
ผลการทดลอง

4.1 ผ ลการสำรวจและเก ็บต ัวอย ่างไล เคน

ทำการเก็บตัวอยางไลเคนสกุลทริพ ิท ีเล ียมในพื้นที่ 17 แหล่ง จาก 15 จ ังหวัดในประเทศ 

ไทยได้จำนวน 623 ตัวอย่าง โดยในแต่ละแหล่งมีรหัส และจำนวนต ัวอย ่างแตกต ่างก ัน ตังแสดงใน 

ตารางที 4.1 โดยสังเกตจากลักษณะภายนอกตัวอย่างไลเคนทั้งหมด พบว่าม ีล ักษณะสีแทลสัล 

และเพอรทีเช ียแตกต่างกัน ได้แก่ แทลลัสลีเขียวถึงนำตาลและมีเพอริท ีเชียลีเหลือง แทลลัลลีเขียว 

และมีเพอริท ีเชียสีขาว และ แทลลัสสีเขียวถึงนํ้าตาลและมีเพอริทีเชียสีดำ ตังแสดงในภาพที่ 4.1

4.2 ผลการแยกและเพ าะเล ี้ย งราท ี่ก ่อ ให ้เก ิด ไล เคนสก ุลท ร ิพ ิท ิเล ึยม

จากการแยกราที่ก ่อให้เก ิดไลเคนสกุลทริพ ิท ิเล ียมด้วยวิธ ี Ascospore discharge

technique และเพาะเสียงในอาหารเลียงเชือ Malt-Yeast Extract Agar (MYA) ตามวิธ ีดำเน ินการ 

ทดลองข้อ 3.3.2 พบว่าสปอร์สามารถงอกเป ็นเล ันใยและพ ัฒนาเป ็นโคโลนี (Colony) ได ้จำนวน 

64 ไอโซเลต (ตารางที่ 4.1) โดยมีลักษณะแทลลัลและเลันใยของแต่ละไอโซเลต ตังแสดงใน 

ภาพที่ 4.1

ตารางท ี่ 4.1 แสดงแหล่งที่มา จำนวนตัวอย่างไลเคนที่เก ็บ และจำนวนที่แยกได้

บทที่ 4

แหล่ง 

ท ี่เก ็บ
รห ้ส สถานท ี่เก ็บ Mycobiont ท ี่แยกได ้

1 CM สถานีว ิจ ัยส ัตว์ปาดอยเช ียงดาว 

อ.เชียงดาว จ.เชียงใหม่

2 CP วัดป่าสุขะโต จ.ชัยภูมิ -

3 DKT อุทยานแห่งชาติดอยขุนตาน 

จ.ลำพูน

“

4 HRK อุทยานแห่งชาติภ ูหนล่องกลา 

จ.พิษณุโลก

5 KJ B อ.ศรลวสด จ.กาณ'จนบุร KJB  4, 7, 10



41

ตารางท ี 4.1 (ต่อ) แสดงแหล่งทีมา จำนวนตัวอย่างไลเคนทีเก็บ และจำนวนที่แยกได้

แหล่ง 

ท ี่เก ็บ
รห ัส สถานท ี่เก ็บ Mycobiont ท ี่แยกได ้

6 KRB สระมรกต อ.คลองท่อ จ.กระบ ี่ KRB 5

7 KY อุทยานแห่งชาติเฃาใหญ่ 

จ.นครราชส ีมาและนครนายก

KY 418

8 L จ.เลย L 5,12

9 NAN ต.ไหล่น่าน อ.เวียงลา จ.น ่าน NAN 5, 9, 14, 16, 20, 23, 29, 34, 

36, 39, 40, 42, 43, 50, 51,59, 

71, 72, 76,83, 86, 87, 90, 93, 

104, 106, 107

10 NBR จ.นนทบุร -

11 NSR บ้านทานพอ อ.ฉวาง 

จ.นครศรีธรรมราช

NSR 6 , 16, 34, 37, 52, 59

12 PB อ.เมือง จ.เพชรบ ูรณ ์ PB 2, 4, 5

13 PL นํ้าตกแก่ง'โสภา อ.นครไทย 

จ.พิษณุโลก

PL 3, 4, 10, 19

14 RN อ.เมือง จ.ระนอง RN 59
15 SMS เกาะแลมสาร จ.ชลบุรี SMS 17

16 TLN อุทยานแห่งชาติทับลาน 

จ.ปราจ ีนบ ุร ี

TLN 3

17 TSL อุทยานแห่งชาติทุ่งแสลงหลวง 

จ.พิษณุโลก และ จ.เพชรบ ูรณ ์

TSL 11,32, 35, 36, 42, 55, 63,

65, 67, 72, 103, 107, 110, 120
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ภ า พ ท ี่ 4.1 แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เก ิด ไ ส เค น ไ ด ้ (ซ ้าย ) แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เป ็น เว ล า  12 ส ัป ด า ห ์ (ขวา)



4 3

ภ า พ ท ี่ 4 .1  (ต ่อ )  แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด ไ ล เ ค น ไ ด ้ (ซ ้า ย )  แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เ ป ็น เ ว ล า  1 2  ส ัป ด า ห ์ (ข ว า )



4 4

ภ า พ ท ี่ 4 .1  ( ต ่อ )  แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด ไ ล เ ค น ไ ด ้ (ซ ้า ย )  แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เ ป ็น เ ว ล า  1 2  ส ัป ด า ห ์ (ข ว า )



4 5

ภ า พ ท ี่ 4 .1  ( ต ่อ )  แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด ไ ส เ ค น ไ ด ้ (ซ ้า ย )  แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เ ป ็น เ ว ล า  1 2  ส ัป ด า ห ์ (ข ว า )



4 6

ภ า พ ท ี่ 4 .1  ( ต ่อ ) แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด ไ ล เ ค น ไ ด ้ ( ร ้า ย )  แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เ ป ็น เ ว ล า  1 2  ส ัป ด า ห ์ (ข ว า )



4 7

500  (jm

ภ า พ ท ี่ 4 .1  ( ต ่อ )  แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด ไ ล เ ค น ไ ด ้( ซ ้า ย )  แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เ ป ็น เ ว ล า  1 2  ส ัป ด า ห ์ (ข ว า )



4 8

ภ า พ ท ี ่  4 . 1

500 pm

( ต ่อ )  แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด ไ ล เ ค น ไ ด ้ (ซ ้า ย )  แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เ ป ็น เ ว ล า  1 2  ส ัป ด า ห ์ (ข ว า )



4 9

ภ า พ ท ี่ 4 .1  ( ต ่อ )  แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด ไ ล เ ค น ไ ด ้ (ซ ้า ย )  แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เ ป ็น เ ว ล า  1 2  ส ัป ด า ห ์ (ข ว า )



5 0

ภ า พ ท ี่ 4 .1  ( ต ่อ )  แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด ไ ล เ ค น ไ ด ้( ซ ้า ย )  แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เ ป ็น เ ว ล า  1 2  ส ัป ด า ห ์ (ข ว า )
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------  500 |jm

ภ า พ ท ี่ 4 .1  ( ต ่อ ) แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด ไ ล เ ค น ไ ด ้( ซ ้า ย )  แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เ ป ็น เ ว ล า  1 2  ส ัป ด า ห ์ (ข ว า )



5 2

------  500 (jm

ภ า พ ท ี่ 4 .1  ( ต ่อ )  แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด ไ ล เ ค น ไ ด ้ (ซ ้า ย )  แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เ ป ็น เ ว ล า  1 2  ส ัป ด า ห ์ (ข ว า )



5 3

ภ า พ ท ี่ 4 .1  ( ต ่อ )  แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี,ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด ไ ล เ ค น ไ ด ้ (ซ ้า ย )  แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เ ป ็น เ ว ล า  1 2  ส ัป ด า ห ์( ข ว า )



5 4

ภ า พ ท ี่ 4 .1  ( ต ่อ )  แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด ไ ล เ ค น ไ ด ้ (ซ ้า ย )  แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เ ป ็น เ ว ล า  1 2  ส ัป ด า ห ์ (ข ว า )



5 5

ภ า พ ท ี่ 4 .1  ( ต ่อ ) แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ล า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด ไ ส เ ค น ไ ด ้ (ซ ้า ย )  แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เ ป ็น เ ว ล า  1 2  ส ัป ด า ห ์ (ข ว า )



5 6

------  500 |_1ทา

ภ า พ ท ี่ 4 .1  ( ต ่อ ) แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด ไ ล เ ค น ไ ด ้( ซ ้า ย )  แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เ ป ็น เ ว ล า  1 2  ส ัป ด า ห ์ (ข ว า )



5 7

■ “ ๚ เแ .

500 pm

ภ า พ ท ี่ 4 .1  (ต ่อ )  แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง แ ท ล ล ัส ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด ไ ล เ ค น ไ ด ้ (ซ ้า ย )  แ ล ะ

ล ัก ษ ณ ะ โ ค โ ล น ีข อ ง ร า ท ี่แ ย ก ไ ด ้บ น อ า ห า ร  M Y A  เ ป ็น เ ว ล า  1 2  ส ัป ด า ห ์ (ข ว า )



5 8

4.3 ผลการจัดจำแนกไลเคนด้วยจักษณะทางส้ณฐานวิทยา
จากการส ืกษาล ักษณะทางส ัณฐานวิทยาของไลเคนท ี่สปอร์งอกและพ ัฒนาเป ็นโคโลน ีได ้ 

จำนวน 64 ไอโซเลต พบว่า สามารถจ ัดกล ุ่มตามล ักษณะล ีเพอริท ีเช ีย จำนวนผน ังก ั้นสปอร ์ และ 

การทดสอบการทำปฏิก ิร ิยาเคม ีของโครงสร้างล ีบพ ันธ ุแบบอาล ัยเพศ (perithecia) ก ับสารละลาย 

10% KOH พบว่า สามารถแบ่งออกได ้เป ็น 6 กลุ่ม ดังแสดงในตารางที่ 4.2 โดยม ีล ักษณะท ี่สำค ัญ 

ในแต่ละกลุ่ม ได้แก่

กลุ่มที่ I 

กลุ่มที่ 1 1 

กลุ่มที่ I I I  

กลุ่มที่ IV 

กลุ่มที่ V 

กลุ่มที่ VI

มีเพอริทีเชียลีเหลือง ผนังก ันสปอร์จำนวน 3 ผนัง และเพอริทีเชียทำ

ปฏ ิก ิร ิยาเคม ีก ับสารละลาย 10% KO H

มีเพอริทีเชียลีขาว ผนังก ั้นสปอร์จำนวน 3 ผนัง และเพอริทีเชียทำ

ปฏ ิก ิร ิยาเคม ีก ับสารละลาย 10% KO H

มีเพอริทีเชียสีดำ ผนังก ั้นสปอร์จำนวน 3 ผนัง และเพอริทีเชียไม่ทำ

ปฏ ิก ิร ิยาเคม ีก ับสารละลาย 10% KO H

มีเพอริทีเชียลีขาว ผน ังก ั้นสปอร์จำนวนมากกว่า 3 ผนัง และเพอริทีเชีย

ทำปฏ ิก ิร ิยาเคมีก ับสารละลาย 10% KO H

มีเพอริทีเชียลีดำ ผนังกั้นสปอร์มากกว่า 3 ผนัง และเพอริทีเชียทำ

ปฏ ิก ิร ิยาเคม ีก ับสารละลาย 10% KOH

มีเพอริทีเชียลีเหลือง ผนังก ั้นสปอร์จำนวนมากกว่า 3 ผนัง และ

เพอริท ีเช ียทำปฏิก ิร ิยาเคมีก ับสารละลาย 10% KOH

4.4 ผลการเพิ่มสันส่วนดึเอ็นเอที่ตำแหน่ง ITS จากราที่ก่อให้๓ ดไลเคนสกุล

ทริพิทิเลียม
จากการทดลองพบว่าชิ้นส่วนดีเอ็นเอของราที่ก ่อให้เกิดไลเคนที่ตำแหน่ง ITS มีขนาดของ 

ประมาณ  561 - 960 bp ดังแสดงในภาพที่ 4.2

1,500 bp
1,000 bp
700 bp 500 bp

ภาพท ี่ 4.2 แสดงขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอของราที่ก ่อให้เกิดไลเคนที่ตำแหน่ง ITS



ต า ร า ง ท ี่ 4 .2  แ ส ด ง ก า ร จ ัด ก ล ุ่ม จ า ก ล ัก ษ ณ ะ ท า ง ส ัณ ฐ า น ว ิท ย า ข อ ง ไ ล เ ค น

การทำปฏิกิริยาเคมืของ 
เพอริทึเi ยกับ 10% KO H ไอโซเลตของราท่ีก่อให้เกิดไลเคน

NSR 6, TSL 63, TSL72

NSR 16

KJB 4, KRB 5, NAN 14, NAN 20, NAN 29, NAN 34, NAN 36, NAN40, NAN 42, 

NAN 43, NAN 511 NAN 83, NAN 87, NAN 106, NAN 107, NSR 37, NSR 52, NSR 

59, PL 10, RN 5, SMS 17, TSL 32, TSL 42, TSL 55, TSL 103, TSL 107, TSL 120

10 pm

cnCD



ต า ร า ง ท ี่ 4 .2  ( ต ่อ )  แ ส ด ง ก า ร จ ัด ก ล ุ่ม จ า ก ล ัก ษ ณ ะ ท า ง ส ัณ ฐ า น ว ิท ย า ข อ ง ไ ล เ ค น

NSR 34

KJB 7, KJB 10, KY 418, L 5, L12, NAN 5, NAN 9, NAN 16, NAN 23, NAN 39, NAN 

50, NAN 59, NAN 71, NAN 72, NAN 76, NAN 86, NAN 90, NAN 93, NAN 104, PB 

2, PB 4, PB 5, PL 3, PL 4, PL 9, TLN 3, TSL 11, TSL 35, TSL 36, TSL 65, TSL 110

กลุ่ม จำนวนผนังก้ันสปอร์ การทำปฏิกิริยาเคมีของ 
เพอริทีเทียกับ 10% KOH ไอโซเลตของราท่ีก่อให้เกิดไสเคน

TSL 67

10 |_เทา
CT)๐
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4.5 ผลการศึกษาความแปรผันทางพันธุกรรมของราที่ก่อให้เกิดไลเคนในสกุล

ทริพิทิเลียมด้วยเทคนิค ITS-RFLP

จากการนำผลิตผลพีซีอาร์ฃองตัวอย่างราที่ก ่อให้เก ิดไลเคนที่ได ้จากการเพ ิ่ม!]รมาณชิ้น 

ส ่วนดีเอ ็นเอท ี่ตำแหน่ง ITS จำนวน 64 ไอโซเลต ท ี่ได ้จากการต ัดด ้วยเอนไซม์ต ัดจำเพาะ 3 ชนิด 

ได ้แก ่/พ bo\ Hinf\ และ Alu\ ตรวจลอบขนาดของแถบด ีเอ ็นเอท ี่ต ัดด ้วยเอนไซม ์ต ัดจำเพาะ 

ด้วยเครือง M icrochip Electrophoresis System (MCE-202 MultiNA) (ภาคผนวก จ) จากผลการ 

ตรวจสอบขนาดของแทบด ีเอ ็นเอม ีความแตกต ่างก ัน พบว่า ลามารถจ ัด จีโนไทป๋ ราที่ก ่อให้เกิด 

ไลเคนในลก ุลทริพ ิท ิเล ียมได ้ เป ็น 22 จีโนไทป๋ โดยม ีจำนวน 6 จีโนไทป๋ ท ี่ม ีลมาข ิกมากกว ่า  

1 ไอโซเลต ได้แก่ จีโนไทป๋ ท่ี 9 ม ีจำนวน 2 3 ไอโซเลต จีโนไทป๋ ท่ี 15 ม ีจำนวน 8 ไอโซเลต จีโนไทป็ 

ท่ี 16 ม ีจำนวน  7 ไอโซเลต และจีโนไทป๋ท ี่ 6 10 และ 11 ม ีจ ีโนไทป๋ละ 3 ไอโซเลต ในขณะท ี่ 

จ ีโนไทป๋ที่เหลือจำนวน 16 จีโนไทป๋จะมีลมาขิกในแต่ละจีโนไทป๋เพ ียง 1 ไอโซเลต เท ่าน ั้น ดังแลดง 

ในตารางที่ 4.3

จากตารางล ักษณะจีโนไทป๋ท ี่ได ้จากการจัด ITS-RFLP เม ื่อเปรียบเท ียบก ับล ักษณะทาง 

ส ัณฐานว ิทยาท ั้ง 6 กลุ่ม ทำให ้สามารถแบ ่งกล ุ่มย ่อยได ้อย ่างละเอ ียดมากข ึ้น  พบว ่าต ัวอย ่าง 

ไอโซเลตราที่ก ่อให ้เก ิดไลเคนมีล ักษณะทางสัณฐานวิทยาที่อย ู่ในกลุ่มเด ียวกันมักมีจ ีโนไทป๋ต ่างกัน 

และยังพบว่าไม่ม ีจ ีโนไทป๋ใดที่เหมือนกันถ ูกจัดอยู่ในกลุ่มท ี่ม ีล ักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ต ่างกัน



ต า ร า ง ท ี่ 4 .3  แ ล ด ง ผ ล ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ข น า ด ข อ ง แ ถ บ ด ีเ อ ็น เ อ ท ี่ไ ด ้จ า ก เ ท ค น ิค  IT S -R F L P

จีโนไทป๋ ไอโซเลตของราท ี่ก ่อให ้เก ิดไลเคน

กล ุ่มตาม 

ส ัณฐาน 

วิทยา

ขนาด

ของ

ITS

ร ูปแบบของขนาดแถบด ีเอ ็น เอท ี่ต ัดด ้วยเอนไซม ์ต ัดจำเพาะ 

( base pairs )

Mbo\ Hini\ Alu\

1 TSL 107 III 960 349,213,175,111,53,48,10 487,265,200,8 -

2 NSR37 III 920 330,178,164,100,89,48,11 345,252,202,95,26 506,414

3 NSR 6 I 838 363,172,127,120,48,8 555,202,73,8 611,143,84

4 T S L 103 III 790 331,178,89,72,60,49,11 352,318,94,26 474,316

5 NAN 106 III 716 198,181,148,144,45 274,216,176,50 584,132

6 NAN 20,36, 51 111 715 378,148,145,45 274,216,111,66,49 585,131

7 TSL 72 I 655 311,179,116,49 367,288 518,137

8 NAN 93 VI 655 304,180,122,49 282,273,92,8 319,191,145

9
PL 3,4,9; PB 2,4,5; KJ B 7,10; L 5; TLN 3; 

NAN5,9,16,23,39,50,59,71,72,76,86,90,104
VI 652 301,178,124,49 270,197,92,85,8 317,188,147

10 TSL 35, 36; L 12 VI 646 301,173,123,49 368,278 408,93,92,53

11 KY 418; TSL 65, 110 VI 637 184,167,121,116,,49 276,177,121 298,195,143

CDf\3



ต า ร า ง ท ี่ 4 .3  (ต ่อ )  แ ส ด ง ผ ล ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ข น า ด ข อ ง แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี,ไ ด ้จ า ก เท ค น ิค  ITS -R FLP

จีโนไทป๋ ไ'อโซเลตของราที่ก่อให้เกิดไลเคน

กลุ่มตาม 

ส์ณฐาน 

วิทยา

ขนาด

ของ

ITS

รูปแบบของขนาดแถบดีเอ็นเอที่ต ัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ 

( base pairs)

Mbo\ H/nfl Alu\

12 PL 10 I I I 631 197,181,148,60,45 274,216,92,49 500,131

13 TSL 67 IV 630 172,167,115,64,63,49 354,276 493,137

14 SMS 17 I I I 628 174,155,136,85,49,29 341,279,8 -

15 NAN 29,40,43,87; TSL 32,42,55,120 111 621 188,187,122,60,54,10 313,227,81 407,98,76,23,17

16 KJ B 4; NSR 59; NAN 14,34,42,83,107 111 620 188,183,179,60,10 320,292,8 494,126

17 NSR52 I I I 619 240,187,182,10 312,307 411,98,48,39,23

18 KRB 5 I I I 609 302,214,49,44 338,185,86 556,53

19 RN 5 I I I 606 215,155,111,49,40,36 388,187,73,8 505,78,23

20 TSL 63 I 581 157,141,88,86,60,49 306,267,8 499,82

21 NSR 34 V 570 293,168,60,49 300,262,8 300,182,83,5

22 NSR 16 II 561 283,169,58,49 252,209,92,8 -

Ç)5ว
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4.6 ผลการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของราท่ีก่อให้เกิดไลเคนสกุลทริพิทิเลียมด้วย
เทคนิคอณูวิทยาท่ีตำแหน่ง ITS และ mtssu
จากผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์โดยนำตัวแทนกลุ่มของราที่ก่อให้เกิดไลเคนสกุล 

ทริพิทิเลียมที่ได้จากการจัดรูปแบบของขนาดแถบดีเอ็นเอที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะจำนวน 

35 ไอโซเลต จาก 22 กลุ่ม พบว่า จีโนไทป็ ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ตำแหน่ง ITS ได้จำนวน 

35 ไอโซเลต และ mtssu จำนวน 32 ไอโซเลต โดยมีจำนวน 3 ไอโซเลต ได้แก่ KRB 5 PL 10 และ 

NAN 42 ไม่ลามารถเพิ่มจำนวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ตำแหน่ง mtssu ได้ จากการนำลำดับนิวคลีโอ- 

ไทด์ที่วิเคราะห์ได้เปรียบเทียบความเหมือนของลำดับนิวคลีโอไทดัที่ตำแหน่ง ITS และ mtssu 

ที่'ใด้มืรายงาน'ไว้ในฐานข้อมูลของ GenBank โดยใช้โปรแกรม Blast version 2.2.18 ที่จัดทำโดย 

DDBJ (www.ddbj.nig.ac.jp) พบว่า ที่ตำแหน่ง ITS มีความเหมือนกับราในกลุ่ม Trypetheliales 

Pyrenulales Pleosporales Candelariales และ Chaetothyriales อยู่ในช่วง 82-95 เปอร์เซ็นต์ 

ส่วนตำแหน่ง mtssu มืความเหมือนกับราในกลุ่ม Trypetheliales และ Pyrenulales อยู่ในช่วง 

92-100 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในตารางที่ 4.4

http://www.ddbj.nig.ac.jp


ต า ร า ง ท ี่ 4 .4  แ ส ด ง ก า ร เป ็น เท ีย บ ค ว า ม เห ม ือ น ข อ ง ล ำ ด ับ น ิว ค ล ีโ อ ไ ท ด ์ท ี่ต ำ แ ห น ่ง  ITS แ ล ะ  กาt s s u  ข อ ง ต ัว อ ย ่า ง ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เก ิด ไ ส เค น ใ น ส ก ุล ท ี่ส ืก ษ า ก ับ ต ัว อ ย ่า ง ช น ิด ร า

จ า ก ฐ า น ข ้อ ม ูล  G e n e B a n k

ITS ทาtssu

ไอโซเลต ชนิดราท่ีมีความเหมือนท่ีสุด และ
เบสท่ี ความ

ชนิดราท่ีมืความเหมือนท่ีสุด และ
เบสท ความ

อนดบ ซอนทับ เหมือน อนดับ ซ่อนทบ เหมือน
Accession number

(bp) (%)
Accession number

(bp) (%)

KRB 5 Pyrgillus javanicus (DQ826741) Pyrenulales 498/581 85% - - - -

KY418 Pseudorobillarda sojae ( FJ825371) Pleosporales 184/198 92% Trypethelium subeluteriae (DQ329009) Trypetheliales 617/661 93%

L 12 Candelaria concolor (FJ959355) Candelariales 177/187 94% Trypethelium eluteriae (DQ328990) Trypetheliales 664/684 97%

NAN 9 Preussia isomera (GQ203763) Pleosporales 177/188 94% Trypethelium subeluteriae (DQ329009) Trypetheliales 637/658 96%

NAN14 Pyrgillus javanicus (DQ826741) Pyrenulales 240/265 90% Pyrenula cruenta (AY584719) Pyrenulales 587/607 96%

NAN 20 Chaetothyriales sp. (FJ538964) Chaetothyriales 159/180 88% Pyrenula subpraelucida (DQ328986) Pyrenulales 610/639 95%

NAN 36 Chaetothyriales sp. (FJ538964) Chaetothyriales 159/180 88% Pyrenula subpraelucida (DQ328986) Pyrenulales 610/639 95%

NAN 40 Pyrgillus javanicus (DQ826741) Pyrenulales 252/302 83% Pyrenula cruenta (AY584719) Pyrenulales 588/607 96%

NAN 42 Pyrgillus javanicus (DQ826741) Pyrenulales 241/265 90% - - - -

NAN 43 Pyrgillus javanicus (DQ826741) Pyrenulales 253/302 83% Pyrenula subpraelucida (DQ328986) Pyrenulales 611/639 95%

NAN 51 Chaetothyriales sp. (FJ538964) Chaetothyriales 159/180 88% Pyrenula subpraelucida (DQ328986) Pyrenulales 610/639 95%

NAN 76 Preussia isomera (GQ203763) Pleosporales 177/188 94% Trypethelium subeluteriae (DQ329009) Trypetheliales 636/660 96%

NAN 93 Preussia isomera (GQ203763) Pleosporales 177/188 94% Trypethelium subeluteriae (DQ329009) Trypetheliales 637/658 96%

CDen



ต า ร า ง ท ี่ 4 .4  (ต ่อ ) แ ส ด ง ก า ร เป ็น เท ีย บ ค ว า ม เห ม ือ น ข อ ง ล ำ ด ับ น ิว ค ล ีโ อ ไ ท ด ์ท ี่ต ำ แ ห น ่ง  ITS แ ล ะ  ท า {รรบ  ข อ ง ต ัว อ ย ่า ง ร า ท ี,ก ่อ ใ ห ้เก ิด ไ ล เค น ใ น ส ก ุล ท ี,ศ ึก ษ า ก ับ ต ัว อ ย ่า ง

ช น ิด ร า จ า ก ฐ า น ข ้อ ม ูล  G e n e B a n k

ไ,อโซเลต

ITS mtssu

ชนิดราทีมีความเหมือนที่สุด และ 
Accession number

ดันดับ
เบสท 

ช้อนดับ 
(bp)

ความ
เหมือน

(%)

ชนิดราที่มืความเหมือนที่สุด และ 
Accession number

ดันดับ
เบสที่ 

ช้อนดับ 

(bp)

ความ
เหมือน

(%)
NAN 106 Rhinocladiella sp. (FJ265768) Chaetothyriales 223/271 82% Pyrenula subpraelucida (DQ328986) Pyrenulales 610/639 95%

NAN 107 Pyrgillus javanicus (DQ826741) Pyrenulales 241/265 90% Pyrenula cruenta (AY584719) Pyrenulales 570/610 93%

NSR 6 Trypethelium sp. (DQ782839) Trypetheliales 253/288 87% Bathelium degenerans (DQ328988) Trypetheliales 652/678 96%

NSR 16 Trypethelium sp. (DQ782839) Trypetheliales 308/365 84% Trypethelium nitldiusculum (GU327706) Trypetheliales 635/635 100%

NSR 34 Lophiostoma sp. (FJ372389) Pleosporales 177/188 94% Bathelium degenerans (DQ328988) Trypetheliales 640/675 94%

NSR 37 Pyrgillus javanicus (DQ826741) Pyrenulales 231/271 85% Pyrenula cruenta (AY584719) Pyrenulales 586/632 92%

NSR 52 Pyrgillus javanicus (DQ826741) Pyrenulales 254/302 84% Pyrenula subpraelucida (DQ328986) Pyrenulales 611/638 95%

PL 10 Rhinocladiella sp. (FJ265768) Chaetothyriales 224/271 82% - - - -

RN 55 Fungal endophyte sp. (EU686067) - 155/162 95% Trypethelium tropicum (GU327708) Trypetheliales 579/585 98%

SMS 17 Trypethelium sp. (DQ782839) Trypetheliales 158/166 95% Trypethelium tropicum (GU327708) Trypetheliales 570/585 97%

TLN 3 Preussia antarctica (GQ203772) Pleosporales 180/192 93% Trypethelium subeluteriae (DQ329009) Trypetheliales 637/658 96%

TSL 32 Pyrgillus javanicus (DQ826741) Pyrenulales 254/302 84% Pyrenula subpraelucida (DQ328986) Pyrenulales 606/640 94%

TSL 35 Candelaria concolor (FJ959355) Candelariales 177/187 94% Trypethelium eluteriae (DQ328990) Trypetheliales 664/684 97%

G)55



ต า ร า ง ท ี่ 4 .4  (ต ่อ ) แ ส ด ง ก า ร เป ็น เท ีย บ ค ว า ม เห ม ือ น ข อ ง ล ำ ด ับ น ิว ค ล ีโ อ ไ ท ด ์ท ี่ต ำ แ ห น ่ง  ITS แ ล ะ  m ts s u  ข อ ง ต ัว อ ย ่า ง ร า ท ี่ก ่อ ใ ห ้เก ิด ไ ล เค น ใ น ส ก ุล ท ี,ศ ึก ษ า ก ับ ต ัว อ ย ่า ง

ช น ิด ร า จ า ก ฐ า น ข ้อ ม ูล  G e n e B a n k

ไ'อโซเลต

ITS mtssu

ชนิดราที่มืความเหมือนที่สุด และ 
Accession number

'อันดับ
เบสท

ซ้อนอับ 
(bp)

ความ
เหมือน

(%)

ชนิดราที่มืความเหมือนที่สุด และ 
Accession number

อันดับ
เบสท่ี

ซ้อนอับ 
(bp)

ความ
เหมือน

(%)
TSL 36 Candelaria concolor (FJ959355) Candelariales 177/187 94% Trypethelium eluteriae (DQ328990) Trypetheliales 664/684 97%
TSL42 Pyrgillus javanicus (DQ826741) Pyrenulales 249/302 82% Pyrenula subpraelucida (DQ328986) Pyrenulales 596/626 95%
TSL63 Trypethelium sp .(DQ782839) Trypetheliales 358/430 83% Bathelium degenerans (DQ328988) Trypetheliales 641/671 95%
TSL65 Pseudoroblllarda sojae ( FJ825371) Pleosporales 184/198 92% Trypethelium subeluteriae (DQ329009) Trypetheliales 653/658 99%
TSL67 Trypethelium sp. (DQ782839) Trypetheliales 359/430 83% Bathelium degenerans (DQ328988) Trypetheliales 637/676 94%
TSL72 Trypethelium sp. (DQ782839) Trypetheliales 253/285 88% Trypethelium papulosum (GU327707) Trypetheliales 621/637 97%
TSL 103 Pyrgillus javanicus (DQ826741) Pyrenulales 232/270 85% Pyrenula cruenta (AY584719) Pyrenulales 587/631 93%
TSL 110 Pseudoroblllarda sojae ( FJ825371) Pleosporales 183/198 92% Trypethelium subeluteriae (DQ329009) Trypetheliales 653/658 99%
TSL 107 Pyrgillus javanicus (DQ826741) Pyrenulales 502/572 87% Pyrenula laevigata (AY568029) Pyrenulales 608/633 96%

CT>
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4.7 ผ ล ก ารว ิเค ราะห ์ค วาม ส ์ม พ ัน ธ ์ข องราท ี่ก ่อ ให ้เก ิด ไล เค น ส ก ุลท ร ิพ ิท ิเล ียม โด ย ส ร ้าง

วงศ ์วาน ว ิว ัฒ น าการ (Phylogenetic tree)

จากการนำลำดับนิวคลีโอไทด์ของราที่ก่อให้เกิดไลเคนที,ตำแหน่ง ITS กาtssu และ ITS 

ร่วมกับ กาtssu มาสร้างวงศ์วานวิวัฒนาการในแต่ละตำแหน่ง พบว่า วงศ์วานวิวัฒนาการที่ 

ตำแหน่ง ITS แสดงดังภาพที่ 4.3 สามารถแบ่งความสัมพันธ์ออกเป็น 2 เคลดใหญ่ โดยมีค่า 

bootstrap สนับสนุน 100 เปอร์เซ็นต์ได้แก่ clade I ประกอบไปด้วย lineage A และ B โดย 

lineage A แบ่งเป็น 4 กลุ่มย่อย ได้แก่ A1 A2 A3 และ A4 ซ่ึงทุก lineage ใน clade I มีลักษณะ 

ทางสัณฐานวิทยาร่วมกัน โดยมีเพอริทีเชียสีดำ จำนวนผนังกั้นสปอร์ 3 ผนัง และเพอริทีเชียไม่ทำ 

ปฏิกิริยาเคมีกับสารละลาย 10% KOH ส่วน clade II ประกอบไปด้วย lineage C และ อ โดย 

lineage C แบ่งเป็น 3 กลุ่มย่อย ได้แก่ C1 C2 และ C3 ในขณะที่ lineage อ ลามารถแบ่งได้เป็น 

4 กลุ่มย่อย ได้แก่ D1 D2 D3 และ D4 โดยมีเฉพาะ lineage D2 อร และ D4 เท่านั้น ที่มีลักษณะ 

ทางสัณฐานวิทยาร่วมกัน โดยมีเพอริทีเชียสีเหลือง จำนวนผนังกั้นสปอร์มากกว่า 5 ผนัง และ 

เพอริทีเชียทำปฏิกิริยาเคมีกับสารละลาย 10% KOH ส่วน lineage ที่เหลือ ได้แก่ D1 และ C 

ทั้งหมดมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่หลากหลายไม่ลอดคล้องกับ lineage อื่นๆ โดยพบว่ามีเพอริ 

ทีเชียท้ังสีดำ ขาว และเหลือง จำนวนผนั้งกั้นสปอร์ตั้งแต่ 3 ผนังข้ึนไป มีเพอริทีเชียทั้งที่ทำและไม่ 

ทำปฏิกิริยาเคมีกับสารละลาย 10% KOH ซึ่งลักษณะต่างๆ เหล่านี้กระจายตัวอยู่ใน lineage D1 

และ C

จากผลการสร้างวงศ์วานวิวัฒนาที่ตำแหน่ง กา{รรบ แสดงดังภาพที่ 4.4 พบว่า ลามารถ 

แบ่งความสัมพันธ์ออกเป็น 2 เคลดใหญ่ ได้แก่ clade I ประกอบไปด้วย lineage อ และ E โดย 

lineage อ แบ ่งเป ็น2 กลุ่มย่อยได้แก่ D1 และ อ2 ซ่ึงทุก lineage ไน clade I มีลักษณะทาง 

สัณฐานวิทยาร่วมกัน โดยมีเพอริทีเชียสีดำ จำนวนผนังกั้นสปอร์ 3 ผนัง และเพอริทีเชียไม่ทำ 

ปฏิกิริยาเคมีกับสารละลาย 10% KOH ส่วน clade II ประกอบไปด้วย lineage A B และ C โดย 

lineage C แบ่งเป็น 4 กลุ่มย่อย ได้แก่ C1 C2 C3 และ C4 โดยมีเฉพาะ lineage C เท่านั้น ท่ีมี 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกัน โดยมีเพอริทีเชียสีเหลือง จำนวนผนังกั้นสปอร์มากกว่า 3 ผนัง 

และเพอริทีเชียทำปฏิกิริยาเคมีกับสารละลาย 10% KOH ส่วน lineage ที่เหลือ ได้แก่ lineage A 

และ B มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่หลากหลายไม่สอดคล้องกับ lineage อื่นๆ เช่นเดียวกับที่ 

ปรากฎในวงศ์วานวิวัฒนาการที่สร้างจากตำแหน่ง ITS
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จากผลการสร ้างวงค ์วานวิว ัฒนาการของราท ีก ่อให ้เก ิดไลเคนลก ุลทริพ ิท ิเล ียมของไทยท ี่

ตำแหน่ง ITS ร่วมกับ กาtssu แสดงดังภาพที่ 4.5 พบว่า ลามารถแบ่งความสัมพันธ์ออกเป็น 2 

เคลดใหญ่ได้แก่ clade I ประกอบไปด้วย lineage A และ B โดย lineage A แบ ่งเป ็น3 กลุ่ม 

ย่อย ได้แก่ A1 A2 และ A3 ซึงใน lineage A มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่หลากหลาย โดยมี 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทีหลากหลายไม่สอดคล้องกับ lineage อื่นๆ โดยพบว่ามีเพอริทีเชียทั้ง 

ลีขาว ลีเหลือง และจำนวนผนังกันสปอร์ตังแต่ 3 ผนังขึนไป ซึ่งลักษณะต่างๆ เหล่านี้กระจายตัว 

อยู่ใน lineage A ส่วน clade II ประกอบไปด้วย lineage C และ อ โดย lineage อ แบ่งเป็น 4 

กลุ่มย่อย ได้แก่ D1 D2 D3 และ D4 ซึงทุก lineage ใน clade I มีลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ร่วมกัน โดยมีเพอริทีเชียสีเหลือง จำนวนผนังกันสปอร์มากกว่า 3 ผนัง และเพอริทีเชียทำปฏิกิริยา 

เคมีกับสารละลาย 10% KOH ยกเว้น lineage D1 ทีมลักษณะทางสัณฐานวิทยาอยู่ระหว่าง 

lineage C และ อโดยมีเพอริทีเชียลีเขียว ผนังกั้นสปอร์ 3 ผนัง และเพอริทีเชียทำปฏิกิริยาเคมีกับ 

สารละลาย 10% KO H ในขณะท่ี lineage C มีเพอริทีเชียลีดำ ผนังกั้นสปอร์3 ผนัง และเพอริทีเชีย 

ไม่ทำปฏิกิริยาเคมีกับสารละลาย 10% KOH

จากผลการสร้างวงค์วานวิวัฒนาการทั้ง 2 ตำแหน่ง พบว่า มีความสอดคล้องกัน สามารถ 

แบ่งได้เป็น 2 เคลดใหญ่ ประกอบได้ด้วย lineage ย่อย ซึ่งในแต่ละ lineage มีจำนวนและชนิด 

ของไอโรเลตที่เป็นองค์ประกอบอยู่เหมือนกัน โดยพบว่า clade I เป็นเคลดของอันดับ Pyrenulales 

มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาเหมือนกันจัดอยู่ในกลุ่มสัณฐานวิทยาที่ III โดยมีเพอริทีเชียลีดำ 

จำนวนผนังกั้นสปอร์3 ผนัง และเพอริทีเชียไม่ทำปฏิกิริยาเคมีกับสารละลาย 10% KOH และ 

clade II เป็นเคลดของอันดับ Trypetheliales มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่กระจายอยู่ในทุกกลุ่ม 

สัณฐานวิทยา ส่วนใหญ่มักมีเพอริท ีเช ียที่ทำปฏิกิร ิยาเคมีกับสารละลาย 10% KOH ยกเว้น 

ไอโรเลต RN 5 และ SMS 17 ที่อยู่ในกลุ่ม III เพอริทีเชียไม่ทำปฏิกิริยาเคมีเช่นเดียวกับอันดับ 

Pyrenulales โดยพบว่ามี 3 lineage เท่านั้นที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกัน จัดอยู่ในกลุ่มที่ 

VI โดยมีเพอริทีเชียลีเหลือง จำนวนผนังกั้นสปอร์มากกว่า 3 ผนัง และเพอริทีเชียทำปฏิกิริยาเคมี 

กับสารละลาย 10% KOH ไนขณะที่ lineage ที่เหลือยังคงมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่มีความ 

หลายหลาย โดยเป็นไอโซเลตชุดเดียวกันทั้งหมด ในท้ัง 2 วงค์วานวิวัฒนาการที่ตำแหน่ง ITS และ

m tssu

จากผลการสร ้างวงค ์วานวิว ัฒนาการของราท ี่ก ่อให ้เก ิดไลเคนเฉพาะสก ุลทร ิพ ิท ิเล ียมจาก 

ลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ท ี่ตำแหน ่ง ITS ร ่วมก ับ m tssu พบว่า ลามารถแบ ่งได ้เป ็น  2 เคลดใหญ ่ 

ประกอบไปด ้วย 9 ชนิด โดย lineage D2 D3 และ D4 ม ีล ักษรณ ะทางส ัณ ฐานว ิทยาร ่วมก ันจ ัดอย ู่ 

ในกล ุ่มส ัณ ฐานว ิทยากล ุ่มท ี่VI ยกเว้นไอโซเลต RN 5 และ SMS 1 7 ที่อยู่ lineage C ม ีล ักษณ ะ 

ทางสัณฐานวิทยาจ ัดอยู่ในกลุ่มท ี่ III ซ ึ่งม ีล ักษณะทางส ัณฐานวิทยาเหมือนก ันราท ี่ก ่อให ้เก ิดไลเคน
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ในอันดับ Pyrenulales ทังที่ลำดับนิวคลีโอไทดแ์ตกต่างกันอย่างสินเชิง โดยมีความลอดคล้องกับ 

ลำดับนิวคลีโอไทด็ในอันดับ Trypetheliales มากกว่า ล้วนไอโซเลตที่เหลือมีลักษณะทางสัณฐาน 

วิทยาที่ไม่ลอดคล้องกัน โดยมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาบางลักษณะลลับกันกระจายอยู่ภายใน 

วงดัวานวิวัฒนาการ

จากการนำข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ตำแหน่ง mtssu ไป

เปรียบเทียบความเหมือนกับฐานข้อมูลใน GeneBank ร่วมกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่า 

มี 3 ชนิดท่ีลามารถระบุชนิดท่ีแน่นอนได้ เนื่องจากมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลำดับนิวคลีโอ- 

ไทด์ทีลอดคล้องกันได้แก่ 1. Trypethelium nitidiusculum (NSR 16) 2. Trypethelium tropicum  

(RN 5 และ SMS 17) และ 3. Trypethelium  e/ufer/ae (ไอโซเลตท่ีอยู่ในกลุ่ม D2 D3 และ D4) 

(ภาคผนวก ง)
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ภ าพ ท ี่ 4.3 แสดงวงดัวานวิวัฒนาการของราที่ก่อให้เกิดไลเคนที่ตำแหน่ง ITS กับลักษณะทาง 

สัณฐานวิทยาในแต่ละไอโซเลต โดยกำหนดเครองหมาย ในแต่ละลักษณะดังต่อไปนี้ ( • )  

เพอริทีเชียสีดำ (A) เพริทีเชียสีขาว (□ ) เพอริทีเชียสีเหลือง (♦) ผนังกั้นสปอร์3 ผนัง « *) ผนัง 

กั้นสปอร์มากกว่า 3 ผนัง (# )  เพอริทีเชียทำปฏิกิริยาเคมีกับสารละลาย 10% KO H และ (Ü) 

เพอริทีเชียไม่ทำปฏิกิริยาเคมีกับสารละลาย 10% KO H
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ภาพ ท ี่ 4.4 แสดงวงดัวานวิวัฒนาการของราท่ีก่อให้เกิดไลเคนท่ีตำแหน่ง mtssu กับลักษณะทาง 

สัณฐานวิทยาในแต่ละไอโซเลต โดยกำหนดเครองหมาย ในแต่ละลักษณะดังต่อไปนี้ ( • )  

เพอริทีเชียสีดำ (A) เพ'ริทีเชียสีขาว ( □ )  เพอริทีเชียสีเหลือง (♦ ) ผนังกั้นสปอร์3 ผนัง (•#•) ผนัง 

กั้นสปอร์มากกว่า 3 ผนัง ( * )  เพอริทีเชียทำปฏิกิริยาเคมีกับสารละลาย 10% KO H และ (G) 

เพอริทีเชียไม่ทำปฏิกิริยาเคมีกับสารละลาย 10% KO H
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ภาพ ท ี่ 4.5 แสดงวงดัวานวิว ัฒนาการของราที่ก ่อให ้เก ิดไลเคนสกุลทริพ ิท ิเส ียมของไทยที่ตำแหน่ง 

ITS ร่วมกับ ทาtssu  ก ับล ักษณะทางส ัณฐานวิทยาในแต ่ละไอโซเลต โดยกำหนดเครองหมาย ใน 

แต ่ละล ักษณ ะด ังต ่อไปน ี้ ( • )  เพอรทีเชียสีดำ ( A )  เพ'ริทีเชียสีขาว ( □ )  เพอริท ีเช ียสีเหลือง (♦) 

ผน ังก ั้นสปอร ์ 3 ผนัง (# )  ผน ังก ั้นสปอร ์มากกว ่า 3 ผนัง (# )  เพอร ิท ีเช ียทำปฏ ิก ิร ิยาเคม กัีบ 

สารละลาย 10% KO H และ (Ü ) เพอริท ีเช ียไม่ทำปฏิก ิร ิยาเคมีก ับสารละลาย 10% KOH
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4.8 ผลการศึกษาการสร้างสารทุติยภูมิของราที่ก่อให้เกิดไลเคนสกุลทริพิทิเลียม

จากการนำสารสกัดจากตัวแทนกลุ่มของราที่ก่อให้เกิดไลเคนที่ได้จากการจัดกลุ่มโดยใช้ 

แบบแผนของ ITS-RFLP กลุ่มละ 1 ไอโซเลต จำนวน 22 ตัวอย่าง มาตรวจสอบตำแหน่งสารที่แยก 

องค์ประกอบบนแผ่น TLC พบว่ารูปแบบของสารสกัดที่แยกองค์ประกอบได้มีตำแหน่งค่า Rf อยู่ 

ในช่วงระหว่าง 0.00-0.87 โดยสามารถจัดกลุ่มรูปแบบค่า Rf ที่ปรากฏได้ทั้งหมด 8 กลุ่ม ส่วนใหญ่ 

มีตำแหน่งค่า Rf เท่ากับ 0.06, 0.31, 0.63 จำนวน 11 ตัวอย่าง ซึ่งตำแหน่งค่า Rf เท ่าก ับ0.63 

เป็นตำแหน่งที่ปรากฏมากที่สุด ในขณะที่ 2 ตัวอย่าง ได้แก่ NSR 34 และ TSL 63 ไม่ปรากฏ 

ตำแหน่งการแยกองค์ประกอบของสาร โดยรูปแบบของแถบสารสกัดและตำแหน่งค่า Rf ที่แตกต่าง 

กันของแต่ละกลุ่ม แสดงดังภาพที่ 4.6 และ ตารางท่ี 4.5

Control 1 2 3 4 5 6 7 8

ภาพที่ 4.6 แสดงรูปแบบของแถบสารสกัดของราที่ก่อให้เกิดไสเคนบนแผ่น TLC โดยใช้ตัวละลาย 

ผสมระหว่างไดคลอโรมีเทนและเมทานอลในอัตราส่วน 10 : 0.2 จำนวน 8 กลุ่มรูปแบบ 

และ control คือ แผ่น TLC ที่หยดเฉพาะตัวทำละลายเมทานอล



ตาราง ท่ี 4.5 แสดงรปแบบตำแหน่งค่า Rf ของแถบสารสกัดจากตัวแทนกลุ่มของราที่ก่อให้เกิดไลเคนบนแผ่น TLC

กล ุ่ม ตำแห น ่งค ่า  Rf ไอโซ เลต

1 0 .03 0 .09 0 .12 0 .19 0 .25 0.31 0 .32 0 .42 0.51 0 .56 0 .63 0 .66 0 .87 KY418

2 0 .03 0 .10 0 .19 0 .25 0.31 0 .32 0 .42 0 .63 0 .66 0 .87 NAN 76

3 0 .14 0.31 0 .42 0 .63 0 .66 0 .87 TSL 35

4 0 .06 0.31 0 .63
NAN 20, 106; NSR 52; PL 10; RN 5; 

SMS 17; TSL 32, 67, 72,103, 107

5 0 .15 0.31 0 .63 NAN 93

6 0.31 0 .63 NAN 107, NSR 6, NSR 16, NSR 37

7 0 .03 0 .13 0 .63 K R B  5

8 ไม่สามารถแยกองค์ประกอบทางเคมี NSR 34, TSL 63
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4.9 การส ิกษาฤฑ î f lน ก ารอ ับ ย ั้งจ ุส ิน ท ร ีย ์ท ด ส อบ ข อ งส ารส ก ัด ท ี่แ ย ก ได ้บ น แ ผ ่น  TLC

โดยว ิธ ีไบโอออโตกราร ี! (Bioautography)

จากการนำตัวอย่างราที่ก่อให้เกิดไลเคนที่เป็นตัวแทนในแ ต ่ละจีโนไทป๋ จำนวน 22 

ตัวอย่าง มาทำการทดลอบฤทธี้ในการยังยั้งจุลินทรีย์ทดสอบกับสารสกัดที่ได้ทำการแยก 

องค์ประกอบบนแผ่น TLC ด้วยระบบตัวทำละลายผสมระหว่างไดคลอโรมีเทนและเมทานอลใน 

อัตราส่วน 10 : 0.2 นำไปส่องภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร 

หลังจากน้ันนำแผ่น TLC ไปทดสอบหาตำแหน่งของสารท่ีมีฤทธ้ิยับย้ังจุลินทรีย์ทดสอบ 4 ชนิด โดย 

วิธีใบโอออโตกราทีเ พบว่า สารสกัดจากราท่ีก่อให้เกิดไลเคนไอโซเลต KY 418 เท่าน้ันท่ีมีฤทธิใน 

การยังย้ังจุลินทรีย์ทดสอบท้ัง 4 ชนิด ซึ่งปรากฏแถบของสารแยกออกมาจำนวน 13 ตำแหน่ง โดย 

มีค่า Rf เท่ากับ 0.04 0.09 0.12 0.19 0.25 0.29 0.31 0.42 0.51 0.56 0.63 0.66 และ 0.87 ซ่ึง 

พบว่าแถบของสารที่ตำแหน่ง Rf เท่ากับ 0.09 ออกฤทธี้ยับยั้งยีสต์ (Candida albicans) และ 

แถบของสารที,ตำแหน่ง Rf เท ่ากับ0.12 ออกฤทธี้ยับย้ังแบคทีเรีย {Staphylococcus aureus 

และ Escherichia co//) ในขณะท่ีแถบของสารที่ตำแหน่ง Rf เท่ากับ 0.56 ออกฤทธ้ิ'ยับย้ัง

แบคทีเรีย (£. coil) เท่าน้ัน ส่วน'ในกรณีของราเลัน'ใย Aspergillus n iger น้ัน พบ1ว่า ออกฤทธ 

ยับย้ังการสร้างสปอร์ในช่วงแถบของสารท่ีตำแหน่ง Rf เท่ากับ 0.09 - 0.56 ดังแสดงในภาพท่ี 4.7 

และ 4.8

Rf = 0.56

Rf = 0.12 
Rf = 0.09

Control KY 418

ภาพที่ 4.7 แสดงรูปแบบของแถบสารสกัดของราท่ีก่อให้เกิดไลเคนไอโซเลต KY 418บนแผ่น TLC
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ภาพที่ 4.8 แสดงการแยกและทดลอบฤทธี้ของสารสกัดจากไอโซเลต KY 418 

(A) ผลควบคุมลบ Staphylococcus aureus (B) การยับยัง Staphylococcus aureus

ณ Rf ท่ี 0.12

(C) ผลควบคุมลบ Escherichia coli (อ) การยับยัง Escherichia coli ณ Rf

ท่ี 0.12 และ 0.56

(E) ผลควบคุมลบ Candida albicans (F) การยับยัง Candida albicans ณ Rf

ท่ี 0.09

(G ) ผ ล ค ว บ ค ุม ล บ  Aspergillus niger (H) ก า ร ย ับ ย ัง  Aspergillus niger ณ  Rf

ร ะห ว ่า ง  0 .0 9  - 0 .56

[เค ร ื่อ ง ห ม า ย ล ูก ศ ร ช ี้ ( ◄—  ) ค ือ  จ ุด ท ี่เก ิด บ ร ิเว ณ ย ับ ย ั้ง เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ด ส อ บ ]
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