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บทคัดย่อ:งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือทดสอบประสทิธิภาพของเชือ้ราเอนโดไฟต์ Trichoderma asperellum 
V76-14 ตอ่เชือ้ Sclerotium sp. LS01 และ SZ01 สาเหตโุรครากและโคนเนา่ของพืชอาศยัหลายชนิด เชือ้  
T. asperellum V76-14 ยบัยัง้การเจริญของเชือ้ Sclerotium sp. SL01 และ SZ01 ได้ 79.05 และ 78.10 เปอร์เซน็ต์
ตามล�ำดบั โดยกรรมวิธี dual culture เม่ือทดสอบการสร้างสารระเหยต้านเชือ้ราพบวา่เชือ้ T. asperellum V76-14 
ยบัยัง้การเจริญของเชือ้ Sclerotium sp. SL01 และ SZ01 ได้ 33.89 และ 43.81 เปอร์เซน็ต์ตามล�ำดบัโดยกรรมวิธี 
volatile antifungal bioassay เม่ือวิเคราะห์สารระเหยด้วย GC/MS พบวา่มีการสร้างสารระเหยต้านเชือ้รา 
phenylethyl alcohol จากการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์จากน�ำ้เลีย้งเชือ้ T. asperellum V76-14 พบวา่มี
คา่กิจกรรมของเอนไซม์ chitinase และ β-1,3-glucanase เทา่กบั 0.05 และ 0.08 U/mL สงูกวา่ชดุควบคมุ
อยา่งมีนยัส�ำคญั จากผลการทดลองแสดงให้เหน็วา่เชือ้ T. asperellum V76-14 มีกลไกการแก่งแยง่แขง่ขนั 
(competition) และกลไกยบัยัง้และท�ำลาย (antibiosis) เพ่ือยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา Sclerotium sp. LS01 และ SZ01
ค�ำส�ำคัญ: โรครากและโคนเนา่, กลไกการยบัยัง้ท�ำลาย, ฤทธ์ิต้านเชือ้รา, การแก่งแยง่แขง่ขนั

ABSTRACT: The objective of this study was to test efficacy of endophytic Trichoderma 
asperellum V76-14 against root and stem rot disease pathogen Sclerotium sp. LS01 and SZ01. 
The T. asperellum V76-14 inhibited fungal growth of Sclerotium sp. LS01 and SZ01 with 79.05 
and 78.10% respectively, by dual culture assay. Volatile antifungal compounds emitted from 
T. asperellum V76-14 suppressed fungal growth of Sclerotium sp. LS01 and SZ01 with 33.89 
and 43.81% respectively, by volatile antifungal bioassay. GC/MS analysis revealed antifungal 
compound as phenylethyl alcohol. Activity of chitinase and β-1,3-glucanase in cell free culture 
filtrate showed 0.05 and 0.08 U/mL respectively, significantly higher than that of control. From 
this finding, T. asperellum V76-14 presented multifaceted action against Sclerotium sp. LS01 
and SZ01 by competition and antibiosis.
Keywords: root and stem rot, antibiosis, antifungal activity, competition
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บทน�ำ

โรครากและต้นเนา่ (root and stem rot) 
สาเหตจุากเชือ้ Sclerotium sp. พบก่อให้เกิดความ
เสยีหายตอ่การปลกูพืชหลายชนิด เน่ืองจากมีพืชอาศยั
กว้าง เชน่ พริก เมลอ่น มะเขือเทศ และแตงโม (Far et al., 
1989; Mullen, 2001) และสง่ผลกระทบรุนแรง ท�ำให้
โคนต้นเนา่ หกัพบัและตาย เชือ้สาเหตโุรคอาศยัอยู่
ในดนิ และพบแพร่กระจายในสภาพอากาศท่ีร้อน
ชืน้ (Mullen 2001; Roberts 2003) ลกัษณะเดน่
ของเชือ้สกลุนีคื้อเส้นใยสีขาวฟ ู คล้ายปยุฝา้ย และ
สร้างเมด็สเคลอโรเตียม (sclerotium) สีน�ำ้ตาล 
คล้ายเมลด็ผกักาด การใช้สารเคมีก�ำจดัเชือ้สาเหตุ
โรคนีพ้บวา่มีประสทิธิภาพสงู อยา่งไรก็ตามยงัมีโค
รงสร้างสเคลอโรเตียมท่ีสามารถอยูร่อด ท�ำให้ต้อง
เพ่ิมโปรแกรมการใช้สารเคมี และการใช้สารเคมีใน
ปริมาณมากสง่ผลกระทบตอ่ระบบนิเวศน์ และท�ำให้
เชือ้สาเหตโุรคต้านทานตอ่สารก�ำจดัโรคพืช

การควบคมุโรคพืชโดยชีววิธีพบว่าเป็นอีกทาง
เลอืกท่ีเป็นมิตรตอ่สิง่แวดล้อม โดยเฉพาะการใช้เชือ้รา
เอนโดไฟต์ Trichoderma ในการควบคมุเชือ้สาเหตโุรค
หลายชนิดเน่ืองจากเชือ้ราเอนโดไฟต์ Trichoderma 
มีกลไกการเป็นปฏิปักษ์ต่อเชือ้สาเหตุโรคท่ีหลาก
หลายเชน่ กลไกการแก่งแยง่แขง่ขนั (Elad et al., 
1999) และกลไกการยบัยัง้ท�ำลาย (Xiao-Yan et al., 
2006) จากรายงานของอรณิชา (2561) ได้แยกเชือ้รา
เอนโดไฟต์จากปาล์มน�ำ้มนัและได้ทดสอบการเป็น
ปฏิปักษ์ตอ่เชือ้ Curvularia oryzae พบวา่เชือ้รา
เอนโดไฟต์ Trichoderma asperellum V76-14 มี
ประสิทธิภาพสงูในการยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรคและลด
การเกิดโรคในสภาพเรือนทดลองได้ ดงันัน้งานวิจยันี ้
มีวตัถปุระสงค์เพ่ือทดสอบกลไกการต้านเชือ้ราของ
เชือ้ราเอนโดไฟต์ T. asperellum V76-14 ในการยบัยัง้
เชือ้ Sclerotium sp. สาเหตโุรครากและล�ำต้นเนา่
ของผกัสลดั (LS01) และสละ (SZ01) ในห้องปฏิบตักิาร 
เพ่ือเป็นข้อมลูพืน้ฐานส�ำหรับการคดัเลือกเชือ้เพ่ือ
พัฒนาเป็นสูตรส�ำเร็จและชีวภัณฑ์ในการควบคุม
โรครากและโคนเนา่

วธีิการศกึษา

เชือ้สาเหตุโรคและราเอนโดไฟต์ T. asperellum 
V76-14

เ ชื อ้ราสาเหตุโรครากเน่าและล�ำ ต้นเน่า 
Sclerotium sp. ไอโซเลท LS01 แยกได้จากผกัสลดั 
ไอโซเลท SZ01 แยกได้จากสละ และเชือ้ราเอนโดไฟต์ 
T. asperellum V76-14 ได้รับความอนเุคราะห์จาก 
Culture Collection of Pest Management คณะ
ทรัพยากรธรรมชาต ิ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
เลีย้งเชือ้ Sclerotium sp. และ T. asperellum V76-14 
บนอาหาร potato dextrose agar (PDA) เป็นระยะ
เวลา 3 วนัก่อนน�ำไปทดลอง

การทดสอบการเป็นปฏิปักษ์เบือ้งต้นด้วย
กรรมวธีิ dual culture

ทดสอบกลไกการแก่งแย่งแข่งขันของเชือ้รา
เอนโดไฟต์ T. asperellum V76-14 กบัเชือ้ Sclerotium 
sp. บนอาหาร PDA โดยกรรมวิธี dual culture assay 
วางชิน้วุ้นของเชือ้ Sclerotium sp. หา่งจากขอบจาน
เลีย้งเชือ้ 2 cm และเชือ้ T. asperellum V76-14 วาง
ฝ่ังตรงกนัข้ามหา่งจากขอบจานเลีย้งเชือ้ 2 cm ชดุ
ควบคมุวางแคชิ่น้วุ้นของ Sclerotium sp. บนอาหาร 
PDA บม่ไว้ท่ีอณุหภมิู 28±2°C เป็นเวลา 5 วนั 
ท�ำการทดลองจ�ำนวน 4 ซ�ำ้ วดัการเจริญของเชือ้ 
Sclerotium sp. และค�ำนวณเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้
โดยสตูร
Percentage of inhibition = [(R1-R2)/R1] × 100

R1 = รัศมีโคโลนีของเชือ้สาเหตโุรคในกรรมวิธี
ควบคมุและ R2 = รัศมีโคโลนีของเชือ้สาเหตโุรคใน
กรรมวิธีทดสอบ

การทดสอบสารระเหยต้านเชือ้ราจากเชือ้ 
T. asperellum V76-14 และการวเิคราะห์สารระเหย
โดย GC/MS 

ทดสอบประสทิธิภาพของสารระเหยท่ีผลติโดย
เชือ้ราเอนโดไฟต์ T. asperellum V76-14 ตอ่การ
เจริญของเชือ้ Sclerotium sp. โดยกรรมวิธี volatile 
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antifungal bioassay (Dennis and Webster 1971) 
โดยวางชิน้วุ้นของเชือ้ Sclerotium sp. และเชือ้รา
เอนโดไฟต์ T. asperellum V76-14 ลงตรงกลางบน
อาหาร PDA น�ำฝาจานเลีย้งเชือ้ออกและประกบสว่น
จ า น เ ลี ย้ ง เ ชื อ้ ท่ี มี อ า ห า ร แ ล ะ ชิ น้ วุ้ น ข อ ง เ ชื อ้ 
Sclerotium sp. และเชือ้ราเอนโดไฟต์ T. asperellum 
V76-14 พนัด้วยพาราฟิล์ม สว่นชดุควบคมุท�ำการ
ประกบจานเลีย้งเชือ้ท่ีมีชิน้วุ้นของ Sclerotium sp. 
กบัจานท่ีมีอาหาร PDA ท�ำการทดลอง 4 ซ�ำ้ บม่ไว้ท่ี
อณุหภมิู 28±2°C เป็นเวลา 5 วนัวดัการเจริญของเชือ้ 
Sclerotium sp. และค�ำนวณเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้
โดยสตูร
Percentage of inhibition = [(D1-D2)/D1] × 100

D1 = เส้นผา่นศนูย์กลางโคโลนีของเชือ้สาเหตุ
โรคในกรรมวิธีควบคมุและ D2 = เส้นผา่นศนูย์กลาง
โคโลนีของเชือ้สาเหตโุรคในกรรมวิธีทดสอบ

วิคราะห์สารระเหยต้านเชือ้ราท่ีผลติจากเชือ้รา
เอนโดไฟต์ T. asperellum V76-14 โดยเลีย้งเชือ้รา
ในหลอดเลีย้งเชือ้แบบฝาเกลยีวเป็นเวลา 7 วนั และสกดั
โดยกรรมวิธี solid-phase microextraction วิเคราะห์
สารระเหยโดย head space gas chromatography-
mass spectrophotometry (GCMS)

การวเิคราะห์ค่ากจิกรรมของเอนไซม์
เลีย้งเชือ้ราเอนโดไฟต์ T. asperellum V76-14 

ในอาหารสตูร potato dextrose broth เป็นเวลา 7 วนั 
กรองอาหารเหลวโดยกระดาษกรองท่ีมีรูพรุนขนาด 
0.45 µm จนได้น�ำ้เลีย้งเชือ้ วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 
chitinaseและ β-1,3-glucanase ในน�ำ้เลีย้งเชือ้
โดยกรรมวิธี dinitrosalicylic acid (Miller 1959) 
โดยใช้ 1% colloidal chitin เป็นสารตัง้ต้นของเอนไซม์ 
chitinase และ laminarin เป็นสารตัง้ต้นของเอนไซม์ 
β-1,3-glucanase วดัปริมาณผลติภณัฑ์น�ำ้ตาลกลโูคส 
และ N-acetyl-D-glucosamine ท่ีคา่ความยาวคลื่น 
550 และ 575 nm ตามล�ำดบั ท�ำการทดลองทัง้หมด 
4 ซ�ำ้ วิเคราะห์ความแตกตา่งทางสถิตด้ิวย Duncan’s 
multiple range test ท่ีคา่ความเช่ือมัน่ 95%

ผลการศกึษาและวจิารณ์

เม่ือทดสอบการเลีย้งเชือ้ราเอนโดไฟต์ T. asperellum 
V76-14 และเชือ้สาเหตโุรค Sclerotium sp. บน
อาหาร PDA โดยกรรมวิธี dual culture พบวา่เชือ้รา
เอนโดไฟต์ T. asperellum V76-14 เจริญได้เร็วกวา่
เชือ้สาเหตโุรค (Fig.1) และมีเปอร์เซน็ต์ยบัยัง้เชือ้ 
Sclerotium sp. ไอโซเลท LS01 และ SZ01 ได้ 79.05% 
และ 73.10% ตามล�ำดบั แสดงให้เหน็วา่เชือ้ราเอนโดไฟต์ 
T. asperellum V76-14 มีกลไกการแก่งแยง่แขง่ขนั 
สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ Sclerotium sp. สาเหตุ
โรครากและล�ำต้นเนา่ได้ สอดคล้องกบั Hirpara  (2017) 
ซึง่ได้รายงานวา่เชือ้ Trichoderma spp. มีกลไกการ
แก่งแยง่แขง่ขนัในด้านการใช้อาหารและพืน้ท่ีในการ
เจริญบนอาหาร PDA ได้

เม่ือทดสอบการสร้างสารระเหยต้านเชือ้ราท่ี
ปลดปลอ่ยจากเชือ้ราเอนโดไฟต์ T. asperellum V76-14 
ในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ Sclerotium sp. โดย
กรรมวิธี volatile antifungal bioassay พบวา่สารระเหยท่ี
ปลดปลอ่ยจากเชือ้ราเอนโดไฟต์ T. asperellum 
V76-14 ยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ Sclerotium 
sp. ไอโซเลท LS01 และ SZ01 ได้ 33.89% และ 
43.81% ตามล�ำดบั (Fig.2) เม่ือวิเคราะห์สารท่ี
ระเหยออกมาจากเชือ้เอนโดไฟต์ T. asperellum V76-14 
ด้วย HS GC/MS พบวา่เป็นสารกลุม่แอลกอฮอล์
ชนิด phenylethyl alcohol (Fig.3) โดยสารระเหย
ชนิดนีมี้รายงานวา่เป็นสารระเหยต้านเชือ้รา (Angel 
et al., 2016)

เม่ือวิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเชือ้ราเอนโดไฟต์ 
T. asperellum V76-14 สร้างและปลดปลอ่ยออกมา
ในน�ำ้เลีย้งเชือ้ พบวา่คา่กิจกรรมของเอนไซม์ chitinase 
และ β-1,3-glucanase เทา่กบั 0.05 และ 0.08U 
mL-1 ตามล�ำดบั ซึง่มีคา่สงูกวา่ชดุควบคมุอยา่งมีนยั
ส�ำคญัท่ีคา่ความเช่ือมัน่ 95% องค์ประกอบผนงั
เซลล์ของเชือ้ราสว่นมากเป็นสารกลุม่ chitin และ 
β-1,3-glucan (Lorito et al., 1994) เอนไซม์ยอ่ย
ผนงัเซลล์ในกลุม่ chitinase และ β-1,3-glucanase 
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มีรายงานวา่เป็นเอนไซม์หลกัในกลไกยบัยัง้และท�ำลาย 
(antibiosis) เชือ้สาเหตโุรคพืชหลายชนิด (Kubicek 
et al., 2001) แสดงให้เหน็วา่กิจกรรมของเอนไซม์

ทัง้ 2 ชนิดนีใ้นเชือ้ราเอนโดไฟต์ T. asperellum 
V76-14 เก่ียวข้องกบัการยบัยัง้และท�ำลายเชือ้สาเหตุ
โรค Sclerotium sp. ไอโซเลท LS01 และ SZ01

Fig.1 Antifungal activity of Trichoderma asperellum V76-14 against Sclerotium sp. by dual culture 
assay, a: Sclerotium sp. LS01, b: T. asperellum V76-14 and Sclerotium sp. LS01, c: Sclerotium 
sp. SZ01 and d: T. asperellum V76-14 and Sclerotium sp. SZ01

Fig.2 Effect of volatile emitted from Trichoderma asperellum V76-14 against Sclerotium sp. by 
volatile antifungal bioassay, a: percentage of inhibition and b: inhibition of fungal colony.
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จากผลการทดลองเชือ้ราเอนโดไฟต์ T. asperellum 
V76-14 มีกลไกการต้านเชือ้ราประกอบด้วย การแก่งแยง่
แขง่ขนั (competition) และกลไกการยบัยัง้ท�ำลาย 
(antibiosis) ซึง่ประกอบด้วยการสร้างสารระเหยต้าน
เชือ้รา (volatile antifungal compounds) ในกลุม่ 
phenylethyl alcohol และการสร้างเอนไซม์ยอ่ย
ผนงัเซลล์ในกลุม่ chitinase และ β-1,3-glucanase 
แสดงให้เหน็วา่เชือ้ราเอนโดไฟต์ T. asperellum V76-14 
มีคณุสมบตักิารเป็น biological control agent (BCA) 

ส�ำหรับใช้ควบคมุเชือ้ในสกลุ Sclerotium sp. และ
เหมาะสมท่ีจะน�ำไปใช้ทดสอบในพืชและในสภาพแปลง
ตอ่ไปในอนาคต  
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Fig.3 Detection of volatile antifungal compounds emitted by Trichoderma asperellum V76-14 
shows phenylethyl alcohol and its structure.

Fig.4 Activity of cell wall-degrading enzymes in cell-free culture filtrate of Trichoderma asperellum V76-14.
Mean from 4 replications, the same letters are not significantly different according to Duncan’s 
multiple range test (p > 0.05).
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