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ABSTRACT 

The objective of this research was to optimize culture medium and parameter for growth and 

antifungal activity of endophytic fungi isolated from Thai orchid species. A total of 97 endophytic fungi 

were isolated from the leaves (43), stems (39) and flowers (15) of 20 species of Thai orchids. Fungal 

endophyte CKL19-3 isolate from leaf of Ascocentrum curvifolium, which was identified as Lasiosphaeria 

sp. on the basis of morphologjcal and molecular analysis showed the strongest antifungal activity against 

Cuvularia sp. and Fusarium sp. The medium compositions and cultural parameters, including incubation 

time, initial pH and temperature of culture conditions of the fungus for the growth and antifungal activities 

were optimized. The results showed that maximum cell growths were obtained in the potato dextrose 

broth (PDB) medium at the optimal temperature 30 °C and pH 5 and growth for 5 days. The cell dry 

weight was 547.67 mg per 100 ml of medium. The medium also contained antifungal activities against 

Cuvularia sp. and Fusarium sp. 
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บทคดัย่อ 

วตัถุประสงคข์องงานวจิยัน้ีเพื่อศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของชนิดอาหารและปัจจยัการเลีย้งสาํหรบัการ

เจรญิเตบิโตและการออกฤทธิต์า้นเชือ้ราของราเอนโดไฟทท์ีแ่ยกไดจ้ากกลว้ยไมไ้ทย โดยแยกราเอนโดไฟทไ์ด ้ 
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จาํนวนทัง้หมด 97 ไอโซเลต แยกจากใบ 43 ไอโซเลต ลาํตน้ 39 ไอโซเลต และดอก 15 ไอโซเลต ซึง่แยกไดจ้าก

กล้วยไม้ไทยจํานวน 20 ตวัอย่าง ราเอนโดไฟท์รหสั CKL19-3 ซึ่งแยกได้จากใบของกล้วยไม้ Ascocentrum 

curvifolium เมือ่จดัจาํแนกโดยลกัษณะทางสณัฐานวทิยาและ  ชวีโมเลกุล พบวา่คอืราเอนโดไฟท ์Lasiosphaeria 

sp. และมีฤทธิใ์นการต้านเชื้อราก่อโรค Cuvularia sp. และ Fusarium sp. ได้อย่างดี จากการศึกษาการ

เจรญิเตบิโตและการออกฤทธิต์า้นจุลนิทรยี ์ในสภาวะทีม่กีารควบคุมองคป์ระกอบของอาหาร และการเลีย้งเชือ้ใน

สภาวะต่างๆ ซึง่ไดแ้ก่ ระยะเวลาการบ่มเชือ้ ค่าความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูม ิผลการทดลองพบว่าในสภาวะ 

อาหาร potato dextrose broth (PDB) ที่ อุณหภูมิ 30 °C pH 5 และระยะเวลา 5 วัน  เชื้อราเอนโดไฟท์  

Lasiosphaeria sp. มีการเจริญเติบโตได้สูงสุด 547.67 mg น้ําหนักแห้ง/100 ml และยังมีฤทธิใ์นการต้าน 

Cuvularia sp. and Fusarium sp.ได ้
 

คาํสาํคญั: ราเอนโดไฟท ์กลว้ยไม ้การตา้นจุลนิทรยี ์สภาวะทีเ่หมาะสม สารออกฤทธิท์างชวีภาพ 
 

บทนํา 

กลว้ยไม ้(orchids) เป็นแหล่งของสารออก

ฤทธิท์ีส่าํคญั ซึง่มสีารในกลุ่มอลัคาลอยดแ์ละไกลโค

ไซด์สูง จึงถูกใช้เป็นแหล่งของตัวยารกัษาโรคมา

เ ป็นระยะ เวลานาน (Hossain, 2011)  สําหรับ

ประเทศไทยซึ่ งมีพื้นที่ที่มีความแตกต่างทาง

ภูมิศ าสตร์  ทรัพยากรธรรมชาติ  และความ

หลากหลายทางชวีภาพสงู สง่ผลใหก้ลว้ยไมม้คีวาม

หลากหลายมากที่สุดแห่งหน่ึงของโลก (สลิล 

และนฤมล , 2550) สําหรับการเจริญเติบโตของ

กลว้ยไมซ้ึง่จาํเป็นตอ้งพึง่พาราในการรบัสารอาหาร

เพื่อการเจรญิเติบโตและพฒันาการงอกของเมล็ด

พนัธุ ์เน่ืองจากเมลด็พนัธุข์องกลว้ยไมม้กีารกกัเกบ็

อาหารสํารองไว้น้อยมากการพึ่งพาราจึงจําเป็น

สํ าหรับกล้วยไม้  (Smith and Read, 1997)  ใน

ระหว่างที่พืชมีการเจริญเติบโต เส้นใยของรา

สามารถเจรญิเขา้ไปยงัเซลล์พชืเพื่ออยู่อาศยั หรอื

รู้จ ักกันในนามของ ราเอนโดไฟท์ (endophytic 

fungi) เ ป็นราที่ เข้าไปอาศัยอยู่ภายในช่องว่าง

ระหว่างเซลล์ของพชื โดยไม่ก่อให้เกิดอาการของ

โรคใดๆกบัพชืทีอ่าศยั เน้ือเยื่อของพชืทีม่รีาเอนโด

ไฟท์อาศัยอยู่ย ังสามารถทํางานได้อย่างปกติ 

ลกัษณะการอยู่อาศยัของราเอนโดไฟทบ์นพชือาศยั

มีความสัมพันธ์แบบพึ่งพาอาศัยกัน (symbiotic) 

( Redlin and Carris, 1985; Strobel and Daisy, 

2003; Strobel et al., 2004; Selim et al., 2012) โดย

พชืแต่ละชนิดจะมรีาเอนโดไฟท์อาศยัอยู่มากกว่า

หน่ึงสปีชีส์ และจะมีความจําเพาะต่อพืชนั ้นใน

สภาพแวดลอ้มทีต่่างกนั ทาํใหร้าเอนโดไฟทม์คีวาม

หลากหลายคอ่นขา้งสงู (Huang et al., 2008)  

มรีาหลายชนิดทีเ่จรญิเตบิโตไดใ้นสภาวะที่

ตงึเครยีด เช่น อุณหภูมสิูง ความเขม้ขน้ของเกลอื

สงู ความเป็นกรด-ดา่ง หรอืมกีารแผร่งัสทีีส่งู ราจะมี

ความสามารถในการปรบัตวัและสามารถผลติสารเม

ตาบอไลต์ได้ (Mathan et al., 2013) นําไปสู่การ

ผลติสารปฐมภูม ิ(primary metabolite) ที่ใช้ในการ

เ จ ริญ เ ติ บ โ ต  แ ล ะ ส า ร ทุ ติ ย ภู มิ  (secondary 

metabolite)  ทีใ่ชใ้นขบวนการป้องกนัตวัเอง ดงันัน้

การควบคุมการเจรญิเตบิโต (Bernhoft, 2010) ของ

รามอีทิธพิลอย่างมากต่อการผลติสารทุตยิภูม ิเช่น 

การควบคุมแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน แหล่ง

ฟอสฟอรสั การชกันําการผลติสารโดยเอนไซม ์เป็น

ตน้ (Betina, 1994) ในงานวจิยัน้ีจงึไดศ้กึษาสภาวะ

ทีเ่หมาะสมต่อการเจรญิเตบิโตและการผลติสารออก

ฤทธิท์างชีวภาพของราเอนโดไฟท์ที่แยกได้จาก

กลว้ยไม ้เพื่อทีจ่ะเพิม่ประสทิธภิาพในการผลติสาร

ออกฤทธิข์องราเอนโดไฟท์ในการตา้นเชือ้จุลนิทรยี์

ก่อโรคพชื 
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อปุกรณ์และวิธีการทดลอง 

1. การแยกราเอนโดไฟท ์ 

ทําการเกบ็ตวัอย่างกลว้ยไมจ้ากอําเภอสะ

เมงิ จงัหวดัเชยีงใหม่ ประเทศไทย โดยเลือกเก็บ

ตวัอย่างกล้วยไมท้ี่มลีกัษณะสมบูรณ์ ไม่มลีกัษณะ

อาการของโรค และจาํแนกกลว้ยไมจ้ากลกัษณะทาง

สณัฐานวทิยา จากนัน้เลอืกสว่นของเน้ือเยื่อพชื (ใบ 

ดอก ลําต้น) มาล้างด้วยน้ํากลัน่ฆ่าเชื้อเพื่อชะล้าง

คราบฝุ่ น สิ่งสกปรกออกจากเน้ือเยื่อพืช พืช 2-3 

นาที จากนั ้นแช่เน้ือเยื่อพืชใน 75% Ethanol 30 

วิ น า ที  ต า ม ด้ ว ย ส า ร ล ะ ล า ย  5% Sodium 

hypochlorite (NaOCl) 30 วนิาท ีและ 75% Ethanol 

30 วินาที แล้วจึงล้างออกด้วยน้ํากลัน่ฆ่าเชื้อ 2-3 

ครัง้  ผึ่งให้เ น้ือเยื่อพืชแห้งภายในตู้ปลอดเชื้อ 

(laminar flow) แลว้จงึตดัตวัอย่างเน้ือเยื่อพชืขนาด

ประมาณ 1×1 ตารางเซนติเมตร จํานวน 2-4 ชิ้น 

วางบนอาหาร Water agar (WA) นําจานอาหารไป

บ่มที่อุณหภูม ิ30 °C เป็นเวลา 3-4 วนั สงัเกตผล

ทุกวัน เมื่อพบว่ามีการงอกของราออกมาจาก

เน้ือเยือ่พชื ใหย้า้ยราลงบนอาหาร Potato dextrose 

agar (PDA) โดย ใช้  18cork borer ขนาด เส้นผ่ าน

ศนูยก์ลาง 6 mm เจาะวุน้บรเิวณปลายเสน้ใยของรา 

(hyphal tips) ยา้ยลงบนอาหาร PDA และเกบ็รกัษา

ราเอนโดไฟท์ที่แยกได้ใน  15% กลีเซอรอล  ที่

อุณหภมู ิ-20 และ -80 °C 
 

2. การคดัเลือกราเอนโดไฟทท่ี์ผลิตสารออก

ฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีต้านราก่อโรคพืชเบือ้งต้น 

ราก่อโรคพชืทัง้ 5 ชนิดทีใ่ชใ้นการทดสอบ

การออกฤทธิย์บัยัง้ของราเอนโดไฟท ์คอื Fusarium 

sp.,Colletotrichum sp., Curvularia sp., Phytophthora 

sp. และ Sclerotium sp. ซึง่ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก

ภาควิช า โ รคพืช  คณะ เกษตร  กํ า แพงแสน 

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตกําแพงแสน 

โดยนําราก่อโรคมาเลีย้งบนอาหาร PDA ทีอุ่ณหภูม ิ

30 °C และใช้ทดสอบการออกฤทธิย์บัยัง้ราก่อโรค

พืช ข อ ง ร า เ อ น โ ด ไ ฟ ท์ ด้ ว ย วิ ธี  Dual culture 

technique ตามวิธีการของ Photita et al. (2001) 

โดยวางราเอนโดไฟทแ์ละราก่อโรคบนอาหาร PDA 

ใหห้่างกนัประมาณ 5 เซนตเิมตร หลงัจากนัน้นําไป

บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 °C สงัเกตผลทุกวนัและบนัทกึผล

การยบัยัง้เชื้อโดยการวดั inhibition zone ทําการ

ทดลองตวัอยา่งละ 3 ซํ้า ซํ้าละ 1 จานเพาะเลีย้งเชือ้ 
 

3. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการ

เจริญเติบโตและการสร้างสารออกฤทธ์ิทาง

ชีวภาพของราเอนโดไฟทบ์นอาหารเพาะเลี้ยง 

3.1. การทดสอบหาชนิดของอาหารเลีย้ง 

สภาวะการเลีย้งและการสรา้งสารออกฤทธิท์าง

ชวีภาพทีเ่หมาะสม  

ราเอนโดไฟล์ที่คดัเลือกไว้ เพาะเลี้ยงบน

อาหาร PDA เป็นเวลา 7 วนั เจาะวุน้บรเิวณปลาย

เสน้ใยขนาด 6 mm 3 ชิน้ ใสล่งในขวดทีบ่รรจุอาหาร

เหลว Potato dextrose broth (PDB) ปรมิาตร 100 

mm นําขวดบรรจุอาหารไปเขยา่บนเครือ่งเพาะเลีย้ง

แบบเขย่า (shaker incubator) โดยใชค้วามเรว็รอบ 

180 รอบต่อนาท ี(rpm) ที่อุณหภูมหิอ้ง สงัเกตการ

เจรญิเตบิโตของราเอนโดไฟท์ตลอดระยะเวลา 10 

วนั โดยทําการกรองเสน้ใยราด้วยกระดาษกรองที่

ฆ่าเชื้อแล้ว และล้างเสน้ใยราด้วยน้ํากลัน่ที่ฆ่าเชื้อ

แลว้ 2-3 ครัง้ ซบัใหแ้หง้ และอบแหง้ทีอุ่ณหภูม ิ70 

°C เป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง ชัง่น้ําหนักแห้งของ

เสน้ใยรา บนัทกึผล ใช้ระยะเวลาที่มกีารเจรญิเตบิ

และยบัยัง้เชื้อก่อโรคพชืที่ดทีี่สุด มาใชใ้นการเลี้ยง

ราเอนโดไฟทใ์นสภาวะต่างๆ ดงัน้ี อาหารเลีย้งเชื้อ 

3 ชนิด ได้แก่  อาหาร  PDB MEB (Malt extract 

broth) แ ล ะ  CDB (Czepek-Dox broth) บ่ ม ที่

อุณหภมู ิ3 ระดบั ไดแ้ก่ 25 30 และ 35 °C และมคีา่

ความเป็นกรดด่าง ได้แก่ pH 5 pH 7 และ pH 9 

รวมทัง้สิ้น 27 สิ่งทดลอง (Table 1) ในแต่ละการ

ทดลองทําการบนัทกึน้ําหนักแหง้ของเสน้ใยรา และ

ใชอ้าหารเหลวทีเ่ลีย้งราเอนโดไฟทแ์ละกรองเสน้ใย

ราออกแลว้ มาทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยี

และราก่อโรคพชื  
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3.2. การยบัยัง้แบคทเีรยีดว้ยอาหารเลีย้ง

ราเอนโดไฟท ์

การทดสอบฤทธิย์ ับยัง้ เชื้อแบคทีเรีย 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa แ ล ะ  Bacillus subtilis 

ด้วยวิธี agar well diffusion ดัดแปลงจากวิธีการ

ของณัฐวุฒิ (2549)  โดยใช้เชื้อแบคทีเรีย 100 µl 

(0.5 McFarland standard) เกลี่ยให้ทัว่ผวิหน้าของ

อาหาร Nutrient agar (NA) แลว้เจาะวุน้ดว้ย 18ขนาด

เส้นผ่านศูนย์กลาง 6 mm จํานวน 4 หลุมต่อจาน

เพาะเลี้ยงเชื้อ หยอดอาหารเลี้ยงราเอนโดไฟท์ที่

เพาะเลีย้งในแต่ละการทดลองขา้งตน้ปรมิาตร 80 µl 

ลงในหลุมที่เจาะไว ้จากนัน้นําไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 

°C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้จงึทําการวดั inhibition 

zone ทาํการทดลองตวัอยา่งละ 3 ซํ้า 

3.3. การยบัยัง้เชือ้ราก่อโรคพชืดว้ยอาหาร

เลีย้งราเอนโดไฟท ์

การทดสอบฤทธิย์ ับยัง้เชื้อราก่อโรคพืช 

Fusarium sp., Colletotrichum sp., Curvularia sp., 

Phytophthora sp. และ Sclerotium sp. โดยเจาะวุน้18

ขนาดเสน้ผ่านศูนย์กลาง 6 mm จํานวน 4 หลุมต่อ

จานเพาะเลีย้งเชือ้ หลงัจากนัน้หยอดอาหารเลีย้งรา

เอนโดไฟท์ที่เพาะเลี้ยงในแต่ละการทดลองขา้งต้น

ปริมาตร 80 µl ลงในหลุมที่เจาะไว้ นําไปบ่มไว้ที่

อุณหภูมหิอ้ง สงัเกตการยบัยัง้เชือ้ราก่อโรค 3-7 วนั 

แล้วจึงทําการบันทึกผลการยับยัง้ โดยการวัด 

inhibition zone  ทัง้หมด 3 ซํ้า  

4. สถิติท่ีใช้ในการทดสอบ  

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์  

( Completely Randomized Design, CRD) 

วิเคราะห์ความแปรปรวนของการทดลองโดยใช้ 

ANOVA และเปรียบเทียบความแตกต่างของ

ค่าเฉลี่ยของแต่ละสิ่งทดลองโดยใช้วิธี Duncan 

Multiple Range Test (DMRT) ทีร่ะดบัความเชือ่มัน่

รอ้ยละ 95.0 (P<0.05) 
 

Table 1 Optimization of three parameters (27 treatments) of growth conditions of the test endophytic 

fungi. 

Temperature(°C)  pH 
Medium optimization 

PDB MEB CDB 

25 

5 (1) 25-PDB-5 (10) 25-MEB-5 (19 )25-CDB-5 

7 (2) 25-PBD-7 (11) 25-MED-7 (20) 25-CBD-7 

9 (3) 25-PDB-9 (12) 25-MEB-9 (21) 25-CDB-9 

30 

5 (4) 30-PDB-5 (13) 30-MEB-5 (22) 30-CDB-5 

7 (5) 30-PBD-7 (14) 30-MED-7 (23) 30-CBD-7 

9 (6) 30-PDB-9 (15) 30-MEB-9 (24) 30-CDB-9 

35 

5 (7) 35-PDB-5 (16) 35-MEB-5 (25) 35-CDB-5 

7 (8) 35-PBD-7 (17) 35-MED-7 (26) 35-CBD-7 

9 (9) 35-PDB-9 (18) 35-MEB-9 (27) 35-CDB-9 

*The number in the bracket indicates each treatment. 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

1. การแยกราเอนโดไฟทจ์ากกล้วยไม้ 

จากตวัอย่างกลว้ยไมท้ัง้หมด 20 ตวัอย่าง 

ที่เก็บจากบริเวณอําเภอสะเมิง จังหวดัเชียงใหม่ 

ประเทศไทย เมื่อจดัจําแนกกล้วยไม้ตามลกัษณะ

ทางสัณฐานวิทยา พบว่ามีกล้วยไม้อยู่  8 สกุล 

(genus) คือ Dendrobium, Ascocentrum, Venda, 

Catteya, Hygrochilus, Cymbidium, Aerides แ ล ะ 

Cleisostoma สว่นใหญ่เป็นสกุล Dendrobium ไดแ้ก่ 

D. umbonatum D. secundum D. lindleyi D. 

infundibulum และ  Dendrobium sp. โดยสามารถ

แยกราเอนโดไฟท์ได้รวมทัง้สิ้น 97 ไอโซเลต โดย

สามารถแยกราเอนโดไฟท์มากสุดได้จากส่วนของ

ใบ จาํนวน 43 ไอโซเลต รองลงมาคอืสว่นของลาํตน้ 

จํานวน 39 ไอโซเลตและน้อยสุดคือส่วนของดอก 

จํานวน 15 ไอโซเลต แสดงใหเ้หน็ว่า ราเอนโดไฟท์

พบไดทุ้กส่วนของพชื และพบราเอนโดไฟท์ในส่วน

ข อ ง ใ บ แ ล ะ ลํ า ต้ น ไ ด้ ป ริ ม า ณ ใ ก ล้ เ คี ย ง กัน 

เน่ืองมาจากเน้ือเยื่อบรเิวณดงักล่าว เป็นส่วนของ 

Xylem และ Phloem ซึ่ ง เ ป็นท่อลํา เลียง น้ําและ

อาหารของพชืทําใหร้าเอนโดไฟทเ์จรญิเตบิโตไดใ้น

บรเิวณดงักลา่ว (ณฐัวฒุ,ิ 2549) นอกจากน้ียงัขึน้อยู่

กบัพฤตกิรรมการอยู่อาศยัของราในสภาพแวดลอ้ม

ทีต่่างกนั (Dreyfuss and Chapela, 1994) หรอือาจ

ขึน้กบัอายุของเน้ือเยือ่ทีใ่ชแ้ยกราเอนโดไฟท ์โดยที่

เน้ือเยื่อพชืส่วนทีย่งัอ่อนเหมาะสมใชใ้นการแยกรา

เอนโดไฟท์ได้ดกีว่าเน้ือเยื่อส่วนที่แก่แล้ว เน้ือเยื่อ

พชืส่วนที่ยงัอ่อน จะเกิดโรคน้อยและทําให้แยกรา

เอนโดไฟทไ์ดจ้าํนวนมาก (Selim et al., 2012)  
 

 

2. ราเอนโดไฟทท่ี์สามารถต้านราก่อโรคพืช 

ราเอนโดไฟท์ทีแ่ยกไดจ้ากกลว้ยไม ้นํามา

เพาะเลีย้งบนอาหาร PDA เป็นระยะเวลา 7 วนั และ

นํามาศกึษาความสามารถในการต้านราก่อโรคพชื

ด้วยวิธี dual culture technique พบว่า ราเอนโด

ไฟทท์ัง้หมด 97 ไอโซเลต ม ี17 ไอโซเลต ทีส่ามารถ

สร้างสารออกฤทธิต์้านราก่อโรคพชืได้อย่างน้อย

หน่ึงชนิด โดยราเอนโดไฟทท์ีม่คีวามสามารถในการ

ออกฤทธิต์้านราก่อโรคพชืได้ดทีี่สุด แตกต่างจาก

ชนิดอื่ นอย่างมีนัยสําคัญ คือ  รา เอนโดไฟท์  

Lasiosphaeria sp. ซึ่ ง แยกได้จ ากส่ วน ใบขอ ง

กลว้ยไมเ้ขม็แดง (Ascocentrum curvifolium) และมี

ความสามารถในการยับยัง้  Fusarium sp. ซึ่งมี 

clear zone กว้าง 3.10 mm และยบัยัง้ Curvularia 

sp. ซึ่งม ีclear zone กวา้งถึง 7.17 mm (Figure 1) 

จงึคดัเลอืกมาใชใ้นการศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อ

การเจรญิเตบิโตและการสรา้งสารออกฤทธิ ์ 
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Figure 1 The epiphyte orchid host, Ascocentrum curvifolium (A). Lasiosphaeria sp.was isolated from the  

flower of Ascocentrum curvifolium (B). Lasiosphaeria sp. exhibited the strongest anti-pathogenic 

fungal activity against Cuvularia sp.by dual culture (C). 
 

3. สภาวะท่ีเหมาะสมของราเอนโดไฟท ์

Lasiosphaeria sp. 

การศึกษาการเจริญเติบโตของราเอนโด

ไฟท ์Lasiosphaeria sp. บนอาหาร PDB ซึง่ใชเ้ป็น

อาหารพื้นฐานในการเลี้ยง และทําการเก็บผลการ

ทดลองตลอดช่วงระยะเวลา 10 วัน โดยการชัง่

น้ําหนักแห้งของเส้นใยรา พบว่า ราเอนโดไฟท์ 

Lasiosphaeri sp. มีอัตราการเจริญเติบโตในระยะ 

log phase ในช่วงวนัที ่4-6 (Figure 2) และเลอืกใช้

วนัที่ 5 หลงัจากการเลี้ยงเป็นระยะเวลาอ้างอิงใน

การศกึษาสภาวะอื่นๆ ได้แก่ สภาวะที่มคีวามเป็น

กรด-ด่าง (pH 5 7 และ 9) อุณหภูม ิ(25 30 และ 35 

องศาเซลเซียส) และชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

(PDB, MEB และ CDB) จํานวนทั ้งหมด 27 สิ่ง

ทดลอ ง  ผลกา ร วัด น้ํ าหนั ก แห้ ง เ ส้น ใ ยของ 

Lasiosphaeria sp. พ บ ว่ า  Lasiosphaeria sp. 

เจรญิเตบิโตไดด้ทีีสุ่ดในอาหาร PDB ทีอุ่ณหภูม ิ30 

°C pH 5 และมีน้ํ าหนักแห้ง  547.67 mg/100 ml 

ของอาหารเลี้ยง (Table 2) โดยอาหาร PDB เป็น

อาหารพื้นฐานที่ใช้เลี้ยงราทัว่ไป มอีตัราส่วนของ 

คารบ์อน:ไนโตรเจน (C:N ratio) สงู ช่วยใหร้าหลาย

กลุ่มเจรญิเตบิโตไดด้ ีและมอีงคป์ระกอบสาํคญัช่วย

ในการสรา้ง spore (sporulation) ในการสรา้งเมด็ส ี

(pigmentation) (Griffith et al., 2007) Mathan et al. 

 (2013) ไดศ้กึษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการ

เจรญิเตบิโตของราเอนโดไฟท์ Aspergillus terreus 

KC 582297 พบวา่เจรญิเตบิโตในอาหาร PDB ไดด้ี

สดุ และสอดคลอ้งกบัผลการสรา้งสารออกฤทธิย์งัยัง้

เ ชื้ อ แ บ ค ที เ รีย  Staphylococcus aureus, Vibrio 

cholera, Vibrio parahaemolyticus, Escherichia 

coli แ ล ะ  Klebsiella oxytoca ไ ด้ ดี ก ว่ า ก า ร

เจรญิเตบิโตในอาหาร CDB  

สอดคลอ้งกบัผลทดสอบการตา้นราก่อโรค

พืช พบว่า Lasiosphaeria sp. สามารถยบัยัง้การ

เจรญิของรา Cuvularia sp. และ Fusarium sp. ไดด้ ี

ในขณะทีไ่ม่พบความสามารถในการตา้นแบคทเีรยี

ชนิดใดได ้(Table 3) แต่เมือ่เปรยีบเทยีบจากผลการ

ทดสอบการยบัยัง้ราก่อโรคพืชของราเอนโดไฟท์ 

Lasiosphaeria sp. โดยวธิ ีdual culture กบัวธิ ีagar 

well diffusion พบการยบัยัง้ราก่อโรคพชืลดลงในวธิ ี

agar well diffusion นอกจากน้ียังพบผลการต้าน

แบคทเีรยีไดน้้อย อาจเน่ืองมาจากในวธิ ีagar well 

diffusion ใชอ้าหารเลี้ยงราในการทดสอบ ราเอนโด

ไฟท์จะสรา้งสารออกมาภายนอกเซลล์ และละลาย

อยู่ในอาหารเลีย้ง อาจมปีรมิาณสารน้อย ทําใหส้าร

ออกฤทธิถ์ูกเจอืจาง เป็นผลใหก้ารยบัยัง้ราก่อโรคมี

ประสทิธภิาพน้อย ดงันัน้อาจตอ้งทาํใหส้ารออกฤทธิ ์

มีความเข้มข้นมากขึ้นด้วยวิธีทางเคมี (ณัฐวุฒิ, 

2549) 
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Figure 2 Mycelium dry weight of Lasiosphaeria sp. was obtained from PDB culture (pH 5.2) with 

various incubation times. Incubation was performed at 30 °C and 180 rpm. 
 

Table 2 Effect of different medium composition, initial pH and temperature on biomass of Lasiosphaeria 

sp. 

Temperature 

(°C)  
pH 

Mycelium dry weight (mg/100 ml) 

CDB media MEB media PDB media 

25  

5 17.03 ± 1.77kl 137.17 ± 25.20h 386.80 ± 37.51c 

7 17.27 ± 2.67kl 123.10 ± 13.53h 312.80 ± 32.28e 

9 14.33 ± 0.47kl 130.00 ± 16.69h 336.07 ± 18.25de 

30 

5 26.13 ± 1.33jkl 184.87 ± 60.98g 547.67 ± 21.40a 

7 24.30 ± 3.03jkl 183.37 ± 4.65g 456.97 ± 12.56b 

9 23.23 ± 0.91jkl 234.33 ± 18.05f 374.73 ± 70.53cd 

35  

5 18.00 ± 4.62kl 81.80 ± 13.13i 77.37 ± 21.35i 

7 9.93 ± 1.93l 66.48 ± 9.47ij 76.53 ± 32.84i 

9 6.93 ± 1.44l 57.87 ± 3.72ijk 48.33 ± 32.69ijkl 

Values are given as means ± SD of three experiments in each group. Values not sharing a common marking 

(a, b, c …) differ significantly at P<0.05 (DMRT).

0

200

400

600

800

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10M
yc

el
iu

m
 D

ry
 W

ei
gh

t (
m

g/
10

0 
m

l)

Days



  วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ปีที ่7 ฉบบัที ่2 2561  38 

 

Table 3 In vitro antimicrobial activity of Lasiosphaeria sp. against the tested organisms. 

Temp. 

(°C) 
pH 

Inhibition zone (mm) 

CDB media MEB media PDB media 
Cu Fu Sa Ec Bs Pa Cu Fu Sa Ec Bs Pa Cu Fu Sa Ec Bs Pa 

25  

5 - 4.50±0.50a - - - - - - - - - - 2.60±0.17c 2.03±0.06b - - - - 

7 1.60±0.17a 2.33±0.29d - - - - - - - - - - 2.90±0.10bc 1.33±0.29d - - - - 

9 1.67±0.29a 3.73±0.25b - - - - 1.67±0.29d 1.60±0.17cd - - - - 1.93±0.12d 2.93±0.12a - - - - 

30  

5 - 2.93±0.16c - - - - 2.97±0.05b 3.97±0.06a - - - - 1.67±0.29d 1.33±0.29 - - - - 

7 - 2.60±0.17cd - - - - 3.87±0.32a 3.23±0.25b - - - - 4.13±0.32a 1.83±0.29bc - - - - 

 9 1.17±0.29b 2.83±0.29cd - - - - 3.57±0.12a 1.83±0.29c - - - - 3.07±0.12b 1.57±0.12cd - - - - 

35  

5 - - - - - - 2.43±0.12c 1.17±0.29e - - - - 1.17±0.29e 1.17±0.29d - - - - 

 7 1.17±0.29b 1.17±0.29e - - - - 3.07±0.12b 1.33±0.29de - - - - 1.17±0.29e 1.33±0.29d - - - - 

 9 1.67±0.29a 2.90±0.36c - - - - 1.67±0.29d 1.17±0.29e - - - - 1.07±0.12e 1.17±0.29d - - - - 

Cu = Curvularia sp., Fu = Fusarium sp., Sa = Staphylococcus aureus, Ec = Escherichia coli, Bs = Bacillus subtilis, Pa = Pseudomonas aeruginosa and 

 Values are given as means ± SD of three experiments in each group. Values not sharing a common marking   

(a, b, c …) differ significantly at P<0.05 (DMRT)
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สรปุ 

จากการแยกราเอนโดไฟท์จากกล้วยไม้

จาํนวน 20 ตวัอยา่ง ใน 8 สกุล ไดแ้ก่ Dendrobium, 

Ascocentrum, Venda, Catteya, Hygrochilus, 

Cymbidium, Aerides และ Cleisostoma ได้ราเอน

โดไฟทจ์าํนวนทัง้หมด 97 ไอโซเลต โดยแยกไดจ้าก

ส่วนของใบ จํานวน 43 ไอโซเลต ส่วนของลําต้น 

จํานวน 39 ไอโซเลต และส่วนของดอก จํานวน 15 

ไอโซเลต พบว่าราเอนโดไฟท์ชนิด Lasiosphaeria 

sp. ซึ่ ง แ ย ก ไ ด้ม า จ าก ส่ ว น ใ บ ข อ ง กล้ ว ย ไม้  

Ascocentrum curvifolium สามารถต้านราก่อโรค

พืช  Fusarium sp. แล ะ  Curvularia sp. ได้ดีบน

อาหาร  PDA รา เอนโดไฟท์  Lasiosphaeria sp. 

เจรญิเตบิโตไดด้ทีีสุ่ดในอาหาร PDB ทีอุ่ณหภูม ิ30 

องศาเซลเซยีส pH 5 ซึ่งชัง่น้ําหนักแหง้ของเสน้ใย

ได้ 547.67 mg/100 ml อาหารเลี้ยง นอกจากน้ีน้ํา

เลีย้งเชือ้รายงัสามารถยบัยัง้รา Curvularia sp. และ 

Fusarium sp. ไ ด้  ดั ง นั ้ น ร า เ อ น โ ด ไ ฟ ท์  

Lasiosphaeria sp. จะถูกนํามาศกึษาการสร้างสาร

ออกฤทธิอ์ื่นๆ ต่อไป  
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	จากตัวอย่างกล้วยไม้ทั้งหมด 20 ตัวอย่าง ที่เก็บจากบริเวณอำเภอสะเมิง จังหวัดเชียงใหม่ ประเทศไทย เมื่อจัดจำแนกกล้วยไม้ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่ามีกล้วยไม้อยู่ 8 สกุล (genus) คือ Dendrobium, Ascocentrum, Venda, Catteya, Hygrochilus, Cymbidium, Aerides ...

