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ABSTRACT 

 

This study investigated the diversity of endophytic fungi in four medicinal plants; 

Cinnamomum bejolghota (Buch. – Ham.), C. zylanicum (Nees.), Gnetum montanum 

(Markgr.) and Lagerstroemia loudoni (Teijsm. & Binn) in northern Thailand, and 

evaluated the potential of selected fungal strains to promote plant growth and control 

microbial disease. A total of 5,925 endophytic isolates were recovered from 5,625 sample 

tissues of healthy leaves (vein and inter vein) and stems of selected plants. Fungal 

colonization rates ranged from 34.67% to 67.20%. Fungal endophytes were most 

frequently isolated from trees during the wet season. All isolated endophytes were 

classified into 56 taxa comprising 14 ascomycetes, 1 basidiomycete and 41 anamorphic 

taxa (13 coelomycetes and 28 hyphomycetes). Fungal colonization rates of inter vein 
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regions of both C. zylanicum and L. loudoni were lower than veins and stems, except for 

C. bejolghota and G. montanum. Colletrotrichum gloeosporioides, Phomopsis spp., 

xylariaceous fungi, Glomerella spp. and Guignardia magiferae were consistently 

dominant.  

Moreover, volatile-producing endophytic fungus genus Muscodor was isolated 

from some medicinal plants in northern Thailand. Based on its morphology, antimicrobial 

activity, volatile chemical composition and phylogeny, five new species, M. cinnamomi, 

M. equiseti, M. musae, M. oryzae and M. suthepensis recovered from C. bejolghota (Buch. 

– Ham.), Equisetum debile (Roxb.), Musa acuminate (Colla.) and Oryza rufipogon 

(Griff.), respectively were described. Four new fungal species produced 2-

methylpropanoic acid as a main volatile organic compound (VOC), where as M. oryzae 

produced 3-methylbutan-1-ol as the major VOC. Muscodor cinnamomi and M. 

suthepensis showed 100% inhibition and killed all tested bacteria, plant pathogenic fungi 

and yeast.  

Muscodor cinnamomi was selected and investigated for its in vitro ability to 

produce siderophore, phenazine, indole-3-acetic acid (IAA), to solubilize different toxic 

metal (Ca, Co, Cd, Cu, Pb, Zn)-containing insoluble minerals and metal tolerance. The 

results indicated that this fungus is able to produce hydroxamate-type siderophore 

(11.62±0.35 g ml-1), phenazine (187.60±10.43 g ml-1) and IAA (45.36±2.40 g ml-1). 

Moreover, fungal IAA could stimulate coleoptile elongation, and increase seed 

germination and root length of tested plants. Fungal phenazine showed growth inhibition 

of Rhizoctonia solani AG-2. The metal tolerance and solubilizing ability depended on the 
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type of insoluble minerals. Muscodor cinnommi showed the highest growth tolerance on 

Ca-containing media at 150 mM, followed by Zn-containing medium at 100 mM and Cd-

containing media at 10 mM. In addition, M. cinnamomi was evaluated as a potential 

biological agent to control damping off disease caused by R. solani AG-2. The results 

indicated that rye grain was the best grain for fungal inoculum production and 30 g rye 

grain culture of M. cinnamomi was a minimum dose to completely control R. solani AG-

2 damping off of bird pepper, bush bean, garden pea and tomato seedlings. 

Two volatile-producing endophytic fungi, M. suthepensis and Nodulisporium sp. 

CMU-UPE34 were selected and evaluated for potential to control postharvest disease by 

mycofumigation. 3-methylbutan-1-ol and eucalyptol were the most abundant VOC’s 

from M. suthepensis and Nodulisporium sp. CMU-UPE34, respectively, which showed 

antifungal activity. Rye grain and jasmine rice grain were the best grains for M. 

suthepensis and Nodulisporium sp. CMU-UPE34 inocula production, respectively. 

Treatment of 30 g rye grain culture of M. suthepensis was the minimum dose that 

completely controlled Citrus tangerine (Tanaka.) fruit rot caused by green mold 

(Penicillium digitatum). Treatment with 60 g jasmine rice grain cultures of CMU-UPE34 

was the minimum dose for control of blue mold (P. expansum) decay on C. aurantifolia 

(Swing.) and C. reticulate (Blanco.)   In addition, 50 g jasmine rice grain cultures of 

CMU-UPE34 completely controlled green mold decay on C. limon (L. Burm. f.). 

A total 127 endophytic fungal strains were primary tested for antimicrobial 

production. Among three different culture media, potato dextrose broth was the best 

media for antimicrobial production. The highest antimicrobial activity was found on 
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strain CMU-Cib179, followed by strain CMU-Cib1018, which both fungi were isolated 

from C. bejolghota. The morphology and molecular identification indicated that fungal 

strains CMU-Cib179 and CMU-Cib1018 were Mycoleptodiscus terrestris and 

Nodulisporium sp., respectively. Therefore, these strains were selected to further study 

the secondary metabolites that they produced. After purification and structure elucidation, 

four compounds, p-hydroxybenzoic acid methyl ester (1), puupehenol (2), 4-

hydroxybenzoic acid (3) and 2,4-dihydroxyacetophenone (4) were obtained from M. 

terrestris culture. Moreover, five compounds, 8-methoxynaphthalen-1-ol (5), 5-hydroxy-

2-methyl-4-chromanone (6), 5-hydroxy-2-methyl-4H-chromen-4-one (7), 1-(2,6-

dihydroxyphenyl)propan-1-one (8) and 1-(2,6-dihydroxyphenyl)ethanone (9) was 

isolated from Nodulisporium sp. CMU-Cib1018 culture. All compounds were most 

inhibited Staphylococcus aureus and methicillin-resistant S. aureus, except compound 6. 

Only, compound 8 was affective against the growth of Escherichia coli and compound 9 

exhibited activity against the growth of Aspergillus flavus, P. digitatum and P. expansum. 

 

Keywords: Endophytic fungi, medicinal plant, secondary metabolite, biological control, 

volatile organic compound 
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บทคัดย่อ 
 

 การศึกษาน้ีเพื่อตรวจสอบความหลากหลายของราเอนโดไฟท์ในพืชสมุนไพรจ านวน 4 ชนิด 

คือ  อบ เชยไทย (Cinnamomum bejolghota) อบ เชยเทศ  (Cinnamomum zylanicum) เค รือมะ เม่ื อย 

(Gnetum montanum) และเสลา (Lagerstroemia loudoni) ในภาคเหนือของประเทศไทย และประเมิน

ศกัยภาพของสายพนัธ์ุราท่ีคดัเลือกเพื่อส่งเสริมการเจริญของพืชและควบคุมจุลินทรียก่์อโรค ราเอนโด

ไฟทจ์ านวนทั้งหมด  ,92  ไอโซเลท ไดม้าจากเน้ือเยื่อตวัอยา่งจ านวน  ,62  ของใบ (เส้นกลางใบ และ

เน้ือใบ) และก่ิงของพืชท่ีเลือกศึกษา colonization rate ของราเอนโดไฟท์อยู่ในช่วง 34.67 ถึง 67.20 

เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงราเอนโดไฟท์ท่ีแยกได้พบมากในพืชในช่วงฤดูฝน ราเอนโดไฟท์ท่ีแยกได้จ  าแนก

ออก เป็ น   6  taxa ป ระกอบ ด้ ว ย  14 ascomycetes, 1 basidiomycete และ 41 anamorphic taxa (13 

coelomycetes และ 28 hyphomycetes) colonization rate ของราท่ีพบในเน้ือใบของพืชทั้ง 2 ชนิด คือ C. 

zylanicum และ L. loudoni มีค่าท่ีต ่ากว่าเส้นกลางใบและก่ิง ยกเวน้ C. bejolghota และ G. montanum 
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โด ย มี  Colletrotrichum gloeosporioides, Phomopsis spp., xylariaceous fungi, Glomerella spp. แ ล ะ 

Guignardia magiferae เป็นราเอนโดไฟทช์นิดเด่น 

 นอกจากน้ีพบราเอนโดไฟท์ท่ีผลิตสารระเหยในจีนัส Muscodor   สายพนัธ์ุท่ีแยกได้จากพืช

สมุนไพรบางชนิดในภาคเหนือของประเทศไทย เม่ือพิจารณาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา ฤทธ์ิการตา้น

จุลินทรีย์ องค์ประกอบทางเคมีของสารระเหยและความสัมพันธ์ทางวิวฒันาการ ราชนิดใหม่ คือ 

Muscodor cinnamomi, M. equiseti, M. musae, M. oryzae และ M. suthepensis ไดม้าจาก อบเชยไทย (C. 

bejolghota) หญ้าถอดปล้อง (Equisetum debile) กล้วยป่ า  (Musa acuminate) และข้าวป่ า  (Oryza 

rufipogon) ตามล าดับ เช้ือราชนิดใหม่ 4 ชนิด ท่ีผลิต  2-methylpropanoic acid ท่ี เป็นสารประกอบ

อินทรียร์ะเหยหลกั ยกเวน้ M. oryzae ผลิต 3-methylbutan-1-ol เป็นสารประกอบอินทรียร์ะเหยหลกั M. 

cinnamomi และ M. suthepensis แสดงความสามารถในการยบัย ั้งและฆ่าแบคทีเรีย ราโรคพืช และยสีต์ท่ี

ทดสอบทั้งหมดได ้100 เปอร์เซ็นต ์ 

  Muscodor cinnamomi ไดรั้บการคดัเลือกและตรวจสอบความสามารถในการผลิตsiderophore, 

phenazine, indole-3-acetic acid (IAA), การละลายโลหะท่ีเป็นพิษท่ีแตกต่างกนั (แคลเซียม (Ca)โคบอล 

(Co) แคดเมียม (Cd) ทองแดง (Cu) ตะกัว่ (Pb) และ สังกะสี (Zn))ซ่ึงอยู่ในรูปแร่ธาตุท่ีไม่ละลายและ

ความทนทานต่อโลหะในห้องปฎิบติัการ ผลการทดลองพบวา่ราชนิดน้ีสามารถผลิต siderophore ชนิด 

hydroxamate (11.62±0.35 g ml-1), phenazine (187.60±10.43 g ml-1) และ IAA (45.36±2.40 g ml-1) 

นอกจากน้ี IAA ของราสามารถกระตุน้การยืดตวัของ coleoptile และเพิ่มการงอกของเมล็ดและความ

ยาวรากของพืชทดสอบ phenazine ของราแสดงผลการยบัย ั้งการเจริญของ Rhizoctonia solani AG-2 

ความทนทานและความสามารถในการละลายโลหะข้ึนอยูก่บัชนิดของแร่ธาตุท่ีไม่ละลายน ้ าโดยแสดง

ความทนทานสูงสุดในการเจริญเติบโตในอาหารผสมแคลเซียม 1 0 mM ตามดว้ยอาหารผสมสังกะสี 

100 mM และอาหารผสมแคดเมียม 10 mM นอกจากน้ี M. cinnamomi ได้รับการประเมินศกัยภาพใน

การเป็นตวัแทนทางชีวภาพเพื่อควบคุมโรคเน่าระดบัดินท่ีเกิดจากรา R. solani AG-2 จากผลการทดลอง

พบว่าเมล็ดข้าวไรน์ดีท่ีสุดส าหรับผลิตหัวเช้ือและ 30 กรัมของ M. cinnamomiในเมล็ดข้าวไรน์เป็น
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ปริมาณขั้นต ่าในการควบคุมโรคเน่าระดบัดินของ R. solani AG-2 ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ในตน้กลา้ของพริก

ข้ีหนู ถัว่แขก ถัว่ลนัเตา และมะเขือเทศ 

 ราเอนโดไฟท์ท่ีผลิตสารระเหย 2 ชนิด ได้แก่  M. suthepensis และ Nodulisporium sp. CMU-

UPE34 ได้รับการคดัเลือกและประเมินศกัยภาพในควบคุมโรคหลงัการเก็บเก่ียวโดยใช้วิธีการรม 3-

methylbutan-1-ol และ  eucalyptol เป็นสารอินทรีย์ระเหยท่ีพบมาก ท่ี สุดใน M. suthepensis และ 

Nodulisporium sp. CMU-UPE34 ตามล าดบั ซ่ึงแสดงกิจกรรมในการตา้นรา เมล็ดขา้วไรน์และขา้วหอม

มะลิดีท่ีสุดในการผลิตหัวเช้ือของ M. suthepensis และ Nodulisporium sp. CMU-UPE34 ตามล าดับ 

กรรมวิธีของ 30 กรัมของ M. suthepensis ในเมล็ดขา้วไรน์เป็นปริมาณขั้นต ่าท่ีควบคุมโรคผลเน่าของ

ส้มสายน ้าผึ้ง (Citrus tangerine) ท่ีเกิดจากราเขียว (Penicillium digitatum)ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ กรรมวธีิของ 

60 กรัมของ CMU-UPE34 ในเมล็ดขา้วหอมมะลิเป็นปริมาณขั้นต ่าท่ีควบคุมราน ้ าเงิน (P. expansum) 

ของมะนาว (C. aurantifolia) และส้มแมนดาลิน (C. reticulata) นอกจากน้ี  0 กรัม CMU-UPE34 ใน

เมล็ดขา้วหอมมะลิเป็นปริมาณขั้นต ่าท่ีควบคุมผลเน่าจากราเขียวของเลมอน (C. limon) ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ 

 จากการทดสอบราเอนโดไฟทท์ั้งหมด 127 สายพนัธ์ุในการผลิตสารยบัย ั้งจุลินทรียข์ั้นตน้โดย

เล้ียงในอาหาร 3 ชนิด ท่ีพบวา่ potato dextrose broth เป็นอาหารท่ีดีท่ีสุดในการผลิตสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์

และพบว่าราสายพนัธ์ุ CMU-Cib179 และ CMU-Cib1018 มีกิจกรรมตา้นจุลินทรียเ์ป็นสองล าดบัแรก 

โดยราทั้งสองแยกไดจ้ากอบเชยไทยเม่ือพิจารณาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและการจ าแนกโดยเทคนิค

อณูชีวโมเลกุลพบว่าสายพนัธ์ุ CMU-Cib179 และ CMU-Cib1018 คือ Mycoleptodiscus terrestris และ 

Nodulisporium sp. ตามล าดบั ดงันั้นจึงคดัเลือกราทั้งสองชนิดเพื่อศึกษาการผลิตสารเมแทโบไลตทุ์ติย

ภูมิ หลังจากการท าให้บริสุทธ์ิและบ่งบอกโครงสร้าง พบสารประกอบจ านวน 4 ชนิด ได้แก่  p-

hydroxybenzoic acid methyl ester (1), puupehenol (2), 4-hydroxybenzoic acid (3) แ ล ะ  2,4-

dihydroxyacetophenone (4) ได้จาก  M. terrestris และสารประกอบอีกจ านวน    ช นิด ได้แก่  8-

methoxynaphthalen-1-ol (5), 5-hydroxy-2-methyl-4-chromanone (6), 5-hydroxy-2-methyl-4H-

chromen-4-one (7), 1-(2,6-dihydroxyphenyl)propan-1-one (8) และ 1-(2,6-dihydroxyphenyl) ethanone 

(9) ได้จาก  Nodulisporium sp. โดยสารประกอบทั้ งหมดย ับย ั้ ง เช้ื อ  Staphylococcus aureus และ 
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methicillin-resistant S. aureus ยกเวน้สารประกอบท่ี (6) นอกจากน้ีสารประกอบท่ี (8) เท่านั้นท่ียบัย ั้ง

การเจริญของ Escherichia coli  และสารประกอบท่ี (9) ยบัย ั้งการเจริญของรา Aspergillus flavus, P. 

digitatum และ P. expansum ได ้
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