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บทคัดย่อ 

 Aureobasidium spp. เป็นหนึ่งในสกุลยีสต์ด า (Black yeast) ที่มีลักษณะคล้ายกับราในสกุล 
Ascomycota ซึ่งสามารถพบได้ในสภาพแวดล้อมที่หลากหลายต้ังแต่ใบพืชรวมไปถึงพื้นผิวภายในอาคาร 
ราในกลุ่มนี้มีความหลากหลายในสายพันธ์ุ และถูกจัดจ าแนกเพิ่มเติมออกมาอีก 4  สปีชีส์ ได้แก่  
A. pullulans, A. melanogenum, A. namibiae และ A. subglaciale ในการศึกษานี้มีวัตถุประสงค์
เพื่อศึกษาความหลากหลายของ Aureobasidium spp. บนผิวใบชก (Arenga pinnata)  โดยคัดแยก 
Aureobasidium spp. จากผิวใบชก ท าการวางตัวอย่างใบชกในอาหารเลี้ยงเช้ือ half strength malt 
extract agar ที่มี Chloramphenicol และ 0.01% (w/v) Rose Bengal ท าให้บริสุทธ์ิด้วยการขีดเช้ือใน
จานเพาะเช้ือจนเกิดเป็นโคโลนีเดี่ยว เมื่อท าการแยกประเภทโดยอาศัยการวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยการใช้ 
ITS5 และ ITS4 บนพื้นฐานของการวิเคราะห์ระบบสายพันธ์ุนั้น พบว่า ตัวอย่าง Aureobasidium spp. ที่
แยกได้ถูกจัดจ าแนกอยู่ในกลุ่มเดียวกับ A. melanogenum เท่านัน้ ดังนั้นการศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาจึงถูกน ามาประเมินเพื่อบ่งช้ีลักษณะพิเศษของแต่ละสายพันธ์ุ ผลการศึกษาแสดงให้เห็นถึงความ
แตกต่างของลักษณะโคโลนี ท าให้สามารถจ าแนกตัวอย่าง  Aureobasidium spp. ได้ 2 กลุ่ม ซึ่งผล
การศึกษาครั้งนี้สามารถเป็นฐานข้อมูลถ่ินอาศัยเบื้องต้นของ Aureobasidium spp. ในประเทศไทย และ
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการศึกษาความหลากหลายของ Aureobasidium spp. ในอนาคตได ้
 
ค ำส ำคัญ: ความหลากหลาย, ต้นชก, ผิวใบ, ยีสต์ด า, Aureobasidium spp. 
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Abstract 

 Aureobasidium spp. is classified as a black yeast- like fungus (Ascomycota) 
commonly found in a wide variety of environments; from plant leaves to damp indoor 
surfaces. Recently, this class of fungus were separated into four species which are 
A. pullulans, A. melanogenum, A. namibiae and A. subglaciale. This study aims to evaluate 
the diversity of Aureobasidium spp. on leaf surfaces Arenga pinnata. To isolate the fungus, 
leaf samples were cut and placed on half strength malt extract agar containing 
Chloramphenicol and 0.01% (w/v) Rose Bengal. The initial yeast colonies were repeatedly 
purified by using cross-streaking on the same medium until colony pure cultures were 
obtained. All isolates were classified by using the nuclear rDNA internal transcribed spacer 
(ITS) sequencing including ITS5 and ITS4. Based on the phylogenetic analysis, they were 
located in A. melanogenum clade. Consequently, morphological characteristics were 
determined in order to identify specific characteristics of each. The results indicate 
different colony morphology which classify the fungus into 2 clades. This study then can 
be utilized as a part of Aureobasidium spp. habitat in Thailand database and can be 
applied to study the diversity of Aureobasidium spp. further 
 
Keywords: Aureobasidium spp., Arenga pinnata, black yeast, diversity, leaf surfaces 
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ช่วยเหลือ และค าแนะน า ในทุกเรื่องตลอดการท าโครงการ ตลอดจนการเขียนรายงาน รวมไปถึง
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 ขอขอบพระคุณอาจารย์ ดร.วิชาณี แบนคีรี ที่คอยช่วยเหลือ และให้ความรู้และเทคนิคต่าง ๆ ใน

ห้องปฏิบัติการตลอดการท าโครงการ รวมไปถึงการอ านวยความสะดวกในการใช้อุปกรณ์ต่าง ๆ ให้

สามารถท าโครงการได้ส าเร็จ 
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อนุเคราะห์ในการใช้อุปกรณ์ส าหรับการศึกษาในครั้งนี้ 

 ขอขอบ คุณสมา ชิกทุกคนใน Plant Biomass Utilization Research Unit ของภาค วิชา

พฤกษศาตร์ที่คอยให้การสนับสนุน ค าแนะน า และค าปรึกษา 

 สุดท้ายนี้ ขอขอบคุณเพื่อน ๆ จากภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ที่คอยให้ก าลังใจ และให้ความช่วยเหลือในทุก ๆ ด้าน 

นพรัตน์ ธรรมทัตโต 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

 Aureobasidium เ ป็ นหนึ่ ง ในสกุลยีสต์ ด า  ( black yeast) จั ดอยู่ ในอั นดับ  Dothideales  

มีลักษณะคล้ายกับราในสกุล Ascomycota คือการที่เซลล์มี blastospores, hyphae swollen cell 

และ chlamydospores (Ramos et al., 1975)  ราสกุลนี้มีความหลากหลายทางสายพัน ธ์ุ  โดย 

Aureobasidium pullulans เป็นสายพันธ์ุที่เป็นที่รูจ้ักและท าการศึกษามากทีสุ่ด (Martha et al., 2013) 

จากการศึกษาในประเทศไทย พบ Aureobasidium pullulans ในอากาศบริเวณป่าสนในจังหวัด

เชียงใหม่และจังหวัดเลย และพบในบริเวณร่มรื่นของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (Punnapayak et al., 

2003) นอกจากนั้นยังพบ Aureobasidium spp. บริเวณผิวใบมะม่วง Mangifera indica อโศกน้ า 

Saraca indica และมะขาม Tamarindus indica รวมไปถึงบริเวณผนังปูนซีเมนต์ในห้องน้ าและบริเวณ

ที่มีการทาสี (Prasongsuk et al., 2005) และมีการศึกษา Aureobasidium บริเวณชายฝั่งของประเทศ

ไทย ทั้ งอ่าวไทยและอันดามัน พบ Aureobasidium thailandense บริ เวณใบของมะขามเทศ 

Pithecellobium dulce โพทะเล Thespesia populneoides และหนามพุงดอ Azima sarmentosa 

รวมถึงพื้นผิวของหิน และพบ Aureobasidium melanogenum บริเวณใบพืชอีกหลายชนิด อาทิ เหงือก

ปลาหมอทะเล Acanthus ilicifolius หูกวาง Terminalia catappa โกงกางใบใหญ่ Rhizophora 

mucronata ชะคร าม  Suaeda maritima ห นามพุ ง ดอ  Azima sarmentosa แล ะปร ะดู่ บ้ าน 

Pterocarpus sp. เป็นต้น รวมไปถึงพื้นผิวของหินด้วยเช่นกัน (Yanwisetpakdee et al., 2016) จะเห็น

ได้ว่า Aureobasidium มีถ่ินที่อยู่อาศัยที่หลากหลาย แต่ยังไม่มีการศึกษาครอบคลุมถึงพืชตระกูลปาล์ม 

(วงศ์ Arecaceae) และในบริเวณภูเขาของภาคใต้ในประเทศไทย 

 ชก (Arenga pinnata) เป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยวที่จัดอยู่ในอันดับ Arecales วงศ์ Arecaceae 

เช่นเดียวกับปาล์ม มะพร้าว ตาวและตาล โดย มัณฑนา นวลเจริญ (2552) ได้อธิบายถึงลักษณะของชกไว้

ว่า มีล าต้นตรง ขนาดใหญ่กว่าต้นตาล สูงประมาณ 15-20 เมตร ไม่แตกกิ่ง ใบเป็นแฉกคล้ายใบมะพร้าว

แต่ใหญ่กว่า ดอกเป็นดอกช่อ แยกตัวผู้ตัวเมีย ช่อดอกตัวผู้ออกได้หลายครั้ง แต่ช่อดอกตัวเมียออกเพียง

ครั้งเดียวออกผลเพียงครั้งเดียวก็ตาย ผลเป็นพวงทะลายมีผลติดอยู่มากมาย เป็นพูตื้นสามพู เมื่ออ่อนสี

เขียว พอแก่เป็นสีเหลืองแดงและน้ าตาล ไม่มีก้านผล โดยกลีบเลี้ยงติดกับช่อดอกโดยตรงและติดทนจน

เป็นผล และจากการศึกษาของ Pongsattayapipat et al. (2005) พบชกในประเทศไทยเฉพาะภาคใต้ 
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โดยจะอยู่บนเขาที่มีระดับความสูงประมาณ 200 เมตรจากระดับน้ าทะเล บริเวณจังหวัดสุราษฎร์ธานี 

พังงา และกระบี่ 

 ดังนั้น การศึกษาความหลากหลายของ Aureobasidium spp. บนผิวใบชก จึงมีความส าคัญใน

การเป็นฐานข้อมูลถ่ินอาศัยในประเทศไทยของราสกุลนี้ เพื่อน าไปประยุกต์ใช้ในด้านต่าง ๆ ในอนาคต 

 

วัตถุประสงค์ของโครงกำร 

เพื่อศึกษาความหลากหลายของ Aureobasidium spp. ที่พบบนผิวใบชก และเป็นฐานข้อมูล

ถ่ินอาศัยในประเทศไทยของราสกุลนี้ 
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บทท่ี 2 

ทบทวนวรรณกรรม 

อนุกรมวิธำนของรำในสกุล Aureobasidium 

 ราในสกุล Aureobasidium มีลักษณะคล้ายยีสต์ (yeast-like fungus) มีช่ือสามัญว่า “ยีสต์ด า” 

หรือ “Black yeast” จัดอยู่ในอันดับ Dothideales โดย Li et al. (2015) ได้อธิบายไว้ว่า ราในสกุล

Aureobasidium สามารถแบ่งออกได้ 3 สายพันธ์ุ คือ A. pullulans A. leucospermi และ A. proteae 

นอกจากนี้ Peterson et al. (2013) ได้ค้นพบสายพันธ์ุใหม่ คือ A. thailandense จากการแยกจากผิว

ของไม้ในประเทศไทย ซึ่งสายพันธ์ุ A. pullulans ยังมีความหลากหลายอยู่ภายในสายพันธ์ุ ซึ่งถูกจัด

จ าแนกเพิ่มเติมได้อีก 4 ชนิด (Zalar et al., 2008) คือ A. pullulans ชนิด pullulans มีลักษณะสีของ

โคโลนีเป็นสีชมพูอ่อน สามารถเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลเข้มได้เมื่ออยู่ในสภาวะที่เหมาะสม และมีการ

เจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว A. pullulans ชนิด melanogenum โคโลนีจะมีสีด า หรือสีเขียวมะกอก A. 

pullulans ชนิด namibiae ถูกค้นพบในบริเวณหินอ่อนในประเทศนามิเบีย ซึ่งโคโลนีจะมีลักษณะเป็น

ขนหนา และ A. pullulans ชนิด subglaciale ถูกค้นพบในบริเวณที่เป็นน้ าแข็ง และน้ าทะเล ซึ่งชนิดนี้

จะมีการตอบสนองที่จ าเพาะต่อสภาวะที่รุนแรงในธารน้ าแข็งในอาร์กติก  

 ปัจจุบันในการจัดจ าแนกจะใช้ข้อมูลทางสัณฐานวิทยา (Morphology) ร่วมกับการวิเคราะห์จาก

วงศ์วานวิวัฒนาการ (Phylogenetic analysis) ท าให้สามารถจ าแนกราในสกุล Aureobasidium ได้ดังนี้ 

(de Hoog et al., 1994; Gostincar et al., 2014; Thambugala et al., 2014; Yurlova et al., 1996; 

Zalar et al., 2008) 

 Division Ascomycota 

  Class Dothidiomycetes 

   Order Dothideales 

    Family Aureobasidiaceae 

     Genus Aureobasidium 
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      Species Aureobasidium pullulans  

        Aureobasidium melanogenum 

        Aureobasidium namibiae 

        Aureobasidium subglaciale 

สัณฐำนวิทยำของรำในสกุล Aureobasidium 

 ลักษณะสัณฐานวิทยาของ Aureobasidium สามารถเปลี่ยนแปลงไปตามสภาพแวดล้อมได้ โดย

ลักษณะสัณฐานวิทยาของ A. pullulans จะเป็นลักษณะที่เป็นมาตรฐานให้กับราชนิดนี้  ซึ่งสามารถ

เจริญเติบโตได้ง่าย โคโลนีจะมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 35-45 มิลลิเมตรในเวลา 7 วันที่อุณหภูมิห้อง โดย

ลักษณะโคโลนีเรียบมีสีครีม หรือชมพูอ่อนเป็นข้ันแรก เมื่อเวลาผ่านไปโคโลนีอาจเปลี่ยนเป็นสีเข้มข้ึน 

หรือเลี่ยนเป็นสีอื่น เช่น สีเขียวมะกอก แดง เหลือง น้ าตาลอ่อน และด า เป็นต้น มีเส้นใยเรียบสั้นๆ โปร่ง 

เห็นผนังกั้นชัดเจนข้ึนรอบๆ เมื่อท าการเลี้ยงนานข้ึนจะเปลี่ยนเป็นสีเข้ม และมีผนังเซลล์หนาข้ึน เรียกว่า 

Chlamydospore มีการสร้าง endoconidia ด้านข้าง หรือปลายของเส้นใย (Hermanides-nijhof, 

1977) 

 
 

ภาพที่ 2.1 สัณฐานวิทยาของ A. pullulans โดยการเจริญเติบโตจะเป็นข้ันตอน ดังนี้ (A) blastospore 

(B) germinating blastospore (C) initial hyphae (D) chlamydospore (E) germinating 

chlamydospore (F) swollen cell (G) septate swollen cell (Pechak and Crang, 1977) 
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ถิ่นท่ีอยู่อำศัยของรำในสกุล Aureobasidium  

 A. pullulans มีแหล่งที่อยู่อาศัยที่หลากหลายในธรรมชาติ โดยส่วนใหญ่จะอยู่บริเวณระหว่าง

แถบร้อนกับแถบข้ัวโลก อย่างไรก็ตาม สามารถที่จะพบได้ในบริเวณอื่น ตั้งแต่อาร์กติกจนถึงแอฟริกา 

(Deshpande et al., 1992) และสามารถพบได้ในเขตข้ัวโลกเหนือ (Zalar et al., 2008) จากการศึกษา

ที่ผ่านมาสามารถพบไดท้ั้งในดิน ผลไม้ อากาศ น้ า บริเวณผิวใบของพืช (Ramos et al., 1975) เศษฝาง 

หญ้าแห้ง (Cooke, 1959) พื้นผิวของพลาสติก และในพื้นที่ภายในอาคาร (Prasongsuk et al., 2005) 

รวมไปถึงตะกอนของต้นโกงกาง น้ าทะเล ตะกอนทะเล (Wu et al., 2010) ฟองน้ าทะเล (Shigemori et 

al., 1998) หรือแม้แตน่้ าแข็ง น้ าเน่า อาหารแห้งและอาหารที่ถนอมด้วยเกลือ (Gostincar et al., 2014; 

Kogej et al., 2005)  

 จากการศึกษาในประเทศไทย พบในอากาศบริเวณป่าสนในจังหวัดเชียงใหม่และจังหวัดเลย และ

พบในบริเวณร่มรื่นของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (Punnapayak et al., 2003) นอกจากนั้นยังพบ 

Aureobasidium spp. บริเวณผิวใบมะม่วง Mangifera indica อโศกน้ า Saraca indica และมะขาม 

Tamarindus indica รวมไปถึงบริเวณผนังปูนซีเมนต์ในห้องน้ าและบริเวณที่มีการทาสี (Prasongsuk et 

al., 2005) และมีการศึกษา Aureobasidium บริเวณชายฝั่งของประเทศไทย ทั้งอ่าวไทยและอันดามัน 

พบ Aureobasidium thailandense บริ เวณใบของมะขามเทศ Pithecellobium dulce โพทะเล 

Thespesia populneoides และหนามพุงดอ Azima sarmentosa รวมถึงพื้นผิวของหิน และพบ 

Aureobasidium melanogenum บริเวณใบพืชอีกหลายชนิด อาทิ เหงือกปลาหมอทะเล Acanthus 

ilicifolius หูกวาง Terminalia catappa โกงกางใบใหญ่ Rhizophora mucronata ชะคราม Suaeda 

maritima หนามพุงดอ Azima sarmentosa และประดู่บ้าน Pterocarpus sp. เป็นต้น รวมไปถึงพื้นผิว

ของหินด้วยเช่นกัน (Yanwisetpakdee et al., 2016) 
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บทท่ี 3 

วิธีกำรด ำเนินงำน 

แผนกำรศึกษำ 

 ศึกษาความหลากหลายของ Aureobasidium ในประเทศไทย รวมถึงพื้นที่ที่จะท าการศึกษา 

ตลอดจนเทคนิคในห้องปฏิบัติการ 

กำรรวบรวมตัวอย่ำงในกำรศึกษำ 

 ท าการส ารวจต้นชกในบริเวณ ต าบลบางเตย อ าเภอเมือง จังหวัดพังงา จากนั้นท าการเก็บใบชก 

6 ใบแล้วตัดตัวอย่างด้วยมีดที่ผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว โดย 1 ใบจะตัด 2 บริเวณ คือ โคนใบ และปลายใบ  

วางตัวอย่างลงในจานเลี้ยงเช้ือ half strength malt extract agar (MEA) ที่มี Chloramphenicol (50 

mg/l) และ Rose Bengal (0.01% w/v) เพื่อชะลอการเติบโตของแบคที เรียและราที่ปนเปื้ อน 

(Prasongsuk et al., 2005) และเก็บจานเลี้ยงเช้ือทั้งหมดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อเก็บรักษา

ตัวอย่างก่อนน าไปวิเคราะห์ 

กำรเตรียมตัวอย่ำงในกำรศึกษำ 

 น าจานเลี้ยงเช้ือที่ท าการรวบมาทั้งหมดบ่มในอุณหภูมิประมาน 30 องศาเซลเซียส เมื่อมีโคโลนี

เกิดข้ึน ให้ท าการท าให้บริสุทธ์ิเบื้องต้นโดยใช้การ cross-streaking บนจานเลี้ยงเช้ือที่มีอาหาร half 

strength malt extract agar (MEA) และท าซ้ า จนกระทั่งเกิดเป็นโคโลนีเดี่ยว จากนั้นเข่ียโคโลนีเดี่ยวไป

ยังจานเลี้ยงเช้ือ MEA ใหม่ บ่มที่อุณหภูมิประมาน 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 วัน 

 กำรศึกษำลักษณะสัณฐำนวิทยำ 

 สังเกตลักษณะของโคโลนีที่เกิดข้ึน ทั้งสี รูปทรง และพื้นผิว รวมไปถึงการเปลี่ยนแปลงของ

ลักษณะต่างๆ ท าการถ่ายรูปเพื่อท าการเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงที่เกิดข้ึน จากนั้นน าไปท าสไลด์สด

แล้วสังเกตลักษณะส าคัญของ Aureobasidium spp. ผ่านกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง และท าการถ่ายรูป 
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กำรศึกษำ Nuclear ribosomal DNA internal transcribed spacer (ITS) Sequencing 

น าโคโลนีที่ได้ ย้ายไปเลี้ยงใน yeast malt extract agar (YMA) และน าไปบ่มที่อุณหภูมิประมาน 

30 องศาเซลเซียสและเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 คืน จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงเป็นเวลา 5 นาที 

น าส่วนที่ตกตะกอนไปท าวิธี phenol-chloroform (Sambrook et al., 1989) เพื่อให้ได้ดีเอ็นเอที่

บริสุทธ์ิ จากนั้นน าไปเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain 

Reaction: PCR) ที่มี ITS5 และ ITS4 เป็นคู่ไพรเมอร์ (White et al., 1990) จ านวน 25 รอบ จากนั้น

ตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ 

ตารางที่ 3.1 คู่ไพรเมอร์ที่ใช้ส าหรับปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสและ Sequencing 

Target DNA region Primer* Sequence 5’-3’ Cycling reaction 

ITS 
ITS5 (F) 
ITS4 (R) 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 
TCCTCCGCTTATTGATATGC 

95 ºC, 20 s 
56 ºC, 30 s 
72 ºC, 1 min  

 * F และ R มีคามหมาย forward และ reverse ตามล าดับ 

 จากนั้นท าการส่งช้ินส่วนดีเอ็นเอตัวอย่างไปยัง บริษัท Bioneer จ ากัด ประเทศเกาหลีใต้  

เพื่อท าการหา sequencing ของตัวอย่าง หลังจากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปตรวจสอบความถูกต้อง

ด้วยการเปรียบเทียบกับข้อมูลที่อยู่ ในฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI โดยใช้โปแกรม BLAST  

และท าการจัดเรียง ข้อมูลด้วย โปรแกรม Bioedit version 7.2.5 จากนั้นท าการสร้ างแผนภูมิ 

ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมจากวิธี Neighbor joining  ด้วยโปรแกรม MEGA-X version 10.0.5 โดยใช้ 

Selenophoma mahonia เป็น outgroups ส าหรับการเปรียบเทยีบ (Yanwisetpakdee et al., 2016) 

 

 

 

 

 



8 

 

บทท่ี 4 

ผลกำรศึกษำ 

กำรศึกษำสัณฐำนวิทยำ 

 จากการสังเกตลักษณะของโคโลนีที่เกิดข้ึนจากใบชก 6 ใบ ที่บริเวณโคน และปลายใบ พบว่า  

มีโคโลนีเกิดข้ึนทั้งหมด 13 ตัวอย่าง โดยเกิดจากบริเวณโคนใบ 7 ตัวอย่าง และปลายใบ 6 ตัวอย่าง 

(ตารางที่ 1ก) ซึ่งสามารถจ าแนกโคโลนีออกได้เป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 ลักษณะของโคโลนี มีสีชมพูเข้ม 

รูปร่างกลมถึงรี พื้นผิวมีลักษณะวาวคล้ายกับมีเมือก ดังภาพที่ 4.1 พบในบริเวณโคนใบ 5 ตัวอย่าง และ

ปลายใบ 3 ตัวอย่างส่วน กลุ่มที่ 2 ลักษณะโคโลนี มีสีชมพูอ่อน รูปร่างกลม แต่มีพื้นผิวขรุขระ ไม่มีเมือก 

ดังภาพที่ 4.2 พบในบริเวณโคนใบ 2 ตัวอย่าง และปลายใบ 3 ตัวอย่าง โดยโคโลนีของทั้ง 2 กลุ่มไม่มีการ

เปลี่ยนแปลงลักษณะของโคโลนี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.1 ลักษณะโคโลนี Aureobasidium spp. ทีพ่บกลุม่ที่ 1 

 

ภาพที่ 4.2 ลักษณะโคโลนี Aureobasidium spp. ทีพ่บกลุม่ที่ 2 
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และเมื่อน าโคโลนีทั้ง 2 กลุ่มไปท าสไลด์สด แล้วสังเกตผ่านกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง พบ ว่า 

โคโลนมีี Charmydospore Blastospore และ Hyphae ทั้ง 2 กลุ่ม 

กำรศึกษำ Nuclear ribosomal DNA internal transcribed spacer (ITS) Sequencing 

 เมื่อเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส พบว่า สามารถเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอ

ได้ครบทุกตัวอย่าง และเมื่อน าไปท าอิเล็กโทรโฟรีซิสก็ปรากฏแถบดีเอ็นเอเป้าหมายเพียง 1 แถบ (band) 

ซึ่งมีขนาดตามที่คาดไว้ หลังจากน าส่งไปตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์พบว่า ล าดับนิวคลีโอไทด์ มีขนาด 

510-570 คู่เบส (base pairs) และเมื่อน าไปเปรียบเทียบกับข้อมูลทีอ่ยู่ในฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI 

ด้วยโปแกรม BLAST พบว่า มีความคล้ายคลึงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนจ าเพาะในกลุ่มของ 

A. melanogenum เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ไปวิเคราะห์ และสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม

ด้วยโปรแกรม MEGA-X version 10.0.5 โดยวิธี Neighbor joining พบว่า ตัวอย่างทั้ง 13 ตัวอย่างจัดอยู่

ในกลุ่มเดียวกันกับ A. melanogenum ดังภาพที่ 4.3 
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ภาพที่ 4.3 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ Aureobasidium spp. ที่สร้างจากล าดบันิวคลีโอ-

ไทด์ของยีน ITS ซึ่งวิเคราะห์ด้วยวิธี Neighbor joining 
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บทท่ี 5 

วิจำรณ์และสรุปผล 

 Aureobasidium ที่พบในประเทศไทยนั้นมีรายงานว่าสามารถพบไดท้ั่วทุกภูมิภาคของไทย เช่น 

Aureobasidium pullulans ในอากาศบริเวณป่าสนในจังหวัดเชียงใหมแ่ละจงัหวัดเลย และพบในบริเวณ

ร่มรื่นของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (Punnapayak et al., 2003) นอกจากนั้นยังพบ Aureobasidium 

spp. บริ เวณผิวใบมะม่วง Mangifera indica อโศกน้ า Saraca indica และมะขาม Tamarindus 

indica รวมไปถึงบริเวณผนังปูนซีเมนต์ในห้องน้ าและบริเวณที่มีการทาสี (Prasongsuk et al., 2005) 

และมีการศึกษา Aureobasidium บริเวณชายฝั่งของประเทศไทย ทั้งอ่าวไทยและอันดามัน พบ 

Aureobasidium thailandense บริ เ วณ ใบขอ งมะขาม เ ทศ  Pithecellobium dulce โ พทะ เล 

Thespesia populneoides และหนามพุงดอ Azima sarmentosa รวมถึงพื้นผิวของหิน และพบ 

Aureobasidium melanogenum บริเวณใบพืชอีกหลายชนิด อาทิ เหงือกปลาหมอทะเล Acanthus 

ilicifolius หูกวาง Terminalia catappa โกงกางใบใหญ่ Rhizophora mucronata ชะคราม Suaeda 

maritima หนามพุงดอ Azima sarmentosa และประดู่บ้าน Pterocarpus sp. เป็นต้น รวมไปถึงพื้นผิว

ของหินด้วยเช่นกัน (Yanwisetpakdee et al., 2016) 

 จากการศึกษาทางสัณฐานวิทยา พบว่า เมื่อศึกษาตัวอย่างผ่านกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง

ส าม า รถสั ง เ กต  Charmydospore Blastospore แล ะ  Hyphae ไ ด้ ซึ่ ง เ ป็ น ลั กษณะส า คัญของ 

Aureobasidium spp. และจากลักษณะโคโลนีมีสีชมพูเข้ม รูปร่างกลมถึงรี พื้นผิวมีลักษณะวาวคล้ายกับ

มีเมือก หรือมีสีชมพูอ่อน รูปร่างกลม แต่มีพื้นผิวขรุขระ ไม่มีเมือกนั้น มีลักษณะคล้ายคลึงกับของ 

Prasongsuk และคณะ (2005) พบว่า โคโลนีของ Aureobasidium pullulans มีสีชมพูอ่อนหรือครีม 

พื้นผิวเรียบและลื่นคล้ายมีเมือก แต่เมื่อเวลาผ่านไปโคโลนีจะกลายเป็นสีด า และการศึกษาของ 

Yanwisetpakdee และคณะ (2014) พบว่า โคโลนีของ Aureobasidium melanigenum มีสีม่วงอม

แดงเป็นจุดบริเวณกลางโคโลนี หรือสีชมพูอ่อน หรือสีครีม โดยจะไม่มีการเปลี่ยนแปลงสีของโคโลนี  

ซึ่งเมื่อน ามาเปรียบเทียบ พบว่า ตัวอย่างที่พบมีความใกล้เคียงกับ Aureobasidium melanogenum 

เนื่องจากสีของโคโลนีไม่มีการเปลี่ยนแปลง 



12 

 

 จากการศึกษา  Nuclear ribosomal DNA internal transcribed spacer (ITS) Sequencing 

พบว่า เมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ใน GeneBank มีความคล้ายคลึงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน

จ าเพาะในกลุ่มของ Aureobasidium melanogenum และเมื่อน ามาสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง

พันธุกรรมโดยวิธี Neighbor joining ก็พบว่า Aureobasidium spp.ที่พบถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ 

Aureobasidium melanogenum เช่นเดียวกัน ซึ่ง Yanwisetpakdee และคณะ (2014) ได้ท าการศึกษา 

Aureobasidum spp. จากบริเวณชายฝั่งโดยอาศัยการวิเคราะห์ล าดับเบส 3 ต าแหน่ง ได้แก่ ITS TUB 

และ ELO บนพื้นฐานของการวิเคราะห์สายพันธ์ุ พบว่า สามารถจ าแนกได้ถึง 12 กลุ่ม โดยกลุ่มที่ 11 และ

12 มีลกัษณะโคโลนีคล้ายคลึงกับลักษณะโคโลนีที่พบ คือมี สีม่วงอมแดงเป็นจุดบริเวณกลางโคโลนี หรือสี

ชมพูอ่อน หรือสีครีม โดยจะไม่มีการเปลี่ยนแปลงสีของโคโลนี และเมื่อศึกษาตัวอย่างในกลุ่มที่ 11 และ 

12 โดยใช้การวิเคราะห์ ล าเบสเพียงต าแหน่ง ITS นั้นก็พบว่า ตัวอย่างของทั้ง 2 กลุ่ม ไม่สามารถแบ่งเป็น

กลุ่มที่  11และ12 ได้ และถูกจ าแนกให้อยู่กลุ่มเดียวกันกับ Aureobasidium melanogenum ซึ่ง

สอดคล้องกับผลการทดลองในครั้งนี้  

 ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ที่  Aureobasidum spp. ที่พบทั้ งหมดจะเป็น Aureobasidium 

melanogenum อย่างไรก็ตามการเพิ่มจ านวนตัวอย่าง และการวิเคราะห์ล าดับเบสหลายต าแหน่ง มี

ความจ าเป็นอย่างยิ่งเพื่อน ามาใช้ในการยืนยันชนิดของ Aureobasidum spp. ที่พบ ซึ่งจะน าไปสู่ข้อสรุป

ถ่ินที่อยู่อาศัยของ Aureobasidum ในประเทศไทย 
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ภำคผนวก ก 

ตารางที่ 1ก ลักษณะโคโลนีทีเ่กิดข้ึนจากตัวอย่างบริเวณโคนใบ และปลายใบ 

ใบที ่ ต าแหน่ง ลักษณะของโคโลน ี รหสัตัวอย่าง 

1 
โคนใบ สีชมพูเข้ม รูปร่างกลม พื้นผิวมีลักษณะวาวคล้ายกบัมีเมือก PNG111 

ปลายใบ สีชมพูเข้ม รูปร่างกลมถึงรี พื้นผิวมลีักษณะวาวคล้ายกับมีเมอืก PNG121 

2 
โคนใบ สีชมพูเข้ม รูปร่างรี พื้นผิวมีลกัษณะวาวคล้ายกับมเีมือก PNG211 

ปลายใบ ชมพูอ่อน รูปร่างกลม แต่มีพื้นผิวขรุขระ ไม่มเีมือก PNG221 
ปลายใบ สีชมพูเข้ม รูปร่างกลมถึงรี พื้นผิวมลีักษณะวาวคล้ายกับมีเมอืก PNG222 

3 ปลายใบ ชมพูอ่อน รูปร่างกลม แต่มีพื้นผิวขรุขระ ไม่มเีมือก PNG321 

4 
โคนใบ สีชมพูเข้ม รูปร่างกลม พื้นผิวมีลักษณะวาวคล้ายกบัมีเมือก PNG411 
โคนใบ ชมพูอ่อน รูปร่างกลม แต่มีพื้นผิวขรุขระ ไม่มเีมือก PNG412 

ปลายใบ ชมพูอ่อน รูปร่างกลม แต่มีพื้นผิวขรุขระ ไม่มเีมือก PNG421 

5 
โคนใบ สีชมพูเข้ม รูปร่างกลมถึงรี พื้นผิวมลีักษณะวาวคล้ายกับมีเมอืก PNG511 
โคนใบ ชมพูอ่อน รูปร่างกลม แต่มีพื้นผิวขรุขระ ไม่มเีมือก PNG512 

6 
โคนใบ สีชมพูเข้ม รูปร่างกลมถึงรี พื้นผิวมลีักษณะวาวคล้ายกับมีเมอืก PNG611 

ปลายใบ สีชมพูเข้ม รูปร่างกลมถึงรี พื้นผิวมลีักษณะวาวคล้ายกับมีเมอืก PNG621 
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