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ABSTRACT 

 

The analysis and verification of Trichoderma biological products is a mission of the Plant 
Protection Research and Development Office, Department of Agriculture. This task is part of the 
process for registering hazardous substances for agricultural use and includes verifying the species 
identity of samples collected by departmental officials. However, verifying the species using 
phylogenetic analysis is time - consuming and expensive. Therefore, a preliminary screening 
method is needed to reduce both the time and cost involved. This study was conducted to 
develop a rapid and accurate technique for detecting Trichoderma species using Polymerase 
Chain Reaction (PCR) - based technique and specific primers. The specific primers were designed 
based on the ITS and tef1 gene loci. The primers were tested against the Trichoderma type 
sequences database. It was found that two pairs of primers based on the ITS region were found 
to be specific to the T. asperellum complex, as well as one pair of primers for the tef1 region, 
which also presented specificity to the T. asperellum complex. All primers had the optimum 
annealing temperature at 60 °C. The results of testing the designed primers on the ITS locus with 
various DNA of fungal species showed that the primers were specific  
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บทนำ 
เชื ้อราหลายสปีชีส์ในสกุล Trichoderma 

(Ascomycetes, Hypocreales) มีความสำคัญทาง
เศรษฐกิจ โดยเฉพาะทางด้านการเกษตรที่มีการใช้
เช ื ้อรา ในสกุล Trichoderma เป ็นสารช ีวภ ัณฑ์ 
(biocontrol agent) (de los Santos-Villalobos et al., 
2013; Kindermann et al. , 1998; Mbarga et al. , 
2012) อันเนื่องมาจากคุณสมบัติในการยับยั้งเชื ้อรา
สาเหตุโรคพืช โดยเชื้อรา Trichoderma เป็นเชื้อราที่
มีอัตราการเจริญอย่างรวดเร็วเมื ่อเทียบกับเชื ้อรา
สาเหตุโรคพืชหลายชนิด จึงทำให้มีประสิทธิภาพใน
การแย่งใช้สารอาหารและพ้ืนที่ในการเจริญ รวมถึงยัง
สามารถใช้สารอาหาร และเจริญในเส้นใยของเชื้อรา
สาเหตุโรคพืช (mycoparasite) นอกจากนี้ เชื ้อรา 
Trichoderma ยังสร้างสารปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชหลายชนิด และสาร
ที่เช ื ้อราTrichoderma สร้างขึ ้นยังส ่งผลดีต ่อพืช  
โดยช่วยในการเจริญเติบโต (plant growth) รวมถึง
กระตุ้นให้พืชมีความแข็งแรงต่อการเข้าทำลายของ
เชื ้อราสาเหตุโรคพืช (plant defence responses) 
ดังนั้น เชื้อรา Trichoderma จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง
ที่ถูกนำมาใช้ในการควบคุมโรคพืช โดยไม่ก่อให้เกิด
ผลเสียแก่พืชและสิ ่งแวดล้อม และช่วยลดการใช้
สารเคมีในการป้องกันกำจัดโรคพืช 

Trichoderma asperellum เป็นเช ื ้อราที่
เป็นที่รู้จักในสกุล Trichoderma และมีการนำมาใช้
ในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีอย่างแพร่หลาย ซึ่งมี
การส่งเสริมให้ใช้ในการป้องกันกำจัดโรคพืชโดยทั้ง
ทางภาครัฐและเอกชน รวมถึงมีการผลิตในเชิงการค้า 
การตรวจสอบความถูกต ้องของชนิดของ เช ื ้อรา  
T. asperellum จึงมีความสำคัญเป็นอย่างยิ่ง หากมี
การใช้ชนิดของเชื ้อรา Trichoderma ไม่ถ ูกต ้อง
หรือไม่เป็นไปตามวัตถุประสงค์ เช่น เกิดการปนเปื้อน 
หรือการผสมกันของเชื้อราปฏิปักษ์มากกว่า 1 ชนิด 
จะส่งผลกระทบต่อผลประสิทธิภาพและความยั่งยืน
ของการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช (Druzhinina et al., 
2010) ในปัจจุบันมีหลายบริษัทมาขอขึ ้นทะเบียน 
ชีวภัณฑ์ในเชิงพาณิชย์แต่เนื ่องจากลักษณะความ

แตกต ่างทางส ัณฐานว ิทยาของ เช ื ้ อราในสกุล 
Trichoderma นั้นมีความแตกต่างเพียงเล็กน้อย จึง
ทำให้ยากต่อการจำแนกในระดับสปีชีส์ 

การจัดจำแนกเชื้อรา Trichoderma สามารถ 
จำแนกได้ด้วยลักษณะสัณฐานวิทยา (Rifai, 1969; 
Bissett, 1984; Bissett, 1991a-c; Bissett, 1992) 
เช ่น ร ูปร ่างล ักษณะและขนาดของ conidia สี  
ลักษณะผิว conidia (ornamentation) ลักษณะการ
แตกกิ ่งก ้าน การฟอร์มเส ้นใยแบบ sterile หรือ 
fertile ความยาวที่ยื่นออกมาจากก้านชูสปอร์ แต่ทั้งนี้ 
ลักษณะความแตกต่างที่มีการรายงานหรือบันทึกไว้
ดังกล่าวสามารถใช้แยกความแตกต่างได้อย่างชัดเจน
สำหรับบางสปีชีส์ แต่ไม่สามารถแยกความแตกต่างได้ 
หรือมีความคลุมเครือระหว่าง strain ของบางสปีชีส์ 
(Singh et al., 2014)  

การจัดจำแนกและวิว ัฒนาการของเชื ้อรา 
Trichoderma โดยใช้ล ักษณะทางด้านพันธุกรรม 
(DNA) ม ีการศึกษากันมากขึ ้น โดยส่วนใหญ่ใช้
ตำแหน่ง internal transcribed spacer (ITS) (Dodd 
et al., 2000; Kindermann et al., 1998) แต่พบว่า
การจำแนกด้วย ITS เพียงหนึ่งตำแหน่งไม่สามารถ
แยกความแตกต่างระหว่างเช ื ้อรา Trichoderma 
บางสป ีช ีส ์ ได ้  เน ื ่ องจากเช ื ้ อรา Trichoderma 
เหล่านั้นมีวิวัฒนาการที่ใกล้เคียงกัน มักจะมีความ
คล้ายคลึงหรือมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ใกล้เคียง
กันมาก เช ่น ม ีรายงานว ่า T. asperellum เป็น 
complex species (มีมากกว่า 1 สปีชีส์ภายใต้ชื่อ  
T. asperellum) และลักษณะทางสัณฐานวิทยา เช่น 
ล ักษณะของ conidia ไม ่สามารถใช ้อ ้างอิง หรือ
เปรียบเทียบเพื ่อจำแนกชนิดได้ แต่เมื ่อใช้ลักษณะ
ทางด้านพันธุกรรม (DNA) จำนวน 4 ตำแหน่ง ได้แก่ 
the Internal Transcribed Spacer ( ITS)  translation 
elongation factor 1  ( tef1 )  RNA polymerase 
subunit 2 ( rpb2 )  และ  actin (ACT)  ในการจั ด
จ ำแนก  (Samuels and Ismaiel, 2009 )  พบว่ า 
เชื ้อราชนิดนี้ประกอบไปด้วย T. asperellum และ  
T. asperelloides ซึ่งได้รับการบันทึกเป็นอีกสปีชีส์
ของเชื้อรา Trichoderma (Samuels et al., 2010) 



 

Journal of Plant Protection Research and Development Vol. 1 No.1  July – September 2025 33 33 
 

นอกจากนี้ยังพบว่า ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของทั้ง
สองสปีชีส์นี ้ มีความใกล้เคียงอย่างมากกับเชื ้อรา  
T. yunnanense โดยสามารถแยกความแตกต่างได้
โดยเปรียบเทียบข้อมูลของดีเอ็นเอเท่านั้น (Samuels 
et al., 2010) สำหร ับเช ื ้อรา T. harzianum นั้น 
Chaverri et al. (2003) ทำการเปรียบเทียบลักษณะ
ทางด้านพันธุกรรมจาก 4 ตำแหน่ง ได้แก่ ITS tef1 
calmodulin และ actin เชื้อรา Trichoderma ที่พบ
ในประเทศอินเดียจำนวนหลายไอโซเลทที่จัดจำแนก
ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาว่าเป็น T. viride แต่
เมื ่อใช ้ข ้อมูลของดีเอ็นเอจากตำแหน่ง ITS และ 
elongation factor พบว่าเชื ้อราเหล่านี ้คือเชื ้อรา  
T. asperellum หรือ T. asperelloides (Sriram et al., 
2013) จากการศ ึกษาล ักษณะของ conidia ของ 
เชื ้อรา T. harzianum พบว่ามีความใกล้เคียงกับ 
conidia ของเชื ้อรา T. viride โดยมีความแตกต่าง
เพียงเล็กน้อยของลักษณะ ความหนาแน่น และเฉดสี
ของ conidia อีกทั ้ง เช ื ้อรา T. viride ย ังมีความ
ใกล้เคียงกับ T. asperellum ดังนั ้น ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา ไม่สามารถใช้อ้างอิงเพื ่อจัดจำแนก
อย่างชัดเจนได้ (Singh et al., 2014)  

ปัจจุบันได้มีความพยายามพัฒนาเทคนิคที่มี
ความแม ่นยำและรวดเร ็ ว เพ ื ่ อตรวจสอบชนิด 
ของ Trichoderma เช ่น การใช ้  isozymes การ
เปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์ของยีน และ random 
amplified polymorphic DNA ( RAPD)  ( Zamir 
and Chet, 1985; Grondona et al. , 1997; 
Miyazaki and Tsunoda, 2003) ทั้งนี้การตรวจสอบ
โดยใช้เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)-
based และไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะมีการนำมาใช้
ในการตรวจสอบชนิดของเชื้อราสาเหตุโรคพืชมากข้ึน 
( Devi et al., 2017; Mazzaglia et al. ,  2001; 
Konstantinova et al., 2002) ดังนั้นในการศึกษานี้
มีวัตถุประสงค์ เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื ้อรา  
T. asperellum ที่มีประสิทธิภาพ รวดเร็วและมีความ
แม่นยำสูง เพื่อนำไปประยุกต์ในการตรวจสอบเชื้อรา
ด ังกล ่าวในสารช ีวภ ัณฑ์ท ี ่นำมาขึ ้นทะเบียนกับ 
กรมวิชาการเกษตร 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

1. รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของเชื้อราในสกุล 
Trichoderma 
 1.1 รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของเชื้อรา
ในสกุล Trichoderma จากพิพิธภัณฑ์โรคพืช และ 
culture collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืช สำนักวิจัย- 
พัฒนาการอารักขาพืช 

รวบรวมตัวอย่างและแยกเชื้อให้บริสุทธิ์  
แยกเชื้อรา T. asperellum ที่ได้รับมาจาก

พิพิธภัณฑ์โรคพืช และ culture collection ของกลุ่ม
ว ิจ ัยโรคพืช สำนักว ิจัยพัฒนาการอารักขาพืชให้
บริสุทธิ์ โดยวิธี single spore isolation ย้ายสปอร์
เด ี ่ ยวของ เช ื ้ อรา  T.  asperellum เล ี ้ ย งลงบน 
อาหาร Potato dextrose agar (PDA) บ่มที่อุณหภูมิ 
ห้องปฏิบัติการ นาน 7 - 21 วัน หากไม่มีการปนเปื้อน 
สามารถดำเนินการสกัดดีเอ็นเอ เชื้อที่เจริญจากสปอร์
เดี่ยว จะทำการแยกเลี้ยงบนอาหาร PDA จากนั้นนำ
เชื ้อบริส ุทธ ิ ์ท ี ่ได ้ เล ี ้ยงบนอาหาร  PDA Slant ใน
หลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15°ซ. เพ่ือใช้ศึกษาต่อไป 

สกัดดีเอ็นเอ 
เขี ่ยเส ้นใยของเชื ้อรา T. asperellum ที่

เจริญบนอาหาร PDA แล้วย้ายลงในหลอดสำหรับ
สกัดดีเอ็นเอ เติม glass beads ลงในหลอดแล้วเขย่า
ด้วย TissueLyser ที่ความถี่ 30 รอบต่อวินาที นาน  
3 นาที และทำการสกัดดีเอ็นเอ ตามวิธีของ Meyer 
et al. (2012) และ Doungsa-ard et al. (2015) เก็บ
รักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40°ซ.  

Polymerase Chain Reaction (PCR) 
นำดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาทำ

การเพิ ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายตำแหน่ง the 
Internal Transcribed Spacer ( ITS)  แ ล ะ  the 
translation elongation factor 1- alpha ( tef1 ) 
ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ 
Taq DNA Polymerase (biotechrabbit™ ) ใ ช้  
cycling และ condition ของปฏิกิริยาตามที่ผู ้ผลิต
แนะนำ กำหนดใช ้ค ่ า annealing temperature  
56°ซ. ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการทำ PCR โดย
ตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่ต้องการ
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ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง
บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี เพื ่อสังเคราะห์
ลำดับนิวคลีโอไทด์ 
 การวิเคราะห์และตรวจสอบลำดับนิวคลีโอไทด์  

นำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ที ่ได้จากการ
ทดลองมาทำการว ิ เ คราะห ์  โ ดยนำ  forward 
sequence และ reverse sequence ที่ได้มาเปรียบ 
เทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious Prime 2020 
(Kearse et al. , 2012)  บ ันท ึกข ้อม ูลของลำดับ 
นิวคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ FASTA ทำการตรวจสอบ
ความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ทำการศึกษากับ
ฐานข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank 
โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence 

  1.2 รวบรวมข้อมูลลำดับเบสของเชื้อราใน
สกุล Trichoderma จาก GenBank รวบรวมข้อมูล 
นิวคลีโอไทด์ตำแหน่ง ITS และ tef1 ของเชื้อราใน
สก ุล  Trichoderma โดยเฉพาะกล ุ ่มของเช ื ้อรา  
T. asperellum complex ที่มีในฐานข้อมูล GenBank 
รวมถึง type sequence เพื่อนำมาเปรียบเทียบกับ
ข้อมูลรหัสพันธุกรรมที่ได้จากข้อ 1.1 

1.3 การจัดเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์ 
  นำ contig ของลำดับนิวคลีโอไทด์ตำแหน่ง 
ITS และ tef1 ที ่ได ้จากการทดลองและจากการ
รวบรวมข้อมูลมาจัดเร ียงด ้วยโปรแกรม  MAFFT 
6.611 (Katoh and Toh, 2008) จากนั ้นตรวจสอบ
การจ ัดเร ียง (alignment)  โดยว ิธ ี  MUSCLE ใน
โ ป ร แ ก ร ม  MEGA12:  Molecular Evolutionary 
Genetics Analysis version 12 (Kumar et al., 2024)  
2. ออกแบบไพรเมอร์จำเพาะต่อเชื้อรา T. asperellum 

ออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะต่อเชื้อรา 
T. asperellum โดยการพิจารณาชุดข้อมูลของเชื้อรา
ในสกุล Trichoderma และ ใช้โปรแกรม GPRIME 
ในการออกแบบ โดยออกแบบตำแหน่งจับอยู่ภายใน
ตำแหน่ง ITS และ tef1 

3. ทดสอบไพรเมอร์  
3.1 ทดสอบประสิทธิภาพและความจำเพาะ

ของไพรเมอร์ที่ออกแบบได้กับดีเอ็นเอในฐานข้อมูล 
เช่น GenBank  

3.2 ทดสอบกับดีเอ็นเอของเชื้อรา T. asperellum 
และเชื ้อราในสกุล Trichoderma จากพิพิธภัณฑ์ 
โรคพ ืช และ culture collection ของกล ุ ่มว ิจั ย 
โรคพืช สำน ักว ิจ ัยพ ัฒนาการอาร ักขาพืช โดย
ดำเนินการ ดังนี้ 

Polymerase Chain Reaction (PCR) 
นำดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาทำ

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายตำแหน่ง ITS และ 
tef1 ด้วยไพรเมอร์ ITS1/ITS4 (White et al., 1990) 
และ EF1-728F/EF1-986R (Carbone and Kohn, 
1999) EF1-728F (Carbone and Kohn, 1999)/EF-2 
(O’Donnell et al., 1998) และไพรเมอร์ที่ทำการ
ออกแบบบนตำแหน่ง ITS และ tef1 ด้วยวิธี PCR  
โดยใช้ Taq DNA Polymerase (biotechrabbit™) 
ใช้ cycling และ condition ของปฏิกิริยาตามท่ีผู้ผลิต
แนะนำ กำหนดใช้ค่า annealing temperature ที ่
56°ซ. 
 Nested Polymerase Chain Reaction 

 นำผลิตภ ัณฑ์ PCR ที ่ได ้จากการทำ  PCR 
ตำแหน่ง ITS ซึ่งใช้ไพรเมอร์ ITS1/ITS4 และ ตำแหน่ง 
tef1 ซึ่งใช้ไพรเมอร์ EF1-728F/EF1-986R และ EF1-
728F/EF-2 มาทำ Nested PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่ทำ
ก า ร อ อ ก แ บ บ โ ด ย ใ ช ้  Taq DNA Polymerase 
(biotechrabbit™) ใช้ cycling และ condition ของ
ปฏิกิริยาตามท่ีผู้ผลิตแนะนำ กำหนดใช้ค่า annealing 
temperature 56°ซ. ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จาก
การทำ PCR โดยตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของดี
เอ็นเอที่ต้องการด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส ส่งผลิตภัณฑ์ 
PCR ไปยังบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี เพื่อทำ
ให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหาลำดับนิวคลีโอไทด์
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4. ตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของเชื ้อรา 
Trichoderma ที่ไพรเมอร์จำเพาะตรวจจับได้  

นำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างจาก 
clean culture ที่ทำปฏิกิริยากับไพรเมอร์ที่มีความ
เฉพาะเจาะจงกับเชื้อรา T. Asperellum มาทำการ
วิเคราะห์ โดยนำ forward sequence และ reverse 
sequence ที ่ได ้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้
โปรแกรม Geneious Prime 2020 (Kearse et al., 
2012) จะบันทึกข้อมูลของลำดับนิวคลีโอไทด์ใน
รูปแบบไฟล์ fasta ทำการตรวจสอบชนิด โดยวิธี 
phylogenetic reconstruction ข อ ง  combined 
dataset ที่ได้จากตำแหน่ง ITS และ tef1 ด้วยเกณฑ์ 
Maximum Likelihood (ML) โดยเตรียมไฟล์ .phy 
ใช้โปรแกรม RAxML v8.1.15 (Stamatakis, 2014) 
ในการวิเคราะห์ กำหนดค่า model of evolution 
แบบ GTRGAMMA วิเคราะห์ด้วย rapid bootstrap 
(command -f a)  เ ร ิ ่ ม ว ิ เ คร าะห ์ จ าก  random 
starting tree และ กำหนดค่า 1000 ซ ้ำ สำหรับ 
maximum likelihood bootstrap วิเคราะห์ผลเพ่ือ
ตรวจสอบชนิดที่ถูกต้องที่ไพรเมอร์จำเพาะตรวจจับได้ 

 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 

1. รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของเชื้อราในสกุล 
Trichoderma 

เพ ื ่ อพ ัฒนาว ิ ธ ี ก ารตรวจสอบเช ื ้ อ ร า  
T asperellum ด ำ เ น ิ น ก า ร ร ว บ ร ว ม เ ช ื ้ อ ร า 
Trichoderma มาแยกเช ื ้อให ้บร ิส ุทธ ิ ์  ได ้จำนวน  
115 ไอโซเลท สกัดดีเอ็นเอและทำ PCR ตำแหน่ง 
ITS, tef1 และ rpb2 หลังจาก sequencing ได้ข้อมูล 
sequence ของเชื้อรา T.asperellum ทั้ง 115 ไอโซเลท 
จำนวน 3 ตำแหน ่ง  มาทำการตรวจสอบเ พ่ือ 
จำแนกชนิดด้วยวิธี phylogenetic reconstruction 
เปรียบเทียบกับ สายพันธุ์ต้นแบบ (type sequence) 
ของเชื้อราในสกุล Trichoderma ซึ่งเป็นวิธีการที่ได้
มาตรฐานและมีความแม่นยำสูง  

ผลการจำแนกชน ิด พบว ่า ได ้ต ั วอย ่าง 
ของเชื้อราที่อยู่กลุ ่มของ T. harzianum complex  

T. asperellum complex แ ล ะ ใ น ก ล ุ ่ ม ข อ ง 
Longibrachiatum ซึ่งแสดงให้เห็นว่าตัวอย่างกลุ่มนี้
มีความหลากหลายและเหมาะสมที่จะนำมาทดสอบ
ความจำเพาะของไพรเมอร ์ท ี ่ ได ้ออกแบบ เพ่ือ
ตรวจสอบความจำเพาะต่อ DNA ของเชื้อราเป้าหมาย  
2. ออกแบบไพรเมอร์จำเพาะต่อเชื้อรา T. asperellum 

ออกแบบไพร์เมอร์จำเพาะบนยีนตำแหน่ง 
ITS และ tef1 ของเชื้อรา T. asperellum voucher 
CBS 433.97 ซ ึ ่ ง เ ป ็ น  type isolate ของ เช ื ้ อ ร า  
T. asperellum ซึ่งการใช้ type isolate ที่เป็นต้นแบบ
ในการออกแบบไพรเมอร์เป็นวิธีการที ่ถูกต้องตาม
หลักการทางอนุกรมวิธาน ทำให้มั่นใจได้ว่าไพรเมอร์ที่
ได้จะจำเพาะเจาะจงกับเชื้อราเป้าหมาย ได้ไพร์เมอร์
จากตำแหน่ง ITS จำนวน 10 คู่ และตำแหน่ง tef1 
ได้จำนวน 6 คู่ (Table 1) จำนวนคู่ไพรเมอร์ที่ได้ทำ
ให้มีตัวเลือกในการนำไปทดสอบประสิทธิภาพและ
เลือกคู ่ไพรเมอร์ที ่ดีที ่สุดสำหรับการพัฒนาวิธีการ
ตรวจสอบต่อไป



36 วารสารวิจัยและพัฒนาอารักขาพืช ปีที่ 1 ฉบับท่ี 1  กรกฎาคม - กันยายน 2568 
 

Table 1 List of primers specific to Trichoderma asperellum/ T. asperelloides,   
designed based on the ITS and tef1 gene region. 

ITS tef1 
Sequence (5' - >3') Tm size Sequence (5' - >3') Tm size 

1 F ACGTTACCNNNCTGTTGCCT 57.95 269 1* F GGCTTTTAGTNNNGTGTCAA 58.01 319 

 R CGCAATGTGCGTTCNNNGAT 58.03   R TGCAATGTNNNCTGAAGTGT 57.76  
2 F TCTGGCANNNATGAAGAACG 58.07 215 2 F TTGGCTNNNAGTGGGGTGTC 58.01 320 

 R GACCGCCNNNGTATTTAGGG 58.05  
 R GCAATGTCNNNTGAAGTGTC 57.14  

3 F ACAACTCCCNNNCCCAATGT 57.53 214 3 F GCCCGANNNTTCTGTTCTCA 58.19 426 

 R CATCGATGCCAGAACCAAGA 57.97  
 R TGTCGACTNNNGTGTCCAAA 57.03  

4* F CCTCGCGNNNGTATTTCTTT 58.36 223 4 F TGCCCGACNNNTCTGTTCTC 58.19 428 

 R GGGTTCGNNNGTTGAAATGA 57.81  
 R ATGTCGNNNGAAGTGTCCAA 56.8  

5 F ATCTCTTNNNTCTGGCATCG 57.68 263 5 F TTCCATNNNCCACCACATGC 58.23 257 

 R GAGTTGTGCNNNCTACTGCG 57.7  
 R AATGTCGACTNNNGTGTCCA 56.8  

6 F TTACCNNNCTGTTGCCTCGG 58.4 430 6 F TGTTTGGCTNNNAGTGGGGT 57.54 319 

 R CGAGTTGTGCNNNCTACTGC 57.7  
 R TGTCGACTGAANNNTCCAAAA 57.75  

7 F TCCCNNNCCCAATGTGAACG 58.68 210   
  

 
 R TCATCGATGNNNGAACCAAG 57.97  

  
  

 
8 F ACTCCCNNNCCCAATGTGAA 57.23 214   

  
 

 R CTTCATCGATNNNAGAACCA 57.97  
  

  
 

9 F ATGAAGANNNCAGCGAAATG 57.47 286   
  

 
 R AGTTGGGTGNNNTACGGACG 58.41  

  
  

 
10 F AACTCCCNNNCCCAATGTGA 57.23 216   

  
 

  R TCTTCATCNNNGCCAGAACC 57.68             
ITS: *4: Trias3 - F/Trias4R, tef1: Tritef1F/EF2 

 

3. ทดสอบไพรเมอร์ 
ทำการทดสอบไพร์เมอร์กับฐานข้อมูลเชื้อรา 

Trichoderma ในระดับของ type sequences ได้
ไพร์เมอร์ที่จำเพาะต่อเชื้อรา T. asperellum ระดับ
ของกลุ ่ม complex บนตำแหน่ง ITS จำนวน 2 คู่ 
ได้แก่ Trias3-F/Trias4-R และ Trias3-F/ITS4 (Figure 1) 
และมีตำแหน่งจับของไพร์เมอร์ Trias1-F Trias2-R 
Trias3-F และ Trias4-R บนตำแหน่ง ITS ของเชื ้อรา  
T. asperellum CBS 433.97 (Figure 2) โดยไพรเมอร์
ทั้ง 3 คู่ มี annealing temperature ที่เหมาะสมคือ 
56 - 60°ซ. และตำแหน่ง tef1 จำนวน 1 คู่ คือ Tritef1F/EF2 
เมื ่อทดสอบไพร์เมอร์ที ่ออกแบบบนตำแหน่ง ITS  
และ tef1 กับดีเอ็นเอของเชื้อรา T. asperellum และ 
T. asperelloides โดยใช้ส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR 
จำนวน 20 µL ประกอบด้วย Taq DNA Polymerase 
(biotechrabbit™) จำนวน 10 µL ไพรเมอร์ความ
เข้มข้น 10 µM ทั้ง forward และ reverse อย่างละ 

1 µL dH2O จำนวน 7 µL และ DNA ทดสอบจำนวน 
1 µL พบว่าไพร์เมอร์ที่ออกแบบจากตำแหน่ง ITS มี
อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดคือ 56°ซ. และตำแหน่ง tef1 
มีอุณหภูมิที ่เหมาะสมที่สุดคือ 60°ซ. อย่างไรก็ตาม
ไพรเมอร ์จากตำแหน่ง tef1 มีความจำเพาะต่อ  
T. asperellum ระดับของกลุ่ม complex น้อยกว่า
ไพรเมอร ์ออกแบบที ่ ได ้จากตำแหน่ง ITS ซึ ่งไม่
สามารถแยกตรวจเชื้อรา T. pseudoasperelloides 
และ T. yunnanense ได ้  ในขณะท ี ่ ไพรเมอร ์ที่
ออกแบบได้จากตำแหน่ง ITS สามารถตรวจจับเชื้อรา 
T. asperellum ระดับของกลุ่ม complex ได้เฉพาะ
เชื้อรา T. asperellum และ T. asperelloides งานวิจัย
นี ้สามารถออกแบบไพรเมอร์ที ่ เจาะจงกับเช ื ้อรา  
T. asperellum ในระดับกลุ ่ม complex ได้สำเร็จ 
และได้ระยะเวลาในขั ้นตอนการทำปฏิกิริยา PCR 
(Table 2) ซึ่งเป็นสิ่งสำคัญเพื่อช่วยในการตรวจหา
เชื้อชนิดนี้โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อราชนิดอ่ืน ๆ 
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ที่เกี่ยวข้อง ซึ่งผลจากการใช้ฐานข้อมูล type sequences 
ของเชื้อรา Trichoderma เป็นพื้นฐานในการออกแบบ

ไพร์เมอร์ ทำให้เกิดความเชื่อมั่นของความแม่นยำต่อ
เชื้อราเป้าหมายที่ต้องการตรวจสอบ  

  

 

Figure 1 The specificity of the designed primers against Trichoderma asperellum CBS 433.97 
(type) 

 
Table 2 Thermocycle for Polymerase Chain Reaction (PCR) for specific primers to 

Trichoderma asperellum/ T. asperelloides 
 

PCR steps Temperature oC Time Cycle 
Initial denaturation 95 5 mins 1 cycle 
Denaturation  95 1 min 

30 cycles Annealing (ITS/tef1)   56/60 1 min 
Extension 72 3 mins 
Final extension 72 5 mins 1 cycle 
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Figure 2 Binding sites of the Trias1 - F, Trias2 - R, Trias3 - F, and Trias4 - R primers on the ITS 
gene sequence of Trichoderma asperellum (CBS 433.97, type)  

 
ผลการทดสอบไพร ์ เมอร ์ท ี ่ออกแบบบน

ตำแหน ่ง  ITS และ tef1 ก ับด ี เอ ็นเอของเช ื ้อรา 
ที่รวบรวมเพ่ือการทดสอบ ได้แก่ เชื้อรา T. asperellum 
จำนวน 50 ไอโซเลท เชื้อรา T. asperelloides จำนวน 
48 ไอโซเลท เชื้อรา T. parareesei จำนวน 2 ไอโซเลท 
เช ื ้อรา T. longibrachiatum จำนวน 1 ไอโซเลท  
เชื้อรา T. viride complex จำนวน 5 ไอโซเลท เชื้อรา 
T. lixii จำนวน 2 ไอโซเลท เช ื ้อรา T. harzianum 
จำนวน 2 ไอโซเลท เชื ้อรา T. lentiforme จำนวน  
2 ไอโซเลท  เช ื ้ อรา T. afroharzianum จำนวน  
2 ไอโซเลท และเชื ้อรา Gliocladium sp. จำนวน  
1 ไอโซเลท พบว่า ไพรเมอร์ Trias3 - F/Trias4 - R 
และ Trias3 - F/ITS4 มีความจำเพาะต่อเชื ้อรา T. 
asperellum และ T. asperelloides (Figure 3) ทั้งนี้เชื้อ
ราทั้งสองชนิดมีความคล้ายคลึงกันมากโดยเป็น sister 
group ในการจำแนกระหว่างเชื้อราสองชนิดนี้ยังคง
ต้องใช้วิธี phylogenetic reconstruction ถึงแม้ว่า
ไพร เมอร ์ ท ี ่ ไ ด ้ จ ะมี ค วามจำ เพาะต ่ อ เ ช ื ้ อ ร า  
T. asperellum ใ น ร ะ ด ั บ ก ล ุ ่ ม  complex แ ต่  
ไพรเมอร์ดังกล่าวสามารถระบุชนิดหรือใช้แยกเชื้อรา 

T. asperellum และ T. asperelloides ออกจากเชื้อ
รา Trichoderma กลุ่มอื่นได้อย่างชัดเจน พบว่าได้มี
ความพยายามในการออกแบบไพร์เมอร์ที่จำเพาะต่อ
เชื้อรา T. asperellum ซึ่งมีการออกแบบบนตำแหน่ง 
rpb2 อย่างไรก็ตามจากรายงานไม่ได้บ่งชี้ว่าไพร์เมอร์
ดังกล่าวสามารถแยกเชื ้อรา T. asperellum จาก  
T. asperelloides ได ้ (Devi et al., 2017) ซึ ่งอาจ
ต้องพิจารณาการออกแบบไพร์เมอร์ด้วยตำแหน่ง 
rpb2 หรือตำแหน่งอื ่นเพิ ่มเติม เช่น tub2 โดยใช้
วิธีการจากการศึกษาครั้งนี้ เพื่อพัฒนาให้ได้ไพร์เมอร์
ที่จำเพาะต่อชนิดของเชื้อรา T. asperellum มากขึ้น 
และผลจากการใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบได้ในการคัด
กรองหรือตรวจสอบชนิดของเชื้อรา Trichoderma 
ในตัวอย ่างช ีวภ ัณฑ์ สามารถลดระยะเวลาและ
งบประมาณในการดำเน ินได้มากกว่า 5 เท่า คือ 
สามารถลดระยะเวลาในการตรวจสอบชนิดจาก 15 วัน 
เหลือระยะเวลาเพียง 3 วัน 
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Figure 3  The results of specific primers tested with DNA templates of Trichoderma spp. and 

Gliocladium sp. The lower bands showed that Trias3/Trias4 and Trias3/ITS4 
detected only T. asperellum and T. asperelloides. (Lane no.1 - 4= T. asperellum; 5 
- 7= T. asperelloides; 8 - 9= T. parareesei; 10= T. longibrachiatum; 11 - 12= T. 
viride complex; 13= T. lixii; 14= T. harzianum; 15= T. lentiforme; 16= T. 
afroharzianum; 17= Gliocladium sp.) 

 
สรุปผลการทดลอง 

 

ผลจากการศ ึ กษา เพ ื ่ อพ ัฒนา เทคนิ ค 
Polymerase Chain Reaction เพ่ือการตรวจวินิจฉัย
เชื้อรา Trichoderma asperellum ซึ่งเป็นกลุ่มที่มี
ความซับซ้อน (complex) ผลการดำเนินงาน ได้  
ไพรเมอร์ที ่ออกแบบบนตำแหน่ง  ITS ของเชื ้อรา  
T. asperellum voucher CBS 433.97 ซึ่งเป็น type 
isolate โดยมีความจำเพาะต่อเชื้อรา T. asperellum
และ T. asperelloides ได้แก่ Trias3 - F/Trias4 - R 
และ Trias3 - F/ITS4 รวมถึงได้อุณหภูมิ ระยะเวลาใน
ข ั ้นตอนการทำปฏ ิก ิร ิยา PCR จากข ั ้นตอนการ
ดำเนินงานสามารถนำมาจัดทำเป็นเทคโนโลยีการ
ตรวจวินิจฉัย อย่างไรก็ตามจากผลจากการดำเนินงาน
พบว ่ า ไพร ์ เ มอร ์ ท ี ่ อ อกแบบไม ่ ส ามาร ถแยก  
T. asperelloides จาก T. asperellum ได้ เนื่องจาก
ทั้งสองชนิดมีความใกล้เคียงกันมาก ดังนั้นไพรเมอร์ที่
อ อกแบบจ ึ ง ส ามารถตรวจจ ั บ ได ้ ท ั ้ ง เ ช ื ้ อ ร า  
T. asperellum และ T. asperelloides โดยไม่จับ
กับกลุ ่มอื ่นของเชื ้อรา Trichoderma เช่น เชื ้อรา  

T. harzianum, T. parareesei, T. lixii วิธีการตรวจสอบ
เชื ้อรา T. asperellum ที ่ได ้จากการศึกษาครั ้งนี้
สามารถนำไปประย ุกต ์ในการตรวจสอบเช ื ้อรา
ด ังกล ่าวในสารช ีวภ ัณฑ์ท ี ่นำมาขึ ้นทะเบียนกับ 
กรมวิชาการเกษตร หรือในกระบวนการตรวจสอบ
ความถูกต้องของชีวภัณฑ์ สามารถคัดกรองเชื้อรา  
T. asperellum และ  T. asperelloides ออกจาก  
T. harzianum ได้อย่างมีประสิทธิภาพ รวดเร็วและมี
ความแม ่นยำส ู ง  สามารถประหย ัด เวลาและ
งบประมาณในการดำเนินการได้ 
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