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บทคัดย่อ  
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อแยกราเอนโดไฟต์ท่ีผลิตกรดอินโดลอะซีติก ( IAA) และส่งเสริมการงอกของเมล็ดกล้วยไม้ลิ้นมังกร 

จากการแยกราเอนโดไฟต์จากรากกล้วยไม้ลิ้นมังกร ได้ราเอนโดไฟต์ท้ังหมด 26 ไอโซเลท เมื่อนำราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้มาตรวจสอบ   
การผลิต IAA ด้วยวิธี Salkowski’s method พบราเอนโดไฟต์เพียง 6 ไอโซเลท ท่ีมีความสามารถในการผลิต IAA คือ ไอโซเลท   
HRNP-F01, HRNP-F06, HRNP-F14, HRNP-F17, HRNP-F21 และ HRNP-F22 จากการเพาะเมล็ดกล้วยไม้ลิ้นมังกรร่วมกับราเอนโดไฟต์
ท่ีผลิต IAA ท้ัง 6 ไอโซเลท พบว่าไอโซเลท HRNP-F06 และ HRNP-F14 ให้เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดสูงสุด เท่ากับ 97.27 และ 
98.02 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ซ่ึงแตกต่างจากค่าท่ีได้จากชุดควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยไอโซเลท HRNP-F06 
สามารถกระตุ้นให้เมล็ดงอก และพัฒนาเข้าสู่ระยะท่ี 2 ของการงอกของเมล็ด (ระยะท่ีเอมบริโอขยายขนาดเพิ่มขึ้น) ในขณะท่ีไอโซเลท 
HRNP-F14 สามารถกระตุ้นให้เมล็ดงอก และพัฒนาเข้าสู่ระยะท่ี 3 ของการงอกของเมล็ด (ระยะท่ีเอมบริโอพัฒนาเป็นโปรโตคอร์ม)    
การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ  Internal transcribed spacer (ITS) ของ ribosomal DNA ทำให้สามารถระบุชนิดของ       
ราไอโซเลท HRNP-F06 และ HRNP-F14 ได้เป็น Fusarium oxysporum และ Annulohypoxylon sp. ตามลำดับ การศึกษาน้ีแสดงให้
เห็นว่า F. oxysporum HRNP-F06 และ Annulohypoxylon sp. HRNP-F14 มีศักยภาพท่ีจะใช้ส่งเสริมการงอกของเมล็ดกล้วยไม้ได้ 

 

คำสำคัญ: ราเอนโดไฟต์  กรดอินโดลอะซีติก  การงอกของเมล็ด  กล้วยไม้ล้ินมังกร 
 

Abstract 
This research aimed to isolate endophytic fungi producing indole acetic acid (IAA) and promoting seed 

germination of Habenaria rhodocheila Hance. A total of 26 isolates of endophytic fungi were isolated from         
H. rhodocheila roots. By using Salkowski’s method to examine IAA production of the isolated endophytic fungi, 
only 6 isolates were found to be able to produce IAA including isolates HRNP-F01, HRNP-F06, HRNP-F14, HRNP-F17, 
HRNP-F21 and HRNP-F22. From co-culture of H. rhodocheila seeds with 6 isolates of IAA producing endophytic 
fungi, it was found that the isolates HRNP-F06 and HRNP-F14 exhibited the highest percentages of seed germination 
of 97.27% and 98.02%, respectively which were significantly different (p<0.05) from that of the control. The 
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isolate HRNP-F06 was able to stimulate seeds to germinate and develop into stage 2 of seed germination (the 
stage at which embryo enlargement continues), while the isolate HRNP-F14 was able to stimulate seeds to 
germinate and develop into stage 3 of seed germination (the stage at which embryo develops into protocorm). 
Nucleotide sequence analysis of the internal transcribed spacer (ITS) region of ribosomal DNA identified the 
isolates HRNP-F06 and HRNP-F14 as Fusarium oxysporum and Annulohypoxylon sp., respectively. This study 
indicated that F. oxysporum HRNP-F06 and Annulohypoxylon sp. HRNP-F14 had potential to be used to promote 
germination of seeds. 
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1. บทนำ  

กล้วยไม้เป็นพืชดอกกลุ่มใหญ่ สามารถเจริญเติบโตได้
ในหลากหลายสภาพแวดล้อม จึงทำให้พบราเอนโดไฟต์  
(Endophytic fungi) ในกล้วยไม้ ได้หลากหลายชนิดด้วย
เช่นกัน ราเอนโดไฟต์ในกล้วยไม้ เป็นราท่ีอาศัยอยู่ร่วมกัน 
(Symbiosis) ในเน้ือเยื่อทุกส่วนของกล้วยไม้ มีวงจรชีวิตบางช่วง
หรือตลอดชีวิตภายในกล้วยไม้ มีความสัมพันธ์แบบพึ่งพาอาศัยกัน 
(Mutualism) ไม่ก่อโรคพืชในกล้วยไม้ [1] การศึกษาวิจัยใน 
ราเอนโดไฟต์ท่ีพบในกล้วยไม้ท่ีผ่านมา ส่วนใหญ่มุ่งไปท่ีรา  
ออร์คิดไมคอร์ไรซา (Orchid mycorrhiza) ซ่ึงเป็นราเอนโดไฟต์
ท่ีอาศัยอยู่ร่วมกันกับกล้วยไม้ และสามารถพบได้เฉพาะในราก
กล้วยไม้เท่าน้ัน อย่างไรก็ตามในปัจจุบันนักวิทยาศาสตร์ได้ให้
ความสนใจท่ีจะศึกษา และทำความเข้าใจบทบาทของรา     
เอนโดไฟต์ในกล้วยไม้เพิ่มขึ้น ราเอนโดไฟต์ในกล้วยไม้ท่ีแยกได้
จัดอยู่ในกลุ่ม Ascomycota ซ่ึงเคยมีรายงานว่าเป็นสาเหตุ
ของโรคพืช แต่ไม่พบรายงานการเกิดโรคพืชในกล้วยไม้  [2] 
เน่ืองจากบทบาทและศักยภาพของราเอนโดไฟต์ในบางสกุล 
เช่น Fusarium, Aspergillus, Xylaria, Annulohypoxylon 
สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีช่วยยับยั้งเชื้อก่อโรคพืช 
ทนต่อสภาวะเครียดในสภาพแวดล้อมได้ [3] ช่วยในการดูดซึม
แร่ธาตุต่าง ๆ ได้แก่ คาร์บอน ฟอสฟอรัส และไนโตรเจน ได้ดีขึ้น 
[1] และบางชนิดสามารถผลิตสารควบคุมการเจริญของพืช 
(Plant growth regulators) ได้แก่ จิบเบเรลลิน (Gibberellins) 
ไซโตไคนิน (Cytokinin) และออกซิน (Auxin) ท่ีมีคุณสมบัติ
ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช [4]-[6] นอกจากน้ียัง
พบว่าราเอนโดไฟต์บางชนิดในสกุล Fusarium ช่วยส่งเสริม   
การงอกของเมล็ ดกล้ วย ไม้ ในสกุ ล  Cypripedium และ 
Platanthera ได้อีกด้วย [7] 

ออกซินท่ีผลิตได้จากราเอนโดไฟต์ส่วนใหญ่  คือ     
กรดอินโดล -3-อะซีติก (Indole-3-acetic acid) หรือ กรด    
อินโดลอะซีติก (Indole acetic acid, IAA) มีหน้าท่ีช่วยในการ

แบ่งเซลล์และการขยายขนาดของเซลล์ ช่วยให้เอ็มบริโอ 
(Embryo) พัฒนาในระยะแรกของกระบวนการเกิดเอ็มบริโอ 
(Embryogenesis) และช่วยให้ เกิดกระบวนการสร้างราก 
(Root formation) [8] โดยมีทริปโตเฟน (Tryptophan) เป็น
สารตั้งต้นหลักของกระบวนการสังเคราะห์ IAA [9] มีรายงาน
พบว่าราเอนโดไฟต์จากรากกล้วยไม้อิ งอาศัย  (Epiphytic 
orchids) และกล้วยไม้ดิน (Terrestrial orchids) หลายชนิด 
เช่น Spathglottis affinis, Paphiopedelum bellatulum, 
Phaius tankervilleae [10], Vanda cristata [11], 
Epiderndrum radicans , Oncidium sphacelatum, 
Rhynchostylis retusa [12], Rhynchostylis gigantean 
[8], Cymbidium aloifolium, Dendrobium longicornu [6] 
และ Habenaria brachyphylla [13] สามารถผลิต IAA ได้ 
นอกจากน้ียังมีรายงานว่าราเอนโดไฟต์บางชนิดสามารถ     
ผลิต IAA ได้ในปริมาณสูง ได้แก่ รา Cladosporium sp., 
Coniochaeta sp., Collectotrichum gloeosporioides, 
Penicillium sp., Trichoderma, Fusarium sp, Xyralia sp. 
[6], [10], [11], [14] เป็ น ต้ น  ซ่ึ ง เมื่ อ เพ าะ เมล็ ด ร่ วมกั บ        
ราเอนโดไฟต์โดยตรงหรือสารสกัดจากราเอนโดไฟต์  
(Endophytic fungal extract) สามารถช่วยให้การงอกของ
เมล็ดและการเจริญเติบโตเป็นต้นอ่อนในกล้วยไม้ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ [11], [15]  

กล้วยไม้ลิ้นมังกร (Habenaria rhodocheila Hance) 
เป็นกล้วยไม้ดินท่ีพบการกระจายพันธุ์ในทวีปเอเชียตะวันออก
เฉียงใต้ ในประเทศไทยสามารถพบการกระจายตัวท่ัวภูมิภาค
ของประเทศ สำหรับภาคตะวันออกของประเทศไทย โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งในจังหวัดจันทบุรี พบได้ในอุทยานแห่งชาติเขาคิชฌกูฏ 
และอุทยานแห่งชาติน้ำตกพลิ้ว กลีบปากดอกกล้วยไม้ชนิดน้ีมี
ลักษณะคล้ายลิ้นมังกร สีของดอกฉูดฉาด หลากหลายสีสัน 
เช่น สีเหลือง สีส้ม สีชมพู และสีแดง เป็นท่ีสังเกตได้ง่าย [16] 
จึงทำให้เสี่ยงต่อการสูญพันธุ์ในธรรมชาติ นักวิทยาศาสตร์จึง
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เล็งเห็นถึงความสำคัญและความสามารถของราเอนโดไฟต์ใน
กล้วยไม้ท่ีสามารถผลิตกรดอินโดลอะซีติก (IAA) ท่ีส่งเสริมการ
งอกของเมล็ดกล้วยไม้ ซ่ึงสามารถช่วยเพิ่มปริมาณจำนวน   
ต้นอ่อน ช่วยในการขยายพันธุ์ และการอนุรักษ์กล้วยไม้ชนิดน้ี
ได้ [17] งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อแยกราเอนโดไฟต์ท่ีผลิต
กรดอินโดลอะซีติก ( IAA) และส่งเสริมการงอกของเมล็ด
กล้วยไม้ล้ินมังกร โดยใช้เทคนิคการเพาะเมล็ดกล้วยไม้ร่วมกับ
ราเอนโดไฟต์ในสภาพปลอดเชื้อ (In vitro symbiotic seed 
germination technique) [18] เพื่อนำไปใช้ประโยชน์ในการ
ส่งเสริมการงอกของเมล็ดกล้วยไม้ชนิดท่ีใกล้สูญพันธุ์ด้วยการ
เพาะเลี้ยงทั้งในและนอกถิ่นกำเนิด (in situ and ex situ) ได ้

 
2. วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการวิจัย 

2.1. การแยกราเอนโดไฟต์บริสุทธิ์ 
เก็บรากกล้วยไม้ลิ้นมังกรในระยะออกดอก (Figure 1) 

จากอุทยานแห่งชาติน้ำตกพล้ิว จังหวัดจันทบุรี นำรากกล้วยไม้
ลิ้นมังกรล้างทำความสะอาดด้วยน้ำไหลเป็นเวลา 6 ชั่วโมง   
ซับให้แห้ ง ตัดรากเป็นชิ้นขนาด 1 เซนติ เมตร แช่ลงใน
แอลกอฮอล์  (Alcohol) ความ เข้ มข้ น  95  เปอ ร์ เซ็ น ต์         
เป็นเวลา 1 นาที ย้ายลงฟอกฆ่าเชื้อในสารละลาย Sodium 
hypochlorite ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที 
และล้างด้วยน้ำกลั่นปลอดเชื้อ 3 ครั้ง ใช้เทคนิคปลอดเชื้อ   
ทำการแยกรา โดยตัดชิ้นรากกล้วยไม้ตามยาวเป็นชิ้นบาง ๆ ใช้
เข็ ม เขี่ ยพี โลตอน  (Pelotons) จาก เน้ือ เยื่ อ ชั้ น คอร์ เท็ ก 
(Cortex) ภายใต้กล้องสเตอริโอ (Stereomicroscope) ล้าง
พีโลตอนด้วยน้ำกลั่นปลอดเชื้อ 6 ครั้ง ดูดพีโลตอนด้วย        
ไมโครปิเปต (Micropipette) ลงบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Masuhara and Katsuya 1/6 Nutrient dextrose yeast 
extract agar (1/6 NDY) [19] ท่ีผสมสารปฏิชีวนะเตตระไซคลิน 
(Tetracycline) และสเตรปโตมัยซิน (Streptomycin) muj,u
ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 
ในสภาพมืด เป็นเวลา 7 วัน แยกเชื้อราจนได้เชื้อราบริสุทธิ์  

 
2.2. การทดสอบการผลิตกรดอินโดลอะซีติก 
นำเส้นใยราบริสุทธิ์มาเลี้ ยงบนอาหารเลี้ ยงเชื้ อ 

Potato dextrose agar (PDA) ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 
วัน เจาะเส้นใยเชื้อราท่ีบริเวณขอบโคโลนีด้วย Cork borer 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.7 เซนติเมตร จำนวน 3 ชิ้น เลี้ยง
ในอาหารเหลว Potato dextrose broth (PDB) ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ท่ีเติม L-tryptophan ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร นำไปเลี้ยงบนเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน กรองเส้นใยเชื้อราด้วย
กระดาษกรอง (Whatman เบอร์ 1) นำส่วนใสท่ีแยกได้ไปปั่น
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
จาก น้ันวิ เคราะห์ ห าปริมาณ  IAA ด้ วยวิ ธี  Salkowski’s 
method [20] ดูดส่วนใส ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลองหุ้มกระดาษฟอยด์ (foil) ท่ีมีสารละลาย Salkowski 
reagent (35% Perchloric acid ป ริม าตร 50 มิ ลลิลิ ต ร , 
Ferric chloride ความ เข้ มข้ น  0 .5  โมลาร์  ป ริ ม าตร  1 
มิลลิลิตร) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมสารให้เข้ากันด้วยเครื่อง 
Vortex mixer นำไปบ่มในสภาพมืด เป็นเวลา 30 นาที นำไป
วัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร นำค่าท่ีได้
ไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน IAA แล้วคำนวณหาปริมาณ 
IAA หน่วยเป็น ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
 

 
 

Figure 1 Habenaria rhodocheila Hance  
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2.3. การทดสอบประสิทธิภาพในการงอกของเมล็ด
กล้วยไม้ลิ้นมังกรของราเอนโดไฟต์ที่ผลิตกรดอินโดลอะซีติก 

การทดสอบการงอกของเมล็ดกล้วยไม้ลิ้นมังกรเมื่อ
เลี้ยงร่วมกับราเอนโดไฟต์ท่ีสามารถผลิตกรดอินโดลอะซีติก
หรือ IAA ในสภาพปลอดเชื้อ (Symbiosis in vitro culture) 
โดยดัดแปลงวิธีของ Khamchatra et al. [18] นำฝักกล้วยไม้
ท่ีแก่เต็มท่ีอายุ 1 เดือน ใส่ซองกระดาษ เก็บไว้ในโถดูดความชื้น 
(Desiccator) จนฝักแตกออก นำเมล็ดกล้วยไม้เก็บรักษาไว้  
ในตู้เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 เดือน ฟอก
ฆ่าเชื้อด้วยสารละลาย Sodium hypochlorite ความเข้มข้น 
1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที ล้างด้วยน้ำกลั่นปลอดเชื้อ 3 
ครั้ง ใช้ Cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.7 เซนติเมตร 
เจาะเส้นใยราเอนโดไฟต์ท่ีบริเวณขอบโคโลนี จำนวน 1 ชิ้น 
วางชิ้นวุ้นเส้นใยราเอนโดไฟต์ท่ีบริเวณปลายมุมของกระดาษ
กรอง (Whatman เบอร์ 4) รูปสามเหลี่ยมท่ีวางอยู่บนผิวหน้า
อาหารเลี้ยงเชื้อ  Oat meal agar (OMA) จากน้ันดูดเมล็ด
กล้วยไม้ปลอดเชื้อและโรยเมล็ดกล้วยไม้ประมาณ 50-100 
เมล็ด ลงบนกระดาษกรองน้ัน เก็บรักษาจานเพาะเมล็ด
กล้วยไม้ร่วมกับราเอนโดไฟต์ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใน
สภาพมืด เป็นเวลา 4 เดือน นับการงอกของเมล็ดกล้วยไม้  
ลิ้นมังกรในแต่ระยะพัฒนาการของเมล็ด [21] (Table 1) และ
คำนวณเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้ ดังสมการต่อไปน้ี 
 

เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดกล้วยไม้ =  

 b+c+d+e+f 
 × 100 

a+b+c+d+e+f  
 

2.4. การระบุชนิดราเอนโดไฟต์ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล 
การสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี Lysis buffer ดัดแปลงจาก

วิธีการของ Liu et al. [22] โดยเลี้ยงเส้นใยราเอนโดไฟต์ใน
อาหารเหลว Potato dextrose broth (PDB) บ่มท่ีอุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-5 วัน เกี่ยวเส้นใย ใส่ในหลอด 
Microcentrifuge เติม lysis buffer เติมสารละลาย Potassium 
acetate ผสมให้เข้ากันและนำไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,500 
รอบต่อนาที  เป็ นเวลา 1 นาที  ดู ดส่ วนใส  (Supernatant)      
300-350 ไม โครลิตร ใส่หลอดอั น ใหม่  เติ ม  Isopropyl 
alcohol ในปริมาตรท่ีเท่ากัน ผสมให้เข้ากันอย่างเบามือเป็น
ระยะเวลาสั้น ๆ จากน้ันนำไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,500 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที แล้วเทส่วนใสท้ิง เติมเอทานอล 
(Ethanol) ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 300 ไมโครลิตร 
เพื่อล้างตะกอนดีเอ็นเอ นำไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,500 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสท้ิง ตากตะกอนดีเอ็นเอ
ให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที จากน้ันเติม TE buffer 
ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ตรวจสอบปริมาณความเข้มข้น
ของดีเอ็นเอด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis เทียบกับ
แถบดี เอ็ น เอมาตรฐาน  (DNA marker) ภ าย ใต้ แ สงยู วี  
(Ultraviolet, UV)  

การเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอท่ีลำดับนิวคลีโอไทด์ 
(Nucleotide) ตำแหน่ง Internal transcribed spacer (ITS) 
ของ ribosomal DNA ด้วยวิธี Polymerase chain reaction 
(PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ (Primer) ITS1 (5’-TCCGTAGGTGA 
ACCTGCGG-3’) แ ล ะ  ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATAT 
GC-3’) [23] โดยแต่ละปฏิกิริยา PCR ใช้ส่วนประกอบดังแสดง
ใน Table 2 และการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วยเครื่อง 
Thermal cycle ใช้ สภ าวะดั งแสดงใน  Table 3 จาก น้ัน
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR (PCR product) ที ่ได้ ด้วยวิธ ี 
Agarose gel electrophoresis เทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
ภายใต้แสงยูวี  

นำ PCR product ท่ีผ่านการทำให้บริสุทธิ์ด้วยชุด 
PCR purified (GenpHlowTM Gel/PCR Kit, Taiwan) ไปหา
ลำดับนิวคลีโอไทด์ (Sequencing) โดยส่งไปทำท่ีบริษัท ATGC 
จำกัด (จังหวัดปทุมธานี) นำลำดับนิวคลีโดไทด์ท่ีได้มาทำการ 
BLAST เพื่อเปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูล  GenBank 
ของ  National Center for Biotechnology International 
(NCBI) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) สำหรับการวิเคราะห์
ความคล้ายคลึงกันของลำดับนิวคลีโอไทด์ เพื่อใช้เปอร์เซ็นต์
ความเหมือนสูงสุดในการระบุชนิด 

นำลำดับนิวคลีโอไทด์ ท่ีใกล้เคียงกันในฐานข้อมูล 
GenBank มาวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ของลำดับนิวคลีโอไทด์
ด้วยโปรแกรม MEGA-7 โดยคำนวณความแตกต่างของลำดับ  
นิ วคลี โอ ไท ด์ ด้ ว ย วิ ธี  Kimura 2-parameter+G+I ส ร้ า ง     
สายวงศ์ วานวิวัฒ นาการ  (Phylogenetic tree) ด้ วยวิ ธี  
Maximum likelihood และ Neighbor-joining เพื่ อยืนยัน
ชนิดของราเอนโดไฟต์ [24], [25]  

 
2.5. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
วางแผนการทดลองแบบสุ่ม (Completely Randomized 

Design, CRD) ด้วยโปรแกรมสำเร็จรูป (Statistical Package 
for the Social Sciences, SPSS) เวอร์ชั่น 17 และเปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยด้วยวิธีการ Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
ท่ีระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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Table 1 Stages of seed germination of Habenaria rhodocheila [21] 
Stage Code Description 

0 a No germination, viable embryo 
1 b Swelled embryo, production of rhizoid (= germination) 
2 c Continued embryo enlargement 
3 d Ruptured testa, protocorm 
4 e Emergence of first leaf 
5 f Elongation of first leaf 

 
 

Table 2 PCR reaction components 
Component Volume (µL) 
ddH2O 
10X PCR buffer 
100 mM dNTP 
10 µM ITS1 
10 µM ITS4 
5X Band HelperTM 
Taq Polymerase 
DNA sample 

34.5 
5 
1 
1 
1 
5 

0.5 
2 

Total 50 
 

 

Table 3 PCR cycling conditions 
Step Number of cycle Temperature Time 
Initial denaturation 1 95ºC 2 min 
Denaturation 

30 
95ºC 30 sec 

Annealing 57ºC 1 min 
Extension 72ºC 1 min 
Final extension 1 72ºC 10 min 

 
3. ผลการวิจัย 

3.1. การแยกและคัดเลือกราเอนโดไฟต์ที่สามารถ
ผลิตกรดอินโดลอะซีติก 

งานวิจัยในครั้งน้ีสามารถแยกราเอนโดไฟต์จากราก
กล้วยไม้ลิ้นมังกรในอุทยานแห่งชาติน้ำตกพลิ้ว จังหวัดจันทบุรี 
ได้จำนวน 26 ไอโซเลท (Isolate) และเมื่อนำราเอนโดไฟต์ท่ี
แยกได้มาตรวจสอบความสามารถในการผลิตกรดอินโดลอะซีติก 
(IAA) ด้วยวิธี Salkowski’s method พบราเอนโดไฟต์เพียง 6 
ไอโซเลท ท่ีมีความสามารถในการผลิต IAA มากกว่า 1.00 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Table 4) โดยราเอนโดไฟต์ไอโซเลท 

HRNP-F14 ผลิต IAA สูงท่ีสุด เท่ากับ 16.67±0.69 ไมโครกรัม
ต่อลิตร รองลงมาคือราเอนโดไฟต์ไอโซเลท HRNP-F06 มี
ความสามารถผลิต IAA เท่ากับ 7.31±0.83 ไมโครกรัมต่อลิตร 
ในขณะท่ีราเอนโดไฟต์ไอโซเลท HRNP-F17, HRNP-F22, 
HRNP-F01 และ  HRNP-F021 มี ความสามารถผลิ ต  IAA 
ระหว่าง 1.01±0.62 ถึง 2.68±0.341 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ดังน้ันจึงเลือกราเอนโดไฟต์ท่ีสามารถผลิต IAA ท้ัง 6 ไอโซเลท 
(Figure 2) ไประบุชนิดด้วยวิธีทางอณูวิทยา และศึกษาการงอก
ของเมล็ดกล้วยไม้ลิ้นมังกรท่ีเพาะเมล็ดร่วมกับราเอนโดไฟต์ 
ท้ัง 6 ไอโซเลท  
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Table 4 IAA production of endophytic fungi isolated 
from H. rhodocheila roots 
Fungal isolate IAA concentration (µg/mL) 
HRNP-F01 1.31±0.35d 
HRNP-F06 7.31±0.83b 
HRNP-F14 16.67±0.69a 
HRNP-F17 2.68±0.34c 
HRNP-F21 1.01±0.62d 
HRNP-F22 1.67±0.67cd 

Data are expressed as means ± standard deviations (SD). 
Means with different superscript letters in a column  
are significantly different (p<0.05). 

 
 

 
 

Figure 2 Colony Morphology of 6 endophytic fungi grown in the dark on PDA for 10 days at 30ºC  
(A) HRNP-F01, (B) HRNP-F06, (C) HRNP-F14, (D) HRNP-F17, (E) HRNP-F21 and (F) HRNP-F22 

 
 

3.2. การระบุชนิดราเอนโดไฟต์ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล 
การจัดจำแนกและระบุชนิดราเอนโดไฟต์จำนวน 6  

ไอโซเลท ได้แก่ HRNP-F01, HRNP-F06, HRNP-F14, HRNP-F17, 
HRNP-F21 และ HRNP-F22 ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล โดยการ
วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ  Internal transcribed 
spacer (ITS) ข อ ง  ribosomal DNA เมื่ อ น ำข้ อ มู ล ล ำดั บ       

นิวคลีโอไทด์ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank ของ 
NCBI สามารถระบุชนิดราเอนโดไฟต์ได้ดังแสดงใน Table 5 
และ Figure 3 โดยราไอโซเลท HRNP-F01 จัดอยู่ในกลุ่ม 
Basidiomycota ส่วนราไอโซเลท HRNP-F06, HRNP-F14, 
HRNP-F17, HRNP-F21 และ HRNP-F22 จัดอยู ่ในกลุ ่ม 
Ascomycota 

 
 



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ปีท่ี 27 ฉบับท่ี 1 เดือนมกราคม-เมษายน 2568 

7 
 

Table 5 Molecular identification of 6 endophytic fungi isolated from H. rhodocheila roots based on the closest 
matches in the nucleotide database at GenBank 
Fungal Isolate % Similarity Closest organism (accession number) Family 
HRNP-F01 100.00 Ganoderma williamsianum (ON202928) Polyporaceae 
HRNP-F06 100.00 Fusarium oxysporum (MT560381) Nectriaceae 
HRNP-F14 99.68 Annulohypoxylon sp. (MG881826) Hypoxylaceae 
HRNP-F17 100.00 Aspergillus versicolor (OR259030) Aspergillaceae 
HRNP-F21 100.00 Aspergillus versicolor (MZ133740) Aspergillaceae 
HRNP-F22 99.53 Annulohypoxylon viridistratum (KX376325) Hypoxylaceae 
 

 
 

Figure 3 Phylogenetic tree showing the relationship between IAA producing endophytic fungi isolated from          
H. rhodocheila roots and reference strains. The tree was constructed on the basis of the internal transcribed 

spacer region of ribosomal DNA (ITS1 and ITS4). Numbers above branches represent bootstrap percentages from 
maximum likelihood analysis of 1000 replicates. The scale bar indicates 0.2 substitutions per nucleotide position. 
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3.3 . การงอกของเมล็ดกล้วยไม้ลิ้นมังกรที่ เลี้ยง
ร่วมกับราเอนโดไฟต์ที่สามารถผลิตกรดอินโดลอะซีติกใน
สภาพปลอดเชื้อ 

เมื่อเพาะเมล็ดกล้วยไม้ล้ินมังกรร่วมกับราเอนโดไฟต์ท่ี
สามารถผลิต IAA ในสภาพปลอดเชื้อ จำนวน 6 ไอโซเลท ได้แก่ 
Ganoderma williamsianum HRNP-F01, Fusarium 
oxysporum HRNP-F06, Annulohypoxylon sp. HRNP-F14, 
Aspergillus versicolor HRNP-F17, Aspergillus versicolor 
HRNP-F21 และ Annulohypoxylon viridistratum HRNP-F22 
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ OMA (Figure 4) เพื่อศึกษาการงอกและ
ระยะพัฒนาการของเมล็ดกล้วยไม้ลิ้นมังกร พบว่า ราเอนโดไฟต์
เกือบทุกไอโซเลทช่วยกระตุ้นการงอกของเมล็ด ยกเว้น        
Ganoderma williamsianum HRNP-F01 ที ่ย ่อ ย  แ ล ะ
ทำลายเมล็ดกล้วยไม้โดยเส้นใยราเจริญคลุมเมล็ดท้ังหมด      
ไม่สามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดกล้วยไม้ได้ (Figure 4A) 
ส ่วนราเอนโด ไฟต ์ Fusarium oxysporum HRNP-F06, 
Annulohypoxylon sp. HRNP-F14, Aspergillus versicolor 
HRNP-F17, Aspergillus versicolor HRNP-F21 แ ล ะ 
Annulohypoxylon viridistratum HRNP-F22 ส า ม า ร ถ
กระตุ้นการงอกของเมล็ดกล้วยไม้ได้มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ 
(Table 6 และ Figure 4B-4F) มีพัฒนาการอยู่ในระยะท่ี 1 
และ 2 แม้ว่าราเอนโดไฟต์ Fusarium oxysporum HRNP-F06 
และ Annulohypoxylon sp. HRNP-F14 มีเปอร์เซ็นต์การ
งอกของเมล็ดไม่แตกต่างกันทางสถิติ  แต่ราเอน โดไฟต์  
Annulohypoxylon sp. HRNP-F14 สามารถกระตุ้นการงอก

ของเมล็ดกล้วยไม้ลิ้นมังกรได้สูงสุด 98.02 เปอร์เซ็นต์ และ
เมล็ดกล้วยไม้สามารถพัฒนาเข้าสู่ในระยะท่ี 3 คือเมล็ดพัฒนา
ไปเป็นโปรโตคอร์มได้ 1.57 เปอร์เซ็นต์ (Figure 3C) เมื่อ
พิจารณาระยะพัฒนาการของเมล็ดกล้วยไม้ระหว่างท่ี       
เพาะเมล็ดร่วมกับ Fusarium oxysporum HRNP-F06 และ 
Annulohypoxylon sp. HRNP-F14 พบว่า เมล็ ดกล้ วย ไม้    
ส่วนใหญ่มีเอ็มบริโอท่ีขยายขนาดซ่ึงพัฒนาอยู่ในระยะท่ี 2 
จำนวนมาก (Table 6 และ Figure 4B-4F) 

 
4. อภิปรายผลการวิจัย 

งานวิจัยน้ีสามารถแยกราเอนโดไฟต์จากรากกล้วยไม้
ลิ้นมังกร ได้ 26 ไอโซเลท ความหลากหลายของราเอนโดไฟต์ 
ที ่อ าศ ัย ร ่วมก ันก ับพ ืชม ีความผันแปร ทั ้ง นี ้ขึ ้นอยู ่ก ับ
สภาพแวดล้อมของแหล่งท่ีอยู่อาศัย [26] แม้ว่าจะเป็นกล้วยไม้
ชนิดเดียวกันราเอนโดไฟต์ท่ีพบภายในเนื้อเยื่อพืชก็ยังแตกต่าง
กันได้ หากสภาพทางสรีรวิทยาของพืชหรือกล้วยไม้แต่ละต้น
แตกต่างกัน [27] ท่ีผ่านมางานวิจัยส่วนใหญ่ให้ความสำคัญกับ
ราออร์คิดไมคอร์ไรซา ซ่ึงเป็นราท่ีอาศัยอยู่เฉพาะบริเวณราก
กล้วยไม้เท่าน้ันและมีความสัมพันธ์แบบพึ่งพาอาศัย ช่วยการ
งอกของเมล็ดและส่งเสริมการเจริญเติบโตของกล้วยไม้ใน
สภาพธรรมชาติ แต่ปัจจุบันพบว่าราเอนโดไฟต์ในกล้วยไม้ท่ี
ไม่ใช่ราไมคอร์ไรซา (Non-mycorrhizal fungi) ซ่ึงเป็นราท่ี
อาศัยอยู่ในเน้ือเยื่อทุกส่วนของกล้วยไม้ มีความสัมพันธ์แบบ
พึ่งพาอาศัยเช่นเดียวกัน มีความหลากหลายและมีบทบาท
สำคัญต่อกล้วยไม้เพ่ิมขึ้นเช่นกัน [2], [11] โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 

 
Table 6 Germination percentages and percentages of seed germination at different stages of H. rhodocheila      
co-cultured with IAA producing endophytic fungi on oatmeal agar for four months 

Fungal Isolate Germination (%)* 
Seed germination at different stages (%)** 

0 1 2 3 
Control 0.00±0.00d 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 
HRNP-F01 0.00±0.00d 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 
HRNP-F06 97.27±2.06a 5.46±4.12c 38.25±6.92b 56.29±5.38a 0.00±0.00c 
HRNP-F14 98.02±0.66a 3.96±1.32c 36.28±5.76b 58.19±7.36a 1.57±0.29c 
HRNP-F17 89.92±3.34b 20.17±6.68b 51.63±6.65a 28.21±5.44b 0.00±0.00c 
HRNP-F21 81.14±3.01c 37.71±6.02a 28.09±5.26a 34.19±11.28a 0.00±0.00b 
HRNP-F22 88.55±2.13b 22.9±4.25b 43.59±12.27a 33.51±13.21ab 0.00±0.00c 

Data are expressed as means ± standard deviations (SD). 
*Means with different superscript letters in a column are significantly different (p<0.05). 
**Means with different superscript letters in a row are significantly different (p<0.05). 
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Figure 4 Symbiotic seed germination of H. rhodocheila promoted by IAA producing endophytic fungi on  
oatmeal agar for four months 

(A) Seeds incubated with incompatible HRNP-F01; 
(B-F) Seeds incubated with compatible HRNP-F06, HRNP-F14, HRNP-F17, HRNP-F21 and HRNP-F22, respectively; 

The red circle in (C) indicates the seed reaching the protocorm stage. 
 
ความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตของพืชในกลุ่มออกซิน [28] จากการ
ทดลองแยกราเอนโดไฟต์ในกล้วยไม้ลิ้นมังกร พบว่ามีเพียง 6 
ไอโซเลท ท่ีมีความสามารถในการผลิต IAA ได้ การผลิต IAA 
ของราเอนโดไฟต์เป็นสัญญาณหน่ึงท่ีส่งผลต่อการสื่อสารกัน
ระหว่างราเอนโดไฟต์และพืชอาศัยเพื่อให้เกิดความสมดุลต่อ
การดำรงชีวิตของพืชจัดเป็นกลุ่มท่ีมีภาวะพึ่งพาอาศัย [29] ซ่ึง
ราเอนโดไฟต์เหล่าน้ันจะย่อยสารอาหารท่ีอยู่บริเวณรอบ ๆ 
ราก หรือภายในเน้ือเยื่อพืชโดยเฉพาะอย่างยิ่ง สารอาหารใน
กลุ่มกรดอะมิโนชนิดหน่ึง คือTryptophan ซ่ึงเป็นสารตั้งต้น
หลักท่ีสำคัญในการสังเคราะห์ IAA [30], [31] จากการทดลอง
พบว่า ราเอนโดไฟต์ท้ัง 6 ไอโซเลท ท่ีเลี้ยงในอาหารเหลว PDB 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีเติม L-tryptophan ท่ีความเข้มข้น 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีความสามารถในการผลิต IAA 
ได้แตกต่างกัน อยู่ในช่วง 1.01 ถึง 16.07 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ความเข้มข้นท่ีได้น้อยกว่าและแตกต่างจากความเข้มข้น      
ของ IAA ที ่ผล ิต ได ้จากราเอนโดไฟต ์ Colletotrichum 
gloeosporioides ไอโซเลท CMU-AU 006 (214.83 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ), Fusarium sp. ไอโซเลท CMU-NUT 001,      
CMU-AU 202, CMU-AU208 และ CMU-SLP 040 (3.80-19.11 
ไมโครกรัมต่อลิตร) และ Trichocaldium pyriforme ไอโซเลท 

CMU-AU 210 (2.48 ไมโครกรัมต่อลิตร ) ท่ีแยกได้จากราก
กล้วย ไม้ด ิน  Spathoglottis affinis, Paphiopedelum 
bellatulum และ Phaius tankervilleae ในประเทศไทย 
[10] อย่างไรก็ตามปริมาณ IAA ท่ีผลิตได้มากน้อยแตกต่างกัน
ขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายประการ เช่น ชนิดของราเอนโดไฟต์     
ค่าความเป็นกรด -ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณของ         
L-tryptophan รวมไปถึงแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีได้รับ 
[32] การศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าราเอนโดไฟต์ Collectotrichum 
fructicola ไอโซเลท CMU-A109 ท่ีเลี้ยงในอาหารเหลวท่ีเติม 
L-tryptophan ในปริมาณ 8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถ
ผลิต IAA [9] ในขณะที่ราเอนโดไฟต์ Collectotrichum 
gloeosporioides CMU-AU 006 และ Tulasnella sp. 
CMU-SLP 007 สามารถผลิต IAA ได้สูงสุด เมื่อเลี้ยงในอาหาร
เหลวท่ีเติม L-tryptophan ในปริมาณ 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
[10] ส่วนราเอนโดไฟต์ Tulasnella sp. CMU-NUT 013007 
สามารถผลิต IAA ได้สูงสุด เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวท่ีเติม       
L-tryptophan ในปริมาณ  6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิ ตร [10]       
จากผลการทดลองท่ีผ่านมา แสดงให้เห็นว่าความสามารถใน
การผลิต IAA จากการศึกษาในครั้งน้ีน่าจะขึ้นอยู่กับชนิดของ
ราเอนโดไฟต์และปริมาณของ L-tryptophan ท่ีเติมในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 
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จากการระบุชนิดของราเอนโดไฟต์ท่ีแยกจากกล้วยไม้
ลิ้นมังกรด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล พบว่าเป็นราเอนโดไฟต์ท่ี    
ส่วนใหญ่อยู่ในกลุ่ม Ascomycota ได้แก่ Fusarium oxysporum 
HRNP-F06, Annulohypoxylon sp. HRNP-F14, Aspergillus 
versicolor HRNP-F17, HRNP-F21 แ ล ะ  Annulohypoxylon 
viridistratum HRNP-F22 สอดคล้องกับรายงาน ท่ีพบว่า    
ราเอนโดไฟต์ในรากกล้วยไม้จัดเป็นราในกลุ่ม Ascomycota ท่ี
มีสมาชิกมากกว่า 64 สกุล ในสภาพแวดล้อมท่ีมีความ
หลากหลายสูง สามารถพบได้ท้ังในกล้วยไม้ดินและกล้วยไม้     
อิงอาศัย [2] และมีรายงานว่าเป็นสาเหตุของโรคพืชหลายชนิด 
เช่น โรครากเน่าโคนเน่าในพืชวงศ์แตง มะเขือเทศ กล้วย 
ปาล์มน้ำมัน เป็นต้น [33] และราบางชนิดสามารถสร้าง
สารพิษ (Mycotoxins) ท่ีส่งผลต่อการเจ็บป่วยของมนุษย์ได้ 
เช่นสกุล Fusarium, Aspergillus เป็นต้น [34]  

จากการทดลองในครั้ ง น้ียั งพบว่าราเอน โดไฟต์  
Annulohypoxylon sp. HRNP-F14 แ ล ะ  F. oxysporum 
HRNP- F06 สามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดกล้วยไม้       
ลิ้นมังกรในสภาพหลอดทดลองได้ โดยเมล็ดกล้วยไม้ลิ้นมังกร
พัฒนาเข้าสู่ ในระยะท่ี 2 คือเอ็มบริโอขยายขนาดเพิ่มขึ้น        
มีรายงานว่าราเอนโดไฟต์ F. oxysporum สามารถกระตุ้นการ
งอกของเมล็ดกล้วยไม้ดินสกุล Cypripedium [7] และส่งเสริม
การพัฒนาโปรโตคอร์มไปเป็นต้นอ่อนได้ในกล้วยไม้ Eulophia 
alta [35] นอกจากนี ้ย ังมีรายงานการพบราเอนโดไฟต์        
F. oxysporum ใน ก ล้ ว ย ไม้  Pecteilis susanae [36] ร า    
เอนโดไฟต์ในสกุล  Annulohypoxylon เป็นรากลุ่มผู้ย่อย
สลายมีบทบาทท่ีสำคัญต่อระบบนิเวศและการสร้างสารทุติยภูมิ 
(Secondary metabolites) สร้างเอนไซม์ท่ีมีประโยชน์ต่อพืช 
รวมท้ังสามารถผลิตสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชได้ [37] 
จากการทดลองพบว่าราเอนโดไฟต์ Annulohypoxylon sp. 
HRNP-F14 สามารถผลิต IAA ท่ีความเข้มข้นสูงสุด เท่ากับ 
16.67 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัม ทำให้เมล็ดได้รับการกระตุ้นการ
งอกและส่งเสริมให้ เมล็ดพัฒนาเข้าสู่ระยะท่ี 3 คือระยะ       
โปรโตคอร์มได้ ซ่ึงราเอนโดไฟต์สกุล  Annulohypoxylon 
สามารถพบได้ในเมล็ด และมีความสัมพันธ์ระหว่างรากับ
กล้วยไม้แบบพึ่งพาอาศัย นอกจากน้ียังมีราท่ีมีบทบาทเป็น     
ผู้ย่อยสลายเนื้อไม้ในซากพืชบนผืนป่าโดยได้รับแหล่งคาร์บอน
จากซาก ไม้เหล่า นี ้ [38] ได ้แก่ สกุล  Cladosporium , 
Cylindrocladium, Fusarium, Hypocrea, Penicillium, 
Xylaria และ Annulohypoxylon [39] ในขณะเดียวกันรา

เอนโดไฟต์สามารถผลิตเอนไซม์กลุ่มไลติก (Lytic enzymes) 
ได ้แก ่ อะไมเลส (Amylase) ไลเปส (Lipase) เซลลูเลส 
(Cellulase) และเพคติเนส (Pectinase) [40] เพื่อช่วยย่อย
ลิกนิน ซ่ึงเป็นโครงสร้างท่ีแข็งแรงของเปลือกหุ้มเมล็ด (Seed 
coat) [41] ซ่ึงเปลือกหุ้มเมล็ดในกล้วยไม้สกุล  Habenaria 
พัฒนามาจากผนังออวุลสองชั้น (Bitegmic ovule) โดยท่ีผนัง
ออวุลชั้นใน (Inner integuments) มีกระบวนการต้านทาน
การผ่านเข้ามาของราเอนโดไฟต์ท่ีเข้ากันไม่ได้ (Incompatible 
endophyte fungi) แต่ยอมให้ราเอนโดไฟต์ที ่เข ้าก ันได ้ 
(Compatible endophyte fungi) แทงเส้นใยผ่านเยื่ อหุ้ ม
เมล็ดเข้าสู่เมล็ดบริเวณส่วนฐานของเมล็ด ทำให้ความชื้นหรือ
น้ำจากภายนอกสามารถแพร่ผ่านเข้ามาได้ ในขณะเดียวกัน   
ราเอนโดไฟต์สร้างเส้นใยในช่องว่างระหว่างเมล็ดและเอ็มบริโอ 
[41], [42] รวมท้ังส่งผ่านไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตของพืชในกลุ่มออกซิน คือ IAA [43] ท่ี
ช่วยกระตุ้นการแบ่งเซลล์และขยายขนาดของเซลล์เอ็มบริโอ  
ในกระบวนการเกิดเอ็มบริโอ (Embryogenesis) และเกิดการ
งอกของเมล็ดกล้วยไม้ได้ [44] ดังน้ันการเพาะเมล็ดกล้วยไม้
ร่วมกับราเอนโดไฟต์ในสภาพหลอดทดลอง (Co-culture in 
vitro) จึงเป็นการจำลองหรือเลียนแบบการงอกของเมล็ด
กล้วยไม้ในสภาพธรรมชาติท่ีต้องอาศัยเอนไซม์ต่าง ๆ [40] 
และสารควบคุมการเจริญเติบโตจากราเอนโดไฟต์ นอกจากน้ี
ราเอนโดไฟต์แต่ละชนิดในรากกล้วยไม้สามารถสร้างสาร
ควบคุมการเจริญ เติบโตของพืชท่ีเหมาะสมในแต่ละช่วง     
การเจริญ เติบโตของกล้วยไม้แตกต่างกัน [45] เน่ืองจาก
ปริมาณ Tryptophan และปริมาณ IAA ท่ีเหมาะสมมีผลต่อ
การงอกของเมล็ดกล้วยไม้ดังรายงานท่ีกล่าวมาแล้วข้างต้น 
ดังน้ันแนวทางในการฟื้นฟูและการอนุรักษ์กล้วยไม้ท่ีเสี่ยงต่อ
การสูญพันธุ์หรือใกล้สูญพันธุ์ มีโอกาสรอดชีวิตเพิ่มขึ้นใน
ธรรมชาติ ท้ังในและนอกถิ่นกำเนิด (in situ and ex situ) 
[46], [47] ควรมีงานวิจัยหรือการทดลองท่ีจะทำให้ เมล็ด
กล้วยไม้ได้รับ IAA ท่ีความเข้มข้นท่ีสูงขึ้น เช่น การเพิ่มความ
เข้มข้นของ L-tryptophan หรือการเพาะเมล็ดกล้วยไม้
ร่วมกับสารสกัดน้ำเลี้ยงราเอนโดไฟต์  Annulohypoxylon 
sp. HRNP-F14 และ Fusarium oxysporium HRNP-F06 ท่ี
เลี้ยงในอาหารเหลวท่ีเติม L-tryptophan ท่ีเหมาะสม [10] 
เพื่อท่ีจะทำให้เมล็ดกล้วยไม้ล้ินมังกรสามารถพัฒนาไปเป็นกล้า
กล้วยไม้ท่ีแข็งแรง ทนต่อสภาพแวดล้อมเมื่อย้ายออกปลูกและ
เพิ่มประชากรในถิ่นกำเนิดได้ 
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5. บทสรุป 
งานวิจัยน้ีสามารถคัดแยกราเอนโดไฟต์จากราก

กล้วยไม้ลิ้นมังกรได้จำนวน 26 ไอโซเลท โดยมี 6 ไอโซเลทท่ี
สามารถผลิต IAA ได้ในช่วงความเข้มข้น 1.01 ถึง 16.67 
ไม โครกร ัมต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  ได ้แ ก ่ ไอ โซ เลท  HRNP-F01,       
HRNP-F06, HRNP-F14, HRNP-F17, HRNP-F21 และ 
HRNP-F22 การระบุชนิดด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล โดยการ
วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ Internal transcribed 
spacer ของ ribosomal DNA สามารถระบุราเอนโดไฟต์
ได้ เป็ น Ganoderma williamsianum HRNP-F01, Fusarium 
oxysporum HRNP-F06, Annulohypoxylon sp. HRNP-F14, 
Aspergillus versicolor HRNP-F17, Aspergillus versicolor 
HRNP-F21 และ Annulohypoxylon viridistratum HRNP-F22 
โดยราไอโซเลท HRNP-F01 จัดอยู่ในกลุ่ม Basidiomycota 
ส่วนราไอโซเลท HRNP-F06, HRNP-F14, HRNP-F17, HRNP-F21 
และ HRNP-F22 จัดอยู่ในกลุ่ม Ascomycota ราเอนโดไฟต์ 
Annulohypoxylon sp. HRNP-F14 ผลิต IAA ได้ความเข้มข้น
สูงสุด เท่ากับ 16.67 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้เปอร์เซ็นการ
งอกของเมล็ดกล้วยไม้สูงสุด เท่ากับ 98.02 เปอร์เซ็นต์ และ
ส่งเสริมการพัฒนาของเมล็ดเข้าสู่ระยะท่ี 3 คือระยะโปรโตคอร์ม
ได้ ราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้จากรากกล้วยไม้ลิ้นมังกรสามารถ
นำไปประยุกต์ใช้ในการกระตุ้นและส่งเสริมการงอกและพัฒนา
ของเมล็ดกล้วยไม้ ท่ีมีสถานภาพใกล้เสี่ยงสูญพันธุ์ด้วยวิธี
เพาะเลี้ยงท้ังในและนอกถิ่นกำเนิดเพื่อการเพิ่มประชากรและ
อัตราการรอดชีวิตในธรรมชาติท่ีมีสภาพแวดล้อมท่ีผันแปรได้ 
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