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แยกราเอนโดไฟตในใบไมจากพืช 9 ชนิดไดแก เต็ง รัง กระโดน ยอปา กระทุม  ปอลาย 

สมอไทย แค และทองหลาง ในปาเต็งรังบริเวณจงัหวดัตากโดยทาํการศึกษาในฤดฝูนในป พ.ศ. 

2550 และฤดูแลงในป พ.ศ. 2551 จํานวน 340 ตัวอยาง  โดยนาํตัวอยางใบไมจากพชืดังกลาวมา

จําแนกชนิดของราเอนโดไฟตตามหลักสณัฐานวิทยาไดราเอนโดไฟตทั้งสิน้ 231 ตัวอยาง พบวา

ความหลากหลายทางชีวภาพในฤดูฝนมีมากกวาฤดูแลงโดยพบ Mycelia sterilia sp.2 มากทีส่ดุ 

พบราเอนโดไฟตที่พบไดบอยไดแก Phomopsis sp., Nigrospora sp., Pestalothiopsis sp.,  

Xylaria sp. เมื่อทดสอบความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 5 ชนิด 

ไดแก Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 Escherichia coli ATCC25922 Bacillus 

subtilis ATCC6633 Staphylococcus aureus ATCC25923 Candida albicans ATCC 70014 

พบวามีราเอนโดไฟตเพียง 1 สายพนัธุไดแก สายพนัธุ DSO2 ที่ยับยัง้การเจริญของจุลินทรียไดทุก

ชนิด เมื่อนํามาทดสอบความสามารถในการสรางสารออกฤทธิย์ับยัง้เซลลมะเร็ง 7 ชนิดและเซลล

ปกติ 1 ชนิดดวยวธิี MTT assay  พบวาราเอนโดไฟตสายพนัธุ WAC9 สามารถยับยั้งเซลลมะเร็ง

เม็ดเลือดขาวไดจําเพาะเจาะจง และราเอนโดไฟตสายพันธุ WGE2 สามารถยับยั้งเซลลมะเร็ง

ลําไสไดจําเพาะเจาะจง เมื่อจําแนกสายพนัธุโดยวิธทีางอณูชีววทิยา พบวาราเอนโดไฟตสายพนัธุ 

WAC9 คือ Glomerella cingutala และราเอนโดไฟตสายพนัธุ WGE2 คือ Phomopsis sp. 

หลังจากนั้นไดทําการศึกษาราเอนโดไฟตทัง้ 2 สายพนัธุเพื่อสนับสนุนการตายของเซลลแบบอะ

พอพโตซิส โดยสายพันธุ WAC9 สามารถกระตุนเซลลมะเร็งมีการตายแบบอะพอพโตซิสได 
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 Endophytic fungi were isolated from 340 samples leaf of 9 Dipterocarp forest 

tree species such as Shorea obtuse, Shorea siamensis, Careya sphaerica, Morinda 

pubescens, Anthocephalus chinensis, Grewia criocarpa, Terminalia chebula, 

Fermandoa adenophylla, Erythrina variegate in Tak province during wet season 

2007 and dry season 2008. Total 231 endophytic fungi isolates were obtained and 

identification based on morphological characteristic. Biodiversity of endophytic fungi 

were greater in wet season than dry season. Mycelia sterilia sp.2 was the most 

frequency isolated from all different plant host species. Moreover, the typical 

endophytic fungi genera such as Phomopsis sp., Nigrospora sp., Pestalothiopsis sp. 

and Xylaria sp. were commonly found in this area.  DSO2 was one isolate showed 

broad spectrum antimicrobial against Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 

Escherichia coli ATCC25922 Bacillus subtilis ATCC6633 Staphylococcus aureus 

ATCC25923 Candida albicans ATCC 70014.  A anticancer activity against seven 

human cell lines and non cancer kidney African green monkey (Vero) cell lines by 

using MTT assay. WAC9 and WGE2 were activitied against human acute T-cell 

leukemia and human colorectal adenocarcinoma respectively. Both strain were then 

identified as Glomerella cingutala and Phomopsis sp. by molecular technique. Strain 

WAC9 showed apoptosis character. 
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บทที่1 
 

บทนํา 
 

ปจจุบันการดื้อยาปฏิชีวนะของจุลินทรียตางๆมีแนวโนมเพิ่มมากขึน้  ดังนั้นจงึมีความ

พยายามในการหายาปฏิชีวนะตัวใหมๆทีม่ีประสิทธิภาพมากกวาเดิมเพื่อใชในการตอตานจุลินทรีย

กอโรค  ราเปนสิ่งมีชีวิตทีม่ีความหลากหลายทางชวีภาพสูงและเปนแหลงสําคัญที่สรางสารออก

ฤทธิท์างชีวภาพ  พบวามีราอยูจําพวกหนึง่ที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชทีม่ชีีวิตโดยไมกอใหเกิดโรคกับ

พืช  นอกจากนี้ราบางชนิดยงัสามารถสรางสารชนิดเดียวกันกับพชืที่ราอาศัยอยู  เรียกราชนิดนีว้า 

ราเอนโดไฟต 

ราเอนโดไฟตเปนราที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชทีม่ีชีวิตบริเวณทั้งในเซลลและชองวางระหวาง

เซลลพืช  ในสวนของเปลือกไม เนื้อไม กานใบ ใบ และรากของพืชช้ันสูง  โดยมีความสมัพนัธกบั

พืชในลักษณะที่เปนภาวะพึ่งพาอาศยัซึ่งกนัและกนั (mutualism) เชนการที่ราเอนโดไฟตสราง

สารพิษปองกนัแมลงและสตัวแกพืช  ในขณะที่พืชใหทีอ่ยูอาศัยและอาหารแกรา  (Ju และคณะ, 

1998 ; Daisy และคณะ, 2002) และภาวะอิงอาศัย  (commensalism)  จนกระทั่งทําใหเกิดโรค

กับพืชไดถาตนพืชมีสภาวะออนแอหรือมคีวามเครียดเกิดขึ้น  ราเอนโดไฟตอาจจะอาศัยอยูในชวง

ใดชวงหนึง่หรอืทั้งหมดของวงชวีิตพืช  และเปนสาเหตขุองการติดเชือ้ที่ไมปรากฏอาการในเนื้อเยื่อ

พืช  ทัง้นี้ไมรวมราไมคอไรซา  แตรวมราทีอ่าศัยอยูในเนือ้เยื่อพืช  ในระยะเวลาที่ยาวนานกอนที่จะ

เปนสาเหตุใหเกิดอาการของโรคในพืชที่ราอาศัยอยู  ถงึแมวาราเหลานี้จะถูกจัดเปนราทีก่อใหเกดิ

โรคแตก็ยังสามารถดํารงชีวติแบบเอนโดไฟตไดในวงชวีติ 

ไดมีการประมาณการวามีรามากกวา 1 ลานชนิดในโลก (Hawkworth และ Rossman, 

1987)   และมเีพียง 1 แสนชนิดเทานัน้ทีถ่กูคนพบ ซึง่แสดงใหเห็นวายงัมีราอีกเปนจาํนวนมากที่ยงั

ไมถูกคนพบ   โดยราที่ยงัไมถูกคนพบเหลานี้มีความเปนไปไดวาอยูในชั้นหิน ทะเลทราย ทะเล 

และภายในสิง่มีชีวิตเชน สัตวและพืช    

บนโลกนี้มพีืชประมาณ 300,000 ชนิด   ความหลากหลายของราเอนโดไฟตจะมมีากเปน 

5 เทาโดยเฉลีย่ตามความหลากหลายของพืช (Rodrigues และ Petrini, 1997) ซึ่งอาจจะทําใหพบ

ราเอนโดไฟตเปนจํานวนถงึ 1.5 ลานชนดิ จากการศึกษาพบวาตอนนี้มีพชืเพยีงสวนนอยเทานัน้ที่

ไดมีการศึกษาถึงความสัมพนัธทางชีววิทยาของราเอนโดไฟตอยางสมบูรณ ซึ่งในประเทศไทยยังมี

การศึกษาเกี่ยวกับความหลากหลายทางชวีภาพของราเอนโดไฟตนอยมาก   
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จากการศึกษาสารที่มีฤทธิท์างชวีภาพของราเอนโดไฟตพบวามีสารทีน่าสนใจและ

สามารถนํามาพัฒนาเพื่อใชเปนยาชนิดใหมๆไดเชน สารที่ออกฤทธิ์กดภูมิคุมกัน 

(Immunosuppressive agents) สารที่มฤีทธิ์ตานมะเรง็ (Anticancer agents) และสารที่มีฤทธิ์

ตานเชื้อจุลินทรีย (Antimicrobial agents) ตัวอยางเชน ราเอนโดไฟต Acremonium sp. ที่อาศัย

อยูในตน European yew (Taxus  baccata) สามารถสรางสารกลุม leucino statins ซึ่งเปนเปป

ไทดที่มีฤทธิย์บัยั้งการเจริญของเชื้อราและเซลลมะเรง็ (Strobel และคณะ, 1996) และจาก

การศึกษาราเอนโดไฟตทีพ่บในตน Taxus  mairei  และ  Torreya  grandis  พบวาราเอนโดไฟต 

2 ชนิดคือ Paecilomyces sp. และ Aspergillus clavatus ที่สามารถสราง Brefeldin A ที่มี

คุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเซลลมะเรง็หลายชนิด (Wang และคณะ, 2002)   

ปาเต็งรัง (Dipterocarp forest) ปาเต็งรังเปนสงัคมหนึง่ในกลุมปาผลัดใบ ฉะนั้นลักษณะ

สําคัญในอันดบัแรกของการจําแนกคือ การผลัดใบของไมสวนใหญในทุกระดับชัน้เรือนยอด ลําดบั

ตอไปในการจาํแนก ปาเต็งรังมีถิ่นกระจายโดยกวาง ๆ ซอนทับกันอยูกับปาผสมผลัดใบแตอาจ

แคบกวาเล็กนอย ทั้งนี้เนื่องจากปจจัยกําหนดที่เกี่ยวของกับความแหงแลง สังคมพชืชนิดนี้แทจริง

แลวมีพบในประเทศแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต โดยเฉพาะประเทศไทย ลาว กัมพูชา เมียนมาร 

และบางสวนของประเทศเวียดนามเทานัน้ ในประเทศอินเดียอาจมปีาซาลที่มีลักษณะคลายคลึง

กันกระจายอยูในบางสวน เฉพาะประเทศไทย มีปรากฏตั้งแตจังหวดัเพชรบุรีขึ้นไปจนถงึเหนือสุด

ในจังหวัดเชยีงราย สวนใหญปรากฏสลับกันไปกนัปาผสมผลัดใบคือยึดครองในสวนทีพ่ื้นที่มีความ

แหงแลงจัด กักเก็บน้าํไดเลว เชน บนสนัเนิน พืน้ที่ราบที่เปนทรายจัด มหีินบนผิวดนิมาก หรือ บน

ดินลูกรังที่มีชัน้ของลูกรังตืน้ มีปรากฏตั้งแตความสูงจากระดับน้ําทะเล 50 เมตร ขึ้นไปจนถงึ 1,000 

เมตร  พรรณไมเดนในปาเต็งรัง ไดแก พรรณไมเดนในปาเต็งรัง ไดแก กลุม deciduous 

dipterocarp 5 ชนิด คือ กราด Dipterocarpus intricatus, เหียง D. obtusifolius, พลวง D. 

tuberculatus, เต็ง Shorea obtusa, และรัง S. siamensis (Dipterocarpaceae) พรรณไมเดนอื่น 

ๆ เชน คํามอกหลวง Gardenia sootepensis, คํามอกนอย G. obtusifolia, กวาว Haldina 

cordifolia, ตุมกวาว Mitragyna rotundifolia, ระเวียง Catunaregam tomentosa, ยอปา 

Morinda pubescens (Rubiaceae), คาง Albizia odoratissima, ซาก Erythrophleum spp., 

ประดูปา Pterocarpus macrocarpus,  

 ปาเต็งรังในเขตจังหวัดตากเปนจุดทีน่าสนใจในการเขาไปศึกษา  เนื่องจากมีความ

หลากหลายทางระบบนิเวศวิทยาจงึสงผลใหมีความหลากหลายทางชวีภาพของราเอนโดไฟต อีก

ทั้งยงัไมเคยมกีารเขาไปศึกษาในเรื่องความหลากหลายทางชวีภาพของราเอนโดไฟตรวมไปถึงการ
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สรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพของราเอนโดไฟต นอกจากนี้ในเขตปาเต็งรังอุดมไปดวยพืชที่มใีบ

ขนาดใหญ จงึนาจะพบราเอนโดไฟตเปนจํานวนมาก จึงทาํใหมีโอกาสในการพบสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพชนิดใหมไดมากยิ่งขึน้ 
 
วัตถุประสงค  

งานวิจยันี้มุงเนนในการแยกราเอนโดไฟตจากใบพชืในปาเต็งรังจงัหวดัตาก โดยจะเก็บ

ตัวอยางพืชจํานวน  9 ชนิดไดแก  เต็ง  (Shorea obtuse Wall.) รัง (Shorea siamensis Miq.) 

กระโดน (Careya sphaerica Roxb.) ยอปา (Morinda elliptica Ridl.) กระทุม (Anthocephalus 

chinensis Lamk.) สมอไทย (Terminalia Chebula Retz.) ปอลาย  (Grewia eriocarpa Juss.) 

แค (Markhamia stipulate Wall.) ทองหลาง (Erythrina variegata L.)ซึ่งพืชทัง้ 9 ชนิดนีย้ังไมเคย

มีรายงานวามกีารศึกษาในเรื่องความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟตรวมไปถึงการสราง

สารออกฤทธิท์างชีวภาพของราเอนโดไฟตมากอน  โดยแยกราเอนโดไฟตในฤดูแลง และในชวงฤดู

ฝน เพื่อเปรียบเทียบชนิดและปริมาณของราเอนโดไฟตทั้ง 2 ฤดูกาล และทําการทดสอบ

ความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เพือ่หาสายพนัธุที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพทีม่ีประสิทธิภาพสูงในการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรค และยับยั้งการเจริญของ

เซลลมะเร็ง  

 
ขั้นตอนงานวิจัย 

1. คนควาและศกึษาขอมูลจากเอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
2. เก็บตัวอยางใบพืช 9 ชนิดจากปาเตง็รัง และแยกราเอนโดไฟตจากตัวอยางพืชให

ไดเชื้อบริสุทธิ์และเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ ์

3. สกัดสวนสกัดออกฤทธิท์างชีวภาพ ทดสอบการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโด

ไฟต   

4. จัดจําแนกชนดิของราเอนโดไฟตและพิสูจนเอกลักษณทางอณูชีววทิยาของราเอน
โดไฟตที่คัดเลือกได 

5. สรุป วิจารณขอมูล และเขียนวทิยานพินธ 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยันี ้
 ไดราเอนโดไฟตที่มีความสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่ประสิทธิภาพสูงในการ

ยับยั้งการเจรญิของจุลินทรยีกอโรคและเซลลมะเร็ง 
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บทที่ 2 

 
เอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 รา (Fungi) 
 
 ราเปนกลุมส่ิงมีชีวิตชนิดหนึง่ที่มีความหลากหลายมากในโลก (Hyde, 2001) โดยพบมาก

เปนอันดับสองรองมาจากแมลง  แตราที่ศึกษามจีํานวน  80,000-120,000 ชนิด (species) ดังนั้น

จึงมีราอีกเปนจํานวนมากทีย่ังไมมีการคนพบ Rossman (1994) ไดรายงานวาจาํนวนชนิดของรา

นาจะมีมากกวา 1 ลานชนดิ (ตารางที ่ 2.1) และจากงานวิจัยของ Frohlich และ Hyde (1999) 

Hawksworth (2001) และ Hyde (2001) ไดคาดการณจํานวนชนดิของราวาอาจจะมีประมาณ 

100,000 ถึง 9.9 ลานชนิด   นอกจากนีร้ายังเปนสิ่งมชีีวิตที่มีความจําเพาะตอโฮสท   ซึง่ไดมกีาร

คาดการณวาจะมีรา 5-6 ชนิดที่จาํเพาะตอพืชชนิดหนึง่ๆ (Hawkworth, 1991; 2001; Kirk และ

คณะ, 2001)    จากการศึกษาความหลากหลายของราในปจจุบนัพบวา ราในเขตรอนมีจํานวน

และมีความหลากหลายมากกวาเขตอบอุน  และอาจจะมีรามากกวา 1.5 ลานชนิดทีถู่กคนพบ 

(Dreyfuss และ Chapela, 1994; Frohlich และ Hyde, 1999; Arnold และคณะ, 2000) 

 ประชากรของราแตละชนิดจะพบแตกตางกันตามสิ่งแวดลอมและโฮสท  ยกตัวอยางเชน 

ราเอนโดไฟต  ราไมคอไรซา (mychorrhiza) กลุมราบนผิวใบ  (phylloplane)   กลุมราทาํลายเนือ้

ไม (wood-attacking) กลุมราพาราไซตพชื (plant parasitic)   กลุมรายอยสลายเศษใบไม (litter 

decomposition)  กลุมราทีอ่าศัยที่รากพชื (root-inhabiting fungi)   กลุมราเหลานี้พบอยูในสวน

ตางๆในตนไมเดียวกนั  (Hyde, 1995)  นอกจากนี้ยงัพบวากลุมของราจะมีการสื่อสารกันกบัโฮสท

ที่อาศัยอยูไมวาจะเปนพืชหรือสัตว  ซึ่งการสื่อสารหรือปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวางราและโฮสทนั้นจะ

มีการเปลี่ยนแปลงได (Suzuki และคณะ, 2002) 
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กลุมรา จํานวนราทีม่กีารคาดการณ 
Well-known  

     Aphyllophorales s. lat. 20000 

     Macrolichens 20000 
Moderately well-known  

     Agaricales s. lat. 80000 

     Dermatiaceous and aquatic hyphomycetes 80000 

     Uredinales 50000 

     Hypocreales and Xylariales 50000 

     Ustilaginales 15000 

     Gasteromycetes 10000 

     Erysiphales 10000 

     Jelly fungi s.lat. 5000 

     Pezizales 3000 

     Myxomycetes 1500 

     Endomycetales 1000 
Poorly known  

     Non-dermatiaceous hyphomycetes 200000 

     Coelomycetes 200000 

     Other perithecioid ascomycetes 100000 

     Helotiales 70000 

     Insect-specific fungi 50000 

     Crustose lichens 20000 

     Mucorales 20000 

     Oomycetes 20000 

     Chytridiomycetes 20000 

     Endogonales and Glomales 1000 
Total 1028500 

ตารางที่ 2.1  กลุมของราและการคาดการณจํานวนราทีม่ีทั้งหมดที่พบบนโลก (Rossman, 1994) 
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2.2 ความหลากหลายทางชีวภาพของราในประเทศไทย 
 
 การศึกษาราในประเทศไทย ปจจุบันมกีารคนพบราในกลุมตางๆไปแลวทั้งสิน้ประมาณ 

6,000 ชนิด (Hywel-Jones และ Boonpratuang, 2001; Jones และ Hyde, 2004) ซึ่งในจาํนวนที่

กลาวมานั้นมหีลายสายพันธุเปนราชนิดใหม  (Photita และคณะ, 2000; 2002; Pinruan และคณะ

, 2002; 2004a; 2004b; 2004c; Somrithipol และคณะ, 2002a; Bussaban และคณะ, 2003a; 

2003b Somrithipol และ Jones, 2003a; 2003b; 2003c; Pinnoi และคณะ, 2004; Promputtha 

และคณะ, 2004a; 2005a) การที่ประเทศไทยตั้งอยูในเขตที่มีความหลากหลายทางชีวภาพสงูที่สุด

แหงหนึง่ของโลก จึงคาดวาประเทศไทยมีสิ่งมีชวีิตในกลุมตางๆ ทีสํ่าคัญประมาณรอยละ 7-10 

ของจํานวนสิ่งมีชีวิตในกลุมตางๆ ที่คาดวานาจะมีอยูจริงในโลก  และหากคาํนวณจาํนวนชนิดของ

ราที่คาดวานาจะมีในประเทศไทย ประมาณรอยละ 7-10 ของราทั้งหมดในโลก พบวาประเทศไทย

นาจะมีราอยูถงึ 100,000 - 150,000 ชนิด ซึ่งเมื่อเทียบกบัจํานวนราทีถู่กคนพบในประเทศไทยแลว 

ยังมีรามากถึงรอยละ 94 ทีย่ังไมถกูคนพบ  อยางไรกต็ามจํานวนราที่คนพบในประเทศไทยก็ยงัมี

จํานวนนอยเมือ่เทียบกบัประเทศอื่นๆในพืน้ที่ขางเคียงกนัดังแสดงในตารางที ่ 2.2 (Jones และ 

Hyde, 2004)    
 

ประเทศ จํานวนราทีม่กีารรายงาน จํานวนราชนดิใหม 

จีน 10000 919 

ฮองกง 2000 ไมมีรายงาน 

อินเดีย ไมมีรายงาน 1554 

อินโดนีเชยี ไมมีรายงาน 67 

ญี่ปุน 14000 736 

มาเลเซยี 2015 432 

ฟลิบปนส 4698 ไมมีรายงาน 

ไตหวัน 5396 260 

ไทย 2000-3000  278 

 
ตารางที่ 2.2 จํานวนของราที่ทราบในประเทศแถบเอเชยีชวงระหวางป 1987-2004 (Jones and 

Hyde, 2004) 
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 ราที่พบในประเทศไทยไดแก กลุมเห็ด (Soythong, 1994; Desjardin, และคณะ, 2000; 

2003; Sanmee และคณะ, 2003)  ราเอนโดไฟต (Lumyong และคณะ, 2000; Bussaban และ

คณะ, 2001; Photita และคณะ, 2001a; Wiyakrutta และคณะ, 2003) ราไมคอไรซา (Youpensuk 

และคณะ, 2004; 2005) ไลเคน (Homochantara และ Coppins, 2002; Jariangprasert และ

คณะ, 2002; 2003)  ราที่กลาวมาทัง้หมดพบไดทั้งที่เปนน้าํจืด น้าํเคม็ ในอากาศ บนพืช ดนิ ไดมี

ศึกษาวจิัยราจากดินและเศษซากพชื พบราทีน่าสนใจหลายชนิด บางชนิดเปนราชนิดใหมที่ไมเคย

รายงานพบมากอน ราบางชนิดสรางเอนไซม และสารทุติยภูม ิ (secondary metabolites) ที่

สามารถจะพฒันาไปใชเปนยาปองกันกําจัดรา แบคทีเรีย ยีสตสาเหตโุรคพืช   
 
2.3 ราเอนโดไฟต (Endophytic fungi) 
 
 De Bary (1866) ไดใหความจํากัดความเกี่ยวกบัจุลินทรียที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยือ่พืชวา 

“เอนโดไฟต”เปนครั้งแรก   ซึ่งการแฝงตัวอยูในพืชในตามคําจํากัดความของเอนโดไฟต    คือการที่

จุลินทรียอาศยัอยูในเนื้อเยือ่พืชในลักษณะที่พึง่พาอาศยักัน (mutualism symbiosis) ไมกอใหเกดิ

โรคในพืชที่อยูอาศัย   แตอาจกอใหเกิดโรคในพืชไดหากมีสิ่งเราหรือพชืออนแอลง  ซึ่งตอมาไดมี

ผูใหคําจํากัดความของคาํวาเอนโดไฟตอยางมากมาย   ซึ่งในป 1995 Wilson (1995) ไดใหคํา

จํากัดความของเอนโดไฟตที่มีคนนิยมใชมากที่สุด คือ “จุลินทรียทกุชนิดที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพชืที่

แข็งแรง โดยอาจจะอาศยัอยูเพียงชวงใดชวงหนึง่ของชวีติหรือตลอดวงจรชีวิต  และจะไมกอใหเกิด

อาการในพืชทีอ่าศัยอยู”   นอกจากนี้ราเอนโดไฟตยงัอาศัยอยูรวมกับโฮสทในลกัษณะพึ่งพาอาศัย

กัน ราเอนโดไฟตสามารถพบไดในพืชทกุชนิด(Arnold และคณะ,  2000) และแยกไดจากเนื้อเยือ่

ทุกสวนของพชื ไมวาจะเปนสวนของดอก ใบ เปลือกไม ทอลําเลยีง ราก เมล็ด กิ่งไม    

 ในปจจุบนัการศึกษาเกีย่วกบัราเอนโดไฟตไดรับความสําคัญในแงววิฒันาการ (Carroll, 

1998; Saikonen และคณะ, 2004) นิเวศวิทยา (Gamboa และ Bayman, 2001; Romeo และ

คณะ, 2001; Kumar และ Hyde, 2004)   สัณฐานวทิยา (Guo และคณะ, 2000; 2001; 2003; 

Promputtha และคณะ, 2005b) และเปนแหลงในการผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพ (Stierle และ

คณะ, 1999) 

 ราเอนโดไฟตสามารถอาศัยอยูไดทั้งภายในเซลลของพืชหรือชองวางระหวางเซลล 

(Petrini, 1991) โดยเสนใยของราเอนโดไฟตจะแทรกเขาไปในเซลลเพือ่ที่จะใชอาหารรวมกันกับพชื

ที่อาศัยอยูโดยไมแสดงอาการใหเหน็ในพชืที่ถูกอาศัย     
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รูปที่ 2.1 เสนใยของราเอนโดไฟตในเนื้อเยือ่พืช 

 

 การจัดกลุมราเอนโดไฟตในทางนิเวศวทิยา สามารถแบงไดเปน 2 กลุมดังนี ้ 

 1. Clavicipitaceous grass endophyte คือ กลุมราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในหญา  ซึง่เปน

ราในวงศ Clavicipitaceae  การคนพบราเอนโดไฟตกลุมนี ้  เร่ิมตนจากการพบราในเมล็ดของ

หญาชนิดหนึ่ง (Lolium tumulentum L.) ซึ่งเปนวัชพชืชนิดหนึ่ง  ซึง่เกิดในแปลงของ Vogh ในป

ค.ศ. 1989  จากการศึกษาแสดงใหเห็นวาราในกลุมนี้มีแหลงอาศยัในพืชชนิดอืน่อีกมาก  ซึ่ง

ทั้งหมดจะเปนหญาในตระกูล Poaceae หญาจาํพวกหญาแหวหมู (Sedge)   ตระกูล 

Cryperaceae และหญาทรงสูงชนิดหนึง่ (rush) ตระกูล Jancaceae โดยมีหญากวา 80 สกุลและ

หลายรอยสายพันธุอาศัยอยู    

 ไดมีการศึกษาราเอนโดไฟตกลุม Clavicipitaceous   พบวาราเอนโดไฟตกลุมนีส้ามารถ

สรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่สาํคัญไดแก loliterm B, paramine และ ergovaline โดยสารพษิ

ดังกลาวจะมีผลตอแมลง คือ ทําใหแมลงอดอาหาร  ลดอัตราการเจริญ  และทําใหอัตราการรอด

ชีวิตลดลงโดยราเอนโดไฟตที่สามารถสรางกลุมพิษดังกลาวไดแก Acremonium lolii  และ 

Epichole typhina     สาร loliterm B จะมีผลตอระบบประสาท เมื่อสัตวกินสารชนิดนี้เขาไป จะทํา

ใหเดินไมสะดวกหรือยนืลาํบาก  สาร ergovaline เปนสาเหตุใหสัตวอุณหภูมิสูงขึ้น  เนื่องจากสาร

Endophytic hyphae (Neotyphodium lolii) of 
perennial ryegrass (Lolium perenne) at 400X 

The tall fescue endophytic fungi  
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ดังกลาวจะสงผลตอการขยายตัวของหลอดเลือด  โดยสารกลุม Alkaliods ที่สรางโดยราเอนโดไฟต

นี้เปนสารออกฤทธิท์างชีวภาพกลุมหลักที่จะชวยตอตานในการเขามารกุรานของแมลงศัตรูพืช 

(Miles และคณะ, 1998)  

 2. Non-Clavicipitaceous grass endophyte คือ ราเอนโดไฟตในไมยืนตนหรือไมพุมแต

ทั้งนี้จะรวมราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในหญาที่ไมไดอยูในวงศ Clavicipitaceae ราในกลุมนี้ไดแก

กลุมราในดวิิชนัยอย Ascomycota, Deuteromycota, Zygomycota และ Basidiomycota   

การศึกษาราเอนโดไฟตกลุมนี้เพิ่งจะมีประมาณ 20 ปทีผ่านมา  โดยเริ่มศึกษาจากตนสนพันธุยุโรป  

หลังจากนั้นมรีายงานที่รวบรวมรายชื่อของพืชที่มีราเอนโดไฟต  เพือ่ศึกษาการกระจายตวัของรา

เอนโดไฟตซึ่งปจจุบันพบวารากลุมนีม้ีความหลากหลายทางชวีภาพสูง 

 การกระจายตวัของราเอนโดไฟตกลุม Non-Clavicipitaceous grass endophyte ขึ้นอยู

กับหลายปจจัย   การกระจายตวัของราเอนโดไฟตขึน้อยูกับหลายปจจัย เชน ความจาํเพาะตอ

โฮสท   ปริมาณน้าํ ความชื้น ปริมาณเมฆ ความตอเนื่องของสภาพภูมิศาสตร นอกจากนีย้ัง

เกี่ยวของกับตําแหนงของพืช   ความสงูของตนไม   การกระจายตัวของกิ่งไม   อายุของพืชชนดิ

นั้นๆ   เปนตน 

 Carroll และ Carroll (1978) แสดงใหเหน็วาความถี่ของการแฝงตัวของราเอนโดไฟตในตน

สน Douglas จะเพิ่มข้ึนขึน้อยูกับปจจัยที่เกี่ยวของกบัปริมาณน้าํฝน   ปริมาณหมอกในบริเวณ

นั้นๆ   ซึง่ตอมา Rodrigues (1994) ไดพบวาราเอนโดไฟตที่แยกไดจากตัวอยางในฤดฝูนมีปริมาณ

มากกวาวาราเอนโดไฟตที่แยกไดจากตัวอยางในฤดูแลง        

 ไดมีนักวิจยัหลายคนทําการศึกษาเกีย่วกับความสัมพันธระหวางความสูงของตนไมกบัการ

กระจายของราเอนโดไฟต  Bernstein และ Carroll (1977) ไดรายงานวาไมพบความสัมพนัธ

ระหวางความสูงของยอดไมกับจํานวนของราเอนโดไฟต   อยางไรก็ตาม Johnson และ Whitney 

(1989a) ไดแสดงใหเห็นวาปริมาณของราเอนโดไฟตจะลดลงในตนไมที่มีความสงูมากกวา    

 Rodrigues (1994) พบวาไมวาจะเปน อายุของใบไม ระยะการเติบโตของพืช พืน้ที ่

ฤดูกาล ลวนมผีลตอการกระจายตวัและปรมิาณของราเอนโดไฟตทัง้สิ้น  
 
2.4 ความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟต 
 

เนื่องจากราเอนโดไฟตเปนจลิุนทรียชนิดหนึ่งที่มีจาํนวนมากและมีความหลากหลายทาง

ชีวภาพสงู  ซึง่บนโลกมีบริเวณปาเขตอบอุนและบริเวณปาเขตรอนชื้นอยางมากมาย     จงึคาดวา

ในบริเวณทีม่พีรรณพืชมากก็จะมีลักษณะเฉพาะของราเอนโดไฟตมากเชนกนั   และเอนโดไฟต
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อาจจะมวีิวัฒนาการตามเหมือนกับพรรณพืชทองถิน่แตละชนิด ราเอนโดไฟตเปนราที่มีความ

แตกตางกนัทัง้ชนิดและนิเวศวิทยา  (Bacon และคณะ, 1988)   ราเอนโดไฟตสวนใหญอยูในไฟลมั   

Ascomycota   และ Deuteromycota   โดยความถี่ของราเอนโดไฟตที่พบจะขึ้นอยูกับระบบ

นิเวศวทิยาของถิ่นที่อยูของพืชที่อาศัยอยู 

 การศึกษาเกี่ยวกับราเอนโดไฟตในปจจุบนัจะมุงเนนศึกษาราเอนโดไฟตในแตละทองถิ่น 

โดยเฉพาะความสัมพันธระหวางแตละชนดิของราเอนโดไฟตกับพืชแตละชนิด  โดยมีการตั้ง

ขอสังเกตเกี่ยวกับการกระจายของราเอนโดไฟตแตละทองทีว่าเปนไปได 2 ลักษณะ คือ การ

กระจายของเอนโดไฟตจากพืชชนิดหนึง่ไปสูพืชชนิดเดียวกนัในพื้นทีต่างกนัโดยอาศัยปจจัยทาง

ธรรมชาติ เชน ลม สัตวที่เปนพาหนะตางๆ (แมลง นก เปนตน)  และการแพรกระจายอีกลักษณะ

หนึง่เปนการกระจายจากรุนหนึง่ไปสูอีกรุนหนึง่โดยการพฒันาผานเมลด็และเจริญพรอมเมล็ด

ตอไป (Bayman และคณะ, 1998)     

 

 
 

รูปที่ 2.2 วงจรชีวิตของราเอนโดไฟตในหญา 

   การเจริญของราเอนโดไฟตจะจําเพาะเจาะจงกับพืชอาศัยโดยมีกลไกในการจดจาํ เชน 

การงอกของแอสโคสปอรของ Xylaria sp. ที่เปนเอนโดไฟตจะตอบสนองตอสารสกัดของ 

monolignol glucoside ของพืชที่อาศัยอยู (Chapela, 1991)  Carroll และคณะ (1977) ไดเสนอ

วาราเอนโดไฟตจะจําเพาะตอเนื้อเยื่อบางชนิด  เชนเดยีวกับการศึกษาของ Petrini และ Fisher 

(1988) 
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2.5 การศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตในประเทศไทย  
 
 ความรูสวนใหญเกี่ยวกับราเอนโดไฟตมักมีที่มีจากพืชเขตอบอุน (Fisher และคณะ, 1994; 

Strobel, 1996; Taylor และคณะ, 1999) แตปจจุบันไดมีการศึกษาราเอนโดไฟตในพืชเขตรอนกนั

มากขึ้น (Arnold และคณะ, 2000; 2003; Suryanarayanan และคณะ, 2002; 2003)   โดย 

Arnold และคณะ (2001) พบวาราเอนโดไฟตในพชืเขตรอนมีมากกวาพืชในเขตอบอุน 

 ในปจจุบนัการศึกษาเกีย่วกบัความหลากหลายทางชวีภาพราเอนโดไฟตในพืชเขตรอนเพิ่ม

มากขึ้น  แตในประเทศไทยกลับมีรายงานเกี่ยวกับความหลากหลายทางชวีภาพราเอนโดไฟตเพยีง

ไมกี่ฉบับทัง้ๆที่มีความหลากหลายทางชีวภาพมาก (Panthong., 1991) การศึกษาเกี่ยวกบัราเอน

โดไฟตในประเทศไทยมกัมุงเนนในการศึกษาเกีย่วกบัพชืประจําถิน่เพือ่หาแหลงผลติสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพมากกวาจะศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟต  การศึกษาเกี่ยวกับ

ความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟต เชน ราเอนโดไฟตที่แยกจากตนสัก (Mekkamol 

และคณะ, 1998) การกระจายของราเอนโดไฟตจากดอยสุเทพ-ปุย (Lumyong., 1998)  ราเอนโด

ไฟตในตนบนุนาค (Mesua ferrea) และ ตนแตงชั่ง (Prunus arborea)  (Hyde และคณะ, 1997) 

ราเอนโดไฟตที่แยกไดจากผล  เมล็ด  ลําตน  ชอดอกของตนลองกอง (Dimocarpus longana) 

(Sardsud และคณะ, 1998)  ราเอนโดไฟตจากกิง่และใบไผ (Lumyong และคณะ, 2000)  ราเอน

โดไฟตที่แยกไดจากใบสัก (Tectona grandis L.) และใบจามจุรี(Samanea saman Merr.) 

(Chareprasert และคณะ, 2001) นอกจากนีใ้นประเทศไทยยังมปีาอีกหลายเขตที่มีความ

หลากหลายทางชวีภาพสงูและมีการเขาไปศึกษาความหลากหลายทางชวีภาพของราเอนโดไฟต

นอย เชน ปาเต็งรัง เปนตน 
 
2.6 การแยกราเอนโดไฟตและการจําแนกชนิดของราเอนโดไฟต 
  
 ในปจจุบนัมีวธิีการแยกราเอนโดไฟตจากชิน้สวนพืชมากมาย  ซึ่งขึน้อยูกบัการนาํไปใช

งาน  เนื่องจากองคประกอบของพืชแตละสวนไมเหมือนกนั  แตส่ิงหนึ่งที่พงึควรระวังคือการแยกรา

เอนโดไฟตควรแยกจากชิน้สวนของพืชที่มคีวามสดและแข็งแรง  ซึง่ในการเก็บตัวอยางนัน้จําเปนที่

จะตองปองกนัการสูญเสยีน้ําจากการคายน้ําของพืช โดยการเก็บแยกสวนกับบรรยากาศภายนอก  

เพื่อลดอัตราการตายของเนือ้เยื่อพืช และลดการปนเปอนของราและแบคทีเรียภายนอก (Bills, 

1996) 
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 วิธีการแยกราเอนโดไฟตที่มจีากชิน้สวนพชืมากมายนัน้ โดยสวนใหญจะมีขั้นตอนการทาํ

ความสะอาดพื้นผวิของชิน้สวนพืชเหมือนกนั (Taylor และคณะ, 1999)     การทําความสะอาด

พื้นผวิของชิน้สวนพืชจะมเีอทิลแอลกอฮอลเปนตัว surfactant   และมีโซเดียมไฮโปคลอไรดเปนตัว

ฆาเชื้อภายนอก    ความเขมขนและเวลาในการจุมเอทิลแอลกอฮอลและมีโซเดียมไฮโปคลอไรด

ขึ้นอยูกับชิน้สวนของพืช   จากนั้นจะนาํชิ้นสวนของพชืที่ลางดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อมาแลว

จากนั้นจะนาํไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ    ขนาดของชิ้นสวนพืชทีน่ําไปแยกราเอนโดไฟตมี

ความสาํคัญเชนกนั โดยขนาดชิน้สวนของพืชที่จะนําไปแยกไมควรมขีนาดใหญเกนิไป (Gamboa 

และคณะ, 2002)   

 การจําแนกราเอนโดไฟตเปนเรื่องที่ยากมาก  เนื่องจากขาดขอมูลเกี่ยวกบัลักษณะและ

คุณสมบัติของราที่เจริญบนอาหารชนิดตางๆ  นอกจากนัน้ยงัมีรายงานเกี่ยวกับส่ิงมีชีวิตที่อยูใน

เนื้อเยื่อพืชคอนขางนอย (Mekkamol, 1998)  ราเอนโดไฟตหลายชนิดจะไมสรางสปอรบน

อาหารเลีย้งเชือ้  ซึง่บางทอีาจจะตองใชเวลานานกวาที่ราเอนโดไฟตชนิดนัน้ๆจะสรางสปอร  ซึ่ง

บางทีอาจจะตองอาศัยวิธีการอื่นๆในการชกันําใหเกิดการสรางสปอร เชน การนําไปเพาะลงอาหาร

ที่แตกตางกันไปเพื่อชักนําใหเกิดการสรางสปอร  อาหารเลี้ยงเชื้อที่นยิมใชในการชักนําใหเกิดการ

สรางสปอรไดแก oat meal agar (OM), V8 agar, corn meal agar  หรือนําไปวางไวใตแสง black 

light (near UV) ใหขึ้นแสง 12 ชั่วโมง มือ 12 ชั่วโมง   หากราทีย่ังไมสามารถสรางสปอรจะจัดอยู

ในกลุม mycelia sterilia 
 
2.6.1 กลุมราเอนโดไฟตในกลุม  Mycelia  sterilia 

 การจําแนกราตามหลกัสัณฐานวิทยาของรา จาํเปนจะตองอาศัยลักษณะโครงสรางรูปราง

สปอรของรา ดังนัน้หากไมเกิดการสรางสปอรก็จะเปนการยากที่จะจําแนกชนิดของรา (Currah 

และ Tsuneda, 1993)    กลุมราที่ไมสรางสปอรจะถกูจัดอยูในกลุมรา mycelia sterilia   ใน

การศึกษาเกี่ยวกับราเอนโดไฟตพบวากลุมรา mycelia sterilia มักจะพบในพืชทกุชนิดและมีความ

หลากหลายทางชวีภาพคอนขางสงู   การจําแนกกลุมรา mycelia sterilia มักอาศัยไดเพียงแค

รูปรางภายนอก   สีของเสนใย   การกระจายตัวของเสนใย   อัตราการเจริญ (Bill, 1996; Umali 

และคณะ, 1999; Frohlich และคณะ, 2000)  อยางไรก็ตาม การจําแนกกลุมรา mycelia sterilia 

โดยการอาศัยลักษณะดังที่กลาวขั้นตนยอมไมสะทอนใหเหน็ถงึชนิดของรา  และยากในการจดั

อนุกรมวธิานที่ถูกตองแนนอน (Guo และคณะ, 2003)   
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2.6.2 กลุมราเอนโดไฟตในวงศ Xylariaceae 
 รา  Xylariaceae เปนราตระกูลหนึ่งใน Class Pyrenomycetes โดยพบมากในปาเขต

อบอุนและเขตรอน มกัจะพบกลุมรา Xylariaceae ตาม ตนไม ดอกไม เมล็ดที่ตายแลว รากลุม 

Xylariaceae เปนราจําพวก saprophyte บางชนิดก็เปน pathogen ไดเชนกนั จากการศึกษา

พบวารากลุม Xylariaceae มักพบในราเอนโดไฟต (Carroll และ Carroll, 1978; Petrini และ 

Mueller, 1979) รากลุม Xylariaceae ที่รูจักกันดีคือสกลุ Xylaria  Hypoxylon และ Daldenia   

 คุณสมบัติที่นาสนใจของรากลุมนี้คือ เปนกลุมราทีม่กัจะสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพ

มากมายหลายชนิด (Whalley, 1985) เชน สาร Xyloketal H (Wenqing Yin และคณะ, 2008)  

Xylaria sp. พบสาร depudecin phaseolinone phomenone อนุพนัธของ cytochalasin Q และ 

(E)-methyl 3-(4-methoxy-phenoxy)propenoate ซึ่งมีฤทธิ์ยับยัง้เชื้อมาลาเรียในระดบัที่ดี 

นอกจากนัน้ยงัพบสาร multiplolides A และ B จาก Xylaria multiplex  (Boonphong และคณะ, 

2001) ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยัง้รา  

 การบงบอกสายพันธุของกลุมรา Xylariaceae เปนเรื่องที่ยากมาก   เนื่องจากการเลี้ยงใน

อาหารเพาะเลีย้งกลุมรา Xylariaceae จะสรางระยะสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศออกมา (anamoph) 

โดยกลุมรา Xylariaceae มักจะไมสรางระยะสืบพนัธุแบบอาศัยเพศ (telomorpy) ซึ่งจําเปนตอการ

จําแนกสายพนัธุของราในกลุมนี้  

 จากปญหาในการจําแนกกลุมราจากขอ 2.6.1 และ 2.6.2 ดังนัน้ปจจุบันจงึไดมีการนํา

เทคนิคทางอณูชีววทิยามาประยุกตใชกับการจําแนกกลุมราดังกลาว 
 
2.6.3 การจําแนกกลุมราโดยอาศัยเทคนิคทางอณูชวีวิทยา 

 โดยปกติแลวการจัดอนุกรมวิธานของราจะอาศัยการจําแนกรูปรางสปอรของราชนิดนั้นๆ  

แตก็มีราหลายชนิดที่ไมอาจทราบถงึชนดิไดเชนกลุมรา Mycelia sterilia เปนตน   ซึ่งในปจจุบนัได

มีการนาํเทคนคิทางอณูชวีวทิยาเขามาชวยในการจําแนกชนิดของรา (Bryan และคณะ, 1995; Liu 

และคณะ 1995; Mazzola และคณะ 1996; Guo และคณะ 2000; 2003) ซึ่งสามารถชวย

แกปญหาในการจําแนกกลุมราที่ไมสรางสปอรไดเปนอยางดี (Guo และคณะ 2000; 2003) โดย

บริเวณทีน่ําใชในการวิเคราะหความแตกตางของราแตละชนิดคือบริเวณ Internal transcribed 

spacer (ITS)  

ITS ประกอบดวย 2 สวน คือ ITS1 ซึ่งเปนบริเวณที่อยูระหวาง 18S กับ 5.8S rRNA gene 

และ ITS2 อยูระหวาง 5.8S กับ 28S rRNA gene บริเวณที่ไดรับการนิยมอยางสูงในการศึกษาหา

ความแตกตางในระดับชนิดของราเนื่องจากมีขอดีหลายประการ คือ เปนบริเวณที่มลํีาดับเบสที่มี
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การอนุรักษสูงมากและมีขนาดไมใหญมากประมาณ 600-800 คูเบส   ทาํใหงายตอการเพิม่

จํานวนชิน้สวนของดีเอ็นเอที่ตําแหนงนี้ดวย (White และคณะ 1990)  นอกจากนี้ยังเปนบริเวณที่

จํานวนซ้าํมาก  ทาํใหเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดงาย (Gardes และ Bruns, 1993)  และมีความ

แปรปรวนสูงในระดับชนิดแตมีความแปรปรวนต่ําในระดับสกุล  (Gardes และคณะ 1993) 
 

 
 

รูปที่ 2.3 แสดงตําแหนง primer มาจับที่บริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) region 

 

primer 
name 

sequence (5'->3') reference 

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White และคณะ, 1990 

ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC White และคณะ, 1990 

ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC White และคณะ, 1990 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White และคณะ, 1990 

ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG White และคณะ, 1990 

ITS1-F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Gardes และ Bruns, 1993 

ITS4-B CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG Gardes และ Bruns, 1993 

 
ตารางที่ 2.3 แสดงลําดับเบสของ Universal primer ที่นาํมาใชในการจําแนกชนิดของรา  
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2.7 ปาเต็งรัง 
 
2.7.1 ลักษณะในการจําแนก 
ลักษณะสําคญัในการจาํแนกปาเต็งรังคอื มีการผลัดใบของไมสวนใหญทุกระดับชั้นเรือน

ยอด  และมีไมดรรชนีสังคมซึ่งมีความแตกตางจากไมในกลุมผลัดใบในสังคมอืน่อยางชัดเจน  ไม

เดนที่เปนดรรชนีในปาเต็งรังประกอบดวยไมในวงศยาง (Dipterocarpaceae) ที่มีการผลดัใบ

ในชวงฤดูแลงไดแก เต็ง (Shorea obtuse) รัง (Shorea siamnensis) เหียง (Dipterocarpus 

obtusifolius) พลวง (Dipterocarpus tuberculatus) และยางกราด (Dipterocarpus intricatus)  
 
2.7.2 ถิ่นการกระจาย 
ปาเต็งรังพบในภูมิภาคเอเชยีตะวนัออกเฉยีงใต  โดยเฉพาะประเทศไทย ลาว กมัพูชา 

พมา และบางสวนของเวียดนามเทานัน้  ในประเทศไทยมีสังคมของปาเต็งรังตัง้แตเพชรบุรีขึ้นไปถงึ

เชียงราย  เปนสังคมพืชเดนของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  ข้ึนสลับไปกับปาผสมผลัดใบโดยยึด

ครองในสวนทีม่ีความแหงแลงจัด  กักเกบ็น้ําไดเลว  พบตั้งแตระดับความสงู 50 เมตรขึ้นไปถึง 

1000 เมตร เหนือระดับน้าํทะเล 
 
2.7.3 ปจจัยที่เปนตัวกําหนดปาเต็งรัง 
ปาเต็งรังขึน้อยูในพืน้ที่ทีฤ่ดูกาลแบงแยกกันอยางชัดเจนระหวางฤดูแลงและฤดูฝน  ตองมี

ชวงแหงแลงจดัเกินกวา 4 เดือนตอป มีไฟปาเกิดขึ้นเปนประจํา   เปนสังคมถาวรที่มีไฟปาเปน

ตัวกําหนด หากไมมีไฟปาจะคงอยูไมได  โดยไฟปาเปนปจจัยสาํคัญตอการจัดโครงสราง  การคง

ชนิดพนัธุไมในสังคมและการสืบพันธุของไมในพืน้ที ่
 
2.7.4 พันธุไมและลกัษณะโครงสรางของปาเต็งรัง 
ปาชนิดนี้สามารถแบงไดออกโดยกวางๆ ตามลักษณะโครงสรางทางดานตัง้ออกเปน 2 

สังคมยอยคือ ปาเตง็รังสมบูรณและปาเต็งรังแคระ โดยอาจจะนับปาสนผสมเต็งรังวาม ี 3 สังคม

ยอยสวนการจําแนกในระดับแอสโซฺซิเอตชั่น (association) ซึ่งถือเอาไมเดนในชั้นเรือนยอดเปน

หลัก  

ลักษณะโครงสรางของปาเต็งรังสมบูรณโดยทั่วไปมีเรือนยอด 3 ชัน้เรือนยอด ซึง่ไมนับพืช

ชื้นในปา (forest floor) ปรากฏในพื้นที่อุดมสมบูรณ   เรือนยอดชั้นบนมีความสูงประมาณ 20 – 35 

เมตร ไมเดนในชั้นนี้ประกอบไปดวย เหียง (Dipterocarpus Obtusifolius) พลวง (Dipterocarpus 
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tuberculatus) รัง (Shorea siamensis) สวนเตง็ (Shorea obtuse) มักขึ้นผสมอยูกับไม 3 ชนิด

ดังกลาว ไมไดเปนไมเดน 

ไมเรือนยอดชัน้รอง สูงประมาณ 10-15 เมตร เปนไมขนาดกลางขึน้สอดแทรกอยูในพืชช้ัน

บน ชนิดไมเดนไดแก ยอเถือ่น (Morinda elliptica) ติ้ว (Cratoxylum formosum) กาสามปก 

(Vitex peduncularis)   ยอปา (Morinda elliptica) สมอไทย (Terminalia Chebula) 

เรือนยอดชั้นไมพุม สูงไมเกนิ 7 เมตร เปนไมขนาดเลก็โดยธรรมชาต ิบางชนิดถาพบในปา

อ่ืนอาจเปนไมขนาดกลาง แตถาพบในสังคมปาเต็งรังมกัจะแคระแกรนไดแก แสลงใจ (Strychnos 

nuxvomica) เหมือดโลด (Aporusa villosa) ปรงเหลี่ยม (Cycas siamensis) 
 
2.7.5  พันธุไมในปาเต็งรงัที่นํามาศกึษา 
เต็ง  (Shorea  obtusa  Wall.) 
 เต็งเปนไมตน ผลัดใบ สูง 15–30 ม. เรือนยอดเปนพุมกวาง ลาํตนมักไมคอยตรง เปลือกสี

น้ําตาลเทา แตกรองและเปนสะเก็ดหนา มักตกชนัสีเหลืองขุน เปลือกในสีน้าํตาลแกมเหลือง ใบ 

เดี่ยว เรียงสลบั รูปขอบขนาน แผนใบ รูปรีแกมรูปขอบขนานถงึรูปไขกลับ กวาง 5–7 ซม. ยาว 10–

16 ซม. โคนใบและปลายใบมน ผิวใบมขีนสั้นสากมือ ถงึคอนขางเกลี้ยง เสนแขนงใบ 15–20 คู 

กานใบยาว 1–1.5 ซม.  ดอก สีขาวนวล ออกเปนชอตามปลายกิง่  ผล กลมรี ถึงรูปไข กวาง

ประมาณ 0.8 ซม. ยาวประมาณ 1 ซม. มีปกยาว 3 ปก และปกสั้น 2 ปก 

เต็งมีการกระจายพนัธุเปนกลุมใหญ ในปาเต็งรัง และปาเบญจพรรณ ดินลูกรัง และเขาหนิ

ทรายทั่วทุกภาคของประเทศ ที่ความสูงจากระดับทะเลปานกลาง 150–1,300 ม. ในตางประเทศ

พบทีพ่มา ลาว กมัพูชา และเวียดนาม ออกดอกเดือนกุมภาพันธ–พฤษภาคม ผลแกเดอืน

เมษายน–กรกฎาคม 
รัง  (Shorea siamensis Miq.) 
รัง (Shorea siamensis Miq.) เปนไมยนืตนผลัดใบ (deciduous tree) มีขนาดกลางถงึ

ขนาด ใหญ มีความสงูอยูระหวาง 10-25 เมตร เรือนยอด กลมหรือเปนรูปเจดีย ลําตน โดยทั่วไปมี

ลักษณะ เปลาตรง บางตนคดงอ เปลือก มีสีเทาปนน้าํตาล แตกเปนรองลึก เปนสะเก็ดโต ๆ สับดู

เปนสีน้าํตาล เหลือง มักตกชันสีเหลืองขุน ๆ  กระพี ้มีสีน้าํตาลออน  แกน มีสีน้าํตาลเขม  

ไมรังโดยทัว่ไปพบอยูในปาเต็งรัง(Dry dipterocarp forest) โดยเฉพาะในสงัคมไมรัง 

(Pentacme suavis community type) ซึ่งแบงออกไดเปนสังคมไมรังที่ขึน้ในที่แหงแลง (xeric) 

และ สังคมไมรังที่ขึ้นในที่ชุมชื้น (mesic)  
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สําหรับการใชประโยชนของไมรัง โดยทั่วไป เนื้อไมใชทําเสา หมอนรางรถไฟ ทําสวนตาง ๆ 

ของเครื่องเรือน และการกอสรางตาง ๆ ที่ตองการความแข็งแรงทนทาน ใชทําเรือ และเครื่องมอื

กสิกรรม นอกจากนี ้ “ชัน” ซึง่ไดจากไมรังยังสามารถนํามาผสมกบน้ํามนัยางใชทาไม ยาเรือ ยา

แนว ไม และภาชนะทีท่ําดวยไมไผ  
กระโดน (Careya sphaerica Roxb.) 
ไมตน ขนาดกลาง ผลัดใบ สูง 10-30 ม. หนาแลงจะทิง้ใบหมดแลวผลิใบใหมพรอมดอก 

ใบ เดี่ยว เรียงสลับถี่ๆ ที่ปลายกิง่ รูปไขกลับ ปลายแหลม เปนติง่สัน้ๆ โคนเรียวยาวดูคลายครีบ 

ขอบหยักเลก็นอย ดอกใหญ ออกเปนชอ แตละดอกมีใบประดับ 3 ใบ กลีบเล้ียง 4 กลีบ โคนกลีบ

ติดกันเปนรูประฆัง กลีบดอก 4 กลีบ สีขาว เกสรเพศผูมีจาํนวนมาก รังไข 4 ชอง ผลรูปไขหรือกลม 

เสนผานศูนยกลาง 5-8 ซม. ที่ปลายผลมกีลีบเล้ียงติดอยู เมล็ด แบน สีน้ําตาลออน รูปขอบขนาน 

ผิวเรียบ  

เนื้อไมคอนขางหยาบแข็ง และหนกั สีแดงแกหรือน้าํตาลแกมแดง เสี้ยนคอนขางตรง 

ทนทานในรม ใชในการกอสรางอาคารบานเรือน ทําเครื่องเรือน เครื่องมือเครื่องใช ถาอาบน้ํายา

อยางถูกตองแลวใชเปนหมอนรองรางรถไฟไดดี เปลือกใชเปนยาแกไข แกพิษงู แกเมื่อยเคล็ด เปน

ยาฝาดสมาน ใชเบื่อปลา และใชเปนสียอม เสนใยที่ไดจากเปลือก หยาบ ใชทาํเชอืก ทําเบาะรอง

หลังชาง ทํากระดาษสีน้าํตาล ใบมีรสฝาด มีแทนนนิรอยละ 19 แพทยแผนโบราณใชใบผสมกับ

เครื่องยาอืน่ๆ ปรุงเปนยาสมานแผล ใชเบือ่ปลา ดอกและยอดกินเปนผักได ดอกและน้ําจากเปลือก

สดใชผสมกับน้ําผึง้จิบแลวชุมคอ แกไอและแกหวัด เปนยาบํารุงหลงัการคลอดบุตร ผลกินได ชวย

ยอยอาหาร เปนยาฝาดสมาน 
ยอปา  ( Morinda elliptica Ridl.) 
ยอปา เปนไมยืนตนขนาดเล็กมีความสูงประมาณ 5-15 เมตร ใบเดี่ยว ออกตรงขามเรียง

สลับเปนคู แผนใบรูปรี รูปขอบขนานหรือรูปไขกลับ กวาง 4-8 ซม.ยาว 8-17 ซม. ปลายใบแหลม

บางครั้งทู โคนใบสอบขอบใบเรียว ผิวใบมีขน ดอกสีขาวออกมารวมกันเปนกระจกุ ฐานดอกเชื่อม

ติดกัน ชอดอกออกตามซอกใบ ผลมีขนาดเล็ก ยอปาถือวาเปนไมมงคลของคนอสีาน ในการนาํ

ขาวขึ้นยุงจะตองตัดเอากิง่ของยอปามาค้าํยุงไวกอนนําขาวขึ้นยุง เพื่อเปนศิริมงคล มีความหมาย

วาใหขาวเพิ่มพูน ในทางสมุนไพรใชแกนตมด่ืมเปนยาฟอกเลือด ขับลม ดอกมีกลิ่นหอมออน 

เหมาะทีจ่ะปลกูตามบานเปนไมหอมที่ดีอีกชนิดหนึง่  
กระทุม (Anthocephalus chinensis Lamk.) 
ไมตนขนาดกลางถงึขนาดใหญ ผลัดใบหรือไมผลัดใบ สูง 15-30 เมตร กิ่งออกเกอืบตั้ง

ฉากกับลําตน มักลูลง หูใบรูปสามเหลีย่มแคบ ใบรูปไข หรือรูปรีแกมขอบขนาน ยาว 12-25 ซม. 
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แผนใบเกลี้ยงหรือมีขนสัน้นุมดานลาง หูใบเปนรูปสามเหลี่ยม ดอกสีเหลืองออน มีกลิ่นหอม 

ออกเปนชอกระจุกแนน กลม ขนาดเสนผานศูนยกลาง 4-5 ซม. กานชอยาว 2.5-4 ซม. ดอกเล็กอดั

กันแนน กลบีเล้ียงเปนหลอดสั้น กลีบดอก สีเหลืองเชื่อมกนัเปนหลอดยาวรูปดอกเข็ม ผลเปน

กระจุก เปล่ียนเปนสีเหลืองและสีน้าํตาลเมื่อแก กระทุมมีเขตการกระจายพันธุกวางตั้งแตเนปาล 

บงัคลาเทศ อินเดีย ศรีลังกา พมา จนี ภูมิภาคอินโดจนีและมาเลเซยี รวมถึงฟลิปปนส และปาปว

นิวกนิ ีข้ึนตามชายปาเบญจพรรณ ปาดิบแลง และปาดิบชื้น ตามหุบเขาหรือริมลําธาร ระดับความ

สูงจนถึงประมาณ 1300 เมตร 

กระทุมถือวาเปนไมโตเร็ว มีเนื้อไมละเอยีด สีเหลืองหรือขาว ใชทําพื้นและฝาที่ใชงานใน

รม ทํากลอง อุปกรณหรือส่ิงกอสรางอืน่ๆ ที่มีน้าํหนกัเบา และทาํเยื่อกระดาษได นยิมปลูกเปนสวน

ปาเพื่อการใชสอยในประเทศจีนและประเทศอื่นๆ ในภูมภิาคเอเชียตะวันออกเฉยีงใต 
สมอไทย (Terminalia Chebula Retz.) 
เปนพนัธุไมทีพ่บขึ้นอยูทั่วไปตามปาเบญจพรรณแลงและชื้นในภาคตางๆ ของประเทศ 

เปนไมยนืตนขนาดกลางถึงขนาดใหญ ผลัดใบ สูง 15-25 เมตร ผลสมอไทยจะรูปรางปอมๆ หรือ

รูปกระสวย มีเนื้อเยื่อหนาหุมเมล็ดซึ่งมเีมล็ดเดียวแข็งๆ ผลโต 2-3 ซ.ม. และยาว 3-4 ซ.ม. มพีูหรือ

เหลี่ยมตามยาวตัวผล  

          นอกจากนี้ยงัมีฤทธิ์ในการตานเชื้อไวรัส รวมทั้งเชื้อ HIV และแบคทีเรียบางชนิด บํารุงหัวใจ 

ตานอนมุูลอิสระและชะลอความชรา นอกจากนี้ ยังชวยควบคุมระดับไขมันในเสนเลือด และชวย

การทาํงานของตับในการกําจัดไขมันออกจากรางกาย รวมทัง้กระตุนการเผาผลาญของรางกายได

อีกดวย และไมใชแคผลสมอไทยเทานัน้ทีใ่ชเปนยาได สวนอืน่ๆ ก็มีสรรพคุณทางยาดวยเหมือนกนั 

โดยตามตํารับยาแผนโบราณ ทั้งตนมีสรรพคุณแกทองผูก เปนยาสมาน ยาขับเสมหะ แกอาการ

เสียวคอและหนาอก เปลือกเปนยาขับปสสาวะ ยาบาํรุงหวัใจ ขับน้าํเหลืองเสยี ดอกใชรักษาโรค

บิด ผลออนใชเปนยาระบาย โดยการจิ้มกับเกลือรับประทาน หรือรับประทานกับน้าํพริกก็ได เนือ้

หุมเมล็ดใชรักษาเกีย่วกบัน้าํดี ทองรวงเรื้อรัง บิด ทองผูก ทองขึ้น อืดเฟอ โรคหืด กระเพาะปสสาวะ

ไมทํางาน อาเจียน อาการสะอึก พยาธิในลําไส โรคทองมาน ตับและมามโต 
ปอลาย  (Grewia eriocarpa Juss.) 
ไมยืนตนขนาดเล็กถึงขนาดกลาง สูงถึง 15 เมตร ยอดออนมีขนปกคลุมเล็กนอยตนแก สี

เทา-น้ําตาล  ใบ ใบเดี่ยว เรียงตัวสลับ กานใบ ยาว 5-8 มม. มีขนคลุม โคนกานใบมหีใูบ 1 คู กวาง 

1-2  มม. ยาว 3- 5 มม. ใบรูปไข โคนใบมนหรือ oblique มีเสนใบหลกัใกลโคนใบ 3-5 เสน (nerve) 

ใบซีกซายและขวาไมเทากนั ปลาย ใบแหลม ขอบใบหยัก ผิวใบมนีวล ทองใบมีขนเลก็นอยใบกวาง 

1.5-6 ซม. ยาว 3-12  ซม. ดอก ดอกชอ cymose ชอละ 3 ดอก ชอเกิดเปนกระจุกทีซ่อกใบ กานชอ
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ดอกยาว1.5-3 ซม. กานดอก ยอยยาว 3-5 มม. กลีบเล้ียง 5 กลีบ สีเขียวแกมน้ําตาล โคนกลีบ

ติดกันปลายแยกเปน 5 แฉก แตละแฉกรูปใบหอก ปลายแหลม กวาง 1-1.5 มม. ยาว5-6 มม. กลีบ

ดอก 5 กลีบ สีเหลือง กลีบแยกกัน รูปใบหอก ปลายแหลม ขอบเรียบ กลีบกวาง 1 มม. ยาว 2-4 

มม. กลีบมีขน เกสรเพศผู จาํนวนมาก แยกกัน กานเกสรเรียบ เกสรเพศเมีย 1 อัน รังไข superior 

ovary รูปไข สีเขียว 5 หอง มีขนปกคลุม ออวุลจาํนวน 1-2 อันตอหอง กานเกสร 1 อันส้ันๆ ยอด

เกสรเพศเมียเปนตุมแหลม ผลและเมล็ด ผลแหงแบบ capsule รูปกลม เสนผาศูนยกลางผล 3-5 

มม. ผลเปนพู 2-4 พู ผิวเรียบถึงม ีตุมเล็กๆ เมล็ดกลม 
แค (Markhamia stipulate Wall.) 
ลักษณะทัว่ไปคลายแคหัวหมู (ชนิดยอย stipulata) แตใบประกอบแบบสั้นกวาเล็กนอย 

ใบออนมีขนสนี้ําตาลแดงหนาแนน กลีบเล้ียงและฝกมขีนแบบขนแกะไมใชแบบเปนปุย (หลุดรวง

งาย) แบบแคหัวหม ูแคหางคางพบที่จนีตอนใต ลาว เวยีดนาม และภาคเหนือของไทย ขึน้ในปาดบิ

แลง และปาดิบเขา จนถงึระดับความสูงประมาณ 1600 เมตร ตน ไมยืนตนขนาดเล็ก-ขนาดกลาง 

สูง 5-20 เมตร ลําตนมักคดงอ เรือนยอดมกัเปนพุมกลมทึบ เปลือกนอกสีขาวหมนหรือสีเทา

คอนขางเรียบ มีรอยแตกตื้นๆ ตามยาวตน เปลือกในสีครีมแซม ดวยริว้สีเขม ตามกิง่ออนมีขนสี

น้ําตาลและมชีองระบายอากาศทัว่ไป ใบ ออกเปนชอ ใบยอยมี 1-4 คู ออกตรงขามกันที่ปลายสุด

ของชอใบ มักเปนใบเดี่ยวๆ โคนใบมนและ มักเบี้ยว ปลายใบมนและเปนติ่งแหลมสั้นๆ เนื้อใบหนา 

หลังใบเกลี้ยง ทองใบมีขนสากๆ ทั่วไป  ดอก สีขาวหรือเหลืองออนออกรวมกนัเปนชอโตๆ ตาม

ปลายกิง่ ชอจะต้ังชี้ขึ้นและยาวถงึ 40 ซม. โคนกลีบรองกลีบดอกเปนถวย กลีบดอกเปนหลอดสวน

ชวงบนขยายกวาง ปลายเปนร้ิวๆ เกสรตัวผูมี 2 คู สัน้ 1 คู และยาว 1 คู  ผล เปนฝกรูป

ทรงกระบอกแตโคงงอเหมือนหางคาง ขนาดฝกกวาง 1.5-2.5 ซม. ยาว 35-70 ซม. จะมีสันเปนเสน

ตามยาวฝก 5 สัน และมีขนสนี้ําตาลแดงทัว่ไป ฝกแกแตกตามรอยประสาน เมล็ด เมลด็แบน มีเยื่อ

บางๆ ตามขอบคลายปก  
ทองหลาง (Erythrina variegata  L.) 
ลักษณะ : ไมตน ผลัดใบ สูง 5 - 10 เมตร ตามกิ่งตนออนมีหนาม เรือนยอดเปนพุมกลม 

โปรง ใบ ประกอบมี 3 ใบยอย ใบกลางจะโตกวา 2 ใบขาง เสนกลางใบและเสนแขนงใบสีเหลือง 

ดอก รูปดอกถัว่สีแดงเขม ออกรวมกนัเปนชอยาวประมาณ 30 - 40 เซนติเมตร ผลเปนฝกยาว 15 - 

30 เซนติเมตร 
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 รูปที่ 2.4 แสดงลักษณะใบพืชทีน่ํามาใชในการศึกษา 1. เต็ง (Shorea obtusa Wall.) 2. รัง 

(Shorea siamensis Miq.) 3. กระโดน (Careya sphaerica Roxb.) 4. ยอปา (Morinda elliptica 

Ridl.) 5. กระทุม (Anthocephalus chinensis Lamk.) 6. สมอไทย (Terminalia Chebula Retz.) 

7. ปอลาย (Grewia eriocarpa Juss.) 8. แค (Markhamia stipulate Wall.) 9. ทองหลาง 

(Erythrina variegata L.) 
 
2.8 สารออกฤทธิ์ทางชวีภาพที่ผลิตจากราเอนโดไฟต 
  
 การเพิม่ข้ึนของปญหาเกี่ยวกับสุขภาพในปจจุบันไมวาจะเปนมะเร็งชนิดตางๆ  ปญหาการ

ดื้อยาของจุลนิทรียทั้งหลาย เชน แบคทีเรีย  รา  โปรโตซัว  และไวรัส  ทั้งหลายเหลานี้  ลวนแตทํา

ใหการศึกษาคนควาในปจจุบันมุงเนนในการหาตวัยาหรอืสารเคมีใหมๆ  ที่จะมฤีทธิใ์นการตอตาน

ปญหาเกี่ยวกบัสุขภาพตางๆดังที่กลาวมา     

  6  

3 

8 

1 2 3 

4 5 6 

7 8 9 
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สารออกฤทธิท์างชีวภาพ (Bioactive Compounds) คือ สารจากสิ่งมีชีวิตตามธรรมชาติที่

มีผลตอสิ่งมีชวีิตทั้งคน สัตว และพชื สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดีตองเปนสารที่มีผลจําเพาะ

เจาะจง เชน มฤีทธิ์จาํเพาะตอเซลลของมะเร็งเตานม มฤีทธิ์จําเพาะตอเชื้อวัณโรค เปนตน และสาร

นั้นจะตองไมมีผลทางลบตอรางกาย หรือมีผลขางเคียงนอยมาก เพราะเมื่อสารนัน้ถูกนาํมาแปรรูป

ใหเปนสวนประกอบของยา ยอมไมตองการใหยามีผลกบัสวนที่ดีของรางกาย ยกเวน เชื้อโรค หรือ

สวนเกิน (มะเร็ง) ที่เราตองการขจัดเทานัน้ สารใดก็ตามถามีผลขางเคียงที่ไมตองการ ก็จะจัดสาร

นั้นใหอยูในพวกสารพิษ (toxic substance) จากงานวิจยัทั้งหลายพบวาราเอนโดไฟตสามารถที่จะ

เปนแหลงที่ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดเชนกนั 

ธรรมชาติของราเอนโดไฟตจะอาศัยอยูในชองวางระหวางเซลลของพชืที่อาศัย  ซึง่ในการ

อยูอาศัยภายในนัน้ราเอนโดไฟตจําเปนตองปรับตัวในการตัวรอด  ซึ่งในกระบวนการปรับตัวนัน้

เอนโดไฟตจะสรางสารบางอยางออกมาเพื่อใหอยูรอด (Redall และคณะ, 2002) ซึ่งสารที่สราง

ออกมานั้นสามารถนาํไปใชประโยชนไดอยางมากมายเพื่อใชในทางการแพทย   เกษตรกรรม   และ

อุตสาหกรรม   

Schutz และคณะ (2001) ไดบันทกึเกี่ยวกับการสรางสารทุติยภูมิของจุลินทรียวามี

ลักษณะเฉพาะที่เหมือนกับส่ิงแวดลอมนัน้ๆและสามารถอยูในสภาพแวดลอมที่เหมือนๆ กันไดเปน

อยางด ี   เมื่อมีการสํารวจและศึกษาอยางละเอียดจะเห็นไดวา สภาพแวดลอมทีจ่ลิุนทรียอาศัยอยู

มีผลตอการผลิตสารทุติยภูมิ ซึง่บนโลกนีม้ีระบบนิเวศมากมาย คาดวาในบริเวณที่มพีรรณพืชมาก

ก็จะมีจาํนวนราเอนโดไฟตมากเชนกนั และราเอนโดไฟตอาจจะมวีิวัฒนาการตามเหมือนกับพรรณ

พืชทองถิน่แตละชนิด 

ราเอนโดไฟตแตละชนิดจะมีลักษณะเฉพาะที่แตกตางกนัเมื่ออยูในสภาพแวดลอมที่

ตางกนั  ดังนั้นราเอนโดไฟตสามารถทีจ่ะสรางสารบางชนิดที่เปนปจจัยสําคัญตอการเจริญเติบโต

ของพืชที่อาศยั (Pugh และคณะ, 1972; Bacon และคณะ, 1991) และสามารถที่จะสรางสารเพื่อ

ปองกันการรุกรานจากศัตรูพชืเชน แมลง (Larry และคณะ, 1992) จุลินทรีย (Fisher และคณะ, 

1984; 1986) 

Schutz และคณะ (2001) ยังพบวาราเอนโดไฟตสามารถผลิตสารออกฤทธิท์างชวีภาพ

ชนิดใหมไดมากกวาราเอพิไฟตและราที่แยกไดจากดนิ โดยพบสารออกฤทธิท์างชีวภาพชนิดใหมที่

ผลิตจากราเอนโดไฟต 51 เปอรเซ็นต ผลิตจากราที่แยกไดจากดิน 38 เปอรเซ็นต 

 Bill และคณะ (2002)   ไดอธิบายถงึความแตกตางของสารทุตยิภูมิจากเอนโดไฟตระหวาง

ในบริเวณปาเขตอบอุนกับบริเวณปาเขตรอนชื้น  เมื่อเปรียบเทียบจํานวนสารทุติยภูมิที่สกัดไดจาก
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ราเอนโดไฟตจากปาทัง้ 2 เขต  พบวาสารทุติยภูมทิี่สกัดไดจากราเอนโดไฟตในบริเวณปาเขตรอน

ชื้นมีการออกฤทธิท์างชีวภาพไดดีกวาสารทุติยภูมิที่สกัดไดจากราเอนโดไฟตในบริเวณปาเขต

อบอุน  นอกจากนี้ราเอนโดไฟตในบริเวณเขตปารอนชื้นมีจาํนวนมากกวาราเอนโดไฟตในบริเวณ

ปาเขตอบอุน    ซึ่งทําใหมโีอกาสในการพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและราเอนโดไฟตชนิดใหมมี

มากขึ้น 

ราเอนโดไฟตมีความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดหลากหลายกลุมมาก 

เชน alkaloids, peptides, steroids, terpenoids, isocoumarins, quinones, phenylpropanoids 

และ lignans, phenols และ phenolic acids, aliphatic compounds  ซึ่งในปจจุบนัสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพดังที่กลาวมานี้ไดนํามาใชประโยชนในทกุๆดาน  และสามารถที่จะยนืยนัไดวาราเอนโด

ไฟตเปนแหลงผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่สาํคัญแหลงหนึ่ง (Tan and Zou, 2001)  
 
 2.8.1 สารที่มฤีทธิ์ยับยั้งจลุินททรยี 
 สารที่มีฤทธิย์บัยั้งจุลินทรีย (Antibiotic) คือ สารที่มีมวลโมเลกุลตํ่าผลิตจากจุลนิทรียชนิด

หนึง่ๆ มฤีทธิใ์นการตอตานหรือยับยัง้จุลนิทรียชนิดอื่นๆ (Demain, 1981) เปนที่รับรูวาสารออก

ฤทธิท์างชีวภาพจากราเอนโดไฟตสามารถที่จะยับยั้งหรอืทําลายจุลินทรียชนิดอืน่ๆไมวาจะเปน

แบคทีเรีย   รา  ไวรัส  โปรโตซัว  

 Horn และคณะ (1995) ศึกษาราเอนโดไฟต Phomopsis sp. จาก Salix gracilostyla 

var. melanostachys สามารถผลิตสาร Phomopsichalasin ซึ่งมฤีทธิ์ในการยับยั้ง Bacillus 

subtilis, Salmonella gallinarum,   Staphyllococcus aureus และ Candida tropicalis 

 Munday-Finch และคณะ (1998) ศึกษาราเอนโดไฟต Neotyphodium lolli จาก Lolium 

perenne สามารถผลิต Lolicine A และ B มฤีทธิ์ในการยับยั้งการเจรญิของจุลินทรยีหลายชนิด 

 Cryptosporiopsis quercina เปนราเอนโดไฟตที่แยกไดจากไมเนื้อแข็งในแถบยุโรป   โดย

แยกไดจาก Tripterigeum wilfordii ซึง่เปนพืชสมนุไพรในแถบนั้น   โดย Cryptosporiopsis 

quercina มีฤทธิ์ในการตอตานรากอโรคเชน Candida albican และ Trichophyton spp. โดย

ผลิตสารออกมาชื่อวา Crytocandin A (Strobel และคณะ, 1999)  

 Brandy และคณะ (2000) ศึกษาราเอนโดไฟต Fusarium sp. จากตน Selaginella 

pallescens ซึ่งสามารถผลิตสาร CR377 ซึ่งเปนสารกลุม pentaketide ชนิดใหม   ที่มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งการเจรญิของ Candida albicans 
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 Lu และคณะ (2000) ศึกษาราเอนโดไฟต Collectotrichum gloeosporioides จากตน 

Artemisia annua ผลิตสารในกลุม ergotsterol 7 ชนิด   ซึ่งมีฤทธิ์ในการยบัยั้ง Candida 

albicans และ Aspergillus niger 

Harper และคณะ (2003) ศึกษาราเอนโดไฟต Pestalothiopsis microspora จากตน 

Terminalia morobensis ซึ่งสามารถผลติสาร Pestacin   ซึง่มีฤทธิใ์นการยับยั้งจลิุนทรียและยังมี

ฤทธิ์ตานสารอนุมูลอิสระ 

Weber และคณะ (2004) ศึกษาราเอนโดไฟต Phomopsis sp. จากตน Erythrina 

cristagalli สามารถผลิตสาร phomol   ซึ่งเปนสารปฏิชีวนะชนิดใหมมีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรีย

และราหลายชนิด 

 
2.8.2 สารที่มฤีทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง 
ตั้งแตมีการคนพบสาร Taxol   ที่ผลิตโดยราเอนโดไฟต Pestalothiopsis microspora 

จากตน Himalayan yew (Taxus wallichiana) (Strobel และคณะ, 1996) ทําใหทราบวาราเอนโด

ไฟตสามารถเปนแหลงผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพทีส่ําคัญแหลงหนึ่ง ปจจุบันพบวาราเอนโดไฟต

สามารถสรางสารที่มีฤทธิท์างชวีภาพที่มคีวามสามารถในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง จึงได

มีการศึกษาเกีย่วกับราเอนโดไฟตเพื่อจะหาราเอนโดไฟตที่มีความสามารถในการสรางสารที่มีฤทธิ์

ทางชีวภาพชนิดใหมเพื่อนาํมาใชประโยชนในทางการแพทย 

Stierle และคณะ (1995) ศึกษาราเอนโดไฟต Taxmyces andreanae จากตน Taxus 

brevifolia และสามารถสกัดสาร taxol ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง 

Lee และคณะ (1996) ศึกษาราเอนโดไฟต Pestalothiopsis microspora จากตน 

Torreya taxifolia ซึ่งสามารถผลิตสาร Torreyanic acid พบวาสารดังกลาวมีฤทธิ์ในการทําลาย

เซลลมะเร็งหลายชนิด 

Strobel และคณะ (1997) พบวา Acremonium sp. จากตน European yew (Taxus 

baccata) สามารถสรางสารกลุม Leucino statins ซึง่เปนเปปไทดที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจรญิ

ของเซลลมะเรง็ 

Jiao และคณะ (2006) แยกสาร Chaetominine ซึ่งเปนสารกลุม alkaloid ไดจากราเอนโด

ไฟต Chaetomium sp. IFB-E015 จากตน Adenophora axiliflora ซึ่งสาร Chaetominine ยับยั้ง

การเจริญของเซลลมะเร็งเมด็เลือดขาวและเซลลมะเรง็ลาํไสได  
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Maloney และคณะ (2006) พบสาร Phaeosphoramides A และ B  ซึ่งผลิตโดยราเอนโด

ไฟต Phaeosphaeria avenaria  โดยสาร Phaeosphoramide A จะไปทําการยับยัง้การสง

สัญญาณของเซลลทําใหควบคุมอัตราการเจริญเติบโตของเซลลไดซึ่งสามารถใชในการบําบัด

โรคมะเร็ง 

Wang และคณะ (2002)   ไดรายงานวา   brefeldin A   ที่สรางโดย Paecilomyces sp. 

และ Aspergillus clavatus ซึ่งแยกไดจากตนTaxus mairei และ Torreya grandis  มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งมะเร็งหลายชนิด 
 
2.8.3. การตายของเซลลแบบอะพอพโตซิส (Apoptosis) 
ลักษณะของอะพ็อบโทซิส และเนโครซิส 

   ในปจจุบนัการตายของเซลลเชื่อวาเกิดไดสองวิธีคือ วธิีแรกคือ “อะพ็อบโท

ซิส’’(apoptosis) ซึ่งเปนขบวนการที่เซลลทําลายตัวเองโดยการควบคมุยีนที่เกีย่วของ เพื่อควบคุม

ความสมดุลของเซลลภายในรางกาย   สวนการตายชองเซลลแบบที่สองแรกวา “เนโครซิส’’ 

(necrosis) เกิดขึ้นจากอุบัติเหตุบางอยางทีท่ําใหเกิดอันตรายตอเซลลและส่ิงแวดลอมของเซลล

อยางรนุแรงจนเซลลเนาสลายไป  อยางไรก็ตามการตายทัง้สองแบบนั้น ทราบจากการเฝามองดู

การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น (morphological description) แตยังมรีายละเอียดลึกลงไปอีกมาก การ

ตายของเซลลแบบอะพ็อบโทซิสมีลักษณะรูปรางที่แตกตางจากการเนาสลายของเซลลแบบเนโค

รซิสนั้นมีข้ันตอนอยูหลายขัน้ตอน โดยทีร่ะยะเริ่มตนของ apoptosis bodies ซึ่งจะถูกกาํจัดโดย 

Phagocytes ซึง่ลักษณะเหลานี้จะแตกตางจากการเนโครซิสของเซลลอยางสิน้เชิง ที่เมื่อเซลล

ไดรับความบาดเจ็บอยางรนุแรงจนเนาตาย จะเกดิการจับกลุมของโครมาตินเกิดการบวมของ

องคประกอบตางๆ (organelles) รวมทั้งไมโตรคอนเดรียภายในเซลล ในที่สุดผนังเซลลจะแตก 

และเซลลสลายตัวในที่สุดดังรูป 
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รูปที่ 2.5 แสดงการเกิดอะพอ็บโทซิส 
 
อะพ็อบโทซิสและวิธกีารรักษาโรคมะเร็ง 
อบโทซิสเปนกลไกสําคัญในการทาํลายเซลลมะเร็ง และมงีานวิจยัมากมายที่มุงศึกษา

เกี่ยวกับอะพ็อบโทซิสและการรักษาโรคมะเร็งมากมาย อยางไรก็ตามผลของการรักษาโรคมะเรง็มี

นอยชนิดมากที่สามารถรักษาใหหายขาดได แมการรักษาสวนใหญเปนการมุงเนนการกระตุนให

เซลลมะเร็งทําลายตัวเองหรอืเกิดอะพ็อบโทซิสจะไดผลดีก็ตาม  

 Chen และคณะ (2006) ไดรายงานวายสีต Wickerhamiella domercqiae สามารถสราง

สารsophorolipids (SLs) ซึ่งชักนําใหเกดิอะพ็อบโทซสิในเซลลมะเรง็ตับ H7402 โดยทัง้นี้ขึน้อยู

กับปริมาณ และระยะเวลาที่เซลลไดรับสารดวย การตรวจสอบการตายของเซลลมะเร็งตับสามารถ

ตรวจดูไดจาก การบวมของเซลล (blebbing) , การเปลี่ยนแปลงของ0เยื่อหุมเซลลเชนการเหีย่ว

ของเซลล, 1 Hนวิเคลียสแตกเปนชิ้นสวน, 2 Hโครมาตินหนาตัวขึ้น, และ3Hดีเอ็นเอแตกเปนทอน  

McKillop และ Schrum (2004) ไดรายงานวายีสต Saccharomyces cerevisiae ไดผลิต

สารที่สามารถชักนาํใหเกิดอะพ็อบโทซิสในเซลลมะเร็งตบั H7402 ไดเชนกนั
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ตารางที่ 2.4 แสดงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตจากราเอนโดไฟต 

 

Endophyte Host Plant Metabolte Biological activity Structure 

Phoma medicaginis 

 

Medicago sativa BrefeldineA Antibiotic activity, 

initiation of apoptosis 

in cancer cells 
 

Phomopsis phaseoli 

 

Betula pendula 3-hydroxypropionic 

acid 

Nematicidal activity 

Against Meloidogyne 

incognita, 

Caenorhabditis 

elegans 

 

Phomopsis spp. 

 

Erythrina cristagalli Phomol 

 

Antifungal, 

antibacterial 

antiinflammatory 

and weak cytotoxic 

activity 

 

Polyketide lactone 
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ตารางที่ 2.4 (ตอ) แสดงสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่ผลิตจากราเอนโดไฟต 

 

Endophyte Host Plant Metabolte Biological activity Structure 

Phomosis spp. 

 

Erythrina cristagalli Mevinic acid 

 

Antiinflammatory 

activity 

 
 

Pestalotiopsis 

microspora 

 

Torreya taxifolia Ambuic acid Antifungal agent 

 

Pestalotiopsis 

microspora 

 

Torreya taxifolia Torreyanic acid 

 

Selectively cytotoxic 

activity 

 
Petalotiopsis jesteri 

 

Fragraea bodenii 

 

Jesterone 

Hydroxy Jesterone 

 

 

Antimycotic activity 

against the  

oomycetous fungi  
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ตารางที่ 2.4 (ตอ) แสดงสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่ผลิตจากราเอนโดไฟต 

 

Endophyte Host Plant Metabolte Biological activity Structure 

Pestalotiopsis 

microspora 

Terminalia  

morobensis 

 

Isopestacin 

Pestacin 

Antimicrobial and 

antioxidant effect 

  
Aspergillus fumigatus 

 

Cynodon dactylon 

 

Asperfumiod, 

Asperfumin 

Physion 

Inhibit growth of 

Candida albicans 

  

Aspergillus niger 

IBF-E003 

 

Cynodon dactylon 

 

Rubrofusarin B, 

Aurasperone A 

 

Strong coinhibitors 

On xantin oxidase, 

colon cancer cell 

and some microbial 
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ตารางที่ 2.4 (ตอ) แสดงสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่ผลิตจากราเอนโดไฟต 

 

Endophyte Host Plant Metabolte Biological activity Structure 

Penicillium sp. 

 

Melia azedarach 

 

Preaustiniod A, B Exhibit moderate 

bacteriostatic 

effect on Escherichia 

coli, Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas 

aeruginosa, Bacillus 

sp. 

 

Xylaria sp. F0010 

 

Abies holophylla 

 

Griseofulvin, 

Dechlorogriseofulvin 

Antifungal 

antibiotic 
 

Fungal endophytic 

isolate 

Nothapodytes 

foetidafrom 

 

Camptothecin 

 

Anticancer activity 
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การศึกษาสารออกฤทธิท์างชีวภาพของราเอนโดไฟตในประเทศไทย  ผูทําการศึกษาสวน

ใหญมักเลือกพืชสมนุไพรเปนหลกัเชนเดียวกับรายงานจากตางประเทศ  เนื่องจากคาดวาราเอนโด

ไฟตที่อาศัยอยูในพืชดังกลาวจะสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดเชนเดียวกับพืชที่อาศัย

อยู  ซึ่งรายงานเกี่ยวกับการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพของราเอนโดไฟตในประเทศไทยมีหลาย

ฉบับแลว เชน 

Chinworarangsi และคณะ (2001) ไดสารออกฤทธิท์างชีวภาพชนิดใหมจาก 

Halorosellinia oceanonica ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยัง้เชื้อมาลาเรีย 

Wiyakrutta และคณะ (2003) ไดศึกษาสารออกฤทธิท์างชีวภาพทีแ่ยกไดจากราเอนโด

ไฟตจากพืชสมุนไพรซึง่มีฤทธิ์ในการยับยัง้เชื้อมาลาเรีย (4 HPlasmodium falciparum) เชื้อวัณโรค 

(5 HMycobacterium tuberculosis) ไวรัส (Hepes simplex virus type 1) และเซลลไลนของมะเร็ง

เยื่อบุชองปาก (Human oral epidermoid carcinoma cell) 

Phothita และคณะ (2003) ไดแยกเชื้อรา Guignadia cocoicola และ Fusarium sp. ที่มี

ฤทธิ์ในการยับยั้ง Colletotrichum musae และ Fusarium sp. ซึ่งเปนเชื้อรากอโรคโรคแอนแทรค

โนสในกลวย 
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บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1) อุปกรณ 
 

1. ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) Memmert รุน BE600 บริษัท Jebsen and Jessen 

2. ตูควบคุมอุณหภูมิภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด (CO2 incubator) Hepa 

Class100 รุน 311 บริษัท Thermo electron corporation 

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

4. หมอนึง่ความดัน (autoclave) TOMY รุน SS-325 บริษัท Tomy Seiko Co., Ltd. Tokyo, 

Japan 

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

6. ตูอบแหงภายใตสุญญากาศ (vacuum oven) Hotpack บริษัท Hotpact Corporation, 

USA. 

7. เครื่องชั่งน้าํหนัก (digital scale) รุน PB3002 บริษัท Mettler Toledo 

8. กลองจุลทรรศน (microscope) Olmpus รุน BX51 บริษัท Olypus Optical Co., Ltd. 

Japan 

9. กลองจุลทรรศนหวักลับ (inverted microscope) Olmpus รุน CK2 บริษัท Olypus 

Optical Co., Ltd. Japan 

10. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope, SEM) 

JEOL รุน JSM-5410 LV, Japan  

11. เครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) Eyela รุน N-1000 

บริษัท Tokyo Rikakikai Co., Ltd. Japan 

12. เครื่องระเหยน้าํที่อุณหภูมิต่ํา (lyophilizer) รุน FD-1 ยี่หอ EYELA บริษัท Tokyo 

Rikakikai Co., Ltd. Japan 

13. เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) Hettich รุน Rotofix32 บริษัท Becthai, Germany 

14. เครื่องวัดคาความเปนกรดเบส (pH meter) รุน S20-K ยี่หอ Mettler Toledo 

15. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) รุน WB-710M บริษัท Optima, Japan 
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16. ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) ขนาด 0.0025 mm2 ยี่หอ Loptik Labor 

17. เครื่องอานคาความดูดกลนืแสง (microplate reader) รุน ELX800 บริษัท Bio-Tek 

Instruments, Inc. 

18. เครื่องพีซีอาร (Authorized thermal cycler) Takara รุน TP600 บริษัท Takara Bio, Inc. 

Japan 

19. เครื่อง Electrophoresis chamber set รุน Mupid-ex บริษัท Advance 

20. เครื่องถายรูปเจล (Gel Doc) ยี่หอ Vilber Lourmat 

21. เครื่องปนเหวีย่งขนาดเล็ก (micro centrifuge)รุน CM-610T บริษัท Hslangtai 

22. เครื่องปนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ (micro refrigerated centrifuge) Kubota รุน 3700 

บริษัท Kubota Corporation, Tokyo Japan 

23. เครื่องไมโครเวฟ (microwave oven) Turbora รุน MW-2020 

24. เครื่องแปลงไฟ (Power supply) My Power300 รุน AE-8130 บริษทั ATTO 

25. ตูเย็น 4 °C (refrigerator) Mitsubishi รุน Tiara บริษัท Mitsubishi electric 

26. ตูเย็น -20 °C ยี่หอ Sharp 

27. ตูเย็น -80 °C รุน 8620 บริษัท Thermo Electron Corperation 

28. เครื่อง UV-Transilluminator รุน TM-10E บริษัท UVP 

29. เครื่อง Vortex mixer รุน VX-100 บริษัท Labnet International, Inc. 

30. โกรงบดยา (motar) 

31. ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette) บริษัท Gilson P2 (0.1-2 

ไมโครลิตร), P10 (0.5-10 ไมโครลิตร), P20 (5-20 ไมโครลิตร), P200 (20-200 

ไมโครลิตร), P1000 (0.1- 1 มิลลิลิตร) 

32. ปเปตตทิป (pipette tip) บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA 

33. หลอดไมโครเซนติฟวส (micro centrifuge tubes) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen 

Scientific, Inc. USA 

34. หลอดพีซีอาร (PCR tubes) ขนาด 200 ไมโครลิตร บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA 

35. พาราฟลม 

36. บีกเกอร (beaker) 

37. ขวดแกว (bottle) 

38. กระบอกตวง (cylinder) 
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39. ขดลวด (spring coil) 

40. ลูป (loop) 

41. เข็มเขี่ยเชื้อ (needle) 

42. ที่เจาะอาหารวุน (cork borer) 

43. จานเลีย้งเชื้อพลาสติก (petridish) 

44. จานเลีย้งเซลลแบบ 96 หลมุ (96 wells plate) 

45. จานเลีย้งเซลลแบบ 24 หลมุ (24 wells plate) 

46. ขวดเลี้ยงเซลล ยี่หอ Corning บริษัท Corning Incorporated, USA 

47. หลอดเก็บเซลล 
48. หลอดเซนตฟิวสขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร ยี่หอ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 

49. ปเปตแกว ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 

50. เครื่องดูดจากปเปต (pipette aid) ยี่หอ Drummond 

51. หัวกรองอาหารเลี้ยงเซลล ขนาด 0.22 ไมโครเมตร ยี่หอ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 

52. เครื่องกวนโดยใชแมเหล็ก (magnetic stirrer) ยี่หอ Clifton Ceraplate 

53. ถังไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) รุน 34 HC ยีห่อ Taylor-Wharton Cryogenics 

บริษัท Harsco Corporation, USA 

54. เครื่อง DNA sequencing รุน 3100XL ยีห่อ ABI บริษัท Applied Biosystem 

Incorporated 

 
3.2) สารเคม ี
 

1. Agar  

2. Bacto peptone บริษัท HIMEDIA 

3. Glucose 

4. Malt extract บริษัท HIMEDIA 

5. Magnesium chloride (MgCl2) 

6. DMSO (Dimethylsulfoxide) steried บริษัท Sigma, USA 

7. Fetal Bovine Serum (FBS) ยี่หอ Hyclone บริษัท PERBIO 
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8. Hoechst 33342  

9. MTT (3-(4,5- dimethylthiazolyl-2-) 2,5- diphenylterazolium bromide) บริษัท Sigma, 

USA. 

10. RPMI ยี่หอ Hyclone บริษัท PERBIO 

11. Thyphan blue 

12. Trypsin-EDTA  steried filtered ยี่หอ Hyclone บริษัท PERBIO 

13. ตัวทําละลาย ไดแก ethyl acetate 

14. 2-Mecaptoethanol บริษัท Sigma 

15. Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) บริษัท Serva 

16. Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) บริษัท Scharlau 

17. Isoamyl alcohol บริษัท Carlo erba 

18. RNase 

19. Polyethylene glycol (PEG) บริษัท Serva 

20. Taq DNA polymerase บริษัท Fermentas 

21. Loading dye 

22. Primer ไดแก   ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

           ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 

23. Bovine serum albumin (BSA) 

24. dNTP 

25. Tris- (hydroxymethyl)-amino methane (Tris base) บริษัท Scharlau 

26. Agarose molecular biology grade บริษทั ISC Bio Express 

27. Ethidium bromide 

28. 100bp + 1.5 kb DNA ladder บริษัท SibEnzyme 
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3.3)    การเก็บตัวอยางใบพืชจากปาเต็งรัง   
 

เก็บตัวอยางพชืจากปาเต็งรัง จังหวัดตาก โดยพืชที่ใชในการทาํวิจยัม ี9 ชนิดไดแก เต็ง รัง 

ยอปา กระโดน สมอไทย ทองหลาง กระทุม ปอลาย และแคหางคางโดยเก็บตัวอยาง 2 ฤดูคือ ฤดู

ฝนชวงเดือนสงิหาคมพ.ศ. 2550  และฤดูแลงชวงเดือนมกราคม พ.ศ. 2551  ตัวอยางที่เก็บตอง

เปนใบที่สมบูรณปราศจากอาการของโรคพืช  เก็บตัวอยางพืชในถุงพลาสติกที่ปดมิดชิด นาํเขา

ตูเย็นที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ตัวอยางที่จะนํามาใชในการทดลองตองเก็บจากตนมาไมนาน

กวา 48 ชั่วโมง  

 

 
 

รูปที่ 3.1 แสดงตําแหนงในการเก็บตัวอยาง 
 
3.4) การแยกราเอนโดไฟตจากใบพืช 
 
 การแยกราเอนโดไฟตใชเทคนิคฆาเชื้อทีผ่ิว (surface sterilization) (Blodett และคณะ, 

2000) โดยนําตวัอยางทีส่มบูรณไมเกิดโรคมาลางน้าํทาํความสะอาด ตัดเปนชิ้นเลก็ๆขนาด

เสนผาศนูยกลาง 5 มิลลิเมตรในบริเวณกลางใบ โคนใบ และปลายใบ ตัวอยางละ 20 ตําแหนง 

นํามาฆาเชื้อทีผิ่วโดยแชในเอทานอลที่มีความเขมขน 95 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 นาที ตามดวย

สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรคที่ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 5 นาที และแชในเอทานอล

ความเขมขน 95 เปอรเซ็นตอีกครั้ง เปนเวลา 30 วินาที ลางดวยน้าํกลัน่ที่ผานการฆาเชื้อแลวหลาย
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คร้ัง แลวซับใหแหงบนกระดาษกรองที่ผานการฆาเชื้อ จากนั้นนําไปวางบน Potato Dextrose gar 

(PDA) บมที่อุณหภูมิหอง ทาํการถายเชื้อ กระทัง่ไดเชื้อบริสุทธิ์โดยทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์

ของราที่แยกไดภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอโฟโตเมตริก 

 
3.5) จําแนกชนิดของราเอนโดไฟต        
 
 สังเกตลักษณะการเจริญของราเอนโดไฟตบนอาหาร Potato Dextrose gar (PDA) 

ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใชเทคนิค  slide  culture  โดยวธิีของ Bernett และ 

Hunter (1987) เพื่อศึกษาลักษณะของเสนใย ลกัษณะของสปอรตลอดจน การจัดเรยีงตัวของ

สปอร  จํานวนสปอร ลักษณะผิวของสปอร ภายใตกลองจุลทรรศนเพื่อจัดจําแนกชนิดของราเอนโด

ไฟตในระดับจนีัส (genus)   

 
3.6) ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟต 
 
 ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตโดยวิเคราะหความถี่ของราเอนโดไฟตที่แยกได

จากตัวอยางใบพืชแตละชนดิ  (Colonization Frequency) วิเคราะหจํานวนราเอนโดไฟตที่แยกได

จากตัวอยางพชืทั้งหมด และวิเคราะหทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSS (SPSS for Windows 

version 15, SPSS Inc., Chicago, USA) เพื่อเปรียบเทียบความถี่ของเชื้อราเอนโดไฟตที่แยกได

จากตัวอยางใบพืชตางชนิดกัน และตางฤดูกาล  

 
 3.7) การเก็บรักษาราเอนโดไฟต 

 
 ทําการเลี้ยงราเอนโดไฟตที่บริสุทธิ์ 1-2 สัปดาหบนอาหารแข็ง  จากนัน้ทําการเจาะชิน้สวน

ของราเอนโดไฟตดวย cork borer ขนาดเสนผาศนูยกลางประมาณ 5 มิลลิเมตร  นาํชิ้นสวนของรา

เอนโดไฟตประมาณ 4-5 ชิ้น ไปใสในน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว  เก็บที่อุณหภูมหิอง 
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3.8) การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจลุินทรียจากน้ําเลี้ยงเชื้อของรา
เอนโดไฟต 
  
 3.8.1) จุลินทรียที่ใชในการทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะ ไดแก 

     Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 

       Escherichia coli  ATCC25922 

 Bacillus subtilis   ATCC6633 

       Staphylococcus aureus ATCC25923 

      Candida albicans  ATCC 70014 
  
 3.8.2) อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 Nutrient agar (NA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 11)  สําหรับเล้ียงแบคทีเรีย 

 Malt extract agar (MEA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 13) สําหรับเล้ียงยสีต 
          
 3.8.3) การเตรียมหัวเชื้อจลุินทรยีทดสอบ 

 การเตรยีมหวัเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 
นําแบคทีเรียทดสอบขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง NA บมที่อุณหภูม ิ 37 องศา-เซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อแยกใหเปนโคโลนีเดี่ยว ใชลูปเขี่ยโคโลนีเดี่ยว 4 – 6 โคโลนี ลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว Nutrient Broth (NB) 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกวาอาหาร

เลี้ยงเชื้อจะขุน ปรับความขุนของแบคทีเรียทดสอบโดยใชน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ โดยใหมีความขุน

เทียบเทา 0.5 McFarland Standard (ภาคผนวก ก หมายเลข 32) จะไดปริมาณเชื้อประมาณ 108 

CFU ตอมิลลิลิตร 
 การเตรยีมหวัเชื้อยสีตทดสอบ 

นํายีสตทดสอบขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Sabouraud agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 

3)  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง เพื่อแยกใหเปนโคโลนีเดี่ยว ใชลูปเขี่ย

โคโลนีเดี่ยว 4 – 6 โคโลน ีละลายในน้าํกลัน่ปลอดเชื้อ ปรับความขุนของยีสตทดสอบโดยใชน้าํกลั่น

ปราศจากเชื้อ โดยใหมีความขุนเทียบเทา 0.5 McFarland Standard จะไดเซลลประมาณ 1 x 106 

– 3 x 106 CFU ตอมิลลิลิตร 
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 3.8.4) ทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลนิทรียของราเอนโดไฟตดวยเทคนิค 
Paper-Disk diffusion Method 
 นําสวนของน้ําเลี้ยงเชื้อ (broth) ที่ได มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย  โดย

นําจุลนิทรยีทดสอบที่เตรียมไว ปายบนผิวหนาอาหาร โดยใชไมพันสาํลีปราศจากเชื้อจุมลงใน

หลอดเชื้อ ปายลงบนผิวหนาอาหาร nutrient Agar (สําหรับแบคทีเรียทดสอบ)  malt extract Agar 

(สําหรับยีสตทดสอบ)  เมื่อปายเชื้อทดสอบทั่วแลว ทิง้ไว 20 นาที เพื่อใหผิวหนาของอาหารแหง นาํ

แผนกระดาษทดสอบขนาด 5 ตารางมิลลิเมตรจุมลงในน้ําเลีย้งเชือ้วางลงบนผิวหนาของอาหาร  

บมที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง สําหรับแบคทีเรียทดสอบ  สวนยสีตทดสอบบมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 48 ชั่วโมง วัดความกวางของบริเวณวงใสที่เกิดขึ้น (clear 

zone) โดยตัวควบคุมบวก ของแบคทีเรีย ไดแก streptomycin  สําหรับยีสตคือ nystatin  ตัว

ควบคุมลบ คอื ตัวทาํละลายที่ไมมีสวนสกัดละลายอยู 

 
3.9) การทดสอบประสิทธิภาพของสวนสกัดออกฤทธิ์ทางชีวภาพตอเซลลของราเอนโด
ไฟต 
  
 3.9.1) สกัดสวนสกัดออกฤทธิ์ทางชวีภาพจากราเอนโดไฟต 

นําราเอนโดไฟตที่คัดเลือกไดมาเลี้ยงในอาหารเหลว malt extract broth  (MEB)  เปน

ระยะเวลาประมาณ 4 สัปดาหที่อุณหภูมิหอง แลวจงึนาํมากรองดวยกระดาษกรอง Whatman 

เบอร 4 เพื่อแยกเสนใยออกจากน้ําเลีย้งเชือ้ สวนของน้าํเลี้ยงเชื้อนํามาสกัดดวยเอทิลแอซีเตท 

จากนั้นนําไประเหยตวัทาํละลายดวยเครื่องระเหย (rotary   evaporator) 
 
3.9.2) เซลลที่ใชในการทดสอบ ไดแก 

 KatoIII (HTB- 103) เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (Human gastric carcinoma)   

 HepG2 (HB- 8065) เซลลมะเร็งตบั (Human liver hapatoblastoma) 

 SW620 (CCL- 227) เซลลมะเร็งลาํไสใหญ (Human colorectal adenocarcinoma) 

 BT474 (HTB- 20) เซลลมะเร็งเตานม (Human ductal carcinoma) 

 Jurkat (TIB- 152) เซลลมะเร็งเมด็เลือดขาว (Human acute T-cell leukemia) 

 Hela   เซลลมะเร็งปากมดลูก (Human 6Hcervical cancer cells) 

 A375 (CRL-1619) เซลลมะเร็งผวิหนงั (Human malignant melanoma) 

 Vero   เซลลปกติจากไตของลิง (Kidney African green monkey cell) 
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 ซึ่งไดรับการอนุเคราะหจาก ผศ.ดร. ธนาภัทร ปาลกะ หองวิจัย 403 อาคารแถบ นีละนธิ ิ

ภาควิชาจุลชวีวิทยา คณะวทิยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั 

 
3.9.3) การเพาะเลีย้งเซลลทดสอบ 

 นําเซลลทดสอบที่เก็บรักษาไวในไนโตรเจนเหลวมาทําการเพาะเลีย้ง โดยแชหลอดเก็บ

เซลลในอางน้าํอุน 37 องศาเซลเซียสทนัที แกวงหลอดเก็บเซลลโดยใหรอยตออยูเหนือระดับน้าํใน

อางน้ําอุน  เมือ่ละลาย นาํเซลลทดสอบมาใสในหลอดเซนตริฟวจที่มอีาหารเลีย้งเซลล RPMI1640 

ที่ปราศจากซีรัมอยู 7 มิลลิลิตร จากนั้นปนเซลลใหตกตะกอนดวยความเรว็ 1,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 5 นาที นําสวนอาหารเลีย้งเซลลทิ้ง แลวเตมิอาหารเลี้ยงเซลล RPMI1640 complete 

media (ภาคผนวก ข หมายเลข 2) ปริมาตร 8 มิลลิลิตร จากนัน้ดูดสารละลายเซลลใสขวดเลี้ยง

เซลล ตรวจสอบดูสัณฐานวิทยาของเซลล นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต

บรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% จนกวาเซลลจะเจริญเต็มผิวขวดเลี้ยงเซลล 
การเปลี่ยนถายอาหารเลีย้งเซลลของเซลลเกาะผิว 
การเปลี่ยนอาหารใหเซลลเกาะผิว ทําโดยการดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาออกจน

หมด ลางเซลลดวยสารละลาย 1x PBS ปริมาตร 5 มลิลิลิตร แลวดูดออก จากนัน้เติม 0.25% 

trypsin– EDTA ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร บมไวที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศที่มี

กาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 1 - 2 นาท ี (ข้ึนกับชนิดของเซลล) เพื่อทําใหเซลลหลุดออก

จากขวดเลี้ยงเซลล  จากนั้นใสอาหารเลีย้งเซลล RPMI1640 ที่ปราศจากซีรัม 5 มิลลิลิตรลงไปใน

ภาชนะเลีย้งเซลลเพื่อหยุดปฏิกิริยาการยอยเซลลของ 0.25% trypsin– EDTA จากนัน้ดูดเซลล

ทั้งหมดใสในหลอดเซนตรฟิวจ ปนเซลลใหตกตะกอน ดวยความเร็ว 1,000 รอบตอนาที เปนเวลา 

5 นาท ี นําสวนอาหารเลี้ยงเซลลทิง้ แลวเติมอาหารเลีย้งเซลล RPMI1640 complete media  

ปริมาตร 8 มิลลิลิตร จากนัน้ดูดสารละลายเซลลใสขวดเลี้ยงเซลล ตรวจสอบดูสัณฐานวิทยาของ

เซลล นาํไปบมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ภายใตบรรยากาศที่มีกาซคารบอนไดออกไซด 5% 
  การเปลี่ยนถายอาหารเลีย้งเซลลของเซลลแขวนลอย (Jurkat) 

ใชปเปตตแกวดูดอาหารเลี้ยงเซลลขึ้นลงเบาๆ 2-3 คร้ัง  เพื่อใหเซลลที่เกาะตัวกนั

อยูกระจายเปนเซลลเดี่ยวๆ จากนัน้ดูดเซลลทั้งหมดใสในหลอดเซนตริฟวจ ปนเซลลใหตกตะกอน 

ดวยความเร็ว 1,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาท ี นําสวนอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง แลวเติมอาหาร

เลี้ยงเซลล RPMI1640 complete media ปริมาตร 8 มิลลิลิตร จากนัน้ดูดสารละลายเซลลใสขวด

เลี้ยงเซลล ตรวจสอบดูสัณฐานวิทยาของเซลล นําไปบมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต

บรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% 
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การเก็บรักษาเซลลเพาะเลี้ยงแบบถาวรในไนโตรเจนเหลว 
นําหลอดเซลลเพาะเลี้ยงที่ไดจากการปนในขอ 3.9.2.1 และ 3.9.2.2 มาเทสวนใส

ทิ้ง ใชนิว้เคาะหลอดเซนติฟวจเบาๆเพื่อใหเซลลกระจายตัว  เติมอาหารสาํหรับเก็บเซลลแชแข็ง

ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ดูดขึ้นลงเบาๆ แลวดูดใสหลอดเก็บเซลลแชแข็ง (cryotube)     เก็บในตูเย็น -

80 องศาเซลเซียสนาน 24 ชั่วโมง จากนัน้นาํไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลว 

 
3.9.4) การนบัเซลลทดสอบที่มีชีวิต โดยยอมสี trypan blue  

 ในกรณีที่จะนาํเซลลไปใชในการทดสอบในจานเลี้ยงเซลลแบบ 96 หลุม นาํหลอดเซลล

เพาะเลี้ยงที่ไดจากการปนในขอ 3.9.2.1 และ 3.9.2.2 มาเทสวนใสทิ้ง ใชนิว้เคาะหลอดเซนติฟวจ

เบาๆเพื่อใหเซลลกระจายตวั แลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI1640 กระจายเซลลใหเขากนัทั่ว นบั

จํานวนเซลลทีม่ีชีวิต โดยยอมเซลลดวยส ี trypan blue และนับเซลลดวยดวยฮีมาไซโตมิเตอร 

(haemacytometer) เพื่อใหไดจํานวนเซลล 2 - 5 x 105 เซลลตอมิลลิลิตร โดยคํานวณตามสตูร

ดังนี ้

 

จํานวนเซลลทีน่ับได (เซลล/มิลลิลิตร)     =      จํานวนเซลลทั้งหมดทีน่ับได x 104 x 2 

               4 

จากนั้นทําการดูดสารละลายเซลลใสลงในจานเลีย้งเซลลแบบ 96 หลุม หลมุละ 100 

ไมโครลิตร ซึ่งจะมีจํานวนเซลล 2 - 5 x 104 เซลลตอหลุม บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต

บรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 1 วัน เพื่อใชในการทดสอบตอไป 

 

3.9.4) การทดสอบฤทธิก์ารยับยัง้เซลลมะเร็งโดยวธิี MTT method (Palaga และ

คณะ, 1996) 

 ดูดสวนสกัดจากราเอนโดไฟตจากขอ 3.8.1 ปริมาตร 2 ไมโครลิตรโดยมีความเขมขน

สุดทาย 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ลงในหลุมเลี้ยงเซลล เพื่อทดสอบฤทธิก์ารตอตานเซลลมะเร็ง 

โดยใช 100% DMSO เปนชุดควบคุมลบ และหลุมที่ไมมีเซลลเปนชดุควบคุมบวก บมที่อุณหภูม ิ

37 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 18- 24 ชั่วโมง 

จากนั้นยอมเซลลดวยสารละลาย MTT (3-(4,5- dimethylthiazolyl-2-) 2,5- diphenylterazolium 

bromide) (ภาคผนวก ข หมายเลข 3) หลุมละ 10 ไมโครลิตร บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 

ภายใตบรรยากาศทีม่ีกาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 2- 4 ชั่วโมง ดูดสารละลาย MTT และ

อาหารเลีย้งเซลลออกจากหลุม และเติม 0.004N HCl ใน isopropanol (ภาคผนวก ข หมายเลข 5) 
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หลุมละ 100 ไมโครลิตร ดูดขึ้นลงใหเขากัน แลวนําไปวัดการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 540 นา

โนเมตร 
 

3.9.5) การทดสอบการกระตุนใหเซลลตายแบบอะพ็อบโทซิส (Apoptosis test) 
เลี้ยงเซลลใหไดปริมาณเซลล 1 X 106 เซลลตอมิลลิลิตร ดูดสารละลายเซลลปริมาตร 1 

มิลลิลิตร เลี้ยงในจานเลีย้งเซลลขนาดเล็กที่มีแผน cover slip ปราศจากเชื้อวางอยู บมที่อุณหภูม ิ

37 องศา-เซลเซียส ภายใตบรรยากาศทีม่ีกาซคารบอนไดออกไซด 5% ตรวจสอบการเกาะของ

เซลลบนแผน cover slip จากนัน้หยดสารที่จะทดสอบลงบน cover slip ใชยา etoposide ซึ่งเปน

ยาทีก่ระตุนการอะพ็อบโทซิสเปนชุดควบคมุบวก บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ภายใต

บรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 24 ชั่วโมง เซลลจะเจริญโดยเกาะกับแผน 

cover slip จากนัน้ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออก และเติมสารละลาย 1% glutaraldehyde ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ลงในจานเลี้ยงเซลล บมที่อุณหภูมิหอง ในที่มืด เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้ดูด 

glutaraldehyde ทิ้ง และลางแผน cover slip ดวยสารละลาย 1x PBS ปริมาตร 30 ไมโครลิตร นํา

เซลลที่เกาะอยูกับแผน cover slip ตรวจสอบการตายแบบ อะพ็อบโทซิส โดยการหยดสารละลาย 

1x PBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนแผนสไลด เติมสี Hoechst 33342 ความเขมขน 1 mM 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ใชปากคีบ คีบแผน cover slip ทีม่ีเซลลเกาะอยูวางคว่าํลงบนแผนสไลด ตั้ง

ทิ้งไวในทีม่ืดเปนเวลา 5 นาท ี เคลือบขอบ cover slip ยาทาเล็บ นาํไปเซลลตรวจสอบดวยกลอง

จุลทรรศนแบบฟลูโอเรสเซนต เซลลที่ตายแบบ  อะพ็อบโทซิสจะมีการหดตัวของเซลล และ

นิวเคลียส 
 

3.10) การจําแนกชนิดของราเอนโดไฟตที่แยกไดดวยวธิีทางอณพูันธศุาสตร 
 

3.10.1) การสกัดดีเอ็นเอจากราเอนโดไฟต 
สวนที่ 1 การลางเซลล เพื่อกาํจัดสารพอลิแซกคารไรด 

1. เลี้ยงราเอนโดไฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว PDB ประมาณ 3 – 5 วัน 

2. นําเสนใยประมาณ 20 – 50 มิลลิกรัม ไปบดดวยโกรงบดยาเพื่อใหเซลลเขากันเปน

เนื้อเดียว 

3. เติม washing buffer (ภาคผนวก ค หมายเลข 3) ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ผสมกับ

ตัวอยางที่บด จากนั้นถายลงในหลอดไมโครทิวปขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

4. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 นาท ีแลวดดูสวนน้ําใสทิง้ 
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5. ทําซ้าํขอ 3 และ 4 ประมาณ 2 – 3 คร้ัง จนน้ําใส 

สวนที่ 2 การทาํใหเซลลแตก (Zhou et al., 1999) 

1. เติม 2X CTAB lysis buffer (ภาคผนวก ค หมายเลข 4) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ให

เขากับตะกอนเซลล บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

2. เติม chloroform : isoamylalcohol ความเขมขน 24 : 1 (ภาคผนวก ค หมายเลข 5)

ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 

3. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 8 นาท ีที่อุณหภูมิหอง 

4. ถายลงในหลอดไมโครทิวปใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

5. ทําซ้าํขอ 2 – 4 อีก 1 รอบ 

6. เติม isopropanol ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงในสวนน้าํใส และเก็บไวในน้ําแข็งเปน

เวลา 30 นาท ี

7. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภมูิ 4 องศา

เซลเซียส  เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ 

8. ดูดสวนน้าํใสทิ้ง และเติม ethanol ความเขมขน 70% ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เพื่อ

ลางตะกอนดีเอ็นเอ 

9. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส แลวเทสวนน้าํใสทิง้ 

10. ทําใหตะกอนแหงโดยทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง เมื่อแหงแลว ละลายตะกอนดวย TE buffer 

(ภาคผนวก ค หมายเลข 7) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

สวนที่ 3 การกาํจัดอารเอ็นเอ 

1. เติม RNase ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แลวบมที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาท ี

2. เติมสารละลาย PEG (ภาคผนวก ค หมายเลข 6) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร แลวเก็บไว

ในน้าํแข็งเปนเวลา 20 นาท ี

3. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส แลวเทสวนน้าํใสทิง้ 

4. ลางตะกอนโดยใช ethanol ความเขมขน 70% ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

5. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส แลวเท ethanol ทิ้ง 
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6. ทําใหตะกอนแหงโดยทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง เมื่อแหงแลว ละลายตะกอนดวย TE buffer 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

7. เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนาํมาใช 

 
3.10.2) การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัส 16S rRNA ดวยปฏิกิรยิาลูกโซพอลิ

เมอรเรส 
ออกแบบ primer ที่ใช โดยอางอิงจาก White และคณะ (1990) ไดแก 

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

            ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 

จากนั้นทําปฎกิริยาลูกโซพอริเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) โดยใช

สารละลายดีเอ็นเอจากขั้นตอนที ่ 3.8.1 เปนแมแบบ (template) ซึ่งในสวนผสมทีท่ําให

เกิดปฏิกิริยา ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย  

1. 10x buffer     ปริมาตร 2.5   ไมโครลิตร  

2. 2mM dNTP mix   ปริมาตร 2.5   ไมโครลิตร 

3. 25mM MgCl2   ปริมาตร 2.0   ไมโครลิตร 

4. forward primer (20 μM) ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร 

5. reverse primer (20 μM) ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร 

6. Taq DNA polymerase (5U) ปริมาตร 0.12 ไมโครลิตร 

7. น้ํากลัน่ปลอดเชื้อ  ปริมาตร 16.3 ไมโครลิตร 

8. DNA template   ปริมาตร     1   ไมโครลิตร 

 

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวยขัน้ตอน ดงันี ้

 Initial denaturation  95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี

 Denaturation   95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี

 Annealing   53 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี  

 Extension   72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี38 รอบ 

 Final extension   72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 Hold    4 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนํามาใชงาน 
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3.10.3) การตรวจสอบขนาดของดีเอน็เอโดยวธิีเจลอิเล็คโทรโฟริซิส 
 ตรวจสอบยีนที่ไดจากการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอโดยการทําเจลอิเล็คโทรโฟริซิส เตรยีมอะกา-

โรสเจล (ภาคผนวก ค หมายเลข 11) หลอม และเทลงในแมพิมพทีม่ีหว ี (comb) เสียบอยู แลว

ปลอยใหเจลแข็งตัว ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (loading dye) ในอัตราสวน 5 : 2 และ

หยอดตัวอยางลงในหลุมอะกาโรสเจล จากนัน้นาํไปทําอิเล็คโทรโฟริซสิใน เครื่อง Electrophoresis 

chamber โดยใชความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 30 นาท ีตรวจสอบการเรืองแสงของดีเอ็นเอ 

โดยการยอมดวย Ethidium bromide (ภาคผนวก ค หมายเลข 10) สองภายใตรังส ีUV ตรวจสอบ

ขนาดของยนีโดยการเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp + 1.5 kb DNA ladder 

 
3.10.4) วิเคราะหหาลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA 
นําผลิตภัณฑของการเพิม่ช้ินสวนดีเอ็นเอที่ไดจากการใชไพรเมอร 1 คู ไดแก ITS1 และ 

ITS4 ตามขั้นตอนที ่ 3.10.2 มาวิเคราะหหาลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA 

โดยวิธี direct sequencing โดยสงไปวิเคราะหหาลาํดับเบสที่7Hสํานักงานพัฒนาวทิยาศาสตรและ

เทคโนโลยีแหงชาติ. 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง และวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1 ผลการเก็บตัวอยางใบพืชจากปาเต็งรัง จังหวัดตาก 
 

เก็บตัวอยางพชืจากปาเต็งรัง จังหวัดตาก โดยพืชที่ใชในการทาํวิจยัม ี9 ชนิดไดแก เต็ง รัง 

ยอปา กระโดน สมอไทย ทองหลาง กระทุม ปอลาย และแคโดยเก็บตัวอยาง 2 ฤดูคือ ฤดูฝนชวง

เดือนสิงหาคมพ.ศ. 2550  และฤดูแลงชวงเดือนมกราคม พ.ศ. 2551  ตวัอยางที่เกบ็ตองเปนใบที่

สมบูรณปราศจากอาการของโรคพืช  นําตัวอยางเกบ็ใสถุงพลาสติกที่ปดมิดชิด นาํเขาตูเยน็ 

ตัวอยางที่จะนาํมาใชในการทดลองตองเกบ็จากตนมาไมนานกวา 48 ชั่วโมง  ทําการกําหนดรหสั

ของพืชแตละชนิด  ดงัแสดงผลในตารางที ่4.1 

 

ตารางที่ 4.1 แสดงการกาํหนดรหัสของใบพชืตัวอยาง และขนาดโดยเฉลี่ยของใบพืชตัวอยาง 

 

รหัส 
ลําดับ พืช ชื่อวิทยาศาสตร 

ฤดูแลง ฤดูฝน 

1 เต็ง Shorea obtusa Wall. DSO WSO 

2 รัง Shorea siamensis Miq. DSS WSS 

3 กระโดน Careya sphaerica Roxb. DCS WCS 

4 ยอปา Morinda elliptica Ridl. DME WME 

5 กระทุม Anthocephalus chinensis Lamk. DAC WAC 

6 สมอไทย Terminalia Chebula Retz. DTC WTC 

7 ปอลาย Grewia eriocarpa Juss. DGE WGE 

8 แค Markhamia stipulate Wall. DMS WMS 

*9 ทองหลาง Erythrina variegata L. DEV WEV 

 
* หมายเหตุ  ตัวอยางใบของตนทองหลางในฤดูแลงไมสามารถเก็บไดเนื่องจากตนไมมีการผลัด

ใบ 
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4.2) การแยกราเอนโดไฟตจากใบพืชและการจําแนกราเอนโดไฟต 
 

ราเอนโดไฟตจากใบพชืตัวอยาง 9 ชนิดจากการเก็บตัวอยางในฤดูฝน  สามารถแยกราเอน

โดไฟตไดทั้งสิน้ 136 ไอโซเลต   สามารถนาํมาจําแนกชนิดของราเอนโดไฟตไดโดยการสังเกต

ลักษณะการเจริญบนอาหาร Potato Dextrose gar (PDA) ทาํการจัดกลุมอยางหยาบเพื่อดู

ลักษณธโคโลนีและรงควัตถทุี่ปรากฏอยางหยาบตามหลกัการที่อธิบายโดย Bilsl (1996) นาํไอโซ

เลตที่เปนตวัแทนไปเพาะเลีย้งเพื่อตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใชเทคนิค slide 

culture   เพือ่ศึกษาลักษณะของเสนใย   ลกัษณะของสปอร   ภายใตกลองจุลทรรศนเพื่อจัด

จําแนกชนิดของราเอนโดไฟตในระดับสกลุ (genus) ตาม Bernett และ Hunter (1987)   

ราที่ยงัไมพบการศรางสปอรใน 2  เดือนที่อุณหภูมิหองจะนาํไปเพาะในอาหารเลีย้งเชื้อ

ชนิดอื่นไดแก oat meal agar (OM) Sabouraud dextrose agar (SDA) และ malt extract agar 

(MEA) ในฤดฝูนสามารถจาํแนกราเอนโดไฟตไดเปน 13 สกุล 21 ชนิด โดยราที่ไมสรางระยะ

สืบพันธุจะจัดอยูในกลุม Mycelia sterilia   โดยกลุมราทีพ่บแสดงในตารางที่ 4.2  

 

ตารางที่ 4.2 แสดงชนิดและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูฝน 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

1 Colletotrichum sp. 11 

 

2 Fusarium sp. 7 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) แสดงชนดิและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูฝน 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

3 Mycelia sterliria sp.1 13 

 

4 Mycelia sterliria sp.2 33 

 

5 Mycelia sterliria sp.4 1 

 

6 Mycelia sterliria sp.5 5 

 

7 Mycelia sterliria sp.6 2 

 

8 Nigrospora sp. 19 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) แสดงชนดิและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูฝน 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

9 Paecilomycis sp.2 7 

 

10 Peatalotiopsis sp. 2 

 

11 Phomopsis sp.1 3 

 

12 Phomopsis sp.2 4 

 

13 Phomopsis sp.3 1 

 

14 Phomopsis sp.4 1 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) แสดงชนดิและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูฝน 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

15 Phomopsis sp.5 5 

 

16 Phomopsis sp.6 2 

17 Phomopsis sp.7 2 

18 Phomopsis sp.8 1 

19 Phyllosticta sp. 10 

 

20 Xylaria sp.13 4 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) แสดงชนดิและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูฝน 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

21 Xylaria sp.14 3 

 
รวม  136  
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ในฤดูแลงเก็บใบพืชตัวอยาง 8 ชนิด ทาํการจําแนกโดยใชวิธีเดียวกนักบัในฤดูฝน สามารถ

แยกราเอนโดไฟตไดทั้งสิน้ 95 ไอโซเลต  โดยสามารถจําแนกราเอนโดไฟตไดเปน 7  สกุล  20   

ชนิด   

 

ตารางที่ 4.3  แสดงชนิดและจํานวนของราเอนโดไฟตทีแ่ยกไดในฤดูแลง 
 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

1 Glomerella sp. 1 

 

2 Mycelia sterliria sp.1 1 

 

3 Mycelia sterliria sp.2 3 

 

4 Mycelia sterliria sp.3 2 

 

5 Paecilomyces sp.1 34 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) แสดงชนดิและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูแลง 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

6 Paecilomyces sp.2 18 

 

7 Paecilomyces sp.3 11 

 

8 Phomopsis sp.8 6 

 

9 Xylaria sp.1 2 

 

10 Xylaria sp.2 2 

 

11 Xylaria sp.3 2 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) แสดงชนดิและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูแลง 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

12 Xylaria sp.4 1 

 

13 Xylaria sp.5 1 

 

14 Xylaria sp.6 1 

 

15 Xylaria sp.7 1 

 

16 Xylaria sp.8 3 

 

17 Xylaria sp.9 1 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) แสดงชนดิและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูแลง 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

18 Xylaria sp.10 2 

 

19 Xylaria sp.11 2 

 

20 Xylaria sp.12 1 

 
รวม  95  
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จากราเอนโดไฟตทั้งหมด 231 ไอโซเลตสามารถจาํแนกไดเปนกลุมใหญไดทั้งสิ้น 10 กลุม

ไดแก  Paecilomyces spp. (30.3%) Mycelia sterilia (26%) Xylaria spp. (11.25%)  

Phomopsis spp. (9.52%) Nigrospora sp. (8.22%) Colletotrichum sp.(4.76%) Phyllosticta 

sp. (4.32%)  Fusarium sp. (3.03%) Pestalotiopsis sp. (0.86%) และ Glomerella sp. 

(0.43%)  ดังแสดงในตารางที่ 4.4  

 

ตารางที่ 4.4  แสดงจํานวนของกลุมราเอนโดไฟตที่แยกได 

 

จํานวน (ไอโซเลต)  
กลุมราเอนโดไฟต 

ฝน แลง รวม 

Paecilomyces spp. 7 63 70 

Mycelia sterilia 54 6 60 

Xylaria spp. 7 19 26 

Phomopsis spp. 19 6 25 

Nigrospora sp. 19 - 19 

Colletotrichum sp 11 - 11 

Phyllosticta sp. 10 - 10 

Fusarium sp. 7 - 7 

Pestalotiopsis sp. 2 - 2 

Glomerella sp. - 1 1 

รวม 136 95 231 

 

เมื่อแยกราเอนโดไฟตตามชนิดอยางหยาบพบราเอนโดไฟต Mycelia sterilia sp.2 มาก

ที่สุด     โดยพบเปนจาํนวนทั้งสิน้ 36 (15.5%) ไอโซเลต  รองลงมาคือ Paecilomyces sp.1  34 

(14.7%) ไอโซเลต และ Paecilomyces sp.2  25 (10.8%)  ไอโซเลต ตามลําดับ โดยราที่เดนในฤดู

ฝนไดแก Mycelia sterilia sp.2 มีจาํนวนทั้งสิน้ 33 (24.26%) ไอโซเลตจาก 136 ไอโซเลต       และ

ราที่เดนในฤดแูลงไดแก Paecilomyces sp.1 34 (35.78%) ไอโซเลตจาก 95 ไอโซเลต   ราเอนโด

ไฟตที่พบทั้ง 2 ฤดูมีเพียง 4 ชนิดเทานัน้ ไดแก Paecilomyces sp.2  Phomopsis sp. 8 Mycelia 

sterliria sp.1 และ Mycelia sterliria sp. 2 ดังแสดงตารางที ่4.5



 56 

 

 
 
รูปที่ 4.1 แสดงลักษณะสปอรและเสนใยของราเอนโดไฟตที่แยกได 1. Phomopsis  spp.  2. 

Nigropspora  sp.  3. Pestalotiopsis sp. 4. Fusarium sp.  5.  Paecilomyces spp.  6. 

Colletotrichum sp. 7. Mycelia sterilia  8. Glomerella  sp.

1 2 

3 4 

5 6 

7 8 
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ตารางที่ 4.5 แสดงจํานวนชนิดของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชอาศัยแตละชนิดทัง้ 2 ฤด ู
 

เต็ง รัง กระโดน ยอปา กระทุม สมอไทย ปอลาย แค ทองหลาง 
ชนิดของราเอนโดไฟต 

ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง 
จํานวนไอโซเลต 

Colletotrichum sp. - - - - 9 - 2 - - - - - - - - - - - 11 

Glomerella sp. - - - - - - - - - - - 1 - - - - - - 1 

Fusarium sp. - - - - - - - - 5 - - - - - 2 - - - 7 

Mycelia sterilia sp.1 - - - - 2 1 6 - - - - - - - - - 5 - 14 

Mycelia sterilia sp.2 9 - 3 - - - 4 - 4 3 5 - 1 - - - 7 - 36 

Mycelia sterilia sp.3 - - - - - 1 - 1 - - - - - - - - - - 2 

Mycelia sterilia sp.4 - - - - - - - - 1 - - - - - - - - - 1 

Mycelia sterilia sp.5 - - - - - - - - - - 3 - - - 2 - - - 5 

Mycelia sterilia sp.6 - - - - - - - - - - - - - - - - 2 - 2 

Nigrospora sp. - - - - 8 - - - 3 - - - 1 - 3 - 4 - 19 

Paecilomyces sp.1 - 5 - 5 - 6 - - - 7 - 8 - - - 3 - - 34 

Paecilomyces sp.2 7 - - - - 3 - 5 - - - - - 7 - 3 - - 25 

Paecilomyces sp.3 - 1 - 6 - 2 - 1 - - - 1 - - - - - - 11 

Pestalotiopsis sp. - - - - - - - - - - - - 2 - - - - - 2 

57 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) แสดงจํานวนชนิดของราเอนโดไฟตทีแ่ยกไดจากพชือาศัยแตละชนิดทัง้ 2 ฤดู 
 

เต็ง รัง กระโดน ยอปา กระทุม สมอไทย ปอลาย แค ทองหลาง 
ชนิดของราเอนโดไฟต 

ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง 
จํานวนไอโซเลต 

Phomopsis sp.1 - - 3 - - - - - - - - - - - - - - - 3 

Phomopsis sp.2 - - 4 - - - - - - - - - - - - - - - 4 

Phomopsis sp.3 - - - - - - - - - - 1 - - - - - - - 1 

Phomopsis sp.4 - - - - - - - - - - 1 - - - - - - - 1 

Phomopsis sp.5 - - - - - - - - - - - - 2 - 3 - - - 5 

Phomopsis sp.6 - - - - - - - - - - - - 2 - - - - - 2 

Phomopsis sp.7 - - - - - - - - - - - - 2 - - - - - 2 

Phomopsis sp.8 - 1 - - - - - - - - - 1 1 4 - - - - 7 

Phyllosticta  sp. - - 3 - - - - - 2 - 5 - - - - - - - 10 

Xylaria sp.1 - 2 - - - - - - - - - - - - - - - - 2 

Xylaria sp.2 - 2 - - - - - - - - - - - - - - - - 2 

Xylaria sp.3 - 2 - - - - - - - - - - - - - - - - 2 

Xylaria sp.4 - 1 - - - - - - - - - - - - - - - - 1 

Xylaria sp.5 - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - 1 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) แสดงจํานวนชนิดของราเอนโดไฟตทีแ่ยกไดจากพชือาศัยแตละชนิดทัง้ 2 ฤด ู

 

เต็ง รัง กระโดน ยอปา กระทุม สมอไทย ปอลาย แค ทองหลาง 
ชนิดของราเอนโดไฟต 

ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง 
จํานวนไอโซเลต 

Xylaria sp.6 - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - 1 

Xylaria sp.7 - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - 1 

Xylaria sp.8 - - - - - 3 - - - - - - - - - - - - 3 

Xylaria sp.9 - - - - - 1 - - - - - - - - - - - - 1 

Xylaria sp.10 - - - - - 2 - - - - - - - - - - - - 2 

Xylaria sp.11 - - - - - - - - - - - - - - - 2 - - 2 

Xylaria sp.12 - - - - - - - - - - - - - - - 1 - - 1 

Xylaria sp.13 - - - - 4 - - - - - - - - - - - - - 4 

Xylaria sp.14 - - - - - - - - - - - - - - 3 - - - 3 

จํานวนไอโซเลต 16 14 13 14 23 19 12 7 15 10 15 11 11 11 13 9 18 - 231 
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4.3) การศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟต 
 
 ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตโดยวิเคราะหความถี่ของราเอนโดไฟตที่แยกได

จากตัวอยางใบพืชแตละชนดิ  (Colonization Frequency)  

 

100  
studied  segments ofnumber  total

isolates fungal ofNumber   CF% ×=  

 

จากจาํนวนชิน้สวนที่แยกทัง้หมด 340 ชิน้นาํมาคาํนวณความถี่ของราเอนโดไฟตที่แยกได 

โดยความถี่ของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดฝูนเทากับ 75.5 และในฤดูแลงเทากับ 59.3  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.2 แสดงจํานวนและความถี่ของราเอนโดไฟตที่แยกไดใน 2 ฤด ู
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 ตารางที ่4.6 แสดงความถี่ของราเอนโดไฟต  (colonization frequency) ที่แยกไดจากพืชอาศัยแตละชนิดทัง้ 2 ฤดู 
 

เต็ง รัง กระโดน ยอปา กระทุม สมอไทย ปอลาย แค ทองหลาง 
ชนิดของราเอนโดไฟต 

ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง 
จํานวน CF% 

Colletotrichum sp. - - - - 45 - 10 - - - - - - - - - - - 55 

Glomerella sp. - - - - - - - - - - - 5 - - - - - - 5 

Fusarium sp. - - - - - - - - 25 - - - - - 10 - - - 35 

Mycelia sterilia sp.1 - - - - 10 5 30 - - - - - - - - - 25 - 70 

Mycelia sterilia sp.2 45 - 15 - - - 20 - 20 15 25 - 5 - - - 35 - 180 

Mycelia sterilia sp.3 - - - - - 5 - 5 - - - - - - - - - - 10 

Mycelia sterilia sp.4 - - - - - - - - 5 - - - - - - - - - 5 

Mycelia sterilia sp.5 - - - - - - - - - - 15 - - - 10 - - - 25 

Mycelia sterilia sp.6 - - - - - - - - - - - - - - - - 10 - 10 

Nigrospora sp. - - - - 40 - - - 15 - - - 5 - 15 - 20 - 95 

Paecilomyces sp.1 - 25 - 25 - 30 - - - 35 - 40 - - - 15 - - 170 

Paecilomyces sp.2 35 - - - - 15 - 25 - - - - - 35 - 15 - - 125 

Paecilomyces sp.3 - 5 - 30 - 10 - 5 - - - 5 - - - - - - 55 

Pestalotiopsis sp. - - - - - - - - - - - - 10 - - - - - 10 
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ตารางที่ 4.6 (ตอ) แสดงความถี่ของราเอนโดไฟต  (colonization frequency) ที่แยกไดจากพืชอาศัยแตละชนิดทัง้ 2 ฤด ู
 

เต็ง รัง กระโดน ยอปา กระทุม สมอไทย ปอลาย แค ทองหลาง 
ชนิดของราเอนโดไฟต 

ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง 
จํานวน CF% 

Phomopsis sp.1 - - 15 - - - - - - - - - - - - - - - 15 

Phomopsis sp.2 - - 20 - - - - - - - - - - - - - - - 20 

Phomopsis sp.3 - - - - - - - - - - 5 - - - - - - - 5 

Phomopsis sp.4 - - - - - - - - - - 5 - - - - - - - 5 

Phomopsis sp.5 - - - - - - - - - - - - 10 - 15 - - - 25 

Phomopsis sp.6 - - - - - - - - - - - - 10 - - - - - 10 

Phomopsis sp.7 - - - - - - - - - - - - 10 - - - - - 10 

Phomopsis sp.8 - 5 - - - - - - - - - 5 5 20 - - - - 35 

Phyllosticta  sp. - - 15 - - - - - 10 - 25 - - - - - - - 50 

Xylaria sp.1 - 10 - - - - - - - - - - - - - - - - 10 

Xylaria sp.2 - 10 - - - - - - - - - - - - - - - - 10 

Xylaria sp.3 - 10 - - - - - - - - - - - - - - - - 10 

Xylaria sp.4 - 5 - - - - - - - - - - - - - - - - 5 

Xylaria sp.5 - - - 5 - - - - - - - - - - - - - - 5 
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ตารางที่ 4.6 (ตอ) แสดงความถี่ของราเอนโดไฟต  (colonization frequency) ที่แยกไดจากพืชอาศัยแตละชนิดทัง้ 2 ฤด ู
 

เต็ง รัง กระโดน ยอปา กระทุม สมอไทย ปอลาย แค ทองหลาง 
ชนิดของราเอนโดไฟต 

ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง 
จํานวน CF% 

Xylaria sp.6 - - - 5 - - - - - - - - - - - - - - 5 

Xylaria sp.7 - - - 5 - - - - - - - - - - - - - - 5 

Xylaria sp.8 - - - - - 15 - - - - - - - - - - - - 15 

Xylaria sp.9 - - - - - 5 - - - - - - - - - - - - 5 

Xylaria sp.10 - - - - - 10 - - - - - - - - - - - - 10 

Xylaria sp.11 - - - - - - - - - - - - - - - 10 - - 10 

Xylaria sp.12 - - - - - - - - - - - - - - - 5 - - 5 

Xylaria sp.13 - - - - 20 - - - - - - - - - - - - - 20 

Xylaria sp.14 - - - - - - - - - - - - - - 15 - - - 15 

จํานวน CF% 80 70 65 70 115 95 60 35 75 50 75 55 55 55 65 45 90 - 1155 
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รูปที่ 4.3 แสดงความถี่ของราเอนโดไฟตทีแ่ยกไดจากใบไมแตละชนิด 

 

 จากรูปที ่4.3 และตารางที่ 4.6 แสดงใหเห็นวาจาํนวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากฤดูฝน

ทั้งหมดมีจาํนวนและความถี่มากกวาราเอนโดไฟตที่แยกไดทั้งหมดในฤดูแลง   เมือ่นําความถี่ของ

ราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชแตละชนิดมาเปรียบเทียบความสัมพนัธระหวางความถี่ของราเอนโด

ไฟตกับฤดูกาล   พบวาโดยสวนใหญสามารถแยกราเอนโดไฟตในฤดูฝนไดมากกวาในฤดูแลง   มี

เพียงแคจํานวนราเอนโดไฟตจากใบรังเทานัน้ที่แยกไดในฤดูแลงมากกวาฤดูฝน 

 เมื่อเทียบความสัมพนัธของจํานวนราเอนโดไฟตที่แยกไดกับขนาดของใบพืชตัวอยาง   

พบวาขนาดของใบพืชตัวอยางคอนขางที่จะมีผลตอจํานวนของราเอนโดไฟต  โดยทีใ่บกระโดนที่มี

ขนาดใหญที่สดุสามารถแยกราเอนโดไฟตไดมากที่สุดเชนกนั 

จากผลการทดลองเมื่อทาํการแยกราเอนโดไฟตที่ไดจากตนไมชนิดตางๆ  และนาํมาทํา

การจัดความใกลเคียงกันของราเอนโดไฟตในพืชแตละชนิด โดยใช Hierarchical cluster 

analysis ในโปรแกรม SPSS จะสามารถบอกถึงความใกลเคียงกันของราเอนโดไฟตในพชืแตละ

ชนิดไดดังรูปที ่4.4   4.5   และ 4.6 
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SO = Shorea obtuse, SS = Shorea siamensis, CS = Careya sphaerica, ME = Morinda 

elliptica, AC = Anthocephalus chinensis, GC = Grewia eriocarpa, MS = Markhamia 

stipulate,  TC = Terminalia chebula,  EV = Erythrina  variegate  ( D   dry season ; W   

wet season) 

รูปที่ 4.4 การศึกษาความใกลเคียงกันของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดฝูนจากพืชแตละชนิดโดยใช 

Hierarchical cluster analysis  
 

 
SO = Shorea obtuse, SS = Shorea siamensis, CS = Careya sphaerica, ME = Morinda 

elliptica, AC = Anthocephalus chinensis, GC = Grewia eriocarpa, MS = Markhamia 

stipulate,  TC = Terminalia chebula,  EV = Erythrina  variegate  ( D   dry season ; W   

wet season) 

รูปที่ 4.5 การศึกษาความใกลเคียงกันของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดแูลงจากพืชแตละชนิดโดยใช 

Hierarchical cluster analysis  
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SO = Shorea obtuse, SS = Shorea siamensis, CS = Careya sphaerica, ME = Morinda 

elliptica, AC = Anthocephalus chinensis, GC = Grewia eriocarpa, MS = Markhamia 

stipulate,  TC = Terminalia chebula,  EV = Erythrina  variegate  ( D   dry season ; W   

wet season) 

รูปที่ 4.6 การศึกษาความใกลเคียงกันของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดฝูนและฤดูแลงจากพืชแตละ

ชนิดโดยใช Hierarchical cluster analysis  
 
 ผลการศึกษาความใกลเคยีงกันของราเอนโดไฟตที่แยกไดระหวางพืชแตละชนิดพบวา รา

เอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชแตละชนิดทัง้ 2 ฤดูมีแนวโนมไปในทิศทางเดียวกนั  โดยที่ความสัมพนัธ

ของราเอนโดไฟตที่แยกจากพืชตัวอยางจะจับคูความใกลเคียงกนัระหวางกระโดนและยอปา  

กระทุมและสมอไทย  ปอลายและแคเหมือนกนัทัง้ 2 ฤดู  และเมือ่นําผลการศึกษาของราเอนโด

ไฟตที่แยกไดทั้ง 2 ฤดูมาพิจารณาจากความใกลเคยีงกันของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชทั้ง 2 

ฤดูกาลจะพบวามีความแตกตางกนัอยางเห็นไดชัด   
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4.4) ผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้งจลุนิทรียจากสวนน้ําเลี้ยงเชือ้ 
 

นําราเอนโดไฟตที่แยกไดมาทดสอบการยบัยั้งจุลนิทรีย มาทดสอบดวยวิธ ี paper-disk 

diffusion กับจุลินทรียทดสอบ 5 ชนิด ไดแก 

  Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 

Escherichia coli  ATCC25922 

Bacillus subtilis   ATCC6633 

Staphylococcus aureus ATCC25923 

Candida albicans  ATCC 70014 

 โดยมีผลการยบัยั้งจุลินทรียดังแสดงในตาราง 

 

ตารางที่  4.7 แสดงราเอนโดไฟตที่มีความสามารถในการยับยัง้การเจริญของจุลินทรีย 
 

จุลินทรียทดสอบ 

ไอโซเลต Pseudomonas 

aeruginosa 

Escherichia 

coli 

Bacillus 

subtilis 

Staphylococ

cus aureus 

Candida 

albicans 

DSO1 ++ ++ ++ + - 

DSO2 ++ ++ ++ + + 

DSO4 - + + - - 

DSO7 - - + - - 

DSS1 + + + - - 

DSS2 + ++ + - - 

DSS3 +++ +++ - - - 

DCS1 +++ ++ - - - 

DCS2 +++ ++ - - - 

DCS7 - - + - - 

DCS13 - - ++ - - 

DAC1 - - ++ ++ - 

DTC11 - - + + + 
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ตารางที่  4.7 (ตอ) แสดงราเอนโดไฟตที่มคีวามสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 
 

จุลินทรียทดสอบ 

ไอโซเลต Pseudomonas 

aeruginosa 

Escherichia 

coli 

Bacillus 

subtilis 

Staphylococc

us  aureus 

Candida 

albicans 

DMS2 ++ ++ - - - 

DMS3 + + - - - 

DMS7 - - - + - 

DME2 - - + + - 

WSS11 - - - + + 

WCS1 + ++ ++ - + 

WCS3 + + + - + 

WCS20 - - + - + 

WTC4 - - ++ + - 

WMS1 ++ ++ - - - 

WMS3 ++ ++ - - - 

WMS7 - - ++ ++ - 

WMS8 - - ++ ++ - 

WGE7 - - ++ + - 

WGE9 + ++ - - - 

WGE10 + + - - - 

WEV1 - - + - - 

 

หมายเหต ุ +++ = เสนผาศนูยกลางของวงใสมากกวา 20 มลิลิเมตร 

  ++ = เสนผาศนูยกลางของวงใส 10 – 20 มิลลิเมตร 

  + = เสนผาศนูยกลางของวงใส 5 – 10  มิลลิเมตร 

  - = ไมยับยั้ง 
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รูปที่ 4.7 แสดงความสามารถในการยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวก 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8 แสดงความสามารถในการยับยัง้แบคทีเรียแกรมลบ 

 

 
 

รูปที่ 4.9 แสดงความสามารถในการยับยัง้ยีสต 
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4.5) ผลการทดสอบประสิทธภิาพของสวนสกัดออกฤทธิ์ทางชวีภาพตอเซลลของราเอนโด
ไฟต 
 
 นําสวนสกัดทีไ่ดจากราเอนโดไฟต (crude extract) ที่แยกได มาทดสอบการยบัยั้งการ

เจริญของเซลลมะเร็งตางๆ 7 ชนิด ไดแก เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร KatoIII (HTB-103) 

เซลลมะเร็งตบั HepG2 (HB-8065) เซลลมะเร็งลําไสใหญ SW620 (CCL-227) เซลลมะเร็งเตานม 

BT474 (HTB-20) และเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat (TIB-152) เซลลมะเร็งผิวหนงั A375 

(CRL-1619) (Human malignant melanoma) เซลลมะเร็งปากมดลกู (Human 8Hcervical cancer 

cells) Hela และเซลลปกติ คือ  เซลลจากไตของลิง (Kidney African green monkey cell) Vero 

cell  รวมทั้งสิน้ 8 เซลลไลน นาํมาตรวจสอบดวยวิธ ีMTT โดยการวัดการดูดกลืนแสง โดยเซลลทีม่ี

ชีวิตอยูจะติดสี หลุมที่มีคาความดูดกลนืแสงสูงแสดงวายังมีเซลลที่มชีีวิตอยูมาก สวนหลุมที่มีคา

ความดูดกลนืแสงนอยแสดงวา เซลลถูกยบัยั้งการเจริญ  

จากนั้นหาคาเปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลล โดยนําคาความดูดกลนืแสง เปรียบเทยีบกับ

ชุดควบคุม และคํานวณดังสตูรตอไปนี้ 

100
unstained) and (stained cell total

)(unstained cell viability total   viabilitycell % ×=  

 

ตารางที่ 4.8 เปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลลมะเร็งชนิดตางๆของสวนสกัดจากน้ําเลีย้งเชื้อราเอนโด

ไฟต 

 

เซลลไลน 

ไอโซเลต 
A375 Kato III 

HepG 

2 
SW620 Jurkat Hela BT474 Vero 

DSO1 16.41% 28.29% 45.04% 34.86% 40.00% 55.13% 54.47% 68.35% 

DSS1 13.50% 35.18% 50.85% 14.22% 18.03% 36.40% 31.57% 32.22% 

DSS2 14.62% 55.60% 60.89% 34.01% 21.42% 54.07% 39.73% 27.36% 

DCS1 8.6% 50.00% 21.40% 12.51% 17.04% 9.58% 26.31% 23.88% 

DCS4 7.55% 59.02% 23.34% 15.08% 16.50% 39.41% 32.89% 18.19% 

DCS7 14.23% 42.85% 26.26% 19.88% 28.93% 35.91% 37.67% 30.41% 

DTC11 26.02% 76.35% 54.98% 36.90% 24.65% 41.74% 39.09% 53.47% 
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ตารางที่ 4.8 (ตอ) เปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลลมะเรง็ชนิดตางๆของสวนสกัดจากน้ําเลีย้งเชื้อรา

เอนโดไฟต 

 

เซลลไลน 

ไอโซเลต 
A375 Kato III 

HepG 

2 
SW620 Jurkat Hela BT474 Vero 

DMS2 34.73% 55.41% 50.45% 19.22% 15.75% 49.25% 57.58% 21.26% 

DMS3 13.57% 40.08% 44.80% 23.55% 20.93% 31.73% 44.10% 21.19% 

WCS1 10.95% 31.84% 22.18% 14.85% 18.78% 38.31% 22.64% 24.45% 

WAC1 11.55% 45.58% 16.17% 13.14% 18.61% 10.03% 41.41% 28.78% 

WAC9 54.87% 69.76% 67.68% 46.47% 18.35% 52.18% 67.28% 72.99% 

WAC10 42.06% 81.39% 44.83% 22.15% 24.08% 36.02% 48.49% 49.52% 

WTC6 12.53% 43.48% 19.03% 15.00% 22.78% 21.95% 43.41% 38.67% 

WMS1 16.85% 56.51% 68.67% 18.92% 22.13% 60.52% 55.55% 26.18% 

WMS4 13.78% 34.65% 14.43% 13.62% 16.92% 14.39% 30.05% 16.41% 

WME3 13.78% 53.40% 16.86% 15.14% 31.87% 14.03% 29.38% 35.39% 

WGE2 64.90% 79.58% 54.40% 25.85% 64.46% 50.10% 73.02% 88.00% 

WGE7 31.33% 45.81% 32.31% 17.20% 30.82% 23.38% 84.42% 24.79% 

WGE9 32.86% 60.99% 27.74% 22.75% 37.95% 68.00% 30.26% 18.92% 

WGE11 47.49% 57.32% 24.80% 22.20% 41.58% 30.16% 49.34% 58.72% 

WEV1 19.22% 30.62% 30.68% 13.48% 15.20% 19.90% 26.97% 38.49% 

WEV2 13.37% 39.00% 15.34% 9.51% 16.01% 15.70% 31.14% 33.27% 

WEV5 17.13% 70.15% 28.29% 21.09% 96.76% 28.59% 63.37% 31.15% 

WEV7 16.57% 68.84% 29.70% 14.35% 60.56% 53.02% 62.71% 34.42% 

WEV8 16.04% 38.21% 32.10% 16.17% 24.76% 29.48% 50.65% 57.74% 

 
เปอรเซ็นตการอยูรอดเซลลมะเร็งชนิดตางๆของสวนสกดัจากราเอนโดไฟตแสดงดังตารางที่ 4.7 ตัว

เลขที่พิมพตัวหนา หมายถงึการยับยัง้แบบจําเพาะเจาะจง 
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4.6) การจัดกลุมความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพของราเอนโดไฟต 
  

จากตารางการทดสอบความสามารถในการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียและ

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งของราเอนโดไฟตพบวาราเอนโดไฟตแตละ

สายพนัธุมีความสามารถในการสรางสารยับยั้งการเจรญิของจุลินทรยีและเซลลมะเร็งได จึงทาํการ

จัดกลุมความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพของราเอนโดไฟต  ดังแสดงในตาราง 

4.9 

 

ตารงที ่4.9 แสดงการจัดกลุมการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพของราเอนโดไฟต  

 

กลุมของจุลนิทรียและเซลล

ทดสอบทดสอบ 

ไอโซเลต (n) ฤทธิ์ในการยับยั้ง 

แบคทีเรียแกรมบวก DAC1  WTC4  WGE7  

WMS8 

WMS7  (5) 

 

DSO7  DCS7  DCS13  

WCS20 

WEV1  (5) 

 

DMS7  (1) 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Bacillus subtilis  และ 

Staphylococus aureus 

 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Bacillus subtilis 

 

 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Staphylococus 

aureus 

แบคทีเรียแกรมลบ DSS3  DCS1  DCS2  

DMS2 

DMS3  WMS1  WMS3  

WGE9 

WGE10  (9) 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Escherichia coli 

และ Pseudomonas aeruginosa 
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ตารงที ่4.9 (ตอ) แสดงการจดักลุมการสรางสารออกทธิ์ทางชวีภาพของราเอนโดไฟต  

 

ชนิดของจุลนิทรียและเซลล

ทดสอบทดสอบ 

ไอโซเลต (n) ฤทธิ์ในการยับยั้ง 

แบคทีเรียแกรมบวกและแกรม

ลบ 

DSO1  (1) 

 

 

 

DSS1  DSS2  (2) 

 

 

 

DSO4 (1) 

มีฤทธิย์ับยัง้ Bacillus subtilis  

Staphylococus aureus  

Escherichia coli  และ 

Pseudomonas aeruginosa 

 

มีฤทธิย์ับยัง้  Escherichia coli 

Pseudomonas aeruginosa และ 

Bacillus subtilis 

 

มีฤทธิย์ับยัง้  Escherichia coli 

และ  Bacillus subtilis 

ยีสต ไมพบ ไมพบ 

 

แบคทีเรียแกรมบวกและยีสต   

 

DTC11 (1) 

 

 

WCS20 (1) 

 

 

WSS11 (1) 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Bacillus subtilis  

Staphylococus aureus และ 

Candida albicans 

มีฤทธิย์ับยัง้ Bacillus subtilis  และ 

Candida albicans 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Staphylococus 

aureus และ Candida albicans 

 

แบคทีเรียแกรมลบและยีสต ไมพบ ไมพบ 
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ตารงที ่4.9 (ตอ) แสดงการจดักลุมการสรางสารออกทธิ์ทางชวีภาพของราเอนโดไฟต  

 

ชนิดของจุลนิทรียและเซลล

ทดสอบทดสอบ 

ไอโซเลต (n) ฤทธิ์ในการยับยั้ง 

แบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ

และยีสต 

DSO2 (1) 

 

 

 

 

WCS3  WCS1  (2) 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Bacillus subtilis  

Staphylococus aureus  

Escherichia coli  

Pseudomonas aeruginosa 

และ Candida albicans 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Bacillus subtilis  

Escherichia coli  

Pseudomonas aeruginosa 

และ Candida albicans 

 

เซลลมะเร็งแบบจําเพาะ WGE2 (1) 

WAC9 (1) 

 

เฉพาะเซลลมะเร็งลําไส 

SW620 

เฉพาะเซลลมะเร็งเม็ดเลือด

ขาว Jurkat  

 

 
4.7) สายพันธุที่คัดเลือกได 

 

จากการจัดกลุมการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพของราเอนโดไฟต พบวาราเอนโดไฟต

สายพนัธุที่มีความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียไดเปนวงกวางนัน้กลับไมมี

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งไดอยางจาํเพาะเจาะจง   ดังนั้นในการศึกษานี้

จึงใหน้ําหนกัในการคัดเลือกสายพนัธุของราเอนโดไฟตจากความสามารถในการยบัยัง้ของ

เซลลมะเร็งอยางจาํเพาะเจาะจง  ราเอนโดไฟตที่นาํมาใชในการศึกษาตอคือ  ราเอนโดไฟตสาย

พันธุ  WAC9 และราเอนโดไฟตสายพันธุ WGE2 
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4.8) การทดสอบการกระตุนใหเซลลมะเร็งตายแบบอะพ็อบโทซิสของราเอนโดไฟต  
 

 เมื่อนําสารสกดัราเอนโดไฟตไอโซเลต WAC9 และราเอนโดไฟตไอโซเลต WGE2 มา

ทดสอบการกระตุนใหเซลลตายแบบอะพอ็บโทซิสโดยตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแบบฟลูออ

เรสเซนต พบวาสารสกัดจากราเอนโดไฟตไอโซเลต WAC9 มีการหดตัวของเซลล และนิวเคลียส 

เหมือนกับชุดควบคุมบวก ดังแสดงในรูปที่ 4.10 และ 4.12 ลูกศรสีแดง คือเซลลที่เกิดการอะพอ็บ

โทซิส แสดงใหเหน็วา ราเอนโดไฟตไอโซเลต WAC9กระตุนเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat) ให

เกิดการตายแบบอะพ็อบโทซิสได โดยเปอรเซ็นตการตายแบบอะพ็อบโทซิสที่ 24 48 และ 72 

ชั่วโมงเทากับ 56% 72% 23% ตามลําดับ (รูปที่ 4.11) 

 

 
 

รูปที่ 4.10 การเกิดอะพ็อบโทซิสในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat 
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รูปที่ 4.11 ปริมาณการเกิดอะพ็อบซิสในเซลลมะเร็งเมด็เลือดขาว Jurkat 
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รูปที่ 4.12 การเกิดอะพ็อบโทซิสในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat  1) เมื่อสัมผัสกับสารสกัดจาก

ราเอนโดไฟต สายพนัธุ WAC9  เปนเวลา 24ชั่วโมง 2) เมื่อสัมผัสกับสารสกัดจากราเอนโดไฟต 

สายพนัธุ WAC9 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  3) เมื่อสัมผัสกับสารสกดัจากราเอนโดไฟต สายพนัธุ 

WAC9 เปนเวลา 72ชั่วโมง  4) เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat ที่เกิดการอะพ็อบโทซิส เมื่อสัมผัส

กับยา Etposide (ชุดควบคุมบวก)  5)  เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat  ที่ไมไดรับสารสกัดจากรา

เอนโดไฟต  6)  เซลลมะเรง็เม็ดเลือดขาว Jurkat ไมเกิดการอะพ็อบโทซิส เมื่อสัมผัสกับ DMSO 

(ชุดควบคุมลบ) ลูกศรสีแดง หมายถงึเซลลที่ตายแบบอะพ็อบโทซิส 

 
 

 

1 

2 

3 

4 

5 
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สารสกัดจากราเอนโดไฟตไอโซเลต WGE2 มีการหดตัวของเซลล และนวิเคลียส 

เหมือนกับชุดควบคุมบวก ดังแสดงในรูปที่ 4.13 และ 4.15 ลูกศรสีแดง คือเซลลที่เกิดการอะพอ็บ

โทซิส แสดงใหเหน็วา ราเอนโดไฟตไอโซเลต WGE2 กระตุนเซลลมะเร็งลําไส (SW620) ใหเกิดการ

ตายแบบอะพอ็บโทซิสไดโดยเปอรเซ็นตการตายแบบอะพ็อบโทซิสที ่24 48 และ 72 ชั่วโมงเทากับ 

8% 12% 12% ตามลําดับ (รูปที่ 4.14) 

 
 

 
 

รูปที่ 4.13 การเกิดอะพ็อบโทซิสในเซลลมะเร็งลําไส SW620 
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รูปที่ 4.14 ปริมาณการเกิดอะพ็อบโทซิสในเซลลมะเร็งลาํไส SW620 
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รูปที่ 4.15 การเกิดอะพ็อบโทซิสในเซลลมะเร็งลําไส SW620   1) เมื่อสัมผัสกับสารสกัดจากราเอน

โดไฟต สายพนัธุ WGE2  เปนเวลา 24ชัว่โมง 2) เมื่อสัมผัสกับสารสกัดจากราเอนโดไฟต สายพนัธุ 

WGE2 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  3) เมื่อสัมผัสกับสารสกัดจากราเอนโดไฟต สายพนัธุ WGE2 เปนเวลา 

72ชั่วโมง  4) เซลลมะเร็งลาํไส SW620  ที่เกิดการอะพ็อบโทซิส เมือ่สัมผัสกับยา Etposide (ชดุ

ควบคุมบวก)  5)  เซลลมะเร็งลําไส SW620   ที่ไมไดรับสารสกัดจากราเอนโดไฟต  6)  เซลลมะเร็ง

ลําไส SW620   ไมเกิดการอะพ็อบโทซสิ เมื่อสัมผัสกับ DMSO (ชุดควบคุมลบ) ลูกศรสีแดง 

หมายถงึเซลลที่ตายแบบอะพ็อบโทซิส 
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4.9) การจาํแนกราเอนโดไฟตไอโซเลต WAC9 และ WGE2 โดยวิเคราะหลาํดับเบสของ
ยีนที่ประมวลรหสั 16S rRNA 
 
 ทําการสกัด และเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของราเอนโดไฟต WAC9 และ WGE2 ดวยปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรส เพื่อวิเคราะหหาลาํดับเบสของยีนประมวลรหัส 16S rRNA ซึ่งมขีนาดประมาณ 

600 คูเบส (base pairs; bp) ทําการตรวจสอบขนาดของ PCR product เบื้องตนดวยวิธีอะกาโรส

เจลอิเล็คโทรโฟริซิส ดังแสดงในรูปที ่4.17 

 

 
 

 รูปที่ 4.16 ขนาดของ PCR product เมื่อใชไพรเมอรชนดิตางๆ บนอะกาโรสเจล 

 

จากนั้นทําดีเอ็นเอใหบริสทุธิ ์ตรวจสอบดีเอ็นเออีกครั้งดวยวธิีอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟริซิส

สงตัวอยาง PCR product ของราเอนโดไฟต WAC9 และ WGE2 เพื่อวิเคราะหหาลําดับเบสของ

ยีนประมวลรหัส 16S rRNA   ที่สาํนักงานวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) 

จากนั้นนําลาํดับเบสที่วิเคราะหไดของราเอนโดไฟตทัง้สองสายพันธุ มาเปรยีบเทียบกับ

ลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ที่รวบรวมไวในฐานขอมูลยีน (Gene Bank 

database) จากเวบไซต 9Hhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (เมษายน 2552)  

 

 

 

         WAC9  WGE2 

500bps 



 80 

 
รูปที่ 4.17 แสดงลําดับเบสของราเอนโดไฟต WAC9 
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G. cingulata P97

G. cingulata MAFF

Glomerella sp. 598

G. cingulata P060

C. gleosporioides 92B

WAC9

C. gleosporioides 305

G. cingulata 508

G. cingulata501

G. cingulata 304

G. cingulata P97

G. cingulata MAFF

Glomerella sp. 598

G. cingulata P060

C. gleosporioides 92B

WAC9

C. gleosporioides 305

G. cingulata 508

G. cingulata501

G. cingulata 304
 

 

รูปที่ 4.18 ความสัมพันธทางวิวฒันาการของราเอนโดไฟต WAC9 

 

เมื่อทําการเปรยีบเทียบขอมลูพบวาสายพนัธุ WAC9 มีระดับความเหมือน (% identity) 

เทากับ 100% คลายกับยนีที่ประมวลรหัส 16S rRNA ของ Glomerella cingulata GC0514   

Glomerella cingulata GC0508   Glomerella cingulata GC0304 
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รูปที่ 4.19 แสดงลําดับเบสของราเอนโดไฟต WGE2 
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Phomopsis sp.TSM2005-06

Phomopsis sp.TSM2005-08

Phomopsis sp.TSM2005-04

Phomopsis sp.TSM2005-01

WGE2

Phomopsis longicolla CN1

Phomopsis longicolla P16

Phomopsis sp. XCS002

Diaporthe neotheicola

Phomopsis sp.TSM2005-06

Phomopsis sp.TSM2005-08

Phomopsis sp.TSM2005-04

Phomopsis sp.TSM2005-01

WGE2

Phomopsis longicolla CN1

Phomopsis longicolla P16

Phomopsis sp. XCS002

Diaporthe neotheicola

 
 

รูปที่ 4.20 ความสัมพันธทางวิวฒันาการของราเอนโดไฟต WGE2 

 

สายพนัธุ WGE2 มีระดับความเหมือน (% identity) เทากับ 98% คลายกับยีนที่ประมวล

รหัส 16S rRNA ของ Phomopsis sp. TSM 2005-06 
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บทที่ 5 
 

สรุป และอภิปรายผลการทดลอง 
 

ประเทศไทยมพีื้นที่ปาจัดอยูในปาเขตรอน (Tropical forest) มีความหลากหลายของ

สิ่งมีชีวิตสงูโดยเฉพาะความหลากหลายทางดานจุลนิทรยี โดยราเปนจลิุนทรียกลุมหนึ่งที่มีบทบาท

ตอระบบนิเวศวิทยาปาไม และเปนแหลงพนัธุกรรมที่สําคญัแหลงหนึง่ (genetic resource) ที่จะ

นํา มาใชประโยชนทางดานการแพทย การเกษตรและอุตสาหกรรมตางๆ ซึ่งการศึกษาวิจัยใน

ปจจุบันนี้ไดมีเทคโนโลยีทางชีวภาพเขามามีบทบาทในชวีิตประจําวนั ไมวาทางดานอาหาร ยา

รักษาโรค เนื่องจากมีโรคใหมๆ เกิดขึ้นมากมายรวมทั้งการดื้อยาของโรคตางๆ ดังนัน้จึงจําเปนที่จะ

มีการศึกษาวจิัยที่จะหาแหลงในการผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพใหมๆ ดวยเหตุนี้ความ

หลากหลายของราที่ไดจากปาจึงนับวาเปนแหลงทรัพยากรที่สาํคัญแหลงหนึง่ ประเทศไทยมีแหลง

ทรัพยากรปาไมอยางมากมายแตกลับขาดขอมูลการสํารวจศึกษาเกี่ยวกับราที่ไดจากปาอยาง

จริงจัง จากการศึกษาวิจัยทั้งตางประเทศและในประเทศพบวามีรากลุมหนึ่งที่อาศัยอยูภายในพืช

และมีความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่สําคัญ รากลุมนี้คือ ราเอนโดไฟต   

ราเอนโดไฟตเปนราที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชทีม่ีชีวิตบริเวณทั้งในเซลลและชองวางระหวาง

เซลลพืช  ในสวนของเปลือกไม เนื้อไม กานใบ ใบ และรากของพืชช้ันสูง  โดยมีความสมัพนัธกบั

พืชในลักษณะที่เปนภาวะพึ่งพาอาศยัซึ่งกนัและกนั (mutualism) 

ในการศึกษาครั้งนี้ทาํการแยกราเอนโดไฟตจากใบพืชในปาเต็งรัง 9 ชนิด โดยแยกราเอน

โดไฟตทั้งหมด 231 ไอโซเลตจากชิน้สวนใบไมทั้งหมด 340 ชิ้น โดยใชการคํานวณความถี่ของรา

เอนโดไฟตที่แยกไดในการเปรียบเทียบ ราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดฝูนมีจาํนวนมากกวาราเอนโด

ไฟตที่แยกไดในฤดูแลง  โดยเปรียบเทยีบจากความถี่ของราเอนโดไฟตทั้ง 2 ฤดู  ความถี่ของราเอน

โดไฟตในฤดูฝนและฤดูแลงคือ 75.5 และ 59.3 ตามลําดับ นอกจากนั้นความหลากหลายทาง

ชีวภาพของราเอนโดไฟตในฤดูฝนมีมากกวาในฤดูแลงดวย  โดยราเอนโดไฟตทีพ่บในฤดฝูน คือ 13 

สกุล 21 ชนิด และฤดูแลงคอื 7 สกุล 20 ชนิด  จากผลการทดลองแสดงใหเห็นปริมาณน้ําฝนเปน

ปจจัยหนึ่งทีท่าํใหราเอนโดไฟตแฝงตัวอาศัยอยูภายในพืชมากขึ้น   และเมื่อปริมาณน้ําฝนลดลง

การเขาแฝงตัวภายใยพืชก็ลดลงเชนกัน (Carroll และ Carroll, 1978; Rodrigues, 1994; Wilson, 

2000) ซึ่งปริมาณน้ําฝนโดยเฉลี่ย 1 เดือนกอนเก็บในตัวอยางในฤดูฝนเทากับ 8.8 มิลลิเมตรตอวัน 

แตในฤดูแลงไมมีฝนตกเลย   นอกจากปรมิาณน้าํฝนซึง่เปนปจจัยระดับมหภาคแลวยังมีปจจัยอื่นๆ
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ที่สงผลใหการแฝงตัวของราเอนโดไฟตภายในพืชเพิ่มข้ึน เชน ปริมาณเมฆ ระดับภูมิประเทศ 

ปริมาณหมอก  ความชื้นสัมพัทธ  ลม  อุณหภูมิ  แรธาตุในดิน (Helander, 1994; Carroll, 1995) 

และปจจัยระดบัจุลภาคเชน ขนาดชิ้นสวนของพืชตัวอยาง  อายุของพชืตัวอยาง  ชนิดของตัวอยาง

พืช ตําแหนงของกิ่งไม  ความสูงของตนไม (Bernstein และ Carroll, 1977; Petrini และ Carroll, 

1981; Fisher, Anson และ Petrini, 1986) เปนตน  จากผลการศึกษาพบวาราเอนโดไฟตที่แยกได

จากใบกระโดน (Careya sphaerica) ซึ่งมีขนาดใหญทีสุ่ดมีจํานวนมากที่สุด  ซึง่ขนาดของใบไมที่

ใหญสามารถที่จะมกีารแฝงตัวภายในของราเอนโดไฟตเพิ่มข้ึน (Mekkamol, 1998)  จุดที่นาสังเกต

อีกอยางเมื่อเปรียบเทียบจํานวนของราเอนโดไฟตตอขนาดเฉลี่ยของใบพืชตัวอยางพบวา  จาํนวน

ของราเอนโดไฟตที่แยกไดไมไดเพิ่มตามขนาดของใบพชื  ซึ่งแสดงใหเหน็วามีปจจยัอยางอื่นที่เขา

มาเกีย่วของกบัปริมาณการแฝงตัวในใบพชืตัวอยางดังทีก่ลาวมาขางตน   

 ราเอนโดไฟตทั้งหมด 231 ไอโซเลตถูกจัดจําแนกตามลักษณะสัณฐานวิทยาไดทัง้สิ้น 37 

สกุล  โดย mycelia sterilia sp.2 เปนราเอนโดไฟตที่เดนในฤดูฝน และ Paecilomyces sp.1 เปน

ราเอนโดไฟตที่เดนในฤดูแลง  ระดับความหลากหลายทางชวีภาพของราเอนโดไฟตที่แยกไดจาก

ปาเต็งรังจงัหวดัตากคลายกบัรายงานจากปาเขตรอนและในเขตปาอบอุน (Fisher และคณะ, 

1992  Bacon และ White, 1994) และพบราเอนโดไฟตทีม่ักจะพบอยูเสมอไมวาจะเปน  

Phomopsis ssp., Xylaria ssp., Phyllosticta sp. ความหลากหลายทางชวีภาพของราเอนโดไฟต

ที่แยกไดจากปาเต็งรังจงัหวดัตากนัน้มีความหลากหลายทางชวีภาพนอยกวาทั้งในแงจํานวนและ

ชนิดของราเอนโดไฟตเมื่อเปรียบเทียบกบัราเอนโดไฟตที่แยกไดจากดอยสุเทพ-ปุย (Lumyong, 

1998) 

จากการศึกษาความกระจายของราเอนโดไฟตโดยใช Hierarchical cluster analysis ใน

โปรแกรม SPSS จากผลการศึกษาพบวาราเอนโดไฟตที่แยกจากตนพืชที่อยูในบริเวณใกลกนัจะมี

ใกลเคียงกนัของชนิดราเอนโดไฟต จึงยืนยนัทฤษฎีการแพรการกระจายของราเอนโดไฟตวาเปน

แบบกระจายตามพืน้ราบ (horizontal) ซึ่งอาศัยลม น้ํา ในการแพรกระจายสปอรออกไป (Carroll, 

1988; Helander และคณะ, 1994) ซึ่งตนไมที่อยูบริเวณใกลเคียงกนัมกัจะมีชนิดของราเอนโดไฟต

คลายกนั 

ในฤดูฝนพบราเอนโดไฟตหลากหลายชนดิ เชน Colletotrichum sp. Fusarium sp. 

Nigrospora sp. Phomopsis spp. Peatalotiopsis sp. และกลุม mycelia sterilia โดย 

Phomopsis spp เปนกลุมราเอนโดไฟตที่เดนถามองในแงจาํนวนชนิดทีพ่บ นอกจากนั้นยังเปนรา

เอนโดไฟตทีพ่บเสมอในการแยกจากปาทีม่ีความชืน้สงู (Fisher และคณะ, 1993; 1994; 
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Rodigues, 1994) เนื่องจากเปนราเอนโดไฟตที่อาศัยน้าํในการสรางโคนิเดียและการเขาไปอาศัย

อยูในเนื้อเยื่อพืช (Wilson และ Carroll, 1994)  

 ราเอนโดไฟตที่เดนในฤดูแลงคือกลุม Paecilomyces spp. และมีจํานวนไอโซเลตมาก

ที่สุดเมื่อเปรียบเทียบทั้ง 2 ฤดูกาล  ซึ่งสปอรของกลุม Paecilomyces spp.  สามารถที่จะเจริญใน

สภาวะที่มีปริมาณน้าํนอยและอากาศแหงแลง ในขณะที่ราชนิดอื่นไมสามารถที่จะทน

สภาพแวดลอมเชนนี้ได   นอกจากนีก้ลุมราทีพ่บมากในฤดูแลงอีกชนิดหนึ่งคือกลุม Xylaria spp. 

ซึ่งพบถึง 12 ชนิดในฤดูแลง   ซึง่ในการศึกษาของ Mekkamol (1998) ก็พบกลุม Xylariaceae 

มากที่สุดในเดอืนพฤศจกิายน   และในการศึกษาของ Chareprasert (2001) ก็สามารถแยกราเอน

โดไฟตกลุม Xylariaceae ถงึเดือนธนัวาคม   ดงันัน้จงึไมนาแปลกใจที่ในการศึกษานี้พบราเอนโด

ไฟตกลุม Xylariaceae ในเดอืนมกราคม 

 ในการจาํแนกราเอนโดไฟตพบวาราเอนโดไฟตสวนใหญมักที่จะไมสรางสปอร ซึง่จําทาํให

ยากในการจาํแนกราชนิดนัน้ๆได  บางทีอาจจําเปนรอการสรางสปอรเปนระยะเวลานาน  ใน

การศึกษานีห้ากพบราเอนโดไฟตไอโซเลตไมสรางสปอรจะนําไปเพาะเลี้ยงในอาหาร Sabouraud 

dextrose agar (SDA) malt extract agar (MEA) และ oat meal (OM) เพื่อกระตุนใหเกิดการ

สรางสปอร   หากไมสรางสปอรจะจัดอยูในกลุม mycelia sterilia และทําการจาํแนกโดยอาศัยวิธี

อยางหยาบ   ซึง่ปจจุบนัไดนําเทคนิคทางอณูชีววทิยามาชวยในการจําแนกราเอนโดไฟต (Guo 

และคณะ 2000; 2003) 

ในการศึกษาการสรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพของราเอนโดไฟต นาํราเอนโดไฟตทีแ่ยกได

ทั้ง 2 ฤดูกาลเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 เดือน กรองสวนของเสน

ใย   จากนัน้นาํสวนน้าํเลีย้งเชื้อไปทดสอบความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพที่มี

ฤทธิ์ในการยับยั้งจุลนิทรีย โดยทําการทดสอบกับจุลินทรียทดสอบ 5 ชนิดดวยเทคนิค paper-disk 

diffusion พบวามีราเอนโดไฟตสายพันธุ DSO2 เพียงแคสายพนัธุเดยีวที่สามารถยบัยั้งจุลนิทรียได

แบบ broad spectrum  และเมื่อนาํมาจัดกลุมการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพ สามารถจัดกลุม

การยับยัง้จุลินทรียทดสอบไดเปน 5 กลุม คือ ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก เฉพาะแบคทีเรียแก

รมลบ   เฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ   เฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกและยีสต  เฉพาะ

แบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบและยีสต  จํานวน 11   9   4   3   และ 3 สายพันธุตามลําดับ 

จากนั้นนําสวนของน้าํเลี้ยงเชื้อของราเอนโดไฟต  สวนของเสนใย มาทําการสกัดสารออก

ฤทธิท์างชีวภาพที่มีความสามารถในการยบัยั้งเซลลมะเร็ง โดยทดสอบกับเซลลมะเร็ง 7 ชนดิ  
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เซลลปกติ 1 ชนิด ดวยวธิี  MTT assay   พบวาราเอนโดไฟตที่แยกไดสวนใหญสามารถสรางสาร

ออกฤทธิท์างชีวภาพในการยับยั้งเซลลมะเร็งไดแตกตางกัน  

จากการศึกษาการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพจากราเอนโดไฟตทีม่ฤีทธิย์ับยัง้จุลินทรีย

ทดสอบและยบัยั้งการเจริญของเซลลมะเรง็  พบวาราเอนโดไฟตในกลุม Xylariaceae สามารถ

สรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพไดคอนขางด ี   โดยมีราเอนโดไฟตกลุม Xylariaceae 12 จาก 14 

ชนิดที่สรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่มฤีทธิ์ในการยับยัง้จุลินทรียทดสอบและเซลลมะเร็งแตกตาง

กันไป    ซึ่งความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพนัน้เปนคุณสมบัติทีน่าสนใจของรา

กลุม Xylariaceae (Whalley, 1985) นอกจากนี้ราเอนโดไฟตชนิดอืน่ๆ ไดแก Pestalotiopsis sp. 

Phomopsis spp. Nigrospora sp. Glomerella sp. Fusarium sp. และกลุมรา mycelia sterilia 

บางสายพนัธุที่มีการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยกลุมราเอนโดไฟตที่กลาวมานี้บางสายพนัธุ

มีรายงานเกี่ยวกับการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพอยูแลว (Horn และคณะ, 1995; Brandy และ

คณะ, 2000; Harper และคณะ, 2003)  จากการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สามารถยบัยั้ง

การเจริญของเซลลมะเร็งมีสายพนัธุที่สามารถยับยัง้เซลลมะเร็งแบบจาํเพาะเจาะจงเพียง 2 สาย

พันธุ ไดแก สายพนัธุ WGE2 มีความสามารถในการยับยั้งมะเร็งลําไสใหญ (SW620)   และราเอน

ไฟตสายพนัธุ WAC9 มีความสามารถในการยับยัง้เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat)    

นําราเอนโดไฟตทั้ง 2 สายพนัธุนีม้าทําการทดสอบการกระตุนใหเซลลมะเร็งตายแบบอะพ็

อบโทซิส โดยความสาํคัญของการศึกษาเกี่ยวกับการกระตุนใหเซลลมะเร็งตายแบบอะพ็อบโทซสิ

นั้นเพื่อทีจ่ะควบคุมความสมดุลของเซลลภายในรางกายและไมทําใหเกิดอันตรายตอเซลล

ขางเคียง นอกจากนัน้ยังมกีารศึกษาในเรื่องนี้ไมมากนกั โดยสามารถสังเกตการตายแบบอะพ็อบ

โทซิสของเซลลไดจากการบวมของเซลล การเปลี่ยนแปลงของ10Hเยื่อหุมเซลล เชน การเหีย่วของ

เซลล, 11 Hนิวเคลียสแตกเปนชิ้นสวน, 12Hโครมาตินหนาตัวขึ้น, และ13Hดีเอ็นเอแตกเปนทอน โดยการ

ยอมสี Hoechst 33342 จากนั้นนําไปเซลลตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแบบฟลูโอเรสเซนต  จาก

ผลการทดลองพบวาราเอนโดไฟตสายพนัธุ WAC9 สามารถกระตุนใหเซลลมะเร็งตายแบบอะพอ็บ

โทซิสได 56 เปอรเซ็นต 72 เปอรเซ็นต และ 23 เปอรเซน็ต เมื่อเวลาผานไป 24  48 และ 72 ชั่วโมง

ตามลําดับ  สวนราเอนโดไฟตสายพันธุ WGE2 สามารถกระตุนใหเกิดการตายแบบอะพ็อบโทซิส

ไดเชนกัน  แตกระตุนไดจํานวนที่ต่ํามากคอื 8 เปอรเซ็นต 12 เปอรเซน็ต และ 12 เปอรเซ็นต เมือ่

เวลาผานไป 24  48 และ 72 ชั่วโมงตามลาํดับ 

ในการศึกษานีใ้หน้าํหนักในการคัดเลือกราเอนโดไฟต โดยการเลือกราเอนโดไฟตที่

สามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพทีย่ับยั้งเซลลมะเร็งแบบจําเพาะเจาะจง จงึเลือกราเอนโด



 88 

ไฟต WGE2 และ WAC9 ทั้ง 2 สายพนัธุ มาจาํแนกดวยเทคนิคทางอณูชีววทิยาทีย่ีนประมวลรหัส 

16s rRNA เพื่อจําแนกชนิดของสายพันธุราเอนโดไฟต 

จากการวิเคราะหยนีประมวลรหัส 16s rRNA พบวาราเอนโดไฟต WGE2 และ WAC9 มี

ขนาด 552 และ 565 bp ตามลําดับ เมือ่นําลําดับเบสมาเปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูลจาก

เวบไซต 14 Hhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/  สายพนัธุ WGE2 มีระดับความเหมือน (% identity) 

เทากับ 98% คลายกับยนีทีป่ระมวลรหัส 16S rRNA ของ Phomopsis sp. TSM 2005-08 และ

สายพนัธุ WAC9 มีระดับความเหมือน (% identity) เทากับ 100% คลายกับยนีที่ประมวลรหัส 

16S rRNA ของ Glomerella cingulata GC0514  Glomerella cingulata GC0508  Glomerella 

cingulata GC0304   

ในงานวิจัยนี้ไดบรรลุวัตถุประสงค คือ ไดศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโด

ไฟตที่แยกไดจากใบพืชในบรเิวณปาเตง็รัง จงัหวัดตาก ไดจัดจําแนกสกุล และชนิดของราเอนโด

ไฟต ศึกษาความสัมพนัธทางววิัฒนาการของราเอนโดไฟต และสามารถแยกราเอนโดไฟตที่

สามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพยบัยั้งจุลนิทรียและเซลลมะเรง็ได  
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหาร สารเคม ีและการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชือ้ 
 

1. Sabouraud Agar 

Bacto peptone   10.0 กรัม 

Glucose    4.0 กรัม 

Agar    20.0 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 5.6 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูม ิและความดันมาตรฐาน 

 

2. Sabouraud Broth 

Bacto peptone   10.0 กรัม 

Glucose    4.0 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 5.6 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูม ิและความดันมาตรฐาน 

 

3. PDA (Potato dextrose agar) 

Potato    200.0 กรัม 

Glucose    20.0 กรัม 

Agar    20.0 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูม ิและความดันมาตรฐาน 

 

4. NA (Nutrient Agar) 

Beef extract   1.0 กรัม 

Peptone    5.0 กรัม 

NaCl    8.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 
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ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึง่ฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูมิ และความดนัมาตรฐาน 

 

5. NB (Nutrient Broth) 

Beef extract   1.0 กรัม 

Peptone    5.0 กรัม 

NaCl    8.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึง่ฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูมิ และความดนัมาตรฐาน 

 

6. MEA (Malt Extract Agar) 

Malt extract   2.0 กรัม 

Peptone    1.0 กรัม 

Glucose    20.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึง่ฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูมิ และความดนัมาตรฐาน 

7. MEB (Malt Extract Broth) 

Malt extract   2.0 กรัม 

Peptone    1.0 กรัม 

Glucose    20.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึง่ฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูมิ และความดนัมาตรฐาน 

 

8. Oat Meal Agar (ISP3) 

ขาวโอต (oat meal)   20 กรัม 

Trace salts solution  1.0 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก หมายเลข 30) 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 
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ตมขาวโอตในน้ํากลัน่ประมาณ 20 นาท ีนํามากรองผานผาขาวบาง เติมน้ํากลั่นลงไปใน

อาหารจนครบ 1,000 มิลลิลิตร เติม Trace salts solution ปรับ pH เปน 7.0 นึง่ฆาเชื้อเชื้อที่

อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 

 

9. Trace Salts Solution 

FeSO4·7H2O   0.1 กรัม 

MnCl2    0.1 กรัม 

ZnSO4·7H2O   0.1 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผาน

การฆาเชื้อแลว ที่อุณหภูมิ 45 – 50 องศาเซลเซียส 

 

10. 0.5 McFarland Standard 

BaCl3    0.048 M ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

H2SO4    0.36 M ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร 

อานคาความดูดกลืนแสง ทีค่วามยาวคลืน่ 625 นาโนเมตร ใหอยูในชวง 0.08 – 0.10 
 
11. Vanillin solution 

Vanillin    4.5 กรัม 

95% ethanol   95 มิลลิลิตร 

Sulfuric acid   0.5 มิลลิลิตร 

ละลายใหเขากัน เก็บรักษาไวที่อุณหภูมหิองในขวดสีชา 
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ภาคผนวก ข 
 

อาหาร สารเคมี และวธิีเตรียมที่ใชในการเพาะเลี้ยงเซลล 
 

1. RPMI1640 (stock reagent) 

 อาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 ผงสําเร็จรูป         10.4    กรัม 

 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต     2    กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนใหเปนเนื้อเดียวกนั 

ปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหมีคาประมาณ 6.9-7.4 ดวย 1N HCl ปรับใหไดปริมาตร 1 ลิตร ทํา

ใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานหัวกรองอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร ลง

ในขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขวดละ 90 มิลลิลิตร   ปดฝาและพันพาราฟลม เก็บใน

ตูเย็นที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

 

2. อาหารเลีย้งเซลล RPMI1640 ที่มี 10 % Fetal bovine serum (working medium) 

อาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 (stock reagent) 90 มิลลิลิตร 

Fetal bovine serum     10 มิลลิลิตร 

Gentamycin (100 mg/ml)                                        100 ไมโครลิตร 

 

3. MTT solution 

 MTT        50    มิลลิกรัม 

 PBS (สําหรับทําการเพาะเลีย้งเซลลเทานัน้)  10    มิลลิลิตร 

 ละลาย MTT ใน PBS ใสในหลอดฝาเกลยีวขนาด 15 มลิลิลิตร ที่ปลอดเชื้อผสมใหเขากัน    

กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปปราศจากเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร (ทําในตูปลอดเชื้อ) แบงใสหลอด 

ไมโครเซนติฟวจที่ปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร หุมดวยแผนฟอยด เก็บที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 หมายเหต ุMTT เปนสารกอมะเร็ง ตองสวมทุกมือกอนชัง่หรือเตรียมสารทุกครั้ง 
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4. 1X PBS ปริมาตร 1 ลิตร 

 NaCl      8 กรัม 

 KCl       0.2 กรัม 

 Na2HPO4·12H2O     3.63 กรัม 

 KH2PO4      0.24 กรัม 

เติมน้ํากลั่น 1 ลิตร ละลายใหเขากนั ปรับ pH ใหเทากับ 7.4 นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ4 

องศาเซลเซยีส 

 

5. 0.04 N HCl  ใน isopropanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

ตวง isopropanol 80 มิลลิลิตร ในกระบอกตวงขนาด 100 มิลลิลิตร 

เติม HCl 0.331 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 100 ml ดวย isopropanol ปดฝา และเก็บรักษาที่

อุณหภูมิหอง 
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ภาคผนวก ค 
 

สารเคม ีและวิธีการเตรยีมที่ใชในเทคนิคทางอณูพนัธุศาสตร 
 
1. 1 M Tris-HCl   (pH 8) ปริมาตร 1 ลิตร          

Tris base   121    กรัม 

 น้ํากลัน่    800    มิลลิลิตร 

ละลาย Tris base ใหเขากนั ปรับ pH ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 

ลิตร นาํไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 

นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 

 

2. 0.5 M EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) ปริมาตร 1 ลิตร          

EDTA    186.10 กรัม 

 น้ํากลัน่    800 มิลลิลิตร 

ละลาย EDTA ใหเขากนั ปรับ pH ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 ลิตร 

นําไปนึง่ฆาเชือ้ ที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

3. Washing buffer ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

PVP (Polyvinylpyrrolidone) 2 กรัม 

 Ascorbic acid   1.76    กรัม 

 1 M Tris-HCl (pH 8.0)  20    มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1)                 

 2-mercaptoethanol  4    มิลลิลิตร 

เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาไวที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 

4. 2X CTAB lysis buffer ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  

 CTAB    4     กรัม 

 1 M Tris-HCl (pH 8.0)  20   มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

0.5 M EDTA (pH 8.0)  8    มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 
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 NaCl    16.36 กรัม 

 2-mercaptoethanol  1    มิลลิลิตร 

เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อ จนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาไวที่

อุณหภูมิหอง 

 

5. Choloroform/isoamyl alcohol (24: 1 v/v) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

Choloroform   192 มิลลิลิตร 

 Isoamyl alcohol  8    มิลลิลิตร 

 

6. 20 % Polyethylene glycol 6000 (PEG) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

Polyethylene glycol 6000 20    กรัม 

 NaCl    14.61   กรัม 

เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาไวที่

อุณหภูมิหอง 

 

7. Tris-EDTA buffer (TE buffer) ปริมาตร 1 ลิตร 

1 M Tris-HCl (pH 8)  10    มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

 0.5 M EDTA (pH 8)  2   มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตรเปน 1 ลิตร แลวผสมใหเขากัน นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาท ีเกบ็รักษาไวที่อุณหภูมิหอง 

 

8. Ethidium bromide, 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

Ethidium bromide  0.2    กรัม 

น้ํากลัน่    20   มิลลิลิตร 

 

9. 1.5% Agarose gel (w/w) 

Agarose   1.65 กรัม 

0.5 X TBE (pH 8)  110 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

 Ethidium bromide  4 ไมโครลิตร 



 ภภภ 

ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 
 

นายกฤตพงศ   อรชัยพันธลาภ เกิดเมื่อวนัที ่2 พฤศจิกายน พ.ศ.2526 เขาศึกษาในระดับ

ประถมศึกษา และมัธยมศึกษาทีโ่รงเรียนภ.ป.ร. ราชวทิยาลัย ในพระบรมราชูปถัมภ  จากนั้นสอบ

เขาศึกษาตอในระดับอุดมศึกษา สาํเรจ็การศึกษาวทิยาศาสตรบัณฑิต จากภาควิชาชวีวทิยา

ประยุกต คณะวิทยาศาสตร สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง ในปพ.ศ. 

2548 และเขาศึกษาตอในระดับบัณฑติศึกษา หลกัสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปพ.ศ.2549 
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