่นไอน ้ าทุก ๆ เชา้และเยน็ เป็นเวลา 4 วนั วางแผนการทดลองแบบ randomized 
complete block design (RCBD) โดยท าการทดลอง 3 ซ ้ า ซ ้ าละ 5 ตน้ต่อกรรมวิธี ซ่ึงชุดควบคุมท าการ
ปลูกเช้ือราสาเหตุเพียงอยา่งเดียว บนัทึกอาการเกิดโรค และประเมินระดบัความรุนแรงในการเกิดโรค
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หลังการปลูกเช้ือ 7 วนั และให้คะแนนการเกิดโรคโดยใช้ระดับคะแนนการเกิดโรค 7 ระดับ ตาม
รายงานของ Roumen et al. (1997) ดงัภาพที่ 3.4 

 

ภาพที่ 3.4 เกณฑป์ระเมินระดบัความรุนแรงของการเกิดโรคใบไหมข้องขา้ว 7 ระดบั ตั้งแต่ระดบั 0-6 
0 = ไม่ปรากฏแผล 
1 = เกิดแผลจุดกลมสีน ้ าตาลขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางนอ้ยกว่า 0.5 มิลลิเมตร ไม่มีการสร้าง
โคนิเดีย 
2 = เกิดแผลกลมหรือยาวรีเล็กนอ้ยขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางระหว่าง 0.5-1 มิลลิเมตร ไม่มี
การสร้างโคนิเดีย 
3 = เกิดแผลจุดเล็กๆ ขนาดประมาณ 1-3 มิลลิเมตร มีจุดสีเทาตรงกลางแผล 
4 = เกิดแผลจุดขนาดประมาณ 4 มิลลิเมตร หรือยาวกวา่ แผลเป็นสีเทามีขอบแผลสีน ้ าตาล 
5 = เกิดแผลสีเทาเกาะกนัเป็นกลุ่ม มีขอบแผลสีน ้ าตาล เป็นอาการที่แสดงถึงความอ่อนแอ
ต่อโรค 
6 = เกิดแผลลุกลามยาวติดต่อกนัเป็นสีเทา ไม่มีขอบแผลที่แน่นอน เป็นอาการที่แสดงถึง
ความอ่อนแอต่อโรค 
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3.7 การศึกษาความสามารถในการเข้าอาศัยของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในข้าว 

คดัเลือกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา 
P. grisea สูงที่สุด จ านวน 4 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการเขา้อาศยัพืช ดว้ยวิธีการแยกเช้ือ
กลับ (re-isolation) โดยน าเมล็ดข้าวแช่ในสปอร์แขวนลอยเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ ที่ความ
เขม้ขน้ 1 x 109 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 1 วนั แล้วปลูกลงบนกระบะเพาะ บ่มไวใ้นสภาพโรงเรือน
จากนั้นแยกเช้ือกลับที่ระยะเวลา 1, 3, 5, 7 และ 14 วนั หลังปลูก โดยตดัตน้ขา้วเป็นช้ินเล็ก ๆ แยกเป็น
ส่วนใบ ล าตน้ ราก และเปลือกเมล็ด น าช้ินพืชทั้งหมดมาฆ่าเช้ือที่ผิว โดยแช่สารละลาย Clorox ความ
เขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 2 นาที เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 5 นาที และสารละลาย heritage
ความเขม้ขน้ 0.6 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 1 นาที ซบัช้ินพชืให้แหง้ โดยน ามาวางบนกระดาษกรองที่ผา่นการ
น่ึงฆ่าเช้ือแล้ว ผึ่งลมให้แห้งภายในตูถ่้ายเช้ือเป็นเวลา 2 - 3 วนั จากนั้น วางช้ินพืชบนอาหารเล้ียงเช้ือ
IMA-2 บ่มไวใ้นตูมื้ด ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนั ตรวจสอบการเจริญของเช้ือแอกติโน
ไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่ เจริญออกมาจากช้ินพืช และนับจ านวนช้ินพืชที่สามารถแยกเช้ือกลับได้
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมที่ไม่ไดป้ลูกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตเ์อนโดไฟต ์ค  านวณเปอร์เซ็นต์
การแยกเช้ือกลบัจากสูตรดงัน้ี

เปอร์เซ็นตก์ารแยกเช้ือกลบั = จ  านวนช้ินพชืที่แยกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์ด ้x 100 
  จ  านวนช้ินพชืทั้งหมด 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 

4.1 การแยกเช้ือราสาเหตุโรคไหม้ 

เก็บตวัอย่างใบขา้วที่แสดงอาการโรคไหม้ จากพื้นที่เพาะปลูกในสถานีวิจยัไร่แม่เหียะ 
คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ อ  าเภอเมือง จงัหวดัเชียงใหม่ พบแผลจุดสีน ้ าตาลคลา้ย
รูปตา บริเวณกลางแผลมีสีเทา แผลมีความกวา้ง 2-5 มิลลิเมตร และความยาว 10-15 มิลลิเมตร 
(ภาพที่ 4.1ก) เมื่อน าใบขา้วที่มีแผลของโรคไหม้บ่มไวใ้นกล่องช้ืน ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 วนั 
แลว้น ามาตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ พบกลุ่มสปอร์ของเช้ือราเจริญออกมาจาก
บริเวณแผล มีลกัษณะคลา้ยช่อ มีสีเทา เม่ือน ามาแยกเช้ือบริสุทธ์ิดว้ยวธีิ single spore isolation จากนั้น
เทียบกบัรายงานของ Ou (1985) พบวา่เช้ือราสาเหตุโรคน้ี คือ เช้ือรา P. grisea 

เช้ือรา P. grisea ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA เส้นใยมีสีขาวต่อมาเจริญเป็นสีเทาเจริญติด
ผวิหน้าอาหาร เจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือเม่ืออาย ุ14 วนั (ภาพที่ 4.1ข) เม่ือตรวจสอบภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ ก าลังขยาย 400 เท่า พบลกัษณะเส้นใยไม่มีผนังกั้น สร้าง conidia ไม่มีสี (hyaline) มี 2-3 
เซลล์ รูปร่างคลา้ยกระสวย หวัมนทา้ยแหลม (spindle) มีขนาดความกวา้ง 7.5 ไมโครเมตร และยาว 25 

ไมโครเมตร (ภาพที่ 4.1ค) 
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ภาพที่ 4.1 ลกัษณะอาการโรคไหมบ้นใบขา้ว และลกัษณะสณัฐานวทิยาของเช้ือรา Pyricularia grisea 
(ก) ลกัษณะอาการไหมบ้นใบขา้ว 
(ข) ลกัษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ของเช้ือรา P. grisea ที่อาย ุ10 วนั 
(ค) ลกัษณะโคนิเดียของเช้ือรา P. grisea ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 400 เท่า 

จากผลการทดลองสามารถแยกไดเ้ช้ือรา P. grisea สาเหตุโรคไหมข้องขา้ว ซ่ึงชนิดของเช้ือราที่
พบน้ีมีความสอดคล้องกับงานวิจยัของ นวรัตน์และนงลักษณ์  (2557) ที่ท  าการศึกษาและแยกเช้ือ
สาเหตุโรคไหมข้องขา้วจากแปลงขา้วที่เกิดโรคไหมร้ะบาดในประเทศไทย พบวา่ เช้ือสาเหตุโรคไหม้
ของขา้ว คือ เช้ือรา P. grisea ซ่ึงเช้ือราเหล่าน้ีส่วนใหญ่มักแพร่กระจายทั่วไปในอากาศ และอาจมี
ความแตกต่างกนัของสายพนัธุใ์นแต่ละแหล่งปลูก 

4.2 การทดสอบความสามารถในการเกิดโรค 

จากการทดสอบความสามารถในการเกิดโรคของเช้ือรา P. grisea สาเหตุโรคไหม้ของขา้วที่
แยกได้จากการทดลองข้อ 4.1 เม่ือน ามาปลูกเช้ือลงบนตน้ขา้วที่อายุ 14 วนั โดยการฉีดพ่นสปอร์
แขวนลอยของเช้ือราสาเหตุโรคในสภาพความช้ืนสูง พบว่า หลงัจากปลูกเช้ือเป็นเวลา 7 วนั ใบขา้ว
แสดงอาการเหลือง มีแผลคลา้ยรูปตา ตรงกลางแผลมีกลุ่มสปอร์ของเช้ือราสีเทา (ภาพที่ 4.2ก) เม่ือน า
ใบข้าวที่แสดงอาการแผลดังกล่าวมาแยกเช้ือสาเหตุ สามารถแยกได้เช้ือรา P. grisea ที่มีลักษณะ
โคโลนีบนอาหาร PDA ที่อายุ 10 วนั พบเส้นใยสีขาวต่อมาเจริญเป็นสีเทาเจริญติดผิวหน้าอาหาร 
(ภาพที่ 4.2ข) และเม่ือตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ก าลงัขยาย 400 เท่า พบลกัษณะเส้นใยไม่มี
ผนงักั้น สร้าง conidia ไม่มีสี (hyaline) มี 2-3 เซลล ์รูปร่างคลา้ยกระสวย หวัมนทา้ยแหลม (spindle) มี
ขนาดความกวา้ง 7.5 ไมโครเมตร และยาว 25 ไมโครเมตร (ภาพที่ 4.2ค) คลา้ยกบัเช้ือราสาเหตุโรคที่
แยกไดจ้ากขอ้ 4.1 ท าการเก็บรักษาเช้ือสาเหตุโรคเพื่อน าไปทดสอบในขั้นตอนต่อไป จากการทดลอง
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พบว่า เช้ือรา P. grisea สาเหตุโรคไหมข้องขา้วที่แยกไดน้ั้นเป็นเช้ือสาเหตุโรคที่แทจ้ริง ซ่ึงสามารถ
เข้าท าลายและก่อให้ต้นข้าวเกิดโรคได้ และเป็นเช้ือสาเหตุโรคที่มีความรุนแรงในการเกิดโรค 
สอดคลอ้งกบัการรายงานของพูนศกัด์ิ และคณะ (2554) ไดท้  าการทดสอบความรุนแรงของเช้ือสาเหตุ
โรคไหมจ้ากพื้นที่เพาะปลูกในภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ พบว่า เช้ือสาเหตุโรคไหม้ที่พบ
ทางภาคเหนือมีความหลากหลายและมีความรุนแรงในการเกิดโรคในระดับปานกลางถึงรุนแรง 
โดยเฉพาะข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ  105 มีความอ่อนแอต่อเช้ือไอโซเลทที่ มีแหล่งที่มาจากภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือและภาคเหนือมากที่สุดซ่ึงเป็นพื้นที่ที่เกษตรกรนิยมปลูกขา้วพนัธุน้ี์ 

ภาพที่ 4.2 ล ักษณะอาการโรคไหม ้บนใบกล ้าข า้ว  อ าย ุ 21 วนั  หล ังจากการปลูก เชื้อ รา 
Pyricularia grisea ลงบนใบกล้าขา้ว เป็นเวลานาน 7 วนั 
(ก) ลกัษณะอาการไหมบ้นใบขา้ว 
(ข) ลกัษณะโคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรคบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ที่อาย ุ10 วนั 
(ค) ลกัษณะโคนิเดียของเช้ือราสาเหตุโรคภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 400 เท่า 

4.3 การแยกเช้ือและศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ 

4.3.1 การแยกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์

แยกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตจ์ากตวัอยา่งขา้วจ านวน 4 สายพนัธุ์ ไดแ้ก่ กข1 กข7 
ปทุมธานี1 และสุพรรณบุรี1 บนอาหาร IMA-2 เป็นเวลา 30 วนั พบโคโลนีที่มีลกัษณะเป็นเส้นใยเจริญ
บนผิวหน้าช้ินส่วนพืช (ภาพที่ 4.3) โดยสามารถแยกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์ดท้ั้งหมด 174 
ไอโซเลท เม่ือเปรียบเทียบจ านวนโคโลนีของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่เกิดจากส่วนต่าง ๆ ของ
พืช พบว่า ส่วนใหญ่แยกไดจ้ากใบ โดยพบเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์จ  านวน 139 ไอโซเลท คิด
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เป็นเปอร์เซ็นตก์ารแยกเช้ือได ้79.89 เปอร์เซ็นต ์และราก พบเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตจ์  านวน 
35 ไอโซเลท คิดเป็นเปอร์เซ็นตก์ารแยกเช้ือได ้20.11 เปอร์เซ็นต ์(ตารางที่ 4.1) 

ภาพที่ 4.3 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่เจริญจากส่วนใบและรากของขา้ว 
หลงัจากเล้ียงบนอาหาร IMA-2 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนั 
ก. ลกัษณะโคโลนีของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่เจริญออกจากใบขา้ว 
ข. ลกัษณะโคโลนีของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่เจริญออกจากรากขา้ว 

เม่ือเปรียบเทียบจ านวนไอโซเลทของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากขา้วแต่ละ
สายพนัธุ์ พบว่า ขา้วสายพนัธุ์ กข1 สามารถแยกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์ดม้ากที่สุด 75 ไอโซเลท 
รองลงมาคือ กข7 (42 ไอโซเลท) สุพรรณบุรี1 (34 ไอโซเลท) และปทุมธานี1 (23 ไอโซเลท) คิดเป็น
เปอร์เซ็นต์การแยกเช้ือเท่ากับ 43.10, 24.14, 19.54 และ 13.22 ตามล าดับ (ตารางที่ 4.1) และจากการ
เปรียบเทียบจ านวนไอโซเลทของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากช้ินส่วนต่าง ๆ  ของขา้วแต่
ละสายพนัธุ์ พบว่า เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากขา้วสายพนัธุ์ กข1 แยกไดจ้ากส่วนใบ 61 
ไอโซเลท (27.11 เปอร์เซ็นต)์ ส่วนราก 14 ไอโซเลท (6.22 เปอร์เซ็นต)์ ส่วนขา้วสายพนัธุ ์กข7 แยกได้
จากส่วนใบ 26 ไอโซเลท (11.50 เปอร์เซ็นต)์ ส่วนราก 16 ไอโซเลท (7.11 เปอร์เซ็นต)์ ขา้วสายพนัธุ ์
ปทุมธานี  1 แยกได้จากส่วนใบ 19 ไอโซเลท (8.44 เปอร์เซ็นต์) ส่วนราก 4 ไอโซเลท (1.77 
เปอร์เซ็นต)์ และขา้วสายพนัธุ ์สุพรรณบุรี 1 แยกไดจ้ากส่วนใบ 33 ไอโซเลท (14.67 เปอร์เซ็นต)์ ส่วน
ราก 1 ไอโซเลท (0.44 เปอร์เซ็นต)์ (ตารางที่ 4.1) จากการทดลองแสดงให้เห็นว่า สามารถแยกเช้ือ
แอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์ดจ้ากส่วนใบมากกว่าส่วนราก เน่ืองจากส่วนของรากมีโอกาสของการ
ปนเป้ือนจากเช้ือจุลินทรียช์นิดอื่นๆ ค่อนขา้งสูง จึงท าให้เช้ือจุลินทรียช์นิดอื่น ๆ เจริญออกมา
แข่งขนัก ับเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ สอดคลอ้งกับรายงานของ ศิริมาศ และเกวลิน (2557) 
รายงานว่าสามารถแยกเช้ือกลุ่มน้ีได้จากส่วนใบของพืชสมุนไพร และพืชวงศก์ุหลาบได้มากที่สุด
เช่นกนั และแสดงให้เห็นว่าปัจจยัทางดา้นชนิดของพืช บริเวณพื้นที่เพาะปลูก มีผลต่อปริมาณและชนิด
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ของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกได ้(Sardi et al., 1992) รวมไปถึงส่วนต่างๆ ของพืชที่เช้ือ
แอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์อาศยัอยู่ในที่แตกต่างกนั เช่น ราก ล าตน้ ใบ ดอก ผล และเมล็ด เป็นตน้ 
(Qin et al., 2011) ตลอดจนขั้นตอนและเทคนิคที่ใชใ้นการทดลอง เช่น การฆ่าเช้ือที่ผิวพืชมีอิทธิพล
ต่อชนิดและปริมาณของเช้ือดว้ยเช่นกนั เน่ืองจากหากไม่ฆ่าเช้ือจุลินทรียท์ี่ผวิใหห้มดอาจท าใหเ้กิดการ
ปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืน ๆ ที่ไม่พึงประสงค ์และส่งผลให้เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต์
ไม่สามารถเจริญออกมาจากช้ินพชืได ้(Shimizu et al., 2000) 

ตารางที่ 4.1 จ านวนและเปอร์เซ็นตไ์อโซเลทของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากส่วน
ใบและรากของขา้ว 4 สายพนัธุ์ หลงัเล้ียงบนอาหาร IMA-2 และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วนั 

สายพนัธุข์า้ว จ านวนไอโซเลทเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์ รวม (%)2 
ส่วนใบ (%)1 ส่วนราก (%) 

กข1 61 (27.11) 14 (6.22) 75 (43.10) 

กข7 26 (11.50) 16 (7.11) 42 (24.14) 

ปทุมธานี1 19 (8.44) 4 (1.77) 23 (13.22) 

สุพรรณบุรี1 33 (14.67) 1 (0.44) 34 (19.54) 
รวม (%)3 139 (79.89) 35 (20.11) 174 

1 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ของจ านวนไอโซเลทของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ท่ีแยกได้จากแต่ละ
ช้ินส่วนของพืช (225 ช้ิน) 

2 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ของจ านวนไอโซเลทของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ท่ีแยกไดจ้ากขา้วสาย
พนัธุ์ต่าง ๆ 

3 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ของจ านวนไอโซเลทของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ท่ีแยกไดจ้ากส่วนใบ
และรากของพืช 

การเรียกช่ือไอโซเลทของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตจ์ะเรียกตามตวัอกัษรสองตวัแรกของ
ช่ือสกุลของพชือาศยั ซ่ึงการศึกษาในคร้ังน้ีใชข้า้วในการแยกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์โดยขา้ว
มีช่ือวิทยาศาสตร์คือ O. sativa L. ดงันั้นการเรียกช่ือไอโซเลทของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่
แยกได ้คือ OR และแบ่งกลุ่มไอโซเลทตามตวัอกัษรตวัสองแรกของสายพนัธุ์ขา้วที่น ามาแยกแต่ละ
ชนิด โดยหมายเลขของไอโซเลทเรียงตามการแยกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตจ์ากส่วนของใบ 
และรากตามล าดบั ดงัตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2 การตั้งช่ือไอโซเลทของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากขา้วแต่ละสายพนัธุ ์

สายพนัธุข์า้ว 
ช่ือไอโซเลท 

ส่วนใบ ส่วนราก 
กข1 ORR101-161 ORR162-175 
กข7 ORR701-726 ORR727-742 
ปทุมธานี1 ORP101-119 ORP120-123 
สุพรรณบุรี1 ORS101-133 ORS134 

4.3.2 ลกัษณะสณัฐานวิทยาของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์

ศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากขา้ว 4 
สายพนัธุ์ จ  านวน 174 ไอโซเลท (ตารางที่ 4.3) โดยศึกษาลกัษณะของโคโลนี สีของโคโลนี การเจริญของ
โคโลนี ลกัษณะเส้นใย การแตกแขนงของเส้นใย รูปร่างของเซลล์ และการสร้างรงควตัถุที่ละลายน ้ าได ้
หลังจากเล้ียงบนอาหาร IMA-2 และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั พบเช้ือ
แอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกได้ มีความหลากหลายของโคโลนีที่ต่างกัน เม่ือแบ่งกลุ่มรูปร่าง
ของโคโลนีเด่ียว พบวา่ มีรูปร่าง 6 กลุ่ม ไดแ้ก่ รูปร่างกลมนูนผวิหนา้เป็นวงแหวนซอ้นกนัหลาย ๆ ชั้น 
(circular convex concentric; 2 ไอโซเลท) รูปร่างกลมนูนผิวหนา้เป็นรอยยน่ (circular convex rugose; 
1 ไอโซเลท) รูปร่างกลมนูนผิวหน้าเรียบมีวงแหวน (circular convex smooth ring; 29 ไอโซเลท) 
รูปร่างกลมนูนสองชั้นมีวงแหวน (circular convex umbonate ring; 52 ไอโซเลท) รูปร่างกลมนูนสอง
ชั้น (circular convex umbonate; 86 ไอโซเลท) และ รูปร่างไม่แน่นอนนูนผวิหนา้เป็นรอยยน่(irregular 
convex rugose; 4 ไอโซเลท) (ภาพที่ 4.4) ส าหรับสีโคโลนีส่วนใหญ่ (55.17 เปอร์เซ็นต์) มีสี beige 
white (เลขสี 392) รองลงมาคือ สี pale beige (เลขสี 84) (36.22 เปอร์เซ็นต์), brownish gray (เลขสี 409) 
(5.17 เปอร์เซ็นต์) , light gray (เลขสี 397) (1.73 เปอร์เซ็นต์), white (เลขสี 388) (0.57 เปอร์เซ็นต์), 
yellowish white (เลขสี 393) (0.57 เปอร์เซ็นต)์ และreddish gray (เลขสี 408) (0.57 เปอร์เซ็นต)์ ลกัษณะ
โคโลนีบนอาหาร IMA-2 เป็นแบบผวิเรียบคลา้ยหนังสัตว ์(leather) และแบบผง (powdery) บางทีอาจ
สร้างลกัษณะโคโลนีคลา้ยหนังก ามะหยี ่เน่ืองจากเกิดการอดัรวมตวักนัแน่นของสปอร์ที่สร้างบนเส้น
ใย aerial mycelium นอกจากน้ียงัพบว่า มีเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ จ  านวน 48 ไอโซเลท 
(27.59 เปอร์เซ็นต)์ สามารถสร้างรงควตัถุที่ละลายน ้ าไดห้ลายสี ไดแ้ก่ dull yellow (เลขสี 151) (41 
ไอโซเลท), yellowish brown (เลขสี 101) (6 ไอโซเลท) และ grayish yellow (เลขสี 159) (1 ไอโซเลท) 
(ตารางที่ 4.3) จากการทดลองพบว่า เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากขา้ว จ านวน 174 
ไอโซเลท มีความหลากหลายทางลกัษณะสณัฐานวทิยาที่แตกต่างกนัทั้งลกัษณะสีของโคโลนี รูปแบบ
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การสร้างโคโลนี การสร้างรงควตัถุที่ละลายน ้ าได ้โดยความแตกต่างของเช้ือที่พบอาจขึ้นอยูก่บัพื้นที่
ปลูกที่ต่างกนั สายพนัธุข์องพชืที่แยกเช้ือ หรืออาจจะขึ้นอยูก่บัวธีิการแยกเช้ือ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงาน
ของ Sardi et al. (1992) ที่กล่าวไวว้่า บริเวณพื้นที่เพาะปลูก มีผลต่อปริมาณและชนิดของเช้ือ
แอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่แยกได้ นอกจากน้ีรายงานของ Qin et al. (2011) ยงักล่าวไวว้่า ความ
หลากหลายของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกได ้ขึ้นอยูก่บัส่วนต่างๆ ของพชืที่เช้ืออาศยัอยูใ่นที่
แตกต่างกัน เช่น ราก ล าตน้ ใบ ดอก ผล และเมล็ด เป็นตน้ ตลอดจนขั้นตอนและเทคนิคที่ใช้ในการ
ทดลอง เช่น การฆ่าเช้ือที่ผวิพชืมีอิทธิพลต่อชนิดและปริมาณของเช้ือดว้ยเช่นกนั (Shimizu et al., 2000) 

ภาพที่ 4.4 ลกัษณะโคโลนีเด่ียวของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่แยกได้จากขา้วทั้ง 4 สายพนัธุ ์
หลังเล้ี ยงบนอาหารเล้ี ยงเช้ือ  IMA-2 และบ่ มในที่ มื ด อุณหภู มิ  30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 14 วนั 
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ตารางที่ 4.3 ลกัษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์จ านวน 174 ไอโซเลท หลงั
เล้ียงบนอาหาร IMA-2 และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั 

ไอโซเลท 
สีของ Aerial 

mycelium 
สีของ Substrate 

mycelium 

การสร้างรงควตัถุละลายน ้ าได ้

การสร้าง สีของรงควตัถุ 

ORR101 beige white pale yellow  - 
ORR102 beige white pale yellow  - 
ORR103 beige white soft reddish yellow  - 
ORR104 beige white soft reddish yellow  - 
ORR105 pale beige pale yellow  - 
ORR106 pale beige pale yellow  - 
ORR107 pale beige soft reddish yellow  - 
ORR108 brownish gray olive gray  dull yellow 
ORR109 beige white pale yellow  - 
ORR110 beige white soft orange   - 
ORR111 pale beige soft reddish yellow  - 
ORR112 beige white soft reddish yellow  - 
ORR113 pale beige pale yellow  - 
ORR114 beige white pale yellow  - 
ORR115 pale beige pale yellow  - 
ORR116 pale beige pale yellow  - 
ORR117 beige white pale yellow  - 
ORR118 pale beige pale yellow  - 
ORR119 beige white pale yellow  - 
ORR120 beige white pale yellow  - 
ORR121 pale beige pale yellow  - 
ORR122 beige white pale yellow  - 
ORR123 pale beige pale yellow  - 
ORR124 pale beige pale yellow  -
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ตารางที่ 4.3 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
สีของ Aerial 

mycelium 
สีของ Substrate 

mycelium 

การสร้างรงควตัถุละลายน ้ าได ้

การสร้าง สีของรงควตัถุ 

ORR125 beige white pale yellow  - 
ORR126 beige white pale yellow  - 
ORR127 pale beige pale yellow  - 
ORR128 pale beige pale yellow  - 
ORR129 pale beige pale yellow  - 
ORR130 pale beige pale yellow  - 
ORR131 beige white pale yellow  - 
ORR132 beige white pale yellow  - 
ORR133 beige white pale yellow  - 
ORR134 beige white pale yellow  - 
ORR135 beige white soft reddish yellow  - 
ORR136 beige white pale yellow  - 
ORR137 pale beige pale yellow  - 
ORR138 beige white pale yellow  - 
ORR139 beige white pale yellow  - 
ORR140 pale beige pale yellow  - 
ORR141 pale beige pale yellow  - 
ORR142 beige white pale yellow  - 
ORR143 pale beige pale yellow  - 
ORR144 pale beige pale yellow  - 
ORR145 pale beige soft reddish yellow  dull yellow 
ORR146 beige white pale yellow  - 
ORR147 beige white pale yellow  - 
ORR148 beige white pale yellow  -
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ตารางที่ 4.3 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
สีของ Aerial 

mycelium 
สีของ Substrate 

mycelium 

การสร้างรงควตัถุละลายน ้ าได ้

การสร้าง สีของรงควตัถุ 

ORR149 beige white pale yellow  - 
ORR150 beige white soft orange   dull yellow 
ORR151 beige white pale yellow  - 
ORR152 beige white pale yellow  - 
ORR153 beige white pale yellow  - 
ORR154 beige white beige white  - 
ORR155 beige white beige white  - 
ORR156 beige white beige white  - 
ORR157 pale beige pale beige  - 
ORR158 beige white beige white  - 
ORR159 beige white beige white  - 
ORR160 beige white beige white  - 
ORR161 beige white beige white  - 
ORR162 reddish gray reddish gray  dull yellow 
ORR163 yellowish white yellowish white  dull yellow 
ORR164 beige white beige white  dull yellow 
ORR165 beige white beige white  dull yellow 
ORR166 pale beige pale beige  dull yellow 
ORR167 beige white beige white  dull yellow 
ORR168 pale beige pale beige  - 
ORR169 beige white beige white  - 
ORR170 white soft reddish yellow  dull yellow 
ORR171 beige white soft reddish yellow  - 
ORR172 beige white soft reddish yellow  dull yellow 
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ตารางที่ 4.3 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
สีของ Aerial 

mycelium 
สีของ Substrate 

mycelium 

การสร้างรงควตัถุละลายน ้ าได ้

การสร้าง สีของรงควตัถุ 

ORR173 beige white pale yellow  - 
ORR174 beige white soft reddish yellow  dull yellow 
ORR175 brownish gray olive gray  - 
ORR701 beige white pale yellow  - 
ORR702 pale beige soft reddish yellow  - 
ORR703 beige white soft reddish yellow  - 
ORR704 beige white soft reddish yellow  - 
ORR705 pale beige soft reddish yellow  - 
ORR706 pale beige pale yellow  - 
ORR707 pale beige soft reddish yellow  dull yellow 
ORR708 pale beige soft reddish yellow  dull yellow 
ORR709 pale beige soft reddish yellow  - 
ORR710 beige white soft reddish yellow  dull yellow 
ORR711 beige white soft reddish yellow  dull yellow 
ORR712 beige white pale yellow  - 
ORR713 pale beige pale yellow  - 
ORR714 beige white soft reddish yellow  - 
ORR715 beige white soft reddish yellow  - 
ORR716 beige white soft orange   dull yellow 
ORR717 beige white soft reddish yellow  - 
ORR718 beige white soft reddish yellow  - 
ORR719 beige white soft reddish yellow  - 
ORR720 beige white soft reddish yellow  dull yellow 
ORR721 beige white soft reddish yellow  dull yellow 
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ตารางที่ 4.3 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
สีของ Aerial 

mycelium 
สีของ Substrate 

mycelium 

การสร้างรงควตัถุละลายน ้ าได ้

การสร้าง สีของรงควตัถุ 

ORR722 beige white soft reddish yellow  - 
ORR723 beige white soft reddish yellow  - 
ORR724 pale beige soft orange   - 
ORR725 pale beige soft reddish yellow  dull yellow 
ORR726 pale beige soft reddish yellow  dull yellow 
ORR727 brownish gray dark gray  dull yellow 
ORR728 brownish gray olive gray  - 
ORR729 beige white pale yellow  - 
ORR730 light gray yellowish brown  dull yellow 
ORR731 beige white soft orange   yellowish brown 
ORR732 light gray yellowish brown  dull yellow 
ORR733 brownish gray dark grayish brown  dull yellow 
ORR734 pale beige soft reddish yellow  - 
ORR735 beige white soft orange   yellowish brown 
ORR736 brownish gray olive gray  - 
ORR737 brownish gray olive gray  grayish yellow 
ORR738 beige white soft orange   yellowish brown 
ORR739 pale beige soft reddish yellow  yellowish brown 
ORR740 beige white soft reddish yellow  dull yellow 
ORR741 beige white soft orange   yellowish brown 
ORR742 beige white soft reddish yellow  yellowish brown 
ORP101 beige white soft reddish yellow  dull yellow 
ORP102 pale beige pale yellow  - 
ORP103 pale beige soft reddish yellow  -
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ตารางที่ 4.3 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
สีของ Aerial 

mycelium 
สีของ Substrate 

mycelium 

การสร้างรงควตัถุละลายน ้ าได ้

การสร้าง สีของรงควตัถุ 

ORP104 beige white pale yellow  - 
ORP105 beige white soft reddish yellow  - 
ORP106 beige white pale yellow  - 
ORP107 pale beige pale yellow  - 
ORP108 pale beige pale yellow  - 
ORP109 beige white pale yellow  - 
ORP110 pale beige pale yellow  - 
ORP111 pale beige soft reddish yellow  - 
ORP112 beige white pale yellow  - 
ORP113 beige white soft reddish yellow  - 
ORP114 beige white soft reddish yellow  - 
ORP115 pale beige soft reddish yellow  - 
ORP116 pale beige pale yellow  - 
ORP117 beige white pale yellow  - 
ORP118 beige white soft reddish yellow  - 
ORP119 beige white pale yellow  - 
ORP120 brownish gray olive gray  - 
ORP121 light gray yellowish brown  dull yellow 
ORP122 brownish gray olive gray  - 
ORP123 beige white soft reddish yellow  dull yellow 
ORS101 pale beige pale yellow  - 
ORS102 pale beige soft reddish yellow  dull yellow 
ORS103 pale beige soft reddish yellow  dull yellow 
ORS104 pale beige soft reddish yellow  dull yellow 
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ตารางที่ 4.3 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
สีของ Aerial 

mycelium 
สีของ Substrate 

mycelium 

การสร้างรงควตัถุละลายน ้ าได ้

การสร้าง สีของรงควตัถุ 

ORS105 pale beige soft reddish yellow  dull yellow 
ORS106 pale beige soft reddish yellow  - 
ORS107 pale beige soft reddish yellow  - 
ORS108 pale beige soft reddish yellow  - 
ORS109 pale beige soft reddish yellow  - 
ORS110 pale beige soft orange  dull yellow 
ORS111 beige white soft reddish yellow  - 
ORS112 beige white soft reddish yellow  - 
ORS113 pale beige pale yellow  - 
ORS114 beige white soft reddish yellow  - 
ORS115 beige white soft reddish yellow  - 
ORS116 pale beige pale yellow  - 
ORS117 pale beige pale yellow  - 
ORS118 beige white soft reddish yellow  - 
ORS119 beige white soft reddish yellow  - 
ORS120 beige white soft reddish yellow  - 
ORS121 beige white soft orange  dull yellow 
ORS122 beige white soft orange  dull yellow 
ORS123 beige white soft reddish yellow  - 
ORS124 beige white soft reddish yellow  - 
ORS125 beige white soft orange  dull yellow 
ORS126 beige white soft reddish yellow  - 
ORS127 beige white soft reddish yellow  dull yellow 
ORS128 pale beige pale yellow  -
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ตารางที่ 4.3 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
สีของ Aerial 

mycelium 
สีของ Substrate 

mycelium 

การสร้างรงควตัถุละลายน ้ าได ้

การสร้าง สีของรงควตัถุ 

ORS129 pale beige pale yellow  - 
ORS130 pale beige soft reddish yellow  dull yellow 
ORS131 pale beige soft reddish yellow  dull yellow 
ORS132 pale beige soft reddish yellow  - 
ORS133 pale beige soft reddish yellow  dull yellow 
ORS134 beige white soft reddish yellow  - 

4.3.3 การเจริญและการสร้าง aerial mycelium ของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์

ศึกษาลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากขา้ว 4 
สายพนัธุ ์จ  านวน 174 ไอโซเลท โดยศึกษาลกัษณะเร่ิมสร้าง aerial mycelium และเจริญฟูบนจานอาหาร
เล้ียงเช้ือไดใ้นระยะเวลาสั้น โดยสงัเกตการเร่ิมสร้าง aerial mycelium ที่ระยะเวลา 1, 2, 3, 4, 5 วนั และ
การเจริญเต็มจานอาหารของ aerial mycelium ที่ระยะเวลา 3, 5 และ 7 วนั พบว่า เม่ือจดักลุ่มตามการ
สร้าง aerial mycelium ที่เจริญฟูเต็มจานอาหารภายในระยะเวลาอนัสั้น สามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม 
ไดแ้ก่ กลุ่มที่สร้าง aerial mycelium เจริญฟูเต็มจานอาหารภายใน 3 วนั (61 ไอโซเลท), 5 วนั (87 
ไอโซเลท) และ 7 วนั (26 ไอโซเลท) (ตารางที่ 4.4) จากนั้นคดัเลือกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่
สร้าง aerial mycelium ได้รวดเร็วที่สุดภายใน 1 วนั มาจ านวน 10 ไอโซเลท เพื่อใช้ทดลองต่อไป 
ส าหรับการคดัเลือกเช้ือปฏิปักษท์ี่สามารถสร้าง aerial mycelium ได้ในระยะเวลาอันสั้น จะสามารถ
เร่งกระบวนการในการผลิตสารทุติยภูมิที่ส าคญัต่าง ๆ ไดไ้วยิง่ขึ้น เน่ืองจากกระบวนการผลิตสารทุติยภูมิ
ของเช้ือปฏิปักษ์ จะเกิดขึ้นพร้อมกับการเจริญเติบโตของ aerial mycelium (Chater, 2006) อีกทั้งเป็น
ประโยชน์ต่อการน าไปประยกุตใ์ชใ้นกระบวนการผลิตสารชีวภณัฑจ์ากเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต์
ที่สามารถลดตน้ทุนการผลิต และ ระยะเวลาในการผลิตลงได ้
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ตารางที่ 4.4 จ านวนและเปอร์เซ็นต์ของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกได้จากขา้วในการเร่ิม
สร้าง aerial mycelium ที่ช่วงเวลา 1-5 วนั และการเจริญเตม็จานอาหารที่ช่วงเวลา 3-7 วนั 

เจริญเตม็
จานอาหาร 

(วนั) 

จ านวนไอโซเลทเช้ือแอกติไมซีสตเ์อนโดไฟต ์

รวม (%) 
1 วนั 2 วนั 3 วนั 4 วนั 5 วนั 

3 10 37 14 0 0 61 (35.06) 

5 13 39 34 0 1 87 (50.00) 

7 7 6 7 3 3 26 (14.94) 

4.4 การคัดเลือกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา
สาเหตุโรคไหม้ของข้าว 

จากการคัดเลือกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์จากข้าว ที่สามารสร้าง aerial mycelium 
รวดเร็วที่สุด ภายใน 1 วนั และเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 3 วนั พบเช้ือ จ  านวน 10 ไอโซเลท 
ที่ ส ามารถ ได้แ ก่  ORR107, ORR162, ORR175, ORR719, ORR721, ORR728, ORR737, ORP119, 
ORP123 และ  ORS110 และเช้ือแอกติไมซีสต์เอนโดไฟต์จากห้องปฏิบัติการโรคพืช  คณะ
เกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ จ  านวน 10 ไอโซเลท ได้แก่ CEN26, CINC1, COF1, ERY2, 
FRA19, GAR1, POL2, POL4, PRE5 และ PRU2 (ตารางที่ 4.5) มาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
การเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคไหมข้องขา้ว ดว้ยวิธีการ dual culture บนอาหาร IMA-2 พบว่า เช้ือ
แอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตแ์ต่ละไอโซเลท สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา P. grisea สาเหตุโรค
ไหมข้องขา้วไดแ้ตกต่างกนั (ภาพที่ 4.5) โดยพบเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่มีประสิทธิภาพใน
การยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุอยูใ่นระดับดีมากจ านวน 4 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท ERY2 
POL4 ORR107 และ ORR719 โดยไอโซเลท ERY2 และ POL4 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งสูงที่สุด 
แต่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ มีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งเท่ากับ 90.00 85.00 78.35 และ 74.17 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั รองลงมาไดแ้ก่ ไอโซเลท ORP119 ORR721 CEN26 ORS110 PRU2 GAR1 และ ORR175 
ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งอยูใ่นระดบัปานกลาง มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเท่ากบั 70.00 69.17 65.84 
65.00 65.00 64.17 และ 61.67 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส่วนไอโซเลท FRA19 ORR728 CINC1 PRE5 
COF1 และ ORR737 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งอยูใ่นระดบันอ้ย มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเท่ากบั 60.00 
60.00 59.17 59.17 58.34 และ 55.84 เปอ ร์เซ็นต์ ตามล าดับ  และไอโซเลท ORR162 POL2 และ 
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ORP123 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งอยูใ่นระดบัน้อยที่สุด มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเท่ากบั 50.00 48.34 
และ 48.33 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ตารางที่ 4.6) จากนั้ นคดัเลือกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต ์
จ านวน 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ ไอโซเลท ERY2 POL4 ORR107 และ ORR719 ที่มีประสิทธิภาพในการ
ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา P. grisea ในระดบัที่ดีมาก มาจ าแนกสกุลของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต์
ในการทดลองต่อไป 

ตารางที่ 4.5 ช่ือพืชอาศยัของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่คดัเลือก จ านวน 20 ไอโซเลท 

ไอโซเลท 
พชือาศยั 

ช่ือสามญั ช่ือวทิยาศาสตร์ 
ORR107 ขา้ว กข 1 Oryza sativa L. 
ORR162 ขา้ว กข 1 Oryza sativa L. 
ORR175 ขา้ว กข 1 Oryza sativa L. 
ORR719 ขา้ว กข 7 Oryza sativa L. 
ORR721 ขา้ว กข 7 Oryza sativa L. 
ORR728 ขา้ว กข 7 Oryza sativa L. 
ORR737 ขา้ว กข 7 Oryza sativa L. 
ORP119 ขา้ว ปทุมธานี 1 Oryza sativa L. 
ORP123 ขา้ว ปทุมธานี 1 Oryza sativa L. 
ORS110 ขา้ว สุพรรณบุรี 1 Oryza sativa L. 
CEN26 ผกัแวน่ Centella asiatica 
CINC1 การบูร Cinnamomum camphora L. 
COF1 กาแฟ Coffea arabica L. 
ERY2 ผกัชีฝร่ัง Eryngium foetidum L. 
FRA19 สตรอวเ์บอร์รี Fragaria ananassa 
GAR1 กระเทียม Allium sativum 
POL2 ผกัไผ ่ Polygonum odoratum Lour. 
POL4 ผกัไผ ่ Polygonum odoratum Lour. 
PRE5 ตีปลี Piper retrofractum 
PRU2 นางพญาเสือ Prunus cerasoides 
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ภาพที่ 4.5 ลกัษณะการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Pyricularia grisea สาเหตุโรคไหม ้โดยวธีิการเล้ียง
ร่วมกนักบัเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลทต่าง ๆ ดว้ยวธีิ dual culture บนอาหาร 
IMA-2 เป็นเวลา 10 วนั 
(ก) เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลทจากขา้ว 
(ข) เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลทจากพชืสมุนไพร 
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ตารางที่ 4.6 ประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Pyricularia grisea สาเหตุโรคไหมข้องเช้ือ
แอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลทต่าง ๆ ดว้ยวธีิการ dual culture 
ระดบัการยบัย ั้ง1 ไอโซเลท % เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง2 

ดีมาก 

ERY2 
POL4 
ORR107 
ORR719 

90.00A3 
85.00A 
78.35B 
74.17BC 

ปานกลาง 

ORP119 
ORR721 
CEN26 
ORS110 
PRU2 
GAR1 
ORR175 

70.00CD 
69.17CDE 
65.84DEF 
65.00DEFG 
65.00DEFG 
64.17EFGH 
61.67FGHI 

นอ้ย 

FRA19 
ORR728 
CINC1 
PRE5 
COF1 
ORR737 

60.00GHIJ 
60.00GHIJ 
59.17HIJ 
59.17HIJ 
58.34IJ 
55.84J 

นอ้ยมาก 
ORR162 
POL2 
ORP123 

50.00K 
48.34K 
48.33K 

LSD 0.05 5.4181 
CV (%) 5.95 

1 ดีมาก: 71.00-80.00 %, ปานกลาง: 61.00-70.00 %, นอ้ย: 51.00-60.00 %, นอ้ยมาก: นอ้ยกว่า 50.00 % 
2 ค่าเฉล่ีย 3 ซ ้ า 
3 ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนัใน column เดียวกนัแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั

ทางสถิติ เปรียบเทียบโดยวิธี Least-significant difference ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % 
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จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์แต่ละไอโซเลท มี
ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคไดแ้ตกต่างกนั โดยส่วนใหญ่มีประสิทธิภาพใน
การยบัย ั้งการเจริญในระดบัปานกลาง มีเพยีงบางไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญสูง
มาก และบางไอโซเลทมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญที่น้อยมาก หรือไม่ยบัย ั้งการเจริญ อาจ
เป็นเพราะเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตแ์ต่ละไอโซเลท มีการผลิตสารปฏิชีวนะที่จ  าเพาะเจาะจงกบั
เช้ือราสาเหตุโรคที่แตกต่างกนั จึงท าให้มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคได้
แตกต่างกนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Sardi et al. (1992) ที่รายงานวา่ การผลิตสารทุติยภูมิของเช้ือ
แอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์แต่ละชนิดนั้น สามารถผลิตสารทุติยภูมิจ  าพวกสารปฏิชีวนะได้หลาย
ชนิด ซ่ึงแต่ละชนิดมีผลต่อการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคพืชที่แตกต่างกนั นอกจากน้ีผลการทดลอง
ยงัสอดคล้องกับรายงานของ Zarandi et al. (2009) ที่สามารถแยกเช้ือแอกติโนไมซีสต์ในกลุ่มของ 
Streptomyces spp. ไดจ้ากดิน และเม่ือน ามาทดสอบการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา P. grisea พบว่า เช้ือ 
Streptomyces แต่ละไอโซเลท มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา P. grisea ที่แตกต่างกนั 

4.5 การจ าแนกสกลุของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ 

จากการน าเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่คดัเลือกได ้จ  านวน 4 ไอโซเลท ที่มีประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา P. grisea ในระดับที่ดีมาก มาจ าแนกสกุลของเช้ือแอกติโนไมซีสต์
เอนโดไฟต ์โดยศึกษาลกัษณะเส้นใย การสร้างสปอร์ของเช้ือ และการเรียงตวัของสปอร์ภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ ก าลงัขยาย 1,000 เท่า (Miyadoh et al., 1997; Stanley et al., 1989) และวิเคราะห์ล าดบัเบส
ของยนีบริเวณ 16S rRNA พบว่า ดีเอ็นเอของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์มีขนาดประมาณ 1,500 
bp และจากการส่งตรวจหาล าดบันิวคลีโอไทด ์เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดก์บัฐานขอ้มูล Biocloud 
Database สามารถจ าแนกไดเ้ป็นเช้ือในสกุลสเตรปโตมยัซีส (Streptomyces) ไดท้ั้ง 4 ไอโซเลท จากนั้น
น าขอ้มูลที่ไดม้าศึกษาความสมัพนัธท์างวิวฒันาการ ดว้ยโปรแกรม BioEdit และ MEGA 5.0 วเิคราะห์
ความสมัพนัธ ์ดว้ยวธีิ neighbor-joining ที่ Bootstrap = 1,000 คร้ัง  

เม่ือเปรียบเทียบความเหมือนหรือความต่างกนัของลกัษณะทางสัณฐานวิทยาแต่ละไอโซเลท 
พบว่า มีสีของโคโลนี การเจริญของโคโลนี ลกัษณะโคโลนี การสร้างรงควตัถุ และรูปแบบการการ
เรียงตวัของสปอร์ (spore chains) ที่แตกต่างกนั ซ่ึงได้แก่ การเรียงตวัสปอร์แบบ Rectiflexibiles type 
คือการเรียงตวัของสปอร์ที่ต่อกันเป็นเส้นตรงหรือโคง้เล็กน้อย แบบ Retinaculiaperti type คือ การ
เรียงตวัของสปอร์บริเวณปลายเสน้สาย มว้นงอเป็นวงคลา้ยตะขอ ประมาณ 2-3 รอบ และแบบ Spira type 
คือ การเรียงตวัของสปอร์ที่มีบริเวณปลายเส้นสายของสปอร์บิดเป็นเกลียว (Miyadoh et al., 1997; 
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Stanley et al., 1989) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Shimizu et al. (2000) ฉัตรสุดา (2551) ศิริมาศ 
(2556) และชยัพร (2557) โดยเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตแ์ต่ละไอโซเลท มีลกัษณะดงัน้ี 

เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต์ ไอโซเลท ORR107 มีลกัษณะโคโลนีบนผิวหน้าอาหารเล้ียง
เช้ือ IMA-2 มีสี pale beige (เลขสี 84) เจริญสม ่าเสมอตามแนวที่ streak ลกัษณะโคโลนีคล้ายผงแป้ง 
ขอบโคโลนีหนามีลกัษณะเป็นเสน้คลา้ยเสน้ใยเช้ือรา ไม่สร้างรงควตัถุที่ละลายน ้ า โคโลนีใตผ้วิหน้า
อาหารมีสี soft reddish yellow (เลขสี 146) เม่ือตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1,000 เท่า 
พบว่า เช้ือสร้างสปอร์ต่อกนัเป็นสายยาวคลา้ยลูกโซ่ประมาณ 20 สปอร์ขึ้นไป ลักษณะเส้นสายของ
สปอร์เป็นแบบ Retinaculiaperti type บริเวณปลายเสน้สายของสปอร์มว้นเป็นวงคลา้ยตะขอ (ภาพที่ 4.6) 
และเม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของไอโซเลท ORR107 เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล
ใน Biocloud Database พบว่า มีความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการใกล้เคียงกบัเช้ือ S. albus NBRC 13014 
โดยมีความเหมือน 98.18% และ เช้ือ S. leeuwenhoekii C34/AJ621602 โดยมีความเหมือน 98.11% 
(ภาพที่ 4.7) 

ภาพที่ 4.6 ลกัษณะเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลท ORR107 
(ก) ลกัษณะโคโลนีบนผวิหนา้อาหาร IMA-2 เป็นเวลา 14 วนั 
(ข) ลกัษณะโคโลนีใตผ้วิหนา้อาหาร IMA-2 เป็นเวลา 14 วนั 
(ค) การเรียงตวัของสปอร์แบบ Retinaculiaperti type ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 

1,000 เท่า 
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ภาพที่ 4.7 แผนภูมิตน้ไมแ้สดงความสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์
ไอโซเลท ORR107 ดว้ยวธีิ neighbor-joining 

 Streptomyces smyrnaeus SM3501T/KF006349

 Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 12748T/AB184115

 Streptomyces qinglanensis 172205T/HQ660227

 Streptomyces sodiiphilus YIM 80305T/AY236339

 Streptomyces panacagri Gsoil 519T/AB245388

 Isolate ORR107

 Streptomyces albus NBRC 13014T/BBQG01000088

 Streptomyces leeuwenhoekii C34T/AJ621602

 Streptomyces chumphonensis K1-2T/AB738400

 Streptomyces rimosus subsp. rimosus ATCC 10970T/ANSJ01000404

 Streptomyces daliensis YIM 31724T/AY785161

 Streptomyces staurosporininus BK179T/FR692111

 Streptomyces albofaciens JCM 4342T/AB045880

 Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM 41429T/AJ621610

 Streptomyces chrestomyceticus DSM 40545T/AJ621609

 Streptomyces noursei NBRC 15452T/AB184678

 Bacillus subtilis strain ATCC 19217
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เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต์ ไอโซเลท ORR719 มีลกัษณะโคโลนีบนผิวหน้าอาหารเล้ียง
เช้ือ IMA-2 มีสี beige white (392) เจริญสม ่าเสมอตามแนวที่ streak ลกัษณะโคโลนีคลา้ยผงแป้ง ขอบ
โคโลนีหนามีลักษณะเป็นเส้นคล้ายเส้นใยเช้ือรา ไม่สร้างรงควตัถุที่ละลายน ้ า โคโลนีใตผ้ิวหน้า
อาหารมีสี soft reddish yellow (เลขสี 146) เม่ือตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1,000 เท่า 
พบว่า เช้ือสร้างสปอร์ต่อกนัเป็นสายยาวคลา้ยลูกโซ่ประมาณ 20 สปอร์ขึ้นไป ลักษณะเส้นสายของ
สปอร์เป็นแบบ Spira type ที่สายของสปอร์ เรียงต่อกนัเป็นเส้นตรง โคง้เล็กน้อย และบิดเป็นเกลียว 
(ภาพที่ 4.8) และเม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของไอโซเลท ORR719 เปรียบเทียบกบั
ฐานข้อมูลใน Biocloud Database พบว่า มีความสัมพันธ์เชิงวิวฒันาการใกล้เคียงกับเช้ือ S. albus 
NBRC 13014 โดยมีความเหมือน 97.75% และ เช้ือ S. leeuwenhoekii C34/AJ621602 โดยมีความ
เหมือน 97.74% (ภาพที่ 4.9) 

ภาพที่ 4.8 ลกัษณะเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลท ORR719 
(ก) ลกัษณะโคโลนีบนผวิหนา้อาหาร IMA-2 เป็นเวลา 14 วนั 
(ข) ลกัษณะโคโลนีใตผ้วิหนา้อาหาร IMA-2 เป็นเวลา 14 วนั 
(ค) การเรียงตวัของสปอร์แบบ Spiral type ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1,000 เท่า 
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ภาพที่ 4.9 แผนภูมิตน้ไมแ้สดงความสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์
ไอโซเลท ORR719 ดว้ยวธีิ neighbor-joining 

 Streptomyces smyrnaeus SM3501T/KF006349

 Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 12748T/AB184115

 Streptomyces qinglanensis 172205T/HQ660227

 Streptomyces sodiiphilus YIM 80305T/AY236339

 Streptomyces panacagri Gsoil 519T/AB245388

 Isolate ORR719

 Streptomyces albus NBRC 13014T/BBQG01000088

 Streptomyces leeuwenhoekii C34T/AJ621602

 Streptomyces chumphonensis K1-2T/AB738400

 Streptomyces staurosporininus BK179T/FR692111

 Streptomyces albofaciens JCM 4342T/AB045880

 Streptomyces rimosus subsp. rimosus ATCC 10970T/ANSJ01000404

 Streptomyces daliensis YIM 31724T/AY785161

 Streptomyces noursei NBRC 15452T/AB184678

 Bacillus subtilis strain ATCC 19217
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เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์ไอโซเลท ERY2 มีลกัษณะโคโลนีบนผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือ 
IMA-2 มีสี brownish gray (เลขสี 409) เจริญสม ่าเสมอตามแนวที่ streak ลกัษณะโคโลนีคลา้ยผงแป้ง 
ขอบโคโลนีหนามีลกัษณะเป็นเส้นคลา้ยเส้นใยเช้ือรา สร้างรงควตัถุที่ละลายน ้ าสี soft yellow (เลขสี 
147) โคโลนีใต้ผิวหน้าอาหารมี สี grayish brown (เลขสี 119) เม่ือตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ก าลงัขยาย 1,000 เท่า พบว่า เช้ือสร้างสปอร์ต่อกนัเป็นสายยาวคลา้ยลูกโซ่ประมาณ 20 สปอร์ขึ้นไป
ลกัษณะเส้นสายของสปอร์เป็นแบบ Rectiflexibiles type เรียงต่อกนัเป็นเส้นตรงและโคง้เล็กนอ้ย และ
แบบ Retinaculiaperti type บริเวณปลายเส้นสายของสปอร์มว้นเป็นวงคลา้ยตะขอ (ภาพที่ 4.10) และ
เม่ือน าล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของไอโซเลท ERY2 เปรียบเทียบกับฐานขอ้มูลใน
Biocloud Database พบว่า มีความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการใกลเ้คียงกบัเช้ือ S. werraensis NBRC 13404
โดยมีความเหมือน 100% และ เช้ือ S. gancidicus NBRC 15412 โดยมีความเหมือน 100% (ภาพที่ 4.11)

ภาพที่ 4.10 ลกัษณะเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลท ERY2 
(ก) ลกัษณะโคโลนีบนผวิหนา้อาหาร IMA-2 เป็นเวลา 14 วนั 
(ข) ลกัษณะโคโลนีใตผ้วิหนา้อาหาร IMA-2 เป็นเวลา 14 วนั 
(ค) การเรียงตัวของสปอร์แบบ Rectiflexibiles type และ Retinaculiaperti type ภายใต้

กลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1,000 เท่า 
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ภาพที่ 4.11 แผนภูมิตน้ไมแ้สดงความสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์
ไอโซเลท ERY2 ดว้ยวิธี neighbor-joining 

 Streptomyces minutiscleroticus NBRC 13000T/AB184249

 Streptomyces viridiviolaceus NBRC 13359T/AB184350

 Streptomyces levis NBRC 15423T/AB184670

 Streptomyces carpinensis NBRC 14214T/AB184574

 Streptomyces cellulosae NBRC 13027T/AB184265

 Streptomyces capillispiralis NBRC 14222T/AB184577

 Streptomyces lusitanus NBRC 13464T/AB184424

 Streptomyces matensis NBRC 12889T/AB184221

 Streptomyces rubiginosus KCTC 9042T/AY999810

 Isolate ERY2

 Streptomyces werraensis NBRC 13404T/AB184381

 Streptomyces gancidicus NBRC 15412T/AB184660

 Streptomyces pseudogriseolus NBRC 12902T/AB184232

 Streptomyces azureus NBRC 12744T/AB184837

 Streptomyces caelestis NRRL 2418T/X80824

 Bacillus subtilis strain ATCC 19217
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เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์ไอโซเลท POL4 มีลกัษณะโคโลนีบนผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือ 
IMA-2 มีสี purplish gray (414) เจริญสม ่าเสมอตามแนวที่ streak ลักษณะโคโลนีคล้ายผงแป้ง ขอบ
โคโลนีหนามีลักษณะเป็นเส้นคล้ายเส้นใยเช้ือรา สร้างรงควตัถุที่ละลายน ้ าสี light yellow (133) 
โคโลนีใตผ้ิวหน้าอาหารมีสี dark brownish gray (419) เม่ือตรวจภายใตก้ล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 
1,000 เท่า พบว่า เช้ือสร้างสปอร์ต่อกนัเป็นสายยาวคลา้ยลูกโซ่ประมาณ 20 สปอร์ขึ้นไป ลกัษณะเส้น
สายของสปอร์เป็นแบบ Rectiflexibiles type เรียงต่อกันเป็นเส้นตรงและโคง้เล็กน้อย (ภาพที่ 4.12) 
และเม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของไอโซเลท POL4 เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลใน 
Biocloud Database พบว่า มีความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการใกลเ้คียงกับเช้ือ S. pseudogriseolus NBRC 
12902 โดยมีความเหมือน 99.93% และ เช้ือ S. gancidicus NBRC 15412 โดยมีความเหมือน 99.93% 
(ภาพที่ 4.13) 

ภาพที่ 4.12 ลกัษณะเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลท POL4 
(ก) ลกัษณะโคโลนีบนผวิหนา้อาหาร IMA-2 เป็นเวลา 14 วนั 
(ข) ลกัษณะโคโลนีใตผ้วิหนา้อาหาร IMA-2 เป็นเวลา 14 วนั 
(ค) การเรียงตวัของสปอร์แบบ Rectiflexibiles type ภายใตก้ล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 

1,000 เท่า 
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ภาพที่ 4.13 แผนภูมิตน้ไมแ้สดงความสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์
ไอโซเลท POL4 ดว้ยวิธี neighbor-joining 

 Isolate POL4 

 Streptomyces werraensis NBRC 13404T/AB184381

 Streptomyces pseudogriseolus NBRC 12902T/AB184232

 Streptomyces gancidicus NBRC 15412T/AB184660

 Streptomyces capillispiralis NBRC 14222T/AB184577

 Streptomyces lusitanus NBRC 13464T/AB184424

 Streptomyces matensis NBRC 12889T/AB184221

 Streptomyces cellulosae NBRC 13027T/AB184265

 Streptomyces rubiginosus KCTC 9042T/AY999810

 Streptomyces minutiscleroticus NBRC 13000T/AB184249

 Streptomyces carpinensis NBRC 14214T/AB184574

 Streptomyces levis NBRC 15423T/AB184670

 Streptomyces afghaniensis NBRC 12831T/AB184847

 Streptomyces azureus NBRC 12744T/AB184837

 Streptomyces caelestis NRRL 2418T/X80824

 Bacillus subtilis strain ATCC 19217
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การจดัจ าแนกสกุลของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์จากลักษณะสัณฐานวิทยาเบื้องต้น 
พบวา่ มีการเรียงตวัของสปอร์ 3 แบบ ไดแ้ก่ แบบ Rectiflexibiles type คือ เรียงต่อกนัเป็นเสน้ตรงและ
โคง้เล็กน้อย แบบ Retinaculiaperti type คือ บริเวณปลายเส้นสายของสปอร์ม้วนเป็นวงคลา้ยตะขอ 
และแบบ Spira type คือ บริเวณปลายเสน้สายของสปอร์บิดเป็นเกลียว ซ่ึงเป็นลกัษณะการเรียงตวัของ
สปอร์ของเช้ือในกลุ่ม Streptomyces ตามการจดัจ าแนกของ Pridham et al. (1958) และจากการศึกษา
เปรียบเทียบความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในฐานขอ้มูลที่มีการ
รายงานไว้ โดยอาศัยล าดับนิวคลีโอไทด์ของเช้ือบ ริเวณ  16S rRNA พบว่า ทุ กไอโซเลทมี
ความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการกับเช้ือแอกติโมไมซีสต์ในสกุล Streptomyces ซ่ึงจากผลการทดลองน้ี
ให้ผลสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Sardi (1992), Cao et al. (2005), Verma et al. (2009) และ Zhao et al. 
(2011) ที่พบว่า เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากพืชส่วนใหญ่จดัอยูใ่นสกุล Streptomyces 
เช่นกนั  

4.6 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่คดัเลือกได้ในการควบคุมการเกิด
โรคไหม้ของข้าวในระดับโรงเรือน  

การทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคไหม้ของข้าว โดยวิธีการแช่เมล็ดขา้วในสปอร์
แขวนลอยของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์จ านวน 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ ERY2 POL4 ORR107 และ 
ORR719 เม่ือปลูกเช้ือราสาเหตุโรคไหม ้บนตน้กลา้ขา้วที่อาย ุ14 วนั และประเมินโรคหลงัการปลูกเช้ือ 
7 วนั พบว่า ตน้กลา้ขา้วที่ไดรั้บการปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต์ทั้ง 4 ไอโซเลท มีระดบัความ
รุนแรงในการเกิดโรค ไม่แตกต่างกันทางสถิติ เฉล่ียเท่ากับ 1.07 1.47 1.47 และ 1.20 ตามล าดับ แต่
แตกต่างกนัทางสถิติกบัชุดควบคุมที่ปลูกเช้ือเพยีงอยา่งเดียว ที่มีค่าเฉล่ียระดบัความรุนแรงเท่ากบั 4.73 
คิดเป็นเปอร์เซ็นต์การลดลงของระดับความรุนแรงของโรคเฉล่ียเท่ากับ 77.38 68.90 68.90 และ 74.60 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (ตารางที่ 4.7 และ ภาพที่ 4.14) 
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ตารางที่ 4.7 ค่าเฉล่ียระดบัความรุนแรงของโรค และเปอร์เซ็นตก์ารลดลงของระดบัความรุนแรงของ
โรคไหม ้ของตน้กลา้ขา้วที่ผ่านการแช่เมล็ดในสปอร์แขวนลอยของเช้ือแอกติโนไมซีสต์
เอนโดไฟต์ 4ไอโซเลท (ความเข้มข้น  109 cfu/ml) และปลูกเช้ือรา Pyricularia grisea 
(ความเขม้ขน้ 105 cfu/ml) สาเหตุโรคไหม ้บนตน้กลา้ขา้วอาย ุ14 วนั 

ไอโซเลท 
ค่าเฉล่ียระดบัความรุนแรง 

ของโรค 
เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรค 

ที่ลดลง (%)2 

ORR107 1.47B1 68.90 
ORR719 1.20B 74.60 
ERY2 1.07B 77.38 
POL4 1.47B 68.90 

ชุดควบคุม 4.73A 0.00 
LSD0.05 0.6775 
CV (%) 18.74 

1 ค่าท่ีตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนัใน column เดียวกนัไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ เปรียบเทียบโดย
วิธี Least-significant difference ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์

2 เปอร์เซ็นตก์ารลดลงของความรุนแรงของโรคเม่ือเทียบกบัชุดควบคุม 
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ภาพที่ 4.14 ลกัษณะอาการไหมข้องใบกลา้ขา้วอาย ุ21 วนั หลงัแช่เมล็ดขา้วดว้ยเช้ือแอกติโนไมซีสต์
เอนโดไฟต์ (ความเขม้ขน้ 109 cfu/ml) ไอโซเลท ERY2 POL4 ORR107 และ ORR719 
เปรียบเทียบด้วยชุดควบคุม หลังปลูกเช้ือรา Pyricularia grisea (ความเข้มข้น  105 
cfu/ml) สาเหตุโรคไหม ้บนตน้กลา้ขา้วอาย ุ14 วนั 
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จากการทดลองแสดงให้เห็นว่า เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่คดัเลือกไดจ้ากการทดลอง
การยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา P. grisea สาเหตุโรคไหม้ ในระดบัห้องปฏิบตัิการ สามารถควบคุมโรค
ไหมข้องขา้วในสภาพโรงเรือนได ้ทั้ง 4 ไอโซเลท โดยเฉพาะไอโซเลท ERY2 สามารถควบคุมการเกิด
โรคได้ดีที่สุด อาจเน่ืองจากเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ั้ง 4 ไอโซเลท สามารถผลิตสารทุติยภูมิ
จ  าพวกสารปฏิชีวนะที่มีฤทธ์ิตา้นเช้ือรา (antifungal) ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรค และเพิ่ม
ความตา้นทานต่อการเกิดโรคให้กบัพืช ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Jonete et al. (2000), Shimizu et al. 
(2001), Cao et al. (2004) และ El-Tarabily et al. (2009) นอกจากน้ี Hasegawa et al. (2006) รายงานว่า 
เช้ือแอกติโนไมซีสต์สามารถสร้างไฟโตฮอร์โมน (phytohormone) ช่วยให้พืชทนต่อการเกิดโรค 
(disease resistance) และสามารถป้องกนัการเขา้ท าลายของเช้ือสาเหตุโรคไดอี้กดว้ย จึงอาจท าให้เช้ือ
แอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ สามารถเขา้อาศยั (colonization) ในตน้กลา้ขา้ว หลังจากการแช่เมล็ดขา้ว
ดว้ยสปอร์แขวนลอยของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์และชกัน าใหต้น้กลา้ขา้วเกิดความตา้นทานต่อ
โรคไหม้เพิ่มขึ้น สอดคล้องกบัรายงานของ ฉัตรสุดา (2551) ที่สามารถควบคุมโรคเน่าคอดินของพืช
กลุ่มผกักาดได ้หลงัจากคลุกเมล็ดดว้ยเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์อีกทั้งรายงานของศิริมาศ (2556) 
ที่สามารถชกัน าให้ตน้กลา้สตรอวเ์บอร์รีเกิดการตา้นทานโรคทางใบในสตรอวเ์บอร์รีภายหลงัปลูกเช้ือ
แอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากพืชสมุนไพร และพืชวงศก์ุหลาบลงบนตน้กลา้ และรายงาน
ของ ชัยพร (2557) ที่สามารถควบคุมการเกิดโรคเน่าของผลล าไยไดใ้นระดับห้องปฏิบตัิการ หลังจาก
พน่สปอร์แขวนลอยเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตล์งบนผลล าไย  

4.7 การศึกษาความสามารถในการเข้าอาศัยของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในข้าว 

จากการทดสอบการเขา้อาศยัในเน้ือเยือ่ของขา้ว ดว้ยเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์ไอโซเลท 
ERY2 POL4 ORR107 และ ORR719 โดยวิธีแยกเช้ือกลบัจากใบ ล าตน้ ราก และเปลือกเมล็ดของขา้ว
ที่ได้รับการปลูกเช้ือ พบว่า เช้ือทั้ ง 4 ไอโซเลท สามารถเข้าอาศยัภายในเน้ือเยื่อของตน้กล้าขา้วได ้
นอกจากน้ี การเจริญออกของเช้ือจากบริเวณรอยตดัของช้ินพืชส่วนใบ ล าตน้ ราก และเปลือกเมล็ดขา้ว 
หลงัจากบ่มไวท้ี่ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนั (ภาพที่ 4.15) พบวา่ ไอโซเลท ORR107 
มีแนวโน้มการแยกเช้ือกลับเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาหลังการปลูกเช้ือ ที่ 1, 3, 5, 7 และ 14 วนั เท่ากับ 
40.00, 63.33, 76.67, 80.00 และ 90.00 เปอร์เซ ็นต  ์ตามล าดบั  ในขณะที ่ไอโซเลท  ERY2 และ 
ORR719 ส่วนไอโซเลท POL4 มีการแยกเช้ือกลบัไดเ้ปอร์เซ็นตน์้อยที่สุด เท่ากบั 16.67 16.67 20.00 
46.67 และ 26.67 หลงัการปลูกเช้ือ ที่ 1, 3, 5, 7 และ 14 วนั ตามล าดบั (ตารางที่ 4.8) เม่ือตรวจสอบ
ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่ไดจ้ากการแยกเช้ือกลบัจากตน้กล้า
ขา้ว หลงัจากไดรั้บการปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตแ์ต่ละไอโซเลท พบว่า มีลกัษณะโคโลนี 
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สีโคโลนี การสร้างรงควตัถุ และรูปแบบการเรียงตวัของสปอร์เหมือนกนั จากผลการทดลองแสดงให้
เห็นว่า เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ั้ง 4 ไอโซเลท อาจเป็นเช้ือไอโซเลทเดียวกนั และอาจเป็นขอ้
พสูิจน์เบื้องตน้ว่า เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากขา้ว สามารถเขา้อาศยักลบัพืชเดิมได ้
และสามารถสร้างสารทุติยภูมิจ  าพวกสารปฏิชีวนะที่มีฤทธ์ิตา้นเช้ือรา ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
สาเหตุโรค และเพิม่ความตา้นทานต่อการเกิดโรคใหก้บัพชืได ้ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Shimizu 
et al. (2000) ที่แยกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตจ์ากพืช Rhododendron แลว้สามารถปลูกเช้ือกลบั
เข้าอาศัยในพืชอาศัยเดิมได้ และสอดคล้องกับการทดลองของ Meguro et al. (2004) ที่รายงานว่า 
Streptomyces padanus AOK-30 ซ่ึงแยกได้จากตน้ Mountain Laurel (Kalmia latifolia L.) สามารถเขา้
อาศยั (colonize) ภายในตน้ Mountain Laurel และสามารถป้องกันตน้กล้าจากการเขา้ท าลายของเช้ือรา 
Pestalotiopsis sydowiana ได ้และเม่ือเปรียบเทียบการเพิ่มปริมาณของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่
แยกเช้ือกลบัในแต่ละช่วงเวลา 1 3 5 7 และ 14 วนั หลงัปลูกเช้ือ พบว่า ไอโซเลท ORR107 มีแนวโน้ม
การแยกเช้ือกลบัเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาหลงัการปลูกเช้ือ เน่ืองจากเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตเ์ป็นเช้ือ
แบคทีเรีย สามารถแบ่งตวัไดร้วดเร็ว ส่งผลให้เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตเ์พิ่มปริมาณในตน้พืช
ไดม้ากขึ้นเร่ือย ๆ สอดคลอ้งกับรายงานของ Meguro et al. (2004) ที่สามารถแยกเช้ือกลับ หลังจาก
การปลูกเช้ือ Streptomyces padanus AOK-30 บนพืช Mountain Laurel ได้ในปริมาณที่เพิ่มมากขึ้ น 
แปรตามระยะเวลาหลงัการปลูกเช้ือ 

ภาพที่ 4.15 ลักษณะการเจริญของเช้ือออกมาจากบริเวณรอยตัดของช้ินพืชหลังจากปลูกเช้ือด้วย
วธีิการแช่เมล็ดแลว้บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั 
(ก) เปลือกเมล็ดขา้ว 
(ข) ล าตน้ 
(ค) ราก 
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ตารางที่ 4.8 จ านวนและเปอร์เซ็นตก์ารแยกเช้ือกลบัของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์4 ไอโซเลท 
จากส่วนต่าง ๆ ของตน้กล้าขา้ว หลังปลูกเช้ือด้วยวิธีการแช่เมล็ดแล้วปลูกข้าวเป็น
เวลานาน 30 วนั  

ไอโซเลท 
หลงัการ
ปลูกเช้ือ 

(วนั) 

จ านวนเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟต ์
รวม (%)2 

ใบล าตน้ ราก เปลือกเมล็ด 

ORR107 1 11 2 9 12 (40.00) 
3 4 5 10 19 (63.33) 
5 7 8 8 23 (76.67) 
7 5 10 9 24 (80.00) 
14 9 9 9 27 (90.00) 

ORR719 1 2 4 10 16 (53.33) 
3 6 9 10 25 (83.33) 
5 9 10 10 29 (96.67) 
7 8 6 10 24 (80.00) 
14 7 8 9 24 (80.00) 

ERY2 1 8 6 10 24 (80.00) 
3 9 10 9 28 (93.33) 
5 10 10 10 30 (100.00) 
7 9 6 9 24 (80.00) 
14 10 10 10 30 (100.00) 

POL4 1 0 2 3 5 (16.67) 
3 2 1 2 5 (16.67) 
5 0 3 3 6 (20.00) 
7 5 2 7 14 (46.67) 
14 1 0 7 8 (26.67) 

1 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ของจ านวนไอโซเลทของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟตก์บัช้ินส่วนของพืชแต่ละส่วน 
จ านวน 10 ช้ินส่วน 

2 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ของจ านวนไอโซเลทของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์กับช้ินส่วนของพืชแต่ละ
ไอโซเลท จ านวน 30 ช้ินส่วน 



59 

บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

การแยกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตจ์ากขา้ว จ  านวน 4 สายพนัธุ์ พบเช้ือแอกติโนไมซีสต์
เอนโดไฟต ์174 ไอโซเลท โดยสามารถแยกไดจ้ากส่วนใบมากที่สุด จ  านวน 139 ไอโซเลท และส่วน
รากน้อยที่สุด จ  านวน 35 ไอโซเลท หากแยกตามสายพนัธุ์ขา้วที่แยกเช้ือ ขา้วสายพนัธุ์ กข 1 แยกเช้ือ
แอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์ดม้ากที่สุด จ านวน 75 ไอโซเลท รองลงมาคือ กข 7 สุพรรณบุรี 1 และ
ปทุมธานี 1 จ  านวน 42, 34 และ 23 ไอโซเลท ตามล าดับ และศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือ
แอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่แยกไดจ้ากขา้ว จ านวน 174 ไอโซเลท พบวา่ เช้ือมีความหลากหลายทาง
ลกัษณะสัณฐานวิทยาที่แตกต่างกนัทั้งลกัษณะสีของโคโลนี รูปแบบการสร้างโคโลนี การสร้างรงค
วตัถุที่ละลายน ้ าได ้

การคดัเลือกเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท์ี่สร้าง aerial mycelium ไดร้วดเร็วที่สุดภายใน 1 วนั 
และเจริญเต็มจานอาหารภายใน 3 วนั จ  านวน 10 ไอโซเลท และจากพืชสมุนไพร จ านวน 10 ไอโซเลท 
ทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา P. grisea สาเหตุโรคไหม้ของขา้วในระดับ
ห้องปฏิบตัิการ พบเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟตท์ี่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งในระดับสูงที่สุด 
จ านวน 4 ไอโซเลท ได้แก่ ERY2 POL4 ORR107 และ ORR719 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งเท่ากับ 
90.00 85.00 78.35 และ 74.17 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และศึกษาลกัษณะการสร้างและการเรียงตวัของ
สปอร์ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  ก าลังขยาย 1,000 เท่า พบว่า เช้ือทั้ ง 4 ไอโซเลท จัดอยู่ในสกุล 
Streptomyces และจากการจ าแนกสายพนัธุ์ของเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลทคดัเลือกโดย
วเิคราะห์ล าดบัเบสของยนีบริเวณ 16sRNA พบวา่ ไอโซเลท ORR107 มีความสมัพนัธใ์กลเ้คียงกบัเช้ือ 
S. albus NBRC 13014 (98.18%) ไอโซเลท ORR719 มีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกบัเช้ือ S. albus NBRC
13014 (97.75%) ไอโซเลท ERY2 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับ เช้ือ  S. werraensis NBRC 13404
(100%) S. gancidicus NBRC 15412 (100%) และ S. pseudogriseolus NBRC 12902 (100%) และ
ไอโซเลท POL4 มีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกบัเช้ือ S. pseudogriseolus NBRC 12902 (99.93%) และ
S. gancidicus NBRC 15412 (99.93%)



60 

การทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคไหมข้องขา้ว โดยวิธีการแช่เมล็ดขา้วในสปอร์
แขวนลอยของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ที่คดัเลือกได้ พบว่า ตน้ขา้วที่ได้รับการปลูกเช้ือ
แอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ไอโซเลท ERY2 POL4 ORR107 และ ORR719 มีระดับความรุนแรงใน
การเกิดโรค ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ เฉล่ียเท่ากบั 1.07 1.47 1.47 และ 1.20 ตามล าดบั แต่แตกต่างกนัทาง
สถิติกบัชุดควบคุมที่ปลูกเช้ือเพียงอยา่งเดียว ที่มีค่าเฉล่ียระดบัความรุนแรงเท่ากบั 4.73 

การทดสอบการเขา้อาศยัในเน้ือเยือ่ของตน้กลา้ขา้ว ดว้ยเช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลท 
ERY2 POL4 ORR107 และ ORR719 โดยวิธีแยกเช้ือกลบัจากใบล าตน้ ราก และเปลือกเมล็ดของขา้ว
ที่ไดรั้บการปลูกเช้ือ พบวา่ เช้ือทั้ง 4 ไอโซเลท สามารถเขา้อาศยัภายในเน้ือเยือ่ของตน้กลา้ขา้วได ้โดย
มีเปอร์เซ็นตก์ารแยกเช้ือกลบัอยูใ่นช่วง 17-100 เปอร์เซ็นต ์นอกจากนั้น ไอโซเลท ORR107 สามารถ
เพิม่ปริมาณในปริมาณที่เพิม่มากขึ้นตามระยะเวลาหลงัการปลูกเช้ือ 

จากการทดลองในคร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่า เช้ือแอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตไ์อโซเลท ORR107 ที่
แยกไดจ้ากขา้ว กข 1 ไอโซเลท ORR719 ที่แยกได้จากขา้ว กข 7 ไอโซเลท ERY2 ที่แยกไดจ้ากผกัชี
ฝร่ัง และ ไอโซเลท POL4 ที่แยกไดจ้ากผกัไผ ่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญและควบคุมโรคไหม้
ของเช้ือรา P. grisea สาเหตุโรคไหมข้องขา้ว และสามารถน ามาประยกุตเ์พื่อเป็นประโยชน์ส าหรับ
การปลูกขา้วแบบอินทรีย ์หรือแบบผสมผสานได ้โดยหากเกษตรกรแช่เมล็ดขา้วดว้ยสปอร์แขวนลอย
ของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ เป็นเวลา 1 วนัก่อนปลูก จะสามารถท าให้ตน้กล้าขา้วที่เจริญ
ออกมามีความแขง็แรงและทนทานต่อโรคไหมไ้ดดี้ในระดบัหน่ึง ซ่ึงถือวา่เป็นประโยชน์ต่อเกษตรกร
อย่างมากในการลดการใช้สารเคมีป้องกันก าจดัโรคพืช อีกทั้ งยงัท  าให้เกษตรกรลดตน้ทุนและมี
สุขภาพที่ดีอีกดว้ย และเหมาะสมต่อการศึกษาและพฒันาเป็นผลิตภณัฑต่์อไป ดงันั้นการใชเ้ช้ือแอก
ติโนไมซีสต์เอนโดไฟตจึ์งเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการควบคุมโรคไหมข้องขา้ว เพื่อทดแทนการใช้
สารเคมี และใชเ้ป็นปัจจยัหน่ึงในการผลิตขา้วแบบอินทรียเ์พือ่การส่งออกต่อไป 

ส าหรับข้อเสนอแนะในการประยุกต์ใช้เช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์จากขา้วในการ
ควบคุมโรคไหมข้องขา้ว ควรท าการปลูกเช้ือตั้งแต่ขั้นตอนการแช่เมล็ด เน่ืองจากในระยะตน้กลา้เป็น
ระยะที่ส าคญัที่สุดในการเพาะปลูก หากตน้กลา้ไม่แข็งแรง มีการปนเป้ือนหรือเขา้ท าลายของโรค จะ
ท าใหต้น้กลา้อ่อนแอ เช้ือสาเหตุโรคเขา้ท าลายไดง่้ายหรืออาจจะท าให้ตน้กลา้ตายก่อนที่จะยา้ยไปปักด า 
ส่วนในระยะอ่ืน ๆ ของข้าว อาจพ่นสปอร์แขวนลอยของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ได้
เช่นเดียวกบัการใช้สารเคมีก าจดัเช้ือรา แต่อาจพ่นบ่อยกว่าการใชส้ารเคมี ซ่ึงจากการทดลองพบว่า
สามารถลดการเกิดโรคไหมข้องขา้วได ้ 
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ภาคผนวก ก  

อาหารเลีย้งเช้ือและวิธีเตรียม 

1. Water agar (WA) 

ส่วนประกอบ 

Agar 17 กรัม 
น ้ ำ 1000 มิลลิลิตร 

น ำวุน้มำละลำยในน ้ ำกรอง ตม้จนวุน้ใส เติมน ้ ำปรับปริมำตรให้ครบ 1 ลิตร น ำไปฆ่ำเช้ือดว้ย
หม้อน่ึงใช้ควำมดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 ° C ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิวเป็นเวลำ 15 
นำที 

2. Potato dextrose agar (PDA) 

ส่วนประกอบ 

มนัฝร่ัง 200 กรัม 
Dextrose (หรือ Sucrose) 20 กรัม 
Agar 17 กรัม 
น ้ ำ 1000 มิลลิลิตร 

หั่นมันฝร่ังให้เป็นช้ินส่ีเหล่ียมเล็ก ๆ น ำไปต้มในน ้ ำกรอง ปริมำตร 500 มิลลิลิตร ให้สุก
ประมำณ 10 นำที แลว้กรองผำ่นผำ้ขำวบำง น ำวุน้และน ้ ำตำลมำละลำยในน ้ ำกรอง 500 มิลลิลิตร ตม้
จนวุน้ใส ผสมรวมกนักบัส่วนแรก เติมน ้ ำปรับปริมำตรให้ครบ 1 ลิตร น ำไปฆ่ำเช้ือด้วยหม้อน่ึงใช้
ควำมดันไอ  (autoclave) ที่ อุณหภูมิ  121 ° C ควำมดัน  15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิวเป็น เวลำ 15 นำที
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3. Rice polish agar (RPA) 

ส่วนประกอบ 

ร ำขำ้วละเอียด 20.0 กรัม 
Yeast extract 2.0 กรัม 
Agar 17.0 กรัม 
น ้ ำกลัน่ 1000 มิลลิลิตร 

ฆ่ำเช้ือด้วยหม้อน่ึงใช้ควำมดันไอ  (autoclave) ที่ อุณหภูมิ  121 ° C ควำมดัน  15 ปอนด์ต่อ
ตำรำงน้ิวเป็นเวลำ 15 นำที 

4. Inhibitory mold agar-2 (IMA-2) 

ส่วนประกอบ 

Glucose 5.0 กรัม 
Soluble starch 5.0 กรัม 
Beef extract  1.0 กรัม 
Yeast extract 1.0 กรัม 
NZ-case (enzyme hydrolyzed casein) 2.0 กรัม 
NaCl 2.0 กรัม 
CaCO3 1.0 กรัม 
Agar 15.0 กรัม 
น ้ ำกลัน่ 1000 มิลลิลิตร 

ฆ่ำเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงใชค้วำมดนัไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 ° C ควำมดนั 15 ปอนดต่์อ 

ตำรำงน้ิวเป็นเวลำ 15 นำที 
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5. Non-sporulating  

ส่วนประกอบ 

Protein hydrolysateamicase 20.0 กรัม 
Soluble Starch 20.0 กรัม 
yeast extract4.0 กรัม 
Agar 15.0 กรัม 
น ้ ำกลัน่ 1000 มิลลิลิตร 

ฆ่ำเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงใชค้วำมดนัไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 ° C ควำมดนั 15 ปอนดต่์อ
ตำรำงน้ิวเป็นเวลำ 15 นำที



 

70 

ภาคผนวก ข 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

1. ขอ้มูลทำงสถิติของกำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแอกติโนไมซีสเอนโดไฟตใ์นกำรยบัย ั้ง
กำรเจริญของเช้ือรำ Pyricularia grisea ดว้ยวธีิกำร dual culture 

Statistix 8.0                                               17/7/2015, 

10:28:17 

 

Completely Randomized AOV for Data 

 

Source   DF        SS        MS       F        P 

TR       19    9443.4   497.023    33.9   0.0000 

Error    60     880.4    14.674 

Total    79   10323.8 

 

Grand Mean 64.376    CV 5.95 

                                     Chi-Sq   DF        P 

Bartlett's Test of Equal Variances     27.0   19   0.1053 

Cochran's Q                 0.2272 

Largest Var / Smallest Var  24.056 

 

Component of variance for between groups   120.587 

Effective cell size                            4.0 

 

TR    Mean     TR    Mean 

 1  69.168     11  90.000 

 2  65.000     12  59.168 

 3  61.665     13  48.335 

 4  48.332     14  85.000 

 5  74.165     15  65.000 

 6  50.000     16  59.168 

 7  55.835     17  58.335 

 8  60.000     18  64.168 

 9  70.000     19  65.835 

10  78.335     20  60.003 

Observations per Mean            4 

Standard Error of a Mean    1.9153 

Std Error (Diff of 2 Means) 2.7086 
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Statistix 8.0                                               17/7/2015, 

10:32:18 

 

LSD All-Pairwise Comparisons Test of Data by TR 

 

TR    Mean  Homogeneous Groups 

11  90.000  A 

14  85.000  A 

10  78.335   B 

 5  74.165   BC 

 9  70.000    CD 

 1  69.168    CDE 

19  65.835     DEF 

 2  65.000     DEFG 

15  65.000     DEFG 

18  64.168      EFGH 

 3  61.665       FGHI 

20  60.003        GHIJ 

 8  60.000        GHIJ 

12  59.168         HIJ 

16  59.168         HIJ 

17  58.335          IJ 

 7  55.835           J 

 6  50.000            K 

13  48.335            K 

 4  48.332            K 

 

Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  2.7086 

Critical T Value  2.000     Critical Value for Comparison  5.4181 

There are 11 groups (A, B, etc.) in which the means 

are not significantly different from one another. 
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2. ขอ้มูลทำงสถิติของกำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแอกติโนไมซีสเอนโดไฟตใ์นกำรควบคุม
โรคไหมข้องขำ้วในสภำพโรงเรือน 

Statistix 8.0                                              13/10/2016, 

18:30:56 

 

Completely Randomized AOV for SI 

 

Source   DF        SS        MS       F        P 

TR        4   28.6507   7.16267    51.7   0.0000 

Error    10    1.3867   0.13867 

Total    14   30.0373 

 

Grand Mean 1.9867    CV 18.74 

                                     Chi-Sq   DF        P 

Bartlett's Test of Equal Variances     3.58    4   0.4657 

Cochran's Q                 0.4038 

Largest Var / Smallest Var  21.000 

 

Component of variance for between groups   2.34133 

Effective cell size                            3.0 

 

TR    Mean 

 1  4.7333 

 2  1.2000 

 3  1.4667 

 4  1.0667 

 5  1.4667 

Observations per Mean            3 

Standard Error of a Mean    0.2150 

Std Error (Diff of 2 Means) 0.3040 
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Statistix 8.0                                              13/10/2016, 

18:31:19 

 

LSD All-Pairwise Comparisons Test of SI by TR 

 

TR    Mean  Homogeneous Groups 

 1  4.7333  A 

 5  1.4667   B 

 3  1.4667   B 

 2  1.2000   B 

 4  1.0667   B 

 

Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.3040 

Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.6775 

There are 2 groups (A and B) in which the means 

are not significantly different from one another. 



 

74 

ภาคผนวก ค 

ล าดบันิวคลโีอไทด์ของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ 

1. ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของไอโซเลท ORR107 

TGCAGTCGACGATGAAGCCGCTTCGGTGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGG
GCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACACGGGATC
GCATGGTCTCCGTGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGG
GGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGAT
GCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGC
GAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGG
TGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAA
GCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGCAGGGGAGATTGGA
ATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTG
GGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGCGGCATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTA
AGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGG
AAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCAACTCCTTT
CAGGAAGGTTGGGGACTCACGGAAGACTGCCGGGGTCAACTCGAAGGAAGGTGGGGACAACGTCA
AGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCAATG
CCGTGAGGTGAAGCAAATCTCAAAAAGCCGGTCTCATTTCGAATTGGGGTCTGCAACTCAACCCCAT
AAAGTCGAAGTCGCTAGTAATCGCAAATCAGCATTGCTGCGGTAAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACGTCACAAAAGTCGGTAACACCCAAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGAAGGA
AATCGTCAAAGGTGGAACTGGCAATTGGAACAAATTC
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2. ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของไอโซเลท ORR719 

TCGACGATGAAGCCGCTTCGGTGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAAT
CTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACACGGGATCGCATG
GTCTCCGTGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGA
TGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGC
GACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCGAGTG
ACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCG
GGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGCAGGGGAGATTGGAATTCCT
GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGA
TACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGCGGCATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCC
CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCG
GAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCC
GTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCAACTCCTTTCAGGA
AGGTTGGGAACTCACGGAAAACTGCCGGGGTCAACTCGAAGGAAGGTGGGAACAACGTCAAGTCAT
CATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGAACAATGAGCTGCAATGCCGTGA
GGTGAAGCAAATCTCAAAAAGCCGGTCTCATTTCGAATTGGGGTCTGCAACTCAACCCCATAAAGTC
GAAGTCGCTAGTAATCGCAAATCAGCATTGCTGCGGTAAATACTTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACGTCACAAAAGTCGGTAACACCCAAACCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGAAGGAAATCTTC
AAAGGTGGAACTGGCAATTGGAACAAA 
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3. ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของไอโซเลท ERY2 

ATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTG
GAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGATCATCTTGGGCATCCTTGGTGATCGAAAGCTCCGGCGGTG
CAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAG
CCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGAT
ACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATAT
CAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCGA
CATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGTGGTC
GGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGG
GTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGT
GCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTC
AGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATT
GCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCC
GAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
TCGTAACAAGGTAACC 
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4. ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของไอโซเลท POL4 

CAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCA
ATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGATCATCTTGGGC
ATCCTTGGTGATCGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGT
AATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCA
GCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAG
TGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGC
GAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCC
CGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATT
CCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGC
CGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGT
GCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAA
ACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTG
GTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT
CATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGAATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGT
CGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACGTCACG
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ประวตัิผู้เขียน 

ช่ือ-นามสกลุ นำย ณปภพ แกว้กนัทำ 

วัน เดือน ปี เกิด 17 กุมภำพนัธ ์2535 

ประวัติการศึกษา ปีกำรศึกษำ 2552 ส ำเร็จกำรศึกษำระดบัมธัยมปลำยจำกโรงเรียนนวมินทรำชูทิศ 
พำยพั จงัหวดัเชียงใหม่ 
ปีกำรศึกษำ 2556 ส ำเร็จกำรศึกษำปริญญำวทิยำศำสตร์บณัฑิต (เกษตรศำสตร์) 
มหำวทิยำลยัเชียงใหม่ 

ทุนการศึกษา ปีกำรศึกษำ 2559 ได้รับทุนสนับสนุนกำรท ำวิจยัระดับบณัฑิตศึกษำ บณัฑิต
วทิยำลยั มหำวทิยำลยัเชียงใหม่ 

ประสบการณ์ ปี 2557-2559 ผูป้ระสำนงำนและผูช่้วยนักวจิยัโครงกำรเสริมสร้ำงศกัยภำพ
และขีดควำมสำมำรถในกำรแข่งขนัด้ำนกำรตลำดของสินคำ้หัวพนัธุ์กระเทียม
ไทย หอมแดงไทย และเมล็ดพนัธุห์อมหวัใหญ่ไทยปลอดโรค ภำยใตค้วำมตกลง
กำรเปิดเสรีทำงกำรคำ้ 
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