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บทคัดย่อ 
 

 รานาเกลือ 64 สายพันธุ์ จากจ านวน 150 สายพันธุ์ (42.7%) สามารถยับยั้งราก่อโรคแอนแทรกโนส 
Colletotrichum spp. โดยเฉพาะอย่างยิ่ง C. gloeosporioides DOAC 0782  ด้วยปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis บน
อาหาร PDA/dw และ/หรือ PDA/SW30 ppt ในจ านวนนี้รา 50  สายพันธุ์ จากจ านวน 62 สายพันธุ์ ที่น ามาทดสอบ
(80.6%) มีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืช อย่างน้อย 1 ชนิด มากกว่าร้อยละ 35  (%IE>35) ทั้งในสภาวะ
การเลี้ยงที่มีความเค็มหรือไม่มีความเค็ม และรา 44 สายพันธุ์ (71.0%) ยับยั้งได้ทั้ง C. capsici  DOAC 1511 
และ C. gloeosporioides DOAC 0782 เมื่อเลี้ยงร่วมกัน 5 วัน บนอาหาร PDA/SW30 ppt รานาเกลือรหัส 
SSPB4225 ให้ผลยับยั้ง C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 ด้วยค่า %IE สูงสุด
เท่ากับ 75.0 และ 76.0 ตามล าดับ จากการทดสอบด้วยวิธี disc diffusion พบว่าสารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตท            
90 สาร ทีส่กัดจากอาหาร PDA/dw และ PDA/SW30 ppt  ที่ผ่านการเลี้ยงราทีม่ี %IE ≥35 รวม 45 สายพันธุ์              
ส่วนใหญ่ยับยั้งราก่อโรคพืชได้ สารสกัด 86.7% และ 81.1% ยับยั้ง C. gloeosporioides DOAC 0782 และ                
C. capsici DOAC 1511 ได้ตามล าดับ สารสกัด 10 สาร แสดงฤทธิ์ยับยั้งสูงสุด มีค่า %IE >70  สารสกัด SSPB3124 
และ SSPB3208 ที่สกัดจาก PDB/SW30 ppt แสดงฤทธิ์ยับยั้งราก่อโรคพืชสูงสุด ค่า MIC ของสารสกัดนี้เมื่อทดสอบ
กับราก่อโรคพืช C. gloeosporioides DOAC 0782 และ C. capsici DOAC 1511 เป็นเวลา 3 วัน มีค่าระหว่าง 
256-512 µg/ml การจัดจ าแนกรานาเกลือโดยใช้ข้อมูลทางสัณฐานวิทยาและการเปรียบเทียบล าดับเบสบนสาย 
DNA พบว่ารา SSPB3124 และ รา SSPB3208 น่าจะเป็น Aspergillus สปีชีส์เดียวกัน แต่ยังไม่สามารถระบุ         
สปีชีส์ได้แน่ชัด และอาจเป็นสปีชีส์ใหม่ 
 
ค าส าคัญ: รานาเกลือ  ฤทธิ์ต้านรา  ราก่อโรคพืช แอนแทรกโนส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Abstract 
 

Sixty four out of 150 solar saltern fungi (42.7%) exhibited antibiosis interaction against 
anthracnose causing Colletotrichum spp., especially against C. gloeosporioides DOAC 0782, on both 
or either PDA/dw or PDA/SW30 ppt. Among these fungi, fifty out of 62 fungi tested (80.6%) inhibited at 
least one Colletotrichum sp. with %IE >35 either on PDA/dw or PDA/SW30 ppt. After 5 days 
incubation, 44 fungi (71.0%) exhibited inhibitory activity against both C. capsici DOAC 1511 and                
C. gloeosporioides DOAC 0782 on PDA/SW30 ppt. The highest activity against C. capsici DOAC 1511 
and C. gloeosporioides DOAC 0782 were obtained from fungus SSPB4225, with %IE 75.0 and 76.0, 
respectively. Disc diffusion test of 90 extracts from both PDA/dw and PDA/SW30 ppt culture filtrates 
of 45 fungi with %IE ≥ 35 revealed 86.7% and 81.1% inhibition against C. gloeosporioides DOAC 0782 
and C. capsici DOAC 1511, respectively. Ten extracts exhibited strong activity with %IE >70.  
Extracts from PDB/SW30 ppt filtrate of SSPB 3124 and SSPB 3028 fungi exhibited the highest inhibitory 
activity. The MIC against C. gloeosporioides DOAC 0782 and C. capsici DOAC 1511 were 256-512 
µg/ml. Morphological identification and DNA sequence comparison indicated that SSPB3124 and 
SSPB3208 had tendency to be the same Aspergillus species and may be new to Sciences.  

Keywords: solar saltern fungi, antifungal activity, fungal phytopathogen, anthracnose  
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บทที่  1 

บทน ำ 

 ราเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีการปรับตัวได้ดีจึงพบการแพร่กระจายในระบบนิเวศท่ีหลากหลาย แม้จะเป็นระบบ
นิเวศท่ีไม่เหมาะสมกับจุลินทรีย์ทั่วไป  เช่น ราที่เจริญในระบบนิเวศท่ีมีค่า water activity (aw) ต่่า หรือรากลุ่มที่
สามารถเจริญในระบบนิเวศท่ีมีความเค็มหรือความเข้มข้นของแร่ธาตุสูงดังเช่นนาเกลือ ราที่เจริญได้ดีในที่ที่มี
ความเค็มสูง จัดว่าเป็นราชอบเค็ม (Halophilic fungi, Halophile) ขณะที่ราที่เจริญได้หรือทนอยู่ได้ในที่ที่มีความ
เค็มสูง จัดว่าเป็นราทนเค็ม (Halotolerant fungi)  (Tuomela et al., 2000)  ราสามารถปรับตัวทางสัณฐาน
วิทยาในสภาวะวิกฤต ซึ่งเกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงรูปแบบลักษณะของการเจริญ ลักษณะเซลล์ ขนาดเซลล์ การ
สร้างสี และการเปลี่ยนแปลงลักษณะ colony (Han & Prade, 2002) เชื่อกันว่าสิ่งเหล่านีม้ีความส่าคัญต่อการเจริญ  
การอยู่รอดภายใตส้ภาวะที่มีความเค็มสุดขีด (Extremely saline condition)  
 นาเกลือ (Solar salterns) เป็นระบบที่มีลักษณะเป็นบ่อลักษณะตื้นหลายบ่อ โดยทุกบ่อเชื่อมกัน
บริเวณมุมบ่อเพ่ือเป็นช่องทางน่าน้่าทะเลเข้ามาในบ่อ (Mani et al., 2012) และเกลือถูกผลิตโดยอาศัยการระเหย
ของน้่าทะเลด้วยวิธีทางธรรมชาติ (Oren, 2002) น้่าในนาเกลือจะมีการเพ่ิมระดับความเค็มอย่างต่อเนื่อง จากระดับ
ปานกลางจนถึงระดับที่มีความเค็มสูง (Hypersaline) (Oren, 2002; Zajc et al., 2012) ในช่วงที่มีการท่า                   
นาเกลือความเค็มของน้่าทะเลในนาเกลือจะเพ่ิมขึ้น มากกว่า 10 เท่าของความเค็มน้่าทะเลซ่ึงปกตมิีค่าประมาณ 35 
ส่วนในพันส่วน (Part per thousand, ppt) เมื่อน้่าระเหยส่งผลให้น้่าในนาเกลือ  มีค่าความเค็มมากถึง 90-250 ppt 
เมื่อเกลืออ่ิมตัวจึงเกิดเป็นผลึกเกลือ (NaCl crystal หรือ Halite crystal) (Chatchawan et al., 2011; Oren, 
2002) นาเกลือจัดเป็นสภาวะวิกฤตยากแก่การด่ารงชีวิต เนื่องจากความเข้มข้นของเกลือ ความเป็นกรดด่าง (pH) 
อุณหภูมิ ความเข้มข้นของสารอาหาร ปริมาณออกซิเจน ปริมาณน้่าที่จุลินทรีย์สามารถน่าไปใช้ได้ (Water 
activity, aw) รังสีจากแสงอาทิตย์ และไอออนต่าง ๆ ที่ไม่เหมาะสม (Griffith, 1994) 

มีรายงานว่าราสายหลายกลุ่ม โดยเฉพาะอย่างยิ่งราในสิ่งแวดล้อมพิเศษหรือสิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม
ต้องมีกลไกพิเศษในการปรับตัวเพ่ือให้อาศัยอยู่ได้  รวมถึงสามารถผลิตสารหลากหลายชนิดแล้วส่งออกนอกเซลล์ 
(Extrolites) (Gunde-Cimerman & Zalar, 2014; Frisvad & Samson, 2004) สารดังกล่าวอาจเปน็
สารประกอบทุติยภูมิ เอนไซม์ หรือกรด (Margesin & Schinner, 2001; Behal, 2003) สารประกอบทุติยภูมิที่รา
สร้างข้ึนมีฤทธิ์ทางชีวภาพหลากหลายและมีประสิทธิภาพสูง (Hyde, 2001; Kurtboke & Swings, 2004) เช่นมี
ฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ ต้านไวรัส ต้านอนุมูลอิสระ และต้านเซลล์มะเร็ง  เป็นต้น (Phongpichit et al., 2006, 2007) 
ดังนั้นราสายที่เป็น Halotolerant ที่พบในนาเกลือ (Bernan et al., 1997; Ireland et al., 1988, 1993; 
Kobayashi & Ishibashi, 1993) ซึ่งเป็นสภาวะที่มีปัจจัยทางกายภาพแตกต่างจากสภาพแวดล้อมทั่วไป จึงเป็นแหล่ง
ที่น่าสนใจส่าหรับการค้นหาราที่ผลิตสารออกฤทธิ์ชีวภาพชนิดใหม่  
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 ทางด้านการเกษตรโรคพืชนับเป็นปัญหาหลักของเกษตรกร โรคพืชส่วนใหญ่เกิดจากราซึ่งท่าความ
เสียหายต่อพืชและยังส่งผลให้เกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจ (Horbach et al., 2011) ราที่เป็นสาเหตุโรคพืช 
(Plant phytopathogenic fungi) มีมากกว่า 8,000 ชนิด (Adams, 1997)  Colletotrichum เป็นหนึ่งในรา             
ก่อโรคพืชที่ก่อให้เกิดโรคแอนแทรกโนส (Anthracnose) ซึ่งท่าให้เกิดความเสียหายต่อพืชเศรษฐกิจหลายชนิด          
ทั่วโลก (Gautam, 2014; Than et al., 2008) โดยท่าให้ผลผลิตพืชทางการตลาดลดลงร้อยละ 10-80 ในประเทศ
ก่าลังพัฒนาโดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศไทย (Poonpolgul & Kumphai, 2007)    เนื่องจากโรคแอนแทรกโนส
เป็นปัญหาที่เกิดในพืช ผัก ผลไม้ ก่อให้เกิดความสูญเสียอย่างรุนแรงทั้งก่อนและหลังการเก็บเกี่ยว (Hadden & 
Black, 1989; Bosland & Votava, 2003) ปัจจุบันเกษตรกรมีการใช้สารเคมีก่าจัดศัตรูพืช (Pesticides) เพ่ือก่าจัด
ราก่อโรคพืช ท่าให้เกิดปัญหาสารเคมีตกค้างเป็นอันตรายต่อผู้บริโภค สัตว์ แมลง รวมถึงสิ่งแวดล้อม (Arcury            
et al., 2002; Cabrito et al., 2009) นอกจากนี้อาจท่าให้ราก่อโรคพืชมีความต้านทานต่อสารเคมีเพ่ิมมากขึ้น 
ส่งผลให้มีการใช้สารในปริมาณที่สูงขึ้นและมีค่าใช้จ่ายที่สูง ดังนั้นสารก่าจัดศัตรูพืชที่มาจากธรรมชาติซ่ึงมี
ประสิทธิภาพและปลอดภัยจึงเป็นทางเลือกท่ีก่าลังเป็นที่สนใจ ราเป็นทางเลือกหนึ่งที่ดีส่าหรับใช้ผลิตสารชีวภาพ
ที่มีความสามารถก่าจัดศัตรูพืช เนื่องจากมีรายงานสารฆ่าราหลายชนิด  
 ปัจจุบันมีการน่าเชื้อจุลินทรียแ์ละราจากแหล่งต่างๆ มาใช้ประโยชน์ทางเทคโนโลยีชีวภาพหลากหลาย 
รวมถึงผลิตสารที่ใช้เป็นตัวควบคุมโรคพืชทางชีวภาพ (Pal & Gardener, 2006; Kaewchai et al., 2009)  ซ่ึง
ปัจจุบันมีการน่าราหลายชนิดมาขายเป็นการค้า เช่น Ketomium ผลิตจาก Chaetomium globosum                          
C. cupreum Promote ผลิตจาก Trichoderma harzianum T. viride SoilGard ผลิตจาก Gliocladium 
virens และ Trichodex ผลิตจาก T. harzianum (Kaewchai et al., 2009) อย่างไรก็ตามสารฆ่าราจากรา                 
ทนเค็มยังไม่มีผู้ศึกษาและรายงานไว้  

ประเทศไทยมีพ้ืนที่ติดกับทะเลและมีแหล่งผลิตเกลือทะเลที่ส่าคัญหลายจังหวัด เช่น จังหวัดสมุทรสาคร 
สมุทรสงคราม สมุทรปราการ ชลบุรี และเพชรบุรี (Chatchawan et al., 2011)   แตย่ังไม่มีผู้ใดศึกษาคุณสมบัติใน
แง่ที่ใช้เป็นตัวควบคุมโรคพืชทางชีวภาพ และการสร้างสารยับยั้งจุลินทรีย์ที่เป็นสาเหตุโรคพืช 

งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือคัดกรองราสาย ที่สามารถสร้างสารออกฤทธิ์ยับยั้งราก่อโรคพืช                    
แอนแทรกโนสจากนาเกลือในในประเทศไทย รวมถึงศึกษาคุณสมบัติเบื้องต้นของราที่ผลิตสารและคุณสมบัติ
เบื้องต้นของสารออกฤทธิ์ที่ราผลิตขี้น เพ่ือใช้เป็นแหล่งข้อมูลในการตรวจคัดกรองราที่มีคุณสมบัติอ่ืนๆ รวมถึงเพ่ือ
คัดเลือกราที่มีคุณสมบัติเด่นในการยับยั้งหรือผลิตสารยับยั้งราราก่อโรคพืชแอนแทรกโนส ไว้ใช้ประโยชน์ต่อไป  
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บทที่ 2 

ทบทวนเอกสำรและวรรณกรรม 

1. นำเกลือและระบบนิเวศที่มีควำมเค็มสูง 
       นาเกลือ (solar salterns, Marine salterns) เป็นระบบนิเวศทางทะเลประเภทหนึ่งที่มนุษย์สร้าง 
(Man-made ecosystem) ระบบนิเวศนาเกลือมีสภาพแวดล้อมท่ีแตกต่างจากระบบนิเวศอ่ืนๆ โดยมีปัจจัย
สิ่งแวดล้อมหลายประการที่มีผลต่อการด่ารงชีวิตของจุลินทรีย์รวมทั้งราที่อาศัยอยู่ในบริเวณนี้ ปัจจัยทางกายภาพ
ที่มีผลในนาเกลือได้แก่ ความเค็ม pH อุณหภูมิ ความเข้มแสง และปริมาณสารอาหาร (Nayak et al., 2012)        
ความเค็มมีผลต่อราในด้านแรงดันออสโมติก (Osmotic pressure) (Greetchen, 2006) ความเค็มในนาเกลืออยู่
ในช่วง 3-35% (Buchalo et al., 1998) ซึ่งสูงมากเมื่อเทียบกับความเค็มของน้่าทะเลปกติ  จึงจัดเป็น extreme 
environment เป็นระบบนิเวศท่ีมีความเค็มสูงแบบ hypersaline environment และจัดเป็นระบบนิเวศความ
เค็มสูง แบบ thalassohaline ซึ่งเป็นระบบนิเวศที่มีมีอิออนของธาตุต่างๆสูง นาเกลือมีส่วนประกอบของแร่ธาตุ
หลักในดินและน้่า คือโซเดียมและคลอไรด์  นอกจากนี้ยังพบว่ามีการตกตะกอนของสารประกอบ calcite, 
gypsum, halite, sylvite และ carnallite (Brock, 1979) ส่วนปัจจัยทางชีวภาพที่มีอิทธิพลโดยตรงคือพืชและ
อินทรีย์สาร  ที่เป็นทั้งที่อยู่อาศัยและแหล่งอาหารของรา ในต่างประเทศมีรายงานนาเกลือและระบบนิเวศท่ี
มีความเค็มสูง ในประเทศเปอร์โตริโก ประเทศฝรั่งเศส ประเทศสโลวีเนีย ประเทศสเปน ประเทศปอร์ตุเกส  และ
ประเทศอินเดีย เป็นต้น (Cantrell et al., 2006; Nayak et al., 2012) นอกจากนาเกลือแล้ว  ยังมีระบบนิเวศท่ี
มีความเค็มสูงอ่ืน ๆ (Hypersaline environment) ที่มีรากลุ่ม  halophile และ halotolerant อาศัยอยู่ เช่น 
saline soil, hyper saline lagoon, salt lake และ Dead Sea เป็นต้น (Buchlo et al., 1998; DasSarma & 
Arora, 2001, Cantrell et al., 2011) 

ประเทศไทยมีพ้ืนที่ท่านาเกลือทั้งหมดประมาณ 81,485 ไร่  โดยจังหวัดเพชรบุรีมีพ้ืนที่มากท่ีสุด  ร้อยละ 
47.0 รองลงมาได้แก่จังหวัดสมุทรสาคร ร้อยละ 43.1 จังหวัดสมุทรสงคราม ร้อยละ 7.7  นาเกลือในภาค
ตะวันออก พบที่จังหวัดชลบุรีร้อยละ 1.0 จังหวัดจันทบุรี ร้อยละ 0.6 และจังหวัดฉะเชิงเทรา ร้อยละ 0.2 
(ฐานข้อมูลความรู้ทางทะเล, 2553)   สถานที่ท่ีเหมาะสมแก่การท่านาเกลือคือพ้ืนที่ราบริมทะเลที่น้่าทะเลสามารถ
ขึ้นได้ตลอดปี เพราะดินเป็นดินเหนียว โดยเฉพาะอย่างยิ่งจังหวัดริมทะเล พ้ืนที่ที่มีการผลิตเกลือมาก     ประมาณ
ร้อยละ 90 ของผลผลิตทั้งประเทศอยู่ใน 3 จังหวัดคือ เพชรบุรี สมุทรสาคร และสมุทรสงคราม ส่วนพ้ืนที่ที่มีการผลิต
เกลือเพียงเล็กน้อยประมาณร้อยละ 10 ของผลผลิตเกลือทั้งประเทศ คือ จังหวัดในภาคตะวันออกและภาคใต้ ได้แก่ 
ชลบุรี จันทบุรี ฉะเชิงเทรา และปัตตานี  
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2.  ลักษณะนำเกลือและกำรท ำนำเกลือในประเทศไทย 
การผลิตเกลือของประเทศไทย แบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ เกลือทะเลหรือเกลือสมุทรและเกลือสินเธาว์

หรือเกลือหิน  เกลือทะเลหรือเกลือสมุทร (Sea salt) คือเกลือที่ผลิตขึ้น โดยน่าน้่าทะเลขึ้นมาตากแดดให้น้่าระเหยไป
จนเหลือแต่ผลึกเกลือ ส่วนเกลือสินเธาว์ (Rock salt) คือเกลือที่ได้จากการน่าน้่าผิวดินที่มีเกลืออยู่หรือเกลือบนผิวดนิ
มาละลายน้่าแล้วต้ม หรือได้จากเกลือหินที่อยู่ใต้ดิน โดยใช้วิธีฉีดน้่าลงไปละลายเกลือในบ่อเกลือ หรือใช้วิธีสูบ
น้่าเกลือใต้ดินขึ้นมาตากแดด หรือน่าไปต้มเพ่ือให้ได้ผลึกเกลือ (ฐานข้อมูลความรู้ทางทะเล, 2553) แต่ในการศึกษา
นี้จะกล่าวถึงเฉพาะการผลิตเกลือสมุทร และเรียกสั้นๆว่าการท่านาเกลือ การท่านาเกลือในภาคกลางจะเริ่มท่า
ประมาณเดือนพฤศจิกายนหรือฤดูแล้งถึงเดือนพฤษภาคมของปีถัดไป ใช้ระยะเวลาประมาณ 6-7 เดือน ขึ้นอยู่กับ
สภาพภูมิอากาศ เนื่องจากการท่านาเกลือไม่สามารถท่าได้ในช่วงฤดูฝน และจะเริ่มเก็บผลผลิตเกลือได้ประมาณ
กลางเดือนมกราคมเป็นต้นไป ส่าหรับการท่านาเกลือในภาคใต้ที่จังหวัดปัตตานี จะมีระยะเวลานานกว่าภาคกลาง  
โดยสามารถท่านาเกลือได้ปีละ 2 ครั้ง ครั้งแรกเริ่มประมาณเดือนกุมภาพันธ์ถึงเดือนมิถุนายน ช่วงเวลาประมาณ                 
5 เดือน และครั้งที่สองเริ่มประมาณเดือนกรกฎาคมถึงเดือนกันยายน       เป็นช่วงเวลาประมาณ 2 เดือน รวมมี
ช่วงเวลาการท่านาเกลือประมาณ 8 เดือน ส่วนในช่วงเดือนตุลาคม ถึงเดือนมกราคม จะมีฝนตกชุกจึงไม่สามารถท่า
นาเกลือได้ (คลังปัญญาไทย, 2556) 

 2.1 ส่วนประกอบของนาเกลือ  
      นาเกลือประกอบด้วยส่วนต่างๆ แบ่งออกเป็นแปลงคล้ายคันนา แต่ละแปลงมีความเค็มแตกต่างกัน
และมีชื่อเรียกแตกต่างกัน  นอกจากนี้ยังแตกต่างกันในแต่ละพ้ืนที่ ตัวอย่างการเรียกเช่น วังน้่าเป็นแปลงส่าหรับ
เก็บน้่าทะเลที่น่าเข้ามาส่าหรับเก็บไว้ใช้ตลอดฤดูกาลท่านาเกลือ นาตากหรือนาประเทียบเป็นแปลงส่าหรับให้น้่า
ตากแดด เพ่ือให้น้่าระเหยออกไปเป็นการเพ่ิมความเค็ม นาเชื้อรองคือนาส่าหรับตากน้่าท่ีมีความเข้มข้นพอสมควร 
โดยจะตากน้่าให้ได้ความเค็มประมาณ 150 ส่วนในพันส่วน (ppt) นาเชื้อเป็นนาส่าหรับเพาะเชื้อเกลือ ซึ่งต้องตาก
น้่าให้น้่ามีความเค็มสูงถึง 240 ppt นาปลงเป็นนาขั้นตอนสุดท้ายส่าหรับตากน้่าเค็ม เพ่ือให้เกลือตกผลึกเป็นเม็ด
เกลือ (คลังปัญญาไทย, 2556) อย่างไรก็ตามการเรียกชื่อส่วนประกอบของนาเกลือในแต่ละท้องถิ่นมีต่างกันไปบ้าง 

2.2. วิธีท่านาเกลือ  
        การท่านาเกลือจะเริ่มเมื่อฝนท้ายฤดูจะผ่านไปหรือช่วงประมาณเดือนตุลาคม ขั้นตอนแรก คือการ
เตรียมพ้ืนที่ส่าหรับการท่านาเกลือ เริ่มจากกั้นน้่าฝนที่ขังอยู่ในนา เพ่ือไว้ใช้ส่าหรับขุดรอกร่องนาและเสริมคันดินใหม่
เพ่ือให้คันดินสูงขึ้นส่าหรับใส่น้่าเกลือในปีถัดไป จากนั้นขุดรางส่งน้่าจากนาเกลือถึงชายทะเลและติดตั้งอุปกรณ์วิดน้่า  
เพ่ือเอาน้่าทะเลมาใช้ท่านาเกลือ ขั้นตอนต่อมาคือ วิดน้่าจากรางส่งน้่า ให้เต็มวังน้่า      และเริ่มดันน้่าเข้าสู่นาตาก
หรือนาประเทียบ  หลังจากนั้นดันจึงน้่าเข้าสู่นาเชื้อรองเป็นส่วนที่ 3  ตากน้่าไว้ประมาณ   5-7 วัน แสงแดดจะท่าให้
น้่าระเหยจนปริมาณน้่าลดลงและความเค็มเพ่ิมมากขึ้น สังเกตจากคราบน้่าที่จับอยู่ริมบ่อ ขั้นตอนต่อมาคือดันน้่าจาก
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นาเชื้อรองเข้าสู่นาเชื้อซึ่งเป็นการเตรียมน้่าส่าหรับใช้ในนาปลง จากนั้นท่าการปรับพ้ืนที่นาปลงเพ่ือรองรับน้่าจากนา
เชื้อ โดยใช้วัสดุกลิ้งบดทับผิวดินให้เรียบแน่นไม่ให้มีรอยแตก ประมาณ  4-5  ครั้ง ครั้งละ 3-5 วัน และการบดกลิ้งผิว
ดิน จะใช้ระยะเวลาห่างกันประมาณ 5-7 วัน ตามสภาพผิวดิน     จากนั้นดันน้่าจากนาเชื้อเข้าสู่นาปลง น้่าเกลือจะ
ค่อยๆ ตกผลึกเป็นเม็ดเกลือและเกาะตัวกันหนา มีค่าความเค็มประมาณ  820-870 ppt  ขั้นตอนสุดท้ายเป็นการเก็บ
ผลึกเกลือ เริ่มจากเกลือที่ตกผลึกหนาประมาณ  2  เซนติเมตรขึ้นไป  จะใช้รั่วซอยเกลือให้ผลึกเกลือแตกออกจากกัน 
ท่าการซอยเกลือจนทั่วนา จากนั้นใช้ทับทา ซึ่งมีลักษณะคล้ายจอบเกลี่ยผลึกเกลือให้เป็นแถวยาวไปตามคันนา แล้ว
ใช้ทับทาซุ่ม (ตะล่อมเกลือ) รวมผลึกเกลือให้เป็นกองน่าเข้าเก็บในฉางหรือยุ้งเกลือ (คลังปัญญาไทย, 2556) 

2. กำรทบทวนวรรณกรรม 

  ราชอบเค็มชนิดแรกท่ีมีรายงานเป็นราจาก Dead Sea คือรา Gymnascella marismoutui  (Buchalo    
et al., 1998) และรา Cladosporium like เป็นราชอบเค็มชนิดแรกท่ีแยกได้จากนาเกลือ จากประเทศสโลวีเนีย 
(Gunde-Cemerman et al., 2000) ราทนเค็มชนิดเด่นที่พบได้ในบริเวณนี้ ได้แก่ Aspergillus, Penicillium, 
Alternaria, Cladosporium และ Scopulariopsis (Gunde-Cemerman et al., 2009) Nayak et al., (2012)  
ส่ารวจราทนเค็มและราชอบเค็มในนาเกลือจาก Goa ประเทศอินเดีย พบว่าราที่พบได้แก่รา Aspergillus spp. 
รองลงมาคือพบ Penicillium spp. และพบ Eurotium ประปราย 

ในประเทศไทยมีรายงานการศึกษาราจากนาเกลือ ตั้งแต่ปี พ. ศ. 2012 ( Ali et al., 2012, 2014)  Ali              
et al. (2012) รายงานการแยกรา 17 ชนิด รวม 43 สายพันธุ์ จากตัวอย่างดินในนาเกลืออ่าเภอบ้านแหลม จังหวัด
เพชรบุรี ในจ่านวนนี้เป็นราชอบเค็ม 4 ชนิด รวม 6 สายพันธุ์  Ali et al. (2014)  รายงานฤทธิ์ต้านแบคทีเรียหลาย
ชนิดของรานาเกลือจากจังหวัดเพชรบุรี แตน่ับถึงปัจจุบันยังไม่มีรายงานถึงการศึกษาคุณสมบัติในการต้านราก่อ
โรคพืชของราจากนาเกลือ ฤทธ์ต้านราก่อโรคพืชของราที่แยกจากสิ่งแวดล้อมทางทะเลในประเทศไทยมีรายงานไว้
ในราเอนโดไฟท์ในใบพืชชายเลนรวมถึงสารสกัด (Khrueayu & Pilantanapak, 2012) ขณะทีใ่นประเทศอินเดีย
มีรายงานการต้านราก่อโรคพืชของสารสกัดจากราที่แยกได้จากใบพืชชายเลน Excoecaria agallocha (Kumar 
& Jones, 2013)  

มีรายงานถึงราน้่าจืดกลุ่ม Hyphomycete ในการยับยั้งราก่อโรคพืชหลายชนิด (Platas et al., 1998; 
ซึ่งราน้่ากลุ่ม Hyphomycete ถูกพบว่าเป็นรากลุ่มเด่นของราจากนาเกลือเช่นกัน (Gunde-Cemerman et al., 
2014) Sati & Arya (2000) รายงานว่าราน้่าจืดกลุ่ม Hyphomycete; Tetrachaetum elegans มีฤทธิ์ต้านรา
ก่อโรคพืช 5 ชนิดรวมถึง Colletotrichum falcatum และ Fusarium oxysporum จากราก่อโรคพืชที่ทดสอบ
ทั้งหมด 7 ชนิด โดยมีร้อยละของประสิทธิภาพ ร้อยละ 33 และ 30 ตามล่าดับ  
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บทที่ 3 

วัสดุอุปกรณ์และวิธีทดลอง 

1.    สำยพันธุ์จุลินทรีย์ 
        ราที่แยกจากดินและน้่าในนาเกลือ  อ่าเภอท่าข้าม  จังหวัดฉะเชิงเทรา  (SSCS) อ่าเภอท่าใหม่ จังหวัด
จันทบุรี (SSCH) ในช่วงเดือน มกราคม และ เมษายน พ.ศ. 2553-2554  และอ่าเภอบ้านแหลม จังหวัดเพชรบุรี 
ในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2555 (SSPB) จ่านวน 150 สายพันธุ์ (ภาพที่ 1 และตารางที่ 1)  ราทั้งหมดเก็บรักษาไว้ ณ 
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
 

 

 

 

ภำพที่ 1 ลักษณะนาเกลือในแปลงเก็บตัวอย่าง 3 แปลง ที่มีลักษณะที่เห็นภายนอกและความเค็มแตกต่างกนั
ชัดเจน 

2 

1 

3 
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ตำรำงท่ี 1 รานาเกลือท่ีน่ามาทดสอบจ่านวน 150 สายพันธุ์ 
 
 

SSCH001 SSCS064 SSPB1105 SSPB1301 SSPB2303 SSPB4108 
SSCH003 SSCS066 SSPB1109 SSPB1302 SSPB2304 SSPB4206 
SSCH006 SSCH069 SSPB1110 SSPB1303 SSPB2305 SSPB4207 
SSCH011 SSCH070 SSPB1111 SSPB1306 SSPB2308 SSPB4208 
SSCH014 SSCH072 SSPB1116 SSPB1307 SSPB2310 SSPB4215 
SSCH015 SSCS074 SSPB1117 SSPB1308 SSPB3101 SSPB4217 
SSCH017 SSCS076 SSPB1118 SSPB1309 SSPB3104 SSPB4225 
SSCH019 SSCS078 SSPB1119 SSPB1310 SSPB3108 SSPB4234 
SSCH022 SSCS079 SSPB1120 SSPB1311 SSPB3111 SSPB4235 
SSCH024 SSCS080 SSPB1122 SSPB1312 SSPB3112 SSPB4301 
SSCH026 SSCS082 SSCS1123 SSPB1314 SSPB3114 SSPB4304 
SSCH031 SSCS085 SSCS1126 SSPB1315 SSPB3117 SSPB4307 
SSCH032 SSCS088 SSCS1128 SSPB2101 SSPB3120 SSPB4308 
SSCH033 SSCS089 SSPB1130 SSPB2102 SSPB3124 SSPB4309 
SSCS034 SSCS091 SSPB1204 SSPB2103 SSPB3203 SSPB4313 
SSCH035 SSCS097 SSPB1206 SSPB2104 SSPB3204 SSPB4319 
SSCS044 SSCS099 SSPB1209 SSPB2107 SSPB3207 SSPB4320 
SSCS045 SSCS101 SSPB1210 SSPB2108 SSPB3208 SSPB4321 
SSCS047 SSCS102 SSPB1211 SSPB2202 SSPB3209 SSPB4323 
SSCS048 SSCH104 SSPB1212 SSPB2203 SSPB3301 SSPB4324 
SSCS050 SSCH105 SSPB1213 SSPB2209 SSPB3304 SSPB4325 
SSCS051 SSCH106 SSPB1214 SSPB2210 SSPB3305 SSPB4327 
SSCS054 SSCH109 SSCH1215 SSPB2212 SSPB3312 SSPB4328 
sSSCS055 SSCH110 SSPB1218 SSPB2213 SSPB3314 SSPB4329 
SSCS057 SSCH115 SSPB1219 SSPB2302 SSPB4107 SSPB4332 
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 ราก่อโรคพืชแอนแทรกโนส Colletotrichum spp. และราก่อโรคพืชอ่ืนๆ ที่ใช้เป็นราทดสอบได้แก่
Colletotrichum capsici DOAC 1511, Colletotrichum gloeosporioides DOAC 0782, Alternaria 
brassicicola DOAC 0436, Fusarium oxysporum DOAC 1808, F. subglutinans DOAC 0761 

Helminthosporium oryzae DOAC 2293  และ Pestalotiopsis sp. DOAC 1098 จัดซื้อจากกรมวิชาการ
เกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

2. อำหำรเลี้ยงเชื้อ 
ใช้อาหารที่เตรียมจากน้่าทะเล และน้่าจืด ดังนี้ 

            Potato dextrose agar (Difco, USA) ผสมน้่าทะเลความเข้มข้น 30 ppt (PDA/SW30 ppt)  
Potato dextrose broth (Difco, USA) / ผสมน้่าทะเลความเข้มข้น 30 ppt (PDB/SW30 ppt)   

            Potato dextrose broth/agar (Difco, USA) เตรียมด้วยน้่ากลั่น (PDA/dw/PDB/dw) 

3. กำรเพำะเลี้ยงรำ  
    น่าราที่ต้องการศึกษามาเพาะเลี้ยงในอาหาร PDA/SW30 ppt บ่มที่อุณหภูมิ 28°C เป็นเวลา 4-7 วนั 
จากนั้นใช้ cock borer ที่มีเส้นผ่าศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร เจาะบริเวณขอบโคโลนีเชื้อรา น่าไปเลี้ยงซ้่าบน 
PDA/SW30 ppt บ่มที่อุณหภูมิห้อง 3-4 วัน ก่อนจะน่าไปทดสอบในขั้นตอนต่อไป 

ราก่อโรคพืช Colletotrichum capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 รวมถึง
ราก่อโรคพืชอ่ืนๆ  น่ามาเพาะเลี้ยงในอาหาร PDA เตรียมจากน้่ากลั่น (PDA/dw) บ่มที่อุณหภูมิ 28°C เป็นเวลา  
4-7 วัน จากนั้นใช้ cock borer เส้นผ่าศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร เจาะบริเวณขอบโคโลนีรา น่าไปเลี้ยงซ้่าบน 
PDA/dw อีกครั้งหนึ่ง บ่มที่อุณหภูมิห้อง 3-4 วัน ก่อนจะน่าไปทดสอบในขั้นตอนต่อไป 

4. กำรทดสอบคุณสมบัติกำรชอบเค็ม   
 ทดสอบคุณสมบัติการชอบเค็มของราในจานเพาะเชื้อแบบ 24 หลุม (ดัดแปลงจาก Moubasher et al., 
1990) (ภาพที่ 2) โดยเลี้ยงราบนอาหาร PDA ปกติ และ PDA ที่ปรับความเค็มด้วยน้่าทะเลจนมีความเค็ม 15, 30, 
50, 100, 150, 200 และ 250 ppt บ่มที่อุณหภูมิ 28°C เป็นเวลา 10 วัน จากนั้นสังเกตการเจริญของราและบันทึก
ผลการเจริญของราบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ความเค็มต่างๆ แปลผลการคุณสมบัติการชอบเค็มของรา ซ่ึงดัดแปลง
จาก Kushner (1993) โดยใช้เกณฑ์ดังนี้ 
                 เจริญเฉพาะบนอาหารที่ไม่มีความเค็ม: ไม่ชอบเค็ม (Non halophile) 
  เจริญได้สูงสุดบนอาหารที่มีความเค็ม 15 - 30 ppt:  ชอบเค็มต่่า (Mild halophile) 
  เจริญได้สูงสุดบนอาหารที่มีความเค็ม   50 - 150 ppt: ชอบเค็มปานกลาง (Moderate halophile)  
  เจริญได้สูงสุดบนอาหารที่มีความเค็ม  200 - 250 ppt: ชอบเค็มสูง (Extreme  halophile)  
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ภำพที่ 2   ลักษณะการศึกษาการเจริญรานาเกลือ บนอาหาร PDA ที่มีความเค็ม 0-250 ppt  ในจานเพาะเชื้อ   
แบบ 24 หลุม  

5. กำรคัดกรองและศึกษำประสิทธิภำพของรำนำเกลือในกำรยับยั้งรำก่อโรคพืช โดยวิธี dual culture  
       การคัดกรองรานาเกลือที่สามารถยับยั้งราก่อโรคพืช (ดัดแปลงจาก Whipps, 1987) เริ่มจากใช้ cork 
borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.6 เซนติเมตร ตัดขอบโคโลนีรานาเกลือและราก่อโรคพืช จากนั้นน่าชิ้นวุ้นของราทั้ง
สองชนิดมาเลี้ยงรว่มกันบนอาหาร PDA/dw และ PDA/SW30 ppt ให้ขอบชิ้นวุน้ห่างกัน 2.5 เซนติเมตร ในกรณีราที่เจริญ
ช้า ให้วางชิ้นวุ้นรานั้นบนอาหารก่อน จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 28°C ท่าการทดลอง 3 ซ้่า สังเกตผลปฏิสัมพันธ์แบบ 
antibiosis บันทึกระยะทางที่ราก่อโรคพืชถูกยับยั้งการเจริญ (Inhibition distance; ID) เมื่อบ่มเป็นเวลา 3 วัน และ 
5 วัน ดังภาพที่ 3 

 

 

 

 

 
 
ภำพที่ 3  การศึกษา inhibition distance (ID) ที่เกิดจากปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis โดยวิธี dual culture;  S คือ                 
รานาเกลือ,  P คือ ราก่อโรคพืช 
 น่ารานาเกลือที่มีค่า inhibition distance >2 มิลลิเมตร มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืช 
โดยวิธี dual culture ดังกล่าวข้างต้นอีกครั้ง แต่เพ่ิมชุดควบคุมท่ีวางเฉพาะชิ้นวุ้นราก่อโรคพืช และเปลี่ยนวิธีการ
บันทึกผลเป็นการวัดขนาดโคโลนีของราก่อโรคพืชที่ถูกยับยั้งการเจริญเทียบกับขนาดโคโลนีราชุดควบคุมดังภาพ
ที่ 4 ท่าการทดลอง 3 ซ่้า 

P 

2.5 cm. 

ID 

S 

PDA PDA/SW30 ppt PDA/SW50 ppt PDA/SW100 ppt PDA/SW150 ppt PDA/SW250 ppt PDA/SW200 ppt 
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ค่านวณประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญในหน่วยร้อยละ (Percentage inhibition efficiency, %IE) จาก
สูตร %IE = [(R1-R2)/R1] x 100 โดย R1 คือ รัศมีโคโลนีของราก่อโรคพืชในชุดควบคุม R2 คือ รัศมโีคโลนีของ
ราก่อโรคพืชในชุดทดสอบ แปลผลร้อยละการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชด้วยรานาเกลือ ใช้เกณฑ์ประเมิน
ประสิทธิภาพดังนี้ 
  %IE >70 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งดีมาก (Strong antagonistic activity) 
  %IE 50 - <70 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งดี (High antagonistic activity) 
  %IE 35 - <50 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งปานกลาง (Moderate antagonistic activity) 
  %IE <35 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งน้อย (Low antagonistic activity) 
 
 

 
 
 
 

 

 
 
ภำพที่ 4  การศึกษาประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญที่เกิดจากปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis โดยวิธี dual culture;  
ก: ชุดควบคุม ข: ชุดทดสอบ,  R1 คือ รัศมโีคโลนีของราก่อโรคพืชในชุดควบคุม R2 คือ รัศมีโคโลนีของรา 
ก่อโรคพืชด้านที่ถูกยับยั้งเมื่อเลี้ยงร่วมกับรานาเกลือในชุดทดสอบ P คือราก่อโรคพืช S คือรานาเกลือ  
 
6. กำรเลี้ยงรำในอำหำรเหลวและกำรสกัดสำร 
      น่ารานาเกลือที่เก็บรักษาไว้  มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร PDA/SW30 ppt บ่มที่อุณหภูมิ 28°C ประมาณ 3-5 วัน 
เมื่อเชื้อเจริญดี ใช้ cock borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  6 มิลลิเมตร เจาะวุ้นบริเวณขอบโคโลนี 3 ชิ้นใส่ลงใน
อาหารเหลว potato dextrose broth (PDB, Difco USA) 100 มิลลิลิตร (ท่า 2 ฟลาสก ์ผสมและไม่ผสมน้่า
ทะเล) บ่มที่อุณหภูมิ 28°C โดยตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 10 วัน  เมื่อครบก่าหนด   น่ามากรองแยกเส้นใยราออกจากอาหาร
เหลว ด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 น่าอาหารเหลวมาสกัดด้วย ethyl acetate (EtOAc) อัตราส่วน 1:1 ในกรวยแยก 
โดยเขย่ากรวยแยกประมาณ 15 นาที แล้ววางตั้งท้ิงไว้ประมาณ 10 นาทีเพ่ือให้สารแยกชั้น น่าส่วนอาหารเหลว 
มาสกัดซ้่าด้วย EtOAc ในลักษณะเดียวกันอีก 1-2 ครั้ง นา่สารส่วน EtOAc ทั้งหมดมาระเหยแห้งด้วย rotary 

ข ก 

R1 
R2 

2.5 cm. 
P 

P S 
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evaporator จะได้สารสกัดหยาบ  ชั่งน้่าหนักสารสกัดที่ได้ จากนั้นน่าสารสกัดหยาบมาละลายด้วย dimethyl 
sulphoxide (DMSO) 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20°C เพ่ือใช้ทดสอบในขั้นต่อไป 
 
7. กำรศึกษำฤทธิ์ต้ำนรำแอนแทรกโนสของสำรสกัดจำกรำ 

น่าสารสกัดท่ีเตรียมจากอาหารเลี้ยงรา PDA/dw มาทดสอบความสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ  
Colletotrichum capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 ด้วยวิธี disc diffusion เริ่ม
จากใช้ cock borer เส้นผ่าศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร เจาะวุ้นเชื้อรา C. capsici  หรือ C. gloeosporioides ที่เลี้ยง
ไว้  3 วันที่อุณหภูมิห้องมาวางบนอาหาร PDA/dw จากนั้นน่าแผ่นดิสค์ท่ีหยดสารสกัดปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
และแผ่นดิสค์ที่มีสารละลาย DMSO ปริมาตร 20 ไมโครลิตร (ชุดควบคุม) มาวางบนจานเพาะเชื้อ ตรงข้ามกับรา 
C. capsici  หรือ  C. gloeosporioides โดยวางกัน disc ละฝั่ง  ให้ห่างจากขอบโคโลนี 1 เซนติเมตร (ภาพที่ 5)  
บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3-5 วัน ในวันที่เส้นใย Colettotrichum spp. เจริญมาถึงขอบแผ่นดิสค์ที่มี DMSO 
อยู่ บันทึกระยะทางท่ีราก่อโรคพืชเจริญเพิ่มข้ึนหลังวาง disc โดยวัดฝั่งที่ถูกสารสกัดยับยั้ง (R2) และฝั่งที่เจริญเข้า
หาแผ่นดิสค์ที่มี DMSO อยู่ (R1, 1 เซนติเมตร) และค่านวณร้อยละการยับยั้งการเจริญจากสูตร  R1-R2 x100  ทา่
การทดลอง 3 ซ้่า บันทึกค่าเฉลี่ย ท่าการทดลองข้างต้นซ้่าอีกครั้งหนึ่ง โดยปลี่ยนมาเป็นสารสกัดท่ีเตรียมจาก
อาหารเลี้ยงรา PDA/SW30 ppt  
 สารสกัดที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง  Colletotrichum spp. ดี จะถูกน่ามาทดสอบกับราก่อโรคพืชอีก                  
5 ชนิด ด้วยวิธีการเดียวกัน คือ Alternaria brassicicola DOAC 0436, Fusarium oxysporum DOAC 1808, 
F. subglutinans DOAC 0761, Helminthosporium oryzae DOAC 2293  และ Pestalotiopsis sp. DOAC 
1098 ด้วยวิธี disc diffusion เทียบกับ disc ควบคุม DMSO 

 
ภำพที่ 5  ตัวแปรที่ใช้ค่านวณร้อยละการยับยั้งการเจริญ (%IE) ของสารสกัดท่ีเตรียมจากอาหารเลี้ยงรานาเกลือ 
เมื่อทดสอบ  ด้วยวิธี  disc diffusion, R1 และ R2 คือระยะทางที่ราก่อโรคพืชเจริญเพ่ิมขึ้นหลังวาง disc จากการ
วัดฝั่งที่เจริญเข้าหาแผ่นดิสค์ควบคุม และฝั่งที่ถูกสารสกัดยับยั้ง ตามล่าดับ 
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8. กำรศึกษำหำควำมเข้มข้นต่ ำสุดของสำรสกัดจำกอำหำรเลี้ยงรำนำเกลือในกำรยับยั้งกำรเจริญของรำ
และฆ่ำรำโดยวิธี agar dilution  

 ศึกษาหาความเข้มข้นต่่าสุดของสารสกัดจากอาหารเลี้ยงรานาเกลือในการยับยั้งการเจริญของราก่อ
โรคพืช  (ดัดแปลงจาก Kim et al., 2012) โดยตัดชิ้นราจากขอบโคโลนีราก่อโรคพืช  ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.6 
มิลลิเมตร วางชิ้นวุ้นราบนอาหาร ในจานเพาะเชื้อแบบ 24 หลุม ที่มี PDA/dw ปริมาตรหลุมละ 500 ไมโครลิตร ซ่ึง
ผสมอยู่กับสารสกัดให้มีความเข้มข้นลดลงตามล่าดับครั้งละ 1 เท่า ตั้งแต่ 2,048-256 ไมโครกรัมกรัมต่อมิลลิลิตร 
(µg/ml) น่าไปบ่มที่อุณหภูมิ 28°C เป็นเวลา 3 และ 5 วัน ท่าการทดสอบ 2 ซ้่า โดยชุดควบคุมลบ คือ PDA/dw ที่
เติมสารละลาย 10% DMSO ตรวจผลโดยดูการเจริญของเชื้อทดสอบในหลุม บันทึกผลค่าความเข้มข้นต่่าสุดของ
สารสกัดที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ (MIC) 

 การศึกษาหาค่าความเข้มข้นของเข้มข้นต่่าสุดของสารสกัดในการท่าลายรา (MLC) ท่าโดยน่าชิ้นวุ้นราใน 
หลุมทีท่่า MIC  และผ่านการบ่ม 5 วัน โดยไม่พบราเจริญ มาวางลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA/dw บ่มที่อุณหภูมิ 28°C 
เป็นเวลา 5 วัน เมื่อครบก่าหนดอ่านผลโดยตรวจดูการเจริญของราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ บันทึกค่าความเข้มข้นต่่าสุด
ของสารสกัดในหลุมที่ไม่พบการเจริญ 

9. กำรจัดจ ำแนกรำทำงสัณฐำนวิทยำ 
  ศึกษาลักษณะการเจริญของราภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo และ ศึกษาโครงสร้างสืบพันธุ์ของรา
โดยเทคนิคการเพาะเชื้อบนบนสไลด์ (Slide culture) ตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ compound บันทึกอัตรา
การเจริญและลักษณะโคโลนี พร้อมทั้งถ่ายภาพ ท่าการจา่แนกชนิดของราเทียบกับคู่มือ  Illustrated genera of 
imperfect fungi (Barnett & Hunter, 2006) และคู่มือของ Frisvad & Samson, et al. (2004) เป็นหลัก 

10. กำรจัดจ ำแนกรำทำงอณูพันธุศำสตร์ 
10.1  กำรสกัดดีเอ็นเอ  

   ราจากจังหวัดจันทบุรีและฉะเชิงเทรา ใช้วิธีของ  Atkins & Clark (2004)  โดยน่าเส้นใยรามาท่าให้แข็ง
ด้วยไนโตรเจนเหลว บดเส้นใยให้เป็นผง ท่าให้เส้นใยแตกด้วย lysis buffer (100 mM Tris-Cl, 100 mM NaCl, 20 
mM EDTA และ 2% SDS) สกัดโปรตีนด้วย phenol และ chloroform-isoamyl alcohol  ตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย 
ethanol จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer และเก็บสารละลายไว้ที่อุณหภูมิ -20°C 
 ราจากจังหวัดเพชรบุรี น่าเส้นใยรามาสกัดด้วยชุดสกัดส่าเร็จรูป E.Z.N.A.® Forensic DNA Kit (Omega 
Bio-tek) และด่าเนินการสกัดตามค่าแนะน่าในชุดสกัด 
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       10.2 กำรเพิ่มปริมำณยีนเครื่องหมำยโดยใช้ปฏิกิริยำลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain 
reaction, PCR) 
     น่าดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดมาใช้เป็นแม่แบบส่าหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยผสมองค์ประกอบต่างๆ
ตามล่าดับ ดังแสดงในตารางที่ 2 ลงในหลอดส่าหรับท่าปฏิกิริยาพีซีอาร์ คู่ไพร์เมอร์ที่ใช้คือ ITS5/ITS4 
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG/TCCTCCGCTTATTGATATGC)  ส่าหรับเพ่ิมปริมาณ DNA บริเวณ ITS ของยีน 
rRNA ไพร์เมอร์ Bt2a/Bt2b (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC/ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC) ส่าหรับ
เพ่ิมปริมาณยีน beta tubulin น่าหลอดปฏิกิริยาที่เตรียมได้ไปด่าเนินปฏิกิริยาพีซีอาร์ในเครื่อง thermal 
cycler จ่านวน 35 รอบ โดยสภาวะของการด่าเนินปฏิกิริยามีข้ันตอนการด่าเนินปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดังแสดง ในตาราง
ที่ 3-4  ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส  

10.3 กำรอ่ำนล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
 น่าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ท่าบริสุทธิ์แล้ว ส่งไปอ่านล่าดับนิวคลีโอไทด์ (Macrogen, Korea)  

10.4  กำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
     น่าข้อมูลล่าดับนิวคลีโอไทด์ของราแต่ละไอโซเลทที่ได้จากการอ่าน โดยใช้ไพร์เมอร์แต่ละเส้นมาสร้าง 
contig โดยใช้โปรแกรม BioEdit และน่าไปวิเคราะห์ความคล้ายคลึงโดยเปรียบเทียบกับข้อมูลสาธารณะใน
ฐานข้อมูล GenBank บน NCBI (National Center for Biotechnology Information; http://
www.ncbi.nlm.nih.gov) ใช้โปรแกรม Basic alignment search tool (BLASTn)  

 
11. กำรเก็บรักษำเชื้อ 
       น่าเชื้อที่แยกได้มา subculture ในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง บ่มที่อุณหภูมิ 25°C จนกว่าเชื้อจะเจริญ  
ใส่น้่ามันพาราฟินปราศจากเชื้อจนท่วมอาหารที่มีอยู่ในหลอด  พันจุกหลอดด้วยพาราฟิล์ม เก็บรักษาที่อุณหภูม ิ
25°C ราที่คาดว่าเป็นราชนิดใหม่หรือมีคุณสมบัติน่าสนใจจะส่งไปเก็บรักษาไว้ที่ศูนย์รวบรวมสายพันธุ์รา  Biotec 
Culture Collection (BCC) 
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ตำรำงท่ี 2  องค์ประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ เพ่ือเพ่ิมจ่านวนยีน beta tubulin และ DNA บริเวณ ITS 
 

สำรองค์ประกอบ Beta tubulin ITS 

10X reaction buffer  1X 1X 

50 mM MgCl2 2.5 mM 2.5 mM 
10 mM dNTP (mix) 0.2 mM 0.2 mM 
10 µM primer  
            - forward 
            - reverse 

Bt2a/Bt2b 
0.2 µM 
0.2 µM 

ITS5/ITS4 
0.2 µM 
0.2 µM 

Taq  DNA polymerase  
template 

1U 
50-100 ng 

1U 
50-100 ng 

ปริมาตรรวม 50 µl 50 µl 
 
ตำรำงท่ี 3  ขั้นตอนของการด่าเนินปฏิกิริยาพีซีอาร์ DNA บริเวณ ITS 
 

ขั้นตอน 
อุณหภูมิ  

(°C) 
เวลำที่ใช้ต่อรอบ จ ำนวนรอบ 

Initial denaturation   
Denaturation 
Annealing 
Extension 
Final extension 

94 
94 
53 
72 
72 

3 นาที 
1 นาที 
1 นาที 
2 นาที 
10 นาที 

1 
 

35 
 
1 
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ตำรำงท่ี 4  ขั้นตอนของการด่าเนินปฏิกิริยาพีซีอาร์ยีน beta tubulin 
 

ขั้นตอน 
อุณหภูมิ 

(°C) 
เวลำที่ใช้ต่อรอบ จ ำนวนรอบ 

Initial denaturation   
Denaturation 
Annealing 
Extension 
Final extension 

96 
96 
53 
72 
72 

2 นาที 
1 นาที 
1 นาที 

1.5 นาท ี
10 นาที 

1 
 

35 
 
1 
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บทที่ 4 

ผลกำรทดลอง 

1.  กำรคัดกรองรำที่สำมำรถยับยั้งกำรเจริญของรำก่อโรคพืช โดยวิธี dual culture  
การคัดกรองราที่สามารถยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืช 2 ชนิด คือ C. capsici DOAC 1511 และ   

C. gloeosporioides DOAC 0782 โดยวิธี dual culture บนอาหาร PDA/dw  และ PDA/SW30 ppt  ที่บ่มเป็นเวลา   
3 วัน และ  5 วัน พบรานาเกลือจ่านวน 64 สายพันธุ์ (42.7%) จากจ่านวนทั้งหมด 150 สายพันธุ์ สามารถยับยั้งรา
ก่อโรคพืชโดยเกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis มีระยะทางที่ราก่อโรคพืชถูกยับยั้งการเจริญ (Inhibition distance, 
ID) มากกว่า 2 มิลลิเมตร ระยะเวลาที่เลี้ยงราร่วมกัน 3 วัน มีค่า ID มากกว่าเมื่อเลี้ยงราร่วมกัน 5 วัน และรา            
นาเกลือสามารถสร้างสารยับยั้งราก่อโรคพืชได้ดีทั้งบนอาหาร PDA/dw และ PDA/SW30 ppt  แต่ความสามารถในการ
ยับยั้งราก่อโรคพืชแตกต่างกันในแต่ละสายพันธุ์ (ตารางที ่5)  
 เมื่อน่ารานาเกลือ ที่มีค่า ID มากกว่า 2 มิลลิเมตรจ่านวน 62 สายพันธุ์ ไปศึกษาการยับยั้งการเจริญราก่อ
โรคพืชซ้่าโดยวิธี dual culture อีกครั้ง แต่เปลี่ยนจากการหาค่า ID เป็นการวิเคราะห์ประสิทธิภาพในหน่วยร้อยละ
ของการยับยั้ง (Percentage inhibition efficiency; %IE) พบว่ารานาเกลือมีประสิทธิภาพ  ในการยับยั้งราก่อโรค
พืชแตกต่างกันขึ้นกับชนิดราทดสอบ ระยะเวลาที่เลี้ยงร่วมกัน และความเค็มของอาหารที่ใช้ทดสอบ รานาเกลือ
จ่านวน 50 สายพันธุ์ (80.6%) มีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชอย่างน้อย 1 ชนิด ทั้งในสภาวะการเลี้ยง
ที่มีความเค็มหรือไม่มีความเค็มด้วย %IE มากกว่าหรือเท่ากับ 35 (ตารางที่ 6) ในจ่านวนนี้ รานาเกลือ 44                  
สายพันธุ์ (71.0%) ยับยั้งได้ดีทั้ง C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 รานาเกลือ                    
9 สายพันธุ์คือ SSCS069 SSPB1218 SSPB4107 SSPB4215 SSPB4225 SSPB4235 SSPB4307 SSPB4309 และ
SSPB4325 ยับยั้งได้ดีทั้ง C. capsici DOAC1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782     ไม่ว่าจะเลี้ยงร่วมกับรา
ก่อโรคพืช 3 วันหรือ 5 วัน ในสภาวะความเค็มทั้ง 2 แบบ รา SSPB4207 SSPB4225 และ SSPB4235 มีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งทั้งราก่อโรคพืช C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 ด้วย %IE >70 เมื่อ
เลี้ยงราร่วมกันในสภาวะใดสภาวะหนึ่ง รานาเกลือที่แสดงประสิทธิภาพดีที่สุด คือ SSPB4225 มีค่า %IE เท่ากับ 
75.0 และ 76.0 ในการยับยั้งราก่อโรคพืช C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 เมื่อเลี้ยง
ร่วมกันบนอาหาร PDA/SW30 ppt เป็นเวลา 5 วัน ราที่ยับยั้งได้ดีรองลงคือ SSPB4207 มี %IE ต่อราก่อโรคพืชทั้ง 
2 ชนิด เท่ากับ 75.0 และ73.0 ตามล่าดับ (ภาพที่ 6 และ7) %IE จ่านวนรานาเกลือทีมี่ประสิทธิภาพในการยับยัง้ 
C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 ได้ ไม่แตกต่างกัน  และเมื่อเลี้ยงราร่วมกัน
เป็นเวลา 3 วัน ราสว่นใหญ่ แสดงประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชในระดับต่่าถึงปานกลาง แต่เมื่อเลี้ยง
ร่วมกัน 5 วัน รานาเกลือส่วนใหญ่แสดงประสิทธิภาพในการยับยั้งดีขึ้นกว่าระดับเดิม (ตารางที่ 7)  
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ภำพที่ 6 ฤทธิ์ยับยั้งราก่อโรคแอนแทรกโนสของราจากนาเกลือ SSPB4207 (ด้านขวาของจานอาหาร) ในการ
ยับยั้งราก่อโรคพืช (ด้านซ้ายของจานอาหาร) (ก) C. capsici DOAC 1511 และ (ข) C. gloeosporioides DOAC 
0782 บนอาหาร PDA/SW30 ppt 
 
 

  
 
ภำพที่ 7 ฤทธิ์ยับยั้งราก่อโรคแอนแทรกโนสของราจากนาเกลือ SSPB4225 (ด้านขวาของจานอาหาร) ในการ
ยับยั้งราก่อโรคพืช (ด้านซ้ายของจานอาหาร) (ก) C. capsici DOAC 1511 และ (ข) C. gloeosporioides DOAC 
0782 บนอาหาร PDA/SW30 ppt 
 
 
 
 

ข
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ตำรำงที่ 7   จ่านวนสารรานาเกลือที่แสดงประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชที่ระดับ %IE ต่าง ๆ  กัน เมื่อ
เลี้ยงร่วมกัน เป็นเวลา 3 และ 5 วัน 

 

รำก่อโรคพืช 
อำหำร 

ที่ใช้เลี้ยง 

 ระยะเวลำเลี้ยง
ร่วมกัน 

จ ำนวนรำนำเกลือที่แสดงกิจกรรมชอบเค็มที่ระดับต่ำงๆ* 

 Not 
shown  

   Low Moderate High Strong 

C. capsici 
DOAC 1511 

PDA/dw 
3 วัน 22 27 10 3 0 

5 วัน 19 13 13 17 0 

PDA/SW30 ppt 
3 วัน 20 14 17 11 0 

5 วัน 17 4 8 26 7 

C. 
gloeosporioides 
 DOAC 0782 

PDA/dw 
3 วัน 9 30 12 11 0 

5 วัน 9 14 15 24 0 

PDA/SW30 ppt 
3 วัน 13 20 11 16 2 

5 วัน 15 5 6 28 8 

*รานาเกลือที่ใช้ทดสอบมีทั้งหมด  62 สายพันธุ์,  Strong activity (%IE >70): มีประสิทธิภาพในการยับยั้งดีมาก, 
High activity  (%IE 50 - <70): มีประสิทธิภาพในการยับยั้งดี, Moderate activity (%IE 35 - <50) มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งปานกลาง,  Low activity (%IE <35) มีประสิทธิภาพในการยับยั้งน้อย  
 
2. กำรศึกษำคุณสมบัติกำรชอบเค็มของรำที่มีประสิทธิภำพในกำรยับยั้งรำสำเหตุโรคพืชด้วย %IE มำกกว่ำ

หรือเท่ำกับ 35 
เมื่อน่าราทีม่ีประสิทธิภาพในการยับยั้งราสาเหตุโรคพืชด้วย %IE ≥ 35 มาศึกษาความสามารถในการเจริญ 

และขนาดโคโลนี เพ่ือประเมินความชอบเค็ม พบว่าราทั้งหมดเป็น facultative halophile คือเจริญได้ทั้งในน้่าจืด
และน้่าเค็มและเจริญได้ที่ความเค็มสูงสุดแตกต่างกันไปตามแต่สายพันธุ์ (ตารางที่ 8 และตารางท่ี 9) 
 



ตารางท่ี 5 ระยะทางที่รานาเกลือยับยั้งการเจริญราก่อโรคพืช (ID) เมื่อเลี้ยงร่วมกันบนอาหารที่มีความเค็มต่างกันเป็นระยะเวลา 3 วัน และ 5 วัน 
 

ล าดับ 
รานา
เกลือ 

ระยะทางที่ราสาเหตุโรคพืชถูกยับยั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA/dw   PDA/SW 30 ppt  PDA/dw   PDA/SW 30 ppt 
3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน 

1 SSCH001 - -  - -  - -  - - 
2 SSCH003 - -  - -  - 1.00+0.00  - - 
3 SSCH006 3.50+0.71 -  2.50+0.71 -  1.50+0.71 -  1.00+0.00 - 
4 SSCH011 - -  - -  - -  - - 

5 SSCH014 - -  - -  - -  - - 

6 SSCH015 - -  - -  - -  - - 
7 SSCH017 - -  - -  - -  - - 
8 SSCH019 - -  - -  11.00+0.00 6.00+0.00  10.00+0.00 4.00+0.00 
9 SSCH022 - -  - -  - -  - - 
10 SSCH024 - -  - -  - -  - - 
11 SSCH026 - -  - -  - -  - - 
12 SSCH031 - -  - -  8.00+0.00 1.00+0.00  11.00+0.00 2.00+0.00 
13 SSCH032 - -  - -  - -  - - 
14 SSCH033 - -  - -  - -  - - 
15 SSCS034 - -  - -  2.00+0.00 -  - - 

              หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis  
 



ตารางท่ี 5 ระยะทางที่รานาเกลือยับยั้งการเจริญราก่อโรคพืช (ID) เมื่อเลี้ยงร่วมกันบนอาหารที่มีความเค็มต่างกันเป็นระยะเวลา 3 วัน และ 5 วัน (ต่อ) 
 

ล าดับ 
รานา
เกลือ 

ระยะทางที่ราสาเหตุโรคพืชถูกยับยั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511  C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA/dw  PDA/SW 30 ppt  PDA/dw   PDA/SW 30 ppt 
3 วัน      5 วัน  3 วัน     5 วัน  3 วัน      5 วัน  3 วัน    5 วัน 

16 SSCH035 - -  - -  - -  - - 

17 SSCS044 - -  - -  - -  15.00+0.00 2.00+0.00 

18 SSCS045 - -  - -  - 1.00+0.00  - - 
19 SSCH047 - -  - -  - -  - - 
20 SSCS048 - -  - -  - -  - - 
21 SSCS050 - -  - -  - -  - - 
22 SSCS051 - -  - -  - -  - - 
23 SSCS054 - -  - -  - -  - - 
24 SSCS055 - -  - -  - -  - - 
25 SSCS057 - -  - -  - -  - - 
26 SSCS064 - -  - -  - -  - - 
27 SSCS066 - -  - -  10.50+0.71 1.50+0.71  - - 
28 SSCS069 17.00+0.00 14.50+0.71  16.50+0.71 13.00+0.00  17.00+0.00 13.00+0.00  13.50+0.71 9.50+0.71 
29 SSCH070 10.00+0.00 5.00+0.00  8.00+0.00 3.00+0.00  12.00+0.00 6.00+0.00  7.00+0.00 2.00+0.71 
30 SSCH072 - -  - -  - -  - - 

              หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis 
 



ตารางที่ 5  ระยะทางที่รานาเกลือยับยั้งการเจริญราก่อโรคพืช (ID) เมื่อเลี้ยงร่วมกันบนอาหารที่มีความเค็มต่างกันเป็นระยะเวลา 3 วัน และ 5 วัน  (ต่อ) 
 

ล าดับ 
รานา
เกลือ 

ระยะทางที่ราสาเหตุโรคพืชถูกยับยั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511  C. gloeosporioides DOAC 0782 

              PDA/dw                    PDA/SW 30 ppt  PDA/dw  PDA/sw 
3 วัน      5 วัน  3 วัน        5 วัน  3 วัน       5 วัน  3 วัน      5 วัน 

31 SSCS074 - 1.00+0.00  - -  - 1.00+0.00  - - 
32 SSCS076 10.50+2.12 8.00+1.41  10.00+0.00 7.00+0.00  13.00+0.00 12.00+0.00  4.00+0.00 3.00+0.00 
33 SSCS078 - -  - -  - -  - - 
34 SSCS079 - -  - -  - -  - - 
35 SSCS080 - -  - -  - -  - - 
36 SSCS082 - -  - -  - -  - - 
37 SSCS085 - -  - -  - -  - - 
38 SSCS088 - -  - -  1.00+0.00 -  3.50+0.71 1.50+0.71 
39 SSCS089 - -  - -  - -  - - 
40 SSCS091 - -  - -  - -  - - 

41 SSCS097 - -  - -  - -  - - 

42 SSCS099 - -  12.00+0.00 7.00+0.00  15.50+0.71 7.50+0.71  10.00+0.00 4.00+0.00 
43 SSCS101 - -  - -  1.00+0.00 -  3.50+0.71 - 
44 SSCS102 - -  - -  - -  - - 
45 SSCH104 - -  - -  - -  - - 

              หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis 
 



ตารางท่ี 5 ระยะทางที่รานาเกลือยับยั้งการเจริญราก่อโรคพืช (ID) เมื่อเลี้ยงร่วมกันบนอาหารที่มีความเค็มต่างกันเป็นระยะเวลา 3 วัน และ 5 วัน (ต่อ) 
 

ล าดับ 
รานา
เกลือ 

ระยะทางที่ราสาเหตุโรคพืชถูกยับยั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA/dw   PDA/SW 30 ppt  PDA/dw   PDA/SW 30 ppt 
3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน 

46 SSCH105 - -  - -  - -  - - 
47 SSCH106 6.00+0.00 2.00+0.00  4.00+0.00 -  1.00+0.00 2.50+0.71  2.00+0.00 - 
48 SSCH109 - -  - -  - -  - - 
49 SSCH110 - -  - -  - -  - - 
50 SSCH115 1.00+0.00 3.50+0.00  - -  1.00+0.00 1.00+0.00  - - 
51 SSPB1105 - -  - 5.00+0.00  - -  - - 
52 SSPB1109 - -  - -  - -  - - 
53 SSPB1110 16.00+0.00 14.00+0.00  12.00+0.00 7.00+0.00  13.00+0.00 10.00+0.00  12.00+0.00 8.00+0.00 
54 SSPB1111 - -  - -  - -  - - 
55 SSPB1116 - 9.50+0.71  - 6.00+0.00  - 8.00+0.00  - 8.50+0.71 
56 SSPB1117 12.00+4.41 8.00+0.00  5.00+0.00 1.00+0.00  13.00+0.00 6.00+0.00  5.50+0.71 - 
57 SSPB1118 - -  - -  - -  - - 
58 SSPB1119 - -  - -  - -  - - 
59 SSPB1120 - -  - -  - -  - - 
60 SSPB1122 10.5+0.71 4.5+0.71  4.5+0.71 1.50+0.71  9.50+2.12 4.00+1.41  8.5+0.71 - 

              หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis 
 
 



ตารางท่ี 5  ระยะทางที่รานาเกลือยับยั้งการเจริญราก่อโรคพืช (ID) เมื่อเลี้ยงร่วมกันบนอาหารที่มีความเค็มต่างกันเป็นระยะเวลา 3 วัน และ 5 วัน (ต่อ) 
 

ล าดับ 
รานา
เกลือ 

ระยะทางที่ราสาเหตุโรคพืชถูกยับยั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA/dw   PDA/SW 30 ppt  PDA/dw   PDA/SW 30 ppt 
3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน 

61 SSPB1123 - -  - -  - -  - - 
62 SSPB1126 - -  - -  - -  - - 
63 SSPB1128 - -  - -  - -  - - 
64 SSPB1130 10.00+0.00 7.50+0.71  8.50+0.71 5.50+2.12  11.00+0.00 5.50+0.71  1.00+0.00 - 

65 SSPB1204 - -  - -  - 8.00+0.00  - 1.00+0.00 

66 SSPB1206 - -  - -  - -  - - 
67 SSPB1209 8.50+0.71 3.50+0.71  9.50+0.71 2.50+0.71  7.50+0.71 2.00+0.00  10.00+0.00 3.00+0.00 
68 SSPB1210 5.00+0.71 -  6.00+0.71 -  7.50+0.71 -  6.50+0.71 - 
69 SSPB1211 6.00+0.00 3.00+0.00  2.50+0.71 1.00+0.00  8.50+0.71 2.00+0.00  5.00+0.00 1.00+0.00 
70 SSPB1212 - -  6.00+0.00 4.50+2.15  - -  8.50+0.71 2.00+0.00 
71 SSPB1213 - -  - -  - -  - - 
72 SSPB1214 - -  - -  - -  - - 
73 SSPB1215 - -  - -  - -  - - 
74 SSPB1218 17.00+0.00 16.00+0.00  17.00+0.00 16.00+1.41  19.00+0.00 15.00+0.00  14.00+0.00 12.00+0.00 
75 SSPB1219 - -  - -  - -  - - 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis 
 



ตารางท่ี 5 ระยะทางที่รานาเกลือยับยั้งการเจริญราก่อโรคพืช (ID) เมื่อเลี้ยงร่วมกันบนอาหารที่มีความเค็มต่างกันเป็นระยะเวลา 3 วัน และ 5 วัน (ต่อ) 
 

ล าดับ 
รานา
เกลือ 

ระยะทางที่ราสาเหตุโรคพืชถูกยับยั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA/dw   PDA/SW 30 ppt  PDA/dw   PDA/SW 30 ppt 
3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน 

76 SSPB1301 - -  - -  10.50+0.71 4.00+0.00  2.50+0.71 - 

77 SSPB1302 - -  - -  11.00+0.00 2.00+0.00  - - 

78 SSPB1303 - -  - -  - -  - - 
79 SSPB1306 - -  - -  - -  - - 
80 SSPB1307 - -  - -  - -  - - 
81 SSPB1308 - -  - -  - -  - - 
82 SSPB1309 - -  - 1.50+0.71  - -  1.00+0.00 1.00+0.00 
83 SSPB1310 - -  - -  - -  - - 
84 SSPB1311 - -  - -  - -  - - 
85 SSPB1312 - -  - -  7.50+3.54 1.00+1.41  8.00+0.00 - 
86 SSPB1314 - -  - -  - -  - - 
87 SSPB1315 - -  - -  - -  - - 
88 SSPB2101  - -  - -  - -  - - 
89 SSPB2102 - -  - -  - -  - - 
90 SSPB2103 - -  - -  - -  - - 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis 
 



ตารางท่ี 5  ระยะทางที่รานาเกลือยับยั้งการเจริญราก่อโรคพืช (ID) เมื่อเลี้ยงร่วมกันบนอาหารที่มีความเค็มต่างกันเป็นระยะเวลา 3 วัน และ 5 วัน (ต่อ) 
 

ล าดับ 
รานา
เกลือ 

ระยะทางที่ราสาเหตุโรคพืชถูกยับยั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA/dw   PDA/SW 30 ppt  PDA/dw   PDA/SW 30 ppt 
3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน 

91 SSPB2104 - 6.50+0.71  - 3.00+0.00  - 11.00+0.00  - 6.00+0.00 
92 SSPB2107 - -  - 6.00+0.00  - -  - - 
93 SSPB2108 - -  - -  - -  - - 
94 SSPB2202 - -  8.00+1.41 1.50+0.71  11.00+1.41 1.50+0.71  - - 
95 SSPB2203 - -  - -  - -  - - 
96 SSPB2209 - -  - -  - -  - - 
97 SSPB2210 8.00+0.00 3.00+1.41  6.00+0.00 2.00+0.00  12.00+0.00 2.5+0.71  10.00+0.00 2.00+0.00 
98 SSPB2212 - -  - -  - -  - - 
99 SSPB2213 - -  - 4.00+0.00  - -  - 3.00+0.00 
100 SSPB2302 - -  - -  - -  - - 
101 SSPB2303 - -  - -  - -  - - 
102 SSPB2304 - -  - -  - -  - - 
103 SSPB2305 - -  - -  - -  - - 
104 SSPB2308 - -  - -  - -  - - 
105 SSPB2310 - -  - -  - -  - - 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis 
 
 



ตารางท่ี 5 ระยะทางที่รานาเกลือยับยั้งการเจริญราก่อโรคพืช (ID) เมื่อเลี้ยงร่วมกันบนอาหารที่มีความเค็มต่างกันเป็นระยะเวลา 3 วัน และ 5 วัน (ต่อ) 
 

ล าดับ 
รานา
เกลือ 

ระยะทางที่ราสาเหตุโรคพืชถูกยับยั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA/dw   PDA/SW 30 ppt  PDA/dw   PDA/SW 30 ppt 
3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน 

106 SSPB3101 - -  9.50+0.71 3.00+0.00  15.00+0.00 11.50+0.71  11.50+0.71 5.50+0.71  
107 SSPB3104 - -  - -  - -  - - 
108 SSPB3108 - -  - -  - -  - - 
109 SSPB3111 10.50+0.71 6.50+0.71  3.00+1.41 -  13.00+0.00 10.00+0.00  3.00+0.00 2.00+0.00 
110 SSPB3112 - -  - -  - -  - - 
111 SSPB3114 - 2.00+0.00  - -  - 14.00+0.00  - - 
112 SSPB3117 - -  - -  11.00+0.00 4.50+0.71  6.00+0.00 - 
113 SSPB3120 - -  - -  12.00+0.00 4.00+0.00  4.50+0.71 - 
114 SSPB3124 11.50+0.71 7.00+0.00  9.00+1.41 5.00+1.41  12.50+0.71 8.00+0.00  6.50+0.71 2.00+0.00 
115 SSPB3203 - -  - -  - -  - - 
116 SSPB3204 - -  - -  - -  - - 
117 SSPB3207 - -  - -  - -  - - 
118 SSPB3208 13.00+1.41 8.00+0.00  14.00+0.00 7.50+0.71  11.00+1.41 7.50+0.71  9.00+0.00 4.00+0.00 
119 SSPB3209 - -  - -  - -  - - 
120 SSPB3301 8.00+0.00 6.00+0.00  6.50+0.71 -  5.50+0.71 1.00+0.00  14.00+0.00 10.00+0.00 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis 
 
 



ตารางท่ี 5 ระยะทางที่รานาเกลือยับยั้งการเจริญราก่อโรคพืช (ID) เมื่อเลี้ยงร่วมกันบนอาหารที่มีความเค็มต่างกันเป็นระยะเวลา 3 วัน และ 5 วัน (ต่อ) 
 

ล าดับ รานาเกลือ 

ระยะทางที่ราสาเหตุโรคพืชถูกยับยั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA/dw   PDA/SW 30 ppt  PDA/dw   PDA/SW 30 ppt 
3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน 

121 SSPB3304 - -  - -  - -  - - 
122 SSPB3305 - -  - -  - -  - - 
123 SSPB3312 - -  - -  - -  - - 
124 SSPB3314 - -  - -  - -  - - 
125 SSPB4107 16.50+0.71 12.00+0.00  17.50+0.71 12.50+0.71  17.50+0.71 11.50+0.71  14.00+0.00 8.50+0.71 
126 SSPB4108 1.50+0.71 -  6.50+0.71 2.50+0.71  8.00+1.41 4.50+0.71  1.00+0.00 - 

127 SSPB4206 - -  - -  - -  - - 

128 SSPB4207 19.00+0.00 16.00+0.00  16.00+0.00 11.00+0.0
0 

 16.00+0.00 12.00+0.00  16.00+0.0
0 

10.00+0.0
0 129 SSPB4208 13.50+0.71 9.50+0.71  14.00+0.00 9.50+0.71  16.00+0.00 11.00+0.00  9.00+0.71 4.50+0.71 

130 SSPB4215 16.50+0.71 12.50+0.71  15.00+0.00 10.00+0.0
0 

 17.00+1.41 12.00+1.41  15.00+1.4
1 

10.00+0.0
0 131 SSPB4217 16.00+0.00 13.00+0.0

0 
 13.00+0.00 9.00+0.00  17.00+0.00 12.00+0.00  12.00+0.0

0 
7.00+0.00 

132 SSPB4225 16.50+0.71 14.00+1.4
1 

 16.00+0.00 12.50+0.7
1 

 15.50+0.71 10.50+0.71  16.00+0.0
0 

12.00+0.0
0 133 SSPB4234 - -  - -  - -  - - 

134 SSPB4235 18.50+0.71 18.50+0.7
1 

 18.50+0.71 16.50+0.7
1 

 16.50+0.71 12.50+0.71  17.50+0.7
1 

12.00+0.0
0 135 SSPB4301 - -  - -  - -  - - 

              หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis 



ตารางท่ี 5 ระยะทางที่รานาเกลือยับยั้งการเจริญราก่อโรคพืช (ID) เมื่อเลี้ยงร่วมกันบนอาหารที่มีความเค็มต่างกันเป็นระยะเวลา 3 วัน และ 5 วัน (ต่อ) 
 

ล าดับ 
รานา
เกลือ 

ระยะทางที่ราสาเหตุโรคพืชถูกยับยั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA/dw   PDA/SW 30 ppt                 PDA/dw   PDA/SW 30 ppt 
3 วัน 5 วัน 

 
    3วัน         5 วัน 

 
     3 
วัน    

5 วัน 
 

3 วัน 5 วัน 

136 SSPB4304 - -  - -  - -  - - 
137 SSPB4307 13.00+0.00 10.50+0.71  12.50+0.71 10.00+0.00  15.00+0.00 10.50+0.71  15.00+0.00 10.00+0.00 

138 SSPB4308 14.50+0.71 11.00+1.41  10.00+0.00 5.00+0.00  15.50+0.71 9.00+1.41  15.50+0.71 9.50+0.71 

139 SSPB4309 13.00+0.00 9.50+0.71  8.00+0.00 4.00+0.00  13.50+0.71 9.00+0.00  11.00+0.00 5.50+0.71 
140 SSPB4313 18.50+0.71 12.00+1.41  10.50+0.71 6.50+0.71  18.50+0.71 13.00+1.41  13.00+1.41 8.00+1.41 
141 SSPB4319 13.00+0.00 7.50+0.71  10.00+0.00 5.50+0.71  15.00+0.00 8.00+0.00  9.50+0.71 3.50+0.71 
142 SSPB4320 16.50+0.71 8.00+0.00  13.50+0.71 13.50+0.71  13.50+0.71 9.50+0.71  15.00+0.00 10.00+0.00 
143 SSPB4321 10.50+0.71 5.00+0.00  8.00+0.00 4.00+0.00  9.00+0.00 8.00+0.00  7.00+0.00 4.50+0.00 
144 SSPB4323 15.00+0.00 11.00+0.00  12.00+0.00 7.00+0.00  16.00+0.00 10.00+0.00  16.50+0.71 11.00+1.41 
145 SSPB4324 15.00+0.00 10.50+0.71  16.00+0.00 13.00+0.00  15.00+0.00 11.50+0.00  11.00+0.00 6.00+0.00 
146 SSPB4325 16.50+0.71 13.00+0.00  13.50+0.71 9.00+1.41  16.00+0.00 11.00+0.00  13.00+0.00 18.00+0.00 
147 SSPB4327 15.50+0.71 11.00+1.41  13.50+0.71 9.50+0.71  11.50+0.71 6.00+0.00  13.00+0.00 7.00+0.00 
148 SSPB4328 12.00+0.00 7.00+0.00  10.00+0.00 6.00+0.00  13.50+0.71 8.00+0.00  7.50+0.71 3.00+0.00 
149 SSPB4329 11.50+0.71 8.50+0.71  10.00+0.00 5.50+0.71  13.00+0.00 10.00+0.00  8.50+0.71 4.50+0.71 
150 SSPB4332 13.50+0.71 10.00+0.00  11.00+1.41 7.50+0.71  15.50+0.71 8.50+0.71  4.50+0.71 4.50+0.71 

              หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis 



ตารางที่  6   ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ (%IE) ราก่อโรคพืชของรานาเกลือ เมื่อเลี้ยงร่วมกันบนอาหารที่มีความเค็มต่างกันเป็นระยะเวลา  3 วนั และ 5 วัน 
 

ล าดับ รานาเกลือ 

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเป็นร้อยละ (%IE) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA/dw   PDA/SW30 ppt  PDA/dw   PDA/SW30 ppt 
3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน 

1 SSCH006 20.00+0.00 -  22.22+3.85 -  27.27+0.00 -  16.16+3.5
4 

- 

2 SSCH019 - -  - -  30.23+0.00 0.52+0.00  30.00+10.
00 

63.22+3.9
8 3 SSCH031 - -  - -  30.00+0.00 44.44+0.00  23.08+0.0

0 
60.00+0.0

00 4 SSCS 034 - -  - -  6.98+0.00 -  - - 

5 SSCS044 - -  8.00+0.00 39.29+0.0
0 

 - -  20.00+0.0
0 

47.12+1.9
8 6 SSCS066 - -  - -  15.15+5.25 29.15+2.79  - - 

7 SSCH069 40.00+0.00 60.00+0.00  60.00+0.00 76.00+0.0
0 

 45.45+0.00 60.00+0.00  55.01+3.5
4 

68.89+1.9
2 8 SSCH070

 2
3.33+5.77
 2
2.22+3.85
 
 3
1.11+3.85
 4
2.67+6.11
 
 2
7.27+0.00
 4
0.00+0.00

23.33+5.77 22.22+3.85  31.11+3.85 42.67+6.1
1 

 27.27+0.00 40.00+0.00  20.25+0.0
0 

43.33+0.0
0 9 SSCS076 30.0+ 0.00 48.89+3.85  23.08+0.00 42.11+0.0

0 
 33.3+0.00 61.54+0.00  42.86+0.0

0 
71.42+0.0
0 10 SSCS088 - -  - -  27.27+0.00 -  28.57+0.0

0 
50.67+2.3

0 11 SSCS 099 - -  18.70+0.00 49.61+2.7
3 

 23.33+5.77 21.40+9.38  38.87+5.5
6 

49.35+2.0
4 12 SSCH106 13.33+5.77 13.33+7.64  31.11+3.85 -  27.30+9.14 40.00+0.00  - - 

13 SSCH115 10.00+0.00 15.56+10.1
8 

 - -  33.33+5.25 40.00+0.00  - - 
              หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis  
 
 



ตารางที่  6   ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ (%IE) ราก่อโรคพืชของรานาเกลือ เมื่อเลี้ยงร่วมกันบนอาหารที่มีความเค็มต่างกันเป็นระยะเวลา  3 วนั และ 5 วัน (ต่อ)  
 

ล าดับ รานาเกลือ 

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเป็นร้อยละ (%IE) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA/dw   PDA/SW30 ppt  PDA/dw   PDA/SW30 ppt 
3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน 

14 SSPB1105 - -  - 39.27+0.0
0 

 - -  - - 

15 SSPB1110 23.33+5.77 37.50+0.00  10.25+4.44 39.27+4.0
5 

 23.08+0.00 29.41+0.00  4.45+3.85 28.57+0.00 

16 SSPB1116 - 20.83+3.61  - 23.08+4.0
5 

 - 23.53+0.00  - 20.64+2.75 

17 SSPB1117 40.00+0.00 41.02+4.44  37.78+3.85 58.67+2.3
1 

 30.00+0.00 44.44+0.00  28.21+4.44 - 

18 SSPB1122 33.33+5.77 25.64+4.44  33.33+0.00 52.00+0.0
0 

 50.00+0.00 61.11+5.56  42.42+3.50 64.59+1.81 

19 SSPB1130 16.67+5.77 35.55+3.85  48.89+7.70 65.33+4.6
2 

 30.00+0.00 44.44+0.00  23.08+0.00 60.00+0.00 

20 SSPB1204 - -  - -  - 15.58+0.00  - - 

21 SSPB1209 30.00+0.00 42.31+0.00  27.44+3.93 50.62+0.0
0 

 2.77+4.81 29.39+2.84  27.45+6.79 50.58+1.98 

22 SSPB1210 20.00+0.00 46.29+3.21  22.22+3.85 49.33+2.3
1 

 13.33+5.77 50.00+0.00  28.21+4.44 65.56+1.93 

23 SSPB1211 10.00+0.00 20.51+4.45  42.22+3.85 58.67+2.3
1 

 16.66+5.78 36.70+2.92  27.78+0.00 53.13+0.00 

24 SSPB1212 50.00+10.0
0 

44.45+3.70  38.78+6.80 57.48+2.3
8 

 13.89+4.81 44.17+2.84  29.41+0.71 58.62+0.00 

25 SSPB1218 40.00+0.00 56.25+0.00  48.72+11.7
5 

70.31+8.4
3 

 58.97+4.45 56.86+3.39  60.00+0.00 66.67+0.00 

26 SSPB 1301 - -  - -  12.12+2.25 35.72+2.59  - - 
              หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis  
 
 



ตารางที่  6   ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ (%IE) ราก่อโรคพืชของรานาเกลือ เมื่อเลี้ยงร่วมกันบนอาหารที่มีความเค็มต่างกันเป็นระยะเวลา  3 วนั และ 5 วัน (ต่อ)  
 

ล าดับ รานาเกลือ 

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเป็นร้อยละ (%IE) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA/dw   PDA/SW30 ppt  PDA/dw   PDA/SW30 ppt 
3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน 

27 SSPB1302 - -  - -  18.00+0.00 -  4.45+3.85 - 

28 SSPB1312 - -  - -  0.37+0.64 11.11+3.85  33.33+4.12 41.33+2.30 

29 SSPB2104 - 4.17+9.55  - 23.08+4.0
5 

 - 19.61+6.80  - 15.88+2.75 

30 SSPB2202 6.67+5.77 27.08+7.22  - 43.32+0.0
0 

 10.25+4.44 15.68+6.80  8.89+10.18 - 

31 SSPB2210 12.50+0.00 42.22+3.85  19.45+4.81 55.95+5.4
5 

 30.23+0.00 40.38+4.69  10.00+0.00 49.42+1.99 

32 SSPB2213 - -  - 20.00+0.0
0 

 - -  - 33.33+0.00 

33 SSPB 3101 - - - - - - - -  - - 

34 SSPB 3111 - - - - - - - -  - - 

35 SSPB3114 - 33.33+0.00  - -  - 50.00+0.00  - 20.40+8.69 

36 SSPB3117 - -  - -  1.11+0.00 8.89+3.85  21.43+0.00 - 

37 SSPB3120 - -  - -  16.66+5.78 24.07+3.21  27.78+0.00 - 

38 SSPB3124 26.67+5.77 41.02+4.44  33.33+0.00 58.67+2.3
1 

 50.00+0.00 55.55+0.00  51.28+4.45 66.67+2.31 

39 SSPB3208 33.33+5.77 30.77+7.69  26.67+0.00 52.00+0.7
1 

 43.33+5.77 59.26+6.42  56.41+4.33 65.33+2.31 
              หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis  
 
 



ตารางที่  6   ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ (%IE) ราก่อโรคพืชของรานาเกลือ เมื่อเลี้ยงร่วมกันบนอาหารที่มีความเค็มต่างกันเป็นระยะเวลา  3 วนั และ 5 วัน (ต่อ)  
 

ล าดับ รานาเกลือ 

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเป็นร้อยละ (%IE) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA/dw   PDA/SW30 ppt  PDA/dw   PDA/SW30 ppt 
3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน 

40 SSPB3301 - -  34.96+8.31 35.00+0.0
0 

 1.11+0.00 26.67+0.00  16.67+4.12 41.33+2.30 

41 SSPB4107 40.00+0.00 58.82+0.00  68.28+7.14 73.00+2.3
1 

 48.48+5.25 61.13+2.59  64.45+3.85 68.96+0.00 

42 SSPB4108 - 5.99+3.70  45.58+00.0
0 

53.36+6.2
9 

 0.00+0.83 27.75+2.84  49.02+3.39 58.62+0.00 

43 SSPB4207 56.99+0.00 67.32+0.00  67.48+0.00 75.00+0.0
0 

 33.00+0.00 46.67+0.00  71.43+7.14 73.00+2.31 

44 SSPB4208 16.67+5.77 47.06+0.00  42.86+0.00 64.00+0.0
0 

 36.36+0.00 58.15+2.59  40.00+6.67 56.32+5.27 

45 SSPB4215 50.00+0.00 61.54+0.00  63.72+3.93 71.19+0.0
0 

 55.55+4.81 58.95+2.85  58.82+0.00 65.52+0.00 

46 SSPB4217 33.33+1.11 55.71+4.04  49.88+4.34 62.50+0.0
0 

 43.33+0.58 46.15+0.00  52.38+4.12 69.05+2.06 

47 SSPB4225 46.65+6.21 65.14+3.78  59.35+0.00 75.00+0.0
0 

 40.74+6.41 57.78+3.85  71.42+0.00 76.00+0.00 

48 SSPB4235 46.65+6.21 65.14+3.78  53.93+4.69 71.66+2.8
9 

 40.74+6.41 53.33+0.00  61.91+4.13 72.00+0.00 

49 SSPB4307 41.67+8.34 54.80+5.65  51.05+6.99 55.10+2.9
9 

 57.58+5.25 66.18+0.00  59.53+8.25 69.33+4.62 

50 SSPB4308 26.67+5.77 30.77+0.00  40.00+6.67 60.00+0.0
0 

 50.00+0.00 55.55+0.00  61.53+0.00  70.67+2.31 

51 SSPB4309 41.67+0.00 54.80+0.00  41.73+4.04 51.64+2.9
9 

 51.52+5.25 59.74+2.79  38.10+14.8
7 

58.67+6.11 

52 SSPB4313 33.33+5.77 33.33+4.44  44.45+3.85 62.67+2.3
1 

 30.00+10.00 38.89+5.56  51.28+4.45 66.67+2.31 
              หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis  
 
 



 
ตารางที่  6   ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ (%IE) ราก่อโรคพืชของรานาเกลือ เมื่อเลี้ยงร่วมกันบนอาหารที่มีความเค็มต่างกันเป็นระยะเวลา  3 วนั และ 5 วัน (ต่อ)  
 

ล าดับ รานาเกลือ 

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเป็นร้อยละ (%IE) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA/dw   PDA/SW30 ppt  PDA/dw   PDA/SW30 ppt 
3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน 

53 SSPB4319 23.33+5.57 55.56+0.00  46.67+0.00 68.00+0.0
0 

 43.33+5.77 51.85+3.21  48.72+4.45 72.22+1.9
2 54 SSPB4320 33.33+5.77 38.46+0.00  51.00+3.75 65.33+2.3

1 
 43.33+5.75 46.29+3.21  58.97+4.43 68.00+0.0

0 55 SSPB4321 30.00+0.00 55.56+0.00  40.00+0.00 60.00+0.0
0 

 36.67+5.77 57.41 +3.20  35.90+4.44 61.11+1.9
2 56 SSPB4323 33.33+5.77 41.02+4.44  44.45+3.85 62.67+2.3

1 
 50.00+0.00 55.55+0.00  48.15+3.21 64.59+1.8

1 57 SSPB4324 33.33+5.77 54.17+3.61  51.54+0.00 79.76+0.0
0 

 56.41+4.45 62.75+3.40  51.11+3.85 61.90+0.0
0 58 SSPB4325 36.67+5.77 48.72+0.00  47.85+3.92 60.22+2.3

7 
 50.00+8.33 68.63+3.13  64.71+5.88 77.01+1.9

9 59 SSPB4327 30.00+0.00 58.86+3.70  52.38+6.80 67.08+4.1
1 

 27.78+4.81 47.45+2.85  58.82+0.00 67.82+1.9
9 60 SSPB4328 26.67+5.77 55.56+0.00  46.67+0.00 64.00+0.0

0 
 36.67+5.77 55.56+5.56  41.02+4.44 72.22+1.9

2 61 SSPB4329 30.00+0.00 55.56+0.00  53.00+0.00 68.00+0.7
1 

 40.00+0.00 55.56+0.00  38.46+0.00 67.67+0.0
0 62 SSPB4332 30.00+0.00 55.56+0.00  40.00+0.00 64.00+0.0

0 
 50.00+0.00 61.11+0.00  38.46+0.00 66.67+0.0

0                  หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis  
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ตารางท่ี 8 ระดับความชอบเค็มของรานาเกลือ  

ล าดับ รานาเกลือ ความเค็มสูงสุดที่เจริญ ล าดับ รานาเกลือ ความเค็มสูงสุดที่เจริญ 

1 SSCS031 0-100 26 SSPB3124 0-150 
2 SSCR034 0-100 27 SSPB3208 0-250 
3 SSCR044 0-200 28 SSPB3301 0-250 
4 SSCS069 0-250 29 SSPB4107 0-200 
5 SSCS070 0-150 30 SSPB4108 0-200 
6 SSCS076 0-100 31 SSPB4207 0-250 
7 SSCS088 0-150 32 SSPB4208 0-250 
8 SSCR097 0-100 33 SSPB4215 0-150 
9 SSCS106 0-250 34 SSPB4217 0-200 
10 SSCS115 0-250 35 SSPB4225 0-250 
11 SSPB1105 0-100 36 SSPB4235 0-150 
12 SSPB1110 0-100 37 SSPB4307 0-250 
13 SSPB1117 0-250 38 SSPB4308 0-250 
14 SSPB1122 0-250 39 SSPB4309 0-250 
15 SSPB1130 0-250 40 SSPB4313 0-250 
16 SSPB1209 0-100 41 SSPB4319 0-250 
17 SSPB1210 0-150 42 SSPB4320 0-250 
18 SSPB1211 0-50 43 SSPB4321 0-250 
19 SSPB1212 0-150 44 SSPB4323 0-250 
20 SSPB1218 0-150 45 SSPB4324 0-250 
21 SSPB1301 0-150 46 SSPB4325 0-250 
22 SSPB1312 0-200 47 SSPB4327 0-250 
23 SSPB2202 0-250 48 SSPB4328 0-250 
24 SSPB2210 0-100 49 SSPB4329 0-250 
25 SSPB3114 0-100 50 SSPB4332 0-250 
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ตารางท่ี 9  จ านวนรานาเกลือชอบเค็มท่ีระดับต่างๆกัน  

ระดับความเค็มสูงสุดที่เจริญ  (ppt) จ านวนสายพันธุ์ คุณสมบัติการชอบเค็ม 

50 1 Mild halophile 

100 9 Moderate halophile 

150 9 Moderate halophile 

200 5 Extreme halophile 

250 26 Extreme halophile 

 
3.  การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากอาหารเลี้ยงรานาเกลือต่อการยับย้ังราก่อโรคพืช 
     เมื่อน าอาหารเหลวท่ีผ่านการเล้ียงรา 45 สายพันธ์ุจากท้ังหมด 50 สายพันธ์ุท่ีทดสอบเบ้ืองต้นแล้วว่ามี
ประสิทธิภาพในการยับย้ังรา C. gloeosporioides DOAC 0782 และ C. capsici DOAC 1511 ชนิดใด              
ชนิดหน่ึงมากกว่าร้อยละ 35  มาเล้ียงในอาหาร PDB/dw และ PDB/SW30 ppt น า filtrate มาสกัด 2 ครั้ง ด้วย 
ethyl acetate จากน้ันน าสารสกัดท่ีได้มาทดสอบกับราก่อโรคพืชท้ังสองสายพันธ์ุน้ีอีกครั้ง พบว่าสารสกัดจากรา
ส่วนใหญ่ยับย้ังราก่อโรคพืชได้ (ตารางท่ี 10) และยับย้ัง C. gloeosporioides DOAC 0782 ได้มากกว่า C. capsici 
DOAC 1511 สารสกัด 73 สาร (81.1%) จากรานาเกลือ 45 สายพันธ์ุมีประสิทธิภาพในการยับย้ัง  C. capsici DOAC 1511 
และสารสกัด 78 สาร (86.7%) มีฤทธ์ิยับย้ัง C. gloeosporioides DOAC 0782) สารสกัดท่ียับย้ังราก่อโรคพืชชนิดใด
ชนิดหน่ึงหรือท้ังสองชนิดในระดับดีมาก มีประสิทธิภาพร้อยละ 70 ขึ้นไป (%IE >70) เมื่อเล้ียงราด้วยอาหารเหลว 
PDB/dw หรือ PDB/SW30 ppt สรุปไว้ในตารางท่ี 11 และแสดงตัวอย่างดังภาพท่ี 8-10 สารสกัดรหัส SSPB3208, 
SSPB3124, SSPB4207 และ SSPB4324 ยับย้ังราก่อโรคพืชได้ดีสุด รองลงมาคือ SSPB4107 และ SSPB4225
จ านวนสารสกัดท่ีเตรียมจากอาหารเล้ียงราท่ีความเค็มต่างกันมีประสิทธิภาพไม่แตกต่างกัน (ตารางท่ี 12) 

สารสกัดท่ีเตรียมจากอาหารท่ีไม่เติมน้ าทะเลท่ีมาจากรา SSPB3208 ให้ผลยับย้ังสูงต่อ C. capsici DOAC 
1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 คือมีค่ายับย้ังท่ี 60.0±10.00 และ 73.33±5.77 ตามล าดับ พบรา
นาเกลือเพียง 1 สายพันธ์ุเท่าน้ันคือ SSPB3124 ท่ีสามารถสร้างสารท่ีมีประสิทธิภาพดีมากในอาหารเหลวท้ังสอง
ชนิด แต่ประสิทธิภาพในการยับย้ังราก่อโรคพืชแต่ละชนิดแตกต่างกัน สารสกัด SSPB3124 จาก PDB/SW30 ppt 
ยับย้ัง C. capsici DOAC 1511 ได้ดีกว่า C. gloeosporioides DOAC 0782 และสารสกัด SSPB3124 จาก PDB/dw 
ยับย้ัง C. gloeosporioides DOAC 0782 ได้ดีกว่า C. capsici DOAC 1511 มีค่า %IE สูงท่ีสุดเท่ากันคือ 80%      
สารสกัดจากรานาเกลือท่ีผลิตสารท่ีมีประสิทธิภาพในการยับย้ัง C. capsici DOAC 1511 หรือ C. gloeosporioides 
DOAC 0782 ในระดับดีมาก เฉพาะในอาหารเหลว PDB/dw คือ SSCS106, SSCS115 SSPB3208 SSPB4107 และ 
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SSPB4329  สารสกัดท่ีมีประสิทธิภาพเฉพาะในอาหารเหลว PDB/SW30 ppt   คือ SSPB4207 SSPB4215 SSPB4225 
และ SSPB4324   

รานาเกลือท่ีสร้างสารท่ีมีประสิทธิภาพในการยับย้ังราก่อโรคพืชท้ังสองชนิดในระดับดีมาก เมื่อเลี้ยงด้วย
อาหารเหลว PDB/SW30 ppt คือ SSPB4207 และ SSPB4324  สารสกัด SSPB4207 จากอาหาร PDB/SW30 ppt                 
มีประสิทธิภาพในการยับย้ังราสาเหตุโรคพืช C. capsici DOAC 1511 มากกว่า C. gloeosporioides DOAC 0782 มี
ค่า %IE เท่ากับ 76.7 และ 70.0 ตามล าดับ ในทางกลับกันสารสกัด SSPB4324 จากอาหาร PDB/SW30 ppt มี
ประสิทธิภาพในการยับย้ังราสาเหตุโรคพืช C. gloeosporioides DOAC 0782 มากกว่า C. capsici DOAC 1511 
มีค่า %IE เท่ากับ 76.7 และ 70.0 ตามล าดับ (ตารางท่ี 11) 
 
ตารางท่ี 10  ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญ (%IE) ของสารสกัดจากรานาเกลือท่ีมีต่อราก่อโรคพืช 

ล าดับ 
สารสกัด/ 

รานาเกลือ 

แหล่งที่มา 

ของสารสกัด 

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ 

ของสารสกัดเป็นร้อยละ C. capsici DOAC 1511 C. gloeosporioides DOAC 0782 

1 SSCS031 PDB/dw 6.67+11.55 23.33+5.77 

  PDB/SW30 ppt 13.33+11.55 36.67+5.77 

2 SSCR044 PDB/dw 16.67+5.77 16.67+5.77 

  PDB/SW30 ppt - - 

 

 

 

 

 

3 SSCS069 PDB/dw 66.67+5.77 50.00+0.00 

  PDB/SW30 ppt 53.33+5.77 66.67+5.77 

4 SSCS070 PDB/dw 23.33+5.77 10.00+0.00 

  PDB/SW30 ppt 30.00+0.00 26.67+5.77 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังราก่อโรคพืช 
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ตารางท่ี 10  ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญ (%IE) ของสารสกัดจากรานาเกลือท่ีมีต่อราก่อโรคพืช (ต่อ) 

ล าดับ 
สารสกัด/ 

รานาเกลือ 

แหล่งที่มา 

ของสารสกัด 

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ 

ของสารสกัดเป็นร้อยละ C. capsici DOAC 1511 C. gloeosporioides DOAC 0782 

5 SSCR088 PDB/dw 33.33+5.77 - 
  PDB/SW30 ppt 13.33+11.55 10.00+0.00 
6 SSCS106 PDB/dw 40.00+10.00 70.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt - - 
7 SSCS115 PDB/dw 50.00+0.00 80.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 40.00+0.00 56.67+5.77 
8 SSPB1105 PDB/dw 36.67+5.77 33.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 33.33+5.77 40.00+0.00 
9 SSPB1110 PDB/dw 26.67+5.77 40.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 30.00+17.32 36.67+5.77 

10 SSPB1117 PDB/dw 56.67+5.77 40.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 23.33+5.77 30.00+0.00 

11 SSPB1122 PDB/dw 60.00+0.00 33.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 23.33+11.55 40.00+0.00 

12 SSPB1130 PDB/dw - 3.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt - 10.00+0.00 

13 SSPB1209 PDB/dw 30.00+0.00 30.00+10.00 
  PDB/SW30 ppt - 10.00+0.00 

14 SSPB1210 PDB/dw 6.67+5.77 30.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 20.00+0.00 - 

15 SSPB1211 PDB/dw - - 
  PDB/SW30 ppt - 33.33+5.77 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังราสาเหตุโรคพืช 
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ตารางท่ี 10  ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญ (%IE) ของสารสกัดจากรานาเกลือท่ีมีต่อราก่อโรคพืช (ต่อ) 

ล าดับ 
สารสกัด/ 

รานาเกลือ 

แหล่งที่มา 

ของสารสกัด 

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ 

ของสารสกัดเป็นร้อยละ C. capsici DOAC 1511 C. gloeosporioides DOAC 0782 

16 SSPB1212 PDB/dw - 10.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt - 10.00+0.00 

17 SSPB1218 PDB/dw 3.33+5.77 - 
  PDB/SW30 ppt 50.00+10.00 20.00+0.00 

18 SSPB1312 PDB/dw 13.33+5.77 6.67+15.55 
  PDB/SW30 ppt - 16.66+5.58 

19 SSPB2202 PDB/dw - - 
  PDB/SW30 ppt - 20.00+0.00 

20 SSPB2210 PDB/dw - 13.33+5.58 
  PDB/SW30 ppt - - 

21 SSPB3114 PDB/dw 10.00+0.00 50.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 6.67+5.77 - 

22 SSPB3124 PDB/dw 46.67+5.77 80.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 80.00+0.00 63.33+5.77 

23 SSPB3208 PDB/dw 60.00+10.00 73.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 56.67+5.77 63.33+5.77 

24 SSPB3301 PDB/dw - - 
  PDB/SW30 ppt 30.00+0.00 10.00+0.00 

25 SSPB4107 PDB/dw 70.00+0.00 60.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 63.33+5.77 46.67+5.77 

26 SSPB4108 PDB/dw 10.00+17.31 - 
  PDB/SW30 ppt 13.33+23.09 - 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังราสาเหตุโรคพืช 
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ตารางท่ี 10  ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญ (%IE) ของสารสกัดจากรานาเกลือท่ีมีต่อราก่อโรคพืช (ต่อ) 

ล าดับ 
สารสกัด/ 

รานาเกลือ 

แหล่งที่มา 

ของสารสกัด 

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ 

ของสารสกัดเป็นร้อยละ C. capsici DOAC 1511 C. gloeosporioides DOAC 0782 

27 SSPB4207 PDB/dw 50.00+0.00 50.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 76.67+5.77 70.00+0.00 

28 SSPB4208 PDB/dw 46.67+5.77 50.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 63.33+5.77 63.33+5.77 

29 SSPB4215 PDB/dw 63.33+5.77 53.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 70.00+0.00 50.00+0.00 

30 SSPB4217 PDB/dw 53.33+5.77 50.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 63.33+5.77 60.00+0.00 

31 SSPB4225 PDB/dw 26.67+5.77 30.00+10.00 
  PDB/SW30 ppt 60.00+0.00 70.00+0.00 

32 SSPB4307 PDB/dw 36.67+5.77 50.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 23.33+11.55 50.00+0.00 

33 SSPB4308 PDB/dw 66.67+5.77 56.67+5.77 
  PDB/SW30 ppt 40.00+0.00 40.00+0.00 

34 SSPB4309 PDB/dw 13.33+5.77 20.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 46.67+11.55 56.67+5.77 

35 SSPB4313 PDB/dw - 40.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 60.00+0.00 53.33+5.77 

36 SSPB4319 PDB/dw 53.33+5.77 53.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 30.00+0.00 40.00+0.00 

37 SSPB4320 PDB/dw 30.00+10.00 36.67+0.57 
  PDB/SW30 ppt 46.67+5.77 50.00+0.00 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังราสาเหตุโรคพืช 
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ตารางท่ี 10  ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญ (%IE) ของสารสกัดจากรานาเกลือท่ีมีต่อราก่อโรคพืช (ต่อ) 

ล าดับ 
สารสกัด/ 

รานาเกลือ 

แหล่งที่มา 

ของสารสกัด 

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ 

ของสารสกัดเป็นร้อยละ C. capsici DOAC 1511 C. gloeosporioides DOAC 0782 

38 SSPB4321 PDB/dw 20.00+0.00 43.33+0.57 
  PDB/SW30 ppt 40.00+0.00 50.00+0.00 

39 SSPB4323 PDB/dw - 13.33+0.57 
  PDB/SW30 ppt 50.00+0.00 50.00+0.00 

40 SSPB4324 PDB/dw 16.67+5.77 30.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 70.00+0.00 76.67+5.77 

 

 

41 SSPB4325 PDB/dw 40.00+0.00 40.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 26.70+5.77 50.00+10.00 

42 SSPB4327 PDB/dw 36.67+5.77 56.67+5.77 
  PDB/SW30 ppt 60.00+0.00 56.67+5.77 

43 SSPB4328 PDB/dw 3.33+5.77 23.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 36.67+5.77 40.00+0.00 

44 SSPB4329 PDB/dw 70.00+0.00 53.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 36.67+5.77 40.00+0.00 

45 SSPB4332 PDB/dw 66.67+5.77 56.66+5.77 
  PDB/SW30 ppt 50.00+0.00 50.00+0.00 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังราสาเหตุโรคพืช 
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ตารางที่ 11 สารสกัดท่ีมีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญราก่อโรคพืชในระดับดีมากขึ้นไป 

ล าดับ 
สารสกัด/ 

รานาเกลือ 

แหล่งที่มา 

ของสารสกัด 

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ (%) 

ของสารสกัดเป็นร้อยละ C. capsici          
DOAC 1511 

C. gloeosporioides 
DOAC 0782 

1 SSCS106 PDB/dw 40.00+10.00 70.00+0.00 

2 SSCS115 PDB/dw 50.00+0.00 80.00+0.00 

3 SSPB3124 PDB/dw 46.67+5.77 80.00+0.00 

  PDB/SW30 ppt 80.00+0.00 63.33+5.77 

4 SSPB3208 PDB/dw 60.00+10.00 73.33+5.77 

5 SSPB4107 PDB/dw 70.00+0.00 60.00+0.00 

6 SSPB4207 PDB/SW30 ppt 76.67+5.77 70.00+0.00 

7 SSPB4215 PDB/SW30 ppt 70.00+0.00 50.00+0.00 

8 SSPB4225 PDB/SW30 ppt 60.00+0.00 70.00+0.00 

9 SSPB4324 PDB/SW30 ppt 70.00+0.00 76.67+5.77 

10 SSPB4329 PDB/dw 70.00+0.00 53.33+5.77 

 

ตารางที่ 12  จ านวนสารสกัดรานาเกลือท่ีแสดงประสิทธิภาพในการยับย้ังราสาเหตุโรคพืชท่ีระดับ %IE ต่าง ๆ   
เมื่อเล้ียง ร่วมกัน เป็นเวลา 3 และ 5 วัน 

ระดับ 
เกณท์ 

(%IE) 

จ านวนสารสกัดจากรานาเกลือที่แสดงประสิทธิภาพในการยับยั้งราสาเหตุโรค
พืช C. capsiciDOAC 1511 C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDB/dw PDB/SW30 ppt PDB/dw PDB/SW30 ppt 

Low 
antagonistic 
activity 

<35 17 14 15 11 

Moderate 
antagonistic 
activity 

35 - <50 
<50 

9 7 7 9 

High 
antagonistic 
activity 

50 - <70 9 11 13 16 

Very high 
antagonistic 
activity 

>70 2 3 4 3 

  No activity           -                 8                      9                          6                         6              
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ภาพที่ 8 ฤทธ์ิยับย้ังราก่อโรคแอนแทรกโนสของสารสกัดราจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ SSPB3124 ท่ีเตรียมจาก 
PDB/dw (disc ทางขวาของจานอาหาร) ในการยับย้ังรา  C. capsici DOAC 1511 (ก) และ                                   
C. gloeosporioides DOAC 0782 (ข) บนอาหาร PDB/dw;  disc ทางซ้ายของจานอาหารเป็น disc ควบคุม 
 

       
 

ภาพที ่9  ฤทธ์ิยับย้ังราก่อโรคแอนแทรกโนสของสารสกัดราจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ SSPB3208 ท่ีเตรียมจาก 
PDB/dw (disc ทางขวาของจานอาหาร) ในการยับย้ังรา  C. capsici DOAC 1511 (ก) และ                                   
C. gloeosporioides DOAC 0782 (ข) บนอาหาร PDB/dw;  disc ทางซ้ายของจานอาหารเป็น disc ควบคุม 
 
 

ก ข 

ก ข 
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ภาพที่ 10 ฤทธ์ิยับย้ังราก่อโรคแอนแทรกโนสของสารสกัดราจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ SSPB4207 ท่ีเตรียมจาก 
PDB/SW30ppt (disc ทางขวาของจานอาหาร) ในการยับย้ังรา  C. capsici DOAC 1511 (ก) และ                                   
C. gloeosporioides DOAC 0782 (ข) บนอาหาร PDB/dw;  disc ทางซ้ายของจานอาหารเป็น disc ควบคุม 

 

4. การศึกษาความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดในการยับยั้งการเจริญ (MIC) และความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดใน
การท าลาย (MLC) ราก่อโรคพืช 
        น าสารสกัดจากอาหารเหลวท่ีไม่มีและมีความเค็มจากรานาเกลือท่ีมีประสิทธิภาพในการยับย้ังราก่อโรค
พืช ในระดับดี (%IE 50 - <70) จ านวน 4 สาร และดีมาก (%IE >70) จ านวน 10 สาร มาหาค่า MIC และ MLC  
ผลแสดงดังตารางท่ี 13-14  พบว่าค่า MIC และ MLC ของสารสกัดในการยับย้ังราสาเหตุโรคพืชมีฤทธ์ิแตกต่างกัน
ขึ้นกับความเข้มข้นของสารสกัด ชนิดราทดสอบและชนิดรานาเกลือท่ีผลิต เมื่อความเข้มข้นของสารสกัดเพ่ิมมาก
ขึ้นจาก 256 ถึง 2,048 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (µg/ml) สามารถยับยั้งราก่อโรคพืชท าให้มีขนาดโคโลนีท่ีเล็กลง
เมื่อเทียบกับชุดควบคุม จนถึงไม่พบการเจริญของรา (ภาพท่ี 11) สารสกัดจ านวนเกือบท้ังหมด มีค่า MIC ในการ
ยับยั้ง C. capsici DOAC 1511 ต่ ากว่า C. gloeosporioides DOAC 0782 ค่า MIC ของสารสกัดยังขึ้นกับความ
เค็มของอาหารเล้ียงรานาเกลือท่ีน ามาสกัด ส่วนใหญ่สารสกัดจากอาหารท่ีมีความเค็มมีความสามารถยับย้ังราก่อ
โรคพืชได้ดีกว่าสารสกัดจากอาหารท่ีไม่มีความเค็ม สารสกัด SSPB3208 PDB/dw และ SSPB3208 PDB/SW30 ppt 
มีค่า MIC ต่ าสุดในการยับย้ัง C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC  เมื่อบ่มเป็นเวลา 3 วัน 
คือมีค่า MIC เท่ากับ 256-512 µg/ml  (ตารางท่ี 13) นอกจากน้ีสารสกัดจากรานาเกลือ SSPB3124 SSPB4207 และ 
SSPB4215 ท่ีเล้ียงด้วยอาหาร PDB/SW30 ppt  สามารถยับย้ังราก่อโรคพืช C. capsici DOAC 1511 มีค่า MIC 
ต่ าสุด เท่ากับ 512 µg/ml  
 

ก ข 
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 เมื่อน าสารสกัดจากหลุมทดสอบ MIC ท่ีไม่พบราเจริญหลังจากบ่มไว้ 5 วัน มาเพาะเล้ียงซ้ าบนอาหาร 
PDA/dw เป็นเวลา 5 วัน เพ่ือศึกษาค่า MLC พบราส่วนหน่ึงเจริญได้  เกือบท้ังหมดมาจากหลุมสารสกัดท่ีมีความ
เข้มข้นระหว่าง 1024 ถึง > 2048 µg/ml  มีเพียงสารสกัด SSPB3208 PDB/dw ท่ีพบว่าราจากหลุมท่ีมีความเข้มข้น
สารสกัด 512-1,024 µg/ml  ไม่สามารถเจริญได้  (MLC 512-1,024 µg/ml)  (ตารางท่ี 14) 
             

ตารางที่ 13  ความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดท่ีในการยับย้ังการเจริญ (MIC) ราก่อโรคพืช เมื่อเล้ียงราบนอาหาร 
PDB/dw เป็นเวลา 3 และ 5 วัน 
 

รานาเกลือ 
แหล่งที่มาของ

สารสกัด 

MIC (µg/ml) 

C. capsici DOAC 1511  C. gloeosporioides DOAC 0782 

3 วัน 5 วัน  3 วัน 5 วัน 

SSCS069 PDB/dw 512 1,024  1,024 >2,048 

 PDB/SW30 ppt 2,048 >2,048  >2,048 >2,048 

SSPB1122 PDB/dw 1,024 2,048  2,048 >2,048 

 PDB/SW30 ppt 512 1,024  2,048 >2,048 

SSPB3124 PDB/dw 1,024 2,048  1,024 2,048 

 PDB/SW30 ppt 512 1,024  512 1,024-2,048 

SSPB3208 PDB/dw 512 1,024  512 512 

 PDB/SW30 ppt 256-512 256-512  512 512 

SSPB4207 PDB/dw 512-1,024 2,048  1,024 >2,048 

 PDB/SW30 ppt 512-1,024 2,048  1,024 >2,048 

SSPB4215 PDB/dw 2,048 >2,048  2,048 >2,048 

 PDB/SW30 ppt 512 1,024  1,024 1,024 

SSPB4225 PDB/dw >2,048 >2,048  >2,048 >2,048 

 PDB/SW30 ppt 2,048 2,048  2,048->2,048 >2,048 
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ตารางที่ 14  ความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดท่ีในการฆ่ารา (MLC) ราก่อโรคพืช เมื่อเล้ียงราบนอาหาร PDB/dw  
เป็นเวลา 5 วัน (ต่อ) 
 

รานาเกลือ แหล่งที่มาของ
สารสกัด 

MLC (µg/ml) 

MIC (µg/ml) C. capsici DOAC 
1511 

C. gloeosporioides DOAC 0782 

SSCS069 PDB/dw >2,048 >2,048 

 PDB/SW30 ppt >2,048 >2,048 

SSPB1122 PDB/dw >2,048 >2,048 

 PDB/SW30 ppt >2,048 >2,048 

SSPB3124 PDB/dw >2,048 >2,048 

 PDB/SW30 ppt >2,048 1,024-2,048 

SSPB3208 PDB/dw 2,048->2,048* 512-1,024 

 PDB/SW30 ppt >2,048 1,024-2,048 

SSPB4207 PDB/dw >2,048 >2,048 

 PDB/SW30 ppt >2,048 >2,048 

SSPB4215 PDB/dw >2,048 >2,048 

 PDB/SW30 ppt >2,048 1,024 

SSPB4225 PDB/dw >2,048 >2,048 

 PDB/SW30 ppt >2,048 >2,048 
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ภาพที่ 11  ความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดในการยับย้ังการเจริญ (MIC) ของราก่อโรคพืช C. capsici DOAC 1511 
ท่ีความเข้มข้น 2,048-256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (หลุมท่ี 1-4 ตามล าดับ) โดยวิธี agar dulution เมื่อบ่ม 5 วัน;   
A1-4: สารสกัด SSPB3124 (PDB/SW30 ppt), B1-4: SSPB3208 (PDB/dw), C1-4: SSPB3208 (PDB/SW30 ppt),  
QC: quality control SC: sterility control 
 
5. ความสามารถในการยับยั้งราโรคพืชอ่ืนๆ  
 เมื่อพิจารณาค่า MIC ของสารสกัดราท่ีใช้ยับย้ังราก่อโรคแอนแทรกโนส C. capsici DOAC 1511 และ               
C. gloeosporioides DOAC 0782 พบว่าสารสกัด SSPB3124 ท่ีสกัดจากน้ าทะเล และ SSPB3208 ท้ังท่ีสกัดจากน้ า
ทะเลและน้ าจืด มีค่า MIC ต่ าสุด จึงคัดเลือกสารสกัด SSPB3124 และ SSPB3208  ท่ีสกัดจากน้ าทะเล มาท าการ
ทดสอบกับราก่อโรคพืชอ่ืนๆ อีก พบว่าท้ัง SSPB3124 และ SSPB3208  ท่ีสกัดจากน้ าทะเล ยับย้ัง Fusarium 
oxysporum DOAC 1808,  F. subglutinans DOAC 0761 และ Pestalotiopsis sp. DOAC 1098  ได้ดี แต่ไม่
ยับย้ัง Helminthosporium oryzae DOAC 2293  และ Alternaria brassicicola DOAC 0436, หรือยับย้ังได้
น้อยมาก (ตารางท่ี 15 และภาพท่ี 12) 
  
 
 
 
 
 
 

  1             2               3              4             QC          SC 

 A 

 

B 

 

C 

C 

 

D 

 



47 

 

ตารางที่ 15 ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญราก่อโรคพืชนอกเหนือจากแอนแทรกโนส 

สารสกัด 

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ (%) 

A.
 

br
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F. 
ox
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 0
76

1 

H.
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DO
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 2

29
3 

  

Pe
st

al
ot

io
ps

is 
sp

. 
DO

AC
 1

09
8 

SSPB3124 
PDB/SW30 ppt 

10.00+5.00 43.33+9.43 53.33+4.71 3.33+4.71 53.33+4.71 

SSPB3208 
PDB/SW30 ppt 

6.67+4.71 35.00+14.72 33.33+12.47 10.00+0.00 63.33+4.08  

 

 

                 
 
ภาพที่  12  ฤทธ์ิยับย้ังราก่อโรคแอนแทรกโนสของสารสกัดจากอาหารเล้ียงรานาเกลือท่ีเตรียมจาก PDB/ SW30 ppt 
ในการยับย้ังรา F. oxysporum DOAC 1808 (ก) และ  Pestalotiopsis sp. DOAC 1098 (ข); 1: SSPB3124, 
2: SSPB3208, 3: ดิสก์ควบคุมผลลบ DMSO 
 
 
 
 

3 

2 1 1 2 

3 
ก ข 
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6.   การจัดจ าแนกราที่ใช้ในการศึกษา 
ท าการจัดจ าแนกราทางสัณฐานวิทยา  6  สายพันธ์ุ  พบว่าราสามารถจัดจ าแนกได้เป็น Aspergillus 

ท้ังหมด  2 สปีชีส์  (ตารางท่ี 16) แต่เมื่อน าไปจัดจ าแนกทางอณพันธุศาสตร์โดยใช้ความเหมือนกันของล าดับเบส
บริเวณ ITS หรือ beta globulin gene พบว่า Aspergillus ท่ีแยกได้มีความแตกต่างกันในระดับสปีชีส์ สามารถ
แยกออกเป็นสปีชีส์ต่างๆ ท้ังท่ีเป็นชนิดท่ีมีผู้รายงานไว้แล้วและสายพันธ์ุท่ียังไม่มีผู้ใดรายงานไว้ และมีแนวโน้มว่า
จะเป็นสปีชีส์ใหม่  รายละเอียดของแต่ละสายพันธ์ุมีดังน้ี 

ตารางที่ 16 การจัดจ าแนกรานาเกลือทางสัณฐานวิทยา 

รานาเกลือ แหล่งที่เก็บตัวอย่าง เดือน/ปี 

ที่เก็บตัวอย่าง 

การจ าแนก 

SSPB3124 ดินนาแผ่ของนาเกลือ จังหวัดเพชรบุรี ธ.ค. 2556 Aspergillus sp.2 

SSPB3208 ดินนาวางของนาเกลือ จังหวัดเพชรบุรี ธ.ค. 2556 Aspergillus sp.2 

SSPB4107 ดินนาวางของนาเกลือ จังหวัดเพชรบุรี มี.ค. 2557 Aspergillus sp.1 

SSPB4207 ดินนาวางของนาเกลือ จังหวัดเพชรบุรี มี.ค. 2557 Aspergillus sp.1 

SSPB4215 ดินนาวางของนาเกลือ จังหวัดเพชรบุรี มี.ค. 2557 Aspergillus sp.1 

SSPB4225 ดินนาวางของ นาเกลือ จังหวัดเพชรบุรี มี.ค. 2557 Aspergillus sp.1 

 
การจัดจ าแนกรา Aspergillus sp.2 SSPB3124   
 โคโลนีราเมื่อเล้ียงบนอาหาร PDA/SW30 ppt เป็นเวลา 14 วัน ท่ีอุณหภูมิ 28°C มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง
โคโลนี ประมาณ 6 เซนติเมตร  เส้นใยสีขาว ฟูเล็กน้อย ขอบเรียบ สร้างสปอร์บริเวณกลางโคโลนี สร้างสารท่ีมีสี
เหลืองในอาหารแข็งจนเปล่ียนสีอาหารเป็นสีเหลืองรอบโคโลนี โครงสร้างภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 40X  เส้น
ใยมีผนังกั้น พบ foot cell โคนีเดียรูปกลม ผิวเรียบ ไม่มีสี ขนาดประมาณ 2.5 ไมโครเมตร ต่อกันเป็นสาย 2-4 สปอร์
บน sterigma แบบ  phialide biiseriate บนหัว vesicle ขนาดประมาณ 10 ไมโครเมตร  sterigma คลุมรอบ 
vescicle โคนิดิโอฟอร์ตรง  ไม่มีสี  ผิวเรียบ (ภาพท่ี 13)  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน beta tubulin ด้วย
โปรแกรม BLASTn เพ่ือเปรียบเทียบความคล้ายคลึงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีปรากฎอยู่ในฐานข้อมูล GenBank 
พบว่าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน beta tubulin ของ SSPB3124 (91-95%) แสดงความคล้ายคลึงสูงสุด
ประมาณ 99 % กับ Aspergillus candidus CY104 และ Aspergillus niveus สายพันธ์ุต่าง ๆ ดังแสดงในตาราง
ท่ี 17 ในเบ้ืองต้นจึงจ าแนก SSPB 3124 เป็น Aspergillus sp. 
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ภาพที่  13   ลักษณะรา Aspergillus sp.2 SSPB3124 เมื่อบ่มบนอาหาร PDA/SW30 ppt เป็นเวลา 14 วัน; 
ก: ลักษณะด้านหน้าโคโลนี  ข: โคนิเดียและโคนิดิโอฟอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 40X  
 
ตารางที่ 17  ผลการวิเคราะห์ความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน beta-tubulin ของรา SSPB3124  
เปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูล GenBank วิเคราะห์โดยโปรแกรม BLASTn 

 

Accession No. Fungus 
Query cover  

(%) 
MAX identity  

(%) 

HQ607958.1 Aspergillus candidus isolate CY104  95 99 

FJ155814.1 Fennellia nivea strain CH-Y-1043 95 99 

JQ724470.1 Aspergillus niveus isolate DBOF109 94 99 

KP131610.1 Aspergillus niveus strain IHEM 5804 94 99 

JQ776544.1 Aspergillus niveus strain SGE55 91 99 

 
การจัดจ าแนกรา Aspergillus sp.2 SSPB3208 

โคโลนีราเมื่อเล้ียงบนอาหาร PDA/SW30 ppt  เป็นเวลา 14 วัน ท่ีอุณหภูมิ 28°C มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 
โคโลนี 4.7 เซนติเมตร สีขาว เส้นใยฟูเล็กน้อย สร้างสารท่ีมีสีเหลืองในอาหารแข็งจนเปล่ียนสีอาหารเป็นสีเหลืองรอบ
โคโลนี โครงสร้างภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 40X เส้นใยมีผนังกั้น พบ foot cell โคนีเดียรูปกลม ผิวเรียบ ไม่มี
สี ขนาดประมาณ 2.5 ไมโครเมตร ต่อกันเป็นสายบน sterigma แบบ phialide biiseriate บนหัว vesicle ขนาด
ประมาณ 10-15 ไมโครเมตร sterigma คลุมรอบ vescicle โคนิดิโอฟอร์ตรง ไม่มีสี ผิวเรียบ (ภาพท่ี 14)  การ

ก ข 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312434436?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8429W32A014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/205364110?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8429W32A014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/384383150?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=8429W32A014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/731445100?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=8429W32A014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/386685950?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=8429W32A014
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วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ด้วยโปรแกรม BLASTn เพ่ือเปรียบเทียบความคล้ายคลึงกับล าดับ                  
นิวคลีโอไทด์ท่ีปรากฎอยู่ในฐานข้อมูล GenBank ซึ่งพบว่าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของ 
SSPB3208 แสดงความคล้ายคลึงสูงสุดประมาณ 99% กับ Aspergillus candidus CY104 และ Aspergillus 
niveus สายพันธ์ุต่าง ๆ ดังแสดงในตารางท่ี 18 จากข้อมูลดังกล่าว ในเบ้ืองต้นจึงจ าแนกราไอโซเลท SSPB3208
เป็น Aspergillus sp. 
 

   
                                 
ภาพที่  14  ลักษณะรา Aspergillus sp.2 SSPB3208 บนอาหาร PDA/SW30 ppt  เมื่อบ่มเป็นเวลา 5 วัน; 
ก: ลักษณะด้านหน้าโคโลนี  ข:โคนิเดียและโคนิดิโอฟอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 40X ค: foot cell  
 
ตารางท่ี 18 ผลการวิเคราะห์ความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของรา SSPB3208 
เปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover 

(%) 
MAX identity 

(%) 
HQ607958.1 Aspergillus candidus CY104 98 99 

KP131610.1 Aspergillus niveus strain IHEM 5804 98 99 

FJ155814.1 Fennellia nivea strain CH-Y-1043 98 99 

JQ724470.1 Aspergillus niveus isolate DBOF109 98 99 

JQ776544.1 Aspergillus niveus strain SGE55 96 99 

 
 

  ก ข ค 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/205364110?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8429W32A014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/384383150?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=8429W32A014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/386685950?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=8429W32A014
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การจัดจ าแนกรา Aspergillus sp.1 SSPB4107 
โคโลนีราเมื่อเล้ียงบนอาหาร PDA/SW30 ppt  เป็นเวลา 14 วัน ท่ีอุณหภูมิ 28°C มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง

โคโลนี 6.0 เซนติเมตร สีน้ าตาลขาว เส้นใยฟูเล็กน้อย ขอบโคโลนีไม่เรียบ สร้างสารท่ีมีสีเหลืองในอาหารแข็งจน
เปล่ียนสีอาหารเป็นสีเหลืองรอบโคโลนี โครงสร้างภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 40X เส้นใยมีผนังกั้น พบ foot 
cell โคนีเดียรูปกลม ผิวเรียบ สีน้ าตาล ขนาดประมาณ  2.5 ไมโครเมตร ต่อกันเป็นสาย บน sterigma แบบ phialide 
uniseriate? บนหัว vesicle ขนาดประมาณ 10-15 ไมโครเมตร sterigma คลุมรอบ vescicle โคนิดิโอฟอร์ตรง  ไม่
มีสี ผิวเรียบ (ภาพท่ี 15) การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ ITS ด้วยโปรแกรม BLASTn เพ่ือเปรียบเทียบ
ความคล้ายคลึงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีปรากฎอยู่ในฐานข้อมูล ซึ่งพบว่าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอ
บริเวณ ITS จาก SSPB4107 แสดงความคล้ายคลึงสูงสุด 97 % กับ Aspergillus flavipes YNCA0241 รวมท้ัง
สายพันธ์ุต่าง ๆ  ของ Aspergillus spelaeus และ Aspergillus ซึ่งไม่ระบุสปีชีส์ ดังแสดงในตารางท่ี 19 จากข้อมูล
ดังกล่าว ในเบ้ืองต้นจึงจ าแนกราไอโซเลท SSPB4107 เป็น Aspergillus sp. 
 
 

             
 
ภาพที่ 15 ลักษณะรา Aspergillus sp.1 SSPB4107 บนอาหาร PDA/SW30 ppt เมื่อบ่มเป็นเวลา 14 วัน; 
ก: ลักษณะด้านหน้าโคโลนี  ข: โคนิเดียและโคนิดิโอฟอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 40X ค: foot cell  
(ลูกศรช้ี) 
 
 
 
 

ก ข ค 
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ตารางท่ี 19  ผลการวิเคราะห์ความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของรา SSPB4107
เปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover 

(%) 
MAX identity 

(%) 
KP068687.1 Aspergillus flavipes isolate YNCA0241 100 97 

LM999908.2 Aspergillus spelaeus isolate S716 100 97 

KP216953.1 Aspergillus sp. G1-P-3-21 100 97 

KP216952.1 Aspergillus sp. G1-P-2-7 100 97 

HQ832962.1 Aspergillus sp. BMP3043 100 97 

HQ288052.1 Aspergillus sp. NRRL 58570 100 97 

EF669595.1 Aspergillus sp. NRRL 32683 100 97 

HG915907.1 Aspergillus spelaeus strain CCF 4699 100 97 

 
การจัดจ าแนกรา Aspergillus sp.1 SSPB4207 

เมื่อเล้ียงราบนอาหาร PDA/SW30 ppt  เป็นเวลา 14 วัน ท่ีอุณหภูมิ 28°C โคโลนีมีเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 
4.8 เซนติเมตร ลักษณะโคโลนีเป็นผงสีน้ าตาล ขอบโคโลนีสีขาว ไม่เรียบ เป็นรอยหยัก  ลักษณะใต้กล้อง สร้าง 
conidia รูปกลม ผิวเรียบ ไม่มีสี ขนาดประมาณ 2.5 ไมโครเมตร ต่อกันเป็นสาย 2-5 สปอร์  บน sterigma  แบบ 
phialide biseriate? บนหัว vesicle ขนาดประมาณ 10 ไมโครเมตร sterigma คลุมรอบ vescicle                            
โคนิดิโอฟอร์ตรง  ไม่มีสี  ผิวเรียบ (ภาพท่ี 16)  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน beta tubulin ด้วยโปรแกรม 
BLASTn เพ่ือเปรียบเทียบความคล้ายคลึงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีปรากฎอยู่ในฐานข้อมูล GenBank แสดงใน
ตารางท่ี 20 โดยพบว่าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน beta tubulin ของ SSPB4207 แสดงความคล้ายคลึง
สูงสุด 98 % กับ Aspergillus sp. BMP3043 และแสดงความคล้ายคลึงประมาณ 96-97 % กับสายพันธ์ุต่าง ๆ 
ของ Aspergillus สปีชีส์ต่าง ๆ 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/205364110?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8429W32A014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/384383150?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=8429W32A014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/386685950?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=8429W32A014
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ภาพที่ 16  ลักษณะรา Aspergillus sp.1 SSPB4207 บนอาหาร PDA/SW30 ppt  เมื่อบ่มเป็นเวลา 14 วัน;               
ก: ลักษณะด้านหน้าโคโลนี  ข: ลักษณะ foot cell (ลูกศรชี้) โคนิเดียและโคนิดิโอฟอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยาย 40X  
 
ตารางท่ี 20  ผลการวิเคราะห์ความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน beta tubulin ของรา SSPB4207 
เปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover 

(%) 
MAX identity 

(%) 
HQ832962.1 Aspergillus sp. BMP3043  100 98 

KC007332.1 Aspergillus sp. O_3_BESC_246e 100 97 

GU566209.1 Cochliobolus heterostrophus  100 97 

KF624764.1 Aspergillus flavipes voucher RIFA  99 97 

KC143754.1 Uncultured Aspergillus clone CEobese399  99 97 

GU566238.1 Aspergillus flavipes strain E14  100 96 

KM215631.1 Aspergillus iizukae isolate G82  100 96 

AB859956.1 Aspergillus lizukae 100 96 

KJ704842.1 Aspergillus flavipes  98 96 

KC478518.1 Aspergillus sp. RSPG_185  95 97 
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การจัดจ าแนกรา SSPB4215 
           เมื่อเล้ียงราบนอาหาร PDA/sw  เป็นเวลา 14 วัน  ท่ีอุณหภูมิ 28°C โคโลนีมีเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 
5.5 เซนติเมตร ลักษณะโคโลนีเป็นผงสีน้ าตาล ขอบโคโลนีสีขาว ไม่เรียบ เป็นรอยหยัก  ลักษณะใต้กล้อง สร้าง 
conidia รูปกลม ไม่มีสี ผิวเรียบ ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 2.5 ไมโครเมตร ต่อกันเป็นสาย 2-5 สปอร์บน 
sterigma ท่ีเกิดบนหัว vesicle  ท่ีเป็นแบบ phialide biseriate? ขนาดประมาณ 7.5-12.5 ไมโครเมตร sterigma 
คลุมรอบ vescicle โคนิดิโอฟอร์ ตรง ไม่มีสี ผิวเรียบ (ภาพท่ี 17) การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ด้วย
โปรแกรม BLASTn เพ่ือเปรียบเทียบความคล้ายคลึงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีปรากฎอยู่ในฐานข้อมูล GenBank 
แสดงในตารางท่ี 21 โดยพบว่าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของ SSPB4215 แสดงความ
คล้ายคลึงสูงสุด 98 % กับ Aspergillus sp. BMP3043 
 
 

  
 
ภาพที่ 17  ลักษณะรา Aspergillus sp.1 SSPB4215 บนอาหาร PDA/SW30 ppt  เมื่อบ่มเป็นเวลา 14 วัน;               
ก: ลักษณะด้านหน้าโคโลนี  ข: ลักษณะ foot cell (ลูกศรชี้) โคนิเดียและโคนิดิโอฟอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยาย 40X  
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ตารางที่ 21  ผลการวิเคราะห์ความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของรา SSPB4215 
เปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover 

(%) 
MAX identity 

(%) 
HQ832962.1 Aspergillus sp. BMP3043  100 98 
KC478518.1 Aspergillus sp. RSPG_185  99 97 
KF624764.1 Aspergillus flavipes voucher RIFA 7A  100 97 
KC007332.1 Aspergillus sp. O_3_BESC_246e 1 100 97 
GU566209.1 Aspergillus flavipes strain BH  100 97 
KJ704842.1 Aspergillus flavipes  99 97 
KC143754.1 Uncultured Aspergillus clone CEobese399  100 96 
GU187875.1 Uncultured fungus clone RFLP54  100 96 
KM215631.1 Aspergillus lizukae isolate G82 100 96 

 
 
การจัดจ าแนกรา Aspergillus sp.1 SSPB4225 
 เมื่อเล้ียงราบนอาหาร PDA/SW30 ppt เป็นเวลา 14 วันท่ีอุณหภูมิ 28°C โคโลนีมีเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 
6.0 เซนติเมตร ลักษณะโคโลนีเป็นผงสีน้ าตาล ขอบโคโลนีสีขาว ไม่เรียบ ลักษณะใต้กล้องสร้าง conidia รูปกลม 
ไม่มีสี ผิวเรียบ ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 2.5 ไมโครเมตร ต่อกันเป็นสาย  2-5 สปอร์บน sterigma ท่ีเกิดบนหัว 
vesicle แบบ phialide biseriate? ขนาดประมาณ 7.5-10 ไมโครเมตร sterigma คลุม รอบ vescicle โคนิดิโอฟอร์ 
ตรง ไม่มีสี ผิวเรียบ (ภาพท่ี 18) การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ ITS ด้วยโปรแกรม BLASTn เพ่ือเปรียบเทียบ
ความคล้ายคลึงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีปรากฎอยู่ในฐานข้อมูล GenBank  แสดงในตารางท่ี 22 พบว่าข้อมูลล าดับ
นิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของ SSPB4225 แสดงความคล้ายคลึงสูงสุด 98 % กับ Aspergillus sp. 
BMP3043 
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ภาพที่ 18  ลักษณะรา Aspergillus sp.1 SSPB4225 บนอาหาร PDA/SW30 ppt  เมื่อบ่มเป็นเวลา 14 วัน;               
ก: ลักษณะด้านหน้าโคโลนี  ข: ลักษณะ foot cell (ลูกศรชี้) โคนิเดียและโคนิดิโอฟอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยาย 40X  
 
ตารางที่ 22  ผลการวิเคราะห์ความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของรา SSPB4225 เปรียบเทียบกับ
ข้อมูลในฐานข้อมูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover  

(%) 
MAX identity  

(%) 
HQ832962.1 Aspergillus sp. BMP3043   99 98 
KP890482.1 Fungal sp. 54835   96 98 
KC007332.1 Aspergillus sp. O_3_BESC_246e   100 97 
GU566209.1 Aspergillus flavipes strain BH   99 97 
GU566238.1  Aspergillus flavipes strain E14   99 96 
KM215631.1 Aspergillus iizukae isolate G82  99 96 
KF624764.1 Aspergillus flavipes voucher RIFA 7A 1   97 97 
KJ704842.1 Aspergillus flavipes  99 96 
KC143754.1 Uncultured Aspergillus clone CEobese399   97 97 
AB859956.1 Aspergillus iizukae   99 96 
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A 

A 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323651408?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_323651408
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/908275772?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_908275772
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/442774222?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_442774222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291498397?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_291498397
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291498426?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=8PZACVWW01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_699059055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/721257901?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=8PZACVWW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_721257901
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699059055?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=8PZACVWW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_699059055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659107094?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=8PZACVWW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659107094
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/452886671?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=8PZACVWW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_452886671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/549806378?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=8PZACVWW01R
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การระบุแทกซอนของราที่คัดเลือกเพื่อการจัดจ าแนก 
เมื่อพิจารณาข้อมูลลักษณะสัณฐานร่วมกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน beta-tubulin หรือดีเอ็นเอบริเวณ 

ITS ซึ่งอยู่ระหว่างยีน rRNA สามารถจ าแนกราท่ีคัดเลือกมาศึกษาท้ัง 6 ไอโซเลท ได้ในระดับจีนัสเท่าน้ัน โดย
ท้ังหมดถูกจัดอยู่ในจีนัส Aspergillus (ตารางท่ี 23) โดยพบว่าเป็นสปีชีส์ท่ีแตกต่างกัน 3 สปีชีส์ (สปีชีส์ 1-3) 

 
ตารางที่  23  การระบุแทกซอนของรานาเกลือ 6 สายพันธ์ุ 
 

Isolate 
Identification 

marker 
Identification 

Closest taxon 
(Accession no.) 

Similarity 
(%) 

SSPB3124 beta tubulin 
gene 

Aspergillus  
sp.1 

Aspergillus 
candidus CY104 
(HQ607958.1) 

99 

SSPB4207 beta tubulin 
gene 

Aspergillus  
sp.2 

Aspergillus sp. 
BMP3043 
(HQ832962.1) 

98 

SSPB3208 ITS Aspergillus  
sp.1 

Aspergillus 
candidus CY104 
(HQ607958.1) 

99 

SSPB4107 ITS Aspergillus  
sp.3 

Aspergillus 
flavipes 
YNCA0241 
(KP068687.1) 

97 

SSPB4215 ITS Aspergillus  
sp.2 

Aspergillus sp. 
BMP3043 
(HQ832962.1) 

98 

SSPB4225 ITS Aspergillus  
sp.2 

Aspergillus sp. 
BMP3043 
(HQ832962.1) 

98 
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บทที่ 5 

สรุปและอภิปรายผล 
 

5.1. สรุปผลการทดลอง 
         รานาเกลือจ านวน 64 สายพันธ์ุ (42.7%) จากจ านวน 150 สายพันธ์ุท่ีศึกษา สามารถยับย้ังราก่อโรคพืช 
Colletotrichum spp. ด้วยปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis ได้ดี บนอาหาร PDA/dw  และ/หรือ PDA/SW30 ppt 
โดยเฉพาะอย่างย่ิง C. gloeosporioides DOAC 0782 ในจ านวนน้ีรา 50 สายพันธ์ุ จากจ านวน 62 สายพันธ์ุท่ีน ามา
ทดสอบ (80.6%)  มีประสิทธิภาพในการยับย้ังราก่อโรคพืชอย่างน้อย 1 ชนิด มากกว่าร้อยละ 35 (%IE>35) ท้ังใน
สภาวะท่ีเล้ียงท่ีมีความเค็มหรือไม่มีความเค็ม รา 44 สายพันธ์ุ (71.0%) ยับย้ังได้ท้ัง C. capsici DOAC 1511 และ 
C. gloeosporioides DOAC 0782 พบว่า รานาเกลือรหัส SSPB4225 ให้ผลยับย้ัง C. capsici DOAC 1511 และ 
C. gloeosporioides DOAC 0782 ด้วยค่า %IE สูงสุดเท่ากับ 75.0 และ 76.0 ตามล าดับ เมื่อเล้ียงร่วมกัน 5 วัน บน
อาหาร PDA/SW30 ppt รองลงมาคือ รานาเกลือ SSPB4207 ให้ผลการยับย้ัง C. capsici DOAC 1511 และ                          
C. gloeosporioides DOAC 0782 ด้วยค่า %IE สูงสุดเท่ากับ 75.0 และ 73.0 ตามล าดับ  
 เมื่อทดสอบด้วยวิธี disc diffusion สารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตทส่วนใหญ่ท่ีสกัดจากอาหารท่ีผ่านการ
เล้ียงรา PDA/dw และ PDA/SW30 ppt   จ านวน 45  สายพันธ์ุ (90 สาร) ท่ีซึ่งผลการทดสอบบน dual culture แสดง 
%IE≥35 คือยับย้ังราก่อโรคพืชได้  สารสกัด 86.7% และ 81.1% ยับย้ัง  C. gloeosporioides DOAC 0782 และ                   
C. capsici DOAC 1511 ได้ตามล าดับ จ านวนสารสกัดท่ีเตรียมจากอาหารเล้ียงราท่ีความเค็มต่างกันในทุกระดับมี
ประสิทธิภาพ ไม่แตกต่างกัน สารสกัด 10 สาร จากรา 10 สายพันธ์ุ มีค่า %IE >70 ต่อ  Colettotrichum spp. อย่างน้อย 
1 ชนิด โดยท่ีสารสกัด SSPB3208 ท้ังท่ีสกัดจาก PDB/SW30 ppt และ PDB/dw มีฤทธ์ิยับย้ังราก่อโรคพืชสูงสุด สารสกัด 
SSPB3208 สกัดจาก PDB/SW30ppt แสดงค่า MIC ต่ าสุดเมื่อทดสอบกับราก่อโรคพืช C. gloeosporioides DOAC 
0782 และ C. capsici DOAC 1511 เป็นเวลา 3 วัน คือมีค่าเท่ากับ 256-512 µg/ml ขณะท่ีสารสกัด SSPB3124 
สกัดจาก PDB/SW30 ppt แสดงค่า MIC ต่ าสุดต่อ Colettotrichum ท้ัง 2 ชนิด เมื่ออ่านผลหลังบ่ม 3 วัน คือเท่ากับ 
512 µg/ml  จากการศึกษาเพ่ิมเติมยังพบว่าสารสกัด SSPB3124 และ SSPB3208 จากอาหารท่ีผ่านการเล้ียงรา 
PDB/SW30 ppt  ยังสามารถยับย้ังราก่อโรคพืช F. oxysporum DOAC 1808, F. subglutinans DOAC 0761 และ 
Pestaotiopsis sp. DOAC 1098 ได้ดี 
 การจัดจ าแนกราทางสัณฐานวิทยาและการเปรียบเทียบข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน beta 
tubulin และดีเอ็นเอบริเวณ ITS แสดงให้เห็นว่าท้ังรา SSPB3208 และ SSPB3124 น่าจะเป็น Aspergillus ชนิด
เดียวกัน แต่ยังไม่สามารถระบุสปีชีส์ได้ แม้ว่าจะมีแนวโน้มสูงว่าจะเป็น  Aspergillus niveus (99% similarity) 
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5.2.   อภิปรายผลการทดลอง 
         มีรายงานว่าเมื่อเล้ียงราร่วมกันจะเกิดปฏิสัมพันธ์ 3 ลักษณะ คือ ปฏิปักษ์ทางตรง (Direct 
antagonism) ปฏิปักษ์ทางอ้อม (Indirect antagonism) และปฏิปักษ์แบบผสม (Mixed-path antagonism) การ
เกิดปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis ในการยับย้ังราก่อโรคพืชของรานาเกลือเป็นแบบผสม คืออาจเกิดจากรานาเกลือ
สร้าง ผลิต และหล่ังสารปฏิชีวนะ (Antibiotics) หรือ สารพิษ (Toxin) ออกมายับย้ังหรือท าลายราก่อโรคพืช หรือ
รานาเกลืออาจสร้างของเสีย หรือสารออกมารบกวนทางกายภาพและทางเคมี ท าให้ไม่เหมาะกับการเจริญรา
ก่อโรคพืช (Pal & Gardener, 2006)  แต่ในการศึกษาน้ีเลือกศึกษาลักษณะ antibiosis มาใช้เป็นการคัดกรอง
ราเบ้ืองต้น เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีง่ายและสะดวกโดยเฉพาะอย่างย่ิงเมื่อใช้ ค่า ID มากกว่า 2 มิลลิเมตร  เป็นเกณฑ์
ร่วมกับวิธี dual culture  ค่า ID มากกว่า 2 มิลลิเมตร แสดงให้เห็นว่าเป็นปฏิสัมพันธ์ท่ีไม่ได้เกิดจาก Mutual 
inhibition at a distance  ซึ่ง Porter (1924) และ Dickinson and Boardman (1971) เคยรายงานไว้ 
 การพบว่ารานาเกลือ 42.7% จากจ านวน 150 สายพันธ์ุท่ีศึกษา สามารถยับย้ังราก่อโรคพืช 
Colletotrichum spp. ด้วยปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis ได้ดี สูงกว่ารายงานจากราเอนโดไฟท์จากป่าชายเลน ท่ี รา 
30.8 และ 37.5% จากรา 150  สายพันธ์ุท่ีศึกษา แสดงปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis  กับ C. capsici DOAC 1511 
และ C. gloeosporioides DOAC 0782 ตามล าดับ (Khrueayu & Pilantanapak, 2012) ย่ิงกว่าน้ัน ในการศึกษา
น้ีสามารถพบราหลายสายพันธ์ุท่ีมีคุณสมบัติในการยับย้ังการเจริญรา Colletotrichum spp. ได้ด้วยประสิทธิภาพ
สูงมากกว่า 70% และส่วนใหญ่เป็นราชอบเค็มแบบ facultative  คือเจริญได้ดีท้ังในอาหารท่ีไม่มีความเค็มจนถึง
ในระดับท่ีความเค็มสูงมากได้  (Nayak, 2012)   ซึ่งเป็นคุณสมบัติท่ีเอ้ือต่อการน ามาพัฒนาใช้เป็นเช้ือปฎิปักษ์กับ
ราก่อโรคพืชได้หลากหลาย ท้ังกับพืชท่ีเจริญในน้ าจืด น้ ากร่อยหรือน้ าเค็ม 
 การศึกษาความสามารถของรานาเกลือในการยับย้ังราสาเหตุโรคพืชแอนแทรกโนส โดยวิธี dual culture 
พบว่า รานาเกลือสามารถยับย้ังราสาเหตุโรคพืชด้วย %IE ดีท่ีสุด เมื่อเล้ียงร่วมกัน 5 วัน บนอาหาร PDA/SW30 ppt ดังท่ี
มีรายงานว่าระยะการเจริญของรามีผลต่อการสร้างสารก่อฤทธ์ิชีวภาพและสะสมสารในปริมาณท่ีแตกต่างกัน 
ในช่วงเวลา 1-3 วัน รานาเกลือส่วนใหญ่อยู่ในช่วง lag phase ซึ่งเป็นช่วงท่ีราปรับตัวเข้ากับอาหารและ
ส่ิงแวดล้อมใหม่ ในช่วงน้ีรามีการสร้างเอนไซม์และสารอ่ืนก่อฤทธ์ิชีวภาพ ท่ีเป็นสารปฐมภูมิ (Primary metabolite) 
ท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญ (Griffith, 1994) จึงไม่พร้อมท่ีจะสร้างสารก่อฤทธ์ิชีวภาพ ท่ีมีฤทธ์ิยับย้ังราก่อโรคพืช
ซึ่งเป็นสารประกอบทุติยภูมิ (Secondary metabolite) สอดคล้องกับผล antibiosis ท่ีมีประสิทธิภาพดีหลังการบ่ม 
3 วันแต่เมื่อเล้ียงเป็นเวลา 5 วันรานาเกลือซึ่งท้ังหมดเป็น Aspergillus ท่ีเจริญเร็ว น่าจะเจริญอยู่ในช่วงปลาย log 
phase ถึง stationary phase สามารถสร้างและสะสมสารประกอบทุติยภูมิท่ีมีฤทธ์ิยับย้ังราก่อโรคปริมาณมาก
ขึ้น อย่างไรก็ตามการเล้ียงรานาเกลือในอาหารเหลวก่อนน าอาหารไปสกัดสาร ได้เลือกราเล้ียงรานาเกลือเป็นเวลา 
10 วัน เพ่ือให้ราส่วนใหญ่เจริญอยู่ในช่วง stationary phase และสร้างสารทุติยภูมมิากเพียงพอท่ีจะน าสารสกัดไปใช้
ทดสอบในขั้นต่อไป 
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จากการศึกษาประสิทธิภาพในการยับย้ังราสาเหตุโรคพืชโดยเทคนิค disc diffusion ของสารสกัดจาก
อาหารเหลว PBD/dw และ PDB/SW30 ppt จ านวน 90 สาร จากรานาเกลือ 45 สายพันธ์ุ  ท่ีคัดเลือกไว้ พบว่า
บางครั้งประสิทธิภาพในการยับย้ังราก่อโรคพืชของสารสกัด ไม่สอดคล้องกับผลการศึกษาปฏิสัมพันธ์ของรานาเกลือ
ในการยับย้ังโดยวิธี dual culture  ท้ังน้ีเน่ืองจากการคัดกรองจากผลยับย้ังด้วยวิธี dual culture ไม่สามารถแยกได้
แน่ชัดว่าค่า ID ท่ีวัดได้ เกิดจากการยับย้ังของสารก่อฤทธ์ิชีวภาพปฐมภูมิหรือทุติยภูมิ   เน่ืองจากราในส่ิงแวดล้อมทาง
ทะเลรวมท้ังราอ่ืนๆ สามารถสร้างสารพิษ โดยเฉพาะอย่างย่ิงเอนไซม์ไคติเนส ออกมาย่อยผนังเซลราก่อโรคท่ีทดสอบได้ 
(Suresh & Chandrasekaran, 1998) ในขณะท่ีการทดสอบสารสกัด ด้วยวิธี disc diffusion ผลการยับย้ังเกิดจาก
สารทุติยภูมิเป็นหลัก  ดังน้ันการท่ีบางครั้งสารสกัดไม่สามารถยับย้ังราโรคพืชหรือมีผลการยับย้ังลดลงเมื่อเทียบกับ
การทดสอบโดยวิธี dual culture อาจเน่ืองจากราสายพันธ์ุน้ัน สร้างเพียงสารก่อฤทธ์ิปฐมภูมิยังไม่สร้างสาร            
ก่อฤทธ์ิท่ีเป็นสารทุติยภูมิหรือสร้างเพียงปริมาณน้อย (Walker & White, 2005) หรืออาจเป็นเพราะไม่สามารถ
สกัดสารออกมาได้แม้ว่าราน้ันจะสามารถสร้างสารและส่งออกนอกเซลได้ มีรายงานว่าราหลายชนิดท่ีแยกจาก
ส่ิงแวดล้อมสามารถผลิตสารก่อฤทธ์ิชีวภาพทุติยภูมิท่ีมีคุณสมบัติหลากหลาย เช่น polyketide, terpene, 
terpenoid, quinone, indole และ alkaloid (Hasan et al., 2015; Keller et al., 2005; Swathi et al., 
2013; Vaske & Crews, 2014) สารเหล่าน้ีมีความแรงของขั้วแตกต่างกัน ethyl acetate  เป็นท าละลายท่ีมี
ขั้วปานกลาง จึงสามารถดึงสารเฉพาะท่ีมีขั้วปานกลาง (Medium polarity compound) ออกจากอาหารท่ีน ามา
สกัดแต่ไม่สามารถดึงสารท่ีมีข้ัวสูง (High polarity compound) หรือสารท่ีมีข้ัวต่ า (Low polarity compound) 
ท่ีออกฤทธ์ิในอาหารออกมาได้  ดังน้ัน ethyl acetate ท่ีเลือกน ามาเป็นตัวท าละลาย  อาจไม่สามารถสกัดสารออก
ฤทธ์ิท่ีมีข้ัวปานกลางบางชนิด เช่น peptide และสารขั้วต่ า เช่น terpene, hydrocarbon ท่ีอยู่ในอาหารเหลว
ออกมาได้ (Justino et al., 2014)  ดังน้ันหากสารท่ีก่อฤทธ์ิยับย้ังท่ีรานาเกลือสร้างขึ้นป็นสารประเภทต่างๆ เหล่าน้ี  
ผลการยับย้ังของสารสกัดก็จะไม่ดีเท่าท่ีควร ในครั้งต่อไปจึงอาจทดลองเปล่ียนตัวท าละลายท่ีใช้ในการสกัดสาร  
แต่การท่ีเลือกสกัดสารยับย้ังด้วย ethyl acetate เน่ืองจาก ethyl acetate เป็นตัวท าละลายท่ีมีการใช้กันอย่าง
กว้างขวางในการสกัดสารออกฤทธิ์ชีวภาพทุติยภูมิจากราหลายกลุ่ม เพ่ือยับย้ังจุลินทรีย์ต่างๆ รวมท้ังราด้วยกันเอง 
มีรายงานว่าการใช้  ethyl acetate สกัดสารจากอาหารเหลวเล้ียงราทะเล Aspergillus terreus MP1 และ                       
A. ochraceus MP2 ท่ีแยกได้จากฟองน้ าทะเล ประเทศอินเดีย  สามารถสกัดสารท่ีมีฤทธ์ิยับย้ังจุลินทรีย์ได้ดีกว่า 
เมื่อเปรียบเทียบกับตัวท าละลายอ่ืนๆ (Meenupriya, et al., 2011; Meenupriya & Thangaraj, 2011)                          
อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานถึงประเภทของสารออกฤทธิ์ท่ีรานาเกลือผลิตขึ้น รวมถึงชนิดตัวท าละลายท่ีสามารถ
สกัดสารได้ดีท่ีสุด  
 ในการทดสอบผลของความเค็มอาหารท่ีเล้ียงราก่อนน ามาสกัดสารพบว่า ส่วนใหญ่สารสกัดยับย้ัง                        
C. gloeosporioides DOAC 0782 และ C. capsici DOAC 1511 ได้บนอาหาร PDA/SW30 ppt ได้ดีกว่า PDA/dw 
แต่แม้ว่าจะมีการน าอาหารเหลวท่ีไม่มีความเค็ม (PDB/dw) และมีความเค็ม (PDB/SW30 ppt) จากการเล้ียงรา
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สายพันธ์ุเดียวกันในปริมาณเท่ากันทุกฟลาสก์ น าไปสกัดสารจนแห้ง ละลายในตัวท าละลายเดียวกันปริมาตรเท่ากัน 
และน าสารสกัดท่ีละลายแล้วปริมาตรเท่ากันมาทดสอบ   บางครั้งก็ยังพบประสิทธิภาพการยับย้ังท่ีแตกต่างกันของ
สารสกัด ซ่ึงอาจเกิดจากชนิดของสารออกฤทธ์ิท่ีสร้างขึ้นไม่เหมือนกัน  หรือออกฤทธ์ิได้ไม่เท่ากัน  
 การท่ีสารสกัดยับย้ังราทดสอบ Colletotrichum spp. ได้บนอาหาร PDA/SW30 ppt ได้ดีกว่า PDA/dw 
รวมถึงท่ีพบว่ารานาเกลือชนิดเดียวกันสร้างสารท่ีมีฤทธ์ิแตกต่างกันในอาหารเหลวท่ีมีความเค็มต่างกัน ให้ผล
เช่นเดียวกับฤทธ์ิของสารสกัดจากราหลายชนิดท่ีแยกได้จากส่ิงแวดล้อมทางทะเล ประเทศอินโดนีเซีย (Tarman                         
et al., 2011) แต่ขัดแย้งกับท่ีมีรายงานในราทะเลกลุ่ม lignicolous marine fungi และราทะเลอีกหลายกลุ่ม มี
รายงานว่าราทะเลกลุ่มน้ีสร้างสารก่อฤทธ์ิชีวภาพบนอาหารท่ีเตรียมจากน้ ากล่ันได้ดีกว่าน้ าทะเล เน่ืองจากไม่ต้อง
ส้ินเปลืองพลังงานไปกับการผลิตสารรักษาแรงดันออสโมซีสในเซล (Bugni & Ireland, 2003) 
  การศึกษา MIC และ MLC ต่อ C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 
ของสารสกัดอาหารเหลว PDB เล้ียงรานาเกลือท่ีคัดเลือกมาจ านวน 7 สายพันธ์ุ ท้ังท่ีเตรียมจากน้ ากล่ันและน้ าทะเล 
จ านวน 14 สาร พบว่า ส่วนใหญ่มีค่าแตกต่างกัน  ช้ีให้เห็นถึงฤทธ์ิในการยับย้ังราก่อโรคมากกว่าการท าลาย ยกเว้น
สารสกัด SSPB3208 ท่ีสกัดจากน้ ากล่ันท่ี ค่า MIC และ MLC ต่ าสุด ต่อ C. gloeosporioides DOAC 0782 มี
ค่า 512 µg/ml เท่ากัน  
 การจ าแนกรานาเกลือท่ีมีความสามารถด้านต่างๆ โดยอาศัยลักษณะสัณฐานร่วมกับข้อมูลล าดับ                   
นิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) หรือยีน beta-tubulin สามารถจ าแนกรา
ส่วนใหญ่ได้ในระดับจีนัส โดยพบว่ารานาเกลือท้ังหมดเป็นสมาชิกในจีนัส Aspergillus  เน่ืองจากแต่ละสปีชีส์ของ
ราในจีนัส Aspergillus มีความแปรผันของลักษณะฟีโนไทป์ของค่อนข้างสูง โดยเฉพาะกรณีท่ีมีสถานะของ 
anamorph และ teleomorph เข้ามาเกี่ยวข้อง การใช้ข้อมูลระดับโมเลกุลเข้ามาช่วยในการจ าแนกจึงมี
ความส าคัญ อย่างไรก็ตามในการศึกษาน้ีได้ศึกษาข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ ITS หรือยีน beta-tubulin เพ่ือ
น ามาใช้ในการจ าแนกราจากนาเกลือ แต่ข้อมูลดังกล่าวยังไม่เพียงพอส าหรับบ่งช้ีความแตกต่างหรือระบุเช้ือได้ใน
ระดับสปีชีส์ โดยในการจ าแนกสปีชีส์ของราในจีนัส Aspergillus มีความจ าเป็นต้องใช้หลายวิธีร่วมกัน โดยในวิธี
ระดับโมเลกุล อาจจ าเป็นต้องศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนหลายยีนร่วมกัน หรือวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
ของจีโนม รวมท้ังการท า DNA array 

ราในจีนัส Aspergillus  พบได้มากในส่ิงแวดล้อมนาเกลือ (Cantrell et al., 2006; 2011) มีรายงาน
การพบ Aspergillus หลายชนิดท่ีแยกได้จากแหล่งมีความเค็มสูงท่ีมีคุณสมบัติชอบเค็ม เช่น A. penicillioides,           
A. flavus,  A. fumigatus, A. nidulans, A. penicillioides, A. sydowii, A. versicolor (Gonsalves et al., 2012) 
และมีรายงานการศึกษา Aspergillus ท่ีสามารถสร้างสารปฏิชีวนะโดยส่วนใหญ่แยก Aspergillus sp. ได้จากดิน (Dix 
& Webster, 1995; Klich, 2002; Thompson et al.,1994) Aspergillus หลายชนิดสามารถผลิตยาปฏิชีวนะและ
ผลิตสารพิษ mycotoxin ซึ่งเป็น toxin ทุติยภูมิท่ีสร้างข้ึนในอากาศ และสภาวะแวดล้อมท่ีเหมาะสม  
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การท่ีรานาเกลือท่ีมีคุณสมบัติยับย้ังและสร้างสารยับย้ัง Colletotrichum spp. ท่ีดี โดยเฉพาะอย่างย่ิง 
SSPB3208 และ SSPB3124 เป็น Aspergillus ซึ่งเป็นราท่ีหลายสปีชีส์สร้างสารพิษและก่อโรคได้ ท าให้อาจมี
ข้อจ ากัดในการน าไปใช้งานพอสมควร ส่ิงท่ีต้องศึกษาต่อไปคือการระบุสปีชีส์ให้แน่ชัด การศึกษาการสร้างสารพิษ
ของรา ตลอดจนการศึกษาคุณสมบัติและความเป็นพิษของสารยับย้ังท่ีผลิต เพ่ือท่ีสามารถน าข้อดีของราน้ีไปใช้
ประโยชน์ในการควบคุม Colletotrichum รวมท้ังราก่อโรคพืชอ่ืนๆ ได้อย่างปลอดภัย 

 
5.3. ข้อเสนอแนะ 
       โดยสรุปจากการศึกษาพบว่ารานาเกลือโดยเฉพาะอย่างย่ิง Aspergillus spp. เป็นราท่ีมีคุณสมบัติเด่นใน
การยับย้ังราก่อโรคแอนแทรกโนส ท้ังในแง่ท่ีราน้ีสามารถมีปฏิสัมพันธ์แบบ antibiosis ยับย้ัง Colettotrichum ท่ี
อาศัยอยู่ร่วมกัน และสามารถสร้างสารก่อฤทธ์ิชีวภาพ ท่ีสามารถสกัดออกมาใช้ประโยชน์ในการยับย้ัง 
Colletotrichum ในส่ิงแวดล้อมได้อย่างมีประสิทธิภาพ  ดังน้ัน Aspergillus อย่างน้อย 1 สายพันธ์ุ ซึ่งเล้ียงได้ง่าย
ในน้ าจืด เจริญเร็ว คือ SSPB3208 หากผ่านการศึกษาความปลอดภัยแล้ว น่าจะสามารถน ามาใช้ท้ังในแง่ท่ีเป็นเช้ือ
ปฏิปักษ์ในการควบคุมทางชีวภาพของ Colettotrichum spp. โดยตรงหรือน ามาเล้ียงในทางการค้าเพ่ือสกัดสาร
ยับย้ังรา Colettotrichum  ส่วนรา SSPB3124 ซึ่งสร้างสารยับย้ังราก่อโรคพืชได้ดีกว่าเมื่อเล้ียงในอาหารท่ีมีเกลือ 
อาจน ามาเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมีความเค็มเหมาะสม  เพ่ือสกัดสารยับย้ังราก่อโรคพืช   อย่างไรก็ตามราท้ังสอง
สายพันธ์ุน้ี สามารถน าสารสกัดหยาบจากอาหารท่ีเตรียมจากน้ าจืดมาใช้ยับย้ังราก่อโรคแอนแทรกโนสได้ท้ัง 
C.capsici และ  C. gloeosporioides นอกจากน้ีการท่ีราท้ัง 2 สายพันธ์ุน้ีมีแนวโน้มเป็นราชนิดใหม่และเป็นรา
ชอบเค็ม จึงเป็นไปได้ว่าสารท่ีผลิตได้นอกจากมีประโยชน์ในการยับย้ังราก่อโรคแอนแทรกโนสแล้ว ยังอาจสามารถ
สารท่ีมีคุณสมบัติใหม่อ่ืนๆ อีก รวมถึงสามารถน าไปใช้กับพืชท่ีปลูกในดินเค็มหรือป่าชายเลนได้  

5.4. ผลผลิต 
       งานวิจัยน้ีได้นักศึกษาด้านอนุกรมวิธานของราและการน าไปใช้ประโยชน์เพ่ิมข้ึน 1 คน  
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ภาคผนวก 
 

ขั้นตอนการเจือจางสารสกัด 

ขั้น 

 

ความ
เข้มข้น* 

(µg/ml) 

แหล่ง 
ปริมาตร 

(ml) 
+ 

ตัวท า
ละลาย 

(ml) 

(DMSO) 

= 
ความ
เข้มข้น* (µ
g/ml) 

= 

ความเข้มข้น
สุดท้าย** 

ที ่1:100 

 (µg/ml) 

 

Log
2 

 

1 12800 Stock     12,800  128 7 
2 12800 Stock 0.5  0.5  6,400  64 6 
3 12800 Stock 0.5  1.5  3,200  32 5 
4 12800 Stock 0.5  3.5  1,600  16 4 
5 1600 ขั้นตอนท่ี 4 0.5  0.5  800  8.0 3 
6 1600 ขั้นตอนท่ี 4 0.5  1.5  400  4.0 2 
7 1600 ขั้นตอนท่ี 4 0.5  3.5  200  2.0 1 
8 200 ขั้นตอนท่ี 7 0.5  0.5  100  1.0 0 
9 200 ขั้นตอนท่ี 7 0.5  1.5  50  0.5 -1 
10 200 ขั้นตอนท่ี 7 0.5  3.5  25  0.25 -2 
11 25 ขั้นตอนท่ี 

10 
0.5  0.5  12.5  0.125 -3 

12 25 ขั้นตอนท่ี 
10 

0.5  1.5  6.25  0.0625 -4 
13 25 ขั้นตอนท่ี 

10 
0.5  3.5  3.1  0.03 -5 

14 3.1 ขั้นตอนท่ี 
13 

0.5  0.5  1.6  0.016 -6 
15 3.1 ขั้นตอนท่ี 

13 
0.5  1.5  0.8  0.008 -7 

16 3.1 ขั้นตอนท่ี 
13 

0.5  3.5  0.4  0.004 -8 
17 0.4 ขั้นตอนท่ี 

16 
0.5  0.5  0.2  0.002 -9 

* ละลายอยู่ใน DMSO 
**ละลายด้วยอาหารทดสอบ 
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