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การศกึษาสารออกฤทธิท์างชวีภาพจากราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกจากพชืสมุนไพร ไดแ้ก ่

เหยีง (Dipterocarpus obtusifolius Teijsm.ex Miq) เกบ็ตวัอย่างจาก 3 พืน้ทีใ่นจงัหวดั

นครราชสมีา ฟอกฆ่าเชือ้ทีผ่วินอกไดร้าเอนโดไฟตท์ัง้หมด 79 ไอโซเลท เพาะเลี้ยงในอาหาร

เหลว Malt extract broth (MEB) เป็นเวลา 1 เดอืน สกดัเสน้ใยราและน้ําเพาะเลีย้งเสน้ใยราดว้ย

สารละลายเอธลิอะซเีตท นําไประเหยดว้ยเครื่องระเหยสุญญากาศจนไดส้ารสกดัหยาบ ทดสอบ

ฤทธิท์างชวีภาพดว้ยเทคนิค Paper disc diffusion กบัเชือ้แบคทเีรยีทดสอบ 6 ชนิด ไดแ้ก่ 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas fluorescens, Vibrio spp., 

Salmonella typhimurium และ  Bacillus megaterium  พบว่าสารสกดัหยาบราเอนโดไฟตท์ีแ่ยก

ไดม้ฤีทธิท์างชวีภาพสงูสุด 3 ลําดบัแรก ไดแ้ก่ เชือ้ราไอโซเลท B15, C23 และ A42  โดย

แสดงผลของบรเิวณเสน้ผ่านศูนยก์ลางยบัยัง้ (Inhibition zone) ต่อเชือ้ P. fluorescens เท่ากบั 

22 มลิลเิมตร, B. megaterium 17 มลิลเิมตร และ B. megaterium 10 มลิลเิมตร  

ทดสอบฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระของสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟต ์ดว้ยวธิ ีDPPH assay 

พบว่า สารสกดัจากเสน้ใยราไอโซเลท A42, C23 และ B15 แสดงค่าความเขม้ขน้ของสารทีท่าํ

ใหอ้นุมลูอสิระลดลงครึง่หน่ึง (IC50) เท่ากบั 278.04, 5531.89 และ 6726.38 µg/ml ตามลําดบั 

สารสกดัจากน้ําเพาะเลีย้งเสน้ใยราไอโซเลท A42, B15 และ C23 แสดงค่า IC50 เท่ากบั 288.82, 

3472.68 และ 5565.88 µg/ml ตามลําดบั จากการพสิูจน์เอกลกัษณ์ดว้ยวธิทีางชวีโมเลกุลของ 

ราเอนโดไฟต ์โดยเปรยีบเทยีบลําดบั DNA บรเิวณ ITS1, ITS4 และ 5.8s rRNA พบว่า เชือ้รา

ไอโซเลท A42 มคีวามคลา้ยคลงึกบั Aspergillus syndowii 100% เชือ้ราไอโซเลท B15 ความ

คลา้ยคลงึกบั Valsaeae sp. 100 % และเชือ้ราไอโซเลท C23 ไม่สามารถพสิจูน์เอกลกัษณ์ดว้ย

วธิทีางชวีโมเลกุลได ้
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Abstract  

 

Project  Code :  MRG5280213 

Project  Title :  Chemotaxonomy and Identification of Endophytic Fungi 

from Medical Plants in Nakhon Ratchasima Province 

Investigator : Miss Srinuan Tansuwan,  Nakhon Ratchasima Rajabhat 

University 

E-mail  Address :  srinuan1@hotmail.com 

Project  Period :  2 years 

 

Endophytic fungi from medical plant, Dipterocarpus  obtusifolius  Teijsm.ex Miq. 

were isolated from three areas in Nakhon Ratchasima Province by using surface 

sterilized technique. Seventy-nine fungal isolate were obtained from samples. Each 

endophytic fungi was cultured in malt extract broth (MEB) for 1 month. Mycelia and 

broth were extracted by ethyl acetate while rotary evaporators were used to remove 

solvent. The paper disc diffusion assay was used to evaluate the antibacterial activities 

against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas fluorescens, Vibrio spp., 

Salmonella typhimurium and Bacillus megaterium. Endophytic fungi isolate B15, C23 

and A42 were showed inhibition zone against P. fluorescens; 22 mm, B. megaterium; 17 

mm and B. megaterium; 10 mm, respectively.  

Evaluate the antioxidant activities of endophytic fungi 3 isolates; A42, B15 and 

C23. The antioxidant activities were determined by DPPH method. It was shown that 

the extract mycelia of endophytic fungi A42, C23 and B15 were shown the half maximal 

inhibitory concentration activities (IC50); 278.04, 5531.89 and 6726.38 µg/ml, 

respectively. While the crude extracted broth of endophytic fungi 3 isolates; A42, B15 

and C23 were shown the IC50; 288.82, 3472.68 and 5565.88 µg/ml, respectively. On the 

basis of morphology and DNA sequences of ITS1, TIS4 and 5.8s rRNA region, the 

endophytic fungi A42 was similar to Aspergillus sydowii 100%, the endophytic fungi B15 

was similar to Valsaceae sp. 100% and the endophytic fungi C23 couldn’t unidentified. 

 

Keyword : Dipterocarpus obtusifolius Teijsm.ex Miq., endophytic fungi, bioactive activity, 

DNA sequences 
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สารสกดัหยาบจากน้ําเพาะเลีย้งราเอนโดไฟต ์B15  72 

ภาพผนวกที ่ค-6 ค่ารอ้ยละของการยบัยัง้อนุมูลอสิระ (% Inhibition) กบัความเขม้ขน้ 

สารสกดัหยาบจากเสน้ใยราเอนโดไฟต ์C23  72 

ภาพผนวกที ่ค-7 ค่ารอ้ยละของการยบัยัง้อนุมูลอสิระ (% Inhibition) กบัความเขม้ขน้ 

สารสกดัหยาบจากน้ําเพาะเลีย้งราเอนโดไฟต ์C23  73 

ภาพผนวกที ่ง-1 คุณภาพของดเีอน็เอจากราเอนโดไฟต ์  74 

ภาพผนวกที ่ง-2 PCR product ของราเอนโดไฟต ์  75 
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บทท่ี 1 

บทนํา 

 

ความเป็นมาและความสาํคญัของปัญหา 

ในปัจจุบนัสารผลติภณัฑธ์รรมชาตเิป็นสารทีก่ําลงัไดร้บัความสนใจเป็นอย่างมาก โดย

สว่นใหญ่แยกไดจ้ากพชื สารผลติภณัฑธ์รรมชาตหิลายชนิดทีแ่สดงฤทธิท์างชวีภาพและถูก

นําไปพฒันาเพือ่ผลติเป็นยารกัษาโรค หรอืเพือ่ป้องกนัการเกดิโรคบางชนิด รวมถงึใชใ้นอาหาร

เสรมิชนิดต่าง ๆ สารออกฤทธิท์างชวีภาพ (Bioactive Compounds) คอื สารจากสิง่มชีวีติ   

ตามธรรมชาตทิีม่ผีลต่อสิง่มชีวีติทัง้คน สตัว ์ และพชื คุณลกัษณะทีด่สีารออกฤทธิท์างชวีภาพ

ตอ้งเป็นสารทีม่ผีลจาํเพาะเจาะจง ไม่สง่ผลทางลบต่อร่างกาย หรอืมผีลขา้งเคยีงน้อย นอกจาก

ฤทธิท์างชวีภาพแลว้อาจพบฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ (Antioxidant) ไดอ้กีดว้ย สารผลติภณัฑ์

ธรรมชาตบิางชนิดทีไ่ดจ้ากพชืแสดงฤทธิท์างชวีภาพทีด่ ี ผูนํ้าไปใชจ้งึตอ้งการในปรมิาณทีม่าก

แต่พชือาจสงัเคราะหไ์ดใ้นปรมิาณน้อย ซึง่ไม่เพยีงพอต่อความตอ้งการ จงึจาํเป็นต้องใชว้ตัถุดบิ

ในการสกดัมากขึน้ โดยวตัถุดบิจากพชืทีนํ่ามาสกดัสาร ไดแ้ก่ ดอก ผล ลําตน้ พชืจะมขีอ้จํากดั

ในการนํามาใช ้ เช่น มเีพยีงบางฤดกูาล อายุของพชื หรอืสิง่แวดลอ้มในการปลูก ฯลฯ และพชื

บางชนิดตอ้งผ่านกระบวนการในหอ้งปฏบิตักิารทีค่่อนขา้งยุ่งยาก ใชต้น้ทุนในค่อนขา้งสงู จงึมี

ความจําเป็นในการคน้หาแหล่งของสารออกฤทธิท์างชวีภาพจากแหล่งต่าง ๆ  

จุลนิทรยีน์บัว่าเป็นแหล่งสาํคญัของสารออกฤทธิท์างชวีภาพในธรรมชาต ิ สามารถผลติ

สารเมแทบอไลตทุ์ตยิภูม ิ(Secondary metabolites) ชนิดใหม่ทีค่รอบคลุมถงึเวชภณัฑร์กัษาโรค 

อุตสาหกรรมการเกษตร ฯลฯ (Demain.  1999 : 455-463 ; Keller and Yu.  2005 : 437-458 ; 

Strobel and orthers.  2004 : 257-268 ; Porras-Alfaro and Bayman.  2011 : 291-315) จาก

การสาํรวจของ New Chemical Entities (NCEs) ระหว่างปี ค.ศ.1981-2005 แหล่งของ

เวชภณัฑม์ากกว่า 40 % ไดม้าจากจุลนิทรยี ์ (Khosla.  1997 : 2577-2590 ; Clardy and 

Walsh.  2004 : 829-837 ; Sieber and Marahiel.  2005 : 715-738) การศกึษาขอ้มลูพืน้ฐาน

ของจุลนิทรยีเ์ป็นทีส่นใจอย่างกวา้งขวาง เน่ืองจากจุลนิทรยีม์กีารเจรญิเตบิโตทีร่วดเรว็ มี

รายงานว่าการศกึษาประโยชน์ของจุลนิทรยีต์่อมนุษย ์ แบ่งเป็นจุลนิทรยีพ์วกแบคทเีรยี 1 % 

และเชือ้ราอกี 5 % (Staley and others.  1997 : 32) จุลนิทรยีเ์หล่าน้ีสามารถควบคุมวถิกีาร

สงัเคราะหส์ารไดภ้ายในหอ้งปฏบิตักิาร (Bok and others.  2006 : 31-37 ; Hertweck.  2009 : 

450-452) โดยเพาะเลีย้งดว้ยอาหารสงัเคราะหแ์ละสารเคมทีีเ่หมาะสมเพือ่ใหจุ้ลนิทรยีนํ์าไปใช้

ในกระบวนการเมแทบอลซิมึ (Metabolism) และเกดิสารผลติภณัฑธ์รรมชาตหิรอืสารเมแทบอ

ไลตทุ์ตยิภูม ิ (Bergmann and others.  2007 : 213-217 ; Knappe and others.  2008 : 

11446-11454 ; Schroeckh and others.  2009 : 14558-14563 ; Riyaz-Ul-Hassan and 

others.  2012 : 464-473)  

จากรายงานการวจิยัหลายฉบบัในหลายปีที่ผ่านมา พบว่าเชื้อราเป็นแหล่งจุลินทรยี์ที่

น่าสนใจ โดยบางชนิดที่อาศัยอยู่ในช่องว่างระหว่างเซลล์ (Intercellular space) ของพืชด้วย
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ภาวะพึ่งพาอาศยัโดยไม่ก่อให้เกิดโรคกบัพชือาศยั เรยีกว่า ราเอนโดไฟต์ (Endophytic fungi) 

(Schulz and Boyle.  2005 : 661-686) ซึ่งราเอนโดไฟต์สามารถสังเคราะห์สารผลิตภัณฑ์

ธรรมชาตไิด้ในระยะเวลาที่ส ัน้กว่าการสงัเคราะห์สารในพชื อกีทัง้มขี้อจํากดัในการสงัเคราะห์

สารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติน้อยกว่าในพืช การเตรียมวตัถุดิบหรือแยกสารจากราเอนโดไฟต์

สามารถทําไดทุ้กฤดูกาล และทําได้มากตามความต้องการ ดงันัน้ จงึเป็นทางเลอืกในการนํามา

สกดัสารผลติภณัฑธ์รรมชาตเิพื่อใชเ้ป็นสารออกฤทธิท์างชวีภาพ (Strobel and others.  2004 : 

257-268 ; Wang and others.  2011 : 1056-1074 ; Zhang and others.  2012 : 753-771) 

จากการศึกษาของ Strobel and orthers (1993) พบว่าราเอนโดไฟต์จาก Taxus brerifolia  มี

มลูค่าทางเศรษฐกจิกว่าสามพนัหา้รอ้ยลา้นบาท โดยสามารถผลติสาร Taxol ทีเ่ป็นส่วนผสมของ

ยาต้านมะเร็ง (Stierle and others.  1993 : 214-216, Strobel and others.  2004 : 257-268 ; 

Wang and others.  2011 : 1056-1074 ; Zhang and others.  2012 : 753-771) ดั ง นั ้ น       

จงึเป็นแนวทางที่สามารถแยกสารผลติภณัฑ์ธรรมชาติจากราเอนโดไฟต์ที่อาจแสดงฤทธิท์าง

ชีวภาพเพื่อนําสารเหล่านั ้นไปใช้ประโยชน์ด้านต่าง ๆ เช่น ด้านการเกษตร การแพทย ์

อุตสาหกรรม  ฯลฯ  (Strobel.  2003 : 535-544 ; Wang and others.  2011 : 1056-1074 ; 

Zhang and others.  2012 : 753-771) 

งานวจิยัในครัง้น้ีมคีวามสนใจในการนําพชืสมุนไพรในจงัหวดันครราชสมีา คอื เหยีง 

(Dipterocarpus obtusifolius Teijsm.ex Miq) ซึ่งเป็นพืชใบเลี้ยงคู่ ไม้ยืนต้นขนาดใหญ่ ที่พบ

กระจายพนัธุ์เป็นจํานวนมากในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ (เต็ม สมติินันทน์.  2501 : 78-82) 

จากภูมปัิญญาท้องถิน่พบว่ามคีุณสมบตัเิป็นไมใ้นอุตสาหกรรมก่อสรา้ง ทางภาคเหนือใชใ้บแก่

ห่อยาสูบและห่อของสดแทนใบกลว้ยน้ํามนัและชนัใชท้าไม ้ยาเรอืหรอืยาเครื่องจกัรสาน  นํามา

เยบ็เป็นตบัสําหรบัมุงหลงัคา ทัง้น้ีเหยีงยงัมปีระโยชน์ทางด้านสมุนไพร โดยมสีรรพคุณทางยา

คอืรสฝาด ต้มน้ําผสมกบัเกลอื อมแก้ปวดฟัน หรอืฟันโยกคลอน ใบและยาง รสฝาดรอ้น ใชก้นิ

เป็นยาตดัลูก (ทําใหไ้ม่มบุีตร) น้ํามนัยางสมานแผล แก้หนอง ขบัปัสสาวะ รกัษาแผลในทางเดนิ

ปัสสาวะ แก้ตกขาว น้ํายางมรีสร้อน น้ํามนัใช้ทาแผลภายนอก เปลือกลําต้น ใช้ต้มน้ําดื่มแก้

ทอ้งเสยี การศกึษาครัง้น้ีเพื่อสกดัสารจากราเอนโดไฟต ์และคาดว่าจะไดข้อ้มูลทางชวีภาพ และ

ความรูท้ี่ได้จากงานวจิยัน้ีจะเป็นประโยชน์ในแง่ความรู้พื้นฐานที่จะนําไปสู่การนําสารออกฤทธิ ์

ทางชวีภาพไปใชป้ระโยชน์ในดา้นต่าง ๆ ต่อไป 

 

วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 

1. คดัเลอืกราเอนโดไฟตจ์ากพชืสมุนไพรในจงัหวดันครราชสมีาทีส่รา้งสารเมแทบอ

ไลตทุ์ตยิภูมทิีม่ฤีทธิท์างชวีภาพ 

2. ศกึษาสารสกดัจากราเอนโดไฟตท์ีม่ฤีทธต์่อเชือ้แบคทเีรยีก่อโรค 

3. ศกึษาสารสกดัจากราเอนโดไฟตใ์นการเป็นสารตา้นอนุมูลอสิระ 

4. พสิจูน์เอกลกัษณ์ราเอนโดไฟตท์ีส่รา้งสารเมแทบอไลตทุ์ตยิภูมทิีม่ฤีทธิท์างชวีภาพ

ดว้ยวธิทีางชวีโมเลกุล 
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ความสาํคญัของการวิจยั 

          1. ไดร้าเอนโดไฟต์ 

2. ไดส้ารสกดัจากราเอนโดไฟตท์ีม่ฤีทธิท์างชวีภาพ 

3. ทราบถงึฤทธิต์่อเชือ้แบคทเีรยีและความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมลูอสิระของ

สารสกดัจากราเอนโดไฟต ์

4. เป็นฐานขอ้มลูชนิดของราเอนโดไฟต ์

 

ขอบเขตของการวิจยั  

ศกึษาฤทธิท์างชวีภาพของสารสกดัจากราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกไดจ้ากใบเหยีงในการยบัยัง้

การเจรญิเตบิโตของเชือ้แบคทเีรยีก่อโรคในมนุษย ์ และใชเ้ป็นสารต้านอนุมลูอสิระ ศกึษาชนิด

ของราเอนโดไฟตท์ีม่ฤีทธิท์างชวีภาพโดยวธิทีางชวีโมเลกุล 

1. ประชากร ไดแ้ก่ ราเอนโดไฟต ์

2. กลุ่มตวัอย่าง 

2.1 เชือ้แบคทเีรยีก่อโรค ที ่

2.2 สารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกไดจ้ากใบเหยีง 

3. ชนิดของตวัแปร 

3.1 ตวัแปรจดักระทํา ไดแ้ก่ ราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกจากใบเหยีง 

3.2 ตวัแปรตาม 

3.2.1 ประสทิธภิาพในการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้แบคทเีรยีก่อโรคในมนุษย ์

3.2.2 ประสทิธภิาพในการเป็นสารตา้นอนุมลูอสิระ 

3.3 ตวัแปรควบคุม ไดแ้ก่ ปรมิาณสารสกดั ปรมิาณเชือ้แบคทเีรยี อาหารเพาะเลีย้ง

แบคทเีรยี วธิวีเิคราะห ์สารตา้นอนุมลูอสิระ 

 

สถานท่ีทาํการทดลอง 

หอ้งปฏบิตักิารชวีวทิยา ชัน้ 4 อาคารศูนยว์ทิยาศาสตร ์ (อาคารจุฬาภรณวลยัลกัษณ์) 

มหาวทิยาลยัราชภฏันครราชสมีา 
 

กรอบแนวคิดในการวิจยั  

เหยีง (Dipterocarpus obtusifolius Teijsm.ex Miq) เป็นพชืทอ้งถิน่ทีม่จีาํนวนมาก 

สามารถนําสว่นต่าง ๆ ของพชืมาใชป้ระโยชน์ เกบ็ตวัอย่างใบจากจงัหวดันครราชสมีา นํามา 

คดัแยกเชือ้ราเอนโดไฟตแ์ลว้เพาะเลีย้งในอาหารเหลวเพือ่สกดัสารออกฤทธิท์างชวีภาพ จากนัน้

นํามาทดสอบการยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคในมนุษย ์ ความสามารถในการเป็นสาร
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ตา้นอนุมลูอสิระ ซึง่เป็นอกีทางเลอืกหน่ึงในการพฒันาสารควบคุมและผลติภณัฑธ์รรมชาตใิห้

เกดิประโยชน์ 

 

สมมุติฐานการวิจยั 

สารสกดัราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกไดจ้ากเหยีง มปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การเจรญิเตบิโต

ของแบคทเีรยีก่อโรคในมนุษยไ์ดแ้ตกต่างกนั และมคีวามสามารถในการเป็นสารต้านอนุมลูอสิระ

ไดแ้ตกต่างกนั 

 

นิยามคาํศพัท์เฉพาะ 

1. ราเอนโดไฟต ์ หมายถงึ เชือ้ราทีอ่าศยัอยู่บรเิวณช่องว่างระหว่างเซลลข์องพชื โดย

ไม่ก่อโรคกบัพชืผูใ้หอ้าศยั 

2. สารสกดัจากราเอนโดไฟต ์ หมายถงึ สารสกดัจากเอนโดไฟตส์กดัโดยใชส้ารละลาย

เอธลิอะซเีตท 

3. เชือ้แบคทเีรยีก่อโรค หมายถงึ เชือ้แบคทเีรยีทีท่ําใหม้นุษยเ์กดิโรค  

4. การยบัยัง้ หมายถงึ ผลของสารสกดัทีท่ําใหเ้ชือ้แบคทเีรยีก่อโรคหยุดการ

เจรญิเตบิโต หรอืไม่มกีารเจรญิเตบิโต 

5. สารตา้นอนุมลูอสิระ หมายถงึ โมเลกุลของสารทีส่ามารถจบักบัตวัรบัและสามารถ

ยบัยัง้ปฏกิริยิาออกซเิดชนัของโมเลกุลสารอื่น ๆ 

6. เหยีง หมายถงึ พชืวงศ ์ DIPTEROCARPACEAE ชื่อวทิยาศาสตร ์ คอื

Dipterocarpus obtusifolius Teijsm.ex Miq ลกัษณะเป็นไมย้นืตน้ขนาดใหญ่ ใบเลีย้งคู ่

7. ประสทิธภิาพ หมายถงึ ความสามารถของสารสกดัจากราเอนโดไฟต ์ ในการเป็น

สารออกฤทธิท์างชวีภาพ 

8. สารออกฤทธิท์างชวีภาพ หมายถงึ สารจากสิง่มชีวีติตามธรรมชาตทิีม่ผีลต่อ

สิง่มชีวีติทัง้คน สตัว ์และพชื ตอ้งเป็นสารทีม่ผีลจําเพาะเจาะจง 
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 

เหียง 

เหยีง เป็นพชืวงศ ์DIPTEROCARPACEAE  

ชื่อวทิยาศาสตร ์คอื Dipterocarpus obtusifolius Teijsm. ex Miq.  

41ชื่อสามญั41 คอื Hairy Keruin  

ชื่ออื่น คอื ตะแบง (ภาคตะวนัออก) สะแบง (จงัหวดัอุตรดติถแ์ละภาค

ตะวนัออกเฉียงเหนือ) ตาด (พษิณุโลกและจนัทบุร)ี 

1. ลกัษณะทางพฤกษศาสตร ์ 

ไมต้น้ขนาดใหญ่ สงู 8-30 เมตร ผลดัใบ เปลอืกหนา สน้ํีาตาลหรอืเทา แตกเป็น

สะเกด็หนา และเป็นร่องลกึตามยาว เน้ือไมส้แีดงอ่อนถงึน้ําตาลปนแดง เรอืนยอดเลก็สบีรอนส์

ออกสเีขยีว  

ก่ิงอ่อนและใบ มขีนสขีาวปกคลุม ใบเดีย่ว เรยีงเวยีนสลบั แผ่นใบรูปไข ่ ขนาด

ใหญ่ กวา้ง 10-20 เซนตเิมตร ยาว 13-25 เซนตเิมตร ปลายมน โคนมนหรอืหยกัเวา้ตืน้ ฐาน

เป็นรูปหวัใจ  

ดอก เป็นช่อเดีย่วตามซอกใบใกลป้ลายกิง่ กลุ่มละ 3-7 ดอก ขนาดดอก 3.5-5 

เซนตเิมตร แกนกา้นรูปสลบัฟันปลา กา้นช่อดอกยาว 2-5 เซนตเิมตร และมขีนหนาแน่น กา้น

ดอกย่อยมตีัง้แต่สัน้มากจนยาวไดถ้งึ 1 เซนตเิมตร กลบีดอก 5 กลบี สชีมพสูด กลบีดอกรปู

กรวย โคนกลบีชดิกนัปลายบดิเวยีนเป็นรูปกงัหนั เสน้ผ่าศูนยก์ลางดอก 4-5 เซนตเิมตร ขนาด

กลบี กวา้ง 0.5-1 เซนตเิมตร ยาว 4.8-5 เซนตเิมตร ผวิดา้นนอกมขีนสัน้ปกคลุมรปูดาว เกสร

ตวัผูม้ปีระมาณ 30 อนั อดัแน่นรอบรงัไข ่ อบัเรณูรปูหวัลูกศร รงัไขอ่ยู่เหนือวงกลบี มขีน ม ี 3 

ช่อง แต่ละช่องมอีอวุล 2 เมด็ กลบีเลีย้งขนาด 1.4 เซนตเิมตร ม ี 5 กลบี มขีนหนาแน่น ใบ

ประดบัทีก่้านดอกย่อยรปูใบหอกหรอืรปูแถบ กลบีเลีย้งโคนเชื่อมตดิกนัเป็นรปูถว้ย ยาว 1-1.5 

เซนตเิมตร ปลายแยกเป็น 5 แฉก มสีองขนาด แฉกยาว 2 แฉก กวา้ง 2-3 มลิลเิมตร ยาว 1-1.2 

เซนตเิมตร แฉกสัน้ 3 แฉก กวา้งประมาณ 3 มลิลเิมตร ยาว 4-5 มลิลเิมตร  

ผลและเมลด็ ผลผนงัชัน้ในแขง็ ผลกลม แขง็ เกลีย้ง ไม่มสีนัหรอืปุ่มดา้นบน เมื่อ

อ่อนมขีนปกคลุม เมื่อแก่เรยีบเกลีย้ง ผลแก่สน้ํีาตาลเป็นมนั เสน้ผ่าศูนยก์ลางประมาณ 3 

เซนตเิมตร ปีกทีพ่ฒันามาจากกลบีเลีย้งม ี 5 ปีก ปีกยาวรูปขอบขนาน 2 ปีก กวา้ง 2.3 

เซนตเิมตร ยาวประมาณ 13 เซนตเิมตร มเีสน้ตามยาวปีก 1 เสน้ เสน้ย่อยสานเป็นร่างแห อกี 3 

ปีกเลก็ มขีนาดยาว 1-1.5 เซนตเิมตร มหียกัลกึ ปีกอ่อนสแีดงสด เมลด็ 1 เมลด็  

นิเวศวิทยาและการแพร่กระจาย การกระจายพนัธุก์วา้งขวางในแถบภูมภิาค

เอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ้ตัง้แต่ประเทศพม่า มลาย ูลาว กมัพชูา และเวยีดนาม ในประเทศไทย
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พบทัว่ไปทุกภาค เป็นไมเ้ด่นทีพ่บในป่าเตง็รงั พบขึน้ตามป่าแพะ เบญจพรรณแลง้ บางครัง้พบ

ในป่าดบิ (เตม็ สมตินินัทน์.  2538 : 51-53) โดยเหยีงสามารถใชป้ระโยชน์ไดต้ลอดทัง้ปี 

2. การนําไปใช้ประโยชน์ 

ด้านสมุนไพร ใบ ใชต้ม้กบัเกลอืแกป้วดฟัน แกฟั้นโยกคลอน ใบและน้ํามนัยาง ใช้

กนิเป็นยาตดัลูก สมานแผล แกห้นอง ขบัเสมหะ ขบัปัสสาวะ รกัษาแผลในทางเดนิปัสสาวะ แก้

ตกขาว เปลอืก ใชต้ม้น้ําดื่ม แกท้อ้งเสยี 

ด้านอาหาร  กลบีดอกรบัประทานได ้ มรีสเปรีย้วเลก็น้อย ชาวบา้นใชจ้ิ้มน้ําพรกิ 

ด้านอ่ืน ๆ ไดแ้ก่ เน้ือไม ้ นํามาใชใ้นการสรา้งบา้น สรา้งคอกสตัว ์ ยางไม ้ ใชย้า

เครื่องจกัสาน ยาไมแ้นวเรอื ทาํใต ้ทาไม ้ใบแก่ เยบ็เป็นตบัมุงหลงัคา กัน้ฝา ห่ออาหาร 

 

สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 

รายงานหลายฉบบัใหค้วามหมายของสารออกฤทธิท์างชวีภาพ คอื สารจากสิง่มชีวีติ

ตามธรรมชาตทิีม่ผีลต่อสิง่มชีวีติทัง้คน สตัว ์ และพชื ซึง่สอดคลอ้งกบั วรรณฤด ี หริญัรตัน์ 

(2552) กล่าวว่า สารออกฤทธิท์างชวีภาพทีด่ตีอ้งเป็นสารทีม่คีวามจําเพาะเจาะจง เช่น มฤีทธิ ์

จาํเพาะต่อเซลลข์องมะเรง็เตา้นม มฤีทธิจ์ําเพาะต่อเชือ้วณัโรค ฯลฯ และสารนัน้จะตอ้งไม่สง่ผล

ทางลบต่อร่างกาย หรอืมผีลขา้งเคยีงน้อยมาก เพราะเมื่อสารนัน้ถูกนํามาแปรรูปใหเ้ป็น

สว่นประกอบของยา  

ในปี 1993 และ 2001 พบสารประกอบทีแ่ยกไดจ้ากราประมาณ 1,500 ชนิด ใน

จาํนวนดงักล่าวมากกว่าครึง่มคีุณสมบตัยิบัยัง้แบคทเีรยี รา หรอืยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของ

เซลลม์ะเรง็ได ้ (Keller and Yu.  2005 : 437-458) นอกจากน้ี ยงัมกีารรายงานว่าสาร            

เมแทบอไลตทุ์ตยิภูม ิ โดยเฉพาะสารปฏชิวีนะไดนํ้ามาใชป้ระโยชน์ทางการแพทย ์ ไดแ้ก่ ยบัยัง้

การอกัเสบ ป้องกนัระบบภูมคิุม้กนัและยงัสง่ผลต่อระบบนิเวศอกีดว้ย ทาํใหเ้กดิความสมัพนัธ์

ระหว่างพชืและสตัวก์นิพชื แมลงกบัแมลง และพชืกบัพชื บางครัง้เรยีกสารเมแทบอไลตทุ์ตยิภูมิ

ว่าเป็น “สารพษิจากพชื” องคป์ระกอบเป็นโพลคีไีทด ์ (Polyketides) เปปไทด ์ (Peptides) และ

เทอรปี์น (Terpene) มผีลต่อการเจรญิเตบิโตของพชื กระตุน้ฮอรโ์มนพชื และเป็นภูมคิุม้กนัใน

การป้องกนัโรคตดิต่อ 

 

ราเอนโดไฟต์ (Endophytic fungi)  

หมายถงึ เชือ้ราทีอ่าศยัอยู่ในเน้ือเยื่อพชื บางครัง้อาศยัอยู่ในเซลลห์รอืช่องว่างระหว่าง

เซลลข์องพชืในเน้ือเยื่อต่าง ๆ เช่น ราก ลําตน้ ใบ กา้นใบ ฯลฯ พบราเอนโดไฟตไ์ดใ้นพชืทุก

ชนิดและมคีวามเกี่ยวขอ้งกบัพชืในสภาวะพึง่พาอาศยักนั โดยพชืใหท้ีอ่ยู่อาศยั เป็นแหล่งอาหาร 

และปกป้องเชือ้ราจากสภาวะทีไ่ม่เหมาะสม เช่น ความรอ้นความแหง้แลง้ สว่นราเอนโดไฟตจ์ะ

สรา้งสารเมแทบอไลตทุ์ตยิภูมทิีเ่ป็นประโยชน์ต่อพชื เช่น สารทีส่ง่เสรมิการเจรญิของพชื      

สารช่วยยบัยัง้การเจรญิของเชือ้จุลนิทรยีก์่อโรคพชืหรอืสารป้องกนัสตัวก์นิพชื (Hawksworth.  
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1991 : 641-655) สง่เสรมิใหพ้ชืมคีวามสามารถตา้นทานสภาวะขาดแคลนอาหาร (Petrini.  

1991 : 179-187)  

1. การจาํแนกราเอนโดไฟต์ 

การจาํแนกกลุ่มราเอนโดไฟตใ์นทางนิเวศวทิยา สามารถแบ่งราเอนโดไฟตไ์ดเ้ป็น 2 

กลุ่ม ดงัน้ี (กฤต  เพชรสุวรรณ, วนิสั  สุวรรณกนัต ์และ ศวร ี ตนัตกิลุ.  2543 : บทคดัย่อ) 

2.1 Clavicipitaceous grass endophyte เป็นราเอนโดไฟตท์ีอ่าศยัอยู่ในพชืตระกูล

หญา้ ซึง่เป็นเชือ้ราทีอ่ยู่ในวงศ ์ CLAVICIPITACEAE การคน้พบครัง้แรกของราเอนโดไฟต์     

ในกลุ่มน้ีคอื พบในเมลด็ของหญา้ Lolium tumulentum L. ซึง่เป็นวชัพชืในแปลงปลูกพบโดย 

Vogl ในปี ค.ศ.1989 หลงัจากนัน้มกีารรายงานพบเชือ้รากลุ่มน้ีอย่างต่อเน่ือง โดยพบในพชื

ตระกูลหญา้ เช่น หญ้าตระกลู Poaceae หญ้าตระกลู Cryperaceae หญ้าตระกลู Janeaceae 

ฯลฯ โดยคาดว่ามพีชืตระกูลหญา้มากกว่า 80 สกุล และมากกว่ารอ้ยชนิดทีพ่บรากลุ่มน้ีอาศยัอยู่ 

2.2 Non-Clavicipitaceous grass endophyte เป็นราเอนโดไฟตท์ีอ่าศยัอยู่ใน    

ไมย้นืตน้หรอืไมพุ้ม่ และยงัรวมถงึราเอนโดไฟตท์ีไ่ม่ไดอ้ยูใ่นวงศ ์ CLAVICIPITACEAE ราเอน

โดไฟตใ์นกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ เชือ้ราในดวิชินัย่อย Ascomycotina, Deuteromycotina, Zygomycotina 

และ Basidiomycotina  

ราเอนโดไฟตข์องพชืตระกูลหญา้เป็นทีรู่ก้นัมาแลว้มากกว่า 70 ปี แต่การศกึษา   

ราเอนโดไฟตท์ีอ่าศยัอยู่ในไมย้นืตน้และไมพุ้ม่เริม่ไดร้บัการศกึษาเพยีงกว่า 20 ปีทีผ่่านมา โดย

เริม่ทําการศกึษาจากตน้สนพนัธุยุ์โรป ต่อมาภายหลงัจงึเริม่มรีายงานการรวบรวมรายชื่อพชืที่

พบราเอนโดไฟตอ์าศยัอยู่ โดยพชืพวกจมิโนสเปริม์ (Gymnosperm) และพชืพวกแองจโิอสเปริม์ 

(Angiosperm) ทัง้หมดทีม่รีาเอนโดไฟตอ์าศยัอยู่มคีวามหลากหลายทางชวีภาพสงู 
 

 
 

ภาพท่ี 2.1 ราเอนโดไฟตท์ีอ่าศยัอยู่ในเซลลพ์ชื 

ท่ีมา: Nick.  Online.  2016.  
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2. ความสมัพนัธ์ระหว่างราเอนโดไฟต์กบัพืชในทางนิเวศวิทยา  

ราเอนโดไฟต์จะอาศยัอยู่ในพชื โดยไม่ก่อใหเ้กดิโรคกบัพชืทีร่าเอนโดไฟตอ์าศยัอยู่ 

(Strobel and others.  2001 : 2943-2950) โดยอาศยัอยู่ในช่องว่างระหว่างเซลลข์องสว่นต่าง ๆ 

ของพชื ไดแ้ก่ ลําตน้ เปลอืก ท่อลําเลยีงน้ํา ใบ เสน้ใบ ราก และเมลด็ ราเอนโดไฟตม์คีวาม

เกีย่วขอ้งกบัพชืในลกัษณะพึง่พากนัและสภาวะทีอ่ยู่ร่วมกนั โดยฝ่ายหน่ึงไดร้บัประโยชน์แต่อกี

ฝ่ายไม่ไดร้บัประโยชน์และไม่ไดร้บัอนัตราย (Commansalism) แต่บางครัง้อาจทําใหเ้กดิพยาธ-ิ

สภาพกบัพชืผูใ้หอ้าศยัไดถ้า้พชืนัน้เกดิความอ่อนหรอืเกดิสภาวะเครยีด (Dariusz and others.  

2000 : 923-940) โดยจะพบราเอนโดไฟตไ์ดใ้นพชืตระกูลหญา้ ไมผ้ลดัใบ ไมย้นืตน้ ไมพุ้ม่ 

(Strobel and others.  2003 : 535-544) 

3. การศึกษาสารเมแทบอไลต์ทุติยภมิูท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพของราเอนโดไฟต์    

โดยส่วนใหญ่มกัศกึษาจากพชืสมุนไพรหรอืพชืทีม่ฤีทธิท์างชวีภาพ โดยสนันิษฐาน

ว่าราเอนโดไฟต์ที่อาศยัอยู่ร่วมกบัพืชอาจมคีวามสามารถสร้างสารออกฤทธิท์างชีวภาพชนิด

เดยีวกบัสารทีพ่ชืผูใ้หอ้าศยัผลติได ้

 

รายงานการวิจยัเก่ียวกบัสารผลิตภณัฑข์องราเอนโดไฟต์ 

ราเอนโดไฟต์จํานวนหลายชนิดที่ยังไม่ได้มีการศึกษาถึงสารที่ราเอนโดไฟต์ผลิต

หลงัจากปี ค.ศ. 1907 Darnel (Tan.  2001 : 448-459) ไดศ้กึษาสารออกฤทธิท์างชวีภาพทีค่าด

ว่าจะเป็นแหล่งของสารเมแทบอไลต์เพื่อใช้ทางการแพทย์ การเกษตร และทางอุตสาหกรรม 

(Tan.  2001 : 448-459 ; Strobel and others.  2004 : 257-268) ได้ ศึ ก ษ าโด ยล ะ เอี ย ด       

ถงึโครงสรา้งของสารที่ราเอนโดไฟต์ผลติขึ้น พบสารต่าง ๆ ดงัน้ี แอลคาลอยด์ (Alkaloid) สาร

อนุพนัธ์ของอนิโดล (Indole derivative) เลซิตนิ (Lecithin) สเตยีรอยด์ (Steroid) เทอร์ปีนอยด ์

(Terpenoids) อ นุพัน ธ์ ข อ งไอ โซ โค มาลีน  (Iso-coumarine derivative) ค วิ นิ น  (Quinine)       

ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) ฟีนิลโพรพานอยด ์(Phenylpropanoids) เปบไทด์ (Peptide) ฟีนอล 

(Phenol) กรดฟีโนลิก (Phenolic acid) สารประกอบแอมฟาติก (Aliphatic Compounds) และ

สารอื่นอีกเป็นจํานวนมาก และเมื่อไม่นานมาน้ีได้มกีารรายงานพบว่าฮอร์โมนที่มผีลต่อพืชที่

แยกได้จากราเอนโดไฟต์สายพันธุ์ Colletotrichum gloeosporioides สามารถเหน่ียวนําให้

แคลลสัของพชืเจรญิเตบิโตได ้
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ภาพท่ี 2.2 การทดสอบการสรา้งสารระเหยจากราเอนโดไฟตใ์นการยบัยัง้ราสาเหตุโรคพชื  

(a คอื ราเอนโดไฟต ์Cordana sp., b คอื เชือ้ราก่อโรคพชื Wodulisporium sp.) 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Lee and orthers.  Online.  2009. 

 

สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากราเอนโดไฟต์   

สารประกอบจากราเอนโดไฟตบ์างชนิดสามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของสิง่มชีวีติชนิด

อื่นได ้ เช่น แบคทเีรยี ไวรสั โปรโตซวั ฯลฯ นอกจากน้ียงัมผีลต่อมนุษยแ์ละสตัวช์นิดอื่นดว้ย    

(Strobel. 2003 : 535-544)  ตวัอย่างเช่น ราสายพนัธุ ์ Crinipellis perniciosa ซึง่เป็นเชือ้รา   

ก่อโรคพชืทาํใหเ้กดิโรค Witche’ Broom ถูกยบัยัง้โดยราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกไดจ้ากตน้โกโก ้

(Rubini and others.  2005 : 24-33) ราเอนโดไฟตบ์างชนิดสรา้งสารระเหยทีม่ฤีทธิใ์นการต้าน

จุลนิทรยีท์ี ่ ไดแ้ก่ ราเอนโดไฟตส์ายพนัธุ ์ Muscodor albus ทีแ่ยกไดจ้ากต้น Cinnamomum 

zeylanicum หรอืตน้ชะเอม (Strobel and others.  2001 : 2943-2950) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.3 ราเอนโดไฟตแ์สดงฤทธิท์างชวีภาพในการควบคุมเชือ้แบคทเีรยีก่อโรคพชื  

(a คอื สารสกดัทีไ่ดจ้ากราเอนโดไฟต ์และ b คอื สารควบคุม) 

ท่ีมา: ภทัราพรรณ  พรหมแกว้, สายสมร ลํายอง และบุญสม บุษบรรณ์. 2559.  157. 

 

a b 
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1. สารผลิตภณัฑจ์ากราเอนโดไฟต์ในการต่อต้านมะเรง็และเน้ืองอก  

ราเอนโดไฟตท์ีพ่บในตน้หลวิ Psetalotiopsis spp. ไดแ้ก่ ราเอนโดไฟตส์ายพนัธุ ์ 

P. microspora สามารถสรา้งสาร Paclitaxel โครงสรา้งดงัภาพที ่2.4 ในการต่อตา้นเชลลม์ะเรง็ 

(Strobel and others.  1996 : 435-440) Podophyllotoxin ใชเ้ป็นยาตา้นโรคมะเรง็ ซึง่เป็นสาร

จากราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกไดจ้ากตน้ Podophyllum peltatum (Eyberger, Dondapati and Porter.  

2006 : 1121-1124) สารต่อตา้นการเกดิเน้ืองอกจากราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกไดจ้ากพชืสมุนไพรโดย

ทาํการทดสอบกบั HL-60 ตวัอย่างเช่น สารเมแทบอไลตจ์ากเชือ้ Aspergillus palasiticus ซึง่

เป็นราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกไดจ้ากตน้ Redwood  

 

 
 

ภาพท่ี 2.4 โครงสรา้งทางเคมขีองสาร Paclitaxel 

ท่ีมา : Feiwen.  Online.  2007 

 

2. ผลิตภณัฑ์จากราเอนโดไฟต์ท่ีใช้ในการควบคมุแมลง 

สารควบคุมแมลงทางชวีภาพทีแ่ยกไดจ้ากราเอนโดไฟตส์ายพนัธุ ์ Muscodor 

vipigenus ทีแ่ยกไดจ้ากต้น Paullinia paulinioides โดยราเอนโดไฟตช์นิดน้ีสามารถสรา้งสาร 

Naphthalene โครงสรา้งดงัภาพที ่2.5 ซึง่มผีลในการรบกวนแมลง (Daisy and others.  2002 : 

3737-3741) และราเอนโดไฟตช์นิดอื่น ๆ เช่น Phomopsis phaseoli ซึง่แยกไดจ้ากพชืในป่า

เขตรอ้น มคีวามสามารถในการสรา้งสาร 3-hydroxypropionic acid ซึง่มฤีทธิใ์นการต่อตา้นตวั

อ่อนของแมลง (Schwarz.  2004 : 2239-2245) 

 

 

 

ภาพท่ี 2.5 โครงสรา้งทางเคมขีองสาร Naphthalene  

ท่ีมา : Todd.  Online.  2016 
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3. ผลิตภณัฑ์จากราเอนโดไฟต์ในการเป็นสารต่อต้านอนุมูลอิสระ 

ราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกไดจ้ากต้น Podophyllum hexandrus สามารถสรา้งสาร

Podophyllotoxin ซึง่มกีารประยุกตใ์ชใ้นการเป็นสารต้านอนุมลูอสิระ (Puri and others.  2006 

494-510) สาร Graphis lactone A โครงสรา้งดงัภาพที ่ 2.6 จากราเอนโดไฟตส์ายพนัธุ ์

Cephaloporium sp. IFB – 001 โดยแยกไดจ้ากต้น Trachelospermum jasminoides พบว่ามี

ความสามารถเป็นสารต่อตา้นอนุมลูอสิระไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ (Song and others.  2005 : 

506-509) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.6 โครงสรา้งทางเคมขีองสารกลุ่ม Graphis lactone A 

ท่ีมา : Andrzej.  Online.  2007 

 

4. ผลิตภณัฑ์จากราเอนโดไฟต์ในการเป็นสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 

สาร Neurotoxin ไดแ้ก่สาร Lolitren B ซึง่มโีครงสรา้งเป็น Indole diterpene จากรา

เอนโดไฟตส์ายพนัธุ ์ Neotyphodium lolii มฤีทธิใ์นการยบัยัง้การทํางานของ hSlo-large 

calcium potassium ของตบัโดยศกึษาจากตวัอ่อนของมนุษย ์ (Dalziel Finch and Dunlop.  

2005 : 421-426) สาร Cytochalasin F มฤีทธิใ์นการยบัยัง้การสงัเคราะหแ์สงของพชื ซึง่สกดัได้

จากราเอนโดไฟตส์ายพนัธุ ์ Geniculosporium sp. โดยคดัแยกไดจ้ากตน้ Teucrium 

scorodoinia  

 

การจดัจาํแนกราเอนโดไฟต์  

ในอดตีการจดัจําแนกราเอนโดไฟต์จะทําการศกึษาลกัษณะทางสญัฐานวทิยาและระบุ

ชนิดภายใต้กล้องจุลทรรศน์ แต่ราเอนโดไฟต์ส่วนใหญ่มคีวามคล้ายคลงึกนัมากทําให้ระบุชนิด

ไ ด้ ย า ก  (Zhang and others.  2006 : 753-771 ; Hyde and Soytong.  2007 : 281-289) 

นอกจากน้ีราเอนโดไฟต์จํานวนมากในสภาวะการเพาะเลี้ยงไม่สามารถสร้างสปอร์ได้ (Lacap 

and others.  2003 : 53-66) จึงทําให้เกิดการพัฒนาวิธีการจัดจําแนกโดยใช้เทคนิคทาง        

ชีวโมเลกุลซึ่งทําให้เราทราบถึงความหลากหลายและลกัษณะทางอนุกรมวธิาน วิธีการน้ีให ้

ผลสําเร็จและมีความแม่นยําสูง (Johnston and Jones. 1997 : 420-430 ; Mazzaglia and 
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others.  2001 : 670-675 ; Vega and others.  2010 : 122-138) ก ารศึกษ าลักษ ณ ะทาง      

ชีวโมเลกุลจะทําการศึกษาถึงการจัดลําดับเบสของ rDNA แล้วนําไปใช้ในการจดัหมวดหมู่ 

ปัจจุบันได้มีการวิเคราะห์ลําดับเบสบนตําแหน่ง ITS (Internal transcribed spacers) ได้แก่ 

ITS1 ITS4 เพื่อใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของราเอนโดไฟต์เพราะวิธีการน้ีมีความถูกต้อง

แม่นยําสูงโดยใช้เปรยีบเทยีบในฐานขอ้มูลของ Genbank (Vilgalys.  2003 : 4-5 ; Arnold and 

Lutzoni.  2007 : 541-549 ; Cai and others.  2009 : 183-204) แล้ วอ าศัยวิธีก ารพิ สู จ น์

เอกลกัษณ์อื่น ๆ ร่วมดว้ย   

 

งานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

สุทธนีิ ลขิติตระกูลรุ่ง. (2546) แยกราเอนโดไฟตจ์ากต้นมะเขอืเทศ พรกิ และมะเขอืพวง 

โดยนําสว่นของกิง่ใบ และกา้นใบ ฆ่าเชือ้ทีผ่วิดว้ยวธิ ี Triple sterilization ไดร้าเอนโดไฟต์

จาํนวน 611 ไอโซเลท ทดสอบประสทิธภิาพของราเอนโดไฟต ์ ในการควบคุมโรคใบไหมข้อง

มะเขอืเทศในโรงเรอืน โดยแช่เมลด็ของมะเขอืเทศใน Suspension ของราเอนโดไฟตช์นิดต่าง ๆ 

พบว่าตน้มะเขอืทีแ่ช่ดว้ย Xylaria sp. No. 381 มดีชันีการทาํลายของโรคน้อยทีสุ่ด สว่นการ

ควบคุมโรคใบไหมโ้ดยการพน่ราเอนโดไฟตบ์นต้นมะเขอืเทศ พบว่าวธิทีีพ่น่ Xylaria sp. 

No.381 มดีชันีการทําลายของโรคน้อยทีสุ่ดแตกต่าง ๆ อย่างมนีัยสาํคญัเมื่อเปรยีบเทยีบกบั 

Fusarium sp. No.158 

กนกวรรณ  สว่าง และคณะ.  (2547) ศกึษาสารออกฤทธิท์างชวีภาพจากเชือ้ Bipolaris 

oryzaed  ทีเ่ป็นสาเหตุโรคพชื 12 สายพนัธุ ์สามารถคดัเลอืกเชือ้รา Bipolaris oryzaed สาํหรบั

ใชใ้นการทดลองครัง้น้ี หลงัจากทําการแยกสารออกฤทธิท์างชวีภาพใหบ้รสิุทธิ ์ จากสารสกดั

เอธลิอะซเีตท โดยใชเ้ทคนิคทางโครมาโทรกราฟี แยกสารไดท้ัง้หมด 7 ชนิด แบ่งออกเป็น 2 

กลุ่มคอื กลุ่มของ Ophiobolins 4 ชนิด ไดแ้ก่ 3-anhydyoophiodolin A, Ophiobolin I, 

Ophiobolin A, และ 6-ophiobolin A และสารในกลุ่ม Cochlioquinones 3 ชนิด ไดแ้ก่   

Isocochlioquinone A, Isocochlioquinone C และ Anhydrocochlioquinone A โดยสารทัง้ 7 

ชนิดยงัไม่เคยมกีารรายงานมาก่อน การพสิจูน์โครงสรา้งของสารใชว้ธิทีางสเปกโทรสโคปีและ

เปรยีบเทยีบกบัขอ้มลูทีเ่คยมกีารรายงานไวแ้ลว้ จากการศกึษาฤทธิก์ารยบัยัง้เซลลม์ะเรง็และ

การศกึษาการยบัยัง้เอนไซม ์ Acetylcholinesterase สาร 2 มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ทัง้ 

Hela และ KB ดทีีสุ่ด โดยมคี่า IC50< 0.1 และ 0.89 µg/ml ตามลําดบั ในสว่นของฤทธิก์าร

ยบัยัง้การทาํงานของเอนไซม ์Acetylcholinesterase สาร 1  2  3  4  5 และ 7 แสดงฤทธิย์บัยัง้ 

ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 1 µg/ml 

นุชจริา อ่อนนวล และคณะ. (2547) วจิยัเรื่องสารออกฤทธิท์างชวีภาพราเอนโดไฟตท์ี่

แยกจากเปลา้ใหญ่ (Croton oblongifolius) ในจุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั โดยเกบ็ตวัอย่างสว่นที่

เป็นใบอ่อน ใบแก่ กิง่ และเปลอืกของเปลา้ใหญ่ แยกราเอนโดไฟตไ์ด ้47 ไอโซเลต เมื่อทดสอบ

ฤทธิต์า้นจุลนิทรยีท์ดสอบของสารสกดัราเอนโดไฟตโ์ดยใชว้ธิ ี Agar well diffusion method 

พบว่าราเอนโดไฟตไ์อโซเลต CuLm17 สามารถสรา้งสารทีม่ฤีทธิย์บัยัง้จุลนิทรยีไ์ดด้ ีจากการจดั
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จาํแนกสายพนัธุโ์ดยการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยา พบว่า ราเอนโดไฟตไ์อโซเลต 

CuLm17 คอื Penicillium sp. เมื่อเพาะเลีย้งราเอนโดไฟตไ์อโซเลต CuLm17 ในอาหารเหลว

มอลทส์กดั แลว้แยกสารใหบ้รสิุทธิโ์ดยวธิทีางโครมาโทกราฟีและการตกผลกึ ไดส้ารบรสิทุธิ ์ 2 

ชนิด คอืสาร ME1 และ สาร ME2 เมื่อวเิคราะหโ์ครงสรา้งของสารทีแ่ยกได ้โดยอาศยัสมบตัทิาง

กายภาพ ใชเ้ทคนิคทางสเปกโทรสโคปี (IR, MS, UV, 1
13H,  C NMR และ 2D NMR) และ

เทคนิค X-ray พบว่าสารบรสิุทธิ ์ ME1 คอื Folipastatin และสารบรสิุทธิ ์ ME2 คอื Unguinol  

เมื่อนํามาทดสอบฤทธิท์างชวีภาพ พบว่าสาร Folipastatin  มฤีทธิย์บัยัง้ B. subtilis ATCC 

6633, S.aureus ATCC 25923, E.coli ATCC 25922 และ P. aeruginosa ATCC 27853 โดยมี

ค่า MIC เท่ากบั 164.5, 657.9, 328.9 และ 328.9 µm ตามลาํดบั รวมทัง้มฤีทธิย์บัยัง้

เซลลม์ะเรง็ทดสอบ HEP - G2 (ตบั), SW - 620 (ลาํไสใ้หญ)่, CHAGO (ปอด), KATO - 3 

(กระเพาะอาหาร) และBT- 474 (เตา้นม) โดยมคี่า IC 50 เท่ากบั 15.7, 15.3, 14.5, 15.8 และ 

22.6 µm ตามลําดบั และสาร  Unguinol  มฤีทธิย์บัยัง้ B.subtilis ATCC 6633, S.aureus 

ATCC 25923, E.coli ATCC 25922 และ P. aeruginosa ATCC 27853 โดยมคี่า MIC เท่ากบั 

191.7, 1533.7, 1533.7 และ 1533.7 µm ตามลําดบั รวมทัง้มฤีทธิย์บัยัง้เซลลม์ะเรง็ทดสอบ 

KATO-3 (gastric) โดยมคี่า IC 50 เท่ากบั 21.2 µm แต่สารทัง้ 2 ชนิดไม่มฤีทธิต์า้นอนุมลูอสิระ  

พรเทพ ชมชื่น. (2547) การศกึษาสารออกฤทธิท์างชวีภาพจากราเอนโดไฟต ์

Phomopsis sp.ไอโซเลต USIA 5 จากผกัหวานเมา (Urobotrya  siamensis) และไอโซเลต 

LRUB 20 จากกะตงัใบ Leea rubya โดยนําสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟตไ์อโซเลต LRUB 20 

มาแยกสารบรสิุทธิโ์ดยเทคนิคโครมาโทกราฟีไดส้าร 3 ชนิด คอื Asterric acid, 2-

hydroxymethyl-3-methyl-cyclopent-2-enone  และ 2- hydroxymethyl-3-methyl-

cyclopentanone สารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟตไ์อโซเลต USIA 5 แยกสารบรสิุทธิไ์ด ้1 ชนิด 

คอื 3-nitropropionic acid การพสิูจน์โครงสรา้งทางเคมขีองสารใชว้ธิวีเิคราะหข์อ้มลู UV , IR , 

MS และ NMR ร่วมกบัการเปรยีบเทยีบขอ้มลูทีม่รีายงานมาแลว้ เมื่อนําสารบรสิุทธ์ทีแ่ยกไดไ้ป

ทดสอบทางชวีภาพ พบว่าสาร Asterric acid, 2-hydroxymethyl-3-methyl-cyclopent-2-enone 

และ 3-nitropropionic acid แสดงฤทธิต์า้นเชือ้ Mycobacterium tuberculosis H37Rv ดว้ยค่า 

MIC เท่ากบั 200, 200 และ 0.39 g/ml ตามลําดบั การศกึษาทางสณัฐานวทิยาและการวเิคราะห์

ลําดบันิวคลโีอไทดใ์นบรเิวณ ITS1 – 5.8S-ITS2 ของ rDNA  สามารถจาํแนกประเภท          

ราเอนโดไฟตไ์อโซเลต USIA 5 คอืPhomopsis sp. ในวงศ ์ Diaporthaceae ขณะทีก่ารศกึษา

ทางสณัฐานวทิยาพบว่าราเอนโดไฟตไ์อโซเลต LRUB 20 ไม่สรา้งสปอร ์ จงึจําแนกประเภทรา

เอนโดไฟต ์ ไอโซเลต LRUB 20 ไวใ้นวงศ ์Magnaporthaceae 

สนิทว ี สงิหว์งศว์ฒันะ.  (2547) ศกึษาสารออกฤทธิท์างชวีภาพจากราเอนโดไฟตท์ีแ่ยก

จากกระท่อม (Mitragyna  speciosa  Korth) โดยเกบ็ตวัอย่างใบกระท่อมจากจงัหวดัปทุมธานี 

อยุธยา และสุราษฎรธ์านี แยกราไดท้ัง้หมด 39 ไอโซเลต ทาํการทดสอบฤทธิข์องราเอนโดไฟต์

ดว้ยวธิ ี Dual-culture agar diffusion พบว่าราเอนโดไฟตไ์อโซเลต P03 สามารถสรา้งสารทีม่ี

ฤทธิท์างชวีภาพในการยบัยัง้จุลนิทรยีท์ดสอบไดด้ทีีสุ่ด เมื่อนํามาจดัจาํแนกสายพนัธุโ์ดยศกึษา
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ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาและวเิคราะหล์ําดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS ของ rDNA พบว่า       

ราเอนโดไฟต ์P03 คอื Glomerella cingulate  จากนัน้ทาํการแยกสารออกฤทธิท์างชวีภาพ โดย

นําราเอนโดไฟต ์P03 มาเลี้ยงในอาหารเหลว Sabouraud dextrose ทําการแยกสารบรสิุทธิจ์าก

น้ําหมกัและเสน้ใยของราดว้ยวธิโีครมาโทกราฟี และการตกผลกึ และวเิคราะหส์ูตรโครงสรา้ง

ของสารดงักล่าว โดยอาศยัสมบตัทิางกายภาพ และเทคนิคทางสเปกโทรสโคปี พบว่า เมื่อแยก

สว่นสกดัเอธลิอะซเีตทจากเสน้ใยไดข้องผสม 1 ชนิดคอื น้ํามนั (ของผสม 1) และสารบรสิุทธิ ์1 

ชนิดคอื Ergosterol peroxide (สารบรสิุทธิ ์ 1) เมื่อแยกสว่นสกดัเอธานอลจากเสน้ใย ไดส้าร

บรสิุทธิ ์ 1 ชนิดคอื Ursolic acid (สารบรสิุทธิ ์ 2) นําสารบรสิุทธิท์ีแ่ยกไดม้าทดสอบฤทธิท์าง

ชวีภาพในการยบัยัง้จุลนิทรยี ์Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 

25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และ 

Candida albican ATCC 10231 ดว้ยค่า MIC เท่ากบั 15.6 (36.4), 15.6 (36.4), 15.6 (36.4) 

และ 61.25 (143.1) µg/ml ตามลําดบั และมฤีทธิใ์นการยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ตบั (HEP-G2) 

เซลลม์ะเรง็ปอด (CHAGO) เซลลม์ะเรง็ลําไสใ้หญ่ (SW620) เซลลม์ะเรง็กระเพาะอาหาร 

(KATO-3) และเซลลม์ะเรง็เตา้นม (BT474)  โดยมคี่า IC 50 เท่ากบั 5.0 (11.7), 6.3 (14.7), 5.2 

(12.1), 5.8 (13.6), และ 8.5 (19.2) µg/ml  ตามลาํดบั สําหรบัสารบรสิุทธิ ์2 มฤีทธิต์้านจุลนิทรยี ์ 

จุลนิทรยี ์Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia 

coli ATCC 25922, Pseudomonas  aeruginosa ATCC 27853 และ Candida albican ATCC 

10231 ดว้ยค่า MIC เท่ากบั 125 (274.1), 125 (174.1), 250 (548.2), 125 (274.1) และ 125 

(274.1) µg/ml ตามลําดบัและมฤีทธิใ์นการยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ เซลลม์ะเรง็ตบั (HEP-G2) 

เซลลม์ะเรง็ปอด (CHAGO) เซลลม์ะเรง็ลําไสใ้หญ่ (SW620) เซลลม์ะเรง็กระเพาะอาหาร 

(KATO-3) และเซลลม์ะเรง็เตา้นม (BT474) โดยมคี่า IC50 เท่ากบั 5.4 (11.8), 5.6 (12.3), 0.8 

(1.7), 0.5 (1.1) และ 0.7 (1.5)  µg/ml ตามลําดบั 

จนัทมิา  อุทะกะ.  (2548) ศกึษาสารยบัยัง้เชือ้จุลนิทรยีจ์ากราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกจาก   

ใบกวาวเครอืขาว (Pueraria mirifica) โดยทาํการสุ่มเกบ็ใบกวาวเครอืขาวจาก 4 จงัหวดั คอื

กรุงเทพมหานคร ลพบุร ีตาก และเชยีงราย มาคดัแยกราเอนโดไฟตโ์ดยผ่านวธิฆีา่เชือ้ทีผ่วินอก

สามารถแยกราไดท้ัง้หมด 43 ไอโซเลต ทาํการทดสอบการยบัยัง้เชือ้จุลนิทรยีด์ว้ยวธิ ีdual agar 

diffusion technique พบว่าราเอนโดไฟตส์ายพนัธุ ์ 63LVM01 มาพสิจูน์เอกลกัษณ์ทางสณัฐาน

วทิยาและอณูชวีวทิยาเมื่อเทยีบลําดบั DNA บรเิวณ ITS1 ITS2 และ 5.8s rRNA พบว่า         

ราเอนโดไฟตส์ายพนัธุ ์63LVM01  จดัเป็น Mycoleptodiscus sp. ซึง่มฤีทธิ ์ เน่ืองจากสามารถ

ยบัยัง้เชือ้จุลนิทรยีท์ดสอบได ้ 3 ชนิด คอื Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus  และ 

Candida albicans และสามารถยบัยัง้ไดด้ทีีสุ่ด ดงันัน้จงึเลอืกราเอนโดไฟตส์ายพนัธุ ์63LVM01 

มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว Yeast extract broth (YEB) แลว้นํามาสกดัและแยกสารดว้ย

เทคนิคทางโครมาโทกราฟี และการตกผลกึไดส้าร 4 ชนิด ประกอบดว้ย Uracil และ Cyclo (L-

Leu-L-Pro) และสารทีเ่ป็นผลติภณัฑจ์ากธรรมชาตใิหม่ 2 ชนิด คอื Cyclo (L-Ser-L-Tryp) และ 

Cyclo (L-Ala-L-Tryp) ซึง่สารทีไ่ดท้ัง้ 4 ชนิด ไดม้าจากสารสกดัหยาบเอธลิอะซเีตทของน้ําเลี้ยง
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เชือ้ ทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้จุลนิทรยีส์ารทัง้ 4 ชนิด ดว้ยวธิ ีMinimum inhibitory concentration 

method (MIC) เมื่อใช ้ Penicillin G, Erythromycin, Sulfadimidine, Streptomycin, 

KetoconaZole และ Iprodine เป็น positive control พบว่า Cyclo (L-Leu-L-Pro) มฤีทธิย์บัยัง้

เชือ้ B. subtilis ATCC 6633 ไดป้านกลาง 1.96 (9.33) µg/ml (µM) และมฤีทธิย์บัยัง้เชือ้ E. coli 

ATCC 25922 และ C. albicans ATCC 10231 ไดต้ํ่าและ Cyclo(L-Ser-L-Tryp) มฤีทธิย์บัยัง้

เชือ้ C. albicans ATCC 10231 ทีม่คี่า MIC เท่ากบั 1.96 (7.18) µg / ml (µM) ซึ้งมฤีทธิด์กีว่า 

Ketoconazole และ Iprodine 2.6 และ 4.2 เท่าตามลําดบั 

นงลกัษณ์  ศรอีุบลมาศ.  (2548) ศกึษาราเอนโดไฟตจ์ากพชืสมุนไพรไทยและนํามา

ตรวจกรองหาฤทธิท์างชวีภาพ โดยเกบ็ตวัอย่างกิง่และใบทีม่รีอยโรคของพชืสมุนไพร 81 ชนิด 

จากป่าทัง้สีภ่าคของประเทศไทย คดัเลอืกราเอนโดไฟตท์ีม่ลีกัษณะโคโลนีแตกต่างกนั 360    

ไอโซเลต มาเพาะเลีย้งใน Malt Czapek broth และ Yeast extract sucrose broth นําสารสกดั

จากน้ําหมกัมาทดสอบฤทธิท์างชวีภาพ การทดสอบสารสกดัดว้ยวธิ ี Microplate alamar blue 

assay พบสารสกดัจากราเอนโดไฟต ์ 92 ไอโซเลต มฤีทธิต์า้นเชือ้วณัโรค Mycobacterium 

tuberculosis H37Ra  (MIC 0.0625-200 µg/ml การทดสอบสารสกดัดว้ยวธิ ี [3H] 

hypoxanathine incorporation พบสารสกดัจากราเอนโดไฟต ์ 6 ไอโซเลต มฤีทธิต์า้นเชือ้

มาลาเรยี Plasmodiu falciparum K1 (IC50 1.2-9.1 µg/ml) 

ชยัวฒัน์  บุญมากาศ และคณะ.  (2550) ศกึษาพชืในวงศ ์ Stemonaceae ในการผลติ

สารออกฤทธิท์างชวีภาพจากราเอนโดไฟตท์ีอ่าศยัอยู่ในพชืชนิดน้ีในการยบัยัง้การเจรญิเตบิโต

ของเชือ้แบคทเีรยีก่อโรคในพชื ไดแ้ก่ Erwinnia carotovora, Pseudomonas solanacearum, 

และ Xanthomonas citrii การทดลองน้ีไดเ้กบ็ตวัอย่างของ Stemona burkiliic  ทีไ่ดจ้ากจงัหวดั

เชยีงใหม่ ลําพนู ระยอง และนครราชสมีา เกบ็ตวัอย่างใบพรอ้มก้านและราก S.kerrii จาํนวน 58 

ตวัอย่าง ราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกมาไดม้ทีัง้หมด 170 ไอโซเลต ซึง่เมื่อนํามาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้

หลงัจากปัน่เหวีย่งแยกเซลล์ออกแลว้นํามาทดสอบวธิ ี Plate diffusion method พบว่าม ี 15 ไอ

โซเลต ทีม่คีวามสามารถในการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้แบคทเีรยี และเมื่อนํามาเลีย้งใน

อาหารเหลว PDB+0.2%YE และ Modified MID ในจาํนวนน้ีพบว่า ราเอนโดไฟต์บางไอโซเลต

สามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้แบคทเีรยีไดท้ัง้ 4 สายพนัธุ ์ ในขณะทีบ่างไอโซเลต

สามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้แบคทเีรยีบางชนิดไดเ้ท่านัน้ 

นงลกัษณ์  ศรอีุบลมาศ และคณะ.  (2551) ศกึษาสารต้านมะเรง็จากราเอนโดไฟตใ์นพชื

สมุนไพรไทย เกบ็ตวัอย่างจากกิง่ใบไมข้องพชื แยกราเอนโดไฟตท์ีน่่าสนใจไดแ้ก่ (1) รา 

Lrub20 แยกไดจ้ากกระตงัใบดอกแดง มฤีทธิต์า้นเชือ้วณัโรค (2) รา Phomopsis sp. Usia5  

แยกไดจ้ากเสน มฤีทธิต์า้นเชือ้วณัโรคไดด้ ี และแสดงความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ทรวงอก  

มะเรง็ช่องปาก มะเรง็ปอด (3) รา Bipolaris sp. Ctom 12 แยกไดจ้ากเคด มฤีทธิต์า้น 

Plasmodium falciparum และมฤีทธิด์ใีนการฆา่เซลลม์ะเรง็หลายชนิด ไดแ้ก ่ มะเรง็ท่อน้ําด ี 

มะเรง็เยื่อบุช่องปาก มะเรง็ปากมดลูก มะเรง็เต้านม มะเรง็ปอด และ เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว 

(4) รา Phomopsis sp. Mfer5 แยกไดจ้ากบุนนาค สรา้งสาร 3-NPA เป็นสารพษิทีพ่บไดท้ัว่ไป
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ในราเอนโดไฟตห์ลายชนิด (5) รา Fusicoccum sp. Gell14 แยกจากทองแมว (6) รา 

Phomopsis sp. Rlyi1 ในกุหลาบขาว (7) รา Fusarium sp. Tasp15 จากไชหนิ สรา้งสาร 3-

nitropropionic  acid รา Gspe 11 จากพุดรตันาสามารถฆา่เซลลม์ะเรง็ทรวงอก และเซลลม์ะเรง็

ปอด 

วนัพร  เขม็มุกต.์  (2552) ไดแ้ยกราเอนโดไฟตจ์าก ใบ กิง่ และรากลําไยทีม่กีาร

เจรญิเตบิโตสมบูรณ์ ในพืน้ทีจ่งัหวดัเชยีงใหม่และลําพนู ทําการฆา่เชือ้ดว้ยวธิ ี Triple 

sterilization ไดเ้ชือ้รา 660 ไอโซเลท จดักลุ่มของเชือ้ราไดท้ัง้สิน้ 65 Taxa นําราเอนโดไฟต์

จาํนวน 50 ไอโซเลต ทดสอบความสามารถในการยบัยัง้เชือ้รา Colletotrichum sp. สาเหตุโรค

ใบจุดดําในลําไยดว้ยวธิ ี Dual culture พบเชือ้รา Eurotium sp., Colletotrichum sp. No.2,  

Myceliasterilia sp., Beltrania sp. และ Trichoderma spp. ใหผ้ลการยบัยัง้ดทีีสุ่ด             

และนํามาทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคใบจุดดาํในลําไย พบว่ากรรมวธิฉีีดพน่ดว้ย 

Colletotrichum sp. No.2 และ Eurotium sp. มดีชันีการทาํลายน้อยทีสุ่ด 

สุจติรา  หาญทนง.  (2552) ศกึษาการแยกสารทีม่คีวามเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็จาก     

ราเอนโดไฟตใ์นใบและเปลอืกราชดดั โดยวจิยัน้ีสามารถแยกราไดท้ัง้หมด 34 ไอโซเลต หลงัทาํ

การเพาะเลีย้งในอาหาร 5 ชนิด ไดแ้ก่ Potato dextrose broth (PDB), Malt extract broth 

(MEB), Malt czapek broth (MCzB), Sabouraud’s dextrose broth (SDB) และ Glucose 

yeast extract broth (GYB) สารสกดัหยาบทีไ่ดนํ้ามาทดสอบความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็คน 5 

ชนิด คอื มะเรง็ ตบั (Hep-G2) มะเรง็ลําไส ้ (SW-620) มะเรง็ปอด (CHAGO) มะเรง็กระเพาะ

อาหาร (KATO-3) และมะเรง็ทรวงอก (BT-474) จากผลทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล ์และการ

วเิคราะหด์ว้ยเทคนิค 1H NMR ของสารสกดัเหล่านัน้ ทาํใหส้ามารถเลอืกราทีจ่ะนํามาเพาะเลี้ยง

ในขัน้ต่อไปได ้3 ชนิด ไดแ้ก่ RB-20/2A, RB-20c และ RL-K3  ซึง่เมื่อทําการแยกสว่นสกดัของ

ราเหล่าน้ีใหบ้รสิุทธิ ์ พบว่าไดส้ารทีม่กีารรายงานมาก่อน 8 ชนิด คอื Macrosporin, 

Alternariolmonomethyl ether, Alternariol, Integric acid, Cytochalasin C, Cytochalasin Q, 

Cytochalasin D และ Cyclo(D-tyrosyl-D-proline) จากนัน้นําสารทีแ่ยกไดท้ัง้หมดมาทําการ

ทดสอบความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ พบว่า สาร 1 มคีวามเป็นพษิทีจ่ําเพาะต่อเซลล ์ BT-474 

และ KATO-3 ในระดบัสงู โดยมคี่า IC50 เท่ากบั 1.69 และ 8.69 µM ตามลําดบั สว่นสาร 2 

แสดงความเป็นพษิต่อเซลล ์SW-620, KATO-3 และ BT-474 (ดว้ยค่า IC50 เท่ากบั 3.01, 2.17 

และ 12.19 µM ตามลําดบั) ในขณะทีส่าร 3 มคีวามเป็นพษิทีจ่าํเพาะต่อเซลล ์ SW-620 และ 

CHAGO (IC50 เท่ากบั 9.33 และ 18.67 µM ตามลําดบั) และสาร 4 แสดงความเป็นพษิกบัทุก

เซลลท์ีท่ดสอบ สาํหรบัสาร 7 และสาร 5 มคีวามเป็นพษิต่อเซลล ์Hep-G2, KATO-3 และ BT-

474 ในระดบัทีใ่กลเ้คยีงกนั 

อรวรรณ  ปิยะบุญ.  (2553) ศกึษาประสทิธภิาพของจุลนิทรยีป์ฏปัิกษ์ คอื เชือ้รา 

Trichodermahar ziamum CB-Pin-01., T. harziamum PM 51 และแบคทเีรยี Bacillus subtilis 

กบั B. amyloliquefaciens สาํหรบัควบคุม Phytophthora parasitica ดว้ยวธิ ี Dual cultures 

พบว่าเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปัิกษ์สามารถยบัยัง้เชือ้รา P. parasitica ไดโ้ดยเชือ้รา T. harziamum ทัง้ 
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2 สายพนัธุ ์ มปีระสทิธภิาพการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้รา P. parasitica ไดด้กีว่าเชือ้แบคทเีรยี 

Bacillus spp. การฉีดพ่นเชื้อจุลนิทรยีป์ฏปัิกษ์เปรยีบเทยีบกบัสารเคม ี  Metalaxyl บรเิวณโคน

ตน้ยางชาํดุง พบว่าประสทิธภิาพการยบัยัง้ของเชือ้รา T. harziamum PM 51 แตกต่างกนักบั

ประสทิธภิาพการยบัยัง้ของเชือ้แบคทเีรยี Bacillus spp. สว่นประสทิธภิาพของเชือ้รา T. 

harziamum ทัง้ 2 สายพนัธุ์ ไม่แตกต่าง เมื่อเปรยีบเทยีบกบัการใชส้ารเคม ี Metalaxyl 

Bacon และคณะ (1977 : 576-581) พบว่า ราเอนโดไฟตส์ว่นใหญ่สามารถใช้

สว่นประกอบของเซลลพ์ชืได ้ มกีารสรา้งเอนไซม ์ และสรา้งองคป์ระกอบทีช่่วยเร่งการเจรญิ 

เตบิโตของพชื และสรา้งสารทีส่ามารถใชป้ระโยชน์ในทางเภสชักรรม หรอืทางเกษตรกรรมได ้

และศกึษาพบวา่ตน้กลา้กะหลํ่าปลทีีค่ลุกเมลด็ดว้ยเชือ้รา Heteroconium chaetospira ทีไ่ดจ้าก

รากกะหลํ่ามกีารเจรญิเตบิโตทีส่มบูรณ์ พชืมคีวามแขง็แรง โดยราเอนโดไฟต ์ H. chaetospira 

สามารถกระตุน้การเจรญิเตบิโตของตน้กลา้กะหลํ่า (Narisawa and others.  1998 : 373-382) 

พบว่าราเอนโดไฟต ์ Fusarium บางชนิด Nigrospora oryzae, Acremonium zeae และ 

Periconia macrospinosa สามารถกระตุน้ใหข้า้วโพดสรา้งสารทุตยิภูมทิีม่ผีลทาํใหข้า้วโพดมี

ความตา้นทานโรค 

Bayman และคณะ (1996 : 143-149) คดัแยกราเอนโดไฟตจ์ากรากและใบของพชืใน

สกุล Lepanthes นําใบและรากมาลา้งผ่านน้ํา ฆา่เชือ้ทีผ่วิโดยแช่ในเอธานอล 75% เป็นเวลา 1 

นาท ีแช่ใน 3.4% Sodium hypochlorite เป็นเวลา 10 นาท ีและแช่ในเอธานอล 75%เป็นเวลา 

30 วนิาท ี หลงัจากนัน้นํามาลา้งดว้ยน้ํากลัน่ทีน่ึ่งฆา่เชือ้แลว้ นําตวัอย่างรากมาตดัตวัอย่างละ 6 

ชิน้ ขนาด 2 – 5 มลิลเิมตร และตวัอย่างใบมาตดัเป็นวงกลมขนดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 4 มลิลเิมตร 

บรเิวณปลายใบ กลางใบ และโคนใบ และตดัแบ่งครึง่อกีครัง้ นําชิ้นสว่นจากรากตวัอย่างละ 3 

ชิน้ และตวัอย่างจากใบทีต่ดัแบ่งเป็นครึง่วงกลม วางบนอาหาร Half-strength malt extract 

agar ทีผ่สม Rose bengal ความเขม้ขน้ 35 mg/l บ่มทีอุ่ณหภูม ิ22 องศาเซลเซยีส นําโคโลนี

ของราทีไ่ดย้า้ยไปเลีย้งในอาหาร MEA หรอื V8 juice agar 

Liu และคณะ (2001) คดัแยกราเอนโดไฟตเ์น้ือเยื่อจากลําตน้ของ Astemisia annua 

โดยนําสว่นของลําตน้ A. annua มาลา้งผ่านน้ําและนํามาฆ่าเชือ้ทีผ่วินอกโดยแช่ในเอธานอล 

75% เป็นเวลา 1 นาท ีแช่ใน 5% Sodium hypochlorite เป็นเวลา 5 นาท ีและนํามาลา้งดว้ยน้ํา

กลัน่ทีน่ึ่งฆ่าเชือ้แลว้ 3 ครัง้ และนําตวัอย่างพชืมาตดัเป็นแท่งขนาด 1 เซนตเิมตร จาก 1 แท่ง

ใหต้ดัแบ่งเป็น 2 แท่งตามแนวตัง้ตรง นําชิน้ตวัอย่างวางบนอาหาร PDA ทีเ่ตมิสารปฏชิวีนะ 

Ampicillin 150 mg/l และ Streptomycin 100 mg/l เพือ่ยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยี บ่มเชือ้ที่

อุณหภูม ิ28 ± 1 องศาเซลเซยีส เมื่อเสน้ใยเจรญิรอบ ๆ ชิน้สว่นของตวัอย่าง คดัเลอืกเชือ้ราให้

ไดเ้ชือ้ราทีบ่รสิุทธิแ์ละเพาะเลีย้งเชือ้ราทีไ่ด ้

Kim และคณะ (2007 : 332-337) แยกราเอนโดไฟต์จากใบ ลําตน้ และรากของพชืผกั 5 

ชนิด คอื พรกิ แตกกวา มะเขอืเทศ ฟักทอง และผกักาดขาวจนี ซึง่ทําการเกบ็ตวัอย่างแบบซุ่ม

เกบ็ตวัอย่างพชืทีป่กต ิ3-5 ตน้ ต่อพืน้ที ่นําตวัอย่างพชืมาทําความสะอาดโดยลา้งผ่านน้ําและผึง่

ใหแ้หง้ฆา่เชือ้ทีผ่วิโดยแช่ตวัอย่างพชืในเอธานอล 70% เป็นเวลา 1 นาท ี แช่ใน 5% Sodium 
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hypochlorite เป็นเวลา 5 นาท ีและนํามาลา้งดว้ยน้ํากลัน่ทีน่ึ่งฆา่เชือ้แลว้ 3 ครัง้ นําตวัอย่างมา

ตดัเป็นชิ้นเลก็ ๆ และนํามาเลีย้งบนอาหาร Malt extract agar ซึ่งเตมิสารปฏชิวีนะ 

Chloramphenicol ความเขม้ขน้ 50 mg/L โดยวางชิน้ตวัอย่างพชื 4 ชิน้ต่อจานอาหารเลีย้งเชือ้ 

บ่มเชือ้ที ่ 25 องศาเซลเซยีส เมื่อเชือ้ราเจรญิทาํการถ่ายเชือ้โดยใชอ้าหาร Potato dextrose 

agar 
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บทท่ี 3 

วิธีดาํเนินการวิจยั 

 

ประชากรและกลุ่มตวัอย่าง 

1. เชื้ อ แ บ ค ที เ รี ย ก่ อ โ ร ค  ไ ด้ แ ก่  Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas fluorescens, Vibrio spp., Salmonella typhimurium และ Bacillus megaterium   

2. สารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากเหียง ที่สกัดด้วยสารละลาย        

เอธลิอะซเีตท 

 

เคร่ืองมือท่ีใช้ในการรวบรวมข้อมูล 

1. อปุกรณ์ ไดแ้ก่ 

- ตูเ้ขีย่เชือ้ (Laminar air flow) ยีห่อ้ Microflow รุ่น M 50545 

- ชุดกรองสุญญากาศ ยีห่อ้ Millipore รุ่น Vacuubrand 

- ไมโครปิเปต (Transfer pipette) ยีห่อ้ Rainin 

- เครื่องชัง่ (Balance) ยีห่อ้ Mettler Toledo รุ่น PG2002-S 

- กลอ้งจุลทรรศน์แบบธรรมดา (Microscope) ยีห่อ้ Nikon รุ่น E400 

- หมอ้น่ึงความดนั (Autoclave) ยีห่อ้ Tomy รุ่น SS-325 

- เครื่องกลัน่ระเหยสุญญากาศ (Rotary evaporator) ยี่ห้อ Buchi รุ่น B-169 

Vacuum System 

- เครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า (Gel Electrophoresis) ยี่ห้อ Cleaver 

Scientific power supply รุ่น MP-3AP 

- เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า (PCR machine) ยี่ห้อ  MJ 

Research รุ่น PTC-200 

- เครื่องวดัค่าดดูกลนืแสง (Spectrophotometer) ยีห่อ้ Shimadzu รุ่น UV-1601 

2. สารเคมี ไดแ้ก่ 

- 70% เอทานอล (Ethanol) บรษิทั LAB-SCAN ประเทศไทย 

- เอธลิอะซเีตท (Ethyl acetate) บรษิทั UNIVAR ประเทศนิวซแีลนด ์

- DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) บรษิทั SIGMA ประเทศไทย 

- Ascorbic acid บรษิทั UNIVAR ประเทศนิวซแีลนด ์

3. อาหารเล้ียงเชื้อ ไดแ้ก่ 

- Potato dextrose agar (PDA) และ Potato dextrose broth (PDB) 

- Müeller Hinton agar (MHA) 

- Tryticase soy broth (TSB) 

- Yeast extract agar (YEA) 

- Malt extract agar (MEA) และ Malt extract broth (MEB) 
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- Carrot agar (CA) 

- V8 agar 

 

วิธีดาํเนินการวิจยั 

1. การเกบ็รวบรวมข้อมูล 

1.1. การเก็บตัวอย่างพืช เก็บตัวอย่างเหียง คือ ใบที่มีสภาพสมบูรณ์ ไม่มีการ

ทาํลายของโรคและแมลงลา้งใบใหส้ะอาด วางผึง่ใหแ้หง้ 

1.2 การแยกราเอนโดไฟต์โดยใช้วิธีการฟอกฆ่าเชื้อท่ีผิวนอก ดดัแปลงจากวธิี

ของ Posada and others.  (2007 : 332-337) 

1) ตดัใบเหยีงใหม้เีสน้ผ่านศูนยก์ลางประมาณ 6 มลิลเิมตร  

2) แช่ ในแอลกอฮอล์  70%  นาน  30 วินาที  แช่ในสารละลาย  Sodium 

hypochlorite (10% available chlorine) นาน 1 นาที ล้างในน้ํากลัน่ปราศจากเชื้อนาน 1 นาท ี 

2 ครัง้ และซบัใหแ้หง้บนกระดาษกรองปราศจากเชือ้ 

3) วางตัวอย่างที่ฟอกฆ่าเชื้อแล้ว ลงบนจานอาหาร PDA แล้วนําไปบ่มที่

อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส สงัเกตการเจรญิของเชื้อราภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอรโิอจาก

เน้ือเยื่อพชืทุกวนั 

4) แยกปลายเสน้ใยของเชื้อราที่เจรญิออกมาจากเน้ือเยื่อพชืไปเพาะเลี้ยงต่อ

บนจานอาหาร PDA จานใหม่และบ่มที่อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส จนกระทัง่ราเอนโดไฟต์ที่

แยกไดเ้จรญิเตม็ที ่สงัเกตความบรสิุทธิข์องราเอนโดไฟต ์

1.3 การศึกษาสณัฐานวิทยาของราเอนโดไฟต์ ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยา

ของราเอนโดไฟต์ทีแ่ยกไดจ้ากเหยีง โดยนําราเอนโดไฟตม์าเลีย้งในอาหารแขง็ทัง้ 5 ชนิด ไดแ้ก่ 

PDA, MEA, YEA, CA และ V8 ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 สัปดาห ์

สงัเกตลกัษณะของเสน้ใย บนัทึกผล จากนัน้นําเชื้อรามาเพาะเลี้ยงด้วยวธิี Slide culture แล้ว

ยอ้มดว้ยสยีอ้ม Lactophenol cotton blue เพือ่จาํแนกสปอรภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 

2. การศึกษาฤทธ์ิสารสกดัหยาบในการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียก่อโรค โดย

ใชว้ธิ ีDisc diffusion techniques 

2.1 การเพาะเล้ียงราเอนโดไฟต์และการสกดั 

1) เพาะเลี้ยงราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากข้อ 3.1.2 ในอาหาร MEB ปรมิาตร 

100 ml ทีอุ่ณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส นาน 14 วนั 

2) กรองแยกเสน้ใยราและน้ําหมกัเสน้ใยรา (Broth) ทีเ่พาะเลีย้งได ้ 

3) สกดัน้ําหมกัเสน้ใยราและสกดัเสน้ใยราดว้ยเอธลิอะซเีตท  

4) นําไประเหยแห้งภายใต้การลดความดนัด้วยเครื่องกลัน่ระเหยสุญญากาศ 

จนกระทัง่ไดส้ารสกดัหยาบหยาบ (Crude extract) 

2.2 การเตรียมแบคทีเรียท่ีใช้ทดสอบ ใชแ้บคทเีรยีทีม่อีายุไม่เกนิ 24 ชัว่โมง และ

ความเขม้ขน้ของเชือ้ 105-107 เซลล/์ml  
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1) เขีย่โคโลนีของเชื้อทดสอบที่เพาะเลี้ยงไว้ประมาณ 24 ชัว่โมง จํานวน 2-3 

โคโลนี เพาะเลี้ยงในหลอดอาหารเหลวสําหรบัเลี้ยงเชื้อ บ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง 

2) นําเชื้อจากขอ้ 1) มาเจอืจางให้ได้จํานวนแบคทเีรยี 105-107 เซลล/์ml โดย

เจอืจางดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้ แลว้นําไปวดัความขุน่ใหไ้ด ้เท่ากบั 0.2 ทีค่วามยาวคลื่น 625 นาโน

เมตร  

2.3 การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ ในการทดสอบน้ีจะใชอ้าหารเลี้ยงเชื้อ MHA เขยีน

ตําแหน่งทีจ่านอาหารแขง็ เพือ่ระบุตําแหน่งทีจ่ะวาง Paper disc  

2.4 ทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัหยาบ  

1) กลุ่มทดลองคอื สารสกดัหยาบหยาบจากเส้นใยราและน้ําหมกัเสน้ใยราที่

สกดัดว้ยสารละลายเอธลิอะซเีตท 

2) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยใช้สารละลายเอธิลอะซีเตทปรบัปริมาตรของ   

สารสกดัหยาบหยาบ 

3) หยดสารสกดัหยาบหยาบปรมิาตร 25 µl บนแผ่น Paper disc ทิง้ไวใ้หแ้หง้

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง (กลุ่ม Negative control ใช้สารละลายเอธิลอะซีเตท และกลุ่ม Positive 

control ใชส้ารปฏชิวีนะ ปรมิาตร 25 µl)  

4) วธิเีพาะเลี้ยงแบคทเีรยีบนอาหารทดสอบ ใชไ้มพ้นัสําลชุีบแบคทเีรยีทีป่รบั

ความเขม้ขน้เรยีบรอ้ยแลว้บดิใหแ้หง้พอหมาด ๆ กบัขา้งหลอดทดลองจากนัน้ทําการ Swab ให้

ทัว่บนผวิอาหารเลี้ยงเชือ้ โดยลากเสน้ผ่านศูนยก์ลาง จานเพาะเลีย้งเชือ้แลว้ป้ายเป็นเสน้ตัง้ฉาก

ผ่านเสน้ที่ลากไว้ถี่ ๆ ใหท้ัว่ผวิหน้า แล้วหมุนจานเพาะเชื้อ ไปประมาณ 60 องศา แล้วป้ายอกี

ครัง้ ทําซ้ํา 3 ครัง้ เพื่อใหแ้บคทเีรยีกระจายสมํ่าเสมอทัว่ผวิหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อ ทิง้ไว ้3 - 5 

นาท ีเพือ่ใหผ้วิหน้าอาหารเลีย้งเชือ้แหง้ 

5) นําแผ่น Paper disc ที่หยดสารสกัดหยาบจากราและน้ําหมักเส้นใย        

ราเอนโดไฟต ์วางลงบนเชือ้แบคทเีรยีทัง้ 5 ชนิด  

6) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แล้วนํามาวดัเส้นผ่านศูนย์กลางของ

บรเิวณทีไ่ม่มแีบคทเีรยีเจรญิ (Inhibition zone) โดยวดัหน่วยเป็นมลิลเิมตร 

7) นําขอ้มลูทีไ่ดไ้ปวเิคราะหค์่าสถติ ิ

3. การทดสอบประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ  ด้วยวิธี DPPH (2,2 - 

Diphenyl - 1 - picrylhydrazyl radical scavenging capacity assay) ดัด แป ล งจาก วิธีข อ ง 

Brand-Williams, Cuvelier and Berset.  (1995 : 25-30) 

3.1 เจอืจางสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟตท์ีค่วามเขม้ขน้ 100 µg/ml  

3.2 เตรียมสารละลาย Ascorbic acid และเจือจางลดลงครึ่งหน่ึง ได้แก่ 100, 75, 

60, 40, 25 และ 12.50 µg/ml 

3.3 นําสารสกัดหยาบหยาบที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  ปริมาตร 0.2 ml ผสมกับ

สารละลาย DPPH 3.8 ml แลว้นําไปบ่มในทีม่ดือุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 30 นาท ี
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3.4 วดัค่าฤทธิต์้านอนุมูลอสิระดว้ยเครื่อง Spectrophotometer ความยาวคลื่น 517 

นาโนเมตร บนัทกึค่าการดูดกลนืแสง เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุมซึ่งใชส้ารละลายเอธลิอะซเีตท

แทนสารสกดัหยาบ โดยใชส้ารละลายเอธลิอะซเีตทเป็น Blank 

3.5 นําค่าทีว่ดัไดม้าคาํนวณหา%การดกัจบัอนุมลู DPPH จากสตูร 

% Radical scavenging   =   [(A control – A sample )/A control] × 100 

เมื่อ A control  คอื ค่าการดดูกลนืแสงของชุดควบคุม  

A sample คอื ค่าการดดูกลนืแสงของชุดทดสอบ  

3.6 คาํนวณหาค่า IC50 จากกราฟระหว่าง % Scavenging กบัความเขม้ขน้ของสาร

สกดัหยาบ 

3.7 เปรยีบเทียบประสทิธภิาพในการลดปรมิาณอนุมูลอิสระลดลงครึ่งหน่ึง (IC50) 

ของสารสกดัหยาบราเอนโดไฟตก์บัสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid 

 4. การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของราเอนโดไฟต์ 

4.1 การเพาะเล้ียงราเอนโดไฟต์เพื่อสกดัดีเอ็นเอ เพาะเลี้ยงเชื้อราเอนโดไฟต ์

ในอาหารเหลว PDB ปรมิาตร 100 ml บ่มเขย่าที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเรว็ 120 

รอบ/นาท ีเป็นเวลา 5-10 วนั หลงัจากนัน้นําเชื้อราที่ได้ไปกรองผ่านชุดกรองสุญญากาศ ล้าง

เสน้ใยราดว้ยน้ํากลัน่ปราศจากเชื้อ อย่างน้อย 2 ครัง้ ซบัน้ําออกจากเสน้ใยราดว้ยกระดาษทชิชู

ที่ปราศจากเชื้อ แล้วถ่ายเสน้ใยราลงในโกร่งบดยาที่ปราศจากเชื้อแล้วนําไปแช่ในตู้แช่แขง็ ที่

อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส ขา้มคนื 

4.2 การสกัดดี เอ็นเอ ด้วยวิธี CTAB method ดัดแปลงจาก O’Donnell and 

orthers.  (1997 : 103-116) 

1) บดเสน้ใยราเอนโดไฟตโ์ดยเตมิ ไนโตรเจนเหลว ปรมิาตร 50 ml 

2) นําตวัอย่างทีบ่ดไดใ้สใ่นหลอดไมโครเซนตฟิิวจ ์ปรมิาตร 1.5 ml 

3) เตมิสารละลาย CTAB ปรมิาตร 700 µl นําไปบ่มในอ่างน้ําควบคุมอุณหภูม ิ

65 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 60 นาท ี

4) เตมิ Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1, v/v) ปรมิาตร 700 µl นําไปปัน่

เหวีย่งทีค่วามเรว็ 15,000 รอบต่อนาท ีทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 8 นาท ีแยกสว่น 

Supernatant ออกมาใสห่ลอดไมโครเซนตฟิิวจห์ลอดใหม่ 

5) เติม Isopropanol ปรมิาตร 700 µl นําไปวางในอ่างน้ําแข็ง นาน 30 นาท ี

นําไปปัน่เหวีย่งที่ความเรว็ 8,000 รอบต่อนาท ีที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี

เพือ่ตกตะกอนดเีอน็เอ 

6) ทิง้ส่วน Supernatant จากนัน้เตมิเอทานอล 70% ปรมิาตร 500 µl เพือ่ลา้ง

ตะกอนดีเอ็นเอ นําไปปัน่เหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 5 นาท ี

7) ดูดส่วน Supernatant ทิ้ง ปล่อยให้ Pellet แห้ง นาน 10 นาที จากนัน้เติม 

น้ํากลัน่ปราศจากเชือ้เพือ่ละลายตะกอนดเีอน็เอ 
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8) การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอที่สกัดได้โดยใช้ 0.8% 

Agarose gel electrophoresis  

4.3 การเพ่ิมปริมาณส่วน ITS ของยีน rDNA เพิม่ปรมิาณของ ribosomal DNA 

สว่นของ ITS1 - 5.8S - ITS2 ดว้ยเทคนิค PCR โดยใช ้Universal fungal primer ใช ้Primers 

ITS1 และ ITS4 ตามวธิขีอง (White and orthers.  1990 : 315-322)  

1) การเตรยีมสว่นผสมของ PCR (PCR mixture) ดงัตารางที ่3.1 

 

ตารางท่ี 3.1 สว่นผสมในการทาํ PCR 

ส่วนผสม ความเข้มข้นเร่ิมต้น ปริมาตร(µl) 

Nanopure water - 35.8 

PCR buffer 10 X 5 

MgCl2 25 mM 5 

dNTPs mix 10 mM 1 

Primer TIS1 10 µM 1 

Primer ITS 4 10 µM 1 

Taq DNA polymerase 2 U/µl 0.2 

DNA template 100-500 ng 1 

Total volume - 50 

 

2) การทําปฏิกิรยิา PCR ดดัแปลงจาก สติา ปรดีานันท์. (2551 : บทคดัย่อ) 

เมื่อทําการผสมส่วนต่าง ๆ ดงัตารางที ่3.1 จากนัน้นําไปทําปฏกิริยิาภายในเครื่อง PCR โดยใช ้

PCR profile ดงัน้ี 

ขัน้ที ่1   94 องศาเซลเซยีส 2 นาท ี

ขัน้ที ่2   94 องศาเซลเซยีส 1 นาท ี

ขัน้ที ่3   55 องศาเซลเซยีส 1 นาท ี

ขัน้ที ่4   72 องศาเซลเซยีส 2 นาท ี

ขัน้ที ่5   ทาํซ้ําขัน้ที ่2-4 ทัง้หมด 34 รอบ 

ขัน้ที ่6   72 องศาเซลเซยีส 10 นาท ี

3) การตรวจสอบปริมาณ ของ PCR product ด้วยเทคนิค Agarose gel 

electrophoresis โดยผสม PCR product ปรมิาตร 3 µl กบั 6x Loading dye ปรมิาตร 3 µl แล้ว

ใชปิ้เปตดูดใส่ในช่อง 0.8% Agarose gel ทีแ่ช่อยู่ใน TBE buffer ใชก้ระแสไฟฟ้า 100 volt นาน

30-40 นาที ย้อมเจลด้วย Ethidium bromide เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบ PCR product 

ภายใตแ้สง UV ดว้ยเครื่อง UV transluminator และบนัทกึภาพโดยใช ้Gel documentation 

4.4 การกาํจดัส่ิงปนเป้ือนใน PCR product ดว้ยชุด Nucleospin ® extract DNA 

purification kit ตามวิธีการในคู่มือของบริษัท โดยนํา PCR product ผสมกับ Binding buffer 
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แล้วหยอดลงใน Nucleospin column ที่รองรบัด้วย Collecting tube ขนาด 2 ml แล้วนําไปปัน่

เหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ทําซ้ํา 2 ครัง้ เทของเหลวที่อยู่ด้านล่างทิ้งไป 

เติม Elution buffer ซึ่งผ่านการอุ่นที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 15 นาที ลงใน Nucleospin 

column ทีร่องรบัดว้ยไมโครทวิบ ์(Microtube) ตัง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง 1 นาท ีแล้วนําไปปัน่เหวีย่ง

ที่ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เพื่อให้ DNA ตกลงมาในไมโครทิวบ์ ตรวจสอบ

คุณภาพและปรมิาณของ DNA ทีไ่ด้ด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis อกีครัง้ จากนัน้

สง่ PCR product ทีไ่ดไ้ปอ่านลําดบัเบสของ DNA ที ่Bioservice Unit, BIOTEC  

4.5 การจัดเรียงลําดับเบส DNA เมื่อได้ DNA sequence ทําการตรวจสอบ

ลกัษณะและคุณภาพของลําดบัเบส DNA ส่วน ITS ของ ราเอนโดไฟตโ์ดยใชโ้ปรแกรม BioEdit 

V.7.0.9 (Hall. Online.  2005) จากนัน้นําลําดบัเบสของ DNA ทีไ่ดไ้ปเปรยีบเทยีบกบัฐานขอ้มูล

ของ GenBank ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) เพื่อหาเชื้อราทีม่ี

ความสัมพันธ์ใกล้เคียงกันมากที่สุดแล้วนําลําดับเบส DNA ของราอื่น ๆ ที่มีความสัมพันธ์

ใกลเ้คยีงกนั โดยใชโ้ปรแกรม BioEdit V.7.0.9 

 

 

 



25 

 

บทท่ี 4 

ผลการวิจยั 

การเกบ็ตวัอย่างพืช 

เก็บตัวอย่างเหียง (Dipterocarpus obtusifolius  Teijsm.ex Miq) ทัง้หมด 3 พื้นที่ใน

จังหวัดนครราชสีมา ได้แก่  อําเภอเสิงสาง (A) 3 ต้น อําเภอเมือง (B) 2 ต้น และอําเภอ        

แกง้สนามนาง (C) 2 ตน้ รวมทัง้หมด 7 ตน้  

 

การแยกราเอนโดไฟต์โดยใช้วิธีการฟอกฆ่าเชื้อท่ีผิวนอก (ดดัแปลงจากวธิีของ Posada 

and others.  2007) 

แยกราเอนโดไฟต์ได้หมด 79 ไอโซเลท โดยแยกได้จากบริเวณ Midrib จํานวน 41      

ไอโซเลท, Lateral vein จํานวน 20 ไอโซเลท และ Lateral vein (Leaf margin) จํานวน 18    

ไอโซเลท โดยคดัเลอืกเฉพาะลกัษณะโคโลนีทีแ่ตกต่างกนั 

ตารางท่ี 4.1 จาํนวนราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกไดจ้ากใบเหยีง 

อาํเภอ 

จาํนวนราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้จากใบเหียง 

รวม เส้นกลางใบ เส้นใบด้านข้าง เส้นใบด้านข้าง 

(ขอบใบ) 

เสงิสาง (A) 25 9 8 42 

เมอืง (B) 9 3 6 18 

แกง้สนามนาง (C) 7 8 4 19 

รวม 41 20 18 79 

 

การพิสูจน์เอกลกัษณ์และสณัฐานวิทยาของราเอนโดไฟต์ 

ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากเหยีง โดยเพาะเลี้ยง   

ราเอนโดไฟต์ในอาหารแขง็ทัง้ 5 ชนิด ได้แก่ PDA, MEA, YEA, CA และ V8 ที่อุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 3 สปัดาห ์(เน่ืองจากราเอนโดไฟต์แต่ละชนิดมอีตัราการเจรญิทีแ่ตกต่างกนั) จากนัน้

ศกึษาลกัษณะของราเอนโดไฟต์ทีเ่ลี้ยงในอาหารชนิดต่างๆ เช่น ลกัษณะของรา สขีองเสน้ใย สี

รงควตัถุ การสรา้งสปอร ์หรอืลกัษณะพเิศษบางอย่าง ฯลฯ ลกัษณะต่างๆ ของราเอนโดไฟต์ที่

แยกไดท้ัง้หมด แสดงในภาคผนวก ข ตารางผนวกที ่ข-1, ข-2 และ ข-3 

จาการทดลองที่เลี้ยงราเอนโดไฟต์ที่แยกได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ต่างกนั พบว่าอาหารมี

ผลต่อการเจรญิเติบโต ลกัษณะของโคโลนี สขีองเส้นใย สขีองรงควตัถุ การสร้างสปอร์ หรอื
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ลกัษณะพเิศษบางอย่าง เน่ืองจากในอาหารแต่ละชนิดมสีารอาหารทีแ่ตกต่างกนั ซึ่งอาจจะส่งผล

ต่อการสรา้งสารเมแทบอไลต์ทุตยิภูมทิีแ่ตกต่างกนั จากการจดัจําแนกราเอนโดไฟต์โดยการทํา 

Slide culture ย้อมด้วยสี Lactophenol cotton blue เพื่อจัดจําแนกภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

สามารถแบ่งราเอนโดไฟตไ์ดเ้ป็น 6 ประเภท ดงัตารางที ่4.2 และลกัษณะราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกได้

ดงัภาพที ่4.1-4.6 

 

                    

ภาพท่ี 4.1 ตวัอย่างราเอนโดไฟต์ในกลุ่ม Endophytic fungi ไอโซเลท A38 (A) ลกัษณะโคโลนี

ของราทีเ่จรญิบนอาหาร PDA อายุ 14 วนั และ (B) เสน้ใยและสปอร ์

 

ภาพท่ี 4.2 ตวัอย่างราเอนโดไฟต์ในกลุ่ม Mycelia sterillia ไอโซเลท A32 (A) ลกัษณะโคโลนี

ของราทีเ่จรญิบนอาหาร PDA อายุ 14 วนั และ (B) เสน้ใยและสปอร ์

 

 

 

 

 

 

 

A B 

A B 
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ภาพท่ี 4.3 ตวัอย่างราเอนโดไฟต์ในกลุ่ม Alternaria sp. ไอโซเลท A72 (A) ลกัษณะโคโลนีของ

ราทีเ่จรญิบนอาหาร PDA อายุ 14 วนั และ (B) เสน้ใยและสปอร ์

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.4 ตวัอย่างราเอนโดไฟต์ในกลุ่ม Fusarium sp. ไอโซเลท C23 (A) ลกัษณะโคโลนีของ

ราทีเ่จรญิบนอาหาร PDA อายุ 14 วนั และ (B) เสน้ใยและสปอร ์

 

                    

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.5 ตวัอย่างราเอนโดไฟต์ในกลุ่ม Phomopsis sp. ไอโซเลท A8 (A) ลกัษณะโคโลนีของ

ราทีเ่จรญิบนอาหาร PDA อายุ 14 วนั และ (B) เสน้ใยและสปอร ์

  

B A 

A B 

A B 
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ภาพท่ี 4.6 ตวัอย่างราเอนโดไฟต์ในกลุ่ม Xylaria sp. ไอโซเลท A55 (A) ลกัษณะโคโลนีของรา

ทีเ่จรญิบนอาหาร PDA อายุ 14 วนั และ (B) เสน้ใยและสปอร ์

 

ตารางท่ี 4.2 ประเภทและจาํนวนราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกไดจ้ากเหยีง 

 

ประเภทราเอนโดไฟต์ ไอโซเลท จาํนวนท่ีพบ %ท่ีพบ 

Endophytic fungi  

A11 A13 A18 A20 A21 A22 A23 

A24 A26 A31 A35 A38 A39 A62 

A67 B1 B2 B6 B7 B8 B10 B11 

B12 B13 B15 C23 C45 C55 

28 35.44 

Mycelia sterillia 

A1 A10 A12 A14 A19 A32 A36 

A40 A42 A45 A63 B3 B4 B5 B16 

C4 C6 C11 C13 

19 24.05 

Alternaria sp. 

A3 A4 A15 A33 A46 A59 A61 

A64 A72 B14 B17 C7 C12 C26 

C28 C42 

16 20.25 

Fusarium sp. B9 B18 C8 C21 C27 C39 C54 7 8.86 

Phomopsis sp. A7 A8 A9 A34 C50 5 6.32 

Xylaria sp. A41 A55 A56 C59 4 5.06 

A B 
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การศึกษาฤทธ์ิในการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียก่อโรค โดยใช้วิธี Disc diffusion 

techniques 

ลกัษณะและปรมิาณส่วนสกดัหยาบจากราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากใบเหยีง ดงัตาราง

ผนวก ข-4, ข-5 และ ข-6 นําส่วนสกดัหยาบ 2 ส่วน ทีไ่ดจ้ากการสกดัดว้ยเอธลิอะซเีตททัง้จาก

เสน้ใยและน้ําเลี้ยงของราเอนโดไฟต ์ใชต้วัอย่างละ 0.1 mg ผสมกบั 10% DMSO ปรมิาตร 1 ml 

ปรบัความเขม้ข้นสารละลายให้มคีวามเขม้ขน้ 100 mg/l ใช้สารควบคุมบวก (Positive control) 

ไดแ้ก่ Kanamycin และสารควบคุมลบ ไดแ้ก่ 10% DMSO ในน้ํากลัน่ พบว่าสารสกดัหยาบจาก

ราเอนโดไฟตส์ามารถยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรกี่อโรค โดยพบเสน้ผ่านศูนยก์ลางบรเิวณการ

ยบัยัง้ไดก้ว้างกว่าตวัควบคุม ผลดงัตารางที่ 4.3-4.5 เป็นตารางฤทธิย์บัยัง้จุลนิทรยีก์่อโรคของ

สารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากใบเหยีง อําเภอเสงิสาง อําเภอเมอืง และอําเภอ

แกง้สนามนาง ตามลําดบั  

จากการศกึษาพบว่าสารสกดัที่สกดัจากเซลล์ของเชื้อราเอนโดไฟต์ และน้ําเลี้ยงเชื้อรา

เอนโดไฟต์ ดว้ยตวัทาํละลายเอธลิอะซเีตท แลว้นําสารสกดัหยาบทีไ่ดม้าทดสอบเบือ้งตน้ พบว่า

ราเอนโดไฟต์จาํนวน 48 ไอโซเลท มฤีทธิใ์นการต้านเชื้อจุลนิทรยี ์พบราเอนโดไฟต์ 3 ไอโซเลท 

ที่ให้ผลการยบัยัง้สูงสุด ได้แก่ B15, C23 และ A42 ตามลําดบั ดงัภาพที่ 4.7-4.9 เมื่อใช้ความ

เข้มข้น ของสารสกัด 0.1 mg/ml โดยเปรียบเทียบกับ Kanamycin เป็น Positive control ที่

ความเข้มข้น 1 mg/ml โดยเชื้อราไอโซเลท B15, C23 และ A42 แสดงบริเวณยับยัง้เชื้อ

แบคทเีรยีทดสอบ P. fluorescens เท่ากบั 22 มลิลเิมตร B. megaterium 17 มลิลเิมตร และ B. 

megaterium 10 มลิลเิมตร ตามลําดบั ผลการยบัยัง้ของตวัควบคุมใช้ยาปฏิชวีนะ Kanamycin 

พบว่าสามารถยบัยัง้เชื้อแบคทเีรยีก่อโรคได้ทัง้หมด 4 ชนิดที่ใช้ศกึษา โดยมกีารยบัยัง้เชื้อ S. 

aureus ได้มากสุด คือ มีบรเิวณยบัยัง้เท่ากับ 11.35 มิลลิเมตร รองลงมาคือ E. coli เท่ากับ 

10.25 มิลลิเมตร P. fiuorescens เท่ากับ 8.55 มิลลิเมตรและ B. megaterium เท่ากับ 7.25 

มลิลเิมตร ตามลําดบั 
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ตารางท่ี 4.3 ฤทธิย์บัยัง้จุลนิทรยีก์่อโรคของสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกไดจ้ากใบเหยีง อําเภอเสงิสาง  

Isolation of 

endophytic 

fungi 

Inhibition zone(mm) 

E. coli S. aureus P. fluorescens Vibrio spp. S. typhimurium B. megaterium 

mycelia broth mycelia broth mycelia broth mycelia broth mycelia broth mycelia broth 

A1 - - 1.6(±2.8) 2.6(±2.5) 7.3(±2.5) 1.0(±1.5) - - - - 1.3(±0.5) 0.6(±0.5) 

A4 - - - - 1.0(±1.0) - - - - - - - 

A3 - - 1.0(±0.0) - 3.3(±2.0) 5.0(±5.0) - - - - 4.0(±1.0) 1.0(±1.0) 

A7 - - 3.0(±0.0) 2.0(±0.0) 3.3(±0.5) 2.0(±0.0) - - - - 3.3(±0.5) 4.6(±1.1) 

A8 - - - - - - - - - - - - 

A9 - - - - - - - - - - - - 

A10 - - 3.0(±0.0) - 0.3(±0.5) - - - 1.6(±0.5) - 1.6(±0.5) - 

A11 - - 2.0(±0.0) - 2.3(±0.2) - - - - - 2.6(±0.5) - 

A12 - - - - - - - - - - - - 

A13 - - - - 1.5(±0.5) - - - - - 1.3(±0.5) - 

A14 - - - - - - - - - - - - 

A15 - - 1.3(±0.5) - 4.6(±0.5) 2.3(±0.5) - - - - 3.3(±0.5) 1.3(±0.5) 

A18 - - 1.3(±0.5) - 1.3(±0.5) - - - - - 2.0(±0.0) - 

A19 - - 2.6(±0.5) - 5.6(±0.5) - - - - - 5.0(±0.0) - 

 

30 
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ตารางท่ี 4.3 (ต่อ) 

Isolation of 

endophytic 

fungi 

Inhibition zone(mm) 

E. coli S. aureus P. fluorescens Vibrio spp. S. typhimurium B. megaterium 

mycelia broth mycelia broth mycelia broth mycelia broth mycelia broth mycelia broth 

A20 - - 2.0(±0.0) 1.3(±0.5) 2.0(±0.0) 1.5(±0.0) - - - - 1.5(±0.0) 2.1(±0.2) 

A21 - - 0.8(±0.2) - 0.5(±0.0) - - - - - 1.6(±0.2) - 

A22 - - - - - - - - - - - - 

A23 - - 0.8(±1.0) - - - - - - - - - 

A24 - - 1.3(±1.1) - - - - - - - - - 

A26 - - 1.3(±1.1) - - - - - - - - - 

A31 - - - - - - - - - - - - 

A32 - - 2.1(±0.2) 2.1(±0.2) 1.8(±0.2) 2.1(±0.2) - - - - - - 

A33 - - 0.6(±0.2) - 1.6(±0.2) - - - - - 3.0(±2.5) 5.3(±5.0) 

A34 - - 2.6(±0.5) - 1.8(±0.2) - - - - - - - 

A35 - - 3.0(±0.5) 2.0(±0.5) 2.6(±0.2) 4.0(±1.0) - - - - - - 

A36 - - 1.1(±0.2) - - - - - - - - - 

A38 - - 1.6(±0.2) - 4.5(±0.5) 1.6(±0.2) - - - - 1.5(±0.5) - 

A39 - - 1.6(±0.2) 5.1(±0.2) 1.5(±0.5) 1.8(±0.2) - - - - 1.8(±0.2) 3.1(±0.2) 

A40 - - 0.6(±0.2) - 1.5(±0.0) - - - - - 1.6(±0.7) - 
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ตารางท่ี 4.3 (ต่อ) 

Isolation of 

endophytic 

fungi 

Inhibition zone(mm) 

E. coli S. aureus P. fluorescens Vibrio spp. S. typhimurium B. megaterium 

mycelia broth mycelia broth mycelia broth mycelia broth mycelia broth mycelia broth 

A41 - - - 3.3(±0.7) - 13.1(±0.5) - - - - - - 

A42 3.6(±0.5) - 2.8(±1.1) 8.5(±0.8) 2.8(±0.5) 7.8(±1.0) - 3.3(±1.2) - 4.1(±0.2) 4.8(±0.2) 9.6(±0.5) 

A45 - - - - 4.5(±0.0) - - - - - - - 

A46 - - 3.3(±0.2) - 3.0(±0.5) - - - - - - - 

A55 - - - 1.5(±0.5) - - - - - - - - 

A56 - - - - - - - - - - - - 

A59 - - - - - - - - - - - - 

A61 - - 5.0(±0.5) - - - - - - - 4.8(±0.2) 3.1(±0.5) 

A62 - - - - - - - - - - - - 

A63 - - - - - - - - - - - - 

A64 - 1.6(±0.2) - - - - - - - - - - 

A67 - 0.8(±0.5) 1.5(±0.0) - - - - - - - - - 

A72 - - 2.3(±0.2) 0.6(±0.2) - - - - 3.0(±0.8) 1.5(±0.5) 5.0(±0.2) - 

 

 

 

 

32 
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ตารางท่ี 4.4 ฤทธิย์บัยัง้จุลนิทรยีก์่อโรคของสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกไดจ้ากใบเหยีง อําเภอเมอืง  

Isolation of 

endophytic 

fungi 

Inhibition zone(mm) 

E. coli S. aureus P. fluorescens Vibrio spp. S. typhimurium B. megaterium 

mycelial broth mycelia broth mycelia broth mycelia broth mycelia broth mycelia broth 

B1 - - - - - - - - - - - - 

B2  - - - - - - - - - - - - 

B3 - - - - - - - - - - - - 

B4 - - 2.3(±0.2) 1.1(±0.2) 2.1(±0.2) 0.5(±0.0) - - - - 4.0(±0.8) 1.8(±0.5) 

B5 - - - 9.0(±1.3) - 8.0(±0.5) - - - - - 7.6(±0.7) 

B6 - - - - - - - - - - - - 

B7 - - - - - - - - - - - - 

B8 - - - - 1.5(±0.0) - - - - - - - 

B9 - - - - - - - - - - - - 

B10 - - - - - - - - - - - - 

B11 - - - - - - - - - - - - 

B12 - - - - - - - - - - - - 

B13 - - - - - - - - - - - - 

B14 - - - - 1.8(±0.2) - - - - - 1.1(±1.1) - 

B15 - - 7.0(±0.8) 6.3(±0.5) 7.3(±0.2) 5.6(±1.5) - - - - 5.0(±0.5) 5.5(±0.5) 

B16 - - - - 2.0(±0.5) 1.3(±0.2) - - - - 1.5(±1.0) 1.5(±0.8) 

B17 - - - - - - - - - - - - 

B18 - - - - 3.8(±0.5) 2.1(±0.7) - - - - 3.6(±1.1) 2.8(±0.2) 
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ตารางท่ี 4.5 ฤทธิย์บัยัง้จุลนิทรยีก์่อโรคของสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกไดจ้ากใบเหยีง อําเภอแกง้สนามนาง  

Isolation of 

endophytic 

fungi 

Inhibition zone(mm) 

E. coli S. aureus P. fluorescens Vibrio spp. S. typhimurium B. megaterium 

mycelia broth mycelia broth mycelia broth mycelia broth mycelia broth mycelia broth 

C12 - - - - - - - - - - - - 

C3 - - - - - - - - - - 1.1(±0.2) - 

C27 - - - - - - - - - - - - 

C8 - - - - - - - - - - - - 

C6 - - - 1.3(±0.2) - 2.5(±0.0) - - - - - 3.1(±0.2) 

C7 - - - - - - - - - - - - 

C13 - - - - - - - - - - - - 

C21 - - - 2.6(±0.2) - 3.6(±0.2) - - - - - 3.0(±0.0) 

C26 - - - - - - - - - - - - 

C23 - - 1.0(±0.8) 5.1(±0.5) 1.3(±0.2) 4.1(±0.5) - - - - 1.1(±0.2) 5.6(±1.0) 

C4 - 2.0(±0.0) - - - 0.6(±0.2) - - - - - 1.6(±0.5) 

C42 - - - - - - - - - - - - 

C45 - - - - - - - - - - - - 

C54 - - - - - - - - - - - - 

C39 - - - - - - - - - - - - 

C50 - - 0.8(±0.2) 2.1(±0.2) - 2.1(±0.7) - - - - 0.5(±0.0) 3.3(±0.2) 

C59 - - - - - 1.8(±0.2) - - - - - 0.6(±0.2) 

C55 - - 1.8(±0.2) - - 0.8(±0.2) - - - - - 0.8(±0.2) 
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ภาพท่ี 4.7 การยับยัง้จุลินทรีย์ของสารสกัดหยาบเส้นใยรา  (1) และสารสกัดหยาบจากน้ํา

เพาะเลี้ยงรา (2) จากราเอนโดไฟต์ C23, (A) บรเิวณการยบัยัง้เชื้อ S. aureus และ 

(B) บรเิวณการยบัยัง้เชือ้ B. megaterium  
 

 

 

 

 

 

  

ภาพท่ี 4.8 การยบัยัง้จุลนิทรยี์ของสารสกดัหยาบจากเสน้ใยรา  (1) และสารสกดัหยาบจากน้ํา

เพาะเลี้ยงรา (2) ของราเอนโดไฟต ์B15, (A) บรเิวณการยบัยัง้ S. aureus และ (B) 

บรเิวณการยบัยัง้ P. fluorescens  

  

 

 

 

 

     

 

ภาพท่ี 4.9 การยบัยัง้จุลนิทรยี์ของสารสกดัหยาบจากเสน้ใยรา  (1) และสารสกดัหยาบจากน้ํา

เพาะเลีย้งรา (2) ของราเอนโดไฟต์ A42, (A) บรเิวณการยบัยัง้ S. aureus และ (B) 

บรเิวณการยบัยัง้ B. megaterium  

B 

A B 

1 2 

A 

1 2 

1 2 1 2 

A B 

1 1 2 2 
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การทดสอบประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากราเอนโดไฟต์  

ดดัแปลงจากวธิขีอง Brand-Williams Cuvelier and Berset (1995) 

ประสทิธภิาพในการต้านอนุมูลอสิระของสารสกดัจากราเอนโดไฟต ์ดว้ยวธิ ีDPPH (2,2 

- Diphenyl - 1 - picrylhydrazyl radical scavenging capacity assay) โดยการนํ าสารสกัด

หยาบจากราเอนโดไฟตท์ัง้สารสกดัหยาบจากเสน้ใยรา และสารสกดัหยาบจากน้ําเพาะเลี้ยงราที่

มฤีทธิใ์นการตา้นเชือ้จุลนิทรยีส์งูสุด จาํนวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ A42, B15 และC23  

จากตารางที่ 4.6 พบว่าสารสกดัหยาบจากเส้นใยราไอโซเลท A42, C23 และB15 ค่า 

IC50 เท่ากับ 279.04, 5531.89 และ 6726.38 µg/ml สารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงราไอโซเลท 

A42, B15 และC23 ให้ค่า IC50 เท่ากับ 288.82 µg/ml, 3472.68 µg/ml และ 5565.88 µg/ml 

ตามลําดบั เมื่อใช้ Ascorbic acid เป็นสารละลายมาตรฐาน ที่ความเข้มข้น 1 mg/ml มี IC50

เท่ากบั 36.49 µg/ml 

 

ตารางท่ี 4.6 ค่าความเข้มข้นที่ทําให้ค่าอนุมูลอิสระลดลงครึ่งหน่ึง (IC50) ของสารสกัดหยาบ

จากราเอนโดไฟต ์

 

ราเอนโดไฟต์ 

ค่าความเข้มข้นท่ีทาํให้ค่าอนุมูลอิสระลดลงคร่ึงหน่ึง IC50 (µg/ml) 

สารสกดัหยาบจาก 

เส้นใยรา 

สารสกดัหยาบจาก 

น้ําเพาะเล้ียงรา 

A42 279.04 ±29.91 288.82 ± 20.58 

B15 6726.38 ± 585.93 3472.68 ± 282.51 

C23 5531.89 ± 1177.00 5565.88 ± 1180.92 

Ascorbic acid 36.49 ± 3.16 
 

หมายเหตุ IC50 ที่ได้จากการคํานวณของสมการเส้นตรงของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic 

acid และสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟต์ ระหว่างสารสกดัหยาบจากเสน้ใยราและน้ําเพาะเลี้ยง

รา 

 

การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของราเอนโดไฟต์ 

1. ราเอนโดไฟต์ A42 

ลําดบัเบสบรเิวณ ITS ของ ribosomal RNA ประกอบดว้ยสว่นของ ITS1 และ ITS4 

มคีวามยาว 569 คู่เบส ดงัภาพที่ 23 จากการพสิูจน์ทางชวีโมเลกุลพบว่าราเอนโดไฟต ์A42 มี

ความคลา้ยคลงึกบัรา Aspergillus versicolor 99% ในฐานขอ้มลูของ GenBank  
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TCCGTAGGTG AACCTGCGGA AGGATCATTA CTGAGTGCGG GCTGCCTCCG 

GGCGCGGAAC CTCCCACCCG TGAATACCTA ACACTGTTGC TTCGGCGGGG 

AACCCCCTCG GGGGCGAGCC GCCGGGGACT ACTGAACTTC ATGCCTGAGA 

GTGATGCAGT CTGAGTCTGA ATATAAAATC AGTCAAAACT TTCAACAATG 

GATCTCTTGG TTCCGGCATC GATGAAGAAC GCAGCGAACT GCGATAAGTA 

ATGTGAATTG CAGAATTCAG TGAATCATCG AGTCTTTGAA CGCACATTGC 

GCCCCCTGGC ATTCCGGGGG GCATGCCTGT CCGAGCGTCA TTGCTGCCCA 

TCAAGCCCGG CTTGTGTGTT GGGTCGTCGT CCCCCCCCGG GGGACGGGCC 

CGAAAGGCAG CGGCGGCACC GTGTCCGGTC CTCGAGCGTA TGGGGCTTTG 

TCACCCGCTC GACTAGGGCC GGCCGGGCGC CAGCCGACGT CTCCAACCAT 

TTTTCTTCAG GTTGACCTCG GATCAGGTAG GGATACCCGC TGAACTTAAG 

CATATCAATA AGCGGAGGA 

 

ภาพท่ี 4.10 ลําดบัเบสบรเิวณ ITS ของราเอนโดไฟต ์A42 

 

ลําดบัเบสของราเอนโดไฟต์ A42 บรเิวณ ITS ของ ribosomal RNA ประกอบดว้ยส่วน

ของ rRNA (18s rRNA) ลําดบัเบสที่ 1-19, misc RNA (ITS1) ลําดบัเบสที่ 20-58, rRNA (5.8s 

rRNA) ลําดบัเบสที่ 59-510, misc RNA (ITS4) ลําดบัเบสที่ 511-549 และ rRNA (28s rRNA) 

ลําดบัเบสที ่550-569 

จากลกัษณะแสดงว่าราเอนโดไฟต์ A42 คอื ราในกลุ่ม Mycelia sterillia และเมื่อไดก้าร

วเิคราะหผ์ลทางเทคนิคทางพนัธุกรรรม เพื่อตรวจสอบผลอกีครัง้พบว่าราชนิดน้ีคอื Aspergillus 

versicolor  ซึง่จดัอยู่ใน Kingdom Fungi, Division Ascomycota, Order Eurotiales 

เมื่อพิจารณาเฉพาะส่วนที่เป็น ITS โดยตัด Primer ทัง้สองตําแหน่งออกแล้วใช้

โปรแกรม Blast ในฐานขอ้มูล NCBI พบว่าราเอนโดไฟต์ A42 มคีวามคลา้ยคลงึกบั Aspergillus 

sydowii 100% จงึสรุปไดว้่าราเอนโดไฟต ์A42 คอื Aspergillus sydowii  ดงัภาพที ่24-25 
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ภาพท่ี 4.11 ชนิดของเชือ้ราทีม่คีวามคลา้ยคลงึกบัราเอนโดไฟต ์A42 มากทีสุ่ด 11 อนัดบั 

 

 

ภาพท่ี 4.12 การจดัลําดบัเบสของรา Aspergillus sydowii  

 

2. ราเอนโดไฟต์ B15 

ลําดบัเบสบรเิวณ ITS ของ ribosomal RNA ประกอบดว้ยสว่นของ ITS1 และ ITS4 

มคีวามยาว 609 คู่เบส ดงัภาพที ่4.13 จากการพสิจูน์ทางชวีโมเลกุลพบว่าราเอนโดไฟต ์B15 มี

ความคลา้ยคลงึกบัรา Endophytic fungi sp.g 91.99 %  
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                        10                       20                        30                        40                       50 

TCCGTAGGTG AACCTGCGGA GGGATCATTG CTGGAACGCG TCTCACGGCG 

CACCCAGATA CCCTATGTGA ACCTATACCT CTCTGTTGCC TCGGCGCAGG 

CTGGGAGCTT CTGTAAACTC CCCCACGCGG ACCTCAACCC TCCGCGCGGA 

GCCGGCCCGC CGGTGGCCCT ACCAACTCTT GTTTTTACCG TGTCTCTTCT 

GAGTAACCAA AACAAAAAAT GAATCAAAAC TTTCAACAAC GGATCTCTTG 

GTTCTGGCAT CGATGAAGAA CGCAGCGAAA TGCGATAAGT AATGTGAATT 

GCAGAATTCA GTGAATCATC GAATCTTTGA ACGCACATTG CGCCCGCTGG 

TATTCCAGCG GGCATGCCTG TTCGAGCGTC ATTTCAACCC TCAAGCTCTG 

CTTGGTGTTG GGGCGCGGCC GCTCCCTCCG GGGGGAGGCC CGCCCTGAAA 

TCCAGTGGCG AGCTCGCTAG GACTCCGAGC GTAGTAGTTT TCAACCTCGC 

TATGGACGGA CTAGCGGTGC CCTGCCGTTA AACCCCCCAA TTTCTGAAAA 

GTTGACCTCG GATCAGGTAG GAATACCCGC TGAACTTAAG CATATCAATA 

AGCGGAGGA 
 

ภาพท่ี 4.13 ลําดบัเบสบรเิวณ ITS ของราเอนโดไฟต ์B15 

 

ลําดบัเบสของราเอนโดไฟต์ B15 บรเิวณ ITS ของ ribosomal RNA ประกอบดว้ยส่วน

ของ rRNA (18s rRNA) ลําดบัเบสที ่1-19,  misc RNA (ITS1) ลําดบัเบสที ่20-37, rRNA (5.8s 

rRNA) ลําดับเบสที่ 38-565,misc RNA (ITS4) ลําดับเบสที่ 566-589,และ rRNA (28s rRNA) 

ลําดบัเบสที ่590-609 

จากลกัษณะที่แสดงพบว่า ราเอนโดไฟต์ B15 คอืรา Endophytic fungi sp. และเมื่อได้

การวิเคราะห์ผลทางเทคนิคทางพันธุกรรรม เพื่อตรวจสอบผลอีกครัง้พบว่าราชนิดน้ีคือ 

Endophytic fungi sp.g ซึง่จดัอยู่ใน Kingdom Fungi  

เมื่อพิจารณาเฉพาะส่วนที่ เป็น ITS โดยตัด primer ทัง้สองตําแหน่งออกแล้วใช้

โปรแกรม blastในฐานขอ้มูล NCBI พบว่าราเอนโดไฟต์ B15 มคีวามคล้ายคลึงกบั Valsaceae 

sp.100% สรุปไดว้่าราเอนโดไฟต ์B13 คอื เชือ้รา Valsaceae sp. ดงัภาพที ่4.14 
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ภาพท่ี 4.14 ชนิดของเชือ้ราทีม่คีวามคลา้ยคลงึกบัราเอนโดไฟต ์B15 มากทีสุ่ด 9 อนัดบั 

 

 

 

ภาพท่ี 4.15 การจดัลําดบัเบสของรา Valsaceae sp. ซึง่มคีวามคลา้ยคลงึกบัราเอนโดไฟต ์B15 
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บทท่ี 5 

สรปุผลการวิจยั อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 

การวจิยัในครัง้น้ีมวีตัถุประสงค์เพื่อศกึษาประสทิธภิาพของสารสกดัจากราเอนโดไฟต์

จากพืชสมุนไพร คือ เหียง ในการยบัยัง้เชื้อแบคทีเรยีก่อโรค โดยสกดัสารด้วยตัวทําละลาย

เอธลิอะซีเตท และศกึษาสารสกดัที่มผีลต่อการยบัยัง้เชื้อแบคทเีรยีก่อโรคในมนุษย์ ศกึษาสาร

สกดัหยาบจากราเอนโดไฟต์จากเหยีงในการเป็นสารตา้นอนุมลูอสิระ และจาํแนกชนิดของเชื้อรา

เอนโดไฟตท์ีส่รา้งสารออกฤทธิท์างชวีภาพ โดยใชว้ธิทีางชวีโมเลกุล ทําการเกบ็ตวัอย่างใบเหยีง

ในจงัหวดันครราชสมีา 3 แหล่ง ไดแ้ก่ อําเภอเสงิสาง (A) อําเภอเมอืง (B) และอําเภอแกง้สนาม-

นาง (C)  

 

สรปุผลการวิจยั 

1. แยกราเอนโดไฟต์จากเหียงได้หมด 79 ไอโซเลท โดยแยกได้จากบรเิวณ midrib 

จาํนวน 41ไอโซเลท, Lateral vein จาํนวน 20 ไอโซเลท และ Lateral vein(leaf margin) จาํนวน 

18 ไอโซเลท โดยคดัเลือกเฉพาะลักษณะโคโลนีที่แตกต่างกันพบว่าราเอนโดไฟต์ที่แยกได้

สามารถแบ่งไดเ้ป็น 6 ประเภทไดแ้ก่ กลุ่ม Endophytic fungi , Mycelia sterillia, Alternaria sp., 

Fusarium sp., Phomopsis sp. และ Xylaria sp. 

2. ศึกษาสารสกัดจากราเอนโดไฟต์ที่มีฤทธ์ต่อเชื้อแบคทีเรียก่อโรค เมื่อนํารา        

เอนโดไฟต์ที่แยกได้ 79 ไอโซเลท เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว MEB ปรมิาตร 100 ml บ่มเชื้อที่

อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 31 วนั แลว้ทาํการสกดัดว้ยสารละลายเอลิอะซเีตท แลว้นําสารสกดัหยาบ

ทีไ่ดม้าทดสอบกบัเชือ้จุลนิทรยีท์ดสอบ โดยวธิ ีDisc diffusion techniques จากการศกึษาพบว่า

สารสกดัหยาบจากน้ําเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟต ์(Broth) มฤีทธิใ์นการต้านเชือ้จุลนิทรยีท์ดสอบสูง

กว่า สารสกดัหยาบจากเสน้ใยเชือ้ราเอนโดไฟต ์(Mycelia)  

3. ศึกษาสารสกัดจากราเอนโดไฟต์ในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ เมื่อนําสารสกัด

หยาบจากราเอนโดไฟต์ทัง้ 3 ไอโซเลท ที่ให้ผลการยบัยัง้แบคทีเรยีทดสอบสูงสุด มาทําการ

ทดสอบหาฤทธิต์้านอนุมูลอสิระทัง้จากส่วนของสารสกดัหยาบจากเสน้ใยเชื้อราเอนโดไฟต ์และ

สารสกดัหยาบจากน้ําเลี้ยงราเอนโดไฟต์ ทดสอบฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ ด้วยวธิ ีDPPH (2,2 - 

Diphenyl - 1 - picrylhydrazyl radical scavenging capacity assay) เมื่อเปรยีบเทียบค่าความ

เขม้ขน้ที่ทําให้ค่าอนุมูลอสิระลดลงครึง่หน่ึง (IC50) ที่ได้จากการคํานวณสมการเสน้ตรงของสาร

สกัดจากราเอนโดไฟต์ ระหว่างสารสกัดหยาบจากเส้นใยราและน้ําเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟต ์

พบว่าส่วนของน้ําเลี้ยงรา A42, C23 มฤีทธิต์้านอนุมูลอสิระมากกว่าสารสกดัจากเสน้ใยรา และ

พบว่าสว่นของเสน้ใยรา B15 มฤีทธิต์า้นอนุมลูอสิระมากกว่าสารสกดัจากน้ําเลีย้งรา 

4. จําแนกชนิดของราเอนโดไฟต์ที่มฤีทธิท์างชีวภาพโดยใช้วธิทีางชีวโมเลกุล นํารา

เอนโดไฟต์ทัง้ 3 ไอโซเลท ที่มีฤทธิท์างชีวภาพสูงสุดมาทําการศึกษาลําดบัเบสในส่วนของ 

Ribosomal DNA บริเวณของ ITS1 และITS4 พบว่าการจัดจําแนกด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล
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สามารถจําแนกราเอนโดไฟต์ได้ 2 ไอโซเลท คือ เชื้อราไอโซเลท A42 มีความคล้ายคลึงกับ 

Aspergillus syndowii 100% เชื้อราไอโซเลท B15 ความคล้ายคลึงกับ Valsaeae sp. 100 % 

สาํหรบัเชือ้ราไอโซเลท C23 ไม่สามารถพสิจูน์เอกลกัษณ์ดว้ยวธิทีางชวีโมเลกุลได ้

 

อภิปรายผล 

1. ราเอนโดไฟตจ์ากเหยีงไดห้มด 79 ไอโซเลท  โดยพบว่าราเอนโดไฟตเ์ป็นแหล่งของ

สารออกฤทธิท์างชีวภาพที่สําคัญ ทางด้านการแพทย์ การเกษตร และทางอุตสาหกรรม     

(วรรณฤดี หิรญัรตัน์.  2552 : 90-100) บางชนิดเป็นเชื้อราที่ก่อโรคพืช ซึ่งก่อให้เกิดความ

เสยีหายต่อพชืที่มคีวามสําคญัทางเศรษฐกจิ และนอกจากนัน้ยงัทําใหพ้ชืหลงัการเกบ็เกี่ยวเกดิ

การเน่าเสยี หรอืมผีลกระทบต่อพชืในดา้นอื่น จากทดลองสามารถคดัเลอืกเฉพาะลกัษณะโคโลนี

ทีแ่ตกต่างกนัพบว่าราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกไดส้ามารถแบ่งไดเ้ป็น 6 ประเภท ไดแ้ก่  

Endophytic fungi เป็นเชื้อราทีอ่าศยัอยู่ในเน้ือเยื่อพชืโดยไม่ทําใหพ้ชืแสดงอาการ

ของโรค บางชนิดยงัมคีุณสมบตัช่ิวยป้องกนัการเขา้ทําลายของเชื้อสาเหตุโรคพชืและทําให้พชื

อาศยัทนต่อสภาวะ แวดลอ้มทีไ่ม่เหมาะสม ราบางกลุ่มอาศยัอยู่ร่วมกบัพชืแบบพึง่พาอาศยั  

Mycelia sterillia เป็นเชื้อราที่ไม่พบการสรา้ง Asexual spores ทีม่ลีกัษณะต่างไป

จากเสน้ใยปกต ิและการอยู่ขา้มฤดูจะสรา้งโครงสรา้งพเิศษ เรยีกว่า Sclerotia ซึ่งเกดิจากกลุ่ม

เสน้ใยทีม่าอดัตวักนัแน่นลกัษณะคลา้ยเมลด็ผกักาด ตวัอย่างเช่น เชือ้รา Sclerotium สาเหตุโรค

รากและโคนเน่าของพชืหลายชนิด เชือ้ Rhizoctonia สาเหตุโรคโคนเน่า ฯลฯ  

Alternaria sp. เป็ น เชื้ อ ราที่ ขยายพันธุ์ โดย  Asexual spores ห รือ โค นี เดีย 

(Conidia) ลกัษณะ Muriform ซึ่งมทีา้ยป้านปลายเรยีวมนคลา้ยพนิโบวล์ิง่ มผีนังกัน้ทัง้ตามยาว

และตามขวางแบ่งออกเป็นเซลล์ย่อย ๆ หลายเซลล์ ส่วนปลายของสปอร์หรอืส่วนคอซึ่งเป็น

เซลล์อนัปลายสุด เชือ้ราชนิดน้ีจดัเป็นเชือ้ราทีร่ะบาดแพร่หลายมากทีสุ่ดชนิดหน่ึง ก่อใหเ้กดิโรค

กบัพชืต่าง ๆ หลายชนิด 

Fusarium sp. เป็นเชื้อราที่เป็นสาเหตุโรคพชื ทําให้เกดิโรคเหี่ยว (Fusarium wilt) 

ในผกัหลายชนิด เช่น กวางตุ้ง กะหลํ่าดอก ฯลฯ ลกัษณะอาการของโรคคอืใบล่างของผกัจะ

เหลอืงและเริม่เหีย่ว สงัเกตไดง้า่ย คอืมใีบล่างเหีย่วแหง้ซกีใดซีกหน่ึง ทําใหใ้บเบี้ยวงอไปขา้งที่

มใีบแห้งเหี่ยว ต่อมาใบทางซีดนัน้จะเหี่ยวเพิม่ขึ้น และเหี่ยวทัว่ต้นในเวลาต่อมา หรอืผกัเจรญิ

แต่เพยีงซกีเดยีวก่อนแลว้เหีย่วตายทัง้เถา 

Phomopsis sp. เป็นเชื้อราที่พบการแพร่ระบาดอยู่ทัว่ไปในประเทศไทย โดยส่วน

ใหญ่มกีารแพร่ ระบาดในบรเิวณสวนผลไม ้เน่ืองจากมสีภาพอากาศรอ้นชื้นเหมาะกบัการเจรญิ

ของเชือ้ ก่อใหเ้กดิความเสยีหายกบัผลไมห้ลายชนิด เช่น เงาะ ทุเรยีน มงัคุด ฯลฯ 

Xylaria sp. เป็นราในชั ้น  Ascomycetes ซึ่ ง เป็นกลุ่ ม ใหญ่ ที่พบได้ทั ว่ ไปใน

ธรรมชาติ ทัง้ในสภาวะที่เป็นแซพโพรไฟท์และเอนโดไฟต์ ในเน้ือเยื่อพืชนอกจากน้ียัง

ความสามารถในการสรา้งสารออกฤทธิท์างชวีภาพและสรา้งสารเมแทบอไลต์ทุตยิภูมอิื่น ๆ ที่มี

ความสาํคญัในการอุตสาหกรรมเอนไซม ์ 
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2. ศกึษาสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟต์ที่มฤีทธ์ต่อเชื้อแบคทีเรยีก่อโรค ราเอนโด

ไฟต์ทีแ่ยกได ้79 ไอโซเลท มาทดสอบฤทธิใ์นการต้านเชื้อจุลนิทรยี์มรีาเอนโดไฟต์ 3 ไอโซเลท 

ทีใ่หผ้ลการยบัยัง้สงูสุด ไดแ้ก่ B15 C23 และ A42 ตามลําดบั เชือ้แบคทเีรยีทีถู่กยบัยัง้ได ้คอื  

S. aureus, P. fluorescens, Vibrio spp., S. typhimurium และ  B. megaterium  สาเหตุที่สาร

สกัดราเอนโดไฟต์ไม่สามารถทําลายเชื้อ E.coli ได้อาจเป็นเพราะสารสกัดไม่สามารถเข้าไป

ยบัยัง้การเจรญิเตบิโตหรอืการแพร่พนัธุ์ของเชื้อแบคทเีรยีได ้กระบวนการทีจ่ะทําลายแบคทเีรยี

ไดน้ัน้จะมกีระบวนการดงัน้ี สารสกดัจะเขา้ไปทําลาย DNA มผีลทําใหแ้บคทเีรยีไม่สามารถแบ่ง

เซลลแ์ละทาํใหเ้ซลลต์ายในทีสุ่ด  

งานวิจยัน้ีได้ใช้สารควบคุมที่ให้ผลบวก เป็นสารปฏิชีวนะคือ Kanamycin  ซึ่งมี

ประสทิธภิาพในการยบัยัง้เชื้อแบคทเีรยีก่อโรค  เมื่อเปรยีบเทยีบผลการยบัยัง้ของสารสกดัทีไ่ด้

กับแบคทีเรยีก่อโรคและยาปฏิชีวนะ  พบว่าสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟต์บางไอโซเลท  

สามารถให้ผลดีกว่า ซึ่งเป็นไปทางเดียวกันกับงานวิจัยของ สินทวี สิงห์ว ัฒนะ (2547 : 

บทคดัย่อ) ศึกษาสารออกฤทธิท์างชีวภาพจากราเอนโดไฟต์ที่แยกจากกระท่อม (Mitragyna  

speciosa  Korth)  พบว่าสามารถสร้างสารที่มีฤทธิท์างชีวภาพในการยับยัง้ B. subtilis,         

S. aureus, E. coli, P. aeruginosa  และ C. albican  ได ้

3. ศกึษาสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟต์ในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ พบว่าสาร

สกดัหยาบส่วนของเสน้ใยรา มฤีทธิต์้านอนุมูลอสิระมากกว่าสารสกดัหยาบจากน้ําเพาะเลี้ยงรา 

ทําให้เหน็ไดว้่าสารต้านอนุมูลอสิระส่วนใหญ่ถูกเกบ็สะสมไวใ้นเซลล์จงึเหมาะแก่การศกึษาเพื่อ

ในทางการแพทยแ์ละอุตสาหกรรม ซึ่งสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Kim และคณะ (1999) ทําการ

แยก Ergosterol จากเห็ด Armillariella mellea และทดสอบฤทธิต์้านการเกดิ Oxidation พบว่า

สามารถยบัยัง้การเกดิ Lipid peroxidation ใน Microsome ในตบัของหนูไดด้ ีและยับ้ยัง้การเกดิ 

Oxidation ได้ดีกว่าสารที่ใช้ในการต้านการเกิด Oxidation คือα-Tocopherol และ Thiourea 

(Kim and others. 1999 : 819-823) 

4. จําแนกชนิดของราเอนโดไฟต์ที่มฤีทธิท์างชีวภาพโดยใช้วธิทีางชีวโมเลกุล นํารา

เอนโดไฟต์ทัง้ 3 ไอโซเลท ที่มฤีทธิท์างชีวภาพสูงสุดมาทําการศึกษา ในการวจิยัในครัง้น้ีได้

เลอืกทาํการศกึษาโดยใชข้อ้มลูจากสว่น ITS1 และ ITS4 ของยนี rRNA เน่ืองจากขอ้มูลจากสว่น 

ITS มีความแปรผนัสูง (High variable region) สามารถใช้เพื่อจดัจําแนกราเอนโดไฟต์จนถึง

ระดับ Genus และ Species ได้เป็นอย่างดีโดยสามารถจําแนกราเอนโดไฟต์ได้ 2 ไอโซเลท  

และไม่สามารถแยกราเอนโดไฟต์ได ้1 ไอโซเลท ซึง่สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ (ณัฐวุฒ ิรุ่งจนิดา

มยั.  2005 : บทคดัย่อ) พบว่ามีเพียงราเอนโดไฟต์บางไอโซเลทเท่านัน้ที่จําแนกได้ถึงระดบั 

Order หรอื Family โดยไม่สามารถระบุชี้ได้ว่าเป็น Genus หรอื Species ใด เน่ืองจากข้อมูล

ลําดบัเบส DNA ใกล้เคยีงที่นํามาเปรยีบเทียบจะเป็นลําดบัเบส DNA ของเชื้อราที่ไม่ทราบชื่อ 

(Unknown fungal sequence) 
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ข้อเสนอแนะ 

ผลที่ได้จากงานวจิยัน้ีสามารถเป็นขอ้มูลพื้นฐานในการพฒันาการใช้ประโยชน์จากสาร

สกดัหยาบจากราเอนโดไฟต์ที่มคีวามสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของเชื้อแบคทีเรยีก่อโรค 

และยงัมขีอ้มลูอกีหลายดา้นทีค่วรจะมกีารศกึษาเพิม่เตมิ ดงัน้ี  

1. ข้อเสนอแนะจากวิจยัในครัง้น้ี 

1.1 ศกึษาองคป์ระกอบทีอ่ยู่ในสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟต์ โดยการนําสารสกดั

หยาบที่ได้ไปทําให้บริสุทธิม์ากขึ้น เพื่อจะได้ทราบชนิดของสารประกอบที่สามารถยับยัง้

จุลนิทรยีก์่อโรคได ้

1.2 ศึกษาความสามารถคงฤทธิข์องสารสกดัหยาบ เพื่อค้นหาวธิีการใช้สารสกัด

หยาบอย่างมปีระสทิธภิาพ เช่น สภาวะการเกบ็รกัษา ภาชนะบรรจุ การแปรรปู การสกดั ฯลฯ 

2. ข้อเสนอแนะในการวิจยัครัง้ต่อไป 

2.1 ศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟต์ต่อการยับยัง้ต่อ

เซลลม์ะเรง็ 

2.2 ศกึษาความเป็นไปได้ในการนําสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟต์มาใช้แทนยา

และเคมภีณัฑ ์เพือ่เป็นการรกัษาแบบแพทยท์างเลอืก  
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ภาคผนวก 

 

ภาคผนวก  ก  อาหารเพาะเล้ียงเชื้อ  

1.  Potato  dextrose  agar (PDA) 

มนัฝรัง่ปอกเปลอืก  200   g 

Glucose 20   g 

Agar 15     g 

น้ํากลัน่ 1000   ml 

2.  Malt  extract  agar (MEA) 

Malt extracts                  200 g 

Peptone 1   g 

Glucose 20   g 

Agar 15     g 

น้ํากลัน่ 1000   ml 

3.  Carrot  agar (CA) 

แครอทปอกเปลอืก                  200 g 

Agar 15     g 

น้ํากลัน่ 1000   ml 

4.  Yeast extract agar (YEA) 

Peptic digest (animal tissue) 5 g 

Yeast extracts                  3   g 

Agar 15     g 

น้ํากลัน่ 1000   ml 

ปรบั pH 7.2±0.2   

5.  V8 agar 

V-8 juice  100 ml 

Yeast extracts                  2   g 

L-Asparagine  10     g 

Calcium carbonate  2 g 

Glucose                  2   g 

Agar 15     g 

น้ํากลัน่ 1000   ml 

ปรบั pH 5.7±0.2   
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6. Trypticase  soy  broth (TSB) 

Pancreatic  digest  of  casein                        15 g 

Enzymatic  digest  of  soybean  meal         3   g 

Sodium  chloride 5 g 

น้ํากลัน่ 1000   ml 

7. Müeller  Hinton  agar  (MHA) 

Beef  extract   2 g 

Acid  digest  of  casein                              17.5   g 

Soluble  starch                                           1.5  

Agar 15     g 

น้ํากลัน่ 1000   ml 
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ภาคผนวก  ข สัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟต์ และปริมาณส่วนสกัดหยาบจาก             

ราเอนโดไฟต์ 

1. สณัฐานวิทยาของราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้จากใบเหียง 

ตารางผนวกท่ี ข-1 ลักษณะของราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากใบเหียงจากอําเภอเสิงสาง         

ทีเ่พาะเลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ชนิดต่าง ๆ 

ไอโซเลท 
ชนิด 

ราเอนโดไฟต์ 

อาหารเล้ียง

เช้ือ 
ลกัษณะโคโลนีท่ีปรากฏ สีของโคโลนี 

A1 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

เทา 

ขาว 

A3 

 

Alternaria sp. PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เทา 

เทา 

เทา 

ขาว 

ขาว 

A4 

 

Alternaria sp. PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

A7 

 

Phomopsis sp. PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

A8 

 

Phomopsis sp. PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

A9 

 

Phomopsis sp. PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

A10 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 
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ตารางผนวกท่ี ข-1 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
ชนิด 

ราเอนโดไฟต์ 

อาหารเล้ียง

เช้ือ 
ลกัษณะโคโลนีท่ีปรากฏ สีของโคโลนี 

A11 

 

Endophytic 

fungi 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

ขาว 

เทา 

เทา 

ขาว 

A12 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เทา 

เทา 

ขาว-เทา 

ขาว 

ขาว 

A13 

 

Endophytic 

fungi 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เทา 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

A14 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

ขาว 

ขาว 

 เทา 

ขาว 

ขาว 

A15 

 

Alternaria sp. 
 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เทา 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

A18 

 

Endophytic 

fungi  

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

A19 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA 

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เทา 

เทา 

เทา 

ขาว 

ขาว 

A20 

 

Endophytic 

fungi  

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

 



56 
 
ตารางผนวกท่ี ข-1 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
ชนิด 

ราเอนโดไฟต์ 

อาหารเล้ียง

เช้ือ 
ลกัษณะโคโลนีท่ีปรากฏ สีของโคโลนี 

A22 

 

Endophytic 

fungi  

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

A23 

 

Endophytic 

fungi 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

A24 

 

Endophytic 

fungi 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบปลายแหลม 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

A26 

 

Endophytic 

frungi 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบปลายแหลม 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบปลายแหลม 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

A31 

 

Endophytic 

fungi 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกัปลายแหลม 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกัปลายแหลม 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกัปลายแหลม 

น้ําตาล 

เทา 

เทา 

ขาว 

ขาว 

A32 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เทา 

เทา 

เทา 

ขาว 

ขาว 

A33 

 

Alternaria sp. 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบโคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

เทา 

เทา 

ขาว 

ขาว 

A34 

 

Phomopsis sp. PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมเป็นชัน้ๆ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 



57 
 
ตารางผนวกท่ี ข-1 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
ชนิด 

ราเอนโดไฟต์ 

อาหารเล้ียง

เช้ือ 
ลกัษณะโคโลนีท่ีปรากฏ 

สีของ

โคโลนี 

A35 

 

 

Endophytic 

fungi 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เทา 

เทา 

เทา 

เทา 

เทา 

A36 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

A38 

 

Endophytic 

fungi 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

A39 

 

Endophytic 

fungi 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

A40 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบปลายแหลม 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบปลายแหลม 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบปลายแหลม 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบปลายแหลม 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบปลายแหลม 

น้ําตาล 

ขาว 

ขาว 

เทา 

ขาว 

A41 

 

Xylaria sp. PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 

A42 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

A45 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

เทา 

เทา 

ขาว 

ขาว 



58 
 
ตารางผนวกท่ี ข-1 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
ชนิด 

ราเอนโดไฟต์ 

อาหารเล้ียง

เช้ือ 
ลกัษณะโคโลนีท่ีปรากฏ สีของโคโลนี 

A46 

 

Alternaria sp. 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

ขาว 

เทา 

เทา 

ขาว 

A55 

 

Xylaria sp. PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 

A56 

 

Xylaria sp. 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 

A59 

 

Alternaria sp. 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

เทา 

A61 

 

Alternaria sp. 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

A62 

 

Endophytic 

fungi  

PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยฟูโคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

A63 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

เทา 

เทา 

ขาว 

ขาว 

A64 

 

Alternaria sp. 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

 



59 
 
ตารางผนวกท่ี ข-1 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
ชนิด 

ราเอนโดไฟต์ 
อาหารเล้ียงเช้ือ ลกัษณะโคโลนีท่ีปรากฏ 

สีของ

โคโลนี 

A67 

 

Endophytic 

fungi  

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

เทา 

เทา 

ขาว 

เทา 

A72 

 

Alternaria sp. 

 

PDA 

MEA  

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

เทา 

เทา 

ขาว 

เทา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 
 
ตารางผนวกท่ี ข-2 ลักษณะของราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากใบเหียงจากอําเภอเมือง            

ทีเ่พาะเลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ชนิดต่าง ๆ 

ไอโซเลท 
ชนิด 

ราเอนโดไฟต์ 

อาหารเล้ียง

เช้ือ 
ลกัษณะโคโลนีท่ีปรากฏ สีของโคโลนี 

B1 

 

Endophytic 

fungi 

PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

B2 

 

Endophytic 

Fungi sp. 

PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบหยกั 

เทา 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

B3 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

เทา 

B4 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เทา 

เทา 

เทา 

ขาว 

ขาว 

B5 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

เทา 

เทา 

ขาว 

เทา 

B6 

 

Endophytic 

fungi 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบหยกั 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

B7 

 

Endophytic 

fungi 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบหยกั 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

B8 

 

Endophytic 

fungi 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบหยกั 

เทา 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 



61 
 
ตารางผนวกท่ี ข-2 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
ชนิด 

ราเอนโดไฟต์ 
อาหารเล้ียงเช้ือ ลกัษณะโคโลนีท่ีปรากฏ สีของโคโลนี 

B9 

. 

Fusarium sp PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

ขาว 

ขาว 

เทา 

เทา 

ขาว 

B10 

 

Endophytic 

fungi  

PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

เทา 

เทา 

เทา 

เทา 

B11 

 

Endophytic 

fungi  

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

B12 

 

Endophytic 

fungi  

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

เทา 

เทา 

เทา 

ขาว 

B13 

 

Endophytic 

fungi  

PDA 

MEA  

YEA  

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

B14 

 

Alternaria sp. 

 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

เทา 

เทา 

ขาว 

ขาว 

B15 

 

Endophytic 

fungi  

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกั 

ขาว 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

B16 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

เทา 

เทา 

ขาว 

ขาว 

 



62 
 
ตารางผนวกท่ี ข-2 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
ชนิด 

ราเอนโดไฟต์ 

อาหารเล้ียง

เช้ือ 
ลกัษณะโคโลนีท่ีปรากฏ สีของโคโลนี 

B17 

 

Alternaria sp. 

 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

เทา 

เทา 

เทา 

เทา 

B18 

 

Fusarium sp. PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 
 
ตารางผนวกท่ี ข-3 ลกัษณะของราเอนโดไฟต์ทีแ่ยกไดจ้ากใบเหยีงจากอําเภอแก้งสนาม-

นาง ทีเ่พาะเลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ชนิดต่าง ๆ 

ไอโซเลท 
ชนิด 

ราเอนโดไฟต์ 
อาหารเล้ียงเช้ือ ลกัษณะโคโลนีท่ีปรากฏ สีของโคโลนี 

C4 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟูโคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เทา 

ขาว 

เทา 

เทา 

เทา 

C6 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟูโคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

C7 

 

Alternaria sp. 

 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบหยกั 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

C8 

 

Fusarium sp. 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

C11 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

C12 

 

Alternaria sp. 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

C13 

 

Mycelia sterillia 

 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

 

 

 



64 
 
ตารางผนวกท่ี ข-3 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
ชนิด 

ราเอนโดไฟต์ 

อาหารเล้ียง

เช้ือ 
ลกัษณะโคโลนีท่ีปรากฏ 

สีของ

โคโลนี 

C21 

 

Fusarium sp. 

 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 
เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 
เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 
เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

C23 

 

Endophytic 

fungi 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟูโคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เทา 

เทา 

เทา 

เทา 

ชมพ ู

C26 

 

Alternaria sp. 

 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

C27 

 

 

Fusarium sp. PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

เทา 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ชมพ ู

C28 

 

Alternaria sp. 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เทา 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

C39 

 

Fusarium sp. 

 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกัปลายแหลม 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกัปลายแหลม 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกัปลายแหลม 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกัปลายแหลม 

เสน้ใยเรยีบ โคโลนีกลมขอบหยกัปลายแหลม 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

C42 

 

Alternaria sp. 

 

 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

C45 

 

Endophytic 

fungi  

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

 



65 
 
ตารางผนวกท่ี ข-3 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
ชนิด 

ราเอนโดไฟต์ 

อาหารเล้ียง

เช้ือ 
ลกัษณะโคโลนีท่ีปรากฏ สีของโคโลนี 

C50 

 

Phomopsis sp. 

 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบหยกั 

เทา 

ขาว 

เทา 

ขาว 

ขาว 

C54 Fusarium sp. 

 

 

PDA 

MEA  

YEA  

CA  

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบเรยีบ 

เสน้ใยฟูโ คโลนีกลมขอบเรยีบ 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

ขาว 

C55 

 

Endophytic 

fungi 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

เสน้ใยฟู โคโลนีกลมขอบหยกั 

ขาว 

ขาว 

เทา 

เทา 

เทา 

C59 

 

Xylaria sp. 

 

PDA 

MEA 

YEA 

CA 

V8 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

เสน้ใยปลายแหลมชีข้ ึน้เหนอือาหาร 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 

ขาว-เทา 
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2. ลกัษณะและปริมาณส่วนสกดัหยาบจากราเอนโดไฟต์ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร MEB 

 

ตารางผนวกท่ี ข-4 ลกัษณะและปรมิาณส่วนสกดัหยาบจากราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จาก   

ใบเหยีงจากอําเภอเสงิสาง  

ไอโซเลท 
ส่วนสกดัหยาบเส้นใยรา ส่วนสกดัหยาบน้ําเพาะเล้ียงเล้ียงรา 

ลกัษณะ น้ําหนัก (mg) ลกัษณะ น้ําหนัก (mg) 

A1 ของเหลวหนืด สน้ํีาตาลเขม้ 0.108 ของเหลวหนืด สสีม้ 0.217 

A3 ของเหลวหนืด สสีม้ 0.412 ของเหลวหนืด เหลอืง 1.739 

A4 ของเหลวหนืด สดํีา 0.009 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 1.625 

A7 ของเหลวหนืดส ีน้ําตาลเขม้ 0.275 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.308 

A8 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.093 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.290 

A9 ของเหลวหนืดสดํีา 0.108 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.347 

A10 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.159 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.425 

A11 ของเหลวหนืดสดํีา 0.207 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.216 

A12 ของเหลวหนืดสสีม้  ของเหลวหนืดสเีหลอืง 1.545 

A13 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.041 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.293 

A14 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.158 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.060 

A15 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.279 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.374 

A18 ของเหลวหนืดสดํีา 0.211 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.959 

A19 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.430 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.385 

A20 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.204 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.117 

A21 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.183 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 1.170 

A22 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.168 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.374 

A23 ของเหลวหนืดสดํีา 0.337 ของเหลวหนืดสดํีา 0.209 

A24 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.156 ของเหลวหนืดสสีม้ 1.495 

A26 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.218 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.257 

A31 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.260 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.245 

A32 ของเหลวหนืดสดํีา 0.283 ของเหลวหนืดสดํีา 0.103 

A33 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.177 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.334 

A34 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.138 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.224 

A35 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.192 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.310 

A36 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.102 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.196 

A38 ของเหลวหนืดสดํีา 0.095 ของเหลวหนืดสดํีา 0.145 

A39 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.300 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.174 

A40 ของเหลวหนืดสดํีา 0.178 ของเหลวหนืดสดํีา 0.419 

A41 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.208 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 1.496 

A42 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.040 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.280 

A45 ของเหลวหนืดสดํีา 0.201 ของเหลวหนืดสดํีา 0.211 
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ตารางผนวกท่ี ข-4 (ต่อ) 

ไอโซเลท 
ส่วนสกดัหยาบเส้นใยรา ส่วนสกดัหยาบน้ําเพาะเล้ียงเล้ียงรา 

ลกัษณะ น้ําหนัก (mg) ลกัษณะ น้ําหนัก (mg) 

A46 ของเหลวหนืดสดํีา 0.203 ของเหลวหนืดสดํีา 0.223 

A55 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.316 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.242 

A56 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.208 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.136 

A59 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.146 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.270 

A61 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.177 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.195 

A62 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.035 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.395 

A63 ของเหลวหนืดสดํีา 0.254 ของเหลวหนืดสดํีา 0.394 

A64 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.244 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.103 

A67 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.255 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.156 

A72 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.337 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.346 
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ตารางผนวกท่ี ข-5 ลกัษณะและปรมิาณส่วนสกดัหยาบจากราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จาก   

ใบเหยีงจากอําเภอเมอืง  

ไอโซเลท 
ส่วนสกดัหยาบเส้นใยรา ส่วนสกดัหยาบน้ําเพาะเล้ียงเล้ียงรา 

ลกัษณะ น้ําหนัก (mg) ลกัษณะ น้ําหนัก (mg) 

B1 ของเหลวหนืดสดํีา 0.021 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.168 

B2 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.310 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.149 

B3 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.147 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.271 

B4 ของเหลวหนืดสดํีา 0.081 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.339 

B5 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.144 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.320 

B6 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.149 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.096 

B7 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.143 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.238 

B8 ของเหลวหนืดสดํีา 0.122 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.251 

B9 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.043 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.164 

B10 ของเหลวหนืดสดํีา 0.924 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.221 

B11 ของเหลวหนืดสดํีา 0.206 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.361 

B12 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.216 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.430 

B13 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.254 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.232 

B14 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.125 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.357 

B15 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.237 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.422 

B16 ของเหลวหนืดสดํีา 0.291 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.299 

B17 ของเหลวหนืดสดํีา 0.186 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.262 

B18 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.006 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.333 
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ตารางผนวกท่ี ข-6 ลกัษณะและปรมิาณส่วนสกดัหยาบจากราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จาก  

ใบเหยีงจากอําเภอแกง้สนามนาง 

ไอโซเลท 
ส่วนสกดัหยาบเส้นใยรา ส่วนสกดัหยาบน้ําเพาะเล้ียงเล้ียงรา 

ลกัษณะ น้ําหนัก (mg) ลกัษณะ น้ําหนัก (mg) 

C4 ของเหลวหนืดสดํีา 0.186 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.254 

C6 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.016 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.122 

C7 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.274 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.125 

C8 ของเหลวหนืดสดํีา 0.166 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.212 

C11 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.165 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.137 

C12 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.102 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.215 

C13 ของเหลวหนืดสดํีา 0.082 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.215 

C21 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.401 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.452 

C23 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.030 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.331 

C26 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.379 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.271 

C27 ของเหลวหนืดสดํีา 0.025 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.297 

C28 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.060 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.245 

C39 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.008 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.298 

C42 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.068 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.136 

C45 ของเหลวหนืดสดํีา 0.054 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.217 

C50 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.344 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.274 

C54 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.179 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.367 

C55 ของเหลวหนืดสสีม้ 0.077 ของเหลวหนืดสเีหลอืง 0.123 

C59 ของเหลวหนืดสดํีา 0.080 ของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้ 0.222 
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ภาคผนวก ค ฤทธ์ิยบัยัง้อนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟต์ 

 

 

ภาพผนวกท่ี ค-1 ค่าร้อยละของการยับยัง้อนุมูลอิสระ (% Inhibition) กับความเข้มข้น

สารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid ในสารละลายเอธลิอะซเีตท 

 

 

ภาพผนวกท่ี ค-2 ค่ารอ้ยละของการยบัยัง้อนุมูลอสิระ (% Inhibition) กบัความเขม้ขน้ของ

สารสกดัหยาบจากเสน้ใยราเอนโดไฟต ์A42  
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ความเข้มข้นสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid ในสารละลายเอธิลอะซีเตท 

(mg/ml)

R² = 0.9986
IC50 = 36.49

y = 0.1609x
R² = 0.9981
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0.000

20.000

40.000

60.000

80.000

100.000

120.000

0 100 200 300 400 500 600 700

ร้อ
ยล

ะก
าร

ยบั
ย

ัง้อ
นุ

ม
ลูอิ

สร
ะ

ความเข้มข้นของสารสกดัหยาบราเอนโดไฟต ์A42 ท่ีสกดัได้จากเส้นใยรา 

ในสารละลายเอธิลอะซีเตท (µg/ml)
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ภาพผนวกท่ี ค-3 ค่ารอ้ยละของการยบัยัง้อนุมูลอสิระ (% Inhibition) กบัความเขม้ขน้ของ

สารสกดัหยาบจากน้ําเพาะเลีย้งราเอนโดไฟต ์A42  

 

 

ภาพผนวกท่ี ค-4 ค่ารอ้ยละของการยบัยัง้อนุมูลอสิระ (% Inhibition) กบัความเขม้ขน้ของ

สารสกดัหยาบจากเสน้ใยราเอนโดไฟต ์B15 

y = 0.1563x
R² = 0.9927

IC50 = 288.82
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ความเข้มข้นของสารสกดัหยาบราเอนโดไฟต ์A42 ท่ีสกดัได้จากน้ําเพาะเล้ียงรา 

ในสารละลายเอธิลอะซีเตท (µg/ml)

y =  0.0084x
R² =  0.9928

IC50 =6726.30
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ความเข้มข้นของสารสกดัหยาบราเอนโดไฟต ์B15 ท่ีสกดัได้จากเส้นใยรา 

ในสารละลายเอธิลอะซีเตท (µg/ml)
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ภาพผนวกท่ี ค-5 ค่ารอ้ยละของการยบัยัง้อนุมูลอสิระ (% Inhibition) กบัความเขม้ขน้ของ

สารสกดัหยาบจากน้ําเพาะเลีย้งราเอนโดไฟต ์B15 

 

 

ภาพผนวกท่ี ค-6 ค่ารอ้ยละของการยบัยัง้อนุมูลอสิระ (% Inhibition) กบัความเขม้ขน้ของ 

สารสกดัหยาบจากเสน้ใยราเอนโดไฟต ์C23 
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ความเข้มข้นของสารสกดัหยาบราเอนโดไฟต ์B15 ท่ีสกดัได้จากน้ําเพาะเล้ียงรา 

ในสารละลายเอธิลอะซีเตท (µg/ml)

y = 0.0043x + 3.6096
R² = 0.989

IC50 = 5531.89
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ความเข้มข้นของสารสกดัหยาบราเอนโดไฟต ์C23 ท่ีสกดัได้จากเส้นใยรา 

ในสารละลายเอธิลอะซีเตท (µg/ml)
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ภาพผนวกท่ี ค-7 ค่ารอ้ยละของการยบัยัง้อนุมูลอสิระ (% Inhibition) กบัความเขม้ขน้ของ

สารสกดัหยาบจากน้ําเพาะเลีย้งราเอนโดไฟต ์C23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0102x
R² = 0.9954

IC50 =  5565.88
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ความเข้มข้นของสารสกดัหยาบราเอนโดไฟต ์C23 ท่ีสกดัได้จากน้ําเพาะเล้ียงรา

ในสารละลายเอธิลอะซีเตท (µg/ml)



74 
 
ภาคผนวก ง  การตรวจสอบปริมาณของดีเอน็เอ และ PCR product 

ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ และ PCR product จากราเอนโดไฟต์ด้วย 0.8% 

Agarose gel electrophoresis ในสารละลาย TBE buffer  

 

1. ดีเอน็เอจากราเอนโดไฟต์ 

 

 

 

ภาพผนวกท่ี ง-1 คุณภาพของดีเอ็นเอจากราเอนโดไฟต์ M = Ladder ขนาด 1 kb,        

1 =  ราเอนโดไฟต์ไอโซเลท A42, 2 =  ราเอนโดไฟต์ไอโซเลท B15 

และ 3 = ราเอนโดไฟตไ์อโซเลท C23  
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2. PCR product ของราเอนโดไฟต์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกท่ี ง-2 PCR product ข อ ง ร า เ อ น โ ด ไ ฟ ต์  M = Ladder ข น า ด  1 kb,                  

1 =  ราเอนโดไฟตไ์อโซเลท A42, 2 =  ราเอนโดไฟตไ์อโซเลท B15 และ 

3 = ราเอนโดไฟตไ์อโซเลท C23  
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