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ABSTRACT 

 Endophytic fungi were isolated from 8 different species of epiphytic orchids, including Aerides 
falcata, Aerides odorata, Cymbidium finlaysonianum Lindl., Coelogyne trinervis Lindl., Dendrobium 
lindleyi, Dendrobium secundum, Flickingeria ritaeana and Staurochilus fasciatus. From the total of 105 
isolates, the highest number of isolates (52) were obtained from leaf segments followed by stems (33) 
and roots (20). All of the endophytic isolates from orchids were assessed for their ability to produce 
extracellular enzymes, including amylase, lipase, cellulase, pectinase and protease. According to 
enzymatic tests, 68% of the isolates exhibited pectinase activities followed by the activities of, 62% for 
lipase, 60% for cellulase, 46% for protease and 17% for amylase. The results verified that the endophyte 
isolate CfS 02, isolated from the stem of Cymbidium finlaysonianum Lindl. has high potential to produce 
all of enzymes tested, particularly the highest production of the cellulase enzyme with the extracellular 
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enzyme production ratios (EPR) of 2.89. CfS 02 was identified as Xylaria sp. using morphological 
characteristics combined with molecular analysis. 

Keywords: Entophytic fungi, Orchid, Enzymatic activities, Morphology, DNA sequence 

บทคดัย่อ 

 เชื้อราเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากกล้วยไม้ป่าจ านวน 8 ชนิด ได้แก่ เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิด (Aerides 
falcata) เอื้องกุหลาบกระเป๋าปิด (Aerides odorata) กะเรกะร่อนปากเป็ด (Cymbidium finlaysonianum Lindl.) 
เอื้องใบหมาก (Coelogyne trinervis Lindl.) เอื้องผึ้ง (Dendrobium lindleyi) เอื้องแปรงสีฟัน (Dendrobium 
secundum) เอื้องขาไก่ (Flickingeria ritaeana) และเอื้องเสอืโคร่ง (Staurochilus fasciatus)  มีทัง้หมด 105  
ไอโซเลต โดยแยกได้จากส่วนใบ 52 ไอโซเลต ส่วนล าต้น 33 ไอโซเลต และส่วนราก 20 ไอโซเลต  ในการ
ทดสอบกจิกรรมการท างานของเอนไซมท์ัง้หมด 5 เอนไซม ์คอื เอนไซมอ์ะไมเลส เอนไซมไ์ลเปส เอนไซมเ์ซลลู
เลส เอนไซมเ์พคตเินส และเอนไซมโ์ปรตเิอส พบว่าราเอนโดไฟท์ส่วนใหญ่สามารถสรา้งเอนไซมเ์พคตเินสได้
มากสุดคดิเป็นร้อยละ 68 รองลงมาคอื เอนไซม์ไลเปสคดิเป็นรอ้ยละ 62 เอนไซม์เซลลูเลสคดิเป็นรอ้ยละ 60 
เอนไซม์โปรติเอสคดิเป็นร้อยละ 46 และเอนไซม์อะไมเลสคดิเป็นร้อยละ 17 ของเชื้อราเอนโดไฟท์ที่แยกได้  
ราเอนโดไฟท์รหสั CfS 02 ที่แยกได้จากส่วนล าต้นของกล้วยไม้กะเรกะร่อนปากเป็ด พบว่ามีกิจกรรมการ
ท างานของเอนไซมทุ์กชนิดที่ทดสอบสูง โดยเฉพาะเอนไซมเ์ซลลูเลส มค่ีา Extracellular enzyme production 
ratios (EPR) เท่ากบั 2.89 เมื่อน ามาจดัจ าแนกดว้ยลกัษณะทางสณัฐานวทิยาร่วมกบัการจ าแนกทางพนัธุกรรม 
พบว่าเป็นราเอนโดไฟทใ์นกลุ่ม Xylaria sp. 

 

ค าส าคญั: เชือ้ราเอนโดไฟท ์ กลว้ยไม ้ กจิกรรมเอนไซม ์ ลกัษณะสณัฐานวทิยา  ล าดบัเบสของดเีอน็เอ. 
 

บทน า 

 เชื้อราเอนโดไฟท์มคีวามสามารถในการอยู่
ร่วมกบัพชืชนิดอื่นโดยไม่ก่ออนัตรายหรอืท าให้เกดิ
โรค ซึ่งอาศยัอยู่ภายในเนื้อเยื่อของพชืบรเิวณส่วน
ที่ไม่เป็นโรค เช่น ใบ ล าต้น และราก (Arnold, 
2000) ดว้ยความหลากหลายทางชวีภาพของราเอน
โดไฟท์ ส่งผลใหร้าเอนโดไฟท์เป็นแหล่งส าคญัของ
สารออกฤทธิท์างชวีภาพทีม่ปีระสทิธภิาพมากมาย 
การกระจายตัวของเชื้อราเอนโดไฟท์ขึ้นอยู่กับ
ปัจจัยทางนิเวศวิทยาและสรีรวิทยาของพืช เช่น 
สถานที่ตัง้ทางภูมิศาสตร์ อายุและความจ าเพาะ
ของเนื้อเยื่อพืชอาศัย (Tan & Zou, 2001) เชื้อรา
เอนโดไฟท์จะผลติเอนไซม์เพื่อเข้าสู่เนื้อเยื่อพชืที่
เ ป็นพืช เจ้าบ้าน เพื่ อการแพร่พันธุ์  และการ
เจริญเติบโต โดยมีความสามารถในการผลิต
เอนไซม์หลายชนิด เช่น อะไมเลส เซลลู เลส  
เพคติเนส ไลเปส และโปรติเอส เอนไซม์ที่ได้จาก

เชื้อรามกัจะมีบทบาทส าคญัในการย่อยสลายทาง
ชีวภาพและถูกน ามาใช้กนัอย่างแพร่หลายในทาง
การแพทย์ และอุตสาหกรรม (Strobel & Daisy 
2003; Selim et al., 2012) 
 กล้วยไม้  (orchid) จัด เ ป็นพืชที่มีความ
หลากหลายมากที่สุด เนื่องจากสภาพแวดล้อม 
ความหลากหลายทางชีวภาพและความแตกต่าง
ของลักษณะทางภูมิศาสตร์ของแต่ล ะ พื้นที่   
(สลิล และนฤมล, 2550) ในระบบนิเวศวิทยาการ
อาศยัอยู่ร่วมกนัระหว่างราเอนโดไฟท์และพชืเจ้า
บา้น (host plant) อยู่ในลกัษณะต่างพึง่พาอาศยักนั
แบบภาวะสมชีพ (symbiosis) โดยที่ต่างฝ่ายต่าง
ได้ประโยชน์ร่วมกนั พชืเจ้าบ้านที่มรีาเอนโดไฟท์
อาศยัอยู่นัน้จะให้สารอาหารและที่อยู่อาศัยแก่รา
เอนโดไฟท ์สว่นราจะสรา้งสารเมตาบอไลตท์ีส่ าคญั
บางอย่าง ในการช่วยปกป้องพชืเจา้บา้นไม่ใหไ้ดร้บั
อันตรายจากสิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม มีความ
ทนทานต่อสภาวะแวดล้อมรวมถึงแมลงและโรคที่
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ท าลายพืชได้ดีขึ้น ช่วยให้พืชมีอัตราการดูดซึม
สารอาหารจากดนิเพิม่ขึน้เพราะเอนไซมจ์ากเชือ้รา
ช่วยย่อยสารอาหารให้ดูดซึมง่ายขึ้น  (Bacon & 
White, 2000) ในพชืแต่ละชนิดมีราเอนโดไฟท์อยู่
มากกว่าหนึ่งชนิด ซึ่งมีความจ าเพาะต่อพืชและ
สภาพแวดล้อมที่ต่างกัน ท าให้ราเอนโดไฟท์ 
มคีวามหลากหลายสงู (Huang et al., 2008) 
 ปัจจุบันทัว่โลกต่างให้ความสนใจมากขึ้น
เกี่ยวกบัการคดัเลอืกจุลนิทรยี์ใหม่ๆ เพื่อน ามาใช้
ในการผลิตเอนไซม์ให้เหมาะกับงานในระดับ
อุตสาหกรรม (Burhan et al., 2003; Gupta et al., 
2003) อุตสาหกรรมหลายประเภทจ าเป็นต้องใช้
เอนไซม์พื้นฐานหลายชนิด เพื่อเพิม่ประสทิธภิาพ
ในกระบวนการผลิตและเพิ่มประสิทธิภาพของ
ผลติภณัฑ์ โดยเฉพาะเอนไซมอ์ะไมเลส เซลลูเลส 
ไลเปส เพคตเินส และโปรตเิอส ซึ่งเอนไซมเ์หล่านี้
พบได้ในพืช สตัว์ และจุลินทรีย์ต่าง ๆ การผลิต
เอนไซม์จากเชื้อราได้รบัความสนใจเป็นอย่างมาก 
เนื่องจากเชื้อรานัน้เลี้ยงง่ายและให้ผลผลติสูง เช่น 
เอนไซม์อะไมเลส ถูกน ามาใช้ในกระบวนการย่อย
สลายแป้ง ใช้ในอุตสาหกรรมสิ่งทอและการผลิต
ผงซกัฟอก เอนไซม์เซลลูเลส ใช้ในอุตสาหกรรม
ผลิตกระดาษ อาหารสัตว์ และอุตสาหกรรมยา 
เอนไซม์ไล เปสใช้ ใน อุตสาหกรรมการผลิต
ผงซักฟอก ผลิตภัณฑ์นม และกระบวนการผลิต
เครื่องหนัง เอนไซม์โปรติเอสใช้ในอุตสาหกรรม
ผลิตอาหาร และอุตสาหกรรมยา (Kavitha et al., 
1997) ส่วนเอนไซม์เพคติเนสนิยมใช้กันอย่าง
แพร่หลายในอุตสาหกรรมเครื่องดื่ม ช่วยท าใหก้าร
สกดัน ้าผลไมง้า่ยขึน้ ไดผ้ลผลติมากขึน้ หรอืใชเ้พื่อ
ท าใหน้ ้าผลไมใ้ส (clarification)  
 การเติบโตของอุตสาหกรรมเหล่านี้ท าให้
ความต้องการในการใช้เอนไซม์เพิ่มมากขึ้น จึง
จ าเป็นอย่างยิง่ในการหาแหล่งของเอนไซม์ใหม่ๆ 
เพื่อตอบสนองต่อความต้องการของอุตสาหกรรม
ต่างๆ (Torres et al., 2003) งานวจิยันี้จงึไดศ้กึษา
กจิกรรมการท างานของเอนไซม์จากเชื้อราเอนโด
ไฟท์ที่แยกได้จากกล้วยไม้เพื่อสามารถเพิม่แหล่ง
ในการผลติเอนไซม์ต่างๆ ส าหรบัน าไปต่อยอดใน

การใช้เอนไซม์ในทางอุตสาหกรรมที่หลากหลาย 
อกีทัง้เป็นการเพิม่มูลค่าใหก้บักลว้ยไม้ไทยอีกทาง
หนึ่งดว้ย 

อปุกรณ์และวิธีการทดลอง 

1. การเกบ็ตวัอย่างกล้วยไม้ 
 เก็บตัวอย่างกล้วยไม้ป่าจากอ าเภอถลาง 
จังหวัดภูเก็ต ประเทศไทย โดยเก็บจากต้นที่มี
ลกัษณะสมบูรณ์ ไม่มอีาการของโรคใดๆ   

2. การแยกเช้ือราเอนโดไฟท์ 
 เลือกส่วนของใบ  ล าต้น  และรากของ
ตวัอย่างกล้วยไม้ โดยเลอืกบรเิวณที่สมบูรณ์ที่สุด 
ไม่มโีรคพชืหรอืแมลงรบกวน น ามาล้างให้สะอาด 
จากนัน้แช่ใน ethanol 75% เป็นเวลา 30 วินาที 
ต ามด้ ว ย  sodium hypochlorite 5% เ ป็ น เ วล า  
30 วนิาท ีแช่ชิน้สว่นพชืใน ethanol 75% เป็นเวลา 
30 วินาทีอีกครัง้ และล้างออกด้วยน ้ากลัน่ปลอด
เชื้อ 2 ครัง้ น าเขา้ตู้ laminar flow วางบนกระดาษ
ที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้วผึ่งให้แห้ง จากนัน้ตัดชิ้นส่วนพชื
ด้วยมีดผ่าตดัที่ผ่านการเผาไฟและรอให้เยน็ โดย
สว่นของใบตดัขนาด 1x1 ตารางเซนตเิมตร และล า
ตน้ตดัขนาด  1 เซนตเิมตร ประมาณ  2-4 ชิน้ โดย
ตัดชิ้นส่วนพืชให้ผ่านบริเวณท่อล าเลียงน ้ าและ
อาหาร จากนัน้น ามาวางบนอาหาร Water Agar 
(WA) น าไปเพาะเลีย้งทีอุ่ณหภูม ิ 25 °C สงัเกตผล
ทุกวนัเป็นเวลา 7 วนัเมื่อพบว่ามกีารเจรญิของเสน้
ใยรางอกมาจากชิ้นตวัอย่างพชื ตดัส่วนปลายเสน้
ใย (Hyphal tip) ของราเอนโดไฟท ์ดว้ย cork borer 
น าไปแยกเป็นโคโลนี เดี่ยวบนอาหาร Potato 
Dextrose Agar (PDA) ซึ่ งวิธีนี้ ดัดแปลงมาจาก
วธิกีารของ วรรณฤด ี(2552) 

3. การจ าแนกเช้ือราเอนโดไฟท์ 
 3.1 จ าแนกตามลกัษณะทางสณัฐานวทิยา 
โดยศึกษาจากลักษณะพื้นฐานของเชื้อรา คือ 
ลกัษณะหรือสขีองโคโลนี และลกัษณะรูปร่างของ
สปอร์ ซึ่งจะใช้คู่มือมาตรฐานในการจ าแนกโดย
เปรยีบเทยีบกบัเอกสารอ้างองิที่มรีายงาน (Raper 
& Fennell, 1965; Barron, 1968; Klich, 2002; 
Samson et al., 2002)  

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0693/clarification-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%97%E0%B8%B3%E0%B9%83%E0%B8%AB%E0%B9%89%E0%B9%83%E0%B8%AA
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 3.2 จ าแนกจากล าดบัเบส 
     3.2.1 กา ร สกัด  genomic DNA ของ 
เชือ้ราดว้ยวธิ ีCetyltrimethyl ammonium bromide 
(CTAB) method  
     โดยใช้เส้นใยที่บดละเอยีดปรมิาณ 50-
100 มก. เติม CTAB lysis buffer (CTAB 2 กรัม, 
NaCl 8.2 ก รัม , Tris HCl 1 M (pH 8) ปริม า ตร  
10 มล., EDTA 0.5 M (pH 8) ปรมิาตร 4 มล. ปรบั 
pH 8.4 ปรับปริมาตรด้วยน ้ากลัน่ 100 มล.) 500 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปแช่ในอ่างน ้ า
ควบคุมอุณหภูม ิ70 °C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้
น าไปหมุนเหวี่ยง 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 
4 °C เ ป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนใส  เติมสาร 
phenol: chloroform: isomyl alcohol (25: 24: 1) 
ผสมให้เข้ากันน าไปหมุนเหวี่ยง 13,000 รอบต่อ
นาท ีที่อุณหภูม ิ4 °C เป็นเวลา 10 นาท ีเก็บส่วน
ใส  เติมสาร chloroform: isomyl alcohol (24: 1) 
ผสมให้เข้ากนั น าไปหมุนเหวี่ยง 13,000 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 10 นาที ท าซ ้า
ขัน้ตอนขา้งต้นอกี 2 ครัง้ เกบ็ส่วนใสทีไ่ด ้เตมิสาร 
3M sodium acetate (pH 5.2) แ ล ะ  absolute 
ethanol 500 ไมโครลติร ปรมิาตร 3 เท่าของสว่นใส 
ผสมให้เข้ากันน าไปหมุนเหวี่ยง 13,000 รอบต่อ
นาท ีทีอุ่ณหภูม ิ4 °C เป็นเวลา 30 นาท ีเทส่วนใส
ทิ้ง ล้างเกลือด้วย 75% ethanol 500 ไมโครลิตร  
ที่แช่เย็น น าไปหมุนเหวี่ยง 13,000 รอบต่อนาที  
ที่อุณหภูม ิ4 °C เป็นเวลา 10 นาท ีล้างเกลือออก
ประมาณ 2-3 ครัง้ เทสว่นใสทิง้และตากตะกอนของ 
DNA ให้แห้งประมาณ 30 นาที ละลายตะกอน 
DNA ดว้ย nanopure 20 ไมโครลติร ทิง้ไวข้า้มคนื 
     3.2.2 กา รต ร ว จ สอบ คุณภาพและ
ปริมาณของ DNA ตรวจสอบคุณภาพของ DNA  
ที่สกดัได้ด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis 
ใน TBE buffer ใช้ความต่างศกัย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ 
20 นาท ีแลว้ยอ้มแผ่น agarose gel ดว้ย ethidium 
bromide 5 นาท ีตรวจสอบแถบของ DNA ภายใต้
แสง  UV ด้วย เครื่ อ ง  Gel Documentation และ
ตรวจสอบปริมาณของ DNA ด้วยการวัดการ

ดูดกลืนแสงแบบ microvolume ซึ่งต้องได้ค่าการ
ดดูกลนืแสง A 260/280 ประมาณ 1.6-1.8 
     3.2.3 กา ร เพิ่ม ป ริม าณ  DNA โ ด ย
ปฏกิริยิา PCR 
     การเพิ่มปริมาณส่วน ITS1-5.8S-ITS2 
(ITS; Internal transcribed spacer) ของยีน rRNA 
โดยใช้  universal primers ได้แ ก่  ITS1 (5´-TCC 
GTA GGT GAA CCT GCG G-3´) แ ล ะ  ITS4  
(5´-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3´) 
(White et al., 1990)  การท าปฏกิริยิา PCR มกีาร
ก าหนด PCR condition ดังนี้  ชุดปฏิกิริยา PCR 
ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร; DNA template (10 
ng/µl) 1 ไมโครลติร, 10X Ampli Gold buffer (1X) 
5 ไ ม โ ค ร ลิ ต ร , 25 mM MgCl2 (2.5 mM)  
5 ไม โ ค ร ลิต ร , 10 mM dNTPs mix (0.2 mM)  
1 ไมโครลติร, 10 µM ITS1 (0.2 µM) 1 ไมโครลติร
, 10 µM ITS4 (0.2 µM) 1 ไมโครลติร และ 5 units 
Taq Ampil Gold (2 units) 0.4 ไมโครลติร) เมื่อท า
การผสมส่วนผสมต่างๆ เรียบร้อยแล้ว น าไปท า
ปฏกิริยิาภายในเครื่อง Thermal cycler (Bio-Rad) 
ซึ่ ง  PCR profile มีขั ้นตอนดังนี้  ขั ้นที่  1 Initial 
Denaturation 95 ◦C เป็นเวลา 10 นาที, ขัน้ที่ 2 
Denaturation 95 ◦C เ ป็นเวลา 1 นาที , ขัน้ที่  3 
Annealing 55 ◦C เ ป็ น เ ว ล า  1 นาที , ขั ้น ที่  4 
Extension 72 ◦C เ ป็น เวลา  1.30นาที , ขั ้นที่  5 
ท าซ ้าขัน้ตอนที ่2-4 ทัง้หมด 34 รอบ, ขัน้ที ่6 Final 
Extension 72 ◦C เป็นเวลา 10 นาท ี
     3.2.4 การตรวจสอบปริมาณ PCR 
product ดว้ยวธิ ีelectrophoresis 
     ใช ้PCR product 5 ไมโครลติร ผสมกบั 
loading dry (6X) 1 ไมโครลติร ตรวจสอบใน 1.5% 
agarose gel electrophoresis ใ น  TBE buffer ใ ช้
ความต่างศกัย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 20 นาท ี
จ ากนั ้นย้อมแ ผ่น  agarose gel ด้วย  ethidium 
bromide 5 นาที แล้วตรวจสอบแถบของ PCR 
product ภ า ย ใ ต้ แ ส ง  UV ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  Gel 
Documentation 
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     3.2.5 การ อ่ านล าดับ เบสของ  DNA 
(DNA sequencing) 
     จ าก  PCR product ด า เนิ นการ โดย
บ ริ ษั ท  MacrogenTM ส า ธ า ร ณ ะ รั ฐ เ ก า ห ลี  
เปรยีบเทยีบล าดบัเบสของ DNA ทีไ่ดก้บัล าดบัเบส
ของราเอนโดไฟท์ในฐานขอ้มูลของ GenBank ของ 
National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) ด้วยโปรแกรม BLASTเพื่อเปรียบเทียบ
ล าดบัเบสทีใ่กลเ้คยีงในฐานขอ้มลู 

4. การทดสอบการสร้างเอนไซม์ของราเอนโด
ไฟท์ (Sunitha et al., 2013) 
 น าเชือ้ราเอนโดไฟทไ์ปเลีย้งบนอาหาร PDA 
ประมาณ 5-7 วนั เมื่อมกีารเจรญิของเสน้ใยเชื้อรา 
ให้ตัดส่วนปลายของเส้นใยยาวประมาณ 5 มม.
น าไปวางบนอาหารแข็งส าหรบัทดสอบการผลิต
เอนไซมแ์ต่ละชนิด บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 5-
7 วนั และวดัขนาดโซนใส (clear zone) รอบโคโลนี
ของเชื้อรา หน่วยเป็น มม. ตามวิธีการที่จ าเพาะ
ดงันี้ 
 4.1 เอนไซมอ์ะไมเลส 
 ทดสอบโดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ  Glucose 
Yeast Extract Peptone agar medium (GYP); 
glucose 1 กรมั, yeast extract 0.1 กรมั, peptone 
0.5 กรมั, agar 16 กรมั และ น ้ากลัน่ 1 ลติร ทีม่นี ้า
แป้ง 0.2% บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5–7 วัน 
หยดสารละลายไอโอดีน  1% ในสารละลาย
โพแทสเซยีมไอโอไดด ์2% ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 15 นาท ี
บันทึกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ clear zone  
ทีป่รากฏรอบๆ โคโลนีของเชือ้รา 
 4.2 เอนไซมเ์ซลลูเลส 
 ทดสอบโดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ GYP ที่มี 
carboxy-methylcellulose 0.5% บ่มทีอุ่ณหภูมหิ้อง
เป็นเวลา 5–7 วัน หยดสารละลาย  congo red 
0.2% ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 20-30 นาท ีแลว้ลา้งออกดว้ย 
NaCl 1 M เป็นเวลา 15 นาท ีบนัทกึขนาดเสน้ผ่าน
ศูนย์กลางของ clear zone ที่ปรากฏรอบๆ โคโลนี
ของเชือ้รา 
 

 4.3 เอนไซมโ์ปรตเิอส 
 ทดสอบโดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ GYP ที่มี 
skim milk 1%  (pH 6.5) บ่มที่ อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 5–7 วนั บนัทกึขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ 
clear zone ทีป่รากฏรอบๆ โคโลนีของเชือ้รา 
 4.4 เอนไซมไ์ลเปส 
 ทดสอบโดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ  Peptone 
agar medium; peptone 10 กรัม , NaCl 0.1 กรัม , 
CaCl2 2H2O 0.1 กรมั, agar 16 กรมั และน ้ากลัน่ 
1 ลิ ต ร  (pH 6.0) ที่ มี  Tween 20 1% บ่ ม 
ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 5–7 วนั บนัทกึขนาดเสน้
ผ่านศูนย์กลางของตะกอนขุ่นขาวที่ปรากฏรอบๆ 
โคโลนีของเชือ้รา 
 4.5 เอนไซมเ์พคตเินส 
 ทดสอบโดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Pectin agar 
medium; pectin 5 กรัม , yeast extract 1 กรัม , 
peptone 0.5 กรัม , agar 15 กรัม  และน ้ ากลัน่  1 
ลติร (pH 5.0) บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 5–7 วนั 
หยดสารละลาย  Hexadecyl trimethylammonoium 
bromide 1% ใหท่้วมผวิหน้าอาหาร ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 
15 นาท ีบนัทกึขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางของ clear 
zone ทีป่รากฏรอบๆ โคโลนีของเชือ้รา 

5. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 การวิเคราะห์ทางสถิติท าโดยใช้โปรแกรม 
SPSS version 16.0 เปรียบเทียบความแตกต่าง
ด้วยการวิเคราะห์ความแปรปรวน (One-Way 
ANOVA) และ Duncan : LSD Test ที่ระดับความ
เชื่อมัน่ 95 % (P<0.05) 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

การแยกเช้ือราเอนโดไฟท์จากกลว้ยไม้ 
 แยกเชื้อราเอนโดไฟท์จากส่วนต่างๆ ของ
กลว้ยไมป่้าในอ าเภอถลาง จงัหวดัภูเกต็ ทัง้หมด 8 
ชนิด ได้แก่ เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิด (Aerides 
falcata) เอือ้งกุหลาบกระเป๋าปิด (Aerides odorata)
กะเรกะร่อนปากเป็ด (Cymbidium finlaysonianum 
Lindl.) เอื้องใบหมาก (Coelogyne trinervis Lindl.) 
เอื้องผึ้ง (Dendrobium lindleyi) เอื้องแปรงสีฟัน  
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(Dendrobium secundum) เอือ้งขาไก่ (Flickingeria 
ritaeana)  แ ล ะ เ อื้ อ ง เ สื อ โ ค ร่ ง  (Staurochilus 
fasciatus) พบว่าสามารถแยกราเอนโดไฟท์ได้
ทัง้หมด 105 ไอโซเลต (Table 1) โดยสามารถแยก
ได้มากที่สุดจากส่วนใบ จ านวน 52 ไอโซเลต 
รองลงมาคือส่วนล าต้น พบราเอนโดไฟท์จ านวน 
33 ไอโซเลต และส่วนที่พบน้อยที่สุดคือส่วนราก 
พบราเอนโดไฟท์จ านวน 20 ไอโซเลต (Table 1) 
Sudheep & Kandikere (2012) แยกราเอนโดไฟท์
จากกล้วยไม้ Vanda testacea และ Bulbophyllum 
neilgherrense พบราเอนโดไฟท์น้อยที่สุดในส่วน
ของล าต้นและใบ แต่พบมากที่สุดในส่วนของราก 
อาจเป็นผลมาจากกล้วยไม้ทัง้สองชนิดนี้อาศยัอยู่
ในป่าบรเิวณเทอืกเขากทัส์ทศิตะวนัตก (Western 
Ghats)  ซึ่ งมีความอุดมสมบูรณ์ของสิ่งมีชีวิต
มากมาย และมศีตัรูพชืจ านวนมาก จงึเป็นไปไดว้่า

ราเอนโดไฟทท์ีอ่าศยัอยู่บรเิวณใบอาจถูกท าลายได้
งา่ยจากศตัรพูชื  
 กล้วยไม้ที่น ามาแยกราเอนโดไฟท์ในการ
ทดลองนี้มลีกัษณะการเจรญิเตบิโต ลกัษณะของใบ 
ล าต้นและรากที่ต่ างกัน  คือ ประเภทแตกกอ 
(Sympodial) เ ป็ น ก ล้ ว ย ไ ม้ ใ น ส กุ ล ห ว า ย 
(Dendrobium) ลักษณะใบจะบาง ไม่หนา  แต่
ลักษณะของล าต้นจะบวมเป่ง ท าหน้าที่สะสมน ้า
และอาหาร เรียกส่วนนี้ว่า ล าลูกกล้วย มีความ
ทนทานต่อสภาวะขาดน ้ามากกว่า และประเภทไม่
แตกกอ (Monopodial) เป็นกลว้ยไมใ้นสกุลกุหลาบ 
(Aerides) สกุลเสือโคร่ง (Staurochilus) ลักษณะ
ของเนื้อใบหนา และแบน การสะสมอาหารจงึเกดิที่
ส่วนใบมากกว่า จึงส่งผลให้พบจ านวนราเอนโด
ไฟทจ์ากสว่นของพชืต่างกนั (Soon, 1995) 

Table 1 Number of endophytic fungi isolated from leaves, stems and roots of eight Thai epiphytic 
orchid species 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
การตรวจสอบกิจกรรมการสร้างเอนไซม์ของ
ราเอนโดไฟท์ 
 การตรวจสอบกจิกรรมการสรา้งเอนไซมข์อง
ราเอนโดไฟทท์ีแ่ยกไดจ้ากกลว้ยไมท้ัง้หมด 105 ไอ
โซเลต พบว่าราเอนโดไฟท์ส่วนใหญ่สามารถสรา้ง
เอนไซมเ์พคตเินสไดม้ากทีสุ่ด (68%) รองลงมาคอื
เอนไซม์ไลเปส (62%) เอนไซม์เซลลูเลส (60%) 
และ เอนไซม์โปรติ เอส  (46%)  ส่วน เอนไซม ์

อะไมเลสพบว่ าสร้า ง ได้ น้อยที่สุ ด  (17%) ซึ่ ง 
สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Sunitha et al. (2013) ที่
แยกราเอนโดไฟท์จากพชืสมุนไพร 4 ชนิดพบว่ามี
ความสามารถในการสร้างเอนไซม์เพคติเนสและ
เอนไซม์อะไมเลส คิดเป็น 62% และยงัสอดคล้อง
กบังานวจิยัของประไพพศิ (2552) พบเชือ้ราเอนโด
ไฟท์ที่แยกได้จากพืชป่าชายเลน สามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้มากที่สุด (31.7%) และพบการ 
ผลิตเอนไซม์อะไมเลสน้อยมาก (1.1%) แต่ใน

Orchid Species 
Number of Isolates 

Total 
leaves stems roots 

Aerides falcata 8 0 5 13 
Aerides odorata 6 0 4 10 
Cymbidium finlaysonianum Lindl. 6 5 0 11 
Coelogyne trinervis Lindl. 6 5 0 11 
Dendrobium lindleyi 6 10 0 16 
Dendrobium secundum 6 3 6 15 
Flickingeria ritaeana 7 6 0 13 
Staurochilus fasciatus 7 4 5 16 

Total 52 33 20 105 
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งานวิจยัของประไพพศิไม่พบเชื้อราเอนโดไฟท์ที่
ผลติเอนไซมโ์ปรตเิอส ซึ่งอาจเนื่องมาจากการผลติ
เอนไซม์ต่าง ๆ ของเชื้อราเอนโดไฟท์อาจถูก
ควบคุมโดยสภาวะของสารอาหารภายในเซลล์พชื 
โดยพชืสามารถชกัน าใหเ้ชื้อราผลติเอนไซมไ์ด ้จงึ
ท าให้ตรวจพบปฏิกิริยาของเอนไซม์ที่ต่างกัน 
(Centis et al., 1997) แ ล ะ จ า ก ง า น วิ จั ย ข อ ง 
Pavithra et al. (2012) ทีแ่ยกราเอนโดไฟท์จากต้น
กะเพราซึ่งเป็นพชืสมุนไพร พบว่าราเอนโดไฟท์ที่
แยกได้มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์โปรติ
เอสและเอนไซมอ์ะไมเลสได ้คดิเป็น 50% 
 ใ น ก า ร ท ด ส อ บ ก า ร ส ร้ า ง เ อ น ไ ซ ม์ 
อะ ไม เ ล สพบว่ า ร า เ อน โด ไฟท์ รหัส  SfL 06  
มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์อะไมเลสได้
สู งสุด  โดยมีค่า  EPR เ ท่ากับ  1.61±0.11 การ
ทดสอบการสร้างเอนไซม์ไลเปสพบว่าราเอนโด
ไฟท์รหัส AoL 05 มีประสิทธิภาพในการสร้าง
เอนไซม์ไลเปสได้สูงสุด โดยมีค่า EPR เท่ากับ 
2.05±0.03 ก า ร ท ด ส อ บ ก า ร ส ร้ า ง เ อ น ไ ซ ม ์
เ ซลลู เ ล สพบว่ า ร า เ อน โด ไฟท์ รหัส  CfS 02  
มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสได้
สู งสุด  โดยมีค่า  EPR เ ท่ากับ  2.89±0.09 การ
ทดสอบการสรา้งเอนไซมเ์พคตเินสพบว่าราเอนโด
ไฟท์รหัส FrS 07 มีประสิทธิภาพในการสร้าง
เอนไซม์เพคติเนสได้สูงสุด โดยมค่ีา EPR เท่ากบั 
2.76±0.23 การทดสอบการสร้างเอนไซม์โปรติ
เอสพบว่าราเอนโดไฟทร์หสั CfL 04 มปีระสทิธภิาพ
ในการสร้างเอนไซม์โปรติเอสได้สูงสุด โดยมีค่า 
EPR เท่ากบั 3.21±0.23 โดยมคีวามแตกต่างอย่าง
มีนัยส าคญัที่ (p<0.05) กบัราเอนโดไฟท์ทุกไอโซ
เลต ที่ท าการทดสอบ ในการทดสอบกจิกรรมการ
สรา้งเอนไซมใ์นครัง้นี้พบว่าราเอนโดไฟท์รหสั CfS 
02 สามารถสรา้งเอนไซมไ์ดทุ้กชนิดทีม่กีารทดสอบ 
(Table 2)  
 การทีเ่ชื้อราเอนโดไฟท์แต่ละชนิดมกีารผลติ
เอนไซม์ต่างกนั เป็นผลมาจากการถูกควบคุมโดย
สภาวะของสารอาหารภายในเซลล์พืช โดยพืช
สามารถชกัน าใหเ้ชื้อราผลติเอนไซมไ์ด ้และเชื้อรา
เอนโดไฟท์จะสร้างเอนไซม์เพื่อย่อยสลายสับ

เสตรทต่างๆ ของพืชที่จ าเพาะต่อเอนไซม์นัน้ๆ 
(Centis et al., 1997) โดยมีเอนไซม์หลายชนิดที่
เชือ้ราสรา้งขึน้เพื่อน าไปใชป้ระโยชน์กบัตวัเอง เช่น 
สร้างเอนไซม์เซลลูเลส ขึ้นเพื่อย่อยผนังเซลล์  ซึ่ง 
Picard et al. (2000) พบว่ า เชื้ อ ร า เอนโด ไฟท์  
Tichoderma viride สร้างเอนไซม์เซลลูเลสในการ
ย่อยเซลลูโลสบนผนังเซลล์ของเชื้อ Phytophthora 
spp. ซึ่งเป็นเชื้อราสาเหตุโรคพืช เพื่อยบัยัง้การ
เจรญิเตบิโตของเชื้อ และมรีายงานว่าเชื้อราเอนโด
ไฟท์สร้างเอนไซม์เพคติเนสขึ้นเพื่อย่อยสลายเพ
คติน ซึ่งเป็นส่วนประกอบที่ส าคญัในการให้ความ
แขง็แรงแก่ผนังของเซลลพ์ชื สว่นเอนไซมอ์ะไมเลส
เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม Hydrolases มีรายงานว่าถูก
สร้างขึ้นเพื่อใช้เปลี่ยนแป้งให้เป็นน ้าตาลโดยการ
ท าลายพนัธะ 1,4-glycosidase ในโมเลกุลของแป้ง
ท าให้มีขนาดโมเลกุลเล็กลง เพื่อใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนช่วยในการเจรญิเติบโต (วริาสณิี และนพ
พล, 2556) และเอนไซมไ์ลเปสเป็นเอนไซมท์ีไ่ฮโดร
ไลซ์โมเลกุลของไตรกลเีซอไรด์ ใหเ้ป็นกลเีซอรอล
และกรดไขมนัอสิระ (Jaeger et al.,1994) 
การจ าแนกราเอนโดไฟท์จากลักษณะทาง
สณัฐานวิทยา 
 จากการศึกษาลักษณะของโคโลนี ลักษณะ
สปอร์ของรา พบว่าราเอนโดไฟท์ส่วนใหญ่ไม่
สามารถสร้างสปอร์เองได้ จึงต้องมีการชักน าการ
สรา้งสปอร์โดยการใส่ชิ้นพชืทีเ่ป็นพชืเจา้บา้นของรา
เอนโดไฟท์ที่แยกได้ จากการทดลองพบว่ามีราเอน
โดไฟท์ 1 ไอโซเลต ที่สามารถสร้างสปอร์เองได ้คอื
ราเอนโดไฟท์รหสั DsR-04 แยกไดจ้ากส่วนรากของ
กล้วยไม้เอื้องแปรงสีฟัน (Dendrobium secundum) 
ซึง่เมื่อน าสปอรม์าตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์และ
เปรียบเทียบลักษณะทางสณัฐานวิทยาพบว่าเป็น 
เชื้อราในกลุ่ม Pestalotiopsis sp.  เนื่ องจากเมื่อ
เพาะเลี้ยงบนอาหารแขง็ (PDA) พบว่าลกัษณะของ
เส้นใยมีสีขาวและค่อนข้างหยาบ (Figure 1A) และ
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่
ก าลงัขยาย 100 เท่า พบลกัษณะโคนิเดียคล้ายรูป
กระสวย มสีนี ้าตาลเขม้ตรงกลาง ส่วนหวัและท้ายมี
ลกัษณะแหลมเรยีวไม่มสีีมรียางค์ยื่นออกไปทีป่ลาย 
(Figure 1B)
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Table 2 Summary of evaluation of the enzyme production rate (clear zone in mm/colony diameter  

in mm) of endophytic fungi isolated from eight epiphytic orchid species on solid medium 

Endophytic fungi 
isolate 

Amylase Lipase Cellulase Pectinase Protease 

AfL-01 0.00±0.00a 1.35±0.02bcdefghij 0.00±0.00a 1.10±0.03bcdef 0.00±0.00a 
AfL-02 1.21±0.23def 0.00±0.00a 1.05±0.00bcde 1.06±0.01bcde 1.03±0.01b 

AfL-03 0.00±0.00a 1.14±0.02bcde 0.00±0.00a 1.13±0.02bcdefgh 0.00±0.00a 
AfL-04 0.00±0.00a 1.28±0.02bcdefghi 1.04±0.01bcde 1.09±0.02bcde 1.11±0.03bcdef 

AfL-05 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.05±0.00bcde 0.00±0.00a 
AfL-06 1.21±0.25def 1.37±0.03cdefghijkl 0.00±0.00a 1.08±0.01bcde 0.00±0.00a 
AfL-07 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.05±0.00bcde 0.00±0.00a 1.03±0.00b 

AfL-08 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.04±0.00bcde 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
AfR-01 0.00±0.00a 1.12±0.00bcd 1.03±0.00bc 1.08±0.00bcde 0.00±0.00a 
AfR-03 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.06±0.00bcde 0.00±0.00a 
AfR-04 0.00±0.00a 1.30±0.02bcdefghij 1.07±0.01bcdef 1.07±0.01bcde 0.00±0.00a 
AfR-05 1.28±0.07fg 1.14±0.02bcde 1.30±0.04jk 1.37±0.02hi 1.22±0.02bcdefgh 

AoL-01 0.00±0.00a 1.24±0.01bcdefgh 1.05±0.00bcde 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
AoL-02 0.00±0.00a 1.42±0.03efghijklm 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.12±0.01bcdefg 

AoL-03 0.00±0.00a 1.37±0.06cdefghijkl 1.04±0.00bcde 0.00±0.00a 1.07±0.01bcde 

AoL-04 0.00±0.00a 1.30±0.01bcdefghij 0.00±0.00a 1.07±0.00bcde 0.00±0.00a 
AoL-05 0.00±0.00a 2.05±0.03st 0.00±0.00a 1.29±0.04efghi 0.00±0.00a 
AoL-06 0.00±0.00a 1.41±0.01bcde 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
AoR-01 0.00±0.00a 1.18±0.03bcdef 1.07±0.02bcdef 1.05±0.00bcde 0.00±0.00a 
AoR-02 0.00±0.00a 1.15±0.03bcde 1.04±0.01bcde 1.05±0.00bcde 0.00±0.00a 
AoR-03 0.00±0.00a 1.96±0.11qrst 1.05±0.00bcde 0.00±0.00a 1.04±0.00b 

CfL-01 0.00±0.00a 1.93±0.04qrst 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
CfL-02 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.03±0.01bcd 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
CfL-03 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
CfL-04 0.00±0.00a 1.59±0.07klmno 0.00±0.00a 1.09±0.02bcde 3.21±0.23m 

CfL-05 0.00±0.00a 2.02±0.02rst 1.29±0.07ijk 1.13±0.06bcdefgh 1.44±0.04ijk 

CfL-06 1.18±0.05cdef 1.91±0.09pqrst 1.13±0.02cdefg 1.28±0.03cdefghi 1.34±0.06hijk 

CfS-01 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.05±0.00bcde 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
CfS-02 1.50±0.05h 1.77±0.06nopqr 2.89±0.09o 1.16±0.03bcdefgh 1.52±0.10k 

CfS-03 1.09±0.02bcd 0.00±0.00a 1.04±0.00bcde 1.06±0.00bcde 0.00±0.00a 
CfS-04 0.00±0.00a 1.13±0.09bcd 1.05±0.01bcde 1.04±0.00bcd 1.06±0.01bcd 

CtL-01 0.00±0.00a 1.09±0.02bcd 1.02±0.00b 1.06±0.01bcde 1.27±0.05efghi 

CtL-03 0.00±0.00a 1.36±0.04cdefghijk 1.02±0.00b 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
CtL-04 0.00±0.00a 1.51±0.18hijklmn 1.52±0.07m 1.20±0.01bcdefghi 2.29±0.10l 

CtL-05 0.00±0.00a 1.39±0.00defghijkl 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.04±0.00bc 

CtL-06 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.04±0.00bcd 0.00±0.00a 
CtL-07 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.07±0.01bcdef 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
CtS-02 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.04±0.00bcde 1.03±0.00b 0.00±0.00a 
CtS-03 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.20±0.00gh 1.08±0.01bcde 1.08±0.02bcde 

CtS-04 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.05±0.01bcde 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
  



  วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ปีที ่8 ฉบบัที ่1 2562  48 

Table 2 (Continued) 
Endophytic fungi 

isolate 
Amylase Lipase Cellulase Pectinase Protease 

CtS-05 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
DlL-02 0.00±0.00a 1.30±0.01bcdefghij 1.04±0.00bcde 0.00±0.00a 1.04±0.00b 

DlL-03 0.00±0.00a 1.25±0.02bcdefghi 0.00±0.00a 1.16±0.02bcdefgh 0.00±0.00a 
DlL-04 0.00±0.00a 1.65±0.14lmnop 0.00±0.00a 2.58±0.06m 1.10±0.01bcde 

DlL-05 0.00±0.00a 1.49±0.09ghijklm 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.03±0.00b 

DlL-07 0.00±0.00a 1.16±0.03bcde 1.06±0.00bcde 1.07±0.00bcde 1.06±0.00bcd 
DlL-08 0.00±0.00a 1.29±0.03bcdefghi 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.04±0.00b 

DlS-01 0.00±0.00a 1.15±0.01bcde 0.00±0.00a 1.07±0.00bcde 1.06±0.02bcd 

DlS-02 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.03±0.00bcd 1.06±0.00bcde 0.00±0.00a 
DlS-03 0.00±0.00a 1.14±0.02bcde 0.00±0.00a 1.33±0.04fghi 0.00±0.00a 
DlS-04 0.00±0.00a 1.16±0.03bcde 1.07±0.00bcdef 1.37±0.08hi 0.00±0.00a 
DlS-05 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.04±0.00bcde 1.23±0.02bcdefghi 1.06±0.00bcd 

DlS-06 0.00±0.00a 1.15±0.02bcde 0.00±0.00a 1.38±0.06hi 0.00±0.00a 
DlS-07 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.08±0.00bcdef 1.05±0.00bcde 0.00±0.00a 
DlS-08 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
DlS-09 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.09±0.02bcdef 1.06±0.00bcde 1.05±0.00bcd 

DsL-01 0.00±0.00a 1.77±0.06nopqr 1.21±0.03ghi 1.44±0.06ij 1.13±0.02bcdefg 

DsL-02 0.00±0.00a 1.21±0.01bcdefg 1.09±0.01bcdef 1.03±0.01b 1.06±0.01bcd 

DsL-03 1.14±0.01bcde 0.00±0.00a 1.06±0.01bcde 1.06±0.00bcde 0.00±0.00a 
DsL-04 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.07±0.00bcdef 0.00±0.00a 1.04±0.00b 

DsL-05 0.00±0.00a 1.78±0.38nopqr 1.08±0.01bcdef 1.06±0.01bcde 1.05±0.01bcd 

DsL-06 0.00±0.00a 1.40±0.02defghijkl 0.00±0.00a 1.20±0.02bcdefghi 1.09±0.01bcde 

DsS-01 0.00±0.00a 1.28±0.06bcdefghi 1.04±0.00bcde 1.04±0.01bcd 1.05±0.00bcd 

DsS-03 0.00±0.00a 1.08±0.01bc 1.11±0.01bcdef 1.04±0.01bcd 1.05±0.01bcd 

DsS-04 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.05±0.01bcde 1.05±0.00bcde 1.05±0.01bcd 

DsR-01 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
DsR-02 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.03±0.00bcd 1.04±0.00bcde 0.00±0.00a 
DsR-03 1.06±0.01bc 0.00±0.00a 1.12±0.00bcdefg 1.07±0.00bcde 1.09±0.15bcde 

DsR-04 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.03±0.00b 1.04±0.15bc 

DsR-05 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
FrL-01 0.00±0.00a 1.35±0.05bcdefghij 1.11±0.01bcdef 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
FrL-02 0.00±0.00a 1.36±0.01cdefghij 0.00±0.00a 1.08±0.01bcde 0.00±0.00a 
FrL-04 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.06±0.00bcde 1.04±0.01bcd 1.04±0.00b 

FrL-06 1.07±0.00bc 0.00±0.00a 1.07±0.00bcdef 1.11±0.02bcdef 0.00±0.00a 
FrL-07 1.12±0.00bcde 1.18±0.05bcdef 0.00±0.00a 1.33±0.00fghi 0.00±0.00a 
FrL-08 1.03±0.00b 0.00±0.00a 1.04±0.01bcde 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
FrL-09 1.13±0.02bcde 1.36±0.03cdefghijk 1.24±0.01hij 1.14±0.01bcdefgh 1.39±0.07hijk 

FrS-01 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.07±0.02bcde 0.00±0.00a 
FrS-02 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.05±0.01bcde 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
FrS-03 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.05±0.00bcde 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
FrS-04 0.00±0.00a 1.46±0.00fghijklm 1.04±0.00bcde 1.12±0.00bcdefg 1.25±0.00cdefghi 
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Table 2 (Continued) 
Endophytic fungi 

isolate 
Amylase Lipase Cellulase Pectinase Protease 

FrS-06 0.00±0.00a 1.06±0.00b 1.05±0.01bcde 1.33±0.08fghi 1.09±0.00bcde 

FrS-07 0.00±0.00a 1.60±0.05klmno 0.00±0.00a 2.76±0.23m 1.48±0.22jk 
SfL-01 0.00±0.00a 1.26±0.09bcdefghi 0.00±0.00a 1.21±0.03bcdefghi 1.10±0.00bcde 

SfL-02 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.09±0.01bcde 0.00±0.00a 
SfL-04 1.23±0.00ef 1.65±0.25lmnop 0.00±0.00a 1.23±0.01bcdefghi 0.00±0.00a 
SfL-05 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.04±0.01bcde 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
SfL-06 1.61±0.11i 1.29±0.04bcdefghi 0.00±0.00a 1.95±0.18l 0.00±0.00a 
SfL-07 1.29±0.03fg 1.69±0.08mnopq 0.00±0.00a 1.68±0.08k 0.00±0.00a 
SfL-08 0.00±0.00a 1.30±0.04bcdefghij 1.16±0.02fgh 0.00±0.00a 1.14±0.00bcdefg 

SfS-02 0.00±0.00a 1.46±0.04fghijklm 1.34±0.07kl 1.15±0.00bcdefgh 1.15±0.02bcdefg 

SfS-03 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.10±0.02bcdef 0.00±0.00a 1.05±0.00bc 

SfS-04 0.00±0.00a 1.59±0.06klmno 1.42±0.01l 1.34±0.08ghi 1.14±0.01bcdefg 

SfS-05 0.00±0.00a 1.54±0.06ijklmno 0.00±0.00a 1.28±0.05bcdefghi 1.26±0.01defghi 

SfR-01 0.00±0.00a 1.32±0.05bcdefghijk 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.31±0.06ghij 

SfR-02 0.00±0.00a 1.12±0.01bcd 0.00±0.00a 1.60±0.05jk 0.00±0.00a 
SfR-03 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.05±0.00bcde 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
SfR-04 0.00±0.00a 0.00±0.00a 1.13±0.00defg 1.04±0.00bc 1.02±0.00b 

SfR-05 0.00±0.00a 1.42±0.13efghijklm 1.10±0.01bcdef 1.11±0.02bcdef 1.30±0.03fghij 

Enzyme activity 
(%) 

17 62 60 68 46 

Note: Af; Aerides falcata, Ao; Aerides odorata, Cf; Cymbidium finlaysonianum Lindl., Ct; Coelogyne trinervis Lindl.,  
Dl; Dendrobium lindleyi, DS; Dendrobium secundum, Fr; Flickingeria ritaeana and Sf; Staurochilus fasciatus.  
L; Leaf, S; Stem and R; Root 

 

      
Figure 1 Morphological characteristics of the endophyte isolate DsR-04 (Pestalotiopsis sp.): (A) colony 

after 7 days on PDA medium and (B) conidigenous cells (100 x) 
 

การจ าแนกเช้ือราโดยการวิเคราะห์ล าดบัเบส 
 การจัดจ าแนกราเอนโดไฟท์จากลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยานั ้นเป็นปัญหาที่พบบ่อยใน
กรณีศึกษาราเอนโดไฟท์ จึงได้มีการใช้การจัด
จ าแนกลกัษณะทางชีวโมเลกุลเข้ามาช่วย โดยใน
การจ าแนกรา เอนโดไฟท์ด้วยลักษณะทาง 

ชีว โม เ ล กุล  จ ะท า กา ร วิ เ ค ร า ะห์ ล า ดับ เบส  
ในต าแหน่ง ITS1-5.8S-ITS2 (ITS) ที่อยู่ในยีนใน 
ribosomal RNA ของเชื้อรา โดยมีความแปรผัน
มากที่สุดเหมาะสมในการจ าแนกสิง่มชีวีติในระดบั 
genus และ species ได ้(ณฐัวุฒ,ิ 2549) ในงานวจิยั
ครัง้นี้ใช้ไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 เป็น universal 

B A 



  วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ปีที ่8 ฉบบัที ่1 2562  50 

primer สามารถ amplified ครอบคลุมไดท้ัง้หมดใน
ส่ ว น ข อ ง ยี น  ITS1, ITS2 แ ล ะ  5.8S coding 
seguence สอดคล้องกับงานวิจัยของ You et al. 
(2013) ทีใ่ช ้ITS1 และ ITS4 primer ในการจ าแนก
ราเอนโดไฟทจ์าก Rheum palmatum L. 
 ในกรณีของราเอนโดไฟท์รหัส CfS-02  
ที่แยกได้จากส่วนล าต้นของกล้วยไม้กะเรกะร่อน
ปากเป็ด ที่มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์
เซลลูเลสได้สูงสุดรวมทัง้สามารถสรา้งเอนไซมอ์กี 
4 ชนิดได้ดีด้วยนัน้ การตรวจสอบทางสัณฐาน
วิทยาท าได้ไม่ชัดเจน เนื่องจากไม่พบการสร้าง
สปอร์จงึต้องจดัจ าแนกดว้ยลกัษณะทางพนัธุกรรม 
ซึ่งจะใหผ้ลการจดัจ าแนกทีแ่ม่นย า ท าไดโ้ดยน ารา
เอนโดไฟท์รหสั CfS-02 ไปเลี้ยงในอาหาร Potato 
Dextrose Broth  แล้วกรองส่วนของเส้นใยน ามา
สกัด DNA ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ 
DNA ที่สกดัได้ด้วยการวดัการดูดกลนืแสง พบว่า

ผลการวเิคราะห์ทาง DNA ของราเอนโดไฟท์รหสั 
CfS-02 มีค่าการดูดกลืนแสง (A260/A280) เท่ากับ 
2.20 และมีปริมาณ DNA เ ท่ากับ 66.12 ng/µL  
ผลการวิเคราะห์พบว่า DNA ที่สกัดได้มีปริมาณ
เพยีงพอและมีความบริสุทธิท์ี่สามารถน าไปใช้ใน
การเพิม่ปรมิาณขัน้ตอนต่อไปได ้
 การน า DNA ที่สกัดได้มาเพิ่มปริมาณใน
ส่วนของ internal transcribed spacer (ITS) ที่อยู่
บน ribosomal RNA ดว้ยวธิ ีPCR โดยใชไ้พรเมอร์ 
ITS1 และ ITS4 ดว้ยเทคนิคปฏกิริยิาลูกโซ่โพลเิมอ
เ ร ส  (Polymerase Chain Reaction) ผ ล ก า ร
ตรวจสอบคุณภาพและปรมิาณของ PCR product 
บนแผ่น agarose gel เกิดแถบของ PCR product 
ภายใต้แสงยูวี (Figure 2) พบแถบที่ 1 เป็น PCR 
product ของราเอนโดไฟท์รหสั CfS 02 ซึ่งมขีนาด 
560 คู่ เบส (bp.) เมื่อเทียบกับ marker (100 bp. 
Marker, Thermo Scientific.) 

     

 
Figure 2  Electrophoresis gel results of PCR amplification of the marker (M) and the endophyte isolate 

CfS 02 (1) using universal ITS1 and ITS4 primers which amplified 560 bp 
 

 ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสบริเวณ ITS  
ของราเอนโดไฟท์รหสั CfS 02 น าไปเปรยีบเทยีบ
ล าดับเบสโดยใช้โปรแกรม BLAST search ใน
ฐานขอ้มูล GenBank พบว่าราเอนโดไฟท์รหสั CfS 
02 มลี าดบัเบสใกลเ้คยีงกบัเชื้อ Xylaria sp. (Table 
3) ซึ่งเป็นเห็ดราขนาดใหญ่ในวงศ์ Xylariaceae  
มีความหลากหลายทางชีวภาพค่อนข้า งสูง  
มรีายงานการพบเหด็ราในวงศน์ี้มากกว่า 300 ชนิด 

(Fournier et al., 2011) เชื้อราในสกุลนี้พบได้ทัง้ที่
เป็นผูย้่อยสลาย (saprophyte) อาศยัอยู่ในเนื้อเยื่อ
ของพชื (endophyte) และบางชนิดเป็นเชื้อก่อโรค
ในพืช (parasite) (Whalley, 1996) จากงานวิจัย
ของ Isaka et al. (2000) รายงานว่ า ราในวงศ์  
Xylariaceae เ ป็น  filamentous fungi ที่ ส ามารถ
ผลิตส า รออกฤทธิ ท์ า งชีวภ าพได้หลายชนิ
โดยเฉพาะ Xylaria sp. BCC 1067 ที่แยกได้จาก

560 bp. 

M 1 
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ป่าในประเทศไทย และพบว่ามคีวามสามารถในการ
ผลติสาร secondary metabolite ได้หลายชนิด จงึ

นิยมน าไปใชท้ดสอบความสามารถในการยบัยัง้เชือ้
ราสาเหตุโรคพชื 

Table 3 The Identity percentage of the endophytic fungi CfS02 from host plant (Cymbidium 
finlaysonianum Lindl), and accession number found in the NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) website 

 

Orchids 
Code of 

endophyte 
Species of 

fungi 
%Identity Accession number 

Cymbidium 
findlaysonianum Lindl 

CfS 02 Xylaria sp. 99% KF564638 

 
สรปุผลการทดลอง 

 ในการศกึษาการแยกเชื้อราเอนโดไฟท์จาก
กล้วยไม้ป่าจ านวน 8 ชนิด สามารถแยกราเอนโด
ไฟท์ได้ทัง้หมด 105 ไอโซเลต โดยแยกราเอนโด
ไฟท์ได้มากที่สุดจากส่วนใบ จ านวน 52 ไอโซเลต 
รองลงมาคือส่วนล าต้น พบราเอนโดไฟท์จ านวน 
33 ไอโซเลต และส่วนที่พบน้อยที่สุดคือส่วนราก 
พบราเอนโดไฟทจ์ านวน 20 ไอโซเลต 

ในการทดสอบการสร้างเอนไซม์ทัง้หมด  
5 เอนไซม์ พบว่ ารา เอนโดไฟท์รหัส  CfS 02  
มคีวามสามารถในการสรา้งเอนไซมไ์ด้ทุกชนิดที่ท า
การทดสอบ เมื่อน ามาจดัจ าแนกด้วยลกัษณะทาง
ชวีโมเลกุล พบว่าเป็นราทีอ่ยู่ในสกุล Xylaria sp. 

เอกสารอ้างอิง 

ณัฐวุฒ ิรุ่งจนิดามยั. (2549). ราเอนโดไฟท์ทีผ่ลติสาร
ต้ านจุ ลินทรีย์ จากพืชสกุ ล  Garcinia. 
วิ ทยานิ พนธ์ ป ริญญามหาบัณฑิต , 
มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร.์ 

ประไพพิศ เชาวลิต. (2552). การคดัเลือกราเอนโด
ไฟท์จากพชืป่าชายเลนทีส่ร้างเอนไซม์ไล
เปส เซลลูเลส อะไมเลส หรือ โปรติเอส. 
วิทยานิ พนธ์ ป ริญญามหาบัณฑิต , 
มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร.์ 

 

วิราสิณี จันทร์เป็ง และนพพล เล็กสวัสดิ .์ (2556). 
เอนไซม์อะไมเลส. เชียงใหม่: ส านักวิชา
อุตสาหกรรมเกษตร คณะอุตสาหกรรม
เกษตร มหาวทิยาลยัเชยีงใหม.่ 

วรรณฤดี  หิร ัญรัตน์ . (2552). สารออกฤทธิท์าง
ชี วภาพจากรา เอนโดไฟท์ .  วารสาร
มหาวทิยาลยัทกัษณิ, 12(2): 90-100. 

สลลิ สทิธสิจัธรรม และนฤมล กฤษณชาญด.ี (2550). 
คู่มือกล้วยไม้. กรุงเทพฯ: ส านักพิมพ์สาร
คด.ี 

Arnold, A. E., Maynard, Z., Gilbert, G. S., Coley, P. 
D., & Kursar, T. A. (2000). Are tropical 
fungal endophytes hyperdiverse?. Ecology 
letters, 3(4), 267-274. 

White Jr, J. F., Reddy, P. V., & Bacon, C. W. 
(2000). Biotrophic endophytes of grasses: 
a systematic appraisal. ( pp.49-62) New 
York: Marcel Dekker 

Barron, G.L. (1968). The Genera of Hyphomycetes 
from Soil. USA: Waverly Press. 

 

 

 

 



  วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ปีที ่8 ฉบบัที ่1 2562  52 

Burhan, A., Nisa, U., Gökhan, C., Ömer, C., 
Ashabil, A., & Osman, G. (2003). 
Enzymatic properties of a novel 
thermostable, thermophilic, alkaline and 
chelator resistant amylase from an 
alkaliphilic Bacillus sp. isolate ANT-
6. Process Biochemistry, 38(10), 1397-
1403  

Centis, S., Guillas, I., Séjalon, N., Esquerré-
Tugayé, M. T., & Dumas, B. (1997). 
Endopolygalacturonase genes from 
Colletotrichum lindemuthianum: cloning of 
CLPG2 and comparison of its expression 
to that of CLPG1 during saprophytic and 
parasitic growth of the fungus. Molecular 
Plant-Microbe Interactions, 10(6), 769-
775. 

Fournier, J., Flessa, F., Peršoh, D., & Stadler, M. 
(2011). Three new Xylaria species from 
southwestern Europe. Mycological 
Progress, 10(1), 33-52. 

Gupta, R., Gigras, P., Mohapatra, H., Goswami, 
 V. K., & Chauhan, B. (2003). Microbial  
α-amylases: a biotechnological per- 
spective. Process biochemistry, 38(11), 
1599-1616. 

Huang, W. Y., Cai, Y. Z., Hyde, K. D., Corke, H., & 
Sun, M. (2008). Biodiversity of endophytic 
fungi associated with 29 traditional 
Chinese medicinal plants. Fungal diversity, 
33, 61-75.  

 

 

 

 

Isaka, M., Jaturapat, A., Kladwang, W., Punya, J., 
Lertwerawat, Y., Tanticharoen, M., & 
Thebtaranonth, Y. (2000). Anti- 
plasmodial compounds from the wood-
decayed fungus Xylaria sp. BCC 
1067. Planta medica, 66(05), 473-475. 

Jaeger, Stephane R., Bauke W.D.,. Charles 
C., Margreet van H., & Onno M. 
(1994). Bacterial lipases. FEMS 
Microbiology Reviews;15, 29-63. 

Kavitha, N. S., Hilda, A., Gopinath, S., & Latha, K. 
(1997). Ecoethical Technology U sing 
Extracellular Enzymes of Chrysosporium 
Species. Centre for Advanced Studies in 
Botany, Guindy Campus, University of 
Madras, Chennai. 

Klich, M. A. (2002). Identification of common 
Aspergillus species. (p. 116). Netherlands: 
Utrecht. 

Pavithra, N., L. Sathish, & K. Ananda. (2012).  
Antimicrobial and enzyme activity of 
endophytic fungi isolated from Tulsi.  
J. Pharmace. Biomed. Sci, 16(12),1-6. 

Picard, K., Tirilly, Y., & Benhamou, N. (2000). 
Cytological effects of cellulases in the 
parasitism of Phytophthora parasitica  
by Pythium oligandrum. Applied and 
Environmental Microbiology, 66(10), 4305-
4314. 

Raper, K.B., & D.I. Fennell. (1965).  The Genus 
Aspergillus. (p. 686). Maryland: The 
William & Wilkins. 

 

 

 



  วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ปีที ่8 ฉบบัที ่1 2562  53 

Samson, R. A., Hoekstra, E. S., & Van Oorschot, 
C. A. (2002).  Introduction to Food–Borne 
Fungi. Centraalbureau voor 
Schimmelcultures, Netherlands: Utrecht. 

Selim, E. I., Basheer, A. A., Elqady, G., & Hafez, 
M. A. (2014). Shallow seismic refraction, 
two-dimensional electrical resistivity 
imaging, and ground penetrating radar for 
imaging the ancient monuments at the 
western shore of Old Luxor city, 
Egypt. Archaeological Discovery, 2014. 

Soon, T. E. (1995). Orchids of Asia. ( p. 317). 
Singapore: Times Book International.  

Strobel, G., & Daisy, B. (2003). Bioprospecting for 
microbial endophytes and their natural 
products. Microbiology and molecular 
biology reviews, 67(4), 491-502.. 

Sudheep, N. M., & Sridhar, K. R. (2012). Non-
mycorrhizal fungal endophytes in two 
orchids of Kaiga forest (Western Ghats), 
India. Journal of Forestry Research, 23(3), 
453-460. 

Sunitha, V. H., Devi, D. N., & Srinivas, C. (2013). 
Extracellular enzymatic activity of 
endophytic fungal strains isolated from 
medicinal plants. World Journal of 
Agricultural Sciences, 9(1), 01-09. 

 

 

 

 

 

 

Tan, R. X., & Zou, W. X. (2001). Endophytes: a rich 
source of functional metabolites. Natural 
product reports, 18(4), 448-459. 

Torres, M., Dolcet, M. M., Sala, N., & Canela, R. 
(2003). Endophytic fungi associated with 
Mediterranean plants as a source of 
mycelium-bound lipases. Journal of 
agricultural and food chemistry, 51(11), 
3328-3333. 

Whalley, A. J. S. (1996). The xylariaceous way of 
life. Mycological research, 100(8), 897-
922. 

White, T.J., T. Bruns, S. Lee, & J. Taylor. (1990). 
PCR protocals: A Guide to methods and 
applications amplification and direct 
sequencing of fungal ribosomal RNA 
genes for phylogenetics. San Diego: 
Academic press. 

You, X., Feng, S., Luo, S., Cong, D., Yu, Z., Yang, 
Z., & Zhang, J. (2013). Studies on a rhein-
producing endophytic fungus isolated  
from Rheum palmatum L. Fitoterapia, 85,  
161-168 

.  

 


