
การระบุชนิดของเชือ้ราสกุล Annulohypoxylon ทีซ่บัซอ้นในเขตรกัษาพนัธุส์ตัวป์า่ภเูขยีวโดยใช ้
ขอ้มลูของลาํดบันิวคลโีอไทด์ 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ปรญิญานิพนธ ์
ของ 

มลัลกิา มะกรวฒันะ 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอต่อบณัฑติวทิยาลยั มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ เพื่อเป็นส่วนหนึ่งของการศกึษา 
ตามหลกัสตูรปรญิญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑติ สาขาวชิาเทคโนโลยชีวีภาพ 

เมษายน 2557 



การระบุชนิดของเชือ้ราสกุล Annulohypoxylon ทีซ่บัซอ้นในเขตรกัษาพนัธุส์ตัวป์า่ภเูขยีวโดยใช้ 
ขอ้มลูของลาํดบันิวคลโีอไทด์ 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ปรญิญานิพนธ ์
ของ 

มลัลกิา มะกรวฒันะ 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

เสนอต่อบณัฑติวทิยาลยั มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ เพื่อเป็นส่วนหนึ่งของการศกึษา  
ตามหลกัสตูรปรญิญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑติ สาขาวชิาเทคโนโลยชีวีภาพ 

เมษายน 2557 
ลขิสทิธิเ์ป็นของมหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ 



มลัลกิา มะกรวฒันะ. (2557). การระบุชนิดของเชื้อราสกุล  Annulohypoxylon ทีซ่บัซอ้นในเขตรกัษา
พนัธุส์ตัวป์า่ภเูขยีวโดยใชข้อ้มลูของลาํดบันิวคลโีอไทด์ . ปรญิญานิพนธ์  วท.ม. 
(เทคโนโลยชีวีภาพ). กรงุเทพฯ: บณัฑติวทิยาลยั มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ . อาจารย์
ทีป่รกึษาปรญิญานิพนธ:์ อาจารย ์ดร.ณฎัฐกิา สุวรรณาศรยั, อาจารย ์ดร.เชดิชยั โพธิศ์ร.ี 

 

 Annulohypoxlon เป็นราในวงศ ์Xylariaceae ไฟลมั Ascomycota ในประเทศไทย มี
รายงานว่าพบอยา่งน้อย 14 สปีชสี์ (จาก 42 สปีชสี ์ทัว่โลก) ในจาํนวนน้ีมรีายงานว่าบางชนิดยงัไม่
สามารถระบุชนิดไดอ้ยา่งชดัเจนเนื่องจากลกัษณะทางสณัฐาน วทิยาทีห่ลากหลายซึง่ยากต่อการระบุ
ชนิด ในการศกึษาครัง้นี้ ได้เกบ็รวบรวมตวัอยา่ง ราสกุล Annulohypoxylon ในพืน้ทีเ่ขตรกัษาพนัธุ์
สตัวป์า่ภเูขยีว จงัหวดัชยัภมู ิไดท้ัง้สิน้  168 ตวัอยา่ง  เมือ่ศกึษาลกัษณะทางสณัฐาน วทิยาสามารถ
จดัจาํแนกชนิดในระดบัสปีชสี์ ได ้10 สปีชสี ์พบว่ามีราจาํนวน 27 ตวัอยา่ง ทีไ่มส่ามารถระบุชนิดได้
อยา่งชดัเจน สามารถจดักลุ่มได้  8 ชนิด (Annulohypoxylon species A-H) คดิเป็นรอ้ยละ 18 จาก
จาํนวนตวัอยา่งทัง้หมดพบว่าม ี 83 ตวัอยา่ง คดิเป็นรอ้ยละ 49.5 ทีส่ามารถเพาะเลีย้งรา บรสิุทธิบ์น
อาหารเลีย้ง 3 ชนิด (potato dextrose agar, oat meal agar และ malt extract agar) ได ้พบว่ามี
เพยีง Annulohypoxylon species C ทีส่ามารถพฒันาโครงสรา้งของการสบืพนัธุไ์มอ่าศยัเพศ (anamorph) 
แบบ Nodulisporium-like บนอาหาร PDA ได ้จากนัน้คดัเลอืกตวัแทนรา จาํนวน 15 ตวัอยา่ง (15 
ชนิด) มาศกึษาลกัษณะทางเคมดีว้ยเทคนิค high performance liquid chromatography (HPLC-
DAD) โดยวเิคราะหจ์ากสารสกดัขอ งสโตรมา พบว่าทุกตวัอยา่ง มรีปูแบบของสารทีแ่สดงออก
แตกต่างกนัโดยเฉพาะตวัอยา่งทีไ่มส่ามารถระบุชนิดไดท้ัง้ 8 ชนิด นอกจากนี้ไดท้าํการศกึษา
ลกัษณะทางพนัธุกรรมโดยการศกึษาลาํดบันิวคลโีอไทดจ์าํนวน 4 บรเิวณ ไดแ้ ก่ internal 
transcribed spacers (ITS) ยนี alpha-actin ยนี beta-tubulin และ ยนี elongation factor 1-alpha 
(EF1-α) ของตวัแทนราจาํนวน 29 ตวัอยา่ง (ระบุชนิดได ้10 ชนิด และระบุ ชนิดไมไ่ด ้8 ชนิด) ผล
การเทยีบเคยีงรอ้ยละความเหมอืน (% similarity) กบัลาํดบันิวคลโีอไทด์ ในฐานขอ้มลู GenBank 
และวเิคราะห์ขอ้มลูทีไ่ด้ดว้ยการสรา้งแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม้  (phylogenetic trees) พบว่าลาํดบั  
นิวคลโีอไทดบ์รเิวณ  ITS1-5.8S-ITS2 ใช้บ่งบอกความแตกต่างของชนิด ราสกุล Annulohypoxylon 
ไดทุ้กชนิด รวมทัง้ชนิดทีไ่มส่ามารถระบุได ้ดว้ยค่า bootstrap ทีส่งูถงึ 99 – 100 ในขณะทีล่าํดบั    
นิวคลโีอไทดข์องยนี alpha-actin และยนี beta-tubulin เหมาะสาํหรบั ใชจ้ดักลุ่มของราในระดบัสกุล 
(genus) มากกว่าระดบัสปีชสี ์ (species) และวาไรตี ้ (variety) เช่นเดยีวกบัลาํดบันิวคลโีอไทดข์อง
ยนี EF1-α ซึง่เป็นการศกึษาครัง้แรกใน ราสกุล Annulohypoxylon และพบว่า ไดผ้ลดกีว่าในการใช้
เป็นเครือ่งหมายดเีอน็เอ (DNA marker) เพื่อศกึษารว่มกบับรเิวณ ITS ได้ เนื่องจากค่ารอ้ยละ
ความสาํเรจ็ในการเพิม่จาํนวนดเีอน็เอและ ผลการวเิคราะหห์าลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีส่งูกว่าการศกึษา
ของยนี beta-tubulin ดงันัน้ผลการศกึษาในครัง้นี้แสดงใหเ้หน็ว่า ราสกุล Annulohypoxylon มคีวาม
หลากหลายทางชวีภาพ และมคีวามแปรผนัทาง พนัธุกรรมสงู และจากตวัอยา่ง ราที่ศกึษาทัง้หมด
คาดว่าน่าจะพบราสกุล Annulohypoxylon ทีเ่ป็นชนิดใหมอ่ยา่งน้อย 1 ชนิด 
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 Annulohypoxylon Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh is a fungus genus in family 

Xylariaceae (Phylum Ascomycota) containing more than 42 known species worldwide. In 
Thailand, at least 14 species have been reported. In this study, many samples are being 
noted as unidentified and/or are complex species. One hundred and sixty eight samples of 
Annulohypoxylon collected from PhuKheio Wildlife Sanctuary, Chaiyaphum Province were 
observed. They were indentified into 10 known species and 8 undescribed species noted as 
Annulohypoxylon species A to H based on their morphological characteristics. Among of 
these samples, there were eighty-three isolates obtained and observed for anamorph 
development on 3 different types of media (potato dextrose agar, oat meal agar and malt 
extract agar). The result showed only one Nodulisporium-like anamorph of Annulohypoxylon 
species C developed on PDA. Fifteen selected samples of Annulohypoxylon were analysed 
for their chemical profiles by using high performance liquid chromatography (HPLC-DAD) 
from the fungal stromatal extracts. The results revealed that all samples examined have 
different in chemical profiles including all undescribed species. Twenty-nine representative 
samples from each species were analysed on nucleotide sequences of four loci i.e. internal 
transcribed spacers (ITS) regions, alpha-actin gene, beta-tubulin gene and elongation factor 
1-alpha (EF1-α) gene. The phylogenetic trees were constructed, and revealed clear 
separation of all undescribed species from other known species with high bootstrap support. 
The phylogenetic trees constructed by using ITS1-5.8S-ITS2 sequences were the best 
region for Annulohypoxylon identification into species and variety, while alpha-actin and 
beta-tubulin sequences were limited or were suitable for genus identification rather than 
species and/or variety identification. In addition, the present study was the first study which 
employed EF1-α sequences in Annulohypoxylon species identification. It also indicates the 
higher percentages of PCR and nucleotide sequencing success than using beta-tubulin 
gene for the study. Therefore, EF1-α region may be another DNA marker which can be 
used together with ITS regions for Annulohypoxylon identification in further study. All results 
obtained indicate that Annulohypoxylon specimens examined exhibit high variation not only 
for morphological characteristics but also in genetic characteristics. There is at least one 
new species described from this study. 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 

ภมิูหลงัและความสาํคญัของปัญหา  
 ราสกุล Annulohypoxylon Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh เป็นราในวงศ์  
Xylariaceae (ไฟลมั Ascomycota) พบไดบ้นตอไม้ ท่อนไม้ กิง่ไม้ และตน้ไมล้ม้ในธรรมชาติ  มี
รายงานทัง้ในเขตรอ้น และเขตอบอุ่น  ซึง่ราสกุล  Annulohypoxylon นี้ได้แยกออกมาจาก ราสกุล 
Hypoxylon ในปี ค.ศ. 2005 (Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865) โดยอาศยัขอ้มลูลกัษณะทาง
สณัฐานวทิยารว่มกบัขอ้มลู การศกึษาล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณยนี  alpha-actin และ beta-tubulin 
ในปจัจบุนัมรีายงานว่าพบราสกุลนี้จ านวนมากกว่า  42 สปีชสี ์ทัว่โลก บทบาททีส่ าคญัของราในกลุ่ม
นี้คอืเป็นผูย้อ่ยสลายเศษซากพชื ท าใหเ้กดิความสมดุล  เนื่องจากสามารถผลติเอนไซมท์ีย่อ่ยสลาย
โครงสรา้งของเซลลโูลสและลกินิน  ซึง่เป็นองคป์ระกอบหลกัของพชืได้  จงึท าใหม้งีานวจิยัหลายงาน
ทีศ่กึษาถงึ คุณสมบตัขิอง เอนไซม์ ชนิดต่างๆ  ในกลุ่ ม cellulolytic enzymes และ ligninolytic 
enzymes จากราในกลุ่มนี้เพื่อน า มาใชใ้นการฟอกสกีระดาษ  และบ า บดัสนี ้าทิง้ จากโรงงาน          
อุตสาหกรรม เป็นตน้ ทัง้นี้พบว่าบางชนิดสามารถเจรญิอยูภ่ายในเซลลข์องพชืโดยไมก่่อโรคใหก้บั
พชืเรยีกว่า เอนโดไฟท์ (endophyte) เช่น รา Annulohypoxylon cohaerens และ A. minutellum ซึง่
บางชนิดสามารถผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพได้  ในขณะทีบ่างชนิดพบว่าเป็นราโรคพชื  เช่น โรค
แคงเกอร์ (canker) ทีเ่กดิจากรา Annulohypoxylon truncatum ในไม้โอ๊ก (Querces variabilis) และ
รา Annulohypoxylon thouarsianum var. thouarsianum ในไมเ้นื้อแขง็หลายชนิด  ซึง่ก่อใหเ้กดิ
ความเสยีหายทางเศรษฐกจิอยา่งมาก  (Whalley. 1996: 897-922; Cha; et al. 2012: 79-81) และ
บางชนิดพบว่าสามารถผลติสารชนิดใหมไ่ด้  เช่น การศกึษาราเอนโดไฟทข์อง  Annulohypoxylon 
bovei var. microspora (BCRC 34012) ทีแ่ยกไดจ้ากตน้ขา้ว (Oryza sativa) สามารถสรา้งสารชนิด
ใหมค่อื annulohypoxyboverin (Cheng; et al. 2011: 1108-1114) และรา Annulohypoxylon 
cohaerens ทีส่ามารถสรา้งสารชนิดใหมใ่นกลุ่ม  azaphilones ไดถ้งึ 4 ชนิด คอื cohaerins C-F 
(Quang; et al. 2006: 6349-6354) เป็นตน้ 
 ในประเทศไทยพบว่ามกีารศกึษาของราสกุล  Annulohypoxylon มาอยา่งต่อเนื่องตัง้แต่ปี 
ค.ศ. 1997 จนถงึปจัจบุนั (Thienhirun. 1997: 1-355; Suwannasai; et al. 2005: 303-324; Phosri; 
et al. 2008: 1-8; Fournier; et al. 2010: 23-36; Suwannasai; et al. 2013: 1-8) มรีายงานพบ
ทัง้หมดจ านวน 14 สปีชสี ์ซึง่ในจ านวนน้ีรวมถงึราชนิดใหม ่ไดแ้ก่ Annulohypoxylon bahnphadengense 
J. Fournier & M. Stadler และ Annulohypoxylon maeteangense J. Fournier & M. Stadler 
(Fournier; et al. 2010: 23-36) นอกจากนี้มรีายงานว่า ราสกุล Annulohypoxylon บางชนิดยงัไม่
สามารถระบุชนิดไดอ้ยา่งชดัเจน หรอืยากต่อการระบุชนิด  ทัง้นี้เนื่อง จากความหลากหลายทาง
ชวีภาพของราในประเทศไทย  รวมทัง้ฐานขอ้มลูของ รากลุ่มนี้ในประเทศไทยทีย่งัมอียู่ น้อย และที่
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ส าคญัราในกลุ่มนี้บางชนิดมลีกัษณะทางสณัฐานวทิยาทีใ่กลเ้คยีงกนัสงู  เช่น รา Annulohypoxylon 
nitens, A. moriforme และ A. bovei var. microspora เป็นตน้ ซึง่มลีกัษณะของ  สโตรมา (stroma) ส ี
ขนาด และรปูรา่งของสปอรท์ีใ่กลเ้คยีงกนัมาก  และบางชนิดพบว่าสามารถจ าแนกชนิดออกจากกนั
ได ้โดยอาศยัลกัษณะของการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศ (anamorph) ทีส่รา้งโคนิเดยีเจรญิบนอาหาร
เลีย้งเชือ้เท่านัน้  ดงันัน้ในบางตวัอยา่งของราทีไ่มส่ามารถเพาะเลีย้งไดจ้งึไมส่ามารถจ า แนกชนิดได้ 
ในปจัจบุนัเทคนิคทางชวีวทิยาโมเลกุลโดยการหาล า ดบันิวคลโีอไทดไ์ดน้ า มาใชอ้ยา่งแพรห่ลาย ซึง่
พบว่ามปีระสทิธภิาพ ด ีสามารถใชช้่วยในการจดั กลุ่มและจ าแนกชนิดราทีย่ากต่อการระบุชนิด หรอื
ชนิดทีซ่บัซอ้นไดด้ ีเช่น  การศกึษาก าหนดขอบเขตชนิ ดของรา Xylaria hypoxylon ซึง่มลีกัษณะ    
ทางสณัฐานวทิยาทีห่ลากหลาย และพบการแพรก่ระจายในหลายประเทศทัว่โลก โดยการใชล้ าดบั         
นิวคลโีอไทดบ์รเิวณ internal transcribed spacers (ITS) (Pelaez; et al. 2008: 114-124; Peršoh; 
et al. 2009: 256-268) หรอืการศกึษาเพื่อจดัจ าแนกชนิดของ ราทีเ่ป็นสาเหตุของโรคแคงเกอร ์ A. 
truncatum ทีก่่อใหเ้กดิความเสยีหายกบัไมเ้นื้อแขง็ในประเทศจนี (Cha; et al. 2012: 79-81) 
รวมทัง้การศกึษาเพื่ อพสิจูน์และยนืยนัการคน้พบ ราชนิดใหมใ่นหลายๆ งานวจิยั เป็นตน้ (Ju; 
Rogers; & Hsieh. 2004: 154-161; Fournier; et al. 2010: 23-36; Pereira; Rogers; & Berzerra. 
2010: 248-252) ซึง่ต าแหน่งของ ล าดบันิวคลโีอไทดท์ีน่ิยมใช้ ในการศกึษาเพื่อการระบุชนิด ของรา 
เช่น บรเิวณ ribosomal DNA และ internal transcribed spacers (ITS) รวมทัง้ยีนทีค่วบคุมการ
ผลติโปรตนีทีส่ าคญัในเซลลบ์างชนิด เช่น ยนี  alpha-actin, beta-tubulin, RNA polymerase I และ 
II (RPB1 & RPB2) และ elongation factor I-alpha (EF1-α) เป็นตน้ (Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 
844-865; Rehner; & Buckley. 2005: 84-98; Suwannasai; et al. 2005: 303-324; Triebel; et al. 
2005: 25-43; Tang; Jeewon; & Hyde. 2007: 392-402; Spribille; Klug; & Mayrhofer. 2011: 
603-614; Hansen; et al. 2013: 311-335) และเมือ่เรว็ๆ นี้ ไดม้กีารรายงานพบราชนิดทีเ่ป็นสปีชสี์
ซ่อนเรน้ (cryptic species) ของ A. nitens ในประเทศไทย  จากการศกึษาล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ  
ITS อกีดว้ย (Suwannasai; et al. 2013: 1-8)  
 ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นี้จงึสนใจทีจ่ะศกึษา ราสกุล Annulohypoxylon ทีพ่บในเขตรกัษา
พนัธุส์ตัวป์า่ภเูขยีว ประเ ทศไทย โดยเฉพาะชนิดทีซ่บัซอ้นและยากต่อการจดัจ า แนกในระดบัสปีชสี์  
โดยการใชเ้ทคนิคทางชวีวทิยาโมเลกุล คอืการหาล าดบันิวคลโีอไทด์  รว่มกบัลกัษณะทางสณัฐาน
วทิยา  และลกัษณะ ทางเคมี  รวมทัง้ศกึษา ความสมัพนัธข์องรา ดงักล่าวโดยการสรา้ง แผนภมูิ
ววิฒันาการตน้ไม ้เพื่อการระบุชนิดทีถู่กตอ้ง  
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วตัถปุระสงคข์องการวิจยั  
 ในการศกึษาวจิยัครัง้นี้ใหค้วามส นใจกบัราสกุล Annulohypoxylon ทีพ่บในเขตรกัษาพนัธุ์
สตัวป์า่ภเูขยีว  จงัหวดัชยัภมูิ  โดยเฉพาะชนิดทีซ่บัซอ้นและยากต่อการจดัจ าแนกในระดบัสปีชสี์  
ดงันัน้วตัถุประสงคข์องการศกึษาในครัง้นี้คอื   
 1. เพื่อคดัแยกและเพาะเลีย้งราบรสิุทธิส์กุล  Annulohypoxylon ชนิดต่างๆ ทีเ่ก็บรวบรวม
ไดจ้ากพืน้ทีใ่นเขตรกัษาพนัธุส์ตัวป์า่ภเูขยีว จงัหวดัชยัภมู ิ 
 2. เพื่อจดัจ าแนกชนิดของราสกุล Annulohypoxylon ทีเ่กบ็รวบรวมได้  โดยอาศยัลกัษณะ
ทางสณัฐานวทิยา  ลกัษณะทางเคมี  และล าดบันิวคลโีอไทด์  โดยเทยีบเคยีงกบั ขอ้มลูอา้งอิงใน
ฐานขอ้มลู GenBank 
 3. เพื่อศกึษาความสมัพนัธข์องราสกุล Annulohypoxylon โดยการสรา้งแผนภมูวิวิฒันาการ
ตน้ไม ้(phylogenetic trees) 
 

ขอบเขตของการวิจยั  
 ตวัอยา่งของราสกุล Annulohypoxylon ทีร่วบรวมไดจ้ากพืน้ทีป่า่ ในเขตรกัษาพนัธุ์ สตัวป์า่
ภเูขยีว จงัหวดัชยัภมูิ  ประเทศไทย  ไดน้ ามาคดัแยกและเพาะเลีย้ง ราบรสิุทธิบ์นอาหารเลีย้งเชือ้ที่
เหมาะสม ศกึษาลกัษณะทางสณัฐาน วทิยา รวมทัง้ลกัษณะของการเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้  เพื่อ
การจดัจ าแนกชนิดเบือ้งตน้  จากนัน้ศกึษาลกัษณะทางชวีวทิยาโมเลกุลโดยการหาล าดบันิวคลโีอไทด ์4 
บรเิวณ คอื internal transcribed spacers (ITS) ยนี alpha-actin ยนี beta-tubulin และ ยนี 
elongation factor 1-alpha (EF1- α) โดยการเทยีบเคยีงกบั ขอ้มลูทางพนัธุกรรมของ ราในฐาน  
ขอ้มลูสากล  และศกึษาลกัษณะทางเคมขีอง ราตวัอยา่งดว้ยเทคนิค  high performance liquid 
chromatography (HPLC) จากนัน้สรา้งแผนภมูวิวิฒันาการ ตน้ไม ้(phylogenetic trees) เพื่อศกึษา
ความสมัพนัธร์ะหว่างสปีชสี ์รวมทัง้ระบุสปีชสีท์ีถู่กตอ้งของราสกุล Annulohypoxylon ทัง้หมด 
 
ผลท่ีคาดว่าจะได้รบัจากการวิจยั  
 จากการศกึษาในครัง้นี้ จะท าใหท้ราบล าดบันิวคลโีอไทดข์อง ราสกุล Annulohypoxylon ซึง่
สามารถใชใ้นการจดัจ า แนกชนิดในระดบัสปีชสีโ์ดยเฉพาะชนิดทีเ่ป็นปญัหา และยากต่อการจดั
จ าแนกไดอ้ยา่งถูกตอ้ง รวมทัง้เขา้ใจถงึความสมัพนัธข์อง ราแต่ละชนิดมากยิง่ขึน้ โดยอาศยัแผนภมูิ
ววิฒันาการ ตน้ไม้  รว่มกบัข้ อมลูลกัษณะทางสณัฐานวทิยา และลกัษณะ ทางเคมี  ซึง่อาจเป็น
ประโยชน์ในการศกึษาโครงสรา้งทางเคมขีองสารชนิดใหม่ๆ  ต่อไป 
 



บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 

1. ราสกลุ Annulohypoxylon   
 ราสกุล Annulohypoxylon จดัจ าแนกตามหลกัอนุกรมวธิาน  (Lumbsch; & Huhndorf. 
2007: 1-58) ไดด้งันี้  
  Kingdom :   Fungi 
  Phylum   :   Ascomycota 
  Class :   Ascomycetes 
  Order :   Xylariales 
  Family :   Xylariaceae 
  Subfamily :   Hypoxyloideae 
  Genus :   Annulohypoxylon  
 รากลุ่มนี้พบกระจายอย่างกว้างขวางทัว่โลกทัง้ในเขตร้ อนและเขตอบอุ่น (Ju; & Rogers. 
1996: 1-365; Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865) ส่วนมากพบการเจรญิบนซากไม้ทีต่ายแล้ว 
เช่น กิง่ไม ้ท่อนไม ้ตอไม ้และตน้ไมล้ม้ รากลุ่มนี้มบีทบาทส าคญัในการเป็นผู้ย่อยสลายในธรรมชาติ  
ก่อให้เกดิความสมดุลในระบบนิเวศ (Whalley. 1996: 897-922) นอกจากนี้ยงัพบว่ าราสกุลนี้บาง
ชนิดสามารถผลติสารเมแทบอไลต์ทีน่่าสนใจ เช่น สาร cytochalasins และ สาร azaphilones ชนิด
ต่างๆ ทีม่อีงค์ประกอบของสาร  nematicide ซึง่มคีุณสมบตัใินการท าลายปรสติของพชื และมฤีทธิ ์
ยบัยัง้การเจรญิของ แบคทเีรยีบาง ชนิดได้ (Stadler; & Fournier. 2006: 160-170) ราสกุล 
Annulohypoxylon จดัเป็นกลุ่มย่อย (section) ในเชือ้ราสกุล  Hypoxylon Bull. (Ju; & Rogers. 
1996: 1-365) ซึง่ประกอบดว้ย 2 กลุ่มยอ่ย ไดแ้ก่  Hypoxylon section Hypoxylon และ Hypoxylon 
section Annulata และในปี ค.ศ. 2005 เฮช จ ูและ โรเจอรส์ (Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865) 
ได้แยกกลุ่มของราสกุล Hypoxylon section Annulata นี้ออกมาเป็นสกุลใหม่คอื Annulohypoxylon 
Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh โดยอาศยัข้อมลูของล าดบันิวคลโีอไทด์  บรเิวณยนี alpha-
actin และ beta-tubulin รว่มกบัขอ้มลูทางสณัฐานวทิยา ซึง่ลกัษณะของราสกุล Annulohypoxylon ที่
แตกต่างจาก Hypoxylon มดีงันี้ (1) เนื้อเยือ่ carbonaceous ของสโตรมาในระยะทีเ่จรญิเตม็ทีจ่ะมสีี
เขม้ถงึสดี า (2) ออสตโิอล (ostioles) มลีกัษณะปลายแหลม  (papillate) คอื อยูใ่นระดบัทีส่งูกว่า  
สโตรมาและถูกลอ้มรอบดว้ยแผ่นจาน  (ostiolar discs) (3) เพอรสิปอร ์(perispores) ทีหุ่ม้แอสโคสปอร ์
(ascospores) พบส่วนของผนงัทีห่นาซึง่อยูด่้ านเดยีวกบัเจริม์สลทิ  (germ slit) แสดงดงัภาพ 
ประกอบ 1 รายละเอยีดการเปรยีบเทยีบ ราสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon แสดงดงัตาราง 
1 ปจัจบุนัมรีายงานจ า นวนชนิดของราสกุล Annulohypoxylon ทีพ่บมากกว่า 42 สปีชสี์ ทัว่โลก 
(แสดงดงัตาราง 2) ซึง่ในจ านวนน้ีเป็นราชนิดใหมท่ีร่ายงานจากประเทศไทยจ านวน 2 สปีชสี์ คอื 
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Annulohypoxylon bahnphadengense J. Fournier & M. Stadler และ Annulohypoxylon 
maeteangense J. Fournier & M. Stadler (Fournier; et al. 2010: 23-36)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 1  ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาทีส่ า คญัของ ราสกุล  Annulohypoxylon (A-C)      

และ Hypoxylon (D-F) คอื (A) เนื้อเยือ่ carbonaceous หนาสดี า (ลกูศร) (B) แผ่นจาน
ลอ้มรอบออสตโิอล (ostiolar discs) (C) เพอรสิปอรท์ีพ่บส่วนชัน้ผนงัหนา  (thickening) (ลกูศร)        
(D) เนื้อเยือ่ carbonaceous บาง (E) ออสตโิอลแบบ umbilicate และ (F) เพอรสิปอรไ์มพ่บ
ส่วนผนงัหนา  

 
  ทีม่า: http://mycology.sinica.edu.tw/Xylariaceae/generalinfo.asp? 
 
 
ตาราง 1 เปรยีบเทยีบลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของราสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon   
 
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา Annulohypoxylon Hypoxylon 
1. เนื้อเยือ่ carbonaceous มเีนื้อเยือ่ carbonaceous เป็นชัน้

หนาชดัเจน ลอ้มรอบเพอรทิเีชยี  
(perithecia) ในระยะที่ ราเจรญิ
เตม็ที ่(mature stage) 
(ภาพประกอบ 1A) 

เนื้อเยือ่ carbonaceous มลีกัษณะเป็น
ชัน้บางๆ (ภาพประกอบ 1D) 
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ตาราง 1 (ต่อ) 
 
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา Annulohypoxylon Hypoxylon 
2. ออสตโิอล (ostioles) มลีกัษณะปลายแหลม (papillate) อยู่

ในระดบัทีส่งูกว่าสโตรมาและ ถกูลอ้ม 
รอบดว้ยแผน่จาน (ostiolar discs) 
(ภาพประกอบ 1B) 

บางชนิดมลีกัษณะปลายแหลม  
(papillate) อยูใ่นระดบัทีส่งูกว่า 
สโตรมา  บางชนิดอยูใ่นระดบั
เดยีวกบัสโตรมา  บางชนิ ดอยูต่ ่า
กว่าระดบัของสโตรมา (umbilicate) 
(ภาพประกอบ 1E) แต่ไมพ่บแผน่
จาน (ostiolar discs) 

3. เพอรสิปอร ์(perispores) 
เมือ่ทดสอบกบัสารละลาย 
โพแทสเซยีมไฮดรอกไซด ์
(KOH) เขม้ขน้ 10% 

มลีกัษณะเรยีบและสว่นของผนงัที ่
หนาพบอยูด่า้นเดยีวกบัเจริม์สลทิ 
(germ slit) (ภาพประกอบ 1C) 

บางชนิดมลีกัษณะเรยีบ (smooth) 
บางชนิดมลีายเป็นชัน้ๆ ตามขวาง 
(coil-like) (ภาพประกอบ 1F) 

 
 ทีม่า: Ju; & Rogers. (1996). A Revision of the Genus Hypoxylon. Mycologia Memoir. 
20: pp. 1-365.  
 
ตาราง 2 ชนิดของราสกุล Annulohypoxylon 
 

ชนิด เอกสารอ้างอิง 
Annulohypoxylon annulatum (Schwein.: Fr.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers &    
   H.-M. Hsieh 

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon apiahynum (Speg.) Hladki & A.I. Romero  Hladki; & Romero. 2009: 733-744 
Annulohypoxylon archeri (Berk.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865  
Annulohypoxylon atroroseum ( J.D. Rogers) Y.-M. Ju, J.D. Rogers &  
   H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon austrobahiense Jad. Pereira, J.D. Rogers & J.L.  
   Bezerra  

Pereira; Rogers: & Bezerra. 2010:  
248-252 

Annulohypoxylon bahnphadengense J. Fourn. & M. Stadler  Fournier; et al. 2010: 23-36 
Annulohypoxylon bovei (Speg.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865  
Annulohypoxylon bovei var. microspora (J.H. Miller) Y.-M. Ju, J.D.  
   Rogers & H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865  

Annulohypoxylon cohaerens (Pers.: Fr.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M.  
   Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon discophorum (Penz. & Sacc.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers  
   & H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 
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ตาราง 2 (ต่อ) 
 

ชนิด เอกสารอ้างอิง 
Annulohypoxylon elevatidiscus (Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh) Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 
Annulohypoxylon gombakense (M.A. Whalley, Y.-M. Ju, J.D. Rogers &  
   A.J.S. Whalley) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon hemicarpum Jad. Pereira, J.D. Rogers & J.L. Bezerra  Pereira; Rogers: & Bezerra. 2010:  
248-252 

Annulohypoxylon hians (Berk. & Cooke) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M.  
   Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon ilanense (Y.-M. Ju & J.D. Rogers) Y.-M. Ju, J.D.  
   Rogers & H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon leptascum (Speg.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 
Annulohypoxylon leptascum var. macrosporum (Y.-M. Ju & J.D.  
   Rogers) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon leucadendri Marinc., M.J. Wingf. & Crous  Marinc; et al. 2008: 1-166 
Annulohypoxylon macrodiscum Jad. Pereira, J.D. Rogers & J.L.  
   Bezerra  

Pereira; Rogers; & Bezerra. 2010: 
248-252   

Annulohypoxylon maeteangense J. Fourn. & M. Stadler  Fournier; et al. 2010: 23-36 
Annulohypoxylon michelianum (Ces. & De Not.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers &  
   H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon microcarpum (Penz. & Sacc.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers &  
   H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon minutellum (Syd. & P. Syd.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers &  
   H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon moriforme (Henn.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 
Annulohypoxylon moriforme var. microdiscus (Y.-M. Ju & J.D. Rogers)     
   Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon multiforme (Fr.: Fr.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 
Annulohypoxylon multiforme var. alaskense (Y.-M. Ju & J.D. Rogers)  
   Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon nitens (Ces.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 
Annulohypoxylon nothofagi (Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh)  Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 
Annulohypoxylon pouceanum (Berk. & Cooke) Y.-M. Ju, J.D. Rogers &  
   H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon pseudostipitatum (Y.-M. Ju & J.D. Rogers) Y.-M. Ju,  
   J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon purpureonitens (Y.-M. Ju & J.D. Rogers) Y.-M. Ju,   
   J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 
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ตาราง 2 (ต่อ) 
 

ชนิด เอกสารอ้างอิง 
Annulohypoxylon purpureopigmentum Jad. Pereira, J.D. Rogers & J.L.  
   Bezerra 

Pereira; Rogers; & Bezerra.  
2010: 248-252 

Annulohypoxylon pyriforme (Y.-M. Ju & J.D. Rogers) Y.-M. Ju, J.D. Rogers   
   & H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon squamulosum (Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh)  Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 
Annulohypoxylon stygium (Lév.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 
Annulohypoxylon stygium var. annulatum (Rehm) Y.-M. Ju, J.D. Rogers &   
   H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon subeffusum (Speg.) Hladki & A.I. Romero  Hladki; & Romero. 2009: 733-744 
Annulohypoxylon thouarsianum (Lév.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 
Annulohypoxylon thouarsianum var. macrosporum (San Martín, Y.-M. Ju, &  
   J.D. Rogers) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon truncatum (Schwein.: Fr.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M.  
   Hsieh  

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

Annulohypoxylon urceolatum (Rehm) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865 

 
 
2. การจ าแนกชนิดของราสกลุ Annulohypoxylon โดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวิทยา  
 การจ าแนกชนิดของ ราสกุล Annulohypoxylon อาศยัลกัษณะทางสณัฐานวทิยาเป็นหลกั  
โดยศกึษาลกัษณะ รปูรา่ง  ส ีและขนาดของโครงสรา้งเชือ้ราภายนอกดว้ยตาเปล่า  และภายใตก้ลอ้ง
จลุทรรศน์ ซึง่ในบางชนิดอาจตอ้งศกึษาภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์อเิลค็ตรอนแบบส่องกราด  (scanning 
electron microscope, SEM) รว่มดว้ย  เช่น การศกึษาลวดลายของผวิสปอร์  และลกัษณะของ       
เจริม์สลทิ (germ slit) เป็นตน้ ระยะการเจรญิของ ราทีศ่กึษาประกอบดว้ย  2 ระยะ คอื ระยะการ
สบืพนัธุแ์บบอาศยัเพศ  (teleomorph stage) และระยะการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยั เพศ (anamorph 
stage) (Miller. 1961: 1-158; Ju; & Rogers. 1996: 1-365) 

 
 2.1 ลกัษณะการสืบพนัธุแ์บบอาศยัเพศ (Teleomorph)   
   ระยะการสบืพนัธุแ์บบอาศยัเพศ  เป็นระยะทีส่ าคญัทีใ่ชใ้นการจดัจ า แนกชนิดของ รา
โดยทัว่ไป รวมทัง้ ราสกุล Annulohypoxylon ซึง่สามารถศกึษาไดด้ว้ยตาเปล่า  และภายใตก้ลอ้ง
จลุทรรศน์ โดยมลีกัษณะทีส่ าคญัดงันี้ 
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  2.1.1 สโตรมา (Stroma)  
   ส่วนของสโตรมาหรอื  fruiting body ของราสกุล Annulohypoxylon จะมลีกัษณะ
แขง็เมือ่เจรญิเตม็ที่  รปูรา่งมลีกัษณะเป็นป้ืนอยูบ่นเนื้อไม้  หรอืเปลอืกไม ้อาจมลีกัษณะนูนเป็นกอ้น  
(glomerate) หรอืเรยีบกึง่นูน  (effused-pulvinate) หรอืเรยีบเป็นแผ่นแบน  (pulvinate) ส่วนสขีอง 
ผวิสโตรมาส่วนใหญ่มสีดี า  (black) มว่งอมน ้าตาล  (brown vinaceous) ด าอมมว่ง (violaceous 
black) หรอืด าอมเขยีว (olivaceous black) เป็นตน้ โดยเทยีบเคยีงกบัแผ่นสมีาตรฐานของ Rayner 
(1970) ในบางชนิดอาจมลีกัษณะมนัเงา  (shiny) หรอืดา้น (dull) ทัง้นี้สีของแกรนูลทีพ่บลอ้มรอบ    
เพอรทิเีชยี (perithecia) กใ็ชใ้นการจ าแนกชนิดเช่นกนั  นอกจากนี้อาจจ าแนกชนิดของรากลุ่มนี้โดย
ใชก้ารทดสอบการเกดิสขีองผวิสโตรมากบัสารละลายโพแทสเซยีมไฮดรอกไซด์ (KOH) เขม้ขน้ 10% 
ซึง่ราสกุล Annulohypoxylon ส่วนใหญ่มสีเีขยีวมะกอก  (greenish olivaceous (90)) สเีขยีวหมน่ 
(dull green (70)) สเีขยีวเขม้ (dark green (21)) สมีว่งแดง (vinaceous purple (101)) และสนี ้าผึง้ 
(honey (64)) เป็นต้น เมือ่ทดสอบกบัสารละลายดงักล่าว  (Ju; & Rogers. 1996: 1-365; Rayner. 
1970: 1-34) 
 
  2.1.2 เพอริทีเชีย (Perithecia)  
     เพอรทิเีชยี เป็นชนิดของแอสโคคารป์ (ascocarp) ทีพ่บในราสกุล Annulohypoxylon 
ซึง่จะถูกลอ้มรอบดว้ยเนื้อเยือ่  carbonaceous มลีกัษณะไดห้ลายแบบ เช่น แบบร ี(obovoid) แบบ
ทรงกลม (spherical) และ แบบทรงกระบอก  (tubular) ซึง่ขนาดของเสน้ผ่านศูนยก์ลางรวมทัง้    
ความกวา้งและความยาวจะใช้ เป็นขอ้มลูประกอบในการระบุชนิดของ ราได้ (Ju; & Rogers. 1996:  
1-365) 
 
  2.1.3 ออสติโอล (Ostiole)   
     ลกัษณะของออสตโิอ ลซึ่งเป็นบรเิวณส่วนปลายของเพอรทิเีชยีของราสกุล  
Annulohypoxylon จะมลีกัษณะปลายแหลม  (papillate) อยูใ่นระดบัทีส่งูกว่าผวิของสโตรมา  และถูก 
ลอ้มรอบดว้ยแผ่นจานขนาดเลก็  (ostiolar discs) ซึง่มขีนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง ตัง้แต่ 0.1 - 0.8 
มลิลเิมตร ขึน้อยูก่บัชนิด  ซึง่ลกัษณะของแผ่นจานที่ใชใ้นการจ า แนกชนิด แบ่งออกเป็น  2 แบบ 
ไดแ้ก่ (1) แบบ truncatum-type ตวัอยา่งทีพ่บเช่น  Annulohypoxylon stygium และ A. truncatum 
และ (2) แบบ bovei-type ตวัอยา่งทีพ่บ เช่น Annulohypoxylon nitens และ A. bovei เป็นตน้ 
(แสดงดงัภาพประกอบ 2) (Ju; & Rogers. 1996: 1-365)   
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ภาพประกอบ 2 ลกัษณะของแผ่นจานทีพ่บในราสกุล Annulohypoxylon (A) แบบtruncatum-type 

และ (B) แบบ bovei-type  
 
 ทีม่า: Ju; & Rogers. (1996). A Revision of the Genus Hypoxylon. Mycologia Memoir. 
20: p. 23 
 
 
  2.1.4 แอสคสั (Ascus) และแอสโคสปอร ์(Ascospores)  
   แอสคสัของราสกุลนี้มลีกัษณะคลา้ยกระบอง  ตรงปลายพบโครงสรา้งทีเ่รยีกว่ า 
เอพคิลั แอพพาราทสั (apical apparatus) ซึง่บางชนิดตดิสนี ้าเงนิเมือ่ยอ้มดว้ยสารละลาย  melzer’s 
reagent (แสดงดงัภาพประกอบ 3A) (Ju; & Rogers. 1996: 1-365) ในหนึ่งแอสคสัจะบรรจดุว้ย  8 
แอสโคสปอร์ (แสดงดงัภาพประกอบ 3D) รปูรา่ง ส ีและ ขนาด ของแอสโคสปอร์  สามารถใชใ้นการ
จดัจ าแนกชนิดของราได้ ซึง่สขีองแอสโคสปอรท์ีพ่บส่วนมากมสีนี ้าตาลอ่อนจนถงึสนี ้าตาลเขม้  ผนงั
ของแอสโคสปอรม์ลีกัษณะเรยีบ  และรปูรา่งทีพ่บอาจจะมลีกัษณะรคีลา้ยรู ปไข่ (ellipsoid) ดา้นทัง้
สองของสปอรม์คีวามสมมาตรกนั  (equilateral) หรอืไมส่มมาตรกนั  (inequilateral) หรอืเกอืบ
สมมาตรกนั (slightly inequilateral) ปลายของสปอรม์ลีกัษณะแคบ  (narrowly round ends) หรอื
กวา้ง (broadly round ends) (Ju; & Rogers. 1996: 1-365; Suwannasai; et al. 2012: 125-133)   
 
  2.1.5 เจิรม์สลิท (Germ slit) และเพอริสปอร ์(Perispore)  
   เจริม์สลทิเป็นโครงสรา้งทีพ่บบนผวิของแอสโคสปอร์  เชื่อว่าเกีย่วขอ้งกบัการงอก
ของสปอร์ ซึง่ในรากลุ่มนี้มหีลายรปูแบบ ไดแ้ก่ ลกัษณะเป็นเสน้ตรง  และมคีวามยาวเท่ากบัความ
ยาวสปอร ์ (straight full length) หรอืเป็นเสน้ตรงแต่มคีวามยาวน้อยกว่าความยาวของสปอร์  

A B 
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(straight nearly full length) พบว่าปรากฏอยูบ่นดา้นโคง้ของสปอร์  (convex side) มากกว่าดา้น
เรยีบของสปอร ์(flattened side) (Ju; & Rogers. 1996: 1-365) (แสดงดงัภาพประกอบ 3C)  
   ส่วนเพอรสิปอรข์องราสกุล Annulohypoxylon มลีกัษณะเฉพาะคอื เรยีบ (smooth) 
และมสี่วนของผนงัที่ หนาซึง่พบอยูด่า้นเดยีวกบัเจริม์สลทิ  เมือ่ทดสอบกบัสารละลายโพแทสเซยีม  
ไฮดรอกไซด ์(KOH) เขม้ขน้ 10% (แสดงดงัภาพประกอบ 3B)  
 

 
ภาพประกอบ 3 โครงสรา้งต่างๆ  ทีใ่ชจ้ าแนกชนิด ของราสกุล Annulohypoxylon (A) เอพคิลั       

แอพพาราทสั ตดิสนี ้าเงนิ (ลกูศร) (B) เพอรสิปอรท์ีม่สี่วนของผนงัหนา (ลกูศร) (C) เจริม์สลทิที่
ลกัษณะเป็นเสน้ตรงบนผวิของสปอร ์(ลกูศร) และ (D) แอสคสัมลีกัษณะเป็นรปูกระบอง ภายใน
บรรจแุอสโคสปอรจ์ านวน 8 แอสโคสปอร ์

       
 ทีม่า: Pereira; Rogers; & Bezerra. (2010). New Annulohypoxylon Species from 
Brazil. Mycologia. 102(1): p. 249. และ Fournier; et al. (2010). The New Genus Rostrohypoxylon 
and Two New Annulohypoxylon Species from Northern Thailand. Fungal Diversity. 40: p. 
31.   
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 2.2 ลกัษณะการสืบพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศ (Anamorph) 
  ระยะการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยั เพศ เป็นระยะทีอ่าจพบไดเ้มือ่เลีย้งราบนอาหารที่
เหมาะสม โดยการใชเ้ทคนิคสไลดค์ลัเจอร์ (slide culture) ซึง่ในราสกุล Annulohypoxylon มรีายงาน
ว่าพบลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยั เพศ 3 แบบ คอื Virgariella-like, Nodulisporium-like และ 
Periconiella-like ในขณะที่ราสกุล Hypoxylon มรีายงานว่าพบ ลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยั
เพศ 4 แบบ คอื มลีกัษณะของ Sporothrix-like เพิม่เขา้มา (แสดงดงัภาพประกอบ 4) การศกึษา
ลกัษณะ การสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศ จะสงัเ กตลกัษณะของการแตกกิง่กา้นของ โคนิดโิอฟอร์  
(conidiophores) และการเกดิโคนิเดยี (conidia) นอกจากนี้รปูรา่ง  ส ี และขนาดของโคนิเดยี กม็ี
ความส าคญัในการจดัจ าแนกชนิด (Ju; & Rogers. 1996: 1-365) 
 
 

 
ภาพประกอบ 4 ลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยั เพศแบบต่างๆ ทีพ่บในราสกุล Annulohypoxylon 

(A-B) Sporothrix-like (C-E) Virgariella-like (F-H) Nodulisporium-like และ (I-L) 
Periconiella-like; (AB = additional branch(es); AS = additional subordinate branch(es); 
CC = conidiogenous cell(s); CR = conidiogenous region(s); CS = conidiogenous 
structure(s); MA = main axis; MB = major branch(es)) 

 
 ทีม่า: Ju; & Rogers. (1996). A Revision of the Genus Hypoxylon. Mycologia Memoir. 
20: p. 19 
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 ลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศแบบต่างๆ ทีพ่บในราสกุล Annulohypoxylon ไดแ้ก่ 
 
  2.2.1 Virgariella-like 
   ลกัษณะของการแตกกิง่กา้นของ โคนิดโิอฟอร์ เป็นแบบไมม่กีา้น หรอืแตกออก ที
ละ 2 กิง่ (dichotomously branched) ซึง่บางครัง้อาจแตกไดม้ากกว่า เนื่องจากการแตกกิง่กา้นแบบ 
Virgariella-like นี้ไมจ่ าเป็นทีจ่ะตอ้งแตกมาจาก main axis แต่มกีารแตกกิง่เพิม่มาจาก main 
branch ท าใหม้กีารต่อปลายจาก conidiogenous region(s) เพิม่ขึน้เรือ่ยๆ โดยแต่ละปลายจะมี
เซลลโ์คนิดโิอจนีสั  1 หรอื 2 เซลล ์(conidiogenous cells) ลกัษณะน้ีพบไดใ้นรา Annulohypoxylon 
cohaerens, A. minutellum และ A. multiforme นอกจากนี้ยงัพบไดใ้น ราสกุล Hypoxylon ไดแ้ก่ 
Hypoxylon fuscum, H. macrocarpum, H. monticulosum, H. notatum, H. perforatum, H. rutilum, 
H. submonticulosum และ H. rugodes 
 
  2.2.2 Nodulisporium-like 
    ลกัษณะของการแตกกิง่กา้นของ โคนิดโิอฟอร ์ คลา้ยกบัแบบ  Virgariella-like แต่
จะมคีวามซบัซอ้นมากกว่า โดยมี ลกัษณะคลา้ยพุ่มไม ้ (bushy structure) โดยแต่ละปลายจะมี เซลล์
โคนิดโิอจนีสั จ านวน 2 –  3 เซลล ์หรอืมากกว่า ลกัษณะน้ีพบไดใ้น รา  Annulohypoxylon 
annulatum, A. atroroseum, A. bahnphadengense, A. bovei var. microspore และ A. truncatum 
นอกจากนี้ยงัพบไดใ้น ราสกุล Hypoxylon ไดแ้ก่ Hypoxylon fendleri, H. fragiforme, H. rickii, H. 
rubiginosum และ H. subrutilum  
 
  2.2.3 Periconiella-like   
    การแตกกิง่กา้นของ โคนิดโิอฟอร์ แบบน้ี ประกอบดว้ย main axis และ major 
branch อยา่งน้อย 1 กิง่ ในแต่ละกิง่บรเิวณปลายจะ มเีซลลโ์คนิดโิอจี นสั จ านวน 3 – 4 เซลล ์
นอกจากนี้ยงัมกีารแตกกิง่ยอ่ย (additional subordinate branches) เพิม่เตมิจากบรเิวณ major 
branch ท าใหม้กีิง่กา้นและม ี conidiogenous region(s) มากกว่าแบบอื่น ลกัษณะน้ีพบไดใ้น รา 
Annulohypoxylon leptascum, A. stygium และ A. stygium var. annulatum นอกจากนี้ยงัพบไดใ้น
สกุล Hypoxylon ไดแ้ก่ Hypoxylon  investiens,  H. jecorinum และ H. haematostroma 
 
  ซึง่ความสมัพนัธข์องชนิดการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศทีพ่บในราสกุล Annulohypoxylon 
ชนิดต่างๆ ทีม่รีายงาน (Ju; & Rogers. 1996: 1-365; Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865; 
Fournier; et al. 2010: 23-36) แสดงดงัตาราง 3  
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ตาราง 3 ความสมัพนัธข์องราสกุล Annulohypoxylon กบัชนิดของการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศ  
 

ชนิด การสืบพนัธุแ์บบ
ไม่อาศยัเพศ 

Annulohypoxylon annulatum (Schwein.: Fr.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers &   H.-M. Hsieh Nodulisporium-like 
Annulohypoxylon apiahynum (Speg.) Hladki & A.I. Romero  - 
Annulohypoxylon archeri (Berk.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  -  
Annulohypoxylon atroroseum (J.D. Rogers) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  Nodulisporium-like 
Annulohypoxylon austrobahiense Jad. Pereira, J.D. Rogers & J.L. Bezerra  - 
Annulohypoxylon bahnphadengense J. Fourn. & M. Stadler  Nodulisporium-like 
Annulohypoxylon bovei (Speg.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  - 
Annulohypoxylon bovei var. microspora (J.H. Miller) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M.  
   Hsieh  

Nodulisporium-like 

Annulohypoxylon cohaerens (Pers.: Fr.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  Virgariella-like 
Annulohypoxylon discophorum (Penz. & Sacc.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
Annulohypoxylon elevatidiscus (Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh) 
Annulohypoxylon gombakense (M.A. Whalley, Y.-M. Ju, J.D. Rogers & A.J.S. Whalley)  
   Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
Annulohypoxylon hemicarpum Jad. Pereira, J.D. Rogers & J.L. Bezerra 
Annulohypoxylon hians (Berk. & Cooke) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
Annulohypoxylon ilanense (Y.-M. Ju & J.D. Rogers) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M.  
   Hsieh 
Annulohypoxylon leptascum (Speg.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
Annulohypoxylon leptascum var. macrosporum (Y.-M. Ju & J.D. Rogers) Y.-M. Ju,  
   J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
Annulohypoxylon leucadendri Marinc., M.J. Wingf. & Crous 
Annulohypoxylon macrodiscum Jad. Pereira, J.D. Rogers & J.L. Bezerra 
Annulohypoxylon maeteangense J. Fourn. & M. Stadler 
Annulohypoxylon michelianum (Ces. & De Not.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M.  
   Hsieh 
Annulohypoxylon microcarpum (Penz. & Sacc.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
Annulohypoxylon minutellum (Syd. & P. Syd.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
Annulohypoxylon moriforme (Henn.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
Annulohypoxylon moriforme var. microdiscus (Y.-M. Ju & J.D. Rogers) Y.-M.    
   Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 

- 
- 
- 
 
- 
- 
- 
 
Periconiella-like 
- 
 
- 
- 
Nodulisporium-like 
- 
 
- 
- 
Nodulisporium-like 
Nodulisporium-like 

Annulohypoxylon multiforme (Fr.: Fr.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh Virgariella-like 
Annulohypoxylon multiforme var. alaskense (Y.-M. Ju & J.D. Rogers) Y.-M.  
   Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 

- 

 
หมายเหตุ: - หมายถงึ ยงัไม่มกีารรายงาน 
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ตาราง 3 (ต่อ) 
 

ชนิด การสืบพนัธุแ์บบ
ไม่อาศยัเพศ 

Annulohypoxylon nitens (Ces.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh Nodulisporium-like 
Annulohypoxylon nothofagi (Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh) - 
Annulohypoxylon pouceanum (Berk. & Cooke) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh  - 
Annulohypoxylon pseudostipitatum (Y.-M. Ju & J.D. Rogers) Y.-M. Ju, J.D. Rogers &  
   H.-M. Hsieh  

- 

Annulohypoxylon purpureonitens (Y.-M. Ju & J.D. Rogers) Y.-M. Ju, J.D. Rogers &  
   H.-M. Hsieh  

- 

Annulohypoxylon purpureopigmentum Jad. Pereira, J.D. Rogers & J.L. Bezerra  - 
Annulohypoxylon pyriforme (Y.-M. Ju & J.D. Rogers) Y.-M. Ju, J.D. Rogers  & H.-M.    
   Hsieh  

- 

Annulohypoxylon squamulosum (Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh)  - 
Annulohypoxylon stygium (Le’v.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
Annulohypoxylon stygium var. annulatum (Rehm) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
Annulohypoxylon subeffusum (Speg.) Hladki & A.I. Romero 
Annulohypoxylon thouarsianum (Lév.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
Annulohypoxylon thouarsianum var. macrosporum (San Martín, Y.-M. Ju, & J.D.  
   Rogers) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
Annulohypoxylon truncatum (Schwein.: Fr.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
Annulohypoxylon urceolatum (Rehm) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 

Periconiella-like 
Periconiella-like 
- 
- 
- 
 
Nodulisporium-like 
- 

 
หมายเหตุ: - หมายถงึ ยงัไมม่กีารรายงาน 
 
 ทีม่า: Ju; & Rogers. (1996). A Revision of the Genus Hypoxylon. Mycologia Memoir. 
20: pp. 1-365; Hsieh; Ju; & Rogers. (2005). Molecular Phylogeny of Hypoxylon and Closely 
Related Genera. Mycologia. 97(4): pp. 844-865 และ Fournier; et al. (2010). The New Genus 
Rostrohypoxylon and Two New Annulohypoxylon Species from Northern Thailand. Fungal 
Diversity. 40: pp. 23-36.   
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3. บทบาทท่ีส าคญัของราสกลุ Annulohypoxylon   
 บทบาทหลกัของราสกุลนี้คอืเป็นผูย้อ่ยสลายเศษซากพชืในธรรมชาติ  ซึง่ก่อให้เกดิความ
สมดุลในระบบนิเวศ บางชนิดพบว่าสามารถเจรญิอยู่ภายในเซลล์ของพชืได้โดยไม่ก่อโรคให้กบัพชื 
เรยีกว่า เอนโดไฟท ์บางชนิดผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพได ้ในขณะทีบ่างชนิดอาศยัอยูก่บัพชืและ
ก่อโรคใหก้บัพชืเรยีกว่า ราโรคพชื ซึง่ในแต่ละบทบาททีก่ล่าวมานัน้มลีกัษณะดงันี้  (Whalley. 1996: 
897-922; Rogers. 2000: 1412-1420) 
 
 3.1 ราย่อยสลายไม้ในธรรมชาติ (Wood decay fungi) 
  ราสกุลนี้จะอาศยัอยูใ่นเนื้อไมห้รอืตามส่วนต่างๆ ขอ งตน้ไมท้ีต่ายแลว้ โดยปรากฏอยู่
ในระยะการสบืพนัธุแ์บบอาศยัเพศมคีวามส าคญัคอื สามารถผลติเอนไซม์ ทีย่อ่ยสลายเซลลโูลสและ
ลกินิน ซึง่เป็นองคป์ระกอบหลกัของพชืได ้ (Sutherland; & Crawford. 1981: 335-337) ในปี ค.ศ. 
1989 แอบบี ้(Abe. 1989: 169-181) ได้ศกึษาการยอ่ยสลายไม้ ของราบางชนิดในวงศ์ Xylariaceae 
และวงศ์ Diatrypaceae และศกึษาปจัจยัทีม่ผีลต่อการยอ่ย พบว่ารา Hypoxylon howeianum Peck. 
สามารถยอ่ยสลายลกินินในไม้ โอ๊กได้รอ้ยละ  27 – 37 และท าให้น ้าหนกัของไมห้าย ไปถงึรอ้ยละ     
35 – 51 ภายใน 6 เดอืน จากผลการศกึษาดงักล่าว แสดงใหเ้หน็ ว่าราในวงศ์ Xylariaceae เช่น 
Xylaria และ Hypoxylon เป็นรายอ่ยสลายไม ้ (wood decay fungi) ความสามารถในการยอ่ยสล าย
ขึน้อยูก่บัปจัจยัหลายประการ เช่น ชนิดของไม ้ความชืน้ และชนิดของรา เป็นตน้ 
  เหว่ย และคนอื่นๆ (Wei; et al. 1992: 141-146) ไดท้ดสอบความสามารถในการ  
ยอ่ยสลายเซลลูโลสของราสกุล Hypoxylon และ Xylaria บางชนิด พบว่า H. stygium (synonym 
ของ Annulohypoxylon stygium) สามารถผลติเอนไซม์ เบตา้กลโูคซเิดส  (β-glucosidase) ไดด้ทีีสุ่ด 
ในขณะที ่X. anisopleura และ X. regalis สามารถผลติเอนไซม์ เอนโดเซลลเูลส (endocellulase 
(CMCase)) และ เอกโซเซลลเูลส (exocellulase (avicelase)) ไดด้ทีีสุ่ด 
  ศรกีติกุิลชยั (Srikitikulchai. 1999: 1-102) ไดศ้กึษาความสามารถในการ ยอ่ยสลาย
ลกิโนเซลลโูลส โดย ราในวงศ ์ Xylariaceae ไดแ้ก่ Daldini a, Hypoxylon, Kretzschmaria และ 
Xylaria จ านวน 12 สายพนัธุ ์โดยการตรวจสอบเบือ้งตน้บนอาหารแขง็ทีม่เีซลลโูลสและไซแลนเป็น
สบัสเตรท พบว่า ทุกสายพนัธุส์ามารถยอ่ยสลายเซลลโูลสและไซแลนได ้ส่วนเอนไซมท์ีย่อ่ยสลาย
ลกินินนัน้ท าการศกึษาใน 2 ซบัสเตรต คอื กรดแทนนิก  (tannic acid) และ ส ีPoly R-478 พบว่า 
มเีพยีง 3 สายพนัธุ ์ทีไ่มส่ามารถยอ่ยสลายกรดแทนนิก ได ้ส่วนส ีPoly R-478 พบว่ามเีพยีง Xylaria 
sp. 830 เท่านัน้ทีส่ามารถยอ่ยสลายได้  เมือ่น าไปหาประสทิธภิาพของราในการผลติเอนไซม ์พบว่า 
ทัง้ 12 สายพนัธุ์ ใหผ้ลผลติเอนไซมเ์ซลลเูลส (cellulase) และไซแลนเนส (xylanase) ไดค้่อนขา้งต ่า 
นอกจากนี้ยงัไ ดท้ าการศกึษาคว ามสามารถในการยอ่ยสลายไมข้องรา  โดยท าการทดสอบใน
หอ้งปฏบิตักิารกบัไมใ้นสกุลล าพ ู (Sonneratia sp.) และไมร้งักะแท้  (Kandelia candel) พบว่ารา
สามารถยอ่ยสลายไม้ ล าพูได้รอ้ยละ  7.4-27.7 ในระยะเวลา 2 เดอืน ส่วนไมร้งักะแท้ ถูกยอ่ยได้     
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รอ้ยละ 6.2-30.2 ในระยะเวลา 3 เดอืน และในสภาวะทีไ่มม้คีวามชืน้สงูจะถูกยอ่ยสลายไดด้กีว่า ส่วน
ความสามารถในการยอ่ยสลายไมใ้น สภาวะธรรมชาต ิไดท้ าการศกึษาทีอุ่ทยานแห่งชาตเิขาใหญ่ 
โดยการเลีย้งรา 2 สายพนัธุ์ คอื Xylaria sp. 870 และ 830 บนเมลด็และท่อนไมใ้นหอ้งปฏบิตักิาร 
จากนัน้น าไปเลีย้ง ต่อทีอุ่ทยานแห่งชาตเิขาใหญ่เป็นเวลา 2, 4 และ 6 เดอืน พบว่า Xylaria sp. 
870 สามารถยอ่ยสลายเมลด็ได้ รอ้ยละ  9, 15 และ 21 และสามารถย่อยสลายท่อนไมไ้ด้รอ้ยละ 
16, 27 และ 28 ตามล าดบั ส่วน Xylaria sp. 830 สามารถยอ่ยสลายเมลด็ได้ รอ้ยละ 15, 22 และ 28 
และสามารถยอ่ยสลายท่อนไมไ้ดร้อ้ยละ 19, 30 และ 33 ตามล าดบั 
  ในปี ค.ศ. 2003 พอ้ยทต์ิง้ท์ , ปารนักวั และไฮด์ (Pointing; Parungao; & Hyde. 
2003: 231-235) ศกึษาเอนไซ มท์ีส่ามารถยอ่ยสลายลกินินไดโ้ดย คดัเลอืก ราบางชนิดในวงศ ์
Xylariaceae มาทดสอบพบว่า รา ในสกุล Biscogniauxia, Hypoxylon และ Xylaria มปีระสทิธภิาพดี
ในการยอ่ยสลายลกินิน ตวัอยา่งเชือ้เช่น H. bovei var. microspora และ H. nitens (synonym ของ 
Annulohypoxylon bovei var. microspora และ A. nitens ตามล าดบั) เป็นตน้ ซึง่ท าใหน้ ้าหนกัของ
ไมล้ดลงเฉลีย่ประมาณ รอ้ยละ  20 ทัง้นี้ชนิดของเอนไซมท์ี่ เชือ้ผลติไดค้อื ลกินินเปอรอ์อกซเิดส 
(lignin peroxidase), เซลลเูลส และ ไซเลนเนส   
  และในปี ค.ศ. 2007 ชวัแมชเชอร์ และคนอื่นๆ (Schumacher; et al. 2007: 179-186) 
ได้ศกึษาการยอ่ยสลายไมต้น้บชี (Fagus sylvatica L.) ของรา Annulohypoxylon cohaerens โดย
ทดสอบกบัส่วนกระพี้ (sapwood) และแก่นไม ้ (heartwood) พบว่า หลงัจาก 50 วนั สามารถลด
น ้าหนกัของส่วนกระพี้ และแก่นไม้ ได้รอ้ยละ  2.6 และ 2.1 ตามล าดบั  เมือ่ครบ 100 วนัพบว่ า 
สามารถลดน ้าหนกัไดม้ากขึน้เท่ากบัรอ้ยละ 4.2 และ 3.3 ตามล าดบั  
 
 3.2 ราโรคพืช (Phytopathogen) 
  ราในวงศ ์Xylariaceae บางชนิดมรีายงานว่าเป็นราโรคพชื ซึง่ก่อใหเ้กดิความเสยีหาย
ทางเศรษฐกจิอยา่งมาก  ตวัอย่าง เช่น โรคแคงเกอร์ (canker disease) ทีเ่กดิจากรา Hypoxylon 
mammatum ซึง่เป็นสาเหตุส าคญัทีก่่อใหเ้กดิโรคโดยเฉพาะกบัพชืในกลุ่ม aspen ในอเมรกิาเหนือ 
และยโุรป โดยพบว่ารามสี่วนท าใหต้น้ aspen ตายเฉลีย่ รอ้ยละ  1-2 ต่อปี สญูเสยีมลูค่าทาง
เศรษฐกจิประมาณ 4.4 ลา้นดอลลาร์ (Povah. 1942: 140-145; Marty. 1972: 21-26; Manion; & 
Griffin. 1986: 803-808) นอกจากนี้ยงัพบว่า  H. mammatum สามารถผลติสารพษิในพชื 
(phytotoxin) ทีม่สี่วนในการท า ใหพ้ชืตาย  โดยในปี ค.ศ. 1964 ฮบัเบส (Hubbes. 1964: 1489-
1494) ศกึษาสารพษิทีแ่ยกไดจ้าก  H. mammatum พบว่า สารพษิทีไ่ดค้อื mammatoxin ต่อมา โบ
โดและคนอื่นๆ  (Bodo; et al. 1987: 2355-2358) ไดท้ าการศกึษา จากการเพาะเลีย้ง รา H. 
mammatum ในอาหารเหลว เพื่อตรวจสอบสารพิ ษและหาโครงสรา้งทางเคมี พบว่า สารพษิทีไ่ดค้อื
สารในกลุ่ม diterpene (hymatotoxin) ทีม่สีตูรโครงสรา้งคลา้ยกบั momilactones ซึง่แยกไดจ้ากขา้ว 
(Oryza sativa cv. Koshihikan) มสี่วนในการยบัยัง้การเจรญิของรากขา้วและเมลด็ผกักาดหอม 
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(Kato; et al. 1973: 3861-3864; Kato; et al. 1977: 45-48) ตวัอยา่งของราสกุล Annulohypoxylon 
และสกุลใกลเ้คยีงอื่นๆ ทีเ่ป็นสาเหตุของโรคแคงเกอรก์บัชนิดพชือาศยัแสดงดงัตาราง 4 
 
ตาราง 4 ตวัอยา่งของราสกุล Annulohypoxylon และสกุลใกลเ้คยีงอื่นๆ ทีเ่ป็นสาเหตุของโรค     

แคงเกอรก์บัชนิดพชือาศยั 
 

ชนิดของรา ชนิดของพชื 
Annulohypoxylon thouarsianum (Lév.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh Quercus 
A. truncatum (Schwein.: Fr.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh Quercus 
Biscogniauxia atropunclala (Schwein.) Pouzar Quercus 
B. mediterranea (De Not.) Kuntze Quercus 
B. nummularia (Bull.: Fr.) Kuntze Fagus 
CamiIIea punctulala (Berk. & Rav.) Læssøe, J. D. Rogers & Whalley Quercus 
C. tinctor (Berk.) Læssøe, J. D. Rogers & Whalley Acer และ Platanus 
Hypoxylon mammatum (Wahlenb.) J. H. Mill. Populus 
H. rubiginosum (Pers.: Fr.) Fr. Camellea 
Xylaria arbuscula Sacc. Macadamia 

 
 ทีม่า: Whalley. (1996). The Xylariaceous Way of Life. Mycological Research. 100(8): 
p. 908. 
 
  นอกจากนี้ยงัพบว่ารา  Annulohypoxylon truncatum และ A. thouarsianum var. 
thouarsianum เป็นอกี สาเหตุหนึ่งทีก่่อใหเ้กดิโรคแคงเกอร์ ในไม้ โอ๊ก (Quercus variabilis) 
(Whalley. 1996: 897-922; Cha; et al. 2012: 79-81) ในปี ค.ศ. 1983 กรมปา่ไมใ้นรฐัฟลอรดิา้ 
ประเทศสหรฐัอเมรกิา รายงานเกีย่วกบัการก่อโรคในไมเ้นื้อแขง็ และพชืตระกูล โอ๊ก (Quercus spp.) 
ของรากลุ่ม Hypoxylon โดยพบว่าสปีชสีท์ีก่่อโรคมากทีสุ่ดคอื Hypoxylon atropunctatum และ H. 
truncatum (synonym ของ Annulohypoxylon truncatum) มกีารเจรญิอยูบ่รเิวณเปลอืกไมท้ีล่ าตน้
ของพชื ซึง่มลีกัษณะสโตรมาของ ราแตกต่างกนั เช่น สเีทา สนี ้าตาล หรอืสดี า  ขึน้อยูก่บัระยะเวลา
และชนิดของพชือาศยั ขนาดและการแพรก่ระจายพบว่า รา มกีารกระจายจากจดุ เลก็ๆ ทีม่คีวามยาว
เพยีงเซนตเิมตรไปเป็นหน่วยเมตรไดใ้นเวลาไมน่าน (Barnard; & Dixon. 1983: 1-102)  
  แมคเพอรส์นั และคนอื่นๆ (McPherson; et al. 2005: 71-89) ไดศ้กึษาการตายของ
ตน้โอ๊ก  และตน้แทน โอ๊ก  ในรฐัแคลฟิอรเ์นีย ประเทศสหรฐัอเมรกิา พบว่า ลกัษณะของตน้ โอ๊ก 
(Quercus agrifolia) ที่แสดงอาการของ โรคจะสรา้งสโตรมาของรา Hypoxylon thouarsianum 
(synonym ของ Annulohypoxylon thouarsianum) และมอีตัราการตายเพิม่ขึน้ตัง้แต่ปี ค.ศ. 2000 
ถงึ ค.ศ. 2003 สงูถงึรอ้ยละ 5.8–17.4 
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  ชา และคนอื่นๆ (Cha; et al. 2012: 79-81) ได้ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยา และ
ลกัษณะทางชวีวทิยาโมเลกุล  โดยการหาล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS ของราก่อโรคแคงเกอร์  ที่
พบบรเิวณเปลอืกไม้  ตน้ไม ้และกิง่ไมข้องตน้ โอ๊ก (Quercus variabilis และ Q. acutissima) ทีเ่ป็น
โรคในประเทศเกาหล ีจ านวน 31 ตน้ ซึง่มรีอยโรคขนาดต่างๆ ทีเ่ฉลีย่แลว้ ประมาณ 48.5 × 15.2 
ตารางเซนตเิมตร จากผลการศกึษาพบว่าเป็นรา Annulohypoxylon truncatum  
 
 3.3 ราเอนโดไฟท ์(Endophytic fungi) 
  ราในกลุ่มนี้บางชนิดสามารถเจรญิ อยูใ่นช่องว่างระหว่างเซลล ์ (intercellular space) 
ของล าตน้ กา้นใบ ใบ และรากของพชืทีม่คีวามสมบรูณ์ โดยไมก่่อใหเ้กดิอาการของโรคใดๆ กบัพชื
อาศยั (Petrini. 1991: 179-197) จากการศกึษากว่า 20 ปีทีผ่่านมา พบว่า มจี านวนของราเอนโดไฟท์  
ทีอ่าศยัอยูร่ว่มกบัพชืทัว่ไปอยา่งกวา้งขวาง ซึง่เนื้อเยือ่ของพชืทีม่ ีราเอนโดไฟท์ยงัสามารถท างานได้
อยา่งปกต ิเนื่องจากราเอนโดไฟทอ์าศยัอยูก่บัพชืในภาวะเกือ้กูล (mutuality) (Petrini; & Petrini. 
1985: 216-234; Whalley. 1993: 103-119) การศกึษาในปี ค.ศ. 1988 ชาเปรล์่าและบอ็ดดี้  
(Chapela; & Boddy. 1988: 47-57) และปี ค.ศ. 1989 ชาเปร์ล่า (Chapela. 1989: 65-75) ไดม้กีาร
รายงานว่า พบ ราในวงศ ์ Xylariaceae ทีแ่ยกไดจ้ากพชื Fagus grandifolia Ehrh. และ Populus 
tremuloides มากถงึรอ้ยละ 32 และ 41 ตามล าดบั และเมือ่ท าการศกึษาลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบ
อาศยัเพศของรา ทีอ่าศยัอยูก่บัพชื ในธรรมชาติ พบว่า ราที่พบอาศยัอยู่ ในพชื F. grandifolia คอื 
Hypoxylon fragiforme ส่วนในพชื P. tremuloides คอื H. mammatum นอกจากนี้ยงัพบตวัอยา่ง
ของราเอนโดไฟทใ์นสกุล Annulohypoxylon และสกุลใกลเ้คยีงอื่นๆ แสดงดงัตาราง 5 
 
ตาราง 5   ตวัอยา่งของราสกุล Annulohypoxylon และสกุลใกลเ้คยีงอื่นๆ ทีม่รีายงานว่าเป็นเอนโดไฟท ์
 

ชนิดของรา ชนิดของพชื เอกสารอา้งองิ 
Annulohypoxylon cohaerens (Pers.: Fr.) Y.-M.Ju, J.D.  
   Rogers & H.-M. Hsieh 

Fagus Whalley. 1996: 913 

A. minutellum (Syd. & P. Syd.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers &  
   H.-M. Hsieh 

Quercus Whalley. 1996: 913 

Hypoxylon sp. Persia Tomcheck; et al. 2010: 
903-914 

H. fragiforme (Pers.: Fr.) J. Kickx Fagus Chapela. 1989: 65-75 
H. frarinophilum Pouzar Fraxinus Whalley. 1996: 913 
H. mammatum (Wahlenb.) J.H. Mill Populus Chapela. 1989: 65-75 
H. rutilum Tul. & C.Tul. Fagus Whalley. 1996: 913 
H. vogesiacum var. macrospora J. H. Mill. Salix Whalley. 1996: 913 
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  ในปี ค.ศ. 2010 ทอมเชค็ และคนอื่นๆ (Tomcheck; et al. 2010: 903-914) ไดศ้กึษา
ราเอนโดไฟทข์องพชื Persia indica โดยอาศยัการจดัจ าแนกทางลั กษณะการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยั
เพศดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์อเิลค็ตรอนแบบ ส่องกราด (SEM) และการวเิคราะหข์องล าดบันิวคลโีอไทด์
บรเิวณ ITS rDNA เทยีบกับลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบอาศยัเพศ พบว่า ราเชือ้ที่แยกไดจ้ดัอยูใ่นกลุ่ม 
Hypoxylon sp. นอกจากนี้ยงัพบว่ารา สามารถผลติสารประกอบอนิทรยีร์ะเหยงา่ย (volatile organic 
compounds, VOCs) ทีน่่าสนใจคอื 1,8-cineole, 1-methyl-1,4-cyclohexadiene และสารทีไ่ม่
สามารถระบุชนิดไดอ้กีจ านวนมาก 
  ต่อมาเชน และคนอื่นๆ (Chen; et al. 2011: 495-503) ไดศ้กึษาราเอนโดไฟทท์ีแ่ยก
ไดจ้ากล าตน้ ใบ และรากของพชืสมนุไพร Huperzia serrata ในประเทศจนี โดยท าการวเิคราะห์
ล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS rDNA ของราทัง้หมด 52 ไอโซเลท รวมทัง้สรา้งแผนภมูวิิวฒันาการ
ตน้ไม ้จากผลการวเิคราะหพ์บว่าสามารถจ าแนกราในระดบัสกุลไดด้งันี้ Glomerella (Collectotrichum), 
Hypocrea (Trichoaderma), Pleurostoma, Chaetomium, Coniochaeta (Lecythophora), Daldinia, 
Xylaria, Hypoxylon, Nodulisporium, Cazia และ Phellinus ซึง่สกุลทีพ่บมากทีสุ่ดคอื Glomerella 
(Collectotrichum) พบ 21 ไอโซเลท คดิเป็น รอ้ยละ  42.3 จากราทีแ่ยกไดท้ัง้หมด รองลงมาคอื 
Hypoxylon พบ 10 ไอโซเลท คดิเป็นรอ้ยละ 19.2 ตามล าดบั 
  ในปี ค.ศ. 2013 ไลท์ และคนอื่นๆ (Leite; et al. 2013: 56-69) ไดศ้กึษาความ
หลากหลายของราเอนโดไฟท์ ในใบถัว่เหลอืง  2 สายพนัธุ ์ (Monsoy และ Conquista) โดย
ท าการศกึษาล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS rDNA ของราทัง้หมด 62 ชนิด จากผลการศกึษาพบรา
ในไฟลมั Ascomycota เป็นราเด่นในสายพนัธุ์ Monsoy และ Conquista มากถงึรอ้ยละ 99 และ 
95.2 ตามล าดบั ในขณะทีเ่ป็ นราในไฟลมั Basidiomycota เพยีงรอ้ยละ 1 และ 4.8 ตามล าดบั 
การศกึษาครัง้นี้ไดพ้บ ราเอนโดไฟท์ หลาย ชนิด ในถัว่เหลอืงเป็นครัง้แรก ดงันี้ Ampelomyces, 
Annulohypoxylon, Guignardia, Leptospora, Magnaporthe, Ophiognomonia, Paraconiothyrium, 
Phaeosphaeriopsis, Rhodotorula, Sporobolomyces และ Xylaria ซึง่ราในสกุล Annulohypoxylon     
ทีพ่บไดแ้ก่ A. stygium เป็นตน้  
 
 
4. การศึกษาสารเมแทบอไลตข์องราสกลุ Annulohypoxylon และสกลุใกล้เคียง 
 การศกึษาสาร เมแทบอไลต์ ในราสกุลต่างๆ ของวงศ ์ Xylariaceae รวมทัง้ในสกุล 
Annulohypoxylon นัน้ มกีารศกึษาอยา่งแพรห่ลาย เนื่องจากเป็นรา ชนิดทีส่ามารถเพาะเลีย้งได้ งา่ย
ในหอ้งปฏิบตักิาร ประกอบกบัสโตรมาของ ราบางชนิดมสีซีึง่งา่ยต่อการสกดั อกีทัง้สทีีพ่บในแต่ละ
ชนิดของรานัน้มคีวามแตกต่างกนั การศกึษาสาร เมแทบอไลต์ของรากลุ่มนี้พบว่า มกีารศกึษ าตัง้แต่
ปี ค.ศ. 1961 (Miller. 1961: 1-158) ซึง่มรีายงานมากกว่า 100 ชนิด จากราวงศ ์Xylariaceae สาร
บางชนิดเหล่านี้ สามารถใชใ้นการจดัจ าแนกชนิด ของราได้ ในขณะทีส่ารบางชนิดเป็นสารออกฤ ทธิ ์
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ทางชวีภาพ และบางชนิดเป็นสารชนิดใหม ่ (Stadler; et al. 2001: 1191-1205; Stadler; Ju; & 
Rogers. 2004: 239-256) 
  
 4.1 การศึกษาสีของสโตรมา (Stromatal pigments) 
  เมด็สขีองสโตรมาในระยะที่ ราเจรญิเตม็ที ่หรอืแกรนูลทีผ่วิของสโตรมา สามารถท า
ปฏกิริยิากบัสารละลายโพแทสเซยีมไฮดรอกไซด ์ (KOH) เขม้ขน้ 10% เกดิสไีด้หลายส ีซึง่น ามาใช้
ในการจ าแนกราบางชนิดได ้เช่น  Annulohypoxylon nitens กบั A. purpureonitens ทีม่ลีกัษณะทาง
สณัฐานวทิยาทีค่ลา้ยคลงึกนัมาก ไดแ้ก่  ลกัษณะของสโตรมา และ ขนาด ส ี รปูรา่งของแอสโคสปอร ์
แต่การเกดิปฏกิริยิาเคมกีบัสารละลาย KOH 10% ใหส้ทีีแ่ตกต่างกนั คอื สเีขยีวมะกอก (olivaceous) 
และสมีว่ง (vinaceous purple) ตามล าดบั (Ju; & Rogers. 1996: 1-365) ในปี ค.ศ. 1970 กรนีฮอลล ์
และวลัเลย ์(Greenhalgh; & Whalley. 1970: 89-96) ไดท้ าการศกึษาเกีย่วกบัความหลาก หลายของ
สารสบีรเิวณสโตรมาของ รา Hypoxylon ดว้ยเทคนิค thin layer chromatography (TLC) โดยสกดั
สารสีจากบรเิวณสโตรมา ของราดว้ยสารละลายเอธลิอะซเีตท (ethyl acetate) จากการศกึษาพบว่า
สารสกดัทีแ่ยกไดจ้าก ราแต่ละชนิ ดนัน้ ใหแ้ถบแบนบนแผ่น TLC ทีแ่ตกต่างกนัออกไป อกีทัง้ยงั
พบว่าชนิดของซบัสเตรตทีร่าอาศยัอยูน่ัน้ ส่งผลใหส้ขีองแถบทีไ่ดน้ัน้มคีวามเขม้แตกต่างกนัอกีดว้ย 
อาจเป็นเพราะสาร เคมทีีม่อียูต่ามธรรมช าตขิองซบัสเตรตแต่ละชนิดที่แตกต่างกนั ต่อมา สเตงลชิช ์
คาร ์และเฟอรท์เนอร ์ (Steglich; Klarr; & Furtner. 1974: 2874-2875) ศกึษาสารประกอบชนิดแรก
ทีส่กดัไดจ้ากสโตรมาของ H. fragiforme คอื mitorubrins ซึง่ต่อมาไดม้ีการศกึษาสารสกดัจาก   
สโตรมาของราสกุล Hypoxylon และสกุลอื่นๆ ในวงศ ์Xylariaceae เพิม่มากขึน้ 
  ในงานวจิยัของ แอนโทนี่ วลัเลย ์และมาการเ์รต วลัเลย์  (Whalley; & Whalley. 1977: 
99-103) ไดส้กดัสจีากสโตรมาของราสกุล Hypoxylon ดว้ยสารละลายเอธลิอะซเีตท และศกึษาการ
จดักลุ่มโดยการวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค TLC พบว่า สามารถจัดกลุ่มราสกุล Hypoxylon ไดห้ลายชนิด 
แต่ในกลุ่มสปีชสีท์ีซ่บัซอ้น เช่น H. rubiginosum ทีพ่บในยโุรปไมส่ามารถจ าแนกได้ นอกจากนี้รา  H. 
stygium (synonym ของ Annulohypoxylon stygium) และ H. michelianum พบว่าไมเ่กดิส ีซึง่อาจ
เกดิจากระยะการเจรญิสโตรมาของตวัอยา่งทีศ่ึ กษา ทัง้นี้จากการศกึษาของ  เอด็เวริด์  และคนอื่นๆ 
(Edward; et al. 1991: 1009-1010) พบสารสเีขยีว (green pigments) ในเสน้ใยของ รา H. 
fragiforme และ H. howeianum เมือ่เพาะเลีย้งในอาหาร แขง็ malt extract เมือ่ศกึษาโครงสรา้งทาง
เคมขีองสารดงักล่าวโดยใหช้ื่อสารชนิดนี้ ว่า hypoxyxylerone เป็นตน้ นอกจากนี้ จ ู และโรเจอรส์ 
(Ju; & Rogers. 1996: 1-365) ยงัพบว่า เมือ่ท าการตดับรเิวณสโตรมาของราสกุล Annulohypoxylon 
และ Hypoxylon แลว้ท าปฏกิริยิากบัสารละลาย  KOH เขม้ขน้ 10% ราแต่ละชนิดจะใหส้ารสทีี่
แตกต่างกนัแสดงดงัตาราง 6 
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ตาราง 6 ชนิดของสารสทีีพ่บในราสกุล Annulohypoxylon ซึง่ไดจ้ากบรเิวณสโตรมาเมือ่ท าปฏกิริยิา
กบัสารละลายโพแทสเซยีมไฮดรอกไซด์ (KOH) เขม้ขน้ 10% 

 
สทีีไ่ดเ้มื่อท า 

ปฏกิริยิากบั KOH 10% 
ชนิดของรา เอกสารอา้งองิ 

greenish olivaceous 
(90) 

A. annulatum, A. archeri, A. atroroseum, A. bovei var. 
microspora,   A. cohaerens, A. discophorum, A. leptascum, A. 
leptascum var. macrosporum, A. moriforme, A. moriforme var. 
microdiscus, A. multiforme, A. multiforme var. alaskense, A. 
nitens, A. nothofagi,     A. pouceanum, A. stygium, A. stygium 
var. annulatum, A. truncatum 

Ju; & Rogers. 1996: 
203-232; Thienhirun. 
1997: 124-204 

olivaceous (48) A. multiforme, A. multiforme var. alaskense, A. pouceanum Ju; & Rogers. 1996: 
203-232 

dull green (70) A. macrodiscum, A. maeteangense, A. microcarpum, A. 
pyriforme,  A. thoursianum, A. thoursianum var. macrosporum 

Ju; & Rogers. 1996: 
215, 224, 227; 
Fournier; et al. 2010: 
32; Pereira; et al. 
2010: 250 

vinaceous purple (101) A. purpureonitens, A. purpureopigmentum, A. urceolatum Ju; & Rogers. 1996: 
224, 232; Pereira; et 
al. 2010: 250 

red orange (7) A. gombakense, A. ilanense Hsieh; et al. 2005: 
844-865 

dilute isabelline (65) A. bahnphadengense, A. cohaerens Fournier; et al. 2010: 
30; Ju; & Rogers. 
1996: 209 

livid red (56)  และ 
vinaceous (57) 

A. minutellum Ju; & Rogers. 1996: 
211 

vinaceous gray (116) A. hemicarpum Pereira; et al. 2010: 
250 

citrine green (67) A. michelianum Ju; & Rogers. 1996: 
214 

ไมม่สี ี A. austrobahiense, A. bovei, A. hians, A. pseudostipitatum Ju; & Rogers. 1996: 
203-232; Pereira; et 
al. 2010: 248 

 
หมายเหตุ : ในวงเลบ็คอื หมายเลขสเีมือ่เทยีบเคยีงกบัแผ่น สมีาตรฐาน ของ Rayner. (1970). 

(ภาคผนวก ฉ) 
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 4.2 การศึกษาสารเมแทบอไลตด้์วยเทคนิค high performance liquid chromatography 
(HPLC) 
  วลัเลย ์และเอด็เวริด์  (Whalley; & Edwards. 1995: S802-810) ไดศ้กึษาสาร            
เมแทบอไลต์ ของราสกุลต่างๆ ในวงศ ์ Xylariaceae และจดักลุ่มความสมัพนัธข์อง รากบัชนิดของ
สารเคมี ซึง่สารเคมสี่วนใหญ่ของ ราในกลุ่ม Hypoxyloideae (Annulohypoxylon, Hypoxylon และ
สกุลอื่นๆ ทีเ่กีย่วขอ้ง หรอืมี การสบืพันธุแ์บบไมอ่าศยัเพศ แบบ Nodulisporium-like พบว่าเป็นสาร
ในกลุ่มพอลคีไีทด ์(polyketides) ซึง่สงัเคราะหม์าจากเอนไซมใ์นกลุ่มพอ ลคีไีทดซ์นิเทส (polyketide 
syntases) งานวจิยัของ สเตดเลอร์ และโฟรเ์นียร์ (Stadler; & Fournier. 2006: 160-170) พบ
รปูแบบทางเคม ี (chemotype) ของการตรวจพบสาร และไมพ่บสารบางชนิดในส่ วนสโตรมาของรา
อกีดว้ย  (แสดงดงั ตาราง 7) ซึง่สนบัสนุนความสมัพนัธเ์ ชงิเคมรีะหว่างสกุลต่างๆ ของ ราในกลุ่ม  
Hypoxyloideae  
 
 
ตาราง 7 ชนิดของสารทีต่รวจพบจาก ราในกลุ่ม  Hypoxyloideae ทีไ่ดจ้ากการศกึษาดว้ย เทคนิค 

high performance liquid chromatography (HPLC) 
 

รปูแบบทางเคมี
(Chemotype) 

ชนิดของสารทุตยิภมูหิลกั 
(Typical major secondary metabolites) 

สกุลและสปีชสีข์องรา 
(Genera, species) 

A Azaphilones of the mitoburin family:  
   mitoburin, mitorubrinol, hypomiltin,  
   rubiginosin C, rutilin และ orsellic acid 

Hypoxylon (H. rubiginosum,  
H. fragiforme, H. perforatum),  
Entonaema, Pyrenomyxa 

B Azaphilones of the daldinin family:  
   daldinin C, daldinin E & F และ  
   daldinin A 

Hypoxylon (H. fuscum, H. 
anthochroum, H. macrosporum), 
Daldinia, Phylacia 

C Naphthalenes: binaphthalene (BNT)  
   และ daldinone A  

Hypoxylon (H. monticulosum, 
H. invesnitens), 
Annulohypoxylon, Daldinia 

 

 
 ทีม่า: Stadler; & Fournier. (2006). Pigment Chemistry, Taxonomy and Phylogeny of 
the Hypoxyloideae (Xylariaceae). Revista Iberoamericana de Micologia. 23: pp. 160-170. 
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  ควาง และคนอื่นๆ (Quang; et al. 2005: 797-809) ไดค้น้พบสารเมแทบอไลต์ที่
ส าคญัจากรา Annulohypoxylon cohaerens โดยท าการสกดัสารจากบรเิวณสโตรมาดว้ย สารละลาย
เมทานอล (methanol) และเปรยีบเทยีบ กบัราชนิดอื่นๆ ในสกุล Annulohypoxylon ดว้ยเทคนิค  
HPLC พบว่ารา A. cohaerens สามารถผลติสารชนิดใหมใ่นกลุ่ม azaphilones มชีื่อว่า cohaerins 
A และ cohaerins B ส่วนสารเมแทบอไลตท์ีพ่บมากทีสุ่ดในราสกุล Annulohypoxylon คอื binapthalene 
(BNT) ซึง่สามารถพบไดใ้นทุกชนิดตวัอยา่ง ทัง้นี้ชนิดของสารทีพ่บใน ราสกุล Annulohypoxylon ซึง่
วเิคราะหด์ว้ยเทคนิค HPLC จากการทดลองแสดงดงัตาราง 8  
  จากตาราง 8 จะแสดงใหเ้หน็ว่าสารเมแทบอไลตข์องราสกุล Annulohypoxylon ทีส่กดั
ไดจ้ากสโตรมา  เมือ่น ามาวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค  HPLC พบสารส าคญั  3 ชนิด คอื binaphthalene  
(BNT), truncatone และ daldinone A ซึง่สอดคลอ้งกบัการรายงานของโฟรเ์นียร ์และคนอื่นๆ  
(Fournier; et al. 2010: 23-36) แสดงดงัภาพประกอบ 5 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพประกอบ 5 โครงสรา้งของสารเมแทบอไลตท์ีไ่ดจ้ากสโตรมาของราสกุล Annulohypoxylon 
 
 ทีม่า: Fournier; et al. (2010). The New Genus Rostrohypoxylon and Two New 
Annulohypoxylon Species from Northern Thailand. Fungal Diversity. 40: p. 28. 
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ตาราง 8   ตวัอยา่ง สาร เมแทบอไลต์ ของรา บางชนิด ในสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้าก การ
วเิคราะหด์ว้ยเทคนิค HPLC 

 

ชนิดของรา สารเมแทบอไลต ์
binapthalene cohaerins daldinone A truncatone 

Annulohypoxylon annulatum +/++ - - ++ 
A. archeri + - - - 
A. atroroseum (+) - - - 
A. bovei + - ++ - 
A. bovei var. microspora ++ - + ++ 
A. cohaerens ++ ++ - - 
A. gombakense (+) - - - 
A. hians (+) - - - 
A. ilanense ++ - - - 
A. leptascum var. macrosporum ++ - - - 
A. michelianum (+) - - - 
A. minutellum  +/(+) - - - 
A. moriforme var. microdiscus ++ - - - 
A. multiforme ++ - - - 
A. multiforme var. alaskense ++ - - - 
A. nitens ++ - - ++ 
A. nothofagi ++ - - - 
A. pyriforme (+) - ++ - 
A. purpureonitens ++ - - - 
A. stygium (+)/+ - +/++ (+)/++ 
A. stygium var. annulatum + - ++ (+) 
A. thoursianum ++ - - ++ 
A. thoursianum var. macrosporum  ++ - - ++ 
A. truncatum (BPI specimens) +/(+) - -/+ -/+ 
A. cf truncatum (La Reunion) ++ - - - 
A. urceolatum (+) - - - 

 
หมายเหตุ: ก าหนดเครือ่งหมายแสดงค่าการดดูกลนืแสงของสาร สกดัทีค่วามยาวคลื่น 210 นาโนเมตร 

ดงันี้ (+) หมายถงึมคี่าน้อยกว่า 2%, เครือ่งหมาย + หมายถงึ มคี่า 5-10%, เครือ่งหมาย ++ 
หมายถงึ มคี่ามากกว่า 10% และเครือ่งหมาย – หมายถงึไมส่ามารถวดัค่าการดดูกลนืแสงได ้

 

 ทีม่า: Quang; et al. (2005). Cohaerins A and B, Azaphilones from the Fungus 
Hypoxylon cohaerens, and Comparison of HPLC-Based Metabolite Profiles in Hypoxylon 
sect. Annulata. Phytochemistry. 65: p. 801. 
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  ต่อมาในปี ค.ศ. 2006 ควาง และคนอื่นๆ (Quang; et al. 2006: 6349-6354) ได้ท า 
การศกึษาสารสกดัจาก รา A. cohaerens อกีครัง้ ซึง่ในครัง้นี้พบว่าราสามารถผลติสารชนิดใหมใ่น
กลุ่ม azaphilones เพิม่อกี 4 ชนิด คอื cohaerins C, D, E และ F (ภาพประกอบ 6) รวมทัง้สาร  
4,5,4’,5’- tetrahydroxy-1 และ 1’- binaphthyl   
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
ภาพประกอบ 6 โครงสรา้งของสารเมแทบอไลต์ทีไ่ดจ้ากรา Annulohypoxylon cohaerens 
 
  ทีม่า: Quang; et al. (2006). Cohaerins C-F, Four Azaphilones from the 
Xylariaceous Fungus Annulohypoxylon cohaerens. Tetrahedron. 62: p. 6351. 
 

  ในการศกึษาครัง้นี้ยงัไดท้ าการทดสอบความสามารถในการยบัยัง้จลุชพี  (antimicrobial 
activity) ของสารเมแทบอไลต์ทีไ่ด้จากสโตรมาของราเทยีบกบัสาร cohaerins A (Quang; et al. 
2005: 797-809) และสาร multiformin B (Quang; et al. 2005: 1058-1062) ซึง่ไดจ้ากการศกึษา
ก่อนหน้านี้ โดยเทยีบกบัยาปฏชิวีนะ (penicillin G และ actinomycin D) ดว้ยวธิี agar diffusion 
assay ทดสอบการยบัยัง้ เชือ้ Bacillus subtilis และ เชือ้ Yarrowia lipolytica พบว่าสารเมแทบอไลต์ 
cohaerins C–F ซึง่ไดจ้ากรา A. cohaerens STMA 05296 มปีระสทิธภิาพในการตา้นจลุชพีได้
ดกีว่าสาร cohaerins A และ multiformin B ทีไ่ดจ้ากการทดลองก่อนหน้านี้  และยงัมคีุณสมบตัใิน
การตา้นจลุชพีแบบไมจ่ าเพาะ (non-selective) ซึง่ต่างจากยาปฏชิวีนะมาตรฐาน ที่ มปีระสทิธภิาพ
ในการยบัยัง้เชือ้แต่ละชนิดไดส้งู แต่คณุสมบตัใินการตา้นจลุชพีจะมคีวามจ าเพาะต่อเชือ้ ชนิดใดชนิด
หนึ่งเท่านัน้  

cohaerins C (C28H34O7) cohaerins D (C28H32O7) 

cohaerins E (C28H30O6) cohaerins F (C27H36O6) 
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  ปี ค.ศ. 2011 เชง และคนอื่นๆ (Cheng; et al. 2011: 536-540) ไดท้ าการศกึษาสาร       
เมแทบอไลต์จากราเอนโดไฟท์ Annulohypoxylon bovei var. microspora (BCRC 34012) ทีแ่ยกได้
จากขา้ว  (Oryza sativa) โดยการสกดัดว้ย สารละลาย เอทานอล  (ethanol) เขม้ขน้ 95% และ
วเิคราะหด์ว้ยวธิี  TLC พบว่าไดส้ารชนิดใหม่ ในกลุ่ม azaphilone ชื่อว่า annulohypoxyboverin 
(แสดงดงัภาพประกอบ 7) พรอ้มดว้ยสารอื่นๆ อกี 12 ชนิด  
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 7 โครงสรา้งทางเคมขีองสาร annulohypoxyboverin ทีส่กดัไดจ้ากรา Annulohypoxylon 
bovei var. microspora (BCRC 34012) 

 

 ทีม่า: Cheng; et al. (2011). Secondary Metabolite from the Endophytic Fungus 
Annulohypoxylon bovei var. microspora BCRC 34012. Chemistry of Natural Compounds. 
47(4): p. 537. 
 

  ต่อมา เชง และคนอื่นๆ (Cheng; et al. 2012: 219-223) ไดท้ าการศกึษาสาร           
เมแทบอไลต์จากราเอนโดไฟท์  Annulohypoxylon squamulosum (BCRC 34022) ทีแ่ยกไดจ้าก
เปลอืกล าตน้ของพชืสมนุไพร Cinnamomum sp. ท าการสกดัดว้ยสารละลายเอทานอลเขม้ขน้  95% 
และวเิคราะหด์ว้ยวธิี TLC เช่นเดยีวกบัการศกึษาก่อนหน้านี้ พบว่าไดส้ารอนุพนัธ ์dihydrobenzofuran-2,4-
dione ชนิด ใหม ่ชื่อว่า annulosquamulin (ภาพประกอบ 8) พรอ้มดว้ยสารอื่นๆ อกี 10 ชนิด 
นอกจากนี้ยงัพบว่าสารเมแทบอไลตบ์างชนิดทีไ่ดจ้ากรานี้ มคีุณสมบตัเิป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็อกีดว้ย  
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 8 โครงสรา้งทางเคมีของสาร annulosquamulin ทีส่กดัไดจ้ากรา  Annulohypoxylon 
squamulosum (BCRC 34022) 

 

 ทีม่า: Cheng; et al. (2012). Secondary Metabolites and Cytotoxic Activities from the  
Endophytic Fungus Annulohypoxylon squamulosum. Phytochemistry Letters. 5: p. 220. 
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5. การศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดข์องราสกลุ Annulohypoxylon และสกลุใกล้เคียง   
 เนื่องจากการจดัจ า แนกชนิดของ ราสกุล  Annulohypoxylon โดยอาศยัลกัษณะทาง    
สณัฐานวทิยานัน้มขีอ้จ ากดัหลายประการ  เช่น ตวัอย่างราทีศ่กึษาต้องเป็นระยะทีเ่จรญิเตม็ที่  และ
เป็นตวัอย่างที่สมบรูณ์จงึจะสามารถศกึษาลั กษณะต่างๆ ได้ครบถ้วน รวมทัง้ตวัอย่างที่ศกึษาควร
เพาะเลีย้งได้บนอาหารเลีย้งเชือ้เพื่อศกึษาระยะการสบืพนัธุ์ แบบไม่อาศยัเพศ ซึง่มคีวามส าคญัใน
การจ าแนกชนิดทีม่คีวามใกลเ้คยีงกนัสงูออกจากกนัได ้นอกจากนี้ยงัมรีายงานว่ามคีวามหลากหลาย
ของราสงู จงึยากต่อการจดัจ าแนกชนิดในระดบัสปีชสี ์ซึง่ในปจัจบุนัเทคนิคทางชวีวทิยาโมเลกุลโดย
การหาล าดบันิวคลโีอไทดไ์ด้น ามาใช้อย่างกว้างขวาง และพบว่ามปีระสทิธภิาพทีด่ ีสามารถใชช้่วย
ในการจดัจ าแนกชนิดราที่ยากต่อการระบุชนิด  หรอืชนิดทีซ่บัซ้ อนได้ด ี ส่วนล าดบันิวคลโีอไทด์ที่
นิยมน ามาใช้ในการศกึษาเพื่อการระบุชนิด  เช่น บรเิวณ ribosomal DNA (rDNA) และ internal 
transcribed spacers (ITS) รวมทัง้ยนี ของ  alpha-actin, beta-tubulin, RNA polymerase I 
(RPB1) และ II (RPB2) และ elongation factor I (EF1) เป็นต้น (Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 
844-865; Rehner; & Buckley. 2005: 84-98; Suwannasai; et al. 2005: 303-324; Triebel; et al. 
2005: 25-43; Tang; Jeewon; & Hyde. 2007: 392-402; Spribille; Klug; & Mayrhofer. 2011: 
603-614; Hansen; et al. 2013: 311-335) 
 บรเิวณ ITS เป็นบรเิวณทีน่ิยมใชใ้นการจดัจ าแนกชนิดของรา และศกึษาความสมัพนัธ์เชงิ
ววิฒันาการ เนื่องจากสามารถพบไดใ้น ราทุกชนิด ต าแหน่งของไพร์เมอร์ทีใ่ช้ในการศกึษาส่วนใหญ่ 
(แสดงดงัภาพประกอบ 9) จะอยูบ่รเิวณ ITS1-5.8S-ITS2 และมขีนาดแตกต่างกนั ในราแต่ละชนิดอยู่
ในช่วงประมาณ 500 - 900 คู่เบส ถงึแมว้่าปจัจบุนัจะยงัไม่ทราบถงึบทบาทหน้าทีข่องบรเิวณ  ITS ที่
มต่ีอราแต่พบว่าเป็นบรเิวณที่ล าดบันิวคลโีอไทด์มคีวามแปรผนัทางพนัธุกรรม สงู เหมาะส าหรบัการ
จดัจ าแนกความแตกต่างของราในระดบัสปีชสี์ (White; et al. 1990: 315-322; Baldwin; et al. 1995: 
247-277) นอกจากนี้ยงัพบว่าบรเิวณ ITS มจี านวนซ ้า (copy number) ของชุด ribosomal DNA สงู 
ท า ให้ ง่าย ต่อการวเิคราะห์ โดยวธิกีารเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอด้ วยปฏกิริยิาลกูโซ่ พอลเิมอเร ส 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) จากตวัอย่างทีม่ปีรมิาณดเีอน็เอเพยีงเลก็น้ อย (Carbone; & 
Kohn. 1999: 553-556) 
 
 



29 
 

 
ภาพประกอบ 9 ต าแหน่งของไพรเ์มอรท์ีใ่ชใ้นการเพิม่จ านวนดเีอน็เอบรเิวณ rDNA และ ITS 
 
 ทีม่า: http://biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.html (online) 
 
 การศกึษาล าดบันิวคลโีอไทด์ ของราสกุล Hypoxylon เริม่ในปี ค.ศ. 2000 โดย ซานเชส และ
คนอื่นๆ (Sánchez-Ballesteros; et al. 2000: 964-977) ได้ศกึษาบรเิวณ  ITS ของราบางชนิดใน
สกุล Biscogniauxia, Camillea, Creosphaeria, Hypoxylon, Kretzschmaria, Nemania และ 
Whalleya ซึง่เป็นราในวงศ์ Xylariaceae พบว่า ราชนิดต่างๆ ในสกุล Hypoxylon มคีวามสมัพนัธ์
กนัแบบ monophyletic แต่พบว่าล าดบันิวคลโีอไทด์ของ ITS ไม่สามารถแยกกลุ่ มของราทัง้สอง  
sections ของ Hypoxylon (Hypoxylon sect. Annulata (Annulohypoxylon) และ Hypoxylon sect. 
Hypoxylon) ออกจากกนัได ้แต่จากการศกึษาครัง้นี้ สามารถแยกราออกไดอ้ย่างน้อย 2 กลุ่มใหญ่ทีม่ ี
ลกัษณะของการสบืพนัธุ์ แบบไม่อาศยัเพศต่างกนั คอื (1) กลุ่มทีส่ร้างลกัษณะการสบืพนัธุไ์มอ่าศยั
เพศแบบ Nodulisporium หรอื Nodulisporium-like anamorph และ (2) กลุ่มทีส่ร้างลกัษณะการ
สบืพนัธุไ์มอ่าศยัเพศแบบ Geniculosporium หรอื Geniculosporium-like anamorph  
 การศกึษาล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ  ITS ไดน้ ามาใช้ในการอธบิายความสมัพนัธข์อง รา   
อนัดบั Xylariales โดย ทรเีบลและคนอื่นๆ (Triebel; et al. 2005: 25-43) พบว่า แผนภมูเิชงิ
ววิฒันาการทีส่รา้งจาก บรเิวณ ITS สามารถแบ่ งกลุ่มของราอั นดบั Xylariales ไดต้ามวงศต่์างๆ 
ไดแ้ก่ Amphisphaeriaceae, Apiosporaceae, Diatrypaceae, Hyponectriaceae และ Xylariaceae 
ซึง่ในวงศ ์Xylariaceae สามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มหลกัตามลกัษณะของ ลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบ
ไมอ่าศยัเพศคอื (1) Geniculosporium-like anamorph ไดแ้ก่ ราในสกุล Entoleuca, Kretzschmaria, 
Nemania, Rosellinia และ Xylaria (2) Nodulisporium-like anamorph ไดแ้ก่  ราในสกุล 
Biscogniauxia และ Camillea และกลุ่ม (3) Nodulisporium-like anamorph ทีป่ระกอบดว้ยรา ใน
สกุล Daldinia, Entonaema และ Hypoxylon (sect. Hypoxylon และ sect. Annulata) 
 ต่อมา สุวรรณาศรยั และคนอื่นๆ (Suwannasai; et al. 2005: 303-324) ศกึษาราสกุล 
Hypoxylon และสายพนัธุใ์กลเ้คยีงในประเทศไทย โดยอาศยัล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS รว่มกบั 
ขอ้มลูทางสณัฐาน วทิยา  พบว่า สามารถระบุชนิดของ ราใหม่ ไดจ้ า นวน 3 สปีชสี์  (Hypoxylon  

http://biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.html
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kanchanapisakii, H. suranarii และ H. sublenormandii) ทัง้นี้ขอ้มลู ITS ไมส่นบัสนุนการแบ่ง 
section ของราสกุล Hypoxylon sect. Annulata ออกจาก Hypoxylon sect. Hypoxylon 
เช่นเดยีวกบัการศกึษาของซานเชสและคนอื่นๆ (Sánchez; et al. 2000: 964-977) 
 ในปีเดยีวกนั  เฮช จ ูและโรเจอรส์  (Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865) ได้
ท าการศกึษาราในวงศ์ Xylariaceae โดยเน้นราสกุล Hypoxylon ทัง้ 2 sections และกลุ่มราทีม่กีาร
สบืพนัธุ์ไมอ่าศยัเพศแบบ Nodulisporium-like โดยศกึษายนี alpha-actin และ beta-tubulin (แสดง
ดงัภาพประกอบ 10) และสรา้งแผนภมูิววิฒันาการตน้ไม้ (phylogenetic trees) พบว่าสามารถแยก
กลุ่มของราออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ ไดแ้ก่ กลุ่มที ่1 เป็นราในสกุล Hypoxylon sect. Annulata กลุ่มที ่2 
เป็นราในสกุล Biscogniauxia และ กลุ่มที ่3 เป็นราในสกุล Hypoxylon sect. Hypoxylon และ 
Daldinia จากผลการศกึษาท าใหแ้ยกราสกุล  Hypoxylon sect. Annulata ออกจาก Hypoxylon sect. 
Hypoxylon ไดเ้ป็นสกุลใหม ่คอื Annulohypoxylon ดงันัน้ราสกุล Hypoxylon จงึประกอบดว้ย รา 
Hypoxylon sect. Hypoxylon เท่านัน้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 10 ต าแหน่งของไพรเ์มอรท์ีใ่ชใ้นการเพิม่จ านวนดเีอน็เอบรเิวณยนี beta-tubulin 
 

  ทีม่า: http://www.lutzonilab.net/primers/page246.shtml (online) 
 
 ตงั จวีอน และไฮด ์(Tang; Jeewon; & Hyde. 2007: 392-402) ไดศ้กึษาความสมัพนัธเ์ชงิ
ววิฒันาการของราสกุล Nemania และสกุลใกลเ้คยีงอื่นๆ ในวงศ ์Xylariaceae ทีพ่บระหว่างการ
ส ารวจราในประเทศไทย โดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวทิยา รว่มกบัการศกึษาล า ดบันิวคลีโอไทด์
บรเิวณ ITS และ RNA polymerase ll (RPB2) พบว่า สามารถจ าแนกรา สกุล Nemania ชนิดใหมไ่ด ้
คอื Nemania plumbea A.M.C. Tang, R. Jeewon & K.D. Hyde โดยพบว่ามกีารสบืพนัธุแ์บบไม่
อาศยัเพศแบบ  Geniculosporium-like และเมื่ อท าการสรา้งแผนภมูวิวิฒันาการ ตน้ไม ้พบว่า รา      
N. plumbea มคีวามใกลเ้คยีงกับรา N. aenea จากผลการศกึษาแสดงใหเ้หน็ว่าการศกึษาล า ดบั            

http://www.lutzonilab.net/primers/page246.shtml
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นิวคลโีอไทดบ์รเิวณ  ITS และ RPB2 สามารถใชจ้ดักลุ่มหรอืจดั จ าแนก ราชนิด ใหมใ่นวงศ ์
Xylariaceae ได ้
 เปเลซ และคนอื่นๆ  (Peláez; et al. 2008: 111-134) ไดศ้กึษาคว ามสมัพนัธเ์ชงิ
ววิฒันาการของราในวงศ์ Xylariaceae บรเิวณ 5.8S rDNA และ ITS ของราจ านวน 15 สกุล 62 
ชนิด โดยใชข้อ้มลูจากฐานขอ้มลู GenBank วเิคราะหด์ว้ยวธิี  4 วธิ ี (maximum parsimony, 
neighbor-joining, maximum likelihood และ bayesian) พบว่า ใหผ้ลสอดคลอ้งกนัคอื ราในสกุล
Hypoxylon และสกุลใกลเ้คยีง ไดแ้ก่ Annulohypoxylon, Biscogniauxia, Camillea, Creosphaeria, 
Daldinia และ Whalleya รวมอยูใ่นกลุ่มเดยีวกนั ซึง่สนบัสนุนลกัษณะทางสณัฐานวทิยาทีใ่กลเ้คยีงกนั 
 ในการศกึษาของ ตงั จวีอน และไฮด์  (Tang; Jeewon; & Hyde. 2009: 127-155) ถงึ
ความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการของ ราในวงศ ์ Xylariaceae โดยใชล้ าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณต่ างๆ 
ไดแ้ก่ 5.8S rDNA-ITS, LSU rDNA, RPB2 และ beta-tubulin วเิคราะหแ์ต่ละบรเิวณแยกกนัและ
รวมกนั พบว่าใหผ้ลสอดคลอ้งกนัคอื สามารถจดักลุ่มของราในวงศ ์Xylariaceae ได ้2 กลุ่มใหญ่ คอื 
กลุ่มของ Hypoxyloideae และ Xylarioideae ผลการศกึษาในครัง้นี้สนบัสนุนขอ้มลูทางเ คมแีละ
ลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศของราทัง้ 2 กลุ่ม คอื Nodulisporium-like และ Geniculosporium-like 
anamorphs ตามล าดบั 
 เปอรโ์ซ และคนอื่นๆ (Peršoh; et al. 2009: 256-268) ไดใ้หค้วามสนใจในการศกึษารา  
Xylaria hypoxylon ซึง่มลีกัษณะทางสณัฐาน วทิยาทีห่ลากหลาย  และพบการกระจายในหลาย
ประเทศทัว่โลก โดยเลอืกศกึษาล าดบันิวคลโีอไทด์บรเิวณ 5.8S rDNA และ ITS พบว่าสามารถใชใ้น
การก าหนดขอบเขตและระบุชนิดของรา X. hypoxylon ได ้
 เฮช และคนอื่นๆ (Hsieh; et al. 2010: 957-969) ศกึษาความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการของ
ราสกุล Xylaria จ านวน 114 สปีชสี ์และสกุลใกลเ้คยีงอื่นๆ โดยเลอืกศกึษาบรเิวณยนี alpha-actin, 
beta-tubulin และ RPB2 พบว่า สามารถจดักลุ่มออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ คอื กลุ่มที ่ 1 เป็นราในสกุล  

Xylaria subgenus Pseudoxylaria กลุ่มที ่2 เป็นราในสกุล Podosordaria และ Poronia และกลุ่มที ่
3 เป็นราในสกุล Astrocystis, Amphirosellinia, Discoxylaria, Kretzschmaria และ Stilbohypoxylon 
ตามล าดบั 
 สุวรรณาศรยั และคนอื่นๆ (Suwannasai; et al. 2013: 1-8) ไดท้ าการศกึษาประสทิธภิาพ
ของการใช้ล าดบันิวคลโีอไทด์ บรเิวณ ITS ที่ปจัจบุนันิยมใชใ้นการ จดัจ าแนกชนิดรา โดยใช้ ล าดบั   
นิวคลโีอไทดข์อง ราสกุล  Annulohypoxylon และ Hypoxylon เป็นโมเดล ศกึษาจากตวัอยา่ง รา
จ านวน 552 ตวัอยา่งทีพ่บในประเทศไทย และ 265 ล าดบันิวคลโีอไทด ์ พบว่า การใชบ้รเิวณ ITS 
ศกึษา เพื่อ การจดัจ าแนกในระดบัสปีชสีน์ัน้  ควรเทยีบเคยีงล าดบันิวคลโีอไทดแ์บบ pairwise 
alignment รว่มกบั multiple alignment และอาจศกึษาบรเิวณอื่นรว่มดว้ย ทัง้นี้บรเิวณ ITS สามารถ
ใชใ้นการจดัจ าแนกชนิดของราทัง้สองสกุลได ้จากความสมัพนัธข์องแผน ภมูเิชงิววิฒันาการสามารถ
แยกราทีเ่ป็นสปีชสีซ์่อนเรน้ (cryptic species) ของ A. nitens ทีพ่บในประเทศไทยไดอ้กีดว้ย 
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 นอกจากการ ศกึษาบรเิวณ 5.8S nrDNA-ITS ยนี alpha-actin ยนี beta-tubulin และ 
RPB2 แลว้ ยงัมยีนี elongation factor 1-alpha (EF1-α) ทีน่ิยมใชใ้นการศกึษาความสมัพนัธข์อง รา
บางชนิด รวมไ ปถงึการจดัจ าแนกชนิดทีซ่บัซอ้น ซึง่ยนีบรเิวณนี้ท าหน้าทีใ่นการควบคุมการผลติ
โปรตนี EF1- α ทีม่ลี าดบัอนุรกัษ์สงู  (highly conserved) และมลีกัษณะเป็นยนีเดีย่ว (single copy 
gene) พบกระจายอยูท่ ัว่ไปในกระบวนการแปลรหสั (translation) ของยแูครโิอต (eukaryotes) ช่วย
เพิม่ประสทิธภิาพการท างานของเอนไซม ์ RNA polymerase ในขัน้ตอนการต่อสายของ พอลเีปปไทด ์
(polypeptide) มบีทบาทส าคญัในการน า aminoacyl tRNA เขา้มายงัต าแหน่ง A site ของไรโบโซม 
เพื่อใหก้รดอะมโินเชื่อมต่อกนัดว้ย พนัธะเปปไทด ์ (peptide bond) (Cho; et al. 1995: 650-656; 
Roger; et al. 1999: 218-233; Helgason; Watson; & Young. 2003: 127-132)  
 ในปี ค.ศ. 1998 โอดอนเนล และคนอื่นๆ (O’ Donnell; et al. 1998: 2044-2049) ได้
ออกแบบไพรเ์มอรท์ีจ่ าเพาะต่อ ยนี EF1- α ในการศกึษารากลุ่ม Pyrenomycetes (Ascomycota)  
ซึง่ต่อมาในปี ค .ศ. 2001 จงึไดอ้อกแบบไพรเ์มอรเ์พิม่เตมิส าหรบั การศกึษารากลุ่ม  Zygomycetes 
(Zygomycota) (O’ Donnell; et al. 2001: 286-296) (แสดงดงัภาพประกอบ 11) 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
ภาพประกอบ 11 ต าแหน่งของไพร์เมอร์ทีใ่ช้ในการเพิม่จ านวนดเีอน็เอบรเิวณยนี elongation factor 

1-alpha (EF1- α)  
 
 ทีม่า: Rehner. (2001). Primers for Elongation Factor 1- α (EF1- α): p. 2. 
 
 
 ในปี ค.ศ. 1999 โรเจอร ์และคนอื่นๆ (Roger; et al. 1999: 218-233) ศกึษาประสทิธภิาพ
ของยนี EF1- α ในการเป็นตัวเลอืกของการศกึษาความสมัพนัธ์ เชงิววิฒันาการส าหรบั ยแูครโิอต 
โดยการสรา้งแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม ้ (phylogenetic trees) วเิคราะหจ์ากล าดบันิวคลโีอไทดข์อง
ยนีบรเิวณ EF1- α และ SSUnrDNA ของเซลล์ยแูครโิอต (eukaryotic cell) และ Archaebacterial 
จากฐานขอ้มลู GenBank จากนัน้ทดสอบความสอดคลอ้งของแผนภมูทิีไ่ด ้ พบว่า มคีวามสอดคลอ้ง
กนัในการจดักลุ่มความสมัพนัธ์ ของยแูครโิอต โดยแยก Eukaryota ออกจาก Archabacteria ได้



33 
 

ชดัเจน รวมไปถงึการแยกสายววิฒันาการของสิง่มชีวีติในกลุ่ม  Metazoa, Fungi, Magnoliophyta 
และ Euglenozoa ไดอ้กีดว้ย  
 ในปี ค.ศ. 2003 เฮลกาสนั วตัสนั และยงั (Helgason; Watson; & Young. 2003: 127-
132) ไดศ้กึษาความสมัพนัธข์อง ราในกลุ่มอารบ์สัคลูารไ์มคอรไ์รซ า (arbuscular mycorrhizal (AM) 
fungi) โดยการสรา้งแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมจ้ากล าดบันิวคลโีอไทด ์ 3 บรเิวณคอื SSUnrDNA, ยนี 
alpha-actin และ ยนี EF1- α จากสปอรเ์ดีย่ว (single spore) ของรา Acaulospora laevis, Glomus 
caledonium, Gigaspora margarita และ Scutellospora dipurpurescens พบว่า มคีวามแปรผนัของ
ล าดบันิวคลโีอไทดภ์ายในสปอรต์วัอยา่งต ่า ยกเวน้ ล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ SSUnrDNA ในรา  
S. dipurpurescens และพบว่าล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี alpha-actin มคีวามเหมอืน สงูกว่ายนี 
EF1- α และเมือ่ท าการสรา้ง แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม้ จากล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนีทัง้สามรว่มกนั
พบว่า ราในกลุ่ม Zygomycete (อนัดบั Mortierellales) ถูกจดัใหม้คีวามสมัพนัธเ์ป็นกลุ่ม ยอ่ย (sister 
group) กบัราอารบ์สัคลูารไ์มคอรไ์รซาชนิดอื่นๆ ทีศ่กึษา 
 ต่อมาการศกึษาบรเิวณยนี EF1- α ไดข้ยายวงกวา้งมากขึน้ จนในปี ค .ศ. 2005 เรหเ์นอร ์
และ บคัเลย ์(Rehner; & Buckley. 2005: 84-98) ไดท้ าการศกึษาราสกุล Beauveria ซึง่จดัอยูใ่น
ไฟลมั Ascomycota (อนัดบั Hypocreales) และเป็นราอกีสกุลทีม่ปีญัหาเรือ่งความซบัซอ้นในการ
จ าแนกชนิด โดยการใชล้ าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS และยนี EF1- α ของรา Beauveria ในหลาย 
สปีชสี์รว่มกบัรา ในสกุล Cordyceps รวมทัง้สิน้  86 ไอโซเลท  แลว้สรา้งแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม้
ดว้ยวธิ ีmaximum parsimony (MP) และ bayesian likelihood พบว่า แผนภมูทิีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์
ล าดบันิวคลโีอไทดจ์ากทัง้สองบรเิวณ สามารถจ าแนกความสมัพนัธไ์ดท้ัง้หมด 6 กลุ่ม ซึง่สอดคลอ้ง
กบัลกัษณะทางสณัฐานวทิยา ของราแต่ละชนิดในระยะการสบืพนัธุแ์บบอาศยัเพศ และ ไมอ่าศยัเพศ 
ตามทีม่รีายงานก่อนหน้านี้ และแสดง ให้เหน็ถงึความสมัพนัธร์ะหว่าง ราสกุล  Beauveria กบั 
Cordyceps ทีม่คีวามใกลช้ดิกนัมาก และยากต่อการจดัจ าแนกชนิดได ้
 สปรบิลิล ์คลกั และเมย์ โรเฟอร ์(Spribille; Klug: & Mayrhofer. 2011: 603-614) ไดใ้ช้
ล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS ยนี EF1- α และ mini-chromosome maintenance complex 7 
(Mcm7) วเิคราะหค์วามสมัพนัธข์อง รา Mycoblastus sanguinarius (Mycoblastaceae, lichenized 
Ascomycota) ทีม่คีวามซบัซอ้น พบว่า จากแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม้ ของทัง้ 3 บรเิวณ สามารถ
จ าแนกรา M. sanguinarius ออกจาก M. affinis ดว้ยค่า bootstrap ทีส่งู และแสดงความสมัพนัธข์อง
ชนิดทีซ่บัซอ้นภายในสปีชสีร์ะหว่าง M. sanguinarius s. str., M. sanguinarius และ M. 
sanguinarioides ทีพ่บคนละทวปีออกจากกนัได ้แมว้่า การแตกกิง่ความสมัพนัธ์ ของแต่ละสปีชสีจ์ะ
แยกออกจากกนัดว้ยค่า bootstrap ทีไ่มส่งูนกั แต่อยา่งไรกต็ามขอ้มลูการศกึษาลกัษณะทางเคมดีว้ย
วธิ ีthin layer chromatography (TLC) แสดงใหเ้หน็ว่า  M. sanguinarius ในแต่ละทวปีมลีกัษณะ
ของกรดไขมนั (fatty acid profile) ทีแ่ตกต่างกนั ซึง่สอดคลอ้งกบัการแตกกิง่ความสมัพนัธใ์น
แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม ้ทัง้นี้เมือ่วเิคราะหข์อ้มลูของล าดบันิวคลโีอไทด ์ลกัษณะทางสณัฐานวทิยา 
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และลกัษณะทางเคมี รว่มกนั จงึแสดงใหเ้หน็ว่ารา  M. sanguinarius อาจก าลงัเกดิกระบวนการเกดิ  
สปีชสีใ์หม ่(speciation) กเ็ป็นได ้ 
 อยา่งไรกต็าม จากการศกึษาวจิยัทีผ่่านมายงัไมเ่คยมรีายงานการศกึษาล าดบันิวคลโีอไทด์
บรเิวณยนี EF1- α ในราวงศ ์Xylariaceae ซึง่รวมถงึราสกุล Annulohypoxylon มาก่อน 
 
 
6.  ความหลากหลายของ ราสกลุ Annulohypoxylon ในประเทศไทย  และ
ปัญหาในการจดัจ าแนกชนิด 
 แมว้่าในประเทศไทยจะมกีารศกึษาราสกุล Annulohypoxylon มาอยา่งต่อเนื่องแต่พบว่ามี
จ านวนน้อย นบัตัง้แต่ปี  ค.ศ. 1997 (Thienhirun. 1997: 1-355; Suwannasai: et al. 2005: 303-
324; Phosri; Suwannasai; & Whalley. 2008: 1-8; Fournier: et al. 2010: 23-36; Suwannasai: 
et al. 2013: 1-8) ซึง่มรีายงานแลว้  14 สปีชสี์ ไดแ้ก่ A. annulatum, A. archeri, A. atroroseum, A. 
bahnphadengense, A. bovei var. microspora, A. maeteangense, A. moriforme, A. moriforme 
var. microdiscus, A. nitens, A. pouceanum, A. purpureonitens, A. stygium, A. stygium var. 
annulatum และ A. urceolatum นอกจากนี้ยงัมรีายงานว่าบางชนิด ไมส่ามารถระบุชนิดไดอ้ยา่ง
ชดัเจน หรอืยากต่อการระบุชนิด  
 ในการศกึษาของเธยีรหริญั  (Thienhirun. 1997: 1-355) ไดส้ ารวจและเกบ็รวบรวม
ตวัอยา่งของราวงศ ์Xylariaceae ในประเทศไทย ไดม้ากกว่า 1,500 ตวัอยา่ง พบราทัง้หมด 17 สกุล 
จดัเป็นเป็นราสกุล Hypoxylon 28 สปีชสี์ จากทัง้ 17 สกุล นี้คาดว่าน่าจะพบราชนิดใหมม่ากกว่า 45 
สปีชสี์ แบ่งเป็นราสกุล Hypoxylon อยา่งน้อย 15  สปีชสี์ และราสกุล Xylaria อยา่งน้อย 30 สปีชสี์ 
ส่วนราสกุล Hypoxylon sect. Annulata (หรอื Annulohypoxylon) พบว่า สามารถจดัจ าแนกชนิดได้
เพยีง  9 สปีชสี ์จาก 42 สปีชสี์ทัว่โลก และจากการรายงานคว ามหลากหลายของ ราในประเทศไทย
ของ     สุรางค ์เธยีรหริญั (สุรางค ์เธยีรหริญั. 2545: 13-22) มรีายงานว่า พบราวงศ์ Xylariaceae 
ในพืน้ทีอุ่ทยานแห่ งชาติดอยอนิทนนท์ รวมทัง้หมด 7 สกุล 45 สปีชสี์  ซึง่เป็นราสกุล  Hypoxylon 
จ านวน 2 สปีชสี ์ คอื Hypoxylon monticulosum และ H. fendleri  และเป็น ราสกุล  
Annulohypoxylon จ านวน 4 สปีชสี ์คอื Annulohypoxylon archeri, A. bovei var. microspora, A. 
moriforme และ A. stygium ต่อมาเธยีรหริญั และวลัเลย์ (Thienhirun; & Whalley. 2004: 71-77) 
ไดร้ายงานจ านวนราวงศ ์Xylariaceae ทีพ่บในประเทศไทยจ านวน 20 สกุล มากกว่า 126 สปีชสี์ ซึง่
เป็นราในสกุล Hypoxylon และ Annulohypoxylon อยา่งน้อย 30 สปีชสี ์
 โพธิศ์รี สุววรณาศรยั และวลัเลย์ (Phosri; Suwannasai; & Whalley. 2008: 1-8) ได้
ศกึษาการกระจายของ ราสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon จากพืน้ที่ต่างๆ ทางภาคเหนือ
ของประเทศไทย พบว่า ราทีม่กีารกระจายสงูสุดในทุกพืน้ทีส่ ารวจ ไดแ้ก่ Annulohypoxylon nitens, 
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 A. moriforme และ Hypoxylon monticulosum ตามล าดับ นอกจากนี้ยงัพบว่ามี ราบางชนิดทีไ่ม่
สามารถระบุชนิดได ้เนื่องจากมคีวามหลากหลายทางสณัฐาน วทิยาสงู โดยเฉพาะสขีองสโตรมาและ
ขนาดของแอสโคสปอร ์เป็นตน้ 
 โฟรเ์นียร ์และคนอื่นๆ (Fournier; et al. 2010: 23-36) ไดศ้กึษาราวงศ์ Xylariaceae ใน
ภาคเหนือของประเทศไทย โดยอาศยัลักษณะทางสณัฐานวทิยา  รว่มกบัการศกึษาสารเมแทบอไลต์
ดว้ยเทคนิค high performance liquid chromatography (HPLC) และวเิคราะหโ์ครงสรา้งดว้ยเครือ่ง 
mass spectrophotometer (MS) โดยใชเ้มทานอลเป็นสารสกดัจากบรเิวณสโตรมาของ ราสกุล  
Annulohypoxylon ชนิด ต่างๆ  ผลการศกึษา พบราส กุลใหม่ ซึง่มเีพยีงชนิดเดยีว คอื ราสกุล
Rostrohypoxylon และพบ ราชนิดใหม่ ในสกุล  Annulohypoxylon จ านวน  2 สปีชสี์  คอื A. 
bahnphadengense พบบรเิวณบา้นผาแดง และ  A. maeteangense พบบรเิวณแมแ่ตง จงัหวดั
เชยีงใหม ่ 
 ในการศกึษาครั ้ งนี้ใหค้วามสนใจในการศกึษา ราในพืน้ทีเ่ขต รกัษาพนัธุส์ตัวป์า่ภเูขยีว 
จงัหวดัชยัภมู ิซึง่เป็นพืน้ทีท่ีม่คีวามอุดมสมบรูณ์สงู เป็นแหล่งตน้น ้าทีส่ าคญั และมคีวามหลากหลาย
ของพชืพรรณ เหมาะส าหรบัก ารเจรญิของเหด็รา ซึง่รวมทัง้ ราสกุล Annulohypoxylon เมือ่เรว็ๆ นี้
ในปี ค.ศ. 2011 สุวรรณาศรยั และคนอื่นๆ (Suwannasai; et al. 2011: 1-6) ได้รายงานผลการ
ส ารวจราในวงศ ์Xylariaceae จากเขตรกัษาพนัธุส์ตัวป์า่ภเูขยีว โดยศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยา
ของราทัง้หมด 270 ตวัอยา่ง  ทีเ่กบ็รวบรวมได้ ในปี ค.ศ. 2009 พบว่า สามารถจดั จ าแนกราได ้ 9 
สกุล อยา่งน้อย 61 ชนิด ไดแ้ก่  Annulohypoxylon, Biscogniauxia, Daldinia, Hypoxylon, 
Kretzschmaria, Nemania, Rosellinia, Rhopalostroma และ Xylaria โดยราสกุลทีพ่บมากทีสุ่ด 
ไดแ้ก่ Xylaria (รอ้ยละ 48), Hypoxylon (รอ้ยละ 28) และ Annulohypoxylon (รอ้ยละ 14) ตามล าดบั 
ในขณะที่ราสกุลทีพ่บน้อยทีสุ่ด คอื Kretzschmaria และ Rhopalostroma นอกจากนี้พบรามากกว่า 
50 ตวัอยา่ง ทีย่งัไมส่ามารถจดัจ าแนกชนิดได ้ซึง่เป็นราสกุล Hypoxylon อยา่งน้อย 5 ตวัอยา่ง และ 
Annulohypoxylon อยา่งน้อย 3 ตวัอยา่ง เนื่องจากความหลากหลายทางชวีภาพ และลกัษณะทาง
สณัฐานวทิยาทีใ่กลเ้คยีงกนัสงู  นอกจากนี้บางตวัอยา่งไมส่ามารถเพาะเลีย้งเพื่อศกึษาลกัษณะของ
การสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศได ้ 
 
 
ปัญหาในการจดัจ าแนกชนิดของราสกลุ Annulohypoxylon 
 ในการศกึษาราสกุล Annulohypoxylon ตัง้แต่ปี ค.ศ. 1997 จนถงึปจัจบุนั พบว่า มรีาบาง
ชนิดไมส่ามารถระบุชนิดไดอ้ยา่งชดัเจน  หรอืยากต่อการระบุชนิด  (Thienhirun. 1997: 1-355; 
Suwannasai: et al. 2005: 303-324; Phosri; Suwannasai; & Whalley. 2008: 1-8; Suwannasai: 
et al. 2011: 1-6) เนื่องจากราในกลุ่มนี้มลีกัษณะทางสณัฐานวทิยาทีใ่กลเ้คยีงกนัสงู  ลกัษณะของ 
สโตรมา ส ี ขนาด และรปูรา่งของแอสโคสปอรท์ี่ใกลเ้คยีงกนัมาก  รวมทัง้ฐานขอ้มลูของ รากลุ่มนี้ใน
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ประเทศไทยทีย่งัมอียูจ่ ากดั  และบางชนิดพบว่า สามารถทีจ่ะ จ าแนกชนิดออกจากกนั ได้ โดยอาศยั
ลกัษณะของการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยั เพศ ดจูากการสรา้งโคนิเดยีทีเ่จรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้เท่านัน้  
ท าใหเ้ป็นปญัหาทีย่ากต่อการจดัจ าแนกชนิดของราทีไ่มส่ามารถเพาะเลีย้งได ้ 
 จ ูและโรเจอรส์  (Ju; & Rogers. 1996: 1-365) ไดศ้กึษาและสรา้งคยี์  (key) ทีช่่วยในการ
จดัจ าแนกราในกลุ่ม Hypoxylon ประกอบดว้ย Hypoxylon sect. Hypoxylon และ Hypoxylon sect. 
Annulata (หรอื Annulohypoxylon) ซึง่การจดัจ าแนกระหว่ าง 2 ชนิดน้ี ในปจัจบุนัอาจศกึษาไดง้า่ย
ดจูากออสตโิอลทีอ่ยูบ่นสโตรมาเป็นหลกั แต่ส าหรบัการจดัจ าแนกในระดบัสปี ชสีน์ัน้ พบว่า การจดั
จ าแนกราสกุล  Annulohypoxylon จะตอ้งมกีารศกึษาลกัษณะทางสณัฐาน วทิยา อยา่งละเอยีด 
เนื่องจาก ลกัษณะเพยีงอยา่งเดี ยวไมส่ามารถทีจ่ะระบุชนิด ได ้เช่น ลกัษณะของแผ่นจาน แบ่ง
ออกเป็น 2 แบบ คอื truncatum-type และ bovei-type พบว่า เมือ่สงัเกตลกัษณะดงักล่าวดว้ย       
ตาเปล่า และภายใตก้ลอ้งสเตอรโิอไมโครสโคป ไมส่ามารถระบุว่า ราตวัอยา่งทีศ่กึษามแีผ่นจาน แบบ
ใดถา้ตวัอยา่งนัน้ไมส่มบรูณ์ หรอืมอีายทุีอ่่อนหรอืแก่เ กนิไป ซึง่ตอ้งอาศยัความเชีย่วชาญและ
ประสบการณ์ของผูศ้กึษา นอกจากนี้ยงัพบว่า มีหลายสปีชสีท์ีม่ลีกัษณะทางสณัฐาน วทิยาคลา้ยคลงึ
กนัมาก เช่น A. annulatum และ A. truncatum ทีม่ลีกัษณะทางสณัฐาน วทิยาภายนอกทีค่ลา้ยคลงึ
กนัมาก คอื ลกัษณะของแผ่นจาน เป็นแบบ truncatum-type เหมอืนกนั ขนาดของแอสโคสปอร์
ใกลเ้คยีงกนั คอื 7.5-10.5(-11) × 3.5-5(-6) และ 8-10.5 × 4-5 ไมโครเมตร ตามล าดบั แตกต่างกนั
เพยีงลกัษณะของสโตรมาของ A. annulatum เป็นแบบ hemispherical ถงึ spherical ส่วนของ A. 
truncatum เป็นแบบ pulvinate ถงึ effused-pulvinate หรอืตวัอยา่งของ A. atroroseum กบั A. 
stygium ซึง่ต่างกนัเพยีงลกัษณะของ ลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศ  คอื Nodulisporium-like 
และ Periconiella-like anamorphs ตามล าดบั ซึง่ลกัษณะดงักล่าวจะพบบนอาหารเลีย้งเชือ้เท่านัน้ 
ดงันัน้ถา้ไมส่ามารถเพาะเลีย้งราทัง้สองชนิดได ้กไ็มส่ามารถจ าแนกชนิดทีถู่กตอ้งไดเ้ช่นกนั 
 นอกจากนี้ ราในกลุ่มของ A. bovei var. microspora และ A. nitens มลีกัษณะทางสณัฐาน
วทิยาคลา้ยกนัมาก แตกต่างกนัเพยีง A. nitens เมือ่เจรญิเตม็ทีล่กัษณะของสโตรมาจะด ามนั (shiny 
black) ในขณะที ่A. bovei var. microspora จะมีสดี า (black) เป็นตน้ ความแตกต่าง ของ A. 
moriforme และ A. nitens เป็นอกีตวัอยา่งทีม่คีวามใกลเ้คยีงกนัสงู ต่างกนัแค่ลกัษณะของ แผ่นจาน 
คอื A. moriforme เป็นแบบ truncatum-type (ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางเท่ากบั 0.2-0.4 มลิลเิมตร) 
ในขณะที ่A. nitens เป็นแบบ bovei-type (ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางเท่ากบั 0.3-0.7 มลิลเิมตร) เป็น
ตน้ (Ju; & Rogers. 1996: 1-365) 
 ดว้ยเหตุนี้ ใ นการศกึษา ราสกุล Annulohypoxylon จงึตอ้งอาศยักระบวนการ และปจัจยั
หลายอยา่งประกอบกบัความรูค้วามสามารถของผูเ้ชีย่วชาญ เ พื่อใชใ้นการจดัจ าแนกชนิดของรา ใน
สกุลนี้ได้อยา่งถูกตอ้ง เน่ืองจากในปจัจบุนั ราสกุล Annulohypoxylon ไดม้คีวามหลากหลายมากขึน้ 
อาจเนื่องมาจาก กระบวนการเกดิสปีชสีใ์หม ่ (speciation) ทีม่กีาร เปลีย่นแปลงจากสปีชสีห์นึ่งโดย
การแตกแขนงออกเป็นสปีชสีใ์หม ่จนกลายเป็นสปีชสีซ์่อนเรน้ หรอืก่อใหเ้กดิการเพิม่จ านวนสปีชสี ์
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มากขึน้ ดงันัน้การน าเทคนิคทางชวีวทิยาโมเลกุลโดยการหาล าดบันิวคลโีอไทดม์าใชร้ว่มกบัลกัษณะ   
ทางสณัฐานวทิยา และลกัษณะทางเคม ี เพื่อจดัจ าแนกราสกุลนี้ จะท าใหส้ามารถจ าแนกชนิดของรา
สกุล Annulohypoxylon ทีพ่บในประเทศไทยไดถู้กตอ้งมากยิง่ขึน้ 



บทท่ี 3  
วิธีด าเนินงานวิจยั 

 

อปุกรณ์และสารเคมี  
 1. อปุกรณ์และเครื่องมือท่ีใช้ในการทดลอง 
 
ตาราง 9 อุปกรณ์และเครือ่งมอืทีใ่ชใ้นการทดลอง 
 

อุปกรณ์และเครือ่งมอืทีใ่ช้ในการทดลอง บรษิทั ประเทศ 
กระดาษกรอง (cellulose acetate filter) 
กลอ้งจลุทรรศน์ (microscope)  

Filtrex 
Olympus 

USA 
Japan 

กลอ้งสเตอรโิอไมโครสโคป (stereomicroscope) 
เขม็ฉีดยาพลาสตกิ (syringe) 
เขม็ฉีดสาร (syringe inject HPLC) 
คอลมัน์ส าหรบั HPLC (Inertsil ODS-3 column C18; 

150 × 4.6 มลิลเิมตร, ขนาด 5 ไมโครเมตร) 
เครือ่งกวนสารละลาย (magnetic stirrer) 
เครือ่งเขยา่สาร (incubator shaker) 
เครือ่งชัง่สาร 
เครือ่งป ัน่เหวีย่ง (centrifuge) 
เครือ่งป ัน่เหวีย่งแบบควบคุมอุณหภมู ิ(centrifuge) 

Olympus 
Terumo 
Hamilton 
Inertsil 

Fisher Scientific 
Innova 

Sartorious 
IKA 

Sorvall 

Japan 
Japan 
USA 
USA 
UK 
USA 

Germany 
Malaysia 

USA 

เครือ่งเพิม่จ านวนดเีอน็เอ (DNA Thermocycler) Hangzhou Bioer 
Technology 

China 
 

เครือ่งลา้งความถีส่งู (cavivator ultrasonic cleaner) 
เครือ่งวดั pH  (pH meter) 

Mettler electronics 
Fisher Scientific 

California 
UK 

เครือ่งยวู-ีวสิเิบลิ สเปกโทรโฟโตมเิตอร ์(UV-Vis 
spectrophotometry) 

Jenway UK 

เครือ่งอเิลก็โทรโฟเรซสิ (electrophoresis apparatus) 
 
เครือ่ง high performance liquid chromatrography 

(HPLC) – diode array detector (DAD) 

Hangzhou Bioer 
Technology 
Shimadzu 

China 
 

Japan 
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ตาราง 9 (ต่อ) 
 

อุปกรณ์และเครือ่งมอืทีใ่ชใ้นการทดลอง บรษิทั ประเทศ 
ชุดเครือ่งแกว้ส าหรบักรองสารละลาย Pyrex USA 
ชุดถ่ายภาพเจล (UV-transilluminator) Viber Lourmat Germany 
เตาไมโครเวฟ (microwave) Imarflex Thailand 
ตูค้วบคุมอุณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 
ตูค้วบคุมอุณหภมู ิ-80 องศาเซลเซยีส 
ตูบ้่มเพาะเชือ้ (incubator) 
ตูป้ลอดเชือ้ (laminar flow) 
ตูอ้บฆา่เชือ้ (hot air sterilization oven) 
หมอ้นึ่งความดนัไอน ้า (autoclave) 
อ่างน ้าควบคุมอุณหภมู ิ(water bath) 

Sanyo 
Jouan 

Shel-lab 
Nitech 

Fisher Scientific 
Meditop.Co.,Ltd 

Heto 

Japan 
Germany 
Germany 
Thailand 

UK 
Thailand 

USA 
 
 2. อาหารเล้ียงเช้ือ และสารเคมี  
 
ตาราง 10 อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมทีีใ่ชใ้นการทดลอง 
 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคม ี บรษิทั ประเทศ 
Agar 
Miller Luria-Bertani broth (LB) 
Malt extract agar (MEA) 
Oat meal agar (OMA) 
Potato dextrose agar (PDA) 
Tryptone type I 
Yeast extract powder 
Acetonitrile (ACN) 
Agarose gel 
Amplicillin 
Calcium choride (CaCl2) 
Choral hydrate 
DNA 6X loading buffer 
DNA marker (100-1500 bp) 

Marine chemicals 
Titan Biotech 

Difco 
Difco 
Difco 

HiMedia 
HiMedia 
Merck 

Amresco/Vivantis 
องคก์ารเภสชักรรม 

Univar 
Carlo Erba  

RBC Bioscience 
GeneDirex 

India 
India 
USA 
USA 
USA 
India 
India 

Germany 
USA 

Thailand 
Australia 

Italy 
Taiwan 
USA 
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ตาราง 10 (ต่อ) 
 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคม ี บรษิทั ประเทศ 
Ethanol absolute Merck Germany 
Ethidium Bromide Biorad USA 
FavorPrepTM Plant Genomic DNA extraction kit 
FavorPrepTM GEL/PCR purification mini kit 
Glucose (D-anhydrous) 
Iodine 
Isopropylthiogalactoside (IPTG) 
Magnesium choride (MgCl2) 
Methanol (MeOH) 
Methylene blue 
Phosphoric acid (H3PO4) 
Potassium hydroxide (KOH) 
RBC TA cloning vector kit 
Taq DNA polymerase (KAPA 2X) 
Taq DNA polymerase (TopTaq 2X master mix kit) 
Taq DNA polymerase (Phire® plant direct PCR kit) 
Tris Borate EDTA buffer power (TBE) 
Water HPLC grade 
Water sterile DNase/RNase-free 
X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-

pyranoside) 

Favorgen 
Favorgen 

Fisher Scientific 
Resublimed 
Bio basic 
Univar 
Merck 
Unilab 
Merck 
Merck 

RBC Bioscience 
(KAPA Biosystems) 

Qiagen 
Finnzymes 
Amresco 
Merck 

Amresco 
Amresco 

Taiwan 
Taiwan 

UK 
France 
Canada 
Australia 
Germany 
Australia 
Germany 
Germany 
Taiwan 
USA 
USA 
USA 
USA 

Germany 
USA 
USA 

 
 
วิธีด าเนินการทดลอง 
 
 1. การเกบ็ตวัอย่างราสกลุ Annulohypoxylon  
  ส ารวจและเกบ็ตวัอยา่งรายอ่ยสลายไมว้งศ ์Xylariaceae และราสกุล Annulohypoxylon 
โดยเกบ็จากส่วนต่างๆ  ของพชืที่มลีกัษณะการเจรญิของ ราในระยะการสบืพนัธุ์แบบอาศยัเพศ  จาก
พืน้ทีข่องเขตรกัษาพนัธุส์ตัวป์า่ ภเูขยีว จงัหวดัชยัภมูิ  ในช่วงเดอืนพฤศจกิายน พ .ศ. 2555 บรเิวณ
บงึแปน และเสน้ทางส ารวจธรรมชาต ิบรรจใุส่ในถุงซปิ แลว้จดบนัทกึชนิดพชืทีพ่บตวัอยา่ง  พืน้ทีป่า่ 
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และวนั เดอืน ปีทีเ่กบ็ตวัอยา่ง จากนัน้น ามาเกบ็รกัษาที่ ตูค้วบคุมอุณหภมูิ -20 องศาเซลเซยีส นาน 
1 สปัดาห ์เพื่อก าจดัแมลง หรอืไขข่องแมลง ทีอ่าจปนเป้ือนมา กบัตวัอยา่ง แลว้น ามาผึง่ใหแ้หง้ ก่อน
น ามาจ าแนกชนิด โดยบนัทกึรปูและหมายเลขตวัอยา่ง  เพื่อเกบ็รกัษาเป็นตวัอยา่งแหง้ (fungal 
herbarium) ต่อไป 
 
 
 2. การจดัจ า แนกชนิดของ ราสกลุ  Annulohypoxylon โดยอาศยัลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยา 
  น าตวัอยา่งราสกุล Annulohypoxylon ทีม่ลีกัษณะสมบรูณ์ จากกลุ่มตวัอยา่งทีเ่กบ็ได้
ในเดอืนพฤศจกิายน พ.ศ. 2555 และในช่วงปี พ.ศ. 2550-2554 บรเิวณศาลาพรหม และบงึมน จาก
การส ารวจของ ดร . เชดิชยั โพธิศ์ร ีและคณะ  (เชดิชยั โพธิศ์ร ีและคนอื่นๆ. 2554) น ามาศกึษาเพื่อ
การจ าแนกชนิดโดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐาน วทิยา ลกัษณะทางเคม ีและ ลกัษณะทางพนัธุกรรม
ดว้ยวธิทีางชวีวทิยาโมเลกุล ซึง่การศกึษาลกัษณะทางสณัฐาน วทิยาจะศกึษาจากลกัษณะทีส่ามารถ
มองเหน็ไดด้ว้ยตาเปล่า และลกัษณะทีต่อ้งศกึษาภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์มดีงันี้  
 
  2.1 การศึกษาตวัอย่างของราในระยะการสืบพนัธุแ์บบอาศยัเพศ (Teleomorph 
stage) 
   2.1.1 ศึกษาลกัษณะโครงสร้างภายนอก (Macroscopic characteristics) 
    น าตวัอยา่งราทีเ่จรญิอยูบ่นส่วนต่างๆ  ของพชืทีเ่กบ็ รวบรวม ได ้มาตรวจดู
โครงสรา้งภายใตก้ลอ้ง สเตอรโิอไมโครสโคป  ที่ก าลงัขยายต่างๆ โดยศกึษาลกัษณะ รูปรา่ง ขนาด 
และสีของสโตรมา เพอรทิเีชยี  ออสตโิอล และลกัษณะอื่นๆ ท าการบนัทกึขอ้มลูและถ่ายภาพ เพื่อ
เป็นขอ้มลู ในการจดัจ าแนกชนิดของรา ตลอดจนการ เกดิปฏกิริยิาของสโตรมากบัสารละลาย
โพแทสเซยีมไฮดรอกไซด์  (KOH) เขม้ขน้ 10% (ภาคผนวก ข) โดยใช้ใบมดีทีส่ะอาดตดัหรอืปาด
บรเิวณผวิของสโตรมา วางลงบนแผ่นสไลดแ์ลว้หยดสารละลาย KOH 10% สงัเกตสทีีเ่กดิขึน้บรเิวณ
รอบๆ สโตรมา (Ju; & Rogers. 1996: 1-365) จากนัน้น ามาเทยีบสโีดยใชแ้ผ่นเทยีบสขีอง Rayner 
Mycological Colour Chart (Rayner. 1970: 1-34) ซึง่ตอ้งท าการเทยีบสหีลงัจากท าปฏกิริยิาภายใน 
1 นาท ี
 
   2.1.2 ศึกษาลกัษณะโครงสร้างภายใต้กล้องจลุทรรศน์ (Microscopic 
characteristics) 
    ท าการศกึษา โครงสรา้งขนาดเลก็ ทีไ่มส่ามารถมองเหน็รายละเอยีดไดด้ว้ย   
ตาเปล่า โดยใช้กล้องจลุทรรศน์ทีก่ าลงัขยายต่างๆ ศกึษาลกัษณะ รปูรา่ง ขนาด และสขีอง แอสซาย 
และแอสโคสปอร ์ โดยท า wet mount กบัสารละลาย 3 ชนิด คอื (1) น ้ากลัน่ เพื่อศกึษาสขีอง    
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แอสโคสปอร ์ (2) melzer’s reagent หรอื iodine reagent  เขม้ขน้ 1% (ภาคผนวก ข) เพื่อศกึษา
การตดิสขีองเอพคิลั แอพพาราทสั และ รปูรา่งของเจริม์สลทิ (3) สารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% เพื่อ
ศกึษาเพอรสิปอร ์ถา้เพอรสิปอรห์ลุดออกจากสปอรเ์รยีกว่า เกดิ dehiscent ถา้เพอรสิปอร ์ไมห่ลุดออก
จากสปอรเ์รยีกว่า indehiscent แลว้บนัทกึลกัษณะของเพอรสิปอร ์จากนัน้วดัขนาดของแอสโคสปอร์
ประมาณ 20-30 สปอร์ต่อตวัอยา่ง  แลว้หาค่าเฉลีย่  และท าการถ่ายภาพลกัษณะ ต่างๆ เพื่อเป็น
ขอ้มลูประกอบในการจดัจ าแนกชนิดของรา 
 
  2.2 การศึกษาตวัอย่างของราในระยะการสืบพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศ (Anamorph 
stage)  
   2.2.1 การคดัแยกและเพาะเล้ียงราบริสทุธ์ิ 
     ตวัอยา่งราสกุล Annulohypoxylon ทีเ่กบ็รวบรวมได ้น ามาแยกแอสโคสปอร์
ภายใตก้ลอ้งสเตอรโิอไมโครสโคป ดว้ยเทคนิ คปลอดเชือ้ (aseptic technique) โดยใชใ้บมดีที่
ปราศจากเชือ้ ตดับรเิวณสโตรมาของตวัอยา่ง ทีผ่่านการก าจดัแมลง แลว้ ใชเ้ขม็เขีย่ขนาดเลก็ปลอด
เชือ้เขีย่แอสโคสปอร์ ซึง่อยูภ่ายในเพอรทิเีชยีออกมาเลีย้ง บนอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ potato dextrose 
agar (PDA) (ภาคผนวก ก ) แลว้บ่มไว้ในตูบ้่มเพาะเชือ้ ที่อุณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส ประมาณ       
2 – 3 วนั จนปรากฏการงอกของสปอร ์จากนัน้ใชเ้ขม็เขีย่บรเิวณปลายเสน้ใย เพื่อยา้ยออกมาเลีย้ง
ในอาหารใหมจ่นไดร้าบรสิุทธิ ์แลว้น าราบรสิุทธิท์ีไ่ดเ้กบ็รกัษาใน หลอดอาหารเลีย้งเชือ้ PDA เอยีงที่
อุณหภมู ิ15 องศาเซลเซยีส ท าการถ่ายเสน้ใย ทุกๆ 4 เดอืน เพื่อ เกบ็เป็นคลงัราบรสิุทธิ ์และ ใชใ้น
การศกึษาลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศ และล าดบันิวคลโีอไทดต่์อไป 
 
   2.2.2 การศึกษาลั กษณะการสืบพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศของ ราด้วยเทคนิค
สไลดค์ลัเจอร ์ 
    น าตวัอยา่งราบรสิุทธิท์ีแ่ยกไ ดม้าเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ 3 ชนิดคอื 
PDA, oat meal agar (OA) และ malt extract agar (MEA) (ภาคผนวก ก) ดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้
เช่นเดยีวกบัวธิขีอ้ 2.2.1 เพื่อศกึษาลกัษณะการเจรญิของเสน้ใย  และความสามารถในการชกัน าให้
เกดิการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศ รวมถงึการเปลีย่นสขีองอาหารเลีย้งเชือ้ในแต่ละชนิด ท าการตรวจ
การงอกของสปอร์ จากเสน้ใยทุก 2 สปัดาห ์และใช้เทคนิคสไลดค์ลัเจอร์  2 วธิ ีเพื่อชกัน าใหเ้กดิการ
สรา้งลกัษณะการสบืพนัธแ์บบไมอ่าศยัเพศ ดงันี้ 
 
     วิธีท่ี 1 เตรยีมชุดการเลีย้งราบนแผ่นสไลด ์ซึง่ประกอบด้วยแผ่นสไลด์ 1 แผ่น
วางบนแท่งแกว้รปูตวัว ีพรอ้ม cover slip ในจานแก้ว น าชุดน้ีไปท าให้ปลอดเชือ้ดว้ยวธินีึ่งฆ่าเชือ้ใน
หมอ้นึ่งความดนัไอ จากนัน้ตดัชิน้อาหาร PDA ใหม้ขีนาดประมาณ 1 x 1 เซนตเิมตร แลว้น าไปวาง 
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ลงบนแผ่นสไลดท์ีอ่ยูใ่นจานแกว้ ใชเ้ขม็เขีย่ทีป่ราศจากเชือ้เขีย่บรเิวณปลายเสน้ใยยา้ยออกมาวางลง
บนทัง้สี่ดา้นของชิน้วุน้ เสรจ็แลว้ปิดทบัดว้ย cover slip และเทน ้ากลัน่ปลอดเชือ้ลง ในจานแกว้เพื่อ
รกัษาความชืน้ (ระวงัอย่าให้สไลด์เปียก) ปิดฝาจาน (แสดงดังภาพประกอบ 12A) แลว้น าไปเกบ็ไว้
ในตูบ้่มเพาะเชือ้อุณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส และท าการตรวจการงอกของสปอรท์ุก 2 สปัดาห ์
 
   วิธีท่ี 2 เป็นวธิทีีด่ดัแปลงมาจาก นูเกน็ท ์และคนอื่นๆ (Nugent; et al. 2006: 
111-114) โดยการเตรยีมอาหาร PDA และแผ่นสไลด ์ที่ท าใหป้ลอดเชือ้ดว้ย วธินีึ่งฆ่าเชือ้ในหมอ้นึ่ง
ความดนัไอ จากนัน้ใชค้มีปราศจากเชือ้คบีแผ่น สไลดไ์ปวางลงในจ านพลาสตกิ แลว้ เทอาหาร PDA 
รอจนอาหารแขง็ตวัจงึใชม้ดีปราศจากเชือ้ตดัชิ้นอาหารใหม้ขีนาดประมาณ 1 x 1 เซนตเิมตร ใชเ้ขม็
เขีย่ทีป่ราศจากเชือ้เขี่ ยเอาอาหารส่วนทีต่ดัออก แลว้ เขีย่บรเิวณปลายเสน้ใยยา้ยมาวาง ลงบนทัง้      
สีด่า้นของวุน้บรเิวณทีต่ดิกบัแผ่นสไลด ์ (แสดงดงัภาพประกอบ 12B) น าไปเกบ็ไว้ในตูบ้่มเพาะเชือ้ 
อุณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส และท าการตรวจการงอกของสปอรท์ุก 2 สปัดาห ์
 
   วธิกีารตรวจการงอกของสปอรค์อื เมือ่ตอ้งการเตรยีมสไลดใ์หใ้ชค้ี มปราศจาก
เชือ้คบีแผ่น cover slip จากวธิทีี ่1 และแผ่นสไลด ์จากวธิทีี ่ 2 ออกจากชุดการทดลองแลว้ท าการ
ยอ้มสไลดด์ว้ยสยีอ้ม methylene blue (ภาคผนวก ข) เพื่อศกึษาลกัษณะของโคนิเดยีและโคนิดโิอฟอร์
ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ ส าหรบัประกอบการจดัจ าแนกชนิดต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
ภาพประกอบ  12 วธิกีารศกึษาลกัษณะ การสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศ ของราสกุลAnnulohypoxylon 

ดว้ยเทคนิคสไลดค์ลัเจอร ์
 
 

B A 
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  จากขอ้มลูของลกัษณะทางสณัฐาน วทิยา และลกัษณะการเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
รวมทัง้ระยะ การสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศ  ทีไ่ด้ น ามาใชใ้นการจดัจ าแนกชนิดของ ราสกุล 
Annulohypoxylon เบือ้งตน้ตามเอกสารอา้งองิ (Miller. 1961:1-158; Rayner. 1970; Ju; & Rogers. 
1996: 1-365; Thienhirun. 1997: 1-355; Hsieh; Ju; & Rogers. et al. 2005: 844-865; 
Suwannasai; et al. 2005: 303-324; Marincowitz; et al. 2008: 1-166; Fournier; et al. 2010: 23-
36; Pereira; Rogers; & Bezerra. 2010: 248-252; Vasilyeva; et al. 2012: 65-76) 
 
 
 3. การศึกษา ลกัษณะของสารเคมีท่ีสกดัได้จาก ราสกลุ  Annulohypoxylon ด้วย
เทคนิค high performance liquid chromatography (HPLC) 
  ในการศกึษาลกัษณะทาง เคมขีองราสกุล Annulohypoxylon ไดเ้ลอืกสกดัสารจาก ส่วน
ของสโตรมาตามวธิขีอง สเตดเลอร์และคนอื่นๆ (Stadler; et al. 2001: 1190-1208) โดยการใช้
ใบมดีสะอาด ตดับรเิวณสโตรมาของ ราตวัอยา่ง เป็นชิน้เลก็ๆ ขนาดประมาณ 5 ลกูบาศกม์ลิลเิมตร 
จากนัน้ท าการสกดัดว้ย สารละลาย เมทานอล ปรมิาตร 200- 300 ไมโครลติร  โดยแช่ทิง้ไว้ ที่
อุณหภมูหิอ้ง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้น าสารสกดัทีไ่ด้ ไปวเิคราะหด์ว้ย เทคนิค high performance 
liquid chromatography (HPLC) โดยใช้สารตวัชะ (mobile phase) คอื กรดฟอสฟอรกิ (H3PO4) 
เขม้ขน้ 0.1% (ภาคผนวก ข) และ สารอะซโิตไนไตรล์  (acetonitrile, ACN) คอลมัน์ (column) ทีใ่ช้
ในการทดลองครัง้นี้ คอื คอลมัน์ Inertsill ODS-3 ขนาดกวา้ง 4.6 มลิลเิมตร และยาว 150 มลิลเิมตร 
บรรจดุว้ย silica based (C18) ขนาด 5 ไมโครเมตร ก่อนการวเิคราะห์  HPLC ทุกครัง้จะตอ้งมกีาร
เตรยีมสารตวัชะและสารสกดัตวัอยา่งใหเ้หมาะสมกบัคอลมัน์ทีใ่ช ้ดงันี้ 
 
  3.1 การเตรียมสารตวัชะ (Mobile phase) และสารสกดัตวัอย่าง 
   สารทัง้หมดทีจ่ะน ามาใช้ ในการวเิคราะห ์ HPLC นัน้จะตอ้งมกีารกรองก่อนใชทุ้ก
ครัง้ เพื่อป้องกนัเศษฝุน่ผงหรอืตะกอนทีต่กคา้งในสารละลายไปท าใหค้อลมัน์เกดิการอุดตนั ซึง่จะท า
ใหค้อลมัน์เสยีไดง้า่ย และท าใหผ้ลการวเิคราะหไ์มด่เีท่าทีค่วร ในการทดลองนี้สารทีใ่ชท้ัง้หมด
ประกอบดว้ย น ้า (HPLC grade) กรดฟอสฟอรกิ (H3PO4) เขม้ขน้ 0.1% และสารอะซโิตไนไตรล์  
(acetonitrile, ACN) แต่เนื่องจากน ้าและสารอะซโิตไนไตรลท์ีใ่ชเ้ป็นสารคุณภาพส าหรบัวเิคราะห ์
HPLC อยู่แลว้จงึไมต่อ้งท าการกรองก่อน ในการเปิดขวดครัง้แรก ดงันัน้จงึท าการกรองกรด  H3PO4 
เขม้ขน้ 0.1 % ดว้ยกระดาษกรอง (cellulose acetate filter) ขนาด 0.45 ไมครอน กรองผ่านชุด
กรองสารละลาย น าสารละลายทีไ่ดเ้กบ็ใส่ขวดแกว้ใหมแ่ลว้ปิดฝาใหแ้น่นเพื่อไมใ่หอ้ากาศเขา้ 
จากนัน้น าสารตวัชะทัง้ 2 ชนิดไปท าการขจดัแก๊ส (degas) ดว้ยการใชค้ลื่นความถีส่งู (sonication) 
ในเครือ่งลา้งความถีส่งู  (cavitator ultrasonic cleaner) เป็นเวลา 15 นาท ีหรอืนานพอทีจ่ะก าจดั
ฟองอากาศออกใหห้มด 
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   ส าหรบัสารสกดัจากตวัอยา่งทัง้หมด ใหท้ าการกรองดว้ย syringe filter ขนาด 0.2 
ไมครอน 2-3 รอบ แลว้เกบ็สารทีไ่ดใ้ส่หลอด เซนตรฟิิวจ์ ใหม ่ปิดฝาใหแ้น่นเพื่อป้องกนัอากาศเขา้  
และส าหรบัสารมาตรฐานทีไ่ด้ รบัความอนุเคราะห์ จาก Professor Marc Stadler (Helmholtz Institute 
for Pharmaceutical Research Saarland, Germany) ประกอบดว้ย  binaphthalene (BNT), 
cohaerins A และ mitorubinol ใหท้ าการละลายดว้ยสารละลาย เมทานอลทีท่ าใหเ้จอืจาง 50% 
(ภาคผนวก ข ) ปรมิาตร 300 ไมโครลติร จากนัน้จงึน าไ ปผ่านการกรองเช่นเดยีวกบัสารสกดัจาก
ตวัอยา่ง    
 
  3.2 การตัง้ค่าระบบส าหรบัวิเคราะห ์HPLC 
   การวเิคราะห ์HPLC ในการศกึษาครัง้นี้ใชเ้ครือ่ง HPLC (Shimadzu) ทีต่่อดว้ย
เครือ่งตรวจวดัโครมาโทแกรม (chromatogram) แบบ diode array (DAD, SPD-M20A) โดยระบุให้
ท าการตรวจวดัทีค่วามยาวคลื่น 210 (OD210) และ 254 (OD254) นาโนเมตร ก าหนดใหอ้ตัราการไหล  
1 มลิลลิติรต่อนาท ีทีอุ่ณหภมู ิ 40 องศาเซลเซยีส โดย ก าหนดระบบ gradient ใหส้ารตวัชะกรด 
H3PO4 เขม้ขน้ 0.1% เริม่จาก 100% ลดลงเหลอื 0% ในขณะที ่สารตัวชะ ACN เริม่จาก 0% จนถงึ 
100% ในระยะเวลา 10 นาท ีจากนัน้จงึปล่อยใหส้ารตวัชะ ACN 100% ไหลเขา้ระบบต่อเนื่องเป็น
เวลา 5 นาท ีซึง่ในการฉีดสารเขา้ระบบ แต่ละครัง้จะใชส้ารสกดัตวัอยา่งปรมิาณ 40 ไมโครลติร และ
เมือ่เสรจ็ระบบหน่ึงรอบก่อนจะฉีดสารตวัใหมค่วรเวน้ระยะเวลาปร ะมาณ 5 นาท ี(pre-inject) เพื่อให ้
baseline และความดนัในระบบคงที่  ดงันัน้รวมเวลาทีใ่ชใ้นการวเิคราะหต่์อส ารหน่ึงตวัอยา่งใชเ้วลา
ทัง้หมดประมาณ 20 นาท ี
 
  ผลทีไ่ดจ้ากการศกึษา ลกัษณะทางเคม ีดว้ยวธิ ี HPLC น าไปเปรยีบเทยีบกบัตวัอยา่ง
ราสกุล Annulohypoxylon อา้งองิ (Stadler; et al. 2001: 1190-1208; Stadler; Ju; & Rogers. 
2004: 239-256; Stadler; & Fournier. 2006: 160-170; Quang; et al. 2005: 797-809; Quang; et 
al. 2006: 6349-6354) เพื่อวเิคราะหล์กัษณะข องโครมาโทแกรมทีเ่กดิขึน้ของตวัอยา่ง ราสกุล 
Annulohypoxylon แต่ละชนิด เพื่อเป็นขอ้มลูในการจดัจ าแนกชนิดต่อไป 
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 4. การศึกษาลกัษณะทางพนัธกุรรมของราสกลุ Annulohypoxylon  
  จากขอ้มลูการจดัจ าแนกชนิดของ ราเบือ้งตน้ในขอ้ 2 ไดค้ดัเลอืกตวัแท นของรา ทัง้ 
ชนิดทีส่ามารถระบชุนิดได ้และชนิดทีไ่มส่ามารถระบุชนิดได ้มาศกึษาล าดบันิวคลโีอไทด ์ดงันี้ 
 
  4.1 การสกดัดีเอน็เอจากตวัอย่างของราสกลุ Annulohypoxylon  
   น าเสน้ใย ราบรสิุ ทธิท์ีแ่ยกไดจ้ากขอ้ 2.2.1 มาสกดัดเีอน็เอโดยใชชุ้ดสกดั DNA 
extraction kit (FavorPrepTM Plant Genomic DNA extraction mini kit) ตามวธิใีนคู่มอืผูผ้ลติ 
(ภาคผนวก ค ) ซึง่สารละลายดเีอน็เอทีไ่ดน้ ามาวดัความเขม้ขน้ที่ ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 
(OD260) โดย 1 OD260 มคี่าความเขม้ขน้ของดเีอน็เอสายคู่ (dsDNA) เท่ากบั 50 ไมโครกรมัต่อ
มลิลลิติร ดว้ยเครือ่ง spectrophotometry และวดัความบรสิุทธิข์องดเีอน็เอทีไ่ด ้โดยค านวณหา
อตัราส่วนของค่า OD260/OD280 ซึง่ควรมคี่าอยูร่ะหว่าง 1.8-1.9 จากนัน้เกบ็รกัษาสารละลาย ดเีอน็เอ
ทีไ่ดไ้วท้ีอุ่ณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส เพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป  
 
  4.2 การเพ่ิม จ านวน ดีเอน็เอด้วยวิธี ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส  (polymerase 
chain reaction, PCR) 
   ในการศกึษาครัง้นี้เลอืก ศกึษาดเีอน็เอ ทัง้หมด 4 บรเิวณ ไดแ้ก่ บรเิวณ internal 
transcribed spacers (ITS) ยนี alpha-actin ยนี beta-tubulin และยนี elongation factor 1-alpha 
(EF1-α) โดยไพรเ์มอร์ทีใ่ชใ้นการทดลองแสดงดงั ตาราง 11 โดยมสี่วนผสมของปฏกิริยิา PCR ทีใ่ช ้
Taq DNA polymerase จ านวน 2 ชุด ตามความเหมาะสม ไดแ้ก่ KAPA (Biosystems) หรอื TopTaq 
(Qiagen) 2X master mix kit แสดงดงัตาราง 12 และ Phire® plant direct PCR kit (Finnzyme) 
แสดงดงัตาราง 13 
 
 
ตาราง 11 ล าดบันิวคลโีอไทดข์องไพรเ์มอรท์ีใ่ชใ้นการทดลอง 
 
บรเิวณ
ทีศ่กึษา 

ไพรเ์มอร ์  ล าดบันิวคลโีอไทด ์(5΄- 3΄) ทีม่า 

ITS ITS1 
ITS1F 
ITS5 

forward 
forward 
forward 

TCCGTAGGTGAACCTGCGG 
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 

White; et al. 1990: 315-322 
Gardes; & Bruns. 1993:  113-118 
White; et al. 1990: 315-322 

 
 

ITS4  reverse TCCTCCGCTTATTGATATGC White; et al. 1990: 315-322 

alpha-
actin 

ACT512F 
ACT783R 

forward 
reverse 

ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC 
TACGAGTCCTTCTGGCCCAT 

Carbone; & Kohn. 1999: 553-556 
Carbone; & Kohn. 1999: 553-556  
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ตาราง 11 (ต่อ) 
 
บรเิวณ
ทีศ่กึษา 

ไพรเ์มอร ์  ล าดบันิวคลโีอไทด ์(5΄- 3΄) ทีม่า 

beta-
tubulin 

T1 
T2 
T22 
Bt2a 
Bt2b 

forward 
reverse 
reverse 
forward 
reverse 

AACATGCGTGAGATTGTAAGT 
TAGTGACCCTTGGCCCAGTTG 
TCTGGATGTTGTTGGGAATCC 
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 

O’Donnell; & Cigelnik. 1997:    
103-116 

O’Donnell; & Cigelnik. 1997:    
103-116 

O’Donnell; & Cigelnik. 1997:   
103-116 

Glass; & Donalson. 1995: 1323-
1330 

Glass; & Donalson. 1995: 1323-
1330 

EF1- α EF1a- 
983F 
EF1a-
2218R 

forward 
 
reverse 

GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT 
 
ATGACACCRACRGCRACRGTYTG 

Rehner; & Buckley. 2005: 84-98 
 
Rehner; & Buckley. 2005: 84-98 

 
 
ตาราง 12 ส่วนผสมของสารทีใ่ชใ้นปฏกิริยิา PCR ส าหรบั KAPA หรอื TopTaq 2X master mix kit 
               
ส่วนประกอบ ปรมิาตรทีใ่ช ้(ไมโครลติร) ความเขม้ขน้สุดทา้ย 
forward primer (10 µM) 1 0.4 ไมโครโมลาร ์
reverse primer (10 µM) 1 0.4 ไมโครโมลาร ์
ดเีอน็เอตน้แบบ 5 10-100 นาโนกรมัต่อไมโครลติร 
KAPA หรอื TopTaq 2X 

master mix kit 
12.5 1.25 ยนูิตต่อ 25 ไมโครลติร 

water sterile DNase/ 
RNase-free 

5.5 - 

 
หมายเหตุ: ปรมิาตรสุดทา้ยเท่ากบั 25 ไมโครลติร 
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ตาราง 13 ส่วนผสมของสารทีใ่ชใ้นปฏกิริยิา PCR ส าหรบั Phire® plant direct PCR kit 
 

ส่วนประกอบ ปรมิาตรทีใ่ช ้(ไมโครลติร) ความเขม้ขน้สุดทา้ย 
forward primer (10 µM) 1 0.5 ไมโครโมลาร ์
reverse primer (10 µM) 1 0.5 ไมโครโมลาร ์
ดเีอน็เอตน้แบบ 5 10-100 นาโนกรมัต่อไมโครลติร 
Phire® plant direct PCR kit 
1x Phire ® PCR buffer 

0.4 
10 

1.5 ยนูิตต่อ 20 ไมโครลติร 
- 

water sterile DNase/ 
RNase-free 

2.6 - 

 

หมายเหตุ: ปรมิาตรสุดทา้ยเท่ากบั 20 ไมโครลติร 
 
   4.2.1 บริเวณ internal transcribed spacers (ITS regions)  
     ในการเพิม่ จ านวน ดเีอน็เอ ตวัอยา่ง บรเิวณ ITS จะเลอืกใชคู้่ ไพรเ์มอร์  
ITS5/ITS4 (White; et al. 1990: 315-322) เป็นอนัดบัแรกในทุกตวัอยา่งศกึษา ซึง่ขนาดของชิน้     
ดเีอน็เอของราทีไ่ด้จะมีขนาดอยูใ่นช่วง  500-900 คู่เบส ทัง้นี้อาจ ใชคู้่ไพรเ์มอร์อื่นๆ ในการศกึษา 
เช่น ITS1/ITS4 หรอื ITS1F/ITS4 เมือ่ไมส่ามารถเพิม่จ านวนดเีอน็เอดว้ยคู่ไพรเ์มอร ์ ITS5/ITS4 ใน
ครัง้แรกได ้ทัง้นี้ขึน้อยู่กบัชนิดของราตวัอยา่งทีศ่กึษา จากนัน้ท าปฏกิริยิาPCR โดยใช ้Taq DNA 
polymerase KAPA หรอื TopTaq 2X master mix kit หรอื Phire® plant direct PCR kit แสดง
ดงัตาราง 14 
 
ตาราง 14 เวลาและอุณหภมูทิีใ่ชใ้นการท าปฏกิริยิา PCR บรเิวณ ITS 
 
ปฏกิริยิา PCR KAPA หรอื TopTaq 2X master mix kit Phire® plant direct PCR kit 
initial denaturation 95 ๐C             5 นาท ี 98 ๐C             5 นาท ี
denaturation   95 ๐C             1 นาท ี 98 ๐C             5 วนิาท ี
annealing   50-55 ๐C*        1 นาท ี 58-60 ๐C*        5 วนิาท ี
extension 72 ๐C             1.30 นาท ี 72 ๐C             20 วนิาท ี
final extension 
จ านวนรอบจาก
ขัน้ตอนที ่2 - 4 

72  ๐C             10 นาท ี
35 รอบ 

72 ๐C             1 นาท ี
40 รอบ 

 

หมายเหตุ: * หมายถงึ ช่วงอุณหภมูทิีอ่าจปรบัเปลีย่นตามความเหมาะสม ขึน้อยูก่บัชนิดของรา 
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   4.2.2 ยีน alpha - actin 
     การเพิม่ จ านวนดเีอน็เอ ตวัอยา่ง บรเิวณยนี alpha-actin เป็นการ เลอืกท า
เฉพาะบางส่วนของยนี (partial gene sequence) ตามการทดลองของ เฮช จ ูและ โรเจอรส์ (Hsieh; 
Ju; & Rogers. 2005: 844-865) ซึง่ขนาดชิน้ของดเีอน็เอทีไ่ดค้วรมขีนาดประมาณ 200-300 คู่เบส 
เป็นชิน้ดเีอน็เอขนาด สัน้จงึท าใหง้า่ยต่อการเพิม่จ านวนดเีอน็เอ ดว้ยวธิ ี PCR โดยใชคู้่ไพรเ์มอร ์
ACT512F/ACT783R กบัทุกตวัอยา่งทีศ่กึษา  และใชเ้พยีง Taq DNA polymerase KAPA หรอื 
TopTaq 2X master mix kit ในการเพิม่จ านวน เท่านัน้ ซึง่เวลาและอุณหภมูทิีใ่ชใ้นการท าปฏกิริยิา 
PCR แสดงดงัตาราง 15 

 
ตาราง 15 เวลาและอุณหภมูทิีใ่ชใ้นการท าปฏกิริยิา  PCR บรเิวณยนี alpha-actin ดว้ย  KAPA 

หรอื TopTaq 2X master mix kit 
 
ปฏกิริยิา PCR KAPA หรอื TopTaq 2X master mix kit 
initial denaturation 95 ๐C              5 นาท ี
denaturation   95 ๐C              1 นาท ี
annealing   48-50 ๐C*         1 นาท ี
extension                 72  ๐C              1 นาท ี
final extension   72 ๐C              10 นาท ี
จ านวนรอบจากขัน้ตอนที ่2 - 4                 35 รอบ 

 
หมายเหตุ: * หมายถงึ ช่วงอุณหภมูทิีอ่าจปรบัเปลีย่นตามความเหมาะสม ขึน้อยูก่บัชนิดของรา 

 
   4.2.3 ยีน beta - tubulin 
     การเพิม่จ านวนดเีอน็เอ ตวัอยา่ง บรเิวณยนี beta-tubulin เป็นการเลอืกท า
เฉพาะบางส่วนของยนี (partial gene sequence) ตามการทดลองของ เฮช จู และ โรเจอรส์ (Hsieh; 
Ju; & Rogers. 2005: 844-865) ซึง่ขนาดชิน้ของดเีอน็เอทีไ่ดค้วรมขีนาดประมาณ 1,200-1,500    
คู่เบส ทัง้นี้เนื่องจากยนี beta-tubulin มขีนาดค่อนขา้งยาวจงึท าให้ เพิม่จ านวนไดย้าก ซึง่ในการเพิม่
จ านวนครัง้แรกตลอดทัง้เสน้จะใชคู้่ไพรเ์มอร ์ T1/T22 จากนัน้ถา้ไมส่ามารถเพิม่จ านวนได้ จะท าการ
เพิม่จ านวนดเีอน็เอทีล่ะส่วน คอื ส่วนแรก ทางดา้นปลาย 5’ ใชคู้่ไพรเ์มอร ์ T1/Bt2b หรอื T1/T2 
(Glass; & Donalson. 1995: 1323-1330) (ขึน้อยูก่บัชนิดของราตวัอยา่งทีศ่กึษา ) มขีนาดประมาณ 
700-800 คู่เบส และส่วนทีส่อง ทางดา้นปลาย 3’ ใชคู้่ไพรเ์มอร ์ Bt2a/T22 (Glass; & Donalson. 
1995: 1323-1330; O’Donnell; & Cigelnik. 1997: 103-116) มขีนาดประมาณ 800-900 คู่เบส 
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(ขึน้อยูก่บัชนิดขอ งราตวัอยา่งทีศ่กึษา ) ปฏกิริยิา PCR ใช ้Taq DNA polymerase KAPA หรอื 
TopTaq 2X master mix kit แสดงดงัตาราง 16 หรอื Phire® plant direct PCR kit แสดงดงัตาราง 
17 

 
ตาราง 16 เวลาและอุณหภมูทิีใ่ชใ้นการท าปฏกิริยิา  PCR บรเิวณยนี beta-tubulin ดว้ย KAPA   

หรอื TopTaq 2X master mix kit 
 
ปฏกิริยิา PCR KAPA หรอื TopTaq 2X master mix kit 

T1/T22 T1/Bt2b, T1/T2 Bt2a/T22 
initial denaturation 95 ๐C 5 นาท ี 95 ๐C 5 นาท ี 95 ๐C 5 นาท ี
denaturation   95 ๐C 1 นาท ี 95 ๐C 1 นาท ี 95 ๐C 1 นาท ี
annealing   45-48 ๐C* 1.30 นาท ี 48-50 ๐C* 1 นาท ี 50-52 ๐C* 1 นาท ี
extension 72 ๐C 2 นาท ี 72 ๐C 1.30 นาท ี 72 ๐C 1.30 นาท ี
final extension 
จ านวนรอบจาก
ขัน้ตอนที ่2 - 4 

72 ๐C 
35 รอบ 

10 นาท ี
 

72 ๐C 
35 รอบ 

10 นาท ี 72 ๐C 
35 รอบ 

10 นาท ี

 

หมายเหตุ: * หมายถงึ ช่วงอุณหภมูทิีอ่าจปรบัเปลีย่นตามความเหมาะสม ขึน้อยูก่บัชนิดของรา 

 
ตาราง 17 เวลาและอุณหภมูทิีใ่ชใ้นก ารท าปฏกิริยิา  PCR บรเิวณยนี beta-tubulin ดว้ย  

Phire® plant direct PCR kit 
 
ปฏกิริยิา PCR Phire® plant direct PCR kit 

T1/T22 T1/Bt2b, T1/T2 Bt2a/T22 
initial denaturation 98 ๐C 5 นาท ี 98 ๐C 5 นาท ี 98 ๐C 5 นาท ี
denaturation   98 ๐C 5 วนิาท ี 98 ๐C 5 นาท ี 98 ๐C 5 วนิาท ี
annealing   52-55 ๐C* 5 วนิาท ี 56-58 ๐C* 5 วนิาท ี 58-60 ๐C* 5 วนิาท ี
extension 72 ๐C 20 วนิาท ี 72 ๐C 20 วนิาท ี 72 ๐C 20 วนิาท ี
final extension 
จ านวนรอบจาก
ขัน้ตอนที ่2 - 4 

72 ๐C 
40 รอบ 

1 นาท ี 72 ๐C 
40 รอบ 

1 นาท ี
 

72 ๐C 
40 รอบ 

1 นาท ี

 

หมายเหตุ: * หมายถงึ ช่วงอุณหภมูทิีอ่าจปรบัเปลีย่นตามความเหมาะสม ขึน้อยูก่บัชนิดของรา 
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   4.2.4 ยีน elongation factor 1-alpha (EF1-α) 
     การเพิม่จ านวนดเีอน็เอบรเิวณยนี EF1-α นัน้ เป็นการเลอืกท าบางส่วนของ
ยนีจากบรเิวณทัง้หมดทีม่ขีนาดมากกว่า 1,300 คู่เบส (O’ Donnell; et al. 1998: 2044-2049) ทัง้นี้
เนื่องจากการศกึษายนี EF1- α ในราวงศ ์Xylariaceae รวมทัง้ราสกุล Annulohypoxylon เป็นการศกึษา
ครัง้แรก ซึง่เวลาและอุณหภมูทิีใ่ชใ้นการท าปฏกิริยิา PCR แสดงดงัตาราง 18 
     ในการทดลองนี้ได้ เลอืกใช้ คู่ไพรเ์มอร ์ EF1a-983F/EF1a-2218R ตามการ
ทดลองของ เรหเ์นอร ์และ บคัเลย ์ (Rehner; & Buckley. 2005: 84-98) ส าหรบัการศกึษาราสกุล 
Beauveria (Ascomycota) ซึง่จดัอยูใ่นไฟลมัเดยีวกนักบัราสกุล Annulohypoxylon จงึสนันิษฐานว่า
น่าจะมคีวามใกลเ้คยีงกนั และ สามารถ ใชใ้นการ เพิม่จ านวนดเีอน็เอของ ราสกุล Annulohypoxylon 
ได ้ซึง่ขนาดชิน้ของดเีอน็เอทีไ่ดค้วรมขีนาดประมาณ 1,000 คู่เบส  

 
ตาราง 18 เวลาและอุณหภมูทิีใ่ชใ้นการท าปฏกิริยิา PCR บรเิวณยนี EF1- α 
 
ปฏกิริยิา PCR KAPA หรอื TopTaq 2X master mix kit Phire® plant direct PCR kit 
initial denaturation 95 ๐C               5 นาท ี 98 ๐C              5 นาท ี
denaturation   95 ๐C               1 นาท ี 98 ๐C              5 วนิาท ี
annealing   54-56 ๐C*          1 นาท ี 58-60 ๐C*         5 วนิาท ี
extension 72 ๐C                1.30 นาท ี 72 ๐C             20 วนิาท ี
final extension 
จ านวนรอบจาก
ขัน้ตอนที ่2 - 4 

72  ๐C 
35 รอบ                

10 นาท ี 72 ๐C 
40 รอบ              

1 นาท ี

 
หมายเหตุ: * หมายถงึ ช่วงอุณหภมูทิีอ่าจปรบัเปลีย่นตามความเหมาะสม ขึน้อยูก่บัชนิดของรา 

 
  4.3 การตรวจสอบขนาดดีเอน็เอด้วย วิธีอะกาโรสเจล  อิเลก็โทรโฟรีซิส (Agarose 
gel electrophoresis) 
  น าผลติผลของดเีอน็เอทีเ่พิม่จ านวนได้  มาตรวจสอบขนาดดว้ย วธิอีะกาโรสเจล 
อเิลก็โทรโฟรซีสิ ดว้ยชุดเจลอเิลก็โตรโฟรซีสิ MiniRun รุน่ GE-100 (China) โดยใช้ DNA marker 
เป็นแถบดเีอน็เอมาตรฐาน เตรยีม เจลอะกาโรส (agarose gel) เขม้ขน้ 1% (น ้าหนกัต่อปรมิาตร ) 
(ภาคผนวก ข) ในสารละลาย 0.5X TBE buffer (ภาคผนวก ข) หลอมละลายดว้ยเครือ่งไมโครเวฟ
จนเขา้กนัดแีลว้น ามาเทลงในกล่องเจล รอจนอะกาโรสแขง็ตวัจงึท าการผสมชิน้ดเีอน็เอที่ สามารถ  
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เพิม่จ านวนไดก้บัสยีอ้ม (DNA 6X loading buffer) แลว้หยอดลงในช่องเจล ใ ชก้ระแสไฟฟ้า 100 
โวลต ์นานประมาณ 30 นาท ีจากนัน้น าเจลไปยอ้มดว้ยสารละลายเอธเิดยีมโบรไมด ์ (ethidium 
bromide solution) (ภาคผนวก ข) เป็นเวลา 5-10 นาท ี แลว้น าไปส่องภายใตชุ้ดถ่ายภาพเจล (UV 
transilluminator) และบนัทกึภาพ  ส าหรบัดเีอน็เอทีม่ขีนาดทีถู่กตอ้ง และมคีวามเขม้ของแบนมากพอ 
จะถูกน าไปท าใหบ้รสิุทธิ ์ ดว้ยชุด FavorPrepTM GEL/PCR Purification mini kit (Favorgen) 
(ภาคผนวก ค) เพื่อหาล าดบันิวคลโีอไทด์ ต่อไป แต่ส าหรบัผลติผลของดเีอน็เอทีม่ขีนาดถูกตอ้งแต่
ความเขม้ของแบนไมม่ากพอจะน า ไปท าใหบ้รสิุทธิก่์อน แลว้น า ไปโคลนเขา้สู่เวก เตอร ์ (DNA 
cloning vector) เพื่อเพิม่จ านวนผลผลติของดเีอน็เอก่อนน าไปหาล าดบันิวคลโีอไทดต่์อไป 
 
  4.4 การโคลนดีเอน็เอเข้าสู่เวกเตอร ์(DNA cloning vector) 
   น าผลติผลของดเีอน็เอทีต่อ้งการโคลน ซึง่ไดจ้ากการเพิม่จ านวนดว้ยปฏกิริยิา 
PCR โดยใช้ Taq DNA polymerase KAPA หรอื TopTaq 2X master mix kit เท่านัน้ เนื่องจาก
ปลายของชิน้ดเีอน็เอเป็ นปลายเหนียว (sticky ends) ในขณะที่ผลติผลทีเ่พิม่จ านวนดว้ย  Phire® 
plant direct PCR kit นัน้เป็นปลายทู่ (blunt ends) จงึตอ้งท าการต่อปลายทัง้สองดา้นใหเ้ป็นปลาย
เหนียวก่อนจงึจะน ามาเชื่อมต่ อกบัเวกเตอรไ์ด ้ เวกเตอรท์ีใ่ช้ ในการโคลน เป็น TA cloning vector 
น าเขา้สู่เซลลแ์บคทเีรยีผูร้บั (host cell) Escherichia coli (E. coli) สายพนัธุ ์TOP10 วธิกีารดงันี้ 
 
   4.4.1 การเช่ือมต่อ (Ligation) ช้ินส่วนดีเอน็เอกบัเวกเตอร ์
    น าผลติผลของดเีอน็เอทีผ่่านการท าใหบ้รสิุทธิแ์ลว้ มาเชื่อมต่อกบั TA cloning 
vector  (RBC TA cloning vector kit, Taiwan) ซึง่แผนภาพแสดงในภาคผนวก ค  โดยเตมิส่วนผสม
ดงัตาราง 19 แลว้น าไปบ่มที่ อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จะไดร้คีอมบแินนท์     
ดเีอน็เอ (recombinant DNA) 
 
    4.4.2 การน ารีคอมบิแนนทดี์เอน็เอ เข้าสู่เซลลผ์ูร้บั (Host cell) หรือเรียกว่า 
การ Transformation 

    เริม่จากการเตมิรคีอมบแินนท์ ดเีอน็เอปรมิาตร 1 ไมโครลติร ลงในคอมพีเทนท ์
เซลล ์(competent cells) (ภาคผนวก ค) ซึง่เป็นเซลลข์องแบคทเีรยี  E. coli สายพนัธุ ์TOP10 ทีถู่ก
ปรบัสภาพใหเ้หมาะสมทีจ่ะรบัพลาสมดิโดยการแช่เซลลใ์นสารละลายแคลเซยีมคลอไรด์  (CaCl2) 
(ภาคผนวก ข) ทีอุ่ณหภมูติ ่า  เพื่อช่วยเพิม่การ  transformation ไดด้ขีึน้ จากนัน้ใชท้ปิผสมใหเ้ขา้กนั
เบาๆ แลว้น าไปบ่มในน ้าแขง็เป็นเวลา 30 นาท ีและน าไปจุม่ในอ่างน ้ารอ้นทีอุ่ณหภมู ิ42 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 30 วนิาท ีก่อนน ากลบัไปบ่มในน ้าแขง็อกีครัง้เป็นเวลา 5 นาท ีเมือ่ครบเวลา เตมิ soc 
medium (ภาคผนวก ก) ลงไปปรมิาตร 250 ไมโครลติร หลงัจากนัน้น าไปบ่มภายใต้เครือ่งเขยา่สาร 
(incubator shaker) อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
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ตาราง 19 ส่วนผสมทีใ่ชใ้นการเชื่อมต่อดเีอน็เอ (DNA ligation) 
 
ส่วนประกอบ ปรมิาตรทีใ่ช ้(ไมโครลติร) 
Ligation buffer A 0.5 
Ligation buffer B 0.5 
RBC TA cloning vector 1.0 
PCR product 
T4 DNA ligase 

2.0 - 2.5 
0.5 

water sterile DNase/ RNase-free  0.0 - 0.5 
 
หมายเหตุ: ปรมิาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ไมโครลติร 

 
    ก่อนครบเวลา 1 ชัว่โมง ใหท้ าการเตรยีม อาหารส าหรบัคดัเลอืกโคโลนี  โดย
น าอาหารแขง็ Miller Luria-Bertani (LBA) (ภาคผนวก ก ) มา spread ดว้ยอาหารเหลว LB 
(ภาคผนวก ก ) ปรมิาตร 100 ไมโครลติร  แอมพซิลิลนิ  (ampicillin) เขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อ
ไมโครลติร ปรมิาตร 40 ไมโครลติร (ภาคผนวก ข) Isopropylthiogalactoside (IPTG) เขม้ขน้ 40 
ไมโครกรมัต่อไมโครลติร  ปรมิาตร 4 ไมโครลติร (ภาคผนวก ข) และ X-gal เขม้ขน้ 50 ไมโครกรมั
ต่อไมโครลติร ปรมิาตร 40 ไมโครลติร (ภาคผนวก ข) หลงัจากนัน้น าคอมพลเีท นทเ์ซลลท์ีเ่ขยา่ครบ 
1 ชัว่โมงมา spread ลงบนอาหารแขง็ LB ทีเ่ตรยีมไว้ปรมิาตร 200 ไมโครลติรต่อหนึ่งเพลท  แลว้
น าไปบ่มที่ ตูบ้่มอุณหภมูิ  37 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา 14-15 ชัว่โมง  เมือ่ครบเวลา ใหท้ าการ
ตรวจสอบโคโลนีทีเ่กิ ดขึน้เพื่อคดัเลอืกโคโลนี ทีต่อ้งการ  โดยสงัเกตจากโค โลนีทีเ่กดิขึน้ แลว้มสีขีาว 
จะเป็นโคโลนีทีม่ ี ชิน้ดเีอน็เอทีโ่คลนเขา้ไปแทรกอยู่ ระหว่างยนี lacZ ในเวกเตอร ์ท าใหไ้มส่ามารถ
ผลติเอนไซมเ์บตา้กาแลคโตซเิดส (β-galactosidase) ทีส่ามารถยอ่ยซบัสเตรต  X-gal ให้เกดิสารสฟ้ีา
ได ้ในขณะที่ โคโลนีสฟ้ีา เป็นโคโลนีที่ มเีวกเตอรท์ี่ ไมม่ชีิน้ดเีอน็เอแทรกอยู ่จงึท าใหส้าม ารถผลติ
เอนไซมเ์บตา้กาแลคโตซเิดส และยอ่ย ซบัสเตรต X-gal เกดิสารสฟ้ีาได ้ จากนัน้จงึท าการเลอืกเขีย่
โคโลนีสขีาวทีเ่กดิขึน้เกบ็ไวใ้นหลอดพซีอีารข์นาด 0.2 มลิลลิติร 1 โคโลนีต่อ 1 หลอด จ านวน 3 - 5 
โคโลนีต่อตวัอยา่ง เพื่อตรวจสอบหาขนาดของชิน้ดเีอน็เอต่อไปดว้ยวธิ ีPCR 
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    4.4.3 การเพ่ิมจ านวนดีเอน็เอด้วยวิธี ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส  จากโคโลนี
ท่ีได้จากการโคลนยีน (colony PCR) 
    น าโคโลนีสขีาวจากการทดลองขอ้ 4.4.2 มาเพิม่จ านวนดเีอน็เอ ดว้ยวธิ ีPCR 
โดยใช้คู่ไพรเ์มอร ์เวลา และอุณหภู ม ิทีเ่หมาะสมของแต่ละ บรเิวณทีศ่กึษา ถา้โคโลนีที่ ทดสอบมี
ชิน้ส่วนดเีอน็เอทีต่อ้งการ แทรกอยูจ่รงิ จะท าใหไ้ดผ้ล ผลติของดเีอน็เอทีม่ขีนาดถูกตอ้ง  ซึง่สามารถ
ตรวจสอบได้ดว้ยวธิีวธิอีะกาโรสเจล อเิลก็โทรโฟรซีสิ ตามทีอ่ธบิายไวใ้นขอ้ 4.3 ขา้งตน้ ถา้ผลผลติ   
ดเีอน็เอทีไ่ดจ้ากการโคลนยนีมขีนาดทีถู่กตอ้งและมคีวามเขม้ของแบนมากจะน าไปท าใหช้ิน้ดเีอน็เอ
บรสิุทธิต่์อไป 
 
 
 5. การท าช้ินดีเอน็เอให้บริสทุธ์ิ และการหาล าดบันิวคลีโอไทด ์  
  น าผลติผลของดเีอน็เอ ทัง้ 4 บรเิวณทีเ่พิม่จ านวนไดแ้ละมขีนาดถูกตอ้งมาท าให้
บรสิุทธิ ์โดยใชชุ้ด FavorPrepTM GEL/PCR Purification mini kit (Favorgen) ตามวธิทีีร่ะบุในคู่มอื
ผูผ้ลติ (ภาคผนวก ค) แลว้น าชิน้ดเีอน็เอบรสิุทธิท์ีไ่ด้ มาตรวจสอบขนาดอกีครัง้ดว้ยวธิี อะกาโรสเจล 
อเิลก็โทรโฟรซีสิ ตามทีอ่ธบิายไวใ้นขอ้ 4.3 และเกบ็รกัษา ไว้ทีอุ่ณหภมู ิ- 20 องศาเซลเซยีส ก่อน
ส่งไปวเิคราะหห์าล าดบันิวคลโีอไทด์ทีบ่รษิทั 1st BASE (Malaysia) ผ่านบรษิทั Ward Medic, Ltd. 
ประเทศไทย โดยใชไ้พรเ์มอรท์ีจ่ าเพาะของแต่ละบรเิวณทีศ่กึษาทัง้ดา้น ปลาย 5’ (forward) และ  
ดา้นปลาย 3’ (reverse)  
  ผลของล าดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ด้ น ามาตรวจวเิคราะห์ ความถูกตอ้งดว้ยโปร แกรม  
Chromas 1.56 (Technelysium Pty. Ltd) และต่อสายนิวคลโีอไทดท์ีอ่่านทางดา้น ปลาย 5’ 
(forward) และดา้นปลาย 3’ (reverse) ผ่านโปรแกรม BioEdit (Hall. 1999: 95-98) จากนัน้น าไป
เทยีบเคยีงรอ้ยละความเหมอืน (% similarity) กบัล าดบันิวคลโีอไทดใ์นฐานขอ้มลู  GenBank โดยใช้
โปรแกรม BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  
 
 
 6. การวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทด ์และการสร้างแผนภมิูวิวฒันาการต้นไม้   
    (Phylogenetic trees) 
  น าล าดบันิวคลโีอไทดข์องตวัอยา่งราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการทดลอง และ
จากฐานขอ้มลู GenBank ที่มคีวามใกลเ้คยีงกบัตวัอยา่ง มาจดัเรยีงแนวความสมัพนัธ ์ (multiple 
sequence alignment) โดยแยกตามชนิดของยนีทีศ่กึษา ดว้ยโปรแกรม Clustal W (Thompson; et 
al. 1994: 4673-4680) และตรวจสอบผลทีไ่ด้อกีครัง้ดว้ยโปรแกรม BioEdit (North Carolina State 
University, U.S.A.; Hall. 1999: 95-98) 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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  วเิคราะหข์อ้มลูทีไ่ดโ้ดยการ สรา้ง แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมท้ัง้หมด 3 วธิ ีไดแ้ก่ 
neighbor joining (NJ), maximum likelihood (ML) และ maximum parsimony (MP) ดว้ย
โปรแกรม MEGA (Tamura; et al. 2011: 2731-2739) ซึง่ในแต่ละวธิจีะมกีารก าหนดค่า ความ
เชื่อมัน่ (bootstrap analysis) ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 หมายถงึ ก าหนดใหโ้ปรแกรมมกีารสรา้งแผนภมูิ
ววิฒันาการตน้ไม้ ซ ้ากนัทัง้หมด 1000 ครัง้ เพื่อใหไ้ดแ้ผนภมูิ ววิฒันาการตน้ไมท้ีม่คีวามเป็นไปได้
มากทีสุ่ด และพิสจูน์ว่าเป็นแผนภมูิทีด่ทีีสุ่ด และมคีวามถูกตอ้งมากทีสุ่ด  จากนัน้จงึน าขอ้มลูทีไ่ดไ้ป
วเิคราะหค์วามสมัพนัธร์ว่มกบัลกัษณะทางสณัฐานวทิยา และ ลกัษณะทางเคม ีเพื่อ ใชใ้นการจดั
จ าแนกชนิดของราสกุล Annulohypoxylon ต่อไป 
   
 
 
 
 
 



บทท่ี 4  
ผลการทดลอง 

 

1.  การเกบ็รวบรวม ตวัอย่าง และจดัจ าแนกชนิดของ ราสกลุ Annulohypoxylon  
โดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
 จากการส ารวจและเกบ็รวบรวมตวัอยา่ง รายอ่ยสลายไมใ้นวงศ ์ Xylariaceae จากส่วน
ต่างๆ ของพชืใน ระยะการสบืพนัธุแ์บบอาศยัเพศ  (teleomorph stage) จากพื้นทีเ่ขตรกัษาพนัธุ์    
สตัวป์า่ภเูขยีว จงัหวดัชยัภมู ิ บรเิวณบงึแปน และเสน้ทางส ารวจธรรมชาต ิ ในช่วงเดอืนพฤศจกิายน  
พ.ศ. 2555 จ านวน 117 ตวัอยา่ง  สามารถจดัจ าแนกตามสกุลได ้ 9 สกุล (genus) คอื 
Annulohypoxylon (69 ตวัอยา่ง ) Biscogniauxia (10 ตวัอยา่ง ) Kretzschmaria (2 ตวัอยา่ง ) 
Hypoxylon (31 ตวัอยา่ง) Nemania (1 ตวัอยา่ง) Rosellinia (1 ตวัอยา่ง) Stilbohypoxylon (1 
ตวัอยา่ง) Whalleya (1 ตวัอยา่ง) และ Xylaria (1 ตวัอยา่ง) นอกจากนี้ยงัไดน้ าตวัอยา่ง ราสกุล 
Annulohypoxylon จ านวน 97 ตวัอยา่ง ซึง่เกบ็รวบรวมไดจ้าก พืน้ทีเ่ขตรักษาพนัธุส์ตัวป์า่ภเูขยีว  
บรเิวณศาลาพรหม และบงึมน ในช่วงปี พ .ศ. 2550 – 2554 (เชดิชยั โพธิศ์ร ีและคนอื่นๆ . 2554) 
และ 2 ตวัอยา่ง (H130 และ H255) จากพืน้ที่น ้าตกเขากระยาง จงัหวดัพษิณุโลก ซึง่มรีายงานว่า
เป็นเชือ้ Annulohypoxylon ชนิดทีซ่บัซอ้น (Suwannasai; et al. 2013: 1-8) มาศกึษารว่มดว้ย 
 ดงันัน้จ านวนตวัอยา่งราสกุล Annulohypoxylon ทีศ่กึษาทัง้สิน้ เท่ากบั 168 ตวัอยา่ง เมือ่
น ามาศกึษาลกัษณะทางสณัฐาน วทิยาภายใตก้ลอ้งสเตอรโิอ ไมโครสโคป และกลอ้งจลุทรรศน์  มี
ตวัอยา่งทีส่มบรูณ์ 141 ตวัอยา่ง สามารถจดัจ าแนกชนิด ได ้10 ชนิด (species) แสดงดงัตาราง 20 
ทัง้นี้พบว่ามี ราจ านวน 27 ตวัอยา่ง ทีไ่มส่ามารถระบุชนิดไดอ้ยา่งชดัเจน  คดิเป็นรอ้ยละ 18 ของ
ตวัอยา่งราสกุล Annulohypoxylon ทัง้หมดทีศ่กึษา  
 
ตาราง 20 การจดัจ าแนกชนิดและจ านวนราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการศกึษาครัง้นี้ 
 

ชนิด พื้นท่ีส ารวจ จ านวน 
(ตวัอย่าง) 

เอกสารอ้างอิง 

Annulohypoxylon annulatum (Schwein.: 
Fr.) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. 
Hsieh 

บงึแปน บงึมนและ 
เสน้ทางส ารวจ
ธรรมชาต ิ

8 Hsieh; Ju; & Rogers. 2005:  
844-865 

Annulohypoxylon atroroseum 
(J.D.Rogers) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & 
H.-M. Hsieh 

บงีแปน ศาลาพรหม
และเสน้ทางส ารวจ
ธรรมชาต ิ

15 Hsieh; Ju; & Rogers. 2005:  
844-865 
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ตาราง 20 (ต่อ) 
 

ชนิด พื้นท่ีส ารวจ จ านวน 
(ตวัอย่าง) 

เอกสารอ้างอิง 

Annulohypoxylon bovei var. microspora 
(J.H. Miller) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & 
H.-M. Hsieh 

บงึแปน บงึมนและ 
เสน้ทางส ารวจ
ธรรมชาต ิ

11 
 

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005:    
844-865 

Annulohypoxylon moriforme (Henn.) Y.-
M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 

บงึแปน บงึมนและ 
เสน้ทางส ารวจ
ธรรมชาต ิ

15 
 

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005:    
844-865 

Annulohypoxylon moriforme var. 
microdiscus (Y.-M. Ju & J.D. Rogers) 
Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 

บงึแปน และศาลา
พรหม 
 

6 
 

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005:     
844-865 

Annulohypoxylon multiforme (Fr.: Fr.) Y.-
M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 

บงึแปน และเสน้ทาง
ส ารวจธรรมชาต ิ

3 
 

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005:       
844-865 

Annulohypoxylon nitens (Ces.) Y.-M. Ju, 
J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 

บงึแปน บงึมน ศาลา
พรหม และเสน้ทาง
ส ารวจธรรมชาต ิ

30 
 

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005:    
844-865 

Annulohypoxylon purpureonitens (Y.-M. 
Ju & J.D. Rogers) Y.-M. Ju, J.D. 
Rogers & H.-M. Hsieh 

เสน้ทางส ารวจ
ธรรมชาต ิ
 

1 
 

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005:    
844-865 

Annulohypoxylon stygium (Lév.) Y.-M. 
Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 

บงึแปน บงึมน ศาลา
พรหม และเสน้ทาง
ส ารวจธรรมชาต ิ

29 
 

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005:    
844-865 

Annulohypoxylon stygium var. annulatum 
(Rehm) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-
M. Hsieh 

บงึแปน 
 

4 
 

Hsieh; Ju; & Rogers. 2005:    
844-865 

Annulohypoxylon species A บงึแปน 1 พบในการศกึษาครัง้น้ี 
Annulohypoxylon species B บงึแปน 2 พบในการศกึษาครัง้น้ี 
Annulohypoxylon species C บงึแปน และบงึมน 3 พบในการศกึษาครัง้น้ี 
Annulohypoxylon species D บงึแปน 1 พบในการศกึษาครัง้น้ี 
Annulohypoxylon species E ศาลาพรหม 1 พบในการศกึษาครัง้น้ี 
Annulohypoxylon species F น ้าตกเขากระยาง  

จ.พษิณุโลก 
1 Suwannasai; et al. 2013: 1-8 

Annulohypoxylon species G น ้าตกเขากระยาง 
จ.พษิณุโลก 

1 Suwannasai; et al. 2013: 1-8 

Annulohypoxylon species H บงึแปน บงึมน ศาลา
พรหม และเสน้ทาง
ธรรมชาต ิ

17 Suwannasai; et al. 2013: 1-8 
และ พบในการศกึษาครัง้น้ี  
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 ราสกุล Annulohypoxylon ทัง้ 10 ชนิด สามารถจดัจ าแนกไดโ้ด ยอาศัยลกัษณะทาง
สณัฐานวทิยาในระยะการสบืพนัธุแ์บบอาศยัเพศเป็นหลกั โดยเปรยีบเทยีบกบัเอกสารอา้งองิ (Miller. 
1961: 1-158; Rayner. 1970: 1-34; Ju; & Rogers. 1996: 1-365; Thienhirun. 1997: 1-355; 
Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865; Suwannasai; et al. 2005: 303-324; Hladki; & Romero. 
2009: 733-744; Fournier; et al. 2010: 23-36; Pereira; Rogers: & Bezerra. 2010: 248-252; 
Suwannasai; et al. 2013: 1-8) รายละเอยีดแสดงดงัตาราง 21 ส าหรบัราสกุล Annulohypoxylon ที่
ไมส่ามารถระบุชนิดไดอ้ยา่งชดัเจน เนื่องจากมลีกัษณะบางอยา่งของตวัอย่ างทีต่่างจาก
เอกสารอา้งองิ ซึง่สามารถจดักลุ่มไดจ้ านวน 8 ชนิด 
 
 
ตาราง 21 ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของราสกุล Annulohypoxylon ทีส่ามารถจดัจ าแนกชนิดได ้
 
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา A. annulatum A. atroroseum 
สโตรมาตา (stromata) 
    รปูร่าง (shape) 
     
 
    ส ี(color) 
 
 
 
    KOH-pigments 

 
ลกัษณะครึง่ทรงกลม (hemispherical) 
พบทัง้แบบนูนเป็นกอ้น  (glomerate) 
และเรยีบกึง่นูน (effused-pulvinate) 
เมื่ออายุน้อยจะมสีนี ้าตาล (olivaceous 
brown) และมสีเีขม้ขึน้เมื่ออายุมากขึน้
เป็นสนี ้าตาลเขม้ (blackish brown) 
จนถงึด า (blackish) 
สเีขยีวมะกอก (greenish olivaceous 
(90)) หรอืสเีขยีวหม่น  (dull green 
(70)) 

 
ลกัษณะเรยีบกึง่นูน (effused-pulvinate) 
 
 
สเีทาอมม่วง (vinaceous gray (116)) 
 
 
 
สเีขยีวมะกอก  (greenish olivaceous 
(90)) หรอืสเีขยีวหม่น (dull green (70)) 

เพอรทิเีชยี (perithecia) 
    รปูร่าง (shape) 
    ขนาด (size diameter) 
 
ออสตโิอล (ostioles) 
 
แผ่นจาน (ostiolar discs) 
    ชนิด (type) 
    ขนาด (disc diameter) 

 
ทรงกลม (spherical) จนถงึร ี(obovoid) 
0.3 – 0.5 มลิลเิมตร 
 
ทรงกรวยปลายแหลม (coarsely 
conical-papillate) 
 
truncatum-type 
0.2 – 0.5 มลิลเิมตร 

 
แบบร ี(obovoid) 
0.2-0.3 × 0.3-0.6 มลิลเิมตร 
 
ลกัษณะปลายแหลม (papillate) 
 
 
truncatum-type 
0.1 – 0.2 มลิลเิมตร  
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ตาราง 21 (ต่อ) 
 
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา A. annulatum A. atroroseum 
แอสโคสปอร ์(ascospores) 
    ส ี(color) 
     
    รปูร่าง (shape) 
     
 
    ขนาด (size) 
 
เจริม์สลทิ (germ slit) 
 
 
 
เพอรสิปอร ์(perispore) 
บรเิวณทีพ่บ (habitat) 
 
ตวัอย่างทีศ่กึษา 
 
 
 
 
 
 
ขอ้สงัเกต 

 
น ้าตาล (brown) ถงึน ้าตาลเขม้  (dark 
brown) 
รคีลา้ยรปูไข่  ดา้นทัง้สองของสปอร์ ไม่
สมมาตร (ellipsoid-inequilateral) ปลาย
สปอรแ์คบ (narrowly rounded ends) 
7.0-10.8 × 3.6-5.5 ไมโครเมตร 
 
เสน้ตรงมคีวามยาวเท่ากบัความยาว
สปอร์ (straight full length) พบบน
ดา้นโคง้ของสปอร ์(convex side) 
 
dehiscent, เรยีบ (smooth) 
กิง่ไม ้และท่อนไม ้
 
PK09013, PK09014, PK10008a*, 
PK121019, PK121022a*, 
PK121091, PK121095 และ 
PK1210102 
 
 
 
ตวัอย่างทีศ่กึษามลีกัษณะทางสณัฐาน
วทิยา ตรงกบั รา  Annulohypoxylon 
annulatum Schwein.: Fr. (Hsieh; 
Ju; & Rogers. 2005)  
(ภาพประกอบ 13) 

 
น ้าตาลอ่อน (light brown) 
 
รคีลา้ยรปูไข่  ดา้นทัง้สองของสปอร์ ไม่
สมมาตร (ellipsoid-inequilateral) ปลาย 
สปอรแ์คบ (narrowly rounded ends) 
5.6-7.3 × 2.4-3.2 ไมโครเมตร 
 
เสน้ตรงมคีวามยาวเท่ากบัความยาว
สปอร์ (straight full length) พบบนดา้น
เรยีบของสปอร ์(flattened side) 
 
dehiscent, เรยีบ (smooth) 
กิง่ไม ้และท่อนไม ้
 
PK07001a*, PK09019, PK09028, 
PK11014, PK121024a, PK121026, 
PK121028a, PK121030a, PK121046, 
PK121048a*, PK121055, PK121060, 
PK121098, PK1210110 และ 
PK1210117 
 
ตวัอย่างทีศ่กึษามลีกัษณะทางสณัฐาน
วทิยา ตรงกบัรา  Annulohypoxylon 
atroroseum J.D. Rogers (Hsieh; Ju; & 
Rogers. 2005) (ภาพประกอบ 14) 

 
หมายเหตุ: a คอืตวัอย่างทีเ่ลอืกมาศกึษาล าดบันิวคลโีอไทด,์ * คอืตวัอย่างทีเ่ลอืกมาศกึษา ลกัษณะทางเคม ี
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ภาพประกอบ 13 Annulohypoxylon annulatum isolate PK121022 (A และ C) สโตรมา (B) การ

เกดิสกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (D) แผ่นจาน (ลกูศร) (E) เพอรทิีเชยี(ลกูศร)           
(E) แอสคสัทีม่ ี8 แอสโคสปอร ์ (F) เพอรสิปอร์หลุดออกจากสปอร์  (ลกูศร) (G) เพอรสิปอร์ 
(ลกูศร) และเจริม์สลทิ (H) ลกัษณะทางเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA  

 



61 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 14 Annulohypoxylon atroroseum isolate PK121048 (A และ C) สโตรมา (B) การ

เกดิสกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (C) แผ่นจาน (ลกูศร) (D) เพอรทิเีชยี (ลกูศร)           
(E) แอสคสัทีม่ ี8 แอสโคสปอร ์ (F) เพอรสิปอร์หลุดออกจากสปอร์  (ลกูศร) (G) ลกัษณะทาง
เจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA 
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ตาราง 21 (ต่อ) 
 
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา A. bovei var. microspora A. moriforme 
สโตรมาตา (stromata) 
    รปูร่าง (shape) 
     
     
 
    ส ี(color) 
    KOH-pigments 

 
ลกัษณะครึง่ทรงกลม (hemispherical) 
แบบเรยีบกึง่นูน (effused-pulvinate) 
 
 
สดี า (blackish) 
สเีขยีวมะกอก (greenish olivaceous 
(90)) 

 
พบทั ้ ง ลกัษณะนูนเป็นกอ้น  
(glomerate), เรยีบกึง่นูน  (effused-
pulvinate) และ เรยีบเป็นแผ่นแบน  
(pulvinate) 
สนี ้าตาล (brown) และสดี า (blackish) 
สเีขยีวมะกอก (greenish olivaceous 
(90)) หรอืสเีขยีวหม่น  (dull green 
(70)) 

เพอรทิเีชยี (perithecia) 
    รปูร่าง (shape) 
    ขนาด (size diameter) 
 
ออสตโิอล (ostioles) 
แผ่นจาน (ostiolar discs) 
    ชนิด (disc type) 
    ขนาด (disc diameter) 
แอสโคสปอร ์(ascospores) 
    ส ี(color) 
     
    รปูร่าง (shape) 
     
 
     
ขนาด (size) 
 
เจริม์สลทิ (germ slit) 
 
 
เพอรสิปอร ์(perispore) 

 
ทรงกลม (spherical) 
0.5 – 1.0 มลิลเิมตร 
 
ลกัษณะปลายแหลม (papillate) 
 
bovei-type 
0.3 – 0.7 มลิลเิมตร 
 
น ้าตาล (brown) ถงึน ้าตาลเขม้  (dark 
brown) 
รคีลา้ยรปูไข่  ดา้นทัง้สองของสปอร์ ไม่
สมมาต ร (ellipsoid-inequilateral) 
ปลายสปอรแ์คบ (narrowly rounded 
ends) 
8.0-10.2 × 3.6-4.8 ไมโครเมตร 
 
เสน้ตรงมคีวามยาวเท่ากบัความยาว
สปอร์ (straight full length) พบบน
ดา้นโคง้ของสปอร ์(convex side) 
dehiscent, เรยีบ (smooth) 

 
ทรงกลม (spherical) 
0.4 – 0.8 มลิลเิมตร 
 
ลกัษณะปลายแหลม (papillate) 
 
truncatum-type 
0.2 – 0.4 มลิลเิมตร 
 
น ้าตาล (brown) ถงึน ้าตาลเข้ม (dark 
brown) 
รคีลา้ยรปูไข่  ดา้นทัง้สองของสปอร์ ไม่ 
สมมาต ร (ellipsoid-inequilateral) 
ปลายสปอรแ์คบ (narrowly rounded 
ends) 
7.0-9.0 × 2.3-4.0 ไมโครเมตร 
 
เสน้ตรงมคีวามยาวเท่ากบัความยาว
สปอร์ (straight full length) พบบน
ดา้นโคง้ของสปอร ์(convex side) 
dehiscent, เรยีบ (smooth) 
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ตาราง 21 (ต่อ) 
 
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา A. bovei var. microspora A. moriforme 
บรเิวณทีพ่บ (habitat) 
 
ตวัอย่างทีศ่กึษา 
 
 
 
 
 
ขอ้สงัเกต 

กิง่ไม ้และท่อนไม ้
 
PK09054, PK10001, PK10002, 
PK10003, PK10010, PK121003a, 
PK121011, PK121036, PK121069, 
PK121071 และ PK1210112a* 
 
 
ตวัอย่างทีศ่กึษามลีกัษณะทางสณัฐาน
วทิยา ตรงกบัรา  Annulohypoxylon 
bovei var. microspora J.H. Miller 
(Hsieh; Ju; & Rogers. 2005) 
(ภาพประกอบ 15) 

กิง่ไม ้และท่อนไม ้
 
PK09018, PK09038, PK09040, 
PK09050, PK09062, PK11019, 
PK121004, PK121016, PK121020, 
PK121043, PK121052, PK121065a 
PK121067a และ PK121090 
 
ตวัอย่างทีศ่กึษามลีกัษณะทางสณัฐาน
วทิยา ตรงกบัรา  Annulohypoxylon 
moriforme Henn. (Hsieh; Ju; & Rogers. 
2005) มากทีส่ดุ นอกจากน้ียงัมี
ลกัษณะใกลเ้คยีงกบัเชือ้ A. bovei 
var. microspora และ A. nitens มาก 
แต่มลีกัษณะของแผ่นจานแตกต่างกนั 
คอื เชือ้ A. moriforme จะมแีผ่นจาน
แบบ truncatum-type ในขณะที ่ A. 
bovei var. microspora และ A. nitens 
จะมแีผ่นจานแบบ bovei-type 
(ภาพประกอบ 16) 

 
หมายเหตุ: a คอืตวัอย่างทีเ่ลอืกมาศกึษาล าดบันิวคลโีอไทด์, * คอืตวัอย่ างทีเ่ลอืกมาศกึษา ลกัษณะทางเคม ี
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ภาพประกอบ 15 Annulohypoxylon bovei var. microspora isolate PK1210112 (A และ C) สโตรมา 

(B) การเกดิสกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (C) แผ่นจาน (ลกูศร) (D) เพอรทิเีชยี (ลกูศร)  
(E) เพอรสิปอรห์ลุดออกจากสปอร์  (ลกูศร) (F) แอสโคสปอร ์ (G) พาราไฟซสี (paraphysis) 
(ลกูศร) (H) ลกัษณะทางเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA 
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ภาพประกอบ 16 Annulohypoxylon moriforme isolate PK121067 (A และ C) สโตรมา (B) การ

เกดิสกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (C) แผ่นจาน (ลกูศร) (E) เพอรทิเีชยี(ลกูศร) (E) แอสไซ
ทีม่ ี8 แอสโคสปอร์ต่อแอสคสั (F) เพอรสิปอร์หลุดออกจากสปอร์  (ลกูศร) (G) ลกัษณะทาง
เจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA 
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ตาราง 21 (ต่อ) 
 
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา A. moriforme var. microdiscus A. multiforme 
สโตรมาตา (stromata) 
    รปูร่าง (shape) 
     
     
 
    ส ี(color) 
     
    KOH-pigments 

 
พบทัง้ ลกัษณะนูนเป็นกอ้น  
(glomerate), เรยีบกึง่นูน  (effused-
pulvinate) และเรยีบเป็นแผ่นแบน  
(pulvinate) 
สดี า (blackish) 
 
สเีขยีวมะกอก (greenish olivaceous 
(90)) 

 
ลกัษณะครึง่ทรงกลม (hemispherical) 
แบบรปูกลมคลา้ยโล่ (peltate) หรอืรปู
กรวยกลบัหวั (obconical) 
 
สนี ้าตาลเขม้ (dark brown) จนถงึสดี า 
(blackish) 
สเีขยีวมะกอก (greenish olivaceous 
(90)) หรอื สเีขยีว (olivaceous (48)) 

เพอรทิเีชยี (perithecia) 
รปูร่าง (shape) 
    ขนาด (size diameter) 
ออสตโิอล (ostioles) 
 
แผ่นจาน (ostiolar discs) 
    ชนิด (disc type) 
    ขนาด (disc diameter) 
แอสโคสปอร ์(ascospores) 
    ส ี(color) 
     
    รปูร่าง (shape) 
     
 
    ขนาด (size) 
เจริม์สลทิ (germ slit) 
 
 
เพอรสิปอร ์(perispore) 
บรเิวณทีพ่บ (habitat) 
ตวัอย่างทีศ่กึษา 
 
 

 
ทรงกลม (spherical) 
0.3 – 0.5 มลิลเิมตร 
ลกัษณะปลายแหลม (papillate) 
 
 
truncatum-type 
0.2 – 0.3 มลิลเิมตร 
 
น ้าตาล (brown) ถงึน ้าตาลเขม้  (dark 
brown) 
รคีลา้ยรปูไข่  ดา้นทัง้สองของสปอร์ ไม่
สมมาตร (ellipsoid-inequilateral) ปลาย 
สปอรแ์คบ (narrowly rounded ends) 
10.0-12.5 × 3.8-5.0 ไมโครเมตร 
เสน้ตรงมคีวามยาวเท่ากบัความยาว
สปอร์ (straight full length) พบบน
ดา้นโคง้ของสปอร ์(convex side) 
dehiscent, เรยีบ (smooth) 
กิง่ไม ้และท่อนไม ้
PK07008a*, PK07012a*, 
PK07013a*, PK09006, PK10004 
และ PK121094 

 
แบบร ี(obovoid) 
0.4-0.6 × 0.5-0.7 มลิลเิมตร 
ทรงกรวยปลายแหลม (conical-
papillate) 
 
truncatum-type 
0.2 – 0.4 มลิลเิมตร 
 
น ้าตาลอ่อน (light brown) ถงึน ้าตาล
(brown) 
รคีลา้ยรปูไข่  ดา้นทัง้สองของสปอร์ ไม่
สมมาตร (ellipsoid-inequilateral) ปลาย 
สปอรแ์คบ (narrowly rounded ends) 
8.0-11.5 × 3.3-5.5 ไมโครเมตร 
เสน้ตรงมคีวามยาวน้อยกว่าความยาว
ของสปอร์  (straight nearly full 
length)  
dehiscent, เรยีบ (smooth) 
กิง่ไม ้และท่อนไม ้
PK121041, PK121042a และ 
PK121047 
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ตาราง 21 (ต่อ) 
 
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา A. moriforme var. microdiscus A. multiforme 
ขอ้สงัเกต ตวัอย่างทีศ่กึษามลีกัษณะทางสณัฐาน

วทิยา ตรงกบั รา Annulohypoxylon 
moriforme var. microdiscus Y.-M. 
Ju & J.D. Rogers (Hsieh; Ju; & 
Rogers. 2005) (ภาพประกอบ 17) 

ตวัอย่างทีศ่กึษามลีกัษณะทางสณัฐาน
วทิยา ตรงกั บรา Annulohypoxylon 
multiforme Fr.: Fr. (Hsieh; Ju; & 
Rogers. 2005) (ภาพประกอบ 18) 

 
 
หมายเหตุ: a คอืตวัอย่างทีเ่ลอืกมาศกึษาล าดบันิวคลโีอไทด์, * คอืตวัอย่างทีเ่ลอืกมาศกึษา ลกัษณะทางเคม ี
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ภาพประกอบ 17 Annulohypoxylon moriforme var. microdiscus isolate PK07012 (A-B) สโตรมา 

และ แผ่นจาน (ลกูศร) (C) การเกดิสกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (D) เพอรทิเีชยี (ลกูศร) 
(E) แอสโคสปอร ์(ลกูศร) (F) เพอรสิปอรห์ลุดออกจากสปอร์ (ลกูศร) (G) ลกัษณะทางเจรญิบน
อาหารเลีย้งเชือ้ PDA 
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ภาพประกอบ 18 Annulohypoxylon multiforme isolate PK121042 (A - B) สโตรมา และ แผ่นจาน 

(ลกูศร) (C) แอสคสัทีม่ ี8 แอสโคสปอร ์ (D) เพอรทิเีชยี (ลกูศร) (E) การเกดิสกีบัสารละลาย 
KOH เขม้ขน้ 10% (F) เพอรสิปอร์หลุดออกจากสปอร์  (ลกูศร) (G) แอสโคสปอร ์ (H) ลกัษณะ
ทางเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA  
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ตาราง 21 (ต่อ) 
 
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา A. nitens A. purpureonitens 
สโตรมาตา (stromata) 
    รปูร่าง (shape) 
     
     
    ส ี(color) 
     
     
 
 
KOH-pigments 

 
ลกัษณะครึง่ทรงกลม (hemispherical) 
พบทัง้แบบนูนเป็นกอ้น  (glomerate) 
และเรยีบกึง่นูน (effused-pulvinate) 
เมื่ออ ายุน้อยจะมสีนี ้าตาล เขม้  (dark 
brown vinaceous (84)) และเปลีย่น 
เป็นสดี า (blackish) เมื่ออายุมากขึน้
จนโตเตม็ทีเ่ป็นสดี ามนัเงา (shiny 
black) 
สเีขยีวมะกอก (greenish olivaceous 
(90)) 

 
ลกัษณะครึง่ทรงกลม (hemispherical) 
พบทัง้แบบนูนเป็นกอ้น  (glomerate) 
และเรยีบกึง่นูน (effused-pulvinate) 
สดี า (blackish) หรอืด าอมน ้าตาล 
(blackish with reddish brown tone) 
 
 
 
สมี่วงแดง (vinaceous purple (101))  

เพอรทิเีชยี (perithecia) 
    รปูร่าง (shape) 
    ขนาด (size diameter) 
ออสตโิอล (ostioles) 
 
แผ่นจาน (ostiolar discs) 
    ชนดิ (disc type) 
    ขนาด (disc diameter) 
แอสโคสปอร ์(ascospores) 
    ส ี(color) 
     
    รปูร่าง (shape) 
     
 
    ขนาด (size) 
 
เจริม์สลทิ (germ slit) 
 
 
เพอรสิปอร ์(perispore) 
บรเิวณทีพ่บ (habitat) 

 
ทรงกลม (spherical) 
0.4 – 0.8 มลิลเิมตร 
ทรงกรวยปลายแหลม (conical-
papillate) 
 
bovei-type 
0.2 – 0.5 มลิลเิมตร 
 
น ้าตาลอ่อน (light brown) ถงึน ้าตาล
(brown) 
รคีลา้ยรปูไข่  ดา้นทัง้สองของสปอร์ ไม่
สมมาตร (ellipsoid-inequilateral) ปลาย 
สปอรแ์คบ (narrowly rounded ends) 
6.2-10.5 × 3.5-4.8 ไมโครเมตร 
 
เสน้ตรงมคีวามยาวเท่ากบัความยาว
สปอร์ (straight full length) พบบน
ดา้นโคง้ของสปอร ์(convex side) 
dehiscent, เรยีบ (smooth) 
กิง่ไม ้และท่อนไม ้

 
ทรงกลม (spherical) 
0.4 – 0.8 มลิลเิมตร 
ทรงกรวยปลายแหลม (conical-
papillate) 
 
bovei-type 
0.2 - 0.3 มลิลเิมตร 
 
น ้าตาล (brown)  
 
รคีลา้ยรปูไข่  ดา้นทัง้สองของสปอร์ไม่ 
สมมาตร (ellipsoid-inequilateral) ปลาย
สปอรแ์คบ (narrowly rounded ends) 
7.5-9.6 × 3.3-4.8 ไมโครเมตร 
 
เสน้ตรง ความยาวเท่ากบัความยาว
สปอร์ (straight full length) พบบน
ดา้นโคง้ของสปอร ์(convex side) 
dehiscent, เรยีบ (smooth) 
กิง่ไม ้และท่อนไม ้
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ตาราง 21 (ต่อ) 
 
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา A. nitens A. purpureonitens 
ตวัอย่างทีศ่กึษา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ขอ้สงัเกต 

H154a, H157a, H189a, H197a, 
PK07011, PK07014, PK07018, 
PK09010, PK09011, PK09012, 
PK09016, PK09042, PK09044, 
PK09051, PK11002, PK11009, 
PK11017, PK121006, PK121009, 
PK121015, PK121044a*, 
PK121051, PK121057, 
PK121063a, PK121071, 
PK121074a, PK121075a, 
PK121077, PK121080a และ 
PK121086a* 
 
ตวัอย่างทีศ่กึษามลีกัษณะทางสณัฐาน
วทิยา ตรงกบั รา  Annulohypoxylon 
nitens Ces.(Hsieh; Ju; & Rogers. 
2005) แมว้่ารา ชนิดนี้จะมคีวา ม
คลา้ยคลงึกบั A. bovei var. microspora 
และ A. moriforme แต่ลกัษณะส าคญั
ของรา ชนิดนี้คอื สี   สโตรมา ของรา
เมื่ออายุน้อยจะมสีนี ้าตาลเขม้ (dark 
brown(84)) และเมื่ออายุมากขึน้จะ
เปลีย่นเป็นสดี า (blackish) จนโต
เตม็ทีก่ลายเป็นสดี ามนัเงา (shiny 
black) ซึง่เป็นลกัษณะเด่นทีใ่ชช้่วยใน
การจดัจ าแนกได ้(ภาพประกอบ 19) 

PK10006a* 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตวัอย่างทีศ่กึษามลีกัษณะทางสณัฐาน
วทิยา ตรงกบั รา  Annulohypoxylon 
purpureonitens Y.-M. Ju & J.D. Rogers 
(Hsieh; Ju; & Rogers. 2005) ราชนิด
นี้จะมคีวามคลา้ยคลงึกบั A. nitens 
มาก แตกต่างกนัเพยีงสีของ  สโตรมา
เมื่อท าปฏกิริยิาสารละลาย KOH 
เขม้ขน้ 10% รา A. purpureonitens 
จะเกดิสมี่วงแดง (vinaceous purple 
(101)) ในขณะที ่A. nitens จะเกดิสี
เขยีวมะกอก  (greenish olivaceous 
(90)) (ภาพ ประกอบ 20) 

 
หมายเหตุ: a คอืตวัอย่างทีเ่ลอืกมาศกึษาล าดบันิวคลโีอไทด์, * คอืตวัอย่างทีเ่ลอืกมาศกึษา ลกัษณะทางเคม ี
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ภาพประกอบ 19 Annulohypoxylon nitens isolate PK121044  (A-B) สโตรมา และแผ่นจาน 

(ลกูศร) (C) การเกดิสกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (D) เพอรทิเีชยี (ลกูศร) (E) แอสคสั 
และแอสโคสปอร ์ (F) เพอรสิปอร์หลุดออกจากสปอร์  (ลกูศร) (G) แอสโคสปอร์ และเจริม์สลทิ 
(ลกูศร) (H) ลกัษณะทางเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA 
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ภาพประกอบ 20 Annulohypoxylon purpureonitens isolate PK10006 (A-B) สโตรมา และแผ่นจาน 

(ลกูศร) (C) เพอรทิเีชยี (ลกูศร) (D) การเกดิสกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (E) แอสคสั ที่
ม ี8 แอสโคสปอร ์ (ลกูศร) (F) แอสโคสปอร ์ และเพอรสิปอร์ หลุดออกจากสปอร์  (ลกูศร)       
(G) ลกัษณะทางเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA  
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ตาราง 21 (ต่อ) 
 
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา A. stygium A. stygium var. annulatum 
สโตรมาตา (stromata) 
    รปูร่าง (shape) 
     
     
    ส ี(color) 
     
    KOH-pigments 

 
ลกัษณะเรยีบกึง่นูน  (effused-
pulvinate) และเรยีบเป็นแผ่นแบน  
(pulvinate) 
สดี า (blackish) หรอืด าอมน ้าตาล 
(blackish with reddish brown tone) 
สเีขยีวมะกอก (greenish olivaceous 
(90)) หรอืสเีขยีวหม่น  (dull green 
(70)) 

 
ลกัษณะครึง่ทรงกลม (hemispherical) 
แบบเรยีบกึง่นูน (effused-pulvinate) 
 
สนี ้าตาลด า (blackish brown) จนถงึสดี า 
(blackish) 
สเีขยีวหม่น (dull green (70)) 

เพอรทิเีชยี (perithecia) 
    รปูร่าง (shape) 
     
    ขนาด (size diameter) 
ออสตโิอล (ostioles) 
แผ่นจาน (ostiolar discs) 
    ชนิด (disc type) 
    ขนาด (disc diameter) 
แอสโคสปอร ์(ascospores) 
    ส ี(color) 
     
    รปูร่าง (shape) 
     
 
    ขนาด (size) 
 
เจริม์สลทิ (germ slit) 
 
 
เพอรสิปอร ์(perispore) 
บรเิวณทีพ่บ (habitat) 

 
แบบร ี (obovoid) จนถงึทรงกระบอก 
(tubular) 
0.2-0.3 × 0.3-0.5 มลิลเิมตร 
ลกัษณะปลายแหลม (papillate) 
 
truncatum-type 
0.1 – 0.2 มลิลเิมตร 
 
น ้าตาลอ่อน (light brown)  
 
รคีลา้ยรปูไข่  ดา้นทัง้สองของสปอร์ ไม่ 
สมมาตร (ellipsoid-inequilateral) ปลาย
สปอรแ์คบ (narrowly rounded ends) 
5.6-7.5 × 2.4-3.3 ไมโครเมตร 
 
เสน้ตรงความยาวเท่ากบัความยาว
สปอร์ (straight full length) พบบน
ดา้นเรยีบของสปอร ์(flattened side) 
dehiscent, เรยีบ (smooth) 
กิง่ไม ้และท่อนไม ้

 
แบบร ี(obovoid) 
 
0.3-0.4 × 0.5-0.7 มลิลเิมตร 
ลกัษณะปลายแหลม (papillate) 
 
truncatum-type 
0.3 – 0.4 มลิลเิมตร 
 
น ้าตาลอ่อน (light brown) ถงึน ้าตาล
(brown) 
รคีลา้ยรปูไข่  ดา้นทัง้สองของสปอรไ์ม่
สมมาตร (ellipsoid-inequilateral)  ปลาย
สปอรแ์คบ (narrowly rounded ends) 
5.0-7.4 × 2.2-3.7 ไมโครเมตร 
 
เสน้ตรงมคีวามยาวเท่ากบัความยาวสปอร ์
(straight full length) พบบนดา้นเรยีบ
ของสปอร ์(flattened side) 
dehiscent, เรยีบ (smooth) 
กิง่ไม ้และท่อนไม ้
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ตาราง 21 (ต่อ) 
 
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา A. stygium A. stygium var. annulatum 
ตวัอย่างทีศ่กึษา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ขอ้สงัเกต 

PK07005, PK07009, PK09002, 
PK09009, PK09030a, PK09033, 
PK09037, PK09039, PK09041, 
PK09046, PK09061, PK11006, 
PK11007, PK11013a, PK11018, 
PK11020, PK121007a*, PK121010a, 
PK121014, PK121045, PK121064, 
PK121072a, PK121084, PK121092, 
PK121093, PK1210107 และ 
PK1210109a 
 
ตวัอย่างทีศ่กึษามลีกัษณะทาง สณัฐาน
วทิยา ตรงกบั รา  Annulohypoxylon 
stygium Lév. (Hsieh; Ju; & Rogers. 
2005) (ภาพประกอบ 21) 

PK121034, PK121058, PK121073 และ 
PK1210114 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตวัอย่างทีศ่กึษามลีกัษณะทางสณัฐาน
วทิยา ตรงกบั รา  Annulohypoxylon 
stygium var. annulatum Rehm. (Hsieh; 
Ju; & Rogers. 2005) นอกจากน้ียงัมี
ความใกลเ้คยีงกบัรา A. stygium มาก แต่
ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางแผ่นจานของ  A. 
stygium var. annulatum จะมขีนาดใหญ่
กว่า คอื มขีนาด 0.3-0.4 มลิลเิมตร 
ในขณะที ่A. stygium มขีนาดเลก็เพยีง 
0.1-0.2 มลิลเิมตร (ภาพประกอบ 22) 

 
หมายเหตุ: a คอืตวัอย่างทีเ่ลอืกมาศกึษาล าดบันิวคลโีอไทด,์ * คอืตวัอย่างทีเ่ลอืกมาศกึษา ลกัษณะทางเคม ี
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ภาพประกอบ 21 Annulohypoxylon stygium isolate PK121007 (A และ C) สโตรมา และแผ่นจาน 

(ลกูศร) (B) การเกดิสกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (D) เพอรทิเีชยี (ลกูศร) (E) แอสไซทีม่ ี
8 แอสโคสปอร์ ต่อแอสคสั (F) เจริม์สลทิ (ลกูศร) (G) ลกัษณะทางเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
PDA (H) เพอรสิปอรห์ลุดออกจากสปอร ์(ลกูศร)  
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ภาพประกอบ 22 Annulohypoxylon stygium var. annulatum isolate PK121058 (A-B) สโตรมา 

และแผ่นจาน (ลกูศร) (C) การเกดิสกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (D) เพอรสิปอร์หลุดออก
จากสปอร์ (ลกูศร) (E) เพอรทิเีชยี (ลกูศร) (F) แอสโคสปอร ์ (G) ลกัษณะทางเจรญิบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ PDA  
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 ส าหรบัตวัอยา่งราสกุล Annulohypoxylon จ านวน 27 ตวัอยา่ง ทีย่งัไม่สามารถระบุชนิดได้  
เนื่องจากมลีกัษณะทางสณัฐาน วทิยาทีใ่กลเ้คยีงกบัรา ชนิดอื่นมากกว่า 1 ชนิด หรอืมลีกัษณะที่
แตกต่างจากราทีร่ะบุชนิดแลว้บางประการ ซึง่สามารถจดักลุ่มได ้8 ชนิด ดงันี้ 
 
 Annulohypoxylon species A 
  ตวัอย่างท่ีศึกษา:  PK121027 (ภาพประกอบ 23) 
  ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา: สโตรมาเป็นแบบครึง่ทรงกลม (hemispherical) เรยีบกึง่
นูน (effused-pulvinate) มสีดี า ขนาดกวา้ง × ยาว × หนา เท่ากบั 0.3-0.9 × 0.7-2.0 × 0.1-0.2 
เซนตเิมตร และเมือ่ทดสอบการเกดิสขีองผวิสโตรมากบัสารละลาย โพแทสเซยีมไฮดรอกไซด์ เขม้ขน้ 
10% พบว่ามสีเีขยีวมะกอก (90) เพอรทิเีชยีเป็นแบบทรงกลม ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.4-0.6 
มลิลเิมตร ออสตโิอลมลีกัษณะปลายแหลม  ลอ้มรอบด้วยแผ่นจานแบบ bovei-type ขนาดเส้นผ่าน
ศูนยก์ลาง 0.3-0.5 มลิลเิมตร  
  แอสไซมรีปูร่างคลา้ยกระบอง มขีนาดกวา้ง × ยาว เท่ากบั 3-5 × 65-80 ไมโครเมตร 
(วดัขนาดจาก 8 แอสไซ) ใน 1 แอสคสั ม ี8 แอสโคสปอร์ ทีป่ลายแอสไซพบเอพคิอล  แอพพาราทสั 
ทีไ่ม่ตดิสนี ้า เงนิของสารละลาย  Melzer’s มขีนาดกวา้ง × ยาว เท่ากบั 0.2-0.5 × 0.3-0.6 
ไมโครเมตร แอสโคสปอร์สนี ้าตาลอ่อนถงึสนี ้าตาล ลกัษณะรคีล้ายรปูไข่ ดา้นทัง้สองของสปอร์ ไม่
สมมาตร ปลายสปอร์แคบขนาด 4.2-7.4 × 2.1-3.5 ไมโครเมตร พบเจริ์มสลทิเป็นเส้นตรงมคีวาม
ยาวเท่ากบัความยาวสปอร์บนด้านเรยีบของสปอร์  เมือ่ทดสอบกบัสารละลาย  KOH เขม้ขน้ 10% จะ
พบเพอรสิปอรห์ลุดออกจากสปอรม์ลีกัษณะเรยีบ  
  ข้อสงัเกต : ลกัษณะทางสณัฐาน วทิยาทีก่ล่ าวมาข้ างต้นมคีวามค ล้ายคลงึกบั รา 
Annulohypoxylon moriforme Henn. Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh (Hsieh; Ju; & 
Rogers. 2005: 844-865) แต่แอสโคสปอร์ของราชนิดนี้มขีนาดค่อนข้างใหญ่กว่าคอืเท่ากบั 6.0-9.0 
× 2.5-4.0 ไมโครเมตร  และมีลกัษณะแผ่นจานเป็นแบบ truncatum-type ในขณะทีร่าตวัอย่าง 
PK121027 มลีกัษณะแผ่นจานแบบ bovei-type คล้ายกบั A. nitens แต่ราตวัอยา่งต่างจาก A. 
nitens คอืลกัษณะของสโตรมาไมด่ ามนัซึง่เป็นลกัษณะเด่น ของรา A. nitens และมขีนาด ของ    
แอสโคสปอรค์่อนขา้ง ใหญ่กว่าเลก็น้อยคอื 6.5-10(-11) × 3-4.5 ไมโครเมตร นอกจากนี้พบว่าขนาด
ของแอสไซของ A. nitens ยาวกว่าคอืมขีนาดกวา้ง × ยาวเท่ากบั 4-5 × 110-140 ไมโครเมตร ดว้ย
เหตุนี้จงึยงัไมส่ามารถระบุชนิดของราตวัอยา่ง PK121027 ได ้
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ภาพประกอบ 23 Annulohypoxylon species A isolate PK121027 (A และ C) สโตรมา และแผ่นจาน 

(ลกูศร) (B) เพอรทิเีชยี (ลกูศร) (D) การเกดิสกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (E) แอสไซ 
และเอพคิอล แอพพาราทสั  (ลกูศร) (F) แอสโคสปอร์ และเจริม์สลทิ (ลกูศร) (G) ลกัษณะทาง
เจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA  
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 Annulohypoxylon species B 
  ตวัอย่างท่ีศึกษา:  PK121012 และ PK121050 (ภาพประกอบ 24) 
  ลกัษณะทางสณัฐาน วิทยา: สโตรมาเป็นแบบเรยีบกึง่นูน (effused-pulvinate) และ
แบบนูนเป็นกอ้น (glomerate) มสีดี า ขนาดกวา้ง × ยาว × หนา เท่ากบั 0.20-2.50 × 0.30-3.00 × 
0.10-0.15 เซนตเิมตร  และเมือ่ ทดสอบ การเกดิสขีองผวิสโตรมากบั สารละลาย โพแทสเซยี ม         
ไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 10% พบว่า มสีเีขยีวมะกอก (90) เพอรทิเีชยีเป็นแบบทรงกลม ขนาดเสน้ผ่าน
ศูนยก์ลาง 0.2-0.4(-0.7) มลิลเิมตร ออสตโิอ ลมลีกัษณะปลายแหลม ลอ้มรอบดว้ยแผ่นจานแบบ 
bovei-type ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 0.3-0.5 มลิลเิมตร  
  แอสไซมรีปูร่ างแบบกระบอง มขีนาดกวา้ง × ยาว เท่ากบั 3.5-4.8 × 78-110 ยาว 
ไมโครเมตร (วดัขนาดจาก 7 แอสไซ) ใน 1 แอสคสั ม ี8 แอสโคสปอร์ ทีป่ลายแอสไซพบเอพคิอล  
แอพพาราทสัทีไ่ม่ตดิสนี ้าเงนิของสารละลาย  Melzer’s มขีนาดกวา้ง × ยาว เท่ากบั 0.8-1.2 ×     
1.3-1.5 ไมโครเมตร แอสโคสปอรส์นี ้า ตาลลกัษณะรคีลา้ยรปูไข่  ดา้นทัง้สองของสปอรไ์มส่มมาตร  
ปลายสปอรแ์คบ ขนาด 3.9-6.7 × 1.6-2.7(-3.4) ไมโครเมตร พบเจริม์สลทิ เป็นเสน้ตรงมคีวามยาว
เท่ากบัความยาวสปอรบ์นดา้นเรยีบของสปอร ์ เมือ่ทดสอบกบัสารละลาย  KOH เขม้ขน้ 10% จะพบ
เพอรสิปอรห์ลุดออกจากสปอรม์ลีกัษณะเรยีบ 
  ข้อสงัเกต : ลกัษณะทางสณัฐาน วทิยาทีก่ล่าวมาขา้งตน้มคีวามคลา้ยคลงึกบัรา  
Annulohypoxylon bovei var. microspora J.H. Miller Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
(Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865) แต่แอสโคสปอรข์องรา ชนิดนี้จะมขีนาดใหญ่กว่า คอื      
8.5-10.5 × 4.0-5.0 ไมโครเมตร และพบเจริม์สลทิบนดา้นโคง้ของสปอร ์ และเมือ่เปรยีบเทยีบ รา
ตวัอยา่ง PK121012 และ PK121050 กบั A. nitens พบว่ามลีกัษณะสโตรมาทีไ่ม่  ด ามนั และขนาด
แอสโคสปอรข์อง A. nitens ใหญ่กว่าคอืมคี่าเท่ากบั 6.5-10 × 3-4.5 ไมโครเมตร  
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ภาพประกอบ 24 Annulohypoxylon species B isolate PK121012 (A-B) สโตรมา และแผ่นจาน 

(ลกูศร) (C) เพอรทิเีชยี (ลกูศร) (D) การเกดิสกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (E) แอสโคสปอร ์
และเจริม์สลทิ (ลกูศร) (F) เพอรสิปอร์หลุดออกจากสปอร์  (ลกูศร) (G) ลกัษณะทางเจรญิบน
อาหารเลีย้งเชือ้ PDA  
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 Annulohypoxylon species C 
  ตวัอย่างท่ีศึกษา:  PK10007, PK121008 และ PK1210103 (ภาพประกอบ 25) 
  ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา: สโตรมาเป็นแบบครึง่ทรงกลม (hemispherical) เรยีบกึง่
นูน (effused-pulvinate) และแบบนูนเป็นกอ้น (glomerate) มสีดี า  ขนาดกวา้ง × ยาว × หนา 
เท่ากบั (0.3) 0.6-3.7 × 0.8-5.5 × 0.1-0.2 เซนตเิมตร และเมือ่ทดสอบการเกดิสขีองผวิสโตรมากบั
สารละลายโพแทสเซยี มไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 10% พบว่า มสีเีขยีวมะกอก (90) เพอรทิเีชยีเป็นแบบ
ทรงกลม ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 0.2-0.4 มลิลเิมตร ออสตโิอลมลีกัษณะปลายแหลม ลอ้มรอบดว้ย
แผ่นจานแบบ truncatum-type ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 0.2-0.4 มลิลเิมตร  
  แอสไซมรีปูร่างแบบกระบอง มขีนาดกวา้ง × ยาว เท่ากบั 2-3 × 54-78 ไมโครเมตร 
(วดัขนาดจาก 12 แอสไซ) ใน 1 แอสคสั ม ี8 แอสโคสปอร ์ทีป่ลายแอสไซพบเอพคิอล แอพพาราทสั 
ทีไ่มต่ดิสนี ้าเงนิของสารละลาย Melzer’s มขีนาดกวา้ง × ยาว เท่ากบั 0.2-0.3 × 1.2-1.7  ไมโครเมตร 
แอสโคสปอรส์นี ้าตาลอ่อนถงึสนี ้าตาล ลกัษณะรคีลา้ยรปูไข่  ดา้นทัง้สองของสปอรไ์มส่มมาตร ปลาย
สปอรแ์คบ ขนาด (3.7)4.1-6.8 × 2.5-3.7 ไมโครเมตร พบเจริม์สลทิ เป็นเสน้ตรงมคีวามยาวเท่ากบั
ความยาวสปอร์ บนดา้นโคง้ของสปอร์  เมือ่ทดสอบกบัสารละลาย  KOH เขม้ขน้  10% จะพบ         
เพอรสิปอรห์ลุดออกจากสปอรม์ลีกัษณะเรยีบ 
  ลกัษณะการสืบพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศ : พบการสรา้งโคนิเดยี และโคนิดโิอฟอร ์มี
ขนาดกวา้ง × ยาว เท่ากบั 1.71-2.74 × 3.01-4.37 ไมโครเมตร แบบ Nodulisporium-like บน
อาหารเลีย้งเชือ้ PDA ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง   
  ข้อสงัเกต : ลกัษณะทางสณัฐาน วทิยาทีก่ล่าวมาข้ างตน้มคีวามคลา้ยคลงึกบั รา 
Annulohypoxylon stygium Lév. Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh (Hsieh; Ju; & Rogers. 
2005: 844-865) แต่ขนาดเสน้ผ่านศู นยก์ลางแผ่นจานมขีนาดเลก็กว่า คอืมคี่าเท่ากบั 0.1-0.2 
มลิลเิมตร และแอสโคสปอรข์อง  A. stygium จะพบเจริม์สลทิบนดา้นเรยีบของสปอร ์ ในขณะทีร่า
ตวัอยา่งพบบนดา้นโคง้ของสปอร ์นอก จากนี้ยงัมคีวามใกลเ้คยีงกบั  A. atroroseum  แต่มสีขีอง  
สโตรมาทีแ่ตกต่างกนั คอื A. atroroseum มสีเีทาอมมว่ง (vinaceous gray (116)) หรอืโทนอมชมพ ู
(rosy tone) ในขณะที ่A. stygium และตวัอยา่งมสีดี า ส่วนเจริม์สลทิของ A. atroroseum  พบบน
ดา้นเรยีบของสปอรเ์ช่นเดยีวกบั  A. stygium นอกจากนี้ยงัสามารถแยกความแตกต่างของรา ทัง้สอง
ชนิดไดด้ว้ยการศกึษาลกัษณะการสื บพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศ คอื A. atroroseum พบการสบืพนัธุ์
แบบไมอ่าศยัเพศ แบบ Nodulisporium-like ส่วน A. stygium พบแบบ Periconiella-like ในขณะที่
ตวัอยา่งพบการสรา้งลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศแบบ Nodulisporium-like เช่นเดยีวกบั 
A. atroroseum ดว้ยลกัษณะทางสณัฐ านวทิยาทีม่คีวามคลา้ยคลงึกบัราทัง้ 2 ชนิดนัน้ จงึท าให้
ไมส่ามารถจดัจ าแนกชนิดได ้
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ภาพประกอบ 25 Annulohypoxylon species C isolate PK10007 (A-B) สโตรมา และแผ่นจาน 

(ลกูศร) (C) การเกดิสกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (D) เพอรทิเีชยี (ลกูศร) (E) เพอรสิปอร ์
หลุดออกจากสปอร์  (ลกูศร) (F) แอสคสั ทีม่ ี 8 แอสโคสปอร ์ (G) ลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบ    
ไมอ่าศยัเพศแบบ Nodulisporium-like (H) ลกัษณะทางเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA  
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 Annulohypoxylon species D 
  ตวัอย่างท่ีศึกษา:  PK121081 (ภาพประกอบ 26) 
  ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา: สโตรมาเป็นแบบเรยีบกึง่นูน (effused-pulvinate) มสีดี า 
ขนาดกวา้ง × ยาว × หนา เท่ากบั 1.36 × 1.55 × 0.10 เซนตเิมตร และเมือ่ทดสอบการเกดิสขีองผวิ    
สโตรมากบัสารละลายโพแทสเซยีมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ 10% พบว่า มสีมีว่งแดง (101) หรอืสเีทาอม
มว่ง (116) เพอรทิเีชยีเป็นแบบรี จนถึงทรงกระบอก ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง กวา้ง × ยาว เท่ากบั   
0.2-0.4 × 0.4-0.9 มลิลเิมตร ออสตโิอลมลีกัษณะทรงกรวยปลายแหลม ลอ้มรอบดว้ยแผ่นจานแบบ 
truncatum-type ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 0.2-0.3 มลิลเิมตร  
  ไมพ่บลกัษณะของแอสไซ และ เอพคิอล แอพพาราทสั พบแอสโคสปอรส์นี ้าตาล จาง 
ลกัษณะรคีลา้ยรปูไข่ จนถงึคลา้ยกระสวย ดา้นทัง้สองของสปอรเ์กอืบสมมาตร  หรอืไมส่มมาตรกนั  
ปลายสปอรแ์คบ ขนาด 6.0-8.7 × 2.0-2.5 ไมโครเมตร พบเจริม์สลทิ เป็นเสน้ตรงมคีวามยาวน้อย
กว่าความยาวสปอร์บนดา้นโคง้ของสปอร์ เมือ่ทดสอบกบัสารละลาย  KOH เขม้ขน้ 10% เพอรสิปอร์
ไมห่ลุดออกจากสปอร ์(indehiscent) 
  ข้อสงัเกต: ลกัษณะทางสณัฐาน วทิยาของราตวัอยา่ง PK121081 พบว่ามลีกัษณะ
ใกลเ้คยีงกบัรา Annulohypoxylon urceolatum Rehm. Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
(Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865) คอืมแีผ่นจานแบบ truncatum-type ทีฝ่งัลงไปในสโตรมา 
หรอือยูใ่นระดบัทีต่ ่ากว่าสโตรมา  และเมือ่ ทดสอบการเกดิสขีองผวิสโตรมากบั สารละลาย  KOH 
เขม้ขน้ 10% พบว่า เกดิสมีว่งแดง (101) หรอืสเีทาอมมว่ง (116) ซึง่เป็นลกัษณะเด่นของราชนิดนี้ 
เนื่องจากมี ราสกุล  Annulohypoxylon เพยีงไมก่ีช่นิดทีใ่หโ้ทนสมีว่งกบัสาร ละลายดงักล่าว แต่
ตวัอยา่ง PK121081 มขีนาดของแอสโคสปอร์ ทีเ่ลก็กว่า A. urceolatum ประมาณ 1 เท่า คอืมขีนาด
เท่ากบั 9.0-14(-17) × 3.5-4.5 ไมโครเมตร  
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ภาพประกอบ 26 Annulohypoxylon species D isolate PK121081 (A-B) สโตรมา (C) แผ่นจาน 

(ลกูศร) (D) การเกดิสกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (E) เพอรทิเีชยี (ลกูศร) (F-G) แอสโคสปอร์ 
(H) ลกัษณะทางเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA 
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 Annulohypoxylon species E 
  ตวัอย่างท่ีศึกษา:  PK07019 (ภาพประกอบ 27) 
  ลกัษณะทางสณัฐาน วิทยา: สโตรมาเป็นแบบครึง่ ทรงกลม (hemispherical) แบบ
เรยีบกึง่นูน (effused-pulvinate) และนูนเป็นกอ้น (glomerate) มสีดี ากึง่มนัเงา  ขนาดกวา้ง × ยาว × 
หนาเท่ากบั 0.20-1.00 × (0.30) 0.60-3.40 × 0.10-0.15 เซนตเิมตร และเมือ่ทดสอบการเกดิสขีอง
ผวิสโตรมากั บสารละลายโพแทสเซยี มไฮดรอกไซด์ เขม้ขน้  10% พบว่า มสีเีขยีวมะกอก (90)       
เพอรทิเีชยีเป็นแบบทรงกลม ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 0.2-0.3 มลิลเิมตร ออสตโิอลมลีกัษณะปลาย
แหลมลอ้มรอบดว้ยแผ่นจานแบบ bovei-type ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 0.2-0.4 มลิลเิมตร  
  แอสไซมรีปูร่างแบบกระบอง มขีนาดกวา้ง × ยาว เท่ากบั 3-5 × 78-85 ไมโครเมตร 
(วดัขนาดจาก 4 แอสไซ) ใน 1 แอสคสั ม ี8 แอสโคสปอร์ ทีป่ลายแอสไซพบเอพคิอล  แอพพาราทสั 
ทีไ่ม่ตดิสนี ้าเงนิของสารละลาย  Melzer’s มขีนาดกวา้ง × ยาว เท่ากบั 1-1.4 × 2.9-3.2 ไมโครเมตร 
แอสโคสปอรส์นี ้าตาลอ่อนถงึสนี ้าตาล ลกัษณะรคีลา้ยรปูไข่  ดา้นทัง้สองของสปอรไ์มส่มมาตร ปลาย
สปอรแ์คบขนาด 6.9-10.5 × 2.4-4.3 ไมโครเมตร พบเจริม์สลทิ เป็นเสน้ตรงมคีวามยาวเท่ากบัความ
ยาวสปอร ์(straight full length) บนดา้นเรยีบ (flattened side) ของสปอร ์เมือ่ทดสอบกบัสารละลาย  
KOH เขม้ขน้ 10% จะพบเพอรสิปอรห์ลุดออกจากสปอรม์ลีกัษณะเรยีบ   
  ข้อสงัเกต: ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของราตวัอยา่ง PK07019 มคีวามคลา้ยคลงึกบั
รา Annulohypoxylon bovei var. microspora J.H. Miller Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
(Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865) แต่ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง แผ่นจานของราชนิดนี้มขีนาด
ใหญ่กว่าคอืมคี่าเท่ากบั 0.3-0.7 มลิลเิมตร และขนาดแอสไซยาวกว่าคอื มขีนาดกวา้ง × ยาว เท่ากบั  
4-5 × 115-175 ไมโครเมตร  และเมือ่เปรยีบเทยีบ กบั A. nitens พบว่ามลีกัษณะทีใ่กลเ้คยีงกนั  
ยกเวน้ขนาดแอสไซของ A. nitens มขีนาดยาวกว่าคอืมขีนาดกวา้ง × ยาว เท่ากบั 4-5 × 110-140 
ไมโครเมตร  นอกจากนี้ยงัไมพ่บขอ้มลูของต าแ หน่งเจริม์สลทิบนผวิสปอรข์องรา  A. bovei var. 
microspora และ A. nitens จงึไมส่ามารถเปรยีบเทยีบขอ้มลูนี้ได ้
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ภาพประกอบ 27 Annulohypoxylon species E isolate PK07019 (A-C) สโตรมา และแผ่นจาน 

(ลกูศร) (D) การเกดิสกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (E) เพอรทิเีชยี (ลกูศร) (F) แอสคสั ที่
ม ี8 แอสโคสปอร ์(G) แอสโคสปอร ์(H) เพอรสิปอรห์ลุดออกจากสปอร ์(ลกูศร) (I) ลกัษณะทาง
เจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA 
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 Annulohypoxylon species F 
  ตวัอย่างท่ีศึกษา:  H130 (ภาพประกอบ 28) 
  ลกัษณะทางสณัฐาน วิทยา:  สโตรมาเป็นแบบเรยีบกึง่นูน (effused-pulvinate) และ
นูน เป็นกอ้น (glomerate) มสีดี า ขนาดกวา้ง × ยาว × หนาเท่ากบั 0.60-1.50 × 1.20-2.80 ×   
0.15-0.20 เซนตเิมตร และเมือ่ทดสอบการเกดิสขีองผวิสโตรมากบั สารละลายโพแทสเซยีมไฮดรอกไซด ์
เขม้ขน้ 10% พบว่า มสีเีขยีวมะกอก (90) เพอรทิเีชยีเป็นแบบทรงกลม ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง  
0.2-0.4 มลิลเิมตร  ออสตโิอ ลมลีกัษณะปลายแหลม ลอ้มรอบดว้ยแผ่นจานแบบ truncatum-type 
ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 0.2-0.5 มลิลเิมตร  
  ไมพ่บลกัษณะของแอสไซ และเอพคิอล แอพพาราทสั แอสโคสปอรส์นี ้าตาลอ่อนถงึสี
น ้าตาลลกัษณะรคีลา้ยรปูไข่  ดา้นทัง้สองของสปอรไ์มส่มมาตร ปลายสปอรแ์คบ มขีนาด 5.8-8.7    
(-9.7) × 2.0-2.9 ไมโครเมตร พบเจริม์สลทิ เป็นเสน้ตรงมคีวามยาวน้อยกว่าความยาวสปอร์ บนดา้น
โคง้ของสปอร์เมือ่ทดสอบกบัสารละลาย  KOH เขม้ขน้ 10% จะพบเพอรสิปอร์หลุดออกจากสปอร์มี
ลกัษณะเรยีบ 
  ข้อสงัเกต: ตวัอยา่งนี้ไดม้าจากการศกึษาก่อนหน้านี้ ของ สุวรรณาศรยั และคนอื่นๆ  
(Suwannasai; et al. 2013: 1-8) ทีร่ะบุว่ายงัไมส่ามารถระบุชนิดได้  เกบ็รวบรวมไดจ้ากบรเิวณ พืน้ที่
น ้าตกเขากระยาง จงัหวดัพษิณุโลก จงึไดเ้ลอืกมาศกึษาอยา่งละเอยีดอกีครัง้ในการศกึษาครัง้นี้ จาก
ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาขา้งตน้ พบว่าราตวัอยา่ง H130 มคีวามคลา้ยคลงึกบัรา Annulohypoxylon 
nitens Ces. Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh (Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865) 
ยกเวน้แอสโคสปอรข์อง A. nitens มขีนาดค่อนข้างใหญ่กว่าคอื 6.5-10 × 3-4.5 ไมโครเมตร มี
ลกัษณะแผ่นจานแบบ bovei-type และ เจริม์สลทิ เป็นเสน้ตรงมคีวามยาวเท่ากบัความยาวสปอร ์
และเนื่องจากไมพ่บลกัษณะแอสไซ และ เอพคิอล แอพพาราทสั  ของตวัอยา่ง จงึท าใหไ้มส่ามารถ
เปรยีบเทยีบขอ้มลูนี้ได ้
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ภาพประกอบ 28 Annulohypoxylon species F isolate H130 (A และ C) สโตรมา (B) การเกดิ

สกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (C) แผ่นจาน (ลกูศร) (D) เพอรทิเีชยี (ลกูศร) (E-F) 
แอสโคสปอร ์(F) เจริม์สลทิ (ลกูศร) 
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 Annulohypoxylon species G 
  ตวัอย่างท่ีศึกษา:  H255 (ภาพประกอบ 29) 
   ลกัษณะทางสณัฐาน วิทยา:  สโตรมาเป็นแบบครึง่ทรงกลม (hemispehrical) เรยีบ
กึง่นูน (effused-pulvinate) มสีดี า ขนาดกวา้ง × ยาว × หนาเท่ากบั 0.2-0.6 × (0.3) 0.8-2.0 × 0.2 
เซนตเิมตร และเมือ่ทดสอบการเกดิสขีองผวิสโตรมากบั สารละลายโพแทสเซยี มไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 
10% พบว่า มสีเีขยีวมะกอก (90) เพอรทิเีชยีเป็นแบบทรงกลม ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 0.2-0.4 
มลิลเิมตร ออสตโิอลมลีกัษณะปลายแหลมลอ้มรอบดว้ยแผ่นจานแบบ truncatum-type ขนาดเสน้
ผ่านศูนยก์ลาง 0.3-0.5 มลิลเิมตร  
  แอสไซมรีปูร่ างแบบ กระบอง  มขีนาดกวา้ง × ยาว เท่ากบั  2.5-3.1 × 65-88 
ไมโครเมตร (วดัขนาดจาก 4 แอสไซ) ใน 1 แอสคสั ม ี8 แอสโคสปอร์ ทีป่ลายแอสไซพบ เอพคิอล 
แอพพาราทสั  ทีไ่ม่ตดิสนี ้าเงนิของสารละลาย  Melzer’s มขีนาดกวา้ง × ยาว เท่ากบั 0.9-1.2 ×    
2.2-2.9 ไมโครเมตร แอสโคสปอรส์นี ้าตาลอ่อนถงึสนี ้าตาล ลกัษณะรคีล้ ายรปูไข่ ดา้นทัง้สองของ
สปอรไ์มส่มมาตร ปลายสปอรแ์คบ ขนาด 5.5-7.0 × 2.4-3.7 ไมโครเมตร พบเจริม์สลทิ เป็นเสน้ตรง
มคีวามยาวเท่ากบัความยาวสปอร์ บนดา้นเรยีบของสปอร์ เมือ่ทดสอบกบัสารละลาย  KOH เขม้ขน้ 
10% จะพบเพอรสิปอรห์ลุดออกจากสปอรม์ลีกัษณะเรยีบ 
  ข้อสงัเกต: ตวัอยา่งนี้ไดม้าจากการศกึษาก่อนหน้านี้ ของ สุวรรณาศรยั และคนอื่นๆ  
(Suwannasai; et al. 2013: 1-8) ทีร่ะบุว่ายงัไมส่ามารถระบุชนิดได ้เกบ็รวบรวมไดจ้ากบรเิวณ พืน้ที่
น ้าตกเขากระยาง จงัหวดัพษิณุโลก จงึไดเ้ลอืกมาศกึษาอยา่งละเอยีดอกีครัง้ในการศกึษาครัง้นี้ จาก
ลกัษณะทางสณั ฐานวทิยาของตวัอยา่ง H255 มคีวามคลา้ยคลงึกบัรา  Annulohypoxylon nitens 
Ces. Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh (Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865) แต่ต่างกนัที่
ลกัษณะแผ่นจานของ  A. nitens เป็นแบบ bovei-type ในขณะทีร่า ตวัอยา่ง H255 เป็นแบบ 
truncatum-type นอกจากนี้ขนาดของแอสโคสปอร ์A. nitens มขีนาดใหญ่กว่าคอื 6.5-10 × 3-4.5 
ไมโครเมตร  และมีขนาดของแอสไซยาวกว่าคอื มขีนาด กวา้ง × ยาว เท่ากบั  4-5 × 110-140 
ไมโครเมตร  
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ภาพประกอบ 29 Annulohypoxylon species G isolate H255 (A และ C) สโตรมา (B) การเกดิ

สกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (C) แผ่นจาน (ลกูศร) (D) เพอรทิีเชยี (ลกูศร) (E) แอสคสั 
ทีม่ ี8 แอสโคสปอร ์(F) เพอรสิปอรห์ลุดออกจากสปอร(์ลกูศร) 
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 Annulohypoxylon species H 
  ตวัอย่างท่ีศึกษา: H087*, H099*, H203*, H215*, PK09004, PK09005, PK09007, 
PK09025, PK09026, PK09027, PK09029, PK09031, PK09032, PK09036, PK11003, 
PK07004 และ PK121076 (ภาพประกอบ 30)  
(หมายเหตุ : * คอื ตวัอยา่งเชือ้ราสกุล Annulohypoxylon ทีพ่บในพืน้ทีน่ ้าตกเขากระยาง จงัหวดั
พษิณุโลก) 
  ลกัษณะทางสณัฐาน วิทยา:  สโตรมาเป็นแบบครึ่ งทรงกลม (hemispehrical) แบบ
เรยีบกึง่นูน (effused-pulvinate) และแบบนูนเป็นกอ้น (glomerate) มสีดี าและสดี ามนัเงา (shiny 
black) ขนาดกวา้ง × ยาว × หนาเท่ากบั 0.2-1.5 × (0.4) 0.8-3.5 × 0.1-0.2 เซนตเิมตร และเมือ่
ทดสอบการเกดิสขีองผวิสโตรมากบั สารละลายโพแทสเซยี มไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 10% พบว่า มสีี
เขยีวมะกอก (90) เพอรทิเีชยีเป็นแบบทรงกลม  ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 0.4-0.7 มลิลเิมตร         
ออสตโิอ ลมลีกัษณะทรงกรวยปลายแหลม ลอ้มรอบดว้ยแผ่นจาน  แบบ bovei-type ขนาดเสน้ผ่าน
ศูนยก์ลาง 0.2-0.5 มลิลเิมตร  
  แอสไซมรีปูร่ างแบบ กระบอง  มขีนาดก วา้ง × ยาว เท่ากบั 3.6-4.8 × 90-120 
ไมโครเมตร (วดัขนาดจาก 10 แอสไซ) ใน 1 แอสคสั ม ี8 แอสโคสปอร์ ทีป่ลายแอสไซพบเอพคิอล  
แอพพาราทสั ทีไ่มต่ดิสนี ้าเงนิของสารละลาย Melzer’s มขีนาดกวา้ง × ยาว เท่ากบั 0.3-0.4 × 1-1.2  
ไมโครเมตร  แอสโคสปอรส์นี ้าตาลอ่อนถงึสนี ้าตาล ลั กษณะรคีลา้ยรปูไข่  ดา้นทัง้สองของสปอรไ์ม่
สมมาตร ปลายสปอรแ์คบ ขนาด 4.9-9.2(-10.7) × (2.6)3.2-4.9 ไมโครเมตร พบเจริม์สลทิ เป็น
เสน้ตรงมคีวามยาวเท่ากบัความยาวสปอร์ บนดา้นโคง้ ของสปอร์  เมือ่ทดสอบกบัสารละลาย  KOH 
เขม้ขน้ 10% จะพบเพอรสิปอรห์ลุดออกจากสปอรม์ลีกัษณะเรยีบ   
  ข้อสงัเกต: จากลกัษณะทางสณัฐานวทิยาทีก่ล่าวมาขา้งตน้พบว่ารา ตวัอยา่งในกลุ่มนี้ 
มคีวามคลา้ยคลงึสงูสุดกบัรา Annulohypoxylon nitens Ces. Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. 
Hsieh (Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865) ในทุกลกัษณะทีศ่กึษาแต่เนื่องจากขอ้มลูของล าดบั          
นิวคลโีอไทดต่์างกนัจงึจดัเป็น “cryptics species” ภายใตช้ื่อชัว่คราวว่า “A. nitensa” (Suwannasai; 
et al. 2013: 1-8) ซึง่จากการศกึษาครัง้นี้ไดพ้บรากลุ่มนี้อกีจ านวนมาก  จงึไดน้ ามาศกึษาเพิม่เติ มใน
ลกัษณะอื่นๆ เช่น การสบืพนัธุ์ แบบไมอ่าศยัเพศ ลกัษณะทางเคมี  และล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ
อื่นๆ 
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ภาพประกอบ 30 Annulohypoxylon species H isolate PK09004 (A-B) สโตรมา และแผ่นจาน 

(ostiolar discs) (ลกูศร) (C) การเกดิสกีบัสารละลาย KOH เขม้ขน้ 10% (D) เพอรทิเีชยี 
(ลกูศร) (E) แอสโคสปอร ์ (F) แอสคสั ทีม่ ี 8 แอสโคสปอร ์ (G) แอสโคสปอร ์และเจริม์สลทิ  
(ลกูศร) (H) ลกัษณะทางเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA 
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2.  ลกัษณะการสืบพนัธุ์แบบไมอ่าศยัเพศ (Anamorph) ของราสกลุ Annulohypoxylon 
 จากตวัอยา่ง ราสกุล Annulohypoxylon จ านวน 168 ตวัอยา่ง สามารถแยกเพาะเลีย้งรา
บรสิุทธิไ์ด ้ 83 ไอโซเลท คดิเป็นรอ้ยละ 49.5 ของจ านวน ทัง้หมด (แสดงดงั ภาพประกอบ 31) ใน
จ านวนนี้เป็นราทีส่ามารถระบุชนิดได้  10 ชนิด (63 ไอโซเลท ) ไดแ้ก่ A. annulatum (3 ไอโซเลท ), 
A. atroroseum (9 ไอโซเลท), A. bovei var. microspora (4 ไอโซเลท), A. moriforme (7 ไอโซเลท), 
A. moriforme var. microdiscus (5 ไอโซเลท), A. multiforme (1 ไอโซเลท), A. nitens (12 ไอโซเลท ), 
A. purpureonitens (1 ไอโซเลท ), A. stygium (19 ไอโซเลท ) และ A. stygium var. annulatum (2 
ไอโซเลท ) และเป็น ราทีย่งัไม่สามารถระบุชนิดไดจ้ านวน 6 ชนิด  (20 ไอโซเลท ) ไดแ้ก่  
Annulohypoxylon species A (1 ไอโซเลท ), Annulohypoxylon species B (2 ไอโซเลท ), 
Annulohypoxylon species C (3 ไอโซเลท ), Annulohypoxylon species D (1 ไอโซเลท ), 
Annulohypoxylon species E (1 ไอโซเลท ) และ Annulohypoxylon species H (12 ไอโซเลท ) 
ส าหรบั ราทีไ่ม่สามารถเพาะเลีย้งไดค้อื Annulohypoxylon species F (1 ไอโซเลท ) และ 
Annulohypoxylon species G (1 ไอโซเลท) เนื่องจากเป็นตวัอยา่งเก่า 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 31 กราฟวงกลมแสดงรอ้ยละของราสกุล Annulohypoxylon ทีส่ามารถเพาะเลีย้งได ้

 

(uncultured) 
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 จากผลการศกึษาลกัษณะการเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ และ ลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไม่
อาศยัเพศ  โดยการเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ 3 ชนิด ได้แก่ potato dextrose agar (PDA), oat 
meal agar (OA) และ malt extract agar (MEA) ทัง้ทีอุ่ณหภมู ิ 30 องศาเซลเซยีส และที่
อุณหภมูหิอ้ง พบวา่ ราสกุล Annulohypoxylon ทีส่ามารถระบุชนิดไดท้ ัง้ 10 ชนิด และทีไ่ม่สามารถ
ระบุชนิดไดจ้ านวน 6 ชนิด รวมทัง้หมด 83 ไอโซเลทนัน้ พบการสรา้งลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไม่
อาศยัเพศเพยีงชนิดเดยีว คอื Annulohypoxylon species C (PK10007, PK121008 และ 
PK1210103) บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง และมลีกัษณะการสบืพนัธุไ์ม่อาศยัเพศแบบ 
Nodulisporium-like (แสดงดงัภาพประกอบ 32) ในขณะทีร่าตวัอย่ างอื่นพบเพยีงการเปลีย่นแปลง
ของลกัษณะเสน้ใยทีม่กีารเปลีย่นสเีมื่อเลีย้ง เป็นระยะเวลานาน ซึง่บางชนิดสามารถสรา้งเมด็สบีน
เสน้ใย รวมทัง้เปลี่ ยนสขีองอาหารเลีย้งเชือ้ไดท้ ัง้นี้รา แต่ละชนิดมี ความสามา รถในการเจรญิที่
แตกต่างกนับนอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ 3 ชนิด ซึง่อาหารทีร่าส่วนใหญ่เจรญิไดด้ทีีสุ่ดคอื PDA รองลงมา
คอื MEA และ OA ตามล าดบั (แสดงดงัตาราง 22; ภาพประกอบ 33, 34, 35 และ 36)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 32 ลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศของรา Annulohypoxylon species C isolate 

PK1210103 แบบ Nodulisporium-like; (A) โคนิเดยี และลกัษณะการแตกกิง่ของโคนิดโิอฟอร ์      
(B) major branch (ลกูศร) (C) main axis (ลกูศร) (D) conidiogenous regions (ลกูศร)   
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ตาราง 22 ลกัษณะเสน้ใยของราสกุล Annulohypoxylon ทีเ่จรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ 3 ชนิด 
 

ชนิด ตวัอย่างท่ี
ศึกษา 

Potato Dextrose 
Agar (PDA) 

Oat Meal Agar 
(OA) 

Malt Extract Agar 
(MEA) 

A. annulatum  
 

PK10008 
PK121019 
PK121022 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1-2 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวฟู จน
เปลีย่นเป็นสนี ้าตาล
เหลอืง (honey (64)) 
จนเกดิเป็นสะเกด็ สดี า
เป็นจุดๆ  เมือ่ครบ 4 
สปัดาห์ 
 

เจรญิเตม็หน้าอา หาร
ประมาณ 2-3 สปัดาห์  
เสน้ใยมสีขีาว ไมฟู่ จน
เปลีย่นเป็นสนี ้าตาล
เหลอืง (honey (64)) 
ในระยะเวลา 4 สปัดาห์ 
 

เสน้ใย เจรญิในวงแคบ  
ไมเ่ตม็หน้าอาหาร เสน้
ใยมสีขีาว ไมฟู่ ไมพ่บ
การเปลีย่นสขีองเสน้ใย
และอาหารใน
ระยะเวลา 4 สปัดาห์ 
 

A. atroroseum PK07001 
PK121024 
PK121026 
PK121030 
PK121048 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1-2 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวฟู จน
เปลีย่นเป็นสเีขยีว
(olivaceous buff (89)) 
เปลีย่นสอีาหารเป็นสี
ด า และมี สะเกด็เป็น
จุดๆ ใน 4 สปัดาห์ 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 2-3 สปัดาห์  
เสน้ใยมสีขีาวฟูเลก็น้อย 
จนเริม่เปลีย่นเป็นสี
เขยีว (olivaceous buff 
(89)) จนเริม่มสีะเกด็สี
ด า ใน 4 สปัดาห์ 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 2-3 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาว  ฟู
เลก็น้อย ไมพ่บการ
เปลีย่นสขีองเสน้ใยและ
อาหาร ใน 4 สปัดาห์ 
 

A. bovei var. 
microspora 

 

PK121069 
PK121071 
PK1210112 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ เสน้
ใยมสีขีาวจนเปลีย่นเป็น
สเีขยีว (olivaceous 
green (90)) หรอืสี
น ้าตาลอ่อน และ
เปลีย่น สอีาหารเป็นสี
น ้าตาล  
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 2 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวจน
เปลีย่นเป็นสเีขยีว
(olivaceous green 
(90)) ใน 4 สปัดาห์ 
 

เสน้ใยเจรญิไมเ่ตม็หน้า
อาหาร ลกัษณะเส้ นใย
มสีขีาว และไมพ่บการ
เปลีย่นสขีองเสน้ใยและ
อาหาร ใน 4 สปัดาห์ 
 

A. moriforme PK121020 
PK121065 
PK121067 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ เสน้
ใยมสีขีาวจนเปลีย่นเป็น
สนี ้าตาลเหลอืง (honey 
(64), hazel (88)) และ
เปลีย่น สอีาหารเป็นสี
น ้าตาลเหลอืงเลก็น้อย 

เจรญิเ ตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 2 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวจน
เปลีย่นเป็นสนี ้าตาล
เหลอืง  (honey (64), 
hazel (88)) และเปลีย่นสี
อาหารเป็นสนี ้าตาลอ่อน 

เสน้ใยเจรญิไมเ่ตม็หน้า
อาหาร ลกัษณะเสน้ใย
มสีขีาว และไมพ่บการ
เปลีย่นสขีองเสน้ใยและ
อาหาร ใน 4 สปัดาห์ 
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ตาราง 22 (ต่อ) 
 

ชนิด ตวัอย่างท่ี
ศึกษา 

Potato Dextrose 
Agar (PDA) 

Oat Meal Agar 
(OA) 

Malt Extract Agar 
(MEA) 

A. moriforme 
var.microdiscus 

PK07008 
PK07012 
PK07013 
PK09006 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวฟูและ
เริม่เปลีย่นเป็นส ี
น ้าตาลเหลอืง (honey 
(64), hazel (88)) และ
เปลีย่นสอีาหารเป็นสี
น ้าตาล (hazel (88)) 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 2 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวฟูและเริม่
เปลีย่นเป็นสนี ้าตาล
เหลอืง  (honey (64), 
hazel (88)) และเปลีย่น
สอีาหารเป็นสนี ้าตาล 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 2 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวฟูและเริม่
เปลีย่นเป็นสนี ้า ตาล
เลก็น้อย ภายใน 4 
สปัดาห์ 
 

A. multiforme PK121042 เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1-2 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวฟู จน
เปลีย่นเป็นสนี ้าตาล
เหลอืง (honey (64)) 
และท าใหส้ขีองอาหาร
เขม้ขึน้เลก็น้อย 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 2-3 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวฟู จน
เปลีย่นเป็นสนี ้าตาล
เหลอืง (honey (64)) 
แต่ไมเ่ปลีย่นสขีอง
อาหาร 

เสน้ใยเจรญิไมเ่ตม็หน้า
อาหาร ลกัษณะเสน้ใย
มสีขีาว และไมพ่บการ
เปลีย่นสขีองเสน้ใยและ
อาหารใน 4 สปัดาห์ 
 

     

A. nitens PK121044 
PK121063 
PK121086 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ เสน้
ใยมสีขีาวฟูจน
เปลีย่นเป็นส ีน ้า ตาล
เหลอืง (honey (64), 
hazel (88)) พบการ
สรา้ง pigment สมีว่ง 
(vinaceous purple (101)) 
ในอาหารกอ่นเป็นสดี า 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 2 สปัดาห์ เสน้
ใยมสีขีาวฟูจน
เปลีย่นเป็นสนี ้าตาล
เหลอืง  (honey (64), 
hazel (88)) เกดิสะเกด็สี
ด าเป็นจุดๆ เมือ่ครบ 4 
สปัดาห์ และ เปลีย่นสี
อาหารเป็นสนี ้าตาล 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 2 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวฟู  พบ
การสรา้ง pigment สี
มว่ง (vinaceous purple 
(101)) ในอาหาร  กอ่น
จะเปลีย่นเป็นสดี า 
 

A. purpureonitens 
 

PK10006 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ เสน้
ใยมสีขีาวฟูจนเปลีย่น  
เป็นสนี ้าตาลเหลอืง
(honey (64) มสีะเกด็
เป็นจุดๆ ใน 4 สปัดาห์ 
และเปลีย่นสอีาหารให้
เขม้ขึน้เลก็น้อย 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 2 สปัดาห์ เสน้
ใยมสีขีาวฟู แต่ไมพ่บ
การเปลีย่นสขีองเสน้ใย
และอาหาร ในระยะเวลา 
4 สปัดาห ์
 

เสน้ใยเจรญิไมเ่ตม็หน้า
อาหาร ลกัษณะเสน้ใย
มสีขีาว และไมพ่บการ
เปลีย่นสขีองเสน้ใยและ
อาหาร ในระยะเวลา 4 
สปัดาห์ 
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ตาราง 22 (ต่อ) 
 

ชนิด ตวัอย่างท่ี
ศึกษา 

Potato Dextrose 
Agar (PDA) 

Oat Meal Agar 
(OA) 

Malt Extract Agar 
(MEA) 

A. stygium 
 

PK121007 
PK121010 
PK121013 
PK1210109 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ 
เส้ นใยมสีขีาวฟูและ
เริม่เปลีย่นเป็นส ี
น ้าตาล (hazel (88)) 
และเปลีย่นสอีาหารเป็น
สนี ้าตาล  (hazel (88)) 
เกดิสะเกด็เป็นจุดๆ ใน 
4 สปัดาห์ 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 2 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาว ฟู ไม่
พบการเปลีย่นสขีอง
เสน้ใยและอาหาร ใน 
4 สปัดาห์ 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 2 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวฟูและเริม่
เปลีย่นเป็นสนี ้าตาล  
(hazel (88)) และ
เปลีย่น สอีาหารเป็นสี
น ้าตาล เกดิสะเกด็เป็น
จุดๆ ใน 4 สปัดาห์  

     

A. stygium var. 
annulatum 

PK121034 
PK121058 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ เสน้
ใยมสีขีาว เปลีย่นเป็นสี
น ้าตาลเหลอืง (honey 
(64)) และเปลีย่นสขีอง
อาหารเป็นสนี ้าตาล
จนถงึด า เกดิสะเกด็เป็น
จุดใน 4 สปัดาห์ 

เสน้ใยเจรญิไมเ่ตม็
หน้าอาหาร ลกัษณะ
เสน้ใยมสีขีาว และไม่
พบการเปลีย่นสขีอง
เสน้ใยและอาหาร ใน 4 
สปัดาห ์
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1-2 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาว และท าให้
สขีองอาหารเปลีย่นเป็นสี
น ้าตาลจนถงึด า เกดิ
สะเกด็เป็นจุดๆ ใน 4 
สปัดาห ์

     

Annulohypoxylon 
species A 

 

PK121027 เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ เสน้
ใยมสีขีาวฟู จน
เปลีย่นเป็นสนี ้าตาล
เหลอืง (honey (64), 
hazel (88)) จนถงึด าและ
เปลีย่น สอีาหารเป็นสี
น ้าตาลเหลอืงจนถงึด า
ใน 4 สปัดาห์ 

เสน้ใยเจรญิไมเ่ตม็
หน้าอาหาร ลกัษณะ
เสน้ใยมสีขีาว และไม่
พบการเปลีย่นสขีอง
เสน้ใย แต่เปลีย่นสขีอง
อาหารเป็นสนี ้าตาล
เหลอืง (honey (64)) 
เลก็น้อยใน 4 สปัดาห ์
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ เสน้
ใยมสีขีาวฟู จน
เปลีย่นเป็นสนี ้าตาล
เหลอืง (honey (64)) 
จนถงึด า และเปลีย่น สี
อาหารเป็นสนี ้าตาล
เหลอืงจนถงึด าใน 4 
สปัดาห ์

     

Annulohypoxylon  
species B 

PK121012 
PK121050 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ เสน้
ใยมสีขีาวฟู จน
เปลีย่นเป็นสเีขยีว (dull 
green (70)) จนถงึด า ใน 
4 สปัดาห์ 

เสน้ใยเจรญิไมเ่ตม็
หน้าอาหาร ลกัษณะ
เสน้ใยมสีขีาว และไม่
พบการเปลีย่นสขีอง
เสน้ใยและอาหาร 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ เสน้
ใยมสีขีาวฟู จน
เปลีย่นเป็นสเีขยีว (dull 
green (70)) จนถงึด าใน 
4 สปัดาห ์
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ตาราง 22 (ต่อ) 
 

ชนิด ตวัอย่างท่ี
ศึกษา 

Potato Dextrose 
Agar (PDA) 

Oat Meal Agar 
(OA) 

Malt Extract Agar 
(MEA) 

Annulohypoxylon  
species C 

 

PK10007 
PK121008 
PK1210103 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวฟูและ
เริม่เปลีย่นเป็นส ี
น ้าตาล เหลอืง (honey 
(64)) และเปลีย่น สี
อาหารเป็นสนี ้าตาล  
(hazel (88)) จนด า 
เกดิสะเกด็เป็นจุดๆ ใน 
4 สปัดาห์ 
 

เจรญิเตม็ หน้าอาหาร
ประมาณ 2 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาว ฟู ไม่
พบการเปลีย่นสขีอง
เสน้ใยและอาหาร ใน 
4 สปัดาห์ 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 2 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวฟูและเริม่
เปลีย่นเป็นสนี ้าตาล  
(hazel (88)) และ
เปลีย่น สอีาหารเป็นสี
น ้าตาล เกดิสะเกด็เป็น
จุดๆ ใน 4 สปัดาห์  
 

Annulohypoxylon  
species D 

 

PK121081 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1-2 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาว จน
เปลีย่นเป็นสเีขยีว  
(dull green (70)) และ
เปลีย่นสอีาหารเป็นสี
น ้าตาลจนถงึด า เกดิ
สะเกด็เป็นจุดๆ ใน 4 
สปัดาห์ 
 

เสน้ใยเจรญิไมเ่ตม็
หน้าอาหาร ลกัษณะ
เสน้ใยมสีขีาว และไม่
พบการเปลีย่นสี ของ
เสน้ใยและอาหาร ใน 
4 สปัดาห์ 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 2 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาว และท า
ใหส้ขีองอาหาร
เปลีย่นเป็นสนี ้าตาล
จนถงึด า เกดิ สะเกด็
เป็นจุดๆ ใน 4 สปัดาห์ 
 

Annulohypoxylon  
species E 

 

PK07019 เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวฟู จน
เปลีย่น เป็นสนี ้าตาล
เหลอืง (hazel (88)) 
จนถงึด า และเปลีย่น
อาหารเป็นสนี ้าตาล
จนถงึด าใน 4 สปัดาห์ 

เสน้ใยเจรญิไมเ่ตม็
หน้าอาหาร ลกัษณะ
เสน้ใยมสีขีาว และไม่
พบการเปลีย่นสขีอง
เสน้ใยและอาหารใน 
4 สปัดาห์ 
 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวฟู จน
เปลีย่นเป็นสนี ้าตาล
เหลอืง (hazel (88)) 
จนถงึด า และเปลีย่น สี
อาหารเป็นสนี ้าตาลใน 
4 สปัดาห์ 
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ตาราง 22 (ต่อ) 
 

ชนิด ตวัอย่างท่ี
ศึกษา 

Potato Dextrose 
Agar (PDA) 

Oat Meal Agar 
(OA) 

Malt Extract Agar 
(MEA) 

Annulohypoxylon  
species H 

 

PK09004 
PK09005 
PK09007 
PK09026 
PK09027 
PK09029 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวฟูจน
เปลีย่นเป็นสี น ้าตาล
เหลอืง  (honey (64)) 
และเปลีย่นสอีาหาร
เป็นสนี ้าตาล 

เสน้ใยเจรญิไมเ่ตม็
หน้าอาหาร ลกัษณะ
เสน้ใยมสีขีาว และไม่
พบการเปลีย่นสขีอง
เสน้ใย  แต่เปลีย่นสี
อาหารใหเ้ขม้ขึน้
เลก็น้อย 

เจรญิเตม็หน้าอาหาร
ประมาณ 1 สปัดาห์ 
เสน้ใยมสีขีาวฟู จน
เปลีย่นเป็นสนี ้าตาล
เหลอืง (honey (64)) 
และเปลีย่นสอีาหาร
เป็นสนี ้าตาล 
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ภาพ ประกอบ  33 ลกัษณะการเจรญิบน อาหารเลีย้งเชือ้ทดสอบ 3 ชนิด  (PDA, OA และ  

MEA ตามล าดบั ) ของ ราสกุล  Annulohypoxylon; (A-C) A. annulatum (PK121022),     
(D-F) A. atroroseum (PK121048), (G-I)  A. bovei var. microspora (PK1210112) และ  
(J-L) A. moriforme (PK121020) 
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ภาพประกอบ  34 ลกัษณะการเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ ทดสอบ 3 ชนิด (PDA, OA และ MEA 

ตามล าดบั ) ของ ราสกุล  Annulohypoxylon ; (A-C) A. moriforme var. microdiscus 
(PK07013), (D-F) A. multiforme (PK121042), (G-I) A. nitens (PK121063) และ (J-L) 
A. purpureonitens (PK10006) 

 



103 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 35 ลกัษณะการเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ ทดสอบ 3 ชนิด (PDA, OA และ MEA 

ตามล าดบั ) ของ ราสกุล  Annulohypoxylon ; (A-C) A. stygium (PK121007),  (D-F)  
A. stygium var. annulatum (PK121058), (G-I) Annulohypoxylon species A (PK121027) 
และ (J-L) Annulohypoxylon species B (PK121012)  
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ภาพประกอบ 36 ลกัษณะการเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ ทดสอบ 3 ชนิด  (PDA, OA และ MEA 

ตามล าดบั ) ของ ราสกุล  Annulohypoxylon ; (A-C) Annulohypoxylon species C 
(PK121008), (D-F) Annulohypoxylon species D (PK121081), (G-I) Annulohypoxylon 
species E (PK07019) และ (J-L) Annulohypoxylon species H (PK07004) 
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3.  การศึกษา ลกัษณะ ของสารเคมีท่ีสกดัได้จาก ราสกลุ  Annulohypoxylon ด้วย
เทคนิค high performance liquid chromatography (HPLC) 
 ผลการสกดัสารบรเิวณสโตรมาของตวัอยา่งราสกุล Annulohypoxylon จ านวน 15 ตวัอยา่ง 
(15 ชนิด) ตามวธิขีอง สเตดเลอร์  และคนอื่นๆ (Stadler; et al. 2001: 1190-1208) ดว้ยสารละลาย
เมทานอล (MeOH) แลว้วเิคราะหด์ว้ย เทคนิค high performance liquid chromatography (HPLC) 
ทีต่รวจวดัดว้ยเครื่อง dioade array detector (DAD) ทีค่วามยาวคลื่น (OD) 210 และ 254 นาโนเมตร 
เปรยีบเทยีบกบัสารตวัอยา่งมาตรฐาน (standard) 3 ชนิด รายละเอยีดอธบิายในวธิกีารทดลองขอ้ 3 
ผลทีไ่ดน้ ามาเปรยีบเทยีบกบัราตวัอยา่งทีศ่กึษาเพื่อเป็นขอ้มลูประกอบในการแยกความแตกต่างของ
ราแต่ละชนิด  
 
 3.1 สารมาตรฐาน  
  จากการวเิคราะหโ์ครมาโทแกรมของสารมาตรฐานทัง้ 3 ชนิด ไดแ้ก่ (1) cohaerins A 
จากรา Annulohypoxylon cohaerens (2) binaphthalene (BNT) และ (3) mitorubinol จากรา 
Hypoxylon fragiforme (Stadler; & Fournier. 2006: 160-170) ผลแสดงดงัภาพประกอบ 37 
  พบวา่สารมาตรฐานทัง้ 3 ชนิด มกีารแสดงออกของพคีหลกัทีค่วามยาวคลื่น 210     
นาโนเมตร ทีร่ะยะเวลาต่างกนั คอื (1) cohaerins A แสดงออกทีเ่วลา 10.24 นาท ี(2) binaphthalene 
(BNT) แสดงออกทีเ่วลา 8.48 นาท ีและ (3) mitorubinol แสดงออกทีเ่วลา 10.20 นาที ทัง้นี้เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัรายงานก่อนหน้านี้ (Stadler; et al. 2001: 1190-1208, Quang; et al. 2005: 797-
809, Stadler; et al. 2008: 73-125) พบวา่ระยะเวลาทีพ่คีแสดงออกจะใชเ้วลามากกวา่ทีม่รีายงาน
ไวเ้ลก็น้อยคอื (1) cohaerins A แสดงออกทีเ่วลา 9.92 นาท ี(2) binaphthalene (BNT) แสดงออกที่
เวลา 7.75–8.01 นาท ีและ (3) mitorubinol แสดงออกทีเ่วลา 6.80 นาท ีซึง่เหตุผลทีส่ารมาตรฐาน มี
การแสดงออกทีร่ะยะเวลานานกวา่นัน้ อาจเนื่องมาจากหลายปจัจยั โดยเฉพาะความยาวของ HPLC 
column ทีใ่ชใ้นการทดลองนี้ทีม่ขีนาดกวา้ง x ยาว เท่ากบั 4.6 × 150 มลิลเิมตร ใน  ขณะทีร่ายงาน
ก่อนหน้านี้มขีนาดกวา้ง x ยาว เท่ากบั 4 × 125 มลิลเิมตร แต่อยา่งไรกต็ามผลการวเิคราะหข์องสาร
มาตรฐานทีไ่ดน้ัน้มกีารแสดงออกของพคีหลกัเพยีง 1 พคีเท่านัน้ ยกเวน้สาร BNT ทีม่กีารแสดงออก
ของพคีทีเ่วลา 2.46 นาท ีดว้ย ซึง่อาจเป็นเพราะวา่สาร BNT ละลายยากใน เมทานอล จึงท าใหไ้ด้
สารทีม่คีวามเขม้ขน้ต ่า  ดงันัน้ เมื่อวเิคราะหด์ว้ย HPLC จงึตอ้งก าหนด baseline ต ่า ท าใหพ้บสาร
ปนเป้ือนอื่นๆ ร่วมดว้ย 
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ภาพประกอบ 37 โครมาโทแกรมแสดงผลการวเิคราะหส์ารมาตรฐานดว้ยวธิ ี HPLC-DAD ทีค่วาม

ยาวคลื่น 210 และ 254 นาโนเมตร (A) cohaerins A, (B) binaphthalene และ (C) mitorubinol 
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 3.2 สารสกดัจากตวัอย่างราสกลุ Annulohypoxylon 
  ผลการวเิคราะหส์ารสกดัจาก ตวัแทนราสกุล Annulohypoxylon จ านวน 15 ตวัอยา่ง  
(15 ชนิด) ไดแ้ก่ A. annulatum (PK10008), A. atroroseum (PK121048), A. bovei var. 
microspora (PK1210112), A. moriforme var. microdiscus (PK07008), A. nitens (PK121044), 
A. purpureonitens (PK10006), A. stygium (PK121007), Annulohypoxylon species A 
(PK121027), Annulohypoxylon species B (PK121012), Annulohypoxylon species C 
(PK10007), Annulohypoxylon species D (PK121081), Annulohypoxylon species E 
(PK07019), Annulohypoxylon species F (H130), Annulohypoxylon species G (H255) และ 
Annulohypoxylon species H (PK09005) (แสดงดงัภาพประกอบ 38 – 42) ซึง่พบวา่แต่ละตวัอยา่ง
ทีศ่กึษามรีปูแบบของสารทีแ่สดงออกแตกต่างกนัทัง้จ านวนและช่วงเวลา ทีค่วามยาวคลื่น (OD) 210 
และ 254 นาโนเมตร โดยเฉพาะตวัอยา่งทีไ่ม่สามารถระบุชนิดทัง้ 8 ชนิด  
  ผลการเทยีบเ คยีงรปูแบบของสารสกดัทีค่่าความยาวคลื่น (OD) 210 นาโนเมตร 
ภายในกลุ่มตวัอยา่งทีศ่กึษาแสดงใน ตาราง 23 พบวา่ กลุ่มรา ทีส่ามารถระบุชนิดได ้เช่น A. 
atroroseum และ A. stygium มกีารแสดงออกของพคีทีเ่วลาเดยีวกนัจ านวน 1 พคี (10.51/10.51 
นาที) เช่นเดยีวกบั  A. bovei var. microspora และ A. nitens ทีม่กีารแสดงออกของพคีทีเ่วลา
เดยีวกนัจ านวน 1 พคี (13.44/13.49 นาที) เช่นกนั ซึง่รา ทัง้คู่นี้มลีกัษณะทางสณัฐาน วทิยา ที่
ใกลเ้คยีงกนัสงู ส่วนกลุ่มราทีไ่ม่สามารถระบุชนิดได ้เช่น Annulohypoxylon species A (PK121027) 
มกีารแสดงออกของพคีจ านวน 2 พคี ทีเ่วลาเดยีวกบั  A. moriforme var. microspora (11.14/11.16 
นาที) และ A. atroroseum กบั Annulohypoxylon species H (PK09005) (12.78/12.76/12.78 
นาท)ี ส่วน Annulohypoxylon species C (PK10007) มกีารแสดงออกของพคีจ านวน 1 พคี ทีเ่วลา
เดยีวกับ A. atroroseum และ A. stygium (10.57/10.51/10.51 นาที) ในขณะที ่Annulohypoxylon 
species D (PK121081) และ Annulohypoxylon species F (H130) พบการแสดงออกของพคีที่
เวลาเดยีวกบั A. bovei var. microspora และ A. nitens ตามล าดบั  จากขอ้มลูดงักล่าวแสดงวา่ รา
บางชนิดสามารถสรา้งสารบางอยา่งทีค่ลา้ยกนั 
  ส่วนผลการเทยีบเคยีงรปูแบบของสารสกดัทีค่่าความยาวคลื่น (OD) 254 นาโนเมตร 
(ตาราง 24) มกีารแสดงออกของพคีใกลเ้คยีงค่าความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร ยกเวน้ A. purpureonitens 
ทีไ่ม่พบการแสดงออกของพคีใด เลย ในทางขณะที่ Annulohypoxylon species G (H255) มกีาร
แสดงออกของพคีทีเ่วลาเดยีวกบั A. annulatum (13.76/13.72 นาที) ซึง่ตรวจไม่พบทีค่่าความยาว
คลื่น 210 นาโนเมตร เป็นตน้  
  จากผลการวเิคราะหช์ีใ้หเ้หน็วา่รปูแบบของสารสกดัจาก ราสกุล  Annulohypoxylon 
สามารถใชเ้ป็นขอ้มลูประกอบการระบุชนิด  ร่วมกบัขอ้มลูทางสณัฐานวิ ทยา และ ลกัษณะ ทาง
พนัธุกรรม ของล าดบันิวคลโีอไทดไ์ด ้และยงัใชเ้ป็นขอ้มลูพืน้ฐานเพื่อน าไปสู่การวเิคราะหห์า
โครงสรา้งทางเคมขีองสารแต่ละชนิดต่อไปไดอ้กีดว้ย 
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ภาพประกอบ 38 โครมาโทแกรมแสดงผลการวเิคราะหส์ารมาตรฐานดว้ยวธิ ี HPLC-DAD ทีค่วาม

ยาวคลื่น 210 และ 254 นาโนเมตร (A) A. annulatum (PK10008), (B) A. atroroseum 
(PK121048) และ (C) A. bovei var. microspora (PK1210112) 
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ภาพประกอบ 39 โครมาโทแกรมแสดงผลการวเิคราะหส์ารมาตรฐานดว้ยวธิ ี HPLC-DAD ทีค่วาม

ยาวคลื่น 210 และ 254 นาโนเมตร (A) A. moriforme var. microdiscus (PK107008), (B)     
A. nitens (PK121044) และ (C) A. purpureonitens (PK10006) 
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ภาพประกอบ 40 โครมาโทแกรมแสดงผลการวเิคราะหส์ารมาตรฐานดว้ยวธิ ี HPLC-DAD ทีค่วาม

ยาวคลื่น 210 และ 254 นาโนเมตร (A) A. stygium (PK121007), (B) Annulohypoxylon 
species A (PK121027) และ (C) Annulohypoxylon species B (PK121012) 

 

 

11.14 
11.80 
12.78 

 



111 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 41 โครมาโทแกรมแสดงผลการวเิคราะหส์ารมาตรฐานดว้ยวธิ ี HPLC-DAD ทีค่วาม

ยาวคลื่น 210 และ 254 นาโนเมตร (A) Annulohypoxylon species C (PK10007), (B) 
Annulohypoxylon species D (PK121081) และ (C) Annulohypoxylon species E 
(PK07019) 
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ภาพประกอบ 42 โครมาโทแกรมแสดงผลการวเิคราะหส์ารมาตรฐานดว้ยวธิ ี HPLC-DAD ทีค่วาม

ยาวคลื่น 210 และ 254 นาโนเมตร (A) Annulohypoxylon species F (H130), (B) 
Annulohypoxylon species G (H255) และ (C) Annulohypoxylon species H (PK09005) 

 

 

Annulohypoxylon species H (PK09005) 

3 = 11.26 
4 = 12.78 
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ตาราง 23 การเทยีบเคยีงรปูแบบของสารสกดัทีค่่าความยาวคลื่น (OD) 210 นาโนเมตร ภายในกลุ่มราตวัอยา่งทีศ่กึษา 
 

ชนดิของรา 
 เวลาแสดงออกของสารทีค่วามยาวคลืน่ OD210 (nm) 

A. annulatum  
   (PK10008)  - -   - -   - -   - -   - -  

 
 
-  - -   - 11.64  - -   - -   - 

A. atroroseum  
   (PK121048)  - -   -  -  -  -  -  - 10.51  - 

 
-  -  -  - -   -  -  - 12.76  - 

A. bovei var. microspora  
   (PK1210112)  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

 
-  -  -  -  - 12.19  -  - -  13.44 

A. moriforme var. 

microdiscus      
   (PK07008)  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

 

 
- 11.16  -  -  -  -  - 12.37  -  - 

A. nitens  

   (PK121044)  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

 

-  -  -  -  -  - 12.23  -  - 13.49 

A. purpureonitens  
   (PK10006)  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

 
-  -  - 11.39  -  -  -  -  -  - 

A. stygium  
   (PK121007)  -  -  -  - 10.03  -  -  - 10.51  - 

 
-  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

Annulohypoxylon species A  
   (PK121027)  -  -  -  - - -  -  -  -  - 

 
- 11.14  -  - 11.80  -  -  - 12.78  - 

Annulohypoxylon species B  
   (PK121012)  -  - 9.66  -  -  -  -  -  -  - 

 
-  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

Annulohypoxylon species C  
   (PK10007)  -  -  -  -  -  -  - 10.43 10.57  - 

 
-  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

Annulohypoxylon species D  
   (PK121081)  -  -  -  -  -  -  -  -  - 10.67 

 
-  -  -  -  - 12.05  -  -  -  - 

Annulohypoxylon species E  
   (PK07019)  - 9.59  - 9.74  -  -  -  -  -  - 

 
10.96  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

Annulohypoxylon species F  

   (H130)  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

 

-  -  -  -  -  -  -  -  - 13.48 

Annulohypoxylon species G  
   (H255)   -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

 
-  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

Annulohypoxylon species H  
   (PK009005)   -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

 
- - 11.26  -  -  -  -  - 12.78  - 

Cohaerins A  -  -  -  -  -  - 10.24  -  -  - -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

BNT 8.48  -  -  -  -  - -   -  -  - -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

Mitorubinol  -  -  -   - -   -  10.20  - -   - - -   - -   - -   - -   -  - 
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ตาราง 24 การเทยีบเคยีงรปูแบบของสารสกดัทีค่่าความยาวคลื่น (OD) 254 นาโนเมตร ภายในกลุ่มราตวัอยา่งทีศ่กึษา 
 

ชนดิของรา 
 เวลาแสดงออกของสารทีค่วามยาวคลืน่  OD254 (nm) 

A. annulatum  
   (PK10008)  -  - -   - -   - -   - 11.64 

 
-  - -   - -   - 13.72  - 

A. atroroseum  
   (PK121048)  -  -  -  - 10.51  -  -  - -  

 
-  -  -  - 12.76  -  -  - 

A. bovei var. microspora  
   (PK1210112)  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

 
- 12.19  -  -  - 13.44  -  - 

A. moriforme var. 

microdiscus      
   (PK07008)  -  -  -  -  -  - 11.16  -  - 

 

 
-  -  - 12.37  -  -  -  - 

A. nitens  
   (PK121044)  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

 
-  - 12.23  -  - 13.49  -  - 

A. purpureonitens 
   (PK10006)  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

 
-  -  -  -  -  -  -  - 

A. stygium  
   (PK121007)  -  - 10.03  - 10.51  -  -  -  - 

 
-  -  -  -  -  -  -  - 

Annulohypoxylon species A  
   (PK121027)  -  - -  -  -  -  -  -  - 

 
11.80  -  -  - 12.78  -  -  - 

Annulohypoxylon species B  
   (PK121012)  -  -  -  -  -  -  -  - 11.69 

 
-  -  -  -  -  -  - 13.82 

Annulohypoxylon species C  
   (PK10007)  -  -  - 10.43 10.57  -  -  -  - 

 
-  -  -  -  -  -  -  - 

Annulohypoxylon species D  
   (PK121081)  -  -  -  -  - 10.67  -  -  - 

 
- 12.05  -  -  -  -  -  - 

Annulohypoxylon species E  

   (PK07019) 9.59 9.74  -  -  -  -  -  -  - 

 

-  -  -  -  -  -  -  - 
Annulohypoxylon species F  
   (H130)  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

 
-  -  -  -  - 13.48  -  - 

Annulohypoxylon species G  

   (H255)   -  -  -  -  -  -  -  -  - 

 

-  -  -  -  -  - 13.76  - 
Annulohypoxylon species H  
   (PK09005)   -  -  -  -  -  -  - -  - 

 
-  -  -  - 12.78  -  -  - 

Cohaerins A  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  -  -  -  -  - 

BNT  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  -  -  -  -  - 

Mitorubinol  - -   - -   - -   - -   - - -   - -   - -   - -  
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4.  การศึกษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของ ราสกลุ Annulohypoxylon โดยการหา
ล าดบันิวคลีโอไทด ์
 จากตวัแทน ราสกุล Annulohypoxylon ทีส่ามารถ เพาะเลีย้งเชือ้บรสิุทธิไ์ด้ จ านวน  83     
ไอโซเลท เป็นราทีส่ามารถระบุชนิดได ้10 ชนิด (63 ไอโซเลท) และเป็นราทีย่งัไม่สามารถ ระบุชนิด
ไดจ้ านวน 8 ชนิด (20 ไอโซเลท) ซึง่ราในกลุ่มนี้มลีกัษณะทางสณัฐาน วทิยาบางประการทีแ่ตกต่าง
จากราทีส่ามารถระบุชนิดได ้ประกอบกบัขาดขอ้มลูของลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศ ดงันัน้
จงึน าเทคนิคทางชวีวทิยาโมเลกุลโดยการหาล าดบันิวคลโีอไทด ์จากตวัแทนราสกุล Annulohypoxylon 
ทีส่ามารถเพาะเลีย้งไดจ้ านวน 29 ไอโซเลท มาช่วยในการระบุชนิด โดยน าเสน้ใย ราบรสิุทธิ ม์าสกดั 
ดเีอน็เอ  และเพิม่ จ านวนดเีอน็เอ ดว้ยวธิี ปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรส  (PCR) เพื่อศกึษาล าดบั            
นิวคลโีอไทด ์ 4 บรเิวณ ไดแ้ก่ internal transcribed spacers (ITS) ยนี alpha-actin ยนี beta-
tubulin และ ยนี elongation factor 1-alpha (EF1-α) โดยใชไ้พรเ์มอรท์ีเ่หมาะสมตามวธิทีีอ่ธบิายใน
วธิกีารทดลองขอ้ 4.2 ผลติผลของดเีอน็เอทีเ่พิม่จ านวนได้ น ามาตรวจสอบขนาดดว้ยวธิี อะกาโรส
เจลอเิลก็โทรโฟ รซีสิเทยีบกบัแถบดเีอน็เอมาตรฐาน ก่อนส่งไปวเิคราะห์ หาล าดบันิวคลโีอไทด์  ซึง่
สามารถสรุปผลการทดลองในแต่ละบรเิวณทีศ่กึษาไดด้งันี้ 
 
 4.1 บริเวณ internal transcribed spacers (ITS) 
  การเพิม่จ านวนดเีอน็เอบรเิวณ ITS โดยใชคู้่ไพรเ์มอร ์ ITS5/ITS4 หรอื ITS1/ITS4 
หรอื ITS1F/ITS4 (White; et al. 1990: 315-322) พบวา่ สามารถเพิม่จ านวนดเีอน็เอบรเิวณนี้ได ้29 
ตวัอยา่ง คดิเป็นรอ้ยละความส าเรจ็เท่ากบั 100 ซึง่ขนาดของชิน้ดเีอน็เอทีไ่ดม้ขีนาดต่างกนั 2 ขนาด 
คอื ชิน้ทีม่ขีนาดน้อยกวา่ 700  คู่เบส  และชิน้ทีม่ขีนาดมากกวา่ 700 คู่เบส ตวัอยา่ง แสดงดงั
ภาพประกอบ 43 
 
 4.2 ยีน alpha - actin 
   เหตุผลทีเ่ลอืกศกึษาดเีอน็เอบรเิวณนี้เนื่ องจากตอ้งการเปรยีบเทยีบกบัรา อา้งองิใน
ฐานขอ้มลู GenBank โดยการเพิม่จ านวนดเีอน็เอบรเิวณยนี alpha-actin ใชคู้่ไพรเ์มอร ์ACT512F/   
ACT783R (Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865) พบวา่ สามารถเพิม่จ านวนดเีอน็เอบรเิวณนี้ได้
ครบทัง้  29 ตวัอยา่ง คดิเป็นรอ้ยละความส าเรจ็เท่ากบั 100 ซึง่ขนาดของชิน้ดเีอน็เอทีไ่ด้ มขีนาด
ประมาณ 250 คู่เบส ตวัอยา่งแสดงดงัภาพประกอบ 44 
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ภาพประกอบ 43 ตวัอยา่งผลอะกาโรสเจลอเิลก็โตรโฟรซิสีของการเพิม่จ านวนดเีอน็เอบรเิวณ ITS 

ของราสกุล Annulohypoxylon (M) 100 bp DNA ladder (1) A. bovei var. microspora 
(PK1210112), (2) A. annulatum (PK121022), (3) A. moriforme var. microdiscus 
(PK07013), (4) A. nitens (PK121044), (5) A. purpureonitens (PK10006), (6) A. 
atroroseum (PK07001), (7) Annulohypoxylon species A, (8) Annulohypoxylon species B 
(PK121012), (9) A. atroroseum (PK121028), (10) A. stygium (PK121007), (11) 
Annulohypoxylon species C (PK121008), (12) Annulohypoxylon species C 
(PK1210103), (13) Annulohypoxylon species D (PK121081), (14) Annulohypoxylon 
species E (PK07019) และ (15) Annulohypoxylon species H (PK09004) 
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ภาพประกอบ 44 ตวัอยา่งผล อะกาโรส เจลอเิลก็โตรโฟรซิสีของการเพิม่จ านวนดเีอน็เอบรเิวณ ยนี 

alpha-actin ของราสกุล Annulohypoxylon (M) 100 bp DNA ladder (1) A. annulatum 
(PK121022), (2) A. bovei var. microspora (PK1210112), (3) A. atroroseum (PK07001), 
(4) A. moriforme var. microdiscus (PK07013), (5) A. nitens (PK121044), (6) A. 
purpureonitens (PK10006), (7) A. stygium (PK121007), (8) Annulohypoxylon species B 
(PK121012), (9) Annulohypoxylon species A (PK121027), (10) Annulohypoxylon 
species C (PK1210103), (11) Annulohypoxylon species D (PK121081), (12) 
Annulohypoxylon species E (PK07019), (13) Annulohypoxylon species F (H130) และ 
(14) Annulohypoxylon species G (H255) 

 
 
  4.3 ยีน beta – tubulin 
   เนื่องจากยนี beta-tubulin เป็นอกียนีหนึ่งทีม่ขีอ้มลูของราอา้งองิในสกุล Annulohypoxylon 
จงึเป็นเหตุผลทีเ่ลอืกศกึษาดเีอน็เอบรเิวณนี้เช่นเดยีวกบัยนี alpha-actin ในการเพิม่จ านวนดเีอน็เอ
บรเิวณยนี beta-tubulin เลอืกใชคู้่ไพรเ์มอร ์T1/T22 (Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865) ซึง่ใน
การเพิม่จ านวนครัง้แรกขนาดของชิน้ดเีอน็เอทีไ่ดม้ขีนาดประมาณ 1,200 – 1,300 คู่เบส ซึง่พบวา่มี
เพยีง 5 ตวัอยา่งเท่านัน้ ทีส่ามารถเพิม่จ านวนได ้ทัง้นี้ตวัอยา่งทีเ่หลอืพบว่ าไม่สามารถเพิม่จ านวน
ไดด้ว้ยคู่ไพรเ์มอรด์งักล่าว ดงันัน้จงึไดแ้บ่งการเพิม่จ านวนออกเป็น 2 ส่วน คอื ส่วนแรกเพิม่จ านวน
ดเีอน็เอดา้นปลาย 5´ โดยใช้คู่ไพรเ์มอร ์ T1/Bt2b หรอื T1/T2 (Glass; & Donalson. 1995: 1323-
1330) มขีนาดประมาณ 700-800 คู่เบส และส่วนทีส่อง ดา้นปลาย 3´ โดยใช้คู่ไพรเ์มอร ์ Bt2a/T22 
(Glass; & Donalson. 1995: 1323-1330; O’Donnell; & Cigelnik. 1997: 103-116) มขีนาด
ประมาณ 800-900 คู่เบส แสดงดงัภาพประกอบ 45 ซึง่จากจ านวนตวัอยา่งทีเ่หลอืน ามาศกึษาพบวา่
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สามารถเพิม่จ านวนดเีอน็เอแบบแบ่งส่วนได ้ 17 ตวัอยา่ง รวมทัง้สิน้ทีส่ามารถเพิม่จ านวน ดเีอน็เอ
บรเิวณ beta-tubulin ไดเ้ท่ากบั 22 ตวัอยา่ง (จาก 29 ตวัอยา่ง ) คดิเป็นรอ้ยละความส าเรจ็เท่ากบั 
75.86  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 45 ตวัอยา่งผล อะกาโรส เจลอเิลก็โตรโฟรซิสีของการเพิม่จ านวนดเีอน็เอบรเิวณ ยนี 

beta-tubulin ของราสกุล Annulohypoxylon (M) 100 bp DNA ladder (1-5) ใชไ้พรเ์มอร ์
T1/Bt2b, (6-12) ใชไ้พรเ์มอร ์ Bt2a/T22, (13-16) ใชไ้พรเ์มอร ์ T1/T22 (1) A. annulatum 
(PK121022), (2) A. nitens (PK121063), (3) Annulohypoxylon species D (PK121081), (4) 
Annulohypoxylon species B (PK121050), (5) Annulohypoxylon species C (PK1210103), 
(6) A. annulatum (PK10008), (7) A. atroroseum (PK121030), (8) A. bovei var. 
microspora (PK1210112), (9) A. atroroseum (PK121024), (10) Annulohypoxylon 
species E (PK07019), (11) Annulohypoxylon species F (H130), (12) Annulohypoxylon 
species G (H255), (13) A. nitens (PK121044), (14) A. bovei var. microspora 
(PK1210112), (15) A. atroroseum (PK121048), (16) A. moriforme var. microdiscus 
(PK07008) และ (17) Annulohypoxylon species E (PK07019) 

 
 
  4.4 ยีน elongation factor 1-alpha (EF1-α) 
   เนื่องจากผลการเพิม่จ านวนดเีอน็เอบรเิวณยนี beta-tubulin ในขอ้ 4.3 นัน้ไม่สามารถ
เพิม่จ านวนไดค้รบสมบรูณ์ทุกตวัอยา่ง ทีศ่กึษา จงึไดศ้กึษาเพิม่เตมิในบรเิวณยนี EF1-α ซึ่งเป็น
การศกึษาครัง้แรกในราวงศ ์Xylariaceae รวมถงึราสกุล Annulohypoxylon ผลจากการเพิม่จ านวน     
ดเีอน็เอบรเิวณยนี EF1- α โดยใชคู้่ไพรเ์มอร ์ EF1-a983F/EF1-a2218R (Rehner; & Buckley. 
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2005: 84-98) พบวา่ไดข้นาดของชิน้ดเีอน็เอประมาณ 1,000-1,100 คู่เบส แสดงดงัภาพประกอบ 46 
และจากจ านวนตวัอยา่งทีศ่กึษาทัง้หมดพบวา่ สามารถเพิม่จ านวนดเีอน็เอบรเิวณนี้ได ้ 28 ตวัอยา่ง 
(จาก 29 ตวัอยา่ง) คดิเป็นรอ้ยละความส าเรจ็เท่ากบั 96.55  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 46 ตวัอยา่งผล อะกาโรส เจลอเิลก็โตรโฟรซิสีของการเพิม่จ านวนดเีอน็เอบรเิวณ ยนี 

elongation factor 1-alpha (EF1- α) ของราสกุล Annulohypoxylon (M) 100 bp DNA ladder 
(1) A. annulatum (PK10008), (2) A. bovei var. microspora (PK1210112), (3) A. 
atroroseum (PK07001), (4) A. moriforme var. microdiscus (PK07012), (5) A. nitens 
(PK121086), (6) Annulohypoxylon species B (PK121012), (7) Annulohypoxylon species 
C (PK121008), (8) Annulohypoxylon species D (PK121081), (9) Annulohypoxylon 
species F (H130), (10) Annulohypoxylon species G (H255) และ (11) Annulohypoxylon 
species H (PK09007) 

 
 
  ผลจากการเพิม่จ านวนดเีอน็เอทัง้ 4 บรเิวณ ไดแ้ก่ ITS ยนี alpha-actin ยนี beta-tubulin 
และ ยนี elongation factor 1-alpha จากตวัแทนราสกุล Annulohypoxylon จ านวน 29 ตวัอยา่ง คดิ
เป็นรอ้ยละความส าเรจ็ไดเ้ท่ากบั 100, 100, 75.86 และ 96.55 ตามล าดบั (แสดงดงัภาพประกอบ 
47) 
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ภาพประกอบ 47 กราฟแสดงผลเปรยีบเทยีบรอ้ยละความส าเรจ็ในการเพิม่จ านวนดเีอน็เอ (% PCR 

success) บรเิวณ ITS ยนี alpha-actin ยนี beta-tubulin และ EF1- α ของราสกุล Annulohypoxylon 
 
 
5.  การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ และการสร้างแผนภมิูวิวฒันาการต้นไม้  
(Phylogenetic trees) 
 จากผลติผลของดเีอน็เอ ทีเ่พิม่จ านวนไดท้ัง้ 4 บรเิวณ และ มขีนาดถูกตอ้งตามทีก่ าหนด 
น ามาท าใหบ้รสิุทธิต์ามวธิทีีอ่ธบิายไวใ้นวธิกีารทดลองขอ้ 5 ก่อนส่งไปวเิคราะหห์าล าดบั              
นิวคลโีอไทด ์ขนาดของล าดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ด้ แสดงดงัตาราง 25 จากนัน้น าไปเทยีบเคยีงรอ้ยละ
ความเหมอืน (% similarity) กบัล าดบันิวคลโีอไทดใ์นฐานขอ้มลู GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ผลแสดงดงัตาราง 26 และตาราง 27 
 
 
ตาราง 25 ขนาดของล าดั บนิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS, ยนี alpha-actin, ยนี beta-tubulin และ ยนี 

elongation factor 1-alpha ของราสกุล Annulohypoxylon 
 

ชนิด รหสั ขนาดของล าดบันิวคลีโอไทด ์(คู่เบส) 
ITS alpha-actin beta-tubulin EF1-α 

A. annulatum 
A. annulatum 
A. atoroseum 

PK10008 
PK121022 
PK07001 

603 
600 
897 

244 
233 
215 

  704T1* 
  892T1* 
1151 

911 
1017 
1010 
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บริเวณที่เพ่ิมจ านวน
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ตาราง 25 (ต่อ) 
 

ชนิด รหสั ขนาดของล าดบันิวคลีโอไทด ์(คู่เบส) 
ITS alpha-actin beta-tubulin EF1-α 

A. atroroseum 
A. atroroseum 
A. atroroseum 
A. atroroseum 
A. bovei var. 
   microspora 
A. moriforme var.  
   microdiscus 
A. moriforme var.  
   microdiscus 
A. moriforme var.  
   microdiscus 
A. nitens 
A. nitens 
A. nitens 
A. purpureonitens 
A. stygium 
Annulohypoxylon 
    species A 
Annulohypoxylon 
    species B 
Annulohypoxylon 
    species B 
Annulohypoxylon 
    species C 

PK121024 
PK121028 
PK121030 
PK121048 
PK1210112 
 
PK07008 
 
PK07012 
 
PK07013 
 
PK121044 
PK121063 
PK121086 
PK10006 
PK121007 
PK121027 
 
PK121012 
 
PK121050 
 
PK10007 
 

954 
890 
884 
850 
699 

 
646 

 
633 

 
631 

 
599 
635 
610 
606 
862 
666 

 
565 

 
550 

 
946 

 

211 
219 
213 
224 
220 

 
211 

 
215 

 
214 

 
210 
220 
223 
216 
196 
187 

 
220 

 
219 

 
221 

 

- 
- 

1300 
1201 
1530 

 
1393 

 
1315 

 
1191 

 
1387 

  754T1* 
  711T1* 
1347 
1427 
1139 

 
1195 

 
1159 

 
1084 

 

1042 
962 
982 
975 
1008 

 
974 

 
1025 

 
1003 

 
1012 
868 
1000 
717* 
911 
618 

 
1007 

 
1008 

 
1012 

 

 
หมายเหตุ: * คอื ล าดบันิวคลโีอไทดท์ีอ่่านไดไ้ม่สมบรูณ์, T1 คอื ขนาดของล าดบันิวคลโีอไทดท์ีอ่่าน
ไดเ้ฉพาะดา้นปลาย 5´ ดว้ยไพรเ์มอร ์T1, T22 คอื ขนาดของล าดบันิวคลโีอไทดท์ีอ่่านไดเ้ฉพาะดา้น
ปลาย 3´ ดว้ยไพรเ์มอร ์T22 
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ตาราง 25 (ต่อ) 
 

ชนิด รหสั ขนาดของล าดบันิวคลีโอไทด ์(คู่เบส) 
ITS alpha-actin beta-tubulin EF1-α 

Annulohypoxylon 
    species C 
Annulohypoxylon 
    species C 
Annulohypoxylon 
    species D 
Annulohypoxylon 
    species E 
Annulohypoxylon 
    species F 
Annulohypoxylon 
    species G 
Annulohypoxylon 
    species H 
Annulohypoxylon 
    species H 
Annulohypoxylon 
    species H 

PK121008 
 
PK1210103 
 
PK121081 
 
PK07019 
 
H130 
 
H255 
 
PK09004 
 
PK09005 
 
PK09007 

843 
 

898 
 

906 
 

582 
 

857 
 

477 
 

871 
 

932 
 

860 

220 
 

229 
 

222 
 

216 
 

221 
 

227 
 

208 
 

214 
 

212 

1347 
 

1497 
 

1380 
 

   751T22* 
 

    1023T22* 
 

    1012T22* 
 

1361 
 

1397 
 
- 

1014 
 

1024 
 

1004 
 
- 
 

1037 
 

604* 
 

832 
 

913 
 

1048 

 
หมายเหตุ: * คอื ล าดบันิวคลโีอไทดท์ีอ่่านไดไ้ม่สมบรูณ์, T1 คอื ขนาดของล าดบันิวคลโีอไทดท์ีอ่่าน
ไดเ้ฉพาะดา้นปลาย 5´ ดว้ยไพรเ์มอร ์T1, T22 คอื ขนาดของล าดบันิวคลโีอไทดท์ีอ่่านไดเ้ฉพาะดา้น
ปลาย 3´ ดว้ยไพรเ์มอร ์T22 
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 ตาราง 26 ผลการเทยีบเคยีงล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS และยนี alpha-actin ของราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการศกึษากบัล าดบั                  
           นิวคลโีอไทดใ์นฐานขอ้มลู GenBank 
 

ชนิด รหสั ITS Alpha-actin 
ชนิด Accession 

No. 
% 

similarity 
ชนิด Accession 

No. 
% 

similarity 
A. annulatum  PK10008 

 
Annulohypoxylon  annulatum  
   isolate C4 

FJ481150 97 A. bovei var. microspora YMJ  
   90081914 

AY951765 93 

A. annulatum PK121022 A. annulatum isolate C4 FJ481150 97 A. bovei var. microspora YMJ  
   90081914 

AY951765 93 

A. atroroseum 
A. atroroseum 
A. atroroseum 
A. atroroseum 
A. atroroseum 
A. bovei var.  
   microspora 
A. moriforme var.  
   microdiscus 
A. moriforme var.  
   microdiscus 
A. moriforme var.  
   microdiscus 
A. nitens 

PK07001 
PK121024 
PK121028 
PK121030 
PK121048 
PK1210112 
 
PK07008 
 
PK07012 
 
PK07013 
 
PK121044 

A. atroroseum isolate H178 
A. atroroseum isolate H178 
A. atroroseum isolate H178 
A. atroroseum isolate H178 
A. atroroseum isolate F11 
A. bovei var. microspora YMJ   
   90081914 
A. moriforme var. microdiscus  
   YMJ 90080807 
A. moriforme var. microdiscus  
   YMJ 90080807 
A. moriforme var. microdiscus     
   YMJ 90080807 
A. nitens isolate 91022108 

FN252415 
FN252415 
FN252415 
FN252415 
JN002173 
EF026141 

 
EF026137 

 
EF026137 

 
EF026137 

 
EF026138 

99 
99 
98 
98 
99 
99 

 
99 

 
99 

 
99 

 
100 

A. stygium YMJ 90041409 
A. stygium YMJ 90041409 
A. stygium YMJ 90041409 
A. stygium YMJ 90041409 
A. stygium YMJ 90041409 
A. bovei var. microspora YMJ  
   90081914 
A. moriforme var. microdiscus  
   YMJ 90080807 
A. moriforme var. microdiscus  
   YMJ 90080807 
A. moriforme var. microdiscus  
   YMJ 90080807 

  A. nitens voucher YMJ 293 

AY951776 
AY951776 
AY951776 
AY951776 
AY951776 
AY951765 

 
AY951769 

 
AY951769 

 
AY951769 

 
AY951773 

93 
92 
93 
93 
93 
100 

 
99 

 
99 

 
99 

 
95 
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ตาราง 26 (ต่อ) 
 

ชนิด รหสั ITS Alpha-actin 
ชนิด Accession 

No. 
% 

similarity 
ขนิด Accession 

No. 
% 

similarity 
A. nitens 
A. nitens 
A. purpureonitens 
A. stygium 
Annulohypoxylon species A 

PK121063 
PK121086 
PK10006 
PK121007 
PK121027 

A. nitens 
A. nitens 
A. purpureonitens isolate H147 
A. stygium isolate 105F 
Annulohypoxylon sp. SUT220 

EU714403 
EU714403 
FM209452 
FJ008986 
DQ322129 

97 
100 
99 
99 
97 

  A. nitens voucher YMJ 293 
A. nitens YMJ 91022108 

  A. bovei var. microspora YMJ 90081914 
A. stygium YMJ 90081906 
A. bovei var. microspora YMJ 90081914 

AY951773 
AY951772 
AY951765 
AY951775 
AY951765 

95 
95 
90 
98 
95 

Annulohypoxylon species B PK121012 Annulohypoxylon sp. SUT025 DQ322096 99 A. bovei var. microspora YMJ 90081914 AY951765 95 
Annulohypoxylon species B PK121050 Annulohypoxylon sp. SUT025 DQ322096 99 A. bovei var. microspora YMJ 90081914 AY951765 96 
Annulohypoxylon species C PK10007 A. stygium XH16 FJ848865 92 A. stygium YMJ 90041409 AY951776 91 
Annulohypoxylon species C  
Annulohypoxylon species C 
Annulohypoxylon species D 
Annulohypoxylon species E 
 
Annulohypoxylon species F 
Annulohypoxylon species G 
Annulohypoxylon species H 
Annulohypoxylon species H 
Annulohypoxylon species H 

PK12008 
PK1210103 
PK121081 
PK07019 
 
H130 
H255 
PK09004 
PK09005 
PK09007 

A. stygium CSIRO(M) E7100 
A. stygium CSIRO(M) E7100 
A. urceolatum SUT098 
A. bovei var. microspora YMJ  
   90081914 
A. multiforme strain-F160 
A. multiforme isolate olrim319 
“A. nitensa” isolate H215 
“A. nitensa” isolate H215 
“A. nitensa” isolate H215 

AJ537403 
AJ537403 
DQ322103 
EF026141 

 
AY909003 
AY354245 
FN252422 
FN252422 
FN252422 

97 
99 
98 
89 
 

92 
88 
99 
99 
99 

A. stygium var. annulatum 91042205 
A. stygium var. annulatum 91042205 
A. urceolatum YMJ 92090413 
A. bovei var. microspora YMJ 90081914 
 

  A. stygium var. annulatum YMJ91042205 
  A. stygium var. annulatum YMJ91042205 
  Annulohypoxylon sp. H254 
  Annulohypoxylon sp. H254 
  Annulohypoxylon sp. H254 

AY951778 
AY951778 
AY951782 
AY951765 

 
AY951778 

 AY951778 
 FR875160 
 FR875160 
 FR875160 

88 
88 
100 
93 
 

89 
92 
88 
96 
96 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307133335?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ127GSD01R
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ตาราง 27 ผลการเทยีบเคยีงล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี beta-tubulin และ elongation factor 1-alpha ของราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการศกึษา 
     กบัล าดบันิวคลโีอไทดใ์นฐานขอ้มลู GenBank 
 

ชนิด รหสั Beta-tubulin Elongation factor 1-alpha 
ชนิด Accession 

No. 
% 

similarity 
ชนิด Accession 

No. 
% 

similarity 
A. annulatum  PK10008 

 
A. moriforme var. microdiscus  
   YMJ 90080807 

AY951660 
 

93 Graphostroma platystoma    
isolate AFTOL-ID 1249 

DQ836915 87 

A. annulatum PK121022 A. bovei var. microspora  YMJ  
   90081914 

AY951654 
 

88 G. platystoma AFTOL-ID 1249 DQ836915 
 

89 

A. atroroseum 
 
A. atroroseum 
A. atroroseum 
A. atroroseum 
A. atroroseum 
A. bovei var.  
   microspora 
A. moriforme var.  
   microdiscus 
A. moriforme var.  
   microdiscus 
A. moriforme var.  
   microdiscus 
A. nitens 

PK07001 
 
PK121024 
PK121028 
PK121030 
PK121048 
PK1210112 
 
PK07008 
 
PK07012 
 
PK07013 
 
PK121044 

A. squamulosum YMJ   
   90081905 

- 
- 

A. stygium isolate RSG03 
A. stygium YMJ 90041409 
A. bovei var. microspora  YMJ  
   90081914 
A. moriforme var. microdiscus  
   YMJ 90080807 
A. moriforme var. microdiscus  
   YMJ 90080807 
A. moriforme var. microdiscus  
   YMJ 90080807 
A. nitens voucher YMJ 293 

AY951665 
 
- 
- 

KF612315 
AY951666 
AY951654 

 
AY951660 

 
AY951660 

 
AY951660 

 
AY951664 

87 
 
- 
- 

97 
98 
96 
 

92 
 

94 
 

97 
 

99 

G. platystoma AFTOL-ID 1249 
 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 
 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 
 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 
 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 
 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 

DQ836915 
 

DQ836915 
DQ836915 

DQ836915 
DQ836915 
DQ836915 

 

DQ836915 
 

DQ836915 
 

DQ836915 
 

DQ836915 

89 
 

87 
84 
89 
89 
90 
 

90 
 

91 
 

90 
 

89 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021178?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ461JH1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021172?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ42AUKM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021183?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EJ3N0XCR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/560190606?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EJ3C2JW801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021184?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EJ3GBE8201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021172?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ42AUKM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021178?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ461JH1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021178?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ461JH1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021178?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ461JH1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021182?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EJ4EDGX601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
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ตาราง 27 (ต่อ) 
 

ชนิด รหสั Beta-tubulin Elongation factor 1-alpha 
ชนิด Accession 

No. 
% 

similarity 
ชนิด Accession 

No. 
% 

similarity 
A. nitens 
A. nitens 
A. purpureonitens 
 
A. stygium 
Annulohypoxylon species A 

PK121063 
PK121086 
PK10006 
 
PK121007 
PK121027 

A. nitens YMJ 91022108  
A. nitens voucher YMJ 293 
A. squamulosum YMJ  
   90081905 
A. stygium YMJ 90081906 
A. stygium YMJ 90081906 

AY951663 
AY951664 
AY951665 

 
AY951667 
AY951667 

86 
92 
87 
 

96 
94 

G. platystoma AFTOL-ID 1249 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 

- 
 

G. platystoma AFTOL-ID 1249 
- 

DQ836915 
DQ836915 

 
 

DQ836915 
 

89 
89 
- 
 

90 
- 

Annulohypoxylon species B PK121012 A. stygium isolate RSG03 KF612315 89 G. platystoma AFTOL-ID 1249 DQ836915 88 
Annulohypoxylon species B PK121050 A. bovei var. microspora  YMJ  

   90081914 
AY951654 95 G. platystoma AFTOL-ID 1249 DQ836915 89 

 
Annulohypoxylon species C PK10007 A. squamulosum YMJ  

   90081905 
AY951665 86 G. platystoma AFTOL-ID 1249 

 
DQ836915 89 

Annulohypoxylon species C  
Annulohypoxylon species C 
Annulohypoxylon species D 
Annulohypoxylon species E 
Annulohypoxylon species F 
Annulohypoxylon species G 
Annulohypoxylon species H 
Annulohypoxylon species H 
Annulohypoxylon species H 

PK121008 
PK1210103 
PK121081 
PK07019 
H130 
H255 
PK09004 
PK09005 
PK09007 

A. stygium YMJ 90081906 
A. stygium YMJ 90041409 
A. urceolatum YMJ 92090413 
A. stygium YMJ 90081906 
Annulohypoxylon sp. H203 
A. stygium isolate RSG03 
Annulohypoxylon sp. H203 
Annulohypoxylon sp. H203 

- 

AY951667 
AY951666 
AY951670 
AY951667 
FR875165 

 KF612315 
FR875165 
FR875165 

- 

95 
91 
99 
81 
93 
95 
95 
96 
- 

G. platystoma AFTOL-ID 1249 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 

- 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 

- 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 
G. platystoma AFTOL-ID 1249 

DQ836915 
DQ836915 
DQ836915 

- 
DQ836915 

- 
DQ836915 
DQ836915 
DQ836915 

89 
89 
87 
- 

89 
- 

86 
87 
87 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021181?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ5S10W801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021181?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ5S10W801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021183?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EJ3N0XCR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021185?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ4ZRP3901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021185?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ4ZRP3901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/560190606?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EJ3C2JW801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021172?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ65V93R01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021183?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EJ3N0XCR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_563403689
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_563403689
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_563403689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021185?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ4ZRP3901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021184?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ5E6JGB01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021188?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ52FTF601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/63021185?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ4ZRP3901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/563403689?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ4HYKKZ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/560190606?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EJ3C2JW801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/563403689?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ4HYKKZ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/563403689?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EJ4HYKKZ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110810550?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GGT4J0KG015
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 จากผลการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไ ทดข์องตวัแทน ราแต่ละชนิด ทัง้ระบุชนิดได้ และไม่
สามารถระบุชนิดไดจ้ านวน 29 ตวัอยา่ง ม ี15 ตวัอยา่งทีส่ามารถหาล าดบันิวคลี โอไทดไ์ดค้รบทัง้ 4 
บรเิวณ ดงัแสดงในตาราง 25 และเมื่อวเิคราะหร์อ้ยละความส าเรจ็ในการอ่านล าดบันิวคลโีอไทดจ์าก
ผลผลติดเีอน็เอทีเ่พิม่จ านวนได้  (% sequencing success) พบวา่ จาก 29 ตวัอยา่ง บรเิวณ ITS 
และยนี alpha-actin สามารถวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทดไ์ดส้มบรูณ์ในทุกตวัอยา่ง คดิเป็นรอ้ยละ 
100 รองลงมาคอืยนี EF1-α สามารถวเิคราะหล์ า ดบันิวคลโีอไทดไ์ดส้มบรูณ์  25 ตวัอยา่ง คดิเป็น
รอ้ยละ 86 และยนี beta-tubulin สามารถวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทดไ์ดส้มบรูณ์เพยีง 19 ตวัอยา่ง 
คดิเป็นรอ้ยละ 65.52 (แสดงดงัภาพประกอบ 48) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 48 กราฟแสดงผลเปรยีบเทยีบรอ้ยละความส าเรจ็ในการวเิคราะหห์าล าดบันิวคลโีอไทด์ 

(% sequencing success) บรเิวณ ITS ยนี alpha-actin ยนี beta-tubulin และ EF1- α ของรา
สกุล Annulohypoxylon 

 
 
 ผลการเทยีบเคยีงล าดบันิวคลโีอไทดข์องราสกุล Annulohypoxylon ทีส่ามารถระบุชนิดได้
จ านวน 16 ตวัอยา่ง บรเิวณยนี alpha-actin และยนี beta-tubulin ในฐานขอ้มลู GenBank พบวา่มี
รอ้ยละความเหมอืนสงูสุดกบั ราอา้งองิชนิดเดยีวกนั ยกเวน้บางชนิดทีข่าดขอ้มลูของยนีดงักล่าว 
ไดแ้ก่ A. annulatum, A. atroroseum และ A. purpureonitens อยา่งไรกต็ามผลการเทยีบเคยีงของ
บรเิวณ ITS แสดงรอ้ยละความเหมอืนสงูสุดคอื รอ้ยล ะ 97 - 100 กบัราชนิดนัน้ๆ ซึง่ผลการ
เทยีบเคยีงดงักล่าว สามารถช่วยยนืยนัชนิดของราสกุล Annulohypoxylon ทีส่ามารถระบุชนิดไดท้ ัง้ 
7 ชนิด สนบัสนุนขอ้มลูของลกัษณะทางสณัฐานวทิยาทีศ่กึษา 
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 ส าหรบัตวัอยา่ง ราทีย่งัไม่สามารถระบุชนิดได ้คอื Annulohypoxylon species A – H 
จ านวน 13 ตวัอยา่ง ผลการเทยีบเคยีงล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี alpha-actin และ beta-tubulin ใน
ฐานขอ้มลู GenBank พบวา่ มรีอ้ยละความเหมอืนค่อนขา้งต ่าคอื รอ้ยละ 88 ถงึ รอ้ยละ 96 กบัรา
สกุล Annulohypoxylon อา้งองิทีส่าม ารถระบุชนิดได ้ยกเวน้ รา Annulohypoxylon species D 
(PK121081) ที่มรีอ้ยละความเหมอืนสงูสุด ของยนี alpha-actin และยนี beta-tubulin กบัรา A. 
urceolatum (AY951782) เท่ากบัรอ้ยละ 100 และรอ้ยละ 99 ตามล าดบั ในขณะทีผ่ลการเทยีบเคยีง
บรเิวณ ITS แสดงรอ้ยละความเหมอืนสงูสุดกบัรา A. urceolatum (DQ322103) เช่นเดยีวกนั แ ละมี
รอ้ยละความเหมอืนเท่ากบัรอ้ยละ 98 ทีเ่กดิจากการ เทยีบเคยีงล าดบันิวคลโีอไทดบ์างส่วน แต่เมื่อ
น าล าดบันิวคลโีอไทดท์ัง้หมดมาเทยีบเคยีงดว้ยโปรแกรม pairwise พบวา่มรีอ้ยละความเหมอืน
เพยีงรอ้ยละ 87 เท่านัน้ จงึเป็นการยนืยนัไดว้า่ Annulohypoxylon species D (PK121081) ไม่ใช่รา 
A. urceolatum แต่อยา่งไรกต็ามลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของ Annulohypoxylon species D 
(PK121081) มคีวามคลา้ยคลงึกบั  A. urceolatum (Rehm) Y.-M. Ju, J.D. Rogers & H.-M. Hsieh 
(Ju; & Rogers. 1996: 1-365; Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865) มากทีสุ่ด เวน้แต่ขนาดของ
แอสโคสปอรท์ีม่ขีนาดเลก็กวา่ จากผลการวเิคราะหน์ี้ยงัช่วยสนบัสนุนวา่ล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณยนี 
alpha-actin และ beta-tubulin เหมาะส าหรบัใชจ้ดักลุ่มในระดบัสกุล (genus) มากกวา่ระดบั สปีชสี์ 
(species) และวาไรตี ้(variety) ในขณะทีบ่รเิวณ ITS สามารถบ่งบอกความแตกต่างของ ชนิดราทีม่ี
ความใกลเ้คยีงกนัสงูไดใ้นระดบัสปีชสีแ์ละวาไรตี ้
 ส่วนผลการเทยีบเคยีงบรเิวณ ITS ของราทีย่งัไม่สามารถระบุชนิดไดอ้ื่นๆ ไดแ้ก่ Annulohypoxylon 
species E (PK07019), Annulohypoxylon species F (H130) และ Annulohypoxylon species G 
(H255) พบวา่มรีอ้ยละความเหมอืนสงูสุดกบัราสกุล Annulohypoxylon ทีร่ะบุชนิดไดด้ว้ยค่ารอ้ยละ
ความเหมอืนทีต่ ่าเท่ากบัรอ้ยละ 89, 92 และ 88 ตามล าดบั ในขณะที่ ราบางตวัอยา่ง ไดแ้ก่ 
Annulohypoxylon species A (PK121027) และ Annulohypoxylon species B (PK121012 และ 
PK121050) มคี่ารอ้ยละเท่ากบัรอ้ยละ 99 กบัราสกุล Annulohypoxylon ทีย่งัไม่สามารถระบุชนิดได ้
และ Annulohypoxylon species H (PK09004, PK09005 แล PK09007) มคี่ารอ้ยละความเหมอืน
สงูเท่ากบัรอ้ยละ 99 กบัรา “A. nitensa” (FN252422) ซึง่มรีายงานวา่เป็น “cryptics species” ของ
รา A. nitens (Suwannasai; et al. 2013: 1-8) ส่วน Annulohypoxylon species C (PK10007, 
PK121008 และ PK1210103) แมว้า่ผลรอ้ยล ะความเหมอืนจะมคี่าสงูสุดกบัรา เอนโดไฟท ์ A. 
stygium (AJ537403) เท่ากบัรอ้ยละ 92, 97 และ 99 ตามล าดบั แต่ไม่สามารถน ามาช่วยในการระบุ
ชนิดได้ เนื่ องจาก ราเอนโดไฟทส์่วนใหญ่ไม่สรา้งการสบืพนัธุ์ แบบอาศยัเพศ บนอาหารเลีย้งเชือ้  
ล าดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดจ้งึน่าเชื่อถอืน้อยกวา่  ดงันัน้จึงไดน้ าล าดบันิวคลโีอไทดข์องรา  A. stygium 
(AJ390409 และ DQ223761) ทีไ่ดจ้ากระยะ การสบืพนัธุแ์บบอาศยัเพศ จากฐานขอ้มลู GenBank  
มาวเิคราะหเ์ทยีบเคยีงกบัราตวัอยา่งดว้ยโปรแกรม pairwise พบวา่ มรีอ้ยละความเหมอืนเพยีงรอ้ย
ละ 92 จากผลทีไ่ดช้ีใ้หเ้หน็วา่  Annulohypoxylon species C ไม่ใช่รา A. stygium ผลการวเิคราะห์
ล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS ทีไ่ดแ้สดงใหเ้หน็วา่ สา มารถใชบ่้งบอกความแตกต่างของ ราสกุล 
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Annulohypoxylon ชนิดทีไ่ม่สามารถระบุชนิดได ้หรอืชนิดทีซ่บัซอ้นซึง่ยากต่อการระบุชนิดออกจาก
กนัได ้
 นอกจากนี้ไดศ้กึษาล าดบันิวคลโีอไทดเ์พิม่เตมิบรเิวณยนี elongation factor 1-alpha 
(EF1-α) ของตวัแทนราทัง้ 28 ตวัอยา่ง พบวา่ สามารถบ่งบอกความแตกต่างของชนิด ราที่ศกึษาได ้
โดยเฉพาะรา ทีย่งัไม่สามารถระบุชนิดได ้จากผลการวเิคราะหย์นีบรเิวณดงักล่าวนอกจากจะใช้
สนบัสนุนขอ้มลูของล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS, ยนี alpha-actin และ ยนี beta-tubulin ในการ
ระบุชนิดแลว้ ยงัเป็นขอ้มลูใหม่ในการศกึษาราสกุล Annulohypoxylon อกีดว้ย 
 จากนั ้นน าล าดบันิวคลโีอไทดข์องตวัอยา่งทีศ่กึษาในแต่ละบรเิวณ มาวเิคราะหร์่วมกบั
ล าดบันิวคลโีอไทดจ์ากฐานขอ้มลู GenBank ทีม่คีวามใกลเ้คยีงกบัตวัอยา่ง โดยน ามาจดัเรยีงแนว
ความสมัพนัธ ์ (multiple sequence alignment) แยกตามชนิดของแต่ละยนีทีศ่กึษาดว้ยโปรแกรม 
ClustalW (Thompson; et al. 1994: 4673-4680) และสรา้งแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมต้ามวธิกีาร
ทดลองในขอ้ 6 สามารถสรุปผลการทดลองในแต่ละบรเิวณทีศ่กึษาไดด้งันี้ 
 
 5.1 บริเวณ internal transcribed spacers (ITS) 
  ผลการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS ของตวัแทนราสกุล Annulohypoxylon 
ทีศ่กึษาจ านวน 29 ตวัอยา่ง  พบวา่ มขีนาดทีแ่ตกต่างกนัมาก คอื 477–954 คู่เบส (แสดงดงัตาราง 
25) จงึยากต่อการจดัเรยีงแนวความสมัพนัธใ์หถู้กตอ้ง ทัง้นี้พบวา่บรเิวณทีม่คีวามแปรผนัสงูคอื 
ITS1 ซึง่มขีนาดตัง้แต่ 155-585 คู่เบส ในขณะทีบ่รเิวณ 5.8S-ITS2 มขีนาด 295-327 คู่เบส ดงันัน้
ในการสรา้งแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม ้จงึไดแ้บ่งการวเิคราะหอ์อกเป็น 3 กลุ่ม เพื่อใหไ้ดแ้ผนภมูิ
ววิฒันาการตน้ไมท้ีถู่กตอ้ง คอื กลุ่ม ที ่1 คอืราที่มขีนาด ITS1-5.8S-ITS2 ยาวน้อยกวา่  700 คู่เบส 
กลุ่มที ่ 2 คอืราที่มขีนาด ITS1-5.8S-ITS2 ยาวมากกวา่  700 คู่เบส และกลุ่มที ่ 3 คอืการวเิคราะห์
รวมทัง้หมด 29 ตวัอยา่ง โดยเลอืกเฉพาะบรเิวณ 5.8S-ITS2 ร่วมกบัล าดบันิวคลโีอไทดใ์นฐานขอ้มลู 
GenBank แสดงผลการวเิคราะหไ์ดด้งันี้ 
 
  5.1.1  การวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 ท่ีมีความยาว
น้อยกว่า 700 คู่เบส 
     ตวัแทนราสกุล  Annulohypoxylon ที่มขีนาด ITS1-5.8S-ITS2 ยาวน้อยกวา่  
700 คู่เบส ซึง่มจี านวน 15 ตวัอยา่ง (9 ชนิด) น ามาวเิคราะหร์่วมกบัล าดบันิวคลโีอไทดใ์นฐานขอ้มลู 
GenBank ทีเ่ป็นราสกุล  Annulohypoxylon ทีท่ราบชนิดทัง้หมดจ านวน 14 ตวัอยา่ง  (9 ชนิด) 
(ภาคผนวก ง) โดยท าการสรา้งแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม้  3 วธิ ีดว้ยโปรแกรม 2 โปรแกรม พบวา่
ใหผ้ลคลา้ยคลงึกนัในการจดักลุ่มของราแต่ละชนิด ซึง่มคี่า bootstrap แตกต่างกนัเพยีงเลก็น้อย จงึ
เลอืกแสดงผลเพยีงแผนภมูเิดยีวจากการวเิคราะหด์ว้ยวธิ ี maximum likelihood (ML) โปรแกรม 
MEGA (Tamura; et al. 2011: 2731-2739) แสดงดงัภาพประกอบ 49 (ภาคผนวก จ) 
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ภาพประกอบ 49 แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้อง ราสกุล  Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์

ล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS ของตวัอยา่งทีม่คีวามยาวน้อยกวา่ 700 คู่เบส ดว้ยวธิ ีmaximum 
likelihood (ML) โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000  
 

หมายเหตุ :      คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ truncatum-type      คอืราทีไ่ม่มี แผ่นจาน ส่วนราทีไ่ม่มี
เครื่องหมายคอืราทีม่แีผ่นจานแบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิด
ได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งทีไ่ม่สามารถระบุชนิดได ้
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   จากผลการวเิคราะหแ์ผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม ้บรเิวณ ITS ของตวัอยา่งทีม่คีวาม
ยาวน้อยกวา่ 700 คู่เบส สามารถจดักลุ่มราสกุล Annulohypoxylon ได ้2 กลุ่มใหญ่ คอื  
 
    กลุ่มท่ี 1 (clade 1) ประกอบดว้ยราสกุล  Annulohypoxylon จ านวน 6 ชนิด ไดแ้ก่ 
Annulohypoxylon annulatum, A. bovei var. microspora, Annulohypoxylon sp. SUT220, A. 
purpureonitens, Annulohypoxylon sp. SUT025 และ Annulohypoxylon species E (PK07019) 
จะเหน็ว่ าราทีส่ามารถระบุชนิดได้  เช่น A. annulatum (PK10008 และ PK121022), A. bovei var. 
microspora (PK1210112) และ A. purpureonitens (PK10006) จดักลุม่อยูก่บัราสกุล Annulohypoxylon 
ชนิดเดยีวกนั ทีไ่ด้จากฐานขอ้มลู GenBank ด้วยค่า bootstrap ทีส่งู สอดคล้ องกบัลกัษณะทาง
สณัฐานวทิยาและผลการวเิคราะหร์อ้ยละความเหมอืนของล าดบันิวคลโีอไทดด์ว้ยโปรแกรม  BLAST 
(ตาราง 26) ในขณะทีร่า Annulohypoxylon species A (PK121027) จดัอยูก่บัรา Annulohypoxylon sp. 
SUT220 (DQ322129) ดว้ยค่า bootstrap เท่ากบั 100 ส่วนรา Annulohypoxylon species B 
(PK121012 และ PK121050) อยูร่่วมกบั รา Annulohypoxylon sp. SUT025 (DQ322096) ซึง่เป็น
ราทีย่งัไม่สามารถระบุชนิดได้ ดว้ยค่า bootstrap เท่ากบั 98 และ Annulohypoxylon species E 
(PK07019) พบวา่ แยกกิง่ความสมัพนัธอ์อกจากราทีส่ามารถระบุชนิดไดอ้ื่นๆ 
 
    กลุ่มท่ี 2 (clade 2) ประกอบดว้ยราสกุล  Annulohypoxylon จ านวน 5 ชนิด ไดแ้ก่ 
Annulohypoxylon moriforme var. microdiscus, A. multiforme, A. nitens, A. truncatum และ 
Annulohypoxylon species G (H255) โดยพบวา่ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิดได้ถูกจดัความสมัพนัธ์
อยูใ่นกิง่เดยีวกนักบัราสกุล Annulohypoxylon ชนิดทีส่ามารถระบุชนิด ได้จากฐานขอ้มลู GenBank 
ดว้ยค่า bootstrap ทีส่งู ในขณะทีร่า  Annulohypoxylon species G (H255) ไม่ถูกจดักลุ่มอยูก่บัรา
ชนิดใด แต่แสดงความสมัพนัธก์บัรา  A. multiforme (AY616707 และ AY616708) จากฐานขอ้มลู 
GenBank จากผลการวเิคราะหแ์ผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้องราสกุล Annulohypoxylon ชนิดทีย่งัไม่
สามารถระบุชนิดไดใ้นกลุ่มนี้จ านวน 4 ชนิด พบวา่ สามารถแยกออกจากราสกุล  Annulohypoxylon 
ชนิดอื่นไดอ้ยา่งชดัเจนดว้ยค่า bootstrap ทีส่งู   
 
  5.1.2  การวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 ท่ีมีความยาว
มากกว่า 700 คู่เบส 
    ตวัแทนราสกุล Annulohypoxylon ทีม่ขีนาด ITS1-5.8S-ITS2 ยาวมากกวา่ 700 
คู่เบส ทีศ่กึษามจี านวน 14 ตวัอยา่ง (7 ชนิด) ร่วมกบัล าดบั นิวคลโีอไทดใ์นฐานขอ้มลู GenBank ที่
เป็นราสกุล  Annulohypoxylon ทีส่ามารถระบุ ชนิด ได้ทัง้หมดจ านวน 8 ตวัอยา่ง  (4 ชนิด ) 
(ภาคผนวก ง) ผลการสรา้งแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม้  แสดงดงัภาพประกอบ 50 (ภาคผนวก จ) 
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ภาพประกอบ 50 แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้อง ราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์

ล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS ของตวัอยา่งทีม่ีความยาวมากกวา่ 700 คู่เบส ดว้ยวธิ ีmaximum 
likelihood (ML) โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 
 

หมายเหตุ:     คอืราทีม่แีผ่นจานแบบ truncatum-type ส่วนราทีไ่ม่มเีครื่องหมายคอื  ราทีม่ีแผ่นจาน
แบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิดได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งที่
ไม่สามารถระบุชนิดได ้

 
     จากผลการวเิคราะห์ แผนภมูวิวิฒันาการ ต้นไม้บรเิวณ ITS ของตวัอยา่งทีม่ี
ความยาวมากกวา่ 700 คู่เบส พบวา่ สามารถจดักลุ่มราสกุล Annulohypoxylon ชนิดทีส่ามารถระบุ
ชนิดไดท้ ัง้ 3 ชนิด ไดแ้ก่  A. atroroseum, A. stygium และ A. urceolatum ทัง้จากตวัอยา่ง ทีศ่กึษา
และจากฐานขอ้มลู GenBank ดว้ยค่า bootstrap เท่ากบั 100 รวมทัง้ชนิดทีเ่ป็น “cryptic species” 
หรอื “A. nitensa” (FN252419, FN252420 และ FN252422) (Suwannasai; et al. 2013: 1-8) ทีอ่ยู่
ในกลุ่มเดยีวกบั Annulohypoxylon species H (PK09004, PK09005 และ PK09007) ส่วนตวัอยา่ง
ราทีย่งัไม่สามารถระบุชนิดไดใ้นกลุ่มนี้ม ี 3 ชนิด ไดแ้ก่  Annulohypoxylon species C (PK10007, 
PK121008 และ PK1210103), Annulohypoxylon species D (PK121081) และ Annulohypoxylon 
species F (H130) ผลการวเิคราะหแ์สดงใหเ้หน็วา่ Annulohypoxylon species C (PK10007, 
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PK121008 และ PK1210103) แยกออกจากราชนิดอื่นๆ ทีส่ามารถระบุชนิดไดด้ว้ยค่า bootstrap ที่
สงูเท่ากบั 100 ส่วนรา Annulohypoxylon species D (PK121081) แสดงความสมัพนัธก์บัรา  A. 
urceolatum (DQ322103) สอดคลอ้งกบัลกัษณะทางสณัฐาน วทิยาของรา ทีม่คีวามใก ลเ้คยีงกนั  
ยกเวน้ขนาดของแอสโคสปอรข์องรา  Annulohypoxylon species D (PK121081) ทีม่ขีนาดเลก็กวา่
เท่าตวั นอกจากนี้เมื่อท าการเปรยีบเทยีบล าดบันิวคลโีอไทดข์องทัง้สองตวัอยา่งดว้ยโปรแกรม 
pairwise พบวา่มรีอ้ยละความเ หมอืนเพยีง 87 เท่านัน้ ส่วนรา  Annulohypoxylon species F 
(H130) แสดงการแยกกิง่ออกจากราชนิดอื่นทีส่ามารถระบุชนิดได ้ และยงัสงัเกตพบวา่ รา กลุ่มทีม่ ี
ขนาด ITS ยาวมากกวา่  700 คู่เบส มลีกัษณะของ แผ่นจานเป็นแบบ truncatum-type ยกเวน้ “A. 
nitensa” ทีเ่ป็นแบบ bovei-type  
      
  5.1.3  การวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 5.8S-ITS2  
     เนื่องจากขนาด ITS1 ของตวัแทน ราสกุล Annulohypoxylon ทีศ่กึษาทัง้  29 
ตวัอยา่ง มขีนาดทีแ่ตกต่างกนัมากถงึ 155-585 คู่เบส ท าใหก้ารจดัเรยีงแนวความสมัพนัธเ์กดิการ
ผดิพลาดไดง้่าย ดงันัน้จงึเลอืกเฉพาะส่วน 5.8S-ITS2 ของตวัอยา่ง ทัง้หมดมาศึ กษาความสัมพนัธ์
ร่วมกบัล าดบันิวคลโีอไทดใ์นฐานขอ้มลู GenBank ทีท่ราบชนิด จ านวน 23 ตวัอยา่ง  (13 ชนิด) ผล
การวเิคราะหแ์สดงดงัภาพประกอบ 51 (ภาคผนวก จ) 
     จากผลการวเิคราะหพ์บวา่ตวัแทนราทัง้ 29 ตวัอยา่ง ในแต่ละกิง่ยอ่ยจดัอยูเ่ป็น
กลุ่มเช่นเดยีวกบัผลการวเิคราะหล์ าดบันิวคลี โอไทดบ์รเิวณ ITS1-5.8S-ITS2 ในขอ้ 5.1.1 และ 
5.1.2 แต่มคี่า bootstrap ทีต่ ่ากวา่ อาจเนื่องจากบรเิวณ ITS1 มคีวามแปรผนัของล าดบันิวลโีอไทด์  
ทีส่งูกวา่บรเิวณ 5.8S-ITS2 จงึท าใหเ้หน็ความต่างของแต่ละชนิดมากกวา่ อยา่งไรกต็ามจากผลการ
วเิคราะหแ์ผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมท้ีไ่ด ้สามารถแบ่งกลุม่ราสกุล Annulohypoxylon ได้ 3 กลุ่ม โดย
ราทีม่ขีนาด ITS ยาวมากกวา่ 700 คู่เบส ส่วนใหญ่จดัอยูใ่นกลุ่มที ่ 2 (clade 2) ยกเวน้ A. urceolatum 
(DQ322103) และ Annulohypoxylon species D (PK121081) ทีจ่ดัอยูใ่นกลุ่มที ่ 3 (clade 3) 
นอกจากนี้ยงัพบว่ าราสกุล  Annulohypoxylon ส่วนใหญ่ในกลุ่มที ่ 1 (clade 1) มลีกัษณะแผ่นจาน
แบบ bovei-type ในขณะทีร่าในกลุ่มที ่2 และ 3 มลีกัษณะแผ่นจานแบบ truncatum-type 
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ภาพประกอบ 51 แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้องราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์
ล าดบันิวคลโีอไทด์ บริเวณ 5.8S-ITS2 ดว้ยวธิ ีmaximum likelihood (ML) โปรแกรม MEGA 
ก าหนดค่า bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 หวัลกูศรแสดงราสกุล  Annulohypoxylon 
ชนิดทีม่ขีนาด ITS ยาวมากกวา่ 700 คู่เบส  
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หมายเหตุ:    คอืราทีม่แีผ่นแบบ truncatum-type     คอืราทีไ่ม่มแีผ่นจาน ส่วนราทีไ่ม่มเีครื่องหมาย
คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิดได ้และสี
แดง คอื ราตวัอยา่งทีไ่ม่สามารถระบุชนิดได ้
 
  อยา่งไรกต็าม ผลการวเิคราะห์ ล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS ทีค่รบสมบรูณ์ของ 
ITS1-5.8S-ITS2 สามารถช่วยจดัจ าแนกตวัอยา่งราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ม่สามารถระบุชนิดได้
อยา่งชดัเจน หรอืตวัอยา่งทีม่ลีกัษณะทางสณัฐาน วทิยาทีใ่กลเ้คยีงกนัสงู ซึง่ยากต่อการระบุชนิด
ไดแ้ก่ Annulohypoxylon species A ถงึ H ไดด้ว้ยค่า bootstrap ทีส่งูถงึ 99 – 100 ซึง่แสดงถงึ
ความน่าเชื่อถอืในการแยกกิง่ของราแต่ละชนิดจากการวเิคราะหค์วามสมัพนัธโ์ดยการสรา้งแผนภมูิ
ววิฒันาการตน้ไม ้
 
 5.2 ยีน alpha – actin 
  ผลการวเิคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทดบ์างส่วนของ ยนี alpha-actin ของตวัอยา่ง ราสกุล 
Annulohypoxylon ทีศ่กึษาจ านวน 29 ตวัอยา่ง  ร่วมกบัล าดบันิวคลโีอ ไทดใ์นฐานขอ้มลู GenBank 
ซึง่เป็นราสกุล  Annulohypoxylon ทีท่ราบชนิด แลว้จ านวน 21 ตวัอยา่ง  (16 ชนิด) (ภาคผนวก ง) 
ดว้ยวธิกีารสรา้งแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม้  แสดงดงัภาพประกอบ 52 (ภาคผนวก จ) 
  จากผลการวเิคราะหแ์ผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้องยนี alpha-actin พบวา่ สามารถจั ด
กลุ่มราสกุล Annulohypoxylon ได ้3 กลุ่มใหญ่ คอื 
 
  กลุ่มท่ี 1 (clade 1) ประกอบดว้ยราสกุล  Annulohypoxylon จ านวน 21 ชนิด ไดแ้ก่ 
A. annulatum, A. atroroseum, A. bovei var. microspora, A. elevatidiscus, A. moriforme var. 
microdiscus, A. nitens, A. purpureonitens, A. squamulosum, A. stygium, A. stygium var. 
annulatum, A. thouarsianum var. macrosporum, A. truncatum และ A. urceolatum รวมทัง้รา
สกุล Annulohypoxylon ทีย่งัไม่สามารถระบุชนิดไดท้ ัง้ 8 ชนิดไดแ้ก่ Annulohypoxylon species A - 
H ซึง่ผลการวเิคราะหพ์บวา่ ตั วแทนราทีส่ามารถระบุชนิดได้ จดัอยูใ่นกลุ่มเดยีวกบั ราทีท่ราบชนิด
จากฐานขอ้มลู GenBank ดว้ยค่า bootstrap ทีส่งู เช่น A. annulatum (bootstrap เท่ากบั 99), A. 
bovei var. microspora (bootstrap เท่ากบั 99), A. moriforme var. microdiscus (bootstrap 
เท่ากบั 97), A. nitens (bootstrap เท่ากบั 92) และ A. stygium (bootstrap เท่ากบั 97) สอดคลอ้ง
กบัลกัษณะทางสณัฐานวทิยาทีม่คีวามคลา้ยคลงึกนั 
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ภาพประกอบ 52 แผนภมูิววิฒันาการตน้ไมข้อง ราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์
ล าดบันิวคลโีอไทด์ ของยนี alpha-actin ดว้ยวธิี maximum likelihood (ML) โปรแกรม MEGA 
ก าหนดค่า bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 
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หมายเหตุ :     คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ truncatum-type      คอืราทีไ่ม่มี แผ่นจาน ส่วนราที่ไม่มี
เครื่องหมายคอืราทีม่แีผ่นจานแบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิด
ได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งทีไ่ม่สามารถระบุชนิดได ้
 
  ส่วนรา  Annulohypoxylon species A - H พบวา่ แยกกิง่ออกจาก ราชนิดอื่นๆ ที่
สามารถระบุชนิดได ้ดว้ยค่า bootstrap ทีส่งู และบางชนิดแสดงความสมัพนัธก์บัรา ทีม่ลีกัษณะทาง
สณัฐานวทิยาที่ ใกลเ้คยีงกนัอกีดว้ย  เช่น Annulohypoxylon species A (PK121027) ทีอ่ยูใ่นกิง่
เดยีวกบัรา A. bovei var. microspora ซึง่มลีกัษณะทางสณัฐานวทิยาคลา้ยคลงึกนั เป็นตน้ ส่วน รา 
Annulohypoxylon species E แมว้า่จะจบักลุ่มอยูก่บั รา A. purpureonitens (PK10006) แต่ความ
ยาวของกิง่ต่างกนั และค่ารอ้ยละความเหมอืนของราทัง้สองต่างกนั ทัง้นี้อาจเนื่องจากไม่มขีอ้มลูของ
ล าดบันิวคลโีอไทดย์นี alpha-actin ของรา A. purpureonitens ในฐานขอ้มลู GenBank แต่อยา่งไรก็
ตามพบขอ้สงัเกตวา่ รา Annulohypoxylon species C (PK10007, PK121008 และ PK1210103) 
จดัอยู่ในกิง่เดยี วกบัรา Annulohypoxylon species G (H255) ดว้ยค่า bootstrap เท่ากบั 73 แต่รา
ทัง้สองชนิดมลีกัษณะทางสณัฐาน วทิยาต่างกนั และค่ารอ้ยละความเหมอืนของ ราทัง้สองชนิดมคี่า
เท่ากบัรอ้ยละ 78 ส่วนรา Annulohypoxylon species D (PK121081) พบวา่อยูใ่นกลุ่มเดยีวกบั รา 
A. urceolatum (AY951779) จากฐานขอ้มลู GenBank ดว้ยค่า bootstrap เท่ากบั 100 นอกจากนี้
ยงัมคี่ารอ้ยละความเหมอืนเท่ากบั 100 ถงึแมร้าทัง้สองจะมลีกัษณะทางสณัฐานวทิยาทีใ่กลเ้คยีงกนั
มาก แต่มขีนาดของแอสโคสปอรท์ีแ่ตกต่างกนัชดัเจน จากผลการวเิคราะหน์ี้แสดงใหเ้หน็วา่ล าดบั    
นิวคลโีอไทดข์องยนี alpha-actin ไม่สามารถ แยกความแตกต่างของตวัอยา่ง รา Annulohypoxylon 
species D ออกจากรา A. urceolatum ได ้ 
 
  กลุ่มท่ี 2 (clade 2) ประกอบด้ วยราสกุล Annulohypoxylon จ านวน 1 ชนิดไดแ้ก่     
A. cohaerens (AY951766, FJ185264 และ FJ185267) และ กลุ่มท่ี  3 (clade 3) ประกอบดว้ยรา
สกุล Annulohypoxylon 3 ชนิด ไดแ้ก่ A. minutellum (AY951768), A. multiforme (AY951770) 
และ A. multiforme var. alaskense (AY951771) ซึง่ราทัง้สองกลุ่มนี้เป็น ราทีไ่ดจ้ากฐานขอ้มลู 
GenBank และทีส่ าคญัเป็นราสกุล Annulohypoxylon ชนิดทีไ่ม่พบแผ่นจาน 

 
 5.3 ยีน beta – tubulin  
  ผลการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทดบ์างส่วนของ ยนี beta-tubulin ของตวัอยา่ง ราสกุล 
Annulohypoxylon ทีศ่กึษาจ านวน 19 ตวัอยา่ง  ร่วมกบัล าดบันิวคลโีอไทดใ์นฐานขอ้มลู GenBank 
ซึง่เป็นราสกุล Annulohypoxylon ทีท่ราบชนิดแลว้ทัง้หมดจ านวน 21 ตวัอยา่ง (16 ชนิด) (ภาคผนวก 
ง) ดว้ยวธิกีารสรา้งแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม ้ผลแสดงดงัภาพประกอบ 53 (ภาคผนวก จ) 
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ภาพประกอบ 53 แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้อง ราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์

ล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี beta-tubulin ดว้ยวธิ ีmaximum likelihood (ML) โปรแกรม MEGA 
ก าหนดค่า bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 

 
หมายเหตุ :      คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ truncatum-type      คอืราทีไ่ม่มีแผ่นจาน ส่วนราทีไ่ม่มี
เครื่องหมายคอืราทีม่แีผ่นจานแบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิด
ได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งทีไ่ม่สามารถระบุชนิดได้ 
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  จากผลการวเิคราะหแ์ผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้องยนี beta-tubulin พบวา่ สามารถจดั
กลุ่มราสกุล Annulohypoxylon ได ้3 กลุ่มใหญ่ คอื 
  กลุ่มท่ี 1 (clade 1) ประกอบดว้ย รา A. atroroseum, A. bovei var. microspora, A. 
cohaerens, A. elevatidiscus, A. ilanense, A. minutellum, A. moriforme var. microdiscus, A. 
multiforme, A. multiforme var. alaskense, A. nitens, A. purpureonitens, A. squamulosum, A. 
urceolatum, Annulohypoxylon species B, Annulohypoxylon species D และ Annulohypoxylon 
species H ซึง่ราทีศ่กึษาส่วนใหญ่จดักลุ่มรวมอยูก่บัราชนิดเดยีวกนัในฐานขอ้มลู GenBank ดว้ยค่า 
bootstrap ทีส่งูเท่ากบั 100 ไดแ้ก่ A. bovei var. microspora (PK1210112), A. moriforme var. 
microdiscus (PK07012 และ PK07013) และ A. nitens (PK121044) ส่วนราทีย่งัไม่สามารถระบุ
ชนิดได ้คอื Annulohypoxylon species B (PK121012) และ Annulohypoxylon species H 
(PK09004 และ PK09005) พบวา่แยกกิง่ออกจาก ราชนิดอื่นๆ ยกเวน้ Annulohypoxylon species 
D (PK121081) ทีจ่ดัอยูใ่นกลุ่มเดยีวกบั A. urceolatum (AY951670) จากฐานขอ้มลู GenBank 
นอกจากนี้ผลการเทยีบเคยีงของล าดบันิวคลโีอไทด์ ทัง้สองยงัมคี่ารอ้ยละความเหมอืนเท่ากบั 99 
เช่นเดยีวกบัผลการวเิคราะหข์องยนี alpha-actin แสดงใหเ้หน็วา่ล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณยนี 
alpha-actin และ ยนี beta-tubulin ไม่สามารถแยกความแตกต่าง หรอื มขีอ้จ ากดัในการแยกความ
แตกต่างของราสกุล Annulohypoxylon บางชนิดออกจากกนั 
 
  กลุ่มท่ี 2 (clade 2) ประกอบดว้ย ราส่วนใหญ่จากฐานขอ้มลู GenBank ไดแ้ก่ A. 
atroroseum, A. stygium, A. stygium var. annulatum และ Annulohypoxylon species C ซึง่ใน
จ านวนนีม้รีาเพยีง 2 ชนิด ทีไ่ดจ้ากการศกึษาครัง้นี้ คอื A. stygium (PK121007) และ Annulohypoxylon 
species C (PK1210103) ซึง่พบวา่จบักลุ่มอยูด่ว้ยกนัดว้ยค่า bootstrap ทีส่งูเท่ากบั 100 แต่เมื่อน า
ล าดบันิวคลโีอไทด์ ของทัง้สองมาเปรยีบเทยีบดว้ยโปรแกรม  pairwise พบวา่  มคี่ารอ้ยละความ
เหมอืนเท่ากบั 84 ประกอบกบัลกัษณะทางสณัฐานวทิยาทีแ่ตกต่างกนัดงัทีไ่ดก้ล่าวไวใ้นผลการ
ทดลองขอ้ 1 จงึเป็นขอ้มลูยนืยนัไดว้า่ราทัง้สองชนิดนี้ต่างชนิดกนั 
 
  ทัง้นี้ผลการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี beta-tubulin และการศกึษาแผนภมูิ
ววิฒันาการตน้ไม ้เพื่อใชใ้นการระบุชนิดของราสกุล Annulohypoxylon ทีศ่กึษาพบวา่สามารถช่วย
จดักลุ่มความสมัพนัธแ์ละแยกความแตกต่างของราตวัอยา่งในระดบัสปีชสีไ์ดบ้างตวัอยา่งเท่านัน้ อกี
ทัง้การเพิม่จ านวน และการอ่านล าดบันิวคลโีอไทดค์่อนขา้งยาก เนื่องจากเป็นยนีเดีย่ว (single copy 
gene) มจี านวนซ ้าน้อย แ ละมขีนาดใหญ่ เมื่อเปรยีบเทยีบกบั ยนีบรเิวณอื่น จงึใหผ้ลไม่ดเีท่าทีค่วร 
และไดจ้ านวนราทีศ่กึษาไม่ครบสมบรูณ์ แต่อยา่งไรกต็ามตวัอยา่งราสกุล Annulohypoxylon ทีย่งัไม่
สามารถระบุชนิดไดท้ ัง้ 3 ชนิด ไดแ้ก่ Annulohypoxylon species B, Annulohypoxylon species C 
และ Annulohypoxylon species H สามารถแยกออกจากราชนิดอื่นๆ จากฐานขอ้มลูได ้
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 5.4 ยีน elongation factor 1-alpha (EF1-α) 
  เนื่องจากการ ศกึษาล าดบันิวคลโีอไทด์ บรเิวณยนี  elongation factor 1-alpha นี้เป็น
การศกึษาครัง้แรกในราสกุล Annulohypoxylon จงึไม่มขีอ้มลูเปรยีบเทยีบของรากลุ่มนี้ในฐานขอ้มลู 
GenBank ดงันัน้จงึไดศ้กึษา ราสกุล Biscogniauxia และ Hypoxylon ซึง่เป็นราในวงศเ์ดยีวกนัร่วม
ดว้ย ผลการวเิคราะหต์วัอยา่งราสกุล Annulohypoxylon จ านวน 24 ตวัอยา่ง (6 ชนิด) Biscogniauxia   
1 ตวัอยา่ง (1 ชนิด) และ Hypoxylon 2 ตวัอยา่ง (1 ชนิด) ดว้ยวธิกีาร สรา้งแผนภมูิ ววิฒันาการ
ตน้ไม้  ผลแสดงดงัภาพประกอบ 54 (ภาคผนวก จ) 
 
 

 
 
ภาพประกอบ 54 แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้องราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์

ล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี elongation factor 1-alpha ดว้ยวธิี maximum likelihood (ML) 
โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 
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หมายเหตุ:      คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ truncatum-type ส่วนทีไ่ม่มเีครื่องหมายคอื  ราทีม่ีแผ่นจาน
แบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิดได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งที่
ไม่สามารถระบุชนิดได ้
 
  จากผลการวเิคราะห์ แผนภมูวิวิฒันาการ ต้นไม้ ส ามารถจดักลุ่ ม ราสกุล  
Annulohypoxylon ไดเ้ป็น 3 กลุ่ม (clade) ดงันี้  
 

  กลุ่มท่ี 1 (clade 1) ประกอบดว้ย ราสกุล Hypoxylon เพยีงชนิดเดยีว ส่วน กลุ่มท่ี 2 
(clade 2) ประกอบดว้ย ราสกุล Biscogniauxia และ  Annulohypoxylon moriforme var. 
microdiscus   
 

  กลุ่มท่ี  3 (clade 3) แบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่มยอ่ยคอื กลุ่มท่ี 3A (clade 3A) และกลุ่ม
ท่ี 3B (clade 3B) ซึง่กลุ่มที ่ 3A ประกอบดว้ยรา  2 ชนิด คอื A. bovei var. microspora และ A. 
nitens ซึง่เป็นตวัแทนของ ราทีส่ามารถระบุชนิดไดท้ ั ้ งหมด พบวา่แยกกิง่ออกจา กกนัอยา่งชดัเจน
ดว้ยค่า bootstrap ทีส่งูเท่ากบั 100 
   กลุ่มที ่3B ประกอบดว้ยรา จ านวน 8 ชนิด ไดแ้ก่ A. annulatum, A. atroroseum, “A. 
nitensa”, A. stygium, Annulohypoxylon species B, Annulohypoxylon species C,  
Annulohypoxylon species D และ Annulohypoxylon species F ซึง่ส่วนใหญ่มลีกัษณะแผ่นจาน
แบบ truncatum-type ยกเวน้ Annulohypoxylon species B และ “A. nitensa” ทีม่แีผ่นจาน แบบ 
bovei-type จากผลการวิ เคราะหพ์บวา่ ตวัอยา่งรา ทัง้ 8 ชนิด แยกกิง่ความสมัพนัธอ์อกจากกนั
ชดัเจนดว้ยค่า bootstrap ทีส่งูเท่ากบั 98-100 ในแต่ละกิง่ยอ่ย ยกเวน้รา Annulohypoxylon species B 
ทีแ่ยกกิง่ออกจาก Annulohypoxylon species C ดว้ยค่า bootstrap ทีต่ ่าเท่ากบั 66 นอกจากนี้ยงั
สนบัสนุนผลการวเิคราะหก์่อนหน้านี้วา่ รา “A. nitensa” เป็น cryptic species ของรา A. nitens 
(Suwannasai; et al. 2013: 1-8) ซึง่แยกกิง่ออกจาก   Annulohypoxylon species F อยา่งชดัเจน
ดว้ยค่า bootstrap เท่ากบั 100 
  ผลการวเิคราะห์ ล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี elongation factor 1-alpha และแผนภมูิ
ววิฒันาการตน้ไมใ้นการจ าแนกและระบุชนิดของราสกุล Annulohypoxylon ทีศ่กึษาทัง้ 24 ตวัอยา่ง 
รวมทัง้ ราต่างสกุลคอื Biscogniauxia capnodes  (1 ตวัอยา่ง ) และ Hypoxylon monticulosum (2 
ตวัอยา่ง) พบวา่สามารถแยกความแตกต่าง และช่วยในการจดัจ าแนกชนิดรา ในระดบัสกุล (genus) 
และสปีชสี ์(species) ได ้
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 5.5 วิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดร์่วมกนั 3 บริเวณ คือ บริเวณ 5.8S-ITS2 ยีน alpha-
actin และ elongation factor 1-alpha (EF1- α) 
  ผลการ ศกึษา ความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการของตวัแทนราสกุล Annulohypoxylon 
จ านวน 29 ตวัอยา่ง ร่วมกบัราทีไ่ดจ้ากฐานขอ้มลู GenBank โดยวเิคราะหจ์ากล าดบันิวคลโีอไทดท์ัง้ 
4 บรเิวณ คอื บรเิวณ ITS ยนี alpha-actin ยนี beta-tubulin และยนี EF1- α พบวา่แผนภมูทิ ัง้ 4 
บรเิวณ สามารถแยกกิง่ความสมัพนัธข์องราสกุล Annulohypoxylon ทีส่ามารถระบุชนิดไดจ้ านวน 
10 ชนิด และราทีไ่ม่สามารถระบุนิดไดจ้ านวน 8 ชนิด ออกจากกนัไดด้ว้ยค่า bootstrap ที่สงูเท่ากบั 
90-100  และเพื่อเป็น การยนืยนัความถูกตอ้งใน การระบุชนิดทีซ่บัซอ้น รวมถงึ ความสมัพนัธเ์ชงิ
ววิฒันาการของราตวัอยา่งทีศ่กึษา จงึไดท้ าการวเิคราะหแ์ผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม้ที่สรา้งจากล าดบั
นิวคลโีอไทดจ์ านวน 3 บรเิวณ ไดแ้ก่ 5.8S-ITS2 ยนี alpha-actin และยนี  EF1- α จาก 4 บรเิวณ 
เนื่องจากล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี beta-tubulin ทีไ่ดไ้ม่สมบรูณ์จงึไม่ไดน้ ามาวเิคราะห ์อกีทัง้บรเิวณ 
ITS ซึง่มขีนาดของ ITS1 ทีแ่ตกต่าง กนัมากถงึ 155-585 คู่เบส จงึเลอืกเฉพาะบรเิวณ  5.8S-ITS2 
มาใชใ้นการวเิคราะห ์ ดงันัน้จ านวนตวัอยา่งของราสกุล Annulohypoxylon ทีน่ ามาศกึษามี จ านวน 
24 ตวัอยา่ง  (11 ชนิด) ดว้ยวธิกีาร สรา้ง แผนภมูิ ววิฒันาการตน้ไม้ แสดงดงัภาพประกอบ 55 
(ภาคผนวก จ) 
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ภาพประกอบ 55 แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้องราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์
ล าดบันิวคลโีอไทดร์่วมกนัของบรเิวณ 5.8S-ITS2 ยนี alpha-actin และยนี elongation factor 
1-alpha ดว้ยวธิ ีmaximum likelihood (ML) โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า bootstrap analysis 
ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 

 

หมายเหตุ:      คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ truncatum-type ส่วนทีไ่ม่มเีครื่องหมายคอื  ราทีม่ีแผ่นจาน
แบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิดได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งที่
ไม่สามารถระบุชนิดได ้

 
  จากผลการวเิคราะห์ แผนภมูวิวิฒันาการ ต้นไม้ ส ามารถจดักลุ่ ม ราสกุล  
Annulohypoxylon ไดเ้ป็น 2 กลุ่ม (clade) ดงันี้  
 

  กลุ่มท่ี 1 (clade 1) ประกอบดว้ยราสกุล Annulohypoxylon ทีส่ามารถระบุชนิดได้
ทัง้หมด 3 ชนิด ไดแ้ก่ A. bovei var. microspora, A. moriforme var. microdiscus และ A. nitens 
พบวา่แยกกิง่ออกจากกนัอยา่งชดัเจน  
  กลุ่มท่ี 2 (clade 2) ประกอบดว้ยราสกุล  Annulohypoxylon ทีส่ามารถระบุชนิดได้  3 
ชนิด ไดแ้ก่ A. annulatum, A. atroroseum และ A. stygium ซึง่แยกกิง่ออกจากกนัดว้ยค่า 
bootstrap ทีส่งู และแยกกลุ่มความสมัพนัธอ์อกจากราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ม่สามารถระบุชนิด
ได ้5 ชนิด ไดแ้ก่ Annulohypoxylon species B, Annulohypoxylon species C,  Annulohypoxylon 
species D, Annulohypoxylon species F และ Annulohypoxylon species H ซึง่ส่วนใหญ่มลีกัษณะ
แผ่นจานแบบ truncatum-type ยกเวน้ Annulohypoxylon species B และ Annulohypoxylon 
species H ทีม่แีผ่นจานแบบ bovei-type จากผลการวเิคราะหพ์บวา่ ตวัอยา่งราทีไ่ม่สามารถระบุ
ชนิดไดท้ ัง้ 5 ชนิด แยกกิง่ความ สมัพนัธอ์อกจากกนัชดัเจนดว้ยค่า bootstrap ทีส่งูเท่ากบั 92-100 
ในแต่ละกิง่ยอ่ย นอกจากนี้ยงัสนบัสนุนผลการวเิคราะหก์่อนหน้านี้วา่รา “A. nitensa” ซึง่เป็น cryptic 
species ของรา A. nitens (Suwannasai; et al. 2013: 1-8) ที่แยกกิง่ออกจาก   Annulohypoxylon 
species F อยา่งชดัเจน 
  ผลการวเิคราะห์ ล าดบันิวคลโีอไทดร์่วมกนัของ บรเิวณ 5.8S-ITS2 ยนี alpha-actin 
และยนี EF1- α และศกึษาแผนภมูวิวิฒันาการตน้ ไมเ้พื่อใช้ การจ าแนกและระบุชนิดของราสกุล 
Annulohypoxylon ทีศ่กึษาทัง้ 24 ตวัอยา่ง  พบวา่สามารถแยกความแตกต่าง  และช่วยในการจดั
จ าแนกชนิด ของราสกุล  Annulohypoxylon ในแต่ละชนิดทีศ่กึษาได้  อกีทัง้ใหผ้ลการศกึษาที่
สอดคลอ้งกบัผลการวเิคราะหแ์ผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมจ้ากล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี EF1- α และ
ยงัสามารถแยกรา Annulohypoxylon species B ออกจาก Annulohypoxylon species C ไดด้ว้ยค่า 
bootstrap เท่ากบั 92 



บทท่ี 5  
สรปุและอภิปรายผลการทดลอง 

 
 จากตวัอยา่งราสกุล Annulohypoxylon จ านวน 168 ตวัอยา่ง ในพืน้ทีเ่ขตรกัษาพนัธุส์ตัว์
ปา่ภเูขยีว จงัหวดัชยัภมู ิบรเิวณบงึแปน บงึมน ศาลาพรหม และเสน้ทางส ารวจธรรมชาต ิ สามารถ
จดัจ าแนกชนิด ได ้ 10 ชนิด โดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวทิยา  ได้แก่  Annulohypoxylon 
annulatum (8 ตวัอยา่ง ), A. atroroseum (15 ตวัอยา่ง ), A. bovei var. microspora (11 ตวัอยา่ง ), 
A. moriforme (15 ตวัอยา่ง ), A. moriforme var. microdiscus (6 ตวัอยา่ง ), A. multiforme (3 
ตวัอยา่ง), A. nitens (30 ตวัอยา่ง), A. purpureonitens (1 ตวัอยา่ง), A. stygium (29 ตวัอยา่ง ) และ 
A. stygium var. annulatum (4 ตวัอยา่ง ) ทัง้นี้พบวา่มี ราจ านวน 27 ตวัอยา่ง ทีไ่ม่สามารถจดั
จ าแนกชนิดไดอ้ยา่งชดัเจน คดิเป็นรอ้ยละ 18 ของตวัอยา่งทัง้หมด เนื่องจากมลีกัษณะทาง     
สณัฐาน วทิยาทีห่ลากหลาย  เช่น บางตวั อยา่งมี ลกัษณะคลา้ยคลงึกบัรา มากกวา่หนึ่งชนิด บา ง
ตวัอยา่งมลีกัษณะแตกต่างจากราทีท่ราบชนิดแลว้ และบางตวัอยา่งขาดขอ้มลู ของการสบืพนัธุแ์บบ
ไม่อาศยัเพศ ซึง่สามารถใชแ้ยก ชนิดราทีม่คีวามใกลเ้คยีงกนัสงูได ้ (Ju; & Rogers. 1996: 1-365) 
เป็นตน้ จงึท า ใหไ้ม่สามารถระบุชนิดของ ราได้  ขอ้มลูดงักล่าว สอดคลอ้งกบั ผลการศกึษา ราสกุล 
Annulohypoxylon (หรอื เดมิคอื  Hypoxylon sect. Annulata) ในประเทศไทยก่อนหน้านี้ 
(Thienhirun. 1997: 1-355; Suwannasai; et al. 2005: 303-324; Fournier; et al. 2010: 23-36; 
Suwannasai; et al. 2013: 1-8) ซึง่ตวัอยา่งรา สกุล Annulohypoxylon ทัง้ 27 ตวัอยา่ง สามารถจดั
กลุ่มได ้ 8 ชนิด ดงันี้ Annulohypoxylon species A (PK121027), Annulohypoxylon species B 
(PK121012 และ PK121050), Annulohypoxylon species C (PK10007, PK121008 และ 
PK1210103), Annulohypoxylon species D (PK121081), Annulohypoxylon species E 
(PK07019), Annulohypoxylon species F (H130), Annulohypoxylon species G (H255) และ 
Annulohypoxylon species H (H087, H099, H203, H215, PK09004, PK09005, PK09007, 
PK09025, PK09026, PK09027, PK09029, PK09031, PK09032, PK09036, PK11003, 
PK07004 และ PK121076)  
 
 เมื่อท าการคดัแยก แอสโคสปอรเ์พื่อ เพาะเลีย้ง ราบรสิุทธิบ์นอาหารเลีย้งเชือ้ potato 
dextrose agar (PDA) พบวา่ สามารถเพาะเลีย้งไดจ้ านวน 83 ตวัอยา่ง คดิเป็นรอ้ยละ 49.5 จาก
ตวัอยา่งราทัง้หมด จากนัน้ศกึษาการเจรญิของราบนอาหารเลีย้งเชือ้ (cultural characteristics) และ 
ลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไม่อาศยั เพศ โดยใชอ้าหารแขง็ 3 ชนิด ไดแ้ก่  PDA, malt extract agar 
(MEA) และ oat meal agar (OA) พบวา่ ราส่วนใหญ่เจรญิบนอาหาร PDA ไดด้ทีีสุ่ด รองลงมาคอื 
MEA และ OA นอกจากนี้ราทัง้ 83 ตวัอยา่ง มลีกัษณะการเจรญิ บนอาหารทีแ่ตกต่างกนัตาม แต่ละ
ชนิด โดยส่วนใหญ่มกีารเจรญิเริม่ตน้ดว้ยเสน้ใยสขีาว จากนัน้อาจเปลีย่นเป็นสอีื่น เช่น สเีขยีว สี
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น ้าตาล และสดี า เป็นตน้ บางชนิดมกีารสรา้งเมด็สบีนเสน้ใย รวมทัง้เปลีย่นสขีองอาหารเลีย้งเชือ้ ซึง่
ราส่วนใหญ่สามารถเจรญิเตม็จานอาหารเลีย้งเ ชือ้ได้ภายใน 1-2 อาทติย์  และยงัพบวา่ ราชนิด
เดยีวกนัเมื่อเลีย้งบนอาหารต่างชนิดกนัจะมลีกัษณะการเจรญิของเสน้ใยต่างกนัอกีดว้ย แต่อยา่งไรก็
ตามผลการศกึษาครัง้นี้ พบการสรา้งลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศของราเพยีงชนิดเดยีว คอื 
Annulohypoxylon species C (PK10007, PK121008 และ PK1210103) ทีส่รา้งลกัษณะการสบืพนัธุ์
ไม่อาศยัเพศแบบ Nodulisporium-like บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง ในขณะทีร่าตวัอยา่ง
ชนิดอื่นพบเพยีงการเปลีย่นแปลงของลกัษณะเสน้ใยทีม่กีารเปลีย่นสเีมื่อเลีย้งเป็นระยะเวลานาน  
อาจเนื่องจากธรรมชาตขิอง ราบางชนิดทีไ่ม่พบการสบืพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศ หรอืบางชนิดอาจ
ตอ้งการสภาวะที่ จ าเพาะ หรอื ความ เหมาะสมแตกต่างกนั ซึง่ขอ้มลู ของ การศกึษา รา สกุล  
Annulohypoxylon จ านวน 42 สปีชสี ์ทัว่โลก มรีายงานวา่พบลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศ
เพยีง 14 สปีชสี ์เท่านัน้ และส่วนใหญ่มกีารสบืพนัธุ์ ไม่อาศยัเพศ แบบ Nodulisporium-like (Ju; & 
Rogers. 1996: 17-20; Hsieh; Ju; & Rogers. 2005: 844-865; Fournier; et al. 2010: 23-36) จาก
ผลการทดลองนี้จงึท าใหข้าดขอ้มลู ในการศึ กษาเพื่อการจดัจ าแนกชนิดของ รา สกุล  
Annulohypoxylon โดยเฉพาะชนิดทีม่คีวามใกลเ้คยีงกนัสงูออกจากกนั เช่น รา A. atroroseum และ 
A. stygium ซึง่มลีกัษณะทางสณัฐาน วทิยาทีค่ลา้ยคลึ งกนัมาก ต่างกนัเพยีงสขีองสโตรมา และ
ลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศเท่านัน้ (Ju; & Rogers. 1996: 1-365) ดงันัน้จงึได้ คดัเลอืก
ตวัแทนราแต่ละชนิดมาศกึษาลกัษณะทางเคม ีและลกัษณะทางพนัธุกรรมโดยการหาล าดบันิวคลโีอ
ไทด ์เพื่อน าขอ้มลูมาใชป้ระกอบในการจดัจ าแนกชนิดร่วมกบัลกัษณะทางสณัฐานวทิยา โดยเฉพาะ
ตวัอยา่งราทีย่งัไม่สามารถระบุชนิดไดท้ ัง้ 8 ชนิด 
 
 ผลการศกึษาลกัษณะทางเคมขีองตวัแทน ราสกุล Annulohypoxylon จ านวน 15 ตวัอยา่ง 
(เป็นชนิดทีส่ามารถระบุได ้7 ชนิด และระบุไม่ได ้8 ชนิด) จากสารสกดัของสโตรมาดว้ยตวัท าละลาย
เมทานอล แลว้วเิคราะห์ดว้ยเทคนิค  HPLC-DAD ตรวจวดัทีค่่าความยาวคลื่น  (OD) 210 และ 254 
นาโนเมตร (Stadler; et al. 2001: 1190-1208) เทยีบกบัสารมาตรฐาน 3 ชนิด ไดแ้ก่ (1) cohaerins 
A (2) binaphthalene (BNT) และ (3) mitorubinol (Stadler; et al. 2001: 1190-1208, Quang; et 
al. 2005: 797-809, Stadler; et al. 2008: 73-125) พบวา่ระยะเวลาทีพ่คีแสดงออกจะใชเ้วลา
มากกวา่ทีม่รีายงานไวเ้ลก็น้อย ซึง่อาจ เนื่องมา จากหลายปจัจยั โดยเฉพาะความยาวของ HPLC 
column ทีใ่ชใ้นการทดลองนี้ทีม่ขีนาดทีย่าวกวา่งานวจิยัดงักล่าว แต่อยา่งไรกต็ามผลการวเิคราะห์
ของสารมาตรฐานทีไ่ดก้ม็กีารแสดงออกของพคีหลกัเพยีงพคีเดยีวเท่านัน้ ยกเวน้สาร BNT ทีพ่บ
มากกวา่ 1 พคี ซึง่อาจเป็นเพราะวา่สาร BNT ละลายยากใน เมทานอล จงึท าใหไ้ดส้ารละลายทีม่ี
ความเขม้ขน้ต ่า เมื่อวเิคราะหด์ว้ย HPLC-DAD จงึตอ้งก าหนด baseline ต ่า ท าใหพ้บสารปนเป้ือน
ดงักล่าว แต่อยา่งไรกต็ามช่วง ระยะเวลาทีป่รากฏของพคี BNT นัน้ใกลเ้คยีงกบัทีม่รีายงาน ไวก้่อน
หน้านี้ (Stadler; et al. 2001: 1190-1208) ส่วนผลการวเิคราะหต์วัอยา่งทัง้ 15 ตวัอย่าง พบวา่
ตวัอยา่งแต่ละชนิดทีศ่กึษามรีปูแบบของสารทีแ่สดงออกแตกต่างกนัทัง้จ านวนพคีและช่วงระยะเวลา
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ทีป่รากฏของพคี ทัง้ทีค่วามยาวคลื่น (OD) 210 และ 254 นาโนเมตร โดยเฉพาะตวัอยา่งทีไ่ม่
สามารถระบุชนิด ได้ทัง้ 8 ชนิด ทัง้นี้ยงัพบ ความสมัพนัธข์อง ราบางชนิด คอื สามารถสรา้ งสารที่
คลา้ยคลงึกนัได้อกีดว้ย เช่น Annulohypoxylon species A (PK121027) มกีารแสดงออกของพคีที่
ความยาวคลื่น (OD) 210 นาโนเมตร จ านวน 2 พคี ซึง่ตรงกบัรา  A. moriforme var. microspora 
(11.14/11.16 นาท)ี และ A. atroroseum (12.78/12.76 นาท)ี ส่วนรา Annulohypoxylon species C 
(PK10007) มกีารแสดงออกของพคีจ านวน 1 พคี ที่ตรงกบัรา A. atroroseum และ A. stygium 
(10.57/10.51/10.51 นาท)ี เป็นตน้ นอกจากนี้ยงัพบวา่ราบางชนิดอาจตรวจวดัสารไดท้ีค่่าความยาว
คลื่นใดความยาวคลื่นหนึ่ง และ อาจตรวจไม่พบในอกีความยาวคลื่น หนึ่ง กเ็ป็นได ้เช่น  A. 
purpureonitens ทีต่รวจพบสารทีค่วามยาวคลื่น (OD) 254 เท่านัน้ และ Annulohypoxylon species 
G (H255) ตรวจพบสารทีค่วามยาวคลื่น (OD) 210 เท่านัน้ เป็นตน้ ถงึแมว้า่ผลการทดลองทีไ่ดจ้ะ
ไม่พบวา่มตีวัอยา่งราชนิดใดเลยทีม่กีารแสดงของพคีตรงกบัสารมาตรฐาน BNT ซึง่มรีายงานวา่พบ
จากรา Annulohypoxylon ส่วนใหญ่ รวมทัง้ รา A. annulatum, A. atroroseum, A. bovei var. 
microspora, A. moriforme var. microdiscus และ A. stygium (Quang; et al. 2005: 797-809) ซึง่
ใชใ้นการวเิคราะหค์รัง้นี้ดว้ย ทัง้นี้อาจเนื่องจากสารสกดัทีน่ ามาวเิคราะห์ ผ่านการ สกดัดว้ยตวัท า
ละลายเมทานอล ซึง่สาร BNT ละลายไดย้าก จงึเป็นเหตุทีไ่ดส้ารสกดั BNT ทีค่วามเขม้ขน้ต ่า  เมื่อ
เทยีบกบัสารชนิดอื่นทีล่ะลายไดด้ใีนเมทานอล ดงันัน้เมื่อน ามาวเิคราะห์ ดว้ยเครื่อง HPLC-DAD จงึ
เหน็การแสดงออกของพคีของสารทีล่ะลายไดด้ี ในเมทานอล สงูกวา่พีค BNT อยา่งไรกต็าม รปูแบบ
ของสารสกดัจากราสกุล Annulohypoxylon ทัง้ 15 ชนิด ทีศ่กึษามรีปูแบบทีแ่ตกต่างกนัเมื่อตรวจวดั
ทีค่่าความยาวคลื่นทัง้สอง จงึสามารถใชเ้ป็นขอ้มลูประกอบในการระบุ ชนิด ร่วมกบัขอ้มลูอื่นๆ ได ้
และยงัใชเ้ป็นขอ้มลูพืน้ฐาน เพื่อน าไปสู่การวเิคราะห์หาโครงสร้ างทางเคมขีองสารแต่ละชนิดต่อไป 
อกีดว้ย 
 
 ส่วนการศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมไดค้ดัเลอืกตวัแทนรา สกุล Annulohypoxylon แต่ละ
ชนิดจ านวน 29 ตวัอยา่ง (เป็นชนิดทีส่ามารถระบุได ้ 10 ชนิด และระบุไม่ได ้ 8 ชนิด) โดยเฉพาะ
ตวัอยา่งราทีไ่ม่สามารถระบุชนิดไดท้ ัง้ 8 ชนิด ทีม่ลีกัษณะทางสณัฐานวทิยาแตกต่างจากทีม่รีายงาน
มาก่อนหน้านี้ หรอืมลีกัษณะคลา้ยคลงึกบั ราชนิดอื่นมากกวา่หนึ่งชนิด ทีส่ าคญัตวัอยา่ง ส่วนใหญ๋
ขาดขอ้มลูของลกัษณะการสบืพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศ ยกเวน้  Annulohypoxylon species C ท าใหไ้ม่
สามารถระบุชนิดไดอ้ยา่งชดัเจน แมว้่าผลการวเิคราะหร์ปูแบบของสารสกดัจากสโตรมาของราแต่ละ
ชนิดดว้ย เทคนิค HPLC-DAD จะแตกต่างกนักต็าม แต่ยงัไม่เพยีงพอในการระบุชนิดของรา ชนิด
นัน้ๆ ดงันัน้การศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมโดยการหาล าดบันิวคลโีอไทด ์และการวเิคราะห์
ความสมัพนัธโ์ดยการสรา้งแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม้ ร่วมกบัราสกุล Annulohypoxylon ชนิดอื่นใน
ฐานขอ้มลู GenBank นัน้คาดวา่น่าจะน ามาใชช้่วยในการระบุชนิดของรากลุ่มดงักล่าวไดด้ ีใน
การศกึษาครัง้นี้ไดเ้ลอืกศกึษาล าดบันิวคลโีอไทดจ์ านวน 4 บรเิวณ ไดแ้ก่ internal transcribed 
spacers (ITS) ยนี alpha-actin ยนี beta-tubulin และ ยนี elongation factor 1-alpha (EF1-α) โดย
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การเพิม่จ านวนดเีอน็เอดว้ยวธิ ี PCR โดยใช้ ไพรเ์มอรท์ีเ่หมาะสม  ซึง่ผลการวเิคราะหร์อ้ยละ
ความส าเรจ็ในการเพิม่จ านวนดเีอน็เอทัง้ 4 บรเิวณ มคี่าเท่ากบั 100, 100, 75.86 และ 96.55 
ตามล าดบั แสดงใหเ้หน็วา่บรเิวณยนี beta-tubulin เพิม่จ านวนไดย้ากทีสุ่ด ทัง้นี้เนื่องจากเป็นยนีทีม่ี
ขนาดใหญ่ทีสุ่ดเมื่อเปรยีบเทยีบกบับรเิวณอื่น และเป็นยนีเดีย่ว (single copy gene) ทีม่จี านวนซ ้า
น้อย (Schmitt; et al. 2009: 35-40) ประกอบกบัต าแหน่งของ ยนี beta-tubulin ทีเ่พิม่จ านวนดว้ย
ไพรเ์มอร์  T1/T22 หรอื T1/Bt2b หรอื T1/T2 หรอื Bt2a/T22 นัน้มสี่วนของ intron แทรกอยูด่ว้ย 
(ภาพประกอบ 10) จงึอาจเป็นสาเหตุหนึ่งทีท่ าใหก้ารเพิม่จ านวนดเีอน็เอบรเิวณดงักล่าวยาก กวา่
บรเิวณอื่น จากนัน้เมื่อน าผลผลติดเีอน็เอไปวเิคราะหห์าล าดบันิวคลโีอไทด์ และค านวณหาค่ารอ้ยละ
ความส าเรจ็ในการอ่านล าดบันิวคลโีอไทดท์ีส่มบรูณ์จากตวัอยา่งทัง้ 29 ตวัอยา่ง พบวา่บรเิวณ ITS 
และยนี alpha-actin มคี่าเท่ากบัรอ้ยละ 100 รองลงมาคอืยนี EF1-α มคี่าเท่ากบัรอ้ยละ 86 ส่วนยนี 
beta-tubulin มคี่าต ่าสุดเท่ากบัรอ้ยละ 65.52 เนื่องจากเป็นยนีทีเ่พิม่จ านวนไดย้าก และมขีนาดใหญ่ 
ท าใหอ่้านล าดบันิวคลโีอไทดไ์ม่ได ้และไดจ้ านวนราทีม่ลี าดบันิวคลโีอไทดท์ีส่มบรูณ์น้อย 
 
 จากผลการอ่านล าดบันิวคลี โอไทดท์ัง้ 4 บรเิวณ ของ ราสกุล Annulohypoxylon ทัง้ 29 
ตวัอยา่ง พบวา่บรเิวณ ITS มขีนาดเท่ากบั 477-954 คู่เบส ยนี alpha-actin มขีนาดเท่ากบั 187-244 
คู่เบส ยนี beta-tubulin มขีนาดเท่ากบั 1084-1530 คู่เบส ยนี EF1-α มขีนาดเท่ากบั 868-1042 คู่เบส 
และเมื่อน าล าดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดไ้ปเทยีบเคยีงความเหมอืนในฐานขอ้มลู GenBank ดว้ยโปรแกรม 
BLAST พบวา่ ราทีส่ามารถระบุชนิดไดท้ ัง้ 10 ชนิด มคี่ารอ้ยละความเห มอืน (% similarity) ของ
ล าดบันิวคลโีอไทด์ สงูสุดกบัรา สกุล Annulohypoxylon ชนิดนัน้ๆ ตรงกบัทีจ่ าแนกชนิดโดยอาศยั
ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาดงันี้ คอื บรเิวณ ITS มคี่ารอ้ยละความเหมอืน เท่ากบั 97-100 ซึง่ยอมรบั
ไดว้า่เป็นราชนิดเดยีวกนั ส่วนยนี alpha-actin มคี่าเท่ากบัรอ้ ยละ 90-100 ทัง้นี้เนื่องจาก ขาดขอ้มลู
ของราบางชนิดในฐานขอ้มลู GenBank ไดแ้ก่ A. annulatum, A. atroroseum และ A. purpureonitens 
จงึท าให้ ได้ค่ารอ้ยละความเห มอืนสงูสุดกบั ราต่างชนิดกนั ส่วน ยนี beta-tubulin มคี่ารอ้ยละความ
เหมอืนสงูสุดเท่ากบั 86-96 มเีหตุผลเดยีวกบัยนี alpha-actin คอืราสกุล  Annulohypoxylon ทัง้ 3 
ชนิดขา้งตน้ขาดขอ้มลูของล าดบันิวคลโีอไทดใ์นฐานขอ้มลู ในขณะทีผ่ลการเทยีบเคยีงรอ้ยละความ
เหมอืนของยนี EF1-α ในทุกตวัอยา่งมคี่าสงูสุดกบัราในสกุล Graphostroma (ตาราง 26  และตาราง 
27) ซึง่จดัอยูใ่นวงศ ์Graphostromataceae อนัดบั Xylariales (Zhang; et al. 2006: 1076-1087) ซึง่
เป็นอนัดบัเดยีวกบัราวงศ ์ Xylariaceae ทัง้นี้เนื่องจาก การศกึษาล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ EF1-α 
เป็นการศกึษาครัง้แรกของ ราสกุล Annulohypoxylon และวงศ ์ Xylariaceae จงึท าใหผ้ลการ
เทยีบเคยีงสงูสุดทีไ่ดไ้ม่ใช่ราสกุล Annulohypoxylon  
 
 ส าหรบัผลการเทยีบเคยีงของตวัอยา่งราทีย่งัไม่สามารถระบุชนิดไดท้ ัง้ 8 ชนิด คอื 
Annulohypoxylon species A – H จ านวน 13 ตวัอยา่ง ของล าดบันิวคลโีอไทดท์ัง้ 4 บรเิวณ พบวา่ 
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บรเิวณ ITS มบีางตวัอยา่งทีแ่สดงค่ารอ้ยละความเหมอืนสงูสุดเท่ากบั 88-92 กบัราทีท่ราบชนิดแลว้
ในฐานขอ้มลู ซึง่ค่าดงักล่าวต ่ากวา่รอ้ยละ 97 ทีย่อมรบัไดว้า่เป็น ราชนิดเดยีวกนั ดงันัน้จงึเป็นการ
ยนืยนัไดว้า่ ราดงักล่าว เป็นคนละชนิดกนั ในขณะทีบ่างตวัอยา่ง มคี่ารอ้ยละความเหมอืนสงูสุด
มากกวา่ 97 กบัราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ม่ทราบชนิดในฐานขอ้มลู ส่วนผลการเทยีบเคยีงของ
ยนี alpha-actin และยนี beta-tubulin พบวา่มคี่ารอ้ยละความเหมอืนค่อนขา้งต ่าคอืรอ้ยละ 88-96 
กบัราสกุล Annulohypoxylon ทีส่ามารถระบุชนิดได้ ในฐานขอ้มลู  ยกเวน้รา Annulohypoxylon 
species D (PK121081) ทีม่รีอ้ยละควา มเหมอืนสงูสุดกบั รา A. urceolatum (AY951782) เท่ากบั
รอ้ยละ 100 ทัง้ 2 ยนี ซึง่ราทัง้สองชนิดมลีกัษณะทางสณัฐานวทิยาทีใ่กลเ้คยีงกนัสงูมาก ยกเวน้
ขนาดของแอสโคสปอรข์อง Annulohypoxylon species D (PK121081) มขีนาดเลก็กวา่ A. 
urceolatum เท่าตวั นอกจากนี้ผลการวเิคราะหข์องบรเิวณ ITS ยงัช่วยยนืยนัวา่ราทัง้สองนี้ต่างชนิด
กนั ซึง่ผลการวเิคราะหน์ี้ยงั สนบัสนุนวา่ล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณยนี alpha-actin และยนี beta-
tubulin เหมาะส าหรบัใชจ้ดักลุ่มของราในระดบัสกุล (genus) มากกวา่ระดบัสปีชสี ์ (species) และ  
วาไรตี ้(variety) ในขณะทีบ่รเิวณ ITS สามารถบ่งบอกความแตกต่างชนิดของราทีม่คีวามใกลเ้คยีง
กนัสงูไดใ้นระดบัสปีชสี์ (species) และวาไรตี ้(variety)  
 
 ผลการศกึษาความสมัพนัธ์เชงิววิฒันาการ ของตวัแทนราสกุล Annulohypoxylon จ านวน 
29 ตวัอยา่ง ร่วมกบั ราทีไ่ดจ้ากฐานขอ้มลู GenBank (ภาคผนวก ง ) โดยแบ่งการวเิคราะหต์าม
บรเิวณของล าดบันิวคลโีอไทดท์ีศ่กึษาทัง้ 4 บรเิวณ คอื บรเิวณ ITS, ยนี alpha-actin, ยนี beta-
tubulin และยนี EF1-α ดว้ยการสรา้งแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม ้พบวา่แผนภมูทิีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์
ทัง้ 4 บรเิวณ สามารถแยกกิง่ความสมัพนัธข์อง ราสกุล Annulohypoxylon ชนิดทีส่ามารถระบุได้
จ านวน 10 ชนิด และชนิดทีไ่ม่สามารถระบุไดจ้ านวน 8 ชนิด ออกจากกนัไดช้ดัเจนดว้ยค่า bootstrap 
ทีส่งูเท่ากบั 90-100 ยกเวน้รา Annulohypoxylon species D (PK121081) ทีไ่ม่สามารถแยกออก
จากรา A. urceolatum (ภาพประกอบ 52 และ 53) เมื่อศกึษาดว้ยยนี alpha-actin และ beta-tubulin 
ทัง้นี้อาจเนื่องจากล าดบันิวคลโีอไทดข์องทัง้ 2 บรเิวณนี้มคีวามผนัแปรน้อยกวา่บรเิวณ ITS จงึท าให้
การวเิคราะหแ์ผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมจ้ากบรเิวณ ITS สามารถแยกความแตกต่างของ ราทัง้สอง
ชนิดนี้ออกจากกนัได ้ (ภาพประกอบ  50 และ 51) และดว้ยเหตุทีบ่รเิวณ ITS พบการผนัแปรของ
ล าดบันิวคลโีอไทดส์งูโดยเฉพาะบรเิวณ ITS1 ซึง่พบขนาดทีแ่ตกต่างกนัมากตัง้แต่ 155-585 คู่เบส 
จงึท าใหย้ากต่อการจดัเรยีงแนวความสมัพนัธถ์ูกตอ้งไดย้าก ดงันัน้จงึตอ้งแบ่งการวเิคราะหบ์รเิวณ 
ITS ของตวัอยา่งราสกุล Annulohypoxylon ออกเป็นสองกลุ่ม คอืกลุ่มทีม่ขีนาด ITS ความยาว น้อย
กวา่ 700 คู่เบส (ภาพประกอบ 49) และกลุ่มทีม่ขีนาด ITS ความยาว มากกวา่ 700 คู่เบส  
(ภาพประกอบ 50) เพื่อความถูกตอ้งในการ จดัเรยีง แนวความสมัพนัธแ์ละการสรา้งแผนภมูิ
ววิฒันาการตน้ไม ้ส่วนการวเิคราะหบ์รเิวณยนี EF1-α นัน้สามารถสรา้งแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม้ได้
จากเฉพาะภายในกลุ่มของรา สกุล  Annulohypoxylon ทีศ่กึษาทัง้ 24 ตวัอยา่ง ร่วมกบัราสกุล
ใกลเ้คยีงไดแ้ก่ Biscogniauxia capnodes จ านวน 1 ตวัอยา่ง และ Hypoxylon monticulosum 
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จ านวน 2 ตวัอยา่ง เท่านัน้ (ภาพประกอบ 54)  เนื่องจากไม่มขีอ้มลูของล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณนี้
ของราสกุล Annulohypoxylon ในฐานขอ้มลู ผลการศกึษาพบวา่ราสกุล Annulohypoxylon ทุกชนิด
ทีศ่กึษาสามารถแยกออกจากกนัได ้นอกจากนี้ล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี EF1-α ยงัสามารถบ่งบอก
ความแตกต่างของราทีเ่ป็น “cryptic species” ไดแ้ก่ Annulohypoxylon species H ซึง่ถูกอธบิายวา่
เป็น “cryptic species” ภายใตช้ื่อชัว่คราววา่ “A. nitensa” กบัรา A. nitens ออกจากกนัได้
เช่นเดยีวกบับรเิวณ ITS, ยนี alpha-actin และยนี beta-tubulin (Suwannasai; et al. 2013: 1-8) 
ล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณนี้จงึสามารถน ามาใชเ้ป็นขอ้มลูเพื่อช่วยในการจดัจ าแนกชนิดหรอืบ่งบอก
เอกลกัษณ์ของราสกุล Annulohypoxylon ร่วมกบัล าดบันิวคลโีอไทด์บรเิวณอื่น รวมทัง้ลกัษณะทาง
สณัฐานวทิยา และลกัษณะทางเคมไีดอ้กีดว้ย อยา่งไรกต็ามการศกึษาล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณยนี 
EF1-α ของราสกุล Annulohypoxylon และวงศ ์Xylariaceae นี้เป็นขอ้มลูใหม่ แต่มแีนวโน้มทีด่กีวา่
การศกึษาบรเิวณของยนี beta-tubulin ในแง่ของรอ้ยละความส าเรจ็ในการเพิม่จ านวน ดเีอน็เอและ
การวเิคราะหห์าล าดบันิวคลโีอไทด์ ทีส่งูกวา่ ดงันัน้ยนี EF1-α จงึเป็นอกีทางเลอืกหนึ่งในการทีจ่ะ
น ามาใช้ เป็นเครื่องหมาย ดเีอน็เอ (DNA marker) อกีบรเิวณหนึ่ง ในการศกึษาร่วมกบับรเิวณ ITS 
ต่อไปได ้
 
 นอกจากการศกึษาความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการดว้ยการสรา้งแผนภมูวิวิฒันาการตน้ไม้
จากล าดบันิวคลโีอไทดแ์ยกในแต่ละ บรเิวณแลว้ ยงัไดท้ าการวเิคราะหแ์ผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมท้ี่
สรา้งจากล าดบันิวคลโีอไทดท์ัง้ 4 บรเิวณร่วมกนั เพื่อเป็นการยนืยนัความถูกตอ้งใน การจดัจ าแนก
ชนิดทีซ่บัซอ้น และการศกึษาความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการของราตวัอยา่ง แต่เนื่องจาก บรเิวณ ITS 
มขีนาดของ ITS1 ทีแ่ตกต่างกนัมากถงึ 155-585 คู่เบส ดงันัน้จงึเลอืกเฉพาะบรเิวณ 5.8S-ITS2 มา
ใชใ้นการวเิ คราะห ์ นอกจากนี้ ล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี beta-tubulin ทีไ่ดผ้ลไม่ สมบรูณ์ ท าให้
จ านวนราตวัอยา่งทีอ่่านล าดบันิวคลโีอไทดไ์ดส้มบรูณ์มน้ีอย ดงันัน้จงึไดว้เิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด์
เพยีง 3 บรเิวณ ไดแ้ก่ 5.8S-ITS2 ยนี alpha-actin และยนี EF1- α ของตวัแทนราสกุล Annulohypoxylon 
จ านวน 24 ตวัอยา่ง (ภาพประกอบ 55) พบวา่สามารถแยกความแตกต่าง และช่วยในการจดัจ าแนก
ชนิดของราสกุล Annulohypoxylon ในแต่ละชนิดทีศ่กึษาได ้ซึง่จดักลุ่มความสมัพนัธใ์กลเ้คยีงกบัผล
การวเิคราะห์ แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมจ้ากล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี EF1- α เป็นการยนืยนัวา่
ล าดบันิวคลโีอไทดท์ีใ่ชใ้นการศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมสามารถช่วยในการจดัจ าแนกชนิดของรา
สกุล Annulohypoxylon ตวัอยา่งทีศ่กึษาได ้
 
 ดงันัน้จากขอ้มลู ของลกัษณะทางสณัฐานวทิยา ลกัษณะทางเคม ีและลกัษณะทาง
พนัธุกรรมโดยการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทดท์ัง้ 4 บรเิวณ พบวา่ สามารถระบุความแตกต่างของ
ราสกุล Annulohypoxylon แต่ละชนิดออกจากกนัได ้โดยเฉพาะชนิดทีไ่ม่สามารถระบุไดห้รอืชนิดที่
ซบัซอ้นซึง่ยากต่อการระบุชนิดทัง้ 8 ชนิด ออกจากกนัได ้ ซึง่อาจเกดิจาก การปรบัเปลีย่นลกัษณะ
ทางพนัธุกรรมของรา หรอืกระบวนการเกดิสปีชสีใ์หม่ (speciation) ทีม่กีาร เปลีย่นแปลงจากสปีชสี์
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หนึ่งโดยการแตกแขนงออกเป็นสปีชสีใ์หม่ จากผลการศกึษาครัง้นี้ จงึคาดวา่น่า จะพบรา สกุล 
Annulohypoxylon ชนิดใหม่อยา่งน้อย 1 ชนิด ทีเ่ป็นรายงานการคน้พบเป็นครัง้แรกในประเทศไทย
อกีดว้ย ทัง้นี้ไดเ้สนอการจดัจ าแนกชนิดของราทีไ่ม่สามารถระบุได้ทัง้ 8 ชนิด โดยการปรบัปรุงจาก
คยีข์องราสกุล Annulohypoxylon ทีพ่บในประเทศไทยของ เธยีรหริญั ในปี ค.ศ. 1997 (Theinhirun. 
1997: 1-355) ดงันี้ 
 
1 Spore pale brown, with germ slit originating from one end, with 

KOH-extractable pigments vinaceous purple or vinaceous grey 
 

2 
1 Combination of characters role as above …………......................... 3 
2 Ascospores 9.0-14(-17) x 3.5-4.5 µm ……………………………….. A. urceolatum* 
2 Ascospores 6.0-8.7 x 2.0-2.5 µm ……………………………………. Annulohypoxylon species D 
3 Ascospores laterally compressed and with indehiscent perispores  A. pouceanum* 
3 Ascospores 5-7 x 2-3 µm, with germ slit on the flattened side ….. 4 
4 Perithecia obovoid to tubular, 0.4-0.6 mm high x 0.2-0.3 mm 

diam; ostioles with disk 0.1-0.2 mm diam …………………………... 
 

A. stygium 
4 Ostioles with disk 0.3-0.4 mm diam …………………………………. 5 
5 Perithecia obovoid, 0.6-0.7 mm high x 0.4 mm diam …………….. A. stygium var. annulatum 
5 Perithecia spherical, 0.3-0.5 mm diam ……………………………… 6 
6 Ostiolar disks not exceeding 0.2 mm diam; ascospores 9-11.3 x 

3.8-5 µm ………………………………………………………………… 
 

A. archeri* 
6 Ostiolar disks exceeding 0.2 mm diam ……………………………… 7 
7 Ostiolar disks 0.3-0.7 mm; stromata with KOH-extractable 

pigments greenish olivaceous ………………………………………... 
8 

 
7 Ostiolar disks not exceeding 0.5 mm diam ………………………… 9 
8 Ascospores 4.2-7.5 x 2.5-3.5 µm ……………………………………. Annulohypoxylon species A 
8 Ascospores 8.2-10.5 x 4.4-5 µm …………………………………….. A. bovei var. microspora 
9 Ostiolar disks 0.2-0.3 mm; stromata with KOH-extractable 

pigments pale vinaceous grey; ascospores 8.8-10 x 3.8-4.4 µm 
Annulohypoxylon taxonomic 

species 15* 
9 Ostiolar disc 0.2-0.5 mm diam ………………………………………. 10 
10 Mature stromata shinny black ……………………………………….. 11 
10 Mature stroma dull brownish; blacknish; or with olive tones ......... 12 
11 Stromata with greenish olivaceous KOH-extractable pigments; 

ascospores 6.5-10 x 3.8-4 µm ........................................................ 
 

A. nitens 
11 Stromata with vinaceous purple or vinaceous grey extractable 

pigments; ascospores 6.9-8.2 x 2.5-3.2 µm ................................... 
A. purpureonitens 

12 Ascospores exceeding 6 µm length ................................................ 13 
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12 Ascospores less than 6 µm length .................................................. 15 
13 Ascospores 6-10.5 x 2.5-4 µm; ostiolar discs bovei-type ............... Annulohypoxylon species E 
13 Ostiolar discs truncatum-type .......................................................... 14 
14 Ascospores 5.5-7.0 x 2.4-3.7 µm ……………………………………. Annulohypoxylon species G 
14 Ascospores 6-9 x 2.5-4 µm; ostiolar discs truncatum-type ............ A. moriforme 
15 Germ slit straight nearly full length; on flattened side; ascospores 

3.9-6.7 x 2-2.7(-3.5) µm ………………………………....................... 
Annulohypoxylon species B 

15 Germ slit straight nearly full length; on convex side ………………. 16 
16 Ascospores (3.7)4-6.8 x 2.5-3.7 µm ………………………………….  Annulohypoxylon species C 
16 Ascospores 5.8-8.7(9.7) x 2-3 µm …………………………………… Annulohypoxylon species F 
   

* หมายถงึ ชนิดของราทีม่กีารรายงานวา่พบในประเทศไทย (Theinhirun. 1997: 1-355) แต่ไม่พบ
ในการศกึษาครัง้นี้ 
 
หมายเหตุ : Annulohypoxylon species H เป็น cryptic species ของ A. nitens จงึไม่มคีวาม
แตกต่างทางสณัฐานวทิยา แต่ต่างกนัในล าดบันิวคลโีอไทด ์
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ภาคผนวก ก 
 
อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีใช้ในการวิเคราะห ์ 
 
1. Potato dextrose agar (PDA) 
 PDA      39.0     กรมั 
 น ้ากลัน่    1000    มลิลลิติร 
 
 ตม้จนละลาย เป็นเนื้อเดี ยวกนัแลว้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ในหมอ้นึ่งความดนัไอ  (autoclave) ที่
อุณหภมู ิ121°C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
2. Oat meal agar (OA) 
 OA     72.5    กรมั 
 น ้ากลัน่    1000    มลิลลิติร 
  
 ตม้จนละลายเป็นเนื้อเดยีวกนั แลว้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ในหมอ้นึ่ งความดนัไอ  (autoclave) ที่

อุณหภมู ิ121°C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี

3. Malt extract agar (MEA) 
 MEA     35.0    กรมั 
 น ้ากลัน่    1000    มลิลลิติร 
  
 ตม้จนละลา ยเป็นเนื้อเดยีวกนั แลว้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ในหมอ้นึ่งความดนัไอ  (autoclave) ที่

อุณหภมู ิ121°C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี

4. Miller Luria-Bertani agar (LBA) 
 Miller Luria-Bertani (LB)  25.0    กรมั 
 agar     15.0    กรมั 
 น ้ากลัน่    1000    มลิลลิติร 
 
 ตม้จนละลายเป็นเนื้อเดยีวกนัแลว้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ในหมอ้นึ่งความดนัไอ (autoclave) ที่
อุณหภมู ิ121°C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
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5. Miller Luria-Bertani (LB) broth  
 Miller Luria-Bertani (LB)  25.0    กรมั 
 น ้ากลัน่    1000    มลิลลิติร 
 
 ตม้จนละลายเป็นเนื้อเดยีวกนัแลว้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ในหมอ้นึ่งความดนัไอ (autoclave) ที่
อุณหภมู ิ121°C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
6. SOC medium 
 Tryptone    20.0    กรมั 
 Yeast extract      5.0    กรมั 
 NaCl       0.5    กรมั 
 1 M Glucose    20.0    มลิลลิติร 
 น ้ากลัน่    950    มลิลลิติร 
 ละลายจนเป็นเนื้อเดยีวกนัแลว้จงึเตมิ  
 250 mM KCl    10.0    มลิลลิติร 
  
 น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ในหมอ้นึ่งความดนัไอ (autoclave) ทีอุ่ณหภมู ิ121°C ความดนั 15 ปอนด ์
ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ีหลงัจากนัน้จงึเตมิ 
 2 M MgCl2 ทีผ่่านการฆ่าเชือ้แลว้   5.0    มลิลลิติร 
 เตมิน ้ากลัน่ใหม้ปีรมิาตรสุดทา้ยเป็น   1000     มลิลลิติร 
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บฟัเฟอรแ์ละวิธีการเตรียมสาร 
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ภาคผนวก ข 
 
บฟัเฟอรแ์ละสารเคมีท่ีใช้ 
 

1. 0.5X TBE 
 TBE      18.5    กรมั 
 น ้ากลัน่     1000     มลิลลิติร 
 น ามาผสมกนั คนจน TBE ละลายจนหมด 
 

2. 1% Agarose 

 Agarose     1.0    กรมั  

 0.5X TBE     100     มลิลลิติร 

 น ามาผสมกนัจากนัน้น าไปตม้ให ้agarose ละลายจนหมด 
 

3. 1% Iodine Reagent 

 Iodine     1.0    กรมั 

 KI     2.0    กรมั 

 น ้ากลัน่    300    มลิลลิติร 

 น ามาละลายใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื่องกวนสารละลาย (magnetic stirrer) จากนัน้บรรจุใส่ขวด   
สชีา 
 

4. 10% KOH 

 Potassium Hydroxide (KOH)  10    กรมั 

 น ้ากลัน่    100    มลิลลิติร 

 น ามาผสมกนั คนจน KOH ละลายจนหมด จากนัน้บรรจุใส่ขวดสชีา  
 

5. Methylene Blue 

 ส ีMethylene Blue   0.3    กรมั 

 น ้ากลัน่    100    มลิลลิติร 

 น ามาผสมกนั จากนัน้บรรจุใส่ขวดสชีา 
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6. Melzer’s Reagent 

 Iodine     1.5    กรมั 

 Potassium-Iodide    5.0     กรมั 

 Chloral Hydrate    100     กรมั 

 น ้ากลัน่     100     มลิลลิติร 

     น าส่วนผสมทัง้หมดไปอุ่น โดยใหค้วามรอ้นทีพ่อเหมาะแต่หา้มเดอืด แลว้บรรจุใส่ขวดสชีา  
 
7. Ethidium Bromide Solution 
 Ethidium Bromide    1     กรมั 
 น ้ากลัน่     100     มลิลลิติร  
 ethidium bromide เป็นสารก่อมะเรง็ ดงันัน้เวลาเตรยีมควรสวมถุงมอื และห่อขวดดว้ย 
aluminum foil เพื่อป้องกนัแสง เกบ็ทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 
 
8. Ampicillin Solution 
 Ampicillin    1    กรมั 
 น ้ากลัน่    10     มลิลลิติร 
 เขยา่ใหส้ารละลายเขา้กนัจากนัน้จงึน าไปกรองดว้ย  filter membrane ขนาด 0.45 
ไมครอน ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 100 ไมโครกรมัต่อไมโครลติร เกบ็สารทีไ่ดใ้ส่หลอดเซนตรฟิิวจ์
ทีผ่่านการฆ่าเชือ้แลว้ เกบ็ทีอุ่ณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 
 
9. Isopropylthiogalactoside (IPTG) Solution 
 IPTG     2    กรมั 
 น ้ากลัน่    8    มลิลลิติร 
 ละลายใหเ้ขา้กนั จากนัน้ปรบัปรมิาตรใหเ้ท่ากบั 10 มลิลลิติร แลว้น าไปกรองดว้ย filter 
membrane ขนาด 0.45 ไมครอน ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 40 ไมโครกรมัต่อไมโครลติร เกบ็สาร
ทีไ่ดใ้ส่หลอดเซนตรฟิิวจท์ีฆ่่าเชือ้แลว้ เกบ็ทีอุ่ณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 
 
10. X-Gal Solution 
 X-Gal     20    มลิลกิรมั 
 Dimethylformamide   1    มลิลลิติร 
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 เขยา่ใหส้ารละลายเขา้กนั โดยสารละลายทีไ่ดต้อ้งใสไม่มสีเีหลอืง ความเขม้ขน้สุดทา้ย
เท่ากบั 50 ไมโครกรมัต่อไมโครลติร จากนัน้ห่อหลอดทีเ่กบ็สารดว้ยฟรอย เกบ็ทีอุ่ณหภมู ิ-20 องศา
เซลเซยีส  
 
11. 1M Glucose 
 Glucose    18    กรมั 
 น ้ากลัน่    100    มลิลลิติร 
  ละลายใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ในหมอ้นึ่งความดนัไอ (autoclave) ทีอุ่ณหภมู ิ121°C 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ีเกบ็สารทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 
 
12. 2 M MgCl2  
 MgCl2     19    กรมั 
 น ้ากลัน่    100    มลิลลิติร 
 ละลายใหเ้ขา้กนั จากนัน้น าไปกรองดว้ย filter membrane ขนาด 0.45 ไมครอน เกบ็สารที่
ไดใ้ส่ขวดแกว้แลว้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ในหมอ้นึ่งความดนัไอ (autoclave) ทีอุ่ณหภมู ิ121°C ความดนั 15 
ปอนดต่์อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ีเกบ็สารทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 
 
13. 50 mM CaCl2  
 CaCl2     7.4    กรมั 
 น ้ากลัน่    1000    มลิลลิติร 
  ละลายใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ในหมอ้นึ่งความดนัไอ (autoclave) ทีอุ่ณหภมู ิ121°C 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ีเกบ็สารทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 
 
14. 0.1% กรดฟอสฟอริก (H3PO4) 
 H3PO4    1    มลิลลิติร 
 น ้า HPLC grade   1000    มลิลลิติร 
 กรองสารละลายทีไ่ดด้ว้ย filter membrane ขนาด 0.45 ไมครอน แลว้เกบ็สารใสข่วดทีม่ี
ฝาปิดสนิท 
 
15. 50% Methanol Solution 
 Methanol     500    มลิลลิติร 
 น ้ากลัน่    500    มลิลลิติร 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการทดลองชุดส าเรจ็ (kit) และการเตรียมเซลล ์
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ภาคผนวก ค 
 
วิธีการทดลองชุดส าเรจ็ (kit) และการเตรียมเซลล ์
 
1. FavorPrepTM Plant Genomic DNA extraction mini kit (Favorgen) 
 ท าการบดเสน้ใยราบรสิุทธิใ์หล้ะเอยีดเบาๆ จากนัน้เตมิ extraction buffer (FAPG1) ลงไป 
400 ไมโครลติร และเตมิเอนไซม ์ RNase A ปรมิาณ 4 ไมโครลติร  จากนัน้น าไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ 65 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เมื่อครบก าหนดใหน้ ามาเตมิ FAPG2 ปรมิาตร 130 ไมโครลติร  
แลว้น าไปแช่ที่ อุณหภมูิ  -20 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา 15 นาท ี เมื่อครบก าหนด น าไปป ัน่เหวีย่ง  
(centrifuge) ที ่13,000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ียา้ยสารละลาย (supernatant) ทีไ่ด้ใส่ใน  filter 
column น าไปป ัน่เหวีย่งอกีครัง้ ที ่13,000 rpm เป็นเวลา 3 นาท ีดดูสารละลายทีไ่ดใ้ส่หลอด         
เซนตรฟิิวจใ์หม่ เตมิ FAPG3 1.5 เท่าของปรมิาตรสารละลายทีไ่ด ้แลว้ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการดดู  
ขึน้-ลงดว้ย pipette ดดูส่วนผสมทีไ่ดใ้ส่ FAPG column น าไปป ัน่เหวีย่ง ที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 1 
นาท ีเทส่วนน ้าทีผ่่านคอลมัน์ทิง้ แลว้เตมิ W1 buffer ปรมิาตร 500 ไมโครลติร ป ัน่เหวีย่ง ที ่13,000 
rpm เป็นเวลา 1 นาท ีเทส่วนน ้าทีผ่่านคอลมัน์ ทิง้ เตมิ wash buffer ปรมิาตร 500 ไมโครลติร ป ัน่
เหวีย่งที ่13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาท ีเทส่วนน ้าทีผ่่านคอลมัน์ทิง้ แลว้ป ัน่เหวีย่งหลอดเปล่าอกีครัง้
เป็นเวลา 3 นาท ีจากนัน้เตมิ elution buffer ปรมิาตร 50 – 100 ไมโครลติร ตัง้ทิง้ไว้ประมาณ 5-10 
นาท ีเมื่อครบก าหนดน าไปป ัน่เหวีย่ง ที ่13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาท ีเกบ็สารละลายทีไ่ดเ้ป็น 1st 
DNA แลว้ท าการชะคอลมัน์ซ ้าอกีครัง้ดว้ย elution buffer  ปรมิาตร 50 ไมโครลติร เกบ็สารละลายที่
ไดเ้ป็น 2nd DNA น า DNA ทีไ่ดเ้กบ็ทีอุ่ณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 
 
2. FavorPrepTM GEL/PCR Purification mini kit (Favorgen) 
 เตมิ FADF buffer ปรมิาตรเท่าตวัของ PCR product และดดูไปใส่ใน หลอดเซนตรฟิิวจ์
ใหม่ ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื่อง vortex ดดูสารผสมที่ได้ใส่ใน FADF column แลว้น าไปป ัน่เหวีย่ง  1 
นาท ีเทส่วนน ้าทิง้ เตมิ wash buffer ปรมิาตร 750 ไมโครลติร ป ัน่เหวีย่ง 1 นาท ีเทส่วนน ้าทิง้ แลว้
ป ัน่เหวีย่งหลอดเปล่าอกีครัง้เป็นเวลา 3 นาท ียา้ย FADF column ไปยงัหลอดเซนตรฟิิวจใ์หม่  เตมิ 
elution buffer ปรมิาตร 40 - 50 ไมโครลติร หยด ลงบรเิวณตรงกลางแผ่นเมมเบรนของ FADF 
column ตัง้ทิง้ไว้ประมาณ 5-10 นาที เมื่อครบก าหนดน าไปป ัน่เหวีย่ง ที ่13,000 rpm เป็นเวลา 2 
นาท ีเกบ็สารละลายทีไ่ดเ้ป็น DNA บรสิุทธิท์ ีอุ่ณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส   
 
 
 
 



172 
 

3. RBC TA cloning vector kit 
 Ligation buffer A   0.5   ไมโครลติร 
 Ligation buffer B   0.5   ไมโครลติร 
 RBC TA cloning vector  1.0   ไมโครลติร 
 PCR purify product   2.0-2.5   ไมโครลติร 
 T4 DNA ligase   0.0-0.5   ไมโครลติร 
 บ่มส่วนผสมทีไ่ดใ้นตูเ้ยน็อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภาพบรเิวณและล าดบันิวคลโีอไทดท์ีใ่ชใ้นการเชื่อมต่อ (ligation) ชิน้ส่วนดเีอน็เอกบั TA 
cloning vector ดว้ยชุดส าเรจ็ (RBC TA cloning vector kit, Taiwan) 

 
 ทีม่า: http://www.rbcbioscience.com/products/rbc-cloning-system/ta- cloning-vector/ 

rbc-ta-cloning-vector-kit 
 
 
 

http://www.rbcbioscience.com/products/rbc-cloning-system/ta-%20cloning-vector/%20rbc-ta-cloning-vector-kit
http://www.rbcbioscience.com/products/rbc-cloning-system/ta-%20cloning-vector/%20rbc-ta-cloning-vector-kit
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4. การเตรียม เซลลแ์บคทีเรีย  Escherichia coli (E. coli) สายพนัธุ ์ TOP10 เป็น competent 
cells 
 เลีย้งเชือ้ แบคทเีรยี  E. coli ใหไ้ดโ้คโลนีเดีย่ว (single colony) โดยบ่มในตูบ่้มที่ อุณหภมู ิ
37 องศาเซลเซยีส ประมาณ 20 – 24 ชัว่โมง (overnight) เกบ็เชือ้ E. coli โคโลนีเดีย่วทีไ่ดใ้ส่ใน
อาหารเหลว LB 1 โคโลนีต่อปรมิาตร 5 มลิลลิติร น าไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ 37 องศาเซลเซยีส ประมาณ 
15 ชัว่โมง จากนัน้น าเชือ้ผสมทีไ่ดป้รมิาตร 1 มลิลลิติร ใส่ลงในอาหารเหลว LB ปรมิาตร 100 
มลิลลิติร แลว้น าไปเขยา่ดว้ยเครื่องเขยา่สารแบบควบคุมอุณหภมู ิ (incubator shaker) ทีอุ่ณหภมู ิ
37 องศาเซลเซยีส ประมาณ 2 – 2.30 ชัว่โมง (ขอ้ส าคญั : ระหวา่งช่วงเวลาทีบ่่มใหท้ าการวดัค่า
ความทบึแสงทีค่วามยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) ค่าทีไ่ดต้อ้งเท่ากบั 0.3 ไม่ควรเกนิ เพราะ จะ
ท าใหผ้นงัเซลลข์องเชือ้รบัพลาสมดิไดไ้ม่ด)ี เมื่อไดเ้ชือ้ทีม่คี่า OD ตามตอ้งการแลว้จงึแบ่งเชือ้ทีไ่ดใ้ส่
หลอดเซนตรฟิิวจ ์(ตัง้แต่ข ัน้ตอนนี้เป็นตน้ไปหลอดเซนตรฟิิวจท์ีเ่กบ็เชือ้แลว้จะตอ้งแช่อยูใ่นน ้าแขง็
ตลอดเวลาทีท่ าการทดลอง) แลว้น าไปป ัน่เหวีย่งที ่5,000 rpm อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 
5 นาท ีแลว้ค่อยๆ เทส่วนสารละลายทิง้ เตมิ 50 mM CaCl2 ปรมิาตร 20 มลิลลิติร แช่ในน ้าแขง็เป็น
เวลา 20 นาท ีเมื่อครบก าหนดน าไปป ัน่เหวีย่งที ่5,000 rpm อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 
นาท ีค่อยๆ เทส่วนสารละลายทิง้ เตมิ 50 mM CaCl2 ปรมิาตร 20 มลิลลิติร กบักลเีซอรอล 
(glycerol) ปรมิาตร 15 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชปิ้เปตดดูขึน้- ลง เบาๆ จากนัน้แบ่งส่วนผสม
ของเชือ้คอมพลเีทนต ์ (competent cells) ทีไ่ดใ้ส่หลอดเซนตรฟิิวจห์ลอดละ 100 ไมโครลติร แลว้
เกบ็เซลลท์ีไ่ดใ้นตูค้วบคุมอุณหภมู ิ-80 องศาเซลเซยีส 
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ภาคผนวก ง 
ล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากฐานข้อมลู GenBank ท่ีใช้ในการวิเคราะห ์
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ภาคผนวก ง 
 
ล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากฐานข้อมลู GenBank ท่ีใช้ในการวิเคราะห ์
 
ตารางแสดงล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ internal transcribed spacers (ITS) จากฐานขอ้มลู GenBank 

ทีใ่ชใ้นการวเิคราะห ์
 

ชนิดของรา Accession 
No. 

ขนาด 
(คูเ่บส) 

ทีม่า 

Annulohypoxylon  annulatum 
isolate C4 

FJ481150 633 Zhang, C.-L.; Peng, W.-H.; Wen, W.-T.; Zhou, J.; 
Liang, Q.; Mao,J.-Y.; & Yang, Z.-R. 2008. 

A. annulatum isolate Y24 FJ481158 
 

635 Zhang, C.-L.; Peng, W.-H.; Wen, W.-T.; Zhou, J.; 
Liang, Q.; Mao,J.-Y.; & Yang, Z.-R. 2008. 

A. atroroseum isolate H178 FN252415 
 

918 Phosri, C.; Suwannasai, N.; Sihanonth, P.; Martin, 
M.P.; & Whalley,A.J.S. 2009. 

A. bovei var. microspora 
isolate 90081914 

EF026141 
 

635 Ju, Y.-M.; Hsieh, H.-M.; Ho, M.-C.; Szu, D.-H.; & 
Fang, M.-J. 2006. 

A. bovei var. microspora 
isolate TRP06 

JQ747513 
 

660 Mu, Y.H.; Peng, W.H.; & Jia, D.H. 2012. 
 

A. moriforme isolate SUT220 DQ322129 550 Suwannasai, N.; Rodtong, S.; Thienhirun, S.; & 
Whalley, A.J.S. 2005. 

A. moriforme var. microdiscus 
isolate 90080807 

EF026137 615 Ju, Y.-M.; Hsieh, H.-M.; Ho, M.-C.; Szu, D.-H.; & 
Fang, M.-J. 2006. 

A. multiforme isolate agtS192 
 

AY616707 
 

493 Triebel, D.; Persoh, D.; Wollweber, H.; & Stadler, 
M. 2004. 

A. multiforme isolate agtS371 
 

AY616708 492 Triebel, D.; Persoh, D.; Wollweber, H.; & Stadler, 
M. 2004. 

A. nitens isolate 91022108 EF026138 
 

569 Ju, Y.-M.; Hsieh, H.-M.; Ho, M.-C.; Szu, D.-H.; & 
Fang, M.-J. 2006. 

A. nitens isolate ST2436 DQ322099 
 

479 Suwannasai, N.; Rodtong, S.; Thienhirun, S.; & 
Whalley, A.J.S. 2005. 

A. purpureonitens isolate 
ST2448 

DQ223756 549 Suwannasai, N.; Rodtong, S.; Thienhirun, S.; & 
Whalley, A.J.S. 2005. 

A. stygium isolate SUT058 DQ223760 796 Suwannasai, N.; Rodtong, S.; Thienhirun, S.; & 
Whalley, A.J.S. 2005. 

A. stygium isolate H22R AJ390409 816 Sanchez-Ballesteros, J. 1999. 
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ตาราง (ต่อ) 
 

ชนิดของรา Accession 
No. 

ขนาด 
(คูเ่บส) 

ทีม่า 

Annulohypoxylon truncatum AF201716 584 Pinto-Sherer, T.J.; &  Chapela, I.H. 2000. 
A. truncatum isolate xsd 

08029 
FJ478107 

 
613 Jiang, J.; Cao, X.; Zhao, G.; Sun, Y.; Ju, X.; 

Yin,T.; Miao, Q.; & Li, C. 2008. 
A. urceolatum isolate SUT098 DQ322103 737 Suwannasai, N.; Rodtong, S.; Thienhirun, S.; & 

Whalley, A.J.S. 2005. 
Annulohypoxylon sp. SUT025 DQ322096 

 
527 Suwannasai, N.; Rodtong, S.; Thienhirun, S.; & 

Whalley, A.J.S. 2005. 
Annulohypoxylon sp. H099 FN252419 879 Suwannasai, N. 2009. 
Annulohypoxylon sp. H181 FN252420 879 Suwannasai, N. 2009. 
Annulohypoxylon sp. H215 FN252422 879 Suwannasai, N. 2009. 
Annulohypoxylon sp. H130 FN252424 857 Suwannasai, N. 2009. 
Annulohypoxylon sp. H255 FN252427 477 Suwannasai, N. 2009. 

 
 
ตารางแสดงล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี alpha-actin จากฐานขอ้มลู GenBank ทีใ่ชใ้นการวเิคราะห ์
 

ชนิดของรา Accession 
No. 

ขนาด 
(คูเ่บส) 

ทีม่า 

Annulohypoxylon  annulatum   
YMJ 19720801 

AY951764 261 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. bovei var. microspora YMJ 
90081914 

AY951765 264 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. cohaerens YMJ 310 AY951766 267 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. cohaerens strain F160842 FJ185264 267 Platas, G.; Collado, J.; & Pelaez, F. 2008. 
A. cohaerens strain F119894 FJ185267 267 Platas, G.; Collado, J.; & Pelaez, F. 2008. 
A. elevatidiscus YMJ 

90080706 
AY951767 

 
264 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. minutellum YMJ 316 AY951768 262 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. moriforme var. microdiscus 

YMJ 90080807 
AY951769 263 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. multiforme YMJ 317 AY951770 260 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
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ตาราง (ต่อ) 
 

ชนิดของรา Accession 
No. 

ขนาด 
(คูเ่บส) 

ทีม่า 

Annulohypoxylon multiforme 
var. alaskense YMJ 
91010201 

AY951771 260 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. nitens YMJ 91022108 AY951772 264 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. nitens YMJ 293 AY951773 263 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. squamulosum YMJ 

90081905 
AY951774 264 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. stygium YMJ 90081906 AY951775 263 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. stygium YMJ 90041409 AY951776 263 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. stygium var. annulatum 

YMJ 3 
AY951777 264 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. stygium var. annulatum 
YMJ 91042205 

AY951778 264 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. thouarsuanum var. 
macrosporum YMJ 48 

AY951779 263 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. thouarsuanum var. 
macrosporum YMJ 389 

AY951780 264 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. truncatum YMJ 19760605 AY951781 263 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. urceolatum YMJ 92090413 AY951782 262 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

 
 
ตารางแสดงล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี beta-tubulin จากฐานขอ้มลู GenBank ทีใ่ชใ้นการวเิคราะห ์
 

ชนิดของรา Accession 
No. 

ขนาด 
(คูเ่บส) 

ทีม่า 

Annulohypoxylon atroroseum  
YMJ 19720801 

DQ840083 1285 Tang, A.M.C.; Jeewon, R.; &  Hyde, K.D. 2006. 
 

A. bovei var. microspora YMJ 
90081914 

AY951654 1596 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. cohaerens YMJ 310 AY951655 1571 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. cohaerens strain F160842 FJ185283 1566 Platas, G.; Collado, J.; & Pelaez, F. 2008. 
A. cohaerens strain F119894 FJ185286 1561 Platas, G.; Collado, J.; & Pelaez, F. 2008. 
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ตาราง (ต่อ) 
 

ชนิดของรา Accession 
No. 

ขนาด 
(คูเ่บส) 

ทีม่า 

Annulohypoxylon 
elevatidiscus YMJ90080706 

AY951656 
 

1534 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. ilanense YMJ 37 AY951657 1537 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. minutellum YMJ 316 AY951658 1546 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. minutellum YMJ 91092302 AY951659 1550 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. moriforme var. microdiscus 

YMJ 90080807 
AY951660 1527 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. multiforme YMJ 317 AY951661 1600 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. multiforme strain F160843  FJ185282  1578 Platas, G.; Collado, J.; & Pelaez, F. 2008. 
A. multiforme var. alaskense 

YMJ 91010201 
AY951662 1610 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. nitens YMJ 91022108 AY951663 1593 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. nitens YMJ 293 AY951664 1589 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. squamulosum YMJ 

90081905 
AY951665  Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. stygium YMJ 90081906 AY951666 1533 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. stygium YMJ 90041409 AY951667 1550 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
A. stygium var. annulatum 

YMJ 91042205 
AY951668 1554 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. stygium var. annulatum 
YMJ 3 

AY951669 1560 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 

A. urceolatum YMJ 92090413 AY951670 1545 Hsieh, H.-M.; Ju,Y.-M.; & Rogers, J.-D. 2005. 
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ภาคผนวก จ 
แผนภมิูวิวฒันาการต้นไม้ของราสกลุ Annulohypoxylon ท่ีได้จากการวิเคราะห ์
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ภาคผนวก จ 

แผนภมิูวิวฒันาการต้นไม้ของราสกลุ Annulohypoxylon ท่ีได้จากการวิเคราะห ์
 
1. บริเวณ internal transcribed spacers (ITS) 
 1.1 บริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 ท่ีมีความยาวน้อยกว่า 700 คู่เบส 

แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้อง ราสกุล  Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด์
บรเิวณ ITS ของตวัอยา่งทีม่ขีนาด น้อยกวา่ 700 คู่เบส ดว้ยวธิ ี neighbor joining (NJ) 
โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000  
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หมายเหตุ :      คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ truncatum-type     คอืราทีไ่ม่มีแผ่นจาน ส่วนราทีไ่ม่มี
เครื่องหมายคอืราทีม่แีผ่นจานแบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิด
ได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งทีไ่ม่สามารถระบุชนิดได้ 
 

 
 
แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้อง ราสกุล  Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด์

บรเิวณ ITS ของตวัอยา่งทีม่ขีนาด น้อยกวา่ 700 คู่เบส ดว้ยวธิ ีmaximum parsimony (MP) 
โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000  

 
หมายเหตุ :      คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ truncatum-type     คอืราทีไ่ม่มแีผ่นจาน  ส่วนราทีไ่ม่มี
เครื่องหมายคอืราทีม่แีผ่นจานแบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิด
ได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งทีไ่ม่สามารถระบุชนิดได้ 
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 1.2  การวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 ท่ีมีความยาวมากกว่า 
700 คู่เบส 
 

 
 
แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้องรา สกุล  Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด์

บรเิวณ ITS ของตวัอยา่งทีม่ขีนาดมากกวา่ 700 คู่เบส ดว้ยวธิี  neighbor joining (NJ) 
โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 
 

หมายเหตุ:    คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ truncatum-type ส่วนราทีไ่ม่ มเีครื่องหมายคอืรา ทีม่ีแผ่นจาน 
แบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิดได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งที่
ไม่สามารถระบุชนิดได ้
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แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้องรา สกุล  Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด์

บรเิวณ ITS ของตัวอยา่งทีม่ขีนาดมากกวา่ 700 คู่เบส ดว้ยวธิี maximum parsimony (MP) 
โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 
 

หมายเหตุ:    คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ truncatum-type ส่วนราทีไ่ม่มเีครื่องหมายคอืรา ทีม่ีแผ่นจาน 
แบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิดได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งที่
ไม่สามารถระบุชนิดได ้
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 1.3  การวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 5.8S-ITS2 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้องราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์ ล าดบันิวคลโีอไทด์
บรเิวณ 5.8S และ  ITS2 ดว้ยวธิี  neighbor joining (NJ) โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า 
bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 หวัลกูศรแสดงราทีม่ขีนาด ITS มากกวา่ 700 คู่เบส  
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หมายเหตุ :      คอืราทีม่แีผ่นจานแบบ truncatum-type      คอืราทีไ่ม่มีแผ่นจาน ส่วนราทีไ่ม่มี
เครื่องหมายคอืราทีม่แีผ่นจานแบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิด
ได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งทีไ่ม่สามารถระบุชนิดได้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้องราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์ ล าดบันิวคลโีอไทด์

บรเิวณ 5.8S และ ITS2 ดว้ยวธิี maximum parsimony (MP) โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า 
bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 หวัลกูศรแสดงราทีม่ขีนาด ITS มากกวา่ 700 คู่เบส 
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หมายเหตุ :      คอืราทีม่แีผ่นจานแบบ truncatum-type      คอืราทีไ่ม่มแีผ่นจาน  ส่วนราทีไ่ม่มี
เครื่องหมายคอืราทีม่แีผ่นจานแบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิด
ได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งทีไ่ม่สามารถระบุชนิดได้ 
 
2. ยีน alpha – actin 
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แผนภมูิววิฒันาการตน้ไมข้อง ราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหล์ าดบันิ วคลโีอไทด์
ของยนี alpha-actin ดว้ยวธิี neighbor joining (NJ) โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า bootstrap 
analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 

หมายเหตุ :      คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ truncatum-type     คอืราทีไ่ม่มแีผ่นจาน  ส่วนราทีไ่ม่มี
เครื่องหมายคอืราทีม่แีผ่นจานแบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิด
ได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งทีไ่ม่สามารถระบุชนิดได้ 
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แผนภมูิววิฒันาการตน้ไมข้อง ราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด์
ของยนี alpha-actin ดว้ยวธิี  maximum parsimony (MP) โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า 
bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 

หมายเหตุ :      คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ truncatum-type     คอืราทีไ่ม่มแีผ่นจาน  ส่วนราทีไ่ม่มี
เครื่องหมายคอืราทีม่แีผ่นจานแบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิด
ได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งทีไ่ม่สามารถระบุชนิดได ้
 
3. ยีน beta – tubulin 
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แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้อง ราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด ์  
      ของยนี beta-tubulin ดว้ยวธิ ีneighbor joining (NJ) โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า bootstrap 

analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 
หมายเหตุ :     คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ truncatum-type      คอืราทีไ่ม่มแีผ่นจาน  ส่วนราทีไ่ม่มี
เครื่องหมายคอืราทีม่แีผ่นจานแบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิด
ได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งทีไ่ม่สามารถระบุชนิดได้ 
 

 
 

แผนภมูิ ววิฒันาการตน้ไมข้องร าสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด์
ของยนี beta-tubulin ดว้ยวธิ ีmaximum parsimony (MP) โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า 
bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 
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หมายเหตุ :     คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ truncatum-type      คอืราทีไ่ม่มแีผ่นจาน  ส่วนราทีไ่ม่มี
เครื่องหมายคอืราทีม่แีผ่นจานแบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิด
ได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งทีไ่ม่สามารถระบุชนิดได ้

 
4. ยีน elongation factor 1-alpha (EF1-α) 
 

 
 
แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้องรา สกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด์

ของยนี elongation factor 1-alpha ดว้ยวธิี  neighbor joining (NJ) โปรแกรม MEGA 
ก าหนดค่า bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 

หมายเหตุ:    คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ truncatum-type ส่วนราทีไ่ม่มเีครื่องหมายคื อราทีม่ีแผ่นจาน 
แบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิดได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งที่
ไม่สามารถระบุชนิดได ้
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แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้องรา สกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด์

ของยนี elongation factor 1-alpha ดว้ยวธิี maximum parsimony (MP) โปรแกรม MEGA 
ก าหนดค่า bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 

 
หมายเหตุ:    คอืราทีม่ีแผ่นจานแบบ truncatum-type ส่วนราทีไ่ม่มเีครื่องหมายคอื ราทีม่ีแผ่นจาน 
แบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิดได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งที่
ไม่สามารถระบุชนิดได ้
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5. วิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดร์่วมกนั 3 บริเวณ คือ บริเวณ 5.8S-ITS2 ยีน alpha-actin และ 
elongation factor 1-alpha (EF1- α) 
 

 
 
แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้องราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหล์ าดบันิว คลโีอไทด์

ร่วมกนัของบรเิวณ 5.8S-ITS2 ยนี alpha-actin และยนี elongation factor 1-alpha ดว้ยวธิ ี
neighbor joining (NJ) โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 1000 

 
หมายเหตุ:      คอืราทีม่แีผ่นจานแบบ truncatum-type ส่วนทีไ่ม่มเีครื่องหมายคื อ ราทีม่แีผ่นจาน
แบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิดได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งที่
ไม่สามารถระบุชนิดได ้
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แผนภมูวิวิฒันาการตน้ไมข้องราสกุล Annulohypoxylon ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด์

ร่วมกนัของบรเิวณ 5.8S-ITS2 ยนี alpha-actin และยนี elongation factor 1-alpha ดว้ยวธิ ี
maximum parsimony (MP) โปรแกรม MEGA ก าหนดค่า bootstrap analysis ใหม้คี่าเท่ากบั 
1000 

 
หมายเหตุ:      คอืราทีม่แีผ่นจานแบบ truncatum-type ส่วนทีไ่ม่มเีครื่องหมายคอื ราทีม่แีผ่นจาน
แบบ bovei-type; ตวัอกัษรสนี ้าเงนิ คอื ราตวัอยา่งทีส่ามารถระบุชนิดได ้และสแีดง คอื ราตวัอยา่งที่
ไม่สามารถระบุชนิดได ้
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ภาคผนวก ฉ 
หมายเลขสีท่ีใช้ในการเทียบเคียงจากแผ่นสีมาตรฐานของ Rayner. 1970 
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      ภาคผนวก ฉ  
 
หมายเลขสีท่ีใช้ในการเทียบเคียงจากแผ่นสีมาตรฐานของ Rayner. 1970 
 
ตารางแสดงหมายเลขสทีีใ่ชใ้นการเทยีบเคยีงจากแผ่นสมีาตรฐานของ Rayner. 1970 
 

หมายเลข ส ี
7 แดงสม้ (red orange) 
21 เขยีวเขม้ (dark green) 
48 มะกอก (olivaceous) 
56 แดงซดี (livid red) 
57 แดงเหลา้องุ่น (vinaceous) 
64 เหลอืงน ้าผึง้ (honey) 
65 น ้าตาลแกมเหลอืงซดี (dilute isabelline) 
67 เขยีวมะนาว (citrine green) 
70 เขยีวหม่น (dull green) 
84 น ้าตาลแดงเขม้ (dark brown vinaceous) 
88 น ้าตาลเหลอืง (hazel) 
89 น ้าตาลแกมเหลอืงมะกอก (olivaceous buff) 
90 เขยีวมะกอก (greenish olivaceous) 
101 ม่วงแดง (vinaceous purple) 
116 เทาอมม่วง (vinaceous gray) 

 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประวติัย่อผู้วิจยั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



197 

ประวติัย่อผู้วิจยั 
 

ชื่อ - ชื่อสกุล        นางสาวมลัลกิา  มะกรวฒันะ 

วนัเดอืนปี เกดิ        7 กนัยายน  2532 

สถานทีเ่กดิ         นครปฐม 

สถานทีอ่ยู ่       บา้นเลขที ่13 (59/45) ซอยรามอนิทรา 5 แยก 3  

                                                   ถนนรามอนิทรา แขวงอนุสาวรยี ์เขตบางเขน  

    จงัหวดักรุงเทพฯ 10220 

ต าแหน่งหน้าที ่การงานปจัจุบนั  - 

สถานทีท่ างานปจัจุบนั      - 

ผลงาน   Manlika Makornwattana, Cherdchai Phosri, Anthony   
J.S. Whalley, Onanong Pringsulaka and Nuttika  
Suwannasai. (2012). ITS and alpha-actin sequence 
analysis of some complex species in Annulohypoxylon 
from Thailand. Proceedings In: International Conference 
on Microbial Taxonomy, Basic and Applied Microbiology. 
4-6 October 2012. At Kosa Hotel, Khon Kaen, 
Thailand. (poster presentation) 

 
Manlika Makornwattana, Cherdchai Phosri, Nutthaporn 
Ruchikachorns, Anthony J.S. Whalley and Nuttika  
Suwannasai. (2013). Annulohypoxylon species complex 
in northeast Thailand. Asian Mycological Congress 
2013 & the 13th International Marine and Freshwater 
Mycology Symposia (AMC2013). 19-24 August 2013. 
At China National Convention Center (CNCC), 
Beijing, China. (poster presentation) 
 
Manlika Makornwattana, Nuttika Suwannasai, Cherdchai 
Phosri and Anthony J.S. Whalley. (2013). Problem 
species in the Gennus Annulohypoxylon (Xylariaceae).  



198 

ผลงาน (ต่อ)  Proceedings In: International Graduate Research 
Conference 2013 (IGRC2013). 20 December 2013. 
At The Empress Hotel, Chiang Mai, Thailand. (oral 
presentation) 

 
 ทุนและรางวลัทีไ่ดร้บั    ทุนบณัฑติวทิยาลยั เงนิอุดหนุนการไปเขา้ร่วมประชุมและ 
 ระหวา่งการศกึษา   เสนอผลงานของนิสติบณัฑติศกึษา  (ทุนรหสั GRAD S-3-

56) ในต่างประเทศ ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2556 
 
รางวลั  An Excellent Oral Presentation สาขา Science 
and Technology งาน International Graduate Research 
Conference 2013 (IGRC2013) 
 

ประวตักิารศกึษา                                

           พ.ศ. 2549                    ระดบัมธัยมศกึษาตอนปลาย 

      จากโรงเรยีนมธัยมสาธติวดัพระศรมีหาธาตุ 

     มหาวทิยาลยัราชภฎัพระนคร จงัหวดักรุงเทพฯ  

            พ.ศ. 2553      วท.บ. (จุลชวีวทิยา)  

     จากมหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ จงัหวดักรุงเทพฯ 

            พ.ศ. 2556          วท.ม. (เทคโนโลยชีวีภาพ)  

     จากมหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ จงัหวดักรุงเทพฯ  

 

 


	Cover
	Abstract
	Chapter 1
	Chapter 2
	Chapter 3
	Chapter 4
	Chapter 5
	Bibliography
	Appendix
	Vitae

