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บทคัดยอ 
 
  ทําการแยกราเอนโดไฟท จากพืชปาชายเลนในภาคใตของประเทศไทย และสุม
เลือกมา 300 isolates เพ่ือศึกษาการสราง lipase และ cellulase และ 180 isolates เพ่ือศึกษา
การสราง amylase และ protease ดวยวิธี plate method โดยทดสอบการสราง lipase, 
cellulase, amylase และ protease บนอาหารพื้นฐานที่เติม 1% tributyrin, 0.5% 
carboxymethylcellulose (CMC), 2% soluble starch และ 2% sodium caseinate เปน
สับสเตรท ตามลําดับ ประเมินผลโดยใชคา extracellular enzyme production ratios (EPR) คือ 
อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางของ clear zone ตอเสนผานศูนยกลางของโคโลนีรา พบวา
ราเอนโดไฟทจํานวน 31.7, 24.0 และ 1.1% ของราเอนโดไฟทที่นํามาทดสอบสามารถสราง 
lipase, cellulase และ amylase ไดตามลําดับ แตไมพบการสราง protease จากนั้นเลือก 
ราเอนโดไฟท 3 อันดับแรก ที่สามารถสราง lipase (MA1, MA2 และ PMA1 ) และ cellulase 
(MA130, MA145 และ MA150) ได นํามาทดสอบกิจกรรมในการสรางเอนไซม โดยทดสอบ
กิจกรรมของ cellulase โดยการเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี 1% CMC เปนสับสเตรท และ ในอาหาร
แข็งที่มีฟางขาว และฟางขาวผสมใบพืชปาชายเลนอัตราสวน 3:2 เปนสับสเตรท พบวาการเลี้ยง
ในอาหารเหลว เชื้อราทั้ง 3 isolates ไดแก MA 130, MA145 และ MA150 ใหคากิจกรรม
ใกลเคียงกัน โดยคากิจกรรมสูงสุดอยูระหวาง 0.2-0.3 U/ml สําหรับการเลี้ยงเชื้อในอาหารแข็งที่
มีฟางขาวเปนสับสเตรท โดยมีความชื้นเริ่มตน 75% และฟางขาวผสมใบพืชปาชายเลน
อัตราสวน 3:2 ซ่ึงมีความชื้นเริ่มตน 70% พบวาเชื้อราทั้ง 3 isolates สรางเอนไซม cellulase 
เม่ือเพาะเลี้ยงในอาหารแข็งไดดีกวาในอาหารเหลว และใหคากิจกรรมเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่
มีฟางขาวผสมใบพืชปาชายเลนไดสูงกวาการใชฟางขาวอยางเดียว โดยพบวา MA150 ใหคา
กิจกรรมในการสรางเอนไซมสูงที่สุดเทากับ 2.7 U/ml สวน MA130 และ MA145 ใหคากิจกรรม 
1.3 และ 1.1 U/ml ตามลําดับ การทดสอบกิจกรรมของ lipase โดยการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว
เพียงอยางเดียวโดยมี 1% tributyrin เปนสับสเตรทพบวาเชื้อราที่นํามาทดสอบไมสามารถสราง
เอนไซมไดในสภาวะดังกลาว นอกจากนี้ยังไดคัดเลือกราเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพในการ
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สราง lipase และ cellulase จํานวน 47 isolates มาศึกษาความสามารถในการสรางเอนไซม
ชนิดตางๆ ดวยชุดทดสอบ API ZYM test kit พบวาราเอนโดไฟทที่ทดสอบสามารถสราง
เอนไซมไดรวม 17 ชนิด จากเอนไซมที่ทดสอบทั้งหมด 19 ชนิด โดยเชื้อราทุก isolates 
สามารถสราง acid phosphatase (100%) รองลงมาคือ naphthol-AS-BI-phosphohydrolase 
(91.5%) และเชื้อราสวนใหญสรางเอนไซมกลุม lipase ชนิด esterase (C4) และ esterase 
lipase (C8) (57.5%) เม่ือนําราเอนโดไฟทที่มีศักยภาพในการสรางเอนไซม lipase และ 
cellulase รวมทั้งสิ้น 21 isolates ไปจัดจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาและขอมูลทาง
พันธุกรรมโดยวิเคราะหลําดับเบสบน ribosomal DNA สวน Internal Transcribed Spacers 
(ITS1-5.8S-ITS2, ITS) และ large subunit (LSU) สามารถจัดจําแนกไดทั้งหมด 19 isolates 
โดยพบวามีการกระจายตัวอยูใน phylum Basidiomycota และ Ascomycota รวม 6 orders 
ไดแก Agaricales, Capnodiales, Pleosporales, Botryosphaeriales, Diaporthales และ 
Xylariales โดยมี 2 isolates ที่ไมสามารถจัดจําแนกไดคือ MA132 และ MA148 สําหรับ 
ราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซม lipase ไดแก MA1, MA2 และ PMA1 แยกไดจากตนแสมดํา 
(Avicennia officinalis) จําแนกไดเปน Diaporthe sp. MA1, Diaporthe sp. MA2 และ 
Cladosporium sp. PMA1 สวนราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซม cellulase ไดแก MA145, MA130 
และ MA150 ที่แยกไดจากตนโกงกางใบใหญ (Rhizophora mucronata) ตนตะบูน (Xylocarpus 
granatum) และตนฝาดดอกแดง (Lumnitzera littorea) จําแนกไดเปน Pleosporales sp. 
MA130, Botryosphaeriales sp. MA145 และ Massarina corticola MA150 ตามลําดับ จากผล
การทดลองทั้งหมดแสดงใหเห็นวา ราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนมีความหลากหลายทาง
ชีวภาพ และสามารถสราง 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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วิทยานิพนธ ที่ใหโอกาสแกขาพเจาในการศึกษาตอปริญญาโท ใหคําแนะนําชวยเหลือพรอมทั้ง
ชวยแกไขปญหาทั้งดานการเรียน การทําวิ จัย และอ่ืนๆ อีกมากมาย ขอขอบพระคุณ  
ผศ .ดร . เยาวลักษณ  ดิสระ  อาจารยประจําภาควิชา จุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร สําหรับคําแนะนําและการชวยเหลือในการทําวิจัย พรอมทั้งให
ความรูและขอเสนอแนะมากมายในการทําวิจัยครั้งนี้ ขอขอบพระคุณ ดร.จริยา สากยโรจน 
หองปฏิบัติการ phylogenetics ศูนยพันธุวิศวกรรม และเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC) 
สําหรับการใหความรูและคําแนะนําสั่งสอนในงานวิจัยดาน phylogenetics และยังสละเวลาสอน
การพูดภาษาอังกฤษใหขาพเจาในวิชาสัมมนา อีกทั้งใหการดูแลขาพเจาเปนอยางดีในระหวางที่
ทําวิจัยในหองปฏิบัติการ phylogenetics ขอขอบพระคุณ ผศ.ดร.ปรียานุช บวรเรืองโรจน
ประธานการสอบวิทยานิพนธ ในความกรุณาชวยแกไขวิทยานิพนธฉบับน้ีใหสมบูรณยิ่งขึ้น และ
ขาพเจาขอขอบพระคุณอาจารยผองผกา เธียรมนตรี อาจารยประจําภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร สําหรับความชวยเหลือในทุกๆ ดาน ทั้งในการทํา
วิจัย ดานการเรียน และดานตางๆ มากมาย เปนมากกวาอาจารยขอบคุณที่เขาใจและให
คําปรึกษาที่ดีแกขาพเจาเสมอมา 
  งานวิจัยครั้งนี้ได รับทุนอุดหนุนการวิจัยเพ่ือวิทยานิพนธ ประจําป 2551 
บางสวนจากบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ทุนผูชวยสอน ภาควิชาจุลชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และขอขอบพระคุณโครงการทุนสถาบันบัณฑิต
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีไทย (Thailand Graduate Institute of Science and Technology, 
TGIST)  สั งกั ดสํ านั ก ง านพัฒนาวิ ทย าศาสตร แ ล ะ เทค โน โลยี แห ง ช าติ  (สวทช . ) 
กระทรวงวิทยาศาสตร สําหรับทุนสนับสนุนการศึกษา รวมถึงคาใชจายสวนตัว ตลอดจนสําเร็จ
การศึกษา 
  ขาพเจาขอขอบคุณเจาหนาที่หองปฏิบัติการทุกทานที่เอ้ือเฟออุปกรณและ
สารเคมี ขอบคุณ พ่ี เพ่ือนๆ ภาควิชาจุลชีววิทยา และสมาชิกหองปฏิบัติการ PR504 ทุกคน พ่ี
มุก พ่ีสม พ่ีซิง ปลา นองฟา นองเกด นองตุม ที่คอยชวยเหลือ เปนที่ปรึกษา ใหกําลังใจ และ
มอบมิตรภาพดีๆ ใหขาพเจา ขอขอบคุณพ่ีๆ ที่หองปฏิบัติการ phylogenetics ทุกคน พ่ี
นอยหนา พ่ีวุฒิ พ่ีตอ พ่ีรุง พ่ีกลวย  พ่ีสิตา พ่ีปอม พ่ีเอ ที่คอยใหคําแนะนําและชวยแกปญหา
ตางๆ ที่เกิดขึ้นในระหวางการทําวิจัย ขอบคุณน้ําใจ และเสียงหัวเราะที่มอบให 
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สุดทายนี้ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณคณาจารยทุกทาน ที่อบรมสั่งสอนขาพเจาในดาน
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
บทนําตนเรื่อง 

 
มีการประมาณการกันวาความหลากหลายทางชีววิทยาของเชื้อราในโลกมีประมาณ  

1.5 ลานสายพันธุ พบในประเทศไทยประมาณ 6,000 สายพันธุ (Jones and Hyde, 2004)  
ราบกเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมากมายหลายชนิดแตเน่ืองจากมีการทําวิจัยกัน
อยางแพรหลายเปนเวลานาน ทําใหปจจุบันการที่จะคนพบสารเมทาบอไลทใหมๆ จากราบกมี
นอยลงดังน้ันจึงมีผูสนใจคนหาสารเมทาบอไลทจากรากลุมอ่ืนๆ เชน ราทะเล และ ราเอนโดไฟท 
เพ่ิมมากขึ้น ภาคใตของไทยมีพ้ืนที่ติดทะเล ทําใหมีทรัพยากรปาชายเลนกระจายอยูในหลาย
พ้ืนที่ มีรายงานการวิจัยหลายฉบับเกี่ยวกับเชื้อราที่เกี่ยวของกับปาชายเลน แตการศึกษา
เกี่ยวกับเชื้อราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนยังจํากัดอยูในวงแคบ (Maria et al., 2005) ราเอน
โดไฟทเปนราที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืช โดยไมทําใหเกิดโรค สันนิษฐานไดวามีอยูในพืชทุก
ชนิด (Gao et al., 2005; Muller et al., 2001; Lumyong et al., 2002) ราเอนโดไฟทเปนแหลง
ของสารเมทาบอไลทที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่มีประโยชนทางดานการแพทย การเกษตร และทาง
อุตสาหกรรม (Tan and Zou, 2001) โดยเฉพาะเอนไซม มีรายงานพบเอนไซมหลายชนิดที่สราง
โดยราเอนโดไฟท โดยราจะสรางเอนไซมเพ่ือการเขาสูพืชที่เปนเจาบาน เพ่ือการแพรพันธุและ
การเจริญเติบโต ตัวอยางเอนไซมที่สรางจากราเอนโดไฟท เชน pectinase, xylanase, 
cellulase และ lipase สวนเอนไซม protease และ phenoloxidase พบไดไมบอยนัก (Wang et 
al., 2006)  

อุตสาหกรรมหลายประเภทจําเปนตองใช เอนไซม พ้ืนฐานหลายชนิดเพื่อเพ่ิม
ประสิทธิภาพในกระบวนการผลิตและเพิ่มประสิทธิภาพของผลิตภัณฑโดยเฉพาะเอนไซม 
lipase, cellulase, amylase และ protease ซ่ึงเอนไซมเหลานี้พบไดในพืช สัตว และจุลินทรีย
ตางๆ ทั้งรา ยีสต และแบคทีเรีย โดยการผลิตเอนไซมจากเชื้อราไดรับความสนใจเปนอยางมาก 
เน่ืองจาก เลี้ยงงายและใหผลผลิตสูงสามารถนําไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมตางๆ ที่ตองใช
เอนไซมเขามาเกี่ยวของ เอนไซม lipase ใชในอุตสาหกรรมหลายประเภท เชน ผงซักฟอก 
ผลิตภัณฑนม และกระบวนการผลิตเครื่องหนัง เปนตน เอนไซม cellulase นํามาใชในการยอย
สลายวัสดุเหลือทิ้งจําพวกเซลลูโลส เชน วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ใชในอุตสาหกรรม 
อาหารสัตว และอุตสาหกรรมกระดาษ และสิ่งทอ เปนตน เอนไซม amylase นํามาใชใน
กระบวนการยอยสลายแปง ใชในอุตสาหกรรมสิ่งทอและการผลิตผงซักฟอก เปนตน และ
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เอนไซม protease ใชในอุตสาหกรรมผลิตอาหาร การผลิตผงซักฟอก และอุตสาหกรรมยา  
เปนตน (Kavitha et al., 1997) นอกจากนี้เอนไซม lipase, protease และ amylase ยังมี
บทบาทในการจัดการสิ่ งแวดลอม โดยใช ในการบําบัดน้ํ า เสียและขยะในชุมชนดวย  
(ขจีนาฏ, 2541) เน่ืองจากการเติบโตของอุตสาหกรรมตางๆ เหลานี้ทําใหความตองการในการ
ใชเอนไซมเพ่ิมขึ้น จึงจําเปนตองหาแหลงของเอนไซมใหมๆ เพ่ือสนองตอบความตองการของ
ภาคอุตสาหกรรม (Torres et al., 2003)  
 
บทตรวจเอกสาร 

 
1.1 ปาชายเลน  
 

ปาชายเลนหรือปาโกงกาง มีชื่อภาษาอังกฤษวา “mangrove forest”, “intertidal forest”, 
“coastal woodlands” หรือ “oceanic rain forests” เปนกลุมสังคมพืชที่ขึ้นอยูตามแนวชายฝง 
ในเขตนํ้าลงต่ําสุด และน้ําขึ้นสูงสุด บริเวณปากแมนํ้า อาว ทะเลสาบ บึงน้ําเค็ม และเกาะ ซ่ึง
เปนบริเวณที่นํ้าทะเลทวมถึง (Kathiresan and Bingham, 2001; Sridhar, 2004) อีก
ความหมายหนึ่งหมายถึงสังคมพืชที่ประกอบดวยพันธุไมหลายชนิดหลายตระกูล ทั้งไมยนืตนซึ่ง
เปนพวกที่มีใบเขียวตลอดป (evergreen species) ซ่ึงสวนใหญเปนไมไมผลัดใบ นอกจากนี้ยังมี
พันธุพืชอ่ืนๆ เชน ไมพุม ปาลม และเฟรน ที่มีการปรับตัวทางโครงสรางที่คลายคลึงกัน  
ทําใหสามารถเจริญเติบโตในที่ที่นํ้าทะเลทวมถึง ดินเปนดินเลน หรือดินเลนปนทราย และ
สามารถทนตอสภาวะที่มีเกลือได การเจริญเติบโตของพันธุไมในปาชายเลนจะขึ้นอยูกับแนวเขต 
แตละแนวเขตจะประกอบดวยพืชกลุมเดียวกัน ซ่ึงแตกตางไปจากสังคมพืชบก โดยสวนใหญ 
ปาชายเลนจะแพรกระจายอยูในบริเวณแถบโซนรอน (tropical region) สวนเขตเหนือหรือใต
โซนรอน (sub-tropical region) จะพบปาชายเลนอยูบางแตไมมาก (Gilbert et al., 2002; 
Cheng et al., 2008)  

พ้ืนที่ปาชายเลนมีประมาณ 1 ใน 4 ของพ้ืนที่ชายฝงโดยแพรกระจายอยูใน  
112 ประเทศทั่วโลก (Sridhar, 2004) สวนใหญมักพบปาชายเลนในกลุมประเทศภูมิภาค 
เอเชียตะวันออกเฉียงใต โดยเฉพาะในประเทศอินโดนีเซีย มาเลเซีย พมา และไทย เปนตน 
พ้ืนที่ปาชายเลนของโลกมีประมาณ 113,428,089 ไร อยูในเขตรอน 3 เขตใหญ คือ เขตรอน
แถบเอเชีย มีพ้ืนที่ประมาณ 52,559,339 ไร หรือ รอยละ 46.4 ของปาชายเลนทั้งหมด (รูปที่ 1) 
โดยประเทศอินโดนีเซียมีปาชายเลนมากที่สุดถึง 26,568,818 ไร สําหรับในเขตรอนอเมริกา  
มีพ้ืนที่ปาชายเลนทั้งหมดประมาณ 39,606,250 ไร หรือรอยละ 34.9 ของพื้นที่ปาชายเลน
ทั้งหมด ในเขตรอนอเมริกา ประเทศบราซิลมีพ้ืนที่ปาชายเลนประมาณ 15,625,000 ไร รองจาก
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อินโดนีเซีย สวนเขตรอนอัฟริกามีพ้ืนที่ปาชายเลนนอยที่สุดประมาณ 21,262,500 ไร หรือ 
รอยละ 18.7 ของพื้นที่ปาชายเลนทั้งหมด โดยประเทศไนจีเรียมีพ้ืนที่ปาชายเลน 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 พ้ืนที่ปาชายเลนของโลก (ก) พ้ืนที่ปาชายเลนโดยรวมของโลก (ข) พ้ืนที่ปาชายเลน 

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

1.1.1 การแพรกระจายของพื้นที่ปาชายเลนในประเทศไทย  
ประเทศไทยมีพ้ืนที่ปาชายเลนมากเปนอันดับ 9 ของประเทศในเขตรอนแถบเอเชีย 

ตลอดชายฝง 24 จังหวัด ประมาณ  2,614 กิโลเมตร เปนพ้ืนที่ปาชายเลนรอยละ 36  
ของความยาวชายฝงทั้งหมด โดยปาชายเลนในประเทศไทยมีแหลงแพรกระจายในบริเวณ
ชายฝงทะเลตะวันออก ภาคกลาง และภาคใต ซ่ึงจากการสํารวจเม่ือป 2543 (ตารางที่ 1) พบวา
มีพ้ืนที่ปาชายเลนประมาณ 2441.61 ตารางกิโลเมตร การกระจายและปริมาณของพื้นที่ 
ปาชายเลนในจังหวัดตางๆ ของประเทศไทย สวนมากจะมีมากทางภาคใต ประมาณ 
1,525,997.67 ไร หรือ โดยพบทั้งชายฝงตะวันออกซึ่งติดกับอาวไทย และฝงตะวันตกดานทะเล
อันดามัน สวนภาคตะวันออกมีประมาณ 142,130 ไร และภาคกลางบริเวณอาวไทยตอนบนมี
พ้ืนที่ปาชายเลนนอยมากประมาณ 75,335 ไร ของพ้ืนที่ปาชายเลนทั้งหมดของประเทศ  
(รูปที่ 2)  

ภาคใตซ่ึงมีเน้ือที่ประมาณ  1,566,381.25 ไร โดยจะพบปาชายเลนเปนแนวยาว
ติดตอกันทางชายฝ งทะเลดานตะวันตกหรือดานทะเลอันดามันในเขตจังหวัดระนอง  
พั งงา  กระบี่  ตรั ง  และสตู ล  ส วนชายฝ งตะวั นออกห รือด านอ าว ไทย  จะพบตาม 

ก ข 
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ปากแมนํ้า และลําน้ําใหญๆ ในจังหวัดชุมพร สุราษฎรธานี นครศรีธรรมราช สงขลา และปตตานี
(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 การแพรกระจายของพื้นที่ปาชายเลนในประเทศไทย 
ที่มา: http://www.dmcr.go.th/st03/forest2.html 
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ตารางที่ 1 ขอมูลพ้ืนที่ปาชายเลนในประเทศไทย สํารวจเม่ือ ป พ.ศ. 2543 
 

จังหวัด 
พื้นที่จังหวัด 

(ตารางกิโลเมตร) 
พื้นที่ปาชายเลน 
(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 

สุราษฎรธาน ี 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 
ปตตาน ี 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 พันธุไมในปาชายเลน (www.talaythai.com/Education/42620260e/42620260e.php3) 
ในปาชายเลนมีไมชนิดตางๆ ทั้งไมยืนตนและไมพุม จากการสํารวจพันธุไมปาชายเลน

ของประเทศไทย พบวามีจํานวน  35 วงศ 53 สกุล และ 74 ชนิด ไมเหลานี้อาจจําแนกไดเปน 
2 ประเภท ไดแก ไมที่เดนและไมอ่ืนๆ ไมที่เดนและสําคัญเปนองคประกอบหลักของปาชายเลน 
เชน วงศ  Rhizophoraceae โดยเฉพาะในสกุล โกงกาง (Rhizophora) ซ่ึงประกอบดวย  
โกงกางใบเล็ก (Rhizophora apiculata) โกงกางใบใหญ (Rhizophora mucronata) สกุลไมโปรง 
(Ceriops) ซ่ึงไดแก โปรงขาว (Ceriops decandra) โปรงแดง (Ceriops tagal) สกุลไมถั่ว 
(Bruguiera) ซ่ึงไดแก ถั่วขาว (Bruguiera cylindrica) ถั่วดํา (Bruguiera parviflora) พังกาหัวสุม
ดอกแดง (Bruguiera gymnorrhiza) และพังกาหัวสุมดอกขาว (Bruguiera sexangula) พันธุไม 
ในวงศ Meliaceae ไดแก ตะบูนขาว (Xylocarpus granatum) และตะบูนดํา (Xylocarpus 
moluccensis) วงศ Avicenniaceae ไดแก แสมขาว (Avicennia alba) และแสมดํา (Avicennia 
officinalis) และพันธุไมในวงศ  Sonneratiaceae ไดแก ลําพู (Sonneratia caseolaris)  
และลําแพน (Sonneratia ovata) ไมอ่ืนๆ เชน ตาตุม (Excoecaria agallocha) หงอนไกทะเล 
(Heritiera littoralis) ฝาดดอกแดง (Lumnitzera littorea) ฝาดดอกขาว (Lumnitzera racemosa) 
หลุมพอทะเล (Intsia bijuga) และสีงํ้า (Soyphiphora hydrophyllacea) เปนไมที่ขึ้นประกอบ
ปะปนไปกับไมประเภทเดนและสําคัญในบางพื้นที่ สําหรับไมพ้ืนลางหรือไมที่ขึ้นอยูบริเวณพื้น
ปาชายเลนมีอยูหลายชนิดดวยกัน เชน จาก เปง หวายลิง เหงือกปลาหมอ พวกเถาวัลย และ
พวกปรง เปนตน 
 
1.1.3 การปรับตัวของพืชปาชายเลน  
(www.talaythai.com/Education/42620260e/42620260e.php3) 

พันธุพืชทุกชนิดในปาชายเลน มีการปรับตัวเปลี่ยนแปลงลักษณะบางประการของ 
สวนตางๆ ทั้งลําตน ใบ ดอก ผล ตลอดจนระบบรากใหเหมาะสม เพ่ือทนทานตอสภาพแวดลอม 
ปาชายเลน โดยสามารถอยูรอด เจริญเติบโต และแพรกระจายพันธุตอไปอยางตอเน่ือง ไดแก 

1. เซลลผิวใบมีผนังหนา เปนแผนมัน และมีปากใบ (stoma) ที่ผิวใบดานลางลักษณะ
เชนนี้พบในพืชทุกชนิดในปาชายเลน ซ่ึงมีหนาที่สําหรับปองกันการระเหยของน้ําจากสวนของ
ใบ 

2. มีตอมขับเกลือ (salt glands) พบอยูทั่วไปในสวนของใบแสม ลําพู ลําแพน และ
เหงือกปลาหมอ เปนตน หนาที่สําคัญของตอมขับเกลือ คือ ควบคุมระดับความเขมขนของเกลือ
ในพืชโดยขับออกจากสวนใบ 

3. ใบมีลักษณะอวบน้ํา (succulent leaves) โดยเฉพาะพืชพวกโกงกาง (Rhizophora) 
และลําพู-ลําแพน (Sonneratia) ซ่ึงเปนลักษณะที่ชวยเก็บรักษาน้ําจืด  
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4. มีรากหายใจ (aerial roots) พบในพืชปาชายเลนเกือบทุกชนิด ซ่ึงแตละชนิดจะมีราก
หายใจลักษณะตางกันไป เชน แสม มีรากหายใจโผลจากดิน สวนโกงกาง รากหายใจแทงออก
จากตนลงดิน เพ่ือชวยค้ํายันลําตนดวย 

5. มีผลงอกขณะติดอยูบนลําตน ที่เรียกวา vivipary เชน ในโกงกางซึ่งในดอก 1 ดอก 
มีรังไข (ovary) 1 อัน และมีโอวุล 4 อัน แตมีเพียงโอวุลเดียวที่เจริญเติบโตเปนเมล็ด และเมล็ด
ของพืชน้ีไมมีการฟกตัว จะเจริญเติบโตทันทีขณะผลยังติดบนตนแม จัดเปน viviparous seed 
เพราะสวนของตนออน (embryo) ในเมล็ดจะงอกสวนของรากออน (radicle) แทงทะลุออกมา
ทางปลายผล ตามดวยสวนของ hypocotyl ซ่ึงจะยืนยาวออกกลายเปนฝกยาว 1-2 ฟุต  
เม่ือฝกแกเต็มที่จะหลนปกเลนโคนตน หรือลอยไปตามกระแสน้ํา ตอมาจะงอกรากและ
เจริญเติบโตเปนตนใหมตอไป นอกจากโกงกางแลว ยังมีไมถั่ว พังกาหัวสุม โปรง ตนจาก 
เล็บมือนาง และแสม คือ พบผลหรือฝกหลุดจากตนแมแลวสามารถเจริญเติบโตทางดานความสูง
อยางรวดเร็ว และชูขึ้นเหนือนํ้าในระยะสั้น 

6. ตนออนหรือผลแกลอยน้ําได ทําใหสามารถแพรกระจายพันธุโดยทางน้ําไดอยางดี 
พบในพืชเกือบทุกชนิดในปาชายเลน 

7. มีระดับสาร tannin ในเนื้อเยื่อสูง และแตกตางกันออกไปในแตละชนิด การปรับตัวน้ี
อาจจะเกิดขึ้นเพ่ือการปองกันอันตรายจากพวกเชื้อราตางๆ 

8. สามารถทนทานได ในสภาวะที่ระดับความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดในใบสูง
ทั้งนี้ เพ่ือความอยูรอดเมื่อขึ้นอยูในน้ําทะเลที่เค็มได พันธุพืชทุกชนิดในปาชายเลนสามารถ
ปรับตัวดังกลาวนี้ได 
 
1.2 ความสําคัญของเชื้อรา 
 

เชื้อราเปนกลุมของจุลินทรียที่มีมากมายหลายชนิด พบแพรกระจายอยูทั่วไปใน
ธรรมชาติ เชน ในอากาศ ในน้ํา ในดิน บางชนิดอยูกับสวนประกอบตางๆ ของพืช เชน บนผิว
ของพืช (epiphytic fungi) ภายในเซลลพืช (endophytic fungi) และอยูกับรากพืช (mycorrhiza) 
เปนตน ราบางชนิดอาศัยอยูกับแมลง และในสิ่งแวดลอมอ่ืนๆ เชน อยูกับซากพืช ซากสัตว  
เปนตน (Rossman, 1994) โดยเชื้อราเปนแหลงของเอนไซม และสารผลิตภัณฑธรรมชาติ  
(natural products) สามารถนําไปใชประโยชนทางดานอุตสาหกรรม และการประยุกตใช
ทางดานเทคโนโลยีชีวภาพตางๆ (Lodge, 1997; Cheng et al., 2008; Raghukumar, 2008) 
การนําเชื้อรามาใชประโยชน เชน สรางสารตานจุลินทรีย (Wiyakrutta et al., 2004; Mygind et 
al., 2005) การผลิตเอนไซม (Lumyong et al., 2002; Urairuj et al., 2003) ใชในกระบวนการ
ผลิตอาหาร การผลิตยารักษาโรค เปนสารควบคุมทางชีวภาพ (Cheng et al., 2008) เปนตน 
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ดวยเหตุน้ีจึงทําใหเชื้อราเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีความนาสนใจในการศึกษา 
เพ่ือนําไปประยุกตใชในดานตางๆ ดังกลาวมาแลวขางตน (Ho et al., 2003)  

นอกจากนี้ บทบาทหนาที่ที่สําคัญของเชื้อราในระบบนิเวศนคือเปนผูยอยสลายเริ่มแรก
ในธรรมชาติ (Georgieva et al., 2005) เน่ืองจากเชื้อราเปนจุลินทรียที่มีความสามารถในการ
สรางเอนไซมไดหลายชนิดเพื่อยอยสลายและเปลี่ยนแปลงองคประกอบของสับสเตรท 
(substrate) เพ่ือใหสับสเตรทเนาเปอยและกลายเปนอาหารของจุลินทรียอ่ืนๆ ในระบบนิเวศน 
(Jordaan et al., 2006) ซ่ึงเชื้อราเพียงชนิดเดียวไมสามารถสรางเอนไซมเหลานี้ไดทั้งหมด 
ดังนั้นจึงตองอาศัยเชื้อราหลายชนิดที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมตางๆ เพ่ือการยอย
สับสเตรทที่สมบูรณ (Kaushik and Hynes, 1971) ซ่ึงมีการคาดการณกันวาราเอนโดไฟทนาจะ
เปนแหลงที่มีการสรางเอนไซมที่สําคัญและเปนผูยอยสลายที่ดีหลังจากที่พืชเจาบานเสื่อมสภาพ 
(Muller et al., 2001; Osono et al., 2004)  

 
1.3 เอนไซม 
 

เอนไซม คือ โปรตีนที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยา และมีบทบาทในการควบคุมกระบวนการ
ทางชีวเคมีในเซลลของสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ ไดแก พืช สัตว และจุลินทรีย ในปฏิกิริยาที่มีเอนไซม
เปนตัวเรงนั้น สารที่เขาทําปฏิกิริยากันมีชื่อเรียกวาสับสเตรท โดยสวนใหญแลวเอนไซมชนิด
หน่ึงๆ จะสามารถเรงปฏิกิริยาที่มีสับสเตรทชนิดใดชนิดหนึ่งโดยเฉพาะเทานั้นนอกจากนี้
เอนไซมยังมีบทบาทสําคัญในการยอยสลายสารอินทรีย การกอโรคในเจาบาน และการเนาเสีย
ของอาหาร เปนตน ดังน้ันจึงสามารถแยกเอนไซมไดจากสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เชน พืช สัตว และ 
จุลินทรีย การนําเอนไซมไปใชประโยชนมีมาอยางยาวนาน โดยนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรม
ตางๆ เชน อุตสาหกรรมเครื่องนุงหม และสิ่งทอ (amylase, cellulase, oxidoreductase) 
อุตสาหกรรมสารซักลางและสารทําความสะอาด (protease, lipase, cellulase, oxidoreductase) 
อุตสาหกรรมอาหาร  (pectinase, protease, cellulase, oxidase) อุตสาหกรรมกระดาษ 
(xylanase, oxidoreductase, lipase) และ อุตสาหกรรมเครื่องหนัง (protease, lipase) เปนตน 
ซ่ึงจุลินทรียไดแก ยีสต รา และ แบคทีเรีย เปนแหลงของเอนไซมที่สําคัญตางๆ หลายชนิด 
(ตารางที่ 2) เน่ืองจากจุลินทรียสามารถสรางเอนไซมไดหลากหลายชนิด พบไดบอย มีไมจํากัด 
นอกจากนี้ยังสามารถเพิ่มผลผลิตไดโดยการปรับปรุงสายพันธุ ซ่ึงไมสามารถทําไดในสัตว  
และพืช ทําใหในปจจุบันมีเอนไซมทางการคาหลายชนิดที่ผลิตจากจุลินทรีย ซ่ึงมีคุณสมบัติ 
แตกตางกัน ขึ้นกับชนิดของจุลินทรียและการควบคุมสภาวะในการผลิต (จุรีรัตน, 2541; Alves 
et al., 2002)  
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ตารางที่ 2 ตัวอยางเอนไซมที่ผลิตโดยเชื้อรา  
 

จุลินทรีย เอนไซมที่เชือ้สราง 
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) 

 

เชื้อราจัดเปนแหลงสําคัญในการผลิตเอนไซม โดยสวนใหญเชื้อราสามารถสรางเอนไซม
ออกมาภายนอกเซลล (extracellular enzyme) เพ่ือเรงปฏิกิริยาในการยอยสลายสารประกอบ
โมเลกุลใหญๆ ที่มีลักษณะโครงสรางทางเคมีที่สลับซับซอนและไมละลายน้ํา เชน เซลลูโลส  
เฮมิเซลลูโลส และ ลิกนิน เพ่ือยอยวัสดุเหลานั้นใหเปนโมเลกุลเล็กๆ ที่สามารถละลายน้ําได 
และนําเขาสูเซลลได (Kathiresan and Bingham, 2001) ดังน้ันเชื้อราจึงเปนแหลงของเอนไซมที่
สําคัญหลายชนิด ไดแก 
 
1.3.1 เอนไซม lipase 

กลุมของเอนไซมยอยสลายไขมัน  (lipolytic enzyme) ไดแก เอนไซม esterase 
(carboxylesterases EC 3.1.1.1) และ เอนไซม lipase (triacylglycerol acylhydrolases EC. 
3.1.1.3) เรียกอีกชื่อหน่ึงวา glycerol ester hydrolase หรือ acylglycerol hydrolase โดย
เอนไซมทั้งสองชนิดนี้เปนเอนไซมในกลุมไฮโดรเลส (hydrolase) ที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการ
ยอยสลายโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ตรงพันธะเอสเทอรของสับสเตรท โดยเอนไซม lipase  
เรงปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรทที่ไมละลายน้ําโดยทําปฏิกิริยาตรงผิวระหวางน้ํากับ
สับสเตรท ระหวางกรดไขมันโมเลกุลยาวกับกลีเซอรอลไดผลิตภัณฑเปนไดกลีเซอไรด  
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โมโนกลีเซอไรด กรดไขมัน และ กลีเซอรอล ปฏิกิริยาสามารถเกิดแบบยอนกลับไดเม่ือสภาวะ
ตางๆ ในปฏิกิริยาเหมาะสม (Torres et al., 2003; Hiol et al., 1999; Maia et al., 1999; Gulati 
et al., 2005) ในทางตรงขามถาสับสเตรทสามารถละลายน้ําไดเอนไซม lipase จะทํางานไดชา
มาก ในขณะที่เอนไซม esterase มีความสามารถในการยอยสลายสับสเตรทที่สามารถละลายน้ํา
ได นอกจากนี้แลวเอนไซม lipase มีความสามารถในการยอยสลายสับสเตรทที่มีคารบอน
อะตอมมากกวาหรือเทากับ 10 สวน esterase มีความสามารถในการยอยสลายสับสเตรทที่มี
จํานวนคารบอนอะตอมนอยกวาหรือเทากับ 10 (Fucinos et al., 2005) จํานวนอะตอมของกรด
ไขมันแตละชนิดแสดงดังตารางที่ 3 

Lipase ถูกนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมและการสังเคราะหสารตางๆ มากมาย เชน 
อุตสาหกรรมการผลิตโกโกบัตเตอร และสารลดแรงตึงผิว ใชในกระบวนการผลิตอาหาร  
ใชในทางเภสัชกรรม อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง และอุตสาหกรรมสารซักลาง เปนตน เชื้อราที่
สามารถสรางเอนไซม lipase มีหลายชนิด เชน M.  hiemalis f. hiemalis, Rhizopus oryzae,  
A. sydowii, F. verticillioides เปนตน (Hiol et al., 1999)   
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ตารางที่ 3 จํานวนคารบอนอะตอมของกรดไขมันแตละชนิด 
 

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 
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1.3.2 เอนไซม cellulase 
เอนไซม cellulase (EC 3.2.1.4) เปนกลุมของ hydrolytic enzyme ที่สามารถยอยสลาย

เซลลูโลสใหเปนนํ้าตาลรีดิวซ เชน นํ้าตาลกลูโคส cellulase มีบทบาทสําคัญในกระบวนการยอย
สลายสวนประกอบของพืชซ่ึงสวนใหญประกอบดวยลิกโนเซลลูโลส โดยทั่วไปเชื้อราจะสราง
เอนไซม cellulase ซ่ึงประกอบดวยเอนไซมยอยๆ 3 ชนิด ดังน้ี (Romeo et al., 1999) 

1 Endo-1,4-β-D-glucanase (CMCase (EC. 3.2.1.4)) ทําหนาที่ยอยโมเลกุลของ
เซลลูโลสทั้งในรูปที่เปนระเบียบ และไมเปนระเบียบ (amorphous) รวมทั้งโมเลกุลของ 

cellooligomer ที่ตําแหนง β -1,4 แบบสุมทําใหได oligomer และเซลโลไบโอส 

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

cellobiohydrolase (CBH) เปนเอนไซมที่ทําหนาที่รวมกับเอนไซม endo-β-1,4-glucanase  
ในการยอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสโดยยอยจากปลายดาน non-reducing ผลิตภัณฑที่ไดจาก
การยอยสลายสวนใหญ คือ นํ้าตาลเซลโลไบโอส 

3 β-D-Glucoside glucanohydrolase (cellobiase (EC. 3.2.21)) หรือ β-glucosidase  
ทําหนาที่ยอยโมเลกุลของเซลโลไบโอส และ cellooligosaccharide ใหเปนกลูโคส 

การทํางานของเอนไซมทั้ง 3 ตัวน้ีในการยอยสลายเซลลูโลส เปนการทํางานรวมกัน 
ในรูปแบบที่เรียกวา synergistic action โดย endoglucanase จะยอยสลายแบบสุม ทําใหไดสาย
เซลลูโลสที่เหมาะสมที่ exoglucanase จะเขาทําปฏิกิริยาตอได รวมทั้งยอยในสวน crystalline 

cellulose ไดเซลโลไบโอส ซ่ึง β-glucosidase จะยอยตอไดกลูโคส 2 โมเลกุล (สมรักษ, 2537) 
ตัวอยางเชื้อราที่สามารถสรางเอนไซม cellulase ได เชน Acremonium cellulolyticus, 

A. fumigatus, Trichoderma reesei และ A. niger เปนตน (Mahakhan, 2007) เอนไซม 
cellulase ไดนํามาใชอุตสาหกรรมหลายๆ ประเภท เชน อาหาร เครื่องด่ืม การเกษตร สิ่งทอ 
ผลิตภัณฑซักลาง อาหารสัตว กระดาษ เปนตน 
 
1.3.3 เอนไซม protease 
 เอนไซม protease เปนกลุมของเอนไซมที่ยอยสลายพันธะเปปไทดของโปรตีนหรือ 
โพลีเปปไทดไดเปนโมโนเปปไทด และกรดอะมิโน ซ่ึงเปนหนวยยอยของโปรตีน เอนไซมมี
ความจําเพาะตอสับสเตรทหลายชนิด และทํางานไดดีในชวง pH ที่แตกตางกัน ทั้ง pH ที่เปน
กรด กลาง และเบส (ขจีนาฎ, 2541) เอนไซม protease จากจุลินทรียมีการจัดจําแนกไดหลาย
แบบ เชน แบงตามชวง pH ที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม ไดแก 
 Acid protease พบไดในรา pH ที่เหมาะสมในการทํางานคือ 2-5 
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 Neutral protease พบไดในราและแบคทีเรีย สามารถทํางานไดดีที่ pH ในชวง 7-8 
neutral protease บางชนิดมีอนุมูลโลหะ เปนสวนประกอบที่สําคัญใน active site จึงเรียก
เอนไซมในกลุมน้ีวา metaloprotease 
 Alkaline protease พบไดในรา และแบคทีเรีย สามารถทํางานไดในชวง pH ที่เปนดาง
คือ ในชวง 9-11 เอนไซมในกลุมน้ีจะมีกรดอะมิโนไดแก trypsin และ serine อยูที่ศูนยกลางของ 
active site (Borris, 1987) 

นอกจากนี้สามารถแบงกลุมของ protease ไดตามกลไกการทํางาน ไดแก 
 Serine proteases, Sulfhydryl proteases, Metal- containing proteases และ Acid 
protease 
 เอนไซม protease มีการนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมดาน
อาหาร และไมเกี่ยวของกับอาหาร เชน การฟอกหนัง และอาหารสัตว เปนตน (ปราณี, 2543) 
 
1.3.4 เอนไซม amylase 

เอนไซม amylase เปนกลุมของเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยแปงใหเปนน้ําตาล (ขจีนาฎ, 
2541) ซ่ึงแปงประกอบดวย amylose และ amylopectin โครงสรางของ amylose ประกอบดวย

โมเลกุลของกลูโคสที่ตอกันเปนสายยาวดวย α-(1,4)-glycosidic linkage สวน amylopectin 

ประกอบดวยโมเลกุลของกลูโคส ที่ตอกันแบบสายตรงดวย α-(1,4)-glycosidic linkage และมี

การแตกกิ่งของกลูโคสโดยตอกันดวย α-(1,6)-glycosidic linkage  
เอนไซม amylase สามารถจําแนกเปน 3 กลุมใหญๆ ไดแก exoamylase, 

endoamylase และ debranching enzymes  
1. Exoamylase ประกอบดวย 

Glucoamylase เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยแปงที่ตําแหนง α-(1,4)-glycosidic bond 
ที่ตําแหนงจากปลาย non-reducing end ผลที่ไดคือกลูโคส นอกจากนี้เอนไซม glucoamylase 

ยังสามารถยอยแปงที่ตําแหนง α-(1,6)-glycosidic bond ไดแตมีอัตราการยอยชา 

β-amylase เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ในการยอยแปงจากปลาย non-reducing end เขา

ไปที่ตําแหนง α-(1,4)-glycosidic bond ไดผลผลิตเปนน้ําตาลมอลโตส 
2. Endoamylase ประกอบดวย 

α-amylase เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยสลายแปงแบบสุมที่ตําแหนง α-(1,4)-

glycosidic bond สําหรับ α-amylase จากราจะแตกตางจากแบคทีเรียโดยที่ผลผลิตที่ไดสวน
ใหญเปนกลูโคสและมอลโตส 
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3. Debranching enzymes ประกอบดวย  
Pullulanase เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ในการยอยโมเลกุลของ amylopectin ที่ตําแหนง 

α-(1,4)-glycosidic bond และ α-(1,6)-glycosidic bond ไดหนวยของมอลโตทริโอส 
Isoamylase เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ในการยอยโมเลกุลของ amylopectin ที่ตําแหนง 

α-(1,6)-glycosidic bond (Forgarth, 1983, Borriss, 1987) 
เอนไซม amylase มีการนําไปประยุกตใชอยางกวางขวางทางเทคโนโลยีชีวภาพ เชน 

ในอุตสาหกรรมน้ําเชื่อมที่มีนํ้าตาลหลายชนิดเขามาเกี่ยวของ เชน โอลิโกแซคคาไรด มอลโตส 
และกลูโคส (Forgarth, 1983) 
 
1.4 เชื้อรากับปาชายเลน 
 

ปาชายเลนเปนระบบนิเวศนที่มีความอุดมสมบูรณ ประกอบไปดวยสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ 
จํานวนมากที่สามารถปรับตัวอยูได ความสัมพันธของสิ่งมีชีวิตในปาชายเลนเปนไปในแงของ
การถายทอดพลังงานในหวงโซอาหาร เร่ิมตนดวยเศษอินทรียสาร (detritus) ซ่ึงไดจากการ
สลายตัวของสวนตางๆ ของพืชในบริเวณปาชายเลนโดยจุลินทรียผูยอยสลาย (Sarma et al., 
2001; Ananda and Sridhar, 2004) อินทรียวัตถุเหลานี้จะเปนอาหารของพวกกินเศษ
อินทรียวัตถุ เชน แอมฟพอด หอย กุง ปู และ ตัวออนของแมลงตางๆ จากพื้นก็จะถูกกินตอๆ 
กันไปตามลําดับขั้นของลูกโซอาหาร ดวยเหตุน้ีจึงเปนปจจัยที่สงเสริมใหมีความหลากหลายของ
จุลินทรียชนิดตางๆ เชน แบคทีเรีย แอคติโนมัยซีท และเชื้อรา โดยเชื้อราถือเปนกลุมของ 
จุลินทรียยอยสลายที่สําคัญ ซ่ึงมีบทบาทสําคัญในกระบวนการถายทอดพลังงานและเปนผูผลิต
อินทรียสารในระบบนิเวศนน้ี (Kathiresan and Bingham, 2001) ราทะเล หรือราที่สามารถอยู
ในสิ่งแวดลอมทางทะเลสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม (กลุม obligate และ facultative) คือ
กลุมที่สามารถเจริญและสืบพันธุในสิ่งแวดลอมทางทะเล และกลุมที่สามารถเจริญและสืบพันธุ
บนบกและแหลงนํ้าจืดรวมทั้งสภาวะแวดลอมทางทะเลได (Hyde et al., 1998) ราที่อาศัยอยูใน
สิ่งแวดลอมทางทะเลจําเปนตองมีการปรับตัวเพ่ือใหสามารถอยูในสิ่งแวดลอมน้ันๆ ได จึงเปน
แหลงที่นาสนใจในการประยุกตใชทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ ซ่ึงราที่อยูในระบบนิเวศนทาง
ทะเล เชน ราเอนโดไฟทที่อาศัยอยูกับสาหราย หญาทะเล และพืชปาชายเลน หรือราที่มี
ความสามารถในการยอยสลายพืช หรือซากพืช แสดงวาราเหลานั้นเปนแหลงสําคัญที่ผลิต  
wood-degrading enzyme ที่มีความสําคัญในการนําไปประยุกตใชกับอุตสาหกรรมตางๆ เชน 
อุตสาหกรรมการทํากระดาษ และการยอยเน้ือไม เปนตน (Raghukumar, 2008) เน่ืองจากรามี
ความสามารถเปนผูยอยสลายจึงสามารถสรางเอนไซมเพ่ือยอยสลายสับสเตรทชนิดตางๆ ได 
โดยราสามารถสรางเอนไซมเพ่ือจะแทรกซึมเขาสูพืชเพ่ือการเจริญในพืชเหลานั้นหรือเพ่ือยอย
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สลายเมื่อพืชเหลานั้นตายลง ซ่ึงพืชจะประกอบดวยสับสเตรทหลายชนิด เชน ลิกโนเซลลูโลส 
เปนองคประกอบของผนังเซลล (cell wall) ประกอบดวย เซลลูโลส 40-50 เปอรเซ็นต  
เฮมิเซลลูโลส 25-40 เปอรเซ็นต และ ลิกนิน 18-33 เปอรเซ็นต เพคติน และแปงที่สะสมอยูใน
เซลลพืช (Ananda and Sridhar, 2004) ใบของพืชปาชายเลนจะมีองคประกอบที่แตกตางกันไป 
เชน ประกอบดวย tannin, mucous, crystalliferous oil และ laticifers (Kathiresan and 
Bingham, 2001) นอกจากนี้ Mfilinge และคณะ (2005) พบวาใบของพืชปาชายเลน เชน  
พังกาหัวสุม (Bruguiera gymnorrhiza) ยังประกอบไปดวยไขมัน และกรดไขมัน 

ราจากพืชปาชายเลนไดรับการรายงานครั้งแรกโดย Kohlmeyer และ Kohlmeyer 
(1979) พบรา 43 ชนิด ไดแก Ascomycetes 23 ชนิด Deuteromycetes 17 ชนิด และ 
Basidiomycetes 3 ชนิด เม่ือมีการศึกษาตอมาพบราในกลุม Ascomycota, Basidiomycota, 
Deuteromycota, thraustochytrids และ กลุมราชั้นต่ํา (lower fungi) (Hyde et al., 1998; 
Shearer et al., 2007) โดยแยกเชื้อไดจากสับสเตรทชนิดตางๆ กัน ดังตารางที่ 5 นอกจากนี้ 
Mehdi และ Saifullah (1992) แยกราจากตัวอยางน้ําจากปาชายเลนพบเชื้อ 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. สวนตัวอยางใบไมสด 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 ไดแก ascomycetes 39 ชนิด deuteromycetes 13 ชนิด และ basidiomycete  
1 ชนิด สวน Ananda และ Sridhar (2004) ศึกษาเชื้อราที่อยูที่ไม และใบของพืชปาชายเลน  
พบรา 78 ชนิด แบงไดเปน 2 กลุมคือ ascomycetes 32 ชนิด และ mitosporic fungi 46 ชนิด 
นอกจากนี้ยังมีรายงานพบวาราที่แยกไดจากปาชายเลนมีความสามารถในการสรางเอนไซมที่
นาสนใจ Raghukumar และคณะ (1994) พบวาราที่แยกจากดินทุกชนิดสามารถสราง 
lignocellulose-modifying exoenzymes และพบวาราที่แยกจากใบของ R. apiculata ที่เนาเปอย 
ทุกชนิดสามารถสรางเอนไซม cellulase ได บางชนิดสามารถสรางเอนไซม amylase, 
xylanase, pectinase และ protease ได 
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ตารางที่ 4 จํานวนชนิดของเชื้อราที่มีรายงานการศึกษาจากปาชายเลน  
 

Substrate Species Comment 
ใบออนของพืชปาชายเลน 50 สวนใหญเปนพวกราบก 

ใบไมที่รวงทบัถม 20 ยังมีขอมูลไมเพียงพอ 
สวนกิ่งและลําตนของพืช 57 มีขอมูลเพียงเล็กนอย 

เอนโดไฟท 20 - 
บริเวณรอบๆ รากพืช 25 มีขอมูลนอย 

ไมที่แชนํ้า 174 (+95) มีการศึกษามาก 
ผลและรากอากาศ 5 มีการศึกษานอย 

ตะกอนดิน 124 สวนใหญพบราบก 
Total species 477 (+95) - 

ที่มา: Hyde และคณะ (1998) 

 
1.5 ราเอนโดไฟท (endophytic fungi) 
 

เอนโดไฟท คือ สิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยูภายในชองวางระหวางเซลลของพืชที่ยังมีชีวิตอยู 
อาจเปนชวงหนึ่งหรือตลอดวงจรชีวิตและไมกอใหเกิดอันตรายตอพืช โดยอยูแบบพ่ึงพาอาศัย
กันในพืช (Tanaka et al., 2002; Chareprasert et al., 2006) ซ่ึงกลุมของสิ่งมีชีวิตเหลานี้ไดแก 
แบคทีเรีย แอคติโนมัยซีท และรา (Raghukumar, 2008) มีบางการศึกษาพบราเอนโดไฟทเปน
ชนิดเดียวกับรากอโรคพืช ซ่ึงอาจเนื่องมาจากรากอโรคเขาไปแอบแฝงอยูในเซลลพืช และจะกอ
โรคเมื่อพืชออนแอ (Petrini, 1991)  
 
1.5.1 การแพรกระจายของราเอนโดไฟท 

ราเอนโดไฟทสามารถพบไดในพืชทุกชนิดโดยเฉพาะพืชในเขตรอน เชน กลวย (Brown 
et al., 1998; Phothita et al., 2001; 2004), หญา (Saikkonen et al., 2000), พืชปาชายเลน 
(Suryanarayanan et al., 1998; Kumaresan and Suryanarayanan, 2001; Kumaresan et 
al., 2002) และปาลม (Fröhlich and Hyde 1999, Taylor et al., 1999; Fröhlich et al., 2000) 
เปนตน โดยราเอนโดไฟทสามารถเจริญอยูภายในหรือชองวางระหวางเซลลของพืชที่สมบูรณ
แข็งแรง (รูปที่ 5) (Petrini, 1991; Ghimire and Hyde, 2004) พืชที่มีราเอนโดไฟทอาศัยอยูมี
ลักษณะเปนปกติทุกประการและไมสามารถเห็นเสนใยของราเอนโดไฟทที่อยูภายในเซลลพืชได
ดวยตาเปลา การศึกษาเกี่ยวกับราเอนโดไฟทมักทําไดโดยการศึกษาในหองปฏิบัติการ โดยทํา
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การแยกราจากพืชโดยวิธี plate method ซ่ึงตองมีการฆาเชื้อที่พ้ืนผิวของพืชที่ตองการศึกษา 
รูปแบบการแพรกระจายตัวของราเอนโดไฟทจากพืชตนหน่ึงไปสูพืชอีกตนหน่ึง ขึ้นอยูกับระยะ
การเจริญของราเอนโดไฟท ถาราเอนโดไฟทอยูในชวงที่เจริญเปนเสนใยจะสามารถถายทอด
ผานทางเมล็ดซึ่งเสนใยของราเอนโดไฟทจะเจริญอยูภายในเมล็ดซึ่งเปนผลผลิตจากตนพืชที่มีรา
เอนโดไฟทอาศัยอยู เม่ือเมล็ดงอกเปนตนออน ราเอนโดไฟทก็จะเจริญอยูในพืชตนนั้นๆ ตอไป 
เรียกกระบวนการนี้วา vertical transmission แตถาราอยูในชวงสืบพันธุแบบอาศัยเพศ (sexual) 
โดยการสรางสปอร ราเอนโดไฟทจะแพรกระจายจากตนหน่ึงไปสูอีกตนหน่ึงโดยอาศัยสปอร 
เรียกกระบวนการดังกลาววา horizontal transmission (Faeth, 2002) 
 

   
 
  
รูปที่ 3 เสนใยของราเอนโดไฟทที่เจริญภายในพืช (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 ความสัมพันธของราเอนโดไฟทที่มีตอพืชอาศัย 

จากความหมายของคําวา “ราเอนโดไฟท” ซ่ึงหมายถึง ราที่สามารถเจริญเติบโตและ
อาศัยภายในเซลลหรือชองวางระหวางเซลลของพืชที่มีชีวิต โดยไมกอใหเกิดโรคหรือผลเสียตอ
พืชอาศัย (Tanaka et al., 2002) เขาสูเซลลพืชทางปากใบ (stoma) ซ่ึงตางจากรากอโรค 
(pathogenic fungi) ที่เขาสูเซลลพืชไดทางผนังเซลลอยางเดียวเทานั้น และตองอาศัยอยูภายใน
เซลลพืชเทานั้น (Schulz et al., 2002) ราเอนโดไฟทมีความสามารถในการสรางเอนไซมได
หลายชนิดที่จําเปนในการเขาไปอยูภายในเซลลของพืช เจริญเติบโต และอยูรอดภายในเซลล
ของพืช ซ่ึงความสัมพันธระหวางราและพืชอาศัยเปนแบบพ่ึงพาอาศัยกัน (symbionts) หรืออาจ
เปนเชื้อแอบแฝง (latent pathogens) โดยราเอนโดไฟทไดสารอาหารจากพืชอาศัย และราจะ
สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพตางๆ ที่มีประโยชนตอพืช เชน สารตานเชื้อกอโรคที่จะมาทํา
อันตรายพืช สารตานแมลงตางๆ ที่จะมารุกรานพืช เปนตน Schulz และคณะ (2002) 
ตั้งสมมติฐานเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางพืชเจาบานและราเอนโดไฟทวา ความสัมพันธ

ก ข 
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ระหวางสิ่งมีชีวิตทั้งสองอยูภายใตกลไกการควบคุมของพืชเจาบาน ถาเม่ือใดที่กลไกนี้เสียไป  
ราเอนโดไฟทอาจกลายเปนรากอโรคพืช และทําอันตรายตอพืชได แตอยางไรก็ตามบทบาทและ
หนาที่ของราเอนโดไฟทที่มีตอพืชเจาบานแตละชนิดยังไมเปนที่ทราบแนชัด (Chareprasert et 
al., 2006) ดังน้ันการศึกษาและวิจัยเกี่ยวกับราเอนโดไฟท สวนใหญมีจุดประสงคเพ่ือศึกษาถึง
ความสัมพันธ และหนาที่ของราเอนโดไฟทที่มีตอพืชอาศัย และประโยชนของราเอนโดไฟท
ในทางชีวภาพ ซ่ึงมีการนําไปประยุกตใชกันอยางกวางขวางทางดานการแพทย ดาน
อุตสาหกรรมเกษตร และดานอุตสาหกรรมตางๆ เปนตน  
 
1.5.2.1 ความสามารถของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม  

ในธรรมชาติราสามารถสรางเอนไซมเพ่ือเปนปจจัยในการกอโรค (pathogenicity) และ 
ยอยสลายสับสเตรทตางๆ ราเอนโดไฟทเปนจุลินทรียที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมได
หลายชนิดเพื่อยอยสลายสับสเตรทที่เปนองคประกอบตางๆ ของพืชซ่ึงมีโมเลกุลใหญ เพ่ือการ
เขาไปเจริญเติบโตในเซลลของพืช กินอาหารภายในเซลล และเพื่อรอยอยสลายพืชเม่ือพืชน้ันๆ 
เสื่อมสภาพหรือตายลง (Schulz et al., 2002; Wang et al., 2006; Champreda et al., 2007) 
นอกจากนี้ราเอนโดไฟทบางชนิดมีความสามารถในการกระตุนการทํางานของเอนไซมได เชน 
ราเอนโดไฟท Piriformospora indica สามารถกระตุนการทํางานของเอนไซม nitrate reductase 
และ glucan-water dikinase ซ่ึงเปนเอนไซมที่มีหนาที่ในการยอยสลายแปง (Sherameti et al., 
2005) Schulz และคณะ (2002) พบวาราเอนโดไฟทสามารถสรางเอนไซม protease, amylase, 
phenoloxidase, lipase, cellulase, xylanase และ pectinlyase ซ่ึงเอนไซม protease และ 
phenoloxidase พบไดในราเอนโดไฟทบางชนิดเทานั้น (Wang et al., 2006) มีรายงานการวิจัย
พบวาราเอนโดไฟทเปนชนิดเดียวกับรากอโรคพืช และพบวาราเอนโดไฟทบางชนิดสามารถ
สรางเอนไซมไดชนิดเดียวกับรากอโรคพืช เชน เอนไซม phosphatase, cellulase, cutinase, 
protease และ pectinase ซ่ึงรากอโรคพืชจะหลั่งเอนไซมเหลานี้เพ่ือเขาสูเน้ือเยื่อพืชและแยง
อาหารจากพืช (Maccheroni and Azevedo, 1998) ถาราเอนโดไฟทมีความสัมพันธแบบพ่ึงพา
อาศัยกับพืช พบวาราสามารถสรางเอนไซม cellulase, mannanase และ xylanase (Choi et 
al., 2005) รูปแบบความสัมพันธของการสรางเอนไซมของราเอนโดไฟทในพืชเจาบานยังไมแน
ชัด บางรายงานการวิจัยกลาววาการสรางเอนไซมตางๆ ของราเอนโดไฟทอาจถูกควบคุมโดย
สภาวะของสารอาหารภายในเซลลพืช โดยพืชสามารถกด และชักนําใหราสรางเอนไซมได 
(Centis et al., 1997) มีงานวิจัยหลายฉบับที่ศึกษาการสรางเอนไซมชนิดตางๆ จาก 
ราเอนโดไฟท เชน 

Maccheroni และ Azevedo (1998) ศึกษาการหลั่งและการสังเคราะหเอนไซม 
phosphatase จากเชื้อ Colletotrichum musae ที่แยกไดจากใบกลวยที่ปกติ ซ่ึงถูกควบคุมดวย
ปริมาณสารอาหารตางๆ กัน ในขณะที่ Marlida และคณะ (2000) ไดศึกษาการสรางเอนไซม
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ยอยแปงดิบจากราเอนโดไฟท 4 สายพันธุ ไดแก Acremonium sp., Synnematous sp., 
Gibberella pulicaris และ Nodilusporium sp. พบวาเชื้อราทั้ง 4 สายพันธุสามารถสรางเอนไซม
ชนิดนี้ไดโดยเอนไซมจาก Acremonium sp. สามารถยอยแปงดิบไดทั้งที่มีขนาดเล็กและขนาด
ใหญ สวนเชื้ออีก 3 สายพันธุ สามารถยอยแปงดิบขนาดเล็กเทานั้น นอกจากนี้ Tanaka และ
คณะ (2002) ศึกษาราเอนโดไฟทที่สามารถยอยสลายโพลีแซคคาไรด ซ่ึงไดผลผลิตเปน 
lepidimoide ซ่ึงเปนสารที่นําไปใชในการยับยั้งการเจริญของรากพืช โดยทั่วไป lepidimoide ได
จากการสังเคราะหในหองปฏิบัติการ Oses และคณะ (2006) ไดทําการแยกราเอนโดไฟทจาก 
ตนไมในประเทศชิลี 2 species ไดแก Drimys winteri และ Prumnopitys andina พบรา 
สายพันธุ Bjerkandera sp. และ Mycelia sterilia สามารถสรางเอนไซม cellulase ได Jordaan 
และคณะ (2006) แยก ราเอนโดไฟทจาก Colophospermum mopane ที่สามารถสรางเอนไซม 
cellulase พบวา Alternaria 6 สายพันธุ, Phoma 2 สายพันธุ และ Phomopsis 3 สายพันธุ 
สามารถสรางเอนไซม cellulase ได นอกจากนี้ Wang และคณะ (2006) ศึกษาการสรางเอนไซม 
laccase จากราเอนโดไฟท Monotospora sp. ที่แยกไดจากหญาแพรก (Cynodon dactylon) 
ซ่ึงเอนไซมน้ีมีความสําคัญในการยอยสลายลิกนิน และมีการศึกษากันนอยในราเอนโดไฟท 

สําหรับในประเทศไทย  มีรายงานการศึกษาเอนไซมจากราเอนโดไฟทตั้ งแต  
ป พ.ศ. 2545 โดย Lumyong และคณะ (2002) ไดศึกษาการสรางเอนไซม cellulase, 
mannanase, protease และ xylanase จากราเอนโดไฟท ที่แยกจากพืชพ้ืนเมืองบนดอยสุเทพ 
พบวาราสามารถสรางเอนไซมไดหลายชนิดโดยเฉพาะเอนไซม mannanase ตอมา Urairuj และ
คณะ (2003) ศึกษาการสรางเอนไซมยอยลิกนิน (ligninolytic enzyme) จากเชื้อในกลุม 
Xylariaceae ซ่ึงเปนราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชพ้ืนเมืองทางภาคเหนือของประเทศไทยพบวา
สายพันธุ CMUX144 สามารถสรางเอนไซมที่ยอยสลายลิกนิน ชนิด manganese independent 
peroxidase ไดดีที่สุด ในป พ.ศ. 2550 Champreda และคณะ (2007) ศึกษาพบวา 
ราเอนโดไฟท Fusicoccum sp. BCC4124 สามารถผลิตเอนไซมยอยแปงไดดีมากเมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารที่ชักนําใหเกิดการสรางเอนไซมและในสับสเตรทหลายชนิด และแยกได
เอนไซม  �-amylase ที่ทนความรอน และทนกลูโคส มีศักยภาพสูงที่จะนําไปใชทาง
เทคโนโลยีชีวภาพ นอกจากนี้ Theantana และคณะ (2007) ไดทําการคัดเลือกราเอนโดไฟทที่
สรางเอนไซม asparaginase ที่แยกไดจากพืชสมุนไพรไทย 5 ชนิด พบวาราเอนโดไฟท  
25 จาก 117 isolates สามารถสรางเอนไซมชนิดนี้ได ซึ่งเอนไซมชนิดนี้เปนเอนไซมที่สําคัญที่
ใชรักษามะเร็ง  
 
1.5.2.2 ความสามารถของราเอนโดไฟทในการเปนผูยอยสลาย 

ราเอนโดไฟทไมเพียงแตพบอยูในพืชที่มีชีวิตแตยังพบในพืชที่กําลังจะถูกยอยสลายดวย 
(Katz and Lieth, 1980; Fisher and Petrini,1992) บทบาทหนาที่ของราเอนโดไฟทในการเปน 
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ผูยอยสลายสามารถอธิบายไดวาเม่ือพืชเจาบานที่ราเอนโดไฟทอาศัยอยูเสื่อมสภาพหรือใกล
ตาย ราเอนโดไฟทจะสรางเอนไซมตางๆ เชน cellulase, xylanase, ligninase หรือ pectinase 
เพ่ือเร่ิมกระบวนการยอยสลายเนื้อเยื่อพืชเหลานั้นกอนเชื้อรากลุม saprophyte ที่มาจาก
สิ่งแวดลอมภายนอก (Schulz et al., 2002) เม่ือเกิดการยอยสลายจะทําใหเกิดการหมุนเวียน
ของวัฏจักรอาหารและแรธาตุซ่ึงมีความสําคัญตอสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนตอไป มีรายงานการศึกษา
หลายฉบับพบวาราเอนโดไฟทสามารถสราง wood-degrading enzyme เชน ligninase เพ่ือ
ยอยสลายลิกโนเซลลูโลสซึ่งเปนองคประกอบของเซลลพืช (Raghukumar, 2008) ราเอนโดไฟท
กลุม xylariaceous และ rhytismataceous สามารถสรางเอนไซมยอยสลายลิกนินได ซ่ึงถือวามี
ความสามารถในการเปนผูยอยสลายที่ดี (Uriraj et al., 2003) 

Muller และคณะ (2001) ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟทใน Norway spruse 
needles และความสามารถในการยอยสลายเมื่อพืชไดตายลง ซ่ึงพบวา เชื้อรา Tiarasporella 
parka ทําใหนํ้าหนักของ Norway spruse ลดลง ซ่ึงแสดงใหเห็นวาเชื้อราชนิดนี้มีความสามารถ
ในการยอยสลาย 
 
1.5.3 ราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลน 

พืชปาชายเลนเปนแหลงของราเอนโดไฟทมากมายหลายชนิดโดยสามารถอาศัยอยู
ภายในเซลลหรือระหวางเซลลของพืชที่มีชีวิต (รูปที่ 4) ซ่ึงราชนิดเดียวกันสามารถอาศัยอยูใน
พืชเจาบานไดหลายชนิด และตนพืชชนิดเดียวกันอาจมีราเอนโดไฟทอาศัยไดหลายชนิดเชนกัน 
(Kumaresan and Suryanarayanan, 2001) แตมีราบางชนิดที่พบในพืชที่จําเพาะไมเจอในพืช
ชนิดอ่ืน (Shearer et al., 2007) ราเอนโดไฟทที่พบในสวนของพืชที่แตกตางกันหรือชวงอายุที่
แตกตางกัน และฤดูกาลที่แตกตางกัน จะมีความแตกตางกันดวย ตามที่ Yang และคณะ (2006) 
ศึกษาราเอนโดไฟทที่ไดจากพืชปาชายเลนจากจังหวัดฟูเจียนในประเทศจีนพบวาเชื้อราบาง
ชนิด เชน Penicillium, Alternaria, Dothiorell และ เชื้อราที่ไมสรางสปอรบางชนิดสามารถพบได
บอยในตนรังกะแท (Kandelia candel) ในขณะที่เชื้อรา ไดแก Cephalosporium, Altermaria 
และ Penicillium พบบอยในตนถั่วขาว (Bruguiera gymnorrhiza) นอกจากนี้แลว Sridhar 
(2004) พบวาเอนโดไฟทที่พบจากพืชปาชายเลนสวนใหญเปนราที่พบบนบกมากกวาราทะเล 
และ Cheng และคณะ (2008) พบวาราเอนโดไฟทที่แยกไดจากพืชปาชายเลนโดยสวนมากเปน 
กลุม anamorphic fungi ซ่ึงไมพบระยะสืบพันธุแบบอาศัยเพศ  

มีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลน เชน Kumaresan และ 
Suryanarayanan (2001) ทําการแยกราเอนโดไฟท จากพืชปาชายเลน 7 ชนิด Aegiceras 
corniculatum (Myrsinaceae), Avicennia marina, A. officinalis (Avicenniaceae), Bruguiera 
cylindrica, Ceriops decandra (Rhizophoraceae), Excoecaria agallocha (Euphorbiaceae) 
และ Lumnitzera racemosa (Combretaceae) พบรา 3 กลุม คือ anamorphic fungi, 
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ascomycetes และ กลุม mycelia sterilia สวน Liu และคณะ (2007) สามารถแยกรา 
Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium, Paecilomyces, 
Penicillium, Pestalotiopsis, Phoma, Phomopsis, Phyllosticta และ Trichoderma ไดจากพืช
ปาชายเลนหลายชนิด  

ราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลนเปนแหลงที่นาสนใจในการนําไปประยุกตใชใน
ดานตางๆ ไดเชน เปนสารควบคุมทางชีวภาพ เปนแหลงของสารออกฤทธิ์ใหมๆ และนําไปใชใน
ดานอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมดานยา และอุตสาหกรรมที่เกี่ยวกับทางดาน
การเกษตร เปนตน (Wu et al., 2005; Yuan et al., 2005; Cheng et al., 2008) โดย  
Wu (1993) ไดทําการศึกษาความสามารถของรา 25 ชนิด (42 สายพันธุ) ที่แยกไดจาก 
พืชปาชายเลนในไตหวันพบวาราจําพวก Ascomycetes สามารถสรางเอนไซมไดหลายชนิด 

เชน agarase, α-amylase, gelatinase, lipase, pectinase และ cellulase สวน Raghukumar 
และคณะ (1994) ไดทําการทดสอบการสรางเอนไซมโดยราที่แยกจากใบโกงกาง (Rhizophora 
apiculata) พบวาราที่แยกไดทั้งหมดสามารถสรางเอนไซม cellulase ได มีเพียงบางชนิดที่
สามารถสรางเอนไซม xylanase, amylase และ protease ในขณะที่ Torres และคณะ (2003) 
ไดทําการคัดแยกราเอนโดไฟทจากพืชที่ไดจากทะเลเมดิเตอรเรเนียน ที่สามารถสรางเอนไซม 
lipase พบวา R. oryzae สามารถสรางเอนไซม lipase ได นอกจากนี้ Maria และคณะ (2005) 
ไดศึกษาการสรางเอนไซมจากราเอนโดไฟทที่แยกไดจากพืชปาชายเลน 2 ชนิด Acanthus 
ilicifolius และ Acrostichum aureum พบวา Acremonium sp. สามารถสรางเอนไซม cellulase, 
amylase และ lipase ได Alternaria  chlamydosporus สรางเอนไซม cellulase, lipase และ 
protease ได  Alternaria sp. สามารถสรางเอนไซม cellulase, amylase, lipase และ protease 
ได Aspergillus sp. สามารถสรางเอนไซม cellulase และ lipase ได Fusarium sp. สามารถ
สรางเอนไซม cellulase และ lipase ได และ Pestalotiopsis sp. สามารถสรางเอนไซม 
cellulase, amylase, lipase และ protease ได 
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รูปที่ 4 เสนใยของราเอนโดไฟทเขาสูผนังเซลลของพืชชายเลน (Raghukumar, 2008) 
 

1.6 การจัดจําแนกชนิดของเชื้อรา 
 

การจัดจําแนกและบงชี้ลักษณะเชื้อราแบบดั้งเดิม คือ อาศัยการศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาเปนหลัก โดยศึกษาลักษณะของโคโลนี สีของเสนใย ลักษณะขอบโคโลนี และ 
อัตราการเจริญเติบโต (Bills, 1996; Umali et al., 1999) ซ่ึงวิธีดังกลาวมีประสิทธิภาพในระดับ
หน่ึง แตเน่ืองจากเชื้อราหลายชนิดมีลักษณะสัณฐานวิทยาที่คลายคลึงกันแตอาจไมมีบรรพบุรุษ
รวมกัน (Guo et al., 1998; Taylor et al., 1999) และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราสวน
ใหญจะเปลี่ยนแปลงไปตามปจจัยแวดลอม สงผลใหการจําแนกเชื้อราเกิดการผิดพลาดได และ
การจําแนกดวยวิธีการทางสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียวตองอาศัยผูมีประสบการณ นอกจากนี้
ปญหาที่สําคัญอีกประการหนึ่งของวิธีการขางตนคือมีเชื้อราบางกลุมโดยเฉพาะราเอนโดไฟทที่
ไมสามารถสรางโครงสรางสืบพันธุและไมสรางสปอร (Mycelia sterilia) ซ่ึงพบบอยในการศึกษา
เกี่ยวกับราเอนโดไฟท จึงเปนการยากในการจัดจําแนกดวยวิธีการทางสัณฐานวิทยา จึงมีการนํา
วิธีการดานชีวโมเลกุลเขามาชวยแกไขปญหาตางๆ เหลานี้เพ่ือใหไดขอมูลที่มีความจําเพาะมาก
ยิ่งขึ้น การศึกษาทางชีวโมเลกุลสวนใหญจะวิเคราะหถึงโครโมโซม ยีน และผลิตภัณฑของยีน 
เชน โปรตีนตางๆ โดยวิธีการวิเคราะหดวยการใชขอมูลของลําดับเบส DNA (DNA sequencing 
method) ซ่ึงเปนที่นิยมและมีความถูกตองมากกวาวิธีการศึกษาสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียว 
และสามารถใชในการแยกความแตกตางของเชื้อราแตละชนิดได โดยการศึกษาเกี่ยวกับเชื้อรามี

การศึกษายีนตางๆ มากมาย เชน EF-1α, ITS, partial nuclear 18S rDNA และ 28S rDNA 
และใชขอมูลดังกลาวนี้ควบคูไปกับขอมูลทางสัณฐานวิทยา (Cheng et al., 2008)  
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1.6.1 การจัดจําแนกโดยใชขอมูลทางพันธุกรรม 
การใชขอมูลทางพันธุกรรมในการจัดจําแนกเชื้อรามีหลายวิธี เชน การศึกษาปริมาณ

ของเบส guanine กับ cytosine (GC content) ซ่ึงปริมาณดังกลาวจะเกี่ยวของกับอุณหภูมิที่ทํา
ใหสาย DNA แยกออกจากกันได ดังน้ันสิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน ก็จะมีปริมาณของเบส ดังกลาวใน
สัดสวนที่แตกตางกัน สําหรับปริมาณของ GC content ของเชื้อราอยูในชวง 38-63% ซ่ึงจะมี
ความแตกตางกันไปในเชื้อราแตละกลุม โดยสามารถบอกไดถึงความสัมพันธทางวิวัฒนาการได
อีกทางหนึ่ง (Storck, 1996) วิธีการตอๆ มาที่ทําการศึกษาไดแก DNA-DNA hybridization  
ซึ่งใชศึกษาถึงความสัมพันธของสิ่งมีชีวิตที่มีความคลายคลึงกัน โดยวัดอุณหภูมิที่สามารถทําให 
DNA ลูกผสม (DNA hybrid) ระหวางสิ่งมีชีวิตตางชนิดกันออกจากกันได วิธีการอื่นๆ เชน 
restriction fragment length polymorphisms (RFLPs) ใชประเมินความแตกตางของ DNA 
sequences บนบริเวณจําเพาะที่ตองการศึกษา ดวยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction 
enzyme) ซ่ึงเปนวิธีการที่สามารถบอกถึงความสัมพันธของสิ่งมีชีวิตจากแหลงตางๆ ได  
วิธี random amplified polymorphic DNA (RAPD) วิธีน้ีใชประเมินความแตกตางของ DNA 
sequence โดยการทํา PCR ดวย random primer ทําใหได PCR product ที่มีขนาดแตกตางกัน 
และจะถูกแยกออกจากกันดวยวิธี gel electrophoresis วิธีการนี้ใชในการศึกษาเกี่ยวกับ
สิ่งมีชีวิตพวก eukaryote ตางๆ เชน มนุษย เชื้อรา และพืช เปนตน นอกจากนี้ยังมีวิธี 
amplified fragment length polymorphism (AFLP) เปนเทคนิคการสรางลายพิมพ DNA (DNA 
fingerprints) โดยตัด genomic DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ แลวใช PCR เพ่ิมปริมาณ DNA 
บางชุดเทานั้น วิธีตางๆ ดังกลาวเหลานี้แสดงผลในรูปของแถบชิ้นสวน DNA ที่มีขนาดแตกตาง
กัน สามารถใชแสดงถึงความแตกตางของลําดับเบส DNA ซ่ึงใชในการแยกความแตกตางของ
สิ่งมีชีวิตไดในระดับ genus, species, subspecies, races, strain ไปจนกระทั่งถึงระดับ clone 
(Bridge, 2002) วิธีการทางชีวโมเลกุลดังกลาวมีขอดีคือสามารถหาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ
และความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) ของสิ่งมีชีวิต โดยไมจําเปนตองรูลําดับ
เบส ของ DNA อยางไรก็ตามในปจจุบัน วิธีการวิเคราะหดวยการใชขอมูลทางลําดับเบส DNA 
(DNA sequencing method) เปนที่นิยมและมีความถูกตองมากกวาเนื่องจากมีขอมูลของ 
ลําดับเบส DNA ในฐานขอมูลตางๆ มากมายเพื่อใชในการเปรียบเทียบ และสามารถบอก
ความสัมพันธ และความแตกตางของสิ่งมีชีวิตแตละระดับขั้นอนุกรมวิธานไดมากกวา มีลักษณะ 
(character) ที่ใชในการจัดจําแนกมากทําใหมีขอมูลในการวิเคราะหไดมากกวา และยังแสดงถึง
เชื้อราที่เปน teleomorph และ anamorph ไดดวย  
 
1.6.1.2 การจัดจําแนกทางพันธุกรรมโดยอาศัยขอมูลของยีนตางๆ  

การวิเคราะหลําดับเบสในสวนของ ribosomal DNA มักนิยมใชกันโดยทั่วไปเนื่องจาก
เปนบริเวณที่ถูกอนุรักษไวในสิ่งมีชีวิตแตละชนิดทั้ง eukaryotes และ prokaryote และมีความ
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ผันแปรทางพันธุกรรมสูง ทําใหสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุหรือภายในสายพันธุ
เดียวกันได โดยสามารถบอกความสัมพันธในระดับตางๆ ของสิ่งมีชีวิตแตละชนิด และเปน
เครื่องมือในการจัดจําแนกทางพันธุกรรม นอกจากนั้นยังมีขอมูลลําดับเบส DNA ในฐานขอมูล
ตางๆ มากมาย ซ่ึงสามารถนํามาใชในการเปรียบเทียบ บอกความสัมพันธและความแตกตาง
ของสิ่งมีชีวิตของแตละระดับขั้นอนุกรมวิธานได (Liu et al., 1995; Mazzola et al., 1996) 

ยีนสวน ribosomal RNA เปนยีนที่นิยมศึกษากันอยางกวางขวาง ในการศึกษาสาย
สัมพันธทางวิวัฒนาการ เน่ืองจากยีนดังกลาวทําหนาที่สราง ribosomal RNA ซ่ึงพบไดใน
สิ่งมีชีวิตทุกชนิด (Hillis and Dixon, 1991; Hibbett, 1992; Landvik et al., 1996) ยีน rDNA 
ของเชื้อราประกอบดวย small subunit (SSU หรือ 18S) ซ่ึงสามารถใชในการจัดจําแนกในระดับ
อนุกรมวิธานสูงๆ ไดแก phylum, class, order และ family (Spatafora and Blackwell, 1993; 
Landvik et al., 1996; Jansen et al., 1998) large subunit (LSU หรือ 28S) ใชสําหรับการจัด
จําแนกในระดับอนุกรมวิธานต่ําๆ ไดแก family, genus และ species (Ellis et al., 1998; 
Hopple Jr. and Vilgalys, 1999; Artjariyasripong et al., 2001) และสวน internal transcribed 
spacers (ITS) ซ่ึงเปนบริเวณที่สําคัญในการศึกษาระดับ species หรือ ระหวาง species ของ
เชื้อรา เน่ืองจากบริเวณนี้เปนบริเวณที่มีความแปรผันมากที่สุด บริเวณของ ITS ประกอบดวย 
ITS1, 5.8S และ ITS2 ซ่ึง 5.8S เปนที่มีความผันแปรต่ํา จึงเหมาะในการจําแนกอนุกรมวิธานใน

ระดับสูงๆ นอกจากนี้ยังมีการศึกษายีนสวน EF-1α (Cheng et al., 2008) และ beta tubulin 
(Guo et al., 2000) ดวย ในการศึกษาครั้งน้ีไดเลือกศึกษาสวน ITS และ 28S rDNA ของ 
ราเอนโดไฟทเพ่ือนําขอมูลทางพันธุกรรมที่ไดไปใชในการจัดจําแนกราเอนโดไฟทในระดับ 
genus และ/หรือ species ตอไป 
 
1.7 วิธีการวิเคราะหและสราง phytogenetic tree (เจษฎา, 2545; ณัฐวุฒิ, 2549) 
  
1.7.1 การวิเคราะหแบบ Maximum Parsimony (MP) 

การวิเคราะหแบบ maximum parsimony ถูกคิดคนขึ้นเพ่ือสราง phylogenetic tree 
โดยอาศัยหลักการสราง tree จากจํานวนการแทนที่ (substitution) หรือการเปลี่ยนแปลงของ
ลักษณะ (character state change) ที่นอยที่สุด เพ่ืออธิบายความสัมพันธและอธิบายความ
แตกตางของกลุมสิ่งมีชีวิต phylogenetic tree ที่ไดจากการวิเคราะหดังกลาวจึงเรียกวา most 
parsimonious tree (MPT) โดยใชวิธีทางสถิติที่เรียกวา K-H test ในการคัดเลือก MPT ที่
เหมาะสมที่สุด ซ่ึงการแทนที่หรือการเปลี่ยนแปลง อาจเปนลักษณะของลําดับเบสของสาย DNA 
หรือลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนก็ได 
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การวิเคราะหแบบ maximum parsimony มีขอดี คือ เปนวิธีการวิเคราะหจากลักษณะที่
พัฒนามารวมกัน (shared and derived character) สามารถใหขอมูลเกี่ยวกับบรรพบุรุษ 
(ancestral sequence) และ ไมลดทอนขอมูลในการวิเคราะห อยางไรก็ตามวิธีการดังกลาวมี
ขอเสีย คือ ใชเวลาในการวิเคราะหนานเมื่อเทียบกับวิธีอ่ืนๆ เชน แบบ Distance ใชขอมูลจาก 
informative character เทานั้น และถาพบวามีการเปลี่ยนแปลงสูงมากอาจมีการวิเคราะหไม
ถูกตอง 
 
1.7.2 การวิเคราะหแบบ Maximum Likelihood (ML) 

เปนการวิเคราะหที่ไดรับการพัฒนาจาก Felsenstein (1985) วิธีการนี้มีหลักการคลาย
กับวิธี maximum parsimony ที่วิเคราะหขอมูลแตละหนวย (discrete character data) แต 
maximum likelihood จะคํานวณถึงความเปนไปไดมากที่สุด เทาที่จะเกิดขึ้นไดในทุกทาง เชน 
คํานวณหาคาความนาจะเปนสูงสุดของขอมูลลําดับเบส DNA ที่เปนไปได ของบรรพบุรุษและ
ระหวาง ingroup หลังจากนั้นจึงทําการรวมความเปนไปไดทั้งหมด แลวสรางออกมาเปน 
phylogenetic tree ที่เรียกวา Most Likely Tree (MLT) 
 
1.7.3 การวิเคราะหแบบ Distance (Neighbour Joining) 

หลักการของวิธีน้ี คือการวิเคราะหโดยใชคาความตาง และความเหมือนทางพันธุกรรม 
(genetic distance or similarity) ของสิ่งมีชีวิต วิธีวิเคราะหแบบน้ีมักไมนิยมใชในการวิเคราะห
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการมากนัก เม่ือเทียบกับวิธี maximum parsimony และ maximum 
likelihood เน่ืองจากมีขอจํากัดคือ การเปลี่ยนแปลงขอมูลไปเปนคาความเหมือนหรือความตาง 
ทําใหรายละเอียดของขอมูลหายไป ขอมูลในการวิเคราะห ซ่ึงเปนคาความเหมือนหรือความตาง
น้ีไมอาจนําไปวิเคราะหรวมกับวิธีแบบอ่ืนๆ ได และไมสามารถเลือกศึกษาเฉพาะสวนได ตอง
ศึกษาลักษณะทั้งหมด แตอยางไรก็ตามการวิเคราะหดวยวิธีน้ีเปนเพียงวิธีเดียวที่ใชในการ
วิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของขอมูลบางประเภทเชน DNA-DNA hybridization, 
RFLP, AFLP, RAPD และ DNA fingerprints 
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วัตถุประสงค 
1) เพ่ือคัดเลือกเชื้อราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนที่สรางเอนไซม lipase, 

cellulase, amylase และ protease 
2) ศึกษาประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมของราเอนโดไฟทที่คัดเลือกได 
3) ศึกษาความสามารถของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซมชนิดตางๆ โดยใชชุด 

ทดสอบ API ZYM test kit 
4) เพ่ือจําแนกชนิดของเชื้อราที่มีประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมโดยใชวิธีทาง 

ชีวโมเลกุล 
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บทที่ 2 

 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 
2.1 วัสดุ และ อุปกรณ 
 
2.1.1 ราเอนโดไฟทสําหรับการทดสอบ  

- 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.  

แยกไดจากกองปุยหมัก จากหองปฏิบัติการ ผศ.ดร.เยาวลักษณ  ดิสระ 
 
2.1.3 วัสดุประเภทลกิโนเซลลูโลสที่ใชในการเลี้ยงเชื้อที่สภาวะ solid state fermentation 

- ฟางขาว 
- ใบพืชปาชายเลน ไดแก 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 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหดวยวิธีทางชีวโมเลกุล 

- 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 โปรแกรมวิเคราะหการจัดเรียงลําดับเบส DNA และสราง phylogenetic tree 

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

 
2.1.8 เครื่องมือวิทยาศาสตร 

- กลองจุลทรรศน     (Olympus) 
- กลอง 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 ชุดทดสอบตางๆ  
 - 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 การเก็บตัวอยางพืชปาชายเลน  

ทําการเก็บตัวอยางพืชปาชายเลนชนิดตางๆ เชน โกงกางใบเล็ก โกงกางใบใหญ  
ฝาดดอกแดง ตะบูนขาว ลําพู แสมขาว และเล็บมือนาง จาก 2 แหลงคือ เกาะยอ จังหวัดสงขลา 
และ เกาะตะรุเตา จังหวัดสตูล โดยเก็บตัวอยางใบพืช และกิ่งที่มีลักษณะสมบูรณไมมีลักษณะ
อาการของโรค นําตัวอยางพืชมาลางดวย detergent และนํ้าประปา ผึ่งใหแหงภายใต laminar 
flow เม่ือตัวอยางพืชแหงแลว ใชใบมีดผาตัดปราศจากเชื้อตัดตัวอยางพืชออกเปนสวนตางๆ 

ดังน้ี vein, midrib, lamina, petiole และ branch ออกเปนชิ้นเล็กๆ ใหมีขนาด 1×1 ตาราง
เซนติเมตร จํานวน 4, 3, 3, 4 และ 6 ชิ้น ตามลําดับ 

ราเอนโดไฟทอีกสวนหนึ่ง จํานวน 224 isolates ไดรับความอนุเคราะหจาก  
นางสาวจิรายุ บัวทอง (ติดตอสวนตัว) ดังตารางที่ 1ค (ภาคผนวก ค) 
 
2.2.1.2 การแยกเชื้อรา  

นําตัวอยางพืชที่ตัดเปนชิ้นๆ มากําจัดเชื้อบริเวณพื้นผิว โดยแชใน 95% ethanol นาน 
30 วินาที หลังจากนั้นนําไปแชใน 5% sodium hypochlorite นาน 5 นาที แลวนําไปแชใน  
95% ethanol อีกครั้งนาน 30 วินาที นําตัวอยางมาลางดวยน้ํากลั่นที่ปราศจากเชื้อ  
นาน 3-5 วินาที (Phongpaichit et al., 2006) แลวจึงนําตัวอยางพืชไปวางบนอาหาร  
corn meal agar (CMA) ที่เติมยาปฏิชีวนะ penosep (penicillin+streptomycin) ความเขมขน 

50 μg/ml นําไปบมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C สังเกตผลทุกวัน เม่ือพบวามีการเจริญของเสนใยรา
งอกมาจากชิ้นตัวอยางพืช ทําการตัดสวน hyphal tip ของราภายใตกลอง stereo zoom นําไป
เพาะเลี้ยงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) ที่ไมเติมยาปฏิชีวนะ ทําการแยกจนไดเชื้อ

ราบริสุทธิ์ ราเอนโดไฟทที่แยกไดทั้งหมดเก็บตัวอยางไวใน 15-20% glycerol ที่ -70 °C  
คํานวณอัตราการแยกราเอนโดไฟท (isolation rate) ซ่ึงเปนคาที่บอกถึงจํานวนของ 

ราเอนโดไฟทที่แยกไดตอหน่ึงหนวยของตัวอยางพืช โดยคํานวณจากสูตร (Jordaan et al., 
2006) 

 
อัตราการแยกราเอนโดไฟท =  

 
 

    จํานวนราเอนโดไฟทที่แยกได 
จํานวนชิ้นของตัวอยางพืชที่นํามาแยก 
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2.2.2 การทดสอบเบื้องตนของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม lipase, cellulase, 
amylase และ protease โดยวิธี plate method 

การทดสอบเบื้องตนของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม โดยนําราเอนโดไฟทที่
ตองการศึกษาไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร PDA เปนเวลา 5-7 วัน หรือจนกวาเชื้อมีการเจริญที่
เหมาะสม จากนั้นใชปลายพาสเจอรป เปตที่ปราศจากเชื้อ ขนาดเสนผานศูนยกลาง  
0.5 เซนติเมตร เจาะที่ขอบโคโลนีของราที่นํามาทดสอบ แลวนําไปวางบนจุดกึ่งกลางของอาหาร
ที่ใชทดสอบการสรางเอนไซมแตละชนิดดังน้ี 
 
2.2.2.1 เอนไซม lipase 

เลี้ยงราบนอาหารพื้นฐาน (ภาคผนวก ก) ที่เติม tributyrin ความเขมขน 1.0% (v/v)  

บมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปนเวลา 5-7 วัน สังเกต clear zone รอบโคโลนีของรา บันทึกผล 
เสนผานศูนยกลางของ clear zone เปนมิลลิเมตร (Torres et al., 2003) สําหรับราที่ใหผลบวก
บนอาหาร tributyrin agar นํามาทดสอบตอบนอาหาร rhodamine B agar (ภาคผนวก ก) โดย

เลี้ยงราบนอาหาร rhodamine B agar บมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปนเวลา 5-7 วัน จากนั้น
นําไปสองดูภายใตแสงยูวี ความยาวคลื่น 350 นาโนเมตร ถาเชื้อสามารถสรางเอนไซม lipase 
ไดจะเห็นการเรืองแสงสีชมพูอมสมภายใตแสงยูวี บันทึกผลโดยดูจากความเขมของการเรืองแสง 
ใหระดับคะแนนเปน +++++, ++++, +++, ++ และ + ตามลําดับความเขมของการเรืองแสง  
 
2.2.2.2 เอนไซม cellulase 

เลี้ยงราบนอาหารพื้นฐาน (ภาคผนวก ก) ที่เติม carboxymetylcellulose (CMC) ความ

เขมขน 0.5% (w/v) บมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปนเวลา 5-7 วัน จากนั้นราดดวย congo red 
ความเขมขน 2% (w/v) แลวลางดวย NaCl ความเขมขน 1.0 M ทิ้งไว 15 นาที สังเกต clear 
zone รอบโคโลนีของรา บันทึกผลเสนผานศูนยกลางของ clear zone เปนมิลลิเมตร (Maria et 
al., 2005) 
 
2.2.2.3 เอนไซม amylase 

เลี้ยงราบนอาหารพื้นฐาน (ภาคผนวก ก) ที่เติม soluble starch ความเขมขน 2% (w/v) 

บมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปนเวลา 5-7 วัน จากนั้นราดดวยสารละลาย iodine (ภาคผนวก ก) 
สังเกต clear zone รอบโคโลนีของรา บันทึกผลเสนผานศูนยกลางของ clear zone เปน
มิลลิเมตร (Maria et al., 2005) 

 
 

32 



 

 

2.2.2.4 เอนไซม protease 
ทดสอบเอนไซม protease โดยเลี้ยงราบนอาหารพื้นฐาน (ภาคผนวก ก) ที่เติม sodium 

caseinate ความเขมขน 2% (w/v) บมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปนเวลา 5-7 วัน สังเกต clear 
zone รอบโคโลนีของรา บันทึกผลเสนผานศูนยกลางของ clear zone เปนมิลลิเมตร (บุญศรี, 
2533) 
 
2.2.2.5 การรายงานประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม 

ประสิทธิภาพของเชื้อราในการสรางเอนไซมแตละชนิด รายงานผลเปนคา extracellular 
enzyme production ratios (EPR) คือ อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางของ clear zone ตอ
เสนผานศูนยกลางของโคโลนีรา โดยกําหนดปฏิกิริยาการสรางเอนไซมตามคา EPR เปน  
4 ระดับดังน้ี (Choi et al., 2005) 

Strong reaction: > 2 
Medium reaction: >1- < 2, 
Weak reaction: <1 
No reaction: ไมเกิดการสราง clear zone  

 
2.2.3 การทดสอบเอนไซมอ่ืนๆ โดยใช API ZYM test kit 

ทําการทดสอบโดยเลี้ยงราเอนโดไฟทที่ตองการศึกษาการสรางเอนไซมอ่ืนๆ ในอาหาร
เหลวที่มี tributyrin ความเขมขน 1% (v/v) (ภาคผนวก ก) สําหรับเชื้อที่ใหผลบวกกับ tributyrin 
และเลี้ยงเชื้อในอาหาร CMC ความเขมขน 1% (w/v) (ภาคผนวก ก) สําหรับเชื้อราที่ใหผลบวก
กับอาหาร CMC เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5-7 วัน จากนั้นนําไปกรองผานกระดาษ
กรอง สวนของเหลวที่กรองไดเรียกวา crude enzyme ซ่ึงจะนําไปทดสอบกับชุดทดสอบ  
API ZYM test kit ซ่ึงสามารถตรวจหาเอนไซมได 19 ชนิดโดยหยอด crude enzyme หลุมละ 

75 μl จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนํามาหยอดดวย ZYM A 
หลุมละ 1 หยด และ ZYM B หลุมละ 1 หยด ทิ้งไว 10 นาที สังเกตการเปลี่ยนสีของแตละหลุม
เทียบกับแผนเทียบสีมาตรฐานของบริษัทผูผลิตชุดทดสอบ (ภาคผนวก ข) 
 
2.2.4 การทดสอบความสามารถของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม 

จากการทดสอบความสามารถของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม lipase, cellulase, 
amylase และ protease เบื้องตน ดวยวิธี plate method ทําการคัดเลือกราเอนโดไฟทที่
สามารถสรางเอนไซม lipase และ cellulase ที่ใหคา 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  

เลี้ยงราเอนโดไฟทที่ตองการทดสอบบนอาหาร PDA บมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปน
เวลา 5-7 วัน หรือจนกวามีขนาดโคโลนีที่เหมาะสม จากนั้นใชพาสเจอรปเปตที่ปราศจากเชื้อซ่ึง
มีปลายขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะที่ขอบโคโลนีของรา นําชิ้นวุนที่ได 5 ชิ้น 
ไปเลี้ยงในอาหารเหลวสําหรับการทดสอบเอนไซม lipase ที่มี tributyrin ความเขมขน 1% (v/v) 
เปนสับสเตรท (ภาคผนวก ก) และ cellulase ที่มี CMC ความเขมขน 1% เปนสับสเตรท 
(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิหอง ไมเขยา เปนเวลา 14 วัน โดยเก็บ
ตัวอยางในวันที่ 4, 6, 8, 10, 12 และ 14 โดยการนําตัวอยางมากรองผานกระดาษกรอง 
whatman no. 1 ของเหลวที่กรองไดคือ crude enzyme นําไปวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม 
lipase และ cellulase ตอไป และเสนใยบนกระดาษกรองนําไปหาน้ําหนักแหงเพ่ือวัดการเจริญ
ของรา (ภาคผนวก ข) 
 
2.2.4.2 การเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง  
2.2.4.2.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใชฟางขาว 

ชั่งฟางขาวขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร จํานวน 5 กรัม ใสลงในฟลาสกขนาด  
500 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายที่ประกอบดวย NH4NO3 0.2 กรัม yeast extract 0.001 
กรัม ปริมาตร 16 มิลลิลิตร เขยาใหทั่ว วางไวที่อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมง เพ่ือใหฟางขาวดูดซับนํ้า 

และมีเปอรเซ็นตความชื้นเริ่มตนเทากับ 75% จากนั้นปดดวยจุกสําลี น่ึงฆาเชื้อที่ 121°C  
15 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง (ประไพพิศ, 2549) 
 
2.2.4.2.2 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมฟางขาวและใบของพืชปาชายเลน 

ชั่งฟางขาวขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร จํานวน 3 กรัม และ ใบของพืชปาชายเลน 
ขนาด 0.5 เซนติเมตร จํานวน 2 กรัม ใสลงในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นเติม
สารละลายที่ประกอบดวย NH4NO3 0.27 กรัม yeast extract 0.0013 กรัม ปริมาตร  
20 มิลลิลิตร เขยาใหทั่ววางไวที่อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมง เพ่ือใหฟางขาวและใบพืชปาชายเลน 

ดูดซับนํ้า และมีเปอรเซ็นตความชื้นเริ่มตนเทากับ 70% ปดดวยจุกสําลี น่ึงฆาเชื้อ ที่ 121°C  
15 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง (ดัดแปลงจากประไพพิศ, 2537) 
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2.2.4.2.3 การเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง 
ทําการเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟทที่ใชในการศึกษาการสรางเอนไซม cellulase บนอาหาร 

PDA เปนเวลา  5-7 วัน หรือจนกวาจะมีขนาดที่เหมาะสมในการทดสอบ จากนั้นใช 
พาสเจอรปเปตที่ปราศจากเชื้อซ่ึงมีปลายขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะที่ขอบ
โคโลนีของรา นําชิ้นวุนที่ไดจํานวน 5 ชิ้น เติมลงในอาหารที่เตรียมไว (ขอ 2.2.4.2.1 และ 
2.2.4.2.2) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 14 วัน โดยเก็บตัวอยางในวันที่ 4, 6, 8, 10, 12 
และ 14 เพ่ือนําไปวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม cellulase ทําการสกัดเอนไซมโดยเติม 
acetate buffer ความเขมขน 0.1 M pH 5 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกที่เลี้ยงเชื้อ 
จากนั้นทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง กรองดวยผาก็อซ ของเหลวที่ไดเปน crude 
enzyme ซ่ึงจะนําไปวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซม cellulase ตอไป  

สําหรับเชื้อ control ใชเชื้อ Aspergillus sp. ทําการเพาะเลี้ยงในลักษณะเดียวกันแต
เลี้ยงเชื้อเปนเวลา 9 วัน และเก็บตัวอยางในวันที่ 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 
 
2.2.5 การวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซม cellulase  

สับสเตรทที่ใชในการทําปฏิกิริยาคือ สารละลาย CMC ความเขมขน 1% ในสารละลาย 
acetate buffer ความเขมขน 0.1 M pH 5.0 และเตรียมสารละลายเอนไซมใหมีความเขมขนที่
เหมาะสม โดยเจือจางดวยสารละลาย acetate buffer ความเขมขน 0.1 M pH 5.0 จากนั้นนํา
สารละลายเอนไซมที่บรรจุในหลอดทดสอบปริมาตร 1 มิลลิลิตร และภาชนะที่บรรจุสับสเตรท  

ไปบมใน water bath 50 °C เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสับสเตรท 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดที่

มีสารละลายเอนไซม 1 มิลลิลิตร บมตอที่อุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 30 นาที ครบกําหนดเวลา
นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวทําใหเย็นทันทีโดยแชในน้ําเย็นจัด เพ่ือหยุดปฏิกิริยา 
จากนั้นหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นดวยวิธีการ Nelson-Somogyi (ภาคผนวก ข) โดย
กําหนดให 1 หนวย (unit) ของเอนไซม cellulase เทากับปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายเซลลูโลส 
(CMC) แลวใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (กลูโคส) เกิดขึ้นใน 1 μmol ภายในเวลา 1 นาที (สมรักษ, 
2537)  

Control คือ crude enzyme ที่นําไปตมเดือดเปนเวลา 10 นาที กอนนํามาวิเคราะหหา
กิจกรรม และ blank ใชนํ้ากลั่นทําปฏิกิริยาแทนสารละลายเอนไซม 
 

Unit enzyme = ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส × 2 × Dilution factor 
                                          MW ของน้ําตาลกลูโคส × 30 
 
MW ของน้ําตาลกลูโคส = 180 
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2.2.6 การวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซม lipase  
ทําการวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซม lipase โดยใชวิธี cupric acetate assay 

(ดัดแปลงจาก Lee and Rhee, 1993) ซ่ึงมีวิธีการคือ ในขั้นแรกเตรียมสารละลาย cupric 
acetate ความเขมขน 5% (w/v) (ภาคผนวก ก) จากนั้นเตรียมหลอดปฏิกิริยาซึ่งประกอบดวย 
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 บมบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ  

30 °C 200 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้นเติม 6 N HCl 0.3 มิลลิลิตร เพ่ือหยุด
ปฏิกิริยา รอใหตัวอยางแยกชั้น และเลือกชั้นที่อยูดานบนไปทําการศึกษา โดยดูดสวนที่อยู
ดานบน (ชั้นของน้ํามัน) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย cupric acetate ปริมาตร  
0.4 มิลลิลิตร ใหตัวอยางผสมกันอยางรวดเร็วโดยใช vortex นาน 30 วินาที จากนั้นทิ้งไวให 
ทําปฏิกิริยาเปนเวลา 15 นาที เลือกชั้นที่อยูดานบนไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร 
โดยกําหนดให 1 หนวยของเอนไซม lipase คือกิจกรรมของเอนไซมในการยอยสลาย tributyrin 
ไปเปน tributyric acid 1 μmol ในเวลา 1 นาที 
 
2.2.7 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา  
2.2.7.1 Macroscopic morphology 

เลือกศึกษาเฉพาะราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซม lipase และ cellulase ไดสูง 10 อันดับ
แรก และราเอนโดไฟทที่ใหผลบวกกับอาหาร rhodamine B โดยเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟทบน

อาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปนเวลา 7- 14 วัน แลวศึกษาลักษณะโคโลนีของเชื้อรา
โดยสังเกตลักษณะของโคโลนี สีของโคโลนี และศึกษาอัตราการเจริญเติบโต 
 
2.2.7.2 Microscopic morphology 

ราเอนโดไฟทชนิดใดที่สรางโครงสรางการสืบพันธุ (reproductive structure) จะ
ทําการศึกษาแบบ wet-mount ดวยสี lactophenol cotton blue แลวศึกษาภายใตกลอง
จุลทรรศน เปรียบเทียบลักษณะของโครงสรางการสืบพันธุทั้งหมด และเทียบเคียงกับ keys 
ตางๆ (Samson et al., 1995; Barnett and Hunter, 1998) 

 
2.2.8 การจัดจําแนกเชื้อราดวยขอมูลทางพันธุกรรม 
2.2.8.1 การเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟทเพ่ือสกัด DNA 

เพาะเลี้ยงราเอนโดไฟทในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ในอาหาร PDB ปริมาตร  

50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 28 ± 3°C เปนเวลาประมาณ 1 สัปดาห หรือจนกวาจะพบวา 
ราเอนโดไฟทมีการเจริญเติบโตเต็มที่ หลังจากนั้นนําเชื้อราที่ไดไปกรองผานกรวยแกวที่รองดวย
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ผากอซที่ผานการฆาเชื้อแลว ลางเสนใยราดวยน้ํากลั่นที่ปราศจากเชื้อ (อุณหภูมิประมาณ  

50-60 °C) อยางนอย 2 ครั้ง หรือจนกวาเสนใยของเชื้อราจะสะอาด ซับนํ้าออกจากเสนใยราให
มากที่สุดดวยกระดาษทิชชูที่ปราศจากเชื้อ แลวถายเสนใยราลงในโกรงบดยาที่ปราศจากเชื้อ 

นําไปแชในตูแชแข็ง ที่อุณหภูมิ -20 °C ขามคืน อีกวิธี คือ การนําเสนใยราที่กรองไดไปทํา 
freeze dried แลวนําเสนใยราที่ไดจากทั้ง 2 วิธีไปบดใหละเอียด เพ่ือจะนําไปสกัด DNA ตอไป  
 
2.2.8.2 การสกัด DNA ดวยวิธี CTAB method (ดัดแปลงจาก O’ Donnell et al., 1997) 

บดเสนใยของเชื้อราที่ตองการสกัด DNA ใหละเอียดมากที่สุด จากนั้นนําไปใสในหลอด 
microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเติม CTAB lysis buffer ปริมาตร 500 μl ปนดวย vortex 

mixer ผสมใหเขากันดี นําไปแชใน water bath ที่อุณหภูมิ 70°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง เม่ือครบ

เวลานําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 10 นาที 
ถายสวนใส (supernatant) ใสหลอดใหม เติมสารผสม phenol: chloroform: isoamyl alcohol 
(25: 24: 1) ปริมาตรเทากับสวนใส เอียงหลอดไปมาเบาๆ เพ่ือใหสารผสมเขากัน นําไปหมุน

เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 10 นาที ถายสวนใสใส
หลอดใหม เติมสารผสม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตรเทากับสวนใส  
เอียงหลอดไปมาเบาๆ 5-10 ครั้ง แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที  

ที่อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 10 นาที ทําซ้ําขั้นตอนนี้อีกครั้ง หรือจนกวาจะใส เก็บสวนใสใส
หลอดใหม เติม 7.5 M ammonium acetate ครึ่งปริมาตรของสวนใส และเติม absolute ethanol 

ที่แชเย็นปริมาตร 2.5 เทาของสวนใส นําไปแชที่อุณหภูมิ -20°C เปนเวลา 30 นาที หรือจนกวา
จะพบตะกอนของ DNA หลังจากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้ง จะพบตะกอน DNA สีขาวติดอยูที่กนหลอด ลาง 
DNA ที่ได 2 ครั้ง ดวย 75% ethanol ที่แชเย็น ปริมาตร 500 μl ทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

ละลาย DNA ที่ไดดวยน้ํากลั่น nanopure ไรเชื้อ 50 μl เก็บ DNA ที่สกัดไดที่อุณหภูมิ -20°C 
เพ่ือใชในการศึกษาตอไป 
 
2.2.8.3 การสกัด DNA ดวย ชุด kit 

ทําการสกัด DNA ดวยชุด NucleoSpin® Plant II kit ตามวิธีการในคูมือ โดยบดเสนใย
ของราที่ตองการสกัด DNA ใหละเอียดมากที่สุด จากนั้นนําไปใสในหลอด microtube ขนาด  

1.5 มิลลิลิตร แลวเติม PL1 400 μl และ RNase A 10 μl นําไปบมที่อุณหภูมิ 65°C เปนเวลา
ประมาณ 1 ชั่วโมง นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที  
ถายสวนใสใสในหลอด microtube อันใหม จากนั้นเติม binding buffer PC 450 μl ดูดขึ้นดูดลง 
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นําสวนผสมที่ไดไปใสใน คอลัมนสีเขียวที่รองรับดวย collecting tube นําไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 11,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสวนที่อยูใน collecting tube จากนั้น
เติม wash buffer PW1 ปริมาตร 400 μl นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสวนที่อยูใน collecting tube เติม buffer PW2 700 μl นําไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 11,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสวนที่อยูใน collecting tube นําคอลัมน 
สีเขียวที่ไดไปใสในหลอด Eppendorf อันใหม เติม buffer PE 50 μl ซ่ึงผานการอุนที่อุณหภูมิ 

70°C นาน 5 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 
นํามาเติม buffer PE 50 μl อีกครั้ง สุดทายจะไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
 
2.2.9 การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA ที่สกัดได 

ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA ที่สกัดไดดวย 1% agarose gel 
electrophoresis ใน TAE buffer  
 
2.2.10 การเพิ่มปริมาณสวน ITS1-5.8S-ITS2 (ITS) และ LSU ของยีน rDNA โดยปฏิกิริยา 
PCR 

เพ่ิมปริมาณสวน ITS1-5.8S-ITS2 โดยใช universal fungal primers ไดแก ITS5/ITS4, 
ITS1/ITS4 และ NS5/ITS4 เพ่ิมปริมาณสวน 28S โดยใช universal fungal primers คือ 
ITS5/LR7 และ JS1/LR7 ดังแสดงตําแหนงในรูปที่ 5 
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http://www.lutzonilab.net/primers/image247. 
รูปที่ 5 ตําแหนงของยีนสวน ITS และ LSU ที่ใชในการศึกษา 
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2.2.10.1 การเตรียมสวนผสมของ PCR (PCR mixture) 
รายละเอียดของสวนผสมในการทํา PCR แสดงในตารางที่ 5 

 
ตารางที่ 5 สวนผสมของปฏิกิริยา PCR (PCR mixture)  
 

สวนผสม ความเขมขนเริ่มตน 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) 

เม่ือทําการผสมสวนผสมตางๆ 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 ดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis 

ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ PCR product ที่ไดดวยเทคนิค agarose gel 
electrophoresis โดยผสม PCR product ปริมาตร 3 μl กับ 6x loading dye ปริมาตร 3 μl แลว 
load ลงใน 1% agarose gel ที่แชอยูใน TAE buffer กระแสไฟฟา 100 volts 30-40 นาที ยอม
เจลดวย ethidium bromide เปนเวลา 10 นาที แลวตรวจสอบ PCR product ภายใตแสง UV 
ดวยเครื่อง UV transluminator และบันทึกภาพโดยใช Gel Documentation (Syngene Gene 
Genius) 
 
2.2.10.4 การกําจัดสิ่งปนเปอนใน PCR product (PCR product purification) 

ทําการกําจัดสิ่งปนเปอนใน  PCR product ที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวยชุด 
Nucleospin® extract DNA purification kit ตามวิธีการในคูมือของบริษัท โดยนํา PCR product 
ผสมกับ binding buffer แลวหยอดลงใน nucleospin column ที่รองรับดวย collecting tube 
ขนาด 2 มิลลิลิตร แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ทําซ้ํา 2 ครั้ง 

เทของเหลวที่อยูดานลางทิ้งไป เติม elution buffer ซ่ึงผานการอุนที่อุณหภูมิ 70 °C 15 นาที ลง
ใน nucleospin column ที่รองรับดวย microtube ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 นาที แลวนําไปหมุน
เหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เพ่ือให DNA ตกลงมาในหลอด microtube 
ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA ดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis อีกครั้ง 
จากนั้นสง PCR product ที่ไดไปอานลําดับเบสของ DNA ที่ Macrogen Inc ประเทศเกาหลี 
 
2.2.11 การจัดเรียงลําดับเบส DNA (multiple sequence alignment) 

เม่ือได DNA sequence ทําการตรวจสอบลักษณะและคุณภาพของลําดับเบส DNA 
สวน ITS และ สวน LSU ของราเอนโดไฟทโดยใชโปรแกรม BioEdit V.7.0.9 (Hall, 2005) 
จากนั้นนําลําดับเบสของ DNA ที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของ GenBank ของ National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) เพ่ือหาเชื้อราที่มีความสัมพันธใกลเคียงกันมาก
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ที่สุด แลวนําลําดับเบส DNA ของราเอนโดไฟท มาจัดเรียงเปรียบเทียบกับลําดับเบส DNA ของ
ราอ่ืนๆ ที่มีความสัมพันธใกลเคียงกัน โดยใชโปรแกรม BioEdit V.7.0.9  
 
2.2.12 การวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic analysis) 

วิเคราะหความสัมพันธของราเอนโดไฟท กับเชื้อราที่มีความสัมพันธใกลเคียงกัน โดยใช
โปรแกรม PAUP* 4.0b10 โดยใชวิธีการวิเคราะหแบบ maximum parsimony (100 replicates 
stepwise addition of sequence) คํานวณคาสถิติซ่ึงประกอบดวย tree length, consistency 
index (CI), retention index (RI) และคาความเชื่อม่ัน bootstrap ตามลําดับ  
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 
3.1 การแยกราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลน 
 

จากการเก็บตวัอยางพืชปาชายเลน 7 ชนิด จากเกาะตะรุเตา จังหวัดสตลู และเกาะยอ 
จังหวัดสงขลา ไดแก โกงกางใบเล็ก (Rhizophora apiculata) ตะบูนขาว (Xylocarpus 
granatum) ถั่วขาว (Bruguiera cylindrica) ฝาดดอกแดง (Lumnitzera littorea) เล็บมือนาง 
(Aegiceras corniculatum) ลําพู (Sonneratia caseolaris) และ แสมขาว (Avicennia alba) 
จํานวน 9 ตน สามารถแยกราเอนโดไฟทไดทั้งหมด 76 isolates พบวามีอัตราการแยก 
ราเอนโดไฟทเฉลี่ย 8.4 isolates/ตน หรือ 0.42 isolates/ชิ้นตัวอยาง โดยพบวาราที่แยกไดจาก
ตนฝาดดอกแดง (L. littorea) มีอัตราการแยกเชื้อราเอนโดไฟทสูงสุด (20 isolates/ตน หรือ 1.0 
isolates/ชิ้นตวัอยาง) และ ตนถัว่ขาว (B. cylindrica) มีอัตราการแยกราไดนอยที่สุด  
(2 isolates/ตน หรือ 0.1 isolate/ชิ้นตวัอยาง) (ตารางที่ 6) 

เม่ือพิจารณาจากสวนตางๆ ของชิ้นตัวอยางที่นํามาแยกราเอนโดไฟท พบวาแยก 
ราเอนโดไฟทไดจากกิ่งมากที่สุด (42.11%) รองลงมาเปนสวนเสนกลางใบ (19.74%) สําหรับ
สวนเสนใบ และเนื้อใบมีเปอรเซ็นตการแยกราเอนโดไฟทไดเทากันคือ 15.74% ในขณะที่แยก 
ราเอนโดไฟทจากกานใบไดจํานวนนอยที่สุดคือ 6.58% (รูปที่ 6) 

 
 
 รูปที่ 6 เปอรเซ็นตของเชื้อราเอนโดไฟทที่แยกไดจากสวนตางๆ ของพืชปาชายเลน 
 
 

. 

เสนใบ 15.74% 
กานใบ 6.58% 

เสนกลางใบ 19.74% 

ก่ิง 42.11% 

เน้ือใบ 15.74% 
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ตารางที่ 6 จํานวนราเอนโดไฟทที่แยกไดจากพืชปาชายเลน  
  

อัตราการแยกเชื้อ 
 

ลําดับ พืช ชื่อวิทยาศาสตร 

จํานวน
พืช 

(ตน) 

จํานวน
เชื้อท่ี
แยกด

(isolates) 
Isolates

/ตน 
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 การทดสอบเบื้องตนของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม lipase, cellulase, 
amylase และ protease โดยวิธี plate method 
 

คัดเลือกราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลนชนิดตางๆ รวม 14 ชนิด ที่แยกไดจาก
ขอ 3.1 และที่ไดรับความอนุเคราะหจาก จิรายุ บัวทอง (ภาคผนวก ค) จํานวน 300 isolates 
เปนราเอนโดไฟทที่แยกไดจากโกงกางใบเล็กจํานวนมากที่สุด 82 isolates รองลงมาแยกไดจาก
ฝาดดอกแดง แสมขาว โกงกางใบใหญ ถั่วดํา และ ตะบูนขาว จํานวน 54, 27, 26, 18 และ 18 
isolates ตามลําดับ สวนพืชอ่ืนๆ ที่เหลือ คัดเลือก ราเอนโดไฟทได 1-12 isolates (ตารางที่ 7) 
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ตารางที่ 7 จํานวนราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนทั้งหมดที่ใชในการศึกษา 
   

แยกไดจากพืช 

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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นําราเอนโดไฟทที่คัดเลือก มาศึกษาการสรางเอนไซม lipase, cellulase, amylase และ 
protease โดยใชวิธี plate method ดังตัวอยางที่แสดงในรูปที่ 7  

     

                 
 
 

รูปที่ 7 การทดสอบการสรางเอนไซมของราเอนโดไฟทโดยวิธี plate method (ก) ราเอนโดไฟท 
MA1 บนอาหาร tributyrin ทดสอบเอนไซม lipase (ข) ราเอนโดไฟท MA145 บน
อาหาร CMC ทดสอบเอนไซม cellulase  
 
จากการใชราเอนโดไฟทจํานวน 300 isolates สําหรับทดสอบเอนไซม lipase และ 

cellulase และ 180 isolates สําหรับทดสอบเอนไซม amylase และ protease พบวา 
ราเอนโดไฟท 31.7%, 24.0% และ 1.1% มีความสามารถในการสรางเอนไซม lipase, cellulase 
และ amylase ได ตามลําดับ และไมพบราเอนโดไฟทที่สามารถสรางเอนไซม protease  
(ตารางที่ 8) โดยจํานวนราเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมที่แยกไดจากพืชปา
ชายเลนชนิดตางๆ ตามตารางที่ 9 เม่ือพิจารณาประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมของเชื้อรา 
แตละชนิดจากคา EPR (อัตราสวนของเสนผานศูนยกลางของ clear zone ตอเสนผาน
ศูนยกลางของโคโลนีเชื้อรา) พบวาราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซมสวนใหญ สามารถสราง lipase 
(73/95; 76.8%) และ cellulase (71/72; 98.6%) ไดในระดับปานกลาง (EPR >1-<2) และมี
จํานวน 20 จาก 95 isolates (21.0%) ที่สราง lipase ระดับสูง (EPR > 2) สวนราเอนโดไฟทที่
สราง cellulase พบวามีเพียง 1 จาก 72 isolates (1.4%) ที่สราง cellulase ในระดับสูง สําหรับ 
ราเอนโดไฟทที่สราง amylase ซ่ึงมีเพียง 2 isolates สรางเอนไซมในระดับปานกลางไดแก 
MA82 (EPR 1.25) และ MA46 (EPR1.1) คา EPR ของราเอนโดไฟทที่สามารถสรางเอนไซม 
lipase และ cellulase 10 อันดับแรก แสดงดังตารางที่ 10 และ ตารางที่ 11 ตามลําดับ โดย  
ราเอนโดไฟททั้ง 10 isolates มีศักยภาพสูงในการสราง lipase (EPR 3.1-4.9) โดยแยกไดจาก
แสมขาว 3 isolates แสมดํา และตะบูนขาวอยางละ 2 isolates และ จากลําแพน โกงกางใบใหญ 
และโกงกางใบเล็ก อยางละ 1 isolate สวนราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซม cellulase มีคา EPR 

ก ข 
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1.53-2.63 โดยแยกไดจากโกงกางใบใหญ และฝาดดอกแดง อยางละ 2 isolates จากตะบูนขาว 
ตะบูนดํา เล็บมือนาง ลําแพน สีงํ้า และโกงกางใบเล็ก อยางละ 1 isolate  

ราเอนโดไฟทที่ใหผลบวกบนอาหาร tributyrin ทั้งหมด 95 isolates เม่ือนําไปทดสอบ
เพ่ือยืนยันผลการสรางเอนไซม lipase บนอาหาร rhodamine B agar พบวา มีเพียง 3 isolates 
(3.2%) ที่ใหผลบวกบนอาหาร rhodamine B โดยราเอนโดไฟท MA132 มีการเรืองแสงมาก
ที่สุด และมีคา EPR บน tributyrin agar 3.18 (ตารางที่ 12) 
 
ตารางที่ 8 ราเอนโดไฟทที่สามารถสรางเอนไซม 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 
รวมเชื้อราทีส่รางเอนไซม (%) 95 (31.7) 72 (24) 2 (1.1) 0 (0) 
No reaction 

(%) 
ไมเกิด 

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

EPR  (extracellular enzyme production ratios) = อัตราสวนของเสนผานศูนยกลางของ clear 

zone ตอเสนผานศูนยกลางของโคโลนีเชื้อรา (Choi et al., 2005) 
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ตารางที่ 9 จํานวนราเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมโดยแยกไดจากพืช 
             ปาชายเลนแตละชนิด 
 

จํานวนเชื้อราที่สรางเอนไซม 
พืชเจาบาน 

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 ราเอนโดไฟทที่มีศักยภาพในการสราง lipase 10 อันดับแรก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EPR  (extracellular enzyme production ratios) = อัตราสวนของเสนผานศูนยกลางของ clear zone ตอเสน
ผานศูนยกลางของโคโลนีเชื้อรา (Choi et al., 2005) 
 

ตารางที่ 11 ราเอนโดไฟทที่มีศักยภาพในการสราง cellulase 10 อันดับแรก 
 
ลําดับ ราเอนโดไฟท EPR พืช สวนของพืช 

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) = อัตราสวนของเสนผานศูนยกลางของ clear zone ตอเสน
ผานศูนยกลางของโคโลนีเชื้อรา (Choi et al., 2005) 

 

ลําดับ ราเอนโดไฟท EPR พืช สวนของพืช 
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 

49 



 

 

ตารางที่ 12 ราเอนโดไฟทที่มีศักยภาพในการสรางเอนไซม lipase บนอาหาร tributyrin และ 
      rhodamine B 

 

ลําดับ ราเอนโดไฟท 
EPR บน 
tributyrin 

agar 

Lipase activity 
บน rhodamine 

B agar 
พืช 

สวนของ
พืช 

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

+++ มีการเรืองแสงมากที่สุด ++ มีการเรืองแสงปานกลาง  + มีการเรืองแสงนอยที่สุด 

 
3.3 การทดสอบการสรางเอนไซม โดยใชชุดทดสอบ (API ZYM test kit) 
 

เม่ือทําการคัดเลือกไดราเอนโดไฟทที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมโดยใชวิธี 
plate method จากนั้นทําการคัดเลือกเชื้อราจํานวน 47 isolates เปนราเอนโดไฟทที่สราง
เอนไซม lipase 24 isolates สรางเอนไซม cellulase 16 isolates และสรางเอนไซมทั้งสองชนิด 
7 isolates เพ่ือศึกษาความสามารถในการสรางเอนไซมชนิดอ่ืนๆ นอกเหนือจากเอนไซม lipase 
และ cellulase และเพ่ือเปนการยืนยันผลที่ไดจากวิธี plate method โดยใชชุดทดสอบ  
API ZYM test kit (รูปที่ 8) ผลการทดสอบดังตารางที่ 13 
 
 

 
 

รูปที่ 8 การทดสอบการสรางเอนไซมดวยชุดทดสอบ (API ZYM test kit) 
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ตารางที่ 13 เอนไซมที่สรางโดยราเอนโดไฟทเม่ือทดสอบดวย 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 (ตอ) เอนไซมที่สรางโดยราเอนโดไฟทเม่ือทดสอบดวย 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 

52 



 

 

ตารางที่ 13 (ตอ) เอนไซมที่สรางโดยราเอนโดไฟทเม่ือทดสอบดวย API ZYM test kit 
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A4

3 

M
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5 

M
A4

7 
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1 
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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 (ตอ) เอนไซมที่สรางโดยราเอนโดไฟทเม่ือทดสอบดวย API ZYM test kit 

 
 

M
A1

27
 

M
A1
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M
A1

64
 

M
A2

9 
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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 (ตอ) เอนไซมที่สรางโดยราเอนโดไฟทเม่ือทดสอบดวย API ZYM test kit 
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PM
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PM
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M
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M
A1

32
 

M
A1

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 (ตอ) เอนไซมที่สรางโดยราเอนโดไฟทเม่ือทดสอบดวย API ZYM test kit 
 
 

M
A1

69
 

PM
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1 

M
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42
 

M
A1
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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 (ตอ) เอนไซมที่สรางโดยราเอนโดไฟทเม่ือทดสอบดวย API ZYM test kit 
 
 

M
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50
 

M
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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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จากการทดสอบความสามารถของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซมชนิดตางๆ จํานวน 
19 ชนิด พบวาราเอนโดไฟทที่ทดสอบสามารถสรางเอนไซมไดทั้งหมด 17 ชนิด โดยไมพบการ

สรางเอนไซม trypsin และ α-manosidase และพบวาราเอนโดไฟทมากกวา 50% สามารถ

สรางเอนไซม 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%) สวนเอนไซม α-galactosidase, α-glucosidase, 

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

40% ที่สรางได สําหรับเอนไซม lipase (C14), valine arylamidase, crystine arylamidase, α-

chymotrypsin, β-glucuronidase และ α-fucosidase มีเชื้อรานอยกวา 10% ที่สรางได  
(ตารางที่ 13)  

เม่ือพิจารณาถึงจํานวนเอนไซมที่เชื้อราแตละ isolates สรางได พบวาสามารถสรางได
ตั้งแต 3 ถึง 14 ชนิด (รูปที่ 9) โดยจํานวนเอนไซมที่ราเอนโดไฟทสามารถสรางไดมากที่สุด  
3 อันดับแรก คือ 5 ชนิด 7 ชนิด และ 3 ชนิด สรางโดยราเอนโดไฟทจํานวน 11 (23.4%),  
8 (17.0%) และ 7 (14.9%) isolates ตามลําดับ (รูปที่ 9)  
 

 
รูปที่ 9 จํานวนของเอนไซมที่ราเอนโดไฟทสรางได ทดสอบดวยชุดทดสอบ (API ZYM test kit) 
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จํานวนของเอนไซมท่ีราเอนโดไฟทสรางได 
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เม่ือเปรียบเทียบผลการทดสอบการสรางเอนไซม lipase ดวยวิธี plate method และ 
การใชชุดทดสอบ API ZYM test kit (ตารางที่ 14) พบวาชุดทดสอบ API ZYM ใหผลบวก 
(85.1%) มากกวา tributyrin agar (66.0%) โดยที่มีราเอนโดไฟท 2 isolates ที่ใหผลบวกวิธี 
plate method แตใหผลลบกับ API ZYM test kit และ ราเอนโดไฟท 11 isolates ที่ใหผลลบ
ดวยวิธี plate method แตใหผลบวกกับ API ZYM test kit 

 
ตารางที่ 14 เปรียบเทียบผลการทดสอบการสรางเอนไซม lipase ดวยวิธี plate method และ 
               API ZYM test kit 
 

API ZYM test kit (%) 
Plate method 

ใหผลบวก 
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 สามารถทดสอบเอนไซมกลุม lipase ได 3 ชนิด คือ 
esterase (C4), esterase lipase (C8) และ lipase (C14) ซ่ึงพบวาราเอนโดไฟทสวนใหญที่
นํามาทดสอบสรางเอนไซม esterase (C4) และ esterase lipase (C8) 78.7 และ 53.2% 
ตามลําดับ และมีเพียง 3 isolates (6.4) ที่สราง lipase (C14) (ตารางที่ 14) ซ่ึงในจํานวนนี้เปน
เชื้อราที่ใหผลบวกเมื่อทดสอบดวย rhodamine B 2 isolates ราเอนโดไฟทสวนใหญ (57.5%) 
สรางทั้ง esterase (C4) และ esterase lipase (C8) และมีราเอนโดไฟทเพียง 1 isolate (2.5%) 
คือ MA 56 ที่สรางเอนไซมทั้ง 3 ชนิด (ตารางที่ 15) 
 
ตารางที่ 15 ราเอนโดไฟทที่สราง lipase ชนิดตางๆ 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) 

59 



 

 

สําหรับการทดสอบการสรางเอนไซม cellulase พบวา การทดสอบทั้ง 2 วิธีใหผล
สอดคลองกัน จากเชื้อราที่ใหผลบวกบนอาหาร CMC 23 isolates มีจํานวน 21 isolates 
(91.3%) ที่ใหผลบวกกับชุดทดสอบ API ZYM test kit และราเอนโดไฟทที่ใหผลลบบนอาหาร 
CMC 5 isolates (20.8%) ใหผลบวกกับชุดทดสอบ API ZYM test kit ดวย (ตารางที่ 16) 
 
ตารางที่ 16 เปรียบเทียบผลการทดสอบการสรางเอนไซม cellulase ดวยวิธี 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 การศึกษาความสามารถของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม  
 

จากการทดสอบความสามารถของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม lipase, cellulase, 
amylase และ protease ดวยวิธี plate method ทําการคัดเลือกราเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพ
ในการสรางเอนไซม lipase และ cellulase สูงสุด 3 อันดับ มาศึกษาความสามารถในการสราง
เอนไซม lipase และ cellulase ในอาหารเหลว และ ศึกษาความสามารถในการสรางเอนไซม 
cellulase ในอาหารแข็ง สําหรับเอนไซม amylase พบวามีเพียง 2 isolatesที่ใหผลบวกและมีคา 
EPR ต่ํา จึงไมไดนํามาศึกษาตอ และไมพบราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซม protease  
 
3.4.1 การศึกษาการสรางเอนไซม lipase ในอาหารเหลว 

จากการศึกษาประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม lipase เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลว ของ 
ราเอนโดไฟท 3 isolates ที่มีคา EPR บน tributyrin agar สูงสุด 3 อันดับ คือ MA1, MA2 และ 
PMA1 ซ่ึงแยกไดจากตนแสมดํา (Avicennia officinalis) ซ่ึงใหคา EPR เทากับ 4.95, 4.75 และ 
4.35 ตามลําดับ (ตารางที่ 10) เม่ือนํามาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว ที่มี tributyrin เปนสับสเตรท 
บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 14 วัน พบวาเชื้อราทั้ง 3 isolatesไมสามารถสรางเอนไซม lipase 
ไดที่สภาวะดังกลาว  
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3.4.2 การศึกษาการสรางเอนไซม cellulase  
จากการคัดเลือกราเอนโดไฟท ที่มีคา EPR บนอาหาร CMC สูงสุด 3 อันดับ คือ 

MA145, MA130 และ MA150 ที่แยกไดจากตนโกงกางใบใหญ (Rhizophora mucronata)  
ตนตะบูน (Xylocarpus granatum) และตนฝาดดอกแดง (Lumnitzera littorea) ซ่ึงใหคา EPR 
เทากับ 2.63, 1.96 และ 1.92 ตามลําดับ (ตารางที่ 11) นํามาทดสอบความสามารถในการสราง
เอนไซมในอาหารเหลวและอาหารแข็ง ไดผลดังน้ี 
 
3.4.2.1 การสรางเอนไซม cellulase ในอาหารเหลว 

จากการทดสอบความสามารถของราเอนโดไฟททั้ง 3 isolates ในการสรางเอนไซม 
cellulase ในอาหารเหลวที่มี CMC เปนสับสเตรท บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 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 พบวาราเอนโดไฟท ทั้ง 3 isolates ใหคากิจกรรมต่ํา
มากโดยมีคากิจกรรมสูงสุดเทากับ 0.17-0.25 U/ml เม่ือเลี้ยงเปนเวลา 6 วัน ในขณะที่เชื้อ 
control ใหคากิจกรรมสูงสุดเทากับ 2.44 U/ml ในวันที่ 3 ของการศึกษา (ตารางที่ 3ค และ 
รูปที่ 10) และเม่ือศึกษาการเจริญเติบโตของราเอนโดไฟททั้ง 3 ชนิด โดยการหาน้ําหนักแหง 
พบวาราเอนโดไฟททั้ง 3 ชนิดมีการเจริญเติบโตนอยมาก โดยแนวโนมของการเจริญของ 
ราเอนโดไฟททุกชนิดที่ทดสอบเปนไปในทางเดียวกันคือคอยๆ เพ่ิมขึ้นทีละนอยใน 6 วันแรก
ของการทดสอบ และหลังจากนั้นการเจริญเติบโตจะคอยๆคงที่ ซ่ึงคาน้ําหนักแหงอยูในชวง  
0.7-1.2 กรัม เม่ือเทียบกับ Aspergillus sp.ซ่ึงใหคาน้ําหนักแหงถึง 2.9 กรัม (รูปที่ 11 และ
ตารางที่ 3ค) 
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รูปที่ 10 คากิจกรรมของเอนไซม cellulase ที่ราเอนโดไฟท MA130, MA145, MA150 และ  
          Aspergillus sp. (control) สรางเม่ือเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี carboxymethylcellulose 
          ความเขมขน 1% (w/v) เปนสับสเตรท 
 

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

  ในอาหารเหลว ปริมาตร 20 มิลลิลิตรที่มี carboxymethylcellulose ความเขมขน  
  1% (v/v) เปนสับสเตรท 
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3.4.2.2 การสรางเอนไซม cellulase ในอาหารแข็ง  
จากการศึกษาความสามารถในการสรางเอนไซม cellulase ของราเอนโดไฟททั้ง  

3 isolates (MA130, MA145 และ MA150) ในอาหารแข็งที่มีฟางขาว และฟางขาวผสมใบพืชปา
ชายเลนอัตราสวน 3:2 เปนสับสเตรท (รูปที่ 12) พบวาในอาหารที่มีฟางขาวเปนสับสเตรทและมี
ความชื้นเริ่มตน 75% ราเอนโดไฟท MA150 และ MA130 ใหคากิจกรรมของเอนไซม cellulase 
ใกลเคียงกัน คือ เทากับ 1.93 และ 1.81 U/ml ตามลําดับ ในวันที่ 8 ของการศึกษา โดยเชื้อ 
control ใหคากิจกรรมเทากับ 2.44 U/ml เม่ือเลี้ยงเปนเวลา 6 วัน ซ่ึงเชื้อ MA150 และ MA 130 
ใหคากิจกรรมของเอนไซม cellulase นอยกวาเชื้อ control คิดเปน 79.1 และ 74.2% ของเชื้อ 
control ตามลําดับ สวนราเอนโดไฟท MA145 ใหคากิจกรรมของเอนไซมนอยที่สุดเพียง  
0.8 U/ml (รูปที่ 13) เม่ือเลี้ยงเปนเวลา 10 วัน 

เม่ือนําราเอนโดไฟททั้ง 3 isolates (MA130, MA145 และ MA150) มาศึกษา
ความสามารถในการสรางเอนไซม cellulase ในอาหารที่มีฟางขาวและใบพืชปาชายเลนผสมใน
อัตราสวน 3:2 ที่มีความชื้นเริ่มตน 70% พบวา เชื้อ control ใหคากิจกรรมสูงที่สุดเทากับ  
2.95 U/ml ในวันที่ 6 ของการศึกษา โดยราเอนโดไฟท MA150 ใหคากิจกรรมสูงที่สุดเทากับ 
2.7 U/ml เม่ือเลี้ยงเปนเวลา 10 วัน ซ่ึงคิดเปน 91.5% ของเชื้อ control สวน MA130 และ 
MA145 ใหคากิจกรรม 1.34 และ 1.14 U/ml ตามลําดับ ในวันที่ 10 (รูปที่ 14) 

 

 
 
 

รูปที่ 12 การเจริญของราเอนโดไฟท (ก) MA150 (ข) MA145 (ค) MA130 เม่ือเลี้ยงในอาหารที่  
           มีฟางขาวและใบพืชปาชายเลนอัตราสวน 3:2 เปนสับสเตรท 

ก ข ค 

63 



 

 

 
รูปที่ 13 คากิจกรรมของเอนไซม cellulase ที่ราเอนโดไฟท MA130, MA145, MA150 และ 
                Aspergillus sp. (control) สรางในอาหารแข็งที่มีฟางขาวเปนสับสเตรท 
 

     
 
รูปที่ 14 คากิจกรรมของเอนไซม cellulase ที่ราเอนโดไฟท MA130, MA145, MA150  
           และ Aspergillus sp. (control) สรางในอาหารที่มีฟางขาวผสมกับใบพืชปาชายเลน      
           อัตราสวน 3:2 เปนสับสเตรท
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3.5 การจัดจําแนกชนิดของราเอนโดไฟทที่มีความสามารถในการสรางเอนไซม 
 

จากการคัดเลือกราเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม lipase และ 
cellulase 10 อันดับแรก และราเอนโดไฟทที่ใหผลบวกเมื่อทดสอบบนอาหาร rhodamine B 
agar จํานวน 3 isolates (ตารางที่ 10, 11 และ 12) รวม 21 isolates เพ่ือนํามาจัดจําแนกชนิด
โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และวิธีการทางชีวโมเลกุล ผลการศึกษาเปนดังน้ี  

 
3.5.1 การจัดจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟททั้ง 21 isolates มีความแตกตางกันตามตารางที่ 17 
รูปที่ 15 และ 16 ซ่ึงราเอนโดไฟทที่นํามาศึกษาสวนใหญ (18/21; 85.7%) มี melanin pigment 
โคโลนีสีนํ้าตาลแกมเขียว และเสนใยสีนํ้าตาล จัดเปนรากลุม dematiaceous fungi โดย 
ราเอนโดไฟททั้งหมดมีเสนใยแบบมีผนังกั้น (septate) และมีเพียง 3 isolates ที่สรางโคนิเดีย 
คือ MA111, MA129 และ PMA1 โดย MA111 และ PMA1 มีโคนิเดียเซลลเดียว สีนํ้าตาล รูปรี
ปลายตัดทั้ง 2 ดาน และตอกันเปนสาย แตกแขนงคลายตนไม จัดอยูใน Genus Cladosporium 
สวน MA129 สรางโคนิเดียรูปกระสวยหัวทายแหลม สีนํ้าตาลมีหลายเซลล และมีรยางคที่ปลาย
แหลมดานหนึ่งอยางนอย 2 เสน จัดอยูใน Genus Pestalotiopsis (รูปที่ 16) 
 
 
 
 

 

65 



 

 

ตารารางที่ 17 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟท 21 isolates ที่มีความสามารถ 
                  ในการผลิตเอนไซม 

 
รหัส การเจริญ ลักษณะโคโลนี สีเสนใย การสราง conidia เอนไซม 

MA1 F สีขาวเรยีบติดอาหาร
เลี้ยงเชื้อ บริเวณที่แกจะ
มีสีเหลือง สรางสารสีมวง
ปลอยลงสูอาหารเลี้ยง
เชื้อ 

สีนํ้าตาล N L 

MA2 F สีขาวคลายๆ MA1 
ขอบๆ โคโลนมีีสีมวง 

สีนํ้าตาล N L 

MA56 F สีขาว เสนใยฟู ไมมีสี N C, L 
MA81 F สีขาวครีม กํามะหยี่ สีนํ้าตาล N L 
MA105 F สีขาว  เม่ือเลีย้งไวนานๆ 

บริเวณตรงกลางโคโลนี
จะมีสีคล้ําๆ มีสวนของ 
stroma ชูขึ้นมา 

สีนํ้าตาล N C, L 

MA111 F สีเขียวขี้มากํามะหยี่ยนๆ 
ขอบโคโลนีสขีาว 

สีนํ้าตาล Cladosporium sp. L 

MA122 S สีครีม ขอบๆ โคโลนีมี
ลักษณะเมือก เม่ือเลี้ยง
ไวนานๆ เมือกเหลานี้จะ
หายไป 

สีนํ้าตาล N C, L 

MA127 S สีเขียวขี้มา ขรุขระ แข็ง สีนํ้าตาล N L 
MA129 F สีขาว ฟู มีหยดน้ําสีดํา

บนโคโลน ี
สีนํ้าตาล Pestalotiopsis sp. C, L 

MA130 S สีครีม ขอบโคโลนีเปน
เมือก เลี้ยงไปนานๆ สี
ของเสนใยเปนสีนํ้าตาล
เขม 

สีนํ้าตาล N C, L 

F: เจริญเต็ม plate ในเวลา 5-7 วัน, S: เจริญเต็ม plate มากกวา 7 วัน, N: ไมสรางโคนิเดีย, L: lipase,  
C: cellulase 
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ตารารางที่ 17 (ตอ) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟท 21 isolates ที่มี 
                  ความสามารถในการผลิตเอนไซม 
 

รหัส การเจริญ ลักษณะโคโลนี สีเสนใย การสราง 
conidia 

เอนไซม 

MA132 F สีขาว ฟู เม่ือเลี้ยงนานๆ 
จะมีสีนํ้าตาล และมี 
stroma ชูขึ้นมา 

สีนํ้าตาล N L 

MA140 S สีเขียวขี้มา ขรุขระ แข็ง สีนํ้าตาล 
 

N L 

MA145 S สีขาวครีม แบนราบ จะมี
เม็ดสีดําอยูบนโคโลนี 

สีนํ้าตาล N C, L 

MA148 S สีขาวครีม แบนราบ ไมมีสี N C, L 
MA150 S สีขาวครีม ขอบๆ โคโลนีมี

ลักษณะเมือก เม่ือเลี้ยงไว
นานๆ เมือกเหลานี้จะ
หายไป 

สีนํ้าตาล N C 

MA154 S สีขาว ลักษณะคลายสําล ี สีนํ้าตาล N C 
MA158 S สีครีม ขอบๆ โคโลนีมี

ลักษณะเมือก เม่ือเลี้ยงไว
นานๆ เมือกเหลานี้จะ
หายไป 

สีนํ้าตาล N C 

MA161 S สีเขียวขี้มา ขรุขระ แข็ง สีนํ้าตาล N L 
MA164 F สีครีม กํามะหยี่ สีนํ้าตาล N C 
MA169 S สีเขียวขี้มา ขรุขระ แข็ง สีนํ้าตาล N C 
PMA1 F สีเขียวขี้มากํามะหยี่ยนๆ 

ขอบโคโลนีสขีาว 
สีนํ้าตาล Cladosporium sp. L 

 
F: เจริญเต็ม plate ในเวลา 5-7 วัน, S: เจริญเต็ม plate มากกวา 7 วัน, N: ไมสรางโคนิเดีย, L: lipase,      
C: cellulase 

   
 

MA1 MA2 MA56 

67 

66 



 

 

 
 
รูปที่ 15 ลักษณะโคโลนีราเอนโดไฟทจํานวน 18 isolates ที่สรางเอนไซมที่นํามาจัดจําแนกชนิด  
 
 
 
 

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 ลักษณะโคโลนีและโคนิเดียของราเอนโดไฟทจํานวน 3 isolates ที่สรางเอนไซมที่นํามา 
          จัดจําแนกชนิด 
 
 

MA111 
Cladosporium sp. 

PMA1 
Cladosporium sp. 

MA129 
Pestalotiopsis sp. 
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3.5.2 การจัดจําแนกราเอนโดไฟทโดยใชลักษณะทางชีวโมเลกุล 
ราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซมที่ นํามาจัดจําแนกโดยวิธีทางชีวโมเลกุลทั้งหมด  

21 isolates พบวามีราเอนโดไฟท 2 isolates (MA132 และ MA148) ที่ไมสามารถเพิ่มจํานวน
สวน LSU และ ITS rDNA ได จึงไมสามารถจําแนกชนิดได ในสวนของราเอนโดไฟทอีก  
19 isolates จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU และ ITS rDNA พบวามีการกระจาย
ตัวอยูใน phylum Basidiomycota และ Ascomycota รวม 6 orders โดยมีราเอนโดไฟทเพียง  
1 isolate คือ MA56 มีความสัมพันธใกลชิดกับ Order Agaricales, Phylum Basidiomycota 
สวนที่เหลือจัดอยูใน Phylum Ascomycota โดยกระจายตัวอยูใน order ตางๆ 5 orders ไดแก 
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
เสนอผลการวิเคราะหความสัมพันธของราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนกับเชื้อราอ่ืนๆ ใน order 
ตาง ๆ ดังกลาว อยางละเอียดดังตอไปน้ี 
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Order Agaricales, Phylum Basidiomycota 
 

จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA ของราเอนโดไฟท MA56 พบวา
จัดอยูใน order Agariales, phylum Basidiomycota ซ่ึงเปนราเอนโดไฟท isolate เดียวที่อยูใน 
phylum Basidiomycota ในชุดขอมูลประกอบดวยราชนิดอ่ืนๆ ใน order น้ี และ order ใกลเคียง 
รวม 44 taxa จากฐานขอมูล GenBank โดยมี Marasmius oreades (EF160080) และ 
Marasmius mbalmayoensis (EF160087) เปน outgroup มี total character 1313 characters, 
parsimony informative 187 characters และ parsimony uninformative 84 characters เม่ือ
วิเคราะหดวยวิธี MP ทําใหได MPT 84 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 733 
steps, 0.4079 และ 0.6015 ตามลําดับ ดังแสดง tree ที่เหมาะสม (best tree) ในรูปที่ 17 ที่ได
จากการวิเคราะหดวย K-H test หลังจากวิเคราะหดวยวิธี MP และ วิธี NJ พบวาทั้ง 2 วิธีมี 
topology ที่ใกลเคียงกัน จึงแสดงผลเฉพาะ tree จากการวิเคราะหดวยวิธี MP 

เชื้อรา MA56 มีตําแหนงอยูใน subclade A ดังรูปที่ 17 ซ่ึงมีความสัมพันธใกลชิดกับ 
family Schizophyllaceae โดย subclade น้ีประกอบดวย Schizophyllum commune 
(DQ071725 และ AF261587) ดวยคาความเชื่อม่ัน bootstrap ที่สูง 100 และ 100% จากการ
วิเคราะหดวยวิธี MP และ NJ ตามลําดับ  

ผลจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA น้ันสอดคลองกับผลการ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ที่ใชวิธีการวิเคราะหเดียวกัน โดยในการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ชุดขอมูลประกอบดวยรา MA56 และราชนิดอ่ืนใน Genus 
Schizophyllum และ Fungal endophyte 1 taxa รวมเปน 23 taxa โดยใช Schizophyllum 
radiatum (AY571060) เปน outgroup มี total character 618 characters, parsimony 
informative 42 characters, parsimony uninformative 14 characters และได MPT 1000 
trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 30, 1.0 และ 1.0 ตามลําดับ (รูปที่ 18) 

ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อรา MA56 พบวา มีตําแหนง
อยูใน subclade A ดังรูปที่ 18 ซ่ึงมีความสัมพันธใกลชิดกับสมาชิกใน family 
Schizophyllaceae โดย subclade น้ี ประกอบดวย Schizophyllum sp. (AB245444 และ 
AB245445) และ Schizophyllum commune (AF249368, AY636062 และ AY949987) ดวยคา
ความเชื่อม่ัน bootstrap สูง 95 และ 96% จากการวิเคราะหดวยวิธี MP และ NJ ตามลําดับ และ
จากการเปรียบเทียบ % sequence similarity ของ ITS rDNA ระหวาง MA56 กับ taxa ที่
ใกลเคียงกันใน subclade ดังกลาว พบวามีคาอยูระหวาง 98.8-100% และมีความใกลเคียงกับ 
Schizophyllum commune (AF249368) มากที่สุด 99.2% โดย MA56 มี base insertion ยาว 1 
bp แทรกอยูบริเวณตําแหนงที่ 24 ดังน้ันผลจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU และ 
ITS rDNA ควรจัดจําแนกรา MA56 เปน Schizophyllum commune  
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รูปท่ี 17 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน LSU rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 

ราเอนโดไฟท MA56 ที่มีคาความเชื่อมั่น bootstrap จากการวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี 
NJ (ขวา) มากกวา 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 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน ITS rDNA sequence โดยหลักการ MP  

ของราเอนโดไฟท MA56 ที่มีคาความเชื่อม่ัน bootstrap จากการวิเคราะหดวยวิธี MP 
(ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 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 

 
จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA ของราเอนโดไฟท MA111 และ 

PMA1 พบวาจัดอยูใน Order Capnodiales ในชุดขอมูลประกอบดวยราชนิดตางๆ ใน order น้ี 
จํานวน 38 taxa โดยมี Dothidea sambuci (AY544681) และ Dothidea hippophaeos 
(DQ678048) เปน outgroup มี total character 1273 characters, parsimony informative 169 
characters และ parsimony uninformative 46 characters เม่ือวิเคราะหดวยวิธี MP ทําใหได 
MPT 134 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 517 steps, 0.5513 และ 0.8094 
ตามลําดับ ดังแสดง tree ที่เหมาะสม (best tree) ในรูปที่ 19 ที่ไดจากการวิเคราะหดวย K-H 
test หลังจากวิเคราะหดวยวิธี MP และ วิธี NJ พบวาทั้ง 2 วิธีมี topology ที่ใกลเคียงกัน จึง
แสดงผลเฉพาะ tree จากการวิเคราะหดวยวิธี MP 

เชื้อรา MA111 และ PMA1 มีตําแหนงอยูใน subclade A ดังรูปที่ 19 ซ่ึงมีความสัมพันธ
ใกลชิดกับ Family Davidiellaceae ซ่ึงประกอบดวย Davidiella tassiana (DQ071725 และ 
AF261587) ดวยคาความเชื่อม่ัน bootstrap ที่สูง 97 และ 100% จากการวิเคราะหดวยวิธี MP 
และ NJ ตามลําดับ โดย MA111 และ PMA1 มีความสัมพันธที่ใกลชิดกันมากเนื่องจากมี 
branch length ที่คอนขางสั้น แตเชื้อราทั้ง 2 isolates มี branch length ที่หางกับเชื้อ 
Davidiella tassiana (DQ071725 และ AF261587) แตเม่ือพิจารณาจากคา bootstrap พบวาให
คา bootstrap ที่คอนขางสูง ในการศึกษาครั้งน้ี เชื้อรา PMA1 สามารถวิเคราะหไดเฉพาะ
ตําแหนงของ LSU เทานั้น  

สําหรับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU ของเชื้อรา MA111 พบวาใหผล
สอดคลองกับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ที่ใชวิธีการวิเคราะหเดียวกัน โดย
ชุดขอมูลประกอบดวยรา MA111 และราชนิดอ่ืนใน Genus Cladosporium และ Fungal 
endophyte และ Fungal sp. อยางละ 1 taxon รวมเปน 21 taxa โดยใช Davidiella tassiana 
(EU343317 และ EU343351) เปน outgroup มี total character 618 characters, parsimony 
informative 42 characters, parsimony uninformative 14 characters และได MPT 268 trees 
โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 78, 0.8333 และ 0.9404 ตามลําดับ (รูปที่ 20) 

ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อรา MA111 พบวา มี
ตําแหนงอยูใน subclade A ดังรูปที่ 20 ซ่ึงมีความสัมพันธใกลชิดกับสมาชิกใน Family 
Davidiellaceae โดย subclade น้ี ประกอบดวย Cladosporium sp. (DQ092512, DQ092532
และ DQ299303) ดวยคาความเชื่อม่ัน bootstrap เทากับ 97 และ 61% จากการวิเคราะหดวย
วิธี MP และ NJ ตามลําดับ และจากการเปรียบเทียบ % sequence similarity ระหวาง MA111 
กับ taxa ที่ใกลเคียงกันใน subclade ดังกลาว พบวามีคาอยูระหวาง 98.9-99.5% และมีความ
ใกลเคียงกับ Cladosporium sp. (DQ299303) มากที่สุด 99.5% โดย M111 มี base insertion 
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ยาว 1 bp แทรกอยูบริเวณตําแหนงที่ 78 ดังนั้นผลจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน 
LSU และ ITS rDNA ควรจัดจําแนกรา MA111 เปน Cladosporium sp. และ สําหรับ PMA1 
เม่ือใชขอมูลลักษณะของการสรางสปอรพบวามีการสรางสปอรที่คลายคลึงกับ MA111 ดังน้ันจึง
จัด PMA1 เปน Cladosporium sp. ดวยเชนกัน 
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รูปท่ี 19 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน LSU rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 
            ราเอนโดไฟท order Capnodiales (MA111 และ PMA1) ที่มีคาความเชื่อมั่น bootstrap จากการ       
            วิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 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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Pseudocercospora sp. DQ153308 



 

 

รูปท่ี 20 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน ITS rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 
             ราเอนโดไฟท MA111 ที่มีคาความเชื่อมั่น bootstrap จากการวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี 
             NJ (ขวา) มากกวา 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 
 ประกอบดวยราเอนโดไฟท 5 taxa ไดแก MA122, MA130, MA150, MA158 และ 
MA164 จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA ของราเอนโดไฟท MA 150, 
MA158 และ MA164  พบวาจัดอยูใน order Pleosporales ซ่ึงในชุดขอมูลประกอบดวยราชนิด
อ่ืนๆ ใน order น้ี 36 taxa และ Fungal endophyte จํานวน 3 taxa จากฐานขอมูล GenBank 
โดยกําหนดให  Delitschia didyma (DQ384090) และ Lepidosphaeria nicotiae (DQ678067) 
เปน outgroup มี total character 1302 characters, parsimony informative 185 characters 
และ parsimony uninformative 67 characters เม่ือวิเคราะหดวยวิธี MP ทําใหได MPT  
12 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 585 steps, 0.5470 และ 0.7530 ตามลําดับ
ดังแสดง tree ที่เหมาะสม ในรูปที่ 21 ที่ไดจากการวิเคราะหดวย K-H test หลังจากวิเคราะห
ดวยวิธี MP และ วิธี NJ พบวาทั้ง 2 วิธีมี topology ที่ใกลเคียงกัน จึงแสดงผลเฉพาะ tree จาก
การวิเคราะหดวยวิธี MP 

เชื้อรา MA164 มีตําแหนงอยูใน subclade A ดังรูปที่ 21 ซ่ึงมีความสัมพันธใกลชิดกับ 
family Melanommataceae โดยแสดงความสัมพันธใกลเคียงกับเชื้อ Bimuria novae-zelandiae 
(AY016356) ดวยคาความเชื่อม่ัน bootstrap ที่คอนขางสูงคือ 89 และ 92% จากการวิเคราะห
ดวยวิธี MP และ NJ ตามลําดับ และพบวา MA150 และ MA158 มีความสัมพันธที่ใกลชิดกัน
มากซึ่งดูไดจาก branch length ที่สั้น และเชื้อราทั้ง 2 isolates อยูใน subclade B ซ่ึงเปนราใน 
order Pleosporales แตไมแสดงความสัมพันธกับ family ใดใน order น้ี  

จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของราเอนโดไฟท MA122 และ 
MA130 ซ่ึงไมมีขอมูลในสวนของ LSU rDNA เน่ืองจากไมสามารถเพิ่มจํานวนในสวนนี้ได และ 
เชื้อราเอนโดไฟท MA150, MA158 และ MA164 พบวาใหผลที่สอดคลองกับการวิเคราะหดวย 
LSU rDNA ที่ใชวิธีการวิเคราะหเดียวกัน โดยชุดขอมูลประกอบดวยรา MA122, MA130, 
MA150, MA158 และ MA164 และ ราชนิดอ่ืนใน order Pleosporales หลาย family โดยใช 
Cochliobolus lunatus (FJ792584) และ Cochliobolus sp. (FJ235087) เปน outgroup มี total 
character 735 characters, parsimony informative 294 characters, parsimony 
uninformative 104 characters และได MPT 6 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 
1336, 0.5075 และ 0.7488 ตามลําดับ รูปที่ 22  

 ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อราเอนโดไฟททั้ง 5 taxa 
พบวา มีตําแหนงอยูใน 3 subclade  ดังรูปที่ 22 โดย MA 164 มีความสัมพันธอยางใกลชิดกับ
เชื้อราใน family Pleosporaceae คือ Leptosphaerulina chartarum (EU272493) (subclade 
A) โดยมีคาความเชื่อม่ัน bootstrap 64 และ 100% จากการวิเคราะหดวยวิธี MP และ NJ 
ตามลําดับ และ MA164 มี % sequence similarity กับ Leptosphaerulina chartarum 
(EU272493) 96.1% สําหรับเชื้อรา MA 130 มีความสัมพันธอยางใกลชิดกับ Lophiostoma sp. 

78 



 

 

(AY787716) โดยมีคาความเชื่อม่ัน bootstrap 100 และ 100% ตามลําดับ และ มี % sequence 
similarity เทากับ 89.7% ที่ถือวานอย ในขณะที่ MA150 มีความสัมพันธใกลชิดกับ Massarina 
corticola (AF383957) ดวยคาความเชื่อม่ัน bootstrap สูง 100 และ 100% มี % sequence 
similarity 100.0 % และเชื้อรา MA 122 และ MA158 มีความสัมพันธใกลชิดกันมาก โดยมีคา
ความเชื่อม่ัน 100 และ 100% จากการวิเคราะหดวยวิธี MP และ NJ ตามลําดับ มี % sequence 
similarity 99.8 % แมวาจะไมมีความสัมพันธกับเชื้อใดๆ ใน clade น้ี 

ดังน้ันจากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสวน LSU และ ITS rDNA ควรจัด
จําแนกรา MA150, และ MA164 เปน Massarina corticola และ Leptosphaerulina chartarum 
ตามลําดับ ในขณะที่ MA130, MA122 และ MA158 ไมสามารถจัดจําแนกอยูใน genus ใดๆ ได 
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รูปท่ี 21 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน LSU rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 

ราเอนโดไฟท order Pleosporales (MA150, MA158 และ MA164) ที่มีคาความเชื่อมั่น bootstrap 
จากการวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 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 
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รูปท่ี 22  MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน ITS rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ               
                ราเอนโดไฟท order Pleosporales (MA122, MA130, MA150, MA158 และ MA164) ที่มีคาความ

เชื่อมั่น bootstrap จากการวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 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 

81 



 

 

Order Botryosphaeriales 
 

ราเอนโดไฟท 5 taxa ซ่ึงประกอบดวย MA127, MA140, MA145, MA161 และ MA169 
เม่ือนํามาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA พบวาจัดอยูใน order 
Botryosphaeriales ซ่ึงในชุดขอมูลประกอบดวยราชนิดอ่ืนๆ ใน order น้ี และ fungal 
endophyte รวมทั้งสิ้น 31 taxa จากฐานขอมูล GenBank โดยกําหนดให  Tubeufia cerea 
(DQ470982) เปน outgroup มี total character 1309 characters, parsimony informative 158 
characters และ parsimony uninformative 108 characters เม่ือวิเคราะหดวยวิธี MP ทําใหได 
MPT 72 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 499 steps, 0.6613 และ 0.8044 
ตามลําดับ ดังแสดง tree ที่เหมาะสม ในรูปที่ 23 ที่ไดจากการวิเคราะหดวย K-H test หลังจาก
วิเคราะหดวยวิธี MP และ วิธี NJ พบวาทั้ง 2 วิธีมี topology ที่ใกลเคียงกัน จึงแสดงผลเฉพาะ 
tree จากการวิเคราะหดวยวิธี MP จากการวิเคราะหพบวา ราเอนโดไฟททั้ง 5 taxa สามารถจัด
อยูใน order Botryosphaeriales โดยพบวาเชื้อรา MA127 และ MA140 มีความสัมพันธที่
ใกลชิดกันมาก แตมีคาความเชื่อม่ัน bootstrap ไมสูงมาก คือ 80 และ 94% ตามลําดับ โดยเชื้อ
ราทั้ง 2 isolates มีความสัมพันธใกลชิดกับเชื้อ fungal endophytes (EF420102 และ 
EF420103) และมีคาความเชื่อม่ัน bootstrap คือ 89 และ 95% เม่ือวิเคราะหดวยวิธี MP และ 
วิธี NJ ตามลําดับ สําหรับเชื้อ MA161และ MA169 มีความสัมพันธที่ใกลชิดกันโดยมีคาความ
เชื่อม่ัน 100 และ 100% ซ่ึงมีความสัมพันธใกลชิดกับ Guignardia bidwellii DQ678085 ในขณะ
ที่เชื้อ MA145 มีความสัมพันธใกลเคียงกับเชื้อราใน family Botryosphaeriaceae แตไมแสดง
ความสัมพันธกับ specie ใดๆ  

ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อราเอนโดไฟท 3 taxa ไดแก 
MA127, MA140 และ MA145 ซ่ึงรา MA161 และ MA169 ไมสามารถเพิ่มปริมาณสวน ITS 
rDNA ได โดยชุดขอมูลที่ทําการศึกษาประกอบดวย เชื้อราที่เปนสมาชิกใน order 
Botryosphaeriales และ fungal endophyte รวมทั้งหมด 36 taxa กําหนดให Corynespora 
cassiicola (FJ184988, FJ594961 และ EU935735) เปน outgroup มี total character  
688 characters, parsimony informative 372 characters, parsimony uninformative  
31 characters และได MPT 76 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 1151, 0.6612 
และ 0.8902 ตามลําดับ (รูปที่ 24) 

ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อรา 3 taxa ไดแก MA127, 
MA140 และ MA145 พบวาใหผลที่สอดคลองกับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU 
rDNA โดย MA127 และ MA140 มีความสัมพันธใกลชิดกันมากโดยมี % sequence identity 
เทากับ 99.5% และมีความสัมพันธใกลชิดกับสมาชิกใน family Botryosphaeriaceae ไดแก
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Guignardia mangiferae  AY277710 ดวยคาความเชื่อม่ัน bootstrap ที่สูง คือ 100 และ 100 
% จากการวิเคราะหทั้งสองวิธี ในขณะที่ MA145 ไมมีความสัมพันธกับเชื้อรา species ใดๆ ใน 
family น้ี 

ดังน้ันจากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ของ LSU rDNA ควรจัดจําแนก MA169 
และ MA161 เปน Guignardia sp. ในขณะที่ ผลของ LSU และ ITS rDNA ควรจัด 
จําแนก MA127 และ MA140 เปน Guignardia sp. และ MA145 เปนสมาชิกใน family 
Botryosphaeriaceae 
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รูปท่ี 23 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน LSU rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 
            ราเอนโดไฟท order Bostryosphaeriales (MA127, MA140, MA145, MA161 และ MA169) ที่มีคา   
            ความเชื่อมั่น bootstrap จากการวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 
            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 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน ITS rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 

 ราเอนโดไฟท order Botryosphaeriales (MA127, MA140 และ MA145) ที่มีคาความเชื่อมั่น 
 bootstrap จากการวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 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 ซ่ึงประกอบดวย MA1, MA81 และ MA154 เม่ือนํามาวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA พบวาจัดอยูใน order Diaporthales ซ่ึงในชุดขอมูล
ประกอบดวยราชนิดอ่ืนๆ ใน order น้ี และ Fungal endophyte รวมทั้งสิ้น 26 taxa จาก
ฐานขอมูล GenBank โดยกําหนดให Leucostoma auerswaldii (AF408384) และ Leucostoma 
niveum (AF362558) เปน outgroup มี total character 1283 characters, parsimony 
informative 64 characters และ parsimony uninformative 29 characters เม่ือวิเคราะหดวย
วิธี MP ทําใหได MPT 34 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 155 steps, 0.6323 
และ 0.7324 ตามลําดับ ดังแสดง tree ที่เหมาะสม ในรูปที่ 25 ที่ไดจากการวิเคราะหดวย  
K-H test หลังจากวิเคราะหดวยวิธี MP และ วิธี NJ พบวาทั้ง 2 วิธีมี topology ที่ใกลเคียงกัน 
จึงแสดงผลเฉพาะ tree จากการวิเคราะหดวยวิธี MP  

จากการวิเคราะหพบวาราเอนโดไฟททั้ง 3 taxa อยูใน clade เดียวกัน โดยพบวารา 
MA1 มีความสัมพันธที่ใกลชิดกับ Diaporthe decedens (AF408348) โดยมีความเชื่อม่ัน 

bootstrap ที่ต่ําคือ <50% และ 70% เม่ือวิเคราะหดวยวิธี  MP และ วิธี NJ ตามลําดับ 
นอกจากนี้พบวา MA154 มีความสัมพันธกับ Phomopsis sp. EU219393 แตมีคาความเชื่อม่ัน

ที่ต่ํา คือ <50% และ 58% ตามลําดับ ในขณะที่ MA81 มีความสัมพันธใกลชิดกับเชื้อใน order 
น้ีแตไมแสดงความสัมพันธกับ species ใดๆ  

ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อราเอนโดไฟท 3 taxa ไดแก 
MA1, MA2 (ไมมีขอมูล LSU) และ MA81 โดยชุดขอมูลที่ทําการศึกษาประกอบดวย เชื้อราที่
เปนสมาชิกใน order Diaporthales และ fungal endophyte รวมทั้งหมด 31 taxa กําหนดให 
Leucostoma curreyi (AF191172) และ Leucostoma cinctum (AF191170) เปน outgroup มี 
total character 631 characters, parsimony informative 118 characters, parsimony 
uninformative 38 characters และได MPT 3 trees โดยมีคา tree length, CI และ RI เทากับ 
343, 0.6152 และ 0.7944 ตามลําดับ (รูปที่ 26) 

ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อรา 3 taxa พบวาใหผลที่
สอดคลองกับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA โดยพบวา MA1 และ MA2 มี
ความสัมพันธใกลชิดกันมากโดยมีคาความเชื่อม่ัน bootstrap ที่สูงคือ 100 และ 100% มี  
% sequence similarity 100% และมีความสัมพันธใกลชิดกับสมาชิกใน family Diaporthaceae 
ดวยคาความเชื่อม่ัน bootstrap 87 และ 100% ในขณะที่ MA81 พบอยูใน subclade A ซ่ึงมี
ความสัมพันธกับราใน family Diaporthaceae แตไมมีความสัมพันธกับเชื้อรา species ใดๆ 
นอกเหนือจาก Phomopsis และ Diaporthe  
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ดังน้ันจากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ของ LSU และ ITS rDNA ควรจัดจําแนก 
MA1, MA2 เปน Diaporthe sp., MA154 เปน Phomopsis sp., สําหรับ MA81 เปนสมาชิกใน 
family Diaporthaceae 
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รูปท่ี 25 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน LSU rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 

ราเอนโดไฟท order Diaporthales (MA1, MA81 และ MA154) ที่มีคาความเชื่อมั่น bootstrap จาก
การวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 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 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน ITS rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 

ราเอนโดไฟท order Diaporthales (MA1, MA2 และ MA81) ที่มีคาความเชื่อมั่น bootstrap จาก 
การวิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 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 
  

ในการวิเคราะหราเอนโดไฟท 2 taxa ไดแก MA105 และ MA129 พบวาอยูใน order 
Xylariales ซ่ึงในการวิเคราะหใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA เน่ืองจากไมมีขอมูลใน
สวนของ LSU ในการวิเคราะห ชุดขอมูลที่นํามาศึกษาประกอบดวยราใน family Xylariaceae 
และ Amphisphaeriaceae สมาชิกใน order Xylariales รวมทั้งหมด 17 taxa กําหนดให Xylaria 
apicularta เปน outgroup มี total character 970 characters, parsimony informative 127 
characters, parsimony uninformative 142 characters และได MPT 271 trees โดยมีคา tree 
length, CI และ RI เทากับ 318, 0.9465 และ 0.9703 ตามลําดับ (รูปที่ 27) 

ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA ของเชื้อรา 2 taxa พบวา MA129 มี
ความสัมพันธใกลชิดกับ Pestalotiopsis sp. FJ037738 มี % sequence identity 99.8% 
ในขณะที่ MA105 มีความสัมพันธกับราใน order Xylariales แตไมมีความใกลชิดกับเชื้อใดๆ ใน 
order น้ี อีกทั้ง MA105 มี branch length ที่ยาวมากเนื่องจากมีลําดับนิวคลีโอไทดที่แตกตางไป
จากราชนิดอ่ืนๆ ที่นํามาเทียบเคียง  

ดังน้ันจากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ITS rDNA ควรจัดจําแนก MA105 เปน
สมาชิกใน family Xylariaceae และ MA129 เปน Pestalotiopsis sp.  
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รูปท่ี 27 MPTที่เหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหสวน ITS rDNA sequence โดยหลักการ MP ของ 

ราเอนโดไฟท order Xylariales (MA105 และ MA129) ที่มีคาความเชื่อมั่น bootstrap จากการ 
วิเคราะหดวยวิธี MP (ซาย) และ วิธี NJ (ขวา) มากกวา 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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สรุปการจัดจําแนกราเอนโดไฟทโดยวิธีทางชีวโมเลกุล 

  
จากการวิเคราะหขอมูลทางพันธุกรรมโดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด LSU และ ITS 

rDNA สามารถสรุปและจัดจําแนกราเอนโดไฟททั้ง 19 isolates ที่มีประสิทธิภาพในการสราง
เอนไซม lipase และ cellulase ดังตารางที่ 18 โดยสามารถจัดจําแนกในระดับ genus ได  
13 isolates (68.4%) ไดแก 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, สวนที่เหลือจัดจําแนกไดในระดับ family หรือ order เทานั้น 
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ตารางที่ 18 สรุปผลการจัดจําแนกราเอนโดไฟท โดยใชขอมูลลําดับเบส 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 

* สรางโครงสรางสืบพันธุบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
93 



 

 

                                                94 

ตารางที่ 18 (ตอ) สรุปผลการจัดจําแนกราเอนโดไฟท โดยใชขอมูลลําดับเบส 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 

 
* สรางโครงสรางสืบพันธุบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
 

 
  

 
         

MA148 MA132 
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บทที่ 4 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
4.1 การแยกราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลน 
 

การแยกราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลน ทั้งหมด 7 ชนิด ไดแก โกงกางใบเล็ก  
(R. apiculata) ตะบูนขาว (X. granatum) ถั่วขาว (B. cylindrica) ฝาดดอกแดง (L. littorea)
เล็บมือนาง (A. corniculatum), ลําพู (S. caseolaris) และ แสมขาว (A. alba) แยกราเอนโดไฟท
ไดทั้งหมด 76 isolates มีอัตราการแยกราเอนโดไฟทเฉลี่ย 0.42 isolates/ชิ้นตัวอยางพืช ซึ่งมี
คาใกลเคียงกับการศึกษาของ จิรายุ (ติดตอสวนตัว) ที่แยกราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลน  
18 ชนิด รวม 63 ตน ไดอัตราการแยกราเอนโดไฟทเฉลี่ย 0.49 isolates/ชิ้นตัวอยางพืช และพบ
อัตราการแยกราเอนโดไฟทจากตนฝาดดอกแดงสูงที่สุด เทากับ 1.0 isolate/ชิ้นตัวอยางพืช 
ใกลเคียงกับการศึกษาของจิรายุ ที่แยกได 0.85 isolate/ชิ้นตัวอยางพืช จากพืชชนิดนี้เชนกัน 
อยางไรก็ตาม จิรายุ สามารถแยกราเอนโดไฟทไดจากถั่วขาวมากที่สุด 1.05 isolates/ชิ้น
ตัวอยางพืช ในขณะที่การศึกษาในครั้งน้ีพบอัตราการแยกราเอนโดไฟทจากตนถั่วขาวต่ําที่สุด
เพียง 0.1 isolate/ชิ้นตัวอยางพืช  อาจเปนไปไดวาพืชแตละแหลงมีราเอนโดไฟทที่อาศัยอยู
จํานวนแตกตางกัน นอกจากนี้ยังมีรายงานพบวาอายุของพืชมีผลตอจํานวนราเอนโดไฟทดวย 
ดังเชนการศึกษาของ Pang และคณะ (2008) ที่รายงานวาสามารถแยกราเอนโดไฟทจาก 
Kandelia candel ซ่ึงเปนพืชปาชายเลนในวงศ Rhizophoraceae จากพืชตนแก (53.5%) ได
มากกวาพืชตนออน (12.5%)   

ราเอนโดไฟทจะพบไดในพืชทุกชนิด และทุกสวนของพืช (Arnold et al., 2000) จาก
การศึกษาในครั้งน้ีพบวาแยกราเอนโดไฟทไดจากสวนของกิ่งมากที่สุด ซ่ึงสอดคลองกับ
การศึกษาของ ณัฐวุฒิ (2549) เน่ืองจากสวนของกิ่ง เปนที่รวมของ xylem และ phloem ซ่ึงเปน
ทางลําเลียงของน้ําและอาหาร ซ่ึงเปนแหลงที่อุดมสมบูรณที่สุดในพืชจึงทําใหบริเวณนี้พบราเอน
โดไฟทจํานวนมากที่สุด  
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4.2 การคัดเลือกราเอนโดไฟทที่มีความสามารถในการสรางเอนไซม lipase, cellulase, 
amylase และ protease เมื่อทดสอบเบื้องตนโดยวิธี plate method 
 

ในการทดสอบเบื้องตนของราเอนโดไฟทในการสราง lipase, cellulase, amylase และ 
protease ดวยวิธี plate method โดยใชอาหารที่ประกอบดวย tributyrin, CMC, soluble starch 
และ sodium caseinate ซ่ึงเปนสับสเตรทที่จําเพาะกับ lipase, cellulase, amylase และ 
protease ตามลําดับ และประเมินผลจากคา EPR (extracellular enzyme production ratios) 
โดยสุมเลือกราเอนโดไฟท 300 isolates ที่แยกไดจากพืชปาชายเลน 14 ชนิด ซ่ึงเม่ือทดสอบไป
ไดประมาณ 150 isolates พบวาราเอนโดไฟทสามารถสรางเอนไซม lipase และ cellulase แต
พบการสรางเอนไซม amylase และ protease นอยมาก จึงทดสอบการสรางเอนไซม 2 ชนิด
หลังเพียง 180 isolates และทดสอบการสรางเอนไซม lipase และ cellulase ทั้ง 300 isolates 
ผลการทดสอบพบวาราเอนโดไฟท 31.7 และ 24.0% สรางเอนไซม lipase และ cellulase ได 
ตามลําดับ และมีเพียง 1.1% เทานั้น ที่สรางเอนไซม amylase และไมพบราเอนโดไฟทที่สราง 
protease ซ่ึงผลการทดลองนี้สอดคลองกับงานวิจัยของ Maria และคณะ (2005) ที่ไดศึกษาการ
สรางเอนไซมจากราเอนโดไฟทที่แยกไดจากพืชปาชายเลน 2 ชนิด ไดแก Acanthus ilicifolius 
และ Acrostichum aureum ที่ประเทศอินเดีย พบวา ราเอนโดไฟททุกตัวที่นํามาทดสอบสามารถ
สรางเอนไซม lipase และ cellulase ได แตพบการสรางเอนไซม amylase และ protease นอย
มาก อยางไรก็ตามในงานวิจัยของ Maria และคณะ (2005) ศึกษาราเอนโดไฟทเพียง 7 isolates 
เทานั้น ดังน้ันการศึกษาในครั้งน้ีไดศึกษากับเชื้อราจํานวนมากที่แยกไดจากพืชปาชายเลน
หลากหลายชนิด จึงเปนการยืนยันไดวา ราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนสวนใหญสรางเอนไซม 
lipase และ cellulase แตสราง amylase และ protease ไดนอยมาก นอกจากนี้ยังมีรายงานการ
วิจัยของ Lumyong และคณะ (2002) ที่ศึกษาการสราง cellulase, mannanase, protease และ 
xylanase โดยราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชพ้ืนเมืองจากอุทยานแหงชาติดอยสุเทพ-ปุย จังหวัด
เชียงใหม พบวาราเอนโดไฟทสามารถสรางเอนไซมตางๆ เหลานี้ไดแตมีเชื้อราจํานวนนอยที่
สามารถสราง protease ได Lindstrom และคณะ (1993) พบราเอนโดไฟท Acremonium 
typhinum ที่แยกไดจากหญา (Poa ampla) ผลิต protease และจากการศึกษาตอมาพบวาเปน
protease ที่คลาย subtilisin ในยูคาริโอต ซ่ึงคลายกับ protease ที่พบในราที่กอโรคกับแมลง  
และไสเดือนฝอย หรือราอื่นๆ อยางไรก็ตาม protease ที่คลาย subtilisin น้ีไมไดจํากัดอยู 
เฉพาะในราที่ทําใหเกิดโรค แตอาจเปนลักษณะทั่วๆ ไปของราในกลุม Ascomycetes และ 
Deuteromycetes (Reddy et al., 1996) ซ่ึงการศึกษาครั้งนี้พบวาราเอนโดไฟทจากพืช 
ปาชายเลนสามารถสรางเอนไซม lipase, cellulase และ amylase ได แสดงวาราสรางเอนไซม
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เพ่ือยอยสลายสับสเตรทตางๆ ของพืชที่จําเพาะตอเอนไซมตางๆ เหลานี้ โดยเฉพาะเซลลูโลส
เปนองคประกอบสวนใหญของพืช  
 สําหรับในการศึกษาเอนไซมที่สามารถยอยสลายสับสเตรทจําพวกไขมันสามารถแบง
ออกเปน esterase และ lipase ซ่ึง esterase จําเพาะกับสับสเตรทที่มีจํานวนคารบอนอะตอม
นอยกวาหรือเทากับ 10 ซ่ึงไดแก tributyrin นํ้ามันมะพราว และไขมันเนย เปนตน สําหรับ 
lipase จะมีความจําเพาะกับสับสเตรทที่มีจํานวนอะตอมของคารบอนมากกวาหรือเทากับ 10 
ไดแก นํ้ามันมะกอก และนํ้ามันปาลม (Fucinos et al., 2005) เปนตน ซ่ึงในการศึกษาครั้งน้ีใช 
tributyrin เปนสับสเตรทสําหรับการคัดเลือกเชื้อเบื้องตน ดวยวิธี plate method เน่ืองจาก 
tributyrin เปนสับสเตรทที่ดีสําหรับวิธีตรวจสอบที่ตองการเห็นผลเร็ว และเปนสารที่กระจายตัว
ในน้ําไดงายกวาสับสเตรทตัวอ่ืนๆ Torres และคณะ (2003) ศึกษาการสรางเอนไซม lipase ของ
ราเอนโดไฟท ที่แยกจากพืชแถบเมดิเตอรเรเนียน โดยทดสอบบนอาหาร tributyrin เชนเดียวกัน
พบวา 80% ของเชื้อที่ทดสอบใหผลบวก ซ่ึงมีคาสูงกวาการทดลองนี้มาก ซ่ึงการทดลองครั้งนี้
พบเพียง 31.7% ดังน้ันในการศึกษาครั้งนี้จึงนําราเอนโดไฟทที่ใหผลบวกบนอาหาร tributyrin 
ไปทดสอบเพื่อศึกษาความสามารถของราเอนโดไฟทในการยอยสลายสับสเตรทโมเลกุลใหญ จึง
ไดทดสอบบนอาหาร rhodamine B ที่ผสมน้ํามันมะกอก พบวามีเพียง 3 isolates เทานั้นที่ให
ผลบวกเมื่อศึกษาบนอาหารดังกลาว แสดงวาราเอนโดไฟทที่ศึกษาในครั้งน้ีสราง esterase เปน
สวนใหญ ซ่ึงมีความจําเพาะกับสับสเตรทที่มีจํานวนคารบอนอะตอมนอยกวาหรือเทากับ 10 
และไมสามารถสรางเอนไซมที่จําเพาะกับสับสเตรทที่มีโมเลกุลใหญๆ ได  
 
4.3 การทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมดวยชุดทดสอบ API ZYM test kit 
 
 การทดสอบการสรางเอนไซมโดยวิธี plate method เลือกใชสับสเตรทเพียง 4 ชนิด
เทานั้น ทําใหทราบความสามารถในการสรางเอนไซม 4 ชนิดไดแก lipase, cellulase, amylase 
และ protease สําหรับการทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมดวยชุดทดสอบ API ZYM 
test kit สามารถทดสอบการสรางเอนไซมไดจํานวน 19 ชนิด ทําใหทราบวาราเอนโดไฟทที่
ตองการศึกษาสามารถสรางเอนไซมอ่ืนๆ ไดอีกหลายชนิด โดยการทดสอบดวยชุดทดสอบมี
หลักการที่คลายคลึงกับการทดสอบดวยวิธี plate method กลาวคือ ในแตละหลุมของชุดทดสอบ
จะถูกเคลือบดวยสับสเตรทที่จําเพาะกับเอนไซมแตละชนิดที่ทดสอบ เม่ือทดสอบดวยเอนไซมที่
จําเพาะกับสับสเตรทแตละชนิด สับสเตรทจะถูกยอยทําใหเห็นเปนสีแลวนํามาเปรียบเทียบกับ
แผนเทียบของบริษัทผูผลิต ทําใหทราบวาราเอนโดไฟทแตละตัวสามารถสรางเอนไซมใดไดบาง 
และวิธีการทดสอบดวยชุดทดสอบมีความไวสูงกวาการทดสอบดวยวิธี plate method เน่ืองจาก
ตรวจปริมาณเอนไซมไดในระดับ nanomole ดังน้ันถาเชื้อราสรางเอนไซมไดปริมาณนอยก็
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สามารถตรวจพบไดดวยวิธีน้ี นอกจากนี้ยังสามารถยืนยันผลการทดสอบที่ทดสอบดวยวิธี plate 
method ไดอีกดวย ซ่ึงจากผลการทดสอบการสรางเอนไซม cellulase พบวาการทดสอบดวย  
2 วิธีดังกลาวใหผลการทดสอบที่สอดคลองกัน โดยราเอนโดไฟทจํานวน 23 isolates ที่ทดสอบ
แลวใหผลบวกบนอาหาร CMC ซ่ึงแปลผลวาสามารถสรางเอนไซม cellulase ได เม่ือนําไป
ทดสอบดวยชุดทดสอบ API ZYM test kit พบวามี 21 isolates ที่ใหผลบวกกับชุดทดสอบ และ
ราเอนโดไฟท 5 isolates ที่ใหผลลบบนอาหาร CMC ใหผลบวกกับชุดทดสอบ API ZYM และ 

สามารถระบุไดวาเปน β-glucosidase และราเอนโดไฟทจํานวน 31 isolates ที่ใหผลบวกเมื่อ
ทดสอบการสรางเอนไซม lipase ดวยวิธี plate method ซ่ึงเม่ือนําไปทดสอบดวยชุดทดสอบ
พบวาใหผลบวก 28 isolates  แตมีราเอนโดไฟท 10 isolates ที่ใหผลลบ กับวิธี plate method 
แตเม่ือนําไปทดสอบการสรางเอนไซมดวยชุดทดสอบแสดงผลเปนบวก อาจเนื่องมาจาก 
ราเอนโดไฟทเหลานี้สามารถสรางเอนไซม lipase ไดนอย ทําใหไมสามารถตรวจพบดวยวิธี 
plate method แตเน่ืองจากชุดทดสอบมีความไวมากกวาเนื่องจากวัดไดในระดับ nanomole จึง
สามารถตรวจพบการสรางเอนไซมน้ันๆ ได และจากผลการทดสอบพบวามีราเอนโดไฟท  
3 isolates ที่ใหผลบวกเมื่อทดสอบการสรางเอนไซม lipase ดวยวิธี plate method แตใหผลลบ
เม่ือทดสอบกับชุดทดสอบ API ZYM test kit เน่ืองจากรานี้อาจไมสรางเอนไซมในอาหารเหลว 
ดังผลการทดสอบเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว หรือ อาจเนื่องจากเชื้อราสรางเอนไซมที่อยูภายใน
เซลล เชนที่ Torres และคณะ (2003) รายงานไว 
 นอกจากนี้การทดสอบดวย API ZYM ยังสามารถระบุชนิดของเอนไซม lipase ไดเปน  
3 ชนิด คือ esterase (C4), esterase lipase (C8) และ lipase (C14) ซ่ึงราเอนโดไฟทที่นํามา
ทดสอบสวนใหญสราง esterase (C4) และ esterase lipase (C8) เปนการยืนยันผลการทดสอบ
บน tributyrin agar ไดวา เอนไซมที่ราเอนโดไฟทสรางเปนกลุม esterase และ tributyrin เปน
สับสเตรทที่มีคารบอนอะตอมนอยกวา 10 และมีราเอนโดไฟท 3 isolates (MA56, MA105 และ 
MA129) ที่สรางเอนไซม lipase (C14) โดยเชื้อ 2 isolates (MA105 และ MA109) ใหผลบวก
บนอาหาร rhodamine B ที่ผสมน้ํามันมะกอก ดังน้ันผลการทดสอบทั้ง 2 วิธีสอดคลองกัน  

เน่ืองจาก API ZYM test kit สามารถตรวจหาเอนไซม ไดถึง 19 ชนิด จึงนิยมนํามาใช
จําแนกชนิดจุลินทรียกลุมตางๆ เชน Hesami และคณะ (2008) ศึกษาเชื้อ Flavobacterium 
psychrophilum ที่กอโรคกับปลาเทราท สามารถจําแนกเชื้อที่มีลักษณะทางชีวเคมี และ  
ฟโนทัยปเหมือนกันออกไดเปน 2 biovars สวน Leone และคณะ (1998) ใช enzymatic profile 
ที่ทดสอบโดย API ZYM test kit จําแนก Cryptococcus neoformans ที่แยกไดจากผูปวยเอดส
ไดถึง 15 type การศึกษาในครั้งน้ี จากเชื้อรา 47 isolates พบวามี enzymatic profile ที่แตกตาง
กันถึง 42 type โดยมีเชื้อรา MA154 และ MA159 มีการสรางเอนไซม 3 ชนิด คือ acid 

phosphatase, naphthol-AS-BI-phosphohydrolase และ β-glucosidase เหมือนกัน ในขณะที่ 
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PMA4, PMA43, MA45 และ MA47 สรางเอนไซม 5 ชนิด (alkaline phosphatase, esterase 
(C4), esterase lipase (C8), lipase (C14), acid phosphatase และ naphthol-AS-BI-
phosphohydrolase) สวน 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) จะเห็นไดวาราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลน
มีการสรางเอนไซมที่แตกตางกันมาก   

โดยสรุปแลวขอดีของวิธีการทดสอบดวย plate method คือ สามารถดูผลไดงายคือถา
เชื้อราสามารถสรางเอนไซมได จะสังเกต clear zone รอบโคโลนีรา แตก็มีขอเสียคือ มีความไว
ต่ํา สําหรับชุดทดสอบ API ZYM test kit มีขอดี คือ มีความไวในการทดสอบสูง ซ่ึงทดสอบไดใน
หนวยของ nanomole และสามารถตรวจสอบการสรางเอนไซมไดหลายชนิดในชุดทดสอบเพียง
ชุดเดียวและสามารถระบุชื่อเอนไซมได แตวิธีน้ีมีขอเสีย คือ ราคาแพง และอาจใหระดับคะแนน
ของการเกิดสีที่ไมถูกตองได เพราะใชวิธีการเปรียบเทียบดวยสายตา  

  
4.4 การทดสอบประสิทธิภาพของราเอนโดไฟทในการสรางเอนไซม lipase และ 
cellulase 
 

จากการทดสอบเบื้องตนโดยวิธี plate method พบวาราเอนโดไฟทสวนใหญสราง 
lipase และ cellulase ได มีเพียง 2 isolates ที่สราง amylase และไมพบราเอนโดไฟทที่สราง 
protease ได จึงคัดเลือกราที่ใหผลทดสอบบนอาหารที่ผสม tributyrin และ CMC ดีที่สุด  
มาชนิดละ 3 isolates เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมในอาหารเหลวสําหรับ 
ราเอนโดไฟทที่ใหผลบวกบนอาหาร tributyrin agar นํามาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี 
tributyrin ความเขมขน 1% (v/v) เปนสับสเตรท จากการทดสอบพบวาราเอนโดไฟททั้ง  
3 isolates ไมสรางเอนไซม lipase ที่สภาวะที่ใชในการศึกษา โดยตรวจไมพบคากิจกรรมของ
เอนไซมตลอดระยะเวลา 14 วัน  

สําหรับราเอนโดไฟท 3 isolates ที่ใหผลบวกบนอาหาร CMC agar นํามาศึกษา
ประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม cellulase โดยการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี CMC ความ
เขมขน 1% (v/v) เปนสับสเตรท พบวามีคากิจกรรมของเอนไซม cellulase ต่ํามากทั้ง 3 
isolates โดยใหคากิจกรรมของเอนไซม cellulase ไมแตกตางกัน ราเอนโดไฟทที่สรางเอนไซม 
cellulase ไดดีที่สุดคือ MA145 ซ่ึงใหคากิจกรรมสูงที่สุดเทากับ 0.25 U/ml และมีการเจริญสูงสุด
ที่ 1.2 g นํ้าหนักแหง สวนราเอนโดไฟทอีก 2 isolates มีการเจริญของนอยมาก (นํ้าหนักแหง
สูงสุด 0.76-0.79 g) การที่ราเอนโดไฟทที่นํามาศึกษาสรางเอนไซม cellulase ไดดีเม่ือทดสอบ



 

 

                                                100 

ดวยวิธี plate method แตเม่ือเลี้ยงในอาหารเหลวพบกิจกรรมของเอนไซมนอยมาก อาจ
เน่ืองมาจาก เม่ือเชื้อเจริญอยูในอาหารแข็งเอนไซมจะถูกสรางและคอยๆ ปลอยออกมาภายนอก
เซลลโดยจะแพรอยูในอาหารรอบๆ ตัวเชื้อทําใหเอนไซมมีความเขมขนสูงจึงเห็น clear zone 
ปรากฏรอบตัวเชื้อกวางและมีคา EPR สูง แตเม่ือนําไปเลี้ยงในอาหารเหลวพบคากิจกรรมของ
เอนไซมทั้ง 2 ชนิดนอยมาก เน่ืองจากการเลี้ยงราในอาหารเหลวไมใชลักษณะตามธรรมชาติของ
ราอาจสงผลใหราไมผลิตเมทาบอไลท (Hölker et al., 2004) นอกจากนี้การผลิตเมทาบอไลทยัง
ขึ้นอยูกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราที่เจริญอยูในอาหารเหลว ซ่ึงมีความแตกตางกันไป
ขึ้นกับชนิดของเชื้อรา องคประกอบของอาหารและสภาวะแวดลอมที่ราเจริญอยู เชน ปริมาณ
ออกซิเจนที่ละลายได (dissolved oxygen) และคารบอนไดออกไซด และสภาวะแวดลอมที่รา
เติบโตอยู (Papagianni, 2004) สาเหตุอีกประการที่ทําใหราสรางเอนไซมไดนอยอาจ
เน่ืองมาจากราไมไดอยูในสภาวะถูกกระตุนใหสรางเอนไซม โดยในขั้นตอนของการเก็บรักษา
เชื้อทําการเก็บเชื้อใน glycerol และกอนการทดสอบจะนํามาเลี้ยงบนอาหาร PDA ซ่ึงไมมี
สับสเตรทของเอนไซมใดๆ นอกจากนี้ Torres และคณะ (2003) กลาววา tributyrin plate 
method สามารถตรวจวัดไดทั้งเอนไซมที่สรางออกมานอกเซลล และเอนไซมที่ติดอยูกับผนัง
เซลลของเชื้อรา และใชวิธีน้ีในการศึกษาการสรางเอนไซม lipase ชนิดที่ติดอยูที่ผนังเซลล 
ดังน้ันราเอนโดไฟทที่นํามาศึกษาครั้งน้ีอาจสรางเอนไซมที่เกาะอยูที่ผนังเซลล ทําใหตรวจไมพบ
กิจกรรมของเอนไซมในสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อมีรายงานการศึกษาพบวาจุลินทรียที่สราง 
lipase ได พบมากในกลุมเชื้อรา และแอคติโนมัยซีทที่แยกไดจากดิน (Ko et al., 2005) เชน 
Penicillium wortmanii สราง lipase ไดสูงสุด 12.5 U/ml ในอาหารที่มีนํ้ามันมะกอก 5% (w/v) 
ในวันที่ 7 (Costa and Peralta 1999) สวน Colen และคณะ (2006) พบวา Colletotrichum 
gloeosporioides ที่แยกไดจากดิน สรางเอนไซมปริมาณสูงถึง 27,700 U/l เชื้อราที่แยกไดจาก
เมล็ดพืชที่มีไขมันสูงอยางเชน เมล็ดโกโก พบเช้ือรา Rhizopus oryzae และ Absidia 
corymbifera สามารถสรางเอนไซม lipase ไดดี (Guehi et al., 2007) 
 สําหรับการทดสอบประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม cellulase เม่ือเลี้ยงในอาหารแข็งที่
มีฟางขาวเพียงอยางเดียว และอาหารที่มีฟางขาวผสมใบพืชปาชายเลนในอัตราสวน 3:2 เปน
สับสเตรท พบวาราเอนโดไฟท MA150 ใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดเทากับ 1.93 U/ml ใน
อาหารที่มีฟางขาวเพียงอยางเดียว รองลงมาคือ MA130 และ MA145 ตามลําดับ ซ่ึงผลที่ไดไม
สอดคลองกับวิธี plate method ที่พบวาเชื้อ MA145 ใหคา EPR สูงสุด ทั้งน้ีอาจเนื่องมาจาก
สภาวะที่ใชในการทดสอบตางกันไมจําเปนตองมีผลการทดลองที่สอดคลองกัน เน่ืองจากเชื้อแต
ละตัวชอบสภาวะที่ไมเหมือนกัน (Theantana et al., 2007)  

เม่ือทดสอบประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมโดยการเลี้ยงเช้ือในอาหารแข็งที่มีฟางขาว
และใบพืชปาชายเลน ในอัตราสวน 3:2 พบวาราเอนโดไฟท MA150 ใหคากิจกรรมสูงที่สุด
เทากับ 2.7 U/ml รองลงมาคือ MA130 และ MA145 ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบระหวางการ
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เลี้ยงราในอาหารเหลวและอาหารแข็ง การเลี้ยงในอาหารแข็งจะใกลเคียงกับการเจริญใน
ธรรมชาติของรา จึงสงผลใหราผลิตเมทาบอไลทไดดีกวา เชน การผลิต lipase จาก A. niger 
NCIM 1027 และการผลิต esterase จาก A. niger I-1472 ที่พบวาราจะผลิตเอนไซมในอาหาร
แข็งไดดีกวาในอาหารเหลว (Hölker et al., 2004) และเม่ือเปรียบเทียบคากิจกรรมของเอนไซม 
cellulase เม่ือเลี้ยงราในอาหารที่มีฟางขาวเพียงอยางเดียว และในอาหารที่มีฟางขาวผสมใบพืช
ปาชายเลนใหคากิจกรรมสูงที่สุดอาจเนื่องมาจากราเอนโดไฟทที่ศึกษาแยกมาจาก 
พืชปาชายเลน ดังน้ันเม่ือนํามาเลี้ยงในอาหารที่มีใบพืชปาชายเลน ทําใหลักษณะของสับสเตรท
ใกลเคียงกับที่เคยอยูเดิมจึงถูกกระตุนใหสรางเอนไซม cellulase ไดดี 
 สําหรับการศึกษาเปอรเซ็นตความชื้นของอาหารเลี้ยงเช้ือในแตละวันไมไดทําการศึกษา
เน่ืองจาก จากผลการศึกษาของ ประไพพิศ (2549) ที่ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสราง
เอนไซม cellulase โดยราเอนโดไฟท Penicillium sp. A2 พบวาเปอรเซ็นตความชื้นของอาหาร
เลี้ยงเชื้อในแตละวันที่ทําการศึกษาไมเปลี่ยนแปลง 

อยางไรก็ตามราเอนโดไฟทที่คัดเลือกได ใหคากิจกรรมของเอนไซม lipase และ 
cellulase คอนขางต่ําจึงไมเหมาะที่จะนําไปใชประโยชน  
 
4.5 การจัดจําแนกชนิดของราเอนโดไฟทที่มีความสามารถในการสรางเอนไซม 
 
 การจัดจําแนกชนิดของราที่นิยมศึกษากันในอดีต คือ วิธีศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาเปนหลัก แตการจัดจําแนกดวยวิธีน้ีมีขอจํากัดหลายประการ เชน ราบางชนิดมีลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาคลายคลึงกัน แตไมไดมีความสัมพันธเกี่ยวของกัน อีกทั้งการจัดจําแนกดวย
วิธีน้ีตองอาศัยความรูความชํานาญของผูศึกษา ในการพิจารณาลักษณะและโครงสรางตางๆ 
ของเชื้อราที่ทําการศึกษาเพื่อการจัดจําแนกชนิดที่ถูกตอง และการจัดจําแนกดวยวิธีน้ีตองอาศัย
ระยะเวลานาน เน่ืองจากเชื้อราบางชนิดมีการเจริญเติบโตชา นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อราบางชนิด
ไมสรางโครงสรางการสืบพันธุใดๆ นอกจากเสนใย ซ่ึงเรียกเชื้อรากลุมน้ีวา Mycelia sterilia ซ่ึง
พบบอยในการศึกษาราเอนโดไฟท (Cheng et al., 2008) จึงทําใหการจัดจําแนกราดวยวิธีการ
ทางสัณฐานวิทยาไมประสบผลสําเร็จเทาที่ควร (Guo et al., 2003)  
 สําหรับการศึกษานี้ไดคัดเลือกราเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม lipase 
และ cellulase 10 อันดับแรก และ ราเอนโดไฟทที่ใหผลบวกเมื่อทดสอบบนอาหาร rhodamine 
B รวมทั้งสิ้น 21 isolates มาจัดจําแนกชนิดเบื้องตนดวยวิธีการศึกษาทางสัณฐานวิทยา พบวามี
ราเอนโดไฟทเพียง 3 isolates ที่สรางโครงสรางการสืบพันธุ ไดแก PMA1, MA111 และ 
MA129 สวนราเอนโดไฟทจํานวน 18 isolates ไดแก MA1, MA2, MA56, MA105, MA111, 
MA122, MA127, MA129, MA130, MA132, MA140, MA145, MA148, MA150, MA154, 
MA158, MA161, และ MA169 ไมสรางโครงสรางการสืบพันธุใดๆ โดยสรางเพียงเสนใยเทานั้น 
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ทําใหไมสามารถจัดจําแนกไดถึงระดับ genus หรือ species ได ดังน้ันจึงตองอาศัยขอมูลทาง
พันธุกรรมมาชวยในการจัดจําแนกชนิด และยังทําใหทราบถึงความสัมพันธทางพันธุกรรมกับรา
ชนิดอ่ืนๆ ไดดวย (Rollo et al., 1997; Zhang et al., 1997; Guo et al., 2000) การใชขอมูล
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา มาประกอบกันกับขอมูลดานพันธุกรรมชวยในการจัดจําแนกชนิดของ
ราทําใหเกิดความถูกตองมากยิ่งขึ้น ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Gams และคณะ (1999) ที่
ศึกษาชนิดของราที่แยกจากหญา (Miscanthus sinensis) พบ Fusarium miscanthi sp. nov. 
โดยใชขอมูลของสวน large subunit 28S rDNA, mitochondrial small subunit (mtSSU) rDNA 

และ β-tubulin gene เพ่ือเปนการยืนยันผลการระบุบงชี้ชนิดรา และงานวิจัยของ Cheng และ
คณะ (2008) ที่ศึกษาราเอนโดไฟทที่แยกจากตนรังกะแท (Kandelia) พบ Fusarium 
proliferatum โดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาควบคูกับขอมูล 18S rDNA, 28S rDNA, ITS และ 

EF-1α 
  การศึกษาครั้งนี้เลือกทําการจัดจําแนกชนิดของราเอนโดไฟทโดยใชขอมูลจากสวน ITS 
และ LSU rDNA เน่ืองจากขอมูลจากสวน ITS ซ่ึงเปนสวนที่มีความผันแปรสูง (high variable 
region) สามารถใชเพ่ือจัดจําแนกราเอนโดไฟทจนถึงระดับ genus และ species ได มีราเอนโด
ไฟทเพียงบาง isolates เทานั้นที่จัดจําแนกไดแคระดับ order หรือ family และขอมูลในสวน 
LSU ซ่ึงเปนสวนที่มีความแปรผันต่ํา ทําใหจัดจําแนกราเอนโดไฟทไดในระดับอนุกรมวิธานสูงๆ 
ไดแก order, family หรือ class เปนตน (Ellis et al., 1998; Hopple Jr. and Vilgalys, 1999; 
Artjariyasripong et al., 2001) 
 ขอมูลลําดับเบสที่ผานๆ มาใชนิวคลิโอไทด DNA ในสวน ITS มีการนํามาใชเพ่ือการจัด
จําแนกชนิดของเชื้อราในหลายงานวิจัย เชน สิตา (2551) ศึกษาชนิดของเชื้อราที่แยกจาก
กัลปงหาที่มีฤทธิ์ในการสรางสารตานจุลินทรีย สามารถจําแนกไดถึงระดับ genus และ species 
Amna และคณะ (2006) ศึกษาราเอนโดไฟทที่แยกจาก Nothapodytes foetida ที่มีฤทธิ์ในการ
สรางสาร camptothecin (CPT) เชนเดียวกับ Phongpaichit และคณะ (2006, 2007) ที่จําแนก
ราเอนโดไฟทจากพืชสกุล Garcinia ที่มีฤทธิ์ตานจุลินทรียและฤทธิ์ทางชีวภาพอื่น ๆ 
 สําหรับการศึกษาครั้งน้ี ใชการวิเคราะหขอมูลทาง phylogeny 2 วิธี คือ maximum 
parsimony และ neighbor joining ซ่ึงพบวา topology ของทั้ง 2 วิธี มีความคลายคลึงกัน โดย
แตกตางกันเพียงเล็กนอยบริเวณตําแหนงของ subclade เทานั้น ดังนั้นจึงเลือกนําเสนอเพียง 
maximum parsimony เพียงแบบเดียวเทานั้น โดย phylogenetic tree ที่แสดงไวเปนแบบ most 
parsimonious tree เทานั้น โดยแสดงคาความเชื่อม่ัน bootstrap ทั้งวิธี maximum parsimony 
และ neighbor joining ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Gams และคณะ (1999)  
ที่ศึกษารา Fusarium miscanthi sp. nov. ที่แยกไดจากหญา โดยใชการวิเคราะหแบบ  
maximum parsimony และนําเสนอเพียง most parsimonious tree สําหรับงานวิจัยของ  
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Cheng และคณะ (2008) ที่ศึกษาราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนพบ Fusarium proliferatum 
ใชการวิเคราะห แบบ Bayesian และ maximum parsimony พบวาผลที่ไดจากการวิเคราะห
ตางกันเล็กนอย จึงนําเสนอ tree เพียงจากการวิเคราะหแบบ Bayesian โดยนําเสนอคาความ
เชื่อม่ันทางสถิติจากการวิเคราะหแบบ Bayesian และ maximum parsimony  
 การจัดจําแนกชนิดของราเอนโดไฟทที่แยกไดจากพืชปาชายเลนชนิดตางๆ ที่มี
ประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม lipase และ cellulase โดยคัดเลือกมาทั้งหมด 21 isolates มา
ทําการจัดจําแนกขั้นตนโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยการเพาะเลี้ยงราที่ตองการศึกษา
บนอาหาร PDA พบวามีการสรางสปอรชนิดโคนิดิโอสปอร หรือ โคนิเดียเพียง 3 isolates 
(14.3%) จําแนกไดเปน Cladosporium sp. 2 isolates และ Pestalotiopsis sp. 1 isolate สวน
ราเอนโดไฟทที่เหลือจํานวน 18 isolates (85.7%) ไมพบการสรางสปอร จึงมีความจําเปนตองใช
ขอมูลทางพันธุกรรมมาชวยในการจัดจําแนก 
 ในการพิจารณาถึงความหลากหลายของราเอนโดไฟทที่สามารถสรางเอนไซม lipase 
และ cellulase จํานวน 21 isolates พบวาสามารถจัดจําแนกอยูใน 6 orders ไดแก Agaricales, 
Diaporthales, Xylariales, Capnodiales, Pleosporales และ Botryosphaeriales ซ่ึงสามารถจัด

จําแนกในระดับ genus ไดดังน้ี Cladosporium, Diaporthe, Guignardia, Phomopsis, 
Pestalotiopsis, Leptosphaerulina, Massarina และ Schizophyllum และ มีเชื้อราบาง isolates 
ที่ไมสามารถจําแนกไดในระดับ genus ไดแก MA2, MA81, MA105, MA122, MA127, MA130, 
MA140, MA145 และ MA158 เน่ืองจาก มีขอมูลของลําดับเบส DNA ไมเพียงพอในการ
เปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank และจากการศึกษาครั้งน้ี มีราเอนโดไฟทจํานวน  
2 isolates (MA132 และ MA148) ที่ไมสามารถจัดจําแนกไดเน่ืองจากไมสามารถเพิ่มจํานวนทั้ง
ในสวนของ LSU และ ITS rDNA  
 การศึกษาเกี่ยวกับราเอนโดไฟทที่แยกไดจากพืชปาชายเลนชนิดตางๆ มีรายงานพบรา
ไดหลาย genus เชน Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium, 
Paecilomyces, Penicillium, Pestalotiopsis, Phoma, Phomopsis, Phyllosticta และ 
Trichodema (Liu et al., 2007) และ จากงานวิจัยของ Maria และคณะ (2005) ไดทําการแยก 
ราเอนโดไฟทจากเหงือกปลาหมอ (Acanthus ilicifolius) และ ปรงทะเล (Acrostichum aureum) 
พบวา Acremonium sp., Alternaria chlamydosporus, Alternaria sp., Nigrospora oryzae, 
Aspergillus sp. และ Pestalotiopsis sp. สามารถสรางเอนไซม lipase และ cellulase ได 
สําหรับงานวิจัยของ Torres และคณะ (2003) พบวา Rhizopus oryzae ที่แยกจากพืชแถบ 
เมดิเตอรเรเนียน สามารถสรางเอนไซม lipase ชนิดที่เปน mycelium bound ได  
 นอกจากนี้แลวราเอนโดไฟทในพืชบกก็มีการศึกษาถึงประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม
ไดหลายชนิดเชนกัน เชน การศึกษาของ Urairaj และคณะ (2003) พบวาเชื้อรากลุม 
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Xylariaceae ที่แยกจากพืชพ้ืนเมืองทางภาคเหนือของประเทศไทย มีความสามารถในการสราง 
lignolytic enzyme สําหรับงานวิจัยของ Choi และคณะ (2005) ที่ศึกษาราเอนโดไฟทที่แยกจาก
ตนราชดัด (Brucea javanica) พบวา Colletotrichum sp., Fusarium sp., Phomopsis sp., 
Phoma sp., Coelomycete sp., Hyphomycete sp., Xylariaceae sp., และ Sterilia Mycelia 
สามารถสรางเอนไซม amylase และ cellulase ได  

อยางไรก็ตามการศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลนที่มี
ประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม ยังมีการศึกษาอยูในวงจํากัด และยังเปนแหลงที่มีผูใหความ
สนใจนอย เน่ืองจากอาจเปนแหลงที่สรางเอนไซมไดไมดีนัก จึงทําใหมีขอมูลที่จะใชเปรียบเทียบ
นอยอยู  

สําหรับการศึกษาในครั้งน้ีพบวาราเอนโดไฟทที่มีประสิทธิภาพในการสรางเอนไซม 
กระจายอยูใน order Botryosphaeriales และ Pleosporales มากที่สุด จํานวน 5 isolates ซ่ึง
จากการศึกษาพบวาราเอนโดไฟทที่เปนสมาชิกของแตละ order แมวาจะมีลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาที่คลายคลึงกัน แตเม่ือพิจารณาโดยอาศัยขอมูลทางพันธุกรรมพบวาเปนเชื้อคนละ genus 
และ species กัน เชน MA150 และ MA164 ซ่ึงเปนราเอนโดไฟทใน order Pleosporales มี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คลายคลึงกัน (รูปที่ 16) แตเม่ือนํามาศึกษาโดยใชการวิเคราะห
ขอมูลทางพันธุกรรมสามารถจําแนกชนิดไดเปน Massarina corticola และ Leptosphaerulina 
chartarum ตามลําดับ ซ่ึงการจําแนกชนิดของเชื้อราโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอยาง
เดียวไมเพียงพอ เพราะเชื้อที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เหมือนกันอาจเปนเชื้อคนละชนิดกัน 
(Guo et al., 1998; Taylor et al., 1999)  

จากการศึกษาในครั้งน้ีที่ใชผลของการจัดจําแนกทางสัณฐานวิทยา และการวิเคราะหผล
ทาง phylogeny พบการกระจายตัวของราเอนโดไฟทใน 6 orders ซ่ึงสามารถแบงอธิบายแตละ 
order ไดดังน้ี  

Order Agaricales ซ่ึงเปนสมาชิกใน phylum Basidiomycota จากการศึกษาลําดับ 
นิวคลีโอไทดสวน LSU และ ITS rDNA สามารถจัดจําแนกราเอนโดไฟท MA56 เปน 
Schizophyllum commune ซ่ึง S. commune เปนราที่อยูใน phylum Basidiomycota สวนใหญ
สามารถพบไดบนไมที่ตายแลว (James et al., 2001) และสามารถพบเปนราเอนโดไฟทไดดวย 
มีรายงานวาราที่เปนสมาชิกในกลุม Basidiomycota สามารถสรางเอนไซมยอยสลายลิกนิน และ
องคประกอบตางๆ ของพืชได (Oses et al., 2006) 

ราเอนโดไฟทที่พบใน order Capnodiales ไดแก MA111 และ PMA1 พบวาสราง
โครงสรางสืบพันธุบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA 
และ ITS rDNA ของราเอนโดไฟท MA111 พบวามีความใกลชิดกับ Davidiella tassiana ที่มี 
anamorph เปน Cladosporium และพบวา MA111 และ PMA1 มีความสัมพันธใกลชิดกัน 
ประกอบกับราเอนโดไฟททั้ง 2 isolates น้ี มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คลายคลึง และมีการ
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สรางสปอรแบบ Cladosporium เชนเดียวกัน จึงจัดจําแนกราเอนโดไฟท MA111 และ PMA1 
เปน Cladosporium sp. โดย Cladosporium sp. เปนราที่สามารถกอโรคในพืช และยังพบเปน
ราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนไดดวย (Liu et al., 2007) ซ่ึงราชนิดนี้มีความสามารถในการ
สรางเอนไซมไดหลายชนิดเชนกัน (Abrha and Gashe, 1992; Ghahfarokhi et al., 2004)  

ราเอนโดไฟทที่พบใน order Pleosporales ประกอบดวย MA122, MA130, MA150, 
MA158 และ MA164 โดย MA122 และ MA158 ไมสามารถจัดจําแนกถึงระดับ genus ได 
เน่ืองจากราเอนโดไฟททั้ง 2 isolates ไมสามารถจัดกลุมอยูกับ genus ใดๆ จึงจัดจําแนกรา  
2 isolates น้ี เปนเพียงสมาชิกใน order Pleosporales เทานั้น เน่ืองจากใน clade ที่ MA122 
และ MA158 เปนสมาชิกอยูน้ันประกอบดวยราเอนโดไฟทหลาย family ใน order น้ี ในขณะที่ 
MA130 ที่ใชการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA พบวามีความสัมพันธใกลชิดกับ 
Lophiostoma sp. AY787716 แตเน่ืองจากมี % sequence identity ที่ต่ํา จึงไมควรจัด MA130 
เปน Lophiostoma sp. แตสามารถจัดเปนสมาชิกใน order Pleosporales  

สําหรับราเอนโดไฟท MA150 เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA พบวามี
ความใกลชิดกันมากกับ MA158 เม่ือพิจารณาจากลักษณะของโคโลนีพบวามีลักษณะที่
คลายคลึงกัน และเม่ือวิเคราะหโดยใชขอมูลสวน ITS rDNA พบวา MA150 แสดงความสัมพันธ
ใกลชิดมากกับ Massarina corticola AF383957 ดังน้ันจึงจัดจําแนก MA150 เปน Massarina 
corticola สําหรับ MA164 เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA พบวามี
ความสัมพันธใกลชิดกับ Bimuria novaezelandiae AY016356 แตมี branch length คอนขาง
ยาว ในขณะที่เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA พบวามีความสัมพันธใกลชิดกับ 
Leptosphaerulina chartarum EU272493 และเม่ือดูจาก branch length พบวา MA164 กับ 
Leptosphaerulina chartarum EU272493 มี branch length ที่สั้นมาก ดังน้ันจึงควรจัดจําแนก 
MA164 เปน Leptosphaerulina chartarum  

ราเอนโดไฟท order Botryosphaeriales ซ่ึงประกอบดวยราเอนโดไฟทจํานวน  
5 isolates ไดแก MA127, MA140, MA145, MA161 และ MA169 จากการวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทดสวน LSU rDNA พบวาราเอนโดไฟท MA127 และ MA140 มีความสัมพันธที่
ใกลชิดกันมาก ดูไดจาก branch length ที่สั้นมาก และพบวามีความสัมพันธใกลชิดกับ fungal 
endophyte EF420102 และ fungal endophyte EF420103 ซ่ึงเปนราเอนโดไฟทที่แยกไดจาก
พืชวงศสนแผง (cupressaceous trees) (Hoffman and Arnold, 2007) แตเม่ือพิจารณาโดยใช
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA พบวาราเอนโดไฟททั้ง 2 isolates มีความสัมพันธกับ 
Guignardia mangiferae AY277710 แตเน่ืองจาก branch length ที่คอนขางยาวจึงจัดจําแนก 
MA127 และ MA140 เปน Guignardia sp. 

สําหรับราเอนโดไฟท MA145 เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU และ ITS 
rDNA พบวามีตําแหนงอยูหางจากราอื่นๆ ที่อยูใน subclade เดียวกัน ดังน้ันจึงไมสามารถจัด
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จําแนกชนิดของราเอนโดไฟท MA145 ได เน่ืองจากมีขอมูลในฐานขอมูล GenBank ให
เปรียบเทียบนอย โดยจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA พบวา MA145 มี 
fungal endophyte EF419927, EF419937 และ EF420019 ซ่ึงเปนราเอนโดไฟทที่แยกจากพืช
วงศสนแผง (cupressaceous trees) (Hoffman and Arnold, 2008) และ fungal endophyte 
AY433808 เปนราเอนโดไฟทที่แยกจาก Taxus mairei  และ fungal endophyte FJ025267 เปน
ราเอนโดไฟทที่แยกไดจากพืชใบกวาง เปน sister taxa  

สําหรับราเอนโดไฟท MA161 และ MA169 สามารถวิเคราะหไดเพียงสวน LSU rDNA 
เทานั้น เน่ืองจากไมมีขอมูลสวน ITS rDNA จากการวิเคราะหพบวาราเอนโดไฟททั้ง 2 isolates 
มีความสัมพันธใกลัชิดกันมาก โดยพบวาทั้ง 2 isolates มีความสัมพันธใกลเคียงกับ Guignardia 
bidwellii DQ678085 แตเน่ืองจากมี branch length ที่หางกันมาก จึงไมสามารถบงชี้ไดชัดเจน
วา MA161 และ MA169 เปน Guignardia bidwellii หรือไม จึงอาจจัดจําแนกราเอนโดไฟท 
MA161 และ MA169 เปน Guingardia sp.  

สําหรับราเอนโดไฟทใน order Diaporthales ซ่ึงประกอบดวยราเอนโดไฟทจํานวน  
4 isolates ไดแก MA1, MA2, MA81 และ MA154 จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน 
LSU rDNA พบวาราเอนโดไฟท MA1 มีความใกลชิดกับ Diaporthe decedens AF408348 แต
มีคาความเชื่อม่ัน bootstrap ต่ํา แตเม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA พบวา 
ราเอนโดไฟท MA1 มีความสัมพันธใกลชิดกับ MA2 ซ่ึงอยูใน subclade ที่ประกอบดวย fungal 
endophyte FJ025298 ที่แยกไดจากพืชใบกวาง, fungal endophyte FJ232904 ที่แยกจากพืช
สกุล Dracaena cochinchinensis (Lour.), fungal endophyte EU687127 ซ่ึงเปนราเอนโดไฟท
ที่แยกไดจากหญา, Phomopsis sp. และ Diaporthe sp. จากการจัดจําแนกโดยอาศัยลําดับ 
นิวคลีโอไทดสวน ITS rDNA จึงควรจัดจําแนก MA1 และ MA2 เปน Diaporthe sp. ในขณะที่ 
ราเอนโดไฟท MA81 ที่วิเคราะหโดยใชลําดับนิวคลีโอไทดสวน LSU และ ITS rDNA พบวา 
ราเอนโดไฟท MA81 ความหางจากราอื่นๆ ใน subclade เดียวกันแต sister taxa ไดแก รากลุม 
fungal endophyte DQ485955 เปนราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชสกุล Magnolia liliifera 
(Promputtha et al., 2005), Phomopsis sp. และ Diaporthe sp. จึงจัดจําแนก MA81 เปน 
Diaporthaceae sp. 

สําหรับราเอนโดไฟท MA154 มีการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเฉพาะสวน LSU rDNA 
เทานั้น เน่ืองจากไมสามารถเพิ่มจํานวนสวน ITS rDNA ได จากการวิเคราะหพบวา MA154 มี
ความสัมพันธใกลชิดกับ Phomopsis sp. EU219393 ดังน้ันควรจําแนกชนิดของ MA154 เปน 
Phomopsis sp. จากการศึกษาการแยกราเอนโดไฟทจากพืชปาชายเลนโดย Liu และคณะ 
(2007) พบเชื้อราหลายชนิดรวมทั้ง Phomopsis และจากการศึกษาของ Choi และคณะ (2005) 
ศึกษาราเอนโดไฟทที่แยกจากตนราชดัด พบ Phomopsis sp. ที่สามารถสรางเอนไซม amylase 
และ cellulase ได 
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ราเอนโดไฟท order Xylariales ที่ประกอบดวย MA105 และ MA129 ซ่ึงราเอนโดไฟท
ทั้ง 2 isolates มีการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเฉพาะสวน ITS rDNA เทานั้น เน่ืองจากไม
สามารถเพิ่มจํานวนสวน LSU rDNA ของราเอนโดไฟททั้ง 2 isolates ได โดยราเอนโดไฟท 
MA105 มีความสัมพันธกับราใน family Xylariaceae จาก tree พบวา MA105 มี branch length 
ที่หางจากราอื่นๆ ใน family Xylariaceae เน่ืองจากมีลําดับนิวคลีโอไทดที่แตกตางไปจากรา
ชนิดอ่ืนๆ ที่นํามาเทียบเคียง  

สําหรับราเอนโดไฟท MA129 มีความสัมพันธใกลเคียงกับ Pestalotiopsis sp. 
FJ037738 และจากการศึกษาทางสัณฐานวิทยาพบวา MA129 สามารถสรางสปอรเปน 
Pestalotiopsis ซ่ึงยืนยันการจัดจําแนกรา isolate น้ีวาเปน Pestalotiopsis sp. จากรายงาน
พบวา Pestalotiopsis sp. สามารถแยกไดจากพืชปาชายเลน และยังพบวาสามารถสราง
เอนไซม lipase และ cellulase ได (Maria et al., 2005) และจากการศึกษาของ Urairaj และ
คณะ (2003) พบวารากลุม Xylariaceae สามารถสราง ligninolytic enzyme ได นอกจากนี้ 
Choi และคณะ (2005) ยังพบวา Xylariaceae sp. ซ่ึงเปนราเอนโดไฟทที่สามารถสรางเอนไซม 
amylase และ cellulase ได 

สําหรับราเอนโดไฟทที่ไมสามารถจัดจําแนกชนิดไดจํานวน 2 isolates ไดแก MA132 
และ MA148 เน่ืองจากไมสามารถเพิ่มจํานวนสวน LSU และ ITS rDNA ได แตลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของ MA132 มีลักษณะใกลเคียงกับ MA105 คือมีการสราง stroma ชูขึ้นมาจาก
อาหารเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงเปนลักษณะที่พบในรากลุม Xylariaceae ดังนั้นจึงนาจะจัด MA132 เปน 
ราเอนโดไฟทในกลุม Xylariaceae  

แมวาการจัดจําแนกชนิดโดยใชขอมูลทางพันธุกรรมจะมีขอดี คือ สะดวก รวดเร็ว และ
สามารถจัดจําแนกไดถึงระดับ genus และ species อยางไรก็ตามก็ยังมีขอจํากัดอยูเชนเดียวกัน 
คือขึ้นอยูกับแหลงฐานขอมูล GenBank ที่ใชในการเทียบเคียง หากขอมูลที่มีใหเทียบมีนอย
หรือไมมากพอ ก็อาจไมสามารถจัดจําแนกถึงระดับชนิดได ดังน้ันในการจัดจําแนกชนิดของรา 
จึงยังจําเปนตองอาศัยขอมูลทางสัณฐานวิทยาควบคูกันไปดวย เพ่ือชวยยืนยันและใหเกิดความ
ถูกตองมากยิ่งขึ้น  
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 

จากการทดสอบเบื้องตนเกี่ยวกับความสามารถของราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชาย
เลนในการสรางเอนไซม 4 ชนิด ไดแก lipase, cellulase, amylase และ protease โดยใชวิธี 
plate method พบวาราเอนโดไฟทที่ศึกษาสวนใหญสามารถสรางเอนไซม lipase และ cellulase 
ได และพบการสรางเอนไซม amylase นอยมาก ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้ไมพบราเอนโดไฟทที่
สามารถสรางเอนไซม protease นอกจากนี้จากการศึกษาการสรางเอนไซมโดยชุด API ZYM 
test kit พบวาราเอนโดไฟททุก isolates ที่ทดสอบสามารถสรางเอนไซม acid phosphatase ได 
และการทดสอบดวยชุดทดสอบนี้ยังเปนการชวยยืนยันผลการทดสอบจากการทดสอบดวยวิธี 
plate และจากการศึกษาประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมของราเอนโดไฟทที่คัดเลือก พบวา 
ราเอนโดไฟทที่นําไปศึกษามีประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมไดต่ําจึงไมเหมาะสมที่จะนําไป
ประยุกตใชในทางอุตสาหกรรม 
 จากการจัดจําแนกชนิดของราเอนโดไฟทที่มีความสามารถในการสรางเอนไซม lipase 
และ cellulase จํานวน 21 isolates พบวาราเอนโดไฟทที่คัดเลือกได มีความหลากหลาย
กระจายอยูใน 6 orders, 8 genera แบงเปน 
1) จําแนกไดถึงระดับ species จํานวน 3 isolates ไดแก Leptosphaerulina chartarum  
    MA164, Massarina corticola MA150 และ Schizophyllum commune MA56 
2) จําแนกไดจนถึงระดับ genus จํานวน 10 isolates ไดแก 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) จําแนกไดในระดับ family หรือ order ไดแก Diaporthaceae sp. MA81, Pleosporales sp.  
    3 isolates ไดแก MA122, MA130 และ MA158, Botryosphaeriaceae sp. MA145 และ  
    Xylariaceae sp. MA105 
4) ไมสามารถจัดจําแนกได 2 isolates ไดแก MA132 และ MA148 แตคาดวา MA132 นาจะ 
    เปน Xylariaceous fungi 
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ขอเสนอแนะ 
1. ควรนําสวนของตัวเซลลมาศึกษากิจกรรมของเอนไซมดวยเพื่อศึกษาถึงเอนไซมที่อยูที่ผิว    
   (cell bound) นอกจากการศึกษาคากิจกรรมจากน้ําเลี้ยงเชื้อเพียงอยางเดียว 
2. ควรศึกษาเอนไซมกลุม lignolytic และ pectinase เพ่ิมเติม 
3. ควรหาอาหารเลี้ยงเชื้อหรือวิธีการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมที่เหมาะสม 
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ภาคผนวก ก 
 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1. Potato dextrose agar  อาหาร 500 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
 Potato infusion  10.0 กรัม 
 Becto dextrose  10.0 กรัม 
 Agar   7.5 กรัม 
 
2. Potato dextrose broth อาหาร 500 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
 Potato infusion  10.0 กรัม 
 Becto dextrose  10.0 กรัม 
 
3. Corn meal agar  อาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
 Corn meal  2.0 กรัม 
 Agar   15.0 กรัม 
 Penosep  0.05  กรัม 
 ทําการเติมยาปฏิชีวนะ หลังจากฆาเชื้ออาหาร โดยรอจนอุณหภูมิของอาหารเย็นลง

เหลือประมาณ 45-50°C แลวจึงเติมยาปฏิชีวนะลงไป เขยาใหเขากัน แลวจึงเทลงในจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 
 
4. Tributyrin agar  อาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
 Peptone    5.0 กรัม 
 Yeast extract  3.0 กรัม 
 Agar   10.0 กรัม 
 Tributyrin  10.0 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากันโดยใช blender 1-3 นาที จากนั้นนําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที แลวจึง
นํามาเทใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 
5. CMC agar   อาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
 Yeast extract  0.1 กรัม 
 Peptone  0.5 กรัม 
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 Agar   16.0 กรัม 
 CMC   5 กรัม 

ผสมสวนผสมใหเขากันโดยใชความรอน จากนั้นนําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที แลวจึง
นํามาเทใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 
6. Soluble starch agar  อาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
 Yease extract  0.1 กรัม 
 Peptone  0.5 กรัม 
 Agar   16.0 กรัม 
 Soluble starch  20 กรัม 

ผสมสวนผสมใหเขากันโดยใชความรอน จากนั้นนําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที แลวจึง
นํามาเทใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 
7. Sodium caseinate agar อาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
 Sodium caseinate 20 กรัม 
 K2HPO4  0.2 กรัม 
 MgSO4   0.2 กรัม 
 FeSO4   ปริมาณเล็กนอย 
 Agar   15.0 กรัม 

ผสมสวนผสมใหเขากันโดยใชความรอน จากนั้นนําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที แลวจึง
นํามาเทใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 
8. Rhodamine B agar  อาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
 Nutrient broth  8 กรัม 
 NaCl   4 กรัม 
 Agar   10 กรัม 
 นํ้ามันมะกอก  30 มิลลิลิตร 
 Rhodamine B  0.010 กรัม 

ผสมสวนผสมใหเขากันโดยใช sonicator จากนั้นนําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที แลวจึง
นํามาเทใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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อาหารเหลวสําหรับทดสอบเอนไซม  
 
9. อาหารทดสอบเอนไซม lipase  

อาหาร 1000 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
Peptone    5.0 กรัม 
Yeast extract  3.0 กรัม 
Tributyrin  10.0 มิลลิลิตร 

เติมนํ้ากลั่นจนครบ 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยใช blender 1-3 นาที จากนั้นนําไปฆาเชื้อ

ที่ 121°C นาน 15 นาที แลวจึงนํามาแบงใสขวดแบน ขวดละ 20 มิลลิลิตร 
 
10. อาหารทดสอบเอนไซม cellulase 

อาหาร 1000 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
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 ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที 
แลวจึงนํามาแบงใสขวดแบน ขวดละ 20 มิลลิลิตร 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
สารเคมีสําหรับการวิเคราะหทางชีวโมเลกุล 
 
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 แลวปรับปริมาตรสุดทายใหได 100 

มิลลิลิตร แลวนําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที จากการเตรียมจะทําใหได ความเขมขน
สุดทายคือ 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 แลวปรับปริมาตร
สุดทายใหได 1000 มิลลิลิตร 
 
3. 7.5 M Ammonium acetate 
 ละลาย ammonium acetate 11.562 กรัม ใน nanopure water ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

แลวนําไปฆาเชื้อที่ 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 แลวปรับ pH ใหได 8.4 

หลังจากนั้นปรับปริมาตรสุดทายใหได 100 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที จะทํา
ใหไดความเขมขนสุดทายคือ 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 แลวนําไปตมจน agarose 
ละลาย แลวจึงเท agarose ลงในถาดที่เตรียมไวเพ่ือใหได gel ขนาดที่ตองการ 
 
6. การตรวจหาชิ้นสวน DNA  
 ยอม agarose gel ในสารละลาย ethidium bromide (ความเขมขนสุดทาย 2.5x10-5 
mg/มิลลิลิตร) เปนเวลา 10-15 นาที ตรวจหาชิ้นสวน DNA ภายใตแสง UV ดวยเคร่ือง UV 
lighy transilluminator, Gel Documentation (Syngene Gene G enius) บันทึกความเขมขน
และแถบที่เกิดขึ้น  
 
7. 6X loading dye 

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

เขยาใหเขากัน แลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°C 
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สารเคมีสําหรับวิเคราะหเอนไซม 
 
1. 0.1 M acetate buffer pH 5.0 
 เตรียมโดยผสมสารละลาย A และสารละลาย B ตาม pH ที่ตองการ เม่ือ  

สารละลาย A คือ 0.2 M acetic acid เตรียมโดยใช acetic acid ปริมาตร 11.5 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1000 มิลลิลิตร 

สารละลาย B คือ 0.2 M sodium acetate เตรียมโดยชั่ง sodium acetate 16.40 กรัม 
ละลายในน้ํากลั่นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1000 มิลลิลิตร 

0.1 M acetate buffer เตรียมโดยผสมสารละลาย A และสารละลาย B ตาม pH ที่
ตองการ จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 1ก อัตราสวนการเตรียม acetate buffer pH ตางๆ 
 

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  
 ประกอบดวย iodine 1 กรัม, potassium iodide (KI) 2 กรัม และนํ้ากลั่น 300 มิลลิลิตร 
เตรียมโดย ผสมคลุกเคลา iodine และ potassium iodide ใหเขากันกอน จากนั้นจึงเติมนํ้ากลั่น 
 
3. 2% congo red 
 ละลาย congo red 2 กรัม ในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร 



 

 

                                                129 

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 ละลายใหเขากัน, ละลาย anhydrous Na2SO4 180 กรัม ในนํ้ากลั่น 500 
มิลลิลิตร นําไปตมใหเดือด ตั้งทิ้งไวใหเย็น จากนั้นผสมสารดังกลาวขางตนเขาดวยกัน ปรับ
ปริมาตรสุดทายเปน 1000 มิลลิลิตร ดวยนํ้ากลั่น เก็บไวในขวดสีชาเปนเวลา 1 สัปดาหกอน
นํามาใช 
 
5. Nelson reagent 
 ละลาย ammonium molybdate 25 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 450 มิลลิลิตร, ละลาย 
Na2HAsO4.7H2O 3 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 25 มิลลิลิตร คอยๆ เติม conc. H2SO4 ปริมาตร 
21 มิลลิลิตร จากนั้นผสมสารดังกลาวขางตนเขาดวยกันปรับปริมาตรสุดทายเปน 1000 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น เก็บไวในขวดสีชาเปนเวลา 1 สัปดาหกอนนํามาใช 
 
6. การเตรียมสารละลาย 5% (w/v) cupric acetate-pyridine reagent 
 เตรียมโดยชั่ง cupric acetate (C4H6CuO4.H2O) 5 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 50 
มิลลิลิตร กรองสวนที่ไมละลายออก ปรับ pH ใหไดเทากับ 6.1 โดยใช pyridine ปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่นจนไดปริมาตรสุดทายเทากับ 100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 
การเตรียมกราฟมาตรฐานและการวิเคราะหนํ้าตาลรีดิวซโดยวิธี Nelson-Samogyi 
 
1. การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
 
 เตรียมโดยชั่งกลูโคส 0.0020 กรัม แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 100 มิลลิลิตร 
ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร จะไดสารละลายกลูโคสที่มีความเขมขน 200 μg/ml 
จากนั้นนํามาเจือจางใหไดความเขมขนตั้งแต 50, 100, 150 และ 200 μg/ml 
 
ตารางท่ี 1ข การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานสําหรับการวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ
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 โดยดูดสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหหรือสารละลายกลูโคส 
    มาตรฐานความเขมขน 50-200 μg/ml ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดสอบ ใชนํ้ากลั่น 
    เปน blank  
2. เติม Somogyi reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปตมในน้ําเดือด 10 นาที 
   แลวทําใหเย็นทันทีโดยแชในน้ําแข็ง 
3. เติม Nelson reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันทิ้งไว 15 นาที 
4. เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ 
   ยาวคลื่น 500 นาโนเมตร 
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5. นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากสารละลายกลูโคสมาตรฐานไปเขียนกราฟเพื่อหาความสัมพันธ 
   ระหวางความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสกับคาการดูดกลืนแสงใชเปนกราฟมาตรฐาน 
 

 
รูปที่ 1ข กราฟมาตรฐานกลูโคส 
 
2. การเตรียมกราฟมาตรฐานของกรดบิวทิริก 
 
การเตรียมสารละลายกรดบิวทิริก 

 ชั่งกรดบิวทิริก 0.2564 กรัม ละลายใน iso-octane ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร
ดวย iso-octane จะไดกรดบิวทิริกเขมขน 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. ดูดสารละลายกรดบิวทิริกมาตรฐานความเขมขน 1-4 μmol/ml ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
2. เติมสารละลาย 5% (w/v) cupric acetate-pyridine reagent ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ผสมให 
   เขากันทิ้งใหแยกชั้น 
3. ดูดสารละลายชั้นบนนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร โดยใช iso-octane เปน 
   Blank 
4. นําขอมูลที่ไดไปเขียนกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของกรดบิวทิริก 
5. คํานวณคากิจกรรมของเอนไซมโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
 
คํานวณคากิจกรรมจากสูตร 
 
Unit enzyme =        ความเขมขนของกรดบิวทิริก 
                             ปริมาตรตัวอยาง x เวลา  

  
รูปที่ 2ข กราฟมาตรฐานกรดบิวทิริก 
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3. การหาน้ําหนักแหง 
 หาน้ําหนักกระทงกอนโดยนํากระทง (กระดาษอลูมิเนียม) ที่เตรียมไวมาอบ และชั่งจน
นํ้าหนักคงที่ จากนั้นนําเสนใยของราที่ไดจากการกรองมาชั่งหาน้ําหนักสด แลวนําไปอบที่     

95 °C ขามคืน แลวชั่ง อบ ตอจนนํ้าหนักคงที่ และจะไดนํ้าหนักแหงของเสนใยรา ทุกครั้งที่ชั่ง 
คาที่ไดนําไปหักลบกับนํ้าหนักกระทงเสมอ  
 นํ้าหนักแหง = นํ้าหนักสด - นํ้าหนักแหง 
 
4. การประเมินผลชุด API ZYM test kit  
 โดยการเทียบสีกับแผนเทียบสีที่แสดงถึงการสรางเอนไซมแตละชนิด 
 

 
รูปที่ 3ค แผนมาตรฐานเทียบสีของชุด API ZYM test kit  
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ภาคผนวก ค 
 
นิยามศัพท และคําอธิบายทางดานสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ  
Phylogenetic tree  
 แผนภูมิที่แสดงถึงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของกลุมสิ่งมีชีวิต 
 
Taxon (singular) และ Taxa (plural) 
 หนวยยอย หรือลักษณะนาม ที่ใชเรียกในอนุกรมวิธาน หรือการวิเคราะหสายสัมพันธ
เชิงวิวัฒนาการ ซ่ึงบงบอกถึงการจัดอยูในระดับของการจัดจําแนก 
 
Branch length 
 ความยาวของแขนของ phylogenetic tree ซ่ึงแสดงถึงจํานวนการเปลี่ยนแปลง หรือ
ระดับความแตกตางทางพันธุกรรม ที่เกิดขึ้นใน branch น้ันๆ โดยถายาวมาก แสดงวามีการ
เปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นมาก 
 
Tree length 
 ผลรวมทั้งหมด ที่ไดจากความยาวของแขน phylogenetic tree แสดงถึงผลรวมของการ
เปลี่ยนแปลงลักษณะที่เกิดขึ้นในสายวิวัฒนาการ 
 
Topology 
 ลักษณะและรูปแบบของ tree ที่แสดงความสัมพันธของกลุมสิ่งมีชีวิต โดยเชื่อมโยงกัน
จากจุดเชื่อมตอ (node) และแขนของ tree (branch) 
 
Clade 
 กลุมของสิ่งมีชีวิตที่แสดงความใกลชิดกัน เน่ืองจากมีความสัมพันธรวมกัน หรืออาจมี
บรรพบุรุษเดียวกัน หรืออาจเรียกไดวา monophyletic group 
 
Monophyletic group 
 กลุมของสิ่งมีชีวิตที่มีลักษณะบางอยางรวมกัน พัฒนามาจากบรรพบุรุษรวมกัน 
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Homoplasy 
 การที่สิ่งมีชีวิต มีลักษณะทางพันธุกรรม (genotype) แตกตางกันแตมีลักษณะแสดงออก 
(phenotype) เหมือนกัน 
 
Ingroup  
 Taxa ของสิ่งมีชีวิตที่ตองการวิเคราะหถึงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
 
Outgroup 
 Taxa ของสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ที่นํามาใชเปรียบเทียบกับ ingroup และเปนกลุมที่คาดวามี
วิวัฒนาการมากอน ingroup 
 
Most parsimonious tree (MPT) 
 เปน phylogenetic tree ที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี maximum parsimony ซ่ึงอาจมี
จํานวนมากกวา 1 tree ที่แสดงถึงความเปลี่ยนแปลงทางวิวัฒนาการนอยที่สุด 
 
Kishino-Hasekawa Test (K-H test) 
 การวิเคราะหทางสถิติ ที่ใชในการเลือก most parsimonious tree ที่มี topology 
เหมาะสมที่สุด (best tree) 
 
Total character 
 ลักษณะรวมทั้งหมด เม่ือทําการวิเคราะหทางสายสัมพันธทางวิวัฒนาการ ประกอบดวย 
3 ลักษณะคือ 
 Constant character 
  ลักษณะของ character ที่มีความหมือนกัน ไมมีการเปลี่ยนแปลง 
 Parsimony informative character 

ลักษณะของ character ที่มีความแตกตางกัน ในชุดขอมูลอยางนอย 2 
charactersจึง นําไปวิ เคราะหความสัมพันธ เชิ งวิ วัฒนาการ  โดยวิธี  maximum 
parsimony 

 Parsimony uninformative character 
ลักษณะของ character ที่แตกตางกัน ในชุดขอมูลและไมนํามาวิเคราะหสาย

สัมพันธเชิงวิวัฒนาการโดยวิธี maximum parsimony 
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Consistency index (CI) (Lipscomb, 1998) 
 
 ดัชนีที่ใชวัดจํานวนของ homoplasy หรือบอกถึงระดับการเขากันไดของขอมูล และ 
phylogenetic tree ซ่ึงจะมีคาตั้งแต 0-1 ซ่ึง 1 หมายถึง ไมมี homoplasy คาดัชนี CI คํานวณได
จาก 
  

CI  =  
                        
 
Retention index (RI) (Lipscomb, 1998) 
 ดัชนีที่ใชบอกสัดสวนของ synapomorphy (ลักษณะที่พัฒนาไปรวมกัน) ที่พบบน 
phylogenetic tree โดยมีคาตั้งแต 0-1 ซ่ึง 1 หมายถึง ไมมี homoplasy คาดัชนี RI คํานวณได
จาก 
  

 
RI  =  

 

 
 
คาความเชื่อมั่น bootstrap  
 คาความเชื่อม่ันที่ไดจากการคํานวณทางสถิติ โดยทําการสรางชุดขอมูลใหม แลวทําการ
วิเคราะหซํ้าประมาณ 100-1,000 ครั้ง (หรืออาจมากกวา) เพ่ือคํานวณรอยละ ของการจัดกลุม
ของสิ่งมีชีวิตแตละ 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 รายละเอียดของเชื้อราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลน โดย                    
                 น.ส.จิรายุ บัวทอง 

No. Code 
New 
code 

แยกจากพืชสกุล ชื่อภาษาไทย 
แยกจาก
สวน 

สถานที่เก็บตัวอยาง 

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.สุราษฎรธานี 

9 DAO2 MA9 Avicennia officinalis แสมดํา petiole อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

10 DAO3 MA10 Avicennia officinalis แสมดํา petiole อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

11 DAO4 MA11 Avicennia officinalis แสมดํา midrib อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

12 DAO5 MA12 Avicennia officinalis แสมดํา lamina อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

13 DRM1 MA13 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

14 DRM2 MA14 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

15 DSC1 MA15 Sonneratia caseolaris ลําพู petiole บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

16 DSC2 MA16 Sonneratia caseolaris ลําพู branch บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

17 DSC3 MA17 Sonneratia caseolaris ลําพู midrib บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

18 DXM1 MA18 Xylocarpus moluccensis ตะบูนดํา vein อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

19 DXM2 MA19 Xylocarpus moluccensis ตะบูนดํา branch อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

20 DXM5 MA20 Xylocarpus moluccensis ตะบูนดํา vain 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

21 HSC11 MA21 Sonneratia caseolaris ลําพู branch บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

22 HSC34 MA22 Sonneratia caseolaris ลําพู vein บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

23 KBC2 MA23 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว midrib 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

24 KBC3 MA24 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว midrib 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

25 KBP11 MA25 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา midrib 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

26 KBP17 MA26 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา branch 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

27 KBP2 MA27 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา branch 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

28 KBP25 MA28 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา lamina 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

29 KBP3 MA29 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา midrib 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 
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ตารางที่ 1ค (ตอ) รายละเอียดของเชื้อราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลน โดย                    
                 น.ส.จิรายุ บัวทอง 

No. Code 
New 
code 

แยกจากพืชสกุล ชื่อภาษาไทย 
แยกจาก
สวน 

สถานที่เก็บตัวอยาง 

30 KBP4 MA30 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา branch 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

31 KBP5 MA31 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา lamina 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

32 KBP6 MA32 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา vein 
ช า ย ฝ ง สุ ร า ษ ฎ ร ธ า นี  
จ.สุราษฎรธานี 

33 KBP7 MA33 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา branch 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

34 KBP8 MA129 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

35 KBP9 MA35 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา branch 
ช า ย ฝ ง สุ ร า ษ ฎ ร ธ า นี  
จ.สุราษฎรธานี 

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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ตารางที่ 1ค (ตอ) รายละเอียดของเชื้อราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชปาชายเลน โดย                    
                 น.ส.จิรายุ บัวทอง 

No. Code 
New 
code 

แยกจากพืชสกุล ชื่อภาษาไทย 
แยกจาก
สวน 

สถานที่เก็บตัวอยาง 

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

50 KRM1 MA50 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ laminar 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง 
ชายฝงสุราษฎรธานี 

51 KRM2 MA51 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ petiole 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

52 KRM4 MA52 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

53 KRM5 MA53 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

54 KRM6 MA54 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

55 KRM7 MA55 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

56 KSO3 MA56 Sonneratia ovata ลําแพน midrib 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

57 KSO5 MA57 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

58 KSO7 MA58 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

59 KSO9 MA59 Sonneratia ovata ลําแพน midrib 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

60 LAL6 MA60 Avicennia alba แสมขาว branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

61 LBP10 MA62 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา petiole 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ 
จ. สตูล 

62 LBP7 MA63 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

63 LBP8 MA64 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ 
จ. สตูล 

64 LSH5 MA65 
Soyphiphora 
hydrophyllacea 

สีง้ํา vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

65 LLT16 MA66 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

66 LLT17 MA67 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 
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67 LRA7 MA68 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

68 LRA8 MA69 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

69 LRA9 MA70 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

70 LSH3 MA71 
Soyphiphora 
hydrophyllacea 

สีง้ํา branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

71 LSH4 MA72 
Soyphiphora 
hydrophyllacea 

สีง้ํา vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

72 LXG2 MA73 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

73 LXG3 MA74 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว lamina 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

74 LXG8 MA75 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

75 LXM26 MA76 Xylocarpus moluccensis ตะบูนดํา vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

76 LXM30 MA77 Xylocarpus moluccensis ตะบูนดํา vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

77 NRA11 MA78 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
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.สุราษฎรธานี 

104 LAL8 MA107 Avicennia alba แสมขาว vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

105 HRA70 MA109 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

106 HRA69 MA110 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

107 HRA65 MA111 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก petiole บานแหลมโพธิ์ จ. สงขลา 

108 LRM9 MA112 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

109 LRM15 MA113 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

110 LRA12 MA114 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

111 LRM25 MA115 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ midrib 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

112 LLT6 MA116 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

113 LLT14 MA117 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง lamina 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

114 LRM16 MA118 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

115 LRM24 MA119 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

116 NRM37 MA120 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 
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117 NRM19 MA121 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

118 NRM32 MA122 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

119 NRM20 MA123 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

120 NXG11 MA124 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

121 NXG17 MA125 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

122 NRM17 MA126 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

123 NXG14 MA127 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

124 NRM22 MA128 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

125 NXG21 MA130 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

126 DAL11 MA131 Avicennia alba แสมขาว petiole หาดปากเมง จ. ตรัง 

127 DRM3 MA132 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ branch อ.ดอนสัก จ.สุราษฎรธานี 

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 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

133 LRM22 MA139 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ petiole 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

134 NXG16 MA140 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว vein 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

135 NXG13 MA141 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

136 NRM34 MA142 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ petiole 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

137 LRA11 MA143 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก petiole 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

138 NXG23 MA144 Xylocarpus granatum ตะบูนขาว vein 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 
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139 NRM31 MA145 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

140 NRM35 MA146 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ petiole 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
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 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

145 NLT2 MA153 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
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 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

149 NAC8 MA154 Aegiceras conniculatum เล็บมือนาง branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

150 LBG1 MA155 Bruguiera gymnorrhiza พังกาหัวสุม branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

151 NLT21 MA156 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

152 NLT11 MA157 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

153 NLT14 MA158 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง petiole 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

154 TRA14 MA159 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch หาดปากเมง จ. ตรัง 

155 NLT4 MA160 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

156 LXM28 MA161 Xylocarpus moluccensis ตะบูนดํา midrib 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

157 NLT6 MA163 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

158 NSH8 MA164 
Soyphiphorahy 
drophyllacea 

สีง้ํา branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

159 NAC2 MA165 Aegiceras conniculatum เล็บมือนาง midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
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 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

162 TRA22 MA169 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก branch หาดปากเมง จ. ตรัง 

163 NAC3 MA170 Aegiceras conniculatum เล็บมือนาง branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

164 NLT8 MA171 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง laminar 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
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 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

168 LXM16 MA175 Xylocarpus moluccensis ตะบูนดํา vein 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

169 NLT7 MA176 Lumnitzera littorea ฝาดดอกแดง midrib 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

170 NSH16 MA177 
Soyphiphora 
hydrophyllacea 

สีง้ํา vein 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

171 NSH14 MA178 
Soyphiphora 
hydrophyllacea 

สีง้ํา lamina 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

172 NSH4 MA179 
Soyphiphora 
hydrophyllacea 

สีง้ํา branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

173 LBG2 MA180 Bruguiera gymnorrhiza พังกาหัวสุม midrib 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
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 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

202 KSO14 MA216 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

203 KSO12 MA217 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

204 KSO13 MA218 Sonneratia ovata ลําแพน midrib 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

205 KSO11 MA219 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

206 KSO4 MA220 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

207 KSO6 MA221 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

208 KBC6 MA222 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

209 KBC15 MA223 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

210 KBC16 MA224 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

211 KBC19 MA225 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว midrib 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

213 KBC6 MA227 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

214 KSO1 MA228 Sonneratia ovata ลําแพน vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

215 KBC18 MA229 Bruguiera cylindrica ถ่ัวขาว vein 
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงสุราษฎรธานี 

216 LRM20 MA230 Rhizophora mucronata โกงกางใบใหญ midrib 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

217 LAL1 MA231 Avicennia alba แสมขาว branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

218 LBP3 MA232 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา branch 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

219 LAL4 MA233 Avicennia alba แสมขาว petiole 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 
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220 NBP8 MA234 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา petiole 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

221 NAL1 MA235 Avicennia alba แสมขาว branch 
สถานีพัฒนาทรัพยากรปา
ชายเลนที่ 36 จ. สตูล 

222 TRA29 MA236 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก lamina หาดปากเมง จ. ตรัง 

223 LBP13 MA237 Bruguiera parviflora ถ่ัวดํา midrib 
บานคลองลิดี อ.ทาแพ  
จ. สตูล 

224 KRA28 MA238 Rhizophora apiculata โกงกางใบเล็ก lamina 
ต. คลองแห อ. หาดใหญ  
จ. สงขลา 
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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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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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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 เมื่อเลี้ยงราเอนโดไฟทในอาหารเหลวและอาหารแข็งโดยมีฟางขาว และฟางขาวผสมใบพืชปาชายเลน   
                   อัตราสวน 3:2 เปนสับสเตรท  

Sample วันที่ทดสอบ 
Activity ในอาหารแข็ง 

(ฟางขาว)(U/ml) 
Activity ในอาหารแข็ง  

(ฟางขาว+ใบพืชชายเลน) (U/ml) 
Activity ใน 

อาหารเหลว (U/ml) 
น้ําหนักแหงจากที่เลี้ยงใน

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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