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Abstract 
 
Project Code:  MRG4980073 
Project Title:  Identification and Characterization of Chitinase Gene from Soil Fungal 
Community for Biological Control 
Investigator: Dr. Thipa Asvarak 
Mentor:  Professor Dr. Watanalai Pangred    
Project Period: 1 June 2006 - 1 June 2008 (2 years) 
 The objectives of this research are isolation of soil fungi with antagonistic 
activity against fungal phytopathogens, and cloning of chitinase gene from fungal isolate 
of interest.  Total of 127 fungal isolates, obtained from 19 soil samples, were screened 
for the ability to produce chitinase.  From these, 37 chitinase producing isolates were 
assayed for antagonistic activity against four fungal test strains, including A. fumigatus 
and three phytopathogens: Cochliobolus heterostrophus, Colletotrichum gloeosporioides 
and Pythium ultimum.  Thirty-three isolates showed the ability to inhibit or alter growth 
of at least one fungal test strains, suggesting potential application of chitinase producing 
fungi in biological control of fungal pathogens.  Molecular identification based on ITS1-
5.8S-ITS2 region of rDNA suggested that most fungal isolates belong to genera 
Aspergillus and Trichoderma.  Based on chitinase activity and molecular identification, a 
fungal isolate N3-1 (high similarity to Trichoderma longibrachiatum) was selected for 
cDNA library construction and cloning of chitinase gene.  To identify clones carrying 
cDNA of chitinase genes, the constructed cDNA library was screened by PCR-based 
screening method, using primers specific to conserved region of chitinases and to 
vector.  Several candidates were obtained, and will be characterized for chitinase cDNA 
inserts.  Primers designed based on alignment of Trichoderma chitinases were also 
used to amplify fragment of chitinase gene from N3-1 genomic DNA. Resulting fragment 
was ligated into vector and transformed into Escherichia coli DH5α. A 1.2 kb fragment 
of chitinase gene, whose sequence showed highest similarity to Hypocrea jecorina 
chitinase gene chi18-5, was obtained. A full length fragment of this gene (approximate 
1.5 kb) will be cloned.  In addition, N3-1 was preliminary assayed for in vivo antagonistic 
activity against Colletotrichum spp. and P. ultimum.  The results suggested potential 
application of chitinase producing fungal isolates as biological agents against fungal 
phytopathogens.      
Keywords: fungi, chitinase, biological control, antagonist, chitinase gene 
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บทคัดยอ 
 
รหัสโครงการ: MRG4980073 
ชื่อโครงการ: การคนหาเชื้อราและยีน chitinase ของเชื้อราจากดินเพ่ือการควบคมุโรคพืชที่เกดิจาก
เชื้อรา 
ชื่อนักวิจัย: ดร. ทิพา อัศวรักษ  
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ระยะเวลาโครงการ: 1 กรกฎาคม 2549 - 1 กรกฎาคม 2551 (2 ป) 

โครงการวิจัยน้ีตองการคนหาเชื้อราที่สามารถเปน antagonist ตอเชื้อรากอโรคพืชและคนหายนี
ที่สรางเอนไซม chitinase ที่มีประสิทธิภาพสูงจากเชื้อรา โดยไดนําเชื้อรา 127 isolates ที่แยกได
จาก 19 ตัวอยางดินมาคัดกรองหาเชื้อราที่มีความสามารถในการสรางเอนไซม chitinase พบเชื้อรา
จํานวน 37 isolates ที่สามารถสราง chitinase ได เม่ือนําเชื้อราที่สราง chitinase ทั้ง 37 isolates 
มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรากอโรค 4 สายพันธุ คือ Aspergillus 
fumigatus และเชื้อราที่กอโรคในพืช ไดแก Cochliobolus heterostrophus,  Colletotrichum 
gloeosporioides และ Pythium ultimum พบวามีถึง 33 isolates ที่มีผลยบัยั้งเชื้อราที่ใชในการ
ทดสอบอยางนอยหนึ่งชนิดซึ่งแสดงใหเห็นถึงความนาสนใจในการนาํวาเชื้อราที่สราง chitinase มา
ใชเปน biological control agents    จากการบงชี้สายพันทางอณูชีววทิยาโดยอาศัยสวน ITS1-
5.8S-ITS2 ของ rDNA พบวาเชื้อราเหลานี้อยูใน genera Aspergillus และ Trichoderma  เม่ือ
วิเคราะห chitinase activity แลวจึงคัดเลือกเชื้อรา isolate N3-1 ซ่ึงผลการบงชี้สายพันธุคลายคลึง
กับ Trichoderma longibrachiatum และมี chitinase activity สูงมาใชในการสราง cDNA library และ
การ clone ยนี chitinase  โดยไดคัดกรอง cDNA library เพ่ือคนหา clones ที่มีชิ้นสวน chitinase 
cDNA ดวย PCR-based screening โดยใช primers ที่จําเพาะตอ conserved region ของ 
chitinase และ vector พบ candidates หลาย clones ซ่ึงจะนํามา characterize ตอไป และไดใช 
primers ที่ออกแบบจาก alignment ของยีน chitinases ของ Trichoderma spp. ในการ amplify 
จาก N3-1 genomic DNA และ ligate เขา vector แลว transform สู Escherichia coli DH5α พบวา
สามารถ clone ชิ้นสวนของยีน chitinase ขนาด 1.2 kb ไดโดย sequence ของ fragment น้ีมีความ
คลายคลึงสูงสดุกบั chi18-5 ของ Hypocrea jecorina โดยจะทําการ clone full length fragment 
ขนาด 1.5 kb ของยีนน้ีตอไป นอกจากนี้ยังไดศึกษาความสามารถของ N3-1 ในการยับยั้งเชื้อรากอ
โรคพืช Colletotrichum spp. และ P. ultimum ในพืช ซ่ึงผลการทดลองเบื้องตนแสดงใหเห็นถึงความ
นาสนใจในการนําเชื้อราสายพันธุน้ีและเชื้อราที่สราง chitinase มาใชประโยชนในการควบคุมโรคพืช
ที่เกิดจากเชื้อราไดอีกดวย 
คําหลัก: fungi, chitinase, biological control, antagonist, chitinase gene 
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บทนํา 
 
 จุลินทรียที่อยูในดินมีบทบาทตอการหมุนเวียนของสารอินทรียและตอระบบชีวธรณีเคมีตางๆ  นอกจากนี้
จุลินทรียบางกลุมยังมีอิทธิพลตอการควบคุมโรคและศัตรูพืชอีกดวย ประชาคมจุลินทรียในดินมีเชื้อราเปน
องคประกอบหลักที่มีสัดสวนมากกวาแบคทีเรีย  นอกจากนี้คณุสมบัติที่แตกตางจากแบคทีเรียหลายประการทําให
เชื้อราเปน biocontrol agents ที่มีประสิทธิภาพ เชน การเจริญเติบโตในลักษณะเสนใยซ่ึงทําใหเชื้อราสามารถ
ครอบคลุมบริเวณไดกวาง หรือการที่เชื้อราหลายชนิดสามารถบุกรุกแมลงศัตรูพืชไดโดยการทะลุผาน cuticle ของ
แมลงโดยตรงทําใหมีประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงไดหลายชนิด อยางไรก็ตามเนื่องจากการศึกษาเชื้อราและ
ยีนของเชื้อรามีความซับซอนจึงทําใหงานวิจัยสวนใหญมักมุงเนนไปที่การคนหาแบคทีเรียหรือยีนจากแบคทีเรีย 
ดังนั้นยังมีเชื้อราอีกจํานวนมากที่ถูกมองขามไปและยังไมไดนํามาใชประโยชน จึงมีความจําเปนอยางยิ่งที่จะตองมี
การศึกษาวิจัยเพ่ือใชประโยชนเชื้อราและยีนของเชื้อราเหลานี้ในการควบคุมโรคและศัตรูพืช  
 เชื้อราเปนจุลินทรียที่มีความสําคัญในทางเทคโนโลยีชีวภาพอยางมาก เชื้อราหลายชนิด เชน เชื้อราใน 
genera Trichoderma, Penicillium, Gliocladium, Fusarium และ Sporidesmium ซึ่งมีคุณสมบัติเปน antagonist 
ตอเชื้อโรคและศัตรูพืชไดนั้น เปนที่รูจักกันดีในฐานะ biocontrol agents ที่มีประสิทธิภาพสูงและมีคุณคาในเชงิ
พานิชย  โดยเชื้อราเหลานี้มักจะยับย้ังขั้นตอนในวัฏจักรชีวิตหรือวัฏจักรการกอโรคของเชื้อโรคและศัตรูพืช  
กระบวนการที่เชื้อราเหลานี้ใชในการควบคุมโรคและศัตรูพืชมีหลายแบบ ไดแก  การสรางสารปฏิชีวนะ 
(antibiotics), การหลั่งเอนไซมที่สลายผนังเซลล (cell wall degrading enzymes), การแขงขันเพ่ือแยงอาหารและ
พ้ืนที่ (competition), การกระตุนระบบปองกันของพืช (induced resistance) และ การเปนปรสิตของเชื้อที่กอโรค 
(mycoparasitism) โดยอาจใชเพียงกระบวนหนึ่งหรืออาจใชหลายกระบวนการรวมกันก็ได 
 Chitin เปน สารอินทรียที่มีมากเปนอันดับที่สองรองจาก cellulose โดยเปนโพลิเมอรของน้ําตาลอะมิโน 
N-acetyl-glucosamine (GlcNAc) เชื่อมตอดวยพันธะ β-(1,4)-glycosidic linkage (รูปที่ 1) Chitin เปน
องคประกอบสําคัญที่พบไดในส่ิงชีวิตหลายชนิด เชน ใน cell wall ของเชื้อรา, เปลือกของสัตวพวกกุงกั้งปู และ 
cuticle ของแมลง เปนตน 

 
รูปท่ี 1 โครงสรางของ chitin 

 
 ผนังเซลลของเชื้อรามีสวนประกอบหลักคือ polysaccharides จําพวก chitin และ glucan การหลั่ง
เอนไซมที่มีผลตอสวนประกอบเหลานี้โดยเฉพาะเอนไซม chitinase ซึ่งมีผลตอทั้งผนังเซลลของเชื้อราและตอ
โครงสรางของแมลงจึงเปนคุณสมบัติที่สําคัญของจุลินทรียหลายชนิดที่ใชเปน biocontrol agents  จากการ
เปรียบเทียบ amino acid sequence และโครงสรางของ chitinase ไดมีการจัดเอนไซมนี้อยูในกลุม glycoside 
hydrolases family 18, family 19 และ family 20  โดย chitinase  ที่สรางโดยจุลินทรียสวนใหญอยูใน family 18 
ซึ่งมี (β/α)8-barrel catalytic domain เหมือนกัน, มีกลไกของเอนไซมแบบ retaining mechanism ซึ่งให chito-
oligisaccharide แบบ β-anomeric และมีความไวตอสาร allosamidin ซึ่งยับย้ังปฏิกิริยาของเอนไซม  เชื้อรา
จํานวนมากมีคุณสมบัติในการสรางเอนไซม chitinase ทั้งนี้เอนไซม chitinase จากเชื้อราบางสายพันธุ เชน 
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Trichoderma spp. ยังมีประสิทธิภาพในการยอยสลายผนังเซลลของเชื้อราที่กอโรคพืชสูงกวา chitinase ที่สราง
โดยยีนจากแบคทีเรียหรือพืชอีกดวย ทําใหเชื้อราเปนแหลงที่นาสนใจอยางยิ่งในการคนหายีน chitinase 
 งานวิจัยหลายชิ้นแสดงใหเห็นวาการหลั่ง cell wall degrading enzymes เปนกระบวนการหลักที่เชื้อรา
หลายชนิดใชในการเปน antagonist ตอเชื้อราที่กอโรคพืช  เชื้อราหลายชนิดซึ่งเปนที่รูจักกันดีในฐานะ biocontrol 
agents ที่มีประสิทธิภาพสูงหรือมีความสามารถในการเปน antagonist ตอเชื้อราอื่นสามารถสรางเอนไซมพวก 
chitinase, glucanase และ protease ได  โดยเอนไซม chitinase และ glucanase บริสุทธิ์จากเชื้อราเหลานี้มี
ความสามารถในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อราอื่น  หลักฐานดังกลาวรวมกับความรูที่วา chitin และ glucan 
เปนองคประกอบหลักในผนังเซลลของเสนใยเชื้อรา บงชี้ถึงบทบาทสําคัญของ chitinase และ glucanase ในการ
สลายผนังเซลลของเชื้อราที่กอโรคพืช ซึ่งนําไปสูความสามารถในการเปน antagonist   นอกจากนี้ chitin ยังเปน
องคประกอบสําคัญในโครงสรางของแมลง เชื้อราที่สราง chitinase หลายชนิดสามารถรุกรานผาน cuticle ของ
แมลงและกอใหเกิดโรคหรือการตายของแมลงได เชื้อราเหลานี้หลายสายพันธุไดถูกนํามาใชเปน biocontrol agent 
ที่มีประสิทธิภาพสูง  ซึ่งนอกจากการควบคุมศัตรูพืชแลว เชื้อราบางชนิด เชน Metarhizium anisopliae ซึ่งมี host 
range กวางและสามารถติดเชื้อในเห็บ Boophilus microplus, Ixodes scapularum และ Rhipicephalus 
sanguineus ไดนั้นยังสามารถนํามาประยุกตใชในการควบคุมแมลงที่เปนศัตรูสัตวไดดวย ทําใหเอนไซม chitinase 
ไดรับความสนใจอยางมากถึงแนวโนมในการประยุกตใชในการผลิต biological control agents  ไดมีรายงาน
ผลงานวิจัยเพ่ือประยุกตใชเอนไซมและยีนที่สรางเอนไซมนี้ในการควบคุมโรคและศัตรูพืช เชน การแสดงออกของ
ยีนสําหรับ chitinase จาก Trichoderma spp. ในพืชเพ่ือเพ่ิมความตานทานการติดเชื้อรา, การแสดงออกของยีนที่ 
encode สําหรับเอนไซม chitinase ในยีสตเพ่ือใชในการจัดการโรคพืชทางชีววิธี เปนตน นอกจากนี้การ 
overexpress ยีน chitinase ยังสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการเปน antagonist ของเชื้อราไดอีกดวย เชน  
transformants ของเชื้อรา Trichoderma harzianum ที่ overexpress ยีน chitinase ขนาด 33 kDa มีสามารถใน
การยอยสลายผนังเซลลของเชื้อราสูงขึ้นถึง 200 เทาและมีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเชื้อรากอโรคพืช 
Rhizoctonia solani ไดดีขึ้น และการ overexpress  chitinase ขนาด 42 kDa ซึ่งมีบทบาทตอความสามารถในการ
เปน antagonist ของ Trichoderma spp. ตอเชื้อรา Botrytis cinerea และ R. solani ก็ชวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคพืชทางชีววิธีเชนกัน นอกเหนือไปจาก Trichoderma spp. แลว ยังมีงานวจิัยที่แสดงใหเห็นถึง
ความสําคัญของเอนไซม chitinases ในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อราชนิดอื่น ตัวอยางเชน chitinases สอง
ชนิดที่แยกบริสุทธิ์จากเชื้อรา Talaromyces flavus มีประสิทธิภาพในการยอยสลายผนังเซลลและยับย้ังการ 
germination ของเชื้อราที่กอโรคพืชหลายชนิด   งานวิจัยที่มีมากอนยังมีขอจํากัดคือการศึกษาและประยุกตใชยีน 
chitinase จากแบคทีเรียนั้นไมเหมาะสมที่จะนําเขาสูเชื้อรา เนื่องจากปญหา codon bias, การ secrete และ 
processing ของเอนไซมที่ไมเหมือนกันในระบบแบคทีเรียและเชื้อรา การคนหาและศึกษาเชื้อราและยีน 
chitinases ของเชื้อราจากแหลงธรรมชาติจึงจะเปนประโยชนอยางยิ่งตอการประยุกตใชในการควบคุมโรคและ
ศัตรูพืชโดยชีววิธี  ดังนั้นในโครงการวิจัยนี้จึงมุงหาเชื้อราที่เปน antagonist ของเชื้อรากอโรคพืช และหายีน 
chitinase จากเชื้อราที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมไดสูงเพ่ือนําไปสูการประยุกตใชโอกาสในเพิ่ม
ความสามารถในการการควบคุมโรคและศัตรูพืชของ biological control agent ไดตอไป 
 

วัตถุประสงค 
1)  เพ่ือคนหาและศึกษาเชื้อราจากดินที่มีคุณสมบัติเปน antagonist ตอเชื้อราที่กอโรคพืช  
2) เพ่ือคนหาและ clone ยีน chitinase ของเชื้อราจากดินเพ่ือใชในการเพิ่มประสิทธิภาพของ biological control 
agent 
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วิธีทดลอง 
 
การแยกเชื้อราที่เพาะเล้ียงไดจากตัวอยางดินและทําใหบริสุทธิ์ 
 เตรียมตัวอยางดินโดยเก็บตัวอยางที่อยูในระดับประมาณ  5-10 เซนติเมตรจากผิวหนาดินและใชในการ
แยกเชื้อภายใน 48 ชั่วโมง โดยทํา serial dilutions ของแตละตัวอยางดินปริมาณ 1 g และ spread แตละ dilution 
ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA) และ chitin selective medium ทํา duplicate ของแตละ 
dilution จากนั้นบมที่ 30ºC เปนเวลา 7-14 วัน เมื่อเชื้อราเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือแลวแยกเชื้อราที่มีลักษณะ
ภายนอกที่แตกตางกันในแตละตัวอยางดินไปลงบนอาหารเล้ียงเชื้อใหมเพ่ือใหไดเชื้อบริสุทธิ์และเก็บรักษาสาย
พันธุเชื้อราบริสุทธิ์เปน stock culture ใน 25% glycerol ที่ -80ºC  
 
การคัดกรองหาเชื้อราที่สรางเอนไซม chitinase  
 การคัดกรองเชื้อราที่แยกไดจากตัวอยางดินทําโดยการเพาะเลี้ยงเชื้อราแตละ isolate ลงบนอาหารเลี้ยง
เชื้อ chitin selective medium ที่มี 2% colloidal chitin เปนสวนประกอบ และวิเคราะหความสามารถในการสราง
เอนไซม chitinase โดยสังเกตุจากความสามารถในการเจริญบน chitin selective medium และการเกิด clear 
zone บริเวณรอบโคโลนี จากนั้นทําการ purify เชื้อราที่คัดเลือกมาดวย hyphal tips method โดยการตัดชิ้นสวน 
hyphal tips จากโคโลนีของเชื้อราแตละ isolates จํานวน 4 ชิ้นมาวางบนอาหาร chitin selective medium เมื่อเชื้อ
ราเจริญแลวและสังเกตเห็นการสราง clear zone รอบๆ โคโลนีที่เกิดขึ้นจึงตัดชิ้นสวน hyphal tips มาวางบน
อาหาร chitin selective medium ใหมจนครบสามครั้ง แลวจึงนําโคโลนีที่ผานการ purify โดย hyphal tip method 
มาวิเคราะหการสรางเอนไซม chitinase 
  
การทดสอบความสามารถในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อราที่กอโรค 
 นําเชื้อบริสุทธิ์ที่ผานการคัดกรองไปทดสอบความสามารถในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อรากอโรค
ในพืชดวยวิธีการเพาะคูกัน (dual cultures) โดยมีเชื้อราที่ใชทดสอบคือเชื้อรากอโรคพืช 3 สายพันธุ คือ  
Colletotrichum gloeosporioides (anthracnose), Cochliobolus heterostrophus (Southern corn leaf blight) 
และ Pythium ultimum (rot และ damping-off) และ เชื้อราที่พบโดยทั่วไปอีก 1 สายพันธุคือ Aspergillus 
fumigatus (อาจกอ Aspergillosis ในผูปวยภูมิคุมกันบกพรองได) โดยตัดชิ้นวุนเสนผานศูนยกลางประมาณ 5 
มิลลิเมตรจากบริเวณขอบโคโลนีของเชื้อราที่แยกไดและเชื้อราทดสอบ (test strains) วางชิ้นวุนบนจานอาหารเลี้ยง
เชื้อขนาด 9 cm ใหชิ้นวุนทั้งสองอยูตรงกันขามกันและมีระยะหางกันประมาณ 4 เซนติเมตร และบมที่ 30ºC เพ่ือ
สังเกตุการที่เชื้อสามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อราที่ทดสอบ โดยสังเกตการยับย้ังคือขอบโคโลนีของเชื้อที่
ทดสอบในดานที่ติดกับเชื้อที่ยับย้ังจะเจริญเติบโตไมดีซึ่งอาจเห็นเปนขอบเวาเขาหรือตัดตรง หรือมีการ
เจริญเติบโตที่ลดลงผิดปกติ    
 
การวิเคราะห activity ของเอนไซม chitinase 
 วัด activity ของ chitinase ของเชื้อราที่ผานการ screen โดยเล้ียงเชื้อราใน chitin liquid medium 
ปริมาตร 75 ml และบมที่ 30ºC, 200 rpm เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ชั่วโมงเปนเวลา 7 วัน โดย centrifuge แลวนํา 
supernatant 150µl มาหา activity ดวยวิธี colorimetric assay โดยผสมกับ 150µl 5% colloidal chitin และใช 
control คือ 150 µl supernatant + 150 µl 0.2 M acetate buffer pH 6.6 (enzyme control) และ 150 µl 5 % 
colloidal chitin + 150 µl 0.2 M acetate buffer pH 6.6 (substrate control)  จากนั้น incubate ที่ 37ºC นาน 30 
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นาที นําไป centrifuge ที่ 10,000 rpm 10 นาที เติม 30 µl of 0.8 M potassium tetraborate pH 9.1 ลงใน 150 µl 
supernatant และหยุดปฏิกิริยาโดยการตม 3 นาทีและแชในน้ําแข็ง แลวทําปฏิกิริยากับ 900 µl 1 % pDAB ที่ 
37ºC นาน 20 นาที และวัดคา absorbance ที่ 585 nm (activity ของ chitinase 1 unit เทากับปริมาณเอนไซมที่
เรงปฏิกิริยาการปลอย N-acetyl glucosamine 1µmol ใน 1 นาที) 
 
การสกัด DNA ของเชื้อรา 
 เตรียม DNA โดยการ inoculate เชื้อราจาก stock culture ลงบน PDA และบมที่ 30ºC เปนเวลา 5-10 
วัน จากนั้นจึงจะ inoculate ลงใน Potato Dextrose Broth (PDB) และบมที่ 30ºC, 200 rpm เปนเวลา 1 คืน กรอง
และนํา mycelium มาบดใหละเอียดดวย liquid nitrogen  สกัด genomic DNA จาก mycelium ที่บดแลวโดยใช 
DNeasy plant mini kit (Qiagen) หรือ rapid minipreparation method (Lui et al, 2000) และตรวจสอบคุณภาพ
ของ DNA โดย agarose gel electirophoresis 
 
Molecular Identification 
 สกัดดีเอ็นเอดวย DNeasy plant mini kit (Qiagen) จากนั้นนําดีเอ็นเอท่ีไดมาใชเปน template ในการทํา 
Polymerase Chain Reaction (PCR) ดวย primers ที่จําเพาะตอยีน ribosomal RNA (rDNA) ของเชื้อรา  โดย 
primers ที่ใชในการทดลองนี้คือ ITS1  (5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’) และ ITS4 (5’ 
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’)  (White et al, 1990) โดย PCR cycles ประกอบดวย [94ºC, 5 นาที; 35 
cycles ของ (94ºC, 30 วินาที; 55ºC , 1 นาที; 72ºC, 1 นาที 15 วินาที); 72ºC, 5 นาที] (White et al, 1990) 
จากนั้นทําการ purify PCR product และใชนํา purified product ไปทํา sequencing 
  
Amplified rDNA Restriction Analysis (ARDRA) 
 นํา PCR products มา purify โดยใช Qiagen PCR purification kit (Qiagen) และยอยดวย restriction 
enzymes HaeIII และ HinfI และตรวจสอบ patterns ของ digests ที่ไดโดย gel electrophoresis เพ่ือสังเกต
pattern การยอยของ HaeIII และ  HinfI เพ่ือจัดกลุมเชื้อราเหลานี้โดยอาศัย restriction pattern ที่คลายคลึงหรือ
แตกตางกัน 
 
การ clone ยีน chitinase จาก genomic DNA ของเชื้อรา  
 ออกแบบ primers ที่ใชในการทํา PCR โดยการทํา alignment ของ sequences ของยีน chitinase จาก
เชื้อรา โดย primers G42F (5’ atgttgggcttcctcggaaa 3’), G42R (5’ ggggtatcgaaagagatgag 3’) และ G42R2 (5’ 
CTAGTTGAGACCGCTTCGGAT 3’) ที่ใชในการทดลองนี้ไดจากการทํา alignment ของ DNA sequences ที่ 
encode ยีน endochitinase จากเชื้อรา Trichoderma spp. 5 สายพันธุ โดยคาดวา G42F/G42R จะให product 
เปน partial gene ขนาดประมาณ 1.2 kb และ G42F/G42R2 จะให product เปน full length gene ขนาดประมาณ 
1.5 kb  และ purify product โดยใช Gel purification kit (Bioneer) จากนั้น ligate  fragment  ที่สนใจ โดยใช 
pGEM-T easy vector และ transform เขา E. coli DH5α เมื่อคัดเลือก transformants แลวจึงสกัด plasmids โดย
ใช alkaline lysis method (Sambrook and Russell, 2001) 
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การสราง cDNA library ของเชื้อรา 
 สําหรับการทํา cDNA library นั้น ผูวิจัยตองการเชื้อราที่เกิดจากสปอรเพียงหนึ่งสปอร (single spore 
culture) เนื่องจากสปอรเปน haploid ดังนั้นโคโลนีที่เกิดจากหนึ่งสปอรจึงเปน uninuclear culture ดังนั้นจึงนําเชื้อ
รา N3-1 มาทํา single spore isolation โดยกระจายสปอรจากโคโลนีในน้ํากล่ัน sterile ที่มี tween 80 และนําสปอร
แตละสปอรไปวางบนอาหาร chitin selective medium สุดทายจึงได single spore isolates ซึ่งสามารถสราง clear 
zone บนอาหาร chitin selective medium    
 จากนั้นจึงสกัด RNA ของเชื้อรา N3-1 ในชวงที่มีการแสดงออกของยีน chitinase โดย inoculate N3-1 
จํานวน 107 spores ลงใน chitin liquid medium ปริมาตร 75 ml ใน flask ขนาด 250 ml และ incubate บน 
shaker ที่ 30°C เปนเวลา 6 วัน จากนั้น harvest mecelia ของเชื้อราโดยการ filtration และ บด mycelia ใน liquid 
nitrogen จากนั้นจึงสกัด RNA โดยใช RNeasy plant minikit (Qiagen) จากนั้นเตรียม (polyA)+ mRNA โดยใช 
Oligotex mRNA kit (Qiagen) และใช poly(A)+ RNA ที่ไดในการเตรียม cDNA library โดยใช ZAP-cDNA 
synthesis kit (Stratagene) ซึ่งวิธีการประกอบดวยการสราง cDNA จาก  (polyA)+ mRNA ประมาณ 5 µg โดย
ใช cDNA synthesis kit (Stratagene) จากนั้นนํา double strand cDNA มาเติม EcoRI adapter และยอยดวย 
XhoI จากนั้นจึงคัดเลือก cDNA ที่มีขนาดใหญโดยการทํา size fractionation ดวย drip column ที่บรรจุดวย 
Sepharose CL-2B filtration medium หลังจากเก็บ cDNA fraction (ประมาณ 100 µl/ fraction) แลวประมาณ
ปริมาณ cDNA ในแตละ fraction โดยใช Ethidium bromide plate assay เพ่ือเลือก fractions ที่จะใชในการสราง 
cDNA library  แลวจึง ligate cDNA เขาใน Uni-ZAP XR vector และ package เขา phage โดยใช Gigapack III 
XL packaging extract (Startagene)  เมื่อได primary library แลวจึง amplify library ที่ไดโดยใชแบคทีเรีย XL1-
Blue MRF’ cells และเก็บ library ไวที่ 4°C (ใน 0.3% chloroform) และท่ี -80°C (ใน 7% DMSO) 
  
การคัดกรอง cDNA library โดยการทํา PCR-based screening method 
 การทํา PCR-based screening method ใชวิธีที่ประยุกตจาก PCR-based Method for Screening 
Libraries (Israel, 2003) โดย primers ที่ใชในการทดลองประกอบดวย Con2F (5’ 
TTTGACGGTATTGATATCGACATTG 3’) และ Con2R (5’ GGTGTATCATACATCGTGCAAAC 3’) ซึ่ง
ออกแบบจาก alignment ของ amino acid sequence ของยีน chitinase จากเชื้อราสายพันธุตางๆ โดยคาดวาจะ
ให PCR product ประมาณ 500 bp และ primers T3 (5’ AATTAACCCTCACTAAAGGG 3’) และ T7 (5’ 
GTAATACGACTCACTATAGGGC 3’) ซึ่งจําเพาะตอ Uni-ZAP XR vector ที่ใชในการสราง cDNA library 
 สําหรับ primary screening ผสม 1 ml SM buffer ที่มี 3x106 pfu phages กับ 1 ml overnight culture 
แบคทีเรีย XL1-Blue MRF’ บมที่ 37°C, 15 นาที จากนั้นเติม 18 ml LB+ (supplemented ดวย 10mM MgSO4) 
แลวแบง suspension ลงใน microcentrifuge tube จํานวน 64 tubes (100 µl/tube) โดยเรียงเปน 8x8 matrix (รูป
ที่ 2) แลวบมที่37°C, 200 rpm ประมาณ 5 ชั่วโมง  จากนั้น pool แตละ row และ แตละ column (20µl จากแตละ 
tube) เขาดวยกัน ดังนั้นจึงไดเปน pool ของ phage suspension จํานวน 16 pools และใช 1 µl ของแตละ pool 
เปน template ในการทํา PCR เมื่อพบ tube ที่เปนจุดตัดระหวาง positive row และ positive column แลว จึงใช 
phage suspension นั้นในการทํา secondary screening ตอไป โดยนํา phage suspension นี้มา ผสมกับ 
แบคทีเรีย XL1-Blue MRF’ แลวแบงเปน 64 tubes (8x8 matrix) อีกครั้ง และใช pools จํานวน 16 pools เปน 
template ในการทํา PCR เชนเดียวกับการ screen ครั้งแรก และคัดเลือก phage suspensions ที่เปนจุดตัด
ระหวาง positive row และ positive column มาใชในการทํา tertiary screening อีกครั้ง เมื่อได phage 
suspension ที่เปน candidate จาก tertiary screening แลวจงึ plate 100 pfu ลงบน NZY agar และสุมเลือก 
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plagues มา diffuse ใน SM แลวใช phage suspension ที่ไดจากแตละ plague เปน template ในการทํา PCR 
เพ่ือบงชี้ positive plaques  
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รูปท่ี 2 การทํา pools ของ phage suspension สําหรับ PCR-based screening ของ cDNA library (adapted 
from Israel, 2003) 
 
การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราที่กอโรคในพืช (in vivo assay) 

เชื้อรากอโรคพืชที่ใชทดสอบประกอบดวย Colletotrichum spp. (anthracnose) 2 สายพันธุ ไดแก C. 
capsici -1511 (C-1511) และ C. gloeosporioides-1060 (C-1060) และ Pythium ultimum (root rot and 
damping-off)   

สําหรับ Colletotrichum spp. ทําการทดสอบใน post harvest โดยใชผลพริกชี้ฟาและพริกหยวก ในการ
ทดลอง  ในการทดลองนี้เตรียม suspension ของ Colletotrichum spp. โดยเพาะเชื้อราลงบน PDA และบมที่ 
30°C เปนเวลา 7 วัน จากนั้นขูดเสนใยของเชื้อรา 1 plate ผสมลงในน้ํากลั่นฆาเชื้อ 10 ml แลวผสมอยางแรงให
เขากันเพ่ือใชเปน suspension ในการ inoculate พืช  สําหรับเชื้อรา N3-1 ที่ใชเปน treatment นั้นเตรียม 
inoculum 2 แบบคือเปน spore suspension  (108 spores/ml) และ culture filtrate ซึ่งไดจากการบมเชื้อรา N3-1 .
ใน chitin liquid medium ที่ 30°C, 2000 rpm เปนเวลา 6 วัน จากนั้นคัดเลือกผลพริกที่ขนาดใกลเคียงกันมาทํา 
surface sterilization แลวสรางแผลบนผลพริกและ treat ดวย treatment ตางๆ ดังนี้ 1) treated ดวยน้ํากลั่นที่
ปลอดเชื้อ, 2) treated ดวย N3-1 culture filtrate, 3) treated ดวย N3-1 spore suspension (108 spores/ml), 4) 
treated ดวย suspension ของ Colletotrichum spp., 5) treated ดวย suspension ของ Colletotrichum spp. และ 
culture filtrate  culture filtrate ของเชื้อรา    และ 6) treat ดวย suspension ของ Colletotrichum spp. และ N3-1 
spore suspension (108 spores/ml) โดยแตละ treatment ใช 25 µl สําหรับพริกชี้ฟาและ 50 µl สําหรับพริก
หยวก  จากนั้นบมผลพริกจากทุก treatment ใน moisture chamber ที่อุณหภูมิหองและสังเกตความเปลี่ยนแปลง
ของแผลและขนาดของแผลทุก 24 ชั่วโมงเปนเวลา 7 วัน โดยทําการทดลองซ้ํา 5 replicates (แตละ replicate ใช 
1 ผล/1 treatment) 

สําหรับ P. ultimum ทําการทดสอบในพริกและแตงกวา โดยแบงการทดลองออกเปน 2 ชุด คือปลูกในดิน
ที่ปลอดเชื้อและดินที่คลุก suspension ของ P. ultimum  ซึ่งเตรียมโดยเพาะเชื้อราลงบน PDA และบมที่ 30°C 
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เปนเวลา 7 วัน จากนั้นขูดเสนใยของเชื้อรา 1 plate ผสมลงในน้ํากลั่นฆาเชื้อ 10 ml แลวผสมอยางแรงใหเขากัน
เพ่ือใชเปน suspension สําหรับคลุกในดิน โดยใช P. ultimum 5 plates ตอดินฆาเชื้อ 1 กิโลกรัมโดยแตละชุดการ
ทดลองประกอบดวย treatment ตางๆ ดังนี้ 1) เมล็ด treated ดวยน้ํากลั่นที่ปลอดเชื้อ, 2) เมล็ด treated ดวย N3-
1 spore suspension (108 spores/ml), 3) เมล็ดปลูกในดินที่คลุก N3-1 spore suspension, 4) เมล็ด treated ดวย 
N3-1 culture broth โดยแตละ treatment ปลูกพืช 5 เมล็ด/กระถางขนาด 2 นิ้ว (ดิน 150 g) ทําซ้ํา 3 replicates 
รดดวยน้ําปลอดเชื้อกระถางละ 30 มิลลิลิตร จากนั้นหอกระถางดวยถุงพลาสติกแลวบมใน growth chamber ที่
อุณหภูมิ 28 ˚C ควบคุมการใหแสงวันละ 16 ชั่วโมง เปนเวลา 7-14 วัน และบันทึกผลการงอกและลักษณะการ
เจริญของตนกลา  
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ผลการทดลอง 
 
การแยกเชื้อราที่เพาะเล้ียงไดจากตัวอยางดินและการคัดกรองเชื้อราที่สรางเอนไซม chitinase 
 ในงานวิจัยนี้ไดนําตัวอยางดินจากแหลงตางๆ จํานวน 19 ตัวอยางมาใชในการแยกเชื้อราโดย 
spread dilutions ตางๆของทั้ง 19 ตัวอยางดินลงบนอาหาร PDA แลวแยกเชื้อราที่มีลักษณะภายนอกที่
แตกตางกันในแตละตัวอยางดินไปลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อใหมเพ่ือใหไดเชื้อบริสุทธิ์เพ่ือนําไปคัดกรองหาเชื้อรา
ที่สามารถสราง chitinase บน chitin selective medium ตอไป นอกจากการแยกเชื้อราบน PDA แลว ยังได
ทําการ spread dilutions ตางๆ ของตัวอยางดิน 7 ตัวอยางลงบน chitin selective medium โดยตรง และ
คัดเลือกเชื้อราที่มีลักษณะภายนอกที่แตกตางกันไปมาแยกใหไดเชื้อบริสุทธิ์  
 จากนั้นจึงนําเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดทั้งหมด 127 isolates ไปทดสอบคัดกรองหาเชื้อราที่มี
ความสามารถในการสรางเอนไซม chitinase โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อราแตละ isolate ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
chitin selective medium  พบเชื้อราจํานวน 37 isolates ที่สามารถเจริญไดดีบน chitin selective medium 
และมีการสราง clear zone บน chitin selective medium หรือทําใหอาหาร chitin selective medium ใสขึ้น
อยางเห็นไดชัด ดังแสดงในตารางที่ 1 โดยเก็บเชื้อราที่ผานการคัดกรองนี้ไวเปน glycerol stock ที่ -80°C 
เพ่ือใชในการศึกษาตอไป ตัวอยางเชื้อรา ที่สามารถเจริญไดดีบน chitin selective medium แสดงในรูปที่ 3 
 

 
 
รูปท่ี  3  ตัวอยางเชื้อราที่แยกไดและผานการคัดกรองการสรางเอนไซม chitinase 
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ตารางที่ 1 จํานวนเชื้อราที่นํามาคัดกรองหาเชื้อราที่สรางเอนไซม chitinase บน chitin selective medium 
Soil 

sampl
e # 

แหลง
ตัวอยาง  

จํานวน 
isolates 
แยกไดบน 

PDA 

จํานวน isolates 
แยกไดบน chitin 

selective 
medium 

รวมจํานวน
เชื้อราที่แยก
ไดจาก

ตัวอยางดิน 

จํานวน 
isolates ที่

สราง 
chitinase  

Fungal isolates # ที่
สราง chitinase  

CH1 กรุงเทพ 6 ND 6 5 CH1-2, CH1-4, 
CH1-5, CH1-6, 
CH4-1 

CH2 กรุงเทพ 4 ND 4 0 - 
CH3 นครปฐม 11 ND 11 0 - 
CH4 กรุงเทพ 3 ND 3 2 CH4-2, CH4-3 
CH5 กรุงเทพ 9 ND 9 3 CH5-2, CH5-5, 

CH5-6 
CH6 นครปฐม 5 ND 5 4 CH6-1, CH6-2, 

CH6-3, CH6-5 
CH7 กรุงเทพ 2 ND 2 0 - 
CH8 กรุงเทพ 4 ND 4 0 - 
N1 กรุงเทพ 6 ND 6 1 N1-3 
N2 กรุงเทพ 2 ND 2 1 N2-2 
N3 กรุงเทพ 6 ND 6 2 N3-1; N3-2 
N4 สมุทรปรากา

ร 
9 ND 9 3 

N4-2; N4-3; N4-7 
N5 สุพรรณบุรี 0 7 7 3 N5-2; N5-3; N5-5 
N6 เพชรบูรณ 3 5 8 2 N6-1; N6-3 
N7 กรุงเทพ 8 1 9 4 N7-1; N7-2; N7-3; 

N7-4 
N8 เพชรบูรณ 5 4 9 3 N8-1; N8-2; N8-3 
N9 เพชรบูรณ 9 4 13 4 N9-4; N9-5; N9-7; 

N9-13 
N10 เพชรบูรณ 5 3 8 0 - 
N11 เพชรบูรณ 3 3 6 0 - 
รวม 19 100 27 127 37  
หมายเหตุ: ND = Not Done 
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การทดสอบความสามารถในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อราที่กอโรคในพืช (in vitro assay) 
 ในการทํา in vitro assay เพ่ือศึกษาความสามารถในการเปน antagonist ของเชื้อราที่ผานการคัด
กรองแลววาสราง chitinase ตอเชื้อรากอโรคนั้น ไดนําเชื้อราที่สราง chitinase ทั้ง 37 isolates ที่มี
ความสามารถในการสราง chitinase มาทําทดสอบความสามารถในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อรากอ
โรคดวยวิธี dual cultures กับเชื้อรา 4 สายพันธุ เชื้อราที่กอโรคในพืช 3 ชนิด ไดแก Cochliobolus 
heterostrophus  ซึ่งกอใหเกิดโรค Southern corn leaf blight ในขาวโพด,  Colletotrichum gloeosporioides 
ซึ่งกอโรค anthracnose และ Pythium ultimum ซึ่งกอโรครากเนาในพืชหลายชนิด  และ Aspergillus 
fumigatus ซึ่งเปนเชื้อราที่พบไดทั่วไปและสามารถกอใหเกิดอาการภูมิแพและ aspergillosis ในผูปวยที่มี
ภูมิคุมกันบกพรองได 
 จากการทดลองพบวามีเชื้อราจํานวน 33 isolates ที่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของ C. 
gloeosporioides ได ไดแก CH1-2, CH1-4, CH1-6, CH4-1, CH4-3, CH5-5, CH5-6, CH6-2, CH6-3, CH6-
5, N1-3, N2-2, N3-1, N3-2, N4-2, N4-3, N4-7, N5-2, N5-3, N5-5, N6-1, N6-3, N7-1, N7-2, N7-3, N7-4, 
N8-1, N8-2, N8-3, N9-4, N9-5, N9-7, N9-13 (รูปที่ 4) 
 

 
รูปท่ี 4 ตัวอยาง dual culture plates ที่ fungal isolates N3-2 (4a) และ N4-2 (4b) มีผลตอการเจริญของ C . 
gloeosporioides 
 มีเชื้อราจํานวน 2 isolates ที่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของ C. heterostrophus ได ไดแก N5-3 
และ N8-3 (รูปที่ 3) 

 
รูปท่ี 5  ตัวอยาง dual culture plates ที่ fungal isolates N5-3 (3a) และ N8-3 (3b) มีผลตอการเจริญของ C. 
heterostrophus 
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 นอกจากเชื้อรากอโรคที่เปน true fungi แลว ยังไดศึกษาความสามารถของเชื้อราที่แยกไดในการ
ยับย้ังการเจริญของ Pythium ultimum ซึ่งเปนเชื้อราในกลุม Oomycota อีกดวย P. ultimum เปนเชื้อราที่กอ
โรคเนา (rot และ dampling-off) ในพืชหลายชนิด  ถึงแมวาเชื้อราในกลุม Oomycota จะไมไดมี chitin เปน
องคประกอบหลักของ cell wall แตจากการทดสอบพบวาเชื้อราที่สราง chitinase จํานวน 32 isolates ที่
สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของ P. ultimum ได ไดแก CH1-2; CH1-4; CH1-6; CH4-1; CH4-3; CH5-5; 
CH5-6; CH6-2; CH6-3; N1-3; N2-2; N3-1; N3-2; N4-2; N4-3; N4-7; N5-2; N5-3; N5-5; N6-1; N6-3; 
N7-1; N7-2; N7-3; N7-4; N8-1; N8-2; N8-3; N9-4; N9-5; N9-7; N9-13 (รูปที่ 6)  
 

 
รูปท่ี 6  ตัวอยาง dual culture plates ที่ fungal isolates N3-2 (6a) และ N4-2 (6b) ซึ่งสามารถสราง 
chitinase ไดมีผลตอการเจริญของ P. ultimum  
 
 จากเชื้อราที่แยกไดและผานการคัดกรองวามีความสามารถในการสรางเอนไซม chitinase จํานวน 
37 isolates พบวา มีเชื้อราจํานวน 19 isolates ที่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของ A.fumigatus ได ไดแก  
CH1-4, CH1-6, CH4-1, CH6-2, CH6-5, N1-3, N2-2, N3-1, N4-2, N4-7, N5-2, N5-3, N6-3, N7-3, N7-4, 
N8-1, N9-4, N9-7, N9-13 (รูปที่ 5)  

 
รูปท่ี 7  ตัวอยาง dual culture plates ที่ fungal isolates CH4-1 (7a) และ CH6-2 (7b) มีผลตอการเจริญของ 
A. fumigatus 
 
 ดังนั้นจาก in vitro assay พบวาจากเชื้อราที่มีความสามารถในการสราง chitinase จํานวน 37 
isolates มีถึง 33 isolates ที่มีผลยับย้ังการเจริญของเชื้อราที่ใชในการทดสอบอยางนอยหนึ่งชนิด ดังแสดงใน
ตารางที่ 2 ซึ่งแสดงใหเห็นวาเชื้อราที่สราง chitinase เปนเชื้อราที่มีความนาสนใจอยางยิ่งในการนํามาใชเปน 
biological control agent    
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ตารางที่ 2 สรุปผลการทดสอบการยับย้ังของ fungal isolates ที่มีความสามารถสราง chitinase และยับย้ังเชื้อ
รากอโรค 

การยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อรา Fungal Isolates 
C. gloeosporioides C. heterostrophus P. ultimum A. fumigatus 

CH1-2 + - + - 
CH1-4 ++ - ++ +++ 
CH1-5 - - - - 
CH1-6 ++ - ++ ++ 
CH4-1 +++ - +++ ++ 
CH4-2 - - - - 
CH4-3 ++ - ++ - 
CH5-2 - - - - 
CH5-5 + - + - 
CH5-6 + - ++ - 
CH6-1 - - - - 
CH6-2 ++ - ++ +++ 
CH6-3 +++ - +++ - 
CH6-5 +++ - - +++ 
N1-3 +++ ND +++ ++ 
N2-2 ++ ND ++ +++ 
N3-1 +++ - +++ ++ 
N3-2 ++ ND ++ - 
N4-2 +++ ND +++ + 
N4-3 ++ - ++ - 
N4-7 +++ - +++ +++ 
N5-2 + - + +++ 
N5-3 ++ + ++ +++ 
N5-5 +++ - +++ - 
N6-1 + - + - 
N6-3 + - + +++ 
N7-1 +++ - +++ - 
N7-2 +++ - +++ - 
N7-3 +++ - +++ +++ 
N7-4 +++ - +++ +++ 
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การยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อรา Fungal Isolates 
C. gloeosporioides C. heterostrophus P. ultimum A. fumigatus 

N8-1 +++ ND +++ ++ 
N8-2 ++ - ++ - 
N8-3 +++ + +++ - 
N9-4 + - + + 
N9-5 + - + - 
N9-7 +++ - ++ +++ 
N9-13 ++ - +++ +++ 
รวม 33 2 33 19 

หมายเหตุ: + = weak inhibition; + + = strong inhibition; + + + = very strong inhibition; - = no inhibition; 
ND = Not Done 
 
การวิเคราะห activity ของเอนไซม chitinase 
 จากการคัดกรองเชื้อราที่มีความสามารถในการสราง chitinase ดวย chitin selective agar ได
คัดเลือกเชื้อราที่นาจะมีความสามารถในการสราง chitinase สูง โดยเชื้อราเหลานี้สามารถเจริญไดบนอาหาร 
chitin selective medium และยอย chitin ในอาหารจนเกิดเปน clear zone   โดยไดทําการ purify เชื้อราที่
คัดเลือกมาดวย hyphal tips method โดยการตัดชิ้นสวน hyphal tips จากโคโลนีของเชื้อราแตละ isolates 
จํานวน 4 ชิ้นมาวางบนอาหาร chitin selective medium เมื่อเชื้อราเจริญแลวและสังเกตเห็นการสราง clear 
zone รอบๆ โคโลนีที่เกิดขึ้นจึงตัดชิ้นสวน hyphal tips มาวางบนอาหาร chitin selective medium ใหมจน
ครบสามครั้ง จากนั้นจึงนําโคโลนีที่ผานการ purify โดย hyphal tip method มาวิเคราะหการสรางเอนไซม 
chitinase โดยวิธี colorimetric method ดังแสดงในรูปที่ 8 
 

 
รูปที่ 8  ตัวอยางการ purify เชื้อราโดยการทํา hyphal tips method โดยวาง hyphal tips บนอาหาร chitin 
selective media และสังเกตฃ clear zone รอบๆ โคโลนี  
 
  จากการวิเคราะหการสรางเอนไซม chitinase ของเชื้อราที่ผานการคัดเลือกจํานวน 11 isolates 
ไดแก N1-1, N1-2, N2-1, N2-2, N3-1, N3-2, N5-5, N6-1, N6-3 N9-4 และ CH4-1 ในอาหารเหลวที่มี chitin 
โดยเก็บตัวอยางทุกๆ 24 ชั่วโมงเปนเวลา 168 ชั่วโมง (7 วัน) และนําตัวอยางไปหาคา chitinase activity โดย
วิธี colorimetric method พบวาเชื้อราที่คัดเลือกมาสวนใหญสรางเอนไซมเพ่ิมขึ้นอยางชัดเจนหลังจาก 



  14  

inoculation เปนเวลา 96 ชั่วโมงและสวนใหญมีคา activity สูงสุดของ chitinase ไดในหลังจาก inoculation 
เปนเวลา 144 ชั่วโมง ดังแสดงในตารางที่ 3 และรูปที่ 9 
 
ตารางที่ 3 แสดงคาเฉล่ียของ chitinase activity ของเชื้อราทั้ง 11 isolates ณ. เวลาตางๆ  

Chitinase Activity (mU/ml) ณ. เวลาตางๆ Isolates # 
24 ชม. 48 ชม. 72 ชม. 96 ชม. 120 ชม. 144 ชม. 168 ชม. 

N6-1 2.9 7.3 2.8 82.0 145.3 159.0 392.6 
N5-5 2.5 6.7 12.7 51.1 58.9 190.0 326.8 
N3-2 2.8 1.1 5.7 133.1 276.5 165.4 198.1 
N3-1 0 17.5 17.7 72.8 36.4 269.4 119.4 
N1-1 1.1 2.7 27.8 88.1 63.3 167.7 57.5 
N2-1 1.4 1.9 48.9 77.7 49.8 146.3 41.8 
N1-2 0 5.7 46.8 64.6 56.5 133.9 5.0 
N9-4 0.5 10.1 49.9 41.2 29.5 52.8 0 
N6-3 0 12.0 26.9 53.5 25.2 32.7 0 
N2-2 0 14.3 39.5 36.5 49.8 50.0 24.8 

CH4-1 0.2 1.9 9.2 20.9 29.5 18.6 15.0 
 

 
รูปท่ี 9 กราฟแสดงคา chitinase activity ของเชื้อราทั้ง 11 isolates ณ. เวลาตางๆ 
 จากการเปรียบเทียบคา activity ของ chitinase พบวาเชื้อราที่มี activity สูงที่สุดคือเชื้อราสายพันธุ 
N6-1, N5-5 and N3-2 ซึ่งมีลักษณะ morphology คลายคลึงกับเชื้อราใน genus Aspergillus และเชื้อราสาย
พันธุ N3-1, N1-1 and N2-1 ซึ่งมีลักษณะ morphology คลายคลึงกับเชื้อราใน genus Trichoderma 
ตามลําดับ  
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การศึกษาทางอณูชีววิทยาของเชื้อราที่สราง chitinase  
 ไดทําการศึกษาทางอณูชีววิทยาสําหรับเชื้อรา isolates ที่นาสนใจทั้งการบงชี้สายพันธุโดยอาศัย 
rDNA sequences และการทํา amplified ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA) เพ่ือชวยในการจัด
กลุมของเชื้อราที่อาจมี sequences คลายคลึงกัน โดยนํามาสกัดดีเอ็นเอดวย DNeasy plant mini kit 
(Qiagen) จากนั้นนําดีเอ็นเอที่ไดมาใชเปน template ในการทํา Polymerase Chain Reaction (PCR) ดวย 
primers ที่จําเพาะตอสวน ITS1-5.8s-ITS2 ของยีน ribosomal RNA (rDNA) ของเชื้อรา จากนั้นจึงตรวจสอบ
ขนาดของ products ที่ไดโดย gel electrophoresis  พบวาสามารถได PCR products จากทุก isolates ดัง
แสดงในรูปที่ 10  
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รูปท่ี 10  ตัวอยางผลผลิตจากการทํา PCR โดยใช primers ITS1 และ ITS4  
 
 เมื่อนํา PCR products มา purify และนําไปทํา sequencing โดยใช primer ITS1 ที่ใชในการทํา 
PCR และเปรียบเทียบ sequence กับ database จากผลการทํา sequencing ของเชื้อราจํานวน 23 isolates 
พบวา sequences ของเชื้อราเหลานี้มีความคลายคลึงกับเชื้อรา Trichoderma longibrachiatrum (N1-1, N1-
2, N2-1, N3-1, N7-2 และ CH6-2), Trichoderma reesei (CH4-1), Aspergillus fumigatus (N1-3, N3-2, 
N5-2, N5-3, N5-5, N7-1, N9-4, N9-5, CH1-2 และ CH4-3), Aspergillus tamarii (N4-2) และ Aspergillus 
flavus (N2-2, N9-7 และ CH5-3), Aspergillus terreus (CH1-6) และ Penicillium raperi (CH5-2) 
 
Amplified rDNA Restriction Analysis (ARDRA) 
 เมื่อนํา PCR products มา purify โดยใช Qiagen PCR purification kit (Qiagen) และยอยดวย 
restriction enzymes HaeIII และ HinfI และตรวจสอบ patterns ของ digests ที่ไดโดย agarose gel 
electrophoresis พบวาสามารถสังเกตเห็น pattern การยอยของ HaeIII และ  HinfI ที่แตกตางกันไดระหวาง 
patterns ของ N1-2 และ N1-3 (T. longibrachiatrum) และ N1-3, N5-2, N5-3, N7-1, N4-2 และ N2-2 
(Aspergillus spp.)  ดังแสดงในรูปที่ 11 แสดงใหเห็นถึงประโยชนของการนํา ARDRA มาประยุกตใชในการ
จัดกลุมเชื้อราเบ้ืองตนกอนเพ่ือลดการซ้ําซอนของการทํา sequencing ของเชื้อราในกลุมเดียวกัน อยางไรก็
ตามการจะจัดกลุมเชื้อราอยางละเอียดขึ้นอาจจะตองอาศัย primers และ restriction enzymes อ่ืนเพ่ิมเติม 
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รูปท่ี 11  ตัวอยางการทํา  ARDRA โดยการยอย Purified PCR products ดวย HaeIII (บน) and HinfI (ลาง)  
 
การสราง cDNA library ของเชื้อรา 
 ถึงแม isolates ที่มีคา activity สูงสุดคือ N6-1, N5-5 และ N3-2  แตจากผลการวิเคราะหทางอณู
ชีววิทยาบงชี้วาเชื้อราดังกลาวเปน A. fumigatus  ซึ่งอาจมีการสรางสารพิษ นอกจากนี้ยังไดมีงานวิจัยที่มีการ 
clone ยีน chitinase จาก A. fumigatus แลว ดังนั้นผูวิจัยจึงคัดเลือกเชื้อรา isolate N3-1 ซึ่งมี chitinase 
activity สูงรองลงมาและลักษณะ morphology และผลการวิเคราะหทางอณูชีววิทยาบงชี้วาเปน Trichoderma 
sp. โดย rDNA sequence มคีวามคลายคลึงกับ T. longibrachiatrum เพ่ือใชในการ clone ยีน chitinase 
ตอไป โดย N3-1 นอกจากจะมีความสามารถในการสราง chitinase สูงแลว ยังเปนเชื้อราใน genus 
Trichoderma ซึ่งมีความสามารถในการเปน biocontrol อยางดีอีกดวย  
 สําหรับการทํา cDNA library นั้น ผูวิจัยตองการเชื้อราที่เกิดจากสปอรเพียงหน่ึงสปอร (single spore 
culture) เนื่องจากสปอรเปน haploid ดังนั้นโคโลนีที่เกิดจากหนึ่งสปอรจึงเปน uninuclear culture ดังนั้นจึงนํา
เชื้อรา N3-1 มาทําการ purify ดวยวิธี single spore isolation จนได single spore isolates ซึ่งสามารถสราง 
clear zone บนอาหาร chitin selective medium   จากนั้นจึงสกัด RNA จาก mycelium ที่ harvest จาก 
culture อายุ 6 วันของ N3-1 ใน chitin liquid medium  ซึ่งจากการวิเคราะหการสรางเอนไซมไดแสดงใหเห็น
วาเปนชวงที่มีการแสดงออกของยีน chitinase พบวาสามารถสกัด RNA ไดดังตัวอยางในรูปที่ 12 โดยดูจาก 
band ของ 28S และ 18S RNA   

28S
18S
28S
18S

 
รูปท่ี 12 ตัวอยาง RNA ที่สกัดจาก mycelium เชื้อรา N3-1  
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 จากนั้นเตรียม poly(A)+ RNA โดยใช Oligotex mRNA purification และใช poly(A)+ RNA ที่ได
ประมาณ 5 µg เปน template ในการสราง cDNA นํา double strand cDNA มาเติม EcoRI adapter และ
ยอยดวย XhoI กอนจะนําไปทํา size fractionation โดยใช drip column ที่บรรจุดวย Sepharose CL-2B โดย
เก็บ fraction (ประมาณ 100 µl/ fraction) จํานวน 21 fractions หลังจากประมาณปริมาณ cDNA ในแตละ 
fraction โดยใช Ethidium bromide plate assay แลว ผูวิจัยจึงเลือกใช fraction ที่ 1-9 รวมกันในการสราง 
cDNA library  โดย ligate cDNA เขาใน Uni-ZAP XR vector แลว package เขา phage โดยใช Gigapack 
III XL packaging extract (Startagene)  จากการทํา titering โดยใชแบคทีเรีย XL1 Blue MRF’ พบวา 
primary library ที่ไดมี titer ประมาณ 2x104 pfu/ml และหลังจาก amplify library แลวทํา tittering พบวา 
library ที่ไดมี titer ประมาณ 4x107 pfu/ml และเก็บ library นี้ไวเพ่ือใชในการคัดกรองหา clone ที่มีชิ้นสวน
ของยีน chitinase ตอไป 
 
การคัดกรอง cDNA library โดยการทํา PCR 
 งานวิจัยนี้ประยุกตใช PCR-based screening method เพ่ือหา clone ที่มีสวนของยีน chitinase 
จาก cDNA library โดยออกแบบ primers ที่ใชให specific กับ conserved region ของยีน chitinase จากการ
ทํา alignment ของ amino acid sequences ของยีน chitinase ตางๆ ในกลุม family 18  ในขั้น primary 
screening ไดใช phage เริ่มตนประมาณ 106 pfu มา amplify แลวแบงเปน 64 tube (แบบ 8x8 matrix) เมื่อ
รวม reactions จาก 8 rows และ 8 columns ไดเปน 16 pools แลวจึงทํา primary PCR  creening โดยได
ออกแบบ primers Con2F และ Con2R จาก conserved regions ของยีน chitinase โดยคาดวาจะให product 
ขนาด 500 bp เมื่อทดสอบกับ pools ของ phage suspension แลวพบวามี products หลายขนาด โดยมี 
product ที่เห็นชัดเจนคือ products ขนาด 500 bp และ 1kb ในทุก pools  อยางไรก็ตามเมื่อใชแบคทีเรีย 
XL1-Blue เปน template พบวา primers Con2F/Con2R ให product ขนาด 500 bp ดวย ดังนั้นการใช 
primers Con2F/Con2R อาจจะใหผล false negative ในการ screening ได ดังนั้นเพ่ือให primer pairs มี
ความจําเพาะตอ phage suspension ในการทํา screening  จึงเลือกใช primer Con 2F และ T3 โดย Con2F 
จะ specific ตอ conserved region ของ chitinase ที่อยูบน cDNA insert ในขณะที่ T3 จะ specific กับ 
UniZap vector ที่ใชในการสราง cDNA library โดยคาดวาถา phage นั้นมี insert ที่มีชิ้นสวนของยีน 
chitinase จะให positive PCR product ในการทํา screening  ซึ่งเมื่อทดสอบ primers Con2F และ T3 โดย
การใช phage suspension และ XL1-Blue เปน templates พบวาให products ใน phage suspension แต
ไมให product ใน XL1-Blue  
 
 ในการทํา primary screening ดวย primers Con2F และ T3  นั้นคาดวาถา phage นั้นมี insert ที่มี
ชิ้นสวนของยีน chitinase จะให positive PCR product ซึ่งคาดวาจะพบหลายขนาดขึ้นอยูกับขนาดของ 
cDNA insert ใน phage (เนื่องจาก primer Con 2F จะ specific ตอ conserved region ของชิ้นสวนของยีน 
chitinase ที่อยูบน cDNA insert และ T3 specific กับ UniZap vector)  จากการ screen พบวาเกือบทุก 
pools ยกเวน pools ที่ 1 และ 2 ให PCR products หลายขนาด ดังแสดงในรูปที่ 13 โดย pools สวนใหญ มี 
products ที่เห็นชัดเจนคือขนาดประมาณ 1.2 kb, 700 bp และ 500 bp  จากนั้นเลือก column pool 6 และ 
row pool B ซึ่งมี PCR product ขนาดดังกลาวชัดเจน และนํา phage suspension จาก tube ที่จุดตัด 6B มา
ใชในการทํา secondary screening ตอไป โดยเมื่อทํา titer แลวพบวา phage suspension นี้มี titer ประมาณ 
7x107 pfu/ml จึงนํา 106 pfu มาใชในขั้น secondary screening  
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รูปท่ี 13 ผลการทํา primary screening ของ cDNA library 
 
 จากการทํา secondary screening พบวามี PCR products ในทุก pools  โดยยังพบ products 
ขนาด  1.2 kb, 700 bp และ 500 bp ใน ทุก pools  และ product ขนาดอื่นๆคือประมาณ 150 bp, 350 bp 
ดวย จากนั้นเลือก column pool 8 และ row pool A  ซึ่งมี PCR product และนํา phage suspension จาก 
tube ที่จุดตัด 8A มาใชในการทํา secondary tertiary screening ตอไป  
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รูปท่ี 14 ผลการทํา secondary screening ของ cDNA library 
 
 จากการทํา tertiary screening พบวามี PCR products ในทุก pools โดย PCR product ที่เห็น
ชัดเจนคือขนาด 1.2kb, 700 bp, 500 bp และประมาณ 150-200 bp โดย pools ที่ให product ขนาด  1.2kb, 
700 bp, 500 bp (ซึ่งเปน products ที่สังเกตเห็นและติดตามมาตั้งแต primary screening) ชัดเจนคือ column 
pools 1-8 และ row pools A, B, C, E, F และ H  จากนั้นจึงเลือก column pool 4 และ row pool C ซึ่งมี 
PCR product ขนาดดังกลาวที่ชัดเจนและนํา phage suspension จาก tube ที่จุดตัด 4C มาใชในการทํา 
plate assay ตอไป  
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รูปท่ี 15 ผลการทํา tertiary screening ของ cDNA library 
 
 การทํา plate assay ทําโดย plate phage จาก tube ที่จุดตัด 4C จํานวน 100 pfu และสุมเลือก 
plagues ที่ไดมา diffuse ใน SM buffer และสุมเลือก 20 plagues มาใชเปน template ในการทํา PCR เพ่ือ
บงชี้ clone ที่คาดวาจะมีชิ้นสวนของยีน chitinase อยู ซึ่ง ณ. เวลาที่เตรียมรายงานนี้กําลังอยูในระหวางการ
รอผล  โดยคาดวาจะได clone ที่มีชิ้นสวน cDNA ของยีน chitinase เพ่ือนํามา excise plasmid และศึกษา 
cDNA ของยีน chitinase นั้น โดย sequence ของ cDNA จะบงถึงยีน chitinase ที่แสดงออก ณ.เวลาที่สกัด 
RNA เพ่ือเตรียม cDNA library นอกจากนี้ clone ที่มี cDNA ของยีน chitinase ที่สมบูรณอยูจะมีประโยชน
อยางยิ่งในการนํามาประยุกตใชในอนาคต เนื่องจาก cDNA ที่ไดเปนสวนของยีน chitinase ที่แสดงออก และ
ไมมี intron ดังนั้นถาพบ cDNA ที่สมบูรณก็จะสามารถนําไปใชในการแสดงออกในสิ่งมีชีวิตอื่นๆ นอกจากเชื้อ
ราได 
 อยางไรก็ตามเนื่องจากการทํา PCR-based screening โดยใช primers Con2F และ T3 พบผล 
positive ในหลาย pools ซึ่งอาจเนื่องมาจาก nonspecificity ของ primer ซึ่งออกแบบใหจําเพาะตอ 
conserved region ของ chitinase ดังนั้นจะใหผล positive ตอทุก phage ที่มีสวนของ conserved region นี้ 
(ซึ่งอาจมีหลายยีน chitinase) อยู ดังนั้นหากเปลี่ยน primers ใหมี specificity สูงขึ้นอาจทําใหไดผลที่ชัดเจน
ย่ิงขึ้น  
 
การโคลนยีน chitinase จาก genomic DNA ของเชื้อรา 
 เนื่องจากงานวิจัยหลายชิ้นแสดงวายีนที่ encode chitinase ขนาด 42 kDa และ homologs ของยีน
นี้ ของเชื้อรามีบทบาทตอความสามารถในการยับย้ังการเจริญของเชื้อรากอโรคและความสามารถในการเปน
biocontrol  ซึ่งเมื่อนํา sequences ของ homologs ของยีนเหลานี้จากเชื้อรา Trichoderma spp. สายพันธุ
ตางๆ มาเปรียบเทียบกันแลวพบวาในแตละกลุมมีความคลายคลึงกันอยางมาก ดังนั้นจึงออกแบบ primers 
จาก alignment ของยีน chitinase 42 ของ Trichoderma spp. คือ G42F, G42R และ G42R2 โดยคาดวา 
G42F/G42R จะให product เปน partial gene ขนาดประมาณ 1.2 kb และคาดวา G42F/G42R2 จะให 
product เปน full length gene ขนาดประมาณ 1.5 kb 
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รูปท่ี 16 สวนของ alignment ที่ใชในการออกแบบ primers G42F, G42R และ G42R2 (แสดงเฉพาะบางสวน
ของ alignment เทานั้น)  
 
 จากการ amplify genomic DNA ของเชื้อรา N3-1 ดวย G42F/G42R ซึ่งคาดวาจะให product เปน 
partial gene ขนาดประมาณ 1.2 kb พบวาได PCR product ขนาดที่คาดไว ดังแสดงในรูปที่ 15 โดยเมื่อนํา 
PCR product ที่ไดมาทํา sequencing พบวามีความคลายคลึงกับ family 18 endochitinase จากเชื้อราใน
กลุม Trichoderma spp. หลายยีน โดยมีความคลายคลึงสูงสุดกับ Hypocrea jecorina chitinase 18-5 
(chi18-5) gene (Accession number BK006078, 84% identity) 
 จากนั้นจึง clone PCR product ที่ได โดยใช pGEM-T easy vector และ transform เขา E. coli 
DH5α เมื่อสกัดพลาสมิดแลวทําวิเคราะหโดยการทํา PCR ดวย primers M13F/M13R ซึ่งมีความจําเพาะตอ 
vector และ primers G42F/G42R พบวามี insert ขนาดที่คาดไวจริง ดังแสดงในรูปที่ 17  จากการ sequence 
พลาสมิดที่ไดโดยใช primers M13F และ M13R พบวาใหผล Blastn เชนเดียวกับ PCR fragment คือมีความ
คลายคลึงสูงกับ endochitinase ของ Trichoderma spp. โดยมีความคลายคลึงสูงสุดกับ Hypocrea jecorina 
chitinase 18-5 (chi18-5) gene (accession number: BK006078, 85% identity) (Seidl et al, 2005) ซึ่งยีน 
chi18-5 ของ H.  jecorina (T. reesei) นี้ encode chitinase ขนาด 46 kDa และเปน ortholog ยีนของ 
Trichoderma spp. ที่ encode endochitinase ขนาด 42 kDa ซึ่งปนยีนที่ใชในการออกแบบ primers G42F 
และ G42R 
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รูปท่ี 17 การ clone partial chitinase gene จาก genomic DNA a) PCR product จากการ amplify N3-1 
genomic DNA ดวย G42F/G42R, b) plasmids ที่ไดจากการ clone G42F/G42R และ c) plasmids ที่ไดจาก
การ clone G42F/G42R amplified ดวย primers G42F/G42R (ซาย) และ ดวย M13F/M13R (ขวา) 
 
 เพ่ือการ clone ยีน chitinase ที่เปน full legth ไดออกแบบ primer G42R เพ่ือ amplify fragment ที่
คาดวาจะให full length ของยีนที่กลาวขางตน (ใน plasmid pG42FR-1 และ pG42FR-2, รูปที่ 17b) โดยจาก 
alignment คาดวา primers G42F/G42R2 จะให product ที่เปน full length gene ขนาดประมาณ 1.5 kb เมื่อ
ใช primers คูนี้ในการ amplify genomic DNA ของเชื้อรา N3-1 โดยใช Pfu DNA polymerase พบวาได 
products หลายขนาดโดยมีขนาดที่คาดไวคือประมาณ 1.5 kb ดวย จึง purify fragment ดังกลาวโดยใช gel 
purification kit (Bioneer) และ ligate เขา pGEM-T easy vector และ transform เขา E. coli DH5α 
ตามลําดับ ขณะน้ียังอยูในระหวางการรอผล sequencing ของ plasmid ที่ได (รูปที่  18) 
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รูปท่ี 18 Plasmid ที่ไดจากการ clone fragment ขนาด 1.5 kb ซึ่งเปน products จากการ N3-1 genomic 
DNA ดวย primers G42F/G42R2 
 จากการ clone ยีน chitinase ของจาก genomic DNA ของเชื้อรา N3-1 พบวาสามารถ clone ยีน 
chitinase ที่เปน partial gene ขนาด 1.2 kb ได และไดทําการ clone สวนที่เปน full length gene ของยีนนี้ 
ซึ่งเมื่อไดผล sequencing แลวจะ characterize ยีนนี้ได โดยยีนที่ clone ไดจะสามารถนําไปประยุกตใชใน
การศึกษาการแสดงออกของยีนไดตอไปในอนาคต  
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การทดสอบเบื้องตนเพ่ือศึกษาความสามารถในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อราที่กอโรคในพืช (in vivo 
assay) 
การทดสอบเบื้องตนเพื่อศึกษาความสามารถของเชื้อรา N3-1 ในการยับยั้งเชื้อรา Colletotrichum  
spp. ในผลพริก 

เพ่ือศึกษาความสามารถของเชื้อรา N3-1 ในการยับย้ังเชื้อรา Colletotrichum spp. ในพืช ไดทําการ 
inoculate ผลพริกชี้ฟาและพริกหยวกดวย suspension ของเชื้อรา Colletotrichum spp. 2 สายพันธุ ไดแก C. 
capsici -1511 (C-1511) และ C. gloeosporioides-1060 (C-1060) โดยสรางแผลบนผลพริก และ treat ดวย 
suspension ของเชื้อรา Colletotrichum spp. จากนั้น treat แผลดังกลาวดวย spore suspension หรือ 
culture filtrate ของเชื้อรา N3-1 และติดตามดูลักษณะและขนาดของแผลบนผลพริกทุกๆ 24 ชั่วโมง เปนเวลา 
7 วัน โดยมีชุดควบคุมประกอบดวย ผลพริกที่ treat ดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ (negative control), ผลพริกที่ treat 
ดวย broth ที่ไมมีเชื้อรา N3-1 (negative control), ผลพริกที่ treat ดวย suspension ของ Colletotrichum 
spp. (positive control) และผลพริกที่ treat ดวย spore suspension หรือ culture filtrate ของเชื้อรา N3-1 
(negative control) โดยทําการทดลอง 5 replicates (1 ผล/ treatment/ replicate) ดังแสดงในตารางที่ 4 

จากการทดลองพบวาการ treat ผลพริกชี้ฟาดวย spore suspension หรือ culture filtrate ของเชื้อ
รา N3-1 มีผลใหแผลบนผลพริกที่เกิดจากเชื้อรา C-1511 มีขนาดลดลง ถึงแมการ treat ดวย culture filtrate 
และ spore suspension ของเชื้อรา N3-1 จะทําใหเกิดรอยดําตรงบริเวณแผลที่ทําไวซ่ึงอาจเนื่องมาจาก
ปฏิกิริยาของพืชตอ treatment แตความรุนแรงของโรคลดลงอยางเห็นไดชัด  
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ตารางที่ 4 ผลการทดสอบความสามารถของเชื้อรา N3-1 ในการยับย้ังเชื้อรา C-1511 ในผลพริกชี้ฟา 
 

ขนาดแผลบนผลพริก (เซนติเมตร) treatment 
 วันที่ 1  วันที่ 2  วันที่ 3  วันที่ 4  วันที่ 5 วันที่ 6 วันที่ 7  

1 0 + 0.5 1.35 1.95 2.75 3.4 
2 0 + 1 1.5 2.25 2.75 3 
3 0 + 0.95 1.5 2.05 2.8 3 
4 0 + 0.75 1.5 2 2.65 2.85 
5 0 + 1.05 1.5 2.35 2.55 2.75 

C-1511 
 
 
 
 
 คาเฉล่ีย 0 + 0.85 1.47 2.12 2.7 3 

1 0 + 0.4 0.65 1.25 1.65 2.15 
2 0 + 0.25 0.6 1.75 2.45 3 
3 0 + 0.25 0.65 1.75 2.05 2.5 
4 0 + 0.25 0.35 0.85 1.1 1.6 
5 0 + 0.3 0.1 0.95 1.9 2.65 

C-1511+N3-1S 
 
 
 
 
 คาเฉล่ีย 0 + 0.29 0.47 1.31 1.83 2.38 

1 0 + 0.55 1.7 2.4 2.5 3.1 

2 0 + 0.55 1.1 1.6 2.25 2.65 

3 0 + 0.21 0.25 0.85 2 2.55 

4 0 + 0.35 0.55 1.2 1.8 2.75 

5 0 + 0.35 1.1 2.1 2.35 3 

C1511+N3-1F 
 
 
 
 
 คาเฉล่ีย 0 + 0.40 0.94 1.63 2.18 2.81 

Note: N3-1S = spore suspension ของเชื้อรา N3-1; N3-1F = culture filtrate ของเชื้อรา N3-1; 0 = ไมพบ
การเปล่ียนแปลงของแผลบนผลพริก; + = มีการเปล่ียนแปลงของแผลบนผลพริกแตยังไมสามารถวัดขนาด
ของแผลได  
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สวนผลพริกชี้ฟาที่ treat ดวย C-1060 พบวาการ treat ผลพริกชี้ฟาดวย spore suspension หรือ 
culture filtrate ของเชื้อรา N3-1 มีผลใหแผลบนผลพริกที่เกิดจากเชื้อรา C1511 มีขนาดลดลงเล็กนอยในชวง
วันที่ 1-3 ของการทดลอง หลังจากนั้นไมสังเกตเห็นผลการยับย้ังความรุนแรงของโรค (ตารางที่ 5) 

 
ตารางที่ 5 ผลการทดสอบความสามารถของเชื้อรา N3-1 ในการยับย้ังเชื้อรา C-1060 ในผลพริกชี้ฟา 

ขนาดแผลบนผลพริก (เซนติเมตร) treatment 
 วันที่ 1  วันที่ 2  วันที่ 3  วันที่ 4  วันที่ 5 วันที่ 6 วันที่ 7  

1 0 + 1.15 1.2 1.65 1.8 2.05 
2 0 + 1.05 1.45 2 2.05 2.05 
3 0 + 0.8 0.95 1.15 1.8 2.45 
4 0 + 0.55 0.85 1.75 1.85 1.75 
5 0 + 1.05 1.5 1.55 1.8 2.1 

C-1060 
 
 
 
 
 คาเฉล่ีย 0 + 0.92 1.19 1.62 1.86 2.08 

1 0 + 0.75 1.2 1.55 1.85 3.5 
2 0 + 0.7 1.75 1.55 1.6 2.1 
3 0 + 0.35 1.1 1.65 2.3 2.25 
4 0 + 0.65 1.25 1.75 2.15 2.9 
5 0 + 0.45 1.25 2 2.55 2.6 

C-1060+N3-1S 
 
 
 
 
 คาเฉล่ีย 0 + 0.58 1.31 1.7 2.09 2.67 

1 0 + 0.4 1.2 1.65 1.65 2.25 

2 0 + 0.4 0.65 1.1 0.9 1.25 

3 0 + 1 1.55 2.05 1.8 2.25 

4 0 + 0.55 1.25 1.55 1 2.2 

5 0 + 0.65 0.5 1.9 1.75 2.5 

C-1060+N3-1F 
 
 
 
 
 คาเฉล่ีย 0 + 0.6 1.03 1.65 1.42 2.09 

Note: N3-1S = spore suspension ของเชื้อรา N3-1; N3-1F = culture filtrate ของเชื้อรา N3-1; 0 = ไมพบ
การเปล่ียนแปลงของแผลบนผลพริก; + = มีการเปล่ียนแปลงของแผลบนผลพริกแตยังไมสามารถวัดขนาด
ของแผลได  
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การทดลองในพริกหยวกแสดงใหเห็นวา culture filtrate และ spore suspension ของเชื้อรา N3-1 
ลดความรุนแรงของอาการที่เกิดจากเชื้อรา C-1511 ไดโดยสังเกตจากขนาดแผลที่ลดลงอยางเห็นไดชัด  
(ตารางที่ 6) 
 
ตารางที่ 6 ผลการทดสอบความสามารถของเชื้อรา N3-1 ในการยับย้ังเชื้อรา C-1511 ในผลพริกหยวก 

ขนาดแผลบนผลพริก (เซนติเมตร) 
treatment   วันที่ 1  วันที่ 2  วันที่ 3  วันที่ 4  วันที่ 5 วันที่ 6 วันที่ 7  

1 0 0 1.15 2.1 2.2 2.75 2.9 
2 0 0 0.75 1.15 1.85 2.75 3.7 
3 0 0 1.45 3.5 4 2.8 3.7 
4 0 0 1.1 1.15 2 2.8 2.65 
5 0 0 1.4 2.45 2.5 2.55 3.5 

C-1511 
  
  
  
  
  คาเฉล่ีย 0 0 2.478 3.89 4.544 4.862 5.51 

1 0 0 1.65 1.7 1.95 2 2.3 
2 0 0 0.6 0.75 1.3 1.65 2.05 
3 0 0 0.65 0.65 1.15 2.05 2.4 
4 0 0 0.85 1.5 1.6 1.65 2.25 
5 0 0 0.45 0.7 0.75 0.85 1.85 

C-1511+N3-1S 
  
  
  
  
  คาเฉล่ีย 0 0 0.84 1.06 1.35 1.64 2.17 

1 0 0 0.6 0.6 0.65 0.7 1.5 
2 0 0 1.1 1.15 1.25 2.25 2.7 
3 0 0 1.3 1.35 1.9 2 2.2 
4 0 0 0.85 0.9 1.35 1.8 1.9 
5 0 0 1.65 1.75 1.8 2.35 2.6 

C-1511+N3-1C 
  
  
  
  
  คาเฉล่ีย 0 0 1.1 1.15 1.39 1.82 2.18 

Note: N3-1S = spore suspension ของเชื้อรา N3-1; N3-1F = culture filtrate ของเชื้อรา N3-1; 0 = ไมพบ
การเปล่ียนแปลงของแผลบนผลพริก; + = มีการเปล่ียนแปลงของแผลบนผลพริกแตยังไมสามารถวัดขนาด
ของแผลได  
 

สวนผลพริกหยวกที่ treat ดวย C-1060 พบวาขนาดแผลที่เกิดมีขนาดคอนขางเล็กตลอดชวงเวลา
ทดลอง และการ treat ผลพริกชี้ฟาดวย spore suspension หรือ culture filtrate ของเชื้อรา N3-1 ผลพริกที่
เกิดจากเชื้อรา C1511 มีขนาดลดลงเล็กนอยในชวงวันที่ 1-3 ของการทดลอง หลังจากนั้นไมสังเกตเห็นผล
การยั้บย้ังความรุนแรงของโรค  
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 ดังนั้นจากการทดสอบความสามารถของเชื้อรา N3-1 ในการยับย้ังเชื้อรา Colletotrichum spp. ในผล
พริกแสดงใหเห็นวาเชื้อรา N3-1 มีความสามารถในการยับย้ังเชื้อรากอโรคพืช โดยเฉพาะ C. capsici C-1511 
ทั้งในพริกชี้ฟาและพริกหยวก แสดงใหเห็นถึงความนาสนใจในการประยุกตใชเชื้อรานี้และเชื้อราที่มี
ความสามารถในการสราง chitinase เปน biological contro agent เพ่ือตอตานเชื้อรากอโรคพืช 
 
 

 
 

 
รูปท่ี 19 ตัวอยางผลการทดสอบการทดสอบความสามารถของเชื้อรา N3-1 ในการยับย้ังเชื้อรา C. capsici C-
1511 ในผลพริกชี้ฟา (บน) และพริกหยวก (ลาง) ในวันที่ 6 หลัง treatment ซึ่ง treatment ในภาพประกอบ
ดวย a) treat ดวย น้ํากลั่น b) treat ดวยเชื้อรา C-1511 c) treat ดวย C-1511 + N3-1 culture filtrate และ d) 
treat ดวย C-1511 + N3-1 spore 
 
การทดสอบเบื้องตนเพื่อศึกษาความสามารถของเชื้อรา N3-1 ในการยับยั้งเชื้อ  P. ultimum ในพืช 
 เนื่องจากเชื้อราที่คัดกรองแลววามกีารสราง chitinase หลาย isolates นอกจากจะมีความสามารถใน
การยับย้ังการเจริญของเชื้อราที่มี chitin นอกจากการยับย้ังเชื้อรากอโรคพืช Colletotrichum spp. ซึ่งมี chitin 
เปนองคประกอบหลักของผนังเซลลแลว จาก in vitro assay โดย dual culture method ยังแสดงให
เห็นวาเชื้อราถึง 33 isolates (จาก 37 isolates) ยังมีความสามารถในการยับย้ังหรือมีผลตอการเจริญของ P. 
ultimum ซึ่งเปนเชื้อ oomycete ที่กอโรคในพืชอีกดวย ดังนั้นผูวิจัยจึงมีความสนใจศึกษาถึงความสามารถของ
เชื้อราท่ีคัดเลือกมาใชในการทดลองนี้วามีความเปนไปไดที่จะใชในการควบคุมโรคพืชที่เกิดจาก P. ultimum 
หรือไม โดยทําการทดลองในพริกและแตงกวา  

เพ่ือศึกษาความสามารถของเชื้อรา N3-1 ในการยับย้ังเชื้อรา P. ultimum ในพืช ไดทําการ inoculate 
ดินที่ผานการฆาเชื้อดวย suspension ของ P. ultimum  และ treat เมล็ดพืชดวย spore suspension หรือ 
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culture filtrate ของเชื้อรา N3-1 และติดตามดูการเจริญของตนและอัตราการรอดชีวิตของตนกลาพริกและ
แตงกวาทุกๆ 24 ชั่วโมง เปนเวลา 7-14 วัน โดยประเมินผลการยับย้ังจากจํานวนตนกลาที่รอดชีวิตและคิด
เปนเปอรเซ็นต (มีตนกลา 5 ตน/กระถาง และทําซ้ําจํานวน 3 กระถาง/treatment) และมีชุดควบคุมคือเมล็ด 
(ทุก treatment) ที่ปลูกในดินที่ปราศจาก P. ultimum โดยมีชุดควบคุมประกอบดวย เมล็ดที่ treat ดวยน้ํากลั่น
ฆาเชื้อ, เมล็ดที่ treat ดวย broth ที่ไมมีเชื้อรา N3-1 และไดปลูกเมล็ดทุก treatment ลงในดินที่ไมมี P. 
ultimum  

จากการทดลองกับเมล็ดพริก พบวา P. ultimum มีผลตอการงอกและการเจริญของตนกลาพริก โดย
เมื่อติดตามการเจริญเติบโตเปนเวลา 14 วันสังเกตไดวา โดยจะพบแผลสีน้ําตาลช้ําที่โคนตนและตนกลาสวน
ใหญจะลมตายไปในที่สุด  มีตนกลาพริกเพียงประมาณ 33% เทานั้นที่อยูรอดได เมื่อเปรียบเทียบกับพืชที่มี
การ treat เมล็ดดวย spore suspension หรือ culture filtrate ของเชื้อรา N3-1 พบวาตนกลาพริกมีลักษณะ
แข็งแรงและเจริญเติบโตไดดี โดยการแชเมล็ดพริกใน N3-1 spore suspension ทําใหตนกลาพริกอยูรอดได
ถึง 80% และเปนที่นาสังเกตวาการ treat เมล็ดดวย culture filtrate (ซึ่งไดจากการ culture เชื้อรา N3-1 ใน 
liquid medium ที่มี chitin เปนองคประกอบ) มีลักษณะแข็งแรงกวา treatment อ่ืนๆ คือมีตนกลาพริกที่อยู
รอดไดถึง 100% ซึ่งอาจเปนผลจาก culture filtrate ที่ใชนั้นไดมาจาก culture ของเชื้อรา N3-1 ที่บมใน liquid 
medium ที่มี colloidal chitin นาน 6 วัน ดังนั้น ณ. เวลาที่ใชในการ treat พืช culture filtrate นาจะมีเอนไซม
หรือ metabolites อ่ืนๆ ที่มีผลตอ P. ultimum อยูใน culture filtrate แลวเมื่อเปรียบเทียบการนํา spore 
suspension ของเชื้อรา N3-1 มาใชโดยตรงซึ่งเชื้อรา N3-1 อาจตองใชเวลาในการสรางเอนไซมและ 
metabolites สําหรับ treatment ดวยการคลุก N3-1 spore suspension ลงในดินที่มี P. ultimum พบวา N3-1 
ยังชวยลดอาการของโรคไดอยางเห็นไดชัดโดยตนกลาสวนมากเจริญไดดี มีเพียงสวนนอยที่มีแผลสีน้ําตาล
เกิดที่โคนตนประมาณวันที่ 3-4 และตนกลาพริกอยูรอดไดถึง 66.67% (ตารางที่ 7)  
 
ตารางที่ 7 ผลการทดสอบการทดสอบความสามารถของเชื้อรา N3-1 ในการยับย้ังเชื้อรา P. ultimum ในตน
กลาพริก 

Treatment ของพริก Pythium N3-1 % normal plant 
NA ไมม ี(N) ไมม ี(A) 100% 
NB ไมม ี(N) แชเมล็ดใน spore suspension (B) 100% 
NC ไมม ี(N) คลุก spore suspension ในดิน (C) 93.33% 
ND ไมม ี(N) แชเมล็ดใน culture filtrate (D) 100% 
PA คลุกในดิน (P) ไมม ี(A) 33.33% 
PB คลุกในดิน (P) แชเมล็ดใน spore suspension (B) 80% 
PC คลุกในดิน (P) คลุก spore suspension ในดิน (C) 66.67% 
PD คลุกในดิน (P) แชเมล็ดใน culture filtrate (D) 100% 

Note: treatment แสดงในตารางและรูปที่ 20 โดย N = ไมมี P. ulmimum; P = มี P. ultimum และ treatment 
ตางๆ คือ A = ไมได treated ดวย N3-1; B = treated เมล็ดดวย N3-1 spore suspension; C = คลุก N3-1 
spore suspension ลงในดิน และ D = treated เมล็ดดวย N3-1 culture filtrate โดย % normal plant คํานวณ
จากตนกลาที่รอดชีวิตจากการทดลองทั้ง 3 replicates (5 เมล็ด/กระถาง/replates) 
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 จากการทดลองในตนกลาแตงกวานั้น P. ultimum มีผลตอการงอกของเมล็ดแตงกวาและเจริญเติบโต
ของตนกลาแตงกวา โดยสังเกตเห็นแผลช้ําใสที่โคนตน หลังจากนั้นประมาณ 2-3 วันตนกลาสวนใหญลมตาย
ไป มีตนกลาแตงกวาเพียง 27% เทานั้นที่รอดและเจริญไดตลอดระยะการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบกับพืชที่มี
การ treat เมล็ดดวย spore suspension ของเชื้อรา N3-1 โดยการแชเมล็ดหรือคลุกลงในดินพบวาตนกลา
แตงกวามีอัตราการงอกสูงขึ้นและลักษณะการเจริญแข็งแรง  สําหรับการ treat เมล็ดดวย N3-1 culture 
filtrate พบวาตนแตงกวามีการเจริญเติบโตดีกวา treatment ที่ใช spore suspension ดังแสดงในตารางที่ 8 
 
ตารางที่ 8 ผลการทดสอบการทดสอบความสามารถของเชื้อรา N3-1 ในการยับย้ังเชื้อรา P. ultimum ในตน
กลาแตงกวา 

Treatment ของ
แตงกวา P. ultimum N3-1 % normal plant 

NA ไมม ี ไมม ี 93.33% 
NB ไมม ี แชเมล็ดใน spore suspension 93.33% 
NC ไมม ี คลุก spore suspension ในดิน 93.33% 
ND ไมม ี แชเมล็ดใน culture filtrate 100% 
PA คลุกในดิน ไมม ี 27% 
PB คลุกในดิน แชเมล็ดใน spore suspension 66.67% 
PC คลุกในดิน คลุก spore suspension ในดิน 67% 
PD คลุกในดิน แชเมล็ดใน culture filtrate 100% 

Note: treatment แสดงในตารางและรูปที่ 20 โดย N = ไมมี P. ulmimum; P = มี P. ultimum และ treatment 
ตางๆ คือ A = ไมได treated ดวย N3-1; B = treated เมล็ดดวย N3-1 spore suspension; C = คลุก N3-1 
spore suspension ลงในดิน และ D = treated เมล็ดดวย N3-1 culture filtrate โดย % normal plant คํานวณ
จากตนกลาที่รอดชีวิตจากการทดลองทั้ง 3 replicates (5 เมล็ด/กระถาง/replates)
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รูปท่ี 20 ตัวอยางผลการทดสอบการทดสอบความสามารถของเชื้อรา N3-1 ในการยับย้ังเชื้อรา P. ultimum  
ในตนกลาพริก (บน) และตนกลาแตงกวา (ลาง) treatments ตางๆ ในภาพประกอบดวย a) เมล็ดพืชปลูกใน
ดินที่มี P. ultimum (PA), b) เมล็ดพืช treated ดวย N3-1 spore suspension ของเชื้อรา Trichoderma sp. 
ปลูกในดินที่มี P. ultimum (PB), c) เมล็ดพืชปลูกในดินที่คลุก N3-1 spore suspension และมี P. ultimum 
(PC) และ d) เมล็ดพืช treated ดวย N3-1 culture filtrate ปลูกในดินที่มี P. ultimum (PD) 
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บทวิจารณ 
 
 ในโครงการวิจัยนี้ผูวิจัยตองการคนหาเชื้อราที่สามารถเปน antagonist ตอเชื้อราโรคพืช และ
ตองการคนหายีนที่สรางเอนไซมที่สลายผนังเซลลโดยเฉพาะเอนไซม chitinase ที่มีประสิทธิภาพสูงจากเชื้อ
ราซึ่งสามารถนําไปใชในเพ่ิมความสามารถในการการควบคุมโรคและศัตรูพืชของ biological control agent 
ได โดยผูวิจัยไดแยกเชื้อราจากตัวอยางดินจากแหลงตางๆ จากนั้นจึงนําเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดทั้งหมด 127 
isolates ไปทดสอบคัดกรองหาเชื้อราที่มีความสามารถในการสรางเอนไซม chitinase โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อ
ราแตละ isolate ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ chitin selective medium  พบเชื้อราจํานวน 37 isolates ที่สามารถ
เจริญไดดีบน chitin selective medium และมีการสราง clear zone บน chitin selective medium หรือทําให
อาหาร chitin selective medium ใสขึ้นอยางเห็นไดชัด  เมื่อนําเชื้อราที่สราง chitinase ทั้ง 37 isolates มาทํา
ทดสอบความสามารถในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อรากอโรคดวยวิธี dual cultures กับเชื้อรา 4 สาย
พันธุ คือ Aspergillus fumigatus ซึ่งเปนเชื้อราที่พบไดทั่วไปและสามารถกอใหเกิดอาการภูมิแพและ 
aspergillosis ในผูปวยที่มีภูมิคุมกันบกพรองได และ เชื้อราที่กอโรคในพืช 3 ชนิด ไดแก C. heterostrophus  
ซึ่งกอใหเกิดโรค Southern corn leaf blight ในขาวโพด,  C. gloeosporioides ซึ่งกอโรค anthracnose ในพืช
หลายชนิด  และ P. ultimum ซึ่งกอโรคเนาในพืชหลายชนิด  พบวามีถึง 33 isolates ที่มีผลยับย้ังการเจริญ
ของเชื้อราที่ใชในการทดสอบอยางนอยหนึ่งชนิด ซึ่งแสดงใหเห็นวาเชื้อราที่สราง chitinase เปนเชื้อราที่มี
ความนาสนใจอยางยิ่งในการนํามาใชเปน biological control agent    จากนั้นนําเชื้อราที่สราง chitinase มา
ทําการศึกษาทางอณูชีววิทยาโดยนํามาสกดั DNA และทํา PCR โดยใช primers ITS 1 และ ITS4 ซึ่งจําเพาะ
ตอยีน ribosomal RNA (rDNA) ของเชื้อรา  หลังจากทํา PCR product ที่ไดนั้นใหบริสุทธิ์แลวไดนํา PCR 
product ไปทํา sequencing พบวาสวนใหญเปนเชื้อราใน genera Aspergillus และ Trichoderma  ทั้งนี้ผูวิจัย
เมื่อไดนํา PCR products ที่ purified แลว มาทําทดลองจัดกลุมของเชื้อราที่มี sequence คลายคลึงกันใน
เบ้ืองตนดวยการทํา amplified ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA) โดยยอย purified products 
ของเชื้อราที่คัดเลือกมาดวย restriction enzymes HaeIII และ HinfI และแยกขนาดบน agarose gel แลวจัด
กลุมของเชื้อราตาม restriction pattern พบวาสามารถสังเกตเห็น pattern การยอยของ HaeIII และ  HinfI ที่
แตกตางกันไดระหวาง patterns ของเชื้อราใน genera Trichoderma และ Aspergillus แสดงใหเห็นถึง
ประโยชนของการนํา ARDRA มาประยุกตใชในการจัดกลุมเชื้อราเบื้องตนกอนเพ่ือลดการซ้ําซอนของการทํา 
sequencing ของเชื้อราในกลุมเดียวกัน อยางไรก็ตามการจะจัดกลุมเชื้อราอยางละเอียดขึ้นอาจจะตองอาศัย 
primers และ restriction enzymes อ่ืนเพ่ิมเติม 
 ในการวิเคราะหความสามารถในการสราง chitinase ไดคัดเลือกเชื้อราที่ผานการคัดกรอง วาเจริญ
ไดดีบนอาหาร chitin selective medium และยอย chitin ในอาหารจนเกิดเปน clear zone   มา purify เชื้อรา
ที่คัดเลือกมาดวย hyphal tips method แลวจึงนํา มาวิเคราะหการสรางเอนไซม chitinase โดยการวัดคา N-
acetyl glucosamine และคํานวณคา activity โดย เอนไซม 1 Unit = ปริมาณเอนไซมที่ทําใหเกิด N-
acetylglucosamine 1 µmole ใน 1 นาที พบวาเชื้อราที่คัดเลือกมาสวนใหญสามารถสังเกตการสรางเอนไซม
เพ่ิมขึ้นอยางชัดเจนหลังจาก inoculation เปนเวลา 96 ชั่วโมงและสวนใหญสังเกตคา activity สูงสุดของ 
chitinase ไดในหลังจาก inoculation เปนเวลา 144 ชั่วโมง โดยเชื้อราที่มี activity สูงที่สุดคือเชื้อราสายพันธุ 
N6-1, N5-5 และ N3-2 (Aspergillus spp.) และเชื้อราสายพันธุ N3-1, N1-1 and N2-1 (Trichoderma spp.) 
ตามลําดับ  
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 ถึงแม isolates ที่มีคา activity สูงสุดคือ N6-1, N5-5 และ N3-2  แตจากผลการวิเคราะหทางอณู
ชีววิทยาบงชี้วาเชื้อราดังกลาวเปน A. fumigatus  ซึ่งอาจมีการสรางสารพิษ นอกจากนี้ยังไดมีงานวิจัยที่มีการ 
clone ยีน chitinase จาก A. fumigatus แลว ดังนั้นผูวิจัยจึงคัดเลือกเชื้อรา isolate N3-1 ซึ่งมี chitinase 
activity สูงรองลงมาและผลการวิเคราะหทางอณูชีววิทยาบงชี้วาเปน Trichoderma sp. โดยมีความใกลเคียง
กับ T. longibrachiatrum  เพ่ือใชในการ clone ยีน chitinase ตอไป โดยเตรียม cDNA library จาก mycelium 
ของ N3-1 ณ. เวลาที่มีการแสดงออกของยีน chitinase แลวคนหา clone ที่มีสวนของยีน chitinase โดยการ
ทําPCR-based screening ในงานวิจัยนี้ไดใช primer ซึ่งจําเพาะตอ conserved region ของ family 18 
chitinase ของเชื้อรา Trichoderma spp. คูกับ primer T3 ซึ่งมี annealing site บน vector ที่ใชในการสราง 
cDNA library โดยจากการคัดกรองพบวาไดผล positive ใน phage suspension pools เปนจํานวนมาก และ
ไดคัดเลือก plagues จากการคดักรองโดย PCR-based screening นี้ที่คาดวาจะมี chitinase cDNA อยู ซึ่ง
ขณะที่เตรียมรายงานนี้ยังอยูในระหวางการรอผลการบงชี้ plagues ที่มียีน chitinase  จากการทดลองนี้การที่
มีผล positive ใน pools ของ phage จํานวนมากนั้นอาจเปนเนื่องมาจากการที่ con2F ซึ่งออกแบบจาก 
conserved region ของยีน chitinase มี nonspecificity สูง ดังนั้นการใช primers ที่มี specificity สูงขึ้นอาจทํา
ใหไดผลที่ชัดเจนยิ่งขึ้น 
 สําหรับ clone ยีน chitinase จาก genomic DNA นั้นทําโดยการออกแบบ primers จาก alignment 
ของยีนที่ encode chitinase ขนาด 42 kDa และ homologs ของยีนนี้จากเชื้อรา Trichoderma spp. สายพันธุ
ตางๆ เนื่องจากมีรายงานวายีนนี้บทบาทตอความสามารถในการยับย้ังการเจริญของเชื้อรากอโรคพืชและ
ความสามารถในการเปน biological control agent  จากการทดลองพบวาสามารถ clone fragment ของยีน 
chitinase ขนาดประมาณ 1.2 ได โดยมี sequence ที่มีความคลายคลึงสูงสุดกับยีน chitinase 18-5 (chi18-5) 
ของ Hypocrea jecorina (accession number: BK006078, 85% identity) (Seidl et al, 2005) ซึ่งยีน chi18-
5 ของ H.  jecorina (T. reesei) นี้ encode chitinase ขนาด 46 kDa และเปน ortholog ยีนของ Trichoderma 
spp. ที่ encode endochitinase ขนาด 42 kDa ซึ่งใชในการออกแบบ primers G42F, G42R ในงานวิจัยนี้ ซึ่ง
ขณะนี้กําลังทําการ clone fragment ที่คาดวาจะเปน full length fragment ของยีนนี้ซึ่งมีขนาดประมาณ 1.5 
kb ซึ่งขณะที่เตรียมรายงานนี้กําลังอยูในระหวางการรอผลการทํา sequencing โดยคาดวายีนนี้จะสามารถ
นําไปประยุกตใชในการศึกษาการแสดงออกของยีนเพ่ือการสราง chitinase ไดตอไปในอนาคต 

นอกจากนี้ยังไดศึกษาความสามารถของเชื้อรา N3-1 ในยบัย้ังเชื้อรากอโรคในพืช โดยทําการศึกษา
ในระยะ post harvest และระยะตนกลา  ผลจากการทดลองแสดงใหเห็นวา เชื้อรา N3-1 สามารถลดอาการ
ของโรคที่เกิดจากเชื้อรา Colletotrichum spp. ในผลพริกชี้ฟาและพริกหยวกได โดยสังเกตเห็นผลการยับย้ัง
ชัดเจนตอเชื้อรา C. capsici C-1511 แสดงใหเห็นถึงความนาสนใจในการประยุกตใชเชื้อรานี้และเชื้อราที่มี
ความสามารถในการสราง chitinase เปน biological control agent เพ่ือตอตานโรคพืชที่เกิดจากเชื้อรา  ทั้งนี้
นอกจากเชื้อรากอโรคพืชที่เปน true fungi แลวยังพบวาเชื้อราที่คัดกรองมาใชในงานวิจัยนี้จํานวนมากมีผล
ยับย้ังการเจริญของ P. ultimum ซึ่งเปนเชื้อ oomycete ที่กอโรคในพืชอีกดวยซึ่งอาจเน่ืองมาจากเชื้อราที่
นํามาศึกษาสามารถสรางเอนไซมอ่ืนเชน protease และ cellulase หรือ metabolites อ่ืนๆ ที่มีผลตอการ
เจริญ P. ultimum ไดดวย ดังนั้นผูวิจัยจึงมีความสนใจศึกษาถึงความสามารถของเชื้อราที่คัดเลือกมาใชในการ
ทดลองนี้วามีความเปนไปไดที่จะใชในการควบคุมโรคพืชที่เกิดจาก P. ultimum หรือไม โดยจากการทดลองใน
ตนกลาพริกและแตงกวา พบวาทั้ง spore suspension และ culture filtrate ของเชื้อรา N3-1 ชวยลดอาการ
ของโรคที่เกิดจาก P. ultimum ได โดยเปนที่นาสังเกตวาการ treat เมล็ดดวย culture filtrate (ซึ่งไดจากการ 
culture เชื้อรา N3-1 ใน liquid medium ที่มี chitin เปนองคประกอบ) ทําใหตนกลามีลักษณะแข็งแรงกวา 
treatment อ่ืนๆ ซึ่งอาจเปนผลจาก culture filtrate ที่ใชนั้นไดมาจาก culture ของเชื้อรา N3-1 ที่บมใน liquid 
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medium ที่มี colloidal chitin นาน 6 วัน ดังนั้น ณ. เวลาที่ใชในการ treat พืช culture filtrate นาจะมีเอนไซม
หรือ metabolites อ่ืนๆ ที่มีผลตอ P. ultimum อยูใน culture filtrate แลวเมื่อเปรียบเทียบการนํา spore 
suspension มาใชโดยตรงเชื้อราอาจตองใชเวลาในการเจริญสรางเอนไซมและ metabolites นานกวา 
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