
 

 

v

 

Thesis Title Diversity and Phylogenetic Relationship of Fungi on 
Brown Rice and Production of Some Metabolites  

 

Author   Miss Kodchakorn Lapmak 

 

Degree   Doctor of Philosophy (Biodiversity and Ethnobiology) 

 

Thesis Advisory Committee   Asst. Prof. Dr. Uraporn Sardsud Chairperson 

   Prof. Dr. Saisamorn Lumyong Member 

   Assoc. Prof. Abhinya Plikomol Member 

   Asst. Prof. Dr.Chaiwat Jatisatienr Member 

   Dr. Rungrach Wangspa Member 
 

ABSTRACT 

 
Fungi were isolated from 14 samples of surface sterilized rice grain (SS) and 

brown rice (BR) of eight varieties. The fungal communities and species diversity 

among different rice varieties were compared. One thounsand four hundred and sixty 

four fungal isolates were identified based on morphological characteristics to 52 taxa 

comprising 31 anamorphic fungi, 9 ascomycetes and 12 morphospecies of non-

sporulating fungi (mycelia sterilia: MS). Ascomycetous fungi were found only on SS. 

The most common taxa found on both of the BR and SS are MS1 (43.09% BR and 

35.46% SS) followed by MS2 (15.14% BR and 26.30% SS). Twelve MS fungi were 

identified by molecular techniques based on 28S rDNA and ITS1-5.8S-ITS2 

sequences analysis. The results revealed that 7 MS belonged to the genera Alternaria 

(MS3), Bipolaris (MS2), Coriolopsis (MS4), Curvularia (MS6), Dendryphiella 

(MS1), Massarina (MS5), and Persiciospora (MS8). However, the other 5 MS 



 

 

vi

species could not be identified to generic level. Generally, fungal species diversity on 

BR does not differ from SS. However, fungi associated with glutinous rice (RD6) are 

more diverse than those associated with non-glutinous rice (KDML105). Collection 

sites and rice varieties affected the fungal diversity and community on both of the BR 

and SS.  

Metabolites from fungi are well known and widely used in industries. In this 

study, potential fungi as refered from previous research were selected for cellulase, L-

asparaginase, and plant hormones (GA3 and IAA) production. A total of 112 isolates 

were studied for cellulase production using gel diffusion assay on basal medium with 

carboxymethyl cellulose (CMC) as a carbon source. Cellulase activity was assayed by 

measuring the release of reducing sugar using the Miller method. Clear zones were 

developed from 27 isolates on agar plates and the enzyme activities were examined. 

The maximum cellulase production (0.481 ± 0.018 U/ml) was obtained from isolate 

BR307 (MS12).  

Thirty-six isolates were screened for their ability to produce L-asparaginase 

using modified Czapek Dox (mCD) agar containing L-asparagine as a nitrogen source 

and phenol red. Twenty-four isolates could be preliminary identified by observing a 

pink colour formation and were analyzed for quantitative assayed of L-asparaginase 

activity using the Nesslerization technique. The result showed that Bipolaris 

australiensis isolate BR438 cultured in the mCD medium containing 1% L-asparagine 

and 0.4% glucose at 30°C for 72 h exhibited the highest activity (6.3 ± 0.65 U/ml). 

The crude enzyme of this fungal isolate was also proved to be non-cytotoxic against 

Vero cell lines.  
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For the primary screening of plant hormone, twelve isolates were determined 

for their GA3 and IAA production. Fungi were cultured in Czapek’s medium 

containing 1% peptone and 1% glucose, incubated at 28°C at stationary cultivation for 

7 days. The culture filtrates were lyophilized and then used for bioassay. From effect 

of 10 μg/ml concentration of crude on the seedling, the viability of mung bean was 

determined. GA3 and IAA were used as a positive control and H2O was used as a 

negative control. The vigour index (VI) of the seedling was calculated. Crude from 

Fusarium oxysporum isolate BR464 and Acremonium sp. isolate BR484  affected the 

VI of mungbean seedling at 1117.67 and 1115.67 respectively. The VI obtained was 

less than GA3 (1336.33) but higher than IAA (875) and H2O (864.67). Both fungal 

extracts showed a germination percentage as good as GA3, IAA and H2O. The extracts 

improved yeild (fresh and dry weight) less than GA3 but their seedlings were more 

normal. Fungal extracts were examined for hormone components by TLC using GA3 

and IAA as reference standards. Only Acremonium sp. isolate BR484 was capable to 

produce both hormones. 
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บทคัดยอ 

 
ทําการแยกเช้ือราจาก 14 ตัวอยางของเมล็ดขาวเปลือกท่ีผานการฆาเช้ือท่ีผิว (SS) และขาว

กลอง (BR) ของขาวจํานวน 8 สายพันธุ เปรียบเทียบกลุมสังคมและความหลากหลายของชนิดของ
เช้ือราท่ีพบใน BR และ SS ของขาวแตละพันธุ สามารถแยกเช้ือราได 1,464 ไอโซเลท นํามาจัด
จําแนกตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาได 52 ชนิด ประกอบดวย กลุมท่ีสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ 31 
ชนิด ascomycetes 9 ชนิด และเช้ือราท่ีไมสรางสปอร (mycelia sterilia: MS) 12 ชนิด จากการศึกษา
พบเช้ือราในกลุม ascomycetes เฉพาะใน SS เทานั้น สวนเช้ือราท่ีพบมากท่ีสุดอยูในกลุม MS ซ่ึง
ไดแก MS1 พบใน BR (43.09%) และ SS (35.46%) ตามลําดับ รองลงมาไดแก MS2 พบใน BR 
15.14% และ SS 26.30% ตามลําดับ จากการจดัจําแนกเช้ือราในกลุม MS โดยเทคนิคทางอณู
ชีววิทยา และศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของลําดับนิวคลีโอไทดในตําแหนง 28S และ ITS1-
5.8S-ITS2 สามารถจัดจําแนกได 7 จีนัส ไดแก Alternaria (MS3), Bipolaris (MS2), 

Coriolopsis (MS4), Curvularia (MS6), Dendryphiella (MS1), Massarina (MS5), และ 

Persiciospora (MS8) ยังมี MS อีก 5 ชนิดท่ีไมสามารถจัดจําแนกไดในระดับจนีัส พบวาเช้ือรา
ใน BR และ SS มีความหลากหลายท่ีไมแตกตางกัน นอกจากนี้พบวาขาวเหนียว (RD6) มีความ
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หลากหลายของเช้ือราสูงกวาขาวเจา (KDML105) แหลงท่ีมาของขาวและพันธุขาวมีผลตอความ
หลากหลายและกลุมสังคมของเช้ือราท้ัง BR และ SS 

สารเมแทบอไลตจากเช้ือราเปนท่ีรูจักและนํามาใชอยางแพรหลายทางอุตสาหกรรม ใน
การศึกษานี ้ ไดคัดเลือกเช้ือราในกลุมท่ีมีรายงานวามีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
แอลแอสพาราจิเนส และฮอรโมนพืช ไดแก GA3และ IAA จากการคัดเลือกเช้ือราจํานวน 112 ไอ
โซเลท มาทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมเซลลูเลสบนอาหารแข็งท่ีมี CMC เปนแหลง
คารบอนโดย gel diffusiion assay และตรวจสอบการทํางานของเอนไซมโดยวัดน้ําตาลรีดิวซ พบวา
ราจํานวน 27 ไอโซเลทใหวงใสบนอาหารแข็ง โดยเช้ือราไอโซเลท BR307 (MS12) สามารถผลิต

เอนไซมเซลลูเลสไดสูงสุด (0.481 ± 0.018 U/ml)  
คัดเลือกราจํานวน 36 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการผลิตแอลแอสพาราจิเนส 

บนอาหารแข็ง modified Czapek Dox (mCD) ท่ีมีแอลแอสพาราจีนเปนแหลงไนโตรเจน และ 
ฟนอลเรด เช้ือราจํานวน24 ไอโซเลท สามารถเปล่ียนสีอินดิเคเตอรเปนสีชมพู จึงนํามาตรวจสอบ
การทํางานของเอนไซมโดยวิธี Nesslerization พบวา Bipolaris australiensisไอโซเลท BR438 ผลิต

เอนไซมไดสูงสุด (6.3 ± 0.65 U/ml) เม่ือเล้ียงในอาหาร mCD ท่ีมีแอลแอสพาราจีน 1% และ
กลูโคส 0.4% เปนสวนประกอบ ท่ีอุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง และเม่ือทดสอบ
ความเปนพษิตอเซลลพบวาสารสกัดหยาบของเอนไซมนี้ไมมีพิษตอ Vero cell lines  

สําหรับการศึกษาเบ้ืองตนในการผลิตฮอรโมนพืชจากเช้ือรา ไดคัดเลือกเช้ือราจํานวน12 ไอ
โซเลท ในการผลิต GA3 และ IAA นําเช้ือรามาเล้ียงในอาหาร Czapek ท่ีเติมเปปโตน 1% และ 
กลูโคส 1% บมท่ี 28 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 วัน จากนั้นนํามากรองและทําใหแหงเปนผงสําหรับ
วิเคราะหคุณสมบัติทางชีวภาพของสาร 

ตรวจสอบผลของสารสกัดหยาบท่ีความเขมขน10 μg/ml ของตอความแข็งแรงของตนกลา
ถ่ัวเขียวเทียบกบัฮอรโมนมาตรฐาน GA3 IAA และนํ้า วดัผลโดยคํานวณจากคา vigour index (VI) 
พบวา Fusarium oxysporum ไอโซเลท BR464 และ Acremonium sp. ไอโซเลท BR484 แสดงคา VI 
สูงสุดท่ี 1117.67 และ 1115.67 ตามลําดับ ซ่ึงคา VI ท่ีไดตํ่ากวา GA3 (1336.33) แตสูงกวา IAA 
(875) และนํ้า (864.67) สารสกัดจากเช้ือราท้ังสองไอโซเลทแสดงเปอรเซ็นตการงอกดีเทียบเทากับ 
GA3 IAA และน้ํา โดยพบวาตนถ่ัวเขียวมีน้ําหนกัสดและแหงนอยกวาตนท่ีไดรับ GA3 มาตรฐานแต
มีลักษณะของลําตนท่ีปกติกวา ทําการตรวจสอบองคประกอบของฮอรโมนในสารสกัดหยาบจาก
เช้ือราโดยวิธีโครมาโตกราฟแบบแผนบาง (Thin layer chromatography) เทียบกับ GA3 และ IAA 
มาตรฐาน พบวา Acremonium sp. ไอโซเลท BR484 มีฮอรโมนท้ังสองชนิด  
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