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4. วจิารณผลการทดลอง 
 
4.1 การแยกราเอนโดไฟท จากพืชสกุล Garcinia  
 

จากการแยกราเอนโดไฟทจากพืชสกุล Garcinia ท้ังหมด  5 species รวมท้ังหมดจํานวน 10 
ตน ไดราเอนโดไฟทท้ังหมด 1,979 isolates จากจํานวนตัวอยางพืช 660 ชิ้น เม่ือคํานวณอัตราการ
แยกราเอนโดไฟท (isolation rate) ซึ่งจะเปนคาท่ีบอกถึงจํานวนของเชื้อราเอนโดไฟทที่แยกได ตอ
หนึ่งหนวยของตัวอยางพืช โดยคํานวณจากสูตร (Jordaan et al., 2006) 
 

อัตราการแยกราเอนโดไฟท  =  จํานวนราเอนโดไฟทท่ีแยกได/ 
จํานวนชิ้นของตัวอยางพืชท่ีนํามาแยก 

 
พบวา ราเอนโดไฟทท่ีแยกไดจากพืชสกุล Garcinia มีอัตราการแยกราเอนโดไฟท เทากับ 

3.00 isolates/ตัวอยางพืช สูงกวาราเอนโดไฟทจากตนสน Pinus monticola จํานวน 2,019 isolates 
จากตัวอยางพืชจํานวน 1,550 ตัวอยาง (1.3 isolates/ตัวอยางพืช) (Ganley and Newcombe, 2006) 
และราเอนโดไฟทจากพืช Colophospermum mopane จํานวน 721 isolates จากตัวอยางพืชจํานวน 
1,470 ตัวอยาง (0.49 isolates/ตัวอยางพืช) (Jordaan et al., 2006) ราเอนโดไฟทที่แยกจากพืช 
Azadirachta indica จํานวน 70 isolates จากจํานวนตัวอยางพืช 200 ชิ้น (0.35 isolates/ตัวอยางพืช) 
(Mahesh et al., 2005) และราเอนโดไฟทจากพืช Crataeva magna จํานวน 96 isolates จากตัวอยาง
พืชจํานวน 800 ชิ้น (0.086 isolates/ตัวอยางพืช) (Nalini et al., 2005) ทั้งนี้อาจมีความแปรผนัเกดิขึ้น
บางสวนในการเปรียบเทียบ เนื่องจากเปนการแยกราเอนโดไฟทจากสวนท่ีแตกตางกันของพืช ซึ่ง
อาจมีผลตอจํานวนเชื้อท่ีได ตลอดจนความถี่ในการแยกเชื้อ และกลุมเชื้อท่ีแตละรายงานเลอืกศกึษา
และแมวายังไมมีรายงานท่ีชัดเจนถึงจํานวนราเอนโดไฟท วามีจํานวนมากนอยเพียงใด ท่ีอาศยัอยูใน
พืช (Lebrόn et al., 2001) แตจากอัตราการแยกราเอนโดไฟทดังกลาวขางตน จะเห็นไดวา พืชสกุล 
Garcinia เปนแหลงสําคัญของราเอนโดไฟท เพราะสามารถแยกเชื้อราเอนโดไฟทไดจํานวน
มากกวาพืชชนิดอื่นๆ  

ในการวิจัยครั้งนี้ไดทําการแยกราเอนโดไฟท จากพืชสกุล Garcinia เพียงสกุลเดียวเปน
จํานวน 5 species ชนิดละ 1-3 ตน โดยทําการแยกราเอนโดไฟทภายในวันเดียวกันที่ทําการเก็บ
ตัวอยางพืช และแยกโดยใชอาหาร corn meal agar (CMA) พบวาไดจํานวนราเอนโดไฟทจํานวนสูง



 

 

 
 

93 

มาก (1,979 isolates) เม่ือเปรียบเทียบกับรายงานของ Wiyakrutta et al. (2004) ท่ีทําการแยก           
ราเอนโดไฟทจากพืชสมุนไพรไทยจํานวน 81 สกุล จํานวนสกุลละ 1 species ซึ่งเก็บรักษาตัวอยาง
พืชไวในตูเย็นกอน แลวจึงทําการแยกราเอนโดไฟทในภายหลัง และใชอาหาร water agar (WA) ซึ่ง
มีสารอาหารนอยกวา ในการแยกราเอนโดไฟท จึงทําใหแยกไดราเอนโดไฟทไดเพียง 582 isolates 
ในการแตอยางไรก็ตามพบวาราเอนโดไฟทจากพืชสกุล Garcinia มีความหลากหลายไมสูงนัก เม่ือ
พิจารณาจากลักษณะ colony จึงคัดเลือกเพ่ือไปทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียไดเพียง 377 isolates 
(19.05%) ตางจากราเอนโดไฟทท่ีแยกจากพืชสมุนไพรไทยหลายชนิด ทําใหไดราเอนโดไฟทที่มี
ความหลากหลายสูงดวย สามารถคัดเลือกราเอนโดไฟทท่ีแตกตางได 360 isolates (61.85%) 

การศึกษาในคร้ังนี้ ทําการแยกราเอนโดไฟทจากทั้งสวนใบ กานใบ และสวนกิ่ง สามารถ
ตรวจพบราเอนโดไฟทจากทุกสวน อาจเนื่องจากวา ในบริเวณดังกลาว มีเนื้อเย่ือสําคัญคือสวนของ 
xylem และ  phloem ซึ่งเปนทอสงสารอาหาร และน้ําตามลําดับ Bishop (2002) ศึกษาถึง
ความสัมพันธของขาวสาลีกับราเอนโดไฟท Fusarium proliferatum พบวาราเอนโดไฟทอาศัยอยู
บริเวณเนื้อเย่ือของพืช ไดแก epidermis, vascular bundle sheath และ xylem ของพืชอาศัย ซึ่ง
สอดคลองกับ Mengoni et al. (2003) รายงานการพบแบคทีเรียเอนโดไฟทจํานวนมากบริเวณ 
phloem บริเวณรากและกิ่งของตน Ulmas sp. บริเวณเนื้อเย่ือดังกลาวมีความอุดมสมบูรณของอาหาร
และสภาวะแวดลอม จึงสามารถพบราเอนโดไฟทไดเปนจํานวนมาก การเก็บตัวอยางพืชสกุล 
Garcinia ในคร้ังนี้ ทําการเก็บตัวอยางจากบริเวณท่ีมีความเหมาะสม คือ 1) พืชอยูในสิ่งแวดลอมท่ีมี
ลักษณะเฉพาะ 2) พืชท่ีเก็บตัวอยาง มีการใชเปนสมุนไพร มาเปนเวลายาวนาน 3) เปนพ้ืนทองถิ่น 
และ 4) พืชเจริญอยูในบริเวณท่ีมีความหลากหลายทางชีวภาพสูง (Strobel and Daisy, 2003) Strobel 
(2003) กลาววาพืชยืนตนในเขตรอน เปนพืชอาศัยของราเอนโดไฟทท่ีมีความหลากหลายมากกวา
พืชท่ีเจริญในบริเวณท่ีมีอากาศแหงและเย็น ซึ่งมีความหลากหลายของพืชนอยกวาดวย ทําใหมี
โอกาสตรวจพบเชื้อท่ีมีศักยภาพในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากพืชเขตรอนไดสูงดวย  
 
4.2 การทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรีย 

 
เปนท่ีทราบกันดีวา เชื้อราเปนแหลงของสารตานจุลินทรีย ตั้งแตมีการคนพบยาเพนิซิลิน  

ยารักษาโรคท่ีมีใชอยูในปจจุบันนั้น 6 ใน 20 ชนิดมาจากเชื้อรา (Gloer, 1997) โดยรายงานการศกึษา
สารปฏิชีวนะสวนใหญมาจากเชื้อราในกลุม Trichoderma, Penicillium และ Aspergillus ที่แยกได
จากดิน (Dix and Webster, 1995) จนกระท่ังมีการพบราเอนโดไฟท ทําใหมีผูหันมาสนใจรากลุมนี้
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มากขึ้น เนื่องจากยังมีรายงานการศึกษาถึงฤทธิ์ทางชีวภาพโดยเฉพาะฤทธิ์ตานจุลินทรยีนอย (Schulz 
et al., 2002) และจากการท่ีราเอนโดไฟทอาศัยอยูในพืชอาศัยอาจชวยสรางสารตานจุลินทรีย เพ่ือ
ปองกันโรคพืช (Strobel, 2003) ซึ่ง Tan and Zou (2001) เชื่อวาราเอนโดไฟทสามารถสรางสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพ และสารเคมีชนิดเดียวกันกับพืชได อาจเนื่องมาจากการแลกเปลี่ยนของสาร
พันธุกรรม (horizontal genetic transfer) ระหวางราเอนโดไฟทและพืชอาศัย การศึกษาคร้ังนี้ไดทํา
การแยกราเอนโดไฟทจากพืชสกุล Garcinia 5 ชนิด ท่ีพบในภาคใตของไทย เนื่องจากพืชเหลานี้มี
สรรพคุณทางยาท่ีสําคัญ และมีฤทธิ์ตานจุลินทรีย 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสวนใหญเปน secondary metabolite ท่ีเชื้อราสรางออกมาภายนอก
เซลล ดังนั้นในการคัดกรองหาเชื้อราท่ีสรางสารตานจุลินทรียจึงนิยมนําน้ําเลี้ยงเชื้อรามาทดสอบ 
และเพ่ือเพิ่มโอกาสสําหรับการคัดกรองหาสารตานจุลินทรีย ทําการเก็บตัวอยางน้ําเลี้ยงเชื้อรา     
เอนโดไฟท ในชวงอายุ 2 และ 3 สัปดาห เนื่องจากสันนิษฐานวาสารตานจุลินทรียอาจจะมี
ระยะเวลาการสรางใกลเคียงกับสาร taxol ที่เปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีสําคัญ โดยสรางจาก     
ราเอนโดไฟท Pestalotiopsis microspora ท่ีมีสภาวะเหมาะสมในการสราง taxol อยูในชวงอายุ 2-3 
สัปดาห (Strobel et al., 1996)  

ผลการทดสอบพบวา น้ําเลี้ยงเชื้อราเอนโดไฟท ท่ีแยกจากพืชสกุล Garcinia ทุกชนิด 
สามารถยับย้ังจุลินทรียท่ีทดสอบไดอยางนอย 1 ชนิด ราเอนโดไฟทจากมังคุด มีความสามารถใน
การยับยั้งมากท่ีสุด รองลงมาคือ ราเอนโดไฟทจากสมแขกและมะพูด ตามลําดับ สวนราเอนโดไฟท
จากชะมวง และ G. scortechinii แสดงความสามารถในการยับยั้งไดนอย อาจเนื่องจากตนมังคุด   
สมแขก และมะพูด เปนพืชท่ีพบไดทั่วไปในหลายบริเวณของภาคใต โดยเฉพาะอยางยิ่งมังคุด โดย
ทําการเก็บตัวอยางพืชจากบริเวณแปลงเพาะปลูกแบบพืชเด่ียว (monoculture) ดังนั้นพืชกลุมนี้ มี
โอกาสโดนรบกวน จากศัตรูธรรมชาติ เชน เชื้อจุลินทรียกอโรค แมลงศัตรูพืช ไสเดือนฝอย ฯลฯ 
ซึ่งอาจมีผลกระตุนใหราเอนโดไฟทและพืชอาศัย มีความสามารถในการสรางสารเคมีบางชนิด 
ขึ้นมาเพื่อปกปองพืชจากการเขาทําลายดังกลาว แตในทางกลับกันตนชะมวงและตน G. scortechinii 
ซึ่งเก็บตัวอยางพืชจากเขตรักษาพันธุสัตวปาโตนงาชาง จังหวัดสงขลา ซึ่งในบริเวณดังกลาวมีความ
อุดมสมบูรณมากกวา และมีพืชหลายชนิดปะปนกัน พืชมีความแข็งแรง ทําใหโอกาสตรวจพบ      
ราเอนโดไฟทท่ีสรางสารตานจุลินทรียจากพืชอาศัย 2 ชนิดนี้ตํ่า 
 น้ําเลี้ยงเชื้อและสารสกัดจากจากราเอนโดไฟทจากพืชสกุล Garcinia มีฤทธิ์ตานแบคทีเรีย 
S. aureus ATCC25923 และ MRSA ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Horn et al. (1995) ท่ีพบวา
สาร phomosichasin สารในกลุม cytochalasin ท่ีผลิตจากราเอนโดไฟท Phomopsis sp. ก็มีผลในการ
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ยับยั้ง S. aureus ดวยเชนกัน นอกจากนี้ Kim et al. (2004) ยังพบวาสารกลุม diterpenes สรางขึ้นจาก
ราเอนโดไฟท Periconia sp. จากตน Taxus cuspidata มีฤทธิ์ในการยับย้ังแบคทีเรียไดหลายชนิด 
รวมถึง S. aureus ATCC6538p  

ราเอนโดไฟทจากพืชสกุล Garcinia ทุก isolates ไมสามารถยับยั้งแบคทีเรียกรัมลบที่นํามา
ทดสอบไดแก E. coli ATCC29522 และ P. aeruginosa ATCC27853 อาจเนื่องจากเชื้อแบคทีเรีย
กลุมนี้มีความตานทานตอสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดมากกวาแบคทีเรียกรัมบวก จึงหาสารมายับย้ัง
ไดยากกวา รายงานการศึกษาฤทธิ์ตานแบคทีเรียของสารธรรมชาต ิสวนใหญจะพบวามีผลตอ
แบคทีเรียกรัมบวกมากกวาแบคทีเรียกรัมลบเชนกัน (Boudjella et al., 2005; Wyrzykiewicz et al., 
2005; McCann et al., 2006)  ถาสารมีฤทธิ์ตอแบคทีเรียกรัมลบ มักพบวาตองใชความเขมขนสงู เชน 
สารกลุม polyketide ซึ่งโดยท่ัวไปมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกรัมบวกไดดี (Anzai et al., 2003) แต
สําหรับอนุพันธของ polyketide บางชนิด ไดแก citrinin, emodin และ janthinone แมวาใชสาร
ดังกลาวในความเขมขนสูงๆ (500 mg/ml) ก็พบวาสารสวนใหญมีผลยับย้ัง P. aeruginosa เพียงปาน
กลาง และมีผลตํ่าในการยับย้ังเชื้อ E. coli (Marinho et al., 2005) ในทํานองเดียวกัน diterpene มีผล
ปานกลางในการยับย้ังเชื้อ E. coli ATCC25922 (Kim et al., 2004) 
 ราเอนโดไฟทจากพืชสกุล Garcinia มีฤทธิ์ตานยีสต C. albicans ATCC90028 ไดไมดีนัก 
โดยพบเพียง 3 isolates จาก 377 isolates (0.79%) เม่ือน้ําเลี้ยงเชื้อราดังกลาวไปสกัดทางเคมีเพ่ือเพ่ิม
ความเขมขนของสารพบวา ถึงแมสารสกัดจะไมสามารถยับย้ังยีสตไดอยางสมบูรณ โดยไมมี 
inhibition zone ท่ีชัดเจน แตเม่ือนําไปหาคา MIC สารสกัดจากราเอนโดไฟทสามารถใหคา MIC ได
ในระดับกลางประมาณ 200 µg/ml มีรายงานการศึกษาฤทธิ์ตาน C. albicans ของราเอนโดไฟท 
อยางกวางขวาง Jumpathong et al. (2004) ทดสอบราเอนโดไฟทท้ังหมด 92 isolates พบวามี         
ราเอนโดไฟทเพียง  3 isolates เทานั้น (3.2%) ท่ีแสดงผลยับยั้งยีสต C. albicans  Lu et al. (2000) 
รายงานถึงสารใหมหลายชนิด ในกลุมของสาร ergosterol และสาร metabolite จากราเอนโดไฟท 
Colletotrichum sp. แตก็มีผลยับยั้งยีสต C. albicans ไดเพียงปานกลาง โดยมีคา MIC อยูในชวง    
50-100 µg/ml สาร metabolite ชนิดใหมคือ asperfumoid และ สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอื่นๆ จาก        
ราเอนโดไฟท Aspergillus fumigatus CY108 มีฤทธิ์ยับยั้งปานกลางดวยเชนกัน โดยใหคา MIC อยู
ในชวง 31.5-125 µg/ml (Liu et al., 2004) Brady and Clardy (2000) รายงานวาสารกลุม pentaketide 
จากราเอนโดไฟท Fusarium sp. มีสารประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งยีสต C. albicans ได สามารถทํา
ใหเกิด inhibition zone ท่ีมีเสนผานศูนยกลางอยูในชวง 20-24 mm และยังพบวาสาร cryptocandin 
ท่ีสรางจากราเอนโดไฟท Cryptosporiopsis cf. quercina สามารถยับยั้ง C. albicans โดยใหคา MIC 
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เทากับ 0.03 µg/ml ใกลเคียงกับยาตานรามาตรฐาน amphotericin B (Strobel et al., 1999) ใน
การศึกษาคร้ังนี้พบวามีราเอนโดไฟทหลาย isolates แสดงผลในการยับยั้งเชื้อยีสต C. neoformans 
ATCC90012 ได บางสวนเปนการยับย้ังท่ีไมสมบูรณ อาจเนื่องจากวาการทดสอบเบ้ืองตนนั้นใชน้ํา
เลี้ยงเชื้อราเอนโดไฟท ซึ่งในน้ําเลี้ยงเชื้อดังกลาว สารออกฤทธิ์ท่ีละลายอยูในน้ําเลี้ยงเชื้ออาจมี
ปริมาณนอยมาก ทําใหเจือจาง หรือสารออกฤทธิ์ตาน C. neoformans ATCC90012 อาจมีคุณสมบัติ
ในการละลายน้ําไดไมดี ดังนั้นเมื่อทําการทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรีย โดยวิธี agar well diffusion จึง
เห็นการยับย้ังไมสมบูรณ แตเม่ือนําไปสกัดทางเคมี ทําใหสารออกฤทธิ์มีความเขมขนมากขึ้น พบวา
สารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟทบางชนิด มีฤทธิ์ในการยับย้ังดีมาก โดยมี inhibition zone ท่ีกวาง
และชัดเจน มีขนาดอยูในชวง 8.08-19.08 mm และยังใหคา MIC อยูในระดับปานกลาง เทากับ      
64 µg/ml หากมีการแยกใหไดสารบริสุทธิ์ อาจทําใหคา MIC ที่ไดตํ่าลงไปอีก  
 ในการทดสอบฤทธิ์ตานรา M. gypseum แมวาในการทดสอบเบ้ืองตน น้ําเลี้ยงเชื้อจาก      
ราเอนโดไฟททุก isolates ไมสามารถยับยั้งรา M. gypseum ไดเลย แตพบวาเม่ือนําน้ําเลี้ยงเชื้อไป
สกัดทางเคมี แลวนําสารสกัดท่ีไดกลับมาทดสอบกับรา M. gypseum พบวา สารสกัดบางสาร
สามารถยับย้ัง M. gypseum ไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยมีคา MIC อยูในชวง 2-32 µg/ml ใกลเคียง
กับยาตานรามาตรฐานคือ miconazole ซึ่งใหคา MIC เทากับ 1 µg/ml จึงควรทําการแยกสารบริสุทธิ์
และนํามาทดสอบตอไปในอนาคต ซึ่งอาจทําใหไดสารตาน M. gypseum ท่ีมีประสิทธิภาพใกลเคียง
กับยาตานรามาตรฐาน และพัฒนาเปนยาได Rojas et al. (2004) รายงานวาสารสกัดสวนน้ําของพืช 
Gentianella nitida จากประเทศเปรู ไมมีผลยับยั้งรา M. gypseum แตสารท่ีสกัดดวยตัวทําละลาย
อินทรียไดแก 95% ethanol, ethylacetate และ methanol มีผลยับย้ังรา M. gypseum ไดเปนอยางดี 
อาจเนื่องจากสารออกฤทธิ์เปนสารขั้วตํ่า ไมละลายในน้ํา จึงเห็นไดวาชนิดและความเขมขนของสาร
ออกฤทธิ ์มีผลอยางเห็นไดชัดตอความสามารถในการออกฤทธิ์ของสารสกัดท่ีได 

การศึกษาวิจัยครั้งนี้พบวาสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟท D44 (Eutypella scorparia 
PSU-D44) มีผลยับยั้งตอแบคทีเรีย S. aureus ATCC29523 และ MRSA นอยมาก โดยมีคา MIC 
เทากับ 500 µg/ml และไมมีผลยับยั้งเชื้อรา M. gypseum เลย แตเม่ือทําการแยกสารสกัดหยาบจนได
สารบริสุทธิ์ พบสารชนิดใหม และสารดังกลาวมีฤทธิ์ตานแบคทีเรีย S. aurues ATCC29523 และ 
MRSA มีคา MIC เทากับ 64 และ 128 µg/ml ตามลําดับ และสารใหมอีกชนิดหนึ่งมีคา MIC ตอ   
เชื้อรา M. gypseum เทากับ 16 µg/ml (Pongchareon et al., 2006) ซึ่งสอดคลองกับ Miller et al. 
(1998) ซึ่งพบวาสาร ecomycin ท่ีแยกไดจากแบคทีเรียเอนโดไฟท Pseudomonas viridiflava มีฤทธิ์
ในการยับย้ังเชื้อยีสต C. neoformans ATCC90012 และ C. neoformans ATCC90013 โดยสาร 
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ecomycins กึ่งบริสุทธิ์ (semi-purified ecomycins) ใหคา MIC เทากับ 19 µg/ml แตเมื่อแยกจนได
สาร ecomycin บริสุทธิ์ พบวาสารดังกลาวใหคา MIC ตํ่าลงเทากับ 4 µg/ml ใกลเคียงกับยาตานรา
มาตรฐานคือ amphotericin B ท่ีใหคา MIC เทากับ 0.1 µg/ml  

ในการทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียเบ้ืองตนของน้ําเลี้ยงเชื้อราเอนโดไฟท ใชวิธี agar well 
diffusion test เนื่องจากพบวาสารออกฤทธิ์ในน้ําเลี้ยงเชื้อมีความเจือจาง ซึ่งวิธีนี้มีขอดีกวาคอืเม่ือทํา
การทดสอบสามารถใสน้ําเลี้ยงเชื้อราเอนโดไฟทลงในแตละหลุมไดในปริมาณมากกวา วิธี agar 
disc diffusion test หลังจากพบวาราเอนโดไฟท isolate ใดสามารถสรางสารตานจุลินทรียได จึงทํา
การสกัดสาร เพ่ือใหสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่อยูในน้ําเลี้ยงเชื้อมีความเขมขนมากขึ้น แลวจึง
ทดสอบดวยวิธี agar disc diffusion test แตอยางไรก็ตามท้ังสองวิธีดังกลาว เปนการทดสอบเพื่อหา
ฤทธิ์ทางชีวภาพเบ้ืองตนเทานั้น ซึ่งวิธีนี้จะเหมาะกับสารกลุมท่ีเปนขั้วสูง ละลายน้ําไดดี และมี
ขนาดโมเลกุลเล็ก สามารถทําใหละลายและแพรซึมผานอาหารเลี้ยงเชื้อไดดี ทําใหเกิดการยับยั้งท่ี
ชัดเจน แตอยางไรก็ตามมีสารออกฤทธิ์บางชนิด ที่มีความเปนขั้วตํ่า หรืออาจมีโมเลกุลใหญ อาจทํา
ใหเกิด inhibition zone แคบหรือไมเกิด inhibition zone เลยก็ได ทําใหการคัดเลือกราเอนโดไฟท
ผิดพลาดไปได แตวิธี agar diffusion test นี้ทําการทดสอบไดงาย เหมาะท่ีจะใชในการคัดกรองสาร
สกัดจํานวนมาก แตคาท่ีแสดงถึงผลการยับยั้งอยางมีนัยสําคัญ และสามารถนําไปเปรียบเทียบกับยา
มาตรฐานไดคือคา MIC 
 
4.3 การจัดจําแนกราเอนโดไฟทดวยขอมูลทางพันธุกรรม 
 
 การจัดจําแนกเชื้อราโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาแมจะสามารถจัดจําแนกไดอยาง
ละเอียด และถูกตองมากท่ีสุด แตพบวาตองใชเวลาในการจัดจําแนกนาน เนื่องจากตองเพาะเลีย้งเชือ้
ราบนอาหารหลายชนิดเปนเวลาหลายสัปดาห หรือตองกระตุนดวยปจจัยบางอยาง เชน การ
เพาะเลี้ยงภายใตแสง fluorescent การใสเนื้อเย่ือพืชลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ เปนตน (Guo et al., 1998; 
Taylor et al., 1999) เพื่อเปนการกระตุนใหเชื้อราสรางโครงสรางการสืบพันธุเพ่ือใชในการจัด
จําแนกได งานวิจัยชิ้นนี้เม่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนของราเอนโดไฟทท่ีสรางสาร
ตานจุลินทรีย และสารท่ีมี NMR profile นาสนใจ ทั้งสิ้นจํานวน 22 isolates พบราเอนโดไฟทท่ี
สรางโครงสรางของการสืบพันธุเพียง 6 isolates เทานั้น ไดแก A1, A2, A67, A71, D2 และ M41 
สวนราเอนโดไฟทอีก 16 isolates ไมพบโครงสรางการสืบพันธุใดๆ และสรางเพียงเสนใยเทานั้น 
จึงไมสามารถจัดจําแนกลงไปถึงระดับ genus หรือ species ไดซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Lin et 
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al. (2005) ที่พบวาราเอนโดไฟทท่ีเลือกมาศึกษาไมสราง spore เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร PDA เปน
เวลานานกวา 2 เดือน จึงเรียกราเอนโดไฟทกลุมดังกลาววา non-sporulating fungi หรือ sterile 
mycelia ซึ่งตองใชวิธีการจัดจําแนกโดยการใชขอมูลทางพันธุกรรมเทานั้น จึงจะสามารถจัดจําแนก
ได (Guo et al., 2000) ดังนั้นการศึกษาราเอนโดไฟทในครั้งนี้ จึงใชท้ังลักษณะทางสัณฐานวิทยา
และขอมูลทางพันธุกรรมเปนขอมูลประกอบกัน เพื่อชวยในการจัดจําแนกไดดียิ่งขึ้น  
 ในการวิจัยราเอนโดไฟทคร้ังนี้ไดเลือกทําการศึกษาโดยใชขอมูลจากสวน ITS1-5.8S-ITS2 
(ITS) ของยีน rRNA เนื่องจากขอมูลจากสวน ITS ซึ่งเปนสวนท่ีมีความแปรผันสูง (high variable 
region) สามารถใชเพ่ือจัดจําแนกราเอนโดไฟทจนถึงระดับ genus และ species ไดเปนอยางดี         
มีเพียงราเอนโดไฟทบาง isolate เทานั้น ท่ีจําแนกไดแคระดับ order หรือ family โดยไมสามารถ
ระบุบงชี้ไดวาเปน genus หรือ  species ใด เนื่องจากขอมูลลําดับเบส  DNA ใกลเคียงท่ีนํามา
เปรียบเทียบจะเปนลําดับเบส DNA ของเชื้อราท่ีไมทราบชื่อ (unknown fungal sequence)  

ขอมูลลําดับเบส DNA ในสวน ITS สามารถใชเพ่ือตรวจหา และจัดจําแนกราเอนโดไฟท
ไดในหลายชนิดท้ังจากราเอนโดไฟทท่ีแยกจากพืชจนไดเชื้อราบริสุทธิ์ (Davis et al., 2003; 
Schwarz et al., 2004) และราเอนโดไฟทจากเนื้อเย่ือพืชโดยตรงท่ีไมสามารถเพาะเลี้ยงได 
(unculturable fungi) โดยไมตองทําการแยกจนไดราเอนโดไฟทบริสุทธิ์ (Guo et al., 2001; Gao et 
al., 2005) นอกจากนี้สามารถใชสวน ITS เพ่ือตรวจหาและจัดจําแนกเชื้อราในกลุมอื่นไดอยาง
ถูกตองและรวดเร็ว เชนเชื้อราทางการแพทย (Hinrikson et al., 2005; Pryce et al., 2006) เชื้อรา 
mycorrhiza (Chamber et al., 1999) จะเห็นไดวาขอมูลทางพันธุกรรม มีความสําคัญและจําเปนเม่ือ
ตองการจัดจําแนกเชื้อราที่ลักษณะทางสัณฐานวิทยาคลายกัน แตอาจไมมีความสัมพันธทาง
พันธุกรรม (convergent evolution)  หรือเชื้อราท่ีลักษณะทางสัณฐานวิทยาบางอยางถูกลดหายไป 
(Blackwell et al., 2005) ซึ่งการจัดจําแนกโดยใชขอมูลทางพันธุกรรมมีขอดีคือ ใชจัดจําแนกเชื้อรา
ไดหลายชนิด วิเคราะหไดอยางรวดเร็ว และสามารถใชไดกับเชื้อราท่ีโตชาหรือเพาะเลี้ยงไดยาก 
และราเอนโดไฟทท่ีไมสรางโครงสรางการสืบพันธุใดๆ (Gao et al., 2005) 
 ในการศึกษาคร้ังนี้ ใชการวิเคราะหขอมูลทาง phylogeny ท้ังสิ้น 3 วิธีไดแก maximum 
parsimony, maximum likelihood และ neighbor joining พบวา topology ของท้ัง 3 วิธี มีความ
คลายคลึงกัน แตกตางกันเพียงเล็กนอยบริเวณตําแหนงของ subclade เทานั้น (ขอมูลไมไดแสดงไว) 
จึงเลือกนําเสนอผลการวิเคราะหแบบ maximum parsimony เพียงแบบเดียว ดังนั้น phylogenetic 
tree ท่ีแสดงไวจะเปน most parsimonious tree เทานั้น ซึ่งคลายกับการศึกษาของ Gentile et al. 
(2005) ท่ีวิเคราะหยีน β-tubulin และ translation elongation factor 1-α ของราเอนโดไฟท 
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Neotyphodium sp. และ Epichloë sp. โดยทําการวิเคราะหแบบ maximum parsimony และ 
maximum likelihood พบวาผลท่ีไดแตกตางกันเพียงเล็กนอย จึงเลือกแสดงเฉพาะ maximum 
likelihood tree เทานั้น เชนเดียวกับ Bodensteiner et al. (2004) ท่ีศึกษาเชื้อรากลุม basidiomycetes 
พบวาผลการวิเคราะหของ maximum parsimony และ maximum likelihood ท่ีไดมีความแตกตางกัน
เพียงเล็กนอยเทานั้น และในทํานองเดียวกันเมื่อวิเคราะหดวยวิธี maximum parsimony และ 
Bayesian ผลท่ีไดจากการวิเคราะห แตกตางกันเพียงเล็กนอยเชนเดียวกัน (Gao et al., 2005; 
Lumbsch et al., 2005) 
 ผลการวิเคราะหการกระจายตัวของราเอนโดไฟทท้ัง 22 isolates ใน order ตางๆ พบวาได
คา CI ต่ําเพียง 0.386 ขณะท่ี RI ปานกลาง 0.683 (ตารางท่ี 13, รูปท่ี 33) คาเหลานี้บงบอกถึงชุด
ขอมูล (dataset) ท่ีมี homoplasy สูง ในทํานองเดียวกันก็มี synapomorphy ท่ีบงบอกถึงลักษณะท่ี
พัฒนามารวมกัน (shared derived character) สูงอีกดวย เนื่องจากขอมูลท่ีใชวิเคราะหนั้นเปนขอมูล
ของสวน ITS ซึ่งมีความหลากหลายสูงเหมาะสําหรับการจําแนกในระดับอนุกรมวิธานตํ่าๆ ไดแก 
genus หรือ species เมื่อนําสวน ITS มาศึกษาถึงอนุกรมวิธานในระดับสูงขึ้นไดแก order จึงอาจทํา
ใหไดคา homoplasy สูงไปดวย แตท้ังนี้เปนเพียงการวิเคราะหเบ้ืองตน เพ่ือดูการกระจายตัวของ    
ราเอนโดไฟทในแตละ order อยางคราวๆ เทานั้น ดังนั้นหากตองการศึกษาสายสัมพันธในระดับ
อนุกรมวิธานสูงๆ เชน order หรือ family ควรเลือกใชขอมูลสวนท่ีมีความคงท่ี (conserved region) 
มากกวานี้ไดแก small subunit (18S) หรือ large subunit (28S) rDNA แตเม่ือทําการศึกษาลึกลงไป
ในแตละ clade ของราเอนโดไฟท พบวาสวน ITS สามารถใชจําแนกราเอนโดไฟทไดอยางละเอียด 
ซึ่งไดแสดงไวแลวในผลการทดลองลําดับถัดมา (รูปท่ี 34-39) 
 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาในการวิจัยครั้งนี้ ไดเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟทดวยอาหาร 
PDA เพียงชนิดเดียว จากราเอนโดไฟทท่ีเลือกมาศึกษาท้ังหมด 22 isolates มีเพียง 6 isolates 
(27.3%) ท่ีพบวามีการสราง spore จึงสามารถใชลักษณะของการสราง spore เ พ่ือจัดจําแนก            
ราเอนโดไฟทไดเบ้ืองตน แตอยางไรก็ตามพบวาราเอนโดไฟทท่ีเหลือ 16 isolates (72.3%) นั้นไม
พบการสรางโครงสรางการสืบพันธุใดๆ จึงมีความจําเปนตองใชขอมูลทางพันธุกรรมเขามาชวยใน
การจัดจําแนก ปญหาท่ีราเอนโดไฟทสวนใหญไมสราง spore เม่ือนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
ทําใหไมสามารถจัดจําแนกราเอนโดไฟทได เปนปญหาท่ีพบมากในการศึกษาวิจัยราเอนโดไฟท  
(Bayman et al., 1998; Arnold et al., 2000) ทํานองเดียวกับการศึกษาของ Guo et al. (2000) ซึ่ง
รายงานถึงการแยกราเอนโดไฟท จากตนปาลมชนิด Livistona chinensis ไดราเอนโดไฟทท้ังหมด
จํานวน 788 isolates แบงเปนราเอนโดไฟทที่สามารถจัดจําแนกไดดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
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จํานวน 650 isolates (83.5%) และราเอนโดไฟทท่ีไมสามารถจัดจําแนกไดจํานวน 128 isolates 
(16.5%) แตอยางไรก็ตามพบวาในการจัดจําแนกดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยา คณะนักวิจัยตอง
กระตุนให มีการสราง  spore โดยใชปจจัยหลายอยางไดแก  ใชอาหารเลี้ยง เชื้อหลายชนิด
ประกอบดวย potato dextrose agar (PDA), corn meal agar (CMA), tap water agar (TWA) และมี
การใสเนื้อเยื่อของตน L. chinensis ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  แลวนําไป incubate ในท่ีที่มีแสง 
fluorescent ซึ่งเปนขั้นตอนท่ีซับซอน และใชระยะเวลานานในการวิจัย 
 เม่ือพิจารณาถึงความหลากหลายของราเอนโดไฟทท่ีสรางสารตานจุลินทรีย และสารที่มี 
NMR profile นาสนใจ ท้ัง 22 isolates พบวาสามารถจัดจําแนกได 10 genera ไดแก Aspergillus, 
Botryosphaeria, Curvularia, Phomopsis, Eutypella, Fusarium, Fusicoccum, Guignardia, 
Penicillium และ Xylaria  รวมทั้งราเอนโดไฟทท่ีไมสามารถจัดจําแนกไดถึงระดับ genus 1 isolate 
โดยกระจายอยูใน 6 orders ไดแก Diaporthales, Dothideomycetes et Chaetothyrio-mycetes 
incertae sedis, Eurotiales, Hypocreales, Pleosporales และ Xylariales (ตารางที่ 14) อยางไรก็ตาม
เนื่องจากไมมีขอมูลการศึกษาราเอนโดไฟทท่ีแยกจากพืชสกุล Garcinia มากอน ดังนั้นการศึกษา
ครั้งนี้จึงอาจถือไดวาเปนการรายงานคร้ังแรกที่พบความหลากหลายของราเอนโดไฟทจากพืชสกุล 
Garcinia กระจายตัวอยูใน order ตางๆ ท้ังนี้หากทําการจัดจําแนกราเอนโดไฟททั้งหมดท่ีแยกได ก็
อาจพบความหลากหลายมากขึ้น  

ตัวอยางการศึกษาในทํานองเดียวกันเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟทท่ีสรางสาร
ตานมะเร็งและตานเชื้อรา ท่ีแยกมาจากพืชสมุนไพร 3 ชนิดของประเทศจีน ผลการจัดจําแนกพบวา
กระจายตัวอยูใน 14 genera ไดแก  Biospora, Cladosporium, Cephalosporium, Dactylium, 
Fusarium, Geotrichum, Mortierella, Mucor, Ovulariopsis, Paecilomyces, Papulari, Phoma, 
Trichoderma และ Tubercularia (Huang et al., 2001)  

โดยท่ัวไปราเอนโดไฟทแบงไดเปนสองกลุมคือกลุมท่ีพบไดบอย (common endophyte) 
และกลุมท่ีพบไมบอย (uncommon or rare endophyte) การวิจัยครั้งนี้พบวาราเอนโดไฟทที่พบได
บอยในพืชชนิดอื่นๆ และในการวิจัยครั้งนี้ไดแก Xylaria, Botryosphaeria, Guignardia และ 
Phomopsis/Diaporthe ซึ่งมีรายงานถึงราเอนโดไฟทดังกลาวในงานวิจัยหลายชิ้น (Davis et al., 
2003; Camatti-Sartori et al., 2005; Gao et al., 2005; Santamaría and Bayman, 2005) โดยเฉพาะ
อยางยิ่งราในกลุม Xylaria sp. ท่ีพบไดบอยในลักษณะราเอนโดไฟทในพืชหลายชนิด (Dreyfuss and 
Pertrini, 1984; Rodrigues, 1994; Davis et al., 2003) จากการศึกษาครั้งนี้ ผลจากการจัดจําแนกและ
วิเคราะหผลทาง phylogeny พบรากลุมท่ีจัดอยูใน order Xylariales มากท่ีสุด จํานวนท้ังสิ้น 7 
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isolates (A59, D14, D44, D50, D53, D65 และ N24) โดยสามารถจัดจําแนก A59, D14 และ D65 
อยูใน genus Xylaria sp. (Xylariaceae) เนื่องจากมีความสัมพันธใกลชิดกับรา Xylaria หลายชนิด 
(รูปที่ 36) แตไมสามารถระบุบงชี้ไดชัดเจนวาใกลเคียงกับ Xylaria species ใด เนื่องจากไมมีขอมูล
ของลําดับเบส DNA เพียงพอเพ่ือใชในการเปรียบเทียบจากฐานขอมูล GenBank  

ราเอนโดไฟทอีก 2 isolates (D50 และ D55) ท่ีจัดอยูใน family Xylariaceae แตยังไม
สามารถระบุชัดเจนวาเปน genus Xylaria หรือไม จึงอาจจัดจําแนกราเอนโดไฟทท้ังสองชนิดเปน 
Xylariaceous fungi ซึ่งหมายถึงราเอนโดไฟทท่ีมีความสัมพันธอยูใน family Xylariaceae แตไม
สามารถระบุไดวาเปน genus หรือ species ใด เม่ือพิจารณา branch length ของ MPTs ที่ไดจากการ
วิเคราะห พบวาราเอนโดไฟท D50 แสดงความสัมพันธใกลชิดกับ fungal sp. DQ068353 และ foliar 
endophyte AY561198 ราเอนโดไฟทจากตน Picea glauca ในขณะที่แมวา D55 ไมแสดง
ความสัมพันธใกลเคียงกับเชื้อราใดๆ  แตยังกระจายอยูใน family Xylariaceae (รูปท่ี 36) ซึ่งปญหา
ดังกลาวคลายกับการศึกษาของ Guo et al. (2003) ท่ีศึกษาราเอนโดไฟทจากตนสน (Pinus 
tabulaeformis) ราเอนโดไฟทที่แยกไดสรางเพียงเสนใยสีขาว จึงใชการจัดจําแนก โดยใชขอมูลทาง
พันธุกรรมจากสวน ITS พบวา จากราเอนโดไฟทจํานวน 18 isolates ท่ีเลือกมาศึกษา มี 6 isolates 
สามารถบงชี้ไดเพียงวาเปนราเอนโดไฟท Xylariaceous fungi  

บทบาทของราเอนโดไฟท Xylaria sp. ในพืชอาศัย คาดวาเม่ือพืชอยูในภาวะสมบูรณ       
ราเอนโดไฟทจะไมแสดงการกอโรคใดๆ แตเมื่อพืชอาศัยตายลง ราเอนโดไฟทซึ่งอาศัยอยูในพืช
กอนแลว อาจจะทําใหสามารถเริ่มยอยสลายซากพืชไดกอนเชื้อรายอยสลายท่ัวไป (decomposer) 
(Petrini et al., 1995; Whalley, 1996) เนื่องจากรา Xylaria sp. สามารถสรางเอนไซมไดหลายชนิด
เชน cellulase, xylanase ทําใหยอยสลายพืชไดอยางมีประสิทธิภาพ (Wei et al., 1992; Pointing et 
al., 2003)  

สําหรับราเอนโดไฟท D44 แสดงความสัมพันธใกลชิดมากท่ีสุดกับ Eutypella scoparia 
AJ302465 ราเอนโดไฟทท่ีแยกจากตนไมในแถบเมดิเตอรเรเนียน และ E. scoparia AF373064 แต
พบวาคา bootstrap value ปานกลาง (66%, รูปท่ี 36) และ branch length ยาว จึงอาจจําแนก            
ราเอนโดไฟท D44 เปนรา Eutypella sp. ท้ังนี้หากมีขอมูลลําดับเบส DNA ของ Eutypella species 
ตางๆ ใชในการเปรียบเทียบมากขึ้น ก็อาจทําใหจัดจําแนก D44 ไดชัดเจนจนถึงระดับ species มาก
ขึ้น โดยท่ัวไปรา Eutypella sp. มีรายงานวาเปนเชื้อรากอโรคในพืช เชน Eutypella parasitica กอ
โรค canker (Davidson and Lorenz, 1938; Jurc et al., 2005) แตก็มีรายงานถึงรา Eutypella sp. ท่ีเปน
เอนโดไฟท ท่ีแยกไดจากตนไมจากทางตอนเหนือของประเทศอิตาลี (Gennaro et al., 2003)  
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ราเอนโดไฟท N24 พบวามีความสัมพันธอยางใกลชิดกับ subclade ของ fungal endophyte 
AF413047, AF413048 และ AF413049 ท่ีไมสามารถระบุ genus หรือ species ได ซึ่งเปน               
ราเอนโดไฟทท่ีแยกมาจากแหลงเดียวกัน โดยมีคา bootstrap value สูงถึง 100% และมี branch 
length ท่ีสั้น บงบอกถึงความสัมพันธอยางใกลชิด การจัดจําแนกราเอนโดไฟท N24 ไมสามารถระบุ
ชัดเจนวาเปน genus หรือ species ใด เนื่องจากขาดขอมูลลําดับเบส DNA ในการเปรียบเทียบ ดังนั้น
จึงอาจบอกไดเพียงวาราเอนโดไฟท N24 เปน fungal endophyte ท่ีอยูใน order Xylariales 
เชนเดียวกัน  

ราเอนโดไฟท A1 และ M41 แสดงความสัมพันธใกลชิดอยางยิ่งกับเชื้อรา Fusarium sp. 
AF158302 สังเกตไดจาก branch length ที่สั้น (รูปท่ี 34) ซึ่งสอดคลองกับลักษณะของ conidia แต 
ราเอนโดไฟท A1 และ M41 ไมแสดงความสัมพันธกับเชื้อ Fusarium ชนิดอื่นๆ โดยสวนใหญจะมี
การรายงานถึงเชื้อรา Fusarium ในดานการกอโรคในพืช เชนโรคเห่ียว (Fusarium wilt) ใน 
ขาวโพดและกลวย (Ploetz, 1990; Bacon and Hinton, 1996; Proctor et al., 2006) แตก็มีรายงานวา
รา Fusarium ท่ีพบในลักษณะเปนราเอนโดไฟทได ยกตัวอยางเชน F. moniliforme และ                 
F. verticillioides ท่ีแยกไดจากตนขาวโพด (Bacon et al., 2001; Yates et al., 2005)  

ราเอนโดไฟทใน order Diaporthales ไดแก D15 และ D53 ซึ่งไมสรางโครงสรางการ
สืบพันธุใดๆ จึงจําเปนตองใชขอมูลของสวน ITS เพียงอยางเดียว พบวาแสดงความสัมพันธใกลชิด
กับรา Phomopsis sp. และ Diaporthe sp.  ซึ่งเปน anamorph-teleomorph กัน (Nevena et al., 1997; 
Kirk et al., 2001)  จาก branch length ท่ีสั้นมาก ซึ่งแสดงวาราเอนโดไฟททั้ง 2 isolates มี
ความสัมพันธใกลชิดกันกับ Phomopsis และ Diaporthe (รูปท่ี 35) เนื่องจากราเอนโดไฟททั้ง 2 
isolates ไมสราง conidia หรือ ascospore ดังนั้นจึงอาจจัดจําแนกราเอนโดไฟท D15 และ D53 วา
เปนรา Phomopsis sp. Schwarz et al. (2004) ไดทําการศึกษาถึงราเอนโดไฟทท่ีมีฤทธิ์ตานไสเดือน
ฝอย ชนิด Meloidogyne incognita พบปญหาในทํานองเดียวกันวาราเอนโดไฟทท่ีมีฤทธิ์ตาน
ไสเดือนฝอย เม่ือจัดจําแนกดวยขอมูลทางพันธุกรรม จากสวน ITS, 18S และ 28S rDNA พบวา   
เชื้อราท่ีมีความใกลเคียงมีท้ังชนิด Phomopsis sp. และ Diaporthe sp. โดยแสดงความใกลเคียงท่ีสุด
กับรา Diaporthe phaseolorum แตเม่ือทางคณะผูวิจัยศึกษาทางดานสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟท
ดังกลาว โดยเลี้ยงบนอาหาร Yeast Malt Glucose Agar (YMG) และ Corn Meal Agar (CMA) พบวา
ราเอนโดไฟทสรางโครงสราง β-conidia ซึ่งบงชี้วาเปนรา Phomopsis sp. ดังนั้นจึงตองจําแนก       
ราเอนโดไฟทเปน Phomopsis phaselorum ซึ่งกรณีดังกลาวอาจเรียกไดวาเชื้อราท้ังสองชนิดเปน 
species complex (Zhang et al., 1998) Rodrigues et al. (2000) รายงานถึงราเอนโดไฟท Phomopsis 
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sp. ท่ีแยกจากตน Spondias mombin วาสารสกัดจากรา Phomopsis sp. มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา 
Cladosporium elatum, Mycotypha sp. และ Saccharomyces cerevisae สําหรับการรายงานถึงฤทธิ์
ทางชีวภาพดานอื่นๆ ของราเอนโดไฟท Phomopsis sp. พบวาสามารถผลิตสาร phomoxanthones A 
ซึ่งมีผลยับยั้งแบคทีเรีย และเชื้อรากอโรคพืชได (Elsässer et al., 2005) และยังพบวารา P. amaranth 
สามารถใชในการควบคุมหญาวัชพืชชนิด Amaranthus sp. ไดเปนอยางดี (Ortiz-Ribbing, and 
Williams, 2006)  

ราเอนโดไฟท D12 แสดงความสัมพันธใกลชิดมากท่ีสุดกับเชื้อรา Curvularia oryzae 
AF163083 แตอยางไรก็ตามดวยคาความเชื่อมั่น bootstrap value ปานกลาง (66%, รูปท่ี 37) และ
ความยาวของ branch length ทําใหยังไมสามารถบงชี้ไดชัดเจนวาราเอนโดไฟท D12 เปนเชื้อรา 
Curvularia oryzae หรือไม ดังนั้นจึงอาจจัดจําแนกราเอนโดไฟท D12 เปนเชื้อรา Curvularia sp. 
เนื่องจากราเอนโดไฟท D12 ปรากฏอยูบน clade ท่ีประกอบดวย Curvularia หลายชนิด ทั้งนี้เคยมี
รายงานการศึกษาถึงเชื้อรา Curvularia sp. ท่ีเปนราเอนโดไฟท ของพืชสมุนไพรจากประเทศอนิเดีย 
(Raviraja, 2005; Teles et al., 2005)  

สําหรับการจัดจําแนกราเอนโดไฟทใน order Eurotiales พบวาแยกไดเปนสองกลุมคือ     
ราเอนโดไฟท D2 ท่ีแสดงความสัมพันธกับเชื้อรา Aspergillus sp. และราเอนโดไฟท A2, A67 และ 
A71 ท่ีมีความสัมพันธกับเชื้อรา Pencillium sp.โดยราเอนโดไฟท D2 แสดงความสัมพันธอยาง
ใกลชิดกับรา A. aculeatus AJ280002, AJ280003 และ AJ280004 (รูปท่ี 38) อยางไรก็ตามเนื่องจาก 
เชื้อ A. aculeatus และ A. japonicus มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลําดับเบส DNA ของสวน ITS 
ท่ีคลายคลึงกันมาก ทําใหเชื้อราท้ัง 2 ชนิดมักจะจับกลุมอยูดวยกันบน phylogenetic tree 
(PaŘenicovÁ et al., 2001; Jonniaux et al., 2002) ดังนั้นจึงอาจจัดจําแนกราเอนโดไฟท D2 วาเปน  
A. aculeatus การพบราเอนโดไฟท A. aculeatus นั้นสอดคลองกับการรายงานของ Campos et al. 
(2005) ท่ีศึกษาสารเคมีจากน้ําเลี้ยงเชื้อราเอนโดไฟท A. aculeatus ท่ีแยกไดจากใบของตน Melia 
azedarach  

มีรายงานถึงรา Aspergillus spp. ท่ีเปนราเอนโดไฟท ตัวอยางเชน A. parasiticus ที่แยกได
จากตน Sequoia sempervirens และสรางสาร sequoiatones และ sequoiamonascins ซึ่งมีความเปน
พิษตอเซลล และมีฤทธิ์ตานมะเร็งได (Stierle et al., 1999; 2003) ราเอนโดไฟท A. niger ที่แยกได
จากหญาแพรก (Cyndon dactylon) สามารถสรางสารท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพไดหลายชนิด เชนมีความ
เปนพิษตอเซลล (Shen et al., 2006) โดยเฉพาะอยางย่ิงมีฤทธิ์ตานจุลินทรียหลายชนดิไดแก Bacillus 
subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Trichophyton rubrum และ Candida albicans
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ได โดยสารบริสุทธิ์ท่ีสกัดไดมีคา MIC ท่ียับยั้งไดในชวง 1.9-31.2 µg/ml (Song et al., 2004) ซึ่ง
พบวามีความใกลเคียงกับในการวิจัยครั้งนี้ที่พบวา สารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟท A. aculeatus 
D2 มีฤทธิ์ยับย้ังแบคทีเรีย S. aureus ATCC25923, MRSA และเชื้อรา M. gypseum ซึ่งมีคา MIC อยู
ในชวง 16-128 µg/ml  

จากการจัดจําแนกดวยขอมูลทางพันธุกรรม พบวาราเอนโดไฟท A2 แมวาจะมี
ความสัมพันธใกลเคียงกับเชื้อรา Penicillium หลายชนิด แตพบวาไมมีชนิดใด ที่มีความสัมพันธ
ใกลชิดมากท่ีสุด (รูปที่ 38) ดังนั้นจึงอาจจัดจําแนกราเอนโดไฟท A2 ไดเพียงวาเปนเชื้อรา 
Penicillium sp. เทานั้น ท้ังนี้มีรายงานการแยกรา Penicillium sp. จากพืชหลายชนิด เชน แยก 
Penicillium sp. จากพืช M. azedarach (dos Santos and Rodrigues-Fo, 2003), Penicillium coffeae 
ซึ่งเปนราเอนโดไฟทชนิดใหม ท่ีแยกไดจากตนกาแฟ (Coffea arabica) (Peterson et al., 2005) เปน
ตน สําหรับราเอนโดไฟท  A67 และ A71 แสดงความสัมพันธใกลชิดกับรา Pencillium paxilli 
AF033426 และ P. paxilli AY787847 เม่ือดูจาก branch length ท่ีสั้น และคาความเชื่อม่ัน bootstrap 
value ท่ีสูงทําใหสามารถบงชี้ไดวาราเอนโดไฟท A67 และ A71 นาจะเปนรา Penicillium paxilli ซึง่
โดยท่ัวไปเปนเชื้อราท่ีพบอยูในดิน (soil fungi) (Yong et al., 2001) ดังนั้นจึงอาจจะเปนการรายงาน
ครั้งแรกถึงรา P. paxilli ท่ีเปนราเอนโดไฟท เนื่องจากยังไมพบรายงานของรา P. paxilli ในลักษณะ
ท่ีเปนราเอนโดไฟท และจากการนําสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงเชื้อราเอนโดไฟททั้ง 2 isolates นี้ไป
ตรวจวิเคราะห NMR profile พบวามีความใกลเคียงกันมากท่ีสุดคลายกับเปนเชื้อชนิดเดียวกัน ซึ่ง
สอดคลองกับการวิเคราะหโดยใชขอมูลจากลําดับเบสสวน ITS (ขอมูลไมไดแสดงไว)  การศึกษา
เกี่ยวกับรา  P. paxilli มักเกี่ยวของกับสาร paxilline ท่ีเชื้อราสรางขึ้น ซึ่งเปนสารตัวกลาง 
(intermediate) สําหรับการผลิตสารพิษของเชื้อรา (mycotoxin) (Young et al., 2001; Shibayama et 
al., 2002) 

สําหรับราเอนโดไฟทท่ีสรางสารตานจุลินทรียท่ีกระจายใน order Dothideomycetes et 
Chaetothyriomycetes incertae sedis พบวามีจํานวนถึง 6 isolates (A4, A5, D3, D9, D13 และ M76)
โดยมี 4 isolates ไดแก A4, A5, D3 และ D9 ท่ีแสดงความสัมพันธใกลชิดกับเชื้อรา  Guignardia sp. 
และ G. mangiferae  (รูปที ่39) และยังพบวามีความใกลชิดกับ fungal endophyte AY601899 ซึ่ง
แยกไดจากใบของตนกาแฟ (Coffea arabica) จากคา bootstrap value ท่ีสูง (100%) และ branch 
length ท่ีสั้น ทําใหสามารถจัดจําแนกราเอนโดไฟทท้ัง 4 isolates คาดวาจะเปนรา G. mangiferae ซึง่
พบวา G. mangiferae เปนราเอนโดไฟทในพืชหลายชนิด และไมกอใหเกิดโรคใดๆ โดยพบท้ังใน
ยุโรป อเมริกา ประเทศในเขตอบอุน และเขตรอนชื้น (Baayen et al., 2002; Suryanarayanan et al., 
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2004) และยังมีรายงานถึง Guignardia sp. อื่นๆ พบวาเปนราเอนโดไฟทในพืชดวยเชนกัน (Okane 
et al., 2001; Glienke-Blanco et al., 2002; Gao et al., 2005) รายงานของ Rodrigues et al. (2000) 
พบวา Guignardia sp. ท่ีแยกจากตน Spondias mombin สามารถยับย้ัง E. coli, S. aureus, 
Saccharomyces cerevisiae, Geotrichum sp. และ Penicillium canadensis ได 

สวนราเอนโดไฟท M76 แสดงความสัมพันธใกลเคียงกับ Botryosphaeria sp. หลายชนิด 
และใกลชิดกับ Botryosphaeria mamane AF246929 และ AF246930 มากท่ีสุดโดยมี bootstrap 
value สูงถึง 100% และ branch length สั้น (รูปท่ี 39) แตอยางไรก็ตามพบวาคา %Identity ของลาํดับ
เบส DNA ระหวางราเอนโดไฟท M76 กับเชื้อรา B. mamane ท้ังสอง isolates ไมสูงนัก (99.3%, 
ตารางท่ี 14) ดังนั้นจากการศึกษาคร้ังนี้ จึงอาจสามารถจัดจําแนกราเอนโดไฟท M76 วาเปนเชื้อรา 
Botryosphaeria sp.  

สําหรับราเอนโดไฟท D13 แสดงความสัมพันธใกลชิดมากท่ีสุดกับเชื้อรา Fusicoccum sp. 
AY615189 และ AY615190 ซึ่งเปนเชื้อราท่ีเกี่ยวของกับการศึกษาทางดานโรคพืชในมะมวง 
(Mangifera indica) และยังแสดงความสัมพันธรองลงไปกับเชื้อรา Fusicoccum stromaticum 
AY693974 ซึ่งเปนราท่ีแยกไดจากตน Cassia และตนยูคาลิปตัสในประเทศ เวเนซุเอลา ดังนั้นจึง
อาจจัดจําแนกราเอนโดไฟท D13 ไดในระดับ genus วาเปนเชื้อรา Fusicoccum sp. โดยท่ัวไปรา 
Fusicoccum sp. เปนระยะ anamorph ของรา Botryosphaeria sp. (Pennycook and Samuels, 1985; 
Krik et al., 2001; Zhou and Stanosz, 2001) ซึ่งพบวาเปนท้ังเชื้อรากอโรคในพืช ตัวอยางเชน เชื้อรา 
Fusicoccum amygdali สามารถสรางสารพิษท่ีเปนสาเหตุของโรคเหี่ยว (wilting toxins) ในตน 
peach และ almond ได (Barrow and Chain, 1969) และ F. arbuti ท่ีสามารถกอโรค cankers ในตน 
Arbutus menziesii (Farr et al., 2005)  และมีรายงานวา F. eucalypti เปนราเอนโดไฟทจากสวนดอก
และผลของตนยูคาลิปตัส (Eucalyptus globules) ในประเทศอุรุกวัย (Lupo et al., 2001) สวนเชื้อรา 
Botryosphaeria sp. แมพบวาเปนสาเหตุสําคัญของโรค canker และ die-back ของตนยูคาลิปตัส 
มะมวง องุน และพืชอื่นๆ อีกหลายชนิด (Denman et al., 2003; Slippers et al., 2005; Taylor et al., 
2005) แตก็พบเชื้อราชนิดนี้ในลักษณะราเอนโดไฟทอีกดวย เชน รายงานของ Slippers et al. (2004) 
แยกรา Botryosphaeria sp. จากตนยูคาลิปตัส และแยก B. dothidea จากตนยูคาลิปตัส (Eucalyptus 
grandis และ E. nitens) ในประเทศแอฟริกาใต (Smith et al., 1996) อยางไรก็ตามเนื่องจากลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของเชื้อกลุมนี้มีความหลากหลายมาก ทําใหการจําแนกทําไดยาก ดังนั้นจึงใช
ขอมูลในสวนของ ITS เพ่ือชวยใชในการจัดจําแนก และบงชี้ในระดับ species ได (Slipper et al., 
2004; Alves et al., 2005)  


