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บทคัดย่อ 

ทำการศึกษาความหลากหลายของราสาเหตุโรคไหม้ในข้าวและพืชใบเลี้ยงเดี่ยวชนิดอื่นๆ 
โดยการเก็บตัวอย่างพืชที่แสดงอาการไหม้ 33 ตัวอย่าง จากพืชเศรษฐกิจและวัชพืช (ข่้าว ผักปลาบ 
พืชวงศ์ขิง พืชวงศ์คล้า หญ้าแพงโกล่า กกและหญ้าวัชพืช) ท่ีปลูกหรือเจริญในบริเวณภาคเหนือ ได้แก่ 
จังหวัดเชียงราย เชียงใหม่ พะเยา ลำปาง ลำพูน และนครสวรรค์ และภาคตะวันออก ได้แก่ 
จังหวัดนครนายก หลังจากพิสูจน์โรคตาม Koch’s postulates และบ่งบอกชนิดของราสาเหตุโรคโดย 
ใช้ลักษณะสัณฐานและวิธีทางอณูชีววิทยา พบว่าราสาเหตุโรคไหม้ท้ังหมดจัดอยู่ในสกุล Pyricularia 
ซึ่งมีลักษณะสัณฐานของโคนิเดียที่หลากหลายขึ้นอยู่กับกลุ่มพืชอาศัย และบ่งบอกชนิดได้ถึงระดับ 
สปีชีส์ (P. caricis พบในกกวัชพืช P. costina, P. zingiberis และ Pyricularia sp. พบในพืชวงศ์ขิง 
P. sphaerulata พบในผักปลาบ Pyricularia sp. พบในพืชวงศ์คล้า) ยกเว้น P. grisea และ P. oryzae 
ท่ีพบในข้าว หญ้าแพงโกล่า และหญ้าวัชพืชต่างๆ ท่ีอยู่ในบริเวณนาข้าวหรือบริเวณอ่ืนมีลักษณะ 
สัณฐานไกล้เคียงกันมาก เม่ือเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนส์ rDNA-ITS, actin, β-tubulin 
และ calmodulin โดยใช้ Dactylaria sp. BS296 เป็น outgroup และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ 
ทางวิวัฒนาการด้วย maximum parsimony (MP, heuristic search options: tree-bisection-
reconnection-branch swapping, random stepwise sequences addition) และ distance (NJ, 
neighbor-joining: Kimura two-parameter distance measurement) พบว่า P. grisea และ P. oryzae 
เป็นราที่มีความสัมพันธ์ไกล้ชิดโดยมีบรรพบุรุษร่วมกัน (boostrap support 100%) และการวิเคราะห์ 
โดยใช้ข้อมูลจากทั้งสี่ยีนส์นี้สามารถระบุสปีชีส์ของราที่แยกได้จากข้าว (BS305, BS314) หญ้าวัชพืช 
ในนาข้าว (BS310, BS311) และหญ้าแพงโกล่าท่ีปลูกใกล้บริเวณนาข้าว (BS290) ว่าเป็น P. oryzae 
และราท่ีแยกได้จากหญ้าวัชพืชในสวนอนุบาลพันธ์ุไม้ (BS316) และบริเวณข้างทาง (BS279, BS281) 
คือ P. grisea และ Pyricularia sp. (CE) ตามลำดับ สำหรับ Pyricularia สปีชีส์อ่ืนๆ ท่ีมีความแตกต่าง 
ของลักษณะสัณฐานอย่างชัดเจนไปจากราที่พบในข้าว เช่นที่พบในกกวัชพืชและพืชวงศ์ขิง มีความ 
สัมพันธ์ที่ห่างไกลจาก P. grisea และ P. oryzae โดยใน phylogenetic trees ที่สร้างจากยีนส์ทั้งสี่ 
ในการศึกษาครั้งนี้โดยวิธี MP และ NJ มีค่า boostrap support แต่ละ clade สูงถึง 100% สอดคล้อง 
กับการระบุชนิดของ Pyricularia ดังกล่าวโดยใช้ลักษณะสัณฐาน 
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จากการคัดกรองราเอนโดไฟท์ท่ีแยกได้จากพืชใบเล้ียงเด่ียว (กระเจียว: Curcuma ecomata, 
กระเจียวขาว: Cu. parviflora, กระชาย: Boesenbergia pandurata, กระทือ: Zingiber zerumbet, 
กุก: Amomum siamense, ขมิ้นขาว: Cu. mangga, ข่า: Alpinia galanga, ข่าป่า: Al. malaccensis, 
บันไดสวรรค์ดอกสีส้ม: Costus curvibracteatus, ปุดคางคก: Etlingera litteralis, ไผ่: Bambusa 
sp., ไพล: Z. cassumunar, พืชสกุลกระชาย: Boesenbergia sp., พืชสกุลข่า: Alpinia sp., 
และมหาหงส:์ Hedychium coronarium) จำนวน 51 ไอโซเลท โดยเพาะเลี้ยงในอาหาร 5 ชนิด 
ได้แก่ glucose soybean meal broth (F1), malt extract corn starch broth (F2), glucose 
soybean oil peptone (F3), potato dextrose galangal powder broth (F4) และ potato dextrose 
broth (F5) บ่มเชื้อบนเครื่องเขย่าแบบซ้าย-ขวา ที่อุณหภูมิห้อง 7 วัน จากนั้นกรองแยกส่วนของ 
น้ำเลี้ยงเชื้อมาทำแห้งและละลายด้วย 10% DMSO เตรียมเป็นสารสกัดหยาบ และทดสอบฤทธิ์ต้าน 
เช้ือราสาเหตุโรคไหม้ 8 สายพันธ์ุ ได้แก่ Pyricularia costina BS193, P. oryzae BS265, P. oryzae 
BS267, P. oryzae BS285, P. sphaerulata BS151, Pyricularia sp. BS191, Pyricularia sp. 
BS279 และ Pyricularia sp. BS286 ด้วยวิธี agar well diffusion และใช ้ 10% DMSO และ 20 
mg/ml benomyl เป็นสารควบคุม พบว่าราเอนโดไฟท์ 82% และ 35% ของจำนวนท่ีคัดกรอง 
สร้างสารต้าน Pyricularia ได้อย่างน้อยหนึ่งสายพันธุ์ โดยยับยั้งการเจริญของราสาเหตุโรคได้ 
มากกว่า 15% และ 30% ตามลำดับ และการคัดกรองด้วยการเลี้ยงราเอนโดไฟท์แต่ละไอโซเลทใน 
อาหารทั้ง 5 ชนิดนั้นทำให้เพิ่มโอกาสในการสร้างสารต้านเชื้อราได้ ดังเช่น Pestalotiopsis 
maculiformans PDB151 ที่เลี้ยงใน F2 (17–65%) และ F4 (26–39%) สร้างสารยับยั้งการเจริญของ 
ราสาเหตุโรคไหม้ได้ดีกว่าที่เลี้ยงในอาหารชนิดอื่น (13–39%) และสารสกัดหยาบท่ีได้จาก F2 (113 
mg/ml) และ F4 (161 mg/ml) ยังพบสัญญาณโปรตรอนของกลุ่มสารที่น่าสนใจมากกว่าการเลี้ยงใน 
อาหารชนิดอื่น ดังนั้นจึงเลือกราเอนโดไฟท์ชนิดนี้มาเล้ียงเพิ่มปริมาณใน F2 และ F4 เพ่ือสกัดแยกและ 
ระบุชนิดของสารด้วยวิธี chromatography และ spectroscopy ต่างๆ พบว่าแยกสารได้ 6 ชนิด 
ซ่ึงเป็นสารอนุพันธ์ของ phenol 1 ชนิด (tyrosol) และสารอนุพันธ์ของ lactones 5 ชนิด (pestalotin, 
dehydropestalotin, hydroxypestalotin, oxysporone และอนุพันธ์ของ lactones ที่ยังไม่ทราบ 
โครงสร้างมาก่อน) โดยสารหลักที่พบคือ pestalotin (22–39% yield) ซ่ึงยับย้ังการเจริญของ P. 
oryzae ได้และมีความเป็นพิษตำ่ต่อไรแดงซึ่งเป็นแพลงก์ตอนสัตว์ นอกจากนี้ pestalotin มีแนวโน้ม 
ในการยับยั้งการเข้าสู่กระบวนการแบ่งตัวของเซลล์เช้ือสายมะเร็งปอดมนุษย์ NCI-H1299 โดยที่ 72 
ชั่วโมงหลังการทดสอบ เซลล์ที่ได้รับสารน้ีมีค่าดัชนีการแบ่งตัวของเซลล์แบบไมโทซีส (3.01%) 
ต่ำกว่าในเซลล์กลุ่มควบคุม (7.66%) และนิวเคลียสของเซลล์ท่ีได้รับสารน้ีมีลักษณะผิดปกติไปจากเดิม 
จากผลการศึกษาในครั้งนี้ แสดงให้เห็นว่าราเอนโดไฟท์จากพืชใบเลี้ยงเดี่ยวเป็นแหล่งที่มีศักยภาพ 
ของสารออกฤทธิ์ชีวภาพ ซึ่งอาจเป็นประโยชน์ในทางการแพทย์และเกษตรกรรม 
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Abstract 

The present study was aimed to investigate the biodiversity of blast fungi in rice and 
other monocots. Thirty three samples with blast symptoms were collected from economic 
plants and weeds (commelina, rice, grass weeds, Maranthacae, pangola grass, sedges and 
Zingiberaceae) growing in northern (Chiang Rai, Chiang Mai, Payao, Lampang, Lumphun 
and Nakhon Sawan provinces) and easthern (Nakhonnayok province) Thailand and 
diagnosis of the causal agents were carried according to Koch’s potulates. Blast fungi of 
various hosts collected in the present study were identified as Pyricularia which diverse in 
morphological characteristic of conidia (P. caricis: sedges, P. costina, P. zingiberis and 
Pyricularia sp.: Zingiberaceae, P. sphaerulata: commenlina, Pyricularia sp.: Maranthaceae). 
Pyricularia grisea and P. oryzae (rice, pangola and other grasses) were very similar in 
conidial characteristeritics and multilocus phylogenetic analysis based on rDNA-ITS, actin, β-
tubulin and calmodulin genes performing with Dactylaria sp. BS296 as outgroup, parsimony 
(MP, heuristic search options: tree-bisection-reconnection-branch swapping, random 
stepwise sequences addition) and distance (NJ, neighbor-joining: Kimura two-parameter 
distance measurement) criteria, disclosed a monophyletic group (bootstrap support 100%). 
The combined analysis of the four gene regions also showed that blast fungi isolated from 
rice (BS305, BS314), grass weeds in rice field (BS310, BS311) and pangola growing close to 
rice field (BS290) are P. oryzae, while fungal strains isolated from grass weeds in plant 
nursery (BS316) and road-side (BS279, BS281) are P. grisea and Pyricularia sp. (CE), 
respectively. The group consisting of other Pyricularia species (e.g., found in sedges and 
Zingiberaceae) were related distantly to the monophyletic group of P. grisea and P. oryzae. 
The phylogenetic trees constructed from the four genes again correlated the groups of each 
morphologically identified Pyricularia species with 100% bootstrap support in MP and NJ 
analyses.
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The present study was also aimed to screen for antifungal activity of endophytic 
fungi isolated from some monocots (Alpinia galanga, Al. malaccensis, Alpinia sp., Amomum 
siamense, Bambusa sp., Boesenbergia pandurata, Boesenbergia sp., Costus 
curvibracteatus, Curcuma ecomata, Cu. mangga, Cu. parviflora, Etlingera litteralis, 
Hedychium coronarium, Zingiber cassumunar and Z. zerumbet) and to evaluate active 
compounds isolated from the selected potent strains. Fifty one endophytic fungi were grown 
in five fermentation media (glucose soybean meal broth: F1, malt extract corn starch broth: 
F2, glucose soybean oil peptone: F3, potato dextrose galangal powder broth: F4 and potato 
dextrose broth: F5) and incubated on a reciprocal shaker at room temperature for 7 days. 
The crude extracts from fermentation broths were tested for antifungal activity against 8 
strains of blast fungi, Pyricularia costina BS193, P. oryzae BS265, P. oryzae BS267, P. 
oryzae BS285, P. sphaerulata BS151, Pyricularia sp. BS191, Pyricularia sp. BS279 and 
Pyricularia sp. BS286, by the agar well diffusion method (10% DMSO and 20 mg/ml 
benomyl were used as negative and positive control, respectively). Up to 82% and 35% of 
crude extracts obtained from endophytic fungi displayed more than 15% and 30% inhibition 
at least one strains of Pyricularia. Culture of each endophytic fungal strain in different 
fermantation media increased production of active copounds against tested Pyricularia, e.g., 
Pestalotiopsis maculiformans PDB151 cultured in F2 (17–65%) and F4 (26–39%) produced 
active compounds to inhibit growth of blast fungi better than cultured in other media (13–
39%). The results revealed that crude extracts of endophytic fungi P. maculiformans 
PDB151 from F2 and F4 were most inhibited blast fungi and showed interesting 1H NMR 
spectra. Therefore, bioactive compounds produced by this strain in both media were then 
extracted, purified and identified using chromatography and spectroscopy. The crude 
extracts of P. maculiformans PDB151 upon chromatographic separation, afforded six 
compounds, 1 phenol derivative (tyrosol) and 5 lactone derivatives pestalotin, dehydro-
pestalotin, hydroxypestalotin, oxysporone and unknown structure of lactone derivative). 
Pestalotin was the major compound (22–39% yield) which displayed antifungal activity 
against P. oryzae, with a weak cytotoxicity against zooplankton Moina macrocopa. This 
compound also tended to inhibit cell division process of humann lung cancer cell line, NCI-
H1299, as the evidences of cells treated with this compound (3.01%) had lower mitotic 
index than cells in control (7.66%) and abnormal (bean-shape) nuclei in treated cells. These 
results indicated that endophytic fungi from monocotyledonous plants are a potential source 
of bioactive compounds that may useful in pharmaceuticals and agriculture. 

 

Keywords : Endophytes, bioactive compounds, Pyricularia, rice blast 
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บทนำ 

 

ข้าว (Oryza sativa) เป็นธัญพืชที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทยและโลก 
เนื่องจากข้าวเป็นพืชอาหารหลักที่สำคัญของประชากร โดยเฉพาะในประเทศแถบทวีปเอเชีย 
สำหรับประเทศไทย มีผลผลิตข้าวในแต่ละปีเป็นจำนวนมากเพื่อการบริโภคภายในประเทศ และเป็น 
สินค้าส่งออกที่สำคัญ ในปี พ.ศ. 2551–2554 ประเทศไทยส่งออกข้าวมากที่สุดในโลก อยู่ระหว่าง 
8.59–10.01 ล้านตัน ซึ่งสามารถสร้างรายได้และทำเงินเข้าประเทศสูงถึง 168,634–200,892 ล้านบาท 
(สํานักมาตรฐานสินคานําเขาสงออก, 2554) แต่การผลิตข้าวยังคงประสบปัญหาซึ่งส่งผลกกระทบต่อ 
ปริมาณและคุณภาพของผลผลิต 

ปัญหาเร่ืองโรคเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีทำให้ผลผลิตข้าวลดลงโดยเฉพาะโรคไหม้ซ่ึงมีเช้ือสาเหตุ คือ 
Pyricularia oryzae หรือ P. grisea เชื้อสามารถเข้าทำลายพืชได้ทุกส่วนและทำความเสียหายให้พืช 
ได้ทุกระยะการเจริญเติบโต โดยพบการระบาดมากในเขตภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
ภาคตะวันตก และภาคใต้ของไทย นอกจากนี้ราสาเเหตุโรคไหม้ยังมีพืชอาศัยกว้าง สามารถเข้า 
ทำลายพืชใบเลี้ยงเดี่ยวที่สำคัญทางเศรษฐกิจชนิดอื่น เช่น ข้าวสาลี ข้าวบาร์เลย์ ข้าวโอ๊ต ขิง ข่า 
เป็นต้น โดยเชื้อสาเหตุสามารถแพร่กระจายได้ทั่วบริเวณเพาะปลูก และอาจจะสามารถอาศัยในพืช 
ทางเลือกชนิดอื่นได้ เช่น หญ้าวัชชพืช กกวัชชพืช (พัฒนาและคณะ, 2537; กรมการข้าว, 2551; 
Hashioka, 1973; Couch and Kohn, 2002; Sirithunya et al., 2008; Rathaiah, 1980; Ou, 1987; 
Sarbajna, 1990; Purchio and Muchovej, 1993) สำหรับในภาคเหนือของประเทศไทย พบว่าหญ้า 
เลี้ยงสัตว์ เช่น หญ้าแพงโกล่า ที่ปลูกไกล้แปลงปลูกข้าวนั้นมีการระบาดของโรคไหม้อย่างรุนแรง 
ซึ่งราสาเหตุอาจจะเป็นชนิดเดียวกันหรือต่างสายพันธ์ุกัน นอกจากนี้ ในแต่ละภาคของประเทศไทย 
จะมีพันธุ์ข้าวปลูกของตัวเอง ข้าวจึงเป็นพืชที่มีความผันแปรทางพันธุกรรมสูง รวมถึงราสาเหตุโรค 
ไหม้ก็มีความผันแปรทางพันธุกรรมสูงเช่นกัน (Asuyama, 1965; Borromeo et al., 1993; Shull 
and Hamer, 1994; Kato et al., 2000; Dean et al., 2005; Sirithunya et al., 2008) หากมกีาร 
ศึกษาความหลากหลายของราสาเหตุโรคไหม้ในข้าว พืชใบเลี้ยงเดี่ยวที่สำคัญทางเศรษฐกิจชนิดอื่น 
และพืชทางเลือกที่พบในประเทศไทย น่าจะช่วยในการวางแผนการป้องกันพืชและการตัดสินใจเลือก 
วิธีการป้องกันกำจัดราสาเหตุโรคไหม้ได้ดียิ่งขึ้น ดังเช่นในหลายประเทศที่มีการเพาะปลูกข้าว และ 
ธัญพืชอื่นๆ เช่น จีน ญี่ปุ่น ฟิลิปปินส์ อินเดีย และบราซิล ได้ศึกษาความหลากหลายของราสาเหตุ 
โรคไหม้ โดยใช้เทคนิคต่างๆ ร่วมกับเทคนิคทางชีวโมเลกุล (เช่น การวิเคราะห์ลายพิมพ์ DNA จาก 
rep-PCR/PCR-RFLP, การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ rDNA ITS และยีนส์ท่ีเก่ียวข้องกับ 
กระบวนการเข้าทำลายพืชของเชื้อรา actin/β-tunulin/calmodulin genes) ในการป้องกันและควบคุม 
ราสาเหตุโรคร่วมกับการจัดการโดยวิธีอื่น (Chen et al., 2006; Mishra et al., 2006; Hirata et al., 
2007; Prabhu et al., 2007; Yamagashira et al., 2008) 

การใช้สารเคมีในการควบคุมโรคแม้ว่าจะให้ผลดี แต่ทำให้ต้นทุนการผลิตสูงขึ้น จึงขาดความ 
สามารถในการแข่งขันกับประเทศคู่แข่งทางด้านราคา และยังมีพิษตกค้างจนก่อให้เกิดอันตรายต่อ 
คุณภาพชีวิตและสิ่งแวดล้อม ซึ่งอาจเกิดจากการใช้สารเคมีในปริมาณที่มากเกินไป หรือใช้ผิดวิธี 
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สารเคมีอาจไปทำลายจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์แก่พืชในดิน แมลงศัตรูธรรมชาติ หรืออาจทำให้เชื้อรา 
สาเหตุเกิดความต้านทาน (ทัศนีย์, 2540; กรมการข้าว, 2551; Tharreau et al., 2000; Noenplab 
et al., 2006) ประกอบกับปัจจุบันการส่งออกสินค้าเกษตรที่มุ่งเน้นความปลอดภัยทางด้านอาหาร 
และการเกษตรแบบยั่งยืน เช่น เกษตรอินทรีย์ เกษตรธรรมชาติ เกษตรปลอดภัยจากสารพิษ 
เป็นที่ต้องการมากขึ้น ดังนั้นการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีด้วยการใช้จุลินทรีย์กลุ่มต่างๆ เช่น 
ราเอนโดไฟท์ ซึ่งจัดเป็นจุลินทรีย์กลุ่มหนึ่งที่มีศักยภาพในการได้มาซึ่งสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
ซ่ึงอาจเป็นสารต้านเช้ือราในกลุ่มใหม่ๆ และเป็นผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติท่ีสามารถใช้ในการควบคุม 
โรคพืชทดแทนการใช้สารเคมีที่ต้องนำเข้าได้ (Dingle and McGee, 2003; Rubini et al., 2005; 
Paterson, 2006; Huang et al., 2008; Adelin et al., 2011a,b; Pimentel et al., 2011) ก็จะ 
เป็นแนวทางในการลดต้นทุนการผลิต เพ่ิมศักยภาพในการแข่งขันกับประเทศคู่แข่ง และจัดการความ 
เสี่ยงจากสารพิษตกค้าง อันจะนำไปสู่การเกษตรแบบยั่งยืน การพัฒนาเศรษฐกิจการค้าที่ยั่งยืน และ 
อาหารปลอดภัย 

โครงการนี้เป็นการศึกษาความหลากหลายของราสาเหตุโรคไหม้ของข้าว พืชใบเลี้ยงเดี่ยวที่ 
สำคัญทางเศรษฐกิจชนิดอื่น และวัชชพืชที่พบในประเทศไทย และการคัดเลือกราเอนโดไฟท์จากพืช 
ใบเล้ียงเด่ียวที่สามารถสร้างสารต้านราสาเหตุโรคไหม้ได้ ซ่ึงราเอนโดไฟท์จากพืชใบเล้ียงเด่ียว ได้แก่ 
ข่้าว หญ้า กล้วย ขิง ข่า นั้นเป็นพืชท่ีมีการศึกษาทางด้านราเอนโดไฟท์มาบ้างแล้ว โดยพบว่ามีรา 
หลากหลายชนิด และมีราชนิดใหม่ๆ ด้วย (Bussaban et al., 2001a,b,c, 2002, 2003a,b; Photita, 
2003; Bhilabutra, 2009) ราเหล่านี้จึงน่าสนใจที่จะนำมาคัดกรองหาสายพันธ์ุท่ีสามารถผลิตสารต้าน 
ราสาเหตุโรคไหม้ซึ่งก่อโรคในพืชที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจหลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ข้าว 
และเก็บรักษาเชื้อสายพันธ์ุที่ผ่านการคัดกรองแล้วไว้เป็นแหล่งชีวภาพสำหรับการนำไปใช้ประโยชน์
ด้านอื่นต่อไป ในการศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ 

1.) ศึกษาความหลากหลายของราสาเหตุโรคไหม้ในข้าวและพืชชนิดอื่นโดยวิธีทางอณูชีววิทยา 
(เช่น วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ nuclear large subunit rDNA/rDNA ITS/actin/β-
tubulin/ calmodulin genes) ร่วมกับลักษณะสัณฐาน 

2.) คัดกรองราเอนโดไฟท์ท่ีแยกได้จากพืชใบเล้ียงเด่ียวในการสร้างสารออกฤทธ์ิต้านเช้ือราท่ีเป็น 
สาเหตุโรคไหม้ Pyricularia spp. 

3.) สกัดแยกและศึกษาสูตรโครงสร้างของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ได้จากราที่คัดเลือก 

4.) จัดทำฐานข้อมูลและรวบรวมสายพันธ์ุบริสุทธ์ิของราเอนโดไฟท์ท่ีแยกได้จากพืชใบเล้ียงเด่ียว 
โดยเก็บระยะยาวในรูปที่มีชีวิตสำหรับการนำไปใช้ประโยชน์ด้านอื่นในอนาคต 

 
 



 

วิธีการทดลอง 

 

1.  การศึกษาความหลากหลายของเช้ือราสาเหตุโรคไหม้ Pyricularia 

การเก็บตัวอย่างและการแยกเชื้อราสาเหตุ 

เก็บตัวอย่างพืชท่ีแสดงอาการไหม้ (blast) มีแผลจุดสีน้ำตาลส่วนใหญ่คล้ายรูปตาท่ีใบ มีสีเทา 
หรือน้ำตาลอมเทาอยู่ตรงกลางแผล ขอบแผลสีม่วงหรือน้ำตาลเข้ม ส่วนใหญ่บริเวณรอบขอบแผล 
จะมีสีเหลือง (yellow halo) แผลสามารถขยายลุกลามและกระจายทั่วบริเวณใบหรือส่วนอื่นของพืช 
อาการคล้ายถูกไฟไหม้ (Figure 1) โดยเก็บจากทั้งพืชเศรษฐกิจและวัชชพืช ได้แก่ ข่้าว ผักปลาบ 
พืชวงศ์ขิง พืชวงศ์คล้า หญ้าแพงโกล่า หญ้าขน กกและหญ้าวัชชพืชอ่ืนๆ ท่ีปลูกหรือเจริญในบริเวณ 
ภาคเหนือ ได้แก่ จังหวัดเชียงราย เชียงใหม่ พะเยา ลำปาง ลำพูน และนครสวรรค์ และภาค 
ตะวันออก คือ จังหวัดนครนายก นำตัวอย่างพืชมาตรวจลักษณะเชื้อสาเหตุโรคไหม้ภายใต้กล้อง 
จุลทรรศน์ จากนั้นนำตัวอย่างพืชบ่มในกล่องหรือถุงพลาสติกที่มีสำลีชุบน้ำเพื่อเพิ่มความชื้น เมื่อรา 
เจริญจึงทำการแยกเชื้อบริสุทธิ์โดย single spore methods ตามวิธีของ Choi et al. (1999) เลี้ยงรา 
ที่ได้ในอาหาร potato dextrose agar (PDA) หรือ malt exract agar (MEA) บ่งบอกชนิดและ 
ทดสอบความสามารถในการก่อโรคของราสาเหตุโรคไหม้แต่ละชนิดตาม Koch’s potulates บนใบที่ 
ปกติของพืชอาศัยแต่ละชนิด (Figure 2) 

 

 

Figure 1. Blast disease symptoms on various hosts. a, b. Amomum siamense, c. 
Boesenbergia pandurata, d. Etlingera littoralis, e. Maranthaceae, f. Commenlina sp., g. 
Stenotaphrum sp., h. Brachiaria muticus, i, j. Oryza sativa. 
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Figure 2. Pathogenicity test of Pyricularia on detached leaves of individual host following 
Koch’s postulates. a. Blast symptoms collected from the field, b. Pyricularia isolated from 
blast symptoms, c. Occurring of blast symptoms after inoculation of Pyricularia isolated for 
72 h, d. Pyricularia re-isolated from the symptoms of the detached leaves. 
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การบ่งบอกชนิดเชื้อราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและวิธีทางอณูชีววิทยา 

บ่งบอกชนิดเช้ือรา โดยใช้ลักษณะสัณฐาน เช่น ลักษณะโคโลนี ลักษณะสัณฐานของสปอร ์
อันได้แก่ขนาดและรูปร่างของสปอร์ รวมถึงลักษณะอื่นๆ พิจารณาเปรียบเทียบกับหนังสือและงาน 
ตีพิมพ์ในวารสารวิชาการ เช่น Ellis (1971, 1976), von Arx (1981), Bussaban et al. (2003b), 
Park and Shin (2009) และ McKenzie et al. (2010) และใชว้ิธีทางอณูชีววิทยา 

สกัด DNA ด้วยวิธี SDS-CTAB (sodium dodecyl sulfate-cetylmethylammonium, 
Bussaban et al., 2005) ขูดเส้นใยและสปอร์ที่เลี้ยงในอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 ºC เป็นเวลา 7–
10 วัน นำมาทำให้แห้ง (freeze-dried) และบดใน Eppendorf tube ขนาด 1.5 ml จนเส้นใยละเอียด 
ด้วยการผสม quartz sand และเติม lysis buffer ที่เย็นจัด 0.75 ml จากนั้นเติม SDS 
ให้สารละลายมีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 2% เขย่าให้เข้ากัน และบ่มที่ 65 °C นาน 30–45 นาท ี
แล้วจึงนำมาปั่นให้ตกตะกอนที่ 13,000 รอบ/นาท ี นาน 15 นาท ี ใช้ไปเปตดูด supernatant 
ใส่ในหลอดใหม่ เติม NaCl โดยปรับให้สารละลายมีความเข้มข้นเป็น 1.4 M และเติม 10% CTAB 
buffer ในปริมาณ 1/10 ของปริมาตรของสารละลายในหลอด เขย่าให้เข้ากัน แล้วบ่มที่ 65 °C นาน 
10 นาท ีนำมาทำให้เย็นลงที่ 15 °C เป็นเวลา 2 นาที เติม chloroform isoamyl alcohol 24:1 (v/v) 
ในปริมาตรที่เท่ากันกับสารละลายที่มีอยู่เดิมในหลอด ผสมให้เข้ากัน แล้วนำมาปั่นให้ตกตะกอนที่ 
13,000 รอบ/นาท ี นาน 15 นาท ี สกัด supernatant ซ้ำด้วย chloroform isoamyl alcohol 
จนกระทั่งชั้นที่กั้นกลางใส จากนั้นใช้ไปเปตดูด supernatant ใส่ในหลอดใหม่ เพื่อตกตะกอน DNA 
โดยเติม 100% ethanol (เก็บที่ -20 °C) ปริมาตร 2 เท่า นำมาปั่นให้ตกตะกอนที่ 13,000 รอบ/นาท ี
ที่ 4°C นาน 15 นาท ี ใช้ปิเปตดูดส่วน supernatant ทิ้งและล้าง pellet ด้วย 70% ethanol 
โดยการเขย่าแล้วนำไปปั่นที่ 13,000 รอบ/นาท ีนาน 10 นาท ีดูดส่วน supernatant ทิ้งแล้วล้างด้วย 
70% ethanol อีกครั้งหนึ่ง ทำเช่นเดิมเหมือนการล้างครั้งแรก หลังจากดูด supernatant ทิ้งแล้ว 
ส่วนที่เหลือในหลอดคือ DNA จากนั้นทำให้ DNA แห้งที่อุณหภูมิห้อง ก่อนนำไปละลายใน 0.002% 
RNAse (5 µg/ml) ใน TE buffer ปริมาตร 50 µl แล้วนำไปบ่มที่ 37 °C นาน 1 ชั่งโมง เพื่อทำลาย 
RNA ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA ด้วยการทำอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใช้ 1kb DNA ladder 
เป็น marker จากนั้นนำไปเก็บ ที่อุณหภูมิ –20 ºC จนกว่าจะนำไปใช้ 

เพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมายของเชื้อรา (nuclear small subunit rDNA/nuclear large 
subunit rDNA/rDNA-ITS/actin/β-tubulin/calmodulin genes) ด้วยวิธี Polymerase Chain 
Reaction (PCR) โดยใช้ primer ต่างๆ (Table 1) เตรียม PCR ปริมาตร 20 µl ซึ่งประกอบด้วย 
DNA เจือจาง 5–10 เท่า 1 µl, 2X PCR Master mix solution (i-Taq) (Intron Biotechnology) หรือ 
Phusion Flash High Fidelity PCR master mix solution (Intron Biotechnology) 10 µl, primer 
แต่ละตัว (10 pmol/µl sense, anti-sense) 1 µl และเติม ddH2O เพื่อปรับปริมาตรให้เป็น 20 µl 
ปฏิกิริยาที่ใช้สำหรับเริ่มการ สังเคราะห์ DNA ใน GeneAmp 9700 thermo cycler (Applied 
Biosystems) คือ denaturation ที่ 95 °C เป็นเวลา 4 นาท ี และทำปฏิกิริยาจำนวน 30 รอบ 
โดยเวลาและอุณหภูมิแต่ละรอบทำตามที่มีในรายงานการเพิ่มปริมาณ DNA โดยใช้ primer ต่างๆ 
กับรากลุ่มนี้ (Couch and Kohn, 2002; Bussaban et al., 2005; Thongkantha et al., 2008) 



 6 

เมื่อปฏิกิริยาครบ 30 รอบแล้วปล่อยไว้ ที่อุณหภูมิ 72 °C นาน 7 นาที จากนั้นนำผลผลิต PCR ที่ได้ 
ไปตรวจสอบด้วยการทำอิเล็กโทรโฟรีซิสที่ 90 โวลท์ บน 1 % agarose gel ใน TAE buffer 
แล้วย้อมแถบ DNA ด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ และตรวจดูภายใต้ UV transilluminator จากนั้นนำ 
ผลผลิต PCR ที่ได้มาทำให้บริสุทธิ์ด้วย Nucleospin Extract II (Macherey-Nagel) ตามวิธีการ 
ในคู่มือ ก่อนนำผลผลิต PCR ที่ได้ส่ง sequencing ที่ 1st BASE Laboratories (Malaysia) เมื่อได้รับ 
sequences นำมายืนยันผลด้วยการวิเคราะห์ complementary ของ DNA ทั้งสาย sense และ anti-
sense ด้วยโปรแกรม SEQUENCHER version 3.1.1 for Macintosh (Applied Biosystems) หรือ 
SEQUENCHER version 4.1.4 for Windows (Gene Codes Corporation) เพื่อใช้ sequences 
เหล่านั้นในขั้นตอนวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

ค้นหา sequences ของเชื้อราที่สนใจจาก GenBank และ BLAST (http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/BLAST) เพื่อเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อราสายพันธุ์ต่างๆ (multiple 
sequences alignment) โดยโปรแกรม CLUSTAL W version 1.82 (Thompson et al., 1994) 
และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของราสกุล Pyricularia (Table 2) ในงานวิจัยนี้ร่วมกับ 
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อราจากรายงานของ Hirata et al. (2007) โดยโปรแกรม PAUP* 4.0b10 
(Swofford, 2002) และสร้าง phylogenetic tree โดยวิธี maximum parsimony (MP, heuristic 
search options: tree-bisection-reconnection-branch swapping, random stepwise sequences 
addition) และวิธี distance (NJ, neighbor-joining: Kimura two-parameter distance 
measurement) สำหรับ DNA sequence alignments และ trees ส่งไปเก็บที่ TreeBASE 
(http://www.treebase.org/treebase/index.html) 

 

Table 1. Primers used for PCR amplification and sequencing in the present study. 

Primer sequences 5’ to 3’ Number of 
base pair 

References 

ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 22 White et al., 1990 
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 20 White et al., 1990 
NS1 GTAGTCATATGCTTGTCTC 19 White et al., 1990 
NS4 CTTCCGTCAATTCCTTTAAG 20 White et al., 1990 
LROR ACCCGCTGAACTTAAGC 17 Vilgalys & Hester, 1990 
LR5 TCCTGAGGGAAACTTCG 17 Vilgalys & Hester, 1990 
ACT-512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC 20 Carbone & Kohn, 1999 
ACT-738R TACGAGTCCTTCTGGCCCAT 20 Carbone & Kohn, 1999 
Bt1a TTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATG 24 Glass & Donaldson, 1995 
Bt1b GACGAGATCGTTCATGTTGAACTC 24 Glass & Donaldson, 1995 
CAL-228F GAGTTCAAGGAGGCCTTCTCCC 22 Carbone & Kohn, 1999 
CAL-737R CATCTTTCTGGCCATCATGG 20 Carbone & Kohn, 1999 
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Table 2. The sources of Pyricularia isolates and allied genera used for nuclear small 
subunit rDNA, nuclear large subunit rDNA, ITS1-5.8S-ITS2 rDNA, actin, β-tubulin and 
calmodulin genes sequence analysis. 

Taxon Strain No. (Genotype*) Host 
Geographic 
origin 

Dactylria sp. a BS296 Digitaria didactyla Nakhonnayok 

Pyricularia caricis a BS198 Cyperus sp. Chiang Mai 

P. caricis a BS199 Cyperus sp. Chiang Mai 

P. costina a BS134 Amomum siamense Chiang Mai 

P. costina a BS193 Zingiberaceae Chiang Mai 

P. grisea a BS316 Digitaria sp. Nakhonnayok 

P. oryzae a BS290 D. eriantha c Lampang 

P. oryzae a BS314 Oryza sativa Nakhonnayok 

P. oryzae a BS305 O. sativa var. japonica Chiang Rai 

P. oryzae a BS310 Eleusine sp. c Chiang Rai 

P. oryzae a BS311 Brachiaria sp. c Chiang Rai 

Pyricularia sp. (CE) a BS279 Stenotaphrum sp. Chiang Mai 

Pyricularia sp. (CE) a BS281 Stenotaphrum sp. Chiang Mai 

Pyricularia sp. a BS191 Boesenbergia pandurata Chiang Mai 

Pyricularia sp. a BS286 Boesenbergia sp. Chiang Mai 

P. zingiberis a BS130 Zingiberaceae Chiang Mai 

P. grisea b Dig41 (Dssh1) D. sanguinalis Japan 

P. grisea b NI907 (Dssh2) D. sanguinalis Japan 

P. grisea b Br33 (Dssh3) D. horizontalis  Brazil 

P. higginsii b HYCI201-1-1 (Ci) C. iria Japan 

P. oryzae b Ken 54-04 (Os2) O. sativa Japan 

P. oryzae b Ken 54-20 (Os1) O. sativa Japan 

P. oryzae b Ina 72 (Os3) O. sativa Japan 

P. oryzae b PO-02-7306 (Os4) O. sativa Indonesia 

P. oryzae b GFSI1-7-2 (SP) Setaria italica  Japan 

P. oryzae b G10-1 (TELE1) E. coracana  Japan 

P. oryzae b SZEC1-1-1 (TELE2) E. coracana Japan 

P. oryzae b Br58 (As) Avena sativa  Brazil 

P. oryzae b Br3 (TELE3) Triticum aestivum Brazil 
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Taxon Strain No. (Genotype*) Host 
Geographic 
origin 

P. oryzae b Br35 (Bp1) Br. plantaginea  Brazil 

P. oryzae b Bp3a (Bp2) Br. plantaginea  Brazil 

Pyricularia sp. (CE) b NI981 (CE1) Cenchrus ciliaris Japan 

Pyricularia sp. (CE) b Br36 (CE2) C. echinatus  Brazil 

Pyricularia sp. (Kb) b HYKB202-1-2 (Kb1) Kyllinga brevifolia Japan 

Pyricularia sp. (Kb) b FKKB201-1-5 (Kb2) K. brevifolia Japan 

Pyricularia sp. (LS) b NI919 (Lo) Leersia oryzoides Japan 

Pyricularia sp. (LS) b Br37 (Sg) Se. geniculata Brazil 

Pyricularia sp. (SsPb) b INA-B-92-45 (Ss) Sasa sp. Japan 

Pyricularia sp. (SsPb) b INA-B-93-19 (Pb) Phyllostachys bambusoides Japan 

P. zingiberis b HYZiM101-1-1-1 (Zm1) Zingiber mioga Japan 

P. zingiberis b HYZiM201-0-1 (Zm2) Z. mioga Japan 

P. zingiberis b HYZiM202-1-2 (Zm3) Z. mioga Japan 

P. zingiberis b HYZiM201-1-1 (Zm4) Z. mioga Japan 

P. zizaniicola b IBZL3-1-1 (Zl1) Zizania latifolia Japan 

P. zizaniicola b KYZL201-1-1 (Zl2) Z. latifolia Japan 

* Unique multilocus genotypes (4 genes loci) of fungal strains classified in Hirata et al. (2007) 
a Fungal strains isolated in the present study 
b Fungal strains from public culture collections (Hirata et al., 2007) 
c Hosts were grown near or in rice fields 
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2.  การคัดกรองราเอนโดไฟท์จากพืชใบเล้ียงเด่ียวในการสร้างสารออกฤทธ์ิต้านราสาเหตุ 
โรคไหม้ Pyricularia 

เพาะเลี้ยงราเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากพืชใบเลี้ยงเดี่ยว (กระเจียว: Curcuma ecomata, 
กระเจียวขาว: Cu. parviflora, กระชาย: Boesenbergia pandurata, กระทือ: Zingiber zerumbet, 
กุก: Amomum siamense, ขมิ้นขาว: Cu. mangga, ข่า: Alpinia galanga, ข่าป่า: Alpinia 
malaccensis, บันไดสวรรค์ดอกสีส้ม: Costus curvibracteatus, ปุดคางคก: Etlingera litteralis, ไผ่: 
Bambusa sp., ไพล: Zingiber cassumunar, พืชสกุลกระชาย: Boesenbergia sp., พืชสกุลข่า: 
Alpinia sp., และมหาหงส์: Hedychium coronarium) จำนวน 51 ไอโซเลท บนอาหาร PDA 
บ่มที่อุณหภูมิห้อง (27–30 ºC) นาน 7 วัน จากนั้นนำไปเลี้ยงในอาหาร 5 ชนิด (ภาคผนวก) คือ 
glucose soybean meal broth (F1), malt extract corn starch broth (F2), glucose soybean oil 
peptone (F3), potato dextrose galangal powder broth (F4) และ potato dextrose broth (F5) 
โดยใช้เข็มเขี่ยเชื้อตัดบริเวณปลายเส้นใยให้มีขนาดประมาณ 0.3 cm × 0.3 cm นำไปใส่ในอาหาร 5 
ml ที่บรรจุในหลอดทดลอง ขนาด 18 mm × 180 mm หลอดละ 2 ชิ้น แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้อง 7 วัน 
บนเครื่องเขย่าแบบซ้าย-ขวาที่อัตราเร็ว 120 รอบ/นาท ี กรองเอาน้ำเลี้ยงเชื้อที่ได้ไปสกัดด้วย ethyl 
acetate ระเหยแห้งด้วย rotary evaporator จะได้สารสกัดหยาบ จากนั้นละลายสารสกัดหยาบของ 
แต่ละไอโซเลทใน dimetyl sulfoxide (10% DMSO) 1 ml และนำไปทดสอบฤทธิ์ต้านเช้ือรา 
สาเหตุโรคไหม้ 8 สายพันธ์ุ ได้แก่ Pyricularia costina BS193, P. oryzae BS265, P. oryzae 
BS267, P. oryzae BS285, P. sphaerulata BS151, Pyricularia sp. BS191, Pyricularia sp. 
BS279 และ Pyricularia sp. BS286 ด้วยวิธี agar well diffusion assay โดยหยดสารสกัดหยาบ 
ที่ได้ 35 µl ลงในแต่ละ well ที่มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 5 mm ซึ่งเจาะเตรียมไว้ในจานอาหาร PDA 
ที่ปลูกเช้ือ Pyricularia แต่ละสายพันธุ์ไว้ก่อนแล้ว 3 วัน สำหรับ control ใช ้ 10% DMSO และ 20 
mg/ml benomyl ในปริมาตรที่เท่ากันหยดลงใน well และนำจานอาหารทั้งหมดไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 
ºC 7 วัน วัดรัศมีโคโลนีของ Pyricularia ในจานทดสอบและจานควบคุมที่ใช้ 10% DMSO แล้วนำมา 
คำนวนร้อยละของการยับยั้งตามสูตรด้านล่าง 

 

รัศมีโคโลนีของ Pyriculria ในจานควบคุม – รัศมีโคโลนีของ Pyriculria ในจานทดสอบ × 100 

รัศมีโคโลนีของ Pyriculria ในจานควบคุม 

 

3.  การสกัดแยกและศึกษาสูตรโครงสร้างของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ได้จากราที่คัดเลือก 

คัดเลือกราเอนโดไฟท์ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคไหม้ได้มากกว่า 15% 
จำนวน 42 ไอโซเลท มาเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 ml ที่บรรจุอาหารปริมาตร 50 ml 
บ่มที่อุณหภูมิห้อง (27–30 ºC) นาน 7 วัน บนเครื่องเขย่าแบบซ้าย-ขวา ที่อัตราเร็ว 120 รอบ/นาท ี
จากนั้นกรองเอาน้ำเลี้ยงเชื้อที่ได้ไปสกัดด้วย ethyl acetate ระเหยแห้งด้วย rotary evaporator 
จะได้สารสกัดหยาบ นำส่วนสกัดหยาบตัวอย่างละประมาณ 5 mg ไปบันทึก 1H NMR สเปกตรัม 
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หากพบสัญญาณโปรตรอนของกลุ่มสารที่น่าสนใจ จากนั้นคัดเลือกมาบ่งบอกชนิดของราเอนโดไฟท์ 
ในระดับสกุลหรือสปีชีส์ โดยใช้ลักษณะสัณฐาน ได้แก่ ขนาดและรูปร่างของสปอร์ โครงสร้างที่ 
ให้กำเนิดสปอร์ ร่วมกับเทคนิคทางอณูชีววิทยา ได้แก่ การหาลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ribosomal 
RNA genes (ITS1-5.8S-ITS2 หรือ LSU) และเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีในฐานข้อมูล 
GenBank ตามวิธีที่เคยมีรายงาน (Bussaban et al., 2005; Thongkantha et al., 2008) และนำ 
ราเอนโดไฟท์ที่คัดเลือกนั้นมาเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ ขนาด 500 ml ที่บรรจุอาหารปริมาตร 150 ml 
โดยตัดชิ้นวุ้นที่มีเชื้อราชนิดนั้น 2 cm2 ให้เป็นชิ้นเล็กๆ แล้วใส่ลงไป จากนั้นนำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง 
(27–30 ºC) นาน 7 วัน เขย่าที่ 120 รอบ/นาท ี จากนั้นกรองแยกเอาน้ำเลี้ยงเชื้อ 3000 ml 
ไปสกัดด้วย ethyl acetate ชั่งน้ำหนักสารสกัดที่ได้ แล้วจึงทำการสกัดแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
ด้วย chromatography เช่น TLC และ column chromatography พร้อมทั้งติดตามผลการแยก 
ในแต่ละส่วนด้วยการบันทึก 1H NMR สเปกตรัม เมื่อได้สารบริสุทธิ์จึงนำไปอ่านโครงสร้างโดยอาศัย 
ข้อมูล 1D, 2D NMR สเปกโทรสโกป ี และเปรียบเทียบกับสารที่มีรายงานในฐานข้อมูล SciFinder 
จากนั้นศึกษาความเข้มข้นต่ำสุดของสารออกฤทธิ์ (MIC) ในการยับยั้งการเจริญของ Pyricularia 
เปรียบเทียบกับสารกำจัดเชื้อราโรคพืช benomyl และทดสอบความเป็นพิษแบบเฉียบพลัน 
ปรับตามวิธีของ Villarroel et al. (2003) โดยเตรียมสารให้มีความเข้มข้น 0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80, 
160 และ 320 µg/ml ใส่ใน 24 well plate หลุมละ 2 ml ความเข้มข้นละ 3 ซ้ำ แล้วนำตัวอ่อนไรแดง 
(Moina macrocopa) อายุ 24 ชั่วโมง หลังออกจากตัวแม่ มาเลี้ยงใน 24 well plate ที่เตรียมไว้ 
หลุมละ 10 ตัว เลี้ยงไว้ที่อุณหภูมิห้อง 24 ชั่วโมง จากนั้นนับจำนวนไรแดงที่ตาย เพื่อวิเคราะห์ 
การตาย (LC50) ด้วยวิธี probit analysis และทดสอบความเป็นพิษของสารออกฤทธิ์ในการต่อต้าน 
เซลล์เชื้อสายมะเร็งปอดมนุษย์ NCI-H1299 โดยวิธี sulforhodamine B assay ประเมินค่าความ 
เข้มข้นของสารท่ียับย้ังเซลล์ร้อยละ 50 (IC50) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานควบคุมเชิงบวก cisplatin 
(ศราวุฒิ 2555) 

 

4.  การจัดทำฐานข้อมูลและรวบรวมสายพันธ์ุบริสุทธ์ิของราท่ีแยกได้จากพืชใบเล้ียงเด่ียว 

จัดทำฐานข้อมูลสายพันธุ์บริสุทธิ์ของเชื้อราที่แยกได้จากพืชใบเลี้ยงเดี่ยว โดยบันทึกข้อมูล 
ได้แก่ รหัสเชื้อ ชนิดเชื้อ ลักษณะเชื้อ และภาพถ่ายของเชื้อบนอาหารลงในโปรแกรม Microsoft 
Excel และรวบรวมสายพันธุ์บริสุทธิ์ของราดังกล่าวแบบเก็บระยะยาวในรูปที่มีชีวิต โดยเลี้ยงเชื้อรา 
ในอาหาร half PDA บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 1 สัปดาห์ แล้วใช้มีดผ่าตัดที่ปลอดเชื้อตัดเส้นใยให้มี 
ขนาดประมาณ 0.5 cm × 0.5 cm แล้วถ่ายเชื้อ 10–15 ชิ้น ลงในหลอดแก้วขนาด 15 mm × 100 

mm ที่บรรจุ mineral oil 4 ml และถ่ายเชื้อ 6–8 ชิ้น ลงในหลอดพลาสติกขนาด 2 ml ที่บรรจุ 15% 
glycerol นำไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 และ –20 °C ตามลำดับ 

 



 

ผลการทดลอง 

 

1.  การศึกษาความหลากหลายของเช้ือราสาเหตุโรคไหม้ Pyricularia 

จากการเก็บตัวอย่างข้าวและพืชใบเลี้ยงเดี่ยวชนิดอื่นที่แสดงอาการไหม้ 33 ตัวอย่าง ซึ่งมี 
ลักษณะแผลจุดสีน้ำตาลบนใบ ส่วนใหญ่คล้ายรูปตา มีสีเทาหรือน้ำตาลอมเทาอยู่ตรงกลางแผล 
ขอบแผลสีน้ำตาลเข้ม บริเวณรอบขอบแผลจะมีสีเหลือง (yellow halo) แผลสามารถขยายลุกลาม 
และกระจายทั่วบริเวณใบหรือส่วนอื่นของพืช อาการคล้ายถูกไฟไหม้ พบว่าเป็นราสกุล Pyricularia 
โดยจำแนก ได้ 7 ชนิด (Table 3) ตามลักษณะของโคนิเดียที่แตกต่างกันและกลุ่มพืชอาศัย ได้แก่ P. 
caricis พบในกกวัชพืช P. costina, P. zingiberis และ Pyricularia sp. พบในพืชวงศ์ขิง P. 
sphaerulata พบในผักปลาบ Pyricularia sp. พบในพืชวงศ์คล้า และ P. oryzae (ลักษณะสัณฐาน 
ของโคนิเดียทั้งรูปร่างและขนาดรวมถึงจำนวนผนังกั้นเซลล์ไกล้เคียงกับ P. grisea) พบในข้าว 
หญ้าแพงโกล่า และหญ้าวัชพืชต่างๆ และหลังจากการทดสอบความสามารถในการทำให้เกิดโรค 
ตาม Koch’s potulates พบว่า Pyricularia แต่ละชนิดทำให้พืชอาศัยเดิมแต่ละชนิดแสดงอาการ 
ไหม้ได้ โดยมีอาการเริ่มต้นที่ปรากฏเช่นเดียวกับอาการไหมข้องพืชที่เก็บมา และเมื่อทำการแยก 
เชื้ออีกครั้งพบว่าเป็นราชนิดเดิม 

 

Table 3. Number of blast fungi isolated from monocotyledonous hosts. 

Blast fungi (7 species) No. of fungal 
isolates (33) 

No. of host 
species (18) 

Host taxa 

Pyricularia caricis 3 3 Cyperus spp., Fimbristulis sp. 
P. costina 4 2 Amomum siamense, Zingiberaceae 
P. oryzae (= P. grisea) 19 8 Brachiaria muticus, Brachiaria sp., 

Digitaria eriantha, Digitaria sp., 
Eleusine sp., Oryza sativa, 
Poaceae, Stenotaphrum sp. 

Pyricularia sp. 3 2 Boesenbergia pandurata, 
Boesenbergia sp. 

Pyricularia sp. 1 1 Maranthaceae 
P. sphaerulata 2 1 Commenlina sp. 
P. zingiberis 1 1 Zingiberaceae 

 

จากการนำเชื้อราสาเหตุโรคไหม้ จำนวน 16 ไอโซเลท และเชื้อสกุลเดียวกันจากการศึกษา 
ของ Hirata et al. (2007) จำนวน 21 ไอโซเลท (Table 2) มาเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 
ยีนส์ rDNA-ITS, actin, β-tubulin และ calmodulin genes โดยใช้ Dactylaria sp. BS296 
ซึ่งแยกได้จากอาการใบจุดของหญ้าวัชพืช (Digitaria didactyla) บริเวณสวนอนุบาลพันธุ์ไม้ จังหวัด 
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นครนายกเป็น outgroup ในการเปรียบเทียบ (Table 2) เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 
ของราสกุล Pyricularia โดยวิธี MP และ NJ พบว่า phylogenetic trees ที่สร้างจากยีนส์ทั้ง 
สี่ตำแหน่งซึ่งมีจำนวน 1954 aligned sites และ 814 (41.7%) informative sites แสดงให้เห็นว่า 
ราก่อโรคไหม้ในข้าว ธัญพืช หญ้าแพงโกล่า และวัชพืชอื่นๆ ที่มีลักษณะสัณฐานคล้ายคลึงกัน (P. 
grisea และ P. oryzae) เป็นราที่มีความสัมพันธ์ไกล้ชิดโดยมีบรรพบุรุษร่วมกัน (monophyletic 
group, boostrap support = 100%, Figure 3) และการวิเคราะห์โดยใช้ข้อมูลจากทั้งสี่ยีนส์นี้ 
สามารถระบุชนิดราที่แยกได้จากข้าว (BS305, BS314) หญ้าวัชพืชในนาข้าว (BS310, BS311) 
และแปลงหญ้าแพงโกล่าที่ปลูกใกล้บริเวณนาข้าว (BS290) คือ P. oryzae และราที่แยกได้จาก 
หญ้าวัชพืชในสวนอนุบาลพันธุ์ไม้ (BS316) และบริเวณข้างทาง (BS279, BS281) คือ P. grisea 
และ Pyricularia sp. (CE) ตามลำดับ สำหรับ Pyricularia ชนิดอื่นที่มีความแตกต่างของลักษณะ 
สัณฐานอย่างชัดเจนในพืชอาศัยแต่ละกลุ่มจะมีความสัมพันธ์ที่ห่างออกไปจาก P. oryzae และ P. 
grisea และยังไม่สามารถบอกถึงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการที่ชัดเจนของ Pyricularia เหล่านี้ได้ 
เนื่องจากใน MP trees ที่สร้างจากทั้งสี่ยีนส์ (Figure 3A) และสร้างจากแต่ละยีนพบว่าบาง nodes 
และ internodes ของราเหล่านี้ไม่มี boostrap support อย่างไรก็ตาม phylogenetic trees 
ที่สร้างจากยีนส์ทั้งสี่ในการศึกษา ครั้งนี้โดยวิธี MP (Figure 3A) และ NJ (Figure 3B) มีค่า 
boostrap support แต่ละ clade ที่ 100% สอดคล้องกับการระบุสปีชีส์ของ Pyricularia ดังกล่าว 
โดยใช้ลักษณะสัณฐาน ดังนี้ ราในกกวัชพืช (BS198, BS199) คือ P. caricis ซึ่งโคนิเดียมีผนังกั้น 2 
อัน และความยาวไกล้เคียงกับ P. higginsii (Ci) แต่ P. caricis มีความกว้างของโคนิเดียมากกว่า 
และรูปร่างตรงปลายโคนิเดียไม่เรียวอย่างชัดเจนเช่นใน P. higginsii สำหรับราในพืชวงศ์ขิงที่ 
ไม่ทราบชนิด (BS193) และกุก (BS134) คือ P. costina ในขณะที่ราในพืชวงศ์ขิงที่ไม่ทราบชนิด 
อีกชนิดหนึ่ง (BS130) และกระชาย (BS191, BS286) คือ P. zingiberis และ Pyricularia sp. 
ตามลำดับ 
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Figure 3. Phylogenetic relationships of Pyricularia inferred from combined rDNA (ITS1, 5.8S, ITS2), actin (exons and introns), β-tubulin (exons 
and introns) and calmodulin (exons and introns) sequences. A. One of 100 MP trees, B. An NJ tree. Dactylaria sp. BS296 was used to root the 
trees. The bootstrap values representing 1000 bootstrap replications are given when more than 50%. 
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2.  การคัดกรองราเอนโดไฟท์จากพืชใบเล้ียงเด่ียวในการสร้างสารออกฤทธ์ิต้านราสาเหตุ 
โรคไหม้ Pyricularia 

จากการคัดกรองราเอนโดไฟท์จำนวน 51 ไอโซเลท ในการสร้างสารออกฤทธิ์ต้านเชื้อรา 
สาเหตุโรคไหม้ Pyricularia spp. โดยเพาะเลี้ยงในอาหาร F1, F2, F3, F4 และ F5 หลังจากทำการ 
ทดสอบกับ Pyricularia จำนวน 8 สายพันธุ์ พบว่าราเอนโดไฟท์ จำนวน 42 และ 18 ไอโซเลท 
สามารถสร้างสารออกฤทธิ์ยับยั้งราก่อโรคไหม้ได้อย่างน้อยหนึ่งสายพันธุ์ โดยยับยั้งได้้มากกว่า 15% 
และ 30% ตามลำดับ ราเอนโดไฟท์ท่ีสร้างสารออกฤทธ์ิในอาหารแต่ละชนิดได้น้ันมีจำนวนแตกต่างกัน 
และยับยั้งการเจริญของราก่อโรคสายพันธุ์ต่างๆ ได้ไม่เท่ากัน โดยพบว่าราเอนโดไฟท์จำนวนมาก 
ที่สุดถึง 8 ไอโซเลท ที่เลี้ยงในอาหาร F1 และ F5 สามารถยับยั้งการเจริญของราก่อโรคได้มากกว่า 
30% และราจำนวนถึง 21 ไอโซเลท ที่เลี้ยงในอาหาร F1 ยับยั้งการเจริญของราก่อโรคได้มากกว่า 
15% (Table 4) อย่างไรก็ตาม การคัดกรองโดยการเลี้ยงราเอนโดไฟท์ แต่ละไอโซเลทในอาหารทั้ง 5 
ชนิดนั้น ทำให้เพิ่มโอกาสของเชื้อในการสร้างสารออกฤทธิ์ชีวภาพได้ เช่น Pestalotopsis 
maculiformans PDB151 ที่เลี้ยงใน F1 สร้างสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ P. oryzae BS265, 
P. oryzae BS285, Pyricularia sp. BS191 และ Pyricularia sp. (CE) BS279 ได้ 13–26% 
แต่ที่เลี้ยงใน F2 สร้างสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อดังกล่าวได้ดีขึ้น 17–65% เป็นต้น (Table 
5) นอกจากนี้ สารสกัดหยาบด้วย ethyl acetate ของน้ำเลี้ยงของราเอนโดไฟท ์ 6 ไอโซเลท 
สามารถยับยั้งการเจริญของราสาเหตุโรคไหม้แต่ละสายพันธุ์ได้ดีที่สุด (38–75%) สารสกัดหยาบของ 
unidentified fungus PDB21 ที่เลี้ยงใน F4 และ unidentified fungus PDB24 ที่เลี้ยงใน F2 ยับยั้ง 
P. oryzae BS267 ได้ดีที่สุด 75% แต่ไม่ยับยั้ง Pyricularia สายพันธุ์อื่นๆ ที่ทดสอบ ในขณะที่ 
สารสกัดหยาบของ P. maculiformans PDB151 ที่เลี้ยงใน F1 และ F2 และ Favolaschia sp. 
PDB187 ที่เลี้ยงใน F2 และ F3 ยับยั้งราสาเหตุโรคไหม้ได้ 4–7 สายพันธุ์ (Table 5) 
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Table 4. Qualitative antifungal activity of 51 endophytic fungi cultured in F1–F5 inhibiting 
growth of blast fungi. 

Number of isolates of endophytic fungi inhibiting growth of test 
organisms 

Potential antifungal 
activity a 

BS151 BS191 BS193 BS265 BS267 BS279 BS285 BS286 

F1         
+++ 0 0 0 0 8 0 0 1 
++ 3 6 2 2 6 21 3 2 
+ 2 2 3 0 2 5 1 1 
– 46 43 46 49 35 25 47 47 

F2         
+++ 1 2 1 1 7 3 2 1 
++ 1 2 0 1 5 11 0 0 
+ 0 2 1 0 2 3 3 0 
– 49 45 49 49 37 34 46 50 

F3         
+++ 1 1 0 0 7 3 0 0 
++ 3 4 2 0 5 6 3 3 
+ 0 3 1 2 4 5 0 1 
– 47 43 48 49 35 37 48 47 

F4         
+++ 0 0 0 1 4 1 1 0 
++ 1 1 0 0 6 9 0 0 
+ 1 3 0 0 3 6 0 1 
– 49 47 51 50 38 35 50 50 

F5         
+++ 0 0 0 0 8 1 0 0 
++ 3 3 2 0 5 10 2 2 
+ 1 2 2 0 1 1 2 1 
– 47 46 47 51 37 39 47 48 
a+++: > 30% inhibition 
   ++: 16–30% inhibition 
     +: 1–15% inhibition 
     –: no inhibition 
BS151 = Pyricularia sphaerulata, BS191 = Pyricularia sp., BS193 = P. costina, BS265 = P. oryzae, 
BS267 = P. oryzae, BS279 = Pyricularia sp. (CE), BS285 = P. oryzae, BS286 = Pyricularia sp. 
F1: Glucose soybean meal broth, F2: Malt extract corn starch broth, F3: Glucose soybean oil peptone 
broth, F4: Potato dextrose galangal powder broth, F5: Potato dextrose broth 
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Table 5. Inhibition percentage of blast fungi by extracts of six isolates of fungal endophytes cultured in fermentation media (F1–F5). 

Inhibition percentage (%) 

Unidentified fungus PDB21 Unidentified fungus PDB24 Fusarium sp. PDB113 

Test organisms 

F1 F2 F3 F4 F5 F1 F2 F3 F4 F5 F1 F2 F3 F4 F5 

Pyricularia costina BS193 16 - - - - - - - - - - - - - - 
P. oryzae BS265 - - - - - - - - - - - - - - - 
P. oryzae BS267 50 42 17 75 50 50 75 50 8.3 8.3 - - - - - 
P. oryzae BS285 - - - - - - - - - - - - - - - 
Pyricularia sp. BS191 - - - - - - - - - - - - 13 - - 
Pyricularia sp. BS286 - - - - - - - - - - - - - - - 
Pyricularia sp. (CE) BS279 30 - - - - - - - - - 13 - - - - 
P. sphaerulata BS151 - - - - - - - - - - - - 38 - - 

 Unidentified fungus PDB137 Phomopsis maculiformans PDB151 Favolaschia sp. PDB187 

Pyricularia costina BS193 - - - - - - - - - - - 42 26 - - 
P. oryzae BS265 - - - - - 25 38 - 31 - - 28 11 - - 
P. oryzae BS267 - - - - - - - - - - - - - - - 
P. oryzae BS285 - - - - - 26 65 26 39 26 - 39 - - - 
Pyricularia sp. BS191 - - - - - 13 17 13 - - - 50 40 - - 
Pyricularia sp. BS286 - - - - - - - - - - - 42 - - - 
Pyricularia sp. (CE) BS279 26 40 40 - - 26 30 39 26 36 - 33 16 - - 
P. sphaerulata BS151 - - - - - - - - - - - 34 19 - - 
F1: Glucose soybean meal broth, F2: Malt extract corn starch broth, F3: Glucose soybean oil peptone broth, F4: Potato dextrose galangal powder broth, F5: Potato 
dextrose broth 
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3.  การสกัดแยกและศึกษาสูตรโครงสร้างของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ได้จากราที่คัดเลือก 

ราเอนโดไฟท์ PDB151 ซ่ึงแยกได้จากลำต้นเหนือดินของกุก (Amomum siamense) เป็น 
ไอโซเลทท่ีคัดเลือกเพื่อการสกัดแยกและศึกษาสูตรโครงสร้างของสารออกฤทธิ์ชีวภาพ เนื่องจาก 
สามารถยับยั้งการเจริญของราสาเหตุโรคไหม้ได้หลายสายพันธ์ุและเม่ือบันทึก 1H NMR สเปกตรัมแล้ว 
แสดงสัญญาณโปรตรอนของกลุ่มสารที่น่าสนใจ จากการศึกษาลักษณะสัณฐาน พบว่าราเอนโดไฟท์นี้ 
สร้างโคนิเดียขนาด 22–29 × 8–9 µm รูปกระสวย ตรง มี 5 เซลล์ และมีรอยคอดเล็กน้อยบริเวณ 

ผนังกั้น ด้านโคนของโคนิเดียมีระยางค์ 1 เส้น ส่วนด้านปลายของโคนิเดียมีระยางค์ 3 เส้น นานๆ 
คร้ังอาจพบ 2 หรือ 4 เส้น (Figure 4) ซึ่งคล้ายกับลักษณะของ Pestalotiopsis maculiformans 
(Guba & Zeller) Steyaert (Guba, 1932) และเมื่อเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ บริเวณ ITS 
rDNA และ nuclear large subunit rDNA พบว่า ใกล้เคียงกับ P. maculiformans (accession 
number EU552147) 98% และเมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการด้วยวิธี distance 
(neighbor-joining: Kimura two-parameter distance measurement) พบว่า P. maculiformans 
PDB151 มีความสัมพันธ์ ใกล้ชิดกับ P. maculiformans (accession number EU552147, 
bootstrap support 89%) ซ่ึงรวมกันอยู่ใน clade เดียวกับราสกุลอ่ืนท่ีจัดอยู่ในวงศ์ Amphisphaeriaceae 
(Figure 5) 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

Figure 4. Pestalotiopsis maculiformans PDB151. a. Colonies on potato dextrose agar, b. 
Conidia. Bars, a = 1 cm, b = 20 µm. 
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Figure 5. Tree inferred from neighbor-joining of the ITS1-5.8S-ITS2 rDNA and nuclear large 
subunit rDNA sequence alignment of Pestalotiopsis maculiformans PDB151 and related 
genera. The bootstrap values representing 1000 bootstrap replications are given when more 
than 50%. 
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จากการศึกษาความเข้มข้นต่ำสุดของสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟท์ P. maculiformans 
PDB151 ในการยับยั้งการเจริญของ P. oryzae BS285 พบว่าความเข้มข้นต่ำสุดที่ยับยั้งการเจริญ 
(MIC) เป็น 64 mg/ml (Figure 6) ซึ่งสูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับ benomyl ที่ความเข้มข้นเพียง 20 
mg/ml ก็แสดงผลการยับยั้งได้อย่างชัดเจน อย่างไรก็ตาม สารสกัดหยาบที่ผลิตได้ในอาหาร F2 และ 
F4 คือ 113 และ 161 mg/l ของอาหาร ตามลำดับ เมื่อสกัดแยกสารออกฤทธิ์ด้วย chromatography 
พร้อมทั้งติดตามผลการแยกในแต่ละส่วนด้วยการบันทึก 1H NMR สเปกตรัม ศึกษาสูตรโครงสร้าง 
ของสารโดยอาศัยข้อมูล 1D, 2D NMR สเปกโทรสโกป ี และเปรียบเทียบกับสารที่มีรายงานใน 
ฐานข้อมูล SciFinder Scholar พบว่าแยกได้สารอนุพันธ์ของ phenol 1 ชนิด ได้แก่ tyrosol 
และสารอนุพันธ์ของ lactones 5 ชนิด ได้แก่ pestalotin, dehydropestalotin, hydroxypestalotin, 
oxysporone และสารอนุพันธ์ของ lactones ที่ยังไม่ทราบโครงสร้างมาก่อน (Figure 7, Table 6) 
สำหรับสารหลักที่พบคือ pestalotin (22–39% yield, Table 6) และเมื่อนำ pestalotin มาทดสอบ 
การยับยั้งการเจริญของ P. oryzae พบว่ามีค่า MIC 35 µg/ml และเมื่อทดสอบความเป็นพิษแบบ 
เฉียบพลัน พบว่าความเข้มข้นของสารที่ทำให้ไรแดงตายไปร้อยละ 50 (LD50) หลังการทดสอบ 24 
ชั่วโมง คือ 208.12 µg/ml ซึ่งสูงกว่าค่า MIC ในการยับยั้ง P. oryzae ประมาณ 6 เท่า นอกจากนี้ 
ในการทดสอบฤทธ์ิเบ้ืองต้นของ pestalotin ต่อเซลล์เช้ือสายมะเร็งปอดมนุษย์ NCI-H1299 พบว่า 
ในการประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์และการยับยั้งการเพ่ิมจำนวนเซลล์โดยวิธี sulforhodamine B 
assay ได้ค่าความเข้มข้นของสารที่ยับยั้งเซลล์ร้อยละ 50 (IC50) เป็น 13.30 และ 4.06 mM 
ตามลำดับ (สารมาตรฐานควบคุมเชิงบวกที่ใช้คือ cisplatin, IC50 = 42.99 และ 15.70 µM) 
แสดงให้เห็นว่าสารนี้ไม่แสดงพิษแบบเฉียบพลับต่อเซลล์มะเร็งชนิดนี ้ อย่างไรก็ตาม มีแนวโน้มใน 
การยับยั้งการเข้าสู่กระบวนการแบ่งตัวของเซลล์ โดยที่เวลา 72 ชั่วโมง พบว่าในเซลล์ที่ได้รับสารน้ี 
มีค่าดัชนีการแบ่งตัวของเซลล์แบบไมโทซีส 3.01% ในขณะท่ีเซลล์กลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้รับสารมีค่า 
ดัชนีการแบ่งตัวของเซลล์แบบไมโทซีส 7.66% แม้ว่าข้อมูลที่ได้ยังไม่ชัดเจนว่ามีการควบคุมหรือ 
รบกวนเซลล์ที่ระยะใดของวัฏจักรเซลล์ และยังไม่พบลักษณะการตายแบบอะโพโทซีส แต่พบว่า 
นิวเคลียสของเซลล์ที่ได้รับสาร pestalotin มีลักษณะเป็นวงรีและโค้งงอคล้ายเมล็ดถั่วซึ่งแตกต่างไป 
จากกลุ่มควบคุม (Figure 8) 

 

 

 

 
 

 

 
 

 
Figure 6. Minimal inhibitory concentration of crude extracts of Pestalotiopsis maculiformans 
PDB151 and benomyl on hyphal growth of Pyricularia oryzae BS285. 
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Figure 7. Structure of compounds isolated from culture broth of Pestalotiopsis maculiformans 
PDB151. 1 Pestalotin, 2 Dehydropestalotin, 3 Hydroxypestalotin, 4 Unknown structure, 5 
Oxysporone, 6 Tyrosol. 
 
 
 
Table 6. Compounds produced by Pestalotiopsis sp. PDB151 cultured in F2 and F4. 

F2 (563.3 mg) F4 (282.9 mg) Compound 

Weight (mg) % yield Weight (mg) % yield 

1 220.4 39.13 63.2 22.34 
2 12.9 2.29 11.3 3.99 
3 59.8 10.62 19.9 7.03 
4 1.9 0.34 0 0 
5 0 0 1.5 0.53 
6 0 0 5.7 2.02 

Total 295.0 52.37 101.6 35.91 
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Figure 8. Cell cycle of NCI-H1299 after treated with (-)-pestalotin for 72 h, a. Interphase,  
b-e. Mitotic phase, b. Prophase, c. Metaphase, d. Anaphase, e. Telophase, and f. Bean-
shaped nuclei (arrowed). Bars, a-f = 10 µm. 
 

 

 

4.  การจัดทำฐานข้อมูลและรวบรวมสายพันธ์ุบริสุทธ์ิของราท่ีแยกได้จากพืชใบเล้ียงเด่ียว 

บันทึกข้อมูลของราสกุล Pyricularia ที่แยกได้จากพืชใบเลี้ยงเดี่ยว 33 ไอโซเลท และราเอน-
โดไฟท์ที่แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของราสาเหตุโรคไหม้ 42 ไอโซเลท (ภาคผนวก) และเก็บ 
สายพันธุ์บริสุทธิ์ของราดังกล่าวแบบระยะยาวในรูปที่มีชีวิต (mineral oil และ 15% glycerol) ไว้ ณ 
ห้องปฏิบัติการวิจัยด้านการพัฒนาแบบยั่งยืนของทรัพยากรชีวภาพ (SDBR Laboratory) ภาควิชา 
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่  

 

 



 

สรุปและวิจารณ์ 

 

ความหลากหลายของเช้ือราสาเหตุโรคไหม้ 

เชื้อราสาเเหตุโรคในข้าวและพืชใบเลี้ยงเดี่ยวชนิดอื่นๆ ที่แสดงอาการไหม้ที่ทำการศึกษาใน 
ครั้งนี้มีความหลากหลายและจัดอยู่ในสกุล Pyricularia เมื่อพิจารณาจากลักษณะสัณฐานของโคนิเดีย 
ที่แตกต่างกัน จำแนกได้เป็น 7 ชนิด คือ P. caricis พบในกกวัชพืช P. costina, P. zingiberis และ 
Pyricularia sp. พบในพืชวงศ์ขิง P. sphaerulata พบในผักปลาบ Pyricularia sp. พบในพืชวงศ์คล้า 
และ P. oryzae พบในข้าว หญ้าเล้ียงสัตว์ และหญ้าวัชพืช เม่ือเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 
ยีนส์ rDNA-ITS, actin, β-tubulin และ calmodulin พบว่า P. oryzae และ P. grisea มีความสัมพันธ์ 
ไกล้ชิดโดยมีบรรพบุรุษร่วมกัน (boostrap support = 100%) และการวิเคราะห์โดยใช้ข้อมูลจากทั้งสี่ 
ยีนส์นี้สามารถระบุชนิดราที่แยกได้จากข้าว หญ้าวัชพืชในนาข้าว (Eleusine sp. และ Brachiaria 
sp.) และหญ้าแพงโกล่า (Digitaria eriantha) ที่ปลูกใกล้บริเวณนาข้าวว่ามีจีโนไทป์อยู่ในกลุ่ม 
เดียวกับ P. oryzae ท่ีแยกได้จากข้าว ข้าวป้าวสามง่าม (E. coracana) ข้าวโอ๊ต (Avena sativa) 
และหญ้าอเลกซานเดอร์ (B. plantaginea) (Hirata et al., 2007) สำหรับราที่แยกได้จากหญ้าวัชพืช 
(Digitaria sp. และ Stenotaphrum sp.) ในการศึกษาคร้ังน้ีท่ีเจริญในบริเวณอ่ืน เช่น ในสวนอนุบาล 
พันธ์ุไม้และบริเวณข้างทางมีจีโนไทป์อยู่ในกลุ่มเดียวกับ P. grisea ที่แยกได้จากหญ้าตีนนก (D. 
sanguinalis) และ Pyricularia sp. (CE) ที่แยกได้จากหญ้าหางหมาแอฟริกัน (Cenchrus ciliaris) 
ตามลำดับ (Hirata et al., 2007) จะเห็นว่าการใช้ข้อมูลทางอณูชีววิทยาช่วยในการระบุชนิดของรา 
ท้ังสองท่ีมีลักษณะสัณฐานไกล้เคียงกันได้เป็นอย่างดี เช่นเดียวกันกับในการศึกษาของ Couch and 
Kohn (2002) ที่ทำการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนส์ actin, β-tubulin และ calmodulin 
แล้วสรุปว่าเช้ือราท่ีทำให้เกิดโรคในหญ้าตีนนก (D. sanguinalis) คือ P. grisea ส่วนเช้ือท่ีทำให้เกิดโรค 
ไหม้ในข้าวและธัญพืช คือ P. oryzae และจัด teleomorph Magnaporthe oryzae ให้เป็นราชนิดใหม่ 
โดยใช้ความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์จากยีนส์ทั้งสามตำแหน่งนี้ ในทำนองเดียวกัน 
Zellerhoff et al. (2006) ได้ทดสอบความสามารถของ Pyricularia 19 ไอโซเลท ที่แยกได้จาก 
พืชชนิดต่างๆ ในการทำให้เกิดโรคกับข้าวบาร์เลย์ 8 สายพันธ์ุ และวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ 
บริเวณ actin, β-tubulin และ calmodulin genes พบว่าราชนิดใหม่ที่แยกได้จาก Pennisetum spp. 
มีความใกล้ชิด กับ P. grisea ท่ีแยกได้จาก Digitaria spp. ซ่ึงเช้ือราท้ังสองสายพันธ์ุน้ีไม่ก่อให้ 
เกิดโรคในข้าวบาร์เลย์และเป็นคนละชนิดกับราที่แยกได้จากข้าว สำหรับ Hirata et al. (2007) 
ที่ทำการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งสี่ยีนส์เช่นเดียวกับในการศึกษาครั้งนี้ พบว่าการใช้ข้อมูลจาก 
ยีนส์หลายตำแหน่งช่วยในการระบุชนิดและความสัมพันธ์ุทางวิวัฒนาการของ P. oryzae และ P. 
grisea ได้เป็นอย่างดี รวมถึงเม่ือวิเคราะห์ร่วมกับข้อมูลทางชีววิทยาและสัณฐานวิทยาของ Pyricularia 
สปีชีส์อื่นๆ แม้ว่าจะยังไม่สามารถบอกถึงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการที่ชัดเจนของ Pyricularia 
กลุ่มที่มีลักษณะสัณฐานต่างกันอย่างเด่นชัดเหล่านั้นได้ แต่สนับสนุนการระบสุปีชีส์ของ Pyricularia 
ได้อย่างถูกต้องโดยพิจารณาจากค่า boostrap support ของแต่ละ clade ที่สูงถึง 100% ทั้งในวิธี 
parsimony และ neighbor-joining 
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Pyricularia oryzae นอกจากเข้าทำลายพืชได้ทุกส่วน และทำความเสียหายกับข้าวได้ทุก 
ระยะการเจริญเติบโตแล้วยังมีพืชอาศัยกว้าง และอาจจะสามารถอาศัยในพืชทางเลือกชนิดอื่นได้ เช่น 
หญ้าวัชพืช โดยเชื้อสาเหตุสามารถแพร่กระจายได้ทั่วบริเวณเพาะปลูก และเมื่อสภาพเหมาะสม 
ก็มีการระบาดของโรคไหม้อย่างรุนแรงได้ (Asuyama, 1965; Ou, 1987) สำหรับในประเทศไทย 
Sirithunya et al. (2008) ได้ประเมินความหลากหลายของเชื้อราสาเหตุโรคไหม้โดยใช้ลายพิมพ์ 
DNA จาก RAPD DNA และรายงานว่า P. grisea (ซึ่งคือ P. oryzae ตามรายงานของ Couch and 
Kohn (2002) Hirata et al. (2007) และในงานวิจัยครั้งนี้) สาเหตุโรคไหม้ในข้าว ข้าวป่า ข้าวบาร์เลย์ 
และวัชพืช มีสายพันธุ์แตกต่างกันไปในแต่ละภาค และยังพบว่าเชื้อราสาเหตุโรคไหม้ในข้าวและ 
วัชพืชมีความสัมพันธ์กัน วัชพืชอาจจะเป็นพืชอาศัยทางเลือกได้ จะเห็นได้ว่าสอดคล้องกับการศึกษา 
ในคร้ังน้ีที่พบว่าราสาเหตุโรคไหม้ในข้าว หญ้าวัชพืชในนาข้าว (Eleusine sp. และ Brachiaria sp.) 
และหญ้าแพงโกล่า (D. eriantha) ท่ีปลูกใกล้บริเวณนาข้าวเป็นชนิดเดียวกัน คือ P. oryzae โดยเฉพาะ 
ข้าวญ่ีปุ่นท่ีปลูกในจังหวัดเชียงรายซ่ึงมีสภาพอากาศเหมาะสม ประกอบกับการใส่ปุ๋ยไนโตรเจนของ 
เกษตรกรเพ่ือเร่งการเจริญของข้าว จะแสดงอาการไหม้ท่ัวทั้งแปลงรวมถึงหญ้าวัชพืชท่ีอยู่ในแปลง 
ข้าวด้วย หลังจากเก็บเก่ียวข้าวแล้ววัชพืชเหล่าน้ีและหญ้าเล้ียงสัตว์อาจเป็นแหล่งสะสม inoculum 
โดยเป็นพืชทางเลือกให้กับเช้ือสาเหตุได้ จึงควรมีการวางแผนป้องกันพืชและเลือกวิธีการป้องกัน 
กำจัดราสาเหตุโรคไหม้ให้เหมาะสม นอกจากนี้ ในหลายประเทศ เช่น จีน ญี่ปุ่น ฟิลิปปินส์ อินเดีย 
มีรายงานว่า เชื้อราที่ทำให้เกิดโรคไหม้ในข้าวและธัญพืชอื่นเป็นคนละชนิดกันกับเชื้อที่ทำให้เกิดโรค 
ในหญ้าตีนนก (D. sanguinalis และ Digitaria sp.) โดยใช้ลักษณะการเข้าคู่ของเชื้อ (laboratory 
matings) ความรุนแรงในการทำให้เกิดโรค ความจำเพาะเจาะจงต่อพืชอาศัย ความสามารถในการ 
ทำให้เกิดโรคในพืชทดสอบชนิดต่างๆ (Borromeo et al. 1993, Kato et al., 2000; Chen et al., 
2006; Mishra et al., 2006; Yamagashira et al., 2008) ดังนั้นงานด้านความหลากหลายของ 
เชื้อสาเหตุโรคไหม้ในประเทศไทยควรที่จะศึกษาให้ครอบคลุมในลักษณะดังกล่าวด้วย เพื่อนำไปสู่ 
แผนการจัดการความเสี่ยงที่อาจเกิดจากโรคไหม้นี้ ให้สอดคล้องกับความผันแปรทางพันธุกรรมของ 
ราสาเหตุโรคไหม้และสายพันธุ์ข้าวที่หลากหลายในแต่ละภาคของประเทศไทย 

 

ศักยภาพของราเอนโดไฟท์ในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคไหม้ Pyricularia 

ในการศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นอย่างชัดเจนว่าราเอนโดไฟท์ท่ีแยกได้จากพืชใบเล้ียงเด่ียว มีศักย-
ภาพในการผลิตสารต้านเช้ือรา โดยพบราเอนโดไฟท์ประมาณ 82% และ 35% ของจำนวนท่ีคัดกรอง 
สร้างสารต้านเชื้อราสาเหตุโรคไหม้ Pyricularia ได้อย่างน้อยหนึ่งสายพันธุ์ โดยแสดงฤทธิ์ยับยั้ง 
มากกว่า 15% และ 30% ตามลำดับ และการคัดกรองด้วยการเลี้ยงราเอนโดไฟท์แต่ละไอโซเลท 
ในอาหารทั้ง 5 ชนิดนั้นทำให้เพิ่มโอกาสของเชื้อในการสร้างสารต้านเชื้อราได้ เช่น Pestalotiopsis 
maculiformans PDB151 (แยกจากลำต้นเหนือดินของ Amomum siamense) ที่เลี้ยงในอาหาร F1 
สร้างสารยับยั้งการเจริญของราสาเหตุโรคไหม้ (13–26%) ได้ 4 สายพันธุ์ (P. oryzae BS265, P. 
oryzae BS285, Pyricularia sp. BS191 และ Pyricularia sp. BS279) แต่ที่เลี้ยงในอาหาร F2 
ยับยั้งเชื้อดังกล่าวได้ดีขึ้น (17–65%) และในสารสกัดหยาบยังพบสัญญาณโปรตรอนของกลุ่มสารที่ 
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น่าสนใจ โดยเฉพาะที่เลี้ยงในอาหาร F2 (113 mg/ml) และ F4 (161 mg/ml) ซึ่งให้สารสกัดหยาบ 
มากกว่าการเลี้ยงในอาหารชนิดอื่นด้วย จึงได้คัดเลือกราเอนโดไฟท์ P. maculiformans PDB151 
มาเล้ียงเพิ่มปริมาณในอาหารท้ังสองชนิด สกัดแยกและระบุชนิดของสารได้ 6 ชนิด ซ่ึงเป็นสารอนุพันธ์ 
ของ phenol คือ tyrosol (Sentheshanmuganathan and Elsden, 1958) และสารอนุพันธ์ของ 
lactones คือ (-)-pestalotin (Ayer et al., 2000), dehydropestalotin (Dickinson, 1993), 
hydroxypestalotin (Venkatasubbaiah et al., 1991), oxysporone (Adesogan and Alo, 1979) 
และสารอนุพันธ์ของ lactones ที่ยังไม่ทราบโครงสร้างมาก่อน โดยสารหลักที่พบคือ (-)-pestalotin 
(22–39% yield) ซ่ึงความเข้มข้นต่ำสุดของสาร (MIC 35 µg/ml) ต่อการยับยั้งการเจริญของ P. 
oryzae ต่ำกว่าค่าความเป็นพิษเฉียบพลันที่ทำให้ไรแดงซึ่งเป็นแพลงก์ตอนสัตว์ตายไปครึ่งหนึ่ง 
(LD50 208.12 µg/ml) ประมาณ 6 เท่า นอกจากนี้ pestalotin มีแนวโน้มในการยับยั้งการเข้าสู่ 
กระบวนการแบ่งตัวของเซลล์เช้ือสายมะเร็งปอดมนุษย์ NCI-H1299 โดยท่ี 72 ช่ัวโมงหลังการทดสอบ 
เซลล์ที่ได้รับสารน้ีมีค่าดัชนีการแบ่งตัวของเซลล์แบบไมโทซีส (3.01%) ต่ำกว่าในเซลล์กลุ่มควบคุม 
(7.66%) และนิวเคลียสของเซลล์ที่ได้รับสารนี้มีลักษณะผิดปกติไปจากเดิม 

ราในสกุล Pestalotiopsis พบได้ท่ัวไปในธรรมชาติ เป็นท้ังราซาโพรบ ราก่อโรคในพืชหลายชนิด 
และราเอนโดไฟท์ท่ีพบการกระจายตัวในพืชปกติเกือบทุกชนิดโดยเฉพาะพืชในเขตร้อน (Wang et al., 
2005; Lui et al., 2007) หลังจากท่ีมีการค้นพบ taxol ซ่ึงเป็นสารต้ารมะเร็งได้จากราเอนโดไฟท์ P. 
microspora (Strobel et al., 1996) ก็มีการศึกษาสารออกฤทธ์ิต่างๆ ท่ีได้จากราสกุลน้ีเป็นจำนวนมาก 
โดยสารทุติยภูมิท่ีศึกษาโครงสร้างแล้วมีมากกว่า 196 สาร จัดอยู่ใน 8 กลุ่ม ได้แก่ terpenoids 
(sesquiterpenes, diterpenes, triterpenes), nitrogen-containing compounds (amines and amides, 
indole derivatives), quinone and semiquinone derivatives, coumarins, lactones, chromone 
derivatives, phenolic compounds และสารทุติยภูมิอ่ืนๆ (Yang et al., 2012) ซ่ึงสารอนุพันธ์ของ 
lactones หลายชนิดมักมีรายงานว่าสร้างโดยราสกุลน้ี เช่น pestalotin, hydroxypestalotin และ 
oxysporone ท่ีแยกได้จาก P. oenotherae สาเหตุโรคพืชในต้น evening primrose ซ่ึงสารสองชนิดแรก 
เป็นพิษอย่างอ่อนต่อพืชอาศัยและส่งเสริมฤทธ์ิของ gibberellin ส่วนสารชนิดหลังเป็นพิษต่อพืชอาศัย 
(Adesogan and Alo, 1979; Venkatasubbaiah et al., 1991) สำหรับ pestalotin ท่ีแยกได้จาก P. 
cryptomeriaecola เม่ือทดสอบในระดับห้องปฏิบัติการพบว่าไม่มีผลต่อการเจริญของต้นกล้าข้าว แต่สาร 
น้ีจะไปกระตุ้นการสังเคราะห์ α-amylase ในเอนโดเสปิร์มของข้าว และเม่ือใช้ร่วมกับ gibberellic acid 
พบว่าช่วยส่งเสริมการทำงานของ gibberellic acid ได้ดีข้ึน โดยชักนำให้กล้าข้าวมีการเจริญทางยอด 
ได้ดีกว่า (Kimura et al., 1971; Kimura and Tamura, 1972) สำหรับในการศึกษาคร้ังน้ี สารท่ีแยกได้ 
จากราเอนโดไฟท์ P. maculiformans PDB151 เกือบท้ังหมดเป็นสารอนุพันธ์ของ lactones โดยเฉพาะ 
สารหลักท่ีพบคือ pestalotin ซ่ึงมีฤทธ์ิยับยั้งราสาเหตุโรคไหม้ P. oryzae ได้ (MIC 35 µg/ml) แม้ว่า 
ฤทธิ์ในการยับยั้ง P. oryzae จะน้อยกว่าสาร cryptocin ที่ผลิตโดยราเอนโดไฟท ์Cryptosporiopsis 
quercina (MIC 0.39 µg/ml, Li et al., 2000) อย่างไรก็ตาม เมื่อทดสอบความเป็นพิษของ 
pestalotin ต่อไรแดงให้ค่า LD50 สูงกว่า (208.12 µg/ml) ค่า MIC ของสารนี้ในการยับยั้ง P. oryzae 
ถึง 6 เท่า นอกจากนี้ ในโครงสร้างหลักของ pestalotin มักพบในสารธรรมชาติอื่นๆ ที่แสดงฤทธิ์ทาง 
ชีวภาพได้หลากหลาย โดยเฉพาะ oxygen function บน pyrone ring และตรง side chain คาร์บอน 
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ตำแหน่งท่ี 6 ซ่ึงมักมีคุณสมบัติในการยับย้ังการเจริญของพืช ต้านเช้ือรา และ antitumor อาจใช้เป็น 
ต้นแบบในการปรับปรุงโครงสร้างเพ่ือพัฒนาสารออกฤทธ์ิชีวภาพอ่ืนๆ ต่อไป 

มีการศึกษาจำนวนมากเพื่อการนำจุลินทรีย์เอนโดไฟท์มาใช้ประโยชน์ในการควบคุมโรคพืช 
โดยชีววิธี ซึ่งราเอนโดไฟท์ช่วยเพิ่มความแข็งแรง ความต้านทานต่อโรค และแมลงศัตรูพืชได ้
(Belanger, 1996) โดยมีกลไกการแข่งขันเจริญกับเชื้อราโรคพืช สร้างสารยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 
สาเหตุโรคพืช หรือกระตุ้นให้พืชอาศัยสร้างกลไกป้องกันตัวเอง (Brown et al., 2003; Photita, 
2003; Rubini et al., 2005) เพื่อแสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ที่จะนำราเอนโดไฟท์หรือสารที่ผลิต 
จากราเหล่านี้มาใช้ในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี ควรมีการทดสอบกับต้นพืชในระดับโรงเรือนหรือ 
ระดับแปลงปลูก เช่น การทดสอบพบความสามารถของราเอนโดไฟท ์ Phialocephala fortinii 
ที่แยกได้จากรากของมะเขือและกะหล่ำปลีในการยับยั้งอาการเหลือง (Verticillium yellows) ที่เกิด 
จาก V. dahliae and V. longisporum ในต้นกะหล่ำปลีได้ (Narisawa et al., 2003) ราเอนโดไฟท์ 
Gliocladium catenulatum ที่แยกได้จากกิ่งของต้นโกโก้ (Theobroma cacao) สามารถลด 
ความรุนแรงของโรคพุ่มไม้กวาด (witches’ broom disease) ในต้นกล้าโกโก้ได้เป็นอย่างดี (Rubini 
et al., 2005) นอกจากนี้ ในการศึกษาครั้งนี้ยังมีราเอนโดไฟท์อีกหลายไอโซเลทที่แสดงประสิทธิภาพ 
ในการสร้างสารต้านการเจริญของราสาเหตุโรคไหม้ได้ และแสดงสัญญาณโปรตรอนของกลุ่มสารที่ 
น่าสนใจหลังจากการบันทึก 1H NMR สเปกตรัมแล้ว เช่น unidentified fungus PDB7, unidentified 
fungus PDB21, Fusarium sp. PDB141 และ Pestalotiopsis sp. PDB197 ราเหล่านี้ควรมี 
การศึกษาต่อไปเพราะเชื้อราจะมีความได้เปรียบในเรื่องการเลี้ยงเพ่ิมปริมาณได้อย่างไม่จำกัดและใช้ 
เวลาในการเจริญเติบโตน้อยกว่าพืชหรือสัตว์ จึงน่าจะเป็นแหล่งของสารออกฤทธิ์ชีวภาพที่อาจเป็น 
ประโยชนใ์นทางการแพทย ์อุตสาหกรรม และเกษตรกรรม 
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ภาคผนวก 
 

Table A. Composition of fermentation media, F1–F5. 

F1 

Glucose 3% 

Soybean meal 0.5% 

CaCl2 0.01% 

KH2PO4 0.1% 

MgSO4.7H2O 0.05% 

F2 

Malt extract 2% 

Corn starch 2% 

Corn steep liquor 1.5% 

Pharmamedia 0.5% 

Red grain 0.5% 

CaCO3 0.2% 

F3 

Glucose 1% 

Soybean oil 0.2% 

Peptone 0.2% 

Sugar cane baggras 0.1% 

Yeast extract 0.3% 

KH2PO4 0.1% 

NaCl 0.2% 

CaCO3 0.3% 

F4  

Potato 20% 

Dextrose 2% 

Galanga powder 0.5% 

F5 

Potato 20% 

Dextrose 2% 
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Table B. The sources of Pyricularia isolates and potential anti-Pyricularia endophytic fungi. 

Fungal taxa Strain No. Host Habitat 
Geographic 
origin 

Pyricularia isolates     

Pyricularia caricis BS198 Cyperus sp. Dead culms Chiang Mai 

P. caricis BS199 Cyperus sp. Dead culms Chiang Mai 

P. caricis BS313 Fimbristulis sp. Leaf blast Chiang Rai 

P. costina BS134 Amomum siamense Leaf blast Chiang Mai 

P. costina BS155 Am. siamense Dead leaf Chiang Mai 

P. costina BS194 Am. siamense Dead leaf Chiang Mai 

P. costina BS193 Zingiberaceae Leaf blast Chiang Mai 

P. grisea BS315 Poaceae Leaf blast Nakhonnayok 

P. grisea BS316 Digitaria sp. Leaf blast Nakhonnayok 

P. oryzae BS267 Brachiaria muticus Leaf blast Lampang 

P. oryzae BS290 Digitaria eriantha Leaf blast Lampang 

P. oryzae BS319 D. eriantha Leaf blast Payao 

P. oryzae BS265 Oryza sativa KDM105 Leaf blast Chiang Rai 

P. oryzae BS285 O. sativa RD6 Leaf blast Lumphun 

P. oryzae BS314 O. sativa Leaf blast Nakhonnayok 

P. oryzae BS302 O. sativa var. japonica Leaf blast Chiang Rai 

P. oryzae BS303 O. sativa var. japonica Leaf blast Chiang Rai 

P. oryzae BS305 O. sativa var. japonica Leaf blast Chiang Rai 

P. oryzae BS308 O. sativa var. japonica Leaf blast Chiang Rai 

P. oryzae BS310 Eleusine sp. Leaf blast Chiang Rai 

P. oryzae BS311 Brachiaria sp. Leaf blast Chiang Rai 

Pyricularia sp. BS191 Boesenbergia pandurata Leaf blast Chiang Mai 

Pyricularia sp. BS286 Boesenbergia sp. Leaf blast Chiang Mai 

Pyricularia sp. BS287 Boesenbergia sp. Leaf blast Chiang Mai 

Pyricularia sp. BS146 Maranthaceae Leaf blast Chiang Mai 

Pyricularia sp. (CE) BS126 Stenotaphrum sp. Leaf blast Nakhon Sawan 

Pyricularia sp. (CE) BS279 Stenotaphrum sp. Leaf blast Chiang Mai 

Pyricularia sp. (CE) BS281 Stenotaphrum sp. Leaf blast Chiang Mai 

Pyricularia sp. (CE) BS318 Stenotaphrum sp. Leaf blast Payao 

Pyricularia sp. (CE) BS99 Stenotaphrum sp. Leaf blast Nakhon Sawan 

Pyricularia sphaerulata BS150 Commenlina sp. Leaf blast Chiang Mai 

Pyricularia sphaerulata BS151 Commenlina sp. Leaf blast Chiang Mai 
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Fungal taxa Strain No. Host Habitat 
Geographic 
origin 

Pyricularia zingiberis BS130 Zingiberaceae Dead leaf Chiang Mai 

Anti-Pyricularia endophytes 

Acremonium sp. PDB16 Curcuma mangga Leaf Chiang Mai 

Chaetomium globosum PDB2 Alpinia malaccensis Leaf Chiang Mai 

Favolaschia sp. PDB187 Am. siamense Leaf Chiang Mai 

Fusarium sp. PDB51 Al. malaccensis Leaf Chiang Mai 

Fusarium sp. PDB113 Al. malaccensis Pseudostem Chiang Mai 

Fusarium sp. PDB114 Al. malaccensis Pseudostem Chiang Mai 

Fusarium sp. PDB141 Alpinia sp. Leaf Chiang Mai 

Periconia sp. PDB13 Boesenbergia sp. Leaf Chiang Mai 

Periconia sp. PDB14 B. pandurata Leaf Chiang Mai 

Periconia sp. PDB15 B. pandurata Leaf Chiang Mai 

Pestalotiopsis maculiformans PDB151 Am. siamense Pseudostem Chiang Mai 

Pestalotiopsis sp. PDB197 Alpinia sp. Pseudostem Chiang Mai 

Phoma sp. PDB11 Al. malaccensis Pseudostem Chiang Mai 

Phomopsis sp. PDB12 Al. galanga Leaf Chiang Mai 

Phomopsis sp. PDB168 Am. siamense Leaf Chiang Mai 

Phomopsis sp. PDB169 Am. siamense Leaf Chiang Mai 

Tetraploa sp. PDB9 Zingiber zerumbet Leaf Nakhon Sawan 

Tetraploa sp. PDB10 Hedychium coronarium Leaf Chiang Mai 

Unidentified fungus PDB1 Bambusa sp. Leaf Lumphun 

Unidentified fungus PDB3 Zingiberaceae Leaf Chiang Mai 

Unidentified fungus PDB4 Zingiberaceae Leaf Chiang Mai 

Unidentified fungus PDB5 Zingiberaceae Leaf Chiang Mai 

Unidentified fungus PDB6 Zingiberaceae Leaf Chiang Mai 

Unidentified fungus PDB7 Zingiberaceae Leaf Chiang Mai 

Unidentified fungus PDB19 Costus curvibracteatus Leaf Chiang Mai 

Unidentified fungus PDB20 Al. galanga Leaf Chiang Mai 

Unidentified fungus PDB21 Z. zerumbet Leaf Nakhon Sawan 

Unidentified fungus PDB22 Z. zerumbet Leaf Nakhon Sawan 

Unidentified fungus PDB23 Z. zerumbet Leaf Nakhon Sawan 

Unidentified fungus PDB24 Z. cassumunar Leaf Nakhon Sawan 

Unidentified fungus PDB45 Cu. parviflora Leaf Chiang Mai 

Unidentified fungus PDB62 Etlingera litteralis Leaf Chiang Mai 

Unidentified fungus PDB65 E. litteralis Pseudostem Chiang Mai 
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Fungal taxa Strain No. Host Habitat 
Geographic 
origin 

Unidentified fungus PDB133 Cu. ecomata Flower Chiang Mai 

Unidentified fungus PDB137 Cu. ecomata Flower Chiang Mai 

Xylaria sp. PDB161 Alpinia sp. Leaf Chiang Mai 

Xylaria sp. PDB162 Am. siamense Leaf Chiang Mai 

Xylaria sp. PDB163 Alpinia sp. Leaf Chiang Mai 

Xylaria sp. PDB164 Alpinia sp. Leaf Chiang Mai 

Xylaria sp. PDB165 Alpinia sp. Leaf Chiang Mai 

Xylaria sp. PDB166 Am. siamense Pseudostem Chiang Mai 

Xylaria sp. PDB167 Alpinia sp. Leaf Chiang Mai 
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