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บทคัดย่อ: เชื้อรา Trichoderma spp. จำนวน 4 ไอโซเลท ซึ่งมีความแตกต่างในลักษณะโคโลนี แยกมาจากตัวอย่างดินในพื้นที่ปลูก
ทุเรียนจังหวัดจันทบุรีและชุมพร ด้วยวิธี soil dilution plate ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการราวิทยา ภาควิชาโรคพืช 
คณะเกษตร กำแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ นำมาศึกษาการระบุเช้ือโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ร่วมกับเทคนิคทางอณู
ชีวโมเลกุล และการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 จำแนกเชื้อราได้เป็น 4 สปีชีส์ ได้แก่ Trichoderma. 
asperellum (DCHA2005), T. harzianum (DCHU1603), T. koningiopsis (DCHA602) และ T. virens (DCHU1101) การทดสอบ
ปัจจัยทางสรีรวิทยาที่มีผลต่อการเจริญของเส้นใยและกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสและเซลลูเลส พบว่าเช้ือรา Trichoderma ทั้ง 4 สปี
ชีส์ มีการเจริญและสร้างเส้นใยได้ดีบนอาหาร PDA บ่มที่อุณหภูมิ 25°C มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 8.27, 8.83, 6.70 และ 9.00 
ซม. ตามลำดับ นอกจากนี้พบว่าเชื้อรา T. asperellum (DCHA2005), T. harzianum (DCHU1603) และ T. virens (DCHU1101) 
เจริญได้ดีบนอาหารที่มีค่า pH 5-7 ส่วนเช้ือรา T. koningiopsis (DCHA602) เจริญได้ดีที่ค่า pH 5 เชื้อราทั้ง 4 สปีชีส์ มีการตอบสนอง
ต่ออาหารเลี ้ยงเชื ้อที ่ผสมกลูโคสและเปปโตนซึ ่งเป็นแหล่งของคาร์บอนและไนโตรเจนตามลำดับ  นอกจากนี้ยังพบว่าเชื ้อรา T. 
harzianum (DCHU1603)สามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนส ได้ดีที่สุด โดยมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 0.3630 มก./มล.ในขณะที่เช้ือรา 
T. koningiopsis (DCHA602 ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้มากท่ีสุด เท่ากับ 19.0272 หน่วย/ลิตร จากการทดสอบความสามารถในการเป็น
ปฏิปักษ์ของเชื้อรา Trichoderma จำนวน 4 สปีชีส์ กับเชื้อราสาเหตุโรครากเน่าโคนเน่าของทุเรียน จำนวน 6 สปีชีส์ ด้วยวิธี dual 
culture ผลการทดลองพบว่าเชื้อรา T. virens (DCHU1101) สามารถควบคุมการเจริญของเส้นใยเชื้อรา P. inflatum (DCHU301) 
และ P. cucurbitacearum (DCHU1003) ได้ โดยพบการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเท่ากับ 44.81 และ 41.85% ตามลำดับ ในขณะที่
เชื้อรา T. harzianum (DCHU1603) ยับยั้งเชื้อรา P. inflatum ได้ 41.11% อย่างไรก็ตามเชื้อรา Trichoderma ทั้ง 4 สปีชีส์ ที่นำมา
ศึกษาด้วยวิธีนี้ไม่สามารถควบคุมเช้ือรา Phytophthora palmivora (DTRA212) ได้แต่อย่างใด 
คำสำคัญ: Trichoderma; ปัจจัยการเจริญ; โรครากเน่าโคนเน่า; ทุเรียน 
 
ABSTRACT: Four different isolates based on colony characteristic of Trichoderma spp. were isolated from soil 
samples in durian plantations in Chantaburi and Chumphon provinces using soil dilution plate technique  which 
supporting from Mycology laboratory, Department of Plant Pathology, Faculty of Agriculture at Kamphaeng Saen, 
Kasetsart University. Based on morphological characteristics, molecular technique and ITS1-5.8S-ITS2 sequencing 
analysis, four isolates were identified into 4 species as Trichoderma asperellum (DCHA2005), T. harzianum 
(DCHU1603), T. koningiopsis (DCHA602) and T. virens (DCHU1101). Physiological factor of mycelial growth and 

 
* Corresponding author: agrryp@ku.ac.th 

   Received: date; February 15, 2022 Accepted: date; May 30, 2022 Published: date; , 2022 



KHON KAEN AGRICULTURE JOURNAL 50 (6): 1666-1682 (2022)./doi:10.14456/kaj.2022.xx. 1667  
 

 

chitinase and cellulase activities were examined. All four species of Trichoderma could grow and develop mycelia 
very well on PDA which incubated at 25°C with mycelial growth diameter at 8.27, 8.83, 6.70 and 9.00 cm, 
respectively. In addition, T. asperellum (DCHA2005), T. harzianum (DCHU1603) and T. virens (DCHU1101) could 
dramatically grow at pH 5-7. Whilst T. koningiopsis (DCHA602) showed rapid growth at pH5. The four species 
showed the greatest response to the media contain ing glucose and peptone as carbon and nitrogen sources, 
respectively. Moreover, it was found that T. harzianum (DCHU1603) significantly produced cellulase with enzyme 
activity at 0.3630 mg/ml whereas T. koningiopsis (DCHA602) potentially produced chitinase with 19.0272 units/L. 
Antagonistic interaction between 4 species of Trichoderma and 6 species of fungal pathogens causing root and 
stem rot of durian was assessed using dual culture technique. The result showed that T. virens (DCHU1101) could 
retard mycelial growth of Pythium inflatum (DCHU301) and P. cucurbitacearum (DCHU1003) at the inhibitions of 
44.81 และ 41.85%, respectively. Whilst T. harzianum (DCHU1603) inhibited mycelial growth of P. inflatum (DCHU301) 
at the inhibition of 41.11%. Moreover, four species of Trichoderma using this technique did not have high inhibition 
capacity over isolate of Phytophthora palmivora (DTRA212), absolutely.  
Keywords: Trichoderma; growth factors; root and stem rot; durian 
 
บทนำ 

ทุเรียน (Durio zibethinus Murray) เป็นไม้ผลยืนต้นขนาดใหญ่ที่ให้ผลผลิตได้ดีในเขตที่มีสภาพอากาศร้อนชื้น อุณหภูมิ
ประมาณ 20 – 38°C ปริมาณฝนไม่น้อยกว่า 2,000 มล./ปี ความชื้นสัมพัทธ์ 75 – 85% แหล่งปลูกทุเรียนที่สำคัญของโลกโดยส่วนใหญ่
อยู่ในพื้นที่กลุ ่มอาเซียน ได้แก่ ไทย เวียดนาม มาเลเซีย อินโดนีเ ซีย และฟิลิปปินส์ (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2564) จาก
สภาพแวดล้อมดังกล่าวข้างต้นนอกจากจะทำให้ทุเรียนมีผลผลิตที่ดีแล้ว ยังส่งผลทางอ้อมต่อความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรีย์ในดิน
ที่ปลูกทเุรียนด้วย (Cuadros-Orellana et al., 2013) 

เชื้อรา Trichoderma เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถพบได้ทั่วไปบริเวณดิน และเศษซากพืชในธรรมชาติ รวมทั้งยังพบได้จากแหล่ง
อาหารใต้ทะเล ปะการัง ฟองน้ำ และตะกอนทราย (Thrane et al., 2001; Polizzi et al., 2011) จากรายงานของ Weindling ในปี 
ค.ศ. 1934 พบว่าเช้ือราในสกุลดังกล่าวสามารถผลิตสารปฏิชีวนะ ที่สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ รวมถึงแสดงบทบาทการเป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือ
ราสาเหตุโรคพืชโดยเฉพาะเช้ือราสาเหตุโรคในดินได้ด ียังส่งผลกระทบโดยตรงในการช่วยลดความรุนแรงของการเกิดโรค การเพิ่มผลผลติ 
และการเจริญเติบโตของพืช รวมไปถึงประสิทธิภาพของกระบวนการดูดซับแร่ธาตุ (Ghazanfar et al., 2018) ในปัจจุบันได้มีการศึกษา
เพิ่มเติม เช่น สาร trichotoxin A50 ที่ผลิตจากเช้ือรา T. harzianum PC01 สามารถยับยั้งการสร้างสปอร์ของ P. palmivora (Suwan 
et al., 2000) เชื ้อรา Trichoderma ที่แยกได้จากดิน ได้แก่ T. harzianum, T. virens, T. koningiopsis และ T. asperellum ช่วย
ส่งเสริมการเจริญเตบิโตของถั่วได้สงูกว่าปกติ (Mayo-Prieto et al., 2020) นอกจากน้ี มีรายงานว่าเช้ือรา Trichoderma มีประโยชน์ใน
ด้านการลดมลภาวะทางดิน และแหล่งน้ำ (Harman et al., 2004) โดยเฉพาะเชื้อรา T. virens นำมาใช้ประโยชน์ในด้านการแพทย์ใน
การศึกษาการผลิตสารทุติยภูมิเพื่อการจำกัดการเจริญของเซลล์มะเร็งในลำไส้มนุษย์ (Garo et al., 2003)  

สำหรับทางด้านการเกษตรได้มีนำเชื้อรา Trichoderma มาประยุกต์ใช้ในระบบการเกษตรกรรม เพื่อการควบคุมเชื้อสาเหตุ
โรคพืชแบบชีววิธี โดยเฉพาะอย่างยิ่งเชื้อราสาเหตุโรคพืชในดิน ซึ่งการควบคุมเชื้อจุลินทรีย์ของเช้ือราในสกุล Trichoderma พบมีกลไก
การเป็นปฏิปักษ์หลายรูปแบบ เช่น การเป็นภาวะปรสิต (parasitism) โดยการเข้าทำลายเส้นใยหรือส่วนขยายพันธ์ุของจุลินทรีย์โดยตรง 
การสร้างสารปฏิชีวนะ (antibiosis) เพื่อยับยั้งการงอกของส่วนขยายพันธุ์ หรือการเจริญของเส้นใย การแข่งขัน (competition) เพื่อ
ครอบครองพ้ืนท่ี และแหล่งอาหาร รวมถึงการสร้างสารพิษที่ส่งผลต่อการเจริญของจุลินทรีย์ประจำถิ่น เป็นต้น (จิระเดช, 2563)  

ปัจจุบันได้มีการรายงานและค้นพบเชื้อรา Trichoderma หลายสายพันธุ์ ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคได้ แต่
การนำมาประยุกต์ใช้นั้นยังเป็นเรื่องที่จำเป็นต้องศึกษา เนื่องจากเชื้อราแต่ละสายพันธุ์มีการเจริญเติบโต และความสามารถในการเป็น
ปฏิปักษ์ต่อเชื้อสาเหตุโรคที่แตกต่างกันไป ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงได้นำเชื้อรา Trichoderma ที่แยกได้จากดินบริเวณแปลงปลูกทุเรียนใน
พื้นที่จังหวัดจันทบุรีและชุมพร มาทดสอบความสามารถในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรครากเน่าโคนเน่าของทุเรียน รวมถึงศึกษาการ
ตอบสนองต่อปัจจัยทางสรีรวิทยาและความสามารถในการผลิตเอนไซม์ที่สำคัญต่อการเจริญของเชื้อรา Trichoderma spp. เพื่อเป็น
ข้อมูลสำหรับการพัฒนา รวมถึงเป็นแนวทางสำคัญที่นอกจากจะช่วยให้ทราบถึงสภาวะที่เหมาะสมในการเจรญิ ความต้องการด้านอาหาร 
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การแพร่กระจาย และประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือราสาเหตุโรค เพื่อเป็นเทคนิคสำหรับการนำเชื้อรานี้ไปใช้ประโยชน์ในการควบคุม
โรคพืชและการจัดการแปลงทุเรียนอย่างมีประสิทธิภาพที่เหมาะสมต่อไป 
 
วิธีการศึกษา  
เชื้อราท่ีใช้ในการศึกษา 

นำเชื้อรา Trichoderma spp. ที่แยกจากดินในพื้นที่ปลูกทุเรียนจังหวัดจันทบุรีและชุมพร ด้วยวิธี soil dilution plate ได้รับ
ความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการราวิทยา ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กำแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน 
จำนวน 4 ไอโซเลท ได้แก่ DCHA602 และ DCHA2005 จากจังหวัดจันทบุรี และ DCHU1101 และ DCHU1603 จากจังหวัดชุมพร 
นำมาเลี ้ยงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) บ่มใต้แสง near UV สลับมืด 12 ชั่วโมง อุณหภูมิ 25°C เป็นระยะเวลา 5 วัน 
จากนั้นย้ายลงหลอดอาหารเอียงที่บรรจุ potato carrot agar (PCA) เก็บที่อุณหภูมิ 14°C เพื่อใช้ในการศึกษาต่อไป 
การระบุชนิดของเชื้อรา Trichoderma spp. 

นำเช้ือรา Trichoderma ที่เลี้ยงบนอาหาร PDA อายุ 5 วัน มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยตรวจสอบโครงสร้างของเช้ือรา
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ จากนั้นนำมาสกัดดีเอ็นเอเช้ือราตามวิธีการของ Pongpisutta et al. (2013) โดยการกำจัดโปรตีนด้วย proteinase K 
และสารละลาย phenol chloroform isoamyl alcohol (PCI) จากนั้นตกตะกอนสารพันธุกรรมด้วย absolute alcohol ทำความสะอาด
ตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% ethanol ปล่อยให้ตะกอนของดีเอ็นเอแห้ง โดยวิธี air drying method นาน 20 - 30 นาที เติมสารละลาย 1xTE 
buffer (10 mm Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร เพื่อละลายตะกอน นำไปเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ –20°C 

นำดีเอ็นเอที่ได้มาเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณ ITS1-5.8s-ITS2 โดยใช้ไพรเมอร์ ITS4 (5’ TCCTCCGCTTATTGAT 
ATGC’3)/ITS5 (5’ GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG’3) (White et al., 1990) ผสมกับสาร ทําปฏิกิริยา (master mix) ดังแสดงใน 
Table 1 ทำปฏิก ิร ิยาด้วยเครื ่อง PCR thermal cycling (Sensoquest GmbH, Göttingen, Germany) โดยตั ้งโปรแกรม pre-
denature ที่อุณหภูมิ 94°C เป็นเวลา 3 นาที denature ที่อุณหภูมิ 94°C เป็นเวลา 1 นาที annealing ที่อุณหภูมิ 56°C เป็นเวลา 1 
นาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72°C เป็นเวลา 2 นาที ทำปฏิกิริยาทั้งสิ้น 35 รอบ ปฏิกิริยารอบสุดท้าย (final extension) ที่อุณหภมูิ 
72°C เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบ PCR product บน 1.2% agarose gel โดยให้กระแสไฟฟ้าไหลผ่าน 80 โวลต์ เป็นเวลา45 นาที 
บันทึกภาพด้วยเครื่อง Gel documentation จากนั้นส่งวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ ATGC Co., Ltd. นำข้อมูลที่ได้มาเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูล GeneBank ด้วยโปรแกรม BLASTn ผ่านครือข่ายทางอินเตอร์เน็ต (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

 
Table 1 Configuration of master mix for PCR 

Element Concentration Final concentration Volume/1 reaction (µl) 
1. DNA template 100 ng/µl - 2 
2. Taq buffer 10X 0.96X 2.4 
3. MgCl2 25 mM 2.4 mM 2.4 
4. dNTPs 10 µM 0.48 µM 1.2 
5. Forward primer 10 µM 0.48 µM 1.2 
6. Reverse primer 10 µM 0.48 µM 1.2 
7. Taq polymerase 5 U/µl 1 U 0.2 
8. Sterile distilled water - - 14.4 

Total  25 
 
 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


KHON KAEN AGRICULTURE JOURNAL 50 (6): 1666-1682 (2022)./doi:10.14456/kaj.2022.xx. 1669  
 

 

การทดสอบความสามารถของเชื้อราปฏิปักษ์ในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคด้วยวิธี dual culture 
นำเช ื ้อราจำนวน 6 สายพ ันธ ุ ์  ได ้แก่  Phytophthora palmivora (DTRA212), Phytopythium vexans (DCHA207), 

Pythium cucurbitacearum (DCHU1003), Pythium deliense (DCHA101), Pythium inflatum (DCHU301) แ ล ะ  Pythium 
splendens (DCHU1301) ซึ่งเป็นสาเหตุโรครากเน่าโคนเน่าของทุเรียน ได้รับความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการราวิทยา ภาควิชาโรค
พืช คณะเกษตร กำแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน มาเลี้ยงลงบนอาหาร PDA บ่มใต้แสง near UV สลับมืด 
12 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 25°C เป็นเวลา 5 วัน ทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคของเชื้อรา Trichoderma จำนวน 4 ไอโซเลท โดยใช้ 
cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.6 ซม. เจาะบริเวณขอบโคโลนีของเชื้อรา ย้ายชิ้นวุ้นท่ีมีเส้นใยเช้ือรา (mycelial disc) ลงอาหาร 
PDA โดยวางเชื้อรา Trichoderma และเชื้อราสาเหตุโรคในตำแหน่งตรงข้ามกัน ห่างจากขอบจานเลี้ยงเชื้อ 1 ซม. บ่มใต้แสง near UV 
สลับมืด 12 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 25°C วัดการเจริญของเชื้อราทั้ง 2 ชนิด ทุกวัน จนครบ 5 วัน คำนวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของ
เส้นใย (Percent inhibition of radial growth, PIRG) โดยใช้สูตร  

PIRG = (R1-R2)/R1x100  
โดยที่ R1 คือ รัศมีของเชื้อราสาเหตุโรคในชุดทดลองควบคุม และ R2 คือ รัศมีของเชื้อราสาเหตุโรคในชุดทดสอบ วางแผนการ

ทดลองแบบ completely randomized design (CRD) แต่ละกรรมวิธีมี 5 ซ้ำ เปรียบเทียบค่าความแตกต่างของข้อมูลโดยวิธี least 
significant difference test (LSD) ที่ระดับความเชื่อมั่น P<0.05 
การศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญของเส้นใยเชื้อรา Trichoderma 

นำเชื้อรา Trichoderma spp. จำนวน 4 ไอโซเลท มาเลี้ยงบนอาหาร PDA บ่มใต้แสง near UV สลับมืด 12 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 
25°C เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.6 ซม. เจาะบริเวณขอบโคโลนีของเชื้อราเพื่อให้ได้ช้ินวุ้นที่มีเส้น
ใยเช้ือรา นำไปทดสอบการตอบสนองต่ออุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด – ด่าง แหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน ดังนี ้ 

อุณหภูมิ  
นำช้ินวุ้นที่มีเส้นใยเชื้อราเลี้ยงบนอาหาร PDA บ่มภายใต้แสง near UV สลับมืด ที่อุณหภูมิแตกต่างกัน 6 ระดับ ได้แก่ 5, 10, 

15, 25, 35 และ 45°C  
ความเป็นกรด-ด่าง 
นำช้ินวุ้นที่มีเส้นใยเช้ือราย้ายลงบนอาหาร PDA ที่มีค่าความเป็นกรดด่าง 4 ระดับ ได้แก่ 3, 5, 7 และ 9 โดยปรับค่าความเป็น

กรด-ด่าง ด้วย HCl ความเข้มข้น 3% และ NaOH ความเข้มข้น 5M จากนั้นบ่มภายใต้แสง near UV สลับมืด 12 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 25°C 
การตอบสนองต่อแหล่งคาร์บอน 
นำช้ินวุ้นที่มีเส้นใยเช้ือราเลี้ยงบนอาหาร czapek’s agar (CZA) ที่ผสมแหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน 3 ชนิด ได้แก่ น้ำตาลกลโูคส 

(glucose), น้ำตาลซูโครส (sucrose) และเซลลูโลส (cellulose) ความเข้มข้น 10% ต่อปริมาณอาหาร 1 ลิตร 
การตอบสนองต่อแหล่งไนโตรเจน 

 นำช้ินวุ้นที่มีเส้นใยเชื้อราวางบนอาหาร CZA ที่ผสมแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกัน 3 ชนิด ได้แก่ แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl), 
โปแตสเซียมไนเตรต (KNO3) และเปบโตน (peptone) ความเข้มข้น 10% ต่อปริมาณอาหาร 1 ลิตร 

การบันทึกผลและวิเคราะห์ค่าทางสถิติ 
บันทึกผลโดยวัดการเจริญของเส้นใยเชื้อรา Trichoderma ทุกวันจนครบ 5 วัน และถ่ายภาพ วางแผนการทดลองแบบ CRD 

แต่ละกรรมวิธีมี 5 ซ้ำ วิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม R stat version 3.6.1 เปรียบเทียบค่าความแตกต่างของข้อมูลโดยวิธี LSD ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น P<0.05 
ความสามารถของเชื้อรา Trichoderma ในการผลิตเอนไซม์ที่สำคัญ 

การเตรียมเชื้อรา 
เลี้ยงเช้ือรา Trichoderma spp. ทั้ง 4 ไอโซเลท บนอาหาร PDA บ่มใต้แสง near UV สลับมืด 12 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 25°C นาน 

3 วัน จากนั้นใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มม. เจาะบริเวณขอบโคโลนีย้ายชิ้นวุ้นท่ีมีเส้นใยเช้ือราลงอาหารเหลว czapek 
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broth (CZB) ที่ไม่เติมกลูโคส และซูโครส ปริมาตร 250 มล. นำไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 115 รอบ/นาที เป็นเวลา 3 วัน นำ
ตัวอย่างอาหารเหลวที่มีเชื้อราเจริญอยู่ มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที เพื่อตกตะกอนเส้นใย จากนั้นดูด
สารแขวนลอยเก็บท่ีอุณหภูมิ -20°C นำมาใช้วิเคราะห์เอนไซม์ต่อไป 

การวิเคราะห์การผลิตเอนไซม์ไคติเนส (chitinase) 
ทดสอบกิจกรรมไคติเนส ด้วยวิธีการของ Nelson (1994) ซึ ่งตรวจสอบจากปริมาณน้ำตาล N-acetyl-D-glucosamine 

(NAGA) เตรียม colloidal chitin เพื่อใช้เป็นสารตั้งต้น ในอัตรา 2.5 กรัม (น้ำหนักแห้ง) ต่อน้ำ 250 มล. ดูดสารละลาย colloidal 
chitin ที่เตรียมไว้ปริมาตร 0.5 มล. ตามด้วยตัวอย่างท่ีต้องการวิเคราะห์ ปริมาตร 0.5 มล. ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 
ชั่วโมง เติมน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 0.2 มล. ตามด้วยสารละลาย solution D ปริมาตร 0.5 มล. แล้วนำไปต้มใน water bath ที่
อุณหภูมิ 80°C เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นแช่ในน้ำเย็นอุณหภูมิ 5°C เป็นเวลา 5 นาที แล้วเติมด้วยสารละลาย solution E ปริมาตร 3 
มล. ผสมให้เข้ากัน นำไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) 
เปรียบเทียบ standard curve ของ NAGA ค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร วางแผนการทดลองแบบ CRD แต่ละ
กรรมวิธีมี 5 ซ้ำ วิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม R stat version 3.6.1 เปรียบเทียบค่าความแตกต่างของข้อมูลโดยวิธี LSD ที่ระดับความ
เชื่อมั่น P<0.05 

การวิเคราะห์การผลิตเอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) 
ประเมินกิจกรรมของเซลลูเลส โดยการตรวจหาปริมาณน้ำตาลกลูโคสซึ่งเป็นสารสุดท้ายในกระบวนการสลายตัวของเซลลูโลส 

โดยดัดแปลงวิธีการของ Nelson (1994) และ Somogyi (1952) โดยเตรียมสารละลาย carboxyl methyl cellulose ความเข้มข้น 
1% (1% CMC) อัตรา 2.5 กรัม (น้ำหนักแห้ง) ต่อน้ำ 250 มล. เพื่อใช้เป็นสารตั้งต้น ตามด้วยสารละลาย solution D ปริมาตร 0.5 มล. 
แล้วนำไปต้มใน water bath ที่อุณหภูมิ 80°C เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นแช่ในน้ำเย็นอุณหภูมิ 5°C เป็นเวลา 5 นาที เพื่อหยุดปฏิกิริยา 
แล้วเติมสารละลาย solution E ปริมาตร 3 มล. เขย่าให้เขากัน นำไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ เปรียบเทียบกับ standard curve ของน้ำตาลกลูโคส ที่ค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร วาง
แผนการทดลองแบบ CRD แต่ละกรรมวิธีมี 5 ซ้ำ วิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม R stat version 3.6.1 เปรียบเทียบค่าความแตกต่างของ
ข้อมูลโดยวิธี LSD ที่ระดับความเชื่อมั่น P<0.05 

 
ผลการศึกษาและวิจารณ์ 
การระบุชนิดของเชื้อรา Trichoderma spp. 

จากการเลี้ยงเชื้อรา Trichoderma จำนวน 4 ไอโซเลท ได้แก่ DCHA602 DCHA2005 DCHU1101 และ DCHU1603 บนอาหาร 
PDA พบว่า เชื้อราทุกไอโซเลทมีการเจริญค่อนข้างรวดเร็วบนอาหารเลี้ยงเชื้อ สร้างเส้นใยสีขาวในช่วง 1 – 2 วันแรก ต่อมามีการสร้างกลุ่ม
สปอร์สีเขียวจากบริเวณกลางโคโลนี ขอบโคโลนีสีขาว แผ่ราบไปกับผิวหน้าอาหาร ด้านหลังโคโลนีส่วนใหญ่มีสีขาว การระบุเช้ือราโดยอาศัย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และโครงสร้างภายใต้กล้องจุลทรรศน์ตามคำอธิบาย ในหนังสือ Trichoderma identification and agricultural 
applications (Samuels and Hebbar, 2015) สามารถแยกเช้ือราได้ดังนี ้

ไอโซเลท DCHA602 สร้างเส้นใยสีขาว กลุ่มของ conidia มีสีเขียว ลักษณะเป็นวงซ้อนกัน ขอบโคโลนีเรียบ ด้านล่างโคโลนี 
(reversed colony) มีสีขาว ลักษณะเป็นวงซ้อนกัน (Figure 1A, 1B) เมื่อตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบ conidiophores บริเวณใต้ 
septa มีการแตกแขนงของ phialides ออกจากจุดเดียวกัน 2 - 3 phialides หรืออาจเกิดแบบเดี่ยว ๆ  ลักษณะ phialides ใส ไม่มีสี โค้งงอ
เล็กน้อย บริเวณก้านมีลักษณะเรียว (lageniform) ปลายก้านมีลักษณะโป่ง (ampulliform) ให้กำเนิด conidia รูปไข่ (obovoid) ถึงรูปร่างรี 
(ellipsoidal) สีเขียวสว่าง ขนาด 3.47 – 4.41 x 4.49 – 6.94 ไมโครเมตร (Figure 1C, 1D) จำแนกเป็นเช้ือรา Trichoderma koningiopsis 

ไอโซเลท DCHA2005 สร้างเส้นใยสีขาว การสร้าง conidia เป็นแบบปุยอัดแน่น มีสีเขียวเข้ม เกิดเป็นวงซ้อนกัน ส่วนด้านล่าง
โคโลนีมีสีขาวถึงเทา (Figure 1E, 1F) ส่วน conidiophores แตกกิ่งก้านจาก somatic hyphae ออกทางด้านข้างมักแตกเป็นเดี่ยวหรือคู่ 
บริเวณใต้ septa มีการแตกกิ่งก้านของ primary phialides ออกด้านข้างแบบคู่ ทั้งสองข้างมีแนวโน้มที่ความยาวใกล้เคียงกัน ส่วนปลายมี
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การแตกของ secondary phialides จำนวน 2 – 3 phialides มีลักษณะเรียว บริเวณกลางขยายเล็กน้อย ปลายโค้งงอเล็กน้อย ส่วนที่ให้
กำเนิด conidia มีลักษณะโป่ง conidia รูปร่างกลม (globose) ถึงค่อนข้างกลม (subglobose) มีขนาด 3.66 – 4.34 x 4.17 – 4.76 
ไมโครเมตร (Figure 1G, 1H) จากลักษณะดังกล่าว พบว่ามีความคล้ายคลึงกับเช้ือรา Trichoderma asperellum และ T. asperelloides 

ไอโซเลท DCHU1101 สร้างเส้นใยสีขาว เจริญฟูจากผิวหน้าอาหาร กลุ่มของ conidia อัดแน่น จากบริเวณกลางโคโลนี มีสี
เขียวอ่อน ถึงเขียวเข้ม ด้านล่างโคโลนีมีสีขาวถึงเทา (Figure 1I, 1J) conidiophores ค่อนข้างสั้น แตกกิ่งก้านจาก somatic hyphae 
ออกทางด้านข้าง มีการแตกกิ่งของ primary phialides แบบคู่ตรงข้ามกันจากบริเวณใต้ septa ของ conidiophores  ส่วนปลายพบ 
secondary phialides แตกแขนงแบบ verticillate ไม่เป็นระเบียบ บางครั้งเกิดจากจุดเดียวกันและหนาแน่น จำนวน 3 – 6 phialides 
มีลักษณะฐานกว้างส่วนปลายเรียว คล้ายขวด ส่วนที่ให้กำเนิด conidia มีลักษณะโป่ง conidia รูปร่างค่อนข้างกลมจนถึงทรงกลม มี
ขนาด 2.74 – 3.63 x 2.74 – 4.17 ไมโครเมตร ผนังเรียบ (Figure 1K, 1L) จากลักษณะดังกล่าว พบว่ามีความคล้ายคลึงกับเชื้อรา 
Trichoderma virens 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 Four species of Trichoderma spp. on PDA at 3d incubation period (A-D) Trichoderma koningiopsis (DCHA602), 
(E-H) T. asperellum (DCHA2005), (I-L) T. virens (DCHU1101), (M-P)  T. harzianum (DCHU1603), (A, E, I, M) 
colony type, (B, F, J, N) reversed colony, (C, G, K, O) phialides (scale bar= 50 µm) and (D, H, L, P) conidia 
(scale bar= 20 µm) 
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ไอโซเลท DCHU1603 สร้างเส้นใยสีขาว เจริญฟูจากผิวหน้าอาหาร กลุ่มของ conidia มีปริมาณหนาแน่น มีสีเขียวแกมเหลือง
จนถึงสีเขียวเข้ม เกิดเป็นวงซ้อนกัน ด้านล่างโคโลนีมีสีขาว เมื่ออายุมากขึ้นพบการสร้างเม็ดสี (pigment) สีเหลือง (Figure 1M, 1N) 
conidiophores ค่อนข้างสั้น แตกกิ่งก้านออกด้านข้างแบบเดี่ยวหรือคู่จาก somatic hyphae บริเวณใต้ septa ของ conidiophores 
มีการแตกกิ ่งของ primary phialides เกิดแบบเดี ่ยวหรือคู ่ตรงข้ามกัน ส่วนปลายพบ secondary phialides แตกแขนงแบบ 
verticillate มีลักษณะฐานกว้างส่วนปลายเรียว คล้ายขวด จำนวน 2 – 4 phialides ส่วนท่ีให้กำเนิด conidia มีลักษณะโป่ง conidia มี
ร ูปร ่างค ่อนข้างกลมไปจนถึงร ูปไข ่ ม ีขนาด 2.85 – 3.82 x 3.07 – 3.7 ไมโครเมตร (Figure 1O, 1P) จำแนกได้เป ็นเชื ้อรา 
Trichoderma harzianum 

เมื ่อทำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 ของเชื ้อราทั้ง 4 ไอโซเลท และนำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์มา
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GeneBank ด้วยโปรแกรม BLASTn พบว่า DCHA602 มีความคล้ายคลึงกับเชื ้อรา T. koningiopsis 
(accession number: MH624141.1) ที่ค่าความคล้ายคลึงทางพันธุกรรม (similarity) เท่ากับ 99.83% ไอโซเลท DCHA2005 มีความ
คล้ายคลึงกับเชื้อรา T. asperellum (accession number: MK210562.1) มีค่าความคล้ายคลึงทางพันธุกรรม เท่ากับ 99.83% ไอโซ
เลท  DCHA305, DCHU1101, DCHU1401 และ  DCHU1402 ม ี ความคล ้ ายคล ึ งก ั บ เ ช ื ้ อ รา  T. virens (accession number: 
KP056781.2) มีค่าความคล้ายคลึงทางพันธุกรรม เท่ากับ  99.83% และไอโซเลท DCHU1603 มีความคล้ายคลึงกับเชื ้อรา T. 
harzianum (accession number: MT422092.1) มีค่าความคล้ายคลึงทางพันธุกรรม เท่ากับ 99.50% เมื่อทำการตรวจสอบถึงสาย
วิวัฒนาการ (phylogenetic tree) เพื่อหาระยะห่างทางพันธุกรรม ด้วยวิธีการ unweighted pairs group method with arithmetic 
mean (UPGMA) ด้วยโปรแกรม MEGA version X. โดยคำนวณค่าความน่าเชื่อถือของ phylogenetic tree ที่ค่า bootstrap จำนวน 
1000 ครั้ง พบว่าไอโซเลท DCHA602 จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับเชื้อรา T. koningiopsis (100% bootstrap value) ไอโซเลท DCHA2005 
จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับเชื้อรา T. asperellum (99% bootstrap value) ซึ่งจากข้อมูลใน Figure 2 พบว่าไอโซเลทท่ีนำมาศึกษานี้จัดอยู่
คนละกลุ ่มกับเชื ้อรา T. asperellum สายพันธุ ์ CB-Pin-01 (accession number: LC123601) ซึ ่งเป็นสายพันธุ ์ทางการค้าของ
มหาวิทยาลัย เกษตรศาสตร์ ส่วนไอโซเลท DCHU1101 จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับเชื้อรา T. virens (100% bootstrap value) และไอโซ
เลท DCHU1603 อยู่ในกลุ่มเดียวกับเชื้อรา T. harzianum (98% bootstrap value) (Figure 2)  
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Figure 2 The UPGMA tree was constructed using sequences of 15 Trichoderma species in the GeneBank based on 

ITS1-5.8S-ITS2 genomic data. The numbers on the node are bootstrap values (1,000 replications) analyzed 
by MEGA software version X. Aspergillus tamarii isolate RBP-01 was used as an out group 

 
จากข้อมูลข้างต้นพบว่าการระบุเชื้อราโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียวนั้นไม่เพียงพอ เนื่องจากเชื้อราใน

สกุล Trichoderma มีความคล้ายคลึงกับเช้ือราในสกุล Hypocrea และ Gliocladium อีกทั้งความแตกต่างของเช้ือราในแต่ละสปีชีส์ยัง
มีความไม่ชัดเจน (Rehner and Samuels, 1994; Lieckfeldt et al., 1998) ดังนั้นการประยุกต์ใช้เทคนิคทางอณูชีวโมเลกุล จึงเข้ามา
มีบทบาทในการระบุเช้ือรา โดยเฉพาะอย่างยิ่งการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมบรเิวณ ITS1-5.8S-ITS2 (Kullnig-gradinger et al., 2002; 
Mistry and Bariya, 2022) ยังคงเป็นเครื่องมือที่ให้ผลได้ค่อนข้างแม่นยำ แม้ว่าในปัจจุบันนี้การระบุเชื้อรานั้นได้มีการประยุกต์ใช้ 
gene/region อ ื ่ น  ๆ  เ ช ่ น  translation elongation factor-1  (tef- 1 ), chitinase 18-5 (chi18-5), RNA polymerase II subunit 
(rpb2) เป็นต้น (Oskiera et al., 2015; Haouhach et al., 2020) ร่วมกันแบบ mutigene/multiloci เพื่อทำให้ข้อมูลมีความแม่นยำ
สูงขึ้นแล้วก็ตาม 
 
การทดสอบความสามารถของเชื้อราปฏิปักษ์ในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคด้วยวิธี dual culture 

จากผลการทดสอบความสามารถของเชื้อรา T. asperellum (DCHA2005) T. harzianum (DCHU1603) T. koningiopsis 
(DCHA602) และ T. virens (DCHU1101) ต่อการควบคุมเช้ือราสาเหตุโรครากเน่าโคนเน่าของทุเรียน พบว่าท้ัง 4 สปีชีส์ สามารถยับยั้ง
เส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรคที่นำมาศึกษาได้มากน้อยแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  แต่ไม่สามารถควบคุมการเจริญของเชื้อรา          
P. palmivora ได้ เพียงสปีชีส์เดียว (Table 2) 

หากเปรียบเทียบความสามารถของเชื้อรา Trichoderma แต่ละสปีชีส์ ท่ีสามารถควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคได้มากกว่า 35% ขึ้น
ไป พบว่าเช้ือรา T. asperellum (DCHA2005) ควบคุมเชื้อรา P. splendens (DCHU1301) และ P. cucurbitacearum (DCHU1003) 
ได้ เท่ากับ 37.78 และ 37.04% ตามลำดับ ส่วนเช้ือรา T. harzianum (DCHU1603) ควบคุมเชื้อรา P. inflatum (DCHU301) และ P. 
splendens (DCHU1301) ได้ เท่ากับ 41.11 และ 38.52% ตามลำดับ ขณะที่เชื้อรา T. koningiopsis (DCHA602) ควบคุมเชื้อรา  P. 

 DCHU1101

 DQ083023 Trichoderma virens GJS 01-287

 EU330955 Trichoderma virens DAOM 167652

 MH857383 Trichoderma virens CBS 430.54

Trichoderma virens

 DCHU1603

 AJ222720 Trichoderma harzianum CBS 226.95

 EF113587 Trichoderma harzianum IMI 359823

 AF057605 Trichoderma harzianum CBS 227-95

Trichoderma harzianum

 DQ000629 Hypocrea pulvinatum GJS 91-55A

 FJ860858 Hypocrea thelephoricola CBS 120925

 DCHA602

 KJ174211 Trichoderma koningiopsis UTHSC 11-3372

 KJ174209 Trichoderma koningiopsis UTHSC 06-1272

 KJ174210 Trichoderma koningiopsis UTHSC 11-2740

Trichoderma koningiopsis

 LC123601 Trichoderma asperellum CB-Pin-01

 DCHA2005

 MH863553 Trichoderma asperellum CBS 125573

 AJ230668 Trichoderma asperellum CBS 433.97

 MH863552 Trichoderma asperellum CBS 125572

Trichoderma asperellum

Out group MT974148 Aspergillus tamarii RBP-01
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99
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100
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100

100
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97

0.0000.0500.1000.150



แก่นเกษตร 50 ฉบับที่ 6: 1666-1682 (2565)./doi:10.14456/kaj.2022.xx. 1674 
   

 

splendens (DCHU1301) ได้เท่ากับ 36.67% อย่างไรก็ตามพบว่าเช้ือรา T. virens (DCHU1101) สามารถควบคุมเช้ือรา P. inflatum 
(DCHU301) P. cucurbitacearum (DCHU1003) และ P. splendens (DCHU1301) ได้ เท ่าก ับ 44.81, 41.85 และ 37.78% 
ตามลำดับ (Table 2) 

 
Table 2 Efficiency of Trichoderma 4 species to inhibit fungal mycelia of 6 species of plant pathogenic fungi 

Pathogen 
% Inhibition 

T. asperellum 
(DCHA2005) 

T. harzianum 
(DCHU1603) 

T. koningiopsis 
(DCHA602) 

T. virens 
(DCHU1101) 

P. cucurbitacearum (DCHU1003) 37.04a 31.11ab 31.85a 41.85a 
P. deliense (DCHA101) 30.79ab 28.69ab 27.02ab 30.88a 
P. inflatum (DCHU301) 32.59ab 41.11a 32.22a 44.81a 
P. palmivora (DTRA212) -10.80c -5.52c -12.79c -11.91b 
P. splendens (DCHU1301) 37.78a 38.52a 36.67a 37.78a 
P. vexans (DCHA207) 13.15b 14.38bc 6.09bc 8.65b 

C. V. (%) 25.22 23.34 30.62 23.44 
1/ Column values followed by the same letter are not significantly different (P<0.05) 

 
จากข้อมูลงานวิจัยโดยส่วนใหญ่พบว่าเชื้อราสกุล Trichoderma ที่พบจากธรรมชาติ โดยเฉพาะในดินและเศษซากพืช มี

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือราสาเหตุโรคพืชหลายชนิดและถูกนำมาพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์สำหรับการควบคุมโรคพืช 
(กาญจนา, 2557; จิระเดช, 2563; โสภา และคณะ, 2564; Bunbury-Blanchette and Walker, 2019) สำหรับผลการทดลองใน
ห้องปฏิบัติการที่ศึกษานั้น พบว่าที่เชื้อรา Trichoderma ควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคแต่ละสปีชีส์ได้แตกต่างกันนั้น เกิดจากภาวะปรสิต 
(mycoparasitism) ซึ่งอาจส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงทางด้านสัณฐานวิทยาของเส้นใยหรือสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรค โดยที่เชื้อรา  
Trichoderma สร้างเอนไซม์ย่อยสลายผนังเซลล์ (Sonka et al., 2018; Mukherjee et al., 2012) นอกจากน้ียังพบว่าประสิทธิภาพใน
การควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคของเชื้อรา Trichoderma ขึ้นอยู่กับกลไกทางตรงและทางอ้อม โดยกลไกทางตรงระหว่างเชื้อราปฏิปักษ์กับ
เชื้อราสาเหตุโรค เกี่ยวข้องกับกลไกการเป็นปรสิต การสัมผัสทางกายภาพและการสังเคราะห์เอนไซม์ที่ทำหน้าที่ในการย่อยสลาย  
(hydrolytic enzyme) สารประกอบที่เป็นพิษ และ/หรือสารปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์เพื่อทำลายเชื้อราสาเหตุโรค ส่วนกลไกทางอ้อมนั้น
เกี่ยวข้องกับการครอบครองพ้ืนท่ีและแย่งชิงอาหารเช้ือราสาเหตุโรค ความสามารถในการผลิตสารที่ยับยั้งการงอกของสปอร์ และทำลาย
เซลล์ (antibiosis) หรือในกรณีที่มีการศึกษาในสภาพแปลงปลูกพืช อาจเกิดการปรับเปลี่ยน pH บริเวณรอบรากพืช (rhizosphere) 
ส่วน (Benítez et al., 2004) จากการรายงานของ Bae et al. (2016) พบว่าสารปฏิชีวนะที่เชื้อรา Trichoderma spp สร้างขึ้นมานั้น 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ Phytophthora capsici ได้ โดยการเปลี่ยนแปลงระดับฮอร์โมนพืชและการเหนี่ยวนำยีนที่เกี่ยวข้อง
กับการป้องกันการเข้าทำลายในเนื้อเยื่อพืช แสดงให้เห็นว่าสารปฏิชีวนะของเชื้อรา Trichoderma spp. อาจจะไม่ได้ยับยั้งการเจริญเส้น
ใยเช้ือราสาเหตุโรคโดยตรง แต่ไปกระตุ้นให้พืชอาศัยเกิดความต้านทานและสร้างกลไกการป้องกันตัวน่ันเอง (Sood et al., 2020) 

ในงานวิจัยนี้พบว่าเชื้อรา Trichoderma ทั้ง 4 สปีชีส์ ไม่สามารถควบคุมการเจริญของเชื้อรา P. palmivora (DTRA212) ได้
นั้น อาจเป็นไปได้ว่าเชื้อรา P. palmivora (DTRA212) ที่คัดเลือกมาศึกษานั้นเป็นไอโซเลทที่ทำให้เกิดโรคที่รุนแรง มี aggressiveness 
ค่อนข้างสูง คุณสมบัตินี ้หากเข้าทำลายพืชก็จะก่อให้เกิดโรคได้รุนแรง (ข้อมูลไม่ได้แสดง) แม้ว่าการเจริญของเส้นใยของเชื ้อรา 
Trichoderma ทั้ง 4 สปีชีส์ จะรวดเร็วกว่าเชื้อรา P. palmivora (DTRA212) ก็ตาม แต่พบว่าเชื้อรา P. palmivora (DTRA212) นั้น
เจริญเข้าไปในโคโลนีของเชื ้อรา Trichoderma ได้ ซึ ่งต่างจากงานวิจัยของ Sriwati et al. (2015) ที่ทดสอบศักยภาพของเชื ้อรา 
Trichoderma longibrachiatum ไอโซเลท T15 และ T16 ในการควบคุมเชื้อรา P. palmivora สาเหตุโรคผลเน่าของโกโก้ ด้วยวิธี 
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dual culture โดยเลี้ยงเช้ือรา P. palmivora ก่อนการวางช้ินวุ้นเส้นใยของเชื้อราปฏิปักษ์ อย่างไรก็ตามพบว่า ไอโซเลท T15 และ T16 
นั้น ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา P. palmivora ได้แต่อย่างใด ท้ังนี้เนื่องจากเจริญเติบโตได้ช้านั่นเอง ในขณะที่เช้ือราสาเหตุโรค 
เช่น P. vexans (DCHA207), P. cucurbitacearum (DCHU1003), P. deliense (DCHA101), P. inflatum (DCHU301) และ           P. 
splendens (DCHU1301) นั้น อาจมี aggressiveness ที่น้อยกว่า เชื้อรา Trichoderma ที่นำมาศึกษา จึงยังคงควบคุมได้บ้าง นอกไป
จากนี้แล้วอาจเกี ่ยวข้องกับปริมาณของเซลลูโลสที่เป็นองค์ประกอบหลักของผนังเซลล์ (cell wall) ของเชื ้อรากลุ่ม oomycetes 
(Webster and Weber, 2007) อาจเป็นไปได้ว่าปริมาณหรือความหนาของเซลลูโลสในเชื้อรา P. palmivora มีมากกว่าเชื้อราสาเหตุ
โรคอีก 5 สปีชีส์ จากการศึกษาของ Khairum et al. (2018) พบว่าเช้ือรา P. palmivora สาเหตุโรคเน่าดำของกล้วยไม้นั้น สร้างสารพิษ 
a-elicitin ในอาหารเลี้ยงเช้ือได้ นอกไปจากนี้การทดสอบการเป็นปฏิปักษ์โดยวิธี dual culture เพียงอย่างเดียวอาจไม่เพียงพอหรือได้
ข้อมูลที่อาจคลาดเคลื่อนได้ อาจต้องเลี้ยงเชื้อรา Trichoderma เพื่อทำน้ำกรองเลี้ยงเชื้อที่กรองสปอร์ออก (culture filtrate) ซึ่งจะมี
สารยับยั้งเช้ือราหลายชนิดที่ Trichoderma สร้างขึ้น แล้วนำมาทดสอบการยับยั้งการเจริญเชื้อราสาเหตุโรคพืช (Howell, 2006) ซึ่งเคย
มีรายงานว่า น้ำกรองเลี้ยงเชื้อที่กรองสปอร์ออกของเชื้อรา T. virens ยับยั้ง Phytophthora erythroseptica สาเหตุโรคของพืชวงศ์
มะเขือ (Etebarian et al., 2000), Phytophthora ramorum สาเหตุโรคของไม้ป่า (Baker et al., 2011, Phytophthora sojae 
สาเหตุโรคของถั่วเหลือง (Ayoubi et al., 2012) ซึ่ง T. virens บางสายพันธุ์สร้าง gliotoxin ยับยั้งได้ทั้งเชื้อรา Phytophthora และ 
Pythium ได้ อย่างน้อยที่สุดผลของการวิจัยนี้จะเป็นจุดที่ตอ้งเฝ้าระวังการนำเชื้อรา Trichoderma เพื่อการควบคุมเชื้อราเป้าหมาย เช่น 
P. palmivora นั้น อาจจำเป็นท่ีต้องกลับมาพินิจพิเคราะห์กันใหม่ซึ่งอาจไม่เหมือนข้อมูลที่ได้รับที่ผ่านมา 
 
การศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญของเส้นใยเชื้อรา Trichoderma 

อุณหภูมิ  
เชื้อรา Trichoderma ทั้ง 4 สปีชีส์ มีการเจริญของเส้นใยได้ที่อุณหภูมิระหว่าง 10 – 35°C โดยมีความแตกต่างอย่างมีนัยทาง

สถ ิติ  อย ่างไรก ็ตามที ่อ ุณหภูม ิ 25°C สามารถเจร ิญได ้ด ีท ี ่ส ุด  โดยที่ T. virens (DCHU1101) , T. harzianum (DCHU1603) ,                  
T. asperellum (DCHA2005) และ T. koningiopsis (DCHA602) มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี เท่ากับ 9.00, 8.83, 8.27 และ 
6.70 ซม. ตามลำดับ นอกจากนี้ยังพบว่าเชื้อราทั้ง 4 สปีชีส์ ไม่สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิที่ 5 และ 45°C โดยไม่พบการเจริญของเส้นใย
เช้ือราบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่บ่มในอุณหภูมิดังกล่าว (Table 3)  

ความเป็นกรด-ด่าง 
พบว่าเชื้อราทั้ง 4 สปีชีส์ สามารถเจริญได้ในทุกสภาพความเป็นกรด-ด่าง โดยมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ          

ซึ่งเจริญได้ดีที่สุดที่ค่า pH 5 และ 7 โดยที่เชื้อรา T. virens (DCHU1101) และ T. harzianum (DCHU1603) มีเส้นผ่านศูนย์กลางบน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ pH 5 และ 7 เท่ากับ 9.00 ซม. ส่วนเชื้อรา T. asperellum (DCHA2005) มีเส้นผ่านศูนย์กลาง เท่ากับ 9.00 และ 
8.68 ซม. ตามลำดับ ในขณะที่เชื้อรา T. koningiopsis (DCHA602) ที่ pH 5 และ 7 มีขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีเท่ากับ 8.33 
และ 6.42 ซม. ตามลำดับ) (Table 3) 
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Table 3 Physiological and biochemical characterization of Trichoderma 4 species after 5 days of incubation period 

Characteristics 
Trichoderma species 

T. asperellum T. harzianum T. koningiopsis T. virens 
Colony diameter on PDA (cm) 7.38c 8.47ab 7.58bc 9.00a 
Mean spore wide (µm) 3.66 - 4.34 2.85 - 3.82 3.47 - 4.41 2.74 - 3.63 
Mean spore length (µm) 4.17 - 4.76 3.07 - 3.7 4.49 - 6.94 2.74 - 4.17 
Colony diameter at 5° C (cm) 0.60e 0.60d 0.60e 0.60e 
Colony diameter at 10° C (cm) 0.80d 0.88d 1.30c 1.23d 
Colony diameter at 15° C (cm) 2.32c 1.68c 2.33b 2.28b 
Colony diameter at 25° C (cm) 8.27a 8.83a 6.70a 9.00a 
Colony diameter at 35° C (cm) 2.95b 3.48b 0.93d 2.10c 
Colony diameter at 45° C (cm) 0.60e 0.60d 0.60e 0.60e 

C.V. (%) 2.81 6.78 4.88 2.76 
Colony diameter on pH 3 (cm) 6.87b 6.68b 5.33d 7.23b 
Colony diameter on pH 5 (cm) 9.00a 9.00a 8.33a 9.00a 
Colony diameter on pH 7 (cm) 8.68a 9.00a 6.42b 9.00a 
Colony diameter on pH 9 (cm) 6.48b 6.73b 5.90c 7.25b 

C.V. (%) 3.60 1.22 3.31 1.61 
Colony diameter on glucose (cm) 7.73a 8.05a 8.33a 9.00a 
Colony diameter on sucrose (cm) 6.77b 6.65b 7.90b 7.90b 
Colony diameter on cellulose (cm) 7.10b 7.60ab 7.66b 7.63b 

C.V. (%) 2.36 8.03 1.58 2.38 
Colony diameter on (NH4Cl) (cm) 6.65b 8.77a  8.20b 8.07a 
Colony diameter on (KNO3) (cm) 6.48b 8.20b 6.18c 7.50b 
Colony diameter on peptone (cm) 8.12a 9.00a  8.70a 8.00a 

C.V. (%) 2.81 1.68 1.47 2.39 
1/ Column values followed by the same letter are not significantly different (P<0.05) 

 
การตอบสนองต่อแหล่งคาร์บอน 
พบว่าเช้ือรา Trichoderma ทั้ง 4 สปีชีส์ สามารถเจริญได้บนอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีผสมแหล่งคาร์บอนท่ีนำมาทดสอบ โดยมีความ

แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ พบว่าบนอาหารที่มีน้ำตาลกลูโคส วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีเช้ือรา T. virens (DCHU1101), 
T. koningiopsis (DCHA602), T. harzianum (DCHU1603) และ T. asperellum (DCHA2005) ได้เท่ากับ 9.00, 8.33, 8.05 และ 
7.73 ซม. ตามลำดับ (Table 3) 

การตอบสนองต่อแหล่งไนโตรเจน 
เชื้อรา Trichoderma สามารถเจริญบนอาหารที่ผสมแหล่งไนโตรเจนที่นำมาทดสอบได้ โดยมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ

ทางสถิติ พบว่าเชื้อรา T. harzianum (DCHU1603) และ T. virens (DCHU1101) เจริญได้ดีบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมแหล่งไนโตรเจน
ที่เป็นแอมโมเนียมคลอไรด ์(NH4Cl) และเปปโตน โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีเท่ากับ 8.77/9.00 และ 8.07/8.00 ซม. ตามลำดบั 
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ในขณะที่เชื้อรา T. asperellum (DCHA2005) และ T. koningiopsis (DCHA602) เจริญได้ดีบนอาหารที่มีเปบโตน ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางโคโลนีเท่ากับ 8.12 และ 8.70 ซม. ตามลำดับ (Table 3) 

เชื้อราในสกุล Trichoderma ส่วนใหญ่เป็นเชื้อราที่เจริญและสร้างเส้นใยได้ค่อนข้างรวดเร็ว ทำให้พบเชื้อราสกุลนี้เจริญได้
ทั่วไป โดยเฉพาะในบริเวณที่เป็นพื้นที่การเกษตร พื้นที่ดินป่า รวมไปถึงทะเลทราย (Danielson and Davey, 1973b; Wardle et al., 
1993) ปัจจัยต่าง ๆ เช่น ความแห้งแล้ง ความเค็ม ความชื้น อุณหภูมิ เชื้อสาเหตุโรค และประเภทของดิน มีอิทธิพลต่อประชากร               
จุลินทรีย์และการทำงานในพืช (Adeleke and Babalola, 2020; Igiehon et al., 2021) เชื้อรา Trichoderma spp. แต่ละสปีชีส์ มี
สภาพแวดล้อมในการเจริญที่แตกต่างกัน การศึกษาปัจจัยทางสรีรวิทยาที่เกี่ยวกับการเจริญเติบโต ทำให้ทราบถึงสภาพแวดล้อมที่
เหมาะสมต่อการเจริญ การเพิ่มปริมาณ และสามารถนำข้อมูลนี้ไปปรับใช้ในการเพิ่มปริมาณเชื้อรา Trichoderma spp. เพื่อประโยชน์
ในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืชได้ (Bruehl, 1975) สำหรับกระบวนการเมทาบอลิซึมของเชื้อราสกุลนี้ค่อนข้างมีความหลากหลาย        
สามารถใช้แหล่งไนโตรเจนที่มาจากรูปของแอมโมเนีย (NH3) ได้ค่อนข้างดี แต่ใช้สารไนเตรทได้ไม่ดีนัก (Danielson and Davey, 
1973a) สำหรับแหล่งไนโตรเจนอื่น ๆ เช่น แอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4, เปบโตน (peptone) และ โซเดียมไนเตรต (NaNO3) โดย
เฉพาะเปบโตน ซึ่ง Sun et al. (2021) รายงานว่าในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีเปบโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน ทำให้เชื้อรา Trichoderma reesei 
เจริญได้ดี และสามารถกระตุ้นให้เช้ือราผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ สอดคล้องกับการศึกษาในครั้งนี้ท่ีพบว่าเช้ือรา Trichoderma ทั้ง 4 สปี
ชีส์ เจริญได้ดีในอาหารที่มีเปบโตนเป็นส่วนผสม สำหรับแหล่งคาร์บอนน้ันพบว่าเช้ือราสกุลนี้สามารถย่อยสารประกอบแหล่งคาร์บอน C1 
ไฮโดรคาร์บอน รวมถึงน้ำตาลโมเลกุลต่าง ๆ เช่น อินซูลิน (insulin), น้ำตาลซูโครส น้ำตาลกลูโคสรูปแบบที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติ (D-
glucose) เป็นต้น (Davies and Westlake, 1979)  

 
ความสามารถของเชื้อรา Trichoderma ในการผลิตเอนไซม์ที่สำคัญ 

การวิเคราะห์การผลิต chitinase   
ผลการวิเคราะห์การผลิตไคติเนส (chitinase) พบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยที่เชื้อรา T. harzianum 

(DCHU1603) มีการผลิตได้มากที่สุด โดยมีปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 0.3630 มก./มล. รองลงมาคือ T. koningiopsis (DCHA602),        
T. virens (DCHU1101) และ T. asperellum (DCHA2005) มีค ่าเท่ากับ 0.2400, 0.2333 และ 0.2250 มก./มล. ตามลำดับ      
(Table 4) 

การวิเคราะห์การผลิต cellulase  
จากการวิเคราะห์การผลติเซลลเูลส (cellulase) พบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิต ิโดยที่เช้ือรา T. koningiopsis 

(DCHA602) มีการผลิตเอนไซม์ได้มากที่สุดเท่ากับ 19.0272 หน่วย/ลิตร รองลงมาคือ T. virens (DCHU1101), T. harzianum 
(DCHU1603) และ T. asperellum (DCHA2005) มีค่าเท่ากับ 12.4608, 12.2581 และ 11.4677 หน่วย/ลิตร ตามลำดับ (Table 4) 

มีรายงานว่าเชื ้อรา Trichoderma สามารถผลิตเอนไซม์ได้หลายชนิด เช่น เบตา 1, 3 กลูคาเนส (ß-1, 3 glucanases)      
เซลลูเลส ไคติเนส และโปรตีเอส (proteases) เป็นต้น (Tang et al., 2001; Whipps, 2001) ซึ่งความสามารถในการผลิตเอนไซม์ได้ ถือ
ว่าเป็นกลไกที่สำคัญในการนำมาประยุกต์ใช้เพื่อใช้ประโยชน์จากการเป็นเชื้อราปฏิปักษ์ในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคพืช โดยเอนไซม์
จะส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงทางด้านสัณฐานวิทยาและการย่อยสลายผนังเซลล์ของเชื้อราสาเหตุโรคพืช (Kim et al., 2002) ซึ่งจะเกิด
ต่อเมื ่อเชื ้อรา Trichoderma มีการเจริญและพันรัดเส้นใยเชื ้อราสาเหตุโรค ในกระบวนการนี้จะมีการสร้างโครงสร้างที่เรียกว่า 
appressorium-like structures ทำหน้าที่ในการแทงเข้าสู่เชื้อราสาเหตุโรค จากนั้นจะผลิตสารทุติยภูมิและหลั่งเอนไซม์ ซึ่งมีหน้าที่
กระตุ้นการเจริญของเส้นใยเชื ้อราสกุลนี้ให้เข้าสู ่ช่องว่างของผนังเซลล์ของเส้นใย (lumen) ของเชื ้อราสาเหตุโรค และย่อยสลาย
ส่วนประกอบของผนังเซลล์เชื้อราสาเหตุโรคได้ (Viterbo et al., 2002; Mukherjee et al., 2012) โดยเฉพาะเอนไซม์ไคติเนสมีความ
เกี ่ยวข้องมากที ่ส ุดในกลไกการเป็นปรสิตของเชื ้อรา Trichoderma (Carsolio et al., 1994) เอนไซม์เหล่านี ้ผลิตโดยเชื ้อรา 
Trichoderma spp. มีความสัมพันธ์เชิงบวกในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื ้อรา  (Osorio-Hernández et al., 2016) สำหรับ
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เอนไซม์เซลลูเลสที ่เชื ้อรา Trichoderma ผลิตได้มากกว่าเอนไซม์ไคติเนสนั ้น น่าจะเหมาะสมต่อการนำไปควบคุมเชื ้อรากลุ่ม 
oomycetes ซึ่งผนังเซลล์มีองค์ประกอบของเซลลูโลสเป็นส่วนใหญ่ 

จากงานวิจัยของ Mclntyre et al. (2004) พบว่าการผลิตเอนไซม์ของเชื้อรา Trichoderma มีประโยชน์ต่อการใช้เชื้อราเพื่อ
ควบคุมเชื้อสาเหตุโรคแบบชีววิธี โดยในการศึกษาการแสดงออกของยีนในระหว่างการเกิดภาวะปรสิตของเชื้อรา T. atroviride พบว่า
เชื ้อรามีการส่งสัญญาณ cAMP (cyclic adenosine monophosphate) และ MAP kinase (mitogen-activated protein kinase, 
MAPK) เพิ่มมากข้ึน เพื่อควบคุมการสร้างเอนไซม์ และการพันรัดเช้ือราสาเหตุโรค นอกจากน้ีในเชื้อรา T. harzianum พบว่ายีน tga1 มี
ความเกี่ยวข้องกับการพันรัด และกระตุ้นการสร้าง G-protein (mastoparan-fluoroaluminate) เพื่อใช้ในการเข้าทำลายและเกิดภาวะ
ปรสิตกับเชื้อราสาเหตุโรคเช่นกัน (Omero et al., 1999) 

 
Table 4 Enzyme activities of Trichoderma 4 species 

Species 
Enzyme activity 

Chitinase enzyme (mg/ml) Cellulase enzyme (U/L) 
Trichoderma asperellum (DCHA2005) 0.2250c 11.4677c 
T. harzianum (DCHU1603) 0.3630a 12.2581b 
T. koningiopsis (DCHA602) 0.2400b 19.0272a 
T. virens (DCHU1101) 0.2333b 12.4608b 

C.V. (%) 1.4221 1.6021 
1/ Column values followed by the same letter are not significantly different (P<0.05) 
 

สรุป 
เชื้อรา Trichoderma ที่พบจากแปลงปลูกทุเรียนในพื้นที่จังหวัดจันทบุรี และชุมพร ทั้ง 4 ไอโซเลท สามารถจำแนกได้เป็น 4 

สปีชีส์ คือ T. asperellum (DCHA2005), T. harzianum (DCHU1603), T. koningiopsis (DCHA602) และ T. virens (DCHU1101) 
ในการศึกษาความสามารถในการเป็นปฏิปักษ์ของเชื้อรา Trichoderma จำนวน 4 สปีชีส์ พบว่าความสามารถในการควบคุมเชื้อรา 
Pythium cucurbitacearum (DCHU1003), P. deliense (DCHA101), P. inflatum (DCHU301), P. splendens (DCHU1301)และ 
Phytopythium vexans (DCHA207) ได้ มากน้อยแตกต่างกัน แต่ไม่สามารถควบคุมเชื้อรา Phytophthora palmivora ได้ แต่ละสปี
ชีส์สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิที่แตกต่างกัน งานวิจัยนี้พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมที่ Trichoderma ทั้ง 4 สปีชีส์เจริญได้ดี เท่ากับ 25°C 
สำหรับอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ำตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน และเปบโตนแหล่งไนโตรเจนนั้น เป็นแหล่งอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญ
ของเส้นใย ส่วนความสามารถในการสร้างไคติเนสและเซลลูเลสนั้น พบว่าเชื้อรา Trichoderma ทั้ง 4 สปีชีส์ สร้างได้มากน้อยแตกต่าง
กัน เมื่อเปรียบเทียบกับความสามารถในการควบคุมเช้ือราสาเหตุโรค กลับพบว่าไม่มี correlation กันแต่อย่างใด อย่างไรก็ตามงานวิจัย
นี้เป็นการเปิดเผยว่า อย่างน้อยที่สุดเชื้อรา Trichoderma ทั้ง 4 สปีชีส์ แม้ไม่สามารถควบคุม P. palmivora ได้ แต่ก็ยังสามารถควบคุม
เชื้อราในสกุล Pythium และ Phytopythium ที่เป็นสาเหตุโรครากเน่าโคนเน่าของทุเรียนท่ีพบในปัจจุบันได้ด้วยเช่นกัน อย่างน้อยที่สุด
ก็ยังสามารถหยุดการแพร่ระบาดของเชื้อราสาเหตุโรคในแปลงได้ การจัดการโรคในสวนทุเรียนนอกจากการควบคุมการระบาดของโรค
แล้ว ควรต้องคำนึงถึงจุลินทรีย์ในท้องถิ่น ซึ่งอาจมีประโยชน์และมีความสำคัญทั้งต่อระบบนิเวศ ความหลากหลายทางชีวภาพ และการ
ครอบครองพ้ืนท่ีด้วยเช่นกัน 
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คำขอบคุณ 
งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนจากสำนักงานคณะกรรมการส่งเสริมวิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม (สกสว.)  และขอขอบคุณ

ห้องปฏิบัติการราวิทยา ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กำแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน ที่เอื้อเฟื้ออุปกรณ์ 
และสถานท่ีในการทำวิจัย 
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