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การผลิตเอนไซมของเช้ือรา Trichoderma spp. ที่แยกไดจากดิน และวัสดุเพาะเห็ด 
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ABSTRACT 

Twenty-nine isolates of Trichoderma spp. obtained from soil and mushroom spawn 

samples during 2019 to 2021 were used to evaluate their degrading-enzymes synthesis 

efficiency on selective media. Degrading-enzymes synthesis efficiency was done by zone clearing 

technique and by calculating hydrolysis capacity (HC) value. The results revealed that isolates 

T-1, T-14 and T-22 showed the highest efficiency to synthesize pectinase, cellulase and amylase 

enzymes at HC values of 7.73, 7.13 and 5.00 respectively. Isolates T-1, T-14 and T-22 were 

identified by ITS4 and ITS5 gene sequencing. The results showed that T-1, T-14 and T-22 were 

Trichoderma asperellum (Samuels) Lieckf. & Nirenberg with 100, 99 and 99% identity. T-1 

and T-14 were isolated from soil in Photharam, Ratchaburi province and Dan Makham Tia, 

Kanchanaburi Province respectively. Whereas, T-22 was isolated from mushroom spawn in 

Damnoen Saduak, Ratchaburi Province. 
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บทคัดยอ 

งานวิจัย น้ีมี วัต ถุประสงค เพื่ อทดสอบ

ประสิทธิภาพการสรางเอนไซมยอยสลายของเช้ือรา 

Trichoderma spp. จํานวน 29 ไอโซเลท ที่แยกได

จากตัวอยางดิน และวัสดุเพาะเห็ด ในป พ.ศ. 2562-

2564 นําเช้ือรา Trichoderma spp. ที่แยกไดมา

ทดสอบประสิทธิภาพการสรางเอนไซมยอยสลาย 

บนอาหารเลี้ยงเช้ือจําเพาะ ดวยวิธี zone clearing 

technique และประเมินคา hydrolysis capacity 

(HC value) ผลการทดลองพบวา เช้ือรา Trichoderma 

ไอโซเลท T-1, T-14 และ T-22 สามารถสรางเอนไซม

เพคติเนส เซลลูเลส และอะไมเลสไดสูงที่สุด มีคา 

HC เทากับ 7.73 7.13 และ 5.00 ตามลําดับ และ

สามารถระบุไอโซเลท T-1, T-14 และ T-22 ถึงระดับ 

สปซีสดวยการหาลําดับเบสโดยใชคูไพรเมอร ITS5 

และ ITS4 พบวา ไอโซเลท Trichoderma T-1, T-14 

และ T-22 คือ เช้ือรา Trichoderma asperellum 

(Samuels) Lieckf. & Nirenberg ที่ระดับความ

เหมือน 100  99 และ 99% ตามลําดับ โดยเช้ือรา 

Trichoderma ไอโซเลท T-1 และ T-14 แยกมาได

จากตัวอยางดินที่เก็บมาจาก อ. โพธาราม จ. ราชบุรี 

และ อ. ดานมะขามเต้ีย จ. กาญจนบุรี ตามลําดับ 

สวน ไอโซเลท T-22 แยกไดจากวัสดุเพาะเห็ด 

อ. ดําเนินสะดวก จ. ราชบุรี 

 

คําสําคัญ: Trichoderma spp.; เซลลูเลส; เพคติเนส; 

อะไมเลส  
 

บทนํา 

วิธีการควบคุมโรคพืชดวยชีววิธี (biocontrol 

agents) เปนวิธีที่เปนมิตรตอสิ่งแวดลอม ไมเปน

อันตรายตอผูใช และสามารถทดแทนการใชสารเคมี 

ปจจุบันมีการศึกษาการใชเช้ือรา Trichoderma  

ซึ่งเปนเช้ือราปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพสูงในการ

เจริญแขงขันกับเช้ือราสาเหตุโรคพืช เน่ืองจากมีการ

เจริญเติบโตเพิ่มปริมาณไดอยางรวดเร็ว ทัศนาพร 

และคณะ (2550) ไดทําการแยกเช้ือรา Trichoderma 

จากวัสดุเพาะเห็ด และกอนเช้ือเห็ดที่ปนเปอน 

จากฟารม เพาะเห็ดตาง  ๆ เมื่ อนํามาทดสอบ

ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเสนใย 

เช้ือรา Phomopsis asparagi บนจานอาหาร PDA 

ในหองปฏิบั ติการ พบวา มีประสิทธิภาพดี และ

สามารถคัดเลือกได เ ช้ือรา Trichoderma spp. ที่ 

มีประสิทธิภาพ ดีจํานวน 18   ไอโซเลท โดยพบวา 

ทุกไอโซเลท คือ เช้ือรา T. harzianum จึงทําการศึกษา

ตอในสภาพเรือนทดลอง ผลการศึกษาพบวา ไอโซเลท 

TS29 และ TS31 มีประสิทธิภาพในการปองกันกําจัด

โรคลําตนไหมไดดี 

เช้ือรา Trichoderma สามารถสรางสาร

ยับย้ังเช้ือรากอโรคพืชตาง ๆ ไดแก เอนไซมตาง ๆ 

เชน เซลลูเลส อะไมเลส เพคติเนส ไลเปส ไคติเนส 

ไซลาเนส แทเนส โพลิกาแลคตูโรเนส Carbohydrate-

Active (CAZymes) โปรตีเอส ß-1, 3 กลูคาเนส เปน

ตน (Gajera and Vakharia, 2012; Bech et al., 

2015) การผสมเช้ือรา Trichoderma spp. ในดิน

ปลูกขาวโพด ถ่ัวลิสง และยาสูบ พบวา Trichoderma 

spp. สรางเอนไซมประเภท lytic enzymes เปน

ปริมาณมาก (Engelberth et al., 2003) โดยเฉพาะ

อยาง ย่ิงเอนไซมยอยสลายผนังเซลล เซลลูโลส 

(Do Vale et al., 2014) และ Adorada et al. (2000) 

รายงานวา เอนไซมเพคติเนส ที่เช้ือรา Trichoderma 

สรางข้ึนสามารถควบคุมโรครากเนาโคนเนาสาเหตุ

เกิดจากเช้ือรา Phytophthora infestans ได เน่ืองจาก 

เช้ือรา Trichoderma สามารถสราง cellulose-

degrading enzymes ปริมาณมากไดหลายประเภท 
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ที่มีผลในการยับย้ังเช้ือรากอโรคพืช (Do Vale et al., 

2014) นอกจากน้ี Vinale et al. (2014) รายงาน

ในทางเดียวกันวา เช้ือรา Trichoderma สามารถ

สรางสารทุติยภูมิที่มีประสิทธิภาพในการควบคุม 

เ ช้ือราสาเหตุโรคพืชได  ดัง น้ัน งานวิจัยน้ีจึงมี

วัตถุประสงคเพื่อคัดเลือกเช้ือรา Trichoderma ที่มี

ประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมยอยสลายเซลลูเลส 

เพคติเนส และอะไมเลส เพื่อนํามาใชทดแทนการใช

สารเคมีในการปองกันกําจัดโรคพืชตอไปในอนาคต     

 

อุปกรณและวิธีการ 

1. การเตรียมเชื้อรา Trichoderma 

 นํา เ ช้ือรา Trichoderma จาก culture 

collections ของกรมวิชาการเกษตร ที่แยกเช้ือได

จากตัวอยางดินและวัสดุเพาะเห็ดจาก จ. กาญจนบุรี 

จ. ราชบุร ีจ. สุพรรณบุร ีและ จ. นครปฐม (ทัศนาพร 

และคณะ, 2550) จํานวน 29 ไอโซเลท นํามาเลี้ยง

เพิ่มขยายในจานอาหารเลี้ยงเช้ือ potato dextrose 

agar (PDA) ตามวิธีการของ จิระเดช และวรรณวิไล 

(2542) โดยนําเสนใยเช้ือราบริสุทธ์ิมาเลี้ยงใหเจริญ

บนอาหาร PDA จากน้ัน นําเช้ือไปแยกเก็บบนอาหาร

เอียงในหลอดทดลอง เพื่อเก็บรักษาเปนเช้ือต้ังตน 

(stock culture) ที่อุณหภูมิ 4º ซ. สําหรับนําไปใชใน

ทดสอบการสรางเอนไซมยอยสลายเซลลูเลส เพคติเนส 

และอะไมเลส บนอาหารจําเพาะ (selective media) 

ตอไป  
 

2. การทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซม

ยอยสลายของเชื้อรา Trichoderma ดวยวิธี zone 

clearing technique 

2.1 ทดสอบการสรางเอนไซมเซลลูเลส  

 ทดส อบ ความส า ม า ร ถขอ ง เ ช้ื อ ร า 

Trichoderma จํานวน 29 ไอโซเลท ในการสรางเอนไซม

เซลลู เลส บนอาหารจําเพาะ carboxymethyl 

cellulose (CMC) โดยใช cork borer เจาะช้ินวุน

เช้ือราบนจานอาหาร PDA ที่มีการเจริญของเสนใย 

แลวนําช้ินวุนที่เจาะไปวางบนตําแหนงกลางจาน

เลี้ยงเช้ือที่มีอาหาร CMC บมที่อุณหภูมิ 30º ซ. เปน

เวลา 72 ชม. จากน้ัน เติมสารละลาย 1% congo red 

ปริมาตร 10 มล. ใหทวมหนาผิวหนาอาหารและ

โคโลนีเช้ือราเปนเวลา 15 นาที แลวเทออก และ

ลางดวยนํ้ากลั่น จากน้ัน เติมสารละลาย 1M NaCl 

ปริมาตร 10 มล. เปนเวลา 15 นาที บันทึกผลโดย

วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณวงใสรอบ

โคโลนีและขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี 

เพื่อคํานวณอัตราสวนขนาดเสนผานศูนยกลาง

บริเวณวงใสรอบโคโลนีตอขนาดเสนผานศูนยกลาง

ของโคโลนี (hydrolysis capacity value, HC value) 

ตามสูตรการคํานวณของ Taechapoempol et al. 

(2011)  
 

HC value = เสนผานศูนยกลางของการเกิดบริเวณโซนใส 
                     เสนผานศูนยกลางของโคโลนีเชื้อรา 
 

 บันทึกคาคะแนนอัตราสวนเสนผานศูนยกลาง

วงใส (clear zone) และโคโลนี ตามวิธีการของ Xu 

and Yang (2010) และจัดระดับการสรางเอนไซม ดังน้ี  

 0 ; ไมมีการสรางเอนไซม  

<1.00; มีการสรางเอนไซมนอย   

1.01-2.00; มีการสรางเอนไซมปานกลาง   

2.01-3.00; มีการสรางเอนไซมมาก 

>3.01 ข้ึนไป; มีการสรางเอนไซมมากทีสุ่ด 

2.2 ทดสอบการสรางเอนไซมเพคติเนส   

 ทดสอบการสรางเอนไซมเพคติเนสบน

อาหารจําเพาะ Czapek-Dox agar +1% เพคติน 
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ตามวิธีการของ Phutela et al. (2005) โดยใช cork 

borer เจาะช้ินวุนบนจานอาหารวุน PDA ที่มีการ

เจริญของเสนใยของเช้ือรา Trichoderma แตละ 

ไอโซเลท นําช้ินวุนที่เจาะไปวางบนตําแหนงกลาง

จานเลี้ยงเช้ือ บมที่อุณหภูมิ 30º ซ. เปนเวลา 72 ชม. 

จากน้ัน เติมสารละลาย iodine-potassium iodide 

ในนํ้ากลั่นปลอดเช้ือปริมาตร 330 มล. วัดขนาดเสน

ผานศูนยกลางของการเกิดบริเวณใสรอบโคโลนีและ

เสนผานศูนยกลางของโคโลนี คํานวณคา HC value 

ตามสูตรเชนเดียวกับขอ 2.1 

2.3 ทดสอบการสรางเอนไซมอะไมเลส 

 ทดสอบการสรางเอนไซมอะไมเลสบน

อาหาร starch agar ตามวิธีการของ เพชรลดา และ

กําไล (2556) โดยใช cork borer เจาะช้ินวุนบน

จานอาหาร PDA ที่มีการเจริญของเสนใยของเช้ือรา 

Trichoderma แตละไอโซเลท วางบนตําแหนง

กลางจานเลี้ยงเช้ือ บมที่อุณหภูมิ 30º ซ. เปนเวลา 

72 ชม. จากน้ัน เติมสารละลาย 3% iodine (w/v) 

เปนเวลา 15 นาที จึงเทออก ลางจานอาหารเลี้ยง

เช้ือดวยนํ้ากลั่นปลอดเช้ือ จากน้ัน เติมสารละลาย 

1M NaCl ปริมาตร 10 มล. เปนเวลา 15 นาที วัด

ขนาดเสนผานศูนยกลางของการเกิดบริเวณใสรอบ

โคโลนีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนี คํานวณคา 

HC value ตามสูตรเชนเดียวกับขอ 2.1 

 

3. การวิเคราะหชนิดของเชื้อรา Trichoderma ระดับ 

สปซีสโดยการหาลําดับเบสบริเวณ ITS 

 เพาะเลี้ยงเช้ือรา Trichoderma ไอโซเลท 

T1-T17 และ ไอโซเลท T22 บนจานอาหารวุน PDA 

เพื่อใชในการวิเคราะหระดับสปซีส โดยการหาลําดับ

เบสตําแหนง internal transcribed spacer (ITS)  

 

โดยใชคูไพรเมอร ITS5 5’ (TCC GTA GGT GAA 

CCT GCG G) 3’ และ ITS4 5’ (TCC TCC GCT 

TAT TGA TAT GC) 3’ โดยสงตัวอยางเช้ือราไปยัง 

Macrogen company (Korea) เพื่อทําการหาลําดับ

เบส แลวทําการเปรียบเทียบผลลําดับเบสที่ไดกับ

ลําดับเบสที่ปรากฏในฐานขอมูล GenBank ดวย

การใชโปรแกรม BLAST  

 

ผลการทดลองและวิจารณ 

1. ลักษณะโคโลนีเชื้อรา Trichoderma ท่ีใชใน

การทดลอง 

เช้ือรา Trichoderma จาก culture collections 

จํานวน 29 ไอโซเลท สามารถเจริญเติบโตบน

อาหารเลี้ยงเช้ือ PDA ที่อุณหภูมิ 28º ซ. เปนเวลา 

7 วัน เช้ือแตละไอโซเลทมีลักษณะโคโลนีและ

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกตางกัน (Figure 1)   
 

2. การสรางเอนไซมเซลลูเลส เพคติเนส และ 

อะไมเลสของเชื้อรา Trichoderma   

2.1 เอนไซมเซลลูเลส  

 เช้ือรา Trichoderma สามารถเจริญไดดี

ในอาหารที่ประกอบดวย carboxymethyl cellulose 

(CMC) ที่เปนแหลงคารบอนและสามารถสรางเอนไซม

เซลลูเลสไดดี Trichoderma จํานวน 5 จาก 29 

ไอโซเลท ใหคา HC สูง ไดแก T-14, T-18, T-24, 

T-13, T-17 และ T-23 โดยมีคา HC 7.13 6.40  

6.40  6.13  5.93 และ 5.87 ซม. ตามลําดับ (Table 1) 

ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ พิมพชนา และคณะ 

(2559) ที่รายงานวา เช้ือรา Trichoderma harzainum 

และ T. Inhamatum สามารถสรางเอนไซมเซลลูเลส 

ไดในปริมาณสูง 
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Figure 1 Morphology of Trichoderma asperellum colony of 29 isolates (TC-1 to TC-29) on PDA 
agar after 7 days incubation at 28˚C 
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Table 1 Production in terms of hydrolysis capacity value (HC value) of cellulase, pectinase 
and amylase enzymes by 29 Trichoderma isolates on CMC, Czapek-Dox agar and 
starch-agar media 

  

 1/ Means in the same column, followed by a common letter are not significantly different at the 5% level by DMRT   
Note: T-1, T-14 and T-22 are Trichoderma asperellum 
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    2.2 เอนไซมเพคติเนส  

 เ ช้ื อ ร าส าม าร ถ เ จริ ญ ได ใ นอ าห าร ที่

ประกอบดวยเพคตินเปนแหลงคารบอนและมีการ

สรางเอนไซม เพคติเนส จากการศึกษาน้ีพบวา 

เช้ือรา Trichoderma ที่ใหผลการเกิดวงใสรอบ

โคโลนี มากที่สุด 5 อันดับ ไดแก T-1, T-23, T-27 

และT-29 และ มีคา HC 7.73 6.60 6.67 และ 

6.70 ซม. ตามลําดับ (Table 1) เพชรลดา และ

กําไล (2556) รายงานวา การสรางเอนโซมสังเกตได

จากวงใสรอบโคโลนีเมื่อทดสอบดวยสียอมสารละลาย 

iodine-potassium iodide เน่ืองจาก เช้ือราสราง

เอนไซมมายอยเพคตินบริ เวณรอบโคโลนีจึงไม 

ติดสียอม Adorada et al. (2000) รายงานวา เอนไซม 

เพคติเนส สามารถควบคุมโรครากเนาโคนเนาสาเหตุ

เกิดจากเช้ือรา Phytophthora infestans   

2.3 เอนไซมอะไมเลส 

 การสรางเอนไซมอะไมเลส เช้ือราสามารถ

เจริญไดในอาหารที่ประกอบดวยแปง (starch) เปน

แหลงคารบอน และมีการสรางเอนไซมอะไมเลส 

เช้ือรา Trichoderma ที่ใหผลการเกิดวงใสรอบโคโลนี

มากที่สุด 5 อันดับ ไดแก T-22, T-27, T-25, T-17 

และ T24 ที่คา HC 5.00  4.93  4.93  4.87 และ 

4.83 ซม. ตามลําดับ (Table 1) ซึ่งสังเกตไดจากวง

ใสรอบโคโลนีเมื่อทดสอบดวยสารละลาย 3% 

ไอโอดีน เช้ือราสรางเอนไซมมายอยแปง แตบริเวณ

รอบโคโลนีจะไมติดสียอมไอโอดีน (เพชรลดา และ

กําไล, 2556)  
 

6. การวิเคราะห Trichoderma ในระดับสปซีส 

  การวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรมของ

เช้ือรา Trichoderma จํานวน 18 ไอโซเลท ไดแก 

ไอโซเลท T1-T17 และไอโซเลท T22 ถึงระดับ 

สปซีสดวยการหาลําดับเบสบริเวณ ITS โดยใชคู 

ไพรเมอร ITS4 5’ (TCC TCC GCT TAT TGA TAT 

GC) 3’ และ ITS5 5’ (TCC GTA GGT GAA CCT 

GCG G) 3’ และเปรียบเทียบผลการหาลําดับเบส

ดวยโปรแกรม BLAST พบวา สปซีสของเช้ือรา 

Trichoderma ไอโซเลท T-1, T-14 และ T-22 มี

ความเหมือนกับ Trichoderma asperellum Samuels, 

Lieckf & Nirenberg ที่ระดับความเหมือน 100  99 

และ 99% ที่คาทางสถิติ  E-value เทากับ 0.0 

ดัง น้ัน Trichoderma ไอโซเลท T-1, T-14 และ  

T-22 คื อ  Trichoderma asperellum Wu et al. 

(2017) รายงานวา เช้ือราสายพันธุใหม Trichoderma 

asperellum GDFS1009 เปนจุลินทรียปฏิปกษที่มี

ประสิทธิภาพและมีคุณสมบัติตอการเปนปรสิตตอ

เช้ือราสาเหตุโรคพืช เชน โรคเหี่ยวในแตงกวา และ

โรคฝกและเมล็ดขาวโพดเนา ที่เกิดจากเช้ือ Fusarium 

oxysporum f. sp. Cucumerinum Owen เชนเดียว 

กับการศึกษาการใช Trichoderma asperellum 

ในการควบคุมโรคเนาดําในกลวยไม ซึ่งมีสาเหตุจาก

เช้ือสาเหตุ Phytophthora palmivora (Butl.) Butl. 

(กัญชลิกา และคณะ, 2562)  

 

สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาประสิทธิภาพของการสราง

เอนไซมยอยสลายเซลลูเลส เพคติเนส และอะไมเลส 

ของรา Trichoderma sp.จํานวน 29 ไอโซเลท ดวย

วิธี zone clearing technique พบวา รา Trichoderma 

ไอโซเลท T-1, T-14 และ T-22 มี HC value เฉลี่ย

สูงสุดของเอนไซมเซลลูเลส เพคติเนส และอะไมเลส  

7.13 7.73 และ 5.00 ตามลําดับ และจากการวิเคราะห

ระดับสปซีส พบวา Trichoderma ไอโซเลท T-1, 

T-14 และ T-22  คือ Trichoderma asperellum 

โดยไอโซเลท T-1 และ T-14 ที่แยกไดจากดิน สวน 

ไอโซเลท T-22 แยกไดจากวัสดุเพาะเห็ด ซึ่งสามารถ
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นําไปขยายผลในการผลิตเอ็นไซมเพื่อนําไปใชในการ

ควบคุมโรคพืชตอไปได  

 

คําขอบคณุ 

 ขอขอบคุณนายไกรศร ตาวงศ นักวิชาการ

สถิติ กองแผนงานและวิชาการ กรมวิชาการเกษตร 

ที่ใหความอนุเคราะหวิเคราะหขอมูลทางสถิติ และ

นายอนุชา สุขสังวาลย นักวิชาการเกษตร กลุมวิจัย

เทคโนโลยี ชีวภาพทางการเกษตร ที่ ใหความ

ชวยเหลือจัดเตรียมอุปกรณ เครื่องมือและสารเคมี

ในงานทดลอง และเก็บบันทึกขอมูล  
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