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บทที่  1 
 

บทนํา 
 

ราเอนโดไฟต (endophytic fungi) คือราที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืชและพบไดในทุกสวน

ของพืช ซึ่งจะอาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชในระยะหนึ่งของวงจรชีวิตหรือทั้งหมดของวงจรชีวิตโดยที่รา

เอนโดไฟตจะไมกอใหเกิดโรคไดๆแกพืช (Petrini, 1991)  สามารถพบไดในพืชเกือบทุกกลุม เชน 

ในพืชจําพวกหญา ( Clay, 1988) สาหราย (Cubit, 1974)  ไมลมลุก (Pereira และคณะ, 1999)   

และไมยืนตน (Petrini และ Sutton, 1993; Fisher และคณะ, 1994; Rodrigues, 1994)  

ความสัมพันธระหวางราเอนโดไฟตและพืชจะอยูรวมกันแบบพึ่งพาอาศัยซึ่งกันละกัน (mutualism) 

(Lane และคณะ, 2000)  โดยราจะไดรับสารอาหารและแหลงที่อยูอาศัยจากพืชในขณะเดียวกัน

พืชก็ไดรับประโยชนจากสาร mycotoxin เอนไซม  ฮอรโมน และ วิตามิน ที่ราสรางออกมา   ซึ่งสาร 

mycotoxin และเอนไซม ชวยในการปกปองพืชใหทนตอการกัดแทะของแมลง สัตว และทนตอการ

ทําลายของเชื้อโรคตางๆ (Petrini, 1991) สวนฮอรโมน และวิตามินชวยสนับสนุนใหพืชเจรญิเตบิโต

ไดดีข้ึน (Varma  และคณะ, 1999) ราเอนโดไฟตที่พบสวนใหญสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม

ใหญๆ คือราเอนโดไฟตที่มีระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ ( teleomorphic endophyte) ซึ่งราใน

กลุมนี้สวนใหญจัดจําแนกอยูในไฟลัม  Ascomycota และกลุมราเอนโดไฟตที่มีพบการสืบพันธุ

แบบไมอาศัยเพศเทานั้น ( anamorphic endophyte) จึงจัดจําแนกอยูในกลุมรา fungi imperfecti  

( Huang  และคณะ,  2000) 

 ราเอนโดไฟตพบครั้งแรกในพืชตระกูลหญา (Breen, 1994) ไดแก Neotyphodium 

coenophialum  Neotyphodium loii  ซึ่งปนระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  และ   Epichloe 

festuca    Epichloe typina เปนระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ พบไดในหญาหลายชนิด  เชน  

tall  fescue และ  perennial  ryegrass  และพบวามีความสามารถในการสรางสารทุติยภูมิ 

(secondary metabolite) ไดหลากหลาย เชน สาร peramine  ซึงเปนสารกลุม  pyrrolopyrazine 

alkaloid ที่มีความเปนพิษตอแมลงแตไมเปนพิษตอสัตวเล้ียงลูกดวยนม ( Schardl และ 

Phillips,1997)นอกจากนี้มีรายงานวาราเอนโดไฟตที่แยกไดในปาเขตรอนหลายชนิดมีความ 

สามารถสูงในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compound) ยับยั้งแบคทีเรียและรา 

เชน  Gliocladium sp.ซึ่งแยกไดจาก  Euoryphia cordifolia สามารถผลิตสารระเหย (volatile 

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

(2000) พบราเอนโดไฟต   Pestalotiopsis  spp. และ Monochaetia  sp. สามารถสรางสาร  

Ambuic  acid  ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้งรากอโรคในพืชหลายชนิด  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  ไดจากพืช Texus  wallichiana  สามารถสรางสาร 

Paclitaxel ซึ่งเปนสารในกลุม Taxol ออกฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง ปจจุบัน 

ไดมีผูสนใจศึกษาแยกราเอนโดไฟตจากพืชอีกหลายชนิดซึ่งเปนพืชที่พบในเขตอบอุนและ

พืชในเขตรอน โดยศึกษาในแงของความหลากหลายทางชีวภาพและความสามารถในการสรางสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compound) และพบวาพืชในปาเขตรอนมีความหลากหลายของ

จุลินทรียเอนโดไฟตสูงมากมีจุลินทรียอีกหลายชนิดที่เปนชนิดใหมแตยังไมสามารถจัดจําแนกได 

(Azevedo และคณะ ,2000) โดยเฉพาะในพืชวงศปาลมมีรายงานพบวามีความหลากหลายของรา

เอนโดไฟตสูงมากในป ค.ศ. 1999 Frohlich และ Hyde  แยกราเอนโดไฟตจากปาลม Licuala 

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

ประกอบดวยราในชั้น  Hyphomycota Ceolomycota  Ascomycota Basidiomycota และ  

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

ปาลมบริเวณปาพรุในประเทศไทย เชื้อกอโรคมีแนวโนมจะดื้อยาปฏิชีวนะที่ใชในการรักษาเพิ่ม

มากขึ้น เชน Mycobacterium tuberculosis ซึ่งเปนสาเหตุทีทําใหเกิดวัณโรค เกิดการดื้อตอยา

เนื่องจากเชื้อจะไปปรับเปลี่ยน antibiotic target ทําใหยาที่ใชอยูไมสามารถทําลายเชื้อได และ

อัตราการตายของคนทั่วโลกจากโรคมะเร็งมีอัตราสูงมากและมีแนวโนมจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ ดังนั้นการ

คนหาแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพจากแหลงใหมๆจึงมีความจําเปน และรา

เอนโดไฟตคาดวาจะเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมที่มีประสิทธิภาพ และ

แกปญหาการดื้อยาของเชื้อโรคหรืออาจคนพบสารชนิดใหมที่ประสิทธิภาพในการยับยั้งเซลลมะเรง็  

 ประเทศไทยมีพื้นที่ตั้งอยูในบริเวณใกลกับเสนศูนยสูตร ดังนั้นลักษณะพืชพันธุธรรมชาติ

สวนใหญจึงเปนปาดิบชื้น โดยเฉพาะทางภาคใตของประเทศ ทําใหเหมาะตอการเจริญของพืชวงศ

ปาลม มีรายงานการศึกษาพบวาปาลมเปนพืชที่มีความหลากหลายของราเอนโดไฟตสูงมาก  

( Rodrigues และ Samules, 1990; Rodrigues, 1994) แตมีการศึกษานอยมากในแงของความ

หลากหลาย และ ฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในพืชวงศปาลมในประเทศไทย และ

ยังไมมีรายงานการศึกษาถึงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟตในพืชวงศปาลมทั้งในและ

ตางประเทศ 
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วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตของพืชวงศปาลม และคัดเลือกหาราเอนโดไฟต

ที่มีประสิทธิภาพสูงในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ยับยั้งจุลินทรีย  ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

ทราบความหลากหลายและกลุมชนิดของราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในพืชวงศปาลมซึ่ง

กระจายตัวอยูบริเวณปาดิบชื้นทางภาคใตของประเทศไทยซึ่งจะเปนองคความรูพื้นฐานของ

การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟตในปาดิบชื้นบริเวณอื่นๆ  และทราบถึง

ฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟตที่สามารถยับยั้งจุลินทรีย และ เซลลมะเร็งซึ่งอาจเปนประโยชน

ในการพัฒนาทางดานเภสัชกรรมตอไป 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

1. สํารวจและเก็บตัวอยางใบปาลม 

2. แยกราเอนโดไฟตใหบริสุทธ และเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ 

3. ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตที่แยกได 

4. ทดสอบความสามารถของราเอนโดไฟตในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ไดแก สาร  

ยับยั้งจุลินทรียและสารยับยั้งเซลลมะเร็ง 

 5. การแยกองคประกอบทางเคมีของสารสกัดโดยใชโครมาโทรกราฟแบบแผนบาง (TLC) 

6.พิสูจนเอกลักษณของราเอนโดไฟตสายพันธุที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดยศึกษาลักษณะ 

ทางชีวโมเลกุล 

 

 

 

 

 

  



 

บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1 เอนโดไฟต 
 

เอนโดไฟต  (entophytes)  ‘endo’ มาจากรากศัพทคําวา  ‘endon’  ในภาษากรีก  มี

ความหมายวา  ขางใน  สวนคําวา  ‘phyte’ มาจากรากศัพทคําวา ‘phyton’ ซึ่งหมายถึง  พืช  

ดังนั้นเอนโดไฟตจึงหมายถึงกลุมส่ิงมีชีวิต ที่ระยะหนึ่งหรือทั้งหมดของวงจรชีวิตอาศัยอยูภายใน

เนื้อเยื่อของพืชและไมกอใหเกิดโรคกับพืชอาศัย (Petrini, 1991)   ตัวอยาง  เชน  แบคทีเรีย 

(Kobayashi และ Palumbo,2000)  แอคติโนมัยซีต  ยีสต  รา (Stone  และคณะ, 2000)  สาหราย 

(  Peter, 1991)  และรวมถึงแมลง (Feller, 1995)   อาศัยอยูในทุกสวนของพืช  ในขณะที่อีพิไฟต 

(epiphyte)  คือ กลุมส่ิงมีชีวิตที่เจริญอยูเฉพาะบนผิวนอกของเนื้อเยื่อพืชเทานั้น  และมักกอใหเกิด

โรคกับพืช  สวนราที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืชจะเรียกวา  ราเอนโดไฟต (endophytic fungi)  ซึ่ง

จะอาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชที่มีชีวิตพบอาศัยอยูบริเวณชองวางระหวางเซลลและภายในเซลลของพืช 

ในสวน  ใบ  กานใบ เนื้อไม กิ่ง และในรากของพืชชั้นสูง (Kumar และ Hyde, 2004; Stone และ

คณะ, 2000; Suryanarayanan; vijakrishna, 2001)   และเปนสาเหตุของอาการติดเชื้อที่ไมแสดง

อาการของโรคพืช  ทั้งนี้ไมรวม 

ไมคอรไรซา  แตรวมราที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชในระยะเวลาที่ยาวนานกอนกอใหเกิดโรคในพืช

อาศัย 

ราเอนโดไฟต (entophytes fungi) พบอาศัยอยูรวมกันกับพืช และมีความสัมพันธการอยู

รวมกันกับพืชหลายรูปแบบ  เชน  แบบพึ่งพาอาศัยซึ่งกันและกัน (mutualism) (Chanway,  1996; 

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

Nowak, 2000) หรือแมกระทั่งแอบแฝงอยูในพืชเมื่อพืชเกิดภาวะออนแอก็จะกลายเปนเชื้อกอโรค

พืช (latent pathogen) ( Romero และคณะ, 2001)  ซึ่งลักษณะของความสัมพันธที่แสดงออกให

เห็นขึ้นอยูกับ 4 ปจจัยสําคัญ  คือ (Schulz และ Boyle, 2006) 

1. ลักษณะทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต 2 ชนิด  คือระหวางพืชและรา   

2. ระยะของการเจริญของพืชและรา  

  3. สภาวะของสารอาหาร  

4. ปจจัยทางสภาวะแวดลอม ทั้งทางดานกายภาพ  และชีวภาพ   

ซึ่งโดยทั่วไปการอยูรวมกันแบบพึ่งพาอาศัยจะไมทําใหเกิดโรคในพืช  
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2.2 ลักษณะทางชีววิทยาและนิเวศวิทยาราเอนโดไฟต  
  

ราที่สามารถพบไดทั่วไปหลายชนิดถูกรายงานวาเปนราเอนโดไฟตทั้งที่พบวาชวงชีวิตหนึ่ง

เปนเชื้อกอโรคในพืช  ซึ่งราเอนโดไฟตดังกลาวพบอาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชแตจะไมแสดงอาการของ

โรคใหเห็น แตเมื่อพืชเกิดสภาวะออนแอและเกิดความเครียดจากปจจัยตาง ๆ ทั้งทางกายภาพ 

และชีวภาพ เชน การขาดน้ํา ขาดสารอาหาร   ราที่อาศัยอยูในพืชก็จะกลับกลายเปนราที่กอใหเกิด

โรคในพืช  ซึ่งลักษณะการดํารงชีวิตของราเอนโดไฟตไมมีกฎเกณฑตายตัวในการอาศัยอยูรวมกัน

กับพืชอาศัย เชน อาจกอใหเกิดโรคกับพืชหรือไมก็ได หรืออิงอาศัยอยูกับพืช  ทั้งนี้ขึ้นอยูกับสภาพ

ความแข็งแรงของพืช  ดังนั้นรากอโรคในพืชที่พบเจอไดในสภาวะแวดลอมโดยทั่วไป  จึงเปนราที่

พบไดในเนื้อเยื่อของพืชแตจะไมปรากฏอาการของโรคพืชใหเห็น หรืออาจจะเปนราแอบแฝงอยู

ภายในพืชและกอใหเกิดโรคพืชในภายหลัง (Stone และคณะ, 2000)  ซึ่งความแตกตางที่เห็นได

ชัดเจนระหวางราที่แอบแฝงอยูในพืชและกอโรคภายหลังกับราเอนโดไฟต คือ ความจําเพาะ

ระหวางชนิดของรากับชนิดของพืชที่มีสงเสริมซึ่งกันและกันทางพันธุกรรม   ซึ่งการจําเพาะกันใน

ระดับของยีนมักกอใหเกิดโรครุนแรง  สวนราเอนโดไฟตจะไมกอใหเกิดโรคกับพืชเมื่ออาศัยอยู

ภายในเนื้อเยื่อพืช (Fisher และ Petrini, 1992)  ดังนั้นจนถึงปจจุบันนี้ยังคงไมทราบเหตุผลที่แนชัด

ของความหลากหลายของราอิงอาศัยหรือราที่อาศัยอยูรวมกันกับพืชแบบพึ่งพาอาศัยซึ่งกันและกัน 

และรูปแบบการอยูรวมกันที่แนนอนระหวางรากับพืชเมื่ออาศัยอยูดวยกัน แตในสวนของราเอนโด

ไฟตจะมีลักษณะพิเศษเฉพาะ คือ จะมรีะยะการเจริญภายในพืชแตไมแสดงอาการของโรคใหเห็น

และสามารถอยูรวมกับพืชไดหลากหลายรูปแบบ  เชน  แบบอิงอาศัย  ผูยอยสลาย   แอบแฝง

กอใหเกิดโรคหรืออยูรวมกับพืชแบบปกปองพึ่งพาอาศัยซึ่งกันและกัน (protective mutualism) 

ราเอนโดไฟตอาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชเกือบทุกชนิดและพบอาศัยอยูทุกหนทุกแหงทั้งในพืช

เขตอบอุน (Scott, 2001) เขตรอน (Rodrigues, 1996;  Penna, 2000) หรือแมแตพืชที่อาศัยอยูใน

ทะเลทราย (Bill, 1994)  นอกจากนี้พบวาราและพืชสวนใหญมีความสัมพันธในการอยูรวมกันแบบ

พึ่งพาอาศัยซึ่งกันและกัน  ซึ่งความสัมพันธดังกลาวอาจเกิดขึ้นตั้งแตพืชเร่ิมเกิดขึ้นบนพื้นดิน  หรือ

บางทีราเอนโดไฟตและพืชอาจมีการใชชีวิตและมีความเปนมารวมกันอยางใกลชิด จนถึงปจจุบันน้ี

ความสําคัญของการอยูรวมกันของราเอนโดไฟตและพืชยังคงอยูนอกเหนือความเขาใจเกี่ยวกับ

ประโยชนและคุณคาของการอาศัยอยูของราเอนโดไฟตภายในเนื้อเยื่อพืช แตมีการสันนิษฐานวา

ราเอนโดไฟตมีวิวัฒนาการมาจากรากอโรคในพืชซ่ึงมีชวงชีวิตของการแอบแฝงอยูภายในพืช

ยาวนานมากจึงทําใหความรุนแรงในการกอใหเกิดโรคกับพืชลดลง (Kuldau และคณะ, 1997)  

และดวยลักษณะการอาศัยอยูภายในพืชของราเอนโดไฟตที่ไมแสดงอาการของโรคใหเห็นแสดงให

เห็นวาพืชเปนตัวกลางในการควบคุมความสัมพันธการแขงขันระหวางกันของการเกิดโคโลนีของรา
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เอนโดไฟตที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช   ซึ่งเปนรูปแบบทั่วไปทางวิวัฒนาการของรากอโรค 

(Redman และคณะ, 2001)   เกือบทั้งหมดของราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในไมยืนตนมีความสมัพนัธ

ใกลชิดกับรากอโรคในพืชและมีความสัมพันธแบบพึงพาอาศัยซึ่งกันและกัน (Sieber, 2007)  

ดังนั้นถาราเอนโดไฟตและไมยืนตนมีความสัมพันธคลายคลึงกับไมคอรไรซา (mycorrhiza)  ไล

เคน (lichen) และราในกลุม clavicipitaceus  ในพืชตระกูลหญา ดังนั้นราเอนโดไฟตอาจไปมีผล

ทําใหพืชทนตอสภาวะความเครียดตาง ๆทั้งที่เกิดจากทางกายภาพและชีวภาพ (Clay, 1991; 

Rygiewicz และคณะ, 1994)  ถาเปนเชนนั้นจริงราเอนโดไฟตจึงเปนเหมือนตัวชวยในการ

ขับเคลื่อนใหเกิดวิวัฒนาการของพืช  (Kuldau และคณะ, 1997) เชน  ตัวอยางจากการศึกษา

หนาที่ของราเอนโดไฟตในการสงเสริมกลไกทางชีวภาพของพืช  พบราเอนโดไฟตบางชนิดเมื่อ

อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชจะชวยลดผลกระทบที่เกิดขึ้นกับพืชทั้งทางตรงและทางออม  เชน ราเอนโด

ไฟต  Curvularia sp. เมื่ออาศัยอยูในพืชบางชนิดที่ขึ้นอยูบริเวณภูเขาไฟทําใหพชืชนิดนั้นสามารถ

มีชีวิตรอดอยูไดในดินที่มีอุณหภูมิสูงถึง 50 องศาเซลเซียส  (Redman และคณะ, 2002)  ราเอนโด

ไฟตบางชนิดเมื่ออาศัยอยูรวมกันกับพืชจะชวยสงเสริมเกี่ยวกับการดูดซับสารอาหารของพืชทําให

พืชสามารถทนทานตอสภาวะแหงแลง โดยราพยายามดูดซับสารอาหารเอาไวและปลดปลอย

ออกมาใหแกพืชทีละนอย  แตยิ่งไปกวานั้นคือมีผลในการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ของใบพืชซ่ึงจะเปนการชวยชวยลดการคายน้ําของพืช   และหากมีภาวะกดดันจากโลหะหนักรา

เอนโดไฟตก็ยังสามารถปกปองพืชโดยจํากัดปริมาณการขนสงโลหะหนักของพืชและจะเก็บสะสม

โลหะหนักไวภายในเนื้อเยื่อของพืช (Ligrone และคณะ, 1993) นอกจากนี้ราเอนโดไฟตยังชวย

สงเสริมใหเกิดการเจริญเติบโตในพืช โดยการสรางฮอรโมน และเอนไซม  (Ernst  และคณะ,  

2003)  ซึ่งพบในพืชตระกูลหญา (Latch  และคณะ, 1985 ; Clay, 1987) และไมลมลุก   ราเอนโด

ไฟตบางชนิดยังสามารถสรางสารกลุมอัลคาลอยล ซึ่งเปนพิษตอแมลงจึงชวยปกปองพืชจากการ

กัดแทะของแมลงและสัตวกินพืช (Schardl และ Phillips,1997)  ในไมยืนตนก็เชนเดียวกันราเอน

โดไฟตอาจมีหนาที่เฉพาะในการปกปองพืชจากเชื้อกอโรคเชนเดียวกับในพืชตระกูลหญา ( Miller  

และคณะ, 2002)    แตทั้งนี้ขอบเขตและหนาที่ของราเอนโดไฟตในไมยืนตนยังไมทราบแนชัด แตมี

การตั้งขอสันนิษฐานวาอาจขึ้นอยูกับความหลากหลายของชนิดของราและพืชในบริเวณนั้นๆ 

ในทางนิเวศวิทยาแบงราเอนโดไฟตไดเปน  2 กลุม ดังนี้ 
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2.2.1 Clavicipitaceous grass endophyte    
 

Clavicipitaceous grass endophyte  คือ ราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในหญาซึ่งเปนราใน

วงศ  Clavicipitaceae  การคนพบราเอนโดไฟตในกลุมนี้  เร่ิมจากการพบราในเมล็ดหญา   

Lolium  tumulentum  L. โดย Vogl  ใน ป ค.ศ.1989  ซึ่งหญาชนิดนี้เปนวัชพืชที่เจริญในแปลง

เพาะปลูก  นับจากนั้นจึงมีรายงานการศึกษาทําใหทราบวาราในกลุมนี้มีแหลงอาศัยอยูในพืช

ตระกูลหญาอีกหลายชนิด  ไดแก หญาตระกูล  Poaceae  เชน หญาแหวหมู (Sedge)  หญา

ตระกูล Cryperaceae   และหญาตระกูล Jancaceae  ที่เปนสกุล (genus) ที่สําคัญ  ราเอนโด

ไฟตในกลุม  Calvicipitaceous ที่สําคัญ  คือ  Epiclhoe spp. มีการศึกษามากมายเกี่ยวกับ

ความสัมพันธของ Epichloe sp. กับพืชตระกูลหญา พบวามีความสัมพันธแบบตางฝายตางได

ประโยชน (symbiotic) กับพืชตระกูลหญา มีระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ (teleomorph) แสดง

ดังภาพที่  2.1  ซึ่งราอาศัยอยูในทุกสวนของตนพืชยกเวนดอก (vegetative phases) และแสดงให

เห็นลักษณะการสรางแอสโคสปอร (ascospore) บริเวณที่วางระหวางปลองของใบ  ปลอกใบ และ

ตาของพืชในระยะ vegetative phases (Scott ,  2001)  การแพรกระจายของแอสโคสปอรใน

ระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ (teleomorphic) ของ Epichloe ในสิ่งแวดลอมเปนแบบแนวราบ 

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

 
   
               

   
 
 
 
รูปที่ 2.1      (a) แสดงราเอนโดไฟต  Epiclhoe sp. ระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ          

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

       (b) แสดงเสนใยราเอนโดไฟต Epiclhoe sp. ในเนื้อเยื่อหญา tall fescue 

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

 

a b 
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รูปที่ 2.2   แสดง การกระจายตัวในสภาพแวดลอมของราเอนโดไฟตโดยอาศัยการสรางสปอรทั้ง

แบบอาศัยเพศและไมอาศัยเพศ (Saikkonen และคณะ, 2004) 

 

Neotyphodium spp. เปนราที่พบวามีระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ (anamorphic)  

ที่มีลักษณะ แสดงดังภาพที่ 2.3 โดยมีรูปแบบการอยูรวมกันกับหญาแบบพึ่งพาอาศัยกัน แตไม

ปรากฏลักษณะของโครงสรางราที่ปรากฏใหเห็นภายนอกตนพืช ซึ่งแตกตางกับ Epichloe sp.ที่มี

ระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ ในป ค.ศ.1998 Newsham และคณะ  ศึกษาสาเหตุการเจริญ

ลดลงของหญาตระกูล Lolium perenne  ภายใตแสงยูวี (UV-B) พบมีราเอนโดไฟต 

Neotyphodium spp. อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อซึ่งเปนสาเหตุทําใหหญามีการเจริญเติบโตลดลง 

และจากการศึกษาพบวาราเอนโดไฟต Neotyphodium spp. มีการแพรกระจายในสิ่งแวดลอมใน

แนวดิ่ง (verticall transmission) แสดงดังภาพที่ 2.4 โดยราจะอาศัยอยูในเมล็ดของหญาเมื่อเมล็ด

หญาเจริญเปนหญาตนใหมราก็จะเจริญพรอมกับการงอกของเมล็ดหญาแพรไปอยูตามสวนตาง ๆ 

ของตนพืช   
   
  

 

 

 

 

                            

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

รูปที่ 2.3     (a) Conidium  (b) เสนใยรา Neotyphodium sp. อาศัยอยูในเนื้อเยื่อใบของหญา  

       (c)  ลักษณะเสนใยรา Neotyphodium sp. อาศัยอยูในเซลลของใบหญา 

a b c 
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                       www.grasslanz.com/content/endophytes.htm 
 
รูปที่ 2.4 แสดงวงจรชีวิตราเอนโดไฟตแพรกระจายในสภาพแวดลอมในแนวดิ่ง  โดยราอาศยัอยูใน

เมล็ดของพืชตระกูลหญาและจะเจริญพรอมกับการงอกของเมล็ด เมื่อเมล็ดพืชงอกเปนตนหญารา

จะเจริญอยูทุกสวนของตนหญา ยกเวนสวนของราก 
 
2.1.2. Non-Clavicipitaceous grass endophyte  

 
 Non-Clavicipitaceous grass endophyte คือ ราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อไมยืน

ตนหรือไมพุม   แตไมพบวาอาศัยอยูในพืชตระกูลหญาหรือเปนกลุมราที่ไมไดอยูในวงศ 

Clavicipitaceae  ราเอนโดไฟตในพืชตระกูลหญาเปนที่ รูจักกันมานานกวา 70 ป แลวแต

การศึกษาราเอนโดไฟตในไมยืนตนและไมพุมเพิ่งเริ่มศึกษาและใหความสนใจอยางจริงจังเมื่อ

ประมาณ 20 ป ที่ผานมา  โดยเริ่มศึกษาจากตนสนในแถบยุโรป  หลังจากนั้นมีรายงานการ

รวบรวมรายชื่อพืชที่พบมีราเอนโดไฟตอาศัยอยู ไดแก ไมพวกจิมโนเสปรม (gymnosperm) และ

แองจิโอเสปรม (angiosperm)  นอกจากนี้พบวาราเอนโดไฟตที่พบในไมยืนตนมีความหลากหลาย

ทางชีวภาพสูงมาก  ราเอนโดไฟตที่พบในไมยืนตนและไมพุมจะมีระบบการสืบพันธุและ

แพรกระจายเชื้อในส่ิงแวดลอมโดยอาศัยการสรางสปอร  ซึ่งมีการสรางสปอรทั้งแบบอาศัยเพศ 

(sexual state) และไมอาศัยเพศ (asexual state) (Saikkonen และคณะ, 2004)    
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2.3 การแพรกระจายของราเอนโดไฟตในไมยืนตน  
 

ในชวงหลายปที่ผานมาไดมีการแยกราเอนโดไฟตในพืชหลายชนิด ทั้งในเขตรอนชื้น 

(tropical)  เขตอบอุน (temperate zone)  และบริเวณใกลกับเขตรอน (subtropical)  สามารถพบ

ราเอนโดไฟตไดในพืชทุกดิวิชั่น (Division) ตั้งแต สาหราย   มอส  เฟรน ไลเคน  ไปจนถึงพืชใบ

เล้ียงคู     (Arnold,  2000 )  ราเอนโดไฟตท่ีพบในไมยืนตนประกอบดวยราในไฟลัม (phylum) 

Ascomycotina Basidiomycota Deuteromycota  และ  Oomycetes (Petrini, 1991)  การ

แพรกระจายของราเอนโดไฟตในพืชยืนตนโดยทั่วไป  ยกเวนพืชตระกูลหญา และมีรูปแบบการ

กระจายตัวในแนวราบจึงมีขอบเขตของการแพรกระจายกวางมากซึ่งอาศัยการแพรโดยลม ฝน 

และแมลง  ดังนั้นจํานวนชนิดของราเอนโดไฟตจึงมีความหลากหลายสูงมากโดยเฉพาะในเนื้อเยื่อ

ของพืช   แตจากการศึกษาชนิดของราที่อาศัยอยูในพืชกลบัพบราชนิดใหมนอยลง  แสดงใหเห็นวา

การกระจายตัวของราในพื้นที่ใหมๆที่ทําการศึกษาเปนราชนิดที่รูจักกันเปนอยางดี แมวาราเอนโด

ไฟตที่พบจะมีความหลากหลายสูง แตก็ยังเปนสวนนอยเมื่อเทียบกับพืชที่นํามาศึกษา ดังนัน้ราเอน

โดไฟตที่คัดแยกไดอาจเปนตัวแทนจํานวนจริง ๆ ของราที่ไมสามารถพบได (Arnold  และคณะ, 

2000)  ดังนั้นการตรวจสอบหาราเอนโดไฟตอยางสม่ําเสมอในพืชจึงเปนวิธีที่ดีสําหรับการศึกษา

ความถี่ของการเกิดราเอนโดไฟตชนิดใหมๆ   

การศึกษาราเอนโดไฟตในพืชไดรับความสนใจมานานแลวในการคัดแยกราเอนโดไฟตจาก

พืชในเขตอบอุน โดยขอมูลสวนใหญเกี่ยวกับราเอนโดไฟตมีรายงานทางตอนเหนือของยุโรป และ 

นิวซีแลนด ( Azevedo, 2000)  เชน จากการศึกษาคัดแยกราเอนโดไฟตจากกิ่งของพืชหลายชนิด

แถบยุโรป  เชน  Carpinus  betulusn L.  Picia  abies (L.) Karst. Quercus  robur L.  Fagus  

sylvatica  L. พบราเอนโดไฟตสกุลสําคัญ ดังนี้ คือ Mollisia spp.  Pezicula spp.  

Phialocephara spp. Phomopsis spp. Verticicladium trifidum   และราบางสกุลในวงศ 

Xylariaceae  ราเอนโดไฟต Mollisia cineria  พบไดมากในพืช  Carpinus  betulusn      ราเอนโด

ไฟตสกุล Pezicula sp. Cryptosporiopsis-anamorphs phomopsis sp.   ราวงศ  Xylariaceae  

เปนราเอนโดไฟตที่สามารถพบไดในพืชเขตอบอุนหลายชนิด  (Kowalski และ Kehr, 1997)   

ในชวง 20 ป ที่ผานไดมีผูสนใจศึกษาคัดแยกราเอนโดไฟตในพืชเขตรอนหลายชนิด  พบวาทั้ง

จํานวนและชนิดของราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในพืชเขตรอนมีความหลากหลายสูงมาก จากรายงาน

การศึกษาราเอนโดไฟตทั้งในพืชเขตอบอุน  

เขตรอน และบริเวณใกลกับเขตรอน พบวายังคงมีราเอนโดไฟตอีกหลายชนิดไมสามารถจัดจําแนก

ได  
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( Azevedo, 2000) นั่นเปนเพราะวามีราเอนโดไฟตชนิดใหมอาศัยอยูในพืช ซึ่งแสดงใหเห็นวารา

เอนโดไฟตเปนสวนประกอบที่สําคัญของความหลากหลายของจุลินทรียเอนโดไฟตทั้งหมดที่มีอยู

ในธรรมชาติ   
 
2.4   ความสัมพันธของราเอนโดไฟตกับพืชเขตรอน  
 

จากรายงานการศึกษาราเอนโดไฟตในปาเขตรอนราเอนโดไฟตมักพบไดทุกสวนของ

เนื้อเยื่อพืช เชน เมล็ด  รังไข (Siegel และ Latch, 1987)  ผล (Schena และคณะ, 2003)  ลําตน 

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

(Sturz  และคณะ, 1999)  ตา (Ragazzi และคณะ, 1999)  ทอลําเลียง (Hoff และคณะ, 2004)  

กาน (Rodrigue และ  Samuls,  2005)  เปลือก ( Raviraja, 2005)  ปจจุบันมีการยอมรับวาจะไม

มีพืชชนิดใดที่ไมมี 

จุลินทรียเอนโดไฟตอาศัยอยูเลย ปาเขตรอนมีความอุดมสมบูรณของทรัพยากรธรรมชาติสูงมาก 

ทั้ง สัตวปา  พรรณไม  และความหลากหลายของจุลินทรียเอนโดไฟต โดยเฉพาะราเอนโดไฟต  แต

ปจจุบันนี้มีขอมูลนอยมากเกี่ยวกับประโยชนและความสัมพันธุของราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในพืช

เขตรอน  ดังนั้นจึงมีการเสนอความคิดเหน็หลากหลายเกี่ยวกับรูปแบบของการดํารงชีวิตของราเอน

โดไฟตในพืช แตที่ไดรับการยอมรับมากที่สุดคือ ทฤษฎีวิวัฒนาการการอยูรวมกัน (Carroll, 1998)  

จากการศึกษาของ Hawksworth ในป ค.ศ. 1991 และ ป ค.ศ. 2001 ไดใหการยอมรับวาปาเขต

รอนมีความหลากหลายของราสูงมาก  แตทั้งนี้ยังไมทราบถึงจํานวนที่แนชัดของระดับความ

หลากหลายที่แทจริงของราขนาดเล็ก (macro fungi)  Gilbert, และคณะ (2002)  ไดทําการสํารวจ

ราขนาดใหญ (macrofungi) ในปาเขตรอนจากขอมูลแสดงใหเห็นวาความหลากหลายของราที่พบ

ในปาเขตรอนมีจํานวนเพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับขอมูลที่มีอยูจากการศึกษาของ May, ในป ค.ศ 1991   

และจากรายงานการศึกษาอื่นๆชี้ใหเห็นเชนเดียวกันวาราที่แอบแฝง (cryptic microfungi) ในปา

เขตรอนก็มีความหลากหลายสูงดวยเชนเดียวกัน  ซึ่งประกอบดวยกลุมราที่เปนผูยอยสลาย 

(Lodge, 1997; Frohlich  และ Hyde, 1999;  Aptroot, 2001)  รากอโรค (Shivas และ Hyde, 

1997)  และราเอนโดไฟตที่มีความสัมพันธกับพืช (Lodge และคณะ, 1996)  ทั้งนี้ราเอนโดไฟตที่

อาศัยอยูในพืชเขตรอนอาจเปนตัวแทนของราในชั้น (order)  ตางๆ ซึ่งมีความหลากหลายมากกวา

เมื่อเทียบกับราเอนโดไฟตที่พบในพืชเขตอบอุน (Dreyfuss และ Chapela,1994) มีการคัดแยกรา

เอนโดไฟตในพืชหลายชนิดซึ่งมีถิ่นอาศัยอยูในสภาพแวดลอมที่ตางกัน เชน  ทุงหญา ปาไม ปา

ชายเลน และแปลงเพาะปลูกสําหรับทําการเกษตร ซึ่งการสํารวจหาราเอนโดไฟตดังกลาวแสดงให

เห็นถึงระดับความจําเพาะตอชนิดของพืชในแตละพื้นที่ จากการศึกษาพบวาราเอนโฟตบางชนิด
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สามารถพบไดในพืชหลากหลายชนิด(Isaac,1992; Azevedo, 1998)  ซึ่งจํานวนความหลากหลาย

ของราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในพืชแตละชนิดอาจเกิดจากปจจัยดังตอไปนี้ เชน  สวนตางๆพืช  อายุ

ของเนื้อเยื่อพืช  ฤดูกาลในแตป   และลักษณะจีโนไทดของพืชแตละชนิด  นอกจากนี้ระดับของ

ความหลากหลายของจุลินทรียเอนโดไฟตในปาเขตรอนอาจข้ึนอยูกับความหลากหลายทาง

นิเวศวิทยาทางอนุกรมวิธานของพืช ความสัมพันธทางธรรมชาติของราเอนโดไฟตกับพืชในปาเขต

รอน  และวิวัฒนาการของการอาศัยอยูรวมกัน ไดมีผูสนใจศึกษาราเอนโดไฟตในพืชเขตรอนหลาย

วงศดวยกัน ตัวอยาง เชน 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

มากที่สุดและพบในพืชเขตรอนเกือบทุกชนิด (Rodrigues, 1991 และ Rodrigues และ Samules, 

1992 และ Rodrigues และ Petrini, 1997)  ในป ค.ศ. 1994 Rodrigues คัดแยกราเอนโดไฟตจาก

ใบปาลม Euterpe oleracea บริเวณปาเขตรอนในประเทศบราซิล พบราเอนโดไฟตในวงศ  

Xylaria 15 ชนิด จากจํานวนสกุลราเอนโดไฟตที่แยกไดทั้งสิ้น 21 สกุล  Xylaria cubenis เปนรา

เอนโดไฟตในสกุล Xylaria ที่พบมากที่สุดในใบปาลม E. oleracea  และ Licuala ramsayi 

(Rodrigues และ Samuels,1990)   และจากการศึกษายังพบราเอนโดไฟต  Xylaria ในพืชเขตรอน

อีกหลายชนิด  เชน Stylosanthes (Leguminosae) (Pereira  และคณะ, 1993)  Manilkara 

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

(Heliconiaceae) (Bills และ Polishook, 1994)  นอกจากนี้ยังพบราเอนโดไฟตสกุลอ่ืนซึ่งเปนรา

เอนโดไฟตในกลุมของรากอโรค เชน Colletotrichum, Idriella, Phoma, Phomopis, และ 

Phyllosticta (Rodrigues  และ Petrini, 1997)  ราเอนโดไฟตในกลุมผูยอยสลายที่สําคัญ  ไดแก  

Cladosporium herbarum, Aureobasidium pullulans และ  Alternaria aiternata (Rodrigues  

และ Petrini, 1997)   ตัวอยางราเอนโดไฟตอ่ืนๆที่คัดแยกไดจากพืชเขตรอนชนิดตางๆไดสรุปและ

แสดงไวดังใน  ตารางที่ 2.1 ( Azevedo และ Araujo, 2001) 
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ตารางที่ 2.1 แสดงชนิดราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชเขตรอนชนิดตางๆ 
 
ชนิดฃองพืช ราเอนโดไฟตที่พบ 

 
เอกสารอางอิง 

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 (ตอ) แสดงชนิดราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชเขตรอนชนิดตางๆ 
 
ชนิดของพืช ราเอนโดไฟตที่พบ 

 
เอกสารอางอิง 

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 (ตอ) แสดงชนิดราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชเขตรอนชนิดตางๆ 

 

ชนิดของพืช ราเอนโดไฟตที่พบ 
 

เอกสารอางอิง 

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 (ตอ) แสดงชนิดราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชเขตรอนชนิดตางๆ  
 
ชนิดของพืช ราเอนโดไฟตที่พบ 

 
เอกสารอางอิง 

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 (ตอ) แสดงชนิดราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชเขตรอนชนิดตางๆ 
 

ชนิดของพืช 
ราเอนโดไฟตที่พบ 
 

เอกสารอางอิง 

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 
 

จุลินทรียเอนโดไฟตมีความหลากหลายทางพันธุกรรมและเปนแหลงสําคัญของสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม ๆ  การคนพบจุลินทรียเอนโดไฟตและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมีเพิ่มขึ้น

เร่ือย ๆ อยางมีนัยสําคัญ  โดยปกติราเอนโดไฟตสายพันธุหนึ่ง ๆ สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพจํานวนมาก  สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีรายงานวาถูกสรางโดยราเอนโดไฟต เชน สาร

ยับยั้งแบคทีเรีย  สารยับยั้งรากอโรค  สารกดภูมิคุมกัน  สารยับยั้งเซลลมะเร็ง  สารตานอนุมูล

อิสระ  และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดอื่น ๆ อีกมากมาย  ซึ่งในที่นี้จะขอกลาวเฉพาะตัวอยาง

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สรางจากราเอนโดไฟตเทานั้น จํานวนของสารทุติยภูมิที่ราเอนโดไฟต

สรางขึ้นมีจํานวนมากกวาสารทุติยภูมิที่สรางโดยจุลินทรียเอนโดไฟตชนิดอ่ืน ๆ ซึ่งบางที่อาจเปน

เพราะความถี่ของการเกิดโคโลนีของราเอนโดไฟตที่สามรถแยกไดจากพืชมีความถี่สูงมากกวาจุลิ

นทรียเอนโดไฟตชนิดอื่น ๆ นอกจากนี้สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตจากราเอนโดไฟตมีฤทธิ์

หลากหลาย และสามารถแบงออกไดหลายประเภท  เชน อัลคาลอยด (alkaloids)  เสตียรรอย 

(steroids)  เทอรปนอย (terpenoids) ไอโซโครมารีน (isocoumarins)  ควิโนน (quinones)  ฟนิล

โพรพานอยย (phenylpropanoids)  ลิกแนน (lignans)  ฟนอล (phenol)  กรดฟโนลิก (phenolic  

acid) สารอัลลิฟาติก (aliphatic metabolites) แลคโตน (lactones)  และกลุมสารอื่นๆอีกมากมาย  

ในปจจุบันการคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมๆ เพื่อนํามาประยุกตใชในดานเภสัชกรรม

และทางการเกษตรกรรมมีการพัฒนาอยางมากและตอเนื่องไดมีการสนใจนําผลิตภัณฑทาง

ธรรมชาติมาใชเพื่อแกปญหาการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อจุลินทรียที่เพิ่มมากขึ้น  ราเอนโดไฟตเปน

อีกแหลงสําคัญอีกแหลงหนึ่งสําหรับคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมๆที่ดีและมี

ประสิทธิภาพ  เนื่องจากเคยมีรายงานการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมจากราเอนโด

ไฟตอยางตอเนื่อง  และจากการศึกษาถึงฤทธิ์ทางชีวภาพของสารเมแทบอไลตทุติยภูมิจากราเอน

โดไฟต  พบวามีสารหลายชนิดที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่นาสนใจและสามารถนํามาพัฒนาเปนตัวยา

ชนิดใหมๆได  ตัวอยาง เชน 
 
2.5.1 สารตานเชื้อจุลินทรีย 
 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพราเอนโดไฟตแยกไดจากพืช 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 เปนผลิตภัณฑธรรมชาติที่สกัดไดจากน้ําหมักราเอนโดไฟต     Phomopsis 

sp. ZSU-H76 (Hung  และคณะ, 2008) 

    
 

รูปที่ 2.5 โครงสรางทางเคมขีอง phomopsin A(1) , B (2) และ C (3) 
 

 
 

รูปที่ 2.6 โครงสรางทางเคมขีอง cytosporone  B (4)  C (5) 
 

2.5.2 สารยับยั้งเซลลมะเร็ง (Anticancer Agents)  
 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพราเอนโดไฟตแยกไดจากพืช Quercus  variabilis สารที่แยกได 

คือ  penicidones  A-C (1-3)  (รูปที่ 2.7 )  มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง  เปนผลิตภัณฑ

ธรรมชาติที่สกัดไดจากน้ําหมักราเอนโดไฟต   Penicillium sp. (Ge  และคณะ, 2008) 
 

  
 

รูปที่ 2.7 โครงสรางทางเคมขีอง penicidones A-C (1-3) 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพราเอนโดไฟตแยกไดจากตนขาว สารที่แยกไดคือ  pyrrospirones A-B  

(รูปที่ 2.8 )  มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง myelocytic leukemia HL-60  เปนผลิตภัณฑ
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ธรรมชาติที่สกัดไดจากน้ําหมักราเอนโดไฟต    Neonectria ramularia. Wollow KS.246 (Shiono  

และคณะ, 2008) 

 

 
 

รูปที 2.8 โครงสรางทางเคมขีอง pyrrospirones A-B 
 

2.5.3 สารตานเชื้อไวรัส HIV (Anti-HIV activity) 
 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพราเอนโดไฟตแยกไดจาก Trewia nudiflora  สารที่แยกได คือ  

Phomoeuphorbins A-D (1-4) (รูปที่ 2.9 )  มีฤทธิ์ในการตานเชิ้อไวรัส HIV  เปนผลิตภัณฑ

ธรรมชาติที่สกัดไดจากการหมักแบบ  Solid -State  ของราเอนไฟต  Phomopsis  euphorbiae 

(Yu  และคณะ, 2008)  และสาร petalofisiols A-E (รูปที่ 2.10 ) แยกไดจากราเอนโดไฟต  

Pestalotiopsis  fisi  เปนผลิตภัณฑธรรมชติที่สกัดไดจากน้ําหมักของราเอนโดไฟต  (Liu  และ

คณะ, 2008) 

 

 
 

รูปที่ 2.9 โครงสรางทางเคมขีอง Phomoeuphorbins A-D (1-4) 
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รูปที่ 2.10 โครงสรางทางเคมีของ petalofisiols A-E 
 

2.5.4. สารตานเชื้อมาลาเรียและเริม (Anti-malarial  and  herpes virus) 
 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพราเอนโดไฟตแยกไดจากพืช Culophyllum sp.  สารที่แยกได คือ  

pullularins A-D (1-4) (รูปที่ 2.11 )  มีฤทธิ์ในการตานเชิ้อมาลาเรีย และไวรัส HSV-1  เปน

ผลิตภัณฑธรรมชติที่สกัดไดจากน้ําหมัก  ของราเอนไฟต Pullularia sp. (Isaka   และคณะ, 2007)  

  

 
 

รูปที่ 2.11  โครงสรางทางเคมีของ pullularins A-D 
 
2.6 ราเอนโดไฟตในพืชวงศปาลม    

 

ปาลมเปนพืชโบราณประเภท พืชใบเลี้ยงเดี่ยว (monocotyledon) มีอยูประมาณ 28,000 

ชนิด  มีความหลากหลายทางสัณฐานวิทยามากกวาพืชใบเลี้ยงเดี่ยววงศ อ่ืน ๆปาลมที่มี

ความสัมพันธใกลชนิดกันมักมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาคลายคลึงกัน  สวนใหญพบในแถบรอน

ชื้น และบริเวณใกลกับเขตรอน สวนในเขตอบอุนพบเพียงไมกี่ชนิด และไมพบปาลมในแถบแหง

แลง เชน ทะเลทราย  ยกเวนบริเวณที่มีแองน้ําขนาดใหญ  ราสวนใหญจึงมีความสัมพันธกับปาลม

เพราะบริเวณเขตรอนมีความชื้นคอนขางสูง สภาพอากาศเหมาะกับการเจริญของรา โดยทั่วไป

มักจะแบงพืชในวงศปาลมเปน  3  กลุมใหญ  โดยอาศัยลักษณะของซับสเตรต  (substrate type) 
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กลุมราขนาดเล็ก (microfungi) พบเพียงสวนนอยที่อาศัยอยูในลําตนของปาลม  สวนใหญเปน

กลุมราขนาดใหญ (macrofungi) โดยเฉพาะราในไฟลัม Ascomycota (Carroll, 1998) ราเอนโด

ไฟตหลายชนิดมักพบอยูในบริเวณ กานใบ (petiole)   และกานทางใบ (rachis) ( Hyde, 1990b 

และ 1994)  สวนในบริเวณเนื้อเยื่อของใบปาลมเปนแหลงหนึ่งที่พบวามีความหลากหลายของรา

เอนโดไฟตหลายชนิด  สวนใหญเปนกลุมของราเอนโดไฟตที่มีความแตกตางกัน  เชน กลุมรากอ

โรค Colletotrichum  gloeosporioides   Fusarium oxysporum Fusarium semitectum  

Lasisodiplodia theobromae Pestalotiopsis palmarum และ Ustulina deusta  ซึ่งคัดแยกได

จากใบปาลม E. oleracea  (Rodrigues และ Samuels, 1990) และกลุมราที่เปนผูยอยสลายวงศ 

Xylariaceae  ซึ่งพบอาศัยอยูในเนื้อเยื่อของใบปาลมที่สุด โดยเฉพาะราเอนโดไฟต  Xylaria 

cubensis (Rodrigues, 1984 ; 1990 และ 1992)  ทั้งนี้  กานใบ กานทางใบ และ ใบ อาจเปน

แหลงของซับสเตรท (substrate) ที่มีความอุดมสมบูรณในการเกื้อหนุนใหเกิดความหลากหลาย

ของราชนิดตางๆ มีราเอนโดไฟตจํานวนนอยมากที่มีการบันทึกวามาจากสวนของลําตน  สวนใหญ

มีรายงานการพบราในสวนของใบปาลม (Rodrigues และ Samuels, 1990; Rodrigues,  1994; 

Rodrigues และ Samuels,1992) ปาลมสวนใหญเจริญอยูในเขตรอน  แตเปนที่นาแปลกใจที่มี

การบันทึกวา 30 เปอรเซ็นต  ของราชนิดใหมพบทางตอนใตของยุโรปซึ่งสะทอนใหเห็นวามี

การศึกษาราเอนโดไฟตจากปาลมในเขตรอนนอยมาก    

  ในป ค.ศ. 1994 มีรา 1580 ชนิด ไดรับการบันทึกวาเปนราที่พบอาศัยอยูในปาลม

ประกอบดวยราในไฟลัม Ascomycota 650 ชนิด  Basidiomycota 270 ชนิด และ 

Deuteromycota  660 ชนิด  นอกจากนี้ไดมีการสํารวจราในปาลมอีกหลายชนิด พบราประมาณ 

75 เปอรเซ็นตที่ไดจากวงศปาลม  ( Hyde และคณะ, 2000a) โดยราสกุลสําคัญที่พบอาศัยอยูใน

ปาลมสวนใหญเปนราในกลุม   Xylariaceous โดยเฉพาะราในสกุล Xylaria    Xylariaceae เปน

ราวงศใหญ (family) ประกอบดวยราประมาณ 40 สกุล  (Ju และ  Rogers,  1996) หนาที่หลกัของ

รา Xylariaceous ในระบบนิเวศนคือทําหนาที่เปนผูยอยสลายเน้ือไมในพืชจําพวกแองจิโอเสปรม 

และมีรายงานวาราในกลุมนี้อีกหลายชนิดในสกุล Biscogniauxia  และ Rosellinia  เปนรากอโรค

ในพืช (Whalley, 1996; Edwards และคณะ, 2003;)   เปนราวงศที่สามารถพบเจอไดทั่วไปทั้งใน

เขตอบอุนและเขตรอน แตพบไดมากในบริเวณปาเขตรอน  

( Whalley,  1996)  และพบรา  Xylariaceous บางสกุลอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อของพืช โดยเฉพาะ

ในจีนัส Xylaria  เปนสกุลของราเอนโดไฟตที่สามารถพบไดมากในพืชเขตรอน โดยเฉพาะในพืช

สกุลปาลม (Rodrigues และ  Petrini,  1997)  นอกจากนี้ยังพบอาศัยอยูในพืชสกุลอ่ืนๆอีก เชน  

กลวยไม  และเฟรน  (Rodrigues,  1994) สวนใหญแพรกระจายในสิ่งแวดลอมโดยอาศัยการสราง

สปอรทั้งแบบอาศัยเพศและไมอาศัยเพศ (Bayman  และคณะ, 1998; Davis และคณะ, 2003)  
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แตมีรายงานวาสามารถแพรกระจายในแนวดิ่งโดยอาศัยอยูในเมล็ดของตนสนและเจริญพรอมกับ

การงอกของเมล็ดสน (Bayman และคณะ, 1988.)    หนาที่ของราเอนโดไฟตสกุล Xylaria  ที่อาศัย

อยูในเนื้อเยื่อพืชในสวนของลักษณะทางนิเวศวิทยาและหนาที่ของรากลุมนี้ยังไมทราบอยางแนชัด 

แตมีการคาดเดาวาอาจจะทําหนาที่ในการปกปองพืชจากจุลินทรียกอโรคและแมลงคลายกับรา

เอนโดไฟตในพืชตระกูลหญา (Rodrigues, 1997)  จากการศึกษาของ Whalley และ Edward ในป 

ค.ศ.  1987 พบวาราในวงศ Xylariaceae มีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได

หลากหลายชนิด ตัวอยางเชน สารยับยั้งรา อนุพันธของ Glucoside   xylarosides A และ B สราง

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

methylcoumarin สรางโดย Xylaria sp. YX-28 (Lui  และคณะ, 2008)  สารยับยั้งมะเร็งตับ

จําพวกอนุพันธของ tetralone ไดแก xylarol A และ B สรางโดย Xylaria hypoxylon  AT-028 ( 

Gu และ Ding, 2008)  และสารยับยั้งเซลลมะเร็ง  Cytochalasins  ผลิตจาก Xylaria  obovata  ( 

Dagne  และคณะ, 1994) 

 จากตัวอยางการรายงานการพบสารออกฤทธิ์ชนิดใหมในราเอนโดไฟตอยางตอเนื่องทําให

เปนที่นาสนใจวาสารใหมดังกลาวที่สรางโดยราเอนโดไฟตอาจเปนทางเลือกที่นาสนอีกทางหนึ่งใน

การนํามาใชประโยชนในการพัฒนาทางดานการแพทย และการเกษตรกรรมตอไป  ปาลมเปนพืช

วงศใหญสวนใหญมีการกระจายตัวและพบไดมากในเขตรอน ประเทศไทยเปนประเทศที่มีปาเขต

รอนกระจายตัวอยูเกือบทั่วประเทศ โดยเฉพาะทางภาคใตของประเทศ และดังไดกลาวขางตนแลว

มีรายงานการวิจัยมากมาย รายงานวาพืชวงศปาลมมีความหลากหลายของราเอนโดไฟตสูงมาก  

แตในประเทศไทยมีการศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ

ราที่อาศัยอยูในปาลมนอยมาก  ดังนั้นการศึกษาความหลากหลายและฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอน

โดไฟตที่อาศัยอยูในปาลม  อาจพบราเอนโดไฟตที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม

ที่มีประสิทธิภาพและสามารถนํามาพัฒนาประยุกตใชทางดานการแพทย  หรือทางเกษตรกรรม 
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Arenga  pinnata (Wurmb) Merrill.     (กาฉก ฉก ตาว) 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  2.12  แสดงลักษณะตัวอยางตนปาลม Arenga  pinnata ที่ใชศึกษาคัดแยกราเอนโดไฟต 

 

ชื่อวิทยาศาสตร : Arenga pinnata (Wurmb) Merrill. 

วงศ   : Palmae 

ชื่อสามัญ  : Sugar Palm 

ชื่ออื่น   : ตนตาว ตนตาว ตนชก ตนฉก ตนกาฉก  

ลักษณะ                        : ลักษณะลําตนตรงดิ่ง  ขนาดโตกวาตนตาล  ใบมีลักษณะ

เชนเดียวกับใบมะพราว แตโตและแข็งแรงกวา  

ถิ่นอาศัย  : ชอบข้ึนตามเชิงเขา บริเวณดินรวน อากาศชุมช้ืน 
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Borassodendron  machadonis (RIDLEY) BECC.  (ปาลมชางไห ชางรองไห) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  2.13  แสดงลักษณะตัวอยางตนปาลม Borassodendron machadonis  ที่ใชศึกษาคัดแยก 

ราเอนโดไฟต 

 

ชื่อวิทยาศาสตร : Borassodendron machadonis (RIDLEY) BECC.   

วงศ   : Palmae 

ชื่อสามัญ  : - 

ชื่ออื่น   : ชางรองไห ชางไห 

ลักษณะ                        : ใบรูปพัด (Fan leaf) ใบยอยแฉกลึกกวางมากประมาณ 1.20 

เมตร ทางใบยาวประมาณ 1.50 เมตร ตามขอบกานทางใบ ไมมี

หนามแตมีความคมมากเหมือนใบมีด 

ลักษณะทั่วไป  : เปนปาลมลําตนเดี่ยวไมแตกกอ ลําตนกลมสูง สูงไดถึง 9 เมตร  

ถิ่นอาศัย                       : ทางภาคใตของประเทศไทยและตอนเหนือของประเทศมาเลเซีย 

 

 

 



 

บทที่  3 
 

อุปกรณสารเคมีและวิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 อุปกรณ 
 

- ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) Memmert  รุน BE600  บริษัท Jebsen and Jebsen 

- ตูควบคุมอุณหภูมิภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด (CO2 incubator) Hepa 

Class 100 รุน 311  บริษัท Thermo electron corporation  

- ตูถายเชื้อ (laminar flow) CLEAN  รุน H1 บริษัท Lab Service Ltd, Part 

- หมอนึ่งความดัน (autoclave) TOMY รุน SS-325 บริษัท Tommy Seiko Co., Ltd. 

Tokyo, Japan 

- ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) Memmert รุน D06063 บริษัท Jebsen and Jessen, 

Germany 

- ตูอบความรอนแหง (hot air oven) Memmert  รุน UE600 บริษัท Jebsen and 

Jessen, Germany 

- กลองจุลทรรศนคอมพาวดไมโครสโคป (compound microscope) Olympus  รุน 

BX51  บริษัท Olympus optical Co.,Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนสเตอรริโอไมโครสโคป (stereo microscope) Olympus รุน SZ60 

บริษัท Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนหัวกลับ (inverted microscope) Olympus รุน CK2 บริษัท 

Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- เครื่องเขยา (shaker)  รุน innova 2100 บริษัท New Brunswick Scientific Co., 

Inc.Edison, USA 

- เครื่งระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) Eyela รุน N-100  

บริษัท Tokyo Rikakikai Co., Ltd. Japan 

- ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer)  ขนาด 0.0025 mm2 ยี่หอ Loptik Labor บริษัท 

Boeco 

- เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Authorized thermal cycler) รุน TP 600  บริษัท 

TaKaRa 
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- เครื่องปนเหวี่ยงขนาดเล็ก (micro centrifuge)  รุน CM-6010  บริษัท Hslangtai   

- เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (micro refrigerated centrifuge) Kubota  รุน 3700  

บริษัท Kubota Corporation, Tokyo Japan 

- เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน stratagene บริษัท Profuge 

- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง  (microplate reader)  รุน Elx 800  บริษัท Bio-tek 

instrument 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer)  อุณหภูมิ -80°C  รุน ULT 1786  บริษัท 

FORMA Scientific, USA 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) Sharp อุณหภูมิ -20°C   

- เครื่องปนผสม (Vortex mixer)  รุน VX-100 บริษัท Labnet International, Inc. 

- ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette)  P2 (0.1-2μl),  P10 (0.5-10μl),  

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

- ปเปตตทิป (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 

- หลอดเซนตริฟวจ ขนาด 15 มิลลิลิตร บริษัท Corning Incorporated, USA 

- ถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม (tissue culture plate 96 well)  ยี่หอ Corning  บริษัท 

Corning Incorporated, USA 

- ภาชนะเลี้ยงเซลล (tissue culture flask) ขนาด 25 ลูกบาศกเซนตเมตร ยี่หอ 

Corning  บริษัท Corning Incorporated, USA 

- ปเปตตแกว (seropipatte)  ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 

- เครื่องดูดจากปเปตต (Pipette aid)  ยี่หอ Drummond   

- หลอดเก็บเซลลแชแข็ง (cryotube)  บริษัท Corning Incorporation, USA 

- TLC aluminium sheet  รุน silica gel 60 F254  บริษัท Merck,  Germany 

 
3.2 สารเคมี 
 

- Beef extract 

- Yeast extract 

- Malt extract 



 28

- 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 สํารวจและเก็บตัวอยาง 
 

 เก็บตัวอยางใบปาลม 2 ชนิด คือ Arenga pinnata (Wurmb) Merrill.   และ 

Borassodendron machadonis (Ridley) Becc. โดยเลือกเก็บใบแกที่สมบูรณไมแสดงอาการติด

โรค  เก็บตัวอยางพืชแบบสุม ชนิดละ 5 ตน ตนละ 1 ใบ แตละตนหางกันประมาณ 200 เมตร  และ

สูงจากพื้นดินประมาณ 3 เมตร จากอุทยานแหงชาติเขาหลวง บริเวณน้ําตกทาแพ อําเภอชางกลาง 

จังหวัดนครศรีธรรมราช  ในชวงฤดูแลงเดือนเมษายน และชวงฤดูฝนเดือนธันวาคม  ในป พ.ศ.

2550  ตัดใบปาลมออกเปนชิ้นยาวประมาณ 50 เซนติเมตร  บรรจุในถุงพลาสติก  ทําการแยกรา

เอนโดไฟตจากใบพืชภายใน 12 ชั่วโมงหลังจากเก็บตัวอยาง 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3.1 แสดงตําแหนงและระยะหางของตนปาลมที่ใชคัดแยกราเอนโดไฟต 
 
 
 
 
 
 

200 

200 
200 

200 

ตนปาลมตนที่ 1 

ตนปาลมตนที่ 2  

ตนปาลมตนที่ 3 

ตนปาลมตนที่ 4 

ตนปาลมตนที่ 5 
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ภาพที่ 3.2  แสดงบริเวณการตัดชิ้นสวนของใบปาลมเพื่อนํามาคัดแยกราเอนโดไฟตในปาลม  A. 

pinnata  โดยแตละใบแบงออกเปน 3 สวน แตละสวนนําคัดเลือกเฉพาะ 1 ใบยอยและแตละใบ

ยอยสุมตัดออกเปน 10 ชิ้น  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3.3  แสดงบริเวณการตัดชิ้นสวนของใบปาลมเพื่อนํามาคัดแยกราเอนโดไฟตในปาลม  

B. machadonis โดยแตละใบแบงออกเปน 3 สวน และตัดสุมแตละสวนออกเปน 10 ชิ้น  
 
 
 
 

สวนโคนใบ

สวนกลาง

สวนปลาย

ลักษณะใบปาลมตัดแบง เปน 3 สวน 

สวนปลาย

สวนกลางใบ

สวนโคนใบ 

ใบปาลมยอยแตละสวนสุมตัด 10 ชิ้น 
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3.4  แยกราเอนโดไฟตใหบริสุทธ  
 

 แยกราเอนโดไฟตโดยใชเทคนิค surface sterilization  โดยนําตัวอยางใบปาลมมาลางทํา

ความสะอาดแลวตัดเปนชิ้นเล็ก ๆ บริเวณโคนใบ กลางใบ และปลายใบ บริเวณละ 10 ชิ้น  นํา

ชิ้นสวนใบพืชที่ตัดมาฆาเชื้อบริเวณผิวใบตามลําดับข้ันตอน ดังนี้ จุมช้ินสวนใบพืชลงในเอทานอล 

เขมขน 70% เปนเวลา 1 นาที  หลังจากนั้นจุมลงในสารละลายโซเดียมไฮโปรคลอไรดเขมขน 5%  

เปนเวลา 5 นาที  แลวจุมลงใน เอทานอลเขมขน 70% เปนเวลา 1 นาที  หลังจากนั้นลางชิน้สวนใบ

พืชดวยน้ํากลั่นผานการฆาเชื้อ 2 คร้ัง และซับใหแหงบนกระดาษที่ผานการฆาเชื้อ  นําตัวอยางใบ

พืชที่ผานการฆาเชื้อที่ผิวใบวางลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 1) ที่เติม streptomycin ปริมาณ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เพื่อยับยั้ง

การเจริญของแบคทีเรีย บมจานอาหารเลี้ยงเชื้อไวที่อุณหภูมิหองและสังเกตการงอกของราออกมา

จากเนื้อเยื่อของพืช เมื่อพบวามีเสนใยของราเอนโดไฟตเจริญออกมาจากเนื้อเยื่อพืช  เขี่ยสวน

ปลายของเสนใยรานําไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อบนจาน

อาหารเลี้ยงเชื้อภายใตกลองจุลทรรศน  และเก็บเชื้อบริสุทธิ์บนอาหารผิวเอียง PDA ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส  และในน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อที่อุณหภูมิหอง 

 
3.5 เก็บรักษาเชื้อบรสิุทธิ์ 
 

นําราเอนโดไฟตบริสุทธิ์ไปเล้ียงบนอาหารแข็ง PDA บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7-10 วัน  

ตัดชิ้นวุนที่มีเสนใยราเจริญอยูนําไปวางบนอาหารแข็งผิวเอียง PDA บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7-

14 วัน  เก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  วิธีนี้สามารถเก็บรักษาเชื้อไดนาน 2-3 เดือน  

การเก็บรักษาเชื้อเปนระยะเวลานานทําไดโดยเก็บในน้ําโดยตัดชิ้นวุนที่มีเสนใยราเจริญอยูเปนชิ้น

เล็กโดยใช cork borer เสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร แลวเก็บชิ้นวุนในน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อ 

และเก็บที่อุณหภูมหิองสามารถเก็บรักษาเชื้อไดนาน 6 เดือน ถึง 1 ป 
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3.6 ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟต 
 

3.6.1 การจัดจําแนกราเอนโดไฟต 
จําแนกราเอนโดไฟตในระดับสกุล (Genus) โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ของราโดยใชเทคนิค slide culture เพื่อศึกษาลักษณะของเสนใย และลักษณะโครงสรางสปอร 

เชน  การจัดเรียงตัวของสปอร  จํานวนสปอร  ลักษณะผิวสปอร  ภายใตกลองจุลทรรศน  และ

จําแนกชนิดของราตามวิธีของ Barnett และ Hunter, 1987   สาํหรับราเอนโดไฟตในสกุล  Xylaria  

จําแนกกลุมโดยเลี้ยงบนอาหารแข็ง 3 ชนิด คือ PDA  Malt Extract Agar (MEA) (ภาคผนวก ก 

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

วิทยาของราในสกุล Xylaria สามารถสราง stroma ในระหวางการเจริญ  จึงศึกษาลักษณะรูปทรง

และสีของ stroma   ตําแหนงการเจริญของ stroma บนอาหารเลี้ยงเชื้อ   นอกจากนี้ศึกษาลักษณะ

และสีของโคโลนี  และการสรางรงควัตถ ุ(pigment) ของรา 

 
3.6.2 การวิเคราะหทางสถิติ  (statiscal analysis)  

  คํานวณคา Colonization rate  คือ อัตราความถี่ของการเกิดโคโลนีราเอนโอไฟต

ของใบพืช และ  Isolation rate  คือ อัตราการแยกราเอนโดไฟตไดจากพืชตัวอยาง (Frohlich และ

คณะ, 2000) 

 

อัตราความถี่การเกิดโคโลนี (CR)  =      จํานวนชิ้นใบปาลมที่สามารถแยกราได  ≥ หนึ่งไอโซ

เลต 

                                                         จํานวนชิ้นใบปาลมทั้งหมดที่นํามาแยกราเอนโดไฟต 

 

 

อัตราการเกดิไอโซเลต (IR)  =            จํานวนราเอนโดไฟตที่สามารถแยกไดทั้งหมด 

                                      จํานวนชิ้นใบปาลมทั้งหมดที่นํามาแยกเชื้อ 

 

วิเคราะหความแตกตางทางสถิติของ Colonization  rate  และ  Isolation rate  ของราเอนโดไฟต

โดยโปรแกรม  SPSS  ตามปจจัยดังตอไปนี้ 

1. ฤดูกาล : ฤดูฝนและฤดูแลง 

2. ชนิดของใบปาลม : Agrena pinnatta  และ  Borassodendron  machadonis 
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3.7 การคนหาราเอนโดไฟตที่มีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ  
 
 3.7.1 เตรียมหัวเชื้อ 
  นําราเอนโดไฟตบริสุทธิ์จากอาหารผิวเอียง PDA ในขอ 3.5 มาเลี้ยงบนอาหาร

แข็ง PDA  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-14 วัน  ขึ้นอยูกับการเจริญของราแตละ 

ไอโซเลต 

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

100 มิลลิลิตร ในขวดทรงชมพู (Erlenmayer flask)  ขนาด 250 มิลลิลิตร  จากนั้นตัดชิ้นวุนที่มีรา

เจริญอยูที่เตรียมไดจากขอ 3.7.1 ดวย cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร จํานวน 5 

ชิ้น  ถายชิ้นวุนลงในอาหารเหลว PDB บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 วัน  จากนั้นกรองแยกเสน

ใยออกจากน้ําเลี้ยงเชื้อเพื่อนําแตละสวนไปสกัดดวยตัวทําละลายอินทรียตอไป  

 
 3.7.3 สกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใย 

สกัดน้ําเลี้ยงเชื้อจากขอ 3.7.2 ดวยเอททิลแอซิเตท (ethyl acetate)  โดยใช

ปริมาตรของเอททิลแอซิเตทตอปริมาตรของน้ําเลี้ยงเชื้อในอัตราสวน 1:1  เก็บสารสกัดในชั้น       

เอททิลแอซิเตทไว  ทําการสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อซ้ําดวยตัวทําละลายเดิมเพื่อเก็บสวนของสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพที่เหลืออยูในสวนของน้ําเลี้ยงเชื้อ  ในสวนของเสนใยรา  สกัดสารโดยบดเสนใยให

ละเอียดดวยโกรงบดยา  แลวสกัดดวยเอทิลแอซิเตทในอัตราสวนเสนใยเปยก 1 กรัมตอเอททิลแอซิ

เตท 4 มิลลิลิตร  แลวนําไปปนแยกตะกอนของเสนใยและเก็บสวนน้ําใสไว  นําสารสกัดสวนที่ได

จากน้ําเลี้ยงเชื้อผสมรวมกันกับสารสกัดที่ไดจากสวนของเสนใย จากนั้นทําการระเหยตัวทําละลาย

ภายใตระบบสุญญากาศดวยเครื่องระเหยแบบหมุน (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซีย

เซียส  หลังจากตัวทําละลายระเหยออกจนแหง  ละลายคราบของสารสกัดดวย 20 %(V/V) DMSO 

ปริมาตร 3  มิลลิลิตร  เก็บสารสกัดไวในหลอดไมโครทิวป  ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซียเซียส เพื่อ

นําไปทดสอบการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบ  และยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนุษยตอไป   
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3.7.4   ทดสอบความสามารถของสารสกัดในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 
  ทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโไฟต

โดยทดสอบกับจุลินทรีย 5 ชนิด คือ แบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิด ไดแก Bacillus cereus (ATCC 

6633 ) และ Staphylococcus aureus (ATCC 5169)  แบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด ไดแก 

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

ไดแก Candida  albicans (ATCC 7004) 

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

(ภาคผนวก ก หมายเลข 5) เพื่อใหเปนโคโลนีเดี่ยว บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง ใชลูป (loop) เขี่ยโคโลนีเดี่ยว 4-5 โคโลนี ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient broth (NB) 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 6) 5 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 - 8 ชั่วโมง 

หรือจนสังเกตเห็นวาหลอดเชื้อขุน ปรับความขุนของแบคทีเรียทดสอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ให

มีความขุนเทียบเทามาตรฐาน 0.5 McFarland (ภาคผนวก ข หมายเลข 2)  ซึ่งประกอบดวย 

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

อานคาจาก Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ใหมีคาความดูดกลืนแสงอยู

ในชวง 0.08 - 0.10  เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 108 CFU ตอมิลลิลิตร 

 
  3.7.4.2 การเตรียมยีสตทดสอบ 
   นํายีสตทดสอบขีดบนอาหาร Sabouraud dextrose agar (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 7)  เพื่อใหเปนโคโลนีเดี่ยวๆ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง  ใช

ลูปเขี่ยโคโลนีเดี่ยว ๆ ขนาดเสนผานศูนยกลางอยางนอย 1 มิลลิเมตร จํานวน 2-3 โคโลนี  ละลาย

ในสารละลาย 0.85% (w/v) NaCl ที่ฆาเชื้อแลว  ปรับความขุนของสารแขวนลอยยีสตใหมีความ

ขุนเทียบเทามาตรฐาน 0.5 McFarland หรือโดยอานคาจาก Spectrophotometer ที่ความยาว

คลื่น 530 นาโนเมตร ใหมีคาความดูดกลืนแสงอยูในชวง 0.08 - 0.10 เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 1x106 

– 3x106 CFU ตอมิลลิลิตร 

 

 

  

 



 35

3.7.4.3 ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 
   ทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากรา

เอนโดไฟตโดยวิธี  Agar well diffusion method (Murray และ Baron, 1999)  นําสารสกัดที่ได

จากขอ 3.7.3 มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยนําจุลินทรียทดสอบที่

เตรียมไวตามขอ 3.7.4.1 และ 3.7.4.2 มานับจํานวนจุลินทรียทดสอบโดยวิธนีับจํานวนโคโลนีบน

จานอาหารเลี้ยงเชื้อ (Plate count) ใหไดจํานวนของจุลินทรียทดสอบแสดงดังตารางที่ 3.1  

จากนั้นใชไมพันสําลีที่ฆาเชื้อแลว  จุมลงในหลอดสารแขวนลอยเชื้อ  บิดลําลีกับขางหลอดใหสําลี

เปยกพอหมาด ๆ ปายเชื้อทดสอบลงบนผิวหนาอาหารอาหาร Muller-Hinton Agar (ภาคผนวก ก 

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

(สําหรับยีสตทดสอบ)  เมื่อปายเชื้อทดสอบทั่วในลักษณะสามทิศทางแลวทิ้งไว 3-5 นาที เพื่อให

ผิวหนาของอาหารแหงจากนั้นใช cork borer เสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร ฆาเชื้อโดยใชเปลว

ไฟ เจาะลงบนอาหารแข็งแลวนําชิ้นวุนออก (ควบคุมใหหลุมที่เจาะมีปริมาตรเทากันโดยเตรียม

อาหารสําหรับทดสอบปริมาตร 15 มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลองนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  แลวนํามาเทลงในจานเลี้ยงเชื้อที่ฆาเชื้อแลว)  ใชปเปตดูดสารสกัด

จากขอ 3.7.3 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หยดลงในหลุมที่เจาะไว  แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง สําหรับแบคทีเรียทดสอบ  สวนยีสตทดสอบบมที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง  หลังจากนั้นวัดบริเวณวงใส (clear zone) ที่เกิดขึ้น  โดยชุด

ควบคุมบวกสําหรับแบคทีเรียทดสอบ คือ streptomycin เขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

สําหรับยีสตทดสอบ คือ nystatin เขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  สําหรับชุดควบคุมลบ คือสาร

สกัดจากอาหารเหลวที่ไมมีการเติมหัวเชื้อ 
 
ตารางที่ 3.1  แสดงจํานวนจุลินทรียทดสอบ (CFU/ml)  ที่มีความขุนเทียบเทา 0.5 McFarland 

Standard 

จุลินทรียทดสอบ คาการดดูกลืนแสง (OD) จํานวนจุลินทรียทดสอบ (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 ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดยับยั้งเซลลมะเร็งมนุษย 
  ทดสอบความสามารถของสารสกัดจากราเอนโดไฟตในการยับยั้งเซลลมะเร็งโดย

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

calorimetric]  (Palaga และคณะ, 1996) 

   

 เซลลมะเร็งมนุษย (Human tomour cell lines) ที่ใชทดสอบมี 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 การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็ง 

นําเซลลมะเร็งทั้ง 7 ชนิด ที่เก็บไวในถังไนโตรเจนเหลวออกมาเลี้ยง  โดย

แชหลอดเก็บเซลลในอางน้ําอุนอุณหภูมิ 37 องศาเซียเซียส  หลังจากน้ําแข็งละลายใชปเปตตแกว

ดูดสารแขวนลอยเซลลใสในหลอดเซนตริฟวจที่มีอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640  (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 13) ปริมาตร 6 มิลลิลิตร  แลวนําไปปนดวยความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 

นาที เทสวนใสทิ้ง  ละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลล PRMI-1640 ปริมาตร 7 มิลลิลิตร    

จากนั้นปเปตตเซลลแขวนลอยลงในภาชนะเลี้ยงเซลลขนาด 25 ลูกบาศกเซ็นติเมตร  ตรวจดูรูปราง

ลักษณะของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับ  บมเซลลในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซียเซียส  

ภายใตบรรยากาศกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) 5%  และเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 3-4 วัน  

บมเซลลจนกวาเซลลจะเจริญเกือบเต็มผิวหนาของภาชนะเลี้ยงเซลล  ในกรณีที่เซลลทดสอบเปน

เซลลมะเร็งชนิดเกาะผิว (A375, SW620, KatoⅢ, HepG2 และ BT474)  การเปลี่ยนอาหารเลี้ยง

เซลลทําไดโดยดูดอาหารเกาทั้งหมดออกแลวเติมอาหารใหมปริมาตร 7 มิลลิลิตร เขาไปแทนที่  

เปนอาหารเลี้ยงเซลล  ในกรณีที่เซลลทดสอบเปนเซลลมะเร็งชนิดแขวนลอย (Jurkat)  การเปลี่ยน

อาหารเลี้ยงเซลลทําไดโดยปเปตเซลลแขวนลอยลงในหลอดเซนตริฟวจ นําไปปนที่ความเร็ว 1000 

รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  เทสวนใสทิ้ง  แลวละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลล PRMI-

1640  หลังจากนั้นปเปตตเซลลแขวนลอยลงในภาชนะเลี้ยงเซลล  บมเซลลในตูบมอุณหภูมิ 37 
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องศาเซียเซียส  ภายใตบรรยากาศ CO2 5%  เมื่อเซลลมะเร็งเจริญเขาสูระยะ exponential phase  

จึงทําการถายเซลลลงสูถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม (96 well plate)  ตอไป 

 
3.7.5.2 การถายเซลลเพาะเลี้ยง  

เซลลมะเร็งที่อยูในระยะ exponential phase จากขอ 3.7.5.1  ถูกถาย

ลงสูถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม  ในกรณีที่เซลลมะเร็งเปนเซลลชนิดแขวนลอย (Jurkat) ถายเซลลโดย         

ปเปตตเซลลแขวนลอยเซลลจากภาชนะเลี้ยงเซลลลงสูหลอดเซ็นตริฟวจ นําไปปนที่ความเร็ว 1000 

รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  เทสวนใสทิ้งเก็บตะกอนของเซลล  ในกรณีที่เซลลมะเร็งเปนเซลล

เกาะผิว (A375, SW620, KatoⅢ, HepG2 และ BT474) ถายเซลลโดยการดูดอาหารในภาชนะ

เล้ียงเซลลออก  ลางเซลลดวยสารละลาย 1XPBS (ปลอด Ca2+ และ Mg2+) (ภาคผนวก ข 

หมายเลข 3) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  เอียงภาชนะไปมา 5-6 คร้ัง  แลวดูดสารละลาย 1XPBS ออก  

ปเปตต trypsin-EDTA เขมขน 0.25% ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล บมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ภายใตบรรยากาศ CO2 5% เปนเวลาประมาณ 2 นาที (เพื่อยอย

เซลลใหหลุดออกจากผิวภาชนะเลี้ยงเซลล)  หลังจากเซลลหลุดออกจากผิวภาชนะแลว ปเปต

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล เพื่อชะเซลลใหหลุด

ออกจากผิวภาชนะและแขวนลอยเซลล  หลังจากนั้นปเปตเซลลแขวนลอยลงสูหลอดเซนตริฟวจ  

ปนที่ความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  แลวเทสวนใสทิ้ง เก็บตะกอนของเซลล  

หลังจากไดตะกอนของเซลลชนิดแขวนลอยและเซลลชนิดเกาะผิวแลว  ละลายตะกอนดวยอาหาร

เล้ียงเซลล RPMI-1640 ปเปตสารแขวนลอยเซลลขึ้นลงเพื่อใหเซลลกระจายเปนเซลลเดี่ยว ๆ และ

นับจํานวนเซลลที่มีชีวิต  หลังจากนั้นเจือจางเซลลใหมีจํานวนประมาณ 2-3 x 105 เซลลตอ

มิลลิลิตร  และปเปตสารแขวนลอยเซลลลงในหลุมของถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม ในปริมาตรหลุมละ 

100 ไมโครลิตร  ซึ่งจะมีจํานวนเซลลประมาณ 2-3 x 104 เซลลตอหลุม  บมที่อุณหภูมิ 37 °C  

ภายใตบรรยากาศ CO2 5% เปนเวลา 24 ชั่วโมง  เพื่อนําไปทดสอบดวยวิธี MTT ตอไป 

 
  3.7.5.3 การนับจํานวนเซลลมะเร็งที่มีชีวิตโดยยอมดวย trypan blue dye 

ปเปตตสารแขวนลอยเซลลที่ไดจากขอ 3.7.5.2  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  

ยอมดวยสี tryphan blue ความเขมขน 0.5% (w/v)  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  นับจํานวนเซลลที่มี

ชีวิตดวยฮีมาไซโตมิเตอรภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับโดยนับเซลลในชองสี่เหลี่ยมใหญทั้ง 4 มุม   

ซึ่งเซลลที่มีชีวิตจะยอมไมติดสีของ tryphan blue   

จํานวนเซลลที่นับได (เซลล/มิลลิลิตร)  =  จํานวนเซลลทั้งหมดที่นับได x 104 x 2 

       4 
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3.7.5.4 การทดสอบการยับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดโดยวิธี MTT assay  
หลังจากบมเซลลในขอ 3.7.5.2. เปนเวลา 24 ชั่วโมง นําเซลลออกจากตู

บมเพื่อหยดสารสกัดจากราเอนโดไฟตที่ไดจากขอ 3.7.3 โดยใชปริมาณสารสกัดหลุมละ 5 

ไมโครลิตร บมเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศ CO2 5% เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

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

ลงในแตละหลุมของถาดเลี้ยงเซลลปริมาณหลุมละ 10 ไมโครลิตร โดยใหความเขมขนสุดทายของ

สารละลาย MTT เทากับ 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   สารละลาย MTT จะทําปฏิกิริยากับเอ็นไซม 

mitochrondrial dehydrogenase ในเซลลที่มีชีวิต  ทําใหสารละลาย MTT ที่มีสีเหลืองเปลี่ยนเปน

ผลึกสีมวง (formazan crytal)  ซึ่งมีคุณสมบัติไมละลายน้ํา  ปริมาณเอ็นไซม dehydrogenase ใน

เซลลมีชีวิตจะมีคาคงที่  ดังนั้นปริมาณผลึก formazan ที่เกิดขึ้นจะเปนสัดสวนโดยตรงกับจํานวน

เซลลที่มีชวีิต  ในการทดลองชุดควบคุมลบคือ สารละลาย 20%(v/v) DMSO ความเขมขนสุดทาย

เทากับ 0.2%  และ  Blank  คือ อาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีเซลลมะเร็ง (cell free medium)   หลังจาก

หยดสารละลาย MTT แลวบมเซลลที่สภาวะเดิมเปนเวลา 4 ชั่วโมง  ดูดของเหลวออกจากหลุม  

แลวเติมสารละลาย 0.04 N HCl ใน isopropanol (ภาคผนวก ข หมายเลข 5) ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ลงในแตละหลุมของถาดเลี้ยงเซลลเพื่อละลาย formazan crytal   หลังจากนั้นนําถาด

เล้ียงเซลลไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

คํานวณหาคาการมีชีวิตของเซลล (Cell viability)  โดยใชสมการดังตอไปนี้ 

 

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

         OD control average – OD blank average 

 

OD test average  =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเซลลที่ทดสอบดวยสารสกัดจากราเอนโดไฟต 

OD control average  =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเซลลที่ทดสอบดวย  DMSO 

OD blank average  =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเซลล (cell free medium) 
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3.7.5.5 การเก็บเซลลในไนโตรเจนเหลว 
ทําการยอยเซลลที่เกาะอยูกับภาชนะเลี้ยงเซลลใหหลุดออกโดยใช 

trypsin-EDTA เขมขน 0.25%  ดูดสารแขวนลอยเซลลใสหลอดเซนตริฟวจ นําไปปนที่ 1000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 5 นาที  เทสวนใสทิ้งเพื่อเก็บตะกอนของเซลล  หลังจากนั้นละลายตะกอนของ

เซลลดวย freezing media (ภาคผนวก ก หมายเลข 14) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ดูดเซลลแขวนลอย

ใสในหลอดเก็บเซลล (cryotube)  นําไปเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซียเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

หลังจากนั้นนําหลอดเก็บเซลลไปเก็บไวในถังไนโตรเจนเหลววิธีสามารถเก็บเซลลไวไดเปนระยะ

เวลานาน 

 
3.7.6 ศึกษาผลของสารสกัดจากราเอนโดไฟตตอการตายแบบอะพอพโทซิส  

(apoptosis) ของเซลลมะเร็งโดยวิธียอมดวย DNA dry Hoechst 33342  
 

3.7.6.1 เซลลแขวนลอย (Jurkat)  
   เตรียมเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat) แขวนลอยจํานวน 1x106 เซลล/

มิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640  ปเปตตเซลลแขวนลอยปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ลงในจาน

เพาะเลี้ยงเซลล (dish) ขนาด 35x10 มิลลิเมตร  หลังจากนั้นหยดดวยสารสกัดจากราเอนโดไฟต  

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/dish  สารละลาย DMSO 20% เปนชุดควบคุมลบ  และสารละลาย 

etoposide เขมขน 10 ไมโครโมลาร เปนชุดควบคุมบวก  โดยแตละชุดทดสอบทําการทดลอง 3 ซ้ํา 

บมจานเพาะเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ภายใตบรรยากาศ CO2 5%  เปนเวลา 24 

ชั่วโมง หลังจากบมเซลลครบตามเวลาแลวถายเซลลใสหลอดไมโครทิวป  นําไปปนที่ความเร็ว 

1000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิ้ง  ลางเซลลดวย 1XPBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ปนที่

สภาวะเดิมเทสวนใสทิ้ง  เติม glutaraldehyde เขมขน 1%  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  บมเซลลไวในที่

มืดเปนเวลา 2 ชั่วโมง  หลังจากนั้นปเปตต glutaraldehyde ทิ้ง  แลวลางเซลลดวย 1XPBS ปน

เซลลที่สภาวะเดิม  เทสวนใสทิ้ง  เติม 1xPBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เพื่อละลายตะกอนของเซลล  

แลวเติมสี  Hoechst 33342  ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร  ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  บมทิ้งไวในที่มืด

เปนเวลา  10 นาที  ปเปตตเซลลแขวนลอยหยดลงบนบนกระจกสไลด  ปดทับดวย cover slip ใช

น้ํายาทาเล็บเคลือบรอบ ๆ ดานขางของ cover slip  ตรวจนับจํานวนเซลลที่เกิด apoptotic nuclei  

ดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนซ   
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3.7.6.2 เซลลเกาะผิว (BT474)   
เตรียมเซลลมะเร็งเตานม (BT474) แขวนลอยจํานวน 1x106 เซลล/

มิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640  ปเปตตเซลลแขวนลอยปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในจาน

เพาะเลี้ยงเซลล (dish) ขนาด 35x10 มิลลิเมตร โดยมีแผน cover slip ที่ฆาเชื้อแลววางราบอยูกับ

พื้นผิวจานเลี้ยงเซลล หลังจากนั้นหยดดวยสารสกัดจากราเอนโดไฟต ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/dish  

สารละลาย DMSO 20% เปนชุดควบคุมลบ  และสารละลาย etoposide เขมขน 10 ไมโครโมลาร 

เปนชุดควบคุมบวก  โดยแตละชุดทดสอบทําการทดลอง 3 ซ้ํา  บมจานเพาะเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส  ภายใตบรรยากาศ CO2 5%  เปนเวลา 24 ชั่วโมง สําหรับชุดทดสอบและชุด

ควบคุมลบ  สวนชุดควบคุมบวกใชเวลาบม 36 ชั่วโมง  หลังจากบมเซลลครบตามเวลาแลว  ดูด

อาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง  ลางเซลลดวย 1XPBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ดูดของเหลวทิ้งแลวเติม  

glutaraldehyde เขมขน 1% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  บมเซลลไวในที่มืดเปนเวลา 2 ชั่วโมง  หลังจาก

นั้นดูด glutaraldehyde ออกจากจานเลี้ยงเซลล  ลางเซลลดวย 1XPBS  แลวดูดของเหลวทิ้ง       

ปเปตต 1XPBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดลงบนกระจกสไลด  ปเปตตสี Hoechst 33342  

ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร หยดลงผสมกับสารละลาย 1XPBS บน

กระจกสไลด  ใชคีมคีบแผน cover slip ออกจากจานเลี้ยงเซลลแลวนํามาวางลงบนสียอมโดยหัน

ดานที่มีเซลลมะเร็งเกาะอยูคว่ําลงบนกระจกสไลด  ทิ้งไวในที่มืดเปนเวลา 10 นาที ใชน้ํายาทาเล็บ

เคลือบรอบ ๆ ดานขางของ cover slip ตรวจนับจํานวนเซลลที่เกิด apoptotic nuclei ดวยกลอง

จุลทรรศนฟลูออเรสเซนซ 

 
3.8 การศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญกับการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจลุนิทรยี
ของสายพันธุ  A116-2R  และ  B316-1 R   
 

3.8.1 การเตรียมหัวเชื้อ (seed inoculum) 
  ราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-2 R   และ  B316-1 R   เลี้ยงบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ 

PDA  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-14 วัน  ขึ้นอยูกับอัตราการเจริญของรา 

 
3.8.2 ศึกษาการเจริญ (Growth) และการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย 

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

14)  และน้ําสกัดจากใบปาลม (ภาคผนวก ก หมายเลข 15)  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดทรง

ชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นตัดชิ้นวุนของราที่เตรียมไดตามวิธีในขอ 3.7.1 ขนาด

เสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร จํานวน 5 ชิ้น ถายลงในอาหารเหลวทั้ง 3 ชนิด  บมที่อุณหภูมิหอง 
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ใน 2 สภาวะ คือ การบมเชื้อในสภาวะนิ่ง (static cultures)  และบมเชื้อในสภาวะเขยา 

(submerged shake cultures) ดวยเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เพื่อ

เปรียบเทียบวาปจจัยทั้งสองขางตนมีผลตอการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟต

หรือไม   ในระหวางการบมเชื้อเก็บตัวอยางในวันที่  0  1  3  6  9  12  15  18  21  24  27 และ 30  

ตามลําดับ  กรองเสนใยออกดวยกระดาษกรอง Whatman No 1 นําเสนใยที่ติดอยูบนกระดาษ

กรองเขี่ยลงในกระทงฟรอยนําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จนมีน้ําหนักคงที่  บันทึก

น้ําหนักของเสนใยในแตละครั้งของการเก็บตัวอยาง  สวนของน้ําเลี้ยงเชื้อนําไปสกัดดวย  เอททิล

แอซิเตท  เก็บสวนที่เปนชั้นของตัวทําละลาย นําไประเหยตัวทําละลายภายใตระบบสุญญากาศ

ดวยเครื่องระเหยแบบหมุน (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส จนแหงและละลาย

คราบสารสกัดดวย DMSO เขมขน 20% ปริมาตร 3 มิลลิลิตร  เก็บสารสกัดไวในหลอดไมโครทิวป  

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซียเซียส  เพื่อนําไปทดสอบการยับยั้งจุลินทรียทดสอบดวยวิธี Agar well 

ตามวิธีขอ 3.7.4.1 - 3.7.4.3 เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางเวลาและนําหนักแหงของเซลล  

และความสัมพันธระหวางเวลาและการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบในอาหารเลี้ยง

เชื้อทั้ง 3 ชนิด 

 
3.9 การแยกองคประกอบทางเคมีของสารสกัด 
 

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) 

เปนการเลือกระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมในการแยกสารปฏิชีวนะออกจาก

ส่ิงเจือปนโดยโใชแผน  TLC aluminium sheet  รุน silica gel 60 F254  และใชตัวทําละลาย  เชน  

เมททานอล  เอททิลแอซิเตท  คลอโคฟอรม  และเฮกเซน  เปนตัวพา (developing) ในอัตราสวนที่

เหมาะสมในการแยกสารสกัดใหบริสุทธิ์ การตรวจสอบตําแหนงของสารบนแผน TLC หลังจาก 

develop  โดยอบแผน TLC ในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของไอโอดีน  หรือสองภายใตรังสี ยู วี ที่ความ

ยาวคลื่น  254  และ  365  นาโนเมตร  หรือพนดวยสาร  anisaldehyde ในกรดซัลฟวริก  หรือจุม

ดวยสารละลายวานิลลิน (vanillin)  หลังจากที่พนลมรอนกับแผน TLC สีของสารจะปรากฏ  

จากนั้นทําการวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสารและคํานวณหาคา  retention factor  (Rf)   
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3.10 การจําแนกราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-2 R B316-1R A 317 R A518-2 R  B115 R   
B127 R  A119-1 R  B419-1 R     
 

3.10.1 การจําแนกราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-2R  B316-1R A 317 R A518-2 R  
B115 R  B127 R  A119-1 R  B419-1 R  โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา   

ใชเทคนิค slide culture เพื่อศึกษาลักษณะของเสนใย  ลักษณะโครงสรางสปอร 

เชน  การจัดเรียงตัวของสปอร   จํานวนสปอร  ลักษณะผิวสปอร ภายใตกลองจุลทรรศนอิเลก็ตรอน

แบบสองกราดและกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานแลวจําแนกชนิดของราตาม Barnett 

และ Hunter, 1987  สวนราเอนโดไฟตในสกุล Xylaria จัดจําแนกโดยเลี้ยงบนอาหารแข็ง  PDA  

MEA  และ OA  เพื่อศึกษาลักษณะสีของโคโลนี  อัตราการเจริญของรา  ตําแหนงการเจริญของ  

stromata บนอาหารเลี้ยงเชื้อ   ลักษณะรูปรางและสีของ stromata   และการสรางรงควัตถุ  

 
3.10.2  การจําแนกราเอนโดไฟตสายพันธุ  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) เร่ิมจากนําเสนใยมาบด

ใหละเอียดโดยใชโกรง เติมสารละลาย washing buffer (ภาคผนวก ข หมายเลข 5)  ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ถายลงในหลอดไมโครเซ็นติฟวจ  ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 15,000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 3 นาที เทของเหลวสวนบนทิ้งใหเหลือแตตะกอน เติมสารละลาย  washing 

bufferปริมาตร 1 มิลลิลิตร และปนเหวี่ยงซ้ํา เพื่อลางตัวอยางจนของเหลวสวนบนใส เติม

สารละลาย  2X CTAB (ภาคผนวก ข หมายเลข 6)  ปริมาตร 700 ไมโครลิตรไมโครลิตร บมที่

อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมงเพื่อใหเซลลแตก เติมสารละลายคลอโรฟอรม-ไอโซ

เอมิลแอลกอฮอล ในอัตราสวน 24: 1 (ภาคผนวก ข หมายเลข 7)  ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสม

ใหเขากันโดยใชเครื่องเขยาผสมสาร เพื่อกําจัดโปรตีน ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 8 นาที  ถายสวนใสที่อยูชั้นบนใสลงในหลอดไมโครเซ็นติฟวจหลอดใหม เติมสารละลาย

คลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ในอัตราสวน 24: 1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร อีกครั้งผสมให

เขากัน ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว   15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 8 นาที ถายสวนใสที่อยูชั้นบนใสลงใน

หลอดไมโครเซ็นติฟวจหลอดใหม แลวเติมสารละลาย ไอโซโพรพานอล ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 

แชในน้ําแขงเปนเวลา 30 นาที  ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เพื่อ

ตกตะกอนกรดนิวคลีอิค เทสวนใสทิ้งใหเหลือแตตะกอน เติมเอธานอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต 
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ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เพื่อลาง

ตะกอนของกรดนิวคลีอิค เทสวนใสทิ้ง ตากตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิหอง เติมน้ํากลั่นปริมาตร 100 

ไมโครลิตร และ RNase ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขา

กัน บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เพื่อกําจัด RNA เติมสารละลาย PEG ความเขมขน 20 

เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข หมายเลข 8) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แชในน้ําแข็งเปน

เวลา 30 นาที ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ีเทสวนใสทิ้งใหเหลอืแต

ตะกอน DNA เติมเอธานอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตรปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เพื่อลางตะกอน DNA ดูดสารละลายออก ทิ้งตะกอนใหแหง

ที่อุณหภูมิหอง เติมสารละลาย TE buffer (ภาคผนวก ข หมายเลข 9) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

เพื่อละลายตะกอน DNA เก็บตัวอยาง DNA ไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช

ศึกษาในครั้งตอไป  

 
3.10.2.2 การเพิ่มจํานวน DNA ของราที่ตําแหนง ITS ดวยวิธี Polymerase 

Chain Reaction (PCR)  
นํา DNA ที่สกัดไดตามวิธี ในขอ 3.10.2.1 ทําปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR)  

เพื่อเพิ่มจํานวนชิ้นสวน  DNA  ที่ตําแหนง  ITS  โดยใชไพรเมอรจําเพาะ  ITS3 ที่มีลําดับเบสเปน 

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

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ ตามลําดับ ทําสารละลาย PCR ใหมีปริมาตรรวมเปน 10 

ไมโครลิตร โดยมีสวนประกอบของปฏิกิริยาดังแสดงใน ตารางที่ 3.2  
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ตารางที่ 3.2 สวนประกอบของสารที่ใชในการทําปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR)  

 

สาร ความเขมขนสุดทาย 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 

 

  

เมื่อไดสวนผสมทั้งหมดที่มีปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร นําไปทําปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มจํานวน

ชิ้นสวน DNA ที่ตําแหนง ITS ดวยเครื่องเพิ่มปริมาณ DNA อัตโนมัติ  (Authorized DNA thermal 

cycler ) โดยไดกําหนดภาวะดังตอไปนี้  

 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 ดวยวิธีอิเลคโทรโฟเรซีส (Electrophoreses) โดยการแยก

ชิ้นสวน DNA บนอะกาโรสเจล 1 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข หมายเลข 12 ) ใน 0.5 X TBE buffer 

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

ตออะกาโรสเจล 30 มิลลิลิตรใชกระแสไฟฟาความตางศักย 100 โวลด เปนเวลา 45 นาที และใช

ชิ้นสวน DNA มาตรฐานขนาด 100 bp + 1.5 kb DNA ladder ตรวจสอบขนาดชิ้นสวน DNA ที่

เกิดขึ้นภายใตแสงอัตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร และสงชิ้นสวนดีเอ็นเอไป

วิเคราะหที่บริษัท Marcrogen จํากัด ประเทศญี่ปุน 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การคัดแยกราเอนโดไฟตจากใบปาลม 

 

คัดแยกราเอนโดไฟตจากใบปาลม 2 ชนิด ไดแก A. pinnata    และ  B.  machadonis  

จากอุทยานแหงชาติเขาหลวง จังหวัดนครศรีธรรมราช ในชวงฤดูแลง ( เดือนเมษายน) และฤดูฝน  

(เดือนธันวาคม)  ป   พ.ศ 2550  ไดราเอนโดไฟตจํานวน 516 ไอโซเลต  จํานวนสกุลราเอนโดไฟต

และจํานวนไอโซเลตทั้งหมดของราเอนโดไฟตที่แยกไดมาจากปาลมทั้ง 2 ชนิด ในฤดูแลง และฤดู

ฝน    สามารถจัดจําแนกราเอนโดไฟตทั้งหมด  9 สกุล 28 ชนิด  ไดแก  Aspergillus spp. 

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

Pestalotiopsis sp. Phomopsis sp. Xylaria  spp. ราทุกสกุลแสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาดัง 

ภาคผนวก ค ภาพที่ 4.1  มีราเอนโดไฟตที่ไมสามารถจําแนกชนิดไดจํานวน  3 กลุม เนื่องจากไม

แสดงการสรางสปอรทั้งแบบอาศัย และไมอาศัยเพศในอาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดที่ทดสอบ ค (ตาราง

ที่ 4.1)  จากตารางที่ 4.1 พบวาในฤดูแลงพบจํานวนไอโซเลตราสกุล Colletrotrichum spp. มาก

ที่สุดในปาลม A. pinnata รองลงมาราในสกุล Phomopsis sp. สวนสกุลราที่มีอัตราการเกิดไอโซ

เลตต่ําสุดมีสองสกุล คือ  Cladosporium sp. และ Pennicilium sp. สวนในฤดูฝนพบวาราในสกุล 

Xylaria  แสดงการเกิดจํานวนไอโซเลตสูงที่สุด และมีความหลากหลาย 13 ชนิด โดยพบรา Xylaria 

sp1. เกิดจํานวนไอโซเลตสูงที่สุด รองลงมาเปนราในสกุล Aspergillus spp. ในสวนของใบปาลม 

B.  machadonis ในฤดูแลงพบราสกุล  Colletrotrichum spp. แสดงการเกิดจํานวนไอโซเลตสูง 

รองลงมาคือราสกุล  Xylaria sp.1 สวนราสกุลอ่ืนพบการเกิดจํานวนไอโซเลตเพียงเล็กนอย ในฤดู

ฝนพบราในสกุล Xylaria spp.มีอัตราการเกิดจํานวนไอโซเลตสูงสุดและพบมีความหลากหลาย 8 

ชนิด รองลงมาคือราสกุล Aspergillus sp 

 

 

 

 

 

 

 



 47

ตารางที่ 4.1  แสดงจํานวนไอโซเลตของราเอนโดไฟตแตละสกุลจากใบปาลม A. pinnata  และ   

B.  machadonis ในชวงฤดูแลงและฤดูฝน  จากอุทยานแหงชาติเขาหลวง ป พ.ศ. 2550 

 

Arenga  pinatta Borassodendron  machadonis 
ฤดูแลง ฤดูฝน ฤดูแลง 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 
 
จากการศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตจากอัตราการเกิดไอโซเลตราแตละสกุล

ที่พบในใบปาลมทั้ง 2 ชนิด เพื่อศึกษากลุมเดนของรา จํานวนและความหลากหลายของราแตละ

สกุลและศึกษาอัตราความถี่การเกิดโคโลนีเพื่อตรวจสอบความสม่ําเสมอของการเกิดโคโลนีของรา

แตละสกุลในใบปาลมทั้ง 2 ชนิด ในฤดูแลง และฤดูฝน  ในพื้นที่อุทยานแหงชาติเขาหลวง โดย

พบวาในใบปาลม A. pinnata   พบราเอนโดไฟต 7 สกุล ไดแก Aspergillus spp. Cladosporium 

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

sp.1 และราเอนโดไฟตที่ไมสามารถจําแนกชนิดได 2 กลุม  อัตราการเกิดไอโซเลตรวมทั้งหมดของ

ราทุกสกุลที่พบในใบปาลม A. pinnata  เทากับ 38%  พบราสกุล  Colletotrichum  sp.1  แสดง

จํานวนอัตราการเกิดไอโซเลตและการเกิดอัตราความถี่ของโคโลนีสูงในฤดูแลงเทากับ 15.3 % และ 

15.3 % ตามลําดับ รองลงมาคือราในสกุล  Phomopsis sp. พบอัตราการเกิดไอโซเลตเทากับ 6.7 

% แตอัตราความถี่ของการเกิดโคโลนีเพียง  3.3 % และความถี่โคโลนีของการเกิดโคโลนีราเอนโด

ไฟตสกุลอ่ืนๆแสดงดังตาราง 4.2 และจากการศึกษาความหลากหลายราเอนโดไฟตในใบปาลม B. 

machadonis ในฤดูแลง  พบราเอนโดไฟต 5 สกุล ไดแก Colletotrichum  spp. Glomerella sp.  

Fusarium  sp. Phomopsis  spp. Xylaria  sp.1  และ  ราเอนโดไฟตที่ไมสามรถจัดจาํแนกชนิดได  

2 กลุม โดยอัตราการเกิดไอโซเลตรวมทั้งหมดของราทุกสกุลเทากับ 63%  ราสกุล Colletotrichum  

sp.1 แสดงอัตราการเกิดไอโซเลตสูงสุดเทากับ 30 % และ อัตราการเกิดความถี่ของโคโลนีเทากับ 

23 %  เชนเดียวกันกับในปาลม A. pinnata  ตามดวยราในสกุล  Xylaria sp.1 พบอัตราการเกิดไอ

โซเลตเทากับ 23.3 % อัตราความถี่ของการเกิดโคโลนีเทากับ 22 % แตราสกุล Xylaria sp.1 กลับ

พบนอยมากในปาลม A. pinnata   แสดงดังตาราง 4.3   

ในฤดูฝนในใบปาลม A. pinnata   พบราเอนโดไฟต  6 สกุล  ไดแก Aspergillus spp. 

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

และราเอนโดไฟตที่ไมสามารถจัดจําแนกชนิดได 1 กลุม อัตราการเกิดไอโซเลตรวมทั้งหมดของรา

ทุกสกุลเทากับ  134% ราเอนไฟตสกุล  Xylaria sp. แสดงอัตราการเกิดไอโซเลต และอัตราความถี่

ของการเกดิโคโลนีมากที่สุด โดยเฉพาะราเอนโดไฟต  Xylaria sp. 1 พบวามีอัตราการเกิดไอโซเลต 

และ อัตราความถี่ของการเกิดโคโลนี เทากับ  76.6 %  60.6% ตามลําดับ   ตามดวยราเอนโดไฟต 

Aspergillus sp. และ  Xylaria sp.  2  ซึ่งแสดงอัตราการเกิดไอโซเลตเทากับ 14.7% และ 13.3 % 

ตามลําดับ แตอัตราความถี่การเกิดโคโลนีของราเอนโดไฟต  Xylaria sp.2 กลับสูงกวาราเอนโด

ไฟต Aspergillus spp. ซึ่งมคีาเทกับ 11.3%  และ 10.6% ตามลําดับ แสดงดังตาราง 4.2   สวนใน

ใบปาลม  B. machadonis พบราเอนโดไฟต  6 สกุล ไดแก  Aspergillus spp. Colletotrichum 
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spp. Pennicilium  spp. Pestalotiopsis  spp. Phomopsis  spp. Xylaria  spp. และ ราเอนโด

ไฟตที่มาสามารถจัดจําแนกชนิดได 3 กลุม อัตราการเกิดไอโซเลตรวมทั้งหมดของราทุกสกุลเทากับ  

108%  พบราเอนไฟตสกุล  Xylaria spp. แสดงอัตราการเกิดไอโซเลตและอัตราความถี่ของการ

เกิดโคโลนีมากที่สุดโดยเฉพาะราเอนโดไฟต  Xylaria sp.1 พบวามีอัตราการเกิดไอโซเลตและอัตรา

ความถี่ของการเกิดโคโลนี  70.6 %  53.0%  ตามลําดับ      ตามดวยราเอนโดไฟต Aspergillus 

sp. และ  Xylaria sp.  2  ซึ่งแสดงอัตราการเกิดไอโซเลตเทากบั 12.6%  และ 6.7 %  ตามลําดับ

และอัตราความถี่การเกิดโคโลนีเทากับ 7.3%  และ  4.6% ตามลําดับ แตในปาลม B. 

machadonis  กลับพบวา Xylaria sp.3 แสดงอัตราความถี่การเกิดโคโลนีเทากับ  6.0%  ซึ่งสูงกวา

อัตราความถี่ของการเกิดโคโลนีของ ราเอนโดไฟต   Xylaria sp.2  

จากผลการเปรียบเทียบความแปรผันของปจจัยระหวางฤดูกาลและชนิดของพืชตอการเกดิ

จํานวนไอโซเลตราเอนโดไฟตพบวาฤดูกาลมีผลอยางมีนัยสําคัญตอการเพิ่มขึ้นหรือลดลงของ

จํานวนการเกิดไอโซเลต ในขณะที่ชนิดของพืชไมมีผลอยางมีนัยสําคัญตอการเกิดจํานวนไอโซเลต 

และเมื่อเปรียบเทียบปจจัยของฤดูกาลตอการเกิดจํานวนไอโซเลตในปาลมแตละชนิด พบวา

ฤดูกาลสงผลตอการเกิดจํานวนของไอโซเลตในปาลมแตละชนิดอยางมีนัยสําคัญ แสดงผลดัง

ตารางที่ 4.1 ภาคผนวก ง  
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ตารางที่ 4.2  แสดงจํานวนไอโซเลตราเอนโดไฟตจากใบปาลม A. pinnata ในฤดูแลง  

และฤดูฝน ป พ.ศ. 2550 

 

A.  pinnata 
ใบปาลม / 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  แสดงจํานวนไอโซเลตราเอนโดไฟตจากใบปาลม B. machadonis ในฤดูแลง  

และฤดูฝน ป พ.ศ. 2550 
 

B. machadonis 
ใบปาลม / 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  
 
 
 



 52

4.3 ทดสอบความสามารถของสารสกัดราเอนโดไฟตในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 
 

 นําราเอนโดไฟตที่แยกไดจากใบปาลมทั้งสองชนิดโดยการสุมเลือกตัวแทนราในแตละสกุล

จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกตางกัน  แตสําหรับราในสกุล  Xylaria spp. เนื่องจากการ

แยกความแตกตางทางสัณฐานวิทยาคอนขางยากในการเลี้ยงดวยอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ ซึ่งบางครั้ง

ราเอนโดไฟตหลายสายพันธุในสกุล Xylaria spp. ไมสรางสโตรมาในอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อทดสอบ

ทุกชนิดซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของราในสกุล Xylaria    และเนื่องจากราในสกุลนี้แสดงจํานวนสาย

พันธุของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากใบปาลมสูงมากในการศึกษาดานความหลากหลายทางชีวภาพ

ของรา ดังนั้นจึงมุงใหความสนใจและความสําคัญกับราในสกุลนี้คอนขางสูงกวาราเอนโดไฟตสกุล

อ่ืนๆ  ราเอนโดไฟตจํานวน 247 สายพันธุ นํามาเลี้ยงในอาหารเหลว  PDB   เปนเวลา 30 วัน สกัด

น้ําเลี้ยงเชื้อและเสนใยราดวยเอททิลแอซิเตตระเหยเอททิลแอซิเตตออก และละลายสารสกัดดวย 

20% DMSO  ไดสารสกัดทั้งหมด 247 ชนิด  นําสารสกัดมาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งจุ

ลินทรียทดสอบ 5 ชนิด คือ   

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

จากการทดสอบพบวาราเอนโดไฟตแตละสายพันธุสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบไดแตกตางกันดังแสดงใน ตารางที่ 4.4 และจากผลการทดสอบคัดเลือกราเอนโดไฟตสาย

พันธุที่สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งจุลินทรียจากสารสกัดราเอนโดไฟตจํานวน 247 สาย

พันธุ สามารถแบงกลุมราเอนโดไฟตทีมีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียได

ทั้งหมด 5 กลุม  คือ 

กลุมที่  1  ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกแกรมลบและยีสต  

กลุมที่  2  ยับยั้งทั้งแบคที่เรียแกรมบวกและแกรมลบ 

กลุมที่  3  ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกและยีสต 

กลุมที่  4  ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก 

กลุมที่  5  ไมสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบได 

จํานวนสายพันธุราเอนโดไฟตทั้งหมดแบงตามกลุมตามสกุลของรา  ที่มีความสามารถใน

การออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบแตละกลุมแสดงดังตารางที่ 4.5 
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ตารางที่ 4.4 ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโดไฟต

แยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

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 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

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 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

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 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

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 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

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 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอน

โดไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

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 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

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 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

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 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

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 (ตอ) ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

 

ระดับการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

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 + - - - - 

++++    ความกวางของ Inhibition zone      30         มิลลิเมตรขึ้นไป 

  +++   ความกวางของ Inhibition zone       26 - 30    มิลลิเมตร 

  ++   ความกวางของ Inhibition zone      16 - 25     มิลลิเมตร 

  +   ความกวางของ Inhibition zone       9 - 15     มิลลิเมตร 

- ไมแสดงการยับยั้ง 
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ตารางที่ 4.5  จํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่คัดเลือกสําหรับใชทดสอบความสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพตอการยับยั้งจุลนิทรียทดสอบ 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา กลุม 

จุลินทรียทดสอบ Aspergillus sp Chadosporium  sp Colletotrichum  sp. 
 

Fusarium sp. 
 

Pestalotiopsis sp. 
 

Phomopsis  sp Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

กลุมที ่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 

 

              มฤีทธิก์ารยับยั้งมากกวาหรือเทากบั +++ กบัจุลินทรียทดสอบทุกชนิด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

63 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ)  จํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่คัดเลือกสําหรับใชทดสอบความสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพตอการยับยัง้จุลนิทรียทดสอบ 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา กลุม 

จุลินทรียทดสอบ Aspergillus sp Chadosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

กลุมที ่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 (ตอ)  จํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่คัดเลือกสําหรับใชทดสอบความสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพตอการยับยัง้จุลนิทรียทดสอบ 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา กลุม 

จุลินทรียทดสอบ Aspergillus sp Chadosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

 

กลุมที ่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 (ตอ)  จํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่คัดเลือกสําหรับใชทดสอบความสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพตอการยับยัง้จุลนิทรียทดสอบ 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา กลุม 

จุลินทรียทดสอบ Aspergillus sp Chladosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

 

 

 

กลุมที ่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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 50

ฃตารางที่ 4.5 (ตอ)  จํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่คดัเลือกสําหรับใชทดสอบสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพมีผลตอการยับยัง้จุลนิทรียทดสอบ 
 

สายพันธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสัณฐานวิทยา กลุม 

จุลินทรียทดสอบ 
Aspergillus sp Chladosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

 

 

 

 

กลุมที ่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 

 

- 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ)  จํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่คัดเลือกสําหรับใชทดสอบสามารถสราสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพมีผลตอการยับยัง้จุลินทรียทดสอบ 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา 
 กลุม 

จุลินทรียทดสอบ Aspergillus sp Chadosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis 

sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

กลุมที ่4 

ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก 

(B. cereus  S. aureus) 

- - - - - - 

B438 R B512 R  

B517-1-D  B518-D  B518-D  

B5210 R B525 B535 RB539 R - 

 

ไมยับยั้งจุลนิทรียทดสอบ

ทุกกลุม   

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 

จํานวนสายพนัธทดสอบ

ทั้งหมด 
1 1 19 1 3 8 189 20 
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จากผลการทําวิจัยพบวาราเอนโดไฟตทุกๆสกุลที่นํามาทดสอบมีฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบ  โดยเฉพาะราในสกุล Colletotrichum  spp. สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งจุลินท

รียทดสอบทุกชนิด สวนราในสกุล  Xylaria spp. จํานวน 29 สายพันธุ สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย

แกรมบวกและยีสต ในขณะที่ราสกุลอ่ืนๆไมมีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกและยีสต และพบวา

ราเอนโดไฟตสในสกุล  Fusarium sp. Pestalotiopsis sp. Phomopsis spp. Xylaria spp. และ Mycelia 

sterilia  สวนใหญสามารถสรางสารยับยั้งเฉพาะจุลินทรียแกรมบวก แสดงดังตารางที่ 4.6   จากผลการ

ทดลองพบวาราเอนโดไฟต  Colletotrichum  spp. สายพันธุ  A524-D B224-D   B117-D  และราเอนโด

ไฟต Xylaria spp.สายพันธุ  A116-2 R และ  B316-1 R มีความสามารถสูงในการสรางสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด แตในการทําวิจัยครั้งนี้มุงใหความสําคัญกับราในสกุล  Xylaria 

spp. เปนสําคัญเนื่องจากราในกลุมนี้  มีความหลากหลายสูงมากในพืชสกุลปาลมทั้ง 2 ชนิดที่นํามาแยก

หาราเอนโดไฟต  และยังไมพบวามีรายงานการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟตในสกุล  

Xylaria spp. ในพืชปาลม A. pinnata และ B. machadonis และปาลมชนิดอื่นๆทั้งในประเทศไทยและ

ตางประเทศ  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) ลักษณะโคโลนีและลักษณะสโตรมาราเอนโดไฟตสายพันธุ 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) ลักษณะโคโลนีราเอนโดไฟตสายพันธุ B316-2R บนอาหารเลี้ยงแข็งเลี้ยงเชื้อ  OA อายุ 30 วัน  (c)  

ลักษณะสโตรมาราเอนโดไฟต Xylaria sp. สายพันธุ B316-2R ในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDB 
   
 4.4  การศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญกับการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้ง 
 จุลินทรียราเอนโดไฟต Xylaria สายพันธุ  A116-1R และ B316-2R    
 

ศึกษาการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและการเจริญของราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-1R 

และ B316-2R  ในอาหารเหลวทั้ง 3 ชนิด คือ   PDB  MEB และน้ําสกัดจากใบปาลม บมทีอุ่ณหภมูหิอง 

ใน 2 สภาวะ คือ การบมเชื้อในสภาวะนิ่ง (static cultures)  และบมเชื้อในสภาวะเขยา (submerged 

shake cultures) ดวยเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ในระหวางการบมเชื้อเก็บ

ตัวอยางในวันที่  0  1  3  6  9  12  15  18  21  24  27 และ 30  ตามลําดับ  กรองเสนใยออก หา

น้ําหนักแหงของเสนใยแตละครั้งของการเก็บตัวอยาง  สวนของน้ําเลี้ยงเชื้อสกัดดวยแอททิลแอซิเตท  

เพื่อนําไปทดสอบการยับยั้งจุลินทรียทดสอบดวยวิธี Agar well   พบวาระยะเวลาที่เหมาะสมในการ

เลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตสารยับยั้งจุลินทรียของราสายพันธุ  A116-2 R  คือ  วันที่  15  ในอาหารเหลวน้ําสกัด

จากใบปาลม    และ  PDB แสดงดังรูปที 4.3 และ 4.4 สวนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  MEB  คือวันที่  24  

แสดงดังรูปที่ 4.5  และการใหอากาศมีผลตอการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียในอาหาร  2  ชนิด  

คือ  น้ําสกัดจากใบปาลม  และ  PDB  โดยพบวาเมื้อมีการเล้ียงเชื้อควบคูกับการใหอากาศในอาหาร

เหลวน้ําสกัดจากใบปาลมมีผลใหราสายพันธุดังกลาวสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียไดเร็ว

กวาและมีปริมาณสารมากกวาการเลี้ยงราและบมที่สภาวะนิ่งในเวลาวันที่เทากันของการเก็บตัวอยาง 

แสดงดังรูปที 4.3 และ 4.4   แตในอาหารเลี้ยงเชื้อ  MEB  กลับพบวาการลี้ยงเช้ือโดยการบมในสภาวะ
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นิ่งมีผลทําใหปริมาณของสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียมีปริมาณสารมากกวาในสภาวะการใหอากาศ  

แตการใหอากาศพบวามีการสรางสารเกิดขึ้นกอนการเลี้ยงเชื้อในสภาวะนิ่ง  แสดงดังรูปที่ 4.5  สวนรา

สายพันธุ  B316-1R  พบวา มีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียไดปริมาณมาก 

ที่สุดในวันที่  24  ในอาหารทั้ง  3  ชนิด  แตจะพบวาการบมเชื้อในในสภาวะนิ่งกลับสงเสริมใหราเอน

โดไฟตสายพันธุ  B316-1R  สรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียไดดีกวาการใหอากาศ แตการใหอากาศ

สงเสริมใหราสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียไดกอนการบมตั้งทิ้งไวในสภาวะนิ่ง  แสดงดังรูปที่  4.6 

4.7 และ 4.8   และจากการศึกษาการเจริญของราเอนโดไฟต  2  สายพันธุดังกลาวในอาหารเหลวเลี้ยง

เชื้อทั้ง  3  ชนิด  พบวาราทั้ง  2  สายพันธุสามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อตางชนิดกันและการให

อากาศมีผลตอการเจริญที่ตางกันในอาหารตางชนิดกัน  โดยราสายพันธุ  A116-2 R  เจริญเติบโตไดดี

ที่สุดในอาหารเหลวน้ําสกัดจากใบปาลม  ในสภาวะการบมที่สภาวะนิ่ง  และเจริญไดนอยในอาหาร

เลียงเชื้อ  PDA  และในอาหารเลี้ยงเชื้อ  MEB  เมื่อมีการใหอากาศกลับมีผลทําใหเซลลมีการเจรญิไดดี

มากกวาการไมใหอากาศอยางเห็นไดชัดเจน แสดงดังรูปที่  4.9    ราสายพันธุ  B316-1R  พบวามีการ

เจริญไมแตกตางกันในอาหารทั้ง  3  ชนิด  แตการเลี้ยงเชื้อในสภาวะการบมทิ้งในสภาวะนิ่งมีผลทําให

เซลลมีการเจริญเติบโตไดดีกวาสภาวะการใหอากาศ โดยเฉพาะในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ  MEB จะเห็น

ไดชัดเจนวาการบมเชื้อในสภาวะนิ่งสงเสริมใหเชื้อเจริญไดดีกวาในสภาวะเขยาแสดงดังรูปที่  4.10    
 
ราเอนโดไฟต Xylaria sp. สายพันธุ A116-2R 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.3  กราฟแสดงการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับย้ังจุลินทรียทดสอบของราเอนโดไฟต Xylaria sp. 
สายพันธุ A116-2R ในอาหารเหลวน้ําสกัดจากใบปาลมในสภาวะนิ่ง (ASS) และบมในสภาวะเขยา 

(ASSH)  
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ราเอนโดไฟต Xylaria sp. สายพันธุ A116-2R  
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รูปที ่ 4.4 กราฟแสดงการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพยับยัง้จุลินทรียทดสอบของราเอนโดไฟต 

Xylaria sp. สายพนัธุ A116-2R ในอาหาร  PDB ในสภาวะนิง่ (APS) และบมในสภาวะเขยา (APSH)  
 
 
ราเอนโดไฟต Xylaria sp. A116-2R   
 

0

5

10

15

20

25

30

35

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 (วัน)

เส
นผ

าศู
นย

กล
าง
ขอ

งบ
ริเ
วณ

ยับ
ยั้ง

 (m
m)

B. cereus-AMS
B. cereus-AMSH
S. aureus-AMS

S. aureus-AMSH
P. aeruginosa-AMS
P. aeruginosa-AMSH
E. coli-AMS

E. coli-AMSH
C. albicans-AMS
C. albicans-AMSH

 
รูปที่ 4.5 กราฟแสดงการสรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพยับยัง้จุลนิทรียทดสอบของราเอนโดไฟตสาย

พันธุ A116-2R  ในอาหาร  MEB ในสภาวะนิ่ง (AMS) และบมเชื้อในสภาวะเขยา (AMSH)  
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 ราเอนโดไฟต Xylaria sp. B316-1R   
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รูปที่ 4.6  กราฟแสดงการสรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพยับยัง้จุลนิทรียทดสอบของราเอนโดไฟตสาย

พันธุ B316-1R ในอาหารเหลวน้ําสกัดจากใบปาลม ในสภาวะนิง่ (BSS) และบมเชื้อในสภาวะเขยา 

(BSSH)  
 
ราเอนโดไฟต Xylaria sp. B316-1R  
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รูปที ่ 4.7 กราฟแสดงการสรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพยับยัง้จุลนิทรียทดสอบของราเอนโดไฟตสาย

พันธุ B316-1R ในอาหาร  PDB ในสภาวะนิ่ง (BPS) และบมเชื้อในสภาวะเขยา (BPSH) 
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 ราเอนโดไฟต Xylaria sp. B316-1R  
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รูปที่  4.8  กราฟแสดงการสรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพยับยัง้จุลนิทรียทดสอบของราเอนโดไฟต 

สายพนัธุ B316-1R  ในอาหาร MEB ในสภาวะนิ่ง (BSS) และบมเชื้อในสภาวะเขยา (BSSH)  
  
 
 ราเอนโดไฟต Xylaria sp.  A116-2R   (Biomass) 
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รูปที่  4. 9  กราฟแสดงการเจริญของราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-2R ในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิด 

คือน้ําสกัดจากใบปาลม  PDB และ MEB ในสอง 2 สภาวะ คือ การบมเชื้อในสภาวะนิ่ง และบมเชื้อใน

สภาวะเขยา  
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ราเอนโดไฟต Xylaria sp. B316-1R  (Biomass) 
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รูปที่ 4. 10  กราฟแสดงการเจริญของราเอนโดไฟตสายพันธุ B316-1R ในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิด 

คือน้ําสกัดจากใบปาลม PDB  และ MEB ในสอง 2 สภาวะ คือ การบมเชื้อในสภาวะนิง่ และบมเชื้อใน

สภาวะเขยา   

หมายเหต ุ BSS = อาหารเหลวเลีย้งเชือ้น้ําสกัดจากใบปาลมบมในสภาวะนิ่ง 

BSSH  = อาหารเหลวเลี้ยงเชื้อน้ําสกัดจากใบปาลมบมในสภาวะเขยา 

BPS  = อาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDA บมในสภาวะนิ่ง 

BPSH  = อาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDAบมในสภาวะเขยา 

BMS  = อาหารเลี้ยงเหลวเลีย้งเชื้อ MEA  บมในสภาวะนิ่ง 

   BMSSH = อาหารเลี้ยงเหลวเลีย้งเชื้อ MEA บมในสภาวะเขยา 
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4.5  การแยกและทําใหสารสกัดบรสิุทธิ์เบ้ืองตนดวยวิธ ีThin-layer Chromatography 
 

เลี้ยงราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-2R และ B316-1R  ในอาหารเหลว Potato Dextrose Broth  

นําน้ําเลี้ยงเชื้อจากราเอนโดไฟตทั้งสองสายพันธุสกัดดวยแอตทิลแอซิเตท  ระเหยตัวทําละลายออก

แลว  ละลายสารสกัดดวยแมททานอล แยกสารสกัดใหบริสุทธิ์เบื้องตนโดยใชแผน TLC  aluminium 

sheet  รุน silica gel 60  โดยหยดสารสกัดปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนแผน TLC  แลวนําไป 

develop  ดวยตัวทําละลายผสมระหวางไดคลอรโรมีเทนและเมททานอลในอัตราสวน 9:1 ในสวนของ

สารสกัดที่สกัดมาจากสายพันธุ A116-2 R  และ อัตราสวน 9.3 : 0.7  ในสวนของสารสกัดสายพันธุ 

B316-1R  หลังจากนั้นนําไปสองภายใตรังสี U V  ที่ความยาวคลื่น 254  และ 365 นาโนเมตร สารสกัด

จากสายพันธุ A116-2R  ปรากฏแถบของสารแยกออกมา  ดังรูป  4.11  และแตละตําแหนงคา Rf  

เทากับ 0.15 0.21 0.38 0.75 .084  ตามลําดับ   และราเอนโดไฟตสายพันธุ B316-1Rปรากฏแถบของ

สารแยกออกมา  ดังรูป  4.11  และแตละตําแหนงคา Rf เทากับ 0.17 0.20 0.36 0.65 0.76   

ตามลําดับ 

 

 

                  
 
รูปที่ 4.11  แสดงแถบของสารสกัดจากราเอนโดไฟตบนแผน TLC (a) ราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-2R 

ในตัวทําละลายผสมระหวางไดคลอรโรมีเทนและเมททานอลในอัตราสวน 9 : 1 (b) ราเอนโดไฟตสาย

พันธุ B316-1R ในตัวทําละลายผสมระหวางไดคลอรโรมีเทนและเมททานอลในอัตราสวน 9.3 : 0.7         
 

A116-2
R B316-

0.76 

0.36 

0.65 

0.20 
0.17 

0.84 

0.75 

0.38 
0.21 
0.15 
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4.6   การทดสอบฤทธิท์างชีวภาพราเอนโดไฟตสายพันธุที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้ง
เซลลมะเร็ง 
 

  นําราเอนโดไฟต 147 สายพันธุเลี้ยงในอาหารเหลว  PDB   เปนเวลา 30 วัน  สกัดน้ําเลี้ยง

เชื้อและเสนใยดวยเอททิลแอซิเตต  ระเหยแอททิลแอซิเตตออก  และละลายสารสกัดดวย 20% DMSO  

ไดสารสกัดทั้งหมด 147 ชนิด   นําสารสกัดมาทดสอบการยับยั้งเซลลมะเร็งโดยวิธี  MTT กับ

เซลลมะเร็ง  7 ชนิด พบวาราเอนโดไฟตแตละสายพันธุสามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งแสดงใน 

แสดงดังตารางที่ 4.6 จากการทดสอบความสามารถการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งจาก

สารสกัดราเอนโดไฟตทั้งหมดจํานวน 147 สายพันธุ โดยความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้ง

เซลลมะเร็งชนิดตางๆพิจารณาคัดเลือกเฉพาะราเอนโดไฟตที่สามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งใหมี

เปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลลมะเร็งทดสอบนอยกวาหรือเทากับ 45%   สามารถแบงความสามารถ

ในการออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดจากราเอนโดไฟตออกไดเปน 4 กลุม ตามความสามารถ

ในการยับยั้งจํานวนของเซลลมะเร็งทดสอบที่สามารถยับยั้งได คือ  

กลุมที ่1  ยับยัง้เซลลมะเร็งทดสอบทุกชนิด 

   กลุมที ่2  ยับยัง้เซลลมะเร็งทดสอบ  2 - 6  ชนิด 

กลุมที ่3  ยับยัง้เซลลมะเร็งทดสอบเฉพาะ 1 ชนิด 

กลุมที ่4  เซลลมะเร็งทุกชนดิมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตมากกวา 45 % 

 สายพันธุและจํานวนราเอนโดไฟตที่ออกฤทธิ์ยับยั้งมะเร็งแตละกลุม แสดงดังตารางที่ 4.7  
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ตารางที่ 4.6  ความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดจากเสนใยและน้าํเลี้ยง 

ราเอนโดไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

 

 
ระดับการมชีวีิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 

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 (ตอ)   ความสามารถในการออกฤทธิย์ับยัง้เซลลมะเร็งของสารสกัดจากเสนใยและ 

น้ําเลีย้งราเอนโดไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 

 

 
ระดับการมชีวีิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 

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 (ตอ)   ความสามารถในการออกฤทธิย์ับยัง้เซลลมะเร็งของสารสกัดจากเสนใยและ 

น้ําเลีย้งราเอนโดไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 
 

 
ระดับการมชีวีิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 

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 (ตอ)   ความสามารถในการออกฤทธิย์ับยัง้เซลลมะเร็งของสารสกัดจากเสนใยและ 

น้ําเลีย้งราเอนโดไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 
 

 
ระดับการมชีวีิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 

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 (ตอ)    ความสามารถในการออกฤทธิย์ับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดจากเสนใยและน้ํา

เลี้ยงราเอนโดไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 
 

 
ระดับการมชีวีิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 

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 (ตอ)    ความสามารถในการออกฤทธิย์ับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดจากเสนใยและน้ํา

เลี้ยงราเอนโดไฟตแยกไดจากใบปาลม A. pinatta  และ   B. machadonis 
 

 
ระดับการมชีวีิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 

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) ของเซลลมะเร็งมีคาเทากบั  0 – 15% 

       +++      การมีชีวิต (viability) ของเซลลมะเร็งมีคาเทากบั  16 – 25% 

       ++        การมชีีวิต (viability) ของเซลลมะเร็งมีคาเทากับ   26 – 35% 

       +          การมีชีวิต (viability) ของเซลลมะเร็งมีคาเทากบั   36 – 45% 

   -          การมีชีวิต (viability) ของเซลลมะเร็งมีคามากกวา  46%  ขึ้นไป 
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ตารางที่ 4.7 แสดงจํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่สามารถออกฤทธิ์ยับยัง้เซลลมะเร็งทดสอบแตละกลุม 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา ขอบเขตการยับยั้งกลุม 

เซลลมะเร็งทดสอบ Aspergillus sp Chladosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

กลุมที ่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 

  

 

 

กลุมที ่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   

 

84 
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ตารางที่ 4.7 แสดงจํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่สามารถออกฤทธิ์ยับยัง้เซลลมะเร็งทดสอบ 
 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา ขอบเขตการยับยังกลุม 

เซลลมะเร็งทดสอบ Aspergillus sp Chladosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

กลุมที ่2 ยับยัง้เซลล 

มะเร็งทดสอบ 2 - 6 

ชนิด 

- - - - - - 

B417-1 R B425-1 R 

B434-2D R B513 R 
- 

กลุมที ่3 ยับยัง้

เซลลมะเร็งทดสอบ1 

เซลล (BT474) 

- - - - - - 
 

A119-1 R  B419-1 R 
- 

 

 

กลุมที ่3 ยับยัง้

เซลลมะเร็งทดสอบ1 

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   

- 

85 
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ตารางที่ 4.7 แสดงจํานวนสายพนัธุราเอนโดไฟตที่สามารถออกฤทธิ์ยับยัง้เซลลมะเร็งทดสอบ 
 
 

สายพนัธุราเอนโดไฟตแบงตามลักษณะสณัฐานวิทยา ขอบเขตการยับยั้งกลุม 

เซลลมะเร็งทดสอบ Aspergillus sp Chladosporium  sp. Colletotrichum  sp. 

 

Fusarium sp. 

 

Pestalotiopsis sp. 

 

Phomopsis sp. 

 

Xylaria sp. Mycelia 

sterilia 

 

กลุมที ่3 ยับยัง้

เซลลมะเร็งทดสอบ 

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 

 

- 

กลุมที ่4 

เซลลมะเร็งทุกชนิดมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิต

มากกวา 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 

- 

                สายพนัธุราเอนโดไฟตที่ออกฤทธิ์ยับยั้งจาํเพาะตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวมีคาการยบัยั้ง   ≥ +++ 
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ผลของสารสกัดจากราเอนโดไฟตจํานวน 147 สายพันธุในการยับยั้งเซลลมะเร็งโดยวิธี  

MTT  พบวามีราเอนโดไฟตจํานวน  120 สายพันธุ ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบ โดยสารสกัด

จากราเอนโดไฟตจํานวน จํานวน 51 สายพันธุ ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบ 

2-6 ชนิด ราเอนโดไฟตจํานวน 42 สายพันธุ  ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบเพียง 1  ชนิด และ

ราเอนโดไฟตจํานวน 28 สายพันธุ ที่ไมสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งซึ่งทําให

เซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตมากกวา 45 % แตการคัดเลือกสายพันธุของราเอนโดไฟตให

ความสนใจเฉพาะราเอนโดไฟตที่มีความสามารถในการทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นการมีชีวิตรอด

นอยกวาหรือเทากับ 45% และออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งอยางจําเพาะเพียง 1 ชนิด เทานั้น ซึ่งการ

ยับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดจากราเอนโดไฟตขึ้นอยูกับกลไกของสารที่มีปฏิกิริยากับตัวรับ 

(receptor) ของเซลลมะเร็ง  และสารบางชนิดอาจชักนําใหเซลลมะเร็งเกิดการตายแบบอะพอพโท

ซิส (apoptosis) ซึ่งราเอนโดไฟตที่มีความสามารถทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นการมีชีวิตนอยกวา 

45 % แตละสายพันธุสามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งไดตางชนิดกัน และมีราเอนโดไฟตจํานวน

มากถึง 42 สายพันธุ มีฤทธิ์ยับยั้งอยางจําเพาะตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว และราเอนโดไฟต

จํานวน 2 สายพันธุ ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งเตานม ดังนั้นการคัดเลือกสายพันธุของราเอนโด

ไฟตในการยับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวจึงตองพิจารณาจากผลเปอรเซ็นตการอยูรอดของของ

เซลลมะเร็งเซลลอ่ืนๆดวยเพื่อใชในการตัดสินใจเลือกสายพันธุของราเอนโดไฟตที่สรางสารออก

ฤทธิ์มีแนวโนมจะชักนําใหเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวมีการตายของเซลลเปนแบบอะพอพโทซิส    

คัดเลือกราเอนโดไฟตที่มีผลอยางสูงตอการยับยั้งเซลลมะเร็งแบบจําเพาะตอเซลลมะเร็ง

ทดสอบ  1  เซลล  พบวามีราเอนโดไฟตจํานวน  42  สายพันธุ แสดงผลการยับยั้งเซลลมะเร็งแบบ

จําเพาะตอเซลลมะเร็งทดสอบท 1 ชนิด และสงผลใหเซลลมะเร็งทดสอบอื่นๆมีอัตราการอยูรอด

มากกวา  45 %  แบงเปนสายพันธุที่สามารถยับยั้งแบบจําเพาะตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 40  

สายพันธุ  แตในกลุมนี้มีจํานวน  5  สายพันธุ  แสดงผลยับยั้งจําเพาะสูงตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือด

ขาวและมีผลทําใหเซลลมะเร็งทดสอบอื่นๆมีเปอรเซ็นตการอยูรอดมากกวา 70 % ไดแกสายพันธุ  

A317 R A518-2 R  B115 R  B127 R  และราเอนโดไฟตจํานวน  2  สายพันธุ  คือ A119-1R  B419 R ที่

มีผลยับยั้งจําเพาะตอเซลลมะเร็งเตานม 
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ตารางที 4.8  แสดงผลการออกฤทธิย์ับยัง้เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวจากสารสกัดราเอนโดไฟต 

 

  
ระดับการมชีวีิตของเซลลมะเร็งเม็ดเลอืดขาว สายพันธุราเอนโด

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 (ตอ)  แสดงผลการออกฤทธิย์ับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวจากสารสกดัราเอนโดไฟต 

 

 
ระดับการมชีวีิตรอดของเซลลมะเรง็เมด็เลือดขาว 

  
สายพันธุราเอนโด
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. สายพนัธุออกฤทธิ์ยับยั้ง

เซลลมะเร็งเมด็เลือดขาว 

(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 



 91

(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. สายพนัธุออกฤทธิ์ยับยั้ง

เซลลมะเร็งเตานม 

(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  ผลทดสอบการตายแบบอะพอพโทซิสเซลลมะเร็งดวยสารสกัดราเอนโดไฟต Xylaria sp.
สายพันธุ  A 317 R A518-2 R  B115 R  B127 R  A119-1 R  B419-1 R  โดยวิธียอมดวย DNA dye 
Hoechst 33342  
 

ราเอนโดไฟตทุกสายพันธุที่นํามาทดสอบความสามารถในการชักนําใหเซลลมะเร็งเกิดการ

ตายแบบอะพอพโทซิสพิจารณาจากฤทธิ์ของสารสกัดจากราที่ยั้บยั้งจําเพาะตอเซลลมะเร็งเพียง 1 

ชนิด และสงผลใหเซลลมะเร็งทดสอบชนิดอื่น ๆ มีเปอรเซ็นตการอยูรอดมากกวาหรือเทากับ 45 % 

จากผลการทดสอบการตายของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวแบบอะพอพโทซิส ดวยสารสกัดจากราเอนโด

ไฟตสายพันธุ  A317 R  A518-2 R  B115 R  B127 R และราเอนโดไฟตสายพันธุ A119-1R B419-1R ที่มี

ผลตอการยับยั้งเซลลมะเร็งเตานมแบบจําเพาะและสงผลใหเซลลมะเร็งเตานมเกิดการตายแบบอะ

พอพโทซิส  พบวาสารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพันธุ  A 317 R A518-2 R  B115 R  B127 R สามารถชัก

นําเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส โดยเปอรเซ็นตการชักนําใหเซลลมะเร็งเกิด

การตายแบบอะพอพโทซิส  เทากับ 91.3 %  81.3%  83.7%  89.0% ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.14 

และ 4.15  และราเอนโดไฟตสายพันธุ B419-1 R   มีผลตอการชักนําใหเซลลมะเร็งเตานมมีการตาย

แบบอะพอพโทซิส  โดยเปอรเซ็นตการชักนําใหเซลลมะเร็งเตานมเกิดการตายเทากับ 41.15 %  และใน

ขณะเดียวกันราเอนโดไฟตสายพันธุ  A119-1 R ไมแสดงการชักนําใหเซลลมะเร็งเตานมเกิดการตาย

แบบอะพอพโทซิส แสดงผลดังรูปที่ 4.16 และ 4.17 

 

91.3
81.3 83.7

89.0

3.3

96.3

0

20

40

60

80

100

120

A31
7

A518
-2

B115
B12

7

ชุด
คว
บค
ุมล
บ

ชุด
คว
บค
ุมบ
วก

เป
อร
เซ
็น
ต
อะ
พ
อพ
โท
ซ
ิส

 
 
รูปที่  4.14  กราฟแสดงเปอรเซ็นตการเกิดอะพอพโทซิสของเซลลมะเรง็เม็ดเลือดขาว เมื่อเติมสารสกัด

จากราเอนโดไฟตสายพันธุ  A 317 R  A518-2 R  B115 R  B127 R ปริมาตร 5% v/v 
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รูปที่  4.15  ผลของสารสกัดจากราเอนโดไฟตตอการตายแบบอะพอพโทซิสเซลลมะเร็ง Jurkat  

(a)  เติมสารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพนัธุ  A 317 R  ปริมาตร 5% v/v เปนเวลา  

24 ชั่วโมง 

(b)  เติมสารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพนัธุ  A518-2 R ปริมาตร 5% v/v เปนเวลา  

24 ชั่วโมง 

(c)  เติมสารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพนัธุ  B115 R  ปริมาตร 5% v/v เปนเวลา  

24 ชั่วโมง 

(d)  สารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพันธุ  B127 R   ปริมาตร 5% v/v เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

(e)  )  ชุดควบคุมลบ  เติม  20 %  DMSO  เปนเวลา  24 ชั่วโมง 

(f)  เซลลผลบวกควบคุม เตมิ Etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เปนเวลา  

24 ชั่วโมง 

a b 

C d 

e f
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รูปที่  4.16   กราฟแสดงเปอรเซ็นตอะพอพโทซิสของเซลลมะเร็ง BT 474 เมื่อเติมสารสกัดจาก 

ราเอนโดไฟตสายพนัธ ุ A119-1 R  B419 R 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
รูปที่  4.17  ผลของสารสกัดจากราเอนโดไฟตตอการตายแบบอะพอพโทซิส ( apoptosis) ของ

เซลลมะเร็งเตานม BT474   
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(a)  เติมสารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพนัธุ  A 119-1 R  ปริมาตร 5% v/v เปนเวลา  

48  ชั่วโมงไมแสดงการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล 

(b)  เติมสารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพนัธุ  B419 R ปริมาตร 5% v/v  

เปนเวลา  72 ชั่วโมง 

(c)   ชุดควบคุมลบ  เติม  20 %  DMSO 

(d)  เซลลผลบวกควบคุม เติม Etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เปนเวลา  

24 ชั่วโมง 

 
4.8  การจําแนกราเอนโดไฟต Xylaria สายพันธุ  A 317 R A518-2 R  B115 R  B127 R  B419-1 R  
โดยวธิีทางอณูวิทยา  
 

จากลักษณะทางสัณฐานวิทยายงัไมสามารถจําแนกถึงสปชีสของราเอนโดไฟตในสกลุ Xylaria 

สายพนัธุ A 317 R A518-2 R  B115 R  B127 R   B419-1R  ได  ดังนัน้จงึใชขอมูลจากลาํดับเบสของยนีที่

ประมวลรหัสของ ITS rRNA gene  จากนั้นสงตัวอยางผลิตผลพีซีอารไปวิเคราะหลําดับเบสของยนีที่

ประมวลรหัส ITS rRNA gene ลําดับเบสที่ไดจากการวิเคราะหแสดงดัง ภาคผนวก ง หมายเลข1   

และเมื่อนําลาํดับเบสของยีนที่ประมวลรหสัของ 18S rRNA ของราเอนโดไฟต Xylaria ทั้ง 7 สายพันธุ

มาเปรียบเทียบลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ที่บันทึกไวใน GeneBank DNA 

database  จากเว็บไซต  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  พบวาลาํดับเบส 18S rRNA ของรา

เอนโดไฟตทัง้ 7 สายพันธุมลีําดับใกลเคียงกับขอมูลลําดับเบสของราใน GeneBank DNA database 

แสดงดังตารางที ่4.9 
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ตารางที่  4.9 การพิสูจนสายพนัธุราเอนโดไฟตกับฐานขอมูลใน GenBank 
 

 
สายพันธุ 

ราเอนโดไฟต 
 

ลําดับเบส
บริเวณ ITS 

เปอรเซ็น
ความเหมือน 

สายพันธุราใน 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 
 

วิจารณและสรุปผลการทดลอง 
 
5.1  การศึกษาความหลากหลายราเอนโดไฟต 

 

จากการศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตในใบปาลม  2 คือ A.  pinnata   และ  B.  

macchadonis  ซึ่งเจริญอยูในอยูในปาฝนเขตรอน  ณ อุทยานแหงชาติเขาหลวง  บริเวณน้ําตกทาแพ 

(พื้นที่ ขร.7) ทางภาคใตของประเทศไทยในชวงฤดูกาลที่แตกตางกัน พบวาราเอนโดไฟตที่แยกไดจาก

ใบปาลม  A.  pinnata   และ  B.  macchadonis ทั้งหมด 9 สกุล จํานวนไอโซเลตรวมทั้ง 2 ฤดู  516 

ไอโซเลต  ซึ่งประกอบดวยราในสกุล  Aspergillus  sp. Chadosporium  sp.  Colletrotrichum  spp.  

Glomerella sp. Fusarium sp. Penicilium  sp.  Pestalotiopsis  sp.  Phomopsis  sp. และ  

Xylaria  spp. จํานวนไอโซเลตที่แยกไดในฤดูฝนและฤดูแลงมีความแตกตางของจํานวนอยางชัดเจน

ในปาลมทั้ง 2 ชนิด โดยการเกิดจํานวนไอโซเลตในฤดูแลงมีจํานวนนอยกวาฤดูฝน แตไมมีความ

แตกตางระหวางจํานวนของไอโซเลตของปาลมทั้ง 2 ชนิดในฤดูกาลเดียวกัน (ตารางที่ 4.1) ซึ่งอาจ

เปนไปไดวามีผลมาจากภาวะความเครียดจากการขาดน้ําของพืช ซึ่งภายใตสภาวะการขาดแคลนน้ํา

พืชบางชนิดจะไมสะสมอาหารไวในรูปของคารโบไฮเดรต แตจะสะสมไวในรูปของคารบอนเบส 

(carbon-based) เพื่อใชในการปกปองตัวเอง เชน แทนนิน  (tannins) ( Lambers และ Poorter, 

1992)   ซ่ึงผลการทดลองครั้งนี้สอดคลองกับงานวิจัยของ Rodrigues, (1994)  ซึ่งศึกษาผลของ

ฤดูกาลและอายุของใบตออัตราการเกิดจํานวนไอโซเลตของราเอนโดไฟตในปาลม Euterpe oleracea  

และพบวาการเกิดจํานวนไอโซเลตราเอนโดไฟตในฤดูแลงต่ํากวาฤดูฝน  จากผลการวิจัยในครั้งนี้พบวา

ในชวงฤดูแลงราสกุล Colletrotrichum  spp. แสดงอัตราการเกิดไอโซเลตและอัตราการเกิดความถี่

ของโคโลนีสูงกวาราสกุลอ่ืนๆ รองลงมาคือราในสกุล Xylaria  spp.  สวนในฤดูฝนกลับพบวาราเอนโด

ไฟตสกุล Xylaria spp. แสดงอัตราการเกิดไอโซเลตและอัตราการเกิดโคโลนีสูงมากเมื่อเปรียบเทยีบกบั

ราสกุลอ่ืนๆและมีความหลากหลายของราในสกุลนี้ ถึง 15 ชนิด รองลงมาคือราในสกุล Aspergillus 

sp.  แตกลับพบราในสกุล Colletrotrichum  spp. และราในสกุลอ่ืนๆเพียงเล็กนอย ซึ่งจากผลการวิจัย

จะเห็นวา สกุลรา อัตราการเกิดไอโซเลตและความถี่ของการเกิดโคโลนีของชนิดของราเอนโดไฟตของ

แตละฤดูกาลในปเดียวกันมีความแตกตางกันอยางเห็นไดชัด ชี้ใหเห็นวาปจจัยทางสภาวะแวดลอม 
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เชน ปริมาณน้ําฝน  ความชื้นในชั้นบรรยากาศและสรีรวิทยาของพืชอาจเปนปจจัยที่สงเสริมใหเกิด

ความถี่ของการเกิดโคโลนี  ชนิดของรา หรืออาจเปนไปไดวามีสารอาหารบางอยางเกิดขึ้นมากใน

เนื้อเยื่อของพืชเฉพาะในชวงฤดูกาลของแตละปและสารอาหารดังกลาวอาจมีผลตอกิจกรรมบางอยาง

ของราชนิดนั้นๆ (Rodrigues, 1994)  ดังนั้นการพบอตัราการเกิดโคโลนีของรา Colletotrichum  spp. 

สูงในชวงหนาแลงอาจเปนเพราะมีสารอาหารบางอยางในใบปาลมในชวงฤดูแลงสงเสริมตอการเจริญ

ของราในสกุล  Colletotrichum spp. นอกจากนี้ระยะการพัฒนาของกระบวนการสรางสปอรของราใน

สกุล Colletotrichum  spp. ส้ันดังนั้นจึงสามารถการแพรกระจายในสภาวะแวดลอมไดเร็วกวาราใน

สกุล Xylaria  spp.   และเนื่องจากราในสกุลนี้สวนใหญเปนรากอโรคในพืช  ดงันั้นการเกิดขึ้นของ

ความถี่ของการเกิดโคโลนีอาจเกี่ยวของกับความสัมพันธกันอยางเฉพาะเจาะจงระหวางพืชกับชนิด

ของราซึ่งอาจเกี่ยวของกับการกอใหเกิดโรคภายหลัง (Mekkamol, 1998)  และการพบอัตราการเกิดไอ

โซเลต  อัตราการเกิดโคโลนี  และความหลากหลายของราเอนโดไฟต Xyralia spp.สูงมากในชวงฤดฝูน

อาจเปนไปไดวาเกิดจากปจจัยขางตนเชนเดียวกันและปจจัยที่สําคัญอีกอยางหนึ่งที่อาจสงผลตอการ

เกิดอัตราการเกิดไอโซเลตและอัตราความถี่ของการเกิดโคโลนีสูงของราเอนโดไฟต Xylaria spp. คือ

ในชวงฤดูฝนพื้นที่ปาในบริเวณนั้นอาจมีการเจริญของราในสกุล Xylaria spp.บนซากกิ่งไมซึ่งมีการ

สะสมมาจากฤดูแลงและมีการสรางสโตรมาจํานวนมากของรา Xyalatia spp.  สโตรมาจะปลดปลอย

สปอรออกมาทาํใหบริเวณนั้นหนาแนนไปดวยสปอรของรา Xylaria spp. สปอรจะตกลงบนใบพืชและ

เมื่อสภาวะเหมาะสมก็จะงอกและเจริญอาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชตอไป ( Bayman และคณะ, 1998)  รา

กลุม Xylariaceous เปนราเอนโดไฟตที่สามารถพบไดอยางสม่ําเสมอในพืชเขตรอนหลายชนิด 

(Rodrigues และ Petrimi, 1997) ในขณะเดียวกันก็เปนกลุมราเอนโดไฟตที่สามารถพบไดทั่วไปใน

เนื้อเยื่อพืชในเขตอบอุนดวยเชนเดียวกัน แตพบมีวาจํานวนและความหลากหลายของชนิดนอยกวาใน

เขตรอน การศึกษาราเอนโดไฟตสวนใหญมีการศึกษากันอยางกวางขวางในพืชเขตอบอุน (Rodrigues 

และ Petrimi, 1997)  แตเร่ิมมีการศึกษาเพิ่มข้ึนในพืชเขตรอนหลายชนิด แตยังมีการศึกษานอยมากใน

พืชวงศปาลมในเขตรอนและจากขอมูลที่มีรายงานเกี่ยวกับราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชวงศ

ปาลมพบวามีงานวิจัยอ่ืนๆมีผลสอดคลองกับการศึกษาคัดแยกศึกษาความหลากหลายของราเอนโด

ไฟตที่อาศัยอยูในพืชวงศปาลมทั้ง  2 ชนิด (A.  pinnatta   และ  B.  macchadonis)  โดย  Rodrigues 

และ  Samuels (1990) แยกราเอนโดไฟตจากปาลม  Licuala ramsayi  เจริญอยูในปาฝนเขตรอนในค

วีนแลน (Queensland)  และออสเตรีย(Australia) พบราเอนโดไฟต  Xylariaceous  มีความถี่ของการ

เกิดโคโลนีมากที่สุดในใบปาลม ในป ค.ศ. 1994 Rodrigues คัดแยกราเอนไฟตจากปาลม  Euterpe 

oleracea  บริเวณปาเขตรอนประเทศบราซิลพบราเอนโดไฟตในวงศ Xylariaceae  ทั้งหมด 15 ชนิด  
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จากราเอนโดไฟตที่พบทั้งหมด 21 สกุล และตัวอยางการศึกษาราเอนไฟตในพืชเขตรอนชนิดอื่นๆก็

แสดงใหเห็นเชนเดียวกันวาราในสกุล Xylaria spp. เปนราเอนโดไฟตที่สามารถพบไดมากที่สุดในพืช

เขตรอนอีกหลายชนิด  เชน ในป ค.ศ. 1996 Lodge และคณะ  คัดแยกราเอนโดไฟตจากใบ  

Manilkara  bidentata   พบราในสกุล Xylaria ประมาณ 73 -74 %  Bayman และคณะ (1998) คัด

แยกราเอนโดไฟตในพืช 2 ชนิด คือ Casuarina  equisetifolia  พบราเอนโดไฟต  Xylaria  54% และ 

ในใบพืช  Manilkara  bidentata  พบราเอนโดไฟต  Xylaria 97%   

 
5.2 การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟตในการสรางสารยับยั้งจุลินทรีย 
และยับยั้งเซลลมะเร็ง 
 

จากการศึกษาหาราเอนโดเอนโดไฟตที่มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ  โดย

นําสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อและเสนใยราที่สกัด ดวยเอทิลแอซิเตตจํานวน 247 สายพันธุ มาทดสอบ

ฤทธิ์ทางชีวภาพโดยวิธี Agar well พบวามีราเอนโดไฟต  92.31%.  สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุ

ลินทรียทดสอบและมีราเอนโดไฟตจํานวน 7.69%  ไมสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบไดโดยสามารถแบงกลุมราเอนโดไฟตที่ยับยั้งจุลินทรียไดเปน  5  กลุม  คือ  ยับยั้งแบคทีเรีย

และยีสต 19.02% ยับยั้งทั้งแบคที่เรียแกรมบวกและแกรมลบ 13.37% ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรม

บวกและยีสต  12.1% ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก 47.77% ไมสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบได  

7.7% . และพบวาราเอนโดไฟตในสกุล  collectrotrichum  spp. สวนใหญ (60%) สามารถออกฤทธิ์

ยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด พบวามีราในสกุล Xylaria spp เพียงสวนนอย (15.3%) สามารถ

ออกฤทธิ์สูงยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด  แตพบวาราเอนโดไฟตที่แยกไดจากใบปาลมซ่ึงสวน

ใหญเปนราในสกุล  Xylaria  spp.  สามารถออกฤทธิ์อยางออนในการยับยั้งเฉพาะจุลินทรียแกรมบวก 

(51.9%) และพบวาราเอนโดไฟตทุกสายพันธุไมสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะตอแบคทีเรีย

แกรมลบหรือยีสต  ราเอนโดไฟต***สายพันธุ A116-2 R และ B316-1 R มีความสามารถสูงในการสราง

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด 

ทดสอบหาราเอนโดไฟตที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งมนุษยดวยวิธี MTT  

โดยนําสารสกัดราเอนโดไฟตจํานวน 147  สายพันธุ พบวามีราเอนโดไฟต  80.71%  สามารถสรางสาร

ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งมนุษยทุกเซลลทดสอบ ซึ่งมีผลทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการอยูรอดนอย

กวาหรือเทากับ  45%  และราเอนโดไฟต 19% ไมออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบมีผลทําให

เซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมีมีชีวิตรอดมากกวา45%  โดยมีราเอนโดไฟตสามารถสรางสารออกฤทธิ์
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เซลลมะเร็งทดสอบทุกเซลล  14% สามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งได  2-6  เซลล มี  37%  และมี

ราเอนโดไฟต  30% สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งอยางเฉพาะ  1  เซลลมะเร็งทดสอบ  โดยสวนใหญ 

(28.57%) มีผลยับยั้งอยางเฉพาะเจาะจงตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว  และพบมีราเอนโดไฟต 1.43% 

ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งเตานม  ซึ่งจากผลทําใหทราบวาราเอนโดไฟตที่แยกไดจากใบปาลมสวน

ใหญสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง โดยสวนใหญสามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งไดมากวา  2  

เซลล  และสารสกัดจากราเอนไฟตที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะเจาะจงตอ 1 เซลลมะเร็งเกือบทั้งหมดออก

ฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว  โดยพบวาวาสารสกัดจากราเอนโดไฟตสายพันธุ  A 317 R A518-

2 R  B115 R  B127 R  ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวอยางสูงและเฉพาะเจาะจงโดยทําให

เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวมีเปอรเซ็นตการอยูรอดเทากับ  8.65%  21.23% 8.44%  และ 0.00% 

ตามลําดับ และออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งเซลลอ่ืนนอยมากโดยทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมี

ชีวิตรอดมากกวา  70%  ขึ้นไป  ราเอนโดไฟตสายพันธุ  A119-1R  B419-1R   สรางสารออกฤทธิ์ยับยั้ง

เซลลมะเร็งเตานมโดยทําใหเซลลมะเร็งเตานมมีเปอรเซ็นตการอยูรอดเทากับ  34.37%  และ  42.12%  

ตามลําดับ   และจากการทดสอบการชักนําใหเซลลมะเร็งเกิดการตายแบบอะพอพโทซีส  พบวาสาร

สกัดราเอนโดไฟตทั้ง  4 สายพันธุ  คือ  พันธุ  A 317 R A518-2 R  B115 R  B127 R สามารถชักนําให

เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเกิดการตายแบบอะพอพโทซีสไดในเปอรเซ็นตสูงและพบวาราเอนโดไฟตทั้ง  

4  สายพันธุมีผลตอการยับยั้งเฉพาะจุลินทรียทดสอบแกรมบวกและยีสตอยางออนเทานั้น  สวนสาร

สกัดจากราเอนโดไฟตสายพันธุ  B419-1 R  มีผลสามารถชักนําใหเซลลมะเร็งเตานมเกิดการตาย

แบบอะพอพโทซีสและมีผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบอยางออนตอแบคทีเรียและยีสต  

มีราเอนโดไฟตหลากหลายชนิดเจริญเติบโตและอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืชและสวนใหญมี

รูปแบบการอยูรวมกันแบบพึ่งพาอาศัยซึ่งกันและกัน  แตในบางกรณีราเอนโดไฟตอาจจะอาศัยอยูใน

พืชในรูปแบบของการแอบแฝงและกอใหเกดิโรคกับพืชภายหลัง   Barz และคณะ, (1988) รายงานวา

ราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูภายในพืชอาจจะเปนสาเหตุทําไหเกิดการเปลี่ยนแปลงบางอยางเกิดขึ้นกับพืช

เมื่อเกิดสภาวะกดดันเกิดขึ้นกับพืชทั้งทางกายภาพและชีวภาพ โดยการสรางสารทุติยภูมิบางชนิด

ออกมาเพื่อปกปองพืช   ดังนั้นอาจเปนไปไดวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตโดยราเอนโดไฟตอาจ

เกิดขึ้นจากคุณสมบัติเฉพาะของชนิดของรานั้นๆ (Engel และคณะ, 1982) หรืออาจเกิดจากสภาวะ

กดดันจากปจจัยตางๆที่เกิดขึ้นจากสภาวะแวดลอมเม่ือราอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช ( Moss, 1984; 

Brunner และ Petrini, 1992)  ดังนั้นความสําคัญของลักษณะการอาศัยอยูรวมกันระหวางพืชกับราก็

เปนปจจัยหนึ่งในการชักนําใหเกิดการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟต  
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ราในสกุล  collectrotrichum spp. มีรายงานวามีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์

ยับยั้งจุลินทรียไดหลายชนิด เชน จากการศึกษาของ Lu และคณะ, (2000) พบวา รา 

collectrotrichum sp. ที่แยกไดจากตน Artermisia annual  สามารถผลิตสารในกลุม ergosterol 7 

ชนิด  พบสาร indole-3- acetic acid (IAA) ซึ่งเปนฮอรโมนพืช และพบสารชนิดใหมอีก 3 ชนิด ไดแก  

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 

ไดแก 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 จากตน Artermisia   mongolica  ซึ่งสามารถผลิต

สาร colletric acid ออกฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ Bacillus subtilis  Staphylococcus aureus  

Sarcina lutea และ Helminthosporium sativum 

 และนอกจากนี้ราในสกุล  collectrotrichum spp. ที่นํามาทดสอบทั้งหมดแยกไดจากใบปาลมในฤดู

แลงดังนั้นความรุนแรงของสารออกฤทธิ์ที่ราเอนไฟตในสกุล  collectrotrichum  spp.สรางขึ้นอาจจะมี

ปจจัยเสริมมาจากความกดดันจากสภาวะแวดลอมภายนอก เชน  สารอาหารและน้ํา ที่ขาดแคลน

ในชวงฤดูกาลที่แหงแลงสงเสริมใหเกิดการตอตาน (antagonistic)  กันระหวางจุลินทรียเพื่อแยงชิง

สารอาหารทําใหตองสรางสารออกฤทธิ์รุนแรงออกมายับยั้งจุลินทรียชนิดอื่นๆ (Rodrigues,1994)  

ราในวงศ Xylariaceae  มีหนาที่หลักในระบบนิเวศวิทยาคือ ทําหนาทีเปนผูยอยสลายเนื้อไม  

แตมีรายงานวาราในวงศ Xylariaceae หลายสกุลมีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

ไดหลากหลายชนิดแตสารทุติยภูมิกลุมหลักที่สรางโดยราในวงศนี้ ไดแก 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  เปนกลุมสารที่สามารถพบเจอไดในรากลุม Xylariaceous  สกุล 

Hypoxylon  Biscogniauxia  และ Camillea  Butyrolactones  มีรายงานเคยพบบางในราสกุล 

Nemania serpens  Cytochalasins มีรายงานวามารถพบไดบอยในรา Xylariaceous สกุล Xylaria 

spp. และ Rosellinia  ราในวงศ Xylariaceae  โดยเฉพาะสกุล Xylaria spp.  หลายชนิดพบเปนราเอ็น

โดไฟตอาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชหลายชนิดและพบไดมากในพืชเขตรอน (Whalley, 1996) หลายชนิด 

และมีรายงานวาสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้ง รา แบคทีเรีย เซลลมะเร็ง เชน  ราเอนโดไฟต  
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Xylaria sp. F0010  สรางสาร Griseofulvin  และ Dechloro – griseofulvin ออกฤทธิ์ยับยั้งรา ( Park 

และคณะ, 2005) ราเอนโดไฟต Xyraria sp. YX-28 สรางสาร 7 – amino- 4- methylcoumarin ออก

ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย (Lui และคณะ, 2008) และราเอนโดไฟต Xylaria obovata  สรางสาร 

Cytochalasins ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง (Dagne และคณะ, 1994)  เปนตน ซึ่งจากการทําวิจัยครั้ง

นี้ซึ่งพบวาราเอ็นโดไฟต Xylaria spp มีจํานาวนความหลากหลายสูงมากในสวนของจํานวนไอโซเลต

และชนิดของราที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อของปาลม ดังนั้นราเอ็นโดไฟตสกุลดังกลาวอาจเปนแหลงของของ

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพที่นาสนใจอีกแหลงหนึ่งในการนํามาพัฒนาในทางเภสัชกรรม

เพื่อนําสารออกฤทธิ์ดังกลาวมาใชในการผลิตสาร ปฏิชีวนะ และยาสําหรับรักษาโรคมะเร็งตอ 

 
5.3 การศึกษาความสัมพันธของการเจริญราเอนโดไฟตตอการสรางสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพยั้บยั้งจุลินทรีย  

 

ผลจากการศึกษาหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้ง 

จุลินทรีย พบวาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตสารยับยั้งจุลินทรียของราสายพันธุ 

A116-2 R  คือ  วันที่  15  ในอาหารเหลว  น้ําสกัดจากใบปาลม  และ  PDB  สวนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  

MEB  คือวันที่  21  และการใหอากาศมีผลตอการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียในอาหาร  2  ชนิด  

คือ  น้ําสกัดจากใบปาลม  และ  PDB  โดยพบวาเมื่อมีการเลี้ยงเชื้อควบคูกับการใหอากาศในอาหาร

เหลว น้ําสกัดจากใบปาลม มีผลใหราสายพันธุดังกลาวสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียไดเร็ว

กวาและมีปริมาณสารมากกวาการเลี้ยงราและบมที่สภาวะนิ่ง แตในอาหารเลี้ยงเชือ้  MEB  กลบัพบวา

การลี้ยงเชื้อโดยการบมในสภาวะนิ่งมีผลทําใหปริมาณของสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียมีปริมาณสาร

มากกวาในสภาวะการใหอากาศ  แตการใหอากาศพบวามีการสรางสารเกิดขึ้นกอนการเลี้ยงเชื้อใน

สภาวะนิ่ง  สวนราสายพันธุ  B316-1R  พบวา มีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย

ไดปริมาณมาก ที่สุดในวันที่  21  ในอาหารทั้ง 3 ชนิด  แตพบวาการบมเชื้อในในสภาวะนิ่งสงเสริมให

ราเอนโดไฟตสายพันธุ  B316-1R  สรางสารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียไดดีกวาการใหอากาศและจาก

การศึกษาการเจริญของราเอนโดไฟต  2  สายพันธุดังกลาวในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อทั้ง  3  ชนิด  พบวา

ราเอนโดไฟตสายพันธุ  A116-2 R  เจริญเติบโตไดดีที่สุดในอาหารเหลวน้ําสกัดจากใบปาลม  ใน

สภาวะการบมที่สภาวะนิ่ง  และเจริญไดนอยที่สุดในอาหารเลียงเชื้อ  PDA  และในอาหารเลี้ยงเชื้อ  

MEB ตามลําดับ  เมื่อมีการใหอากาศมีผลทําใหเซลลมีการเจริญไดดีมากกวาการไมใหอากาศอยาง

ชัดเจน  ราสายพันธุ  B316-1R  พบวามีการเจริญไดดีในอาหารทั้ง  3  ชนิด  และการเลี้ยงเชื้อใน
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สภาวะนิ่งมีผลทําใหเซลลมีการเจริญเติบโตไดดีกวาสภาวะการใหอากาศ  จากการศึกษาการแยกสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหบริสุทธิ์เบื้องตน  โดยใช  TLC  โครมาโทกราฟ  ปรากฏแถบของสารบนแผน 

TLC  สายพันธุ A116-2R  ปรากฏแถบของสารแยกออกมาและแตละตําแหนงคา Rf  เทากับ 0.15 

0.21 0.38 0.75 .084  ตามลําดับ   และราเอนโดไฟตสายพันธุ B316-1Rปรากฏแถบของสารแยก

ออกมา  และแตละตําแหนงคา Rf เทากับ 0.17 0.20 0.36 0.65 0.76   ตามลําดับ 

ปจจัยทางกายภาพ ไดแก  อุณหภูมิ (Feng  และ Leonard, 1998) pH (Buchanan และ 

Ayres, 1975) และปริมาณอากาศที่สัมผัสกับผิวหนาอาหาร ( Guzman-de-Pena และ Ruiz-Herrera, 

1997) อาจมีผลตอความสามารถในการเจริญเติบโตและการสรางสารทุติยภูมิบางชนิดของรา สวน

ปจจัยของสารอาหาร  เชน  แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน ก็เปนสวนหนึ่งที่มีผลตอการสรางสาร 

mycotoxin  และสงผลตอความแตกตางของลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราไดเชนเดียวกัน  (Keller 

และคณะ , 1997) นอกจากนี้สารทุติยภูมิบางชนิดที่มีอยูสม่ําเสมอในสปอรของราเพื่อใชใน

กระบวนการการพัฒนาการงอกของสปอร เชน    สาร Butyrolactone  พบในรา  Aspergillus terreus  

ชวยชักนําใหเกิดการงอกของสปอร สาร  Zearalenone  พบในรา Fusarium graminearum ชวยชักนํา

ใหเกดิการงอกของสปอรและสงเสริมการเกิดของ perithecial  สาร Melanin พบในรา Colletotrichum 

lagenarium มีความสัมพันธเกี่ยวกับการสราง appressorial   และชวยปกปองแสง UV ในรา 

Alternaria  altemata   สารทุติยภูมิบางตัวที่พบในสปอรรา เชน Butyrolactone  เปนสารโมเลกุลที่

เปนปจจัยหลักในการควบคุมหนาที่ตางๆทางชีววิทยาในแบคทีเรีย เชน การสรางสารปฏิชีวนะและ

ความรุนแรงของสารดังกลาว( Davies  และคณะ,  1998) ดังนั้นสารทุติยภูมิที่พบในสม่ําเสมอใน

สปอรของราบางตัวอาจเกี่ยวของกับการกระบวนการทางชีววิทยาของราเชน เดียวกับแบคทีเรียก็

เปนได 

ผลิตภัณฑทางธรรมชาติที่ไดจากราบอยครั้งสรางชาในกระบวนการพัฒนาของราและมีความ

ซับซอนของกระบวนการสังเคราะหทางชีววิทยาซึ่งความซบัซอนอาจเนื่องมาจากปจจัยตางๆที่มีผลตอ

การผลิตสารทุติยภูมิซึ่งประกอบดวย  (Calvo  และคณะ, 2002) 

(1)   จํานวนของปจจัยจากภายนอกและภายในการสงเสริมใหเกิดกระบวนการสังเคราะห

ผลิตภัณฑทางธรรมชาติ   

(2)    ความหลากหลายของการทําปฏิกิริยาของเอนไซมสําหรับการเปลี่ยนสารปฐมภูมิให

เปลี่ยนเปนผลิตภัณฑทุติยภูมิ  

(3)    การยึดติดกับแบบแผนการแสดงออกของยีนในการผลิตเอนไซมสําหรับผลิตภัณฑโดยมี

ตัวกระตุนใหเกิดการ transcriptional หนึ่งยีนหรือมากวา  
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(4)    ความสัมพันธกันอยางใกลชิดระหวางกระบวนการสังเคราะหผลิตภัณฑทุติยภูมิกับสาร

ปฐมภูมิ  

(5)   ความสัมพันธของผลิตภัณฑทุติยภูมิกับระยะการพัฒนาของราโดยเฉพาะการงอกของ

สปอร  
 
5.4  การจําแนกสายพันธุราเอนโดไฟตดวยวิธีทางอณูวิทยา  

 

 เนื่องจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาและยังไมสามารถจําแนกถึงสปชีสได  ดังนั้นจึงใช

ขอมูลจากลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ ITS rRNA gene และเมื่อนําลําดับเบสของยีนของรา

เอนโดไฟตมาเปรียบเทียบลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ ITS rRNAgeneที่บันทึกไวใน

GeneBankDNAdatabase จากเว็บไซต http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  พบวาราเอนโดไฟต

ทั้ง 7 สายพันธุ คือ A116-2R B115 R B316-1R B419-1 R   B127 R A317R A518-2R  มีความคลายคลึง

กับลําดับเบสกับรา ดังนี้  ราเอนโดไฟตสายพันธุ A116-2R มีความเหมือนกับลําดับเบสรา Xylaria  sp. 

P055 เปอรเซ็นตความเหมือน 99%  ราเอนโดไฟตสายพันธุ B127 R มีความเหมือนกับลําดับเบสราใน

สกุล Monilinia urnular 4 สายพันธุ โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนเทากับ 91% ไดแก  Monilinia 

urnular (Z73795.1)  Monilinia urnular (Z73794.1) Monilinia oxycocci 

( Z73790.1) Monilinia oxycocci (Z73789.1) จึงยังไมสามารถระบุถึงสกุลและสายพันธุราที่แนนอน

ไดเมื่อเทียบกับขอมูลใน GeneBank เนื่องจากเมื่อสังเกตจากลักษณะสัณฐานวทิยาราเอนโดไฟตสาย

พันธุ B127 R มีลักษณะคลายกับราในสกุล Xylaria spp. แตมีความแตกตางอยางชัดเจนกับราในสกุล 

Monilinia urnular    ราเอนโดไฟตสายพันธุ  B115 R มีความเหมือนกับลําดับเบส ราเอนโดไฟตไอโซ

เลต 933 และ ราเอนโดไฟตไอโซเลต 812 โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนเทากับ 100% ราเอนโดไฟต

สายพันธุ B316-1 R B419-1 R มีความเหมือนกับลําดับเบส ราเอนโดไฟตไอโซเลต 933 มีเปอรเซ็นต

ความเหมือนเทากับ 100% สวนราเอนโดไฟตสายพันธุ  A317R A518-2R   ไมสามารถเทียบขอมูลกับ

ลําดับเบสใน GenBank ไดเนื่องจากไมประสบความสําเร็จในกระบวนการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดเีอน็เอที่

ตําแหนงไอทีเอสดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอรเรส  ดังนั้นจากการเปรียบเทียบขอมูลจาก GenBank 

ยังคงไมสามารถระบุถึงถึงสปชีสของราเอนโดไฟตในสกุล Xylaria spp. ไดในการจัดจําแนกสายพันธุ

ราเอนโดไฟตในสกุล Xylaria spp. ในระดับของสปชีส ดังนั้นในการทําการวิจัยครั้งตอไปจึงมีความ

จําเปนตองใชวิธีการจัดจําแนกราในสกุล Xylaria spp. หลายวิธีเขามาชวยในการจักจําแนกในระดับ

ของสปชีส คือ โดยการชักนําใหราเอนโดไฟต Xylaria spp.  สรางระยะสืบพันธุแบบอาศยัเพศเพื่อใช 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1.  โปเตโต เดกซโตรส อการ  (Potato Dextrose Agar) 
 มันฝร่ัง 200.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)     20.0 กรัม 

 วุนผง   20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ตมมันฝร่ังในน้ําจนเดือดประมาณ 20 นาที  กรองเอาสวนน้ําใสมาใช 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
2.  มอลล เอกซแทรก อการ  (Malt Extract Agar) 
 สารสกัดจากมอลท (malt extract)     20.0 กรัม 

 กลูโคส         20.0 กรัม 

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone)       1.0 กรัม 

 วุนผง   20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
3.  โอต มีล อการ  (Oat Meal Agar) 
 ขาวโอต  (Oat meal)   20.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)      1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง   18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ตมขาวโอตในน้ํากลัน่โดยตมใหเดือดประมาณ 10-15 นาที  นาํมากรองผานผาขาวบาง  เติม

น้ํากลัน่ลงไปในอาหารจนครบ 1,000 มิลลิลิตร  เติม สารสกัดจากยีสต  ปรับพีเอชเทากับ 7.0   

 นึ่งฆาเชื้อดวยอุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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4.  โปเตโต เดกซโตรส บรอท  (Potato Dextrose Broth) 
 มันฝร่ัง 200.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)     20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ตมมันฝร่ังในน้ําจนเดือดประมาณ 20 นาที  กรองเอาสวนน้ําใสมาใช 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
5.  มอลล เอกซแทรก บรอท  (Malt Extract Broth) 
 สารสกัดจากมอลท (malt extract)     20.0 กรัม 

 กลูโคส         20.0 กรัม 

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone)       1.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
6.  น้ําสกัดจากใบปาลม 
 ใบปาลมหัน่ฝอย   20.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)     20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ตมใบปาลมหัน่ฝอยในน้ําจนเดือดประมาณ 20 นาท ี กรองเอาสวนน้าํใสมาใช 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6   

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
7.  นิวเทรียนท อการ (Nutrient Agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract)     3.0 กรัม 

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone)     5.0 กรัม 

 วุนผง         18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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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 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
9.  แซบบรอท เดกซโตรส อการ  (Sabouraud Dextrose Agar) 
 แบคโตเปปโทน  (Bacto peptone)   10.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)     40.0 กรัม 

 วุนผง   20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
10.  มูลเลอร ฮินตัน อการ  (Mueller-Hinton Agar)   
 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract)     2.0 กรัม 

 เคซีน  (Acid Hydrolysate of Cascin)   17.5 กรัม 

 แปง  (starch)     1.5 กรัม 

 วุนผง   17.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
11.  แซบบรอท เดกซโตรส บรอท (Sabouraud Dextrose Broth) 
 แบคโตเปปโทน  (Bacto peptone)   10.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)     40.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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12.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 (stock reagent) 
 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ผงสําเร็จรูป  10.4 กรัม 

 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต    2.0 กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร  กวนใหเปนเนื้อเดียวกัน

ปรับคาความเปนกรด-ดาง  ใหมีคาประมาณ  6.9-7.4  ดวย HCl ความเขมขน 1N ปรับปริมาตรใหได 

1 ลิตร  ทาํใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานหวักรองอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขนาด 0.22 

ไมโครเมตร  ลงในขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขวดละ 90 มลิลิลิตร  ปดฝาและพนัพาราฟลม  

เก็บในตูเยน็ทีอุ่ณหภูมิ 4  องศาเซียเซียส 

 
13.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ทีม่ี Fetal Bovine Serum ความเขมขน 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 สาํหรับเกบ็เซลลแชแข็ง (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 

 ซิงคซัลเฟต  (ZnSO4.7H2O)     0.1 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด  0.45  μm  และเติมลงในอาหารที่ฆาเชื้อแลวที่

อุณหภูมิ  45-50 °C 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

1.  โซเดียมไฮเปอรคลอไรดเขมขน 5% 
เติมน้ํากลั่นเพือ่ปรับเปอรเซ็นตความเขมขนของสารใหไดความเขมขนตามที่ตองการ 

 
2.  0.5 McFarland Standard 
 BaCl3.2H2O      1.175 กรัม 

 น้ํากลัน่          100 มิลลิลตร 

 ละลาย BaCl3.2H2O  1.175 กรัมในน้าํกลั่น 100 มิลลิลิตร  ปเปตตสารละลาย BaCl3.2H2O  

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  เติมลงในสารละลาย 1% H2SO4  ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร  จะไดสาร

แขวนลอยทีม่ลีักษณะขุน  เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหองไดนาน 6 เดือน  

 

3.  บัฟเฟอร Phosphate buffer saline (PBS, Ca2+ , Mg2+ free)  ความเปนกรด-ดาง 7.4 

 NaCl  8.0 กรัม 

 KCl  0.2 กรัม 

 NaHPO4 1.44 กรัม 

 KH2PO4 0.24 กรัม 

 นําแตละสวนละลายในน้าํปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร  ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากบั 7.4 

ดวย HCL เขมขน 1N หรือ NaOH เขมขน 1N ปรับปริมาตรดวยกระบวกตวงจนครบ 1000 มิลลิลิตร  

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °C  ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 
4.  สารละลาย MTT 5 mg/ml ใน PBS 
 MTT 50 มิลลิกรัม 

 PBS 10 มิลลิลิตร 

 ละลาย MTT ใน PBS  กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร  แบงใสหลอด    ไม

โครทิวปปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร  หลอดละ 1 มิลลิลิตร หุมแผนฟลอยดเกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 4 

°C  
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5.  สารละลาย 0.04 N HCl  ใน isopropanol   
 เติม HCl  0.331 มิลลิลิตร  ลงใน 80 มิลลิลิตร isopropanol  ปรับปริมาตรใหได 100 

มิลลิลิตรดวย isopropanol  เก็บที่อุณหภูมหิอง 

 
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 

เติมน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลว (Autoclaved water) จนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขา

กัน เก็บไวที่อุณหภูมิ 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 

เติมน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลวจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

 
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  ดวยน้าํกลัน่ปราศจากเชื้อปริมาตร 200 มิลลิลิตร เก็บไวทีอุ่ณหภูมิหอง 
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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 

เติมน้ํากลั่นลงในสวนผสมของ Tris-Cl และ EDTA นําไปฆาเชื้อในหมอนึง่ความดันไอน้ําที่อุณหภูม ิ

121 องศเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ีเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

  
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  

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปราศจากเชื้อปริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิหอง  

 
11.2  Ethidium bromind, 10 mg/ ml 
เติมน้ํากลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในเอทิเดียมโบรไมด (C21H20BrN3) 0.2 

กรัม ผสมใหเขากัน เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 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 แสดงลกัษณะทางสณัฐานวทิยาราเอนโดไฟตจัดจําแนกตามสกลุ 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
รูปที่ 4.1 แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Aspergillus spp.  

(a) ลักษณะของโคโลนมีีสีเขียว สรางรงควัตถุสีน้าํตาลบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 

วัน (b) ลักษณะโครงสรางของสปอรและโคนิเดีย 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.2 แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Cladosporium  spp.  

(a) ลักษณะของโคโลนมีีสีเทา สรางรงควตัถุสีดําบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อาย ุ20 วัน (b) 

ลักษณะโครงสรางของสปอร โคนิเดียมีสีใสลักษณะคลายผลมะนาว 
 
 
 
 

a b

a b
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รูปที่ 4.3  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Colletotrichum spp.  

(a) ลักษณะของโคโลนีรา Colletotrichum sp.1 อาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อาย ุ20 วัน โคโลนี

มีสีเทาเขียว   (b) ลักษณะโคนิเดีย (conidia) รูปรางรี มีสีใส  

(c) ลักษณะของโคโลน ี Colletotrichum sp.2 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วัน 

โคโลนีมีสีเทาออกเหลือง   (d) ลักษณะโคนิเดียรูปรางร ีมีสีใส  

(e) ลักษณะของโคโลน ี Colletotrichum sp.3 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วัน 

โคโลนีมีสีเทาเขียว เสนใยฟู สรางรงควัตถสีุสมบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (f) ลักษณะโคนิเดีย รูปรางร ี

มีสีใส  
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รูปที่ 4.4  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Glomerella  sp.   

(a) ลักษณะของโคโลนีบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วนั โคโลนีมีสีเทา เสนใยฟ ู ไม

สรางรงควัตถบุนอาหารเลี้ยงเชื้อ  (b) ลักษณะแอสคัส (ascus) ซึ่งม ี 8 แอสโคสปอรบรรจุอยู

ภายใน 
 

   

 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Fusarium sp.  

(a) ลักษณะของโคโลนีบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วัน ลกัษณะโคโลนมีีสีเหลือง

ออนเสนใยเรียบติดกับอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ (b) ลักษณะโคนิเดียมีลักษณะคลายรูปเคียว 

สปอรมี 2 แบบ megaspore และ microspore 
 
 
 
 
 
 

a b

a b



 
 
124 

  

 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.6  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Pennicilium sp.  

(a) ลักษณะของโคโลนีบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ MEA อายุ 20 วัน โคโลนีมีสีเหลือง สรางรงค

วัตถุสีน้าํตาลบนอาหารเลี้ยงเชื้อ   (b) ลักษณะโครงสรางของสปอรและโคนิเดีย  
 
 
 
 

   

 

 
 
รูปที่ 4.7 แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Pestalotiopsis sp.  

(a) ลักษณะของโคโลนีบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ MEA อายุ 20 วนั โคโลนีมีสีขาวเหลอืง เสนใย

เรียบ สรางรงควัตถุสีดําและสีน้ําตาลบนอาหารเลี้ยงเชือ้ (b) ลักษณะโคนิเดียเปนรูปรี มีสี

น้ําตาลใสมีผนังกั้นมเีสนใยยื่ออกมา 2 เสนดานบนของสปอร 
 
 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8 แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Phomopsis  spp.  
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(a) ลักษณะของโคโลนีบนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ MEA อายุ 20 วัน โคโลนีมีสีขาว เสนใเรียบ 

สรางรงควัตถสีุดําบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (b) ลักษณะโคนิเดียรูปรางร ี สปอรมี 2 แบบ 

magaspore และ microspore 
 
 

     
 

   
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.9  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Xylaria spp.   

 (a) Xylaria sp.1 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA โคโลนีมีสีขาว เสนใยฟู สรางสโตรมา

ทรงกระบอกสนี้ําตาลออนยาว  0.5-1.0 เซนติเมตร  (b) ลักษณะสโตรมาในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ 

PDB อายุ 30 วัน เสนใยมีสขีาว เสนใยฟู สรางสโตรมาสีน้ําตาลออนยาว 0.5-1.0 เซนติเมตร (c)  

 (b) Xylaria sp.2 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อาย ุ20 วนั โคโลนีมีสขีาว เสนใยฟ ูสรางสโตร

มารูปรางทรงกระบอกยาวประมาณ 1 เซนติเมตร บริเวณฐานดานลางของสโตรมามีสีออกเทาเขียว 

ดานบนมีสีขาวออกน้าํตาล  (d) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลีย้งเชือ้ PDB อายุ 30 วัน เสนใยมีสี

ขาว สรางสโตรมายาว 1-5 เซนติเมตร บริเวณฐานดานลางของสโตรมามีสีเทาดาํ ดานบนมีสีน้าํตาล

ออน สวนปลายของสโตรมา บางครั้งแตกออกเปนแฉก  

  
 

c

b
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รูปที่ 4.10  แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟตสกุล Xylaria spp.   

  (a) Xylaria sp.3 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ PDA โคโลนีมีสีขาว ไมสรางสโตรมาบน

อาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ  (b) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDB อายุ 30 วนั สรางสโตรมาสี

น้ําตาลออนยาว 0.5-1.0 เซนติเมตร ปลายดานบนสรางโคนิเดียลักษณะคลายผงแปงสีดํา  

  (c) Xylaria sp.4 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วัน โคโลนีมสีีเทา สรางสโตร

มายาวขนาดเล็กยาวประมาณ 0.5 เซนติเมตรบนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ (d) ลกัษณะโคโลนีในอาหาร

เหลวเลีย้งเชื้อ PDB อายุ 30 วัน เสนใยมีสีเทาสรางสโตรมาขนาดเล็กสีเขียวออกดํายาวประมาณ 1 

เซนติเมตร  

  (e) Xylaria sp.5 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วัน โคโลนีมีสนี้ําตาล เสนใยฟู

สีน้ําตาล ไมสรางสโตรมาในอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ  (f) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDB อาย ุ

30 วัน เสนใยสีน้ําตาล ไมสรางสโตรมาในอาหารเหลวเลีย้งเชื้อ 
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รูปที่ 4.11  แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟตสกุล Xylaria spp.   

  (a) Xylaria sp.6 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA ลักษณะโคโลนีมีสีขาว แซมดําสราง

รงควัตถุสีน้าํตาลบนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ สรางสโตรมาทรงกระบอกมีสดีําแตบริเวณปลายของสโตรมา

มีสีชมพูออกสม (b) ลักษณะโคโลนีมาในอาหารเหลวเลีย้งเชื้อ PDB อายุ 25 วนั เสนใยสีขาวฟู สราง

สโตรมาสีน้าํตาลยาวประมาณ 1 เซ็นติเมตร 

  (c) Xylaria sp.7 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วัน โคโลนมีีสีขาว เสนใยฟ ู

สรางสโตรมาทรงกระบอกบริเวณฐานมีสดีําสวนปลายมีสีน้ําตาลออนยาวประมาณ 3-4 เซนติเมตร  

(d) ลักษณะสโตรมาในอาหารเหลวเลีย้งเชื้อ PDB อายุ 25 วัน โคโลนีมีสีเทาสรางสโตรมาสีเทาถงึ

น้ําตาลเขมยาวประมาณ 2-3 เซนติเมตร 

  (e) Xylaria sp.8 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 20 วัน โคโลนีสีน้ําตาล เสนใยฟ ู

ไมสรางสโตรมาในอาหารแงเลี้ยงเชื้อ(f) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDB อายุ 25 วัน เสน

ใยดานลางสนี้าํตาล ดานบนปกคลุมดวนเสนใยสีขาวไมสรางสโตมาในอาหารเหลว  
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รูปที่ 4.12 แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟตสกุล Xylaria spp.   

  (a) Xylaria sp.9 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ  20 โคโลนีมีสีเทา เสนใยฟ ูสราง

สโตรมาทรงกระบอกยาวปลายมนมีสีดํา ยาวประมาณ1-2 เซนติเมตร (b) ลักษณะสโตรมาในอาหาร

เหลวเลีย้งเชื้อ PDB อาย ุ25 วนั โคโลนีมีสเีทา สรางสโตรมาสั้นปลายมนมีสีดํา 

  (c) Xylaria sp.10 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ PDA อายุ 20 วนั โคโลนีสขีาว เสนใยฟ ูไม

สรางสโตรมาในอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ (d) ลกัษณะโคโลนใีนอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDB อาย ุ25 วัน เสน

ใยมีสีขาวอกกสมแซมดวยสดีําสรางสโตรมาสั้นสีขาวออกสมปลายแหลม 

  (e) Xylaria sp.11 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ PDA อายุ 20 วัน โคโลนมีสีีน้ําตาล เสนใย

ฟู ไมสรางสโตรมาในอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ (f) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลีย้งเชื้อ PDB อายุ 25 วนั 

เสนใยมีสีดาํ ดานบนปกคลมุดวยเสนใยสขีาว สรางสโตรมามีลักษณะคลายกระบอง 
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รูปที่ 4.13  แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟตสกุล Xylaria spp.   

  (a) Xylaria sp.12 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ PDA อาย ุ20 วัน โคโลนีมสีีเทาดาํ 

 เสนใยฟูสรางสโตรมาเสนเลก็เรียวยาวสีดาํสวนบริเวณปลายเสนใยแหลมมีสีขาวสโตรมายาว

ประมาณ 0.5 -1.0 เซน็ติเมตร (b) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDB อาย ุ25 วัน เสนใยมีสี

เทาสรางสโตรมาเสนเล็กเรียวยาวสีดําสวนบริเวณปลายเสนใยแหลมมสีีขาวสโตรมายาวประมาณ  1-

3  เซน็ติเมตร 

  (c) Xylaria sp.13 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ OA อายุ 10 วัน โคโลนีมีสีขาว แตกลบั

กลายเปนสีดําเมื่ออายุมากขึน้ สรางสโตรมารูปรางทรงกระบอกมีสีดําจากสวนฐานถึงกึ่งกลางถึงปลาย

มีสีขาวครีม  (d) ลักษณะโคโลนีมาในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ PDB อาย ุ25 วัน  เสนใยมีสีดํา สรางสโตร
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มารูปรางทรงกระบอกมีสีดาํจากสวนฐานถึงกึง่กลางถึงปลายมีสีขาวครีม  ยาวประมาณ 3-4 

เซนติเมตร  

  (e) Xylaria sp.14 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ PDA อาย ุ 25 วัน โคโลนมีีสีขาวฟู สราง

สโตรมาทรงกระบอกสีครีมยาวประมาณ 3-4 เซนติเมตร (f) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ 

PDB อายุ 25 วัน เสนใยมีสีครีมออกสม สรางสโตมาลักษณะคลายเขากวางปกคลมุดวยโคนิเดียสีขาว

ออกเทาเปนผงคลายผงแปง  

 
 

   
  
  
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.14  แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟตสกุล Xylaria spp.   

  (a) Xylaria sp.15 บนอาหารแข็งเลี้ยงเชือ้ PDA อาย ุ20 วนั โคนีสเีขียวทบึ สรางสโตร

มาทรงกระบอกบริเวณฐานจนถงึกึง่กลางมีสีเขียวออกดาํจากบริเวณกึง่กลางถงึปลายมีสีออกน้าํตาล

ออนปลายมนยาวประมาณ 1-2 เซนติเมตร  (b) ลักษณะโคโลนีในอาหารเหลวเลีย้งเชื้อ PDB อายุ 25 

วัน เสนใยมสีีเทาออกเขียว  สรางสโตรมาทรงกระบอกบริเวณฐานจนเกือบถงึปลายมีสีเขียวออกดํา

บริเวณปลายมีสีออกน้าํตาลออนปลายมนยาวประมาณ 1-2 เซนติเมตร   
 

 
 
 
 
 
 

 

a b
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ภาคผนวก ง 
 
 
ตารางที่ 4.1  แสดงคาทางสถิติของปจจยัที่สงผลตอจํานวนไอโซเลต 

 

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)    

คายอมรับไดสําหรับการบงบอกระดับความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญ ≥0.005 
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ภาคผนวก จ 
 
 
1 ลําดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟตสายพนัธุ    A116-2 R  B115 R  B127 R  B316-1 R  
B419-1 R 
 
1.1 ลําดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟตสายพนัธุ A116-2 R   
 

GCGGAGGGATCATTAAAGAGTTCTATAACTCCCAAACCCATGTGAACATACCATACGTTGCCTCGGCAG

GTCGCGCCTACCCCGTAGCGTCCTACCCTATAGGACCTACCCGGTAGACGCGGGTAAGCCTGCCGGC

GGCCCAAGAAACTCTGTTTAGTATTGAATTCTGAACCTATAACTAAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGA

TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT

GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT

TTCAACCCTTAAGCCCTCGTTGCTTAGTGTTGGGAGCCTACGGTACCCGTAGCTCCTCAAAGTTAGTGG

CGGAGTCGGTTCACACTCTAGACGTAGTAATTTTATCTCGCCTATCAGTTGGACCGGTCCCCTGCCGTA

AAACACCCCAATTTCTAAAGGTTGACCTCGGATCATGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA

GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCA 

 
1.2 ลําดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟตสายพนัธุ B115 R  
 

AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCAT

TAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCCTCGTTGCTTAGTGTTGGGA

GCCTACGGTACCCGTAGCTCCTCAAAGTTAGTGGCGGAGTCGGTTCACACTCTAGACGTAGTAATTTTA

TCTCGCCTATCAGTTGGACCGGTCCCCTGCCGTAAAACACCCCAATTTCTAAAGGTTGACCTCGGATCA

GGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA 
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1.3. ลาํดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟตสายพนัธุ B127 R 

 
GAAATGCGATAAGTATTATGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATTTTCGAACGCACATTGCGCCTC

TTGGCATTCCATGAGGCATGCCTGTTCGAGCGTTATTACAAAACCCTCAAGCCTTGCTTGGTGATGAATT

CCATCATTGATGGATTTTTAAAAATTTGCCGATGTTGTAGAGTTTAATTCGACGCAACCAAAACTTTTCTG

CGTCAGAATGAGCTTTACATCACATCAGTAAATCCTTTTCAATAATTTAACCTCGGATCAGGTAGGAATAC

CCGCTGAACTTAA 
 
 
1.4. ลาํดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟตสายพนัธุ B316-1 R 
 

TCATATGGATTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAAC

CTTTAGAAATTGGGGTGTTTTACGGCAGGGGACCGGTCCAACTGATAGGCGAGATAAAATTACTACGTC

TAGAGTGTGAACCGACTCCGCCACTAACTTTGAGGAGCTACGGGTACCGTAGGCTCCCAACACTAAGC

AACGAGGGCTTAAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCACTAGAATACTAATGGGCGCAATG

TGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTC

ATCGATAATCGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCACTGGCC 

 

 
5. ลําดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟตสายพนัธุ B419-1 R 

 
GAAATGCGATAAGTATTATGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATTTTCGAACGCACATTGCGCCTC

TTGGCATTCCATGAGGCATGCCTGTTCGAGCGTTATTACAAAACCCTCAAGCCTTGCTTGGTGATGAATT

CCATCATTGATGGATTTTTAAAAATTTGCCGATGTTGTAGAGTTTAATTCGACGCAACCAAAACTTTTCTG

CGTCAGAATGAGCTTTACATCACATCAGTAAATCCTTTTCAATAATTTAACCTCGGATCAGGTAGGAATAC

CCGCTGAACTTAA 
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