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บทท่ี 2
ตรวจเอกสาร

แปะกวย หรือตน maidenhair มีชื่อวิทยาศาสตรวา Ginkgo biloba L. เปนพืชโบราณ      
ที่ยังหลงเหลืออยูใน Division ของพืชพวกสน จัดอยูใน Family Ginkgoaceae ซ่ึงเปนสมาชิกเดียวใน 
Order Ginkgoales ที่สามารถอยูรอดมาไดจากยุค Upper Jurassic ถึงยุค Lower Cretaceous และ  
เรียกวา living fossil (Tremouillaux-Guiller et al., 2002)  เนื่องจากเปนพืชที่มีอายุเกาแกที่สุดในโลก 
โดยมีประวัติศาสตรยาวนานยอยหลังไปกวา 200 ลานป (Foster, 2000) และใชเปนยาสมุนไพร     
มามากกวา 5,000 ป (มานพ, 2545) สําหรับประวัติของแปะกวยมีกําเนิดมาตั้งแตยุคสมัยกอน   
ประวัติศาสตร โดยพบเจริญเติบโตอยูในทุกแหงของโลกในระหวางยุคน้ําแข็ง อยางไรก็ตามพบวา
สวนใหญมีการสูญพันธุไปเกือบหมด คงเหลือสืบพันธุไดในทองถ่ินแถบเอเชียเทานั้น โดยพบมาก
ในปาทางตะวันออกเฉียงใตของประเทศจีน (มานพ, 2545; Foster, 2000; Tremouillaux-Guiller      
et al., 2002) สําหรับในประเทศญี่ปุนพบวามีการปลูกแปะกวยเปนไมประดับอยูในสวน             
ของวัดญี่ปุนซึ่งดูแลบํารุงโดยพระสงฆ เมื่อประมาณ 1,000 ปมาแลว (มานพ, 2545) ซ่ึงปจจุบัน
สามารถพบเห็นตนแปะกวยที่มีขนาดความสูงมากกวา 100 ฟุต และมีอายุมามากกวา 1000 ป          
ไดตามวัดโบราณในประเทศญี่ปุน (Foster, 2000) ภายหลังจากมีการนําออกจากประเทศญี่ปุน         
ในป ค.ศ. 1727 แปะกวยไดถูกนําเขาสูประเทศอเมริกาในป ค.ศ. 1784 โดยมีการปลูกเปนไมประดับ
อยูในสวนวิลเล่ียมแอมมิลตัน เมืองฟลาเดลเฟย และหลังจากนั้นก็เร่ิมมีการปลูกแพรหลายใน      
สวนสาธารณะ และสวนสมุนไพรของเมืองตางๆ โดยเฉพาะเมืองใหญๆ เชน นิวยอรคเปนตน 
(มานพ, 2545)  สําหรับในทวีปยุโรปมีการนําเขาตนแปะกวยเปนครั้งแรกเมื่อศตวรรษ 18 และ      
ไดรับความนิยมอยางแพรหลายในเวลาตอมา โดยมีการนําไปปลูกเปนไมประดับตามริมถนน       
ในเมืองใหญๆ โดยเฉพาะในเมืองลอนดอน อีกทั้งมีการปลูกไวในสวนสมุนไพรในประเทศ
ฮอลแลนด (Foster, 2000)

สําหรับที่มาของชื่อแปะกวยในภาษาอังกฤษ (Ginkgo biloba L.) พบวาชื่อ ginkgo ไดมา
จากการออกเสียงคําในภาษาญี่ปุนที่เรียกพืชชนิดนี้วา ginkyo และคําที่มาจากภาษาจีนคือ yinkuo  
ซ่ึงทั้งสองคํามีความหมายวา “แอปริคอทสีเงิน” (มานพ, 2545)  สวนชื่อ biloba ไดมาจากลักษณะ 
รูปรางของใบแปะกวยที่มีลักษณะคลายพัด ประกอบไปดวยสองกลีบ (lobe) มาบรรจบกันตรงกลาง 
ซ่ึงเปนลักษณะที่โดดเดนจําเพาะในพืชชนิดนี้  และจากลักษณะที่โดดเดนนี้ทําใหงายตอ                
การจัดจําแนกชนิดของพืชแปะกวย (Foster, 2000)  สวนที่มาของชื่อ maidenhair ซ่ึงใชเปนชื่อสามัญ
ของแปะกวยนั้น ไดมาจากการที่ใบของแปะกวยมีลักษณะคลายกับตนเฟรน maidenhair ซ่ึงจาก
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ความคลายคลึงกันนี้ ทําใหมีนักวิทยาศาสตรบางคนจัดแปะกวยเปนพืชที่อยูระหวางพืชชนิดเฟรน 
กับพืชพวกไมดอกชนิดอ่ืนๆ (มานพ, 2545)

แปะกวย จัดเปนไมยืนตนผลัดใบ (deciduous gymnosperm) ซ่ึงมีทั้งชนิดตัวผูและตัวเมีย
แยกจากกัน โดยลักษณะของดอกตัวผูจะมองดูคลายหางแมวซึ่งเรียกวา แคทคิน (catkin) สวน
ลักษณะของดอกตัวเมียจะมีรูปรางคลายกับลูกปาลม บางทีเรียกวาลูกนัท  ในดอกตัวผูจะมีเกสรตัวผู
เพื่อใชในการสืบพันธุ โดยกระแสลมจะพัดพาเกสรตัวผูไปผสมกับเกสรตัวเมีย ซ่ึงเมื่อเกสรตัวผู   
เขาไปในรังไขแลวจะเกิดการผสม และกลายเปนเมล็ดสีเหลืองยาวประมาณ 1 นิ้ว มีเปลือกสีเงิน  
หอหุมอยูเมื่อยังเปนผลออน แตเมื่อผลสุกเต็มที่แลวจะมองเห็นผลเปนสีเหลืองไดชัดเจน โดยท่ัวไป
ผลของแปะกวยจะมีกล่ินเหม็น และมียางมาก ดังนั้นเวลาเก็บผลแปะกวยควรใสถุงมือปองกัน          
(มานพ, 2545)

ความสําคัญของแปะกวย
แปะกวย จัดเปนพืชที่มีความทนทานตอโรค  แมลง ความรอน และมลพิษทางอากาศได

เปนอยางดี จึงมักนิยมปลูกตามเมืองใหญๆ ที่ซ่ึงมีสภาพแวดลอมไมเอื้ออํานวยแกการเจริญเติบโต
ของพืชชนิดอื่น (รัตนา, ไมปรากฏปที่พิมพ; Foster, 2000) โดยทั่วไปนิยมปลูกตนแปะกวยเปน     
ไมประดับตามริมถนน และสวนสาธารณะเพื่อใหรมเงา อีกทั้งชวยในการฟอกอากาศ (รัตนา,          
ไมปรากฏปที่พิมพ) ซ่ึงนอกจากความสําคัญในดานสิ่งแวดลอม แปะกวยยังมีความสําคัญในแงของ
พืชสมุนไพรที่มีการนํามาผลิตเปนรักษาโรคไดหลายชนิด โดยจากอดีตพบวาแปะกวยเปนสมุนไพร
ที่สําคัญของชาวจีนมานานนับพันป   มีการนํามาใชในการบําบัดอาการไอ หอบหืด  ภูมิแพ ไดดี
เทาๆ กันกับการบําบัดโรคทางระบบเลือด ความจําเสื่อม และอาการตางๆ ที่มาพรอมกับความ       
แกชรา นอกจากนี้ยังมีการนํามาใชเปนสวนผสมหนึ่งในตําราการแพทยแบบฮินดู ซ่ึงรูจักกันในชื่อ 
โซมา (soma) แตไมไดรับความนิยมในประเทศอเมริกา จนเมื่อในป ค.ศ. 1980 ไดมีการแยก        
สารสกัดจากใบแปะกวยที่มีความสําคัญ 2 กลุมหลักคือ สารในกลุมฟลาโวนอยด (flavonoid 
glycoside) หรือสารแอนตี้ออกซิแดน (antioxidant) และสารเทอรปน (terpene trilactone)           
หรือสารตานทานการแข็งตัวของเลือด ซ่ึงจะชวยใหระบบการไหลเวียนโลหิตดีขึ้น และชวยเพิ่ม              
ประสิทธิภาพการทํางานของสมองใหดีขึ้นได (มานพ, 2545)

รัตนา (ไมปรากฏปที่พิมพ) รายงานสรรพคุณของสารสกัดจากใบแปะกวยที่นํามาใชเปน
ยารักษาโรค ซ่ึงประกอบดวยสารหลายชนิด เชน flavonoid glycoside, A,-B,-C, biflavone (เชน 
sciadopityrin และ ginkgetin) และ diterpene (เชน bilobalide, ginkgolide, sterol และ organic acid 
เปนตน)  ทั้งนี้การเก็บใบแปะกวยเพื่อนํามาใชเปนยาควรทําในชวงฤดูใบไมรวง ในขณะที่ใบเปลี่ยน
สีจากสีเขียวเปนสีเหลือง ซ่ึงจะพบสาร flavonoid ไดในระดับสูง สําหรับสาร diterpene ที่มีอยูใน
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สารสกัดจากใบแปะกวยจะทําหนาที่เปน receptor antagonist โดยสามารถจับกับ Platelet-
Activating-Factor (PAF)  ซ่ึงสาร PAF จะมีผลตอการรวมตัวของเกล็ดเลือด และการหดตัวของ
กลามเนื้อหลอดลม โดย ginkgolide B จะมีฤทธิ์สูงสุด (IC50~10-7M)  ทั้งนี้สรุปวาสารสกัดจาก   
ใบแปะกวยจะชวยปองกันและรักษาความสมบูรณของผนังเสนเลือดฝอย และปรับปรุงระบบ        
หมุนเวียนของเลือด ตอตานการอักเสบ การบวม (cerebral edema) และจัดเปนสารแอนตี้-           
ออกซิแดน (antioxidant) ที่มีประสิทธิภาพเทียบเทากับ uric acid

การศึกษาเชื้อราท่ีเก่ียวของกับพืชแปะกวย
Aoki (1997) รายงานวาการศึกษาเชื้อราที่เกี่ยวของกับพืชแปะกวยมีนอย เนื่องมาจาก 

การแพรกระจายของตนแปะกวยพบไดนอยในปาทั่วไป  และมีการจํากัดการใชในวงการ                     
อุตสาหกรรมการผลิตไม และยาสมุนไพรจากพืชแปะกวย จนถึงปจจุบันความสนใจของนักราวิทยา
สวนใหญจึงจํากัดอยูแคการศึกษาเชื้อราสาเหตุของโรคในตนแปะกวยที่ปลูกตามริมถนน โดยมี   
รายงานการพบเชื้อราดังกลาวในประเทศตางๆ ดังนี้ เชื้อรา Ceuthospora melaleuca มีการพบใน
ประเทศอังกฤษ, เชื้อรา Fomes meliae,  Glomerella cingulata,  Irpex lacteus,  Trametes hirsuta, 
และ Trametes versicolor ซ่ึงพบในประเทศอเมริกา, และเชื้อรา  Pestalotia sinensis  ที่พบใน
ประเทศจีน เปนตน

สําหรับการศึกษาเชื้อราสาเหตุของโรคในตนแปะกวย ที่มีรายงานวาพบในประเทศญี่ปุน
มีการบันทึกไวจํานวนทั้งหมด 10 ชนิดไดแก เชื้อรา Botrytinia fuckeliana ที่เปนสาเหตุของโรค 
gray mold,  Ceratobasidium anceps ที่เปนสาเหตุของโรค thread blight,  Erythricium salmonicolor
ที่เปนสาเหตุของโรค pink disease,  Fusarium spp. ที่เปนสาเหตุของโรค canker,  Gonatobotryum 
apiculatum,  Helicobasidium mompa ที่เปนสาเหตุของโรค violet root rot, Hendersonia ginkgonis
ที่เปนสาเหตุของโรค brown leaf-spot,  Pestalotia ginkgo ที่เปนสาเหตุของโรค Pestalotia leaf-spot,  
Rosellinia necatrix ที่เปนสาเหตุของโรค white root rot, และ Thanatephorus cucumeris ที่เปน
สาเหตุของโรค web blight (Aoki, 1997)

Aoki (1997) ไดทําการศึกษาเชื้อราที่อาศัยอยูในใบแปะกวยท่ีมีการยอยสลายในชวง    
ฤดูหนาวที่ประเทศญี่ปุน โดยแยกเชื้อจากตัวอยางใบรวง (leaf litter) ที่พบอยูบริเวณใตตนแปะกวย
ซ่ึงแบงชนิดของตัวอยางที่พบออกเปน 3 ชนิด ตามสภาพการยอยสลายของใบ ชนิดแรกคือ L-type 
leaves เปนใบที่มีสีน้ําตาลทองจนถึงสีน้ําตาลออน และมีความยืดหยุน, ชนิดที่สองคือ L/F-type 
leaves ใบมีสีน้ําตาลออนถึงสีน้ําตาล และบางสวนมีสีซีดขวา (discolored) ถึงน้ําตาลเทา เนื้อใบ    
จะบางลงอยางชัดเจนแตยังคงความยืดหยุน และตัวอยางสุดทายคือ F-type leaves ที่ใบมีสีน้ําตาล
เขมถึงน้ําตาลเทา และเปราะบาง  ภายหลังการแยกเชื้อพบเชื้อราทั้งหมด 36 ชนิด จากตัวอยางใบทั้ง 
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3 ชนิด ซ่ึงในจํานวนนี้มีเชื้อราบางชนิดที่สามารถแยกพบไดในทุกระยะการยอยสลายของใบคือ 
Pestalotiopsis gracilis,  Aureobasidium pullulans,  Alternaria alternata,  Cladosporium sp.,      
Phoma sp. และ unidentified coelomycetous species สวนเชื้อราชนิดอื่นๆ พบมีการแพรกระจาย
เฉพาะตัวอยางใบบางชนิดเทานั้น ซ่ึงจากเชื้อราทั้งหมดที่แยกไดพบชนิดที่เปนเชื้อสาเหตุของโรค
ในพืชแปะกวย คือเชื้อรา Fusarium  และ Pestalotia (Pestalotiopsis) ในบางสปชีส (species)

สําหรับการศึกษาเชื้อราเอนโดไฟตในแปะกวยมีรายงานโดย Kim et al. (1999) ซ่ึงทํา
การตรวจหาสาร taxol ที่ผลิตขึ้นโดยเชื้อราเอนโดไฟตจากพืช 2 ชนิดที่มีสรรพคุณทางยาคือ        
แปะกวย (Ginkgo biloba) และ Taxus cuspidata ในประเทศเกาหลี โดยสามารถแยกเชื้อรา           
เอนโดไฟตไดทั้งหมด 18 และ 12 ชนิดจากพืชแตละชนิดตามลําดับ โดยในจํานวนนี้พบเชื้อรา 
Alternaria ที่แยกไดจากแปะกวย มีการผลิต taxol ไดในปริมาณที่สูงที่สุดคือเทากับ 260 ng/l  และ 
ยังมีการผลิตสาร antifungal บางชนิดที่มีประสิทธิภาพในการตอตานเชื้อรา Pythium ultimu  อยางไร
ก็ตามพบวากิจกรรมของสารเหลานี้จะลดลงเมื่อเก็บเชื้อราเอนโดไฟตไวที่ 4 ºC เปนเวลา 6 เดือน

นอกจากการศึกษาเชื้อราเอนโดไฟตในแปะกวย ยังมีการรายงานการพบสาหราย        
เอนโดไฟตภายในเซลลของพืชแปะกวย โดย Tremouillaux-Guiller (2002) ไดทําการเพาะเลี้ยง 
protoplast ที่ไดมาจากเซลลชนิด haploid ของพืชแปะกวยภายในหลอดทดลอง ซ่ึงผลการทดลอง    
มีการคนพบเซลลของสาหราย Eukaryote ภายในเซลลของแปะกวย ซ่ึงการคนพบครั้งนี้ยังไมเคยมี
รายงานมากอนวามีการพบเซลลของสาหรายภายในเซลลของพืชช้ันสูง

เชื้อราเอนโดไฟต
คําจํากัดความของเอนโดไฟตมีอยูในรายงานการวิจัยมามากกวา 100 ป โดยเริ่มจาก      

de Bary (1866) (อางโดย Petrini, 1991) ไดใหคําจํากัดความไววา เอนโดไฟต หมายถึงจุลินทรีย    
ทั้งหมดที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช     ซ่ึงตอมา Carroll (1986) ไดกําหนดนิยามคําวาเอนโดไฟต   
ขึ้นมาใหมวา เอนโดไฟต คือจุลินทรียที่เขาไปอยูอาศัยภายในเนื้อเยื่อพืชโดยไมกอใหเกิดโรคแก  
พืชอาศัย ทั้งนี้ไมนับรวมเชื้อราสาเหตุโรคพืช และเชื้อราพวก  mycorrhiza   แตอยางไรก็ตาม Petrini 
(1991) ไดเพิ่มเติมคําจํากัดความเดิมที่กําหนดไวโดย Carroll โดยใหรวมจุลินทรียทั้งหมดที่           
ในชวงหนึ่งของวงจรชีวิตซึ่งจะสั้นหรือยาวก็ตามเขามาอยูอาศัยภายในเนื้อเยื่อพืชโดยไมทําอันตราย
แกพืชอาศัย ทั้งนี้พบวาสภาพภายในเนื้อเยื่อพืชมีสภาวะที่เหมาะสมแกการเจริญของเอนโดไฟตใน
หลากหลายกลุมทางระบบนิเวศนวิทยา เกิดเปนความสัมพันธระหวางเอนโดไฟตกับพืชอาศัยใน  
รูปแบบตางๆ เชน การพึ่งพาอาศัยซ่ึงกันและกันโดยเอื้อประโยชนแกทั้งสองฝาย (mutualist)       
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และการพึ่งพาอาศัยที่ฝายหนึ่งไดรับประโยชนแตอีกฝายไมไดประโยชนแตไมเปนอันตราย 
(commensal) นอกจากนี้ยังรวมไปถึงจุลินทรียสาเหตุโรคพืชที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืชโดย        
ไมกอใหเกิดโรคแกพืชอาศัย (latent pathogen) (Stone et al., 2000)

ความสําคัญของเชื้อราเอนโดไฟต
เชื้อราเอนโดไฟตสวนใหญที่พบทั่วไปจัดอยูในกลุม Ascomycotina, Basidiomycotina, 

Deuteromycotina, และบางชนิดพบใน Class Oomycetes (Sinclair, 1991)  การพบเชื้อราเอนโดไฟต
แพรกระจายอยูทั่วตนพืช โดยไมกอใหเกิดความผิดปกติใดๆ แกพืชอาศัยนั้น คาดวาสิ่งมีชีวิตทั้งสอง
ชนิดนี้นาจะมีความสัมพันธกันในรูปแบบของการพึ่งพาอาศัยซ่ึงกันและกัน (symbiosis) (Petrini, 
No date) อีกทั้งยังมีรายงานการวิจัยจํานวนมากที่ระบุชัดเจนวาเชื้อราเอนโดไฟตกับพืชอาศัย         
ในตระกลูหญาวามีความสัมพันธกันแบบ mutualism ที่เอ้ือประโยชนแกพืชอาศัยในการควบคุม
แมลงศัตรูพืชได (Carroll, 1988; Clay, 1988a; 1988b; 1989)  ที่เปนเชนนี้เนื่องจากเชื้อราเอนโดไฟต      
มักจะสรางเอนไซม (enzyme) ที่จําเปนในการรวมกลุมขึ้นภายในเนื้อเยื่อพืชอาศัย จากการศึกษา   
การใชสับสเตรท (substrate) และการวิเคราะหดวย isozyme พบวาเอนโดไฟตสวนใหญจะสามารถ
ใชสวนประกอบของเซลลพืชได และมีการสราง factor ที่ชวยเรงการเจริญเติบโตของพืชอาศัย 
(Bacon, 1988) อีกทั้งยังมีศักยภาพในการผลิตสาร secondary metabolite บางชนิดที่เอื้อประโยชน
แกพืชอาศัยในการชักนําใหเกิดความตานทานตอศัตรูพืช (Carroll, 1988; Fisher et al., 1984a; 
1984b; 1986)  ซ่ึงจากศักยภาพนี้นําไปสูการผลิตสารควบคุมทางชีวภาพ (biological control agent) 
ที่มีประโยชนทางการเกษตร และเปนแหลงที่มาของสารออกฤทธิ์ชนิดใหม (unique metabolite) 
จํานวนหลายชนิดที่สามารถนําไปพัฒนาใชในอุตสหกรรมทางการแพทยและเภสัชกรรมได 
(Suryanarayanan, 2002)

การศึกษาเชื้อราเอนโดไฟต
จากการศึกษาเชื้อราเอนโดไฟตในพืชอาศัยหลากหลายชนิด พบวาโดยทั่วไปสามารถ

แยกเชื้อราเอนโดไฟตจํานวนมากไดจากพืชแตละชนิดภายหลังการฆาเชื้อที่ผิวพืช (Petrini, 1986)
โดยในจํานวนนี้สามารถตรวจพบเชื้อราเพียงแคหนึ่งหรือไมกี่ชนิดที่มีแบบแผนชัดเจน และสามารถ
ระบุไดวาเปนเชื้อราเอนโดไฟตชนิดหลักของพืชอาศัยนั้นๆ (Petrini, 1991) สําหรับชนิดของเชื้อรา
เอนโดไฟตทั้งหมดที่แยกพบในพืชอาศัยแตละชนิดจะมีความแตกตางกัน ซ่ึงขึ้นอยูกับสถานที่ที่พบ
พืชอาศัยชนิดนั้น (Petrini, 1987) โดยเชื้อราเอนโดไฟตในไมยืนตนที่เจริญเติบโตในบริเวณเดียวกัน
จะมีชนิดของเชื้อราเอนโดไฟตเหมือนกัน แตจะแตกตางกันในปริมาณของเชื้อที่แพรกระจาย     
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แตกตางกันในเนื้อเยื่อของพืชอาศัย และยังขึ้นอยูกับอายุของเนื้อเยื่อพืชอาศัยนั้น (Pritini and 
Carroll, 1981; Espinosa-Garcia and Langenheim, 1990)

สําหรับเชื้อราเอนโดไฟตชนิดหลัก (dominant endophytic fungi) หมายถึงเชื้อราที่แยก
พบไดบอยในพืชอาศัยนั้นๆ โดยจํานวนเชื้อราเอนโดไฟตชนิดหลักที่มีความเฉพาะเจาะจง             
ตอเนื้อเยื่อของพืชอาศัยแตละชนิด จะผันแปรไปตามอิทธิพลของสิ่งแวดลอมเชน ความสูงจากระดับ 
น้ําทะเล ความสูงของกิ่งกานสาขาที่แตกแขนงออกไปยังทิศทางตางๆ โดยรอบตน (canopy) 
ความชื้นในบริเวณที่เก็บตัวอยาง และการสัมผัสลมของตนพืช ซ่ึงตัวแปรเหลานี้คือ ปจจัยทาง     
กายภาพ (abiotic factor) ที่มีอิทธิพลตอการเขาไปอยูอาศัยภายในตนพืช (infection) ของเชื้อรา    
เอนโดไฟต (Holdenrieder and Sieber, 1992)

มีรายงานการศึกษาเชื้อราเอนโดไฟตจากพืชชนิดตางๆ จํานวนมากดังนี้
Sahashi et al. (1999)  ไดทําการแยกเชื้อราเอนโดไฟตจากใบ  กานใบ  และกิ่งออนอายุ

ประมาณ 1-5 ปของ Japanese beech (Fagus crenata Blume.) ที่ไมแสดงอาการของโรค และ     
ตรวจสอบความถี่ในการแยกพบเชื้อ หรือ Isolation Frequency (IF) เพื่อกําหนดเชื้อราเอนโดไฟต
ชนิดหลักของ Japanese beech พบวาสามารถแยกเชื้อราเอนโดไฟตไดทั้งหมดจํานวน 13 ชนิด     
ซ่ึงในจํานวนนี้พบ 3 ชนิด ที่มีคา IF สูงคือ เชื้อรา Discula sp. และ unidentified sterile fungus (Lb) 
ที่มีคา IF สูงในใบ และเชื้อ Phomopsis ที่มีคา IF สูงในกิ่งออน ซ่ึงเชื้อราเอนโดไฟตชนิดหลัก         
2 ชนิดที่แยกไดจากใบนั้น สามารถแยกพบไดเชนเดียวกันในกานใบ และกิ่งออน ถึงแมวาคา 
Isolation Frequency (IF) ของเชื้อราเหลานี้จะมีความแตกตางกันไปในเนื้อเยื่อพืชแตละชนิด         
ซ่ึงผลที่ไดชี้ใหเห็นถึงการแพรกระจายของเชื้อราภายในพืชอาศัยที่มีความเฉพาะเจาะจงตอ         
ชนิดของเนื้อเยื่อพืชอาศัย (organ-specific distribution) และสามารถสรุปไดวาเชื้อราทั้ง 3 ชนิดนั้น
เปนเชื้อราเอนโดไฟตชนิดหลักของ Japanese beech

Taylor et al. (1999) ทําการตรวจหาเชื้อราเอนโดไฟตของปาลม (Trachycarpus 
fortunei) ทั้งบริเวณภายในและภายนอกของแนวเขตภูมิศาสตรตามธรรมชาติ (natural geographic 
range)  พบวาเชื้อราเอนโดไฟตทั้งหมดที่แยกไดจะมีความถี่ในการเกิดอยูในชวง 23-57% ในทั้ง      
4 เขตพื้นที่ทดลอง  โดยพบเชื้อราเอนโดไฟตทั้งหมดจํานวน 75 ชนิด จากทั้ง 4 เขตทดลอง และ    
พบวามีเชื้อราบางชนิดที่สามารถแยกพบเหมือนกันจากในแตละเขตทดลองประมาณ 7-13 ชนิด
หรือเทากับ 81-89% ของจํานวนเชื้อราทั้งหมดที่แยกไดที่มีความถี่ในการเกิดมากกวา 1% ซ่ึง          
ในจํานวนนี้พบวาเชื้อรา Glomerella cingulata  และ Phomopsis spp. เปนเชื้อราเอนโดไฟต       
ชนิดหลักที่แยกพบไดบอย และนอกจากนี้ยังพบเชื้อราตัวอ่ืนที่แยกพบไดไมบอยอีกเปนจํานวนมาก 
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ซ่ึงจากผลการทดลองสามารถสรุปไดวา จํานวนชนิดของเชื้อราที่แยกไดในแตละเขตพื้นที่             
จะเหมือนกัน แตจะตางกันในปริมาณของเชื้อราที่แยกพบ และจากการสังเกตความแตกตางของ   
เชื้อราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเนื้อเยื่อพืชที่แกและเนื้อเยื่อพืชที่ยังออน พบวาเชื้อราเอนโดไฟต   
สวนใหญที่แยกไดจะแยกพบในเนื้อเยื่อแกโดยไมขึ้นอยูกับอายุของตนปาลม และบริเวณที่พบเชื้อ
สวนใหญจะพบบริเวณเสนกลางใบมากกวาบริเวณพื้นที่ระหวางเสนใบ โดยไมขึ้นอยูกับอายุของใบ
หรืออายุของตนพืช และจากการศึกษาความเฉพาะเจาะจงของเชื้อราเอนโดไฟตตอเนื้อเยื่อพืช พบวา
ไมมีเชื้อราชนิดใดๆ ที่มีความเฉพาะเจาะจงตอเนื้อเยื่อใบและเนื้อเยื่อกานใบ ยกเวนแตเชื้อราในกลุม 
Xylariaceous ซ่ึงเปนเชื้อราเพียงชนิดเดียวเทานั้นที่มีความเฉพาะเจาะจงตอเนื้อเยื่อของใบปาลม

Sahashi et al. (2000) ทําการเก็บตัวอยางใบของ Japanese beech (Fagus crenata)        
ในระยะที่ใบมีการเจริญเติบโต (vegetative period) ในเขตพื้นที่ตางๆ 5 แหงในเขตโตโฮกุของ
ประเทศญี่ปุน นํามาแยกเชื้อราเอนโดไฟต  ซ่ึงพบเชื้อรา 2 ชนิดคือ เชื้อรา Discula sp. และเชื้อรา  
อีก 1 ชนิดที่ไมสรางเซลลสืบพันธุ (sterile mycelium) ซ่ึงสามารถกําหนดไดวาเปนเชื้อรา            
เอนโดไฟตชนิดหลักของ Japanese beech  และพบวาเชื้อราทั้ง 2 ชนิดมีความสัมพันธกับใบ        
ของ Japanese beech ในเขตพื้นที่ที่แตกตางกัน ซ่ึงในแตละเขตพื้นที่คา Isolation Frequency (IF) 
ของ Discula sp. จะมากในเดือนมิถุนายน และลดลงในเดือนกรกฎาคมเรื่อยไปจนถึงเดือนตุลาคม 
สวนคา IF ของ sterile mycelium  นั้นจะยังคงมีคา IF สูงจนถึงเดือนตุลาคม โดยสปอรของ Discular 
sp. จะถูกปลดปลอยในระยะเวลาสั้นๆ ในชวงปลายเดือนพฤษภาคมภายหลังจากหิมะละลาย         
จึงสรุปไดวาสปอรเหลานี้นาจะมีความสําคัญในการเขาไปอยูอาศัยภายในเนื้อเยื่อพืช (infection) 
โดยเฉพาะใบพืชที่เพิ่งผลิตาใบออกมาใหมในชวงเวลานั้น

Ragazzi et al. (2001) ทําการหาความสัมพันธของคา Isolation Frequency (IF) ของ    
เชื้อราเอนโดไฟตที่แยกไดจาก Quercus cerris ที่เชื่อมโยงกับวันที่เก็บตัวอยาง  สภาวะของพืช และ
เนื้อเยื่อในสวนตางๆ ของพืช โดยทําการเก็บตัวอยางปละสามครั้งคือ ในเดือนเมษายน (ระยะที่ใบ
ออนแตกหนอออกมา)  เดือนมิถุนายน (ระยะที่ใบมีการเจริญเต็มที่)  และเดือนตุลาคม (ระยะที่ใบ
เร่ิมจะรวง) เปนระยะเวลา 2 ป  (ป 1999 และ 2000) พบวาสามารถแยกเชื้อราเอนโดไฟตไดทั้งหมด
จํานวน 15 ชนิด จากทุกชนิดของเนื้อเยื่อพืช  โดยในเนื้อเยื่อกิ่งออนนั้นจะสามารถพบเชื้อไดมาก     
ที่สุด และพบเชื้อทุกชนิดไดมากในเนื้อเยื่อของใบในตนที่เสื่อมสลายมากกวาในตนที่แข็งแรง และ
เชื้อราที่แยกไดสวนใหญจะพบมากในเดือนมิถุนายน นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อ Diplodia mutila,  
Discula quercina และ Phomopsis  quercina ที่เปนเชื้อสาเหตุของโรค สามารถตรวจพบปรากฏ   
บนตนโอกเกือบทั้งป  ซ่ึงสรุปไดวาเชื้อราเหลานี้มีบทบาทเปนทั้ง saprophyte (หรือคือ endophyte) 
และ parasite ดังนั้นเปนไปไดวาการแพรกระจายของเชื้อเหลานี้อาจเปนปจจัยสงเสริมใหเกิด       
การเสื่อมลงของตนโอก
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Cannon and Simmons (2002) ทําการแยกเชื้อราเอนโดไฟตจากใบของไมยืนตนจํานวน 
12  ชนิด ใน 2 เขตพื้นที่ใน Guyana  พบวาสามารถแยกเชื้อราเอนโดไฟตไดทั้งหมดจํานวน 64 ชนิด
จากตัวอยาง 2520 ตัวอยาง โดยในจํานวนนี้พบวาเชื้อรา Colletotrichum sp., Nodulisporium sp.,  
Pestalotiopsis  sp. และ Phomopsis  sp. มีความถี่ในการแยกพบ (IF) สูง  ซ่ึงการแพรกระจายของ 
เชื้อราจะพบมากบริเวณเสนกลางใบมากกวาบริเวณแผนใบ และบริเวณปลายสุดของใบจะพบเชื้อ
มากกวาบริเวณที่ฐานของใบ

Parungao et al. (2002) ทําการตรวจสอบเพื่อกําหนดความหลากหลายทางชีวภาพของ
เชื้อราที่ เกิดขึ้นบนใบพืชจํานวน 13 ชนิดจากปาในเขตฝนที่มีความแตกตางกันสองแหลง              
ในเขตควีนสแลนดทางตอนหนือของประเทศออสเตรเลีย โดยตรวจพบเชื้อราเอนโดไฟตทั้งหมด
จํานวน 57 ชนิด ซ่ึงพบวาเชื้อที่แยกไดจากปาเขต Mt. Lewis จะมีปริมาณมากกวาปาในเขต Butchers 
Creek   ซ่ึงในจํานวนเชื้อราทั้งหมดที่แยกได พบเชื้อราจํานวน 36 ชนิดที่แยกพบไดเฉพาะในเนื้อเยื่อ
ของใบเทานั้น จากผลการทดลองแสดงใหเห็นถึงความเฉพาะเจาะจงตอเนื้อเยื่อของพืชอาศัย

Suryanarayanan (2002) ทําการศึกษาเชื้อราเอนโดไฟตที่เกิดขึ้นในใบของไมยืนตน     
ทั้งชนิดที่เปน angiosperm และ gymnosperm  จํานวน 5 ชนิด ในปาไมเขตอบอุน 4 แหงใน Western 
Ghats   พบวาชนิดของเอนโดไฟตที่แยกไดจากตนไมในปาแบบ semi-evergreen มีความหลากหลาย
ของเชื้อราสูงที่สุด  โดยเชื้อราเอนโดไฟตสวนใหญจะสามารถแยกพบไดในชวงฤดูฝน และถึงแมวา
เชื้อราเอนโดไฟตหลายชนิดในพืชอาศัยที่แตกตางกันซึ่ง เจริญเติบโตในปาที่ตางกันจะมี             
ความเหมือนกันในชนิดของประชากร แตอยางไรก็ตามเชื้อราเอนโดไฟตหลักนั้นจะแตกตางกันไป
ในแตละเขตพื้นที่ ซ่ึงจากผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวาตนไมในเขตอบอุนแตละตนจะมี       
เอนโดไฟตอยูจํานวนมากและมีความหลากหลายในชนิดของเชื้อราเอนโดไฟตจํานวนมากเชนกัน

Gennaro et al. (2003) ทําการศึกษาเพื่อประเมินความผันแปรในจํานวนประชากร      
ของเชื้อราเอนโดไฟต และตรวจหาความสัมพันธของเชื้อราเอนโดไฟตกับความแข็งแรงของตนโอก
(English oak, Quercus robur) และตนโอก (Turkey oak, Q. cerris) ทั้งในตนที่มีลักษณะสมบูรณ
แข็งแรง และตนที่มีลักษณะเสื่อมถอยเปนโรค puzzle disease ซ่ึงพบอยูทั่วไปในปาโอกทาง      
ตะวันตกเฉียงเหนือของประเทศอิตาลี การทดลองทําโดยเก็บตัวอยางจากตาใบในชวงฤดูใบไมผลิ 
และในฤดูใบไมรวงจะเก็บตัวอยางจากใบ  ยอดออน และกิ่งออน  ผลการทดลองพบวาสามารถแยก
เชื้อราเอนโดไฟตไดทั้งหมดจํานวน 26 ชนิด ซ่ึงในจํานวนนี้พบเชื้อราชนิดที่พบบอยคือ Tubakia 
dryina,  Dendrodochium sp.,  Eutypella sp. และ sterile mycelium และพบความแตกตางอยางมี    
นัยสําคัญระหวางเชื้อที่แยกไดจากกิ่งออน และเชื้อที่แยกไดจากยอดออน โดยพบวาเชื้อรา Tubakia 
dryina จากกิ่งออนจะพบในความถี่ต่ํา แตจะแยกพบในความถี่สูงจากตาออน ใบ และยอดออน และ
จะพบเชื้อในความถี่ที่สูงมากในใบโอกที่เสื่อมถอยและในตาออนของตนโอกที่แข็งแรง  นอกจากนี้
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ยังพบวาในจํานวนเชื้อราเอนโดไฟตทั้งหมดที่แยกไดจากใบ กิ่งออน และยอดออนของตนโอก
(English oak, Quercus robur) ที่เสื่อมถอยและเปนโรคนั้นมีจํานวนนอยกวา  เชื้อราที่แยกไดจาก  
ตนโอก (Turkey oak, Q. cerris) ที่เสื่อมถอยและเปนโรคเชนกัน แตในตนโอกที่มีลักษณะแข็งแรง
จะพบวาจํานวนเชื้อราที่แยกไดนั้นไมมีความแตกตางกันระหวางตนโอก (English oak, Quercus 
robur) กับตนโอก (Turkey oak, Q. cerris)

Ragazzi et al. (2003) ทําการตรวจหาเชื้อราเอนโดไฟตทั้งหมดภายในตนโอกจํานวน    
3 ชนิด คือ Quercus cerris, Q. pubescens  และ Q. robur ที่มีความออนแอตอโรคในเขตพื้นที่
ทดลอง 3 แหงในประเทศอิตาลี โดยศึกษาหนาที่ของกลุมของเชื้อราเอนโดไฟตภายในเนื้อเยื่อ       
ใบ และกิ่งของตนพืชที่มีสภาพแข็งแรง และทดสอบผลกระทบของตําแหนง altitude ตอตนพืช    
Q. cerris  โดยเก็บรวบรวมตัวอยางจากตนที่แข็งแรงและตนที่เสื่อมถอย ในเดือนเมษายน (เวลาที่  
ตาใบแตก) มาทําการแยกเชื้อ โดยพบเชื้อราทั้งหมดจํานวน 27 ชนิด ซ่ึงในจํานวนนี้พบ 7 ชนิด       
ที่แยกพบไดในตนโอกทั้ง 3 ชนิด ในขณะที่เชื้อราชนิดอื่นๆ พบเพียงแคบนตนโอกชนิดเดียว ผลการ
ทดลองชี้ใหเห็นถึงความเฉพาะเจาะจงของเชื้อราตอพืชอาศัย และในจํานวนเชื้อราทั้งหมดที่แยกได
พบบางชนิดที่มีบันทึกไววาเปนเชื้อสาเหตุของโรคพืช เชน Apiognomonia quercina, Colpama 
quercinum,  Diplodia mutila และ Phomopsis quercina  และจากการวิเคราะหผลทางสถิติพบ   
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางชนิดของตนโอกที่นํามาใชทดสอบ

การเขามาอยูอาศัยภายในเนื้อเยื่อพืชของเชื้อราเอนโดไฟต
ในขณะที่เชื้อราเอนโดไฟตของหญามีการถายทอดผานทางเมล็ด (systemic) หรือที่เรียก

วา vertical transmission แตเชื้อราเอนโดไฟตของไมยืนตนโดยทั่วๆ ไป พบมีการถายทอดผาน    
ทางสปอร (horizontally transmission) (Petrini et al., 1992; Wilson and Carroll, 1994) โดย     
สปอรจะฟุงกระจายอยูในอากาศ ซ่ึงเมื่อฝนตกน้ําฝนจะพาสปอรเหลานี้ตกลงบนใบพืช หลังจาก
นั้นสปอรจะเพิ่มปริมาณบนผิวพืช และเริ่มมีการงอก germ tube ซ่ึงเมื่อถึงฤดูรอนความรอน        
จากอากาศจะทําใหพืชออนแอ และสปอรจะสามารถเจริญเขาไปอยูภายในชองวางระหวางเซลลพืช
ได (Petrini, 1991; Wilson and Carroll, 1994)  ซ่ึงเมื่อศึกษาแบบแผนการเขาไปอยูอาศัยภายใน
เนื้อเยื่อพืช (infection) ของเชื้อราเอนโดไฟต พบวาในขณะที่ใบยังคงอยูในตาใบนั้นจะปราศจาก
เอนโดไฟตเขามาอยูอาศัย (Wilson and Carroll, 1994) ซ่ึงการเขามาอยูอาศัยของเชื้อราเอนโดไฟต
นั้นจะเกิดขึ้นภายหลังจากที่ใบมีการพัฒนาจนสมบรูณแลว โดยอัตราการเขามาอยูอาศัยภายใน
เนื้อเยื่อพืชนั้นจะเพิ่มขึ้นตามอายุของใบพืช (Pitrini, 1991; Rodrigues, 1994; Wilson, 2000)
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ในจํานวนเชื้อราเอนโดไฟตทั้งหมดที่มีการแยกพบ พบวาบางครั้งอาจมีการการปะปน
ของเชื้อราที่เปน epiphyte ได ทั้งนี้เนื่องจากเชื้อราที่เปน epiphyte บางครั้งสามารถดํารงชีวิตอยู    
ภายในเนื้อเยื่อพืชได (Petrini, 1986)  โดย O’Donnell and Dickison (1980) รายงานวาเชื้อราที่เปน 
epiphyte บางชนิดจะสามารถ penetrate เขาสูภายในเนื้อเยื่อของพืชอาศัยภายใตระบบนิเวศวิทยา 
และสภาพภูมิอากาศที่เหมาะสม ยกตัวอยางเชน เชื้อรา Alternaria alternata, Cladosporium 
cladosporioides และ C. herbarum ซ่ึงอาศัยอยูบริเวณ phylloplane จะสามารถ penetrate เขาสู
เนื้อเยื่อของใบไดในขณะที่ใบพืชแก ซ่ึงจากผลการทดลองของ Cabral (1985) สรุปวาเชื้อราที่เปน 
phylloplane จะเขามาอยูอาศัยภายในเนื้อเยื่อพืชได  เมื่อเชื้อราเอนโดไฟตที่แทจริงมีปริมาณลดลง
ในระยะที่ใบแก ซ่ึงเอนโดไฟตชั่วคราว (facultative endophyte) เหลานี้จะสามารถแยกพบได        
ในระยะแรกของกระบวนการยอยสลายในใบรวงในปริมาณเทากันกับที่พบในเนื้อเยื่อของใบแก

Ragazzi et al. (1999) ทําการแยกเชื้อราเอนโดไฟตจาก ตาใบ และกิ่งของตนโอก 
(Quercus cerris) ที่เจริญอยูในสถานที่ทดลองที่แตกตางกัน 2 แหง พบวาสามารถแยกเชื้อรา        
เอนโดไฟตไดทั้งหมดจํานวน 8 ชนิด ไดแก Discular querecina, Acremonium spp., Diplodia 
mutila, Phomopsis quercina, Hypoxylon mediterraneum, Cylindrocarpon sp., Phoma cava  และ 
Trichoderma viride  ซ่ึงพบวาเชื้อราทั้งหมดมีการแพรกระจายที่ไมสัมพันธกับตําแหนงของ      
สถานที่ตั้ง (altitude) ซ่ึงอยูสูงเหนือระดับน้ําทะเล  600 m  และไมสัมพันธกับความแตกตางระหวาง
สถานที่ทดลองทั้ง 2 แหง ซ่ึงเมื่อทําการศึกษาการปรากฏของเชื้อ D. querecina ในเนื้อเยื่อ          
สวนตางๆ ของตนโอก พบวาสามารถแยกเชื้อ D. querecina ไดจากทั้งจากในกิ่ง (18.02% จาก
เนื้อเยื่อภายในกิ่ง และ 5.82% จากเปลือกไมของกิ่ง) และในตาใบ (11.62% จาก embryo และ 
14.55% จากเปลือกหุมตาใบ)  ซ่ึงผลการทดลองนี้ชี้ใหเห็นวาเชื้อ D. querecina มีความสัมพันธกับ
ตนโอกที่เปนพืชอาศัยในแบบพึ่งพาอาศัยซ่ึงกันและกัน (symbiosis)  แมวาการเขามาอยูอาศัยภายใน
พืชบริเวณลําตนเหนือดินนาจะมาจากการเขามาอยูอาศัยของ wind-borne inoculum แตก็มีเสนใย
ของเชื้อราจํานวนเล็กนอยที่มีการแผขยายมาจากเนื้อเยื่อในสวนของกิ่งและมาอาศัยอยูที่ใบ

ความตอเนื่องของเชื้อราเอนโดไฟต
Rayner and Todd (1979) ไดกําหนดนิยามของความตอเนื่องของเชื้อรา (fungal 

succession) วาคือ การเขาครอบครองอยางตอเนื่องของเสนใยในเชื้อราแตละชนิดที่มีความแตกตาง
กันภายในตําแหนงเดียวกัน

เชื้อราเอนโดไฟตสามารถแยกพบไดบอยในระยะแรกของกระบวนการยอยสลายของ
ใบรวง (Aoki et al., 1990) ซ่ึงบทบาทของเอนโดไฟตในขณะที่ใบรวงนี้ เกี่ยวของกับการเขามาใช
ประโยชนจากแหลงพลังงานที่เกิดขึ้นในชวงระยะแรกที่ใบรวง และในระยะที่ใบเริ่มมีการยอยสลาย 
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(Boddy and Griffith, 1989) สําหรับการศึกษาความตอเนื่องของเชื้อราเอนโดไฟตในไมผลัดใบ 
(deciduous) สามารถแยกพบเชื้อราเอนโดไฟตจํานวนหลายชนิด ไดแก Xylaria sp., Nodulisporium 
sp., Geniculosporium sp., Idriella sp., Fusarium sp., Cylindrocarpon sp., Hormonema sp., 
Exphiala sp.,  Phomopsis sp.,  Ascochyta sp.,  Colletotrichum sp.,  Cryptosporiopsis sp., 
Sphaeropsis sp. ซ่ึงจะสามารถแยกพบไดทันทีจากใบที่เพิ่งรวงใหมในปาไมพวก angiosperm ดังนั้น
กลุมของเอนโดไฟตที่เกิดขึ้นในภาวะตอเนื่องชั่วคราวเหลานี้จะเริ่มตนจากเปนผูบุกรุกแบบแฝง 
(latent pathogen) ในตนไม และจะขยายออกไปเปนการเขาไปอยูบริเวณพื้นผิวของชั้นใบรวงที่มีการ
ทับถมกัน ซ่ึงในที่สุดจะถูกแทนที่ดวยเช้ือราที่เปน secondary saprobe ในชั้นที่ต่ําลงไป (Bills, 1996)

Tokumasu (1998) ทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของฤดูกาลที่มีผลกระทบตอความ      
ตอเนื่องของเชื้อราภายในใบสนที่รวงหลน โดยทําการเก็บตัวอยางใบรวงจากบริเวณพื้นดินในปาสน
ในแตละฤดูกาล มาทําการแยกเชื้อดวยวิธีการฆาเชื้อที่ผิว ซ่ึงผลจากการสังเกตความตอเนื่องของ  
เชื้อราภายในใบรวงที่แยกไดจากทั้ง 4 ฤดู สามารถแบงเชื้อราที่ไดออกเปน 3 กลุม และสรุปไดวา
อุณหภูมิเปนปจจัยสําคัญในการกําหนดความตอเนื่องของเชื้อราภายในใบรวง

Osono (2002) ไดทําการแยกเชื้อรา phyllosphere fungi จากใบ  ใบแก  ใบที่เพิ่งรวงใหม  
และใบที่เร่ิมมีการยอยสลาย จากพืช Fagus crenata โดยวิธีการฆาเชื้อที่ผิว และวิธี washing method 
เพื่อตรวจหาการเกิด  การเขามาอยูอาศัย  และความตอเนื่องของเชื้อรา phyllosphere fungi ภายใน
ใบรวง (leaf litter)  พบวาสามารถแยกเชื้อราไดทั้งหมดจํานวน 18 ชนิดจากใบ และ 47 ชนิดจาก   
ใบแก  ซ่ึงในจํานวนนี้มี 15 ชนิดที่แยกพบบอย และเชื่อวาเปนเชื้อรา  phyllosphere fungi  โดยเชื้อ
เหลานี้จะถูกแบงออกเปน 3 กลุมตามความถี่ในการแยกพบบนใบรวงใหม และใบที่เร่ิมมี            
การยอยสลาย โดยในกลุมที่ 1 ประกอบไปดวยเชื้อ 9 ชนิด ซ่ึงพบบอยในใบที่เร่ิมมีการยอยสลาย 
กลุมที่ 2 ประกอบไปดวยเช้ือ 2 ชนิดที่พบเฉพาะในใบที่เพิ่งรวงใหม และกลุมที่ 3 ประกอบไปดวย
เชื้อ 4 ชนิด ที่แยกพบไดบอยในใบและใบที่แกเทานั้น การศึกษาการเขามาอยูอาศัยของเชื้อรา 
phyllosphere fungi ในใบที่เพิ่งรวงใหมโดยทดสอบหาความสามารถของเชื้อในการเขาไปอยูอาศัย       
ภายในเนื้อเยื่อของพืชอาศัย (infection) ในใบพืชที่เพิ่งรวงใหมโดยตรง พบวาเชื้อรา 4 ชนิดที่      
แยกไดจากใบที่ผานการฆาเชื้อจะมีความถี่ต่ํากวาใบที่ไมผานการฆาเชื้อ ในขณะที่ความถี่ของเชื้อรา      
ชนิดอื่นๆ จะไมแตกตางกันระหวางเชื้อท่ีแยกไดจากใบที่ผานการฆาเชื้อกับใบที่ไมผานการฆาเชื้อ  
การศึกษาความตอเนื่องของเชื้อราเอนโดไฟต และ epiphyte ในระหวางกระบวนการยอยสลาย   
ของใบ  พบวาผลรวมคาความถี่ของเชื้อราเอนโดไฟตจะลดลงอยางชั่วคราวในใบที่เพิ่งรวงใหม 
และเพิ่มขึ้นในใบที่กําลังยอยสลาย  สวนผลรวมคาความถี่ของ epiphyte จะลดลงตั้งแตใบรวงใหม
ไปจนถึงใบที่กําลังยอยสลาย
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Osono (2003) รายงานวาภายหลังจากการทํา pretreatment ดวยเชื้อรา phyllosphere fungi 
จํานวน 2 ชนิดที่แยกไดจากตน beech ซ่ึงไดแกเชื้อรา  Xylaria sp. และเชื้อรา  Ascochyta sp. ทําให
เกิดการเปลี่ยนแปลงทางคุณภาพขึ้นในใบรวง (leaf litter) ซ่ึงมีผลตอการยอยสลายของใบรวง         
ที่เกิดขึ้นโดยเชื้อราจํานวน 12 ชนิดในลําดับตอมา จากผลการทดลองพบวาเชื้อรา 1 ชนิดคือ          
เชื้อรา Mycena sp. จากเชื้อราทั้งหมด 12 ชนิด สามารถทําใหเกิดการสูญเสียน้ําหนักมวลรวม          
สูงมากอยางมีนัยสําคัญในใบรวงที่มีการยอยสลายไปแลวบางสวนโดยเชื้อ Xylaria sp. และใน      
ใบรวงที่มีการยอยสลายไปแลวบางสวนโดยเชื้อ Ascochyta sp. เมื่อเทียบกับตัวควบคุม ในขณะที่
เชื้อราตัวอ่ืนอีกจํานวน 11 ชนิดไมไดรับผลกระทบจากการที่ใบรวงไดผานการ pretreatment       
ดวยเชื้อราทั้งสองชนิด

Osono et al. (2003) ไดศึกษาแบบแผนการกระจายตัวของเชื้อราภายในใบรวงจาก      
พืช Chamaecyparis obtusa ในชวงที่ใบมีการยอยสลายในระยะเวลา 1 ป และทําการทดสอบ         
หาปจจัยที่มีผลในการควบคุมการเจริญเติบโตของเสนใยภายในใบรวงซึ่งทับถมกันบริเวณพื้นดิน
โดยแบงออกเปน 4 ช้ันคือ ช้ัน L1,  L2,  F, และ H layers ซ่ึงจากผลการทดลองพบวาความยาว    
ของเสนใยที่มีชีวิต (live hyphal length) จะสัมพันธกับความเขมขนของโฮโลเซลลูโลสภายใน      
ใบรวงทั้ง 4 ชั้น สวนการศึกษาความตอเนื่องของเชื้อราที่เกี่ยวของกับองประกอบทางเคมีอินทรีย
ภายในใบ และการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของไนโตรเจนที่ตรวจพบภายในใบรวงที่กําลัง        
ยอยสลายภายในถุง litter bag  พบวาความยาวของเสนใยที่มีชีวิตและไมมีชีวิตจะเพิ่มขึ้นในชวงเวลา
ที่ใบมีการยอยสลายซึ่งจะสัมพันธกับความเขมขนของ ไนโตรเจน, ลิกนิน, โฮโลเซลลูโลส และ 
คารโบไฮเดรตชนิดที่ละลายน้ําได (soluble carbohydrate) ภายในใบรวงนั้น ซ่ึงการตรวจหาปจจัย   
ที่มีผลตอการเจริญของเสนใยในชวงเวลา 12 เดือนที่ใบมีการยอยสลายนั้นทําโดยตรวจวัดใน        
แตละฤดูกาล และประเมินหาความสัมพันธระหวางคา water content กับความยาวของเสนใย           
ที่มีชีวิต ซ่ึงผลการทดลองพบวาความยาวของเสนใยที่มีชีวิตจะสัมพันธกับคา water content ของ   
ใบรวงในแตละฤดูกาล โดยคาความสัมพันธเหลานี้ยังสัมพันธกันแบบบวกกับคาความเขมขนของ
คารโบไฮเดรตชนิดที่ละลายน้ําไดในแตละชวงเวลาเชนกัน ซ่ึงสรุปไดวาการเจริญของเสนใยของ
เชื้อรานั้นขึ้นอยูกับสภาพความชื้น และคารโบไฮเดรตชนิดที่ละลายน้ําไดที่มีอยูในใบรวง

การเก็บรวบรวมและการขนยายตัวอยางพืช (Bills, 1996)
การขนยายตัวอยางพืชนั้นควรเก็บรักษาเนื้อเยื่อพืชใหอยูในสภาพดีอยูเสมอ เพื่อทําให

การนํามาเพาะเลี้ยงในขั้นตอนตอไปไดผลดี ทั้งนี้พบวามักเกิดปญหาเมื่อมีการเก็บตัวอยางพืช       
จากพื้นที่ที่อยูหางไกล อีกทั้งการนําสงตัวอยางพืชสดจําเปนตองระมัดระวังไมทําใหชิ้นสวนพืชแหง
หรือเนื้อเยื่อพืชตายเพื่อจุดประสงคในการนําไปแยกเชื้อ ดังนั้นจึงตองมีการจัดการในการ             
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ถายเทอากาศใหเปนไปในสัดสวนที่เหมาะสม โดยควบคุมการกักเก็บความชื้นจากกระบวน        
การหายใจของพืชเพื่อปองกันสภาวะความชื้นสูง และกดการเจริญเติบโตของเชื้อรา epiphyte และ
แบคทีเรียที่ผิวของพืชตัวอยาง ในขณะเดียวกันถาจําเปนตองขนยายตัวอยางพืชขามพรมแดน
ประเทศควรมีการขออนุญาตใหเรียบรอยกอนทุกครั้ง เพื่อความถูกตองตามกฎหมายในแตละ
ประเทศการขนยายตัวอยางพืชที่ใชเวลานานควรหลีกเลี่ยงการเก็บตัวอยางพืชในถุงพลาสติก          
ที่ปดมิดชิด เนื่องจากความชื้นและอุณหภูมิที่อยูรอบๆ ผิวตัวอยางพืชจะเพิ่มขึ้น และทําใหเกิด     
การปนเปอนของเชื้อรา epiphyte ที่อยูบริเวณผิวใบที่สามารถเขาไปอยูอาศัย (infection) ภายใน
เนื้อเยื่อพืชภายหลังจากเก็บตัวอยางจนถึงกอนกระบวนการฆาเชื้อที่ผิว เมื่อมีการเก็บตัวอยางพืช    
ในสภาวะรอนชื้นควรเปาผิวพืชใหแหงกอนการบรรจุและขนสง อยางไรก็ตามการขนสงพืช            
ที่ตองใชเวลานานควรหอตัวอยางพืชดวยกระดาษที่ทนทาน  ถุงผามัสลิน  หรือถุงดิน Tyvek® และ
การเก็บตัวอยางพืชไวเปนเวลานานโดยเฉพาะตัวอยางที่เก็บไวในตูเย็นจะทําใหเนื้อเยื่อพืชแหง      
ซ่ึงทําใหมีการสูญเสียเชื้อราบางชนิด ภายในเนื้อเยื่อพืชไป

การแยกเชื้อราเอนโดไฟตและวิธีการฆาเชื้อท่ีผิว
การเลือกตัวอยางพืชและวิธีการแยกเชื้อมีความจําเปนที่จะตองเลือกวิธีการที่สามารถ    

นํามาใชไดจริง และออกแบบการทดลองที่เหมาะสมกอนที่จะลงมือทําการวิจัย (Bills, 1996)
ปจจุบันไดมีการพัฒนาเทคนิคในการฆาเชื้อที่ ผิวใหมีประสิทธิภาพมากขึ้นเพื่อ          

วัตถุประสงคในการลดการปนเปอนของสปอรหรือเสนใยของเชื้อที่อยูบริเวณพื้นผิวภายนอกของ 
ตัวอยางพืชที่นํามาใชในการทดลอง แตอยางไรก็ตามเปนไปไดวาสปอรหรือเสนใยบางสวนที่อยู
บริเวณพื้นผิวช้ัน epidermis ของพืชอาศัยนั้นจะสามารถอยูรอดไดภายหลังจากการฆาเชื้อที่ผิว     
ซ่ึงอัตราการอยูรอดของสปอรเหลานี้จะแสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพของเทคนิคที่นํามาใชใน     
การฆาเชื้อที่ผิว (Petrini, 1986)  ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาไมมีวิธีการฆาเชื้อที่ผิววิธีการใดที่ไดผล      
ดีเยี่ยมโดยตลอด ยกเวนแตการฆาเชื้อที่ผิวในตัวอยางพืชที่ไมมีการ penetrate ของเชื้อใดๆ ซ่ึงใน
ความเปนจริงควรเลือกใชวิธีการที่จะสามารถลดปริมาณของเชื้อราที่อยูบริเวณผิวพืชใหเหลือนอย   
ที่สุด ซ่ึงพบวาการเลือกระยะเวลาในการฆาเชื้อที่ผิว ความเขมขนและปริมาณของสารเคมีที่ใช      
ในการฆาเชื้อที่ผิวนั้นจําเปนตองคํานึงถึงความหนาของตัวอยางพืช พื้นผิวของตัวอยางกับความ
สามารถที่น้ําจะแทรกซึมเขาไปได  และโครงสรางของผิวพืช (Bills, 1997) ดังแสดงในตารางที่ 1

สําหรับวิธีการฆาเชื้อที่ผิวที่มักนํามาใชกันมีหลากหลายวิธีแตวิธีที่นิยมมากที่สุดคือ     
วิธีการฆาเชื้อใน 3 ขั้นตอน โดยข้ันแรกจะนําตัวอยางพืชมาแชใน 96% ethanol เปนเวลา 1 นาที   
(ใน lichen และ moss ใชเวลาเพียง 30 วินาที) ตามมาดวยขั้นตอนการฆาเชื้อที่ผิวโดย sodium 
hypochlorite สวนเวลาและความเขมขนที่ใชจะแตกตางกันไปในพืชแตละชนิด ดังแสดงใน           
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ตารางที่ 2  และสุดทายจุมตัวอยางพืชอีกครั้งใน 96% ethanol เปนเวลา 30 วินาที (Petrini, 1986)  
สวนสารเคมีตัวอ่ืนๆ ที่นํามาใชในขั้นตอนการฆาเชื้อที่ผิวไดแก hydrogen peroxide solution ที่    
โดยทั่วไปมักจะใชในการฆาเชื้อโรค แตไมนิยมใชแพรหลายในการศึกษาการแยกเชื้อราเอนโดไฟต 
สวนการฆาเชื้อที่ผิวดวย 0.05-1% peracetic acid ใน 30% ethanol นาจะเปนทางเลือกที่ดีกวาการใช
สารละลาย sodium hypochlorite นอกจากนี้ยังมีการใช 96% ethanol ตามดวย 0.1% mercuric 
chloride และน้ํากลั่นฆาเชื้อสําหรับการฆาเชื้อที่ผิวของใบพืช Eucalyptus viminalis Labill.  และ
การฆาเชื้อที่ผิวของใบพืช Populus tremuloides Michx. จะใช 0.1% silver nitrate และลางดวย 
sodium chloride สําหรับวิธีการการฆาเชื้อที่ผิวของกิ่งไมที่มีขนาดใหญทําโดยจุมชิ้นพืชลงใน 
ethanol และนํามาลนไฟ ซ่ึงพบวาวิธีนี้เปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพอยางดีเยี่ยม ซ่ึงทําโดยนําลําตน
ของพืชมาจุมลงใน ethanol และจุดไฟกับตะเกียง Bunsen จากนั้นทําการแยกเปลือกไมออกจากแกน
ในแลวนําไปเพาะเลี้ยงแยกสวนกัน สวนการลางชิ้นสวนพืชโดยปลอยใหน้ําประปาไหลผาน (tap
water) กอนจะนําไปฆาเชื้อที่ผิวนั้น พบวาสามารถลดเวลาที่ใชในการฆาเชื้อที่ผิวลงได  แตอยางไร 
ก็ตามการลางชิ้นพืชโดยปลอยน้ําประปาไหลผานเพียงอยางเดียวไมสามารถกําจัดเชื้อบางชนิดที่    
ฝงตัวอยูตามพื้นผิวที่ไมสม่ําเสมอของพืชได ดั้งนั้นควรเลือกใชวิธีการลางชิ้นสวนพืชผานน้ําไหล
ควบคูไปกับวิธีการฆาเชื้อที่ผิวในวิธีการอื่นๆ รวมดวย (Bills, 1996)
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ตารางที่ 1  วิธีการแยกเชื้อราเอนโดไฟตจากตัวอยางพืชที่เปนไมยืนตนชนิดตางๆ (Bills, 1996)

ชนิดของเนื้อเย่ือ
พืชอาศัย

การตัดชิ้นพืช การฆาเชื้อท่ีผิว อาหารเลี้ยงเชื้อ หมายเหตุ

Spines และลําตนของ
Ulex spp.

Spines และลําตน
ขนาด 2 cm

96% ethanol
1 นาที,
3.25% NaOCl
3  นาที,
96% ethanol
30 วินาที

malt extract agar ความถี่ของการแยกพบ
เพิ่มขึ้นจากลําตนออน
ถึงลําตนอายุประมาณ
2 ป

bark ของ
Fagus grandifolia

เจาะ 2 mm propane torch bark extract,
glucose-yeast
extract, benomyl
malt extract

bark plate in the field

xylem และ bark ของ
Alnus spp.

ตัดลําตน 1 cm
สวน bark  และ
xylem เพาะเลี้ยง
แยกสวนกัน

35% peracetic
acid

malt extract  กับ
cyclosporin A
10 mg/l

Multivariate analysis ใน
bark  และ xylem และ
Alnus spp 3 ชนิด แสดง
ใหเห็นวาสามารถใชแยก
ความแตกตางภายใน
สังคมของเชื้อราได

bark ของ
 Castanea dentata,
Quercus rubra

 เจาะโคง 5 mm 0.525% NaOCl
10 นาที

glucose-yeast
extract

Microtiter plate สําหรับ
รักษา sequence ของ
ตัวอยาง bark

ลําตนที่โตเต็มที่ของ
Picea abies

เลื่อย และ
ตามดวย
Chisel extract

ใชเพียงอุปกรณ
ที่ผานการ
ฆาเชื้อแลว

malt agar ใน
slants

ความถี่ของ isolate จะ
บรรยายไปตามการตัด
ขวางและตามความยาว
ของแกนกลางของ
sound และ wounded
wood

   รากของ
Picea abies

ขนาด 1 cm sink washing,
ultrasound,
serial washing

malt extract agar primary fungi 3 กลุมที่
บงชนิดได  เกี่ยวของกับ
site altitude และ edaphic
factor
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ตารางที่ 1  (ตอ)

ชนิดของเนื้อเย่ือ
พืชอาศัย

การตัดชิ้นพืช การฆาเชื้อท่ีผิว อาหารเลี้ยงเชื้อ หมายเหตุ

กิ่งของ
Fraxinus excelsior,
Quercus robur,
Fagus sylvatica

ขนาด 2 cm สวน
bark  และ xylem
เพาะเลี้ยงแยก
สวนกัน

จุมช้ินพืชใน
ethanol แลวลน
ไฟ

malt extract agar ความตอเนื่องของ
กระบวนการยอยสลาย
ภายหลังจากการบาก
รอบตนไม

bark ของ
Carpinus caroliniana

1 cm leather
punch

0.525% NaOCl
 3 นาที, เผาดวย
ตะเกียง alcohol

malt yeast extract
agar กับ
benomyl
surfactants,
mycosel agar

การฆาเชื้อที่ผิวที่ไม
สมบรูณเปรียบเทียบกับ
การฆาเชื้อที่ผิวใน
 3 ขั้นตอน

ตนกลาของ
Rhizophora mangle

ใช cork borer
ขนาด 1.1-2 cm
ของ hypocotyl
และ radicle

ลางดวยน้ําทะเล
ฆาเชื้อ,
 0.1% HgCl2 ใน
5% ethanol

mangrove-sea
water agar, 4%
mangrove
ground,
mangrove
seedling
ในน้ําทะเล

ความตอเนื่องของเชื้อรา
ในตนกลาพืชที่เก็บอยูใน
ถุงตาขายไนลอน
(nylon)

ใบของ
Licuala ramsayi

3 mm จาก
เสนกลางใบ
และระหวางเสน
กลางใบ

96% ethanol
1 นาที,
3.25% NaOCl
10 นาที,
96% ethanol
30 วินาที

cornmeal
dextrose agar,
malt extract agar

การขนสงใบจะเก็บไว
ในถุงผามัสลิน (muslin),
เอนโดไฟตที่แยกไดจาก
เสนกลางใบมีความถี่สูง
ที่สุด

ใบของ
Euterpe oleracea

3 mm จาก
เสนกลางใบ และ
ระหวางเสนกลาง
ใบ

75% ethanol
1 นาที,
3.25% NaOCl
10 นาที,
75% ethanol
30 วินาที

corn meal
dextrose agar
กับ cyclosporin A
5 mg/l

นําใบมาแยกเชื้อภายใน
24 ช่ัวโมงภายหลังจาก
เก็บตัวอยาง
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ตารางที่ 2  เวลาที่ใชในการฆาเชื้อที่ผิวและความเขมขนของ sodium hypochlorite ที่ใชในการแยก
                  เชื้อราเอนโดไฟตจากพืชชนิดตางๆ (Petrini, 1986)

การฆาเชื้อใน NaOClชนิดของพืช

เวลา (นาที) การเจือจาง

อางอิง

Lichens 1 1:5 Petrini  (unpublished)
Mosses 1 1:5 Petrini  (unpublished)
Ferns 3 1:5 Dreyfuss & Petrini  (1984)

5 1:2 Carroll & Carroll  (1978)Conifers  a)  ใบ (needles)
                b)  กิ่ง 7 1:2 Petrini & Muller  (1979)
พืชใบเลี้ยงเดี่ยว
Triticum aestivum L. 3 1:5 Riesen & Sieber  (1985)

3 1:5 Widler & Muller  (1984)
พืชใบเลี้ยงคู
Arctostaphylos uva-ursi
Brassica napus L. 3 1:5 Ruckstuhl & Petrini

(unpublished)
3 1:5 Oberholzer  (1982)Erica carnea   a)  ใบ

                        b)  ลําตน 5 1:5 Oberholzer  (1982)
Rhododendron spp. 3 1:5 Petrini  (1985)

Vaccinium spp. 3 1:5 Petrini  (1985)

การชักนําใหเชื้อราเอนโดไฟตสรางสปอร  (Petrini, 1986)
เชื้อราเอนโดไฟตสวนมากจะสรางสปอรไดในเวลาไมกี่สัปดาหหลังจากบมที่อุณหภูมิ 

15-21 ºC ในที่มืดหรือแสงสวางบนอาหาร 1% malt extract agar  แตจะมีเพียงบางชนิดเทานั้น        
ที่ยังคงไมสรางสปอร ซ่ึงพบวามีวิธีการมากมายที่สามารถใชในการชักนําเชื้อราชนิดที่ไมสราง 
สปอร (sterile strain) ใหมีการสรางสปอรได เชนการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 8 ºC ภายใตแสง 
fluorescent    หรือภายใตแสง near-ultraviolet สลับ 12 ชั่วโมงสวาง-มืด หรือบมที่อุณหภูมิ 4 ºC   
ในที่มืด ซ่ึงจะสามารถชักนําการสรางสปอรในการเพาะเลี้ยงเชื้อราชนิดที่เปน sterile strain ได   
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หรือการเลี้ยงเชื้อราชนิดที่ไมสรางสปอรนั้นบนอาหารธรรมชาติ (natural media) เชน corn meal 
agar, potato/carrot agar, vegetable V-8 agar และอื่นๆ หรือเล้ียงเชื้อราบนอาหารสังเคราะห 
(chemically defined media) เชน Czapek Dox agar,  peptone dextrose agar,  starch agar  และอ่ืนๆ  
สําหรับการเลี้ยงเชื้อราบนชิ้นสวนของพืชอาศัยที่ผานการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 120 ºC เปนเวลา         
120 นาที พบวาใหผลดีเชนกัน  แตอยางไรก็ตามปจจัยที่สําคัญที่สุดในการชักนําการสรางสปอร   
คือเวลาซึ่งพบวาเชื้อราเอนโดไฟตจะสามารถสรางสปอรไดภายหลังจากการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 2-3 
เดือน แตบางชนิดอาจตองใชเวลา 12-14 เดือนถึงจะมีการสรางสปอร   และเชื้อราเอนโดไฟตจะ  
หยุดการสรางสปอรภายหลังจากการถายเชื้อ (transfer) 2-3 คร้ัง การชักนําใหเชื้อราที่สรางสปอร 
ยากใหมีการสรางสปอรนั้นทําไดโดยเลี้ยงเชื้อเหลานั้นบนชิ้นพืชอาศัยที่ผานการฆาเชื้อที่ผิว        
และหลังจากนั้นจึงยายเชื้อราไปเลี้ยงใน 0.1% malt extract agar ตอไป

การบงชนิดและหรือกลุมของเชื้อราเอนโดไฟต
การบงบอกชนิดของเชื้อราเอนโดไฟตนั้นจัดเปนวิธีการที่ยากที่สุด ทั้งนี้เนื่องจาก        

การขาดแคลนขอมูลเกี่ยวกับลักษณะของเชื้อที่บงชนิดไวแลว อีกทั้งความรูเกี่ยวกับพืชอาศัยที่พิเศษ  
บางชนิดนั้นมีจํานวนนอย (Petrini, 1986)  ซ่ึงโดยทั่วไปการบงชนิดของเชื้อราเอนโดไฟตที่มี      
การสรางสปอรจะทําโดยการใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา และลักษณะของการเจริญตรวจสอบ    
กับ key โดยดูลักษณะของการสรางรงควัตถุ การเกิด sclerotium และการกระจายของเสนใย         
แตถาเปนเชื้อราชนิดที่ไมสรางสปอรอาจใชเทคนิค PCR หรือใช DNA ติดตาม (probe) เพื่อชวย    
ในการเปรียบเทียบกับเชื้อราเอนโดไฟตที่บงชนิดแลว (Stoyke et al., 1992)

ประโยชนท่ีพืชไดรับจากเอนโดไฟต (สายสมร และคณะ, 2541)
1. ทนการเขาทําลายจากแมลงและสังเคราะหแสงไดมาก
2. ไมทําใหเกิดโรค
3. ลดการเกิดเชื้อราที่ทําใหเกิดโรคเนาหลังการเก็บเกี่ยว
4. สรางสารที่เปนพิษในพืชเพื่อปองกันการเขาทําลายของแมลง
5. ชวยยับยั้งการเขาทําลายของไสเดือนฝอย
6. การสรางฮอรโมนเรงการเจริญเติบโต
7. การสรางสารปฏิชีวนะ


