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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนีม้ีวตัถุประสงค์เพื่อคัดแยกราเอนโดไฟต์ที่สามารถเพิ่มการงอกและการเจริญเติบโตของกล้วยไม้ จาก

กล้วยไม้เอือ้งกุหลาบเหลืองโคราช ผลการศึกษาสามารถแยกราเอนโดไฟต์ได้ทัง้หมด 19 ไอโซเลท โดยสามารถผลิตกรด       
อินโดลอะซีติก (IAA) ได้ตัง้แต ่0.78-41.04 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และเมื่อน าราที่สามารถผลิต IAA ปริมาณสงูที่สดุจ านวน 3     
ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท 10, 14 และ 03 ตามล าดบั มาสกัดสารทุติยภูมิจากน า้เลีย้งเซลล์ และทดสอบการงอกของเมล็ด
กล้วยไม้ พบว่าสารสกัดไอโซเลท 14 ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร มีเปอร์เซ็นต์การงอกสงู และมีความแตกต่างกบัชุด
ควบคมุอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) การทดสอบการเจริญเติบโตของต้นอ่อน พบว่าอาหารท่ีเติมสารสกดัราไอโซเลท 
10 ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าให้ต้นอ่อนมีความยาวใบสงูสดุและแตกต่างจากทกุชุดการทดลองอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติ การระบุเอกลกัษณ์ของราด้วยข้อมูลล าดับเบสบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) ด้วย ITS1 และ ITS4 
พบว่าราไอโซเลท 10 คือ Colletotrichum gloeosporioides (100% identity) และไอโซเลท 03 และ 14 คือ Lasiodiplodia 
theobromae (100% identity) 

 

ค าส าคัญ  :  เอือ้งกหุลาบเหลอืงโคราช ; กรดอินโดลอะซติิก ; การแยก ; การจ าแนก 
 
 
 
 



                           
                          วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่ 27 (ฉบบัที่ 1) มกราคม – เมษายน พ.ศ. 2565 

                          BURAPHA SCIENCE JOURNAL Volume 27 (No.1)  January – April   2022                                                    บทความวิจยั 

 
 

 

 468 

 

Abstract   
This research was purposed to isolate endophytic fungi from Aerides houlletiana Rchb. f.  and to increase 

seed germination and seedling growth of this orchid by fungal.  The results revealed that 19 fungal isolates were 
isolated and found ability to produce indoleacetic acid (IAA) content in range of 0.78-41.04 µg/mL. Three highest 
levels of IAA content were isolates 10, 14 and 03 respectively, and were further extracted secondary metabolites 
from culture broth and analyzed for the effect on seed germination and growth of the orchid.  Fungal isolate 14 at 
10 mg/L showed high percentages of seed germination and significant different (p < 0.05) compared with control. 
Growth of seedling exhibited that medium supplemented with 10 mg/L of fungal isolate 10 presented the highest 
leaf length and significant different compared with all treatments. Each fungal isolates were identified by sequencing 
the internal transcribed spacer (ITS): ITS1 and ITS4 regions. It indicated that the fungal isolate 10 was Colletotrichum 
gloeosporioides (100% identity). Whilst, fungal isolate 03 and 14 were Lasiodiplodia theobromae (100% identity). 

 

Keywords :  Aerides houlletiana Rchb.f. ; indoleacetic acid ; isolation, identification  
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บทน า   
 กล้วยไม้เอือ้งกหุลาบเหลืองโคราช (Aerides houlletiana Rchb.f.) เป็นกล้วยไม้ท้องถ่ิน มีกลิ่นหอมเฉพาะตวั จดัอยู่
ในวงศ์ Orchidaceae เป็นกล้วยไม้รากอากาศอิงอาศยั ใบรูปขอบขนาน ปลายมน ช่อดอก 1-3 ช่อ มีดอก 12-20 ดอกต่อช่อ 
กลีบดอกสีเหลืองถึงสีส้ม ปลายกลีบแต้มสีม่วงแดง ดอกมีกลิ่นหอมแรงมากในตอนกลางวนั (Songprasert, 2016) ในสกุลนี ้              
มีเอือ้งกหุลาบเหลอืงโคราชเพียงชนิดเดียวที่ดอกมีสเีหลอืง มีการกระจายพนัธุ์ในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ และพบในป่าผลดัใบ
หรือป่าดิบแล้ง บริเวณภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของไทยและพบมากในจงัหวดันครราชสีมา (Sitthisatchatham, 2015) ในป่า
ธรรมชาติเอือ้งกหุลาบเหลอืงโคราชมีจ านวนน้อยลงมาก สถานภาพเป็นพืชอนรัุกษ์บญัชีที่ 2 ของอนสุญัญาไซเตส เป็นกล้วยไม้
หายากและถกูคกุคาม (Udomsilp, 2015) เนื่องจากเอือ้งกุหลาบเหลืองโคราชมีความโดดเดน่คือ ดอกมีกลิ่นหอม ดอกเป็นช่อ
ใหญ่และสีสนัของดอกสวยงาม จึงเป็นที่ต้องการของผู้นิยมปลกูเลีย้งกล้วยไม้ ประกอบกบัพืชวงศ์กล้วยไม้เป็นพืชที่มีเมล็ด
ขนาดเล็กเป็นผงคล้ายฝุ่ นภายในไม่มีอาหารสะสมและใบเลีย้งไม่เจริญ ในฝักมีเมล็ดจ านวนมาก และต้องอาศยัปัจจยัทาง
กายภาพและชีวภาพที่เหมาะสมจึงท าให้เพิ่มจ านวนในธรรมชาติได้ยาก (Rasmussen, 1995; Arditti & Ghani, 2000; Zettler 
et al., 2003) จากปัญหาดงักลา่วจึงจ าเป็นท่ีจะต้องมีการขยายพนัธุ์กล้วยไม้เพื่อเพิ่มปริมาณกล้วยไม้ในธรรมชาติ และในเชิง
พาณิชย์ให้เพียงพอกับความต้องการเพื่อช่วยลดการน ากล้วยไม้ออกมาจากธรรมชาติ ซึ่งทางเลือกหนึ่งของการขยายพนัธุ์
กล้วยไม้คือการเพาะเมล็ด ซึ่งเป็นวิธีที่ดีที่สดุส าหรับการขยายพนัธุ์กล้วยไม้เพื่อการอนุรักษ์ เนื่องจากท าให้ได้ต้นที่มีความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมสงูและได้ปริมาณมาก (Yam & Arditti, 2009)  

จากการศึกษาการเจริญของกล้วยไม้พบว่ามีราที่สามารถช่วยให้เมล็ดกล้วยไม้งอกและเจริญเติบโตได้ ซึ่งราจะให้
สารอาหารที่จ าเป็นส าหรับการงอกและเจริญเติบโตของเมล็ดกล้วยไม้ เช่น คาร์โบไฮเดรต กรดอะมิโน (amino acid) แร่ธาตุ 
(mineral nutrient) และวิตามิน (Rasmussen, 2002; Gebauer & Meyer, 2003; Dearnaley, 2006) โดยเฉพาะรากลุ่ม       
เอนโดไฟต์ที่อยู่ในกล้วยไม้สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชโดยสามารถสร้างฮอร์โมนพืช เพื่อช่วยในการเจริญเติบโต
ของพืช เช่น ราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากกล้วยไม้ Vanda cristata จ านวน 12 ไอโซเลท สามารถสงัเคราะห์ IAA ได้ทกุไอโซเลท 
และทกุไอโซเลทสง่ผลต่อการเจริญเติบโตของพืช (Chand et al, 2020) จะเห็นได้ว่า IAA ที่ผลิตจากราเอนโดไฟต์เป็นแหลง่ที่
น่าสนใจในการใช้ส่งเสริมการเจริญของกล้วยไม้ได้อีกทางหนึ่ง การวิจัยในครัง้นีจ้ึงมุ่งเน้นการศึกษาผลของสารสกดัจากรา   
เอนโดไฟต์ที่มีผลตอ่การงอกของเมลด็และการเจริญเติบโตของกล้วยไม้เอือ้งกหุลาบเหลอืงโคราชในสภาวะปลอดเชือ้ และเพิ่ม
เปอร์เซ็นต์การงอกและเพิ่มการเจริญของเอือ้งกหุลาบเหลืองโคราช เพื่อเป็นประโยชน์ในการอนรัุกษ์เอือ้งกุหลาบเหลืองโคราช
และกล้วยไม้ชนิดใกล้เคียงที่มีความเสีย่งตอ่การสญูพนัธุ์ตอ่ไป 
 
วิธีด าเนินการวิจัย   
1. เก็บตวัอย่างกลว้ยไม้และคดัแยกราเอนโดไฟต์จากเอือ้งกหุลาบเหลืองโคราช  
 เก็บตวัอย่างกล้วยไม้เอือ้งกุหลาบเหลืองโคราชจากสมาคมกล้วยไม้จงัหวดันครราชสีมา ที่ต้นมีสภาพสมบรูณ์ ไม่มี
การท าลายของโรคและแมลง ตดัชิน้สว่นราก ล าต้น และใบของกล้วยไม้ แล้วล้างให้สะอาด ผึ่งให้แห้ง ท าการฆา่เชือ้ที่ผิวด้าน
นอก (surface sterile) ดดัแปลงวิธีจาก Chomchoei (2016) โดยตดัแต่ละสว่นให้มีขนาดยาวประมาณ 1-2 เซนติเมตร น ามา
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ล้างน า้กลัน่ท่ีผสมสารลดแรงตงึผิว 2 หยด เขยา่ 5 นาที จ านวน 2 ครัง้ และ 5% v/v โซเดียมไฮโปคลอไรท์ เขยา่ 5 นาที จ านวน 
2 ครัง้ 70% v/v แอลกอฮอล์ เขย่า 5 นาที จ านวน 2 ครัง้ และน า้กลัน่ที่ผ่านการฆ่าเชือ้ เขย่า 5 นาที จ านวน 2 ครัง้ ซบัด้วย
กระดาษทิชชูนึ่งฆ่าเชือ้ให้ตัวอย่างแห้ง วางชิน้ตัวอย่างบนอาหาร Potato dextrose agar (PDA) ในจานเลีย้งเชือ้ บ่มที่
อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 7 วนั แยกปลายเส้นใยของราที่เจริญออกมาจากชิน้สว่นพืชไปเพาะเลีย้งบนอาหาร PDA จานใหม ่และ
บ่มที่อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส จนกระทัง่ราที่แยกได้เจริญเต็มท่ี สงัเกตความบริสทุธ์ิของราจากสีและการเจริญของเส้นใยรา
ทีม่ีความสม ่าเสมอ ไมม่ีเส้นใยราอื่นหรือโคโลนีของแบคทีเรียเจือปน 

2. การทดสอบการสร้าง IAA ของราเอนโดไฟต์ 
     2.1 การเตรียมน า้เลีย้งเซลล์โดยเลีย้งราที่แยกได้ในอาหาร PDA เป็นเวลา 7 วนั ใช้ cork borer ขนาด 0.5 เซนติเมตร 
เจาะชิน้รามาเลีย้งในอาหาร Potato dextrose broth (PDB) ที่เติม L-tryptophan ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
น าไปเพาะเลีย้งโดยเขยา่ที่ความเร็ว 120 รอบ/นาที อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั แยกน า้เลีย้งเซลล์ โดยการกรอง
ด้วยกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 (เส้นใยราที่ได้น ามาล้างด้วยน า้กลัน่ปราศจากเชือ้แล้วถ่ายเส้นใยราลงในขวดปราศจาก
เชือ้ น าไปแช่ในตู้แช่แข็งที่อณุหภมูิ -20 องซาเซลเซียสเพื่อน าไปใช้ในการสกดัดีเอ็นเอในขัน้ตอนต่อไป) ป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 
6,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บสว่นใสใช้ในการทดลองขัน้ตอ่ไป 
      2.2 การทดสอบการสร้างฮอร์โมน IAA โดยน าน า้เลีย้งเซลล์ไปวิเคราะห์ฮอร์โมน IAA โดยปิเปตสารละลายน า้เลีย้งรา
ตวัอยา่งละ 1 มิลลลิติร ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย Salkovski’s reagent ปริมาตร 2 มิลลลิติร ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง 
vortex mixer บ่มไว้ในที่มืด 30 นาที แล้วน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร น าค่าที่ได้มาเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน IAA แล้วค านวณปริมาณ IAA ในหนว่ยไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร (Chomchoei, 2016)  
      2.3 การเตรียมสารสกัดน า้เลีย้งรา โดยน าน า้เลีย้งราที่มีปริมาณ IAA สูงสุด จ านวน 3 ไอโซเลท มาสกัดด้วย      
เอทิลอะซีเตท โดยผสมเอทิลอะซีเตทกบัน า้เลีย้งราในกรวยแยกสารในอตัราสว่น 1: 2 เขย่าให้เข้ากนั ตัง้ทิง้ไว้ให้แยกชัน้ แยก
เอทิลอะซีเตท ออกน าไปท าให้แห้งด้วยเคร่ืองกลัน่สญุญากาศจนได้สารสกดัน า้เลีย้งราเพือ่ใช้ในขัน้ตอ่ไป 
3 การทดสอบผลของสารสกดัจากน ้าเลีย้งเซลล์ต่อการงอกของเมล็ดและการเจริญเติบโตของเอือ้งกหุลาบเหลืองโคราช  
 3.1 การทดสอบการงอกของเมล็ด เอื อ้ งกุหลาบเหลืองโคราช ดัดแปลงวิ ธีของ  Houngtongkam (2017)  
โดยน าฝักกล้วยไม้อาย ุ10 เดือน มาล้างท าความสะอาด จุ่มฝักใน 95 % v/v แอลกอฮอล์ ผา่นไฟให้ลกุทว่มทัง้ฝักเพื่อท าการฆา่
เชือ้ 2 ครัง้ จากนัน้ใช้มีดกรีดตามแนวยาวของฝักแล้วเขี่ยเมล็ดลงใสจ่านแก้วปราศจากเชือ้ เพาะเลีย้งเมล็ดกล้วยไม้บนอาหาร
สตูร Vacin and Went (VW) ที่เติมสารสกดัจากน า้เลีย้งราเอนโดไฟต์ทัง้ 3 ไอโซเลท ที่ความเข้มข้น 5, 10 และ 100 มิลลิกรัม
ต่อลิตร แต่ละชุดการทดลองมี 5 ซ า้ โรยเมล็ดลงบนอาหารสงัเคราะห์ 100-200 เมล็ดต่อชุดการทดลอง เพาะเลีย้งกล้วยไม้ที่
อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชัว่โมงตอ่วนั เมื่อครบเวลา  3 สปัดาห์ ค านวณหาเปอร์เซ็นต์การงอกของเมลด็ ตามสตูร
ของ Chomchoei (2016)  
 3.2 การทดสอบการเจริญเติบโตของต้นอ่อนเอือ้งกุหลาบเหลืองโคราช ดัดแปลงวิธีจาก Jansang et al. (2017) 
โดยน าต้นออ่นเอือ้งกหุลาบเหลอืงโคราช อาย ุ5 เดือน ที่ได้จากการเพาะเมลด็ในสภาพปลอดเชือ้บนอาหารสงัเคราะห์สตูร VW 
มาเลีย้งบนอาหารสตูร VW ที่เติมสารสกัดจากน า้เลีย้งราเอนโดไฟต์ทัง้ 3 ไอโซเลท ในปริมาณความเข้มข้น 5, 10, และ 100 
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มิลลิกรัมต่อลิตร จ านวน 3 ต้นต่อขวด จ านวน 10 ซ า้ น าไปวางไว้ในชัน้เพาะเลีย้ง ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 
ชัว่โมงต่อวนั เป็นเวลา 24 สปัดาห์ บนัทึกผลการเจริญเติบโตของต้นอ่อน บนัทึกจ านวนต้นที่รอดชีวิตต่อขวด วดัความสงูต้น 
ความยาวใบ ความกว้างใบ ความยาวราก จ านวนใบและจ านวนราก 
4. การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของราเอนโดไฟต์โดยใช้เคร่ืองหมาย ITS1 และ ITS4   

4.1 ท าการสกดัดีเอ็นเอโดยน าเส้นใยราที่เก็บมาสกดัดีเอ็นเอ ด้วยวิธี CTAB method ดดัแปลงจากวิธีของ O'Donnell 
& Cigelnik (1997) โดยบดเส้นใยราในไนโตรเจนเหลว น าตวัอยา่งที่บดได้ใสใ่นหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ เติมสารละลาย CTAB 
ปริมาตร 700 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อณุหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที เติม chloroform: isoamyl alcohol อตัราสว่น 
(24: 1,v/v) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 8 นาที 
แยกสว่น supernatant ออกมาใสห่ลอดไมโครเซนตริฟิวจ์หลอดใหม่ จากนัน้เติม isopropanol ปริมาตร 700 ไมโครลิตร น าไป
วางในอ่างน า้แข็งนาน 30 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ ทิง้สว่น supernatant จากนัน้เติม 70% v/v เอทานอล ปริมาตร 500 ไมโครลติร เพื่อล้างตะกอนดีเอ็นเอ 
น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ดูดส่วน supernatant ทิง้ ปล่อยให้ 
pellet แห้ง นาน 10 นาที จากนัน้เติมน า้กลัน่ปราศจากเชือ้เพื่อละลายตะกอนดีเอ็นเอ การตรวจสอบคณุภาพและปริมาณของ 
ดีเอ็นเอที่สกดัได้โดยใช้ 0.8 % w/v gel agarose ในสารละลาย TBE buffer 
 4.2 การเพิ่มปริมาณสว่น ITS โดยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction; PCR) เพิ่มปริมาณของ 
ribosomal DNA ส่วนของ  ITS ด้ วย เทคนิค  PCR โดยใ ช้  primer ITS1 ( TCCGTAGGTGAACCTGCGG)  และ  ITS4 
(GCTGCGTTCTTCATCGATGC) (White et al., 1990) การท าปฏิกิริยา มีการก าหนด PCR condition ดงันี ้ชดุปฏิกิริยา PCR 
ปริมาตรรวม 50 ไมโครลติร; nanopure water 35.8 ไมโครลติร,  PCR buffer (10X) 5 ไมโครลติร, 25 mM MgCl2 (2.5 mM) 5  
ไมโครลิตร, 10 mM dNTPs mix (0.2 mM) 1 ไมโครลิตร  10 µM ITS1 (0.2 µM)  1 ไมโครลิตร, 10 µM ITS4 (0.2 µM) 1 
ไมโครลติร,  2 U/µl Taq DNA polymerase (0.2 units) 0.2 ไมโครลติร, DNA template (10 ng/µl) 1 ไมโครลติร จากนัน้น าไป
ท าปฏิกิริยาภายในเคร่ือง PCR โดยใช้ PCR profile ดงันี ้ขัน้ท่ี 1 อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส  2 นาที ขัน้ท่ี 2 อณุหภมูิ 94 องศา
เซลเซียส 1 นาที ขัน้ท่ี 3 อณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส  1 นาที ขัน้ท่ี 4 อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส 2 นาที ขัน้ท่ี 5 ท าซ า้ขัน้ท่ี 2-4 
ทัง้หมด 34 รอบ ขัน้ที่ 6 อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที ตรวจสอบปริมาณของ PCR product ด้วยเทคนิค agarose gel 
electrophoresis ใน 0.8 % w/v gel agarose ใน TBE buffer กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ 40 นาที จากนัน้สง่ PCR product ที่ได้
ไปอา่นล าดบัเบสของ DNA โดยบริษัท MacrogenTM สาธารณะรัฐเกาหล ี
 4.3 ท าการตรวจสอบลกัษณะและคณุภาพของล าดบัเบส DNA สว่น ITS ของราเอนโดไฟต์ โดยใช้โปรแกรม BioEdit 
V.7.0.9 จากนัน้น าล าดับเบสของ DNA ที่ ได้ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของ GenBank ของ National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) โดยใช้การค้นหาด้วยโปรแกรม BLAST (http://blast. ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
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5. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 การวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยใช้ One-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของข้อมลูที่ศึกษา โดยวิธี Duncan’s 
multiple range test (DMRT) ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติ SPSS version 26.0 ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์  
(p < 0.05) 
 
ผลการวิจัย   
1. การแยกราเอนโดไฟต์จากเอือ้งกหุลาบเหลืองโคราช 
 ราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากเอือ้งกุหลาบเหลืองโคราชจ านวน 19 ไอโซเลท มีลกัษณะการเจริญเติบโตและมีสีของ
โคโลนีที่แตกต่างกนัโดยมีเส้นใยสีขาว สีส้มถึงน า้ตาล และมีการเจริญของเส้นใยที่แตกตา่งกนั สามารถจ าแนกได้เป็น 3 กลุม่ 
ประกอบด้วย กลุ่มที่ 1 โคโลนีมีเส้นผ่านศูนย์กลางน้อยกว่า 3 เซนติเมตร (ไอโซเลท 02, 05, 06, 12, 15 และ 18) กลุ่มที่ 2 
โคโลนีมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-5 เซนติเมตร (ไอโซเลท 04, 08, 10, 11, และ 16) และกลุ่มที่ 3 โคโลนีมีเส้นผ่านศูนย์กลาง
มากกวา่ 5 เซนติเมตร (ไอโซเลท 01, 03, 07, 09, 13, 14, 17 และ 19) ดงัภาพท่ี 1  

 
 

ภาพที่ 1 โคโลนีราที่แยกจากกล้วยไม้เอือ้งกหุลาบเหลอืงโคราชบนอาหารเพาะเลีย้ง PDA บม่ที่อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 
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2. การทดสอบการผลิตฮอร์โมนกลุ่ม IAA 

 ราเอนโดไฟต์ทัง้ 19 ไอโซเลท สามารถผลิต IAA ได้ระหว่าง 0.71-41.04 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ราที่สามารถสร้าง 

IAA ได้สงูสดุ 3 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท 10, 14 และ 03 ซึ่งมีปริมาณ IAA ที่สร้างได้เทา่กบั 41.04, 12.56 และ 7.28 ไมโครกรัม

ตอ่มิลลลิติรตามล าดบั ดงัภาพท่ี 2 

ภาพที ่2 ปริมาณฮอร์โมน IAA ที่ผลติโดยราเอนโดไฟต์จ านวน 19 ไอโซเลท ตวัอกัษรท่ีตา่งกนัในแนวตัง้หมายถึงผลการทดลอง

มีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ด้วยวิธี Duncan Multiple Rank Test (DMRT) ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 

95% (p<0.05) 

 
3. การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของราเอนโดไฟต์โดยใช้เคร่ืองหมาย ITS1 และ ITS4   
 การจัดจ าแนกด้วยวิธีทางชีวโมเลกุลของราเอนโดไฟต์ไอโซเลท 03, 10 และ 14 ล าดับเบสบริเวณ ITS (Internal 
Transcribe Spacer) ของ ribosomal RNA ที่ประกอบด้วยส่วนของ ITS1 และ ITS4 มีความยาว 480-520 คู่เบส จากการ
พิสจูน์ทางชีวโมเลกุลและน าข้อมลูล าดบัเบสไปเทียบกบัฐานข้อมลูของ GenBank ของ National Center for Biotechnology 
information (NCBI) พบว่าไอโซเลท 03 และ 14 มีความคล้ายคลึงกับรา  Lasiodiplodia theobromae 100 เปอร์เซ็นต์  
และไอโซเลท 10 มีความคล้ายคลงึกบัรา Colletotrichum gloeosporioides 100 เปอร์เซ็นต์ ดงัตารางที่ 1  
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ตารางที่ 1 การระบชุนิดของราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากเอือ้งกหุลาบเหลอืงโคราชโดยใช้เคร่ืองหมาย ITS1 และ ITS4   
ไอโซเลท เปอร์เซ็นต์ความเหมือน 

(% Identity) 
ผลการค้นหาในฐานข้อมลูของ NCBI  

(Accession no./ taxonomic affiliation) 
03 100 Lasiodiplodia theobromae (MK036377.1)/Botryosphaeriaceae 
10 100 Colletotrichum gloeosporioides (KX098316.1)/Glomerellaceae 
14 100 Lasiodiplodia theobromae (MT644474.1)/Botryosphaeriaceae 

 
4. การทดสอบผลของสารสกดัจากน ้าเลี้ยงเซลล์ของราเอนโดไฟต์ทีต่่อการงอกของเมล็ดและการเจริญเติบโตของเอื้องกหุลาบ
เหลืองโคราช 
 การทดสอบสารสกดัจากน า้เลีย้งราทัง้ 3 ไอโซเลท พบว่าการงอกของเมล็ดที่เติมสารสกดัจากราเอนโดไฟต์ที่ความ
เข้มข้นแตกต่างกัน มีการงอกอยู่ระหว่าง 46.89-70.82 เปอร์เซ็นต์ โดยไอโซเลท 14 ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร มี
เปอร์เซ็นต์การงอกกวา่ชดุควบคมุอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (ดงัภาพท่ี 3 และ ภาพท่ี 4 A ถึง J) 

 

 
ภาพที่ 3  เปอร์เซ็นต์การงอกของเมลด็กล้วยไม้เอือ้งกหุลาบเหลอืงโคราช บนอาหารสงัเคราะห์สตูร VW ที่เติมสารสกดั 
               ราเอนโดไฟต์ ไอโซเลท 03, 10 และ 14 ทีค่วามเข้มข้น 5, 10 และ 100 มิลลกิรัมตอ่ลติร เป็นเวลา 3 สปัดาห์  

 ตวัอกัษรท่ี ตา่งกนัในแนวตัง้หมายถึงผลการทดลองมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ด้วยวิธี  
 DMRT ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05) 
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 ผลของการเจริญเติบโตของเอือ้งกหุลาบเหลอืงโคราชในอาหารสตูร VW ที่เติมสารสกดัจากน า้เลีย้งราเอนโดไฟต์ทัง้ 3 
ไอโซเลท พบวา่สารสกดัจากราไอโซเลท 10 ที่ความเข้มข้น 5 มิลลกิรัมตอ่ลติร สง่ผลตอ่ความยาวใบสงูสดุและแตกตา่งจากทกุ
ชุดการทดลองอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ค่าจ านวนต้นที่รอดชีวิต ความสงู จ านวนใบ ความกว้างใบ ไม่มีความแตกต่างกนัใน
ทกุชุดการทดลอง แต่จ านวนรากและความยาวราก มีแนวโน้มที่สงูเมื่อได้รับสารสกดัจากราไอโซเลท 10 ที่ความเข้มข้น 100 
และ 10 มิลลกิรัมตอ่ลติร ตามล าดบั แตไ่มแ่ตกตา่งจากชดุควบคมุ (ดงัตารางที่ 2 และภาพท่ี 4 K ถึง T) 
 
ตารางที่  2 การเจริญของต้นอ่อนเอือ้งกุหลาบเหลืองโคราชที่ เลีย้งในอาหาร VW ที่ เติมสารสกัดจากราเอนโดไฟต์  

ไอโซเลท 03, 10 และ 14 เป็นเวลา 24 สปัดาห์ 
Treatments จ านวนต้น

ที่รอด
ชีวิต/ขวด 

ความสูง 
(เซนติเมตร) 

จ านวนใบ ความยาว
ใบ 

(เซนติเมตร) 

ความกว้าง
ใบ 

(เซนติเมตร) 

จ านวนราก ความยาว
ราก 

(เซนติเมตร) 

Control 1.00±0.00a 0.74±0.06a 2.80±0.49a 0.46±0.06a 0.25±0.03a 1.25±0.25ab 0.40±0.11ab 

I03-5 1.83±0.31a 0.86±0.13a 2.72±0.27a 0.51±0.11a 0.23±0.03a 1.18±0.12a 0.34±0.10ab 

I03-10 1.67±0.21a 0.73±0.06a 2.30±0.34a 0.48±0.04a 0.26±0.02a 1.60±0.16ab 0.35±0.06ab 

I03-100 1.40±0.24a 0.82±0.04a 1.85±0.34a 0.44±0.06a 0.27±0.03a 1.43±0.20ab 0.28±0.06ab 

I10-5 1.67±0.33a 0.82±0.04a 2.00±0.15a 1.35±0.44b 0.40±0.18a 1.13±0.12a 0.24±0.04a 

I10-10 1.83±0.31a 0.76±0.08a 2.20±0.29a 0.46±0.04a 0.27±0.02a 1.20±0.15ab 0.84±0.36b 

I10-100 1.75±0.48a 0.75±0.08a 2.86±0.40a 0.42±0.07a 0.24±0.04a 1.80±0.37b 0.31±0.09ab 

I14-5 1.50±0.50a 0.97±0.15a 2.67±0.61a 0.60±0.12a 0.30±0.04a 1.20±0.20a 0.44±0.15ab 

I14-10 1.67±0.33a 0.99±0.20a 2.40±0.68a 0.67±0.14a 0.27±0.05a 1.00±0.00a 0.19±0.05a 

I14-100 1.80±0.37a 0.93±0.07a 2.44±0.34a 0.51±0.03a 0.30±0.03a 1.12±0.12a 0.26±0.03ab 

หมายเหต ุ   ตวัอกัษรท่ีตา่งกนัในแนวตัง้หมายถึงผลการทดลองมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ด้วยวิธี DMRT 

                  ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05) 
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ภาพที่ 4   A ถึง J ภาพการงอกของเมล็ดกล้วยไม้เอือ้งกุหลาบเหลืองโคราช ในอาหาร VW ที่เติมสารสกัดราเอนโดไฟต์           
ไอโซเลท 03, 10 และ 14 เป็นเวลา 3 สปัดาห์ (Scale bars เท่ากบั 200 ไมโครเมตร) K ถึง T การเจริญของต้นออ่น
กล้วยไม้เอือ้งกหุลาบเหลอืงโคราชที่เพาะเลีย้งในอาหารสตูร VW ที่เติมสารสกดัราเอนโดไฟต์ ไอโซเลท 03, 10 และ 
14 เป็นเวลา 24 สปัดาห์ (Scale bars เทา่กบั 2 มิลลเิมตร) 

 
วิจารณ์ผลการวิจัย    
 ราเอนโดไฟต์ที่แยกจากเอือ้งกหุลาบเหลืองโคราชจ านวน 19 ไอโซเลท มีความสามารถในการสร้าง IAA ได้แตกต่าง
กนั โดยสามารถผลติได้ในความเข้มข้น 5.21-41.04 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร ซึง่ราเอนโดไฟต์ ที่มีความสามารถในการสร้าง IAA 
ได้ปริมาณสูงสุด 3 ไอโซเลท สามารถจัดจ าแนกด้วยวิธีทางชีวโมเลกุลได้ดังนี  ้ไอโซเลท 10 มีความคล้ายคลึงกับรา                
C.  gloeosporioides 100 เ ปอ ร์ เ ซ็ น ต์  จัด เ ป็ นร า ในกลุ่ ม  Glomerellales ว ง ศ์  Glomerellaceae (Ma et al. , 2018)                                     
ซึ่ง C.  gloeosporioides สามารถสร้าง IAA ในปริมาณที่สูง  (Chutima & Lumyong, 2012) และมีรายงานว่าราชนิด                     
C. gloeosporioides สามารถผลิตสารทุติยภูมิได้อย่างน้อย 109 ชนิด ซึ่งส่วนใหญ่ประกอบด้วยสารที่มีไนโตรเจนเป็น
องค์ประกอบ เช่น sterols, terpenes, pyrones, phenolics และ fatty acids (Kim & Shim, 2019) ราไอโซเลท 03 และ 14                 
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มีความคล้ายคลึงกับรา L. theobromae 100 เปอร์เซ็นต์ จัดเป็นราในกลุ่ม Dothideomycetes วงศ์ Botryosphaeriaceae 
นอกจากนี ้ L. theobromae ยงัมีความสามารถในการสร้างสารได้หลายชนิด เช่น diketopiperazines, indoles, jasmonates, 
melleins, lactones และ phenols (Salvatore et al., 2020) อย่างไรก็ตามความสามารถในการผลิต IAA นัน้ ยังขึน้อยู่กับ
ปริมาณของ L-tryptophan ค่า pH ของอาหาร รวมไปถึงแหลง่คาร์บอนและไนโตรเจนของเชือ้รา (Maor et al, 2004; Nieto-
Jacobo et al., 2017)  

จากการทดสอบสกดัสารจากน า้เลีย้งราต่อการงอกและการเจริญของเอือ้งกุหลาบเหลืองโคราช พบว่าการงอกของ
เมล็ดที่เติมสารสกดัจากราเอนโดไฟต์ไอโซเลท 14 ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร มีเปอร์เซ็นต์การงอกสงูกว่าชุดควบคมุ 
อาหารท่ีเติมสารสกดัราไอโซเลท 03 ที่ความเข้มข้น 10 มิลลกิรัมตอ่ลติร อาหารท่ีเติมสารสกดัราไอโซเลท 10 ที่ความเข้มข้น 10 
และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ และในสปัดาห์ที่ 2 พบว่าทกุชุดการทดลองเมล็ดมีการขยายขนาด มีสี
เหลือง และโปรโตคอร์มเกิดยอดแหลมในสปัดาห์ที่ 3 ซึ่งสอดคล้องกบังานวิจยัของ Nongdam & Tikendra (2014) ซึ่งพบว่า
เมลด็กล้วยไม้จะเร่ิมงอกใน 2 สปัดาห์หลงัจากเพาะเลีย้งเมลด็กล้วยไม้ร่วมกบัฮอร์โมน นอกจากนีเ้มลด็เอือ้งกหุลาบกระเป๋าปิด 

(Aerides ringens  Fischer) ในอาหารสูตร KC (1946) ที่เพาะเลีย้งนาน 7 สปัดาห์ มีอัตราการงอกแตกต่างกันตามความ
เข้มข้นของ IAA ที่เติมในอาหารเพาะเลีย้ง (Pyati, 2019) การเจริญของต้นออ่นเอือ้งกหุลาบเหลืองโคราชที่ 24 สปัดาห์ อาหาร
ที่เติมสารสกดัราไอโซเลท 10 ที่ความเข้มข้น 10 มิลลกิรัมตอ่ลติร สง่ผลตอ่ความยาวใบต้นออ่นเอือ้งกหุลาบเหลอืงโคราชสงูสดุ
ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการแยกราเอนโดไฟต์จาก ราก ล าต้น และใบของกล้วยไม้ Vanda cristata พบว่าราทุกไอโซเลท 
สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของกล้วยไม้ Cymbidium aloifolium ได้ (Chand et al., 2020) และราเอนโดไฟต์ที่แยกจาก
กล้วยไม้ Dendrobium moniliforme จ านวน 3 ไอโซเลทสามารถผลิต IAA ได้สูง และสามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของ

กล้วยไม้ Rhynchostylis retusa ได้ (Shah et al., 2018) นอกจากนีม้ีรายงานราเอนโดไฟต์ที่คดัแยกได้จากกล้วยไม้ Acampe 

praemorsa จ านวน 5 ไอโซเลท สามารถผลิต IAA ได้ สามารถส่งเสริมการเจริญของกล้วยไม้ Dendrobium sp. และช่วยให้
กล้วยไม้ดูดซึมไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียมได้ดีกว่าชุดควบคุม ปริมาณคลอโรฟิลล์ในใบ น า้หนักสดของต้น    
และน า้หนกัแห้งของใบเพิ่มขึน้ (Deepthi & Ray, 2019) ซึ่ง IAA เป็นสารควบคมุการเจริญเติบโตในกลุม่ออกซิน ที่มีผลต่อการ
ควบคุมและตอบสนองลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของพืช เมื่อพืชได้รับในระดบัความเข้มข้นที่เหมาะสมจะมีผลกระตุ้นให้
เนือ้เยื่อพืชมีการแบง่เซลล์มากขึน้ ช่วยให้มีการเจริญเติบโตที่ดี  
  
สรุปผลการวิจัย    
 การคดัแยกราเอนโดไฟต์จากกล้วยไม้เอือ้งกหุลาบเหลืองโคราช เพื่อน าสารสกดัมาใช้ในการสง่เสริมการงอกและการ
เจริญเติบโตของเอือ้งกหุลาบเหลอืงโคราช สามารถคดัแยกราได้ จ านวน 19 ไอโซเลท ทดสอบและน าน า้เลีย้งราที่สามารถสร้าง 
IAA ได้ปริมาณสงูสดุ 3 ไอโซเลท คือ 03, 10, 14 มาสกดัสารทตุิยภมูิ และทดสอบการงอกและการเจริญเติบโตของเอือ้งกหุลาบ
เหลืองโคราช พบว่าราไอโซเลท 14 ที่ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร เหมาะสมในการใช้สง่เสริมการงอกของเมล็ด และรา   
ไอโซเลท 10 ที่ความเข้มข้น 5 มิลลกิรัมตอ่ลติร สามารถสง่เสริมความยาวใบของต้นออ่นได้สงูสดุ ข้อมลูการระบชุนิดด้วยข้อมลู
ล าดบัเบสบริเวณ ITS พบวา่ราไอโซเลท 10 คือ C. gloeosporioides และไอโซเลท 03 และ 14 คือ L. theobromae  
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