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บทคัดย่อ 
 รา Trichoderma species ท่ีเป็นปฏิปักษต่์อราสาเหตุโรคพืชส่วนใหญ่สร้างเอนไซมไ์คติเนส ซ่ึง
เป็นคุณสมบติัหน่ึงของการเป็นราปฏิปักษ์ ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อตรวจสอบการสร้าง
เอนไซมไ์คติเนสของรา Trichoderma species และระบุชนิดของไอโซเลทท่ีสร้างเอนไซม์ไคติเนสได้
สูงสุด โดยทดสอบการสร้างเอนไซมไ์คติเนสเบ้ืองตน้ของรา Trichoderma species จ านวน 26 ไอโซเลท 
บนอาหารแข็ง chitinase detection medium pH 4.7 และวดัค่ากิจกรรมเอนไซมไ์คติเนสในน ้ าเล้ียงเช้ือ 
PDB โดยวิธีการหาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีผลิตได้ด้วยวิธี DNS method ผลการทดลองพบว่า รา 
Trichoderma species สามารถสร้างเอนไซมไ์คติเนสไดจ้ านวน 22 ไอโซเลท โดย T-GL7 มีค่ากิจกรรม
เอนไซมไ์คติเนสสูงสุด 0.0082 U/ml การตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและล าดบันิวคลีโอไทด์
บริเวณ internal transcribed spacer (ITS) แสดงใหเ้ห็นวา่ไอโซเลท T-GL7 คือรา T. reesei  
ค าส าคัญ: Trichoderma species เอนไซมไ์คติเนส DNS method 
 
Abstract 

Most of the antagonistic Trichoderma species produce chitinase against plant pathogenic fungi 
which is one of the antagonistic properties. Therefore, the aim of this research was to determine chitinase 
production of Trichoderma species and to identify the highest chitinase-producing isolate at the species level. 
Twenty-six isolates of Trichoderma species were primary tested for chitinase production on chitinase 
detection medium at pH 4.7. Chitinase activity was determined using DNS method by detection of reducing 
sugar in PDB culture filtrates. The results showed that 22 isolates of Trichoderma species produced chitinase 
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and the isolate T-GL7 showed the highest chitinase activity of 0.0082 U/ml. Confirmation by morphological 
characteristic and nucleotide sequence of the internal transcribed spacer (ITS) showed that the T-GL7 was  
T. reesei. 
Keywords: Trichoderma species, Chitinase, DNS method 
 
บทน า 

Trichoderma species เป็นราท่ีมีความส าคญัทางการเกษตร ซ่ึงหลายชนิดมีคุณสมบติัเป็นรา
ปฏิปักษค์วบคุมราสาเหตุโรคพืช (Stewart & Hill, 2014) เช่น รา T. harzianum T-39 ควบคุมรา Botrytis 
cinerea สาเหตุโรคราสีเทาของมะเขือเทศ รา T. virens ควบคุมรา Fusarium spp., Pythium spp., 
Rhizoctonia spp. และVerticillium dahlia สาเหตุโรคเห่ียวของมะเขือเทศ โรครากและโคนเน่าของไม้
ประดบั โรครากและโคนเน่าของถัว่เขียว และโรคเห่ียวของมนัฝร่ัง ตามล าดบั (Weindling, 1932; Grosch 
et al., 2007; Samuels & Hebbar, 2015) โดยราชนิดน้ีมีกลไกการควบคุมราสาเหตุโรคพืชหลายแบบ เช่น 
การแก่งแย่งแข่งขนั การท าลายชีวิต การชักน าให้พืชเกิดความต้านทานต่อโรค และการเป็นปรสิต 
(Harman, Howell, & Viterbo, 2004) ในกลไกการเป็นปรสิตและการท าลายชีวิต ราชนิดน้ีสร้างเอนไซม์
ไคติเนส (chitinase) และเอนไซม ์1,3-เบตา้กลูคาเนส (ß-1,3-glucanase) ยอ่ยไคติน (chitin) และเบตา้
กลูแคน (ß-1,3-glucans) ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของผนงัเซลลร์า 

ไคตินเป็นองคป์ระกอบหลกัของผนงัเซลล์ของราคิดเป็น 75% ของน ้ าหนกั (Urbina-Salazar et 
al., 2018) ไคตินถูกย่อยสลายดว้ยเอนไซม์ไคติเนสได ้N-acetyl-D-glucosamine ซ่ึงเป็นอนุพนัธ์ของ
น ้ าตาลกลูโคส (Sahai & Manocha, 1993) โดยกลไกการเป็นปรสิต และการท าลายชีวิตของรา 
Trichoderma species พบว่าราชนิดน้ีสามารถสร้างเอนไซม์ไคติเนสในการท าลายผนงัเซลล์ของรา
สาเหตุโรคพืช (Sivasithamparam & Ghisalberti, 1998) เช่น T. harzianum สามารถสร้างเอนไซม ์
ไคติเนสท าลายผนงัเซลล์รา Sclerotium rolfsii สาเหตุโรครากและโคนเน่า และรา T. viride สร้าง
เอนไซมไ์คติเนสยอ่ยไคตินซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของผนงัเซลล์รา Aspergillus niger สาเหตุโรคราด าหลงั
การเก็บเก่ียว Fusarium oxysporum สาเหตุโรคเห่ียว และ S. rolfsii สาเหตุโรครากและโคนเน่าใน
ห้องปฏิบติัการ (El-Katatny, Somitsch, Robra, El-Katatny, & Gübitz, 2000; Khatri, Tiwari, & Bariya, 
2017)  
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วตัถุประสงค์ 
เพื่อคดักรองรา Trichoderma species ท่ีสร้างเอนไซมไ์คติเนส และระบุชนิดของไอโซเลทท่ีสร้าง

เอนไซมไ์คติเนสสูงสุด ซ่ึงสามารถพฒันาไปใชเ้ป็นราปฏิปักษค์วบคุมราสาเหตุโรคพืชต่อไป 
 
วธีิการวจัิย  

1. การทดสอบการสร้างเอนไซม์ไคติเนสเบ้ืองต้น 
น ารา Trichoderma species ทั้งหมด 26 ไอโซเลท ไดแ้ก่ T-GL1, T-GL2, T-GL3, T-GL4, T-GL6, 

T-GL7, T-GL8, T-GL9, T-GL13, T-GL15, T-GL16, T-GL17, T-GL18, T-GL19, T-GL20, T-GL23, T-
GL24, T-GL26, T-GL29, T-GL30, T-GL31, T-GL33, T-GL34, T-GL36, T-GL39 และ T-GL40 ซ่ึงแยก
ได้จากวสัดุเพาะเห็ด และเก็บรวบรวมไวท่ี้ห้องปฏิบติัการเก็บรักษาสายพนัธ์ุจุลินทรียท์างการเกษตร 
คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ มาทดสอบการสร้างเอนไซม์ไคติเนสเบ้ืองตน้ 
ดว้ยวิธี gel diffusion method บนอาหาร chitinase detection medium pH 4.7 (MgSO4•7H2O 0.3 กรัม 
(NH4)2SO4 3.0 กรัม KH2PO4 2.0 กรัม citric acid monohydrate 1.0 กรัม ผงวุน้ 15 กรัม Tween-80 200 
ไมโครลิตร colloidal chitin 4.5 กรัม bromocresol purple 0.15 กรัม น ้ า 1 ลิตร) (Agrawal & Kotasthane, 
2012) โดยใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะบริเวณขอบโคโลนีของรา 
Trichoderma อายุ 3 วนั บนอาหาร potato dextrose agar (PDA) วางลงตรงกลางอาหาร chitinase 
detection medium บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง (25 -30 ºC) สังเกตและบนัทึกเวลาการเปล่ียนสีของอาหาร 
chitinase detection medium ทุกวนัเป็นเวลา 7 วนั 

2. การวดัค่ากจิกรรมเอนไซม์ไคติเนส 
น ารา Trichoderma species ท่ีสร้างเอนไซม์ไคติเนสจากการทดสอบเบ้ืองตน้มาวดัค่ากิจกรรม

เอนไซมไ์คติเนส โดยใช้ cork borer ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะบริเวณขอบโคโลนี
ของรา Trichoderma species อายุ 3 วนั บนอาหาร PDA วางลงในขวดรูปชมพู ่ขนาด 200 มิลลิลิตร ท่ีมี
อาหาร potato dextrose broth (PDB; มนัฝร่ัง 200 กรัม น ้ าตาลเดกซ์โทรส 20 กรัม น ้ า 1 ลิตร) ปริมาตร 
150 มิลลิลิตร น าไปวางบนเคร่ืองเขยา่ ท่ีความเร็ว 150 รอบ/นาที อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั จากนั้น
กรองเอาเฉพาะน ้ าเล้ียงเช้ือดว้ยกระดาษกรอง (Whatman No.1) ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ น าน ้ าเล้ียงเช้ือไปวดัค่า
กิจกรรมเอนไซม์ โดยหาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีผลิตไดด้ว้ยวิธี dinitrosalicylic acid (DNS method) 
(Miller, 1959) ซ่ึงใช ้1% colloidal chitin ใน 50 mM potassium phosphate buffer (KPB) pH 7.0 เป็น
สารตั้งตน้ (substrate) 
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การวดัค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely 
Randomized Design; CRD) โดยเตรียมตวัอย่างรา Trichoderma species แต่ละไอโซเลท ซ่ึงแบ่ง
ออกเป็น 4 หลอดทดลอง หลอดทดลองละ 3 ซ ้ า ดงัน้ี หลอดทดลองท่ี 1 เติม 50 mM KPB pH 7.0 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เป็นชุดควบคุม (control) หลอดทดลองท่ี 2 เติม 50 mM KPB, pH 7.0 ปริมาตร 
250 ไมโครลิตร ผสมกบัสารตั้งตน้ ปริมาตร 250 ไมโครลิตร เป็นชุดควบคุมสารตั้งตน้ (substrate 
control) หลอดทดลองท่ี 3 เติม 50 mM KPB, pH 7.0 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมกบัตวัอยา่งน ้ าเล้ียง
เช้ือของแต่ละไอโซเลท ปริมาตร 250 ไมโครลิตร เป็นเอนไซม์แบลงค์ (enzyme blank) และหลอด
ทดลองท่ี 4 ตวัอย่างน ้ าเล้ียงเช้ือของแต่ละไอโซเลท ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมกบัสารตั้งตน้ 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร เป็นตวัอยา่งน ้ าเล้ียงเช้ือกบัสารตั้งตน้ (enzyme substrate) น าไปบ่มในอ่างน ้ า
ควบคุมอุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 50 นาที จากนั้นเติมสารละลาย DNS (3,5 DNS 10 กรัม 2N NaOH 200 
มิลลิลิตร sodium potassium tartrate 300 กรัม น ้ า 1 ลิตร) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ตม้ในน ้ าเดือดเป็น
เวลา 15 นาที เติมน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 4 มิลลิลิตร รอใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ย
เคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-vis spectrophotometer รุ่น UV 5300 METASH, China) ท่ีความยาว
คล่ืน 575 นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานของ N-acetyl-D-glucosamine เพื่อใช้ค  านวณหาค่า
กิจกรรมเอนไซม์ โดยหน่ึงยูนิต (U) ของเอนไซม์หมายถึงเอนไซม์ท่ีท าให้เกิดน ้ าตาลรีดิวซ์ 1 ไมโคร
โมล (µmol) ต่อ 1 นาที จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงของแต่ละไอโซเลทมาค านวณหาค่ากิจกรรม
เอนไซมไ์คติเนสตามสมการค านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซมด์งัน้ี 

 

  Enzyme activity (U/ml) = [((((( A/m)*1000)/Vt)/MW)/T)/(Vt/Ve)]*D 
 

 น าผลค่ากิจกรรมเอนไซมไ์คติเนสของรา Trichoderma species แต่ละไอโซเลทมาวิเคราะห์ผล
ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 99 โดยวธีิ Duncan’s Multiple Range test (DMRT) 

3. การระบุชนิดของรา Trichoderma species ทีม่ีศักยภาพในการสร้างเอนไซม์ไคติเนส 
น ารา Trichoderma species ท่ีมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไคติเนสสูงสุด มาตรวจสอบลกัษณะทาง

สัณฐานวิทยาโดยเล้ียงบนอาหาร PDA บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั สังเกตลกัษณะของโคโลนี การ
เจริญของเส้นใย สีของโคโลนี การเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือ และท า slide culture ส่องและถ่ายภาพ
ลกัษณะโครงสร้างของเช้ือราภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (Leica DM750, Germany) ซ่ึงประกอบดว้ยกลอ้ง
ถ่ายภาพ (Leica MD170 HD, Germany) วดัขนาดโครงสร้างสืบพนัธ์ุของราจากภาพถ่ายด้วย Leica 
application suite (LAS software version 4.9.0) เปรียบเทียบกบัเอกสารอา้งอิง Kubicek and Harman 
(1998) และ Samuels and Hebbar (2015)  
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สกดั DNA ตามวิธีของ Saitoh, Togashi, and Arie (2006) ตรวจหา DNA โดยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟ
ริซิส (gel electrophoresis) บน 1% อะกาโรสเจล (agarose gel) กระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที 
น าไปตรวจสอบภายใต ้UV transilluminator (GenedireX, Taiwan) เพิ่มปริมาณ DNA โดยใชเ้ทคนิค PCR 
(polymerase chain reaction) ท่ีต าแหน่ง internal transcribed spacer (ITS1-5.8S-ITS2) ดว้ยไพรเมอร์ ITS1 
และ ITS4 (White, Bruns, Lee, & Taylor, 1990) โดยปฏิกิริยาทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย DNA 
template 2 ไมโครลิตร forward primer 1 ไมโครลิตร reverse primer 1 ไมโครลิตร DreamTaq (Thermo 
Scientific) 12.5 ไมโครลิตร และ Rnase – free water 8.5 ไมโครลิตร น าหลอด PCR ใส่เคร่ือง thermal 
cycler (BIO-RAD T100TM, USA) ตั้งเวลาและอุณหภูมิดงัน้ี Pre denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 ºC เป็นเวลา 
3 นาที จ  านวน 1 รอบ Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 ºC เป็นเวลา 30 วินาที Annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 ºC เป็น
เวลา 30 วินาที Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 ºC เป็นเวลา 1 นาที ท าซ ้ าจ  านวน 35 รอบ และ Final extension ท่ี
อุณหภูมิ 72 ºC เป็นเวลา 5 นาที ตรวจหา PCR product โดยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ส่ง PCR product ไป
ยงับริษทั Macrogen (ประเทศเกาหลีใต)้ เพื่อหาล าดบันิวคลีโอไทด์ (nucleotide) น าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ี
ไดรั้บมาเทียบหาชนิดของราใน GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) ดว้ยโปรแกรม Nucleotide BLAST 
(blastn) 
 
ผลการวจัิย 

1. การทดสอบการสร้างเอนไซม์ไคติเนสเบ้ืองต้น 
คดัเลือกรา Trichoderma species ท่ีสามารถสร้างเอนไซมไ์คติเนสบนอาหาร chitinase detection 

medium ได ้22 ไอโซเลท คือ T-GL1, T-GL2, T-GL3, T-GL4, T-GL6, T-GL7, T-GL8, T-GL9, T-
GL13, T-GL15, T-GL16, T-GL20, T-GL23, T-GL24, T-GL26, T-GL29, T-GL30, T-GL31, T-GL34, 
T-GL36, T-GL39 และ T-GL40 โดยอาหารเกิดการเปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสีม่วงบริเวณโคโลนีบน
อาหารทดสอบหลงัจากวางเช้ือเป็นเวลา 4 วนั ส่วนรา Trichoderma species ท่ีไม่สร้างเอนไซมไ์คติเนส 
4 ไอโซเลท คือ T-GL17, T-GL18, T-GL19 และ T-GL33 อาหารทดสอบไม่เกิดการเปล่ียนสี (ภาพท่ี 1)  
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ภาพที ่1 การสร้างเอนไซมไ์คติเนสของรา Trichoderma species บนอาหาร chitinase detection medium 

ก. T-GL1 ข. T-GL2 ค. T-GL3 ฆ. T-GL4 ง. T-GL6 จ. T-GL7 ฉ. T-GL8 ช. T-GL9 ฌ. T-GL13 ญ. T-GL15 ฎ. 
T-GL16 ฏ. T-GL17 ฐ. T-GL18 ฑ. T-GL19 ฒ. T-GL20 ณ. T-GL23 ด. T-GL24 ต. T-GL26 ถ. T-GL29 ท. T-
GL30 ธ. T-GL31 น. T-GL33 บ. T-GL34 ป. T-GL36 ผ. T-GL39 ฝ. T-GL40  
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2. การวดัค่ากจิกรรมเอนไซม์ไคติเนส 
เม่ือน ารา Trichoderma species ทั้ง 22 ไอโซเลทจากการทดสอบการสร้างเอนไซม์ไคติเนส 

เบ้ืองตน้ มาวดัหาค่ากิจกรรมเอนไซม์ด้วยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ พบว่าทั้ง 22 ไอโซเลท มีค่า
กิจกรรมเอนไซมไ์คติเนสดงัภาพท่ี 2 โดยไอโซเลท T-GL7 มีค่ากิจกรรมเอนไซมไ์คติเนสสูงสุด (0.0082 
U/ml) ซ่ึงแตกต่างทางสถิติเม่ือเทียบกบัไอโซเลทอ่ืน รองลงมาคือ ไอโซเลท T-GL8 และ T-GL15 โดยมี
ค่ากิจกรรมเอนไซม ์0.0064 U/ml และ 0.0057 U/ml ตามล าดบั ส่วนไอโซเลท T-GL2 และ T-GL39 ค่า
กิจกรรมเอนไซมไ์คติเนสต ่าสุดไม่แตกต่างกนัทางสถิติท่ี 0.00023 U/ml และ 0.00027 U/ml 

3. การระบุชนิดของรา Trichoderma species ทีม่ีศักยภาพในการสร้างเอนไซม์ไคติเนส 
การตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและล าดบันิวคลีโอไทด์ ท่ีต  าแหน่ง ITS เปรียบเทียบกบั

ฐานขอ้มูลใน GenBank พบวา่รา Trichoderma species ไอโซเลท T-GL7 มีเปอร์เซ็นตค์วามเหมือน 99% 
กบัรา T. reesei ในฐานขอ้มูล GenBank และมีลกัษณะทางสัณฐานวิทยาตรงกบัเอกสารอา้งอิงดงัน้ี 
โคโลนี (colony) สีเขียวอ่อนจนถึงสีเขียวเขม้ ดา้นใตโ้คโลนีอาหารเปล่ียนสีกลายเป็นสีเหลือง ไม่มีกล่ิน 
การสร้างโคนิเดีย (conidiation) เป็นแบบแบนราบคลุมทัว่ทั้งผิวอาหารในจานเล้ียงเช้ือ โคนิดิโอฟอร์ 
(conidiophores) มีการแตกแขนงแบบ Longibrachiatum type ไฟอะไลด์ (phialides) เป็นแบบ lageniform 
โคนิเดีย (conidia) รูปร่างกระสวย (ellipsoidal) สีเขียว ขนาด 3.6 - 4.6 × 2.35 - 3.12 ไมครอน (ภาพท่ี 3) 
 

 
ภาพที ่2 ค่ากิจกรรมเอนไซมไ์คติเนสจากน ้าเล้ียงเช้ือของรา Trichoderma species ท่ีเจริญในอาหาร PDB  

ค่าเฉล่ียของกิจกรรมเอนไซม ์± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (3 ซ ้ า) และค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรเหมือนกนัไม่
มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 99 โดยวธีิ Duncan’s Multiple Range test 
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       ภาพที ่3 ลกัษณะของรา Trichoderma reesei T-GL7 (ก) โคโลนีของราเจริญบนอาหาร PDA  
                     (ข) โคนิดิโอฟอร์ (ค) โคนิเดีย (สเกลบาร์ภาพ ข และ ค = 10 ไมครอน) 
 
อภิปรายผล 

ผลการทดสอบการสร้างเอนไซม์ไคติเนสเบ้ืองต้นสอดคล้องกับรายงาน Agrawal and 
Kotasthane (2012) ท่ีไดท้  าการทดสอบการสร้างเอนไซมไ์คติเนสบนอาหาร chitinase detection medium 
พบวา่ Trichoderma species ท่ีสร้างเอนไซมไ์คติเนสบนอาหารทดสอบ ส่งผลให้อาหารเกิดการเปล่ียน
จากสีเหลืองเป็นสีม่วง เน่ืองจากไคตินถูกย่อยดว้ยเอนไซม์ไคติเนสกลายเป็น N-acetyl glucosamine 
ก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงของค่า pH จากภาวะเป็นกรดไปสู่ภาวะเป็นด่าง และเกิดการเปล่ียนสีของสี
ยอ้ม (bromocresol purple) จากสีเหลืองเป็นสีม่วงบริเวณท่ีมีการยอ่ยไคตินรอบ ๆ โคโลนี โดยขนาด
ของสีม่วงท่ีต่างกนัอาจเกิดจากแต่ละไอโซเลทมีการสร้างเอนไซม์ไคติเนสมาย่อยไคตินในปริมาณไม่
เท่ากนั ซ่ึงอาจข้ึนอยูช่นิดของรา Trichoderma species 

จากการวดัหาค่ากิจกรรมเอนไซมข์องรา Trichoderma species ทั้ง 22 ไอโซเลท พบว่าสร้าง
เอนไซม์ไคติเนสในปริมาณน้อยเม่ือเทียบกบัรายงานของ Urbina-Salazar et al. (2018) ซ่ึงทดสอบ
เอนไซมไ์คติเนสของ T. harzianum โดยเล้ียงในอาหารท่ีเพิ่มตวักระตุน้ให้ราชนิดน้ีสร้างเอนไซมไ์คติน
เนส พบวา่รา T. harzianum สามารถสร้างเอนไซมไ์คติเนสไดสู้งท่ีสุดซ่ึงมีค่ากิจกรรมเอนไซมท่ี์ 261.5 
U/ml ในสูตรอาหาร M-Ch/G-F (mushroom Chitin/Glucan enriched fraction) และรายงานของ Agrawal 
and Kotasthane (2012) ไดท้  าการทดสอบการสร้างเอนไซมไ์คติเนสของรา Trichoderma species โดย
เล้ียงในอาหารเหลวท่ีเพิ่ม colloidal chitin ท่ีไดจ้ากผนงัเซลล์ของรา Rhizoctonia ซ่ึงกระตุน้ให้รา 
Trichoderma species สร้างเอนไซม์ไคติเนสท่ีค่ากิจกรรมเอนไซม์ 0.03578 U/ml ดงันั้นการสร้าง
เอนไซม์ท่ีน้อยในงานวิจยัน้ี เน่ืองจากการเล้ียงราในอาหารท่ีไม่ไดมี้การกระตุน้ให้มีการสร้างเอนไซม์ 
ไคติเนสในปริมาณมาก แต่อย่างไรก็ตามรา Trichoderma species ไอโซเลท T-GL7 ก็มีค่ากิจกรรม
เอนไซมไ์คติเนสสูงสุดท่ี 0.0082 U/ml ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่มีคุณสมบติัของการเป็นจุลินทรียป์ฏิปักษ ์และ

ก ข ค 
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หากน าไปเล้ียงในอาหารท่ีเพิ่มตวักระตุน้การสร้างเอนไซมไ์คติเนสคาดวา่ราไอโซเลทน้ีก็สามารถสร้าง
เอนไซมไ์คติเนสไดสู้งเช่นเดียวกนั 

รา Trichoderma species ไอโซเลท T-GL7 มีลกัษณะทางสัณฐานวิทยาตรงกบัรา T. reesei ซ่ึงถูกจดั
อยูใ่นกลุ่ม section Longibrachaitum ตามไดโคโตมสัคีย ์(dichotomous keys) ของ Kubicek and Harman 
(1998) และการตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์จดัอยู่ใน Longibrachaitum clade ตามเอกสารอา้งอิงของ 
Samuels and Hebbar (2015) 
 
สรุป 

รา Trichoderma species จ านวน 26 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจ้ากวสัดุเพาะเห็ด และเก็บรวบรวมไวท่ี้
ห้อ งป ฏิบั ติ ก า ร เก็ บ รักษ าส ายพัน ธ์ุ จุ ลิ นท รี ย์ท า งก าร เกษตร  คณะท รัพย ากรธรรมชา ติ 
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ สามารถสร้างเอนไซม์ไคติเนสไดจ้ านวน 22 ไอโซเลท โดยไอโซเลทท่ี
สร้างเอนไซมไ์คติเนสไดสู้งสุดคือ T-GL7 และระบุชนิดไดคื้อ T. reesei  
 
ข้อเสนอแนะ 

จากการทดลองน้ีสามารถน ารา T. reesei ไอโซเลท T-GL7 ไปทดสอบคุณสมบติัอ่ืน ๆ ในการ
เป็นปฏิปักษต่์อเช้ือสาเหตุโรคพืชต่อไป 
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