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บทคัดยอ  
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือประเมินความสามารถของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากบัวหลวง (Nelumbo 

nucifera) บัวสาย (Nymphaea lotus) ในการยับยั้งราสาเหตุโรคพืช 2 สายพันธุ (Phytophthora palmivora 
และ Phytophthora botryosa) ดวยวิธี dual culture plate จากนั้นคัดเลือกราเอนโดไฟตท่ีมีประสิทธิภาพจาก
เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของราและประเมินประสิทธิภาพของสารสกัดจากราเอนโดไฟตในการยับย้ังราโรคพืช 
ในขณะเดียวกันราเอนโดไฟตท่ีมีประสิทธิภาพถูกนํามาประเมินความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและ
กิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส ผลการทดสอบพบวา ราเอนโดไฟตจํานวน 11 ไอโซเลต มีฤทธ์ิยับยั้งรา P. palmivora 
และ P. botryosa แตพบเพียง 4 ไอโซเลต ที่แสดงฤทธ์ิยับยั้งรากอโรคพืชไดดีที่สุดอยางนอย 1 สายพันธุ ใหคา PGIR 
≥ 70 เปอรเซ็นต จากนั้นนํารามาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว potato dextrose broth (PDB) เปนเวลา 3 สัปดาห 
และนําสวนอาหารเลี้ยงรามาสกัดดวยเอทิลอะซิเตท พบวาสารสกัดจากรา Fusarium verticillioides (FL033) 
สามารถยับย้ังรากอโรคทั้ง P. palmivora และ P. botryosa ไดดีท่ีสุด ที่ระดับความเขมขนสุดทายของสารสกัด 5 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร คิดเปนเปอรเซน็ตการยับยั้งเทากับ 91.56 และ 87.50 ตามลําดับ ในขณะที่ราเอนโดไฟตดังกลาว 
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สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสบนอาหารแข็ง carboxy methyl cellulose agar (CMC agar) มีคา Hydrolysis 
capacity (HC) เทากับ 1.85 จากนั้นประเมินกิจกรรมของเอนไซมทุก 3 วัน เปนเวลาทั้งหมด 18 วัน พบ
กิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสสูงที่สุดในวันที่ 12 เทากับ 0.05 ยูนิตตอมิลลิลิตร จากผลการศึกษานี้ชี้ใหเห็น
วาราเอนโดไฟตจากบัวหลวงและบัวสายเปนแหลงของสารยับยั้งรากอโรคพืชไดด ี
 
คําสําคัญ: ราเอนโดไฟต การควบคุมโดยชีววิธ ีรากอโรคพืช  

 
ABSTRACT 

This research aims to evaluate the capability of fungal endophyte from Nelumbo 
nucifera and Nymphaea lotus for anti-plant pathogenic fungi (Phytophthora palmivora and 
Phytophthora botryosa) by dual culture plate method. The active isolates of endophytic 
fungi were selected by percent Inhibition of radial growth and their extracts were evaluated 
for antifungal activity. Meanwhile, the best active isolate was evaluated on the cellulase 
production and cellulase activity. The results revealed that eleven isolates of endophytic 
fungi showed the antifungal activity against P. palmivora and P. botryosa but only four 
isolates exhibited strong activity against at least one fungal plant pathogen with PGIR ≥ 
70%. After that, four active isolates of endophytic fungi were cultured in potato dextrose 
broth (PDB) for 3 weeks and fungal culture broth were extracted with ethyl acetate. The 
extract of fungus Fusarium verticillioides (FL033) gave the strongest activity against both    
P. palmivora (91.56%) and P. botryosa  (87.50%) with final concentration of extract 5 
mg/ml. On the other hand, this isolate exhibited high cellulose producing activity with 
hydrolytic capacity (1.85) on carboxy methyl cellulose agar (CMC agar). Furthermore, it was 
analyzed for cellulose activity every 3 days for 18 days. The highest cellulose activity was 
found on 12 days at 0.05 Unit/ml. These results indicated that endophytic fungi from 
aquatic plants (N. nucifera and N. lotus) are a good source of antifungal activity against 
fungal plant pathogens.   
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บทนํา 
ราเอนโดไฟตกลุมแรกถูกศึกษาโดย Freeman ในป ค.ศ. 1904 [1] ราเอนโดไฟตชนิดแรกที่พบ คือ 

Neotyphodium coenophialum ซึ่งเปนสาเหตุของโรค “fescue toxicosis” ในสัตวเคี้ยงเอ้ือง พบราเอน
โดไฟตในหญา Festuca arundinacea นอกจากนี้ ราเอนโดไฟตเปนแหลงของสารเมแทบอไลตทุติยภูม ิ
(secondary metabolite) ชนิดตาง ๆ  ที่มีศักยภาพในการใชประโยชน โดยผลิตสารเมแทบอไลตทุติยภูมิ
มากกวา 4,000 สาร ในป ค.ศ. 1993 Stierle และคณะ [2] คนพบสาร taxol ที่ผลิตจากราเอนโดไฟต 
Taxomyces andreanae ที่แยกจากเปลือกของสนแปซิฟก Taxus brevifolia โดยสารชนิดนี้มีฤทธิ์ยับยั้ง
เซลลมะเร็งได จึงเปนจุดเริ่มตนของการศึกษาราเอนโดไฟตจนมาถึงปจจุบัน หากแบงพืชท่ีนิยมนํามาศึกษา
ความหลากหลายหรือแยกราเอนโดไฟต พบวาพืชสวนใหญเปนกลุมพืชสมุนไพร 35 เปอรเซ็นต พืชทาง
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การเกษตร 29 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีพืชกลุมอ่ืนๆ 18 เปอรเซ็นต รวมทั้งพืชในบริเวณที่จําเพาะ 18 
เปอรเซ็นต เมื่อรวมพืชอ่ืน ๆ และพืชในบริเวณท่ีจําเพาะแลวมีเพียง 36 เปอรเซ็นต การศึกษาราเอนโดไฟต
สวนใหญเปนการศึกษาในพืชบก (terrestrial plants) เมื่อดูภาพรวมการศึกษาราเอนโดไฟตในประเทศไทย
พบวายังมีการศึกษาไมมากนัก จากการศึกษาราเอนโดไฟต พบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากราเอนโดไฟตที่
แยกไดทั้งฤทธิ์ตานจุลินทรีย และฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ รวมถึงฤทธิ์ตานเซลลมะเร็ง [3-6] จนปจจุบันนักวิจัย
พยายามหาแหลงพ้ืนที่และกลุมพืชใหมๆ ที่ยังไมมีการสํารวจหรือยังมีการรายงานนอย ซึ่งคาดหวังวาจะเปน
แหลงของราเอนโดไฟตหลากหลายสปชีส และพบราเอนโดไฟตมีศักยภาพในการผลิตสารเมแทบอไลต              
ทุติยภูมิที่นาสนใจ 

ราเอนโดไฟตหลายสกุลสามารถตานทานจุลินทรียกอโรคพืช Phytophthora, Puccinia, Fusarium 
และ Colletotrichum เชน Pyrrocidines A, B  ผลิตจากราเอนโดไฟต Acremonium zeae สามารถยับยั้ง
รากอโรคพืชหลายสปชีส ไดแก Aspergillus flavus, Fusarium verticillioides และ Pyricularia oryzae 
[7-11] นอกจากนี้ Botryosphaeria quercuum และ Trichoderma viride ราเอนโดไฟตที่แยกไดจาก
โกโก Theobroma cacao L. สามารถยับยั้งราโรคพืชไดดี โดย B. quercuum สามารถยับยั้ง 
Phytophthora palmivora และ Moniliophthora roreri ไดโดยใหคาการยับยั้งท่ี 82.3 เปอรเซ็นตและ 
80.7 เปอรเซ็นต ซึ่งราสองสปชีสนี้เปนสาเหตุของโรคที่พบบอยในโกโก คือ P. palmivora กอโรค black 
pod และ M. roreri กอโรค frosty pod rot [12]  

นอกจากนี้จากผลการศึกษาของ พฤทฐิภร และอูมมี ในป พ.ศ. 2561 [13] ศึกษาประสิทธิภาพของ
สารสกัดจากราเอนโดไฟตในการยับยั้งราสาเหตุโรคไหมของขาว Magnaporthe oryzae โดยนําราเอนโด
ไฟตท่ีแยกไดจากบัวสายมาเลี้ยงในอาหารเหลว จากนั้นสกัดสารจากสวนของอาหารเหลวที่ใชเลี้ยงราดวย
เอทิลอะซิเตท พบวาสารสกัดจากราเอนโดไฟต Exerohilum sp. สามารถยับยั้ง M. oryzae ได 100 
เปอรเซ็นต ที่ระดับความเขมขนของสารสกัด 5 และ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร นอกจากนี้ Silveira และคณะ 
ในป 2020 [14] พบวาราเอนโดไฟต Botryobambusa fusicoccum ท่ีแยกจาก Bambusa aldhamii 
สามารถยับยั้งรากอโรคพืช Pyricularia oryzae (ระยะ Telemomorph ของ M. oryzae) ไดดี โดยใหคา

เปอรเซ็นตการยับยั้งถึง 96 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่คัดแยกราเอนโดไฟตจากขาว Oryza 
sativa L. และนํามาทดสอบเพ่ือดูการยับยั้งราสาเหตุโรคขาว 6 สายพันธุ ไดแก Magnaporthe grisea, 
Fusarium sp. FSK1, Fusarium sp. FSK2, Bipolaris oryzae, Curvularia lutana และ Rhizoctonia 
solani พบวาราเอนโดไฟต Trichoderma harzianum สามารถยับยั้งราสาเหตุโรคขาวไดทุกชนิด มีคาการ
ยับยั้งมากกวา 75 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ผูวิจัยยังพบวารา T. harzianum สามารถผลิตเอนไซม chitinase 
ยอยไคทิน (chitin) protease ยอยโปรตีน (protein) และ cellulase ยอยเซลลูโลส (cellulose) ยับยั้งรา
กอโรคได และผลิต indole-3-acetic acid เพือ่ชวยสงเสริมการเจริญของพืชซึ่งเปนกลไกทางออมไดอีกดวย[15]  

จากงานวิจัยท่ีผานมามีรูปแบบการศึกษาและการคนหาศักยภาพของราเอนโดไฟตในการยับยั้ง
จุลินทรียกอโรคพืชท้ังในระดับหองปฏิบัติการและแปลงปลูก หรือที่เรียกวาการควบคุมโดยชีววิธี (biological 
control) เพ่ือลดการใชสารเคมีซึ่งเปนอันตรายตอเกษตรกรและผูบริโภค โดยนิยามความหมายของการ
ปองกันโรคพืชโดยชีววธิ ีคือ การใชจุลินทรียหรือสิ่งมีชีวิตทําใหรอยโรคพืชลดลง และสามารถลดความรุนแรง
ของโรคพืชไดในสภาพแวดลอมนั้น ดังนั้นราเอนโดไฟตสามารถลดปริมาณของรอยโรคพืชหรือปริมาณของ
จุลินทรียกอโรคพืชได ซึ่งอาจเปนผลทางตรงหรือทางออม โดยการชักนําจุลินทรียหนึ่งหรือมากกวาหนึ่งชนิด
เขาไปยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืช อยางไรก็ตามการควบคุมโรคพืชไมสามารถกําจัดเช้ือใหหมดลงไดแตชวยลด
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ปริมาณของจุลินทรียไมใหถึงระดับที่กอใหเกิดความเสียหายได ซึ่งประเทศไทยเปนประเทศท่ีมีสภาพอากาศ
รอนช้ืนเหมาะแกการทําการเกษตร เชน ปลูกขาว ยางพารา ผักและผลไม เปนตน ซึ่งอาชีพเกษตรกรรมเปน
อาชีพของคนไทย นอกจากมีการจําหนายเพ่ือการบริโภคภายในประเทศแลว ยังมีการสงออกไปยัง
ตางประเทศ แตพบวาปจจุบันมีปญหาเรื่องโรคพืช ทําใหเกษตรกรนิยมใชสารเคมีในการฉีดพนในปริมาณมาก 
ซึ่งปจจุบันเห็นวาผูบริโภคหันมาใหความสนใจกับผลผลิตทางการเกษตรที่ปลอดสารเคมีมากข้ึน นักวิจัยจึงให
ความสนใจในการแสวงหาแหลงทางเลือกในการลดการใชสารเคมี โดยสามารถจํากัดหรือยับยั้งจุลินทรียกอ
โรคพืช 

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาศักยภาพของราเอนโดไฟตท่ีแยกไดจากพืชน้ํา (บัวหลวงและบัวสาย) 
และยังมีรายงานไมมากนักในการยับยั้งรากอโรคพืช 2 สายพันธุ คือ P. palmivora และ P. botryosa ซึ่ง
เปนรากอโรคพืชในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด โดยผลจากการศึกษานี้จะสามารถใชเปนขอมูลสําคัญในการศึกษา
ตอเพ่ือกําจัดรากอโรคพืชและลดการใชสารเคมี และหลีกเลี่ยงอันตรายตอเกษตรกรและผูบริโภคตลอดจน
สิ่งแวดลอมตอไป  

 

วิธีดําเนินการวิจัย 
1. ราเอนโดไฟต 
ราเอนโดไฟตที่นํามาศึกษาในครั้งนี้ ไดจากงานวิจัยกอนหนาของคณะผูทําการวิจัยราเอนโดไฟตจาก

บัวหลวง (Nelumbo nucifera) และ บัวสาย (Nymphaea lotus) [16-17] ซึ่งเก็บตัวอยางจากพ้ืนที่จังหวัด
พัทลุง และแยกราเอนโดไฟตโดยนํามาลางทําความสะอาดดวยน้ําประปาและกําจัดจุลินทรียอ่ืนๆ ดวยชุด
สารละลายเอทานอล โซเดียมไฮโปคลอไรท เอทานอล และน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ ตามลําดับ โดยงานวิจัยน้ี
คัดเลือกราเอนโดไฟตที่สามารถจัดจําแนกไดดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาหรือวิธีทางชีวโมเลกุล จํานวน
ทั้งหมด 11 ไอโซเลต ดังนี้ ราเอนโดไฟตจากบัวหลวงจํานวน 4 ไอโซเลต ไดแก Curvularia sp. (FL014), 
Curvularia geniculata (FL020), Fusarium verticillioides (FL033) และ Penicillium sclerotiorum 
(FL048) ราเอนโดไฟตจากบัวสายจํานวน 7 ไอโซเลต ไดแก Nigrospora sp. 5 ไอโซเลต (TSU-WPF023, 
TSU-WPFS025, TSU-WPFS043, TSU-WWF016 และ TSU-WWF018), Curvularia sp. (TSU-WPF014) 
และ Pestalotiopsis sp. (TSU-WWLS022) จากนั้นนําตัวอยางราทั้งหมดมาเลี้ยงบนอาหาร Potato 
dextrose agar (PDA) สังเกตการเจริญของราบนจานอาหารทุกวันภายใตกลองสเตอริโอซูม และบันทึกผล
การเจริญของราโดยวัดเสนผานศูนยกลางโคโลนีจนราเจริญเต็มจานอาหารและบันทึกผล 

2. การคัดเลือกราเอนโดไฟตที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ Phytophthora spp. โดย
วิธ ีdual culture plate  

นําราเอนโดไฟตท่ีไดทั้งหมด 11 ไอโซเลต มาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งรากอโรคพืช 2 สายพันธุ ไดแก       
P. palmivora และ P. botryosa ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากหองปฏิบัติการราวิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ทดสอบประสิทธิภาพของราเอนโดไฟตในการยับยั้งการ
เจริญของเสนใย P. palmivora และ P. botryosa โดยวิธี dual culture plate โดยเลี้ยงราบนอาหาร 
Potato dextrose agar (PDA) เปนเวลา 7 วัน จากนั้นใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 
เซนติเมตร เจาะรอบโคโลนีของรากอโรคพืชนําไปวางบนอาหาร PDA หางจากขอบจานเลี้ยงเชื้อประมาณ 2 
เซนติเมตร และดานตรงขามวางราเอนโดไฟต โดยใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร 
เจาะรอบโคโลนีของราเอนโดไฟต นําไปวางบนอาหาร PDA หางจากขอบจาน 2 เซนติเมตรเชนกัน สวนชุด
ควบคุมวางชิ้นตัวอยางรากอโรคพืชบริเวณตรงกลางของจานอาหาร นําจานทั้งหมดไปบมที่อุณหภูม ิ25 องศา
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เซลเซียส เปนเวลา 7 วัน วัดรัศมีมีการเจริญของโคโลนีรา และคํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้ง Percent 
Inhibition of Radial Growth (PIRG) ดังนี ้ 

PIRG เทากับ [(R1 – R2) / R2] x 100  
โดย  R1 คือ ความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาเหตุในชุดควบคุม  

R2 คือ ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุในชุดทดสอบ 
จากนั้นนําคาที่ไดมาเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการยับยั้งรากอโรคพืช โดยประเมินความสามารถในการ

ยับยั้งดังน้ี 
PIRG เทากับหรือมากกวา 70 ปอรเซ็นต หมายถึง มีประสิทธภิาพในการยับยั้งสูง  
PIRG เทากับ 51 ถึง 69 เปอรเซ็นต หมายถึง มีประสิทธภิาพในการยับยั้งปานกลาง  
PIRG นอยกวา 50 เปอรเซ็นต หมายถึง มีประสิทธภิาพในการยับยั้งต่ํา  

จากน้ันคัดเลือกราเอนโดไฟตที่สามารถยับยั้งรากอโรคพืช โดยใหคา PIRG มากกวา 70 เปอรเซ็นต 
นําไปทดสอบในข้ันตอไป 

3. การเลี้ยงราเอนโดไฟตในอาหารเหลวเพ่ือสกัดสาร 
นําราเอนโดไฟตที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงจากการทดสอบกอนหนา โดยเตรียมอาหารเหลว 

Potato dextrose broth (PDB) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร และนําไปฆาเชื้อ
โดยเครื่องน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปน
เวลา 15 นาท ีและใชมีดผาตัด จุม 95 เปอรเซ็นต แอลกอฮอล และผานไฟ จากนั้นตัดตัวอยางราเอนโดไฟต
บนจานอาหาร PDA ใหมีขนาด 0.5 ตารางเซนติเมตร ใชเข็มเขี่ยชิ้นตัวอยางราลงในฟลาสกจํานวน 5 ชิ้น 
ตอฟลาสก จากนั้นนําฟลาสกไปบมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 สัปดาห จากนั้นนําตัวอยาง
รามากรองเพื่อเก็บสวนของน้ําเลี้ยงราในฟลาสก และสกัดดวยเอทิลอะซิเตทในสัดสวนตัวอยางและตัวสกัด 
1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) เติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (Na2SO4) และทําใหแหงโดยเครื่องระเหยแหง
สุญญากาศที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนไดของเหลวหนืด จะไดสารสกัดจากสวนน้ําเลี้ยงราเอนโดไฟต 
(broth ethyl acetate; BE)  

4. การเตรยีมสารสกัดหยาบ 
นําสารสกัดหยาบที่ผานการสกัดดวยตัวทําละลายมาละลายดวย dimethylsulfoxide (DMSO) 

ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต ใหไดความเขมขนของสารสกัด 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เพ่ือเก็บเปนสต็อก
ของสารสกัดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จากนั้นเจือจางตอดวย DMSO ใหไดความเขมขนสุดทาย 10 
มิลลิกรมัตอมิลลิลิตร เพ่ือนําไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพกับราทดสอบตอไป 

5. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดในการยับยั้งราโรคพืช 
นําสารสกัดจากราเอนโดไฟตท่ีเตรียมไว มาผสมกับอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA และเทในจานอาหาร

ปราศจากเช้ือใหไดความเขมขนสุดทายของสารสกัด 3 ความเขมขน ไดแก 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับชุดควบคุมเชิงบวกจะใชสารเคมีสําหรับกําจัด
ราโรคพืช Propiconazole ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาตร 5  มิลลิลิตร ใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 
25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และสารเคมี Cabendazim ผสมกับอาหารเลี้ยงเช้ือ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใหได
ความเขมขนสุดทายเทากับ 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ชุดควบคุมเชิงลบ  ใช 1 เปอรเซ็นต DMSO โดยนํา
อาหาร 5 มิลลิลิตร ผสมกับ 1เปอรเซ็นตDMSO จากนั้นใช cork borer เจาะขอบโคโลนีของราโรคพืชมาวาง
ตรงกลางของจานอาหารท่ีเตรียมไว และนําจานอาหารทั้งหมดไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
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7 วัน เมื่อครบกําหนดวัดขนาดรัศมีของโคโลนีราโรคพืช เทียบกับจานอาหารที่มีรากอโรคพืชบนอาหาร PDA 
ที่ไมผสมยาหรือสารสกัด และคํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้งของสารสกัดที่ความเขมขนตาง ๆ [18] ดังน้ี  

Percentage growth inhibition เทากับ   100 - [(R2/r2) x 100]  
  R หมายถึง ความยาวรัศมีของโคโลนีราในชุดทดสอบ 
  r หมายถึง ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราในชุดควบคุมที่ไมมีการเติมสารใด ๆ 

6. การศกึษาความสามารถของราเอนโดไฟตในการสรางเอนไซมเซลลเูลสและวเิคราะหกิจกรรมของเอนไซม 
เลี้ยงราเอนไฟทที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งรากอโรคพืชบนอาหาร PDA จากนั้นนําจาน

อาหารไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน จากนั้นใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 
0.5 เซนติเมตร เจาะปลายเสนใยของราบนอาหาร PDA  จากนั้นใชเข็มเขี่ยช้ินตัวอยางวางบนอาหาร 
Carboxy Methyl Cellulose Agar (CMC) และนําจานอาหารไปบมที่อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
5 วัน ตรวจสอบการยอยเซลลูโลสโดยเทสารละลาย Congo red ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ใหทวมอาหาร
ทิ้งไว 30 นาที และเทสารละลาย Congo red ออก จากนั้นลางดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ ตามดวยเท
สารละลาย NaCl ความเขมขน 1 โมลาร ทิ้งไวเปนเวลา 10 นาที และลางออกดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้ออีก
ครั้ง สังเกตวงใสรอบ ๆ โคโลนีของราเอนโดไฟต จากนั้นวัดเสนผานศูนยกลางบริเวณวงใสท่ีเกิดข้ึนและบนัทึก
ผล เพ่ือหาคา Hydrolysis capacity (HC)  ดังน้ี HC = ความยาวเสนผานศูนยกลาง (เซนติเมตร) / เสนผาน
ศูนยกลางของโคโลนีราเอนโดไฟต (เซนติเมตร) 

นําราเอนโดไฟตที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมจากผลการทดลองกอนหนา มาเลี้ยงในอาหาร
เหลว carboxy Methyl Cellulose broth (CMC broth) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 
250 มิลลิลิตร อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บตัวอยางน้ําเลี้ยงราทุก 3 วัน จนครบ 18 วัน ทั้งหมด 
6 ครั้ง โดยดูดน้ําเลี้ยงเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดและนําไปปนท่ี 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 
นาที จากนั้นนําสวนใสไปทําการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) นําสวน
ใสปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมในสารละลาย CMC ที่ละลายใน Sodium phosphate buffer ความเขมขน 
0.1 โมลาร พีเอช 7 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นนําหลอดทดลองไปบมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาท ีเมื่อครบกําหนดเวลาเติม DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และนําไปตมในน้ําเดือด 5 นาที จากนั้น
หยุดปฏิกิริยา โดยแชในน้ําเย็นทันที ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 4 มิลลิลิตร นําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส จากนั้นนําคา 
OD ที่วัดไดไปคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมท่ีมีในหนึ่งหนวยยูนิตตอมิลลิลิตร โดยใชสูตรดังนี้ กิจกรรมของ
เอนไซม (ยูนิต/มิลลิลิตร) เทากับ [ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เทียบไดกับกราฟมาตรฐาน x 10-3 ] / เวลาในการ
บม (นาท)ี x ปริมาณสารละลายเอนไซม (มิลลิลิตร)  

 
ผลการวิจัย 

1. ศักยภาพของราเอนโดไฟตในการยับยั้งรากอโรคพืชดวยวธิ ีdual culture plate 
จากผลการศึกษาศักยภาพของราเอนโดไฟตท่ีแยกจากบัวหลวงและบัวสายทั้งหมด 11 ไอโซเลต  ใน

การยับยั้งรากอโรคพืชจํานวน 2 สายพันธุ คือ P. palmivora และ P. botryosa  พบวาราเอนโดไฟตท้ัง 11 
ไอโซเลต สามารถยับยั้งรากอโรคไดท้ัง 2 ไอโซเลต โดยคํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้ง PIRG ซึ่งสามารถจัด
กลุมของราเอนโดไฟตท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งรากอโรคพืชได 3 กลุม ดังนี ้ราเอนโดไฟตท่ีสามารถยับยั้ง
ทั้ง P. palmivora และ P. botryosa ไดในระดับต่ํา แสดงคา PIRG นอยกวา 50 เปอรเซ็นต ไดแก 
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Curvularia sp. (FL014), Curvularia geniculata (FL020), Nigrospora sp. (TSU-WWF016) และ 
Curvularia sp. (TSU-WPF014) และราเอนโดไฟต Nigrospora sp. 1 ไอโซเลต (TSU-WWF018) ยับยั้งท้ัง 
P. palmivora และ P. botryosa ไดในระดับปานกลาง แสดงคา PIRG นอยกวาหรือเทากับ 50-69
เปอรเซ็นต และราเอนโดไฟตจํานวน 2 ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งท้ัง P. palmivora และ 
P. botryosa จํานวน 4 ไอโซเลต ไดแก  F. verticillioides (FL033) และ Penicillium sclerotiorum 
(FL048), Nigrospora sp. (TSU-WPFS025) และ Nigrospora sp. (TSU-WPFS043) แสดงคา PIRG 
มากกวาหรือเทากับ 70 เปอรเซ็นต  ตามลําดับ (ภาพที ่1)  
 

 
ภาพท่ี 1 ศักยภาพของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากบัวหลวงและบัวสายในการยับยั้ง P. palmivora และ             
P. botryosa ที่ทดสอบดวยวธิ ีdual culture  
 

2. ฤทธิ์ของสารสกัดจากราเอนโดไฟตในการยับยั้งรากอโรคพืช 
จากผลการทดสอบศักยภาพของราเอนโดไฟตในการยับยั้งรากอโรคพืชเบ้ืองตน พบวาราเอนโดไฟต

จํานวน 4  ไอโซเลต จากทั้งหมด 11 ไอโซเลต คิดเปน 36.36 เปอรเซ็นต มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้ง 
ดังนั้นจึงศึกษาสารสกัดจากราเอนโดไฟตท้ัง 4 ไอโซเลต โดยทดสอบที่ระดับความเขมขน 3 ระดับ ไดแก 5 
มิลลิกรัมตอมิลิลิตร 1 มิลลิกรัมตอมิลิลิตร และ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผลการทดสอบพบวา สารสกัด
จากราเอนโดไฟตไอโซเลต F. verticillioides (FL033) สามารถยับยั้งราโรคพืชท้ัง 2 สายพันธุ P. 
palmivora และ P. botryosa ไดดีท่ีสุดท่ีระดับความเขมขน  5 มิลลิกรัมตอมิลิลิตร คิดเปนเปอรเซ็นตการ
ยับยั้งเทากับ 91.56 และ 87.50 ตามลําดับ ขณะที่สารสกัดจากราเอนโดไฟตอีก 3 ไอโซเลตที่เหลือยับยั้งได
เพียง 1 ไอโซเลต โดยไอโซเลต P. sclerotiorum (FL048) สามารถยับยั้งไดเพียง P. palmivora ท่ีระดับ
ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอมิลิลิตร คิดเปนเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 88.84 และราเอนโดไฟต  ไอโซเลต 
TSU_WPF025 และ TSU_WPF043 สามารถยับยั้ง P. botryose ที่ระดับความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอ
มิลลลิิตร  คิดเปนเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 80.36 และ 85.21 ตามลําดับ (ตารางที ่1) 
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ตารางท่ี 1 ฤทธิข์องสารสกัดจากราเอนโดไฟตในการยับยั้งรากอโรคพืช  

สารสกัด รากอโรคพืช เปอรเซ็นตการยับยั้ง 
5 mg/ml 1 mg/ml 200 µg/ml 

FL033  
(F.  verticillioides) 

P. palmivora 91.56 <50 - 
P. botryose 87.50 <50 <50 

FL048  
(P.  sclerotiorum) 

P. palmivora 88.84 <50 <50 
P. botryose <50 <50 <50 

TSU_WPF025 
(Nigrospora sp.) 

P. palmivora <50 <50 <50 
P. botryose 80.36 <50 <50 

TSU_WPF043 
 (Nigrospora sp.) 

P. palmivora <50 <50 - 
P. botryose 85.21 <50 <50 

สารเคม ี รากอโรคพืช เปอรเซ็นตการยับยั้ง 
Propiconazole 

(25 mg/ml)  
P. palmivora 100  
P. botryose  100 

Cardendazim 
(50 mg/ml) 

P. palmivora 100  
P. botryose  99.36 

1 เปอรเซ็นต DMSO P. palmivora - - 
P. botryose - - 

 
3. ความสามารถของราเอนโดไฟตในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและกิจกรรมของเอนไซม 
จากการศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของราเอนโดไฟททั้ง 4 ไอโซเลต พบวารา

เอนโดไฟตเพียง 1 ไอโซเลตสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสได บนอาหาร CMC agar พบวามีคา HC เทากับ 
1.85 จากนั้นวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส โดยเลี้ยงราในอาหาร CMC broth และตรวจวัดควา
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมทุก 3 วัน จนครบ 18 
วัน ไดแกวันที่ 3 6 9 12 และ 18 ผลการวิเคราะหพบวา กิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดในวันที่ 12 เทากับ 
0.05 ยูนิตตอมิลลิลิตร (ภาพที ่2)     
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ภาพท่ี 2 กิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสจากราเอนโดไฟตไอโซเลต FL033 Fusarium verticillioides 

 
อภิปรายและสรุปผลการวิจัย  

งานวิจัยศักยภาพของราเอนโดไฟตในการยับยั้งราโรคพืชไดรับความสนใจและมีการศึกษาจํานวนมาก 
ซึ่งกระบวนการยับยั้งราโรคพืช เชน การแยงอาหารและพื้นที่ของราโรคพืช การหลั่งสารเมแทบอไลตออกมา
ทําลายราโรคพืช การชักนําใหพืชเกิดความตานทานตอราโรคพืช และการสรางเสนใยพันรัดราโรคพืชและ
ปลอยเอนไซมออกมายอยสลายผนังเสนใยราโรคพืช เปนตน  

มีรายงานการทดสอบศักยภาพของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชหลายแหลงทั้งพืชบกและพืชน้ํา
เบื้องตนโดยวิธีการเพาะเลี้ยง โดยจิตรา และคณะในป พ.ศ. 2550 [19] ศึกษาราเอนโดไฟตท่ีแยกไดจาก
สมุนไพรจํานวน 13 วงศ 15 ชนิด ไดแก กระวาน กระชายขาว ราชพฤกษ โครงเครง คอนตีหมา เตยหนาม 
นาวนํ้า โกฐจุฬาลําพา ทับทิม ตะขาบปน กวย ผักหวานใหญ ฝางสม ชะเอมเถา เถาตดหมูตดหมา และ 
สมกุง ผลการศึกษาพบวาราเอนโดไฟต Pestalotiopsis sp. สามารถยับยั้งการเจริญของราโรคพืชจํานวน 5 
สายพันธุ ไดโดยการทดสอบในหองปฏิบัติการ ไดแก Alternaria alternate, Bipolaris maydis, 
Lasiodiplodia theobromae, P. palmivora และ Sclerotium rolfsii จากผลการศึกษาสอดคลองกับ
งานวิจัยน้ี ทีพ่บวาราเอนไฟต Pestalotiopsis sp. (TSU-WWLS022) สามารถยับยั้ง P. palmivora ได โดย
มีคาเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 55.36 แตอยางไรก็ตามวิธกีารทดสอบในงานวิจัยนี้ใชวิธี dual culture โดย
มีราเอนโดไฟตและรากอโรคพืชอยางละ 1 จุดบนอาหาร ขณะท่ีงานวิจัยกอนหนาทดสอบบนอาหาร PDA 
และวางราเอนโดไฟต 1 จุดที่มุมดานหนึ่งของจาน และวางรากอโรคพืชจํานวน 3 จุด โดยแตละจุดหางจากรา
เอนโดไฟต 0.5 1.0 และ 1.5 เซนติเมตร วิธีการทดสอบที่ตางกันอาจมีผลตอประสิทธิภาพการยับยั้ง 
นอกจากนี้ยังมีรายงานศักยภาพของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเนื้อไมยางพาราในการยับยั้ง P. palmivora 
และ P. botryosa โดย กาญจนา ในป พ.ศ. 2557 [20] พบวาราเอนโดไฟต Trichoderma spp. สามารถ
ยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ไดตั้งแต 70.36 – 90.71 เปอรเซ็นต และยับยั้ง P. botryosa ได 72.14-
85.71 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบวาราเอนโดไฟต Trichoderma spp. สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลส      
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บนอาหาร CMC agar ซึ่งวัดคาวงใสได 21.00-24.25 มิลลิเมตร โดยเมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการ
ผลิตเอนไซมเซลลูเลสในงานวิจัยนี้พบวา ราเอนโดไฟต F. verticillioides (FL033) สามารถผลิตเอนไซม
เซลลูเลสบนอาหาร CMC agar ซึ่งวดัคาวงใสได 50 มิลลิเมตร อยางไรก็ตามวิธีการทดสอบการผลิตเอนไซม
บนอาหาร CMC agar เปนเพียงการทดสอบเบื้องตน ประกอบกับราเอนโดไฟตที่ทดสอบเปนราตางสายพันธุ
และแยกไดจากพืชตางชนิดกัน จึงมีผลตอการผลิตเอนไซมไดแตกตางกัน  

นอกจากนี้มีรายงานการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดจากราเอนโดไฟต โดย กมลวรรณ และคณะ 
ในป พ.ศ. 2557 [21] ศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดจากราเอนโดไฟตในการยับยั้งราสาเหตุโรคพืชท้ังหมด 
10 ชนิด ดวยวิธ ีdilution plate ผลการศึกษาพบวาสารสกัดจากราเอนโดไฟต Talaromyces trachyspermus 
(KUFA35) มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งรากอโรคพืช โดยสารสกัดสามารถยับยั้งการเจริญของ           
P. palmivora และ C. gloeosporioides ไดมากกวา 95 เปอรเซ็นต ท่ีระดับความเขมขนของสารสกัด 
1,000 ppm ขณะที่ราเอนโดไฟต Nigrospora sp. (KUFA51) ที่ระดับความเขมขนเดียวกันสามารถยับยั้ง  
P. palmivora ไดเพียง 42.96 เปอรเซ็นต ซึ่งจากผลการทดสอบเห็นไดวาสารสกัดจากราเอนโดไฟตมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งรากอโรคพืชไดดีและสอดคลองกับผลงานวิจัยน้ี เชนเดียวกับการศึกษาของ ชุติมา 
และคณะ ในป พ.ศ. 2557 [22] ศึกษาประสิทธิภาพของราเอนโดไฟตจากโสนในการยับยั้งราสาเหตุโรคพืช 
ผลการศึกษาพบวาราเอนโดไฟต Phomopsis sp. สามารถยับยั้งการเจริญของ P. palmivora สาเหตุโรค
รากเนาโคนเนาของทุเรียนไดมากกวา 60 เปอรเซ็นต 

นอกจากราเอนโดไฟตสามารถผลิตสารเมแทบอไลตในการยับยั้งรากอโรคพืชแลว หนึ่งในกลไกการ
ยับยั้งที่สําคัญของราเอนโดไฟตคือการผลิตเอนไซมออกมายอยราสาเหตุโรคพืช มีการรวบรวมรายงาย
ความสามารถของราเอนโดไฟตในการผลิตเอนไซมหลายชนิด เชน เอนไซม xylanase, engoglucanase, 
lipase, amaylase, protease, phytase, amylase และ cellulase เปนตน โดยองคประกอบสําคัญของ
ผนังเซลลราคือ cellulose ซึ่งเปนสารประเภทคารโบไฮเดรต ดังนั้นในงานวิจัยน้ีนอกจากทดสอบ
ประสิทธิภาพของสารเมแทบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตจากราเอนโดไฟตแลวยังทดสอบความสามารถในการผลิต
เอนไซม cellulase ดวยซึ่งอาจเปนหนึ่งกลไกในการยับยั้งรากอโรคพืชไดอยางมีประสิทธิภาพ Liu และคณะ
ในป ค.ศ. 2021 [23] รายงานวาราเอนโดไฟตในจีนัส Fusarium สามารถผลิตเอนไซม cellulase ไดด ีไดแก 
F. equiseti, F. oxysporum, F. striatum และ F. solanai สอดคลองกับรายงานรวบรวมงานวิจัยลาสุด
ของ Bhadra และคณะในป ค.ศ. 2022 [24] รายงานวาราเอนโดไฟต F. oxysporum สามารถผลิตเอนไซม 
cellulase ได และในป ค.ศ. 2022 Helai และคณะ [25] รายงานวารา F. verticillioides (AUMC 14361) 
เปนรา 1 ใน 3 สายพันธุท่ีผลิตเอนไซม cellulase ไดสูง สอดคลองกับผลการศึกษาในงานวิจัยนี้ที่พบวารา
เอนโดไฟต F. verticillioides (FL033) สามารถผลิตเอนไซม cellulase ได  

งานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวาราเอนโดไฟตมีศักยภาพในการยับยั้งราโรคพืชไดดี ซึ่งสอดคลองกับการ
รายงานของ อนันต วงเจริญ ในป พ.ศ. 2557 [15] เกี่ยวกับบทบาทของราเอนโดไฟตในการควบคุมโรคพืชที่
เกิดจากราสาเหต ุโดยกลไกในการควบคุมไดแก การกระตุนความตานทานโรคของพืชโดยราเอนโดไฟต การ
ครอบครองพ้ืนทีห่รือแยงชิงพ้ืนท่ีของราสาเหตุโรคพืช การเปนปรสิตตอราสาเหตุโรคพืชโดยเสนใยพันรัดหรือ
เกาะราสาเหตุโรคและปลอยเอนไซมท่ีมีคุณสมบัติในการยอยผนังเซลลของราสาเหตุโรคพืช นอกจากนี้อีก
หนึ่งกลไกคือการสรางสารเมแทบอไลตในการยับยั้งราสาเหตุโรคพืช เห็นไดวาราเอนโดไฟตอาจสามารถยับยั้ง
รากอโรคพืชไดทั้งทางตรงและทางออม ซึ่งในอนาคตอาจนําไปสูการพัฒนาเปนสารที่ใชทางการเกษตรเพ่ือ
ทดแทนการใชสารเคมี มีการประมาณการวามีราประมาณ 300 สปชีส เปนสมาชิกใน 113 จีนัส เปนรา
ควบคุมโรคพืช (fungal biocontrol agents) สามารถใชควบคุมราโรคพืช (plant fungal pathogens) ได 
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ปจจุบันมีผลิตภัณฑควบคุมโรคพืชท่ีมีจําหนายทางการคาซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ไดจากรา เชน ผลิตภัณฑควบคุม
โรครากเนา (root rot disease) ผลิตไดจากรา Phlebiopsis gigantean (ช่ือทางการคา Rotstop®), 
Trichoderma harzianum (ชื่อทางการคา RootShield®) และ Trichoderma polysporum (ชื่อ
ทางการคา Binab T) และผลิตภัณฑควบคุมโรคราแปง (powdery mildew disease) ผลิตจากรา 
Ampelomyces quisqualis (ช่ือทางการคา AQ10® Bio Fungicide) และ Anthracocystis flocculosa 
(ช่ือทางการคา Sporodex L) เปนตน [26] ดังนั้นผลการศึกษาน้ีสามารถใชเปนฐานขอมูลสําคัญและเปน
แนวทางในการศึกษาหรือการใชประโยชนจากราเอนโดไฟต โดยราเอนโดไฟตเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ใน
การยับยั้งราสาเหตุโรคพืชตอไป 
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