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บทคัดย่อภาษาไทย 

โรคติดเชื้อจากเชื้อก่อโรคแบบฉวยโอกาสจัดเป็นปัญหาสำคัญทางสาธารณสุข โดยเฉพาะในแหล่ง

ชุมชนที่มีประชากรอาศัยอยู่อย่างหนาแน่น ทั้งนี้เชื้อก่อโรคแบบฉวยโอกาสหลายสายพันธุ์มีคุณสมบัติเป็นเชื้อ

ดื้อยา ดังนั้นการวิจัยเพื่อค้นหาสารปฏิชีวนะตัวใหม่ ๆ ที่มีประสิทธิภาพต้านเชื้อก่อโรค โดยเฉพาะสายพันธุ์ที่

ดื ้อยา จึงมีความสำคัญ เชื ้อราในดินหลายสปีชีย์สามารถสร้างสารปฏิชีวนะได้ และ penicillin ซึ่งเป็นยา

ปฏิชีวนะตัวแรกก็แยกได้จากเชื้อราในจีนัส Penicillium งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ที่จะศึกษาความหลากหลาย

ของเชื้อราจากดินบริเวณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีที่มีความสามารถในการสร้างสารปฏิชีวนะได้ 

เชื้อราที่แยกจากดินบริเวณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา จำนวน 16 สายพันธุ์ 

สามารถสร้างสารต้านเชื้อก่อโรคแบบฉวยโอกาสที่ใช้ในการทดสอบได้ จากผลการวิเคราะห์ ชิ้นส่วน Internal 

Transcribed Spacer (ITS) พบว่า เชื้อที่แยกได้ 10 สายพันธุ์ มีความคล้ายคลึงกับเชื้อในจีนัส Aspergillus 

เชื้อ 3 สายพันธุ์มีความคล้ายคลึงกับเชื้อในจีนัส Penicillium เชื้อ 2 สายพันธุ์มีความคล้ายคลึงกับเชื้อในจีนัส 

Talaromyces และเชื้อ 1 สายพันธุ์มีความคล้ายคลึงกับเชื้อในจีนัส Clonostachys เชื ้อที่แยกได้จากดิน

เหล่านี้ มีทั้งกลุ่มที่สร้างสารปฏิชีวนะที่มีคุณสมบัติเป็น narrow spectrum ที่ออกฤทธิ์เฉพาะแบคทีเรียแกรม

บวกหรือยีสต์ ได้แก่ PKF6, PKF38, PKF59, PKF60, PKF61, PKF116, PKF124, PKF125, PKF127 และ 

PKF145 และกลุ่มที่มีคุณสมบัติเป็น broad spectrum ที่ออกฤทธิ์ต่อแบคทีเรียแกรมบวกและยีสต์ ได้แก่ 

PKF77, PKF105, PKF121 และ PKF161 นอกจากนี้ยังมีบางสายพันธุ์ที่ออกฤทธิ์ต้านได้ทั้งแบคทีเรียแกรม

บวก แบคทีเรียแกรมลบ และยีสต์ ได้แก่ PKF104 และ PKF152 ทั้งนี้ยังพบเชื้อราบางสายพันธุ์ที่ออกฤทธิ์ต้าน

เชื้อ Staphylococcus aureus ทีด้ื่อต่อยาเมทิซิลิน (MRSA) ได้ ได้แก่ PKF104, PKF121, PKF124, PKF125, 

PKF127 และ PKF161 ดังนั ้นการนำเชื ้อกลุ ่มนี ้ไปศึกษาวิจัยอาจจะนำไปสู ่การพัฒนายาต้านจุลชีพที่มี

ประสิทธิภาพได้ต่อไป 

คำสำคัญ: Soil fungi, Antibiotics, Antibiotic resistant bacteria   
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

The opportunistic pathogen infections are a serious public health problem especially 

in the area where large numbers of people are in close localization. Many strains of 

opportunistic pathogens are found to be resist to antimicrobial drugs. Thus, there is the need 

for the search of new potent antibiotic agents, particularly against drug resistant strains. Several 

species of soil fungi have shown to produce antibiotics. Actually, the first known antibiotic, 

penicillin, is produced by fungi of the genus Penicillium. The present study attempts to study 

the diversity of antibiotics producing fungal strains isolated from soil in Suranaree University 

of Technology. 

Sixteen fungal antibiotic producing strains isolated from soil in Suranaree University of 

Technology were active against test opportunistic pathogens. Based on Internal Transcribed 

Spacer (ITS) analysis, ten fungal isolates were close affiliated with the genus Aspergillus, three 

isolates were close to Penicillium, two isolates showed highest similarity to Talaromyces and 

one isolate was similar to Clonostachys. Some fungal isolates showed narrow antimicrobial 

spectrum activities against either Gram-positive bacteria or yeasts, which were PKF6 , PKF38 , 

PKF59, PKF60, PKF61, PKF116, PKF124, PKF125, PKF127 and PKF145. Other isolates exhibited 

broad antimicrobial spectrum against Gram-positive bacteria and yeasts which were PKF77 , 

PKF105, PKF121 and PKF161. In addition, two isolates, PKF104 and PKF152, were active against 

Gram-positive bacteria, Gram-negative bacteria and yeasts. Several fungal isolates also showed 

antimicrobial activity against methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) which were 

PKF104, PKF121, PKF124, PKF125, PKF127 and PKF161. Thus, the study of these soil isolates 

could lead to the development of new potent antimicrobial drugs. 

Keywords: Soil fungi, Antibiotics, Antibiotic resistant bacteria 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

 

1.1 ความสำคัญและท่ีมาของปัญหาการวิจัย 

พระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัว ทรงมีสายพระเนตรกว้างและยาวไกล ทรงเห็นความสำคัญของ

การอนุรักษ์พันธุกรรมพืช ทรงให้นำพรรณไม้จากภูมิภาคต่าง ๆ มาปลูกไว้ในสวนจิตรลดา เพ่ือเป็นแหล่ง

ศึกษา และทรงมีโครงการพระราชดำริที่เกี่ยวกับการอนุรักษ์พัฒนาทรัพยากรธรรมชาติ ในปี พ.ศ. 2535 

สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี ได้ทรงสืบทอดพระราชปณิธานต่อโดยมีพระราชดำริ

กับเลขาธิการพระราชวัง ให้ดำเนินการอนุรักษ์พืชพรรณของประเทศโดยพระราชทานให้โครงการส่วน

พระองค์ฯ สวนจิตรลดา เป็นผู้ดำเนินการจัดตั้งธนาคารพืชพรรณขึ้นในปี พ.ศ. 2536 และดำเนินงาน

โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดำริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราช

กุมารี ตั้งแต่นั ้นเป็นต้นมา จนถึงปัจจุบันมีหน่วยงาน สถานศึกษา และสถาบันต่าง ๆ ร่วมสนอง

พระราชดำริเพิ่มขึ้นหลายหน่วยงานทั่วทุกภูมิภาคของประเทศ ทำให้พื้นที่และกิจกรรมดำเนินงานของ

โครงการฯ กระจายออกไปในภูมิภาคต่าง ๆ และมีการดำเนินงานที่หลากหลายมากขึ้น ปัจจุบันงานของ

โครงการฯ มิได้จำกัดเพียงการศึกษาอนุรักษ์พันธุ์พืชเท่านั้น แต่ขยายวงกว้างไปถึงการศึกษาเพ่ืออนุรักษ์

ทรัพยากรธรรมชาติอื่นด้วย เช่น ดิน หิน แร่ และสิ่งมีชีวิตทุกประเภท เนื่องจากทุกสิ่งที่กล่าวมานั้นมี

ความเกี่ยวพันกัน สิ่งหนึ่งสิ่งใดขาดไปก็จะกระทบต่อการดำรงอยู่ของสิ่งอื่นในสิ่งแวดล้อม กิจกรรมของ

โครงการที่ทำสำเร็จลุล่วงและกำลังดำเนินการจึงมีความหลากหลายและครอบคลุมในหลายพื้นท่ี 

เพ่ือเป็นการสานต่อพระราชปณิธานแห่งองค์พระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัว และสมเด็จพระเทพ

รัตนราชสุดา ฯ สยามบรมราชกุมารี ในการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีได้ทำ

หนังสือขอพระราชทานพระราชวโรกาสขอสนองพระราชดำริในโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอัน

เนื่องมาจากพระราชดำริฯ และได้รับพระราชานุญาตให้แต่งตั ้งคณะกรรมการดำเนินงานโครงการ

อนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดำริฯ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี โดยเริ่มดำเนินการ

สำรวจในปี พ.ศ. 2539 ที่ อุทยานแห่งชาติทับลาน จังหวัดนครราชสีมา และในปีงบประมาณ 2555 
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โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดำริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราช

กุมารี ได้มอบหมายให้มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีเข้าสำรวจทรัพยากรกายภาพและชีวภาพในพื้นที่

บริเวณโดยรอบมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา และพื้นที่เขื่อนน้ำพุงของการไฟฟ้า

ฝ่ายผลิตแห่งประเทศไทย จังหวัดสกลนคร  

 ประเทศไทยเป็นประเทศหนึ่งที่มีความหลากหลายทางชีวภาพ กล่าวคือ มีความหลากหลาย 

ทางพันธุกรรม ความหลากหลายในชนิดพันธุ์และความหลากหลายในระบบนิเวศน์  การศึกษาความ

หลากหลายของเชื้อราในพื้นที่ต่าง ๆ ของประเทศไทยจึงมีความสำคัญไม่ยิ่งหย่อนไปกว่าการศึกษา

สิ่งมีชีวิตชนิดอื่น เนื่องจากเชื้อรามีความสำคัญต่อการหมุนเวียนธาตุอาหารต่าง  ๆ ในระบบนิเวศน์ บาง

ชนิดสามารถผลิตสารปฏิชีวนะ สี และเอนไซม์ต่าง ๆ ที่มีประโยชน์ทางด้านการเกษตรและอุตสาหกรรม  

พ้ืนที่ป่าโดยรอบบริเวณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา พบว่าเป็นป่าเต็งรัง 

และป่าเบญจพรรณอยู่เป็นบริเวณกว้าง (รูปที่ 1.1) ซึ่งเป็นไปได้ว่าพื้นที่เหล่านี้น่าจะมีความหลากหลาย

ทางสายพันธุ์ของพืช สัตว์ และจุลินทรีย์ อย่างไรก็ดียังไม่เคยมีกลุ่มนักวิจัยเข้าไปสำรวจและเก็บข้อมูล

สายพันธุ์ของสิ่งมีชีวิตเหล่านี้อย่างจริงจัง คณะผู้วิจัยจึงมีแนวคิดที่จะศึกษาและเก็บรวบรวมข้อมูลสาย

พันธุ์ของเชื้อราในดินที่พบในบริเวณนี้ โดยคาดหวังว่าการศึกษาครั้งนี้น่าจะมีความเป็นไปได้สูงที่จะพบ

ความหลากหลายทางชีวภาพของเชื้อราในดิน และเนื่องจากเชื้อราในดิน จัดเป็นแหล่งของสารต้านจุล

ชีพที่สำคัญ จึงมีโอกาสที่จะพบเชื้อราสายพันธุ์ใหม่ ที่มีความสามารถในการสร้างสารปฏิชีวนะที่น่าสนใจ

ซึ่งอาจนำไปพัฒนาต่อได้ในอนาคต ดังนั้นการศึกษานี้จึงเป็นการสร้างองค์ความรู้ใหม่ทางด้านชนิดและ

ความหลากหลายของเชื้อราและสารต้านจุลชีพจากรา ที่พบในดินบริเวณป่ารอบมหาวิทยาลัยเทคโนโลยี

สุรนารี จังหวัดนครราชสีมา 
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รูปที่ 1.1 ป่าเต็งรังภายในมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือสนองพระราชดำริโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดำริ สมเด็จ

พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี (อพ.สธ.) ในพ้ืนที่ป่าโดยรอบของ

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา 

2. เพ่ือแยกเชื้อราที่อาศัยอยู่ในดิน จากพ้ืนที่ป่าโดยรอบมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

จังหวัดนครราชสีมา 

3. เพ่ือศึกษาชนิดและความหลากหลายของเชื้อราในดินที่แยกได้ และเก็บรวบรวมไว้เป็น 

culture collection 

4. เพ่ือคัดเลือกเชื้อราที่มีประสิทธิภาพในการสร้างสารต้านจุลินทรีย์ 

5. เพ่ือตรวจหาสารต้านจุลินทรีย์ที่เชื้อราสร้าง 

6. เพ่ือรวบรวมและเผยแพร่ข้อมูลเกี่ยวกับชนิดและความหลากหลายของเชื้อราในดินที่พบใน

พ้ืนที่ป่าโดยรอบมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา 

 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

1. สำรวจ เก็บตัวอย่าง และแยกเชื้อราจากดิน 

2. จำแนกชนิดของเชื้อราที่แยกได้จากตัวอย่างดิน และทำการจัดหมวดหมู่ 

3. นำเชื้อราที่แยกได้ไปคัดเลือกเพ่ือหาเชื้อราที่มีศักยภาพในการสร้างสารต้านจุลินทรีย์   
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1.4 การทบทวนวรรณกรรม  

ดินจัดเป็นแหล่งที่อยู่ของสิ่งมีชีวิตหลายชนิดรวมทั้งจุลินทรีย์โดยจุลินทรีย์ส่วนใหญ่ที่พบอยู่

ทั่วไปในดิน ได้แก่ แบคทีเรีย เชื้อรา สาหร่าย โปรโตซัว รวมถึงไวรัส ดินที่อุดมสมบูรณ์จะพบจุลินทรีย์ใน

ดินเหล่านี้ได้มากถึงพันล้านเซลล์ต่อดินหนึ่งกรัม (สุบัณฑิต นิ่มรัตน์, 2006) จุลินทรีย์ในดินเหล่านี้จะทำ

หน้าที่ในการย่อยสลายซากพืชซากสัตว์ต่าง ๆ และทำให้เกิดการหมุนเวียนของแร่ธาตุและสารอาหาร 

ดังนั ้นถ้ามีจุลินทรีย์ปริมาณสูงในดินจะเป็นการบ่งบอกถึงความสมบูรณ์ของดินนั ่นเอง ( Hassink, 

Lebbink, and Van Veen, 1991) 

เชื้อราจะพบมากบริเวณหน้าดิน ที่มีอากาศถ่ายเท และจะพบมากในบริเวณที่ดินเป็นกรด เชื้อ

ราที่พบในดินมีปริมาณน้อยหากนำไปเทียบกับแบคทีเรีย (สุบัณฑิต นิ่มรัตน์, 2006) เราสามารถพบเชื้อ

ราได้เกือบทุกชนิดในดิน ราเหล่านี้มีความสำคัญต่อการหมุนเวียนของสารต่าง ๆ ภายในดิน ช่วยส่งเสริม

ให้พืชเจริญเติบโตได้ดี (Christensen, 1989; นิ่มรัตน์ 2006) เชื้อราที่พบในดินสามารถแบ่งออกได้เป็น 

3 กลุ่ม โดยใช้เกณฑ์การได้รับสารอาหารและการสร้างพลังงาน (United States. Natural Resources 

Conservation Service [NRCS], 1999) ได ้แก ่  Decomposers (ย ่อยสลายซากพ ืช  ซากส ัตว์ ) 

Mutualists (อยู่ร่วมกับสิ่งมีชีวิตอื่นแบบพึ่งพา) และ Pathogens (ก่อโรค) โดยเชื้อราในกลุ่มที่ย่อยซาก

พืชซากสัตว์ส่วนใหญ่จะสามารถย่อยสลายสารประกอบคาร์บอนที่มีโครงสร้างซับซ้อน เช่น lignin และ 

cellulose ที่ส่วนใหญ่พบเป็นองค์ประกอบของซากพืช ได้เป็นน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เซลล์ของเชื้อราเอง 

หรือเซลล์ของจุลินทรีย์ชนิดอื่น ๆ เช่น แบคทีเรีย ที่อาศัยอยู่ในบริเวณนั้น สามารถนำเข้าไปใช้ภายใน

เซลล์ได้ (United States. Natural Resources Conservation Service [NRCS], 1999) ส่วนเชื้อราที่

เป็นพวก Mutualists ตัวที่พบได้บ่อยและเป็นที่รู้จักกันทั่วไปคือ Mycorrhiza ซึ่งพบอาศัยอยู่กับรากพืช 

โดยราในกลุ่มนี้จะสร้างเส้นใยแทงเข้าไปเจริญในรากพืช มีการรับสารอาหารบางอย่างจากพืช ใน

ขณะเดียวกันก็จะช่วยละลายแร่ธาตุและสารอาหารบางชนิดจากดินให้พืชนำไปใช้ได้ (United States. 

Natural Resources Conservation Service [NRCS], 1999) ในกลุ่มของเชื้อราก่อโรคที่พบในดิน อาจ

พบเป็นกลุ่มที่ก่อโรคในพืช โดยสร้างเส้นใยเข้าไปเจริญในต้นพืช ใช้เนื้อเยื่อพืชเป็นแหล่งของสารอาหาร 

ทำให้พืชขาดสารอาหารและตายในที่สุด อย่างไรก็ดี เชื้อราก่อโรคที่พบในดินบางชนิด จะเข้าไปเจริญ

เป็นปรสิตอยู่ใน หนอน และ/หรือ แมลง ศัตรูพืช ซึ่งในกรณีนี้เชื้อราจะช่วยกำจัดแมงศัตรูพืช ทำให้พืช
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ไม่ถูกทำลาย นอกจากนี้ ราบางชนิดยังสามารถสร้างสารบางอย่างมาทำลายเซลล์ของแบคทีเรียในดิน 

เป็นการควบคุมประชากรของแบคทีเรีย ไม่ให้มีมากจนเกินไป (United States. Natural Resources 

Conservation Service [NRCS], 1999) 

จากคุณสมบัติต่าง ๆ ของเชื้อราที่กล่าวมาแล้วข้างต้น เช่น ราสามารถย่อยสลายโมเลกุล

คาร์บอนเชิงซ้อนได้ หรือ ความสามารถของราในการทำลาย พืช แมลง และแบคทีเรีย แสดงให้เห็นว่า

เชื้อราต้องมีการสร้างเอนไซม์ หรือ สารบางอย่างที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพได้ โดยเอนไซม์ หรือ สารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพที่พบบ่อยในเชื้อรา ได้แก่ เอนไซม์ cellulase, amylase, lipase และ protease และสาร

ปฏิชีวนะที่สำคัญ ๆ เช่น penicillin ซึ่งเอนไซม์และสารปฏิชีวนะเหล่านี้ สามารถนำมาใช้ประโยชน์ใน

งานด้านต่าง ๆ ได้อย่างกว้างขวาง 

อุตสาหกรรมหลายประเภทจำเป็นต้องใช้เอนไซม์เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการผลิต

และ/หรือ เพิ ่มประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์ ตัวอย่างของเอนไซม์ที ่นำมาใช้กันอย่างกว้างขวางใน

อุตสาหกรรม ได้แก่ เอนไซม์ lipase, cellulase, xylanase, amylase และ protease ซึ ่งเอนไซม์

เหล่านี้พบได้ในพืช สัตว์ และจุลินทรีย์หลายชนิดรวมถึงเชื้อรา การผลิตเอนไซม์จากเชื้อราเป็นแนวทาง

หนึ่งที่ได้รับความสนใจเป็นอย่างมาก เนื่องจากเชื้อราเลี้ยงได้ง่ายและให้ผลผลิตเอนไซม์สูง  

เอนไซม์ lipase ถูกนำมาใช้ในอุตสาหกรรมหลายประเภท เช่น ผลิตผงซักฟอก ผลิตโกโก้บัต

เตอร์ ใช้ในทางเภสัชกรรม เช่น เป็นส่วนประกอบในยาช่วยย่อย (Costa & Peralta, 1999) เชื้อราที่เป็น

แหล่งของเอนไซม์ lipase ที่สำคัญ ๆ ได้แก่ Mucor, Rhizopus, Candida, Geotrichum, Aspergillus, 

Penicillium และ  Humicola (Ruban, 1972 ; Ghosh, Saxena, Gupta, Yadav, and Davidson, 

1996; Costa & Peralta, 1999) สำหรับเอนไซม์ cellulase ก็นำมาใช้ในอุตสาหกรรมหลายประเภท 

เช่น อาหาร เครื่องดื่ม การเกษตร และอุตสาหกรรมกระดาษและสิ่งทอ เป็นต้น (Tyndall, 1992; 

Kumar, Yoon, and Purtell, 1997) ต ัวอย ่างของเช ื ้ อราท ี ่ สร ้ าง เอนไซม ์  cellulase ได ้  เช่น 

Aspergillus, Acremonium, Phanerochaete แ ล ะ  Leucocoprinus (Klyosov, 1 9 9 0 ; Bacci, 

Anversa, and Pagnocca, 1995 ; Tomme, Warren, and Gilkes, 1995 ; Baldrian & Valaskova, 

2008) เอนไซม์ xylanase ที่มีคุณสมบัติในการย่อย xylan นำมาใช้ในอุตสาหกรรมกระดาษ ผลิตอาหาร

สัตว์ ทำขนมปัง ผลิตเครื่องดื่มจำพวกไวน์และน้ำผลไม้ รวมไปถึงการผลิต xylitol (Polizeli et al., 
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2005) ตัวอย่างของเชื ้อราที ่มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ xylanase ได้แก่ Aspergillus, 

Penicillium, Trichoderma และ Gliocladium (Betini et al., 2009 ; Antoine, Jacqueline, and 

Thonart, 2010; Mitra, Banerjee, Gachhui, and Mukherjee, 2011; Zhou, Zhu, Katrolia, Jiang, 

2011) เอนไซม์ amylase นำมาใช้ในกระบวนการย่อยสลายแป้ง ใช้ในอุตสาหกรรมสิ่งทอและการผลิต

ผงซักฟอก เป็นต้น (Augustin, Zemek, and Fassatiová, 1981) ส่วนเอนไซม์ protease นำมาใช้ใน

อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมยา ฟอกหนัง และการผลิตผงซักฟอก (Wang, Vespa, and 

Hesseltine, 1974 ; Haq & Mukhtar 2004 ; Macchione, Merheb, Gomes, and Silva, 2008 ) 

นอกจากนี้เอนไซม์ lipase, amylase และ protease จากเชื้อรายังสามารถนำมาใช้บำบัดน้ำเสียและ

ขยะในชุมชนได้อีกด้วย (ขจีนาฏ โพธิเวชกุล, สุมาลี เหลืองสกุล, และสมใจ ศิริโภค, 2541) 

เชื้อรายังมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์จำเพาะบางชนิดออกมาย่อยสลายสารพิษได้ จึง

สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในกระบวนการ Bioremediation เพื ่อกำจัดสารพิษที ่ปนเปื ้อนอยู ่ใน

ส ิ ่ งแวดล ้อมได ้  (Ding, Cong et al. 2008) ม ีการรายงานท ี ่พบว ่ า เช ื ้ อรา Phanerochaete 

chrysosporium สามารถสร ้างเอนไซม ์ในกล ุ ่ม ligninolytic เช ่น lignin peroxidase (LiP) และ 

manganese-dependent peroxidase (MnP) ออกมาย่อยสลายสารพิษจำพวก Polycyclic aromatic 

hydrocarbons (PAHs) ซึ่งสารในกลุ่มนี้อาจมีปะปนอยู่ในสิ่งแวดล้อมจากการปล่อยของเสียของโรงงาน

อุตสาหกรรม หรือ การเผาไหม้ของน้ำมันเชื้อเพลิง PAHs มีความเป็นพิษสูง อาจเป็นสารก่อมะเร็ง และ/

หรือ ทำให้เกิดการกลายพันธุ์ในสิ่งมีชีวิตได้ (Cerniglia, 1992; Juhasz & Naidu, 2000; Ding, Cong, 

Zhou, and Gao, 2008) 

เนื่องจากอัตราการเติบโตของภาคอุตสาหกรรมในปัจจุบันเพิ่มมากขึ้นทุกปี ทำให้ความต้องการ

ในการใช้เอนไซม์เพิ่มขึ้นตามไปด้วย และเพื่อสนองตอบความต้องการของภาคอุตสาหกรรม จึงมีความ

จำเป็นที่จะต้องมีการศึกษาวิจัยเพ่ือหาแหล่งของเอนไซม์ใหม่ ๆ ที่มีประสิทธิภาพต่อไป  

ปัจจุบันพบว่า หนึ่งในปัญหาหลัก ๆ ที่สำคัญและกำลังได้รับความสนใจทางด้านการแพทย์และ

สาธารณสุข คือ ปัญหาการเกิดของเชื้อจุลินทรีย์ดื้อยา ซึ่งทำให้การรักษาด้วยยาที่ใช้อยู่ในปัจจุบันไม่

ได้ผล จึงมีความต้องการที่จะค้นคว้าหายาต้านจุลินทรีย์ตัวใหม่ ๆ มาใช้รักษาโรคติดเชื้อที่ดื้อยาเหล่านี้ 

จากการศึกษาวิจัยพบว่าเชื้อราหลายชนิดที่พบในตัวอย่างดินสามารถสร้างสารปฏิชีวนะได้ ( Jefferys, 
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Brian, Hemming, and Lowe, 1953) และราบางชนิด เช ่น Aspergillus terreus สามารถสร ้าง 

terrecyclic acid A (TCA) ที่มีฤทธิ ์ทำลายเซลล์มะเร็งได้ (Turbyville, Wijeratne, Whitesell, and 

Gunatilaka, 2005) 

มีงานวิจัยมากมายที่กล่าวถึงความสามารถของเชื้อราในการผลิตสารต้านจุลชีพ ยกตัวอย่างเช่น 

Aspergillus terreus var. aureus สามารถผลิตสารเมแทบอไลท์ที ่ม ีฤทธิ ์ในการต้านเชื ้อราและ

แบคทีเรียได้ อย่างน้อย 6 ชนิด ( Inamori et al., 1983) เชื ้อรา Aspergillus terreus Thorn var. 

terreus ที ่แยกได ้จากดินในประเทศเอควาดอร ์ ม ีความสามารถในการสร ้างสารอนุพันธ ์ข อง 

butyrolactone I ที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ รวมถึงเชื้อรา บางชนิดได้ 

(Cazar, Schmeda-Hirschmann, and Astudillo, 2005) นอกจากนี้ ยังมีรายงานการแยกเชื้อราจาก

ดินในจังหวัดหนึ่งของประเทศอินเดีย (Marudhu Ramachandran et al., 2007) และประเทศบราซิล 

(Takahashi et al., 2008) พบว่าเชื้อราส่วนใหญ่ที่พบสามารถสร้างสารต้านราและแบคทีเรียที่นำมาใช้

ทดสอบได้  

เนื่องจากความรู้และเทคนิควิธีการทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพมีการพัฒนาไปมาก ทำให้มีการตัด

ต่อยีนหลาย ๆ ชนิดจากเชื้อราเข้าสู่จุลินทรีย์ชนิดอื่น เพื่อที่จะนำจุลินทรีย์ที่มีการปรับปรุงสายพันธุ์

เหล่านั้นไปใช้ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ ต่อไป เช่น มีการตัดต่อยีนที่สร้างเอนไซม์ xylanase จากเชื้อรา 

Aspergillus terreus (BCC129) เข้าสู่ยีสต์ Pichia pastoris เพื่อที่จะนำยีสต์กลายพันธุ์ที่สร้างเอนไซม์ 

xylanase ได้ ไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร หรือ กระดาษ เนื่องจากการใช้เชื้อราโดยตรงอาจทำให้มีการ

ปน เป ื ้ อ นข อ ง ส า ร พ ิ ษจ าก ร า  ( mycotoxins) ไ ด ้  ( Chantasingh, Pootanakit, Champreda, 

Kanokratana, and Eurwilaichitr, 2006) 

จากตัวอย่างของข้อมูลการศึกษาที่กล่าวมาข้างต้น เป็นเหตุผลสำคัญที่ทำให้นักวิจัยหลายกลุ่มมี

ความสนใจที่จะศึกษา ค้นคว้า เพื่อหาสายพันธุ์ของราสำหรับใช้เป็นแหล่งในการผลิตเอนไซม์และสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประโยชน์ในด้านต่าง ๆ รวมถึงใช้เป็นแหล่งของสารพันธุกรรมในกระบวนการ

ถ่ายทอดยีน เพ่ือที่จะปรับปรุงสายพันธุ์ของสิ่งมีชีวิตหรือจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน ๆ สำหรับนำไปใช้ประโยชน์ใน

ด้านต่าง ๆ ได้อย่างกว้างขวางต่อไป 
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ความหลากหลายของชนิดของราที่พบในดินทั่วโลกมีอยู่ประมาณ 75 ,000 สปีชี่ย์ (Finlay & 

Clay, 2007) ซึ่งเชื้อราที่พบในดินของประเทศไทยที่มีรายงานไว้จนถึงปี 1998 มีจำนวนเพียง 95 สปีชี่ย์ 

เท่านั้น (Jones, Tantichareon, and Hyde, 2004) และเนื่องด้วยการแยกเชื้อราจากดินเพื่อนำมา

ศึกษามีข้อจำกัดหลาย ๆ อย่าง ดังนั้นปริมาณของเชื้อราที่มีอยู่จริง น่าจะมีจำนวนมากกว่าที่มีการค้นพบ

และได้รายงานไว้ (Bridge & Spooner, 2001; Anderson & Cairney, 2004) จึงมีการคาดการณ์กันว่า

ประเทศไทยคงมีเชื ้อราอีกหลายชนิดที ่ยังไม่เคยพบและนำมาศึกษา (Jones, Tantichareon, and 

Hyde, 2004) ดังนั้นการศึกษาวิจัยเพื่อคัดแยกเชื้อราจากดินโดยวิธีต่าง ๆ จึงมีความจำเป็นและเป็นสิ่ง

สำคัญ โดยเฉพาะอย่างยิ่งการศึกษาความหลากหลายของเชื้อราในดินบริเวณที่ยังไม่เคยมีการสำรวจหรือ

เก็บข้อมูลอย่างจริงจัง ดังเช่นพื้นที่ป่าของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา อาจ

นำไปสู่การพบเชื้อราสายพันธุ์ใหม่ ที่มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ หรือ สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

บางอย่างได้ ซึ่งจะนำไปสู่การประยุกต์ใช้ประโยชน์จากเชื้อราเหล่านี้ในด้านต่าง ๆ ได้ต่อไป 

 

1.5 ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

เชื้อราที่อาศัยอยู่ในดินส่วนใหญ่จะช่วยในการหมุนเวียนของแร่ธาตุและสารอาหารภายในดิน 

นอกจากนี้เส้นใยรายังช่วยทำให้อนุภาคของดินในยึดเกาะกันได้ดีอีกด้วย เชื้อราในดินจะมีความสามารถ

ในการเปลี่ยนสารประกอบอินทรีย์ไปเป็นสารประกอบอนินทรีย์สำหรับให้พืชและสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ นำไปใช้

ได้ เนื่องจากเชื้อราที่พบในดินมีความหลากหลายมากทั้งชนิดและปริมาณ ดังนั้นการศึกษาเพื่อระบชุนิด

และกลุ่มของเชื้อราที่พบในดินบริเวณที่ยังไม่เคยทำการสำรวจจึงมีความสำคัญ เนื่องจากข้อมูลเหล่านี้

สามารถนำไปใช้ประโยชน์สำหรับพัฒนาวิทยาศาสตร์แขนงอ่ืน ๆ ได้ต่อไป 

 

1.6 ประโยชน์ที่ได้รับจากการวิจัย 

1. ทราบชนิด ความหลากหลาย และการแพร่กระจายของเชื ้อราที ่พบในดินบริเวณพื ้นที ่ป่ารอบ

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

2. สร้างฐานข้อมูลของเชื้อราที่พบในดินบริเวณพ้ืนที่ป่ารอบมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

3. คาดว่าจะได้เชื้อราสายพันธุ์ใหม่ ๆ ที่มีศักยภาพในการสร้างสารต้านจุลชีพ  
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บทท่ี 2  

วิธีดำเนินการวิจัย 

 

2.1 พื้นที่ที่ทำการศึกษาเก็บตัวอย่าง 

 พ้ืนที่ป่าเต็งรังภายในมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา 

 

2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะการเลี้ยงเชื้อ 

 อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการแยกเชื้อราจากตัวอย่างดินคือ Malt Yeast extract agar (MY agar) 

ที่มีส่วนประกอบ (กรัมต่อลิตร) ดังนี้ Peptone 5, Yeast extract 3, Malt extract 3, Glucose 10 

และ agar 15 สำหรับอาหารที่ใช้สำหรับทดสอบความสามารถของเชื้อราในการสร้างสารต้านจุลินทรีย์

คือ Mueller-Hinton agar (MHA) ที่มีส่วนประกอบ (กรัมต่อลิตร) ดังนี้ Casein hydrolysate 17.5, 

Beef extract 2.0, แป้ง 1.5 และ agar 15 โดยอาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดจะผ่านการทำปลอดเชื้อด้วย

ความร้อนชื้น 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20-30 นาท ี

 
2.3 สายพันธุ์ของเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค 

 จุลินทรีย์ก่อโรคแบบฉวยโอกาสที่ใช้ในการทดลองเป็นสายพันธุ ์ที ่ซื ้อมาจากสถาบันวิจัย

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (TISTR) ประกอบไปด้วย Staphylococcus aureus 

TISTR1466, Staphylococcus epidermidis TISTR518, Bacillus subtilis TISTR008, Bacillus 

cereus TISTR687, Escherichia coli TISTR780, Enterobacter aerogenes TISTR1540, 

Salmonella typhi TISTR292, Proteus mirabilis TISTR100, Candida albicans TISTR5779, 

Candida tropicalis TISTR5174, Saccharomyces cerevisiae TISTR5049 และสายพันธุ ์ของเชื้อ

ดื้อยาที่ใช้ในการทดลองเป็นสายพันธุ์ที่ซื้อมาจากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ (DMST) ประเทศไทย 

ได้แก่ เชื้อ methicillin-resistant Staphylococcus aureus DMST20654 (MRSA) 
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2.4 การแยกเชื้อราจากตัวอย่างดิน 

 การแยกเชื้อจากตัวอย่างดินทำโดยวิธี dilution plating ทำโดยนำดินที่ต้องการแยกเชื้อมา

จำนวน 10 กรัม ใส่ลงใน flask ที่มีน้ำกลั่นฆ่าเชื้อ 90 มิลลิลิตร (ได้สารละลายดินที่ความเจือจาง 1:10) 

เขย่าให้ดินกระจายตัว 20-30 นาทีโดยใช้เครื่องเขย่า ตั้ง flask ทิ้งไว้สักครู่จนสารแขวนลอยดินเริ่ม

ตกตะกอนแล้วจึงใช้ pipette ดูดสารละลายดินมา 10 มล. นำไปเจือจางด้วยน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 90 

มิลลิลิตร (ได้สารละลายดินความเจือจาง 1:100) เขย่าให้เข้ากัน แล้วเจือจางต่อไปแบบเดิม จนได้

สารละลายดินความเจือจาง 10-3, 10-4, 10-5 และ 10-6 ตามลำดับ ใช้ pipette ดูดสารแขวนลอยดินที่

ความเจือจาง 10-4, 10-5 และ 10-6 ปริมาตร 1 มล. ลงบนผิวหน้าอาหาร MY agar แล้วทำการ Spread 

plate นำจานไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง (ประมาณ 30 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 2-3 วัน หรือจนกว่าจะพบ

โคโลนีของเชื้อราบนจานอาหาร เลือกโคโลนีที่มีลักษณะต่าง ๆ กันมาทำการทดสอบฤทธิ์ในการต้าน

เชื้อจุลินทรีย์ 

 

2.5 ทดสอบฤทธิ์ในการสร้างสารต้านจุลินทรีย์ของเชื้อราที่แยกได้จากดิน 

 นำเชื้อราที่จะทดสอบความสามารถในการสร้างสารต้านจุลินทรีย์มาเพาะลงบนจานอาหาร 

NA โดยการขีดลากเป็นเส้นตรงตามแนวกึ่งกลางจานอาหาร (รูปที่ 2.1) นำจานไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง 

(ประมาณ 30 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หรือจนเชื้อเจริญ เพื่อให้เชื้อสร้างสารปฏิชีวนะแผ่

ออกมาโดยรอบโคโลนี  

 ลำดับต่อมา ให้นำเชื้อที่จะใช้ทดสอบความไวต่อสารปฏิชีวนะไปเพาะบนจานเดียวกับเชื้อราที่

สร้างปฏิชีวนะ โดยขีดลากเป็นแนวตั้งฉากกับแนวการเจริญของเชื้อราที่เจริญอยู่ก่อน (ภาพท่ี 1) นำจาน

ไปบ่มต่อประมาณ 24-48 ชั่วโมง ตรวจผลการเจริญของเชื้อที่นำมาทดสอบความไวโดยสังเกตว่า หาก

เชื้อทดสอบตัวใดไม่สามารถเจริญเข้ามาใกล้โคโลนีของเชื้อที่สร้างสารปฏิชีวนะได้ แสดงว่าสารปฏิชีวนะ

ที่เชื้อสร้างออกมานั้นมีฤทธิ์ในการต้านเชื้อทดสอบ  
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รูปที่ 2.1 การทดสอบฤทธิ์ในการสร้างสารต้านจุลินทรีย์ของเชื้อรา 
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2.6 การสกัดโครโมโซมของเชื้อรา  

 เพาะเลี้ยงสายพันธุ์ของเชื้อราที่ต้องการใช้ในการสกัดโครโมโซมในอาหารเหลว Malt Yeast 

extract ปริมาตร 10 มิลลิลติร โดยการเขย่าท่ีสภาวะ 200 รอบต่อนาที และบ่มที่อุณหภูมิ 28oC เป็น

เวลา 3 วัน เมื่อเชื้อเจริญดีให้แยกส่วนเซลล์ของเชื้อราออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อและนำมาใช้ในการสกัด

โครโมโซม  

 การสกัดโครโมโซมของเชื้อราทำได้โดยบดเซลล์ของเส้นใยรา (100 ถึง 150 มิลลิกรัม) ด้วย

โกร่งบด ในสภาวะที่มี glass beads และ lysis buffer (400 mM Tris-HCl pH 8.0, 60 mM EDTA pH 

8.0, 150 mM NaCl, 1% w/v sodium dodecyl sulfate) (Liu, Coloe, Baird, and Pedersen, 

2000) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ดูด suspension ของเชื้อราจากโกร่งใส่ในหลอด microcentrifuge 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติมสารละลาย 5 M NaCl ปริมาตร 165 ไมโครลิตร ลงไปในหลอด 

microcentrifuge ผสมสารละลายเซลล์กับ NaCl ให้เข้ากันโดยการกลับหลอดขึ้น-ลง แล้วนำไปปั่น

เหวี่ยงที ่ 13,000 rpm นาน 20 นาที ดูดของเหลวส่วนบนไปใส่ในหลอดใหม่ แล้วเติม chloroform : 

isoamyl alcohol (1:1) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ลงไป ผสมให้สารละลายเข้ากันและเป็นสีขาวขุ่น

เหมือนน้ำนม นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm นาน 20 นาที แล้วดูดของเหลวด้านบนใส่หลอดใหม่ เติม 

chloroform ปริมาตรที่เท่ากันกับของเหลวที่ดูดออกมาใส่ลงไปในหลอด ผสมให้เข้ากัน แล้วนำไปปั่น

เหวี่ยงที่ 13,000 rpm นาน 20 นาที ดูดของเหลวด้านบนที่มีส่วนของโครโมโซมอยู่ใส่ลงในหลอดใหม่ 

แล้วทำการตกตะกอน DNA ด้วยการเติม ethanol ปริมาตร 2 เท่า ของของเหลวที่ดูดออกมา นำหลอด

ไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm นาน 10 นาที จะได้ DNA ตกเป็นตะกอนอยู่ที่ก้นหลอด ล้างตะกอน DNA 

ด้วย 70% ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 2 รอบ ทิ้งให้ตะกอน DNA แห้ง แล้วเติม TE buffer (10 mM 

Tris-HCl, 1 mM EDTA; pH 8.0) ปริมาตร 30 ถึง 50 ไมโครลิตร เพ่ือละลาย DNA เก็บสารละลาย DNA 

ไว้ที-่20 ◦C  
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2.7 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา 

 ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อราจากลักษณะรูปร่างของโคโลนีโดยทำการเพาะเลี้ยงเชื้อ

ราบนอาหาร MYA และบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วัน หรือจนเชื้อเจริญ แล้วจึง

นำมาตรวจสอบลักษณะของโคโลนีที่เจริญบนอาหารและบันทึกผล  

 ศึกษาขนาดและรูปรางสปอร ลักษณะกนชูสปอรดวยเทคนิค slide culture โดยเพาะเลี้ยง

เชื้อราบนอาหาร MYA นำไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วัน และใชกระจกปิดสไลด์

เสียบลงบนโคโลนีของเชื้อราโดยให้ทำมุมกับเอียงประมาณ 45 องศา กับผิวอาหาร และนำไปบ่มต่อจน

เสนใยราเจริญขึ ้นมายังกระจกปดสไลด์ นำกระจกปิดสไลด์ที ่มีเส้นใยราเจริญมาย อมสีโดยใช้ 

lactophenol cotton blue แล้วจึงนำไปตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน์ 

 

2.8 การจำแนกชนิดของเชื้อราที่แยกได้จากตัวอย่างดินด้วยวิธีทางโมเลกุล 

 การจำแนกชนิดของเชื้อราด้วยวิธีทางโมเลกุลทำโดยการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของส่วน 

Internal Transcribed Spacer (ITS) ที่อยู่บนโครโมโซมของเชื้อรา ซึ่งการหาลำดับเบสทำได้โดย การ

สกัดโครโมโซมของเชื้อราและใช้เป็นแหล่งของ DNA template ในการทำ PCR เพ่ือเพ่ิมจำนวนชิ้นของ 

ITS โดยใช้ primers ITS4 และ ITS5 (Gardes & Bruns, 1996) โดยลำดับนิวคลีโอไทด์ของ primers ทั้ง

สองเป็นดังนี้ ITS4 คือ 5’- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ และ ITS5 คือ 5’- 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ โดยสภาวะที่ใช้ในการทำ PCR เป็นดังนี้ ขั้นตอน initial 

denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ขั้นตอน denaturation ที่อุณหภูมิ 94 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ขั้นตอน annealing ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ

ขั้นตอน extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ทำปฏิกิริยาจำนวน 25 รอบ ตาม

ด้วยขั้นตอน final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาท ี

 นำชิ้น ITS ที่ได้จากการทำ PCR มาทำให้บริสุทธิ์ แล้วจึงนำไปใช้เพื่อหาลำดับนิวคลีโอไทด์โดย

ใช้เครื่อง Automated Sequencer ผลของลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ จะนำไปวิเคราะห์เพ่ือหาว่าลำดับเบส

ของ ITS ที่ได้มานี้ตรงกับเชื้อราชนิดใด โดยใช้โปรแกรม clone manager ในการวิเคราะห์ เปรียบเทียบ

กับลำดับเบสของเชื้อราสายพันธุ์มาตรฐานที่อยู่ในฐานข้อมูล GenBank NCBI, EzFungi และ UNITE  
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2.9 การสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 

 การสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ของเชื้อราที่แยกได้จากดินทำได้โดย นำ

ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ Internal Transcribed Spacer (ITS) ของเชื้อราที่แยกจากดินมาวิเคราะห์ความ

คล้ายคลึงโดยทำการ Blast กับสายพันธุ์รามาตรฐานที่อยู่ในฐานข้อมูล GenBank NCBI, EzFungi และ 

UNITE แล้วจึงนำข้อมูลลำดับเบสของเชื้อราที่แยกจากดินกับสายพันธุ์มาตรฐานที่มีความใกล้เคียงกันนี้

มาสร้างแผนภูมิวิว ัฒนาการโดยทำการเทียบ (alignment) ลำดับนิวคลีโอไทด์เบสด้วยโปรแกรม 

CrustalW แล้วนำผลการวิเคราะห์ที่ได้ไปทำการสร้างแผนภูมิวิววัฒนาการด้วยโปรแกรม Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis software version 6.0 (MEGA 6.0) 
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บทท่ี 3  

ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย 

 

3.1 การแยกและคัดเลือกเชื้อราที่มีศักยภาพในการสร้างสารปฏิชีวนะจากตัวอย่างดิน 

 ทำการเก็บตัวอย่างดินจากพื้นที่ป่าภายในมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา 

แบบสุ่ม โดยออกเก็บตัวอย่างดินเฉลี่ยเดือนละ 1 ถึง 2 ครั้ง เป็นเวลา 1 ปี 6 เดือน ได้ตัวอย่างดินทั้งหมด 

21 ตัวอย่าง ขั้นตอนการเก็บทำโดย ใช้อุปกรณ์ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว เก็บตัวอย่างดินที่อยู่ลึกลงไปจาก

หน้าดินประมาณ 10 ซม. ใส่ในภาชนะที่สะอาด แล้วนำมาแยกหาเชื้อในห้องปฏิบัติการ ตามวิธีที่

บรรยายไว้ในบทที่ 2 (วิธีการดำเนินงานวิจัย) หัวข้อที่ 2.4 โดยจะมุ่งเน้นในการคัดแยกเชื้อราที่สามารถ

สร้างสารปฏิชีวนะได้ จากอาหาร MY agar มาทำการตรวจสอบศักยภาพของเชื้อในการสร้างสารต้าน

จุลินทรีย์  

จากผลการทดลองพบว่า สามารถแยกเชื้อราจากดิน 21 ตัวอย่าง ได้ 177 สายพันธุ์ โดยให้ชื่อ

สายพันธุ์เป็น PKF1, PKF2, PKF3,…,PKF177 และจากเชื้อรา 177 สายพันธุ์นี้ มีเพียง 16 สายพันธุ์ ที่มี

ความสามารถในการสร้างสารต้านจุลชีพได้ สายพันธุ์ดังกล่าวประกอบไปด้วย PKF6, PKF38, PK59, 

PK60, PK61, PKF77, PKF104, PKF105, PKF116, PKF121, PKF124, PKF125, PKF127, PKF145, 

PKF152และ PK161 ตามลำดับ ซึ่งลักษณะรูปร่างโคโลนีและการเจริญบนอาหารแข็งของเชื้อราเหลา่นี้

แสดงไว้ในตารางที่ 3.1 
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ตารางท่ี 3.1 แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง MYA ของเชื้อรา 16 สายพันธุ์ 

สายพันธุ์ รูปร่างโคโลน ี ลักษณะโคโลนี 

PKF6 

 
 
 

เส้นใยขาวฟู บาง สปอร์สีดำ 

PKF38 

 
 
 

เส้นใยขาวฟู บาง สปอร์สีเขียว 

PKF59 

 
 
 

เส้นใยขาวฟู หนา สปอร์สีขาว-เทา 
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ตารางท่ี 3.1 แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง MYA ของเชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์ (ต่อ) 

สายพันธุ์ รูปร่างโคโลน ี ลักษณะโคโลนี 

PKF60 

 

เส้นใยขาวฟู บาง สปอร์สีเขียวเข้ม 

PKF61 

 

เส้นใยขาวฟู บาง สปอร์สีเขียว 

PKF77 

 

เส้นใยขาว อัดตัวกันแน่น สปอร์สี
ขาว 
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ตารางท่ี 3.1 แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง MYA ของเชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์ (ต่อ) 

สายพันธุ์ รูปร่างโคโลน ี ลักษณะโคโลนี 

PKF104 

 
 

 

เส้นใยขาว อัดตัวกันแน่น สปอร์สีขาว
อมเหลือง 

PKF105 

 
 

 

เส้นใยขาว อัดตัวกันแน่น สปอร์สีขาว 

PKF116 

 
 

 
เส ้นใยขาว ฟ ูข ึ ้นมาจากผิวอาหาร
เล ็กน ้อย  สปอร ์ส ี เหล ือง  ม ีหยด
ของเหลวสีเหลืองใสอยู่บนโคโลนี 
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ตารางท่ี 3.1 แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง MYA ของเชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์ (ต่อ) 

สายพันธุ์ รูปร่างโคโลน ี ลักษณะโคโลนี 

PKF121 

 
 

 
เส ้นใยส ีขาวเร ียบไปก ับผ ิวอาหาร 
สปอร์สีเทาอมเขียว ผิวโคโลนีคล้าย
กำมะหยี่ 

PKF124 

 
 

 

เส้นใยสีเหลืองเรียบไปกับผิวอาหาร 
สปอร์สีเทาลักษณะเป็นผง 

PKF125 

 
 

 
เส ้นใยส ีขาวเร ียบไปก ับผ ิวอาหาร 
สปอร์สีเทาอมเขียว ผิวโคโลนีคล้าย
กำมะหยี่ 
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ตารางท่ี 3.1 แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง MYA ของเชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์ (ต่อ) 

สายพันธุ์ รูปร่างโคโลน ี ลักษณะโคโลนี 

PKF127 

 
 

 
เส ้นใยส ีขาวเร ียบไปก ับผ ิวอาหาร 
สปอร์สีเทาอมเขียว มีหยดของเหลวใส
อยู่บนโคโลนี 

PKF145 

 
 

 

เส้นใยขาวเรียบไปกับผิวอาหาร สปอร์
สีขาว 

PKF152 

 

เส ้นใยสีเหลือง ฟูเล ็กน้อย สปอร์สี
เขียว-เทา ลักษณะเป็นผง 
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ตารางท่ี 3.1 แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง MYA ของเชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์ (ต่อ) 

สายพันธุ์ รูปร่างโคโลน ี ลักษณะโคโลนี 

PKF161 

 
 

 

เส้นใยสีขาวอัดตัวกันหลวม ๆ ค่อนข้าง
ฟู สปอร์สีดำลักษณะเป็นเม็ดเล็ก ๆ  

 
 
3.2 การทดสอบศักยภาพของเชื้อราในการสร้างสารปฏิชีวนะ 

นำเชื้อราที่แยกได้ทั้ง 16 สายพันธุ์มาทำการทดสอบศักยภาพในการสร้างสารต้านจุลชีพด้วยวิธี 

perpendicular streak plate ซึ่งขั้นตอนการทำแสดงไว้ในบทที่ 2 และเชื้อก่อโรคแบบฉวยโอกาสที่

นำมาใช้ทดสอบมีจำนวน 12 สายพันธุ ์ ประกอบไปด้วยแบคทีเร ียแกรมบวก 5 สายพันธุ ์ คือ 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus สายพันธ ุ ์ท ี ่ด ื ้อต ่อยา methicillin (MRSA), 

Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis และ Bacillus cereus แบคทีเรียแกรมลบ 4 สาย

พันธุ์ ได้แก่ Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella typhi, Proteus mirabilis 

และเชื้อยีสต์อีก 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Canidida albicans, Candida tropicalis และ Saccharomyces 

cereviciae ผลการทดสอบแสดงไว้ในตารางที่ 3.2 
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ตารางท่ี 3.2 ผลการทดสอบการสร้างสารต้านแบคทีเรียของเชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์ 

สายพันธุ์ 

Inhibition zone (mm.) 

แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต์ 
S. 

au
re

us
  

S. 
au

re
us

 (M
RS

A)
 

S. 
ep

id
er

m
id

is 

B.
 su

bt
ilis

  

B.
 c
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eu

s  

E. 
co

li 
 

E. 
ae

ro
ge
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s  

S. 
ty
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i  

P.
 m
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bi
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C.
 a

lb
ica

ns
  

C.
 tr

op
ica

lis
  

S.c
er

ev
isi

ae
  

PKF6 16 - 20 21 - - - - - - - - 
PKF38 13 - 20 15 - - - - - - - - 
PKF59 10 - 16 8 - - - - - - - - 
PKF60 17 - 20 15 7 - - - - - - - 
PKF61 10 - 21 18 - - - - - - - - 
PKF77 5 - 20 13 - - - - - 18 10 15 
PKF104 9 11 12 14 - 6 - - - 9 8 - 
PKF105 - - 5 - - - - - - 20 20 15 
PKF116 - - - - - - - - - 17 8 10 
PKF121 5 10 20 14 6 - - - - 10 5 3 
PKF124 3 10 23 - - - - - - - - - 
PKF125 7 12 25 13 14 - - - - - - - 
PKF127 11 11 20 20 15 - - - - - - - 
PKF145 - - - - - - - - - 5 5 10 
PKF152 - - - 9 5 - 7 11 7 5 - 3 
PKF161 5 5 15 7 5 - - - - - - 5 

(-) ไม่เกิด inhibition zone 
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จากผลการทดลองที่แสดงในตารางที่ 3.2 แสดงให้เห็นว่า เชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์มีศักยภาพใน

การสร้างสารปฏิชีวนะออกมาต้านแบคทีเรียและยีสต์ที่ใช้ในการทดสอบได้แตกต่างกันไป และหากจัด

กลุ่มเชื้อราตามคุณสมบัติการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์จะสามารถจัดออกได้เป็น 4 กลุ่ม ได้แก่  

- กลุ่มท่ี 1 คือกลุ่มเชื้อราที่สร้างสารออกฤทธิ์ในกลุ่ม narrow spectrum โดยจะมีฤทธิ์ต่อเชื้อแบคทีเรีย

แกรมบวกเท่านั้น เชื้อราในกลุ่มนี้ประกอบไปด้วยสายพันธุ์ PKF6, PKF38, PKF59, PKF60, PKF61, 

PKF124, PKF125 และ PKF127 

- กลุ่มที่ 2 คือกลุ่มเชื้อราที่สร้างสารออกฤทธิ์ในกลุ่ม narrow spectrum โดยจะมีฤทธิ์ต่อเชื้อยีสต์

เท่านัน้ เชื้อราในกลุ่มนี้ประกอบไปด้วยสายพันธุ์ PKF116 และ PKF145 

- กลุ่มที่ 3 คือกลุ่มเชื้อราที่สร้างสารออกฤทธิ์ที่มีฤทธิ์ต่อเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก และ ยีสต์ เชื้อราใน

กลุ่มนี้ประกอบไปด้วยสายพันธุ์ PKF77, PKF105, PKF121 และ PKF161 

- กลุ่มท่ี 4 2 คือกลุ่มเชื้อราที่สร้างสารออกฤทธิ์ในกลุ่ม broad spectrum โดยจะมีฤทธิ์ต่อเชื้อแบคทีเรีย

แกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ และยีสต์ เชื ้อราในกลุ ่มนี ้ประกอบไปด้วยสายพันธุ ์ PKF104 และ 

PKF152 

นอกจากนี้ยังพบว่ามีเชื้อรา 6 สายพันธุ์ ได้แก่ ที่สามารถออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียดื้อยา MRSA ได้แก่ 

PKF104, PKF121, PKF124, PKF125, PKF127 และ PKF161 

ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าสายพันธุ์ของเชื้อราที่แยกได้จากการศึกษาครั้งนี้มีศักยภาพใน

การที่จะนำมาใช้ศึกษาต่อเพื่อพัฒนายาปฏิชีวนะสำหรับใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อที่มีสาเหตุมาจากเชื้อ

ดื้อยาได้  
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3.3 การจำแนกชนิดของเชื้อรา 

 นำเชื้อราที่แยกได้ทั้ง 16 สายพันธุ์มาจำแนกชนิดโดยดูลักษณะของโคโลนีที่ขึ้นบนจานอาหาร

เลี้ยงเชื้อ (ตารางที่ 3.1) รวมถึงลักษณะเส้นใย และ สปอร์ที่เห็นภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่า เชื้อราทั้ง 

16 สายพันธุ์ ส่วนใหญ่สร้างเส้นใยสีขาว ไปจนถึงสีเหลือง สปอร์มีตั้งแต่สีขาว สีเหลือง สีเขียวอมเทา ไป

จนถึงสีดำ ส่วนใหญ่พบการสร้าง asexual spores ชนิด conidiospores ทำให้สรุปได้อย่างคร่าว ๆ ว่า 

เชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์ น่าจะอยู่ใน Phylum Ascomycota เป็นหลัก 

อย่างไรก็ดี การจำแนกเชื้อราในระดับ genus และ species จะต้องใช้ข้อมูลของลำดับเบสบน

ส่วน Internal Transcribed Spacer (ITS) ของเชื้อราเหล่านี้ มาทำการจัดกลุ่มอีกขั้นหนึ่ง โดย ITS เป็น

ส่วนที่อยู่บนจีโนมของเชื้อรา มีความยาวประมาณ 650 ถึง 750 คู่เบส ประกอบไปด้วยส่วนที่เรียกว่า 

ITS1-ยีน 5.8S rRNA-ITS2 ดังแสดงในรูปที่ 3.1 ซึ่ง ITS จัดเป็นส่วนที่มียีนที่ทำหน้าที่คงตัว เป็นบริเวณ

อนุรักษ์ของลำดับนิวคลีโอไทด์ในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด และมีความผันแปรทางพันธุกรรม (genetic 

variation) สูงกว่าลำดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณอ่ืน ทำให้สามารถนำมาใช้ในการจำแนกชนิดของราสปีชีส์

เดียวกันออกเป็นหลายสายพันธุ์ได้ (Das & Deb, 2015) ดังนั้นการจำแนกเชื้อราโดยวิธีทางโมเลกุลจึง

นิยมใช้การเปรียบเทียบลำดับเบสของส่วน ITS นี้  

ซึ่งการหาลำดับนิวคลีโอไทด์บน ITS ของเชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์ ในการทดลองนี้จะใช้ primer 

ชื่อ ITS4 และ ITS5 (รูปที่ 3.1) (Gardes & Bruns, 1996) สำหรับการเพิ่มจำนวนชิ้นส่วนของ ITS จาก

จีโนมของเชื้อราด้วยวิธี PCR ซึ่งขั้นตอนอย่างละเอียดได้แสดงไว้ในบทที่ 2 (วิธีดำเนินงานวิจัย) หัวข้อ 

2.6 และ หัวข้อ 2.8 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1 แสดงส่วนของ Internal Transcribed Spacer (ITS) บริเวณ rRNA ยีน โดยส่วนลูกศรแสดง
ตำแหน่งของ primers ITS4 และ ITS5 
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ต่อมานำลำดับเบสบนส่วน ITS ของเชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์ ไปทำการ BLAST (basic local 

alignment search tool) เพื ่อหา genus และ species ของเช ื ้อรา โดยการ BLAST จะเป็นการ

เปรียบเทียบส่วน ITS ของราที่แยกได้กับเชื้อราที่ทราบชนิดแล้วที่มีรายงานไว้ในฐานข้อมูล ซึ่งการศึกษา

นี้จะทำการเปรียบเทียบลำดับเบสบน ITS ของเชื้อรา 16 สายพันธุ์กับเชื้อราที่อยู่ในฐานข้อมูล 3 ฐาน 

ได้แก่ GenBank, EzFungi และ UNITE ซึ่งผลการ BLAST แสดงไว้ในตารางที่ 3.3  

ซึ่งการเปรียบเทียบลำดับเบสโดยใช้ฐานข้อมูลมากกว่า 1 ฐานข้อมูลขึ้นไปจะเป็นการช่วยในการ

จดักลุ่มและยืนยันชนิดของเชื้อได้แม่นยำมากขึ้น  
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ตารางท่ี 3.3 ความสัมพันธ์ของลำดับนิวคลีโอไทด์บนส่วน ITS ของเชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์ กับเชื้อราในฐานข้อมูล GenBank, EzFungi และ UNITE 

สายพันธุ ์
GenBank EzFungi UNITE 

Closest relative strains 
Similarity 

(%) 
Closest relative strains 

Similarity 
(%) 

Closest relative strains 
Similarity 

(%) 
PKF6 Aspergillus flavus SGE22  100% Aspergillus flavus WM10.84  100% Aspergillus flavus SGE22 100% 
PKF38 Aspergillus flavus MBSF_1  99% Aspergillus flavus UCDF1  94.4% Aspergillus flavus MSAR1 99.1% 
PKF59 Aspergillus nomius MF63  98% Aspergillus nomius PEIPDFF22  95.2% Aspergillus nomius DT_2_5_2 98.3% 
PKF60 Aspergillus flavus MBSF_1  100% Aspergillus flavus  100% Aspergillus flavus MSAR1 100% 
PKF61 Aspergillus oryzae asemoK  95% Aspergillus flavus UCDF1  96.9% Aspergillus oryzae asemoK  95.4% 
PKF77 Aspergillus flavipes NZ-3  99% Aspergillus flavipes SEFN2  99.7% Aspergillus flavipes NZ-3  99% 

PKF104 Clonostachys rogersoniana P62  100% 
Clonostachys rogersoniana 
CBS582.89 

100% Clonostachys rogersoniana P62  100% 

PKF105 Aspergillus micronesiensis DTO266-D3 100% Aspergillus flavipes NRRL295  100% Aspergillus micronesiensis DTO266-D3 100% 
PKF116 Aspergillus flavipes IHBF2335  100% Aspergillus flavipes NRRL295  100% Aspergillus flavipes IHBF2335 100% 
PKF121 Penicillium citrinum F5  100% Penicillium citrinum 25A  100% Penicillium citrinum F5 100% 

PKF124 
Talaromyces allahabadensis 
NRRL62157 

95% Talaromyces radicus SL-36  100% 
Talaromyces allahabadensis 
NRRL62157 

99.8% 

PKF125 Penicillium citrinum IFM63148  100% Penicillium citrinum 27A 100% Penicillium citrinum IFM63148 100% 
PKF127 Penicillium citrinum F5  100% Penicillium citrinum 27A 100% Penicillium citrinum F5 100% 
PKF145 Aspergillus flavipes IHBF 2335  100% Aspergillus flavipes NRRL295 100% Aspergillus flavipes IHBF2335 100% 

PKF152 
Talaromyces purpureogenus 
SQU14109 

99% 
Talaromyces purpureogenus 
DTO173E6 

100% 
Talaromyces purpureogenus 
SQU14109 

99% 

PKF161 Aspergillus niger isolate R  99% Aspergillus awamori F6310 100% Aspergillus awamori CBS557.65 99.3% 
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จากผลความสัมพันธ์ของลำดับนิวคลีโอไทด์บนส่วน ITS ของเชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์ กับเชื้อราใน

ฐานข้อมูล (ตารางที่ 3.3) แสดงให้เห็นว่า เชื้อราส่วนใหญ่ที่แยกได้จากการศึกษานี้เป็นเชื้อราใน genus 

Aspergillus และพบเชื้อราเพียงบางส่วนอยู่ใน genus Penicillium, Talaromyces และ Clonostachys 

ซึ่งจากผลการ BLAST โดยเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บนชิ้นส่วน ITS ของเชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์ กับเชื้อราจาก 

3 ฐานข้อมูล พบว่าผลการ BLAST ที่ได้จากทั ้ง 3 ฐานข้อมูล ให้ผลเหมือนกันทั ้งในระดับ genus และ 

species ตัวอย่างเช่น เชื้อราสายพันธุ์ PKF6, PKF38 และ PKF60 มีลำดับเบสบน ITS คล้ายคลึงกับเชื้อ 

Aspergillus flavus มากที่สุด ซึ่งผลนี้เป็นผลที่ตรงกันทั้ง 3 ฐานข้อมูล ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่าเชื้อ สาย

พันธุ์ PKF6, PKF38 และ PKF60 คือเชื้อ Aspergillus flavus ในทำนองเดียวกันผลของความคล้ายคลึงกัน

ของลำดับของคู่เบสบน ITS ที่ตรงกันจากทั้ง 3 ฐานข้อมูลของเชื้อสายพันธุ์ PKF77, PKF116 และ PKF145 

แสดงให้เห็นว่าเชื้อทั้ง 3 สายพันธุ์นี้มีความคล้ายคลึงกับเชื้อ Aspergillus flavipes มากที่สุด ดังนั้นเชื้อรา

สายพันธุ์ PKF77, PKF116 และ PKF145 น่าจะเป็นเชื้อ Aspergillus flavipes จากผลการ BLAST นี้เองจึง

สามารถสรุปได้อย่างคร่าว ๆ ว่า เชื้อสายพันธุ์ที่เหลือ ได้แก่ PKF59 น่าจะจัดอยู่ในกลุ่มของเชื้อ Aspergillus 

nomius, PKF104 ค ื อ เ ช ื ้ อ  Clonostachys rogersoniana, PKF121, PKF125 และ  PKF127 ค ื อ เ ชื้ อ 

Penicillium citrinum ส่วน PKF152 คือเชื้อ Talaromyces purpureogenus 

อย่างไรก็ดีผลการ BLAST ของเชื้อรา 4 สายพันธุ์ คือ PKF61, PKF105, PKF124 และ PKF161 จาก 

3 ฐานข้อมูล ให้ผลที่ไม่ตรงกันทั้งหมด โดยการ BLAST ของเชื้อทั้ง 4 สายพันธุ์นี้ให้ผลที่เหมือนกันใน 2 

ฐานข้อมูลเท่านั้น เช่น เชื้อสายพันธุ์ PKF61 ให้ผลการ BLAST จากฐานข้อมูล GenBank และ UNITE ตรงกัน 

คือ เชื้อ Aspergillus oryzae แต่ฐานข้อมูล EzFungi กลับให้ผลว่าเชื้อ PKF61 มีความคล้ายคลึงกับเชื้อ 

Aspergillus flavus โดยในปี ค.ศ. 2012 งานตีพิมพ์ของ Park และคณะ (Park et al., 2012) กล่าวไว้ว่าการ

จัดกลุ่มและจำแนกเชื้อโดยใช้วิธีการทางโมเลกุลด้วยการทำ BLAST เพื่อให้เกิดความถูกต้องและแม่นยำนั้น 

ควรทำเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลมากกว่า 1 ฐานขึ้นไป และควรทำเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลอย่างน้อย 3 

ฐานข้อมูล โดยในกรณีที่ผลการ BLAST ในแต่ละฐานข้อมูลออกมาไม่ตรงกัน ให้ตัดสินจากผลที่ได้จาก

ฐานข้อมูลที่ใช้ว่าผลออกมาตรงกับเชื้อชนิดใดมากที่สุด ดังนั้น กรณีของเชื้อสายพันธุ์ PKF61 จึงน่าจะถูก

จัดเป็นเชื้อ Aspergillus oryzae เนื่องจาผลที่ได้จาก 2 ฐานข้อมูลคือ GenBank และ UNITE นั้น ตรงกัน ซึ่ง

หากใช้หลักการนี ้กับการจัดกลุ ่มเชื ้อราที ่เหลือจะสามารถสรุปได้ว่า เชื ้อ ราสายพันธุ ์ PKF105 คือเชื้อ 
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Aspergillus micronesiensis, PKF124 คือเช ื ้อ Talaromyces allahabadensi และ PKF161 คือเชื้อ 

Aspergillus awamori 

จากการศึกษาเปรียบเทียบลำดับเของคู่เบสบน ITS ของเชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์ โดยทำการ BLAST 

กับเชื้อราที่อยู่ในฐานข้อมูล GenBank, EzFungi และ UNITE สามารถสรุปชนิดของเชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์ได้

ดังแสดงในตารางที่ 3.4 
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ตารางที่ 3.4 การจำแนกเชื้อราทั้ง 16 สายพันธุ์ ในระดับ genus และ species โดยวิเคราะห์จากผลการ 

BLAST ที่ได้จากฐานข้อมูล GenBank, EzFungi และ UNITE 

สายพันธุ์ของเชื้อราที่แยกจากดิน ชนิดของเชื้อราในระดับ genus-species 
PKF6, PKF38, PKF60 Aspergillus flavus 
PKF77, PKF116, PKF145 Aspergillus flavipes 
PKF121, PKF125, PKF127 Penicillium citrinum 
PKF59 Aspergillus nomius 
PKF61 Aspergillus oryzae 
PKF104 Clonostachys rogersoniana 
PKF105 Aspergillus micronesiensis 
PKF124 Talaromyces allahabadensi 
PKF152 Talaromyces purpureogenus 
PKF161 Aspergillus awamori 

 
 
3.4 การศึกษาความสัมพันธ์และสายวิวัฒนาการของเชื้อรา 16 สายพันธุ์ด้วย ITS 

การศึกษาความสัมพันธ์และลำดับวิวัฒนาการของเชื้อรา 16 สายพันธุ์ กับเชื้อราสายพันธุ์ต่าง ๆ ที่ได้

จากฐานข้อมูล GenBank, EzFungi และ UNITE ทำได้โดยการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (phylogenetic 

tree) จากข้อมูลของลำดับนิวคลีโอไทด์บนส่วนของ ITS ด้วยโปรแกรม MEGA 6.0 ซึ่งผลการวิเคราะห์แสดง

ไว้ในรูปที่ 3.2 

เมื่อนำผลจากตารางท่ี 3.3 มาวิเคราะห์เปรียบเทียบกับแผนภูมิวิวัฒนาการในรูปที่ 3.2 จะสังเกตเห็น

ว่า เชื้อราสายพันธุ์ PKF ที่แยกได้จากดินมีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับเชื้อราสายพันธุ์มาตรฐานจากฐานข้อมูล 

GenBank, EzFungi และ UNITE โดยหากสายพันธุ์ PKF มีลำดับนิวคลีโอไทด์บน ITS ใกล้เคียงกับสายพันธุ์

มาตรฐานชนิดใด เชื้อรา PKF นั้นก็จะถูกจัดอยู่ใน clade เดียวกับสายพันธุ์มาตรฐานชนิดนั้น ๆ ยกตัวอย่าง

เช่น เชื ้อราสายพันธุ์ PKF6, PKF38 และ PKF60 ที ่ผลการ BLAST แสดงให้เห็นว่าเชื ้อเหล่านี ้เป็นเชื้อ 

Aspergillus flavus ซึ่งจากแผนภูมิวิวัฒนาการในรูปที่ 3.2 ของเชื้อ PKF6, PKF38 และ PKF60 กับเชื้อ 

Aspergillus flavus แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้เคียงกัน เนื่องจากถูกจัดอยู่ใน clade เดียวกัน 
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ในทำนองเดียวกันกับเชื้อสายพันธุ์ PKF77, PKF116 และ PKF145 ที่มีลำดับนิวคลีโอไทด์บนส่วนของ ITS 

คล้ายคลึงกับเชื้อ Aspergillus flavipes ซึ่งจากแผนภูมิวิวัฒนาการก็แสดงให้เห็นว่าเชื้อสายพันธุ์ PKF77, 

PKF116 และ PKF145 อยู่ใน clade เดียวกับเชื้อ Aspergillus flavipes โดยลักษณะเช่นนี้ยังสามารถพบได้

ในเชื ้อ PKF121, PKF125 และ PKF127 กับเชื ้อ Penicillium citrinum เชื ้อสายพันธุ ์ PKF59 กับเชื้อ 

Aspergillus nomius, สายพ ันธ ุ ์  PKF61 ก ับเช ื ้ อ  Aspergillus oryzae, สายพ ันธ ุ ์  PKF104  ก ับ เชื้อ 

Clonostachys rogersoniana, สายพันธุ์ PKF105 กับเชื้อAspergillus micronesiensis, สายพันธุ์ PKF124 

กับเชื้อ Talaromyces allahabadensi, สายพันธุ์ PKF152 กับเชื้อ Talaromyces purpureogenus และ 

สายพันธุ์ PKF161 กับเชื้อ Aspergillus awamori  
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รูปที่ 3.2 แผนภูมิวิวัฒนาการแบบ Neighbor-joining ของเชื้อราสายพันธุ์ PKF กับเชื้อราสายพันธุ์ต่าง ๆ ใน
ฐานข้อมูล GenBank, EzFungi และ UNITE  
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บทท่ี 4 
สรุปการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
4.1 สรุปการวิจัย 

ในปัจจุบันโรคติดเชื้อจัดเป็นปัญหาทางสาธารณะสุขที่สำคัญในทุกภูมิภาคทั่วโลก โดยเฉพาะโรคที่มี

สาเหตุมาจากเชื้อดื้อยา สืบเนื่องมาจากการใช้ยาปฏิชีวนะกันอย่างกว้างขวางและขาดการควบคุม ประชาชน

สามารถเข้าถึงยาปฏิชีวนะได้ง่าย จึงส่งผลให้พบสายพันธุ์ของเชื้อดื้อยาเพ่ิมมากข้ึน ดังนั้นจึงมีจำเป็นที่จะต้อง

พัฒนายาปฏิชีวนะชนิดใหม่ ๆ สำหรับนำมาใช้กับเชื้อดื้อยาเหล่านี้ โดยยาปฏิชีวนะที่ใช้กันอยู่ในปัจจุบันนั้น

ส่วนใหญ่ได้มาจากสารในกลุ่ม secondary metabolites ที่สร้างโดยเชื้อจุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย หรือ เชื้อ

รา ดังนั้นแนวทางหนึ่งที่เป็นไปได้ในการพัฒนายาปฏิชีวนะชนิดใหม่ ๆ ก็คือการค้นหาและคัดแยกเชื้อที่ผลิต

สารปฏิชีวนะเหล่านี้จากแหล่งต่าง ๆ ในธรรมชาติ มีผู้รายงานไว้ว่าการคัดแยกเชื้อจากแหล่งธรรมชาติในช่วง 

10-20 ปี มานี้ลดลงอย่างมาก เนื่องจากนักวิทยาศาสตร์ให้ความสำคัญกับงานด้านนี้น้อยลง ทำให้ในยุคหลังนี้

ไม่มีรายงานการค้นพบยาชนิดใหม่ ๆ เพิ่มขึ้นมากนัก ซึ่งขัดกับการคาดการณ์ที่ว่า ยาปฏิชีวนะที่ใช้ในวงการ

แพทย์ปัจจุบันนี้เป็นเพียงร้อยละ 1-3 จากสารปฏิชีวนะที่ผลิตได้จากเชื้อแบคทีเรียในจีนัส Streptomyces 

เพียงอย่างเดียว (Baltz, 2015; Shetty, Buddana, Tatipamula, Naga, Ahmad, 2014) จากข้อมูลดังกล่าว

นี้จะเห็นได้ว่านักวิทยาศาสตร์ควรให้ความสำคัญในการคัดแยกเชื้อที่สร้างสารปฏิชีวนะได้จากแหล่งต่าง ๆ ใน

ธรรมชาติอย่างต่อเนื่อง เนื่องจากยังมีสารปฏิชีวนะในธรรมชาติอีกเป็นจำนวนมากที่ยังไม่ถูกค้นพบ 

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ที่จะศึกษาความหลากหลายของเชื้อราที่สร้างสารปฏิชีวนะได้จาก

แหล่งดินในป่าเต็งรังบริเวณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา ซึ่งบริเวณดังกล่าวยังไม่เคยมี

ผู้เข้าไปศึกษาเพ่ือเก็บข้อมูลของเชื้อเหล่านี้ ซึ่งผลจากการคัดแยกเชื้อราที่สามารถสร้างสารปฏิชีวนะได้จากดิน

ในบริเวณนี้พบว่า มีเชื้อรา 16 สายพันธุ์ ที่สามารถสร้างสารปฏิชีวนะออกมาต้านเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก 

แบคทีเรียแกรมลบ และยีสต์ที่ใช้ในการทดสอบได้ ซึ่งร้อยละ 62.50 ของเชื้อราที่พบในบริเวณนี้และสร้างสาร

ปฏิชีวนะได้คือเชื้อในจีนัส Aspergillus ร้อยละ 18.75 คือ เชื้อในจีนัส Penicillium ร้อยละ 12.50 คือ เชื้อ

ในจีนัส Talaromyces ส่วนที่เหลือ อีกร้อยละ 6.25 คือ เชื้อราในจีนัส Clonostachys ดังนั้นจึงสามารถ
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สรุปได้ว่าเชื้อรากลุ่มหลักที่พบในดินบริเวณป่าเต็งรังของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสมีา 

และสามารถสร้างสารปฏิชีวนะได้อยู่ในจีนัส Aspergillus 

เมื ่อนำเชื ้อราสายพันธุ ์ PKF ที่แยกได้ มาศึกษาความสัมพันธ์ของลำดับวิวัฒนาการกับเชื ้อรา

มาตรฐานจากฐานข้อมูล GenBank, EzFungi และ UNITE พบว่า เชื้อ PKF แสดงความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับเชื้อ

รามาตรฐานทีม่ีลำดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกันกับเชื้อ PKF ชนิดนั้น ๆ มากที่สุด เนื่องจากจะพบอยู่ใน clade 

เดียวกันในสายวิวัฒนาการ อย่างไรก็ดี แม้ว่าเชื้อราสายพันธุ์ PKF จะมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับเชื้อมาตรฐาน

ค่อนสูง แต่ก็ยังแสดงสายวิวัฒนาการแยกออกมาจากสายพันธุ์มาตรฐาน รวมถึงเชื้อ PKF บางสายพันธุ์ ได้แก่ 

PKF104, PKF121, PKF124, PKF125, PKF127 และ PKF161 ยังมีคุณสมบัติเด่นบางประการ เช่น สามารถ

สร้างสารชีวภาพที่ออกฤทธิ์ต้านเชื้อสายพันธุ์ดื้อยา MRSA ได้ จึงมีความเป็นไปได้ว่าเชื้อกลุ่มนี้อาจเป็นเชื้อ

สายพันธุ์ใหม่ที่มีศักยภาพในการที่จะนำมาศึกษาเพ่ือใช้ในการพัฒนายาต้านเชื้อดื้อยาต่อไป 

 
4.2 ข้อเสนอแนะ 

นำผลที่ได้จากงานวิจัยนี้ไปทำการทดลองต่อยอด เนื่องจากเชื้อราบางสายพันธุ์ที่แยกได้มี คุณสมบัติ

ในการต้านเชื้อดื้อยา ดังนั้นจึงควรนำเชื้อเหล่านี้มาศึกษาและทดสอบเพ่ิมเติมกับเชื้อดื้อยาสายพันธุ์อ่ืน ๆ และ

ควรทำการทดลองสกัดสารที่เชื้อราสร้างได้ออกมาศึกษาโครงสร้าง และคุณสมบัติของสาร 

ซ่ึงทีมนักวิจัยมีความหวังว่าผลการทดลองที่ได้จะสามารถนำไปใช้ในการพัฒนายาชนิดใหม่ ๆ สำหรับ

นำมาใช้เพื่อรักษาโรคติดเชื้อที่เกิดจากจุลินทรีย์ต่อไป  
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ภาพผนวก ก. 

ลำดับนิวคล ีโอไทด์ของช ิ ้น ITS ของเช ื ้อ PKF6, PKF38, PK59, PK60, PK61, PKF77, PKF104, 

PKF105, PKF116, PKF121, PKF124, PKF125, PKF127, PKF145, PKF152และ PK161 

>PKF6 
CCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCATTCATGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCC
GGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGC
AATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTC
CGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCC
CCTCTCCGGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCT
TTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAATCAATCTTTTTCCAGGTTGACCTC
GGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCTATA 
 
>PKF38 
CAGGATCTTACCGAGTGTAGGGTTCCTAGCGAGCCCAACCTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTG
CTTCGGCGGCCCCTCCATTCTTGGGCTCCGAGGGGTCGCCGCCCCTGCCTTTGGGGCCCGTCCCCCCC
GGAGAGGGGACGACGACCCAACGCACAAGCCGTGCTTGATGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATG
CCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCAC
ACTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAACAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTA
ACTGATTGCGATACAATCAACTCGGACTTCGCGTAGTCACAACGAAGTCCGGGGGGCCTCCGGCGGGC
GCGGGCCCGGCGCTGACAGCCCCCGGCGGCCTTGAGTGGCGGGCCCTCCGAACCCCTACGGTACGCCC
AGCCGGTGGGGGGGTGGGCTCGTCAGGCATTCTCCACGCTGACATGAGACCTCGT 
 
>PKF59 
GACATTAGCGACGTGTAGGGGTCATAGAGCGAGCCCACCTCCCACCGTGCTTTCGGTACCTAAGAGGG
GGTGACGGAGCCCCCTACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTAGGGCCCGACCCCGC
ACTCAGAACGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTTGCGGGATCGGAATGAAACTTTGGACAGGGGTGC
CCCCTGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGGCCAAATGCTCGATGATTCAGGGAATTGTGGAATTCCC
AGTATTTTTCGGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGGATTCCGGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTA
ACTGATTGCGATACAATCAAGTCTGACTTCACTAGATCGTTCAGAGTTCGTGGGG  
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>PKF60 
TAGCGAGCCCAACCTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCATTCATGGCC
GCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAG
TCTGAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAGTGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATAACTAGTGTGAATTGCATAATTCCGTGAATCATCTATTCTTGGAACCCTC
ATTGCGCCCCCGGGTATTCCAGGGGGTGTGGAAGGCTTTAAGTGATTGCTACCCATTCAACTCGGATTT
CGTGTTGTCAGACCGACTTCGTGGTGGCTCCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGCTGAGAGCCCCCGGCGGC
CATGAATGGCGGGGCCGTCGAAGCAACTAACGGACAGTAAACACGGGTGGGAGGTTGGGCTCGCTAGG
AACCCTACACGCGGACATGATACTTCGGCAGGTTCCCCGCTG 
 
>PKF61 
GAGTGTAGGGTTCCTAGCGAGCCCAACCTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCC
CGCCATTCATGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGT
CTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTC
CGGCATCGATGAAGAACGCAACGAAATGCTATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAG
TCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGTGTGCCAGGCCTAAACTGATTGCTGCCCAA
TCAGCTCGGATTTCGTGTTGGGTCACAGAGTTCGTGGTGGCTCCGGCGGGCGCGGGCCCCGGGCTGAG
AACCCCCGGCGGCCATGAATGGCGGGGCCGTCTAAGCAACTAACGGACAGTAAACACGGGTGTGAGGT
TGGGCTC 
 
>PKF77 
TCCCTCGTGGCCCACCTCCCACCCGTGACTACTGTACCACTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGCGTCTG
CTGGCCGCCGGGGGGGTTCCGCCCCTGGCTTTCGGGCCCGCCCCCCCGGGGGGACGAAGACCCTATTC
AAAGCCGGGCTGAAGGCCATTCTTGTGCGATCGGATAGGACTTTCCCCCGGAATCTCGGGGGTCCAGC
GTCGATGAAAAAACCCGCGAATTGCCGAAACTAATGTGTAATGTAGAATTTCGGTGATTCCCCGAGGTC
TTTAACGCACCTGGACCCCCCGGTCTTTCGGGGGGGGTTTCAGTTCATACCAAAAATCCGGCCTCCAAC
CGGGTTTGGAATGGGGTGTTCGTGTCGGGGGTCGGCGGGCCCGGGGCCCGGGGGCGGAACCCCCCCG
GGGCCTCGAGAATATGGGGGGTCCCCCCAAGCTATGAGGGCCCGGCCGGCCCCGGCCGGAAGGTAGGC
TTTTATTTTTCCGGGTGAGCTTGGATCCTGTCGGGGTTCCCGCTGAAATAAGCGTTCAAAA  
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>PKF104 
CATACCTATCGTTGCTTCGGCGGGATCGCCCCGGGCGCCTTGTGTGCCCCGGATCCAGGCACCCGCCG
GGGGACCTTAACTCTTGTTTTATTTAGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAAAAGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAG
CGTCATTTCAACCCTCATACCCCTAGGGTGTGGTGTTGGGGATCGGCCAAGGCCCGCAAGGGACGGCC
GGCCCCTAAATCTAGTGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTAATATTCCGCATCGGAGAA
GCGACGAGCCCCTGCCGTTAAACCCCCAACTTTCTAAGGTTGACCTCAGATCAGGTAGGAATACCCGCT
GAACTTAAGCATATCTA 
 
>PKF105 
CCTCCCACCCGTGACTACTGTACCACTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGCCTAGCTGGCCGCCGGGGG
GCTTCTGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTTTCTGAAAGCCTGTATGA
ATCCGATTCTTTGTAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGC
GCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTACTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTATTG
GGTCCTCGTCCCCCCGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATG
GGGCTTTGTCACCCGCTCTGGAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCCACGCAGATCATCCTTTTTTTCAGGTTG
ACCTCGGATCATGTA 
 
>PKF116 
CCTCCCACCCGTGACTACTGTACCACTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGCCTAGCTGGCCGCCGGGGG
GCTTCTGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTTTCTGAAAGCCTGTATGA
ATCCGATTCTTTGTAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGC
GCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTACTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTATTG
GGTCCTCGTCCCCCCGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATG
GGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCCACGCAGATCATCCTTTTTTTCAGGTTG
ACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAT 
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>PKF121 
GTGTTGCCCGAACCTATGTTGCCTCGGCGGGCCCCGCGCCCGCCGACGGCCCCCCTGAACGCTGTCTG
AAGTTGCAGTCTGAGACCTATAACGAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTG
AACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCC
GGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCCCCCGCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCGCCGCG
TCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTAGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCC
AACCTTTAATTATCTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAAC 
 
>PKF124 
CTGCAGTGTACACTTACCGAAGCCTCTGCAGCCGCGCAAGCGGTAGGCCCGAGCGACTCTCTAAACAA
GTCGGCGCCGTTGCAAGTCCCAGGGCTTTCCCTCCCGGAAAGCCCCCGGGGCGACACTCTCGAATTGA
CGGGGACACCCTAAAGCCAGTCGCGCCAACCCGCCGGGAGAAATCCCTCGGGGGCCTGTGTTAACCGC
ACAGGGTACGGTAACAGACGATCTGGATACTTCTGCCTCCCGCAGAGACCATGGGCAATCCGCAGCGA
AGCCCCTAAAGCCCTCGCGGGCCATGGGGAACGTTCACAGACTAAGTGTGAGTGGGGTGGAGGCCGAG
CCTCCGCTTAAGATATAGTCGGGCTCCCCGAGAGATCGGGGGGACAAGTACACTGAACTTCAAGCCGTT
CCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGCGGGTTCGAACGAGCCCAACCTCCCACCCGTG
TCTACTGTTACCGCGTTGCTTCGGCGGGCCCACTGGGGCCTCGCCCCGGTCGCCGGGGGGTTCTTGCC
CCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCGCCCTGGAACCCTGTCTGAATAGTGAGTCTGAGTGAGAGATTGAA
TCATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGG
GGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCTGCCCTCCAGCACGGCTGGGTGATTTGTGCTGTCCCCCCG
GATACACGCCTCAAAACCCGTGGGGGTCTCCGCGTCGGGAACCTCCAGCGTATGGGGCTCTGTCCCCA
CCTGGTGAGGGACTCGCTCGGGGCTAGTCTTCCCCCAGGTGCCCATTTGGGGGTCAGTG 
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>PKF125 
CCTCCCACCCGTGTTGCCCGAACCTATGTTGCCTCGGCGGGCCCCGCGCCCGCCGACGGCCCCCCTGA
ACGCTGTCTGAAGTTGCAGTCTGAGACCTATAACGAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
CGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGC
CCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCCCCCGCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGC
GGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTAGTAGGCCCGGCCGGCGCCAG
CCGACCCCCAACCTTTAATTATCTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCA
TATCAATAAAC 
 
>PKF127 
GTGTTGCCCGAACCTATGTTGCCTCGGCGGGCCCCGCGCCCGCCGACGGCCCCCCTGAACGCTGTCTG
AAGTTGCAGTCTGAGACCTATAACGAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTG
AACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCC
GGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCCCCCGCCGGGGGGACGGGCACGAAAGGCAGCGGCGGCGCCGCG
TCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTAGTAGGCCCGGCCGGCGCCATCCGACCCCC
AACCTTTAATTATCTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAAC 
 
>PKF145 
GAGTGAGGGTCCTCGTGGCCCAACCTCCCACCCGTGACTACTGTACCACTGTTGCTTCGGCGGGCCCG
CCAGCCTAGCTGGCCGCCGGGGGGCTTCTGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAC
ACTGTTTCTGAAAGCCTGTATGAATCCGATTCTTTGTAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTG
GTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
CGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTACTGC
CCTCAAGCCCGGCTTGTATTGGGTCCTCGTCCCCCCGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCG
CGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCCACGCA
GATCATCCTTTTTTTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCTA 
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>PKF152 
CACCTGTTGCTTCGGCGGGCCCACCGGGGCCACCCGGTCGCCGGGGGACATCCTGTCCCCGGGCCCGC
GCCCGCCGAGGCGCTCTGTGAACCCTGATGAAGATGGGCTGTCTGAGTGATTATGAAAATTGTCAAAAC
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCC
TGTCCGAGCGTCATTTCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTGTGGTCCCCCCGGGGACCTGCC
CGAAAGGCAGCGGCGACGTCCGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTCTGTCACTCGCTCGGGAAGGAC
CTGCGGGGGTTGGTCACCACCACATCTTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCATGTAGGAGTTACCCGCTG
AACTTAATCATATCATA 
 
>PKF161 
ATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGTCTCT
GCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTG
ATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCC
CTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGT
CGCCGTCCCCCTCTCGGGGGGGGGACGGCCCGGACCCGGGGGGCAGACACCCCCCCCCAGCCGCCAA
CAAACGGCGGTTTCTCCGAAGCACCAGGGTACTATACACACCGAGGGGAGG 
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ภาพผนวก ข. 
 

งานวิจัยจากโครงการนี้ที่มีการเผยแพร่ในงานประชุมทางวิชาการระดับนานาชาติ 
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