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ความผันแปรทางพันธุกรรมระหวางไอโซเลทของเชื้อราสกุล 
Trichoderma จากบริเวณรากของพริกและสารชีวภัณฑ 

Genetic Variations  Among  Isolates  of  Trichoderma  from 
Rhizosphere of Chilli and Biofungicide 

Abstract: Ninety-four isolates of Trichoderma spp. were randomly collected from the rhizosphere of chilli found in 
five different geographic regions. These isolates were isolated from the soil by using the dilution plate method. 
The other six isolates of Trichoderma spp. used in this study were from biofungicides. The results of their 
morphological studies indicated that 100 isolates of Trichoderma spp. could be grouped into seven species. 
The polymorphism of the internal transcribed spacer (ITS) regions was also used to characterize isolated 
Trichoderma spp. in this study. The ITS regions of 100 isolates of Trichoderma spp. were amplified by using a 
polymerase chain reaction (PCR) with universal primers ITS1 and ITS4. The amplified products (600 bp) were 
then digested with BamHI, SmaI and EcoRI. The BamHI digestion profiles could classify the 100 isolates of 
Trichoderma spp. into three groups. These results resembled the results of the cluster analysis of PCR-RFLP 
data which clearly partitioned the 100 studied isolates into three groups (at 78 percent similarity). Group A was 
comprised of T. harzianum 34 isolates, T. hamatum 23 isolates, T. aureoviride 14 isolates and    T. viride 1 
isolate, group B was comprised of T. koningii 4 isolates and group C was comprised of   T. longibrachiatum 19 
isolates and T. pseudokoningii 5 isolates. 
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คํานํา 
 

เชื้อรา Trichoderma  เปนเชื้อราจําพวก 
saprophyte ที่ดํารงชีวิตอยูในดิน สามารถแยกเชื้อให
บริสุทธิ์จากดินธรรมชาติ เนื่องจากเชื้อรา Trichoderma 
เปนเชื้อราปฏิปกษตอเชื้อสาเหตุโรคพืชหลายชนิด 
ปจจุบันไดมีการนําเชื้อรา Trichoderma  มาใชอยาง
กวางขวางเพื่อใชในการควบคุมโรคพืช โดยเฉพาะโรคพชืที่
เกิดจากเชื้อสาเหตุในดิน เชน  การนําเชื้อรา Trichoderma 
spp. มาควบคุมโรคเหี่ยวฟวซาเรียมในมะเขือเทศ (Larkin 
and Fravel, 1998) เนื่องจาก เชื้อรา Trichoderma  เปน
เชื้อที่สามารถพบไดทั่วไปในดินและบริเวณรากพืช   ดังนั้น
ในการสํารวจและจําแนกชนิดของเชื้อรา Trichoderma 
spp. จากดินเกษตรกรรม และจากสารชีวภัณฑ อาจทําให
พบเชื้อรา Trichoderma spp. สายพันธุใหม ที่มี
ประสิทธิภาพตอการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค และไมสงผล
กระทบตอเชื้อที่มีประโยชนในดิน 
  ปจจุบันเทคนิคทางอณูวิทยาไดมีการนําเอามา
ใช อย างกว างขวางในการจั ดจํ าแนก  และศึกษา
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต ซึ่งทําให
สามารถจําแนกสิ่งมีชีวิตไดดียิ่งขึ้น สําหรับในประเทศไทย   
เชื้อรา    Trichoderma         ไดมีการจัดจําแนกโดยนําเอา  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
เทคนิคทางอณูวิทยาตาง ๆ มาใช เชน เทคนิค restriction 
fragment length polymorphism (RFLP)  เทคนิค 
random amplified polymorphism DNA (RAPD) และ 
sequence analysis เนื่องจากเปนเชื้อรา Trichoderma 
เปนเชื้อราที่จัดจําแนก species ไดยาก การใชลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียวอาจทําใหการจําแนก
ชนิดของเชื้อรา Trichoderma  ผิดพลาดได เพราะ เชื้อรา 
Trichoderma  มีลักษณะที่คาบเกี่ยวระหวาง species ที่มี
ลักษณะใกลเคียงกัน (Stasz et al., 1989) 
 เนื่องจากเชื้อรา Trichoderma นิยมนํามาใชใน
การควบคุมโรคเพิ่มมากขึ้นในประเทศไทย แตการศึกษา
เชื้อรา Trichoderma จะมุงเนนการศึกษาทางดานการ
ควบคุมเชื้อสาเหตุของโรคเปนหลักมีสวนนอยที่ศึกษาถึง
ความหลากหลายของเชื้อรา Trichoderma ทางดาน
เทคนิคทางชีวภาพ 

วัตถุประสงคของการศึกษาครั้งนี้ เพื่อศึกษา
ความหลากหลายทางสายพั นธุ ของ เชื้ อ ราสกุ ล      
Trichoderma  เปรี ยบเทียบเชื้ อราที่ ได จากบริ เวณ  
rhizosphere  ของพริกกับสารชีวภัณฑ  โดยเทคนิค       
PCR-RFLP แล วทํ า ก า รจั ดกลุ ม ขอ ง  เ ชื้ อ ร าสกุ ล 
Trichoderma 
 
 
 

บทคัดยอ: จากการสุมเก็บตัวอยางดินบริเวณ rhizosphere ของพริกใน 5 พื้นที่ เพื่อแยกเชื้อรา Trichoderma spp. รวมทั้ง
จากสารชีวภัณฑ โดยวิธี dilution plate สามารถแยกเชื้อได 94 ไอโซเลท จากบริเวณรากพืช และ 6 ไอโซเลท จากสาร    
ชีวภัณฑ  ในการจัดจําแนกเชื้อรา โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา สามารถจัดจําแนกเชื้อราทั้ง 100 ไอโซเลท ออกเปน  
7 กลุม species เมื่อนํามาจัดจําแนกโดยใชเทคนิค PCR-RFLP รวมกับ universal primer ITS1 และ ITS4  พบวา ผลผลิต
ของ PCR  มีขนาด 600 คูเบส และเมื่อนํามายอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 3 ชนิด คือ SmaI, BamHI  และ EcoRI  พบวา 
เอนไซม  BamHI  สามารถยอยผลผลิตของ PCR ไดทั้งหมดซึ่งแบงเชื้อราทั้งหมดออกเปน 3 กลุม ดังนี้ กลุมที่ 1  แถบ ดีเอ็น
เอมีขนาดประมาณ 600 คูเบสไดแก เชื้อรา T. harzianum, T. hamatum, T. aureoviride  และ T. viride  กลุมที่ 2  แถบ   
ดีเอ็นเอมีขนาด 480 และ 220 คูเบส ไดแก เชื้อรา T. koningii  กลุมที่ 3 แถบ ดีเอ็นเอที่มีขนาด 560 และ 140 คูเบส ไดแก 
เชื้อรา T. longibrachiatum  และ T. pseudokoningii  โดยมีคา similarity เทากับ 78% ซึ่งสอดคลองกับการจัดจําแนกโดย
อาศัยทางสัณฐานวิทยา 
 
คําสําคัญ:  Trichoderma, PCR-RFLP, สัณฐานวิทยา 

วารสารเกษตร 23(2): 115–121 (2550) 
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อุปกรณและวิธกีาร 
 

การแยกเชื้อรา Trichoderma จากบริเวณ rhizosphere 
ของตนพริก และ จากสารชีวภัณฑ 

สุมเก็บตัวอยางดินจากบริเวณรอบ ๆ รากพริก
จากแปลงเกษตรกร 5 พื้นที่ คือ บานแมโจ  อ.สันทราย     
อ.สันปาตอง อ. ดอยสะเก็ด อ. สันกําแพง  จังหวัด
เชียงใหม และ จังหวัดลําพูน  ที่ความลึกจากผิวหนาดิน 
15-50 เซนติเมตร และจากสารชีวภัณฑ 6 ชนิด  นําดิน
และสารชีวภัณฑมาแยกเชื้อราปฏิปกษ โดยชั่งดินและสาร
ชีวภัณฑ อยางละ 1 กรัม นําดินมาละลายในน้ําที่นึ่งฆา
เชื้อ ที่ความเขมขน 10-3 ไมโครลิตร แลวจึงหยดสารละลาย
ดังกลาว 100 ไมโครลิตรลงบนอาหารสวนสารชีวภัณฑ
นํามาเกลี่ยใหทั่วอาหาร PDA-Rose Bengal ที่เตรียมไว 
จากนั้นบมจานเลี้ยงเชื้อไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 วัน 
แลวนําไป แยกเชื้อใหบริสุทธิ์ โดยวิธีการ hyphal tip 
isolation (นุชนารถ, 2540) และนําไปบมที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส  
 
การจําแนกเชื้อรา  Trichoderma spp.  โดยอาศัย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ศึกษาและจัดจําแนกสันฐานวิทยาของเชื้อรา 
Trichoderma spp. ที่ไดมาจากสารชีวภัณฑและจากใน
ดิน โดยใชเทคนิค slide culture โดยบมทิ้งไว 3 วัน 
จากนั้นทําการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
เชื้อรา ภายใตกลองจุลทรรศน โดยอาศัยหลักการของ 
Rifai (1969)  
 
การวิเคราะหดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR-RFLP 
            นําเสนใยเชื้อรา 0.1-0.3 กรัม ยายลงหลอด 
microfuge แลวเติม 0.2 กรัม ของ glass bead vortex บม
นาน 5 นาที จากนั้นสกัดดีเอ็นเอของเชื้อรา Trichoderma 
spp. ตามวิธีดัดแปลงจากวิธีของ White et al. (1990) 
แลวนําดีเอ็นเอที่ไดไปเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR โดย
ใช primer ITS 1 - ITS 4 นําผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดมาทําการ
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 3 ชนิด คือ เอนไซม EcoRI, 
BamHI และ SmaI   ปริมาณของสารที่ใช  คือ ผลผลิตของ 
PCR  10 ไมโครลิตร  buffer  2 ไมโครลิตร 10x BSA        

2 ไมโครลิตร เอนไซมตัดจําเพาะ 1 ไมโครลิตร และ น้ํา        
5 ไมโครลิตร นํามาบมในแตละชวงอุณหภูมิตามชนิดของ
เอนไซมตัดจําเพาะ แลวจึงนําไปวิเคราะหแบบแผนลาย
พิมพ ดีเอ็นเอบน agarose gel 
 
การวิเคราะหขอมูล 
         บันทึกแถบลายพิมพดีเอ็นเอที่ปรากฏบน RFLP 
gel บนตาราง matrix โดยแตละแถบ ดีเอ็นเอ (band) จะ
นํามาวิเคราะหเปนหนึ่งลักษณะ (character) ซึ่งมีคาเปน 
1 เมื่อปรากฏแถบ ดีเอ็นเอที่ตําแหนงหนึ่งๆ และมีคาเปน 
0 เมื่อไมมีแถบ ดีเอ็นเอที่ตําแหนง ๆ นั้น จากนั้นนํามา
วิ เคราะหดวยโปรแกรมชุดคอมพิวเตอร  Numerical 
Taxonomy System (NTSYS version 2.0) (Rohlf, 2000) 
โดยเปลี่ยนเปน similarity matrix ดวยโปรแกรม 
SIMQUAL (similarity for qualitative data) โดยใชคา 
Dice’s similarity coefficient จากนั้นนํามาจัดกลุม
(cluster analysis) โดยวิธี unweighted pair group by 
arithmetic mean (UPGMA) ดวยโปรแกรม SAHN 
(sequential, agglomerative, hierachical and nested 
clustering method) และวิเคราะห bootstrap (1,000 ซ้ํา) 
ดวยโปรแกรม Winboot (Yap and Nelson, 1996) 
 

ผลการทดลองและวิจารณ 
 

การแยกเชื้อรา Trichoderma spp. จากบริเวณ 
rhizosphere ของตนพริก และ จากสารชีวภัณฑ 

จากการแยกเชื้อรา ในบริ เวณ rhizosphere  
ของตนพริกจากแปลงเกษตรกร 5 พื้นที่ ไดเชื้อรา 
Trichoderma spp. ทั้งหมด 94 ไอโซเลท และ จากการ
แยกเชื้อราจากสารชีวภัณฑไดเชื้อรา Trichoderma spp. 
ทั้งหมด 6 ไอโซเลท  
 
การจําแนกเชื้อรา  Trichoderma spp.  โดยอาศัย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

เมื่อนําเชื้อรา Trichoderma ทั้ง 100 ไอโซเลท 
มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สามารถจําแนก    
เชื้อรา Trichoderma spp. ไดเปน 7 กลุม species ดังนี้ 
คือ 1) กลุมเชื้อรา T. harzianum 34 ไอโซเลท มีลักษณะ

ความผันแปรทางพันธุกรรมระหวางไอโซเลทของเชือ้ราสกุล 
Trichoderma จากบริเวณรากของพริกและสารชีวภณัฑ 
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โคโลนีเจริญรวดเร็ว บริเวณที่สรางสปอรมีสีเขียวปนขาว สี
ของอาหารใตโคโลนีไมเปล่ียนแปลง เสนใยแตกแขนงมี
ผนังกั้น ไมมีสี พบ chlamydospore มีรูปรางกลม ผิวเรียบ 
เกิดระหวางและปลายเสนใย phailide มีรูปราง skittle-
shaped เกิดเปนกลุม  2) กลุมเชื้อรา T. hamatum  23  
ไอโซเลท ลักษณะโคโลนีเจริญคอนขางชา สีใตโคโลนีไม
เปล่ียนแปลง เสนใยมี septate สวน conidiophore มีการ
แตกกิ่งกาน เปนกระจุก ทําใหมองเห็นโคโลนีเปนวงแหวน
ตอเนื่องกันเปนชั้น ๆ  3) กลุมเชื้อรา  T. aureoviride 14 
ไอโซเลท ลักษณะโคโลนีเจริญเติบโตชา โคโลนีมีสีเขียว
หมน เมื่ออายุมากขึ้นสีของอาหารใตโคโลนีเปล่ียนเปนสี
เหลืองน้ําตาล พบ chlamydospore มีรูปรางกลมหรือ
คอนขางกลม ผิวเรียบ มีสีเขียวปนเหลือง  4) กลุมเชื้อรา  
T. pseudokoningii  5 ไอโซเลท ลักษณะโคโลนีเจริญเร็ว 
มี สี เขียวปนขาวจนถึ งสี เขียวสด  อาหารใต โคโลนี
เปล่ียนเปนสีเหลือง พบ chlamydospore รูปรางคอนขาง
กลมเกิดระหวางเสนใย phialide มีรูปราง pin-shaped  5) 
กลุมเชื้อรา T. viride 1 ไอโซเลท โคโลนีเจริญเติบโตเร็ว 
โคโลนีมีลักษณะฟูสีขาว เมื่ออายุมากขึ้นมีการสรางสปอร
จํานวนมากทําใหโคโลนีมีสีเขียวดําเขม ใตโคโลนีสีไม
เปล่ียนแปลง มีลักษณะเฉพาะคือ เมื่ออายุมากขึ้นจะสราง
กล่ินเปนกลิ่นมะพราว เสนใยมีการแตกกิ่งกานมาก มีผนัง
กั้น phialide เกิดเดี่ยว ๆ ทํามุมเปนมุมกวางกับฐาน 
ลักษณะแบบลูกพินโบวล่ิง สวน phialospore รูปรางกลม  
6) กลุมเชื้อรา T. longibrachiatum 19 ไอโซเลท โคโลนี
เจริญอยางรวดเร็ว โคโลนีมีลักษณะปุยแบบปุยฝาย และ
สรางสปอรสีเขียวมะกอกออน ๆ ใตโคโลนีสีไมเปล่ียน 
phialide จะมีรูปรางแบบขวด ฐานแคบลงและสวนปลาย
ส้ัน สวน phialospore มีรูปรางแบบรูปไขหัวกลับเหมือน
กระสวย และมีฐานตัดตรงชัดเจน  และ 7) กลุมเชื้อรา     
T. koningii 4 ไอโซเลท มีลักษณะโคโลนีเจริญเร็ว เมื่อแก
จะเปลี่ยนเปนสีเขียวเขม สีของอาหารใตโคโลนีไมเปล่ียน 
เสนใยแตกกิ่งกานมาก มีผนังกั้น พบ chlamydospore 
รูปรางกลม-รูปถังเบียร เกิดที่ปลายเสนใย phialide มี
รูปราง pin-shaped เกิดเปนกลุมคลายกับเชื้อรา            
T. harzianum  แตการแตกกิ่งกานจะทํามุมกวางมากกับ
ฐาน phialophore มีรูปรางแบบกระสวยเหลี่ยม มีสีเขียว
ออน-เขียว (ภาพที่ 1) 

การวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR-
RFLP 

จากการสกัดดีเอ็นเอของเชื้อรา Trichoderma 
spp. ตามวิธีดัดแปลงจากวิธีของ White et al. (1990) เมื่อ
นํามาตรวจปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี agarose gel 
electrophoresis เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน พบวา 
ใหปริมาณดีเอ็นเออยูในชวง 25-100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 

เมื่อนําดีเอ็นเอมาเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา 
PCR โดยใช universal primer ITS1 และ ITS4 พบวา
ขนาดของดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 600 คูเบส  จากนั้น
นําเอาผลผลิต PCR มายอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 3 
ชนิด คือ EcoRI, BamHI และ SmaI สามารถยอยไดอยาง
สมบูรณ  โดยการตรวจสอบบน  agarose gel 
electrophoresis โดยเอนไซม EcoRI ยอยไดแถบ ดีเอ็นเอ
ที่มีขนาด 600 คูเบส  เอนไซม SmaI สามารถยอยดีเอ็นเอ
ไดแถบ ดีเอ็นเอที่มีขนาด 550 และ 125 คูเบส  และ
เอนไซม BamHI สามารถยอยดีเอ็นเอของเชื้อรา 
Trichoderma spp. ซึ่งสามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม 
ดังนี้ กลุมที่ 1 ดีเอ็นเอไมถูกยอย ไดแก เชื้อรา              
T. harzianum, T. hamatum, T. aureoviride และ           
T. viride  กลุมที่ 2  ไดแถบ ดีเอ็นเอที่มีขนาด 480 และ 
220 คูเบส ไดแก เชื้อรา T. koningii  กลุมที่ 3 ไดแถบ      
ดีเอ็นเอที่มีขนาด 560 และ 140 คูเบส  ไดแก เชื้อรา               
T. longibrachiatum  และ T. pseudokoningii  (Castle   
et al., 1998) (ภาพที่ 2) เมื่อนําดีเอ็นเอตนแบบที่ไดมา
ยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 3 ชนิดพบวา เอนไซมทั้ง 2 
ชนิด คือ เอนไซม EcoRI และ SmaI  เมื่อนํามายอยดีเอ็นเอ
ของเชื้อรา Trichoderma spp. ทั้ง 100 ไอโซเลท พบวา 
แถบ ดีเอ็นเอท่ีไดจะเหมือนกัน คือ 600 และ ขนาด 550 
และ 125 คูเบส ตามลําดับ ซึ่งเอนไซมทั้งสองชนิดนี้ 
สามารถบ งบอกได ว า  เชื้ อ ราทั้ งหมดเป น เชื้ อ รา 
Trichoderma sp. สวนเอนไซม BamHI สามารถจัดกลุม
เชื้อรา Trichoderma spp. ทั้งหมดไดเปน 3 กลุม ซึ่ง
สอดคลองกับผลการทดลองของ Castle et al.(1998) ที่ใช
เทคนิค RFLP ในการจัดจําแนก Trichoderma spp. ทั้ง 
160 ไอโซเลท โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะทั้งหมด 7 ชนิด 
คือ HindIII, KpnI, BglII, XbaI, BamHI, SmaI และ EcoRI 
ผลการทดลองที่ได   พบวาเอนไซมที่สามารถจําแนกเชื้อรา 
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Figure 1  Colony and morphological characteristics of  Trichoderma  spp. isolates on 
potato dextrose agar were observed under compound microscope (400x).   

                A: T. harzianum, B: T. hamatum, C: T. aureoviride, D: T. pseudokonigii,    
                E: T.viride, F: T. longibrachiatum  and G: T. koningii 
 

Figure 2  DNA fingerprint of Trichoderma spp. 100 isolates. 
      A: Polymerase chain reaction(PCR) technique by using universal primers   

ITS1 and ITS4. 
 B: PCR-RFLP technique by using restriction enzyme EcoRI.  
 C: PCR-RFLP technique by using restriction enzyme SmaI. 
 D: PCR-RFLP technique by using restriction enzyme BamHI. 

A B 

C D 

E F 

G 

A 

C 

B 

D 

ความผันแปรทางพันธุกรรมระหวางไอโซเลทของเชือ้ราสกุล 
Trichoderma จากบริเวณรากของพริกและสารชีวภณัฑ 



 

 120 

ไดมีอยู 3 ชนิด คือ  BamHI, SmaI และ EcoRI ซึ่งสามารถ
จําแนกเชื้อราได 3 กลุม เชนเดียวกันกับผลการทดลองที่
ได แตเอนไซมทั้ง 3 ชนิดนี้ สามารถจัดกลุมไดแบบคราว ๆ 
เทานั้น ไมเฉพาะเจาะจงลงไปในระดับ species  เนื่องจาก
การทดลองในครั้งนี้ไมไดทําการหาลําดับเบสของเชื้อรา 
Trichoderma spp. 
 
การวิเคราะหขอมูล 
 เมื่อนํามาวิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรมสําเร็จรูป 
NTSYS-PC เพื่อจัดกลุมเชื้อราท้ัง 100 ไอโซเลท ซึ่ง
สามารถแบงได 3 กลุม ที่คา similarity 0.78 โดยกลุม A 
ประกอบดวยเชื้อรา T. harzianum, T. hamatum,          
T. aureoviride  และ T. viride 71 ไอโซเลท กลุม B 
ประกอบดวยเชื้อรา T. koningii 4 ไอโซเลท และกลุม C 
ประกอบดวยเชื้อรา T. longibrachiatum  และ               
T. pseudokoningii  25 ไอโซเลท (ภาพที่ 3)  ซึ่งจากการ
แบงกลุมโดยใชเทคนิค PCR-RFLP สอดคลองกับการจัด
จําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา เนื่องจาก
เทคนิคดังกลาวใชดีเอ็นเอตนแบบในปริมาณนอย เพราะ 
ดีเอ็นเอตนแบบถูกนํามาเพิ่มปริมาณในขั้นตอนของการ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ทํา PCR ซึ่งไปเพิ่มปริมาณยีน Trichoderma ไรโบโซมอล
ดีเอน็เอ บริเวณ internal transcribed spacer (ITS) 1  ยีน 
5.8S และ ITS 2  ดวยเทคนิค PCR  รวมกับ universal 
primer  ITS1 และ ITS4  ซึ่งลําดับเบสในสวน ITS นี้มี
ความผันแปรมากในเชื้อราแตละ species  ในการจัด
จําแนก โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐาน เพียงอยางเดียวยัง
มีขอจํากัด เนื่องจากเชื้อรา Trichoderma spp. เปนเชื้อรา
ที่จัดจําแนก species หรือสายพันธุไดยาก เชื้อราที่อยูใน 
species เดียวกันจะมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่
ใกลเคียงกัน ดังนั้นถาใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียง
อยางเดียวอาจจะตัดสินใจไดยากวาเปน species ใด 
(Stasz et al., 1989) นอกจากนี้การจําแนกชนิดโดยอาศัย
การสืบพันธุแบบใชเพศยังมีความสับสน คือ แตละ 
species ของ teleomorph อาจมี anamorph เปน 
Trichoderma spp. มากกวา 1 species ได (Samuels    
et al., 1994) นอกจากนี้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาอาจ
เปล่ียนแปลงตามสภาพแวดลอม ซึ่งเปนผลใหการจําแนก 
species หรือสายพันธุยุงยากมากขึ้น ดังนั้นวิธีทางอณู
วิทยาจึงเปนอีกวิธีหนึ่งที่ชวยในการจัดจําแนกเชื้อ ซึ่งผลที่
ไดจะแนนอนและถูกตองมากยิ่งขึ้น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B 

A 

C 

0.00 0.20 0.39 0.59 0.78 

Figure 3  UPGMA dendrogram based on the DICE similarity index (SD) 
illustrating the genetic relationships among 100 Trichoderma isolates. 

 Group A: Isolates 1-44, 97, 96, 46, 50, 53, 58, 59, 61, 62, 47, 48, 49, 
55, 64, 71, 74, 83, 84, 85, 89, 94, 72, 73, 79, 80, 81, 93, 52 

 Group B: Isolates  90, 100, 95, 99 
 Group C: Isolates 45, 51, 98, 54, 92, 88, 86, 87, 82, 91, 78, 76, 75, 

77, 70, 67, 65, 63, 68, 66, 57, 56, 69 60  

Similarity index 
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สรปุผลการทดลอง 
 
แยกเชื้อราที่บริเวณ rhizosphere ของพริกใน 5 

พื้นที่ ไดเชื้อรา Trichoderma spp. ทั้งหมด 94 ไอโซเลท 
และ จากสารชีวภัณฑ ไดเชื้อรา Trichoderma spp. 
ทั้งหมด 6 ไอโซเลท จากการจัดจําแนกเชื้อราโดยอาศัย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สามารถแบงออกเปน 7 กลุม 
species 
 เมื่อทําการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอโดยใช
เทคนิค PCR-RFLP ในการจัดจําแนกและการจัดกลุม
พบวา เอนไซม EcoRI และ SmaI ไมสามารถนํามาใชใน
การจัดจําแนกกลุมของเชื้อรา Trichoderma spp. ที่นํามา
ศึกษาได แตสําหรับเอนไซม BamHI สามารถแบงเชื้อรา 
Trichoderma spp. ทั้งหมดออกเปน 3 กลุม ดังนี้ กลุมที่ 1 
แถบ ดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 600 คูเบสไดแก เชื้อรา    
T. harzianum, T. hamatum, T. aureoviride และ          
T. viride  กลุมที่ 2  แถบ ดีเอ็นเอมีขนาด 480 และ 220 คู
เบส ไดแก เชื้อรา T. koningii กลุมที่ 3 แถบ ดีเอ็นเอที่มี
ขนาด 560 และ 140 คูเบส ไดแก เชื้อรา T. longibrachiatum  
และ T. pseudokoningii   
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