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Abstract
  Trichoderma spp. are potential fungal biocontrol agents for plant disease control and plant growth 
promotion. An antagonistic fungus Trichoderma sp. TDOAE002 isolate has been promoted to control several 
plant diseases in Thailand, including rice diseases by the Department of Agricultural Extension (DOAE). 
Nevertheless, Trichoderma sp. TDOAE002 has not been classified into the current taxonomy of Trichoderma 
spp. This study contributed to the taxonomy of Trichoderma sp. TDOAE002 based on morphological 
characteristics and molecular analysis. The fungus grew rapidly on potato dextrose agar (PDA) at 25±2 °C, 
with white, fluffy mycelia, and pale green to dark green conidial masses forming within 48 hours. Conidiophores 
branched, central axis from which secondary branches arose, the branches terminating in a single ampulliform 
phialide or a whorl of 2-4 divergent phialides. Conidia were subglobose, 1.74-3.11 x 2.20-3.84 μm in size, 
with irregular warts on the conidial surface, and pale green in masses. Chlamydospores were globose to 
subglobose, surface smooth, and solitary. In addition, to confirm the species identification of Trichoderma 
sp. TDOAE002, the molecular analysis was conducted on Multilocus Identification System for Trichoderma 
(MIST) program based on the internal transcribed spacer (ITS) regions of the rDNA cluster (ITS1 and ITS2), 
partial sequences of the translation elongation factor 1 alpha (tef-1), and the RNA polymerase II subunit 
(rpb2) nucleotide sequences. The phylogenetic tree from the combined three loci revealed the Trichoderma 
sp. TDOAE002 was grouped into the T. asperelloides group. Consequently, we identified the antagonistic 

fungus TDOAE002 isolate as T. asperelloides.
Keywords: Trichoderma asperelloides, antagonistic fungus, morphological characteristic, molecular, 

phylogenetic analysis
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คาํนาํ
 เ ชื Êอราสกุล  Tr ichoderma  (Hypocreales;  
Ascomycota) เป็นระยะการสืบพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศของ
เชื Êอราสกลุ Hypocrea (Druzhinina and Kubicek, 2005) 
พบไดท้ัÉวไปในธรรมชาต ิโดยเฉพาะในดนิและบนเศษซาก
พืชทีÉกาํลงัเนา่เปืÉอยผพุงั บางครัÊงพบบนเชื Êอราในกลุม่เหด็ 
รวมทัÊงเป็นราเอนโดไฟต ์ (endophytic fungi) นอกจากนีÊ 
ยงัพบไดใ้นสภาพแวดลอ้มทีÉเกีÉยวขอ้งกบันํÊา เชน่ ปะการงั 

กลัปังหา ฟองนํÊา ตะกอนทราย เป็นตน้ (Chamswarng, 
2017;  Wongcharoen,  2014)  มีการนํา เ ชื Êอรา 
Trichoderma spp. มาใชป้ระโยชนท์ัÊงในดา้นอตุสาหกรรม 
การเกษตร และสิÉงแวดลอ้ม โดยด้านการเกษตรนัÊน 
เนืÉองจาก Trichoderma spp. มีความสามารถสงูในการ
แข่งขันกับจุลินทรีย์ต่างๆ ตามธรรมชาติ  ทัÊง เ ชื Êอรา 
แบคทีเรีย รวมถึงไส้เดือนฝอยศัตรูพืช จึงมีการศกึษา
วิจยัและพฒันา Trichoderma spp. เป็นชีวภัณฑส์าํหรบั
ใช้ควบคุมโรคพืชอย่างกว้างขวาง  (Chamswarng, 
2020; Kumar, 2013; Zheng et al., 2021) ซึÉงปัจจบุนั
ชีวภัณฑ์กําจัดโรคพืช (bio-fungicide) ทีÉใช้ทัÉ วโลก 
มากกว่าร ้อยละ  60  เ ป็นสาร ทีÉ ได้มาจากเ ชื Êอรา 
Trichoderma spp. (Abbey et al., 2019)
 ประเทศไทย มีงานวิจยัจาํนวนมากทีÉใชเ้ชื Êอสดและ

บทคัดย่อ
 Trichoderma spp. เป็นเชื ÊอราทีÉมีบทบาทสาํคญัในการควบคุมโรคและส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช  
Trichoderma sp. ไอโซเลท TDOAE002 เป็นเชื Êอราปฏิปักษที์Éกรมสง่เสรมิการเกษตรแนะนาํใหใ้ชค้วบคมุโรคพืชใน
ประเทศไทย รวมทัÊงโรคขา้ว อยา่งไรก็ตาม ยงัไมมี่การจาํแนกชนิดเชื Êอรา Trichoderma sp. ไอโซเลท TDOAE002 ตาม
หลกัอนกุรมวิธานในปัจจบุนั งานวิจยันี Êจงึไดจ้าํแนกชนิดเชื Êอรา Trichoderma sp. ไอโซเลท TDOAE002 ดว้ยลกัษณะ
สณัฐานวิทยา และชีวโมเลกลุ พบว่า เชื Êอราไอโซเลท TDOAE002 เจรญิไดดี้บนอาหารเลี Êยงเชื Êอ PDA ทีÉอณุหภมิู 25±2 
องศาเซลเซียส โดยเชื Êอรามีลกัษณะเสน้ใยสขีาว ฟเูป็นปยุ พบกลุม่ของโคนิเดียสเีขียวออ่นถงึสเีขียวเขม้ภายใน 48 ชัÉวโมง 
กา้นชโูคนิเดียแตกกิÉงกา้นออกดา้นขา้ง สว่นปลายของแตล่ะกา้นจะมี phialide รูปรา่งทรง ampulliform แบบเดีÉยวหรอื
แตกแขนงออกจากจดุเดียวกนั จาํนวน 2-4 phialides โคนิเดียรูปทรงคอ่นขา้งกลม ขนาด 1.74-3.11 x 2.20-3.84 ไมครอน 
ผิวขรุขระ มีตุม่นนูรูปทรงไมแ่นน่อน และโคนิเดียสเีขียวออ่นเกิดเป็นกระจกุ chlamydospore ทรงกลมถงึคอ่นขา้งกลม 
ผิวเรยีบ แบบเดีÉยว การจาํแนกชนิดของ Trichoderma sp. ไอโซเลท TDOAE002 ดว้ยวิธีทางชีวโมเลกลุของลาํดบันิวคลี
โอไทดบ์รเิวณ ITS บางสว่นของยีน tef-1 และ rpb2 ดว้ยโปรแกรม MIST และสรา้งแผนภมิูความสมัพนัธท์างสาย
วิวฒันาการจากลาํดบันิวคลีโอไทดท์ัÊง 3 ตาํแหน่ง พบว่า Trichoderma sp. ไอโซเลท TDOAE002 อยู่ในกลุ่มของ 
T. asperelloides ดงันัÊน จงึจาํแนกเชื Êอราปฏิปักษโ์รคพืชไอโซเลท TDOAE002 เป็น T. asperelloides 
คาํสาํคัญ:  Trichoderma asperelloides เชื Êอราปฏิปักษ ์ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ชีวโมเลกลุ การวิเคราะหค์วาม

สมัพนัธท์างสายวิวฒันาการ 

ชีวภณัฑเ์ชื Êอรา Trichoderma spp. ควบคมุโรคพืชไดอ้ยา่ง
มีประสทิธิภาพทัÊงในระดบัหอ้งปฏิบตักิาร โรงเรอืนทดลอง 
และสภาพแปลง ดงัเชน่  Chamswarng et al. (2012) ได้

ศกึษาประสิทธิภาพของ T. asperellum 01-52 ในการ
ควบคมุโรคเมลด็ดา่งของขา้ว พบวา่ การแชเ่มลด็พนัธุข์า้ว
ในสารแขวนลอยสปอร  ์ และใช้พ่นข้าวระยะออกรวง 
สามารถลดการเกิดโรคเมล็ดด่างไดร้อ้ยละ 3.42-25.97 
สอดคล้องกับการศึกษาของ  Charoenrak and 

Chamswarng (2015) พบวา่ ชีวภณัฑเ์ชื Êอสด T. asperellum 
ไอโซเลท 01-52 และ CB-Pin-01 ช่วยสง่เสรมิการเจรญิ
เติบโต และเพิÉมผลผลิตขา้ว รวมทัÊงลดการเกิดโรคเมล็ด
ดา่ง โรคใบจดุสนีํÊาตาล และโรคใบขีดสนีํÊาตาล นอกจากนีÊ 
Karnpakdee et al. (2021) พบว่า T. asperellum 
MC2560 สามารถลดการเกิดโรคกาบใบแหง้ของขา้วใน
โรงเรอืนทดลองไดร้อ้ยละ 42.01 และ 37.31 หลงัพน่ 14 
และ 21 วนั ตามลาํดบั สาํหรบัการใช ้Trichoderma spp. 
ในนาขา้วนัÊน Chamswarng (2006) และ Department of 
Agricultural Extension (2020) แนะนาํใหใ้ชเ้ชื Êอสด 
Trichoderma spp. แบบผงผสมกบัราํขา้วละเอียด และ
ปุ๋ ยอินทรยีห์รอืปุ๋ ยชีวภาพ หวา่นในแปลงนาก่อนการหวา่น
เมลด็ขา้วหรอืตกกลา้ขา้ว การคลกุหรอืแชเ่มลด็พนัธุใ์นเชื Êอ
สด Trichoderma spp. ก่อนนาํไปหวา่น ชว่ยควบคมุเชื Êอ
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ราสาเหตโุรคไหมค้อรวงทีÉตดิมากบัเมลด็พนัธุ ์และกระตุน้
ใหร้ะบบรากขา้วแข็งแรง 
 สิÉงสาํคัญทีÉควรทราบเมืÉอต้องใช้เชื Êอราปฏิปักษ์
ควบคมุโรคพืช คือ ขอ้มลูอนกุรมวิธานของเชื ÊอรานัÊนๆ เพืÉอ
ใชต้รวจสอบชนิด (species) เชื Êอรา เนืÉองจากหากมีการใช้
เชื Êอรา Trichoderma ไม่ถูกชนิด หรือไม่เป็นไปตาม
วตัถปุระสงค ์เชน่ เกิดการปนเปืÊอน (contamination) หรอื
การผสมกนั (recombination) ของเชื Êอราปฏิปักษม์ากกวา่ 
1 ชนิด อาจสง่ผลกระทบตอ่ประสทิธิภาพและความยัÉงยืน
ของการควบคมุเชื Êอสาเหตโุรคพืช นอกจากนีÊ ขอ้มลูทาง
อนุกรมวิธานยังใชป้ระโยชนใ์นการศึกษาเปรียบเทียบ
ความหลากหลาย และวิวฒันาการของเชื Êอ (Druzhinina 
et al., 2010) เชื Êอราปฏิปักษ์โรคพืช Trichoderma sp. 
ไอโซเลท TDOAE002 ทีÉกรมสง่เสรมิการเกษตรแนะนาํใช้
เพืÉอปอ้งกนักาํจดัโรคพืชในประเทศไทยมาเป็นระยะเวลา
นานนัÊน ไดมี้การจาํแนกดว้ยลกัษณะสณัฐานวิทยาทัÉวไป
บนอาหารหรือวสัดเุลี Êยงเชื Êอดว้ยตาเปล่าหรือตรวจสอบ
ลักษณะสัณฐานวิทยาเบื Êองต้นด้วยกล้องจุลทรรศน ์
(Department of Agricultural Extension, 2020) ซึÉงยงั
ไม่สามารถระบุชนิดทีÉแม่นยําได้ การจําแนกเชื Êอรา 
Trichoderma spp. ในอดีตใชล้กัษณะทางสณัฐานวิทยา
เป็นหลกั แต่มีขอ้จาํกัด เนืÉองจากลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาของเชื Êอรา Trichoderma spp. ไมแ่ตกตา่งกนัมาก
นกั จงึยากทีÉจะใชจ้าํแนกชนิดของ Trichoderma ไดอ้ยา่ง
แม่นยาํ (Kumar, 2013) ปัจจุบนัการใชเ้ทคนิคทางชีว
โมเลกลุ ชว่ยใหจ้าํแนกชนิดของเชื Êอรา Trichoderma ได้
แมน่ยาํขึ Êน (Dou et al., 2020) 
 งานวิจยันี Ê จึงมีวตัปุระสงคเ์พืÉอจาํแนกชนิดเชื Êอรา
ปฏิปักษ ์Trichoderma sp. ไอโซเลท TDOAE002 ดว้ย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกับการวิเคราะหค์วาม
สมัพันธ์ทางพันธุกรรมบริเวณ interrnal transcribed 
spacer (ITS) บางสว่นของยีน  translation elongation 1 
alpha (tef-1และ RNA polymerase  subunit II 
(rpb2)  ซึÉง เ ป็นตําแหน่งยีนทีÉแปลรหัสเป็นโปรตีน 
translation elongation factor 1  และเอนไซม ์ RNA 
polymerase   subunit II ตามลาํดับ (Cai and 
Druzhinina, 2021) เพืÉอความถกูตอ้งตามหลกัอนกุรม
วิธานของเชื Êอราสกลุ Trichoderma ในปัจจบุนั โดยทาํการ
เปรยีบเทียบกบัเชื Êอรา T. asperellum CB-Pin-01 ไอโซเลท

ของมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ์ซึÉงมีงานวิจยัใชค้วบคมุ
โรคพืชเป็นจาํนวนมาก Chamswarng (2020) จนพฒันา
เป็นชีวภณัฑใ์หบ้รกิารแก่เกษตรกรสาํหรบัใชค้วบคมุโรค
พืชโดยชีววิธีในประเทศไทย นอกเหนือจากไอโซเลท 
TDOAE002 ของกรมสง่เสรมิการเกษตร 

อุปกรณแ์ละวธีิการ
1. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชืÊอรา 
Trichoderma spp.
 เชื Êอราปฏิปักษโ์รคพืช Trichoderma sp. ไอโซเลท 
TDOAE002 ทีÉเป็น stock culture จากหอ้งปฏิบตักิารของ
กลุม่สง่เสรมิการควบคมุศตัรูพืชโดยชีววิธี กองสง่เสรมิการ
อารกัขาพืช และจัดการดินปุ๋ ย กรมส่งเสริมการเกษตร 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ ์และเชื Êอรา T. asperellum 
ไอโซเลท CB-Pin-01 จากงานบริการวิชาการของหอ้ง
ปฏิบัติการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี  มหาวิทยาลัย
เกษตรศาสตร ์ วิทยาเขตกาํแพงแสน ทีÉเป็นหวัเชื Êอในรูปผง 
นาํมาเลี Êยงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) ทีÉ
อณุหภมิู 25±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั ดาํเนินการ
ตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื Êอราภายใต้
กลอ้งจลุทรรศนใ์ชแ้สงแบบเลนสป์ระกอบ (compound 
microscope) ไดแ้ก่ ลกัษณะของเสน้ใย (hypha) การแตก
กิÉงของกา้นชโูคนิเดีย (conidiophore) รูปรา่งและการจดั
เรียงตวัของ phialide รูปรา่ง ขนาด และสีของโคนิเดีย 
(conidia) ลกัษณะพิเศษเฉพาะอืÉนๆ เช่น การสรา้งกลิÉน 

สารสี (pigment) chlamydospore เป็นตน้ และนาํส่ง
วิเคราะหล์กัษณะสณัฐานวิทยาของโคนิเดียอยา่งละเอียด
ดว้ยกลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราดชนิดฟิลด์
อีมิสชันและอุปกรณ์วิเคราะห์ธาตุ (Field Emission 
Scanning Electron Microscope and Energy Dispersive 
X-ray Spectrometer: FESEM-EDS) ทีÉศนูยเ์ครืÉองมือวิจยั
วิทยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยีจุฬาลงกรณม์หาวิทยาลัย 
นอกจากนีÊ ดาํเนินการตรวจสอบลกัษณะการเจริญบน
อาหาร PDA ในจานอาหารเลี Êยงเชื Êอขนาดเส้นผ่าน
ศนูยก์ลาง 9 เซนตเิมตร ทีÉอณุหภมิู 25±2 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 วนั 

2. การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชืÊอรา 
Trichoderma spp.
 เชื Êอรา Trichoderma spp. ไอโซเลท TDOAE002 
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และ T. asperellum ไอโซเลท CB-Pin-01 นาํมาศกึษา
ลกัษณะทางพนัธกุรรม ดงันี Ê 

 2.1 การสกดัดเีอน็เอของเชื Êอรา Trichoderma spp.
ดาํเนินการโดยเลี Êยงเชื Êอราในอาหารเหลว potato dextrose 
broth (PDB) ไอโซเลทละ 3 ซํÊา เขยา่ดว้ยความเรว็รอบ 250 
รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 วนั กรองเสน้ใยดว้ยกระดาษกรอง 
Whatman No. 1 และบดเสน้ใยเชื Êอราประมาณ 0.5 กรมั 
ใหล้ะเอียดในไนโตรเจนเหลว นาํมาสกัดดีเอ็นเอดว้ย 
1x CTAB (cetyl trimethylammonium bromide) ผสม 
-mercaptoethanol ดดัแปลงจากวิธีการของ Safavi 
(2010) ตรวจสอบคณุภาพและความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ
ดว้ยเครืÉอง Nanodrop spectrophotometer และเก็บรกัษา
ดีเอน็เอทีÉอณุภมิู -20 องศาเซลเซียส 

 2.2 การเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอบรเิวณ ITS ยนี tef-1
และ rpb2 ดีเอ็นเอทีÉสกัดไดน้าํมาเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอ
บรเิวณ ITS ยีน tef-1และ rpb2 (Carbone and Kohn, 
1999; Jaklitsch et al., 2005; Liu et al.,1999; White 
et al., 1990) ในปฏิกิรยิาพีซีอาร ์ (polymerase chain 
reaction (PCR)) ทีÉประกอบดว้ย ดีเอ็นเอ 5 นาโนกรมั 
ไพรเมอรช์นิดละ 1 ไมโครโมล และ 1x GoTaq® colorless 
master mix (Promega, USA) ในปริมาตรรวม 50 
ไมโครลติร เพิÉมปรมิาณดีเอน็เอในเครืÉอง Thermal cycler 
(Biometra®, Germany) ของแตล่ะปฏิกิรยิา (Table 1) 
นาํมาแยกขนาดดีเอ็นเอโดยวิธี electrophoresis ดว้ย 
1.5% agarose gel ใน 1x TBE buffer ตรวจสอบขนาด
ดีเอ็นเอภายใต้แสงยูวีด้วยเครืÉอง  Bio-Pr int-Gel 
Documentation Imaging (Vilber, Korea) และนาํส่ง
วิเคราะหห์าลาํดบันิวคลโีอไทด ์ไอโซเลทละ 3 ซํÊา ทัÊงเสน้ 
forward และ reverse ดว้ยวิธี Sanger DNA sequencing

 2.3 การวเิคราะหค์วามสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของ
เชื Êอรา Trichoderma spp. ดว้ยโปรแกรม nucleotide 
BLAST และ Multilocus Identification System for 
Trichoderma (MIST) วิเคราะหล์าํดบันิวคลีโอไทดข์อง
เชื Êอรา Trichoderma sp. ไอโซเลท TDOAE002 และ 
T. asperellum ไอโซเลท CB-Pin-01 เปรียบเทียบกับ
ลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éมีรายงานในฐานขอ้มลู GenBank 
NCBI (National Center for Biotechnology Information; 
Madison, USA) ดว้ยโปรแกรม nucleotide BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) และฐาน
ขอ้มลู International Commission of Trichoderma 
Taxonomy (ICTT) ดว้ยโปรแกรม MIST (http://mmit.
china-cctc.org/) ผ่านเครือข่ายอินเตอรเ์น็ต สาํหรบั
โปรแกรม MIST นัÊน กาํหนดคา่ identity ของบรเิวณ ITS 
ทีÉ 76 เปอรเ์ซน็ต ์เพืÉอจาํแนกเชื Êอราระดบัสกลุ และกาํหนด
ค่า identity ของยีน tef-1 และ rpb2 ทีÉ 97 และ 99 
เปอรเ์ซ็นต์ ตามลาํดับ เพืÉอจาํแนกเชื Êอราระดับชนิด 
(species) (Cai and Druzhinina, 2021)

 2.4 การวเิคราะหค์วามสมัพนัธ์ทางสายววิฒันาการ
ของเชื Êอรา Trichoderma spp. วิเคราะหค์วามสมัพนัธท์าง
สายวิวฒันาการของเชื Êอรา Trichoderma sp. ไอโซเลท 
TDOAE002 รว่มกบัเชื Êอรา T. asperellum ไอโซเลท CB-
Pin-01 และ Trichoderma spp. ทีÉมีรายงานในฐานขอ้มลู 
NCBI (Table 2) เลอืกเชื Êอรา Cladobotryum tenue เป็น 
outgroup โดยนาํลาํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS บางสว่น
ของยีน tef-1 และ rpb2 มาเชืÉอมตอ่กนั (concatenate) 
เปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทดห์ลาย
ตาํแหน่งหรือหลายยีนร่วมกัน (multilocus sequence 
analysis (MLSA)) แบบ multiple alignment ดว้ย
โปรแกรม ClastalW และสรา้งแผนภมิูความสมัพนัธท์าง
สายวิวฒันาการ (phylogenetic tree) โดยวิธี neighbor-
joining ดว้ยโมเดล maximum composite likelihood ใน
โปรแกรม MEGA11 (Saitou and Nei, 1987; Tamura 
et al., 2021) 

ผลการทดลองและวจิารณ์
1. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชืÊอรา 
Trichoderma spp.
 เชื Êอรา Trichoderma sp. ไอโซเลท TDOAE002 และ 
T. asperellum ไอโซเลท CB-Pin-01 มีลกัษณะโคโลนี
เหมือนกนั คือ เจรญิไดดี้บนอาหาร PDA ทีÉอณุหภมิู 25±2 
องศาเซลเซียส สรา้งเสน้ใยสีขาว เจริญฟูจากผิวหนา้
อาหาร บรเิวณกลางโคโลนีพบกลุม่ของสปอรห์รอืโคนิเดีย
อดัแนน่สเีขียวออ่นถงึสเีขียวเขม้ ภายใน 48 ชัÉวโมง เชื Êอรา
เจรญิเตม็จานอาหารเลี Êยงเชื Êอ เมืÉออาย ุ5 วนั (Fig. 1A, 2A) 
ไมพ่บการสรา้งกลิÉนและสารสใีนอาหารเลี Êยงเชื Êอ 
 การตรวจสอบลกัษณะสณัฐานของเชื Êอราภายใต้
กลอ้งจลุทรรศนใ์ชแ้สงแบบเลนสป์ระกอบ พบวา่ ทัÊงเชื Êอรา 
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Fig. 1 Morphological characteristics of Trichoderma asperelloides TDOAE002, a colony on PDA under 25±2 °C at 
5 days old (A), conidia grouped in bunches (B), conidiophores and phialides (C, D), pale green conidia 
(E), and chlamydospores (F), B and F stained with lactophenol cotton blue solution, B-F was observed 
under the compound microscope, scale bars 10-50 μm 

Trichoderma sp. ไอโซเลท TDOAE002 และ T. asperellum 
ไอโซเลท CB-Pin-01 สรา้งเสน้ใยใส แบบมีผนงักัÊน กา้นชู
โคนิเดียหลกั (primary conidiophore) แตกกิÉงกา้นออก

ดา้นขา้งของเสน้ใย (somatic hyphae) และมีการแตกกิÉง
ก้านออก เ ป็นก้านชู โ ค นิ เ ดี ย รอ ง  ( s e c o n d a r y 
conidiophore) แบบคู่ตรงขา้มกนัจากบรเิวณใตผ้นงักัÊน
ของก้านชูโคนิเดียหลัก เชื Êอราสรา้ง phialide รูปทรง 
ampulliform คือ มีลักษณะฐานกวา้งส่วนปลายเรียว 
คลา้ยขวด เจรญิออกมาจากปลายกา้นชโูคนิเดีย แบบเดีÉยว
หรือแตกแขนงแบบ verticillate ออกจากจุดเดียวกัน 
จาํนวน 2-4 phialides สว่นปลายสดุของ phialide ขยาย
ออกเป็นสว่นทีÉใหก้าํเนิดโคนิเดีย มีลกัษณะโป่ง (Fig. 1C-
1D, 2C-2D) โคนิเดีย หรอืทีÉเรยีกวา่ phialospore เกิดเป็น 
กระจกุทีÉปลาย phialide (Fig. 1B, 2B) มีรูปทรงคอ่นขา้ง
กลม เซลลเ์ดียว สเีขียวออ่น (Fig. 1E, 2E) พบการสรา้ง 
chlamydospore รูปทรงกลมถึงคอ่นขา้งกลม (Fig. 1F, 
2F) เชื ÊอราทัÊง 2 ไอโซเลท มีโคนิเดียขนาดใกลเ้คียงกนั คือ 

โคนิเดียของเชื Êอรา Trichoderma sp. ไอโซเลท TDOAE002 
กวา้ง 1.74-3.11 ไมครอน ยาว 2.20-3.84 ไมครอน ในขณะ
ทีÉโคนิเดียของเชื Êอรา T. asperellum ไอโซเลท CB-Pin-01 

กวา้ง 1.95-2.98 ไมครอน ยาว 2.59-3.80 ไมครอน (Table 3) 
จากลกัษณะสณัฐานวิทยาดงักลา่ว พบวา่ มีความคลา้ยคลงึ
กบัเชื Êอรา T. asperellum species complex ซึÉงมี 5 ชนิด 
ไดแ้ก่ T. asperellum, T. yunnanense, T. asperelloides, 
T. kunmingnense และ T. pseudoasperelloides 
(Samuels et al., 1999; Zheng et al., 2021) 
 เมืÉอตรวจสอบลักษณะสัณฐานของเชื Êอราอย่าง
ละเอียดดว้ยกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราด 
พบว่า โคนิเดียของเชื Êอรา Trichoderma sp. ไอโซเลท 
TDOAE002 และ T. asperellum ไอโซเลท CB-Pin-01 มี
ผิวโคนิเดียขรุขระ มีตุม่นนูรูปทรงไมแ่นน่อนกระจายอยูท่ัÉว 
(Fig. 3A-3B, 3D-3E) สอดคลอ้งกบัลกัษณะผิวโคนิเดีย
ของเชื Êอรา T. asperellum T1 (CB-Pin-01) ตามรายงาน
ของ Unartngam et al. (2020) อยา่งไรก็ตาม พบวา่ บาง
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Fig. 2  Morphological characteristics of Trichoderma asperellum CB-Pin-01, a colony on PDA under 25±2 °C at 
5 days old (A), conidia grouped in bunches (B), conidiophores and phialides (C, D), pale green conidia 
(E), and chlamydospores (F), B and F stained with lactophenol cotton blue solution, B-F observed 
under the compound microscope, scale bars 10-20 μm

Fig. 3  Morphological characteristics of Trichoderma asperelloides TDOEA002 (A, B, C) and Trichoderma 
asperellum CB-Pin-01 (D, E, F) was observed in FESEM-EDS (IT-500HR), conidia and phialides (A, 
D), and conidial surface (B, C, E, F), scale bars 1-2 μm
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โคนิเดียจะปรากฏตุม่นนูเพียงบางสว่น ไม่กระจายทัÉวทัÊง
โคนิเดีย อาจขึ Êนอยูก่บัอายขุองโคนิเดีย (Fig. 3C, 3F) ซึÉง
ลกัษณะทีÉโคนิเดียมีผิวขรุขระ และมีตุม่นนูนี Ê พบไดท้ัÊงใน
เชื Êอรา T. asperellum, T. asperelloides และ T. 
pseudoasperelloides ในขณะทีÉโคนิเดียของเชื Êอรา T. 
yunnanense และ T. kunmingense มีลกัษณะผิวเรยีบ 
(Qiao et al., 2018; Samuels et al., 2010; Zheng et al., 
2021) 

2. การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชืÊอรา 
Trichoderma spp.

 2.1 การวเิคราะหค์วามสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของ
เชื Êอรา Trichoderma spp. ดว้ยโปรแกรม nucleotide 
BLAST และ Multilocus Identification System for 
Trichoderma (MIST) ผลการเปรยีบเทียบความเหมือน
ของลาํดบันิวคลโีอไทดด์ว้ยโปรแกรม nucleotide BLAST 
ในฐานขอ้มลู NCBI พบวา่ Trichoderma sp. ไอโซเลท 
TDOAE002 และไอโซเลท CB-Pin-01 มีลาํดบันิวคลโีอไทด์
บริเวณ ITS บางส่วนของยีน tef-1 และ rpb2 เหมือน
เชื Êอรา Trichoderma spp. รอ้ยละ 91.12-100 การจาํแนก
ดว้ยโปรแกรม nucleotide BLAST จงึไมส่ามารถระบชุนิด
ของ Trichoderma ไดช้ัดเจน แต่สามารถจาํแนกได้
เบื Êองตน้วา่เชื Êอราดงักลา่วเป็นเชื Êอราในสกลุ Trichoderma 
ซึÉงสอดคลอ้งกบัลกัษณะสณัฐานวิทยาทีÉพบ (Table 4)
 การวิเคราะหล์าํดบันิวคลโีอไทดด์ว้ยโปรแกรม MIST 

ในฐานขอ้มูล ICTT ดว้ยบริเวณ ITS ใหผ้ลการจาํแนก
เชื Êอราไอโซเลท TDOAE002 และ CB-Pin-01 อยูใ่นสกลุ 
Trichoderma สอดคลอ้งกบัลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
และผลวิเคราะหจ์ากโปรแกรม nucleotide BLAST จาก
นัÊนจาํแนกระดบัชนิดดว้ยยีน tef-1 และ rpb2 ซึÉงใหผ้ล
การจําแนกเชื ÊอทีÉสอดคล้องกัน  คือ  จําแนกเชื Êอรา 
Trichoderma sp. ไอโซเลท TDOAE002 และไอโซเลท 
CB-Pin-01 เป็น T. asperelloides (Table 4) จะเหน็ไดว้า่ 
การจาํแนกเชื Êอราสกุล Trichoderma เบื Êองต้นด้วย
โปรแกรม MIST ให้ผลการจาํแนกทีÉชัดเจนมากกว่า
โปรแกรม nucleotide BLAST เนืÉองจาก MIST เป็น
โปรแกรมทีÉพฒันาโดยกลุ่มนกัวิจยัทีÉศกึษาเชื Êอราในสกลุ 
Trichoderma โดยเฉพาะ โดยการตรวจสอบและจัด
จาํแนกชนิดเชื Êอรา Trichoderma spp. ใหมใ่หถ้กูตอ้งตาม 
อนกุรมวิธานของ Trichoderma ในปัจจบุนั (Dou et al., 
2020) ซึÉงปัจจุบัน (กุมภาพันธ์ พ.ศ. 2566) มีเชื Êอรา 
Trichoderma spp. ทีÉไดร้บัการตรวจสอบและจดัจาํแนก
ไวใ้นฐานขอ้มลู ICTT แลว้ จาํนวน 460 ชนิด (ICTT, 2022)
 2.2 การวเิคราะหค์วามสมัพนัธ์ทางสายววิฒันาการ
ของเชื Êอรา Trichoderma spp.  การวิเคราะหแ์ผนภมิูความ
สมัพนัธท์างสายวิวฒันาการแบบ multilocus sequence 
ดว้ยบรเิวณ ITS (571 คูเ่บส) ยีน tef-1 (607 คูเ่บส) และ
ยีน rpb2 (1,082 คูเ่บส) (Fig. 4) พบวา่ Trichoderma sp. 
ไอโซเลท TDOAE002 จดัอยูใ่นกลุม่ของ T. asperelloides 

Table 3  Morphological characteristics of Trichoderma spp. 

     
Parameters 

                                                         Fungi
                              T. asperelloides TDOAE002     T. asperellum CB-Pin-01

Conidia (N = 21)  
 Length (μm) 2.20-3.84 2.59-3.80
 Width (μm) 1.74-3.11 1.95-2.98
 L/W  1.06-1.61 1.19-1.33
Phialides (N = 13)  
 Length (μm) 3.97-6.68 4.09-8.08
 Width point (μm) 1.56-2.63 1.42-2.67
 Base (μm) 1.23-1.65 1.08-1.81
 L/W  1.94-2.98 2.38-4.60
 Supporting cell (μm) 1.34-2.37 1.17-2.11
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Table 4  Percent identities of Trichoderma asperelloides TDOAE002 and T. asperellum CB-Pin-01 are identical 
to the reference genome in nucleotide BLAST  and MIST database

                                                nucleotide BLAST                                                          MIST
               % identity                    Species                    % identity cut-off          Species

T. asperelloides TDOAE002  
 ITS   100 T. asperellum, T. hamatum,  76  Trichoderma spp.
 (537 bp)  T. yunnanense, T. viride, 
    T. asperelloides, T. pubescens
 tef-1 99.59-100 T. pseudoasperelloides 97 T. asperelloides
 (1,631 bp) 99.58-100 T. asperelloides  
   94.95-100 T. asperellum  
   99.69 T. orientale  
 rpb2  98.48-100 T. asperelloides 99 T. asperelloides
 (1,128 bp) 96.94-99.91 T. asperellum  
   99.90 T. pseudoasperelloides  
   99.56 T. gamsii  
   98.47 T. spirale  
   98.29 T. yunnanense  
   97.51 T. kunmingense  
   95.16-95.68 T. hamatum  
T. asperellum CB-Pin-01  
 ITS   99.63-100 T. asperellum 76  Trichoderma spp.
 (535 bp) 99.81 T. hamatum, T. yunnanense, 
    T. viride, T. asperelloides, 
    T. pubescens
 tef-1  95.50-100 T. asperelloides 97 T. asperelloides
 (844 bp) 91.12-100 T. asperellum  
 rpb2  99.90-100 T. pseudoasperelloides 99 T. asperelloides
 (1,087 bp) 98.59-100 T. asperelloides  
   97.15-99.91 T. asperellum  
   99.56 T. gamsii  
   98.47 T. spirale  
   98.29 T. yunnanense  
   97.51 T. kunmingense  
   95.11-95.68 T. hamatum  
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แยกออกจาก T. yunanense, T. asperellum และ 
T. kunmingense อย่างชัดเจน และแยกกลุ่มออกจาก 
T. pseudoasperelloides เลก็นอ้ย ดว้ยคา่ bootstrap 
100 เปอรเ์ซน็ต ์ซึÉง Trichoderma sp. ไอโซเลท TDOAE002 
และ T. asperellum ไอโซเลท CB-Pin-01 มีลาํดบันิวคลี
โอไทดเ์หมือนกบั T. asperelloides สายพนัธุ/์ไอโซเลท
อืÉนๆ ทีÉนาํมาเปรียบเทียบ 98.12-100 เปอรเ์ซ็นต ์ โดย
เหมือนเชื Êอรา T. asperelloides GJS 04-187 สงูถงึ 100 
เปอรเ์ซน็ต ์(Table 5) 
 จากการจาํแนกเชื Êอราดว้ยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาและการวิเคราะหล์าํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS 
บางส่วนของยีน tef-1 และ rpb2 จึงจาํแนกเชื Êอรา
ปฏิปักษโ์รคพืช Trichoderma sp. TDOAE002 ไอโซเลท
ทีÉกรมสง่เสรมิการเกษตรแนะนาํใหใ้ชใ้นการปอ้งกนักาํจดั
โรคพืชในประเทศไทย เป็น T. asperelloides ซึÉงมีลกัษณะ
การเจรญิไดดี้บนอาหาร PDA เชื Êอราไมส่รา้งกลิÉน และสี
บนอาหาร การแตกกิÉงของกา้นชูโคนิเดียและ phialide 
สัณฐานของโคนิเดีย และการสรา้ง chlamydospore 
สอดคลอ้งกบัลกัษณะของเชื Êอรา T. asperelloides ตาม
การจดัจาํแนกของ Samuels et al. (2010) 
 อย่างไรก็ตาม เชื Êอราปฏิปักษโ์รคพืชไอโซเลท CB-
Pin-01 ของมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ์ซึÉงเดมิถกูจาํแนก
เป็น T. harzianum ตอ่มาเมืÉอศกึษาลกัษณะสณัฐานวิทยา
โดยเฉพาะบริเวณผิวโคนิเดียรว่มกบัการวิเคราะหล์าํดบั
นิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS และบางสว่นของยีน tef-1 ได้
มีการจาํแนกใหมเ่ป็นเชื Êอรา T. asperellum (Unartngam 
et al., 2020) นัÊน ในการศกึษาครัÊงนี Êไดเ้พิÉมการวิเคราะห์
ยีน rpb2 และวิเคราะหแ์บบ mutilocus sequence พบวา่ 
เชื Êอราไอโซเลทดังกล่าว ถูกจัดจาํแนกอยู่ในกลุ่มของ 
T. asperelloides โดยแยกกลุม่ออกจาก T. asperellum 
สายพนัธุอื์Éนๆ อยา่งชดัเจน 
 เชื Êอรา T. asperellum species complex ในอดีต
จาํแนกเป็นชนิดเดียว คือ T. asperellum ปัจจบุนัจาํแนก
เป็นเชื Êอรา 5 ชนิด ไดแ้ก่ T. asperellum, T. yunanense, 
T .  a spe r e l l o i de s ,  T .  k unm i ngense  และ 
T .  pseudoasperelloides โดยลกัษณะสณัฐานวิทยาใกล้
เคียงกนัมาก แตส่ามารถจาํแนกความแตกตา่งของแตล่ะ
ชนิดไดด้ว้ยวิธีการทางชีวโมเลกลุ (Qiao et al., 2018; 
Samuels et. al., 2010; Yu et al., 2007) เชื Êอรา 

T. asperelloides สามารถแยกไดจ้ากดิน หรือเป็นรา
เอนโดไฟต ์สว่นมากพบในเอเชีย แอฟรกิา อเมรกิา และ
อเมริกาใต ้ แต่พบค่อนขา้งนอ้ยในยุโรป เป็นเชื ÊอราทีÉมี
บทบาทสาํคญัในการควบคมุโรคพืช เช่น ราเอนโดไฟต ์
T. asperelloides PSU-P1 ไอโซเลทจากประเทศไทย 
สามารถสรา้งเอนไซม ์peroxidase polyphenol oxidase 
chit inase และ   -1,3-glucanase ยับยัÊงเ ชื Êอรา 
Stagonosporopsis cucurbitacearum สาเหตโุรคตน้แตก
ยางไหล (gummy stem blight) ของแคนตาลปู ในหอ้ง
ปฏิบัติการ  (Ruangwong et a l . ,  2021) เ ชื Êอรา 
T.  asperelloides T-19 T4 และ T-109 ไอโซเลทของ
โคลมัเบีย นอกจากควบคมุเชื Êอรา Fusarium oxysporum 
Botrytis cinerea, Colletotrichum sp., Rhizoctonia 
solani และ Sclerotium rolfsii ไดใ้นหอ้งปฏิบตักิารแลว้ 
ยังทนทานต่อสารเคมีป้องกันกําจัดโรคพืช Captan 
(1,132.5 ppm) (Chaparro et al., 2021) ดงันัÊน นอกจาก
แนวทางในการใช ้T. asperelloides ควบคมุโรคพืชโดย
ชีววิธีแลว้ ยงัอาจใชใ้นแปลงเกษตรทีÉมีการใชส้ารเคมีได ้
 อย่างไรก็ตาม การจําแนกชนิดเชื Êอราโดยการ
วิเคราะหล์าํดบันิวคลโีอไทด ์หนึÉงในปัญหาทีÉอาจทาํใหก้าร
คน้จาํแนกเชื Êอรา Trichoderma spp. เกิดความผิดพลาด
ได ้ คือ การเลือกลาํดบันิวคลีโอไทดอ์า้งอิง ซึÉงเป็นเรืÉองทีÉ
ควรระมดัระวงัอยา่งยิÉง เนืÉองจากเมืÉอมีการนาํวิธีการศกึษา
ทางชีวโมเลกลุมาช่วยในการจดัจาํแนกชนิดเชื Êอรา ทาํให้
มีการพบเชื Êอรา Trichoderma ชนิดใหมเ่พิÉมขึ Êนจาํนวนมาก 
อีกทัÊงเชื Êอรา Trichoderma หลายสายพนัธุ/์ไอโซเลทไดร้บั
การจาํแนกชนิดใหม่เพืÉอใหถ้กูตอ้ง และเป็นปัจจบุนัตาม
หลักอนุกรมวิธาน แต่ Trichoderma บางสายพันธุ์/
ไอโซเลททีÉรายงานไวใ้นฐานขอ้มลู ยงัไมไ่ดร้บัการจาํแนก
ชนิดใหม ่และยงัใชชื้Éอเดมิ (Samuels et al., 2010) ดงันัÊน 
ในงานวิจยัครัÊงนี Ê จงึพิจารณาเลอืกเฉพาะสายพนัธุอ์า้งอิง
ทีÉมีขอ้มลูการจดัจาํแนกทีÉน่าเชืÉอถือและเป็นปัจจบุนั โดย
เลือกสายพันธุ์ทีÉ เป็น holotype neotype paratype 
epitype หรอื reference material ของแตล่ะชนิด และสาย
พนัธุที์Éไดร้บัการจาํแนกจากการวิเคราะหเ์ปรยีบเทียบกนัทัÊง 
T. asperellum และ T. asperelloides เพืÉอหลกีเลีÉยงขอ้มลู
ทีÉผิดพลาด เนืÉองจากเชื ÊอราทัÊง 2 ชนิด มีลกัษณะสณัฐาน
วิทยาทีÉเหมือนกนั และมีความใกลชิ้ดทางพนัธกุรรมสงู 
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สรุปผลการทดลอง
 การศกึษาลกัษณะสณัฐานวิทยาของเชื Êอราปฏิปักษ์
โรคพืช Trichoderma sp. ไอโซเลท TDOAE002 พบวา่ มี
ลกัษณะเหมือนเชื Êอรา T. asperellum ไอโซเลท CB-Pin-01 
ทัÊงลกัษณะการเจรญิบนอาหาร PDA ลกัษณะของเสน้ใย 
กา้นชโูคนิเดีย phialide และ chlamydospore สว่นโคนิเดีย
มีขนาดใกลเ้คียงกนั และมีผิวโคนิเดียขรุขระ สอดคลอ้งกบั
ลกัษณะของเชื Êอรา T. asperellum, T. asperelloides และ 
T. pseudoasperelloides การวิเคราะหค์วามสมัพนัธท์าง
พนัธกุรรมของบรเิวณ ITS บางสว่นของยีน tef-1และ 
rpb2 ดว้ยโปรแกรม nucleotide BLAST จาํแนกเชื Êอรา
ไอโซเลท TDOAE002 และไอโซเลท CB-Pin-01 อยูใ่นสกลุ 
Trichoderma ในขณะทีÉโปรแกรม MIST จาํแนกเชื ÊอราทัÊง 
2 ไอโซเลท เป็น T. asperelloides สอดคลอ้งกบัผลการ
วิเคราะหแ์ผนภมิูความสมัพนัธท์างสายวิวฒันาการแบบ 
multilocus sequence พบวา่ Trichoderma sp. ไอโซเลท 
TDOAE002 และ ไอโซเลท CB-Pin-01 อยู่ในกลุ่มของ
เชื Êอรา T. asperelloides แยกออกจากเชื ÊอราอืÉนๆ ในกลุม่
ของ T. asperellum species complex ดงันัÊน จากผลการ
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกับลักษณะทาง
พนัธกุรรม จงึจาํแนกเชื Êอราปฏิปักษ ์Trichoderma ไอโซเลท 
TDOAE002 เป็น T. asperelloides ซึÉงขอ้มลูทีÉไดจ้ากการ
ศึกษาครัÊงนี Êช่วยใหส้ามารถจดัจาํแนกอนุกรมวิธานของ
เชื Êอรา T. asperelloides ไอโซเลท TDOAE002 ไดถ้กูตอ้ง
ตามหลกัการจาํแนกเชื Êอรา Trichoderma spp. และเป็น
ฐานขอ้มลูเพืÉอศกึษาความหลากหลาย วิวฒันาการ และ
ตรวจสอบความถกูตอ้งของเชื Êอรา Trichoderma spp. 
สายพนัธุ/์ไอโซเลทอืÉนๆ ทีÉจะนาํมาเป็นเชื Êอปฏิปักษโ์รคพืช
ในอนาคต 
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