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บทที่  1 
 

บทนํา 
 

ราเอนโดไฟต (endophytic fungi) คือราที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืชและพบไดในทุกสวน

ของพืช ซึ่งจะอาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชในระยะหนึ่งของวงจรชีวิตหรือทั้งหมดของวงจรชีวิตโดยที่รา

เอนโดไฟตจะไมกอใหเกิดโรคไดๆแกพืช (Petrini, 1991)  สามารถพบไดในพืชเกือบทุกกลุม เชน 

ในพืชจําพวกหญา ( Clay, 1988) สาหราย (Cubit, 1974)  ไมลมลุก (Pereira และคณะ, 1999)   

และไมยืนตน (Petrini และ Sutton, 1993; Fisher และคณะ, 1994; Rodrigues, 1994)  

ความสัมพันธระหวางราเอนโดไฟตและพืชจะอยูรวมกันแบบพึ่งพาอาศัยซึ่งกันละกัน (mutualism) 

(Lane และคณะ, 2000)  โดยราจะไดรับสารอาหารและแหลงที่อยูอาศัยจากพืชในขณะเดียวกัน

พืชก็ไดรับประโยชนจากสาร mycotoxin เอนไซม  ฮอรโมน และ วิตามิน ที่ราสรางออกมา   ซึ่งสาร 

mycotoxin และเอนไซม ชวยในการปกปองพืชใหทนตอการกัดแทะของแมลง สัตว และทนตอการ

ทําลายของเชื้อโรคตางๆ (Petrini, 1991) สวนฮอรโมน และวิตามินชวยสนับสนุนใหพืชเจรญิเตบิโต

ไดดีข้ึน (Varma  และคณะ, 1999) ราเอนโดไฟตที่พบสวนใหญสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม

ใหญๆ คือราเอนโดไฟตที่มีระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ ( teleomorphic endophyte) ซึ่งราใน

กลุมนี้สวนใหญจัดจําแนกอยูในไฟลัม  Ascomycota และกลุมราเอนโดไฟตที่มีพบการสืบพันธุ

แบบไมอาศัยเพศเทานั้น ( anamorphic endophyte) จึงจัดจําแนกอยูในกลุมรา fungi imperfecti  

( Huang  และคณะ,  2000) 

 ราเอนโดไฟตพบครั้งแรกในพืชตระกูลหญา (Breen, 1994) ไดแก Neotyphodium 

coenophialum  Neotyphodium loii  ซึ่งปนระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  และ   Epichloe 

festuca    Epichloe typina เปนระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ พบไดในหญาหลายชนิด  เชน  

tall  fescue และ  perennial  ryegrass  และพบวามีความสามารถในการสรางสารทุติยภูมิ 

(secondary metabolite) ไดหลากหลาย เชน สาร peramine  ซึงเปนสารกลุม  pyrrolopyrazine 

alkaloid ที่มีความเปนพิษตอแมลงแตไมเปนพิษตอสัตวเล้ียงลูกดวยนม ( Schardl และ 

Phillips,1997)นอกจากนี้มีรายงานวาราเอนโดไฟตที่แยกไดในปาเขตรอนหลายชนิดมีความ 

สามารถสูงในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compound) ยับยั้งแบคทีเรียและรา 

เชน  Gliocladium sp.ซึ่งแยกไดจาก  Euoryphia cordifolia สามารถผลิตสารระเหย (volatile 

compound) ออกฤทธิ์ในการยับยั้งทั้งแบคทีเรียและรา ( Stinson และคณะ, 2003)  Li  และคณะ, 

(2000) พบราเอนโดไฟต   Pestalotiopsis  spp. และ Monochaetia  sp. สามารถสรางสาร  

Ambuic  acid  ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้งรากอโรคในพืชหลายชนิด  ในป ค.ศ.1995  Stierle และคณะ 
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แยกรา Taxomyces  andreanae  จากพืช Texus brevifolia และ ในป ค.ศ. 1996  Strobel และ

คณะ แยกรา Pestalotiopsis  microspora  ไดจากพืช Texus  wallichiana  สามารถสรางสาร 

Paclitaxel ซึ่งเปนสารในกลุม Taxol ออกฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง ปจจุบัน 

ไดมีผูสนใจศึกษาแยกราเอนโดไฟตจากพืชอีกหลายชนิดซึ่งเปนพืชที่พบในเขตอบอุนและ

พืชในเขตรอน โดยศึกษาในแงของความหลากหลายทางชีวภาพและความสามารถในการสรางสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compound) และพบวาพืชในปาเขตรอนมีความหลากหลายของ

จุลินทรียเอนโดไฟตสูงมากมีจุลินทรียอีกหลายชนิดที่เปนชนิดใหมแตยังไมสามารถจัดจําแนกได 

(Azevedo และคณะ ,2000) โดยเฉพาะในพืชวงศปาลมมีรายงานพบวามีความหลากหลายของรา

เอนโดไฟตสูงมากในป ค.ศ. 1999 Frohlich และ Hyde  แยกราเอนโดไฟตจากปาลม Licuala 

ramsayi  ในออสเตรเลีย และ Licuala sp. ในบรูไน พบราเอนโดไฟต 75 ชนิด 48 สกุล 

ประกอบดวยราในชั้น  Hyphomycota Ceolomycota  Ascomycota Basidiomycota และ  

Zygomycete   Pinruan และ คณะ, (2004) รายงานการพบราชนิดใหม 3 ชนิด ที่แยกจากพืชวงศ

ปาลมบริเวณปาพรุในประเทศไทย เชื้อกอโรคมีแนวโนมจะดื้อยาปฏิชีวนะที่ใชในการรักษาเพิ่ม

มากขึ้น เชน Mycobacterium tuberculosis ซึ่งเปนสาเหตุทีทําใหเกิดวัณโรค เกิดการดื้อตอยา

เนื่องจากเชื้อจะไปปรับเปลี่ยน antibiotic target ทําใหยาที่ใชอยูไมสามารถทําลายเชื้อได และ

อัตราการตายของคนทั่วโลกจากโรคมะเร็งมีอัตราสูงมากและมีแนวโนมจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ ดังนั้นการ

คนหาแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพจากแหลงใหมๆจึงมีความจําเปน และรา

เอนโดไฟตคาดวาจะเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมที่มีประสิทธิภาพ และ

แกปญหาการดื้อยาของเชื้อโรคหรืออาจคนพบสารชนิดใหมที่ประสิทธิภาพในการยับยั้งเซลลมะเรง็  

 ประเทศไทยมีพื้นที่ตั้งอยูในบริเวณใกลกับเสนศูนยสูตร ดังนั้นลักษณะพืชพันธุธรรมชาติ

สวนใหญจึงเปนปาดิบชื้น โดยเฉพาะทางภาคใตของประเทศ ทําใหเหมาะตอการเจริญของพืชวงศ

ปาลม มีรายงานการศึกษาพบวาปาลมเปนพืชที่มีความหลากหลายของราเอนโดไฟตสูงมาก  

( Rodrigues และ Samules, 1990; Rodrigues, 1994) แตมีการศึกษานอยมากในแงของความ

หลากหลาย และ ฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในพืชวงศปาลมในประเทศไทย และ

ยังไมมีรายงานการศึกษาถึงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟตในพืชวงศปาลมทั้งในและ

ตางประเทศ 
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วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตของพืชวงศปาลม และคัดเลือกหาราเอนโดไฟต

ที่มีประสิทธิภาพสูงในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ยับยั้งจุลินทรีย  ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

ทราบความหลากหลายและกลุมชนิดของราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในพืชวงศปาลมซึ่ง

กระจายตัวอยูบริเวณปาดิบชื้นทางภาคใตของประเทศไทยซึ่งจะเปนองคความรูพื้นฐานของ

การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟตในปาดิบชื้นบริเวณอื่นๆ  และทราบถึง

ฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟตที่สามารถยับยั้งจุลินทรีย และ เซลลมะเร็งซึ่งอาจเปนประโยชน

ในการพัฒนาทางดานเภสัชกรรมตอไป 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

1. สํารวจและเก็บตัวอยางใบปาลม 

2. แยกราเอนโดไฟตใหบริสุทธ และเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ 

3. ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตที่แยกได 

4. ทดสอบความสามารถของราเอนโดไฟตในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ไดแก สาร  

ยับยั้งจุลินทรียและสารยับยั้งเซลลมะเร็ง 

 5. การแยกองคประกอบทางเคมีของสารสกัดโดยใชโครมาโทรกราฟแบบแผนบาง (TLC) 

6.พิสูจนเอกลักษณของราเอนโดไฟตสายพันธุที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดยศึกษาลักษณะ 

ทางชีวโมเลกุล 

 

 

 

 

 

  



 

บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1 เอนโดไฟต 
 

เอนโดไฟต  (entophytes)  ‘endo’ มาจากรากศัพทคําวา  ‘endon’  ในภาษากรีก  มี

ความหมายวา  ขางใน  สวนคําวา  ‘phyte’ มาจากรากศัพทคําวา ‘phyton’ ซึ่งหมายถึง  พืช  

ดังนั้นเอนโดไฟตจึงหมายถึงกลุมส่ิงมีชีวิต ที่ระยะหนึ่งหรือทั้งหมดของวงจรชีวิตอาศัยอยูภายใน

เนื้อเยื่อของพืชและไมกอใหเกิดโรคกับพืชอาศัย (Petrini, 1991)   ตัวอยาง  เชน  แบคทีเรีย 

(Kobayashi และ Palumbo,2000)  แอคติโนมัยซีต  ยีสต  รา (Stone  และคณะ, 2000)  สาหราย 

(  Peter, 1991)  และรวมถึงแมลง (Feller, 1995)   อาศัยอยูในทุกสวนของพืช  ในขณะที่อีพิไฟต 

(epiphyte)  คือ กลุมส่ิงมีชีวิตที่เจริญอยูเฉพาะบนผิวนอกของเนื้อเยื่อพืชเทานั้น  และมักกอใหเกิด

โรคกับพืช  สวนราที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืชจะเรียกวา  ราเอนโดไฟต (endophytic fungi)  ซึ่ง

จะอาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชที่มีชีวิตพบอาศัยอยูบริเวณชองวางระหวางเซลลและภายในเซลลของพืช 

ในสวน  ใบ  กานใบ เนื้อไม กิ่ง และในรากของพืชชั้นสูง (Kumar และ Hyde, 2004; Stone และ

คณะ, 2000; Suryanarayanan; vijakrishna, 2001)   และเปนสาเหตุของอาการติดเชื้อที่ไมแสดง

อาการของโรคพืช  ทั้งนี้ไมรวม 

ไมคอรไรซา  แตรวมราที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชในระยะเวลาที่ยาวนานกอนกอใหเกิดโรคในพืช

อาศัย 

ราเอนโดไฟต (entophytes fungi) พบอาศัยอยูรวมกันกับพืช และมีความสัมพันธการอยู

รวมกันกับพืชหลายรูปแบบ  เชน  แบบพึ่งพาอาศัยซึ่งกันและกัน (mutualism) (Chanway,  1996; 

Adhikari และคณะ, 2001; Bai และคณะ, 2002)  แบบอิงอาศัย  (commensalisms) (Sturz และ 

Nowak, 2000) หรือแมกระทั่งแอบแฝงอยูในพืชเมื่อพืชเกิดภาวะออนแอก็จะกลายเปนเชื้อกอโรค

พืช (latent pathogen) ( Romero และคณะ, 2001)  ซึ่งลักษณะของความสัมพันธที่แสดงออกให

เห็นขึ้นอยูกับ 4 ปจจัยสําคัญ  คือ (Schulz และ Boyle, 2006) 

1. ลักษณะทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต 2 ชนิด  คือระหวางพืชและรา   

2. ระยะของการเจริญของพืชและรา  

  3. สภาวะของสารอาหาร  

4. ปจจัยทางสภาวะแวดลอม ทั้งทางดานกายภาพ  และชีวภาพ   

ซึ่งโดยทั่วไปการอยูรวมกันแบบพึ่งพาอาศัยจะไมทําใหเกิดโรคในพืช  
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2.2 ลักษณะทางชีววิทยาและนิเวศวิทยาราเอนโดไฟต  
  

ราที่สามารถพบไดทั่วไปหลายชนิดถูกรายงานวาเปนราเอนโดไฟตทั้งที่พบวาชวงชีวิตหนึ่ง

เปนเชื้อกอโรคในพืช  ซึ่งราเอนโดไฟตดังกลาวพบอาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชแตจะไมแสดงอาการของ

โรคใหเห็น แตเมื่อพืชเกิดสภาวะออนแอและเกิดความเครียดจากปจจัยตาง ๆ ทั้งทางกายภาพ 

และชีวภาพ เชน การขาดน้ํา ขาดสารอาหาร   ราที่อาศัยอยูในพืชก็จะกลับกลายเปนราที่กอใหเกิด

โรคในพืช  ซึ่งลักษณะการดํารงชีวิตของราเอนโดไฟตไมมีกฎเกณฑตายตัวในการอาศัยอยูรวมกัน

กับพืชอาศัย เชน อาจกอใหเกิดโรคกับพืชหรือไมก็ได หรืออิงอาศัยอยูกับพืช  ทั้งนี้ขึ้นอยูกับสภาพ

ความแข็งแรงของพืช  ดังนั้นรากอโรคในพืชที่พบเจอไดในสภาวะแวดลอมโดยทั่วไป  จึงเปนราที่

พบไดในเนื้อเยื่อของพืชแตจะไมปรากฏอาการของโรคพืชใหเห็น หรืออาจจะเปนราแอบแฝงอยู

ภายในพืชและกอใหเกิดโรคพืชในภายหลัง (Stone และคณะ, 2000)  ซึ่งความแตกตางที่เห็นได

ชัดเจนระหวางราที่แอบแฝงอยูในพืชและกอโรคภายหลังกับราเอนโดไฟต คือ ความจําเพาะ

ระหวางชนิดของรากับชนิดของพืชที่มีสงเสริมซึ่งกันและกันทางพันธุกรรม   ซึ่งการจําเพาะกันใน

ระดับของยีนมักกอใหเกิดโรครุนแรง  สวนราเอนโดไฟตจะไมกอใหเกิดโรคกับพืชเมื่ออาศัยอยู

ภายในเนื้อเยื่อพืช (Fisher และ Petrini, 1992)  ดังนั้นจนถึงปจจุบันนี้ยังคงไมทราบเหตุผลที่แนชัด

ของความหลากหลายของราอิงอาศัยหรือราที่อาศัยอยูรวมกันกับพืชแบบพึ่งพาอาศัยซึ่งกันและกัน 

และรูปแบบการอยูรวมกันที่แนนอนระหวางรากับพืชเมื่ออาศัยอยูดวยกัน แตในสวนของราเอนโด

ไฟตจะมีลักษณะพิเศษเฉพาะ คือ จะมรีะยะการเจริญภายในพืชแตไมแสดงอาการของโรคใหเห็น

และสามารถอยูรวมกับพืชไดหลากหลายรูปแบบ  เชน  แบบอิงอาศัย  ผูยอยสลาย   แอบแฝง

กอใหเกิดโรคหรืออยูรวมกับพืชแบบปกปองพึ่งพาอาศัยซึ่งกันและกัน (protective mutualism) 

ราเอนโดไฟตอาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชเกือบทุกชนิดและพบอาศัยอยูทุกหนทุกแหงทั้งในพืช

เขตอบอุน (Scott, 2001) เขตรอน (Rodrigues, 1996;  Penna, 2000) หรือแมแตพืชที่อาศัยอยูใน

ทะเลทราย (Bill, 1994)  นอกจากนี้พบวาราและพืชสวนใหญมีความสัมพันธในการอยูรวมกันแบบ

พึ่งพาอาศัยซึ่งกันและกัน  ซึ่งความสัมพันธดังกลาวอาจเกิดขึ้นตั้งแตพืชเร่ิมเกิดขึ้นบนพื้นดิน  หรือ

บางทีราเอนโดไฟตและพืชอาจมีการใชชีวิตและมีความเปนมารวมกันอยางใกลชิด จนถึงปจจุบันน้ี

ความสําคัญของการอยูรวมกันของราเอนโดไฟตและพืชยังคงอยูนอกเหนือความเขาใจเกี่ยวกับ

ประโยชนและคุณคาของการอาศัยอยูของราเอนโดไฟตภายในเนื้อเยื่อพืช แตมีการสันนิษฐานวา

ราเอนโดไฟตมีวิวัฒนาการมาจากรากอโรคในพืชซ่ึงมีชวงชีวิตของการแอบแฝงอยูภายในพืช

ยาวนานมากจึงทําใหความรุนแรงในการกอใหเกิดโรคกับพืชลดลง (Kuldau และคณะ, 1997)  

และดวยลักษณะการอาศัยอยูภายในพืชของราเอนโดไฟตที่ไมแสดงอาการของโรคใหเห็นแสดงให

เห็นวาพืชเปนตัวกลางในการควบคุมความสัมพันธการแขงขันระหวางกันของการเกิดโคโลนีของรา
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เอนโดไฟตที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช   ซึ่งเปนรูปแบบทั่วไปทางวิวัฒนาการของรากอโรค 

(Redman และคณะ, 2001)   เกือบทั้งหมดของราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในไมยืนตนมีความสมัพนัธ

ใกลชิดกับรากอโรคในพืชและมีความสัมพันธแบบพึงพาอาศัยซึ่งกันและกัน (Sieber, 2007)  

ดังนั้นถาราเอนโดไฟตและไมยืนตนมีความสัมพันธคลายคลึงกับไมคอรไรซา (mycorrhiza)  ไล

เคน (lichen) และราในกลุม clavicipitaceus  ในพืชตระกูลหญา ดังนั้นราเอนโดไฟตอาจไปมีผล

ทําใหพืชทนตอสภาวะความเครียดตาง ๆทั้งที่เกิดจากทางกายภาพและชีวภาพ (Clay, 1991; 

Rygiewicz และคณะ, 1994)  ถาเปนเชนนั้นจริงราเอนโดไฟตจึงเปนเหมือนตัวชวยในการ

ขับเคลื่อนใหเกิดวิวัฒนาการของพืช  (Kuldau และคณะ, 1997) เชน  ตัวอยางจากการศึกษา

หนาที่ของราเอนโดไฟตในการสงเสริมกลไกทางชีวภาพของพืช  พบราเอนโดไฟตบางชนิดเมื่อ

อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชจะชวยลดผลกระทบที่เกิดขึ้นกับพืชทั้งทางตรงและทางออม  เชน ราเอนโด

ไฟต  Curvularia sp. เมื่ออาศัยอยูในพืชบางชนิดที่ขึ้นอยูบริเวณภูเขาไฟทําใหพชืชนิดนั้นสามารถ

มีชีวิตรอดอยูไดในดินที่มีอุณหภูมิสูงถึง 50 องศาเซลเซียส  (Redman และคณะ, 2002)  ราเอนโด

ไฟตบางชนิดเมื่ออาศัยอยูรวมกันกับพืชจะชวยสงเสริมเกี่ยวกับการดูดซับสารอาหารของพืชทําให

พืชสามารถทนทานตอสภาวะแหงแลง โดยราพยายามดูดซับสารอาหารเอาไวและปลดปลอย

ออกมาใหแกพืชทีละนอย  แตยิ่งไปกวานั้นคือมีผลในการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ของใบพืชซ่ึงจะเปนการชวยชวยลดการคายน้ําของพืช   และหากมีภาวะกดดันจากโลหะหนักรา

เอนโดไฟตก็ยังสามารถปกปองพืชโดยจํากัดปริมาณการขนสงโลหะหนักของพืชและจะเก็บสะสม

โลหะหนักไวภายในเนื้อเยื่อของพืช (Ligrone และคณะ, 1993) นอกจากนี้ราเอนโดไฟตยังชวย

สงเสริมใหเกิดการเจริญเติบโตในพืช โดยการสรางฮอรโมน และเอนไซม  (Ernst  และคณะ,  

2003)  ซึ่งพบในพืชตระกูลหญา (Latch  และคณะ, 1985 ; Clay, 1987) และไมลมลุก   ราเอนโด

ไฟตบางชนิดยังสามารถสรางสารกลุมอัลคาลอยล ซึ่งเปนพิษตอแมลงจึงชวยปกปองพืชจากการ

กัดแทะของแมลงและสัตวกินพืช (Schardl และ Phillips,1997)  ในไมยืนตนก็เชนเดียวกันราเอน

โดไฟตอาจมีหนาที่เฉพาะในการปกปองพืชจากเชื้อกอโรคเชนเดียวกับในพืชตระกูลหญา ( Miller  

และคณะ, 2002)    แตทั้งนี้ขอบเขตและหนาที่ของราเอนโดไฟตในไมยืนตนยังไมทราบแนชัด แตมี

การตั้งขอสันนิษฐานวาอาจขึ้นอยูกับความหลากหลายของชนิดของราและพืชในบริเวณนั้นๆ 

ในทางนิเวศวิทยาแบงราเอนโดไฟตไดเปน  2 กลุม ดังนี้ 
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2.2.1 Clavicipitaceous grass endophyte    
 

Clavicipitaceous grass endophyte  คือ ราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในหญาซึ่งเปนราใน

วงศ  Clavicipitaceae  การคนพบราเอนโดไฟตในกลุมนี้  เร่ิมจากการพบราในเมล็ดหญา   

Lolium  tumulentum  L. โดย Vogl  ใน ป ค.ศ.1989  ซึ่งหญาชนิดนี้เปนวัชพืชที่เจริญในแปลง

เพาะปลูก  นับจากนั้นจึงมีรายงานการศึกษาทําใหทราบวาราในกลุมนี้มีแหลงอาศัยอยูในพืช

ตระกูลหญาอีกหลายชนิด  ไดแก หญาตระกูล  Poaceae  เชน หญาแหวหมู (Sedge)  หญา

ตระกูล Cryperaceae   และหญาตระกูล Jancaceae  ที่เปนสกุล (genus) ที่สําคัญ  ราเอนโด

ไฟตในกลุม  Calvicipitaceous ที่สําคัญ  คือ  Epiclhoe spp. มีการศึกษามากมายเกี่ยวกับ

ความสัมพันธของ Epichloe sp. กับพืชตระกูลหญา พบวามีความสัมพันธแบบตางฝายตางได

ประโยชน (symbiotic) กับพืชตระกูลหญา มีระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ (teleomorph) แสดง

ดังภาพที่  2.1  ซึ่งราอาศัยอยูในทุกสวนของตนพืชยกเวนดอก (vegetative phases) และแสดงให

เห็นลักษณะการสรางแอสโคสปอร (ascospore) บริเวณที่วางระหวางปลองของใบ  ปลอกใบ และ

ตาของพืชในระยะ vegetative phases (Scott ,  2001)  การแพรกระจายของแอสโคสปอรใน

ระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ (teleomorphic) ของ Epichloe ในสิ่งแวดลอมเปนแบบแนวราบ 

(horizontal transmission) (Saikkonen และคณะ, 2004)  แสดงดังภาพที่ 2.2 

 
   
               

   
 
 
 
รูปที่ 2.1      (a) แสดงราเอนโดไฟต  Epiclhoe sp. ระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ          

      jlcheype.free.fr/.../ascomycetes/Ascomycetes.htm       

       (b) แสดงเสนใยราเอนโดไฟต Epiclhoe sp. ในเนื้อเยื่อหญา tall fescue 

                    www.bsu.edu/classes/ruch/msa/porter.html 

 

a b 
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รูปที่ 2.2   แสดง การกระจายตัวในสภาพแวดลอมของราเอนโดไฟตโดยอาศัยการสรางสปอรทั้ง

แบบอาศัยเพศและไมอาศัยเพศ (Saikkonen และคณะ, 2004) 

 

Neotyphodium spp. เปนราที่พบวามีระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ (anamorphic)  

ที่มีลักษณะ แสดงดังภาพที่ 2.3 โดยมีรูปแบบการอยูรวมกันกับหญาแบบพึ่งพาอาศัยกัน แตไม

ปรากฏลักษณะของโครงสรางราที่ปรากฏใหเห็นภายนอกตนพืช ซึ่งแตกตางกับ Epichloe sp.ที่มี

ระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ ในป ค.ศ.1998 Newsham และคณะ  ศึกษาสาเหตุการเจริญ

ลดลงของหญาตระกูล Lolium perenne  ภายใตแสงยูวี (UV-B) พบมีราเอนโดไฟต 

Neotyphodium spp. อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อซึ่งเปนสาเหตุทําใหหญามีการเจริญเติบโตลดลง 

และจากการศึกษาพบวาราเอนโดไฟต Neotyphodium spp. มีการแพรกระจายในสิ่งแวดลอมใน

แนวดิ่ง (verticall transmission) แสดงดังภาพที่ 2.4 โดยราจะอาศัยอยูในเมล็ดของหญาเมื่อเมล็ด

หญาเจริญเปนหญาตนใหมราก็จะเจริญพรอมกับการงอกของเมล็ดหญาแพรไปอยูตามสวนตาง ๆ 

ของตนพืช   
   
  

 

 

 

 

                            

www.niaes.affrc.go.jp/.../eng/z37e-Neo-endo.html 

รูปที่ 2.3     (a) Conidium  (b) เสนใยรา Neotyphodium sp. อาศัยอยูในเนื้อเยื่อใบของหญา  

       (c)  ลักษณะเสนใยรา Neotyphodium sp. อาศัยอยูในเซลลของใบหญา 

a b c 
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                       www.grasslanz.com/content/endophytes.htm 
 
รูปที่ 2.4 แสดงวงจรชีวิตราเอนโดไฟตแพรกระจายในสภาพแวดลอมในแนวดิ่ง  โดยราอาศยัอยูใน

เมล็ดของพืชตระกูลหญาและจะเจริญพรอมกับการงอกของเมล็ด เมื่อเมล็ดพืชงอกเปนตนหญารา

จะเจริญอยูทุกสวนของตนหญา ยกเวนสวนของราก 
 
2.1.2. Non-Clavicipitaceous grass endophyte  

 
 Non-Clavicipitaceous grass endophyte คือ ราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อไมยืน

ตนหรือไมพุม   แตไมพบวาอาศัยอยูในพืชตระกูลหญาหรือเปนกลุมราที่ไมไดอยูในวงศ 

Clavicipitaceae  ราเอนโดไฟตในพืชตระกูลหญาเปนที่ รูจักกันมานานกวา 70 ป แลวแต

การศึกษาราเอนโดไฟตในไมยืนตนและไมพุมเพิ่งเริ่มศึกษาและใหความสนใจอยางจริงจังเมื่อ

ประมาณ 20 ป ที่ผานมา  โดยเริ่มศึกษาจากตนสนในแถบยุโรป  หลังจากนั้นมีรายงานการ

รวบรวมรายชื่อพืชที่พบมีราเอนโดไฟตอาศัยอยู ไดแก ไมพวกจิมโนเสปรม (gymnosperm) และ

แองจิโอเสปรม (angiosperm)  นอกจากนี้พบวาราเอนโดไฟตที่พบในไมยืนตนมีความหลากหลาย

ทางชีวภาพสูงมาก  ราเอนโดไฟตที่พบในไมยืนตนและไมพุมจะมีระบบการสืบพันธุและ

แพรกระจายเชื้อในส่ิงแวดลอมโดยอาศัยการสรางสปอร  ซึ่งมีการสรางสปอรทั้งแบบอาศัยเพศ 

(sexual state) และไมอาศัยเพศ (asexual state) (Saikkonen และคณะ, 2004)    
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2.3 การแพรกระจายของราเอนโดไฟตในไมยืนตน  
 

ในชวงหลายปที่ผานมาไดมีการแยกราเอนโดไฟตในพืชหลายชนิด ทั้งในเขตรอนชื้น 

(tropical)  เขตอบอุน (temperate zone)  และบริเวณใกลกับเขตรอน (subtropical)  สามารถพบ

ราเอนโดไฟตไดในพืชทุกดิวิชั่น (Division) ตั้งแต สาหราย   มอส  เฟรน ไลเคน  ไปจนถึงพืชใบ

เล้ียงคู     (Arnold,  2000 )  ราเอนโดไฟตท่ีพบในไมยืนตนประกอบดวยราในไฟลัม (phylum) 

Ascomycotina Basidiomycota Deuteromycota  และ  Oomycetes (Petrini, 1991)  การ

แพรกระจายของราเอนโดไฟตในพืชยืนตนโดยทั่วไป  ยกเวนพืชตระกูลหญา และมีรูปแบบการ

กระจายตัวในแนวราบจึงมีขอบเขตของการแพรกระจายกวางมากซึ่งอาศัยการแพรโดยลม ฝน 

และแมลง  ดังนั้นจํานวนชนิดของราเอนโดไฟตจึงมีความหลากหลายสูงมากโดยเฉพาะในเนื้อเยื่อ

ของพืช   แตจากการศึกษาชนิดของราที่อาศัยอยูในพืชกลบัพบราชนิดใหมนอยลง  แสดงใหเห็นวา

การกระจายตัวของราในพื้นที่ใหมๆที่ทําการศึกษาเปนราชนิดที่รูจักกันเปนอยางดี แมวาราเอนโด

ไฟตที่พบจะมีความหลากหลายสูง แตก็ยังเปนสวนนอยเมื่อเทียบกับพืชที่นํามาศึกษา ดังนัน้ราเอน

โดไฟตที่คัดแยกไดอาจเปนตัวแทนจํานวนจริง ๆ ของราที่ไมสามารถพบได (Arnold  และคณะ, 

2000)  ดังนั้นการตรวจสอบหาราเอนโดไฟตอยางสม่ําเสมอในพืชจึงเปนวิธีที่ดีสําหรับการศึกษา

ความถี่ของการเกิดราเอนโดไฟตชนิดใหมๆ   

การศึกษาราเอนโดไฟตในพืชไดรับความสนใจมานานแลวในการคัดแยกราเอนโดไฟตจาก

พืชในเขตอบอุน โดยขอมูลสวนใหญเกี่ยวกับราเอนโดไฟตมีรายงานทางตอนเหนือของยุโรป และ 

นิวซีแลนด ( Azevedo, 2000)  เชน จากการศึกษาคัดแยกราเอนโดไฟตจากกิ่งของพืชหลายชนิด

แถบยุโรป  เชน  Carpinus  betulusn L.  Picia  abies (L.) Karst. Quercus  robur L.  Fagus  

sylvatica  L. พบราเอนโดไฟตสกุลสําคัญ ดังนี้ คือ Mollisia spp.  Pezicula spp.  

Phialocephara spp. Phomopsis spp. Verticicladium trifidum   และราบางสกุลในวงศ 

Xylariaceae  ราเอนโดไฟต Mollisia cineria  พบไดมากในพืช  Carpinus  betulusn      ราเอนโด

ไฟตสกุล Pezicula sp. Cryptosporiopsis-anamorphs phomopsis sp.   ราวงศ  Xylariaceae  

เปนราเอนโดไฟตที่สามารถพบไดในพืชเขตอบอุนหลายชนิด  (Kowalski และ Kehr, 1997)   

ในชวง 20 ป ที่ผานไดมีผูสนใจศึกษาคัดแยกราเอนโดไฟตในพืชเขตรอนหลายชนิด  พบวาทั้ง

จํานวนและชนิดของราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในพืชเขตรอนมีความหลากหลายสูงมาก จากรายงาน

การศึกษาราเอนโดไฟตทั้งในพืชเขตอบอุน  

เขตรอน และบริเวณใกลกับเขตรอน พบวายังคงมีราเอนโดไฟตอีกหลายชนิดไมสามารถจัดจําแนก

ได  
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( Azevedo, 2000) นั่นเปนเพราะวามีราเอนโดไฟตชนิดใหมอาศัยอยูในพืช ซึ่งแสดงใหเห็นวารา

เอนโดไฟตเปนสวนประกอบที่สําคัญของความหลากหลายของจุลินทรียเอนโดไฟตทั้งหมดที่มีอยู

ในธรรมชาติ   
 
2.4   ความสัมพันธของราเอนโดไฟตกับพืชเขตรอน  
 

จากรายงานการศึกษาราเอนโดไฟตในปาเขตรอนราเอนโดไฟตมักพบไดทุกสวนของ

เนื้อเยื่อพืช เชน เมล็ด  รังไข (Siegel และ Latch, 1987)  ผล (Schena และคณะ, 2003)  ลําตน 

(Gutierrez และคณะ, 2001) ราก (Germida และคณะ, 1998) ใบ (Smith และคณะ, 1996)  หัว 

(Sturz  และคณะ, 1999)  ตา (Ragazzi และคณะ, 1999)  ทอลําเลียง (Hoff และคณะ, 2004)  

กาน (Rodrigue และ  Samuls,  2005)  เปลือก ( Raviraja, 2005)  ปจจุบันมีการยอมรับวาจะไม

มีพืชชนิดใดที่ไมมี 

จุลินทรียเอนโดไฟตอาศัยอยูเลย ปาเขตรอนมีความอุดมสมบูรณของทรัพยากรธรรมชาติสูงมาก 

ทั้ง สัตวปา  พรรณไม  และความหลากหลายของจุลินทรียเอนโดไฟต โดยเฉพาะราเอนโดไฟต  แต

ปจจุบันนี้มีขอมูลนอยมากเกี่ยวกับประโยชนและความสัมพันธุของราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในพืช

เขตรอน  ดังนั้นจึงมีการเสนอความคิดเหน็หลากหลายเกี่ยวกับรูปแบบของการดํารงชีวิตของราเอน

โดไฟตในพืช แตที่ไดรับการยอมรับมากที่สุดคือ ทฤษฎีวิวัฒนาการการอยูรวมกัน (Carroll, 1998)  

จากการศึกษาของ Hawksworth ในป ค.ศ. 1991 และ ป ค.ศ. 2001 ไดใหการยอมรับวาปาเขต

รอนมีความหลากหลายของราสูงมาก  แตทั้งนี้ยังไมทราบถึงจํานวนที่แนชัดของระดับความ

หลากหลายที่แทจริงของราขนาดเล็ก (macro fungi)  Gilbert, และคณะ (2002)  ไดทําการสํารวจ

ราขนาดใหญ (macrofungi) ในปาเขตรอนจากขอมูลแสดงใหเห็นวาความหลากหลายของราที่พบ

ในปาเขตรอนมีจํานวนเพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับขอมูลที่มีอยูจากการศึกษาของ May, ในป ค.ศ 1991   

และจากรายงานการศึกษาอื่นๆชี้ใหเห็นเชนเดียวกันวาราที่แอบแฝง (cryptic microfungi) ในปา

เขตรอนก็มีความหลากหลายสูงดวยเชนเดียวกัน  ซึ่งประกอบดวยกลุมราที่เปนผูยอยสลาย 

(Lodge, 1997; Frohlich  และ Hyde, 1999;  Aptroot, 2001)  รากอโรค (Shivas และ Hyde, 

1997)  และราเอนโดไฟตที่มีความสัมพันธกับพืช (Lodge และคณะ, 1996)  ทั้งนี้ราเอนโดไฟตที่

อาศัยอยูในพืชเขตรอนอาจเปนตัวแทนของราในชั้น (order)  ตางๆ ซึ่งมีความหลากหลายมากกวา

เมื่อเทียบกับราเอนโดไฟตที่พบในพืชเขตอบอุน (Dreyfuss และ Chapela,1994) มีการคัดแยกรา

เอนโดไฟตในพืชหลายชนิดซึ่งมีถิ่นอาศัยอยูในสภาพแวดลอมที่ตางกัน เชน  ทุงหญา ปาไม ปา

ชายเลน และแปลงเพาะปลูกสําหรับทําการเกษตร ซึ่งการสํารวจหาราเอนโดไฟตดังกลาวแสดงให

เห็นถึงระดับความจําเพาะตอชนิดของพืชในแตละพื้นที่ จากการศึกษาพบวาราเอนโฟตบางชนิด
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สามารถพบไดในพืชหลากหลายชนิด(Isaac,1992; Azevedo, 1998)  ซึ่งจํานวนความหลากหลาย

ของราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในพืชแตละชนิดอาจเกิดจากปจจัยดังตอไปนี้ เชน  สวนตางๆพืช  อายุ

ของเนื้อเยื่อพืช  ฤดูกาลในแตป   และลักษณะจีโนไทดของพืชแตละชนิด  นอกจากนี้ระดับของ

ความหลากหลายของจุลินทรียเอนโดไฟตในปาเขตรอนอาจข้ึนอยูกับความหลากหลายทาง

นิเวศวิทยาทางอนุกรมวิธานของพืช ความสัมพันธทางธรรมชาติของราเอนโดไฟตกับพืชในปาเขต

รอน  และวิวัฒนาการของการอาศัยอยูรวมกัน ไดมีผูสนใจศึกษาราเอนโดไฟตในพืชเขตรอนหลาย

วงศดวยกัน ตัวอยาง เชน พืชในวงศ  Arecaceae (Rodrigues  และ  Samuele  1990 และ 

Rodrigues,  1994;) วงศ Bromeliaceae  วงศ Orchidaceae  (Bayman และคณะ,1998) และ

วงศ  Piperaceae (Dreyfuss และ  Petrini,  1984)  ราเอนโดไฟต xylariaceous สามารถพบได

มากที่สุดและพบในพืชเขตรอนเกือบทุกชนิด (Rodrigues, 1991 และ Rodrigues และ Samules, 

1992 และ Rodrigues และ Petrini, 1997)  ในป ค.ศ. 1994 Rodrigues คัดแยกราเอนโดไฟตจาก

ใบปาลม Euterpe oleracea บริเวณปาเขตรอนในประเทศบราซิล พบราเอนโดไฟตในวงศ  

Xylaria 15 ชนิด จากจํานวนสกุลราเอนโดไฟตที่แยกไดทั้งสิ้น 21 สกุล  Xylaria cubenis เปนรา

เอนโดไฟตในสกุล Xylaria ที่พบมากที่สุดในใบปาลม E. oleracea  และ Licuala ramsayi 

(Rodrigues และ Samuels,1990)   และจากการศึกษายังพบราเอนโดไฟต  Xylaria ในพืชเขตรอน

อีกหลายชนิด  เชน Stylosanthes (Leguminosae) (Pereira  และคณะ, 1993)  Manilkara 

(Sapotaceae) (Lodge และคณะ, 1996) Orchids  (Bayman และคณะ, 1998) และ Heliconia 

(Heliconiaceae) (Bills และ Polishook, 1994)  นอกจากนี้ยังพบราเอนโดไฟตสกุลอ่ืนซึ่งเปนรา

เอนโดไฟตในกลุมของรากอโรค เชน Colletotrichum, Idriella, Phoma, Phomopis, และ 

Phyllosticta (Rodrigues  และ Petrini, 1997)  ราเอนโดไฟตในกลุมผูยอยสลายที่สําคัญ  ไดแก  

Cladosporium herbarum, Aureobasidium pullulans และ  Alternaria aiternata (Rodrigues  

และ Petrini, 1997)   ตัวอยางราเอนโดไฟตอ่ืนๆที่คัดแยกไดจากพืชเขตรอนชนิดตางๆไดสรุปและ

แสดงไวดังใน  ตารางที่ 2.1 ( Azevedo และ Araujo, 2001) 
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ตารางที่ 2.1 แสดงชนิดราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชเขตรอนชนิดตางๆ 
 
ชนิดฃองพืช ราเอนโดไฟตที่พบ 

 
เอกสารอางอิง 

Anacardium 

occidentale 

Acremonium, Alternaria sp.,  

Collectotrichum gloeosporioides Fusarium solani 

Guignardia sp. Lasiodiplodia sp. Pestalotia sp. 

Phomopsis sp. P.anacardii Phaeotrichoconis cf. 

crotalariae Phoma sp. Septoria Stagonospora sp. 

Medeious, 1998; 

Olivera, 1999 และ 

Freire และ Bezera, 

2000 

Azadirachta 

indica 

Fusarium avenaceum Rajagopal และ 

Suryanarayanan, 

2000 

Brachiaria 

brizantha 

Acremonium implicatum Rhodotorula glutinis  Candida 

famata (teleomorph Debarymyces hansenii) 

Cypticoccus laurentii  Collectotrichum gloeosporioide 

Guignardia  citricarpa Cladosporium sp.  

Kelemuetal, 2001 

Gai และคณะ, 

2000; Glienke-

Blanco และคณะ, 

2002 ; Araujo และ

คณะ,  2001  

Cuscuta 

reflexa 

Phomopsis sp. Cladosporium sp. Collectotrichum sp. 

Acremonium sp. Alternaria alternate Alternaria 

longissima Aspergillus flavipes  nige Aspergillus  

terreus Aspergillus versicolor Aureobasidium 

Alternaria Curvularia lunata, C.tuberculara  

Dreschslera halodes Dreschslera. Hawaiiensis 

Fusarium sp. Nigrospora sp. Nudulissporum sp. 

Penicillum sp. Periconia sp. Pithomyces sp. 

Thozetellopsis sp, Torula sp. Trichoderma sp. 

Botryodiplodia sp. Pestalotiopsis sp. Phoma sp. 

Phomopsis sp. Phyllosticta sp. Pseudoseptoria sp.  

Suryanarayanna 

และคณะ,  2000 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) แสดงชนิดราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชเขตรอนชนิดตางๆ 
 
ชนิดของพืช ราเอนโดไฟตที่พบ 

 
เอกสารอางอิง 

Ficus 

benghalensis 

Sporormiella minima Lasiodipolodia theobromae 

Collectotrichum gloeosporioides Fusicoccum sp. 

Phoma  sp. Phomopsis sp. Phyllosticta sp. 

Aspergillus niger Aspergillus sp. Aureobasidium 

pullulans, Curvularia lunata Fusarium sp. Gliocladium 

roseum, Gliocadium sp. Paecilomyces sp. Penicillium 

sp. Phialophora sp. Trichoderma sp. 

Suryanarayanna 

และ  Vijaykrishma, 

2001 

Glycine max Ascochyta sp. Chadosporium sp. Collectotrichum sp. 

Phyllosticta sp. Xylaria sp. 

Pimentel,  2001 

Glycine max Ampelomyces quercinus, Cochiobolus intermedius 

Collectotrichum gloeosporioides, Didymella bryoniae 

Eurotium amstelodami Fusarium denticulatum 

Fusarium. dlaminii,. Fusarium oxysporum Fusarium 

sp. vasinfectum, Macrophomina phaseolina, Nectria 

haematococca  Peniophora au rantiaca 

 Mendes และคณะ, 

2001 

Garamineas Acremonium sp. Fusarium sp.  Ustilago sp. 

. 

Alquati , 1999 

Guarea 

guidonia 

Phomopsis Collectotrichum Xylaria Rhizoctocnia-like 

fungi   

Gamboa และ

Bayman,  2001 

Halophytes 

from3 

dicotilidon 

families 

Camarosporium Collectotrichum Phomopsis 

Phyllosticta. Sporormiella minima Xylaria 

Rhizoctocnia-like fungi  Acremonium Alternaria 

Ampullifera  Cladosporium, Fusarium sp.  

Guignardia sp. 

Suryanarayanna 

และ Kumaresan, 

2000 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) แสดงชนิดราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชเขตรอนชนิดตางๆ 

 

ชนิดของพืช ราเอนโดไฟตที่พบ 
 

เอกสารอางอิง 

Himanthus 

sucuuba 

Collectotrichum sp. Guignardia sp. Glomerella sp. 

Phomopsis sp.  Pestalotia sp.  Xylaria sp. 

Megalhaes, 2000  

Ilex 

paraguariensis 

Acremonium sp.  Aspergillus sp.  

Collectotrichum sp. Fusarium sp. Guignardia 

philoprina paecilomyces sp. Papulosporium sp. 

Penicillium sp. Nudulisporium sp. Xylaria sp. 

 Xylaria cubense 

Penna, 2000; 

Takeda และคณะ, 

2003 

Lepanthes 

rupestris 

Guignardia  Collectotrichum  Xylaria sp. Bayman และคณะ, 

2002 

Licula sp. Xylaria sp. Suryanarayanna 

และคณะ, 2000 

Livistona 

chinwnsis 

Idriella sp.  Aspergillus sp. Southcott และ 

Johnson,  1997 

Mangifera 

indica 

Alternaria arborescens, Alternaria tenuissima 

Botryosphaeria parva  Dipporthe helianthi  Eutypella 

scoparia Glomerella cingulata, Guignardia 

mangiferae, Hypoxylon stygium, Nodulisporium sp. 

Stenocarpella maydis, Xylaria longipes 

Silva (personal 

communication) 

Manilkara 

bidentata 

Xylaria cf. multiplex Xylaria cf. adscendens 

Collectotrichum Pestalotiopsis versicolor Fusarium 

solanum  Phylosticta sapotae  Glomerella cingulata 

Lodge และคณะ, 

1996 

Musa 

acuminata 

Xylaria spp. Guignardia cocoicola 

Collectotrichum gloeosporioides Deightoniella 

torulosa, Pyriculariopsis parasitica, Dactylaria  sp. 

Photita  และคณะ, 

2001 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) แสดงชนิดราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชเขตรอนชนิดตางๆ  
 
ชนิดของพืช ราเอนโดไฟตที่พบ 

 
เอกสารอางอิง 

Musa sp. Alternaria sp. Aspergillus sp. Cordana musa 

Curvularia sp. Dreschlera. Epicoccum purpuracens 

Fusarium sp. Glomerella cingulada Humicola sp. 

Nigrospora oryzae Periconia sp.  phomopsis sp. 

Phyllosticta sp. Trichoderma sp. xylaria sp. 

Photita และคณะ, 

1999 

Orchids  Rhizoctonia-like fungi Ceratobasidium Tulasnella 

Thanatephorus  

Otero และคณะ, 

2002 

Pachystrizus 

erosus 

Mucor and Rhizopus  Stamford, 1997 

Parthenium 

hysterophorus 

Alternaria zinniae Alternaria helianthi Chylindrocarpon 

Curvularia brachyspora Fusarium sp.  Nigrospora 

oryzae Penicillium funiculosum  Periconia sp. 

Romero  

และคณะ, 2001 

Paulicourea 

longiflora 

Aspergillus niger Collectotrichum sp. Guignardia sp. 

Glomerella sp. phomopsis sp.  Xylaria sp. 

Souza,  2001 

Paullinia 

cupana 

Guignardia sp. Phomopsis sp. Glomerella cingulada, 

Xylaria sp. 

Guimaraes, 

1998 

Pueraria 

phaseoloides 

Glomerella cingulada  Humicola sp. Xylaria sp. Galvao, 1998 

Rhizophora 

apiculata 

Acremonium sp. Alternaria sp. Aspergillus glaucus 

Botryotrichum sp. Chaetomium sp. Cladosporium sp. 

glomerella sp. Nigrospora sp. Penicillium sp. 

Phialophora sp. Pestalotiopsis sp. Phoma sp. 

Phomopsis sp. Phyllosticta sp. Pseudeurotium sp. 

Sporormiella minima Thielavia sp.  

Suryanarayanna 

และคณะ, 1998 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) แสดงชนิดราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชเขตรอนชนิดตางๆ 
 

ชนิดของพืช 
ราเอนโดไฟตที่พบ 
 

เอกสารอางอิง 

Saccharum 

sp. 

Althelia bombacina Cochliobolus homomorphus 

Cochliobolus intermedius Cochliobolus melinidis 

Exserohilum mcginnisii  Exserohilum rostratum 

Leptosphaeria bicolour  Xylaria longipes 

Araujo แ ล ะ 

Kuklinsky-Sobral, 

2004 

Scleria 

pterota 

Curvularia sp. Glomerella cingulata Pestalotia sp. Galvao, 1998 

Spondias 

mombin 

Collectotrichum gloeosporioides Guignardia sp. 

Phomopsis sp. 

Rodrigues และ 

Samuels, 1999 

Stryctupos 

cugens 

Aspergillus niger Collectotrichum sp. Guignardia sp. 

Trichoderma sp. 

Souza, 2001 

Stylosanthes 

sp. 

 Alternaria sp. Glomerella sp. Nigrospora oryzae 

Nudulisporium sp. Periconia sp. Phomopsis sp. 

Phyllosticta sp. Xylaria spp. 

Pereira และคณะ, 

1999 

Subal 

bermudana 

Idriella sp.  Aspergillus sp. Southcott และ

Johnson , 1997 

Theobroma 

gradiflorum 

Fusarium sp. Glomerella cingulada  Guignardia sp. 

Humicola sp.  Pestalotia sp. 

Galvao, 1998 

Theobroma 

cacao  

Verticillium sp.  Gliocadoum sp. Monilochaetes sp. 

Trichoderma sp. Geotrichum sp. Syncephalastrum 

sp. Fusarium sp. Acremonium sp. Xylaria sp. 

Cladosporium sp. Blastomyces sp. Pleurotus sp. 

Botryosphaeria sp. 

Rubini และคณะ,  

2002 

Vigna 

unguiculata 

 Aspergillus sp. Fusarium sp. Fusarium equiseti 

Fusarium solani Fusarium sentectum,  

Rodrigues, 1999 
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2.5 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟต 
 

จุลินทรียเอนโดไฟตมีความหลากหลายทางพันธุกรรมและเปนแหลงสําคัญของสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม ๆ  การคนพบจุลินทรียเอนโดไฟตและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมีเพิ่มขึ้น

เร่ือย ๆ อยางมีนัยสําคัญ  โดยปกติราเอนโดไฟตสายพันธุหนึ่ง ๆ สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพจํานวนมาก  สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีรายงานวาถูกสรางโดยราเอนโดไฟต เชน สาร

ยับยั้งแบคทีเรีย  สารยับยั้งรากอโรค  สารกดภูมิคุมกัน  สารยับยั้งเซลลมะเร็ง  สารตานอนุมูล

อิสระ  และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดอื่น ๆ อีกมากมาย  ซึ่งในที่นี้จะขอกลาวเฉพาะตัวอยาง

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สรางจากราเอนโดไฟตเทานั้น จํานวนของสารทุติยภูมิที่ราเอนโดไฟต

สรางขึ้นมีจํานวนมากกวาสารทุติยภูมิที่สรางโดยจุลินทรียเอนโดไฟตชนิดอ่ืน ๆ ซึ่งบางที่อาจเปน

เพราะความถี่ของการเกิดโคโลนีของราเอนโดไฟตที่สามรถแยกไดจากพืชมีความถี่สูงมากกวาจุลิ

นทรียเอนโดไฟตชนิดอื่น ๆ นอกจากนี้สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตจากราเอนโดไฟตมีฤทธิ์

หลากหลาย และสามารถแบงออกไดหลายประเภท  เชน อัลคาลอยด (alkaloids)  เสตียรรอย 

(steroids)  เทอรปนอย (terpenoids) ไอโซโครมารีน (isocoumarins)  ควิโนน (quinones)  ฟนิล

โพรพานอยย (phenylpropanoids)  ลิกแนน (lignans)  ฟนอล (phenol)  กรดฟโนลิก (phenolic  

acid) สารอัลลิฟาติก (aliphatic metabolites) แลคโตน (lactones)  และกลุมสารอื่นๆอีกมากมาย  

ในปจจุบันการคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมๆ เพื่อนํามาประยุกตใชในดานเภสัชกรรม

และทางการเกษตรกรรมมีการพัฒนาอยางมากและตอเนื่องไดมีการสนใจนําผลิตภัณฑทาง

ธรรมชาติมาใชเพื่อแกปญหาการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อจุลินทรียที่เพิ่มมากขึ้น  ราเอนโดไฟตเปน

อีกแหลงสําคัญอีกแหลงหนึ่งสําหรับคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมๆที่ดีและมี

ประสิทธิภาพ  เนื่องจากเคยมีรายงานการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมจากราเอนโด

ไฟตอยางตอเนื่อง  และจากการศึกษาถึงฤทธิ์ทางชีวภาพของสารเมแทบอไลตทุติยภูมิจากราเอน

โดไฟต  พบวามีสารหลายชนิดที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่นาสนใจและสามารถนํามาพัฒนาเปนตัวยา

ชนิดใหมๆได  ตัวอยาง เชน 
 
2.5.1 สารตานเชื้อจุลินทรีย 
 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพราเอนโดไฟตแยกไดจากพืช Excoecaria agallocha สารที่แยก

ได คือ  phomopsin A(1) , B (2) และ C (3)  (รูปที่ 2.5 )  มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย  และ  

cytosporone  B (4)  C (5) (รูปที่ 2.6 )    มีฤทธิ์ในการยับยั้งรา Candida albicans  และ 
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Fusarium oxysporum เปนผลิตภัณฑธรรมชาติที่สกัดไดจากน้ําหมักราเอนโดไฟต     Phomopsis 

sp. ZSU-H76 (Hung  และคณะ, 2008) 

    
 

รูปที่ 2.5 โครงสรางทางเคมขีอง phomopsin A(1) , B (2) และ C (3) 
 

 
 

รูปที่ 2.6 โครงสรางทางเคมขีอง cytosporone  B (4)  C (5) 
 

2.5.2 สารยับยั้งเซลลมะเร็ง (Anticancer Agents)  
 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพราเอนโดไฟตแยกไดจากพืช Quercus  variabilis สารที่แยกได 

คือ  penicidones  A-C (1-3)  (รูปที่ 2.7 )  มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง  เปนผลิตภัณฑ

ธรรมชาติที่สกัดไดจากน้ําหมักราเอนโดไฟต   Penicillium sp. (Ge  และคณะ, 2008) 
 

  
 

รูปที่ 2.7 โครงสรางทางเคมขีอง penicidones A-C (1-3) 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพราเอนโดไฟตแยกไดจากตนขาว สารที่แยกไดคือ  pyrrospirones A-B  

(รูปที่ 2.8 )  มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง myelocytic leukemia HL-60  เปนผลิตภัณฑ
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ธรรมชาติที่สกัดไดจากน้ําหมักราเอนโดไฟต    Neonectria ramularia. Wollow KS.246 (Shiono  

และคณะ, 2008) 

 

 
 

รูปที 2.8 โครงสรางทางเคมขีอง pyrrospirones A-B 
 

2.5.3 สารตานเชื้อไวรัส HIV (Anti-HIV activity) 
 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพราเอนโดไฟตแยกไดจาก Trewia nudiflora  สารที่แยกได คือ  

Phomoeuphorbins A-D (1-4) (รูปที่ 2.9 )  มีฤทธิ์ในการตานเชิ้อไวรัส HIV  เปนผลิตภัณฑ

ธรรมชาติที่สกัดไดจากการหมักแบบ  Solid -State  ของราเอนไฟต  Phomopsis  euphorbiae 

(Yu  และคณะ, 2008)  และสาร petalofisiols A-E (รูปที่ 2.10 ) แยกไดจากราเอนโดไฟต  

Pestalotiopsis  fisi  เปนผลิตภัณฑธรรมชติที่สกัดไดจากน้ําหมักของราเอนโดไฟต  (Liu  และ

คณะ, 2008) 

 

 
 

รูปที่ 2.9 โครงสรางทางเคมขีอง Phomoeuphorbins A-D (1-4) 
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รูปที่ 2.10 โครงสรางทางเคมีของ petalofisiols A-E 
 

2.5.4. สารตานเชื้อมาลาเรียและเริม (Anti-malarial  and  herpes virus) 
 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพราเอนโดไฟตแยกไดจากพืช Culophyllum sp.  สารที่แยกได คือ  

pullularins A-D (1-4) (รูปที่ 2.11 )  มีฤทธิ์ในการตานเชิ้อมาลาเรีย และไวรัส HSV-1  เปน

ผลิตภัณฑธรรมชติที่สกัดไดจากน้ําหมัก  ของราเอนไฟต Pullularia sp. (Isaka   และคณะ, 2007)  

  

 
 

รูปที่ 2.11  โครงสรางทางเคมีของ pullularins A-D 
 
2.6 ราเอนโดไฟตในพืชวงศปาลม    

 

ปาลมเปนพืชโบราณประเภท พืชใบเลี้ยงเดี่ยว (monocotyledon) มีอยูประมาณ 28,000 

ชนิด  มีความหลากหลายทางสัณฐานวิทยามากกวาพืชใบเลี้ยงเดี่ยววงศ อ่ืน ๆปาลมที่มี

ความสัมพันธใกลชนิดกันมักมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาคลายคลึงกัน  สวนใหญพบในแถบรอน

ชื้น และบริเวณใกลกับเขตรอน สวนในเขตอบอุนพบเพียงไมกี่ชนิด และไมพบปาลมในแถบแหง

แลง เชน ทะเลทราย  ยกเวนบริเวณที่มีแองน้ําขนาดใหญ  ราสวนใหญจึงมีความสัมพันธกับปาลม

เพราะบริเวณเขตรอนมีความชื้นคอนขางสูง สภาพอากาศเหมาะกับการเจริญของรา โดยทั่วไป

มักจะแบงพืชในวงศปาลมเปน  3  กลุมใหญ  โดยอาศัยลักษณะของซับสเตรต  (substrate type) 
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กลุมราขนาดเล็ก (microfungi) พบเพียงสวนนอยที่อาศัยอยูในลําตนของปาลม  สวนใหญเปน

กลุมราขนาดใหญ (macrofungi) โดยเฉพาะราในไฟลัม Ascomycota (Carroll, 1998) ราเอนโด

ไฟตหลายชนิดมักพบอยูในบริเวณ กานใบ (petiole)   และกานทางใบ (rachis) ( Hyde, 1990b 

และ 1994)  สวนในบริเวณเนื้อเยื่อของใบปาลมเปนแหลงหนึ่งที่พบวามีความหลากหลายของรา

เอนโดไฟตหลายชนิด  สวนใหญเปนกลุมของราเอนโดไฟตที่มีความแตกตางกัน  เชน กลุมรากอ

โรค Colletotrichum  gloeosporioides   Fusarium oxysporum Fusarium semitectum  

Lasisodiplodia theobromae Pestalotiopsis palmarum และ Ustulina deusta  ซึ่งคัดแยกได

จากใบปาลม E. oleracea  (Rodrigues และ Samuels, 1990) และกลุมราที่เปนผูยอยสลายวงศ 

Xylariaceae  ซึ่งพบอาศัยอยูในเนื้อเยื่อของใบปาลมที่สุด โดยเฉพาะราเอนโดไฟต  Xylaria 

cubensis (Rodrigues, 1984 ; 1990 และ 1992)  ทั้งนี้  กานใบ กานทางใบ และ ใบ อาจเปน

แหลงของซับสเตรท (substrate) ที่มีความอุดมสมบูรณในการเกื้อหนุนใหเกิดความหลากหลาย

ของราชนิดตางๆ มีราเอนโดไฟตจํานวนนอยมากที่มีการบันทึกวามาจากสวนของลําตน  สวนใหญ

มีรายงานการพบราในสวนของใบปาลม (Rodrigues และ Samuels, 1990; Rodrigues,  1994; 

Rodrigues และ Samuels,1992) ปาลมสวนใหญเจริญอยูในเขตรอน  แตเปนที่นาแปลกใจที่มี

การบันทึกวา 30 เปอรเซ็นต  ของราชนิดใหมพบทางตอนใตของยุโรปซึ่งสะทอนใหเห็นวามี

การศึกษาราเอนโดไฟตจากปาลมในเขตรอนนอยมาก    

  ในป ค.ศ. 1994 มีรา 1580 ชนิด ไดรับการบันทึกวาเปนราที่พบอาศัยอยูในปาลม

ประกอบดวยราในไฟลัม Ascomycota 650 ชนิด  Basidiomycota 270 ชนิด และ 

Deuteromycota  660 ชนิด  นอกจากนี้ไดมีการสํารวจราในปาลมอีกหลายชนิด พบราประมาณ 

75 เปอรเซ็นตที่ไดจากวงศปาลม  ( Hyde และคณะ, 2000a) โดยราสกุลสําคัญที่พบอาศัยอยูใน

ปาลมสวนใหญเปนราในกลุม   Xylariaceous โดยเฉพาะราในสกุล Xylaria    Xylariaceae เปน

ราวงศใหญ (family) ประกอบดวยราประมาณ 40 สกุล  (Ju และ  Rogers,  1996) หนาที่หลกัของ

รา Xylariaceous ในระบบนิเวศนคือทําหนาที่เปนผูยอยสลายเน้ือไมในพืชจําพวกแองจิโอเสปรม 

และมีรายงานวาราในกลุมนี้อีกหลายชนิดในสกุล Biscogniauxia  และ Rosellinia  เปนรากอโรค

ในพืช (Whalley, 1996; Edwards และคณะ, 2003;)   เปนราวงศที่สามารถพบเจอไดทั่วไปทั้งใน

เขตอบอุนและเขตรอน แตพบไดมากในบริเวณปาเขตรอน  

( Whalley,  1996)  และพบรา  Xylariaceous บางสกุลอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อของพืช โดยเฉพาะ

ในจีนัส Xylaria  เปนสกุลของราเอนโดไฟตที่สามารถพบไดมากในพืชเขตรอน โดยเฉพาะในพืช

สกุลปาลม (Rodrigues และ  Petrini,  1997)  นอกจากนี้ยังพบอาศัยอยูในพืชสกุลอ่ืนๆอีก เชน  

กลวยไม  และเฟรน  (Rodrigues,  1994) สวนใหญแพรกระจายในสิ่งแวดลอมโดยอาศัยการสราง

สปอรทั้งแบบอาศัยเพศและไมอาศัยเพศ (Bayman  และคณะ, 1998; Davis และคณะ, 2003)  
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แตมีรายงานวาสามารถแพรกระจายในแนวดิ่งโดยอาศัยอยูในเมล็ดของตนสนและเจริญพรอมกับ

การงอกของเมล็ดสน (Bayman และคณะ, 1988.)    หนาที่ของราเอนโดไฟตสกุล Xylaria  ที่อาศัย

อยูในเนื้อเยื่อพืชในสวนของลักษณะทางนิเวศวิทยาและหนาที่ของรากลุมนี้ยังไมทราบอยางแนชัด 

แตมีการคาดเดาวาอาจจะทําหนาที่ในการปกปองพืชจากจุลินทรียกอโรคและแมลงคลายกับรา

เอนโดไฟตในพืชตระกูลหญา (Rodrigues, 1997)  จากการศึกษาของ Whalley และ Edward ในป 

ค.ศ.  1987 พบวาราในวงศ Xylariaceae มีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได

หลากหลายชนิด ตัวอยางเชน สารยับยั้งรา อนุพันธของ Glucoside   xylarosides A และ B สราง

โดย  Xylaria sp. PSU-D14 ( Pongcharoen และคณะ, 2008)  สารยับยั้งจุลินทรีย 7-amino-4- 

methylcoumarin สรางโดย Xylaria sp. YX-28 (Lui  และคณะ, 2008)  สารยับยั้งมะเร็งตับ

จําพวกอนุพันธของ tetralone ไดแก xylarol A และ B สรางโดย Xylaria hypoxylon  AT-028 ( 

Gu และ Ding, 2008)  และสารยับยั้งเซลลมะเร็ง  Cytochalasins  ผลิตจาก Xylaria  obovata  ( 

Dagne  และคณะ, 1994) 

 จากตัวอยางการรายงานการพบสารออกฤทธิ์ชนิดใหมในราเอนโดไฟตอยางตอเนื่องทําให

เปนที่นาสนใจวาสารใหมดังกลาวที่สรางโดยราเอนโดไฟตอาจเปนทางเลือกที่นาสนอีกทางหนึ่งใน

การนํามาใชประโยชนในการพัฒนาทางดานการแพทย และการเกษตรกรรมตอไป  ปาลมเปนพืช

วงศใหญสวนใหญมีการกระจายตัวและพบไดมากในเขตรอน ประเทศไทยเปนประเทศที่มีปาเขต

รอนกระจายตัวอยูเกือบทั่วประเทศ โดยเฉพาะทางภาคใตของประเทศ และดังไดกลาวขางตนแลว

มีรายงานการวิจัยมากมาย รายงานวาพืชวงศปาลมมีความหลากหลายของราเอนโดไฟตสูงมาก  

แตในประเทศไทยมีการศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ

ราที่อาศัยอยูในปาลมนอยมาก  ดังนั้นการศึกษาความหลากหลายและฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอน

โดไฟตที่อาศัยอยูในปาลม  อาจพบราเอนโดไฟตที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม

ที่มีประสิทธิภาพและสามารถนํามาพัฒนาประยุกตใชทางดานการแพทย  หรือทางเกษตรกรรม 
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Arenga  pinnata (Wurmb) Merrill.     (กาฉก ฉก ตาว) 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  2.12  แสดงลักษณะตัวอยางตนปาลม Arenga  pinnata ที่ใชศึกษาคัดแยกราเอนโดไฟต 

 

ชื่อวิทยาศาสตร : Arenga pinnata (Wurmb) Merrill. 

วงศ   : Palmae 

ชื่อสามัญ  : Sugar Palm 

ชื่ออื่น   : ตนตาว ตนตาว ตนชก ตนฉก ตนกาฉก  

ลักษณะ                        : ลักษณะลําตนตรงดิ่ง  ขนาดโตกวาตนตาล  ใบมีลักษณะ

เชนเดียวกับใบมะพราว แตโตและแข็งแรงกวา  

ถิ่นอาศัย  : ชอบข้ึนตามเชิงเขา บริเวณดินรวน อากาศชุมช้ืน 
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Borassodendron  machadonis (RIDLEY) BECC.  (ปาลมชางไห ชางรองไห) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  2.13  แสดงลักษณะตัวอยางตนปาลม Borassodendron machadonis  ที่ใชศึกษาคัดแยก 

ราเอนโดไฟต 

 

ชื่อวิทยาศาสตร : Borassodendron machadonis (RIDLEY) BECC.   

วงศ   : Palmae 

ชื่อสามัญ  : - 

ชื่ออื่น   : ชางรองไห ชางไห 

ลักษณะ                        : ใบรูปพัด (Fan leaf) ใบยอยแฉกลึกกวางมากประมาณ 1.20 

เมตร ทางใบยาวประมาณ 1.50 เมตร ตามขอบกานทางใบ ไมมี

หนามแตมีความคมมากเหมือนใบมีด 

ลักษณะทั่วไป  : เปนปาลมลําตนเดี่ยวไมแตกกอ ลําตนกลมสูง สูงไดถึง 9 เมตร  

ถิ่นอาศัย                       : ทางภาคใตของประเทศไทยและตอนเหนือของประเทศมาเลเซีย 

 

 

 



 

บทที่  3 
 

อุปกรณสารเคมีและวิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 อุปกรณ 
 

- ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) Memmert  รุน BE600  บริษัท Jebsen and Jebsen 

- ตูควบคุมอุณหภูมิภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด (CO2 incubator) Hepa 

Class 100 รุน 311  บริษัท Thermo electron corporation  

- ตูถายเชื้อ (laminar flow) CLEAN  รุน H1 บริษัท Lab Service Ltd, Part 

- หมอนึ่งความดัน (autoclave) TOMY รุน SS-325 บริษัท Tommy Seiko Co., Ltd. 

Tokyo, Japan 

- ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) Memmert รุน D06063 บริษัท Jebsen and Jessen, 

Germany 

- ตูอบความรอนแหง (hot air oven) Memmert  รุน UE600 บริษัท Jebsen and 

Jessen, Germany 

- กลองจุลทรรศนคอมพาวดไมโครสโคป (compound microscope) Olympus  รุน 

BX51  บริษัท Olympus optical Co.,Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนสเตอรริโอไมโครสโคป (stereo microscope) Olympus รุน SZ60 

บริษัท Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนหัวกลับ (inverted microscope) Olympus รุน CK2 บริษัท 

Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- เครื่องเขยา (shaker)  รุน innova 2100 บริษัท New Brunswick Scientific Co., 

Inc.Edison, USA 

- เครื่งระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) Eyela รุน N-100  

บริษัท Tokyo Rikakikai Co., Ltd. Japan 

- ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer)  ขนาด 0.0025 mm2 ยี่หอ Loptik Labor บริษัท 

Boeco 

- เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Authorized thermal cycler) รุน TP 600  บริษัท 

TaKaRa 
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- เครื่องปนเหวี่ยงขนาดเล็ก (micro centrifuge)  รุน CM-6010  บริษัท Hslangtai   

- เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (micro refrigerated centrifuge) Kubota  รุน 3700  

บริษัท Kubota Corporation, Tokyo Japan 

- เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน stratagene บริษัท Profuge 

- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง  (microplate reader)  รุน Elx 800  บริษัท Bio-tek 

instrument 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer)  อุณหภูมิ -80°C  รุน ULT 1786  บริษัท 

FORMA Scientific, USA 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) Sharp อุณหภูมิ -20°C   

- เครื่องปนผสม (Vortex mixer)  รุน VX-100 บริษัท Labnet International, Inc. 

- ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette)  P2 (0.1-2μl),  P10 (0.5-10μl),  

P20 (2-20μl),  P100 (20-100μl),  P1000 (0.2-1ml)  บริษัท Gilsson France 

- ปเปตตทิป (pipette tip)  ขนาด 1-200 μl  และ 1 ml  บริษัท Axygen Scientific, Inc. 

USA  

- หลอดไมโครทิวป (microtubes)  ขนาด 1.5 ml  บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA  

- หลอดพีซีอาร (PCR tube)  ขนาด 0.2 ml  บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA 

- หลอดเซนตริฟวจ ขนาด 15 มิลลิลิตร บริษัท Corning Incorporated, USA 

- ถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม (tissue culture plate 96 well)  ยี่หอ Corning  บริษัท 

Corning Incorporated, USA 

- ภาชนะเลี้ยงเซลล (tissue culture flask) ขนาด 25 ลูกบาศกเซนตเมตร ยี่หอ 

Corning  บริษัท Corning Incorporated, USA 

- ปเปตตแกว (seropipatte)  ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 

- เครื่องดูดจากปเปตต (Pipette aid)  ยี่หอ Drummond   

- หลอดเก็บเซลลแชแข็ง (cryotube)  บริษัท Corning Incorporation, USA 

- TLC aluminium sheet  รุน silica gel 60 F254  บริษัท Merck,  Germany 

 
3.2 สารเคมี 
 

- Beef extract 

- Yeast extract 

- Malt extract 
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- Methanol 

- Ethanol 

- Ethylacetate 

- Hexanes 

- Streptomycin 

- Sodium hypochlorite  

- Penicillin G 

- Ferrous sulphate (FeSO4.7H2O) 

- Zinc sulphate (ZnSO4.7H2O) 

- Manganes chloride (MnCl2) 

- Hydrochloric acid (HCl)  บริษัท Merck. Germany 

- Dimethylsulfoxide (DMSO)  บริษัท Sigma, U.S.A. 

- Fetal Bovine Serum (FBS)  Hyclone  บริษัท  Hyclone 

- อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640  บริษัท  Hyclone 

- MTT [3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenylterazolium bromide)]  บริษัท  Bio 

Basic inc, Canada 

- Trypsin-EDTA  บริษัท Hyclone   

- Trypan blue 0.5% w/v  บริษัท Biochrom AG, Germany 

- Cetyltrimethylammonum bromide (CTAB)  บริษัท Serva 

- 2-Mecaptoethanol  บริษัท  Sigma, U.S.A. 

- Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)  บริษัท Scharlau 

- Taq DNA polymerase  บริษัท Fermentas 

- 10x Tris boric acid disodium ethylenediamine tetracetic acid (10x TBE buffer 

- Agarose molecular biology grade  บริษัท ISC Bio Express 

- Isopropanol alcohol  บริษัท Merck. Germany 

- Isoamyl alcohol  บริษัท Carbo erba 
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3.3 สํารวจและเก็บตัวอยาง 
 

 เก็บตัวอยางใบปาลม 2 ชนิด คือ Arenga pinnata (Wurmb) Merrill.   และ 

Borassodendron machadonis (Ridley) Becc. โดยเลือกเก็บใบแกที่สมบูรณไมแสดงอาการติด

โรค  เก็บตัวอยางพืชแบบสุม ชนิดละ 5 ตน ตนละ 1 ใบ แตละตนหางกันประมาณ 200 เมตร  และ

สูงจากพื้นดินประมาณ 3 เมตร จากอุทยานแหงชาติเขาหลวง บริเวณน้ําตกทาแพ อําเภอชางกลาง 

จังหวัดนครศรีธรรมราช  ในชวงฤดูแลงเดือนเมษายน และชวงฤดูฝนเดือนธันวาคม  ในป พ.ศ.

2550  ตัดใบปาลมออกเปนชิ้นยาวประมาณ 50 เซนติเมตร  บรรจุในถุงพลาสติก  ทําการแยกรา

เอนโดไฟตจากใบพืชภายใน 12 ชั่วโมงหลังจากเก็บตัวอยาง 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3.1 แสดงตําแหนงและระยะหางของตนปาลมที่ใชคัดแยกราเอนโดไฟต 
 
 
 
 
 
 

200 

200 
200 

200 

ตนปาลมตนที่ 1 

ตนปาลมตนที่ 2  

ตนปาลมตนที่ 3 

ตนปาลมตนที่ 4 

ตนปาลมตนที่ 5 
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ภาพที่ 3.2  แสดงบริเวณการตัดชิ้นสวนของใบปาลมเพื่อนํามาคัดแยกราเอนโดไฟตในปาลม  A. 

pinnata  โดยแตละใบแบงออกเปน 3 สวน แตละสวนนําคัดเลือกเฉพาะ 1 ใบยอยและแตละใบ

ยอยสุมตัดออกเปน 10 ชิ้น  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3.3  แสดงบริเวณการตัดชิ้นสวนของใบปาลมเพื่อนํามาคัดแยกราเอนโดไฟตในปาลม  

B. machadonis โดยแตละใบแบงออกเปน 3 สวน และตัดสุมแตละสวนออกเปน 10 ชิ้น  
 
 
 
 

สวนโคนใบ

สวนกลาง

สวนปลาย

ลักษณะใบปาลมตัดแบง เปน 3 สวน 

สวนปลาย

สวนกลางใบ

สวนโคนใบ 

ใบปาลมยอยแตละสวนสุมตัด 10 ชิ้น 
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3.4  แยกราเอนโดไฟตใหบริสุทธ  
 

 แยกราเอนโดไฟตโดยใชเทคนิค surface sterilization  โดยนําตัวอยางใบปาลมมาลางทํา

ความสะอาดแลวตัดเปนชิ้นเล็ก ๆ บริเวณโคนใบ กลางใบ และปลายใบ บริเวณละ 10 ชิ้น  นํา

ชิ้นสวนใบพืชที่ตัดมาฆาเชื้อบริเวณผิวใบตามลําดับข้ันตอน ดังนี้ จุมช้ินสวนใบพืชลงในเอทานอล 

เขมขน 70% เปนเวลา 1 นาที  หลังจากนั้นจุมลงในสารละลายโซเดียมไฮโปรคลอไรดเขมขน 5%  

เปนเวลา 5 นาที  แลวจุมลงใน เอทานอลเขมขน 70% เปนเวลา 1 นาที  หลังจากนั้นลางชิน้สวนใบ

พืชดวยน้ํากลั่นผานการฆาเชื้อ 2 คร้ัง และซับใหแหงบนกระดาษที่ผานการฆาเชื้อ  นําตัวอยางใบ

พืชที่ผานการฆาเชื้อที่ผิวใบวางลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 1) ที่เติม streptomycin ปริมาณ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เพื่อยับยั้ง

การเจริญของแบคทีเรีย บมจานอาหารเลี้ยงเชื้อไวที่อุณหภูมิหองและสังเกตการงอกของราออกมา

จากเนื้อเยื่อของพืช เมื่อพบวามีเสนใยของราเอนโดไฟตเจริญออกมาจากเนื้อเยื่อพืช  เขี่ยสวน

ปลายของเสนใยรานําไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อบนจาน

อาหารเลี้ยงเชื้อภายใตกลองจุลทรรศน  และเก็บเชื้อบริสุทธิ์บนอาหารผิวเอียง PDA ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส  และในน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อที่อุณหภูมิหอง 

 
3.5 เก็บรักษาเชื้อบรสิุทธิ์ 
 

นําราเอนโดไฟตบริสุทธิ์ไปเล้ียงบนอาหารแข็ง PDA บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7-10 วัน  

ตัดชิ้นวุนที่มีเสนใยราเจริญอยูนําไปวางบนอาหารแข็งผิวเอียง PDA บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7-

14 วัน  เก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  วิธีนี้สามารถเก็บรักษาเชื้อไดนาน 2-3 เดือน  

การเก็บรักษาเชื้อเปนระยะเวลานานทําไดโดยเก็บในน้ําโดยตัดชิ้นวุนที่มีเสนใยราเจริญอยูเปนชิ้น

เล็กโดยใช cork borer เสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร แลวเก็บชิ้นวุนในน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อ 

และเก็บที่อุณหภูมหิองสามารถเก็บรักษาเชื้อไดนาน 6 เดือน ถึง 1 ป 
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3.6 ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟต 
 

3.6.1 การจัดจําแนกราเอนโดไฟต 
จําแนกราเอนโดไฟตในระดับสกุล (Genus) โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ของราโดยใชเทคนิค slide culture เพื่อศึกษาลักษณะของเสนใย และลักษณะโครงสรางสปอร 

เชน  การจัดเรียงตัวของสปอร  จํานวนสปอร  ลักษณะผิวสปอร  ภายใตกลองจุลทรรศน  และ

จําแนกชนิดของราตามวิธีของ Barnett และ Hunter, 1987   สาํหรับราเอนโดไฟตในสกุล  Xylaria  

จําแนกกลุมโดยเลี้ยงบนอาหารแข็ง 3 ชนิด คือ PDA  Malt Extract Agar (MEA) (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 2)  และ Oatmeal Agar (OA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 3)  จากลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาของราในสกุล Xylaria สามารถสราง stroma ในระหวางการเจริญ  จึงศึกษาลักษณะรูปทรง

และสีของ stroma   ตําแหนงการเจริญของ stroma บนอาหารเลี้ยงเชื้อ   นอกจากนี้ศึกษาลักษณะ

และสีของโคโลนี  และการสรางรงควัตถ ุ(pigment) ของรา 

 
3.6.2 การวิเคราะหทางสถิติ  (statiscal analysis)  

  คํานวณคา Colonization rate  คือ อัตราความถี่ของการเกิดโคโลนีราเอนโอไฟต

ของใบพืช และ  Isolation rate  คือ อัตราการแยกราเอนโดไฟตไดจากพืชตัวอยาง (Frohlich และ

คณะ, 2000) 

 

อัตราความถี่การเกิดโคโลนี (CR)  =      จํานวนชิ้นใบปาลมที่สามารถแยกราได  ≥ หนึ่งไอโซ

เลต 

                                                         จํานวนชิ้นใบปาลมทั้งหมดที่นํามาแยกราเอนโดไฟต 

 

 

อัตราการเกดิไอโซเลต (IR)  =            จํานวนราเอนโดไฟตที่สามารถแยกไดทั้งหมด 

                                      จํานวนชิ้นใบปาลมทั้งหมดที่นํามาแยกเชื้อ 

 

วิเคราะหความแตกตางทางสถิติของ Colonization  rate  และ  Isolation rate  ของราเอนโดไฟต

โดยโปรแกรม  SPSS  ตามปจจัยดังตอไปนี้ 

1. ฤดูกาล : ฤดูฝนและฤดูแลง 

2. ชนิดของใบปาลม : Agrena pinnatta  และ  Borassodendron  machadonis 
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3.7 การคนหาราเอนโดไฟตที่มีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ  
 
 3.7.1 เตรียมหัวเชื้อ 
  นําราเอนโดไฟตบริสุทธิ์จากอาหารผิวเอียง PDA ในขอ 3.5 มาเลี้ยงบนอาหาร

แข็ง PDA  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-14 วัน  ขึ้นอยูกับการเจริญของราแตละ 

ไอโซเลต 

 
 3.7.2 เลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว 
  เตรียมอาหารเหลว Potato Dextrose Broth (PDB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 4) 

100 มิลลิลิตร ในขวดทรงชมพู (Erlenmayer flask)  ขนาด 250 มิลลิลิตร  จากนั้นตัดชิ้นวุนที่มีรา

เจริญอยูที่เตรียมไดจากขอ 3.7.1 ดวย cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร จํานวน 5 

ชิ้น  ถายชิ้นวุนลงในอาหารเหลว PDB บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 วัน  จากนั้นกรองแยกเสน

ใยออกจากน้ําเลี้ยงเชื้อเพื่อนําแตละสวนไปสกัดดวยตัวทําละลายอินทรียตอไป  

 
 3.7.3 สกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใย 

สกัดน้ําเลี้ยงเชื้อจากขอ 3.7.2 ดวยเอททิลแอซิเตท (ethyl acetate)  โดยใช

ปริมาตรของเอททิลแอซิเตทตอปริมาตรของน้ําเลี้ยงเชื้อในอัตราสวน 1:1  เก็บสารสกัดในชั้น       

เอททิลแอซิเตทไว  ทําการสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อซ้ําดวยตัวทําละลายเดิมเพื่อเก็บสวนของสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพที่เหลืออยูในสวนของน้ําเลี้ยงเชื้อ  ในสวนของเสนใยรา  สกัดสารโดยบดเสนใยให

ละเอียดดวยโกรงบดยา  แลวสกัดดวยเอทิลแอซิเตทในอัตราสวนเสนใยเปยก 1 กรัมตอเอททิลแอซิ

เตท 4 มิลลิลิตร  แลวนําไปปนแยกตะกอนของเสนใยและเก็บสวนน้ําใสไว  นําสารสกัดสวนที่ได

จากน้ําเลี้ยงเชื้อผสมรวมกันกับสารสกัดที่ไดจากสวนของเสนใย จากนั้นทําการระเหยตัวทําละลาย

ภายใตระบบสุญญากาศดวยเครื่องระเหยแบบหมุน (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซีย

เซียส  หลังจากตัวทําละลายระเหยออกจนแหง  ละลายคราบของสารสกัดดวย 20 %(V/V) DMSO 

ปริมาตร 3  มิลลิลิตร  เก็บสารสกัดไวในหลอดไมโครทิวป  ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซียเซียส เพื่อ

นําไปทดสอบการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบ  และยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนุษยตอไป   
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3.7.4   ทดสอบความสามารถของสารสกัดในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 
  ทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโไฟต

โดยทดสอบกับจุลินทรีย 5 ชนิด คือ แบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิด ไดแก Bacillus cereus (ATCC 

6633 ) และ Staphylococcus aureus (ATCC 5169)  แบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด ไดแก 

Escherichia coli (ATCC 25922)  และ Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)  และยีสต 

ไดแก Candida  albicans (ATCC 7004) 

 
  3.7.4.1 การเตรียมแบคทีเรียทดสอบ  
   นําแบคทีเรียทดสอบขีด (streak) บนอาหาร Nutrient agar (NA) 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 5) เพื่อใหเปนโคโลนีเดี่ยว บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง ใชลูป (loop) เขี่ยโคโลนีเดี่ยว 4-5 โคโลนี ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient broth (NB) 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 6) 5 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 - 8 ชั่วโมง 

หรือจนสังเกตเห็นวาหลอดเชื้อขุน ปรับความขุนของแบคทีเรียทดสอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ให

มีความขุนเทียบเทามาตรฐาน 0.5 McFarland (ภาคผนวก ข หมายเลข 2)  ซึ่งประกอบดวย 

BaCl3 0.048 M ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และ NH2SO4 0.36 M ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร หรือโดย

อานคาจาก Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ใหมีคาความดูดกลืนแสงอยู

ในชวง 0.08 - 0.10  เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 108 CFU ตอมิลลิลิตร 

 
  3.7.4.2 การเตรียมยีสตทดสอบ 
   นํายีสตทดสอบขีดบนอาหาร Sabouraud dextrose agar (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 7)  เพื่อใหเปนโคโลนีเดี่ยวๆ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง  ใช

ลูปเขี่ยโคโลนีเดี่ยว ๆ ขนาดเสนผานศูนยกลางอยางนอย 1 มิลลิเมตร จํานวน 2-3 โคโลนี  ละลาย

ในสารละลาย 0.85% (w/v) NaCl ที่ฆาเชื้อแลว  ปรับความขุนของสารแขวนลอยยีสตใหมีความ

ขุนเทียบเทามาตรฐาน 0.5 McFarland หรือโดยอานคาจาก Spectrophotometer ที่ความยาว

คลื่น 530 นาโนเมตร ใหมีคาความดูดกลืนแสงอยูในชวง 0.08 - 0.10 เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 1x106 

– 3x106 CFU ตอมิลลิลิตร 

 

 

  

 



 35

3.7.4.3 ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 
   ทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากรา

เอนโดไฟตโดยวิธี  Agar well diffusion method (Murray และ Baron, 1999)  นําสารสกัดที่ได

จากขอ 3.7.3 มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยนําจุลินทรียทดสอบที่

เตรียมไวตามขอ 3.7.4.1 และ 3.7.4.2 มานับจํานวนจุลินทรียทดสอบโดยวิธนีับจํานวนโคโลนีบน

จานอาหารเลี้ยงเชื้อ (Plate count) ใหไดจํานวนของจุลินทรียทดสอบแสดงดังตารางที่ 3.1  

จากนั้นใชไมพันสําลีที่ฆาเชื้อแลว  จุมลงในหลอดสารแขวนลอยเชื้อ  บิดลําลีกับขางหลอดใหสําลี

เปยกพอหมาด ๆ ปายเชื้อทดสอบลงบนผิวหนาอาหารอาหาร Muller-Hinton Agar (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 8) (สําหรบัแบคทีเรียทดสอบ)  Sabouraud Dextrose Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 9) 

(สําหรับยีสตทดสอบ)  เมื่อปายเชื้อทดสอบทั่วในลักษณะสามทิศทางแลวทิ้งไว 3-5 นาที เพื่อให

ผิวหนาของอาหารแหงจากนั้นใช cork borer เสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร ฆาเชื้อโดยใชเปลว

ไฟ เจาะลงบนอาหารแข็งแลวนําชิ้นวุนออก (ควบคุมใหหลุมที่เจาะมีปริมาตรเทากันโดยเตรียม

อาหารสําหรับทดสอบปริมาตร 15 มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลองนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  แลวนํามาเทลงในจานเลี้ยงเชื้อที่ฆาเชื้อแลว)  ใชปเปตดูดสารสกัด

จากขอ 3.7.3 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หยดลงในหลุมที่เจาะไว  แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง สําหรับแบคทีเรียทดสอบ  สวนยีสตทดสอบบมที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง  หลังจากนั้นวัดบริเวณวงใส (clear zone) ที่เกิดขึ้น  โดยชุด

ควบคุมบวกสําหรับแบคทีเรียทดสอบ คือ streptomycin เขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

สําหรับยีสตทดสอบ คือ nystatin เขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  สําหรับชุดควบคุมลบ คือสาร

สกัดจากอาหารเหลวที่ไมมีการเติมหัวเชื้อ 
 
ตารางที่ 3.1  แสดงจํานวนจุลินทรียทดสอบ (CFU/ml)  ที่มีความขุนเทียบเทา 0.5 McFarland 

Standard 

จุลินทรียทดสอบ คาการดดูกลืนแสง (OD) จํานวนจุลินทรียทดสอบ (CFU/ml) 

P. aeruginossa  ATCC 9027 0.108 3.32x108 

E. coli           ATCC 25922 0.096 3.13x108 

B. cereus     ATCC 6633 0.101 6.30x107 

S. aureus     ATCC 25923 0.099 6.70x107 

C. albicans   ATCC 10231 0.094 2.85x106 
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3.7.5 ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดยับยั้งเซลลมะเร็งมนุษย 
  ทดสอบความสามารถของสารสกัดจากราเอนโดไฟตในการยับยั้งเซลลมะเร็งโดย

วิธี MTT assay [3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

calorimetric]  (Palaga และคณะ, 1996) 

   

 เซลลมะเร็งมนุษย (Human tomour cell lines) ที่ใชทดสอบมี 7 เซลล ดังนี้ 

 A375  (Human malignant melanoma)  ATCC No.CRL-1619 

 SW620  (Human colorectal adenocarcinoma) ATCC No.CCL-227 

 KatoⅢ (Human gastric carcinoma)  ATCC No.HTB-103 

 HepG2  (Human liver hepatoblastoma)  ATCC No.HB-8065 

 BT474  (Human ductal carcinoma)  ATCC No.HTB-20 

 Caskies (cervical carcinoma cells)  ATCC No.HCR-1150 

Jurkat  (Human acute T cell leukemia)  ATCC No.CRL-2063 

 
3.7.5.1 การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็ง 

นําเซลลมะเร็งทั้ง 7 ชนิด ที่เก็บไวในถังไนโตรเจนเหลวออกมาเลี้ยง  โดย

แชหลอดเก็บเซลลในอางน้ําอุนอุณหภูมิ 37 องศาเซียเซียส  หลังจากน้ําแข็งละลายใชปเปตตแกว

ดูดสารแขวนลอยเซลลใสในหลอดเซนตริฟวจที่มีอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640  (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 13) ปริมาตร 6 มิลลิลิตร  แลวนําไปปนดวยความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 

นาที เทสวนใสทิ้ง  ละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลล PRMI-1640 ปริมาตร 7 มิลลิลิตร    

จากนั้นปเปตตเซลลแขวนลอยลงในภาชนะเลี้ยงเซลลขนาด 25 ลูกบาศกเซ็นติเมตร  ตรวจดูรูปราง

ลักษณะของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับ  บมเซลลในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซียเซียส  

ภายใตบรรยากาศกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) 5%  และเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 3-4 วัน  

บมเซลลจนกวาเซลลจะเจริญเกือบเต็มผิวหนาของภาชนะเลี้ยงเซลล  ในกรณีที่เซลลทดสอบเปน

เซลลมะเร็งชนิดเกาะผิว (A375, SW620, KatoⅢ, HepG2 และ BT474)  การเปลี่ยนอาหารเลี้ยง

เซลลทําไดโดยดูดอาหารเกาทั้งหมดออกแลวเติมอาหารใหมปริมาตร 7 มิลลิลิตร เขาไปแทนที่  

เปนอาหารเลี้ยงเซลล  ในกรณีที่เซลลทดสอบเปนเซลลมะเร็งชนิดแขวนลอย (Jurkat)  การเปลี่ยน

อาหารเลี้ยงเซลลทําไดโดยปเปตเซลลแขวนลอยลงในหลอดเซนตริฟวจ นําไปปนที่ความเร็ว 1000 

รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  เทสวนใสทิ้ง  แลวละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลล PRMI-

1640  หลังจากนั้นปเปตตเซลลแขวนลอยลงในภาชนะเลี้ยงเซลล  บมเซลลในตูบมอุณหภูมิ 37 
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องศาเซียเซียส  ภายใตบรรยากาศ CO2 5%  เมื่อเซลลมะเร็งเจริญเขาสูระยะ exponential phase  

จึงทําการถายเซลลลงสูถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม (96 well plate)  ตอไป 

 
3.7.5.2 การถายเซลลเพาะเลี้ยง  

เซลลมะเร็งที่อยูในระยะ exponential phase จากขอ 3.7.5.1  ถูกถาย

ลงสูถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม  ในกรณีที่เซลลมะเร็งเปนเซลลชนิดแขวนลอย (Jurkat) ถายเซลลโดย         

ปเปตตเซลลแขวนลอยเซลลจากภาชนะเลี้ยงเซลลลงสูหลอดเซ็นตริฟวจ นําไปปนที่ความเร็ว 1000 

รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  เทสวนใสทิ้งเก็บตะกอนของเซลล  ในกรณีที่เซลลมะเร็งเปนเซลล

เกาะผิว (A375, SW620, KatoⅢ, HepG2 และ BT474) ถายเซลลโดยการดูดอาหารในภาชนะ

เล้ียงเซลลออก  ลางเซลลดวยสารละลาย 1XPBS (ปลอด Ca2+ และ Mg2+) (ภาคผนวก ข 

หมายเลข 3) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  เอียงภาชนะไปมา 5-6 คร้ัง  แลวดูดสารละลาย 1XPBS ออก  

ปเปตต trypsin-EDTA เขมขน 0.25% ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล บมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ภายใตบรรยากาศ CO2 5% เปนเวลาประมาณ 2 นาที (เพื่อยอย

เซลลใหหลุดออกจากผิวภาชนะเลี้ยงเซลล)  หลังจากเซลลหลุดออกจากผิวภาชนะแลว ปเปต

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล เพื่อชะเซลลใหหลุด

ออกจากผิวภาชนะและแขวนลอยเซลล  หลังจากนั้นปเปตเซลลแขวนลอยลงสูหลอดเซนตริฟวจ  

ปนที่ความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  แลวเทสวนใสทิ้ง เก็บตะกอนของเซลล  

หลังจากไดตะกอนของเซลลชนิดแขวนลอยและเซลลชนิดเกาะผิวแลว  ละลายตะกอนดวยอาหาร

เล้ียงเซลล RPMI-1640 ปเปตสารแขวนลอยเซลลขึ้นลงเพื่อใหเซลลกระจายเปนเซลลเดี่ยว ๆ และ

นับจํานวนเซลลที่มีชีวิต  หลังจากนั้นเจือจางเซลลใหมีจํานวนประมาณ 2-3 x 105 เซลลตอ

มิลลิลิตร  และปเปตสารแขวนลอยเซลลลงในหลุมของถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม ในปริมาตรหลุมละ 

100 ไมโครลิตร  ซึ่งจะมีจํานวนเซลลประมาณ 2-3 x 104 เซลลตอหลุม  บมที่อุณหภูมิ 37 °C  

ภายใตบรรยากาศ CO2 5% เปนเวลา 24 ชั่วโมง  เพื่อนําไปทดสอบดวยวิธี MTT ตอไป 

 
  3.7.5.3 การนับจํานวนเซลลมะเร็งที่มีชีวิตโดยยอมดวย trypan blue dye 

ปเปตตสารแขวนลอยเซลลที่ไดจากขอ 3.7.5.2  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  

ยอมดวยสี tryphan blue ความเขมขน 0.5% (w/v)  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  นับจํานวนเซลลที่มี

ชีวิตดวยฮีมาไซโตมิเตอรภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับโดยนับเซลลในชองสี่เหลี่ยมใหญทั้ง 4 มุม   

ซึ่งเซลลที่มีชีวิตจะยอมไมติดสีของ tryphan blue   

จํานวนเซลลที่นับได (เซลล/มิลลิลิตร)  =  จํานวนเซลลทั้งหมดที่นับได x 104 x 2 

       4 
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3.7.5.4 การทดสอบการยับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดโดยวิธี MTT assay  
หลังจากบมเซลลในขอ 3.7.5.2. เปนเวลา 24 ชั่วโมง นําเซลลออกจากตู

บมเพื่อหยดสารสกัดจากราเอนโดไฟตที่ไดจากขอ 3.7.3 โดยใชปริมาณสารสกัดหลุมละ 5 

ไมโครลิตร บมเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศ CO2 5% เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

ทดสอบการมีชีวิตของเซลล (Cell Viability)  โดยหยดสารละลาย MTT (ภาคผนวก ข หมายเลข 4)

ลงในแตละหลุมของถาดเลี้ยงเซลลปริมาณหลุมละ 10 ไมโครลิตร โดยใหความเขมขนสุดทายของ

สารละลาย MTT เทากับ 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   สารละลาย MTT จะทําปฏิกิริยากับเอ็นไซม 

mitochrondrial dehydrogenase ในเซลลที่มีชีวิต  ทําใหสารละลาย MTT ที่มีสีเหลืองเปลี่ยนเปน

ผลึกสีมวง (formazan crytal)  ซึ่งมีคุณสมบัติไมละลายน้ํา  ปริมาณเอ็นไซม dehydrogenase ใน

เซลลมีชีวิตจะมีคาคงที่  ดังนั้นปริมาณผลึก formazan ที่เกิดขึ้นจะเปนสัดสวนโดยตรงกับจํานวน

เซลลที่มีชวีิต  ในการทดลองชุดควบคุมลบคือ สารละลาย 20%(v/v) DMSO ความเขมขนสุดทาย

เทากับ 0.2%  และ  Blank  คือ อาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีเซลลมะเร็ง (cell free medium)   หลังจาก

หยดสารละลาย MTT แลวบมเซลลที่สภาวะเดิมเปนเวลา 4 ชั่วโมง  ดูดของเหลวออกจากหลุม  

แลวเติมสารละลาย 0.04 N HCl ใน isopropanol (ภาคผนวก ข หมายเลข 5) ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ลงในแตละหลุมของถาดเลี้ยงเซลลเพื่อละลาย formazan crytal   หลังจากนั้นนําถาด

เล้ียงเซลลไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

คํานวณหาคาการมีชีวิตของเซลล (Cell viability)  โดยใชสมการดังตอไปนี้ 

 

Cell Viability (%)   =   (OD test average – OD blank average) x 100 

         OD control average – OD blank average 

 

OD test average  =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเซลลที่ทดสอบดวยสารสกัดจากราเอนโดไฟต 

OD control average  =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเซลลที่ทดสอบดวย  DMSO 

OD blank average  =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเซลล (cell free medium) 
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3.7.5.5 การเก็บเซลลในไนโตรเจนเหลว 
ทําการยอยเซลลที่เกาะอยูกับภาชนะเลี้ยงเซลลใหหลุดออกโดยใช 

trypsin-EDTA เขมขน 0.25%  ดูดสารแขวนลอยเซลลใสหลอดเซนตริฟวจ นําไปปนที่ 1000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 5 นาที  เทสวนใสทิ้งเพื่อเก็บตะกอนของเซลล  หลังจากนั้นละลายตะกอนของ

เซลลดวย freezing media (ภาคผนวก ก หมายเลข 14) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ดูดเซลลแขวนลอย

ใสในหลอดเก็บเซลล (cryotube)  นําไปเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซียเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

หลังจากนั้นนําหลอดเก็บเซลลไปเก็บไวในถังไนโตรเจนเหลววิธีสามารถเก็บเซลลไวไดเปนระยะ

เวลานาน 

 
3.7.6 ศึกษาผลของสารสกัดจากราเอนโดไฟตตอการตายแบบอะพอพโทซิส  

(apoptosis) ของเซลลมะเร็งโดยวิธียอมดวย DNA dry Hoechst 33342  
 

3.7.6.1 เซลลแขวนลอย (Jurkat)  
   เตรียมเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat) แขวนลอยจํานวน 1x106 เซลล/

มิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640  ปเปตตเซลลแขวนลอยปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ลงในจาน

เพาะเลี้ยงเซลล (dish) ขนาด 35x10 มิลลิเมตร  หลังจากนั้นหยดดวยสารสกัดจากราเอนโดไฟต  

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/dish  สารละลาย DMSO 20% เปนชุดควบคุมลบ  และสารละลาย 

etoposide เขมขน 10 ไมโครโมลาร เปนชุดควบคุมบวก  โดยแตละชุดทดสอบทําการทดลอง 3 ซ้ํา 

บมจานเพาะเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ภายใตบรรยากาศ CO2 5%  เปนเวลา 24 

ชั่วโมง หลังจากบมเซลลครบตามเวลาแลวถายเซลลใสหลอดไมโครทิวป  นําไปปนที่ความเร็ว 

1000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิ้ง  ลางเซลลดวย 1XPBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ปนที่

สภาวะเดิมเทสวนใสทิ้ง  เติม glutaraldehyde เขมขน 1%  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  บมเซลลไวในที่

มืดเปนเวลา 2 ชั่วโมง  หลังจากนั้นปเปตต glutaraldehyde ทิ้ง  แลวลางเซลลดวย 1XPBS ปน

เซลลที่สภาวะเดิม  เทสวนใสทิ้ง  เติม 1xPBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เพื่อละลายตะกอนของเซลล  

แลวเติมสี  Hoechst 33342  ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร  ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  บมทิ้งไวในที่มืด

เปนเวลา  10 นาที  ปเปตตเซลลแขวนลอยหยดลงบนบนกระจกสไลด  ปดทับดวย cover slip ใช

น้ํายาทาเล็บเคลือบรอบ ๆ ดานขางของ cover slip  ตรวจนับจํานวนเซลลที่เกิด apoptotic nuclei  

ดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนซ   
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3.7.6.2 เซลลเกาะผิว (BT474)   
เตรียมเซลลมะเร็งเตานม (BT474) แขวนลอยจํานวน 1x106 เซลล/

มิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640  ปเปตตเซลลแขวนลอยปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในจาน

เพาะเลี้ยงเซลล (dish) ขนาด 35x10 มิลลิเมตร โดยมีแผน cover slip ที่ฆาเชื้อแลววางราบอยูกับ

พื้นผิวจานเลี้ยงเซลล หลังจากนั้นหยดดวยสารสกัดจากราเอนโดไฟต ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/dish  

สารละลาย DMSO 20% เปนชุดควบคุมลบ  และสารละลาย etoposide เขมขน 10 ไมโครโมลาร 

เปนชุดควบคุมบวก  โดยแตละชุดทดสอบทําการทดลอง 3 ซ้ํา  บมจานเพาะเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส  ภายใตบรรยากาศ CO2 5%  เปนเวลา 24 ชั่วโมง สําหรับชุดทดสอบและชุด

ควบคุมลบ  สวนชุดควบคุมบวกใชเวลาบม 36 ชั่วโมง  หลังจากบมเซลลครบตามเวลาแลว  ดูด

อาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง  ลางเซลลดวย 1XPBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ดูดของเหลวทิ้งแลวเติม  

glutaraldehyde เขมขน 1% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  บมเซลลไวในที่มืดเปนเวลา 2 ชั่วโมง  หลังจาก

นั้นดูด glutaraldehyde ออกจากจานเลี้ยงเซลล  ลางเซลลดวย 1XPBS  แลวดูดของเหลวทิ้ง       

ปเปตต 1XPBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดลงบนกระจกสไลด  ปเปตตสี Hoechst 33342  

ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร หยดลงผสมกับสารละลาย 1XPBS บน

กระจกสไลด  ใชคีมคีบแผน cover slip ออกจากจานเลี้ยงเซลลแลวนํามาวางลงบนสียอมโดยหัน

ดานที่มีเซลลมะเร็งเกาะอยูคว่ําลงบนกระจกสไลด  ทิ้งไวในที่มืดเปนเวลา 10 นาที ใชน้ํายาทาเล็บ

เคลือบรอบ ๆ ดานขางของ cover slip ตรวจนับจํานวนเซลลที่เกิด apoptotic nuclei ดวยกลอง

จุลทรรศนฟลูออเรสเซนซ 

 
3.8 การศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญกับการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจลุนิทรยี
ของสายพันธุ  A116-2R  และ  B316-1 R   
 

3.8.1 การเตรียมหัวเชื้อ (seed inoculum) 
  ราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-2 R   และ  B316-1 R   เลี้ยงบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ 

PDA  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-14 วัน  ขึ้นอยูกับอัตราการเจริญของรา 

 
3.8.2 ศึกษาการเจริญ (Growth) และการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย 

เตรียมอาหารเหลว PDB  MEB (Malt Extract Broth) (ภาคผนวก ก หมายเลข 

14)  และน้ําสกัดจากใบปาลม (ภาคผนวก ก หมายเลข 15)  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดทรง

ชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นตัดชิ้นวุนของราที่เตรียมไดตามวิธีในขอ 3.7.1 ขนาด

เสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร จํานวน 5 ชิ้น ถายลงในอาหารเหลวทั้ง 3 ชนิด  บมที่อุณหภูมิหอง 
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ใน 2 สภาวะ คือ การบมเชื้อในสภาวะนิ่ง (static cultures)  และบมเชื้อในสภาวะเขยา 

(submerged shake cultures) ดวยเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เพื่อ

เปรียบเทียบวาปจจัยทั้งสองขางตนมีผลตอการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟต

หรือไม   ในระหวางการบมเชื้อเก็บตัวอยางในวันที่  0  1  3  6  9  12  15  18  21  24  27 และ 30  

ตามลําดับ  กรองเสนใยออกดวยกระดาษกรอง Whatman No 1 นําเสนใยที่ติดอยูบนกระดาษ

กรองเขี่ยลงในกระทงฟรอยนําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จนมีน้ําหนักคงที่  บันทึก

น้ําหนักของเสนใยในแตละครั้งของการเก็บตัวอยาง  สวนของน้ําเลี้ยงเชื้อนําไปสกัดดวย  เอททิล

แอซิเตท  เก็บสวนที่เปนชั้นของตัวทําละลาย นําไประเหยตัวทําละลายภายใตระบบสุญญากาศ

ดวยเครื่องระเหยแบบหมุน (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส จนแหงและละลาย

คราบสารสกัดดวย DMSO เขมขน 20% ปริมาตร 3 มิลลิลิตร  เก็บสารสกัดไวในหลอดไมโครทิวป  

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซียเซียส  เพื่อนําไปทดสอบการยับยั้งจุลินทรียทดสอบดวยวิธี Agar well 

ตามวิธีขอ 3.7.4.1 - 3.7.4.3 เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางเวลาและนําหนักแหงของเซลล  

และความสัมพันธระหวางเวลาและการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบในอาหารเลี้ยง

เชื้อทั้ง 3 ชนิด 

 
3.9 การแยกองคประกอบทางเคมีของสารสกัด 
 

3.9.1 ก า ร แ ย ก อ ง ค ป ร ะ ก อ บท า ง เ ค มี ข อ ง ส า ร ส กั ด ด ว ย  Thin-layer 
Chromatography (TLC) 

เปนการเลือกระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมในการแยกสารปฏิชีวนะออกจาก

ส่ิงเจือปนโดยโใชแผน  TLC aluminium sheet  รุน silica gel 60 F254  และใชตัวทําละลาย  เชน  

เมททานอล  เอททิลแอซิเตท  คลอโคฟอรม  และเฮกเซน  เปนตัวพา (developing) ในอัตราสวนที่

เหมาะสมในการแยกสารสกัดใหบริสุทธิ์ การตรวจสอบตําแหนงของสารบนแผน TLC หลังจาก 

develop  โดยอบแผน TLC ในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของไอโอดีน  หรือสองภายใตรังสี ยู วี ที่ความ

ยาวคลื่น  254  และ  365  นาโนเมตร  หรือพนดวยสาร  anisaldehyde ในกรดซัลฟวริก  หรือจุม

ดวยสารละลายวานิลลิน (vanillin)  หลังจากที่พนลมรอนกับแผน TLC สีของสารจะปรากฏ  

จากนั้นทําการวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสารและคํานวณหาคา  retention factor  (Rf)   
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3.10 การจําแนกราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-2 R B316-1R A 317 R A518-2 R  B115 R   
B127 R  A119-1 R  B419-1 R     
 

3.10.1 การจําแนกราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-2R  B316-1R A 317 R A518-2 R  
B115 R  B127 R  A119-1 R  B419-1 R  โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา   

ใชเทคนิค slide culture เพื่อศึกษาลักษณะของเสนใย  ลักษณะโครงสรางสปอร 

เชน  การจัดเรียงตัวของสปอร   จํานวนสปอร  ลักษณะผิวสปอร ภายใตกลองจุลทรรศนอิเลก็ตรอน

แบบสองกราดและกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานแลวจําแนกชนิดของราตาม Barnett 

และ Hunter, 1987  สวนราเอนโดไฟตในสกุล Xylaria จัดจําแนกโดยเลี้ยงบนอาหารแข็ง  PDA  

MEA  และ OA  เพื่อศึกษาลักษณะสีของโคโลนี  อัตราการเจริญของรา  ตําแหนงการเจริญของ  

stromata บนอาหารเลี้ยงเชื้อ   ลักษณะรูปรางและสีของ stromata   และการสรางรงควัตถุ  

 
3.10.2  การจําแนกราเอนโดไฟตสายพันธุ  A116-2 R  B316-1 R A 317 R A518-2 R  

B115 R  B127 R  A119-1 R  B419-1 R  โดยศึกษาลักษณะทางอณูวิทยา 
 

3.10.2.1 การสกัดจีโนมิก DNA ของรา 
นํ า เ ส น ใ ย ข อ ง ร า ที่ คั ด เ ลื อ ก ม า ส กั ด  DNA โ ด ย วิ ธี

Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)   (Zho, และคณะ, 1999) เร่ิมจากนําเสนใยมาบด

ใหละเอียดโดยใชโกรง เติมสารละลาย washing buffer (ภาคผนวก ข หมายเลข 5)  ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ถายลงในหลอดไมโครเซ็นติฟวจ  ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 15,000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 3 นาที เทของเหลวสวนบนทิ้งใหเหลือแตตะกอน เติมสารละลาย  washing 

bufferปริมาตร 1 มิลลิลิตร และปนเหวี่ยงซ้ํา เพื่อลางตัวอยางจนของเหลวสวนบนใส เติม

สารละลาย  2X CTAB (ภาคผนวก ข หมายเลข 6)  ปริมาตร 700 ไมโครลิตรไมโครลิตร บมที่

อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมงเพื่อใหเซลลแตก เติมสารละลายคลอโรฟอรม-ไอโซ

เอมิลแอลกอฮอล ในอัตราสวน 24: 1 (ภาคผนวก ข หมายเลข 7)  ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสม

ใหเขากันโดยใชเครื่องเขยาผสมสาร เพื่อกําจัดโปรตีน ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 8 นาที  ถายสวนใสที่อยูชั้นบนใสลงในหลอดไมโครเซ็นติฟวจหลอดใหม เติมสารละลาย

คลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ในอัตราสวน 24: 1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร อีกครั้งผสมให

เขากัน ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว   15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 8 นาที ถายสวนใสที่อยูชั้นบนใสลงใน

หลอดไมโครเซ็นติฟวจหลอดใหม แลวเติมสารละลาย ไอโซโพรพานอล ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 

แชในน้ําแขงเปนเวลา 30 นาที  ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เพื่อ

ตกตะกอนกรดนิวคลีอิค เทสวนใสทิ้งใหเหลือแตตะกอน เติมเอธานอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต 
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ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เพื่อลาง

ตะกอนของกรดนิวคลีอิค เทสวนใสทิ้ง ตากตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิหอง เติมน้ํากลั่นปริมาตร 100 

ไมโครลิตร และ RNase ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขา

กัน บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เพื่อกําจัด RNA เติมสารละลาย PEG ความเขมขน 20 

เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข หมายเลข 8) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แชในน้ําแข็งเปน

เวลา 30 นาที ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ีเทสวนใสทิ้งใหเหลอืแต

ตะกอน DNA เติมเอธานอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตรปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เพื่อลางตะกอน DNA ดูดสารละลายออก ทิ้งตะกอนใหแหง

ที่อุณหภูมิหอง เติมสารละลาย TE buffer (ภาคผนวก ข หมายเลข 9) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

เพื่อละลายตะกอน DNA เก็บตัวอยาง DNA ไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช

ศึกษาในครั้งตอไป  

 
3.10.2.2 การเพิ่มจํานวน DNA ของราที่ตําแหนง ITS ดวยวิธี Polymerase 

Chain Reaction (PCR)  
นํา DNA ที่สกัดไดตามวิธี ในขอ 3.10.2.1 ทําปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR)  

เพื่อเพิ่มจํานวนชิ้นสวน  DNA  ที่ตําแหนง  ITS  โดยใชไพรเมอรจําเพาะ  ITS3 ที่มีลําดับเบสเปน 

5 ’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ แ ล ะ ไ พ ร เ ม อ ร  ITS4  5 ’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ ตามลําดับ ทําสารละลาย PCR ใหมีปริมาตรรวมเปน 10 

ไมโครลิตร โดยมีสวนประกอบของปฏิกิริยาดังแสดงใน ตารางที่ 3.2  
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ตารางที่ 3.2 สวนประกอบของสารที่ใชในการทําปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR)  

 

สาร ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

10X PCR buffer without MgCl2 1X 1.0 

2 mM dNTP mixed 0.2 mM 1.0 

5u/..Tag DNA polymerase  0.5 units/10 0.1 

25 mM MgCl2 2.5 mM 1.0 

20.M Primer I (ITS5) 1.5 ul 0.5 

20..M primer II(ITS4) 1.5 ul 0.5 

DNA template - 1.0 

Sterilized distilled water - 4.9 

ปริมาตรรวม  10 

 

  

เมื่อไดสวนผสมทั้งหมดที่มีปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร นําไปทําปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มจํานวน

ชิ้นสวน DNA ที่ตําแหนง ITS ดวยเครื่องเพิ่มปริมาณ DNA อัตโนมัติ  (Authorized DNA thermal 

cycler ) โดยไดกําหนดภาวะดังตอไปนี้  

 Initial denaturation     94  องศาเซลเซียส  2 นาที 

Amplification  

Denaturation   94  องศาเซลเซียส  1.5 นาที 

Annealing   54  องศาเซลเซียส  2 นาที                38  รอบ  

Extension   72  องศาเซลเซียส  2 นาที 

Final Extension  72  องศาเซลเซียส  10 นาที 

Hold    4  องศาเซลเซียส  
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ตรวจสอบผลการเพิ่มจํานวน DNA ดวยวิธีอิเลคโทรโฟเรซีส (Electrophoreses) โดยการแยก

ชิ้นสวน DNA บนอะกาโรสเจล 1 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข หมายเลข 12 ) ใน 0.5 X TBE buffer 

(ภาคผนวก ข หมายเลข 10) เติมเอธิเดียมโบรไมด 1 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข หมายเลข 11) 

ตออะกาโรสเจล 30 มิลลิลิตรใชกระแสไฟฟาความตางศักย 100 โวลด เปนเวลา 45 นาที และใช

ชิ้นสวน DNA มาตรฐานขนาด 100 bp + 1.5 kb DNA ladder ตรวจสอบขนาดชิ้นสวน DNA ที่

เกิดขึ้นภายใตแสงอัตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร และสงชิ้นสวนดีเอ็นเอไป

วิเคราะหที่บริษัท Marcrogen จํากัด ประเทศญี่ปุน 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การคัดแยกราเอนโดไฟตจากใบปาลม 

 

คัดแยกราเอนโดไฟตจากใบปาลม 2 ชนิด ไดแก A. pinnata    และ  B.  machadonis  

จากอุทยานแหงชาติเขาหลวง จังหวัดนครศรีธรรมราช ในชวงฤดูแลง ( เดือนเมษายน) และฤดูฝน  

(เดือนธันวาคม)  ป   พ.ศ 2550  ไดราเอนโดไฟตจํานวน 516 ไอโซเลต  จํานวนสกุลราเอนโดไฟต

และจํานวนไอโซเลตทั้งหมดของราเอนโดไฟตที่แยกไดมาจากปาลมทั้ง 2 ชนิด ในฤดูแลง และฤดู

ฝน    สามารถจัดจําแนกราเอนโดไฟตทั้งหมด  9 สกุล 28 ชนิด  ไดแก  Aspergillus spp. 

Cladosporium sp. Colletotrichum  spp. Pennicilium sp. Glomerella sp. Fusarium  sp.  

Pestalotiopsis sp. Phomopsis sp. Xylaria  spp. ราทุกสกุลแสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาดัง 

ภาคผนวก ค ภาพที่ 4.1  มีราเอนโดไฟตที่ไมสามารถจําแนกชนิดไดจํานวน  3 กลุม เนื่องจากไม

แสดงการสรางสปอรทั้งแบบอาศัย และไมอาศัยเพศในอาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดที่ทดสอบ ค (ตาราง

ที่ 4.1)  จากตารางที่ 4.1 พบวาในฤดูแลงพบจํานวนไอโซเลตราสกุล Colletrotrichum spp. มาก

ที่สุดในปาลม A. pinnata รองลงมาราในสกุล Phomopsis sp. สวนสกุลราที่มีอัตราการเกิดไอโซ

เลตต่ําสุดมีสองสกุล คือ  Cladosporium sp. และ Pennicilium sp. สวนในฤดูฝนพบวาราในสกุล 

Xylaria  แสดงการเกิดจํานวนไอโซเลตสูงที่สุด และมีความหลากหลาย 13 ชนิด โดยพบรา Xylaria 

sp1. เกิดจํานวนไอโซเลตสูงที่สุด รองลงมาเปนราในสกุล Aspergillus spp. ในสวนของใบปาลม 

B.  machadonis ในฤดูแลงพบราสกุล  Colletrotrichum spp. แสดงการเกิดจํานวนไอโซเลตสูง 

รองลงมาคือราสกุล  Xylaria sp.1 สวนราสกุลอ่ืนพบการเกิดจํานวนไอโซเลตเพียงเล็กนอย ในฤดู

ฝนพบราในสกุล Xylaria spp.มีอัตราการเกิดจํานวนไอโซเลตสูงสุดและพบมีความหลากหลาย 8 

ชนิด รองลงมาคือราสกุล Aspergillus sp 
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ตารางที่ 4.1  แสดงจํานวนไอโซเลตของราเอนโดไฟตแตละสกุลจากใบปาลม A. pinnata  และ   

B.  machadonis ในชวงฤดูแลงและฤดูฝน  จากอุทยานแหงชาติเขาหลวง ป พ.ศ. 2550 

 

Arenga  pinatta Borassodendron  machadonis 
ฤดูแลง ฤดูฝน ฤดูแลง ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวนไอโซ

เลต 

จํานวนไอโซ

เลต 

จํานวนไอโซ

เลต 

จํานวนไอโซ

เลต 

Aspergillus sp. 4 23 0 19 
Cladosporium  sp. 1 0 0 0 
Colletotrichum   23 0 44 1 
Colletotrichum  2 0 2 0 
Colletotrichum   sp. 0 3 1 0 
Glomerella sp. 0 0 1 0 
Fusarium  sp. 0 0 1 0 
Pennicilium  sp. 1 3 0 2 
Pestalotiopsis  sp. 3 3 0 2 
Phomopsis  sp. 10 6 1 2 
Xylaria  sp.1 4 115 35 105 
Xylaria  sp.2 0 20 0 10 
Xylaria  sp.3 0 3 0 9 
Xylaria  sp.4 0 13 0 0 
Xylaria  sp.5 0 1 0 4 
Xylaria  sp .6 0 3 0 0 
Xylaria  sp.7 0 2 0 0 
Xylaria  sp.8 0 2 0 0 
Xylaria  sp.9 0 1 0 0 
Xylaria  sp.10 0 1 0 0 
Xylaria  sp .11 0 0 0 1 
Xylaria  sp .12 0 0 0 1 
Xylaria  sp .13 0 0 0 1 
Xylaria  sp.14 0 0 0 1 
Xylaria  sp.15 0 1 0 0 
Mycelia sterilia 3 0 0 1 
Mycelia sterilia 0 0 3 1 
Mycelia sterilia 6 2 8 1 
จํ า น ว น ไ อ โ ซ เ ล ต

ทั้งหมด 57 202 95 162 
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4.2  การศึกษาความหลากหลายราเอนโดไฟต 
 
จากการศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตจากอัตราการเกิดไอโซเลตราแตละสกุล

ที่พบในใบปาลมทั้ง 2 ชนิด เพื่อศึกษากลุมเดนของรา จํานวนและความหลากหลายของราแตละ

สกุลและศึกษาอัตราความถี่การเกิดโคโลนีเพื่อตรวจสอบความสม่ําเสมอของการเกิดโคโลนีของรา

แตละสกุลในใบปาลมทั้ง 2 ชนิด ในฤดูแลง และฤดูฝน  ในพื้นที่อุทยานแหงชาติเขาหลวง โดย

พบวาในใบปาลม A. pinnata   พบราเอนโดไฟต 7 สกุล ไดแก Aspergillus spp. Cladosporium 

sp. Colletotrichum  spp. Pennicilium sp. Pestalotiopsis spp. Phomopsis spp. Xylaria  

sp.1 และราเอนโดไฟตที่ไมสามารถจําแนกชนิดได 2 กลุม  อัตราการเกิดไอโซเลตรวมทั้งหมดของ

ราทุกสกุลที่พบในใบปาลม A. pinnata  เทากับ 38%  พบราสกุล  Colletotrichum  sp.1  แสดง

จํานวนอัตราการเกิดไอโซเลตและการเกิดอัตราความถี่ของโคโลนีสูงในฤดูแลงเทากับ 15.3 % และ 

15.3 % ตามลําดับ รองลงมาคือราในสกุล  Phomopsis sp. พบอัตราการเกิดไอโซเลตเทากับ 6.7 

% แตอัตราความถี่ของการเกิดโคโลนีเพียง  3.3 % และความถี่โคโลนีของการเกิดโคโลนีราเอนโด

ไฟตสกุลอ่ืนๆแสดงดังตาราง 4.2 และจากการศึกษาความหลากหลายราเอนโดไฟตในใบปาลม B. 

machadonis ในฤดูแลง  พบราเอนโดไฟต 5 สกุล ไดแก Colletotrichum  spp. Glomerella sp.  

Fusarium  sp. Phomopsis  spp. Xylaria  sp.1  และ  ราเอนโดไฟตที่ไมสามรถจัดจาํแนกชนิดได  

2 กลุม โดยอัตราการเกิดไอโซเลตรวมทั้งหมดของราทุกสกุลเทากับ 63%  ราสกุล Colletotrichum  

sp.1 แสดงอัตราการเกิดไอโซเลตสูงสุดเทากับ 30 % และ อัตราการเกิดความถี่ของโคโลนีเทากับ 

23 %  เชนเดียวกันกับในปาลม A. pinnata  ตามดวยราในสกุล  Xylaria sp.1 พบอัตราการเกิดไอ

โซเลตเทากับ 23.3 % อัตราความถี่ของการเกิดโคโลนีเทากับ 22 % แตราสกุล Xylaria sp.1 กลับ

พบนอยมากในปาลม A. pinnata   แสดงดังตาราง 4.3   

ในฤดูฝนในใบปาลม A. pinnata   พบราเอนโดไฟต  6 สกุล  ไดแก Aspergillus spp. 

Colletotrichum  spp. Pennicilium  sp. Pestalotiopsis  spp. Phomopsis  spp. Xylaria  spp. 

และราเอนโดไฟตที่ไมสามารถจัดจําแนกชนิดได 1 กลุม อัตราการเกิดไอโซเลตรวมทั้งหมดของรา

ทุกสกุลเทากับ  134% ราเอนไฟตสกุล  Xylaria sp. แสดงอัตราการเกิดไอโซเลต และอัตราความถี่

ของการเกดิโคโลนีมากที่สุด โดยเฉพาะราเอนโดไฟต  Xylaria sp. 1 พบวามีอัตราการเกิดไอโซเลต 

และ อัตราความถี่ของการเกิดโคโลนี เทากับ  76.6 %  60.6% ตามลําดับ   ตามดวยราเอนโดไฟต 

Aspergillus sp. และ  Xylaria sp.  2  ซึ่งแสดงอัตราการเกิดไอโซเลตเทากับ 14.7% และ 13.3 % 

ตามลําดับ แตอัตราความถี่การเกิดโคโลนีของราเอนโดไฟต  Xylaria sp.2 กลับสูงกวาราเอนโด

ไฟต Aspergillus spp. ซึ่งมคีาเทกับ 11.3%  และ 10.6% ตามลําดับ แสดงดังตาราง 4.2   สวนใน

ใบปาลม  B. machadonis พบราเอนโดไฟต  6 สกุล ไดแก  Aspergillus spp. Colletotrichum 
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spp. Pennicilium  spp. Pestalotiopsis  spp. Phomopsis  spp. Xylaria  spp. และ ราเอนโด

ไฟตที่มาสามารถจัดจําแนกชนิดได 3 กลุม อัตราการเกิดไอโซเลตรวมทั้งหมดของราทุกสกุลเทากับ  

108%  พบราเอนไฟตสกุล  Xylaria spp. แสดงอัตราการเกิดไอโซเลตและอัตราความถี่ของการ

เกิดโคโลนีมากที่สุดโดยเฉพาะราเอนโดไฟต  Xylaria sp.1 พบวามีอัตราการเกิดไอโซเลตและอัตรา

ความถี่ของการเกิดโคโลนี  70.6 %  53.0%  ตามลําดับ      ตามดวยราเอนโดไฟต Aspergillus 

sp. และ  Xylaria sp.  2  ซึ่งแสดงอัตราการเกิดไอโซเลตเทากบั 12.6%  และ 6.7 %  ตามลําดับ

และอัตราความถี่การเกิดโคโลนีเทากับ 7.3%  และ  4.6% ตามลําดับ แตในปาลม B. 

machadonis  กลับพบวา Xylaria sp.3 แสดงอัตราความถี่การเกิดโคโลนีเทากับ  6.0%  ซึ่งสูงกวา

อัตราความถี่ของการเกิดโคโลนีของ ราเอนโดไฟต   Xylaria sp.2  

จากผลการเปรียบเทียบความแปรผันของปจจัยระหวางฤดูกาลและชนิดของพืชตอการเกดิ

จํานวนไอโซเลตราเอนโดไฟตพบวาฤดูกาลมีผลอยางมีนัยสําคัญตอการเพิ่มขึ้นหรือลดลงของ

จํานวนการเกิดไอโซเลต ในขณะที่ชนิดของพืชไมมีผลอยางมีนัยสําคัญตอการเกิดจํานวนไอโซเลต 

และเมื่อเปรียบเทียบปจจัยของฤดูกาลตอการเกิดจํานวนไอโซเลตในปาลมแตละชนิด พบวา

ฤดูกาลสงผลตอการเกิดจํานวนของไอโซเลตในปาลมแตละชนิดอยางมีนัยสําคัญ แสดงผลดัง

ตารางที่ 4.1 ภาคผนวก ง  
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ตารางที่ 4.2  แสดงจํานวนไอโซเลตราเอนโดไฟตจากใบปาลม A. pinnata ในฤดูแลง  

และฤดูฝน ป พ.ศ. 2550 

 

A.  pinnata 
ใบปาลม / ฤดูกาล 

1 2 3 4 5 
IR (%) CR (%) ราเอนโดไฟต 

dr we dr we dr we dr we dr we dry wet dry wet 
Aspergillus sp. 0 8 2 3 0 3 2 5 0 4 2.7 14.7 2.7 10.6 
Cladosporium 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0.7 - 0.7 - 
Colletotrichum  6 0 3 0 6 0 2 0 6 0 15.3 - 15.3 - 
Colletotrichum 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.3 - 0.7 - 
Colletotrichum  0 2 0 0 0 0 0 0 0 1 - 2.0 - 2.0 
Glomerella sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - - 
Fusarium sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - - 
Pennicilium sp. 0 2 0 0 1 0 0 0 0 1 0.7 2.0 0.6 1.3 
Pestalotiopsis sp. 0 1 1 0 0 2 2 0 0 0 2 2.0 2.7 2 
Phomopsis sp. 0 1 0 1 2 0 3 2 5 2 6.7 4.0 3.3 4 
Xylaria  sp.1 1 19 2 14 0 32 0 22 1 28 2.7 76.6 2.7 60.6 
Xylaria   sp.2 0 5 2 3 0 8 0 3 0 1 - 13.3 - 11.3 
Xylaria  sp.3 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 - 2.0 - 2.0 
Xylaria  sp.4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 - 8.7 - 4.6 
Xylaria  sp.5 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 - 0.7 - 0.7 
Xylaria  sp.6 0 0 0 0 0 1 0 2 0 0 - 2.0 - 2.0 
Xylaria  sp.7 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 - 1.3 - 1.3 
Xylaria  sp.8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 - 1.3 - 0.7 
Xylaria  sp.9 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 - 0.7 - 0.7 
Xylaria s p.10 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 - 0.7 - 0.7 
Xylaria  sp.12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - - 
Xylaria sp.12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - - 
Xylaria  sp.13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - - 
Xylaria  sp.14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - - 
Xylaria  sp.15 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 - 0.7 - 0.7 
Mycelia sterilia 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.0 - 2.0  
Mycelia sterilia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  -   
Mycelia sterilia 2 0 0 1 1 1 2 0 1 0 4.0 1.3 4.0 1.3 
จํานวนของไอโซ 13 39 10 28 11 48 11 34 13 53 38.0 134 - - 

  IR= อัตราการเกิดไอโซเลต  CR = อัตราความถี่ของการเกิดโคโลนี  
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ตารางที่ 4.3  แสดงจํานวนไอโซเลตราเอนโดไฟตจากใบปาลม B. machadonis ในฤดูแลง  

และฤดูฝน ป พ.ศ. 2550 
 

B. machadonis 
ใบปาลม / ฤดูกาล 

1 2 3 4 5 
IR (%) CR (%) ราเอนโดไฟต 

dry we dry we dry we dry we dry we dry we dry we
Aspergillus spp. 0 5 0 5 0 4 0 1 0 3 - 12. - 7.3 
Cladosporium sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - - 
Colletotrichum  7 0 13 0 4 0 10 1 10 0 30.0 0.7 27.0 0.7 
Colletotrichum 3 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1.3 - 1.3 - 
Colletotrichum  0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0.7 - 0.7 - 
Glomerella sp. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.7 - 0.7 - 
Fusarium sp. 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0.7 - 0.7 - 
Pennicilium sp. 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 - 1.3 - 0.7 
Pestalotiopsis 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 - 1.3 - 1.3 
Phomopsis spp. 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0.7 1.3 0.7 0.7 
Xylaria  sp.1 10 21 5 24 7 18 6 24 5 12 23.3 70. 33 53.
Xylaria   sp.2 0 2 2 4 0 1 0 0 0 3 - 6.7 - 4.6 
Xylaria  sp.3 0 0 0 0 0 0 0 2 0 7 - 6.0 - 6.0 
Xylaria  sp.4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - - 
Xylaria  sp.5 0 0 0 3 0 0 0 1 0 0 - 2.7 - 2.7 
Xylaria  sp.6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - - 
Xylaria  sp.7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - - 
Xylaria  sp.8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - - 
Xylaria  sp.9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - - 
Xylaria s p.10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - - 
Xylaria  sp.12 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 - 0.7 - 0.7 
Xylaria sp.12 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 - 0.7 - 0.7 
Xylaria  sp.13 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 - 0.7 - 0.7 
Xylaria  sp.14 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 - 0.7 - 0.7 
Xylaria  sp.15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - - 
Mycelia sterilia 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 - 0.7 - 0.7 
Mycelia sterilia 0 0 0 0 3 1 0 0 0 0 2.0 0.7 2.0 0.7 
Mycelia sterilia 2 0 1 1 2 0 2 0 1 0 5.3 0.7 5.3 0.7 
จํานวนของไอโซเลต 21 29 23 39 16 29 18 31 17 34 63.3 10 - - 

  IR= อัตราการเกิดไอโซเลต  CR = อัตราความถี่ของการเกิดโคโลนี  
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4.3 ทดสอบความสามารถของสารสกัดราเอนโดไฟตในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 
 

 นําราเอนโดไฟตที่แยกไดจากใบปาลมทั้งสองชนิดโดยการสุมเลือกตัวแทนราในแตละสกุล

จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกตางกัน  แตสําหรับราในสกุล  Xylaria spp. เนื่องจากการ

แยกความแตกตางทางสัณฐานวิทยาคอนขางยากในการเลี้ยงดวยอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ ซึ่งบางครั้ง

ราเอนโดไฟตหลายสายพันธุในสกุล Xylaria spp. ไมสรางสโตรมาในอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อทดสอบ

ทุกชนิดซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของราในสกุล Xylaria    และเนื่องจากราในสกุลนี้แสดงจํานวนสาย

พันธุของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากใบปาลมสูงมากในการศึกษาดานความหลากหลายทางชีวภาพ

ของรา ดังนั้นจึงมุงใหความสนใจและความสําคัญกับราในสกุลนี้คอนขางสูงกวาราเอนโดไฟตสกุล

อ่ืนๆ  ราเอนโดไฟตจํานวน 247 สายพันธุ นํามาเลี้ยงในอาหารเหลว  PDB   เปนเวลา 30 วัน สกัด

น้ําเลี้ยงเชื้อและเสนใยราดวยเอททิลแอซิเตตระเหยเอททิลแอซิเตตออก และละลายสารสกัดดวย 

20% DMSO  ไดสารสกัดทั้งหมด 247 ชนิด  นําสารสกัดมาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งจุ

ลินทรียทดสอบ 5 ชนิด คือ   

B. cereous   S. aureus    E. coli   P.aeruginosa   และ   C.albicans    โดยวิธี  Agar well  

จากการทดสอบพบวาราเอนโดไฟตแตละสายพันธุสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบไดแตกตางกันดังแสดงใน ตารางที่ 4.4 และจากผลการทดสอบคัดเลือกราเอนโดไฟตสาย

พันธุที่สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งจุลินทรียจากสารสกัดราเอนโดไฟตจํานวน 247 สาย

พันธุ สามารถแบงกลุมราเอนโดไฟตทีมีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียได

ทั้งหมด 5 กลุม  คือ 

กลุมที่  1  ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกแกรมลบและยีสต  

กลุมที่  2  ยับยั้งทั้งแบคที่เรียแกรมบวกและแกรมลบ 

กลุมที่  3  ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกและยีสต 

กลุมที่  4  ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก 

กลุมที่  5  ไมสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบได 

จํานวนสายพันธุราเอนโดไฟตทั้งหมดแบงตามกลุมตามสกุลของรา  ที่มีความสามารถใน

การออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบแตละกลุมแสดงดังตารางที่ 4.5 
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ตารางที่ 4.4 ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโดไฟต

แยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

ราเอนโดไฟต B. cereous S. aureus E. coli P. 

aeruginosa 

C.  albicans 

A111-D ++ ++ ++ ++ + 
A1110-D + +    
A1110 R + - - - + 
A112-D + + - - - 
A113 R + + - - ++ 
A113-2 R + - - + + 
A115-D + - ++ - - 
A116-1 R ++ + ++ ++ + 
A116-2 R ++++ ++++ ++++ +++ ++ 
A117-1 R + + + + - 
A117-2 R + +    
A118-1 R + - + ++ + 
A118-2 R + - - - - 
A119 R + - - - - 
A119-2 R + - - - - 
A1210 R + - - - - 
A122 R + + + ++ - 
A123 R + - - - - 
A125-D - - - - - 
A125-1 R + - - - + 
A125-2 R + - - - + 
A126-1 R + + - + + 
A127-D + - + + - 
A128-1 R + - - - - 
A1310-D + + - - + 
A131-1 R + - + + + 
A132 R + + - - + 
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ตารางที่ 4.4 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

ราเอนโดไฟต B. cereus S. aureus E. coli P. 

aeruginosa 

C. albicans 

A133 R - - - - - 
A134 R + - - - - 
A135-1 R + - - - - 
A135-3 R + - - - ++ 
A137 R + - - - - 
A147 R + - - - - 
A211-D - - - - - 
A211 R + + - - - 
A212-D + - - - - 
A215 R + - - - + 
A216 R + + - + + 
A217 R + - - - ++ 
A218 R + - - - - 
A2213-1 R + + + ++ + 
A222 R + + - - + 
A223 R + + - - ++ 
A224-D + ++ ++ - - 
A224 R + - - - ++ 
A225-D + + - - - 
A226 R + + - - + 
A227 R + + + + + 
A231 R + + + + - 
A233 R + + - - - 
A238 R ++ + + +  
A239 R + - - - - 
A311 R ++ ++ +++ ++ + 
A312 R + + - - + 
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ตารางที่ 4.4 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

ราเอนโดไฟต B. sereus S.  aureus E.  coli P.  

aeruginosa 

C. albicans 

A313-1 R + + + - + 
A313-2 R + + - - - 
A314 R + - - - - 
A315-1 R + + + +  
A315-2 R + + - - - 
A316-2 R + - - - - 
A317 R + - - - + 
A318-D ++ ++++ +++ ++ ++ 
A319-D + ++ ++ + + 
A319 R + - - - - 
A321-1 R + + - - - 
A323 R + - - - - 
A324 R + + - - - 
A326-2 R + - - - - 
A328-1 + + - - - 
A328-1 R + - + ++ - 
A328-2 + - - - - 
A328-2 R ++ + ++ ++ - 
A329 R + - - - + 
A3310-1 R + + - + + 
A335 R 1 - - - - 
A338-D + ++ - + - 
A338 R ++ + ++ ++ + 
A412 R + - - - - 
A413-1 R + + + + + 
A414 R + + - - - 
A416-1 R + - - - - 
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ตารางที่ 4.4 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

ราเอนโดไฟต B. cereus S.  aureus E. coli P. 

aeruginosa 

C.  albicans 

A418 R - - - - - 
A4210-D ++ ++ +++ ++ + 
A424-D + + - - - 
A425 R + - + +  
A427 R ++ ++ ++ ++ + 
A4310 R + + - - - 
A431-2 R + - - - - 
A432 R + - + +  
A434-D + - - - - 
A435 R - - - - - 
A436 R + - + + + 
A438 R + - - - - 
A439-D + - - + - 

A439 R + - + + - 

A511 R + - + +  

A512-D + - - - - 

A513 R + - - - - 

A514-2 R + + + ++ + 
A518-1 R +  - + - 
A518-2 R + - - - - 
A524-D ++++ ++++ ++++ +++ ++ 
A538-D +++ ++++ +++ ++ + 
B 121-D + -  +  
B111-D + - - - - 
B111-1 R + - - - - 
B112-D + + - - - 
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ตารางที่ 4.4 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

ราเอนโดไฟต B. cereus S.  aureus E. coli P. 

aeruginosa 

C.  albicans 

B113-1 R + + - - - 
B115 R + - - - - 
B116-1 R + - - - - 
B117-D ++++ ++++ ++++ ++++ +++ 
B118-1-D ++ - + + + 
B118-2-D + - + + + 
B119-D + - - - - 
B119-1 R + - - - - 
B119-3 R + - - - - 
B1210-D + + - - - 
B122-1 + - - - + 
B123-D + + - - - 
B127-D + - - - - 
B127 R  + - - - - 
B129-D + - - - - 
B129 R + - - - - 
B131-D + - - - - 
B131-D + - - - - 
B1310 R + - - - - 
B133-D + - - - - 
B134 R + - - - - 
B135-D + - - - - 
B136-1 R - - - - - 
B137-D ++ ++ + ++ + 
B138-D + + - - - 
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ฃตารางที่ 4.4 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอน

โดไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

ราเอนโดไฟต B. cereus S.  aureus E. coli P. 

aeruginosa 

C.  albicans 

B138-1 R + - - - - 
B138-2 R + - - - - 
B211-1 R + - - - + 
B212-D + - - - - 
B212-1 R + + - - - 
B212-2 R - - - - - 
B212-3 R + + + + - 
B213 R + - - - ++ 
B214-D - - - - - 
B214 R + + - - - 
B215-D - - - - - 
B215 R + - - - - 
B216-D - - - - - 
B221 R + - + - - 
B2210 + + - - - 
B222-D + + - - - 
B222-1 R + + - - - 
B222-2 R + + + + ++ 
B224-D ++++ ++++ ++++ ++ ++ 
B225-2 R + - - - + 
B226-D + - - - - 
B227-D + - - - - 
B227-1 R + - - - - 
B228 R + + - - - 
B229-D + - - - - 
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ตารางที่ 4.4 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

ราเอนโดไฟต B. cereus S.  aureus E. coli P. 

aeruginosa 

C.  albicans 

B231-D + + - - - 
B2310 R + - - - + 
B231-1 R + + + + - 
B232-2 R + - + + ++ 
B233 R + - - - - 
B233 R  + - - - - 
B234-D + + - - - 
B234-D + + + - - 
B234-2 + + - - - 
B235-1 +++ ++++ ++++ +++ ++ 
B237-1 R + - - - + 
B238-D ++++ +++ ++++ ++ + 
B311-D + + - - - 
B3110 R + + + + - 
B312-D + - - - - 
B313-1-D + + - - - 
B313-2-D + - - - - 
B315-1 R + - - - - 
B315-2 R + - - - - 
B316-D ++ ++ ++ ++ + 
B316-1 R ++++ ++++ ++++ +++ +++ 
B316-2 R + + + + + 
B317-D + - - - - 
B317 R + - - - - 
B317-2 R + - - - - 
B318 R + + + ++ + 
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ตารางที่ 4.4 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

ราเอนโดไฟต B. cereus S.  aureus E. coli P. 

aeruginosa 

C.  albicans 

B319 R - - - - - 
B321 R  - - +  - 
B3210 + + + + - 
B3210 R ++ + ++ ++ ++ 
B322 R + - - - - 
B322-2 + - - - - 
B326-1 R + - - - - 
B327-D + - - - - 
B327 R + + - - - 
B328-D + ++ ++ - - 
B329-D - - - - - 
B329 R + - - - - 
B331 R ++ + ++ ++ + 
B331-2 R ++ ++ +++ +++ +++ 
B332 R + - - - - 
B333-1 R + + + +  
B333-2 R + - - - - 
B335 R  + + + + - 
B336 R + - - - + 
B337-1 R + - - -  
B338-D + + - - - 
B338 R + - + ++  
B411-D + + - + - 
B411 R + - - - - 
B4110-D + + - - - 
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ตารางที่ 4.4 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

ราเอนโดไฟต B. cereus S.  aureus E. coli P. 

aeruginosa 

C.  albicans 

B4110 R + - - ++ - 
B412 R + - - - - 
B414-D + + - + ++ 
B414-2 R + ++ + ++ + 
B416 R + - - - - 
B417-1 R + - - - + 
B417-1 R + - - - + 
B418 R + + + + - 
B419-D + + - + + 
B419 R + - - - + 
B422-1 R ++ ++ ++ ++ + 
B423 R + - - + + 
B424-1 R + + - - - 
B425-1 R + + + + - 
B426-1 R + + + + - 
B427-D + ++ - + - 
B427-D ++ ++ - + + 
B428-D + + - - - 
B429 R + + - - - 
B431 R + - - - - 
B432-D - - - - - 
B433-D - - - - - 
B434-1-D +  - - - 
B434-2-D + + - + + 
B435-D ++ ++ ++ + + 
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ตารางที่ 4.4 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

ราเอนโดไฟต B. cereus S.  aureus E. coli P. 

aeruginosa 

C.  albicans 

B438 R + - - - - 
B439-D + + - - - 
B512 R + - - - - 
B513-D + + - - - 
B513 R + + + ++ ++ 
B517-1 + + - - - 
B518-D + - - - - 
B518-1 R + + - - + 
B518-D + - - - - 
B519-D + - - - - 
B521-D ++ ++ - - - 
B5210 R + + - - - 
B522 R + + - - + 
B525-D + - - - - 
B528-D + + - + - 
B531-1 R + - - - + 
B535-D + - - - - 
B535 R + - - - - 
B539-D + + - - - 
B539 R + - - - - 

++++    ความกวางของ Inhibition zone      30         มิลลิเมตรขึ้นไป 

  +++   ความกวางของ Inhibition zone       26 - 30    มิลลิเมตร 

  ++   ความกวางของ Inhibition zone      16 - 25     มิลลิเมตร 

  +   ความกวางของ Inhibition zone       9 - 15     มิลลิเมตร 

- ไมแสดงการยับยั้ง 
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ตารางที่ 4.5  จํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่คัดเลือกสําหรับใชทดสอบความสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพตอการยับยั้งจุลนิทรียทดสอบ 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา กลุม 

จุลินทรียทดสอบ Aspergillus sp Chadosporium  sp Colletotrichum  sp. 
 

Fusarium sp. 
 

Pestalotiopsis sp. 
 

Phomopsis  sp Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

กลุมที ่1 

ยับยั้งแบคทีเรียแกรม

บวก (B. cereus  S. 

aureus)  แกรมลบ (E. 

coli  P. aeruginosa )

ยีสต (C. albicans)  

A427 R 

B414 R 

- 

A524-D     A538-D 

B117-D  B137 

B 224-D  B235-1D 

B238 -D B316-D 

B435-D  B118-1 R 

B118-2 R B414 

B427 

 

- 

 

 
 
- 
 
 

A318-D 

 A319-D 

A116-1R  A116-2 RA113-2R 

A118-1 R  A131-1 R A132R    

A216 R  A227 R A311 R 

 A313-1 RA413-1 RA338 R  

A3310-1 RA436 R,  A514-2 R 

B222-2 R, B232-2 R 

B316-1 R B316-2 R,  B318 R 

B3210 R B331 R B331-2 R 

B414-2 R  B422-1 R  B425-1 R 

B423-1R B434-2  B513 R 

A111-D 

A4210-D 

B419-D 

 

              มฤีทธิก์ารยับยั้งมากกวาหรือเทากบั +++ กบัจุลินทรียทดสอบทุกชนิด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

63 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ)  จํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่คัดเลือกสําหรับใชทดสอบความสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพตอการยับยัง้จุลนิทรียทดสอบ 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา กลุม 

จุลินทรียทดสอบ Aspergillus sp Chadosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

กลุมที ่2 

ยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ 

(E. coli  P.aeruginosa )

แกรมบวก (B. cereus  S. 

aureus) 

A22-D 

B335 R  

B528 R 

A338-D B328-D 

- 

A439-D 

- 

A117-1RA122 R A231R 

A328 R A315-1 RA328-1R 

A328-2 R  A425 R  A432 R  

A439 R  A511 R A518-1 R  

B212-3 R B221  B231-1 R 

B234 B3110 R  B321 R  

B3210  B333-1 R B426-1 R  

                                            

A115 

A127 

B338 R 

B4110 R 

B418 R 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ)  จํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่คัดเลือกสําหรับใชทดสอบความสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพตอการยับยัง้จุลนิทรียทดสอบ 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา กลุม 

จุลินทรียทดสอบ Aspergillus sp Chadosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

 

กลุมที ่3 

ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก 

(B. cereus  S. aureus) 

และยีสต (C. albicans) 

- - - - - - 

A110 R A113 R A125-1 R  

A125-2 R A126-1 R A1310 

A135-3 R  A215 A217 R 

A222 R A223 R  A224 R  

A226 R A312 R  A317 R 

A326-2 R  A329 R B122-1 

B211-1 R B213 RB225-2 

RB2310 R B237-1 R B317 R 

B336 R   B417-1R B419 R 

B522 R  B531-1 R 

B518-1 R 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ)  จํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่คัดเลือกสําหรับใชทดสอบความสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพตอการยับยัง้จุลนิทรียทดสอบ 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา กลุม 

จุลินทรียทดสอบ Aspergillus sp Chladosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

 

 

 

กลุมที ่4 

ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก 

(B. cereus  S. aureus) - - 

B131 

B513 

B227 A212-N 

B434-1 

A424 A434 

A512 

B434-1 

B439 

B539 

A1110  A112  A117-2 R 

A118-2 R A119-1 RA119-2 R 

A1210 R A123 A128-1 R 

A134 R A135-1 R A137 R 

A211 A211 R A218 R A225 

A233 R A239 R A313-2 R  

A314 R A315-2 R A316-2 R 

A319 R A321-1 R A323 R  

A328-1 R A328-2 R A335 

A412 R A414 R A416-1  

A4310 R A431-2 R  A438 R 

A518-2 R B111 B111-1 R 

B113-1 RB115 R B116-1 R 

B119  B119-1 R B119-3 R 

B1210 

A313-2 R 

A324 R 

B121-1 

B123 

B313-1 

B428 

B327 R 

B521 

B535 
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ฃตารางที่ 4.5 (ตอ)  จํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่คดัเลือกสําหรับใชทดสอบสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพมีผลตอการยับยัง้จุลนิทรียทดสอบ 
 

สายพันธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสัณฐานวิทยา กลุม 

จุลินทรียทดสอบ 
Aspergillus sp Chladosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

 

 

 

 

กลุมที ่4 

ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก 

(B. cereus  S. aureus) 
- - - - - - 

B127 R B129 B131 B133   

B1310 R   B134 R B135  

B138 B138-1 R B138-2 R 

B212-1 R B212-2 R 

B214 R B215 B2210 B222 

B222-1 R B226  B227-1 R 

B228 R B229 B231 B233 R 

B234-2  B311 B312  

B315-1 R B315-2 R B317 

B317-2  B322  

B322-2 B326-1 R B327  

B329 R B322 B333-2 R 

B337-1 R B338 B411 R 

B4110  B412  B416 R              

B424-1 R B429 R B431 R 

 

- 

 
 
 
 

67 



 51

ตารางที่ 4.5 (ตอ)  จํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่คัดเลือกสําหรับใชทดสอบสามารถสราสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพมีผลตอการยับยัง้จุลินทรียทดสอบ 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา 
 กลุม 

จุลินทรียทดสอบ Aspergillus sp Chadosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis 

sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

กลุมที ่4 

ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก 

(B. cereus  S. aureus) 

- - - - - - 

B438 R B512 R  

B517-1-D  B518-D  B518-D  

B5210 R B525 B535 RB539 R - 

 

ไมยับยั้งจุลนิทรียทดสอบ

ทุกกลุม   

B214-D   

B215–D   

B216-D  

B212-D   

B131-D 

   

A133 R  A211 R  A418 R 

A513 R  A435 R B129 R 

B136-1 R B319 R B329 R 

B432 R  B433 R  B519 R 

B133-D 

B313-2 R 

จํานวนสายพนัธทดสอบ

ทั้งหมด 
1 1 19 1 3 8 189 20 
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จากผลการทําวิจัยพบวาราเอนโดไฟตทุกๆสกุลที่นํามาทดสอบมีฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบ  โดยเฉพาะราในสกุล Colletotrichum  spp. สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งจุลินท

รียทดสอบทุกชนิด สวนราในสกุล  Xylaria spp. จํานวน 29 สายพันธุ สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย

แกรมบวกและยีสต ในขณะที่ราสกุลอ่ืนๆไมมีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกและยีสต และพบวา

ราเอนโดไฟตสในสกุล  Fusarium sp. Pestalotiopsis sp. Phomopsis spp. Xylaria spp. และ Mycelia 

sterilia  สวนใหญสามารถสรางสารยับยั้งเฉพาะจุลินทรียแกรมบวก แสดงดังตารางที่ 4.6   จากผลการ

ทดลองพบวาราเอนโดไฟต  Colletotrichum  spp. สายพันธุ  A524-D B224-D   B117-D  และราเอนโด

ไฟต Xylaria spp.สายพันธุ  A116-2 R และ  B316-1 R มีความสามารถสูงในการสรางสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด แตในการทําวิจัยครั้งนี้มุงใหความสําคัญกับราในสกุล  Xylaria 

spp. เปนสําคัญเนื่องจากราในกลุมนี้  มีความหลากหลายสูงมากในพืชสกุลปาลมทั้ง 2 ชนิดที่นํามาแยก

หาราเอนโดไฟต  และยังไมพบวามีรายงานการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟตในสกุล  

Xylaria spp. ในพืชปาลม A. pinnata และ B. machadonis และปาลมชนิดอื่นๆทั้งในประเทศไทยและ

ตางประเทศ  ซึ่งลักษณะทางสัณฐานวิทยาราเอนไฟต  Xylaria spp.แสดงดังภาพที่ 4.1 และ 4.2 

ตามลําดับ  

 

 
รูปที่ 4.1   แสดงลักษณะโคโลนีและลักษณะสโตรมาราเอนโดไฟต  Xylaria  sp.สายพันธุ A116-1R 

(a) ลักษณะโคโลนีราเอนโดไฟต Xylaria sp. สายพันธุ  A116-1R บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  OA  อายุ 10 วัน   

(b) ลักษณะโคโลนีและลักษณะสโตรมาราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-1R บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ OAอายุ 

30 วัน (c) ลักษณะสโตรมาราเอนโดไฟต Xylaria sp. สายพันธุ A116-1R ในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDB

a b c 
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รูปที่ 4.2   แสดงลักษณะโคโลนีและลักษณะสโตรมา ราเอนโดไฟต  Xylaria สายพันธุ  B316-2 R  

(a) ลักษณะโคโลนีราเอนโดไฟต Xylaria sp.สายพันธุ B316-2R บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  OA อายุ 10 วัน  

(b) ลักษณะโคโลนีราเอนโดไฟตสายพันธุ B316-2R บนอาหารเลี้ยงแข็งเลี้ยงเชื้อ  OA อายุ 30 วัน  (c)  

ลักษณะสโตรมาราเอนโดไฟต Xylaria sp. สายพันธุ B316-2R ในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDB 
   
 4.4  การศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญกับการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้ง 
 จุลินทรียราเอนโดไฟต Xylaria สายพันธุ  A116-1R และ B316-2R    
 

ศึกษาการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและการเจริญของราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-1R 

และ B316-2R  ในอาหารเหลวทั้ง 3 ชนิด คือ   PDB  MEB และน้ําสกัดจากใบปาลม บมทีอุ่ณหภมูหิอง 

ใน 2 สภาวะ คือ การบมเชื้อในสภาวะนิ่ง (static cultures)  และบมเชื้อในสภาวะเขยา (submerged 

shake cultures) ดวยเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ในระหวางการบมเชื้อเก็บ

ตัวอยางในวันที่  0  1  3  6  9  12  15  18  21  24  27 และ 30  ตามลําดับ  กรองเสนใยออก หา

น้ําหนักแหงของเสนใยแตละครั้งของการเก็บตัวอยาง  สวนของน้ําเลี้ยงเชื้อสกัดดวยแอททิลแอซิเตท  

เพื่อนําไปทดสอบการยับยั้งจุลินทรียทดสอบดวยวิธี Agar well   พบวาระยะเวลาที่เหมาะสมในการ

เลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตสารยับยั้งจุลินทรียของราสายพันธุ  A116-2 R  คือ  วันที่  15  ในอาหารเหลวน้ําสกัด

จากใบปาลม    และ  PDB แสดงดังรูปที 4.3 และ 4.4 สวนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  MEB  คือวันที่  24  

แสดงดังรูปที่ 4.5  และการใหอากาศมีผลตอการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียในอาหาร  2  ชนิด  

คือ  น้ําสกัดจากใบปาลม  และ  PDB  โดยพบวาเมื้อมีการเล้ียงเชื้อควบคูกับการใหอากาศในอาหาร

เหลวน้ําสกัดจากใบปาลมมีผลใหราสายพันธุดังกลาวสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียไดเร็ว

กวาและมีปริมาณสารมากกวาการเลี้ยงราและบมที่สภาวะนิ่งในเวลาวันที่เทากันของการเก็บตัวอยาง 

แสดงดังรูปที 4.3 และ 4.4   แตในอาหารเลี้ยงเชื้อ  MEB  กลับพบวาการลี้ยงเช้ือโดยการบมในสภาวะ
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B. cereus-ASS
B. cereus-ASSH
S. aureus-ASS
S. aureus-ASSH
P. aeruginosa-ASS
P. aeruginosa-ASSH
E. coli-ASS
E. coli-ASSH
C. albicans-ASS
C. albicans-ASSH

นิ่งมีผลทําใหปริมาณของสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียมีปริมาณสารมากกวาในสภาวะการใหอากาศ  

แตการใหอากาศพบวามีการสรางสารเกิดขึ้นกอนการเลี้ยงเชื้อในสภาวะนิ่ง  แสดงดังรูปที่ 4.5  สวนรา

สายพันธุ  B316-1R  พบวา มีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียไดปริมาณมาก 

ที่สุดในวันที่  24  ในอาหารทั้ง  3  ชนิด  แตจะพบวาการบมเชื้อในในสภาวะนิ่งกลับสงเสริมใหราเอน

โดไฟตสายพันธุ  B316-1R  สรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียไดดีกวาการใหอากาศ แตการใหอากาศ

สงเสริมใหราสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียไดกอนการบมตั้งทิ้งไวในสภาวะนิ่ง  แสดงดังรูปที่  4.6 

4.7 และ 4.8   และจากการศึกษาการเจริญของราเอนโดไฟต  2  สายพันธุดังกลาวในอาหารเหลวเลี้ยง

เชื้อทั้ง  3  ชนิด  พบวาราทั้ง  2  สายพันธุสามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อตางชนิดกันและการให

อากาศมีผลตอการเจริญที่ตางกันในอาหารตางชนิดกัน  โดยราสายพันธุ  A116-2 R  เจริญเติบโตไดดี

ที่สุดในอาหารเหลวน้ําสกัดจากใบปาลม  ในสภาวะการบมที่สภาวะนิ่ง  และเจริญไดนอยในอาหาร

เลียงเชื้อ  PDA  และในอาหารเลี้ยงเชื้อ  MEB  เมื่อมีการใหอากาศกลับมีผลทําใหเซลลมีการเจรญิไดดี

มากกวาการไมใหอากาศอยางเห็นไดชัดเจน แสดงดังรูปที่  4.9    ราสายพันธุ  B316-1R  พบวามีการ

เจริญไมแตกตางกันในอาหารทั้ง  3  ชนิด  แตการเลี้ยงเชื้อในสภาวะการบมทิ้งในสภาวะนิ่งมีผลทําให

เซลลมีการเจริญเติบโตไดดีกวาสภาวะการใหอากาศ โดยเฉพาะในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ  MEB จะเห็น

ไดชัดเจนวาการบมเชื้อในสภาวะนิ่งสงเสริมใหเชื้อเจริญไดดีกวาในสภาวะเขยาแสดงดังรูปที่  4.10    
 
ราเอนโดไฟต Xylaria sp. สายพันธุ A116-2R 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.3  กราฟแสดงการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับย้ังจุลินทรียทดสอบของราเอนโดไฟต Xylaria sp. 
สายพันธุ A116-2R ในอาหารเหลวน้ําสกัดจากใบปาลมในสภาวะนิ่ง (ASS) และบมในสภาวะเขยา 

(ASSH)  
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ราเอนโดไฟต Xylaria sp. สายพันธุ A116-2R  
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รูปที ่ 4.4 กราฟแสดงการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพยับยัง้จุลินทรียทดสอบของราเอนโดไฟต 

Xylaria sp. สายพนัธุ A116-2R ในอาหาร  PDB ในสภาวะนิง่ (APS) และบมในสภาวะเขยา (APSH)  
 
 
ราเอนโดไฟต Xylaria sp. A116-2R   
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รูปที่ 4.5 กราฟแสดงการสรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพยับยัง้จุลนิทรียทดสอบของราเอนโดไฟตสาย

พันธุ A116-2R  ในอาหาร  MEB ในสภาวะนิ่ง (AMS) และบมเชื้อในสภาวะเขยา (AMSH)  
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 ราเอนโดไฟต Xylaria sp. B316-1R   
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รูปที่ 4.6  กราฟแสดงการสรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพยับยัง้จุลนิทรียทดสอบของราเอนโดไฟตสาย

พันธุ B316-1R ในอาหารเหลวน้ําสกัดจากใบปาลม ในสภาวะนิง่ (BSS) และบมเชื้อในสภาวะเขยา 

(BSSH)  
 
ราเอนโดไฟต Xylaria sp. B316-1R  
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รูปที ่ 4.7 กราฟแสดงการสรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพยับยัง้จุลนิทรียทดสอบของราเอนโดไฟตสาย

พันธุ B316-1R ในอาหาร  PDB ในสภาวะนิ่ง (BPS) และบมเชื้อในสภาวะเขยา (BPSH) 
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 ราเอนโดไฟต Xylaria sp. B316-1R  
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รูปที่  4.8  กราฟแสดงการสรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพยับยัง้จุลนิทรียทดสอบของราเอนโดไฟต 

สายพนัธุ B316-1R  ในอาหาร MEB ในสภาวะนิ่ง (BSS) และบมเชื้อในสภาวะเขยา (BSSH)  
  
 
 ราเอนโดไฟต Xylaria sp.  A116-2R   (Biomass) 
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รูปที่  4. 9  กราฟแสดงการเจริญของราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-2R ในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิด 

คือน้ําสกัดจากใบปาลม  PDB และ MEB ในสอง 2 สภาวะ คือ การบมเชื้อในสภาวะนิ่ง และบมเชื้อใน

สภาวะเขยา  
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ราเอนโดไฟต Xylaria sp. B316-1R  (Biomass) 
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รูปที่ 4. 10  กราฟแสดงการเจริญของราเอนโดไฟตสายพันธุ B316-1R ในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิด 

คือน้ําสกัดจากใบปาลม PDB  และ MEB ในสอง 2 สภาวะ คือ การบมเชื้อในสภาวะนิง่ และบมเชื้อใน

สภาวะเขยา   

หมายเหต ุ BSS = อาหารเหลวเลีย้งเชือ้น้ําสกัดจากใบปาลมบมในสภาวะนิ่ง 

BSSH  = อาหารเหลวเลี้ยงเชื้อน้ําสกัดจากใบปาลมบมในสภาวะเขยา 

BPS  = อาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDA บมในสภาวะนิ่ง 

BPSH  = อาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDAบมในสภาวะเขยา 

BMS  = อาหารเลี้ยงเหลวเลีย้งเชื้อ MEA  บมในสภาวะนิ่ง 

   BMSSH = อาหารเลี้ยงเหลวเลีย้งเชื้อ MEA บมในสภาวะเขยา 
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4.5  การแยกและทําใหสารสกัดบรสิุทธิ์เบ้ืองตนดวยวิธ ีThin-layer Chromatography 
 

เลี้ยงราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-2R และ B316-1R  ในอาหารเหลว Potato Dextrose Broth  

นําน้ําเลี้ยงเชื้อจากราเอนโดไฟตทั้งสองสายพันธุสกัดดวยแอตทิลแอซิเตท  ระเหยตัวทําละลายออก

แลว  ละลายสารสกัดดวยแมททานอล แยกสารสกัดใหบริสุทธิ์เบื้องตนโดยใชแผน TLC  aluminium 

sheet  รุน silica gel 60  โดยหยดสารสกัดปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนแผน TLC  แลวนําไป 

develop  ดวยตัวทําละลายผสมระหวางไดคลอรโรมีเทนและเมททานอลในอัตราสวน 9:1 ในสวนของ

สารสกัดที่สกัดมาจากสายพันธุ A116-2 R  และ อัตราสวน 9.3 : 0.7  ในสวนของสารสกัดสายพันธุ 

B316-1R  หลังจากนั้นนําไปสองภายใตรังสี U V  ที่ความยาวคลื่น 254  และ 365 นาโนเมตร สารสกัด

จากสายพันธุ A116-2R  ปรากฏแถบของสารแยกออกมา  ดังรูป  4.11  และแตละตําแหนงคา Rf  

เทากับ 0.15 0.21 0.38 0.75 .084  ตามลําดับ   และราเอนโดไฟตสายพันธุ B316-1Rปรากฏแถบของ

สารแยกออกมา  ดังรูป  4.11  และแตละตําแหนงคา Rf เทากับ 0.17 0.20 0.36 0.65 0.76   

ตามลําดับ 

 

 

                  
 
รูปที่ 4.11  แสดงแถบของสารสกัดจากราเอนโดไฟตบนแผน TLC (a) ราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-2R 

ในตัวทําละลายผสมระหวางไดคลอรโรมีเทนและเมททานอลในอัตราสวน 9 : 1 (b) ราเอนโดไฟตสาย

พันธุ B316-1R ในตัวทําละลายผสมระหวางไดคลอรโรมีเทนและเมททานอลในอัตราสวน 9.3 : 0.7         
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4.6   การทดสอบฤทธิท์างชีวภาพราเอนโดไฟตสายพันธุที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้ง
เซลลมะเร็ง 
 

  นําราเอนโดไฟต 147 สายพันธุเลี้ยงในอาหารเหลว  PDB   เปนเวลา 30 วัน  สกัดน้ําเลี้ยง

เชื้อและเสนใยดวยเอททิลแอซิเตต  ระเหยแอททิลแอซิเตตออก  และละลายสารสกัดดวย 20% DMSO  

ไดสารสกัดทั้งหมด 147 ชนิด   นําสารสกัดมาทดสอบการยับยั้งเซลลมะเร็งโดยวิธี  MTT กับ

เซลลมะเร็ง  7 ชนิด พบวาราเอนโดไฟตแตละสายพันธุสามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งแสดงใน 

แสดงดังตารางที่ 4.6 จากการทดสอบความสามารถการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งจาก

สารสกัดราเอนโดไฟตทั้งหมดจํานวน 147 สายพันธุ โดยความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้ง

เซลลมะเร็งชนิดตางๆพิจารณาคัดเลือกเฉพาะราเอนโดไฟตที่สามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งใหมี

เปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลลมะเร็งทดสอบนอยกวาหรือเทากับ 45%   สามารถแบงความสามารถ

ในการออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดจากราเอนโดไฟตออกไดเปน 4 กลุม ตามความสามารถ

ในการยับยั้งจํานวนของเซลลมะเร็งทดสอบที่สามารถยับยั้งได คือ  

กลุมที ่1  ยับยัง้เซลลมะเร็งทดสอบทุกชนิด 

   กลุมที ่2  ยับยัง้เซลลมะเร็งทดสอบ  2 - 6  ชนิด 

กลุมที ่3  ยับยัง้เซลลมะเร็งทดสอบเฉพาะ 1 ชนิด 

กลุมที ่4  เซลลมะเร็งทุกชนดิมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตมากกวา 45 % 

 สายพันธุและจํานวนราเอนโดไฟตที่ออกฤทธิ์ยับยั้งมะเร็งแตละกลุม แสดงดังตารางที่ 4.7  
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ตารางที่ 4.6  ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดจากเสนใยและน้าํเลี้ยง 

ราเอนโดไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

 

 
ระดับการมชีวีิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 

สายพันธุ 
ราเอนโดไฟต 

A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat Caski 

B117-D ++++ ++++ ++++ +++ ++++ ++++ ++++ 
A111-D ++++ ++++ ++++ +++ ++++ ++++ ++++ 
A112-D - - - - - - - 
A113-D - - - - - ++ - 
A116-1 R ++++ ++ +++ ++++ + ++++ ++++ 
A116-2 R ++++ ++++ ++++ ++++ +++ ++++ ++++ 
A117-1 R - - - - - ++ - 
A117-2 R - - - - - - - 
A118-1 R + - - - - ++ - 
A118-2 R - - - - - ++++ - 
A119-1 R - - - - ++ - - 
A119-2 R - - - - - +++ - 
A1210 R - - + - - +++ - 
A122-1 R - - - - - ++ - 
A123-D - - - - - - - 
A125-1 R - - - - - ++ - 
A125-2 R +++ - - - - ++++ - 
A126-1 R - - - - - +++ - 
A126-2 R - - - - - ++ - 
A128-1 R - - - - - - - 
A131-1 R ++ ++ ++ ++ - ++ + 
A132 R - - - - - + - 
A133 R - - - - - - - 
A134 R - + - - - ++++ - 
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ตารางที่ 4.6 (ตอ)   ความสามารถในการออกฤทธิย์ับยัง้เซลลมะเร็งของสารสกัดจากเสนใยและ 

น้ําเลีย้งราเอนโดไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

 

 
ระดับการมชีวีิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 

สายพันธุ 
ราเอนโด
ไฟต A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat Caski 

A135-3 R - - - - ++ +++ - 
A137 R - - + - - + - 
A1310 R ++++ ++ ++++ ++ + ++++ - 
A211 R - - - - - - - 
A212-D - - - - - - - 
A216 R - - - ++ + - - 
A217 R - - - - - + - 
A222 R + - - - - +++ - 
A223 R - - - - - +++ - 
A224-D ++++ +++ +++ ++++ +++ ++++ +++ 
A224R +++ +++ ++ +++ +++ ++ - 
A226 R - - + - - ++ - 
A227 R +++ ++ + + + ++ + 
A233 R - - - - - - - 
A238 R +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - 
A311 R ++++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 
A312 R - - - - - +++ - 
A313-1 R - - - - - + - 
A313-2 R + - + - - ++ - 
A314 R - - - - ++ +++ - 
A315-2 R + - - - + + - 
A316-2 R - - + - - +++ - 
A317 R - - - - - ++++ - 
A319-D ++++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ 
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ตารางที่ 4.6 (ตอ)   ความสามารถในการออกฤทธิย์ับยัง้เซลลมะเร็งของสารสกัดจากเสนใยและ 

น้ําเลีย้งราเอนโดไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 
 

 
ระดับการมชีวีิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 

สายพันธุ 
ราเอนโดไฟต 

A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat Caski 

A321-D  ++++ ++++ +++ +++ +++ ++++ +++ 
A321-1 R +++ - + ++ + ++++ + 
A323 R ++ - - + - ++++ - 
A326-2 R - - - - - - - 
A328-1 R +++ - ++ - - ++++ - 
A328-2 R ++++ ++++ ++++ ++++ +++ ++++ ++++ 
A329 R - - - - - - - 
A335 R - - - - - ++++ - 
A338 R +++ +++ +++ +++ +++ ++++ ++++ 
A3310-1 R - - - - - ++ - 
A411 R - - - - - + - 
A413-1 R + - - + - ++ - 
A414 R + - - + - +++ + 
A416-1 R - - + - - + - 
A418 R - - - - - +++ - 
A425-1 R - - - - - ++ - 
A427 R ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 
A4310 - - - - - - - 
A431-2 R - - - - - ++++ - 
A432 R +++ ++++ +++ ++ ++ ++++ +++ 
A436 R ++ - - + - + - 
A438 R - + - - - ++++ - 
A439 R - - - - - - - 
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ตารางที่ 4.6 (ตอ)   ความสามารถในการออกฤทธิย์ับยัง้เซลลมะเร็งของสารสกัดจากเสนใยและ 

น้ําเลีย้งราเอนโดไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 
 

 
ระดับการมชีวีิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 

สายพันธุ 
ราเอนโดไฟต 

A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat Caskies 

A511 R - -  - - ++ - 
A514-2 R +++ ++ ++++ ++ - +++ + 
A518-1 R + + - - - +++ - 
A518-2 R - - - - - +++ - 
B111-1 R - - - - - - - 
B113-1 R + - - - - ++ - 
B115 R - - - - - ++++ - 
B116-1 R - - - - - - - 
B123 R - - - - - ++ - 
B127-D - - - - - ++++ - 
B129 R - - - - - - - 
B1310 R +++ - - - - + - 
B138-2 R - - - - - - - 
B211-1 R - - - - - - - 
B212-1 R - - - - - + - 
B212-2 R - - - - - - - 
B212-3 R ++++ + ++ - - ++++ - 
B213 R - - - - - +++ - 
B215 R - - - - - +++ - 
B221 R - - - - - + - 
B222-1 R - - - - - - - 
B222-2 R +++ +++ ++ +++ - ++++ - 
B224 R ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 
B225-2 R - - - - - ++ - 
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ตารางที่ 4.6 (ตอ)    ความสามารถในการออกฤทธิย์ับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดจากเสนใยและน้ํา

เลี้ยงราเอนโดไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 
 

 
ระดับการมชีวีิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 

สายพันธุ 
ราเอนโดไฟต 

A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat Caski 

B228 R ++ - - - - ++++ - 
B231-1 R + - - + - ++++ - 
B232-2 R ++ - - +++ ++ ++ ++ 
B237-1 R - - - - - - - 
B3110 R - - + - - ++++ - 
B315-2-D + - + - + + - 
B315 R - - - - - ++ - 
B316-1 R ++++ +++ ++++ ++++ +++ ++++ ++++ 
B316-2 R ++ - ++ - - ++ - 
B318 R ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 
B319 R - - - - - + - 
B321 R + - - - - ++++ - 
B3210 R - ++++ ++++ ++++ +++ ++++ + 
B322 R - - - - - + - 
B326-1 R - - - - - - - 
B327 R ++ - - - - ++ - 
B329 R - - - - - ++++ - 
B331 R ++++ ++++ ++++ ++++ +++ ++++ +++ 
B331-2 R ++++ ++++ ++++ +++ ++++ ++++ ++++ 
B332 R - - - - - ++ - 
B333-1 R + - - - - ++ - 
B333-3 R - - - - - - - 
B335 R + - + - - ++ - 
B336 R - - - - - + - 
B337-1 R - - - - - ++ - 
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ตารางที่ 4.6 (ตอ)    ความสามารถในการออกฤทธิย์ับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดจากเสนใยและน้ํา

เลี้ยงราเอนโดไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 
 

 
ระดับการมชีวีิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 

สายพันธุ 
ราเอนโดไฟต 

A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat Caski 

B338 R ++ - + + - ++ - 
B411 R + - - - - +++ - 
B4110 R + - - - +++ +++ ++ 
B412 R - - - - - - - 
B414-2 R ++++ ++ +++ - - ++++ - 
B416 R - - - - - - - 
B417-1 R - - - +++ - - + 
B418 R ++++ +++ +++ ++ - ++++ - 
B419 R - - - - + - - 
B422-1 R ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 
B425-1 R + - - ++ - +++ ++ 
B429-1 R - - - - - - - 
B434-2-D - ++ - + ++ - - 
B438 R - - - - - ++++ - 
B512 R - - - - - - - 
B513 R ++ - + + - +++ - 
B518-1 R - - - - - - - 
B522 R - - - - - ++ - 
B5210 R - - - - - - - 
B535 R - - - - - ++ - 

++++    การมีชีวิต (viability) ของเซลลมะเร็งมีคาเทากบั  0 – 15% 

       +++      การมีชีวิต (viability) ของเซลลมะเร็งมีคาเทากบั  16 – 25% 

       ++        การมชีีวิต (viability) ของเซลลมะเร็งมีคาเทากับ   26 – 35% 

       +          การมีชีวิต (viability) ของเซลลมะเร็งมีคาเทากบั   36 – 45% 

   -          การมีชีวิต (viability) ของเซลลมะเร็งมีคามากกวา  46%  ขึ้นไป 



 84

ตารางที่ 4.7 แสดงจํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่สามารถออกฤทธิ์ยับยัง้เซลลมะเร็งทดสอบแตละกลุม 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา ขอบเขตการยับยั้งกลุม 

เซลลมะเร็งทดสอบ Aspergillus sp Chladosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

กลุมที ่1 ยับยับ้เซลล 

มะเร็งทดสอบทุกชนิด 

A224D 

A427 R 

 
- 

B117D  

B224D    - 

 A319D A116-1 R A116-2 R A227 R A311 R  

A321D  A328-2 R A338 R B316-1 R  

B318 R  B321 R  B331-2 R  B422-1 R   

A11D 

  

 

 

กลุมที ่2 ยับยัง้เซลล 

มะเร็งทดสอบ 2- 6 

ชนิด 

 

 

 

B335 R   

- - - - - 

A118-1 R  A118-2 R  A1210 R  

A125-2 R A131-1 R A134 R  A135-3 

R A137 R A1310 R  A216 R  A222 R  

A224 R  A226 R  A238 R   A314 R  

A315-2 R  A316-2 R  A321-1 R  

A323 R  A328-1 R  A413-1 R  A414 R  

A416-1 R  A436 R  A438 R  A514-2 R  

A518-1 R  B113-1 R  B1310 R  

B212-3 R  B222-2 R B228 R  B231-1 

R  B232-2 R  B3110 R  B315-2D R  

B316-2 R  B321 R  B3210 R  B411 R  

B414-2 R   

A313-2 R   

B327 R 

B338 R 

B4110 R 

B418 R   
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ตารางที่ 4.7 แสดงจํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่สามารถออกฤทธิ์ยับยัง้เซลลมะเร็งทดสอบ 
 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา ขอบเขตการยับยังกลุม 

เซลลมะเร็งทดสอบ Aspergillus sp Chladosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

กลุมที ่2 ยับยัง้เซลล 

มะเร็งทดสอบ 2 - 6 

ชนิด 

- - - - - - 

B417-1 R B425-1 R 

B434-2D R B513 R 
- 

กลุมที ่3 ยับยัง้

เซลลมะเร็งทดสอบ1 

เซลล (BT474) 

- - - - - - 
 

A119-1 R  B419-1 R 
- 

 

 

กลุมที ่3 ยับยัง้

เซลลมะเร็งทดสอบ1 

เซลล (Jurkat) 

- - - - - - 

A113  A117-1 R  A118-2 R  

A119-2 R  A122-1 RA125-1 R  

A126-1 R  A126-2 R  A132 R  

A217 R  A223 R  A312 R  

A313-1 R  A317 R  A335 R  

A3310-1 R  A411 R  A418 R   

A425 R  A431-2 R  A511 R   

- 
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ตารางที่ 4.7 แสดงจํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่สามารถออกฤทธิ์ยับยัง้เซลลมะเร็งทดสอบ 
 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา ขอบเขตการยับยั้งกลุม 

เซลลมะเร็งทดสอบ Aspergillus sp Chladosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

กลุมที ่3 ยับยัง้

เซลลมะเร็งทดสอบ 

1 เซลล (Jurkat) 

 

- - - - - - 

 A518-2 R  B115 R  B123 R  B127 R 

B212-1 R B213 R  B215 R  B221 R  

B225-2 R  B315 R  B319 R  B322 R  

B329 R  B332 R  B336 R   

B337-1 R  B438 R  B522 R  B535 R 

 

- 

กลุมที ่4 

เซลลมะเร็งทุกชนิดมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิต

มากกวา 45 % 

- - - - 

 

A212-D 

A112  A127-2 R  A123  A128-1 R  

A133 R  A211 R  A233 R  A326-2 R  

A329 R  A431 R  A439 R  B111-1 R  

B116-1 R   B129 R  B138-2 R  

B211-1 R  B212-2 R  B222-1 R  

B237-1 R  B326-1 R  B333-3 R  

B412 R  B416 R B429-1 RB512 R   

B518-1 R B5210 R 

- 

                สายพนัธุราเอนโดไฟตที่ออกฤทธิ์ยับยั้งจาํเพาะตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวมีคาการยบัยั้ง   ≥ +++ 
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ผลของสารสกัดจากราเอนโดไฟตจํานวน 147 สายพันธุในการยับยั้งเซลลมะเร็งโดยวิธี  

MTT  พบวามีราเอนโดไฟตจํานวน  120 สายพันธุ ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบ โดยสารสกัด

จากราเอนโดไฟตจํานวน จํานวน 51 สายพันธุ ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบ 

2-6 ชนิด ราเอนโดไฟตจํานวน 42 สายพันธุ  ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบเพียง 1  ชนิด และ

ราเอนโดไฟตจํานวน 28 สายพันธุ ที่ไมสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งซึ่งทําให

เซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตมากกวา 45 % แตการคัดเลือกสายพันธุของราเอนโดไฟตให

ความสนใจเฉพาะราเอนโดไฟตที่มีความสามารถในการทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นการมีชีวิตรอด

นอยกวาหรือเทากับ 45% และออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งอยางจําเพาะเพียง 1 ชนิด เทานั้น ซึ่งการ

ยับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดจากราเอนโดไฟตขึ้นอยูกับกลไกของสารที่มีปฏิกิริยากับตัวรับ 

(receptor) ของเซลลมะเร็ง  และสารบางชนิดอาจชักนําใหเซลลมะเร็งเกิดการตายแบบอะพอพโท

ซิส (apoptosis) ซึ่งราเอนโดไฟตที่มีความสามารถทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นการมีชีวิตนอยกวา 

45 % แตละสายพันธุสามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งไดตางชนิดกัน และมีราเอนโดไฟตจํานวน

มากถึง 42 สายพันธุ มีฤทธิ์ยับยั้งอยางจําเพาะตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว และราเอนโดไฟต

จํานวน 2 สายพันธุ ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งเตานม ดังนั้นการคัดเลือกสายพันธุของราเอนโด

ไฟตในการยับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวจึงตองพิจารณาจากผลเปอรเซ็นตการอยูรอดของของ

เซลลมะเร็งเซลลอ่ืนๆดวยเพื่อใชในการตัดสินใจเลือกสายพันธุของราเอนโดไฟตที่สรางสารออก

ฤทธิ์มีแนวโนมจะชักนําใหเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวมีการตายของเซลลเปนแบบอะพอพโทซิส    

คัดเลือกราเอนโดไฟตที่มีผลอยางสูงตอการยับยั้งเซลลมะเร็งแบบจําเพาะตอเซลลมะเร็ง

ทดสอบ  1  เซลล  พบวามีราเอนโดไฟตจํานวน  42  สายพันธุ แสดงผลการยับยั้งเซลลมะเร็งแบบ

จําเพาะตอเซลลมะเร็งทดสอบท 1 ชนิด และสงผลใหเซลลมะเร็งทดสอบอื่นๆมีอัตราการอยูรอด

มากกวา  45 %  แบงเปนสายพันธุที่สามารถยับยั้งแบบจําเพาะตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 40  

สายพันธุ  แตในกลุมนี้มีจํานวน  5  สายพันธุ  แสดงผลยับยั้งจําเพาะสูงตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือด

ขาวและมีผลทําใหเซลลมะเร็งทดสอบอื่นๆมีเปอรเซ็นตการอยูรอดมากกวา 70 % ไดแกสายพันธุ  

A317 R A518-2 R  B115 R  B127 R  และราเอนโดไฟตจํานวน  2  สายพันธุ  คือ A119-1R  B419 R ที่

มีผลยับยั้งจําเพาะตอเซลลมะเร็งเตานม 
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ตารางที 4.8  แสดงผลการออกฤทธิย์ับยัง้เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวจากสารสกัดราเอนโดไฟต 

 

  
ระดับการมชีวีิตของเซลลมะเร็งเม็ดเลอืดขาว สายพันธุราเอนโด

ไฟต 
A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat Caski 

 A113 R 67.6 87.39 52 83.92 86.47 29.43 70.75 
 A117-1 R 61.5 85.15 63.54 88.63 65.62 34.35 96.62 
 A118-2 R 60.05 95 60.2 79.16 72.01 11.43 54.26 
A119- R 60.6 61.5 45.73 51.19 71.89 22.83 88.37 
 A122-1 R 88.3 79.6 75.58 61.7 61.7 37.31 82.36 
 A125-1 R 67.4 70.96 87.58 65.23 73.56 32.24 85 
 A126-1 R 80.61 71.6 57.8 63.09 72.76 15.28 74.03 
A126-2 R 74.5 91.65 74.2 92.05 68.7 26.2 65.89 
 A132 R 87.9 73.07 65.9 68.05 82.86 36 102.35 
 A217 R 80.4 85.1 106.27 49.81 56.24 42.37 98.92 
 A223 R 57.6 54.8 61.12 74.6 61.78 17.24 45.96 
A312 R 58.7 54.93 45.06 47.16 98.93 20.74 61.1 
A313-1 R 87 82.85 91.08 48.41 76.55 39.35 65.11 
A317 R 105.7 75.82 78.7 90.01 88.32 8.65 93.56 
 A335 R 78.5 60.45 56.65 74.6 65.92 11.73 132.94 
 A3310 R 95.8 78.56 80.43 60.36 66.6 35.28 76.75 
 A411 R 92.1 63.05 68.28 116.97 78.93 42.06 119.98 
A418 R 56.3 98.63 89.49 72.08 63.05 19.52 93.16 
 A425-1 R 50.5 74.65 62.26 82.69 85.03 35.93 69.51 
 A431-2 R 100 46.66 69.15 84.7 99.9 9.82 92.32 
 A511 R 80.37 71.01 78.76 50 63.57 29.1 74.41 
 A518-2 R 106.5 85.36 78.02 72.82 71.13 21.23 124.82 
 B115 R 83.7 95.44 129.3 78.77 79.58 8.44 95.05 
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ตารางที่  4.8 (ตอ)  แสดงผลการออกฤทธิย์ับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวจากสารสกดัราเอนโดไฟต 

 

 
ระดับการมชีวีิตรอดของเซลลมะเรง็เมด็เลือดขาว 

  
สายพันธุราเอนโด
ไฟต 
  A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat Caski 

B123 R 83.88 65.1 63.6 69.31 45.71 28.99 52.79 
B127 R 87.4 74.9 82.66 74 91.34 0 88.5 
 B212-1 R 61.9 98.3 69 51.62 71.22 40.75 84.62 
 B213 R 81.3 73.2 76.38 48.01 68.53 22.65 111.4 
 B215 R 47.4 86.14 82.78 49.16 53.21 22.14 67.58 
 B221 R 81.6 92.26 91.24 84.17 86.92 43.04 114.5 
 B225-2 R 56.6 75.82 57.57 86.29 69.92 32.97 88.38 
B315 R 102 66.35 64.16 56.25 62.32 32.56 82.02 
 B319 R 96.2 84.3 73.37 110.4 114.9 39 104.14 
 B322 R 86 88.36 81.32 104.54 50 42.16 95.02 
B329 R 75.7 73.32 52.73 61.01 82.54 16.73 81.12 
B332 R 61.7 76.62 84.05 88.63 81 32.09 94.02 
B336 R 82.8 82.1 82 96.39 82.2 45.74 117.39 
B337-1 R 75 113.93 74.04 84.91 87.77 33.84 113.9 
B438 R 62.38 64.3 52.3 61.23 59.02 3.62 75.26 
B522 R 73 75.82 56.85 91.49 74.56 35.04 87.08 
B535 R 80.9 82.54 85.99 74.13 64.31 30.02 91.11 
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รูปที่ 4.12  แสดงลักษณะสณัฐานวิทยาราเอนโดไฟต Xylaria spp. สายพนัธุออกฤทธิ์ยับยั้ง

เซลลมะเร็งเมด็เลือดขาว 

(a) ราเอนโดไฟต Xylaria  sp. สายพันธุ A 317 R บนอาหารเลี้ยงเชื้อ OA อายุ 10 วนั 

(b) ราเอนโดไฟต Xylaria  sp. สายพันธุ A 317 R บนอาหารเลี้ยงเชื้อ OA อายุ 30 วนั 

(C) ราเอนโดไฟต Xylaria  sp. สายพันธุ A 317 R ในอาหารเลี้ยง PDB อายุ 30 วัน 

(d) ราเอนโดไฟต Xylaria  sp. สายพันธุ A518-2 R บนอาหารเลี้ยงเชื้อ OA อาย ุ10 วัน 

(e) ราเอนโดไฟต Xylaria  sp. สายพันธุ A518-2 R บนอาหารเลี้ยงเชื้อ OA อาย ุ30 วัน 

(f) ราเอนโดไฟต Xylaria  sp. สายพันธุ  A518-2 R ในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB อาย ุ10 วนั 

c a b 

e f 

g h i 

k l 

d 

j 
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(g) ราเอนโดไฟต Xylaria sp. สายพันธุ B115 R บนอาหารเลี้ยงเชื้อ OA อายุ 10 วัน 

(h)ราเอนโดไฟต Xylaria  sp. สายพันธุ B115 R บนอาหารเลี้ยงเชื้อ OA อายุ 30 วัน 

(i) ราเอนโดไฟต Xylaria  sp. สายพนัธุ B115 R ในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB อาย ุ30 วนั 

(j) ราเอนโดไฟต Xylaria  sp. สายพนัธุ B127 R บนอาหารเลี้ยงเชื้อ OA อาย ุ10 วนั 

(k) ราเอนโดไฟต Xylaria sp. สายพันธุ B127 R บนอาหารเลี้ยงเชื้อ OA อายุ 30 วัน 

(l) ราเอนโดไฟต Xylaria sp. สายพันธุ B127 R ในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB อาย ุ30 วนั 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                             
 
รูปที่ 4.13  แสดงลักษณะสณัฐานวิทยาราเอนโดไฟต Xylaria spp. สายพนัธุออกฤทธิ์ยับยั้ง

เซลลมะเร็งเตานม 

(a) ราเอนโดไฟต Xylaria  sp. สายพันธุ  B419-1 R  บนอาหารเลี้ยงเชือ้ OA อาย ุ10 วนั 

(b) ราเอนโดไฟต Xylaria  sp.สายพนัธุ  B419-1 R  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ OA อาย ุ30 วัน 

(C) ราเอนโดไฟต Xylaria  sp.สายพนัธุ  B419-1 R  ในอาหารเลี้ยง PDB อายุ 30 วัน 
   
 

A119R B419 R 

a b c 



 
 

4.7  ผลทดสอบการตายแบบอะพอพโทซิสเซลลมะเร็งดวยสารสกัดราเอนโดไฟต Xylaria sp.
สายพันธุ  A 317 R A518-2 R  B115 R  B127 R  A119-1 R  B419-1 R  โดยวิธียอมดวย DNA dye 
Hoechst 33342  
 

ราเอนโดไฟตทุกสายพันธุที่นํามาทดสอบความสามารถในการชักนําใหเซลลมะเร็งเกิดการ

ตายแบบอะพอพโทซิสพิจารณาจากฤทธิ์ของสารสกัดจากราที่ยั้บยั้งจําเพาะตอเซลลมะเร็งเพียง 1 

ชนิด และสงผลใหเซลลมะเร็งทดสอบชนิดอื่น ๆ มีเปอรเซ็นตการอยูรอดมากกวาหรือเทากับ 45 % 

จากผลการทดสอบการตายของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวแบบอะพอพโทซิส ดวยสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตสายพันธุ  A317 R  A518-2 R  B115 R  B127 R และราเอนโดไฟตสายพันธุ A119-1R B419-1R ที่มี

ผลตอการยับยั้งเซลลมะเร็งเตานมแบบจําเพาะและสงผลใหเซลลมะเร็งเตานมเกิดการตายแบบอะ

พอพโทซิส  พบวาสารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพันธุ  A 317 R A518-2 R  B115 R  B127 R สามารถชัก

นําเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส โดยเปอรเซ็นตการชักนําใหเซลลมะเร็งเกิด

การตายแบบอะพอพโทซิส  เทากับ 91.3 %  81.3%  83.7%  89.0% ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.14 

และ 4.15  และราเอนโดไฟตสายพันธุ B419-1 R   มีผลตอการชักนําใหเซลลมะเร็งเตานมมีการตาย

แบบอะพอพโทซิส  โดยเปอรเซ็นตการชักนําใหเซลลมะเร็งเตานมเกิดการตายเทากับ 41.15 %  และใน

ขณะเดียวกันราเอนโดไฟตสายพันธุ  A119-1 R ไมแสดงการชักนําใหเซลลมะเร็งเตานมเกิดการตาย

แบบอะพอพโทซิส แสดงผลดังรูปที่ 4.16 และ 4.17 
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รูปที่  4.14  กราฟแสดงเปอรเซ็นตการเกิดอะพอพโทซิสของเซลลมะเรง็เม็ดเลือดขาว เมื่อเติมสารสกัด

จากราเอนโดไฟตสายพันธุ  A 317 R  A518-2 R  B115 R  B127 R ปริมาตร 5% v/v 
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รูปที่  4.15  ผลของสารสกัดจากราเอนโดไฟตตอการตายแบบอะพอพโทซิสเซลลมะเร็ง Jurkat  

(a)  เติมสารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพนัธุ  A 317 R  ปริมาตร 5% v/v เปนเวลา  

24 ชั่วโมง 

(b)  เติมสารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพนัธุ  A518-2 R ปริมาตร 5% v/v เปนเวลา  

24 ชั่วโมง 

(c)  เติมสารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพนัธุ  B115 R  ปริมาตร 5% v/v เปนเวลา  

24 ชั่วโมง 

(d)  สารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพันธุ  B127 R   ปริมาตร 5% v/v เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

(e)  )  ชุดควบคุมลบ  เติม  20 %  DMSO  เปนเวลา  24 ชั่วโมง 

(f)  เซลลผลบวกควบคุม เตมิ Etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เปนเวลา  

24 ชั่วโมง 

a b 

C d 

e f
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รูปที่  4.16   กราฟแสดงเปอรเซ็นตอะพอพโทซิสของเซลลมะเร็ง BT 474 เมื่อเติมสารสกัดจาก 

ราเอนโดไฟตสายพนัธ ุ A119-1 R  B419 R 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
รูปที่  4.17  ผลของสารสกัดจากราเอนโดไฟตตอการตายแบบอะพอพโทซิส ( apoptosis) ของ

เซลลมะเร็งเตานม BT474   
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(a)  เติมสารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพนัธุ  A 119-1 R  ปริมาตร 5% v/v เปนเวลา  

48  ชั่วโมงไมแสดงการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล 

(b)  เติมสารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพนัธุ  B419 R ปริมาตร 5% v/v  

เปนเวลา  72 ชั่วโมง 

(c)   ชุดควบคุมลบ  เติม  20 %  DMSO 

(d)  เซลลผลบวกควบคุม เติม Etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เปนเวลา  

24 ชั่วโมง 

 
4.8  การจําแนกราเอนโดไฟต Xylaria สายพันธุ  A 317 R A518-2 R  B115 R  B127 R  B419-1 R  
โดยวธิีทางอณูวิทยา  
 

จากลักษณะทางสัณฐานวิทยายงัไมสามารถจําแนกถึงสปชีสของราเอนโดไฟตในสกลุ Xylaria 

สายพนัธุ A 317 R A518-2 R  B115 R  B127 R   B419-1R  ได  ดังนัน้จงึใชขอมูลจากลาํดับเบสของยนีที่

ประมวลรหัสของ ITS rRNA gene  จากนั้นสงตัวอยางผลิตผลพีซีอารไปวิเคราะหลําดับเบสของยนีที่

ประมวลรหัส ITS rRNA gene ลําดับเบสที่ไดจากการวิเคราะหแสดงดัง ภาคผนวก ง หมายเลข1   

และเมื่อนําลาํดับเบสของยีนที่ประมวลรหสัของ 18S rRNA ของราเอนโดไฟต Xylaria ทั้ง 7 สายพันธุ

มาเปรียบเทียบลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ที่บันทึกไวใน GeneBank DNA 

database  จากเว็บไซต  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  พบวาลาํดับเบส 18S rRNA ของรา

เอนโดไฟตทัง้ 7 สายพันธุมลีําดับใกลเคียงกับขอมูลลําดับเบสของราใน GeneBank DNA database 

แสดงดังตารางที ่4.9 
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ตารางที่  4.9 การพิสูจนสายพนัธุราเอนโดไฟตกับฐานขอมูลใน GenBank 
 

 
สายพันธุ 

ราเอนโดไฟต 
 

ลําดับเบส
บริเวณ ITS 

เปอรเซ็น
ความเหมือน 

สายพันธุราใน GenBank Accession No. 

A116-2 R   ภาคผนวก จ 

หมายเลข 1.1 

99% Xylaria sp. P055 EF423534.1 

B115 R ภาคผนวก จ 

หมายเลข 1.2 

100% 

 

100% 

Fungal endophyte 

isolate 933 

Fungal endophyte 

isolate 812 

Eu687179.1 

 

Eu687167.1 

B127 R 

 

ภาคผนวก จ 

หมายเลข 1.3 

91% 

91% 

91% 

91% 

Monilinia urnula 

Monilinia urnula 

Monilinia oxycocci 

Monilinia oxycocci 

Z73795.1 

Z73794.1 

Z73790.1 

Z73789.1 

B316-1 R ภาคผนวก จ 

หมายเลข 1.4 

100% Fungal endophyte 

isolate 933 

Eu687191.1 

B419-1 R 

 

ภาคผนวก จ 

หมายเลข 1.5 

99% Fungal endophyte 

isolate 933 

Eu687191.1 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

บทที่  5 
 

วิจารณและสรุปผลการทดลอง 
 
5.1  การศึกษาความหลากหลายราเอนโดไฟต 

 

จากการศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตในใบปาลม  2 คือ A.  pinnata   และ  B.  

macchadonis  ซึ่งเจริญอยูในอยูในปาฝนเขตรอน  ณ อุทยานแหงชาติเขาหลวง  บริเวณน้ําตกทาแพ 

(พื้นที่ ขร.7) ทางภาคใตของประเทศไทยในชวงฤดูกาลที่แตกตางกัน พบวาราเอนโดไฟตที่แยกไดจาก

ใบปาลม  A.  pinnata   และ  B.  macchadonis ทั้งหมด 9 สกุล จํานวนไอโซเลตรวมทั้ง 2 ฤดู  516 

ไอโซเลต  ซึ่งประกอบดวยราในสกุล  Aspergillus  sp. Chadosporium  sp.  Colletrotrichum  spp.  

Glomerella sp. Fusarium sp. Penicilium  sp.  Pestalotiopsis  sp.  Phomopsis  sp. และ  

Xylaria  spp. จํานวนไอโซเลตที่แยกไดในฤดูฝนและฤดูแลงมีความแตกตางของจํานวนอยางชัดเจน

ในปาลมทั้ง 2 ชนิด โดยการเกิดจํานวนไอโซเลตในฤดูแลงมีจํานวนนอยกวาฤดูฝน แตไมมีความ

แตกตางระหวางจํานวนของไอโซเลตของปาลมทั้ง 2 ชนิดในฤดูกาลเดียวกัน (ตารางที่ 4.1) ซึ่งอาจ

เปนไปไดวามีผลมาจากภาวะความเครียดจากการขาดน้ําของพืช ซึ่งภายใตสภาวะการขาดแคลนน้ํา

พืชบางชนิดจะไมสะสมอาหารไวในรูปของคารโบไฮเดรต แตจะสะสมไวในรูปของคารบอนเบส 

(carbon-based) เพื่อใชในการปกปองตัวเอง เชน แทนนิน  (tannins) ( Lambers และ Poorter, 

1992)   ซ่ึงผลการทดลองครั้งนี้สอดคลองกับงานวิจัยของ Rodrigues, (1994)  ซึ่งศึกษาผลของ

ฤดูกาลและอายุของใบตออัตราการเกิดจํานวนไอโซเลตของราเอนโดไฟตในปาลม Euterpe oleracea  

และพบวาการเกิดจํานวนไอโซเลตราเอนโดไฟตในฤดูแลงต่ํากวาฤดูฝน  จากผลการวิจัยในครั้งนี้พบวา

ในชวงฤดูแลงราสกุล Colletrotrichum  spp. แสดงอัตราการเกิดไอโซเลตและอัตราการเกิดความถี่

ของโคโลนีสูงกวาราสกุลอ่ืนๆ รองลงมาคือราในสกุล Xylaria  spp.  สวนในฤดูฝนกลับพบวาราเอนโด

ไฟตสกุล Xylaria spp. แสดงอัตราการเกิดไอโซเลตและอัตราการเกิดโคโลนีสูงมากเมื่อเปรียบเทยีบกบั

ราสกุลอ่ืนๆและมีความหลากหลายของราในสกุลนี้ ถึง 15 ชนิด รองลงมาคือราในสกุล Aspergillus 

sp.  แตกลับพบราในสกุล Colletrotrichum  spp. และราในสกุลอ่ืนๆเพียงเล็กนอย ซึ่งจากผลการวิจัย

จะเห็นวา สกุลรา อัตราการเกิดไอโซเลตและความถี่ของการเกิดโคโลนีของชนิดของราเอนโดไฟตของ

แตละฤดูกาลในปเดียวกันมีความแตกตางกันอยางเห็นไดชัด ชี้ใหเห็นวาปจจัยทางสภาวะแวดลอม 
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เชน ปริมาณน้ําฝน  ความชื้นในชั้นบรรยากาศและสรีรวิทยาของพืชอาจเปนปจจัยที่สงเสริมใหเกิด

ความถี่ของการเกิดโคโลนี  ชนิดของรา หรืออาจเปนไปไดวามีสารอาหารบางอยางเกิดขึ้นมากใน

เนื้อเยื่อของพืชเฉพาะในชวงฤดูกาลของแตละปและสารอาหารดังกลาวอาจมีผลตอกิจกรรมบางอยาง

ของราชนิดนั้นๆ (Rodrigues, 1994)  ดังนั้นการพบอตัราการเกิดโคโลนีของรา Colletotrichum  spp. 

สูงในชวงหนาแลงอาจเปนเพราะมีสารอาหารบางอยางในใบปาลมในชวงฤดูแลงสงเสริมตอการเจริญ

ของราในสกุล  Colletotrichum spp. นอกจากนี้ระยะการพัฒนาของกระบวนการสรางสปอรของราใน

สกุล Colletotrichum  spp. ส้ันดังนั้นจึงสามารถการแพรกระจายในสภาวะแวดลอมไดเร็วกวาราใน

สกุล Xylaria  spp.   และเนื่องจากราในสกุลนี้สวนใหญเปนรากอโรคในพืช  ดงันั้นการเกิดขึ้นของ

ความถี่ของการเกิดโคโลนีอาจเกี่ยวของกับความสัมพันธกันอยางเฉพาะเจาะจงระหวางพืชกับชนิด

ของราซึ่งอาจเกี่ยวของกับการกอใหเกิดโรคภายหลัง (Mekkamol, 1998)  และการพบอัตราการเกิดไอ

โซเลต  อัตราการเกิดโคโลนี  และความหลากหลายของราเอนโดไฟต Xyralia spp.สูงมากในชวงฤดฝูน

อาจเปนไปไดวาเกิดจากปจจัยขางตนเชนเดียวกันและปจจัยที่สําคัญอีกอยางหนึ่งที่อาจสงผลตอการ

เกิดอัตราการเกิดไอโซเลตและอัตราความถี่ของการเกิดโคโลนีสูงของราเอนโดไฟต Xylaria spp. คือ

ในชวงฤดูฝนพื้นที่ปาในบริเวณนั้นอาจมีการเจริญของราในสกุล Xylaria spp.บนซากกิ่งไมซึ่งมีการ

สะสมมาจากฤดูแลงและมีการสรางสโตรมาจํานวนมากของรา Xyalatia spp.  สโตรมาจะปลดปลอย

สปอรออกมาทาํใหบริเวณนั้นหนาแนนไปดวยสปอรของรา Xylaria spp. สปอรจะตกลงบนใบพืชและ

เมื่อสภาวะเหมาะสมก็จะงอกและเจริญอาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชตอไป ( Bayman และคณะ, 1998)  รา

กลุม Xylariaceous เปนราเอนโดไฟตที่สามารถพบไดอยางสม่ําเสมอในพืชเขตรอนหลายชนิด 

(Rodrigues และ Petrimi, 1997) ในขณะเดียวกันก็เปนกลุมราเอนโดไฟตที่สามารถพบไดทั่วไปใน

เนื้อเยื่อพืชในเขตอบอุนดวยเชนเดียวกัน แตพบมีวาจํานวนและความหลากหลายของชนิดนอยกวาใน

เขตรอน การศึกษาราเอนโดไฟตสวนใหญมีการศึกษากันอยางกวางขวางในพืชเขตอบอุน (Rodrigues 

และ Petrimi, 1997)  แตเร่ิมมีการศึกษาเพิ่มข้ึนในพืชเขตรอนหลายชนิด แตยังมีการศึกษานอยมากใน

พืชวงศปาลมในเขตรอนและจากขอมูลที่มีรายงานเกี่ยวกับราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชวงศ

ปาลมพบวามีงานวิจัยอ่ืนๆมีผลสอดคลองกับการศึกษาคัดแยกศึกษาความหลากหลายของราเอนโด

ไฟตที่อาศัยอยูในพืชวงศปาลมทั้ง  2 ชนิด (A.  pinnatta   และ  B.  macchadonis)  โดย  Rodrigues 

และ  Samuels (1990) แยกราเอนโดไฟตจากปาลม  Licuala ramsayi  เจริญอยูในปาฝนเขตรอนในค

วีนแลน (Queensland)  และออสเตรีย(Australia) พบราเอนโดไฟต  Xylariaceous  มีความถี่ของการ

เกิดโคโลนีมากที่สุดในใบปาลม ในป ค.ศ. 1994 Rodrigues คัดแยกราเอนไฟตจากปาลม  Euterpe 

oleracea  บริเวณปาเขตรอนประเทศบราซิลพบราเอนโดไฟตในวงศ Xylariaceae  ทั้งหมด 15 ชนิด  
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จากราเอนโดไฟตที่พบทั้งหมด 21 สกุล และตัวอยางการศึกษาราเอนไฟตในพืชเขตรอนชนิดอื่นๆก็

แสดงใหเห็นเชนเดียวกันวาราในสกุล Xylaria spp. เปนราเอนโดไฟตที่สามารถพบไดมากที่สุดในพืช

เขตรอนอีกหลายชนิด  เชน ในป ค.ศ. 1996 Lodge และคณะ  คัดแยกราเอนโดไฟตจากใบ  

Manilkara  bidentata   พบราในสกุล Xylaria ประมาณ 73 -74 %  Bayman และคณะ (1998) คัด

แยกราเอนโดไฟตในพืช 2 ชนิด คือ Casuarina  equisetifolia  พบราเอนโดไฟต  Xylaria  54% และ 

ในใบพืช  Manilkara  bidentata  พบราเอนโดไฟต  Xylaria 97%   

 
5.2 การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟตในการสรางสารยับยั้งจุลินทรีย 
และยับยั้งเซลลมะเร็ง 
 

จากการศึกษาหาราเอนโดเอนโดไฟตที่มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ  โดย

นําสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อและเสนใยราที่สกัด ดวยเอทิลแอซิเตตจํานวน 247 สายพันธุ มาทดสอบ

ฤทธิ์ทางชีวภาพโดยวิธี Agar well พบวามีราเอนโดไฟต  92.31%.  สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุ

ลินทรียทดสอบและมีราเอนโดไฟตจํานวน 7.69%  ไมสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบไดโดยสามารถแบงกลุมราเอนโดไฟตที่ยับยั้งจุลินทรียไดเปน  5  กลุม  คือ  ยับยั้งแบคทีเรีย

และยีสต 19.02% ยับยั้งทั้งแบคที่เรียแกรมบวกและแกรมลบ 13.37% ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรม

บวกและยีสต  12.1% ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก 47.77% ไมสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบได  

7.7% . และพบวาราเอนโดไฟตในสกุล  collectrotrichum  spp. สวนใหญ (60%) สามารถออกฤทธิ์

ยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด พบวามีราในสกุล Xylaria spp เพียงสวนนอย (15.3%) สามารถ

ออกฤทธิ์สูงยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด  แตพบวาราเอนโดไฟตที่แยกไดจากใบปาลมซ่ึงสวน

ใหญเปนราในสกุล  Xylaria  spp.  สามารถออกฤทธิ์อยางออนในการยับยั้งเฉพาะจุลินทรียแกรมบวก 

(51.9%) และพบวาราเอนโดไฟตทุกสายพันธุไมสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะตอแบคทีเรีย

แกรมลบหรือยีสต  ราเอนโดไฟต***สายพันธุ A116-2 R และ B316-1 R มีความสามารถสูงในการสราง

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด 

ทดสอบหาราเอนโดไฟตที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งมนุษยดวยวิธี MTT  

โดยนําสารสกัดราเอนโดไฟตจํานวน 147  สายพันธุ พบวามีราเอนโดไฟต  80.71%  สามารถสรางสาร

ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งมนุษยทุกเซลลทดสอบ ซึ่งมีผลทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการอยูรอดนอย

กวาหรือเทากับ  45%  และราเอนโดไฟต 19% ไมออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบมีผลทําให

เซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมีมีชีวิตรอดมากกวา45%  โดยมีราเอนโดไฟตสามารถสรางสารออกฤทธิ์
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เซลลมะเร็งทดสอบทุกเซลล  14% สามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งได  2-6  เซลล มี  37%  และมี

ราเอนโดไฟต  30% สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งอยางเฉพาะ  1  เซลลมะเร็งทดสอบ  โดยสวนใหญ 

(28.57%) มีผลยับยั้งอยางเฉพาะเจาะจงตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว  และพบมีราเอนโดไฟต 1.43% 

ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งเตานม  ซึ่งจากผลทําใหทราบวาราเอนโดไฟตที่แยกไดจากใบปาลมสวน

ใหญสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง โดยสวนใหญสามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งไดมากวา  2  

เซลล  และสารสกัดจากราเอนไฟตที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะเจาะจงตอ 1 เซลลมะเร็งเกือบทั้งหมดออก

ฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว  โดยพบวาวาสารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพันธุ  A 317 R A518-

2 R  B115 R  B127 R  ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวอยางสูงและเฉพาะเจาะจงโดยทําให

เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวมีเปอรเซ็นตการอยูรอดเทากับ  8.65%  21.23% 8.44%  และ 0.00% 

ตามลําดับ และออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งเซลลอ่ืนนอยมากโดยทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมี

ชีวิตรอดมากกวา  70%  ขึ้นไป  ราเอนโดไฟตสายพันธุ  A119-1R  B419-1R   สรางสารออกฤทธิ์ยับยั้ง

เซลลมะเร็งเตานมโดยทําใหเซลลมะเร็งเตานมมีเปอรเซ็นตการอยูรอดเทากับ  34.37%  และ  42.12%  

ตามลําดับ   และจากการทดสอบการชักนําใหเซลลมะเร็งเกิดการตายแบบอะพอพโทซีส  พบวาสาร

สกัดราเอนโดไฟตทั้ง  4 สายพันธุ  คือ  พันธุ  A 317 R A518-2 R  B115 R  B127 R สามารถชักนําให

เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเกิดการตายแบบอะพอพโทซีสไดในเปอรเซ็นตสูงและพบวาราเอนโดไฟตทั้ง  

4  สายพันธุมีผลตอการยับยั้งเฉพาะจุลินทรียทดสอบแกรมบวกและยีสตอยางออนเทานั้น  สวนสาร

สกัดจากราเอนโดไฟตสายพันธุ  B419-1 R  มีผลสามารถชักนําใหเซลลมะเร็งเตานมเกิดการตาย

แบบอะพอพโทซีสและมีผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบอยางออนตอแบคทีเรียและยีสต  

มีราเอนโดไฟตหลากหลายชนิดเจริญเติบโตและอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืชและสวนใหญมี

รูปแบบการอยูรวมกันแบบพึ่งพาอาศัยซึ่งกันและกัน  แตในบางกรณีราเอนโดไฟตอาจจะอาศัยอยูใน

พืชในรูปแบบของการแอบแฝงและกอใหเกดิโรคกับพืชภายหลัง   Barz และคณะ, (1988) รายงานวา

ราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูภายในพืชอาจจะเปนสาเหตุทําไหเกิดการเปลี่ยนแปลงบางอยางเกิดขึ้นกับพืช

เมื่อเกิดสภาวะกดดันเกิดขึ้นกับพืชทั้งทางกายภาพและชีวภาพ โดยการสรางสารทุติยภูมิบางชนิด

ออกมาเพื่อปกปองพืช   ดังนั้นอาจเปนไปไดวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตโดยราเอนโดไฟตอาจ

เกิดขึ้นจากคุณสมบัติเฉพาะของชนิดของรานั้นๆ (Engel และคณะ, 1982) หรืออาจเกิดจากสภาวะ

กดดันจากปจจัยตางๆที่เกิดขึ้นจากสภาวะแวดลอมเม่ือราอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช ( Moss, 1984; 

Brunner และ Petrini, 1992)  ดังนั้นความสําคัญของลักษณะการอาศัยอยูรวมกันระหวางพืชกับราก็

เปนปจจัยหนึ่งในการชักนําใหเกิดการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟต  
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ราในสกุล  collectrotrichum spp. มีรายงานวามีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์

ยับยั้งจุลินทรียไดหลายชนิด เชน จากการศึกษาของ Lu และคณะ, (2000) พบวา รา 

collectrotrichum sp. ที่แยกไดจากตน Artermisia annual  สามารถผลิตสารในกลุม ergosterol 7 

ชนิด  พบสาร indole-3- acetic acid (IAA) ซึ่งเปนฮอรโมนพืช และพบสารชนิดใหมอีก 3 ชนิด ไดแก  

6-isopreny lindole-3-carboxylic acid  3-β,α-dihydroxy-6β -acetoxy-ergosta-7,22-diene และ 

3β, 5α-dihydroxy-6β-phenylacetyloxy-ergosta-7,22-dine ออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียหลายชนิด 

ไดแก Bacillus subtilis  Staphylococcus aureus Sarcina lutea และ Pseudomonas sp. ออกฤทธิ์

ยับยั้งยีสต  Candida albicans  และรา Aspergillus niger  ในป ค.ศ. 2000  Zou และคณะ ศึกษารา

เอนโดไฟต collectrotrichum gloeosporioides จากตน Artermisia   mongolica  ซึ่งสามารถผลิต

สาร colletric acid ออกฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ Bacillus subtilis  Staphylococcus aureus  

Sarcina lutea และ Helminthosporium sativum 

 และนอกจากนี้ราในสกุล  collectrotrichum spp. ที่นํามาทดสอบทั้งหมดแยกไดจากใบปาลมในฤดู

แลงดังนั้นความรุนแรงของสารออกฤทธิ์ที่ราเอนไฟตในสกุล  collectrotrichum  spp.สรางขึ้นอาจจะมี

ปจจัยเสริมมาจากความกดดันจากสภาวะแวดลอมภายนอก เชน  สารอาหารและน้ํา ที่ขาดแคลน

ในชวงฤดูกาลที่แหงแลงสงเสริมใหเกิดการตอตาน (antagonistic)  กันระหวางจุลินทรียเพื่อแยงชิง

สารอาหารทําใหตองสรางสารออกฤทธิ์รุนแรงออกมายับยั้งจุลินทรียชนิดอื่นๆ (Rodrigues,1994)  

ราในวงศ Xylariaceae  มีหนาที่หลักในระบบนิเวศวิทยาคือ ทําหนาทีเปนผูยอยสลายเนื้อไม  

แตมีรายงานวาราในวงศ Xylariaceae หลายสกุลมีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

ไดหลากหลายชนิดแตสารทุติยภูมิกลุมหลักที่สรางโดยราในวงศนี้ ไดแก Dihydroisocoumarins 

(Anderson และคณะ, 1983)  Succinic acid and derivatives (Anderson  และคณะ, 1983) 

Butyrolactones (Edwards และ Whalley, 1979)    Cytochalasins (Edwards และคณะ, 1989)  

Naphthalenes (Greenhalgh และ Chesters, 1968)  Sesquiterpene alcohols (Anderson และ

คณะ, 1984a; Poyser และคณะ, 1986)  Griseofulvin and derivatives (Park และคณะ, 2005)  

Dihydroisocoumarins  เปนกลุมสารที่สามารถพบเจอไดในรากลุม Xylariaceous  สกุล 

Hypoxylon  Biscogniauxia  และ Camillea  Butyrolactones  มีรายงานเคยพบบางในราสกุล 

Nemania serpens  Cytochalasins มีรายงานวามารถพบไดบอยในรา Xylariaceous สกุล Xylaria 

spp. และ Rosellinia  ราในวงศ Xylariaceae  โดยเฉพาะสกุล Xylaria spp.  หลายชนิดพบเปนราเอ็น

โดไฟตอาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชหลายชนิดและพบไดมากในพืชเขตรอน (Whalley, 1996) หลายชนิด 

และมีรายงานวาสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้ง รา แบคทีเรีย เซลลมะเร็ง เชน  ราเอนโดไฟต  
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Xylaria sp. F0010  สรางสาร Griseofulvin  และ Dechloro – griseofulvin ออกฤทธิ์ยับยั้งรา ( Park 

และคณะ, 2005) ราเอนโดไฟต Xyraria sp. YX-28 สรางสาร 7 – amino- 4- methylcoumarin ออก

ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย (Lui และคณะ, 2008) และราเอนโดไฟต Xylaria obovata  สรางสาร 

Cytochalasins ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง (Dagne และคณะ, 1994)  เปนตน ซึ่งจากการทําวิจัยครั้ง

นี้ซึ่งพบวาราเอ็นโดไฟต Xylaria spp มีจํานาวนความหลากหลายสูงมากในสวนของจํานวนไอโซเลต

และชนิดของราที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อของปาลม ดังนั้นราเอ็นโดไฟตสกุลดังกลาวอาจเปนแหลงของของ

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพที่นาสนใจอีกแหลงหนึ่งในการนํามาพัฒนาในทางเภสัชกรรม

เพื่อนําสารออกฤทธิ์ดังกลาวมาใชในการผลิตสาร ปฏิชีวนะ และยาสําหรับรักษาโรคมะเร็งตอ 

 
5.3 การศึกษาความสัมพันธของการเจริญราเอนโดไฟตตอการสรางสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพยั้บยั้งจุลินทรีย  

 

ผลจากการศึกษาหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้ง 

จุลินทรีย พบวาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตสารยับยั้งจุลินทรียของราสายพันธุ 

A116-2 R  คือ  วันที่  15  ในอาหารเหลว  น้ําสกัดจากใบปาลม  และ  PDB  สวนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  

MEB  คือวันที่  21  และการใหอากาศมีผลตอการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียในอาหาร  2  ชนิด  

คือ  น้ําสกัดจากใบปาลม  และ  PDB  โดยพบวาเมื่อมีการเลี้ยงเชื้อควบคูกับการใหอากาศในอาหาร

เหลว น้ําสกัดจากใบปาลม มีผลใหราสายพันธุดังกลาวสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียไดเร็ว

กวาและมีปริมาณสารมากกวาการเลี้ยงราและบมที่สภาวะนิ่ง แตในอาหารเลี้ยงเชือ้  MEB  กลบัพบวา

การลี้ยงเชื้อโดยการบมในสภาวะนิ่งมีผลทําใหปริมาณของสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียมีปริมาณสาร

มากกวาในสภาวะการใหอากาศ  แตการใหอากาศพบวามีการสรางสารเกิดขึ้นกอนการเลี้ยงเชื้อใน

สภาวะนิ่ง  สวนราสายพันธุ  B316-1R  พบวา มีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย

ไดปริมาณมาก ที่สุดในวันที่  21  ในอาหารทั้ง 3 ชนิด  แตพบวาการบมเชื้อในในสภาวะนิ่งสงเสริมให

ราเอนโดไฟตสายพันธุ  B316-1R  สรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียไดดีกวาการใหอากาศและจาก

การศึกษาการเจริญของราเอนโดไฟต  2  สายพันธุดังกลาวในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อทั้ง  3  ชนิด  พบวา

ราเอนโดไฟตสายพันธุ  A116-2 R  เจริญเติบโตไดดีที่สุดในอาหารเหลวน้ําสกัดจากใบปาลม  ใน

สภาวะการบมที่สภาวะนิ่ง  และเจริญไดนอยที่สุดในอาหารเลียงเชื้อ  PDA  และในอาหารเลี้ยงเชื้อ  

MEB ตามลําดับ  เมื่อมีการใหอากาศมีผลทําใหเซลลมีการเจริญไดดีมากกวาการไมใหอากาศอยาง

ชัดเจน  ราสายพันธุ  B316-1R  พบวามีการเจริญไดดีในอาหารทั้ง  3  ชนิด  และการเลี้ยงเชื้อใน
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สภาวะนิ่งมีผลทําใหเซลลมีการเจริญเติบโตไดดีกวาสภาวะการใหอากาศ  จากการศึกษาการแยกสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหบริสุทธิ์เบื้องตน  โดยใช  TLC  โครมาโทกราฟ  ปรากฏแถบของสารบนแผน 

TLC  สายพันธุ A116-2R  ปรากฏแถบของสารแยกออกมาและแตละตําแหนงคา Rf  เทากับ 0.15 

0.21 0.38 0.75 .084  ตามลําดับ   และราเอนโดไฟตสายพันธุ B316-1Rปรากฏแถบของสารแยก

ออกมา  และแตละตําแหนงคา Rf เทากับ 0.17 0.20 0.36 0.65 0.76   ตามลําดับ 

ปจจัยทางกายภาพ ไดแก  อุณหภูมิ (Feng  และ Leonard, 1998) pH (Buchanan และ 

Ayres, 1975) และปริมาณอากาศที่สัมผัสกับผิวหนาอาหาร ( Guzman-de-Pena และ Ruiz-Herrera, 

1997) อาจมีผลตอความสามารถในการเจริญเติบโตและการสรางสารทุติยภูมิบางชนิดของรา สวน

ปจจัยของสารอาหาร  เชน  แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน ก็เปนสวนหนึ่งที่มีผลตอการสรางสาร 

mycotoxin  และสงผลตอความแตกตางของลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราไดเชนเดียวกัน  (Keller 

และคณะ , 1997) นอกจากนี้สารทุติยภูมิบางชนิดที่มีอยูสม่ําเสมอในสปอรของราเพื่อใชใน

กระบวนการการพัฒนาการงอกของสปอร เชน    สาร Butyrolactone  พบในรา  Aspergillus terreus  

ชวยชักนําใหเกิดการงอกของสปอร สาร  Zearalenone  พบในรา Fusarium graminearum ชวยชักนํา

ใหเกดิการงอกของสปอรและสงเสริมการเกิดของ perithecial  สาร Melanin พบในรา Colletotrichum 

lagenarium มีความสัมพันธเกี่ยวกับการสราง appressorial   และชวยปกปองแสง UV ในรา 

Alternaria  altemata   สารทุติยภูมิบางตัวที่พบในสปอรรา เชน Butyrolactone  เปนสารโมเลกุลที่

เปนปจจัยหลักในการควบคุมหนาที่ตางๆทางชีววิทยาในแบคทีเรีย เชน การสรางสารปฏิชีวนะและ

ความรุนแรงของสารดังกลาว( Davies  และคณะ,  1998) ดังนั้นสารทุติยภูมิที่พบในสม่ําเสมอใน

สปอรของราบางตัวอาจเกี่ยวของกับการกระบวนการทางชีววิทยาของราเชน เดียวกับแบคทีเรียก็

เปนได 

ผลิตภัณฑทางธรรมชาติที่ไดจากราบอยครั้งสรางชาในกระบวนการพัฒนาของราและมีความ

ซับซอนของกระบวนการสังเคราะหทางชีววิทยาซึ่งความซบัซอนอาจเนื่องมาจากปจจัยตางๆที่มีผลตอ

การผลิตสารทุติยภูมิซึ่งประกอบดวย  (Calvo  และคณะ, 2002) 

(1)   จํานวนของปจจัยจากภายนอกและภายในการสงเสริมใหเกิดกระบวนการสังเคราะห

ผลิตภัณฑทางธรรมชาติ   

(2)    ความหลากหลายของการทําปฏิกิริยาของเอนไซมสําหรับการเปลี่ยนสารปฐมภูมิให

เปลี่ยนเปนผลิตภัณฑทุติยภูมิ  

(3)    การยึดติดกับแบบแผนการแสดงออกของยีนในการผลิตเอนไซมสําหรับผลิตภัณฑโดยมี

ตัวกระตุนใหเกิดการ transcriptional หนึ่งยีนหรือมากวา  
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(4)    ความสัมพันธกันอยางใกลชิดระหวางกระบวนการสังเคราะหผลิตภัณฑทุติยภูมิกับสาร

ปฐมภูมิ  

(5)   ความสัมพันธของผลิตภัณฑทุติยภูมิกับระยะการพัฒนาของราโดยเฉพาะการงอกของ

สปอร  
 
5.4  การจําแนกสายพันธุราเอนโดไฟตดวยวิธีทางอณูวิทยา  

 

 เนื่องจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาและยังไมสามารถจําแนกถึงสปชีสได  ดังนั้นจึงใช

ขอมูลจากลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ ITS rRNA gene และเมื่อนําลําดับเบสของยีนของรา

เอนโดไฟตมาเปรียบเทียบลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ ITS rRNAgeneที่บันทึกไวใน

GeneBankDNAdatabase จากเว็บไซต http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  พบวาราเอนโดไฟต

ทั้ง 7 สายพันธุ คือ A116-2R B115 R B316-1R B419-1 R   B127 R A317R A518-2R  มีความคลายคลึง

กับลําดับเบสกับรา ดังนี้  ราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-2R มีความเหมือนกับลําดับเบสรา Xylaria  sp. 

P055 เปอรเซ็นตความเหมือน 99%  ราเอนโดไฟตสายพันธุ B127 R มีความเหมือนกับลําดับเบสราใน

สกุล Monilinia urnular 4 สายพันธุ โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนเทากับ 91% ไดแก  Monilinia 

urnular (Z73795.1)  Monilinia urnular (Z73794.1) Monilinia oxycocci 

( Z73790.1) Monilinia oxycocci (Z73789.1) จึงยังไมสามารถระบุถึงสกุลและสายพันธุราที่แนนอน

ไดเมื่อเทียบกับขอมูลใน GeneBank เนื่องจากเมื่อสังเกตจากลักษณะสัณฐานวทิยาราเอนโดไฟตสาย

พันธุ B127 R มีลักษณะคลายกับราในสกุล Xylaria spp. แตมีความแตกตางอยางชัดเจนกับราในสกุล 

Monilinia urnular    ราเอนโดไฟตสายพันธุ  B115 R มีความเหมือนกับลําดับเบส ราเอนโดไฟตไอโซ

เลต 933 และ ราเอนโดไฟตไอโซเลต 812 โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนเทากับ 100% ราเอนโดไฟต

สายพันธุ B316-1 R B419-1 R มีความเหมือนกับลําดับเบส ราเอนโดไฟตไอโซเลต 933 มีเปอรเซ็นต

ความเหมือนเทากับ 100% สวนราเอนโดไฟตสายพันธุ  A317R A518-2R   ไมสามารถเทียบขอมูลกับ

ลําดับเบสใน GenBank ไดเนื่องจากไมประสบความสําเร็จในกระบวนการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดเีอน็เอที่

ตําแหนงไอทีเอสดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอรเรส  ดังนั้นจากการเปรียบเทียบขอมูลจาก GenBank 

ยังคงไมสามารถระบุถึงถึงสปชีสของราเอนโดไฟตในสกุล Xylaria spp. ไดในการจัดจําแนกสายพันธุ

ราเอนโดไฟตในสกุล Xylaria spp. ในระดับของสปชีส ดังนั้นในการทําการวิจัยครั้งตอไปจึงมีความ

จําเปนตองใชวิธีการจัดจําแนกราในสกุล Xylaria spp. หลายวิธีเขามาชวยในการจักจําแนกในระดับ

ของสปชีส คือ โดยการชักนําใหราเอนโดไฟต Xylaria spp.  สรางระยะสืบพันธุแบบอาศยัเพศเพื่อใช 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1.  โปเตโต เดกซโตรส อการ  (Potato Dextrose Agar) 
 มันฝร่ัง 200.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)     20.0 กรัม 

 วุนผง   20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ตมมันฝร่ังในน้ําจนเดือดประมาณ 20 นาที  กรองเอาสวนน้ําใสมาใช 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
2.  มอลล เอกซแทรก อการ  (Malt Extract Agar) 
 สารสกัดจากมอลท (malt extract)     20.0 กรัม 

 กลูโคส         20.0 กรัม 

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone)       1.0 กรัม 

 วุนผง   20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
3.  โอต มีล อการ  (Oat Meal Agar) 
 ขาวโอต  (Oat meal)   20.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)      1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง   18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ตมขาวโอตในน้ํากลัน่โดยตมใหเดือดประมาณ 10-15 นาที  นาํมากรองผานผาขาวบาง  เติม

น้ํากลัน่ลงไปในอาหารจนครบ 1,000 มิลลิลิตร  เติม สารสกัดจากยีสต  ปรับพีเอชเทากับ 7.0   

 นึ่งฆาเชื้อดวยอุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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4.  โปเตโต เดกซโตรส บรอท  (Potato Dextrose Broth) 
 มันฝร่ัง 200.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)     20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ตมมันฝร่ังในน้ําจนเดือดประมาณ 20 นาที  กรองเอาสวนน้ําใสมาใช 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
5.  มอลล เอกซแทรก บรอท  (Malt Extract Broth) 
 สารสกัดจากมอลท (malt extract)     20.0 กรัม 

 กลูโคส         20.0 กรัม 

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone)       1.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
6.  น้ําสกัดจากใบปาลม 
 ใบปาลมหัน่ฝอย   20.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)     20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ตมใบปาลมหัน่ฝอยในน้ําจนเดือดประมาณ 20 นาท ี กรองเอาสวนน้าํใสมาใช 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6   

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
7.  นิวเทรียนท อการ (Nutrient Agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract)     3.0 กรัม 

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone)     5.0 กรัม 

 วุนผง         18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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8.  นิวเทรียนท บรอท (Nutrient Broth) 
 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract)     3.0 กรัม 

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone)     5.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
9.  แซบบรอท เดกซโตรส อการ  (Sabouraud Dextrose Agar) 
 แบคโตเปปโทน  (Bacto peptone)   10.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)     40.0 กรัม 

 วุนผง   20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
10.  มูลเลอร ฮินตัน อการ  (Mueller-Hinton Agar)   
 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract)     2.0 กรัม 

 เคซีน  (Acid Hydrolysate of Cascin)   17.5 กรัม 

 แปง  (starch)     1.5 กรัม 

 วุนผง   17.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
11.  แซบบรอท เดกซโตรส บรอท (Sabouraud Dextrose Broth) 
 แบคโตเปปโทน  (Bacto peptone)   10.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)     40.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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12.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 (stock reagent) 
 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ผงสําเร็จรูป  10.4 กรัม 

 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต    2.0 กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร  กวนใหเปนเนื้อเดียวกัน

ปรับคาความเปนกรด-ดาง  ใหมีคาประมาณ  6.9-7.4  ดวย HCl ความเขมขน 1N ปรับปริมาตรใหได 

1 ลิตร  ทาํใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานหวักรองอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขนาด 0.22 

ไมโครเมตร  ลงในขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขวดละ 90 มลิลิลิตร  ปดฝาและพนัพาราฟลม  

เก็บในตูเยน็ทีอุ่ณหภูมิ 4  องศาเซียเซียส 

 
13.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ทีม่ี Fetal Bovine Serum ความเขมขน 10%  
(working reagent) 

 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 (stock reagent)  90 มิลลิลิตร 

 ซีรัม (inactivated fetal bovine serum)  10 มิลลิลิตร 

 Hepes, Free acid    1 มิลลิลิตร 

 Sodium pyruvate    1 มิลลิลิตร 

 Penicillin G  10 ไมโครลิตร 

 Streptomycin  50 ไมโครลิตร 

 
14.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 สาํหรับเกบ็เซลลแชแข็ง (freezing media) 
 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640  (working reagent)    9 มิลลิลิตร 

 DMSO    1 มิลลิลิตร 

 
15.  สารละลายเทรซ ซอลล  (Trace Salts Solution) 
 เฟอรัสซัลเฟต  (FeSO4.7H2O)     0.1 กรัม 

 แมงกานีสคลอไรด  (MnCl2)     0.1 กรัม 

 ซิงคซัลเฟต  (ZnSO4.7H2O)     0.1 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด  0.45  μm  และเติมลงในอาหารที่ฆาเชื้อแลวที่

อุณหภูมิ  45-50 °C 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

1.  โซเดียมไฮเปอรคลอไรดเขมขน 5% 
เติมน้ํากลั่นเพือ่ปรับเปอรเซ็นตความเขมขนของสารใหไดความเขมขนตามที่ตองการ 

 
2.  0.5 McFarland Standard 
 BaCl3.2H2O      1.175 กรัม 

 น้ํากลัน่          100 มิลลิลตร 

 ละลาย BaCl3.2H2O  1.175 กรัมในน้าํกลั่น 100 มิลลิลิตร  ปเปตตสารละลาย BaCl3.2H2O  

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  เติมลงในสารละลาย 1% H2SO4  ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร  จะไดสาร

แขวนลอยทีม่ลีักษณะขุน  เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหองไดนาน 6 เดือน  

 

3.  บัฟเฟอร Phosphate buffer saline (PBS, Ca2+ , Mg2+ free)  ความเปนกรด-ดาง 7.4 

 NaCl  8.0 กรัม 

 KCl  0.2 กรัม 

 NaHPO4 1.44 กรัม 

 KH2PO4 0.24 กรัม 

 นําแตละสวนละลายในน้าํปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร  ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากบั 7.4 

ดวย HCL เขมขน 1N หรือ NaOH เขมขน 1N ปรับปริมาตรดวยกระบวกตวงจนครบ 1000 มิลลิลิตร  

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °C  ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 
4.  สารละลาย MTT 5 mg/ml ใน PBS 
 MTT 50 มิลลิกรัม 

 PBS 10 มิลลิลิตร 

 ละลาย MTT ใน PBS  กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร  แบงใสหลอด    ไม

โครทิวปปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร  หลอดละ 1 มิลลิลิตร หุมแผนฟลอยดเกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 4 

°C  
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5.  สารละลาย 0.04 N HCl  ใน isopropanol   
 เติม HCl  0.331 มิลลิลิตร  ลงใน 80 มิลลิลิตร isopropanol  ปรับปริมาตรใหได 100 

มิลลิลิตรดวย isopropanol  เก็บที่อุณหภูมหิอง 

 
6.  Washing buffer 
 PVP (Polyvinylpyrrolidone)    2 กรัม 

 Ascorbic acid      1.76 กรัม 

 1 M Tris-HCl (pH 8.0)     20 มิลลิลิตร  

 2-mercaptoethanol     4 มิลลิลิตร 

เติมน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลว (Autoclaved water) จนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขา

กัน เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซียเซยีส 

 
7.  2X CTAB lysis buffer 
 CTAB       4 กรัม 

 1 M Tris-HCl (pH 8.0)     20 มิลลิลิตร  

0.5 M EDTA (pH 8.0)     8 มิลลิลิตร  

 NaCl       16.36 กรัม 

 2-mercaptoethanol     1 มิลลิลิตร 

เติมน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลวจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

 
8.  Choloroform/isoamyl alcohol (24: 1 v/v)  

Choloroform      192 มิลลิลิตร 

 Isoamyl alcohol      8 มิลลิลิตร 

 
9. Polyethylene glycol (PEG) 20% 

โพลีเอธิลีนไกลคอน (Polyethylene glycol , PEG)   20  กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)      14.61  กรัม 

น้ํากลัน่        200  มิลลิลิตร  

ละลาย PEG และ NaCl  ดวยน้าํกลัน่ปราศจากเชื้อปริมาตร 200 มิลลิลิตร เก็บไวทีอุ่ณหภูมิหอง 
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10. TE buffer (Tris-EDTA buffer) 
Tris-Cl (PH 8), 1 M       10  มิลลิลิตร 

EDTA (PH 8), 0.5 M        2  มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่        1  ลิตร 

เติมน้ํากลั่นลงในสวนผสมของ Tris-Cl และ EDTA นําไปฆาเชื้อในหมอนึง่ความดันไอน้ําที่อุณหภูม ิ

121 องศเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ีเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

  
11. สารเคมีในการทาํปฏกิิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) และ อิเลคโทรโฟเรซิส 
(Electrophoreses) 
 

11.1  10X TBE buffer (10X Tris-boric acid EDTA) 
ทริส-เบส (Tris-base)      54  กรัม 

บอริก (H2BO3)       27.5  กรัม 

EDTA 4.65 กรัม 

น้ํากลัน่        500  มิลลิลิตร  

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปราศจากเชื้อปริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิหอง  

 
11.2  Ethidium bromind, 10 mg/ ml 
เติมน้ํากลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในเอทิเดียมโบรไมด (C21H20BrN3) 0.2 

กรัม ผสมใหเขากัน เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
11.3  Agarose gel 1.5% (w/w)  
อะกาโรส ( agarose)      1.65  กรัม 

TBE         110  มิลลิลิตร 

เอทิเดียมโบรไมด (C21H20BrN3)        4  ไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 
4. 1 แสดงลกัษณะทางสณัฐานวทิยาราเอนโดไฟตจัดจําแนกตามสกลุ 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
รูปที่ 4.1 แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Aspergillus spp.  

(a) ลักษณะของโคโลนมีีสีเขียว สรางรงควัตถุสีน้าํตาลบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 

วัน (b) ลักษณะโครงสรางของสปอรและโคนิเดีย 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.2 แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Cladosporium  spp.  

(a) ลักษณะของโคโลนมีีสีเทา สรางรงควตัถุสีดําบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อาย ุ20 วัน (b) 

ลักษณะโครงสรางของสปอร โคนิเดียมีสีใสลักษณะคลายผลมะนาว 
 
 
 
 

a b

a b
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รูปที่ 4.3  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Colletotrichum spp.  

(a) ลักษณะของโคโลนีรา Colletotrichum sp.1 อาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อาย ุ20 วัน โคโลนี

มีสีเทาเขียว   (b) ลักษณะโคนิเดีย (conidia) รูปรางรี มีสีใส  

(c) ลักษณะของโคโลน ี Colletotrichum sp.2 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วัน 

โคโลนีมีสีเทาออกเหลือง   (d) ลักษณะโคนิเดียรูปรางร ีมีสีใส  

(e) ลักษณะของโคโลน ี Colletotrichum sp.3 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วัน 

โคโลนีมีสีเทาเขียว เสนใยฟู สรางรงควัตถสีุสมบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (f) ลักษณะโคนิเดีย รูปรางร ี

มีสีใส  
 

 

a
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รูปที่ 4.4  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Glomerella  sp.   

(a) ลักษณะของโคโลนีบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วนั โคโลนีมีสีเทา เสนใยฟ ู ไม

สรางรงควัตถบุนอาหารเลี้ยงเชื้อ  (b) ลักษณะแอสคัส (ascus) ซึ่งม ี 8 แอสโคสปอรบรรจุอยู

ภายใน 
 

   

 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Fusarium sp.  

(a) ลักษณะของโคโลนีบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วัน ลกัษณะโคโลนมีีสีเหลือง

ออนเสนใยเรียบติดกับอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ (b) ลักษณะโคนิเดียมีลักษณะคลายรูปเคียว 

สปอรมี 2 แบบ megaspore และ microspore 
 
 
 
 
 
 

a b

a b
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รูปที่ 4.6  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Pennicilium sp.  

(a) ลักษณะของโคโลนีบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ MEA อายุ 20 วัน โคโลนีมีสีเหลือง สรางรงค

วัตถุสีน้าํตาลบนอาหารเลี้ยงเชื้อ   (b) ลักษณะโครงสรางของสปอรและโคนิเดีย  
 
 
 
 

   

 

 
 
รูปที่ 4.7 แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Pestalotiopsis sp.  

(a) ลักษณะของโคโลนีบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ MEA อายุ 20 วนั โคโลนีมีสีขาวเหลอืง เสนใย

เรียบ สรางรงควัตถุสีดําและสีน้ําตาลบนอาหารเลี้ยงเชือ้ (b) ลักษณะโคนิเดียเปนรูปรี มีสี

น้ําตาลใสมีผนังกั้นมเีสนใยยื่ออกมา 2 เสนดานบนของสปอร 
 
 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8 แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Phomopsis  spp.  
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(a) ลักษณะของโคโลนีบนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ MEA อายุ 20 วัน โคโลนีมีสีขาว เสนใเรียบ 

สรางรงควัตถสีุดําบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (b) ลักษณะโคนิเดียรูปรางร ี สปอรมี 2 แบบ 

magaspore และ microspore 
 
 

     
 

   
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.9  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Xylaria spp.   

 (a) Xylaria sp.1 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA โคโลนีมีสีขาว เสนใยฟู สรางสโตรมา

ทรงกระบอกสนี้ําตาลออนยาว  0.5-1.0 เซนติเมตร  (b) ลักษณะสโตรมาในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ 

PDB อายุ 30 วัน เสนใยมีสขีาว เสนใยฟู สรางสโตรมาสีน้ําตาลออนยาว 0.5-1.0 เซนติเมตร (c)  

 (b) Xylaria sp.2 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อาย ุ20 วนั โคโลนีมีสขีาว เสนใยฟ ูสรางสโตร

มารูปรางทรงกระบอกยาวประมาณ 1 เซนติเมตร บริเวณฐานดานลางของสโตรมามีสีออกเทาเขียว 

ดานบนมีสีขาวออกน้าํตาล  (d) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลีย้งเชือ้ PDB อายุ 30 วัน เสนใยมีสี

ขาว สรางสโตรมายาว 1-5 เซนติเมตร บริเวณฐานดานลางของสโตรมามีสีเทาดาํ ดานบนมีสีน้าํตาล

ออน สวนปลายของสโตรมา บางครั้งแตกออกเปนแฉก  
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b
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รูปที่ 4.10  แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟตสกุล Xylaria spp.   

  (a) Xylaria sp.3 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ PDA โคโลนีมีสีขาว ไมสรางสโตรมาบน

อาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ  (b) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDB อายุ 30 วนั สรางสโตรมาสี

น้ําตาลออนยาว 0.5-1.0 เซนติเมตร ปลายดานบนสรางโคนิเดียลักษณะคลายผงแปงสีดํา  

  (c) Xylaria sp.4 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วัน โคโลนีมสีีเทา สรางสโตร

มายาวขนาดเล็กยาวประมาณ 0.5 เซนติเมตรบนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ (d) ลกัษณะโคโลนีในอาหาร

เหลวเลีย้งเชื้อ PDB อายุ 30 วัน เสนใยมีสีเทาสรางสโตรมาขนาดเล็กสีเขียวออกดํายาวประมาณ 1 

เซนติเมตร  

  (e) Xylaria sp.5 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วัน โคโลนีมีสนี้ําตาล เสนใยฟู

สีน้ําตาล ไมสรางสโตรมาในอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ  (f) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDB อาย ุ

30 วัน เสนใยสีน้ําตาล ไมสรางสโตรมาในอาหารเหลวเลีย้งเชื้อ 
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รูปที่ 4.11  แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟตสกุล Xylaria spp.   

  (a) Xylaria sp.6 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA ลักษณะโคโลนีมีสีขาว แซมดําสราง

รงควัตถุสีน้าํตาลบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ สรางสโตรมาทรงกระบอกมีสดีําแตบริเวณปลายของสโตรมา

มีสีชมพูออกสม (b) ลักษณะโคโลนีมาในอาหารเหลวเลีย้งเชื้อ PDB อายุ 25 วนั เสนใยสีขาวฟู สราง

สโตรมาสีน้าํตาลยาวประมาณ 1 เซ็นติเมตร 

  (c) Xylaria sp.7 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วัน โคโลนมีีสีขาว เสนใยฟ ู

สรางสโตรมาทรงกระบอกบริเวณฐานมีสดีําสวนปลายมีสีน้ําตาลออนยาวประมาณ 3-4 เซนติเมตร  

(d) ลักษณะสโตรมาในอาหารเหลวเลีย้งเชื้อ PDB อายุ 25 วัน โคโลนีมีสีเทาสรางสโตรมาสีเทาถงึ

น้ําตาลเขมยาวประมาณ 2-3 เซนติเมตร 

  (e) Xylaria sp.8 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วัน โคโลนีสีน้ําตาล เสนใยฟ ู

ไมสรางสโตรมาในอาหารแงเลี้ยงเชื้อ(f) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDB อายุ 25 วัน เสน

ใยดานลางสนี้าํตาล ดานบนปกคลุมดวนเสนใยสีขาวไมสรางสโตมาในอาหารเหลว  
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รูปที่ 4.12 แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Xylaria spp.   

  (a) Xylaria sp.9 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ  20 โคโลนีมีสีเทา เสนใยฟ ูสราง

สโตรมาทรงกระบอกยาวปลายมนมีสีดํา ยาวประมาณ1-2 เซนติเมตร (b) ลักษณะสโตรมาในอาหาร

เหลวเลีย้งเชื้อ PDB อาย ุ25 วนั โคโลนีมีสเีทา สรางสโตรมาสั้นปลายมนมีสีดํา 

  (c) Xylaria sp.10 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ PDA อายุ 20 วนั โคโลนีสขีาว เสนใยฟ ูไม

สรางสโตรมาในอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ (d) ลกัษณะโคโลนใีนอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDB อาย ุ25 วัน เสน

ใยมีสีขาวอกกสมแซมดวยสดีําสรางสโตรมาสั้นสีขาวออกสมปลายแหลม 

  (e) Xylaria sp.11 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ PDA อายุ 20 วัน โคโลนมีสีีน้ําตาล เสนใย

ฟู ไมสรางสโตรมาในอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ (f) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลีย้งเชื้อ PDB อายุ 25 วนั 

เสนใยมีสีดาํ ดานบนปกคลมุดวยเสนใยสขีาว สรางสโตรมามีลักษณะคลายกระบอง 
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รูปที่ 4.13  แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟตสกุล Xylaria spp.   

  (a) Xylaria sp.12 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ PDA อาย ุ20 วัน โคโลนีมสีีเทาดาํ 

 เสนใยฟูสรางสโตรมาเสนเลก็เรียวยาวสีดาํสวนบริเวณปลายเสนใยแหลมมีสีขาวสโตรมายาว

ประมาณ 0.5 -1.0 เซน็ติเมตร (b) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDB อาย ุ25 วัน เสนใยมีสี

เทาสรางสโตรมาเสนเล็กเรียวยาวสีดําสวนบริเวณปลายเสนใยแหลมมสีีขาวสโตรมายาวประมาณ  1-

3  เซน็ติเมตร 

  (c) Xylaria sp.13 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ OA อายุ 10 วัน โคโลนีมีสีขาว แตกลบั

กลายเปนสีดําเมื่ออายุมากขึน้ สรางสโตรมารูปรางทรงกระบอกมีสีดําจากสวนฐานถึงกึ่งกลางถึงปลาย

มีสีขาวครีม  (d) ลักษณะโคโลนีมาในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDB อาย ุ25 วัน  เสนใยมีสีดํา สรางสโตร
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มารูปรางทรงกระบอกมีสีดาํจากสวนฐานถึงกึง่กลางถึงปลายมีสีขาวครีม  ยาวประมาณ 3-4 

เซนติเมตร  

  (e) Xylaria sp.14 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ PDA อาย ุ 25 วัน โคโลนมีีสีขาวฟู สราง

สโตรมาทรงกระบอกสีครีมยาวประมาณ 3-4 เซนติเมตร (f) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ 

PDB อายุ 25 วัน เสนใยมีสีครีมออกสม สรางสโตมาลักษณะคลายเขากวางปกคลมุดวยโคนิเดียสีขาว

ออกเทาเปนผงคลายผงแปง  

 
 

   
  
  
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.14  แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟตสกุล Xylaria spp.   

  (a) Xylaria sp.15 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ PDA อาย ุ20 วนั โคนีสเีขียวทบึ สรางสโตร

มาทรงกระบอกบริเวณฐานจนถงึกึง่กลางมีสีเขียวออกดาํจากบริเวณกึง่กลางถงึปลายมีสีออกน้าํตาล

ออนปลายมนยาวประมาณ 1-2 เซนติเมตร  (b) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลีย้งเชื้อ PDB อายุ 25 

วัน เสนใยมสีีเทาออกเขียว  สรางสโตรมาทรงกระบอกบริเวณฐานจนเกือบถงึปลายมีสีเขียวออกดํา

บริเวณปลายมีสีออกน้าํตาลออนปลายมนยาวประมาณ 1-2 เซนติเมตร   
 

 
 
 
 
 
 

 

a b
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ภาคผนวก ง 
 
 
ตารางที่ 4.1  แสดงคาทางสถิติของปจจยัที่สงผลตอจํานวนไอโซเลต 

 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:isolates 

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 2522.950a 3 840.983 25.601 .000 

Intercept 13364.450 1 13364.450 406.833 .000 

season 2226.050 1 2226.050 67.764 .000 * 

species .450 1 .450 .014 .908 ** 

season * species 296.450 1 296.450 9.024 .008 *** 

Error 525.600 16 32.850   

Total 16413.000 20    

Corrected Total 3048.550 19    

a. R Squared = .828 (Adjusted R Squared = .795)    

คายอมรับไดสําหรับการบงบอกระดับความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญ ≥0.005 
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ภาคผนวก จ 
 
 
1 ลําดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟตสายพนัธุ    A116-2 R  B115 R  B127 R  B316-1 R  
B419-1 R 
 
1.1 ลําดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟตสายพนัธุ A116-2 R   
 

GCGGAGGGATCATTAAAGAGTTCTATAACTCCCAAACCCATGTGAACATACCATACGTTGCCTCGGCAG

GTCGCGCCTACCCCGTAGCGTCCTACCCTATAGGACCTACCCGGTAGACGCGGGTAAGCCTGCCGGC

GGCCCAAGAAACTCTGTTTAGTATTGAATTCTGAACCTATAACTAAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGA

TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT

GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT

TTCAACCCTTAAGCCCTCGTTGCTTAGTGTTGGGAGCCTACGGTACCCGTAGCTCCTCAAAGTTAGTGG

CGGAGTCGGTTCACACTCTAGACGTAGTAATTTTATCTCGCCTATCAGTTGGACCGGTCCCCTGCCGTA

AAACACCCCAATTTCTAAAGGTTGACCTCGGATCATGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA

GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCA 

 
1.2 ลําดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟตสายพนัธุ B115 R  
 

AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCAT

TAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCCTCGTTGCTTAGTGTTGGGA

GCCTACGGTACCCGTAGCTCCTCAAAGTTAGTGGCGGAGTCGGTTCACACTCTAGACGTAGTAATTTTA

TCTCGCCTATCAGTTGGACCGGTCCCCTGCCGTAAAACACCCCAATTTCTAAAGGTTGACCTCGGATCA

GGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA 
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1.3. ลาํดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟตสายพนัธุ B127 R 

 
GAAATGCGATAAGTATTATGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATTTTCGAACGCACATTGCGCCTC

TTGGCATTCCATGAGGCATGCCTGTTCGAGCGTTATTACAAAACCCTCAAGCCTTGCTTGGTGATGAATT

CCATCATTGATGGATTTTTAAAAATTTGCCGATGTTGTAGAGTTTAATTCGACGCAACCAAAACTTTTCTG

CGTCAGAATGAGCTTTACATCACATCAGTAAATCCTTTTCAATAATTTAACCTCGGATCAGGTAGGAATAC

CCGCTGAACTTAA 
 
 
1.4. ลาํดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟตสายพนัธุ B316-1 R 
 

TCATATGGATTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAAC

CTTTAGAAATTGGGGTGTTTTACGGCAGGGGACCGGTCCAACTGATAGGCGAGATAAAATTACTACGTC

TAGAGTGTGAACCGACTCCGCCACTAACTTTGAGGAGCTACGGGTACCGTAGGCTCCCAACACTAAGC

AACGAGGGCTTAAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCACTAGAATACTAATGGGCGCAATG

TGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTC

ATCGATAATCGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCACTGGCC 

 

 
5. ลําดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟตสายพนัธุ B419-1 R 

 
GAAATGCGATAAGTATTATGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATTTTCGAACGCACATTGCGCCTC

TTGGCATTCCATGAGGCATGCCTGTTCGAGCGTTATTACAAAACCCTCAAGCCTTGCTTGGTGATGAATT

CCATCATTGATGGATTTTTAAAAATTTGCCGATGTTGTAGAGTTTAATTCGACGCAACCAAAACTTTTCTG

CGTCAGAATGAGCTTTACATCACATCAGTAAATCCTTTTCAATAATTTAACCTCGGATCAGGTAGGAATAC

CCGCTGAACTTAA 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวกฤษณา   นุราช   เกิดเมื่อวันที่  25 พฤศจิกายน  พ .ศ .  2522 จังหวัด

นครศรีธรรมราช สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต (วท.บ.) เอก ชีววิทยา คณะ

วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยรามคําแหง ในปการศึกษา พ.ศ. 2545 และเขาศึกษาตอในหลักสูตร

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (วท.ม.) ในสาขาจุลชีววิทยาอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะ

วิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา  2548  
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