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บทคัดยอ 
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟท TH121 พบวาอยูในกลุม coelomycete การศึกษา 

ความเค็มของอาหารที่เหมาะสม ระหวาง 0-30 ppt (สวนในพันสวน) และผลของอาหารเหลว 5 ชนิด คือ potato 
dextrose broth (PDB), potato dextrose broth ท่ีลดสารอาหารลงครึ่งหนึ่ง (0.5xPDB), Sabouraud dextrose 
broth (SDB), yeast malt broth (YMB) และ low nutrient broth (LNB) ในการหมักรา TH121 เพ่ือใหสราง
สารยับย้ังการเจริญของราสาเหตุโรคพืช A. brassicicola พบฤทธิ์ยับย้ังดีท่ีสุดเมื่อหมักรา TH121 ในอาหาร 
0.5xPDB ท่ีเตรียมจากน้ํากล่ัน (0.5xPDB/DW) โดยท่ีเมื่อนําสารสกัดปริมาตร 20 ไมโครลิตร ท่ีสกัดไดจากน้ําหมัก 
0.5xPDB/DW ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และละลายในสารละลาย 50 % DMSO ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทดสอบฤทธิ์
ยับย้ังการเจริญ A. brassicicola ดวยวิธี disc diffusion พบระยะยับย้ังสูงสุด (Inhibition distance) 0.46 เซนติเมตร 
หลังจากบมนาน 3 วัน 

คําสําคัญ : ราเอนโดไฟท  ใบโพทะเล  Alternaria brassicicola 

Abstract 
Based on morphological study, the endophytic fungus TH121 can be classified as coelomy-

cete. Optimization study of salinity (0-30 part per thousand, ppt) and 5 broth media; potato dextrose 
broth (PDB), 0.5 fold concentrated potato dextrose broth (0.5xPDB), Sabouraud dextrose broth (SDB), 

DOI:10.14456/tjst.2012.5



ปท่ี 1 • ฉบับท่ี 1 • มกราคม - เมษายน 2555                                      Thai Journal of Science and Technology 
 

 33

yeast malt broth (YMB) and low nutrient broth (LNB), for high production of bioactive compounds against 
plant pathogenic fungus A. brassicicola. The results revealed that the strongest activity was obtained after 
fermention in 0.5 fold concentrated potato dextrose broth in distilled water (0.5xPDB/DW). When 
twenty microlitters of extract from 100 ml of 0.5xPDB/DW culture filtrate was dissolved in 1 ml of    
50 % DMSO and tested for antifungal activity by disc diffusion method. The maximum inhibition 
distance of 0.46 cm was observed after 3 days of incubation. 
 

Keywords: endophytic fungi, Thespesia populnea, Alternaria brassicicola 
 
 

1. คํานํา 
ราเอนโดไฟทเปนราที่อาศัยอยูในเนื้อเย่ือ

ของพืช และสามารถเจริญไดดี โดยไมทําใหเกิดโรค
หรือการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาท่ีผิดปกติแกพืช
ชนิดนั้น ๆ (Petrini, 1991) รากลุมนี้มีความสําคัญตอ
พืชท่ีอาศัยท้ังทางตรงและทางออม โดยจะชวยเพ่ิม
ความสามารถในการตานทานศัตรูพืชตาง ๆ เพ่ิมความ
ทนทานตอสภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมไดดีกวา
พืชท่ีไมมีเอนโดไฟทอาศัยอยู ราเอนโดไฟทหลาย
ชนิดสรางสารออกฤทธิ์ชีวภาพตานจุลินทรียหลาย
ชนิด รวมทั้งตานราท่ีเปนสาเหตุโรคพืช (Park et 
al., 2005; Xu et al., 2009; Chaeprasert et al., 
2010) ท้ังยังมีอิทธิพลในแงความหลากหลายทาง
ชวีภาพ เนื่องจากสามารถพบราเอนโดไฟทไดในพืช
ตระกูลตาง ๆ เปนจํานวนมากรวมทั้งพืชชายเลน 
คุณสมบัติเหลานี้ของราเอนโดไฟทเปนประโยชนตอ
การนํามาใชประโยชนในดานตาง ๆ โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในดานเกษตรกรรม (Saikkonen, 2007) จึง
มีการศึกษาวิจัยราเอนโดไฟทกันอยางกวางขวางใน
ปจจุบัน 

ประเทศไทยเปนประเทศที่ผลิตและสงออก
ผัก ผลไม ไปยังประเทศตาง ๆ ท่ัวโลกแตตอง
ประสบปญหาจากจุลินทรีย ท่ีเปนสาเหตุโรคพืช
ประเภทตาง ๆ ในกลุมของจุลินทรียท่ีเปนสาเหตุ
โรคพืช พบวาราจัดเปนสาเหตุท่ีสําคัญท่ีทําความ
เสียหายใหแกพืชผลมากท่ีสุด มีรามากกวา 8,000 

ชนิด ท่ีเปนสาเหตุโรคพืช และมีพืชชั้นสูงรวมถึง
พืชผลทางการเกษตรเกิดโรคเนื่องจากราไมนอย
กวา 100,000 โรค ราอะนามอรพ (anamorphic 
fungi) เปนรากลุมหนึ่งท่ีมีรายงานการเปนสาเหตุ
โรคพืชในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด ท้ังในประเทศ
ไทยและประเทศตาง ๆ ท่ัวโลก รา Alternaria spp. 
เปนราเปนสาเหตุโรคพืชท่ีสําคัญชนิดหนึ่งท้ังของ
ไทยและตางประเทศ โดยกอโรคใบจุดดําในพืชตระกูล
กะหลํ่า (Intana et al., 2005; Muto et al., 2006) 
โรคพืชเหลานี้ทําความเสียหายตอท้ังปริมาณและ
คุณภาพของผลผลิตเปนอยางมาก  สงผลใหผลผลิต
ท่ีไดมีจํานวนนอยไมคุมกับการลงทุน และตองมีการ
ใชสารเคมีเพ่ือปองกันเชื้อรากอโรคเหลานี้ สารเคมี
ท่ีใชอาจสงผลเปนอันตรายตอส่ิงแวดลอม ตอมนุษย
และสัตว (นิตยา, 2552) 

การควบคุมโรคพืชทางชีววิธี เปนทางเลือก
หนึ่ง ท่ีสามารถนํามาใชควบคุมโรคพืชได และ
ปลอดภัยกวาการใชสารเคมี ซึ่งอาจทําไดโดยใชรา
ที่ไมกอโรคในการควบคุมราปรปกษ ที่เปนสาเหตุ
ของโรคพืชโดยตรง  หร ืออาจใช สารออกฤทธิ์
ชีวภาพที่สกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ ทําลายราที่เปน
สาเหตุโรคพืช (Hostettmann and Marston, 1994; 
Intana et al., 2005; Xie et al., 2008) การใชสาร
สกัดจากรายับย้ังราที่เปนสาเหตุโรคพืช มีรายงาน
ไวนอยมากเมื่อเทียบกับวิธีแรก แตในระยะ 10 ปท่ี
ผานมา มีผูใหความสนใจกันมากขึ้น เนื่องจากพบ 
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วาราเอนโดไฟท สามารถสรางสารยับย้ังการเจริญ
ราสาเหตุโรคพืชไดหลายชนิด (Park et al., 2005) 

โพทะเล (Thespesia populnea) เปนพืช
เดนชนิดหนึ่งท่ีพบเปนไมพ้ืนลางในปาชายเลน 
ลักษณะเดนท่ีเห็นชัดคือมีใบคลายใบโพธิ์ ราเอนโด
ไฟทในโพทะเลและพืชชายเลนสามารถจัดเปนรา
ทะเลประเภทหน่ึง ท่ีเรียกวา marine-derived fungi 
(Miller, 2000; Proksch et al., 2010) ท่ีผานมามี
รายงานการศึกษาราเอนโดไฟทและคุณสมบัติใน
การยับย้ังแบคทีเรียของราเอนโดไฟทในโพทะเล 
และพืชชายเลนอื่น ๆ เพียงเล็กนอย แตยังไมมี
รายงานการยับย้ังรากอโรคพืช 

งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาความ 
สามารถของราเอนโดไฟทในใบโพทะเล ในการ
ยับย้ังการเจริญ A. brassicicola รวมท้ังศึกษาผล
ของความเค็มและชนิดของอาหารเล้ียงเชื้อ ซึ่งเปน
ปจจัยท่ีมีอิทธิพลมากตอการสรางสารออกฤทธิ์
ชีวภาพของราทะเล 
 

2. วัสดุอุปกรณและวิธีทดลอง 
2.1 ตัวอยางและแหลงเก็บตัวอยาง 

ทําการเก็บตัวอยางใบโพทะเลที่มีสภาพ
ดีจากโพทะเล 3 ตน ตนละ 5 ใบ จากปาชายเลน
เขตนํ้าทะเลทวมถึง บริเวณอาวคุงกระเบน ตําบล
คลองขุด อําเภอทาใหม จังหวัดจันทบุรี เดือน
ตุลาคม 2553 

2.2 ราสาเหตุโรคพืช 
 Alternalia brassicicola DOAC 0436 

กอโรคใบจุดในพืชตระกูลกะหลํ่า จัดซื้อจากกรม
วิชาการเกษตร 

2.3 อาหารที่ใช 
อาหารท่ีใชในการศึกษาประกอบดวย

อาหารแข็งสําหรับเ ล้ียงเ ช้ือ จําแนกชนิด และ
ทดสอบผลยับย้ังการเจริญ ไดแก water agar 

(WA), potato dextrose agar (PDA) และ corn 
meal agar (CMA) อาหารเหลวสําหรับการหมัก 
ไดแก potato dextrose broth (PDB), potato 
dextrose broth ท่ีลดสารอาหารลงคร่ึงหนึ่ง 
(0.5xPDB), Sabouraud dextrose broth (SDB), 
yeast malt broth (YMB) และ low nutrient broth 
(LNB) 

2.4 การแยกและจําแนกชนิดทางสัณฐาน
วิทยา 

แยกราเอนโดไฟทโดยวิธีท่ีดัดแปลงจาก 
เลขา และคณะ (2554) โดยตัดใบไมสวนท่ีสมบูรณ 
จํานวน 5 ชิ้น ขนาด 5x5 มิลลิเมตร แชในสาร 
ละลาย 70 % ethanol นาน 1 นาที ลางดวย 
น้ํากล่ัน แชในสารละลาย 10 % chlorox นาน 1 
นาที ลางดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อ 3 รอบ รอบละ 1 
นาที ซับใหแหงบนกระดาษกรองปลอดเชื้อ นําใบไมท่ี
ฆาเชื้อแลว มาวางบนจานอาหาร WA บมท่ีอุณหภูมิ  
25-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-10 วัน ตัดวุนสวน
ท่ีมีเสนใยราเจริญจากสวนของใบไมท่ีแตกตางกัน 
มาเล้ียงซ้ําบนอาหาร PDA บมท่ีอุณหภูมิ 25-30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-4 วัน ตัดวุน สวนท่ีมี
ลักษณะการเจริญของราซึ่งแสดงลักษณะโคโลนี
แตกตางกัน มาเล้ียงในหลอดเกลียว เก็บเชื้อเปน
สายพันธุบริสุทธิ์ เพ่ือศึกษาลักษณะโคโลนี ลักษณะ
เสนใย ชนิด และลักษณะสปอร ความสามารถใน
การสรางสปอรและการสรางโครงสรางสืบพันธุอ่ืน ๆ 
บนจานอาหาร จัดจําแนกราโดยใชคูมือจัดจําแนกรา
ท่ัวไปและราทะเล (Barnett and Hunter, 1998; 
Kohlmeyer and Volkmann Kohlmeyer, 1991; 
Jones et al., 2009) 

2.5 การเตรียมหัวเชื้อและสารสกัด 
ใช cork borer เจาะบริเวณขอบรอบนอก

ของโคโลนีราเอนโดไฟท มาเล้ียงซ้ําบนอาหาร PDA 
บมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4-7 วัน 
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ใช cork borer เจาะบริเวณขอบรอบนอกของโคโลนี
ประมาณ 5 ชิ้น ใสในอาหารเหลวที่เหมาะสม 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร 3 ขวด บมท่ีอุณหภูมิหอง และเขยาดวย
ความเร็ว 150 รอบตอนาที (ประมาณ 28-30 องศา
เซลเซียส) เปนเวลา 4 วัน เมื่อครบกําหนด นํามา
กรองดวยกระดาษกรอง เพ่ือแยกสวนของน้ําหมัก
และเสนใยราออกจากกัน นําน้ําหมักของราท่ีได มา
สกัดดวยสารละลาย ethyl acetate 2 ครั้ง หลังจากนั้น 
นําสวน ethyl acetate ไประเหยตัวทําละลายออก
ดวยเครื่อง evaporator จากน้ันละลายสารสกัดท่ีได
ดวย 50 % dimethylsulfoxide (DMSO) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร   

2.6 ศึกษาความเค็มและชนิดอาหารท่ี
เหมาะสมในการสรางสารออกฤทธ์ิ 

นําราเอนโดไฟท TH121 มาหมักใน
อาหารเล้ียงเชื้อท่ีเตรียมดวยน้ํากล่ัน และน้ําท่ีผสม
น้ําทะเล ใหมีคาความเค็มตาง ๆ กัน อยางละ 3 
ฟลาสก (ตารางที่ 1) เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอ
นาที ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 4 วัน สกัดสารจาก
อาหารแตละฟลาสกตามวิธีท่ีแสดงขางตน นําสาร
สกัดจากอาหารเล้ียงเชื้อแตละฟลาสก (น้ําหมัก) ท่ี
ผานการระเหยแหงดวยเคร่ือง evaporator ไป
ละลายดวยสารละลาย 50 % DMSO และทดสอบ
การยับย้ังราสาเหตุโรคพืช A. brassicicola โดยการ
วางแผน disc ท่ีมีสารสกัดตัวอยาง 20 ไมโครลิตร ลง
บนจานอาหารราโรคพืชอายุ 3 วัน หางจากขอบ
โคโลนี 1 เซนติเมตร จากน้ันบมเปนเวลา 3 วัน ท่ี
อุณหภูมิ  หอง บันทึกผลระยะยับย้ัง (Inhibition 
distance) เทียบกับสารละลาย 50 % DMSO (ทํา 3 
ซ้ํา) เลือกคาความเค็มอาหารท่ีใหผลดีท่ีสุด มาใชใน
การเตรียมอาหารเล้ียงรา 5 ชนิด (ตารางที่ 1) ศึกษา
ผลตอการสรางสารออกฤทธิ์ของราในอาหาร 

เชนเดียวกับวิธีท่ีกลาวมาขางตน บันทึกผลเปน
ระยะยับย้ัง (ทํา 3 ซ้ํา) 
 
Table 1 Fermentation conditions for optimiza-

tion of TH121 
 

Salinity 
(ppt) 

Media 
Fermentation 
period (day) 

0, 10, 15, 
20, 30 

0.5xPDB, PDB, 
SDB, YMB, LNB 

4 

 

0.5xPDB = half concentration of PDB, 
      PDB = potato dextrose broth, 
      SDB = Sabouraud dextrose broth, 
      YMB = yeast malt broth, 
      LNB = low nutrient broth 
 

2.7 การวิเคราะหทางสถิติ 
นําขอมูลท่ีไดในแตละปจจัยมาคัดเลือก

ระดับปจจัยท่ีเหมาะสมตอการผลิตสารตานรา A. 
brassicicola ดวยวิธี ANOVA ท่ีระดับความเชื่อมั่นท่ี 
0.05 (P=0.05) ถาปจจัยดังกลาวมีนัยสําคัญแลวจึง
วิเคราะหขอมูลตอดวยวิธี Duncan’s multiple 
range test (DMRT) ท่ีระดับความเชื่อมั่น 0.05 
(P=0.05) โดยใชโปรแกรมวิเคราะหทางสถิติ SPSS 
เพ่ือคัดเลือกระดับปจจัยท่ีเหมาะสมตอการทดลอง 
ขั้นถัดไป 

2.8 ศึกษารูปแบบสารองคประกอบใน
สารสกัดดวยวิธี  thin layer chromatography 
(TLC) 

หยดสารสกัดท่ีตองการทดสอบ 0.5 
ไมโครลิตร ลงบนแผน TLC สําเร็จรูป silica gel 
60F254 (Merk) ท่ีตัดใหมีขนาด 5x7 เซนติเมตร ให
จุดสารสกัดอยูห างจากขอบลางของแผน  0.5 
เซนติเมตร วางผึ่งใหสารแหง นําแผน TLC วางใน
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ภาชนะปดสนิท ภายในบรรจุสารละลาย chloroform 
และ methanol ในอัตราสวน 9.5:0.5 ตรวจสอบ
สารประกอบที่แยกออกจากกันใตแสง UV ความยาว
คล่ืน 254 นาโนเมตร 
 

3. ผลการทดลอง  
3.1 การแยกและจัดจําแนกรา TH 121 

แยกรา TH121 ซึ่งเปนราเอนโดไฟทท่ีได
จากใบโพทะเลและมีฤทธิ์ยับย้ัง A. brassicicola ได
บนอาหารแข็ง PDA และ SDA ท่ีเตรียมดวยน้ํากล่ัน 
มาเล้ียงเปนสายพันธุบริสุทธิ์ และศึกษาลักษณะ
โคโลนีบนอาหาร PDA เมื่อเล้ียงเปนเวลา 7 วัน 
พบวามีเสนใยออนสีขาวสานกันแนน และดานหลัง
โคโลนีเปนสีเหลือง อัตราการเจริญชา ขนาดเสน
ผานศูนยกลางโคโลนี 2.9 เซนติเมตร สวนบนอาหาร 
CMA มีการสรางพิคนิเดีย (pycnidia) สีน้ําตาล ฝงใน
เนื้อวุน เมื่อตรวจสอบ ลักษณะราภายใตกลองจุลทรรศน 
พบเสนใยละเอียดมีผนังกั้น สรางสปอรรูปหยดน้ํา 
ขนาดเล็ก ในปริมาณนอยมาก (1-2 สปอร) จึง
สามารถจัดจําแนกไดเพียงในเบื้องตนวาเปนรากลุม 
coelomycete 

3.2 การศึกษาการยับย้ัง A. brassicicola 
ของสารสกัดหยาบ 

การทดสอบสารสกัดสารจากน้ําหมักรา 
TH121 ท่ีเล้ียงเปนเวลา 4 วัน ในอาหาร 0.5xPDB  
ท่ีเตรียมดวยน้ํากล่ัน (0 ppt) และน้ําทะเลที่ปรับใหมี
คาความเค็ม 10, 15, 20 และ 30 ppt พบวารา 
TH121 ท่ีเล้ียงในอาหารที่มีคาความเค็มระหวาง 0-
15 ppt สรางสารยับย้ัง A. brassicicola ได โดยท่ี 
น้ํากล่ันเหมาะสมตอการเตรียมอาหารสําหรับเล้ียง
รา เพ่ือเตรียมสารสกัดยับย้ังราสาเหตุโรคพืชมาก
ท่ีสุด เมื่อทดสอบสารสกัดจากอาหารท่ีเตรียมดวย
น้ํากล่ัน พบวามีระยะยับย้ัง 0.27 เซนติเมตร 
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากสารสกัดท่ี

เตรียมไดจากนํ้าทะเลที่ปรับใหมีคาความเค็ม 10 
ppt และ 15 ppt ซึ่งใหผลระยะยับย้ังเทากันคือ 0.13 
เซนติเมตร (ตารางที่ 2) จากนั้นเลือกน้ํากล่ันซึ่ง
ใหผลการยับย้ัง A. brassicicola ดีท่ีสุดมาใชในการ
เตรียมอาหารเหลวชนิดตาง ๆ เพ่ือใหไดอาหารท่ี
เหมาะสมตอการสรางสารยับย้ังมากย่ิงขึ้น 
 
Table 2 Antifungal activity against A. brassici-

cola of the extracts from TH121 culture 
filtrate after fermentation in PDB with 
different salinity 

 

Salinity Inhibition distance (cm) 
0 ppt 0.27 ± 0.05a 
10 ppt 0.13 ± 0.05b 
15 ppt 0.13 ± 0.05b 
20 ppt 0c 
30 ppt 0c 

 

ppt = part per thousand 
Means of 9 replicates  
Means followed by different letters differ 

significantly at p = 0.05 (DMRT) 
 

การทดสอบหาอาหารท่ีเหมาะสมและเตรียม
จากนํ้ากล่ัน จํานวน 5 ชนิด คือ PDB, 0.5xPDB, 
SDB, YMB และ LNB ท่ีนํามาเล้ียงราเอนโดไฟท
เพ่ือใหสรางสารออกฤทธิ์ยับย้ังราสาเหตุโรคพืช 
(ตารางที่ 3) ซึ่งจะเห็นวา 0.5xPDB และ PDB เปน
อาหารท่ีเหมาะสมสําหรับการเล้ียงราเอนโดไฟท 
TH121 เพ่ือใหสรางสารออกฤทธิ์ชีวภาพ (รูปท่ี 1) 
ขณะท่ีฤทธิ์ยับย้ังของสารท่ีสกัดไดจากราท่ีเล้ียงใน 
YMB อยูในระดับปานกลาง โดยมีระยะยับย้ัง 0.46 
เซนติเมตร 0.37 เซนติเมตร และ 0.25 เซนติเมตร 
ตามลําดับ 
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Table 3 Antifungal activity against A. brassici-
cola of the extracts from TH121 culture 
filtrate after fermentation in different 
type of media 

 

Media Inhibition distance (cm) 
0.5xPDB 0.46 ± 0.08a 

PDB 0.37 ± 0.09a 
SDB 0.05 ± 0.05c 
YMB 0.25 ± 0.08b 
LNB 0.16 ± 0.06b 

 

ppt = part per thousand 
Means of 9 replicates  
Means followed by different letters differ 

significantly at p = 0.05 (DMRT) 
 

 
 

Figure 1 Antifungal activity against A. brassici-
cola of the extracts from TH121 
culture filtrate after fermentation in 
different types of media; 1: potato 
dextrose broth (PDB), 2: half concentra-
tion of PDB (0.5xPDB), 3: yeast malt 
broth (YMB), 4: low nutrient broth 
(LNB), 5: Sabouraud dextrose broth 
(SDB), CT-: disc soaked with 50 % 
DMSO as negative control 

3.3 การศึกษาสารองคประกอบโดยวิธี 
thin layer chromatography 

การวิเคราะหชนิดสารองคประกอบใน
สารสกัดหยาบที่ไดจากการหมักราเอนโดไฟท 
TH121 ในอาหาร PDB ท่ีมีคาความเค็มตาง ๆ กัน 
พบวา spot ของสารที่วิเคราะหไดยังไมแตกตางกัน
ชัดเจน สารสกัดหยาบท้ังหมดไมวาจะสกัดมาจาก
ราท่ีเล้ียงในอาหารที่มีความเค็มเทาใด ประกอบดวย
สารองคประกอบ 2 ชนิด ท่ีมีคา Rf ตางกันเพียง
เล็กนอย แตหลังจากนําราเอนโดไฟทไปเล้ียงใน
อาหารชนิดตาง ๆ ท่ีเตรียมจากนํ้ากล่ัน สารสกัด
จากราท่ีเล้ียงในอาหารตางกันใหรูปแบบสารองค 
ประกอบตางกัน โดยสารสกัดจากราเอนโดไฟท 
TH121 ท่ีเล้ียงใน PDB และ YMB พบสารองค 
ประกอบกลุมท่ี 2 และ 3 เปนสารเดน (ภาพที่ 2) 
 

 
 

Figure 2 Spectrum of compounds on silica gel 
60F254 of the extracts extract from 
TH121 cultured filtrate after fermenta-
tion in different types of media; A: 
half concentration of potato dextrose 
broth (0.5xPDB), B: potato dextrose 
broth (PDB), C: yeast malt broth 
(YMB), D: low nutrient broth (LNB), 
E: Sabouraud dextrose broth (SDB) 
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4. อภิปรายผลการทดลอง 
เนื่องจาก TH121 เปนราเอนโดไฟทท่ีแยก

ไดจากใบโพทะเลที่มีฤทธิ์ยับย้ัง A. brassicicola บน
อาหารแข็งดีท่ีสุด จึงไดนําสายพันธุบริสุทธิ์มาจัด
จําแนก แตจากความสามารถในการสรางสปอรท่ีไม
ดีนัก และลักษณะสปอรขนาดเล็กในพิคนิ เดีย 
(pycnedia) บนอาหาร PDA ทําใหสามารถจําแนก
ในเบ้ืองตนเปนเพียงรากลุม coelomycete การจัด
จําแนกถึงระดับสกุลหรือระดับชนิด อาจตองใช
การศึกษาทางพันธุศาสตรรวมดวย มีรายงานวา
สวนใหญของราเอนโดไฟทในพืชสวนใหญรวมทั้ง
โพทะเลเปน mycelia sterilia (Kokaew et al. 
2008; Chaeprasert et al., 2010) 

A. brassicicola เปนเชื้อท่ีเจริญเร็ว สราง
สปอรงาย ทําใหการควบคุมการเจริญทําไดยากกวา 
ราที่เปนสาเหตุโรคพืชชนิดอื่น และรายงานการ
ควบคุม A. brassicicola ในระยะที่ผานมามีไมมาก
นัก โดยมีรายงานวารา Trichoderma virens 
จํานวน 13 สายพันธุ สามารถยับย้ังการเจริญเสนใย
ของราสายพันธุกอโรคได และเมื่อทดสอบสารสกัด
จาก T. virens กับสปอรของ A. brassicicola พบ
การงอกของสปอร A. brassicicola มีเพียง 9.4 % 
เมื่อเทียบกับ 98.5 % ของชุดควบคุม 

มีรายงานในราทะเลกลุม obligate marine 
fungi พบวาความสามารถในการสรางสารทุติยภูมิ 
ขึ้นกับความเค็มน้ําทะเลที่แตกตางกัน และความ
เค็มเปนปจจัยสําคัญตอการสรางสารเมตาบอไลทใน 
ราทะเลกลุมนี้ (Bugni and Ireland, 2004) ดังนั้น
การเล้ียงราเอนโดไฟทของพืชชายเลนซึ่งเปนรา
ทะเลกลุม marine-derived fungi ในหองปฏิบัติการ 
ความเค็มของอาหารเล้ียงเชื้อท่ีไมเหมาะสมอาจเปน
ปจจัยหนึ่งท่ีทําใหความสามารถในการสรางสาร
ทุติยภูมิราเอนโดไฟทของพืชชายเลน ซึ่งตองอาศัย
อยู ในใบพืชท่ีมีความเค็มน้ํ าในใบสูง ลดตํ่าลง 

นอกจากความเค็มแลว ชนิดของอาหารท่ีใชเล้ียงรา
เอนโดไฟทของพืชชายเลน นาจะมีความสําคัญ
อยางมากตอการสรางสารยับย้ังรา จากสภาพ
ธรรมชาติท่ีพบราเอนโดไฟทชนิดเดนหลายชนิด
ตางกันในพืชตางชนิดกัน  (Kumaresan and 
Suryanarayanan, 2001) การศึกษานี้คณะผูวิจัยจึง
เลือกสภาวะความเค็มอาหารและชนิดอาหาร ใน
การศึกษาเบ้ืองตน 

จากการศึกษาครั้งนี้พบวาสารสกัดจากรา
เอนโดไฟท ท่ีนํามาศึกษาใหผลในการยับย้ังรา 
A. brassicicola ไดดีท่ีสุดในอาหารท่ีเตรียมจากน้ํา
กล่ันท่ีไมไดผสมนํ้าทะเล เมื่อความเค็มในอาหาร 
>15 ppt ราเอนโดไฟท TH121 ไมสรางสารยับย้ัง 
A. brassicicola คุณสมบัตินี้สอดคลองกับรายงาน 
อ่ืน ๆ ท่ีผานมาในราทะเลกลุม obligate marine 
fungi ซึ่งสวนใหญสรางสารออกฤทธ์ิชีวภาพไดดีใน 
น้ํากล่ัน เนื่องจากไมตองสูญเสียพลังงานในการ
สรางสารเพ่ือปกปองตนเองจากความเค็ม (Bugni 
and Ireland, 2004) และเปนไปไดวาสมมุติฐานนี้
สามารถนํามาใชกับราเอนโดไฟทในพืชชายเลนซึ่งถูก
จัดเปนราทะเลประเภทหนึ่งได 

ความสมบูรณของสารอาหารมีความสําคัญ
อยางมาก ตอการสรางสารยับย้ังราสาเหตุโรคพืช
ของราเอนโดไฟท TH121 จากการศึกษาพบวา
สารอาหารท่ีมีอยางสมบูรณใน PDB, YMB และ 
SDB จะชวยใหรา TH121 สรางสารยับย้ัง A. 
brassicicola ไดดี สวนอาหาร LNB ซึ่งมีสารอาหาร
นอยมากคือมีแหลงคารบอน (dextrose) 2 กรัมตอ
ลิตร แหลงไนโตรเจน (yeast extract และ malt 
extract) 0.3 กรัมตอลิตร (Motti et al., 2007) ใหผล
ตางออกไปอยางชัดเจน นอกจากความสมบูรณของ
สารอาหารแลว ชนิดของสารอาหารอาจมีสวนสําคัญ
เชนเดียวกัน ซึ่งถาพิจารณาองคประกอบของอาหาร 
PDB และ SDB ในดานแหลงไนโตรเจนและแหลง
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คาร บอนในอาหาร เลี้ ย ง เชื้ อ แล ว จ ะพบว ามี
องคประกอบตางกันโดยเฉพาะอยางย่ิงแหลง
ไนโตรเจน ซึ่งเปนแหลงอาหารสําหรับการผลิต    
เมตาบอไลทของรา (Li at al., 2007) ดังนั้นเปนไป
ไดวา ผลของสารสกัดท่ีตางกันของ TH121 ท่ีเล้ียง
ในอาหารตางชนิดกัน ดังเชนกรณีของ PDB และ 
SDB นาจะมาจากความแตกตางของสารอาหารที่
เปนแหลงไนโตรเจน นอกเหนือจากคุณสมบัติ
จําเพาะของราเอนโดไฟทเองหรือปจจัยอื่น ๆ ท่ียัง
ไมไดศึกษาในที่นี้ 

การวิเคราะหรูปแบบสารองคประกอบ
หลังจากปรับคาความเค็มของอาหาร PDB ท่ีใช
เล้ียงราเอนโดไฟท ยังไมพบวาราเอนโดไฟทสราง
สารท่ีแตกตางกันอยางเดนชัด และสารประกอบ
ชนิดท่ี 2 และชนิดท่ี 3 อาจเปนสารชนิดเดียวกัน
เนื่องจากอัตราการเคล่ือนท่ีในแผน TLC ใกลเคียง
กันมาก แตการทํา TLC ของสารสกัดจากเอนโด-
ไฟท เมื่อใชอาหารชนิดตาง ๆ กัน ท่ีปรับคาความ
เค็มใหเหมาะสมแลว แสดงใหเห็นรูปแบบของสาร
องคประกอบท่ีเปล่ียนไปขึ้นกับชนิดอาหารท่ีใชเล้ียง
ราTH121 แสดงใหเห็นวาการคัดเลือกสภาวะท่ี
เหมาะสมเมื่อคํานึงถึงปจจัยหลัก 2 ปจจัย เริ่มสงผล
ตอความสามารถในการสรางสารยับ ย้ังรา  A. 
brassicicola  ในสารสกัดจากอาหารเล้ียงราเอนโด
ไฟท TH121 ท่ีเหมาะสม พบสารองคประกอบท่ี
แตกตาง หรือปริมาณที่ตางจากท่ีพบในสารสกัดท่ี
เตรียมจากอาหารท่ีไมเหมาะสม โดยเฉพาะสาร
องคประกอบชนิดท่ี 2 และชนิดท่ี 3 เปนไปไดวา
สารประกอบเหลานี้เปนสารท่ีมีบทบาทในการยับย้ัง
ราสาเหตุโรคพืช สารสกัดท่ียับย้ังได นาจะเปนสาร
ในกลุมไมมีขั้วหรือมีขั้วนอย เนื่องจากเคล่ือนใน
แผน silica gel ไดไมดีนัก ซึ่งจะไดทําการศึกษา
ตอไป  ตัวอย างสารออกฤทธิ์ ชี วภาพท่ีไดจาก 

ราเอนโดไฟทท่ัวไป เชน deoxytetrahydrobostrycin, 
aloesol และ deoxybostrycin (Kjer, 2009) 
 

5. สรุปผลการทดลอง 
จากการศึกษาพบวาราเอนโดไฟท TH121 

เปนราในกลุม coelomycete การศึกษาสภาวะท่ี 
TH121 สามารถยับย้ังราสาเหตุโรคพืช A. 
brassicicola ดี ท่ี สุดในการศึกษานี้ มุงเนนถึงคา
ความเค็มของอาหาร และชนิดของอาหารเหลวที่
แตกตางกัน โดยในเบ้ืองตนทําการศึกษาผลของ
ความเค็มในอาหาร potato dextrose broth พบวา
อาหารท่ีเตรียมดวยน้ํากล่ันใหผลดีท่ีสุด และเมื่อนํา
น้ํากล่ันมาทดลองเตรียมอาหารหมักรา TH121 5 
ชนิด คือ potato dextrose broth (PDB), potato 
dextrose broth ท่ีลดสารอาหารลงคร่ึงหนึ่ง (0.5x 
PDB), Sabouraud dextrose broth (SDB), yeast 
malt broth (YMB) และ low nutrient broth (LNB) 
พบวาอาหาร 0.5xPDB ใหผลดีท่ีสุด โดยที่สารสกัด
ท่ีเตรียมไดจากการหมักรา TH121 ในอาหาร 
0.5xPDB ท่ีเตรียมจากน้ํากล่ัน ใหคาระยะยับย้ัง
สูงสุด 
 

6. กิตติกรรมประกาศ 
คณะผู วิจัยขอขอบคุณ  สํานักงานคณะ 

กรรมการวิจัยแหงชาติ ท่ีไดจัดสรรเงินงบประมาณ
แผนดิน ประจําป พ.ศ. 2554 สนับสนุนงานวิจัย 
ข อ ข อ บ คุ ณ โ ค ร ง ก า ร บั ณฑิ ต ศึ ก ษ า  คณ ะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา และคุณสุติรัตน 
ปุนประเสริฐ นักวิทยาศาสตรโครงการบัณฑิตศึกษา 
ท่ีใหความอนุเคราะหและอํานวยความสะดวกในการ
ใชเครื่องมือและสถานที่ในการทําวิจัย ขอขอบคุณ
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย
บูรพา  ท่ีอนุ เคราะหสารเคมีและวัสดุ อุปกรณ
บางสวน ขอขอบคุณ คุณสุพรรษา พันธุธรรม 
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นัก ศึกษาปริญญาตรี  ผู ช วยวิ จั ย ในโครงการ 
ตลอดจนขอขอบคุณเจาหนาท่ีภาควิชาจุลชีววิทยา
ทุกทานท่ีอํานวยความสะดวกในการปฏิบัติงานวิจัย 
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