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ABSTRACT 

 

Studies of fungi on Zingiberaceae were initiated in northern Thailand (Chiang 

Mai, Lampang and Phayao provinces) in order to investigate the ecology and biodiversity 

of endophytic and saprobic fungi from four wild gingers, Alpinia malaccensis, Amomum 

siamense, Etlingera elatior, E. littoralis and two cultivated gingers, Alpinia galanga and 

Zingiber officinale. 

Endophytic fungi were isolated from 7,200 samples of healthy leaves, 

pseudostems, and rhizomes, using a triple surface sterilization method. Overall isolate 

prevalence from surface sterilized tissues of wild and cultivated species varied from  

25–85% at each locality sampled in the wet and dry seasons. Forty six fungal taxa were 

identified from the six plant species and comprised 9 ascomycetes and 37 anamorphic 
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fungi (6 coelomycetes and 31 hyphomycetes). In most cases more fungal isolates were 

recovered from leaf and pseudostem than from rhizome, and fewer isolates were 

recovered from younger than older leaves. The fungal endophytes in wild and cultivated 

Zingiberaceae were similar with Colletotrichum gloeosporioides the dominant species. 

Two new ascomycete species, Gaeumannomyces amomi and Leiosphaerella amomi 

isolated from leaves and rhizomes, respectively were described. Three other new species, 

Pyricularia kookicola, P. longispora, and P. variabilis were isolated from leaves. 

Gaeumannomyces amomi and P. longispora were also found in decaying zingiberaceous 

tissues. 

Saprobic fungi were investigated from 440 samples of decaying leaves and 

pseudostem tissues of the same hosts in the same sites as that of the endophytic study. 

One hundred and sixty three fungal species were identified comprising 20 

basidiomycetes, 26 ascomycetes and 117 anamorphic fungi (12 coelomycetes and 105 

hyphomycetes). Acremonium sp. 1 was the most common fungus found on the wild 

zingiberaceous species, Alpinia malaccensis, Amomum siamense, Etlingera elatior and E. 

littoralis, being found on 31%, 41%, 37% and 27% of samples, respectively. In the 

cultivated species, Phomopsis sp. (35%) was the most common species on Alpinia 

galanga, while Phaeosphaeria sp. (80%) was the most commonly encountered species 

from Zingiber officinale. Distinct fungal communities were found on leaves and 

pseudostems of the six zingiberaceous species. In terms of the numbers of taxa recovered, 

fungi were more diverse on wild zingiberaceous species than on cultivated species. Three 
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new species, Berkleasmium nigroapicale, B. sutheppuiense, and Xenosporium amomi 

were recovered and described. 

Five fungi, Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporioides, Phomopsis sp., 

Phyllosticta capitalensis and Pyricularia costina were identified from zingiberaceous 

samples showing symptoms of anthracnose on leaves, leaf blast or leaf spot. The 

relationships between zingiberaceous endophytes, saprobes and pathogens were 

determined by pathogenicity and antagonistic tests. Selected endophytes and saprobes 

were inoculated on to tissue cultured ginger to test their pathogenicity. Endophytic 

isolates, Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporioides, Glomerella sp., 

Phomopsis sp., Phyllosticta capitalensis and Pyricularia costina, and saprobic isolates, 

Fusarium sp. and Pyricularia costina, caused disease lesions and death on the gingers, 

either in the tissue culture containers or after transplanting to plastic pots. This result 

confirms earlier reports that many fungal pathogens may be latent in their host long 

before the expression of disease symptoms. Fifty seven strains of endophytes and 36 

saprobes were proved antagonistic to the pathogenic fungus, Pyricularia costina in dual 

culture tests. 

Fungal isolates of genera Pyricularia and Myrothecium were identified and 

characterized by morphological and molecular methods. Pyricularia species were 

commonly isolated from the zingiberaceous plants. The phylogenetic relationships of 

Pyricularia species, and species from related genera, were established from sequences of 

the internal transcribed spacer ribosomal RNA gene. Phylogenetic analysis disclosed a 

consistent correlation with spore morphology. Pyricularia species studied that have 
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obpyriform conidia fell within the Magnaporthaceae cluster with high bootstrap support. 

Pyricularia variabilis was more closely related to Dactylaria, Tumularia or Ochroconis 

species than to the Magnaporthaceae. The phylogenetic relationships of Myrothecium 

species, and species from related genera, were also established from sequences of the 

internal transcribed spacer ribosomal RNA gene. Myrothecium cinctum with striate 

conidia, isolated from various hosts including the Zingiberaceae, and two species 

previously described as Solheimia (S. costaspora and S. kamatii) that also have striate 

conidia and similar conidial size, fell within the same clade with high bootstrap support. 

Based on the molecular data (ITS ribosomal DNA sequences) Solheimia species should 

be synonyms of Myrothecium cinctum. 

Zingiberaceous fungi were screened for enzyme production. Thirty three fungal 

isolates were tested for cellulase and mannanase production. Of these, 31 isolates showed 

a zone of clearing around agar wells containing carboxymethylcellulose as a substrate for 

cellulase and 30 showed clearing around locust bean gum as a substrate for mannanase. 

Fusarium sp. (CMUZE0388) produced the widest clearing zone (25 mm diameter) in 

cellulase testing plates, while Talaromyces flavus (CMUZE0200) produced the widest 

clearing zone (26 mm diameter) in mannanase testing plates. Protease production was 

tested by inoculating 133 fungal isolates on to casein agar plates (skim milk agar) and 

incubating at room temperature for 4 days. One hundred and four fungal isolates yielded 

zones of clearing, with Trichoderma sp. (CMUZS39-2) producing the widest clearing 

zone (62.3 mm diameter). In screening for antimicrobial production, 78 isolates of 

endophytic fungi and 52 saprobic fungi were grown in two fermentation media. A paper 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



 ix

disk agar diffusion assay method was used to check the activity of resulting supernatants. 

Growth of Penicillium avellaneum was most strongly inhibited by Chaetomium globosum 

(CMUZE0132), while growth of the yeast, Candida albicans, was most strongly inhibited 

by Papulaspora sp. (CMUZE0118). The four bacteria, Bacillus subtilis, Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus, were most inhibited by 

Talaromyces flavus (CMUZE0200), an unidentified fungus (CMUZE0126), 

Colletotrichum gloeosporioides (CMUZE0552) and Phyllosticta capitalensis 

(CMUZE0172), respectively. Production of the bioactive compounds from Chaetomium 

globosum (CMUZE0132) was further optimized. Compounds with broad spectrum 

activity against Penicillium avellaneum, Pyricularia oryzae and Phytophthora sp. were 

isolated and purified by resin HP20 and silica gel column chromatography. The 

composition of two bioactive chemicals, studied by mass spectophotometry, are C20H29O6 

and C25H44O15N6. 

 

Key words: Alpinia galanga, Alpinia malaccensis, Amomum siamense, Etlingera elatior, 

Etlingera littoralis, Zingiber officinale, endophytes, saprobes 
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บทคัดยอ 
 
 

การศึกษาเชื้อราในพืชวงศขิงที่เจริญในปาและแปลงปลูกบริเวณภาคเหนือของประเทศไทย 
(เชียงใหม ลําปาง และพะเยา) มีจุดมุงเนนเพื่อศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟท และราซา
โพรบที่เจริญในพืชวงศขิงพันธุปา 4 ชนิดคือ ขาปา (Alpinia malaccensis), กุก 
(Amomum siamense), ดาหลา (Etlingera elatior) และปุด (Etlingera 
littoralis) และพันธุปลูก 2 ชนิดคือ ขา (Alpinia galanga) และขิง (Zingiber 
officinale) 

ทําการแยกราเอนโดไฟทจากพืชวงศขิงทั้ง 6 ชนิด จากเนื้อเยื่อ ใบ ลําตนเหนือดิน และลํา
ตนใตดิน จํานวนทั้งหมด 7,200 ตัวอยาง โดยการฆาเชื้อท่ีผิวดวยวิธี triple surface sterilization 
พบ isolate prevalence ของราเอนโดไฟทที่แยกจากพืชวงศขิงทั้ง 6 ชนิดในทุกบริเวณและ
ฤดูที่เก็บตัวอยาง มีคาแปรปรวนตั้งแต 25–85% นอกจากนี้พบวาราเอนโดไฟทที่แยกไดมีความ
หลากหลายโดยแยกเชื้อรา 46 taxa ไดจากพืชวงศขิงทั้ง 6 ชนิด แบงเปนเชื้อราในกลุม 
ascomycetes 9 ชนิด และกลุมที่สืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ 37 ชนิด (6 coelomycetes 
และ 31 hyphomycetes) โดยจะพบเชื้อราในเนื้อเยื่อใบและลําตนเหนือดินมากกวาลําตนใต
ดิน และพบเชื้อราในเนื้อเยื่อใบแกมากกวาใบออน ราเอนโดไฟทที่แยกไดจากพืชวงศขิงทั้ง 6 ชนิด
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xi 

คลายคลึงกัน โดยพบ Colletotrichum gloeosporioides มากที่สุด พบเชื้อราชนิด
ใหมในกลุม ascomycetes 2 ชนิด คือ Gaeumannomyces amomi และ 
Leiosphaerella amomi โดยพบที่เนื้อเยื่อใบและลําตันใตดินตามลําดับ สําหรับ 
Pyricularia ชนิดใหม (Pyricularia kookicola, P. longispora และ P. 
variabilis) พบที่เนื้อเยื่อใบ นอกจากนี้ G. amomi และ P. longispora ยังพบ
ระหวางการศึกษาราซาโพรบ 

ทําการศึกษาราซาโพรบ จากใบและลําตนเหนือดินของพืชวงศขิงทั้ง 6 ชนิดในบริเวณ
เดียวกับที่เก็บตัวอยางในการศึกษาราเอนโดไฟท ทั้งหมด 440 ตัวอยาง สามารถบงบอกชนิดได 
163 สปชีส ประกอบดวย 3 กลุม คือ กลุม basidiomycetes 20 ชนิด กลุม 
ascomycetes 26 ชนิด และกลุมที่สืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ 117 ชนิด (12 
coelomycetes และ 105 hyphomycetes) ซ่ึง Acremonium sp. 1 เปนชนิดที่
พบมากที่สุดในขาปา (31%), กุก (41%), ดาหลา (37%) และปุด (27%) Phomopsis 
sp. พบมากที่สุดในขา (35%) และ Phaeosphaeria sp. พบมากที่สุดในขิง (80%) 
จากการศึกษาพบวาชนิดพืชมีผลตอชนิดของเชื้อราท่ีพบ จํานวนและชนิดเชื้อราบนใบมีความ
แตกตางจากเชื้อราบนลําตนเหนือดิน และเชื้อราที่พบในพืชวงศขิงพันธุปามีความหลากหลาย
ม ากกว า เ ชื้ อ ร าที่ พบ ในพื ช ว งศ ขิ งพั น ธุ ป ลู ก  นอกจ ากนี้ ยั ง พบ เ ชื้ อ ร าชนิ ด ใหม คื อ 
Berkleasmium nigroapicale, B. sutheppuiense และ Xenosporium 
amomi 

จากการเก็บและรวบรวมตัวอยางของโรคขิงในบริเวณเดียวกับที่เก็บตัวอยางในการศกึษารา
เอนโดไฟทและราซาโพรบ พบเชื้อรากอโรค 5 ชนิด จากใบขิงที่แสดงอาการของโรค 
anthracnose ใบไหม หรือ ใบจุด หลังจากนั้นนํารากอโรค ราเอนโดไฟท และราซาโพรบที่
แยกไดจากพืชวงศขิงที่มีรายงานวาเปนสาเหตุของโรคขิง Alternaria alternata, 
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium sp., Glomerella sp., 
Phomopsis sp., Phyllosticta capitalensis และ Pyricularia costina 
มาทดสอบความสามารถในการกอโรคโดยการปลูกเชื้อบนตนขิงที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ จาก
การทดลองพบวาเชื้อราดังกลาวทั้งรากอโรค ราเอนโดไฟท และราซาโพรบสามารถทําใหเกิดโรค
ได ซ่ึงผลการทดลองนี้สามารถยืนยันไดวาเชื้อราสาเหตุโรคพืชอาจจะมีระยะแฝงตัวที่ยาวนาน
กอนที่จะมีอาการของโรค นอกจากนี้ยังพบวาราเอนโดไฟท 57 ไอโซเลท และ ราซาโพรบ 36 ไอ
โซเลท สามารถควบคุมการเจริญของรากอโรค Pyricularia costina ในการทดสอบการ
เปนปฏิปกษโดยวิธี dual culture 
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ในการบงบอกชนิดเชื้อราสกุล Pyricularia และ Myrothecium โดยใชลักษณะ
ทางสัณฐานและชีวโมเลกุล โดยทําการเพิ่มปริมาณ rDNA ในสวนของ internal 
transcribed spacers (ITS1 และ ITS2) และ 5.8 S โดยใช universal 
primer จากนั้นทําการหาลําดับเบสและวิเคราะหหาความสัมพันธระดับพันธุกรรม จากผลการ
ทดลองพบวา Pyricularia ทุกชนิดที่มี obpyriform conidia มีความสัมพันธใกลชิด
กัน โดยอยูในกลุมเดียวกับ Magnaporthaceae สําหรับ P. variabilis ซ่ึงมี 
conidia หลายรูปรางและมีจํานวนผนังกั้นผันแปรนั้นมีความสัมพันธใกลชิดกับ 
Dactylaria Tumularia หรือ Ochroconis มากกวา Magnaporthaceae ผล
จากการใชลักษณะทางสัณฐานและชีวโมเลกุลอันไดแกสัณฐานของ conidia และ ลําดับเบส
ของ ITS rDNA สามารถใชรูปราง conidia เปนลักษณะสําคัญอันดับแรกในการจําแนก 
Pyricularia จากเชื้อราสกุลอ่ืนที่มีความสัมพันธกัน สําหรับความสัมพันธระดับพันธุกรรม
ของ Myrothecium พบวา Myrothecium cinctum ที่แยกไดจากพืชชนิดตางๆ 
รวมทั้ง Solheimia costaspora และ S. kamatii ซ่ึงราดังกลาวมี conidia ที่มี
ลวดลายและขนาด conidia ใกลเคียงกัน มีความสัมพันธใกลชิดกัน ผลจากความคลายคลึงกัน
ของลักษณะทางสัณฐานและชีวโมเลกุล (ลําดับเบสของ ITS rDNA) อาจกลาวไดวา 
Solheimia ทั้งสองสปชีสควรเปนชื่อพองของ Myrothecium cinctum 

นําเชื้อราที่แยกไดจากพืชวงศขิงจํานวน 33 ไอโซเลท มาทําการคัดเลือกเชื้อราที่สามารถ
ผลิตเอนไซม cellulase และ  mannanaseโดยการหมักในอาหารเหลวที่มี 
carboxymethylcellulose และ locust bean gum ตามลําดับ จากการทดสอบ
พบวาเชื้อรา 31 และ 30 ไอโซเลท สราง cellulase และ mannanase ตามลําดับ โดย 
Fusarium sp. (CMUZE0388) ผลิตวงใสใหญที่สุดขนาดเสนผาศูนยกลาง 25 
มิลลิเมตร บนอาหารทดสอบ cellulase และ Talaromycs flavus 
(CMUZE0200)  
ผลิตวงใสใหญที่สุดขนาดเสนผาศูนยกลาง 26 มิลลิเมตร บนอาหารทดสอบ mannanase นํา
เชื้อราจํานวน 133 ไอโซเลท มาทําการคัดเลือกเชื้อราที่สามารถผลิตเอนไซม protease บน 
skim milk agar โดยบมที่อุณหภูมิหองนาน 4 วัน จากการทดสอบพบวาเชื้อรา 104 ไอ
โซเลท สราง protease โดย Trichoderma sp. (CMUZS39-2) ผลิตวงใสใหญ
ที่สุดขนาดเสนผาศูนยกลาง 62.3 มิลลิเมตร บนอาหารทดสอบ นอกจากนี้ยังนําราเอนโดไฟท
จํานวน 78 ไอโซเลท และราซาโพรบ 52 ไอโซเลท มาคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการสราง
สารปฏิชีวนะตานการเจริญของเชื้อจุลินทรียโดยทําการหมักในอาหารเหลว 2 ชนิด และทดสอบ
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xiii 

โดยวิธี paper disk agar diffusion จากการทดสอบพบวาเชื้อรา Chaetomium 
globosum (CMUZ0132), Papulaspora sp. (CMUZE0118), 
Talaromyces flavus (CMUZE0200), unidentified fungus 
(CMUZ0126), Colletotrichum gloeosporioides (CMUZE0552) 
และ Phyllosticta capitalensis (CMUZE0172) มีความสามารถมากที่สุดใน
การผลิตสารตานการเจริญของเชื้อจุลินทรีย Penicillium avellaneum, Candida 
albicans, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa และ Staphylococcus aureus ตามลําดับ นําเชื้อรา 
Chaetomium globosum (CMUZ0132) มาทดสอบสภาพที่เหมาะสมในการสราง
สารตานการเจริญของเชื้อ P. avellaneum รวมทั้งทําการแยกสารและทําใหสารบริสุทธ์ิโดย
ใช resin HP20 และ silica gel column chromatography พบวาสารที่ไดมี
ฤทธิ์กวางสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราหลายชนิดไดแก Penicillium avellaneum, 
Pyricularia oryzae และ Phytophthora sp. และเมื่อวิเคราะหสารนั้นดวย 
mass spectophotometry พบวาสารสารประกอบที่ไดคือ C20H29O6 และ 
C25H44O15N6 

คําสําคัญ: ขา, ขาปา, กุก, ดาหลาแดง, ปุดคางคก, ขิง, เอนโดไฟท, ซาโพรบ 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d


