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บทคัดยอ 
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟท TH121 พบวาอยูในกลุม coelomycete การศึกษา 

ความเค็มของอาหารที่เหมาะสม ระหวาง 0-30 ppt (สวนในพันสวน) 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 เพ่ือใหสราง
สารยับย้ังการเจริญของราสาเหตุโรคพืช A. brassicicola พบฤทธิ์ยับย้ังดีท่ีสุดเมื่อหมักรา TH121 ในอาหาร 
0.5xPDB ท่ีเตรียมจากน้ํากล่ัน (0.5xPDB/DW) โดยท่ีเมื่อนําสารสกัดปริมาตร 20 ไมโครลิตร ท่ีสกัดไดจากน้ําหมัก 
0.5xPDB/DW ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และละลายในสารละลาย 50 % DMSO ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทดสอบฤทธิ์
ยับย้ังการเจริญ A. brassicicola ดวยวิธี disc diffusion พบระยะยับย้ังสูงสุด (Inhibition distance) 0.46 เซนติเมตร 
หลังจากบมนาน 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), 
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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 
ราเอนโดไฟทเปนราที่อาศัยอยูในเนื้อเย่ือ

ของพืช และสามารถเจริญไดดี โดยไมทําใหเกิดโรค
หรือการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาท่ีผิดปกติแกพืช
ชนิดนั้น ๆ (Petrini, 1991) รากลุมนี้มีความสําคัญตอ
พืชท่ีอาศัยท้ังทางตรงและทางออม โดยจะชวยเพ่ิม
ความสามารถในการตานทานศัตรูพืชตาง ๆ เพ่ิมความ
ทนทานตอสภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมไดดีกวา
พืชท่ีไมมีเอนโดไฟทอาศัยอยู ราเอนโดไฟทหลาย
ชนิดสรางสารออกฤทธิ์ชีวภาพตานจุลินทรียหลาย
ชนิด รวมทั้งตานราท่ีเปนสาเหตุโรคพืช (Park et 
al., 2005; Xu et al., 2009; Chaeprasert et al., 
2010) ท้ังยังมีอิทธิพลในแงความหลากหลายทาง
ชวีภาพ เนื่องจากสามารถพบราเอนโดไฟทไดในพืช
ตระกูลตาง ๆ เปนจํานวนมากรวมทั้งพืชชายเลน 
คุณสมบัติเหลานี้ของราเอนโดไฟทเปนประโยชนตอ
การนํามาใชประโยชนในดานตาง ๆ โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในดานเกษตรกรรม (Saikkonen, 2007) จึง
มีการศึกษาวิจัยราเอนโดไฟทกันอยางกวางขวางใน
ปจจุบัน 

ประเทศไทยเปนประเทศที่ผลิตและสงออก
ผัก ผลไม ไปยังประเทศตาง ๆ ท่ัวโลกแตตอง
ประสบปญหาจากจุลินทรีย ท่ีเปนสาเหตุโรคพืช
ประเภทตาง ๆ ในกลุมของจุลินทรียท่ีเปนสาเหตุ
โรคพืช พบวาราจัดเปนสาเหตุท่ีสําคัญท่ีทําความ
เสียหายใหแกพืชผลมากท่ีสุด มีรามากกวา 8,000 

ชนิด ท่ีเปนสาเหตุโรคพืช และมีพืชชั้นสูงรวมถึง
พืชผลทางการเกษตรเกิดโรคเนื่องจากราไมนอย
กวา 100,000 โรค ราอะนามอรพ (anamorphic 
fungi) เปนรากลุมหนึ่งท่ีมีรายงานการเปนสาเหตุ
โรคพืชในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด ท้ังในประเทศ
ไทยและประเทศตาง ๆ ท่ัวโลก รา Alternaria spp. 
เปนราเปนสาเหตุโรคพืชท่ีสําคัญชนิดหนึ่งท้ังของ
ไทยและตางประเทศ โดยกอโรคใบจุดดําในพืชตระกูล
กะหลํ่า (Intana et al., 2005; Muto et al., 2006) 
โรคพืชเหลานี้ทําความเสียหายตอท้ังปริมาณและ
คุณภาพของผลผลิตเปนอยางมาก  สงผลใหผลผลิต
ท่ีไดมีจํานวนนอยไมคุมกับการลงทุน และตองมีการ
ใชสารเคมีเพ่ือปองกันเชื้อรากอโรคเหลานี้ สารเคมี
ท่ีใชอาจสงผลเปนอันตรายตอส่ิงแวดลอม ตอมนุษย
และสัตว (นิตยา, 2552) 

การควบคุมโรคพืชทางชีววิธี เปนทางเลือก
หนึ่ง ท่ีสามารถนํามาใชควบคุมโรคพืชได และ
ปลอดภัยกวาการใชสารเคมี ซึ่งอาจทําไดโดยใชรา
ที่ไมกอโรคในการควบคุมราปรปกษ ที่เปนสาเหตุ
ของโรคพืชโดยตรง  หร ืออาจใช สารออกฤทธิ์
ชีวภาพที่สกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ ทําลายราที่เปน
สาเหตุโรคพืช (Hostettmann and Marston, 1994; 
Intana et al., 2005; Xie et al., 2008) การใชสาร
สกัดจากรายับย้ังราที่เปนสาเหตุโรคพืช มีรายงาน
ไวนอยมากเมื่อเทียบกับวิธีแรก แตในระยะ 10 ปท่ี
ผานมา มีผูใหความสนใจกันมากขึ้น เนื่องจากพบ 
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วาราเอนโดไฟท สามารถสรางสารยับย้ังการเจริญ
ราสาเหตุโรคพืชไดหลายชนิด (Park et al., 2005) 

โพทะเล (Thespesia populnea) เปนพืช
เดนชนิดหนึ่งท่ีพบเปนไมพ้ืนลางในปาชายเลน 
ลักษณะเดนท่ีเห็นชัดคือมีใบคลายใบโพธิ์ ราเอนโด
ไฟทในโพทะเลและพืชชายเลนสามารถจัดเปนรา
ทะเลประเภทหน่ึง ท่ีเรียกวา marine-derived fungi 
(Miller, 2000; Proksch et al., 2010) ท่ีผานมามี
รายงานการศึกษาราเอนโดไฟทและคุณสมบัติใน
การยับย้ังแบคทีเรียของราเอนโดไฟทในโพทะเล 
และพืชชายเลนอื่น ๆ เพียงเล็กนอย แตยังไมมี
รายงานการยับย้ังรากอโรคพืช 

งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาความ 
สามารถของราเอนโดไฟทในใบโพทะเล ในการ
ยับย้ังการเจริญ A. brassicicola รวมท้ังศึกษาผล
ของความเค็มและชนิดของอาหารเล้ียงเชื้อ ซึ่งเปน
ปจจัยท่ีมีอิทธิพลมากตอการสรางสารออกฤทธิ์
ชีวภาพของราทะเล 
 

2. วัสดุอุปกรณและวิธีทดลอง 
2.1 ตัวอยางและแหลงเก็บตัวอยาง 

ทําการเก็บตัวอยางใบโพทะเลที่มีสภาพ
ดีจากโพทะเล 3 ตน ตนละ 5 ใบ จากปาชายเลน
เขตนํ้าทะเลทวมถึง บริเวณอาวคุงกระเบน ตําบล
คลองขุด อําเภอทาใหม จังหวัดจันทบุรี เดือน
ตุลาคม 2553 

2.2 ราสาเหตุโรคพืช 
 Alternalia brassicicola DOAC 0436 

กอโรคใบจุดในพืชตระกูลกะหลํ่า จัดซื้อจากกรม
วิชาการเกษตร 

2.3 อาหารที่ใช 
อาหารท่ีใชในการศึกษาประกอบดวย

อาหารแข็งสําหรับเ ล้ียงเ ช้ือ จําแนกชนิด และ
ทดสอบผลยับย้ังการเจริญ ไดแก water agar 

(WA), potato dextrose agar (PDA) และ corn 
meal agar (CMA) อาหารเหลวสําหรับการหมัก 
ไดแก 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 

แยกราเอนโดไฟทโดยวิธีท่ีดัดแปลงจาก 
เลขา และคณะ (2554) โดยตัดใบไมสวนท่ีสมบูรณ 
จํานวน 5 ชิ้น ขนาด 5x5 มิลลิเมตร แชในสาร 
ละลาย 70 % ethanol นาน 1 นาที ลางดวย 
น้ํากล่ัน แชในสารละลาย 10 % chlorox นาน 1 
นาที ลางดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อ 3 รอบ รอบละ 1 
นาที ซับใหแหงบนกระดาษกรองปลอดเชื้อ นําใบไมท่ี
ฆาเชื้อแลว มาวางบนจานอาหาร WA บมท่ีอุณหภูมิ  
25-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-10 วัน ตัดวุนสวน
ท่ีมีเสนใยราเจริญจากสวนของใบไมท่ีแตกตางกัน 
มาเล้ียงซ้ําบนอาหาร PDA บมท่ีอุณหภูมิ 25-30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-4 วัน ตัดวุน สวนท่ีมี
ลักษณะการเจริญของราซึ่งแสดงลักษณะโคโลนี
แตกตางกัน มาเล้ียงในหลอดเกลียว เก็บเชื้อเปน
สายพันธุบริสุทธิ์ เพ่ือศึกษาลักษณะโคโลนี ลักษณะ
เสนใย ชนิด และลักษณะสปอร ความสามารถใน
การสรางสปอรและการสรางโครงสรางสืบพันธุอ่ืน ๆ 
บนจานอาหาร จัดจําแนกราโดยใชคูมือจัดจําแนกรา
ท่ัวไปและราทะเล (Barnett and Hunter, 1998; 
Kohlmeyer and Volkmann Kohlmeyer, 1991; 
Jones et al., 2009) 

2.5 การเตรียมหัวเชื้อและสารสกัด 
ใช cork borer เจาะบริเวณขอบรอบนอก

ของโคโลนีราเอนโดไฟท มาเล้ียงซ้ําบนอาหาร PDA 
บมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4-7 วัน 
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ใช cork borer เจาะบริเวณขอบรอบนอกของโคโลนี
ประมาณ 5 ชิ้น ใสในอาหารเหลวที่เหมาะสม 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร 3 ขวด บมท่ีอุณหภูมิหอง และเขยาดวย
ความเร็ว 150 รอบตอนาที (ประมาณ 28-30 องศา
เซลเซียส) เปนเวลา 4 วัน เมื่อครบกําหนด นํามา
กรองดวยกระดาษกรอง เพ่ือแยกสวนของน้ําหมัก
และเสนใยราออกจากกัน นําน้ําหมักของราท่ีได มา
สกัดดวยสารละลาย ethyl acetate 2 ครั้ง หลังจากนั้น 
นําสวน ethyl acetate ไประเหยตัวทําละลายออก
ดวยเครื่อง evaporator จากน้ันละลายสารสกัดท่ีได
ดวย 50 % dimethylsulfoxide (DMSO) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร   

2.6 ศึกษาความเค็มและชนิดอาหารท่ี
เหมาะสมในการสรางสารออกฤทธ์ิ 

นําราเอนโดไฟท TH121 มาหมักใน
อาหารเล้ียงเชื้อท่ีเตรียมดวยน้ํากล่ัน และน้ําท่ีผสม
น้ําทะเล ใหมีคาความเค็มตาง ๆ กัน อยางละ 3 
ฟลาสก (ตารางที่ 1) เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอ
นาที ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 4 วัน สกัดสารจาก
อาหารแตละฟลาสกตามวิธีท่ีแสดงขางตน นําสาร
สกัดจากอาหารเล้ียงเชื้อแตละฟลาสก (น้ําหมัก) ท่ี
ผานการระเหยแหงดวยเคร่ือง evaporator ไป
ละลายดวยสารละลาย 50 % DMSO และทดสอบ
การยับย้ังราสาเหตุโรคพืช A. brassicicola โดยการ
วางแผน disc ท่ีมีสารสกัดตัวอยาง 20 ไมโครลิตร ลง
บนจานอาหารราโรคพืชอายุ 3 วัน หางจากขอบ
โคโลนี 1 เซนติเมตร จากน้ันบมเปนเวลา 3 วัน ท่ี
อุณหภูมิ  หอง บันทึกผลระยะยับย้ัง (Inhibition 
distance) เทียบกับสารละลาย 50 % DMSO (ทํา 3 
ซ้ํา) เลือกคาความเค็มอาหารท่ีใหผลดีท่ีสุด มาใชใน
การเตรียมอาหารเล้ียงรา 5 ชนิด (ตารางที่ 1) ศึกษา
ผลตอการสรางสารออกฤทธิ์ของราในอาหาร 

เชนเดียวกับวิธีท่ีกลาวมาขางตน บันทึกผลเปน
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 การวิเคราะหทางสถิติ 
นําขอมูลท่ีไดในแตละปจจัยมาคัดเลือก

ระดับปจจัยท่ีเหมาะสมตอการผลิตสารตานรา A. 
brassicicola ดวยวิธี ANOVA ท่ีระดับความเชื่อมั่นท่ี 
0.05 (P=0.05) ถาปจจัยดังกลาวมีนัยสําคัญแลวจึง
วิเคราะหขอมูลตอดวยวิธี Duncan’s multiple 
range test (DMRT) ท่ีระดับความเชื่อมั่น 0.05 
(P=0.05) โดยใชโปรแกรมวิเคราะหทางสถิติ SPSS 
เพ่ือคัดเลือกระดับปจจัยท่ีเหมาะสมตอการทดลอง 
ขั้นถัดไป 

2.8 ศึกษารูปแบบสารองคประกอบใน
สารสกัดดวยวิธี  thin layer chromatography 
(TLC) 

หยดสารสกัดท่ีตองการทดสอบ 0.5 
ไมโครลิตร ลงบนแผน TLC สําเร็จรูป silica gel 
60F254 (Merk) ท่ีตัดใหมีขนาด 5x7 เซนติเมตร ให
จุดสารสกัดอยูห างจากขอบลางของแผน  0.5 
เซนติเมตร วางผึ่งใหสารแหง นําแผน TLC วางใน
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ภาชนะปดสนิท ภายในบรรจุสารละลาย chloroform 
และ methanol ในอัตราสวน 9.5:0.5 ตรวจสอบ
สารประกอบที่แยกออกจากกันใตแสง UV ความยาว
คล่ืน 254 นาโนเมตร 
 

3. ผลการทดลอง  
3.1 การแยกและจัดจําแนกรา TH 121 

แยกรา TH121 ซึ่งเปนราเอนโดไฟทท่ีได
จากใบโพทะเลและมีฤทธิ์ยับย้ัง A. brassicicola ได
บนอาหารแข็ง PDA และ SDA ท่ีเตรียมดวยน้ํากล่ัน 
มาเล้ียงเปนสายพันธุบริสุทธิ์ และศึกษาลักษณะ
โคโลนีบนอาหาร PDA เมื่อเล้ียงเปนเวลา 7 วัน 
พบวามีเสนใยออนสีขาวสานกันแนน และดานหลัง
โคโลนีเปนสีเหลือง อัตราการเจริญชา ขนาดเสน
ผานศูนยกลางโคโลนี 2.9 เซนติเมตร สวนบนอาหาร 
CMA มีการสรางพิคนิเดีย (pycnidia) สีน้ําตาล ฝงใน
เนื้อวุน เมื่อตรวจสอบ ลักษณะราภายใตกลองจุลทรรศน 
พบเสนใยละเอียดมีผนังกั้น สรางสปอรรูปหยดน้ํา 
ขนาดเล็ก ในปริมาณนอยมาก (1-2 สปอร) จึง
สามารถจัดจําแนกไดเพียงในเบื้องตนวาเปนรากลุม 
coelomycete 

3.2 การศึกษาการยับย้ัง A. brassicicola 
ของสารสกัดหยาบ 

การทดสอบสารสกัดสารจากน้ําหมักรา 
TH121 ท่ีเล้ียงเปนเวลา 4 วัน ในอาหาร 0.5xPDB  
ท่ีเตรียมดวยน้ํากล่ัน (0 ppt) และน้ําทะเลที่ปรับใหมี
คาความเค็ม 10, 15, 20 และ 30 ppt พบวารา 
TH121 ท่ีเล้ียงในอาหารที่มีคาความเค็มระหวาง 0-
15 ppt สรางสารยับย้ัง A. brassicicola ได โดยท่ี 
น้ํากล่ันเหมาะสมตอการเตรียมอาหารสําหรับเล้ียง
รา เพ่ือเตรียมสารสกัดยับย้ังราสาเหตุโรคพืชมาก
ท่ีสุด เมื่อทดสอบสารสกัดจากอาหารท่ีเตรียมดวย
น้ํากล่ัน พบวามีระยะยับย้ัง 0.27 เซนติเมตร 
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากสารสกัดท่ี

เตรียมไดจากนํ้าทะเลที่ปรับใหมีคาความเค็ม 10 
ppt และ 15 ppt ซึ่งใหผลระยะยับย้ังเทากันคือ 0.13 
เซนติเมตร (ตารางที่ 2) จากนั้นเลือกน้ํากล่ันซึ่ง
ใหผลการยับย้ัง A. brassicicola ดีท่ีสุดมาใชในการ
เตรียมอาหารเหลวชนิดตาง ๆ เพ่ือใหไดอาหารท่ี
เหมาะสมตอการสรางสารยับย้ังมากย่ิงขึ้น 
 
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
เพ่ือใหสรางสารออกฤทธิ์ยับย้ังราสาเหตุโรคพืช 
(ตารางที่ 3) ซึ่งจะเห็นวา 0.5xPDB และ PDB เปน
อาหารท่ีเหมาะสมสําหรับการเล้ียงราเอนโดไฟท 
TH121 เพ่ือใหสรางสารออกฤทธิ์ชีวภาพ (รูปท่ี 1) 
ขณะท่ีฤทธิ์ยับย้ังของสารท่ีสกัดไดจากราท่ีเล้ียงใน 
YMB อยูในระดับปานกลาง 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 การศึกษาสารองคประกอบโดยวิธี 
thin layer chromatography 

การวิเคราะหชนิดสารองคประกอบใน
สารสกัดหยาบที่ไดจากการหมักราเอนโดไฟท 
TH121 ในอาหาร PDB ท่ีมีคาความเค็มตาง ๆ กัน 
พบวา spot ของสารที่วิเคราะหไดยังไมแตกตางกัน
ชัดเจน สารสกัดหยาบท้ังหมดไมวาจะสกัดมาจาก
ราท่ีเล้ียงในอาหารที่มีความเค็มเทาใด ประกอบดวย
สารองคประกอบ 2 ชนิด ท่ีมีคา Rf ตางกันเพียง
เล็กนอย แตหลังจากนําราเอนโดไฟทไปเล้ียงใน
อาหารชนิดตาง ๆ ท่ีเตรียมจากนํ้ากล่ัน สารสกัด
จากราท่ีเล้ียงในอาหารตางกันใหรูปแบบสารองค 
ประกอบตางกัน โดยสารสกัดจากราเอนโดไฟท 
TH121 ท่ีเล้ียงใน PDB และ YMB พบสารองค 
ประกอบกลุมท่ี 2 และ 3 เปนสารเดน (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 เปนราเอนโดไฟทท่ีแยก

ไดจากใบโพทะเลที่มีฤทธิ์ยับย้ัง A. brassicicola บน
อาหารแข็งดีท่ีสุด จึงไดนําสายพันธุบริสุทธิ์มาจัด
จําแนก แตจากความสามารถในการสรางสปอรท่ีไม
ดีนัก และลักษณะสปอรขนาดเล็กในพิคนิ เดีย 
(pycnedia) บนอาหาร PDA ทําใหสามารถจําแนก
ในเบ้ืองตนเปนเพียงรากลุม coelomycete การจัด
จําแนกถึงระดับสกุลหรือระดับชนิด อาจตองใช
การศึกษาทางพันธุศาสตรรวมดวย มีรายงานวา
สวนใหญของราเอนโดไฟทในพืชสวนใหญรวมทั้ง
โพทะเลเปน mycelia sterilia (Kokaew et al. 
2008; Chaeprasert et al., 2010) 

A. brassicicola เปนเชื้อท่ีเจริญเร็ว สราง
สปอรงาย ทําใหการควบคุมการเจริญทําไดยากกวา 
ราที่เปนสาเหตุโรคพืชชนิดอื่น และรายงานการ
ควบคุม A. brassicicola ในระยะที่ผานมามีไมมาก
นัก โดยมีรายงานวารา Trichoderma virens 
จํานวน 13 สายพันธุ สามารถยับย้ังการเจริญเสนใย
ของราสายพันธุกอโรคได และเมื่อทดสอบสารสกัด
จาก T. virens กับสปอรของ A. brassicicola พบ
การงอกของสปอร A. brassicicola มีเพียง 9.4 % 
เมื่อเทียบกับ 98.5 % ของชุดควบคุม 

มีรายงานในราทะเลกลุม obligate marine 
fungi พบวาความสามารถในการสรางสารทุติยภูมิ 
ขึ้นกับความเค็มน้ําทะเลที่แตกตางกัน และความ
เค็มเปนปจจัยสําคัญตอการสรางสารเมตาบอไลทใน 
ราทะเลกลุมนี้ (Bugni and Ireland, 2004) ดังนั้น
การเล้ียงราเอนโดไฟทของพืชชายเลนซึ่งเปนรา
ทะเลกลุม marine-derived fungi ในหองปฏิบัติการ 
ความเค็มของอาหารเล้ียงเชื้อท่ีไมเหมาะสมอาจเปน
ปจจัยหนึ่งท่ีทําใหความสามารถในการสรางสาร
ทุติยภูมิราเอนโดไฟทของพืชชายเลน ซึ่งตองอาศัย
อยู ในใบพืชท่ีมีความเค็มน้ํ าในใบสูง ลดตํ่าลง 

นอกจากความเค็มแลว ชนิดของอาหารท่ีใชเล้ียงรา
เอนโดไฟทของพืชชายเลน นาจะมีความสําคัญ
อยางมากตอการสรางสารยับย้ังรา จากสภาพ
ธรรมชาติท่ีพบราเอนโดไฟทชนิดเดนหลายชนิด
ตางกันในพืชตางชนิดกัน  (Kumaresan and 
Suryanarayanan, 2001) การศึกษานี้คณะผูวิจัยจึง
เลือกสภาวะความเค็มอาหารและชนิดอาหาร ใน
การศึกษาเบ้ืองตน 

จากการศึกษาครั้งนี้พบวาสารสกัดจากรา
เอนโดไฟท ท่ีนํามาศึกษาใหผลในการยับย้ังรา 
A. brassicicola ไดดีท่ีสุดในอาหารท่ีเตรียมจากน้ํา
กล่ันท่ีไมไดผสมนํ้าทะเล เมื่อความเค็มในอาหาร 
>15 ppt ราเอนโดไฟท TH121 ไมสรางสารยับย้ัง 
A. brassicicola คุณสมบัตินี้สอดคลองกับรายงาน 
อ่ืน ๆ ท่ีผานมาในราทะเลกลุม obligate marine 
fungi ซึ่งสวนใหญสรางสารออกฤทธ์ิชีวภาพไดดีใน 
น้ํากล่ัน เนื่องจากไมตองสูญเสียพลังงานในการ
สรางสารเพ่ือปกปองตนเองจากความเค็ม (Bugni 
and Ireland, 2004) และเปนไปไดวาสมมุติฐานนี้
สามารถนํามาใชกับราเอนโดไฟทในพืชชายเลนซึ่งถูก
จัดเปนราทะเลประเภทหนึ่งได 

ความสมบูรณของสารอาหารมีความสําคัญ
อยางมาก ตอการสรางสารยับย้ังราสาเหตุโรคพืช
ของราเอนโดไฟท TH121 จากการศึกษาพบวา
สารอาหารท่ีมีอยางสมบูรณใน PDB, YMB และ 
SDB จะชวยใหรา TH121 สรางสารยับย้ัง A. 
brassicicola ไดดี สวนอาหาร LNB ซึ่งมีสารอาหาร
นอยมากคือมีแหลงคารบอน (dextrose) 2 กรัมตอ
ลิตร แหลงไนโตรเจน (yeast extract และ malt 
extract) 0.3 กรัมตอลิตร (Motti et al., 2007) ใหผล
ตางออกไปอยางชัดเจน นอกจากความสมบูรณของ
สารอาหารแลว ชนิดของสารอาหารอาจมีสวนสําคัญ
เชนเดียวกัน ซึ่งถาพิจารณาองคประกอบของอาหาร 
PDB และ SDB ในดานแหลงไนโตรเจนและแหลง
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คาร บอนในอาหาร เลี้ ย ง เชื้ อ แล ว จ ะพบว ามี
องคประกอบตางกันโดยเฉพาะอยางย่ิงแหลง
ไนโตรเจน ซึ่งเปนแหลงอาหารสําหรับการผลิต    
เมตาบอไลทของรา (Li at al., 2007) ดังนั้นเปนไป
ไดวา ผลของสารสกัดท่ีตางกันของ TH121 ท่ีเล้ียง
ในอาหารตางชนิดกัน ดังเชนกรณีของ PDB และ 
SDB นาจะมาจากความแตกตางของสารอาหารที่
เปนแหลงไนโตรเจน นอกเหนือจากคุณสมบัติ
จําเพาะของราเอนโดไฟทเองหรือปจจัยอื่น ๆ ท่ียัง
ไมไดศึกษาในที่นี้ 

การวิเคราะหรูปแบบสารองคประกอบ
หลังจากปรับคาความเค็มของอาหาร PDB ท่ีใช
เล้ียงราเอนโดไฟท ยังไมพบวาราเอนโดไฟทสราง
สารท่ีแตกตางกันอยางเดนชัด และสารประกอบ
ชนิดท่ี 2 และชนิดท่ี 3 อาจเปนสารชนิดเดียวกัน
เนื่องจากอัตราการเคล่ือนท่ีในแผน TLC ใกลเคียง
กันมาก แตการทํา TLC ของสารสกัดจากเอนโด-
ไฟท เมื่อใชอาหารชนิดตาง ๆ กัน ท่ีปรับคาความ
เค็มใหเหมาะสมแลว แสดงใหเห็นรูปแบบของสาร
องคประกอบท่ีเปล่ียนไปขึ้นกับชนิดอาหารท่ีใชเล้ียง
ราTH121 แสดงใหเห็นวาการคัดเลือกสภาวะท่ี
เหมาะสมเมื่อคํานึงถึงปจจัยหลัก 2 ปจจัย เริ่มสงผล
ตอความสามารถในการสรางสารยับ ย้ังรา  A. 
brassicicola  ในสารสกัดจากอาหารเล้ียงราเอนโด
ไฟท TH121 ท่ีเหมาะสม พบสารองคประกอบท่ี
แตกตาง หรือปริมาณที่ตางจากท่ีพบในสารสกัดท่ี
เตรียมจากอาหารท่ีไมเหมาะสม โดยเฉพาะสาร
องคประกอบชนิดท่ี 2 และชนิดท่ี 3 เปนไปไดวา
สารประกอบเหลานี้เปนสารท่ีมีบทบาทในการยับย้ัง
ราสาเหตุโรคพืช สารสกัดท่ียับย้ังได นาจะเปนสาร
ในกลุมไมมีขั้วหรือมีขั้วนอย เนื่องจากเคล่ือนใน
แผน silica gel ไดไมดีนัก ซึ่งจะไดทําการศึกษา
ตอไป  ตัวอย างสารออกฤทธิ์ ชี วภาพท่ีไดจาก 

ราเอนโดไฟทท่ัวไป เชน deoxytetrahydrobostrycin, 
aloesol และ deoxybostrycin (Kjer, 2009) 
 

5. สรุปผลการทดลอง 
จากการศึกษาพบวาราเอนโดไฟท TH121 

เปนราในกลุม coelomycete การศึกษาสภาวะท่ี 
TH121 สามารถยับย้ังราสาเหตุโรคพืช A. 
brassicicola ดี ท่ี สุดในการศึกษานี้ มุงเนนถึงคา
ความเค็มของอาหาร และชนิดของอาหารเหลวที่
แตกตางกัน โดยในเบ้ืองตนทําการศึกษาผลของ
ความเค็มในอาหาร potato dextrose broth พบวา
อาหารท่ีเตรียมดวยน้ํากล่ันใหผลดีท่ีสุด 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) 
พบวาอาหาร 0.5xPDB ใหผลดีท่ีสุด โดยที่สารสกัด
ท่ีเตรียมไดจากการหมักรา TH121 ในอาหาร 
0.5xPDB ท่ีเตรียมจากน้ํากล่ัน ใหคาระยะยับย้ัง
สูงสุด 
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