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บทคัดย่อ
วัตถุประสงค์ของการศึกษาในครั้งนี้เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อราที่เจริญร่วมกับฟองน้ำทะเลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช โดยแยกเชื้อราจากฟองน้ำ 3 สกุล ได้แก่ Acanthella sp.,  Mycale sp. และ Xestospongia testudinaria ที่เก็บจากหมู่เกาะแสมสาร อ. สัตหีบ จ. ชลบุรี คัดเลือกเชื้อราทะเลจำนวน 5 ชนิด ได้แก่ Emericella nidulans (KUFA 0031), Emericella foveolata (KUFA 1003), Myrothecium verrucaria (KUFA 0197), Neosartoya glabra (KUFA 0702) และ Talaromyces tratensis (KUFA 0091) เพื่อทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 3 ชนิด โดยวิธีการ Fokkema-test ผลการทดสอบพบว่ารา T. tratensis (KUFA 0091) สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Sclerotinia sclerotiorum สาเหตุโรคลำต้นเน่าของพืชวงศ์ผักกาด และ Magnaporthe sp. สาเหตุโรคไหม้ของข้าวสาลี ได้ 82.22% และ  64.44% ตามลำดับ และผลทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดของเชื้อราที่เจริญร่วมกับฟองน้ำในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืช 13 ชนิด พบว่าสารสกัดจากเชื้อรา T. tratensis (KUFA 0091) มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชดีที่สุดโดยสามารถยับยั้งการเจริญของรา ได้แก่ Phytophthora palmivora, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Pyricularia oryzae, Fusarium oxysporum และ Bipolaris oryzae ได้ 100%, 76.5%, 70.94%, 67.50%, 61.11% และ 52.60% ตามลำดับ ที่ความเข้มข้น 10,000 ppm จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเชื้อราที่เจริญร่วมกับฟองน้ำทะเลมีศักยภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช ซึ่งข้อมูลผลการทดลองที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้จะนำไปเป็นแนวทางในการพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ควบคุมโรคพืชในอนาคต
คำสำคัญ: การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี, ราที่เจริญร่วมกับฟองน้ำทะเล, ราปฏิปักษ์, สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate antagonistic activities of marine sponge-associated fungi against plant pathogens. Marine sponge samples were collected at coral reefs from Samae San Islands, Chonburi Province. Five marine sponge-associated fungi including, Emericella nidulans (KUFA 0031), Emericella foveolata (KUFA 1003), Myrothecium verrucaria (KUFA 0197), Neosartoya glabra (KUFA 0702) and Talaromyces tratensis (KUFA 0091) were selected to evaluate their antagonistic activities against three species of phytopathogenic fungi by Fokkema-test. The results showed that T. tratensis (KUFA 0091) exhibited a potent antagonistic effect against Sclerotinia  sclerotiorum, a causal agent of stem rot on Brassica napus and Magnaporthe wheat blast by 82.22% and 64.44%, respectively. In addition, crude ethyl acetate extract of T. tratensis (KUFA 0091) displayed effectively inhibited mycelial growth of Phytophthora palmivora, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Pyricularia oryzae, Fusarium oxysporum and Bipolaris oryzae by 100%, 76.5%, 70.94%, 67.50%, 61.11% and 52.60%, respectively, at a concentration of 10,000 ppm. The results in this study indicate that marine sponge-associated fungi posed potent antagonistic activities against plant pathogenic fungi and may lead their development as biological control agents.
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คำนำ
ในปัจจุบันมีการใช้สารเคมีทางการเกษตรเช่น ปุ๋ยเคมี สารเคมีกำจัดศัตรูพืช และโฮโมนสังเคราะห์ ในระบบการเกษตรเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง สารเคมีเหล่านี้อาจเป็นอันตรายต่อเกษตรกรและผู้บริโภค รวมถึงยังอาจส่งผลกระทบต่อแมลงและจุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์ที่มีอยู่ตามธรรมชาติ รวมทั้งยังสามารถสะสมก่อให้เกิดมลพิษต่อสิ่งแวดล้อม ในปัจจุบันจึงมีการส่งเสริมการควบคุมโรคพืชด้วยชีววิธี ซึ่งเป็นวิธีที่ไม่เป็นอันตรายต่อเกษตรกร ผู้บริโภค และสิ่งแวดล้อม โดยการใช้เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มายับยั้งหรือทำลายเชื้อสาเหตุโรคพืชเพื่อไม่ให้สร้างความเสียหายต่อพืช โดยเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์จะสร้างกลไกมายับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืช เช่น สร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เป็นพิษต่อเชื้อสาเหตุโรคพืช เป็นต้น มีรายงานเกี่ยวกับเชื้อราจากดินที่สามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชหลายชนิด เช่น Trichoderma harzianum สามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคใบจุดสีน้ำตาลของยาสูบที่เกิดจาก Alternaria alternata (Gveroska and Jugoslav, 2011) แต่เชื้อราที่อาศัยอยู่ในระบบนิเวศทางทะเลจัดเป็นอีกหนึ่งแหล่งทรัพยากรจุลินทรีย์ที่น่าสนใจ เนื่องจากทะเลเป็นแหล่งทรัพยากรธรรมชาติและมีความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต จุลินทรีย์ที่สามารถเจริญเติบโตในทะเลเหล่านี้สามารถสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพหลายชนิด เช่น สารที่เป็นพิษกับเซลล์ (cytotoxins), สารต้านมะเร็ง (anticancer), สารปฏิชีวนะ (antibiotics), สารต้านจุลินทรีย์ (antimicrobial compounds) เป็นต้น ซึ่งสารเหล่านี้มีการนำไปพัฒนาเพื่อใช้ประโยชน์ทางอุตสาหกรรม เภสัชกรรม และเคมีเกษตร มีรายงานการพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่จากราทะเลเพิ่มขึ้นทุกปีอย่างต่อเนื่อง (Lee et al., 2001; Gerwick and Fenner, 2013) นอกจากนี้มีรายงานว่าราทะเลหลายชนิดสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชได้ เช่น Paz et al. (2010) ได้นำเชื้อรา Trichoderma, Acremonium, Bionectria, Vertillium, Penicillium และ Aspergillus ที่แยกได้จากฟองน้ำ Psammocinia sp. มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชได้แก่ Alternaria alternata, Fusarium equiseti, Pythium aphanidermatum และ Rhizoctonia solani พบว่าเชื้อรา Trichoderma ที่แยกได้จากฟองน้ำสามารถยับยั้งการเจริญของรา Fusarium equiseti ได้อย่างมีประสิทธิภาพ และ Gal-hemed et al. (2011) รายงานว่าเชื้อรา Trichoderma ที่เจริญร่วมกับฟองน้ำ Psammocinia sp. จากทะเลเมดิเตอร์เรเนียน สามารถสร้างสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคเน่าคอดิน Rhizoctonia solani และเชื้อราสาเหตุโรคใบจุด Alternaria alternate ได้อย่างมีประสิทธิภาพ
เชื้อราในทะเลถูกค้นพบว่ามีศักยภาพควบคุมเชื้อสาเหตุโรคมนุษย์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในขณะที่การศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเพื่อใช้ในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชยังเป็นเรื่องใหม่สำหรับงานทางด้านการเกษตร โดยพบรายงานการศึกษาสารออกฤทธิ์ของราในทะเลเพื่อใช้ประโยชน์ทางด้านเกษตรค่อนข้างน้อย ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จะนำไปสู่การค้นพบคุณสมบัติปฏิปักษ์และประสิทธิภาพของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของราที่เจริญในทะเล ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชเพื่อนำไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ควบคุมโรคพืชทดแทนการใช้สารเคมีได้ในอนาคต
อุปกรณ์และวิธีการ
1. การแยกเชื้อราและการทดสอบกลไกปฏิปักษ์ในห้องปฏิบัติการ


1.1 การเก็บตัวอย่างสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในทะเล


     เก็บตัวอย่างฟองน้ำ ปะการังและกัลปังหา จากหมู่เกาะแสมสาร อ. สัตหีบ จ. ชลบุรี นำใส่ถุงพลาสติกแบบมีซิปปิดพร้อมใส่น้ำทะเลให้ท่วมตัวอย่าง


1.2 วิธีการแยกเชื้อรา


     นำตัวอย่างฟองน้ำที่เก็บมาล้างให้สะอาดด้วยน้ำทะเลที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ซับให้แห้งด้วยกระดาษซับที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ตัดเป็นชิ้นเล็กๆ ให้มีขนาด 0.5 x 0.5 cm แล้วนำมาวางบนอาหาร half potato dextrose agar (PDA), malt extract agar และ corn meal agar ที่ผสมสารปฏิชีวนะ streptomycin อาหารละ 5 plates plate ละ 6-10 ชิ้น  บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3-7 วัน เก็บปลายเส้นใยราที่เจริญออกมาจากชิ้นตัวอย่างใส่ slant PDA เพื่อรอการทดสอบและจัดจำแนกต่อไป


1.3 การจัดจำแนกชนิด
              เพาะเลี้ยงราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง 7-14 วัน บันทึกลักษณะอัตราการเจริญ  สี การสร้างสปอร์  ศึกษารูปร่างลักษณะทางสัณฐานวิทยา ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ compound จัดจำแนกชนิดในเบื้องต้นโดยเปรียบเทียบกับหนังสือหรือเอกสารอ้างอิง จากการศึกษารายละเอียดจากโครงสร้างต่าง ๆ ของราดังกล่าวภายใต้กล้องจุลทรรศน์จะทำให้สามารถจัดจำแนก genus และ species ได้ในเบื้องต้น
จัดจำแนกชนิดของเชื้อราโดยวิธีอณูชีวโมเลกุล โดยเพาะเลี้ยงราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง 7 วัน แล้วนำเส้นใยราเลี้ยงใน Potato Dextrose Broth (PDB)  บ่มไว้บนเครื่องเขย่าที่ใช้ความเร็วรอบ 120 rpm นาน 3 วัน กรองเฉพาะส่วนของเส้นใยนำมาบดในโกร่งให้เส้นใยละเอียด แล้วตักเส้นใยใส่หลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นสกัดดีเอ็นเอของเชื้อราตามวิธีของ ศรีเมษ (2550) โดยเติม homogenization buffer (0.1 M NaCl, 0.2 M sucrose, 0.01 M EDTA, 30 mM Tris-HCl, pH 8.0) ปริมาตร 300 ไมโครลิตรซึ่งผสม 1% ß-mercaptoethanol เขย่าให้เข้ากัน และเติม lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 50 mM EDTA, 2.5% SDS, pH 8.0) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากันบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นเติม precipitation buffer (5 M potassium acetate, 3 M acetic acid) ปริมาตร 192 ไมโครลิตรและคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่แล้วเติม isopropanol ปริมาตรเท่ากับส่วนใส ผสมให้เข้ากันเบาๆ นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% ethanol และละลายดีเอ็นเอด้วยน้ำที่นึ่งฆ่าเชื้อ ตรวจสอบดีเอ็นเอบน 1% agarose gel electrophoresis เพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิค polymerase chain reaction โดยใช้คู่ primer ITS1- 5’ TCCGTAGGTGAACCTGCGG และ ITS4- 5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC จากนั้นวิเคราะห์ลำดับเบส  (gene sequences) ปรับแต่งลำดับเบสที่ได้ด้วยโปรแกรม CExpress เปรียบเทียบลำดับเบสที่ได้โดยใช้ BLAST  program ที่เว๊ปไซด์ http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast/ ซึ่งจะทำให้ทราบชนิด (species) ของเชื้อรา และนำลำดับเบสที่ได้ไปฝาก (deposit) ที่ Genbank ซึ่งจะได้ accession number ของลำดับเบสเป็นเลขอ้างอิง

1.4 การทดสอบประสิทธิภาพของราที่เจริญร่วมกับสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในทะเลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชโดยวิธี Fokkema-test
การทดสอบประสิทธิภาพของราทะเลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช จะนำราทะเลที่คัดเลือกไว้ 5 ชนิดและราสาเหตุโรคพืชที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจ 3 ชนิด  ได้แก่ Fusarium culmorum (สาเหตุโรคฝักเน่าของข้าวโพด), Magnaporthe sp. (สาเหตุโรคไหม้ของข้าวสาลี) และ Sclerotiania  sclerotiorum (สาเหตุโรคลำต้นเน่าของพืชวงศ์ผักกาด) มาเลี้ยงบนอาหาร PDA ผสมกับโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน (0, 1.5, 2.5 และ 3.5%) บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 25oC เป็นเวลา 7 วัน ทำการทดสอบโดยวิธี Fokkema-test (Fokkema, 1973)  โดยนำ cork borer ขนาด 0.5 cm เจาะเส้นใยของราสาเหตุโรคพืชแล้วนำมาวางบนอาหาร PDA และใช้ลูบเขี่ยเชื้อแตะที่โคโลนีของราที่เจริญร่วมกับสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในทะเลที่ต้องการทดสอบ แล้วลากหรือขีดไปบนจานอาหาร PDA ตรงข้ามกับชิ้นวุ้นของราสาเหตุโรคพืชดังภาพที่ 1














ภาพที่ 1 แสดงการทดสอบประสิทธิภาพของราที่เจริญร่วมกับสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในทะเลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชโดยวิธี Fokkema-test 
บ่มจานเลี้ยงเชื้อที่ทดสอบไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7-14  วัน ทำชุดควบคุม (control) โดยนำ cork borer ขนาดเดียวกัน เจาะเส้นใยของราสาเหตุโรคพืชแล้วนำมาวางบนอาหาร PDA อย่างเดียว บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7-14  วัน  บันทึกผลการทดลองโดยวัดเปอร์เซ็นต์ยับยั้งตามสูตรการคำนวณดังนี้
% ยับยั้งการเจริญของราสาเหตุโรคพืช =   b – a x 100 

a= ระยะทางการเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคพืชจากจุดที่วางเชื้อไปยังขอบบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อในทิศทางที่มีเชื้อราปฏิปักษ์ (mm.)
b= ระยะทางของการเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคพืชจากจุดที่วางเชื้อไปยังขอบอาหารเลี้ยงเชื้อ (mm.)
การทดสอบทั้งหมดจะวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design: CRD) กรรมวิธีทดสอบทุกกรรมวิธีทำการทดสอบ 3 ซ้ำ วิเคราะห์ความแปรปรวนด้วยวิธี ANOVA และวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์สถิติ SPSS v.21.
1.5 การศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดของราทะเลในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืช
คัดเลือกราทะเลที่มีคุณสมบัติเป็นเชื้อปฏิปักษ์ที่ดีที่สุดจากผลการทดลองในข้อ 1.4 มาเลี้ยงบนอาหาร potato dextrose broth (PDB) บ่มเชื้อนาน 7 วัน บนเครื่องเขย่าเพื่อเตรียม Mycelial suspension และนำมาเพิ่มปริมาณเชื้อในข้าวสุก โดยเท mycelial suspension ปริมาตร 20 mL ของราทะเลใน Erlenmeyer flask  ขนาด 1 ลิตรที่มีข้าวสุก 300 กรัมที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว รวมจำนวน 5  flasks บ่มไว้เป็นเวลา 30 วัน ที่อุณหภูมิห้อง เติมเอทธิลอะซีเตท (ethyl acetate) flask ละ 500 mL ลงไป เพื่อสกัดสารทุติยภูมิจากรา หมักไว้ 7 วัน นำมากรองแยกเมล็ดข้าวสุกออก  แล้วนำสารสกัดที่กรองไว้ไประเหยเอาเอทธิลอะซีเตทออกด้วยเครื่องกลั่นระเหยสาร (rotary evaporator) จนได้เป็นสารสกัดหยาบ (crude extract) 
1.6 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดจากราปฏิปักษ์ ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อสาเหตุโรคพืช โดยวิธี dilution plate 
เลี้ยงเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจ 13 ชนิด ได้แก่ Phytophthora palmivora สาเหตุโรครากเน่าโคนเน่าของทุเรียน, Colletotrichum capsici สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก, C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะม่วง, Lasiodiplodia theobromae สาเหตุโรคผลเน่าของมังคุด, Alternaria brassicicola สาเหตุโรคใบจุดของคะน้า, Fusarium oxysporum สาเหตุโรคเหี่ยวของพริก, Fusarium culmorum สาเหตุโรคฝักเน่าของข้าวโพด, Bipolaris oryzae สาเหตุโรคไหม้ของข้าว, Rhizoctonia solani สาเหตุโรคกาบใบแห้งของข้าวโพด, Sclerotium rolfsii สาเหตุโรคโคนเน่าของถั่วเขียว, Sclerotinia sclerotiorum สาเหตุโรคลำต้นเน่าของพืชวงศ์ผักกาด, Magnaporthe sp. สาเหตุโรคไหม้ของข้าวสาลี และ Pyricularia grisea สาเหตุโรคไหม้ข้าว บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง (28 oC) เป็นเวลา 7-14 วัน ชั่งสารสกัดหยาบจากราปฏิปักษ์ จำนวน  1 กรัมผสมกับน้ำ 10 mL จะได้ความเข้มข้น 100,000 ppm จากนั้นเจือจางในน้ำให้มีความเข้มข้นของสารสกัดหยาบให้ได้  10,000  1,000  และ 100  ppm  โดยวิธี serial dilution นำสารสกัดแต่ละความเข้มข้น 1 mL ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 9 mL  เทลงในจานเลี้ยงเชื้อขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 9 cm จนได้สารสกัดหยาบที่ผสมในอาหาร PDA ที่ความเข้มข้น 10,000 1,000 100 และ 10 ppm  ส่วนที่ใช้เป็นชุดเปรียบเทียบจะใช้น้ำแทนสารสกัดหยาบ จากนั้นใช้  cork borer  ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 cm  เจาะบริเวณขอบโคโลนีของราสาเหตุโรคพืชที่เลี้ยงไว้ มาวางกลางจานเลี้ยงเชื้อที่มีอาหารผสมสารสกัดในแต่ละความเข้มข้นที่เตรียมไว้ โดยทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบในแต่ละความเข้มข้นในการยับยั้งการเจริญของราสาเหตุโรคพืชแต่ละชนิด บ่มไว้  7 วัน ที่อุณหภูมิห้อง   บันทึกผลการทดลองโดยวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของราสาเหตุโรคพืชเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ใช้น้ำแทนสารสกัดจากราปฏิปักษ์ และคำนวณหาค่าเปอร์เซ็นยับยั้งการเจริญของราสาเหตุโรคพืชโดยสารสกัดหยาบจากราปฏิปักษ์ ที่ความเข้มข้นต่างๆ จากสูตรการคำนวณดังนี้
% ยับยั้งการเจริญของราสาเหตุโรคพืช
= A – B x 100

A = เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของราสาเหตุโรคพืชในชุดควบคุม
B = เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของราสาเหตุโรคพืชที่เจริญบน PDA ที่ผสมสารสกัดหยาบของราปฏิปักษ์ ในแต่ละความเข้มข้น
ผลและวิจารณ์
1. ประสิทธิภาพของราที่เจริญร่วมกับสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในทะเลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชโดยวิธี Fokkema-test

ผลการทดสอบคุณสมบัติปฏิปักษ์ของเชื้อราทะเลจำนวน 5 ชนิด ได้แก่ 1. Emericella nidulans (KUFA 0031) แยกจากฟองน้ำที่ยังไม่ได้จำแนกชนิด, 2. Emericella foveolata (KUFA 1003) แยกจากฟองน้ำ Xestospongia testudinaria, 3. Myrothecium verrucaria (KUFA 0197) แยกจากฟองน้ำ Acanthella sp., 4. Neosartoya glabra (KUFA 0702) และ 5. Talaromyces tratensis (KUFA 0091) แยกจากฟองน้ำ Mycale sp. ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืช 3 ชนิด บนอาหาร PDA ที่ผสม 0, 1.5, 2.5 และ 3.5% NaCl พบว่ารา T. tratensis สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา S. sclerotiorum ได้ดีที่สุดโดยมีเปอร์เซ็นต์ยับยั้ง 82.22%, 77.78%, 74.44% และ 81.11% ตามลำดับ ขณะที่สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรคพืช Magnaporthe sp. และ F. culmorum ได้ 66.67% บนอาหาร PDA ที่ผสม 2.5% NaCl และ 64.44% บนอาหาร PDA ที่ผสม 3.5% NaCl ตามลำดับ (ตารางที่ 1, ภาพที่ 2) จากผลการทดสอบพบว่ารา T. tratensis สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใย S. sclerotiorum ได้อย่างมีประสิทธิภาพสอดคล้องกับงานวิจัยของ Dethoup et al. (2015) ซึ่งได้รายงานว่ารา T. trachyspermus ที่แยกได้จากฟองน้ำ Clathria reinwardtii  สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได้หลายชนิด ได้แก่ A. brassicicola, C. capsici, Helminthosporium maydis, P. aphanidermatum, R. solani และ S. rolfsii และมีรายงานว่า T. flavus ที่แยกจากดินมีคุณสมบัติปฏิปักษ์สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา P. palmivora, P. parasitica, Peronophythora litchii, C. capsici, C. gloeosporioides, Pestalotiopsis guepinii, Phyllosticta sp., Curvularia lunata, H. maydis, H. oryzae และ Fusarium oxysporum ได้มากกว่า 60% (Dethoup et al., 2007) นอกจากนี้ยังสอดคล้องกับผลงานวิจัยของ Kim et al. (2017) และ Madi et al. (1997) รายงานว่ารา T. flavus มีศักยภาพในการเป็นเชื้อราปฏิปักษ์ต่อต้านเชื้อราสาเหตุโรคพืชหลายชนิด ได้แก่ Cylindrocarpon destructans, F. oxysporum, R. solani, S. nivalis, Botrytis cinerea, P. capsici, S. rolfsii และ Verticillium dahlia. 
ตารางที่ 1 ประสิทธิภาพของเชื้อรา Talaromyces tratensis ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช F. culmorum, Magnaporthe sp. และ S. sclerotiorum บนอาหาร PDA ผสม NaCl ที่ความเข้มข้น 0, 1.5, 2.5 and 3.5 % โดยวิธี Fokkema-test 
	เชื้อราสาเหตุโรคพืช
	เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืช (%) 

ทดสอบอาหาร PDA ผสมกับ NaCl ที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน

	
	0%
	1.5%
	2.5%
	3.5%

	F. culmorum
	45.56±1.92d
	2/
	2/
	64.44±10.72c

	Magnoporthe sp.
	1/
	46.67±3.33d
	66.67±3.33bc
	58.89±1.92c

	S. sclerotiorum
	82.22±1.92a
	77.78±8.39a
	74.44±5.09ab
	81.11±6.94a


ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชตามด้วยตัวอักษรเดียวกันแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น P<0.05 จากการวิเคราะห์โดย Duncan’s New multiple Range test

1/ รา T. tratensis ไม่ได้แสดงคุณสมบัติต่อต้านเชื้อรา
2/ เชื้อราสาเหตุโรคพืชเจริญเติบโตปกคลุมโคโลนีของรา T. tratensis
	เชื้อราสาเหตุโรคพืช
	อาหาร PDA ผสมกับ NaCl ที่ความเข้มข้นต่างๆ
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	Magnoporthe sp.
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	S. sclerotiorum
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ภาพที่ 2 ประสิทธิภาพของราทะเล Talaromyces tratensis (ขวา) ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคพืช (ซ้าย) โดยวิธี Fokkema-test 
2.  ประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากราทะเลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชโดยวิธี Dilution plate 

จากผลการทดสอบโดยวิธี Fokkema-test พบว่ารา T. tratensis สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่ทดสอบได้ดีที่สุด จึงนำรา T. tratensis มาสกัดสารด้วยเอทธิลอะซีเตทจนได้เป็นสารสกัดหยาบ และนำมาทดสอบประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 13 ชนิด ด้วยวิธี Dilution plate ผลการทดลองพบว่าที่ความเข้มข้น 10,000 ppm สารสกัดหยาบของรา T. tratensis สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา P. palmivora, S. rolfsii, S. sclerotiorum, P. oryzae, F. oxysporum และ B. oryzae ได้ 52-100% ขณะที่ที่ความเข้มข้น 1,000 ppm สามารถยับยั้งการเจริญของ F. oxysporum ได้ 52.00% ส่วนเชื้อราสาเหตุโรคพืชอื่นๆ สามารถยับยั้งได้น้อยกว่า 50% (ตารางที่ 2, ภาพที่ 3) จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดจากราทะเล T. tratensis สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได้อย่างมีประสิทธิภาพสอดคล้องกับงานวิจัยของ Dethoup et al. (2015) ซึ่งรายงานว่าสารสกัดราทะเล T. trachyspermus มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคพืช ได้แก่ R. solani, S. rolfsii, C. capsici, C. gloeosporioides, L. theobromae, A. brassicicola, F. oxysporum, H. maydis, P. aphanidermatum และ P. palmivora ได้ 100% ที่ความเข้มข้น 10,000 ppm รวมทั้งสามารถยับยั้งการเจริญเส้นใยเชื้อรา R. solani, S. rolfsii และ C. capsici ได้ 100% ที่ความเข้มข้น 1,000 ppm ขณะที่ Madi et al. (1997) รายงานว่า T. flavus สามารถผลิตเอนไซม์ chitinase, b-1,3-glucanase และ cellulose เพื่อยับยั้งการเจริญเติบโตของรา S. rolfsii  และ Nicoletti and Trincone (2016) รายงานสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากรา Penicillium และ Talaromyces จำนวนมากซึ่งเป็นสารออกฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ Alternaria brassicae, Aspergillus niger, Fusarium graminearum เช่น Penicimonoterpene, Penicisteroid A, Penicitide A และ Peniciadametizines
ตารางที่ 2 ผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 13 ชนิด โดยสารสกัดของรา Talaromyces tratensis 
	เชื้อราสาเหตุโรคพืช
	เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืช
 ที่ความเข้มข้นต่างๆ (ppm)

	
	10,000
	1,000
	100
	10

	Oomycetes
	
	
	
	

	Phytophthora palmivora
	100.00a
	18.47hi
	0j
	0j

	Coelomycetes
	
	
	
	

	Colletotrichum capsici
	46.39ef
	1.11j
	0j
	0j

	Colletotrichum gloeosporioides
	9.79ij
	0j
	0j
	0j

	Lasiodiplodia theobromae
	0j
	0j
	0j
	0j

	Hyphomyces
	
	
	
	

	Alternaria brassicicola 
	28.78gh
	10.28ij
	29.44gh
	8.33ij

	Fusarium oxysporum
	61.11cd
	52.00de
	0j
	0j

	Fusarium culmorum
	0j
	0j
	0j
	0j

	Biopolaris oryzae
	52.60de
	15.52i
	0j
	0j


ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชตามด้วยตัวอักษรเดียวกันแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น P<0.05 จากการวิเคราะห์โดย Duncan’s New multiple Range test

ตารางที่ 2 (ต่อ) ผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 13 ชนิด โดยสารสกัดของรา Talaromyces tratensis 
	เชื้อราสาเหตุโรคพืช
	เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืช
 ที่ความเข้มข้นต่างๆ (ppm)

	
	10,000
	1,000
	100
	10

	Agonomycetes
	
	
	
	

	Rhizoctonia solani
	43.19ef
	0j
	0j
	0j

	Sclerotium rolfsii
	76.53b
	0j
	0j
	0j

	Sclerotinia sclerotiorum
	70.94bc
	0j
	0j
	0j

	Sordariomycetes
	
	
	
	

	Magnaporthe sp.
	36.47fg
	5.43ij
	1.15j
	1.49j

	Pyricularia oryzae
	67.50bc
	10.28ij
	0j
	0j


	เชื้อราสาเหตุโรคพืช
	ผลของสารสกัดของรา T. tratensis ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่ความเข้มข้นต่างๆ (ppm) 

	
	10
	100
	1,000
	10,000

	Phytophthora palmivora
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	Colletotrichum capsici
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	Colletotrichum gloeosporioides
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ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชตามด้วยตัวอักษรเดียวกันแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น P<0.05 จากการวิเคราะห์โดย Duncan’s New multiple Range test

ภาพที่ 3 ประสิทธิภาพของสารสกัดของราทะเล T. tratensis ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่ความเข้มข้น 10,000 1,000 100 และ 10 ppm เมื่อทดสอบด้วยวิธี Dilution plate
	เชื้อราสาเหตุโรคพืช
	ผลของสารสกัดของรา T. tratensis ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่ความเข้มข้นต่างๆ (ppm) 

	
	10
	100
	1,000
	10,000

	Lasiodiplodia theobromae
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	Alternaria brassicicola 
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	Fusarium oxysporum
	[image: image33.jpg]



	[image: image34.jpg]



	[image: image35.jpg]



	[image: image36.jpg]




	Fusarium culmorum
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	Rhizoctonia solani
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ภาพที่ 3 (ต่อ) ประสิทธิภาพของสารสกัดของราทะเล T. tratensis ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่ความเข้มข้น 10,000 1,000 100 และ 10 ppm เมื่อทดสอบด้วยวิธี Dilution plate
สรุปผลการทดลอง

ผลการศึกษาประสิทธิภาพของราที่เจริญร่วมกับฟองน้ำทะเลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคโดยวิธี Fokkema-test พบว่ารา T. tratensis สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา S. sclerotiorum ได้มีประสิทธิภาพสูงสุดที่ 82.22% นอกจากนี้สารสกัดจากราทะเล T. tratensis มีประสิทธิภาพสูงที่สุดในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคพืช  P. palmivora ได้ 100% ที่ความเข้มข้น 10,000 ppm รองลงมาได้แก่ S. rolfsii, S. sclerotiorum, P. oryzae, F. culmorum และ B. oryzae ยับยั้งได้ 76.53%, 70.94%, 67.50%, 61.11% และ 52.60% ตามลำดับ ที่ความเข้มข้น 10,000 ppm ในขณะที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา F. oxysporum ได้ 52.00% ที่ความเข้มข้น 1,000 ppm ผลการทดลองในครั้งนี้ชี้ให้เห็นว่าเชื้อราทะเลมีคุณสมบัติปฏิปักษ์สามารถสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได้ ซึ่งสามารถนำไปพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์จุลินทรีย์ควบคุมโรคพืชได้ในอนาคต
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ราที่เจริญร่วมกับสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในทะเล
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เชื้อราสาเหตุโรคพืช
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