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บทคัดย่อ  
 การคัดแยกเชื้อราเอนโดไฟต์จากพืชสมุนไพรจ านวน 10 ชนิด จากเนื้อเยื่อส่วนใบ ล าต้น และราก ด้วยวิธีการฆ่า
เชื้อที่ผิว สามารถคัดแยกเชื้อราเอนโดไฟตไ์ด้ทั้งหมด 160 ไอโซเลต จากนั้นน าเชื้อราเอนโดไฟต์ที่แยกได้ทั้งหมดมาคัดเลือก
ความสามารถในการควบคุมเชื้อราโรคเห็ด Trichoderma simmonsii จากเห็ดนางรม ด้วยวิธี Dual culture พบว่าเชื้อ
ราเอนโดไฟต์จ านวน 36 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราโรคเห็ดได้ดี เมื่อทดสอบด้วยวิธีเดียวกันกับเส้นใยเห็ด
พบว่าเชื้อราเอนโดไฟต์จ านวน 10 ไอโซเลตไม่ยับยั้งเส้นใยเห็ดนางรม เชื้อราเอนโดไฟต์ไอโซเลต SWLSK2.2 แสดงการ
ยับยั้งเชื้อราโรคเห็ดได้มากที่สุด คิดเป็นร้อยละ 56.72 โดยไม่เป็นปฏิปักษ์กับเส้นใยของเห็ดนางรม และถูกระบุชนิดด้วยวิธี
ชีวโมเลกุลเป็น Neoscytalidium dimidiatum SWLSK2.2 จากการทดลองชี้ให้เห็นความสามารถของเชื้อราเอนโดไฟต์
ในการยับยั้งเชื้อราก่อโรคเห็ดเป็นจุดเริ่มต้นที่อาจน าไปสู่การประยุกต์ใช้ในการท าฟาร์มเห็ดในอนาคต 
 

ABSTRACT 
 Endophytic fungi were isolated from leaves stems and roots of 10 Medicinal plants by surface 
sterilized technique. 160 of endophytic fungi were isolated. The potential of endophytic fungi against 
mushroom pathogen Trichoderma simmonsii was evaluated by Dual culture method . The results found 
that 36 isolates of fungal endophytes most effective on T. simmonsii. Inhibition. Whereas, 10 isolates 
were not showed the antagonistic effect on mushroom mycelium growth. The inhibition effect of 
endophytic fungi on T. simmonsii was highest in SWLSK2.2 with percentage of 56.72. Consequently, the 
isolate SWLSK2.2 was identified as Neoscytalidium dimidiatum and designated as Neoscytalidium 
dimidiatum SWLSK2.2. 
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บทน า 
 ในประเทศไทยการเพาะเห็ดนางรมกลายเป็นอาชีพที่น่าสนใจ โดยเป็นการเพาะในถุงพลาสติก แต่เกษตรกรมัก
ประสบปัญหาการปนเปื้อนเชื้อราก่อโรคในก้อนเห็ด ซึ่งเชื้อราโรคเห็ดดังกล่าวมักสร้างความเสียหายให้กับก้อนเห็ด 
เนื่องจากท าให้ก้อนเชื้อเห็ดมีอายุสั้น เก็บผลผลิตได้สั้นลง ส่งผลให้ผลผลิตลดลงตามไปด้วย มีรายงานว่า เชื้อราก่อโรคที่
ส าคัญคือ Trichoderma harzianum ท าให้เกิดโรคราเขียว โดยมีผลในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเห็ดนางรมมากถึง 
30-100% (Jayalal et al., n.d.)  
 ปัจจุบันการควบคุมโรคโดยชีววิธีเป็นที่ยอมรับ และนิยมน ามาใช้ เนื่องจากเป็นวิธีที่ปลอดภัยและเป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดล้อม จึงน าไปสู่การควบคุมโรคอย่างยั่งยืนในอนาคต ซึ่งทางเลือกที่น่าสนใจคือการใช้เชื้อราเอนโดไฟต์ โดย เชื้อรา
เอนโดไฟต์ (endophytic fungi) คือกลุ่มของจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อพืช มีความสัมพันธ์กันแบบ symbiotic ไป
จนถึงท าให้เกิดโรคเล็กน้อย บทบาทการอยู่ร่วมกันของเชื้อราเอนโดไฟต์กับพืชคือ เชื้อราเอนโดไฟต์จะใช้ประโยชน์จากพืช
เพื่อเป็นแหล่งอาศัยในการเจริญเติบโต ส่วนพืชได้สารบางอย่างที่ผลิตจากเชื้อราเอนโดไฟต์ เช่น สารที่ยับยั้งการบุกรุกของ
เชื้อราก่อโรค การผลิตเอนไซม์ Chitinase และ ß-1,3 glucanase, Indole-3-Acetic Acid หรือ IAA ที่ช่วยส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช นอกจากนี้ เชื ้อราเอนโดไฟต์ยังสามารถผลิตสารทุติยภูมิที ่สามารถน าไปใช้ในทางการแพทย์ 
การเกษตร และอุตสาหกรรม (Strobel & Daisy, 2003) 
 ในการศึกษานี้จึงท าการแยกเชื้อราเอนโดไฟต์จากพืชสมุนไพร และศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อราเอ็นโดไฟต์เพื่อใช้
ในการยับยั้งหรือลดการเจริญเติบโตของเชื้อราก่อโรคเห็ด โดยไม่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเส้นใยเห็ดนางรม ซึ่งการศึกษา
ครั้งนี้อาจเป็นประโยชน์ในการยับยั้งเชื้อราก่อโรคและการเพิ่มผลผลิตให้กับการเพาะเห็ดนางรมในฟาร์มหรือมีก ารพัฒนา
เป็นชีวภัณฑท์ี่ใช้ในการควบคุมโรคแทนการใช้สารเคมีในอนาคตได้ 
 

วัตถุประสงค์การวิจัย 
 เพื่อคัดแยก จ าแนกชนิด และตรวจสอบความสามารถของเชื้อราเอนโดไฟต์จากพืชสมุนไพรในการยับยั้งเชื้อราโรคเห็ด  
 
วิธีการวิจัย 
 การรวบรวมตัวอย่างพืชและแยกเชื้อราเอนโดไฟต์ 
 ส ารวจและเก็บตัวอย่างพืชสมุนไพร ได้แก่ Leea indica, Smilax perfoliata Lour., Basella alba L., 
Careya arborea Roxb., Phyllanthus niruri, Eupatorium odoratum, Garcinia cowa Roxb. ex Choisy, 
Azadirachta indica และ Cissampelos pareira จากจังหวัดศรีสะเกษ ประเทศไทย โดยเก็บตัวอย่าง ราก ล าต้น และ
ใบของบรรจุลงในถุงซิปพลาสติกเก็บไว้ในกล่องควบคุมความเย็น และน าไปยังห้องปฏิบัติการภายใน 48 ชั่วโมง หลังการ
เก็บตัวอย่างจากนั้นล้างตัวอย่างพืชด้วยน ้าประปาเพื่อก าจัดฝุ่นที่เกาะติด  ใช้ใบมีดผ่าตัด ตัดตัวอย่างพืชเป็นชิ้น ขนาด
ประมาณ 2 X 2 มิลลิเมตร และฆ่าเชื ้อบนพื้นผิวของตัวอย่างพืช โดย 1) แช่ในเอทานอล 70% (v/v) นาน 1 นาที          
2) สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต์ 2% (v/v) นาน 2 นาที 3) เอทานอล 70% (v/v) นาน 20 วินาที และ 4) ล้างด้วยน ้า
กลั่นปลอดเชื้อ 2 ครั้ง ตามล าดับ จากนั้นวางบนกระดาษปลอดเชื้อ ภายใต้สภาวะปลอดเชื้อ น าตัวอย่างพืชที่ผ่านการฆ่า
เชื้อแล้ววางลงบนอาหาร Potato dextrose agar (PDA) ที่ปรับลดปริมาณส่วนประกอบลงครึ่งสูตร และผสมด้วยยา
ปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย ตรวจสอบประสิทธิภาพของการฆ่า
เชื้อที่พื้นผิวของเนื้อเยื่อพืช โดยน าน ้ากลั่นที่ผ่านการล้างตัวอย่าง spread plate บนอาหาร PDA บ่มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ
ในที่มืด 5-6 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการการเข้าอยู่อาศัยของเชื ้อราเอนโดไฟต์ในเนื้อเยื ่อพืช         
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โดยบันทึกร้อยละของตัวอย่างเนื้อเยื่อพืชที่มีการเจริญของเส้นใยราเอนโดไฟต์เทียบกับตัวอย่างพืชที่คัดแยกทั้งหมด และ
คัดแยกเชื้อบริสุทธิ์โดยตัดปลายเส้นใยของโคโลนีที่แตกต่างกันในพืชแต่ละชนิดและเพาะเลี้ยงบนอาหาร 
 การตรวจสอบความสามารถของเชื้อราเอนโดไพต์ในการยับยั้งเชื้อราโรคเห็ด และการเป็นปฏิปักษ์ของกับเส้น
ใยเห็ดนางรม ด้วยวิธี Dual culture 
 การศึกษาของเชื้อราเอนโดไฟต์ต่อการยับยั้งการเจริญของเชื้อราโรคเห็ด Trichoderma simmonsii โดยใช้วิธี 
Dual culture โดยคัดแยกเชื้อราโรคเห็ด T. simmonsii จากตัวอย่างก้อนเห็ดที่มีการปนเปื้อน ท าการยายเชื้อ (sub-
culture) ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA จนได้เชื้อก่อโรคบริสุทธิ์ จากนั้นระบุชนิดของเชื้อราโรคเห็ดด้วยวิธีชีวโมเลกุล 
จากนั้นทดสอบความสามารถของเชื้อราเอนโดไฟต์ที่แยกได้ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราโรคเห็ด โดยแบ่งการทดสอบ
เป็น 2 ชุด ได้แก่ชุดทดสอบ และชุดควบคุม ส าหรับชุดทดสอบ ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร 
เจาะที่บริเวณปลายเส้นใยของเชื้อราเอนโดไฟต์ และของเชื้อราก่อโรคเห็ด จากนั้นย้ายชิ้น ส่วนเชื้อราทั้ง 2 ไปวางบน
อาหาร PDA โดยให้ชิ้นของเชื้อราเอนโดไฟต์และเชื้อราโรคเห็ดวางอยู่ในจานอาหารเดียวกัน ในต าแหน่งตรงข้ามกันในแนว
เส้นผ่านศูนย์กลางของจานเพาะเลี้ยงเชื้อ โดยวางชื้นส่วนเชื้อราให้ห่างจากขอบจานเพาะเชื้อประมาณ 2 เซนติเมตร ส่วน
จานอาหารชุดควบคุม เพาะเลี้ยงเฉพาะชิ้นส่วนเชื้อราก่อโรคเห็ดห่างจากขอบจานเพาะเชื้อประมาณ 2 เซนติเมตร บ่มจาน
เพาะอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 2 ชุด ที่อุณหภูมิห้อง นาน 7 วัน จากนั้นวัดความสามารถของเชื้อราเอนโดไฟต์ในการยับยั้งเชื้อรา
โรคเห็ด โดยค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญเติบโต (percent inhibition rate growth: PIRG) เป็นสูตรที่พัฒนา
โดย (Skidmore & Dickinson, 1976)  
 คัดเลือกได้เชื้อราเอนโดไฟต์ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของราโรคเห็ด จากนั้นน าเชื้อราเอนโดไฟต์ นี้ มา
ทดสอบความเป็นปฏิปักษ์กับเส้นใยเห็ดนางรม โดยใช้วิธี เช่นเดียวกับ “การตรวจสอบการยับยั้งเชื้อราโรคเห็ดของเชื้อรา
เอนโดไฟต์ด้วยวิธี Dual culture” โดยเปลี่ยนจากการวางชิ้นวุ้นของเชื้อราก่อโรคเห็ด เป็นวางชิ้นวุ้นของเส้นใยเห็ดนางรม 
จากนั้นคัดเลือกเฉพาะเชื้อราเอนโดไฟต์ที่มีการยับยั้งเชื้อก่อโรคเห็ดได้สูงสุด และไม่เป็นปฏิปักษ์กับเส้นใยเห็ดนางรม เพื่อ
ไปใช้ในการจ าแนกชนิดต่อไป 
 
การจ าแนกชนิดของเชื้อราเอนโดไฟต์ 
 การจ าแนกชนิดของเชื้อราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากพืชสมุนไพรโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราเอนโดไฟต์ท าโดยตรวจดูลักษณะทางมหภาค (Macroscopic) ได้แก่ 
การสังเกตลักษณะการเจริญของโคโลนีของเชื้อราบนอาหาร PDA และลักษณะทางจุลภาค (Microscopic) โดยตรวจสอบ
โครงสร้างของเชื้อราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ด้วยวิธีการเลี้ยงบนสไลด์ ( slide culture technique) (Malakoff, 1936) 
เตรียมชุดเพาะเลี้ยงเชื้อที่ประกอบด้วย กระจกปิดสไลด์ กระดาษ หรือแท่งแก้วงอ ที่บรรจุในจานเพาะเชื้อ  น าชุดเพาะเชื้อ
ไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 15 นาที จากนั้นตัดชิ้น
อาหาร PDA ขนาด 0.5 x 0.5 เซนติเมตร วางบนเผ่นสไลด์ในชุดเพาะเลี้ยงเชื้อ แล้วปลูกเชื้อที่ต้องการศึกษาบริเวณขอบ
ด้านข้างทั้งสี่ด้านของอาหาร ปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์ที่ฆ่าเชื้อแล้ว เติมน ้ากลั่นปลอดเชื้อลงในจานเพาะเชื้อเล็กน้อย บ่ม
ชุดเพาะเชื้อในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง นาน 2-3 วัน จนเชื้อราเจริญเเผ่ไปบนผิวสไลด์เละกระจกปิดสไลด์ ยกกระจกปิดสไลด์
ที่เชื้อราเจริญไปวางบนเผ่นสไลด์อีกแผ่นที่หยด lactophenol cotton blue ไว้แล้ว ส่วนสไลด์แผ่นเดิมยกชิ้นวุ้นออก แล้ว
หยดด้วย lactophenol cotton blue แล้วปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์ น าสไลด์ที่มีการเจริญของเชื้อทั้งหมดไปศึกษา
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เพื่อตรวจสอบลักษณะรูปร่างของสปอร์ และลักษณะเส้นใยของเชื้อราตลอดจนวัดขนาดโครงสร้าง
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เหล่านั้นตามที่ระบุไว้ในคู่มือการจัดจ าแนกเชื้อราน าข้อมูลที่บันทึกได้จากการตรวจสอบลักษณะต่าง ๆ ของเชื้อราไป
เทียบเคียงกับคู่มือในการจัดจ าแนกชนิดของเชื้อราของ (Raper & Thom, 1949) 
 

 การจัดจ าเนกเชื ้อราเอนโดไฟต์โดยการวิเคราะห์ล  าดับนิวคลีโดไทด์ของยีนบริเวณ ITS (Internal 
transcribed spacer) rRNA 
 การจัดจ าเนกเชื้อราเอนโดไฟต์โดยการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนบริเวณ ITS (Internal transcribed 
spacer) rRNA  

   (1) การสกัดดีเอ็นเอ 
  เลี้ยงเชื้อราเอนโดไฟต์บนอาหาร PDA จากนั้นเขี่ยเส้นใยที่เจริญลงในโกร่งที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว เติม
ไนโตรเจนเหลวและบดให้ละเอียดแล้วเติม 4% sodium dodecyl sulphate (SDS) และ Phenol: Chloroform: Isoamyl 
alcohol (25:24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเข้ากันและน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบเท่ากับ 12,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนสารละลายชั้นบนสุด 200 ไมโครลิตร ใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร อันใหม่ เติมสารละลาย
โซเดียมอะซิเตท (3M NaOAc pH 7) ในปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั้นเติมเอทธานอล 99.9 % ที่เย็นจัด (cold EtOH) 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที นาน 30 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง เติม 70% เอทธานอล 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที เทส่วนใสทิ้ง น าไปผึ่ง
ให้แห้งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10-15 นาที เติมทีอีบัฟเฟอร์ (TE buffer) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติมเอนไซม์ RNase 
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในปริมาตร 20 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
ท าซ ้าในขั ้นตอนการเติม Phenol: Chloroform: Isoamyl alcohol จนถึงการผึ่งดีเอ็นเอให้แห้ง จากนั้นเติม TE buffer 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตรวจสอบปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยวิธี agarose gel electrophoresis (Yodsing et 
al., 2018) เทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐานที่ทราบขนาด (DNA marker) ภายใต้แสงยูวี (ultraviolet) 

 (2) การเพิ่มปริมาณ DNA 
   เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในส่วนของยีนบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) rDNA ด้วยวิธี polymerase 

chain reaction (PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) และ ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3’) (Vinayarani & Prakash, 2018) โดยส่วนประกอบของปฏิกิริยาของพีซีอาร์ มีดังนี้ 10x PCR buffer 5 ไมโครลิตร,       
25 mM MgCl2 1.5 ไมโครลิตร, 1.25 mM dNTP 1 ไมโครลิตร, 10 µM ITS1 และ ITS4 อย่างละ 3 ไมโครลิตร, ดีเอ็นเอ
ต้นแบบของเชื้อรา 2 ไมโครลิตร, 5 U/µL Taq DNA polymerase 5 ไมโครลิตร และ น ้ากลั่นปลอดเชื้อ 34 ไมโครลิตร 
จากนั้นน าไปเพิ่มปริมาณ DNA ด้วยเครื่อง PCR ภายใต้สภาวะขั้นตอน initial denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 นาที และ 30 รอบของ ขั้นตอน denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ขั้นตอน annealing ที่
อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และขั ้นตอน extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา         
45 วินาที และขั้นตอนสุดท้าย final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นตรวจสอบ
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR product) ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis (Yodsing et al., 2018) เทียบกับแถบดีเอ็น
เอมาตรฐานที่ทราบขนาด ภายใต้แสงยูวี  
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 (3) การหาล าดับดีเอ็นเอ 
       ท าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ PCR ของเชื้อราเอนโดไฟต์ด้วยชุดท าบริสุทธิ์ส าเร็จรูปยี่ห้อ GeneJETTM PCR 

Purification kit (Fermentas, Canada) และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสอีก
ครั้ง หลังจากนั้นน าผลิตภัณฑ์ PCR ที่บริสุทธิ์แล้วไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่องหาล าดับเบสของดีเอ็นเอ 
(DNA sequencer) ที่บริษัท 1st BASE DNA ประเทศมาเลเซีย น าล ากับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ มาตรวจสอบและเปรียบเทียบ
กับฐานข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ GenBank โดยใช้โปรแกรม BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ส าหรับการ
วิเคราะห์ความคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ เพื่อใช้เปอร์เซ็นต์ความเหมือนสูงสุดในการระบุชนิด (Vinayarani & 
Prakash, 2018) 

(4) การวิเคราะห์สายวิวัฒนาการ 
      วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ใกล้เคียงกันในฐานข้อมูล GenBank 
และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม Mega-X โดยค านวณความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ด้วยวิธี Kimura 2-parameter สร้างสายวงศ์วานวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ด้วยวิธี neighbor-joining เพื่อ
ยืนยันชนิดของกล้าเชื้อรา 
 
ผลการวิจัย 
 การรวบรวมตัวอย่างพืชและแยกเชื้อราเอนโดไฟต์ 
 เก็บตัวอย่างจากราก ล าต้น และใบของพืชสมุนไพร ได้แก่ Leea indica., Smilax perfoliate, Basella alba, 
Careya arborea, Phyllanthus niruri, Eupatorium odoratum, Garcinai cowa, Azadirachta indica แ ล ะ 
Cissampelos pareira จากจังหวัดศรีสะเกษ ประเทศไทย จ านวน 405 ตัวอย่าง พบการเข้าอยู่อาศัยของเชื้อราเอนโด
ไฟต์มากที่สุดในส่วนของ ใบ ราก และล าต้น คิดเป็นร้อยละ 71.85 28.89 และ 17.78 ตามล าดับ และเมื่อพิจารณาถึงชนิด
ของพืชพบว่า E. odoratum มีการเข้าอยู่อาศัยของเชื้อราเอนโดไฟต์มากที่สุด คิดเป็นร้อยละ 53.33 และพบการเข้าอยู่
อาศัยของเชื้อราเอนโดไฟต์น้อยที่สุดใน B. alba และ G. cowa คิดเป็นร้อยละ 26.67 โดยการเข้าอยู่อาศัยของเชื้อราใน
ส่วนต่างของพืชแต่ละชนิดแสดงในภาพที่ 1 เมื่อคัดแยกเชื้อราเอนโดไฟต์โดยใช้เทคนิคการฆ่าเชื้อที่พื้นผิว พบว่า สามารถ
คัดแยกเชื้อราเอนโดไฟต์จากตัวอย่างราก ล าต้น และใบ ของพืชสมุนไพรได้ทั้งหมด 39 24 และ 97 ไอโซเลต ตามล าดับ 
รวมทั้งหมด 160 ไอโซเลต 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

ภาพที่ 1 การเข้าอยู่อาศัยของเชื้อราเอนโดไฟต์ในส่วนต่างๆของพืชแต่ละชนิด 
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ผลการยับยั้งเชื้อราโรคเห็ดของเชื้อราเอนโดไฟต์ด้วยวิธี Dual culture 
 เชื้อราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากพืชสมุนไพร 160 ไอโซเลต ถูกน ามาทดสอบความประสิทธิภาพของราเอนโดไฟต์
ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราโรคเห็ด T. simmonsii ด้วยวิธี Dual culture พบว่าเชื้อราเอนโดไฟต์จ านวน 36 ไอโซ
เลต สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา T. simmonsii แสดงให้เห็นการเป็นปฏิปักษ์กันระหว่างเชื้อราเอนโดไฟต์
และเชื้อราโรคเห็ด ซึ่งเมื่อปลายเส้นใยของเชื้อราทั้ง 2 เจริญชนกันเส้นใยเชื้อราโรคเห็ดจะถูกยับยั้งการเจริญเติบโตและถูก
ปกคุลมด้วยเส้นใยจากเชื้อราเอนโดไฟต์ ดังภาพที่ 2 (A) 

เมื่อน าเชื้อราทั้ง 36 ไอโซเลตนี้ไปทดสอบการเป็นปฏิปักษ์กับเส้นใยเห็ดนางรม ดังภาพที่ 3 พบว่ามีเพียง 10 ไอ
โซเลตที่ไม่ยับยั้งการเจริญของเส้นใยเห็ดนางรม ได้แก่ ไอโซเลต SWLL1, SWLL2, SWLL3, SWLL5, SWLS1, SWLSK2.1, 
SWLSK2.2, SWBSK1, SWSSK2 และ SWCS1 โดยให้ผลการยับยั ้งเส้นใยของเชื ้อราโรคเห็ดมากที ่ส ุดในไอโซเลต 
SWLSK2.2 และน้อยที่สุดใน SWLL2 ซึ่งเป็นตัวอย่างที่แยกมาจากส่วนของใบของพืชวงศ์ Leea indica คิดเป็นร้อยละ 
56.72 และ 31.31 ล าดับ ซึ่งผลการยับยั้งเชื้อราโรคเห็ดทั้ง 10 ไอโซเลต แสดงในตารางที่ 1 จากนั้นคัดเลือกเชื้อราเอนโด
ไฟต์ไอโซเลต SWLSK2.2 ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราโรคเห็ดน าไปจ าแนกชนิดต่อไป 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2 การทดสอบการเป็นปฏิปักษ์กันระหว่างเส้นใยเชื้อราเอนโดไฟต์ (E) กับเส้นใยเชื้อราโรคเห็ด (T) A : แสดง
ความสามารถของเชื ้อราเอนโดไฟต์ในการยับยั ้งเชื ้อราโรคเห็ด และ  B : แสดงเชื ้อราเอนโดไฟต์ที ่ไม่มี
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อราโรคเห็ด 
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ภาพที่ 3 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราเอนโดไฟต์ด้วยวิธี Dual culture; A : การทดสอบการเป็นปฏิปักษ์กัน
ระหว่างเส้นใยเชื้อราเอนโดไฟต์ (E) กับเส้นใยเชื้อราโรคเห็ด (T) และ B : การทดสอบการการเป็นปฏิปักษ์กัน
ระหว่างเส้นใยเห็ดนางรม (M) กับเส้นใยเชื้อราเอนโดไฟต์ (E)  

 

 

ตารางท่ี 1 ความสามารถของเชื้อราเอนโดไพต์ที่คัดแยกได้จากส่วนต่างๆของพืชแต่ละชนิด ในการยับยั้งเส้นใยเชื้อราโรค
เห็ด และการเป็นปฏิปักษ์กับเส้นใยเห็ดนางรม 

No. Medicinal plant Plant tissue Isolate Inhibition of 
mushroom 

pathogen (%) 

Inhibition of 
mushroom (%) 

1 Leea indica Leaf SWLL1 50.29% 0% 
2  Leaf SWLL2 31.31% 0% 
3  Leaf SWLL3 45.82% 0% 
4  Leaf SWLL5 52.83% 0% 
5  Stem SWLS1 47.76% 0% 
6  Root SWLR1 18.76% 12.82% 
7  Stem SWLS2 47.31% 15.29% 
8  Root SWLR2 20.34% 14.23% 
9  Leaf SWLSK2.1 52.23% 0% 
10  Leaf SWLSK2.2 56.72% 0% 
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ตารางท่ี 1 ความสามารถของเชื้อราเอนโดไพต์ที่คัดแยกได้จากส่วนต่างๆของพืชแต่ละชนิด ในการยับยั้งเส้นใยเชื้อราโรค
เห็ด และการเป็นปฏิปักษ์กับเส้นใยเห็ดนางรม (ต่อ)  

No. Medicinal plant Plant tissue Isolate Inhibition of 
mushroom 

pathogen (%) 

Inhibition of 
mushroom (%) 

11 Basella alba  Leaf SWBSK1 50.29% 0% 
12  Root SWBR1 35.23% 11.29% 
13  Root SWBR2 11.29% 20.31% 

14 Smilax perfoliata  Stem SWSS1 35.23% 21.76% 
15  Leaf SWSSK2 45.82% 0% 

16 Cissampelos pareira Root SWCR1 37.31% 24.83% 
17  Stem SWCS2 28.23% 30.31% 
18  Leaf SWCL1 21.76% 7.29% 
19  Leaf SWCL4 31.16% 19.23% 
20  Stem SWCS1 47.31% 0% 

21 Phyllanthus niruri Leaf SWPL1 12.82% 10.82% 
22  Stem SWPS1 18.31% 12.82% 
23  Stem SWPS2 47.31% 18.23% 
24  Leaf SWPL3.1 30.29% 23.72% 
25  Leaf SWPL3.2 23.23% 11.23% 
26  Leaf SWPL5 15.82% 35.31% 

27 Eupatorium odoratum Root SWER2 36.76% 17.23% 
28  Stem SWES2.1 31.34% 31.82% 
29  Stem SWES2.2 38.72% 23.31% 
30  Stem SWES3 29.31% 15.16% 
31  Leaf SWEL4 29.34% 22.16% 

32 Azadirachta indica Leaf SWAL1 8.23% 35.29% 
33  Leaf SWAL2 11.23% 21.23% 

34 Garcinia cowa  Leaf SWGL1 45.31% 18.31% 
35  Stem SWGS1 20.23% 14.16% 
36  Stem SWGS2 43.31% 12.23% 

 

 

 การจ าเนกชนิดของเชื้อราเอนโดไฟต์ 
 การจ าแนกชนิดของเชื้อราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากพืชสมุนไพรโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 สัณฐานวิทยาของเชื้อราเชื้อราเอนโดไฟต์ไอโซเลต SWLSK2.2 เส้นใยมีลักษณะเป็นสีเทาและค่อยๆเปลี่ยนเป็นสี
เทาด าเมื่อบ่มเป็นเวลา 7 วัน (ภาพที ่3A) เจริญเติบโตได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซียลเซียส เส้นใยมีการสร้างอาร์โทรโค
นิเดีย (Arthoconidia) เรียกว่า Scytalidium-like มีลักษณะสปอร์เรียงต่อกันเป็นลูกโซ่สีน ้าตาล แสดงในภาพที่ 3 
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ภาพที ่ 4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ Neoscytalidium sp.; A, โคโลนีบนมันฝรั ่งเดกซ์โทรสวุ ้น (PDA), B-D 
Scytalidium-like แสดงรูปร่างและระยะการเจริญเติบโตที่หลากหลายของอาร์โทรโคนิเดียที่แบ่งส่วนจากเส้นใย 

 

การจัดจ าเนกเชื้อราเอนโดไฟต์โดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโดไทด์ของยีนบริเวณ ITS rDNA 
 เมื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่บริเวณ ITS rDNA ด้วยวิธี PCR ได้ผลิตภัณฑ์ PCR เป้าหมาย ขนาดประมาณ 598 bp 
แสดงในภาพที่ 4 และเมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล GenBank พบว่ามีสามารถระบุชนิดของเชื้อราไอ
โซเลต SWLSK2.2 ได้อย่างชัดเจน ซึ ่งม ีความเหมือนกับเชื ้อรา Neoscytalidium dimidiatum (asscession No. 
MG833317.1) โดยให้เปอร์เซ็นต์ความเหมือน (% identity) เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของสาย
วงศ์วานวิวัฒนาการ พบว่าเชื้อราเอนโดไฟต์ไอโซเลต SWLSK2.2 ถูกจัดให้อยู่ในกลุ่มเดียวกับ N. dimidiatum ดังแสดงใน
ภาพที่ 5 ดังนั้นจึงตั้งชื่อเชื้อราชนิดนี้เป็น N. dimidiatum SWLSK2.2 
 

 

 

 

 

 

 

 

    
 ภาพที่ 5  ผล gel electrophoresis ของการเพิ่มจ านวน  
     DNA ของเชื้อราที่บริเวณ ITS rDNA ด้วยวิธี PCR 
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ภาพที่ 6 ความสัมพันธ์ของสายวงศ์วานวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ของ Neoscytalidium dimidiatum SWLSK2.2  
 

 

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 
 จากตัวอย่างพืชสมุนไพร 9 ชนิด ได้แก่ Leea indica., Smilax perfoliate, Basella alba, Careya arborea, 
Phyllanthus niruri, Eupatorium odoratum, Garcinai cowa, Azadirachta indica และ Cissampelos pareira 
แยกเชื้อราเอนโดไฟต์จาก 405 ของตัวอย่างพืช พบการเข้าอยู่อาศัยของเชื้อราเอนโดไฟต์มากที่สุดในส่วนของ ใบ ราก 
และล าต้น คิดเป็นร้อยละ 71.85 28.89 และ 17.78 ตามล าดับ และพบการเข้าอยู่อาศัยของเชื้อราเอนโดไฟต์ในพืช  E. 
odoratum มากที่สุดคิดเป็นร้อยละ 53.33 ในการทดสอบความประสิทธิภาพของราเอนโดไฟต์ในการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อราโรคเห็ด T. simmonsii พบว่าเชื้อราเอนโดไฟต์จ านวน 36 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อราโรค
เห็ดได้ และเมื่อทดสอบด้วยวิธีเดียวกันกับเส้นใยเห็ดนางรมพบว่ามีเพียง 10 ไอโซเลตที่ไม่แสดงการยับยั้งการเจริญของเส้น
ใยเห็ดนางรม โดยให้ผลการยับยั้งเส้นใยของเชื้อราโรคเห็ดมากที่สุดในไอโซเลต SWLSK2.2 ซึ่งเป็นตัวอย่างที่แยกมาจาก
ส่วนของใบของพืชวงศ์ L. indica คิดเป็นร้อยละ 56.72 จากนั้นคัดเลือกเชื้อราเอนโดไฟต์ไอโซเลต SWLSK2.2 เพื่อระบุ
เชื้อลักษณะทางสัณฐานวิทยาและโมเลกุล พบว่าเชื้อราเอนโดไฟต์ไอโซเลต SWLSK2.2 ที่แยกได้มีความคล้ายคลึงกันกับ 
N. dimidiatum เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ และก าหนดเป็น N. dimidiatum SWLSK2.2 ซึ่งมีรายงานว่า N. dimidiatum 
เป็นเชื้อก่อโรคในพืช (Ray et al., 2010)  
 จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าเชื้อราเอนโดไฟต์ N. dimidiatum SWLSK2.2 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา
โรคเห็ดเป็นวงกว้างและโดดเด่น ดังนั้นเชื้อราเอนโดไฟต์ N. dimidiatum SWLSK2.2 จึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจใน
การศึกษาเกี่ยวกับคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของเห็ดนางรมและคุณสมบัติในด้านอื่น ๆ เช่น การสกัดสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากเชื้อราเอนโดไฟต์ โดยมีรายงานการมีการใช้ D-isoleucine  ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
เส้นใยของเห็ดมัตสึทาเกะ (Kawagishi et al., 2004)  และมีรายงานจ านวนมากเกี่ยวกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่แยกได้
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จากเชื้อราเอนโดไฟต์ พบว่ามีผลในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค (Yu et al., 2010) ผู้วิจัยคาดหวังว่าสามารถน าเชื้อรา
เอนโดไฟต์ N. dimidiatum SWLSK2.2 จากการศึกษาครั้งนี้มาต่อยอดในการหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และคาดหวังว่า
เชื้อราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จะมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อราโรคเห็ดและการเพิ่มผลผลิตให้กับการเพาะเห็ดนางรมใน
ฟาร์มเห็ด หรือมีการพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์ที่ใช้ควบคุมโรคแทนการใช้สารเคมีในอนาคตได้ 
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