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บทคัดยอ 
 
  ทําการแยกราเอนโดไฟท จากพืชปาชายเลนในภาคใตของประเทศไทย และสุม
เลือกมา 300 isolates เพ่ือศึกษาการสราง lipase และ cellulase และ 180 isolates เพ่ือศึกษา
การสราง amylase และ protease ดวยวิธี plate method โดยทดสอบการสราง lipase, 
cellulase, amylase และ protease บนอาหารพื้นฐานที่เติม 1% tributyrin, 0.5% 
carboxymethylcellulose (CMC), 2% soluble starch และ 2% sodium caseinate เปน
สับสเตรท ตามลําดับ ประเมินผลโดยใชคา extracellular enzyme production ratios (EPR) คือ 
อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางของ clear zone ตอเสนผานศูนยกลางของโคโลนีรา พบวา
ราเอนโดไฟทจํานวน 31.7, 24.0 และ 1.1% ของราเอนโดไฟทที่นํามาทดสอบสามารถสราง 
lipase, cellulase และ amylase ไดตามลําดับ แตไมพบการสราง protease จากนั้นเลือก 
ราเอนโดไฟท 3 อันดับแรก ที่สามารถสราง lipase (MA1, MA2 และ PMA1 ) และ cellulase 
(MA130, MA145 และ MA150) ได นํามาทดสอบกิจกรรมในการสรางเอนไซม โดยทดสอบ
กิจกรรมของ cellulase โดยการเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี 1% CMC เปนสับสเตรท และ ในอาหาร
แข็งที่มีฟางขาว และฟางขาวผสมใบพืชปาชายเลนอัตราสวน 3:2 เปนสับสเตรท พบวาการเลี้ยง
ในอาหารเหลว เชื้อราทั้ง 3 isolates ไดแก MA 130, MA145 และ MA150 ใหคากิจกรรม
ใกลเคียงกัน โดยคากิจกรรมสูงสุดอยูระหวาง 0.2-0.3 U/ml สําหรับการเลี้ยงเชื้อในอาหารแข็งที่
มีฟางขาวเปนสับสเตรท โดยมีความชื้นเริ่มตน 75% และฟางขาวผสมใบพืชปาชายเลน
อัตราสวน 3:2 ซ่ึงมีความชื้นเริ่มตน 70% พบวาเชื้อราทั้ง 3 isolates สรางเอนไซม cellulase 
เม่ือเพาะเลี้ยงในอาหารแข็งไดดีกวาในอาหารเหลว และใหคากิจกรรมเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่
มีฟางขาวผสมใบพืชปาชายเลนไดสูงกวาการใชฟางขาวอยางเดียว โดยพบวา MA150 ใหคา
กิจกรรมในการสรางเอนไซมสูงที่สุดเทากับ 2.7 U/ml สวน MA130 และ MA145 ใหคากิจกรรม 
1.3 และ 1.1 U/ml ตามลําดับ การทดสอบกิจกรรมของ lipase โดยการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว
เพียงอยางเดียวโดยมี 1% tributyrin เปนสับสเตรทพบวาเชื้อราที่นํามาทดสอบไมสามารถสราง
เอนไซมไดในสภาวะดังกลาว นอกจากนี้ยังไดคัดเลือกราเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพในการ
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สราง lipase และ cellulase จํานวน 47 isolates มาศึกษาความสามารถในการสรางเอนไซม
ชนิดตางๆ ดวยชุดทดสอบ API ZYM test kit พบวาราเอนโดไฟทที่ทดสอบสามารถสราง
เอนไซมไดรวม 17 ชนิด จากเอนไซมที่ทดสอบทั้งหมด 19 ชนิด โดยเชื้อราทุก isolates 
สามารถสราง acid phosphatase (100%) รองลงมาคือ naphthol-AS-BI-phosphohydrolase 
(91.5%) และเชื้อราสวนใหญสรางเอนไซมกลุม lipase ชนิด esterase (C4) และ esterase 
lipase (C8) (57.5%) เม่ือนําราเอนโดไฟทที่มีศักยภาพในการสรางเอนไซม lipase และ 
cellulase รวมทั้งสิ้น 21 isolates ไปจัดจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาและขอมูลทาง
พันธุกรรมโดยวิเคราะหลําดับเบสบน ribosomal DNA สวน Internal Transcribed Spacers 
(ITS1-5.8S-ITS2, ITS) และ large subunit (LSU) สามารถจัดจําแนกไดทั้งหมด 19 isolates 
โดยพบวามีการกระจายตัวอยูใน phylum Basidiomycota และ Ascomycota รวม 6 orders 
ไดแก Agaricales, Capnodiales, Pleosporales, Botryosphaeriales, Diaporthales และ 
Xylariales โดยมี 2 isolates ที่ไมสามารถจัดจําแนกไดคือ MA132 และ MA148 สําหรับ 
ราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซม lipase ไดแก MA1, MA2 และ PMA1 แยกไดจากตนแสมดํา 
(Avicennia officinalis) จําแนกไดเปน Diaporthe sp. MA1, Diaporthe sp. MA2 และ 
Cladosporium sp. PMA1 สวนราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซม cellulase ไดแก MA145, MA130 
และ MA150 ที่แยกไดจากตนโกงกางใบใหญ (Rhizophora mucronata) ตนตะบูน (Xylocarpus 
granatum) และตนฝาดดอกแดง (Lumnitzera littorea) จําแนกไดเปน Pleosporales sp. 
MA130, Botryosphaeriales sp. MA145 และ Massarina corticola MA150 ตามลําดับ จากผล
การทดลองทั้งหมดแสดงใหเห็นวา ราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนมีความหลากหลายทาง
ชีวภาพ และสามารถสราง lipase และ cellulase ได  
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ABSTRACT 

 
  Endophytic fungi were isolated from mangrove plants in the south of 
Thailand. Three hundred isolates were screened for their abilities to produce lipase and 
cellulase and 180 isolates were screened for amylase and protease production using 
basal medium supplemented with 1% tributyrin, 0.5% carboxymetylcellulose (CMC), 2% 
soluble starch and 2% sodium caseinate for lipase, cellulase, amylase and protease, 
respectively. The ratio of clear zone diameter to that of colony diameter were calculated 
and recorded as extracellular enzyme production ratios (EPR). 31.7, 24.0 and 1.1% of 
the tested fungi exhibited lipase, cellulase and amylase activities, respectively while 
none of them produced protease. The first three lipase producers (MA1, MA2 and 
PMA1) and cellulase producers (MA130, MA145 and MA150) were evaluated for 
enzyme production. Cellulase activity was evaluated using both submerged and solid 
substrate fermentations. It was found that MA130, MA145 and MA150 exhibited the 
highest activities between 0.2-0.3 U/ml in submerged fermentation wiht 1% CMC as 
substrate. For solid substrate fermentation using rice straw with 75% moisture and rice 
straw mixed with mangrove leaves 3:2 with 70% moisture as substrate, it was found 
that all tested fungi exhibited higher activities than submerged fermentation. The 
cellulase activities of fungi cultured on rice straw mixed with mangrove leaves 3:2 were 
higher activities than those on rice straw only. Isolate MA150 exhibited the highest 
activity of 2.7 U/ml followed by MA130 and MA145 with 1.3 and 1.1 U/ml, respectively 
in the solid substrate fermentation. Lipase production was evaluated using only 
submerged state fermentation with 1% tributyrin as substrate. No lipase activity was 
detected under this condition. Moreover, 47 isolates of fungi that produced lipase or 
cellulase were selected for other enzyme detection using API ZYM test kit. A total of 17 
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enzymes were detected from these fungi. All of them produced acid phosphatase 
(100%) followed by naphthol-AS-BI-phosphohydrolase (91.5%). Most of them produced 
lipolytic enzymes, esterase (C4) and esterase lipase (C8) (57.5%). Twenty-one isolates 
which produced lipase or cellulase were identified based on morphology and the 
ribosomal DNA-Internal Transcribed Spacers (ITS1-5.8S-ITS2) and large subunit (LSU) 
analyses. It was revealed that 19 isolates belonged to six orders; Agaricales, 
Capnodiales, Pleosporales, Botryosphaeriales, Diaporthales and Xylariales. Two isolates 
were unidentified. Lipase producers: MA1, MA2 and PMA1 were from Avicennia 
officinalis. Cellulase producers: MA145, MA130 and MA150 were from Rhizophora 
mucronata, Xylocarpus granatum and Lumnitzera littorea, respectively. These isolates 
were identified as Diaporthe sp. MA1, Diaporthe sp. MA2, Cladosporium sp. PMA1, 
Pleosporales sp. MA130, Botryosphaeriales sp. MA145 and Massarina corticola MA150. 
The results indicated that endophytic fungi from mangrove plants were diverse and able 
to produce lipase and cellulase. 
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TGIST)  สั งกั ดสํ านั ก ง านพัฒนาวิ ทย าศาสตร แ ล ะ เทค โน โลยี แห ง ช าติ  (สวทช . ) 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
บทนําตนเรื่อง 

 
มีการประมาณการกันวาความหลากหลายทางชีววิทยาของเชื้อราในโลกมีประมาณ  

1.5 ลานสายพันธุ พบในประเทศไทยประมาณ 6,000 สายพันธุ (Jones and Hyde, 2004)  
ราบกเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมากมายหลายชนิดแตเน่ืองจากมีการทําวิจัยกัน
อยางแพรหลายเปนเวลานาน ทําใหปจจุบันการที่จะคนพบสารเมทาบอไลทใหมๆ จากราบกมี
นอยลงดังน้ันจึงมีผูสนใจคนหาสารเมทาบอไลทจากรากลุมอ่ืนๆ เชน ราทะเล และ ราเอนโดไฟท 
เพ่ิมมากขึ้น ภาคใตของไทยมีพ้ืนที่ติดทะเล ทําใหมีทรัพยากรปาชายเลนกระจายอยูในหลาย
พ้ืนที่ มีรายงานการวิจัยหลายฉบับเกี่ยวกับเชื้อราที่เกี่ยวของกับปาชายเลน แตการศึกษา
เกี่ยวกับเชื้อราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนยังจํากัดอยูในวงแคบ (Maria et al., 2005) ราเอน
โดไฟทเปนราที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช โดยไมทําใหเกิดโรค สันนิษฐานไดวามีอยูในพืชทุก
ชนิด (Gao et al., 2005; Muller et al., 2001; Lumyong et al., 2002) ราเอนโดไฟทเปนแหลง
ของสารเมทาบอไลทที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่มีประโยชนทางดานการแพทย การเกษตร และทาง
อุตสาหกรรม (Tan and Zou, 2001) โดยเฉพาะเอนไซม มีรายงานพบเอนไซมหลายชนิดที่สราง
โดยราเอนโดไฟท โดยราจะสรางเอนไซมเพ่ือการเขาสูพืชที่เปนเจาบาน เพ่ือการแพรพันธุและ
การเจริญเติบโต ตัวอยางเอนไซมที่สรางจากราเอนโดไฟท เชน pectinase, xylanase, 
cellulase และ lipase สวนเอนไซม protease และ phenoloxidase พบไดไมบอยนัก (Wang et 
al., 2006)  

อุตสาหกรรมหลายประเภทจําเปนตองใช เอนไซม พ้ืนฐานหลายชนิดเพื่อเพ่ิม
ประสิทธิภาพในกระบวนการผลิตและเพิ่มประสิทธิภาพของผลิตภัณฑโดยเฉพาะเอนไซม 
lipase, cellulase, amylase และ protease ซ่ึงเอนไซมเหลานี้พบไดในพืช สัตว และจุลินทรีย
ตางๆ ทั้งรา ยีสต และแบคทีเรีย โดยการผลิตเอนไซมจากเชื้อราไดรับความสนใจเปนอยางมาก 
เน่ืองจาก เลี้ยงงายและใหผลผลิตสูงสามารถนําไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมตางๆ ที่ตองใช
เอนไซมเขามาเกี่ยวของ เอนไซม lipase ใชในอุตสาหกรรมหลายประเภท เชน ผงซักฟอก 
ผลิตภัณฑนม และกระบวนการผลิตเครื่องหนัง เปนตน เอนไซม cellulase นํามาใชในการยอย
สลายวัสดุเหลือทิ้งจําพวกเซลลูโลส เชน วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ใชในอุตสาหกรรม 
อาหารสัตว และอุตสาหกรรมกระดาษ และสิ่งทอ เปนตน เอนไซม amylase นํามาใชใน
กระบวนการยอยสลายแปง ใชในอุตสาหกรรมสิ่งทอและการผลิตผงซักฟอก เปนตน และ
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เอนไซม protease ใชในอุตสาหกรรมผลิตอาหาร การผลิตผงซักฟอก และอุตสาหกรรมยา  
เปนตน (Kavitha et al., 1997) นอกจากนี้เอนไซม lipase, protease และ amylase ยังมี
บทบาทในการจัดการสิ่ งแวดลอม โดยใช ในการบําบัดน้ํ า เสียและขยะในชุมชนดวย  
(ขจีนาฏ, 2541) เน่ืองจากการเติบโตของอุตสาหกรรมตางๆ เหลานี้ทําใหความตองการในการ
ใชเอนไซมเพ่ิมขึ้น จึงจําเปนตองหาแหลงของเอนไซมใหมๆ เพ่ือสนองตอบความตองการของ
ภาคอุตสาหกรรม (Torres et al., 2003)  
 
บทตรวจเอกสาร 

 
1.1 ปาชายเลน  
 

ปาชายเลนหรือปาโกงกาง มีชื่อภาษาอังกฤษวา “mangrove forest”, “intertidal forest”, 
“coastal woodlands” หรือ “oceanic rain forests” เปนกลุมสังคมพืชที่ขึ้นอยูตามแนวชายฝง 
ในเขตนํ้าลงต่ําสุด และน้ําขึ้นสูงสุด บริเวณปากแมนํ้า อาว ทะเลสาบ บึงน้ําเค็ม และเกาะ ซ่ึง
เปนบริเวณที่นํ้าทะเลทวมถึง (Kathiresan and Bingham, 2001; Sridhar, 2004) อีก
ความหมายหนึ่งหมายถึงสังคมพืชที่ประกอบดวยพันธุไมหลายชนิดหลายตระกูล ทั้งไมยนืตนซึ่ง
เปนพวกที่มีใบเขียวตลอดป (evergreen species) ซ่ึงสวนใหญเปนไมไมผลัดใบ นอกจากนี้ยังมี
พันธุพืชอ่ืนๆ เชน ไมพุม ปาลม และเฟรน ที่มีการปรับตัวทางโครงสรางที่คลายคลึงกัน  
ทําใหสามารถเจริญเติบโตในที่ที่นํ้าทะเลทวมถึง ดินเปนดินเลน หรือดินเลนปนทราย และ
สามารถทนตอสภาวะที่มีเกลือได การเจริญเติบโตของพันธุไมในปาชายเลนจะขึ้นอยูกับแนวเขต 
แตละแนวเขตจะประกอบดวยพืชกลุมเดียวกัน ซ่ึงแตกตางไปจากสังคมพืชบก โดยสวนใหญ 
ปาชายเลนจะแพรกระจายอยูในบริเวณแถบโซนรอน (tropical region) สวนเขตเหนือหรือใต
โซนรอน (sub-tropical region) จะพบปาชายเลนอยูบางแตไมมาก (Gilbert et al., 2002; 
Cheng et al., 2008)  

พ้ืนที่ปาชายเลนมีประมาณ 1 ใน 4 ของพ้ืนที่ชายฝงโดยแพรกระจายอยูใน  
112 ประเทศทั่วโลก (Sridhar, 2004) สวนใหญมักพบปาชายเลนในกลุมประเทศภูมิภาค 
เอเชียตะวันออกเฉียงใต โดยเฉพาะในประเทศอินโดนีเซีย มาเลเซีย พมา และไทย เปนตน 
พ้ืนที่ปาชายเลนของโลกมีประมาณ 113,428,089 ไร อยูในเขตรอน 3 เขตใหญ คือ เขตรอน
แถบเอเชีย มีพ้ืนที่ประมาณ 52,559,339 ไร หรือ รอยละ 46.4 ของปาชายเลนทั้งหมด (รูปที่ 1) 
โดยประเทศอินโดนีเซียมีปาชายเลนมากที่สุดถึง 26,568,818 ไร สําหรับในเขตรอนอเมริกา  
มีพ้ืนที่ปาชายเลนทั้งหมดประมาณ 39,606,250 ไร หรือรอยละ 34.9 ของพื้นที่ปาชายเลน
ทั้งหมด ในเขตรอนอเมริกา ประเทศบราซิลมีพ้ืนที่ปาชายเลนประมาณ 15,625,000 ไร รองจาก
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อินโดนีเซีย สวนเขตรอนอัฟริกามีพ้ืนที่ปาชายเลนนอยที่สุดประมาณ 21,262,500 ไร หรือ 
รอยละ 18.7 ของพื้นที่ปาชายเลนทั้งหมด โดยประเทศไนจีเรียมีพ้ืนที่ปาชายเลน 6,062,500 ไร 
(www.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9B%E0%B9%88%E0%B8%B2%E0%B8%8A%E0%B
8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%99) 

                                                                                  

     
                                

 
รูปที่ 1 พ้ืนที่ปาชายเลนของโลก (ก) พ้ืนที่ปาชายเลนโดยรวมของโลก (ข) พ้ืนที่ปาชายเลน 

เปรียบเทียบกันระหวางภูมิภาคตางๆ ของโลก  
ที่มา: (ก) http://www.dmcr.go.th/st03/forest2.html  
        (ข) Kathiresan and Bingham (2001) 
 

1.1.1 การแพรกระจายของพื้นที่ปาชายเลนในประเทศไทย  
ประเทศไทยมีพ้ืนที่ปาชายเลนมากเปนอันดับ 9 ของประเทศในเขตรอนแถบเอเชีย 

ตลอดชายฝง 24 จังหวัด ประมาณ  2,614 กิโลเมตร เปนพ้ืนที่ปาชายเลนรอยละ 36  
ของความยาวชายฝงทั้งหมด โดยปาชายเลนในประเทศไทยมีแหลงแพรกระจายในบริเวณ
ชายฝงทะเลตะวันออก ภาคกลาง และภาคใต ซ่ึงจากการสํารวจเม่ือป 2543 (ตารางที่ 1) พบวา
มีพ้ืนที่ปาชายเลนประมาณ 2441.61 ตารางกิโลเมตร การกระจายและปริมาณของพื้นที่ 
ปาชายเลนในจังหวัดตางๆ ของประเทศไทย สวนมากจะมีมากทางภาคใต ประมาณ 
1,525,997.67 ไร หรือ โดยพบทั้งชายฝงตะวันออกซึ่งติดกับอาวไทย และฝงตะวันตกดานทะเล
อันดามัน สวนภาคตะวันออกมีประมาณ 142,130 ไร และภาคกลางบริเวณอาวไทยตอนบนมี
พ้ืนที่ปาชายเลนนอยมากประมาณ 75,335 ไร ของพ้ืนที่ปาชายเลนทั้งหมดของประเทศ  
(รูปที่ 2)  

ภาคใตซ่ึงมีเน้ือที่ประมาณ  1,566,381.25 ไร โดยจะพบปาชายเลนเปนแนวยาว
ติดตอกันทางชายฝ งทะเลดานตะวันตกหรือดานทะเลอันดามันในเขตจังหวัดระนอง  
พั งงา  กระบี่  ตรั ง  และสตู ล  ส วนชายฝ งตะวั นออกห รือด านอ าว ไทย  จะพบตาม 

ก ข 
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ปากแมนํ้า และลําน้ําใหญๆ ในจังหวัดชุมพร สุราษฎรธานี นครศรีธรรมราช สงขลา และปตตานี
(http://www.forest.go.th/stat/stat44/TAB3.html; 
http://www.kmitl.ac.th/agritech/nutthakorn/sproject/patcharapong/mangrove/index.html; 
http://www.talaythai.com/Education/42620260e/42620260e.php3) 
 

 
  

รูปที่ 2 การแพรกระจายของพื้นที่ปาชายเลนในประเทศไทย 
ที่มา: http://www.dmcr.go.th/st03/forest2.html 
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ตารางที่ 1 ขอมูลพ้ืนที่ปาชายเลนในประเทศไทย สํารวจเม่ือ ป พ.ศ. 2543 
 

จังหวัด 
พื้นที่จังหวัด 

(ตารางกิโลเมตร) 
พื้นที่ปาชายเลน 
(ตารางกิโลเมตร) 

% 

กรุงเทพมหานคร 1,569.98 3.2 0.2 
สมุทรสาคร 858.41 33.8 3.9 
สมุทรสงคราม 409.01 24.6 6.0 

เพชรบุรี 6,220.65 57.5 0.9 
ประจวบคีรีขนัธ 6,366.92 1.5 0.0 

ตราด 2,853.95 92.5 3.2 
จันทบุรี 6,271.20 99.8 1.6 
ระยอง 3,699.60 13.3 0.4 
ชลบุรี 4,483.56 10.4 0.2 

ฉะเชิงเทรา 5,176.60 11.4 0.2 
ชุมพร 5,980.68 80.1 1.3 

สุราษฎรธาน ี 13,138.54 35.3 0.3 
นครศรีธรรมราช 9,970.80 98.8 1.0 

พัทลุง 3,740.41 31.6 0.8 
สงขลา 7,790.25 46.7 0.6 
ปตตาน ี 1,957.06 35.7 1.8 
ระนอง 3,128.16 252.7 8.1 
พังงา 3,950.25 454.6 11.5 
ภูเก็ต 543.16 19.2 3.5 
กระบี ่ 4,796.96 350.0 7.3 
ตรัง 4,823.71 335.0 6.9 
สตูล 2,610.35 353.4 13.5 

นราธิวาส 4,487.51 0.7 0.0 

รวมทั้งประเทศ 104,827.72 2,441.61 2.3 

ที่มา: http://www.forest.go.th/stat/stat44/TAB3.html 
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1.1.2 พันธุไมในปาชายเลน (www.talaythai.com/Education/42620260e/42620260e.php3) 
ในปาชายเลนมีไมชนิดตางๆ ทั้งไมยืนตนและไมพุม จากการสํารวจพันธุไมปาชายเลน

ของประเทศไทย พบวามีจํานวน  35 วงศ 53 สกุล และ 74 ชนิด ไมเหลานี้อาจจําแนกไดเปน 
2 ประเภท ไดแก ไมที่เดนและไมอ่ืนๆ ไมที่เดนและสําคัญเปนองคประกอบหลักของปาชายเลน 
เชน วงศ  Rhizophoraceae โดยเฉพาะในสกุล โกงกาง (Rhizophora) ซ่ึงประกอบดวย  
โกงกางใบเล็ก (Rhizophora apiculata) โกงกางใบใหญ (Rhizophora mucronata) สกุลไมโปรง 
(Ceriops) ซ่ึงไดแก โปรงขาว (Ceriops decandra) โปรงแดง (Ceriops tagal) สกุลไมถั่ว 
(Bruguiera) ซ่ึงไดแก ถั่วขาว (Bruguiera cylindrica) ถั่วดํา (Bruguiera parviflora) พังกาหัวสุม
ดอกแดง (Bruguiera gymnorrhiza) และพังกาหัวสุมดอกขาว (Bruguiera sexangula) พันธุไม 
ในวงศ Meliaceae ไดแก ตะบูนขาว (Xylocarpus granatum) และตะบูนดํา (Xylocarpus 
moluccensis) วงศ Avicenniaceae ไดแก แสมขาว (Avicennia alba) และแสมดํา (Avicennia 
officinalis) และพันธุไมในวงศ  Sonneratiaceae ไดแก ลําพู (Sonneratia caseolaris)  
และลําแพน (Sonneratia ovata) ไมอ่ืนๆ เชน ตาตุม (Excoecaria agallocha) หงอนไกทะเล 
(Heritiera littoralis) ฝาดดอกแดง (Lumnitzera littorea) ฝาดดอกขาว (Lumnitzera racemosa) 
หลุมพอทะเล (Intsia bijuga) และสีงํ้า (Soyphiphora hydrophyllacea) เปนไมที่ขึ้นประกอบ
ปะปนไปกับไมประเภทเดนและสําคัญในบางพื้นที่ สําหรับไมพ้ืนลางหรือไมที่ขึ้นอยูบริเวณพื้น
ปาชายเลนมีอยูหลายชนิดดวยกัน เชน จาก เปง หวายลิง เหงือกปลาหมอ พวกเถาวัลย และ
พวกปรง เปนตน 
 
1.1.3 การปรับตัวของพืชปาชายเลน  
(www.talaythai.com/Education/42620260e/42620260e.php3) 

พันธุพืชทุกชนิดในปาชายเลน มีการปรับตัวเปลี่ยนแปลงลักษณะบางประการของ 
สวนตางๆ ทั้งลําตน ใบ ดอก ผล ตลอดจนระบบรากใหเหมาะสม เพ่ือทนทานตอสภาพแวดลอม 
ปาชายเลน โดยสามารถอยูรอด เจริญเติบโต และแพรกระจายพันธุตอไปอยางตอเน่ือง ไดแก 

1. เซลลผิวใบมีผนังหนา เปนแผนมัน และมีปากใบ (stoma) ที่ผิวใบดานลางลักษณะ
เชนนี้พบในพืชทุกชนิดในปาชายเลน ซ่ึงมีหนาที่สําหรับปองกันการระเหยของน้ําจากสวนของ
ใบ 

2. มีตอมขับเกลือ (salt glands) พบอยูทั่วไปในสวนของใบแสม ลําพู ลําแพน และ
เหงือกปลาหมอ เปนตน หนาที่สําคัญของตอมขับเกลือ คือ ควบคุมระดับความเขมขนของเกลือ
ในพืชโดยขับออกจากสวนใบ 

3. ใบมีลักษณะอวบน้ํา (succulent leaves) โดยเฉพาะพืชพวกโกงกาง (Rhizophora) 
และลําพู-ลําแพน (Sonneratia) ซ่ึงเปนลักษณะที่ชวยเก็บรักษาน้ําจืด  
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4. มีรากหายใจ (aerial roots) พบในพืชปาชายเลนเกือบทุกชนิด ซ่ึงแตละชนิดจะมีราก
หายใจลักษณะตางกันไป เชน แสม มีรากหายใจโผลจากดิน สวนโกงกาง รากหายใจแทงออก
จากตนลงดิน เพ่ือชวยค้ํายันลําตนดวย 

5. มีผลงอกขณะติดอยูบนลําตน ที่เรียกวา vivipary เชน ในโกงกางซึ่งในดอก 1 ดอก 
มีรังไข (ovary) 1 อัน และมีโอวุล 4 อัน แตมีเพียงโอวุลเดียวที่เจริญเติบโตเปนเมล็ด และเมล็ด
ของพืชน้ีไมมีการฟกตัว จะเจริญเติบโตทันทีขณะผลยังติดบนตนแม จัดเปน viviparous seed 
เพราะสวนของตนออน (embryo) ในเมล็ดจะงอกสวนของรากออน (radicle) แทงทะลุออกมา
ทางปลายผล ตามดวยสวนของ hypocotyl ซ่ึงจะยืนยาวออกกลายเปนฝกยาว 1-2 ฟุต  
เม่ือฝกแกเต็มที่จะหลนปกเลนโคนตน หรือลอยไปตามกระแสน้ํา ตอมาจะงอกรากและ
เจริญเติบโตเปนตนใหมตอไป นอกจากโกงกางแลว ยังมีไมถั่ว พังกาหัวสุม โปรง ตนจาก 
เล็บมือนาง และแสม คือ พบผลหรือฝกหลุดจากตนแมแลวสามารถเจริญเติบโตทางดานความสูง
อยางรวดเร็ว และชูขึ้นเหนือนํ้าในระยะสั้น 

6. ตนออนหรือผลแกลอยน้ําได ทําใหสามารถแพรกระจายพันธุโดยทางน้ําไดอยางดี 
พบในพืชเกือบทุกชนิดในปาชายเลน 

7. มีระดับสาร tannin ในเนื้อเยื่อสูง และแตกตางกันออกไปในแตละชนิด การปรับตัวน้ี
อาจจะเกิดขึ้นเพ่ือการปองกันอันตรายจากพวกเชื้อราตางๆ 

8. สามารถทนทานได ในสภาวะที่ระดับความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดในใบสูง
ทั้งนี้ เพ่ือความอยูรอดเมื่อขึ้นอยูในน้ําทะเลที่เค็มได พันธุพืชทุกชนิดในปาชายเลนสามารถ
ปรับตัวดังกลาวนี้ได 
 
1.2 ความสําคัญของเชื้อรา 
 

เชื้อราเปนกลุมของจุลินทรียที่มีมากมายหลายชนิด พบแพรกระจายอยูทั่วไปใน
ธรรมชาติ เชน ในอากาศ ในน้ํา ในดิน บางชนิดอยูกับสวนประกอบตางๆ ของพืช เชน บนผิว
ของพืช (epiphytic fungi) ภายในเซลลพืช (endophytic fungi) และอยูกับรากพืช (mycorrhiza) 
เปนตน ราบางชนิดอาศัยอยูกับแมลง และในสิ่งแวดลอมอ่ืนๆ เชน อยูกับซากพืช ซากสัตว  
เปนตน (Rossman, 1994) โดยเชื้อราเปนแหลงของเอนไซม และสารผลิตภัณฑธรรมชาติ  
(natural products) สามารถนําไปใชประโยชนทางดานอุตสาหกรรม และการประยุกตใช
ทางดานเทคโนโลยีชีวภาพตางๆ (Lodge, 1997; Cheng et al., 2008; Raghukumar, 2008) 
การนําเชื้อรามาใชประโยชน เชน สรางสารตานจุลินทรีย (Wiyakrutta et al., 2004; Mygind et 
al., 2005) การผลิตเอนไซม (Lumyong et al., 2002; Urairuj et al., 2003) ใชในกระบวนการ
ผลิตอาหาร การผลิตยารักษาโรค เปนสารควบคุมทางชีวภาพ (Cheng et al., 2008) เปนตน 
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ดวยเหตุน้ีจึงทําใหเชื้อราเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีความนาสนใจในการศึกษา 
เพ่ือนําไปประยุกตใชในดานตางๆ ดังกลาวมาแลวขางตน (Ho et al., 2003)  

นอกจากนี้ บทบาทหนาที่ที่สําคัญของเชื้อราในระบบนิเวศนคือเปนผูยอยสลายเริ่มแรก
ในธรรมชาติ (Georgieva et al., 2005) เน่ืองจากเชื้อราเปนจุลินทรียที่มีความสามารถในการ
สรางเอนไซมไดหลายชนิดเพื่อยอยสลายและเปลี่ยนแปลงองคประกอบของสับสเตรท 
(substrate) เพ่ือใหสับสเตรทเนาเปอยและกลายเปนอาหารของจุลินทรียอ่ืนๆ ในระบบนิเวศน 
(Jordaan et al., 2006) ซ่ึงเชื้อราเพียงชนิดเดียวไมสามารถสรางเอนไซมเหลานี้ไดทั้งหมด 
ดังนั้นจึงตองอาศัยเชื้อราหลายชนิดที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมตางๆ เพ่ือการยอย
สับสเตรทที่สมบูรณ (Kaushik and Hynes, 1971) ซ่ึงมีการคาดการณกันวาราเอนโดไฟทนาจะ
เปนแหลงที่มีการสรางเอนไซมที่สําคัญและเปนผูยอยสลายที่ดีหลังจากที่พืชเจาบานเสื่อมสภาพ 
(Muller et al., 2001; Osono et al., 2004)  

 
1.3 เอนไซม 
 

เอนไซม คือ โปรตีนที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยา และมีบทบาทในการควบคุมกระบวนการ
ทางชีวเคมีในเซลลของสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ ไดแก พืช สัตว และจุลินทรีย ในปฏิกิริยาที่มีเอนไซม
เปนตัวเรงนั้น สารที่เขาทําปฏิกิริยากันมีชื่อเรียกวาสับสเตรท โดยสวนใหญแลวเอนไซมชนิด
หน่ึงๆ จะสามารถเรงปฏิกิริยาที่มีสับสเตรทชนิดใดชนิดหนึ่งโดยเฉพาะเทานั้นนอกจากนี้
เอนไซมยังมีบทบาทสําคัญในการยอยสลายสารอินทรีย การกอโรคในเจาบาน และการเนาเสีย
ของอาหาร เปนตน ดังน้ันจึงสามารถแยกเอนไซมไดจากสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เชน พืช สัตว และ 
จุลินทรีย การนําเอนไซมไปใชประโยชนมีมาอยางยาวนาน โดยนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรม
ตางๆ เชน อุตสาหกรรมเครื่องนุงหม และสิ่งทอ (amylase, cellulase, oxidoreductase) 
อุตสาหกรรมสารซักลางและสารทําความสะอาด (protease, lipase, cellulase, oxidoreductase) 
อุตสาหกรรมอาหาร  (pectinase, protease, cellulase, oxidase) อุตสาหกรรมกระดาษ 
(xylanase, oxidoreductase, lipase) และ อุตสาหกรรมเครื่องหนัง (protease, lipase) เปนตน 
ซ่ึงจุลินทรียไดแก ยีสต รา และ แบคทีเรีย เปนแหลงของเอนไซมที่สําคัญตางๆ หลายชนิด 
(ตารางที่ 2) เน่ืองจากจุลินทรียสามารถสรางเอนไซมไดหลากหลายชนิด พบไดบอย มีไมจํากัด 
นอกจากนี้ยังสามารถเพิ่มผลผลิตไดโดยการปรับปรุงสายพันธุ ซ่ึงไมสามารถทําไดในสัตว  
และพืช ทําใหในปจจุบันมีเอนไซมทางการคาหลายชนิดที่ผลิตจากจุลินทรีย ซ่ึงมีคุณสมบัติ 
แตกตางกัน ขึ้นกับชนิดของจุลินทรียและการควบคุมสภาวะในการผลิต (จุรีรัตน, 2541; Alves 
et al., 2002)  
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ตารางที่ 2 ตัวอยางเอนไซมที่ผลิตโดยเชื้อรา  
 

จุลินทรีย เอนไซมที่เชือ้สราง 
Humicola lanuginosa, Aspergillus niger, 
 A. flavus, Mucor miehei,  
Cunninghamella echinulata  

lipase, lipoprotein lipase 

Trichoderma sp., A. niger, Rhizopus sp. protease 
A. niger subsp. awamori,  
Trichoderma reesei 

cellulase, β- glucosidase 

A. niger xylanase 
Phanerochaete chrysosporium, H. grisea lignin peroxidase, manganese 

peroxidase, laccase 
A. niger mannanase 
A. niger phytase 
Fusarium sp. chitinase 

  ที่มา: Ibrahim (2008) 

 

เชื้อราจัดเปนแหลงสําคัญในการผลิตเอนไซม โดยสวนใหญเชื้อราสามารถสรางเอนไซม
ออกมาภายนอกเซลล (extracellular enzyme) เพ่ือเรงปฏิกิริยาในการยอยสลายสารประกอบ
โมเลกุลใหญๆ ที่มีลักษณะโครงสรางทางเคมีที่สลับซับซอนและไมละลายน้ํา เชน เซลลูโลส  
เฮมิเซลลูโลส และ ลิกนิน เพ่ือยอยวัสดุเหลานั้นใหเปนโมเลกุลเล็กๆ ที่สามารถละลายน้ําได 
และนําเขาสูเซลลได (Kathiresan and Bingham, 2001) ดังน้ันเชื้อราจึงเปนแหลงของเอนไซมที่
สําคัญหลายชนิด ไดแก 
 
1.3.1 เอนไซม lipase 

กลุมของเอนไซมยอยสลายไขมัน  (lipolytic enzyme) ไดแก เอนไซม esterase 
(carboxylesterases EC 3.1.1.1) และ เอนไซม lipase (triacylglycerol acylhydrolases EC. 
3.1.1.3) เรียกอีกชื่อหน่ึงวา glycerol ester hydrolase หรือ acylglycerol hydrolase โดย
เอนไซมทั้งสองชนิดนี้เปนเอนไซมในกลุมไฮโดรเลส (hydrolase) ที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการ
ยอยสลายโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ตรงพันธะเอสเทอรของสับสเตรท โดยเอนไซม lipase  
เรงปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรทที่ไมละลายน้ําโดยทําปฏิกิริยาตรงผิวระหวางน้ํากับ
สับสเตรท ระหวางกรดไขมันโมเลกุลยาวกับกลีเซอรอลไดผลิตภัณฑเปนไดกลีเซอไรด  
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โมโนกลีเซอไรด กรดไขมัน และ กลีเซอรอล ปฏิกิริยาสามารถเกิดแบบยอนกลับไดเม่ือสภาวะ
ตางๆ ในปฏิกิริยาเหมาะสม (Torres et al., 2003; Hiol et al., 1999; Maia et al., 1999; Gulati 
et al., 2005) ในทางตรงขามถาสับสเตรทสามารถละลายน้ําไดเอนไซม lipase จะทํางานไดชา
มาก ในขณะที่เอนไซม esterase มีความสามารถในการยอยสลายสับสเตรทที่สามารถละลายน้ํา
ได นอกจากนี้แลวเอนไซม lipase มีความสามารถในการยอยสลายสับสเตรทที่มีคารบอน
อะตอมมากกวาหรือเทากับ 10 สวน esterase มีความสามารถในการยอยสลายสับสเตรทที่มี
จํานวนคารบอนอะตอมนอยกวาหรือเทากับ 10 (Fucinos et al., 2005) จํานวนอะตอมของกรด
ไขมันแตละชนิดแสดงดังตารางที่ 3 

Lipase ถูกนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมและการสังเคราะหสารตางๆ มากมาย เชน 
อุตสาหกรรมการผลิตโกโกบัตเตอร และสารลดแรงตึงผิว ใชในกระบวนการผลิตอาหาร  
ใชในทางเภสัชกรรม อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง และอุตสาหกรรมสารซักลาง เปนตน เชื้อราที่
สามารถสรางเอนไซม lipase มีหลายชนิด เชน M.  hiemalis f. hiemalis, Rhizopus oryzae,  
A. sydowii, F. verticillioides เปนตน (Hiol et al., 1999)   
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ตารางที่ 3 จํานวนคารบอนอะตอมของกรดไขมันแตละชนิด 
 

Systemic name Trivial name Carbon atom 
butanoic acid butyric acid 4 
pentanoic acid valeric acid 5 
hexanoic acid caproic acid 6 
octanoic acid caprylic acid 8 
nonanoic acid pelargonic acid 9 
decanoic acid capric acid 10 
dodecanoic acid lauric acid 12 
tetradecanoic acid myristic acid 14 
hexadecanoic acid palmitic acid 16 
heptadecanoic acid margaric (daturic) acid 17 
octadecanoic acid stearic acid 18 
eicosanoic acid arachidic acid 20 
docosanoic acid behenic acid 22 
tetracosanoic acid lignoceric acid 24 
hexacosanoic acid cerotic acid 26 
ที่มา: http://www.cyberlipid.org/fa/acid0001.html 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

11 



 

 

1.3.2 เอนไซม cellulase 
เอนไซม cellulase (EC 3.2.1.4) เปนกลุมของ hydrolytic enzyme ที่สามารถยอยสลาย

เซลลูโลสใหเปนนํ้าตาลรีดิวซ เชน นํ้าตาลกลูโคส cellulase มีบทบาทสําคัญในกระบวนการยอย
สลายสวนประกอบของพืชซ่ึงสวนใหญประกอบดวยลิกโนเซลลูโลส โดยทั่วไปเชื้อราจะสราง
เอนไซม cellulase ซ่ึงประกอบดวยเอนไซมยอยๆ 3 ชนิด ดังน้ี (Romeo et al., 1999) 

1 Endo-1,4-β-D-glucanase (CMCase (EC. 3.2.1.4)) ทําหนาที่ยอยโมเลกุลของ
เซลลูโลสทั้งในรูปที่เปนระเบียบ และไมเปนระเบียบ (amorphous) รวมทั้งโมเลกุลของ 

cellooligomer ที่ตําแหนง β -1,4 แบบสุมทําใหได oligomer และเซลโลไบโอส 

2 Exo-1,4-β-D-glucanase (FPase (EC. 3.2.1.91)) หรือ 1,4-β-D-glucan 

cellobiohydrolase (CBH) เปนเอนไซมที่ทําหนาที่รวมกับเอนไซม endo-β-1,4-glucanase  
ในการยอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสโดยยอยจากปลายดาน non-reducing ผลิตภัณฑที่ไดจาก
การยอยสลายสวนใหญ คือ นํ้าตาลเซลโลไบโอส 

3 β-D-Glucoside glucanohydrolase (cellobiase (EC. 3.2.21)) หรือ β-glucosidase  
ทําหนาที่ยอยโมเลกุลของเซลโลไบโอส และ cellooligosaccharide ใหเปนกลูโคส 

การทํางานของเอนไซมทั้ง 3 ตัวน้ีในการยอยสลายเซลลูโลส เปนการทํางานรวมกัน 
ในรูปแบบที่เรียกวา synergistic action โดย endoglucanase จะยอยสลายแบบสุม ทําใหไดสาย
เซลลูโลสที่เหมาะสมที่ exoglucanase จะเขาทําปฏิกิริยาตอได รวมทั้งยอยในสวน crystalline 

cellulose ไดเซลโลไบโอส ซ่ึง β-glucosidase จะยอยตอไดกลูโคส 2 โมเลกุล (สมรักษ, 2537) 
ตัวอยางเชื้อราที่สามารถสรางเอนไซม cellulase ได เชน Acremonium cellulolyticus, 

A. fumigatus, Trichoderma reesei และ A. niger เปนตน (Mahakhan, 2007) เอนไซม 
cellulase ไดนํามาใชอุตสาหกรรมหลายๆ ประเภท เชน อาหาร เครื่องด่ืม การเกษตร สิ่งทอ 
ผลิตภัณฑซักลาง อาหารสัตว กระดาษ เปนตน 
 
1.3.3 เอนไซม protease 
 เอนไซม protease เปนกลุมของเอนไซมที่ยอยสลายพันธะเปปไทดของโปรตีนหรือ 
โพลีเปปไทดไดเปนโมโนเปปไทด และกรดอะมิโน ซ่ึงเปนหนวยยอยของโปรตีน เอนไซมมี
ความจําเพาะตอสับสเตรทหลายชนิด และทํางานไดดีในชวง pH ที่แตกตางกัน ทั้ง pH ที่เปน
กรด กลาง และเบส (ขจีนาฎ, 2541) เอนไซม protease จากจุลินทรียมีการจัดจําแนกไดหลาย
แบบ เชน แบงตามชวง pH ที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม ไดแก 
 Acid protease พบไดในรา pH ที่เหมาะสมในการทํางานคือ 2-5 
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 Neutral protease พบไดในราและแบคทีเรีย สามารถทํางานไดดีที่ pH ในชวง 7-8 
neutral protease บางชนิดมีอนุมูลโลหะ เปนสวนประกอบที่สําคัญใน active site จึงเรียก
เอนไซมในกลุมน้ีวา metaloprotease 
 Alkaline protease พบไดในรา และแบคทีเรีย สามารถทํางานไดในชวง pH ที่เปนดาง
คือ ในชวง 9-11 เอนไซมในกลุมน้ีจะมีกรดอะมิโนไดแก trypsin และ serine อยูที่ศูนยกลางของ 
active site (Borris, 1987) 

นอกจากนี้สามารถแบงกลุมของ protease ไดตามกลไกการทํางาน ไดแก 
 Serine proteases, Sulfhydryl proteases, Metal- containing proteases และ Acid 
protease 
 เอนไซม protease มีการนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมดาน
อาหาร และไมเกี่ยวของกับอาหาร เชน การฟอกหนัง และอาหารสัตว เปนตน (ปราณี, 2543) 
 
1.3.4 เอนไซม amylase 

เอนไซม amylase เปนกลุมของเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยแปงใหเปนน้ําตาล (ขจีนาฎ, 
2541) ซ่ึงแปงประกอบดวย amylose และ amylopectin โครงสรางของ amylose ประกอบดวย

โมเลกุลของกลูโคสที่ตอกันเปนสายยาวดวย α-(1,4)-glycosidic linkage สวน amylopectin 

ประกอบดวยโมเลกุลของกลูโคส ที่ตอกันแบบสายตรงดวย α-(1,4)-glycosidic linkage และมี

การแตกกิ่งของกลูโคสโดยตอกันดวย α-(1,6)-glycosidic linkage  
เอนไซม amylase สามารถจําแนกเปน 3 กลุมใหญๆ ไดแก exoamylase, 

endoamylase และ debranching enzymes  
1. Exoamylase ประกอบดวย 

Glucoamylase เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยแปงที่ตําแหนง α-(1,4)-glycosidic bond 
ที่ตําแหนงจากปลาย non-reducing end ผลที่ไดคือกลูโคส นอกจากนี้เอนไซม glucoamylase 

ยังสามารถยอยแปงที่ตําแหนง α-(1,6)-glycosidic bond ไดแตมีอัตราการยอยชา 

β-amylase เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ในการยอยแปงจากปลาย non-reducing end เขา

ไปที่ตําแหนง α-(1,4)-glycosidic bond ไดผลผลิตเปนน้ําตาลมอลโตส 
2. Endoamylase ประกอบดวย 

α-amylase เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยสลายแปงแบบสุมที่ตําแหนง α-(1,4)-

glycosidic bond สําหรับ α-amylase จากราจะแตกตางจากแบคทีเรียโดยที่ผลผลิตที่ไดสวน
ใหญเปนกลูโคสและมอลโตส 
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3. Debranching enzymes ประกอบดวย  
Pullulanase เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ในการยอยโมเลกุลของ amylopectin ที่ตําแหนง 

α-(1,4)-glycosidic bond และ α-(1,6)-glycosidic bond ไดหนวยของมอลโตทริโอส 
Isoamylase เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ในการยอยโมเลกุลของ amylopectin ที่ตําแหนง 

α-(1,6)-glycosidic bond (Forgarth, 1983, Borriss, 1987) 
เอนไซม amylase มีการนําไปประยุกตใชอยางกวางขวางทางเทคโนโลยีชีวภาพ เชน 

ในอุตสาหกรรมน้ําเชื่อมที่มีนํ้าตาลหลายชนิดเขามาเกี่ยวของ เชน โอลิโกแซคคาไรด มอลโตส 
และกลูโคส (Forgarth, 1983) 
 
1.4 เชื้อรากับปาชายเลน 
 

ปาชายเลนเปนระบบนิเวศนที่มีความอุดมสมบูรณ ประกอบไปดวยสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ 
จํานวนมากที่สามารถปรับตัวอยูได ความสัมพันธของสิ่งมีชีวิตในปาชายเลนเปนไปในแงของ
การถายทอดพลังงานในหวงโซอาหาร เร่ิมตนดวยเศษอินทรียสาร (detritus) ซ่ึงไดจากการ
สลายตัวของสวนตางๆ ของพืชในบริเวณปาชายเลนโดยจุลินทรียผูยอยสลาย (Sarma et al., 
2001; Ananda and Sridhar, 2004) อินทรียวัตถุเหลานี้จะเปนอาหารของพวกกินเศษ
อินทรียวัตถุ เชน แอมฟพอด หอย กุง ปู และ ตัวออนของแมลงตางๆ จากพื้นก็จะถูกกินตอๆ 
กันไปตามลําดับขั้นของลูกโซอาหาร ดวยเหตุน้ีจึงเปนปจจัยที่สงเสริมใหมีความหลากหลายของ
จุลินทรียชนิดตางๆ เชน แบคทีเรีย แอคติโนมัยซีท และเชื้อรา โดยเชื้อราถือเปนกลุมของ 
จุลินทรียยอยสลายที่สําคัญ ซ่ึงมีบทบาทสําคัญในกระบวนการถายทอดพลังงานและเปนผูผลิต
อินทรียสารในระบบนิเวศนน้ี (Kathiresan and Bingham, 2001) ราทะเล หรือราที่สามารถอยู
ในสิ่งแวดลอมทางทะเลสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม (กลุม obligate และ facultative) คือ
กลุมที่สามารถเจริญและสืบพันธุในสิ่งแวดลอมทางทะเล และกลุมที่สามารถเจริญและสืบพันธุ
บนบกและแหลงนํ้าจืดรวมทั้งสภาวะแวดลอมทางทะเลได (Hyde et al., 1998) ราที่อาศัยอยูใน
สิ่งแวดลอมทางทะเลจําเปนตองมีการปรับตัวเพ่ือใหสามารถอยูในสิ่งแวดลอมน้ันๆ ได จึงเปน
แหลงที่นาสนใจในการประยุกตใชทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ ซ่ึงราที่อยูในระบบนิเวศนทาง
ทะเล เชน ราเอนโดไฟทที่อาศัยอยูกับสาหราย หญาทะเล และพืชปาชายเลน หรือราที่มี
ความสามารถในการยอยสลายพืช หรือซากพืช แสดงวาราเหลานั้นเปนแหลงสําคัญที่ผลิต  
wood-degrading enzyme ที่มีความสําคัญในการนําไปประยุกตใชกับอุตสาหกรรมตางๆ เชน 
อุตสาหกรรมการทํากระดาษ และการยอยเน้ือไม เปนตน (Raghukumar, 2008) เน่ืองจากรามี
ความสามารถเปนผูยอยสลายจึงสามารถสรางเอนไซมเพ่ือยอยสลายสับสเตรทชนิดตางๆ ได 
โดยราสามารถสรางเอนไซมเพ่ือจะแทรกซึมเขาสูพืชเพ่ือการเจริญในพืชเหลานั้นหรือเพ่ือยอย
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สลายเมื่อพืชเหลานั้นตายลง ซ่ึงพืชจะประกอบดวยสับสเตรทหลายชนิด เชน ลิกโนเซลลูโลส 
เปนองคประกอบของผนังเซลล (cell wall) ประกอบดวย เซลลูโลส 40-50 เปอรเซ็นต  
เฮมิเซลลูโลส 25-40 เปอรเซ็นต และ ลิกนิน 18-33 เปอรเซ็นต เพคติน และแปงที่สะสมอยูใน
เซลลพืช (Ananda and Sridhar, 2004) ใบของพืชปาชายเลนจะมีองคประกอบที่แตกตางกันไป 
เชน ประกอบดวย tannin, mucous, crystalliferous oil และ laticifers (Kathiresan and 
Bingham, 2001) นอกจากนี้ Mfilinge และคณะ (2005) พบวาใบของพืชปาชายเลน เชน  
พังกาหัวสุม (Bruguiera gymnorrhiza) ยังประกอบไปดวยไขมัน และกรดไขมัน 

ราจากพืชปาชายเลนไดรับการรายงานครั้งแรกโดย Kohlmeyer และ Kohlmeyer 
(1979) พบรา 43 ชนิด ไดแก Ascomycetes 23 ชนิด Deuteromycetes 17 ชนิด และ 
Basidiomycetes 3 ชนิด เม่ือมีการศึกษาตอมาพบราในกลุม Ascomycota, Basidiomycota, 
Deuteromycota, thraustochytrids และ กลุมราชั้นต่ํา (lower fungi) (Hyde et al., 1998; 
Shearer et al., 2007) โดยแยกเชื้อไดจากสับสเตรทชนิดตางๆ กัน ดังตารางที่ 5 นอกจากนี้ 
Mehdi และ Saifullah (1992) แยกราจากตัวอยางน้ําจากปาชายเลนพบเชื้อ Alternaria 
maritima, A. flavus, A. niger, A. sulfurus, Aureobasidium pullulans, Bispora sp.,  
Botrytis sp., Cladosporium sp., Humicola sp., Mucor sp., Penicillium sp., Phoma sp., 
Pythium sp. และ Rhizopus sp. สวนตัวอยางใบไมสด และเปลือกไม พบเชื้อ A. maritima, 
Aureobasidium pullulans, Cladosporium sp., Humicola sp., Phoma sp. และ Pythium sp. 
นอกจากนี้ Alias และ Jones (2000) ทําการศึกษาราจากรากโกงกางใบเล็ก (R. apiculata) พบ
รา 53 ชนิด ไดแก ascomycetes 39 ชนิด deuteromycetes 13 ชนิด และ basidiomycete  
1 ชนิด สวน Ananda และ Sridhar (2004) ศึกษาเชื้อราที่อยูที่ไม และใบของพืชปาชายเลน  
พบรา 78 ชนิด แบงไดเปน 2 กลุมคือ ascomycetes 32 ชนิด และ mitosporic fungi 46 ชนิด 
นอกจากนี้ยังมีรายงานพบวาราที่แยกไดจากปาชายเลนมีความสามารถในการสรางเอนไซมที่
นาสนใจ Raghukumar และคณะ (1994) พบวาราที่แยกจากดินทุกชนิดสามารถสราง 
lignocellulose-modifying exoenzymes และพบวาราที่แยกจากใบของ R. apiculata ที่เนาเปอย 
ทุกชนิดสามารถสรางเอนไซม cellulase ได บางชนิดสามารถสรางเอนไซม amylase, 
xylanase, pectinase และ protease ได 
 
 
 
 
 
 

15 



 

 

ตารางที่ 4 จํานวนชนิดของเชื้อราที่มีรายงานการศึกษาจากปาชายเลน  
 

Substrate Species Comment 
ใบออนของพืชปาชายเลน 50 สวนใหญเปนพวกราบก 

ใบไมที่รวงทบัถม 20 ยังมีขอมูลไมเพียงพอ 
สวนกิ่งและลําตนของพืช 57 มีขอมูลเพียงเล็กนอย 

เอนโดไฟท 20 - 
บริเวณรอบๆ รากพืช 25 มีขอมูลนอย 

ไมที่แชนํ้า 174 (+95) มีการศึกษามาก 
ผลและรากอากาศ 5 มีการศึกษานอย 

ตะกอนดิน 124 สวนใหญพบราบก 
Total species 477 (+95) - 

ที่มา: Hyde และคณะ (1998) 

 
1.5 ราเอนโดไฟท (endophytic fungi) 
 

เอนโดไฟท คือ สิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยูภายในชองวางระหวางเซลลของพืชที่ยังมีชีวิตอยู 
อาจเปนชวงหนึ่งหรือตลอดวงจรชีวิตและไมกอใหเกิดอันตรายตอพืช โดยอยูแบบพ่ึงพาอาศัย
กันในพืช (Tanaka et al., 2002; Chareprasert et al., 2006) ซ่ึงกลุมของสิ่งมีชีวิตเหลานี้ไดแก 
แบคทีเรีย แอคติโนมัยซีท และรา (Raghukumar, 2008) มีบางการศึกษาพบราเอนโดไฟทเปน
ชนิดเดียวกับรากอโรคพืช ซ่ึงอาจเนื่องมาจากรากอโรคเขาไปแอบแฝงอยูในเซลลพืช และจะกอ
โรคเมื่อพืชออนแอ (Petrini, 1991)  
 
1.5.1 การแพรกระจายของราเอนโดไฟท 

ราเอนโดไฟทสามารถพบไดในพืชทุกชนิดโดยเฉพาะพืชในเขตรอน เชน กลวย (Brown 
et al., 1998; Phothita et al., 2001; 2004), หญา (Saikkonen et al., 2000), พืชปาชายเลน 
(Suryanarayanan et al., 1998; Kumaresan and Suryanarayanan, 2001; Kumaresan et 
al., 2002) และปาลม (Fröhlich and Hyde 1999, Taylor et al., 1999; Fröhlich et al., 2000) 
เปนตน โดยราเอนโดไฟทสามารถเจริญอยูภายในหรือชองวางระหวางเซลลของพืชที่สมบูรณ
แข็งแรง (รูปที่ 5) (Petrini, 1991; Ghimire and Hyde, 2004) พืชที่มีราเอนโดไฟทอาศัยอยูมี
ลักษณะเปนปกติทุกประการและไมสามารถเห็นเสนใยของราเอนโดไฟทที่อยูภายในเซลลพืชได
ดวยตาเปลา การศึกษาเกี่ยวกับราเอนโดไฟทมักทําไดโดยการศึกษาในหองปฏิบัติการ โดยทํา
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การแยกราจากพืชโดยวิธี plate method ซ่ึงตองมีการฆาเชื้อที่พ้ืนผิวของพืชที่ตองการศึกษา 
รูปแบบการแพรกระจายตัวของราเอนโดไฟทจากพืชตนหน่ึงไปสูพืชอีกตนหน่ึง ขึ้นอยูกับระยะ
การเจริญของราเอนโดไฟท ถาราเอนโดไฟทอยูในชวงที่เจริญเปนเสนใยจะสามารถถายทอด
ผานทางเมล็ดซึ่งเสนใยของราเอนโดไฟทจะเจริญอยูภายในเมล็ดซึ่งเปนผลผลิตจากตนพืชที่มีรา
เอนโดไฟทอาศัยอยู เม่ือเมล็ดงอกเปนตนออน ราเอนโดไฟทก็จะเจริญอยูในพืชตนนั้นๆ ตอไป 
เรียกกระบวนการนี้วา vertical transmission แตถาราอยูในชวงสืบพันธุแบบอาศัยเพศ (sexual) 
โดยการสรางสปอร ราเอนโดไฟทจะแพรกระจายจากตนหน่ึงไปสูอีกตนหน่ึงโดยอาศัยสปอร 
เรียกกระบวนการดังกลาววา horizontal transmission (Faeth, 2002) 
 

   
 
  
รูปที่ 3 เสนใยของราเอนโดไฟทที่เจริญภายในพืช (ก) และ เจริญภายในเมล็ดพืช (ข) 
ที่มา: (ก) http://www.aesop.rusger.edu/belangerlab/research.html 
        (ข) http://www.aboutrtf.com/endophyte_seed.html  
 
1.5.2 ความสัมพันธของราเอนโดไฟทที่มีตอพืชอาศัย 

จากความหมายของคําวา “ราเอนโดไฟท” ซ่ึงหมายถึง ราที่สามารถเจริญเติบโตและ
อาศัยภายในเซลลหรือชองวางระหวางเซลลของพืชที่มีชีวิต โดยไมกอใหเกิดโรคหรือผลเสียตอ
พืชอาศัย (Tanaka et al., 2002) เขาสูเซลลพืชทางปากใบ (stoma) ซ่ึงตางจากรากอโรค 
(pathogenic fungi) ที่เขาสูเซลลพืชไดทางผนังเซลลอยางเดียวเทานั้น และตองอาศัยอยูภายใน
เซลลพืชเทานั้น (Schulz et al., 2002) ราเอนโดไฟทมีความสามารถในการสรางเอนไซมได
หลายชนิดที่จําเปนในการเขาไปอยูภายในเซลลของพืช เจริญเติบโต และอยูรอดภายในเซลล
ของพืช ซ่ึงความสัมพันธระหวางราและพืชอาศัยเปนแบบพ่ึงพาอาศัยกัน (symbionts) หรืออาจ
เปนเชื้อแอบแฝง (latent pathogens) โดยราเอนโดไฟทไดสารอาหารจากพืชอาศัย และราจะ
สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพตางๆ ที่มีประโยชนตอพืช เชน สารตานเชื้อกอโรคที่จะมาทํา
อันตรายพืช สารตานแมลงตางๆ ที่จะมารุกรานพืช เปนตน Schulz และคณะ (2002) 
ตั้งสมมติฐานเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางพืชเจาบานและราเอนโดไฟทวา ความสัมพันธ

ก ข 
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ระหวางสิ่งมีชีวิตทั้งสองอยูภายใตกลไกการควบคุมของพืชเจาบาน ถาเม่ือใดที่กลไกนี้เสียไป  
ราเอนโดไฟทอาจกลายเปนรากอโรคพืช และทําอันตรายตอพืชได แตอยางไรก็ตามบทบาทและ
หนาที่ของราเอนโดไฟทที่มีตอพืชเจาบานแตละชนิดยังไมเปนที่ทราบแนชัด (Chareprasert et 
al., 2006) ดังน้ันการศึกษาและวิจัยเกี่ยวกับราเอนโดไฟท สวนใหญมีจุดประสงคเพ่ือศึกษาถึง
ความสัมพันธ และหนาที่ของราเอนโดไฟทที่มีตอพืชอาศัย และประโยชนของราเอนโดไฟท
ในทางชีวภาพ ซ่ึงมีการนําไปประยุกตใชกันอยางกวางขวางทางดานการแพทย ดาน
อุตสาหกรรมเกษตร และดานอุตสาหกรรมตางๆ เปนตน  
 
1.5.2.1 ความสามารถของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม  

ในธรรมชาติราสามารถสรางเอนไซมเพ่ือเปนปจจัยในการกอโรค (pathogenicity) และ 
ยอยสลายสับสเตรทตางๆ ราเอนโดไฟทเปนจุลินทรียที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมได
หลายชนิดเพื่อยอยสลายสับสเตรทที่เปนองคประกอบตางๆ ของพืชซ่ึงมีโมเลกุลใหญ เพ่ือการ
เขาไปเจริญเติบโตในเซลลของพืช กินอาหารภายในเซลล และเพื่อรอยอยสลายพืชเม่ือพืชน้ันๆ 
เสื่อมสภาพหรือตายลง (Schulz et al., 2002; Wang et al., 2006; Champreda et al., 2007) 
นอกจากนี้ราเอนโดไฟทบางชนิดมีความสามารถในการกระตุนการทํางานของเอนไซมได เชน 
ราเอนโดไฟท Piriformospora indica สามารถกระตุนการทํางานของเอนไซม nitrate reductase 
และ glucan-water dikinase ซ่ึงเปนเอนไซมที่มีหนาที่ในการยอยสลายแปง (Sherameti et al., 
2005) Schulz และคณะ (2002) พบวาราเอนโดไฟทสามารถสรางเอนไซม protease, amylase, 
phenoloxidase, lipase, cellulase, xylanase และ pectinlyase ซ่ึงเอนไซม protease และ 
phenoloxidase พบไดในราเอนโดไฟทบางชนิดเทานั้น (Wang et al., 2006) มีรายงานการวิจัย
พบวาราเอนโดไฟทเปนชนิดเดียวกับรากอโรคพืช และพบวาราเอนโดไฟทบางชนิดสามารถ
สรางเอนไซมไดชนิดเดียวกับรากอโรคพืช เชน เอนไซม phosphatase, cellulase, cutinase, 
protease และ pectinase ซ่ึงรากอโรคพืชจะหลั่งเอนไซมเหลานี้เพ่ือเขาสูเน้ือเยื่อพืชและแยง
อาหารจากพืช (Maccheroni and Azevedo, 1998) ถาราเอนโดไฟทมีความสัมพันธแบบพ่ึงพา
อาศัยกับพืช พบวาราสามารถสรางเอนไซม cellulase, mannanase และ xylanase (Choi et 
al., 2005) รูปแบบความสัมพันธของการสรางเอนไซมของราเอนโดไฟทในพืชเจาบานยังไมแน
ชัด บางรายงานการวิจัยกลาววาการสรางเอนไซมตางๆ ของราเอนโดไฟทอาจถูกควบคุมโดย
สภาวะของสารอาหารภายในเซลลพืช โดยพืชสามารถกด และชักนําใหราสรางเอนไซมได 
(Centis et al., 1997) มีงานวิจัยหลายฉบับที่ศึกษาการสรางเอนไซมชนิดตางๆ จาก 
ราเอนโดไฟท เชน 

Maccheroni และ Azevedo (1998) ศึกษาการหลั่งและการสังเคราะหเอนไซม 
phosphatase จากเชื้อ Colletotrichum musae ที่แยกไดจากใบกลวยที่ปกติ ซ่ึงถูกควบคุมดวย
ปริมาณสารอาหารตางๆ กัน ในขณะที่ Marlida และคณะ (2000) ไดศึกษาการสรางเอนไซม
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ยอยแปงดิบจากราเอนโดไฟท 4 สายพันธุ ไดแก Acremonium sp., Synnematous sp., 
Gibberella pulicaris และ Nodilusporium sp. พบวาเชื้อราทั้ง 4 สายพันธุสามารถสรางเอนไซม
ชนิดนี้ไดโดยเอนไซมจาก Acremonium sp. สามารถยอยแปงดิบไดทั้งที่มีขนาดเล็กและขนาด
ใหญ สวนเชื้ออีก 3 สายพันธุ สามารถยอยแปงดิบขนาดเล็กเทานั้น นอกจากนี้ Tanaka และ
คณะ (2002) ศึกษาราเอนโดไฟทที่สามารถยอยสลายโพลีแซคคาไรด ซ่ึงไดผลผลิตเปน 
lepidimoide ซ่ึงเปนสารที่นําไปใชในการยับยั้งการเจริญของรากพืช โดยทั่วไป lepidimoide ได
จากการสังเคราะหในหองปฏิบัติการ Oses และคณะ (2006) ไดทําการแยกราเอนโดไฟทจาก 
ตนไมในประเทศชิลี 2 species ไดแก Drimys winteri และ Prumnopitys andina พบรา 
สายพันธุ Bjerkandera sp. และ Mycelia sterilia สามารถสรางเอนไซม cellulase ได Jordaan 
และคณะ (2006) แยก ราเอนโดไฟทจาก Colophospermum mopane ที่สามารถสรางเอนไซม 
cellulase พบวา Alternaria 6 สายพันธุ, Phoma 2 สายพันธุ และ Phomopsis 3 สายพันธุ 
สามารถสรางเอนไซม cellulase ได นอกจากนี้ Wang และคณะ (2006) ศึกษาการสรางเอนไซม 
laccase จากราเอนโดไฟท Monotospora sp. ที่แยกไดจากหญาแพรก (Cynodon dactylon) 
ซ่ึงเอนไซมน้ีมีความสําคัญในการยอยสลายลิกนิน และมีการศึกษากันนอยในราเอนโดไฟท 

สําหรับในประเทศไทย  มีรายงานการศึกษาเอนไซมจากราเอนโดไฟทตั้ งแต  
ป พ.ศ. 2545 โดย Lumyong และคณะ (2002) ไดศึกษาการสรางเอนไซม cellulase, 
mannanase, protease และ xylanase จากราเอนโดไฟท ที่แยกจากพืชพ้ืนเมืองบนดอยสุเทพ 
พบวาราสามารถสรางเอนไซมไดหลายชนิดโดยเฉพาะเอนไซม mannanase ตอมา Urairuj และ
คณะ (2003) ศึกษาการสรางเอนไซมยอยลิกนิน (ligninolytic enzyme) จากเชื้อในกลุม 
Xylariaceae ซ่ึงเปนราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชพ้ืนเมืองทางภาคเหนือของประเทศไทยพบวา
สายพันธุ CMUX144 สามารถสรางเอนไซมที่ยอยสลายลิกนิน ชนิด manganese independent 
peroxidase ไดดีที่สุด ในป พ.ศ. 2550 Champreda และคณะ (2007) ศึกษาพบวา 
ราเอนโดไฟท Fusicoccum sp. BCC4124 สามารถผลิตเอนไซมยอยแปงไดดีมากเมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารที่ชักนําใหเกิดการสรางเอนไซมและในสับสเตรทหลายชนิด และแยกได
เอนไซม  �-amylase ที่ทนความรอน และทนกลูโคส มีศักยภาพสูงที่จะนําไปใชทาง
เทคโนโลยีชีวภาพ นอกจากนี้ Theantana และคณะ (2007) ไดทําการคัดเลือกราเอนโดไฟทที่
สรางเอนไซม asparaginase ที่แยกไดจากพืชสมุนไพรไทย 5 ชนิด พบวาราเอนโดไฟท  
25 จาก 117 isolates สามารถสรางเอนไซมชนิดนี้ได ซึ่งเอนไซมชนิดนี้เปนเอนไซมที่สําคัญที่
ใชรักษามะเร็ง  
 
1.5.2.2 ความสามารถของราเอนโดไฟทในการเปนผูยอยสลาย 

ราเอนโดไฟทไมเพียงแตพบอยูในพืชที่มีชีวิตแตยังพบในพืชที่กําลังจะถูกยอยสลายดวย 
(Katz and Lieth, 1980; Fisher and Petrini,1992) บทบาทหนาที่ของราเอนโดไฟทในการเปน 
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ผูยอยสลายสามารถอธิบายไดวาเม่ือพืชเจาบานที่ราเอนโดไฟทอาศัยอยูเสื่อมสภาพหรือใกล
ตาย ราเอนโดไฟทจะสรางเอนไซมตางๆ เชน cellulase, xylanase, ligninase หรือ pectinase 
เพ่ือเร่ิมกระบวนการยอยสลายเนื้อเยื่อพืชเหลานั้นกอนเชื้อรากลุม saprophyte ที่มาจาก
สิ่งแวดลอมภายนอก (Schulz et al., 2002) เม่ือเกิดการยอยสลายจะทําใหเกิดการหมุนเวียน
ของวัฏจักรอาหารและแรธาตุซ่ึงมีความสําคัญตอสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนตอไป มีรายงานการศึกษา
หลายฉบับพบวาราเอนโดไฟทสามารถสราง wood-degrading enzyme เชน ligninase เพ่ือ
ยอยสลายลิกโนเซลลูโลสซึ่งเปนองคประกอบของเซลลพืช (Raghukumar, 2008) ราเอนโดไฟท
กลุม xylariaceous และ rhytismataceous สามารถสรางเอนไซมยอยสลายลิกนินได ซ่ึงถือวามี
ความสามารถในการเปนผูยอยสลายที่ดี (Uriraj et al., 2003) 

Muller และคณะ (2001) ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟทใน Norway spruse 
needles และความสามารถในการยอยสลายเมื่อพืชไดตายลง ซ่ึงพบวา เชื้อรา Tiarasporella 
parka ทําใหนํ้าหนักของ Norway spruse ลดลง ซ่ึงแสดงใหเห็นวาเชื้อราชนิดนี้มีความสามารถ
ในการยอยสลาย 
 
1.5.3 ราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลน 

พืชปาชายเลนเปนแหลงของราเอนโดไฟทมากมายหลายชนิดโดยสามารถอาศัยอยู
ภายในเซลลหรือระหวางเซลลของพืชที่มีชีวิต (รูปที่ 4) ซ่ึงราชนิดเดียวกันสามารถอาศัยอยูใน
พืชเจาบานไดหลายชนิด และตนพืชชนิดเดียวกันอาจมีราเอนโดไฟทอาศัยไดหลายชนิดเชนกัน 
(Kumaresan and Suryanarayanan, 2001) แตมีราบางชนิดที่พบในพืชที่จําเพาะไมเจอในพืช
ชนิดอ่ืน (Shearer et al., 2007) ราเอนโดไฟทที่พบในสวนของพืชที่แตกตางกันหรือชวงอายุที่
แตกตางกัน และฤดูกาลที่แตกตางกัน จะมีความแตกตางกันดวย ตามที่ Yang และคณะ (2006) 
ศึกษาราเอนโดไฟทที่ไดจากพืชปาชายเลนจากจังหวัดฟูเจียนในประเทศจีนพบวาเชื้อราบาง
ชนิด เชน Penicillium, Alternaria, Dothiorell และ เชื้อราที่ไมสรางสปอรบางชนิดสามารถพบได
บอยในตนรังกะแท (Kandelia candel) ในขณะที่เชื้อรา ไดแก Cephalosporium, Altermaria 
และ Penicillium พบบอยในตนถั่วขาว (Bruguiera gymnorrhiza) นอกจากนี้แลว Sridhar 
(2004) พบวาเอนโดไฟทที่พบจากพืชปาชายเลนสวนใหญเปนราที่พบบนบกมากกวาราทะเล 
และ Cheng และคณะ (2008) พบวาราเอนโดไฟทที่แยกไดจากพืชปาชายเลนโดยสวนมากเปน 
กลุม anamorphic fungi ซ่ึงไมพบระยะสืบพันธุแบบอาศัยเพศ  

มีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลน เชน Kumaresan และ 
Suryanarayanan (2001) ทําการแยกราเอนโดไฟท จากพืชปาชายเลน 7 ชนิด Aegiceras 
corniculatum (Myrsinaceae), Avicennia marina, A. officinalis (Avicenniaceae), Bruguiera 
cylindrica, Ceriops decandra (Rhizophoraceae), Excoecaria agallocha (Euphorbiaceae) 
และ Lumnitzera racemosa (Combretaceae) พบรา 3 กลุม คือ anamorphic fungi, 
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ascomycetes และ กลุม mycelia sterilia สวน Liu และคณะ (2007) สามารถแยกรา 
Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium, Paecilomyces, 
Penicillium, Pestalotiopsis, Phoma, Phomopsis, Phyllosticta และ Trichoderma ไดจากพืช
ปาชายเลนหลายชนิด  

ราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลนเปนแหลงที่นาสนใจในการนําไปประยุกตใชใน
ดานตางๆ ไดเชน เปนสารควบคุมทางชีวภาพ เปนแหลงของสารออกฤทธิ์ใหมๆ และนําไปใชใน
ดานอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมดานยา และอุตสาหกรรมที่เกี่ยวกับทางดาน
การเกษตร เปนตน (Wu et al., 2005; Yuan et al., 2005; Cheng et al., 2008) โดย  
Wu (1993) ไดทําการศึกษาความสามารถของรา 25 ชนิด (42 สายพันธุ) ที่แยกไดจาก 
พืชปาชายเลนในไตหวันพบวาราจําพวก Ascomycetes สามารถสรางเอนไซมไดหลายชนิด 

เชน agarase, α-amylase, gelatinase, lipase, pectinase และ cellulase สวน Raghukumar 
และคณะ (1994) ไดทําการทดสอบการสรางเอนไซมโดยราที่แยกจากใบโกงกาง (Rhizophora 
apiculata) พบวาราที่แยกไดทั้งหมดสามารถสรางเอนไซม cellulase ได มีเพียงบางชนิดที่
สามารถสรางเอนไซม xylanase, amylase และ protease ในขณะที่ Torres และคณะ (2003) 
ไดทําการคัดแยกราเอนโดไฟทจากพืชที่ไดจากทะเลเมดิเตอรเรเนียน ที่สามารถสรางเอนไซม 
lipase พบวา R. oryzae สามารถสรางเอนไซม lipase ได นอกจากนี้ Maria และคณะ (2005) 
ไดศึกษาการสรางเอนไซมจากราเอนโดไฟทที่แยกไดจากพืชปาชายเลน 2 ชนิด Acanthus 
ilicifolius และ Acrostichum aureum พบวา Acremonium sp. สามารถสรางเอนไซม cellulase, 
amylase และ lipase ได Alternaria  chlamydosporus สรางเอนไซม cellulase, lipase และ 
protease ได  Alternaria sp. สามารถสรางเอนไซม cellulase, amylase, lipase และ protease 
ได Aspergillus sp. สามารถสรางเอนไซม cellulase และ lipase ได Fusarium sp. สามารถ
สรางเอนไซม cellulase และ lipase ได และ Pestalotiopsis sp. สามารถสรางเอนไซม 
cellulase, amylase, lipase และ protease ได 
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รูปที่ 4 เสนใยของราเอนโดไฟทเขาสูผนังเซลลของพืชชายเลน (Raghukumar, 2008) 
 

1.6 การจัดจําแนกชนิดของเชื้อรา 
 

การจัดจําแนกและบงชี้ลักษณะเชื้อราแบบดั้งเดิม คือ อาศัยการศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาเปนหลัก โดยศึกษาลักษณะของโคโลนี สีของเสนใย ลักษณะขอบโคโลนี และ 
อัตราการเจริญเติบโต (Bills, 1996; Umali et al., 1999) ซ่ึงวิธีดังกลาวมีประสิทธิภาพในระดับ
หน่ึง แตเน่ืองจากเชื้อราหลายชนิดมีลักษณะสัณฐานวิทยาที่คลายคลึงกันแตอาจไมมีบรรพบุรุษ
รวมกัน (Guo et al., 1998; Taylor et al., 1999) และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราสวน
ใหญจะเปลี่ยนแปลงไปตามปจจัยแวดลอม สงผลใหการจําแนกเชื้อราเกิดการผิดพลาดได และ
การจําแนกดวยวิธีการทางสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียวตองอาศัยผูมีประสบการณ นอกจากนี้
ปญหาที่สําคัญอีกประการหนึ่งของวิธีการขางตนคือมีเชื้อราบางกลุมโดยเฉพาะราเอนโดไฟทที่
ไมสามารถสรางโครงสรางสืบพันธุและไมสรางสปอร (Mycelia sterilia) ซ่ึงพบบอยในการศึกษา
เกี่ยวกับราเอนโดไฟท จึงเปนการยากในการจัดจําแนกดวยวิธีการทางสัณฐานวิทยา จึงมีการนํา
วิธีการดานชีวโมเลกุลเขามาชวยแกไขปญหาตางๆ เหลานี้เพ่ือใหไดขอมูลที่มีความจําเพาะมาก
ยิ่งขึ้น การศึกษาทางชีวโมเลกุลสวนใหญจะวิเคราะหถึงโครโมโซม ยีน และผลิตภัณฑของยีน 
เชน โปรตีนตางๆ โดยวิธีการวิเคราะหดวยการใชขอมูลของลําดับเบส DNA (DNA sequencing 
method) ซ่ึงเปนที่นิยมและมีความถูกตองมากกวาวิธีการศึกษาสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียว 
และสามารถใชในการแยกความแตกตางของเชื้อราแตละชนิดได โดยการศึกษาเกี่ยวกับเชื้อรามี

การศึกษายีนตางๆ มากมาย เชน EF-1α, ITS, partial nuclear 18S rDNA และ 28S rDNA 
และใชขอมูลดังกลาวนี้ควบคูไปกับขอมูลทางสัณฐานวิทยา (Cheng et al., 2008)  
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1.6.1 การจัดจําแนกโดยใชขอมูลทางพันธุกรรม 
การใชขอมูลทางพันธุกรรมในการจัดจําแนกเชื้อรามีหลายวิธี เชน การศึกษาปริมาณ

ของเบส guanine กับ cytosine (GC content) ซ่ึงปริมาณดังกลาวจะเกี่ยวของกับอุณหภูมิที่ทํา
ใหสาย DNA แยกออกจากกันได ดังน้ันสิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน ก็จะมีปริมาณของเบส ดังกลาวใน
สัดสวนที่แตกตางกัน สําหรับปริมาณของ GC content ของเชื้อราอยูในชวง 38-63% ซ่ึงจะมี
ความแตกตางกันไปในเชื้อราแตละกลุม โดยสามารถบอกไดถึงความสัมพันธทางวิวัฒนาการได
อีกทางหนึ่ง (Storck, 1996) วิธีการตอๆ มาที่ทําการศึกษาไดแก DNA-DNA hybridization  
ซึ่งใชศึกษาถึงความสัมพันธของสิ่งมีชีวิตที่มีความคลายคลึงกัน โดยวัดอุณหภูมิที่สามารถทําให 
DNA ลูกผสม (DNA hybrid) ระหวางสิ่งมีชีวิตตางชนิดกันออกจากกันได วิธีการอื่นๆ เชน 
restriction fragment length polymorphisms (RFLPs) ใชประเมินความแตกตางของ DNA 
sequences บนบริเวณจําเพาะที่ตองการศึกษา ดวยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction 
enzyme) ซ่ึงเปนวิธีการที่สามารถบอกถึงความสัมพันธของสิ่งมีชีวิตจากแหลงตางๆ ได  
วิธี random amplified polymorphic DNA (RAPD) วิธีน้ีใชประเมินความแตกตางของ DNA 
sequence โดยการทํา PCR ดวย random primer ทําใหได PCR product ที่มีขนาดแตกตางกัน 
และจะถูกแยกออกจากกันดวยวิธี gel electrophoresis วิธีการนี้ใชในการศึกษาเกี่ยวกับ
สิ่งมีชีวิตพวก eukaryote ตางๆ เชน มนุษย เชื้อรา และพืช เปนตน นอกจากนี้ยังมีวิธี 
amplified fragment length polymorphism (AFLP) เปนเทคนิคการสรางลายพิมพ DNA (DNA 
fingerprints) โดยตัด genomic DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ แลวใช PCR เพ่ิมปริมาณ DNA 
บางชุดเทานั้น วิธีตางๆ ดังกลาวเหลานี้แสดงผลในรูปของแถบชิ้นสวน DNA ที่มีขนาดแตกตาง
กัน สามารถใชแสดงถึงความแตกตางของลําดับเบส DNA ซ่ึงใชในการแยกความแตกตางของ
สิ่งมีชีวิตไดในระดับ genus, species, subspecies, races, strain ไปจนกระทั่งถึงระดับ clone 
(Bridge, 2002) วิธีการทางชีวโมเลกุลดังกลาวมีขอดีคือสามารถหาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ
และความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) ของสิ่งมีชีวิต โดยไมจําเปนตองรูลําดับ
เบส ของ DNA อยางไรก็ตามในปจจุบัน วิธีการวิเคราะหดวยการใชขอมูลทางลําดับเบส DNA 
(DNA sequencing method) เปนที่นิยมและมีความถูกตองมากกวาเนื่องจากมีขอมูลของ 
ลําดับเบส DNA ในฐานขอมูลตางๆ มากมายเพื่อใชในการเปรียบเทียบ และสามารถบอก
ความสัมพันธ และความแตกตางของสิ่งมีชีวิตแตละระดับขั้นอนุกรมวิธานไดมากกวา มีลักษณะ 
(character) ที่ใชในการจัดจําแนกมากทําใหมีขอมูลในการวิเคราะหไดมากกวา และยังแสดงถึง
เชื้อราที่เปน teleomorph และ anamorph ไดดวย  
 
1.6.1.2 การจัดจําแนกทางพันธุกรรมโดยอาศัยขอมูลของยีนตางๆ  

การวิเคราะหลําดับเบสในสวนของ ribosomal DNA มักนิยมใชกันโดยทั่วไปเนื่องจาก
เปนบริเวณที่ถูกอนุรักษไวในสิ่งมีชีวิตแตละชนิดทั้ง eukaryotes และ prokaryote และมีความ
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ผันแปรทางพันธุกรรมสูง ทําใหสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุหรือภายในสายพันธุ
เดียวกันได โดยสามารถบอกความสัมพันธในระดับตางๆ ของสิ่งมีชีวิตแตละชนิด และเปน
เครื่องมือในการจัดจําแนกทางพันธุกรรม นอกจากนั้นยังมีขอมูลลําดับเบส DNA ในฐานขอมูล
ตางๆ มากมาย ซ่ึงสามารถนํามาใชในการเปรียบเทียบ บอกความสัมพันธและความแตกตาง
ของสิ่งมีชีวิตของแตละระดับขั้นอนุกรมวิธานได (Liu et al., 1995; Mazzola et al., 1996) 

ยีนสวน ribosomal RNA เปนยีนที่นิยมศึกษากันอยางกวางขวาง ในการศึกษาสาย
สัมพันธทางวิวัฒนาการ เน่ืองจากยีนดังกลาวทําหนาที่สราง ribosomal RNA ซ่ึงพบไดใน
สิ่งมีชีวิตทุกชนิด (Hillis and Dixon, 1991; Hibbett, 1992; Landvik et al., 1996) ยีน rDNA 
ของเชื้อราประกอบดวย small subunit (SSU หรือ 18S) ซ่ึงสามารถใชในการจัดจําแนกในระดับ
อนุกรมวิธานสูงๆ ไดแก phylum, class, order และ family (Spatafora and Blackwell, 1993; 
Landvik et al., 1996; Jansen et al., 1998) large subunit (LSU หรือ 28S) ใชสําหรับการจัด
จําแนกในระดับอนุกรมวิธานต่ําๆ ไดแก family, genus และ species (Ellis et al., 1998; 
Hopple Jr. and Vilgalys, 1999; Artjariyasripong et al., 2001) และสวน internal transcribed 
spacers (ITS) ซ่ึงเปนบริเวณที่สําคัญในการศึกษาระดับ species หรือ ระหวาง species ของ
เชื้อรา เน่ืองจากบริเวณนี้เปนบริเวณที่มีความแปรผันมากที่สุด บริเวณของ ITS ประกอบดวย 
ITS1, 5.8S และ ITS2 ซ่ึง 5.8S เปนที่มีความผันแปรต่ํา จึงเหมาะในการจําแนกอนุกรมวิธานใน

ระดับสูงๆ นอกจากนี้ยังมีการศึกษายีนสวน EF-1α (Cheng et al., 2008) และ beta tubulin 
(Guo et al., 2000) ดวย ในการศึกษาครั้งน้ีไดเลือกศึกษาสวน ITS และ 28S rDNA ของ 
ราเอนโดไฟทเพ่ือนําขอมูลทางพันธุกรรมที่ไดไปใชในการจัดจําแนกราเอนโดไฟทในระดับ 
genus และ/หรือ species ตอไป 
 
1.7 วิธีการวิเคราะหและสราง phytogenetic tree (เจษฎา, 2545; ณัฐวุฒิ, 2549) 
  
1.7.1 การวิเคราะหแบบ Maximum Parsimony (MP) 

การวิเคราะหแบบ maximum parsimony ถูกคิดคนขึ้นเพ่ือสราง phylogenetic tree 
โดยอาศัยหลักการสราง tree จากจํานวนการแทนที่ (substitution) หรือการเปลี่ยนแปลงของ
ลักษณะ (character state change) ที่นอยที่สุด เพ่ืออธิบายความสัมพันธและอธิบายความ
แตกตางของกลุมสิ่งมีชีวิต phylogenetic tree ที่ไดจากการวิเคราะหดังกลาวจึงเรียกวา most 
parsimonious tree (MPT) โดยใชวิธีทางสถิติที่เรียกวา K-H test ในการคัดเลือก MPT ที่
เหมาะสมที่สุด ซ่ึงการแทนที่หรือการเปลี่ยนแปลง อาจเปนลักษณะของลําดับเบสของสาย DNA 
หรือลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนก็ได 
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การวิเคราะหแบบ maximum parsimony มีขอดี คือ เปนวิธีการวิเคราะหจากลักษณะที่
พัฒนามารวมกัน (shared and derived character) สามารถใหขอมูลเกี่ยวกับบรรพบุรุษ 
(ancestral sequence) และ ไมลดทอนขอมูลในการวิเคราะห อยางไรก็ตามวิธีการดังกลาวมี
ขอเสีย คือ ใชเวลาในการวิเคราะหนานเมื่อเทียบกับวิธีอ่ืนๆ เชน แบบ Distance ใชขอมูลจาก 
informative character เทานั้น และถาพบวามีการเปลี่ยนแปลงสูงมากอาจมีการวิเคราะหไม
ถูกตอง 
 
1.7.2 การวิเคราะหแบบ Maximum Likelihood (ML) 

เปนการวิเคราะหที่ไดรับการพัฒนาจาก Felsenstein (1985) วิธีการนี้มีหลักการคลาย
กับวิธี maximum parsimony ที่วิเคราะหขอมูลแตละหนวย (discrete character data) แต 
maximum likelihood จะคํานวณถึงความเปนไปไดมากที่สุด เทาที่จะเกิดขึ้นไดในทุกทาง เชน 
คํานวณหาคาความนาจะเปนสูงสุดของขอมูลลําดับเบส DNA ที่เปนไปได ของบรรพบุรุษและ
ระหวาง ingroup หลังจากนั้นจึงทําการรวมความเปนไปไดทั้งหมด แลวสรางออกมาเปน 
phylogenetic tree ที่เรียกวา Most Likely Tree (MLT) 
 
1.7.3 การวิเคราะหแบบ Distance (Neighbour Joining) 

หลักการของวิธีน้ี คือการวิเคราะหโดยใชคาความตาง และความเหมือนทางพันธุกรรม 
(genetic distance or similarity) ของสิ่งมีชีวิต วิธีวิเคราะหแบบน้ีมักไมนิยมใชในการวิเคราะห
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการมากนัก เม่ือเทียบกับวิธี maximum parsimony และ maximum 
likelihood เน่ืองจากมีขอจํากัดคือ การเปลี่ยนแปลงขอมูลไปเปนคาความเหมือนหรือความตาง 
ทําใหรายละเอียดของขอมูลหายไป ขอมูลในการวิเคราะห ซ่ึงเปนคาความเหมือนหรือความตาง
น้ีไมอาจนําไปวิเคราะหรวมกับวิธีแบบอ่ืนๆ ได และไมสามารถเลือกศึกษาเฉพาะสวนได ตอง
ศึกษาลักษณะทั้งหมด แตอยางไรก็ตามการวิเคราะหดวยวิธีน้ีเปนเพียงวิธีเดียวที่ใชในการ
วิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของขอมูลบางประเภทเชน DNA-DNA hybridization, 
RFLP, AFLP, RAPD และ DNA fingerprints 
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วัตถุประสงค 
1) เพ่ือคัดเลือกเชื้อราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนที่สรางเอนไซม lipase, 

cellulase, amylase และ protease 
2) ศึกษาประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมของราเอนโดไฟทที่คัดเลือกได 
3) ศึกษาความสามารถของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซมชนิดตางๆ โดยใชชุด 

ทดสอบ API ZYM test kit 
4) เพ่ือจําแนกชนิดของเชื้อราที่มีประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมโดยใชวิธีทาง 

ชีวโมเลกุล 
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บทที่ 2 

 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 
2.1 วัสดุ และ อุปกรณ 
 
2.1.1 ราเอนโดไฟทสําหรับการทดสอบ  

- แยกโดย น.ส. จิรายุ บัวทอง        จํานวน 224 ไอโซเลท (ตารางที่ 1 ค ภาคผนวก ค) 
- แยกโดย น.ส. ประไพพิศ เชาวลิต  จํานวน 76 ไอโซเลท (ตารางที่ 2 ค ภาคผนวก ค) 

 
2.1.2 รา Aspergillus sp.  

แยกไดจากกองปุยหมัก จากหองปฏิบัติการ ผศ.ดร.เยาวลักษณ  ดิสระ 
 
2.1.3 วัสดุประเภทลกิโนเซลลูโลสที่ใชในการเลี้ยงเชื้อที่สภาวะ solid state fermentation 

- ฟางขาว 
- ใบพืชปาชายเลน ไดแก โกงกางใบเล็ก แสมดํา และ ตะบูนขาว 

 
2.1.4 อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
2.1.4.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ  

- Corn meal agar (CMA)    (Fluka) 
- Potato dextrose agar (PDA)    (ภาคผนวก ก) 
- Potato dextrose broth (PDB)    (ภาคผนวก ก) 

 
2.1.4.2 สารเคมีทั่วไป 

- 1 M NaCl 
- Lactophenol cotton blue 
- 5% Sodium hypochlorite (Clorox)   (Haiter) 
- 15% Glycerol      (Merck) 
- Nelson-Somogyi     (ภาคผนวก ก) 
- NH4NO3      (Univar) 
- MgSO4.7H2O      (Univar) 
- Peptone      (Difco) 
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- Yeast extract      (Difco)  
- KH2PO4      (Merck) 
- KCl       (Merck) 
- CaCl2       (Merck) 
- (NH4)2SO4      (Merck) 
- K2HPO4      (Merck) 
- 0.1 M Acetate buffer pH 5.0    (ภาคผนวก ก) 
- Congo red      (Fluka) 
- Carboxymethylcellulose (CMC)   (Fluka) 
- Soluble starch     (Univar) 
- Sodium caseinate     (Sigma) 
- Tributyrin      (Fluka) 
- Rhodamine B     (Fluka) 
- Olive oil      (Sabroso) 
- สารละลาย iodine     (ภาคผนวก ก) 
- 5% (w/v) cupric acetate    (ภาคผนวก ก) 

 
2.1.5 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหดวยวิธีทางชีวโมเลกุล 

- Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) lysis buffer  
            (O’ Donnell et al., 1997)    (ภาคผนวก ก) 

- Tris-hydrochloric acid (pH 8.0) 
- TAE buffer (Tris Acetate EDTA buffer, pH 8.0) (ภาคผนวก ก) 
- 6X Loading dye     (ภาคผนวก ก) 
- Ammonium acetate     (Bio Basic Inc.) 
- Phenol      (Carlo Erba reagenti) 
- Chloroform     (Lab-Scan Analytical  

                                        Sciences) 
- Isoamyl alcohol     (Bio Basic Inc.) 
- Isopropanol      (Bio Basic Inc.) 
- Absolute ethanol     (Carlo Erba reagenti) 
- Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  (Bio Basic Inc.) 
- 1% Agarose gel     (Research Organics) 
- Ethidium bromide     (Fluka) 
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- 25mM MgCl2      (Fermentas) 
- 10X PCR buffer     (Fermentas) 
- 10mM dNTPs mix     (Fermentas) 
- Taq DNA polymerase    (Fermentas) 

 
2.1.6 Universal fungal primers (White et al., 1990; Bunyard et al., 1994; Landvik, 
1996) 

- NS4  (5’ CTT CCG TCA ATT CCT TTA AG 3’) 
- ITS1  (5’ TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3’) 
- ITS4   (5’ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) 
- ITS5   (5’ GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G 3’) 
- JS1   (5’ GCT GGT GCT GGC AGT GCT-3’) 
- LR7   (5’ TAC TAC CAC CAA GAT CT 3’) 

 
2.1.7 โปรแกรมวิเคราะหการจัดเรียงลําดับเบส DNA และสราง phylogenetic tree 

- BioEdit version 7.0.9 (Hall, 2005) 
- PAUP* Version 4.0b10 (Swofford, 2002) 

 
2.1.8 เครื่องมือวิทยาศาสตร 

- กลองจุลทรรศน     (Olympus) 
- กลอง stereo zoom     (Olympus) 
- Spectrophotometer     (Optima) 
- Automatic pipette     (Gilson) 
- Tip       (Axegen) 
- Incubator      (Systemfrom) 
- Vortex mixer      (Genie) 
- pH meter      (Beckman) 
- Autoclave      (Tomy) 

- Water bath 50 °C     (Memmert) 
- Hot air oven      (Binder) 
- Gel electrophoresis machine    (Amersham Bioscience) 
- Electronical balance     (Sartorius) 
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- Freeze dryer      (Labconco) 
- PCR machine     (Biorad) 

 - UV-light transilluminator    (Gel Documentation,  
                                                                       Syngene Gene Genius  
                                                                       SYDR 2/179) 

 
2.1.9 ชุดทดสอบตางๆ  
 - NucleoSpin® Plant II kit    (Macherey-Nagel) 
 - NucleoSpin® Extract DNA purification kit  (Macherey-Nagel) 
 - APIZYM test kit     (Biomerieux) 
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2.2 วิธีการทดลอง 
 
2.2.1 การแยกราเอนโดไฟท  
2.2.1.1 การเก็บตัวอยางพืชปาชายเลน  

ทําการเก็บตัวอยางพืชปาชายเลนชนิดตางๆ เชน โกงกางใบเล็ก โกงกางใบใหญ  
ฝาดดอกแดง ตะบูนขาว ลําพู แสมขาว และเล็บมือนาง จาก 2 แหลงคือ เกาะยอ จังหวัดสงขลา 
และ เกาะตะรุเตา จังหวัดสตูล โดยเก็บตัวอยางใบพืช และกิ่งที่มีลักษณะสมบูรณไมมีลักษณะ
อาการของโรค นําตัวอยางพืชมาลางดวย detergent และนํ้าประปา ผึ่งใหแหงภายใต laminar 
flow เม่ือตัวอยางพืชแหงแลว ใชใบมีดผาตัดปราศจากเชื้อตัดตัวอยางพืชออกเปนสวนตางๆ 

ดังน้ี vein, midrib, lamina, petiole และ branch ออกเปนชิ้นเล็กๆ ใหมีขนาด 1×1 ตาราง
เซนติเมตร จํานวน 4, 3, 3, 4 และ 6 ชิ้น ตามลําดับ 

ราเอนโดไฟทอีกสวนหนึ่ง จํานวน 224 isolates ไดรับความอนุเคราะหจาก  
นางสาวจิรายุ บัวทอง (ติดตอสวนตัว) ดังตารางที่ 1ค (ภาคผนวก ค) 
 
2.2.1.2 การแยกเชื้อรา  

นําตัวอยางพืชที่ตัดเปนชิ้นๆ มากําจัดเชื้อบริเวณพื้นผิว โดยแชใน 95% ethanol นาน 
30 วินาที หลังจากนั้นนําไปแชใน 5% sodium hypochlorite นาน 5 นาที แลวนําไปแชใน  
95% ethanol อีกครั้งนาน 30 วินาที นําตัวอยางมาลางดวยน้ํากลั่นที่ปราศจากเชื้อ  
นาน 3-5 วินาที (Phongpaichit et al., 2006) แลวจึงนําตัวอยางพืชไปวางบนอาหาร  
corn meal agar (CMA) ที่เติมยาปฏิชีวนะ penosep (penicillin+streptomycin) ความเขมขน 

50 μg/ml นําไปบมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C สังเกตผลทุกวัน เม่ือพบวามีการเจริญของเสนใยรา
งอกมาจากชิ้นตัวอยางพืช ทําการตัดสวน hyphal tip ของราภายใตกลอง stereo zoom นําไป
เพาะเลี้ยงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) ที่ไมเติมยาปฏิชีวนะ ทําการแยกจนไดเชื้อ

ราบริสุทธิ์ ราเอนโดไฟทที่แยกไดทั้งหมดเก็บตัวอยางไวใน 15-20% glycerol ที่ -70 °C  
คํานวณอัตราการแยกราเอนโดไฟท (isolation rate) ซ่ึงเปนคาที่บอกถึงจํานวนของ 

ราเอนโดไฟทที่แยกไดตอหน่ึงหนวยของตัวอยางพืช โดยคํานวณจากสูตร (Jordaan et al., 
2006) 

 
อัตราการแยกราเอนโดไฟท =  

 
 

    จํานวนราเอนโดไฟทที่แยกได 
จํานวนชิ้นของตัวอยางพืชที่นํามาแยก 
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2.2.2 การทดสอบเบื้องตนของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม lipase, cellulase, 
amylase และ protease โดยวิธี plate method 

การทดสอบเบื้องตนของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม โดยนําราเอนโดไฟทที่
ตองการศึกษาไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร PDA เปนเวลา 5-7 วัน หรือจนกวาเชื้อมีการเจริญที่
เหมาะสม จากนั้นใชปลายพาสเจอรป เปตที่ปราศจากเชื้อ ขนาดเสนผานศูนยกลาง  
0.5 เซนติเมตร เจาะที่ขอบโคโลนีของราที่นํามาทดสอบ แลวนําไปวางบนจุดกึ่งกลางของอาหาร
ที่ใชทดสอบการสรางเอนไซมแตละชนิดดังน้ี 
 
2.2.2.1 เอนไซม lipase 

เลี้ยงราบนอาหารพื้นฐาน (ภาคผนวก ก) ที่เติม tributyrin ความเขมขน 1.0% (v/v)  

บมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปนเวลา 5-7 วัน สังเกต clear zone รอบโคโลนีของรา บันทึกผล 
เสนผานศูนยกลางของ clear zone เปนมิลลิเมตร (Torres et al., 2003) สําหรับราที่ใหผลบวก
บนอาหาร tributyrin agar นํามาทดสอบตอบนอาหาร rhodamine B agar (ภาคผนวก ก) โดย

เลี้ยงราบนอาหาร rhodamine B agar บมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปนเวลา 5-7 วัน จากนั้น
นําไปสองดูภายใตแสงยูวี ความยาวคลื่น 350 นาโนเมตร ถาเชื้อสามารถสรางเอนไซม lipase 
ไดจะเห็นการเรืองแสงสีชมพูอมสมภายใตแสงยูวี บันทึกผลโดยดูจากความเขมของการเรืองแสง 
ใหระดับคะแนนเปน +++++, ++++, +++, ++ และ + ตามลําดับความเขมของการเรืองแสง  
 
2.2.2.2 เอนไซม cellulase 

เลี้ยงราบนอาหารพื้นฐาน (ภาคผนวก ก) ที่เติม carboxymetylcellulose (CMC) ความ

เขมขน 0.5% (w/v) บมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปนเวลา 5-7 วัน จากนั้นราดดวย congo red 
ความเขมขน 2% (w/v) แลวลางดวย NaCl ความเขมขน 1.0 M ทิ้งไว 15 นาที สังเกต clear 
zone รอบโคโลนีของรา บันทึกผลเสนผานศูนยกลางของ clear zone เปนมิลลิเมตร (Maria et 
al., 2005) 
 
2.2.2.3 เอนไซม amylase 

เลี้ยงราบนอาหารพื้นฐาน (ภาคผนวก ก) ที่เติม soluble starch ความเขมขน 2% (w/v) 

บมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปนเวลา 5-7 วัน จากนั้นราดดวยสารละลาย iodine (ภาคผนวก ก) 
สังเกต clear zone รอบโคโลนีของรา บันทึกผลเสนผานศูนยกลางของ clear zone เปน
มิลลิเมตร (Maria et al., 2005) 
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2.2.2.4 เอนไซม protease 
ทดสอบเอนไซม protease โดยเลี้ยงราบนอาหารพื้นฐาน (ภาคผนวก ก) ที่เติม sodium 

caseinate ความเขมขน 2% (w/v) บมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปนเวลา 5-7 วัน สังเกต clear 
zone รอบโคโลนีของรา บันทึกผลเสนผานศูนยกลางของ clear zone เปนมิลลิเมตร (บุญศรี, 
2533) 
 
2.2.2.5 การรายงานประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม 

ประสิทธิภาพของเชื้อราในการสรางเอนไซมแตละชนิด รายงานผลเปนคา extracellular 
enzyme production ratios (EPR) คือ อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางของ clear zone ตอ
เสนผานศูนยกลางของโคโลนีรา โดยกําหนดปฏิกิริยาการสรางเอนไซมตามคา EPR เปน  
4 ระดับดังน้ี (Choi et al., 2005) 

Strong reaction: > 2 
Medium reaction: >1- < 2, 
Weak reaction: <1 
No reaction: ไมเกิดการสราง clear zone  

 
2.2.3 การทดสอบเอนไซมอ่ืนๆ โดยใช API ZYM test kit 

ทําการทดสอบโดยเลี้ยงราเอนโดไฟทที่ตองการศึกษาการสรางเอนไซมอ่ืนๆ ในอาหาร
เหลวที่มี tributyrin ความเขมขน 1% (v/v) (ภาคผนวก ก) สําหรับเชื้อที่ใหผลบวกกับ tributyrin 
และเลี้ยงเชื้อในอาหาร CMC ความเขมขน 1% (w/v) (ภาคผนวก ก) สําหรับเชื้อราที่ใหผลบวก
กับอาหาร CMC เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5-7 วัน จากนั้นนําไปกรองผานกระดาษ
กรอง สวนของเหลวที่กรองไดเรียกวา crude enzyme ซ่ึงจะนําไปทดสอบกับชุดทดสอบ  
API ZYM test kit ซ่ึงสามารถตรวจหาเอนไซมได 19 ชนิดโดยหยอด crude enzyme หลุมละ 

75 μl จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนํามาหยอดดวย ZYM A 
หลุมละ 1 หยด และ ZYM B หลุมละ 1 หยด ทิ้งไว 10 นาที สังเกตการเปลี่ยนสีของแตละหลุม
เทียบกับแผนเทียบสีมาตรฐานของบริษัทผูผลิตชุดทดสอบ (ภาคผนวก ข) 
 
2.2.4 การทดสอบความสามารถของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม 

จากการทดสอบความสามารถของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม lipase, cellulase, 
amylase และ protease เบื้องตน ดวยวิธี plate method ทําการคัดเลือกราเอนโดไฟทที่
สามารถสรางเอนไซม lipase และ cellulase ที่ใหคา EPR สูงสุด 3 อันดับ มาศึกษา
ความสามารถในการผลิตเอนไซม lipase ในอาหารเหลว (submerged fermentation) สําหรับ
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ความสามารถในการผลิตเอนไซม cellulase จะทดสอบทั้งในอาหารเหลว (submerged 
fermentation) และอาหารแข็ง (solid substrate fermentation) 
 
2.2.4.1 การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว  

เลี้ยงราเอนโดไฟทที่ตองการทดสอบบนอาหาร PDA บมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปน
เวลา 5-7 วัน หรือจนกวามีขนาดโคโลนีที่เหมาะสม จากนั้นใชพาสเจอรปเปตที่ปราศจากเชื้อซ่ึง
มีปลายขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะที่ขอบโคโลนีของรา นําชิ้นวุนที่ได 5 ชิ้น 
ไปเลี้ยงในอาหารเหลวสําหรับการทดสอบเอนไซม lipase ที่มี tributyrin ความเขมขน 1% (v/v) 
เปนสับสเตรท (ภาคผนวก ก) และ cellulase ที่มี CMC ความเขมขน 1% เปนสับสเตรท 
(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิหอง ไมเขยา เปนเวลา 14 วัน โดยเก็บ
ตัวอยางในวันที่ 4, 6, 8, 10, 12 และ 14 โดยการนําตัวอยางมากรองผานกระดาษกรอง 
whatman no. 1 ของเหลวที่กรองไดคือ crude enzyme นําไปวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม 
lipase และ cellulase ตอไป และเสนใยบนกระดาษกรองนําไปหาน้ําหนักแหงเพ่ือวัดการเจริญ
ของรา (ภาคผนวก ข) 
 
2.2.4.2 การเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง  
2.2.4.2.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใชฟางขาว 

ชั่งฟางขาวขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร จํานวน 5 กรัม ใสลงในฟลาสกขนาด  
500 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายที่ประกอบดวย NH4NO3 0.2 กรัม yeast extract 0.001 
กรัม ปริมาตร 16 มิลลิลิตร เขยาใหทั่ว วางไวที่อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมง เพ่ือใหฟางขาวดูดซับนํ้า 

และมีเปอรเซ็นตความชื้นเริ่มตนเทากับ 75% จากนั้นปดดวยจุกสําลี น่ึงฆาเชื้อที่ 121°C  
15 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง (ประไพพิศ, 2549) 
 
2.2.4.2.2 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมฟางขาวและใบของพืชปาชายเลน 

ชั่งฟางขาวขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร จํานวน 3 กรัม และ ใบของพืชปาชายเลน 
ขนาด 0.5 เซนติเมตร จํานวน 2 กรัม ใสลงในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นเติม
สารละลายที่ประกอบดวย NH4NO3 0.27 กรัม yeast extract 0.0013 กรัม ปริมาตร  
20 มิลลิลิตร เขยาใหทั่ววางไวที่อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมง เพ่ือใหฟางขาวและใบพืชปาชายเลน 

ดูดซับนํ้า และมีเปอรเซ็นตความชื้นเริ่มตนเทากับ 70% ปดดวยจุกสําลี น่ึงฆาเชื้อ ที่ 121°C  
15 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง (ดัดแปลงจากประไพพิศ, 2537) 
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2.2.4.2.3 การเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง 
ทําการเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟทที่ใชในการศึกษาการสรางเอนไซม cellulase บนอาหาร 

PDA เปนเวลา  5-7 วัน หรือจนกวาจะมีขนาดที่เหมาะสมในการทดสอบ จากนั้นใช 
พาสเจอรปเปตที่ปราศจากเชื้อซ่ึงมีปลายขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะที่ขอบ
โคโลนีของรา นําชิ้นวุนที่ไดจํานวน 5 ชิ้น เติมลงในอาหารที่เตรียมไว (ขอ 2.2.4.2.1 และ 
2.2.4.2.2) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 14 วัน โดยเก็บตัวอยางในวันที่ 4, 6, 8, 10, 12 
และ 14 เพ่ือนําไปวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม cellulase ทําการสกัดเอนไซมโดยเติม 
acetate buffer ความเขมขน 0.1 M pH 5 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกที่เลี้ยงเชื้อ 
จากนั้นทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง กรองดวยผาก็อซ ของเหลวที่ไดเปน crude 
enzyme ซ่ึงจะนําไปวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซม cellulase ตอไป  

สําหรับเชื้อ control ใชเชื้อ Aspergillus sp. ทําการเพาะเลี้ยงในลักษณะเดียวกันแต
เลี้ยงเชื้อเปนเวลา 9 วัน และเก็บตัวอยางในวันที่ 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 
 
2.2.5 การวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซม cellulase  

สับสเตรทที่ใชในการทําปฏิกิริยาคือ สารละลาย CMC ความเขมขน 1% ในสารละลาย 
acetate buffer ความเขมขน 0.1 M pH 5.0 และเตรียมสารละลายเอนไซมใหมีความเขมขนที่
เหมาะสม โดยเจือจางดวยสารละลาย acetate buffer ความเขมขน 0.1 M pH 5.0 จากนั้นนํา
สารละลายเอนไซมที่บรรจุในหลอดทดสอบปริมาตร 1 มิลลิลิตร และภาชนะที่บรรจุสับสเตรท  

ไปบมใน water bath 50 °C เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสับสเตรท 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดที่

มีสารละลายเอนไซม 1 มิลลิลิตร บมตอที่อุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 30 นาที ครบกําหนดเวลา
นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวทําใหเย็นทันทีโดยแชในน้ําเย็นจัด เพ่ือหยุดปฏิกิริยา 
จากนั้นหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นดวยวิธีการ Nelson-Somogyi (ภาคผนวก ข) โดย
กําหนดให 1 หนวย (unit) ของเอนไซม cellulase เทากับปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายเซลลูโลส 
(CMC) แลวใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (กลูโคส) เกิดขึ้นใน 1 μmol ภายในเวลา 1 นาที (สมรักษ, 
2537)  

Control คือ crude enzyme ที่นําไปตมเดือดเปนเวลา 10 นาที กอนนํามาวิเคราะหหา
กิจกรรม และ blank ใชนํ้ากลั่นทําปฏิกิริยาแทนสารละลายเอนไซม 
 

Unit enzyme = ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส × 2 × Dilution factor 
                                          MW ของน้ําตาลกลูโคส × 30 
 
MW ของน้ําตาลกลูโคส = 180 
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2.2.6 การวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซม lipase  
ทําการวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซม lipase โดยใชวิธี cupric acetate assay 

(ดัดแปลงจาก Lee and Rhee, 1993) ซ่ึงมีวิธีการคือ ในขั้นแรกเตรียมสารละลาย cupric 
acetate ความเขมขน 5% (w/v) (ภาคผนวก ก) จากนั้นเตรียมหลอดปฏิกิริยาซึ่งประกอบดวย 
tributyrin 10% (v/v) ใน iso-octane ปริมาตร 1 มิลลิลิตร Tris-HCl buffer pH 7.5 ปริมาตร  
0.5 มิลลิลิตร และสารละลายเอนไซม ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ  

30 °C 200 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้นเติม 6 N HCl 0.3 มิลลิลิตร เพ่ือหยุด
ปฏิกิริยา รอใหตัวอยางแยกชั้น และเลือกชั้นที่อยูดานบนไปทําการศึกษา โดยดูดสวนที่อยู
ดานบน (ชั้นของน้ํามัน) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย cupric acetate ปริมาตร  
0.4 มิลลิลิตร ใหตัวอยางผสมกันอยางรวดเร็วโดยใช vortex นาน 30 วินาที จากนั้นทิ้งไวให 
ทําปฏิกิริยาเปนเวลา 15 นาที เลือกชั้นที่อยูดานบนไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร 
โดยกําหนดให 1 หนวยของเอนไซม lipase คือกิจกรรมของเอนไซมในการยอยสลาย tributyrin 
ไปเปน tributyric acid 1 μmol ในเวลา 1 นาที 
 
2.2.7 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา  
2.2.7.1 Macroscopic morphology 

เลือกศึกษาเฉพาะราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซม lipase และ cellulase ไดสูง 10 อันดับ
แรก และราเอนโดไฟทที่ใหผลบวกกับอาหาร rhodamine B โดยเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟทบน

อาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปนเวลา 7- 14 วัน แลวศึกษาลักษณะโคโลนีของเชื้อรา
โดยสังเกตลักษณะของโคโลนี สีของโคโลนี และศึกษาอัตราการเจริญเติบโต 
 
2.2.7.2 Microscopic morphology 

ราเอนโดไฟทชนิดใดที่สรางโครงสรางการสืบพันธุ (reproductive structure) จะ
ทําการศึกษาแบบ wet-mount ดวยสี lactophenol cotton blue แลวศึกษาภายใตกลอง
จุลทรรศน เปรียบเทียบลักษณะของโครงสรางการสืบพันธุทั้งหมด และเทียบเคียงกับ keys 
ตางๆ (Samson et al., 1995; Barnett and Hunter, 1998) 

 
2.2.8 การจัดจําแนกเชื้อราดวยขอมูลทางพันธุกรรม 
2.2.8.1 การเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟทเพ่ือสกัด DNA 

เพาะเลี้ยงราเอนโดไฟทในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ในอาหาร PDB ปริมาตร  

50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปนเวลาประมาณ 1 สัปดาห หรือจนกวาจะพบวา 
ราเอนโดไฟทมีการเจริญเติบโตเต็มที่ หลังจากนั้นนําเชื้อราที่ไดไปกรองผานกรวยแกวที่รองดวย
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ผากอซที่ผานการฆาเชื้อแลว ลางเสนใยราดวยน้ํากลั่นที่ปราศจากเชื้อ (อุณหภูมิประมาณ  

50-60 °C) อยางนอย 2 ครั้ง หรือจนกวาเสนใยของเชื้อราจะสะอาด ซับนํ้าออกจากเสนใยราให
มากที่สุดดวยกระดาษทิชชูที่ปราศจากเชื้อ แลวถายเสนใยราลงในโกรงบดยาที่ปราศจากเชื้อ 

นําไปแชในตูแชแข็ง ที่อุณหภูมิ -20 °C ขามคืน อีกวิธี คือ การนําเสนใยราที่กรองไดไปทํา 
freeze dried แลวนําเสนใยราที่ไดจากทั้ง 2 วิธีไปบดใหละเอียด เพ่ือจะนําไปสกัด DNA ตอไป  
 
2.2.8.2 การสกัด DNA ดวยวิธี CTAB method (ดัดแปลงจาก O’ Donnell et al., 1997) 

บดเสนใยของเชื้อราที่ตองการสกัด DNA ใหละเอียดมากที่สุด จากนั้นนําไปใสในหลอด 
microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเติม CTAB lysis buffer ปริมาตร 500 μl ปนดวย vortex 

mixer ผสมใหเขากันดี นําไปแชใน water bath ที่อุณหภูมิ 70°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง เม่ือครบ

เวลานําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 10 นาที 
ถายสวนใส (supernatant) ใสหลอดใหม เติมสารผสม phenol: chloroform: isoamyl alcohol 
(25: 24: 1) ปริมาตรเทากับสวนใส เอียงหลอดไปมาเบาๆ เพ่ือใหสารผสมเขากัน นําไปหมุน

เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 10 นาที ถายสวนใสใส
หลอดใหม เติมสารผสม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตรเทากับสวนใส  
เอียงหลอดไปมาเบาๆ 5-10 ครั้ง แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที  

ที่อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 10 นาที ทําซ้ําขั้นตอนนี้อีกครั้ง หรือจนกวาจะใส เก็บสวนใสใส
หลอดใหม เติม 7.5 M ammonium acetate ครึ่งปริมาตรของสวนใส และเติม absolute ethanol 

ที่แชเย็นปริมาตร 2.5 เทาของสวนใส นําไปแชที่อุณหภูมิ -20°C เปนเวลา 30 นาที หรือจนกวา
จะพบตะกอนของ DNA หลังจากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้ง จะพบตะกอน DNA สีขาวติดอยูที่กนหลอด ลาง 
DNA ที่ได 2 ครั้ง ดวย 75% ethanol ที่แชเย็น ปริมาตร 500 μl ทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

ละลาย DNA ที่ไดดวยน้ํากลั่น nanopure ไรเชื้อ 50 μl เก็บ DNA ที่สกัดไดที่อุณหภูมิ -20°C 
เพ่ือใชในการศึกษาตอไป 
 
2.2.8.3 การสกัด DNA ดวย ชุด kit 

ทําการสกัด DNA ดวยชุด NucleoSpin® Plant II kit ตามวิธีการในคูมือ โดยบดเสนใย
ของราที่ตองการสกัด DNA ใหละเอียดมากที่สุด จากนั้นนําไปใสในหลอด microtube ขนาด  

1.5 มิลลิลิตร แลวเติม PL1 400 μl และ RNase A 10 μl นําไปบมที่อุณหภูมิ 65°C เปนเวลา
ประมาณ 1 ชั่วโมง นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที  
ถายสวนใสใสในหลอด microtube อันใหม จากนั้นเติม binding buffer PC 450 μl ดูดขึ้นดูดลง 
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นําสวนผสมที่ไดไปใสใน คอลัมนสีเขียวที่รองรับดวย collecting tube นําไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 11,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสวนที่อยูใน collecting tube จากนั้น
เติม wash buffer PW1 ปริมาตร 400 μl นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสวนที่อยูใน collecting tube เติม buffer PW2 700 μl นําไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 11,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสวนที่อยูใน collecting tube นําคอลัมน 
สีเขียวที่ไดไปใสในหลอด Eppendorf อันใหม เติม buffer PE 50 μl ซ่ึงผานการอุนที่อุณหภูมิ 

70°C นาน 5 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 
นํามาเติม buffer PE 50 μl อีกครั้ง สุดทายจะไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
 
2.2.9 การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA ที่สกัดได 

ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA ที่สกัดไดดวย 1% agarose gel 
electrophoresis ใน TAE buffer  
 
2.2.10 การเพิ่มปริมาณสวน ITS1-5.8S-ITS2 (ITS) และ LSU ของยีน rDNA โดยปฏิกิริยา 
PCR 

เพ่ิมปริมาณสวน ITS1-5.8S-ITS2 โดยใช universal fungal primers ไดแก ITS5/ITS4, 
ITS1/ITS4 และ NS5/ITS4 เพ่ิมปริมาณสวน 28S โดยใช universal fungal primers คือ 
ITS5/LR7 และ JS1/LR7 ดังแสดงตําแหนงในรูปที่ 5 
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http://www.lutzonilab.net/primers/image247. 
รูปที่ 5 ตําแหนงของยีนสวน ITS และ LSU ที่ใชในการศึกษา 
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2.2.10.1 การเตรียมสวนผสมของ PCR (PCR mixture) 
รายละเอียดของสวนผสมในการทํา PCR แสดงในตารางที่ 5 

 
ตารางที่ 5 สวนผสมของปฏิกิริยา PCR (PCR mixture)  
 

สวนผสม ความเขมขนเริ่มตน ปริมาตร (μl) 

Nanopure water - 35.8 
PCR buffer 10 X 5 
MgCl2 25 mM 5 
dNTPs mix 10 mM 1 
Primer 10 μM 1 
Primer 10 μM 1 
Taq DNA polymerase 2 U/μl 0.2 
DNA template 100-500 ng 1 

Total volume - 50 

 
2.2.10.2 การทําปฏิกิริยา PCR (สิตา, 2551) 

เม่ือทําการผสมสวนผสมตางๆ ดังตารางที่ 5 จากนั้นนําไปทําปฏิกิริยาภายในเครื่อง 
PCR สําหรับ ITS ใช PCR profile ดังน้ี 

ขั้นที่ 1  94 °C 2 นาที 

ขั้นที่ 2  94 °C 1 นาที 

ขั้นที่ 3  55 °C 1 นาที 

ขั้นที่ 4  72 °C 2 นาที  
ขั้นที่ 5  ทําซ้ําขั้นที่ 2-4 ทั้งหมด 34 รอบ 

ขั้นที่ 6  72 °C 10 นาที   
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สําหรับ LSU ใช PCR profile ดังน้ี 

ขั้นที่ 1  94 °C 3 นาที 

ขั้นที่ 2  94 °C 1 นาที 

ขั้นที่ 3  55 °C 1.5 นาที 

ขั้นที่ 4  72 °C 2.5 นาที  
ขั้นที่ 5  ทําซ้ําขั้นที่ 2-4 ทั้งหมด 34 รอบ 

ขั้นที่ 6  72 °C 10 นาที 
 
2.2.10.3 การตรวจสอบปริมาณของ PCR product ดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis 

ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ PCR product ที่ไดดวยเทคนิค agarose gel 
electrophoresis โดยผสม PCR product ปริมาตร 3 μl กับ 6x loading dye ปริมาตร 3 μl แลว 
load ลงใน 1% agarose gel ที่แชอยูใน TAE buffer กระแสไฟฟา 100 volts 30-40 นาที ยอม
เจลดวย ethidium bromide เปนเวลา 10 นาที แลวตรวจสอบ PCR product ภายใตแสง UV 
ดวยเครื่อง UV transluminator และบันทึกภาพโดยใช Gel Documentation (Syngene Gene 
Genius) 
 
2.2.10.4 การกําจัดสิ่งปนเปอนใน PCR product (PCR product purification) 

ทําการกําจัดสิ่งปนเปอนใน  PCR product ที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวยชุด 
Nucleospin® extract DNA purification kit ตามวิธีการในคูมือของบริษัท โดยนํา PCR product 
ผสมกับ binding buffer แลวหยอดลงใน nucleospin column ที่รองรับดวย collecting tube 
ขนาด 2 มิลลิลิตร แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ทําซ้ํา 2 ครั้ง 

เทของเหลวที่อยูดานลางทิ้งไป เติม elution buffer ซ่ึงผานการอุนที่อุณหภูมิ 70 °C 15 นาที ลง
ใน nucleospin column ที่รองรับดวย microtube ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 นาที แลวนําไปหมุน
เหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เพ่ือให DNA ตกลงมาในหลอด microtube 
ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA ดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis อีกครั้ง 
จากนั้นสง PCR product ที่ไดไปอานลําดับเบสของ DNA ที่ Macrogen Inc ประเทศเกาหลี 
 
2.2.11 การจัดเรียงลําดับเบส DNA (multiple sequence alignment) 

เม่ือได DNA sequence ทําการตรวจสอบลักษณะและคุณภาพของลําดับเบส DNA 
สวน ITS และ สวน LSU ของราเอนโดไฟทโดยใชโปรแกรม BioEdit V.7.0.9 (Hall, 2005) 
จากนั้นนําลําดับเบสของ DNA ที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของ GenBank ของ National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) เพ่ือหาเชื้อราที่มีความสัมพันธใกลเคียงกันมาก
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ที่สุด แลวนําลําดับเบส DNA ของราเอนโดไฟท มาจัดเรียงเปรียบเทียบกับลําดับเบส DNA ของ
ราอ่ืนๆ ที่มีความสัมพันธใกลเคียงกัน โดยใชโปรแกรม BioEdit V.7.0.9  
 
2.2.12 การวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic analysis) 

วิเคราะหความสัมพันธของราเอนโดไฟท กับเชื้อราที่มีความสัมพันธใกลเคียงกัน โดยใช
โปรแกรม PAUP* 4.0b10 โดยใชวิธีการวิเคราะหแบบ maximum parsimony (100 replicates 
stepwise addition of sequence) คํานวณคาสถิติซ่ึงประกอบดวย tree length, consistency 
index (CI), retention index (RI) และคาความเชื่อม่ัน bootstrap ตามลําดับ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

42 



 

 

บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 
3.1 การแยกราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลน 
 

จากการเก็บตวัอยางพืชปาชายเลน 7 ชนิด จากเกาะตะรุเตา จังหวัดสตลู และเกาะยอ 
จังหวัดสงขลา ไดแก โกงกางใบเล็ก (Rhizophora apiculata) ตะบูนขาว (Xylocarpus 
granatum) ถั่วขาว (Bruguiera cylindrica) ฝาดดอกแดง (Lumnitzera littorea) เล็บมือนาง 
(Aegiceras corniculatum) ลําพู (Sonneratia caseolaris) และ แสมขาว (Avicennia alba) 
จํานวน 9 ตน สามารถแยกราเอนโดไฟทไดทั้งหมด 76 isolates พบวามีอัตราการแยก 
ราเอนโดไฟทเฉลี่ย 8.4 isolates/ตน หรือ 0.42 isolates/ชิ้นตัวอยาง โดยพบวาราที่แยกไดจาก
ตนฝาดดอกแดง (L. littorea) มีอัตราการแยกเชื้อราเอนโดไฟทสูงสุด (20 isolates/ตน หรือ 1.0 
isolates/ชิ้นตวัอยาง) และ ตนถัว่ขาว (B. cylindrica) มีอัตราการแยกราไดนอยที่สุด  
(2 isolates/ตน หรือ 0.1 isolate/ชิ้นตวัอยาง) (ตารางที่ 6) 

เม่ือพิจารณาจากสวนตางๆ ของชิ้นตัวอยางที่นํามาแยกราเอนโดไฟท พบวาแยก 
ราเอนโดไฟทไดจากกิ่งมากที่สุด (42.11%) รองลงมาเปนสวนเสนกลางใบ (19.74%) สําหรับ
สวนเสนใบ และเนื้อใบมีเปอรเซ็นตการแยกราเอนโดไฟทไดเทากันคือ 15.74% ในขณะที่แยก 
ราเอนโดไฟทจากกานใบไดจํานวนนอยที่สุดคือ 6.58% (รูปที่ 6) 

 
 
 รูปที่ 6 เปอรเซ็นตของเชื้อราเอนโดไฟทที่แยกไดจากสวนตางๆ ของพืชปาชายเลน 
 
 

. 

เสนใบ 15.74% 
กานใบ 6.58% 

เสนกลางใบ 19.74% 

ก่ิง 42.11% 

เน้ือใบ 15.74% 
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ตารางที่ 6 จํานวนราเอนโดไฟทที่แยกไดจากพืชปาชายเลน  
  

อัตราการแยกเชื้อ 
 

ลําดับ พืช ชื่อวิทยาศาสตร 

จํานวน
พืช 

(ตน) 

จํานวน
เชื้อท่ี
แยกด

(isolates) 
Isolates

/ตน 
Isolates/ 
ชิ้น ต.ย. 

1 เล็บมือนาง Aegiceras corniculatum (L.) 
Blanco 

1 2 2 0.10 

2 แสมขาว Avicennia alba Bl. 2 14 7 0.14 
3 ถ่ัวขาว Bruguiera cylindrica Bl. 1 2 2 0.10 
4 ฝาดดอก

แดง 
Lumnitzera littorea Voigt 2 40 20 1.00 

5 โกงกางใบ
เล็ก 

Rhizophora apiculata Bl. 1 4 4 0.20 

6 ลําพู Sonneratia caseolaris (L.) 
Engl. 

1 5 5 0.25 

7 ตะบูนขาว Xylocarpus granatum Koen. 1 9 9 0.36 
รวม 9 76 8.4 0.42 

 
3.2 การทดสอบเบื้องตนของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม lipase, cellulase, 
amylase และ protease โดยวิธี plate method 
 

คัดเลือกราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลนชนิดตางๆ รวม 14 ชนิด ที่แยกไดจาก
ขอ 3.1 และที่ไดรับความอนุเคราะหจาก จิรายุ บัวทอง (ภาคผนวก ค) จํานวน 300 isolates 
เปนราเอนโดไฟทที่แยกไดจากโกงกางใบเล็กจํานวนมากที่สุด 82 isolates รองลงมาแยกไดจาก
ฝาดดอกแดง แสมขาว โกงกางใบใหญ ถั่วดํา และ ตะบูนขาว จํานวน 54, 27, 26, 18 และ 18 
isolates ตามลําดับ สวนพืชอ่ืนๆ ที่เหลือ คัดเลือก ราเอนโดไฟทได 1-12 isolates (ตารางที่ 7) 
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ตารางที่ 7 จํานวนราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนทั้งหมดที่ใชในการศึกษา 
   

แยกไดจากพืช 

ลําดับ ชื่อภาษาไทย ชื่อวิทยาศาสตร 

จํานวนเชื้อราที่ใช
ในการศึกษา 

(isolates) 

1 เล็บมือนาง Aegiceras corniculatum (L.) Blanco  5 
2 แสมขาว Avicennia alba Bl.  27 
3 แสมดํา Avicennia officinalis L.  10 
4 ถั่วขาว Bruguiera cylindrical (L.) Bume  12 
5 ถั่วดํา Bruguiera parviflora Wight & Arn.ex Griff. 18 
6 พังกาหัวสุม Bruguiera gymnorrhiza (L.) Savigny. 1 
7 ฝาดดอกแดง Lumnitzera littorea (Jack) Voigt. 54 
8 โกงกางใบเล็ก Rhizophora apiculata Poir.  82 
9 โกงกางใบใหญ Rhizophora mucronata Poir.  26 
10 สีงํ้า Scyphiphora hydrophyllacea Gaertn. f. 8 
11 ลําพู Sonneratia caseolaris Gaerth. 10 
12 ลําแพน Sonneratia ovata Back.  11 
13 ตะบูนขาว Xylocarpus granatum Koen.  18 
14 ตะบูนดํา Xylocarpus moluccensis Roem. 8 

รวม 300 
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นําราเอนโดไฟทที่คัดเลือก มาศึกษาการสรางเอนไซม lipase, cellulase, amylase และ 
protease โดยใชวิธี plate method ดังตัวอยางที่แสดงในรูปที่ 7  

     

                 
 
 

รูปที่ 7 การทดสอบการสรางเอนไซมของราเอนโดไฟทโดยวิธี plate method (ก) ราเอนโดไฟท 
MA1 บนอาหาร tributyrin ทดสอบเอนไซม lipase (ข) ราเอนโดไฟท MA145 บน
อาหาร CMC ทดสอบเอนไซม cellulase  
 
จากการใชราเอนโดไฟทจํานวน 300 isolates สําหรับทดสอบเอนไซม lipase และ 

cellulase และ 180 isolates สําหรับทดสอบเอนไซม amylase และ protease พบวา 
ราเอนโดไฟท 31.7%, 24.0% และ 1.1% มีความสามารถในการสรางเอนไซม lipase, cellulase 
และ amylase ได ตามลําดับ และไมพบราเอนโดไฟทที่สามารถสรางเอนไซม protease  
(ตารางที่ 8) โดยจํานวนราเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมที่แยกไดจากพืชปา
ชายเลนชนิดตางๆ ตามตารางที่ 9 เม่ือพิจารณาประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมของเชื้อรา 
แตละชนิดจากคา EPR (อัตราสวนของเสนผานศูนยกลางของ clear zone ตอเสนผาน
ศูนยกลางของโคโลนีเชื้อรา) พบวาราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซมสวนใหญ สามารถสราง lipase 
(73/95; 76.8%) และ cellulase (71/72; 98.6%) ไดในระดับปานกลาง (EPR >1-<2) และมี
จํานวน 20 จาก 95 isolates (21.0%) ที่สราง lipase ระดับสูง (EPR > 2) สวนราเอนโดไฟทที่
สราง cellulase พบวามีเพียง 1 จาก 72 isolates (1.4%) ที่สราง cellulase ในระดับสูง สําหรับ 
ราเอนโดไฟทที่สราง amylase ซ่ึงมีเพียง 2 isolates สรางเอนไซมในระดับปานกลางไดแก 
MA82 (EPR 1.25) และ MA46 (EPR1.1) คา EPR ของราเอนโดไฟทที่สามารถสรางเอนไซม 
lipase และ cellulase 10 อันดับแรก แสดงดังตารางที่ 10 และ ตารางที่ 11 ตามลําดับ โดย  
ราเอนโดไฟททั้ง 10 isolates มีศักยภาพสูงในการสราง lipase (EPR 3.1-4.9) โดยแยกไดจาก
แสมขาว 3 isolates แสมดํา และตะบูนขาวอยางละ 2 isolates และ จากลําแพน โกงกางใบใหญ 
และโกงกางใบเล็ก อยางละ 1 isolate สวนราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซม cellulase มีคา EPR 
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1.53-2.63 โดยแยกไดจากโกงกางใบใหญ และฝาดดอกแดง อยางละ 2 isolates จากตะบูนขาว 
ตะบูนดํา เล็บมือนาง ลําแพน สีงํ้า และโกงกางใบเล็ก อยางละ 1 isolate  

ราเอนโดไฟทที่ใหผลบวกบนอาหาร tributyrin ทั้งหมด 95 isolates เม่ือนําไปทดสอบ
เพ่ือยืนยันผลการสรางเอนไซม lipase บนอาหาร rhodamine B agar พบวา มีเพียง 3 isolates 
(3.2%) ที่ใหผลบวกบนอาหาร rhodamine B โดยราเอนโดไฟท MA132 มีการเรืองแสงมาก
ที่สุด และมีคา EPR บน tributyrin agar 3.18 (ตารางที่ 12) 
 
ตารางที่ 8 ราเอนโดไฟทที่สามารถสรางเอนไซม lipase, cellulase, amylase และ 
             protease ทดสอบโดยวิธี plate method  
 

จํานวนราเอนโดไฟท 
Reaction EPR Lipase 

(n=300) 
Cellulase 
(n=300) 

Amylase 
(n=180) 

Protease 
(n=180) 

Strong >2 20 1 0 0 
Medium >1-<2 73 71 2 0 

Weak ≤1 2 0 0 0 
รวมเชื้อราทีส่รางเอนไซม (%) 95 (31.7) 72 (24) 2 (1.1) 0 (0) 
No reaction 

(%) 
ไมเกิด 

clear zone 205 (68.3) 228 (76) 178 (98.9) 180 (100) 
 

EPR  (extracellular enzyme production ratios) = อัตราสวนของเสนผานศูนยกลางของ clear 

zone ตอเสนผานศูนยกลางของโคโลนีเชื้อรา (Choi et al., 2005) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

47 



 

 

ตารางที่ 9 จํานวนราเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมโดยแยกไดจากพืช 
             ปาชายเลนแตละชนิด 
 

จํานวนเชื้อราที่สรางเอนไซม 
พืชเจาบาน 

Lipase Cellulase Amylase 

โกงกางใบเลก็ 22 19 1 

โกงกางใบใหญ 9 11 - 

ตะบูนขาว 14 8 - 

ตะบูนดํา 1 4 - 

ถั่วขาว - 1 - 

ถั่วดํา 5 5 - 

ฝาดดอกแดง 21 11 - 

พังกาหัวสุมดอกแดง - 2 - 

เล็บมือนาง - 2 - 

ลําพู 3 - - 

ลําแพน 1 1 - 

สีงํ้า 2 - - 

แสมขาว 12 4 1 

แสมดํา - 2 - 

รวม (isolates) 95 72 2 
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ตารางที่ 10 ราเอนโดไฟทที่มีศักยภาพในการสราง lipase 10 อันดับแรก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EPR  (extracellular enzyme production ratios) = อัตราสวนของเสนผานศูนยกลางของ clear zone ตอเสน
ผานศูนยกลางของโคโลนีเชื้อรา (Choi et al., 2005) 
 

ตารางที่ 11 ราเอนโดไฟทที่มีศักยภาพในการสราง cellulase 10 อันดับแรก 
 
ลําดับ ราเอนโดไฟท EPR พืช สวนของพืช 

1 MA145 2.63 โกงกางใบใหญ Midrib 
2 MA130 1.96 ตะบูนขาว Midrib 
3 MA150 1.92 ฝาดดอกแดง Vein 
4 MA161 1.82 ตะบูนดํา Midrib 
5 MA154 1.75 เล็บมือนาง Branch 
6 MA56 1.67 ลําแพน Midrib 
7 MA158 1.66 ฝาดดอกแดง Petiole 
8 MA164 1.55 สีงํ้า Branch 
9 MA122 1.54 โกงกางใบใหญ Midrib 
10 MA169 1.53 โกงกางใบเล็ก Branch 

EPR  (extracellular enzyme production ratios) = อัตราสวนของเสนผานศูนยกลางของ clear zone ตอเสน
ผานศูนยกลางของโคโลนีเชื้อรา (Choi et al., 2005) 

 

ลําดับ ราเอนโดไฟท EPR พืช สวนของพืช 
1 MA1 4.95 แสมดํา Branch 
2 MA2 4.75 แสมดํา Branch 
3 PMA1 4.35 แสมขาว Midrib 
4 MA140 3.55 ตะบูนขาว Vein 
5 MA148 3.42 แสมขาว Midrib 
6 MA56 3.25 ลําแพน Midrib 
7 MA81 3.18 แสมขาว Midrib 
8 MA132 3.18 โกงกางใบใหญ Branch 
9 MA127 3.16 ตะบูนขาว Midrib 
10 MA111 3.04 โกงกางใบเล็ก Petiole 
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ตารางที่ 12 ราเอนโดไฟทที่มีศักยภาพในการสรางเอนไซม lipase บนอาหาร tributyrin และ 
      rhodamine B 

 

ลําดับ ราเอนโดไฟท 
EPR บน 
tributyrin 

agar 

Lipase activity 
บน rhodamine 

B agar 
พืช 

สวนของ
พืช 

1 MA132 3.18 +++ โกงกางใบใหญ Branch 
2 MA105 2.25 ++ ถั่วดํา Branch 
3 MA129 1.13 + ถั่วดํา Petiole 

+++ มีการเรืองแสงมากที่สุด ++ มีการเรืองแสงปานกลาง  + มีการเรืองแสงนอยที่สุด 

 
3.3 การทดสอบการสรางเอนไซม โดยใชชุดทดสอบ (API ZYM test kit) 
 

เม่ือทําการคัดเลือกไดราเอนโดไฟทที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมโดยใชวิธี 
plate method จากนั้นทําการคัดเลือกเชื้อราจํานวน 47 isolates เปนราเอนโดไฟทที่สราง
เอนไซม lipase 24 isolates สรางเอนไซม cellulase 16 isolates และสรางเอนไซมทั้งสองชนิด 
7 isolates เพ่ือศึกษาความสามารถในการสรางเอนไซมชนิดอ่ืนๆ นอกเหนือจากเอนไซม lipase 
และ cellulase และเพ่ือเปนการยืนยันผลที่ไดจากวิธี plate method โดยใชชุดทดสอบ  
API ZYM test kit (รูปที่ 8) ผลการทดสอบดังตารางที่ 13 
 
 

 
 

รูปที่ 8 การทดสอบการสรางเอนไซมดวยชุดทดสอบ (API ZYM test kit) 
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ตารางที่ 13 เอนไซมที่สรางโดยราเอนโดไฟทเม่ือทดสอบดวย API ZYM test kit 

 
 

PM
A1

 

PM
A5

9 

M
A1

05
 

M
A1

11
 

M
A1

45
 

M
A1

54
 

M
A1

59
 

Activities on agar plate L L L, C L C,L C C 

Alkaline phosphatase - - - - - - - 

Esterase (C4) +++ ++ - ++ - - - 

Esterase Lipase (C8) - - - - - - - 

Lipase (C14) - - +++ - - - - 

Leucine arylamidase - - - - ++ - - 

Valine arylamidase - - - - - - - 

Crystine arylamidase - - - - - - - 

Trypsin - - - - - - - 

α-Chymotrypsin - - - - - - - 

Acid phosphatase +++ +++ ++++ +++ ++ ++++ ++++ 

Naphthol-AS-BI-
phosphohydrolase 

- ++ +++++ - - +++++ ++++ 

α-galactosidase - - - - - - - 

β-galactosidase - - - - - - - 

β-glucuronidase - - - - - - - 

α-glucosidase - - - - - - - 

β-glucosidase ++ - - + +++++ ++++ +++ 

N-acetyl-β-
glucosaminidase 

- - - - - - - 

α-manodidase - - - - - - - 

α-fucosidase - - - - - - - 

Total activities 3 3 3 3 3 3 3 

หมายเหตุ: (-) = 0 nanomoles, (+) = 5 nanomoles, (++) = 10 nanomoles, (+++) = 20 nanomoles,           
                (++++) = 30 nanomoles, (+++++) = 50 nanomoles, L = lipase, C = cellulase 

sample

Activities 
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ตารางที่ 13 (ตอ) เอนไซมที่สรางโดยราเอนโดไฟทเม่ือทดสอบดวย API ZYM test kit 

 
 

M
A1

 

M
A2

 

PM
A1

1 

PM
A2

0 

M
A4

4 

M
A1

04
 

PM
A4

 

Activities on agar plate L L L L C L L 

Alkaline phosphatase +++ - - +++ ++ - + 

Esterase (C4) ++++ +++++ + +++ - ++ +++ 

Esterase Lipase (C8) - - +++ - - - ++ 

Lipase (C14) - - - - - - - 

Leucine arylamidase - - - - - - - 

Valine arylamidase - - - - - - - 

Crystine arylamidase - - - - - - - 

Trypsin - - - - - - - 

α-Chymotrypsin - - - - - - - 

Acid phosphatase ++++ +++++ +++ ++++ ++++ +++++ +++ 

Naphthol-AS-BI-
phosphohydrolase 

- + ++ ++++ +++ + ++++ 

α-galactosidase - - - - - - - 

β-galactosidase ++++ +++++ - - - ++++ - 

β-glucuronidase - - - - - - - 

α-glucosidase - - - - - - - 

β-glucosidase - - - - +++ - - 

N-acetyl-β-
glucosaminidase 

- - - - - - - 

α-manodidase - - - - - - - 

α-fucosidase - - - - - - - 

Total activities 4 4 4 4 4 4 5 

หมายเหตุ: (-) = 0 nanomoles, (+) = 5 nanomoles, (++) = 10 nanomoles, (+++) = 20 nanomoles,           
                (++++) = 30 nanomoles, (+++++) = 50 nanomoles, L = lipase, C = cellulase 

sample

Activities 
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ตารางที่ 13 (ตอ) เอนไซมที่สรางโดยราเอนโดไฟทเม่ือทดสอบดวย API ZYM test kit 

 
 

PM
A4

3 

M
A4

5 

M
A4

7 

PM
A5

1 

PM
A5

2 

PM
A5

3 

M
A8

1 

Activities on agar plate L L L L L L L 

Alkaline phosphatase ++++ ++ ++ - ++++ - ++ 

Esterase (C4) + ++ ++ ++ - ++ +++ 

Esterase Lipase (C8) ++ + ++ ++ - ++ - 

Lipase (C14) - - - - - - - 

Leucine arylamidase - - - - - - - 

Valine arylamidase - - - - - - - 

Crystine arylamidase - - - - - - - 

Trypsin - - - - - - - 

α-Chymotrypsin - - - - - - - 

Acid phosphatase ++++ +++ +++++ ++++ ++++ +++++ ++ 

Naphthol-AS-BI-
phosphohydrolase 

+++++ ++++ +++++ ++++ + ++++ + 

α-galactosidase - - - - ++ - - 

β-galactosidase - - - - - - - 

β-glucuronidase - - - - - - - 

α-glucosidase - - - - - - + 

β-glucosidase - - - - - - - 

N-acetyl-β-
glucosaminidase 

- - - + + + - 

α-manodidase - - - - - - - 

α-fucosidase - - - - - - - 

Total activities 5 5 5 5 5 5 5 

หมายเหตุ: (-) = 0 nanomoles, (+) = 5 nanomoles, (++) = 10 nanomoles, (+++) = 20 nanomoles,           
                (++++) = 30 nanomoles, (+++++) = 50 nanomoles, L = lipase, C = cellulase 

sample

Activities 
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ตารางที่ 13 (ตอ) เอนไซมที่สรางโดยราเอนโดไฟทเม่ือทดสอบดวย API ZYM test kit 

 
 

M
A1

27
 

M
A1

29
 

M
A1

64
 

M
A2

9 

PM
A6

0 

M
A1

30
 

M
A1

40
 

Activities on agar plate L L,C C C L C,L L 

Alkaline phosphatase + ++ ++ - +++++ - ++ 

Esterase (C4) +++ - - +++ ++ + ++++ 

Esterase Lipase (C8) - - - ++ - + ++ 

Lipase (C14) - ++ - - - - - 

Leucine arylamidase + ++++ ++++ +++ - + - 

Valine arylamidase - - - - - - - 

Crystine arylamidase - - - - - - - 

Trypsin - - - - - - - 

α-Chymotrypsin - - - - - - - 

Acid phosphatase +++++ ++ ++ ++++ ++++ +++++ +++++ 

Naphthol-AS-BI-
phosphohydrolase 

++++ ++++ ++++ +++++ +++ ++++ +++++ 

α-galactosidase - - - - ++ - - 

β-galactosidase - - - - - - ++ 

β-glucuronidase - - - - - - - 

α-glucosidase - - - - - - - 

β-glucosidase - - +++ ++++ - +++++ - 

N-acetyl-β-
glucosaminidase 

- - - - + - - 

α-manodidase - - - - - - - 

α-fucosidase - - - - - - - 

Total activities 5 5 5 6 6 6 6 

หมายเหตุ: (-) = 0 nanomoles, (+) = 5 nanomoles, (++) = 10 nanomoles, (+++) = 20 nanomoles,           
                (++++) = 30 nanomoles, (+++++) = 50 nanomoles, L = lipase, C = cellulase 

sample

Activities 
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ตารางที่ 13 (ตอ) เอนไซมที่สรางโดยราเอนโดไฟทเม่ือทดสอบดวย API ZYM test kit 
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M
A7

5 

M
A1
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M
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61
 

Activities on agar plate C C L L C L L 

Alkaline phosphatase + - ++ ++++ - +++ + 

Esterase (C4) ++ ++ ++ + - ++ + 

Esterase Lipase (C8) ++ + + - - +++ ++ 

Lipase (C14) - - - - - - - 

Leucine arylamidase - - - - - ++ - 

Valine arylamidase - - - - - - - 

Crystine arylamidase - - - + - - - 

Trypsin - - - - - - - 

α-Chymotrypsin - - - + - - - 

Acid phosphatase +++++ ++ ++++ ++++ +++ +++ ++++ 

Naphthol-AS-BI-
phosphohydrolase 

+++++ + ++ +++ +++ ++ ++++ 

α-galactosidase - +++ - - ++ - - 

β-galactosidase - - ++ - ++++ - + 

β-glucuronidase - - - - - - - 

α-glucosidase - + - - - - - 

β-glucosidase +++++ +++++ - - ++++ + ++++ 

N-acetyl-β-
glucosaminidase 

++++ - + ++++ +++ - - 

α-manodidase - - - - - - - 

α-fucosidase - - - - ++ - - 

Total activities 7 7 7 7 7 7 7 

หมายเหตุ: (-) = 0 nanomoles, (+) = 5 nanomoles, (++) = 10 nanomoles, (+++) = 20 nanomoles,               
                  (++++) = 30 nanomoles, (+++++) = 50 nanomoles, L = lipase, C = cellulase 

sample

Activities 
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ตารางที่ 13 (ตอ) เอนไซมที่สรางโดยราเอนโดไฟทเม่ือทดสอบดวย API ZYM test kit 
 
 

M
A1
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PM
A1

1 

M
A1

42
 

M
A1

48
 

PM
A1

8 

M
A1

16
 

M
A1

22
 

Activities on agar plate C C C L,C L C C,L 

Alkaline phosphatase - - - ++ ++++ - +++ 

Esterase (C4) - ++++ + +++ +++ ++ ++ 

Esterase Lipase (C8) +++ - ++ - ++ ++++ ++ 

Lipase (C14) - - - - - - - 

Leucine arylamidase + - + - + ++ - 

Valine arylamidase - - - - - - + 

Crystine arylamidase - - - - + - - 

Trypsin - - - - - - - 

α-Chymotrypsin - - - - - - - 

Acid phosphatase +++++ +++++ ++++ +++++ ++++ +++++ +++++ 

Naphthol-AS-BI-
phosphohydrolase 

++++ +++++ ++++ ++ +++ +++++ +++ 

α-galactosidase + ++++ - - - + - 

β-galactosidase ++ ++++ - +++ ++++ ++++ + 

β-glucuronidase - - + - - - - 

α-glucosidase - ++++ - ++++ - - +++ 

β-glucosidase +++ +++++ +++ + - +++++ +++++ 

N-acetyl-β-
glucosaminidase 

- +++++ ++++ +++++ ++++ +++ +++++ 

α-manodidase - - - - - - - 

α-fucosidase - - - - - - - 

Total activities 7 8 8 8 9 9 10 

หมายเหตุ: (-) = 0 nanomoles, (+) = 5 nanomoles, (++) = 10 nanomoles, (+++) = 20 nanomoles,           
                (++++) = 30 nanomoles, (+++++) = 50 nanomoles, L = lipase, C = cellulase 

sample

Activities 
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ตารางที่ 13 (ตอ) เอนไซมที่สรางโดยราเอนโดไฟทเม่ือทดสอบดวย API ZYM test kit 
 
 

M
A1

50
 

M
A1
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PM
A1

3 

M
A8

6 

M
A5

6 Total (%) 

Activities on agar plate C C C C C, L - 

Alkaline phosphatase ++++ ++++ ++++ ++ ++++ 27 (57.4) 

Esterase (C4) + + ++ ++ + 37 (78.7) 

Esterase Lipase (C8) + + +++ ++ ++++ 25 (53.2) 

Lipase (C14) - - - - ++ 3 (6.4) 

Leucine arylamidase + + ++ +++ ++++ 16 (34.0) 

Valine arylamidase - - - ++ ++ 3 (6.4) 

Crystine arylamidase - - - + + 4(8.5) 

Trypsin - - - - - 0 (0) 

α-Chymotrypsin - - - - - 1 (2.1) 

Acid phosphatase +++++ +++++ +++++ +++++ ++++ 47 (100) 

Naphthol-AS-BI-
phosphohydrolase 

+++++ +++++ +++++ +++++ ++ 43 (91.5) 

α-galactosidase - - ++++ - +++ 9 (19.1) 

β-galactosidase + + +++++ +++ +++ 18 (38.3) 

β-glucuronidase - - - - - 1 (2.1) 

α-glucosidase +++ +++ ++ +++ ++++ 9 (19.1) 

β-glucosidase +++++ +++ +++++ +++++ +++++ 26 (55.3) 

N-acetyl-β-
glucosaminidase 

+++++ +++++ ++++ ++ +++++ 19 (40.4) 

α-manodidase - - - - - 0 (0) 

α-fucosidase - - - - - 1 (2.1) 

Total activities 10 10 11 12 14  

หมายเหตุ: (-) = 0 nanomoles, (+) = 5 nanomoles, (++) = 10 nanomoles, (+++) = 20 nanomoles,           
                (++++) = 30 nanomoles, (+++++) = 50 nanomoles, L = lipase, C = cellulase 

sample

Activities 
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จากการทดสอบความสามารถของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซมชนิดตางๆ จํานวน 
19 ชนิด พบวาราเอนโดไฟทที่ทดสอบสามารถสรางเอนไซมไดทั้งหมด 17 ชนิด โดยไมพบการ

สรางเอนไซม trypsin และ α-manosidase และพบวาราเอนโดไฟทมากกวา 50% สามารถ

สรางเอนไซม esterase lipase (C8) (53.2%), β-glucosidase (55.3%), alkaline 
phosphatase (57.4%), esterase (C4) (78.7%), naphthol-AS-BI-phosphohydrolase 

(91.5%) และ acid phosphatase (100%) สวนเอนไซม α-galactosidase, α-glucosidase, 

leucine arylamidase, β-galactosidase, N-acetyl-β-glucosaminidase มีราเอนโดไฟท 19-

40% ที่สรางได สําหรับเอนไซม lipase (C14), valine arylamidase, crystine arylamidase, α-

chymotrypsin, β-glucuronidase และ α-fucosidase มีเชื้อรานอยกวา 10% ที่สรางได  
(ตารางที่ 13)  

เม่ือพิจารณาถึงจํานวนเอนไซมที่เชื้อราแตละ isolates สรางได พบวาสามารถสรางได
ตั้งแต 3 ถึง 14 ชนิด (รูปที่ 9) โดยจํานวนเอนไซมที่ราเอนโดไฟทสามารถสรางไดมากที่สุด  
3 อันดับแรก คือ 5 ชนิด 7 ชนิด และ 3 ชนิด สรางโดยราเอนโดไฟทจํานวน 11 (23.4%),  
8 (17.0%) และ 7 (14.9%) isolates ตามลําดับ (รูปที่ 9)  
 

 
รูปที่ 9 จํานวนของเอนไซมที่ราเอนโดไฟทสรางได ทดสอบดวยชุดทดสอบ (API ZYM test kit) 
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จํานวนของเอนไซมท่ีราเอนโดไฟทสรางได 
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เม่ือเปรียบเทียบผลการทดสอบการสรางเอนไซม lipase ดวยวิธี plate method และ 
การใชชุดทดสอบ API ZYM test kit (ตารางที่ 14) พบวาชุดทดสอบ API ZYM ใหผลบวก 
(85.1%) มากกวา tributyrin agar (66.0%) โดยที่มีราเอนโดไฟท 2 isolates ที่ใหผลบวกวิธี 
plate method แตใหผลลบกับ API ZYM test kit และ ราเอนโดไฟท 11 isolates ที่ใหผลลบ
ดวยวิธี plate method แตใหผลบวกกับ API ZYM test kit 

 
ตารางที่ 14 เปรียบเทียบผลการทดสอบการสรางเอนไซม lipase ดวยวิธี plate method และ 
               API ZYM test kit 
 

API ZYM test kit (%) 
Plate method 

ใหผลบวก 
Esterase 

(C4) 
Esterase lipase 

(C8) 
Lipase (C4) 

Tributyrin + 31 (66.0) 29 (93.5) 27 (87.1) 15 (48.4) 3 (9.7) 
Tributyrin - 16 (34.0) 11 (68.8) 10 (62.5) 10 (62.5) 0 
รวม 47 40 (85.1) 37 (78.7) 25 (53.2) 3 (6.4) 
 

ชุดทดสอบ API ZYM test kit สามารถทดสอบเอนไซมกลุม lipase ได 3 ชนิด คือ 
esterase (C4), esterase lipase (C8) และ lipase (C14) ซ่ึงพบวาราเอนโดไฟทสวนใหญที่
นํามาทดสอบสรางเอนไซม esterase (C4) และ esterase lipase (C8) 78.7 และ 53.2% 
ตามลําดับ และมีเพียง 3 isolates (6.4) ที่สราง lipase (C14) (ตารางที่ 14) ซ่ึงในจํานวนนี้เปน
เชื้อราที่ใหผลบวกเมื่อทดสอบดวย rhodamine B 2 isolates ราเอนโดไฟทสวนใหญ (57.5%) 
สรางทั้ง esterase (C4) และ esterase lipase (C8) และมีราเอนโดไฟทเพียง 1 isolate (2.5%) 
คือ MA 56 ที่สรางเอนไซมทั้ง 3 ชนิด (ตารางที่ 15) 
 
ตารางที่ 15 ราเอนโดไฟทที่สราง lipase ชนิดตางๆ ทดสอบโดย API ZYM test kit 
 
ชนิดของเอนไซม lipase (n=40) จํานวนราเชื้อเอนโดไฟท (%) 
Esterase (C4) ชนิดเดียว 13 (32.5) 
Esterase lipase (C8) ชนิดเดียว  1 (2.5) 
Lipase (C14) ชนิดเดียว 2 (5.0) 
Esterase (C4) + Esterase lipase (C8) 23 (57.5) 
Esterase (C4) + Esterase lipase (C8) + Lipase (C14) 1 (2.5) 
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สําหรับการทดสอบการสรางเอนไซม cellulase พบวา การทดสอบทั้ง 2 วิธีใหผล
สอดคลองกัน จากเชื้อราที่ใหผลบวกบนอาหาร CMC 23 isolates มีจํานวน 21 isolates 
(91.3%) ที่ใหผลบวกกับชุดทดสอบ API ZYM test kit และราเอนโดไฟทที่ใหผลลบบนอาหาร 
CMC 5 isolates (20.8%) ใหผลบวกกับชุดทดสอบ API ZYM test kit ดวย (ตารางที่ 16) 
 
ตารางที่ 16 เปรียบเทียบผลการทดสอบการสรางเอนไซม cellulase ดวยวิธี plate method  

      และ API ZYM test kit 
 

จํานวนราเอนโดไฟท (%) 

Plate method API ZYM test kit (β-glucosidase) 
CMC+ 23 21 (91.3) 
CMC- 24 5 (20.8) 

 
3.4 การศึกษาความสามารถของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม  
 

จากการทดสอบความสามารถของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม lipase, cellulase, 
amylase และ protease ดวยวิธี plate method ทําการคัดเลือกราเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพ
ในการสรางเอนไซม lipase และ cellulase สูงสุด 3 อันดับ มาศึกษาความสามารถในการสราง
เอนไซม lipase และ cellulase ในอาหารเหลว และ ศึกษาความสามารถในการสรางเอนไซม 
cellulase ในอาหารแข็ง สําหรับเอนไซม amylase พบวามีเพียง 2 isolatesที่ใหผลบวกและมีคา 
EPR ต่ํา จึงไมไดนํามาศึกษาตอ และไมพบราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซม protease  
 
3.4.1 การศึกษาการสรางเอนไซม lipase ในอาหารเหลว 

จากการศึกษาประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม lipase เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลว ของ 
ราเอนโดไฟท 3 isolates ที่มีคา EPR บน tributyrin agar สูงสุด 3 อันดับ คือ MA1, MA2 และ 
PMA1 ซ่ึงแยกไดจากตนแสมดํา (Avicennia officinalis) ซ่ึงใหคา EPR เทากับ 4.95, 4.75 และ 
4.35 ตามลําดับ (ตารางที่ 10) เม่ือนํามาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว ที่มี tributyrin เปนสับสเตรท 
บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 14 วัน พบวาเชื้อราทั้ง 3 isolatesไมสามารถสรางเอนไซม lipase 
ไดที่สภาวะดังกลาว  
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3.4.2 การศึกษาการสรางเอนไซม cellulase  
จากการคัดเลือกราเอนโดไฟท ที่มีคา EPR บนอาหาร CMC สูงสุด 3 อันดับ คือ 

MA145, MA130 และ MA150 ที่แยกไดจากตนโกงกางใบใหญ (Rhizophora mucronata)  
ตนตะบูน (Xylocarpus granatum) และตนฝาดดอกแดง (Lumnitzera littorea) ซ่ึงใหคา EPR 
เทากับ 2.63, 1.96 และ 1.92 ตามลําดับ (ตารางที่ 11) นํามาทดสอบความสามารถในการสราง
เอนไซมในอาหารเหลวและอาหารแข็ง ไดผลดังน้ี 
 
3.4.2.1 การสรางเอนไซม cellulase ในอาหารเหลว 

จากการทดสอบความสามารถของราเอนโดไฟททั้ง 3 isolates ในการสรางเอนไซม 
cellulase ในอาหารเหลวที่มี CMC เปนสับสเตรท บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 14 วัน โดยเก็บ
ผลในวันที่ 4, 6, 8, 10 และ 12 ของการทดลอง สําหรับเชื้อ control (Aspergillus sp.) เก็บผลใน
วันที่ 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 ของการทดลอง พบวาราเอนโดไฟท ทั้ง 3 isolates ใหคากิจกรรมต่ํา
มากโดยมีคากิจกรรมสูงสุดเทากับ 0.17-0.25 U/ml เม่ือเลี้ยงเปนเวลา 6 วัน ในขณะที่เชื้อ 
control ใหคากิจกรรมสูงสุดเทากับ 2.44 U/ml ในวันที่ 3 ของการศึกษา (ตารางที่ 3ค และ 
รูปที่ 10) และเม่ือศึกษาการเจริญเติบโตของราเอนโดไฟททั้ง 3 ชนิด โดยการหาน้ําหนักแหง 
พบวาราเอนโดไฟททั้ง 3 ชนิดมีการเจริญเติบโตนอยมาก โดยแนวโนมของการเจริญของ 
ราเอนโดไฟททุกชนิดที่ทดสอบเปนไปในทางเดียวกันคือคอยๆ เพ่ิมขึ้นทีละนอยใน 6 วันแรก
ของการทดสอบ และหลังจากนั้นการเจริญเติบโตจะคอยๆคงที่ ซ่ึงคาน้ําหนักแหงอยูในชวง  
0.7-1.2 กรัม เม่ือเทียบกับ Aspergillus sp.ซ่ึงใหคาน้ําหนักแหงถึง 2.9 กรัม (รูปที่ 11 และ
ตารางที่ 3ค) 
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รูปที่ 10 คากิจกรรมของเอนไซม cellulase ที่ราเอนโดไฟท MA130, MA145, MA150 และ  
          Aspergillus sp. (control) สรางเม่ือเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี carboxymethylcellulose 
          ความเขมขน 1% (w/v) เปนสับสเตรท 
 

 
รูปที่ 11 การเจริญของราเอนโดไฟท MA130, MA145, MA150 และ Aspergillus sp. (control) 

  ในอาหารเหลว ปริมาตร 20 มิลลิลิตรที่มี carboxymethylcellulose ความเขมขน  
  1% (v/v) เปนสับสเตรท 
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3.4.2.2 การสรางเอนไซม cellulase ในอาหารแข็ง  
จากการศึกษาความสามารถในการสรางเอนไซม cellulase ของราเอนโดไฟททั้ง  

3 isolates (MA130, MA145 และ MA150) ในอาหารแข็งที่มีฟางขาว และฟางขาวผสมใบพืชปา
ชายเลนอัตราสวน 3:2 เปนสับสเตรท (รูปที่ 12) พบวาในอาหารที่มีฟางขาวเปนสับสเตรทและมี
ความชื้นเริ่มตน 75% ราเอนโดไฟท MA150 และ MA130 ใหคากิจกรรมของเอนไซม cellulase 
ใกลเคียงกัน คือ เทากับ 1.93 และ 1.81 U/ml ตามลําดับ ในวันที่ 8 ของการศึกษา โดยเชื้อ 
control ใหคากิจกรรมเทากับ 2.44 U/ml เม่ือเลี้ยงเปนเวลา 6 วัน ซ่ึงเชื้อ MA150 และ MA 130 
ใหคากิจกรรมของเอนไซม cellulase นอยกวาเชื้อ control คิดเปน 79.1 และ 74.2% ของเชื้อ 
control ตามลําดับ สวนราเอนโดไฟท MA145 ใหคากิจกรรมของเอนไซมนอยที่สุดเพียง  
0.8 U/ml (รูปที่ 13) เม่ือเลี้ยงเปนเวลา 10 วัน 

เม่ือนําราเอนโดไฟททั้ง 3 isolates (MA130, MA145 และ MA150) มาศึกษา
ความสามารถในการสรางเอนไซม cellulase ในอาหารที่มีฟางขาวและใบพืชปาชายเลนผสมใน
อัตราสวน 3:2 ที่มีความชื้นเริ่มตน 70% พบวา เชื้อ control ใหคากิจกรรมสูงที่สุดเทากับ  
2.95 U/ml ในวันที่ 6 ของการศึกษา โดยราเอนโดไฟท MA150 ใหคากิจกรรมสูงที่สุดเทากับ 
2.7 U/ml เม่ือเลี้ยงเปนเวลา 10 วัน ซ่ึงคิดเปน 91.5% ของเชื้อ control สวน MA130 และ 
MA145 ใหคากิจกรรม 1.34 และ 1.14 U/ml ตามลําดับ ในวันที่ 10 (รูปที่ 14) 

 

 
 
 

รูปที่ 12 การเจริญของราเอนโดไฟท (ก) MA150 (ข) MA145 (ค) MA130 เม่ือเลี้ยงในอาหารที่  
           มีฟางขาวและใบพืชปาชายเลนอัตราสวน 3:2 เปนสับสเตรท 

ก ข ค 
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รูปที่ 13 คากิจกรรมของเอนไซม cellulase ที่ราเอนโดไฟท MA130, MA145, MA150 และ 
                Aspergillus sp. (control) สรางในอาหารแข็งที่มีฟางขาวเปนสับสเตรท 
 

     
 
รูปที่ 14 คากิจกรรมของเอนไซม cellulase ที่ราเอนโดไฟท MA130, MA145, MA150  
           และ Aspergillus sp. (control) สรางในอาหารที่มีฟางขาวผสมกับใบพืชปาชายเลน      
           อัตราสวน 3:2 เปนสับสเตรท
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3.5 การจัดจําแนกชนิดของราเอนโดไฟทที่มีความสามารถในการสรางเอนไซม 
 

จากการคัดเลือกราเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม lipase และ 
cellulase 10 อันดับแรก และราเอนโดไฟทที่ใหผลบวกเมื่อทดสอบบนอาหาร rhodamine B 
agar จํานวน 3 isolates (ตารางที่ 10, 11 และ 12) รวม 21 isolates เพ่ือนํามาจัดจําแนกชนิด
โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และวิธีการทางชีวโมเลกุล ผลการศึกษาเปนดังน้ี  

 
3.5.1 การจัดจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟททั้ง 21 isolates มีความแตกตางกันตามตารางที่ 17 
รูปที่ 15 และ 16 ซ่ึงราเอนโดไฟทที่นํามาศึกษาสวนใหญ (18/21; 85.7%) มี melanin pigment 
โคโลนีสีนํ้าตาลแกมเขียว และเสนใยสีนํ้าตาล จัดเปนรากลุม dematiaceous fungi โดย 
ราเอนโดไฟททั้งหมดมีเสนใยแบบมีผนังกั้น (septate) และมีเพียง 3 isolates ที่สรางโคนิเดีย 
คือ MA111, MA129 และ PMA1 โดย MA111 และ PMA1 มีโคนิเดียเซลลเดียว สีนํ้าตาล รูปรี
ปลายตัดทั้ง 2 ดาน และตอกันเปนสาย แตกแขนงคลายตนไม จัดอยูใน Genus Cladosporium 
สวน MA129 สรางโคนิเดียรูปกระสวยหัวทายแหลม สีนํ้าตาลมีหลายเซลล และมีรยางคที่ปลาย
แหลมดานหนึ่งอยางนอย 2 เสน จัดอยูใน Genus Pestalotiopsis (รูปที่ 16) 
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ตารารางที่ 17 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟท 21 isolates ที่มีความสามารถ 
                  ในการผลิตเอนไซม 

 
รหัส การเจริญ ลักษณะโคโลนี สีเสนใย การสราง conidia เอนไซม 

MA1 F สีขาวเรยีบติดอาหาร
เลี้ยงเชื้อ บริเวณที่แกจะ
มีสีเหลือง สรางสารสีมวง
ปลอยลงสูอาหารเลี้ยง
เชื้อ 

สีนํ้าตาล N L 

MA2 F สีขาวคลายๆ MA1 
ขอบๆ โคโลนมีีสีมวง 

สีนํ้าตาล N L 

MA56 F สีขาว เสนใยฟู ไมมีสี N C, L 
MA81 F สีขาวครีม กํามะหยี่ สีนํ้าตาล N L 
MA105 F สีขาว  เม่ือเลีย้งไวนานๆ 

บริเวณตรงกลางโคโลนี
จะมีสีคล้ําๆ มีสวนของ 
stroma ชูขึ้นมา 

สีนํ้าตาล N C, L 

MA111 F สีเขียวขี้มากํามะหยี่ยนๆ 
ขอบโคโลนีสขีาว 

สีนํ้าตาล Cladosporium sp. L 

MA122 S สีครีม ขอบๆ โคโลนีมี
ลักษณะเมือก เม่ือเลี้ยง
ไวนานๆ เมือกเหลานี้จะ
หายไป 

สีนํ้าตาล N C, L 

MA127 S สีเขียวขี้มา ขรุขระ แข็ง สีนํ้าตาล N L 
MA129 F สีขาว ฟู มีหยดน้ําสีดํา

บนโคโลน ี
สีนํ้าตาล Pestalotiopsis sp. C, L 

MA130 S สีครีม ขอบโคโลนีเปน
เมือก เลี้ยงไปนานๆ สี
ของเสนใยเปนสีนํ้าตาล
เขม 

สีนํ้าตาล N C, L 

F: เจริญเต็ม plate ในเวลา 5-7 วัน, S: เจริญเต็ม plate มากกวา 7 วัน, N: ไมสรางโคนิเดีย, L: lipase,  
C: cellulase 
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ตารารางที่ 17 (ตอ) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟท 21 isolates ที่มี 
                  ความสามารถในการผลิตเอนไซม 
 

รหัส การเจริญ ลักษณะโคโลนี สีเสนใย การสราง 
conidia 

เอนไซม 

MA132 F สีขาว ฟู เม่ือเลี้ยงนานๆ 
จะมีสีนํ้าตาล และมี 
stroma ชูขึ้นมา 

สีนํ้าตาล N L 

MA140 S สีเขียวขี้มา ขรุขระ แข็ง สีนํ้าตาล 
 

N L 

MA145 S สีขาวครีม แบนราบ จะมี
เม็ดสีดําอยูบนโคโลนี 

สีนํ้าตาล N C, L 

MA148 S สีขาวครีม แบนราบ ไมมีสี N C, L 
MA150 S สีขาวครีม ขอบๆ โคโลนีมี

ลักษณะเมือก เม่ือเลี้ยงไว
นานๆ เมือกเหลานี้จะ
หายไป 

สีนํ้าตาล N C 

MA154 S สีขาว ลักษณะคลายสําล ี สีนํ้าตาล N C 
MA158 S สีครีม ขอบๆ โคโลนีมี

ลักษณะเมือก เม่ือเลี้ยงไว
นานๆ เมือกเหลานี้จะ
หายไป 

สีนํ้าตาล N C 

MA161 S สีเขียวขี้มา ขรุขระ แข็ง สีนํ้าตาล N L 
MA164 F สีครีม กํามะหยี่ สีนํ้าตาล N C 
MA169 S สีเขียวขี้มา ขรุขระ แข็ง สีนํ้าตาล N C 
PMA1 F สีเขียวขี้มากํามะหยี่ยนๆ 

ขอบโคโลนีสขีาว 
สีนํ้าตาล Cladosporium sp. L 

 
F: เจริญเต็ม plate ในเวลา 5-7 วัน, S: เจริญเต็ม plate มากกวา 7 วัน, N: ไมสรางโคนิเดีย, L: lipase,      
C: cellulase 

   
 

MA1 MA2 MA56 
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รูปที่ 15 ลักษณะโคโลนีราเอนโดไฟทจํานวน 18 isolates ที่สรางเอนไซมที่นํามาจัดจําแนกชนิด  
 
 
 
 

MA1 MA2 MA56 MA81 

MA105 MA122 MA127 MA130 

MA132 MA140 MA145 MA148 

MA 150 MA 154 MA 158

MA164 
 

MA161 

MA169 

MA148 MA130 

MA161 MA164 

MA 150 
MA127 

MA140 
MA132 

MA145 

 

MA 154 MA 158 MA 158 

MA169 
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รูปที่ 16 ลักษณะโคโลนีและโคนิเดียของราเอนโดไฟทจํานวน 3 isolates ที่สรางเอนไซมที่นํามา 
          จัดจําแนกชนิด 
 
 

MA111 
Cladosporium sp. 

PMA1 
Cladosporium sp. 

MA129 
Pestalotiopsis sp. 
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3.5.2 การจัดจําแนกราเอนโดไฟทโดยใชลักษณะทางชีวโมเลกุล 
ราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซมที่ นํามาจัดจําแนกโดยวิธีทางชีวโมเลกุลทั้งหมด  

21 isolates พบวามีราเอนโดไฟท 2 isolates (MA132 และ MA148) ที่ไมสามารถเพิ่มจํานวน
สวน LSU และ ITS rDNA ได จึงไมสามารถจําแนกชนิดได ในสวนของราเอนโดไฟทอีก  
19 isolates จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU และ ITS rDNA พบวามีการกระจาย
ตัวอยูใน phylum Basidiomycota และ Ascomycota รวม 6 orders โดยมีราเอนโดไฟทเพียง  
1 isolate คือ MA56 มีความสัมพันธใกลชิดกับ Order Agaricales, Phylum Basidiomycota 
สวนที่เหลือจัดอยูใน Phylum Ascomycota โดยกระจายตัวอยูใน order ตางๆ 5 orders ไดแก 
Capnodiales (MA111 และ PMA1), Pleosporales (MA122, MA130, MA150, MA158  
และ MA164), Bostryosphaeriales (MA127, MA140, MA145, MA161 และ MA169), 
Diaporthales (MA1, MA2, MA81 และ MA154) และ Xylariales (MA105 และ MA129) ซ่ึงจะ
เสนอผลการวิเคราะหความสัมพันธของราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนกับเชื้อราอ่ืนๆ ใน order 
ตาง ๆ ดังกลาว อยางละเอียดดังตอไปน้ี 
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Order Agaricales, Phylum Basidiomycota 
 

จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA ของราเอนโดไฟท MA56 พบวา
จัดอยูใน order Agariales, phylum Basidiomycota ซ่ึงเปนราเอนโดไฟท isolate เดียวที่อยูใน 
phylum Basidiomycota ในชุดขอมูลประกอบดวยราชนิดอ่ืนๆ ใน order น้ี และ order ใกลเคียง 
รวม 44 taxa จากฐานขอมูล GenBank โดยมี Marasmius oreades (EF160080) และ 
Marasmius mbalmayoensis (EF160087) เปน outgroup มี total character 1313 characters, 
parsimony informative 187 characters และ parsimony uninformative 84 characters เม่ือ
วิเคราะหดวยวิธี MP ทําใหได MPT 84 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 733 
steps, 0.4079 และ 0.6015 ตามลําดับ ดังแสดง tree ที่เหมาะสม (best tree) ในรูปที่ 17 ที่ได
จากการวิเคราะหดวย K-H test หลังจากวิเคราะหดวยวิธี MP และ วิธี NJ พบวาทั้ง 2 วิธีมี 
topology ที่ใกลเคียงกัน จึงแสดงผลเฉพาะ tree จากการวิเคราะหดวยวิธี MP 

เชื้อรา MA56 มีตําแหนงอยูใน subclade A ดังรูปที่ 17 ซ่ึงมีความสัมพันธใกลชิดกับ 
family Schizophyllaceae โดย subclade น้ีประกอบดวย Schizophyllum commune 
(DQ071725 และ AF261587) ดวยคาความเชื่อม่ัน bootstrap ที่สูง 100 และ 100% จากการ
วิเคราะหดวยวิธี MP และ NJ ตามลําดับ  

ผลจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA น้ันสอดคลองกับผลการ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ที่ใชวิธีการวิเคราะหเดียวกัน โดยในการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ชุดขอมูลประกอบดวยรา MA56 และราชนิดอ่ืนใน Genus 
Schizophyllum และ Fungal endophyte 1 taxa รวมเปน 23 taxa โดยใช Schizophyllum 
radiatum (AY571060) เปน outgroup มี total character 618 characters, parsimony 
informative 42 characters, parsimony uninformative 14 characters และได MPT 1000 
trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 30, 1.0 และ 1.0 ตามลําดับ (รูปที่ 18) 

ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อรา MA56 พบวา มีตําแหนง
อยูใน subclade A ดังรูปที่ 18 ซ่ึงมีความสัมพันธใกลชิดกับสมาชิกใน family 
Schizophyllaceae โดย subclade น้ี ประกอบดวย Schizophyllum sp. (AB245444 และ 
AB245445) และ Schizophyllum commune (AF249368, AY636062 และ AY949987) ดวยคา
ความเชื่อม่ัน bootstrap สูง 95 และ 96% จากการวิเคราะหดวยวิธี MP และ NJ ตามลําดับ และ
จากการเปรียบเทียบ % sequence similarity ของ ITS rDNA ระหวาง MA56 กับ taxa ที่
ใกลเคียงกันใน subclade ดังกลาว พบวามีคาอยูระหวาง 98.8-100% และมีความใกลเคียงกับ 
Schizophyllum commune (AF249368) มากที่สุด 99.2% โดย MA56 มี base insertion ยาว 1 
bp แทรกอยูบริเวณตําแหนงที่ 24 ดังน้ันผลจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU และ 
ITS rDNA ควรจัดจําแนกรา MA56 เปน Schizophyllum commune  
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รูปท่ี 17 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน LSU rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 

ราเอนโดไฟท MA56 ที่มีคาความเชื่อมั่น bootstrap จากการวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี 
NJ (ขวา) มากกวา 50% 

 

Agrocybe praecox AY646101 
Agrocybe pediades DQ110872 

Pholiota squarrosa DQ470818 
Hebeloma velutipes AY745703 
Hebeloma olympianum AY038310 
Hebeloma mesophaeum DQ071690 
Naucoria escharoides DQ071691 

Flammula alnicola DQ457666 
Psilocybe inquilina DQ071689 
Psilocybe montana DQ470823 
Kuehneromyces rostratus DQ457684 
Flammulaster muricata DQ071740 
Flammulaster sp. AY380408 

Pachylepyrium carbonicola DQ986294 
Galerina atkinsoniana DQ457668 

Galerina marginata DQ457669 
Phaeomarasmius proximans EF535272 
Panaeolus cyanescens EU834287 

Descolea antarctica DQ071693 
Blastosporella zonata EU708337 

Lepista irina DQ234538 
Cleistocybe vernalis AY647208 
Hygrocybe citrinopallida HCU66435 

Sarcomyxa serotina DQ071731 
Xeromphalina campanella DQ470826 
Xeromphalina kauffmanii AF261467 

Radulomyces molaris AY586705 
Radulomyces confluens AY586704 

Phyllotopsis nidulans DQ071736 
Schizophyllum commune DQ071725 
MA56  
Schizophyllum commune AF261587 

Marasmius oreades EF160080 
Marasmius mbalmayoensis EF160087 

100/100 

84/92 

99/100 
66/62 

61/86 
76/86 

94/99 
67/75 

100/100 

-/100 

Total 1313 characters included 
Tree length  = 733 steps 
CI   = 0.4079 
RI   = 0.6015 

Subclade A 

Agrocybe smithii DQ110873 
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รูปที่ 18 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน ITS rDNA sequence โดยหลักการ MP  

ของราเอนโดไฟท MA56 ที่มีคาความเชื่อม่ัน bootstrap จากการวิเคราะหดวยวิธี MP 
(ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 50% 

S. commune EU520209 
S. commune AF249377 
S. commune AF249371 
Fungal endophyte AY546015 
S. commune AF249370 
S. commune EF488416 
S. commune EU030374 
S. commune EU030371 
S. commune AF249372 
S. commune AF249376 

Schizophyllum sp. AB245445 
Schizophyllum sp. AB245444 

S. commune AY949987 
S. commune AF249368 

MA56 
S. commune AY636062 

S. commune AF280752 
S. commune EU520217 

S. commune EU520221 
S. commune AF280759 

S. commune AB369909 
S. commune AF249367 

S. commune AF350925 

S. radiatum AY571060 

95/96 53/66 

66/59 

68/67 

Total 618 characters included 
Tree length  = 30 steps 
CI   = 1.0 
RI   = 1.0 

Subclade A 
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Order Capnodiales 

 
จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA ของราเอนโดไฟท MA111 และ 

PMA1 พบวาจัดอยูใน Order Capnodiales ในชุดขอมูลประกอบดวยราชนิดตางๆ ใน order น้ี 
จํานวน 38 taxa โดยมี Dothidea sambuci (AY544681) และ Dothidea hippophaeos 
(DQ678048) เปน outgroup มี total character 1273 characters, parsimony informative 169 
characters และ parsimony uninformative 46 characters เม่ือวิเคราะหดวยวิธี MP ทําใหได 
MPT 134 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 517 steps, 0.5513 และ 0.8094 
ตามลําดับ ดังแสดง tree ที่เหมาะสม (best tree) ในรูปที่ 19 ที่ไดจากการวิเคราะหดวย K-H 
test หลังจากวิเคราะหดวยวิธี MP และ วิธี NJ พบวาทั้ง 2 วิธีมี topology ที่ใกลเคียงกัน จึง
แสดงผลเฉพาะ tree จากการวิเคราะหดวยวิธี MP 

เชื้อรา MA111 และ PMA1 มีตําแหนงอยูใน subclade A ดังรูปที่ 19 ซ่ึงมีความสัมพันธ
ใกลชิดกับ Family Davidiellaceae ซ่ึงประกอบดวย Davidiella tassiana (DQ071725 และ 
AF261587) ดวยคาความเชื่อม่ัน bootstrap ที่สูง 97 และ 100% จากการวิเคราะหดวยวิธี MP 
และ NJ ตามลําดับ โดย MA111 และ PMA1 มีความสัมพันธที่ใกลชิดกันมากเนื่องจากมี 
branch length ที่คอนขางสั้น แตเชื้อราทั้ง 2 isolates มี branch length ที่หางกับเชื้อ 
Davidiella tassiana (DQ071725 และ AF261587) แตเม่ือพิจารณาจากคา bootstrap พบวาให
คา bootstrap ที่คอนขางสูง ในการศึกษาครั้งน้ี เชื้อรา PMA1 สามารถวิเคราะหไดเฉพาะ
ตําแหนงของ LSU เทานั้น  

สําหรับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU ของเชื้อรา MA111 พบวาใหผล
สอดคลองกับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ที่ใชวิธีการวิเคราะหเดียวกัน โดย
ชุดขอมูลประกอบดวยรา MA111 และราชนิดอ่ืนใน Genus Cladosporium และ Fungal 
endophyte และ Fungal sp. อยางละ 1 taxon รวมเปน 21 taxa โดยใช Davidiella tassiana 
(EU343317 และ EU343351) เปน outgroup มี total character 618 characters, parsimony 
informative 42 characters, parsimony uninformative 14 characters และได MPT 268 trees 
โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 78, 0.8333 และ 0.9404 ตามลําดับ (รูปที่ 20) 

ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อรา MA111 พบวา มี
ตําแหนงอยูใน subclade A ดังรูปที่ 20 ซ่ึงมีความสัมพันธใกลชิดกับสมาชิกใน Family 
Davidiellaceae โดย subclade น้ี ประกอบดวย Cladosporium sp. (DQ092512, DQ092532
และ DQ299303) ดวยคาความเชื่อม่ัน bootstrap เทากับ 97 และ 61% จากการวิเคราะหดวย
วิธี MP และ NJ ตามลําดับ และจากการเปรียบเทียบ % sequence similarity ระหวาง MA111 
กับ taxa ที่ใกลเคียงกันใน subclade ดังกลาว พบวามีคาอยูระหวาง 98.9-99.5% และมีความ
ใกลเคียงกับ Cladosporium sp. (DQ299303) มากที่สุด 99.5% โดย M111 มี base insertion 
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ยาว 1 bp แทรกอยูบริเวณตําแหนงที่ 78 ดังนั้นผลจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน 
LSU และ ITS rDNA ควรจัดจําแนกรา MA111 เปน Cladosporium sp. และ สําหรับ PMA1 
เม่ือใชขอมูลลักษณะของการสรางสปอรพบวามีการสรางสปอรที่คลายคลึงกับ MA111 ดังน้ันจึง
จัด PMA1 เปน Cladosporium sp. ดวยเชนกัน 
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รูปท่ี 19 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน LSU rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 
            ราเอนโดไฟท order Capnodiales (MA111 และ PMA1) ที่มีคาความเชื่อมั่น bootstrap จากการ       
            วิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 50% 

Pseudocercospora basiramifera DQ204761 
Pseudocercospora sp. DQ153309 

Mycosphaerella fijiensis DQ678098 
Pseudocercospora natalensis DQ204763 
Pseudocercospora basitruncata 
Mycosphaerella fori DQ204749 
Pseudocercospora robusta DQ204767 
Mycosphaerella gracilis DQ204750 
Pseudocercospora pseudoeucalyptorum DQ204766 
Pseudocercospora eucalyptorum DQ204762 

Fungal endophyte DQ979441 
Fungal endophyte DQ979433 

Cercospora beticola DQ678091 
Mycosphaerella walkeri DQ267574 

Mycosphaerella marksii DQ246250 
Mycosphaerella intermedia DQ246248 
Pseudocercospora epispermogonia DQ204757 

Mycosphaerella parkii DQ246245 
Mycosphaerella madeirae DQ204756 

 Mycosphaerella africana DQ246258 
Mycosphaerella aurantia DQ246256 
Mycosphaerella keniensis DQ246259 
Fungal endophyte DQ979420 

Mycosphaerella ellipsoidea DQ246253 
Mycosphaerella gregaria DQ246251 
Mycosphaerella endophytica DQ246252 
Mycosphaerella endophytica DQ246255 

Davidiella tassiana DQ071725 
Davidiella tassiana AF261587 
PMA1 
MA111 

Microxyphium citri AY004337 
Scorias spongiosa DQ678075 

Mycosphaerella tasmaniensis DQ246234 
Readeriella  mirabilis EU754210 
Mycosphaerella readeriellophora DQ246238 

Readeriella novaezelandiae DQ246239 
Catenulostroma abietis DQ678092 

Dothidea hippophaeos DQ678048 
Dothidea sambuci AY544681 

97/100 

99/100 
100/100 

100/100 

89/100 

100/82 

88/52 

100/100 

69/88 
100/98 

89/95 

98/69 

/100 
94/100 

/66 
/75 

-/62 
-/74 

Total 1273 characters included 
Tree length  = 517 steps 
CI   = 0.5513 
RI   = 0.8094 

Pseudocercospora paraguayensis DQ204764 

100/100 

Subclade A 
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รูปท่ี 20 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน ITS rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 
             ราเอนโดไฟท MA111 ที่มีคาความเชื่อมั่น bootstrap จากการวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี 
             NJ (ขวา) มากกวา 50% 
 

Fungal sp. DQ658185 
Cladosporium sphaerospermum EU570258 
Cladosporium lignicola AF393709 

Cladosporium sphaerospermum AF455481 

Cladosporium sp. DQ780352 
Cladosporium sp. DQ299303 

MA111 
Cladosporium sp. DQ092532 
Cladosporium sp. DQ092512 
Cladosporium sp. AJ971409 

Cladosporium sp. AJ971408 
Cladosporium sp. EU167574 

Cladosporium cladosporioides EF577236 
Cladosporium sp. EF105367 

Cladosporium cladosporioides AF455525 
Cladosporium cladosporioides AF455442 
Cladosporium cladosporioides EU497957 

Cladosporium cladosporioides EF405864 
Fungal endophyte sp. FJ378087 

Cladosporium cladosporioides AY251074 
Cladosporium sp. EF432298 

Davidiella tassiana EU343317 
Davidiella tassiana EU343351 

97/61 

87/98 

84/97 

65/57 

90/93 

98/100 

99/97 

95/91 

51/- 

Total 618 characters included 
Tree length  = 78 steps 
CI   = 0.8333 
RI   = 0.9404 

Subclade A 

Cladosporium sphaerospermum L25433 
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Order Pleosporales 
 ประกอบดวยราเอนโดไฟท 5 taxa ไดแก MA122, MA130, MA150, MA158 และ 
MA164 จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA ของราเอนโดไฟท MA 150, 
MA158 และ MA164  พบวาจัดอยูใน order Pleosporales ซ่ึงในชุดขอมูลประกอบดวยราชนิด
อ่ืนๆ ใน order น้ี 36 taxa และ Fungal endophyte จํานวน 3 taxa จากฐานขอมูล GenBank 
โดยกําหนดให  Delitschia didyma (DQ384090) และ Lepidosphaeria nicotiae (DQ678067) 
เปน outgroup มี total character 1302 characters, parsimony informative 185 characters 
และ parsimony uninformative 67 characters เม่ือวิเคราะหดวยวิธี MP ทําใหได MPT  
12 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 585 steps, 0.5470 และ 0.7530 ตามลําดับ
ดังแสดง tree ที่เหมาะสม ในรูปที่ 21 ที่ไดจากการวิเคราะหดวย K-H test หลังจากวิเคราะห
ดวยวิธี MP และ วิธี NJ พบวาทั้ง 2 วิธีมี topology ที่ใกลเคียงกัน จึงแสดงผลเฉพาะ tree จาก
การวิเคราะหดวยวิธี MP 

เชื้อรา MA164 มีตําแหนงอยูใน subclade A ดังรูปที่ 21 ซ่ึงมีความสัมพันธใกลชิดกับ 
family Melanommataceae โดยแสดงความสัมพันธใกลเคียงกับเชื้อ Bimuria novae-zelandiae 
(AY016356) ดวยคาความเชื่อม่ัน bootstrap ที่คอนขางสูงคือ 89 และ 92% จากการวิเคราะห
ดวยวิธี MP และ NJ ตามลําดับ และพบวา MA150 และ MA158 มีความสัมพันธที่ใกลชิดกัน
มากซึ่งดูไดจาก branch length ที่สั้น และเชื้อราทั้ง 2 isolates อยูใน subclade B ซ่ึงเปนราใน 
order Pleosporales แตไมแสดงความสัมพันธกับ family ใดใน order น้ี  

จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของราเอนโดไฟท MA122 และ 
MA130 ซ่ึงไมมีขอมูลในสวนของ LSU rDNA เน่ืองจากไมสามารถเพิ่มจํานวนในสวนนี้ได และ 
เชื้อราเอนโดไฟท MA150, MA158 และ MA164 พบวาใหผลที่สอดคลองกับการวิเคราะหดวย 
LSU rDNA ที่ใชวิธีการวิเคราะหเดียวกัน โดยชุดขอมูลประกอบดวยรา MA122, MA130, 
MA150, MA158 และ MA164 และ ราชนิดอ่ืนใน order Pleosporales หลาย family โดยใช 
Cochliobolus lunatus (FJ792584) และ Cochliobolus sp. (FJ235087) เปน outgroup มี total 
character 735 characters, parsimony informative 294 characters, parsimony 
uninformative 104 characters และได MPT 6 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 
1336, 0.5075 และ 0.7488 ตามลําดับ รูปที่ 22  

 ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อราเอนโดไฟททั้ง 5 taxa 
พบวา มีตําแหนงอยูใน 3 subclade  ดังรูปที่ 22 โดย MA 164 มีความสัมพันธอยางใกลชิดกับ
เชื้อราใน family Pleosporaceae คือ Leptosphaerulina chartarum (EU272493) (subclade 
A) โดยมีคาความเชื่อม่ัน bootstrap 64 และ 100% จากการวิเคราะหดวยวิธี MP และ NJ 
ตามลําดับ และ MA164 มี % sequence similarity กับ Leptosphaerulina chartarum 
(EU272493) 96.1% สําหรับเชื้อรา MA 130 มีความสัมพันธอยางใกลชิดกับ Lophiostoma sp. 
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(AY787716) โดยมีคาความเชื่อม่ัน bootstrap 100 และ 100% ตามลําดับ และ มี % sequence 
similarity เทากับ 89.7% ที่ถือวานอย ในขณะที่ MA150 มีความสัมพันธใกลชิดกับ Massarina 
corticola (AF383957) ดวยคาความเชื่อม่ัน bootstrap สูง 100 และ 100% มี % sequence 
similarity 100.0 % และเชื้อรา MA 122 และ MA158 มีความสัมพันธใกลชิดกันมาก โดยมีคา
ความเชื่อม่ัน 100 และ 100% จากการวิเคราะหดวยวิธี MP และ NJ ตามลําดับ มี % sequence 
similarity 99.8 % แมวาจะไมมีความสัมพันธกับเชื้อใดๆ ใน clade น้ี 

ดังน้ันจากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสวน LSU และ ITS rDNA ควรจัด
จําแนกรา MA150, และ MA164 เปน Massarina corticola และ Leptosphaerulina chartarum 
ตามลําดับ ในขณะที่ MA130, MA122 และ MA158 ไมสามารถจัดจําแนกอยูใน genus ใดๆ ได 
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รูปท่ี 21 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน LSU rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 

ราเอนโดไฟท order Pleosporales (MA150, MA158 และ MA164) ที่มีคาความเชื่อมั่น bootstrap 
จากการวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 50% 

Paraconiothyrium minitans EU754173 
Curreya pityophila DQ384102 

Endophytic ascomycete DQ851132 
Pleurophoma pleurospora EU754200 

Asteromella tiliae EU754139 
Phaeodothis winteri DQ678073 

Bimuria novae zelandiae AY016356 
MA164  

Plenodomus fuscomaculans EU754197 
Letendraea helminthicola AY016362 

Montagnula opulenta DQ678086 
Helicoma isiola EF010926 

Byssothecium circinans AY016357 
Mytilinidion resinicola FJ161185 
Mytilinidion rhenanum FJ161175 
Mytilinidion scolecosporum FJ161186 

Pyrenochaeta  romeroi EU754208 
Ascochyta hordei EU754134 

Lophiostoma  macrostomum AB433274 
Lophiostoma arundinis DQ782384 

Trematosphaeria heterospora AY016369 
Lophiostoma sagittiforme AB369267  

Fungal endophyte EF420054 
Preussia minima DQ678056 

Fungal endophyte EF420056 
Fungal endophyte EF420035 

Fungal endophyte EF420041 
Preussia terricola AY544686 
Westerdykella  cylindrica AY004343 

MA158  
MA150  

Lepidosphaeria nicotiae DQ678067 
Delitschia didyma DQ384090 

56/- 
89/- 

78/93 

100/100 
83/90 

89/92 

95/100 
85/83 

100/100 

100/100 

100/100 

-/54 

-/51 

61/55 

Total 1302 characters included 
Tree length  = 517 steps 
CI   = 0.5470 
RI   = 0.7530 

Paraconiothyrium minitans EU754174 

84/87 

Subclade A 

Subclade B 

80 



 

 

 
รูปท่ี 22  MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน ITS rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ               
                ราเอนโดไฟท order Pleosporales (MA122, MA130, MA150, MA158 และ MA164) ที่มีคาความ

เชื่อมั่น bootstrap จากการวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 50% 

 

Camarosporium leucadendri EU552106 
Camarosporium mamanes DQ885900 
Microdiplodia hawaiiensis DQ885896 
Camarosporium brabeji EU552104 
Camarosporium brabeji EU552105 

Fungal endophyte EF419942 
Microdiplodia sp. EF432267 
Myrothecium sp. AJ619957 

Pleosporales sp. EF672298 
Leptosphaerulina sp. EF694653 

Leptosphaerulina chartarum EU272493 
MA164  

Humicola fuscoatra EF120414 
Sporormia subticinensis AY943051 

Preussia isomera AY943058 
Preussia minima EU551212 
Preussia sp. FJ037749 
Fungal endophyte EU686933 
Preussia australis AY943052 

Preussia africana EU551208 
Fungal endophyte EF419894 
Fungal endophyte EF419919 

Preussia aemulans AY943044 
Preussia funiculata AY943059 
Preussia fleischhakii AY943060 

Ascomycete sp. AY568066 
Corynespora cassiicola AY238606 

L. macrostomum AB433276 
L. arundinis AJ496633 

Massarina corticola AF383957 
MA150 
Lophiostoma sp. EF042107 
Pleosporales sp. DQ914736 

MA122 
MA158  

Massarina sp. DQ863675 
Lophiostoma sp. AY787716 
MA130  
Massarina albocarnis EU552142 

L. vagabundum AF383954 
Lophiostoma sp. AB255298 

L. cynaroidis EU552138 
S. cupreorufescens EU543254 

Cochliobolus lunatus FJ792584 
Cochliobolus sp. FJ235087 

Subclade B 

Subclade C 

100/100 
100/99 

100/- 

100/- 

64/92 

96/100 

64/100 

64/- 

99/100 

100/100 

100/100 

-/74 

100/100 

Total 735 characters included 
Tree length  = 1336 steps 
CI   = 0.5075 
RI   = 0.7488 

Subclade A 

81/96 
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Order Botryosphaeriales 
 

ราเอนโดไฟท 5 taxa ซ่ึงประกอบดวย MA127, MA140, MA145, MA161 และ MA169 
เม่ือนํามาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA พบวาจัดอยูใน order 
Botryosphaeriales ซ่ึงในชุดขอมูลประกอบดวยราชนิดอ่ืนๆ ใน order น้ี และ fungal 
endophyte รวมทั้งสิ้น 31 taxa จากฐานขอมูล GenBank โดยกําหนดให  Tubeufia cerea 
(DQ470982) เปน outgroup มี total character 1309 characters, parsimony informative 158 
characters และ parsimony uninformative 108 characters เม่ือวิเคราะหดวยวิธี MP ทําใหได 
MPT 72 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 499 steps, 0.6613 และ 0.8044 
ตามลําดับ ดังแสดง tree ที่เหมาะสม ในรูปที่ 23 ที่ไดจากการวิเคราะหดวย K-H test หลังจาก
วิเคราะหดวยวิธี MP และ วิธี NJ พบวาทั้ง 2 วิธีมี topology ที่ใกลเคียงกัน จึงแสดงผลเฉพาะ 
tree จากการวิเคราะหดวยวิธี MP จากการวิเคราะหพบวา ราเอนโดไฟททั้ง 5 taxa สามารถจัด
อยูใน order Botryosphaeriales โดยพบวาเชื้อรา MA127 และ MA140 มีความสัมพันธที่
ใกลชิดกันมาก แตมีคาความเชื่อม่ัน bootstrap ไมสูงมาก คือ 80 และ 94% ตามลําดับ โดยเชื้อ
ราทั้ง 2 isolates มีความสัมพันธใกลชิดกับเชื้อ fungal endophytes (EF420102 และ 
EF420103) และมีคาความเชื่อม่ัน bootstrap คือ 89 และ 95% เม่ือวิเคราะหดวยวิธี MP และ 
วิธี NJ ตามลําดับ สําหรับเชื้อ MA161และ MA169 มีความสัมพันธที่ใกลชิดกันโดยมีคาความ
เชื่อม่ัน 100 และ 100% ซ่ึงมีความสัมพันธใกลชิดกับ Guignardia bidwellii DQ678085 ในขณะ
ที่เชื้อ MA145 มีความสัมพันธใกลเคียงกับเชื้อราใน family Botryosphaeriaceae แตไมแสดง
ความสัมพันธกับ specie ใดๆ  

ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อราเอนโดไฟท 3 taxa ไดแก 
MA127, MA140 และ MA145 ซ่ึงรา MA161 และ MA169 ไมสามารถเพิ่มปริมาณสวน ITS 
rDNA ได โดยชุดขอมูลที่ทําการศึกษาประกอบดวย เชื้อราที่เปนสมาชิกใน order 
Botryosphaeriales และ fungal endophyte รวมทั้งหมด 36 taxa กําหนดให Corynespora 
cassiicola (FJ184988, FJ594961 และ EU935735) เปน outgroup มี total character  
688 characters, parsimony informative 372 characters, parsimony uninformative  
31 characters และได MPT 76 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 1151, 0.6612 
และ 0.8902 ตามลําดับ (รูปที่ 24) 

ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อรา 3 taxa ไดแก MA127, 
MA140 และ MA145 พบวาใหผลที่สอดคลองกับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU 
rDNA โดย MA127 และ MA140 มีความสัมพันธใกลชิดกันมากโดยมี % sequence identity 
เทากับ 99.5% และมีความสัมพันธใกลชิดกับสมาชิกใน family Botryosphaeriaceae ไดแก
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Guignardia mangiferae  AY277710 ดวยคาความเชื่อม่ัน bootstrap ที่สูง คือ 100 และ 100 
% จากการวิเคราะหทั้งสองวิธี ในขณะที่ MA145 ไมมีความสัมพันธกับเชื้อรา species ใดๆ ใน 
family น้ี 

ดังน้ันจากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ของ LSU rDNA ควรจัดจําแนก MA169 
และ MA161 เปน Guignardia sp. ในขณะที่ ผลของ LSU และ ITS rDNA ควรจัด 
จําแนก MA127 และ MA140 เปน Guignardia sp. และ MA145 เปนสมาชิกใน family 
Botryosphaeriaceae 
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รูปท่ี 23 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน LSU rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 
            ราเอนโดไฟท order Bostryosphaeriales (MA127, MA140, MA145, MA161 และ MA169) ที่มีคา   
            ความเชื่อมั่น bootstrap จากการวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 
            50% 

Fungal endophyte DQ979423 
Fungal endophyte DQ979427 
Guignardia gaultheriae DQ678089 

Phyllosticta minima EU754194 
Fungal endophyte EF420103 
Fungal endophyte EF420102 
MA127  
MA140  

Phyllosticta abietis EU754193 
MA169 
MA161 

Guignardia bidwellii DQ678085 
Fungal endophyte EF420059 
Guignardia citricarpa EU754165 

Macrophomina phaseolina EU754168 
Macrophomina phaseolina DQ678088 
Botryosphaeria dothidea DQ678051 

Botryosphaeria tsugae DQ767655 
Diplodia pinea EU754157 

Botryosphaeria ribis AY004336 
Botryosphaeria ribis DQ678053 

Botryosphaeria viticola DQ678087 

Fungal endophyte EF420095 

Ulospora bilgramii DQ678076 
Lepidosphaeria nicotiae DQ678067 

MA145  

Porpidia flavocaerulescens AY532946 
Tubeufia helicomyces DQ767654 
Helicomyces roseus DQ678083 

Tubeufia cerea DQ470982 

100/100 
100/100 

91/99 

80/94 
89/95 

87/98 

100/- 
91/100 

68/89 

71/65 

Total 1309 characters included 
Tree length  = 499 steps 
CI   = 0.6613 
RI   = 0.8044 

Fungal endophyte DQ979422 

100/100 
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รูปท่ี 24 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน ITS rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 

 ราเอนโดไฟท order Botryosphaeriales (MA127, MA140 และ MA145) ที่มีคาความเชื่อมั่น 
 bootstrap จากการวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 50%    

 

1

Phyllosticta sp. AB179772 
Phyllosticta sp. AB179771 
Guignardia mangiferae AB041239 
Guignardia mangiferae AB041236 
Phyllosticta sp. AF532314 
Guignardia sp. FJ037766 
Fungal endophyte AY601899 
Guignardia mangiferae AY277710 
MA127 
MA140 
Guignardia aesculi AB095504 
Guignardia gaultheriae AB095506 

Fungal endophyte DQ508136 
Mycoleptodiscus sp. FJ478407 
Fungal endophyte EU687173 
Mycoleptodiscus terrestris EU364807 

Fungal endophyte FJ613801 
Ascomycete sp. DQ384608 

MA145  
Fungal endophyte EF419937 
Fungal endophyte EF419927 
Fungal endophyte EF420019 
Fungal endophyte AY433808 

Fungal endophyte FJ025267 
Fungal endophyte FJ025341 
Fungal endophyte FJ232903 

Fungal sp. FJ612625 
Ascomycete sp. DQ092521 
Coniothyrium sp. DQ092505 

Fungal endophyte EU686146 
Fungal endophyte EU686121 
Fungal endophyte EU686144 
Fungal endophyte EU686119 

Corynespora cassiicola FJ594961 
Corynespora cassiicola FJ184988 
Corynespora cassiicola EU935735 

78/97 

100/100 

69/71 

100/100 

100/100 

100/100 

98/99 

72/73 

90/100 

55/56 

79/100 

Total 688 characters included 
Tree length  = 1151 steps 
CI   = 0.6612 
RI   = 0.8902 
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Order Diaporthales  
 

ราเอนโดไฟท 3 taxa ซ่ึงประกอบดวย MA1, MA81 และ MA154 เม่ือนํามาวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA พบวาจัดอยูใน order Diaporthales ซ่ึงในชุดขอมูล
ประกอบดวยราชนิดอ่ืนๆ ใน order น้ี และ Fungal endophyte รวมทั้งสิ้น 26 taxa จาก
ฐานขอมูล GenBank โดยกําหนดให Leucostoma auerswaldii (AF408384) และ Leucostoma 
niveum (AF362558) เปน outgroup มี total character 1283 characters, parsimony 
informative 64 characters และ parsimony uninformative 29 characters เม่ือวิเคราะหดวย
วิธี MP ทําใหได MPT 34 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 155 steps, 0.6323 
และ 0.7324 ตามลําดับ ดังแสดง tree ที่เหมาะสม ในรูปที่ 25 ที่ไดจากการวิเคราะหดวย  
K-H test หลังจากวิเคราะหดวยวิธี MP และ วิธี NJ พบวาทั้ง 2 วิธีมี topology ที่ใกลเคียงกัน 
จึงแสดงผลเฉพาะ tree จากการวิเคราะหดวยวิธี MP  

จากการวิเคราะหพบวาราเอนโดไฟททั้ง 3 taxa อยูใน clade เดียวกัน โดยพบวารา 
MA1 มีความสัมพันธที่ใกลชิดกับ Diaporthe decedens (AF408348) โดยมีความเชื่อม่ัน 

bootstrap ที่ต่ําคือ <50% และ 70% เม่ือวิเคราะหดวยวิธี  MP และ วิธี NJ ตามลําดับ 
นอกจากนี้พบวา MA154 มีความสัมพันธกับ Phomopsis sp. EU219393 แตมีคาความเชื่อม่ัน

ที่ต่ํา คือ <50% และ 58% ตามลําดับ ในขณะที่ MA81 มีความสัมพันธใกลชิดกับเชื้อใน order 
น้ีแตไมแสดงความสัมพันธกับ species ใดๆ  

ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อราเอนโดไฟท 3 taxa ไดแก 
MA1, MA2 (ไมมีขอมูล LSU) และ MA81 โดยชุดขอมูลที่ทําการศึกษาประกอบดวย เชื้อราที่
เปนสมาชิกใน order Diaporthales และ fungal endophyte รวมทั้งหมด 31 taxa กําหนดให 
Leucostoma curreyi (AF191172) และ Leucostoma cinctum (AF191170) เปน outgroup มี 
total character 631 characters, parsimony informative 118 characters, parsimony 
uninformative 38 characters และได MPT 3 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 
343, 0.6152 และ 0.7944 ตามลําดับ (รูปที่ 26) 

ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อรา 3 taxa พบวาใหผลที่
สอดคลองกับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA โดยพบวา MA1 และ MA2 มี
ความสัมพันธใกลชิดกันมากโดยมีคาความเชื่อม่ัน bootstrap ที่สูงคือ 100 และ 100% มี  
% sequence similarity 100% และมีความสัมพันธใกลชิดกับสมาชิกใน family Diaporthaceae 
ดวยคาความเชื่อม่ัน bootstrap 87 และ 100% ในขณะที่ MA81 พบอยูใน subclade A ซ่ึงมี
ความสัมพันธกับราใน family Diaporthaceae แตไมมีความสัมพันธกับเชื้อรา species ใดๆ 
นอกเหนือจาก Phomopsis และ Diaporthe  
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ดังน้ันจากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ของ LSU และ ITS rDNA ควรจัดจําแนก 
MA1, MA2 เปน Diaporthe sp., MA154 เปน Phomopsis sp., สําหรับ MA81 เปนสมาชิกใน 
family Diaporthaceae 
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รูปท่ี 25 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน LSU rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 

ราเอนโดไฟท order Diaporthales (MA1, MA81 และ MA154) ที่มีคาความเชื่อมั่น bootstrap จาก
การวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 50% 

1

Diaporthe pardalota AF408355 
Phomopsis sclerotioides AF439628 
Phomopsis columnaris AF439627 
Diaporthe fibrosa AF408351 

Diaporthe eres AF408350 
Phomopsis vaccinii AF439630 
Diaporthe oncostoma AF408353 

Phomopsis sp. AY621002 
Phomopsis asparagi AF439636 

Diaporthe decedens AF408348 
MA1 
Diaporthe detrusa AF408349 
Phomopsis sp. EU219393 

MA154  
MA81  

Phomopsis viticola AF439635 
Diaporthe angelicae AY196780 
Diaporthe arctii AF362562 
Phomopsis sp. AF439632 

Fungal endophyte EF420096 
Diaporthe pustulata AF408357 
Diaporthe padi AF408354 
Diaporthe perjuncta AF408356 

Leucostoma auerswaldii AF408384 
Leucostoma niveum AF362558 

58/75 

100/100 

60/92 
93/100 

-/70 

76/89 

83/- 

76/97 

-/65 
-/58 

54/ 

-/81 

-/81 

Total 1283characters included 
Tree length  = 155 steps 
CI   = 0.6323 
RI   = 0.7324 

Diaporthe medusaea AF362560 97/- 
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รูปท่ี 26 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน ITS rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 

ราเอนโดไฟท order Diaporthales (MA1, MA2 และ MA81) ที่มีคาความเชื่อมั่น bootstrap จาก 
การวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 50% 

 

Phomopsis sp. FJ037761 
Phomopsis sp. DQ780461 

Phomopsis sp. DQ780433 
Fungal endophyte sp. DQ485956 

Diaporthe phaseolorum EF488429 
Phomopsis sp. EU236704 
Diaporthe sp. EF488434 

Fungal endophyte sp. DQ485955 
Phomopsis sp. EU395772 

MA81  
Phomopsis sp. EU330615 
Phomopsis sp. AY907347 

Diaporthe sp. DQ145732 
Diaporthe phaseolorum AF001028 

Diaporthe sp. EF488433 
Fungal endophyte EU687127 
Phomopsis sp. DQ780462 
Phomopsis sp. DQ235671 

Diaporthe helianthi AY485746 
Phomopsis sp. FJ009525 

Phomopsis sp. FJ515317 
Diaporthe sp. DQ145734 
Diaporthe sp. EF423554 

Fungal endophyte FJ232904 
Diaporthe helianthi AJ312356 

Fungal endophyte FJ025298 
MA1  
MA2  

Leucostoma curreyi AF191172 
Leucostoma cinctum AF191170 

100/100 

69/60 

89/65 

78/99 

95/96 

87/100 

100/ 

-/96 

Diaporthe sp. DQ435767 

Total 631 characters included 
Tree length  = 343 steps 
CI   = 0.6152 
RI   = 0.7944 

Subclade A 
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Order Xylariales 
  

ในการวิเคราะหราเอนโดไฟท 2 taxa ไดแก MA105 และ MA129 พบวาอยูใน order 
Xylariales ซ่ึงในการวิเคราะหใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA เน่ืองจากไมมีขอมูลใน
สวนของ LSU ในการวิเคราะห ชุดขอมูลที่นํามาศึกษาประกอบดวยราใน family Xylariaceae 
และ Amphisphaeriaceae สมาชิกใน order Xylariales รวมทั้งหมด 17 taxa กําหนดให Xylaria 
apicularta เปน outgroup มี total character 970 characters, parsimony informative 127 
characters, parsimony uninformative 142 characters และได MPT 271 trees โดยมีคา tree 
length, CI และ RI เทากับ 318, 0.9465 และ 0.9703 ตามลําดับ (รูปที่ 27) 

ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อรา 2 taxa พบวา MA129 มี
ความสัมพันธใกลชิดกับ Pestalotiopsis sp. FJ037738 มี % sequence identity 99.8% 
ในขณะที่ MA105 มีความสัมพันธกับราใน order Xylariales แตไมมีความใกลชิดกับเชื้อใดๆ ใน 
order น้ี อีกทั้ง MA105 มี branch length ที่ยาวมากเนื่องจากมีลําดับนิวคลีโอไทดที่แตกตางไป
จากราชนิดอ่ืนๆ ที่นํามาเทียบเคียง  

ดังน้ันจากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ITS rDNA ควรจัดจําแนก MA105 เปน
สมาชิกใน family Xylariaceae และ MA129 เปน Pestalotiopsis sp.  
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รูปท่ี 27 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน ITS rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 

ราเอนโดไฟท order Xylariales (MA105 และ MA129) ที่มีคาความเชื่อมั่น bootstrap จากการ 
วิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 50% 

 

Xylariaceae sp. AB440085 

Xylaria sp. DQ480358 

Fungal sp. FJ613004 

Fungal sp. FJ612985 

Fungal sp. FJ612793 

Xylariaceae sp. AB440127 

Xylaria sp. EU099587 

Xylariaceae sp. AB440125 

MA105  

Pestalotiopsis sydowiana AF409970 

Pestalotiopsis sp. EF451804 

Pestalotiopsis clavispora AY682929 

Pestalotiopsis sp. FJ037738 

MA129 

Pestalotiopsis versicolor AF405298 

Xylaria apiculata 

100/100 

74/- 

60/65 

95/100 

60/60 

69/90 

58/84 

Total 970 characters included 
Tree length  =  318steps 
CI   = 0.9465 
RI   = 0.9703 

Xylariaceae sp. AB440099 
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สรุปการจัดจําแนกราเอนโดไฟทโดยวิธีทางชีวโมเลกุล 

  
จากการวิเคราะหขอมูลทางพันธุกรรมโดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด LSU และ ITS 

rDNA สามารถสรุปและจัดจําแนกราเอนโดไฟททั้ง 19 isolates ที่มีประสิทธิภาพในการสราง
เอนไซม lipase และ cellulase ดังตารางที่ 18 โดยสามารถจัดจําแนกในระดับ genus ได  
13 isolates (68.4%) ไดแก Cladosporium sp. MA111 และ PMA1, Diaporthe sp. MA1 และ 
MA2, Guignardia sp. MA127, MA140, MA161 และ MA169, Leptosphaerulina chartarum 
MA164, Massarina corticolar MA150, Phomopsis sp. MA154, Pestalotiopsis sp. MA129, 
Schizophyllum commune MA56, สวนที่เหลือจัดจําแนกไดในระดับ family หรือ order เทานั้น 
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                                                93 

ตารางที่ 18 สรุปผลการจัดจําแนกราเอนโดไฟท โดยใชขอมูลลําดับเบส ribosomal DNA  
 
Phylum Class Order Gene Accession no. Expected species % ITS sequence Identity 

with the closest taxa 
รหัสราเอนโดไฟท 

GQ254677 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales ITS 
LSU GQ254661 

Schizophyllum commune 99.2% MA56 

GQ254675 ITS 
LSU GQ254660 

Diaporthe sp. - MA1 

ITS GQ254676 Diaporthe sp. - MA2 
GQ254678 ITS 

LSU GQ254662 

Diaporthaceae sp. 
 

- MA81 

GQ254686 

Diaporthales 

ITS 
LSU GQ254667 

Phomopsis sp. - MA154 

ITS GQ254679 Xylariaceae sp.  - MA105 

Sordariomycetes 

Xylariales 
ITS GQ254681 Pestalotiopsis sp. 99.8% MA129* 

GQ254680 ITS 
LSU GQ254663 

Cladosporium sp. 99.5% MA111* Capnodiales 

LSU GQ254668 Cladosporium sp. - PMA1* 
ITS GQ254682  Pleosporales sp.  - MA122 

GQ254683 ITS 
LSU GQ254664 

Pleosporales sp.  89.7% MA130 

GQ254684 ITS 
LSU GQ254665 

Massarina corticola 
 

100% MA150 

GQ254685 

Ascomycota 

Dothideomycetes 

Pleosporales 

ITS 
LSU GQ254666 

 Pleosporales sp. 
 

- MA158 

* สรางโครงสรางสืบพันธุบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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ตารางที่ 18 (ตอ) สรุปผลการจัดจําแนกราเอนโดไฟท โดยใชขอมูลลําดับเบส ribosomal DNA  
 
Phylum Class Order Gene Accession no. Expected species % ITS sequence Identity with 

the closest taxa 
รหัส 
ราเอนโดไฟท 

GQ254687 Dothideomycetes Pleosporales ITS 
LSU GQ254669 

Leptosphaerulina 
chartarum 

91.1% MA164 

GQ254688 ITS 
LSU GQ254670 

 Guignardia sp.  - MA127 

GQ254689 ITS 
LSU GQ254671 

Guignardia sp.  
 

- MA140 

GQ254690 ITS 
LSU GQ254672 

Botryosphaeriaceae sp.  - MA145 

LSU GQ254673 Guignardia sp.  - MA161 

 

Dothideomycetes 
incertae sedis 

Botryosphaeriales 

LSU GQ254674 Guignardia sp. - MA169 

 
* สรางโครงสรางสืบพันธุบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
 

 
  

 
         

MA148 MA132 
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บทที่ 4 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
4.1 การแยกราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลน 
 

การแยกราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลน ทั้งหมด 7 ชนิด ไดแก โกงกางใบเล็ก  
(R. apiculata) ตะบูนขาว (X. granatum) ถั่วขาว (B. cylindrica) ฝาดดอกแดง (L. littorea)
เล็บมือนาง (A. corniculatum), ลําพู (S. caseolaris) และ แสมขาว (A. alba) แยกราเอนโดไฟท
ไดทั้งหมด 76 isolates มีอัตราการแยกราเอนโดไฟทเฉลี่ย 0.42 isolates/ชิ้นตัวอยางพืช ซึ่งมี
คาใกลเคียงกับการศึกษาของ จิรายุ (ติดตอสวนตัว) ที่แยกราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลน  
18 ชนิด รวม 63 ตน ไดอัตราการแยกราเอนโดไฟทเฉลี่ย 0.49 isolates/ชิ้นตัวอยางพืช และพบ
อัตราการแยกราเอนโดไฟทจากตนฝาดดอกแดงสูงที่สุด เทากับ 1.0 isolate/ชิ้นตัวอยางพืช 
ใกลเคียงกับการศึกษาของจิรายุ ที่แยกได 0.85 isolate/ชิ้นตัวอยางพืช จากพืชชนิดนี้เชนกัน 
อยางไรก็ตาม จิรายุ สามารถแยกราเอนโดไฟทไดจากถั่วขาวมากที่สุด 1.05 isolates/ชิ้น
ตัวอยางพืช ในขณะที่การศึกษาในครั้งน้ีพบอัตราการแยกราเอนโดไฟทจากตนถั่วขาวต่ําที่สุด
เพียง 0.1 isolate/ชิ้นตัวอยางพืช  อาจเปนไปไดวาพืชแตละแหลงมีราเอนโดไฟทที่อาศัยอยู
จํานวนแตกตางกัน นอกจากนี้ยังมีรายงานพบวาอายุของพืชมีผลตอจํานวนราเอนโดไฟทดวย 
ดังเชนการศึกษาของ Pang และคณะ (2008) ที่รายงานวาสามารถแยกราเอนโดไฟทจาก 
Kandelia candel ซ่ึงเปนพืชปาชายเลนในวงศ Rhizophoraceae จากพืชตนแก (53.5%) ได
มากกวาพืชตนออน (12.5%)   

ราเอนโดไฟทจะพบไดในพืชทุกชนิด และทุกสวนของพืช (Arnold et al., 2000) จาก
การศึกษาในครั้งน้ีพบวาแยกราเอนโดไฟทไดจากสวนของกิ่งมากที่สุด ซ่ึงสอดคลองกับ
การศึกษาของ ณัฐวุฒิ (2549) เน่ืองจากสวนของกิ่ง เปนที่รวมของ xylem และ phloem ซ่ึงเปน
ทางลําเลียงของน้ําและอาหาร ซ่ึงเปนแหลงที่อุดมสมบูรณที่สุดในพืชจึงทําใหบริเวณนี้พบราเอน
โดไฟทจํานวนมากที่สุด  
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4.2 การคัดเลือกราเอนโดไฟทที่มีความสามารถในการสรางเอนไซม lipase, cellulase, 
amylase และ protease เมื่อทดสอบเบื้องตนโดยวิธี plate method 
 

ในการทดสอบเบื้องตนของราเอนโดไฟทในการสราง lipase, cellulase, amylase และ 
protease ดวยวิธี plate method โดยใชอาหารที่ประกอบดวย tributyrin, CMC, soluble starch 
และ sodium caseinate ซ่ึงเปนสับสเตรทที่จําเพาะกับ lipase, cellulase, amylase และ 
protease ตามลําดับ และประเมินผลจากคา EPR (extracellular enzyme production ratios) 
โดยสุมเลือกราเอนโดไฟท 300 isolates ที่แยกไดจากพืชปาชายเลน 14 ชนิด ซ่ึงเม่ือทดสอบไป
ไดประมาณ 150 isolates พบวาราเอนโดไฟทสามารถสรางเอนไซม lipase และ cellulase แต
พบการสรางเอนไซม amylase และ protease นอยมาก จึงทดสอบการสรางเอนไซม 2 ชนิด
หลังเพียง 180 isolates และทดสอบการสรางเอนไซม lipase และ cellulase ทั้ง 300 isolates 
ผลการทดสอบพบวาราเอนโดไฟท 31.7 และ 24.0% สรางเอนไซม lipase และ cellulase ได 
ตามลําดับ และมีเพียง 1.1% เทานั้น ที่สรางเอนไซม amylase และไมพบราเอนโดไฟทที่สราง 
protease ซ่ึงผลการทดลองนี้สอดคลองกับงานวิจัยของ Maria และคณะ (2005) ที่ไดศึกษาการ
สรางเอนไซมจากราเอนโดไฟทที่แยกไดจากพืชปาชายเลน 2 ชนิด ไดแก Acanthus ilicifolius 
และ Acrostichum aureum ที่ประเทศอินเดีย พบวา ราเอนโดไฟททุกตัวที่นํามาทดสอบสามารถ
สรางเอนไซม lipase และ cellulase ได แตพบการสรางเอนไซม amylase และ protease นอย
มาก อยางไรก็ตามในงานวิจัยของ Maria และคณะ (2005) ศึกษาราเอนโดไฟทเพียง 7 isolates 
เทานั้น ดังน้ันการศึกษาในครั้งน้ีไดศึกษากับเชื้อราจํานวนมากที่แยกไดจากพืชปาชายเลน
หลากหลายชนิด จึงเปนการยืนยันไดวา ราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนสวนใหญสรางเอนไซม 
lipase และ cellulase แตสราง amylase และ protease ไดนอยมาก นอกจากนี้ยังมีรายงานการ
วิจัยของ Lumyong และคณะ (2002) ที่ศึกษาการสราง cellulase, mannanase, protease และ 
xylanase โดยราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชพ้ืนเมืองจากอุทยานแหงชาติดอยสุเทพ-ปุย จังหวัด
เชียงใหม พบวาราเอนโดไฟทสามารถสรางเอนไซมตางๆ เหลานี้ไดแตมีเชื้อราจํานวนนอยที่
สามารถสราง protease ได Lindstrom และคณะ (1993) พบราเอนโดไฟท Acremonium 
typhinum ที่แยกไดจากหญา (Poa ampla) ผลิต protease และจากการศึกษาตอมาพบวาเปน
protease ที่คลาย subtilisin ในยูคาริโอต ซ่ึงคลายกับ protease ที่พบในราที่กอโรคกับแมลง  
และไสเดือนฝอย หรือราอื่นๆ อยางไรก็ตาม protease ที่คลาย subtilisin น้ีไมไดจํากัดอยู 
เฉพาะในราที่ทําใหเกิดโรค แตอาจเปนลักษณะทั่วๆ ไปของราในกลุม Ascomycetes และ 
Deuteromycetes (Reddy et al., 1996) ซ่ึงการศึกษาครั้งนี้พบวาราเอนโดไฟทจากพืช 
ปาชายเลนสามารถสรางเอนไซม lipase, cellulase และ amylase ได แสดงวาราสรางเอนไซม
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เพ่ือยอยสลายสับสเตรทตางๆ ของพืชที่จําเพาะตอเอนไซมตางๆ เหลานี้ โดยเฉพาะเซลลูโลส
เปนองคประกอบสวนใหญของพืช  
 สําหรับในการศึกษาเอนไซมที่สามารถยอยสลายสับสเตรทจําพวกไขมันสามารถแบง
ออกเปน esterase และ lipase ซ่ึง esterase จําเพาะกับสับสเตรทที่มีจํานวนคารบอนอะตอม
นอยกวาหรือเทากับ 10 ซ่ึงไดแก tributyrin นํ้ามันมะพราว และไขมันเนย เปนตน สําหรับ 
lipase จะมีความจําเพาะกับสับสเตรทที่มีจํานวนอะตอมของคารบอนมากกวาหรือเทากับ 10 
ไดแก นํ้ามันมะกอก และนํ้ามันปาลม (Fucinos et al., 2005) เปนตน ซ่ึงในการศึกษาครั้งน้ีใช 
tributyrin เปนสับสเตรทสําหรับการคัดเลือกเชื้อเบื้องตน ดวยวิธี plate method เน่ืองจาก 
tributyrin เปนสับสเตรทที่ดีสําหรับวิธีตรวจสอบที่ตองการเห็นผลเร็ว และเปนสารที่กระจายตัว
ในน้ําไดงายกวาสับสเตรทตัวอ่ืนๆ Torres และคณะ (2003) ศึกษาการสรางเอนไซม lipase ของ
ราเอนโดไฟท ที่แยกจากพืชแถบเมดิเตอรเรเนียน โดยทดสอบบนอาหาร tributyrin เชนเดียวกัน
พบวา 80% ของเชื้อที่ทดสอบใหผลบวก ซ่ึงมีคาสูงกวาการทดลองนี้มาก ซ่ึงการทดลองครั้งนี้
พบเพียง 31.7% ดังน้ันในการศึกษาครั้งนี้จึงนําราเอนโดไฟทที่ใหผลบวกบนอาหาร tributyrin 
ไปทดสอบเพื่อศึกษาความสามารถของราเอนโดไฟทในการยอยสลายสับสเตรทโมเลกุลใหญ จึง
ไดทดสอบบนอาหาร rhodamine B ที่ผสมน้ํามันมะกอก พบวามีเพียง 3 isolates เทานั้นที่ให
ผลบวกเมื่อศึกษาบนอาหารดังกลาว แสดงวาราเอนโดไฟทที่ศึกษาในครั้งน้ีสราง esterase เปน
สวนใหญ ซ่ึงมีความจําเพาะกับสับสเตรทที่มีจํานวนคารบอนอะตอมนอยกวาหรือเทากับ 10 
และไมสามารถสรางเอนไซมที่จําเพาะกับสับสเตรทที่มีโมเลกุลใหญๆ ได  
 
4.3 การทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมดวยชุดทดสอบ API ZYM test kit 
 
 การทดสอบการสรางเอนไซมโดยวิธี plate method เลือกใชสับสเตรทเพียง 4 ชนิด
เทานั้น ทําใหทราบความสามารถในการสรางเอนไซม 4 ชนิดไดแก lipase, cellulase, amylase 
และ protease สําหรับการทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมดวยชุดทดสอบ API ZYM 
test kit สามารถทดสอบการสรางเอนไซมไดจํานวน 19 ชนิด ทําใหทราบวาราเอนโดไฟทที่
ตองการศึกษาสามารถสรางเอนไซมอ่ืนๆ ไดอีกหลายชนิด โดยการทดสอบดวยชุดทดสอบมี
หลักการที่คลายคลึงกับการทดสอบดวยวิธี plate method กลาวคือ ในแตละหลุมของชุดทดสอบ
จะถูกเคลือบดวยสับสเตรทที่จําเพาะกับเอนไซมแตละชนิดที่ทดสอบ เม่ือทดสอบดวยเอนไซมที่
จําเพาะกับสับสเตรทแตละชนิด สับสเตรทจะถูกยอยทําใหเห็นเปนสีแลวนํามาเปรียบเทียบกับ
แผนเทียบของบริษัทผูผลิต ทําใหทราบวาราเอนโดไฟทแตละตัวสามารถสรางเอนไซมใดไดบาง 
และวิธีการทดสอบดวยชุดทดสอบมีความไวสูงกวาการทดสอบดวยวิธี plate method เน่ืองจาก
ตรวจปริมาณเอนไซมไดในระดับ nanomole ดังน้ันถาเชื้อราสรางเอนไซมไดปริมาณนอยก็
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สามารถตรวจพบไดดวยวิธีน้ี นอกจากนี้ยังสามารถยืนยันผลการทดสอบที่ทดสอบดวยวิธี plate 
method ไดอีกดวย ซ่ึงจากผลการทดสอบการสรางเอนไซม cellulase พบวาการทดสอบดวย  
2 วิธีดังกลาวใหผลการทดสอบที่สอดคลองกัน โดยราเอนโดไฟทจํานวน 23 isolates ที่ทดสอบ
แลวใหผลบวกบนอาหาร CMC ซ่ึงแปลผลวาสามารถสรางเอนไซม cellulase ได เม่ือนําไป
ทดสอบดวยชุดทดสอบ API ZYM test kit พบวามี 21 isolates ที่ใหผลบวกกับชุดทดสอบ และ
ราเอนโดไฟท 5 isolates ที่ใหผลลบบนอาหาร CMC ใหผลบวกกับชุดทดสอบ API ZYM และ 

สามารถระบุไดวาเปน β-glucosidase และราเอนโดไฟทจํานวน 31 isolates ที่ใหผลบวกเมื่อ
ทดสอบการสรางเอนไซม lipase ดวยวิธี plate method ซ่ึงเม่ือนําไปทดสอบดวยชุดทดสอบ
พบวาใหผลบวก 28 isolates  แตมีราเอนโดไฟท 10 isolates ที่ใหผลลบ กับวิธี plate method 
แตเม่ือนําไปทดสอบการสรางเอนไซมดวยชุดทดสอบแสดงผลเปนบวก อาจเนื่องมาจาก 
ราเอนโดไฟทเหลานี้สามารถสรางเอนไซม lipase ไดนอย ทําใหไมสามารถตรวจพบดวยวิธี 
plate method แตเน่ืองจากชุดทดสอบมีความไวมากกวาเนื่องจากวัดไดในระดับ nanomole จึง
สามารถตรวจพบการสรางเอนไซมน้ันๆ ได และจากผลการทดสอบพบวามีราเอนโดไฟท  
3 isolates ที่ใหผลบวกเมื่อทดสอบการสรางเอนไซม lipase ดวยวิธี plate method แตใหผลลบ
เม่ือทดสอบกับชุดทดสอบ API ZYM test kit เน่ืองจากรานี้อาจไมสรางเอนไซมในอาหารเหลว 
ดังผลการทดสอบเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว หรือ อาจเนื่องจากเชื้อราสรางเอนไซมที่อยูภายใน
เซลล เชนที่ Torres และคณะ (2003) รายงานไว 
 นอกจากนี้การทดสอบดวย API ZYM ยังสามารถระบุชนิดของเอนไซม lipase ไดเปน  
3 ชนิด คือ esterase (C4), esterase lipase (C8) และ lipase (C14) ซ่ึงราเอนโดไฟทที่นํามา
ทดสอบสวนใหญสราง esterase (C4) และ esterase lipase (C8) เปนการยืนยันผลการทดสอบ
บน tributyrin agar ไดวา เอนไซมที่ราเอนโดไฟทสรางเปนกลุม esterase และ tributyrin เปน
สับสเตรทที่มีคารบอนอะตอมนอยกวา 10 และมีราเอนโดไฟท 3 isolates (MA56, MA105 และ 
MA129) ที่สรางเอนไซม lipase (C14) โดยเชื้อ 2 isolates (MA105 และ MA109) ใหผลบวก
บนอาหาร rhodamine B ที่ผสมน้ํามันมะกอก ดังน้ันผลการทดสอบทั้ง 2 วิธีสอดคลองกัน  

เน่ืองจาก API ZYM test kit สามารถตรวจหาเอนไซม ไดถึง 19 ชนิด จึงนิยมนํามาใช
จําแนกชนิดจุลินทรียกลุมตางๆ เชน Hesami และคณะ (2008) ศึกษาเชื้อ Flavobacterium 
psychrophilum ที่กอโรคกับปลาเทราท สามารถจําแนกเชื้อที่มีลักษณะทางชีวเคมี และ  
ฟโนทัยปเหมือนกันออกไดเปน 2 biovars สวน Leone และคณะ (1998) ใช enzymatic profile 
ที่ทดสอบโดย API ZYM test kit จําแนก Cryptococcus neoformans ที่แยกไดจากผูปวยเอดส
ไดถึง 15 type การศึกษาในครั้งน้ี จากเชื้อรา 47 isolates พบวามี enzymatic profile ที่แตกตาง
กันถึง 42 type โดยมีเชื้อรา MA154 และ MA159 มีการสรางเอนไซม 3 ชนิด คือ acid 

phosphatase, naphthol-AS-BI-phosphohydrolase และ β-glucosidase เหมือนกัน ในขณะที่ 
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PMA4, PMA43, MA45 และ MA47 สรางเอนไซม 5 ชนิด (alkaline phosphatase, esterase 
(C4), esterase lipase (C8), lipase (C14), acid phosphatase และ naphthol-AS-BI-
phosphohydrolase) สวน MA150 และ MA158 มีเอนไซม 10 ชนิดที่เหมือนกัน (alkaline 
phosphatase, esterase (C4), esterase lipase (C8), leucine arylamidase, acid 

phosphatase, naphthol-AS-BI-phosphohydrolase, β-galactosidase, α-glucosidase, β-

glucosidase และ N-acetyl-β-glucosaminidase) จะเห็นไดวาราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลน
มีการสรางเอนไซมที่แตกตางกันมาก   

โดยสรุปแลวขอดีของวิธีการทดสอบดวย plate method คือ สามารถดูผลไดงายคือถา
เชื้อราสามารถสรางเอนไซมได จะสังเกต clear zone รอบโคโลนีรา แตก็มีขอเสียคือ มีความไว
ต่ํา สําหรับชุดทดสอบ API ZYM test kit มีขอดี คือ มีความไวในการทดสอบสูง ซ่ึงทดสอบไดใน
หนวยของ nanomole และสามารถตรวจสอบการสรางเอนไซมไดหลายชนิดในชุดทดสอบเพียง
ชุดเดียวและสามารถระบุชื่อเอนไซมได แตวิธีน้ีมีขอเสีย คือ ราคาแพง และอาจใหระดับคะแนน
ของการเกิดสีที่ไมถูกตองได เพราะใชวิธีการเปรียบเทียบดวยสายตา  

  
4.4 การทดสอบประสิทธิภาพของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม lipase และ 
cellulase 
 

จากการทดสอบเบื้องตนโดยวิธี plate method พบวาราเอนโดไฟทสวนใหญสราง 
lipase และ cellulase ได มีเพียง 2 isolates ที่สราง amylase และไมพบราเอนโดไฟทที่สราง 
protease ได จึงคัดเลือกราที่ใหผลทดสอบบนอาหารที่ผสม tributyrin และ CMC ดีที่สุด  
มาชนิดละ 3 isolates เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมในอาหารเหลวสําหรับ 
ราเอนโดไฟทที่ใหผลบวกบนอาหาร tributyrin agar นํามาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี 
tributyrin ความเขมขน 1% (v/v) เปนสับสเตรท จากการทดสอบพบวาราเอนโดไฟททั้ง  
3 isolates ไมสรางเอนไซม lipase ที่สภาวะที่ใชในการศึกษา โดยตรวจไมพบคากิจกรรมของ
เอนไซมตลอดระยะเวลา 14 วัน  

สําหรับราเอนโดไฟท 3 isolates ที่ใหผลบวกบนอาหาร CMC agar นํามาศึกษา
ประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม cellulase โดยการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี CMC ความ
เขมขน 1% (v/v) เปนสับสเตรท พบวามีคากิจกรรมของเอนไซม cellulase ต่ํามากทั้ง 3 
isolates โดยใหคากิจกรรมของเอนไซม cellulase ไมแตกตางกัน ราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซม 
cellulase ไดดีที่สุดคือ MA145 ซ่ึงใหคากิจกรรมสูงที่สุดเทากับ 0.25 U/ml และมีการเจริญสูงสุด
ที่ 1.2 g นํ้าหนักแหง สวนราเอนโดไฟทอีก 2 isolates มีการเจริญของนอยมาก (นํ้าหนักแหง
สูงสุด 0.76-0.79 g) การที่ราเอนโดไฟทที่นํามาศึกษาสรางเอนไซม cellulase ไดดีเม่ือทดสอบ
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ดวยวิธี plate method แตเม่ือเลี้ยงในอาหารเหลวพบกิจกรรมของเอนไซมนอยมาก อาจ
เน่ืองมาจาก เม่ือเชื้อเจริญอยูในอาหารแข็งเอนไซมจะถูกสรางและคอยๆ ปลอยออกมาภายนอก
เซลลโดยจะแพรอยูในอาหารรอบๆ ตัวเชื้อทําใหเอนไซมมีความเขมขนสูงจึงเห็น clear zone 
ปรากฏรอบตัวเชื้อกวางและมีคา EPR สูง แตเม่ือนําไปเลี้ยงในอาหารเหลวพบคากิจกรรมของ
เอนไซมทั้ง 2 ชนิดนอยมาก เน่ืองจากการเลี้ยงราในอาหารเหลวไมใชลักษณะตามธรรมชาติของ
ราอาจสงผลใหราไมผลิตเมทาบอไลท (Hölker et al., 2004) นอกจากนี้การผลิตเมทาบอไลทยัง
ขึ้นอยูกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราที่เจริญอยูในอาหารเหลว ซ่ึงมีความแตกตางกันไป
ขึ้นกับชนิดของเชื้อรา องคประกอบของอาหารและสภาวะแวดลอมที่ราเจริญอยู เชน ปริมาณ
ออกซิเจนที่ละลายได (dissolved oxygen) และคารบอนไดออกไซด และสภาวะแวดลอมที่รา
เติบโตอยู (Papagianni, 2004) สาเหตุอีกประการที่ทําใหราสรางเอนไซมไดนอยอาจ
เน่ืองมาจากราไมไดอยูในสภาวะถูกกระตุนใหสรางเอนไซม โดยในขั้นตอนของการเก็บรักษา
เชื้อทําการเก็บเชื้อใน glycerol และกอนการทดสอบจะนํามาเลี้ยงบนอาหาร PDA ซ่ึงไมมี
สับสเตรทของเอนไซมใดๆ นอกจากนี้ Torres และคณะ (2003) กลาววา tributyrin plate 
method สามารถตรวจวัดไดทั้งเอนไซมที่สรางออกมานอกเซลล และเอนไซมที่ติดอยูกับผนัง
เซลลของเชื้อรา และใชวิธีน้ีในการศึกษาการสรางเอนไซม lipase ชนิดที่ติดอยูที่ผนังเซลล 
ดังน้ันราเอนโดไฟทที่นํามาศึกษาครั้งน้ีอาจสรางเอนไซมที่เกาะอยูที่ผนังเซลล ทําใหตรวจไมพบ
กิจกรรมของเอนไซมในสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อมีรายงานการศึกษาพบวาจุลินทรียที่สราง 
lipase ได พบมากในกลุมเชื้อรา และแอคติโนมัยซีทที่แยกไดจากดิน (Ko et al., 2005) เชน 
Penicillium wortmanii สราง lipase ไดสูงสุด 12.5 U/ml ในอาหารที่มีนํ้ามันมะกอก 5% (w/v) 
ในวันที่ 7 (Costa and Peralta 1999) สวน Colen และคณะ (2006) พบวา Colletotrichum 
gloeosporioides ที่แยกไดจากดิน สรางเอนไซมปริมาณสูงถึง 27,700 U/l เชื้อราที่แยกไดจาก
เมล็ดพืชที่มีไขมันสูงอยางเชน เมล็ดโกโก พบเช้ือรา Rhizopus oryzae และ Absidia 
corymbifera สามารถสรางเอนไซม lipase ไดดี (Guehi et al., 2007) 
 สําหรับการทดสอบประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม cellulase เม่ือเลี้ยงในอาหารแข็งที่
มีฟางขาวเพียงอยางเดียว และอาหารที่มีฟางขาวผสมใบพืชปาชายเลนในอัตราสวน 3:2 เปน
สับสเตรท พบวาราเอนโดไฟท MA150 ใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดเทากับ 1.93 U/ml ใน
อาหารที่มีฟางขาวเพียงอยางเดียว รองลงมาคือ MA130 และ MA145 ตามลําดับ ซ่ึงผลที่ไดไม
สอดคลองกับวิธี plate method ที่พบวาเชื้อ MA145 ใหคา EPR สูงสุด ทั้งน้ีอาจเนื่องมาจาก
สภาวะที่ใชในการทดสอบตางกันไมจําเปนตองมีผลการทดลองที่สอดคลองกัน เน่ืองจากเชื้อแต
ละตัวชอบสภาวะที่ไมเหมือนกัน (Theantana et al., 2007)  

เม่ือทดสอบประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมโดยการเลี้ยงเช้ือในอาหารแข็งที่มีฟางขาว
และใบพืชปาชายเลน ในอัตราสวน 3:2 พบวาราเอนโดไฟท MA150 ใหคากิจกรรมสูงที่สุด
เทากับ 2.7 U/ml รองลงมาคือ MA130 และ MA145 ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบระหวางการ
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เลี้ยงราในอาหารเหลวและอาหารแข็ง การเลี้ยงในอาหารแข็งจะใกลเคียงกับการเจริญใน
ธรรมชาติของรา จึงสงผลใหราผลิตเมทาบอไลทไดดีกวา เชน การผลิต lipase จาก A. niger 
NCIM 1027 และการผลิต esterase จาก A. niger I-1472 ที่พบวาราจะผลิตเอนไซมในอาหาร
แข็งไดดีกวาในอาหารเหลว (Hölker et al., 2004) และเม่ือเปรียบเทียบคากิจกรรมของเอนไซม 
cellulase เม่ือเลี้ยงราในอาหารที่มีฟางขาวเพียงอยางเดียว และในอาหารที่มีฟางขาวผสมใบพืช
ปาชายเลนใหคากิจกรรมสูงที่สุดอาจเนื่องมาจากราเอนโดไฟทที่ศึกษาแยกมาจาก 
พืชปาชายเลน ดังน้ันเม่ือนํามาเลี้ยงในอาหารที่มีใบพืชปาชายเลน ทําใหลักษณะของสับสเตรท
ใกลเคียงกับที่เคยอยูเดิมจึงถูกกระตุนใหสรางเอนไซม cellulase ไดดี 
 สําหรับการศึกษาเปอรเซ็นตความชื้นของอาหารเลี้ยงเช้ือในแตละวันไมไดทําการศึกษา
เน่ืองจาก จากผลการศึกษาของ ประไพพิศ (2549) ที่ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสราง
เอนไซม cellulase โดยราเอนโดไฟท Penicillium sp. A2 พบวาเปอรเซ็นตความชื้นของอาหาร
เลี้ยงเชื้อในแตละวันที่ทําการศึกษาไมเปลี่ยนแปลง 

อยางไรก็ตามราเอนโดไฟทที่คัดเลือกได ใหคากิจกรรมของเอนไซม lipase และ 
cellulase คอนขางต่ําจึงไมเหมาะที่จะนําไปใชประโยชน  
 
4.5 การจัดจําแนกชนิดของราเอนโดไฟทที่มีความสามารถในการสรางเอนไซม 
 
 การจัดจําแนกชนิดของราที่นิยมศึกษากันในอดีต คือ วิธีศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาเปนหลัก แตการจัดจําแนกดวยวิธีน้ีมีขอจํากัดหลายประการ เชน ราบางชนิดมีลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาคลายคลึงกัน แตไมไดมีความสัมพันธเกี่ยวของกัน อีกทั้งการจัดจําแนกดวย
วิธีน้ีตองอาศัยความรูความชํานาญของผูศึกษา ในการพิจารณาลักษณะและโครงสรางตางๆ 
ของเชื้อราที่ทําการศึกษาเพื่อการจัดจําแนกชนิดที่ถูกตอง และการจัดจําแนกดวยวิธีน้ีตองอาศัย
ระยะเวลานาน เน่ืองจากเชื้อราบางชนิดมีการเจริญเติบโตชา นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อราบางชนิด
ไมสรางโครงสรางการสืบพันธุใดๆ นอกจากเสนใย ซ่ึงเรียกเชื้อรากลุมน้ีวา Mycelia sterilia ซ่ึง
พบบอยในการศึกษาราเอนโดไฟท (Cheng et al., 2008) จึงทําใหการจัดจําแนกราดวยวิธีการ
ทางสัณฐานวิทยาไมประสบผลสําเร็จเทาที่ควร (Guo et al., 2003)  
 สําหรับการศึกษานี้ไดคัดเลือกราเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม lipase 
และ cellulase 10 อันดับแรก และ ราเอนโดไฟทที่ใหผลบวกเมื่อทดสอบบนอาหาร rhodamine 
B รวมทั้งสิ้น 21 isolates มาจัดจําแนกชนิดเบื้องตนดวยวิธีการศึกษาทางสัณฐานวิทยา พบวามี
ราเอนโดไฟทเพียง 3 isolates ที่สรางโครงสรางการสืบพันธุ ไดแก PMA1, MA111 และ 
MA129 สวนราเอนโดไฟทจํานวน 18 isolates ไดแก MA1, MA2, MA56, MA105, MA111, 
MA122, MA127, MA129, MA130, MA132, MA140, MA145, MA148, MA150, MA154, 
MA158, MA161, และ MA169 ไมสรางโครงสรางการสืบพันธุใดๆ โดยสรางเพียงเสนใยเทานั้น 
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ทําใหไมสามารถจัดจําแนกไดถึงระดับ genus หรือ species ได ดังน้ันจึงตองอาศัยขอมูลทาง
พันธุกรรมมาชวยในการจัดจําแนกชนิด และยังทําใหทราบถึงความสัมพันธทางพันธุกรรมกับรา
ชนิดอ่ืนๆ ไดดวย (Rollo et al., 1997; Zhang et al., 1997; Guo et al., 2000) การใชขอมูล
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา มาประกอบกันกับขอมูลดานพันธุกรรมชวยในการจัดจําแนกชนิดของ
ราทําใหเกิดความถูกตองมากยิ่งขึ้น ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Gams และคณะ (1999) ที่
ศึกษาชนิดของราที่แยกจากหญา (Miscanthus sinensis) พบ Fusarium miscanthi sp. nov. 
โดยใชขอมูลของสวน large subunit 28S rDNA, mitochondrial small subunit (mtSSU) rDNA 

และ β-tubulin gene เพ่ือเปนการยืนยันผลการระบุบงชี้ชนิดรา และงานวิจัยของ Cheng และ
คณะ (2008) ที่ศึกษาราเอนโดไฟทที่แยกจากตนรังกะแท (Kandelia) พบ Fusarium 
proliferatum โดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาควบคูกับขอมูล 18S rDNA, 28S rDNA, ITS และ 

EF-1α 
  การศึกษาครั้งนี้เลือกทําการจัดจําแนกชนิดของราเอนโดไฟทโดยใชขอมูลจากสวน ITS 
และ LSU rDNA เน่ืองจากขอมูลจากสวน ITS ซ่ึงเปนสวนที่มีความผันแปรสูง (high variable 
region) สามารถใชเพ่ือจัดจําแนกราเอนโดไฟทจนถึงระดับ genus และ species ได มีราเอนโด
ไฟทเพียงบาง isolates เทานั้นที่จัดจําแนกไดแคระดับ order หรือ family และขอมูลในสวน 
LSU ซ่ึงเปนสวนที่มีความแปรผันต่ํา ทําใหจัดจําแนกราเอนโดไฟทไดในระดับอนุกรมวิธานสูงๆ 
ไดแก order, family หรือ class เปนตน (Ellis et al., 1998; Hopple Jr. and Vilgalys, 1999; 
Artjariyasripong et al., 2001) 
 ขอมูลลําดับเบสที่ผานๆ มาใชนิวคลิโอไทด DNA ในสวน ITS มีการนํามาใชเพ่ือการจัด
จําแนกชนิดของเชื้อราในหลายงานวิจัย เชน สิตา (2551) ศึกษาชนิดของเชื้อราที่แยกจาก
กัลปงหาที่มีฤทธิ์ในการสรางสารตานจุลินทรีย สามารถจําแนกไดถึงระดับ genus และ species 
Amna และคณะ (2006) ศึกษาราเอนโดไฟทที่แยกจาก Nothapodytes foetida ที่มีฤทธิ์ในการ
สรางสาร camptothecin (CPT) เชนเดียวกับ Phongpaichit และคณะ (2006, 2007) ที่จําแนก
ราเอนโดไฟทจากพืชสกุล Garcinia ที่มีฤทธิ์ตานจุลินทรียและฤทธิ์ทางชีวภาพอื่น ๆ 
 สําหรับการศึกษาครั้งน้ี ใชการวิเคราะหขอมูลทาง phylogeny 2 วิธี คือ maximum 
parsimony และ neighbor joining ซ่ึงพบวา topology ของทั้ง 2 วิธี มีความคลายคลึงกัน โดย
แตกตางกันเพียงเล็กนอยบริเวณตําแหนงของ subclade เทานั้น ดังนั้นจึงเลือกนําเสนอเพียง 
maximum parsimony เพียงแบบเดียวเทานั้น โดย phylogenetic tree ที่แสดงไวเปนแบบ most 
parsimonious tree เทานั้น โดยแสดงคาความเชื่อม่ัน bootstrap ทั้งวิธี maximum parsimony 
และ neighbor joining ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Gams และคณะ (1999)  
ที่ศึกษารา Fusarium miscanthi sp. nov. ที่แยกไดจากหญา โดยใชการวิเคราะหแบบ  
maximum parsimony และนําเสนอเพียง most parsimonious tree สําหรับงานวิจัยของ  
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Cheng และคณะ (2008) ที่ศึกษาราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนพบ Fusarium proliferatum 
ใชการวิเคราะห แบบ Bayesian และ maximum parsimony พบวาผลที่ไดจากการวิเคราะห
ตางกันเล็กนอย จึงนําเสนอ tree เพียงจากการวิเคราะหแบบ Bayesian โดยนําเสนอคาความ
เชื่อม่ันทางสถิติจากการวิเคราะหแบบ Bayesian และ maximum parsimony  
 การจัดจําแนกชนิดของราเอนโดไฟทที่แยกไดจากพืชปาชายเลนชนิดตางๆ ที่มี
ประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม lipase และ cellulase โดยคัดเลือกมาทั้งหมด 21 isolates มา
ทําการจัดจําแนกขั้นตนโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยการเพาะเลี้ยงราที่ตองการศึกษา
บนอาหาร PDA พบวามีการสรางสปอรชนิดโคนิดิโอสปอร หรือ โคนิเดียเพียง 3 isolates 
(14.3%) จําแนกไดเปน Cladosporium sp. 2 isolates และ Pestalotiopsis sp. 1 isolate สวน
ราเอนโดไฟทที่เหลือจํานวน 18 isolates (85.7%) ไมพบการสรางสปอร จึงมีความจําเปนตองใช
ขอมูลทางพันธุกรรมมาชวยในการจัดจําแนก 
 ในการพิจารณาถึงความหลากหลายของราเอนโดไฟทที่สามารถสรางเอนไซม lipase 
และ cellulase จํานวน 21 isolates พบวาสามารถจัดจําแนกอยูใน 6 orders ไดแก Agaricales, 
Diaporthales, Xylariales, Capnodiales, Pleosporales และ Botryosphaeriales ซ่ึงสามารถจัด

จําแนกในระดับ genus ไดดังน้ี Cladosporium, Diaporthe, Guignardia, Phomopsis, 
Pestalotiopsis, Leptosphaerulina, Massarina และ Schizophyllum และ มีเชื้อราบาง isolates 
ที่ไมสามารถจําแนกไดในระดับ genus ไดแก MA2, MA81, MA105, MA122, MA127, MA130, 
MA140, MA145 และ MA158 เน่ืองจาก มีขอมูลของลําดับเบส DNA ไมเพียงพอในการ
เปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank และจากการศึกษาครั้งน้ี มีราเอนโดไฟทจํานวน  
2 isolates (MA132 และ MA148) ที่ไมสามารถจัดจําแนกไดเน่ืองจากไมสามารถเพิ่มจํานวนทั้ง
ในสวนของ LSU และ ITS rDNA  
 การศึกษาเกี่ยวกับราเอนโดไฟทที่แยกไดจากพืชปาชายเลนชนิดตางๆ มีรายงานพบรา
ไดหลาย genus เชน Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium, 
Paecilomyces, Penicillium, Pestalotiopsis, Phoma, Phomopsis, Phyllosticta และ 
Trichodema (Liu et al., 2007) และ จากงานวิจัยของ Maria และคณะ (2005) ไดทําการแยก 
ราเอนโดไฟทจากเหงือกปลาหมอ (Acanthus ilicifolius) และ ปรงทะเล (Acrostichum aureum) 
พบวา Acremonium sp., Alternaria chlamydosporus, Alternaria sp., Nigrospora oryzae, 
Aspergillus sp. และ Pestalotiopsis sp. สามารถสรางเอนไซม lipase และ cellulase ได 
สําหรับงานวิจัยของ Torres และคณะ (2003) พบวา Rhizopus oryzae ที่แยกจากพืชแถบ 
เมดิเตอรเรเนียน สามารถสรางเอนไซม lipase ชนิดที่เปน mycelium bound ได  
 นอกจากนี้แลวราเอนโดไฟทในพืชบกก็มีการศึกษาถึงประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม
ไดหลายชนิดเชนกัน เชน การศึกษาของ Urairaj และคณะ (2003) พบวาเชื้อรากลุม 
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Xylariaceae ที่แยกจากพืชพ้ืนเมืองทางภาคเหนือของประเทศไทย มีความสามารถในการสราง 
lignolytic enzyme สําหรับงานวิจัยของ Choi และคณะ (2005) ที่ศึกษาราเอนโดไฟทที่แยกจาก
ตนราชดัด (Brucea javanica) พบวา Colletotrichum sp., Fusarium sp., Phomopsis sp., 
Phoma sp., Coelomycete sp., Hyphomycete sp., Xylariaceae sp., และ Sterilia Mycelia 
สามารถสรางเอนไซม amylase และ cellulase ได  

อยางไรก็ตามการศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลนที่มี
ประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม ยังมีการศึกษาอยูในวงจํากัด และยังเปนแหลงที่มีผูใหความ
สนใจนอย เน่ืองจากอาจเปนแหลงที่สรางเอนไซมไดไมดีนัก จึงทําใหมีขอมูลที่จะใชเปรียบเทียบ
นอยอยู  

สําหรับการศึกษาในครั้งน้ีพบวาราเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม 
กระจายอยูใน order Botryosphaeriales และ Pleosporales มากที่สุด จํานวน 5 isolates ซ่ึง
จากการศึกษาพบวาราเอนโดไฟทที่เปนสมาชิกของแตละ order แมวาจะมีลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาที่คลายคลึงกัน แตเม่ือพิจารณาโดยอาศัยขอมูลทางพันธุกรรมพบวาเปนเชื้อคนละ genus 
และ species กัน เชน MA150 และ MA164 ซ่ึงเปนราเอนโดไฟทใน order Pleosporales มี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คลายคลึงกัน (รูปที่ 16) แตเม่ือนํามาศึกษาโดยใชการวิเคราะห
ขอมูลทางพันธุกรรมสามารถจําแนกชนิดไดเปน Massarina corticola และ Leptosphaerulina 
chartarum ตามลําดับ ซ่ึงการจําแนกชนิดของเชื้อราโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอยาง
เดียวไมเพียงพอ เพราะเชื้อที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เหมือนกันอาจเปนเชื้อคนละชนิดกัน 
(Guo et al., 1998; Taylor et al., 1999)  

จากการศึกษาในครั้งน้ีที่ใชผลของการจัดจําแนกทางสัณฐานวิทยา และการวิเคราะหผล
ทาง phylogeny พบการกระจายตัวของราเอนโดไฟทใน 6 orders ซ่ึงสามารถแบงอธิบายแตละ 
order ไดดังน้ี  

Order Agaricales ซ่ึงเปนสมาชิกใน phylum Basidiomycota จากการศึกษาลําดับ 
นิวคลีโอไทดสวน LSU และ ITS rDNA สามารถจัดจําแนกราเอนโดไฟท MA56 เปน 
Schizophyllum commune ซ่ึง S. commune เปนราที่อยูใน phylum Basidiomycota สวนใหญ
สามารถพบไดบนไมที่ตายแลว (James et al., 2001) และสามารถพบเปนราเอนโดไฟทไดดวย 
มีรายงานวาราที่เปนสมาชิกในกลุม Basidiomycota สามารถสรางเอนไซมยอยสลายลิกนิน และ
องคประกอบตางๆ ของพืชได (Oses et al., 2006) 

ราเอนโดไฟทที่พบใน order Capnodiales ไดแก MA111 และ PMA1 พบวาสราง
โครงสรางสืบพันธุบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA 
และ ITS rDNA ของราเอนโดไฟท MA111 พบวามีความใกลชิดกับ Davidiella tassiana ที่มี 
anamorph เปน Cladosporium และพบวา MA111 และ PMA1 มีความสัมพันธใกลชิดกัน 
ประกอบกับราเอนโดไฟททั้ง 2 isolates น้ี มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คลายคลึง และมีการ
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สรางสปอรแบบ Cladosporium เชนเดียวกัน จึงจัดจําแนกราเอนโดไฟท MA111 และ PMA1 
เปน Cladosporium sp. โดย Cladosporium sp. เปนราที่สามารถกอโรคในพืช และยังพบเปน
ราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนไดดวย (Liu et al., 2007) ซ่ึงราชนิดนี้มีความสามารถในการ
สรางเอนไซมไดหลายชนิดเชนกัน (Abrha and Gashe, 1992; Ghahfarokhi et al., 2004)  

ราเอนโดไฟทที่พบใน order Pleosporales ประกอบดวย MA122, MA130, MA150, 
MA158 และ MA164 โดย MA122 และ MA158 ไมสามารถจัดจําแนกถึงระดับ genus ได 
เน่ืองจากราเอนโดไฟททั้ง 2 isolates ไมสามารถจัดกลุมอยูกับ genus ใดๆ จึงจัดจําแนกรา  
2 isolates น้ี เปนเพียงสมาชิกใน order Pleosporales เทานั้น เน่ืองจากใน clade ที่ MA122 
และ MA158 เปนสมาชิกอยูน้ันประกอบดวยราเอนโดไฟทหลาย family ใน order น้ี ในขณะที่ 
MA130 ที่ใชการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA พบวามีความสัมพันธใกลชิดกับ 
Lophiostoma sp. AY787716 แตเน่ืองจากมี % sequence identity ที่ต่ํา จึงไมควรจัด MA130 
เปน Lophiostoma sp. แตสามารถจัดเปนสมาชิกใน order Pleosporales  

สําหรับราเอนโดไฟท MA150 เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA พบวามี
ความใกลชิดกันมากกับ MA158 เม่ือพิจารณาจากลักษณะของโคโลนีพบวามีลักษณะที่
คลายคลึงกัน และเม่ือวิเคราะหโดยใชขอมูลสวน ITS rDNA พบวา MA150 แสดงความสัมพันธ
ใกลชิดมากกับ Massarina corticola AF383957 ดังน้ันจึงจัดจําแนก MA150 เปน Massarina 
corticola สําหรับ MA164 เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA พบวามี
ความสัมพันธใกลชิดกับ Bimuria novaezelandiae AY016356 แตมี branch length คอนขาง
ยาว ในขณะที่เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA พบวามีความสัมพันธใกลชิดกับ 
Leptosphaerulina chartarum EU272493 และเม่ือดูจาก branch length พบวา MA164 กับ 
Leptosphaerulina chartarum EU272493 มี branch length ที่สั้นมาก ดังน้ันจึงควรจัดจําแนก 
MA164 เปน Leptosphaerulina chartarum  

ราเอนโดไฟท order Botryosphaeriales ซ่ึงประกอบดวยราเอนโดไฟทจํานวน  
5 isolates ไดแก MA127, MA140, MA145, MA161 และ MA169 จากการวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA พบวาราเอนโดไฟท MA127 และ MA140 มีความสัมพันธที่
ใกลชิดกันมาก ดูไดจาก branch length ที่สั้นมาก และพบวามีความสัมพันธใกลชิดกับ fungal 
endophyte EF420102 และ fungal endophyte EF420103 ซ่ึงเปนราเอนโดไฟทที่แยกไดจาก
พืชวงศสนแผง (cupressaceous trees) (Hoffman and Arnold, 2007) แตเม่ือพิจารณาโดยใช
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA พบวาราเอนโดไฟททั้ง 2 isolates มีความสัมพันธกับ 
Guignardia mangiferae AY277710 แตเน่ืองจาก branch length ที่คอนขางยาวจึงจัดจําแนก 
MA127 และ MA140 เปน Guignardia sp. 

สําหรับราเอนโดไฟท MA145 เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU และ ITS 
rDNA พบวามีตําแหนงอยูหางจากราอื่นๆ ที่อยูใน subclade เดียวกัน ดังน้ันจึงไมสามารถจัด
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จําแนกชนิดของราเอนโดไฟท MA145 ได เน่ืองจากมีขอมูลในฐานขอมูล GenBank ให
เปรียบเทียบนอย โดยจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA พบวา MA145 มี 
fungal endophyte EF419927, EF419937 และ EF420019 ซ่ึงเปนราเอนโดไฟทที่แยกจากพืช
วงศสนแผง (cupressaceous trees) (Hoffman and Arnold, 2008) และ fungal endophyte 
AY433808 เปนราเอนโดไฟทที่แยกจาก Taxus mairei  และ fungal endophyte FJ025267 เปน
ราเอนโดไฟทที่แยกไดจากพืชใบกวาง เปน sister taxa  

สําหรับราเอนโดไฟท MA161 และ MA169 สามารถวิเคราะหไดเพียงสวน LSU rDNA 
เทานั้น เน่ืองจากไมมีขอมูลสวน ITS rDNA จากการวิเคราะหพบวาราเอนโดไฟททั้ง 2 isolates 
มีความสัมพันธใกลัชิดกันมาก โดยพบวาทั้ง 2 isolates มีความสัมพันธใกลเคียงกับ Guignardia 
bidwellii DQ678085 แตเน่ืองจากมี branch length ที่หางกันมาก จึงไมสามารถบงชี้ไดชัดเจน
วา MA161 และ MA169 เปน Guignardia bidwellii หรือไม จึงอาจจัดจําแนกราเอนโดไฟท 
MA161 และ MA169 เปน Guingardia sp.  

สําหรับราเอนโดไฟทใน order Diaporthales ซ่ึงประกอบดวยราเอนโดไฟทจํานวน  
4 isolates ไดแก MA1, MA2, MA81 และ MA154 จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน 
LSU rDNA พบวาราเอนโดไฟท MA1 มีความใกลชิดกับ Diaporthe decedens AF408348 แต
มีคาความเชื่อม่ัน bootstrap ต่ํา แตเม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA พบวา 
ราเอนโดไฟท MA1 มีความสัมพันธใกลชิดกับ MA2 ซ่ึงอยูใน subclade ที่ประกอบดวย fungal 
endophyte FJ025298 ที่แยกไดจากพืชใบกวาง, fungal endophyte FJ232904 ที่แยกจากพืช
สกุล Dracaena cochinchinensis (Lour.), fungal endophyte EU687127 ซ่ึงเปนราเอนโดไฟท
ที่แยกไดจากหญา, Phomopsis sp. และ Diaporthe sp. จากการจัดจําแนกโดยอาศัยลําดับ 
นิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA จึงควรจัดจําแนก MA1 และ MA2 เปน Diaporthe sp. ในขณะที่ 
ราเอนโดไฟท MA81 ที่วิเคราะหโดยใชลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU และ ITS rDNA พบวา 
ราเอนโดไฟท MA81 ความหางจากราอื่นๆ ใน subclade เดียวกันแต sister taxa ไดแก รากลุม 
fungal endophyte DQ485955 เปนราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชสกุล Magnolia liliifera 
(Promputtha et al., 2005), Phomopsis sp. และ Diaporthe sp. จึงจัดจําแนก MA81 เปน 
Diaporthaceae sp. 

สําหรับราเอนโดไฟท MA154 มีการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเฉพาะสวน LSU rDNA 
เทานั้น เน่ืองจากไมสามารถเพิ่มจํานวนสวน ITS rDNA ได จากการวิเคราะหพบวา MA154 มี
ความสัมพันธใกลชิดกับ Phomopsis sp. EU219393 ดังน้ันควรจําแนกชนิดของ MA154 เปน 
Phomopsis sp. จากการศึกษาการแยกราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนโดย Liu และคณะ 
(2007) พบเชื้อราหลายชนิดรวมทั้ง Phomopsis และจากการศึกษาของ Choi และคณะ (2005) 
ศึกษาราเอนโดไฟทที่แยกจากตนราชดัด พบ Phomopsis sp. ที่สามารถสรางเอนไซม amylase 
และ cellulase ได 
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ราเอนโดไฟท order Xylariales ที่ประกอบดวย MA105 และ MA129 ซ่ึงราเอนโดไฟท
ทั้ง 2 isolates มีการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเฉพาะสวน ITS rDNA เทานั้น เน่ืองจากไม
สามารถเพิ่มจํานวนสวน LSU rDNA ของราเอนโดไฟททั้ง 2 isolates ได โดยราเอนโดไฟท 
MA105 มีความสัมพันธกับราใน family Xylariaceae จาก tree พบวา MA105 มี branch length 
ที่หางจากราอื่นๆ ใน family Xylariaceae เน่ืองจากมีลําดับนิวคลีโอไทดที่แตกตางไปจากรา
ชนิดอ่ืนๆ ที่นํามาเทียบเคียง  

สําหรับราเอนโดไฟท MA129 มีความสัมพันธใกลเคียงกับ Pestalotiopsis sp. 
FJ037738 และจากการศึกษาทางสัณฐานวิทยาพบวา MA129 สามารถสรางสปอรเปน 
Pestalotiopsis ซ่ึงยืนยันการจัดจําแนกรา isolate น้ีวาเปน Pestalotiopsis sp. จากรายงาน
พบวา Pestalotiopsis sp. สามารถแยกไดจากพืชปาชายเลน และยังพบวาสามารถสราง
เอนไซม lipase และ cellulase ได (Maria et al., 2005) และจากการศึกษาของ Urairaj และ
คณะ (2003) พบวารากลุม Xylariaceae สามารถสราง ligninolytic enzyme ได นอกจากนี้ 
Choi และคณะ (2005) ยังพบวา Xylariaceae sp. ซ่ึงเปนราเอนโดไฟทที่สามารถสรางเอนไซม 
amylase และ cellulase ได 

สําหรับราเอนโดไฟทที่ไมสามารถจัดจําแนกชนิดไดจํานวน 2 isolates ไดแก MA132 
และ MA148 เน่ืองจากไมสามารถเพิ่มจํานวนสวน LSU และ ITS rDNA ได แตลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของ MA132 มีลักษณะใกลเคียงกับ MA105 คือมีการสราง stroma ชูขึ้นมาจาก
อาหารเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงเปนลักษณะที่พบในรากลุม Xylariaceae ดังนั้นจึงนาจะจัด MA132 เปน 
ราเอนโดไฟทในกลุม Xylariaceae  

แมวาการจัดจําแนกชนิดโดยใชขอมูลทางพันธุกรรมจะมีขอดี คือ สะดวก รวดเร็ว และ
สามารถจัดจําแนกไดถึงระดับ genus และ species อยางไรก็ตามก็ยังมีขอจํากัดอยูเชนเดียวกัน 
คือขึ้นอยูกับแหลงฐานขอมูล GenBank ที่ใชในการเทียบเคียง หากขอมูลที่มีใหเทียบมีนอย
หรือไมมากพอ ก็อาจไมสามารถจัดจําแนกถึงระดับชนิดได ดังน้ันในการจัดจําแนกชนิดของรา 
จึงยังจําเปนตองอาศัยขอมูลทางสัณฐานวิทยาควบคูกันไปดวย เพ่ือชวยยืนยันและใหเกิดความ
ถูกตองมากยิ่งขึ้น  
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 

จากการทดสอบเบื้องตนเกี่ยวกับความสามารถของราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชาย
เลนในการสรางเอนไซม 4 ชนิด ไดแก lipase, cellulase, amylase และ protease โดยใชวิธี 
plate method พบวาราเอนโดไฟทที่ศึกษาสวนใหญสามารถสรางเอนไซม lipase และ cellulase 
ได และพบการสรางเอนไซม amylase นอยมาก ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้ไมพบราเอนโดไฟทที่
สามารถสรางเอนไซม protease นอกจากนี้จากการศึกษาการสรางเอนไซมโดยชุด API ZYM 
test kit พบวาราเอนโดไฟททุก isolates ที่ทดสอบสามารถสรางเอนไซม acid phosphatase ได 
และการทดสอบดวยชุดทดสอบนี้ยังเปนการชวยยืนยันผลการทดสอบจากการทดสอบดวยวิธี 
plate และจากการศึกษาประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมของราเอนโดไฟทที่คัดเลือก พบวา 
ราเอนโดไฟทที่นําไปศึกษามีประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมไดต่ําจึงไมเหมาะสมที่จะนําไป
ประยุกตใชในทางอุตสาหกรรม 
 จากการจัดจําแนกชนิดของราเอนโดไฟทที่มีความสามารถในการสรางเอนไซม lipase 
และ cellulase จํานวน 21 isolates พบวาราเอนโดไฟทที่คัดเลือกได มีความหลากหลาย
กระจายอยูใน 6 orders, 8 genera แบงเปน 
1) จําแนกไดถึงระดับ species จํานวน 3 isolates ไดแก Leptosphaerulina chartarum  
    MA164, Massarina corticola MA150 และ Schizophyllum commune MA56 
2) จําแนกไดจนถึงระดับ genus จํานวน 10 isolates ไดแก Cladosporium sp. MA111,   
     Cladosporium sp. PMA1, Diaporthe sp. MA1, Diaporthe sp. MA2, Guignardia sp.  
    MA127, Guignardia sp. MA140, Guignardia sp. MA161, Guignardia sp. MA169,  
     Phomopsis sp. MA154 และ Pestalotiopsis sp. MA129 
3) จําแนกไดในระดับ family หรือ order ไดแก Diaporthaceae sp. MA81, Pleosporales sp.  
    3 isolates ไดแก MA122, MA130 และ MA158, Botryosphaeriaceae sp. MA145 และ  
    Xylariaceae sp. MA105 
4) ไมสามารถจัดจําแนกได 2 isolates ไดแก MA132 และ MA148 แตคาดวา MA132 นาจะ 
    เปน Xylariaceous fungi 
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ขอเสนอแนะ 
1. ควรนําสวนของตัวเซลลมาศึกษากิจกรรมของเอนไซมดวยเพื่อศึกษาถึงเอนไซมที่อยูที่ผิว    
   (cell bound) นอกจากการศึกษาคากิจกรรมจากน้ําเลี้ยงเชื้อเพียงอยางเดียว 
2. ควรศึกษาเอนไซมกลุม lignolytic และ pectinase เพ่ิมเติม 
3. ควรหาอาหารเลี้ยงเชื้อหรือวิธีการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมที่เหมาะสม 
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ภาคผนวก ก 
 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1. Potato dextrose agar  อาหาร 500 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
 Potato infusion  10.0 กรัม 
 Becto dextrose  10.0 กรัม 
 Agar   7.5 กรัม 
 
2. Potato dextrose broth อาหาร 500 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
 Potato infusion  10.0 กรัม 
 Becto dextrose  10.0 กรัม 
 
3. Corn meal agar  อาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
 Corn meal  2.0 กรัม 
 Agar   15.0 กรัม 
 Penosep  0.05  กรัม 
 ทําการเติมยาปฏิชีวนะ หลังจากฆาเชื้ออาหาร โดยรอจนอุณหภูมิของอาหารเย็นลง

เหลือประมาณ 45-50°C แลวจึงเติมยาปฏิชีวนะลงไป เขยาใหเขากัน แลวจึงเทลงในจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 
 
4. Tributyrin agar  อาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
 Peptone    5.0 กรัม 
 Yeast extract  3.0 กรัม 
 Agar   10.0 กรัม 
 Tributyrin  10.0 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากันโดยใช blender 1-3 นาที จากนั้นนําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที แลวจึง
นํามาเทใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 
5. CMC agar   อาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
 Yeast extract  0.1 กรัม 
 Peptone  0.5 กรัม 
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 Agar   16.0 กรัม 
 CMC   5 กรัม 

ผสมสวนผสมใหเขากันโดยใชความรอน จากนั้นนําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที แลวจึง
นํามาเทใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 
6. Soluble starch agar  อาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
 Yease extract  0.1 กรัม 
 Peptone  0.5 กรัม 
 Agar   16.0 กรัม 
 Soluble starch  20 กรัม 

ผสมสวนผสมใหเขากันโดยใชความรอน จากนั้นนําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที แลวจึง
นํามาเทใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 
7. Sodium caseinate agar อาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
 Sodium caseinate 20 กรัม 
 K2HPO4  0.2 กรัม 
 MgSO4   0.2 กรัม 
 FeSO4   ปริมาณเล็กนอย 
 Agar   15.0 กรัม 

ผสมสวนผสมใหเขากันโดยใชความรอน จากนั้นนําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที แลวจึง
นํามาเทใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 
8. Rhodamine B agar  อาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
 Nutrient broth  8 กรัม 
 NaCl   4 กรัม 
 Agar   10 กรัม 
 นํ้ามันมะกอก  30 มิลลิลิตร 
 Rhodamine B  0.010 กรัม 

ผสมสวนผสมใหเขากันโดยใช sonicator จากนั้นนําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที แลวจึง
นํามาเทใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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อาหารเหลวสําหรับทดสอบเอนไซม  
 
9. อาหารทดสอบเอนไซม lipase  

อาหาร 1000 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
Peptone    5.0 กรัม 
Yeast extract  3.0 กรัม 
Tributyrin  10.0 มิลลิลิตร 

เติมนํ้ากลั่นจนครบ 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยใช blender 1-3 นาที จากนั้นนําไปฆาเชื้อ

ที่ 121°C นาน 15 นาที แลวจึงนํามาแบงใสขวดแบน ขวดละ 20 มิลลิลิตร 
 
10. อาหารทดสอบเอนไซม cellulase 

อาหาร 1000 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
CMC   10 กรัม 
KH2PO4  1.0 กรัม 
KCl   0.5 กรัม 
MgSO4.7H2O  0.2 กรัม 
CaCl2   0.1 กรัม 
(NH4)2SO4  0.54 กรัม 
Yeast extract  0.5 กรัม 

เติมนํ้ากลั่นจนครบ 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที 
แลวจึงนํามาแบงใสขวดแบน ขวดละ 20 มิลลิลิตร 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
สารเคมีสําหรับการวิเคราะหทางชีวโมเลกุล 
 
1. Tris EDTA (TE) buffer 
 เติม 1 M Tris HCl stock, pH 8.0 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ 0.5 M EDTA, pH 8.0 
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ลงใน นํ้ากลั่น ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรสุดทายใหได 100 

มิลลิลิตร แลวนําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที จากการเตรียมจะทําใหได ความเขมขน
สุดทายคือ 100 mM Tris HCl, pH 8.0 และ 1 mM EDTA, pH 8.0 
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2. 50X TAE buffer (Tris Acetate EDTA buffer) 
 เติม Tris base 242 กรัม และ glacial acetic acid ปริมาตร 57.1 มิลลิลิตร และ 0.5 M 
EDTA, pH 8.0 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตร
สุดทายใหได 1000 มิลลิลิตร 
 
3. 7.5 M Ammonium acetate 
 ละลาย ammonium acetate 11.562 กรัม ใน nanopure water ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

แลวนําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที 
 
4. Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) lysis buffer 
 เติม 5 M NaCl ปริมาตร 28 มิลลิลิตร, 10% CTAB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร, 5 M Tris 
HCl ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และ 0.5 M EDTA ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวปรับ pH ใหได 8.4 

หลังจากนั้นปรับปริมาตรสุดทายใหได 100 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที จะทํา
ใหไดความเขมขนสุดทายคือ 100 mM Tris HCl, 1.4 M NaCl, 25 mM EDTA และ 2% CTAB 
 
5. 1% Agrose gel 
 เติม agarose 1 กรัม ลงใน 1X TAE buffer 100 มิลลิลิตร แลวนําไปตมจน agarose 
ละลาย แลวจึงเท agarose ลงในถาดที่เตรียมไวเพ่ือใหได gel ขนาดที่ตองการ 
 
6. การตรวจหาชิ้นสวน DNA  
 ยอม agarose gel ในสารละลาย ethidium bromide (ความเขมขนสุดทาย 2.5x10-5 
mg/มิลลิลิตร) เปนเวลา 10-15 นาที ตรวจหาชิ้นสวน DNA ภายใตแสง UV ดวยเคร่ือง UV 
lighy transilluminator, Gel Documentation (Syngene Gene G enius) บันทึกความเขมขน
และแถบที่เกิดขึ้น  
 
7. 6X loading dye 

ผสม 0.25% bromophenol blue กับ 0.25% xylene cyanol FF และ 30% glycerol 

เขยาใหเขากัน แลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°C 
 

 
 
 



 

 

                                                128 

สารเคมีสําหรับวิเคราะหเอนไซม 
 
1. 0.1 M acetate buffer pH 5.0 
 เตรียมโดยผสมสารละลาย A และสารละลาย B ตาม pH ที่ตองการ เม่ือ  

สารละลาย A คือ 0.2 M acetic acid เตรียมโดยใช acetic acid ปริมาตร 11.5 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1000 มิลลิลิตร 

สารละลาย B คือ 0.2 M sodium acetate เตรียมโดยชั่ง sodium acetate 16.40 กรัม 
ละลายในน้ํากลั่นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1000 มิลลิลิตร 

0.1 M acetate buffer เตรียมโดยผสมสารละลาย A และสารละลาย B ตาม pH ที่
ตองการ จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 1ก อัตราสวนการเตรียม acetate buffer pH ตางๆ 
 

สารละลาย A สารละลาย B pH 
46.3 3.7 3.6 
44.0 6.0 3.8 
41.0 9.0 4.0 
36.8 13.2 4.2 
30.5 19.5 4.4 
25.5 24.5 4.6 
20.2 30.5 4.8 
14.8 35.2 5.0 
10.5 39.2 5.2 
8.8 41.2 5.4 
4.8 45.2 5.6 

 
2. สารละลาย iodine ใน potassium iodide  
 ประกอบดวย iodine 1 กรัม, potassium iodide (KI) 2 กรัม และนํ้ากลั่น 300 มิลลิลิตร 
เตรียมโดย ผสมคลุกเคลา iodine และ potassium iodide ใหเขากันกอน จากนั้นจึงเติมนํ้ากลั่น 
 
3. 2% congo red 
 ละลาย congo red 2 กรัม ในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร 
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4. Somogyi reagent 
 ละลาย sodium potassium tartrate 12 กรัม และ Anhydrous sodium carbonate 24 
กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 250 มิลลิลิตร, ละลาย CuSO4.5H2O ในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร จากนั้น
เติม NaHCO3 16 กรัม ละลายใหเขากัน, ละลาย anhydrous Na2SO4 180 กรัม ในนํ้ากลั่น 500 
มิลลิลิตร นําไปตมใหเดือด ตั้งทิ้งไวใหเย็น จากนั้นผสมสารดังกลาวขางตนเขาดวยกัน ปรับ
ปริมาตรสุดทายเปน 1000 มิลลิลิตร ดวยนํ้ากลั่น เก็บไวในขวดสีชาเปนเวลา 1 สัปดาหกอน
นํามาใช 
 
5. Nelson reagent 
 ละลาย ammonium molybdate 25 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 450 มิลลิลิตร, ละลาย 
Na2HAsO4.7H2O 3 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 25 มิลลิลิตร คอยๆ เติม conc. H2SO4 ปริมาตร 
21 มิลลิลิตร จากนั้นผสมสารดังกลาวขางตนเขาดวยกันปรับปริมาตรสุดทายเปน 1000 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น เก็บไวในขวดสีชาเปนเวลา 1 สัปดาหกอนนํามาใช 
 
6. การเตรียมสารละลาย 5% (w/v) cupric acetate-pyridine reagent 
 เตรียมโดยชั่ง cupric acetate (C4H6CuO4.H2O) 5 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 50 
มิลลิลิตร กรองสวนที่ไมละลายออก ปรับ pH ใหไดเทากับ 6.1 โดยใช pyridine ปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่นจนไดปริมาตรสุดทายเทากับ 100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 
การเตรียมกราฟมาตรฐานและการวิเคราะหนํ้าตาลรีดิวซโดยวิธี Nelson-Samogyi 
 
1. การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
 
 เตรียมโดยชั่งกลูโคส 0.0020 กรัม แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 100 มิลลิลิตร 
ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร จะไดสารละลายกลูโคสที่มีความเขมขน 200 μg/ml 
จากนั้นนํามาเจือจางใหไดความเขมขนตั้งแต 50, 100, 150 และ 200 μg/ml 
 
ตารางท่ี 1ข การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานสําหรับการวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ
โดยวิธี Nelson-Samogyi 
 

หลอดที่ สารละลายกลูโคส 
(200 μg/ml) (ml) 

นํ้ากลั่น (ml) สารละลายกลูโคส
มาตรฐาน (μg/ml) 

1 0 1 0 
2 1 3 50 
3 1 1 100 
4 3 1 150 
5 1 0 200 
 
 
วิธีการวิเคราะห 
1. หากราฟมาตรฐาน โดยดูดสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหหรือสารละลายกลูโคส 
    มาตรฐานความเขมขน 50-200 μg/ml ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดสอบ ใชนํ้ากลั่น 
    เปน blank  
2. เติม Somogyi reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปตมในน้ําเดือด 10 นาที 
   แลวทําใหเย็นทันทีโดยแชในน้ําแข็ง 
3. เติม Nelson reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันทิ้งไว 15 นาที 
4. เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ 
   ยาวคลื่น 500 นาโนเมตร 
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5. นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากสารละลายกลูโคสมาตรฐานไปเขียนกราฟเพื่อหาความสัมพันธ 
   ระหวางความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสกับคาการดูดกลืนแสงใชเปนกราฟมาตรฐาน 
 

 
รูปที่ 1ข กราฟมาตรฐานกลูโคส 
 
2. การเตรียมกราฟมาตรฐานของกรดบิวทิริก 
 
การเตรียมสารละลายกรดบิวทิริก 

 ชั่งกรดบิวทิริก 0.2564 กรัม ละลายใน iso-octane ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร
ดวย iso-octane จะไดกรดบิวทิริกเขมขน 10 ไมโครโมล/มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 2ข การเตรียมสารละลายกรดบิวทิริกมาตรฐาน 
 

หลอดที่ สารละลายกรดบิวทิริก 
(10 μmol/ml) (ml) 

นํ้ากลั่น (ml) สารละลายกรดบิวทิริก
มาตรฐาน (μmol/ml) 

1 0 1 0 
2 0.1 0.9 1 
3 0.2 0.8 2 
4 0.3 0.7 3 
5 0.4 0.6 4 
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วิธีการวิเคราะห 
1. ดูดสารละลายกรดบิวทิริกมาตรฐานความเขมขน 1-4 μmol/ml ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
2. เติมสารละลาย 5% (w/v) cupric acetate-pyridine reagent ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ผสมให 
   เขากันทิ้งใหแยกชั้น 
3. ดูดสารละลายชั้นบนนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร โดยใช iso-octane เปน 
   Blank 
4. นําขอมูลที่ไดไปเขียนกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของกรดบิวทิริก 
5. คํานวณคากิจกรรมของเอนไซมโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
 
คํานวณคากิจกรรมจากสูตร 
 
Unit enzyme =        ความเขมขนของกรดบิวทิริก 
                             ปริมาตรตัวอยาง x เวลา  

  
รูปที่ 2ข กราฟมาตรฐานกรดบิวทิริก 
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3. การหาน้ําหนักแหง 
 หาน้ําหนักกระทงกอนโดยนํากระทง (กระดาษอลูมิเนียม) ที่เตรียมไวมาอบ และชั่งจน
นํ้าหนักคงที่ จากนั้นนําเสนใยของราที่ไดจากการกรองมาชั่งหาน้ําหนักสด แลวนําไปอบที่     

95 °C ขามคืน แลวชั่ง อบ ตอจนนํ้าหนักคงที่ และจะไดนํ้าหนักแหงของเสนใยรา ทุกครั้งที่ชั่ง 
คาที่ไดนําไปหักลบกับนํ้าหนักกระทงเสมอ  
 นํ้าหนักแหง = นํ้าหนักสด - นํ้าหนักแหง 
 
4. การประเมินผลชุด API ZYM test kit  
 โดยการเทียบสีกับแผนเทียบสีที่แสดงถึงการสรางเอนไซมแตละชนิด 
 

 
รูปที่ 3ค แผนมาตรฐานเทียบสีของชุด API ZYM test kit  
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ภาคผนวก ค 
 
นิยามศัพท และคําอธิบายทางดานสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ  
Phylogenetic tree  
 แผนภูมิที่แสดงถึงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของกลุมสิ่งมีชีวิต 
 
Taxon (singular) และ Taxa (plural) 
 หนวยยอย หรือลักษณะนาม ที่ใชเรียกในอนุกรมวิธาน หรือการวิเคราะหสายสัมพันธ
เชิงวิวัฒนาการ ซ่ึงบงบอกถึงการจัดอยูในระดับของการจัดจําแนก 
 
Branch length 
 ความยาวของแขนของ phylogenetic tree ซ่ึงแสดงถึงจํานวนการเปลี่ยนแปลง หรือ
ระดับความแตกตางทางพันธุกรรม ที่เกิดขึ้นใน branch น้ันๆ โดยถายาวมาก แสดงวามีการ
เปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นมาก 
 
Tree length 
 ผลรวมทั้งหมด ที่ไดจากความยาวของแขน phylogenetic tree แสดงถึงผลรวมของการ
เปลี่ยนแปลงลักษณะที่เกิดขึ้นในสายวิวัฒนาการ 
 
Topology 
 ลักษณะและรูปแบบของ tree ที่แสดงความสัมพันธของกลุมสิ่งมีชีวิต โดยเชื่อมโยงกัน
จากจุดเชื่อมตอ (node) และแขนของ tree (branch) 
 
Clade 
 กลุมของสิ่งมีชีวิตที่แสดงความใกลชิดกัน เน่ืองจากมีความสัมพันธรวมกัน หรืออาจมี
บรรพบุรุษเดียวกัน หรืออาจเรียกไดวา monophyletic group 
 
Monophyletic group 
 กลุมของสิ่งมีชีวิตที่มีลักษณะบางอยางรวมกัน พัฒนามาจากบรรพบุรุษรวมกัน 
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Homoplasy 
 การที่สิ่งมีชีวิต มีลักษณะทางพันธุกรรม (genotype) แตกตางกันแตมีลักษณะแสดงออก 
(phenotype) เหมือนกัน 
 
Ingroup  
 Taxa ของสิ่งมีชีวิตที่ตองการวิเคราะหถึงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
 
Outgroup 
 Taxa ของสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ที่นํามาใชเปรียบเทียบกับ ingroup และเปนกลุมที่คาดวามี
วิวัฒนาการมากอน ingroup 
 
Most parsimonious tree (MPT) 
 เปน phylogenetic tree ที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี maximum parsimony ซ่ึงอาจมี
จํานวนมากกวา 1 tree ที่แสดงถึงความเปลี่ยนแปลงทางวิวัฒนาการนอยที่สุด 
 
Kishino-Hasekawa Test (K-H test) 
 การวิเคราะหทางสถิติ ที่ใชในการเลือก most parsimonious tree ที่มี topology 
เหมาะสมที่สุด (best tree) 
 
Total character 
 ลักษณะรวมทั้งหมด เม่ือทําการวิเคราะหทางสายสัมพันธทางวิวัฒนาการ ประกอบดวย 
3 ลักษณะคือ 
 Constant character 
  ลักษณะของ character ที่มีความหมือนกัน ไมมีการเปลี่ยนแปลง 
 Parsimony informative character 

ลักษณะของ character ที่มีความแตกตางกัน ในชุดขอมูลอยางนอย 2 
charactersจึง นําไปวิ เคราะหความสัมพันธ เชิ งวิ วัฒนาการ  โดยวิธี  maximum 
parsimony 

 Parsimony uninformative character 
ลักษณะของ character ที่แตกตางกัน ในชุดขอมูลและไมนํามาวิเคราะหสาย

สัมพันธเชิงวิวัฒนาการโดยวิธี maximum parsimony 
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Consistency index (CI) (Lipscomb, 1998) 
 
 ดัชนีที่ใชวัดจํานวนของ homoplasy หรือบอกถึงระดับการเขากันไดของขอมูล และ 
phylogenetic tree ซ่ึงจะมีคาตั้งแต 0-1 ซ่ึง 1 หมายถึง ไมมี homoplasy คาดัชนี CI คํานวณได
จาก 
  

CI  =  
                        
 
Retention index (RI) (Lipscomb, 1998) 
 ดัชนีที่ใชบอกสัดสวนของ synapomorphy (ลักษณะที่พัฒนาไปรวมกัน) ที่พบบน 
phylogenetic tree โดยมีคาตั้งแต 0-1 ซ่ึง 1 หมายถึง ไมมี homoplasy คาดัชนี RI คํานวณได
จาก 
  

 
RI  =  

 

 
 
คาความเชื่อมั่น bootstrap  
 คาความเชื่อม่ันที่ไดจากการคํานวณทางสถิติ โดยทําการสรางชุดขอมูลใหม แลวทําการ
วิเคราะหซํ้าประมาณ 100-1,000 ครั้ง (หรืออาจมากกวา) เพ่ือคํานวณรอยละ ของการจัดกลุม
ของสิ่งมีชีวิตแตละ taxa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Total character state changes expected 
 
          Total ree length 

Maximum possible tree length – number of characters state 
changes on the tree 
 
 Maximum possible tree length – number of character state  
 changes in the data 
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ตารางที่ 1ค รายละเอียดของเชื้อราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลน โดย                    
                 น.ส.จิรายุ บัวทอง 

No. Code 
New 
code 

แยกจากพืชสกุล ชื่อภาษาไทย 
แยกจาก
สวน 

สถานที่เก็บตัวอยาง 

1 BAO4 MA1 Avicennia officinalis แสมดํา branch หาดบางศิลา จ. สตูล 

2 BAO5 MA2 Avicennia officinalis แสมดํา branch หาดบางศิลา จ. สตูล 

3 BAO6 MA3 Avicennia officinalis แสมดํา branch หาดบางศิลา จ. สตูล 

4 BAO8 MA4 Avicennia officinalis แสมดํา branch หาดบางศิลา จ. สตูล 

5 DAL1 MA5 Avicennia alba แสมขาว midrib หาดปากเมง จ. ตรัง 

6 DAL2 MA6 Avicennia alba แสมขาว vein หาดปากเมง จ. ตรัง 

7 DAL7 MA7 Avicennia alba แสมขาว midrib หาดปากเมง จ. ตรัง 

8 DAO1 MA8 Avicennia officinalis แสมดํา midrib อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

9 DAO2 MA9 Avicennia officinalis แสมดํา petiole อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

10 DAO3 MA10 Avicennia officinalis แสมดํา petiole อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

11 DAO4 MA11 Avicennia officinalis แสมดํา midrib อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

12 DAO5 MA12 Avicennia officinalis แสมดํา lamina อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

13 DRM1 MA13 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

14 DRM2 MA14 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

15 DSC1 MA15 Sonneratia caseolaris ลําพู petiole บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

16 DSC2 MA16 Sonneratia caseolaris ลําพู branch บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

17 DSC3 MA17 Sonneratia caseolaris ลําพู midrib บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

18 DXM1 MA18 Xylocarpus moluccensis ตะบูนดํา vein อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

19 DXM2 MA19 Xylocarpus moluccensis ตะบูนดํา branch อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

20 DXM5 MA20 Xylocarpus moluccensis ตะบูนดํา vain 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

21 HSC11 MA21 Sonneratia caseolaris ลําพู branch บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

22 HSC34 MA22 Sonneratia caseolaris ลําพู vein บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

23 KBC2 MA23 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว midrib 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

24 KBC3 MA24 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว midrib 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

25 KBP11 MA25 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา midrib 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

26 KBP17 MA26 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา branch 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

27 KBP2 MA27 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา branch 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

28 KBP25 MA28 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา lamina 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

29 KBP3 MA29 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา midrib 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 
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ตารางที่ 1ค (ตอ) รายละเอียดของเชื้อราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลน โดย                    
                 น.ส.จิรายุ บัวทอง 

No. Code 
New 
code 

แยกจากพืชสกุล ชื่อภาษาไทย 
แยกจาก
สวน 

สถานที่เก็บตัวอยาง 

30 KBP4 MA30 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา branch 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

31 KBP5 MA31 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา lamina 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

32 KBP6 MA32 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา vein 
ช า ย ฝ ง สุ ร า ษ ฎ ร ธ า นี  
จ.สุราษฎรธานี 

33 KBP7 MA33 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา branch 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

34 KBP8 MA129 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

35 KBP9 MA35 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา branch 
ช า ย ฝ ง สุ ร า ษ ฎ ร ธ า นี  
จ.สุราษฎรธานี 

36 KRA13 MA36 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

37 KRA14 MA37 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

38 KRA15 MA38 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

39 KRA16 MA39 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก midrib 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

40 KRA26 MA40 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก lamina 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

41 KRA27 MA41 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก lamina 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

42 KRA30 MA42 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก larmina 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

43 KRA35 MA43 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

44 KRA36 MA44 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

45 KRA4 MA45 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก lamina 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

46 KRA49 MA46 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก petiole 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

47 KRA53 MA47 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก petiole 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

48 KRA8 MA48 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 
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No. Code 
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code 

แยกจากพืชสกุล ชื่อภาษาไทย 
แยกจาก
สวน 

สถานที่เก็บตัวอยาง 

49 KRA9 MA49 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

50 KRM1 MA50 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ laminar 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง 
ชายฝงสุราษฎรธานี 

51 KRM2 MA51 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ petiole 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

52 KRM4 MA52 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

53 KRM5 MA53 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

54 KRM6 MA54 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

55 KRM7 MA55 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

56 KSO3 MA56 Sonneratia ovata ลําแพน midrib 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

57 KSO5 MA57 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

58 KSO7 MA58 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

59 KSO9 MA59 Sonneratia ovata ลําแพน midrib 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

60 LAL6 MA60 Avicennia alba แสมขาว branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

61 LBP10 MA62 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา petiole 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ 
จ. สตูล 

62 LBP7 MA63 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

63 LBP8 MA64 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ 
จ. สตูล 

64 LSH5 MA65 
Soyphiphora 
hydrophyllacea 

สีง้ํา vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

65 LLT16 MA66 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

66 LLT17 MA67 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 
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แยกจาก
สวน 

สถานที่เก็บตัวอยาง 

67 LRA7 MA68 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

68 LRA8 MA69 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

69 LRA9 MA70 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

70 LSH3 MA71 
Soyphiphora 
hydrophyllacea 

สีง้ํา branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

71 LSH4 MA72 
Soyphiphora 
hydrophyllacea 

สีง้ํา vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

72 LXG2 MA73 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

73 LXG3 MA74 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว lamina 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

74 LXG8 MA75 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

75 LXM26 MA76 Xylocarpus moluccensis ตะบูนดํา vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

76 LXM30 MA77 Xylocarpus moluccensis ตะบูนดํา vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

77 NRA11 MA78 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

78 TAL10 MA79 Avicennia alba แสมขาว lamina หาดปากเมง จ. ตรัง 

79 TAL2 MA80 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก midrib หาดปากเมง จ. ตรัง 

80 TAL6 MA81 Avicennia alba แสมขาว midrib หาดปากเมง จ. ตรัง 

81 TAL8 MA82 Avicennia alba แสมขาว lamina หาดปากเมง จ. ตรัง 

82 TRA11 MA84 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch หาดปากเมง จ. ตรัง 

83 TRA12 MA85 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch หาดปากเมง จ. ตรัง 

84 TRA13 MA86 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch หาดปากเมง จ. ตรัง 

85 TRA15 MA87 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein หาดปากเมง จ. ตรัง 

86 TRA16 MA88 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก midrib หาดปากเมง จ. ตรัง 

87 TRA17 MA89 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก lamina หาดปากเมง จ. ตรัง 

88 TRA19 MA90 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก midrib หาดปากเมง จ. ตรัง 

89 TRA2 MA91 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein หาดปากเมง จ. ตรัง 

90 TRA20 MA92 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch หาดปากเมง จ. ตรัง 

91 TRA23 MA93 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein หาดปากเมง จ. ตรัง 
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92 TRA25 MA94 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก lamina หาดปากเมง จ. ตรัง 

93 TRA26 MA95 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch หาดปากเมง จ. ตรัง 

94 TRA28 MA96 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch หาดปากเมง จ. ตรัง 

95 TRA3 MA97 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก petiole หาดปากเมง จ. ตรัง 

96 TRA30 MA98 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch หาดปากเมง จ. ตรัง 

97 TRA32 MA99 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch หาดปากเมง จ. ตรัง 

98 TRA33 MA100 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein หาดปากเมง จ. ตรัง 

99 TRA4 MA101 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch หาดปากเมง จ. ตรัง 

100 TRA7 MA102 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก lamina หาดปากเมง จ. ตรัง 

101 TRA8 MA103 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch หาดปากเมง จ. ตรัง 

102 BAO7 MA104 Avicennia officinalis แสมดํา petiole หาดบางศิลา จ. สตูล 

103 KBP1 MA105 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา branch 
ช า ย ฝ ง สุ ร า ษ ฎ ร ธ า นี  
จ.สุราษฎรธานี 

104 LAL8 MA107 Avicennia alba แสมขาว vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

105 HRA70 MA109 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

106 HRA69 MA110 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

107 HRA65 MA111 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก petiole บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

108 LRM9 MA112 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

109 LRM15 MA113 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

110 LRA12 MA114 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

111 LRM25 MA115 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ midrib 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

112 LLT6 MA116 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

113 LLT14 MA117 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง lamina 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

114 LRM16 MA118 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

115 LRM24 MA119 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

116 NRM37 MA120 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

 



 

 

                                                142 

ตารางที่ 1ค (ตอ) รายละเอียดของเชื้อราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลน โดย                    
                 น.ส.จิรายุ บัวทอง 

No. Code 
New 
code 

แยกจากพืชสกุล ชื่อภาษาไทย 
แยกจาก
สวน 

สถานที่เก็บตัวอยาง 

117 NRM19 MA121 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

118 NRM32 MA122 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

119 NRM20 MA123 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

120 NXG11 MA124 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

121 NXG17 MA125 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

122 NRM17 MA126 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

123 NXG14 MA127 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

124 NRM22 MA128 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

125 NXG21 MA130 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

126 DAL11 MA131 Avicennia alba แสมขาว petiole หาดปากเมง จ. ตรัง 

127 DRM3 MA132 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

128 DAL4 MA133 Avicennia alba แสมขาว midrib หาดปากเมง จ. ตรัง 

129 DAL6 MA134 Avicennia alba แสมขาว lamina หาดปากเมง จ. ตรัง 

130 DAL10 MA135 Avicennia alba แสมขาว petiole หาดปากเมง จ. ตรัง 

131 DAL5 MA136 Avicennia alba แสมขาว vein หาดปากเมง จ. ตรัง 

132 LRA18 MA137 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

133 LRM22 MA139 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ petiole 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

134 NXG16 MA140 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว vein 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

135 NXG13 MA141 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

136 NRM34 MA142 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ petiole 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

137 LRA11 MA143 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก petiole 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

138 NXG23 MA144 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว vein 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 
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139 NRM31 MA145 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

140 NRM35 MA146 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ petiole 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

141 TRA9 MA147 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก midrib หาดปากเมง จ. ตรัง 

142 DAL9 MA148 Avicennia alba แสมขาว midrib หาดปากเมง จ. ตรัง 

143 DAL12 MA149 Avicennia alba แสมขาว lamina หาดปากเมง จ. ตรัง 

144 NLT10 MA150 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง vein 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

145 NLT2 MA153 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

146 TAL1 MA151 Avicennia alba แสมขาว midrib หาดปากเมง จ. ตรัง 

147 TAL4 MA152 Avicennia alba แสมขาว midrib หาดปากเมง จ. ตรัง 

148 NLT2 MA153 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

149 NAC8 MA154 Aegiceras conniculatum เล็บมือนาง branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

150 LBG1 MA155 Bruguiera gymnorrhiza พังกาหัวสุม branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

151 NLT21 MA156 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

152 NLT11 MA157 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

153 NLT14 MA158 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง petiole 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

154 TRA14 MA159 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch หาดปากเมง จ. ตรัง 

155 NLT4 MA160 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

156 LXM28 MA161 Xylocarpus moluccensis ตะบูนดํา midrib 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

157 NLT6 MA163 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

158 NSH8 MA164 
Soyphiphorahy 
drophyllacea 

สีง้ํา branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

159 NAC2 MA165 Aegiceras conniculatum เล็บมือนาง midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

160 TRA18 MA166 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก lamina หาดปากเมง จ. ตรัง 
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161 NSH13 MA167 
Soyphiphora 
hydrophyllacea 

สีง้ํา midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

162 TRA22 MA169 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch หาดปากเมง จ. ตรัง 

163 NAC3 MA170 Aegiceras conniculatum เล็บมือนาง branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

164 NLT8 MA171 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง laminar 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

165 TRA29 MA172 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก laminar หาดปากเมง จ. ตรัง 

166 TRA24 MA173 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein หาดปากเมง จ. ตรัง 

167 LXM29 MA174 Xylocarpus moluccensis ตะบูนดํา branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

168 LXM16 MA175 Xylocarpus moluccensis ตะบูนดํา vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

169 NLT7 MA176 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

170 NSH16 MA177 
Soyphiphora 
hydrophyllacea 

สีง้ํา vein 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

171 NSH14 MA178 
Soyphiphora 
hydrophyllacea 

สีง้ํา lamina 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

172 NSH4 MA179 
Soyphiphora 
hydrophyllacea 

สีง้ํา branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

173 LBG2 MA180 Bruguiera gymnorrhiza พังกาหัวสุม midrib 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

174 KRA3 MA185 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein หาดปากเมง จ. ตรัง 

175 KRA6 MA186 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

176 KRA7 MA187 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

177 KRA11 MA188 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

178 KRA12 MA189 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

179 KRA18 MA190 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก petiole 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

180 KRA20 MA191 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

181 KRA24 MA192 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก midrib 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 
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182 KRA33 MA193 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

183 KRA34 MA194 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก larmina 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

184 KRA37 MA195 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก larmina 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

185 KRA38 MA196 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

186 KRA40 MA197 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

187 KRA42 MA198 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

188 KRA43 MA199 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก midrib 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

189 KRA47 MA200 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก midrib 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

190 KRA48 MA201 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

191 KRA54 MA202 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

192 KRA55 MA203 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

193 KRA56 MA204 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

194 KRA57 MA205 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

195 KRA58 MA206 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

196 KRA59 MA207 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

197 KRA61 MA208 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก petiole 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

198 KRA62 MA209 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก petiole 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

199 KRA44 MA210 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก larmina 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 
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200 KRA22 MA214 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก larmina 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 

201 KBC8 MA215 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

202 KSO14 MA216 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

203 KSO12 MA217 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

204 KSO13 MA218 Sonneratia ovata ลําแพน midrib 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

205 KSO11 MA219 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

206 KSO4 MA220 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

207 KSO6 MA221 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

208 KBC6 MA222 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

209 KBC15 MA223 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

210 KBC16 MA224 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

211 KBC19 MA225 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว midrib 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

213 KBC6 MA227 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

214 KSO1 MA228 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

215 KBC18 MA229 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

216 LRM20 MA230 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ midrib 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

217 LAL1 MA231 Avicennia alba แสมขาว branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

218 LBP3 MA232 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

219 LAL4 MA233 Avicennia alba แสมขาว petiole 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 
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ตารางที่ 1ค (ตอ) รายละเอียดของเชื้อราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลน โดย                    
                 น.ส.จิรายุ บัวทอง 

No. Code 
New 
code 

แยกจากพืชสกุล ชื่อภาษาไทย 
แยกจาก
สวน 

สถานที่เก็บตัวอยาง 

220 NBP8 MA234 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา petiole 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

221 NAL1 MA235 Avicennia alba แสมขาว branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

222 TRA29 MA236 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก lamina หาดปากเมง จ. ตรัง 

223 LBP13 MA237 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา midrib 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

224 KRA28 MA238 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก lamina 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 
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ตารางที่ 2ค รายละเอียดของเชื้อราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลน โดย                    
                 น.ส.ประไพพิศ เชาวลิต  

No. Code 
New 
code แยกจากพืชสกุล ชื่อภาษาไทย 

แยกจาก
สวน สถานที่เก็บตัวอยาง 

1 SM1 PMA1 Avicennia alba แสมขาว midrib เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
2 FV3 PMA2 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง vein เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
3 FV2 PMA3 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง vein เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
4 FM3 PMA4 Llumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
5 FL1 PMA5 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง lamina เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
6 LP2 PMA6 Sonneratia caseolaris ลําพู petiole เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
7 TL1 PMA7 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว  leaf เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
8 FM2 PMA8 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
9 SL3 PMA9 Avicennia alba แสมขาว leaf เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
10 LP1 PMA10 Sonertia caseolaris ลําพู petiole เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
11 FL2 PMA11 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง leaf เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
12 FM1 PMA12 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
13 TV1 PMA13 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว  vein เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
14 LM1 PMA14 Sonneratia caseolaris ลําพู midrib เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
15 FV1 PMA15 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง vein เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
16 FM1/1 PMA16 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
17 SL2 PMA17 Avicennia alba แสมขาว leaf เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
18 LV1 PMA18 Sonneratia caseolaris ลําพู vein เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
19 FL3 PMA19 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง leaf เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
20 SV1 PMA20 Avicennia alba แสมขาว vein เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
21 FB6 PMA21 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
22 TB4 PMA22 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว  branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
23 SF1 PMA23 Avicennia alba แสมขาว vein เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
24 FB3 PMA24 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
25 TB5 PMA25 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว  branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
26 FB4 PMA26 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
27 SL1 PMA27 Avicennia alba แสมขาว leaf เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
28 FB2 PMA28 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
29 TB7 PMA29 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว  branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
30 FB7 PMA30 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
31 FB5 PMA31 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
32 SP3 PMA32 Avicennia alba แสมขาว petiole เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
33 LEB1 PMA33 Aegiceras conniculatum เล็บมือนาง branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
34 TL3 PMA34 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว  leaf เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
35 TB6 PMA35 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว  branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
36 TAB1 PMA36 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
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ตารางที่ 2ค รายละเอียดของเชื้อราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลน โดย                    
                 น.ส.ประไพพิศ เชาวลิต  

No. Code 
New 
code แยกจากพืชสกุล ชื่อภาษาไทย 

แยกจาก
สวน สถานที่เก็บตัวอยาง 

37 SB1 PMA37 Avicennia alba แสมขาว branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
38 TB3 PMA38 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว  branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
39 SB2 PMA39 Avicennia alba แสมขาว branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
40 TB1 PMA40 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว  branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
41 SP2 PMA41 Avicennia alba แสมขาว petiole เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
42 TB2 PMA42 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
43 SFLM1 PMA43 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib เกาะยอ จ. สงขลา 
44 SFLL2 PMA44 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง leaf เกาะยอ จ. สงขลา 
45 SFM1 PMA45 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib เกาะยอ จ. สงขลา 
46 SFV1 PMA46 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง vein เกาะยอ จ. สงขลา 
47 SFV3 PMA47 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง vein เกาะยอ จ. สงขลา 
48 SFLV2 PMA48 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง vein เกาะยอ จ. สงขลา 
49 SFL1 PMA49 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง leaf เกาะยอ จ. สงขลา 
50 SFLV3 PMA50 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib เกาะยอ จ. สงขลา 
51 SFM3 PMA51 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib เกาะยอ จ. สงขลา 
52 SFV2 PMA52 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง vein เกาะยอ จ. สงขลา 
53 SFLL1 PMA53 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง leaf เกาะยอ จ. สงขลา 
54 SFLM2 PMA54 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib เกาะยอ จ. สงขลา 
55 SFLV1 PMA55 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง vein เกาะยอ จ. สงขลา 
56 SSM1 PMA56 Avicennia alba แสมขาว midrib เกาะยอ จ. สงขลา 
57 SFLB1 PMA57 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch เกาะยอ จ. สงขลา 
58 SGV1 PMA58 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein เกาะยอ จ. สงขลา 
59 SGB1 PMA59 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch เกาะยอ จ. สงขลา 
60 SFLB3 PMA60 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch เกาะยอ จ. สงขลา 
61 SFM1/1 PMA61 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib เกาะยอ จ. สงขลา 
62 SFTP4 PMA62 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง petiole เกาะยอ จ. สงขลา 
63 SSB2 PMA63 Avicennia alba แสมขาว branch เกาะยอ จ. สงขลา 
64 LL2 PMA64 Sonneratia caseolaris ลําพู leaf เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
65 FP1/1 PMA65 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง petiole เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
66 SGP1 PMA66 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก midrib เกาะยอ จ. สงขลา 
67 SFM3/1 PMA67 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib เกาะยอ จ. สงขลา 
68 SFM2 PMA68 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch เกาะยอ จ. สงขลา 
69 SGB5/1 PMA69 Lumnitzera littorea โกงกางใบเล็ก branch เกาะยอ จ. สงขลา 
70 SFTB3 PMA70 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch เกาะยอ จ. สงขลา 
71 SFTB2 PMA71 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch เกาะยอ จ. สงขลา 
72 SFLB2 PMA72 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch เกาะยอ จ. สงขลา 
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ตารางที่ 2ค รายละเอียดของเชื้อราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลน โดย                    
                 น.ส.ประไพพิศ เชาวลิต 

No. Code 
New 
code แยกจากพืชสกุล ชื่อภาษาไทย 

แยกจาก
สวน สถานที่เก็บตัวอยาง 

73 TAB2 PMA73 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
74 SSB1 PMA74 Avicennia alba แสมขาว branch เกาะยอ จ. สงขลา 
75 LEB3 PMA75 Aegiceras conniculatum เล็บมือนาง branch เกาะตะรูเตา จ. สตูล 
76 SSB2/1 PMA76 Avicennia alba แสมขาว branch เกาะยอ จ. สงขลา 
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ตารางที่ 3ค ผลการทดสอบเอนไซม cellulase เมื่อเลี้ยงราเอนโดไฟทในอาหารเหลวและอาหารแข็งโดยมีฟางขาว และฟางขาวผสมใบพืชปาชายเลน   
                   อัตราสวน 3:2 เปนสับสเตรท  

Sample วันที่ทดสอบ 
Activity ในอาหารแข็ง 

(ฟางขาว)(U/ml) 
Activity ในอาหารแข็ง  

(ฟางขาว+ใบพืชชายเลน) (U/ml) 
Activity ใน 

อาหารเหลว (U/ml) 
น้ําหนักแหงจากที่เลี้ยงใน

อาหารเหลว (g) 

MA150 4 0.44 0.18 0.15 0.45 
 6 0.69 0.75 0.21 0.71 
 8 1.93 0.86 0.17 0.75 
 10 1.41 2.7 0.11 0.79 
 12 0.7 1.88 0.13 0.72 

MA130 4 0.28 0.82 0.08 0.32 
 6 0.63 1.21 0.17 0.65 
 8 1.81 1.22 0.16 0.62 
 10 1.41 1.34 0.1 0.76 
 12 0.63 1.12 0.12 0.74 

MA145 4 0.2 0.48 0.21 0.61 
 6 0.1 0.84 0.25 1.18 
 8 0.69 0.98 0.16 0.98 
 10 0.8 1.14 0.2 1.07 
 12 0.68 0.72 0.21 1.20 

Aspergillus sp. (control) 4 1.68 0.7 1.23 1.83 
 5 1.73 2.55 1.78 1.96 
 6 2.44 2.95 2.35 2.92 
 7 1.29 1.68 2.04 3.00 
 8 1.48 1.55 2.02 2.92 
 9 1.21 1.26 2 2.95 
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