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บทคัดย่อ

		  นำ�เชื้อรา Trichoderma spp. จำ�นวน 35 ไอโซเลต มาทดสอบความสามารถในการชักนำ�ให้ ต้นมะเขือเทศ

มีความต้านทานต่อโรคใบจุดเป้ากระสุนที่เกิดจากเชื้อรา Corynespora cassiicola พบว่าต้นมะเขือเทศที่ปลูกด้วย

เชือ้ราไอโซเลต T24, T17 และ 88 มจีำ�นวนแผลจดุเฉลีย่ตอ่ตน้ต่ำ�ทีส่ดุ คอื 41.0, 43.3 และ 55.7 จดุ ตามลำ�ดบั เมือ่ตรวจ

สอบกจิกรรมของเอนไซมย์อ่ยสลาย chitinase, protease และ b-1,3-glucanase จากใบมะเขอืเทศ พบวา่ตน้มะเขอืเทศ

ทีป่ลกูดว้ยเชือ้รา Trichoderma ไอโซเลต 162, T18 และ T13 มกีจิกรรมของเอนไซม ์chitinase สงูทีส่ดุ คอื 857.2, 763.7 

และ 750.6 µmol (GlcNAc equivalent)/mg protein/hr ตามลำ�ดับ สำ�หรับกิจกรรมของเอนไซม์ protease พบ

สูงที่สุดในมะเขือเทศที่ปลูกด้วยเชื้อรา Trichoderma ไอโซเลต 85, 67 และ 115 เท่ากับ 850.3, 778.0 และ 775.5 

µmol (tyrosine equivalent)/mg protein/hr ตามลำ�ดับ ส่วนกิจกรรมของเอนไซม์ b-1,3-glucanase พบสูงใน

ต้นมะเขือเทศที่ปลูกด้วยเชื้อรา Trichoderma ไอโซเลต T4, 103 และ 106 คือ 498.6, 471.1 และ 466.4 µmol 

(glucose equivalent)/mg protein/hr ตามลำ�ดับ ผลการศึกษานี้จะนำ�ไปสู่การคัดเลือกไอโซเลตของเชื้อรา  

Trichoderma เพื่อส่งถ่ายยีนไคติเนสต่อไป

Abstract

	 Thirty five isolates of Trichoderma spp. were tested on induce resistance to Corynespora leaf 

spot in tomato. The high potential induce resistance was Trichoderma isolate T24 showing lowest 

number of spot 41.0 spots followed by isolates T17 and 88 with number of spots 43.3 and 55.7, 

respectively. All 35 isolates were also evaluated on their ability to induce degrading enzymes in 

tomato leaves, which showed that tomato inoculated with Trichoderma isolate 162 expressed high 

chitinase activity of 857.2 µmol (GlcNAc equivalent)/mg protein/hr, isolates T18 and T13 showed 
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	 เชื้อรา Trichoderma spp. เป็นเชื้อราในกลุ่ม 

Deuteromycetes ลกัษณะของเสน้ใยมผีนงักัน้ ผวิเรยีบ 

แตกแขนงมาก เริม่แรกเสน้ใยมสีขีาวขนาดเฉลีย่ประมาณ 

5−10 ไมครอน เมื่อมีอายุมากขึ้นจะมีสีเขียวค่อนข้าง

เหลอืงจนถงึเขยีวเขม้ สรา้งกา้นชสูปอร ์(conidiophore) 

มีสีจางหรือใสไม่มีสี แตกกิ่งก้านเป็นช่อ พบ phialides 

เกิดเดี่ยวๆหรือเป็นกลุ่ม โคนิเดีย (conidia) เซลล์เดียว

รูปไข่ ส่วนมากมีสีเขียว ผิวเรียบหรือขรุขระ เกิดเป็น 

กลุ่มเล็กๆ ที่ปลาย phialides มีขนาดเฉลี่ย 3.2 x 2.7  

ตารางไมครอน สรา้งคลามายโดสปอร ์(chlamydospore) 

ลักษณะกลมใส เจริญอยู่ระหว่างเส้นใยหรือปลายเส้นใย

ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางเฉลีย่ 6.9 ไมครอน (Homer et al.,  

1972) เชื้อราชนิดนี้นิยมนำ�มาใช้ในการควบคุมโรคพืช

โดยชีววิธีเป็นอย่างมาก เนื่องจากมีกลไกในการควบคุม

เชื้อสาเหตุโรคพืชหลายกลไก คือ การสร้างสารปฎิชีวนะ

ที่มีผลในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อสาเหตุโรคพืช 

ได้แก่ gliotoxin, gliovirin และ trichodermin เป็นต้น 

การแก่งแย่งแข่งขันและครอบครองพื้นที่ เชื้อราชนิดนี้มี

ความสามารถสูงในการแก่งแย่งแข่งขันกับเชื้อสาเหตุโรค

พืชในด้านการใช้อาหาร เนื่องจากเจริญเติบโตสร้างเส้น

ใยและสปอร์ได้ค่อนข้างรวดเร็ว สามารถเจริญได้ตั้งแต่

อณุหภมู ิ15−20 องศาเซลเซยีส มชีวีติอยูร่อดไดใ้นสภาพ

ทีม่อีณุหภมูต่ิำ�ประมาณ 10−12 องศาเซลเซยีส (Johnson 

et al.,1987) และการเป็นปรสิต โดยการสร้างเส้นใยพัน

รดัเสน้ใยของเชือ้ราสาเหตโุรคพชื สรา้งเอนไซมย์อ่ยสลาย

คือ เอนไซม์ chitinase, b-1,3-glucanase, protease 

และ cellulase มาย่อยสลายผนังเซลล์ของเชื้อรา 

สาเหตุโรคพืช ได้แก่ Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia 

solani, Pythium sp. และ Fusarium oxysporum 

f.sp. lycopersici เป็นต้น นอกจากนี้ยังพบว่าเชื้อรา 

Trichoderma spp. สามารถชักนำ�ให้พืชสร้างความ

ต้านทานโรค (Systemic Acquired Resistance, SAR) 

ได้ ซึ่งถูกค้นพบครั้งแรกโดย Bigirimana et al. (1997) 

จากการนำ�เชื้อรา T. harzianum (T-39) มาใช้ควบคุม

โรคทางใบที่เกิดจากเชื้อรา Botrytis cinerea และ 

Colletotrichum lindemuthianum ของต้นถั่ว โดย

การผสมลงไปในดิน พบว่าเชื้อรา Trichoderma spp. 

แทงเส้นใยเข้าไปในชั้นเซลล์ epidermis ชั้นที่ 1 หรือ 2 

ทำ�ให้พืชเกิดการตอบสนองต่อการเจริญของเส้นใย โดย

การสรา้งสารประกอบฟโีนลคิและสารเคมสีง่สญัญาณ คอื  

salicylic acid (SA) และ jasmonic acid (JA) ไปกระตุ้น

การทำ�งานของ R gene (resistant gene) ที่ทำ�หน้าที่

เกีย่วขอ้งกบักลไกการปอ้งกนัตวัเองของพชื คอื PR gene 

(pathogenesis-related gene) ทำ�หนา้ทีส่งัเคราะห ์PR 

protein (pathogenesis-related protein) Van and 

Van Strien (1999) ไดท้ำ�การศกึษา PR protein และแบง่ 

PR protein ออกเปน็ 14 กลุม่ ซึง่พบวา่เอนไซม ์chitinase  

และ b−1,3−glucanase นั้นถูกจัดอยู่ในกลุ่มของ 

PR-protein ด้วย เอนไซม์ chitinase จัดอยู่ในกลุ่มของ 

PR-3, PR-4, PR-8 และ PR-11 ส่วนเอนไซม์ b−1,3−

activities of 763.7 and 750.6 µmol (GlcNAc equivalent)/mg protein/hr, respectively. For protease 

activity, tomato inoculated with Trichoderma isolates 85, 67 and 115 showed activity of 850.3, 778.0 

and 775.5 µmol (tyrosine equivalent)/mg protein/hr, respectively. Hight activities of b-1,3-glucanase 

were obtained from tomato inoculated with Trichoderma isolates T4, 103 and 106 with 498.6, 471.1 

and 466.4 µmol (glucose equivalent)/mg protein/hr, respectively. This result is to applied for isolate 

selection of Trichoderma for further chitinase gene transformation.

คำ�สำ�คัญ : โรคใบจุดเป้ากระสุนของมะเขือเทศ, Corynespora cassiicola, Trichoderma spp. 

Keywords: Corynespora leaf spot of tomato, Corynespora cassiicola, Trichoderma spp.
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glucanase จัดอยู่ในกลุ่มของ PR-2 ทั้งนี้เอนไซม์ทั้ง 2 

ชนิดนี้ เป็นเอนไซม์ย่อยสลายที่เชื้อรา Trichoderma 

spp. สามารถสรา้งได ้และมบีทบาทหลกัในการยอ่ยสลาย

ผนงัเสน้ใยของเชือ้ราทีม่ ีchitin และ b−1,3−glucan เปน็

องค์ประกอบหลัก ตามลำ�ดับ นอกจากนี้ยังพบว่าการที่

เชือ้รา Trichoderma spp. อาศยัและมปีฏสิมัพนัธก์บัพชื

อยา่งใกลช้ดิจะกระตุน้ใหพ้ชืสรา้งสารเคมสีง่สญัญาณ สง่

ผลใหพ้ชืเกดิความตา้นทานขึน้ และความตา้นทานจะเกดิ

อยา่งตอ่เนือ่งตลอดเวลาทีเ่ชือ้อาศยัอยูก่บัพชื (Hurtado, 

2004) ดังนั้นจึงได้ทำ�การศึกษาเพื่อคัดเลือกเชื้อรา 

Trichoderma spp. ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพสูงในการ

ชักนำ�ให้มะเขือเทศสร้างความต้านทานต่อโรคใบจุดเป้า

กระสุนที่เกิดจากเชื้อรา Corynespora cassiicola และ

มีกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายที่มะเขือเทศสร้างขึ้นสูง 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง

การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา Tricho-

derma spp. ในการชักนำ�ให้มะเขือเทศสร้าง

ความต้านทานโรคใบจุดเป้ากระสุนที่เกิดจาก 

เชื้อรา Corynespora cassiicola 

	 นำ�เชื้อรา Trichoderma spp.จำ�นวน 35 ไอโซ

เลต ได้แก่ ไอโซเลต T1, T4, T9, T10, T13, T14, T17, 

T18, T19, T20, T21, T24, T25, T30, T35, 38, 57, 

67, 74, 77, 78, 85, 88, 89, 90, 103, 106, 111, 115, 

119, 122, 133, 139, 162 และ 177 มาเลี้ยงบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 5 วัน ใช้ cork borer ขนาด

เส้นผ่านศูนย์กลาง 8 มิลลิเมตร เจาะชิ้นวุ้นอาหาร PDA 

และย้ายชิ้นวุ้นจำ�นวน 3 ชิ้น ลงในหัวเชื้อข้าวฟ่าง บ่มที่

อุณหภูมิ 28 + 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน นำ�หัว

เชื้อข้าวฟ่างที่ได้ไปผสมกับวัสดุปลูกนึ่งฆ่าเชื้อในกระถาง

ขนาด 6 นิ้ว ในอัตราส่วน 20 กรัมต่อวัสดุปลูก 1 กิโลกรัม  

เป็นระยะเวลา 7 วัน จากนั้นทำ�การย้ายปลูกมะเขือเทศ

อายุ 14 วัน ลงในกระถาง เป็นเวลา 7 วัน จึงทำ�การปลูก

เชื้อรา C. cassiicola สาเหตุโรคใบจุดเป้ากระสุน โดย

การฉดีพน่สารแขวนลอยสปอรค์วามเขม้ขน้ 107 สปอรต์อ่

มลิลลิติร ปรมิาตร 20 มลิลลิติรตอ่ตน้ตอ่กระถาง วางแผน

การทดลองแบบ CRD มี 35 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 4 ซ้ำ� 

(1 ซ้ำ� คือ 1 ต้น /กระถาง) ทั้งนี้มีกรรมวิธีควบคุม 3 

กรรมวิธี กรรมวิธีควบคุมที่ 1 คือ มะเขือเทศปลูกเชื้อ

ดว้ยน้ำ�กลัน่นึง่ฆา่เชือ้ กรรมวธิคีวบคมุที ่2 คอื มะเขอืเทศ

ปลกูเชือ้ดว้ยเชือ้รา Trichoderma spp. เพยีงอยา่งเดยีว 

และกรรมวิธีที่ 3 คือ มะเขือเทศปลูกเชื้อด้วยเชื้อรา  

C. cassiicola เพยีงอยา่งเดยีว หลงัจากปลกูเชือ้เปน็ระยะ

เวลา 14 วัน ทำ�การบันทึกข้อมูลจำ�นวนจุดแผลที่เกิด

ขึ้นบนใบของมะเขือเทศทุกใบ นำ�ข้อมูลที่ได้ไปวิเคราะห์

ความแปรปรวนทางสถิติโดยใช้โปรแกรม Statistical 

Analysis System (SAS) 

การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลาย 

จากใบมะเขือเทศ 

	 เก็บใบมะเขือเทศหลังปลูกเชื้อสาเหตุโรคเป็นเวลา 

14 วัน โดยเก็บจำ�นวน 5 ใบต่อต้น ทั้งหมด 4 ต้น (4 ซ้ำ�) 

จากนั้นนำ�ใบมะเขือเทศมาสกัดโปรตีนโดยชั่งตัวอย่างใบ

มะเขือเทศน้ำ�หนัก 0.5 กรัม บดในโกร่งที่เย็นจัด เติม 0.1 

M sodium acetate buffer pH 5.0 (sodium acetate 

trihydrate 13.6 g/ H
2
O 1 ลิตร ปรับ pH ด้วย 1 N 

acetic acid) ปริมาณ 1,200 ไมโครลิตร เทตัวอย่างใส่

ในหลอดไมโครทิวบ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นำ�ไปปั่นเหวี่ยง

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 13,000 rpm 

เป็นเวลา 20 นาที ดูดส่วนใส (supernatant) ซึ่งเป็น 

crude proteins นำ�ไปเก็บที่ -20องศาเซลเซียส จนกว่า

จะนำ�มาใช้ในการทดลองต่อไป

	 นำ� crude proteins ที่สกัดได้มาวัดปริมาณความ

เข้มข้นของโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976) 

โดยใช้ Bovine serum albumin (BSA) เป็นโปรตีน

มาตรฐาน การตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซม ์chitinase  

โดยนำ� crude protein ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร บ่มร่วม

กับสารละลาย colloidal chitin 1 เปอร์เซ็นต์ ใน 0.1 

M acetate buffer pH 5.0 ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร  

ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เปน็เวลา 1 ชัว่โมง (ดดัแปลง

จาก Saksirirat and Hoppe, 1991) หยุดปฏิกิริยา
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ด้วยการนำ�ไปต้มในน้ำ�เดือด 100 องศาเซลเซียส นาน 

20 นาที นำ�สารละลายที่ได้ไปวิเคราะห์ปริมาณน้ำ�ตาล

รีดิวซ์ ตามวิธีการของ Somogyi (1952) กิจกรรม

ของเอนไซม์ประเมินจากปริมาณน้ำ�ตาลรีดิวซ์ (N-

acetylglucosamine equivalent) คิดเป็น µmol ที่

ถูกย่อยออกจาก colloidal chitin ใน 1 ชั่วโมงต่อ mg 

protein ใน reaction mixture สำ�หรับการตรวจสอบ

กิจกรรมของเอนไซม์ protease นำ� crude protein บ่ม

ร่วมกับสารละลายเคซีน (casein) 1 เปอร์เซ็นต์ ใน 0.1 

M phosphate buffer, pH 7.0 จำ�นวนอย่างละ 1.0 

มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 

หยุดปฏิกิริยาด้วย trichloroacetic acid 10 เปอร์เซ็นต์ 

จำ�นวน 3.0 มิลลิลิตร นำ�ส่วนน้ำ�ใส (supernatant) 

จำ�นวน 0.5 มิลลิลิตร มาทดสอบโดยเติม 0.4 M sodium 

carbonate (Na
2
CO

3
) จำ�นวน 2.5 มิลลิลิตร ผสมให้

เข้ากัน เติม Folin-ciocalteuphenol’s reagent 

จำ�นวน 0.5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

นาน 10 นาที จากนั้นนำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (O.D.) 

ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร (nm) ตรวจสอบ

กิจกรรมของเอนไซม์โดยการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนที่

ถูกย่อยออกจากเคซีน เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน

ซึ่งใช้ tyrosine เป็นกรดอะมิโนมาตรฐาน ดัดแปลงตาม

วิธีของ Yang and Wang (1999) กิจกรรมของเอนไซม์

ประเมนิจากปรมิาณกรดอะมโิน [amino acid (tyrosine 

equivalent)] คิดปริมาณเป็น µmol ที่ถูกย่อยออกจาก 

เคซนีใน 1 ชัว่โมงตอ่ mg protein ใน reaction mixture 

และตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ b-1,3-glucanase 

นำ� crude protein ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร บ่มร่วม

กับสารละลายลามินาริน (laminarin) 0.09 เปอร์เซ็นต์ 

ใน 0.1 M acetate buffer, pH 5.0 จำ�นวน 0.9  

มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 

(ดดัแปลงจาก Saksirirat and Hoppe, 1991) ตรวจสอบ 

กิจกรรมของเอนไซม์โดยการวิเคราะห์ปริมาณน้ำ�ตาล

รดีวิซ ์(glucose equivalent) ทีถ่กูยอ่ยออกจากลามนิารนิ  

ตามวิธีของ Somogyi (1952) กิจกรรมของเอนไซม์

ประเมนิจากปรมิาณน้ำ�ตาลรดีวิซ ์(glucose equivalent) 

คิดเป็น µmol ที่ถูกย่อยออกจากลามินารินใน 1 ชั่วโมง

ตอ่ mg protein ใน reaction mixture นำ�ขอ้มลูจากการ

ตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซมย์อ่ยสลายทัง้ 3 เอนไซมไ์ป

วเิคราะหห์าความแปรปรวนทางสถติโิดยใชโ้ปรแกรม SAS

ผลการศึกษา

การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา 

Trichoderma spp. ในการชกันำ�ใหม้ะเขอืเทศ

สร้างความต้านทานโรคใบจุดเป้ากระสุนที่เกิด

จากเชื้อรา Corynespora cassiicola 

	 เชื้อรา Trichoderma T24, T17 และ 88 สามารถ

ชักนำ�ให้ต้นมะเขือเทศมีความต้านทานต่อโรคใบจุดเป้า

กระสนุไดด้ทีีส่ดุ โดยไอโซเลต T24 มจีำ�นวนจดุแผลเฉลีย่

ต่อต้นต่ำ�ที่สุด คือ 41.0 จุด รองมาคือ ไอโซเลต T17 

และ 88 มีจำ�นวนจุดแผลเฉลี่ยต่อต้นเท่ากับ 43.3 และ 

55.7 จดุ ตามลำ�ดบั ขณะที่กรรมวิธคีวบคุมซึง่ปลกูเชือ้รา  

C. cassiicola เพียงอย่างเดียวมีจำ�นวนจุดแผลเฉลี่ยต่อ

ต้นเท่ากับ 254.3 จุด มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่1 และรูปที่1) เมื่อ

พิจารณาเปอร์เซ็นต์การลดลงของจำ�นวนจุดแผลพบว่า 

มะเขือเทศที่ปลูกด้วยเชื้อรา Trichoderma ไอโซเลต 

T24, T17 และ 88 มีจำ�นวนจุดแผลลดลงถึง 83.9, 83.1 

และ 78.1 เปอร์เซ็นต์ ตามลำ�ดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ

กรรมวิธีควบคุม (ตารางที่ 1 และรูปที่ 2) 

การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลาย

จากใบมะเขือเทศ 

	 ใบของต้นมะเขือเทศที่ปลูกด้วยเชื้อรา Tricho-

derma ไอโซเลต 162 มีกิจกรรมของเอนไซม์ chitinase 

สงูทีส่ดุ เทา่กบั 857.2 µmol (GlcNac equivalent)/mg 

protein/hr รองลงมาคอื ใบของตน้มะเขอืเทศทีป่ลกูดว้ย

เชื้อรา Trichoderma ไอโซเลต T18 และ T13 เท่ากับ 

763.7 และ 750.7 µmol (GlcNac equivalent)/mg 

protein/hr ตามลำ�ดับ (ตารางที่ 2) สำ�หรับกิจกรรมของ

เอนไซม์ protease พบสูงที่สุดในใบของต้นมะเขือเทศ

การชักนำ�ให้มะเขือเทศสร้างความต้านทานโรคใบจุดเป้ากระสุนโดยเชื้อ 
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ที่ปลูกด้วยเชื้อรา Trichoderma ไอโซเลต 85 เท่ากับ 

850.3 µmol of amino acid (tyrosine equivalent)/

mg protein/hr รองมาคอื ใบมะเขอืเทศทีป่ลกูดว้ยเชือ้รา 

Trichoderma ไอโซเลต 67 และ 115 เทา่กบั 778.0 และ 

775.5 µmol of amino acid (tyrosine equivalent)/

mg protein/hr ตามลำ�ดับ (ตารางที่ 2) ส่วนกิจกรรม

ของเอนไซม์ b-1,3-glucanase นั้น พบสูงในใบของต้น

มะเขือเทศที่ปลูกด้วยเชื้อรา Trichoderma ไอโซเลต 

T4, 103 และ 106 มีกิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 498.6, 

471.1 และ 466.4 µmol (glucose equivalent)/mg 

protein/hr ตามลำ�ดับ (ตารางที่ 2) 

รูปที่ 1. 	 อาการใบจุดเป้ากระสุนบนใบและต้นมะเขือเทศหลังจากปลูกเชื้อเป็นเวลา 14 วัน; A: ปลูกเชื้อด้วย

	 น้ำ�กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ; B, C และ D: ปลูกด้วยเชื้อรา Corynespora cassiicola เพียงอย่างเดียว	

รูปที่ 2.	 อาการใบจุดเป้ากระสุนบนใบมะเขือเทศหลังจากปลูกเชื้อรา Trichoderma ไอโซเลต T24 

		  ร่วมกับเชื้อรา Corynespora cassiicola เป็นเวลา 14 วัน

A B C

D
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ตารางที่ 1	 จำ�นวนจุดแผลที่เกิดขึ้นบนใบมะเขือเทศหลังจากปลูกเชื้อรา Corynespora cassiicola ร่วมกับเชื้อรา 

	 Trichoderma ไอโซเลตต่างๆ เป็นเวลา 14 วัน

Control 1 = ปลูกเชื้อด้วยน้ำ�กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ

Control 2 = ปลูกเชื้อด้วยเชื้อรา Trichoderma spp. เพียงอย่างเดียว 

Control 3 = ปลูกเชื้อด้วยเชื้อรา C. cassiicola เพียงอย่างเดียว 
1/ ค่าเฉลี่ยที่กำ�กับด้วยตัวอักษรเดียวกันในแนวตั้งเดียวกัน ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (P > 0.01, DMRT)  ต่างๆ เป็น

เวลา 14 วัน

ไอโซเลต
จำ�นวนจุดแผล

เฉลี่ย1/ 

จำ�นวนจุดแผล

ลดลง (%)
ไอโซเลต

จำ�นวนจุดแผล

เฉลี่ย1/ 

จำ�นวนจุดแผล

ลดลง (%)

T1 106.7 b-g 58.6 77 67.7 d-g 73.4

T4 58.7 e-g 76.9 78 93.3 c-g 63.3

T9 114.3 b-f 55.1 85 86.7 c-g 65.9

T10 68.3 d-g 73.1 88 55.7 efg 78.1

T13 84.0 c-g 67.0 89 98.7 b-g 61.2

T14 73.3 d-g 71.2 90 64.0 d-g 74.8

T17 43.3 fg 83.0 103 111.7 b-f 56.1

T18 91.0 c-g 64.2 106 108.3 b-g 57.0

T19 125.7 b-f 50.6 111 169.3 abc 33.4

T20 106.7 b-g 58.1 115 81.7 c-g 67.9

T21 93.3 c-g 63.3 119 200.0 ab 21.4

T24 41.0 g 83.9 122 106.7 b-g 58.1

T25 106.7 b-g 58.1 133 86.7 c-g 65.9

T30 147.7 bcd 41.9 139 71.3 d-g 72.0

T35 149.7 bcd 41.4 162 103.3 b-g 59.4

38 122.7 b-f 51.8 177 90.7 c-g 64.4

57 73.0 d-g 71.3 Control1 0.0 h -

67 70.0 d-g 72.5 Control2 0.0 h -

74 70.7 d-g 72.2 Control3 254.3 a 100.0

F-test ** F-test **

C.V. (%) 22.1 C.V. (%) 22.1
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ตารางที่ 2. 	กิจกรรมของเอนไซม์ chitinase, protease และ b-1,3-glucanase จากใบมะเขือเทศที่ปลูกด้วยเชื้อรา 

	 Trichoderma spp. ไอโซเลตต่างๆ ร่วมกับเชื้อรา Corynespora cassiicola เป็นเวลา 14 วัน

Control 1 = ใบของต้นมะเขือเทศปลูกเชื้อด้วยน้ำ�กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ

Control 2 = ใบของต้นมะเขือเทศปลูกเชื้อด้วยเชื้อรา Corynespora cassiicola เพียงอย่างเดียว
 1/ ค่าเฉลี่ยที่กำ�กับด้วยตัวอักษรเดียวกันในแนวตั้งเดียวกัน ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (P > 0.01, DMRT)

ไอโซเลต
กิจกรรมของเอนไซม์ 

Chitinase [µmol(GlcNAc 
equivalent)/mg protein/hr]1/

กิจกรรมของเอนไซม์ 
Protease [µmol(tyrosine 

equivalent)/mg protein/hr]1/

กิจกรรมของเอนไซม์ 
b-1,3-glucanase [µmol(glucose 

equivalent)/mg protein/hr]1/

T1  744.5 a-d  646.3 b-e  276.9 c-m

T4  746.9 abc  683.3 a-e  498.6 a

T9  727.8 a-d  672.2 a-e  304.6 b-k

T10  723.0 a-d  637.5 b-e  222.5 g-m

T13  750.7 a-c  693.1 a-e  404.5 a-g

T14  699.7 a-e  577.4 de  251.1 d-m

T17  705.5 a-d  575.1 de  228.1 e-m

T18  763.7 ab  558.2 de  413.7 a-e

T19  731.6 a-d  632.0 b-e  276.0 c-m

T20  653.8 a-g  689.1 a-e  236.7 e-m 

T21  583.5 b-g  706.6 a-e  319.2 a-j 

T24  639.2 b-g  558.6 de  96.9 m

T25  722.5 a-d  648.4 b-e  286.6 b-l

T30  629.2 b-g  746.8 a-d  312.3 a-k

T35  477.7 f-h  558.1 cde  223.8 f-m

38  575.5 b-g  672.8 a-e  319.2 a-j

57  573.8 b-g  714.5 a-e  144.3 j-m

67  561.2 b-g  778.0 ab  406.2 a-g

74  539.1 c-g  583.4 de  211.4 h-m

77  574.8 b-g  709.2 a-e  186.7 h-m

F-test ** ** **

C.V.(%) 16.7 14.1 22.2
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ไอโซเลต
กิจกรรมของเอนไซม์ 

Chitinase [µmol(GlcNAc 
equivalent)/mg protein/hr]1/

กิจกรรมของเอนไซม์ 
Protease [µmol(tyrosine 

equivalent)/mg protein/hr]1/

กิจกรรมของเอนไซม์ 
b-1,3-glucanase [µmol(glucose 

equivalent)/mg protein/hr]1/

78  593.6 b-g  708.7 a-e  362.4 a-i

85  492.5 e-h  850.3 a  448.3 abc

88  564.5 b-g  561.6 de  111.7 lm

89  606.1 b-g  713.0 a-e  411.1 a-f

90  619.2 b-g  605.7 b-e  130.4 klm

103  711.0 a-d  719.4 a-e  471.1 ab

106  763.6 a-f  713.2 a-e  466.4 ab

111  587.1 b-g  641.0 b-e  403.8 a-g

115  616.7 b-g  775.5 abc  437.4 a-d

119  565.7 b-g  720.3 a-e  435.2 a-d

122  530.1 d-g  713.2 a-e  341.3 a-i

133  577.8 b-g  539.8 ef  185.4 i-m

139  706.7 a-d  611.4 b-e  266.1 c-m

162  857.2 a  733.6 a-d  453.5 abc

177  456.8 gh  696.8 a-e  252.4 d-m

Control1  337.7 h  389.5 f  182.1 i-m

Control2  637.7 b-g  713.2 a-e  373.6 a-h

F-test ** ** **

C.V.(%) 16.7 14.1 22.2

Control 1 = ใบของต้นมะเขือเทศปลูกเชื้อด้วยน้ำ�กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ

Control 2 = ใบของต้นมะเขือเทศปลูกเชื้อด้วยเชื้อรา Corynespora cassiicola เพียงอย่างเดียว
1/ ค่าเฉลี่ยที่กำ�กับด้วยตัวอักษรเดียวกันในแนวตั้งเดียวกัน ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (P > 0.01, DMRT)

ตารางที่ 2. 	กิจกรรมของเอนไซม์ chitinase, protease และ b-1,3-glucanase จากใบมะเขือเทศที่ปลูกด้วยเชื้อรา 

	 Trichoderma spp. ไอโซเลตต่างๆ ร่วมกับเชื้อรา Corynespora cassiicola เป็นเวลา 14 วัน (ต่อ)

การชักนำ�ให้มะเขือเทศสร้างความต้านทานโรคใบจุดเป้ากระสุนโดยเชื้อ 
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	 การทดสอบประสทิธภิาพของเชือ้รา Trichoderma 

spp. จำ�นวน 35 ไอโซเลต ในการชักนำ�ให้ต้นมะเขือเทศ

สร้างความต้านทานโรคใบจุดเป้ากระสุนที่เกิดจากเชื้อรา  

C. cassiicola พบว่าเชื้อรา Trichoderma ไอโซเลต 

T24, T17 และ 88 สามารถชักนำ�ให้ต้นมะเขือเทศมี

ความต้านทานโรคได้มากที่สุด มีจำ�นวนจุดแผลเฉลี่ย 

ต่อต้นน้อยที่สุด สามารถลดจำ�นวนจุดแผลได้ถึง 83.9,  

83.1 และ 78.1 เปอร์เซ็นต์ ตามลำ�ดับ สำ�หรับการ 

ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายในใบของต้น

มะเขอืเทศทีป่ลกูดว้ยเชือ้รา C. cassiicola รว่มกบัเชือ้รา 

Trichoderma ทั้ง 35 ไอโซเลต พบว่าใบของต้นมะเขือ

เทศทีไ่ดร้บัการปลกูเชือ้รา Trichoderma ไอโซเลต 162 มี

กจิกรรมของเอนไซม ์chitinase สงูทีส่ดุ และพบกจิกรรม

ของเอนไซม์ b-1,3-glucanase ในระดับสูง เช่นเดียว

กบัใบของตน้มะเขอืเทศทีป่ลกูดว้ยเชือ้รา Trichoderma 

ไอโซเลต T4 พบว่ามีกิจกรรมของเอนไซม์ b-1,3−

glucanase สงูทีส่ดุ และมกีจิกรรมของเอนไซม ์chitinase 

ในระดับสูง และยังพบว่าใบของต้นมะเขือเทศที่ปลูกด้วย

เชือ้รา Trichoderma ไอโซเลต 85 มกีจิกรรมของเอนไซม ์

protease สงูทีส่ดุ และพบกจิกรรมของเอนไซม ์b -1,3−

glucanase ในระดับสูงอีกด้วย ซึ่งมีความสอดคล้องกับ

การศึกษาของ Charirak และคณะ (2008) ที่ได้ศึกษา

การชกันำ�ใหต้น้มะเขอืเทศมคีวามตา้นทานตอ่โรคใบจดุที่

เกดิจากเชือ้รา Stemphylium solani และเชือ้แบคทเีรยี 

Xanthomonas vesicotoria pv. vesicatoria โดยใช้

เชื้อรา Trichoderma พบว่า ต้นมะเขือเทศที่ปลูกเชื้อรา 

Trichoderma ไอโซเลต T18 สามารถลดจำ�นวนแผล

จุดที่เกิดจากเชื้อรา S. solani ได้ 19.2 เปอร์เซ็นต์ ส่วน

เชื้อรา Trichoderma ไอโซเลต T9 สามารถลดจำ�นวน

จดุเนือ้เยือ่ตายบนใบมะเขอืเทศไดท้ีเ่กดิจากเชือ้แบคทเีรยี 

X. vesicotoria pv. vesicatoria ได้ 62.3 เปอร์เซ็นต์ 

สรุปและวิจารณ์

นอกจากนี้พบว่าต้นมะเขือเทศมีกิจกรรมของเอนไซม์ 

chitinase และ b-1,3−glucanase เพิ่มขึ้นสูงสุดเมื่อ

เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม หลังจากปลูกเชื้อเป็น

เวลา 14 วัน 

	 การใส่เชื้อรา Trichoderma spp. ลงไปในดิน 

นอกจากจะช่วยควบคุมโรคพืชทางดินได้โดยตรงแล้ว ยัง

สามารถชกันำ�ใหต้น้มะเขอืเทศสรา้งความตา้นทานโรคได้

จากการกระตุน้การทำ�งานของยนีทีท่ำ�หนา้ทีเ่กีย่วขอ้งกบั

กลไกการป้องกันตัวเองของพืช ส่งผลให้พืชสร้างเอนไซม์

ย่อยสลายในปริมาณเพิ่มมากขึ้น ทั้งนี้เชื้อรา Tricho-

derma spp. เองสามารถสรา้งเอนไซม ์chitinase ไดเ้ชน่

กัน และยีน chitinase ของเชื้อรา Trichoderma spp. 

สามารถเพิ่มปริมาณและโคลนยีนได้ จากผลการทดลอง

ดังกล่าวจึงได้ทำ�การคัดเลือกเชื้อรา Trichoderma 

ไอโซเลต 162 เพื่อนำ�ไปศึกษาการโคลนยีน chitinase 

และการใช้ประโยชน์จากยีน chitinase เนื่องจากมี

กจิกรรมของเอนไซม ์chitinase สงูทีส่ดุ รวมทัง้มกีจิกรรม

ของเอนไซม ์protease และ b-1,3−glucanase ในระดบั

สงู ซึง่ไมม่คีวามแตกตา่งทางสถติกิบัเชือ้รา Trichoderma 

ไอโซเลตที่มีกิจกรรมของเอนไซม์สูงที่สุด เมื่อพิจารณา

ถึงความสามารถในการสร้างความต้านทานโรคใบจุด 

เป้ากระสุนของเชื้อรา Trichoderma ไอโซเลต 162 

พบว่าสามารถลดจำ�นวนจุดแผลได้ 59.4 เปอร์เซ็นต์  

ทั้งนี้ความสามารถในการควบคุมโรคพืชของเชื้อรา  

Trichoderma แต่ละไอโซเลตนั้นจะอาศัยกลไกการ

ควบคุมโรคพืชที่แตกต่างกันไป เช่น การแข่งขันเพื่อ 

ครอบครองพื้นที่ การสร้างสารปฏิชีวนะ และการเป็น

ปรสิต หรืออาศัยกลไกการควบคุมโรคพืชหลายกลไก 

ร่วมกัน จึงส่งผลให้เชื้อรา Trichoderma แต่ละไอโซเลต 

มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคแตกต่างกันไป
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