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บทคดัย่อ 
ปัจจุบันมีการนำจุลินทรีย์ไปประยุกต์ใช้ในĀลากĀลายด้านทั้งทางด้านอุตÿาĀกรรม ด้าน

การแพทย์ ด้านการเกþตรกรรม รüมถึงด้านÿิ่งแüดล้อม ซึ่งพบü่าจุลินทรีย์มีบทบาทÿำคัญใน

กระบüนการย่อยÿลายÿารอินทรีย์ขนาดใĀญ่ในดินใĀ้มีโมเลกุลเล็กลง เปลี่ยนเป็นธาตุอาĀาร และทำ

ใĀ้ดินมีคüามอุดมÿมบรูณ์ โดยเฉพาะจุลินทรีย์กลุ่มราพบü่ามคีüามĀลากĀลายในระบบนิเüýเป็นอย่าง

มาก บางกลุ่มมีคüามÿัมพันธ์แบบพึ่งพาอาýัยร่üมกับพืช  และดำรงชีüิตอยู่ภายในเนื้อเยื่อพืช Āรืออยู่

รอบๆ รากพืช ซึ่งช่üยในการแลกเปลี่ยนธาตุอาĀาร รüมถึงการÿ่งเÿริมการเจริญเติบโตของพืช และมี

อีกĀลายชนิดที่เป็นÿาเĀตุของโรคทั้งในคน ÿัตü์ และพืช üัตถุประÿงค์ของการýึกþาน้ี คือการจัด

จำแนกชนิดพันธุ์เชื้อราที่ทางทีมüิจัยได้คัดแยกจากตัüอย่างดินบริเüณรากพืชจำนüน 105 ÿายพันธุ์ 

ซึ่งได้จากการÿุ่มคัดเลือกจากลักþณะÿัณฐานของเชื้อราที่แตกต่างกัน เพื่อนำไปทดÿอบฤทธิ์ในการ

ยับยั้งการÿร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียต่อไป การจัดจำแนกชนิดพันธุ์ของเชื้อรา ในงานüิจัยนี้ใช้

üิธีการทางชีüโม เลกุล โดยใช้  บริ เüณ  internal transcribed spacer (ITS1–5.8S–ITS2) และ

เปรียบเทียบลำดับนิüคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล GenBank และทำการüิเคราะĀ์ÿายพันธ์เชิงüิüัฒนาการ

ด้üย RAxML-HPC2 on XSEDE (8.2.8) ผ่านแพลทฟอร์ม CIPRES Science Gateway พบü่าจาก

เชื้อราทั้งĀมด 105 ÿายพันธุ์ ÿามารถทำการüิเคราะĀ์ลำดับคลีโอไทด์ได้ทั้งĀมด 98 ตัüอย่าง (93%) 
โดยÿามารถจัดจำแนกอยู่ใน 3 ไฟลัม (Phylum) คือ Ascomycota (94%), Basidiomycota (3%) 
และ Mucoromycota (3%) พบคüามĀลากĀลายและกระจายอยู่ใน 13 อันดับ (Order) ได้แก่ 

Amphisphaeriales, Botryosphaeriales, Cantharellales, Capnodiales, Chaetosphaeriales, 
Cordanales, Eurotiales, Hypocreales, Mortierellales, Mucorales, Sordariales, 
Tubeufiales และ Xylariales จากการýึกþาครั้งนี้แÿดงใĀ้เĀ็นถึงคüามĀลากĀลายทางชีüภาพของ

ราดินบริเüณรากพืช ซึ่งมีýักยภาพที่จะเป็นแĀล่งของÿารออกฤทธ์ิทางชีüภาพที่น่าÿนใจ 
คำÿำคญั : การจัดจำแนก, ราดิน, üิเคราะĀ์ÿายÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการ, ลำดับอนุกรมüิธาน, ITS 
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Abstract 
Currently, microorganisms are used in various fields, including industry, 

medicine, agriculture, and the environment. Microorganisms have been found to play 
an important role in decomposing large organic matter into smaller molecules, 
converting them into nutrients, and soil fertility. Fungi have been discovered as being 
highly diverse in the natural environment. Some species are symbiotically associated 
with plants and dwelling inside their tissues, particularly, around plant roots. 
Additionally, they can also enhance the exchange of nutrients in the soil and 
promote plant growth. However, there are several species that cause diseases in 
humans, animals, and plants. The purpose of this study was to classify soil fungi that 
inhabit around plant roots. The research team had isolated and preliminarily 
characterized about 105 strains. These fungi were randomly selected according to 
differences in colony morphology to determine antibiofilm activity against bacterial 
strains. Based on molecular methods were compared with reported sequences in the 
GenBank database using the BLAST search engine in NCBI. The datasets containing 
the selected sequences that followed from the previous studies. Phylogenetic 
analysis was performed with RAxML-HPC2 on XSEDE (8.2.8) via the CIPRES Science 
Gateway platform. As a result, DNA barcode analysis revealed that 98 out of the 
selected fungal strains (9 3 %) could be analyzed, and were classified into 3 phyla: 
Ascomycota (94%), Basidiomycota (3%), and Mucoromycota (3%). Among these, they 
belonged to 13 orders: Amphisphaeriales, Botryosphaeriales, Cantharellales, 
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Capnodiales, Chaetosphaeriales, Cordanales, Eurotiales, Hypocreales, Mortierellales, 
Mucorales, Sordariales, Tubeufiales, and Xylariales. Our findings demonstrated that 
soil fungi have considerable richness in the environment of plant roots and could be 
a potential source for bioactive compound research. 
 
Keywords : Classification, Soil fungi, Phylogenetic analysis, Taxonomy, ITS 
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 การที่ข้าพเข้าได้มาปฏิบัติÿĀกิจýึกþา ณ ธนาคารทรัพยากรชีüภาพแĀ่งชาติ ÿำนักงานพัฒนา

üิทยาýาÿตร์และเทคโนโลยีแĀ่งชาติ (ÿüทช.) จังĀüัดปทุมธานี ในระĀü่างüันที่ 9 มกราคม พ.ý. 
2566 จนถึงüันที่ 28 เมþายน พ.ý. 2566 นั้น ทำใĀ้ข้าพเจ้าได้รับองค์คüามรู้และประÿบการณ์

มากมาย ขอขอบพระคุณ ÿำนักงานพัฒนาüิทยาýาÿตร์และเทคโนโลยีแĀ่งชาติ (ÿüทช.) ทีมüิจัย

ธนาคารจุลินทรีย์ ที่ช่üยใĀ้คüามอนุเคราะĀ์ใĀ้ผู้ýึกþาได้เข้ามาทำการýึกþาÿĀกิจในครั้งนี้ ÿำĀรับ

รายงานÿĀกิจýึกþาฉบับนี้ ประÿบคüามÿำเร็จลงได้ด้üยดีโดยได้รับการÿนับÿนุนจากคุณÿิตา ปรีดา

นนท์ ผู้ช่üยüิจัยอาüุโÿ กลุ่มงานüิจัยราทะเล ที่กรุณาใĀ้คำชี้แนะและคำแนะนำแนüทางในการýึกþา

ค้นคü้า และการปรับปรุงแก้ไขข้อบกพร่องต่างๆ ที่เกิดขึ้นในขณะปฏิบัติงานด้üยคüามเมตตาและ

คüามเอาใจใÿ่ 
 ขอขอบพระคุณ ดร. นิลเนตร อัýüะýิริจินดา อาจารย์ที่ปรึกþาüิชา 05206523 CO-
Operative Education ÿ ำĀ รั บ นั ก ýึ ก þ า  ค ณ ะüิ ท ย าý าÿ ต ร์  ภ าค üิ ช าชี ü üิ ท ย า  ÿ าข า

เทคโนโลยีชีüภาพ ที่คอยใĀ้คำปรึกþาüิชา แนüคิด ดูแลอย่างใกล้ชิด และใĀ้คำแนะนำช่üยเĀลือที่ดีใน

การจัดการงานที่ถูกต้อง üิธีการÿืบค้นข้อมูลที่รüดเร็üและแม่นยำ จึงทำใĀ้ข้าพเจ้าÿามารถÿืบค้น

ข้อมูลได้ถูกต้องตรงประเด็นที่ÿำคัญ ๆ พร้อมทั้งตรüจทานระเบียบüิธีüิจัยใĀ้ถูกต้องÿมบูรณ ์ 
 ขอขอบพระคุณ ผý.ดร.üรกฤต üรนันทกิจ ประธานกรรมการที่ใĀ้เกียรติในการเป็นอาจารย์

นิเทý และคณะกรรมการการÿอบüิชาÿĀกิจýึกþานี้ รüมถึงใĀ้คำปรึกþา เพิ่มเติมคüามรู้ และชี้แนะ

แนüทางในการเขียนงานüิจัยใĀ้ÿำเร็จลุล่üง ขอกราบขอบพระคุณอาจารย์เป็นอย่างÿูง 
 ÿุดท้ายนี้ข้าพเจ้าขอขอบพระคุณผู้ที่ใĀ้คüามช่üยเĀลือทุกๆ ท่าน ที่มีÿ่üนเกี่ยüข้องใĀ้งานüิจัยนี้

ÿำเร็จลุล่üงไปได้ด้üยดี ซึ่งข้าพเจ้าไม่ÿามารถกล่าüนามท่านได้ทั้งĀมด ข้าพเจ้าจึงขอขอบพระคุณไü้ 

ณ โอกาÿนี้ด้üย ข้าพเจ้าĀüังเป็นอย่างยิ่งü่ารายงานฉบับนี้จะเป็นประโยชน์ต่อผู้ที่มีคüามÿนใจ Āาก

รายงานฉบับน้ีมีข้อผิดพลาดประการใด ข้าพเจ้าก็ขออภัยมา ณ ที่นี้ด้üย 
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บทที่ 1  
บทนำ  

 
1.1 คüามเป็นมาและคüามÿำคัญของปัญĀา  

เชื้อราเป็นจุลินทรีย์กลุ่มยูคาริโอตเซลล์ที่มีเยื่อĀุ้มนิüเคลียÿ (de Hooh et al., 2000)  และ

มีคüามĀลากĀลายเป็นอย่างมาก ปัจจุบันจัดอยู่ในอาณาจักรฟังไจ (Monclavo, 2005) ทำĀน้าที่เป็น

ผู้ย่อยÿลายที่ÿำคัญในระบบนิเüý (Banos et al., 2018) และมีบทบาทมากขึ้นในการนำเชื้อรามา

ประยุกต์ใช้ในด้านเทคโนลียีชีüภาพ ซึ่งมีการนำเชื้อรามาใช้ประโยชน์ในด้านอุตÿาĀกรรม และด้าน

เýรþฐกิจ นำไปÿู่ผลิตภัณฑ์ใĀม่ๆ มากมาย (Kevin et al., 2019) ไม่ü่าจะเป็นการนำมาใช้รักþาโรค

ในคน เช่น ยาปฏิชีüนะ penicillin จาก Penicillium chrysogenum  (Marco et al., 2008) ÿาร

ยับยั้งไบโอฟิล์มจากÿารÿกัดที่ได้จากเชื้อรา Lasiodiplodia pseudotheobromae  (Taufiq และ 
Darah, 2020) Āรือยารักþาโรคต่างๆ เป็นต้น ด้านอาĀาร เช่น ไüน์ และ ÿีผÿมอาĀาร เป็นต้น 

รüมถึงด้านการกำจัดโรคพืช เช่น การปรับปรุงคüามต้านทานโรคใบไĀม้โดยใช้เชื้อรากลุ่ม

Ectomycorrhizal คือ Hymenochaete sp. (Wang et al., 2022) เป็นต้น แต่ในทางกลับกันเชื้อรา

Āลายชนิดÿามารถก่อโรคร้ายแรงได้ทั้งในคน ÿัตü์ และพืชเช่นกัน (Hyde et al., 2018) ดังน้ันการ

ระบุชนิดพันธุ์ และจำแนกเชื้อราใĀ้ถูกต้องแม่นยำ จึงมีคüามจำเป็นอย่างยิ่ง เพื่อใĀ้ทราบü่าเชื้อชนิด

น้ันๆ ใĀ้ประโยชน ์Āรือก่อโรค Āรือเป็นอันตรายต่อÿิ่งมีชีüิตอื่นๆ Āรือไม่  
ในอดีตได้มีการจัดจำแนกชนิดพันธุ์ของเชื้อราด้üยลักþณะทางÿัณฐานüิทยา (morphology) 

ด้üยการÿังเกตจากลักþณะ ÿี รูปร่างของโคโลนี ขนาดของเÿ้นใย โครงÿร้าง และขนาดของÿปอร์ด้üย

ตาเปล่า Āรือภายใต้กล้องจุลทรรýน์ แต่การระบุชนิดพันธุ์ของเชื้อราแบบดั้งเดิมนั้นเป็นüิธีที่ทำได้ยาก 

ใช้เüลานาน ต้องอาýัยคüามรู้ทางด้านอนุกรมüิธานของผู้ที่มีคüามรู้คüามเชี่ยüชาญÿูง เพื่อระบุคüาม

แตกต่าง และจำแนกได้อย่างถูกต้อง เนื่องจากปัจจุบันมีการค้นพบเชื้อราชนิดใĀม่จำนüนมาก และมี

คüามคล้ายคลึงกันมากขึ้น อีกทั้งยังมีการüิüัฒนาการ เพื่อใĀ้ÿามารถอยู่รอดได้ในระบบนิเüýที่มีการ

เปลี่ยนแปลง จึงÿ่งผลใĀ้การจัดจำแนกชนิดพันธ์ุด้üยüิธีการข้างต้นมีคüามผิดพลาด  
ดังนั้น จึงมีการนำเทคนิคทางพันธุýาÿตร์ระดับโมเลกุล มาช่üยในการจัดจำแนก โดยเทคนิค

นี้จะอาýัยĀลักการปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรÿ (Polymerase Chain Reaction) ýึกþาคüามแตกต่าง

ในบริเüณ internal transcribed spacers (ITS) ของ ribosomal DNA (rDNA) ซึ่งเป็นเครื่องĀมาย

รĀัÿพันธุกรรมของเชื้อรา (Schoch et al., 2012) และเป็นบริเüณอนุรักþ์ของÿิ่งมีชีüิตแต่ละชนิด จึง

นิยมใช้กันอย่างแพร่Āลายในการจัดจำแนกระดับอนุกรมüิธาน และÿายüิüัฒนาการของเชื้อรา 

เนื่องจากเป็นบริเüณที่ÿามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ง่าย และมีคüามแตกต่างระĀü่างชนิดÿูง จึง

ÿามารถแยกคüามแตกต่างระĀü่างÿายพันธุ์ของเชื้อราÿ่üนใĀญ่ที่มีคüามใกล้เคียงกันได้ (Ganley 

and Kobayashi, 2007) และ (Li et al., 2013) รายงานฉบับนี้ จึงมีการýึกþา และนำเทคนิค
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



2 
 

 

ทางด้านพันธุýาÿตร์ระดับโมเลกุล (Molecular Genetic) เข้ามาช่üยใĀ้การจัดจำแนก ระบุชนิดพันธุ์

ของเชื้อรา และýึกþาคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมใĀ้มีคüามถูกต้องมากขึ้น และนำข้อมูลที่ได้มา

ýึกþาÿายÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของเชื้อรา จากการเปรียบเทียบข้อมูลลำดับนิüคลีโอไทด์กับ

ฐานข้อมูล GenBank เพื่อระบุตำแĀน่งทางอนุกรมüิธาน และชนิดพันธุ์ของเชื้อรานั้นๆ ใĀ้ถูกต้อง 

และนำข้อมูลดังกล่าüไปใช้ประโยชน์ในดา้นอืน่ๆ ต่อไป 
 

1.2 üัตถุประÿงค์ของงานüิจัย 
 1) เพื่อจัดจำแนกชนิดพันธ์ุของเชื้อราด้üยüิธกีารทางชีüโมเลกุล (Molecular Biology) 
 
1.3 ขอบเขตของงานüิจัย 

1) ÿกัดดีเอ็นเอจากตัüอย่างเชื้อรา จำนüน 105 ÿายพันธุ ์
2) เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในÿ่üนของบรเิüณ internal transcribed spacer ด้üยüิธี polymerase 

chain reaction (PCR) 
3) ตรüจÿอบปริมาณดีเอ็นเอ ด้üย gel electrophoresis 
4) ทำใĀ้ผลผลิตพซีีอาร ์(PCR product) บริÿทุธิ ์ด้üยüิธี ExoSAP-IT 
5) เตรียมปฏิกิริยา sequencing ด้üย BigdyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

และทำใĀป้ฏิกิริยา sequencing บรÿิุทธิ ์

6) üิเคราะĀร์Āÿัพันธุกรรมด้üยเครื่อง Sanger Sequencer 3500 ABI 
7) การüิเคราะĀ์ลำดับนิüคลีโอไทด์ ด้üยโปรแกรม BioEdit 
8) การเปรยีบเทียบลำดับนิüคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล NCBI ด้üยüิธี Blast search 
9) การüิเคราะĀÿ์ายÿัมพันธเ์ชิงüิüัฒนาการ (phylogenetic analysis) 

1.4 ประโยชน์ทีค่าดü่าจะได้รบั  
    1)  จัดจำแนกเชื้อราที่มีýักยภาพในการผลิตÿารออกฤทธ์ิทางชีüภาพ 
    2)  ทราบคüามÿัมพันธ์ และลำดับüิüัฒนาการของเช้ือราที่คัดแยกได้  
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บทที่ 2  

ทฤþฎแีละงานüิจยัที่เก่ียüข้อง  
 

2.1 ข้อมูลทั่üไปเกี่ยüกับเชื้อรา 
จุลินทรีย์กลุ่มราจัดอยู่ในอาณาจักรฟังไจ (Kingdom Fungi) พบอยู่ในÿิ่งแüดล้อมต่างๆ เช่น ดิน 

แĀล่งน้ำ ÿ่üนของพืช ใบ ราก และผล (Maheswari and Komalavalli, 2013) ซึ่งเป็นที่รู้จักกันดีü่า

จุลินทรีย์กลุ่มรา ประกอบด้üยÿองกลุ่มใĀญ่ๆ คือ เĀ็ด (mushrooms) และ รา (molds) บางชนิดก่อ

โรค บางชนิดทำĀน้าที่ย่อยÿลาย ช่üยใĀ้พืชเจริญเติบโต และใช้ในการประกอบอาĀาร ในÿ่üนของ

การเจริญเติบโตและการแพร่กระจายของเชื้อรานั้นขึ้นอยู่กับปัจจัยแüดล้อมต่างๆ เช่น อุณĀภูมิ ค่า

คüามเป็นกรด-ด่าง คüามชื้น ปริมาณและชนิดของÿารอาĀาร เป็นต้น (Gaddeyya et al., 2012) 

เชื้อราเป็นตัüแทนของจุลินทรีย์กลุ่มเฮทเทอโรโทรบ (heterotroph) ที่ไม่ÿามารถÿร้างอาĀารได้เอง 

เรียกรüมๆ ü่า “ราที่แท้จริง” Āรือ Eumycota (Whittaker, 1969) โดยทั่üไปเชื้อราที่แท้จริงมี

ลักþณะดังต่อไปนี้ ผนังเซลล์ประกอบด้üยÿารพüกเบต้ากลูแคน (ß -glucans) และไคตนิ (chitin) ที่มี

เซลลูโลÿ (cellulose) Āรือไคโตซาน (chitosan) เป็นองค์ประกอบĀลัก เชื้อรามักมีลักþณะเป็นเซลล์

เดียüที่มีรูปร่างเป็นทรงกลมถึงรูปไข่ Āรือเจริญเป็นกลุ่มของเÿ้นใยเรียกü่า ไมซีเลียม (mycelium) 
ประกอบด้üยโครงÿร้างเÿ้นใยยาü (Hyphae) ดังรูปที่ 2.1 ทำĀน้าที่รüบรüมÿารอาĀาร และÿืบพันธุ์ 

มี amino adipidic pathway ÿำĀรับÿังเคราะĀ์กรดอะมิโนไลซีน (Adl et al., 2018)  
 

 
รูปที่ 2.1 ลักþณะทั่üไปของเÿ้นใยไมซีเลียม 

ที่มา : https://nios.ac.in/media/documents/dmlt/microbiology/lesson-51.pdf 
 
 เชื้อรามีการÿืบพันธุ์ทั้ งแบบอาýัยเพý (saxaul reproduction)  และแบบไม่อาýัยเพý 

(asexual reproduction) โดยการÿืบพันธุ์แบบไม่อาýัย (asexual reproduction) นั้นÿืบพันธุ์โดย

อาýัยการÿร้างÿปอร์ ระดับคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมไม่ÿูงมากนัก เนื่องจากการÿร้างÿปอร์เกิด
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จากการแบง่เซลล์ จึงทำใĀ้มีคüามเĀมือนกันมากทางพันธุกรรม ข้อดีของการÿืบพันธ์ุแบบไม่อาýัยเพý

คือ มีการผลิตÿปอร์ และÿามารถเจริญเติบโตได้เป็นจำนüนมาก แต่เกิดการกลายพันธุ์ได้น้อย  ÿปอร์

ที่ÿามารถพบได้บ่อยเรียกü่า โคนิเดีย (conidia) เป็นÿปอร์ที่ไม่มีÿิ่งĀ่อĀุ้ม มักจะอยู่ที่ปลายÿุดของ

เÿ้นใยรüมกันเรียกü่า โคนิดิโอฟอร์ (conidiophore) ดังรูปที่ 2.2 a-c พบมากอยู่ในไฟลัมแอÿโคไมโค

ตา (ascomycota) และ ไฟลัมเบÿิดิโอไมโคต้า (basidiomycota) และÿปอร์บางชนิดเรียกü่า ÿปอร์

แรงจิโอÿปอร์ (sporangiospores) ดังรูปที่ 2.2 d เป็นÿปอร์ที่เกิดจากปลายเÿ้นใยพองออกเป็น

กระเปาะ แล้üต่อมามีผนังกั้นเกิดขึ้นภายใน กระเปาะจะมีผนังĀนา และเจริญเป็นอับÿปอร์ 

(sporangium) ดั งรู ป ที่  2 .2 e (ภู ผ าใจ , 2020) ÿ่ üน การÿื บ พั น ธุ์ แ บ บ อาýั ย เพ ý  (saxaul 
reproduction) โดยมีการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิÿ และÿร้างÿปอร์ที่เรียกü่าแอÿโคÿปอร ์(ascospore) 
อยู่ในถุงที่เรียกü่าแอÿคัÿ (ascus) ดังรูปที่ 2.2 f ÿปอร์ที่ได้จากการÿืบพันธุ์แบบอาýัยเพýจะทนต่อ

ÿภาพแüดล้อมได้ไม่ดีเท่าÿปอร์ที่ได้จากการÿืบพันธุ์แบบไม่อาýัยเพý แต่การÿืบพันธุ์ดังกล่าüมีระดับ

คüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมมากกü่า เนื่องจากเกิดการรüมตัüใĀม่ และมักเกิดการเปลี่ยนแปลง

ทางพันธุกรรมจากÿภาพแüดล้อมที่ไม่เอือ้อำนüย เช่น อากาýĀนาüจัด ร้อนจัด เป็นต้น  
 ในอดีตอาณาจักรฟังไจจำแนกเป็น 4 ไฟลัม โดยพิจารณาจากลักþณะทางÿัณฐานüิทยา และ

รูปแบบการÿืบพันธุ์ ÿามารถจำแนกได้ดังนี้ Chytridiomycota Zygomycota Ascomycota และ 

Basidiomycota (Whittaker, 1969) ต่ อม าได้ มี ก ารพิ ÿู จน์ ü่ า ไฟ ลั ม  Chytridiomycota และ 

Zygomycota จัดอยู่ในไฟลัมเดียüกัน เนื่องจากมีคüามเĀมือนกันทางพันธุกรรม (Tanabe et al., 
2005), (James et al., 2006) และ (White et al., 2006) ปัจจุบันมีการจัดจำแนกเชื้อราออกเป็น 9 

ไ ฟ ลั ม  ไ ด้ แ ก่  Opisthosporidia Chytridomycota Neocallimastingomycota 
Blastocladiomycota ZoopagomycotaMucoromycota Glomeromycota Ascomycota และ 

Basidiomycota (Miguel et al., 2019) และมีรายงานการค้นพบเชื้อรามากกü่า 150,000 ชนิดพันธุ์ 

(species) ซึ่งเป็นที่รู้จัก และได้รับการตั้งชื่อ อย่างไรก็ตาม มีการคาดการณ์ü่าจำนüนÿายพันธุ์ใน

อาณาจักรราคงมีอย่างน้อย 1.5 ล้านÿายพันธุ์ ถึง 12 ล้านÿายพันธุ์ ที่ยังไม่ÿามารถระบุชนิดพันธุ์ได้ 
(Berbee, 2017) และ (Lücking et al., 2021) โดยเชื้อรากลุ่มแอÿโคไมโคตา (Ascomycota) เป็น

ไฟลัมที่มีÿมาชิกอยู่มากที่ÿุดในอาณาจักรฟังไจ  (Lutzoni et al., 2004), (Schoch et al., 2009) 

และ (McLaughlin and Spatafora, 2015) ซึ่งมีประมาณ 64,000 ÿายพันธุ์ (Kirk et al., 2008) 

เนื่องจากคüามĀลากĀลายของรากลุ่มดังกล่าüมีการนำมาใช้ประโยชน์กันอย่างกü้างขü้าง มีการýึกþา

ลักþณะทางพันธุกรรม และผลักดันใĀ้เกิดนüัตกรรมใĀม่ๆ ด้านชีüüิทยา (Ortiz et al., 2019) เช่น 

Saccharomyces cerevisiae Neurodpora crassa และ Emericell nidulans เป็นต้น ÿ่üนใĀญ่

อาýัยอยู่ในĀลากĀลายระบบนิเüýทั้งบนบก Āรือในน้ำ และมีบทบาทÿำคัญในการย่อยÿลาย

อินทรีย์üัตถุ เช่น ซากพืช ซากÿัตü์ Āรือ กิ่งไม้ เป็นต้น (Brodo et al., 2001) บางชนิดพบภายในĀิน

บริเüณที่ราบน้ำแข็งในทüีปแอนตาร์กติกา (Selbmann et al., 2005) ไปจนถึงไม้ใต้ทะเลลึก 

(Kohlmeyer et al., 1977) ซึ่งเป็นÿภาพแüดล้อมที่ไม่เอื้อต่อการดำรงชีüิตของจุลินทรีย์ จึงเป็นที่
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ทราบกันดีü่าเชื้อราในไฟลัมแอÿโคไมโคตาÿ่üนใĀญ่มีระบบการÿืบพันธุ์แบบอาýัยเพý ตัüอย่างเชื้อรา

ในกลุ่มนี้มีตั้งแต่ยีÿต์ทั่üไป ไปจนถึงราที่มีคüามซับซ้อน จากรายงานของ Hibbett et al. ปี 2007 ได้

จั ด จ ำแ น ก เชื้ อ ร า ไฟ ลั ม แ อ ÿ โค ไม โค ต้ า อ อ ก เป็ น  3  ไฟ ลั ม ย่ อ ย  (subphylum) ได้ แ ก่  

Taphrinomycotina Saccharomycotina และ Pezizomycotina และแบ่งเป็น 21 ชั้น (Class) 
148 อันดับ (Order) 624 üงý์ (Family) 4,511 ÿกุล (Genus) (Gautam et al., 2020) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รปูที่ 2.2 ลกัþณะÿปอรข์องเชื้อรา (a) แÿดงรูปร่างของโคนิเดีย (conidia) ของเชือ้ราÿายพันธุ์ 

Cladosporium cladosporioides (b) แÿดงรูปร่างของโคนิดิโอฟอร ์ (conidiophores) ของเชือ้รา

ÿายพันธ์ุ C. cladosporioides (c) แÿดงรปูร่างของแอÿโคÿปอร ์ (ascospore) ที่อยู่ในถุงแอÿคัÿ 

(ascus) ของเชื้อรา Nemania camelliae (d), (e) แÿดงรูปร่างของอับÿปอร ์ (sporangium) และ 

ÿปอรแ์รงจิโอÿปอร์ (sporangiospores) ของเชือ้ราÿายพันธุ ์Mucor circinelloides  
ที่มา: รูป a-b Sandoval-Denis, M., Sutton, D. A., Martin-Vicente, A., Cano-Lira, J. F., 
Wiederhold, N., Guarro, J. and Genéa, J. 2021. Cladosporium Species Recovered from 
Clinical Samples in the United States. Journal of Clinical Microbiology. 
ที่มา: รูป c Pi, Y.H., Long, S.H., Wu, Y.P., Liu, L.L., Lin,Y., Long, Q.D., Kang, J.C., Kang, 
Y.Q., Chang, C.R., Shen, X.C., Wijayawardene, N.N., Zhang, X. and Li, Q.R., 2021. A 
taxonomic study of Nemania from China, with six new species. Mycokeys. 

e 

c 

d 

a b 
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ที่มา: รปู d-e Saito, S., Michailides, T. J., and Xiao, C. L. 2016. Mucor Rot-An Emerging 
Postharvest Disease of Mandarin Fruit Caused by Mucor piriformis and other Mucor 
spp. in California. Plant Disease. 
2.2 ข้อมูลทั่üไปเกีย่üกับราดิน (soil fungi) 
 ราดินเป็นเชื้อราที่พบได้ในดิน และมีบทบาทÿำคัญในการÿ่งเÿริมการเจริญเติบโตของพืช 

(Mulani and Turukmane, 2014) อีกทั้งยังช่üยรักþาคüามอุดมÿมบูรณ์ และแร่ธาตุในดิน ด้üยการ

ย่อยÿลายอินทรียüัตถุในดิน ซึ่งเกี่ยüข้องกับกระบüนการĀมุนเüียนของคาร์บอนไดออกไซด์ และ

ไนโตรเจน อย่างไรก็ตามจุลินทรีย์Āลายชนิดที่ยึดเกาะบนพื้นผิüของผลไม้ Āรือใบไม้ ยังพบü่าเป็น

ÿาเĀตุใĀ้เกิดการเน่าเÿียของผลผลิตทางการเกþตร และก่อใĀ้เกิดโรคได้อีกด้üย (Alsohaili et al., 
2018) อีกทั้งราดินยังÿามารถทนต่อÿภาพคüามเป็นกรดด่างของดินได้ĀลากĀลายเมื่อเทียบกับ

จุลินทรีย์กลุ่มแบคทีเรีย (Rousk et al., 2010) นอกจากนี้ยังมีรายงานการพบราดินที่อยู่บริเüณราก

ของพืช และรากลุ่มย่อยÿลาย (Moro et al., 2015) ü่าเป็นแĀล่งของÿารออกฤทธิท์ี่น่าÿนใจ 
2.3 ÿารออกฤทธ์ิทางชีüภาพจากราดิน 
 ÿารÿกัดจากเชื้อราถูกนำมาใช้ประโยชน์ทางด้านต่างๆ รüมไปถึงใช้ในการทำงานüิจัยมากมาย 

ซึ่งบางชนิดมีฤทธิ์ทางชีüภาพĀลากĀลาย ไม่ü่าจะเป็น ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย ฤทธิ์ต้านเชื้อรา ฤทธิ์ต้าน

การติดเชื้อ และฤทธิ์ต้านมะเร็งเป็นต้น ซึ่งÿ่üนใĀญ่นั้นได้จากการÿกัดÿารจากพืช จึงต้องใช้พืชใน

ปริมาณมาก และได้ÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพมาในปริมาณน้อย จุลินทรีย์จึงเป็นแĀล่งค้นคü้าĀาÿาร

ออกฤทธิ์ทางชีüภาพที่น่าÿนใจในปัจจุบัน เนื่องจากมีคüามĀลากĀลาย และเพาะเลี้ยงได้ทีละมากๆ

จากการýึกþาของ Phainuphong et al. ปี  2018 พบÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพของราÿกุล 

Aspergillus unguis PSU-RSPG204 ซึ่งแยกได้จากดิน ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้ง Staphylococcus 
aureus และ methicillin-resistant S. aureus (MIC 0.5 µg/mL) และพบÿารที่แÿดงฤทธิ์ในการ

ยับย้ังเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ ได้อีกด้üย Üstün et al. ปี 2019 ได้รายงานการพบเชื้อราในÿกุล 

Aspergillus sclerotiorum ซึ่งแยกได้จากดิน ผลการทดÿอบแÿดงใĀ้เĀ็นü่าÿารÿกัดจากรา A. 
sclerotiorum มีฤทธิ์ในการต้านเชื้อ methicillin-resistant S. aureus (MRSA) และÿามารถยับย้ัง

การÿร้างไบโอฟิล์มได้ โดยกลุ่มของราบริเüณรากพืชยังมีบทบาทÿำคัญในการÿ่งเÿริมการเจริญเติบโต

ของพืช (Plant Growth-Promoting Fungi, PGPF) และยับยั้งเชื้อÿาเĀตุของโรคพืช เช่น ราในÿกุล

Trichoderma spp. Chaetomium spp. Metharhizium spp. Emericella spp. (Teleomorph) 
(Hossain and Sultana 2020) (Lee et al., 2015) และ (Kumsorn et al., 2013) ตัüอย่างÿาร

ออกฤทธ์ิทางชีüภาพจากราดิน แÿดงดังตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2.1 ตัüอย่างÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพจากราดิน 
ชื่อราดิน ÿาร คุณÿมบัติ อ้างอิง 
Talaromyces flavus strain 
Bodhi001 

ÿารกลุม่อัลคาลอยด์ 
 และ เปปทิเดÿ 

ต้านเชื้อราก่อโรคพืช เช่น รา  
Sclerotium rolfii,   
Phytophthora palmivora,  
Colletotrichum capsica,  
 Rhizoctonia solani ฯลฯ 

Jantasorn et al., 2016 

Aspergillus fumigatus N-formyl-4-
hydroxyphenyl-
acetamide 
and atraric acid 

ต้านแบคทีเรียก่อโรค Acinetobacter 
baumannii, 
ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Pleurotus 
ostreatus 

Gill et al., 2023 

Aspergillus terreus Cyclooctasiloxane ยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค เช่น  
S. aureus, Escherichia coli และ 

Pseudomonas aeroginosa 

Rajalakshmi and 
Mahesh, 2014 

 
Trichoderma asperellum 

 
Blenolodes L-N 

 
ยับยั้ง 
Cryptococcus neoformans 

 
üัชรินทร์ และคณะ, 2562 

Chaetomium globosum Cytochalasin K 
Cochliodone A 

ยับยั้งเซลล์มะเร็งเตา้นม  Afrah et al., 2021 

Drechslera halodes ÿารเทนนิน ยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค เช่น  
S. aureus และ E. coli 

Tawfik et al., 2013 

 
2.4 การจัดจำแนกชนิดพันธุ์เชื้อรา  
 การพิÿูจน์เอกลักþณ์ของเชื้อราที่มีýักยภาพ ซึ่งจะนำไปประยุกต์ใช้ในงานด้านต่างๆ ใĀ้ถูกต้อง 

จึงเป็นĀัüใจÿำคัญ และเพื่อใĀ้ง่ายต่อการจัดทำข้อมูลเกี่ยüกับเชื้อราน้ันๆ เช่น คุณÿมบัติทางชีüเคมี 

บทบาททางระบบนิเüý โทþ และประโยชน์ เป็นต้น โดยüิธีการพิÿูจน์เอกลักþณ์ของจุลินทรีย์ Āรือ

การจำแนกÿายพันธุ์จุลินทรีย์ตั้ งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน พบทั้ งการýึกþาด้üยüิธีแบบดั้ งเดิม 

(conventional method) เชน่ ÿัณฐานüิทยา ÿรีระüิทยา และการýกึþาทางชีüเคมี เป็นต้น  ต่อมามี

การใช้üิธีการทางชีüโมเลกุล (molecular method) เช่น การทำพีซีอาร์ (Polymerase Chain 
Reaction: PCR) และการĀาลำดับนิüคลี โอไทด์  ด้üย RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism) เป็นต้น รüมไปถึงการใช้เทคนิคการüิเคราะĀ์ĀลากĀลายüิธีซึ่งเรยีกü่า อนุกรมüิธาน

โพลีฟาÿิก (polyphasic taxonomy) เพื่อทำใĀ้ทราบชนิดของเชื้อราน้ันๆ นอกจากน้ีปัจจุบันมีการ

นำเทคโนโลยีการüิเคราะĀ์ลายพิมพ์นํ้าĀนักเปปไทด์ของจุลินทรีย์ด้üยเทคนิค Matrix-Assisted 
Laser Desorption/ Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometer (MALDI-TOF MS) เข้ามา

ใช้ในการÿนับÿนุนข้อมูลÿำĀรับการจัดจำแนกชนิดพันธุ์ใĀ้มีประÿิทธิภาพดียิ่งขึ้น (Anna et al., 
2022)  
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.4.1 การจัดจำแนกแบบโพลีฟาซิก (polyphasic)  
 การนำข้อมูลทั้งจีโนไทป์ และฟีโนไทป์ของเชื้อรามาüิเคราะĀ์ร่üมกัน โดยใช้เทคนิคüิธีการการ

üิเคราะĀ์มากมายซึ่งเรียกได้ü่าเป็นอนุกรมüิธานโพลีฟาÿิก (polyphasic taxonomy) ซึ่งÿามารถใช้

ในการระบุชนิดของเชื้อราได้ถึงระดับ  ชนิดพันธุ์  (species) และระดับÿายพันธุ์  (strain) โดย

เปรยีบเทยีบกับฐานข้อมูลรĀัÿพันธุกรรมของจุลินทรย์ี  
 
2.4.2 การจัดจำแนกด้üยüิธีการแบบดั้งเดิม  
 ตัüอย่างüิธีการแบบดั้งเดิม ได้แก่ การýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยา (Morphological 
characteristics) ÿรีระüิทยา (Physiological) และการจัดกลุ่มเชื้อราจากÿารที่เชื้อÿรา้งขึ้น (Chemo 
taxonomy) เป็นต้น ซึ่งการใช้ลักþณะทางÿัณฐานüิทยาในการจัดจำแนกทำไดโ้ดยÿังเกตุลักþณะของ

โคโลนีเชื้อราที่แตกต่างกัน เช่น ÿี ขนาด รูปร่าง จากมองเĀ็นได้ด้üยตาเปล่า (Lima and Borba, 
2001) ต่อมามีการýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยา ด้üยการýึกþาระดับโครงÿร้าง และการเรียงตัüกัน

ของÿปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรýน์  (Gaddeyya et al., 2012) ซึ่งทำใĀ้ÿามารถจัดลำดับอนุกรมüิธาน

ของเชื้อราได้ถึงระดับ อันดับ (Order) Āรือ üงý์ (Family) แต่ยังไม่ÿามารถจัดจำแนกในระดับชนิด

พันธุ์ (species) ได้ดีเท่าไรนัก เนื่องจากคüามĀลากĀลายของเชื้อรา รüมถึงÿภาüะการเจริญเติบโต

เป็นปัจจัยĀนึ่งที่ทำใĀ้ราบางÿายพันธุ์มีคüามซับซ้อนเกินกü่าจะใช้üิธีน้ีในการจำแนก (Wang Z. et 
al., 2016) บางครั้งการจัดจำแนกจากลักþณะทางÿัณฐานüิทยาอาจเป็นที่ถกเถียง Āรือเป็นปัญĀาได้

แม้กับผู้เชี่ยüชาญที่มีประÿบการณ์ จากการจัดลำดับอนุกรมüิธานได้ไม่ถูกต้อง ดังนั้นจึงเป็นการยากที่

จะระบุÿายพันธุ์ของเชื้อราตามลักþณะทางÿัณฐานüิทยาเพียงอย่างเดียü นอกจากนี้มีการใช้ข้อมูล

ทางÿรีระüิทยาในการจัดจำแนก เช่นการýึกþาคüามÿามารถในการเจริญของจุลินทรีย์ในอาĀารที่มี

แĀล่งของÿารอาĀาร (substrate) ที่แตกต่างกัน เช่น การใช้แĀล่งคาร์บอนต่างๆ (กลูโคÿ แลคโตÿ) 
การใช้ไนโตรเจน การÿร้างก๊าซ การÿร้างกรด คุณÿมบัติการĀมัก เป็นต้น แต่üิธีการทดÿอบการใช้

ÿารอาĀารเĀล่านี้ ค่อนข้างยุ่งยาก เนื่องจากต้องมีÿารอาĀารĀลากĀลายชนิด และจากเอกÿาร

งานüิจัยก่อนĀน้านี้รายงานการมีใช้แĀล่งที่อยู่อาýัยเฉพาะของจุลินทรีย์ในการýึกþาการจำแนกชนิด

ของเชื้อรา üิธีการน้ีเป็นการýึกþาด้üยüิธีการจำลองÿภาüะการเจริญของเชื้อราในĀ้องปฏิบัติการ การ

ÿุ่มเชื้อราจากตัüอย่างที่ขึ้นบนüัÿดุโดยตรงด้üยเทคนิค moist chambers ผู้เชี่ยüชาญทางด้านเชื้อรา

üิทยาใช้เทคนิค น้ีÿำĀรับเชื้อราที่ เจริญบนใบไม้  Āรือเýþไม้ขนาดเล็ก เช่น ascomycetes 
hyphomycetes และราเมือก เป็นต้น เป็นเทคนิคที่ไดร้ับคüามนิยมและใช้กันอย่างแพร่Āลาย 
 
2.4.3 การจัดจำแนกเชื้อราด้üยข้อมูลรĀัÿพันธุกรรม 
 การจัดจำแนกเชื้อราด้üยข้อมูลเครื่องĀมายรĀัÿทางพันธุกรรมที่ไม่ซํ้ากันในเชื้อราแต่ละชนิด 

ÿามารถใช้ในการüิเคราะĀ์ และระบุชนิดของเชื้อราที่แตกต่างกันในระดับÿายพันธุ์ได้อย่างถูกต้อง 

(Landeweert et al., 2546) การจัดจำแนกด้üยเทคนิคทางชีüโมเลกุล โดยใช้ข้อมูลเครื่องĀมายรĀัÿ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ทางพันธุกรรมน้ีกลายเป็นเครื่องมือÿำคัญในการýึกþาลำดับอนุกรมüิธาน และใช้ในการüิเคราะĀ์ÿาย

ÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของเชื้อรา (Phylogenetic tree) (Alsohaili and Bayan, 2018) การýึกþา

ลำดับอนุกรมüิธานของเชื้อราโดยใช้เทคนิคทางชีüโมเลกุล ÿามารถทำได้ด้üยเทคนิค polymerase 
chain reaction (PCR) เริ่มขึ้นเมื่อÿองทýüรรþก่อนด้üยกระดาþ Seminal โดย White et al. ปี 

1990 การýึกþาลำดับนิüคลีโอไทด์ของเชื้อรา ในÿ่üนของไรโบโซมอลดีเอ็นเอ จำนüน 3 บริเüณ 

ได้แก ่LSU-28S (Large subunit) SSU-18S (small subunit) และ Internal transcribed-spacers 
(ITS) (Bruns et al., 1991) และ (Seifert et al., 1995)  คู่ไพรเมอร์ของ LSU-28s เช่น LROR และ 

LR6 ÿามารถจัดจำแนกลำดับอนุกรมüิธานได้ในระดับ üงý์ (family) และ ÿกุล (genus) และคู่ไพร

เมอร์ของ SSU-18s เช่น NS1 และ NS4 ÿามารถจัดจำแนกได้ในระดับ ไฟลัม (phylum), ชั้น 

(class), อันดับ (order) ไปจนถึง üงý์ (family) ดังรูปที่ 2.3 ÿ่üนบริเüณ ITS ซึ่งเป็นบริเüณที่ÿามารถ

ใช้ในการระบุชนิดของเชื้อราได้ถึงระดับ ชนิดพันธุ์ (species) และระดับÿายพันธุ์ (strain) (Porras-
Alfaro et al., 2014) และ (Schoch et al., 2012 ) เนื่องจากเป็นบริเüณที่มีลำดับนิüคลีโอไทด์

แตกต่างในระĀü่างชนิดÿงูทีÿุ่ด ดังรปูที ่2.4 
 

 
รูปที ่2.3 แÿดงตำแĀน่งไพรเมอร์ของ LSU-28s และ SSU-18s ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอ 
ที่ ม า : Raja, H. A., Miller, A. N., Pearce, C. J. and Oberlies, N. H. 2023. Fungal 
Identification Using Molecular Tools: A Primer for the Natural Products Research 
Community. Journal of Natural Product. 80 (3): 756-770. 
 

 
รูปที ่2.4 แÿดงตำแĀน่งไพรเมอร์ของบริเüณ internal transcribed  spacer (ITS) ของไรโบโซมอล

ดีเอ็นเอ 
ที่ ม า : Raja, H. A., Miller, A. N., Pearce, C. J. and Oberlies, N. H. 2023. Fungal 
Identification Using Molecular Tools: A Primer for the Natural Products Research 
Community. Journal of Natural Product. 80 (3): 756-770. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 ดังนั้นในการจัดลำดับอนุกรมüิธาน โดยระบุÿายพันธุ์ของเชื้อราÿามารถใช้บริเüณ ITS เพียง

อย่างเดียü Āรือจะใช้ยีนอื่นๆ ร่üมกันก็ ได้  (Kress and Erickson, 2012  ) ในปี  พ .ý. 2550 

ผู้เชี่ยüชาญทางด้านเชื้อราüิทยา ได้จัดการประชุมในÿĀรัฐอเมริกา เพื่อประเมินตำแĀน่งดีเอ็นเอของ

เชื้อราทั้ง 6 บริเüณ ได้แก่ SSU, LSU, ITS, RPB1, RPB2 และ MCM7 โดยเÿนอใĀ้บริเüณ ITS เป็น

บริเüณเครื่องĀมายรĀัÿพันธุกรรมของเชื้อราอย่างเป็นÿากล (RossmanA, 2007) โดยเฉพาะเชื้อรา

ไฟลัม แอÿโคไมโคตา (Ascomycota) และไฟลัมเบÿิดิโอไมโคตา (Basidiomycota) ซึ่งเป็นไฟลัมที่

ใĀญ่ที่ÿุดในอาณาจักฟังไจ ในปี 2007 Schoch et al. กล่าüü่ามีลำดับนิüคลีโอไทด์บริเüณ ITS ของ

เชื้อราประมาณ 172,000 รายการที่ รüบรüมข้อมูลอยู่ ในฐานข้อมูล GenBank บนเüบไซต์  

www.ncbi.nlm.nih.gov ซึ่งคิดเป็น 56% โดยมีประมาณ 2,500 ÿกุล และ 15,500 ชนิดพันธุ์ที่มี

การระบุช่ือแล้ü เน่ืองด้üยคüามĀลากĀลาย และคüามซบัซ้อนทางพันธุกรรมของของเชื้อราแต่ละชนิด 

ดังนั้นจึงมีการใช้ข้อมูลรĀัÿพันธุกรรมจากบริเüณ Āรือยีนที่แตกต่างกันในการพิÿูจน์เอกลักþณ์ของ

เชื้อรา เช่น Penicillium, Aspergillus และ Fusarium ÿ่üนใĀญ่ ใช้ TEF1-α, RPB1, RPB2, β-
tubulin และ CaM เป็นเครื่องĀมายรĀัÿพันธุกรรมในการพิÿูจน์เอกลักþณ์ และแÿดงตัüอย่าง

เพิ่มเติม ดังตารางที่ 2.2 (Tekpinar and Kalmer, 2019) 
 
ตารางที่ 2.2 ตัüอย่างไพรเมอร์เฉพาะของเชื้อราแต่ละกลุ่ม  
ตำแĀน่ง กลุ่มเชื้อรา ไพรเมอร์ 5’-3’ 
Internal Transcribed Spacer region 
of the rRNA (ITS) 

All Fungi ITS1 - TCCGTAGGTGAACCTGCGG 
ITS1F - CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 
ITS4 - TCCTCCGCTTATTGATATGC 

Large Subunit of the rRNA (LSU, 
28S) 

All Fungi LROR - ACCCGCTGAACTTAAGC 
LR6 - CGCCAGTTCTGCTTACC 

Small Subunit of the rRNA (SSU, 
18S) 

All Fungi NS1 - GTAGTCATATGCTTGTCTC 
NS4 - CTTCCGTCAATTCCTTTAAG 

Cytochrome oxidase subunit I 
(COX1, COI) 

Agaricomycota, 
Pezizomycotina 

Ucox1 - TCTACTAATGCTAAAGATATTGG 
Ucox2 - ATGATTTTCTTTATGGTTATGCC 

Penicillium PenF1 - GACAAGAAAGGTGATTTTTATCTTC 
PenR - GGTAAAGATAATAATAATAACACTGCTG 

RNA polymerase II subunit 1 (RPB1) All Fungi RPB1af - GARTGYCCDGGDCAYTTYGG 
RPB1cr - CCNGCDATNTCRTTRTCCATRTA 

Second largest subunit of RNA 
polymerase II (RPB2) 

All Fungi RPB2-5f - GAYGAYMGWGATCAYTTYGG 
RPB2-7cR - CCCATRGCTTGYTTRCCCAT 

Beta-tubulin (β-tub) All Fungi Bt2a - GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 
Bt2b - ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 

Mini chromosome main-tenance 
protein (MCM7) 

All Fungi Mcm7-709for - ACIMGIGTITCVGAYGTHAARCC 
Mcm7-1348rev - GAYTTDGCIACICCIGGRTCWCCCAT 
Mcm7-1447rev - CATIACIGCIGCIGTRAGRCC 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Translation elongation factor 1-
alpha (TEF1-α) 

All Fungi EF1-1018F - GAYTTCATCAAGAACATGAT 
EF1-1620R - GACGTTGAADCCRACRTTGTC 

γ-actin Sordariomycetes, 
Dothideomycetes, 

Plant pathogenic fungi 

act-512F - ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC 
act-783R - TACGAGTCCTTCTGGCCCAT 

Sixth subunit of ATP synthase 
(ATP6) 

All Fungi ATP6-1 - ATTAATTSWCCWTTAGAWCAATT 
ATP6-2 - TAATTCTANWGCATCTTTAATRTA 
ATP6-3 - TCTCCTTTAGAACAATTTGA 
ATP6-4 - AAGTACGAAWACWTGWGMTTG 

Calmodulin (CaM) All Fungi CMD5 - CCGAGTACAAGGAGGCCTTC 
CMD6 - CCGATAGAGGTCATAACGTGG 

ที่มา: Tekpinar and Kalmer, 2019 
 
2.5 การüิเคราะĀ์ÿายÿัมพันธ์เชิงüüิัฒนาการ (phylogenetic analysis) 
 การüิเคราะĀ์ÿายÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการ (phylogenetic analysis) เป็นüิธีการที่ ใช้ใน

การýึกþาüิüัฒนาการของÿิ่งมีชีüิต โดยการÿร้างแผนภูมิแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการ 

(phylogenetic tree) ทำใĀ้นักüิทยาýาÿตร์มีคüามเข้าใจที่ดีขึ้นเกี่ยüกับÿายพันธุ์ของÿิ่งมีชีüิตü่ามี

การüิüัฒนาการอย่างไร ในขณะเดียüกันยังÿามารถนำการüิเคราะĀ์นี้มาอธิบายคüามเĀมือน และ

คüามแตกต่างระĀü่างÿายพันธุ์ได้อีกด้üย ในการÿร้างแผนภูมิแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการ 

จำเป็นต้องอาýัยข้อมูลรĀัÿพันธุกรรม เช่น ลำดับกรดดีออกซีไรโบนิüคลีอิก (DNA) ลำดับกรดไรโบ

นิüคลอีิก (RNA) Āรือ ลำดับโปรตีน (Munja et al., 2019) 
 แผนภูมิแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการ (phylogenetic tree)  มีองค์ประกอบคล้ายต้นไม้ 

ประกอบด้üย ก่ิงก้าน (branch) อาจแตกเป็นกิ่ งย่อยบนล่าง (bifurcation) ĀรือĀลายทาง 

(multifurcation) ตําแĀน่งที่ก้านแตกเป็นกิ่งย่อยเป็นจุดต่อ เรียกü่า โนด (node) ที่ปลายÿุดของกิ่ง

จะเป็นลำดับนิüคลีโอไทด์ Āรือโปรตีน ที่แÿดงตำแĀน่งที่อยู่ของÿายพันธุ์ของÿิ่งมีชีüิต เรียกü่า ใบ 

(leaf) Āรือแทกซอน (taxon) Āรือแทกซา (taxa) (Somchai, 2008) กลุ่มของแทกซาของÿิ่งมีชีüิตที่

มีลักþณะคล้ายกัน Āรือมีบรรพบุรุþเดียüกัน เรียกü่า เคลด (clad) ÿ่üนข้อมูลของแทกซาที่ต้องการ

üิเคราะĀ์ เรียกü่า ingroup ÿายพันธ์ุที่นำมาใช้เปน็ตัüเปรียบเทียบกับ ingroup เรยีกü่า outgroup  
 
2.6 งานüิจัยที่เกี่ยüขอ้ง 
 จุลินทรีย์กลุ่มราที่เกี่ยüข้องกับพืชที่เติบโตในÿภาüะแüดล้อมที่ไม่เĀมาะÿมได้รับคüามÿนใจ

เป็นอย่างมาก Zhong et al. ปี 2023 ได้ทำการüิจัยคüามĀลากĀลายของเชื้อราดินที่ได้จากบริเüณ

รากพืชในประเทýจีน โดยบริเüณ ITS ในการจัดจำแนก ไพรเมอร์ ITS5 และ ITS4 ด้üยüิธีการ

จัดลำดับนิüคลีโอไทด์แบบ High-throughput sequencing Āรือเรียกอีกอย่างü่าการüิเคราะĀ์ลำดับ

เบÿ Next-generation (NGS) ซึ่งเป็นüิธีการüิเคราะĀ์แบบใĀม่ในการĀาลำดับนิüคลีโอไทดืได้ครั้งละเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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จำนüนมาก ÿามารถทำได้Āลายตัüอย่างในเüลาเดียüกัน มีคüามไüต่อการตรüจĀาการกลายพันธุ์ÿูง 

ซึ่งแตกต่างจากüิธี sanger sequencing (ช่อทิพา, 2566) โดยพบเชื้อราเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากราก

พืช ได้แก่  Alternaria, Fusarium, Monosporascus และ Podospora นอกจากนี้ ยั งพบกลุ่ม 

Aspergillus, Cladosporium, Clonostachys, Mortierella, Penicilium และTalaromyces ด้üย 

 จากการจัดจำแนกเชื้อราด้üยüิธีการทางÿัณฐานüิทยา และüิธีการทางชีüโมเลกุล ทำใĀ้เกิดการ

นำมาประยุกต์ใช้ในการตรüจüินิจฉัยจุลินทรีย์ก่อโรคทั้งในคน ÿัตü์ และพืช งานüิจัยนี้ได้มีการนำ

เทคนิคในการจัดจำแนกนี้มาค้นĀาเชื้อก่อโรคในมันÿำปะĀลัง ซึ่งเป็นพืชเýรþฐกิจที่เกþตรกรนิยม

ปลูกกันในประเทýไทย เนื่องจากทนต่อÿภาพแĀ้งแล้งได้ดี และใช้ปัจจัยในการผลิตน้อย โดยทาง

ผู้üิจัยได้ทำการเก็บตัüอย่างจากดิน และĀัüมันÿำปะĀลัง มาýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยาของเชื้อ

รา พบü่าÿามารถจำแนกเชื้อราได้ทั้งĀมด 3 ÿกุล (genus) จาก 16 ÿายพันธุ์ และผลจากการ

üิเคราะĀ์ลำดับนิüคลีโอไทด์บริเüณ ITS rDNA ด้üยคู่ไพรเมอร์ ITS1/ ITS4 ÿามารถจำแนกเชื้อรา 

Pythium spp. (P. acanthicum และP. graminicola) เชื้ อ รา  Fusarium solani และเชื้ อ รา 

Neoscytalidium hyalinum ได้ เมื่อนำเชื้อราทั้ง 3 ÿกุลนี้ ไปทดÿอบการก่อโรคในต้นมันÿำปะĀลัง 

โดยการปลูกต้นมันÿำปะĀลังร่üมกับเชื้อราจำนüน 8 พันธุ์  พบü่าเชื้อรา F. solani และ N. 
hyalinum ก่อใĀ้เกิดโรค และทำใĀ้ต้นมันÿำปะĀลังตาย ในขณะที่เชื้อรา Pythium spp. ที่แยกจาก

ดินไม่ก่อใĀ้เกิดโรคนั้นเอง (พรปüีณ ์และคณะ, 2562) 

  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทที่ 3  

üิธีการดำเนินงานüิจัย   
 

3.1 แĀล่งของตัüอย่าง 
ตัüอย่างเชื้อราที่ได้รับมอบĀมาย จำนüนทั้งÿิ้น 105 ÿายพันธุ์ ได้มาจากกระบüนการคัดแยก

จากตัüอย่างดินบริเüณรากพืชของทีมüิจัย ซึ่งได้ทำการจัดจำแนกลักþณะÿัณฐานเบื้องต้นด้üยüิธี 

morphotyping จากนั้นทางทมีüิจัยได้ทำการÿุ่มคัดเลือกจากลักþณะÿัณฐานที่แตกต่างกัน เพื่อนำมา

ทดÿอบĀาÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการÿร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรีย และจัด

จำแนกชนิดพันธุ์ด้üยüิธีการทางชีüโมเลกุล 
 
3.2 การÿกัดดเีอ็นเอจากเชื้อรา 

นำเÿ้นใยรามาÿกัดดีเอ็นเอด้üยüิธี CTAB method (Thanakitpipattana et al., 2020) 

เนื่องจากเป็นüิธีการที่ประĀยัด ใช้เüลาน้อย ได้ดีเอ็นเอที่มีปริมาณมาก และมีคüามบริÿุทธิ์ÿูง 

(Umesha et al., 2016) โดยเติมทรายปลอดเชื้อลงไป 1-2 ช้อน (spatula) ลงในĀลอดไมโครทิüป์

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มีเÿ้นใยรา และทำใĀ้ผนังเซลล์ของเชื้อราแตกด้üยไม้บดเซลล์ (pestle) จากนั้น

เติมÿารละลาย CTAB ปริมาตร 600 ไมโครลิตร และÿารละลาย RNase 10 ไมโครลิตร ผÿม

ÿารละลายด้üยเครื่องเขย่า (vortex) จากน้ันนำไปบ่มที่อณุĀภูม ิ65 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที 

ด้üยเครื่อง Heating Block ผÿมÿารละลายด้üย เครื่องเขย่ า (vortex) อีกครั้ ง จากนั้ น เติม 
chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร (ในตู้ Fume hood) จากนั้นผÿม

ÿารใĀ้เข้ากันด้üยการกลับĀลอดไปมา 20 ครั้ง นำมาปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 12,000 รอบต่อนาที 

อุณĀภูมิ 25 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 20 นาที ดูดÿ่üนใÿปริมาตร 400 ไมโครลิตร ลงĀลอดไมโคร

ทิüป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ĀลอดใĀม่ เติม isopropyl alcohol ปริมาตร 400 ไมโครลิตร บ่มที่

อุณĀภูม ิ-20 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลาอย่างน้อย 2 ชั่üโมง นำมาป่ันเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 12,000 รอบต่อ

นาที อุณĀภูมิ 4 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ แล้üค่อยๆ เทÿ่üนใÿทิ้ง 

ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้üย 70% เอทานอล ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นำไปปั่นเĀüี่ยงทีค่üามเร็ü 12,000 

รอบต่อนาที อุณĀภูมิ 4 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที (ทำซ้ำ 2 ครั้ง) เทÿ่üนใÿทิ้ง และทำใĀ้

ตะกอนดีเอ็นเอแĀ้งโดยการüางไü้ในตู้ fume hood เป็นเüลา24 ชั่üโมง จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็น

เอด้üยÿารละลาย TE ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร (ขึ้นอยู่กับปริมาณของตะกอนดีเอ็นเอ) นำไปบ่มที่

อุณĀภูมิ 65 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 30 นาที จากนั้นนำตัüอย่างไปüัดปริมาณดีเอ็นเอด้üยเครื่อง 

NanodropTM Lite Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในĀลอดทดลอง การตรüจÿอบผลผลิตพีซีอาร์ และการทำ

ใĀ้ผลผลิตพีซีอาร์บริÿุทธิ ์
3.3.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในĀลอดทดลอง  

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเüณ internal transcribe spacer (ITS) ของ rDNA ด้üยคู่ไพร์

เม อ ร์  ITS1 (5 ’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) - ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) 

(White et al., 1990) เตรียม PCR master mix ปริมาตรทั้งĀมด 25 ไมโครลิตร ประกอบด้üย

ÿารละลายดังต่อไปนี:้ น้ำ nanopure ปลอดเชื้อ ปริมาตร 17.9 ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2 ปริมาตร 

2.5 ไมโครลิตร, 10X Taq buffer [(NH4)SO4 without MgCl2] ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร, 10mM 
dNTP ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ ITS1 ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ ITS4 ปริมาตร 

0.5 ไมโครลิตร และ Tag DNA polymerase ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร (Taq DNA polymerase, 
recombinant, Thermo Scientific™)  ปิเปต PCR master mix ปริมาตร 24.5 ไมโครลิตรลงใน

Āลอดไมโครทิüป์ขนาด 200 ไมโครลิตร จากน้ันปิเปตตัüอย่างดีเอ็นเอลงĀลอดที่เตรียมไü้ ปริมาตร 

0.5 ไมโครลิตร และใช้น้ำ nanopure เป็นตัüอย่างคüบคุมเชิงลบ (negative control) นำเข้าเครื่อง

คüบคุมอุณĀภูมิ (T100 Thermal Cycler, BIO-RAD) โดยตั้งอุณภูมิ ดังต่อไปน้ี Preheat ที่อุณĀภูมิ 

94 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 2 นาที, Denaturation อุณĀภูมิ 94 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 1 นาที, 

Annealing อุณĀภูมิ 55 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 1 นาที, Extension อุณĀภูมิ 72 องýาเซลเซียÿ 

เป็นเüลา 2 นาที , Cycle 35 รอบ, Final อุณĀภูมิ 72 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที, End 
อุณĀภูมิ 15 องýาเซลเซียÿ  

 
3.3.2 การตรüจÿอบผลผลิตพีซีอาร์ 

เตรียม 1% Agarose gel โดยใช้อัตราÿ่üนดังต่อไปนี้ Agarose powder 1 กรัม, 1XTAE 
100 มิลลิลิตร, Redsafe TM Nucleic Acid Staining Solution (20,000x) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 

โดยชั่ง agarose powder ใÿ่ขüดรูปชมพู่ ขนาด 250 มิลลิลิตร แล้üเติม 1X TAE ลงไป จากนั้นนำไป

ใĀ้คüามร้อนด้üยเครื่องไมโครเüฟ 1 นาที ตั้งทิ้ งไü้ที่อุณĀภูมิĀ้องจนอุณĀภูมิเย็นลง จึงเติม 

RedsafeTM อัตราÿ่üน 1:20 ลงไปผÿมใĀ้เข้ากันด้üยการเขย่าเบาๆ จากนัน้ค่อยๆ เทใÿ่ถาดเตรียมเจล 

โดยระüังไม่ใĀ้เกิดฟอง แล้üตั้งทิ้งไü้ที่อุณĀภูมิĀ้องเป็นเüลา 30 นาที - 1 ชั่üโมง Āรือจนกü่าเจลจะ

แข็งตัü เมื่อเจลแข็งตüัแล้üค่อยๆ ถอดĀüี (comb) ออก แล้üนำไปüางในเครื่อง electrophoresis  
เตรียมผลผลิตพีซีอาร์บนแผ่นพาราฟิน ด้üยการนำมาผÿมกับÿีย้อม (loading dye) ใน

อัตราÿ่üน 5 : 2 ไมโครลิตร  จากนั้นปิเปตผลผลิตพีซีอาร์ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ลงในĀลุมเจล ตั้ง

กระแÿไฟที่ 100 โüลต์ เป็นเüลา 20 นาที โดยÿังเกตการเคลื่อนที่ของตัüอย่างจากแถบของÿีย้อมเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 และระüังอย่าใĀ้แถบÿีย้อมตกเจล ตรüจÿอบคุณภาพผลผลิตพีซีอาร์ด้üยเครื่องÿ่องเจล (UV 
Transilluminator, MS major Science)  

 
3.3.3 การทำใĀ้ผลผลิตพีซีอาร์บรÿิุทธิ์ 

ปิเปตผลผลิตพีซีอาร์ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงในĀลอดไมโครทิüป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม

ÿ า ร  ExoSAP-ITTM (ExoSAP-ITTM PCR Product Cleanup Reagent, Applied BiosystemsTM) 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตรลงไป ผÿมใĀ้เข้ากันด้üยเครื่องเขย่า (vortex) จากนั้นนำไปบ่มด้üยเครื่อง 

Heating Block ที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที และบ่มต่อที่อุณĀภูมิ 80 องýา

เซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที เก็บตัüอย่างไü้ที่อุณĀภูมิ -20 องýาเซลเซียÿ  
 

3.4 การเตรียมปฏิกิริยา sequencing และการทำใĀ้ปฏิกิริยาบริÿุทธิ ์
3.4.1 การเตรียมปฏิกิริยา sequencing 

เตรียม sequencing reaction ÿำĀรับบริเüณ ITS ปริมาตร 10 ไมโครลิตร อัตรา 1:8 ลงใน

Āลอดไมโครทิüป์ ขนาด 200 ไมโครลิตร เตรียมÿารละลายดังน้ี น้ำ nanopure 5.75 ไมโครลิตร, 

ไพรเมอร์ (3.2 µmol) 1 ไมโครลิตร , BigDye Sequencing Buffer (5X) 2 ไมโครลิตร, Ready 
Reaction Premix (BigDye) 0.25 ไมโครลิตร (BigDye™  Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
Kit) จากน้ันปิเปตผลผลิตพีซีอารท์ี่ทำใĀ้บริÿุทธิ์แล้ü ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  

เตรียม sequencing reaction ÿำĀรับตัüคüบคุมเชิงบüก ปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงใน

Āลอด ไมโครทิüป์ ขนาด 200 ไมโครลิตร โดยเตรียมÿารดังต่อไปนี้: น้ำ nanopure 5.5 ไมโครลิตร, 

ไพรเมอร์ (3.2 µmol) 1 ไมโครลิตร, pGEM-T 1 ไมโครลิตร, BigDye Sequencing Buffer (5X) 2 

ไมโครลิตร, Ready Reaction Premix (BigDye) 0.5 ไมโครลิตร จากนั้นนำเข้าเครื่องคüบคุม

อุณĀภูมิ (T100 Thermal Cycler, BIO-RAD) ตั้งค่าอุณĀภูมิ ดังน้ี เริ่มต้นบ่มที่อุณĀภูมิ 96 องýา

เซลเซียÿ เป็นเüลา 1 นาที , Denaturation อุณĀภูมิ 96 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 üินาที , 

Annealing อุณĀภูมิ 50 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 5 üินาที, Extension อุณĀภูมิ 60 องýาเซลเซียÿ 

เป็นเüลา 4 นาท,ี Hold อุณĀภูม ิ4 องýาเซลเซียÿ จนกü่าจะนำมาทำใĀ้ปฏกิิรยิาบริÿทุธิ ์
 

3.4.2 การทำใĀ้ปฏิกริิยาบริÿุทธิ์ 
เติมน้ำ nanopure ปลอดเชื้อลงในĀลอดไมโครทิüป์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 7.25 

ไมโครลิตร จากนั้นปิเปตตัüอย่างที่ได้Āลังจาก BigDye ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในĀลอด เติม 

Absolute Ethanol ปริมาตร 31.25 ไมโครลิตร, 3M Sodium acetate (pH 4.6) ปริมาตร 1.5 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไมโครลิตร ทำใĀ้ผÿมÿารละลายใĀ้เข้ากันด้üยเครื่องเขย่า (vortex) เป็นเüลา 5 üินาที แล้üตั้งทิ้งไü้ที่

อุณĀภูมิĀ้องเป็นเüลา 15 นาที จากนั้นนำไปปั่นเĀüี่ยงที่เร็ü 12,000 รอบต่อนาที อุณĀภูมิ 25 องýา

เซลเซียÿ เป็นเüลา 20 นาที  ปิเปตÿารละลายทิ้งอย่างระมัดระüัง เติม 70% Ethanol (molecular 
grade) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผÿมÿารละลายด้üยเครื่องเขย่า (vortex) เป็นเüลา 5 üินาที นำไป

ปั่นเĀüี่ยงที่ เร็ü 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 25 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที ปิเปต

ÿารละลายทิ้งอย่างระมัดระüัง นำไประเĀยเอทานอล ด้üยด้üยเครื่อง Heating block ที่อุณĀภูมิ 90 

องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 1 นาที ละลายตัüอย่างด้üย HiDi-formamide ปริมาตร 10 ไมโครลิตร แล้ü

ย้ายตัüอย่างลงไมโครเพลท 96 Āลุม Āรือเก็บไü้ที่อุณĀภูมิ -20 องýาเซลเซียÿ และนำไปüิเคราะĀ์

รĀัÿพันธุกรรม ดü้ยเครือ่ง Sanger Sequencer 3500 ABI (Thermo Scientific™) 
 

3.5 การüิเคราะĀ์ลำดับนิüคลีโอไทด์ และการทำแผนภูมิÿายÿัมพันธ์เชิงüüิัฒนาการ 
นำข้อมูลลำดับนิüคลีโอไทด์มาตรüจÿอบด้üยโปรแกรม BioEdit v.7.7.1.0 จากน้ันนำมา

เปรียบเทียบกับข้อมูลลำดับนิüคลีโอไทด์ของฐานข้อมูล NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) 
และบ่งชี้ชนิดพันธุ์ของเชื้อราเบื้องต้นด้üยร้อยละการบ่งชี้เอกลักþณ์ (% identity) ÿูงÿุด จากนั้นทำ

การดาüน์โĀลดข้อมูลลำดับนิüคลีโอไทด์ของเชื้อราแต่ละกลุ่มโดยอ้างอิงตามเอกÿารงานüิจัยก่อนĀน้า

นี้ และนำมาจัดเรียงด้üยโปรแกรม Muscle v.3.8 แล้üนำมาüิเคราะĀ์ÿายÿัมพันธ์ทางüิüัฒนาการ 

(Phylogenetic tree) ด้üย RAxML-HPC2 on XSEDE (8.2.8) (Stamatakis 2014) ผ่านแพลท

ฟอร์ม CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010) จัดทำรูปแบบ phylogenetic tree ด้üย

โปรแกรม Figtree v.1.4.4 
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บทที ่4  

ผลการüิจัยและการอภิปรายผล  
 

4.1 ผลการüิเคราะĀ์ด้üยüิธีการทางชีüโมเลกุล 
4.1.1 ผลการÿกัดดีเอ็นเอจากเชื้อรา 

จากการนำตัüอย่างเชื้อราที่เก็บได้จากดิน และเýþซากใบไม้จำนüน 105 ÿายพันธุ์ มาÿกัดดี

เอ็นเอด้üยüิธี CTAB method และนำไปüัดปริมาณดีเอ็นเอ และคüามบริÿุทธิ์ของตัüอย่างด้üยเครื่อง 

nanodrop lite Spectrophotometer โดยได้ÿกัดดีเอ็นเอทั้งĀมดจำนüน 105 ÿายพันธุ์ ตามที่

ได้รับมอบĀมาย ÿ่üนการüัดปริมาณดีเอ็นเอ พบü่าจากตัüอย่างทั้งĀมดมีปริมาณดีเอ็นเออยู่ในช่üง 

122.6-2,760.2 นาโนกรัม ÿ่üนการตรüจÿอบคüามปริÿุทธิ์ของดีเอ็นเอที่คüามยาüคลื่น A260/A280 

พบü่ามีค่าคüามบริÿุทธิ์อยู่ระĀü่าง 1.57–2.23 โดยเกณฑ์ค่าคüามปริÿุทธิ์ของดีเอ็นเอตามüิธีการ

มาตรฐาน คืออยู่ในช่üง 1.80-2.00 ĀากมีคุณภาพดีĀากต่ำกü่า 1.8 แÿดงü่ามีโปรตีน ปะปนอยู่ใน

ÿารละลาย ถ้ามากกü่า 2.00 แÿดงü่ามี RNA ปนอยูใ่นÿารละลาย (กาญจน ์และคณะ, 2018) 
 

4.1.2 การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในĀลอดทดลอง การตรüจÿอบผลผลติพีซีอาร์ 
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้üยเทคนิค polymerase chain reaction พบü่าจากทั้งĀมด 105 

ÿายพันธ์ุ ได้ผลผลิตพีซีอาร์เป็นจำนüน 98 ÿายพันธ์ุ และผลผลิตพซีีอาร์มีขนาดประมาณ 500-600 คู่

เบÿ (base pair) ตัüอย่างผลการตรüจÿอบผลผลิตพซีีอาร์ด้üยเทคนิค gel electrophoresis แÿดง

ดังรูปที่ 4.1 
 
 
 

 
 
 
 

 
รูปที่ 4.1 ผลการตรüจÿอบผลผลิตดีเอ็นเอบริเüณ ITS ด้üยเทคนิค gel electrophoresis โดยที่ (M) 
คือ 1 Kb DNA Ladder; Āมายเลข 1-21 คือตüัอยา่งผลผลิตพีซีอาร;์ (N) คือ ตัüคüบคมุเชงิลบ

(negative control) 
 
 

M   1    2   3    4    5   6    7    8    9  10  11 12 13  14 15 16  17 18 19 20  21       N 

500 bp 
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4.1.3 ผลการüิเคราะĀล์ำดับนิüคลีโอไทดด์้üยการเปรียบเทียบกบัฐานข้อมูล NCBI ด้üยüิธี Blast 
search 

จากการนำข้อมลูลำดบันิüคลีโอไทดข์องเชื้อราจำนüน 98 ÿายพันธ์ุ มาเปรียบเทียบกับ

ฐานข้อมูล NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) ด้üยüิธี Blast search พบü่าÿามารถแบ่งได้

เป็น 3 ไฟลมั (phylum) ไดแ้ก่ ไฟลมั Ascomycota จำนüน 92 ÿายพันธ์ุ, ไฟลัม Basidiomycota 

จำนüน 3 ÿายพันธ์ุ และไฟลมั Mucoromycota จำนüน 3 ÿายพันธ์ุ พบการกระจายตัüโดยแบ่งเป็น

ระดับชั้น (class) ไดท้ั้งĀมด 6 ชั้น ประกอบดü้ย Agaricomycetes, Dothideomycetes, 
Eurotiomycetes, Mortierellomycetes, Mucoromycetes และ Sordariomycetes ดังรปูที่ 4.2 

และพบการกระจายตัüอยู่ใน 13 อันดับ (order) ได้แก ่ Amphisphaeriales, Botryosphaeriales, 
Cantharellales, Capnodiales, Chaetosphaeriales, Cordanales, Eurotiales, Hypocreales, 
Mortierellales, Mucorales, Sordariales, Tubeufiales และ Xylariales แบง่เป็นระดับüงý์ 

(family) ได้ 22 üงý ์ ได้แก่ Aspergillaceae, Bionectriaceae, Botryosphaeriaceae, 
Capnodiaceae, Ceratobasidiaceae, Chaetomiaceae, Chaeto-phaeriaceae, 
Cordanaceae, Cordycipitaceae, Graphostromataceae, Hypocreaceae, Hypoxylaceae, 
Mortierellaceae, Mucoraceae, Nectriaceae, Niessliaceae, Pestalotiopsidaceae, 
Sporocadaceae, Stachybotryaceae, Trichocomaceae, Endomelanconiopsidaceae และ 

Wiesneriomycetaceae ดงัรูปที่ 4.3 
 กระจายตัüอยู่ในระดบัÿกลุ (Genus) ทั้งĀมด 35 ÿกุล ได้แก่ Acremonium, Aquanectria, 
Aspergillus, Beauveria, Biscogniauxia, Calonectria, Ceratobasidium, Chloridium, 
Chaetocapnodium, Clonostachys, Cordana, Cordyceps, Cylindrocladiella, 
Endomelanconiopsis, Neocosmospora, Gliocephalotrichum, Gliocladiopsis, Humicola, 
Hypoxylon, Lasiodiplodia, Linnemannia, Mariannaea, Mucor, Myrothecium 
Neopestalotiopsis, Niesslia, Penicilliopsis, Penicillium, Pestalotiopsis, Podila, 
Pseudopestalotiopsis, Staphylotrichum, Talaromyces, Volutella และ Wiesneriomyces 
ดังรปูที่ 4.3 
 พบü่าÿามารถจัดจำแนกชนิดเช้ือราได้ถึงระดับชนิดพันธุ ์ (Species) เป็นจำนüน 53 ชนิด

พันธ์ุ (75 ÿายพันธ์ุ) และมี 23 ÿายพันธ์ุ ที่ÿามารถระบไุด้ถึงระดับÿกุลเท่านัน้ ดังรูปที่ 4.4 จากผล

การจัดจำแนกด้üยการเปรียบเทียบข้อมลูลำดับนิüคลโีอไทด์กบัฐานขอ้มูล NCBI ด้üยüิธี Blast 
search พบü่าเช้ือราดินÿ่üนใĀญท่ี่พบจัดอยู่ในไฟลัม Ascomycota ซึ่งÿามารถจัดจำแนกตำแĀนง่

อนุกรมüิธานในระดับชัน้ (class) ได้ทั้งĀมด 3 ชั้น ได้แก่ Dothideomycetes, Eurotiomycetes, 
Sordariomycetes และกระจายอยู่ใน 10 อันดับ (order), 19 üงý์ (family) และ  31 ÿกุล (genus)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที ่ 4.2 ร้อยละของเชื้อราที่จัดจำแนกในระดับไฟลัม (phylum) และชั้น (class) จากการ

เปรียบเทียบข้อมูลลำดับนิüคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล NCBI ด้üยüิธี Blast search 
 

 
รูปที่ 4.3 ร้อยละของเชื้อราที่จัดจำแนกในระดับอันดบั (order), üงý์ (family) และÿกุล (genus) 
จากการเปรยีบเทียบข้อมูลลำดับนิüคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล NCBI ด้üยüิธี Blast search 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.4 ร้อยละการจัดจำแนกเชื้อราในระดับชนิดพันธุ์ (species) จากการเปรียบเทียบข้อมูลลำดับ

นิüคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล NCBI ด้üยüิธ ีBlast search 
 
4.2 การüิเคราะĀ์ÿายÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการ (phylogenetic analysis) 

ผลการüิเคราะĀ์ÿายÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการÿามารถข้อมูลลำดับนิüคลีโอไทด์ของเชื้อราทั้ง 

98 ÿายพันธ์ุ ออกเป็น 3 ไฟลมั (phylum) ดังนี้ Ascomycota, Basidiomycota และ 
Mucoromycota โดยได้แบง่ชุดข้อมูลตามตำแĀน่งอนุกรมüิธานระดับอันดับ (order) ได้เป็น 13 ชุด

ข้อมูล (dataset) และทำการüิเคราะĀ์แบบ Maximum likelihood (ML) กำĀนดค่าคüามเชื่อมั่น 

(bootstrap) มากกü่าĀรือเท่ากับร้อยละ 50 รายละเอียดผลการüิเคราะĀ์ ดังนี้  
 

4.2.1 ไฟลัม Ascomycota  
 ประกอบด้üย 10 อันดับ (order)  ดังนี ้
1) อันดับ Amphisphaeriales 
 จากการüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์ของเชื้อราในüงý์ Pestalotiopsidaceae ซึ่งอยู่ในอันดับ 

Amphisphaeriales ชุดข้อมู ลประกอบด้üยเชื้ อราดินจำนüน  7  taxa (SL00476, SL00477, 
SL00478, SL00496, SL00522, SL00548 และ SL00549) และเชื้ออื่นๆ จำนüน 40 taxa โดยมี 

Monochaetia quercus และ Ciliochorella phanericola เป็น outgroup ผลการüิเคราะĀ์แÿดง

ใĀ้เĀ็นü่าเชื้อรารĀัÿ SL00477 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Pestalotiopsis microspora ด้üยค่าคüาม

เชื่อมั่นร้อยละ 81 เชื้อรารĀัÿ SL00478 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับ P. jiangxiensis ด้üยค่าคüาม
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เชื่อมั่นร้อยละ 63 เชื้อรารĀัÿ SL00496 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับ P. australasiae ด้üยค่าคüาม

เชื่อมั่นร้อยละ 98 เชื้อรารĀัÿ SL00548 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับ P. clavispora (MFLUCC12-
0281 และ PSHI2002Endo349) ด้üยค่าร้อยละการบ่งชี้เอกลักþณ์  (% identity) เท่ากับร้อยละ 

100 และเชื้อรารĀัÿ SL00549 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับ P. theae ในÿ่üนของเชื้อรารĀัÿ SL00476 
และ SL00522 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Pestalotiopsis spp. ด้üยค่าคüามเชื่อมั่นต่ำกü่าร้อยละ 

50 ดังนัน้จึงจำแนกได้เพียงระดับÿกุล เนื่องจากข้อมูลที่ใช้ในการüิเคราะĀ์ยังไม่เพียงพอ ดังรูปที่ 4.5 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.5 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของเชื้อราในอันดับ Amphisphaeriales 
บริเüณ ITS ของเชื้อรารĀัÿ SL00476, SL00477, SL00478, SL00496, SL00522, SL00548 และ 
SL00549 ด้üยüิธีการüิเคราะĀ์แบบ Maximum Likelihood (ML) ประกอบด้üยราทั้งĀมด 47 taxa 
โดยมี Monochaetia quercus และ Ciliochorella phanericola เป็น outgroup (T ย่อมาจาก 

Type)
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2) อันดับ Botryosphaeriales 
 จากการüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์ของเชื้อราในอันดับ Botryosphaeriales ชุดข้อมูล

ประกอบด้üยเชื้อราดินจำนüน 4 taxa (SL00297, SL00437, SL00444, และ SL00554) และเชือ้

อื่นๆ จำนüน 30 taxa โดยมี Mycosphaerella africana และ Guignardia philoprina เป็น 

outgroup ผลการüิเคราะĀแ์ÿดงใĀ้เĀ็นü่าเช้ือรารĀัÿ SL00297 มีคüามÿัมพันธใ์กล้ชิดกับ 

Endomelanconiopsis endophytica ด้üยค่าคüามเช่ือมั่นร้อยละ 75 ซึ่งอยู่ในüงý์ 

Endomelanconiopsidaceae และเชื้อรารĀัÿ SL00437 SL00444 และ SL00445 มีคüามÿัมพันธ์

ใกล้ชิด Lasiodiplodia spp. L. pseudotheobromae (MFLUCC 18-1120, MFLUCC 18-0950, 
MFLUCC 18-0951, CBS 116459), L. hyalina (CGMCC 3.7975) และ L. thailandica (CGMCC 
3.8384)] ด้üยค่าร้อยละการบ่งชี้เอกลักþณ์ (% identity) เท่ากับร้อยละ 99.3-100 ซึ่งอยู่ในüงý์ 

Botryosphaeriaceae ดังนัน้จึงจำแนกได้เพียงระดับÿกุล เนื่องจากข้อมูลทีใ่ช้ในการüเิคราะĀ์ยังไม่

เพียงพอดังรูปที่4.6

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.6 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชงิüิüัฒนาการของเชื้อราในอันดับ Botryosphaeriales 
บริเüณ ITS ของเชื้อรารĀัÿ SL00297, SL00437, SL00444 และ SL00445 ด้üยüิธีการüิเคราะĀ์

แบบ Maximum Likelihood (ML) ประกอบด้üยเชื้อราทั้งĀมด 34 taxa โดยมี Mycosphaerella 
africana และ Guignardia philoprina เป็น outgroup (Tย่อมาจาก Type)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3) อันดับ Capnodiales 
 จากการüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์ของเชื้อราในüงý์ Capnodiaceae ในอันดับ Capnodiales 
ชุดข้อมูลประกอบด้üยเชื้อราดินจำนüน 1 taxa (SL00141) และเชื้ออื่นๆ จำนüน 26 taxa โดยมี 
Microxyphium leptospermi Ēúą M. purpuraefaciens เป็น outgroup ผลการüิเคราะĀ์แÿดง

ใĀ้เĀ็นü่าเชื้อรารĀัÿ SL00141 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับเชื้อรา Chaetocapnodium placita ด้üย

ค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 98 ดังรูปที่ 4.7 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.7 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของเชื้อราในอันดับ Capnodiales บริเüณ ITS 
ของเชื้อรารĀัÿ SL00141 ด้üยüิธีการüิเคราะĀ์แบบ Maximum Likelihood (ML) ประกอบด้üยเชื้อ

ร าทั้ งĀ ม ด  27 taxa โด ย มี  Microxyphium leptospermi แ ล ะ  M. purpuraefaciens เป็ น 

outgroup (T ย่อมาจาก Type) 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4) อันดับ Chaetosphaeriales 
 จากการüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธข์องเชื้อราในüงý์ Chaetosphaeriaceae ซึ่งอยู่ในอันดับ 

Chaetosphaeriales ชุดข้อมูลประกอบด้üยเชื้อราดินจำนüน 3 taxa (SL00029, SL00215 และ 
SL00410) และเชื้ออ่ืนๆ จำนüน 25 taxa โดยมี Sporoschisma mirabile และ S. hemipsilum 
เป็น outgroup เป็น outgroup ผลการüิเคราะĀแ์ÿดงใĀ้เĀ็นü่าเช้ือรารĀัÿ SL00215 มีคüามÿัมพนัธ์

ใกล้เคียงกับเช้ือรา Chloridium humicola ด้üยค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 100 เชื้อรารĀัÿ SL00410 มี

คüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเช้ือรา Ch. virescens var. caudigerum ด้üยค่าคüามเช่ือมั่นร้อยละ 64 
ÿ่üนเช้ือรารĀÿั SL00029 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับเชื้อราในกลุ่ม Chloridium spp. ด้üยค่าคüาม

เชื่อมั่นต่ำกü่าร้อยละ 50 ดงันั้นจึงจำแนกได้เพียงระดับÿกุล เนื่องจากข้อมูลที่ใชใ้นการüิเคราะĀ์ยังไม่

เพียงพอ ดังรูปที่ 4.8 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที ่ 4.8 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของเชื้อราในอันดับ Chaetosphaeriales 
บริเüณ ITS ของเชื้อรารĀัÿ SL00029, SL00215, และ SL00410 ด้üยüิธีการüิเคราะĀ์แบบ 

Maximum Likelihood (ML) ประกอบด้üยราทั้งĀมด 28 taxa โดยมี Sporoschisma mirabile 
และ S. hemipsilum เป็น outgroup (T ย่อมาจาก Type) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



29 
 
 
5) อันดับ Cordanales 

จากการüิ เคราะĀ์ คüามÿัมพั นธ์ของเชื้ อรา ในüงý์  Cordanaceae ซึ่ งอยู่ ในอันดับ 

Cordanales ชุดข้อมูลประกอบด้üยเชื้อราดินจำนüน 1 taxa (SL00240) และเชื้ออื่นๆ จำนüน 16 

taxa โดยมี  Coniochaeta lignicola และ  C. gigantospora เป็น  outgroup แÿดงใĀ้ เĀ็นü่า 

SL00240 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ เคียงกับเชื้อรา Cordana spp. [C. bisbyi CBS 213.65 และ C. 
terrestris (CBS 404.54, CBS 126078 และ CBS 392.65)] ด้üยค่าร้อยละการบ่งชี้เอกลักþณ์ (% 
identity) เท่ากับร้อยละ 94.3-96.2 และด้üยค่าคüามเชื่อมั่นต่ำกü่าร้อยละ 50 ดังนั้นจึงจำแนกได้

เพี ย ง ร ะ ดั บ ÿ กุ ล  เนื่ อ งจ า ก ข้ อ มู ล ที่ ใช้ ใน ก าร üิ เค ร าะ Ā์ ยั ง ไม่ เพี ย งพ อ  ดั ง รู ป ที่  4 .9

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.9 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของเชื้อราในอันดับ Cordanales บริเüณ ITS 
ของเชื้อรารĀัÿ SL00240 ด้üยüธีิการüเิคราะĀ์แบบ Maximum Likelihood (ML) ประกอบด้üยเชื้อ

ราทั้งĀมด 17 taxa โดยม ีConiochaeta lignicola และ C. gigantospora เป็น outgroup (T ยอ่

มาจาก Type) 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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6) อันดับ Eurotiales 

จากการเทียบเคียงเบื้องต้นของราดินจำนüน 38 taxa พบü่ามีคüามÿัมพันธข์องเชื้อราใน

อันดับ Eurotiales โดยแบ่งออกเป็น 3 ÿกุล ดังนี ้Aspergillus, Penicillium และ Talaromyces 
6.1) ÿกุล Aspergillus  
 จากการüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์ของเชื้อราในüงý์ Aspergillaceae ชุดข้อมูลประกอบด้üยเชื้อ

ราดินจำนüน 9 taxa (SL00242, SL00243, SL00334, SL00354, SL00615, SL00625, SL00788, 
SL00835 และ SL00958) และเชื้ ออื่นๆ  จำนüน 44 taxa โดยมี  Talaromyces flavus เป็น 

outgroup ผลการüิเคราะĀ์แÿดงใĀ้เĀ็นü่าเชื้อรารĀัÿ SL00243 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อรา 

Aspergillus spinosa (NRRL 5034) ด้üยค่าร้อยละการบ่งชี้เอกลักþณ์ (% identity) เท่ากับร้อยละ 

99.8 เชื้อรารĀัÿ SL00334 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อรากลุ่ม A. conjunctus ด้üยค่าคüาม

เชื่อมั่นร้อยละ 67 เชื้อรารĀัÿ SL00354 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเช้ือรากลุ่ม A. haitiensis ด้üยค่า

คüามเชื่อมั่นร้อยละ 86 เชื้อรารĀัÿ SL00615 และ SL00625 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อรากลุ่ม 

A. silvaticus ด้üยค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 99 เชื้อรารĀัÿ SL00788 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อ

รากลุ่ม A. chevalieri ด้üยค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 97 เชื้อรารĀัÿ SL00835 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียง

กับเชื้อรากลุ่ม A. elegans ด้üยค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 76 เชื้อรารĀัÿ SL00958 มีคüามÿัมพันธ์

ใกล้เคียงกับเชื้อรากลุ่ม A. suttoniae ด้üยค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 72 ÿ่üนเชื้อรารĀัÿ SL00242 ด้üย

ค่าคüามเชื่อมั่นต่ำกü่าร้อยละ 50 ดังนั้นจึงจำแนกได้เพียงระดับÿกุล เนื่องจากข้อมูลที่ใช้ในการ

üิเคราะĀ์ยังไม่เพียงพอ ดังรูปที่ 4.10 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.10 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของเชื้อราÿกุล Aspergillus ที่อยู่ในอันดับ 
Eurotiales บริ เüณ  ITS ของเชื้อรารĀัÿ  SL00242, SL00243, SL00334, SL00354, SL00615, 
SL00625, SL00788, SL00835 และ SL00958 ด้üยüิธีการüิเคราะĀ์แบบ Maximum Likelihood 
(ML) ประกอบด้üยราทั้งĀมด 53 taxa โดยมี Talaromyces flavus เป็น outgroup (T ย่อมาจาก 

Type) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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6.2) ÿกุล Penicillium 

ราดินในÿกุล Penicillium ซึ่งอยูใ่นüงý์ Aspergillaceae และมีจำนüนÿายพันธ์ุ (isolate) 
มากถงึ 28 taxa ดังน้ี SL00014, SL00030, SL00087, SL00254, SL00284, SL00289, SL00306, 
SL00317, SL00318, SL00326 ,SL00347, SL00381, SL00407, SL00409, SL00414, SL00511, 
SL00621, SL00655, SL00656, SL00728, SL00869, SL00873, SL00874, SL00931, SL00932, 
SL00968, SL01000 และ SL01001 โดยชุดข้อมูลประกอบด้üยเชื้อราอื่นๆ 68 taxa โดยมี 

Talaromyces flavus เปน็ outgroup ผลการüิเคราะĀแ์ÿดงใĀ้เĀน็üา่เช้ือรารĀัÿ SL00014 และ 

SL00087 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อรากลุ่ม Penicillium estinogenum ด้üยค่าคüามเช่ือมั่น

ร้อยละ 84 เชือ้รารĀัÿ SL00030 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อรา P. bissettii  ด้üยค่าคüามเช่ือมั่น

ร้อยละ 74 เชือ้รารĀัÿ SL00254 แล SL00289 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคยีงกับเชื้อรา P. herquei ด้üย

ค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 96 เชื้อรารĀัÿ SL00306 และ SL00869 มีคüามÿัมพันธใ์กล้เคียงกบัเชือ้รา P. 
sclerotiorum ด้üยค่าคüามเช่ือมั่นร้อยละ 97 เชื้อรารĀัÿ SL00317 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อ

รากลุ่ม Penicilliopsis clavariiformis ด้üยค่าคüามเช่ือมั่นร้อยละ 100 เชื้อรารĀัÿ SL00318 และ 

SL00414 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อรากลุม่ P. javanicum ด้üยคา่คüามเชื่อมั่นร้อยละ 81 เชื้อ

รารĀัÿ SL00326 และ SL00511 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อรากลุ่ม P. austrosinicum ด้üยค่า

คüามเช่ือมั่นร้อยละ 100 เชือ้รารĀัÿ SL00347 คüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเช้ือรากลุ่ม P. abidjanum 

ด้üยค่าคüามเช่ือมั่นรอ้ยละ 96 เชือ้รารĀÿั SL00621 คüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเช้ือรากลุ่ม P. shearii 
ด้üยค่าคüามเช่ือมัน่ร้อยละ 93 เชื้อรารĀัÿ SL00655 คüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเช้ือรากลุ่ม 
Penicillium pimiteouiense (NRRL 25542) ดü้ยค่าร้อยละการบ่งช้ีเอกลักþณ์ (%identity) 
เท่ากับร้อยละ 100 เชือ้รารĀÿั SL00728 คüามÿมัพันธ์ใกล้เคียงกับเช้ือรากลุ่ม P. striatisporum 

ด้üยค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 89 เชื้อรารĀัÿ SL00874 SL00931 และ SL00932 คüามÿัมพนัธ์

ใกล้เคียงกับเช้ือรากลุ่ม  P. sanjayi ด้üยค่าคüามเช่ือมั่นร้อยละ 60 เชื้อรารĀัÿ  SL00968 และ 

SL01001 คüามÿัมพันธ์ใกลเ้คยีงกับเชื้อรากลุ่ม P. citrinum ด้üยค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 87 เชื้อรา

รĀัÿ SL01000 คüามÿมัพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อรากลุ่ม P. cinnamopurpureum ด้üยค่าคüามเช่ือมั่น

ร้อยละ 55 ในÿ่üนของเชื้อราจำนüน 6 taxa รĀÿั SL00284, SL00381, SL00407, SL00409, 
SL00656 และ SL00873 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Penicillium spp. ด้üยค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 

50 จึงจำแนกได้เพียงระดับÿกุล เนื่องจากข้อมูลที่ใชใ้นการüิเคราะĀ์ยังไม่เพียงพอ ดังรูปที่ 4.11 
 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.11 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของราÿกุล Penicillium ที่อยู่ในอันดับ 
Eurotiales บริ เüณ  ITS ของเชื้ อรารĀั ÿ  SL00014 SL00030, SL00087, SL00254, SL00284, 
SL00289, SL00306, SL00317, SL00318, SL00326, SL00347, SL00381, SL00407, SL00409, 
SL00414, SL00511, SL00621, SL00655, SL00656, SL00728, SL00869, SL00873, SL00874, 
SL00931, SL00932, SL00968, SL01000 และ SL01001 ด้üยüิธีการüิเคราะĀ์แบบ Maximum 
Likelihood (ML) ประกอบด้üยราทั้ งĀมด 96  taxa โดยมี  Talaromyces flavovirens เป็ น 

outgroup (T ย่อมาจาก Type) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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6.3) ÿกุล Talaromyces 

ราดินในÿกุล Talaromyces ซึ่งอยู่ในüงý์ Trichocomaceae ชุดข้อมูลประกอบด้üยเชื้อรา

ดินจำนüน 1 taxa (SL00408) และเชื้ออื่นๆ จำนüน 23 taxa โดยมี Talaromyces dendriticus 
เป็น outgroup จากแผนภูมิÿายÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการแÿดงใĀ้เĀ็นü่า SL00408 มีคüามÿัมพันธ์

ใกล้เคียงกับเช้ือรากลุม่ T. aureolinus ด้üยค่าคüามเชือ่มั่นร้อยละ 99 ดังรปูที่ 4.12 
 

 
รูปที่ 4.12 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของราÿกุล Talaromyces อยู่ในลำดับ 
Eurotiales บริเüณ ITS ของเชื้อรารĀัÿ SL00408 ด้üยüิธีการüิเคราะĀ์แบบ Maximum Likelihood 
(ML) ประกอบด้üยเชื้อราทั้งĀมด 24 taxa โดยมี Talaromyces dendriticus เป็น outgroup (T 
ย่อมาจาก Type) 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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7) ลำดับ Hypocreles 
 ราดินในลำดับ Hypocreles เป็นกลุ่มที่มีจำนüนÿายพันธุ์ (isolate) มากที่ÿุดคือ 31 taxa 
(SL00046, SL00047, SL00048, SL00050, SL00056, SL00065, SL00098, SL00166, 
SL00250, SL00271, SL00295, SL00364, SL00436, SL00438, SL00443, SL00482, SL00504, 
SL00505, SL00523, SL00524, SL00525, SL00526, SL00527, SL00539, SL00540, SL00547, 
SL00560, SL00664, SL00751, SL00848 และ SL00849) และกระจายตัüอยู่ ใน  6 üงý์  คื อ 

Bionectriaceae, Cordycipitaceae, Nectriaceae และ Niessliaceae โดยแบ่งเป็น 2 ชุดข้อมูล 

คือ ชุดข้อมูลการüิเคราะĀ์ที่ 1 ประกอบด้üยเชื้อราดินจำนüน 30 taxa และเชื้อราอื่นๆ จำนüน 121 

taxa โดยมี Colletotrichum gloeosporioides และ C. aenigma เป็น outgroup ÿ่üนชุดข้อมูล

การüิเคราะĀ์ที่  2 ประกอบด้üยเชื้อราดิน 1 taxa และเชื้อราอื่นๆ จำนüน 23 taxa โดยมี  

Microascus trigonosporus เป็น outgroup รายละเอียดดังนี ้
7.1) üงý์ Bionectriaceae (SL��664, SL���51, SL���4� และ SL���4�) 
 จากüิเคราะĀ์พบü่าเชื้อรารĀัÿ SL00664, SL00848 และ SL00849 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียง

กับเชื้อรากลุ่ม Clonostachys psuedostriata ด้üยค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 100 และเชื้อรารĀัÿ 

SL00751 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อรากลุ่ม C. candelabrum ด้üยค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 83 

รูปที ่4.13 
7.2) üงý์ Cordycipitaceae (SL00271, SL00295 และ SL00482) 
 ผลüิเคราะĀ์พบü่าเชื้อรารĀัÿ SL00271 และ SL00295 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ เคียงกับ 

Amphichorda felina ด้üยค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 100 และเชื้อรารĀัÿ SL00482 มีคüามÿัมพันธ์

ใกล้เคียงกับ Cordyceps javanica ด้üยค่าคüามเช่ือมั่นร้อยละ 100 รูปที ่4.13 
7.3) üงý์ Nectriaceae 
 จากผลการüเิคราะĀพ์บเชือ้ราจำนüน 21 ÿายพันธ์ุ มีคüามÿัมพันธ์กับเช้ือราในüงý ์

Nectriaceae ได้แก่ SL00046, SL00047, SL00048, SL00050, SL00056, SL00166, SL00250, 
SL00436, SL00438, SL00443, SL00504, SL00505, SL00523, SL00524, SL00525, SL00526, 
SL00527, SL00539, SL00540, SL00547 และ SL00560 โดยเชือ้รารĀัÿ SL00046 และ 

SL00047 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเช้ือรา Gliocephalotrichum humicola ด้üยค่าคüามเช่ือมั่น

ร้อยละ 98 และเชื้อรารĀัÿ SL00048 มีคüามÿัมพันธ์ใกลเ้คียงกับเช้ือรา G. bulbilium ด้üยค่าคüาม

เชื่อมั่นร้อยละ 80 เชื้อรารĀัÿ SL00050 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อรากลุ่ม Gliocladiopsis 
forsbergii (BRIP 60984) ด้üยค่ารอ้ยละการบ่งช้ีเอกลักþณ์ (%identity) เท่ากับร้อยละ 100 ÿ่üน

เชื้อรารĀัÿ SL00540 มีคüามÿัมพันธ์ใกลเ้คียงกับเช้ือรากลุ่ม G. guangdongensis ด้üยคา่คüาม

เชื่อมั่นร้อยละ 58 เชื้อรารĀÿั SL00065 มีคüามÿมัพันธ์ใกล้เคียงกับเช้ือรา  Neocosmospora 
solani ด้üยค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 100 เชื้อรารĀัÿ SL00166 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเช้ือ 
Mariannaea elegans var. punicea ด้üยค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 100 เชื้อรารĀัÿ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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SL00505 มีคüามÿัมพนัธใ์กล้เคียงกับเชือ้รา Cylindrocladiella infestans ด้üยค่าคüามเช่ือมัน่ร้อย

ละ 66 เชื้อรารĀัÿ SL00250 มีคüามÿมัพนัธ์ใกล้เคียงกับเช้ือรา C. natalensis ด้üยค่าคüามเชื่อมั่น

ร้อยละ 83 ÿ่üนเช้ือรารĀัÿ SL00504, SL00547 และ SL00560มีคüามÿัมพนัธ์ใกล้เคียงกับ 

Cylindrocladiella spp. ด้üยคา่คüามเชื่อมั่นร้อยละ 100 เนื่องจากข้อมูลที่ใชใ้นการüเิคราะĀ์ยังไม่

เพียงพอ จึงÿามารถจำแนกได้เพียงระดับÿกุล นอกจากนี้เช้ือรารĀัÿ SL00436 SL00438 และ 

SL00527 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อรา Calonectria colhounii ด้üยค่าคüามเช่ือมัน่รอ้ยละ 

63 เชือ้รารĀÿั SL00523 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อรา C. paracolhounii (CBS 114679, CBS 
114705) ด้üยค่าร้อยละการบ่งชี้เอกลักþณ์ (%identity) เท่ากับร้อยละ 99.5 และ SL00443 มี

คüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับ C. lateralis (CBS 136629) ด้üยค่าร้อยละการบ่งชีเ้อกลกัþณ์ 
(%identity) เทา่กับร้อยละ 100 และเช้ือรารĀัÿ SL00524, SL00525 และ SL00526 มี

คüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเช้ือรา Volutella aeria ด้üยคา่คüามเชื่อมั่น ร้อยละ 100 และเชื้อรารĀัÿ 

SL00539 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อรา Aquanectria tenuissima ด้üยค่าคüามเชือ่มั่นร้อยละ 

58 รูปที่ 4.13 
7.4) üงý์ Hypocreles incertae sedis (SL00098, SL00364) 
 จากแผนภมูิÿายÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาพบü่าเชื้อรารĀัÿ SL00364 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคยีงกับ

เชื้อรา  Septomyrothecium uniseptatum ด้üยค่าคüามเช่ือมั่นร้อยละ 100 ÿ่üนเช้ือรารĀัÿ 

SL00098 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเช้ือราในÿกุล Acremonium spp. ด้üยคา่คüามเชื่อมั่นร้อยละ 

98 เนื่องจากขอ้มูลที่ใช้ในการüิเคราะĀ์ยังไม่เพียงพอ ดังนั้นจึงจำแนกได้เพียงระดับÿกุล รูปที ่4.13 
7.5) üงý์ Niessliaceae (SL���56) 

จากการüิเคราะĀพ์บü่าเช้ือรารĀัÿ SL00056 มีคüามÿมัพันธ์กับเช้ือราในüงý์ Niessliaceae 
และมีคüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Niesslia albosubiculosa ด้üยค่าคüามเช่ือมั่นร้อยละ 96 รูปที ่4.14 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.13 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของเชื้อราในอันดับ Hypocreles บริเüณ ITS 
ของเชื้อราจำนüน 30 ÿายพันธุ ์ ดังนี ้ SL00046, SL00047, SL00048, SL00050, SL00056, 
SL00098, SL00166, SL00250, SL00271, SL00295, SL00364, SL00436, SL00438, SL00443, 
SL00482, SL00504, SL00505, SL00523, SL00524, SL00525, SL00526, SL00527, SL00539, 
SL00540, SL00547, SL00560, SL00664, SL00751, SL00848 และ SL00849 ด้üยüิธีการ

üิเคราะĀ์แบบ Maximum Likelihood (ML) ประกอบด้üยเชือ้ราทั้งĀมด 150 taxa โดยมี 

Colletotrichum gloeosporioides และ C. aenigma เป็น outgroup (T ยอ่มาจาก Type)
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.14 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของเชื้อราในüงý์ Niessliaceae ซึ่งอยู่ใน

อันดับ Hypocreles บริเüณ ITS ของเชื้อรารĀัÿ SL00056 ด้üยüิธีการüิเคราะĀ์แบบ Maximum 
Likelihood (ML) ประกอบด้üยเชื้อราทั้งĀมด 24 taxa โดย Microascus trigonosporus เป็น 

outgroup (T ย่อมาจาก Type) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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8) อันดับ Sordariales 

จากการüิเคราะĀ์คüามÿัมพนัธ์ของเช้ือราในüงý์ Chaetomiaceae ซึ่งอยู่ในอันดับ

Sordariales ชุดข้อมูลประกอบด้üยเชื้อราดินจำนüน 4 taxa (SL00031, SL00754, SL00785 และ 
SL00933) และเชื้ออ่ืนๆ จำนüน 27 taxa โดยมี Microascus trigonosporus เป็น outgroup ผล

การüิเคราะĀ์แÿดงใĀ้เĀ็นü่าเช้ือรารĀัÿ SL00031 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Staphylotrichum 
boninense ด้üยค่าคüามเชือ่มั่นร้อยละ 100 และเช้ือรารĀัÿ SL00754 และ SL00933 

คüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Humicola fuscoatra ด้üยคา่คüามเชื่อมั่นร้อยละ 83 ÿ่üนเช้ือรารĀัÿ 

SL00785 มีคüามÿัมพันธใ์กล้ชดิกับ Humicola spp. เนื่องจากข้อมูลที่ใชใ้นการüิเคราะĀ์ยังไม่

เพียงพอดังนั้นจึงจำแนกได้เพียงระดับÿกุลดังรูปที4่.15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4. 15 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของเชื้อราในอันดับ Sordariales บริเüณ ITS 
ของเชื้ อ รารĀั ÿ  SL00031, SL00754, SL00785 และ  SL00933 ด้ üยüิ ธี ก ารüิ เค ราะĀ์ แบบ 

Maximum Likelihood (ML) ประกอบด้üยราทั้งĀมด 31 taxa โดย Microascus trigonosporus 
เป็น outgroup (T ย่อมาจาก Type) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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9) อันดับ Tubeufiales 

จากการüิเคราะĀ์พบü่าเชื้อราดินจำนüน 1 taxa (SL00459) มีคüามÿมัพันธใ์กล้ชิดกับเชื้อรา

ในüงý ์Wiesneriomycetaceae (อันดับ Tubeufiales) โดยชุดข้อมูลประกอบด้üยเชื้ออื่นๆ จำนüน 

22 taxa โดยมี Botryosphaeria agaves Ēúą B. dothidea เป็น outgroup ผลการüิเคราะĀ์

แÿดงใĀ้เĀ็นüา่เช้ือรารĀัÿ SL00459 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อรากลุ่ม Wiesneriomyces 
laurinus (MFLUCC 17-0076, DAOM 250029, NCYUCC 19-0135, MFLUCC 19-0073, 
LAMIC028912) ด้üยค่ารอ้ยละการบ่งช้ีเอกลักþณ ์ (% identity) เท่ากับร้อยละ 89.4-99.3 ดังนั้นจึง

จำแนกได้เพียงระดับÿกุล เนือ่งจากข้อมูลที่ใช้ในการüิเคราะĀ์ยังไม่เพียงพอ คอื Wiesneriomyces 
sp. ดังรปูที่ 4.16 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.16 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของเชื้อราในอันดับ Tubeufiales บริเüณ ITS 
ของเชื้อรารĀัÿ SL00459 ด้üยüิธีการüิเคราะĀ์แบบ Maximum Likelihood (ML) ประกอบด้üยเชื้อ

ราทั้งĀมด 23 taxa โดย Botryosphaeria agaves และ B. dothidea เป็น outgroup (T ย่อมา

จาก Type) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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10) อันดับ Xylariales 
 ÿำĀรับราดิน 2 taxa ซึ่งประกอบด้üย SL00052 และ SL00177 เมื่อนำไปเทียบเคียงกับเช้ือ

ราอื่นๆ 36 taxa ในอันดับ Xylariales โดยมี Xylaria bambusicola Ēúą X. 
acuminatilongissima เป็น outgroup ผลการüิเคราะĀแ์ÿดงใĀ้เĀน็ü่าเชือ้รารĀัÿ SL00052 มี

คüามÿัมพันธ์ใกล้เคียงกบัเช้ือรากลุ่ม Biscogniauxia philippinensis var. microspore ซึ่งเป็นเชื้อ

ราที่อยู่ในüงý์ Graphostromataceae ด้üยค่าคüามเช่ือมั่นร้อยละ 100 และเชื้อรารĀัÿ SL00177 
คüามÿัมพนัธ์ใกล้เคียงกับเชื้อรากลุ่ม Hypoxylon investiens (YMJ 89062905, CBS 129034, 
CBS 129040, CBS 118183) อยู่ในüงý์ Hypoxylaceae ด้üยค่าคüามเช่ือมั่นร้อยละ 93 ดังรูปที ่

4.17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.17 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของเชื้อราในอันดับ Xylariales บริเüณ ITS 
ของเชื้อรารĀัÿ SL00052 และ SL00177 ด้üยüิธีการüิเคราะĀ์แบบ Maximum Likelihood (ML) 
ประกอบด้üยเชื้อราทั้งĀมด 38 taxa โดย Xylaria bambusicola และ X. acuminatilongissima 
เป็น outgroup (T ย่อมาจาก Type) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.2.2 ไฟลัม Basidiomycota 
 ประกอบด้üย 1 อันดับ (order) ดังนี ้
1) อันดับ Cantharellales 
 จากการüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์ของเชื้อราในüงý์ Ceratobasidiaceae ซึ่งอยู่ในอันดับ 

Cantharellales ชุดข้อมูลประกอบด้üยเชื้อราดินจำนüน 3 taxa (SL00564, SL00565, และ 

SL00566)  และเชื้ออืน่ๆ จำนüน 17 taxa โดยมี Tulasnella pruinosa และ Cantharellus 
cibarius เป็น outgroup ผลการüิเคราะĀแ์ÿดงใĀ้เĀ็นüา่เช้ือรารĀัÿทั้ง 3 taxa มีคüามÿมัพันธ์

ใกล้เคียงกับเชื้อรากลุ่ม Ceratobasidium ramicola ด้üยค่าคüามเชื่อมั่นร้อยละ 82 ดงัรูปที่ 4.18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.18 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของเชื้อราในอันดับ Cantharellales บริเüณ 

ITS ของเชื้อรารĀัÿ SL00564, SL00565, และ SL00566 ด้üยüิธีการüิเคราะĀ์แบบ Maximum 
Likelihood (ML) ป ร ะ ก อ บ ด้ ü ย ร า ทั้ ง Ā ม ด  20 taxa โด ย มี  Tulasnella pruinosa แ ล ะ 

Cantharellus cibarius เป็น outgroup (T ย่อมาจาก Type) 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.2.3 ไฟลัม Mucoromycota 
 ประกอบดü้ย 2 อันดับ (order) ดังนี ้
1) อันดับ Mortierellales 
 ชุดข้อมูลในการüิเคราะĀ์ประกอบด้üย เชื้อราดินซึ่งมีคüามÿัมพันธ์กับเชื้อราในüงý์  
Mortierellaceae จำนüน 2 taxa (SL00152 และ SL00321) และเชื้อราอื่นๆ จำนüน 28 taxa โดย

มี Umbelopsis ramanniana var. angulispora Ēúą U. autotrophica เป็น outgroup ผลการ

üิเคราะĀ์แÿดงใĀ้เĀ็นü่าเชื้อรารĀัÿ SL00152 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Linnemannia gamsii 
(CBS 749.68 และ CBS 253.36) ด้üยค่าร้อยละการบ่งชี้เอกลักþณ์ (% identity) เท่ากับร้อยละ 

97.0-97.7 และเชื้อรารĀัÿ SL00321 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Podila verticillate ด้üยค่าคüาม

เชื่อมั่นร้อยละ 92 ดังรูปที่ 4.19 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.19 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของราในอันดับ Mortierellales บริเüณ ITS 
ของเชื้อรารĀัÿ SL00152 และ SL00321 ด้üยüิธีการüิเคราะĀ์แบบ Maximum Likelihood (ML) 
ประกอบด้üยราทั้ งĀมด 30 taxa โดย Umbelopis ramanniana var. angulispora และ U. 
autotrophica เป็น outgroup (T ย่อมาจาก Type) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2) อันดับ Mucorales 
 ชุดข้อมูลในการüิเคราะĀ์ประกอบด้üย เชื้อราดินที่มีคüามÿัมพันธ์กับเชื้อราในüงý์  
Mucoraceae จำนüน 1 taxa (SL00214) และเชื้อราอื่นๆ จำนüน 33 taxa โดยมี Backusella 
lamprospora Ēúą B. grandis เป็น outgroup ผลการüิ เคราะĀ์ แÿดงใĀ้ เĀ็นü่าเชื้อรารĀัÿ 

SL00214 มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Mucor minutus ด้üยค่าคüามเช่ือมั่นร้อยละ 96 ดังรูปที่ 4.20 

 
รูปที่ 4.20 แผนภาพแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงüิüัฒนาการของเชื้อราในอันดับ Mucorales บริเüณ ITS 
ของเชื้อรารĀัÿ SL00214 ด้üยüิธีการüิเคราะĀ์แบบ Maximum Likelihood (ML) ประกอบด้üยรา

ทั้งĀมด 34 taxa โดย Backusella lamprospora และ B. grandis เป็น outgroup (T ย่อมาจาก 

Type) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 จากผลการจัดจำแนกชนิดพันธุ์ของเชื้อราจำนüน 98 ÿายพันธุ์ ÿามารถจัดจำแนกเชื้อรา

อ อ ก เป็ น  3  ไฟ ลั ม  ได้ แ ก่  ไฟ ลั ม  Ascomycota, ไฟ ลั ม  Basidiomycota แ ล ะ ไฟ ลั ม 

Mucoromycota จากการค้นคü้ามีรายงานการýึกþาÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพจากเชื้อรา 

โดยเฉพาะกลุ่มที่พบมากที่ÿุดในการจัดจำแนก คือกลุ่ม Penicillium sp. (ไฟลัม Ascomycota) 
ดังรายงานของ Hebra et al., 2021 พบü่าÿารÿกัดจาก Penicillium sclerotiorum SNB-
CN111 มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ Candida albicans และ Trichophyton rubrum และ P� 
sclerotiorum ยังผลิตเม็ดÿีที่เรียกü่า azaphilones ซึ่งเป็นที่น่าÿนใจในอุตÿาĀกรรม โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งการผลิตÿีผÿมอาĀารจากธรรมชาติ และมีการนำเม็ดÿีของเชื้อราชนิดนี้มาใช้ในการย้อมÿี

ผ้าòŜาย เป็นการเพิ่มมูลค่าในอุตÿาĀกรรม และมีมูลค่าทางเýรþฐกิจและอุตÿาĀกรรมเป็นอย่างดี 

(Kallingal et al., 2023)  ÿาร citreorosein และÿาร emodin ที่ได้จาก Penicillium herquei 
มีฤทธิ์ทางชีüภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa ซึ่งเป็นเชื้อที่เป็น

ÿาเĀตุในการติดเชื้อรุนแรง (Marinho et al., 2013) ในรายงานของ Ashoka and Shivanna, 
2023 พบü่า Penicillium citrinum มีÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพถึง 21 ชนิด ÿารประกอบĀลัก 

ไ ด้ แ ก่  8 -hydroxyquinoline, trigonelline, spectinomycin, psoralidin, nicotinic acid, 
kanosamine, sulfamethazine, artemisinin ซึ่งเป็นกลุ่มÿารต้านแบคทีเรีย ÿารต้านอนุมูล

อิÿระ และÿารต้านมะเร็ง  และยังมีÿารประกอบอื่นๆที่ไม่รู้จักอีกĀลายชนิดอีกด้üย ซึ่งอาจมี

คüามÿำคัญทางด้านเภÿัชกรรมในอนาคต กลุ่มที่พบรองลงมา ได้แก่กลุ่ม Aaspergillus  sp. ซึ่ง 
Aaspergillus elegans ที่พบในการจัดจำแนก ได้มีการแยกÿารจาก A.elegans SweF9 โดย

เพาะเลี้ยงเชื้อราที่อุณĀภูมิ  30rC เป็นเüลา 12 üัน  ในอาĀาร PMP พบü่าÿาร (�)-epi-
Epoformin เป็นÿารประกอบที่แÿดงการออกฤทธิ์ต้านแบคทีเรียต่อเชื้อ E. coli, S. aureus และ 

B. subtili (Bulkan et al., 2022)  

นอกจากนี้ เชื้อรากลุ่ม Pestalotiopsis  sp. ได้แก่ Pestalotiopsis microspore ที่พบใน

ไฟลัมนี้ ยังมีฤทธิ์ในการต้านมะเร็งเช่นกัน ซึ่งในปี 1996 ได้พบÿาร taxol เป็นยารักþามะเร็งที่ได้

จากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ เป็นÿารในกลุ่ม diterpenoid alkaloid และเชื้อรา P. microspore ยัง

พบ pestalotioprolide E ที่แÿดงýักยภาพในการต่อต้านเซลล์มะเร็งรังไข่ของมนุþย์ ÿายพันธุ์ 

A2780 (Yang et al., 2012) และที่น่าÿนใจคือการเพาะเลี้ยงร่üมกันของ P. microspora 
ร่ üม กั บ  Streptomyces lividans ท ำใĀ้ เกิ ด ก ารÿ ะÿ ม ขอ ง pestalotioprolide E แล ะ 

pestalotioprolide F เพิ่มขึ้นประมาณ 10 เท่า (Liu et al., 2016) ซึ่งอาจจะเป็นประโยชน์ใน

อนาคต ต่อมาได้พบÿาร sesquiterpenes ชนิดใĀม่ÿามชนิด ได้แก่ (+)-dendocarbin L (75), 
(+)-sydonic acid (76), และ  (+)-sydowic acid (77) ที่ ÿกัด ได้ จาก P. microspore ซึ่ งมี

ýักยภาพในการยับยั้งเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาüในปัÿÿาüะ P-388 และÿารที่ออกฤทธิ์ดีที่ÿุดก็คือ

ÿาร (+)-sydowic acid (77) (Wu et al., 2022)   เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แม้ü่าจะมีรายงานการýึกþาก่อนĀน้านี้แล้üก็ตาม ยังมีเชื้อราอีกĀลากĀลายÿายพันธุ์ที่ยังขาด

การýึกþา โดยเฉพาะอย่างยิ่งการýึกþาÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพ และแนüทางในการนำไปใช้

ประโยชน์ ตัüอย่างเช่น เชื้อรา P� citrinum ที่ÿามารถแยกได้จากดินในประเทýไทยนั้น ยังไม่มี

ข้อมูลเกี่ยüกับฤทธิ์ต้านจุลชีพของเชื้อราÿายพันธุ์น้ี รüมไปถึงเชื้อรา Ceratobasidium ramicola 

ใน ไฟ ลั ม  Basidiomycota เชื้ อ ร า  Linnemannia gamsii, Podila verticillate ใน ไฟ ลั ม 

Mucoromycota และอีกĀลายÿายพันธุ์ที่พบจากผลการจัดจำแนก ดังนั้นการýึกþาÿารออกฤทธิ์

ทางชีüภาพจากเชื้อราเĀล่านี้จึงเป็นที่น่าÿนใจ เพื่อนำÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพมาปรับใชป้ระโยชน์

ในด้านต่างๆต่อไป 
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บทที่ 5  

ÿรุปผลการüิจัยและข้อเÿนอแนะ  
 

5.1 ÿรุปผลการüิจัย  
 จากการนำตัüอยา่งราดินทั้งĀมด 105 ÿายพันธ์ุ มาทำการÿกัดดีเอ็นเอ และตรüจÿอบ

ผลผลิตพีซีอาร์ด้üยเทคนิค gel electrophoresis พบü่าได้ผลผลิตพีซอีาร์มาทั้งĀมด 98 ÿายพันธ์ุ 

จาก 105 ÿายพันธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 93 จากนั้นนำผลผลิตพีซีอาร์ทั้ง 98 ÿายพันธ์ุ มาüิเคราะĀ์และ

เปรียบเทียบลำดับนิüคลีโอไทด์บริเüณ ITS กับฐานข้อมลู NCBI รüมถึงการüิเคราะĀ์ÿายÿัมพันธ์เชิง

üิüัฒนาการ พบü่าÿามารถจดัจำแนกเช้ือราดินไดเ้ป็น 3 ไฟลัม ได้แก่ ไฟลัม Ascomycota (92 ÿาย

พันธ์ุ; 94%), ไฟลัม Basidiomycota (3 ÿายพันธ์ุ; 3%) และไฟลัม Mucoromycota (3 ÿายพนัธุ;์ 
3%) จากผลการüิเคราะĀ์พบü่าเชื้อราดินÿ่üนใĀญถ่กูจำแนกอยูใ่นไฟลมั Ascomycota มากที่ÿุด 

(อ้างอิงจากรูปที่ 4.2) จำแนกตามตำแĀน่งอนกุรมüธิานได้ดังนี้ 
1. จัดจำแนกได้ถึงระดับÿกุล (genus) ทั้งÿิ้น 98 ÿายพันธ์ุ (100%) โดยแบ่งเป็น 33 ÿกุล ดังนี ้ 

Acremonium, Amphichorda, Aquanectria, Aspergillus, Biscogniauxia, 
Calonectria, Ceratobasidium,  Chaetocapnodium, Chloridium, Clonostachys, 
Cordana, Cordyceps, Cylindrocladiella, Endomelanconiopsis, 
Gliocephalotrichum, Gliocladiopsis, Humicola, Hypoxylon, Lasiodiplodia, 
Linnemannia, Mariannaea, Mucor, Neocosmospora, Niesslia, Penicilliopsis, 
Penicillium, Pestalotiopsis, Podila, Septomyrotheciumm Staphylotrichumm, 
Talaromyces, Volutella และ Wiesneriomyces โดยพบราดินในÿกุล Penicilium มาก

ที่ÿุดถึง 27 ÿายพันธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 28 (อา้งอิงจากรปู 4.3) 
2. จัดจำแนกได้ถึงระดับชนิดพันธุ์ (species) เป็นจำนüน 78 ÿายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 80 ดัง

ตารางที่ 5.1  
3. จัดจำแนกในระดบัüงý์ (family) ได ้ 22 üงý์ ได้แก่ Aspergillaceae, Bionectriaceae, 

Botryosphaeriaceae, Capnodiaceae, Ceratobasidiaceae, Chaetomiaceae, 
Chaetosphaeriaceae, Cordanaceae, Cordycipitaceae, 
Endomelanconiopsidaceae, Graphostromataceae, Hypocreaceae, 
Hypoxylaceae, Mortierellaceae, Mucoraceae, Nectriaceae, Niessliaceae, 
Pestalotiopsidaceae, Sporocadaceae, Stachybotryaceae, Trichocomaceae และ 
Wiesneriomycetaceae พบราดินเป็นÿมาชิกอยู่ในüงý ์Aspergillaceae มากที่ÿุด คิดเป็น

ร้อยละ 38 Nectriaceae รอ้ยละ 21, Bionectriaceae ร้อยละ 4, Chaetomiaceae ร้อย

ละ 4 และ Sporocadaceae ร้อยละ 4 ตามลำดับ (อ้างอิงจากรูป 4.3)
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4. พบการกระจายตัüอยู่ใน 13 อันดับ (order) ได้แก่ Amphisphaeriales, 

Botryosphaeriales, Cantharellales, Capnodiales, Chaetosphaeriales, 
Cordanales, Eurotiales, Hypocreales, Mortierellales, Mucorales, Sordariales, 
Tubeufiales และ Xylariales โดยการกรจายอยู่ในอันดับ Eurotiales มากที่ÿุดคิดเป็นร้อย

ละ 39 อันดับ Hypocreales ร้อยละ 32 และอันดบั Amphisphaeriales รอ้ยละ 7 

ตามลำดับ (อ้างอิงจากรูป 4.3)  
5. พบการกระจายตัüอยู่ใน 6 ชั้น (class)  ไดแ้ก่ Agaricomycetes, Dothideomycetes, 

Eurotiomycetes, Mortierellomycetes, Mucoromycetes และ Sordariomycetes 
โดยพบกระจายตัüในชั้น Sordariomycetes มากที่ÿุด คิดเป็นร้อยละ 49  รองลงคือชั้น 
Eurotiomycetes ร้อยละ 39 และ ชั้น Dothideomycetes ร้อยละ 6 ตามลำดับ (อ้างอิง

จากรูป 4.2) 
 

ตารางที่ 5.1  การจัดจำแนกชนิดพันธุ์ราดินด้üยüิธีการทางชีüโมเลกุลเปรียบเทียบระĀü่างผล Blast 
search ของฐานข้อมลู NCBI และผลการüิเคราะĀ์ÿายÿัมพันธ์เชงิüิüัฒนาการ 
Code NCBI Blast search Phylogenetic analysis 

% Identity Best hit 
SL00014 99.41-99.61% Penicillium estinogenum Penicillium estinogenum 
SL00029 94.95 Chloridium mirabile Chloridium sp. 
SL00030 99.46-99.47% Penicillium bissettii Penicillium bissettii 
SL00031 98.36% Staphylotrichum boninense Staphylotrichum boninense 
SL00046 99.82-100% Gliocephalotrichum humicola Gliocephalotrichum humicola 
SL00047 99.82-100% Gliocephalotrichum humicola Gliocephalotrichum humicola 
SL00048 99.62-99.79% Gliocephalotrichum bulbilium Gliocephalotrichum bulbilium 
SL00050 100% Gliocladiopsis sp. Gliocladiopsis forsbergii 
SL00052 99.67% Biscogniauxia philippinensis var. 

microspora 
Biscogniauxia philippinensis var. 
microspora 

SL00056 96.56% Niesslia sp. Niesslia albosubiculosa 
SL00065 99.60% Neocosmospora sp. Neocosmospora solani 
SL00087 99.41-99.79% Penicillium sp. Penicillium estinogenum  
SL00098 88.80% Acremonium sp. Acremonium sp. 
SL00141 98.46% Chaetocapnodium placitae Chaetocapnodium placitae 
SL00152 98.86-99.63% Linnemannia gamsii  Linnemannia gamsii 
SL00166 98.68% Mariannaea elegans var. punicea  Mariannaea elegans var. punicea 
SL00177 98.83-99.48% Hypoxylon sp. Hypoxylon sp. 
SL00214 99.49% Mucor minutus Mucor minutus 
SL00215 100% Chloridium humicola Chloridium humicola 
SL00240 94.85-95.48% Cordana sp. Cordana sp. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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SL00242 100% Aspergillus spinosus, Aspergillus fischeri Aspergillus sp. 
SL00243 100% Aspergillus spinosus, Aspergillus fischeri Aspergillus spinosa 
SL00250 100% Cylindrocladiella peruviana Cylindrocladiella natalensis 
SL00254 100% Penicillium herquei  Penicillium herquei 
SL00271 99.05-99.11% Beauveria felina  Amphichorda felina 
SL00284 99.80% Penicillium citreosulfuratum Penicillium sp. 
SL00289 100% Penicillium herquei Penicillium herquei 
SL00295 98.83-99.02% Beauveria felina Amphichorda felina 
SL00297 100% Endomelanconiopsis endophytica Endomelanconiopsis endophytica 
SL00306 99.61% Penicillium sclerotiorum Penicillium sclerotiorum 
SL00317 99.46-99.82% Penicilliopsis clavariiformis  Penicilliopsis clavariiformis 
SL00318 100% Penicillium javanicum Penicillium javanicum 
SL00321 100% Podila verticillata  Podila verticillate 
SL00326 99.81% Penicillium sclerotiorum. Penicillium austrosinicum 
SL00334 98.93-99.27% Aspergillus conjunctus Aspergillus conjunctus 
SL00347 100% Penicillium abidjanum Penicillium abidjanum 
SL00354 95.70% Aspergillus haitiensis Aspergillus haitiensis 
SL00364 96.49%  Septomyrothecium uniseptatum Septomyrothecium uniseptatum 
SL00381 98.08-99.04% Penicillium sp. Penicillium sp. 
SL00407 98.11-98.68% Penicillium madriti Penicillium sp. 
SL00408 99.61% Talaromyces aureolinus    Talaromyces aureolinus 
SL00409 98.22-99.03% Penicillium magnielliptisporum,  Penicillium sp. 
SL00410 100% Chloridium virescens var. caudigerum Chloridium virescens var. 

caudigerum 
SL00414 99.80% Penicillium javanicum Penicillium javanicum 
SL00436 99.80% Calonectria colhounii Calonectria colhounii 
SL00437 99.45-99.63% Lasiodiplodia pseudotheobromae Lasiodiplodia sp. 
SL00438 99.42-100% Calonectria colhounii Calonectria colhounii 
SL00443 99.00-100% Calonectria sp. Calonectria lateralis 
SL00444 100% Lasiodiplodia pseudotheobromae Lasiodiplodia pseudotheobromae 
SL00445 99.58% Lasiodiplodia pseudotheobromae Lasiodiplodia sp. 
SL00459 92.19- 92.56% Wiesneriomyces laurinus Wiesneriomyces sp. 
SL00476 99.80% Pseudopestalotiopsis theae Pestalotiopsis sp. 
SL00477 100% Pestalotiopsis microspora Pestalotiopsis microspora 
SL00478 99.80-100% Pseudopestalotiopsis theae Pestalotiopsis jiangxiensis 
SL00482 100% Cordyceps javanica Cordyceps javanica 
SL00496 100% Pestalotiopsis microspora Pestalotiopsis australasiae 
SL00504 99.58-99.79% Cylindrocladiella hawaiiensis Cylindrocladiella sp. 
SL00505 100% Cylindrocladiella infestans Cylindrocladiella infestans 
SL00511 100% Penicillium austrosinicum Penicillium austrosinicum 
SL00522 100% Pseudopestalotiopsis chinensis Pestalotiopsis sp. 
SL00523 99.20% Calonectria sp. Calonectria paracolhounii 
SL00524 99.79-100%    Volutella aeria Volutella aeria 
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SL00525 99.65-98.71% Volutella aeria  Volutella aeria 
SL00526 99.44-100% Volutella aeria Volutella aeria 
SL00527 99.81% Calonectria sp. Calonectria colhounii 
SL00539 99.81% Aquanectria tenuissima Aquanectria tenuissima 
SL00540 100% Gliocladiopsis sp. Gliocladiopsis guangdongensis 
SL00547 98.85% Cylindrocladiella pseudohawaiiensis Cylindrocladiella sp. 
SL00548 100% Neopestalotiopsis ellipsospora Pestalotiopsis clavispora 
SL00549 100% Pseudopestalotiopsis theae Pestalotiopsis theae 
SL00560 99.80% Cylindrocladiella sp. Cylindrocladiella sp. 
SL00564 98.70-99.41% Ceratobasidium sp. Ceratobasidium ramicola 
SL00565 99.62-98.85% Ceratobasidium sp. Ceratobasidium ramicola 
SL00566 98.85-99.62% Ceratobasidium sp.  Ceratobasidium ramicola 
SL00615 99.63% Aspergillus silvaticus Aspergillus silvaticus 
SL00621 100% Penicillium shearii Penicillium shearii 
SL00625 100% Aspergillus silvaticus Aspergillus silvaticus 
SL00655 100% Penicillium menonorum Penicillium pimiteouiense 
SL00656 99.82-100% Penicillium menonorum Penicillium sp. 
SL00664 99.20-99.79% Clonostachys pseudostriata Clonostachys pseudostriata 
SL00728 99.10-99.63% Penicillium striatisporum Penicillium striatisporum 
SL00751 93.49-99.61% Clonostachys sp. Clonostachys candelabrum 
SL00754 99.81% Humicola fuscoatra Humicola fuscoatra 
SL00785 99.61% Humicola fuscoatra Humicola sp. 
SL00788 100% Aspergillus sp. Aspergillus chevalieri 
SL00835 100% Aspergillus elegans Aspergillus elegans 
SL00848 97.99-99.16% Clonostachys sp. Clonostachys pseudostriata 
SL00849 98.75-99.81%   Clonostachys sp. Clonostachys pseudostriata 
SL00869 100% Penicillium sclerotiorum Penicillium sclerotiorum 
SL00873 97.41-97.60% Penicillium sanjayi Penicillium sp. 
SL00874 99.05-99.07% Penicillium sanjayi Penicillium sanjayi 
SL00931 99.24% Penicillium sanjayi  Penicillium sanjayi 
SL00932 99.24-99.25% Penicillium sanjayi  Penicillium sanjayi 
SL00933 100% Humicola fuscoatra Humicola fuscoatra 
SL00958 99.08-99.81% Aspergillus suttoniae Aspergillus suttoniae 
SL00968 100% Penicillium citrinum Penicillium citrinum 
SL01000 98.38-100% Penicillium cinnamopurpureum Penicillium cinnamopurpureum 
SL01001 100% Penicillium citrinum Penicillium citrinum 

 
5.2 ข้อเÿนอแนะ  
 เนื่องด้üยข้อมูลลำดับนิüคลีโอไทด์ในบริเüณ ITS ยังไม่เพียงพอÿำĀรับใช้ในการจัดจำแนก

ÿำĀรับเชื้อราบางกลุ่ม และบางÿายพันธุ์อาจจะยังมีการýึกþาĀรือพบค่อนข้างน้อยทำใĀ้ไม่มีข้อมูลใน

ฐานข้อมูล ซึ่งเป็นอุปÿรรคต่อจัดจำแนกและระบุชนิดพันธุ์ของเชื้อราด้üยüิธีการทางชีüโมเลกุล
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 โดยเฉพาะอย่างยิ่งเชื้อราในÿกุล Aspergiluim และ Penicilium ซึ่งการýึกþาในปัจจุบันÿ่üนใĀญ่มี

การใช้ยีนมากกü่า 1 ตำแĀน่งร่üมกัน (multiple gene) ในการบ่งชี้เอกลักþณ์ เช่น TEF1- , RPB1, 
RPB2, -tubulin และ CaM (Tekpinar and Kalmer., 2019, Chen et al., 2021) รüมถึงมีการใช้

üิธีการทางเคมี (chemo taxonomy) Āรือüิธีการอื่นๆ เข้ามาช่üยในการÿนับÿนุนข้อมูลÿำĀรับการ

จัดลำดับอนุกรมüิธาน ดังนั้นเพื่อใĀ้ง่ายต่อการüิเคราะĀ์ข้อมูลและการจำแนกได้ถึงระดับÿายพันธุ์ จึง

คüรมีการเพิม่ตำแĀน่งของยีนอื่นๆ ที่ใช้ในการüิเคราะĀ์ ขึ้นอยู่กับชนิดของกลุ่มเชื้อ นอกจากนี้ เชื้อรา

บางชนิดที่จัดจำแนกได้จากดินบริเüณรากพืช ยังมีการýึกþาĀาÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพอีกด้üย 

Tadpetch et al., 2014 พบÿาร Solaninaphthoquione ที่ ได้จากเชื้อราในดิน คือ Fusarium 
solani PSU-RSPG227 มีฤทธิ์ในการต้านมาลาเรีย Marinho et al., 2013 ทำการแยกÿารจากเชื้อ

รา Penicillium herquei ด้üยเทคนิค chromatography และพบÿาร citreorosein และÿาร 

emodin ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้ง เชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa และ Bacillus subtilis อีกทั้ง 

Arunpanichlert et al., 2020 พบÿาร Botryosphaerilactones D-E จากเชื้อรา Lasiodiplodia 
theobromae NSTRU-PN1.4 เชื้อราที่จัดจำแนกได้นั้นมีคüามĀลากĀลายมาก บางชนิดพบÿารÿกัด

ที่ยังไม่ทราบประโยชน์ในการนำมาใช้ ซึ่งข้อมูลüิจัยเĀล่านีเ้ป็นÿิ่งที่จำเป็นต้องมีการนำไปýึกþาต่อไป 
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1. ขั้นตอนการตรüจÿอบลำดบันิüคลีโอไทด ์Concensus 

1.1 เมื่อโĀลดข้อมูลลำดับนิüคลีโอไทดจ์ากเครื่อง Sanger Sequencer 3500 ABI (Thermo 
Scientific™) แลü้ ใĀเ้ปิดโปรแกรม BioEdit ขึ้นมา 

1.2 เลือก file เพื่อเปิดข้อมูล  
 

 
 
1.3 เลือกข้อมูลลำดับนิüคลโีอไทด์ที่ต้องการเปรียบเทยีบทั้ง Forward primer sequence และ 

Reverse Primer sequence  
 

 
 
 
 

เลือก open  

เลือกไฟล์ 

กด Open ไฟล์ 
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1.4 ตัด sequence ทั้งĀัü และทา้ยด้üยการÿังเกตจากกราฟ ทั้งÿองÿาย 

 

 
 

1.5 รüม seqeuce ทั้งÿองÿายไü้ในĀน้าตา่งเดียüกนั โดยก่อนรüมใĀ้กดเลือก select/Slide ก่อน 
1.6 Reverse ÿาย ITS4 ด้üยการกด ctrl+shift+R พร้อมกัน 

 

 
 
 
 

1.4  
กด Ctrl+x เพื่อลบข้อมูลที่เลือก 
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1.7 เลือกที่กราฟ ITS4 sequense 
1.8 กด reverse complement 

 

 
 

1.9 คลุมดำทัง้ÿองไฟล์ตามภาพ 
1.10 เข้าไปที่แถบเครื่องมือ sequence แล้üเลือก Pairwise alignment 
1.11 เลือก Alignment two sequence (allow ends to slide) 
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1.12 คลุมดำช่üงที่เบÿไม่ใช่ A T C G เพื่อแก้ไขใĀ้ถูกต้อง 

 

 
 

1.13 กด ctrl+f จะขึ้นĀน้าต่างดังภาพ copy ÿ่üนทีค่ลุมดำก่อนĀน้าüางลงในช่อง แล้üกด find 
next 
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1.14 ÿังเกตพีคที่ÿูงที่ÿุดในเบÿทีม่ีปัญ: ในตัüอย่างคือตัü S :ซึ่งพีคที่ÿุงที่ÿุดจากกราฟตรงตัü S คือ

ÿีเĀลือง Āรือตัü C 
1.15 แก้เบÿใĀ้ถกูต้องโดยการกด shift+เบÿที่ตอ้งการจะแก:้ shift+C 

 

 
 

1.16 เมื่อแก้ไขเรียบรอ้ยแล้üใĀ้เลือกแถบเครื่องมอื Seqeunce และเลือก New Seqence  
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1.17 คลุมดำ Sequence ที่ทำการตรüจÿอบแลü้ทั้งĀมด 
1.18 จากนั้นนำมาüางในกรอบดังภาพ  

 

 
 

1.19 เมื่อคัดลอก sequence ทั้งĀมดแล้üใĀ้เลือกคำü่า DNA 
1.20 ใÿ่ชื่อในช่อ Name 
1.21 กด Apply and close 
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1.22 กดเครื่องĀมายล็อกเพ่ือไมใ่Āล้ำดบันิüคลีโอไทดข์ยับ 
1.23 กด save ที่ไอคอน 
1.24 บันทึกชื่อโดยใช้ XXX.fas 
1.25 กด save 
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2. ขั้นตอนเปรยีบเทียบกับข้อมลูลำดบันิüคลีโอไทด์ของฐานข้อมลู ncbi และการดาüน์โĀลดข้อมูล

ตัüอย่างเชื้อ 
2.1 เข้า (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) 
2.2 เข้าไปที่เมนู Blast 

 

 
 

2.3 เลือกเมน ูnucleotide BLAST 
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2.4 Copy sequence จากขั้นตอนที ่1 มาüางในช่องดังรูป 

 

 
 

2.5 คลิěกที่ช่อง Show results in a new window  
2.6 กดปุśม BLAST 
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2.7 คลิěกที่ Per. Ident 
2.8 เลือกผล 5 อันดับแรก 
 

 
 

2.7 กดที่ Send to 
2.8 เลือก Complete Record           File           Fasta             
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3. นำมาจัดเรียงด้üยโปรแกรม Muscle v.3.�  

3.1 รüม sequence ที่ต้องการüิเคราะĀ์ และ sequence ตัüอย่างไüใ้นไฟล์เดียüกัน 
 

 
 

3.2 เปิดโปรแกรม command prompt ใÿ่คำÿัง่ cd\ 
3.3 Muscle3.8 
3.4 Dir 
3.5 ใĀ้ÿังเกตนามÿกุลไฟล์ü่าเป็น .fasta Āรือ .fas 
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3.6 พิมพ์คำü่า muscle 
3.7 เü้นüรรค muscle -in (ไฟลท์ีเ่ราต้ังช่ือ .fasta/.fas) -out (ชื่อไฟล์ที่เราอยากใĀ้บันทึกใĀม่. 

fasta/.fas) 

 
 

3.8 เมือ่เÿรจ็แล้üจะขึ้นดังภาพ 
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3.9 ตัด Gaps ทีÿ่ามารถตัดได้ออก แล้ü save ไฟลเ์ป็น .phy 
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4. นำมาüเิคราะĀ์ÿายÿัมพันธท์างüิüฒันาการ (Phylogenetic tree) ด้üย RAxML-HPC2 on 

XSEDE (�.2.�) (Stamatakis 2�14) ผ่านแพลทฟอร์ม CIPRES Science Gateway  
4.1 ทำการ upload Data 

 

 
 

4.2 Choose file 
4.3 ตั้งชือ่ไฟล์ข้อมูล 
4.4 กด save 

 

4.4 
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4.5 จากนั้นกดเลือก Data ที ่upload ลงไป 
4.6 กด select data 

 

 
 

4.7 เลือก Tool เป็น RAxML-HPC2 on XSEDE (8.2.12) 
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4.8 เลือก 50 Parameters set 

 

 
4.9 เปลี่ยนเปน็ Nucleotide 
4.10 เลือก out group ในข้อมลูของเรา 
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4.11 เลือก GTRGAMMA 

 

 
 
 

4.12 ตัง้ค่า bootstrap เป็น 1000 
4.13 กด save parameter 
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4.14 กด save and run task 

 

 
 

4.15 เมื่อเÿร็จและจะขึน้คำü่า View Output ใĀด้าüน์โĀลดข้อมูลมา 
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5. จัดทำรูปแบบ phylogenetic tree ด้üยโปรแกรม Figtree v.1.4.4 

5.1 เปิดโปรแกรม Figtree แล้üเลือกไฟล์ดังภาพ 
5.2 กด open 

 

 
 

5.3 เลือกเมน ูtrees                คลิěกที่ช่อง Root tree และ Order nodes 
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5.4 Save ไฟลเ์ป็น .svg 

 

 
 

5.5 กลับมาทีเ่มนู trees อีกครั้ง แล้üคลิěก Transform branches 
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5.6 ไปที่เมนู Branch labels              เลือกหวัข้อ Display เป็น label 
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