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บทคัดย่อ 
 

Annulohypoxylon และ Hypoxylon ปัจจุบันเป็นเชื้อราในวงศ์ Hypoxylaceae 
ซ่ึงแยกออกมาจากวงศ์ Xylariaceae ไฟลัม Ascomycota เป็นเชื้อราในกลุ่มผู้ย่อยสลายที่มีบทบาท
ส้าคัญ ในร ะบบนิ เวศ รวมถึงการสร้า งสา รทุ ติยภู มิ และเอน ไซม์ที่ มีป ระโยชน์ ได้หลายชนิ ด  
ในประเทศไทยโดยเฉพาะพ้ืนที่ภาคใต้มีการศึกษาเชื้อรากลุ่มนี้ น้อย เนื่องจากเป็นกลุ่มเชื้อราที่มีความ
หลากหลายสูงและยากแก่การระบุชนิดโดยใช้สัณฐานวิทยา ในการศึกษานี้จึงได้เก็บรวบรวมเชื้อรา
สกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon ใน พ้ืนที่ภาคใต้ของประเทศไทย ยกเว้น 3 จังหวั ด
ชายแดนภาคใต้ (ปัตตานี ยะลา และนราธิวาส) โดยเก็บตัวอย่างบริเวณเส้นทางศึกษาธรรมชาติ  
สวนป่าปลูก รวมถึงพ้ืนที่สวนยาพารา ได้ทั้งสิ้น 146 ตัวอย่าง น้าตัวอย่างมาตรวจสอบลักษณะทาง
สัณ ฐาน วิ ทย า ร่ วมกับ เทคนิ คทา งชี ว โมเล กุล  จ้ าแ นก เชื้ อ รา ไ ด้  1 5  ชนิ ด  (เชื้ อ ร า ส กุ ล 
Annulohypoxylon 4 ชนิด เชื้อราสกุล  Hypoxylon 11 ชนิด) ได้แก่ A. moriforme, A. nitens,   
A. stygium, A. thailandicum, H. duranii, H. fendleri, H. griseobrunneum,  
H. haematostroma, H. hypomiltum, H. jaklitschii, H. lenormandii, H. macrocarpum,  
H. monticulosum, H. pilgerianum และ H. sublenormandii และอีก 12 ตัวอย่าง ไม่สามารถ
จ้าแนกชนิดที่ชัดเจนได้ ในการศึกษานี้มีเชื้อราที่สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อได้ 45 ไอโซเลท  
เม่ือทดสอบความสามารถในการเป็นจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ด้วยเทคนิค dual culture ได้ตัวอย่างเชื้อราที่ มี
ปร ะสิ ทธิภ าพ 3  กลุ่ ม  กลุ่ มแรกได้แ ก่ A. moriforme (SKW12), A. nitens (PNGPW04) และ  
A. stygium (PTW09) ซ่ึงมี เปอร์ เซ็น ต์ ยับยั้ งการ เจริญ ของเส้ น ใยเชื้ อ รา Curvularia oryzae  
มากกว่า 70% กลุ่มที่ สองมีการเจริญของเส้นใยคลุมทับโคโลนีของเชื้อรา  C. oryzae ได้แ ก่  
A. nitens (SKW11) และ Hypoxylon species C (STW04) กลุ่มที่สามเป็นเชื้อราที่ท้าให้โคโลนีของ
เชื้อรา C. oryzae เกิดความผิดปกติที่สามารถเห็นได้ด้วยตาเปล่าในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ได้แก่  
H. fendleri (PJB04), H. lenormandii (CHPW03), H. polyporoideum (SKWPM02)  
และ H. sublenormandii (SKW30) น้ าเชื้ อราทั้ง 3  กลุ่ มมาทดสอบการสร้างเอนไซม์ไคติเนส 
และเซลลูเลส รวมถึงความสามารถในการสร้างสารระเหยยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรค 
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พ บ ว่ า เชื้ อ ร า  A. moriforme (SKW12), A. nitens (PNGPW04) แ ล ะ  A. stygium (PTW09) 
ส า ม า ร ถ ส ร้ า ง เอ น ไซ ม์ ไค ติ เน ส  เ พ่ื อ ย่ อ ย ส ล า ย ผ นั ง เซ ล ล์ เชื้ อ ร า  C. oryzae ไ ด้  
นอกจากนี้ยั งสร้างสารระเหยที่มีผลยับยั้ งการ เจ ริญของเส้น ใยเชื้อร า C. oryzae ได้ เช่ นกัน  
จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพของน้้าเลี้ยงเชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลท ดังกล่าวต่อการยับยั้งการเจริญของ  
เส้นใยเชื้อรา C. oryzae พบว่าน้้าเลี้ยงเชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลท ไม่สามารถควบคุมการเจริญของเส้นใย
เชื้อรา C. oryzae ได้ จึงทดสอบใช้เส้นใยแขวนลอยเชื้อราในการควบคุมโรคใบจุดบนต้นกล้ า 
ปาล์มน้้ามันในสภาพห้องทดลอง เนื่องจากเชื้อรา A. moriforme (SKW12) สร้างเอนไซม์เซลลูเลส 
ที่อาจมีผลต่อใบพืช จึงเลือกเชื้อรา A. nitens (PNGPW04) และ A. stygium (PTW09) ทดสอบด้วย
วิธี detached leaf พบว่ าเส้นใยแขวนลอยของเชื้อร า A. nitens (PNGPW04) ที่ ความเข้ มข้ น  
15% (w/v) มีระดับการเกิดโรคต้่า (0.66) และให้ผลไม่แตกต่างกับระดับความเข้มข้นอ่ืน  ๆ ที่สูงกว่า 
ในขณะที่ เส้ น ใยแขวนลอยเชื้ อร า  A. stygium (PTW09) มีการเจ ริญ ของเส้ น ใยปกคลุ มทั บ 
ใบปาล์มน้้ามันอย่างหนาแน่น ซ่ึงอาจส่งผลกระทบต่อพ้ืนที่ การสังเคราะห์แสงของพืช จึงได้ใช้เส้นใย
แขวนลอยเชื้อรา A. nitens (PNGPW04) ที่ความเข้มข้น 15% (w/v) ทดสอบควบคุมโรคใบจุด 
บนต้นกล้าปาล์มน้้ามันในสภาพโรงเรือนเปรียบเทียบกับการใช้สารเคมีแมนโคเซบ พบว่าเส้นใย
แขวนลอยของเชื้ อ รา  A. nitens (PNGPW04) มีประสิ ทธิภ าพในการควบ คุมเชื้ อ  C. oryzae  
ในสภาพเรือนทดลองอยู่ในระดับต้่า เม่ือเปรียบเทียบกับการใช้สารเคมีแมนโคเซบ  
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ABSTRACT 
 

Annulohypoxylon and Hypoxylon are fungal species currently 
belonging to the family Hypoxylaceae that separated from family Xylariaceae 
(Phylum Ascomycota). These fungal genera are the decomposers that play  
an important role in the ecosystem. They can produce many beneficial secondary 
metabolites and enzymes. In Southern Thailand, the study of these fungal genera are 
limited because they are high diversity and difficult to identify by morphological 
characteristics. Thus, in this study one hundred forty-six samples of Annulohypoxylon 
and Hypoxylon were collected from the nature trail, planted forest and rubber 
plantation in Southern Thailand except for three border provinces (Pattani, Yala and 
Narathiwat). All collected samples were identified based on morphological and 
molecular characterization. They were classified into 15 species (4 species of genus 
Annulohypoxylon and 11 species of genus Hypoxylon) namely A. moriforme,  
A. nitens, A. stygium, A. thailandicum, H. duranii, H. fendleri, H. griseobrunneum,  
H. haematostroma, H. hypomiltum, H. jaklitschii, H. lenormandii, H. macrocarpum,  
H. monticulosum, H. pilgerianum and H. sublenormandii. Besides, twelve species 
were undescribed. Forty-five culturable isolates were grown on PDA and tested for 
their antagonistic properties by dual culture technique. The results showed three 
efficacy groups of the fungi; the first group presented the percentage inhibition of 
Curvularia oryzae over 70% i.e. A. moriforme (SKW12), A. nitens (PNGPW04) and  
A. stygium (PTW09). The second group, mycelium grew rapidly and covered colony of 
C. oryzae i.e. A. nitens (SKW11) and Hypoxylon species C (STW04). The final group 
presented the colony abnormalities of C. oryzae i.e. H. lenormandii (CHPW03),  
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H. polyporoideum (SKWPM02), H. sublenormandii (SKW30) and H. fendelri (PJB04). 
After that, three groups of fungi were screened for the production of chitinase, 
cellulase, and volatile compound for inhibition the mycelial growth of C. oryzae.  
It was found that A. moriforme (SKW12), A. nitens (PNGPW04) and A. stygium (PTW09) 
could produce chitinase to degrade fungal cell wall and produced volatile organic 
compound to inhibit mycelial growth of C. oryzae. The culture filtrates of 3 selected 
isolates were tested for the inhibition ability against C. oryzae. The result showed 
that all culture filtrates were not inhibited the hyphal growth of C. oryzae in 
laboratory condition. Therefore, the mycelial suspension of A. nitens (PNGPW04) and 
A. stygium (PTW09) were tested for disease control on oil palm leaf by detached leaf 
technique. Fifteen percentage (w/v) of mycelial suspension of A. nitens (PNGPW04) 
showed a lower level of disease incidence (0.66) and not significantly different from 
the other high concentrations while the mycelial suspension of A. stygium (PTW09) 
covered oil palm leaf that may effected to photosynthesis. Therefore, the used of 
mycelial suspension to control leaf spot on oil palm seedlings was investigated.  
The mycelial suspension of A. nitens (PNGPW04) was low efficiency to control leaf 
spot disease when compared with mancozeb. 
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 ข้าพเจ้าขอขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ชนินันท์ พรสุริยา อาจารย์ที่ปรึกษ า
วิทยานิพนธ์ ที่กรุณาให้ค้าปรึกษา และชี้แนะแนวทางในการท้าวิทยานิพนธ์ จนวิทยานิพนธ์ฉบับนี้
ส้าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 
 ขอขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.สายทอง แก้วฉาย ประธานกรรมการสอ บ
วิทย า นิ พน ธ์  ร องศ า สตร า จ า รย์  ด ร .อนุ รั ก ษ์  สั น ป่ า เป้ า  แ ละ ผู้ ช่ ว ยศ า สต ร า จ า ร ย์ 
ดร .ธนัญ ชนก ไชยรินทร์ คณะกร รมกา รสอบวิทย า นิพนธ์ ที่ ให้ ความกรุณา แนะแนวทา ง 
ค้าปรึกษาอันเป็นประโยชน์ต่อการแก้ไขวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ให้สมบรูณ์ยิ่งขึ้น 
 วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ ได้รับทุ นสนั บสนุ นจากสถานวิ จั ยพืชกรรมปาล์ มน้้า มัน ระยะที่ 2 
คณะทรัพยากรธรรมชาติ สถานวิจัยความเป็นเลิศเทคโนโลยีชีวภาพเกษตรและทรัพยากรธรรมชาติ 
ทุนโครงการเรียนดี คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ และบัณฑิตวิทยาลัย
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
 ขอขอบพระคุณ  ผู้ ช่ว ยศาสตร าจ า รย์  ดร .น ริ ศ  ท้ า วจั นทร์  ผู้ ช่ วยศา สตร าจ า รย์ 
ดร.วิสุทธิ์ สิทธิฉายา และดร.ณัฐพัชร์ ศรีหะนัล ที่กรุณาให้ค้าปรึกษา และแนะน้าแนวทางอันเกิด
ประโยชน์ต่อการท้าวิทยานิพนธ์ ขอขอบคุณ พ่ีดร.กนกอร วุฒิวงศ์ และพ่ีดร.จิตรา กิตติโมรากุล  
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บทท่ี1 
บทน้า 

 
บทน้าต้นเรื่อง 
 
 เชื้ อ ร า ส กุ ล  Annulohypoxylon แ ล ะ  Hypoxylon จั ด อ ยู่ ใ น ไฟ ลั ม  Ascomycota  
วงศ์ Hypoxylaceae มักพบเชื้อราในวงศ์นี้ เจริญบนเศษซากไม้ หรือก่ิงไม้ที่ร่วงหล่นลงสู่ พ้ืน ดิน   
บางชนิดสามารถด้ารงชีวิตเป็นเอนโดไฟท์ (endophyte) อาศัยภายในใบพืช และบางชนิดก่อให้เกิด
โรคในพืชได้ เช่น โรคแคงเกอร์ (Williamson, 2010) เชื้อราทั้งสองสกุลนี้  มีเขตการกระจายตัวอยู่ 
ทั้งในทวีปยุโรป อเมริกา และเอเชีย ทั่วโลกมีรายงานเชื้อราในสกุล Annulohypoxylon 69 ชนิด  
และสกุล Hypoxylon 979 ชนิ ด (http://www.mycobank.org) ในประเทศไทยเริ่มมีการศึกษา 
เชื้อราทั้งสองสกุลนี้ ต้ังแต่ปี 1997 (Thienhiran, 1997) และมีการรายงานเชื้อราชนิดใหม่อย่าง
ต่อเนื่องในแต่ละภูมิภาคของประเทศไทย เช่น บริเวณจังหวัดกาญจนบุรี และนครราชสีมา ได้แก่  
H. kanchanapisekii, H. sublenormandii แ ล ะ  H. suranareei (Suwannasai et al., 2005) 
บริเวณจังหวัดเชียงใหม่ ได้แก่ A. bahnphadengense และ A. maeteangense (Fournier et al., 
2010) และบริเวณจังหวัดเชียงราย ได้แก่  H. fulvo-sulphureum (Sir et al., 2015) โดยทั่วไป
สามารถพบเชื้อราทั้งสองสกุลนี้ ได้ในสภาพป่าดิบแล้ง ป่าเบญจพรรณ ป่าชายเลน ป่าพรุ ตลอดจน 
ป่าปลูก และสวนผลไม้ (สุรางค์ เธียรหิรัญ, 2542) เนื่องจากในประเทศไทย มีความหลากหลายทาง
ชีวภาพของเชื้อราสูง โดยเฉพาะในสกุล Annulohypoxylon จึงพบว่าบางชนิดยากต่อการจัดจ้าแนก
ให้ถูกต้อง อีกทั้งยังมีฐานข้อมูลในการศึกษาอยู่น้อยมาก (มัลลิกา มะกรวัฒนะ, 2557) และในบริเวณ
พ้ืนที่ภาคใต้ของประเทศไทยยังมีการศึกษาเชื้อราทั้งสองสกุลนี้ไม่มากนัก (สุรางค์ เธียรหิรัญ, 2542; 
Suwannasai, 2005) ในเชื้อรากลุ่มนี้ มีรายงานว่าบางชนิดสร้างสารที่มีประโยชน์ในการต่อต้าน
เชื้อจุลินทรีย์ต่าง ๆ ได้ เช่น สาร fragiformin A–B ที่สกัดจากสโตรมาตาของเชื้อรา H. fragiforme 
สามารถต่อต้านเชื้อ Bacillus subtilis, Yarrowia lipolytica และกลุ่มราสาย (filamentous fungi)  
(Stadler et al., 2006) สาร cohaerin G–K จากสโตรมาตาของเชื้อรา A. cohaerens มีคุณสมบัติ
ในการต่อต้านเชื้อจุลินทรีย์ (antimycrobial) (Quang et al., 2006) นอกจากนี้ในระยะการสืบพันธุ์
แบบไม่อาศัยเพศของเชื้อราทั้งสองสกุล สามารถสร้างสารระเหยในการต่อต้านเชื้อราสาเหตุโรคพืชได้ 
เช่ น  Botrytis cinerea, Cercospora bacticola, Phytophthora cinnamomi และ Sclerotina sclerotionum 
(Thomseck et al., 2010) ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้  จึงสนใจเก็บรวบรวมตัวอย่างและจ้าแนกชนิด 
เชื้อราในสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon ตลอดจนการใช้ประโยชน์จากเชื้อราทั้งสองสกุล
ในแง่ของการเป็นจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ทางการเกษตรโดยน้ามาทดสอบควบคุมโรคใบจุดในต้นกล้า



2 

ปาล์มน้้ามัน ที่เกิดจากเชื้อรา Curvularia oryzae ซ่ึงสร้างความเสียหายให้กับกล้าปาล์มน้้า มัน 
ได้ตลอดทั้งปี หากมีการระบาดอย่างรุนแรงอาจท้าให้ต้นกล้าปาล์มน้้า มันตายได้ (Sunpapao et al., 
2014) เกษตรกรมักใช้สารเคมีในการก้าจัดเชื้อราชนิดนี้ แต่พบว่าเม่ือหยุดใช้สารเคมีกลับเกิ ดการ
ระบาดของโรคซ้้า ดังนั้นการใช้เชื้อราสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon ที่ได้จากการเก็บ
รวบรวมมาทดสอบควบคุมโรคดังกล่าว จึงไม่เพียงแต่สร้างฐานข้อมูลทางชนิดของเชื้อราทั้งสองสกุล 
ในพ้ืนที่ภาคใต้เท่านั้น หากแต่เป็นการคัดกรองจุลินทรีย์ชนิดใหม่ที่ มีศักยภาพในการควบคุมเชื้อรา 
C. oryzae ที่อาจเป็นทางเลือกหนึ่งในการช่วยลดปัญหาเชื้อราด้ือยา และความเสี่ยงที่ เกิดจากการใช้
สารเคมีต่อเกษตรกรและสภาพแวดล้อมได้ 
 
ตรวจเอกสาร 
 
เชื้อราผู้ย่อยสลาย 
 จุลินทรีย์คือสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กที่ มีความส้าคัญในระบบนิเวศ ซ่ึงระบบนิเวศจะสมบูรณ์ได้
ภายใต้การแลกเปลี่ยนพลังงาน และสสารซ่ึงกันและกัน ระหว่างสิ่งมีชีวิตด้วยกันต้องมีการถ่ายทอด
พลังงา นไปตามห่ วงโซ่อา หารที่ มีอ งค์ปร ะกอบภา ยในระบบที่ท้ าหน้ าที่ เป็ นผู้ผ ลิต ผู้ บริโภค  
และผู้ย่อยสลาย (นงพงา สุขวานิช, 2536) ผู้ย่อยสลายเป็นองค์ประกอบหนึ่งที่ส้าคัญในระบบนิเวศ  
จุลินทรีย์ที่ ด้ารงชีวิตเป็นผู้ย่อยสลาย ( saprophyte) ได้แก่ แบคทีเรีย เชื้อรา แอคติโนมัยซิส  และ
สาหร่าย  เป็ นต้น  จุ ลินทรีย์ที่ มีจ้าน วนมากและสา มารถพบเห็น ได้ทั่วไปคือเชื้ อราย่อยสลา ย 
(saprophytic fungi) โดยหน้าที่หลักของเชื้อรากลุ่มนี้  คือ การสร้างเอนไซม์ย่อยสลาย เซลลูโลส  
เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน  โปรตีน ไขมัน  และสารประกอบอ่ืน ๆ มีบทบาทส้าคัญในการย่อยสลาย
อินทรียวัตถุ ให้กลายเป็นธาตุอาหารกลับลงสู่ พ้ืนดิน และพืชสามารถน้ากลับมาใช้ประโยชน์ได้  
เชื้อราจัดเป็นผู้ย่อยสลายเศษซากพืชที่ มีประสิทธิภาพมากที่สุด เนื่องจากเส้นใยของเชื้อราสามารถ
แทรกผ่านผนังเซลล์ ท้าให้องค์ประกอบของเซลล์พืชแยกออกจากกันได้ง่ายขึ้น เกิดการย่อยสลาย
อย่างทั่วถึง แตกต่างจากแบคทีเรียที่ มักเกิดการย่อยสลายจ้ากัดเฉพาะบริเวณพ้ืนผิวก่อนเท่านั้น 
กระบวนการย่อยสลายของเชื้อราเกิดขึ้นเม่ือเชื้อรามีการผลิตเอนไซม์ออกมา เพ่ือย่อยผนังเซลล์  
และเข้ าไป เจ ริญสร้างเส้น ใยภาย ในเนื้ อไม้  เชื้ อรา จะใช้ แป้ ง น้้ าตา ล เซลลูโลส  และลิกนิ น  
ในเซลล์เนื้อไม้เป็นแหล่งอาหาร ท้าให้เนื้อไม้ผุ มีสีซีดเกิดเป็นเส้นลวดลายสีด้าแทรกอยู่ในเนื้อไม้  
เรียกลักษณะนี้ว่า ราผุขาว (white rot) (สุรางค์ เธียรหิรัญ , 2542) นอกจากนี้เชื้อรายังเป็นสิ่งมีชีวิต
เดียวท่ีสามารถย่อยลิกโนเซลลูโลส  (lignocellulose) ซ่ึงเป็นองค์ประกอบที่ซับซ้อนของเซลล์พืชได้ 
(Garett, 1963; Harley, 1971; Dix and Webster, 1995) โดย Garrett (1963–1966) แบ่งเชื้อรา 
ผู้ย่อยสลายออกเป็น 3 ระยะ ตามล้าดับในการย่อยสับสเตรทดังนี้ (ภาพที่ 1) 
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ระยะที่ 1 sugar fungi เชื้อราย่อยสลายน้้าตาล และใช้แหล่งคาร์บอน 
ร ะ ย ะที่  2 cellulose decomposers and associate เป็ น ก า ร ย่ อ ย ส ล า ย ใน ร ะ ย ะ ที่  2  
เชื้อราย่อยสลายน้้าตาลร่วมกับเซลลูโลส 
ร ะ ย ะที่  3 lignin decomposers and associate เป็ น ก า ร ย่ อ ย ใน ล้ า ดั บ สุ ด ท้ า ย เชื้ อ ร า 
ย่อยสลายลิกนิน 
 จากการศึกษาบริเวณรากพืชที่เกิดการย่อยสลายโดยธรรมชาติ พบว่าเชื้อราประเภทแรกที่
เข้าครอบคลุมพ้ืนที่ คือเชื้อราประเภท weak parasite หรือ obligate saprophyte ซ่ึงอยู่ในระยะ 
sugar fungi เชื้อราสามารถใช้น้้าตาลเพนโตส เฮมิเซลลูโลส แต่ไม่สามารถใช้เซลลูโลสและลิกนิน  
เป็ น แหล่ งอาหา ร ได้ ตั วอย่า งเชื้ อ รา ในกลุ่ มนี้  ได้แ ก่ เชื้ อ รา ใน อัน ดับ  (order) Mucorales  
ส้าหรับเชื้อราที่สามารถใช้แหล่งอาหารจากเซลลูโลสส่วนใหญ่เป็นเชื้อราที่ ด้ารงชีวิตอยู่ในรูปแบบ  
การสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ (anamorph) ในไฟลัม Ascomycota ในขณะที่กลุ่มเชื้อราที่ใช้แหล่ง
อาหารจากการย่อยสลายลิกนิน คือเชื้อราในไฟลัม Basidiomycota  
 

 
 

ภาพท่ี 1 การย่อยสลายซับสเตรทของเชื้อราในระยะต่าง ๆ 
ท่ีมา: Garrett (1963–1966) 
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เชื้อรา Annulohypoxylon และ Hypoxylon  
 เชื้ อ รา ส กุล  Annulohypoxylon และ Hypoxylon จั ด เป็ น เชื้ อ รา ในกลุ่ ม ผู้ย่ อยสลา ย 
อีกชนิดหนึ่งที่เจริญและย่อยสลายเนื้อไม้ที่ตายแล้วหลังจากร่วงหล่นลงสู่พ้ืนดิน ท้าให้ระบบนิเวศ
สมบู รณ์  (Whalley, 1996) ร ากลุ่ มนี้ มีเขตกา รแพร่กระจา ยอยู่ทั่ วไป ทั้ งทวีปอ เมริกา ยุโร ป 
ออสเตรเลีย แอฟริกา และเอเชีย (สุรางค์ เธียรหิรัญ, 2542) ซ่ึงเชื้อราในสกุล Anulohypoxylon 
และ Hypoxylon จัดอยู่ใน กลุ่ มย่อย (section) ของเชื้อ รา  Hypoxylon Bull. (Ju and Roger, 
1996) โดยมีการแบ่งออกเป็นสองกลุ่มย่อย  ได้แก่ กลุ่มย่อย Hypoxylon (Hypoxylon section 
Hypoxylon) และ กลุ่มย่อย  Annulata (Hypoxylon section Annulata) โดยใช้ลั กษณะต่าง ๆ  
ในการจ้าแนกดังตารางที่ 1  

ต่อมา Hsieh และคณะ (2005) ได้ท้าการจ้าแนกเชื้อราสกุล Hypoxylon และสกุลใกล้เคียง
โดยใช้ลักษณะทางชีวโมเลกุล (molecular biology) บริเวณยีน alpha-actin และ beta-tubulin 
ร่วมกับลักษณะทา งสัณฐา นวิ ทย า ในการ จ้าแนกเชื้อ รากลุ่มย่อย  Annulata ออกจ ากสกุล 
Hypoxylon เกิ ด เป็ น เชื้ อ ร า ส กุ ล ใ ห ม่ คื อ  เชื้ อ ร า ส กุ ล  Annulohypoxylon โ ด ย เชื้ อ ร า 
Annulohypoxylon และ Hypoxylon มีการจัดล้าดับอนุกรมวิธานดังนี้  (Wijayawardene et al., 
2018) 

Kingdom Fungi 
       Subkingdom Dikarya 
              Phylum Ascomycota 
                     Subphylum Pezizomycotina 
                            Class Sordariomycetes 
                                   Subclass Xylariomycetes 
                                        Order Xylariales 
                                              Family Hypoxylaceae 

                                                                 Genus Hypoxylon and Annulohyoxylon 
 กา ร จ้ า แ น ก เชื้ อ ร า ทั้ งส อง ส กุล ใน เบื้ อ ง ต้ น ใช้ ลั ก ษ ณ ะ เนื้ อ เยื้ อ  carbonaceous  
ซ่ึ งท้ า ห น้ า ที่ ห่ อ หุ้ ม เพ อ ริ ที เชี ย  ใน เชื้ อ ร า ส กุ ล  Hypoxylon มี เนื้ อ เยื้ อ  carbonaceous  
ลั กษณ ะบา ง  แตก ต่ างจ า กใน เชื้ อ ร า ส กุล  Annulohypoxylon ที่ มี เนื้ อ เยื้ อ  carbonaceous  
เป็นผนังหนาและมีสีเข้ม รูปแบบออสติโอลซ่ึงมีลักษณะเป็นแผ่น ปิดอยู่ส่วนบนสุดของเพอริทีเชีย 
บนผิวหน้าสโตรมาตา และลักษณะเพอริสปอร์ เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์
ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่ 2, ตารางที่ 1) 
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ภาพท่ี 2 ลักษณะที่แตกต่างกันของเชื้อรา Anulohypoxylon (ก.–ค.) และ Hypoxylon (ง.–ฉ.)  
ก. เนื้อเยื่อ carbonaceous หนาเป็นชั้นชัดเจน (ลูกศร) ข. ลักษณะออสติโอลมีแผ่นจานล้อมรอบ 
(ostiolar disc) (ลู กศร) ค . เพอริสปอร์มีผนั งหนา  (ลู กศร ) ง. เนื้ อ เยื่อ  carbonaceous บา ง  
จ. ออสติโอลแบบ umbilicate ฉ. เพอริสปอร์มีลวดลายเป็นชั้น ๆ (coil-like ornamentation) 
ท่ีมา: http://mycology.sinica.edu.tw/Xylariaceae/GenusHypoxylon.asp 
 
ตารางท่ี 1 ลักษณะที่ใช้จ้าแนกเชื้อรา Hypoxylon กลุ่มย่อย Hypoxylon และกลุ่มย่อย Annulata 

ลักษณะ 
เชื้อรา Hypoxylon 

กลุ่มย่อย Hypoxylon กลุ่มย่อย Annulata 

1. ลั ก ษ ณ ะ ผิ ว ห น้ า ข อ ง 
สโตรมาตา 

ผิวสโตรมาตามักมีสีสันเม่ือเชื้อ
ราเจริญ เต็มที่ เช่ น แสด ส้ ม 
ม่วง ม่วงด้า เหลือง น้้าตาล  

ผิวหน้าสโตรมาตามักมีสีด้าเม่ือ
เชื้อราเจริญเต็มที่ 

2. ผนังเพอริทีเชียม ผนังเพอริทีเชียมบาง ผนังเพอริทีเชียมหนาและมีสีด้า 
3. ออสติโอล 
 

ส่วนใหญ่เป็นแบบ umbilicate 
บางชนิ ด เป็ น  papillate ไ ม่ มี
จาน (disk) ล้อมรอบออสติโอล 

ออสติโอล เป็น แบบ  papillate 
หรือ conical papillate มีแผ่น
จานล้อมรอบออสติโอล 

4. เพอริสปอร์ เพ อ ริ ส ป อ ร์ ผ นั ง บ า ง มั ก มี
ลวดลาย 

เพอริ ส ปอ ร์ ผนั งห นา ไ ม่พ บ
ลวดลาย 
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การจ้าแนกเชื้อราสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ระยะการสืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศ (teleomorph stage) 

 การสืบ พัน ธุ์แบบอา ศัย เพศ เป็ น ระยะที่ ส้า คัญ ในการใช้ จ้า แนกเชื้อ ราทั้ งสองส กุลนี้  
โดยกา ร ศึกษ าทั้ ง โครงสร้า งที่ สา มา รถ เห็ น ไ ด้ด้ วยตาเปล่ า  และภาย ใต้กล้ อ งจุ ลทร รศน์  
ตามลักษณะดังต่อไปนี้ 
 สโตรมา (stroma) 
 เชื้อราสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon สร้างสโตรมาลักษณะคล้ายปื้นหนาขึ้น
บนเนื้อไม้ (wood) หรือ เปลือกไม้ (bark) มีลักษณะเป็นก้อนนูน (glomerate) เรียบก่ึงนูนหนา 
(effuse-pulvinate)  ห รื อ เป็ น แ ผ่ น แ บ น เรี ย บ  ( pulvinate)  ใน เชื้ อ ร า ส กุ ล  Hypoxylon  
โครงสร้า งสโตรมามัก มีสีสั นสดใส เช่น แสด ส้ ม ม่วง ม่ว งด้า เหลื อง น้้าตาล ไปจนถึ งสีด้ า  
(สุรางค์ เธียรหิรัญ , 2542) ซ่ึงแตกต่างจากสีสโตรมาของเชื้อรา Annulohypoxylon ที่ผิวสโตรมา 
ส่วนใหญ่มีสีด้า ด้าอมม่วง หรือด้าอมเขียว บางชนิดอาจมีลักษณะเป็นมันเงา (shiny) หรือด้าน (dull) 
สีที่ ปรา กฏจากการท้าปฏิ กิริย าของสโตรมา กับสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH)  
ควา มเข้ มข้ น  1 0 % เป็ น ลั กษ ณ ะส้ า คั ญ ที่ ใ ช้ ใน กา ร จ้ า แน ก เชื้ อ ร า ทั้ งสอ งส กุล เช่ น กั น  
ใน เชื้อ รา Annulohypoxylon ส่ วนมากให้สี เขี ยวมะกอก (greenish olivaceous) สีเขี ยวห ม่น  
(dull green) สีเขียวเข้ม (dark green) สีม่วงแดง (vinaceous purple) สีน้้าผึ้ง (honey) เป็นต้น  
ส่วน เชื้ อร า Hypoxylon ให้ สีโทน ส้ ม (orange) เหลือ งอ้าพัน (amber) น้้าตาลอ่อน  (hazel)  
เหลืองอมเทา (isabelline) แดง (reddish) ม่วง (purple) หรือไม่มีสี (colorless)  
 เพอริทีเชียม (perithecium) 
 เพอริที เชียมเป็นโครงสร้างให้ก้ าเนิดสปอร์  หรือส่วนห่อหุ้มถุ ง asci และ paraphyese  
มักพบส่ วน เนื้ อเยื่อ  carbonaceous ล้อมรอบอยู่  ซ่ึงส่วนเพอริที เชี ยมใน เชื้อร าทั้งสองส กุลนี้  
มีรูปร่าง 3 แบบ ได้แก่ รูปร่างกลม (spherical) รูปร่างรีคล้ายไข่ (obovoid) และรูปร่างยาวเป็นแท่ง 
(tubular) หรือทรงกระบอกเรียวคล้ายหงอก (lanceolate) (ภาพที่ 3) 
 ออสติโอล (ostiole)  
 ออสติโอลเป็นส่วนปลายสุดของเพอริทีเชียม มักมีช่องเปิดนูนลักษณะคล้ายจะงอย (beak) 
หรื อคอ  (neck) เพ่ือปลดปล่อยสปอร์ (Webster and Weber, 2007) ส่ วน ใหญ่ เชื้อ ร าส กุล 
Hypoxylon มักพบออสติ โอล เป็ นแบบ  umbilicate บางชนิ ดเป็ น  papillate ไม่มีจา น  (disk) 
ล้อมรอบออสติโอล แตกต่างจากออสติโอลของเชื้อรา Annulohypoxylon ซ่ึงเป็นชนิด papillate  
มีแผ่นจานขนาดเล็กล้อมรอบ (ostiolar discs) (ภาพที่ 4) 
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ภาพท่ี 3 ภาพตัดตามยาวของโสตรมาเชื้อรา Annulohypoxylon และ Hypoxylon ก. เพอริทีเชีย
รูปร่างกลม (spherical) ข . เพอริทีเชียรูปร่างรีคล้าย ไข่  (oboviod) และ ค. เพอริทีเชียรูปร่า ง 
เป็นแท่งยาว (tubular)  
ท่ีมา: สุรางค์ เธียรหิรัญ (2542) 
 

 
 

ภาพท่ี 4 ลักษณะออสติโอลแบบต่าง ๆ ก. ลักษณะออสติโอลแบบ umbilicate ข. ลักษณะแผ่นจาน 
(disk) ค. ลักษณะออสติโอลแบบ papilate และ ง. ลักษณะของออสติโอลแบบ conical papillate  
ท่ีมา: สุรางค์ เธียรหิรัญ (2542) 
 
 แอสคัส (ascus) แอสโคสปอร์ (ascospore) และเพอริสปอร์ (perispore) 
 ถุงแอสคัสสร้างภายในเพอริทีเชียม มีลักษณะคล้ายกระบอง (ภาพที่ 5 ก, ง) บริเวณปลาย
แอส คัสพ บ เอ พิ คอล แอพ พ า ร า ทั ส  ห รื อ  เอ พิ คอ ลริ งส์  ( apical apparatus/ apical rings)  
(ภาพที่ 5 ข) ท้าหน้าที่ ดันแอสโคสปอร์ (ascospore) ให้ออกจากแอสคัส  บางชนิดติดสีน้้า เงิน  

ก ข 

ค 

ง 

ก ข 

ค 
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เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย Melzer’s reagent ซ่ึงใน 1 แอสคัส บรรจุไปด้วย 8 แอสโคสปอร์ 
แอสโคสปอร์มีสีน้้าตาลอ่อนถึงน้้าตาลเข้ม โดยแอสโคสปอร์ถูกดันออกมาบริเวณส่วนปลายของ 
เพอริทีเชี ยมกับผิวหน้าสโตรมาที่ เรียกว่า ออสติโอล เพอริสปอร์ห รือเปลือกหุ้มแอสโคสปอร์  
เป็นลักษณะที่ใช้จ้าแนกเชื้อราทั้งสองสกุล โดยเม่ือหยดสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 
ความเข้มเข้น 10% ลงบนแอสโคสปอร์ เกิดการหลุดออกของเพอริสปอร์ เรียกลักษณะดังกล่าวว่า 
perispore dehiscent (ภาพที่ 5  ค) ในทางตรงกันข้าม หากไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงใด  ๆ เรียก
ลักษณะนั้นว่า perispore indehiscent  
 

 
 

ภาพท่ี 5 แอสคัส และแอสโคสปอร์ ก. แอสคัสภายในเพอริทีเชียม (ลูกศร) ข . เอพิคอลแอพพาราทัส 
ติดสีน้้า เงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับน้้ายา Melzer’s reagent (ลูกศร) ค. แอสโคสปอร์ท้าปฏิกิริยากับ
สา รละลาย โพแทส เซียมไฮดรอ กไซ ด์  ควา มเข้ มข้ น  1 0% ท้ าให้ เพอริ สปอร์ หลุ ดออกมา  
(perispore dehiscent) (ลูกศร) และ ง. แอสคัสลักษณะคล้ายกระบอง บรรจุแอสโคสปอร์ 8 แอสโคสปอร ์
ท่ีมา: ภาพ ก: https://mycologysite.files.wordpress.com/2016/09/biol-319lecture8ascomycota.pdf 
ภาพ ข, ค และ ง ถ่ายโดย นีรชา หลิมนุกูล 
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 เจิร์มสลิท (germ slit) 
 เจิร์มสลิทปรากฏบนแอสโคสปอร์ เป็นลักษณะส้าคัญที่ใช้จ้าแนกเชื้อราทั้งสองสกุลนี้  
โดยเชื่อว่าเจิร์มสลิทเก่ียวข้องกับกระบวนการงอกของสปอร์เชื้อราทั้งสองสกุล ในรากลุ่มนี้มีลักษณะ
เจิ ร์ มส ลิ ท หล า ยรู ป แบบ  (ภา พ ที่  6) ได้แ ก่  ลั กษ ณ ะเป็ น เส้ นต ร ง มีค วา มยา ว เท่ า กั บ 
ความยาวแอสโคสปอร์ (straight full length) หรือน้อยกว่าความยาวแอสโคสปอร์ (straight nearly 
full length) และในเชื้อราสกุล Hypoxylon มักพบลักษณะเจิร์มสลิทแบบเป็นเส้นโค้งคล้ายตัวเอส 
(sigmoid germ slit) ลักษณะเป็น เส้น โค้งเล็กน้อย (slightly sigmoid germ slit) หรือเส้นโค้ ง 
คล้ายเกลียว (spiral germ slit) ซ่ึงพบในเชื้อรา H. monticulosum ร่วมด้วย (Suwannasia et al., 
2012)  
 

 
 

ภาพท่ี 6 ลักษณะเจิร์มสลิท ก . เจิร์มสลิทเป็นเส้นตรง ความยาวเท่ากับความยาวแอสโคสปอร์ 
(straight full length) ข. เจิร์มสลิทเส้นตรง ความยาวน้อยกว่าความยาวแอสโคสปอร์ ( straight 
nearly full length) ค . เจิร์ มสลิ ทแบบ เป็ น เส้ น โค้ งคล้ า ย ตัว เอส  ( sigmoid germ slit) และ  
ง. เจิร์มสลิทเป็นเส้นโค้งคล้ายเกลียว (spiral germ slit)  
ท่ีมา: Fournier และคณะ (2015) และ Suwannasia และคณะ (2012) 
 

ระยะการสืบพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศ (anamorph stage) 
 เชื้อราสร้างโคนีเดีย (conidia) บนโคนิดิโอฟอร์ (conidiophore) มีลักษณะรูปร่างคล้าย 
ฝุ่นชอล์กสีขาวอยู่บนท่อนไม้ หรือเศษก่ิงไม้ที่หักโค่นลงสู่ พ้ืนดิน (ภาพที่ 7) ในการสืบพันธุ์ระยะนี้  
เชื้อ ราสามารถสร้างโคนิเดีย ได้บนอาหารเลี้ ยงเชื้อที่ เหมาะสม ซ่ึงในเชื้อ ราสกุล  Hypoxylon  
มีลักษณะการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ 4 รูปแบบ คือ Nodulisporium-like, Periconiella-like,  
Sporothrix-like และ Virgariella-like ส่วนเชื้อราสกุล Annulohypoxylon มีลักษณะการสืบพันธุ์

ก ง ค ข 
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แบบไม่อาศัยเพศ 3 รูปแบบ คือ Nodulisporium-like, Periconiella-like และ Virgariella-like 
(Ju and Roger, 1996) 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี  7 ระยะการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศของเชื้อรา ก. ลักษณะเชื้ อราสีขาวคล้ายฝุ่นบนผิวเนื้ อไม้  
ข. ลักษณะโคนีเดีย (ลูกศร1) และโคนิดิโอฟอร์ (ลูกศร2) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  
ท่ีมา: สุรางค์ เธียรหิรัญ (2542) 
 
ลักษณะการสืบพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศของเชื้อรา Annulohypoxylon และ Hypoxylon 
 Sporothrix-like 
 รูปแบบการเกิดโคนิ ดิโอฟอร์เป็ นโครงสร้างแบบง่าย ซ่ึงมีการสิ้น สุดการแตกก่ิงก้า น  
ที่ conidiogenous region หรือในบางชนิดอาจมีการแตกก่ิ งและสร้าง conidiogenous region  
บนบริเวณ additional brunch (es) ได้  และในแ ต่ละก่ิ งบริ เวณ ปลาย มี เซลล์ โคนิ ดิ โอจีนั ส  
แ ค่  1  เซลล์ เท่ า นั้ น  (ภ า พที่  8  A แ ละ B ) ส า มา รถพ บลั กษณ ะนี้ ได้ ใน เชื้ อ ร า บา งชนิ ด  
เช่น H. dieckmannii และ H. lividicolor 

Virgariella-like 
 รูปแบบการแตกก่ิงก้านของโคนิดิโอฟอร์ เป็นแบบไม่มีก้าน หรือมีการแตกออกทีละ 2 ก่ิง 
(dichotomously branched)  บ า งค รั้ งอา จ แ ตก ไ ด้ม า กก ว่ า  เนื่ อ งจ า ก ก า รแ ตก ก่ิ งแ บ บ  
Virgariella-like ไม่จ้าเป็นต้องแตกออกมาจากส่วนของ main axis แต่มีการแตกเพ่ิมมาจากส่วนของ 
main brunch ท้ าให้ มีกา รต่อจา กบริเวณ ปลา ย conidiogeneous region(s) เพ่ิมขึ้ น เรื่อย ๆ  
ซ่ึงในแต่ละปลาย มีเซลล์โคนิ ดิโอจีนัส  1 –2 เซลล์ หรือมากกว่า นั้น (ภาพที่ 8  C, D และ E )  
ลั ก ษ ณ ะ นี้ พ บ ไ ด้ ใน เชื้ อ ร า  A. cohaerens, A. minutellum, A. multiforme, H. fuscum,  
H. macrocapum, H. monticulosum, H. notatum, H. perforatum, H. rutilum,  
H. submonticulosum และ H. rugodes 
 

ก ข 
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 Nodulisporium-like 
 รูปแบบการแตกก่ิงก้านของโคนิดิโอฟอร์คล้ายแบบ Virgariella-like แต่มีความซับซ้อน
มากกว่า โดยมีการแตกก่ิงก้านคล้ายพุ่มไม้ (bushy structure) ซ่ึงในแต่ละปลายมีเซลล์โคนิดิโอจีนัส 
จ้านวน 2–3 เซลล์ หรือมากกว่านั้น (ภาพที่ 8  F, G และ H) สามารถพบลักษณะนี้ได้ในเชื้อรา  
A. annulatum, A. atroroseum, A. bahnphadengense, A. bovei var. microspore,  
A. truncatum, H. fendleri, H. fragiforme, H. rickii, H. rubiginosum และ H. sublutilum 
 Periconiella-like 
 โคนิดิโอฟอร์ มีการแตกก่ิงจาก main axis และ major branch อย่างน้อยหนึ่งก่ิง ซ่ึงในแต่
ละก่ิงบริเวณปลาย มีเซลล์ โคนิดิ โอจีนั ส จ้าน วน 3–4  เซลล์ นอกจา กนี้ยั งมีการ แตก ก่ิงย่อย 
(additional subordinate branches) เพ่ิมขึ้ น จ า กบริ เวณ  major branch ท้ า ให้ เกิ ด ก่ิ งก้ า น  
และมี conidiogenous region(s) มา กกว่า แบบ อ่ืน  ๆ (ภ าพที่ 8  I, J, K และ L ) สามา รถพบ 
ลักษณะนี้ ได้ในเชื้ อ รา  A. leptascum, A. stygium, A. stygium var. stygium, H. investiens,  
H. jecorinum และ H. haematostroma 
 

 
 

ภาพ ท่ี 8 การแตกก่ิงของโคนิดีโอฟอร์ที่พบ ในเชื้อราสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon 
รู ป แ บ บ  Sporothrix-like (A แ ล ะ B) รู ป แ บ บ  Virgariella-like (C, D แ ล ะ E) รู ป แ บ บ
Nodulisporium-like (F, G แ ล ะ H)  แ ล ะ รู ป แ บ บ  Periconiella-like ( I, J, K แ ล ะ L)  
(AB = additional branch(es)); AS = additional subordinate(es); CC = conidiogenous 
cell(s); CR = conidiogenous region(s); CS = conidiogenous structure(s); MA = main axis; 
MB = major branch(es) 
ท่ีมา: Ju และ rogers (1996) อ้างโดย มัลลิกา มะกรวัฒนะ (2557) 
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ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อราสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon  
 ก า ร จ้ า แ น ก เชื้ อ ร า ส กุ ล  Annulohypoxylon แ ล ะ Hypoxylon โ ด ย ใช้ ลั ก ษ ณ ะ 
ทางสัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียวมีข้อจ้ากัดหลายประการ เช่น เชื้อราต้องอยู่ในระยะที่ เหมาะสม
ส้าหรับการศึกษา กล่าวคือตัวอย่างเชื้อราต้องเป็นระยะที่เจริญเต็มที่ และเป็นตัวอย่างที่สมบูรณ์  
จึงสามารถน้ามาจัดจ้าแนกลักษณะต่าง ๆ ได้อย่างครบถ้วน นอกจากนี้ ตัวอย่างที่น้ามาศึกษาควรเป็น
ตัวอย่างที่ ส ามา รถเจริญและเพา ะเลี้ยง ได้บนอาหา รเลี้ย งเชื้ อ เพ่ือศึกษาระยะการสื บพัน ธุ์  
แบบไม่อาศัยเพศ ซ่ึงมีความส้าคัญในการจ้าแนกชนิดที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาใกล้เคียงกันสูงออก
จากกันได้ ในราทั้งสองสกุลนี้และสกุลอ่ืน ๆ ที่ใกล้เคียงมีความหลากหลายสูง จึงยากแก่การจัดจ้าแนก
ถึ งร ะดับสปี ชี ส์  (มัล ลิ กา  มะกร วัฒน ะ , 2557) เท คนิ คท า งชี ว โมเล กุล โดยกา ร ใช้ ล้ าดั บ 
นิวคลีโอไทด์ จึงเข้ามามีบทบาทส้าคัญ ในการช่วยจ้าแนกเชื้อราในกลุ่มนี้  และพบว่าเป็นวิธีการ 
ที่มีประสิทธิภาพ สามารถช่วยระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตที่ มีความใกล้เคียงกันสูง และยากต่อการระบุชนิด 
หรือชนิดที่มีความซับซ้อนได้ดี  
 บริ เวณ  ITS (Internal transcribed spacer) เป็ น บ ริ เ วณ ที่ นิ ย ม ใช้ ในก า ร จ้ า แ น ก 
ชนิดของเชื้อรา เนื่องจากสามารถพบต้าแหน่งนี้ได้ในเชื้อราทุกชนิด นอกจากนี้ในต้าแหน่ง ITS  
มีจ้านวนซ้้าของชุด ribosomal DNA สูง ซ่ึงง่ายต่อการวิเคราะห์ โดยใช้วิธีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) จากตัวอย่างดีเอ็นเอเพียงแค่
เล็กน้อย (Carbone and Kohn, 1999)  
 ในปี  2 0 05  Hsieh และคณ ะ ศึกษา ยีนที่ ต้ าแหน่ง  alpha-actin และ beta-tubulin  
ของเชื้อรา ใน วงศ์ Xylariaceae จากนั้น สร้างแผนภู มิวิวัฒนาการต้นไม้ (phylogenetic tree)  
แยกกลุ่ ม เชื้อ รา ออก เป็ น  4 กลุ่ ม ใหญ่  ๆ ได้แก่  กลุ่ม เชื้ อร า Hypoxylon section Annulata  
กลุ่มเชื้อ ราในสกุล Biscoxniauxia กลุ่มเชื้อ รา Hypoxylon section Hypoxylon และ Dadinia 
ผลการวิจัยครั้งนี้ท้าให้เกิดเชื้อราสกุลใหม่คือ เชื้อราสกุล Annulohypoxylon ที่แยกออกมาจาก 
เชื้ อรา  Hypoxylon section Annulata ในปีเดียวกัน Suwannasia (2005) ศึกษาลักษณะทา ง
สัณฐาน วิทยาร่วมกับลักษณะทางชีวโมเล กุลของเชื้อรา Hypoxylon และสายพันธุ์ที่ ใกล้ เคีย ง 
ในป ระเท ศไท ย  โด ย ศึกษา ล้ า ดับ นิ วคลี โ อ ไท ด์ ที่ ต้ า แห น่ ง ITS พ บว่ า  สา มา รถจ้ า แน ก 
เชื้ อ ร า ส กุล  Hypoxylon ได้ ชนิ ด ให ม่  3  ช นิ ด  คือ  H. kanchanapisakii, H. suranarii แล ะ  
H. sublenormandii  
 มัลลิกา มะกรวัฒนะ (2557) จ้าแนกเชื้อราสกุล Annulohypoxylon โดยอาศัยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา ทั้งรูปแบบการเจริญของเชื้อราในระยะการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ และไม่อาศัยเพศ 
ร่วมกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ 4 ต้าแหน่ง ได้แก่ ITS, alpha-actin, beta-tubulin และ elongation 
factor 1-alpha สา มารถจ้ า แนก เชื้ อ รา  Annulohypoxylon ได้  6  ชนิ ด  และมี อีก  7  ชนิ ด  
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ที่ ไม่สา มา รถจั ดจ้ าแนกได้  จึ งน้ าข้ อ มูลที่ ได้ส ร้า งแผนภู มิวิ วัฒ นากา ร ต้น ไ ม้  แยก เชื้ อ ร า 
Annulohypoxylon 7 ชนิดที่มีความซับซ้อนและใกล้เคียงกันได้ส้าเร็จ จากงานวิจัยนี้ท้าให้ทราบว่า 
ในเชื้อราสกุล  Annulohypoxylon ไม่เพียงแต่มีความแปรผันของลักษณะทางสัณฐานวิทยาสู ง  
แต่มีความแปรผันของลักษณะทางพันธุกรรมสูงเช่นกัน  
 Kuhnert แล ะคณ ะ  (2014) พบ เชื้ อ ร า ส กุล  Hypoxylon ช นิ ด ให ม่  3  ชนิ ด  ได้แ ก่  
H. isbellinum, H. lamilosum และ H. lateripigmentum จากการจ้าแนกโดยใช้ลักษณะทา ง
สัณฐานวิทยา และล้าดับนิวคลีโอไทด์บนดีเอ็นเอที่บริเวณ ITS และ ยีน beta-tubulin ซ่ึงงานวิจัยนี้ 
ท้าให้เกิดการแนะน้าวิธีการจัดล้าดับหมวดหมู่ในเชิงเปรียบเทียบแบบ polyphasic taxonomic  
เพ่ือใช้จ้าแนกเชื้อรา Hypoxylon 
 Kuhnert แล ะคณ ะ  (2015) พ บ เชื้ อ ร า  Hypoxylon ชนิ ด ให ม่  ได้ แ ก่  H. jaklitschii  
ซ่ึง มีลักษณ ะทางสัณ ฐานวิ ทย าใกล้ เคีย งกับ  H. lenormandii จ ากกา รจ้ า แน กโดยกา รใช้ 
ลั กษณ ะทา งสัณ ฐา น วิท ย า และชี ว โมเล กุล โดย ใช้ ล้ า ดับ นิ วคลี โ อ ไท ด์  บริ เวณ  ITS แล ะ  
ยีน beta-tubulin ร่วมกับการใช้คุณสมบั ติทางเคมี (chemotaxonomy) ท้ าให้ พบสารในกลุ่ ม 
Azaphilone ชนิดใหม่ 7 ชนิด (lenormandinsA–G) ที่ได้จากสโตรมาของเชื้อราทั้งสองชนิดดังกล่าว 
 Wendt และคณะ (2017) จ้าแนกเชื้อราวงศ์ Xylariaceae โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ร่วมกับ วิธีกา รทางชี วโมเล กุล บริเวณ 4 ต้า แหน่ งยีน  คือ ITS และยี น large subunit (LSU),  
RNA polymerase II (RPB2) และ beta-tubulin (TUB2) ประกอบกับการจ้าแนกโดยใช้ คุณสมบัติ
ทางเคมี สามารถจัดกลุ่มเชื้อราสกุล Annulohypoxylon, Hypoxylon และสกุลที่ใกล้เคียงอยู่ในวงศ์ 
Hypoxylaceae (ภ า พ ที่  9 )  แ ล ะ เ กิ ด เชื้ อ ร า ส กุ ล ให ม่  2 ส กุ ล  ไ ด้ แ ก่  Jackrogersella  
(แยกมาจากเชื้อราสกุล Annulohypoxylon เดิม) และ Pyrenopolyporus (แยกมาจากเชื้อราสกุล 
Hypoxylon เดิม)  
 Lambert แ ละค ณ ะ (2 0 1 9 )  จ้ า แน ก เชื้ อ ร า  2  ช นิ ดที่ มีค วา ม ใก ล้ เ คีย ง กัน สู ง  
คือ H. monticulosum และ H. submonticulosum โดย ใช้ลักษณะทางสัณฐา นวิทยาร่ วมกับ
ลักษณะทางชีวโมเลกุล  บริเวณ 4 ต้ าแหน่ ง คือ  ITS, LSU, RPB2 และ TUB2 จา กนั้ นสร้า ง 
แผนภูมิต้นไม้ พบว่าเชื้อราทั้ง 2 ชนิด แยก clade ออกจากเชื้อราชนิดอ่ืน ๆ จึงแยกเชื้อราทั้ง 2 ชนิด
อ อ ก เป็ น ส กุ ล ให ม่  คื อ  Hypomontagnella เ กิ ด เชื้ อ ร า ช นิ ด ให ม่ ขึ้ น  2  ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่ 
Hypomontagnella monticulosa และ H. barbarensis  
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ภาพท่ี 9 แผนภูมิต้นไม้ (phylogenetic tree) แสดงการจัดกลุ่มเชื้อราวงศ์ Hypoxylaceae 
ท่ีมา: Wendt et al. (2017) 
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บทบาทของเชื้อราสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon 
 นอกเหนือจากบทบาทในการเป็นผู้ย่อยสลายไม้ในธรรมชาติที่กล่าวไว้ข้างต้นของเชื้อราทั้ง
สองสกุลนี้ บางชนิดด้ารงชีวิตเป็นเอนโดไฟท์อาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อพืช ในขณะที่บางชนิดก่อโรคกับพืช 
และอีกหลาย ๆ ชนิดสามารถสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้ 
 ราย่อยสลายไม้ในธรรมชาติ (wood decay fungi) 
 การที่เชื้อราสามารถย่อยสลายเนื้อไม้ได้ เนื่องจากเชื้อราสามารถสร้างเอนไซม์ที่มีคุณสมบัติ
ในการย่อยสารประกอบของเนื้อไม้ โดยพบว่าเชื้อราทั้งสองสกุลนี้ ในระยะการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ 
ด้ารงชีวิตเป็นผู้ย่อยสลาย สามารถสร้างเอนไซม์ย่อยสลายเซลลูโลส (cellulose) และลิกนิน (lignin) 
ที่เป็นองค์ประกอบส้าคัญในเนื้อไม้ได้ (Roger, 1979; สุรางค์ เธียรหิรัญ, 2542)  

มีการรายงานว่าเชื้อราในวงศ์ Xylariaceae มีบทบาทส้าคัญในการสร้างเอนไซม์ย่อยสลาย 
ได้แ ก่  เซ ลลู เลส  (cellulase) เฮ มิ เซ ลลู เล ส  (hemicellulase) แ ละลิ ก นิ น เน ส  ( ligninase)  
(Wei et al., 1992)  
 Shigo (1964) ร าย งา นว่ า เชื้ อ รา ส กุล  Hypoxylon ห ลายชนิ ดมีส่ วน เก่ี ย วข้ อ ง กับ
กร ะบวนการย่ อยสลา ยไ ม้ เนื้ อแข็ ง และ เชื้ อ รา ใน วงศ์  Xylariaceae กว่า  5 8 1  ไอโซ เลท  
สามารถสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม์ (ligninolytic enzyme) ได้ (Urairuj et al., 2003)  
 Seephueak และคณะ (2011) ศึกษาความหลากหลายของเชื้อราที่ย่ อยสลายก่ิงก้า น  
ของไ ม้ย า งพา ร า  โด ยท้ า กา ร เก็บ ตัวอย่ า งบ ริ เวณ จั งหวั ดน ครศรีธ ร รมร า ชและสงขล า  
วางแผนการเก็บตัวอย่าง 4 ครั้ง แบ่งเป็น  เดือนมกราคม (ปลายฤดูฝน : late rainy season)  
เดือน เมษายน  (ฤ ดูร้ อน : dry season) เดือนกรกฎาคม (ก่อนฤดูฝน : early rainy season)  
แล ะ เดื อ น ตุ ล า ค ม  ( ฤ ดู ฝน : rainy season)  พ บ ก่ิ ง ก้ า น ไ ม้ ย า งพ า ร า  3  ร ะ ย ะ ไ ด้ แ ก่  
ก่ิงก้านที่เพ่ิงร่วงหล่น (newly fallen branches) ก่ิงก้านที่อยู่ในระหว่างการย่อยสลาย (middle 
stage decaying branches) และก่ิงก้านเก่า (old decaying fallen branches) พบเชื้อราทั้งหมด 
497 ไอโซเลท นอกจากนี้ยังพบ เชื้อรา Hypoxylon spp. ในทุกฤดูกาล รวมไปถึงในทุกระยะการย่อย
ก่ิงก้านไม้ยางพารา จึงจัดเชื้อรา Hypoxylon spp. อยู่ในเชื้อราชนิดเด่นที่พบอีกด้วย  
 Pointing และคณะ (2003) พบว่า เชื้อรา สกุล Biscogniaxia, Hypoxylon และ Xylaria 
แสดงศักยภาพในการสร้างเอนไซม์ลิกนินเปอร์ออกซิเดส (lignin peroxidase) เซลลูเลส (cellulase) 
และไซแลนเนส (xylanase) ย่อยสลายเนื้อไม้ได้ ซ่ึงท้าให้น้้าหนักของไม้ลดลงเฉลี่ยประมาณร้อยละ 
20 ของน้้าหนักทั้งหมด  
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 ราสาเหตุโรคพืช (Pathogen) 
 เชื้ อ ราใน อัน ดับ  Xylariales บา งชนิ ดสา มารถ ก่อโร คใน พืช ได้ โดย เฉพาะไม้ยื น ต้น  
ซ่ึงส่งผลกระทบและสร้างความเสียหายทางเศรษฐกิจ รวมไปถึงทรัพยากรป่าไม้ มีรายงานการเข้า
ท้าลายของเชื้อ H. mammanum บริเวณเขตพ้ืนที่ป่าไม้ในทวีปยุโรปแพร่กระจายเข้าสู่ทวีปอเมริกา
เหนือ (Bier, 1940; Pinon, 1979)  
 Conway และ Olson (n.d.) รายงานการเข้าท้าลายต้นโอ๊คของเชื้อรา H. atropunctatum 
ในรัฐ Oklahoma ท้าให้เกิดโรคแคงเกอร์ในต้นโอ๊ค โดยเฉพาะในต้นโอ๊คที่มีอาการขาดน้้า หรืออยู่ใน
สภาวะแห้งแล้ง (drought) และต้นโอ๊คที่มีปัญหาเก่ียวกับระบบราก พืชมักแสดงอาการอย่างรุนแรง
จนตายในที่สุด นอกจากนี้ในรัฐฟลอริดาประเทศอเมริกา เชื้อราดังกล่าว สามารถเข้าท้าลาย  
ต้นฮิคเคอรี่ (hickory) และ ต้นพีแคน (pecan) ได้อีกด้วย  
 Mcpherson และคณะ (2005) ราย งานการเข้าท้ าลายของเชื้อ รา H. thouarsianum  
ในต้นโอ๊ค (Quercus agrifolia) ส่งผลให้ อัตราการตายของต้นโอ๊คสูงขึ้น 5.8–17.4 เปอร์เซ็น ต์ 
นับต้ังแต่ปี 2000–2003  
 McBird และ Apple (2009) รายงา นว่า เชื้อ รา H. atropunctatum สามารถปรั บตัว  
และเข้าท้าลายต้นพืชได้แทบทุกระบบนิเวศ ทั้งบริเวณพ้ืนที่ป่า บริเวณทุ่งหญ้าเลี้ยงสัตว์ ( pasture) 
สวนสาธารณะ หรื อแม้แ ต่เขตชุ มชนและที่ อยู่อ าศัยของมนุษย์ ( urban development area) 
โดยเฉพาะเขตชุมชน เนื่องจากกิจกรรมต่าง ๆ ของมนุษย์ เช่น การก่อสร้าง หรือต่อเติมสถานที่ต่าง ๆ 
ส่งผลให้ต้นไม้ที่ เจริญบริเวณใกล้เคียงเกิดความเครียด จากความเสียหายของระบบรากบางส่วน  
หรืออาการขาดน้้า ท้าให้ต้นไม้อ่อนแอลง ซ่ึงเป็นสาเหตุให้เชื้อก่อโรคดังกล่าวเข้าท้าลายต้นไม้ได้อย่าง
มีประสิทธิภาพมากขึ้น รวมทั้งแพร่ระบาดได้อย่างรวดเร็ว (ภาพที่ 10) 
 Allen แ ล ะ ค ณ ะ  (2010) ร า ย งา น ก า ร เข้ า ท้ า ล า ย ข อ ง เชื้ อ  H. mammanum  
ในพืชสกุล Aspen บริเวณ 5 พ้ืนที่ป่าแถบเทือกเขาร็อกก้ี โดยเชื้อราชนิดนี้เข้าท้าลายต้นไม้ที่มีอายุ 
40–50 ปีขึ้นไป เม่ือต้นไม้ถูกเชื้อราเข้าท้าลาย อาการเริ่มแรกมีลักษณะคล้ายรอยบุ๋มเล็กน้อยบริเวณ
ผิวเนื้อไม้ จากนั้นเชื้อราสร้างโครงสร้างที่ใช้ขยายพันธุ์ (stromata) เจริญขึ้นบนผิวหน้าเนื้อไม้ลักษณะ
ปื้ น สีส้ ม เหลื อง  ต่อมา โครงสร้า งที่ เจ ริญ เต็มที่ เปลี่ ย น เป็ น สี ด้า ปริ ออกมาภา ยนอกล้ า ต้น   
เชื้อราแพร่กระจายอย่างรวดเร็ว ไปยังเซลล์ต่าง ๆ ใน เนื้อเยื่อพืช ยกเว้นเนื้ อเยื่อสเคอเรงคิมา 
(sclerenchyma) ซ่ึ งเม่ือ เชื้ อร าเจริญ เต็มที่ มีก าร เจ ริญของปุ่ มนู น  (canker) มีขน าดมากกว่ า  
2.5 มิลลิเมตร ใบพืชเกิดอาการเหี่ยว เนื่องจากเซลล์ท่ีใช้ล้าเลียงน้้าถูกท้าลาย เชื้อราจะขยายลุกลาม
ไปเรื่อย ๆ จนต้นไม้ตายลง (Bier, 1940; Anderson, 1956)  
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ภาพท่ี 10 อาการโรคแคงเกอร์บนล้าต้นของต้นโอ๊คที่เกิดจากเชื้อรา Hypoxylon atropunctatum 
ท่ีมา: McBird และ Apple (2009) 

 
ราเอนโดไฟท์ (endophytic fungi) 

 ราเอนโดไฟท์ จัดเป็นกลุ่มเชื้อราที่อาศัยอยู่ในเนื้อเยื้อพืช มีวงจรชีวิตบางช่วง หรือตลอดชีวิต
ภายในพืชนั้น และด้ารงชี วิตแบบพ่ึงพาอาศัยกัน (mutualistic symbiosis) โดยไม่ก่อให้เกิดผลเสียใด  ๆ 
กับพืชอาศัย (Azevedo et al., 2000) นอกจากนี้ เชื้อราเอนโดไฟท์มีบทบาทส้าคัญในการปกป้อง 
พืชอาศัยจากปัจจัยต่าง ๆ ที่อาจก่อให้เกิดผลเสียกับพืชนั้น มีการส้ารวจเชื้อราเอนโดไฟท์ที่อาศัยอยู่ใน
พ้ืนที่เขตร้อน พบ เชื้ อร าในวงศ์ Xylariaceae เป็น ชนิ ด เด่น มีการ สืบ พัน ธุ์แบบ ไม่อาศัยเพศ 
ในวงจรชีวิตดังกล่าว (Rodrigus, 1994; Lodge et al., 1996) เชื้อราเอนโดไฟท์ในล้าดับ Xylariales  
สามารถสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive metabolite) ที่ มีประโยชน์ได้ แต่ยังมีบทบาท 
ไม่มากนักในระบบนิเวศ (Petrini et al., 1995; Whalley 1993; Rogers 2000)  
 Huang และ คณะ (2009) ศึกษาความหลากหลาย และจ้าแนกเชื้อราเอนโดไฟท์จากพืช
ตระกูลโกศจุฬ าลั มพา (Artemisia species) โดยน้ า เชื้อ ราเอน โดไฟท์ที่ แยกได้ 34 ไอโซเลท  
มาจ้ าแนกชนิดโดยใช้ลักษณะสัณฐานวิทยา ร่วมกับวิธีทางชีวโมเลกุลโดยการวิเคราะห์ล้ าดับ 
นิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS และสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการต้นไม้ สามารถจ้าแนกราได้ในระดับสกุลคือ 
Alternaria, Colletotrichum, Phomopsis และเชื้อ รา เอน โดไฟท์ ชนิ ดเด่น  (dominant fungal 
endophytes) ที่พบมากในพืชชนิดนี้ ได้แก่ เชื้อราในสกุล Xylaria  
 Ho และคณะ (2012) แยกเชื้อราเอนโดไฟท์จากบริเวณก่ิงก้านของพืชสมุนไพรในวงศ์ 
Lauraceae และ Rutaceae ที่ เก็บจ ากบริ เวณตอนกลา งและตอน เหนื อของประเทศใต้หวั น  
จ้านวน 156 ไอโซเลท จ้าแนกชนิดโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ร่วมกับวิธีทางชีวโมเลกุล  
โดยศึกษาดีเอ็นเอบริเวณ ITS และ ยีน LSU รวมทั้งสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการต้นไม้ จ้าแนกเชื้อราได้  
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3 5  สา ย พันธุ์  ใน  1 9  ว งศ์  ซ่ึ งเชื้ อ ร า ที่ พ บมา กที่ สุ ด  ไ ด้แ ก่  Colletotrichum, Guignardia, 
Hypoxylon, Nigrospora, Phomopsis และ Xylaria  

Benitez และคณะ (2016) แยกเชื้อรา H. anthochroum ที่ด้ารงชีวิตเป็นเชื้อราเอนโดไฟท์ 
อาศัยอยู่ในพืชจ้าพวกเงาะ (Burseraceae) พบว่าสามารถสร้างสารระเหย ที่ มีคุณสมบัติต่อต้าน
เชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน ๆ ได้ และสร้างสารที่เป็นพิษต่อพืช (phytotoxin)  
 
การสร้างเอนไซม์และสารทุติยภูมิท่ีมีประโยชน์ในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี 
 ในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีจ้ าเป็ นต้องคัดเลือก เชื้อจุลินทรีย์ที่ มีคุณสมบัติต่ าง ๆ  
ในการท้าลายเชื้อสาเหตุโรค ซ่ึงคุณสมบัติที่ส้าคัญของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์อย่างหนึ่ง คือการสร้างเอนไซม์
ย่อยสลายผนังเซลล์ (cell wall degrading enzyme) ที่ส่งผลให้เชื้อสาเหตุโรคชะงักการเจริญ 
หรื อไม่สามารถเจ ริญ ต่อไป ได้ ตั วอย่า งเอน ไซม์ในกลุ่ มย่ อยสลายผนั งเซลล์เชื้ อสาเห ตุโร ค 
ที่เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์สร้างขึ้น เช่น เซลลูเลส กลูแคนเนส และไคติเนส (Wijesundera et al., 
1991) และเอนไซม์ดังกล่าว อาจเก่ียวข้องในการท้าลายศัตรูพืชชนิดอ่ืน เช่น แมลง หรือไส้เดือนฝอย 
นอกเหนือจากการสร้างเอนไซม์เพ่ือย่อยสลายซับสเตรทต่าง ๆ คือการสร้างสารทุติยภูมิ (secondary 
metabolite) ที่มีผลในการต่อต้านเชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ 
 Wei และคณะ (1992) ทดสอบการสร้าง cellulolytic enzyme จากเชื้อราสกุล Xylaria 
และ Hypoxylon พบว่าเชื้อราในสกุล Xylaria (X. anisopleura, X. regalis และ X. grammica) 
มีค่ากิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสสูงขึ้นหลังจากการบ่มไว้เป็นระยะเวลา 2 สับปดาห์ และในเชื้อรา  
H. stygium สา ย พั น ธุ์  7 6 1 0 0 9 0 5  มี ค่ า กิ จ ก ร ร มเอน ไซ ม์  beta-glucosidase ป ริ มา ณ 
51 x 10-3 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ภายหลังการบ่มไว้เป็นเวลา 3 วัน และเพ่ิมสูงขึ้นเม่ือบ่มไว้เป็นเวลา 7 วัน  
(165 x 10-3 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 
 Angawi และคณ ะ (2003) พบ สา ร  Malettinin A ที่ ได้ จ า กส โตรมา ตา ขอ งเชื้ อ ร า 
Hypoxylon sp. ซ่ึงมีคุณสมบัติต่อต้านเชื้อรา (antifungal agent) สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 
Aspergillus flavus, Fusarium verticillioides และ Candida albicans เม่ือท้ าการทดสอบโดย
วิธี standard disk assay ใช้สารปริมาณ 250 ไมโครกรัมต่อดิสก์ ผลการทดสอบแสดงบริเวณยับยั้ง
ในจานอาหารเลี้ย งเชื้อขนาด 31–33  มิลลิเมตร และแสดงคุณสมบัติในการเป็น สารต่อต้า น 
เชื้อแบคทีเรีย (antibacterial agent) สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus 
และ Bacillus subtilis เม่ือใช้สารปริมาณ 200 ไมโครกรัมต่อดิสก์ โดยแสดงบริเวณยับยั้งในจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อขนาด 21–30 มิลลิเมตร 
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 Quang แล ะคณ ะ  (2 0 0 6 ) ส กั ดส า ร จ า ก ส โต รมา ต า ขอ งเชื้ อ ร า  H. multiforme  
พบ สา ร ในก ลุ่ ม  azaphilone 4  ชนิ ด  (Multiformin A–D) ที่ มี คุณ ส มบั ติ ในกา รออก ฤท ธิ์ 
แบบไม่จ้าเพาะเจาะจงกับเชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่มต่าง ๆ  
 Bills และคณะ (2012) แยก เชื้ อร า H. pulicidum sp. nov. จ า กส่ วน เนื้ อ เยื่อ ต่ าง ๆ  
ของพืชหลายชนิ ด พบว่าเชื้อรา ดังกล่า วสามา รถสร้า งสาร Nudulisporic acid ที่มีคุณสมบั ติ 
ในการขับไล่แมลงปากดูดที่เป็นพาหะน้าโรคสู่มนุษย์และสัตว์ได้ เช่น ตัวเรือด (bedbug) หมัด (fleas)  
และ เห็บ (ticks)  
 Kuhnert และคณะ (2014) ศึกษาองค์ประกอบของสารที่อยู่ภายในบริเวณสโตรมาตาด้วยวิธี 
HPLC ในเชื้อรา H. lechatii sp. nov. พบสารประกอบที่มีความเป็นพิษ และมีฤทธ์ิในการต่อต้าน
เชื้ อจุ ลิ นท รี ย์  คือ  hypoxyvermelhotins (A–C), vermelhotin, BNT; daldinin E, daldinin F 
และ macrocarpone A  

Rolb และคณะ (2015) ทดสอบการสร้างเอนไซม์ เบต้ากลูคาเนส (beta-glucanase) และ 
แพคติเนส (pectinase) ที่ได้จากเชื้อรา A. stygium พบว่าเชื้อราสามารถสร้างเอนไซม์ทั้งสองชนิดได้ 
โดยการทดลองใช้เปลือกส้ม (citrus bagasse) และกากถั่วเหลือง (soybean bran) เป็นซับสเตรท 
และเชื้อราสามารถสร้างเอนไซม์ beta-glucanase ได้มากที่สุดที่ 10.13 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (pH5.0) 
และเอนไซม์ pectinase ได้มากที่สุดที่ 6.26 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (pH 4.0) 

Cheng และคณะ (2 015) รายงานการพบสารทุติยภู มิในกลุ่ม Furanoid จากเชื้อร า  
A. elevatidiscus ส า ย พั น ธุ์  BCRC 34014 ไ ด้ แ ก่  7 -O-methylnaringenin, pinocembrin, 
epicatechin และสารในกลุ่ม alphatics 3 ชนิด ได้แก่ sitosterol, methyl linoleate และ 2,3 -
dihydroxypropyl palmitate ซ่ึงเป็นรายงานการพบสารนี้ครั้งแรกที่สร้างจากเชื้อราชนิดนี้ 

Sudarman และคณะ (2016) ศึกษาองค์ประกอบของสารจากสโตรมาตาของเชื้อราสกุล 
Annulohypoxylon 3 ชนิ ด คือ A. leptascum, A. cf. truncatum และ Annulohypoxylon sp. 
พบสาร truncatones A–D และสารในกลุ่ม benzonfluoranthenes มีผลต่อการแบ่งเซลล์เนื้อเยื่อ
ต่าง ๆ ในสัตว์ทดลอง ซ่ึงเป็นผลดีในด้านการศึกษาอัตราเจริญของเซลล์มะเร็ง  
 Wu และคณะ (2017) ทดสอบสาร Nodupeptide ที่สร้างจากเชื้อรา Nodulisporium sp. 
สายพันธุ์ IFB-A163 พบว่า มีฤทธิ์ในการต่อต้านเชื้อจุลินทรีย์ และฆ่าแมลง ( insecticide) โดยสาร
ดังกล่าวสามารถ ต่อต้าน เชื้อ  Pseudomonas aeruginosa ซ่ึงเป็ นแบคทีเรียที่ ก่อ โรคในมนุษย์  
และมีคุณสมบัติในการฆ่าเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล (brown plant hopper) แมลงศัตรูส้าคัญในข้าว 
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ปาล์มน้้ามัน 
 ปาล์มน้้า มัน เป็นพืชที่ มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจในภาคใต้ของประเทศไทย และของโลก 
ปาล์มน้้า มัน (Elaesis guineensis) จัดอยู่ในวงศ์ Arecaceae (Palmae) สามารถเจริญเติบโตได้ดี  
ในบริเวณที่มีสภาพภูมิอากาศร้อนชื้น ระหว่างเส้นละติจูดที่ 10 องศาเหนือถึง 10 องศาใต้ (Hartlay, 2000)  
 การได้มาซ่ึ งผลผลิตปาล์มน้้ ามันที่ ดี เกษตรกรต้องจั ดการความเสี่ยงต่ าง ๆ ที่ อาจเกิดขึ้นได้ 
ในทุกระยะของการเจริญเติบโตของปาล์มน้้ามัน เช่น แมลงศัตรูปาล์มน้้ามัน อาการขาดธาตุของปาล์มน้้ามัน 
และโรคที่ เกิ ดในระยะต่าง ๆ ของปาล์ มน้้ ามัน โดยเฉพาะโรคที่ เกิ ดในระยะต้นกล้ าปาล์ มน้้ ามั น  
การเกิดโรคบางชนิ ดอาจไม่ ได้ท้ าให้ ต้นกล้ าปาล์ มน้้ า มันตาย แต่ท้ าให้ ต้นกล้ าที่ เป็ นโรคอ่อนแอ  
หรือเจริญเติบโตช้า ส่งผลกระทบเป็นลูกโซ่ต่อเนื่องไปจนถึงผลผลิตของปาล์มในระยะยาว ซ่ึงโรคส้าคัญ  ๆ 
ที่มักพบมีการระบาดต้ังแต่ระยะเมล็ดจนถึงระยะกล้าปาล์มน้้ามัน  ได้แก่ โรคบราวเยิร์ม (brown germ 
disease) โร คเมล็ ดเน่ า (seed rot) โรคใบ ไห ม้ ( leaf blight) โรคบลาส  (blast) และโรคใบจุ ด  
(leaf spot) มีสาเหตุจากเชื้อราหลายชนิด เช่น Cercospora elaeidis, Curvularia eragrostidis,  
Drechslera sp., Pestalotiopsis palmarum (ศรี สุรา งค์ ลิขิ ตเอกราช , 2548; Labarca et al., 
2006 และ Pornsuriya et al., 2013) โดยเชื้ อราแต่ละชนิดท้ าให้ เกิดแผลจุ ดบนใบปาล์มน้้ ามันที่ มี
ลักษณะแตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับชนิดของเชื้อแต่อาการที่คล้ายกันคือ หากมีการระบาดรุนแรง แผลเชื่อมต่อกัน
เป็นรอยไหม้ตลอดทั้ งใบ ท้ าให้ ต้นปาล์มน้้ ามันเติบโตช้ า แคระแกร็น ซ่ึ งโรคส้ าคัญที่พบในภาคใต้คือ 
โรคใบจุดที่เกิดจากเชื้อ Curvularia spp. 
โรคใบจุด Curvularia (Curvularia leaf spot) 
 เชื้อราในสกุล Curvularia เป็นเชื้อราสาเหตุโรคใบจุด และใบไหม้ที่ส้าคัญชนิดหนึ่ง โดยเชื้อราสกุลนี้ 
สามารถเข้าท้าลายพืชได้หลายชนิด เช่น ไม้ผล พืชผัก ไม้ดอกไม้ประดับ ตลอดจนพืชส้าคัญทางเศรษฐกิจ  
เช่น ปาล์มน้้ามัน ยางพารา หรือพืชอาศัยรองที่ เป็ นวั ชพืชต่าง ๆ (ตารางที่ 2) โดยเชื้อรา Curvularia  
มีการจัดหมวดหมู่ดังนี้ (http://www.mycobank.or) 
Kingdom Fungi 
       Subkingdom Dikarya 
              Phylum Ascomycota 
                     Subphylum Pezizomycotina 
                            Class Dothideomycetes 
                                    Subclass Pleosporomycetidae 
                                           Order Pleosporales 
                                                    Family Pleosporaceae 
                                                              Genus Curvularia 
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เชื้อรา Curvularia oryzae สาเหตุโรคใบจุดในต้นกล้าปาล์มน้้ามัน 
เชื้อรา C. oryzae เป็นสาเหตุโรคใบจุดที่ มีความส้าคัญในระยะต้นกล้าของปาล์มน้้า มัน 

โดยเฉพาะพ้ืนที่ภาคใต้ของประเทศไทย ที่เป็นพ้ืนที่ส้า คัญในการผลิตและเพาะปลูกปาล์มน้้า มัน  
ซ่ึงมักพบการระบาดของเชื้อราชนิดนี้ในแปลงเกษตรกรที่มีการจัดการดูแลแปลงปลูกกล้าปาล์มที่ไม่ดี 
ตลอดจนระบบการให้น้้ากล้าปาล์มน้้ามันที่มากเกินไป อาการโรคในระยะแรก แสดงอาการที่ใบอ่อน 
โดยมีลักษณะเป็นจุดมีสีเหลือง เม่ือเชื้อมีการเจริญมากขึ้นแผลเปลี่ยนเป็นสีน้้าตาลเข้ม หรือสีด้าขนาด
ใหญ่ (Sunpapao et al., 2014) (ภาพที่  11  และ 12 ) ในประเทศไทย มีรายงานการระบาดของ 
เชื้อรา C. oryzae และ C. eragrostidis บริเวณแหล่งเพาะปลูกกล้าปาล์มน้้า มันที่ส้าคัญทางภาคใต้ 
ได้แก่ จังหวัดกระบี่ และสุราษฎร์ธานี ตามล้าดับ (พิพัฒน์ เซ่ียงหลิว และ เกริกชัย ธนารักษ์ , 2554)  

 
ตารางท่ี 2 เชื้อรา Curvularia spp. บางชนิดที่ก่อโรคในพืชชนิดต่าง ๆ  
ชนิดของเชื้อรา ชื่อโรค พืชอาศัย อ้างอิง 
Curvularia aeria ใบจุด ข้าว Kusai และคณะ (2015) 
C. alcorrii ใบจุด ข้าวโพด Manamgoda และคณะ (2012) 
C. akaii ใบจุด Themeda triandra Manamgoda และคณะ (2012) 
C. eragrostidis ใบไหม้ จุดสนิม ใบจุด กล้วยไม้สกุลหวาย          

ปาล์มน้้ามัน และข้าว 
พีระวรรณ และคณะ (2553) 
Kusai และคณะ (2015) 

C. geniculata ใบจุด ข้าว Kusia และคณะ (2015) 
C. hawaiiensis ใบจุด ข้าว Kusia และคณะ (2015) 
C. hominis ใบจุด Echinoculata sp. Manamgoda และคณะ (2012) 
C. lunata ใบจุด เมล็ดด่าง ใบไหม้ 

เมล็ดเน่าด้า  
ข้าว ข้าวโพด ข้าวฟ่าง สปู่ด้า 

เยอบีร่า และ หญ้ายาง 
พีระวรรณ และคณะ (2553) 
Akram และคณะ (2014) 
Kusai และคณะ (2015) 

C. oryzae ใบจุด ปาล์มน้้ามัน Sunpapao และคณะ (2014) 
C. pallescens ใบไหม้ ล้ินมังกร พีระวรรณ และคณะ (2553) 
C. presadii ใบจุด แกลดดิโอลัส พีระวรรณ และคณะ (2553) 
C. verniculata ใบจุด ข้าวฟ่าง Manamgoda และคณะ (2012) 
C. tuberculata ใบจุด  กล้วยไม้สกุลออยซิเดียม 

ข้าวโพด 
พีระวรรณ และคณะ (2553) 
Manamgoda และคณะ (2012) 

Curvularia sp. ใบจุด ฝักจุด ดอกบานช่ืน กระเจี๊ยบเขียว พีระวรรณ และคณะ (2553) 
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ภาพ ท่ี 11 ลักษณะอาการใบจุดที่ เกิดจากเชื้อ Curvularia oryzae ก. อาการใบจุดบน ต้นกล้า 
ปาล์มน้้ามัน ข. ลักษณะจุดแผลท่ีเกิดจากเชื้อ Curvularia oryzae 
ท่ีมา: www. http://ippc.acfs.go.th/pest/G001/T008/FUNGI172  
 

 
 

ภาพท่ี 12 เชื้อรา Curvularia oryzae ก. ลักษณะใบจุดบนใบกล้าปาล์มน้้ามัน ข. ลักษณะโคโลนี
ของเชื้ อ ร า  Curvularia oryzae บนอ าห า ร เลี้ ย ง เชื้ อ  CMA (Corn Meal Agar) อา ยุ  9  วั น  
ค. ลักษณะสปอร์ของเชื้อรา Curvularia oryzae  

ท่ีมา: จิตรา กิตติโมรากุล (2557)  
 
 การสืบพันธ์ุของเชื้อรา Curvularia oryzae 
 เชื้ อ รา  C. oryzae เป็ น รู ปแบ บกา รสื บ พัน ธุ์ แบบ ไม่อา ศัย เพศ ของเชื้ อ ร า ในส กุ ล 
Cochliobolus spp. เชื้อราในสกุลนี้สามารถก่อโรคกับพืชได้ ตัวอย่างเช่น โรคใบจุดในข้าวบาร์เลย์ 
(barley spot blotch) (Agostinetto et al., 2015) โรคใบจุดในธัญพืช (spot blotch on cereal 
leaves) โรครากเน่า (common root rot) (Deacon and lewis, 1982) ลักษณะทั่วไปของเชื้อรา
สกุล Curvularia spp. มีการสร้างสปอร์แบบไม่อาศัยเพศ เรียกว่า โคนีเดียม (conidium) รูปร่างโค้ง 
มีจ้านวนเซลล์ 3–5 เซลล์ โดยเซลล์ตรงกลางมีสีเข้มกว่าเซลล์ตรงส่วนหัว และส่วนท้าย โคนีเดียม 
สร้างบนก้านชูสปอร์ที่เรียกว่า โคนิดิโอฟอร์ (conidiophore) ที่มีลักษณะแบบข้อหัก (geniculate) 
และไม่มีการแตกก่ิงก้าน (ภาพที ่13) แต่อาจมีการงอก (proliferation) ออกทางส่วนด้านข้างใกล้ส่วน

ก ข 

ก ข ค 
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ปลาย  (วิจั ย รั กวิทย าศาสตร์ , 2551) ในเชื้ อร า C. oryzae พบว่ า มีลักษณ ะของโคนี เดียที่ 
แตกต่างออกไปจากเชื้อราในสกุล Curvularia spp. ชนิดอ่ืน ๆ โดยมีลักษณะโคนีเดียมที่เจริญอยู่บน
ปลายโคนิดิโอฟอร์เพียง 1 สปอร์เท่านั้น ภายในโคนีเดียมมีการสร้างผนังก้ัน (septate hypha)  
แบ่งโคนีเดียมออกเป็น 3–4 เซลล์ บริเวณก่ึงกลางของสปอร์ มักโป่งพองใหญ่ขึ้น และมีสีเข้มมากกว่า
เซลล์ข้างเคียง (Sunpapao et al., 2014) 
 

 
 

ภาพท่ี 13 ลักษณะสปอร์แบบต่าง ๆ ที่พบในเชื้อรา Curvularia spp. ก. Curvularia aeria  
ข. Curvularia eragrostidis ค. Curvularia geniculata ง. Curvularia neoindica  
จ. Curvularia oryzae และ ฉ. Curvularia subpendfii 
ท่ีมา: Kusai และคณะ (2015); Monamgoda และคณะ (2015) และ Sunpapao และคณะ (2014) 
 
 การควบคุมโรคใบจุดในต้นกล้าปาล์มน้้ามันโดยชีววิธี 
 ปัจจุ บัน การควบคุมโรคพืชโดยชีววิ ธีเริ่ม เข้ ามามีบทบาทส้าคัญในการเพาะปลู กพืช 
ของเกษตรกร เนื่องจากปัญหาสารเคมีที่ใช้ในการควบคุมโรคพืชส่งผลเสียต่อตัวเกษตรกรเอง และ
ผู้บริโภค ตลอดจนตกค้างในดิน และแหล่งน้้า  นอกจากนี้ยังส่งผลกระทบต่อการสร้างความต้านทาน
ของเชื้อก่อโรคต่อสารป้องกันก้าจัดโรคพืชนั้น หรือก่อให้เกิดการด้ือยา พิพัฒน์ เซ่ียงหลิว และเกริกชัย 
ธนารักษ์ (2554) รายงานการใช้สารป้องกันก้าจัดเชื้อราในต้นกล้าปาล์มน้้า มัน 3 ชนิด ได้แก่  
แคปแทน (captan) ไทแรม (thiram) และแมนโคเซป (mancozeb) ส้าหรับป้ องกันโรคใบจุ ด 
ในต้นกล้าปาล์มน้้า มัน พบว่าเชื้อรา C. oryzae สามารถสร้างความต้านทานต่อสารเคมีดังกล่าว  
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และเกิดการด้ือยา ดังนั้นจึงใช้สารเคมีทั้ง 3 ชนิด ผสมกันในอัตราส่วน เท่า ๆ กัน ฉีดพ่นเพ่ือยับยั้งการ
ระบาดของโรคในแปลง แต่พบว่า เม่ือหยุดใช้สารเคมีดังกล่าว เกิดการระบาดของโรคซ้้าอีกครั้ง  
ดังนั้นการควบคุมโดยชีววิธีจึ งเป็นอีกแนวทางเลือกหนึ่งของเกษตรกร เนื่องจากเป็นวิธีท่ีปลอดภัยต่อ
มนุษย์ สัตว์ สภาพแวดล้อม และสามารถแก้ไขปัญหาการสร้างความต้านทานของเชื้อก่อโรคได้ 
ปัจจุบันจึงมีงานวิจัยที่เก่ียวข้องในการควบคุมโรคใบจุดในต้นกล้าปาล์มน้้ามันโดยชีววิธีเกิดขึ้น  
 จิตรา กิตติโมรากุล (2557) ท้าการส้ารวจและแยกเชื้อรา C. oryzae ที่เกิดการระบาด
บริเวณแปลงปลูกต้นกล้าปาล์มน้้า มัน ในพ้ืนที่ ต่าง ๆ จาก 11 จังหวัดภาคใต้ของประเทศไทย และ
ทดสอ บควา มสา ม า รถ ในก า ร เกิด โร ค ของ เชื้ อ ร า  C. oryzae ใน แ ต่ละไอ โซ เลท  พบ ว่ า  
เชื้อรา C. oryzae ไอโซเลท NK1 สามารถก่อโรคได้รุนแรงที่สุด จึงได้ทดสอบความสามารถของเชื้อรา 
Trichoderma spp. แ ล ะ เชื้ อ แ บ ค ที เ รี ย  Streptomyces spp. ใ น ก า ร ค ว บ คุ ม เชื้ อ ร า  
C. oryzae NK1 โดยใช้วิธี dual culture พบว่าทั้งเชื้อรา Trichoderma spp. และเชื้อแบคทีเรีย  
Streptomyces spp. สา มา รถควบ คุมกา ร เจ ริญ ของ เชื้ อ ร า  C. oryzae ไอ โซ เลต NK1 ไ ด้  
และมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคได้ 90.22 และ 81.88 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ  
 Pithakkit แ ละค ณ ะ  (2015) ร า ย งา น ควา ม สา มา ร ถข อง เชื้ อแ บ คที เรี ย ในก ลุ่ ม 
Actinomycetes ไ ด้ แ ก่  Streptomyces abikoensis ChM3 -1 , Kitasatospora nipponensis 
KM6 -4  แ ล ะ  S. angustmyceticus NR8 -2  ใ น ก า ร ค ว บ คุ ม เ ชื้ อ  C. oryzae,  
Ganoderma boninense แ ล ะ  Schizophyllum commune ส า เห ตุ โร ค ใบ จุ ด  (leaf spot)  
โร คล้ า ต้ น เน่ า  (stem rot) แ ละโรค บร า ว เยิ ร์ ม  (brown germ disease) ใน ปา ล์ ม น้้ า มั น  
พบว่าเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Actinomycetes สามารถควบคุมเชื้อสาเหตุโรคทั้ง 3 ชนิดได้ โดยท้าให้ 
เส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรคมีลักษณะผิดปกติเม่ือเลี้ยงในน้้าเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียดังกล่าว  
 Sunpapao และคณะ (2018) ท้ าการ คัดเลื อกเชื้ อจุ ลิ นทรีย์ ปฏิ ปัก ษ์  3  ชนิ ด  ได้แ ก่  
S. hygroscopicus subsp. angustmyceticus NR8 -2, T. harzianum TM2/1 และ endophytic 
Trichoderma V76 -12 เพ่ือควบคุมเชื้อ C. oryza สาเหตุโรคใบจุดในต้นกล้าปาล์มน้้ามัน โดยการ
ทดสอบ ด้วยวิธีก าร dual culture test การสร้างสา รระเหย (volatile organics compound)  
การสกัดสารสกัดหยาบ  (crude metabolite) ด้ วย วิธีก าร  agar diffusion test และทดสอบ
ความสามารถในการควบคุมโรคใบจุดบนต้นกล้าปาล์มน้้า มันในสภาพเรือนทดลอง พบว่าเชื้อรา  
Trichoderma V76-12 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งเชื้อรา C. oryzae เม่ือเปรียบเทียบกับ
เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ไอโซเลทอ่ืน ๆ  
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จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ 
 จุลินทรีย์ปฏิปั กษ์ประกอบ ด้วย เชื้อรา  เชื้อแบคทีเรีย ไส้เดือนฝอย โปรโตซัว ไวรั ส  
และไวรอยด์ เป็นส่วนหนึ่งของการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี ในการลดปริมาณของเชื้อโรคพืชหรือ  
ลดกิจกรรมของเชื้ อสาเห ตุโรคพืช ให้อยู่ในระดับที่ ไม่ก่อ ให้เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิ จ  
โดยใช้สิ่งมีชีวิต (organism) (จิระเดช แจ่มสว่าง, 2546)  
กลไกการเป็นปฏิปักษ์กับเชื้อสาเหตุโรคพืช 
 เชื้อจุลินทรีย์ที่มีคุณสมบัติในการเป็นจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ มีกลไก และรูปแบบในการด้ารงชีวิตที่
สามารถต่อสู้ กับจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน ๆ ในธรรมชาติได้ เพ่ือแก่งแย่งพ้ืนที่หาอาหาร ย่อยสลายสิ่งมีชีวิต
ชนิดอ่ืนเพ่ือดูดซึมเป็นอาหาร หรือสามารถผลิตสารต่าง ๆ ที่มีประโยชน์ ช่วยย่อยสลายธาตุอาหารใน
ดินให้อยู่ในรูปแบบที่พืชน้าไปใช้ประโยชน์ได้ง่ายขึ้น หรือสามารถกระตุ้นภูมิต้านทานโรคของพืช  
โดยไม่ส่งผลเสียกับพืชนั้น (อรุณ และคณะ , 2559) โดยเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มีกลไกในการยับยั้ง 
เชื้อสาเหตุโรคดังนี้ (Kawicha and Sangdee, 2012) 

การแก่งแย่งแข่งขัน (competition) 
 เป็นกลไกที่เกิดขึ้นระหว่างสิ่งมีชีวิ ตสองชนิด ผลกระทบจากกลไกดังกล่าวท้าให้สิ่งมีชีวิต 
ชนิดใดชนิดหนึ่งด้อยความสามารถลง กล่ าวคือ ในจุ ลินทรีย์ปฏิปั กษ์และเชื้อสา เห ตุโรคพืช  
หากจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มีกลไกการแข่งขัน จะสามารถเจริญครอบคลุมพ้ืนที่ได้รวดเร็ว รวมไปถึงการ
แก่งแย่งพ้ืนที่ในการหาอาหารของเชื้อสาเหตุโรคพืช (Begon et al., 1996 อ้างโดย Kawicha and 
Sangdee, 2012) เชื้อสาเหตุโรคพืชส่วนใหญ่ ต้องการสารอาหาร เพ่ือช่วยในการงอกของสปอร์  
หรือการแทงเส้นใยเข้าสู่ผิวพืช ดังนั้นหากไม่มีพ้ืนที่ส้าหรับดูดซึมธาตุอาหาร กระบวนการดังกล่าวจะ
ชะงักลงจึงไม่สามารถก่อโรค และสร้างอันตรายให้กับพืชได้ 

การท้าลายชีวิต (antibiosis) 
 กลไกการท้าลายชีวิต เป็นปฏิสัมพันธ์ระหว่างจุลินทรีย์สองชนิด หรือมากกว่าในการสร้างสาร
บางอย่าง เช่น สารปฏิชีวนะ หรือสารพิษ ที่ มีผลกระทบเป็นอันตรายต่อจุลินทรีย์ชนิด อ่ืน ๆ  
หรือที่รู้จักกันดีว่า เชื้อจุลินทรีย์บางชนิดที่ มีคุณสมบัติในการเป็นจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ สามารถสร้าง  
สารออกฤทธ์ิ (metabolic compounds) ที่สามารถต่อต้านเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน ทั้งในด้านการยับยั้ง
การเจริญ หรือมีฤทธ์ิเป็นพิษสามารถฆ่าจุลินทรีย์สาเหตุโรคอ่ืน ๆ ได้  กลไกการท้าลายชีวิตของ
เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์สามารถสังเกตได้จากบริเวณยับยั้ง ( inhibition zone) รอบ ๆ โคโลนีของเชื้อ 
เม่ือท้าการเลี้ยงเชื้อบนอาหารวุ้น 

การเป็นปรสิต (parasitism) 
 สภาวะที่จุลินทรีย์ชนิดหนึ่ง ได้รับผลประโยชน์จากจุลินทรีย์อีกชนิดหนึ่ง ท้าให้จุลินทรีย์ที่ มี
สภา วะเป็น ผู้ให้ อาศัย (host) อ่อนแอหรือตา ยลง ใน เชื้ อรา บางชนิดที่ ด้ ารงชีวิ ตแบบปรสิ ต  
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สามารถใช้เส้นใยพันรัด หรือใช้ฮัสตอเรีย (haustoria) แทงทะลุผ่านผนังเส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรค 
เพ่ือดูดซับสารอาหารจากเชื้อราสาเหตุโรคนั้น  

การชักน้าให้พืชเกิดความต้านทาน (induced systhemic resistance) 
 เป็นกลไกที่ชักน้าให้พืชเกิดความต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรคด้วยตัวเอง กลไกการตอบสนอง
ต่อความต้านทานของพืชกับโรคพืข มี 2 ระดับ ได้แก่ การตอบสนองต่อความต้านทานในระยะสั้น 
(short term response) และการตอบสนองต่อความต้านทานในระยะยาว (long term response) 
โดยการปลูกเชื้อสาเหตุโรคที่ อ่อนแอลงในต้นพืช หรือการใช้สารเคมีบางชนิดชักน้าให้พืชเกิดความ
ต้านทาน  ซ่ึ งพืชสามารถ พัฒนาความต้านทาน ได้ เองจากการรับเชื้อ หรือสารเคมีสังเคราะห์ 
(systhetic chemical compound) ห รื อ ส า ร ธ ร รม ช า ติ  ( natural compound) บ า งช นิ ด  
(เกษม สร้อยทอง, 2551) หรือการที่พืชถูกกระตุ้นด้วยเชื้อที่อ่อนแอ (hypovirulence) จึงสร้างความ
ต้ า น ท า น ต่ อ โ ร ค ไ ด้  เช่ น  ก า ร ติ ด เชื้ อ ไ ว รั ส  Cryphonectria hypovirus1  ข อ ง เชื้ อ ร า  
Cryphonectria parasitica สาเหตุโรคไหม้ในเกาลัด (chestnut blight) ท้าให้การเกิดโรคไหม้ใน
เกาลัดทุเลาลง นอกจากนี้ ตัวเชื้อที่เป็น Hypovirulence สามารถแพร่กระจายและถ่ายทอดไปยังต้น
พืชที่เป็นโรคข้างเคียงได้ 

การส่งเสริมการเจริญของพืช (induce growth response) 
 ในกลไกนี้ จุลินทรีย์ที่ มีความโดดเด่นมากที่สุด คือจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่บริเวณรอบ ๆ รากพืช 
(rhizosphere microorganism) (Kliefied and Chet, 1992 อ้ า งโดย  Kawicha and Sangdee, 
2012) ในเชื้อจุลินทรีย์ที่ มีคุณสมบัติเป็นเชื้อปฏิปักษ์บางชนิด นอกจากต่อต้าน และควบคุมเชื้อสาเหตุ
โรคได้ ยังส่งเสริมการเจริญของพืชได้อีกด้วย ยกตัวอย่างเช่น เชื้อราT. harzianum ที่นอกจากจะใช้
ในกระบวนการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีของพืชในตระกูลแตงได้ ยังสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
เจริญของแตงได้ 25-40% เม่ือชั่งน้้าหนักแห้ง (EL-Mehalawy, 2004) 
เชื้อรา Annulohypoxylon และ Hypoxylon กับการต่อต้านเชื้อจุลินทรีย์ และ เชื้อสาเห ตุ 
โรคพืช 
 เชื้ อ ร า ทั้ งส อ งส กุล ส า ม า รถ ส ร้ า งส า รที่ มี ป ร ะโย ช น์  ซ่ึ ง มี คุ ณ ส ม บั ติ ใน ก า ร  
ต่อต้านเชื้อจุลิ นทรีย์ เช่น  Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli และ 
Pseudomonas aeruginosa ที่มักปนเปื้อนมาในอาหารที่ไม่สะอาด และท้าให้เกิดอาการท้องเสียได้ 
(Marcellano et al., 2017)  
 Yuyama และคณะ (2017) พบว่าเชื้อ H. fragiforme ที่พบบนเทือกเขาแห่งหนึ่งในประเทศ
เยอรมนี เม่ือเลี้ยงเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่าง ๆ เชื้อราสามารถสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
(bioactive compound) ที่ มีผลในการยับยั้งการสร้างไบ โอ ฟิล์ม (biofilms) ของเชื้ อแบคทีเรี ย  
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S. aureus ท้าให้การด้ือยาปฏิชีวนะและการสร้างความต้านทานต่อระบบภูมิคุ้มกันของมนุษย์ใน 
เชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ลดลง  
 เชื้ อร า Annulohypoxylon และ Hypoxylon นอกจ ากสามารถต่อต้าน เชื้อจุลิ นทรี ย์ 
ที่ส่งผลเสียต่อสุขภาพของมนุษย์แล้ว ยังสามารถต่อต้านเชื้อจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืชได้เช่นกัน 
 Angawi และคณะ (20 03) ส กัดสาร Malettinin A จากบริเวณสโตรมาตาของเชื้อร า 
Hypoxylon spp. ทดสอบความสามารถในการควบคุมเชื้อสาเหตุ โรคในสภาพห้องปฏิบัติการ  
พบว่ามีคุณสมบัติในการต่อต้านเชื้อรา Aspergillus flavus สาเหตุโรคฝักเน่า และโรคที่เกิดภายหลัง
การเก็บเก่ียวของพืชผักหลายชนิด  
 Tomsheck และคณะ (2010) แยกเชื้อรา Nodulosporium sp. (ระยะการสืบพันธุ์แบบไม่
อาศัยเพศของเชื้อรา Hypoxylon) จากใบพืชชนิดหนึ่ง (Persea indica) พบว่าเชื้อราดังกล่า ว 
สามารถสร้า งสารระเหยที่ ต่อต้ านเชื้อร าสาเหตุ โรคพืชได้หลายชนิด  เช่น  Botrytis cinerea, 
Phytophthora cinnamomi, Cercospora beticola และ Sclerotinia sclerotiorum  
 Hassan แ ละค ณ ะ (2 0 1 3 ) แยก เชื้ อ ร า  Hypoxylon sp. จ า กใบ เ ฟิร์ น ช นิ ดห นึ่ ง  
(Thelypteris angustifolia) ทางตอนกลางของประเทศอเมริกา ทดสอบความสามารถในการสร้าง
สารระเหยในสภาพห้องปฏิบั ติกา ร พบว่ าสามารถสร้ างสารร ะเหยที่ มีคุณสมบัติในการเพ่ิม
ประสิทธิภาพให้กับน้้ามันดิบ อีกทั้งยังมีฤทธ์ิในการต่อต้านเชื้อราสาเหตุโรคพืช อาทิ P. palmivora, 
Rhizoctonia solani และ S. sclerotiorum ซ่ึงมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญต่อเชื้อราสาเหตุโรค
สูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ 
 Fernandez และคณะ (2016) รายงานการสร้างสารระเหยจากเชื้อรา Nodulisporium sp. 
GS4 d2 II1 a พ บ ว่ า ส า ร ร ะเห ยที่ เชื้ อ ร า ส ร้ า ง มี ผ ล ใน ก า ร ยั บ ยั้ งก า ร เจ ริญ ข อง เชื้ อ ร า  
Pythium aphanidermatum สาเหตุโรคเน่าระดับคอดินของต้นกล้าผักหลายชนิด นอกจากนี้ยังพบ
ความสัมพันธ์ของการสร้างสารระเหยต่อต้านนี้ทั้งในเชื้อราชนิดเดียวกัน และต่างชนิดกันด้วย 
(traspecific and interspecific interactions) 
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วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
1.  เพ่ือทราบชนิดของเชื้อราสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon ในพ้ืนที่ภาคใต้ของประเทศไทย 
2. เพ่ือให้ ได้เชื้ อรา  Annulohypoxylon หรือ  Hypoxylon ที่มี คุณสมบั ติในการควบ คุมเชื้ อร า  
Curvularia oryzae สาเหตุโรคใบจุดในต้นกล้าปาล์มน้้ามัน 
ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 
1. ได้ ตัวอย่ างแห้ ง (herbarium) และตัวอย่า งดองของเชื้ อร าส กุล  Annulohypoxylon และ 
Hypoxylon ที่พบในพ้ืนที่ภาคใต้ของประเทศไทย 
2 . มีฐาน ข้ อ มูล ให้ กับผู้ ที่ สน ใจ ศึ กษา ชนิ ด  และคุณ สมบั ติบ างประกา รของเชื้ อ รา ส กุ ล 
Annulohypoxylon และ Hypoxylon ที่พบในพ้ืนที่ภาคใต้ของประเทศไทย 
3. เป็นแนวทางเลือกหนึ่งส้าหรับการลดใช้สารเคมีในการป้องกันและควบคุมโรคพืช 
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บทท่ี 2 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 

 
1. การระบุชนิดของเชื้อราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
 

1.1 การเก็บรวบรวมตัวอย่างและแยกเชื้อราให้บริสุทธ์ิ 
 เก็บ ตัวอย่ าง เชื้อ ร าส กุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon ใน ระยะการสื บ พัน ธุ์ 
แบบอาศัยเพศ บริเวณเส้นทางศึกษาธรรมชาติ น้้าตก และสวนยางพาราในพ้ืนที่ภาคใต้ ยกเว้นจังหวัด
ยะลา ปัตตานี และนราธิวาส ระหว่างเดือนธันวาคม 2558–มีนาคม 2559 และ เดือนกรกฎาคม 
2559–ธันวาคม 2559 เนื่องจากเป็นช่วงเวลาที่มีสภาพภูมิอากาศชื้นเหมาะสมแก่การเจริญของเชื้อรา 
โดยเก็บตัวอย่างก่ิงไม้ หรือขอนไม้ที่ เชื้อราเจริญอยู่  ในกรณีที่เชื้อราเจริญอยู่บนขอนไม้ขนาดใหญ่  
ใช้เลื่อยตัด หรือใช้สิ่วแงะชิ้นส่วนที่เชื้อราเจริญออก ถ่ายรูปตัวอย่าง วัดขนาดของเชื้อราด้วยไม้บรรทัด 
หรื อตลั บ เมตร  จดบั นทึ กวัน เดือนปีที่ เก็บ ตัวอย่ าง  สภา พพ้ื นที่  ชนิ ด พืชที่ เชื้ อ ร า เจ ริญ  
และบั นทึกรหัสหมายเลข ตัวอย่า ง เก็บ ตัวอย่า งล งถุงพลาสติก (zip lock) ปิดปากถุ งให้ สนิ ท  
น้าไปห้องปฏิบัติการ ผึ่งลมให้แห้ง เพ่ือป้องกันการปนเปื้อนของเชื้อราชนิดอ่ืนที่อาจเจริญขึ้นในขณะที่
ตัวอย่างชื้น 
 แ ย ก เชื้ อ ร า ให้ บ ริ สุ ท ธิ์ ด้ ว ย วิ ธี ก า ร แ ย ก ส ป อ ร์ เ ด่ี ย ว  (single spore isolation)  
โดยท้าความสะอาดบริเวณผิวหน้าสโตรมาตา หรือโครงสร้าง fruiting body ของเชื้อราด้วยเอทานอล
ความเข้มข้น  70 เปอร์ เซ็น ต์ ใช้ ใบ มีดเฉือนบริเวณผิ วหน้ าสโตรมาตาออกบา ง ๆ เพ่ือให้ เห็ น 
เพอริทีเชียมที่ภายในบรรจุแอสคัส ใช้เข็มเขี่ยตักแอสคัส (ภายใต้กล้องจุลทรรศน์) ออกมาวางบนจาน
อาหารวุ้น ท้าให้ถุงแอสคัสแตกออก และเก็บแอสโคสปอร์ เด่ียว (single ascospore) น้าไปเลี้ยงบน
อาหาร PDA (potato dextrose agar, ภาคผนวก ค) บ่มที่ อุณหภูมิห้อง (28–30 องศาเซลเซียส) 
เป็นเวลา 12–24 ชั่วโมง ขึ้นอยู่ กับชนิดของเชื้อรา ตัดปลายเส้นใย (hyphal tips) ที่ เจริญจาก 
แอสโคสปอร์เด่ียวภายใต้กล้อ งจุลทรรศน์ แบบสเตอริโอ (stereo microscope; Leica PM750, 
Germany) ย้ายลงในหลอดอาหารเอียง (PDA slant) เพ่ือเก็บเชื้อที่บริสุทธ์ิไว้จ้าแนกชนิดต่อไป  

1.2 การศึกษาโครงสร้างภายนอก  
 น้าตัวอย่างมาตรวจดูลักษณะภายนอก และโครงสร้างภายใต้กล้องสเตอริโอไมโครสโคป 
บันทึกสีของสโตรมาตา ลักษณะออสติโอล เพอริทีเชีย และลักษณะอ่ืน ๆ บันทึกภาพใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบสเตอริโอซ่ึงประกอบด้วยกล้องถ่ายภาพ (Leica S8APO, Germany) เพ่ือใช้เป็นข้อมูล
ในกา รจ้ าแนกชนิ ด  จา กนั้ น หยดโพแตสเซียมไฮดรอกไซ ด์  (KOH; Himedia) ความเข้มข้ น  
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10 เปอร์เซ็น ต์ บนผิวหน้าสโตรมาตาทิ้งไว้ 1 นาที ดูปฏิกิริยาสีที่ เกิดขึ้นเปรียบเทียบกับแผ่ น 
สีมาตรฐาน (RHS: The Royal Horticultural Society) (ภาพที่ 14) 
 

 
 

ภาพท่ี 14 สีที่ปรากฏจากการท้าปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลายKOH เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์  
ของเชื้ อ ร า  Annulohypoxylon (ก .–ข .) และเชื้ อ ร า Hypoxylon (ค .–จ .) ก . สี เขี ย วมะกอ ก 
(greenish olivaceous) ข. สีเขียวหม่น (dull green) ค. สีส้ม (orange) ง. สีส้มอมน้้าตาลหม่น 
(dull orange brown) จ. สีม่วง (purple) 
 
 1.3 การศึกษาลักษณะโครงสร้างภายใต้กล้องจุลทรรศน์  
 น้าตัวอย่างเชื้อราส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบคอมพาวด์ (Leica DM 750, Germany) 
ที่ก้าลังขยายต่าง ๆ ใช้ใบมีด (gillette superthin) เฉือนบริเวณผิวหน้ าสโตรมาตาออก จนเห็ น 
เพอริทีเชียม ใช้เข็มเขี่ยตักแอสคัสวางบนแผ่นสไลด์ เพ่ือท้าสไลด์ก่ึงถาวร (ภาพที่ 15) โดยใช้สไลด์  
2 แผ่น สไลด์แรกหยดแลกโตฟีนอลคอตตอลบลู (lactophenol cotton blue : LPCB) สังเกตขนาด
และ รูปร่างของแอสคัส หยดสารละลายเมลเซอร์ (melzer’s reagent) เพ่ือบันทึกการติดสีของ
เอพิคอลแอพาราตัส (apical apparatus) สไลด์ที่  2 หยดน้้ากลั่น บันทึกลักษณะรูปร่าง และสีสันของ
แอสโคสปอร์ และหยดสารละลายโพแตสเซียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ (10% KOH) 
บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที สังเกตลักษณะเปลือกหุ้มสปอร์ (เพอริสปอร์) บันทึกภาพ 
ใต้กล้ องจุ ลทรรศน์ แบบคอมพาวด์  ซ่ึงประกอบ ด้วยกล้องถ่ายภาพ  วั ดขนา ดแอส โคสปอร์  
30 สปอร์ต่อตัวอย่าง ด้วยโปรแกรม Leica applications (LAS software) และจดบันทึกลักษณะ
ต่าง ๆ จากภาพถ่าย เพ่ือใช้เป็นข้อมูลในการจ้าแนก เปรียบเทียบลักษณะกับหนังสือของ Webster 
แล ะ Weber (2007)  Thienhirun (1997) สุ ร า ง ศ์  เธี ย รหิ รัญ  ( 2542) Suwannasai (2005)  
มัลลิกา มะกรวัฒนะ (2557) และงานวิจัยอ่ืน ๆ ที่เก่ียวข้อง  
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ภาพท่ี 15 การเตรียมสไลด์ก่ึงถาวรเพ่ือศึกษาโครงสร้างของเชื้อราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 
2. การจ้าแนกชนิดของเชื้อราโดยใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยา 
 
 2.1 การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อรา ดัดแปลงจาก Saitoh และคณะ (2006) 
 เลี้ ย งเชื้อ ร าบนอาหาร  PDA บ่ มไว้ที่ อุณหภู มิห้ อ ง เป็ น เวลา 3 วั น  ใช้ cork borer  
ขนา ดเส้ น ผ่ า น ศูนย์ ก ลา ง 0 .5  เซน ติ เมต ร ตัดป ลา ย เส้ น ใย เชื้ อ ร า 2  ชิ้ น  ใส่ ใน หลอ ด 
ไมโครทิวป์ ขน าด 1.5  มิลลิ เมตร  เติมสารละลาย  lysis buffer (200 mM Tris-HCl, 50 mM 
ethylenediaminetetraacetic acid, 200 mMNaCl, 1% n-lauroylsarcosine sodium salt, pH 
8.0) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขย่าเบา ๆ จากนั้น วางทิ้งไว้ที่ อุณหภูมิห้ อง เป็นเวลา 10 นาที  
น้าไปหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
ใช้ ไมโครปิ เปต ดูดส่ วน ใส  (supernatant) 300 ไมโครลิ ต ร ใส่ หล อดขนา ด 1.5 มิลลิ ลิ ต ร  
เติมสารละลายเอทานอลบริสุทธิ์  ความเข้มข้น  99.8 เปอร์เซ็นต์  ปริมาตร  7 50 ไมโครลิตร  
น้าไปหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที  
เทสารละลา ยเอทานอลออก และเติมสารละลา ยเอทานอล ควา มเข้ มข้น  7 0 เปอร์เซ็น ต์  
ปริมาตร 750 ไมโครลิตร น้าไปหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสออก เปิดฝาคว่้าหลอดไมโครทิวป์ไว้ท่ีอุณหภูมิห้องข้ามคืน จากนั้นละลาย 
ดี เอ็น เอ ด้วย  nuclease-free water ป ริ มา ตร  2 0  ไมโค รลิ ตร  เก็ บ ดี เอ็ น เอ ไว้ ที่ อุณ หภู มิ  
-20 องศาเซลเซียส เพ่ือน้าไปใช้ในการท้าลองต่อไป 
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 2.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
 เพ่ิม ปริ ม า ณ ดี เอ็ น เอขอ งเชื้ อ ร า ส่ วน  ribosomal DNA (rDNA) แ ละ beta-tunulin  
ทุ ก ไ อ โ ซ เล ท ด้ ว ย เท ค นิ ค  PCR ต้ า แ ห น่ ง  Internal transcribed spencer (ITS)  
ใช้ คู่ ไพรเมอร์ ITS1 กับ ITS4 (White et al., 1990) และต้าแหน่ง beta–tubulin ใช้ คู่ ไพรเมอร์  
beta-tubulin_F กับbeta-tubulin_R (Park et al., 2012) โดยมีขั้นตอนกา รเตรียมปฏิกิริย าใน
หลอด PCR ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ดังนี้ 
 จีโน มิค ดีเอ็น เอ  2.0 ไมโครลิ ตร  2X Dream Taq Green PCR master mix (Thermo 
fisher scientific, USA) 25 ไม โค รลิ ต ร  100 พิ โ คโมล า ร์  forward primer 1.0 ไมโคร ลิ ต ร  
100 พิโคโมลาร์ reverse primer 1.0 ไมโครลิตร RNase-free water 21 ไมโครลิตร 
 น้าหลอด PCR เข้าเครื่อง Thermal cycler (Bio-RAD T100TM) ต้ังสภาวะในการสังเคราะห์
ดีเอ็น เอดั งนี้  อุณหภูมิ 94 องศาเซล เซียส  เป็น เวลา 3 นาที จ้าน วน 1 รอบ  ต่อด้วยอุณหภู มิ  
94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที อุณหภู มิ  
72 องศา เซลเซียส  เป็ น เวลา 1 น าที  จ้ า น วน  35 ร อบ  และอุณหภู มิ  72 องศา เซล เซียส  
เป็นเวลา 10 นาที จ้านวน 1 รอบ ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยวิธอีะกาโรสเจลอิเล็คโตโฟริซิส 
(agarose gel electrophoresis)  บ น อ ะ ก า โ ร ส เจ ล  1  เป อ ร์ เ ซ็ น ต์  ใน 0.5x TBE buffer  
ใช้กระแส ไฟฟ้า  100 โวลต์ เป็ นเวลา  30 นาที ตรวจดูแถบ ดีเอ็นเอที่ เพ่ิมปริมาณได้บน เครื่อ ง  
UV transiluminator น้าตัวอย่างที่ได้ส่งบริษัท MACROGEN (ประเทศเกาหลีใต้) เพ่ือวิเคราะห์ล้าดับ 
นิ วคลี โอ ไท ด์ จา กนั้ น น้ าล้ า ดับนิ วคลี โอไท ด์ที่ ได้ เปรี ยบ เที ยบ กับ ฐานข้ อ มูล ใน  Genbank 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) เพ่ือใช้ในการยืนยันชนิดต่อไป 
 2.3 การวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์และการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการต้นไม้ (phylogenetic tree) 
 น้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อรา Annulohypoxylon และ Hypoxylon จากการทดลอง 
และล้าดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล GenBank (ตารางที่ 3 ) น้ามาจัดเรียง (multiple sequence 
alignment) โดยใช้โปรแกรม Clustal W (Thompson et al., 1994) น้าผลท่ีได้มาตรวจสอบอีกครั้ง
ด้วยโปรแกรม BioEdit (North Carolina state university, USA. 1999) จากนั้นน้าข้อมูลที่ได้มา
วิเคร า ะห์ ควา มสั มพัน ธ์ เชิ ง วิ วัฒ นา กา ร ด้ วยวิ ธี  neighbor joining โดย โป รแ กรม  MEGA  
version 6 (Tamura et al., 2011) ทดสอบความเชื่อม่ันด้วยค่า  bootstrap จ้านวน 1 ,000 ซ้้ า  
น้าข้อมูลแผนภูมิความสัมพันธ์ เชิงวิวัฒนาการที่ได้ไปวิเคราะห์ร่วมกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
เพ่ือช่วยในการจัดจ้าแนกชนิด 
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ตารางท่ี 3 เชื้อราที่น้ามาวิเคราะห์และเทียบเคียงส้าหรับการสร้างแผนภูมิต้นไม้ในการศึกษานี้ 

ชนิด สายพันธ์ุ สถานที่พบ 
Accession No. 

ITS beta-tubulin 
Annulohypoxylon sp. H181 ประเทศไทย FN252420 - 
Annulohypoxylon bahnphadengense  STMA13115 ประเทศเยอรมันนี KX376338 KX376347 
A. moriforme SUT220 ประเทศไทย DQ322129 - 
A. nitens 91022108 ประเทศไต้หวัน EF026138 AY951664 
A. nitens HY11 ประเทศจีน KX722230 - 
A. squamulosum YMJ 90081905 ประเทศไต้หวัน - AY951665 
A. stygium 105F ประเทศจีน FJ008986 AY951667 
A. stygium P10535EM1CC601 ประเทศปานามา KP322774 KX271263 
A. stygium FL0470 ประเทศสหรัฐอเมริกา - KU684142 
A. subnitens MUCL54594 ประเทศเยอรมันนี KX376333 - 
A. thailandicum  MFLUCC 13-0118 ประเทศไทย NR_153529 - 
Hypoxylon cf. archeri  SUT103 ประเทศไทย DQ201121 - 
H. anthochroum  GS4D2II1a ประเทศแม็กซิโก KM516709 - 
H. cercidicola CBS:119009 ประเทศเยอรมันนี KC968908 - 
H. cinnabarinum YMJ 8 ประเทศแม็กซิโก AY951709 - 
H. durandii dmp032cm ประเทศเยอรมันนี FN209460 - 
H. erythrostroma MUCL:53759 ประเทศฝร่ังเศษ KC968910 - 
H. fendleri STMA12152 ประเทศฝร่ังเศษ KF234421  
H. fendleri BCC32408 ประเทศไทย KY173350 - 
H. fragiforme MUCL 51264 - KC477229 - 
H. griseobrunneum MUCL 51264 - KY610402 - 
H haematostroma  MUCL:53301 - KC968911 KC977291 
H. haematostroma  STMA 14043 ประเทศอาร์เจนติน่า KU159527 - 
H. haematostroma  YMJ 14 (JDR) ประเทศไต้หวัน JQ009322 - 
H. haematostroma  YMJ 14 ประเทศไต้หวัน - AY951727 
H. howeanum MUCL 47599 - AM749928 - 
H. hypomiltum MUCL:51845 - KY610403 - 
H. hypomiltum - ประเทศไต้หวัน JN979427 - 
H. jecorinum YMJ 39 ประเทศแม็กซิโก AY951731 - 
H. jaklitschii CBS 138916 ประเทศศรีลังกา NR_158468 - 
H. lenormandii BCC<THA>:71961 ประเทศไทย KM610289 KC977273 
H. lenormandii BCC<THA>:31564 ประเทศไทย KM610292 - 
H. lenormandii YMJ 92092009 ประเทศไต้หวัน - AY951733 
H. macrocarpum  IUB:B.Whitaker:OTU43 - MH178712 - 
H. macrocarpum  12H0101 ประเทศไทย KT385774 - 
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ตารางท่ี 3 (ต่อ) 

ชนิด สายพันธ์ุ สถานที่พบ 
Accession No. 

ITS beta-tubulin 
H. macrocarpum  JR5 ประเทศจีน KM513588 - 
H. monticulosum EK13014 ประเทศไทย KP401578 - 
H. monticulosum JR5 ประเทศจีน KM513588 - 
H. munkii  - ประเทศไต้หวัน JN979436 - 
H. notatum  YMJ 250 (JDR) ประเทศสหรัฐอเมริกา JQ009305 - 
H. ochraceum MUCL54625 - KC968937 - 
H. papillatum  ATCC58729 - KC968919 - 
H. polyporoideum YMJ 15 (JDR) ประเทศไต้หวัน JQ009311 MH790277 
H. polyporoideum YMJ 56 - - AY951748 
H. rickii MUCL53309 - KC968932 KC977288 
H. rubiginosum  YMJ 25 ประเทศแม็กซิโก  AY951750 
H. rubiginosum  MUCL 52887 - KC477232 - 
H. samuelsii KC968916 - KC968916  
H. shearii var. minor  Isolate29 ประเทศแม็กซิโก EF026142 - 
H. subgilvum  YMJ 88113007 (HAST) ประเทศไต้หวัน JQ009315 - 
H. sublenormandii  640F18F-AC ประเทศบราซิล MG751215 - 
H. submonticulosum CBS 115280 - KC968923 - 
H. ulmophilum TM-1 - JQ009329 - 
H. ticinense  YMJ 313 (HAST) ประเทศฝร่ังเศส JQ009317 - 
H. trugodes  STMA13000 - KF234422 - 
H. vogesiacum CBS 115273 ประเทศฝร่ังเศส KC968920 KX271275 
Xylaria venosula isolate 94080508 ประเทศสหรัฐอเมริกา EF026149 EF025617 
A. moriforme * SKW12 สงขลา ประเทศไทย - - 
A. nitens * PNGW04, SKW11 พังงา และสงขลา 

ประเทศไทย 
- - 

A. stygium*  PTW09, SRW04 พัทลุง และสุราษฏร์ธานี 
ประเทศไทย 

- - 

A. thailandicum*  CHPW07 ชุมพร ประเทศไทย - - 
H. duranii * PNGW02, SKW32 พังงา และสงขลา 

ประเทศไทย 
- - 

H. fendleri * PTW08, PJB04 พัทลุง และชุมพร  
ประเทศไทย 

- - 

H. griseobrunneum * PTW09(N) พัทลุง ประเทศไทย - - 
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ตารางท่ี 3 (ต่อ) 

ชนิด สายพันธ์ุ สถานที่พบ 
Accession No. 

ITS beta-tubulin 
H. haematostroma * KBPB01, SKWPM03 กระบี่ และสงขลา 

ประเทศไทย 
- - 

H. hypomiltum * PSUW1, PSUB09, PJB03 สงขลา และชุมพร 
ประเทศไทย 

- - 

H. jaklitschii * CHPW02, CHPW03, NKB02 ชุมพร และนครศรีธรรมราช 
ประเทศไทย 

- - 

H. lenormandii * RNW03, SRBAM02 ระนอง และสุราษฏร์ธานี 
ประเทศไทย 

- - 

H. macrocarpum * PSUW07 สงขลา ประเทศไทย - - 
H. monticulosum * CHPW01, KB4, NKB03,  

PNGB02, SKWPM03 
ชุมพร กระบี่ 

นครศรีธรรมราช พังงา และ
สงขลา ประเทศไทย 

- - 

H. pilgerianum * SRBAM01 สุราษฏร์ธานี ประเทศไทย - - 
H. sublenormandii * SKW30 สงขลา ประเทศไทย - - 
Annulohypoxylon species A* KBPB02 กระบี่ ประเทศไทย - - 
Annulohypoxylon species C* PNGPW03 พังงา ประเทศไทย - - 
Annulohypoxylon species E* TRW07 ตรัง ประเทศไทย - - 
Hypoxylon species B* SKW09 สงขลา ประเทศไทย - - 
Hypoxylon species C* STPW01 สตูล ประเทศไทย - - 
Hypoxylon species D* PTW02 พัทลุง ประเทศไทย - - 
Hypoxylon species F* TRW04 ตรัง ประเทศไทย - - 
Hypoxylon species G* KBPB02 สงขลา ประเทศไทย - - 
Hypoxylon species H* TRW05, SRW05 ตรัง และสุราษฏร์ธานี 

ประเทศไทย 
- - 

หมายเหตุ: * เป็นชนิดที่ได้จากการเก็บตัวอย่างในการศึกษานี้ 
 
3. การคัดเลือกเชื้อราท่ีมีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคใบจุดใน
ต้นกล้าปาล์มน้้ามัน 
 
 3.1 การเตรียมเชื้อราสาเหตุโรค 
 เชื้ อ รา  C. oryzae สา เห ตุ โ ร คใบจุ ด ในปา ล์ มน้้ า มัน  ได้ รั บ ควา มอนุ เคร าะห์ จ า ก 
ภาควิชาการจัดการศัตรูพืช คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ น้าเส้นใย 
มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร PDA บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วัน 
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 3.2 การเตรียมเชื้อทดสอบ 
 น้าเชื้อรา  Annulohypoxylon spp. และ Hypoxylon spp. ที่ สามารถ เจ ริญบนอาหา ร 
เลี้ยงเชื้อได้เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5–7 วัน ขึ้นอยู่กับชนิดของเชื้อรา 
 3.3 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา Annulohypoxylon spp. และ Hypoxylon spp. 
ในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา Curvularia oryzae  
 ท้าการทดสอบด้วยวิธี dual culture โดยการใช้  cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  
0.5 เซนติ เมตร เจ าะขอบโคโลนี ของเชื้ อร า  Annulohypoxylon spp. และ  Hypoxylon spp.  
ที่ต้องการทดสอบ น้าไปวางบนอาหาร PDA โดยวางในแนวเส้นผ่านศูนย์กลางให้เชื้อห่างจากขอบจาน 
2 เซนติเมตร และด้านตรงข้ามวางเชื้อรา C. oryzae ส่วนกรรมวิธีควบคุม วางเชื้อรา C. oryzae 
เพียงชนิ ดเดีย วเท่านั้ น (ภาพที่16 ) ในแต่ละไอโซเลท ทดสอบ  5 ซ้้า บ่มเชื้อไว้ที่ อุณหภูมิห้อ ง  
จนกระทั่งเส้นใยเชื้อ ราในกรรมวิธีควบ คุมเจริญ เต็มจ าน วัดรั ศมีการ เจริญของเส้ นใยเชื้อร า  
และค้านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญ (percent inhibition of radial growth – PIRG) (Vincent, 1927) 
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญ (PIRG) = (R1 – R2)/R1 × 100  
R1 = รัศมีเฉลี่ยของโคโลนีเชื้อราที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อในกรรมวิธีควบคุม 
R2 = รัศมีเฉลี่ยของโคโลนีเชื้อราที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อในกรรมวิธีทดสอบ 
 

 
 

ภาพท่ี 16 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเส้นใยเชื้อรา Curvularia oryzae ของเชื้อรา 
Annulohypoxylon spp. และ Hypoxylon spp. ด้วยวิธี dual culture 
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4. การทดสอบคุณสม บัติการเป็น จุ ลินทรี ย์ปฏิ ปัก ษ์ ของเชื้อรา  Annulohypoxylon spp.  
และ Hypoxylon spp. เพ่ือยับย้ังการเจริญของเชื้อรา Curvularia oryzae 
 
 4.1 การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไคติเนส 
 ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะขอบโคโลนีของเชื้อราทดสอบ
ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 3–5 วัน (ขึ้นอยู่ กับชนิดของเชื้อรา ) น้ามาวางบนอาหาร 
colloidal chitin agar (CCA, ภ า คผ นวก ค ) บ่ ม ไว้ ที่ อุณ ห ภู มิ ห้ อ ง ท้ า ก า รทด ลอง  4  ซ้้ า  
สังเกตเปลี่ยนสีของอาหาร CCA ทุกวัน หากเชื้อราสร้างเอนไซม์ไคติเนสเกิดการย่อยไคตินในอาหาร
เลี้ยงเชื้อสีอาหาร CCA เปลี่ยนเป็นสีม่วง บันทึกผลเป็นบวก บันทึกผลเป็นลบหากเชื้อราไม่สร้าง
เอนไซม์ และบันทึกวันที่เกิดการเปลี่ยนสีของอาหาร CCA ในแต่ละไอโซเลทของเชื้อราที่ทดสอบ 
 4.2 การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส (Pointing, 2003) 
 ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะขอบโคโลนีเชื้อราที่เจริญบน
อ า ห า ร  PDA อ า ยุ  3 –5  วั น  ย้ า ย เลี้ ย ง บ น อ า ห า ร  carboxymethyl cellulose agar  
(CMC, ภาคผนวก ค) บ่มไว้ที่ อุณหภูมิห้ อง เป็ นเวลา 7 วัน ท้ากา รทดลอง 4  ซ้้ า ตรวจสอบ 
กา รสร้ า งเอน ไซ ม์ เซลลู เลส  โดยการ เท สา รละลายคองโก เร ด (congo red) ความเข้ มข้ น  
0.1  เปอร์เซ็นต์ จนท่วมโคโลนีของเชื้อรา เป็นเวลา 10  นาที จากนั้นเทสารละลายคองโกเรดออก  
ล้างผิวหน้าโคโลนีเชื้อราด้วย 1 M NaCl สังเกตบริเวณใส (clear zone) ที่เกิดขึ้นรอบ ๆ โคโลนี 
ของเชื้อรา บันทึกผลการสร้างบริเวณใสของเชื้อราแต่ละไอโซเลท  

4.3 การทดสอบความสามารถในการสร้างสารระเหย 
 น้ า เชื้ อ ร า  Annulohypoxylon spp. แ ล ะ  Hypoxylon spp.  ที่ คั ด เลื อ ก ไ ด้ จ า ก 
การทดลองที่ 3 มาทดสอบการสร้างสารระเหย ด้วยวิธี volatile extracellular metabolite test 
(Dennis and Webster, 1971) โดย ใช้  cork borer ขนา ดเส้น ผ่าน ศูนย์กลาง 0.5 เซน ติ เมตร  
เจ าะบริ เวณ ขอบโคโลนี เชื้ อ ร า  C. oryzae, Annulohypoxylon spp. และ  Hypoxylon spp.  
อายุ 3 วัน จากนั้นน้ามาวางบริเวณก่ึงกลางอาหาร PDA บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 วัน จากนั้น
เปิดฝาและน้าจานเพาะเชื้อรา Annulohypoxylon spp. และ Hypoxylon spp. ประกบ กับจาน
เพาะเชื้อ C. oryzae ยึดรอยต่อระหว่างจานอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยพาราฟิล์ม (ภาพที่  17) ในกรรมวิธี
ควบคุมใช้จา นอาหาร PDA ประกบกับจา นอาหารที่ มีการเพาะเลี้ยงเชื้อ C. oryzae บ่มไว้ ที่
อุณหภูมิห้อง เม่ือเชื้อรา C. oryzae ในชุดควบคุมเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ท้าการวัดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางโคโลนีของเชื้อรา C. oryzae ในชุดทดสอบ และน้าผลท่ีได้ไปวิเคราะห์ความแปรปรวนและ
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วย Turkey’s HSD test 
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ภาพท่ี 17 การประกบจานอาหารเพาะเชื้อในวิธีการทดสอบสารระเหย 
 

4.4 การทดสอบประสิทธิภาพของน้้าเลี้ยงเชื้อ (culture filtrate)  
 เตรียมน้้า เลี้ยงเชื้อ  Annulohypoxylon spp. และ Hypoxylon spp. โดยใช้ cork borer 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะบริเวณขอบโคโลนีเชื้อรา Annulohypoxylon spp. 
และ Hypoxylon spp. อายุ 5 วัน (ที่มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงสุดจากการทดลองที่ 3 ) ย้ายลงในขวด
รูปชมพู่ขนาด 500  มิลลิลิตร ทีภ่ายในบรรจุอาหารเหลว PDB (potato dextrose broth; ภาคผนวก 
ค) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร (ขวดละ 3 ชิ้น ) บ่มไว้ที่ อุณหภูมิห้ องบนเครื่องเขย่าสารแนวราบ 
(horizontal shaker) ปรั บความเร็ ว 18 0 รอบ ต่อนาที  เป็น เวลา  1 4 วั น น้ าน้้ า เลี้ย งเชื้ อร า 
Annulohypoxylon spp. และ Hypoxylon spp. ไปหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นน้าส่วนน้้าใสที่ได้ไปกรองผ่านกระดาษกรองที่มีรูขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
เพ่ือเก็บน้้าเลี้ยงเชื้อไว้ทดสอบ  

ทดสอบประสิทธิภาพของน้้าเลี้ยงเชื้อต่อการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา C. oryzae ด้วยวิธี 
agar diffusion method โด ย วา งแ ผ น ก า รท ดล อ งแ บ บ สุ่ ม สม บู ร ณ์  ( CRD: completely 
randomized design) ท้าการทดลอง 5 ซ้้า ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร 
เจา ะขอบโคโลนีเชื้อ ราสาเห ตุโรคปาล์มน้้ า มัน  ที่ อายุ  3 –5 วัน วา งตรงจุด ก่ึงกลา งของจา น 
อาหารเลี้ยงเชื้อ บ่มเชื้อสาเหตุโรคไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 วัน จากนั้นใช้ cork borer ขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะลงบนวุ้นอาหาร โดยให้มีระยะห่างจากจุดที่วางเชื้อราสาเหตุโรค  
3 เซนติเมตร (ภาพที่ 18) หยดน้้า เลี้ยงเชื้อราลงหลุม หลุมละ 30 ไมโครลิตร ในกรรมวิธีควบคุมใช้ 
น้้ า กลั่ น นึ่ งฆ่ า เชื้ อ  บ่ ม ที่ อุ ณ ห ภู มิ ห้ อ ง  สั งเกต ลั กษ ณ ะข อง เส้ น ใย เชื้ อ ร า ส า เห ตุ โร ค  
และการเกิดบริเวณโซนใส บันทึกค่ารัศมีการเจริญของเส้นใยเชื้ อรา C. oryzae และค้านวณ 
ค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเส้นใยตามกรรมวิธีของ Mastapa (2004) ดังสมการ 
 
% inhibition =  1–  fungal growth     ×100 
                             control growth 
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ภาพท่ี 18 ต้าแหน่งการวางเชื้อราสาเหตุโรค (pathogen) และต้าแหน่งที่ มีการทดสอบน้้าเลี้ยงเชื้อรา
แต่ละไอโซเลท (treatment 1–3) โดยมีชุดควบคุม (control) เป็นน้้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 
 
5. การทดสอบการใช้เส้นใยแขวนลอยเชื้อรา (mycelial suspension) ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ  
ในการควบคุมโรคใบจุดของต้นกล้าปาล์มน้้ามันในสภาพห้องทดลอง 
 
 5.1 การเตรียมตัวอย่างใบปาล์มน้้ามัน 
 เตรียมตัวอย่างใบปาล์มน้้า มัน โดยเลือกใบปาล์มน้้ามันในระยะเพสลาด น้ามาตัดให้มีความ
ยาวประมาณ 20 เซนติเมตร จากนั้นใช้ส้าลี จุ่มแอลกอฮอล์ ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เช็ดท้าความ
สะอาดให้ทั่วผิวหน้าใบปาล์มน้้ามัน และผึ่งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 
 5.2 การเตรียมเส้นใยแขวนลอยเชื้อรา 
 ใช้ cork borer ขนาดเส้ น ผ่า น ศูนย์ กลา ง 0 .5  เซน ติ เมตร  เจา ะขอบโคโลนี เชื้อ ร า 
Annulohypoxylon spp. และ Hypoxylon spp. ที่เจริญบนอาหาร PDA ย้ายเลี้ยงในอาหารเหลว 
PDB ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร จ้านวนขวดละ 3 ชิ้น 
จากนั้นน้าไปเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน กรองเส้นใยเชื้อรา
ด้วยผ้าขาวบางฆ่าเชื้อ ซับเส้นใยให้แห้งด้วยกระดาษทิชชู่ ปั่นเส้นใยด้วยเครื่องปั่นอเนกประสงค์  
ให้ละเอียด เพ่ือเก็บไว้ใช้ในการทดลองที่ 5.4 
 
 

Control 

Treatment1 

Treatment2 

Treatment3 
Pathogen 
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 5 .3  กา รเต รียมส ปอร์ แขวนลอย เชื้ อ ร า  Curvularia oryzae สา เห ตุ โ รคใบจุ ด ใน 
ต้นกล้าปาล์มน้้ามัน 
 เลี้ยงเชื้อรา C. oryzae บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 14 วัน เทน้้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อลงบน
โคโลนี ของ เชื้ อ รา  ป ริมา ตร  5  มิลลิ ลิ ตร  จ า กนั้ น ใช้ แผ่ น ส ไล ด์ขู ดผิ วหน้ า โคโลนี เชื้ อ ร า  
เพ่ือให้สปอร์เชื้อราหลุดออกมา เทสปอร์แขวนลอยลงในบี กเกอร์ผ่านผ้าขาวบางที่ฆ่าเชื้อแล้ว  
น้าสปอร์แขวนลอยที่ได้มาปรับความเข้มข้นให้ได้ 1×106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร  
 5.4 การทดสอบเส้นใยแขวนลอยเชื้อราในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคบนใบปาล์มน้้า มัน  
ด้วยวิธี detached leaf 
 น้าใบปาล์มน้้ามันที่เตรียมไว้ตามข้อ 5.1 ใส่ในกล่องพลาสติกเก็บความชื้น 3 ใบต่อ 1 กล่อง 
น้ า เส้ น ใย เชื้ อ ร า  Annulohypoxylon spp. และ  Hypoxylon spp. ปั่ น ละเอี ยด ที่ เตรี ย มไว้ 
ในการทดลองที่ 5.2 มาเตรียมเส้นใยแขวนลอยทีค่วามเข้มข้น 5, 10 , 15 และ 20 เปอร์เซ็นต์ (W/V) 
ผสมให้เข้ากันด้วย เครื่อ งโฮ โมจีไนส์เซอร์  (homogenizer) น้ าเส้ นใยแขวนลอยที่ได้ พ่นลงบน 
ใบปาล์มน้้ า มัน ปริมาตร 1.5  มิลลิลิตรต่อใบ ความเข้มข้น ละ 3  ใบ  ท้าการทดลองซ้้า 2 ครั้ง  
กรรมวิ ธีควบ คุมใช้น้้ ากลั่ นนึ่ งฆ่าเชื้อพ่นลงบน ใบปาล์ มน้้ า มัน บ่ มที่ อุณหภู มิห้อ ง 2 4 ชั่วโมง  
น้ าสปอร์ แขวนลอย เชื้ อ รา  C. oryzae ที่ เตรี ยมไว้ตา มข้ อ  5 .3  พ่น ลงบน ใบปา ล์ มน้้ า มัน  
ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เติมน้้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อลงในกล่องเพ่ือรักษาความชื้น บ่มที่อุณหภูมิห้อง 14 วัน 
บันทึกผลการเกิดโรคและประเมินความรุนแรงของโรค 6 ระดับ (ปริศนา วงค์ล้อม, 2548) 

ระดับ 0 ไม่มีอาการใบจุด 
ระดับ 1 พบจุดเนื้อเยื่อสีน้้าตาลขนาดเล็กกว่าปลายเข็มหมุด  
ระดับ 2 พบจุดเนื้อเยื่อตายแผลค่อนข้างกลมขนาด 1–2 มิลลิเมตร ขอบแผลสีน้้าตาล 
เกิดอาการ 1–25 เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนที่ใบ 
ระดับ 3 พบจุดเนื้อเยื่อตายขนาด 5 มิลลิเมตร เกิดอาการ 25–50 เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนที่ใบ 
ร ะ ดั บ 4 พ บ จุ ด เนื้ อ เยื่ อ ต า ย เชื่ อ ม ต่ อ กั น ข น า ด ใ ห ญ่  1–2 เซ น ติ เม ต ร  
เกิดอาการ 51–75 เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนที่ใบ 
ระดับ 5 พ บใบ มา กกว่ า  75 เปอร์ เซ็ น ต์  เป็ น โร คใน ร ะยะสุ ดท้ า ยท้ า ให้ เนื้ อ เยื่ อ 
บนใบบางส่วนตาย 
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6. การทดสอบใช้เส้นใยแขวนลอยในการควบคุมเชื้อรา Curvularia oryzae บนใบกล้าปาล์ม
น้้ามันในสภาพแปลงทดลอง 
 
 น้าต้นกล้าปาล์มน้้ามัน อายุประมาณ 6 เดือน ทดสอบประสิทธิภาพเส้นใยแขวนลอยของ 
เชื้อ ราปฏิปัก ษ์ใน ระดับความเข้มข้นที่สามารถยั บยั้งการเจริญของเชื้ อ C. oryzae ได้ดีที่สุ ด 
จา กกา รทดลองที่  5  มา ทดสอบในสภาพโร งเรื อน  วางแผนการทดลองแบบสุ่ มสมบู ร ณ์  
(completely randomized design, CRD) จ้ านวน 4 กรรมวิธี กรรมวิ ธีละ 6  ซ้้ า ซ้้าละ 1  ต้น  
โดยในแต่ละกรรมวิธีประกอบด้วย 

กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม พ่นน้้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
กร รมวิ ธี ที่  2  ชุ ดควบ คุม พ่น สปอ ร์ แขวน ลอย เชื้ อ ร า  C. oryzae ควา ม เข้ มข้ น  
1×106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
กรรมวิธีที่ 3 พ่นเส้นใยแขวนลอยเชื้อราปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดจากการทดลองที่ 5 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และพ่นสปอร์แขวนลอยเชื้อรา C. oryzae  
กร รมวิธี ที่  4 พ่นสาร เค มีฆ่ าเชื้ อร าเมน โคเซป  ความเข้มข้ น  40  มิลลิ กรัม ต่อลิ ตร   
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มไว้ 24 ชั่วโมง และพ่นสปอร์แขวนลอยเชื้อรา C. oryzae  

 บ่มไว้ภา ยใน สภาพโรงเรือน เป็น เวลา 14 วัน  บั นทึกผลการ เกิดโร คที่ เกิ ดขึ้ นบน ใบ  
โดยการเปรียบเทียบจากเกณฑ์การประเมินการเกิดโรค 6 ระดับ ตามการทดลองที่ 5.4 
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บทท่ี 3 
ผล และวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
1. การเก็บรวบรวมตัวอย่างและการจัดจ้าแนกชนิดของเชื้อราสกุล Annulohypoxylon และ 
Hypoxylon โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 
 จ า ก กา ร เก็ บ ร วบ ร วม ตัว อย่ า ง เชื้ อ ร า ส กุ ล  Annulohypoxylon แล ะ Hypoxylon  
ในพ้ืนที่ภาคได้ของประเทศไทย ยกเว้น 3 จังหวัดชายแดนภาคใต้ เนื่องจากเหตุการณ์ไม่สงบในพ้ืนที่ 
ได้ตัวอย่ างเชื้อราสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon ทั้ งหมด 146 ตัวอย่าง พบว่าเป็ น
ตัวอย่า งที่อยู่ใน สภา พสมบูรณ์  สามารถน้ามาจ้าแนกชนิ ดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทย าได้  
76 ตัวอย่าง โดย 45 ตัวอย่าง สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อได้ และจ้าแนกชนิด ได้ 15 ชนิด  
(ตาร างที่  4 ) ทั้ งนี้ พบว่า มีเชื้อ ราจ้ าน วน  12 ตัวอย่ างที่ ไม่ส ามา รถร ะบุ ชนิ ดได้อย่ างชั ดเจน  
คิดเป็นร้อยละ 15.78 ของตัวอย่างเชื้อราในสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon ทั้งหมด 
ที่ท้าการศึกษาในครั้งนี้ 
 
ตารางท่ี 4 ชนิดและจ้านวนเชื้อราสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon ที่ได้จากการศึกษานี้ 

ชนิด พื้นที่เก็บตัวอย่าง ไอโซเลท ภาพที่ 
Annulohypoxylon moriforme ม. สงขลานครินทร์ อ.หาดใหญ่ จ. สงขลา  3 19 

บ.คีรีวงศ์ อ.ลานสกา จ.นครศรีธรรมราช 1 
Annulohypoxylon nitens สวนยางพารา อ.ทับปุด จ.พังงา 2 20 

เขาคอหงส์ จ. สงขลา 1 
Annulohypoxylon stygium อ. เขาชัยสน จ. พัทลุง  1 21 

เขาคอหงส์ อ.หาดใหญ่ จ. สงขลา  2 
วัดสวนโมก อ.ไชยา จ.สุราษฏร์ธานี 1 

Annulohypoxylon thailandicum สวนยางพารา อ.พะโต๊ะ จ. ชุมพร 1 22 
Hypoxylon duranii น้้าตกล้ารู่ อ.กะปง จ.พังงา  1 27 

สวนหลวง ร.9 อ.เมือง จ.ภูเก็ต 1 
น้้าตกโตนงาช้าง อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา 1 

Hypoxylon fendleri อ.เขาชัยสน จ.พัทลุง  2 28 
ภาควิชาการจัดการศัตรูพืช ม. สงขลานครินทร์ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา 2 
อ.กุยบุรี จ.ประจวบคีรีขันธ์ 1 

Hypoxylon griseobrunneum อ.ป่าพะยอม จ.พัทลุง 1 29 
Hypoxylon haematostroma อ.คลองท่อม จ.กระบี่ 1 30 

อ.ควนกาหลง จ.สตูล 1 
สวนพฤกษศาสตร์ภาคใต้(ทุ่งค่าย) อ. ย่านตาขาว จ. ตรัง  2 
ภาควิชาการจัดการศัตรูพืช ม. สงขลานครินทร์ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา 3 
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ตารางท่ี 4 (ตอ่) 
ชนิด พื้นที่เก็บตัวอย่าง ไอโซเลท ภาพที่ 

Hypoxylon hypomiltum อ.กะเปอร์ จ.ระนอง 1 32 
อ่างเก็บน้้า ม.สงขลานครินทร์ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา 2 
อ.กุยบุรี จ.ประจวบคีรีขันธ์ 1 

Hypoxylon jaklitschii  สวนยางพารา อ.ละแม จ.ชุมพร 2 33 
Hypoxylon lenormandii อ.คลองท่อม จ.กระบี่ 1 34 

สวนหลวง ร.9 อ.เมือง จ.ภูเก็ต 1 
บ่อน้้าพุร้อน อ.เมือง จ.ระนอง  1 
บ.คีรีวงศ์ อ.ลานสกา จ.นครศรีธรรมราช 1 
ต้นน้้าพะโต๊ะและสวนยางพารา อ.พะโต๊ะ จ.ชุมพร 2 
ภาควิชาการจัดการศัตรูพืช ม. สงขลานครินทร์ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา 2 
น้้าตกวิภาวดี อ.วิภาวดี จ.สุราษฏร์ธานี 1 

Hypoxylon macrocarpum  อ่างเก็บน้้า ม.สงขลานครินทร์ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา 1 35 
Hypoxylon monticulosum วัดพระนางสร้าง อ. ถลาง จ.ภูเก็ต  1 36 

อ.พะโต๊ะ จ.ชุมพร 1 
อ.สิชล จ.นครศรีธรรมราช  1 
น้้าตกโตนงาช้าง อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา 2 
สวนพฤกษศาสตร์ภาคใต้(ทุ่งค่าย) อ.ย่านตาขาว จ.ตรัง  1 
อ.อ่าวลึก จ.กระบี่  1 
อ.เมือง จ.พังงา 1 
สวนยางพารา อ.สุขส้าราญ จ. ระนอง 1 

Hypoxylon cf. pilgerianum  น้้าตกวิภาวดี อ.วิภาวดี จ.สุราษฏร์ธานี 3 37 
Hypoxylon sublenormandii เขาคอหงส์ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา 1 38 

น้้าตกวิภาวดี อ.วิภาวดี จ.สุราษฏร์ธานี 1 
Annulohypoxylon species A อ.คลองท่อม จ.กระบี่ 2 23 
Annulohypoxylon species B สวนยางพารา อ.ท้ายเหมือง จ.พังงา 3 24 
Annulohypoxylon species C สวนยางพารา อ.ท้ายเหมือง จ.พังงา 2 25 
Annulohypoxylon species D สวนพฤกษศาสตร์ภาคใต้(ทุ่งค่าย) อ.ย่านตาขาว จ.ตรัง 1 26 
Hypoxylon species A อ.เขาชัยสน จ.พัทลุง 1 39 
Hypoxylon species B เขาคอหงส์ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา 1 40 
Hypoxylon species C สวนยางพารา อ.ควนกาหลง จ.สตูล 2 41 
Hypoxylon species D สวนยางพารา อ.ป่าพะยอม จ.พัทลุง 2 42 
Hypoxylon species E สวนยางพารา อ.ป่าพะยอม จ.พัทลุง 1 43 
Hypoxylon species F สวนพฤกษศาสตร์ภาคใต้(ทุ่งค่าย) อ.ย่านตาขาว จ.ตรัง 1 44 
Hypoxylon species G สวนยางพารา อ.คลองท่อม จ.กระบี่ 1 45 
Hypoxylon species H สวนพฤกษศาสตร์ภาคใต้(ทุ่งค่าย) อ.ย่านตาขาว จ.ตรัง 1 46 
รวม  76   
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การจ้าแนกเชื้อราสกุล Annulohypoxylon โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
1. Annulohypoxylon moriforme (Henn.)  
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 

ลักษณะสโตรมามีสีด้า (blackish) หรือน้้าตาล (brown) สโตรมามีลักษณะ นูนเป็นก้อน 
(glomerate)  เ รี ย บ ก่ึ ง นู น  (effused-pulvinate)  แ ล ะ เป็ น แ ผ่ น แ บ น เรี ย บ  ( pulvinate)  
เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ความเข้มเข้น 10 เปอร์เซ็นต์ เกิดสีน้้าตาล 
(brown) สี ด้า (black) สีเขี ยวมะกอก (greenish olivaceous) หรื อสี เขี ยวห ม่น  (dull green)  
เพอริทีเชีย (perithecia) ทรงกลม (spherical) ขนาด 0.4–0.8 มิลลิเมตร แผ่นออสติโอล (ostioles) 
มีลั กษณะปลา ยแหลม (papillate) แผ่ น รองจา น  (ostiole dise) เป็ น แบบ  trucatum-type  
แอสโคสปอร์ (ascospore) มีสีน้้ าตาลจนถึงน้้ าตาล เข้ม ลั กษณะแอสโคสปอร์รี คล้ าย รูป ไข่  
ด้านทั้งสองของสปอร์ไม่สมมาตร (ellipsoid-inequileteral) ปลายสปอร์แคบ (narrowly rounded 
ends) แอสโคสปอร์มีขนา ด 7.0–9 .0 ×  2.3–4 ไมโครเมตร  ลักษณะเจิร์มสลิ ท (germ slit)  
เป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับความยาวแอสโคสปอร์ (straight full length) ลักษณะเพอริสปอร์ 
(perispore) เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย  
KOH เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
บริเวณท่ีพบ (habitat): ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี (province): สงขลา และ นครศรีธรรมราช 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: SKW06, SKW12, SKW18 และ NKW08 
เอกสารอ้างอิง: Ju และ Roger (1996) 
(ภาพที่ 19) 
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ภ าพ ท่ี  1 9  Annulohypoxylon moriforme ไอ โซ เล ท  SKW12 ก . ส โต รม า นู น เป็ น ก้ อ น 
(glomerate) ข. ออสติโอลปลายแหลม (papillate) ค. เพอริทีเชียรูปร่างทรงกลม (spherical)  
ง. ปฏิ กิ ริย าของส โตรมา กับสา รละลาย  KOH เกิดสี เขี ย วมะกอก (greenish olivaceous)  
จ. แอสโคสปอร์ ฉ. โคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 7 วัน 
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2. Annulohypoxylon nitens (Ces.)  
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 

สโตรมาเม่ือยั งอ่อนมีสีน้้ าตาล เข้ ม (dark brown vinaceous) ต่อมาเปลี่ย นเป็ น สีด้ า  
และเม่ือโตเต็มที่มีสีด้าเงา (shiny black) สโตรมาเป็นแบบครึ่งทรงกลม (hemispherical) มีทั้งแบบ
นูนเป็นก้อน และเรียบก่ึงนูน  เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ความเข้มเข้น  
10 เปอร์เซ็น ต์ เกิดสีเขีย วมะกอก เพอริ ทีเชีย มีรูป ร่างทรงกลม ขนาด 0 .4–0 .8  มิลลิเมตร  
ออสติโอลมีลักษณะปลายแหลม แผ่นรองจานเป็นแบบ bovei-type ขนาด 0.2–0.5 มิลลิเมตร 
แอสโคสปอร์ มีสีน้้าตาลอ่อน (light brown) จนถึงน้้ าตาล ลั กษณะแอสโคสปอร์รีคล้ายรูปไข่  
ด้ า น ทั้ งส อ ง ข อ ง ส ป อ ร์ ไ ม่ ส ม ม า ต ร  ป ล า ย ส ป อ ร์ แ ค บ  แ อ ส โค ส ป อ ร์ มี ข น า ด  
6.2–10.5 × 3.5–4 .8 ไมโครเมตร ลักษณะเจิร์มสลิท เป็น เส้น ตรงมีความยาวเท่ากับ ความยาว 
แอสโคสปอร์ ลักษณะเพอริสปอร์เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยา
กับสารละลาย KOH เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: สงขลา และพังงา  
ตัวอย่างท่ีศึกษา: SKW11, PNGPW04* และ PNGPW08* 
หมายเหตุ: *ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้ยางพารา 
เอกสารอ้างอิง: Ju และ Rogers (1996) 
(ภาพที่ 20) 
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ภาพท่ี 20 Annulohypoxylon nitens ไอโซเลท PNGPW04 ก. สโตรมานูนเป็นก้อน (glomerate) 
ข. เพอริที เชีย รูปร่างทรงกลม ค. ออสติโอลปลายแหลม และแผ่ นรองจานแบบ bovei-type  
ง. ปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลาย KOH เกิดสีเขียวมะกอก จ. แอสคัสภายในบรรจุ 8 แอสโคปอร์ 
ฉ. แอสโคสปอร์ ช. เจิร์มสลิทแบบเส้นตรงมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์ (straight full length)  
ซ. โคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 7 วัน 
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3. Annulohypoxylon stygium (Lév.)  
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 

สโตรมามีสีด้า หรือด้าอมน้้าตาล (blackish with reddish brown tone) แบบเรียบก่ึงนูน 
และเป็นแผ่นแบน เรียบ เม่ือท้าปฏิ กิริยากับสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ความเข้มเข้ น  
10  เปอร์เซ็น ต์  เกิดสี เขี ยวมะกอกหรื อสีเขี ย วห ม่น  เพอริที เชี ย มีรู ป ร่า งแบบรี  (obovoid)  
จนถึงทรงกระบอก (tubular) ขนาด 0.2–0.3 × 0.3–0.5 มิลลิเมตร ออสติโอล มีลักษณะปลายแหลม  
แผ่นรองจานเป็นแบบ truncatum-type ขนาด 0.1–0.2 มิลลิเมตร แอสโคสปอร์ มีสีน้้าตาลอ่อน  
รีคล้ าย รู ป ไข่  ด้า นทั้ งสองของสปอร์ไ ม่สมมาตร  ปลายสปอร์แคบ  แอส โคสปอร์มีขน า ด  
5.6–7.5 ×  2.4–3.3 ไมโครเมตร ลั กษณะเจิร์ มสลิท เป็น เส้น ตรงมีความยาวเท่ากับความยา ว 
แอสโคสปอร์ ลักษณะเพอริสปอร์ เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยา
กับสารละลาย KOH เข้มข้น 10 เปอร์เซ็น ต์ หูรูดถุงหุ้ มสปอร์ติดสีน้้ า เงิน เม่ือท้าปฏิ กิริยากับ  
สารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: สงขลา พัทลุง และสุราษฎร์ธานี  
ตัวอย่างท่ีศึกษา: SKW03, PSUSKW01, PTW09 และ SRW04 
เอกสารอ้างอิง: Ju และ Rogers (1996) 
(ภาพที่ 21) 
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ภาพ ท่ี  2 1  Annulohypoxylon stygium ไอ โซ เลท  PTW09 ก . ส โต รมา แ บ บ เรี ยบ ก่ึ งนู น  
ข. แผ่นออสติโอลปลายแหลม ค. เพอริที เชียแบบรี (obovoid) ง. ปฏิกิริยาของสโตรมาตากับ
สารละลาย KOH เกิดสีเขียวมะกอก จ. เจิร์มสลิทแบบเส้นตรงมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์   
ฉ. หูรูดถุงหุ้ มสปอร์ เม่ือท้ าปฏิกิริย ากับสารละลายเมล เซอร์ (ลูกศร)  ช. แอสคัสภายในบรรจุ  
8 แอสโคปอร์ ช. แอสโคสปอร์ ฌ. โคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 7 วัน 
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4. Annulohypoxylon thailandicum (Daranagama & K.D. Hyde, sp. nov.)  
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 

สโตรมาสีด้า หรือสีผงถ่าน (carbonaceous) แบบเรียบก่ึงนูน หรือเป็นแบบครึ่งทรงกลม 
เนื้อเยื่อระหว่างเพอริทีเชียมีสีด้า เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 
10 เปอร์เซ็นต์ เกิดสีเขียวมะกอก เพอริทีเชียมีรูปร่างทรงกลมขนาด 0.35–0.5 × 0.3–0.7 มิลลิเมตร 
อ อ ส ติ โ อ ล  มี ลั ก ษ ณ ะ ป ล า ย แ ห ล ม  แ ผ่ น ร อ ง จ า น เ ป็ น แ บ บ  trucatum-type  
ขนาด 0.3 -0.45 มิลลิเมตร แอสโคสปอร์มีสีน้้าตาล รีคล้ายรูปไข่ ด้านทั้งสองของสปอร์ไม่สมมาตร 
ปลายสปอร์แคบ  แอสโคสปอร์มีขนาด 9.3 –11.7 × 4 .6–5.3 ไมโครเมตร ลักษณะเจิร์มสลิ ท  
เป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับความยาวแอสโคสปอร์ ลักษณะเพอริสปอร์ เป็นแบบ dehiscent 
เปลือกแอส โคสปอร์หลุดออกเม่ือท้ าปฏิ กิ ริยา กับสา รละลาย  KOH เข้มข้ น  10  เปอร์ เซ็น ต์  
หูรูดถุงหุ้มสปอร์ติดสีน้้าเงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: ชุมพร 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: CHPW07 
หมายเหตุ: ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้ยางพารา 
เอกสารอ้างอิง: Lui และคณะ (2015) 
(ภาพที่22) 
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ภาพท่ี 22 Annulohypoxylon thailandicum ไอโซเลท CHPW07 ก. สโตรมาแบบครึ่งทรงกลม  
ข. ออสติโอลแบบปลายแหลม ค. เพอริทีเชียทรงกลม ง. ปฏิกิริยาของสโตรมาตากับสารละลาย KOH 
เกิดสีเขียวมะกอก จ. แอสโคสปอร์ ฉ. หูรูดถุงหุ้มสปอร์เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์ (ลูกศร) 
ช. ลักษณะเจิร์มสลิทแบบเส้นตรงมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์  (ลูกศร) ซ. โคโลนีของเชื้อราเม่ือ
เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 7 วัน 
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5. Annulohypoxylon species A ไอโซเลท KBB02 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 
 สโตรมามีสีด้าด้าน หรือด้าเป็นมันวาว รูปร่างสโตรมา เป็นแบบนูนเป็นก้อน มีทั้งครึ่งทรงกลม 
แล ะเรี ย บ ก่ึ งนู น  ส โต รมา เ ม่ือ ท้ า ป ฏิ กิ ริ ย า กับ ส า รละ ลา ย โพ แ ทส เซี ยม ไฮ ดรอ กไซ ด์  
ไม่เกิดสี (colorless) เพอริทีเชียมีรูปร่างทรงกลม ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5–0.6  มิลลิเมตร  
แผ่นออสติโอลมีลักษณะปลายแหลม แผ่นรองจานเป็นแบบ bovei-type ขนาด 0.1–0.3 มิลลิเมตร 
แอสโคสปอร์มีสีน้้าตาลน้้าตาลอ่อน รีคล้ายรูปไข่ ด้านทั้งสองของสปอร์ไม่สมมาตร ปลายสปอร์  
กว้ างมน  (broadly rounded ends) แอสโคสปอร์มีขน าด 6 .9 –8.4 × 3.1 –4.1 ไมโครเมตร  
เจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ ากับความยาวแอสโคสปอร์ ลักษณะเพอริสปอร์ เป็นแบบ 
dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์  
หูรูดถุงหุ้มสปอร์ไม่ติดสีเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: กระบี่ 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: KBB02 และ KBW03 
ข้อสังเกต: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Annulohypoxylon species A มีความคล้ายคลึง
กับ เชื้ อ ร า  A. subnitens J. Fourn. & Lechat, sp. nov. ต่ า ง กั น ที่  A. subnitens มี ข น า ด 
แอส โคสปอร์  6 .7 –7.7 × 2.3–3.2 ไมโครเมตร  ซ่ึ งมีขน าดเล็ กว่า แอส โคสปอร์ของ เชื้ อ ร า 
Annulohypoxylon species A ที่มีขนาดแอสโคสปอร์ 6.9–8.4 × 3.1–4.1 ไมโครเมตร รวมถึงสีที่
เกิดจากการท้ าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH ในเชื้อรา  Annulohypoxylon species A ไม่เกิดสี  
แต่ในเชื้อรา A. subnitens ให้สีน้้าตาลปนเทา (greyish sepia) (Fournier and lechat, 2015) 
(ภาพที่ 23) 



53 

 
 
ภาพ ท่ี  2 3  Annulohypoxylon species A ไอ โซ เลท  KBB02 ก. ส โตรมา แบบ นูน เป็ น ก้อน  
และครึ่งทรงกลม ข. ออสติโอลปลายแหลม ค. เพอริที เชียทรงกลม ง. ปฏิกิริยาของสโตรมากับ
ส า ร ล ะ ล า ย  KOH ไ ม่ เ กิ ด สี  (color less)  จ . แ อ ส คั ส  ภ า ย ใน บ ร ร จุ  8  แ อ ส โค ป อ ร์  
ฉ. เพอริสปอร์ dehiscent (ลูกศร) ช. เจิร์มสลิทแบบเส้นตรงมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์ (ลูกศร) 
ซ. โคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 7 วัน 
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6. Annulohypoxylon species B ไอโซเลท PNGW01 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 
 สโตรมาสีผงถ่าน เป็นแบบครึ่งทรงกลม และเรียบก่ึงนูน  สโตรมาตาเม่ือท้าปฏิกิริยากับ
สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์เกิดสีเขียวมะกอก เพอริทีเชียมีรูปร่างทรงกลมจนถึงรูปร่างรี  
เส้น ผ่านศูนย์กลาง 0.2 8–0.5  มิลลิเมตร แผ่นออสติโอลปลายแหลม แผ่นรองจาน เป็ นแบบ  
bovei-type ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.15–0.35 มิลลิเมตร แอสโคสปอร์มีสีน้้าตาลน้้าตาลอ่อน  
รีคล้ า ย รู ป ไข่  ด้ า นทั้ งสองของสปอร์ ไม่ เท่ ากัน  ปลา ยสปอร์ แคบ  แอส โคสปอร์ มีขน า ด  
7.8–9.3 ×  3 .5–5.5 ไมโครเมตร ลักษณะเจิร์มสลิ ทเป็ นเส้ นตรง มีความยาวเท่ากับความยาว 
แอสโคสปอร์ ลั กษณ ะเพอริ สปอร์ เป็ นแบบ  indehiscent เปลื อกแอส โคสปอร์ ไม่หลุ ดออก  
เม่ือท้ าปฏิ กิริย ากับสารละลาย KOH เข้มข้น  10  เปอร์เซ็น ต์ หู รูดถุงหุ้ มสปอร์เกิ ดสี น้้า เงิน 
เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้  
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: พังงา 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: PNGW01*, PNGPW05** PNGPW06** 
หมายเหตุ: *ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้เนียง,**ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้ยางพารา และเป็นตัวอย่างที่ไม่
เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 
ข้อสังเกต: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Annulohypoxylon spices B มีความคล้ายคลึงกับ 
เชื้อรา A. stygium (Lév.) ทั้งขนาดของเพอริที เชียม แอสโคสปอร์ รวมไปถึงสีที่ เกิดจากการท้ า
ปฏิกิริยากับสารละลาย KOH กับสโตรมาให้สีเขียวมะกอกเช่นกัน แตกต่างกันที่ชนิดของแผ่นรองจาน 
ซ่ึ ง เชื้ อ ร า  Annulohypoxylon spices B มีแ ผ่ น ร อ งจ า น เป็ น แบ บ  bovei-type ใน ข ณ ะ ที่  
A. stygium มีแผ่นรองจานแบบ trucatum-type 
(ภาพที่ 24) 
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ภาพ ท่ี  24 Annulohypoxylon species B ไอ โซ เลท  PNGW01 ก . ส โตรมาแบบ เรียบ ก่ึ งนู น  
ข. แผ่นออสติโอลปลายแหลม ค. เพอริทีเชียทรงกลมจนถึงรี ง. ปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลาย 
KOH เกิดสีเขียวมะกอก จ. แอสโคสปอร์ ฉ. หูรูดถุงหุ้มสปอร์ เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์ 
(ลูกศร) ช. ลักษณะเจิร์มสลิทแบบเส้นตรงมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์ (ลูกศร)  
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7. Annulohypoxylon species C ไอโซเลท PNGPW03 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 
 สโตรมาสีด้า แบบนูนเป็นก้อน มีทั้งครึ่งทรงกลม และเรียบก่ึงนูน สโตรมาตาเม่ือท้าปฏิกิริยา
กับ สา รล ะ ล า ย โพ แ ท ส เซี ย ม ไฮ ด ร อก ไซ ด์ เกิ ด สี เขี ย วม ะ กอ ก  เพ อ ริ ที เชี ย ท ร งก ล ม  
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.25–0.5  มิลลิเมตร แผ่นออสติโอลปลายแหลม แผ่นรองจานแบบ  
bovei-type ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.25–0.4 มิลลิเมตร แอสโคสปอร์มีสีน้้าตาลอ่อนรีคล้ายรูปไข่ 
ด้ า น ทั้ ง ส อ ง ข อ ง ส ป อ ร์ ไ ม่ ส ม ม า ต ร ป ล า ย ส ป อ ร์ แ ค บ  แ อ ส โค ส ป อ ร์ มี ข น า ด  
8.5–10.5 × 3.5–5.2 ไมโครเมตร ลักษณะเจิร์มสลิทเป็นเส้นตรง มีความยาวเท่ากับความยาว 
แอสโคสปอร์ ลักษณะเพอริสปอร์ เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยา
กับสารละลาย KOH เข้มข้น 10 เปอร์เซ็น ต์ หู รูดถุงหุ้มสปอร์เกิดสี น้้า เงิน เม่ือท้ าปฏิกิริยากับ
สารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: พังงา 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: PNGPW03 และ PNGPW07 
หมายเหตุ: ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้ยางพารา 
ข้อสังเกต: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Annulohypoxylon species C พบว่าคล้ายคลึงกับ
เชื้ อ รา  A. annulatum (Schwein.: Fr.) Mont. และ A. cf. moriforme (Henn.) แตก ต่า งกันที่ 
เชื้ อรา A. annulatum มีแผ่นร องจา นแบบ truncatum-type และเพอริที เชี ยมีขนาดเท่ ากั บ  
0.3 –0 .5  มิลลิ เมตร (มัลลิ กา  มะกร วัฒ นะ , 2557) ส่ วน เชื้ อ ร า A. cf. moriforme มีขน า ด 
เพ อริ ทริ เชี ย เท่ า กับ  0 .5 –0 .6  มิล ลิ เมต ร  แล ะมี แผ่ น ร อ งจ า นแ บ บ  truncatum-type  
(Fournier and lechat, 2016) ซ่ึ ง ให ญ่ กว่ า  Annulohypoxylon species C ในข ณ ะที่ เชื้ อ ร า 
Annulohypoxylon species C มีแผ่นรองจานแบบ bovei-type 
(ภาพที่ 25) 
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ภาพท่ี  25 Annulohypoxylon species C ไอ โซ เลท  PNGPW03 ก . สโตรมา แบบ เรี ยบ ก่ึ งนู น  
ข. ออสติโอลแบบปลายแหลม ค. เพอริทรีเชียทรงกลม ง. ปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลาย KOH 
เกิดสีเขียวแก่ (dark green) จ. เจิร์มสลิทแบบเส้นตรงมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์ (ลูกศร )  
ฉ. หู รูดถุงหุ้มสปอร์ เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์ (ลูกศร ) ช. เพอริสปอร์ dehiscent 
(ลูกศร) ซ. แอสโคสปอร์ ฌ. โคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 7 วัน 
 
 
 



58 

8. Annulohypoxylon species E ไอโซเลท TRW07 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 
 ส โต รม า สี ด้ า  แ บ บ เรี ยบ ก่ึ งนู น  ส โต รม า ต า เ ม่ือ ท้ า ป ฏิ กิ ริ ย า กั บ ส า รล ะล า ย 
โพ แ ท ส เซี ยม ไฮด รอ ก ไซ ด์ เกิ ดสี ม่ ว งแ ดง  (purple olivaceous) เพ อ ริ ที เชี ย มี ท ร งก ล ม  
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.2–0.25  มิลลิเมตร แผ่นออสติโอลปลายแหลม แผ่นรองจานเป็นแบบ 
truncatum-type มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางน้อยกว่า 0.2 มิลลิเมตร  แอสโคสปอร์ มีสีน้้าตาลเข้ม  
รีคล้ายรูปไข่ ด้านทั้งสองของสปอร์ไม่สมมาตร สปอร์มีขนาด 10–12 × 4 .4–5.4 ไมโครเมตร  
เจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับความยาวแอสโคสปอร์ เพอริสปอร์เป็นแบบ indehiscent  
เปลื อกแอส โคสปอร์ไม่หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH เข้มข้น 10 เปอร์เซ็น ต์  
หูรูดถุงหุ้มสปอร์ไม่เกิดสีเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: ตรัง 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: TRW07 
ข้อสังเกต: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Annulohypoxylon species E มีความคล้ายคลึง
กับ เชื้ อร า  A. archeri Berk. และ A. purpureonitens (Y.M. Ju & J.D. Rogers) ต่ า งที่ สี ข อง 
สโตรมาตาเม่ือท้ าปฏิกิ ริย ากับสา รละลา ยโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์  โดยเชื้ อรา  A. archeri  
เกิดสีเขียวหม่น ในขณะที่ เชื้อรา Annulohypoxylon species E เกิดสีม่วงแดง และเพอริที เชียของ 
A. purpureonitens มีขนาด 0.4–0.8 มิลลิเมตร ซ่ึงใหญ่กว่าเชื้อรา Annulohypoxylon species E 
ที่มีขน าดเพอริที เชีย เท่ ากับ 0 .2 –0.25  มิลลิเมตร โดย เชื้ อร า Annulohypoxylon species E  
มีลักษณะหลายประการที่แตกต่าง รวมทั้งก้้าก่ึงกับชนิดของเชื้อราในสกุลเดียวกันมากกว่าสองชนิด  
จึงท้าให้ไม่สามารถจ้าแนกชนิดของเชื้อราที่ชัดเจนได้ 
(ภาพที่ 26) 
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ภาพ ท่ี  26 Annulohypoxylon species E ไอ โซ เลท  TRW07 ก . ส โตรมา แบบ เรี ยบ ก่ึ งนู น  
ข. เพอริที เชี ยทรงกลม ค. ปฏิกิ ริยาของสโตรมา กับสารละลาย KOH เกิดสีม่วงแดง (purple 
olivaceous) ง. แอสคัสภายในบรรจุ 8 แอสโคปอร์ จ. ลักษณะเจิร์มสลิทแบบเส้นตรงมีความยาว
เท่ากับแอสโคสปอร์ (ลูกศร) ฉ. แอสโคสปอร์ ช. หูรูดถุงหุ้มสปอร์ เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย 
เมลเซอร์ (ลูกศร) ซ. โคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 7 วัน 
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การจ้าแนกเชื้อราสกุล Hypoxylon โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
1. Hypoxylon duranii J.D. Rogers 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 

สโตรมามีสี เทาอมน้้ าตา ลเข้ ม (sepia) จนถึงสีน้้ า ตาลอมม่ว ง (brown vinaceous)  
แบบเรียบก่ึงนูน  เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH เกิดสีเหลืองปนเทา (isabelline) หรือสีน้้าตาล
อมเหลือง (yellowish brown) บริเวณต้าแหน่งบนสุดของเพอริทีเชียมีสีด้าเป็นมันเงา เพอริทีเชีย 
มี รู ป ร่ า งท ร ง ก ร ะ บ อ ก  จ น ถึ งท ร งก ร ะบ อ ก ย า ว  ( long-tubular) บ า ง ช นิ ด เป็ น ว ง รี  
ขนาด 0.5–0.75 × 0.2–0.25 มิลลิเมตร แผ่นออสติโอลมีลักษณะเว้าลง (umbilicate) แอสโคสปอร์  
สีน้้า ตาลถึงสี น้้าตาลเข้ม รีคล้ ายรู ปไข่ ด้ านทั้ งสองของสปอร์ไม่สมมาตร  ปลายสปอร์ แคบ  
แอสโคสปอร์มีขนาด 8–11.5 × 3.5–5.5 ไมโครเมตร เจริมสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับ 
ความยาวแอสโคสปอร์ ลักษณะเพอริสปอร์เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออก  
เม่ือท้ า ปฏิ กิ ริ ย า กับสา รละลา ย  KOH เข้ มข้ น  1 0  เปอร์ เซ็น ต์  หู รู ดถุ งหุ้ มสป อร์ มีขน า ด  
0.5–0.7 × 2.2–2.5 ไมโครเมตร ติดสีน้้าเงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: สงขลา พังงา และภูเก็ต 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: SKW32, PNGW02 และ PKW04 
เอกสารอ้างอิง: Fournier และคณะ (2015) 
(ภาพที่ 27) 
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ภาพ ท่ี 27 Hypoxylon duranii ไอโซเลท  SKW32 ก. ส โตรมา แบบเรียบ ก่ึงนู น  ข. ออสติโอล  
ค. เพอริทีเชียทรงรี ง. ปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลาย KOH เกิดสีน้้าตาลอมเหลือง (yellowish 
brown) จ . หู รูดถุ งหุ้ มสปอร์ ติดสีน้้ า เงิน เม่ือท้ า ปฏิ กิ ริย ากับสารละลา ยเมล เซอร์  (ลูกศร )  
ฉ. เจิ ร์มสลิ ทแบบ เส้ นตร งมีควา มยา วเท่ า กับแอส โคสปอร์ (straight full length) (ลูกศร )  
ช. เพอริสปอร์ dehiscent (ลูกศร) ซ. แอสโคสปอร์ ฌ. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 10 วัน 
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2. Hypoxylon fendleri Berk. ex Cooke 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 

สโตรมาสี ม่ว งแก่  (dark vinaceous) หรือสี น้้ าตา ลส้ ม (dark brick) ยื ดออกรูปทรงรี 
(elongate-ellipsoid) แบบเรียบก่ึงนูน เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH เกิดสีน้้าตาล (sienna) 
หรือสี ส้ ม  (orange) เพอริที เชี ย มีรู ป ร่า งท รงกลมรี  ขน า ด 0.5–0 .6 ×  0.3–0.4 มิลลิ เมตร  
บริเวณรอบนอกเพอริทีเชียมีลักษณะค่อนข้างกลม (subglobose) แผ่นออสติโอลมีลักษณะเว้าลง 
แอสโคสปอร์ มีสี น้้ าตา ลหรือสีน้้ าตาล เข้ม รีคล้ าย รูป ไข่  ด้ านทั้ งสองของสปอร์ ไม่สมมาตร  
ปลายสปอร์แคบ แอสโคสปอร์มีขนาด 8–11.5 × 3.5–5.5 ไมโครเมตร เจิร์มสลิทเป็นเส้นโค้งเล็กน้อย
มีความยาวเท่ากับความยาวแอสโคสปอร์ (faintly sigmoid germ slit spore-length) เพอริสปอร์
เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH เข้มข้น  
1 0  เป อร์ เซ็น ต์  หู รูด ถุ งหุ้ มสป อร์ ติดสี น้้ า เงิน เม่ือท้ า ปฏิ กิ ริ ย า กับสา รละล าย เมล เซอ ร์   
มีลักษณะปลายแหลมคล้ายรูปลิ่มเล็กน้อย (slightly cuneate)  
การสืบพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศ (anamorph stage): เชื้อราชนิดนี้มีรูปแบบโครงสร้างสืบพันธุ์แบบ
ไม่อาศัยเพศ คือ nodulisporium-like เม่ือเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ OMA (oat meal agar)  
เป็นเวลา 12 วัน 
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: พัทลุง สงขลา และประจวบคีรีขันธ์ 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: PTW04, PTPW08*, PSUW17, PSUSKW22 และ PJB04 
หมายเหตุ: *ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้ยางพารา 
เอกสารอ้างอิง: Fournier และคณะ (2015) 
(ภาพที่ 28) 
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ภาพท่ี  28 Hypoxylon fendleri ไอโซเลท PSUW17 ก. ส โตรมาแบบ เรียบก่ึงนู น  ข. สโตรมา  
ค. เพ อ ริ ที เชี ย ท ร งก ล ม รี  ง . ป ฏิ กิ ริ ย า ข อ งส โต ร มา กั บ ส า รล ะ ลา ย  KOH เ กิ ด สี ส้ ม  
จ. แอสโคสปอร์ ฉ. หูรูดถุงหุ้มสปอร์ติดสีน้้า เงิน เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์ (ลูกศร )  
ช. เจิร์มสลิทแบบโค้งเล็กน้อยมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์  (ลูกศร ) ซ. โครงสร้างสืบพันธุ์แบบ 
ไม่อาศัยเพศ (nodulisporium like) ฌ. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 
เป็นเวลา 10 วัน 
 
 



64 

3. Hypoxylon griseobrunneum (B.S. Mehrotra)  
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 

สโตรมาสีม่วงแก่ หรือสีม่วงปนเทา ( livid vinaceous) ผิวหน้าสโตรมาปกคลุมด้วยเม็ดสี 
สีม่วงปนเหลือง (dull olivaceous yellow granules) สโตรมาเป็นแบบเรียบก่ึงนูน เม่ือท้าปฏิกิริยา
กั บ ส า ร ล ะ ล า ย  KOH เ กิ ด สี เห ลื อ ง อ่ อ น  ( fawn)  เพ อ ริ ที เชี ย รู ป ร่ า ง รี ข น า ด  
0.5–0.65 × 0.18–0.25 มิลลิเมตร แผ่นออสติโอลมีลักษณะเว้าลง แอสโคสปอร์มีสีน้้าตาลเข้มรีคล้าย
รู ป ไข่  ด้ า น ทั้ งส อ งขอ งส ป อ ร์ ไ ม่ส ม มา ตร  ป ลา ยส ป อ ร์ แ ค บ  แ อ ส โค ส ป อร์ มีข น า ด  
9.5–13 × 3.5–5.5 ไมโครเมตร เจริมสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับความยาวแอสโคสปอร์  
เพอริสปอร์เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออก เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH 
เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ หูรูดถุงหุ้มสปอร์มีขนาด 2.60–3.10 × 0.90–1.87 ไมโครเมตร ติดสีน้้า เงิน 
เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: พัทลุง 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: PTW09(N)  
เอกสารอ้างอิง: Kuhnert และ Stadler (2014) 
(ภาพที่ 29) 
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ภาพท่ี 29 Hypoxylon griseobrunneum ไอโซเลท  PTW09(N) ก. ลักษณะสโตรมาเรียบ ก่ึงนู น  
ข. ออสติโอล ค. เพอริที เชียทรงกลมรี ง. ปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลาย KOH เกิดสีเหลืองอ่อน 
จ. แอสคัสภายในบรรจุ 8 แอสโคปอร์ ฉ. เจิร์มสลิทแบบเส้นตรงมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์ 
(ลูกศร ) ช. เพอริสปอร์ dehiscent (ลูกศร ) ซ. หูรูดถุ งหุ้ มสปอร์ติดสีน้้า เงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับ
สารละลายเมล เซอร์ (ลูกศร ) ฌ. ลั กษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA  
เป็นเวลา 10 วัน 
 



66 

4. Hypoxylon haematostroma Mont. 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 

สโตรมาสีเหลืองส้ม (fulvous) สีส้มแดง (scarlet) แบบเรียบก่ึงนูน ปกคลุมด้วยเม็ดสีสีส้ม
แดง (reddish orange) เม่ือท้าปฏิ กิริย ากับสารละลาย KOH เกิดสีแดงอมส้ม (dense orange)  
เพอริทีเชียมีลักษณะเรียวแหลมคล้ายหงอก ( lanceolate) ขนาด 1.2–1.8 × 0.25–0.35 มิลลิเมตร
แผ่นออสติโอลมีลักษณะเว้าลง แอสโคสปอร์ มีสีน้้าตาลเข้ม รีคล้ายรูปไข่ ด้านทั้งสองของสปอร์ 
ไม่สมมา ตร ปลายสปอร์ กว้า ง แอส โคสปอร์ มีขน าด 11.5–18.4 ×  5.5 –8.5  ไมโคร เมตร  
เจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับความยาวแอสโคสปอร์ เพอริสปอร์ เป็นแบบ dehiscent 
เปลือกแอส โคสปอร์หลุดออกเม่ือท้ าปฏิ กิ ริยา กับสา รละลาย  KOH เข้มข้ น  10  เปอร์ เซ็น ต์  
หูรูดถุงหุ้มสปอร์ติดสีน้้าเงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์  
การสืบพัน ธ์ุแบบไม่อาศัยเพศ : เชื้อราชนิดนี้ มีรูปแบบโครงสร้างสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศคือ 
periconiella-like เม่ือเพาะเลี้ยงเชื้อราบนอาหาร OMA เป็นเวลา 12 วัน 
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: กระบี่ ตรัง สตูล และสงขลา 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: KBPB01*, TRW02, TRB06, STW03, PSUB03, SKWPM02 และSKWPM03 
หมายเหตุ: *ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้ยางพารา 
เอกสารอ้างอิง: Fournier และคณะ (2015) 
(ภาพที่ 30 และ 31) 
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ภาพ ท่ี  3 0  Hypoxylon haematostroma ไอ โซ เลท  KBPB01 ก. ส โตรมา แบบ เรี ยบ ก่ึ งนู น  
ข. สโตรมา ค. เพอริที เชียเรียวแหลมคล้ายหงอก ง. ปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลาย KOH  
เกิดสีแดงอมส้ม จ. แอสคัสภายในบรรจุ 8 แอสโคปอร์ ฉ. เจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับ 
แอสโคสปอร์ (ลูกศร) ช. หูรูดถุงหุ้มสปอร์ ติดสีน้้าเงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์ (ลูกศร ) 
ซ. เพอริสปอร์  dehiscent (ลูกศร ) ฌ . โครงสร้างสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ (periconiella-like)  
ญ. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 10 วัน 
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ภ า พ ท่ี  3 1 Hypoxylon polyporoideum (syn. Hypoxylon haematostroma) ไอ โ ซ เล ท 
SKWPM02 ก. สโตรมาแบบเรียบก่ึงนูน  ข. สโตรมา ค. เพอริที เชีย ง. ปฏิกิริยาของสโตรมากับ
สารละลาย KOH เกิดสีแดงอมส้ม จ. แอสคัสภายในบรรจุ 8 แอสโคปอร์ ฉ. หู รูดถุงหุ้มสปอร์  
ช. เจิ ร์มสลิท เป็น เส้ นตรงมีความยาวเท่ ากับแอสโคสปอร์  (ลูกศร ) ซ . โครงสร้างสืบพันธุ์แบบ 
ไม่อาศัยเพศ (periconiella-like) ฌ. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA  
เป็นเวลา 10 วัน 
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5. Hypoxylon hypomiltum Mont. 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 

สโตรมาสีเขียวอมเทา (pruinose) แบบเรียบก่ึงนูน ปกคลุมด้วยเม็ดสี สีเหลืองปนเขียวหม่น 
(dull olivaceous yellow granule) เม่ือท้าปฏิกิริย ากับสารละลาย KOH เกิดสีน้้ าตาลอบ เชย 
(cinnamon)  เพ อ ริ ที เชี ย มี รู ป ร่ า งค ล้ า ย ค รึ่ ง ว ง ก ล ม  ห รื อ ลั ก ษ ณ ะ รู ป ว ง รี ข น า ด  
0.7–0.85 × 0.25–0.45 มิลลิเมตร แผ่นออสติโอลมีลักษณะเว้าลึก (deeply umbilicate) แอสไซ 
(asci) ลั ก ษ ณ ะ ค ล้ า ย ท ร ง ก ร ะ บ อ ก  ( cylindrical)  ภ า ย ใ น บ ร ร จุ  8  แ อ ส โค ส ป อ ร์  
ขนาด 120–200 ×  5–6.5 ไมโครเมตร  spore-baring parts ขนาด 48–56 × 5–6.5 ไมโครเมตร  
ก้านแอสคัส (stipes) มีความยาว 65–155 ไมโครเมตร แอสโคสปอร์ มีสีน้้าตาล รีคล้ายรูปไข่ 
ด้ า น ทั้ งส อ ง ข อ ง ส ป อ ร์ ไ ม่ ส ม ม า ต ร  ป ล า ย ส ป อ ร์ แ ค บ  แ อ ส โค ส ป อ ร์ มี ข น า ด  
8.5–9.5 × 3–4 .5 ไมโครเมตร เจิร์มสลิทคล้ายตัวเอส (sigmoid) มีความยาวเท่ากับความยาว 
แอสโคสปอร์ (full length) ลักษณะเพอริสปอร์เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออก
เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ หูรูดถุ งหุ้มสปอร์ติดสีน้้า เงินเม่ือท้า
ปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: ระนอง สงขลา และประจวบคีรีขันธ์ 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: RNB05, PSUW01, PSUB09, และ PJB03 
เอกสารอ้างอิง: Fournier และคณะ (2015) 
(ภาพที่ 32) 
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ภา พ ท่ี  32 Hypoxylon hypomiltum ไอ โซ เล ท  PSUW01 ก . ส โต รม า แ บ บ เรี ย บ ก่ึ งนู น  
ข. เพอริ ที เชียแบบกลมรี ค . ปฏิ กิริยา ของสโตรมากับสารละลาย KOH เกิดสี น้้าตา ลอบ เชย 
(cinnamon) ง. แอสคัสภายในบรรจุ 8 แอสโคปอร์ จ. เจิร์มสลิทคล้ายตัวเอสมีความยาวเท่ากับความ
ยาวแอสโคสปอร์ (ลูกศร ) ฉ. หูรูดถุงหุ้มสปอร์ติดสีน้้า เงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์ 
(ลูกศร ) ช. แอส โคสปอร์ ซ . ลั กษณ ะโคโลนี ของ เชื้ อ รา เม่ือ เจ ริญบนอาหา รเลี้ ยงเชื้ อ  PDA  
เป็นเวลา 12 วัน 
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6. Hypoxylon jaklitschii Sir & Kuhnert. 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 

สโตรมาสีน้้าตาลด้า (sepia) สีอิฐเข้ม (dark brick) ลักษณะกลมชิดกันเป็นแผ่นเรียบก่ึงนูน  
เม่ื อ ท้ า ป ฏิ กิ ริ ย า กั บ ส า ร ล ะ ล า ย  KOH เ กิ ด สี อิ ฐ เข้ ม  เพ อ ริ ที เชี ย มี รู ป ร่ า ง ก ล ม 
ขนาด 0.3–0.4 มิลลิเมตร แผ่นออสติโอลมีลักษณะเว้า แอสโคสปอร์ มีสีน้้าตาลถึงสีน้้ าตาลเข้ม  
รี ค ล้ า ย รู ป ไข่  ด้ า น ทั้ งสอ งข อ งส ป อร์ ไ ม่ส ม ม า ต ร  ป ล า ย ส ป อร์ แ คบ  แ อ ส โค ส ป อ ร์ 
มีขนาด 9–12 × 4 .0–5.5 ไมโครเมตร เจิร์มสลิทโค้งเล็กน้อย (slightly sigmoid) ด้านข้างนูนออก 
(convex side) มีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์ เพอริสปอร์เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์
หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์  
การสืบพัน ธ์ุแบบไม่อาศัยเพศ : เชื้อราชนิดนี้ มีรูปแบบโครงสร้างสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศคือ 
nodulisporium-like เม่ือเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ OMA เป็นเวลา 15 วัน 
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: ชุมพร 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: CHPW02 และ CHPW03 
หมายเหตุ: ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้ยางพารา 
เอกสารอ้างอิง: Kuhnert และคณะ (2014) 
(ภาพที่ 33) 



72 

 
 
ภาพท่ี 33 Hypoxylon jaklitschii ไอโซเลท CHPW03 ก. สโตรมาแบบเป็นเม็ดกลม (glomerate) 
ข . เพ อริ ที เชี ยท ร งก ลม  ค . ป ฏิ กิ ริ ย า ขอ งส โตรม า กับ ส า รล ะลา ย  KOH เกิ ด สี อิ ฐ เข้ ม  
ง .  เจิ ร์ ม ส ลิ ท เป็ น เส้ น โ ค้ ง เล็ ก น้ อ ย มี ค ว า ม ย า ว เท่ า กั บ แ อ ส โค ส ป อ ร์  (ลู ก ศ ร )  
จ. เพอริสปอร์ dehiscent (ลูกศร) ฉ. โครงสร้างสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ (nodulisporium-like)  
ช. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 10 วัน 
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7. Hypoxylon lenormandii Berk. & M.A. Curtis,  
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 

สโตรมามีสีน้้าตาลม่วง เป็นแบบกลมเรียงติดกันนูนขึ้น ผิวหน้าไม่เรียบ เม่ือท้าปฏิกิริยากับ
สารละลาย KOH เกิดสีน้้าตาลแดง (hazel) เพอริทีเชียมีรูปร่างทรงกลม ขนาด 0.4–0.6 มิลลิเมตร 
แผ่นออสติโอลมีลักษณะเว้าลง ต้าแหน่งสูงกว่าผิวหน้าของสโตรมา บางชนิดมีลักษณะปลายแหลม
เล็ กน้ อย (slightly papillate) แอส โคสปอร์ มีสี น้้ าตา ล รี คล้ าย รูป ไข่ ด้ านทั้ งสองของสปอร์ 
ไม่สมมาตร ปลายสปอร์แคบ แอสโคสปอร์มีขนาด 11–13 ×  3.5–4.8 ไมโครเมตร เจิร์มสลิ ท  
โค้ง เล็ กน้ อย มีควา มยา ว เท่ า กันความยาวแอส โคสปอร์  เพอริสปอร์ เป็ น แบบ  dehiscent  
เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: กระบี่ ชุมพร ภูเก็ต ระนอง นครศรีธรรมราช สงขลา และ
สุราษฏร์ธานี  
ตัวอย่างท่ีศึกษา: KBB01, CHPW06*, CHPW08*, PKB01, RNPW03*, NKB02, SKW04, 
SKW(T)19 และ SRBAM02** 
หมายเหตุ: *ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้ยางพารา **ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้ไผ่ 
เอกสารอ้างอิง: Ju และ Rogers (1996) 
(ภาพที่ 34) 
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ภาพ ท่ี  34  Hypoxylon lenormandii ไอ โซ เลท  SKW(T)19 ก . ส โต รมา แบ บ เป็ น เม็ ดกล ม  
ข. เพอริทีเชียทรงกลม ค. ปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลาย KOH เกิดสีน้้าตาลแดง (hatzel)  
ง. แอส คัสภายในบรรจุ 8 แอสโคปอร์ จ. เจิร์มสลิทเป็น เส้นโค้งเล็กน้ อยมีความยาวเท่ากับ  
แอสโคสปอร์ (ลูกศร) ฉ. แอสโคสปอร์ ช. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 
เป็นเวลา 7 วัน 
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8. Hypoxylon macrocarpum Pouzar. 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 

สโตรมาสี แดงซีด  (livid red) เม่ือส โตรมาอายุมาก ขึ้นสี ค่อย ๆ เปลี่ ยนเป็น สีแดงเข้ ม  
(dark vinaceous) ผิ วสโตรมาปกคลุม ด้วย เม็ดสีสี ม่วง เหลือ ง (yellowish orange granules)  
สโตรมา เป็ นแบบ เรียบก่ึ งนูน  เม่ือท้าปฏิกิ ริยากับสารละลาย KOH สีน้้ าตาลปน เทา (sepia)  
เพอริที เชี ย สามารถพบได้ทั้ งรู ปร่ างทรงกลมรี และทรงก ระบอก ขนาดเส้ น ผ่าน ศูนย์ กลา ง  
0.3 –0.6  มิลลิเมตร แผ่นออสติ โอลมีลั กษณะเว้าล ง อยู่ใน ต้า แหน่ งที่ ต้่ ากว่าผิ วหน้ าสโตรมา  
แอสไซ มีลักษณะคล้ายทรงกระบอกภายในบรรจุ 8 แอสโคสปอร์ ขนาด 140–182 x 6–8 ไมโครเมตร 
spore-baring parts ย า ว  6 5 –8 0  ไมโคร เม ตร  ก้ า นแ อส คัส ยา ว  7 0 –1 1 2  ไมโค ร เมต ร  
แอสโคสปอร์ มีสีน้้าตาลเข้ ม รีคล้ายรูปไข่ ด้านทั้งสองของสปอร์ไม่สมมา ตรปลายสปอร์แคบ  
แอสโคสปอร์มีขนาด 9–13 x 3.5–5.5 ไมโครเมตร เจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับความยาว
แอสโคสปอร์ เพอริสปอร์เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยากับ
สารละลาย KOH เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ หูรูดถุงหุ้มสปอร์มีขนาด 1 × 2–2.5 ไมโครเมตรติดสีน้้าเงิน
เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: สงขลา 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: PSUW07*  
หมายเหตุ: *ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้กระถินณรงค์ 
เอกสารอ้างอิง: Ju และ Rogers (1996) 
(ภาพที่ 35) 
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ภาพ ท่ี  3 5  Hypoxylon macrocarpum ไอ โซ เลท  PSUW07 ก . ส โต รม า แบบ เรี ยบ ก่ึ งนู น  
ข. ส โตรมา ค . เพอริที เชียทรงรี  ง. ปฏิ กิริย าของสโตรมากับสารละลาย  KOH เกิดสีน้้ าตา ล 
จ. ถุงแอสคัสภายในบรรจุ 8 แอสโคปอร์ ฉ. หูรูดถุงหุ้มสปอร์ติดสีน้้าเงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย
เมลเซอร์ (ลูกศร ) ช. เพอริสปอร์แบบ dehiscent ซ. ลักษณะเจิร์มสลิทเป็นเส้นโค้งเล็กน้อยมีความ
ยาวเท่ากับแอสโคสปอร์  (ลูกศร ) ฌ. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA  
เป็นเวลา 7 วัน 
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9. Hypoxylon monticulosum Mont. 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 

สโตรมาสี สนิ ม (rust) เม่ือมีอา ยุน้ อย  ๆ และสี เริ่มจ างลง (pruina gradually fading)  
เม่ืออายุมากขึ้น  จน เปลี่ยน เป็น สีโทนน้้าตาลเข้ม (dull brownish black) ส โตรมาตาเป็นแบบ 
เรีย บ ก่ึ งนู น  (effused-pulvinate) เม่ื อท้ า ปฏิ กิ ริ ย า กับ สา รล ะล า ย  KOH เกิ ดสี ม่ว งจ า ง ๆ  
(livid vinaceous) เพอริทีเชียมีรูปร่า งครึ่ งวงกลม ขนาด 0 .3 5–0.45 ×  0.2–0.3 5 มิลลิเมตร  
แผ่นออสติ โอลมีลักษณะปลายแหลมเล็กน้อย (conic-papillate) สี ด้า เป็ นเงา  แอส โคสปอร์ 
สีน้้าตาลเข้ม รีคล้ายรูปไข่ ด้านทั้งสองของสปอร์ไม่สมมาตร ปลายสปอร์แคบ แอสโคสปอร์มีขนาด 
6.5–8.7 × 3–4 ไมโครเมตร เจิร์มสลิทเป็นเส้นโค้งคล้ายตัวเอส มีความยาวเท่ า กับความยา ว 
แอสโคสปอร์ เพอริสปอร์เป็นแบบ  dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยากับ
สารละลา ย KOH เข้ มข้ น  1 0  เปอร์เซ็น ต์  หู รูดถุ งหุ้ ม สปอร์ ติดสี น้้า เงินเม่ือท้ า ปฏิ กิ ริย ากับ 
สารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้ง น้ี: กระบี่ ชุมพร ตรัง พังงา ภูเก็ต ระนอง นครศรีธรรมราช 
และ สงขลา 
ตัวอย่างท่ี ศึกษา : KBW04, CHPW01*, TRB09, PNGB02, PKW05, RNPW02*, NKB03, SKW25 
และ SKW26 
หมายเหตุ: *ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้ยางพารา 
เอกสารอ้างอิง: Fournier และคณะ (2015) 
(ภาพที่ 36) 
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ภาพ ท่ี  3 6  Hypoxylon monticulosum ไอ โซ เลท  CHPW01 ก . ส โตรมา แบ บ เรี ยบ ก่ึ งนู น  
ข. ออสติโอลปลายแหลมเล็กน้อย ค. เพอริทีเชียทรงรี ง. ปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลาย KOH 
เกิดสีม่วง จ. แอสคัสภายในบรรจุ 8  แอสโคปอร์ ฉ. หูรูดถุงหุ้มสปอร์ติดสีน้้าเงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับ
สารละลายเมลเซอร์ (ลูกศร ) ช. เจิร์มสลิทเป็นเส้นโค้งคล้ายตัวเอสมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์ 
(ลูกศร) ซ. แอสโคสปอร์ ฌ. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 12 วัน 
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10. Hypoxylon pilgerianum Henn.  
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 

สโตรมาสีม่วงแดงเข้ม เจริญราบแนบติดไปกับเนื้อไม้ (effused-applanate) ผิวสโตรมา 
ปกคลุมด้วยเม็ดสีที่มีสีส้มน้้าตาล เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH เกิดสีส้มอมน้้าตาล เพอริทีเชีย
มีรูปร่างทรงกลมหรือรี ขนาด 0.13–017 มิลลิเมตร แผ่นออสติโอลแบบเว้าลง แอสโคสปอร์มีสีน้้าตาล 
รี ค ล้ า ย รู ป ไข่  ด้ า น ทั้ งสอ งข อ งส ป อร์ ไ ม่ส ม ม า ต ร  ป ล า ย ส ป อร์ แ คบ  แ อ ส โค ส ป อ ร์ 
มีขนาด 7.5–10.5 × 3.3–5.7 ไมโครเมตร เจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่า กับความยาว 
แอสโคสปอร์ เพอริสปอร์เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยากับ
สา รละลา ย  KOH เข้ มข้ น  1 0  เปอร์ เซ็น ต์  หู รู ดถุ งหุ้ มสป อร์ติดสี น้้ า เงิน เม่ือท้ าป ฏิ กิ ริ ย า  
กับสารละลายเมลเซอร์ ขนาด 0.8–1 × 2.5 ไมโครเมตร 
บริเวณท่ีพบ: ท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: สุราษฎร์ธานี  
ตัวอย่างท่ีศึกษา: SRBAM01*, SRBAM03* และ SRBAM04* 
หมายเหตุ: *ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้ไผ่ 
เอกสารอ้างอิง: Fournier และคณะ (2015) 
(ภาพที่ 37) 
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ภ า พ ท่ี  37 Hypoxylon pilgerianum ไ อ โซ เล ท  SRBAM01 ก . ส โต ร ม า แ บ น ร า บ  
ข. ออสติโอล ค. เพอริทีเชียทรงกลมและทรงรี ง. ปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลาย KOH เกิดสีส้ม
อมน้้าตาล (sienna) จ. หูรูดถุงหุ้มสปอร์ติดสีน้้า เงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์ (ลูกศร )  
ฉ. ลักษณะเจิร์มสลิทเป็นเส้น ตรงมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์ (ลูกศร ) ช. เพอริสปอร์แบบ 
dehiscent (ลูกศร) ซ. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 10 วัน  
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11.  Hypoxylon sublenormandii N. Suwannasai, S. Rodtong, S.  
Thienhirun & A.J.S. Whalley 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 

สโตรมาสีน้้าตาลแดง (reddish brown) ลักษณะกลมจนถึงเรียบก่ึงนูน เม่ือท้าปฏิกิริยากับ
สา รล ะล า ย  KOH เกิ ด สี น้้ า ต า ล แ ดง  เพ อ ริ ที เชี ย มี รู ป ร่ า งก ล ม  เส้ น ผ่ า น ศู น ย์ กล า ง 
ขนาด 0.2×0.4 มิลลิเมตร แผ่นออสติโอลอยู่ในต้าแหน่งสูงกว่าผิวหน้าสโตรมาเล็กน้อย แอสโคสปอร์  
สีน้้าตาลรีคล้ายรูปไข่ ด้านทั้งสองของสปอร์ไม่สมมาตร ปลายสปอร์แคบ แอสโคสปอร์มีขนาด  
9–12  × 4 –5 ไมโครเมตร เจิ ร์มสลิทเป็ นเส้น ตรงมีความยาวเท่า กับความยาวแอสโคสปอร์  
เพอริสปอร์เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH 
เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ หูรูดถุงหุ้มสปอร์ติดสีน้้าเงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: สงขลา และ สุราษฎร์ธานี 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: SKW30 และ SRBAM07 
หมายเหตุ: ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้ไผ่ 
เอกสารอ้างอิง: Suwannasai (2005) 
(ภาพที่ 38) 
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ภ า พ ท่ี  38 Hypoxylon sublenormandii ไอ โซ เล ท  SKW30 ก .  ส โต ร ม า ท ร ง ก ล ม  
ข. เพอริ ที เชี ยทร งกลม ค . ปฏิ กิ ริ ยา ของส โตรมา กับสา รละลา ย  KOH เกิดสี น้้ าตา ลแดง  
ง. หู รูดถุ งหุ้มสปอร์ ติดสี น้้า เงิน เม่ือท้ าปฏิกิ ริย ากับสารละลายเมลเซอร์  (ลูกศร ) จ. แอสคัส  
ฉ. เจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์ (ลูกศร) ช. แอสโคสปอร์ ซ. ลักษณะโคโลนี
ของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 15 วัน 
 
 
 
 
 



83 

12. Hypoxylon species A ไอโซเลท PTBAM04 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 
 สโตรมามีสีน้้าตาลแดง แบบทรงกลมเรียงติดกันเป็นกระจุก เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย 
KOH ความเข้มเข้น 10 เปอร์เซ็นต์ เกิดสีน้้าตาลแดง เพอริทีเชียมทรงกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
0.25 × 0.45 มิลลิเมตร แผ่นออสติโอลมีลักษณะเว้าลง แอสโคสปอร์มีสีน้้าตาล หรือสีน้้าตาลเข้ม  
รี ค ล้ า ย รู ป ไ ข่  ด้ า น ทั้ ง สอ งข อ งส ป อร์ ไ ม่ ส มม า ต ร ป ล า ย ส ป อ ร์ แ ค บ  แ อ ส โคส ป อ ร์ 
มีขนาด 11.7–16 × 4.9–6.0 ไมโครเมตร เจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับความยา ว 
แอสโคสปอร์ เพอริสปอร์ เป็นแบบ indehiscent เปลือกแอสโคสปอร์ไม่หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยากับ
สารละลา ย KOH เข้ มข้ น  1 0  เปอร์เซ็น ต์  หู รูดถุ งหุ้ มสปอร์ ติดสี น้้า เงินเม่ือท้ า ปฏิ กิ ริย ากับ  
สารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: พัทลุง 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: PTBAM04 และ PTBAM07 
หมายเหตุ: ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้ไผ ่
ข้อสังเกต: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราชนิดนี้  มีความคล้ายคลึงกันกับเชื้อรา H. rubellum 
Penzig & Sacc แตกต่างที่ เชื้อรา H. rubellum มีรูปทรงของแอสโคสปอร์คล้ายกระสวย ( fusiform) 
และมีขนาดแอสโคสปอร์ เท่ ากับ 18.1–21.1 × 7.5–8.9 ไมโครเมตร ซ่ึงใหญ่ กว่ า  Hypoxylon 
species A ที่ มีขนาดแอสโคสปอร์เพียง 11.7–16 × 4.9–6.0 ไมโครเมตร นอกจากนี้ยังมีความ
คล้ายคลึงกับเชื้อรา H. venezuelense Y.-M. Ju & J. D. Rogers แตกต่างกันที่เชื้ อราชนิดนี้ มี 
เพอริทีเชียขนาดเล็ก คือ 0.1 มิลลิเมตร (Ju and Roger, 1996) ในขณะที่รา Hypoxylon species A  
มีขนาดเพอริทีเชีย 0.25 × 0.45 มิลลิเมตร ท้าให้ไม่สามารถจ้าแนกชนิดของเชื้อราที่ชัดเจนได้ 
(ภาพที่ 39) 
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ภ า พ ท่ี  3 9  Hypoxylon species A ไอ โซ เล ท  PTBAM04 ก . ส โต ร ม า แ บ บ ท ร ง ก ล ม  
ข. สโตรมาและออสติโอล ค. เพอริทรีเชียทรงกลม ง. ปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลาย KOH  
เกิดสีน้้าตาลแดง จ. หูรูดถุงหุ้มสปอร์ ติดสีน้้าเงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์ (ลูกศร )  
ฉ. ลั กษณ ะเจิ ร์ มสลิ ท เป็ น เส้ น ตร ง  มีความยา วเท่ า กับแอส โคสปอร์  (ลู กศร ) ช . แอส คัส  
ภายในบรรจุ 8 แอสโคปอร์ ซ. แอสโคสปอร์ ฌ. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหาร 
เลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 15 วัน 
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13. Hypoxylon species B ไอโซเลท SKW09 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 
 ผิวสโตรมาปกคลุมด้วยสีขาว เม่ือเฉือนผิวหน้าสโตรมาออกพบเพอริทีเชีย และพ้ืนผิวรอบ ๆ 
เป็ น สี ส้ ม  แบบ เรี ยบ ก่ึ งนู น  ส โตรมา เม่ือท้ าป ฏิ กิ ริย า กับสา รละลาย  KOH ควา มเข้ ม เข้ น  
10 เปอร์เซ็นต์ เกิดสีส้ม เพอริทีเชียมีรูปร่างทรงกระบอก เส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 0.2–0.3 มิลลิเมตร 
ออสติโอลมีลักษณะเว้าลง แอสโคสปอร์มีสีน้้าตาลหรือสีน้้าตาลเข้ม รีคล้ายรูปไข่ ด้านทั้งสองของ
สปอร์ไม่สมมาตรปลายสปอร์กว้าง แอส โคสปอร์มีขนาด 10.5–12.6 × 4.7–5.5 ไมโครเมตร  
เจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับความยาวแอสโคสปอร์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: สงขลา 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: SKW09 
ข้ อ สัง เก ต : ลั กษณ ะท า งสั ณ ฐา นวิ ทย า ของ เชื้ อ ร า ชนิ ดนี้  มีควา ม คล้ า ยคลึ ง กั บ เชื้ อ ร า 

H. cinnabarinum (Henn.) แตกต่างที่แอสโคสปอร์ของเชื้อรา H. cinnabarinum มีขนาดใหญ่กว่า 
แอส โคสปอร์ ของ เชื้ อร า  Hypoxylon species B คือ  1 0 .5–1 4 .7  × 4 .7 –7.4  ไมโคร เมตร  
(Fournier et al., 2015) นอกจากนี้ เชื้อรา  Hypoxylon species B มีข้อมูลลักษณะที่ใช้จ้าแนก 
บางประการขาดไป ได้แก่ ลักษณะเพอริสปอร์ และการท้าปฏิกิริยาของหูรูดสปอร์กับสารละลาย 
เมลเซอร์เป็นต้น จึงท้าให้ยากแก่การจัดจ้าแนกชนิดที่ชัดเจน 
(ภาพที่ 40) 
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ภาพท่ี 40 Hypoxylon species B ไอโซเลท SKW09 ก. สโตรมาแบบเรียบก่ึงนูน ข. เพอริทีเชีย 
ล้ อ ม รอ บ ด้ว ยฝุ่ น เม็ ด สี ส้ ม  ค . ป ฏิ กิ ริ ย า ขอ งส โต รม า กั บ ส า รล ะล า ย  KOH เ กิด สี ส้ ม  
ง. แอสไซแ ละแอส โคสปอร์ ในส ารละลา ยแลคโตฟีน อลคอตตอลบลู  จ . แอส โคสปอ ร์  
ฉ. ลักษณะเจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์ (ลูกศร ) ช. ลักษณะโคโลนีของเชื้อรา
เม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 15 วัน 
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14. Hypoxylon species C ไอโซเลท (STPW01) 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 
 สโตรมา ตา มีเนื้ อหยา บสี แดงส้ ม เรียบ ก่ึงนู น  เม่ือท้า ปฏิ กิ ริยา กับสารละลาย  KOH  
ความเข้มเข้น 10 เปอร์เซ็นต์ เกิดสีส้ม เพอริทีเชียมีรูปร่างทรงกระบอก หรือรูป ทรงรี ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 0.1–0.2  มิลลิเมตร ออสติโอลมีลักษณะเว้าลง แอสโคสปอร์มีสีน้้าตาล หรือสีน้้าตาลเข้ม 
รี ค ล้ า ย รู ป ไข่  ด้ า น ทั้ ง สอ งข อ งส ป อร์ ไ ม่ ส มม า ต รป ล า ย ส ป อ ร์ แ ค บ  แ อ ส โคส ป อ ร์  
มีขนาด 11.6–18 × 5–9 ไมโครเมตร เจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากันความยาวแอสโคสปอร์  
เพอริสปอร์เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH 
เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ หูรูดถุงหุ้มสปอร์ติดสีน้้าเงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์  
การ สืบ พัน ธ์ุแบ บไม่ อ า ศัย เพ ศ : เชื้ อ ร า ชนิ ด นี้ มี รู ป แบ บสื บ พั น ธุ์ แ บบ ไม่อ า ศัย เพ ศ คื อ  
periconiella-like เม่ือเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ OMA เป็นเวลา 10 วัน 
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: สตูล 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: STPW01* และ STPW04* 
หมายเหตุ: *ตัวอย่างที่ศึกษาเจริญบนไม้ยางพารา 
ข้อสังเกต: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราชนิดนี้ มีความคล้ายคลึงกับเชื้อรา  H. rickii Y.M. Ju 
& J.D. Rogers แ ต ก ต่ า งที่ แ อ ส โค ส ป อ ร์ ข อ ง เชื้ อ ร า  H.  rickii มี แ อ ส โค ส ป อ ร์ ข น า ด  
5.5–8.5 × 3–4 ไมโครเมตร (Cruz and Cortez, 2015) ซ่ึงมีขนาดเล็กกว่าแอสโคสปอร์ของเชื้อรา 
Hypoxylon species C นอกจ ากนี้ ในระยะกา รสืบ พัน ธุ์ แบบไม่อาศัย เพศของเชื้อร า H. rickii  
เป็ น แบ บ  nodulisporium-like (Founier et al., 2015) ใน ขณ ะที่ ร า  Hypoxylon species C  
มีการสืบพันธุ์ไม่อาศัยเพศแบบ periconiella-like 
(ภาพที่ 41) 
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ภาพ ท่ี 41 Hypoxylon species C ไอโซเลท STPW01 ก. สโตรมาแบบ เรียบก่ึงนูน  ข. สโตรมา  
ค. ออสติ โอล เว้า ลง ง. เพอริที เชี ย จ . ปฏิ กิริ ยา ของส โตรมากับสา รละลาย KOH เกิดสี ส้ ม  
ฉ. หูรูดถุงหุ้มสปอร์ ติดสีน้้า เงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์ (ลูกศร ) ช. เจิร์มสลิทเป็น
เส้ น ต ร ง มี ค วา มย า ว เท่ า กั บ แ อ ส โค ส ป อ ร์  (ลู กศ ร ) ซ . เพ อ ริ ส ป อ ร์ แ บ บ  dehiscent  
ฌ. โครงสร้างสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ (periconiella-like) ญ. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญ
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 15 วัน 
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15. Hypoxylon species D ไอโซเลท PTW02 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 
 สโตรมาสีส้ม แบบเรียบก่ึงนูน ไปจนถึงนูนขึ้นเป็นกลุ่มก้อนมีลั กษณะคล้ายครึ่งวงกลม  
เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH ความเข้มเข้น 10 เปอร์เซ็นต์ เกิดสีส้ม เพอริทีเชียมีรูปร่างทรงรี 
เส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 0.15–0.25 มิลลิเมตร ออสติโอลมีลักษณะเว้าลง แอสคัสมีลักษณะคล้าย
ทรงกระบอก ภายในบรรจุ  8 แอสโคสปอร์  มีขน าด 11 5.8 –14 3 ×  5 .5–7 .8  ไมโครเมตร  
(spore-baring parts) ขนา ด  5 8 .8  ×  7 6  ไมโครเม ตร ก้ าน แอส คัส  (stipes) มีควา มยา ว  
52.8–72.5 ไมโครเมตร แอสโคสปอร์มีสีน้้าตาลอ่อน รีคล้ายรูปไข่ ด้านทั้งสองของสปอร์ไม่สมมาตร 
ปลายสปอร์แคบขนาด 10.5–12.3 × 4–6.3 ไมโครเมตร เจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับ
ความยาวแอสโคสปอร์ เพอริสปอร์เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยา
กับสารละลาย KOH เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ หูรูดถุงหุ้มสปอร์ติดสีน้้าเงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย
เมลเซอร์ ขนาด 2.6–3.7 × 1.1–1.7 ไมโครเมตร 
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: พัทลงุ 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: PTW02 และ PTW05 
หมายเหตุ: ตัวอย่างที่ศึกษาเจริญบนไม้ยางพารา 
ข้อสังเกต: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราชนิดนี้ มีความคล้ายคลึงกันกับเชื้อรา  H. rickii Y.M. 
Ju & J.D. Rogers แตกต่างที่แอสโคสปอร์ของเชื้อรา H. rickii มีขนาด 6.2–7.9 × 3–4  ไมโครเมตร 
(Fournier et al., 2015) ซ่ึงเล็กกว่าแอสโคสปอร์ของเชื้อรา Hypoxylon species D ที่ มีขนา ด
แอสโคสปอร์เท่ากับ 10.5–12.3 × 4–6.3 ไมโครเมตร นอกจากนี้ยังมีลักษณะใกล้เคียงกับเชื้อรา  
H. fendleri แตกต่างกันที่ลักษณะเจิร์มสลิทของเชื้อราชนิดนี้  เป็นแบบโค้ง และมีความยาวเท่ากับ
ความยาวของแอสโคสปอร์ (Ju and Rogers, 1996) ในขณะที่ Hypoxylon species D มีเจิร์มสลิท 
เป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากันความยาวแอสโคสปอร์ 
(ภาพที่ 42) 
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ภ า พ ท่ี  4 2  Hypoxylon species D ไอ โซ เล ท  PTW02 ก . ส โต ร ม า แ บ บ เรี ย บ ก่ึ ง นู น  
ข. สโตรมาเป็นกลุ่มก้อนคล้ายครึ่งวงกลม ค. เพอริทีเชียทรงรี ง. ปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลาย 
KOH เกิดสีส้ม จ. แอสคัสภายในบรรจุ 8 แอสโคสปอร์ ฉ. หูรูดถุงหุ้มสปอร์ติดสีน้้า เงินเม่ือท้าปฏิกิริยา
กับสารละลายเมลเซอร์ (ลูกศร) ช. ลักษณะเจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์ 
(ลูกศร) ซ. เพอริสปอร์แบบ dehiscent ฌ. แอสโคสปอร์ ญ. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 7 วัน 
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16. Hypoxylon species E ไอโซเลท PTPB01 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 
 สโตรมาสีน้้าตาลม่วงแบบเรียบก่ึงนูน หรือแบนราบ (plane) ไปกับผิวเนื้อไม้ เม่ือท้าปฏิกิริยา 
กับ KOH ความเข้มเข้น 10 เปอร์เซ็นต์ เกิดสีน้้าตาล (honey) เพอริทีเชียมีรูปร่างทรงรี ไปจนถึงกลม 
เส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 0.6–0.8 มิลลิเมตร ออสติโอลมีลักษณะเว้าลง แอสโคสปอร์มีสีน้้าตาลอ่อน 
จนถึงสีน้้าตาลเข้ม รียาว ด้านทั้งสองของสปอร์ไม่สมมาตรปลายสปอร์แคบ แอสโคสปอร์มีขนาด 
10.2–13.7 × 3.5–5 ไมโครเมตร เจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับความยาวแอสโคสปอร์  
การสืบพัน ธ์ุแบบไม่อาศัยเพศ : เชื้อราชนิดนี้ มีรูปแบบโครงสร้างสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศคือ 
nodulisporium-like เม่ือเพาะเลี้ยงเส้นใยบนอาหาร OMA เป็นเวลา 15 วัน 
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: พัทลุง 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: PTPB01 
หมายเหตุ: ตัวอย่างที่ศึกษาเจริญบนไม้ยางพารา 
ข้อสังเกต: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Hypoxylon species E มีความคล้ายคลึงกับเชื้อรา  

H. aucklandiae Y.-M. Ju & J. D. Rogers แตก ต่า งที่ ขน าด ของเพ อริ ที เชี ย  โ ดย ใน เชื้ อ ร า  
H. aucklandiae มีขนาดเส้นผ่าน ศูนย์กลาง 0 .2–0.6 ไมโครเมตร  (สุรางค์ เธียรหิรัญ , 2543)  
ซ่ึ งมีขน า ดเล็ กว่ า เชื้ อ รา  Hypoxylon species E นอกจ ากนี้ ยั งมีควา มใกล้ เคีย งกับ เชื้ อ ร า                
H. pilgerianum แ ต่ เชื้ อ ร า  H. pilgerianum มี ข น า ด เส้ น ผ่ า น ศู น ย์ ก ล า ง เพ อ ริ ที เชี ย  
0.1–0.3 ไมโครเมตร (Ju and Roger, 1996) ในขณะที่ Hypoxylon species E มีเส้นผ่านศูนย์กลาง
เพอริทีเชียขนาด 0.6–0.8 มิลลิเมตร ซ่ึงมีขนาดใหญ่กว่า 
(ภาพที่ 43) 
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ภ า พ ท่ี  4 3  Hypoxylon species D ไอ โซ เล ท  PTPB01 ก . ส โต ร ม า แ บ บ เรี ย บ ก่ึ งนู น  
ข. เพอริทีเชียทรงกลม ค. ปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลาย KOH เกิดน้้าตาล ง. ลักษณะเจิร์มสลิท
เป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์ (ลูกศร) จ. แอสโคสปอร์ ฉ.–ช. โครงสร้างสืบพันธุ์แบบ 
ไม่อาศัยเพศ (nodulisporium-like) ซ. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้ อ  
PDA เป็นเวลา 15 วัน 
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17. Hypoxylon species F ไอโซเลท TRW04 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 
 สโตรมา สีส้ ม แบบ เรียบ ก่ึ งนูน  เม่ือท้า ปฏิ กิ ริยา กับสา รละลา ย KOH ความเข้ มเข้ น  
10  เปอร์ เซ็น ต์  เกิดสี ส้ ม เพอริ ที เชี ยทรงรี เส้ น ผ่ า น ศูนย์ กลา งขนาด 0.2–0.3 มิลลิ เมตร  
ออสติโอลมีลักษณะเว้าลง แอสโคสปอร์มีสีน้้าตาลอ่อน รีคล้ายรูปไข่ ด้านทั้งสองของสปอร์ไม่สมมาตร 
ปลายสปอร์แคบ แอสโคสปอร์มีขนาด 10.6–14.2 ×  5.4–7.6 ไมโครเมตร เจิร์มสลิทเป็นเส้นตรง 
มีความยาวเท่ากับความยาวแอสโคสปอร์ เพอริสปอร์เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุด
ออกเม่ือท้ าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์  หูรูดถุงหุ้มสปอร์ติดสีน้้า เงิน 
เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: ตรัง 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: TRW04 
ข้อสังเกต: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Hypoxylon species F มีความคล้ายคลึงกับเชื้อรา  

H. fendleri แตกต่างที่ขนาดของเพอริทีเชีย โดยเชื้อรา H. fendleri มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
ของเพอริทีเชีย คือ 0.5–0.6 × 0.3–0.4 ไมโครเมตร (Fournier et al., 2015) ซ่ึงใหญ่กว่าขนาด 
เพอริทีเชียของเชื้อรา Hypoxylon species F ที่มีขนาดเพียง 0.2–0.3 มิลลิเมตร นอกจากนี้ยังมี
ลักษณะบางประการคล้ายกับเชื้อรา H. subcrocopeplum Y.-M. Ju & J. D. Rogers ยกเว้น
ลักษณะเพอริสปอร์ของเชื้อราชนิดนี้เป็นแบบ indehiscent (Ju and Roger, 1996) ซ่ึงแตกต่างจาก  
Hypoxylon species F ที่มีเพอริสปอร์เป็นแบบ dehiscent 
(ภาพที่ 44) 
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ภ า พ ท่ี  4 4  Hypoxylon species F ไ อ โซ เล ท  TRW04 ก . ส โ ต ร ม า แ บ บ เรี ย บ ก่ึ ง นู น  
ข. ออสติโอลแบบเว้าลง ค. เพอริทีเชีย ง. ปฏิ กิริยาของสโตรมากับสารละลาย KOH เกิดสีส้ ม  
จ. หูรูดถุงหุ้มสปอร์ติดสีน้้า เงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์ (ลูกศร) ฉ. เพอริสปอร์แบบ
dehiscent (ลูกศร ) ช. ลักษณะเจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์ (ลูกศร )  
ซ. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 7 วัน 
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18. Hypoxylon species G ไอโซเลท KBPB02 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 
 สโตรมา สี ส้มปน ม่วง  (orange vinaceous) ลักษณะเรียบ ก่ึ งนู น  ไปจนถึ งแบนร า บ 
ไป กับผิวเนื้อ ไม้  เม่ือท้ าปฏิกิ ริยากับสารละลาย  KOH ความเข้ม เข้น  10 เปอร์เซ็นต์ เกิดสีส้ ม  
เพ อ ริ ที เชี ย มี รู ป ร่ า ง ท ร ง ก ล ม  ไ ป จ น ถึ ง ท ร ง รี  เส้ น ผ่ า น ศู น ย์ ก ล า ง ข น า ด  
0.09–0.15 × 0.05–0.1 มิลลิเมตร ออสติโอลมีลักษณะสูงกว่าผิวหน้าสโตรมาเล็กน้อย แอสโคสปอร์มี
สีน้้าตาลจนถึงสีน้้า ตาลเข้ม รีคล้ ายรูป ไข่ ด้านทั้ งสองของสปอร์ไม่สมมา ตรปลายสปอร์แคบ  
แอสโคสปอร์มีขนาด 10–13 × 3.8–6 ไมโครเมตร เจิร์มสลิทเป็นเส้นโค้งเล็กน้อยมีความยาวเท่ากับ
ความยาวแอสโคสปอร์ เพอริสปอร์เป็นแบบ dehiscent เปลือกแอสโคสปอร์หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยา
กับสารละลาย KOH เข้มข้น 10 เปอร์เซ็น ต์ หูรูดถุงหุ้ มสปอร์ติดสีน้้ า เงิน เม่ือท้าปฏิ กิริยากับ  
สารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: กระบี่ 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: KBPB02 
หมายเหตุ: ตัวอย่างที่พบเจริญบนไม้ยางพารา 
ข้อสังเกต: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Hypoxylon species G มีความคล้ายคลึงกับเชื้อรา  
H. macrocarpum Pouzar แตกต่างที่ ขนาดเพอริทีเชีย โดยเชื้อรา H. macrocarpum มีขน าด 
เส้นผ่านศูนย์กลางของเพอริทีเชียเท่ากับ 0.3–0.6 มิลลิเมตร ซ่ึงใหญ่กว่าขนาดเพอริทีเชียของเชื้อรา 
Hypoxylon species G (0.09–0.15 × 0.05–0.1 มิลลิเมตร) และลักษณะของเจิร์มสลิทของเชื้อรา  
H. macrocarpum เป็นแบบเส้นตรงมีความยาวเท่ากับขนาดแอสโคสปอร์ (Ju and Roger, 1996) 
ในขณะที่ Hypoxylon species G มีเจิร์มสลิทแบบเป็นเส้นโค้งเล็กน้อยมีความยาวเท่ากับความยาว
แอสโคสปอร์  
(ภาพที่ 45) 
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ภ า พ ท่ี  4 5  Hypoxylon species G ไอ โซ เล ท  KBPB02 ก . ส โต ร ม า แ บ บ เรี ย บ ก่ึ งนู น  
ข. ออสติโอลสูงกว่าผิวหน้าสโตรมาเล็กน้อย ค. เพอริทีเชีย ง. ปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลาย 
KOH เกิดสีส้ม จ. แอสคัสภายในบรรจุ 8 แอสโคปอร์ ฉ. หูรูดถุงหุ้มสปอร์ ติดสีน้้าเงินเม่ือท้าปฏิกิริยา
กับสารละลายเมลเซอร์ (ลูกศร) ช. ลักษณะเจิร์มสลิทโค้งเล็กน้อย มีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์ 
(ลูกศร ) ซ. เพอริสปอร์แบบ dehiscent (ลูกศร) ฌ. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 7 วัน 
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19. Hypoxylon species H ไอโซเลท TRW05 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา: 
 สโตรมา ปกคลุม ด้วยฝุ่ น เม็ดสี สี น้้ าตา ล อ่อน  รู ป ร่า งส โตรมา เป็ น แบบ เรี ยบ ก่ึ งนู น  
เม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH ความเข้มเข้น 10 เปอร์เซ็นต์ เกิดสีส้ม เพอริทีเชียมีรูปร่าง 
ทรงกลม ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.20–0.30 มิลลิเมตร แผ่นออสติโอล มีลักษณะปลายแหลม  
แผ่นรองจานเป็นแบบ bovei-type ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.15–0.2 มิลลิเมตร แอสโคสปอร์ 
มีสีน้้าตาลเข้ม รีคล้ายรูปไข่ด้านทั้งสองของสปอร์ไม่สมมาตร ปลายสปอร์แคบ แอสโคสปอร์มีขนาด  
11.5–16 × 5.7–7.8 ไมโครเมตร เจิร์มสลิทเป็นเส้นตรงมีความยาวเท่ากับความยาวแอสโคสปอร์  
เพอริสปอร์เป็นแบบ indehiscent เปลือกแอสโคสปอร์ไม่หลุดออกเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลาย 
KOH เข้ มข้ น  10  เปอร์เซ็น ต์ หู รู ดถุงหุ้ม สปอร์มีขน า ด 1.6 –1.8  ×  2 .7 –3 .6  ไมโครเมตร  
และเกิดสีน้้าเงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์  
บริเวณท่ีพบ: ก่ิงไม้ และท่อนไม้ 
จังหวัดท่ีพบตัวอย่างในการศึกษาครั้งน้ี: ตรัง และ สุราษฏร์ธานี 
ตัวอย่างท่ีศึกษา: TRW05 และ SRW05 
ข้อสังเกต: เชื้อรา Hypoxylon species H เม่ือสังเกตลักษณะภายนอกด้วยตาเปล่ามีสโตรมา
คล้ายคลึงกับเชื้อราสกุล Hypoxylon เนื่องจากมีฝุ่นผงสีน้้าตาลปกคลุมอยู่บนสโตรมา แต่เม่ือน้ามา
ส่องภาย ใต้กล้องจุ ลทรรศน์ พบแผ่นออสติ โอล  อีกทั้ งใน โครงสร้างเพอริที เชีย พบ เนื้ อเยื่ อ 
carbonaceous มีผนังหนา ซ่ึงเป็นลักษณะส้าคัญของเชื้อราสกุล Annulohypoxylon นอกจากนี้
การท้าปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลาย KOH ของเชื้อราชนิดนี้  เกิดสีส้ม ซ่ึงมีเชื้อราในสกุล 
Annulohypoxylon เพียงแค่ 2 ชนิดเท่านั้น ที่ เม่ือสโตรมาท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH แล้ว 
ให้สีส้ม คือ A. gombakense และ A. ilanense (มัลลิกา มะกรวัฒนะ, 2557) แต่เชื้อราทั้งสองชนิด
ดังกล่ า วมีลั กษณะทางสัณฐานวิ ทย าอ่ืน  ๆ ที่ ไม่ ใกล้ เคียง กับ เชื้ อ ร า Hypoxylon spices H  
แต่ลักษณะสโตรมาของเชื้อรา Hypoxylon spices H มีความใกล้เคียงกับรา H. pulicicidum J. 
Fourn (Fournier et al., 2015) จึงท้าให้ไม่สามารถจ้าแนกชนิดที่ชัดเจนได้  
(ภาพที่ 46) 
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ภ า พ ท่ี  4 6  Hypoxylon species H ไอ โซ เล ท  TRW05 ก . ส โต ร ม า แ บ บ เรี ย บ ก่ึ ง นู น  
ข. แผ่นออสติโอล ค. รูปร่างเพอริทีเชียทรงกลม ง. ปฏิกิริยาของสโตรมากับสารละลาย KOH เกิดสีส้ม 
จ. ลักษณะเจิร์มสลิทแบบเส้นตรงมีความยาวเท่ากับแอสโคสปอร์ (ลูกศร ) ฉ.หูรูดถุงหุ้มสปอร์ 
ติดสีน้้า เงินเม่ือท้าปฏิกิริยากับสารละลายเมลเซอร์ (ลูกศร) ช. การเรียงตัวของแอสโคสปอร์ในแอสคัส 
ซ. ลักษณะโคโลนีของเชื้อราเม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 12 วัน 
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2. การจ้าแนกชนิดของเชื้อราโดยใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยา 
 
 จากตัวแทนเชื้อราสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon ที่สามารถเพาะเลี้ยงเชื้อให้
บริสุทธิ์ได้จ้านวน 46  ไอโซเลท เป็นเชื้อราที่สามารถระบุชนิดโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
15 ชนิด ได้แก่ เชื้อราสกุล Hypoxylon 11 ชนิด (28 ไอโซเลท) และเชื้อราสกุล Annulohypoxylon 
4 ชนิด (6 ไอโซเลท) และเชื้อราที่ยังไม่สามารถระบุชนิดได้จ้านวน 12 ตัวอย่าง ได้แก่ เชื้อราสกุล 
Hypoxylon 8 ชนิ ด (8 ไอ โซเลท) และเชื้ อรา สกุล Annulohypoxylon 4 ชนิด  (4 ไอโซ เลท )  
เม่ือน้ามาระบุชนิดด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา ผลการเทียบเคียงล้าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้ อราสกุล 
Annulohypoxylon และ Hypoxylon บริเวณต้าแหน่ง ITS แสดงร้อยละความเหมือน (%identity) 
97–99 เปอร์เซ็นต์ กับเชื้อราชนิ ดนั้น ๆ (ตารางที่ 5) สอดคล้องกับข้อมูลทางสัณฐานวิทย า  
ที่ ส ามา รถระบุ ชนิ ดของ เชื้ อ ร าทั้ ง 2  ส กุล  ได้  1 4  ชนิ ด  ไ ด้แ ก่  A. moriforme, A. nitens,  
A. stygium, A. thailandicum, H. duranii, H. fendleri, H. grieobrunneum,  
H. haemotostroma, H. hypomiltum, H. lenormandi, H. macrocarpum,  
H. monticulosum, H. pilgerianum แ ล ะ  H. sublenormandii ซ่ึ ง ใน ตั ว อ ย่ า ง  PTW09(N) 
นอกจากมีเปอร์เซ็นต์ความใกล้เคียงที่ 99 เปอร์เซ็นต์กับเชื้อรา H. anthochroum strain GS4D2II1 
ยังมีความใกล้เคียงกับ  H. griseobrunneum strain CBS 129347 เช่ น กัน  แ ต่มีลักษณะทา ง 
สัณฐานวิทยาใกล้เคียงกับเชื้อรา H. grieobrunneum มากกว่า เนื่องจากตัวอย่างที่ ศึกษามีขนาด
แอสโคสปอร์ใกล้เคียงกับเชื้อราทั้ง 2 ชนิด แต่มีเม็ดสีภายใต้เนื้อเยื้อสโตรมาเป็นสีส้ม และเม่ือสโตรมา
ท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ให้สีเหลืองอ่อน เช่นเดียวกับเชื้อรา  
H. grieobrunneum ในขณะที่เชื้อรา H. anthochroum มีเม็ดสีภายใต้เนื้อเยื่อสโตรมาเป็น สีด้า 
และเม่ือสโตรมาตาท้าปฏิกิริยากับสารละลาย KOH ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ให้สีเทาอมเขียว
มะกอก (gray olivaceous) (Cruz and Cortez, 2015) ส่วนต้าแหน่ง beta-tubulin (ตารางที่ 6 ) 
พบว่า มีร้ อยละความเห มือนสูงสุ ดของเชื้อ ราเพียงชนิ ดเดียว  คือ  A. stygium แสดงร้ อยละ 
ความเหมือนสูงสุด 99 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่เชื้อราบางชนิดไม่มีข้อมูลต้าแหน่งยีนนี้  และเชื้อราส่วน
ใหญ่มีร้อยละความเหมือนอยู่ในระดับต้่า คือ  89 –96  เปอร์เซ็น ต์ สอดคล้องกับงานวิจัยของ  
มัลลิกา มะกรวัฒนะ (25 5 7) ที่ ได้จ้ าแนกชนิ ดของ เชื้ อ ราส กุล Annulohypoxylon บริเวณ 
เขตรักษาพันธุ์สัตว์ป่ าภู เขี ยว โดยใช้ ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ร่วมกับการจ้ าแนกโดยใช้วิ ธี 
ทางชีวโมเลกุลท้าการสกัดดีเอ็นเอ และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ด้วยเทคนิคพีซีอาร์บริเวณ 4 ต้าแหน่ง 
ได้แ ก่ ITS, ยี น  beta-tubulin, alpha-actin และ elongation factor 1-alpha ท้า ให้ ทร าบว่ า 
ล้าดับนิวคลีไอไทด์บริเวณยีน alpha actin และ beta-tubulin เหมาะส้าหรับใช้จัดกลุ่มเชื้อราใน
ร ะดั บ ส กุล  (genus) ม า ก กว่ า ร ะ ดับ ส ปี ชี ส์  (species)  แ ล ะวา ไร ต้ี  (variety)  ใน ข ณ ะ ที่  
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ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณต้าแหน่ง ITS สามารถช่วยระบุความแตกต่างของเชื้อราชนิดที่มีใกล้เคียงกัน
สูงได้ทั้งในระดับสปีชีส์และวาไรต้ี ส่วนผลการเทียบเคียงของตัวอย่างที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ พบว่า
ทั้งต้าแหน่ง ITS และ beta-tubulin มีร้อยละความเหมือน คือ 88–96 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงอยู่ในระดับที่
ต้่า เกินความน่าเชื่อถือว่าเป็นเชื้อราชนิดนั้น ๆ จึงต้องน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดมาจัดกลุ่ มและ 
หาชนิดที่ใกล้เคียงมากที่สุดโดยการสร้างแผนภูมิต้นไม้ (phylogenetic tree) 
 
ตารางท่ี  5 การเทียบเคียงล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณต้าแหน่ง ITS ยีน ของเชื้อราสกุล Annulohypoxylon 
และ Hypoxylon ที่ได้จากการศึกษากับล้าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล Genbank 

ชนิด ไอโซเลท 
ITS 

% identity 
ชนิด Accession No. 

A. moriforme SKW12 A. moriforme isolate SUT220 DQ322129 97 

A. nitens PNGPW04 A. nitens isolate HY11 KX722230 99 

A. stygium PTW09 A. stygium strain P10535EM1CC601 KP322774 99 

A. thailandicum CHPW07 A. thailandicum MFLUCC 13-0118 NR_153529 99 

Annulohypoxylon speciesA KBB02 A. subnitens strain MUCL54594 KX376333 94 

Annulohypoxylon speciesC PNGPW03 Annulohypoxylon sp. H181 FN252420 95 

Annulohypoxylon speciesD TRW07 Xylariaceae sp. 4Y-Df6-2 AB741596 90 

H. duranii PNGW02 H. duranii isolate H204 FM209460 99 

H. fendleri PJB04 H. fendleri strain BCC32408 KY173350 99 

H. griseobrunneum PTW09(N) H. griseobrunneum MFLUCC17-0027 MG545065 99 

H. haemotostroma KBPB01 H. haematostroma YMJ 14 (JDR) JQ009322 99 

H. hypomiltum PSUW01 H. hypomiltum JN979427 99 

H. jacklitschii CHPW03 H. jaklitschii CBS 138916 NR1584684 98 

H. lenormandii RNW03 H. lenormandii KM610289 99 

H. macrocarpum PSUW07 H. macrocarpum strain 12H0101 KT385774 99 

H. monticulosum PNGB02 H. monticulosum strain JR5 KM513588 99 

H. pilgerianum SRBAM01 H. pilgerianum KY610412 97 

H. sublenormandii SKW30 H. sublenormandii JF13026 KM610291 97 

Hypoxylon specieseB SKW09 Xylariales sp. Iso468 LT604858 86 

Hypoxylon specieseC STPW01 Hypoxylon sp. BAB-4969 KR155059 93 

Hypoxylon specieseD PTW02 Hypoxylon sp. BAB-4957 KR155047 93 

Hypoxylon specieseF TRW04 Hypoxylon haematostroma YMJ 14 JQ009322 82 
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ตารางท่ี  6 การเที ยบเคียงล้ าดับนิ วคลี โอไทด์บริ เวณต้าแหน่ ง beta-tubulin ยี น ของเชื้ อราสกุ ล 
Annulohypoxylon และ Hypoxylon ที่ได้จากการศึกษากับล้าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล Genbank 

ชนิด ไอโซเลท 
beta-tubulin 

% identity 
ชนิด Accession No. 

Hypoxylon specieseG KBPB02 H. sp isolateH128 FN252453 96 

Hypoxylon specieseH TRW05 H. haematostroma strain STMA14043 KU159527 88 

A. moriforme SKW12 - - - 

A. nitens PNGPW04 H. haematostroma YMJ 14 AY951727 89 

A. stygium PTW09 A. stygium isolate FL0470 KU684142 99 

A. thailandicum CHPW07 - - - 

Annulohypoxylon speciesA KBB02 - - - 

Annulohypoxylon speciesC PNGPW03 H. haematostroma strain STMA 14043 KU159527 95 

Annulohypoxylon speciesD TRW07 A. stygium strain MUCL 54601 KX271263 92 

H. duranii PNGW02 H. rickii AY951750 95 

H. fendleri PJB04 H. rickii YMJ 25 KC977288 95 

H. grieobrunneum PTW09(N) H. haematostroma strain STMA 14043 KU159527 95 

H. haemotostroma KBPB01 H. haematostromar YMJ 14 AY951727 94 

H. hypomiltum PSUW01 - - - 

H. jaklitschii CHPW03 - - - 

H. lenormandii RNW03 - - - 

H. macrocarpum PSUW07 - - - 

H. monticulosum PNGB02 H. haematostroma strain STMA 14043 KU159527 94 

H. pilgerianum SRBAM01 - - - 

H. sublenormandii SKW30 H. sublenormandii JF13026 KM610303 92 

Hypoxylon specieseB SKW09 H. polyporoideum YMJ 56 AY951748 92 

Hypoxylon specieseC STW01 H. rickii KC977288 96 

Hypoxylon specieseD PTW02 H. rickii KC977288 96 

Hypoxylon specieseF TRW04 - - - 

Hypoxylon specieseG KBPB02 - - - 

Hypoxylon specieseH TRW05 H. haematostroma strain STMA 14043 KU159527 94 
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 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณต้าแหน่ง ITS และ ยีน beta-tubulin ร่วมกับการ
สร้ างแผนภู มิวิวัฒนา กา รต้น ไม้ของ เชื้ อ รา ส กุล  Annulohypoxylon ทั้ ง  9 ตัวอย่ า ง พบว่ า  
สามารถจ้าแนกเชื้อรา สกุล Annulohypoxylon ได้ 4 ชนิ ด โดยแผนภู มิต้น ไม้ที่ ต้า แหน่ ง  ITS  
จั ด ก ลุ่ ม เชื้ อ ร า  Annulohypoxylon sp. (SKW12), Annulohypoxylon sp. (PNGPW04) แ ล ะ 
Annulohypoxylon sp. (CHPW07) อ ยู่ ใ น ช นิ ด เดี ย ว กั บ เชื้ อ ร า  A. moriforme, A. nitens  
แ ล ะ  A. thailandicum ต า ม ล้ า ดั บ  แ ล ะ เชื้ อ ร า  Annulohypoxylon sp. (PTW09) แ ล ะ 
Annulohypoxylon sp. (SRW04) จัดอยู่ในชนิดเดียวกันกับเชื้อรา A. stygium ด้วยค่า boostrap 
99–100 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่47) ซ่ึงสอดคล้องกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราดังกล่าว ในขณะ
ที่ ผ ล ก า ร วิ เค ร า ะ ห์ แ ผ น ภู มิ ต้ น ไ ม้ ใน ต้ า แ ห น่ ง  beta-tubulin จ า ก ตั ว แ ท น เชื้ อ ร า  
4 ตัวอย่าง พบว่าสามารถระบุชนิดเชื้อราได้ 2 ชนิด คือ A. nitens (PNGPW04) และ A. stygium 
(PTW09) เช่นเดียวกัน (ภาพที่ 48) สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ที่ต้าแหน่งยีน ITS และการระบุชนิด
ของเชื้อราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ซ่ึงจากการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อราสกุล 
Annulohypoxylon ทั้ง 2 ต้าแหน่ง และการใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมด้วย ยังไม่สามารถ
จ้าแนกชนิดเชื้อราอีก 3 ชนิด คือ Annulohypoxylon species A (KBPB02), Annulohypoxylon 
species C (PNGPW03) และ Annulohypoxylon species E (TRW07) ได้อย่างแน่ชัด  
 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณต้าแหน่ง ITS และ ยีน beta-tubulin ร่วมกับการ
สร้างแผนภูมิวิวัฒนาการต้นไม้ของเชื้อราสกุล Hypoxylon ทั้ง 31 ตัวอย่าง พบว่าสามารถจ้าแนกเชื้อ
รา สกุล  Hypoxylon ได้  12 ชนิ ด  โดยแผนภู มิต้น ไม้ที่ ต้ า แหน่ ง  ITS จั ดกลุ่ มชนิ ด เชื้อ ร าไ ด้  
1 1  ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  H. duranii (SKW32 แ ละ  PNGW02), H. fendleri (PJB04 แล ะ  PTW08),  
H. griseobrunneum (PTW09(N)), H. haematostroma (KBPB01 แ ล ะ  SKWPM03),  
H. hypomiltum (PSUW01, PSUB09 และ PJB03), H. jaklitschii (CHPW02 และ (CHPW03),  
H. lenormandii (SRBAM02 และ RNW03), H. macrocarpum (PSUW07), H. monticulosum 
(KBPW04, CHPW01, PNGB02, RNPW02 แ ล ะ  NKB03), H. pilgerianum (SRBAM01) แ ล ะ  
H. sublenormandii (SKW30) ซ่ึงจัดกลุ่มอยู่ ด้วยกันด้วยค่า boostrap ต้ังแต่ 63–100 เปอร์เซ็นต์  
สอดคล้องกับการระบุชนิดของเชื้อราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐาน วิทยา ในขณะที่แผนภูมิต้นไม้ใน
ต้าแหน่งยีน beta-tubulin จากตัวแทนเชื้อราจ้านวน 14 ตัวอย่าง สามารถจัดกลุ่มเชื้อราสกุล 
Hypoxylon ไ ด้  2  ช นิ ด  คื อ  H. haematostroma (KBPB01, SKWPM02, SKWPM03 แ ล ะ 
SKWPM04) และ  H. sublenormandii (SKW30) ซ่ึ งสอดคล้ อง กับกา ร ระบุ ชนิ ด โดยลั กษณ ะ 
ทางสัณฐานวิทยาและแผนภูมิต้นไม้ในต้าแหน่ง ITS นอกจากนี้ยังพบว่า การวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้ที่
ต้าแหน่ง ITS ช่วยยืนยันการจัดกลุ่มเชื้อราที่ไม่ทราบชนิ ดให้อยู่ในกลุ่มชนิดเดี ยวกันได้ 1 ชนิ ด  
คือ Hypoxylon species C (STPW01) เป็นชนิดเดียวกันกับ Hypoxylon species D (PTW02)  
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ภาพท่ี 47 แผนภูมิวัฒนาการต้นไม้ของเชื้อราสกุล Annulohypoxylon ที่ได้จากการวิเคราะห์ล้าดับ
นิวคลีโอไทด์บริเวณต้าแหน่ง ITS 
 

 
 
ภาพท่ี 48 แผนภูมิวัฒนาการต้นไม้ของเชื้อราสกุล Annulohypoxylon ที่ได้จากการวิเคราะห์ล้าดับ
นิวคลีโอไทด์บริเวณต้าแหน่งยีน beta-tubulin 
หมายเหตุ : ตัวอักษรสีน้้า เงิน คือ เชื้อ ราตัวอย่างที่สามารถระบุชนิดได้ และตัวอักษรสีแดงคือ  
เชื้อราตัวอย่างที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ 
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(ภาพที่ 49 ) และในต้าแหน่ง beta-tubulin สามารถจัดกลุ่มให้เชื้อราที่ไม่ทราบชนิดคือ Hypoxylon 
species B (SKW09) เป็ น ช นิ ด เ ดี ย ว กั บ เชื้ อ ร า  H. polyporoideum ด้ ว ย ค่ า  boostrap  
สูงถึง 99 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่ 50) ซ่ึงทั้งการจัดกลุ่มในต้าแหน่ง ITS ของเชื้อราสกุล Hypoxylon 
พบว่า เชื้ อ รา Hypoxylon species C (STPW01) และเชื้ อ รา  Hypoxylon species D (PTW02)  
ถูกจัด ให้ เป็ นเชื้ อ ราชนิ ด เดีย วกัน  แต่ ไม่ทร าบชนิ ด และการจั ดกลุ่ ม ใน ต้า แหน่ ง ITS และ  
beta-tubulin ไม่สามารถระบุชนิดของเชื้ อราอีก 3 ชนิด คือ Hypoxylon species F (TRW04), 
Hypoxylon species G (KBPB02) แ ล ะ  Hypoxylon species H (TRW05, SRW05)  
ซ่ึงเชื้อราทั้ง 3 ชนิดนี้ ถูกแยกก่ิงออกมาจากเชื้อราชนิดอ่ืน ๆ 

การวิเคราะห์ยีนที่ ต้าแหน่ง beta–tubulin และการศึกษาแผนภูมิต้นไม้ เพ่ือจ้าแนกชนิดของ
เชื้อราสกุล Annulohypoxylon พบว่าสามารถช่วยจัดกลุ่มเชื้อราในสกุลนี้ได้เพียงบางชนิดเท่านั้น 
เนื่องจากการอ่านล้าดับนิวคลีโอไทด์ค่อนข้างยาก ประกอบกับยีนเป็นยีนเด่ียว (single coppy gene) 
มีขนาดใหญ่ และจ้านวนซ้้าน้อย เม่ือท้าการเปรียบเทียบกับยีนในบริเวณต้าแหน่งอ่ืนจึงได้ผลไม่ดี
เท่าที่ควร (มัลลิกา มะกรวัฒนะ, 2557 ) ทั้งนี้เชื้อราบางชนิดจากการศึกษายังขาดข้อมูลในต้าแหน่ง
ยีน beta–tubulin เนื่องจากนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ มีคุณภาพไม่ดีท้าให้ไม่
สามารถน้ามาใช้วิเคราะห์ในการศึกษาครั้งนี้ได้  
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ภาพท่ี  49 แผนภูมิ วัฒนาการต้น ไม้ของเชื้ อราสกุล Hypoxylon ที่ ได้จากกา รวิเคร าะห์ล้าดับ 
นิวคลีโอไทด์บริเวณต้าแหน่ง ITS  
หมายเหตุ: ตัวอักษรสีน้้า เงินคือ เชื้อราตัวอย่างที่สามารถระบุชนิด ได้ และตัวอักษรสีแดงคือ  
เชื้อราตัวอย่างที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ 
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ภาพท่ี  50 แผนภูมิวัฒนาการต้น ไม้ของเชื้อราสกุล Hypoxylon ที่ ได้จากกา รวิเคร าะห์ล้าดับ 
นิวคลีโอไทด์บริเวณต้าแหน่งยีน beta-tubulin 
หมายเหตุ: ตัวอักษรสีน้้า เงินคือ เชื้อราตัวอย่างที่สามารถระบุชนิด ได้ และตัวอักษรสีแดงคือ  
เชื้อราตัวอย่างที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ 
 
3. การคัดเลือกเชื้อราท่ีมีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคใบจุด 
ในต้นกล้าปาล์มน้้ามัน 

 
 จา กวิ ธี dual culture พบว่ า เชื้ อ ร า A. moriforme (SKW12), A. nitens (PNGPW04)  
และ A. stygium (PTW09) มีการเจริญของโคโลนีครอบคลุมพ้ืนที่ผิวหน้าอาหาร (ภาพที่ 51) และ
สามารถยั บยั้งการ เจ ริญ ของ เส้ น ใยเชื้ อรา  C. oryzae ได้สู งสุ ด เม่ือ เปรี ยบ เที ยบ กับเชื้ อร า 
Annulohypoxylon spp. และ Hypoxylon spp. ไอโซเลทอ่ืนๆ โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง คือ 
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76.07, 76.07 และ 71.42 ตามล้าดับ (ตารางที่ 7) จึงคัดเลือกเชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลท ท้าการทดลอง
ต่อไป  นอกจากนี้ พบว่ า มี เชื้ อรา Annulohypoxylon spp และ. Hypoxylon spp. บางไอโซเลทแสดง
คุณสมบัติที่น่าสนใจ ได้แก่ เชื้อรา A. nitens (SKW11) และ Hypoxylon sp. (STPW01) สร้างเส้นใย
คลุมทับโคโลนีเชื้อรา C. oryzae ยับยั้งการเจริญเชื้อราสาเหตุโรค (ภาพที่ 52) อีกกลุ่มหนึ่งคือเชื้อรา  
H. lenormandii (CHPW03), H. polyporoideum (SKWPM02), H. sublenormandii (SKW30)  
และ H. fendleri (PJB04) ท้ าให้ โคโลนี เชื้ อรา C. oryzae เกิดความผิ ดปกติขึ้ น ในจานอาหารเลี้ ยงเชื้ อ  
(ภาพที่ 53) ซ่ึงเชื้อราทั้ง 2 กลุ่มดังกล่าวถูกคัดเลือกเพ่ือท้าการทดสอบต่อไปเช่นกัน 
 ในธรรมชาติเชื้อสาเหตุโรคพืชต้องการสารอาหารในการเจริญ เพ่ือช่วยขยายโคโลนีส้าหรับ
การหาพ้ืนที่ในการหาอาหาร  และการงอกของเส้นใย (germination) ในเชื้อราปฏิปักษ์หลายชนิด
สามารถเจริญแข่งขัน แย่งสารอาหาร น้้า รวมทั้งพ้ืนที่ส้าหรับการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได้ 
ส่งผลให้การเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชลดลง หรือไม่สามารถเจริญได้เนื่องจากขาดปัจจัยส้าคัญที่ช่วย
ในการเจริญของเส้นใย (Begon et al., 1996) มีรายงานว่า เชื้อรา Annulohypoxylon spp. และ 
Hypoxylon spp. บางชนิดแสดงคุณสมบัติในการเป็นเชื้อราปฏิปักษ์ได้ เช่น เชื้อรา H. fragiforme 
สามารถสร้างสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ในกลุ่ม azaphilones ที่ มีฤทธ์ิในการต่อต้าน
เชื้อจุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย และเชื้อโปรโตซัว ที่ เป็นสาเหตุโรคมาลาเรียได้ (da Svilar, 2012 ) 
รวมถึงการทดลองของ Rehman และคณะ (2011) ทดสอบแยกเชื้อราเอนโดไฟท์จากใบพืชสมุนไพร 
Nothapodytes foetida พบเชื้อรา Nodulisporium sp. (ระยะการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศของ
เชื้อรา Hypoxylon) เม่ือน้าเชื้อราดังกล่าว มาทดสอบความสามารถในการเป็นปฏิปักษ์กับเชื้อสาเหตุ
โ ร ค ห ล า ย ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  Penicillium citrinum, Aspergillus niger, Drechlera tetramera,  
Alternaria alternata และ  Colletotrichum gleosporoides ด้ ว ย วิ ธี  dual culture พ บ ว่ า เชื้ อ ร า  
Nodulisporium sp. สามารถเจริญเข้าครอบคลุมพ้ืนที่ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ท้าให้เชื้อราสาเหตุโรค
ไม่สามารถเจริญได้ โดยมีเปอร์เซ็นต์ยับยั้งการเจริญเชื้อราสาเหตุโรคมากกว่า 60 เปอร์เซ็นต์ และ
แสดงเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงสุดที่ 8 1.66 และ 77.66 เม่ือทดสอบ กับเชื้อ  A. alternata และ  
C. gleosporoides ตา มล้ า ดั บ  น อ กจ า ก นี้ พ บ ว่ า  ใน เชื้ อ  Annulohypoxylon moltiforme  
ที่ด้ารงชีวิตเป็นเอนโดไฟท์ สามารถควบคุมเชื้อรา Armillaria spp. สาเหตุโรครากเน่าโคนเน่าของ 
ไม้ยืนต้นหลายชนิด และแสดงเปอร์เซ็นต์ยับยั้งการเจริญของเชื้อราดังกล่าวได้มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ 
บนจ านอา หา รเลี้ ย งเชื้ อ  (Küngas and Kullman, 2013) ต่อมา  Sreeja และคณะ (2 0 1 6 )  
แ ย ก เชื้ อ ร า ปฏิ ปั ก ษ์ จา กใบ พริ กไทย ด้ า  (black pepper) และทดสอบความเป็ นปฏิ ปั ก ษ์  
ต่อเชื้ อ Phytophthora capsici สาเหตุโรครากเน่าโคนเน่าในพริ กไทย พบว่าเชื้อรา A. nitens 2 ไอโซเลท 
แสดงเปอร์เซ็นต์ยับยั้งเชื้อราโรคพืชได้มากกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ โดยอาศัยกลไกการเจริญแก่งแย่งพ้ืนที่
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สา ร อา หา ร  (competition) แล ะกา รท้ า ลา ย ชี วิ ต  (antibiosis) โด ยกา ร สร้ า งสา ร ร ะเห ย  
เพ่ือยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคได้  
 

 
 
ภาพท่ี 51 ลักษณะโคโลนีเชื้อรา Curvularia oryzae และ Annulohypoxylon spp. บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ PDA ที่มีเปอร์เซ็นต์ยับยั้งการเจริญเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคได้ดีที่สุด เม่ือทดสอบด้วยวิธี 
dual culture หลังจากการบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน 
ก. โคโลนีของเชื้อรา C. oryzae (ชุดควบคุม) 
ข. เชื้อรา C. oryzae (ซ้าย) และเชื้อรา A. moriforme (SKW12) (ขวา) 
ค. เชื้อรา C. oryzae (ซ้าย) และเชื้อรา A. nitens (PNGPW04) (ขวา) 
ง. เชื้อรา C. oryzae (ซ้าย) และเชื้อรา A. stygium (PTW09) (ขวา) 
 

 
 
ภาพท่ี  52 โคโลนีเชื้อรา  Annulohypoxylon spp. และ Hypoxylon spp. เจริญคลุมทั บโคโลนี 
เชื้อรา Curvularia oryzae เม่ือทดสอบด้วยวิธี dual culture หลังจากการบ่มไว้ที่ อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา14 วัน 
ก. โคโลนีของเชื้อรา C. oryzae (ชุดควบคุม) 
ข. เชื้อรา C. oryzae (ซ้าย) และเชื้อรา A. nitens (SKW11) (ขวา) 
ค. เชื้อรา C. oryzae (ซ้าย) และเชื้อรา Hypoxylon spp. (STW04) (ขวา) 
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ตารางท่ี 7 การยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา Curvularia oryzae สาเหตุโรคใบจุดในต้นกล้า
ปา ล์ ม น้้ า มัน  เม่ื อทด สอบ ด้วยวิ ธี  dual culture กั บ เชื้ อ ร า  Annulohypoxylon spp. แล ะ
Hypoxylon spp. เป็นระยะเวลา 14 วัน 

ชนิดของเชื้อรา 
รัศมีโคโลนี (ซ.ม.) 

%inhibition1/ 

control dual-culture 
A. moriforme (SKW12) 7 1.67 76.07±0.94a 
A. nitens (PNGPW04) 7 1.67 76.07±0.74a 
A. stygium (PTW09) 7 2.00 71.42±1.05ab 
A. stygium (SRW04) 7 2.44 65.08±0.68bcdef 
A. thailandicum (CHPW07) 7 2.29 67.21±0.68bcde 
A. nitens (SKW11) 7 2.20 68.57±0.29bc 
Annulohypoxylon sp. (PNGW03) 7 2.32 66.85±1.54bcde 
Annulohypoxylon sp. (TRW07) 7 2.27 67.50±1.47bcd 
H. anthochoum (PTW09)(N) 7 2.25 67.85±1.95bcd 
H. durandii (PNGW02) 7 2.44 65.07±0.44bcdef 
H. durandii (SKW32) 7 3.00 57.14±1.54hijk 
H. fendleri (PJB04) 7 3.09 55.78±1.27hijk 
H. fendleri (PTW08) 7 2.91 58.32±1.48ghijk 
H. haematostroma (KBPB01) 7 2.22 68.21±0.68bc 
H. hypomiltium (PSUB09) 7 2.31 66.96±0.60bcde 
H. jaklitschii (CHPW02) 7 3.05 56.42±1.23hijk 
H. lenormandii (CHPW03) 7 3.25 53.57±0.41jkl 
H. lenormandii (NKB02) 7 3.71 46.96±3.21lm 
H. lenormandii (RNW03) 7 2.62 62.46±1.18cdefgh 
H. lenormandii (SRBAM02) 7 2.80 60.00±1.16fghi 
H. macrocapum (PSUW07) 7 2.41 65.57±1.01bcdef 
H. monticulosum (CHPW01) 7 2.25 67.85±1.23bcd 
H. monticulosum (NKB03) 7 2.48 64.50±0.61cdefg 
H. monticulosum (PNGB02) 7 2.29 67.20±0.58bcde 
H. monticulosum (RNPW02) 7 2.44 65.00±0.77bcdefg 
H. monticulosum (SKW25) 7 2.75 60.71±1.95efghij 
H. monticulosum (TRB09) 7 2.70 61.42±0.25defghi 
H. pilgerianum (SRBAM01) 7 3.26 53.39±0.77jkl 
H. polyporoideum (SKWPM02) 7 3.74 46.53±0.47m 
H. rubellum (PTBAM04) 7 3.05 56.32±0.84hijk 
H. sublenormandii (SKW30) 7 3.29 52.92±0.58klm 

Hypoxylon sp. (KBPW02) 7 2.37 66.07±0.68bcdef 
Hypoxylon sp. (PTPB01) 7 3.15 54.96±0.77ijk 
Hypoxylon sp. (PTW02) 7 3.12 55.42±0.40ijk 
Hypoxylon sp. (SKW09) 7 6.09 30.71±2.56n 
Hypoxylon sp. (STPW01) 7 2.26 67.67±0.79bcd 
Hypoxylon sp. (TRW05) 7 2.98 57.39±0.73hijk 

1/ค่าเฉล่ียจาก 4 ซ้้า ตัวอักษรที่ตามหลังค่าเฉล่ีย ตัวอักษรเดียวกันไม่มีความแตกต่าง กันทางสถิติที่ ระ ดับความเช่ือม่ันที่  P=0.05  
ด้วยวิธี Tukey’s Multiple Comparison test 
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ภาพท่ี 53 ลักษณะโคโลนี เชื้อ Curvularia oryzae ที่เกิดความผิดปกติเม่ือเจริญร่วมกับเชื้อรา 
Annulohypoxylon spp. แ ล ะ  Hypoxylon spp. เ ม่ื อ ท ด ส อ บ ด้ ว ย วิ ธี  dual culture  
หลังจากบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 14 วัน 
ก. โคโลนีของเชื้อรา C. oryzae (ชุดควบคุม) 
ข. เชื้อรา C. oryzae (ซ้าย) และเชื้อรา H. lenormandii (CHPW03) (ขวา) 
ค. เชื้อรา C. oryzae (ซ้าย) และเชื้อรา H. polyporoideum (SKWPM02) (ขวา) 
ง. เชื้อรา C. oryzae (ซ้าย) และเชื้อรา H. sublenormandii (SKW30) (ขวา) 
จ. เชื้อรา C. oryzae (ซ้าย) และเชื้อรา H. fendleri (PJB04) (ขวา) 
 
4. การทดสอบคุณสมบัติการเป็นจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ของเชื้อรา Annulohypoxylon spp. และ 
Hypoxylon spp. เพ่ือยับย้ังการเจริญของเชื้อรา Curvularia oryzae 
 
 4.1 การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไคติเนส 

จา ก เชื้ อ รา  Annulohypoxylon spp. และ Hypoxylon spp. 9 ไอ โซ เลท  ที่ ผ่ า นกา ร
คัด เลื อ กจ า ก ก า ร ท ด ล อ งที่  3  ส า ม า ร ถ ส ร้ า ง เอ น ไซ ม์ ไค ติ เน ส ไ ด้  7 ไอ โซ เล ท  คื อ  
A. moriforme (SKW12), A. stygium (PTW09), A. nitens (PNGPW04), A. nitens (SKW11),  
H. polyporoideum (SKWPM02), H. sublenormandii (SKW30) แ ล ะ  Hypoxylon sp. 
(STPW01) โ ดย เชื้ อ ร า ทั้ ง  7  ไอ โซ เลท  สา มา รถส ร้ า งว งสี ม่ ว งร อบ โคโล นี บน อ า ห า ร  



111 

colloidal chitin agar (ภาพที่ 54) และสามารถสร้างเอนไซม์ไคติเนสได้ในระยะเวลาที่แตกต่างกัน 
(ตารางที่ 8) คุณสมบัติในการสร้างเอนไซม์ไคติเนสของเชื้อราบางชนิด ถูกจัดให้เป็นคุณสมบัติที่ส้าคัญ
อย่างหนึ่งส้าหรับการคัดเลือกเชื้อราปฏิ ปักษ์ที่ มีประโยชน์ในการควบคุมเชื้อราสาเห ตุโรคพืช  
เนื่องจากเอนไซม์ไคติเนสสามารถย่อยสลายไคติน ซ่ึงเป็นองค์ประกอบที่ส้า คัญของผนังเซลล์เชื้อรา
หลายชนิด (Webster and weber, 2007) สอดคล้องกับการทดลองของ Janifer และคณะ (2014) 
ได้ แ ย ก เชื้ อ ร า  Trichoderma viride N9 จ า ก ดิ น  แ ล ะน้ า เอ น ไซ ม์ไค ติ เน ส ส กัด ห ย า บ  
(crude enzyme) ที่สกัดได้จากเชื้อราชนิดนี้มาทดสอบความสามารถในการควบคุมเชื้อราเหตุโรคพืช 
พ บ ว่ า ส า ม า ร ถ ต่ อ ต้ า น เชื้ อ ร า ไ ด้ ห ล า ย ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  Aspergillus flavus, A. niger,  
Macrophomina phaseolina และ Fusarium monilifome ในขณะที่ สุวิตา แสไพศาล และคณะ 
(2011) ใช้ประโยชน์จากการสร้างเอนไซม์ไคติเนสของเชื้อ Trichoderma sp. ในการชักน้าให้ต้น
มะเขื อเทศ สร้า งความต้านทา น ต่อโ รคใบจุ ด เป้ ากระสุ น  ( target spot) ที่ เกิ ดจ า กเชื้ อ ร า  
Corynespora cassiicola โดยพบว่า เม่ือปลูกมะเขือเทศร่วมกับเชื้อรา Trichoderma sp. ไอโซเลท 
T24, T17 และ 88 ส่งผลให้ต้นมะเขือเทศมีจ้านวนแผลจุดเฉลี่ยต่อต้นต้่าลง และเม่ือตรวจสอบค่า
กิจกรรมเอนไซม์ไคติเนส พบใบมะเขือเทศมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไคติเนสสูงเม่ือปลูกร่วมกับเชื้อรา 
Trichoderma sp. ซ่ึงเส้นใยเชื้อรา Trichoderma sp. สามารถแทงเส้นใยถึงชั้นเซลล์ epidermis 
ชั้นที่ 1 หรือ 2 ของผนังเซลล์พืช ท้าให้พืชเกิดการตอบสนองต่อเส้นใย โดยการกระตุ้นกลไกการ
ป้องกันตัวเอง และสร้างเอนไซม์ย่อยสลายเชื้อราสาเหตุโรคได้ (Bigirimana et al., 1997)  

4.2 การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส 
 เชื้อรา Hypoxylon spp. และ Annulohypoxylon spp. ทั้ง 9 ไอโซเลท ที่ท้าการทดสอบ
กา รส ร้า ง เอน ไซ ม์ เซ ลลู เลส  บนอ า หา ร เลี้ ย ง เชื้ อ  CMC (carboxymethyl cellulose agar)  
ส า ม า ร ถ ส ร้ า ง เ อ น ไ ซ ม์ ไค ติ เน ส ไ ด้  7 ไ อ โ ซ เล ท  คื อ  A. moriforme (SKW12),  
A. nitens (SKW11), H. lenormandii (CHPW03), H. polyporoideum (SKWPM02),  
H. sublenormandii (SKW30), H. fendleri. (PJB04) และ Hypoxylon sp. (STPW01) โดยสังเกต
ได้จ ากกา รสร้ า งว งใสรอบ  ๆ โคโลนี เชื้อ ร า  เม่ือ มีการ ย่ อย เซลลู โลสบน อา หา ร ทดสอบ  
(ภาพที่ 55, ตารางที่ 8) มีเพียงเชื้อรา A. stygium (PTW09) และ A. nitens (PNGPW04) เท่านั้น 
ที่ไม่ มีการสร้างเอน ไซ ม์เซลลูเลส  เนื่อ งจา กเอน ไซม์ เซลลู เลส  สามารถย่อยสลาย เซลลูโลส  
ที่เป็นองค์ประกอบส้าคัญของผนังเซลล์พืชได้ ดังนั้นหากน้าเชื้อราปฏิปักษ์ที่มีคุณสมบัติในการสร้าง
เอนไซม์เซลลูเลสไปใช้ในการควบคุมโรคทางใบของพืช อาจส่งผลเสียต่อพืชได้ ซ่ึงเซลลูโลสไม่เพียงแต่
เป็นองค์ประกอบส้าคัญในเซลล์พืชเท่ านั้น ในเชื้อราสาเหตุโรคบางชนิดที่จัดอยู่ในกลุ่ม (class) 
oomycetes เช่น Pythium spp. และ Phytophthora spp. สาเห ตุโรครากเน่าโคน เน่ าของพืช
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หลายชนิด มีองค์ประกอบของผนังเซลล์เป็นเซลลูโลสด้วยเช่นกัน (Webster and Webter, 2007) 
ดังนั้นการคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ จึงงต้องอาศัยกลไกในการสร้างเอนไซม์ทั้งสองชนิดนี้ร่วมกัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 54 วงสีม่วง (purple zone) บริเวณรอบโคโลนีเชื้อราที่สามารถสร้างเอนไซม์ไคติเนสบน
อาหาร CCA หลังจากบ่มไวท้ี่ อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 14 วัน ก.–ง. (บน) โคโลนีเชื้อราบนจาน
อาหารชุดควบคุม: A. moriforme (SKW12), A. nitens (PNGPW04) และ A. stygium (PTW09) 
ตามล้ าดับ  ก.–ง.(ล่า ง) วงสีม่ว งที่ เกิดจากการย่ อยไค ตินของเชื้อ รา  A. moriforme (SKW12),  
A. nitens (PNGPW04) แ ละ  A. stygium (PTW09) ต า มล้ า ดับ  จ .–ซ . (บน ) โค โล นี เชื้ อ ร า 
บ น จ า น อ า ห า ร  Annulohypoxylon spp. (SKW11), H. polyporoideum (SKWPM02),  
H. sublenormandii (SKW30) และ Hypoxylon sp. (STPW01) ตามล้าดับจ.–ซ. (ล่าง) วงสีม่วง
หลั งจ า นอาห าร เลี้ ย งเชื้ อ ที่ เกิ ดจ า กการย่ อยสลาย ไคติน ของ เชื้ อ รา  A. nitens. (SKW11),  
H. polyporoideum (SKWPM02), H. sublenormandii (SKW30) แ ล ะ  Hypoxylon spp. 
(STPW01) ตามล้าดับ 
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ภาพ ท่ี  55 วงใสที่ เกิดจากกา รย่อยเซลลู โลสบนอา หา รเลี้ย งเชื้ อ CMC agar ก . ชุดควบ คุม  
ข . A. moriforme (SKW12) ค. Annulohypoxylon sp. (SKW11) ง. H. lenormandii (CHPW03) 
จ . polyporoideum (SKWPM02) ฉ . H. sublenormandii (SKW30) ช . Hypoxylon fendleri 
(PJB04) และ ซ. Hypoxylon sp. (STPW01) 
 
ตารางท่ี 8 การสร้างเอนไซม์ไคติเนส และเซลลูเลส ของเชื้ อรา Annulohypoxylon spp. และ 
Hypoxylon spp.  

ชนิดของเชื้อรา 
การสร้างเอนไซม์ 

จ้านวนวันที่เชื้อราสร้าง
เอนไซม์ (วัน) 

ไคติเนส1/ เซลลูเลส2/ ไคติเนส/เซลลูเลส 

A. moriforme (SKW12) + + 7/7 
A. nitens (PNGPW04) + - 7/- 
A. stygium (PTW09) + - 9/- 
A. nitens (SKW11) + + 12/7 
H. lenormandii (CHPW03) - + 9/7 
H. polyporoideum (SKWPM02) + + 12/7 
H. sublenormandii (SKW30) + + 12/7 
H. fendleri (PJB04) - + 12/7 
Hypoxylon sp. (STPW01) + + 9/7 
Control - - -/- 

1/บันทึกผลเป็นบวก (+) เม่ือเกิดการเปลี่ยนแปลงของสีอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นสีม่วงรอบโคโลนีเชื้อรา  
บันทึกผลเป็นลบ (-) หากไม่มีการเปลี่ยนแปลงใดๆ เกิดขึ้น 
2/บันทึกผลเป็นบวก (+) เม่ือเกิดวงใสรอบโคโลนีเชื้อรา 
บันทึกผลเป็นลบ (-) หากไม่มีการเปลี่ยนแปลงใดๆ เกิดขึ้น 
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 4.3 การทดสอบการสร้างสารระเหย 
 ทดสอบความสามารถในการสร้างสารระเหยที่มีผลต่อการเจริญของเชื้อรา C. oryzae 
สาเหตุโรคใบจุดบนต้นกล้าปาล์มน้้า มัน  โดยวิธี volatile extracellular metabolite test (Dennis 
and Webster, 1971) พบว่าเชื้อราทั้ง 9 ชนิด สามารถสร้างสารระเหยยับยั้งการเจริญของโคโลนี 
เชื้อรา  C. oryzae ได้ในระดับที่ไม่มีความแตก ต่างกันทางสถิติ เม่ือเปรียบ เที ยบ กับชุดควบคุม  
ที่มีการเจริญของเส้นใยเชื้อรา C. oryzae เต็มหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อภายในระยะเวลา 7 วัน ยกเว้น 
เชื้อรา H. polyporoideum (SKWPM02) เพียงไอโซเลทเดียวเท่านั้นที่ มี เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี 
เชื้อรา C. oryzae มากที่สุด (3.21 เซนติเมตร) แสดงให้เห็นว่ามีการสร้างสารระเหยอยู่ในระดับต้่า
เม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อราในไอโซเลทอ่ืน ๆ (ตารางที่ 9 , ภาพที่ 56) สอดคล้องกับการทดลองของ 
Park และคณะ (2010) ที่ ท้าการทดสอบการสร้างสารระเหยของเชื้อรา Noduliosporium sp. 
(ระยะกา รสื บ พัน ธุ์ แบบ ไม่อา ศัย เพศของ เชื้ อ รา  Hypoxylon sp.) ไอ โซ เลทCF016 พบ ว่ า  
เชื้ อร าดั งกล่ าวสา มา รถสร้า งสารร ะเหยหลา ยชนิ ด ได้แก่  beta-elemene, 1 -methyl-1 ,4 -
cyclohexadiene, beta-selinene และ alpha-selinene. มีผลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
สาเหตุโรคพืชหลังการเก็บเก่ียวของแอ๊ปเปิ้ลได้ อาทิ Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, 
Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici, Sclerotinia sclerotiorum,  
Colletotrichum coccodes, Magnaporthe oryzae, Alternaria panax, Botrytis cinerea 
และ Penicillium expansum ต่อมามีการทดสอบสารระเหยที่สร้างจากเชื้อรา  H. anthochroum 
ในกา รควบ คุมโรคเน่ าหลังกา รเก็บ เก่ี ยวของมะเขือเทศเชอร์รี่ที่ เกิ ดจ ากเชื้อ  F. oxysporum  
พบว่าสารระเหยที่เชื้อราสร้างขึ้น มีผลในการยับยั้งการเจ ริญของเชื้อราสาเหตุโรคได้มากกว่า  
50 เปอร์เซ็นต์ โดยมีผลยับยั้งกระบวนการหายใจ และการแทงทะลุผ่านผนังเซลล์พืชของเชื้อราสาเหตุ
โรคได้อีกด้วย (Macias-Rubalcava et al., 2018) 
 เม่ือน้าผลที่ได้จากการทดลองนี้  เป รียบ เทียบกับผลที่ได้จากการทดลองอ่ืน ๆ ข้างต้น  
ท้าให้สามารถคัดเลือกตัวแทนเชื้อราที่ มีคุณสมบัติในการเป็นจุลินทรีย์ปฏิปักษ์เบื้องต้น 3 ไอโซเลท 
ไ ด้ แ ก่  A. moriforme (SKW12), A. nitens (PNGPW04) แ ล ะ  A. stygium (PTW09)  
เนื่องจากเชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลทนี้ นอกจากสามารถสร้ างสารระเหยที่มีประสิทธิภาพเพ่ือยับยั้งการ
เจริญของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคได้ ยังมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคอยู่
ในระดับที่สูง จากการทดสอบด้วยวิธี dual culture ด้วยเช่นกัน ยิ่งไปกว่านั้นเชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลท 
สามารถสร้างเอนไซม์ไคติเนสที่มีผลในการย่อยสลายผนังเซลล์เชื้อราสาเหตุโรคได้ จึงได้คัดเลือก 
เชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลทนี้ ทดสอบคุณสมบัติในการควบคุมโรคใบจุดในต้นกล้าปาล์มน้้ามันส้าหรับการ
ทดลองต่อไป 
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ตาราง ท่ี  9 การ สร้ างสาร ระเหยของเชื้อ รา  Annulohypoxylon spp. และ Hypoxylon spp.  
ที่มีผลยับยั้งการเจริญของโคโลนีเชื้อรา Curvularia oryzae 

ชนิดของเชื้อรา 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีเชื้อรา 

Curvularia oryzae(ซ.ม.)±SE1/  

A. moriforme (SKW12) 2.47±0.15a 

A. nitens (PNGPW04) 2.45±0.28a 

A. stygium (PTW09) 2.35±0.15a 

A. nitens (SKW11) 2.77±0.15a 

H. lenormandii (CHPW03) 2.76±0.15a 

H. polyporoideum (SKWPM02) 3.21±0.03b 

H. sublenormandii (SKW30) 2.46±0.02a 

H. fendleri (PJB04) 2.11±0.04a 

Hypoxylon sp. (STPW01) 2.58±0.05a 

Control 8.50±0.00c 
 

1/ค่าเฉลี่ยจาก 4 ซ้้า ที่ได้จากการวัดการเจริญของโคโลนีเชื้อรา Curvularia oryzae เม่ือทดสอบ
ประสิทธิภาพของการสร้างสารระเหยที่มีผลต่อการเจริญของโคโลนีเชื้อราสาเหตุโรคของเชื้อรา 
Annulohypoxylon spp. และ Hypoxylon spp. ที่ได้รับการคัดเลือก ตัวอักษรที่ตามหลังค่าเฉลี่ย 
ตัวอักษรเดีย วกันไม่ มีความแตกต่างกันทางสถิติ ด้วยวิธี Tukey’s Multiple Comparison test 
(P>0.05) 
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ภาพ ท่ี 56  ขนา ดโคโลนี เชื้ อรา Curvularia oryzae ถูกยั บยั้งเม่ือ เปรียบ เที ยบ กับชุดควบคุม  
ภ า ย ห ลั งก า รท ด ส อ บ ก า ร ส ร้ า งส า ร ร ะ เห ย กั บ เชื้ อ ร า  Annulohypoxylon spp. แ ล ะ  
Hypoxylon spp. เป็ น ร ะยะเวลา  9  วั น  ก . เม่ือทดสอบ กับ เชื้ อ รา  A. moriforme (SKW12)  
ข. เม่ือทดสอบ เชื้ อรา  A. nitens (PNGPW04) ค. เม่ือทดสอบกับเชื้อ รา A. stygium (PTW09)  
ง . เม่ื อ ท ด ส อ บ กั บ เชื้ อ ร า  Annulohypoxylon sp. (SKW11) จ . เม่ื อ ท ด ส อ บ กั บ เชื้ อ ร า  
H. lenormandii (CHPW03) ฉ . เ ม่ื อ ท ด ส อ บ กั บ เชื้ อ ร า  H. polyporoideum (SKWPM02)  
ช . เ ม่ื อ ท ด ส อ บ กั บ เชื้ อ ร า  H. sublenormandii (SKW30) ซ . เม่ื อ ท ด ส อ บ กั บ เชื้ อ ร า  
Hypoxylon fendleri (PJB04) ฌ. เม่ือทดสอบกับเชื้อรา Hypoxylon sp. (STPW01)  
 

4.4 ประสิทธิภาพของน้้าเลี้ยงเชื้อ (culture filtrate) 
 ทดสอบประสิทธิภาพของน้้า เลี้ยงเชื้อรา A. moriforme (SKW12), A. nitens (PNGPW04) 
และ A. stygium (PTW09) ซ่ึงได้จากการคัดกรองคุ ณสมบั ติการเป็น เชื้อร าปฏิ ปัก ษ์ เบื้ องต้น  
พบว่าน้้า เลี้ยงเชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลท ไม่สามารถยับยั้งการเจริญขอ งเส้นใยเชื้อรา C. oryzae ได้  
โดยในวันที่ 7 ของการทดลองเส้นใยเชื้อรา C. oryzae เจริญเข้าครอบคลุมบริเวณหลุมที่ท้าการหยด
น้้าเลี้ยงเชื้อได้ทั้งหมด (ภาพที่ 57) จากผลการทดลองเป็นไปได้ว่าสารออกฤทธิ์ท่ีมีคุณสมบัติในการ
ยั บยั้ งกา รเจ ริญข องเชื้ อ ร า ไ ม่ถู กผลิ ตขึ้ น  หา กไ ม่ไ ด้ รั บก ารกร ะตุ้นจ าก เชื้ อสา เห ตุ โ ร ค  
(Cha et al., 1998) หรือในการทดลองนี้ มีการเลี้ยงเชื้อราในสภาวะที่ไม่เอ้ือให้เชื้อราสามารถผลิต 
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เอนไซม์ไคติเนสได้ เนื่องจากไม่ได้ใส่ซับสเตรด (colloidal chitin) เพ่ือกระตุ้นให้เชื้อราสร้างเอนไซม์
ไคติเนสเพ่ือย่อยสลายไคติน ดังนั้น ในการทดลองต่อไปจึงเลือกใช้เส้นใยแขวนลอยของเชื้อรา  
ไปทดสอบการควบคุมโรคใบจุดบนใบกล้าปาล์มน้้ามัน เนื่องจากเชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลท ไม่สร้างสปอร์ 
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ ท่ี  5 7  กา รทดสอบ น้้ า เลี้ ย งเชื้ อ ร า  Annulohypoxylon spp. (A. moriforme (SKW12),  
A. nitens (PNGPW04) และ A. stygium (PTW09)) ต่อการยับยั้ งกา รเจริญของเส้น ใยเชื้ อร า 
Curvularia oryzae  

 
5. การทดสอบการใช้เส้นใยแขวนลอยเชื้อรา (mycelial suspension) ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ  
ในการควบคุมโรคใบจุดของต้นกล้าปาล์มน้้ามัน ในสภาพห้องทดลอง 
 

คัดเลือกเชื้อร า Annulohypoxylon spp. 2  ไอ โซเลท ที่ มีคุณสมบั ติในการเป็น เชื้อร า
ปฏิ ปั ก ษ์ เบื้ อ งต้น  ได้แ ก่  A. nitens (PNGPW04) และ A. stygium (PTW09) เนื่ อ งจ าก เชื้อ ร า  
A. moriforme (SKW12) สร้างเอนไซม์เซลลูเลสได้ จึงไม่ถูกคัดเลือกมาทดสอบในการทดลองนี้  
จากการทดสอบใช้เส้นใยแขวนลอยเชื้อรา A. nitens (PNGPW04) และ A. stygium (PTW09)  
ในการควบคุมโรคใบจุดในต้นกล้าปาล์มน้้า มัน โดยใช้วิธี detached leafs พบว่าความเข้มข้นของ 
เส้ น ใย แ ข ว น ล อ ย เชื้ อ ร า  A. nitens (PNGPW04) ที่  1 5  แ ล ะ  2 0  เป อ ร์ เ ซ็ น ต์  (w/v)  
มีอัตราการเกิดโรคอยู่ในระดับต้่าคือเท่ากับ 0.66 ซ่ึงไม่แตกต่างกันทางสถิติกับระดับการเกิดโรค 
ในกรรมวิธีควบคุม ในขณะที่ผลของเส้นใยแขวนลอยเชื้อรา A. stygium (PTW09) มีอัตราการเกิดโรค
อยู่ในระดับที่ไม่แตกต่างกันทางสถิติในทุก ๆ ระดับความเข้มข้นของเส้นใยแขวนลอย (ตารางที่ 10 )
ดั ง นั้ น จึ ง คั ด เลื อ ก ค วา ม เข้ ม ข้ น ข อ ง เส้ น ใย แ ข วน ล อ ย เชื้ อ ร า  A. nitens (PNGPW04)  



118 

ที่ 15 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ไปใช้ทดสอบการควบคุมเชื้อรา C. oryzae สาเหตุโรคใบจุดในต้นกล้า 
ปาล์มน้้ามันในสภาพโรงเรือนในการทดลองต่อไป 

เนื่ อ งจ า กผลกา รทดสอบน้้ า เลี้ ย งเชื้ อ ร า  Annulohypoxylon spp. ทั้ ง  2  ไอ โซ เลท 
ในการทดลองที่ 8 ไม่สามารถควบคุมการเจริญของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคได้ แต่เชื้อราที่ได้รับการ
คัดเลือก มีความสามารถในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรค โดยอาศัยกลไกของตัวเชื้อราเอง เช่น  
การเจริญแข่งขัน และการสร้างเอนไซม์ท้าลายผนังเซลล์เชื้อราก่อโรค แต่เชื้อรา Annulohypoxylon 
ทั้ง 2 ไอโซเลท ไม่สร้างสปอร์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ทดลองใช้เส้นใยแขวนลอย 
ของเชื้อร า Annulohypoxylon ทั้ ง 2 ไอโซเลท  ในการทดสอบการควบ คุมโรคบน ใบต้นกล้ า  
ปาล์มน้้ามัน เนื่องจากเป็นส่วนที่เชื้อรายังสามารถเจริญได้ และอาจมีผลต่อเชื้อราสาเหตุโรคได้เช่นกัน 
สอดคล้องกับการทดลองของ Omar และคณะ (2009) รายงานการใช้สปอร์แขวนลอยร่วมกันเส้นใย
แขวนลอยของเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ Actinomycetes ในการควบคุมโรครากเน่าของต้นมะเขือเทศใน
เรื อนท ดลองร่ วมกับ เชื้ อ ร า  Trichoderma sp. และสา ร เค มี ก้ า จั ด เชื้ อ ร า คา ร์ เบ นดา ซิ ม 
(carbendazim) พบว่าสามารถลดอัตราการเกิด โรคใน ต้นมะเขือ เทศได้ โดยกา รทดสอบใน
ห้องทดลองเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ทั้งสองชนิดสามารถทนต่อสารเคมีก้าจัดเชื้อราได้อีกด้วย 

 
ตารางท่ี 10 ระดับการเกิดโรคใบจุดในต้นกล้าปาล์มน้้ามันในแต่ละความเข้มข้นที่ทดสอบ 

ชนิดของเชื้อรา ความเข้มเข้นของเส้นใยแขวนลอย (% w/v)/ระดับการเกิดโรค±SE1/ 

 0 5 10 15 20 

A. nitens (PNGPW04) 1.83±0.30b 1.66±0.33b 1.16±0.30ab 0.66±0.21a 0.66±0.33a 

A. stygium (PTW09) 1.83±0.30a 1.66±0.33a 1.16±0.40a 1.16±0.47a 1.16±0.16a 
1/ค่าเฉลี่ยจาก 4 ซ้้า ตัวอักษรที่ตามหลังค่าเฉลี่ย ตัว อักษรเดียวกันไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  
ด้วยวิธี Tukey’s Multiple Comparison test (P>0.05) 
 
6.  ก ารท ด สอ บ ใช้ เ ส้น ใ ย เชื้ อ ร าแ ข วน ล อย ในก ารค วบ คุ ม เชื้ อ  Curvularia oryzae  
บนใบกล้าปาล์มน้้ามันในสภาพโรงเรือน 
 จา กการทดสอบประสิทธิ ภา พของเส้ น ใยแขวนลอยเชื้ อร า A. nitens (PNGPW04)  
ในการควบคุมโรคใบจุดบนต้นกล้าปาล์มน้้า มันในสภาพโรงเรือน เปรียบเทียบกับการใช้สารเคมี 
แมนโคเซบ ที่ความเข้มข้น 40 ppm. พบว่าในกรรมวิธีท่ีพ่นด้วยสารเคมีแมนโคเซบ มีระดับความ
รุนแรงของโรคใบจุดต้่าสุด ที่ระดับ 1 ใบต้นกล้าปาล์มน้้า มันแสดงอาการใบจุด เล็กน้อย (ภาพที่ 58 , 
ญ-ฏ) ในขณะที่กรรมวิธีควบคุมพ่นด้วยสปอร์แขวนลอยเชื้อ C. oryzae เพียงอย่างเดียว และกรรมวิธี
พ่น ด้วยสปอร์แขวนลอย เชื้ อ  C. oryzae และเส้ น ใยแขวนลอย เชื้อ  A. nitens (PNGPW04)  
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มีระดับความรุนแรงของโรคใบจุด ที่ระดับ 2.25 และ 2 ตามล้าดับ  โดยใบของต้นกล้าปาล์มน้้ามัน
แสดงอาการใบจุด เนื้อเยื่อตาย ลักษณะกลมเท่าหัวเข็มหมุด กระจายอยู่บริเวณผิวใบ (ภาพที่ 58, ง-ฉ 
และ ช-ฌ) อาการดังกล่าวสามารถพบได้ในแปลงเพาะปลูกต้นกล้าปาล์มน้้ามันที่ มีการระบาดอย่าง
รุนแรง และกรรมวิธีควบคุมโดยการฉีดพ่นด้วยน้้ากลั่น มีระดับความรุนแรงของโรคที่ระดับ 0.25  
ต้นกล้าปาล์มน้้า มันแสดงอาการใบจุดค่อนข้างน้อย (ภาพที่ 58, ก-ค) เม่ือน้าผลที่ได้วิเคราะห์ของมูล
ทางสถิติ พบว่าในกรรมวิธีที่ฉีดพ่นด้วยสารเคมีแมนโคเซบมีระดับการเกิดโรคต้่าที่สุด เม่ือเปรียบเทียบ
กับกรรมวิธีที่ฉีดพ่นด้วยเส้นใยแขวนลอยเชื้อ A. nitens (PNGPW04) และกรรมวิธีควบคุมที่พ่นด้วย
สปอร์แขวนลอยเชื้อ C. oryzae ที่มีระดับความรุนแรงของโรคใบจุดไม่แตกต่างกันทางสถิติ (ตารางที่ 
11 ) ซ่ึ งจากผลการทดลองแสดงให้ เห็ น ว่า เส้น ใยแขวนลอยของเชื้อ  A. nitens (PNGPW04)  
ไม่สามารถควบคุมเชื้อ C. oryzae ในสภาพเรือนทดลองได้ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากปัจจัยสภาพแวดล้อม
ที่มีผลต่อการเจริญของเส้นใยเชื้อรา กล่าวคือความชื้นและอุณหภูมิเป็นปัจจัยภายนอกที่ส้าคัญมีผลต่อ
การเจริญของเส้นใยเชื้อราในธรรมชาติ โดยทั่วไปเชื้อราสามารถเจริญได้ดีในที่ความชื้นสูง ค่าความชื้น
สั มพัท ธ์ มา กกว่ า  6 0  เป อร์ เซ็น ต์ขึ้ น ไป  (Ashrae, 2000) และเจ ริญ ไ ด้ ดีที่ สุ ดที่ อุ ณ หภู มิ  
25–35 องศาเซลเซียส หากความชื้นต้่าเกินไปเชื้อราสามารถมีชีวิตอยู่ได้ แต่เจริญได้น้อย เช่นเดียวกับ
อุณหภูมิที่สูงเกินไป อาจท้าให้เชื้อราตายได้ (ยศนนท์ พรหมโชติกุล และอรุณี วีณิน, 2549) ซ่ึงสภาพ
เรือนทดลองเป็น พ้ืนที่ โล่ง ประกอบกับช่วงท้าการทดลองเป็นช่ วงฤดูร้อน  (เดือนกุมภาพันธ์– 
เดือนพฤษภาคม) อากาศค่อนข้างแห้ง และมีอุณหภูมิสูง จึงอาจส่งผลกระทบต่อการเจริญของเส้นใย
เชื้อราที่ทดสอบ ซ่ึงโดยทั่วไปแล้วการทดลองที่เก่ียวข้องกับการใช้เส้นใยแขวนลอยของเชื้อรา มักใช้
ทดสอบในการควบคุมโรคที่เกิดในระบบรากของพืช เช่น โรครากเน่าโคนเน่าของมะเขือเทศที่มีสาเหตุ
จากเชื้อ F. oxysporum f. sp. lycopercici ที่มีการใช้เส้นใยแขวนลอยของเชื้อรา T. viridae และ  
T. hazianum เทราดบริเวณโคนต้นพืชเพ่ือป้องกัน โรค (Wani et al., 2009) โดยพ้ืนดินใต้ต้นพืช  
ที่มีการทับถมของเศษอินทรียวัตถุ เป็นสภาพที่เหมาะสมในการเจริญของเส้นใยเชื้อรา ตรงกันข้ามกับ
การใช้เส้นใยแขวนลอยควบคุมโรคทางใบที่การควบคุมปัจจัยภายนอกเป็นไปได้ยาก วิธีที่เป็นที่นิยมใน
การใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ส้าหรับควบคุมโรคทางใบคือการใช้สปอร์แขวนลอยในการฉีดพ่น เนื่องด้วย
สปอร์ของเชื้อราสามารถทนต่อรังสี UV และสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ อีกทั้งสามารถเจริญได้
ทันทีเม่ือมีสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสม (Webster and Weber, 2007)  
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ภาพท่ี 58 การทดสอบใช้เส้นใยเช้ือราแขวนลอยควบคุมเช้ือ Curvularia oryzae ก. ต้นกล้าปาล์มน้้ามันใน
กรรมวิธีควบคุม (น้้ากล่ัน) ข.-ค. อาการใบจุดท่ีเกิดบนต้นปาล์มในกรรมวิธีควบคุม ง. ต้นกล้าปาล์มน้้ามันท่ีพ่นด้วย
สปอร์แขวนลอยเช้ือรา Curvularia oryzae จ.-ฉ. อาการใบจุดท่ีเกิดข้ึนภายหลังพ่นด้วยสปอร์แขวนลอยเช้ือรา 
Curvularia oryzae 14 วัน ช. ต้นกล้าปาล์มน้้ามันท่ีพ่นด้วยสปอร์แขวนลอยเช้ือรา Curvularia oryzae และเส้น
ใยแขวนลอยเช้ือรา Annulohypoxylon nitens (PNGPW04) ซ.-ฌ. อาการใบจุดท่ีเกิดข้ึนภายหลังพ่นด้วยสปอร์
แขวนลอยเช้ือรา Curvularia oryzae และเส้นใยแขวนลอยเช้ือรา Annulohypoxylon nitens (PNGPW04) 14 วัน 
ญ. ต้นกล้าปาล์มน้้ามันท่ีพ่นด้วยสารเคมีแมนโคเซบ ฎ.-ฎ. อาการใบจุดท่ีเกิดข้ึนภายหลังพ่นด้วยสารเคมีแมนโคเซบ 14 วัน
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ตารางท่ี 11 ระดับความรุนแรงของโรคใบจุดต้นกล้าปาล์มน้้ามันในแต่ละกรรมวิธีการทดลอง  
ภายใต้สภาพแปลงทดลอง 

กรรมวิธี ดัชนีความรุนแรงของโรค±SE1/ 

กรรมวิธีควบคุม (น้้ากลั่น) 0.25±0.25a 

กรรมวิธีควบคุม (สปอร์แขวนลอยเชื้อสาเหตุโรค C. oryzae) 2.25±0.25b 

เส้นใยแขวนลอยเชื้อรา A. nitens (PNGPW04) + C. oryzae 2.00±0.41b 

สารเคมีก้าจัดเชื้อราแมนโคเซบ + C. oryzae 1.00±0.41ab 
1/ค่าเฉลี่ยจาก 4 ซ้้า ตัวอักษรที่ตามหลังค่าเฉลี่ย ตัวอักษรเดียวกันไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  
ด้วยวิธี Tukey’s Multiple Comparison test (P>0.05) 
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บทท่ี 4 
สรุปผลการทดลอง 

 

จากตัวอย่างเชื้อร าสกุล  Annulohypoxylon และ Hypoxylon จ้านวน  146  ตัวอย่า ง 

บริเวณเส้นทางศึกษาธรรมชาติ และสวนยางพารา ในภาคใต้ของประเทศไทย สามารถจ้าแนกชนิด

โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกับเทคนิคทางชีวโมเลกุลได้ 15 ชนิด ได้แก่ A. moriforme  

(4 ตัวอย่าง) , A. nitens (3 ตัวอย่าง) , A. stygium (4 ตัวอย่าง), A. thailandicum (1 ตัวอย่าง), 

Hypoxylon duranii (3 ตัวอย่าง), H. fendleri (5 ตัวอย่าง), H. griseobrunneum (1 ตัวอย่ าง),  

H. haematostroma (8 ตั วอย่ าง), H. hypomiltum (4 ตัวอย่ าง), H. jaklitschii (2  ตัวอย่า ง) ,  

H. lenormandii (8 ตัวอย่าง), H. macrocarpum (1 ตัวอย่าง), H. monticulosum (9 ตัวอย่าง) , 

H. cf. pilgerianum (3 ตัวอย่า ง) และ H. sublenormandii (2 ตัวอย่ าง) และมี 12 ตัวอย่า ง  

ที่ไม่สามารถจ้าแนกชนิดที่ชัดเจนได้ ส่วนที่เหลืออีก 76 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างเก่าที่อยู่ในสภาพ 

ไม่สมบูรณ์ หรือเชื้อรายังอ่อนอยู่ในระยะที่ยังไม่มีการสร้างสปอร์ท้าให้ไม่สามารถระบุชนิดที่ถูกต้องได้ 

จาก ตัวอย่างเชื้อ ราจ้ านวน 70  ตัวอย่างที่ อยู่ ในสภาพสมบูรณ์  มี เชื้ อรา เพียง 4 5 ไอโซเลท  

ที่สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA คิดเป็นร้อยละ 30.82 ของจ้านวนเชื้อราทั้งหมด และมีเชื้อรา 

5  ช นิ ด  ที่ มี ก า ร สร้ า ง โค ร งส ร้ า งสื บ พั น ธุ์ แ บ บ ไ ม่ อา ศั ย เพ ศ บ น อ า ห า ร  OMA ไ ด้ แ ก่  

H. fendleri ( Nodulisporium-like) , H. haematostroma (Periconiella-like) , H. jaklitschii 

( Nodulisporium-like) , Hypoxylon species C (STPW01) ( Periconiella-like)  แ ล ะ  

Hypoxylon species D (PTPB01) (Nodulisporium-like) ในจ้านวนเชื้อราที่สามารถระบุชนิดได้ 

พบว่าเชื้อราที่มีจ้านวนชนิดมากที่สุดได้แก่ H. monticulosum รองลงมาคือ H. haematostroma 

และ H. lenormandii ตามล้าดับ 

 คัดเลือกเชื้อราที่ มีคุณสมบัติในการเป็นเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ ได้  2 ไอโซเลท คือ A. nitens 

(PNGPW04) และ A. stygium (PTW09) ทดสอบการใช้ เส้นใยแขวนลอยของเชื้อราทั้งสองชนิ ด  

ในการควบคุมโรคใบจุดบนต้นกล้าปาล์มน้้ามันโดยวิธี detached leaf พบว่าเชื้อรา  A. stygium 

(PTW09) มีการเจริญของเส้นใยปกคลุมใบปาล์มน้้ามันอย่างหนาแน่น ซ่ึงอาจส่งผลกระทบต่อการ

สังเคร าะห์ แสงของพืช ดังนั้ น จึงคัดเลือกเส้น ใยแขวนลอยของ เชื้ อรา  A. nitens (PNGPW04)  

ที่ความเข้ มข้น  15 เปอร์เซ็น ต์ (w/v) ไปทดสอบในสภาพแปลงปลูกบนต้นกล้า ปาล์มน้้า มัน  
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แต่พบว่า เส้นใยแขวนลอยของเชื้อ A. nitens (PNGPW04) ไม่สามารถควบคุมโรคใบจุดในต้นกล้า

ปาล์มน้้ามันในสภาพแปลงปลูกได้เม่ือเปรียบเทียบกับการใช้สารเคมีแมนโคเซบ 

 ทั้งนี้ในการควบคุมโดยชีววิธีจ้าเป็นต้องหาวิธีที่ เหมาะสมส้าหรับใช้ควบคุมโรคพืชในต้าแหน่ง

ต่าง ๆ ของพืช การใช้เส้นใยแขวนลอยของเชื้อรากับโรคทางใบของพืชยังมีข้อจ้ากัด ทั้งปัจจัยของแสง 

ความชื้น สภาพแวดล้อม ที่ มีผลต่อการเจริญของเส้นใยเชื้อรา หากมีการศึกษาเพ่ิมเติมเ ก่ียวกับ

ประโยชน์ของเชื้อราทั้ งสองสกุลนี้  ในการสกัดสารที่เชื้อราสร้าง หรือการหาสูตรอาหารที่กระตุ้นให้ 

เชื้อราสร้างสปอร์ได้มากจะเป็นประโยชน์ทั้งต่อด้านการควบคุมโดยชีววิธี และการจ้าแนกชนิดของ 

เชื้อราที่ชัดเจนขึ้น นอกเหนือไปจากคุณสมบัติในการเป็นจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ของเชื้อราทั้ง 2 สกุลนี้  

อีกหนึ่งคุณสมบัติที่โดดเด่น คือการสร้างเอนไซม์ในการย่อยสลายเนื้อไม้ เช่น เซลลูเลส แลกเคส และ

ไซแลนเนส (ภาคผนวก ก) ซ่ึงอาจใช้ประโยชน์ จากการสร้างเอนไซม์เหล่านี้  ในการก้าจัดหรือ 

ย่อยสลายเศษซากไม้ที่ เกิดจากการท้าสวนหรือการท้า เกษตรกรรม รวมไปถึงการย่อยสลายก้อน 

เชื้อเห็ดที่หมดอายุจากโรงเรือนเพาะเห็ด ให้กลายเป็นธาตุอาหารกลับลงสู่พ้ืนดิน เพ่ือให้พืชสามารถใช้

ประโยชน์ได้ต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
 

การทดสอบความสามาถในการสร้างเอนไซม์ย่อยสลายเน้ือไม้ 
 

1. การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์แลคเคส 
 ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะขอบโคโลนีเชื้อราที่เจริญบน
อาหาร PDA อายุ 3 -5 วัน ย้ายเลี้ยงบนอาหาร  bromophenol blue agar (BBA, ภาคผนวก ค.)  
บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง สังเกตโซนใสรอบโคโลนีของเชื้อราทุกวัน (เม่ือเกิดโซนใสเชื้อราสร้างเอนไซม์ 
แลกเคส) บันทึกวันที่มีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น 

2. การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไซแลนเนส 
 เตรียมอาหารแข็ง (solid state) ที่มีส่วนประกอบดังนี้  ขี้เลื่อย เปลือกถั่วบดหยาบ หญ้าแห้ง
ปั่นหยาบ และ mineral solution (ภาคผนวก ค) น้าขี้ เลื่อย 2 ส่วน เปลือกถั่วบดหยาบ 2 ส่วน และ
หญ้าแห้งปั่น 1 ส่วน ผสมให้เข้ากัน ตักส่วนผสมปริมาตร 10 กรัม ใส่ขวดรูปชมพู่ ขนาด 200 มิลลิลิตร 
เติม mineral solution ปริมาตร 3 มิลลิลิตร น้าส่วนผสมทั้งหมดฆ่ าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความ ดัน  
ที่อุณหภู มิ121 องศา เซล เซียส ความดัน  15 ปอน ด์ เป็ นเวลา 20 นาที  ว างอาหารแข็งไว้ ที่
อุณหภูมิห้องจนเย็น จากนั้น ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะขอบ
โคโลนีเชื้อราที่เจริญบนอาหาร PDA อายุ 3-5 วัน ย้ายเลี้ยงบนอาหาร solid state (3 ชิ้นต่อ 1 ขวด
รูปชมพู่) บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง รอจนเชื้อราเจริญเต็มผิวหน้าอาหาร เม่ือเชื้อราเจริญเต็มผิวหน้าอาหาร 
(ปร ะมาณ 14  วั น) เติม KPB (potassium phosphate buffer) pH 7.5 ปริมาตร  15  มิลลิลิตร  
เพ่ือสกัดเอนไซม์ที่ เชื้อราสร้างออกมาให้อยู่ในรูปแบบสารละลาย ผสมทุกอย่างให้เข้ากัน วางไว้ที่
อุณหภู มิห้ องเป็น เวลา 1 ชั่ว โมง ใช้ กระบอกฉีดย า (syringe) ดูดส่ วนใส ในสารละลา ยน้า ไป 
วัดค่ากิจกรรมเอนไซม์  
 วัด ค่ากิจกรรมเอนไซม์ (enzyme activity) ด้ วย DNS (Dinitrosanicylic acid) method 
(Miller, 1959) โดยเติมสารละลายตัวอย่างปริมาตร 125 ไมโครลิตร ลงในหลอด micro centrifuge 
tube ที่มี 1 เปอร์เซ็นต์ xylan ใน KPB 125 ไมโครลิตร น้าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นดูดสารละลายทั้งหมด (250 ไมโครลิตร) ใส่ในหลอดแก้ว ที่มีสารละลาย 
DNS อยู่ 250 ไมโครลิตร เขย่าส่วนผสมให้เข้ากัน ปิดหลอดแก้วด้วยลูกแก้ว น้าไปต้มในน้้าเดือดนาน  
10 นาที เพ่ือหยุดปฏิกิริยาแล้วเติมน้้ากลั่นหลอดละ 2 ไมโครลิตร สังเกตการท้าปฏิกิริยาของ DNS 
กับน้้ าตาล  ด้วยการวัดค่าการ ดูดกลื นแสง (absorbance) ที่ควา มยาวคลื่น  5 40 น าโนเมตร  
ด้ วย เครื่อ ง ultraviolet-visible spectrophotometer (UV 5300, metash, China) จดบั นทึ ก 



137 

ค่าการดูดกลืนแสงและเปรียบเทียบกับชุดควบคุม น้าไปค้านวณค่ากิจกรรมของเอนไซม์ (enzyme 

activity) โดย A = A – A2 – A3 และ 

Enzyme activity (Unit/ml) = [(((( A/m) × 1000)/ MW)/ incubation time) /0.125] × (0.250/0.125) 
ค่า slope (m) จากกราฟความเข้มข้นของสารละลายน้้าตาลไซโลส = 0.9528 และมวลโมเลกุล 
(MW) ไซโลส = 150.13 

 
ผลการทดลอง 

 
การทดสอบความสามาถในการสร้างเอนไซม์ย่อยสลายเน้ือไม้ 
 

1. การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์แลคเคส 
 ทดสอบ ควา มสา มา รถขอ งเชื้ อ ร า Hypoxylon spp. และ Annulohypoxylon spp.  
ทั้ง  9 ไอ โซเลท  ในการสร้ าง เอน ไซ ม์แลก เคส  บนอาหา ร BBA (bromophenol blue agar)  
จากผลการทดลองพบว่า มีเพียงเชื้อรา H. lenormandii (CHPW03) เพียงไอโซเลทเดียวเท่านั้น  
ที่ส ามา รถสร้าง เอนไซ ม์แลก เคสได้  โดยสั งเกตได้จา กการเปลี่ย นสี อาหารของอาหาร  BBA  
จากสีม่วงเข้ม เป็นสีฟ้าอ่อนๆ จนถึงใส เกิดจากการย่อยลิกนินของเอนไซม์แลกเคส (ภาพที่ 1) 

2. การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไซแลนเนส 
 วัดค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซแลนเนส ด้วยวิธี DNS method (dinitrosanicylic acid) พบว่า 
เชื้อรา Annulohypoxylon spp. และ Hypoxylon spp. 5 ไอโซเลท มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซแลน
เนสเกิดขึ้น เม่ือท้าการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์พบว่าเชื้อรา A. nitens (PNGPW04) แสดงค่า
กิจกรรมของเอนไซม์มากที่สุดคือ 1.26 ยูนิต/มิลลิลิตร รองลงมาคือเชื้อรา H. polyporoideum 
SKWPM02, H. sublenormandii (SKW30) และ  Hypoxylon sp. (STPW01) แสดงค่ากิ จ กรรม
เอนไซม์ไซแลนเนสคือ 0.738, 0.396 และ 0.180 ยูนิต/มิลลิลิตร ตามล้าดับ (ภาพที่ 2) 
 เชื้ อร าในสกุล Annulohypoxylon และ Hypoxylon เป็ น เชื้อ ราที่ มีบทบาทส้ าคัญ ใน 
การย่อยสลายเนื้อไม้ในระบบนิเวศ ดังนั้นในการทดสอบการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส แลกเคส และ 
ไซแลนเนส ซ่ึงเป็นเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายองค์ประกอบของเนื้อไม้ ได้แก่ เซลลูโลส 
ลิกนิน และไซแลน (องค์ประกอบย่อยในเฮมิเซลลูโลส ) จึงได้ถูกศึกษาเพ่ิมเติมในแง่คุณสมบัติใน 
การย่อยสลายของเชื้อราทั้งสองสกุลดังกล่าว โดยเริ่มมีการรายงานครั้งแรกว่า เชื้อราสกุล Xylaria 
และ Hypoxylon บางชนิด ที่เป็นสาเหตุของโรครากเน่าในพืชจ้าพวก แองจิโอสเปิร์ม (angiosperm)  
มีความสามารถ ในการย่ อยสลา ยเซลลูโลส และลิ กนิ นได้  (Roger, 1979) ต่อมาได้มีกา รน้ า
ความสา มารถในการสร้างเอนไซ ม์ย่อยสลายของเชื้อร ามา ใช้ป ระโยชน์ ใน ด้า นต่าง ๆ เช่ น  
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การใช้ประโยชน์จากการสร้างเอนไซม์ เซลลูเลส และไซแลนเนส ที่ได้จากการคัดเลือกเชื้อราบน  
ซากใบปาล์มน้้า มัน เพ่ือน้ามาเพ่ิมประสิทธิภาพในการย่อยสลายซากพืชได้ดียิ่งขึ้น (พิมพ์ชนา และ
คณะ, 2559) การเพ่ิมค่ากิจกรรม ไฮ โดรไลสิ ส (hydrolysis) จ ากการสร้างเอนไซม์ย่อยสลา ย  
ในกลุ่ม hemicellulase และ Beta glucosidase ของเชื้อรา A. stygium DR47 และ Aspergillus 
niger DR02 ในกระบวนการย่อยสลายชานอ้อย ได้รวดเร็วขึ้น และเพ่ิมปริมาณของผลิตภัณฑ์สุดท้าย
คือน้้าตาลที่เกิดจากการย่อยสลายมากขึ้น นอกจากนี้เชื้อรา A. stygium ยังสามารถสร้างเอนไซม์ 
แพคติเนส และไซแลนเนสได้ เม่ือท้าการเพาะเลี้ยงบนชานอ้อยที่มีส่วนผสมของ ไซแลน และแพคติน 
(Robl et al., 2013; Robl et al., 2016) ในขณะที่ Memic และคณะ 20 17  ราย งานการ ใช้
ประโยชน์จากการสร้างเอนไซม์ในกลุ่ม Ligninolytic enzyme ที่ผลิตได้จากเชื้อรา H. fragiforme 
และ Coniophora puteana ส้าหรับการเพ่ิมประสิทธิภาพในกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพ 
(biodegradation) ของสารในกลุ่ ม PAHs (Polycyclic aromatic hydrocarbons) ที่เกิดจากการ
เผาไหม้ที่ไม่สมบูรณ์ของอินทรียวัตถุ และสารในกลุ่มนี้บางชนิดเป็นสารก่อมะเร็ง ภายหลังการเลี้ยง
เชื้อราทั้ง 2 ชนิด ในอาหารเหลวเป็นเวลา 3 สัปดาห์ และตรวจสอบการย่อยสลายองค์ประกอบ  
ของสารดังกล่าว ด้วยเทคนิค GC/MS พบว่าเชื้อราทั้งสองชนิดสามารถสร้างเอนไซม์เพ่ือย่อยสลาย
องค์ประกอบสารกลุ่มนี้ ได้หลายชนิด เช่ น 1- methylnaphthalene, 2- methylnaphthalene,  
1- methylfluorene, acenaphthene, acenaphthylene, antracene, 1,2- benzanthracene, 
benzo(k)fluoranthene, byphenil, fluorine, phenanthrene และ phyrene 
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ภาพภาคผนวกท่ี 1 การสร้างเอนไซม์แลคเคสของเชื้อรา Hypoxylon lenormandii (CHPW03) 

บนอาหาร BBA ก. กรรมวิธีควบคุม (หน้าจานอาหาร) ข. กรรมวิธีควบคุม (หลังจานอาหาร)  

(ค. หน้าจานอาหาร , ง. หลังจานอาหาร) โซนใสรอบโคโลนีเชื้อรา  H. lenormandii (CHPW03)  

จากการสร้างเอนไซม์แลคเคส เม่ือเชื้อราเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 5 วัน 

 

 

 

ภาพภาคผนวกท่ี  2  กิจ กร รมเอน ไซ ม์ไซแลน เนสของเชื้ อร า Annulohypoxylon spp. และ 

Hypoxylon spp. ในแต่ละไอโซเลท 
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ภาคผนวก ข 

 

 

ภาพภาคผนวกท่ี  3 เปอร์เซ็นต์การยั บยั้งเส้น ใยเชื้อ รา Curvularia oryzae ของเชื้อร าสกุล 

Annulohypoxylon และ Hypoxylon  
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ภาคผนวก ค 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ 

1. Bromophenol blue agar (BBA) 
 PDA      39 กรัม 
 Bromophenol blue    0.002 กรัม 
 Distilled water     1,000 มิลลิลิตร 
วิธีการ 
 น้ า  PDA ส้ า เร็ จ รู ป ผ สม น้้ า ก ลั่ น  ต้ั ง ไฟ  แ ล ะค น ให้ ส่ วน ผ ส มทุ ก อ ย่ า ง เข้ า กั น   
เติม bromophenol blue คนส่วนผสมให้เข้า กันอีกครั้ง จากนั้นน้าอาหาร BBA ที่ได้ไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว นาน 20 นาที น้าอาหาร
เลี้ยงเชื้อวางไว้ท่ีอุณหภูมิห้องจนอุ่น แล้วเทอาหารลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว 
2. Carboxyl methyl cellulose (CMC) 
 C4H12N2O6     5 กรัม 
 KH2PO4     1 กรัม 

 MgSO4∙7H2O     0.5 กรัม 

 Cacl2∙2H2O     0.001 กรัม 
 Yeast extracts     0.1 กรัม 
 CMC      20 กรัม 
 Agar      16 กรัม 
 Distilled water     1,000 มิลลิลิตร 
วิธีการ 
 น้าส่วนผสมทั้งหมดละลายด้วยน้้ากลั่นอุณหภูมิห้อง จากนั้นน้าไปต้ังไฟ เพ่ือให้ส่วนผสม
ทั้ งหมดรวมเป็ น เนื้ อ เดีย วกัน  น้ า อา หาร  CMC ที่ ไ ด้ไปนึ่ งฆ่ า เชื้ อ  (autoclave) ที่ อุณหภู มิ  
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว นาน 20 นาที วางไว้ที่ อุณหภูมิห้องจนอุ่น  
แล้วเทอาหารลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว 
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3. Corn meal agar (CMA) 
 Corn meal     17.00 กรัม 
 Agar      2.00 กรัม 
 Distilled water     1,000 มิลลิลิตร 
วิธีการ 
 น้าผงวุ้นผสมกับอาหารส้าเร็จรูป corn meal ที่เตรียมไว้ เติมน้้ากลั่นลงไปในส่วนผสม 
จากนั้นน้าไปต้ังไฟเพ่ือให้ผงวุ้นและส่วนผสมทุกอย่างเข้ากัน น้าอาหาร CMA ที่ได้ไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว นาน 20 นาที วางไว้ที่
อุณหภูมิห้องจนอุ่น แล้วเทอาหารลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว 
4. Colloidal chitin agar 
 Colloidal chitin     1% (w/v) 
 PDA      39 กรัม 
 Bromocresol purple    0.015% (w/v) 
 Distilled water     1,000 มิลลิลิตร 
วิธีการ 
 น้าอาหาร PDA ส้าเร็จรูปผสมกับ colloidal chitin เติมน้้ากลั่นลงไปในส่วนผสม จากนั้น
น้าไปต้ังไฟ เพ่ือให้ส่วนผสมทุกอย่างเข้ากัน เติมสี bromocresol purple และวางอาหารพักไว้ให้อุ่น 
น้าไปปรับค่าพีเอช ด้วย Nacl และ NHcl ให้ได้พีเอชประมาณ 4.7 น้าอาหาร CCA ที่ได้ไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว นาน 20 นาที วางไว้ที่
อุณหภูมิห้องจนอุ่น แล้วเทอาหารลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว 
5. Oat meal agar (OMA) 
 Oat meal      20 กรัม 
 Trace salt solution    1 มิลลิลิตร  
 Distilled water     1,000 มิลลิลิตร 
Trace salt solution ประกอบด้วย 
 FeSO4      0.1 กรัม 
 Mncl2      0.1 กรัม 
 ZnSo4      0.1 กรัม 
 Distilled water     100 มิลลิลิตร 
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วิธีการ 
 น้า oat meal ที่ชั่งไว้ต้มในน้้า เดือดจนสุก ใช้ผ้าขาวบางกรองแยกส่วนน้้าต้มออก เติมผงวุ้น
และ น้าไปต้ังไฟอีกครั้ง คนส่วนผสมทั้งหมดให้เข้ากัน น้าอาหาร OMA ที่ได้ไปนึ่งฆ่าเชื้อ (autoclave) 
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว นาน 20 นาที วางไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 
จนอุ่น เติม trace salt solution แล้วเทอาหารลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว 
 
6. Potato dextrose agar (PDA) 
 Potato      200 กรัม 
 Dextrose     20 กรัม 
 Agar      15 กรัม 
 Distilled water     1,000 มิลลิลิตร 
วิธีการ 
 น้ามันฝรั่งสดปอกเปลือก และล้างน้้าให้สะอาด หั่นมันฝรั่งเป็นลูกเต๋าขนาด 1×1×1 ลูกบาศก์
เซนติเมตร น้าไปต้มให้สุก กรองแยกส่วนน้้าต้มมันฝรั่งออกผ่านผ้าขาวบาง น้าส่วนผสมที่เตรียมไว้ใส่
ในน้้าต้มมันฝรั่งและต้ังไฟอีกครั้ง เพ่ือให้ส่วนผสมทุกอย่างเข้า กันดี  น้าอาหาร PDA ที่ได้ไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว นาน 20 นาที วางไว้ที่
อุณหภูมิห้องจนอุ่น แล้วเทอาหารลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว 
 
7. Potato dextrose broth (PDB) 
 Potato      200 กรัม 
 Dextrose     20 กรัม 
 Distilled water     1,000 มิลลิลิตร 
วิธีการ 
 น้ามันฝรั่งสดปอกเปลือก และล้างน้้าให้สะอาด หั่นมันฝรั่งเป็นลูกเต๋าขนาด 1×1×1 ลูกบาศก์
เซนติเมตร ต้มให้สุก กรองแยกส่วนน้้าต้มมันฝรั่งออกผ่านผ้าขาวบาง น้าส่วนผสมที่เตรียมไว้ใส่ในน้้า
ต้มมันฝรั่งและต้ังไฟอีกครั้ง เพ่ือให้ส่วนผสมทุกอย่างเข้ากันดี  น้าอาหาร PDB ที่ได้ไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว นาน 20 นาที 
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8. Solid state  
 Nut shell     1 กรัม 
 Saw dust     1 กรัม 
 Dry glass     0.5 กรัม 
 Peptone     1% (w/v) 
 Mineral solution    (mineral solution 10 มิ ลลิ ลิ ตร ต่ อ
วัตถุดิบ 2.5 กรัม) 
Mineral solution ประกอบด้วย 
 Nacl      0.1 กรัม 
 MgSO4      0.1 กรัม 
 KH2PO4      0.2 กรัม 
 Yeast extract     1% (w/v) 
 Distilled water     100 มิลลิลิตร 
วิธีการ 
 น้าวัตถุดิบ (เปลือกถั่ว ขี้เลื่อย และหญ้าแห้ง) บดให้ละเอียดด้วยเครื่องปั่นอเนกประสงค์ และ
คลุกเคล้าให้เข้ากัน ละลาย 1% เพปโตน ผสมลงใน mineral solution เติมสารละลายลงในวัตถุดิบ
ในข้อที่1 คลุกเคล้าส่วนผสมทั้งหมดให้เข้า กันภายในขวดรูปชมพู่ขนาด 200 มิลลิลิตร  น้าอาหาร 
solid state ที่ได้ไปนึ่งฆ่าเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/
ตารางนิ้ว นาน 20 นาที วางทิ้งไว้ให้เย็นในอุณหภูมิห้อง ก่อนใช้เลี้ยงเชื้อราต่อไป 
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