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บทที่ 4

วิจารณและสรุปผลการทดลอง

วิจารณผลการทดลอง

1.   การเก็บรวบรวมตัวอยางเชื้อรา  H. scutata  และการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์
มีรายงานการคนพบราแมลง  H. scutata  เปนครั้งแรกที่ประเทศสิงคโปร โดย  

Petch (1921)  หลังจากนั้นก็ไมมีรายงานเกี่ยวกับราชนิดนี้อีกเลย จนกระทั่ง  Sivichai 
และ  Hywel-Jones (1999)  ส ํารวจพบราแมลง  H. scutata  ในประเทศไทยครั้งแรก 
บนใบพืชสกุล  Syzygium spp.  ที่บริเวณศูนยวิจัยและศึกษาธรรมชาติปาพรุสิรินธร 
อํ าเภอสุไหงโกลก จังหวัดนราธิวาส และ  Srichan (2003)  สามารถแยกเชื้อบริสุทธิ์ได 
ในการศึกษาครั้งนี้จึงไดทํ าการเก็บตัวอยางเชื้อรา  H. scutata  บริเวณแปลงปลูกตนหวา
หิน  (S. tumida)  และหวานํ้ า  (S. oblatum)  ในเขตปาพรุสิรินธร  สามารถเก็บรวบรวมตัว
อยางเชื้อรา  H. scutata  ไดจํ านวน  46  ตัวอยาง  นํ ามาแยกเชื้อบริสุทธิ์ได  31  isolates 
คิดเปนรอยละ  67.39  ซึ่งเปนเปอรเซ็นตที่สูงเมื่อเปรียบเทียบกับการแยกเชื้อราชนิดนี้
โดย  Srichan (2003)  ทีส่ามารถแยกเชื้อบริสุทธิ์ได  45  isolates  จากตัวอยาง  stroma 
ของเชื้อรา  H. scutata  ที่เจริญเต็มที่  (mature stroma)  จํ านวน  97  ตัวอยาง คิดเปนรอย
ละ  46.39  การที่สามารถแยกเชื้อไดสูงกวานั้น  อาจเนื่องมาจากในการศึกษาครั้งนี้คัด
เลือกเฉพาะ  ตัวอยาง  stroma  ของเชื้อรา  H. scutata  ทีส่ดและเจริญเต็มที่ และทํ าการ
แยกเชื้อภายในวันที่เก็บตัวอยาง ในหองปฏิบัติการ จึงลดการปนเปอนจากเชื้อราชนิดอื่น
ได  H. scutata  เจริญไดชามากบนอาหารเลี้ยงเชื้อ หากมีการปนเปอนเชื้อราชนิดอื่นที่
เจริญเร็วกวา จะไมสามารถแยกเชื้อได

จํ านวนราแมลง  H. scutata  ที่พบตามธรรมชาตินั้นมีความแตกตางกัน ปจจัยที่
มีผลตอจํ านวนราแมลงตามธรรมชาติ คือ จํ านวนแมลง และสภาวะแวดลอม เชน ในแต
ละฤดูกาล มีความแตกตางของอุณหภูมิอากาศ ปริมาณนํ้ าฝน ความเขมแสง และความชื้น
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(Wolfe, 1981 อางโดย Moore-Landecker, 1996)  ปจจัยเหลานี้มีความสํ าคัญตอการเจริญ
เติบโต และการแพรกระจายของเชื้อรา  H. scutata  เชนเดียวกัน การเก็บตัวอยางเพื่อแยก
เชื้อครั้งนี้  ไดเก็บในเดือนกรกฎาคม  2545  ซึ่งเปนชวงฤดูรอน ฝนไมตก ความชื้น
สัมพัทธนอย จึงพบตัวอยางเชื้อรา H. scutata  นอย ประมาณ  2-3 ตัวอยางตอตน  ไดทํ า
การสํ ารวจเก็บตัวอยางอีกครั้งในเดือนกุมภาพันธ หลังฤดูฝน พบตัวอยางเชื้อราเปน
จํ านวนมาก ในบางตนพบมากกวา  100  ตัวอยางตอกิ่ง  นอกจากนี้  Srichan (2003)  ได
ทํ าการศึกษาการแพรกระจายของเชื้อรา  H. scutata  บนตนหวาหินและหวานํ้ า พบวา
โอกาสการพบเชื้อนี้บนตนหวาหินมีมากกวาบนตนหวานํ้ า และระดับของกิ่ง (สูง, กลาง 
และตํ่ า) มีโอกาสการพบเชื้อไดเทากัน  แตในทางปฏิบัตินั้นการเก็บตัวอยางบนกิ่งระดับ
สูง ทํ าไดยากกวา แมวา  stroma  จะมีสีสดใส แตก็มีขนาดเล็ก และจะอยูที่ดานบนของใบ
พืช ทํ าใหสังเกตเห็นไดยากกวากิ่งที่อยูระดับตํ่ าหรือระดับกลาง ที่สามารถมองเห็นดาน
บนของใบพืชได

2.   การศึกษาสัณฐานวิทยาของเชื้อรา  H. scutata
Stroma  ของเชื้อรา  H. scutata  พบอยูดานบนของใบหวาหิน และหวานํ้ า มีสี

สมเหลืองสม รูปรางกลม ขอบบางตรงกลางนูน ลักษณะคลายโล หรือเม็ดกระดุม จึง
สามารถมองเห็นไดชัดเจนบนใบพืช  stroma  ที่เจริญเต็มที่มีขนาดประมาณ  0.5-1.0  
เซนติเมตร  บริเวณขอบบางเปนที่อยูของ  perithecia  ภายในบรรจุ  ascospores  จํ านวน
มาก  สามารถมองเห็นบริเวณปากเปดของ  perithecia  ดวยตาเปลาไดชัดเจน มีลักษณะ
เปนจุดเล็กๆ มีจํ านวนมาก ซึ่งจะพบเฉพาะ  stroma  ที่เจริญเต็มที่แลวเทานั้น  ทํ าให
สามารถคัดเลือก  mature stroma  สํ าหรับการแยกเชื้อไดงาย  สวน  stroma  ที่ยังเจริญไม
เต็มที่  (young stroma)  จะไมเห็นบริเวณปากเปดของ  perithecia  จากการนํ า  stroma  มา
ศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราด ผิวบนของ  stroma  พบจุดเล็กๆ 
เปนบริเวณปากเปดของ  perithecia  และจาก  stroma  ที่ทํ าการตัด  section  ตามขวางพบ 
perithecia  มรีูปรางคลายขวดกนกลม  (flask-shaped)  ภายในมี  ascospores  รูปรางรี  
(Srichan, 2003)  ลกัษณะแตกตางกับที่  Petch (1921)  ไดบรรยายไว  (ตารางที่ 10)
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เชื้อรา H. scutata ทีแ่ยกไดบนอาหาร  PDA  มลีักษณะโคโลนีในแตละ isolates 
คลายๆ กัน คือมีรูปรางโคโลนีคอนขางกลม นูนไมสมํ่ าเสมอ ชวงแรกของการเจริญอาจ
สังเกตเห็นเสนใยเล็กๆ จํ านวนมาก หลังจากนั้นเสนใยเหลานี้จะอัดแนนเปนโคโลนีแข็ง
ในบาง isolates พบเสนใยบางสวนเจริญแทรกในเนื้อวุนอาหารเลี้ยงเชื้อแผกระจายรอบๆ 
โคโลนี ลักษณะเชนนี้มีการเจริญเติบโตเร็วกวาปกติ โดยปกติเชื้อรา  H. scutata จะเจริญ
เติบโตชามากบนอาหารเลี้ยงเชื้อ จะมีขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนีประมาณ 4-6  
มิลลิเมตร เมื่อเลี้ยงเปนเวลา  4  สัปดาห บนอาหาร  PDA ทีอุ่ณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส 
และเชื้อรา  H. scutata  บาง  isolates  สรางสารสีสมแดง ปลอยออกมารอบๆโคโลนี 
สามารถสังเกตเห็นไดชัดเจนเปนวงแคบๆ

หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา  8  สัปดาห บนอาหาร  PDA  ทีอุ่ณหภูมิ  25  องศา
เซลเซียส  ไดโคโลนี กลม แข็ง แตขณะเตรียมตัวอยาง พบวามีของเหลวใสอยูในโคโลนี
ตรงกลางโคโลนีจะมีลักษณะนิ่ม เมื่อนํ ามาศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิด
สองกราด พบลักษณะของขนาดเสนใยแตกตางกันทั้ง  3  ตํ าแหนง เนื่องมาจากอายุของ
เสนใยในแตละตํ าแหนงแตกตางกัน เสนใยที่มีอายุมากจะมีขนาดใหญและเริ่มมีการสลาย
ตัวของผนังเซลลเสนใย แตเสนใยที่เกิดใหมจะมีขนาดเล็กและมีลักษณะยืดยาวออกไป 
ผนังเซลลเรียบ  การสรางโคนิเดียสามารถพบไดทั้ง  3  ตํ าแหนง แตมีลักษณะและ
ปริมาณที่แตกตางกัน โดยตรงกลางโคโลนีจะพบโคนิเดียเปนจํ านวนมากอยูรวมกันเปน
กลุม และโคนิเดียสวนใหญจะหลุดออกจาก  conidiophores  แลว แตบริเวณขอบโคโลนี
จะพบโคนิเดียปริมาณที่นอยกวาและโคนิเดียที่พบจะอยูติดกับกาน  conidiophores  ที่เปน
เ ช  น นี้ เ พ ร า ะ เ ส  น ใ ย ใ น แ ต  ล ะ ร ะ ย ะ มี อ า ยุ ไ ม  เ ท  า กั น  แ ล ะ เ ชื้ อ ร า   
H. scutata  เปนเชื้อที่มีการเจริญเติบโตชามาก  โคโลนีที่นํ ามาศึกษานี้มีอายุถึง  8  
สัปดาห ทั้ง  3  ตํ าแหนงของโคโลนีที่นํ ามาศึกษาจึงมีความตางของอายุเสนใยมากพอสม
ควร ทํ าใหเกิดความแตกตางของเสนใย และโคนิเดียที่พบอยางชัดเจน

ลักษณะโคนิเดียที่พบ มีรูปรางรี ปลายดานหนึ่งกลมมน ขนาด 1-1.5×5-6 
ไมโครเมตร เมื่อนํ ามาเปรียบเทียบกับเชื้อราในสกุล  Hypocrella  ดวยกัน พบวาลักษณะ
โคนิเดียมีความแตกตางจากเชื้อราในสกุลนี้ เชน เชื้อรา  H. discoidea  จะมีโคนิเดียรูปราง
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รีหัวทายแหลม คลายกระสวย  (fusiform) ขนาด  7-12  ไมโครเมตร  (Hywel-Jones and 
Evans, 1993, Srichan, 2003)  และจากการศึกษาทางดานอณูชีววิทยา โดย  Srichan 
(2003)  พบวาเชื้อรา  H.  scutata SSC57  จัดอยูคนละกลุมกับ  H.  discoidea  ซึ่งเปน  
type strain และเสนอแนะวาเชื้อรา  H. scutata ไมนาจะจัดอยูใน  genus  Hypocrella 
อยางไรก็ตามจะตองมีการศึกษา  phylogeny  ของเชื้อรา  H. scutata  อยางละเอียดเพื่อยืน
ยันผลตอไป

ตารางที่ 10   ลักษณะของเชื้อรา  H. scutata
Table 10   The characteristics of H. scutata

Characteristics Details
shape and
texture of
stroma

flattened convex, up to 2 mm. thick in centre, margin acute or obtuse, 
surface even, glabrous, resinous, fractures vitreous, hypothallus (when 
present), membranous, translucent; lower surface flat.

colour of
stroma

bright ochraceous orange when fresh pale brown, red-brown ostioles to
dark brown with aging, lower surface translucent yellow-brown with
central yellowish opaque spot with radiating anastomosing yellow
lines.

perithecia rather deeply sunk, flask-shaped or laterally compressed, up to
0.8 mm. deep.

asci cylindric, 400-500×8-10 µm.
part-spores cylindric with rounded ends, 3-6×1.5 µm.
distribution Malaysia, Singapore, Philippines, Thailand.
synonyms Hypocrea scutata
conidia fusiform
ที่มา: Petch (1921)
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3.   การทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียเบื้องตน
การศึกษาฤทธิ์ตานจุลินทรียของเชื้อรา  H. scutata  จุลินทรียที่นํ ามาศึกษามี

ความสํ าคัญทางการแพทย โดยกอใหเกิดโรคติดเชื้อที่พบไดบอย และเชื้อราชนิดเสนใย
บางชนิดที่เปนปญหาในการปนเปอน จุลินทรียที่นํ ามาทดสอบเปนตัวแทนของจุลินทรีย
ในแตละกลุมดังนี้ แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก  S. aureus  ATCC25923  สายพันธุมาตร
ฐานที่ไวตอยาปฏิชีวนะ และ  Methicillin-resitant S. aureus (MRSA) SK1  เปนสายพันธุ
ทีด่ื้อตอยาในกลุมเพนนิซิลิน แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก  E. coli ATCC25922  และ
P. aeruginosa ATCC27853  สายพันธุมาตรฐานที่ไวตอยาปฏิชีวนะ เชื้อยีสต ไดแก 
C. albicans NCPF3153 สายพันธุมาตรฐาน และ  C.  neoformans PSU  ที่แยกไดจากผู
ปวยในโรงพยาบาล  สวนเชื้อราชนิดเสนใยที่เปนเชื้อกอโรค  2  ชนิด ไดแก  
M. gypseum  เปนเชื้อโรคกลากที่พบไดทั่วๆ ไป ทํ าใหเกิดโรคกลากที่ศีรษะ หนวดเครา 
ลํ าตัว แขนขา ในรมผาและที่เทา เชื้อราชนิดนี้ชอบเคอราติน  (keratinophilic fungi) และ 
P. marneffei  ซึ่งกอโรคติดเชื้อในรางกายกับหลายอวัยวะ เชน ตอมนํ้ าเหลือง ไขกระดูก 
ตบั ปอด กระดูก เปนตน มักพบในผูปวยที่มีภูมิตานทานบกพรอง ผูปวยโรคเอดส  และ
เชื้อราอีก  7  ชนิด ไดแก  A. flavus, A. niger, Rhizopus sp., Mucor sp., Cladosporium sp.  
Alternaria sp. และ Curvularia sp.  สามารถพบไดทั่วไปและกอปญหาการปนเปอนใน
แหลงตางๆ

การทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียของเชื้อรา  H. scutata  เบื้องตนนั้นไดใชวิธี  agar 
diffusion  โดยเจาะวุนรอบๆโคโลนีของเชื้อรา  H. scutata  ทีเ่ลี้ยงบนอาหาร  PDA  เปน
เวลา 4 สัปดาหมาทดสอบ เนื่องจากเชื้อรา  H. scutata  จะสรางสารและปลอยออกมา
รอบๆโคโลนี จากการสังเกตพบการปนเปอนของเชื้อราชนิดอื่นในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ
H. scutata และเกิดการยับยั้งการเจริญของเชื้อที่ปนเปอนบริเวณรอบโคโลนีของเชื้อรา 
H. scutata  จึงแนใจวาเชื้อรา  H. scutata  สามารถสรางสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ
ในการยั้บยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียชนิดอื่นได จึงไดทํ าการทดสอบโดยการเจาะวุน
รอบๆโคโลนีเชื้อรา  H. scutata  มาทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียที่ไดคัดเลือกมาทดสอบใน
เบื้องตน เพื่อคัดเลือกเชื้อรา  H. scutata  ที่สามารถสรางสารตานจุลินทรียไปศึกษาขั้นตอ
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ไป  การทดสอบโดยวิธี  agar diffusion  นั้น มีขอดี คือ เปนวิธีการที่สะดวก สามารถเห็น
ผลการทดสอบไดชัดเจน วิธีการไมยุงยากซับซอน เปนวิธีที่เหมาะกับการทดสอบใน
เบื้องตนกับสารที่สามารถละลายนํ้ าและแพรซึมในวุนได ซึ่งสารที่  H. scutata  สราง
สามารถแพรซึมในวุนได

เชื้อรา  H. scutata  ทั้ง  34  isolates  ที่นํ ามาทดสอบฤทธิ์ในการตานจุลินทรีย
นั้น พบวา  25 isolates คิดเปนรอยละ  73.53  มีฤทธิ์ในการตานเชื้อราชนิดเสนใยบาง
ชนิดไดแก  M. gypseum, Cladosporium sp., Alternaria sp. และ  Curvularia sp. 
โดยมีจํ านวน  18  isolates คิดเปนรอยละ 52.94 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา   
M. gypseum  ได และ 1 isolate คิดเปนรอยละ 2.94  สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 
Cladosporium  sp., Alternaria sp.  และ  Curvularia sp.  ได  และมีเชื้อรา  H. scutata  
 6  isolates  คิดเปนรอยละ  17.65 ที่ยับยั้งไดทั้ง  M. gypseum, Cladosporium sp., 
Alternaria sp. และ Curvularia sp. แตไมพบฤทธิ์ในการตานเชื้อแบคทีเรียและยีสตที่นํ า
มาทดสอบ ไดคัดเลือกเชื้อรา H. scutata  จํ านวน  4  isolates คือ  SSC18, P30, P36  และ  
P37  ซึ่ง  SSC18  และ  P36  ใหผลในการยับยั้งเชื้อรา  M. gypseum, Cladosporium sp., 
Alternaria sp. และ Curvularia sp.  ไดดี สํ าหรับ  P30  และ P37  ใหผลในการยับยั้งเชื้อ
ราไดดีรองลงมา ซึ่งสังเกตจากระยะหางของ  inhibition zone  ระหวางวุนที่เจาะมา
ทดสอบกับปลายเสนใยราที่ทดสอบ

4.   การศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อและอุณหภูมิตอการเจริญของเชื้อรา H. scutata
หลังจากไดคัดเลือกเชื้อรา  H. scutata  จํ านวน  4  isolates  ไดแก  SSC18, P30, 

P36 และ  P37  แลว จึงทํ าการศึกษาการเจริญของเชื้อรา  H. scutata  ทัง้  4  isolates นี้ บน
อาหารเลี้ยงเชื้อ 6 ชนิด คือ  PDA, PDA+YE, PuDA, PuDA+YE, GYM  และ  SPDA

อาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA  เปนอาหารที่นิยมใชในการแยกและเลี้ยงเชื้อรา  เชื้อรา
หลายชนิดใหผลการเจริญดีบนอาหาร  PDA  จากรายงานการแยกและเลี้ยงเชื้อราแมลง
ชนิดตางๆ โดย  Hywel-Jones (2002)  และเชื้อราในวงศ  Clavicipitaceae  ตัวอยางเชน   
A. tubulata, A. samoensis, H. discoidea, H. gaertneriana, H. schizostachyi  และ   
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H. africana  ก็นิยมเลี้ยงบนอาหาร PDA (Hywel-Jones and Evans, 1993, Hywel-Jones 
and Samuels, 1998, Boonphong et al., 2001)  ในตัวแมลง มีองคประกอบของโปรตีนสูง 
(Samuels and Paterson, 1995, Moore-Landecker, 1996, Hywel-Jones, 2002) จึงไดเติม  
yeast extract  ซึ่งเปนแหลงของโปรตีนลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อศึกษาการเจริญในครั้งนี้ 
และจากรายงานการศึกษาการเจริญของเชื้อรา   H. raciborskii   และ  A. placenta   
โดย  Ibrahim  และคณะ  (1993) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  4  ชนิดคือ ฟกทอง มะละกอ มันเทศ
และหัวไชเทา พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่ทํ าจากฟกทอง ใหผลการเจริญเติบโตของเชื้อทั้ง 2 
ชนิดนี้ดีที่สุดและรองลงมาเปน มะละกอ กับมันเทศ จึงไดเลือกฟกทองและมันเทศมา
ศึกษาการเจริญของเชื้อรา H. scutata  ในครั้งนี้ดวย   ในการศึกษาครั้งนี้ใชวิธีวัดการเจริญ
เติบโต โดยการวัดขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนีของเชื้อรา  H. scutata  ทีเ่จริญบน
อาหารแข็งทุกๆสัปดาหเปนระยะเวลา  8  สัปดาหเพราะเชื้อรา  H. scutata  จะเจริญชา
มากบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

ผลการทดลองพบวาเชื้อรา  H. scutata  ทั้ง  4  isolates  สามารถเจริญไดบน
อาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง  6  ชนิดที่นํ ามาทดสอบ และบนอาหาร  PDA  ที่อุณหภูมิ  25  องศา
เซลเซียส ใหผลการเจริญดีที่สุด โดยมีขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนี อยูในชวง  
16.77–9.07  มลิลิเมตร เมื่อเลี้ยงเปนเวลา  8  สัปดาห ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของ  
Srichan (2003)  ที่ศึกษาการเจริญของเชื้อรา  H. scutata SSC32, SSC33  และ  SSC47  
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  4  ชนิด ไดแก  PDA, malt extract agar (MA), glucose yeast extract 
agar (GYA)  และ corn meal agar (CMA)   โดยพบวาบนอาหาร  PDA  ที่อุณหภูมิ  25  
องศาเซลเซียส ใหผลการเจริญดีที่สุดเชนกัน  อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใหผลการเจริญรองลงมา
คือ  SPDA, GYM  และ  PuDA  จากขอมูลของกองโภชนาการ  (2535)  แสดงคุณคา
อาหารของมันฝรั่ง ซึ่งประกอบดวย คารโบไฮเดรตรอยละ  14.9, โปรตีนรอยละ  2.5,  
ไขมันรอยละ  0.2, แคลเซียมรอยละ  0.016, เหล็กรอยละ  0.0017  และ ไนอาซินรอยละ  
0.001  ส ําหรับมันเทศประกอบดวย คารโบไฮเดรตรอยละ  22.5, โปรตีนรอยละ  0.6,  
ไขมันรอยละ  0.098, แคลเซียมรอยละ  0.00076  และไนอาซินรอยละ  0.0005  สวนของ
ฟกทอง มีคารโบไฮเดรตรอยละ  24.6, โปรตีนรอยละ  2.9  และไขมันรอยละ  1.5  ไมมี



79

รายงานของแรธาตุและวิตามินตางๆในฟกทองจากสวนเนื้อที่ปอกเปลือกออก จากขอมูล
ทั้งหมดที่มีอยูขณะนี้ ยากที่จะสรุปความสัมพันธระหวางปริมาณสารอาหารตอการเจริญ
ของเชื้อราแมลงได การเจริญและปริมาณความตองการสารอาหารของราแมลงยังคงไมมี
ขอมูลที่ ชัดเจน  (Deacon, 1997)  นอกจากสารอาหารหลัก (คารโบไฮเดรต, โปรตีน และ
ไขมัน)  แลว แรธาตุและวิตามินตางๆ เปนสิ่งจํ าเปน มีความสํ าคัญกับ  basic cellular 
metabolism   จากรายงานของ  Ibrahim   และคณะ (1993) พบวา  H. raciborskii  และ
 A. placenta  เจริญและสรางสปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ทํ าจากฟกทองไดดีกวาอาหารเลี้ยง
เชื้อที่ทํ าจากมันเทศ อยางไรก็ตามปริมาณสารอาหารในฟกทองและมันเทศที่ Ibrahim   
และคณะ (1993) อางถึง  มีปริมาณคารโบไฮเดรตรอยละ 4.6  และ  28.2  และโปรตีนรอย
ละ 1.4 และ 1.2 ตามลํ าดับ และกลาววา ปริมาณโปรตีนที่สูงอาจมีผลตอการสรางสปอร 
ซึ่งปริมาณโปรตีนในมันฝรั่งและในฟกทองของไทย มีปริมาณใกลเคียงกัน แต    
H. scutata  เจริญในมันฝรั่งไดดีกวาในฟกทอง  นอกจากนี้ ในมันเทศมีปริมาณโปรตีน
นอยกวาในฟกทอง แต  H. scutata  ยังสามารถเจริญไดดีกวา ทั้งนี้อาจเปนผลจากปริมาณ
แรธาตุและวิตามินในมันฝรั่งและมันเทศ ซึ่งสูงกวาในฟกทอง อยางไรก็ตามในอาหาร 
PDA และ PuDA ที่เติม yeast extract ซึ่งมีปริมาณวิตามินสูง กลับพบวาไมไดชวยสง
เสริมการเจริญของเชื้อราใหมากขึ้น    Hywel-Jones  และ  Evans (1993)  กลาววา ถึงแม
เชื้อราในกลุม  Hypocrella  จะจัดอยูในกลุมพิเศษของพวกราแมลง ที่เปน  obligate 
pathogens  แตก็สามารถเจริญไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชทั่วไป โดยไมตองเติมสารอาหาร
พิเศษ    การศึกษาครั้งนี้ไมไดศึกษาถึงผลของ  pH ในอาหารเลี้ยงเชื้อตอการเจริญของเชื้อ
รา เนื่องจากรากลุมนี้สามารถปรับตัวใหทนตอ  pH ไดกวาง และชวง  pH  ที่เหมาะสมตอ
การงอกของสปอรและการเจริญของราแมลงอยูระหวาง 5.0-6.0 (Ibrahim et al., 1993)  
ซึง่อาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง  6  ชนิดที่ใชในการศึกษานี้มี  pH  5.6

ในธรรมชาติที่สํ ารวจเก็บตัวอยางเชื้อรา  H. scutata  พบวาเชื้อจะอยูดานบน
ของใบหวาหินและหวานํ้ า ซึ่งสัมผัสกับแสงแดดชวงกลางวันโดยตรง มีอุณหภูมิสูงกวา  
25 องศาเซลเซียส  เพราะฉะนั้น เชื้อนาจะสามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิสูง  จึงนํ ามาศึกษา
การเจริญของเชื้อรา  H. scutata  ทีอุ่ณหภูมิ  25  และ  35  องศาเซลเซียส  จากผลการ
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ทดลอง พบวาเชื้อเจริญไดดีที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส แตไมสามารถเจริญไดเลยที่
อุณหภูมิ  35 องศาเซลเซียส   Artjariyasripong (1999) พบวาเชื้อรา H. discoidea และ
Aschersonia samoensis  จะเจริญชามากที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่เหมาะ
สมตอการเจริญของเชื้อราทั้งสองนี้คือที่  25 องศาเซลเซียส คลายกับ  Srichan  (2003)  ซ่ึง
พบวาเชื้อรา  H. scutata and H. schizostachyi  มกีารเจริญชามากที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อรา  H. scutata  อยูในชวง  20-25  
องศาเซลเซียส Hywel-Jones (2002) กลาววา ราแมลงไมสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง
กวา  28  องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญของราแมลงสวนใหญอยูในชวง  
20-25  องศาเซลเซียส (Boonphong et al., 2001, Isaka et al., 2001, Hywel-Jones, 2002)  
ดังนั้นเชื้อนี้ในธรรมชาติอาจหยุดการเจริญชั่วคราว ในเวลากลางวัน ที่อุณหภูมิสูง การ
เจริญสวนใหญนาจะเกิดในเวลากลางคืน ที่อุณหภูมิลดตํ่ าลง

5.   การศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อและระยะเวลาในการเลี้ยงตอการสรางสารตาน 
จุลินทรียของเชื้อรา  H. scutata

มีรายงานการวิจัยเลี้ยงเชื้อราแมลงเพื่อผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ อาหารเลี้ยง
เชื้อที่ใช ไดแก  Czapek-dox broth (Difco)  (Krasnoff et al., 1996), minimum salt 
medium (Isaka et al., 2001)  จึงไดนํ าอาหารทั้งสองนี้มาศึกษาการสรางสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพของเชื้อรา  H. scutata  ในครั้งนี้ รวมกับอาหาร  PDB  ซึง่ใหผลการเจริญของเชื้อ
รา  H. scutata  ดีที่สุดจากการทดลองที่ผานมา  สํ าหรับเปลือกกุงที่ผสมใน  PDB  เนื่อง
จากในธรรมชาติ เชื้อรา H. scutata เจริญบนแมลงตัวแมลงมีองคประกอบของไคติน ซึ่ง
อาจจะสงเสริมการสรางสารสํ าคัญบางชนิด จึงใชเปลือกกุงเปนแหลงของไคตินที่ผสมลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อในการศึกษาครั้งนี้ ดวย

ในการศึกษาเบื้องตนโดยการเลี้ยงเชื้อราในอาหารเหลว ปริมาตร 250  มิลลิลิตร 
ใน  flask  ขนาด  500  มลิลลิิตร และเขยา  160  รอบตอนาที เปนเวลา  2  สัปดาห พบวา
เชื้อราเจริญเติบโตไดนอยมาก จึงเปลี่ยนมาเปนการเลี้ยงแบบไมเขยา และลดปริมาตรของ
อาหารลงเหลือ  50  มลิลลิิตร ใน  flask  ขนาด  500  มลิลิลิตร  เนื่องจากชิ้นสวนของเชื้อ
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จากโคโลนี จะติดกันแนนเปนกอน และตกลงที่กน  flask  ถาใสอาหารมากเกินไปอากาศ
จะแพรผานอาหารไปถึงเชื้อไดนอยลง

จากผลการทดลอง  เชื้อสามารถเจริญไดดีในอาหาร  PDB  รองลงมาเปน  CDB  
และ  MSM  สํ าหรับอาหาร  PDB+เปลือกกุง ใหการเจริญตํ่ าสุด  chitin 1 %  ทีเ่ติมลงไป
ใน PDB เปนตัวยับยั้งการเจริญของเชื้อรา  มีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับสมบัติของไคโต
แซนที่เปนอนุพันธของไคตินในเปลือกกุง พบวาไคโตแซนมีสมบัติในการยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อรา  (Roller and Covill, 1999)  ในการศึกษาครั้งนี้ พบการสรางสารตานจุลินทรีย
ของเชื้อรา  H. scutata  หลังจากที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 4 สัปดาห คลายกับการ
ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของเชื้อราแมลงชนิดอื่นๆ  ที่ต องเลี้ยงเป นเวลา   
21-29  วัน (Krasnoff et al., 1996, Boonphong et al., 2001, Isaka et al., 2001)  และเมื่อ
เลี้ยงเชื้อตอไปจนครบ  8  สัปดาห พบมีการสรางสารตานจุลินทรียเพิ่มขึ้น ในสัปดาหที่  
12  สามารถพบการสรางสารตานจุลินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ  MSM  จากเชื้อ  H. scutata  
2  isolates คือ  SSC18  และ  P36  แตในอาหารเลี้ยงเชื้อ  CDB  ไมพบการสรางสารตาน
จุลินทรียทั้งที่มีการเจริญเติบโตของเชื้อรา  H. scutata   มากกวาในอาหารเลี้ยงเชื้อ  MSM  
ดังนั้น ในการทดลองถัดไปเปนการเลี้ยงเชื้อรา H. scutata   เพื่อนํ ามาสกัดสารตานจุลินท
รีย  จะทํ าการเลี้ยงเชื้อรา H. scutata   ในอาหาร PDB  เปนเวลา 8 สัปดาห  คัดเลือกเชื้อรา  
H. scutata   จํ านวน  2   isolates   คือ  SSC18  และ  P36   ทีผ่ลิตสารตานจุลินทรียไดดี

6.   การเลี้ยงเชื้อรา  H. scutata  เพื่อนํ ามาสกัดสารและการสกัดสาร
จากการทดลองที่ผานมา พบวาปริมาณเชื้อรา  H. scutata   ทีเ่จริญในอาหาร

เหลวนอยมาก เพราะเชื้อรา  H. scutata  มกีารเจริญชาและเชื้อเจริญเกาะที่กน  flask  เปน
สวนใหญ ปริมาณอาหารที่ใช  (50 มิลลิลิตร)  มากเกินความตองการของเชื้อ และยังมีผล
ตอการเจือจางของสารตานจุลินทรียที่เชื้อรา  H. scutata  ผลิตออกมา  ในการทดลองนี้จึง
ไดปรับเปลี่ยนไปใชขวดแบน  ใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเพียง  20  มิลลิลิตร วางขวดใน
ลักษณะนอน ความสูงของอาหารเพียง  5-7  มิลลิเมตร  เพื่อเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสอากาศ 
เพราะเชื้อรา  H. scutata   ตองการอากาศในการเจริญเติบโต  ขอดีของการใชขวดแบนใน
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การเลี้ยงเชื้อในครั้งนี้ คือ ขวดแบนมีปากขวดแคบชวยลดการปนเปอนจากเชื้ออ่ืนๆ  
เนื่องจากตองใชเวลานานถึง  8  สัปดาหในการเลี้ยงเชื้อรา  H. scutata  และสามารถวาง
ซอนกันได ไมเปลืองเนื้อที่  พบวาวิธีการนี้เชื้อเจริญไดดี สังเกตไดจากลักษณะของเสนใย
ทีเ่จริญเปนกลุมเล็กๆ ทั่วผิวขวด

เมื่อเลี้ยงเชื้อรา  H. scutata SSC18  และ  P36  ในอาหาร  PDB  ครบ  8  สัปดาห  
ไดนํ ามากรองแยกสวนมวลชีวภาพออกจากนํ้ าเลี้ยงเชื้อ และนํ านํ้ าเลี้ยงเชื้อไปสกัดดวยตัว
ทํ าละลายเอธิลอะซิเตท และบิวธานอล ซึ่งแยกสารออกมาไดตามลํ าดับขั้ว สํ าหรับการ
สกัดสวนมวลชีวภาพใชตัวทํ าละลายเอธิลอะซิเตท และเมธานอล  แตกอนสกัดตองทํ าให
เซลลแตก ดวยวิธีการแชเซลลในไนโตรเจนเหลวแลวนํ ามาบด  ทํ าใหสามารถสกัดสาร
ออกมาไดงายขึ้น จากนั้นนํ าสารสกัดที่ไดมาหารอยละของสารสกัด พบวารอยละของสาร
สกัดดวยเอธิลอะซิเตททั้งสวนของนํ้ าเลี้ยงเชื้อและสวนมวลชีวภาพ อยูในชวง  0.01–4.0 
สํ าหรับรอยละของสารสกัดดวยบิวธานอลจากสวนของนํ้ าเลี้ยงเชื้อ  เทากับ  0.04  และ  
0.08  ซึ่งถือวานอยมาก  เมื่อเปรียบเทียบกับรอยละของสารสกัดดวยเมธานอลจากสวน
ของมวลชีวภาพของ  SSC18  และ P36  เปน  2.03  และ  2.29

จากการนํ าสารสกัดที่ไดมาตรวจสอบบนโครมาโทกราฟแผนบาง พบวาสาร
สกัดทั้งหมดไมแสดงโครมาโทแกรมที่มีการแยกของสาร เมื่อตรวจสอบดวยตาเปลาหรือ
ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตรได อยางไรก็ตามสารที่สกัด
ดวย  เอธิลอะซิเตทและบิวธานอลแสดงฤทธิ์ยับยั้ง M.  gypseum แตไมยับยั้ง
Cladosporium sp., Alternaria sp. และ Curvularia sp. สวนของนํ้ าเลี้ยงเชื้อที่ผานการ
สกัด เมื่อนํ ามาทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อจุลินทรียโดยวิธี  disc diffusion  พบวามีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งเชื้อรา  M. gypseum, Cladosporium sp., Alternaria sp. และ Curvularia sp. เมื่อนํ า
มาทํ าใหแหงโดยเครื่อง  Freeze dryer  ไดรอยละของสารจาก  SSC18  และ  P36  เทากับ  
0.05  และ  0.05  ตามลํ าดับ และเมื่อนํ ามาทดสอบฤทธิ์ตานราอีกครั้ง พบวาสามารถยับยั้ง 
M. gypseum, Cladosporium  sp., Alternaria sp. และ Curvularia sp. ไดดี แสดงวาสารที่
มีฤทธิ์ตานรา เปนสารที่มีข้ัวสูง และอยูในชั้นนํ้ า  ดังนั้นจึงไดนํ าสวนของนํ้ าเลี้ยงเชื้อที่ไม
ไดผานการสกัดมาทํ าใหแหงไดรอยละของสารจาก  SSC18  และ  P36  เทากับ  0.38  
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และ   0 .35   ตามลํ  าดับ   เมื่ อนํ  ามาทดสอบฤทธิ์  พบว  าสามารถยับยั้ ง  
M. gypseum, Cladosporium  sp., Alternaria sp. และ  Curvularia sp.  ไดดีที่สุด

7.   การทดสอบฤทธิ์ของสารที่สกัดไดจากเชื้อรา H.  scutata SSC18 และ P36
จากผลการทดสอบเบื้องตนดวยวิธี  disc  diffusion  พบวาสารที่ไดจากการสกัด

ดวยตัวทํ าละลายอินทรีย (เอธิลอะซิเตท, บิวทานอล และเมธานอล) ทั้งจากสวนนํ้ าเลี้ยง
เชื้อและมวลชีวภาพของเชื้อรา  H. scutata SSC18  และ  P36  ใหผลการยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ M. gypseum  เล็กนอย และไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ  Cladosporium 
sp., Alternaria sp. และ  Curvularia sp.ได  แตสารที่ไดจากการระเหยแหงของสวนนํ้ า
เลี้ยงเชื้อรา H. scutata  ทัง้  2  isolates  ใหผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อ  M. gypseum,
Cladosporium  sp., Alternaria sp. และ Curvularia sp.  ชดัเจนกวา จึงนํ าสารทั้ง  12  สาร
มาทดสอบหาคา  MIC  ตอเชื้อ  M. gypseum  และสารสวนนํ้ าเลี้ยงเชื้อระเหยแหงตอเชื้อ 
Cladosporium  sp., Alternaria sp. และ Curvularia sp. โดยวิธี  broth microdilution ซึ่ง
เปนวิธีมาตรฐานในการทดสอบหาคา  MIC  ของ  NCCLS  ผลการทดสอบพบวา สาร
สกัดดวยตัวทํ าละลายอินทรียทั้ง  8  สาร ใหคา  MIC   ตอเชื้อ  M. gypseum   คอนขางสูง 
อยูในชวง  625-2,500  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  สวนสารที่ไดจากการระเหยแหงสวนนํ้ า
เลี้ยงที่ผานการสกัดของ  SSC18  ใหคา  MIC  ตอเชื้อราทั้ง  4  ชนิด  เทากับ คือ  64, 64, 
32  และ  64 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลํ าดับ  ส ําหรับ  P36  ใหคา  MIC  ตอเชื้อราทั้ง 
4  ชนิด  เทากัน คือ 128 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  สวนสารที่ไดจากการระเหยแหงสวน
ของนํ้ าเลี้ยงเชื้อที่ไมผานการสกัดนั้นใหคา  MIC  ดังนี้  SSC18 ใหคา  MIC  ตอเชื้อราทั้ง  
4  ชนิด  เทากับ  64, 32, 16  และ  32  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวนของ  P36 ใหคา  MIC  
ตอเชื้อราทั้ง  4  ชนิด  เทากับ 128, 64, 128  และ  64  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ซึ่งตํ่ ากวา
สารที่ไดจากการสกัดดวยตัวทํ าละลายอินทรีย  แตสูงกวาคา  MIC  ของยามาตรฐาน  
miconazole ซึ่งใหคา MIC ตอเชื้อ M. gypseum  และ Cladosporium sp. เทากับ  4  
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวนเชื้อ Alternaria sp. และ Curvularia sp.  เทากับ 2 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  แตอยางไรก็ตามสารที่นํ ามาทดสอบในครั้งนี้เปนเพียงสารสกัด
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หยาบ (crude extracts) เทานั้น ซึ่งจะมีองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB ผสมอยูดวย
ในนํ้ าหนักแหงของสารที่ชั่งมาทดสอบ จึงมีความนาสนใจในการนํ าสารไปแยกให
บริสุทธิ์และศึกษาตอไป ซึ่งสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เชื้อรา H. scutata ผลิตนั้น มีสมบัติ
ในการละลายนํ้ าไดดี

ในการทดสอบฤทธิ์ความเปนพิษเบื้องตนตอเซลลไรสีนํ้ าตาล เปนการทดสอบ
เบื้องตน ที่แสดงถึงความเปนพิษตอเซลลสิ่งมีชีวิตของสาร หรือสารทดสอบอาจมีฤทธิ์
ทางชีวภาพอยางใดอยางหนึ่งที่นาสนใจในการที่จะนํ ามาศึกษาตอไป  (Solis et al., 1993)  
จากผลการทดสอบพบวา  สารสกัดดวยตัวทํ าละลายอินทรียทั้ง  8  สาร  มีคา  LC50  ตอไร
สีนํ้ าตาล อยูระหวาง  101.16-768.48  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ซึ่งอาจมีฤทธิ์ทางชีวภาพ
อยางอื่นที่นาสนใจนอกเหนือจากฤทธิ์ในการตานจุลินทรียในการศึกษาครั้งนี้  สวนสารที่
ไดจากการระเหยแหงของสวนนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา  SSC18  ใหคา  LC50 มากกวา 1,000  
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แสดงวาถานํ าสารนี้มาประยุกตใชกับสิ่งมีชีวิตจะมีความเปนพิษ
ตอเซลลตํ่ ามาก  และจาก  P36  ใหคา  LC50  เทากับ  60.09  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปน
สารสกัดที่มีฤทธิ์ความเปนพิษตอเซลลในระดับปานกลาง

มีรายงานการวิจัยศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากราแมลงหลายชนิด เชน 
เชื้อในสกุล Cordyceps, Aschersonia, Hypocrella, Verticillium, Beauveria, Metarhizium 
และ Entomophthora  และพบสารที่นาสนใจ เชน สารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อ Mycobacterium
tuberculosis  (Boonphong et al., 2001)  สารฆาแมลง (Krasnoff et al., 1996)  เอนไซม
ในกลุม protease, chitinase และ glucanase (Deshpande, 1999) สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ
มาลาเรีย  (Isaka et al., 2001) เปนตน  ซึ่งราแมลงก็เปนอีกแหลงหนึ่งของการศึกษาหา
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมๆ ที่ไดรับความสนใจและมีรายงานการศึกษาอยางตอ
เนื่อง
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สรุปผลการทดลอง

1. การเก็บตัวอยาง stroma ของเชื้อรา H. scutata จากปาพรุสิรินธรในการ
ศึกษาครั้งนี้  สามารถรวบรวมตัวอยางได 46 ตัวอยางและแยกเชื้อบริสุทธิ์ได  31  isolates 
คิดเปนรอยละ  67.39

2. เชื้อรา H. scutata จะเจริญเติบโตชามากบนอาหารเลี้ยงเชื้อ โคโลนีในแต
ละ isolates มีลักษณะคลายๆ กัน  ขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนีประมาณ  4-6 
มิลลิเมตร เมื่อเลี้ยงเปนเวลา  4  สปัดาห บนอาหาร  PDA  ที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส

3. เชื้อรา   H. scutata  เจริญบนอาหาร  PDA  ไดดีที่สุด และอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการเจริญของเชื้อรา  H. scutata   คือที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  เชื้อนี้ไม
เจริญที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส

4. เชื้อรา  H. scutata สามารถสรางสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญตอเชื้อราชนิด
เสนใย  M. gypseum, Cladosporium  sp., Alternaria sp. และ Curvularia sp. แตไมพบ
ฤทธิ์ในการตานแบคทีเรียและยีสตที่นํ ามาทดสอบ

5. สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เชื้อรา H. scutata ผลิตนั้น มีสมบัติในการ
ละลายนํ้ าไดดี

6. สารที่ไดจากการระเหยแหงสวนนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา H. scutata  SSC18 และ 
P36 ใหผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา M. gypseum, Cladosporium sp., Alternaria sp. 
และ Curvularia sp. โดยใหคา MIC ตอเชื้อราทั้ง 4 ชนิด เทากับ 64, 32, 16  และ 32 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ  128, 64, 128  และ  64  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลํ าดับ  
และมีความเปนพิษตอไรสีนํ้ าตาลตํ่ ามาก
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ขอเสนอแนะ

การศึกษาในครั้งนี้เปนการศึกษาเบื้องตน และไดทํ าการทดสอบหาฤทธิ์ตาน
จุลินทรียจากสารสกัดหยาบเทานั้น แตก็สามารถทราบวาเชื้อรา  H. scutata  สรางสาร
ทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ตานราที่นาสนใจ  และมีคุณสมบัติในการละลายนํ้ าไดดี มีความเปนขั้ว
สูง อาจนํ าไปศึกษาหาฤทธิ์ทางชีวภาพดานอื่นๆได และยังไดศึกษาเกี่ยวกับสภาวะที่
เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเพื่อใหเชื้อเจริญและสรางสารไดดีที่สุด  แตยังไมถึงขั้นการผลิต
สารในปริมาณมากๆ  ดังนั้นการศึกษาใหลึกลงไปจนสามารถผลิตสารใหไดในปริมาณที่
มากพอเพื่อนํ าไปแยกใหไดสารบริสุทธิ์  และศึกษาองคประกอบทางเคมี  โครงสรางของ
สารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อรา  จึงเปนสิ่งที่นาสนใจในการนํ าไปศึกษาในขั้นตอนตอไป
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