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Abstract: The present study was aimed to screen for antimicrobial activity of endophytic fungi isolated from 
parasitic plants and their hosts (Bouea macrophylla, Manilkara zapota and Morus alba) and to identify the 
selected potent strains. Forty seven endophytic fungi were grown in five fermentation media, potato dextrose 
broth PDB, glucose soybean meal broth GSB, malt extract broth MEB, yeast extract sucrose broth YES and 
Sabouraud broth SBB and incubated on a reciprocal shaker at room temperature (27-30 ºC) for 14 days. The 
ethyl acetate crude extracts from fermentation broths were tested for antibacterial and antifungal activity against 
7 phytopathogenic strains (Ralstonia solanacearum TNCC003291, Xanthomonas citri BS356, Botrytis sp. 
BS298, Colletotrichum sp. BS351, Fusarium sp. BS288, Phytophthora botryosa BS349 and Pyricularia oryzae 
BS265) by agar well diffusion method. Dimethylsulfoxide (10%), streptomycin (1 mg/ml) and benomyl (20 
mg/ml) were used as control. Crude extracts obtained from endophytic fungi cultured in PDB displayed activity 
against phytopathogenic bacteria and fungi. While crude extracts obtained from endophytic fungi cultured in 
GSB, MEB, YES and SBB displayed activity against only phytopathogenic bacteria. The Crude extract of 
Lasiodiplodia pseudotheobromae MoS5 cultured in GSB and YES showed the most inhibition of R. 
solanacearum TNCC003291 (12 mm diameter) and X. citri BS356 (22 mm diameter) with minimum inhibitotory 
concentration (MIC) 2.5 and 5 mg/ml, respectively. While crude extracts of the two endophytes, Colletotrichum 
sp. MoPIV2 and Phomopsis sp. MoS3/1 cultured in PDB greatest inhibited growth of Fusarium sp. BS288 with 
18 and 15 mm inhibition zone diameter and the MIC was 1.25 mg/ml. The MIC of the two extracts that prevented 
growth of Fusarium sp. BS288 was 8 times lower than the MIC of fungicide benomyl (10 mg/ml). These results 
indicated that endophytic fungi from parasitic plants and their hosts is a potential source of bioactive 
compounds that may useful in agriculture. 
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ค าน า 
 

ราเอนโดไฟต์ (endophytic fungi) เป็นจุลินทรีย์
ที่มีช่วงหนึ่งของชีวิตอาศัยอยู่ในเนือ้เยื่อของพืชโดยไม่
ก่อให้เกิดอาการของโรค (Wilson, 2000) และพบได้ในพืช
ทุกชนิด เช่น หญ้า กล้วยไม้ และไม้ยืนต้น พบได้ทัง้
บริเวณล าต้น ราก ใบ และก่ิงของพืช (Tao et al., 2008; 
Crawford et al., 2010; Suwannarach et al., 2010) โดย
อยู่ร่วมกันแบบพึ่งพาอาศยัราเอนโดไฟต์ช่วยส่งเสริมการ
เจริญของพืชอาศยั เช่น ดดูซบัแร่ธาตอุาหารบางอยา่งจาก
ดิน เช่น ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส ราเอนโดไฟต์บางชนิด
สร้างเอนไซม์ย่อยผนังเซลล์ราสาเหตุโรคพืชได้ เช่น 
chitinase และ ß-1,3-glucanases (Bacon and White, 
2000; Druzhinina et al., 2011) เป็นแหลง่ฮอร์โมนแก่     
ต้นพืช  สร้างกลไกบางอยา่งที่กระตุ้นให้พืชสร้างภมูิคุ้มกนั  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

และส่งผลให้พืชต้านทานต่อแมลงศตัรูหรือเชือ้ก่อโรคได้ 
(Ting et al., 2008; Rogers et al., 2011; García Parisi 
et al., 2014) 

กาฝาก (parasitic plants/ mistletoe) เป็นพืชใบ
เลีย้งคู่ ใบเรียงเดี่ยวแบบตรงข้าม ขอบเรียบ เนือ้ใบหนา 
เป็นไม้พุ่มที่มีก่ิงก้านสาขามากมาย ดอกของกาฝากมีสี
แดง สีส้ม หรือสีเหลือง เป็นพืชที่อาศยัเกาะดดูน า้ แร่ธาตุ
หรือสารอาหารที่สังเคราะห์แล้วจากพืชชนิดอื่น มัก
เรียกช่ือของกาฝากตามพืชอาศยัที่เกาะอยู่ เช่น กาฝาก
มะม่วง กาฝากมะปราง กาฝากละมดุ กาฝากหม่อน เป็น
ต้น กาฝากเป็นพืชสมนุไพรที่มีฤทธ์ิลดความดนัโลหิต และ
สามารถยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียบางชนิด และ
สามารถต้านไวรัสได้ (คิดคม, 2541; บษุณีย์ และประภา-
สินี, 2550; Devehat et al., 2002) มีผู้ศึกษาฤทธ์ิทาง
เภสัชวิทยาของกาฝากหลายชนิด เช่น กาฝากก่อ 

บทคัดย่อ: ในการศึกษาครัง้นีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อคดักรองราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากพืชกาฝาก 3 ชนิด (Dendrophthoe 
pentandra, Dendrophthoe sp. และ Loranthus parasiticus) และพืชอาศยั 3 ชนิด คือมะปราง (Bouea macrophylla) 
ละมดุ (Manilkara zapota) และหม่อน (Morus alba) ในการผลิตสารต้านจุลินทรีย์โดยเพาะเลีย้งราเอนโดไฟต์จ านวน 47 
ไอโซเลท ในอาหาร 5 ชนิด ได้แก่ potato dextrose broth PDB, glucose soybean meal broth GSB, malt extract broth 
MEB, yeast extract sucrose broth YES และ Sabouraud broth SBB บ่มเชือ้บนเคร่ืองเขย่าแบบซ้าย-ขวา ที่
อณุหภมูิห้อง (27-30 °C) 14 วนั จากนัน้กรองแยกสว่นของน า้เลีย้งเชือ้มาสกดัด้วย ethyl acetate และเตรียมสารสกดั
หยาบโดยละลายใน 10% DMSO จากนัน้ทดสอบฤทธ์ิต้านแบคทีเรียและราสาเหตุโรคพืช 7 ชนิด ได้แก่ Ralstonia 
solanacearum TNCC003291, Xanthomonas citri BS356, Botrytis sp. BS298, Colletotrichum sp. BS351, 
Fusarium sp. BS288, Phytophthora botryosa BS349 และ Pyricularia oryzae BS265 ด้วยวิธี agar well diffusion ใช้ 
dimethylsulfoxide (10%), streptomycin (1 mg/ml) และ benomyl (20 mg/ml) เป็นสารควบคมุ พบว่าราเอนโดไฟต์ที่
เลีย้งในอาหาร F1 ยบัยัง้การเจริญได้ทัง้แบคทีเรียและราก่อโรคพืช ส าหรับราเอนโดไฟต์ที่เลีย้งในอาหาร GSB, MEB, YES 
และ SBB ยับยัง้ได้เฉพาะแบคทีเรียก่อโรคพืชเท่านัน้ และพบว่าสารสกัดหยาบของน า้เลีย้งของราเอนโดไฟต์ 
Lasiodiplodia pseudotheobromae MoS5 ที่เลีย้งใน GSB สามารถยบัยัง้ R. solanacearum TNCC003291 ได้ (ขนาด
เส้นผ่าศนูย์กลางวงใส 12 mm) สว่นราเอนโดไฟต์ไอโซเลทเดียวกนันีท่ี้เลีย้งใน YES สามารถยบัยัง้ X. citri BS356 ได้ดี
ที่สดุ (ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลางวงใส 22 mm) โดยมีค่าความเข้มข้นที่น้อยที่สดุในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้โรคพืช (MIC) 
เท่ากบั 2.5 mg/ml และ 5 mg/ml ตามล าดบั และสารสกดัหยาบของ Colletotrichum sp. MoPIV2 และ Phomopsis sp. 
MoS3/1 ที่เลีย้งในอาหาร PDB ยบัยัง้ Fusarium sp. BS288 ได้โดยมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางวงใส 18 และ 15 mm 
ตามล าดบั โดยสารสกดัหยาบทัง้สองมีค่า MIC เท่ากบั 1.25 mg/ml ซึ่งต ่ากว่า MIC ของสารฆ่ารา benomyl (10 mg/ml) 
ถึง 8 เท่า ผลการศึกษานีแ้สดงให้เห็นว่าราเอนโดไฟต์จากพืชกาฝาก และพืชอาศยัเป็นแหลง่ของสารออกฤทธ์ิชีวภาพท่ีมี
ศกัยภาพซึง่อาจน าไปใช้ประโยชน์ในทางการเกษตรได้ 
 
ค าส าคัญ: สารต้านจลุนิทรีย์ ราเอนโดไฟต์ พืชกาฝาก 
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(Loranthus pentandrus) และกาฝากมะม่วง 
(Dendrophthoe pentandra) พบว่าสร้างสารเคมีในกลุม่ 
quercetin และ quercitrin ซึ่งมีคณุสมบตัิในการลดความ
ดัน โลหิ ต  คลายกล้ าม เนื อ้ เ รี ยบ  (คิ ดคม ,  2541; 
Chantarasomboon et al., 1974; Phruekphakphom 
and Muunsaan, 1979) ส าหรับการศกึษาราเอนโดไฟต์ใน
กาฝากยงัมีไม่มากนกั de Abreu et al. (2010) ศึกษา
ความหลากหลายของราเอนโดไฟต์จากใบและก่ิงของ
กาฝากและพืชอาศยัในวงศ์มะม่วง โดยท าการฆ่าเชือ้ที่ผิว
ด้วยวิธี triple surface sterilization บดตวัอย่างเตรียมเป็น 
suspension และใช้วิธี spread plate technique ในการ
แยกราเอนโดไฟต์ โดยพบราเอนโดไฟต์ทัง้หมด 1,615 สาย
พนัธุ์ กวินนาถและคณะ (2552) ท าการแยกราเอนโดไฟต์
จากกาฝากก่อด า (Dufrenoya sessilis) พบว่าราเอนโด
ไฟต์ที่สร้าง synnemata จากก่ิงของกาฝากชนิดนีท้ี่เจริญ
ในเขตรักษาพันธุ์สัตว์ป่าภูหลวง จังหวัดเลย สามารถ
ยบัยัง้การเจริญของราโรคพืชหลายชนิด (Colletotrichum 
capsici, Fusarium oxysporum, Phytophthora 
palmivora, P. parasitica และ Sclerotium rolfsii) ได้ใน
ระดบัห้องปฏิบตัิการ แสดงให้เห็นว่าราเอนโดไฟต์ที่แยก
ได้จากกาฝากนีเ้ป็นที่น่าสนใจอาจน าไปใช้ประโยชน์ใน
การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีได้ ในการศึกษาครัง้นีจ้ึงมี
วตัถปุระสงค์เพื่อคดักรองราเอนโดไฟต์จากพืชกาฝาก และ
พืชให้อาศยับางชนิดที่สามารถผลิตสารออกฤทธ์ิชีวภาพ
ยบัยัง้การเจริญของราและแบคทีเรียก่อโรคพืชได้ รวมถึง
บ่งบอกชนิดของราเอนโดไฟต์ที่คัดเลือกเพื่อเป็นข้อมูล
เบือ้งต้นส าหรับการน าไปใช้ประโยชน์ในการควบคุม
ศตัรูพืชตอ่ไป 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
1. การแยกเชือ้ราเอนโดไฟต์จากพืชกาฝากและพืช
อาศัยบางชนิด 

น าตวัอยา่งใบ (เส้นใบ และเนือ้ใบ) ก่ิง และดอก 
อย่างละ 5 ตวัอย่างจากมะปราง (Bouea macrophylla) 
ละมดุ (Manilkara zapota) หม่อน (Morus alba) กาฝาก
มะปราง (Dendrophthoe pentandra) กาฝากละมุด 
(Dendrophthoe sp.) และกาฝากหม่อน (Loranthus 

parasiticus) ที่เก็บจากจังหวัดนครสวรรค์และเชียงใหม ่
มาล้างโดยการผ่านน า้ประปาประมาณ 15 นาที และตดั
สว่นของใบให้เป็นชิน้ขนาดประมาณ 2×2 cm ตดัก่ิงให้มี
ความยาวประมาณ 2 cm น าตัวอย่างไปฆ่าเชือ้ที่ผิว 
(triple surface sterilization) โดยแช่ใน 75% ethanol 
นาน 30 วินาที ตามด้วย 2% sodium hypochlorite นาน 
3 นาที และ 95% ethanol นาน 30 วินาที (Suwannarach 
et al., 2010) จากนัน้ตดัชิน้พืชในสภาพปลอดเชือ้ให้มี
ขนาด 0.5×0.5 cm ส าหรับก่ิงตดัเป็นท่อนยาว 1 cm น า
ตวัอย่างมาวางบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) 
ที่เติม 2% malt extract แล้วน าไปบ่มที่อณุหภมูิห้อง (27–
30 ºC) จนสงัเกตพบราเจริญออกมาจากเนือ้เยื่อพืช ท า
การแยกราให้บริสทุธ์ิและเก็บรักษาไว้ใน PDA slant นบั
จ านวนราที่พบและค านวณร้อยละความชกุของรา (isolate 
prevalence) (Bussaban et al., 2001) ดงัสมการ 

 

ร้อยละ
ความชกุ
ของรา 

= 

จ านวนตวัอยา่ง 
ที่มีราเจริญ 

× 100 
จ านวนตวัอยา่ง 
ที่ท าการแยกรา 

 
2. ก า ร คั ดก รอ ง ร า เ อน โด ไฟ ต์ ที่ ส ร้ า ง ส า ร 
ออกฤทธ์ิต้านจุลินทรีย์ก่อโรคพืช 

เ พ า ะ เ ลี ้ย ง ร า เ อ น โ ด ไ ฟ ต์ ท่ี แ ย ก ไ ด้ 
จากกาฝากและพืชให้อาศัย จ านวน 47 ไอโซเลท 
บนอาหาร PDA บ่มท่ีอณุหภูมิห้อง (27-30 ºC) เป็นเวลา 7 
วนั เพื่อเตรียมเป็น inoculum น าไปเลีย้งในอาหารเหลว 5 
ชนิด ได้แก่ potato dextrose broth (PDB), glucose 
soybean meal broth (GSB), malt extract broth (MEB), 
yeast extract sucrose broth (YES) และ Sabouraud 
broth (SBB) โดยใช้เข็มเขี่ยเชือ้ตดับริเวณปลายเส้นใยให้
มีขนาดประมาณ 0.3×0.3 cm น าไปใสใ่นอาหาร 5 ml ที่
บรรจุในหลอดทดลองขนาด 18×180 mm หลอดละ 2 ชิน้ 
บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง (27-30 ºC) นาน 14 วัน 
บนเคร่ืองเขย่าแบบซ้าย–ขวาท่ีความเร็ว 120 rpm 
กรองเอาน า้เลีย้งเชือ้ท่ีได้ ไปสกัดด้วย ethyl acetate 
ระเหยแห้งด้วย rotary evaporator และเตรียม
สารสกดัหยาบของราแต่ละไอโซเลทใน dimetyl sulfoxide 

การประเมินฤทธ์ิสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรคพืชของราเอนโดไฟต์ที่แยกจากกาฝากและ 
พืชอาศัยของกาฝาก 

 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhytophthora_palmivora&ei=nMs5UpHpI8KSrgf0joCwCg&usg=AFQjCNHE2Jg_tEHdk-6X1_iHcg1iThiqgQ&sig2=zcwvj7-Mb0U-jzBc1v1YNw&bvm=bv.52288139,d.bmk
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhytophthora_palmivora&ei=nMs5UpHpI8KSrgf0joCwCg&usg=AFQjCNHE2Jg_tEHdk-6X1_iHcg1iThiqgQ&sig2=zcwvj7-Mb0U-jzBc1v1YNw&bvm=bv.52288139,d.bmk
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(10% DMSO) เพ่ือใช้ในการทดสอบฤทธ์ิต้านจุลินทรีย์ก่อ
โรคพืช 

เพาะเลีย้งแบคทีเรียก่อโรคพืช 2 ชนิดคือ 
Ralstonia solanacearum TNCC003291 และ 
Xanthomonas citri BS356 บนอาหาร nutrient agar 
(NA) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 24-48 ชั่วโมง และเตรียม
แบคทีเรียทดสอบแต่ละชนิดด้วยวิธี direct colony 
suspension โดยแตะโคโลนีใสใ่นน า้เกลือ 0.85 % ที่ไร้เชือ้ 
และเทียบความขุ่นกับ McFarland Standard No. 0.5 
(Koneman et al., 1983) จากนัน้ใช้ก้านส าลีเกลี่ยเชือ้ให้
ทัว่จานอาหาร NA และใช้ปลายด้านกว้างของ Pasteur 
pipette (ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 5 mm) เจาะหลมุเตรียม
ไว้เป็นจานทดสอบ 

เพาะเลีย้งราก่อโรคพืช 4 ชนิด ได้แก่ Botrytis 
sp. BS298, Colletotrichum sp. BS351, Fusarium sp. 
BS288 และ Pyricularia oryzae BS265 รวมถึงเชือ้ 
Phytophthora botryosa BS349 บนอาหาร PDA เป็น
เวลา 5-7 วนั แล้วใช้ปลายด้านกว้างของ Pasteur pipette 
ตดับริเวณขอบโคโลนีของเชือ้แต่ละชนิด น าไปปลูกเชือ้
ตรงกลางจานอาหาร PDA ที่เจาะหลุมเช่นเดียวกับการ
เตรียมแบคทีเรียทดสอบ ยกเว้น Colletotrichum sp. 
BS351 และ Fusarium sp. BS288 เตรียมสารแขวนลอย
สปอร์ความเข้มข้นประมาณ 106 spore/ml จากนัน้ใช้ก้าน
ส าลีเกลี่ยเชือ้ให้ทั่วจานอาหาร PDA และใช้ปลายด้าน
กว้างของ Pasteur pipette (ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 5 
mm) เจาะหลมุเตรียมไว้เป็นจานทดสอบ 

ท าการทดสอบฤทธ์ิต้านจลุนิทรีย์ก่อโรคพืชด้วยวิธี 
agar well diffusion โดยหยดสารสกดัหยาบของราเอนโด-
ไฟต์ท่ีเตรียมได้ปริมาตร 35 µl ลงในแต่ละหลุม
ท่ี มี ข น า ด เ ส้ น ผ่ า ศู น ย์ ก ล า ง  5 mm 
ซ่ึงเจาะเตรียมไว้ในจานอาหาร NA หรือ PDA 
ท่ีมีเชือ้ทดสอบ ส าหรับชุดควบคมุใช้ 10% DMSO เป็นชุด
ควบคมุเชิงลบ ใช้ 1 mg/ml streptomycin หรือ 20 mg/ml 
benomyl เป็นชุดควบคุมเชิงบวก น าจานทดสอบดงักลา่ว
ไปบ่มท่ีอณุหภูมิห้อง ส าหรับแบคทีเรียบ่ม 24-48 ชัว่โมง 
และส าหรับจุลินทรีย์อื่นบ่มจนโคโลนีในจานควบคุมเชิง
ลบเจริญถึงระยะทางเท่ากับหลุมที่ เจาะไว้  บันทึก
ความสามารถในการยับยัง้แบคทีเรียและราสองชนิดคือ 

Colletotrichum sp. BS351 และ Fusarium sp. BS288 
โดยวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางวงใส ส าหรับการยับยัง้
จุลินทรีย์ชนิดอื่น ๆ ค านวนร้อยละการยบัยัง้ตามสมการ 
(อภาพร และเกวลนิ, 2557) 

 

ร้อยละ 
การยบัยัง้
การเจริญ 

= 

(ความยาวรัศมีของโคโลนี
จลุินทรีย์ก่อโรคในชดุควบคมุ
เชิงลบ - ความยาวรัศมีของ

โคโลนีจลุินทรีย์ก่อโรคทดสอบ) 
× 100 

ความยาวรัศมีของโคโลนี
จลุินทรีย์ก่อโรคในชดุควบคมุ

เชิงลบ 

 

3. การบ่งบอกชนิดของราเอนโดไฟต์ที่คัดเลือก 
บ่งบอกชนิดของราเอนโดไฟต์จ านวน 3 ไอโซเลท 

ที่คัดเลือกจากผลการยับยัง้สูงสุด และสามารถยับยัง้
จลุนิทรีย์ก่อโรคพืชได้หลายชนิด คือ MoS5, MoPIV2 และ 
MoS3/1 โดยใช้ลักษณะสัณฐาน และใช้วิธีทางอณู
ชีววิทยาโดยสกัด DNA ของราแต่ละไอโซเลทด้วย SDS-
CTAB (sodium dodecyl sulfate-cetyl methyl 
ammonium) ตามวิธีการของ Bussaban et al. (2005) 
จากนัน้เพิ่มปริมาณชิน้สว่น DNA บริเวณ ITS เพื่อหา
ล าดับนิวคลีโอไทด์และเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล 
GenBank และสร้างแผนภูมิต้นไม้ (phylogenetic tree) 
วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการด้วยวิธี maximum 
parsimony หรือ distance ที่มีในโปรแกรม PAUP* 
versions 4.0 b10 (Swofford, 2002) 

 
4. การหาค่าความเข้มข้นต ่าสุดของสารสกัดหยาบที่
สามารถยบัยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคพืช  

น าสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟต์จ านวน 3        
ไอโซเลท ที่คดัเลือกจากผลการยบัยัง้สงูสดุ และสามารถ
ยบัยัง้จุลินทรีย์ก่อโรคพืชได้หลายชนิด คือ MoS5 ที่เลีย้ง
ใน YES, MoPIV2 และ MoS3/1 ที่เลีย้งใน PDB มา
ทดสอบหาค่าความเข้มข้นต ่าสดุ (minimum inhibitory 
concentration, MIC) ในการยบัยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ 
ตามวิธีของ Duraipandiyan and Ignacimuthu (2007) 
เตรียมสารสกดัหยาบของราเอนโดไฟต์ที่คดัเลือกโดยเจือ

วารสารเกษตร 32(2): 151 - 162 (2559) 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%9A%20mcfarland%20standard%20no&source=web&cd=1&ved=0CCYQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FMcFarland_standards&ei=rx9wT7XuOIflrAeCnvGfDg&usg=AFQjCNHg1GlNgfMVn5IAbPHA6nINBYRPJQ&cad=rja
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จางล าดบัสว่นแบบสองเทา่ให้ได้ความเข้มข้นในช่วง 0-40 
mg/ml ท าการทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion โดย
เตรียมจลุนิทรีย์ก่อโรคพืชเช่นเดียวกบัการคดักรองในข้อ 2  

 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 
1. การแยกราเอนโดไฟต์จากพืชกาฝากและพืช
อาศัยบางชนิด 

จากการแยกราเอนโดไฟต์จากพืชกาฝาก 
(กาฝากมะปราง, กาฝากละมุด และกาฝากหม่อน) และ
พืชอาศยั (มะปราง ละมดุ และหม่อน) แต่ละชนิดมีความ
ชุกของเชื อ้ราค่อนข้างผันแปรคือร้อยละ 13.3-75.0 
(ตารางที่ 1) และพบว่าความชุกของราเอนโดไฟต์ใน
กาฝาก (Dendrophthoe pentandra และ Dendrophthoe 
sp.) ที่มีพืชอาศัยเป็นไม้ยืนต้น (Bouea macrophylla 
และ Manilkara zapota) มากกว่าที่พบในกาฝากหม่อน
และในพืชอาศยัแต่ละชนิดด้วย อย่างไรก็ตามการศึกษา
ครัง้นีใ้ช้จ านวนตวัอยา่งคอ่นข้างน้อย ควรมีการศึกษาโดย
ใช้จ านวนตัวอย่างให้มากขึน้ เพื่อยืนยนัข้อสรุปดงักล่าว 
ดงัเช่นการศึกษาในพืชอื่น ๆ ได้แก่ พืชวงศ์ขิง 2 ชนิด พบ
ราเอนโดไฟต์สงูร้อยละ 70.0-83.0 (Bussaban et al., 
2001) และในพืชสกุลอบเชย 3 ชนิด มีราเอนโดไฟต์สงูถึง
ร้อยละ 94.8-99.7 (Suwannarach et al., 2010) 
อย่างไรก็ตาม การศึกษาในพืชกาฝากและพืชอาศยันีพ้บ
ราเอนโดไฟต์ เช่น Colletotrichum spp. และ Phomopsis  
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

spp. ซึ่งเป็นจีนสัที่พบได้บ่อยในพืชทัง้สองสกุลข้างต้น
รวมถึงพืชกาฝาก และพืชอื่น ๆ (Prihastuti et al., 2009; 
de Abreu et al., 2010; Powthong et al., 2012) อีกทัง้
พบรา Lasiodiplodia ในพืชกาฝากและพืชอาศัยทัง้ 6 
ชนิดที่ศกึษา ซึง่ไมพ่บรานีใ้นรายงานของ de Abreu et al. 
(2010) ที่ศึกษาราเอนโดไฟต์ของกาฝาก Phoradendron 
perrottettii และพืชอาศัย Tapirira guianensis ใน
การศึกษาครัง้นีแ้ยกราได้จ านวน 53 ไอโซเลท และเก็บ
รักษาไว้ใน PDA slant ส าหรับใช้ในการศกึษาขัน้ตอ่ไป 

 
2. ก า ร คั ดก รอ ง ร า เ อน โด ไฟ ต์ ที่ ส ร้ า ง ส า ร 
ออกฤทธ์ิต้านจุลินทรีย์ก่อโรคพืช 

จากการคัดกรองราเอนโดไฟต์จ านวน 47 
ไอโซเลท ที่เพาะเลีย้งในอาหาร PDB, GSB, MEB, YES 
และ SBB ในการสร้างสารออกฤทธ์ิต้านจุลินทรีย์ก่อโรค
พืชจ านวน 7 ชนิด พบว่าราเอนโดไฟต์
สร้างสารออกฤทธ์ิในอาหารแต่ละชนิด โดยสามารถยบัยัง้
จุลินทรีย์ก่อโรคได้แตกต่างกนั ซึ่งชุดควบคมุเชิงลบ 10% 
DMSO ไม่แสดงฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค
พืช แสดงให้เห็นวา่ฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ไม่ได้
เกิดจาก 10% DMSO ที่ใช้เป็นตัวท าละลายสารสกัด
หยาบ ซึ่งราเอนโดไฟต์ที่เลีย้งในอาหาร PDB สามารถ
ยบัยัง้การเจริญได้ทัง้แบคทีเรียและรา โดยจ านวนราเอน
โดไฟต์ท่ีแสดงฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคได้ 
คือ 2-4 ไอโซเลท แต่ราเอนโดไฟต์ที่ เลี ย้งในอาหาร                  
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 1 Total of isolate prevalence and number of endophytic fungi isolated from three parasitic plants 
and their hosts 

Plants 
Number of isolate of endophytic fungi 

Stalk Leaf Flower Total of isolate prevalence (%) 
Parasitic plants     

Dendrophthoe pentandra 3 5 5 60.0 
Dendrophthoe sp. 4 9 4 75.0 
Loranthus parasiticus 0 5 0 25.0 

Host plants     
Bouea macrophylla 3 0 nt 13.3 
Manilkara zapota 3 2 nt 20.0 
Morus alba 7 3 nt 46.7 

nt: no flowers of given plant for fungal isolation 

การประเมินฤทธ์ิสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรคพืชของราเอนโดไฟต์ที่แยกจากกาฝากและ 
พืชอาศัยของกาฝาก 
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GSB, MEB, YES และ SBB ยบัยัง้การเจริญได้เฉพาะ
แบคทีเรียเท่านัน้ โดยจ านวนราเอนโดไฟต์ท่ีแสดงฤทธ์ิ
ยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียก่อโรคได้ คือ 3-5 ไอโซเลท 3 
ไอโซเลท 2-4 ไอโซเลท และ 5-7 ไอโซเลท ตามล าดับ 
(ตารางที่ 2) ซึ่งความเข้มข้นและชนิดของสารอาหารเป็น
ปัจจยัส าคญัตอ่การเจริญและการสร้างสารทตุิยภมูิของรา
แต่ละชนิด (Griffin, 1994) ในการศึกษาครัง้นีจ้ะเห็นว่า
อาหารที่มีแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ ซึ่งผสมกับแหล่ง
ไนโตรเจนในอตัราสว่นที่ต่างกนัมีผลต่อการสร้างสารออก
ฤทธ์ิของราเอนโดไฟต์โดยเฉพาะ MoPIV2, MoS3/1 และ 
MoS5 ซึ่งเลีย้งในอาหาร PDB และ YES ซึ่งมีแหล่งของ
คาร์บอนเป็นน า้ตาล dextrose และ sucrose ในปริมาณ
มากพอที่ราสามารถน าไปใช้ได้โดยตรง Tanakulpakorn 
et al. (2012) รายงานว่าความสมบูรณ์ของอาหารมี
ความส าคญัอยา่งมากตอ่การสร้างสารยบัยัง้ราสาเหตโุรค
พืชของราเอนโดไฟต์ TH121 โดยพบว่าสารอาหารที่มี
อย่างสมบรูณ์ในอาหาร PDB, YES และ SBB ช่วยให้รา
เอนโดไฟต์  TH121 นั น้ส ร้ า งสารยับยั ง้  Alternaria 
brassicicola ได้ดี อย่างไรก็ตามในการศึกษาครัง้นีพ้บว่า 
การคดักรองโดยการเลีย้งราเอนโดไฟต์แต่ละไอโซเลทใน
อาหารทัง้ 5 ชนิดนัน้ ท าให้เพิ่มโอกาสของเชือ้ในการสร้าง
สารออกฤทธ์ิชีวภาพได้ เช่น ราไอโซเลท MoS5 ท่ีเลีย้งใน 
GSB และ YES สามารถยับยัง้ R. solanacearum 
TNCC003291 และ X. citri BS356 ได้ดีที่สดุ โดยมีขนาด
เส้นผา่ศนูย์กลางวงใส 12 และ 22 mm ตามล าดบั (ภาพที ่
1 a, b และ c, d) ส าหรับราไอโซเลท MoPIV2 และ 
MoS3/1 ที่เลีย้งในอาหาร PDB ยบัยัง้ Fusarium sp. 
BS288 ได้ดีที่สุดเป็นสองล าดับแรก โดยมีขนาด
เส้นผา่ศนูย์กลางวงใส 18 และ 15 mm ตามล าดบั (ภาพที ่
1 e-g) เมื่อพิจารณาการเจริญเติบโตของรา พบว่าราเอน
โดไฟต์ทัง้สองไอโซเลทนี ้มีน า้หนกัแห้งของเส้นใยมากกว่า
ราเอนโดไฟต์ไอโซเลทอื่น ๆ ด้วย (ไม่ได้แสดงข้อมูล) ซึ่ง
แสดงให้เห็นวา่ความแตกตา่งขององค์ประกอบของอาหาร
ที่ต่างกนัเป็นตวักระตุ้นให้ราแต่ละชนิดมีการเจริญเติบโต
และสร้างสารออกฤทธ์ิได้แตกต่างกนัด้วย (Calvo et al., 
2002; Li et al., 2007; Gerke and Braus, 2014) 
 
 

3. การบ่งบอกชนิดของราเอนโดไฟต์ที่คัดเลือก 
จากการศึกษาลักษณะสัณฐานของราเอนโด

ไฟต์สามไอโซเลทได้แก่ ราไอโซเลท MoS3/1 และ MoS5 ที่
แยกได้จากก้านของต้นหม่อน และ MoPIV2 ที่แยกได้จาก
ใบของกาฝากหม่อน ซึ่งเป็นไอโซเลทที่คดัเลือกเนื่องจาก
สามารถยบัยัง้การเจริญของราก่อโรคพืชที่ท าการทดสอบ
ได้ดีที่สดุเป็นสามล าดบัแรก พบว่าราไอโซเลท MoS3/1 
สร้างโคนิเดียเซลล์เดียว สองแบบ คือ ขนาดสัน้รูปร่างรี 
(2.5-5.0×3.0-12.0 µm) และขนาดยาวกว่า ลกัษณะเป็น
เส้นโค้งงอตรงปลายคล้ายสระอา (1.4-1.6×24-25 µm) 
ภายใน fruiting body ซึ่งเป็นลักษณะของราในจีนัส 
Phomopsis (Sutton, 1980) สว่นราไอโซเลท MoS5 สร้าง
โคนิเดียเมื่ออ่อนจะมีเซลล์เดียว สีใส เมื่อแก่จะมีผนงักัน้
ตามขวาง และมีลวดลายตามยาว โคนิเดียมีขนาด 13-
15× 23-24 µm ภายใน fruiting body ซึ่งตรงกบัลกัษณะ
ของ Lasiodiplodia pseudotheobromae (Sutton, 1980; 
Alves et al., 2008) และเมื่อวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์
บริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2 ยืนยนัว่าเป็นราดงักลา่ว 
ซึ่ งจัดอยู่ ใน Class Sordariomycetes และ 
Dothideomycetes ตามล าดบั (ภาพที่ 2) ส าหรับราไอโซ
เลท MoPIV2 นัน้สร้างเฉพาะเส้นใยสีขาว ไม่สร้างสปอร์
บนอาหาร แม้ว่าจะชักน าด้วยหลายวิธีการ และเมื่อ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1-5.8S rDNA-
ITS2 แล้วพบว่าจัดอยู่ในจีนัส Colletotrichum Order 
Glomerellales (ภาพท่ี 2) แต่ไม่สามารถระบุสปีชีส์ได้ 
เนื่องจากข้อมลูของ ITS sequence ยงัไม่เพียงพอในการ
ระบุสปีชีส์ของ Colletotrichum sp. สปีชีส์ต่าง ๆ ได้ 
อย่างไรก็ตามหากใช้ข้อมูลของยีนส์ ACT และ GAPDH 
ในการวิเคราะห์เพิ่มเติมด้วย โดยเฉพาะเมื่อราไม่สร้าง
สปอร์ก็สามารถจะระบุถึงสปีชีส์ได้ (Xie et al., 2010; 
Weir et al., 2012) นอกจากนีข้นาดของ conidia และ 
ascospore ของราจีนสันีย้งัใกล้เคียงกนัมาก (Weir et al., 
2012) แม้วา่ราทัง้สามจีนสันีจ้ะเคยมีรายงานว่าเป็นราก่อ
โรคในพืช (Slippers and Wingfield, 2007; Begoude et 
al., 2010) ซึ่งอาจท าให้เกิดโรคกับพืชได้หากพืชอยู่ใน
สภาวะที่ไม่เหมาะสมหรืออ่อนแอ (Begoude et al., 
2011) 
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Table 2 Qualitative antifungal activity of 47 endophytic fungi cultured in five media inhibiting growth of 
phytopathogens 

Potential antifungal activitya 
Number of isolate of endophytic fungi inhibiting growth of test 

organisms 
 Xc BS356b Rs TNCC003291b Fu BS288c 

PDB    
+++ 0 0 0 
++ 2 0 2 
+ 2 2 0 
- 43 45 45 

GSB    
+++ 1 0 0 
++ 3 3 0 
+ 1 0 0 
- 42 44 47 

MEB    
+++ 1 0 0 
++ 1 0 0 
+ 1 0 0 
- 44 47 47 

YES    
+++ 1 0 0 
++ 1 1 0 
+ 2 1 0 
- 43 45 47 

SBB    
+++ 0 0 0 
++ 6 2 0 
+ 1 3 0 
- 40 42 47 

a +++ : inhibition zone diameter (X) ≥ 20 mm  
++ : 10-19 mm 
+ : 6-9 mm  
- : X = 5 mm 

b positive control = 1 mg/ml streptomycin (Xanthomonas citri BS356 = 10 mm, Ralstonia solanacearum TNCC003291 = 10 mm) 
c positive control = 20 mg/ml benomyl (Fusarium sp. BS288 = 18 mm) 
Xc = Xanthomonas citri BS356, Rs = Ralstonia solanacearum TNCC003291, Co = Colletotrichum sp. BS351, Fu = Fusarium sp. 
BS288 
PDB: potato dextrose broth, GSB: glucose soybean meal broth, MEB: malt extract broth, YES: yeast extract sucrose broth, 
SBB: Sabouraud broth 

การประเมินฤทธ์ิสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรคพืชของราเอนโดไฟต์ที่แยกจากกาฝากและ 
พืชอาศัยของกาฝาก 
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แตพ่บวา่เป็นราเอนโดไฟต์กลุม่ที่พบบ่อยในพืชหลายชนิด 
เช่น แค กาแฟ และอบเชย (Prihastuti et al., 2009; 
Suwannarach et al., 2010; Powthong et al., 2012) 

 
4. ค่าความเข้มข้นต ่าสุดที่สารสกัดหยาบของราเอน
โดไฟต์สามารถยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียและรา
ก่อโรคพืช 

จากการทดสอบความเข้มข้นต ่าสดุของสารสกดั
หยาบท่ีคดัเลือกในการออกฤทธ์ิยบัยัง้จุลินทรีย์ก่อโรคพืช 
(MIC)  พบว่ าสารสกัดหยาบของราเอนโดไฟต์  L. 
pseudotheobromae MoS5 ที่เลีย้งใน YES ยบัยัง้การ
เจริญของแบคทีเรีย R. solanacearum TNCC003291 
และ X. citri BS356 ได้ด้วย MIC 2.5 mg/ml และ            
5 mg/ml ตามล าดบั สว่นสารสกดัหยาบของ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Colletotrichum sp. MoPIV2 และ Phomopsis sp. 
MoS3/1 ที่เลีย้งในอาหาร PDB ยบัยัง้การเจริญของ R. 
solanacearum TNCC003291 และ X. citri BS356 ได้
ด้วย MIC 10 และ 40 mg/ml ตามล าดบั แม้ว่าจะใช้
ปริมาณสารมากกว่า streptomycin ก็ตาม แต่สารสกัด
หยาบจากราเอนโดไฟต์ทัง้สองชนิดนีส้ามารถยับยัง้ 
Fusarium sp. BS288 ได้ดีมากด้วยค่า MIC เพียง 1.25 
mg/ml ซึง่ใช้สารน้อยกว่าเมื่อเทียบกบั benomyl (MIC 10 
mg/ml) ถึง 8 เทา่ (ตารางที่ 3) ซึ่ง benomyl เป็นสารฆ่ารา
ชนิดดูดซึมที่ใช้ในการควบคุมโรคที่เกิดจากราหลายชนิด 
เช่น Curvularia lunata และ Fusarium oxysporum          
(วิพรพรรณ์ และพิมพร, 2549) 

 
 

Figure 1 The inhibition zones of crude extract obtained from Lasiodiplodia pseudotheobromae MoS5 
cultured in five media, 10% DMSO and streptomycin 1 mg/ml against growth of Ralstonia 
solanacearum TNCC003291 (a, b), L. pseudotheobromae MoS5 cultured in media F1-F5, 10% 
DMSO and streptomycin 1 mg/ml against growth of Xanthomonas citri BS356 (c, d), Colletotrichum sp. 
MoPIV2 and Phomopsis sp. MoS3/1 cultured in media F1-F5, and 0-20 mg/ml benomyl against 
Fusarium sp. BS288 (e, f, g) 

5 mg/ml ตามล าดับ ส่วนสารสกัดหยาบของ                             
. 
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Figure 2 One of maximum parsimony tree inferred from a heuristic search of the ITS1-5.8S rDNA-ITS2 
sequences alignment of 53 isolates of Colletotrichum sp. MoPIV2, Lasiodiplodia 
pseudotheobromae MoS5, Phomopsis sp. MoS3/1 and related genera. The size of the 
branches is indicated with a scale bar. The bootstrap values representing 1000 bootstrap 
replications are given (when more than 50%) above the branches 

Table 3 The minimum inhibitory concentration (MIC) of the crude ethyl acetate metabolites produced by   
endophytic fungi 

Crude extracts 
MIC (mg/ml)a 

Raltonia solanacearum 
TNCC003291 

Xanthomonas citri 
BS356 

Fusarium sp. 
BS288 

Colletotrichum sp. MoPIV2 10 10 b 1.25 
Lasiodiplodia pseudotheobromae MoS5 2.5 5 5 
Phomopsis sp. MoS3/1 40 40 1.25 
Streptomycin 0.062 0.125 nt 
Benomyl nt nt 10 

a MIC from 3 replicates 
b hazy zone 
nt = not test 

ผลของการใช้กากมะเขือเทศแห้งในอาหารข้นต่อการย่อยได้ของโภชนะและ 
สมรรถนะการเจริญเติบโตของโคพืน้เมืองไทย 
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สรุป 
 

จากการแยกราเอนโดไฟต์จากพืชกาฝาก 
(กาฝากมะปราง กาฝากละมดุ และกาฝากหม่อน) และพืช
อาศยั (มะปราง ละมดุ และหม่อน) พบราจ านวน 53 ไอโซ
เลท โดยแยกจากก่ิงได้จ านวน 20 ไอโซเลท ใบ 24 ไอโซ
เ ลท  และดอก  9 ไ อ โซ เ ลท  เ มื่ อ ทดสอบ
การสร้างสารออกฤทธ์ิต้านจุลินทรีย์ก่อโรคพืชจ านวน 7 
ชนิด พบว่าราเอนโดไฟต์สร้างสารออกฤทธ์ิ 
ในอาหารแต่ละชนิดต่างกัน ซึ่งราเอนโดไฟต์ที่เลีย้งใน
อาหาร PDB สามารถยบัยัง้การเจริญได้ทัง้แบคทีเรียและ
ราก่อโรค ส าหรับราเอนโดไฟต์ที่เลีย้งในอาหาร GSB, 
MEB, YES และ SBB ยบัยัง้การเจริญได้เฉพาะแบคทีเรีย
เท่านัน้ และการคดักรองโดยการเลีย้งราเอนโดไฟต์แต่ละ
ไอโซเลทในอาหารทัง้ 5 ชนิด พบว่าเพิ่มโอกาสของราใน
การสร้างสารออกฤทธ์ิชีวภาพได้ โดยราเอนโดไฟต์สาม
ชนิด คือ L. pseudotheobromae MoS5 ท่ีเลีย้งใน GSB 
และ YES สามารถยับยัง้ R. solanacearum 
TNCC003291 และ X. citri BS356 ได้ดีที่สดุ ราเอนโด
ไฟต์ Colletotrichum sp. MoPIV2 และ Phomopsis sp. 
MoS3/1 ที่เลีย้งในอาหาร PDB ยับยัง้ Fusarium sp. 
BS288 ได้ดีที่สดุ เมื่อระบุชนิดของราเอนโดไฟต์ทัง้สาม
ดังกล่าวด้วยลักษณะสัณฐานและการวิเคราะห์ล าดับ        
นิวคลีโอไทด์ บริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2 พบว่ารา         
ไอโซเลท MoS3/1 และ MoS5 มีความสัมพันธ์กับ 
Phomopsis ชนิดอื่นๆ และ L. pseudotheobromae 
ตามล าดบั ส าหรับราไอโซเลท MoPIV2 ซึ่งไม่สร้างสปอร์ 
พบว่ าจัดอยู่ ใน จีนัส  Colletotrichum Order 
Glomerellales นอกจากนีเ้มื่อทดสอบหาค่าความเข้มข้น
ต ่าสดุ (MIC) ของสารสกัดหยาบของราเอนโดไฟต์ทัง้สาม
ชนิด พบว่าราเอนโดไฟต์ Colletotrichum sp. MoPIV2 
และ Phomopsis sp. MoS3/1 มีค่า MIC ในการยบัยัง้ 
Fusarium sp. BS288 เท่ากับ 1.25 mg/ml ซึ่งต ่ากว่า 
MIC ของสารฆ่ารา benomyl (10 mg/ml) ถึง 8 เท่า                
จึงอาจน าสารสกัดหยาบนีม้าใช้ในการควบคุมราสาเหตุ
โรคดงักลา่วได้ 
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