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บณุยฤทธ์ิ จนัทวิมล : อาร์เอ็นเอสายคูใ่น Trichoderma sp. สายพนัธุ์ท่ีคดัแยกใน
ประเทศไทย. (DOUBLE-STRANDED RNA IN AN ISOLATE OF Trichoderma 
sp. IN THAILAND) อ. ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั: ผศ. ดร. พงศ์ธาริน โลห์่ตระกลู, 
132 หน้า.  

 
 ผลการตรวจสอบ double-stranded RNA (dsRNA) ในรา  Trichoderma  จ านวน 
96 ไอโซเลต ท่ีคดัแยกจาก 13 จงัหวดัในประเทศไทย พบ dsRNA ใน 7 ไอโซเลต (7%)  ได้แก่ 
Trichoderma sp. Cbi3.1.1 T.  harzianum Cbi3.2.2 T. reesei Cbi3.3.1 Trichoderma sp. 
Cpn1.1.1 Trichoderma sp. Pbn1.1.5 T. virens Plk1.1.9 และ Trichoderma sp. 
Ubn1.1.3 ลกัษณะ dsRNA ท่ีพบในราแตล่ะไอโซเลตมีจ านวนตัง้แต ่1 - 10 แถบ และมีขนาด
โดยประมาณ 1.25 – 21.9 kb จากนัน้ได้เลือก dsRNA จาก T.  reesei Cbi3.3.1 ซึง่มีจ านวน 
3 แถบ ขนาดประมาณ 2.06 – 2.26 kb ไปสงัเคราะห์ cDNA โคลน และศกึษาล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์บางสว่นของ dsRNA จาก cDNA โคลน c88 c101 และ c171 
สามารถถอดรหสัเป็นโปรตีนซึง่มีความคล้ายคลงึกบั putative RNA dependent RNA 
polymerases และ putative capsid proteins ของไวรัสในสกลุ Partitivirus ผลการวิเคราะห์
ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการยืนยนัว่า dsRNA จาก T.  reesei Cbi3.3.1 มีความใกล้ชิดกบั
ไวรัสสกลุ Partitivirus การศกึษาเปรียบเทียบระหว่างโคโลนีเซลล์เดี่ยวท่ีมีและไมมี่ dsRNA 
ของ T.  reesei  Cbi3.3.1 พบวา่ dsRNA มีผลตอ่การเตบิโตท่ีแตกตา่งกนัเม่ือท าการเลีย้งใน
อาหาร Corn meal dextrose agar ท่ีอณุหภมูิ 30 และ 40 ºC และพบการสร้างสปอร์ท่ี
ตา่งกนัภายหลงัการเลีย้งเป็นเวลา 14 วนั ในขณะท่ีการเลีย้งในอาหาร Synthetic low 
nutrient agar พบความแตกตา่งท่ีอณุหภมูิ 15 ºC เทา่นัน้ ส าหรับการผลิตเอนไซม์ 
endoglucanase ไมพ่บความแตกตา่งของคา่เฉล่ียของแอคตวิิตีและแอคตวิิตีจ าเพาะของ
เอนไซม์ในโคโลนีทัง้สองกลุม่ แตพ่บวา่กลุม่ของโคโลนีท่ีไมมี่ dsRNA มีคา่เฉล่ียของปริมาณ
โปรตีนใน crude enzyme ท่ีสงูกวา่อย่างมีนยัส าคญั 
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BOONYARIT CHANDAVIMOL : DOUBLE-STRANDED RNA IN AN ISOLATE 
OF Trichoderma sp. IN THAILAND. THESIS ADVISOR : ASST. PROF. 
PONGTHARIN LOTRAKUL , Ph. D. , 132 pp.  
 
 Double-stranded RNAs (dsRNAs) were detected in 7 of 96 isolates 
(7%) of Trichoderma spp. isolated from 13 provinces of Thailand.  The 
dsRNA-containing isolates included Trichoderma sp. Cbi3.1.1 T.  harzianum 
Cbi3.2.2 T. reesii Cbi3.3.1 Trichoderma sp. Cpn1.1.1 Trichoderma sp. 
Pbn1.1.5 T. virens Plk1.1.9  and Trichoderma sp. Ubn1.1.3. The number of 
dsRNA fragments in each fungal isolate ranged from 1 to 10 and their size 
ranged from approximately 1.25 to 21.9 kb.  Complementary DNAs 
synthesized from 3 dsRNA fragments of T. reesii Cbi3.3.1 were cloned and 
sequenced. Partial amino acid sequences translated from the cDNA clones, 
c88, c101 and c171, were similar to putative RNA dependent RNA 
polymerases and putative capsid proteins of viruses in the genus Partitivirus. 
Results of phylogenetic analyses supported the close relationship between 
dsRNA from T. reesii Cbi3.3.1 and partitiviruses. When growth and 
endoglucanase production were compared between the single-cell colonies 
with and without dsRNA, the difference in growth rate was detected on Corn 
meal dextrose agar medium at 30 and 40 °C and higher sporulation in 
dsRNA-free colonies was observed in 14 day-old cultures. Higher protein 
content was also detected in the crude enzyme produced by dsRNA-free 
colonies.  However, no significant difference was found in endoglucanase 
production. 
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บทที่  1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

ไมโคไวรัส (mycovirus) หรือไวรัสของเห็ดราสามารถพบได้ในเห็ดราเกือบทกุกลุม่ ทัง้ท่ี
เป็นเซลล์เดี่ยวหรือยีสต์จนถึงราเส้นใย (Lemke and Nash, 1974) โดยอาจตรวจพบในรูปของ
อนภุาคคล้ายไวรัส (virus-like particles) ท่ีมีโปรตีนหอ่หุ้มสารพนัธุกรรม (capsid) หรือพบเพียง
สารพนัธุกรรมอยา่งเดียว ซึง่สว่นใหญ่เป็นอาร์เอ็นเอสายคู ่(double-stranded RNA, dsRNA) อยู่
ภายในไซโตพลาสซมึหรือไมโตคอนเดรีย ไมโคไวรัสส่วนใหญ่ไมพ่บวา่มีการติดตอ่ภายนอกเซลล์ 
แตจ่ะถ่ายทอดผา่นสปอร์หรือผา่นการรวมเส้นใย ซึ่งท าให้มีการแพร่ระบาดท่ีจ ากดั (van 
Diepeningen et al., 1997) ท าให้ไมโคไวรัสมีลกัษณะและวิวฒันาการท่ีแตกตา่งไปจากไวรัสของ
สิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ เห็ดราท่ีมีไวรัสสว่นใหญ่จะไมแ่สดงอาการผิดปกตท่ีิเห็นได้อยา่งชดัเจนด้วยตาเปล่า 
(symptomless) จงึไมมี่ผู้ท าการศกึษา แตไ่วรัสบางสายพนัธุ์สามารถเปล่ียนแปลงลกัษณะของ
เห็ดราให้อาศยัได้ ดงัท่ีมีรายงานในเห็ดท่ีมีการเพาะเลีย้งเชิงพาณิชย์บางชนิด เชน่ เห็ดแชมปิญอง 
(Agaricus bisporus) และในกลุม่ของเห็ดนางรม (Pleurotus spp.) พบการระบาดของไวรัสซึง่ท า
ให้เส้นใยเห็ดเจริญเติบโตช้าและมีรูปร่างดอกเห็ดท่ีผิดปกต ิ(Kim et al., 2008) ส าหรับในยีสต์และ
ราสนิม พบวา่ไวรัสเก่ียวข้องกบัความสามารถในการเป็น killer yeast ท่ีสามารถสร้างสารพิษท่ีมี
ผลฆา่ราสายพนัธุ์อ่ืนท่ีไมมี่ไวรัสได้ (Schmidt and Breinig, 2006) ในกลุม่ของราก่อโรคพืช พบว่า
ไวรัสมีผลตอ่ความสามารถในการก่อโรค (virulence) ของราหลายชนิด เชน่ ในรา Cryphonectria 
parasiticus ซึง่ก่อโรคไหม้ในเกาลดั การติดเชือ้ไวรัสบางสายพนัธุ์ในสกลุ Hypovirus จะท าให้มี
ความสามารถในการก่อโรคลดลง แตใ่นรา Nectria radicicola การตดิเชือ้ไวรัสอาจท าให้
ความสามารถในการก่อโรคสงูขึน้ (Ahn and Lee, 2001) นอกจากนีจ้ากการศกึษาไวรัสในราเอน
โดไฟต์ (endophytic fungi) Curvularia protuberate พบวา่ไวรัสมีผลให้ราและพืชอาศยัสามารถ
ทนตอ่อณุหภมูิสงูได้ (Marquez et al., 2007) 

จากรายงานการประชมุของ International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) 
ครัง้ท่ี 8 ในปีค.ศ. 2005 ได้จดัหมวดหมูข่องไมโคไวรัสไว้ใน 12 สกลุ เป็นกลุม่ท่ีมีจีโนมเป็นดีเอ็นเอ
สายคู ่1 สกลุ คือ Rhizidiovirus  กลุม่ท่ีมีจีโนมเป็นอาร์เอ็นเอสายเด่ียว 6 สกลุ ได้แก่  Barnavirus 
Narnavirus Hemivirus Pseudovirus และ Metavirus และกลุม่ท่ีมีจีโนมเป็นอาร์เอ็นเอสายคุ ่ 5 
สกลุ ได้แก่ Chrysovirus Hypovirus Partitivirus Mycoreovirus และ Totivirus (Pearson et al., 
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2009) อยา่งไรก็ตามการศกึษาไมโคไวรัสยงัมีน้อยเม่ือเทียบกบัการศกึษาไวรัสของพืชและสตัว์ ท า
ให้ยงัขาดความรู้ความเข้าใจในด้านตา่งๆ เชน่ จ านวนชนิด ความหลากหลายทางพนัธุกรรม 
ความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการ อนกุรมวิธานตลอดจนกลไกการเพิ่มจ านวนและการก่อโรค 

รา Trichoderma (Hypocrea) เป็นราดนิ (soil fungi) ท่ีสามารถพบได้ทัว่ไป มีการน ารา
กลุม่นีม้าใช้ประโยชน์ในด้านตา่งๆ เชน่ การผลิตเอนไซม์และสารทตุิยภมูิ เน่ืองจากเป็นราท่ีเตบิโต
เร็วและสามารถผลิตเอนไซม์ส าคญัหลายชนิดในปริมาณมาก ส าหรับราชนิด T. harzianum ยงั
เป็นปรสิตของราชนิดอ่ืน (mycoparasite) จงึมีผู้น ามาประยกุต์ในการควบคมุราก่อโรคพืชได้ 
อยา่งไรก็ดีมีรายงานวา่ราชนิดนีก็้เป็นราสาเหตขุองโรคราเขียวของเห็ดอตุสาหกรรมด้วยเชน่กนั 
นอกจากนัน้ยงัมีรายงานท่ีพบวา่ T. longibrachiatum / H. oreintalis สามารถเป็นเชือ้โรคฉวย
โอกาส (opportunistic pathogen) ก่อโรคในมนษุย์ได้อีกด้วย (Jaklitsch, 2009; Schuster and 
Schmoll, 2010) 

จากความส าคญัของ Trichoderma  และไมโคไวรัสดงัท่ีกลา่วข้างต้น งานวิจยันี ้ จงึมุง่ท่ี
จะศกึษา dsRNA ท่ีอาจเป็นไมโคไวรัสใน Trichoderma สายพนัธุ์ท่ีคดัแยกได้ในประเทศไทย โดย
เร่ิมจากการคดัแยก Trichoderma จากตวัอยา่งดนิท่ีเก็บจากบริเวณตา่งๆ ในประเทศไทย จากนัน้
ท าการตรวจสอบ dsRNA ศกึษาล าดบันิวคลีโอไทด์ของ dsRNA ศกึษาอตัราการถ่ายทอด dsRNA 
ผา่น conidia และศกึษาผลของ dsRNA ท่ีมีตอ่ลกัษณะทางสรีรวิทยาของราบางประการ เชน่ การ
เตบิโตของเส้นใยราบนอาหารแข็งท่ีอณุหภมูิตา่งๆ และการผลิตเอนไซม์ endoglucanase  

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

เพ่ือศกึษา dsRNA ใน Trichoderma sp. สายพนัธุ์ท่ีคดัแยกได้ในประเทศไทย 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

ได้สายพนัธุ์ของ Trichoderma ท่ีมี dsRNA และความรู้พืน้ฐานเพ่ือการศกึษาใน
เชิงลกึเก่ียวกบัไวรัสของราตอ่ไป 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

ไมโคไวรัส 

ไวรัสท่ีพบในเห็ดราหรือไมโคไวรัส มีรายงานการพบในเห็ดราเกือบทกุชนิด โดยอนภุาค

ของไมโคไวรัสสว่นใหญ่มีสารพนัธุกรรมเป็น RNA ท่ีเป็น single-stranded RNA (ssRNA) หรือ 

double-stranded RNA (dsRNA) อาจมีหรือไมมี่โปรตีนเปลือกหุ้ม (capsid protein) (Lemke 

and Nash, 1974; Ghabrial, 1998) จากการศกึษาพบว่าอนภุาคของไมโคไวรัสไมส่ามารถติดตอ่

จากภายนอกเข้าสูใ่นเซลล์ราได้เอง ดงันัน้การถ่ายทอดของไมโคไวรัสตามธรรมชาตจิึงจ ากดัอยู ่ 2 

วิธี คือ การถ่ายทอดผา่นการรวมของเซลล์เส้นใย และการถ่ายทอดผา่นสปอร์ของราสายพนัธุ์ท่ีมี

ไวรัส (Hollings, 1978; Ghabrial, 1998) ท าให้การถ่ายทอดไวรัสจ ากดัในราสายพนัธุ์เดียวกนั 

หรือ สายพนัธุ์ใกล้ชิดท่ีมีความเข้ากนัได้ของเส้นใย (vegetative compatibility) (van 

Diepeningen et al., 1997; McCabe et al., 1999)  

จากรายงานการประชมุของ International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) 

ครัง้ท่ี 8 ในปีค.ศ. 2005 ได้จดัจ าแนกไมโคไวรัสไว้ใน 12 สกลุ โดยอาศยัข้อมลูของสารพนัธุกรรม

และลกัษณะอนภุาคของไวรัส โดยเป็นกลุม่ท่ีมีจีโนมเป็น dsDNA 1 สกลุ คือ Rhizidiovirus  กลุม่ท่ี

มีจีโนมเป็น ssRNA 6 สกลุ ได้แก่  Barnavirus Narnavirus Hemivirus Pseudovirus และ 

Metavirus และกลุม่ท่ีมีจีโนมเป็น dsRNA 5 สกลุ ได้แก่ Chrysovirus Hypovirus Partitivirus 

Mycoreovirus และ Totivirus  (Pearson, 2009) ตอ่มาภายหลงัได้จ าแนกไมโคไวรัสเพิ่มเตมิใน

สกลุ Endornavirus และได้เพิ่มสกลุใหมอี่ก 4 สกลุ ไว้ใน Virus Taxonomy list 2009 ของ ICTV 

(International Committee on Taxonomy of Viruses, 2011: Online) ได้แก่ Victorivirus 

Botrexvirus Sclerodarnavirus และ Mycoflexivirus (ตารางท่ี 1) รวมเป็น 17 สกลุในปัจจบุนั 
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ตารางท่ี 1 การจดัจ าแนกไมโคไวรัสท่ีเสนอโดย International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2011: Online; Adam and Antoniw, 2006; 
Hulo et al., 2011) 

Order Family Genera 
Genome 

Morphology Species 
Segments Size (kb) 

Double-stranded RNA    

Unassigned Chrysoviridae Chysovirus 4. 2.7 - 3.5 Isometric, 30 - 35 nm, not  enveloped, multiple 

components 

Penicillium chrysogenum virus 

 

Endornaviridae Endornavirus 1 14 - 17.6 No true particles, nucleoprotein complex, not 

enveloped 

Helicobasidium mompa endornavirus 1 

Hypoviridae Hypovirus 1 9 - 13 Pleomorphic vesicles, 50 - 80 nm Cryphonectria hypovirus 1  

Partitiviridae Partitivirus 2  2.1 Isometric, 30 - 40 nm, not  enveloped Atkinsonella Hypoxylon virus 

Reoviridae Mycoreovirus 11 - 12 0.7 - 4.1 Isometric, ~80 nm, not  enveloped Cryphonectria parasitica mycoreovirus-1  

Totiviridae Totivirus 1 4.6 - 6.7 Isometric, 60 nm, not  enveloped Saccharomyces cerevisiae virus L-A 

Victorivirus 1 4.6 - 6.7 Isometric, 40 nm, not  enveloped Helminthosporium victoriae virus-190S  

Double-stranded DNA    

Unassigned Unassigned Rhizidiovirus 1 25.5 Isometric, 60 nm, not  enveloped Rhizidiomyces virus 
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ตารางท่ี 1 (ตอ่) การจดัจ าแนกไมโคไวรัสท่ีเสนอโดย International Committee on Taxonomy of Viruses 

Order Family Genera 
Genome 

Morphology Species 
Segments Size (kb) 

Single-stranded (+) RNA    

Tymovirales Alphaflexiviridae Botrexvirus 1 7 Flexuous, filamentous, 720 nm long and 12 - 13 

nm in diameter, not enveloped 

Botrytis virus X  

Sclerodarnavirus 1 5.5 No true particles, nucleoprotein complex, not 

enveloped 

Sclerotinia sclerotiorum debilitation-associated 

RNA virus  

Gammaflexiviridae Mycoflexivirus 1 6.8 Flexuous, filamentous, 720 nm long and 12-13 

nm in diameter 

Botrytis virus F  

Unassigned Barnaviridae Barnavirus 1 4 Bacilliform, 20 x 50 nm, not enveloped Mushroom bacilliform virus 

Narnaviridae Mitovirus 1 2.5 – 2.9 No true particles, nucleoprotein complex, not 

enveloped 

Cryphonectria parasitica mitovirus 1  

Narnavirus 1 2.5 – 2.9 No true particles, nucleoprotein complex, not 

enveloped 

Saccharomyces 20S RNA narnavirus 

 

Single-stranded (+) RNA (Reversed transcribing) 

Retrotransposons Pseudoviridae Hemivirus 1 - Isometric to quasi-isometric, 30-40 nm, not 

enveloped 

Saccharomyces cerevisiae Ty5 virus 

Pseudovirus 1 4.2-9.7 Isometric to quasi-isometric, 30-40 nm, not 

enveloped 

Saccharomyces cerevisiae Ty1 virus  

Metaviridae Metavirus 1 - Ovoid, 50 nm, irregular, enveloped 

nucleoprotein complex 

Saccharomyces cerevisiae Ty3 virus 
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ผลของไมโคไวรัสต่อราให้อาศัย 

  แม้วา่ราให้อาศยัท่ีมีไวรัสสว่นใหญ่จะไมแ่สดงอาการผิดปกติ (latent; cryptic 

infection) แตใ่นไวรัสบางสายพนัธุ์พบวา่การติดเชือ้ไวรัสมีความเก่ียวข้องกบัการเปล่ียนแปลงของ

ราให้อาศยัในด้านตา่ง ๆ เชน่ 

 

(1) โรคไวรัสในเหด็  

การระบาดของโรคไวรัสในเห็ดรามีรายงานครัง้แรกในชว่งปี ค.ศ. 1950 โดยพบ

การระบาดของ La france isometric virus (LIV) ในฟาร์มเห็ดกระดมุ (Agaricus bisporus)  ซึง่

ท าให้เกิดโรค La france หรือโรค Die back มีอาการคือเส้นใยเติบโตช้า การสร้างดอกเห็ดไม่

สม ่าเสมอ และรูปร่างดอกเห็ดผิดปกต ิ สร้างความเสียหายอยา่งมากกบัอตุสาหกรรมเพาะเห็ด 

(Buck, 1998; Goodin et al., 1992) จากนัน้จงึมีรายงานการศกึษาโรคไวรัสในเห็ดหลายชนิด

ตอ่มา เชน่ โรค Mushroom virus X (MVX) ท่ีพบในฟาร์มเห็ดกระดมุในประเทศองักฤษ มีผลท าให้

การสร้างดอกเห็ดไมส่ม ่าเสมอ มีขนาดไมเ่ทา่กนั และอาจมีสีน า้ตาลเกิดขึน้ (Grogan, et al. 

2003) นอกจากนีย้งัมีการศกึษาไวรัสหลายชนิดในฟาร์มเห็ดนางรม (Pleurotus spp.) ของ

ประเทศเกาหลีใต้ ซึง่พบลกัษณะอาการของโรคไวรัสท่ีแตกตา่งกนั เชน่ Oyster mushroom 

speherical virus (OMSV-1) พบในดอกเห็ดนางรมท่ีแสดงอาการของโรค Dieback (Yu et al., 

2003) Pleurotus ostreatus virus 1 (PoV-1) ซึง่ตรวจพบในดอกเห็ดนางรมปกติ (Lim et al., 

2005) และ Pleurotus eryngii spherical virus (PeSV) พบในดอกเห็ดนางรมหลวงท่ีมีรูปร่าง

ผิดปกต ิ(Ro et al., 2007) 

 (2) การสร้างสารพษิในยีสต์  

จากการศกึษาในยีสต์ Saccharomyces cerevisiae และในราเขมา่ (smut) 

Ustilago maydis พบวา่มีสายพนัธุ์ท่ีมีคลิเลอร์ ฟีโนไทป์ (Killer phenotype) ท่ีสามารถผลิต

สารพิษออกมาท าลายเซลล์อ่ืนอยา่งจ าเพาะได้ สารพิษเหลา่นีเ้ป็นโปรตีนของไวรัสในสกลุ Toti-

virus ซึง่จะกระตุ้นให้ยีสต์เซลล์อ่ืนท่ีไมมี่ไวรัสเกิดกระบวนการ  Apoptosis ท่ีน าไปสูก่ารตายของ

เซลล์  (Schmidt and Breinig, 2006) 
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(3) การเปล่ียนแปลงความสามารถในการก่อโรคของราโรคพืช 

จากการค้นพบผลของไวรัสท่ีท าให้ราให้อาศยัมีการเติบโตลดลงและมีลกัษณะ

ผิดปกต ิ จงึได้มีผู้สนใจศกึษาไวรัสท่ีมีผลในการควบคมุเห็ดราก่อโรคพืชชนิดตา่ง ๆ อยา่งเชน่ในรา 

Cryphonectria parasitica สาเหตขุองโรคไหม้ในต้นเกาลดั (Chestnut blight) ท าให้ค้นพบ 

Cryphonectria hypovirus 1 (CHV-1) :ซึง่สง่ผลตอ่การเติบโต การสร้างสปอร์ท่ีลดลง และ

สามารถลดการก่อโรคของราชนิดนี ้ (hypovirulence) และมีการน ามาใช้ควบคมุการระบาดของ

โรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ  นอกจากนีย้งัมีรายงานการเกิด hypovirulence โดยไวรัสในราก่อโรค

พืชชนิดอ่ืน ๆ อีก ได้แก่ Botrytis cinerea (Howitt et al., 2005; Wu et al., 2007) และ 

Sclerotinia sclerotiorum (Xie et al., 2006) เป็นต้น อยา่งไรก็ดี มีรายงานวา่ Nectria radicicola 

virus L1 ในรา Nectria radicicola ราสาเหตขุองโรครากเนา่ในโสม มีผลท าให้ความสามารถใน

การก่อโรค (hypervirulence) การสร้างสปอร์ การผลิตเอนไซม์และการสร้างเม็ดสีของราสงูขึน้ 

(Ahn and Lee, 2001) 

 (4) การทนต่อสภาพแวดล้อมของราเอนโดไฟต์ 

Marquez และคณะ (2007) ได้ศกึษาไวรัสในราเอนโดไฟต์ของหญ้า ในบริเวณท่ี

มีอณุหภมูิสงู ของอทุยานแหง่ชาติ Yellow Stone ประเทศสหรัฐอเมริกา พบวา่ Curvularia 

thermal tolerance virus (CThTV) ซึง่มีจีโนมเป็น dsRNA ขนาด 2.2 และ 1.8 kb ในราเอนโด

ไฟต์ชนิด Curvularia protuberata ท่ีพบในหญ้าพานิคเขตร้อน (Dichanthelium lanuginosum) 

มีความเก่ียวข้องกบัการทนตอ่อณุหภมูิสงู (heat tolerance) ของราเอนโดไฟต์และพืชให้อาศยัของ

รา และได้ท าการทดลองน าราเอนโดไฟต์ท่ีมีไวรัสมาใช้กบัต้นมะเขือเทศ ซึง่สามารถเพิ่มการทนตอ่

อณุหภมูิสงูของต้นมะเขือเทศได้ 
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ราสกุล Trichoderma  

 ราสกลุ Trichoderma Pers. เป็นราในระยะสืบพนัธุ์แบบไมอ่าศยัเพศ หรือ anamorph 

ของราสกลุ Hypocrea Fr. (Hypocreales, Hypocreaceae) มีการจดัจ าแนกทางอนกุรมวิธาน

ดงันี ้(Hibbett et al., 2007) 

Kingdom: Fungi 

Phylum: Ascomycota 

Class: Sordariomycetes 

Subclass: Hypocreomycetidae 

Order: Hypocreales 

Family: Hypocreaceae 

Genus: Hypocrea 

Genus: Trichoderma 

รา Trichoderma สามารถพบได้ทัว่ไปในเขตร้อนและเขตอบอุน่ สามารถพบได้ในดนิ บน

เศษซากพืช ลกัษณะโดยทัว่ไปเส้นใยเตบิโตได้รวดเร็ว ลกัษณะใสไมมี่สี หรือมีสีขาวขึน้กบัอาหารท่ี

ใช้เลีย้ง มีการสร้างสปอร์ conidia สว่นใหญ่เป็นสีเขียวหรือไมมี่สี บางชนิดมีสีเหลือง รูปร่างสว่น

ใหญ่เป็นทรงรี (ellipsoidal) หรือขอบขนาน (oblong) บางชนิดเป็นทรงกลม (globose) ผิวสปอร์

เรียบ อยูร่วมกลุม่บนปลายของเซลล์ philide conidiophores เป็นก่ิงก้านแตกแขนง และสว่นใหญ่

พบการสร้าง chlamydospore ระยะ teleomorph หรือ Hypocrea สามารถพบได้บนเปลือกไม้ 

รวมถึงบนเห็ดชนิดอ่ืน โดยจะสร้างกลุม่เส้นใยหรือ stroma มีสีเหลือง แดง จนถึงน า้ตาล ภายในจะ

มีโครงสร้าง perithecium ซึง่จะมี ascus จ านวนมากท่ีบรรจสุปอร์แบบอาศยัเพศหรือ ascospore 

ไว้ (Samuel, 2006; Samuel 2004; Jaklitsch, 2009) 
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ความส าคัญของ Trichoderma  

รา Trichoderma หลายชนิดมีความส าคญัทางเศรษฐกิจในด้านตา่ง ๆ โดยเฉพาะชนิดท่ีมี

การเติบโตรวดเร็วและมีการผลิตเอนไซม์ในปริมาณมาก และทนตอ่อณุหภมูิสงู เชน่ T. reesei (H. 

jercorina)  สามารถน ามาใช้ผลิตเอนไซม์ cellulase ในระดบัอตุสาหกรรมมาเป็นเวลานาน และได้

มีการศกึษากลไกท่ีเก่ียวข้องกบัการแสดงออกของยีนท่ีสร้างเอนไซม์ กลไกการท างาน และล าดบันิ

วคลีโอไทด์ของจีโนม ซึง่เป็นประโยชน์ในการศกึษาทางชีววิทยาของเห็ดรา (Penttilä and Limón, 

2004) มีรายงานการน ารา T. koningii T. virens และ T. harzianum มาใช้ในการควบคมุโรคพืช

แบบชีววิธี (biological control) เน่ืองจากสามารถผลิตสารปฏิชีวนะและเอนไซม์ไคตเินสได้ จงึ

สามารถควบคมุโรคพืชท่ีเกิดจากไส้เดือนฝอยหรือราสาเหตขุองโรคพืชชนิดอ่ืน ๆ ได้ (Samuel, 

2006) ในทางตรงข้าม รา Trichoderma บางชนิดสามารถก่อโรคราเขียวในเห็ดเศรษฐกิจได้เชน่กนั 

นอกจากนัน้ยงัมีรายงานวา่ T. longibachiatum สามารถเป็นเชือ้โรคฉวยโอกาสในสตัว์และผู้ ป่วย

ภมูิคุ้มกนับกพร่องได้ ((Kuhls et al., 1999;  Kredics et al., 2003) 
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การศึกษาไวรัสของ Trichoderma 

 การศกึษาไมโคไวรัสใน Trichoderma ในปัจจบุนั มีเพียงรายงานการตรวจพบ dsRNA ใน 

Trichoderma  ท่ีคดัแยกจากพืน้ท่ีตา่ง ๆ เชน่ ในยโุรป อเมริกาเหนือ และในประเทศไทย (ตารางท่ี 

2)  

ตารางท่ี 2 รา Trichoderma ท่ีตรวจพบ dsRNA จากรายงานการศกึษาก่อนหน้า 

 สายพันธ์ุ แหล่งที่คัดแยก 
จ านวน 
dsRNA 

ขนาดโดยประมาณ 
(kb) 

เอกสารอ้างอิง 

1 T. harzianum อเมริกา 1 2.7 Castle et al. 
(1998) 2 T. koningii อเมริกา 1 2.7 

3 T. harzianum C8, C22 ฮงัการี 2 9.4, 6.5 Antal et al. 
(2005) 4 T. agressivum B1, B2, B7, B8 ฮงัการี 2 9.4, 6.5 

5 Trichoderma sp. DAOM 175924 ฮงัการี 1 2.4 
6 T. aggressivum f. sp. aggressivum CBS 450.95 แคนาดา 3 10.0, 4.3, 3.4 
7 T. aggressivum f. sp. aggressivum CBS 100527 อเมริกา 3 10.0, 4.3, 3.4 
8 T. aggressivum f. sp. aggressivum CBS 100528 อเมริกา 3 4.3, 3.4, 2.4 
9 T. aggressivum f. sp. europaeum CBS 433.95 ไอร์แลนด์ 4 10.0, 9.4, 6.5, 3.0 
10 T. aggressivum f. sp. europaeum CBS 100526 ไอร์แลนด์ 2 9.4, 6.5 

11 Trichoderma sp. T10 เชียงใหม่ 1 1.0 Jom-in and 
Akarapisan 
(2009) 

12 Trichoderma sp. T20 เชียงใหม่ 2 1.0, 0.7 

Castle และคณะ (1998) ศกึษาพลาสมิดใน Trichoderma ท่ีแยกได้จากฟาร์มเห็ดใน

ประเทศสหรัฐอเมริกา พบพลาสมิดท่ีเป็น dsRNA จ านวน 1 แถบ ขนาดประมาณ 2.7 kb ในรา T. 

harzianum 32 ไอโซเลต และ T. koningii 1 ไอโซเลต  

Antal และคณะ (2005) ตรวจสอบ dsRNA ใน Trichoderma ท่ีคดัแยกจากบริเวณฟาร์ม

เห็ดในประเทศฮงัการี จ านวน 7 ไอโซเลต และสายพนัธุ์จากศนูย์เก็บรักษาพนัธุ์เห็ดรา 

Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS, Utrecht, The Netherlands) ซึง่มีท่ีมาจากทัง้

ทวีปอเมริกาเหนือและยโุรป 5 สายพนัธุ์ พบแถบ dsRNA จ านวน 1 – 4 แถบ มีขนาดตัง้แต ่ 2.4 

จนถึง 10 กิโลเบส  
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ส าหรับในประเทศไทย Jom-in และ Akarapisan (2009) ตรวจสอบ dsRNA ใน 

Trichoderma ท่ีคดัแยกจากวสัดเุพาะในฟาร์มเห็ด ดนิจากพืน้ท่ีเกษตร และสารชีวภณัฑ์จากพืน้ท่ี

ในจงัหวดัเชียงใหม ่จ านวน 156 ไอโซเลต พบ dsRNA ใน Trichoderma spp. 2 ไอโซเลต ได้แก่ 

ไอโซเลต T10 พบ dsRNA จ านวน 1 แถบ ขนาด 1.0 กิโลเบส และไอโซเลต T20 พบ dsRNA 

จ านวน 2 แถบ ขนาด 0.7 และ 1.0 กิโลเบส โดยราไอโซเลตท่ีพบ dsRNA มีอตัราการเจริญ การ

สร้างสปอร์ และความสามารถในการท าลายเชือ้สาเหตโุรคพืช Sclerotium rolfsii น้อยกวา่ไอโซ

เลตท่ีไมมี่ dsRNA 

อยา่งไรก็ดี จากรายงานการศกึษาท่ีผ่านมายงัไมมี่ถึงล าดบันิวคลีโอไทด์ ตลอดจน

ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการระหวา่งไวรัสใน Trichoderma เหลา่นีก้บัไมโคไวรัสอ่ืน ๆ ท่ีมีรายงาน

ไว้ อีกทัง้การแพร่กระจาย และอตัราการถ่ายทอดของไวรัสก็ยงัไมเ่ป็นท่ีทราบแนช่ดั  
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บทที่  3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

 อุปกรณ์ บริษัท / ประเทศ 
1. กล้องจลุทรรศน์รุ่น  BX-51 Olympus / Japan 
2. กล้องจลุทรรศน์รุ่น  CH30RF200 Olympus / Japan 
3. เคร่ืองเขย่ารุ่น SPL15-UPF55 Labcon / South Africa 
4. เคร่ืองเขย่าแบบควบคมุอณุหภมูิรุ่น VS-8480 SFN Vision Scientific / Korea 
5. เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหนง่รุ่น BL610 Sartorius/ Germany 
6. เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหนง่รุ่น TC-205 Denvor Instrument Company / USA 
7. เคร่ืองป่ันเหว่ียงตกตะกอนขนาดเล็กรุ่น Spectrafuge 16M Labnet International / USA 
8. เคร่ืองป่ันเหว่ียงตกตะกอนขนาดเล็ก รุ่น Denville™ 260D Denville Scientific / USA 
9. เคร่ืองป่ันเหว่ียงตกตะกอนรุ่น Rotofix32 Hettich / Germany 
10. เคร่ืองป่ันเหว่ียงตกตะกอนแบบควบคมุอณุหภมูิ รุ่น 

Universal 32R 
Hettich / Germany 

11. เคร่ืองวดัคา่ความเป็นกรดดา่ง (pH meter) รุ่น PP-50 Sartorius / Germany 
12. เคร่ือง Dry Box รุ่น DB-101 HL instruments 
13. เคร่ือง Gel Documentation Bio-Rad / USA 
14. เคร่ือง MicroplateReader รุ่น Opsys MR™ Dynex Technologies /USA 
15. เคร่ือง Power Supply รุ่น PAC1000 Bio-Rad / USA 
16. เคร่ือง Programmable Thermal Controller  รุ่น PTC-100®  MJ Research / USA 
17. เคร่ือง Speed vacuum รุ่น DNA 110 SpeedVac ThermoSavant / USA 
18. เคร่ือง  Vortex รุ่น Genie 2 Scientific Industries / USA 
19. ชดุ Electrophoresis รุ่น Mini-protein® 3 cell Bio-Rad / USA 
20. ตู้ เข่ียเชือ้ Laminar flow รุ่น BV123 ISSOC / Thailand 
21. ตู้บม่แบบควบคมุอณุหภมูิ Binder / Germany 
22. ตู้อบลมร้อน  Memmert / Germany 
23. ป๊ัมสญุญากาศรุ่น 0523-101Q-G588DX GAST Manufaturing / USA 
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 อุปกรณ์ บริษัท / ประเทศ 

24. หม้อนึง่แรงดนัไอน า้ Ta Chang Medical Instrument 
Factory / Taiwan 

25. อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิแบบเขยา่รุ่น Clifton Bennett Scientific / UK 
26. อปุกรณ์นบัเซลล์ Counting Chamber Brand / Germany 

3.2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

3.2.1 อาหารเลีย้งเชือ้ บริษัท / ประเทศ 

1. Agar  พฒันสินเอนเตอร์ไพรส์/ ไทย 
2. -Cellulose  Sigma / USA 

3. Ammonium sulfate (NH4)2SO4 Scharlau / Spain 
4. Calcium hydrogen phosphate 

dihydrate 
CaHPO4.2H2O  Scharlau / Spain 

5. Carboxymethyl Cellulose (CMC) Sigma / USA 
6. Chloramphenicol  Olan-kemed / Thailand 
7. Cobalt chloride heptahydrate CoCl2.7H2O M&B / England 
8. Corn meal agar (CMA)  HiMedia/ India 
9. Corn steep liquor  Sigma / USA 
10. Dextrose (Glucose)  Sigma / USA 
11. Ferrous sulfate heptahydrate FeSO4.7H2O M&B / England 
12. Manganese sulfate 

heptahydrate 
MnSO4.7H2O Merck / Germany 

13. Magnesium 
sulphateheptahydrate 

MgSO4.7H2O Ajax Finechem / AUS 

14. Potassium chloride KCl Ajax Finechem / AUS 
15. Potassium dihydrogen 

phosphate 
KH2PO4 Merck / Germany 

16. Potassium nitrate KNO3 Merck / Germany 
17. Potato dextrose broth (PDB)  HiMedia/ India 
18. Rose Bengal  Fisher Scientific / USA 
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 อาหารเลีย้งเชือ้  บริษัท / ประเทศ 

19. Sucrose  Ajax Finechem / AUS 
20. Tryptone  HiMedia/ India 
21. Tween 80  Ajax Finechem / AUS 
22. Yeast extract  HiMedia/ India 
23. Zinc sulfate  ZnSO4.7H2O M&B / England 

3.2.2 เอนไซม์ บริษัท / ประเทศ 

1. Taq DNA Polymerase RBC Bioscience / Taiwan 
2. DNA polymerase I, E. coli Vivantis / Malaysia 
3. Reverse transcriptase (SuperScript™ III) Invitrogen / USA 
4. EcoRI Invitrogen / USA 
5. HindIII Fermentas / USA 
6. DNase I (RNase-free) NEB / USA 
7. RNase A US Biologicals / USA 
8. RNase H (Cloned) Takara Bio / Japan 
9. RNase inhibitor (RNaseOUT) Invitrogen / USA 
10. S1 Nuclease Fermentas / USA 

3.2.3 DNA marker และไพรเมอร์ บริษัท / ประเทศ 

1. 1 kb DNA Ladder Vivantis / Malaysia 
2. ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) Vivantis / Malaysia 
3. ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) Vivantis / Malaysia 
4. Lambda DNA Fermentas / USA 
5. Random hexamer Fermentas / USA 

3.2.4 สารเคมี บริษัท / ประเทศ 

1. N-acetyl-D-glucosamine (NAG) Fluka / Switzerland 
2. Acrylamide Merck / Germany 
3. Agarose Vivantis / Malaysia 
4. Ammonium persulfate (APS) Serva / Germany 
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 สารเคมี บริษัท / ประเทศ 

5. Ammonium molybdate (NH4)6Mo7O24 Ajax finechem / AUS 
6. Ampicillin sodium salt โมเดอร์นแมน/ู ไทย 
7. Bentonite  Riedel-de Haën / Germany 
8. -mercaptoethanol  Merck / Germany 

9. bis-Acrylamide Merck / Germany 
10. Boric acid  Fisher Scientific / USA 
11. Bovine serum albumin (BSA)  Sigma / USA 
12. Bromo-chloro-indolyl-galactopyranoside (X-gal) BioBasic / USA 
13. Bromophenol Blue (BPB)  Ajax finechem / AUS 
14. Calcium chloride dihydrate CaCl2.2H2O Scharlau / Spain 
15. Calcium carbonate CaCO3 APS / AUS 
16. Chloroform  Fisher scientific / USA 
17. Coomessie Brilliant Blue G-250  Bio-rad / USA 
18. Copper sulfate CuSO4 Carlo Erba Reagent / Italy 
19. N.N-Dimethylformamide (DMF)  Fluka / Switzerland 
20. Dimethyl sulfoxide (DMSO)  Riedel-de Haën / Germany 
21. DNA purification Kit (Ultraclean® 15 DNA) Mo Bio / USA 
22. dNTPs Fermentas / USA 
23. Dithiothreitol (DTT)  Invitrogen / USA 
24. Ethanol (95%)  องค์การสรุา กรมสรรพสามิต / ไทย 
25. Ethanol (absolute)  Merck / Germany 
26. Ethidium bromide  Fisher Scientific / USA 
27. Fibrous cellulose powder (CF11) Whatman / USA 
28. Glacial acetic acid  Merck / Germany 
29. Glycerol  Ajax Chemical / AUS 
30. Glycine  Ajax Finechem / AUS 
31. Hydrochloric acid (37%) HCl Scharlau / Spain 
32. Isoamyl alcohol  Ajax Finechem / AUS 
33. Isopropanol  Merck / Germany 
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 สารเคมี  บริษัท / ประเทศ 

34. Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) BioBasic / USA 

35. Lactophenol Blue  Fluka / Switzerland 
36. pGEM-T Easy Vector System  Promega / USA 
37. Phenol  Merck / Germany 
38. Phospharic acid (85%)  Carlo Erba Reagent / Italy 
39. Potassium sodium tartrate 

tetrahydrate 
KNaC4H4O6·4H2O Ajax Finechem / AUS 

40. Sodium acetate  Scharlau / Spain 
41. Sodium hydrogen arsenate 

heptahydrate 
Na2HAsO4.7H2O Fluka / Switzerland 

42. Sodium carbonate Na2CO3 Ajax Finechem / AUS 
43. Sodium chloride NaCl Merck / Germany 
44. Sodium dodecyl sulphate (SDS)  Vivantis / Malaysia 
45. Sodium hydrogen carbonate NaHCO3 Fisher scientific / USA 
46. Sodium hydroxide NaOH Ajax Finechem / AUS 
47. Sodium sulfate Na2SO4 Merck / Germany 
48. Sulfuric acid H2SO4 Merck / Germany 
49. Tetramethylethylenediamine (TEMED) Fluka / Switzerland 
50. Tris Base  Vivantis / Malaysia 
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3.3 วิธีการด าเนินงานวิจัย 

1. การคัดแยกรา Trichoderma 

1.1 การคัดแยกรา Trichoderma 

เก็บตวัอย่างดนิ ก่ิงไม้และเห็ดหิง้จากจงัหวัดในภาคตา่ง ๆ ของประเทศไทย   น าตวัอยา่ง
ดนิ 1 g ผสมกบัน า้กลัน่ปลอดเชือ้ 100 mL เจือจางในอตัรา 10-3 และ 10-4 เทา่ จากนัน้เกล่ีย
ตวัอยา่ง 100 µL ลงบนจานอาหารกึ่งแข็ง potato dextrose agar (PDA) ท่ีมีน า้ตาล dextrose 
0.5 % (w/v) และ chloramphenicol 10 mg/mL (P0.5DA+c) บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง ตวัอยา่งก่ิงไม้
และเห็ดหิง้จะถกูตดัเป็นชิน้ขนาดเล็ก น ามาวางบนจานอาหาร P0.5DA+c บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง เม่ือ
เส้นใยของราเตบิโต ท าการถ่ายเส้นใยบนจานอาหาร P0.5DA จนได้เส้นใยบริสทุธ์ิ 

1.2 การคัดเลือกรา Trichoderma 

ตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของราแตล่ะไอโซเลตภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 
คดัเลือกราท่ีมีลกัษณะคล้ายรา Trichoderma เก็บรักษาเส้นใยบนอาหารเอียง PDA ท่ีอณุหภมูิ 4 
°C และเก็บ spore suspension ใน 1 % (v/v) Tween 80, 20 % (v/v) glycerol  ท่ีอณุหภมูิ -20 
°C (ภาคผนวก ค 1) 

2. การตรวจสอบ dsRNA 

2.1 การสกัด dsRNA (ดดัแปลงจากวิธีของ B. I. Hillman, Rutgers University, 
Personal communication) 

2.1.1 การสกัดกรดนิวคลีอิก 

เลีย้งเส้นใยหรือ spore suspension ในอาหารเหลว potato dextrose broth 
(PDB) ปริมาตร 25 ml บม่ในสภาวะนิ่ง ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5-7 วนั แยกเส้นใยราด้วยการ
กรองสญุญากาศ จากนัน้บดเส้นใยน า้หนกัประมาณ 0.3-0.5 g ร่วมกบัไนโตรเจนเหลวในโกร่ง 

เตมิ Extraction buffer (2x STE buffer, 0.02 % (v/v) -mercaptoethanol, 1 mg/mL 
bentonite, 2 % (w/v) SDS) 2 mL ผสมให้เข้ากนั ปิเปตสารละลายท่ีได้ 750 µL ลงในหลอด 
centrifuge ขนาด 1.5 mL ท าการสกดัด้วย phenol-chloroform  โดยเตมิ phenol 375 µL น าไป
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เขยา่ให้เข้ากนั จากนัน้เตมิ chloroform : isoamyl alcohol (24:1) 375 µL เขยา่ให้เข้ากนั น าไป
ป่ันตกตะกอนท่ี 6,000 rpm 10 นาที เก็บสว่นใสในหลอดใหม่ 

2.1.2 การแยก dsRNA 
แยก dsRNA จากสารสกดัจากข้อ 2.1.1 ด้วยวิธี cellulose column 

chromatography โดยผสม 95 % ethanol ลงในสารสกดัให้มีความเข้มข้นสดุท้าย 17 % (v/v) ท า
การเตรียมคอลมัน์โดยใช้กระบอกฉีดยาปลอดเชือ้ขนาด 3 mL รองปากกระบอกด้วยชิน้ผ้าวิราเน
ปลอดเชือ้ ชัง่ผง cellulose (CF11) 0.2 mg ในหลอด vial ปลอดเชือ้ เตมิ Wash buffer (17% 
(v/v) ethanol ใน 1x STE buffer) ปริมาตรประมาณ 2 เทา่ ผสมให้เข้ากนั ปิเปตลงในคอลมัน์ 
สารละลายจะคอ่ย ๆ ไหลออกและ cellulose จะนอนตวัท่ีก้นคอลมัน์ จากนัน้ปิเปต Wash buffer 
2 mL ลงในคอลมัน์ก่อนจะปิเปตสารสกดัท่ีเตรียมไว้ตามลงไป เม่ือสารละลายหยดุไหล คอ่ย ๆ 
เตมิ Wash buffer 2 mL ลงในคอลมัน์ ระวงัอยา่ให้ผิวหน้าของ cellulose ฟุ้ ง ท าซ า้ 5-6 รอบ  
ปลอ่ยให้ Wash buffer ไหลออกเกือบหมด เตมิ Elution buffer (1x STE buffer) 1 mL เพ่ือชะ 
dsRNA ออกจาก cellulose เก็บ Elution buffer ท่ีไหลออกมาหลงัจาก 5 หยดแรกจนได้ปริมาตร
ประมาณ 750 µL ลงในหลอด 1.5 mL เตมิ 3M sodium acetate (NaOAc, pH 5.2) 100 µL และ 
isopropanol 750 µL เก็บท่ี -20 °C อยา่งน้อย 1 ชัว่โมง ป่ันเหว่ียงตกตะกอนท่ี 14,000 rpm 10 
นาที เทส่วนใสทิง้และทิง้ตะกอนให้แห้งจากนัน้ละลายตะกอนด้วย 1xSTE buffer 50 µL ท าการ
ตรวจสอบแถบ dsRNA บน 1 % agarose gel 

2.1.3 การทดสอบการย่อยของ dsRNA 

ตรวจสอบ dsRNA โดยการยอ่ยด้วย nucleases (DNase I RNase A และ S1 
nuclease) โดยแบง่ตวัอยา่งท่ีสกดัได้ใส่ในหลอดขนาด 1.5 mL จ านวน 2 หลอด ตกตะกอนด้วย 
ethanol จากนัน้ละลายตะกอน dsRNA ด้วย 0.1x SSC buffer (15 mM NaCl, 1.5 mM sodium 
citrate) และ 2x SSC buffer (300 mM NaCl, 30 mM sodium citrate) ปริมาตร 30 µL ในแตล่ะ
หลอด แบง่ตวัอย่างจากแตล่ะหลอด 5 µL ลงในหลอดใหม ่3 หลอด ท าปฏิกิริยาการยอ่ยในแตล่ะ
หลอดตามวิธีของผู้ผลิตเอนไซม์ ได้แก่ หลอดท่ี 1 ยอ่ยด้วย DNase I (NEB, New England 
Biolabs) 0.1 U (0.014U/µL) ท่ีอณุหภมูิ 37 °C 30 นาที หลอดท่ี 2 ยอ่ยด้วย RNase A (US 
Biologicals) 0.03 U (0.005U/µL) ท่ีอณุหภมูิห้อง 10 นาที และหลอดท่ี 3 ยอ่ยด้วย S1 nuclease 
(Fermentas) 0.1 U (0.014U/µL) ท่ีอณุหภมูิ 37 °C 30 นาที ตรวจสอบผลบน 8 % SDS-PAGE 
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2.1.4 การตรวจสอบจ านวนและขนาดของ dsRNA 

ท าการตรวจสอบจ านวนของ dsRNA บน 8 % SDS-PAGE ใน 1x Tris-glycine 
buffer ใช้กระแสไฟฟ้า 100 volt เป็นเวลา 3.30 ชัว่โมง  และค านวณขนาดโดยประมาณของ 
dsRNA จากการเปรียบเทียบกบัการเคล่ือนท่ีของ DNA marker บน 1.6 % agarose gel (Livshits 
et al., 1990) ใน 0.5x TBE buffer ใช้กระแสไฟฟ้า 100 volt เป็นเวลา 40 นาที  

2.2 การจ าแนกชนิดของรา Trichoderma ที่พบ dsRNA 

2.2.1 การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ Internal transcribed spacer 
(ITS)  

 2.2.1.1 การสกัด DNA 

 ใช้วิธีการสกดัเดียวกบัในข้อ 2.1.1 ยอ่ยสารสกดัท่ีได้ 50 µL ด้วย RNase 
A (10 mg/ml) 2 µL จากนัน้สกดัซ า้ด้วย phenol-chloroform ก่อนตกตะกอนด้วย ethanol 
ค านวณความเข้มข้นโดยประมาณจากความเข้มของแถบบน agarose gel และท าการเจือจางให้
ได้ความเข้มข้น 5-10 ng/µL เพ่ือใช้เป็น DNA template ตอ่ไป 

 2.3.1.2 การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS 

 ท าปฏิกิริยา PCR เพิ่มจ านวนนิวคลีโอไทด์ท่ีต าแหนง่ ITS ด้วยไพรเมอร์ 
ITS5 (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') และ ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC 
-3') (White, et al., 1990) เตรียมปฏิกิริยา 50 µL โดยใช้ 10x PCR buffer 5 µL dNTPs (2.5 mM) 
4 µL ITS5 (5 µM) 2.5 µL ITS4 (5 µM) 2.5 µL MgCl2 (25 mM) 3 µL Taq DNA polymerase 1 
µL DNA Template 5 µL และdeionized water 26 µL ก าหนดสภาวะของปฏิกิริยาด้วยเคร่ือง 
Programmable Thermal Controller โดยใช้อณุหภมูิ (1) 94 °C 3 นาที (2) 94 °C 1 นาที 55°C 1 
นาที 72 °C 2 นาที จ านวน 35 รอบ และ (3) 72 °C 10 นาที ผลิตภณัฑ์ท่ีได้น ามาท าให้บริสทุธ์ิ
ด้วย Ultraclean® 15 DNA Purification Kit (MO Bio) ท าการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ด้วย
เคร่ือง  ABI’s 3730XL DNA Analyzers (AITbiotech, Singapore) 

  

 



 
 

20 

2.3.2 การศึกษาการเตบิโตและลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 เลีย้งเส้นใยของราบนจานอาหาร PDA และ synthetic low-nutrient 
agar (SNA) ท่ีอณุหภมูิ 15 20 25 30 และ 35 °C วดัการเตบิโตจากรัศมีของโคโลนีในวนัท่ี 3 
จากนัน้ท าการบนัทกึลกัษณะของโคโลนีหลงัวนัท่ี 7 และบนัทกึลกัษณะสณัฐานวิทยาภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์  

3. การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ dsRNA 

3.1 การท า cDNA cloning 

 3.1.1 การแยก dsRNA สายเดี่ยว (ดดัแปลงจาก Hillman et al. (1992)) 

คดัเลือก dsRNA จากรา Trichoderma ท่ีได้ในข้อ 2 มา 1 ไอโซเลต แล้วแยก 
dsRNA ซ า้ด้วย cellulose column chromatography 2 รอบ ตรวจสอบความบริสทุธ์ิและความ
เข้มข้นของ dsRNAบน 1.5 % agarose gel แบง่ตวัอยา่ง dsRNA ประมาณ 4 µg น าไป
ตกตะกอนด้วย NaOAc ปริมาตร 0.1เทา่และ ethanol ปริมาตร 2 เทา่ ละลายตะกอนด้วย DMSO 
9 µL ปิเปตสารละลายลงในหลอดขนาด 0.2 mL และเตมิ RNaseOUT™ 1 µL (ความเข้มข้น
ตวัอยา่ง ~0.4 µg/µL ใน 90% (v/v) DMSO) และบม่ท่ีอณุหภมูิ 60 °C เป็นเวลา 30 นาที ปิเปต
แบง่ตวัอยา่ง 5 µL ลงในหลอดใหมเ่ตมิ random hexamer (0.2 mg/µL) 2 µL และ deionized 
water ปลอดเชือ้ 5 µLแชใ่นน า้แข็ง 2 นาทีก่อนน าไปสงัเคราะห์ first strand cDNA 

3.1.2 การสร้าง first strand cDNA (วิธีของ reverse transcriptase 
(Superscript III Invitrogen)) 

 เตรียมสารเคมีในหลอดขนาด 0.2 mL โดยใช้ 5x Frist Strand buffer 4µL, 0.1M 
DTT 1 µL, dNTPs (2.5mM) 7 µLและตวัอยา่ง RNA จากข้อ 3.1.1 12 µL จากนัน้เตมิ reverse 
transcriptase (Superscript III, Invitrogen) 1 µL บม่ท่ีอณุหภมูิ (1) 25 °C 5 นาที (2) 50 °C 60 
นาที และ (3) 70 °C 15 นาที ตามล าดบั 
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 3.1.3 การสร้าง second strand cDNA (วิธีของ DNA polymerase I 
(Fermentus)) 

เตรียมสารเคมีในหลอดขนาด 0.2 mL โดยใช้ 10x Reaction buffer for DNA pol 
I 8 µL, RNase H (2 U/µL) 0.5 µL, DNA pol I 3 µL และ deionized water 88.5 µL จากนัน้เตมิ
ตวัอยา่งจากข้อ 3.1.2 บม่ท่ีอณุหภมูิ 15 °C 120 นาทีแล้วท าให้บริสทุธ์ิด้วย DNA Purification kit 
เก็บ cDNA ใน TE buffer 10 µL 

3.1.4 การเตมิปลาย A-tail (วิธีของ pGem T-Easy Vector (Promega)) 

เตรียมสารเคมีในหลอดขนาด0.2 mLโดยใช้ 10x Taq pol buffer + MgCl2 3 µL, 
dNTPs (2.5 mM) 5 µL, Taq DNA pol 2 µLจากนัน้เตมิ purified cDNA จากข้อ 3.1.3 บม่ท่ี
อณุหภมูิ 70 °C เป็นเวลา 30 นาทีและท าให้บริสทุธ์ิด้วย DNA Purification kit เก็บ cDNAใน TE 
buffer 10 µL 

 3.1.5 การต่อ cDNA กับพลาสมิด (วิธีของ pGem T-Easy vector (Promega)) 

เตรียมสารเคมีในหลอดขนาด 0.2 mLโดยใช้ 2x ligation buffer 5 µL, pGem T-
Easy Vector 1 µL cDNA จากข้อ 3.1.4 5 µL จากนัน้เติม T4 Ligase 1 µL บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง 2 
ชัว่โมง  แล้วเก็บท่ีอณุหภมูิ -20 °C 

  3.1.6 การท า transformation (ดดัแปลงจาก Sambrook et al. (1989)) 

เตรียม competent cell ของ Escherichia coli สายพนัธุ์ DH5 (ภาคผนวก ค 
3) โดยละลาย competent cell suspension 100 µL บนน า้แข็ง แล้วเตมิพลาสมิดท่ีได้จากข้อ 
3.1.5 5 µL แชใ่นน า้แข็งตอ่ไปเป็นเวลา 20 นาที จากนัน้ท า heat shock ท่ีอณุหภูมิ 42 °C 90 
วินาที น าไปแชใ่นน า้แข็งทนัทีเป็นเวลา 5 นาทีเตมิอาหารเหลว Lysogeny broth (LB) 400 µL 
กลบัหลอดเบา ๆ บม่หลอดในเคร่ืองเขยา่ท่ีอณุหภมูิ 37 °C ความเร็ว 250 rpm เป็นเวลา 1.5 
ชัว่โมง ระหวา่งนัน้เตรียมจานอาหาร LA ท่ีมี ampicillin 100 µg/mL เกล่ีย Xgal (20 mg/mL) 40 
µL และ IPTG (200 mg/mL) 4 µL ให้ทัว่ผิวหน้าแล้วทิง้ไว้จนแห้ง น าหลอด competent cell 
suspension ท่ีบม่ไว้มาป่ันตกตะกอนเซลล์ท่ี 6,000 rpm 3 นาที ปิเปตสว่นใสทิง้ และเตมิ LB 450 
µL ปิเปตเซลล์ 100 µL ลงบนจานอาหาร LA ท่ีเตรียมไว้ เกล่ียเซลล์ให้ทัว่ผิวหน้าของอาหาร บม่ท่ี
อณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 16 - 18 ชัว่โมง ตรวจสอบผลของ blue-white colony 
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3.2 การตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ dsRNA 

ท าการสกดั recombinant plasmid โดยวิธี Minipreparation Alkali Lysis method 
(Sambrook et al., 1989) (ภาคผนวก ค 4) น าพลาสมิดท่ีได้มาท าให้บริสทุธ์ิด้วย DNA 
Purification Kit แล้วท าการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ด้วยเคร่ือง ABI’s 3730XL DNA 
Analyzers (AITbiotech, Singapore) 

4. การศึกษาผลของ dsRNAที่มีต่อราให้อาศัย 

4.1 การขจัด dsRNA 

เตรียม spore suspension จาก Trichoderma ท่ีตรวจพบ dsRNA ในข้อ 3.1 จ านวน 1 
ไอโซเลต (ภาคผนวก ค 1) โดยเก็บสปอร์จากโคโลนีท่ีเลีย้งบนจานอาหาร PDA เป็นเวลา 7 วนั นบั
จ านวนสปอร์ท่ีได้ด้วย counting chamber (ภาคผนวก ค 2) จากนัน้เจือจางให้ได้ความเข้มข้น 
100 เซลล์ตอ่ 1 mL ปิเปตสปอร์ปริมาตร 50 µL ลงบนจานอาหาร P0.5DA เกล่ียให้ทัว่ เลีย้งท่ี
อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 3 วนั คดัแยกโคโลนีท่ีเติบโตจากเซลล์เดี่ยว (single cell colony) จ านวน 
20 โคโลนีเพ่ือตรวจสอบ dsRNA ในแตล่ะโคโลนีตามวิธีในข้อ 2.1 

4.2 การเปรียบเทียบการเตบิโตและลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

คดัเลือกโคโลนีท่ีมีและไมมี่ dsRNA จากข้อ 4.1 กลุม่ละ 3 โคโลนี เปรียบเทียบลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยาและอตัราการเติบโตท่ีอณุหภมูิตา่งๆ โดยเลีย้งเส้นใยบนจานอาหาร CMD และ 
SNA บม่ในตู้บม่ ท่ีอณุหภมูิ 15 30 และ 40 °C และเก็บผลเป็นเวลา 7 วนั  โดยวดัการเตบิโตจาก
รัศมีของโคโลนีในวนัท่ี 3 และเปรียบเทียบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของโคโลนีในวนัท่ี 7  

4.3 การเปรียบเทียบการผลิตเอนไซม์ endoglucanase 

เลีย้งเส้นใยของโคโลนีจากข้อ 4.2  ในอาหารสตูร Production Medium ท่ีมี 3% (w/v) -
cellulose (Punnapayak and Emert, 1986) ส าหรับการผลิต endoglucanase โดยเตมิอาหาร
ปริมาตร 100 mL ในฟลาสก์ขนาด 150 mL บม่ท่ีอณุหภมูิ 30 °C เขยา่ท่ีความเร็ว 150 rpm เป็น
เวลา 5 วนั กรองสว่นใสน ามาวดัแอคตวิิตีของเอนไซม์ endoglucanase ตามวิธีของ Ghose 
(1985) โดยวดัปริมาณน า้ตาลรีดวิส์ท่ีเกิดขึน้ด้วยวิธี Somogyi-Nelson (Somogyi, 1952; Nelson, 



 
 

23 

1944)  (ภาคผนวก ค 5) และวดัปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford (1976) (ภาคผนวก ค 6) 
วิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติด้วยวิธี One-way ANOVA 
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บทที่  4 

ผลการวิจัย 

1. การคัดแยกรา Trichoderma 

จากราทัง้หมดท่ีเติบโตบนอาหาร P0.5DA+c คดัเลือกไอโซเลตของรา Trichoderma จาก
ลกัษณะของโครงสร้าง conidiophore ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ โดยสามารถคดัแยกรา 
Trichoderma จากตวัอยา่งดนิ ก่ิงไม้ และเห็ดหิง้ท่ีเก็บจากบริเวณตา่ง ๆ ใน 13 จงัหวดั  ได้จ านวน
ทัง้สิน้ 96 ไอโซเลต (ตารางท่ี 3)  ได้แก่ กรุงเทพฯ (3 ไอโซเลต) ชลบรีุ (25 ไอโซเลต) เชียงใหม ่(4 
ไอโซเลต) ชมุพร (1 ไอโซเลต) จนัทบรีุ (2 ไอโซเลต) กาญจนบรีุ (1 ไอโซเลต) นา่น (11 ไอโซเลต) 
เพชรบรูณ์ (5 ไอโซเลต) พิษณโุลก (11 ไอโซเลต) ปัตตานี (12 ไอโซเลต) ร้อยเอ็ด (3 ไอโซเลต) 
ระยอง (6 ไอโซเลต) และอบุลราชธานี (12 ไอโซเลต) (ภาพท่ี 1) 

 
 

ภาพท่ี 1 แผนท่ีแสดงบริเวณท่ีเก็บตวัอยา่งเพ่ือคดัแยกรา Trichoderma (จดุแสดงจงัหวดัท่ีเก็บ
ตวัอยา่ง) 
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ตารางท่ี 3 ไอโซเลตของรา Trichoderma ทัง้หมดท่ีคดัแยกได้ 
 

 ไอโซเลต ตัวอย่างและแหล่งที่มา  ไอโซเลต ตัวอย่างและแหล่งที่มา 
1. Bkk1.1.1 ดิน บางรัก จ.กรุงเทพฯ 32. Cmi2.1.3 ดิน บ้านโป่ง จ.เชียงใหม ่
2. Bkk1.1.2 ดิน บางรัก จ.กรุงเทพฯ 33. Cmi2.1.4 ดิน บ้านโป่ง จ.เชียงใหม ่
3. Bkk2.1.1 ดิน ออ่นนชุ จ.กรุงเทพฯ 34. Cpn1.1.1 ดิน จ.ชมุพร 
4. Cbi2.1.1 ดิน เขาเขียว จ. ชลบรีุ 35. Cti1.1.1 ดิน จ.จนัทบรีุ 
5. Cbi2.1.2 ดิน เขาเขียว จ. ชลบรีุ 36. Cti1.1.2 ดิน จ.จนัทบรีุ 
6. Cbi2.1.3 ดิน เขาเขียว จ. ชลบรีุ 37. Kri3.1.1 ก่ิงไม้ จ.กาญจนบรีุ 
7. Cbi2.1.4 ดิน เขาเขียว จ. ชลบรีุ 38. Nan1.2.1 ดิน ดอยภคูา จ.นา่น 
8. Cbi2.2.1 ก่ิงไม้ เขาเขยีว จ. ชลบรีุ 39. Nan1.2.2 ดิน ดอยภคูา จ.นา่น 
9. Cbi2.2.2 ก่ิงไม้ เขาเขยีว จ. ชลบรีุ 40. Nan1.2.3 ดิน ดอยภคูา จ.นา่น 

10. Cbi2.2.3 ก่ิงไม้ เขาเขยีว จ. ชลบรีุ 41. Nan1.2.4 ดิน ดอยภคูา จ.นา่น 
11. Cbi2.2.4 ก่ิงไม้ เขาเขยีว จ. ชลบรีุ 42. Nan1.2.5 ดิน ดอยภคูา จ.นา่น 
12. Cbi2.3.1 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 43. Nan1.2.6 ดิน ดอยภคูา จ.นา่น 
13. Cbi2.3.2 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 44. Nan1.2.7 ดิน ดอยภคูา จ.นา่น 
14. Cbi2.3.3 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 45. Nan1.2.8 ดิน ดอยภคูา จ.นา่น 
15. Cbi2.3.4 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 46. Nan1.2.9 ดิน ดอยภคูา จ.นา่น 
16. Cbi2.3.5 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 47. Nan1.2.10 ดิน ดอยภคูา จ.นา่น 
17. Cbi2.3.6 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 48. Nan1.2.11 ดิน ดอยภคูา จ.นา่น 
18. Cbi2.3.7 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 49. Pbn1.1.3 ดิน หลม่สกั จ.เพชรบรูณ์ 
19. Cbi2.3.8 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 50. Pbn1.1.4 ดิน หลม่สกั จ.เพชรบรูณ์ 
20. Cbi2.3.9 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 51. Pbn1.1.5 ดิน หลม่สกั จ.เพชรบรูณ์ 
21. Cbi3.1.1 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 52. Pbn1.1.6 ดิน หลม่สกั จ.เพชรบรูณ์ 
22. Cbi3.1.2 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 53. Pbn1.1.7 ดิน หลม่สกั จ.เพชรบรูณ์ 
23. Cbi3.2.1 ก่ิงไม้ เขาเขยีว จ. ชลบรีุ 54. Plk1.1.2 ดิน วงัทอง จ.พิษณโุลก 
24. Cbi3.2.2 ก่ิงไม้ เขาเขยีว จ. ชลบรีุ 55. Plk1.1.3 ดิน วงัทอง จ.พิษณโุลก 
25. Cbi3.3.1 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 56. Plk1.1.4 ดิน วงัทอง จ.พิษณโุลก 
26. Cbi3.3.2 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 57. Plk1.1.5 ดิน วงัทอง จ.พิษณโุลก 
27. Cbi3.3.3 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 58. Plk1.1.6 ดิน วงัทอง จ.พิษณโุลก 
28. Cbi3.3.4 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 59. Plk1.1.7 ดิน วงัทอง จ.พิษณโุลก 
29. Cbi3.3.5 เห็ดหิง้ เขาเขียว จ. ชลบรีุ 60. Plk1.1.8 ดิน วงัทอง จ.พิษณโุลก 
30. Cmi2.1.1 ดิน บ้านโป่ง จ.เชียงใหม ่ 61. Plk1.1.9 ดิน วงัทอง จ.พิษณโุลก 
31. Cmi2.1.2 ดิน บ้านโป่ง จ.เชียงใหม ่ 62. Plk1.1.10 ดิน วงัทอง จ.พิษณโุลก 
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ตารางท่ี 3 (ตอ่) ไอโซเลตของรา Trichoderma ทัง้หมดท่ีคดัแยกได้ 
 

 ไอโซเลต ตัวอย่างและแหล่งที่มา  ไอโซเลต ตัวอย่างและแหล่งที่มา 
63. Plk1.1.12 ดิน วงัทอง จ.พิษณโุลก 80. Ryg1.1.2 ดิน จ.ระยอง 
64. Ptn1.1.1 ดิน จ.ปัตตาน ี 81. Ryg1.1.3 ดิน จ.ระยอง 
65. Ptn1.1.2 ดิน จ.ปัตตาน ี 82. Ryg1.1.4 ดิน จ.ระยอง 
66. Ptn1.1.3 ดิน จ.ปัตตาน ี 83. Ryg1.1.5 ดิน จ.ระยอง 
67. Ptn1.1.4 ดิน จ.ปัตตาน ี 84. Ryg1.1.6 ดิน จ.ระยอง 
68. Ptn1.1.5 ดิน จ.ปัตตาน ี 85. Ubn1.1.1 ดิน เมือง จ.อบุลราชธาน ี
69. Ptn1.1.6 ดิน จ.ปัตตาน ี 86. Ubn1.1.2 ดิน เมือง จ.อบุลราชธาน ี
70. Ptn1.2.1 ดิน จ.ปัตตาน ี 87. Ubn1.1.3 ดิน เมือง จ.อบุลราชธาน ี
71. Ptn1.2.2 ดิน จ.ปัตตาน ี 88. Ubn1.1.4 ดิน เมือง จ.อบุลราชธาน ี
72. Ptn1.2.3 ดิน จ.ปัตตาน ี 89. Ubn1.1.5 ดิน เมือง จ.อบุลราชธาน ี
73. Ptn1.2.4 ดิน จ.ปัตตาน ี 90. Ubn1.1.6 ดิน เมือง จ.อบุลราชธาน ี
74. Ptn1.2.5 ดิน จ.ปัตตาน ี 91. Ubn1.1.7 ดิน เมือง จ.อบุลราชธาน ี
75. Ptn1.2.6 ดิน จ.ปัตตาน ี 92. Ubn1.1.8 ดิน เมือง จ.อบุลราชธาน ี
76. Ret1.1.1 เห็ดหิง้ จ. ร้อยเอ็ด 93. Ubn1.1.9 ดิน เมือง จ.อบุลราชธาน ี
77. Ret1.1.2 เห็ดหิง้ จ. ร้อยเอ็ด 94. Ubn1.1.10 ดิน เมือง จ.อบุลราชธาน ี
78. Ret1.1.3 เห็ดหิง้ จ. ร้อยเอ็ด 95. Ubn1.1.11 ดิน เมือง จ.อบุลราชธาน ี
79. Ryg1.1.1 ดิน จ.ระยอง 96. Ubn1.1.12 ดิน เมือง จ.อบุลราชธาน ี

2. การตรวจสอบ dsRNA 

จากการตรวจสอบ dsRNA ในทกุไอโซเลตของรา Trichoderma ท่ีคดัแยกได้ พบแถบ 
dsRNA ใน 7 ไอโซเลต จาก 5 จงัหวดั ได้แก่ ไอโซเลต Cbi3.1.1 Cbi3.2.2 Cbi3.3.1 Cpn1.1.1 
Pbn1.1.5 Plk1.1.9 และ Ubn1.1.3 จากนัน้น าตวัอย่างท่ีได้มาทดสอบการย่อยด้วย nuclease 
พบวา่แถบ dsRNA ท่ีพบจากตวัอยา่งทัง้ 7 ไอโซเลต ไม่ถกูย่อยโดย DNase I และ S1 nuclease 
ในขณะท่ี RNase A สามารถยอ่ยแถบ dsRNA ได้ใน 0.1x SSC buffer แตย่อ่ยไมไ่ด้หรือยอ่ยได้
น้อยใน 2x SSC buffer ซึง่เป็นการยืนยนัวา่แถบท่ีตรวจพบทัง้หมดเป็น dsRNA (ภาพท่ี 2) 
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  1. Trichoderma ไอโซเลต Cbi3.1.1     2. Trichoderma ไอโซเลต Cbi3.2.2 
  C     D     R    S     M    C     D     R     S                         C    D     R    S     M     C    D     R     S       

   
        0.1x SSC                 2x SSC                                     0.1x SSC                 2x SSC 
 

  3. Trichoderma ไอโซเลต Cbi3.3.1     4. Trichoderma ไอโซเลต Cpn1.1.1 
  C     D     R    S     M    C     D     R     S                         C    D     R    S     M     C    D     R     S       

   
         0.1x SSC                 2x SSC                                     0.1x SSC                 2x SSC 

 
ภาพท่ี 2 ผลการย่อย dsRNA ด้วย nuclease ใน 0.1x SSC buffer และ 2x SSC buffer เลน  M: 
DNA marker เลน C: ตวัอยา่งท่ีไมผ่า่นการยอ่ย เลน D: ตวัอยา่งท่ียอ่ยด้วย DNase I เลน R: 
ตวัอยา่งท่ีย่อยด้วย RNase A และเลน S: ตวัอย่างท่ียอ่ยด้วย S1 nuclease ของ (1) 
Trichoderma ไอโซเลต Cbi3.1.1 (2) Trichoderma ไอโซเลต Cbi3.2.2 (3) Trichoderma ไอโซ
เลต Cbi3.3.1 และ (4) Trichoderma ไอโซเลต Cpn1.1.1 โดย dsRNA ถกูแยกบน 8% SDS-
PAGE ใน 1x Tris-glycine buffer ใช้กระแสไฟฟ้า 100 volt เป็นเวลา 3.30 ชัว่โมง 
 
 
 

dsRNA1 
dsRNA2 dsRNA3 

dsRNA2 dsRNA1 
dsRNA3 dsRNA4 

 dsRNA5 

dsRNA7 

dsRNA1 

dsRNA2 dsRNA3-4 dsRNA5-6 dsRNA7-8 dsRNA9 
dsRNA10 

dsRNA6 

dsRNA1 

dsRNA2 
dsRNA3 dsRNA4 dsRNA5-6 
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  5. Trichoderma ไอโซเลต Pbn1.1.5      6. Trichoderma ไอโซเลต Plk1.1.9 
   C     D     R    S     M    C     D     R     S                         C    D     R    S     M     C    D     R     S       

   
         0.1x SSC                 2x SSC                                    0.1x SSC                 2x SSC 
 

7. Trichoderma ไอโซเลต Ubn1.1.3 
C     D    R     S     M    C    D     R     S                                  

 
0.1x SSC                 2x SSC 

 
ภาพท่ี 2 (ตอ่) ผลการย่อย dsRNA ด้วย nuclease ใน 0.1x SSC buffer และ 2x SSC buffer เลน  
M: DNA marker เลน C: ตวัอยา่งท่ีไมผ่า่นการย่อย เลน D: ตวัอยา่งท่ีย่อยด้วย DNase I เลน R: 
ตวัอยา่งท่ีย่อยด้วย RNase A และเลน S: ตวัอย่างท่ียอ่ยด้วย S1 nuclease ของ (5) 
Trichoderma ไอโซเลต Pbn1.1.5 (6) Trichoderma ไอโซเลต Plk1.1.9 และ (7) Trichoderma ไอ
โซเลต Ubn1.1.3 โดย dsRNA ถกูแยกบน 8% SDS-PAGE ใน 1x Tris-glycine buffer ใช้
กระแสไฟฟ้า 100 volt เป็นเวลา 3.30 ชัว่โมง 
 
 
 

dsRNA1 

dsRNA1 
dsRNA2-5 

dsRNA1 
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เม่ือตรวจสอบจ านวนแถบ dsRNA ทัง้หมดด้วยการแยกบน  8% SDS-PAGE (ภาพท่ี 3; 
ตารางท่ี 4) พบจ านวนของ dsRNA ตัง้แต ่1 – 10 แถบ ขณะท่ีการตรวจสอบขนาดโดยประมาณ
ของแถบ dsRNA ท่ีพบด้วยการแยกตวัอยา่ง dsRNA บน 1.6% agarose gel (ภาพท่ี 4; ตารางท่ี 
4) พบจ านวนแถบของ dsRNA ตัง้แต ่1 – 4 แถบ โดยมีขนาดโดยประมาณตัง้แต ่1.24 kb จนถึง 
22.9 kb  

 

  

ภาพท่ี 3 แถบ dsRNA เม่ือแยกบน 8% SDS-PAGE ท่ี 100 V เป็นเวลา 3.30 ชัว่โมง เลน M :  
DNA marker เลนท่ี 1-7: dsRNA จากไอโซเลต (1) Cbi3.1.1 (2) Cbi3.2.2 (3) Cbi3.3.1 (4) 
Cpn1.1.1 (5) Pbn1.1.5 (6) Plk1.1.9 และ (7) Ubn1.1.3 

 

 

ภาพท่ี  4 แถบ dsRNA เม่ือแยกบน 1.6% agarose ท่ี 100 V เป็นเวลา 60 นาที เลน M :  DNA 
marker เลนท่ี 1-7: dsRNA จากไอโซเลต (1) Cbi3.1.1 (2) Cbi3.2.2 (3) Cbi3.3.1 (4) Cpn1.1.1 
(5) Pbn1.1.5 (6) Plk1.1.9 และ (7) Ubn1.1.3 
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ตารางท่ี 4 จ านวนและขนาดโดยประมาณของ dsRNA ท่ีพบในรา Trichoderma แตล่ะไอโซเลต 

 ไอโซเลต ตัวอย่างและ 
แหล่งที่คัดแยก 

จ านวนแถบ 
dsRNA บน 8 % 
SDS-PAGE 

จ านวนแถบและขนาด
โดยประมาณ (kb) ของ dsRNA 
บน 1.6% Agarose gel 

1 Cbi3.1.1 เห็ดหิง้ จ.ชลบรีุ 10 4 (2.15, 2.10, 1.98, 1.94 ) 
2 Cbi3.2.2 ก่ิงไม้ จ.ชลบรีุ 6 3 (21.96, 1.70, 1.25) 
3 Cbi3.3.1 เห็ดหิง้ จ.ชลบรีุ 3 2 (2.19, 2.04) 
4 Cpn1.1.1 ดิน จ.ชมุพร 7 4 (3.25, 2.75, 2.40, 2.05) 
5 Pbn1.1.5 ดิน จ.เพชรบรูณ์ 1 1 (15.25) 
6 Plk1.1.9 ดิน จ.พิษณโุลก 5 2 (1.50, 1.42) 
7 Ubn1.1.3 ดิน จ.อบุลราชธานี 1 1 (15.25) 

 

จากนัน้น ารา Trichoderma ท่ีพบ dsRNA ทัง้ 7 ไอโซเลต มาตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์
บริเวณ ITS และน ามาเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม 
Nucleotide BLAST (blastn; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?PAGE=Nucleo 
tides) และใช้โปรแกรม TrichOKEY 2.0 (http://www.isth.info/tools/molkey/index.php) ในการ
จ าแนกชนิดจากข้อมลูของ oligonucleotide DNA barcode 

1. ไอโซเลต Cbi3.1.1 ได้ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีต าแหนง่ ITS1 ITS2 และ 5.8s ribosomal 
DNA (rDNA) gene ความยาว 603 เบส จากปลายท่ีใช้ไพรเมอร์ ITS4 (ภาพท่ี 5) ผลการ
เปรียบเทียบด้วยโปรแกรม blastn และ Clustalw2 (ตารางท่ี 5) พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้
คล้ายคลงึมากท่ีสดุกบัล าดบัของ Trichoderma koningiopsis strain DAOM 229982 
(EU280141) ท่ี 600 ล าดบั (97.2 %) (ภาพท่ี 6) ผลการวิเคราะห์บริเวณ ITS1 และ ITS2 ด้วย
โปรแกรม TrichOKEY v2.0 พบบริเวณจ าเพาะกบัสกลุจ านวน 5 บริเวณ จ าแนกเป็นรา 
Trichoderma koningiopsis หรือ Trichoderma ovalisporum (Section Trichoderma; XII Rufa 
Clade; Trichoderma koningii morphological species) 
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GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACC

CAATGTGAACCATACCAAACTTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCC

CGCCGGAGGGACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCA

AAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAA

TGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCC

TGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGGAACCCCTAAGACGGGATC

CCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGC

GGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATGGATACCCA 

ภาพท่ี 5 ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของ Trichoderma ไอโซเลต Cbi3.1.1 
 

ตารางท่ี 5 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ บริเวณ ITS ของไอโซเลต Cbi3.1.1 โดยการท า 
Pairwise alignment ด้วยโปรแกรม Clustalw2  

 Description GenBank 
Accession # 

Length 
(bp) 

Nucleotide 
Identity (%) 

 Trichoderma isolate Cbi3.1.1  603  
1 Trichoderma koningiopsis strain DAOM 229982 EU280141 617 600/617 (97.2%) 
2 Trichoderma koningiopsis strain DAOM 233971 EU280131 622 599/622 (96.3%) 
3 Trichoderma koningiopsis strain CIB T01 EU280108 629 599/629 (95.2%) 
4 Trichoderma ovalisporum strain DAOM 229859 EU280118 629 599/629 (95.2%) 
5 Trichoderma koningiopsis strain DMC 786b EU718082 636 599/636 (94.2%) 
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isolateCbi3.1.1      -GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAG 59 

EU280141.1           TGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAG 60 

                      *********************************************************** 

 

isolateCbi3.1.1      TTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACTTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGC 119 

EU280141.1           TTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACT-GTTGCCTCGGCGGGGTCACGC 119 

                     ************************************** ********************* 

 

isolateCbi3.1.1      CCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAAACTCTTTC 179 

EU280141.1           CCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAAACTCTTTC 179 

                     ************************************************************ 

 

isolateCbi3.1.1      TGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAA 239 

EU280141.1           TGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAA 239 

                     ************************************************************ 

 

isolateCbi3.1.1      AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA 299 

EU280141.1           AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA 299 

                     ************************************************************ 

 

isolateCbi3.1.1      AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGC 359 

EU280141.1           AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGC 359 

                     ************************************************************ 

 

isolateCbi3.1.1      CAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGG 419 

EU280141.1           CAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGG 419 

                     ************************************************************ 

 

isolateCbi3.1.1      GTCGGCGTTGGGGATCGGGAACCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGG 479 

EU280141.1           GTCGGCGTTGGGGATCGGGAACCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGG 479 

                     ************************************************************ 

 

isolateCbi3.1.1      TCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGT 539 

EU280141.1           TCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGT 539 

                     ************************************************************ 

 

isolateCbi3.1.1      CCACGTCCGTAAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT----- 594 

EU280141.1           CCACGTCCGTAAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCG 599 

                     *******************************************************      

 

isolateCbi3.1.1      --GGA--TACCCA----- 603 

EU280141.1           CTGGACTTAAGCATATCA 617 

                       ***  **  **      

ภาพท่ี 6 Pairwise alignment ระหวา่งล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของไอโซเลต Cbi3.1.1 กบั 
Trichoderma koningiopsis strain DAOM 229982 (EU280141) 
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2. ไอโซเลต Cbi3.2.2 ได้ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีต าแหนง่ ITS1 ITS2 และ 5.8s rDNA gene 
ขนาด 617 เบส จากการใช้ไพรเมอร์ ITS5 และ ITS4 (ภาพท่ี 7) ผลการเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม 
blastn และ Clustalw2 (ตารางท่ี 6) พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้คล้ายคลงึมากท่ีสดุกบัล าดบั
ของ Hypocrea lixii strain DAOM 229907 (HQ607942) ท่ี 616 ล าดบั (95.9 %) (ภาพท่ี 8) ผล
การวิเคราะห์บริเวณ ITS1 และ ITS2 ด้วยโปรแกรม TrichOKEY v2.0 พบบริเวณจ าเพาะกบัสกลุ
จ านวน 5 บริเวณ จ าแนกเป็นรา Hypocrea lixii (Trichoderma harzianum) (I Lixii-Catoptron 
Clade) 

 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACC

CAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCC

CGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTTTTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTC

TCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG

AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT

TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCT

CCCTTAGCGGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTC

GCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATA

CCAAGGTTC 

ภาพท่ี 7 ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของ Trichoderma ไอโซเลต Cbi3.2.2 

ตารางท่ี 6 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ บริเวณ ITS ของไอโซเลต Cbi3.2.2 โดยการท า 
Pairwise alignment ด้วยโปรแกรม Clustalw2 กบัล าดบัท่ีได้จากโปรแกรม blastn 

 Description GenBank 
Accession # 

Length 
(bp) 

Nucleotide 
Identity (%) 

 Trichoderma isolate Cbi3.2.2  617  
1 Hypocrea lixii strain DAOM 229907 HQ607942 642 616/642 (95.9 %) 
2 Hypocrea lixii strain DAOM 230766 EU280141 642 616/642 (95.9 %) 
3 Hypocrea lixii strain CIB T44 EU718082 643 616/643 (95.8 %) 
4 Hypocrea lixii strain DAOM 234005 EU280131 644 616/642 (95.6 %) 
5 Hypocrea lixii strain JB PER62 EU280108 644 616/642 (95.6 %) 
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IsolateCbi3.2.2      GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGT 60 

HQ607942.1           GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGT 60 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCbi3.2.2      TTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCC 120 

HQ607942.1           TTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCAC-GCC 119 

                     **************************  *********************** ** * *** 

 

IsolateCbi3.2.2      CCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGG-ACCAACCAAAACTCTTTT 179 

HQ607942.1           CCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAAA-CTCTTTC 178 

                     ********************** * **************** ********** ******  

 

IsolateCbi3.2.2      TGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTT 239 

HQ607942.1           TGTA-GTCCCCTCGCGGACGTTAT------------TTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATT 225 

                     ****   **********   ** *            ****    **     * *    ** 

 

IsolateCbi3.2.2      TCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG 299 

HQ607942.1           C--AAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG 283 

                        ********************************************************* 

 

IsolateCbi3.2.2      CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC 359 

HQ607942.1           CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC 343 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCbi3.2.2      GCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTC 419 

HQ607942.1           GCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTC 403 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCbi3.2.2      GAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAG-CGGGTGGCCGTCTCC 478 

HQ607942.1           GAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGGAACCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCC 463 

                     *********************************    **** ** ****   *** * ** 

 

IsolateCbi3.2.2      GAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACA-CTCGCATC 537 

HQ607942.1           GAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACC 523 

                     *************************************************** ****** * 

 

IsolateCbi3.2.2      GGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATC 597 

HQ607942.1           GGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATC 583 

                     *******************  **** ********************************** 

 

IsolateCbi3.2.2      AGGTAGGAATACC----------AAG-GT-TC------------ 617 

HQ607942.1           AGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG 627 

                     *************          ***  * **                  

ภาพท่ี 8 Pairwise alignment ระหวา่งล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของไอโซเลต Cbi3.2.2 กบั 
Hypocrea lixii strain DAOM 229907 (HQ607942) 
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3. ไอโซเลต Cbi3.3.1 ได้ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีต าแหนง่ ITS1 ITS2 และ 5.8s rDNA gene 
ขนาด 628 เบส จากการใช้ไพรเมอร์ ITS5 และ ITS4 (ภาพท่ี 9) ผลการเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม 
blastn และ Clustalw2 (ตารางท่ี 7) พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้คล้ายคลงึมากท่ีสดุกบัล าดบั
ของ Hypocrea jecorina strain DAOM 220784 (EU280101) ท่ี 626 ล าดบั (99.3 %) (ภาพท่ี 
10) ผลการวิเคราะห์บริเวณ ITS1 และ ITS2 ด้วยโปรแกรม TrichOKEY v2.0 พบบริเวณจ าเพาะ
กบัสกลุจ านวน 5 บริเวณ จ าแนกเป็นรา Hypocrea jecorina (Trichoderma reesei)  

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACC

CCAATGTGAACGTTACCAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCGGATCCCATGG

CGCCCGCCGGAGGACCAACTCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTTCCGTCGCGGCTCTGTTTTACCTTTGCT

CTGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTG

GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC

GCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGG

TCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCGGGCCGCCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCA

GTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGGCCACAGCCGTAAAACACCCCAAACTCTGAAATGTTGACCTC

GGATCAGGTAGGAATCCAGT  

ภาพท่ี 9 ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของ Trichoderma ไอโซเลต Cbi3.3.1 

ตารางท่ี 7 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ บริเวณ ITS ของไอโซเลต Cbi3.3.1 โดยการท า 
Pairwise alignment ด้วยโปรแกรม Clustalw2 กบัล าดบัท่ีได้จากโปรแกรม blastn 

 Description GenBank 
Accession # 

Length 
(bp) 

Nucleotide 
Identity (%) 

 Trichoderma isolate Cbi3.3.1  628  
1 Hypocrea jecorina strain DAOM 220784 EU280101 630 626/630 (99.3%) 
2 Hypocrea jecorina strain GJS 97-178 AJ004964 648 620/648 (95.7%) 
3 Hypocrea jecorina strain GJS 97-177 AJ004963 648 620/648 (95.7%) 
4 Hypocrea jecorina strain GJS 97-38 AJ004962 648 620/648 (95.7%) 
5 Trichoderma reesei strain ATCC 56765 (RutC30) X93938 648 620/648 (95.7%) 
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IsolateCbi3.3.1      -GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAG 59 

EU280101.1           TGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAG 60 

                      *********************************************************** 

 

IsolateCbi3.3.1      TTTACAACTCCCAAACCCCAATGTGAACGTTACCAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCT 119 

EU280101.1           TTTACAACTCCCAAACCCCAATGTGAACGTTACCAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCT 120 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCbi3.3.1      GCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCGGATCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACTCAAACTC 179 

EU280101.1           GCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCGGATCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACTCAAACTC 180 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCbi3.3.1      TTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTTCCGTCGCGGCTCTGTTTTACCTTTGCTCTGAGCCTTTC 239 

EU280101.1           TTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTTCCGTCGCGGCTCTGTTTTACCTTTGCTCTGAGCCTTTC 240 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCbi3.3.1      TCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG 299 

EU280101.1           TCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG 300 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCbi3.3.1      TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG 359 

EU280101.1           TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG 360 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCbi3.3.1      TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGT 419 

EU280101.1           TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGT 420 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCbi3.3.1      CCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTC 479 

EU280101.1           CCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTC 480 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCbi3.3.1      ACCGGGCCGCCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTT 539 

EU280101.1           ACCGGGCCGCCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTT 540 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCbi3.3.1      GCACACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGGCCACAGCCGTAAAACACCCCAAACTCTGAAAT 599 

EU280101.1           GCACACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGGCCACAGCCGTAAAACACCCCAAACTCTGAAAT 600 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCbi3.3.1      GTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT-CCAGT 628 

EU280101.1           GTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGC 630 

                     ************************ ** *                   

ภาพท่ี 10 Pairwise alignment ระหวา่งล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของไอโซเลต Cbi3.3.1 กบั 
Hypocrea jecorina strain DAOM 220784 (EU280101) 
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4. ไอโซเลต Cpn1.1.1 ได้ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีต าแหนง่ ITS1 ITS2 และ 5.8s rDNA gene 
ขนาด 629 เบส จากการใช้ไพรเมอร์ ITS5 และ ITS4 (ภาพท่ี 11) ผลการเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม 
blastn และ Clustalw2 (ตารางท่ี 8) พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้คล้ายคลงึมากท่ีสดุกบัล าดบั
ของ Trichoderma erinaceum strain CIB T72 (EU280106) 98.9 % identity) (ภาพท่ี 12) ผล
การวิเคราะห์บริเวณ ITS1 และ ITS2 ด้วยโปรแกรม TrichOKEY v2.0 พบบริเวณจ าเพาะกบัสกลุ
จ านวน 5 บริเวณ จ าแนกเป็นรา Trichoderma erinaceum (Section Trichoderma) 
 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGAAGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTAGCGAGTTTACAAGTCCCAAACC

CAATGTGAAGAATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCC

GCCGGAGGGACCAACCAAACTCTTTACTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCA

AAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAA

TGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCC

TGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGGAACCCCTCAGACGGGATC

CCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGC

GGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTA

AGCATATCAATAAGCGGAGGA 

ภาพท่ี 11 ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของ Trichoderma ไอโซเลต Cpn1.1.1 

ตารางท่ี 8 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ บริเวณ ITS ของไอโซเลต Cpn1.1.1 โดยการท า 
Pairwise alignment ด้วยโปรแกรม Clustalw2  

 Description GenBank 
Accession # 

Length 
(bp) 

Nucleotide 
Identity (%) 

 Trichoderma isolate Cpn1.1.1  629  
1 Trichoderma erinaceum strain CIB T72 EU280106 630 623/630 (98.9%) 
2 Trichoderma erinaceum strain DAOM 237546 EU280134 629 622/629 (98.9%) 
3 Trichoderma koningiopsis strain CIB T01 EU280108 629 621/629 (98.7%) 
4 Trichoderma ovalisporum strain DAOM 229859 EU280118 629 621/629 (98.7%) 
5 Trichoderma gamsii strain DAOM 231637 EU280129 630 621/630 (98.6%) 
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IsolateCpn1.1.1      -GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGAAGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTAGCGAG 59 

EU280106.1           TGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAG 60 

                      ****************************  ************************ **** 

 

IsolateCpn1.1.1      TTTACAAGTCCCAAACCCAATGTGAAGAATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCC 119 

EU280106.1           TTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCC 120 

                     ******* ******************  ******************************** 

 

IsolateCpn1.1.1      CCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAAACTCTTTAC 179 

EU280106.1           CCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAAACTCTTTAC 180 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCpn1.1.1      TGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAA 239 

EU280106.1           TGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAA 240 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCpn1.1.1      AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA 299 

EU280106.1           AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA 300 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCpn1.1.1      AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGC 359 

EU280106.1           AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGC 360 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCpn1.1.1      CAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGG 419 

EU280106.1           CAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGG 420 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCpn1.1.1      GTCGGCGTTGGGGATCGGGAACCCCTCAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGG 479 

EU280106.1           GTCGGCGTTGGGGATCGGGAACCCCTCAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGG 480 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCpn1.1.1      TCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGT 539 

EU280106.1           TCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGT 540 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCpn1.1.1      CCACGTCCGTAAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCG 599 

EU280106.1           CCACGTCCGTAAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCG 600 

                     ************************************************************ 

 

IsolateCpn1.1.1      CTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 629 

EU280106.1           CTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 630 

                     ******************************                   

ภาพท่ี 12 Pairwise alignment ระหวา่งล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของไอโซเลต Cpn1.1.1 
กบั Trichoderma erinaceum strain CIB T72 (EU280106) 

5. ไอโซเลต Pbn1.1.5 ข้อมลูการตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ไมส่มบรูณ์ จงึไมส่ามารถ
จ าแนกได้ 
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6. ไอโซเลต Plk1.1.9 ได้ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีต าแหนง่ ITS1 ITS2 และ 5.8s rDNA gene 
ขนาด 637 เบส จากการใช้ไพรเมอร์ ITS5 และ ITS4 (ภาพท่ี 13) ผลการเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม 
blastn และ Clustalw2 (ตารางท่ี 9) พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้คล้ายคลงึมากท่ีสดุกบัล าดบั
ของ Hypocrea virens strain CIB T06 (EU280076) ท่ี 637 ล าดบั (99.7 %) (ภาพท่ี 14) ผลการ
วิเคราะห์บริเวณ ITS1 และ ITS2 ด้วยโปรแกรม TrichOKEY v2.0 พบบริเวณจ าเพาะกบัสกลุ
จ านวน 5 บริเวณ จ าแนกเป็นรา Hypocrea virens (Trichoderma virens)  

 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACC

CAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCC

CGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTACTATCTGAGCCATCTCGGCGCCCC

TCGTGGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG

AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT

TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCT

TTACGGGGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCG

GGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCG

CTGAACTTAGCATATCAATAAGCGGAGGA 

ภาพท่ี 13 ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของ Trichoderma ไอโซเลต Plk1.1.9 

ตารางท่ี 9 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ บริเวณ ITS ของไอโซเลต Plk1.1.9 โดยการท า 
Pairwise alignment ด้วยโปรแกรม Clustalw2  

 Description GenBank 
Accession # 

Length 
(bp) 

Nucleotide 
Identity (%) 

 Trichoderma isolate Plk1.1.9  637  
1 Hypocrea virens strain CIB T06 EU280076 639 637/639 (99.7%) 
2 Hypocrea virens strain DAOM 167651 EU280073 639 637/639 (99.7%) 
3 Hypocrea virens strain DAOM 233974 EU280090 638 636/638 (99.7%) 
4 Hypocrea crassa strain DAOM 164916 EU280067 639 636/639 (99.5%) 
5 Hypocrea virens strain GL-13 GU046491 654 636/654 (97.2%) 
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IsolatePlk1.1.9      -GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAG 59 

EU280076.1           TGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAG 60 

                      *********************************************************** 

 

IsolatePlk1.1.9      TTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGC 119 

EU280076.1           TTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGC 120 

                     ************************************************************ 

 

IsolatePlk1.1.9      CCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTAT 179 

EU280076.1           CCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTAT 180 

                     ************************************************************ 

 

IsolatePlk1.1.9      TGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTACTATCTGAGCCATCTCGGCGCCCCTCGTGGGCGTT 239 

EU280076.1           TGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTACTATCTGAGCCATCTCGGCGCCCCTCGTGGGCGTT 240 

                     ************************************************************ 

 

IsolatePlk1.1.9      TCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG 299 

EU280076.1           TCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG 300 

                     ************************************************************ 

 

IsolatePlk1.1.9      CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC 359 

EU280076.1           CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC 360 

                     ************************************************************ 

 

IsolatePlk1.1.9      GCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTC 419 

EU280076.1           GCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTC 420 

                     ************************************************************ 

 

IsolatePlk1.1.9      GAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTTTACGGGGCCGGCCCCGAAATAC 479 

EU280076.1           GAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTTTACGGGGCCGGCCCCGAAATAC 480 

                     ************************************************************ 

 

IsolatePlk1.1.9      AGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGC 539 

EU280076.1           AGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGC 540 

                     ************************************************************ 

 

IsolatePlk1.1.9      GGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAG 599 

EU280076.1           GGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAG 600 

                     ************************************************************ 

 

IsolatePlk1.1.9      GAATACCCGCTGAACTTA-GCATATCAATAAGCGGAGGA 637 

EU280076.1           GAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 639 

                     ****************** ********************                   

ภาพท่ี 14 Pairwise alignment ระหวา่งล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของไอโซเลต Plk1.1.9 กบั 
Hypocrea virens strain CIB T06 (EU280076) 
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7. ไอโซเลต Ubn1.1.3 ได้ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีต าแหนง่ ITS1 ITS2 และ 5.8s rDNA gene 
ขนาด 640 เบส จากการใช้ไพรเมอร์ ITS5 และ ITS4 (ภาพท่ี 15) ผลการเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม 
blastn และ Clustalw2 (ตารางท่ี 10) พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้คล้ายคลงึมากท่ีสดุกบัล าดบั
ของ Hypocrea lixii strain DAOM 233353 (EF392759) ท่ี 635 ล าดบั (98.3 %) (ภาพท่ี 16) ผล
การวิเคราะห์บริเวณ ITS1 และ ITS2 ด้วยโปรแกรม TrichOKEY v2.0 พบบริเวณจ าเพาะกบัสกลุ
จ านวน 5 บริเวณ จ าแนกเป็นรา unidentified species ใน I Lixii-Catoptron Clade  
 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACC

CAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGC

CCGCCGGAGGACCAACCTAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCG

CCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC

AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA

GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGG

CCCTCCCTCTGCGGGGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACA

CTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTACGGAAATGTGACCTCGGATCAGGTAGGAA

TACCCAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 

ภาพท่ี 15 ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของ Trichoderma ไอโซเลต Ubn1.1.3 

ตารางท่ี 10 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ บริเวณ ITS ของไอโซเลต Ubn1.1.3  โดยการ
ท า Pairwise alignment ด้วยโปรแกรม Clustalw2  

 Description GenBank 
Accession # 

Length 
(bp) 

Nucleotide 
Identity (%) 

 Trichoderma isolate Ubn1.1.3  640  
1 Hypocrea lixii strain DAOM 233353 EF392759 646 635/646 (98.3%) 
2 Hypocrea lixii strain DAOM 231408 AY605730 646 635/646 (98.3%) 
3 Hypocrea lixii strain DAOM 233963 EU280092 646 635/646 (98.3%) 
4 Hypocrea lixii strain JB PER42 EF191307 646 635/646 (98.3%) 
5 Hypocrea lixii strain DAOM 231646 AY605723 647 635/647 (98.1%) 

 

 

 

 

 



 
 

42 

IsolateUbn1.1.3      -GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAG 59 

EF392759.1           TGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAG 60 

                      *********************************************************** 

 

IsolateUbn1.1.3      TTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTTCTG 119 

EF392759.1           TTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCT-CTG 119 

                     ******************************************************** *** 

 

IsolateUbn1.1.3      CCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCTAAAACTCTT 179 

EF392759.1           CCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCTAAAACTCTT 179 

                     ************************************************************ 

 

IsolateUbn1.1.3      ATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGG 239 

EF392759.1           ATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGG 239 

                     ************************************************************ 

 

IsolateUbn1.1.3      CGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG 299 

EF392759.1           CGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG 299 

                     ************************************************************ 

 

IsolateUbn1.1.3      AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT 359 

EF392759.1           AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT 359 

                     ************************************************************ 

 

IsolateUbn1.1.3      GAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAAC 419 

EF392759.1           GAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAAC 419 

                     ************************************************************ 

 

IsolateUbn1.1.3      CCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTCCCTCTGCGGG-GGCCGTC 478 

EF392759.1           CCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGTGGCCGTC 479 

                     *********************************************  ***** ******* 

 

IsolateUbn1.1.3      TCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCA 538 

EF392759.1           TCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCA 539 

                     ************************************************************ 

 

IsolateUbn1.1.3      TCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTACGGAAATGT-GACCTCGGA 597 

EF392759.1           TCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGA 599 

                     **************************************** * ******* ********* 

 

IsolateUbn1.1.3      TCAGGTAGGAATACCC----AACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 640 

EF392759.1           TCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 646 

                     ****************    ***************************                   

ภาพท่ี 16 Pairwise alignment ระหวา่งล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของไอโซเลต Ubn1.1.3 
กบั Hypocrea lixii strain DAOM 233353 (EF392759) 
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เม่ือศกึษาการเติบโตของ Trichoderma ท่ีพบ dsRNA แตล่ะไอโซเลตบนอาหาร PDA 
และ SNA จ านวน 2 ซ า้ และตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของรา ท่ีเลีย้งบนอาหาร CMD 
(เน่ืองจากบางไอโซเลตไมส่ร้างสปอร์บนอาหาร PDA และ SNA) (ภาพท่ี 17)  ผลพบวา่ 

1. Trichoderma ไอโซเลต Cbi 3.1.1 สามารถเติบโต บนอาหาร PDA ได้ดีในชว่งอณุหภมูิ 
20 - 25 °C (37.5 - 45.5 mm) โดยเติบโตได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 20 °C  บนอาหาร SNA เตบิโตได้ดี
ในชว่งอณุหภมูิ 20 - 25 °C เชน่กนั (11 - 12 mm) บนอาหาร CMD พบการสร้างสปอร์สีเขียวถึง
เขียวเข้มหลงัวนัท่ี 7 มีการสร้างสารสีส้มในอาหารหลงัวนัท่ี 14 ลกัษณะ conidiophore อยูร่วม
เป็นกลุม่  ลกัษณะแตกแขนง มี philaide แยกจากกนัท่ีปลายเส้นใย conidia มีรูปร่างทรงรีหรือ
รูปทรงไข ่ผิวเรียบ หลงั 14 วนัไปแล้วพบ chlamydospore จ านวนมาก บริเวณกึ่งกลางหรือปลาย
เส้นใย รูปร่างกลม (ภาพท่ี 18) 

2. Trichoderma ไอโซเลต Cbi 3.2.2 สามารถเติบโต บนอาหาร PDA ได้ดีในชว่งอณุหภมูิ 
20 - 30 °C (39 - 67 mm) โดยเตบิโตได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 25 °C  บนอาหาร SNA เตบิโตได้ดี
ในชว่งอณุหภมูิ 20 - 30 °C (43 – 54.5 mm) เชน่กนั และเตบิโตได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 30 °C  บน
อาหาร CMD พบการสร้างสปอร์สีเขียวหรือขาวหลงัวนัท่ี 3 ลกัษณะ conidiophore แตกแขนง มี 
philaide แยกจากกนัท่ีปลายเส้นใย conidia มีรูปร่างกลม กลมรีหรือรูปไข ่ ผิวเรียบ อยู่รวมเป็น
กลุม่ หลงั 14 วนัพบ chlamydospore บริเวณกึ่งกลางหรือปลายเส้นใย รูปร่างทรงรี (ภาพท่ี 19) 

3. Trichoderma ไอโซเลต Cbi 3.3.1 สามารถเตบิโต บนอาหาร PDA ได้ดีท่ีสดุในชว่ง
อณุหภมูิ 20 - 35 °C (80 mm เตม็จานอาหาร) บนอาหาร SNA เตบิโตได้ดีในชว่งอณุหภมูิ 25 - 35 
°C (63 – 80 mm) โดยเติบโตได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 30 °C  บนอาหาร CMD พบการสร้างสารสี
เหลืองในอาหาร และมีการสร้างสปอร์สีเขียวหลงัวนัท่ี 3 ลกัษณะ conidiophore แตกแขนง มี 
philaide แยกจากกนัท่ีปลายเส้นใย conidia มีรูปร่างรี ผิวเรียบ อยู่รวมเป็นกลุม่ หลงั 14 วนัพบ 
chlamydospore บริเวณกึ่งกลางเส้นใย รูปร่างกลม พบการสร้างโครงสร้างคล้าย stromata หลงั 
7 วนั หรือเม่ือถกูกระตุ้นด้วยแผล ไม่พบสปอร์แบบอาศยัเพศภายใน (ภาพท่ี 20) 

4. Trichoderma ไอโซเลต Cpn 1.1.1 สามารถเตบิโต บนอาหาร PDA ได้ดีในชว่ง
อณุหภมูิ 20 - 30 °C (55 - 72 mm) โดยเตบิโตได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 25 °C  บนอาหาร SNA เตบิโต
ได้ดีในชว่งอณุหภมูิ 20 - 25 °C (22.5 – 35.5 mm) โดยเติบโตได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 25 °C บน
อาหาร CMD พบการสร้างสปอร์สีเขียวอ่อนหรือเหลืองหลงัวนัท่ี 14 หรือเม่ือถกูกระตุ้นด้วยแผล 
ลกัษณะ conidiophore แตกแขนง มี philaide แยกจากกนัท่ีปลายเส้นใย conidia มีรูปร่างทรงรี 
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ผิวเรียบ หลงั 14 วนัพบ chlamydospore บริเวณกึ่งกลางหรือปลายเส้นใย รูปร่างทรงกลม และ
พบ blastospore จ านวนมาก (ภาพท่ี 21) 

5. Trichoderma ไอโซเลต Pbn 1.1.5 สามารถเตบิโต บนอาหาร PDA ได้ดีในชว่ง
อณุหภมูิ 20 - 30 °C (50 - 64.5 mm) โดยเตบิโตได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 20 °C  บนอาหาร SNA 
เตบิโตได้ดีในชว่งอณุหภมูิ 15 - 30 °C (20.5 – 31.5 mm) โดยเติบโตได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 20 °C  
บนอาหาร CMD พบการสร้างสปอร์สีเขียวหลงัวนัท่ี 14 ลกัษณะ conidiophore แตกแขนง มี 
philaide แยกจากกนัท่ีปลายเส้นใย conidia มีรูปร่างกลมรีหรือรูปไข ่อยูร่วมเป็นกลุม่ หลงั 14 วนั
พบ chlamydospore บริเวณกึ่งกลางหรือปลายเส้นใย รูปร่างทรงรี ผิวเรียบ (ภาพท่ี 22) 

6. Trichoderma ไอโซเลต Plk 1.1.9 สามารถเตบิโต บนอาหาร PDA ได้ดีในชว่งอณุหภมู ิ
20 - 30 °C (52.5 – 66.5 mm) โดยเตบิโตได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 30 °C  บนอาหาร SNA เตบิโตได้ดี
ในชว่งอณุหภมูิ 20 - 30 °C (39 – 50.5 mm) โดยเตบิโตได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 25 °C  บนอาหาร 
CMD พบการสร้างสปอร์สีเขียวหลงัวนัท่ี 2 ลกัษณะ conidiophore มี philaide อยูร่วมกนั 
conidia มีรูปร่างทรงรี อยูร่วมเป็นกลุม่ หลงั 14 วนัพบ chlamydospore บริเวณกึ่งกลางเส้นใย 
รูปร่างทรงรี ผิวเรียบ (ภาพท่ี 23) 

7. Trichoderma ไอโซเลต Ubn 1.1.3 สามารถเตบิโต บนอาหาร PDA ได้ดีในชว่ง
อณุหภมูิ 25 - 30 °C (53.5 - 77.5 mm) โดยเตบิโตได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 25 °C  บนอาหาร SNA 
เตบิโตได้ดีในชว่งอณุหภมูิ 20 - 25 °C (15 – 28.5 mm) โดยเตบิโตได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภูมิ 25 °C  บน
อาหาร CMD พบการสร้างสปอร์สีเขียวหลงัวนัท่ี 3 ลกัษณะ conidiophore แตกแขนง มี philaide 
แยกจากกนั conidia สปอร์มีรูปร่างกลมหรือรูปไข ่ หลงั 14 วนัพบ chlamydospore จ านวนมาก 
บริเวณกึ่งกลางเส้นใย รูปร่างทรงกลม ผิวเรียบ (ภาพท่ี 24) 

 เม่ือเปรียบเทียบการเตบิโตของ Trichoderma ทัง้ 7 ไอโซเลต พบวา่ไอโซเลต Cbi3.3.1 มี
การเติบโตดีท่ีสดุ และเติบโตได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิตัง้แต ่20 ถึง 35 °C ขณะท่ี ไอโซเลต Cbi1.1.1 มี
การเติบโตน้อยท่ีสดุ และเติบโตได้ดีท่ีอณุหภมูิ 20 - 25 °C  
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ภาพท่ี 17 รัศมีของโคโลนี (mm) ของ Trichoderma ท่ีพบ dsRNA แตล่ะไอโซเลตท่ีอณุหภมูิ 15 
20 25 30 และ 35 °C เม่ือเลีย้งบนจานอาหาร PDA และ SNA ในท่ีมืดเป็นเวลา 3 วนั 
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ภาพท่ี 18 ลกัษณะโคโลนีของ Trichoderma ไอโซเลต Cbi 3.1.1 ท่ีเลีย้งบนจานอาหาร  PDA (A) 
และ SNA (B) ท่ีอณุหภมูิ 25 °C เป็นเวลา 7 วนั และลกัษณะโครงสร้างภายใต้กล้องจลุทรรศน์ของ 
conidiophores (C) จากโคโลนีอาย ุ7 วนั  chlamydospores (D) จากโคโลนีอาย ุ14 วนั  (ขนาด
ของบาร์ = 10 µm) และ conidia (E) (ขนาดของบาร์ = 5 µm) 
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ภาพท่ี 19 ลกัษณะโคโลนีของ Trichoderma ไอโซเลต Cbi 3.2.2 ท่ีเลีย้งบนจานอาหาร  PDA (A) 
และ SNA (B) ท่ีอณุหภมูิ 25 °C เป็นเวลา 7 วนั และลกัษณะโครงสร้างภายใต้กล้องจลุทรรศน์ของ 
conidiophores (C) จากโคโลนีอาย ุ7 วนั  chlamydospores (D) จากโคโลนีอาย ุ14 วนั  (ขนาด
ของบาร์ = 10 µm) และ conidia (E) (ขนาดของบาร์ = 5 µm) 
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ภาพท่ี 20 ลกัษณะโคโลนีของ Trichoderma ไอโซเลต Cbi 3.3.1 ท่ีเลีย้งบนจานอาหาร  PDA (A) 
และ SNA (B) ท่ีอณุหภมูิ 25 °C เป็นเวลา 7 วนั และลกัษณะโครงสร้างภายใต้กล้องจลุทรรศน์ของ 
conidiophores (C) จากโคโลนีอาย ุ7 วนั  chlamydospores (D) จากโคโลนีอาย ุ14 วนั  (ขนาด
ของบาร์ = 10 µm) และ conidia (E) (ขนาดของบาร์ = 5 µm) 
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ภาพท่ี 21 ลกัษณะโคโลนีของ Trichoderma ไอโซเลต Cpn1.1.1 ท่ีเลีย้งบนจานอาหาร  PDA (A) 
และ SNA (B) ท่ีอณุหภมูิ 25 °C เป็นเวลา 7 วนั และลกัษณะโครงสร้างภายใต้กล้องจลุทรรศน์ของ 
conidiophores (C) จากโคโลนีอาย ุ7 วนั  chlamydospores (D) จากโคโลนีอาย ุ14 วนั  (ขนาด
ของบาร์ = 10 µm) และ conidia (E) (ขนาดของบาร์ = 5 µm) 
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ภาพท่ี 22 ลกัษณะโคโลนีของ Trichoderma ไอโซเลต Pbn1.1.5 ท่ีเลีย้งบนจานอาหาร  PDA (A) 
และ SNA (B) ท่ีอณุหภมูิ 25 °C เป็นเวลา 7 วนั และลกัษณะโครงสร้างภายใต้กล้องจลุทรรศน์ของ 
conidiophores (C) จากโคโลนีอาย ุ7 วนั  chlamydospores (D) จากโคโลนีอาย ุ14 วนั  (ขนาด
ของบาร์ = 10 µm) และ conidia (E) (ขนาดของบาร์ = 5 µm) 
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ภาพท่ี 23 ลกัษณะโคโลนีของ Trichoderma ไอโซเลต Plk1.1.9 ท่ีเลีย้งบนจานอาหาร  PDA (A) 
และ SNA (B) ท่ีอณุหภมูิ 25 °C เป็นเวลา 7 วนั และลกัษณะโครงสร้างภายใต้กล้องจลุทรรศน์ของ 
conidiophores (C) จากโคโลนีอาย ุ7 วนั  chlamydospores (D) จากโคโลนีอาย ุ14 วนั  (ขนาด
ของบาร์ = 10 µm) และ conidia (E) (ขนาดของบาร์ = 5 µm) 
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ภาพท่ี 24 ลกัษณะโคโลนีของ Trichoderma ไอโซเลต Ubn1.1.3 ท่ีเลีย้งบนจานอาหาร  PDA (A) 
และ SNA (B) ท่ีอณุหภมูิ 25 °C เป็นเวลา 7 วนั และลกัษณะโครงสร้างภายใต้กล้องจลุทรรศน์ของ 
conidiophores (C) จากโคโลนีอาย ุ7 วนั  chlamydospores (D) จากโคโลนีอาย ุ14 วนั  (ขนาด
ของบาร์ = 10 µm) และ conidia (E) (ขนาดของบาร์ = 5 µm) 
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ตารางท่ี 11 ข้อมลูของไอโซเลตท่ีใช้ในการจ าแนกด้วย Interactive key 

 Isolate 
Conidia 

Conidiophore Chlamydospores 

Culture, radius (mm) after 72 h in 
darkness 

Shape Ornament Pigment 
PDA SNA 

30 ◦C 35 ◦C 40 ◦C 35 ◦C 
1 Cbi3.1.1 globose – 

subglobose* 
smooth green* with a more or less distinct, long central axis; 

lateral branches typically paired; phialides 
held in cruciate whorls 

dry unicellular, terminal 
and intercalary, solitary 

<14* <2 No <2 

2 Cbi3.2.2 subglobose 
- ovoidal 

smooth green with a more or less distinct, long central axis; 
lateral branches typically paired; phialides 
held in cruciate whorls 

dry unicellular, terminal 
and intercalary, 
solitary* 

55-67 2-19* No 2-17* 

3 Cbi3.3.1 ellipsoidal - 
oblong 

smooth green with a more or less long central axis; 
phialides arising singly over a long distance 

dry unicellular, most 
terminal, solitary 

>67* >56* > 5  44-63 

4 Cpn1.1.1 ellipsoidal smooth yellow* 
yellow-
green  

with a more or less distinct, long central axis; 
lateral branches typically paired; phialides 
held in cruciate whorls 

dry unicellular, most 
terminal, solitary 

55-67 2-19* No 2-17* 

5 Pbn1.1.5 subglobose 
- ovoidal 

smooth green with a more or less distinct, long central axis; 
lateral branches typically paired; phialides 
held in cruciate whorls 

dry unicellular, most 
terminal, solitary 

42-54 2-19 No 2-17 

6 Plk1.1.9 ellipsoidal smooth green gliocladium-like with; phialides held in 
Gliocladium-like head 

held in 
liquid 

unicellular, terminal 
and intercalary, solitary 

55-67* 2-19 No 2-17* 

7 Ubn1.1.3 subglobose 
- ovoidal 

smooth grey 
green 

with a more or less distinct, long central axis; 
lateral branches typically paired; phialides 
held in cruciate whorls 

dry unicellular, terminal 
and intercalary in 
hyphae, in chains* 

42-54 <2* No <2* 

* ลกัษณะของไอโซเลตตา่งจากข้อมลูลกัษณะของชนิดท่ีได้จากการจ าแนกด้วยข้อมลู ITS 
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จากการเตบิโตและลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของรา Trichoderma ทัง้ 7 ไอโซเลต 
(ตารางท่ี 11) ท าการจ าแนกด้วย Interactive key และเปรียบเทียบลกัษณะของรา Trichoderma 
จากเว็บไซต์ Trichoderma Online (Samuel et al., 2011: Online) โดยพบวา่ไอโซเลต Cbi3.2.2 
Cbi3.3.1 Plk1.1.9 และ Ubn1.1.3 มีลกัษณะโคโลนีและสปอร์ตรงกบั T. harzianum T. reesei T. 
virens และ T. harzianum ตามล าดบั ส าหรับไอโซเลต Cbi3.1.1 และ Cpn1.1.1 มีลกัษณะ
โคโลนีและสปอร์แตกตา่งจาก T. koningiopsis และ T. erinaceum  

 จากข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS การเตบิโตและลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
จ าแนกไอโซเลต Cbi3.2.2 Cbi3.3.1 และ Plk1.1.9 เป็น T. harzianum T. reesei และ T. virens 
ซึง่มีผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS การเตบิโต และลกัษณะทางสณัฐานวิทยา
สอดคล้องกนั ส าหรับไอโซเลต Cbi3.1.1 Cpn1.1.1 Pbn1.1.5 และ Ubn1.1.3 ยงัไมส่ามารถ
จ าแนกชนิดได้ ราทัง้ 7 ไอโซเลตถกูก าหนดรหสัสายพนัธุ์ และเก็บรักษาในพิพิธภณัฑ์พืชของ
ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั (Professor Kasin 
Suvatabhandhu Herbarium, Department of Botany, Faculty of Science, Chulalongkorn 
University) (ตารางท่ี 12) 
 

ตารางท่ี 12 รหสัสายพนัธุ์และข้อมลูโดยสรุปของ Trichodema                    
              
 

รหัสสายพนัธ์ุ รหัสไอโซเลต ชนิด แหล่งที่คัดแยก 
BCU-CB-T01* Cbi3.1.1 Trichoderma sp. เห็ดหิง้ จ.ชลบรีุ  
BCU-CB-T02 Cbi3.2.2 Trichoderma harzianum ก่ิงไม้ จ.ชลบรีุ 
BCU-CB-T03 Cbi3.3.1 Trichoderma reesei เห็ดหิง้ จ.ชลบรีุ 
BCU-CB-T04 Cpn1.1.1 Trichoderma sp. ดิน จ.ชมุพร 
BCU-CB-T05 Pbn1.1.5 Trichoderma sp. ดิน จ.เพชรบรูณ์ 
BCU-CB-T06 Plk1.1.9 Trichoderma virens ดิน จ.พิษณโุลก 
BCU-CB-T07 Ubn1.1.3 Trichoderma sp. ดิน จ.อบุลราชธาน ี

*BCU: Bangkok, Department of Botany Herbarium, Faculty of Science, Chulalongkorn University, CB: Chandavimol Boonyarit, T: 
Trichoderma 
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3. การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ dsRNA 

3.1 ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ dsRNA จาก Trichoderma ไอโซเลต Cbi3.3.1 

ศกึษาล าดบันิวคลีโอไทด์บางสว่นของ dsRNA จาก Trichoderma ไอโซเลต Cbi3.3.1 
โดยน าล าดบันิวคลีโอไทด์ของ cDNA มาเปรียบเทียบกบัข้อมลูในฐานข้อมลู GenBank ด้วย
โปรแกรม blastx และวิเคราะห์ Putative protein ด้วยโปรแกรม Translate tool 
(http://web.expasy.org/translate/) จากนัน้ตรวจสอบ percent identity ของ ล าดบันิวคลีโอไทด์
และล าดบักรดอะมิโนท่ีได้กบัยีนและโปรตีนของไวรัสไอโซเลตท่ีคล้ายคลงึกนัมากท่ีสดุท่ีได้จากการ
ใช้ blastx โดยการท า pairwise sequence alignment   ด้วยโปรแกรม Clustalw2 

3.1.1 ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ Replicase 

3.1.1.1 โคลน c88  

ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้จาก cDNA clone c88 มีความยาว 480 เบส 
(ภาพท่ี 25) เม่ือวิเคราะห์ putative protein ด้วยโปรแกรม Translate Tool ได้โปรตีนยาว 160 
กรดอะมิโน จากด้าน 3'5' Frame 1 (ภาพท่ี 26) ผลการเปรียบเทียบ pairwise alignment กบัยีน
และโปรตีนของไวรัสท่ีคล้ายคลงึกนัมากท่ีสดุท่ีได้จากการท า blastx (ตารางท่ี 13 - 14) พบวา่
ล าดบันิวคลีโอไทด์มีความคล้ายคลงึมากท่ีสดุกบั replicase gene ของ Raphanus sativus 
cryptic virus 2 (NC_010343) ท่ี 238 ล าดบั (44.8 %) และล าดบักรดอะมิโนมีความคล้ายคลงึ
มากท่ีสดุกบัล าดบัของ putative RNA dependent RNA polymerase (RdRp) ของ Primula 
malacoides virus China/Mar2007 (YP_003104768) ท่ี 88 ล าดบั (54.3 %) 

 

GGCGCGTTGGTCAAATTGGGACCAATCGATCGTGAAGAATGAGCTGTATTGCTTTGCAATGTGATCTATGTAGGAC

ATTGCTCCTCGGATAGTTTCGAGACCATACATAATGCATGAGTCAGGGTGCCTTGCGGAAACAAGGAGAGGAAAAG

TCAGCATAGCTTCTATCAGGATGAACATTTCATCAACGGCGTATACGGGTCTCTGTTTGAGATTGCCATCGCGTTC

AGAAATATGATTCCTTGTGAAGAGCATTGTTGCGTGGTTATCTATATAAATAGATAATGACTTAGCTAGTTCATTG

AATCTTTCTTCATCAGAAAGTTCGGGATCTGGATCGTAATCAAACGGGACAGGTAAGGGATAGTTAGATTGCTTAA

TCTTGTGGAGTTGCGTGCGTGCTACTTCCCAAAAAGCGTTATAGAAGTATCCTTTTGAAGTTGGCCTGTGTTTGTA

TTCGACGGGGTGTGAGAATTTTGC 

ภาพท่ี 25 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ cDNA clone c88 
 

AKFSHPVEYKHRPTSKGYFYNAFWEVARTQLHKIKQSNYPLPVPFDYDPDPELSDEERFNELAKSLSIYIDNHATM

LFTRNHISERDGNLKQRPVYAVDEMFILIEAMLTFPLLVSARHPDSCIMYGLETIRGAMSYIDHIAKQYSSFFTID

WSQFDQRA 

ภาพท่ี 26 ล าดบักรดอะมิโนของ putative protein จาก cDNA clone c88 



 
 

56 

ตารางท่ี 13 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของ cDNA โคลน c88 โดยการท า pairwise 
alignment  

 
Description 

GenBank 
accession # 

Length 
(bp) 

Nucleotide Identity 
(%) 

 c88 - 480  
1 Raphanus sativus cryptic virus 2 segment 1 NC_010343 1717 238/531 (44.8 %) 
2 Vicia cryptic virus RNA1 NC_007241 2012 241/542 (44.5 %) 
3 Primula malacoides virus China/Mar2007 RNA 1 NC_013109   2390 231/522 (44.3 %) 
4 Atkinsonella hypoxylon partitivirus RNA 1 NC_003470 2180 235/534 (44.0 %) 
5 Ceratocystis polonica partitivirus segment 1 NC_010705 2315 217/517 (43.9 %) 
6 Sclerotinia sclerotiorum partitivirus S segment 1 NC_013014 1874 234/539 (43.4 %) 
7 Rhizoctonia solani virus 717 RNA1 NC_003801 2363 221/512 (43.2 %) 
8 Raphanus sativus cryptic virus 1 dsRNA 1 NC_008191 1866 219/508 (43.1 %) 
9 Ceratocystis resinifera partitivirus RNA 1 NC_010755 2207 223/522 (42.7 %) 
10 Beet cryptic virus 1 RNA 1 NC_011556 2008 224/530 (42.3 %) 
11 Fusarium poae virus 1 RNA 2 NC_003884 2203 215/508 (42.3 %) 
12 Rosellinia necatrix partitivirus 1-W8 segment 1 NC_007537 2299 209/499 (41.9 %) 
13 Raphanus sativus cryptic virus 3 segment 1 NC_011705 1609 209/500 (41.8 %) 
14 Amasya cherry disease-associated mycovirus NC_006441 2002 212/510 (41.6 %) 
15 White clover cryptic virus 1 RNA1 NC_006275 1955 204/502 (40.6 %) 
16 Pleurotus ostreatus virus 1 RNA-1 NC_006961 2296 196/496 (39.5 %) 
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ตารางท่ี 14 ผลการเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของ putative protein จาก cDNA โคลน c88 
โดยการท า  pairwise alignment  

 
Description 

GenBank 
accession # 

Length 
(aa) 

Amino acid 
Identity (%) 

 c88 - 160  
1 putative RdRp [Primula malacoides virus China/Mar2007] YP_003104768 723 88/162 (54.3 %) 
2 putative RdRp [Fusarium poae virus 1] NP_624349 673 90/174 (51.7 %) 
3 putative RdRp [Pleurotus ostreatus virus 1] YP_227355 706 86/173 (49.7 %) 
4 putative RdRp [Rosellinia necatrix partitivirus 1-W8] YP_392480 709 85/176 (48.3 %) 
5 putative RdRp [Rhizoctonia solani virus 717] NP_620659 730 83/173 (48.0 %) 
6 putative RdRp [Atkinsonella hypoxylon partitivirus] NP_604475 665 73/306 (23.9 %) 
7 putative RdRp [Vicia cryptic virus] YP_272124 616 43/231 (18.6 %) 
8 putative RdRp [Ceratocystis polonica partitivirus] YP_001911122 663 62/344 (18.0 %) 
9 putative RdRp [Beet cryptic virus 1] YP_002308574 616 41/237 (17.3 %) 
10 putative RdRp [Ceratocystis resinifera partitivirus] YP_001936016 663 54/315 (17.1 %) 
11 putative RdRp [Raphanus sativus cryptic virus 1] YP_656506 573 34/205 (16.6 %) 
12 putative RdRp [Amasya cherry disease-associated mycovirus] YP_138537 621 33/204 (16.2 %) 
13 putative RdRp [Sclerotinia sclerotiorum partitivirus S] YP_003082248 580 40/251 (15.9 %) 
14 putative RdRp [Raphanus sativus cryptic virus 2] YP_001686783 477 27/177 (15.3 %) 
15 putative RdRp [White clover cryptic virus 1] YP_086754 616 43/298 (14.4 %) 
16 putative RdRp [Raphanus sativus cryptic virus 3] YP_002364401 481 27/188 (14.4 %) 
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3.1.1.2 โคลน c101  

ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้จาก cDNA clone c101 มีความยาว 270 เบส 
(ภาพท่ี 27) เม่ือวิเคราะห์ putative protein ด้วยโปรแกรม Translate Tool ได้โปรตีนยาว 89 
กรดอะมิโน จากด้าน 5'3' Frame 3 (ภาพท่ี 28) ผลการเปรียบเทียบ pairwise alignment กบัยีน
และโปรตีนของไวรัสท่ีคล้ายคลงึกนัมากท่ีสดุท่ีได้จากการท า blastx (ตารางท่ี 15 – 16) พบว่า
ล าดบันิวคลีโอไทด์มีความคล้ายคลงึมากท่ีสดุกบั replicase gene ของ Rosellinia necatrix 
partitivirus 1-W8 (NC_007537) ท่ี 140 ล าดบั (51.3 %) และล าดบักรดอะมิโนมีความคล้ายคลงึ
มากท่ีสดุกบัล าดบัของ putative RdRp ของ Rosellinia necatrix partitivirus 1-W8 
(YP_392480) ท่ี 40 ล าดบั (38.1 %) 

GAAAGCCGTCAAATGGAATTCTCAACGTTCCGCGCCAATTCCACAATGGAAACATTGTCCGCGCCGACAACCCTGT

GATACTCGATCCGACTACTGAAGATCCAGTTCCCGAAACAGGTTACGTGGTACACCCAATGATTCAATACTTGATT

ACACACAAGTATCAAGAATACAAATGGATCCCCGACTTCTACGTCCGTCCGCTTGGCACAACCGATGCAACATTCA

GTGATTTCAATCGCGAACAGCGTCCATCCGACCCAGTCCCCG 

ภาพท่ี 27 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ cDNA จาก clone c101 

KPSNGILNVPRQFHNGNIVRADNPVILDPTTEDPVPETGYVVHPMIQYLITHKYQEYKWIPDFYVRPLGTTDATFS

DFNREQRPSDPVP 

ภาพท่ี 28 ล าดบักรดอะมิโนของ putative protein จาก clone c101 

ตารางท่ี 15 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของ cDNA โคลน c101 โดยการท า pairwise 
alignment 

 
Description 

GenBank 
accession # 

Length 
(bp) 

Nucleotide Identity 
(%) 

 c101 - 270  
1 Rosellinia necatrix partitivirus 1-W8 segment 1 NC_007537 2299 140/273 (51.3 %) 
2 Primula malacoides virus China/Mar2007 RNA 1 NC_013109 2390 139/275 (50.5 %) 
3 Pleurotus ostreatus virus 1 RNA-1 NC_006961 2296 137/274 (50.0 %) 
4 Pleurotus ostreatus virus 1 GQ505291 1558 140/283 (49.5 %) 
5 Grapevine associated partitivirus-1 isolate Ctg474 GU108584 2231 140/284 (49.3 %) 
6 Helicobasidium mompa partitivirus V1-1 AB110979 2247 136/279 (48.7 %) 
7 Heterobasidion RNA virus 2 isolate HetRV2-pa1 HM565953 2290 137/294 (46.6 %) 
8 Rhizoctonia solani virus 717 RNA1 NC_003801 2363 140/301 (46.5 %) 
9 Fusarium poae virus 1 RNA 1 NC_003883 2185 121/278 (43.5 %) 
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ตารางท่ี 16 ผลการเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของ putative protein จาก cDNA โคลน c101 
โดยการท า  pairwise alignment  

 
Description 

GenBank 
accession # 

Length 
(aa) 

Amino acid 
Identity (%) 

 c101 - 89  
1 putative RdRp [Rosellinia necatrix partitivirus 1-W8] YP_392480 709 40/105 (38.1 %) 
2 putative RdRp [Primula malacoides virus China/Mar2007] YP_003104768 723 32/110 (29.1 %) 
3 putative RdRp [Pleurotus ostreatus virus 1] YP_227355 706 38/135 (28.1 %) 
4 putative RdRp [Helicobasidium mompa partitivirus V1-1] BAD32677 706 47/171 (27.5 %) 
5 putative RdRp [Pleurotus ostreatus virus 1] ACX43952 502 37135 (27.4 %) 
6 putative RdRp [Fusarium poae virus 1] NP_624349 673 38/143 (26/6 %) 
7 putative RdRp [Grapevine associated partitivirus-1] ADO60922 701 35/141 (24.8 %) 
8 putative RdRp [Rhizoctonia solani virus 717] NP_620659 730 37/180 (20.6 %) 
9 putative RdRp [Heterobasidion RNA virus 2] ADL66905 722 31/152 (20.4 %) 

3.1.2 ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ Capsid protein gene 

โคลน c171  

ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้จาก cDNA clone c171 มีความยาว 475 เบส 
(ภาพท่ี 29) เม่ือวิเคราะห์ putative protein ด้วยโปรแกรม Translate Tool ได้โปรตีนยาว 158 
กรดอะมิโน จากด้าน 5'3' Frame 3 (ภาพท่ี 30) ผลการเปรียบเทียบ pairwise alignment กบัยีน
และโปรตีนของไวรัสท่ีคล้ายคลงึกนัมากท่ีสดุท่ีได้จากการท า blastx (ตารางท่ี 17 – 18) พบว่า
ล าดบันิวคลีโอไทด์มีความคล้ายคลงึมากท่ีสดุกบั hypothetical protein ของ Tetrahymena 
thermophila  (XM_001030027) ท่ี 225 ล าดบั (43.7 %) และล าดบักรดอะมิโนมีความคล้ายคลงึ
มากท่ีสดุกบัล าดบัของ putative capsid protein ของ Primula malacoides virus 
China/Mar2007 (YP_003104769) ท่ี 50 ล าดบั (29.1 %) 

AAAAGCTAACGTAGTATGGAATAGAGGAGTCGGCAAACCATGAGTTCTCAATTCCCAGAGAAAGGGAAGGGTTGGG

AACGGGGATGACCGTACCATCTAAGTCGAATGACTCGATGACCATACCGAAAGCAGTCGCATCCCAAGCATCAACA

GTTGAGCCTTCAAGATCAAGGACGTAAACTCGTGGGTACAAGTGCAAGCTTTCGCTGAACTGTACGAATTCATCAT

TTCGTGGAAATGGGAGAGCATCGTCGTCTGGAGACTGTAGGTTGAGGGGGGAGTCGAATGACGCTTTGACCTGATG

TTCCTTGTCTGATTGGCAGGTGCCAGTGGGTTGAGGCATTTCCTCGAGCTTTGGCTTGTCGGGCACTCGCAAAAAG

CGAACGGCGGCGGAAAAGTCAGCGGGGGGAACGCGAACTGGGCGCTTAAAATTAGAATCAGGGAAGGTGATGGCAG

AGTGGTGCCATGTGGGGAG 

ภาพท่ี 29 ล าดบันิวคลีโอไทด์จาก clone c171 
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LPTWHHSAITFPDSNFKRPVRVPPADFSAAVRFLRVPDKPKLEEMPQPTGTCQSDKEHQVKASFDSPLNLQSPDDD

ALPFPRNDEFVQFSESLHLYPRVYVLDLEGSTVDAWDATAFGMVIESFDLDGTVIPVPNPSLSLGIENSWFADSSI

PYYVSF 

ภาพท่ี 30 ล าดบักรดอะมิโนของ putative protein ของ c171 

ตารางท่ี 17 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของ cDNA โคลน c171 โดยการท า pairwise 
alignment 

 
Description 

GenBank 
accession # 

Length 
(bp) 

Nucleotide Identity 
(%) 

 c171 - 475  
1 Tetrahymena thermophila hypothetical protein, mRNA XM_001030027   2508 225/515 (43.7 %) 
2 Haloarcula marismortui ATCC 43049 chromosome I NC_006396 3131724 223/521 (42.8 %) 
3 Primula malacoides virus China/Mar2007 RNA 2 NC_013110 2344 204/505 (40.4 %) 
4 Rhizoctonia solani virus RNA2 NC_003802 2206 202/502 (40.2 %) 
5 Rosellinia necatrix partitivirus 1-W8 segment 2 NC_007538 2279 200/507 (39.4 %) 

ตารางท่ี 18 ผลการเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของ putative protein จาก cDNA โคลน c171 
โดยการท า  pairwise alignment  

 
Description 

GenBank 
accession # 

Length 
(aa) 

Amino acid 
Identity (%) 

 c171 - 158  
1 putative capsid protein [Primula malacoides virus 

China/Mar2007] 
YP_003104769 673 50/172 (29.1 %) 

2 putative capsid protein [Rhizoctonia solani virus 717] NP_620660 683 56/194 (28.9 %) 
3 putative coat protein [Rosellinia necatrix partitivirus 1-W8] YP_392481 686 53/200 (26.5 %) 
4 metallo-beta-lactamase [Haloarcula marismortui ATCC 43049] YP_137463 286 40/216 (18.5 %) 
5 hypothetical protein TTHERM_01179950 [Tetrahymena 

thermophila] 
XP_001030027 835 36/443 (8.1 %) 
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2 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ 

การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ cDNA โคลนท่ีได้แสดงให้เห็น
ความสมัพนัธ์กบัไวรัสในสกลุ Partitivirus จงึท าการรวบรวมข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์และโปรตีน
ของไวรัสในสกลุ Partitivirus จากรายการ  Virus Taxonomy 2009 list version 9 ของ ICTV 
(ICTV, 2011 : Online) และข้อมลูของไวรัสท่ียงัไมถ่กูจ าแนกในฐานข้อมลูของ GenBank (ตาราง
ท่ี 19) น าข้อมลูของ putative protein มาวิเคราะห์ multiple sequence alignment ด้วยโปรแกรม 
ClustalW2 (ภาพท่ี 31 – 33) จากนัน้น าผลท่ีได้มาวิเคราะห์สายสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการด้วย
โปรแกรม MEGA5 (ภาพท่ี 34 – 35) ด้วยวิธี Neighbor-Joining ผลพบวา่ล าดบักรดอะมิโนของ 
putative RdRp จากโคลน c88 และ c101 ถกูจดัอยูใ่นกลุม่เดียวกบัไวรัส Rhizoctonia solani 
virus 717 (RhsV-717) Rosellinia necatrix virus 1-W8 (RnRP1-W8) Pleurotus ostreatus 
virus 1 (PoV-1) Fusarium poae virus 1 (FpV-1) Primula malacoides virus (PmV) 
Helicobasidium mompa partitivirus V1-1 (HmV-V1-1) และ Grapevine associated 
partitivirus-1 (GaPV-1) และล าดบักรดอะมิโนของ putative CP จากโคลน c171 ถกูจดัอยูใ่น
กลุม่เดียวกบัไวรัส Rhizoctonia solani virus 717 (RhsV-717) Rosellinia necatrix virus 1-W8 
(RnRP1-W8) และ Primula malacoides virus China/Mar2007 (PmV) เชน่กนั 
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ตารางท่ี 19 ข้อมลูของล าดบันิวคลีโอไทด์และโปรตีนของไวรัสในฐานข้อมลู GenBank  

 Species Abbreviation GenBank accession # 

RNA 1: putative RdRp RNA 2: putative capsid protein RNA 3 RNA 4 
Partitivirus 
1 Agaricus bisporus virus 4 (Mushroom virus 4) AbV-4 (MV4) - - - - - - 
2 Aspergillus ochraceous virus (dsRNA complex) AoV - - - - - - 
3 Atkinsonella hypoxylon virus (Type species) AhV NC_003470  NP_604475 NC_003471 NP_604476 NC_003472 - 
4 Ceratocystis resinifera virus 1 CrV-1 NC_010755 YP_001936016 NC_010754 YP_001936015 - - 
5 Discula destructiva virus 1 DdV-1 NC_002797 NP_116716 NC_002800 NP_116742  NC_002801 NC_002802 
6 Discula destructiva virus 2 DdV-2 NC_003710 NP_620301 NC_003711   NP_620302 - - 
7 Fusarium poae virus 1 FpV-1 (FUPO-1) NC_003883 NP_624349 NC_003884 NP_624348 - - 
8 Fusarium solani virus 1 FusoV-1  NC_003885 NP_624350 NC_003886 NP_624351 - - 
9 Gaeumannomyces graminis virus 019/6-A GgV-019/6-A - - - - - - 
10 Gaeumannomyces graminis virus T1-A GgV-T1-A - - - - - - 
11 Gremmeniella abietina RNA virus MS1 GaV-MS1 NC_004018 NP_659027  NC_004019 NP_659028 NC_004020 - 
12 Helicobasidium mompa virus HmV AB025903 BAC23065 - - - - 
13 Heterobasidion annosum virus HaV AF348136 AAK52739 - - - - 
14 Ophiostoma himal-ulmi partitivirus 1 OPV-1 AM087202 CAJ31886 AM087203 CAJ31887 - - 
15 Penicillium stoloniferum virus F PsV-F NC_007221 YP_271922 NC_007222 YP_271923 NC_007223 - 
16 Penicillium stoloniferum virus S PsV-S NC_005976 YP_052856 NC_005977 YP_052857 NC_005976 - 
17 Pleurotus ostreatus virus 1 PoV-1 NC_006961 YP_227355 NC_006960 YP_227354 - - 
18 Rhizoctonia solani virus 717 RhsV-717 NC_003801 NP_620659 NC_003802 NP_620660 - - 
19 Rosellinia necatrix virus 1-W8 RnPV1-W8 NC_007537 YP_392480 NC_007538 YP_392481 - - 
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ตารางท่ี 19 (ตอ่) ข้อมลูของล าดบันิวคลีโอไทด์และโปรตีนของไวรัสในฐานข้อมลู GenBank 

 Species Abbreviation GenBank accession # 

RNA 1: putative RdRp RNA 2: putative capsid protein RNA 3 RNA 4 
Tentative partitivirus species 
1 Diplocarpon rosae virus DrV - - - - - - 
2 Phialophora radicicola virus 2-2-A PrV-2-2-A - - - - - - 

Unassigned partitivirus 
1 Amasya cherry disease-associated partitivirus ACD-PV NC_006441 YP_138537 NC_006440 YP_138536 - - 
2 Aspergillus fumigatus partitivirus 1 AfPV-1 FN376847 CAY25801 FN398100 CAZ61323 FN376847 - 
3 Aspegillus ochraceus  virus F AoV-F EU118277 ABV30675 EU118278 ABV30676 EU118279 - 
4 Botryotinia fuckeliana partitivirus 1 BfPV-1 NC_010349 YP_001686789 NC_010350 YP_001686790 NC_01035 - 
5 Ceratocystis polonica partitivirus CpPV-2008 NC_010705 YP_001911122 NC_010706 YP_001911123 - - 
6 Ceratocystis polonica partitivirus CpPV-2004 AY260756 AAP86639 AY260757 AAP86640 - - 
7 Cherry chlorotic rusty spot-associated partitivirus CCRS-PV AJ781401 CAH03668 AJ781402 CAH03669 - - 
8 Flammulina velutipes browning virus FvBV AB465308 BAH56481 AB465309 BAH56482 - - 
9 Flammulina velutipes isometric virus FvIV AB428575 BAH08700 - - - - 
10 Fusarium graminearum dsRNA mycovirus-2 FgV AY372188 AAR17790 - - - - 
11 Gremmeniella abietina RNA virus MS2 GaV-MS2 NC_006444 YP_138540 NC_006445 YP_138541 NC_006446 - 
12 Grapevine associated partitivirus-1 GaPV-1 GU108584 ADO60922 - - - - 
13 Grapevine associated partitivirus-2 GaPV-2 HM852916 ADU86896 - - - - 
14 Helicobasidium mompa partitivirus V1-1 HmV-V1-1 AB110979 BAD32677 - - - - 
15 Helicobasidium mompa partitivirus V1-2 HmV-V1-2 AB110980 BAD32678 - - - - 
16 Helicobasidium mompa partitivirus V13 HmV-V13 AB110978 BAF94205 - - - - 
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ตารางท่ี 19 (ตอ่) ข้อมลูของล าดบันิวคลีโอไทด์และโปรตีนของไวรัสในฐานข้อมลู GenBank 

 Species Abbreviation GenBank accession # 

RNA 1: putative RdRp RNA 2: putative capsid protein RNA 3 RNA 4 
17 Helicobasidium purpureum partitivirus HpPV AY949837  AAX53614 - - - - 
18 Heterobasidion annosum P-type partitivirus HetaPV-P AF473549 AAL79540 - - - - 
19 Heterobasidion parviporum partitivirus Fr110B HetpPV FN665662 CBJ23785 - - - - 
20 Heterobasidion RNA virus 2 HetRV2-pa1 HM565953 ADL66905 HM565954 ADL66906 - - 
21 Heterobasidion RNA virus 3 HetRV3-ec1 FJ816271 ACO37245 FJ816272 ACO37246 - - 
22 Heterobasidion RNA virus 4 HetRV4-pa1 HQ541325 ADV15443 - - - - 
23 Heterobasidion RNA virus 5 HetRV5-pa1 HQ541326 ADV15444 - - - - 
24 Metarhizium anisopliae virus-RJ MaV-RJ - - - - - - 
25 Nectria radicicola virus L1 NrV-L1 AF251278 AAK12855 - - - - 
26 Ophiostoma quercus partitivirus  OqPV AM111099 CAJ34337 - - - - 
27 Pinus sylvestris partitivirus NL-2005 PsPV-NL2005 AY973825 AAY51483 - - - - 
28 Pleurotus ostreatus  virus-SN PoV-SN - - - - - - 
29 Pleurotus ostreatus  virus 1-TD300 PoV-1-TD300 GQ505291 ACX43952 GQ505292 ACX43953 - - 
30 Primula malacoides virus China/Mar2007 PmV NC_013109 YP_003104768 NC_013110 YP_003104769 - - 
31 Rosellinia necatrix partitivirus 2-W57 RnPV2-W57 - - AB569998 BAK53192 - - 
32 Sclerotinia sclerotiorum partitivirus S SsPV-S NC_013014 YP_003082248 NC_013015 YP_003082249 - - 
33 Vicia cryptic virus isolate FA061102 VCV-F EU605883   ACC69172 - - - - 
34 Vicia cryptic virus 1 VCV-1 DQ910762 ABJ99996 - - - - 
Chrysovirus 
1 Penicillium chrysogenum virus PcV NC_007539 YP_392482 NC_007540 YP_392483 NC_007541 NC_007542 
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c88             -AKFSHPVEYKHRPTSKGYFYNAFWEVARTQLHKIKQSNYPLPVPFDYDPDPELSDEERF 59 

RnPV1-W8        HAYYARNKLYALRPTSKGYFFNTVYEFSRTWMHHIKEHGYPFVPS------------HDA 48 

PoV-1           HAMFSAPRLYERRTTSKGYFINYFLETARSTIHNIKLHGFPFDPS-------------KV 47 

FpV1            HALFSHPKEYESKRTSKGYYVNAFLESARSLIHWIKLYGNPFRHC-------------PS 47 

HmV-V1-1        HASFAHPEQYHDRHTSKGYYINTTMQYARTIVHRLKQFALPFNPK-----------DFDS 49 

RhsV-717        FAHFCHPELYAEKPTSKGYFFNATKHENRFLVHKIKHSGYPFDFT----------SDSDR 50 

PmV             HAKYSHPEEYALKSTSKGYFYNATYENARTLVHLIKTYGLPFNMQFACPKSD--LTDEQI 58 

                 * :.    *  : *****: *   .  *  :* :*    *:              

     

                                              Motif-III  

                                          __________________ 

c88             NELAKSLSIYIDNHATMLFTRNHISERDGNLKQRPVYAVDEMFILIEAMLTFPLLVSARH 119 

RnPV1-W8        LDNARQYRIFMQKHVTMLFTRNHISDRDGFLKQRPVYAVDDFFILCELMISFPLHVMARY 108 

PoV-1           PDLGSALRSFILKRPTMLFTRNHISDRDGNLKQRPVYAMDDLFIRLESMITFPLHVMARK 107 

FpV1            -DLAQSLREFFLQRPTMLFTRNHISDRDGILKQRPVYAVDDLFLTIESMLTFPAHVIARK 106 

HmV-V1-1        SSIFSRMRFFFLTRPTMLFTRNHISDRDGNLKQRPVYAVDDLFLILEVMLTFPLLVMARL 109 

RhsV-717        N---SKMADFLKSFPTMMFTRNHISKRDGTLKVRPVYAVDELFLDLECMLAFPATVQARK 107 

PmV             NLYISKANQFFNDYPTLLFTRNHISKRSGTLKVRPVYAVDDIFIIIELMLTFPLTIQARK 118 

                         ::    *::*******.*.* ** *****:*::*:  * *::**  : **  

 

                                                     Motif-IV  

                                                   ___________ 

c88             PD----SCIMYGLETIRGAMSYIDHIAKQYSSFFTIDWSQFDQRA- 160 

RnPV1-W8        PINGIKSCIMYSFETIRGSNRYLDSIARDFISFFTIDWSSFDQRVP 154 

PoV-1           IE----CCIMYGYETIRGSNRQIDKIASSFRSFFTIDWSGFDQRLP 149 

FpV1            PE----CCIMYGLETIRGSNQILDKIASDYKSFFTIDWSGFDQRLP 148 

HmV-V1-1        PE----CCIMYGLETIRGSNHWIDSTAKRFRSYFTIDWSQYDQRLP 151 

RhsV-717        PE----CCIMYGLETIRGSNIKLDSLAQGFISFATIDWSGYDQRLP 149 

PmV             PS----CCIMYGLETIRGSNHYIDRLARPYSTFFSLDWSSYDQRLP 160 

                      .****. *****:   :*  *  : :: ::*** :***   

ภาพท่ี 31 Multiple amino acid sequence alignment ของ putative RdRp จากโคลน c88 กบั 
Partitivirus ชนิดตา่ง ๆ ได้แก่ Rosellinia necatrix partitivirus 1 - W8 (RnPV1-W8; 
YP_392480) Pleurotus ostreatus virus 1 (PoV-1; YP_227355) Fusarium poae virus 1 
(FpV1; NP_624349) Helicobasidium mompa partitivirus V1-1 (HmV-V1-1; BAD32677) 
Rhizoctonia solani virus 717 (RhsV-717; NP_620659)  และ Primula malacoides virus 
(PmV; YP_003104768) โดยแสดงบริเวณท่ีเป็น conserved motif ของ RdRp ท่ี 3 และ 4 ของ
ไวรัส dsRNA (Bruenn, 1993; Huang and Ghabrial, 1996; Chiba et al., 2009) 
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c101            KPSNGILNVPRQFHN----------GNIVRADNPVILDP--------TTEDPVP------ 36 

RnPV1-W8        TQMNADRNEPFEFYRPLE--DNELPDIRFPAPGITVLPFRYHTGQIVETTDELP------ 52 

PoV-1           HDKARQDGFPDEFYRSRS--IDDLPDNRIPPSGIIPLPYEYHRSQVVISTEEVP------ 52 

FpV-1           EDKQSQQGFPHEYYR-LH--ESPIPDDRIPPSGIKLLPFEYKSMNVVTATPEVP------ 51 

HmV-V1-1        DQKNALKDQHFEFFSPSD--PTSFPADRLPAPGIQILPLRYHSTNPVIATNLVP------ 52 

RhsV-717        IHRNAIKNRPFQFYTDLFT-DTDLPTDRIPKPGIELVNAYFHPGNVIRPNPEFSKQLTPD 59 

PmV             RTDNQQKHQPYELHQPIPADAAPIIDKRQPAPGLKLVPLMYHYGHVIHDPDPDQP----- 55 

                           : .                  .   :                        

 

c101            --------------ETGYVVHPMIQYLITHKYQEYKWIPDFYVRPLGTTDATFSDFNREQ 82 

RnPV1-W8        --------------DSGFSLHPLIDYLTKTKWLHYRPYIDKYCRPLGTTNATFSDFNREQ 98 

PoV-1           --------------ETGFQIDPRIVRILRNKYPQYLPHVTKYVRPLGTTDATVKDFFKPQ 98 

FpV-1           --------------ESGFKIHPRIERLLRSKYPQYLQYVRKYTRPLGTTNATVSDFFKPQ 97 

HmV-V1-1        --------------ETGFPLHPLIHYLVYRKYPRYIPYVEKYVRPLGTTDATFSDFNREQ 98 

RhsV-717        MELDQFESYIPGDIDYGPPIDNELLTLIYRKYPQYLDPITKYCRPAGTTDATFRDFNKEQ 119 

PmV             ------------DQTKVYPLDSRIYNLIMSTYPSYLSVLHDYCRPIGTVEATFNDFNTEQ 103 

                                   :.  :  :   .:  *      * ** **.:**. **   * 

 

c101            RPSDPVP- 89 

RnPV1-W8        IPSAPIDE 106 

PoV-1           IPSDPIPE 106 

FpV-1           TPSQPVEP 105 

HmV-V1-1        VKIAPLDP 106 

RhsV-717        IKTEDSDA 127 

PmV             IPSAPIDE 111 

 

ภาพท่ี 32 Multiple amino acid sequence alignment ของ putative RdRp จากโคลน c101 กบั 
Partitivirus ชนิดตา่ง ๆ ได้แก่ Rosellinia necatrix partitivirus 1 - W8 (RnPV1-W8; 
YP_392480) Pleurotus ostreatus virus 1 (PoV-1; YP_227355) Fusarium poae virus 1 
(FpV1; NP_624349) Helicobasidium mompa partitivirus V1-1 (HmV-V1-1; BAD32677) 
Rhizoctonia solani virus 717 (RhsV-717; NP_620659) และ Primula malacoides virus 
China/Mar2007 (PmV; YP_003104768) 
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ภาพท่ี 33 แผนภมูิความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการท่ีวิเคราะห์จากล าดบักรดอะมิโนของ putative 
RdRp จากโคลน c88 และ c101 กบัไวรัสในวงศ์ Partitiviridae จ านวน 40 ชนิด ด้วยวิธี 
Neighbor-Joining จากกลุม่ข้อมลูทัง้หมด 77 ต าแหนง่ โดยมี Penicillium chrysogenum virus 
(PcV; YP_392482) จากสกลุ Chrysovirus เป็นตวัอยา่งนอกกลุม่  ตวัเลขท่ี node แสดง
เปอร์เซ็นต์ bootstrap (1000 ซ า้) เฉพาะคา่ท่ีสงูกวา่  50%  ความยาวของก่ิงในแนวนอนแสดง
จ านวนของกรดอะมิโนท่ีแตกตา่งกนั 
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c171            LPTWHHSAITFPD---------SNFKRPVRVPPADFSAAVRFLRVPDKPK------LEEM 45 

RnPV1-W8        QPLHHCADNMPTD----EFDVFESTVTVTTRHPEQAAADHKYLVLPNKPN------TGTT 50 

RhsV-717        LPTAHGKNLIDANGDLISSAKLSATDRQISRSARDIAIEIGFLPPIDATP------SHKQ 54 

PmV             LPTWSYNTNATKS------AVYSAITTLTLTSERDRAQDICFLQRPAAAFNATTEVTDVT 54 

                 *          .         .           : :    :*     .            

 

c171            PQPTGTCQSDK----EHQVKASFDSPLNLQSPD-------DDALPFPR--NDEFVQFSES 92 

RnPV1-W8        HHLASAVCDTDPVHPVTVTQPSADFVLLRDVTR-----TFPIADQHLIPRDTEFLLYDED 105 

RhsV-717        PQPQALDNKDQPIPDSHVSNASWPWNLLHSTLNPPTAPKLSDVIQVPSP-ETEFEIFDSD 113 

PmV             YAATATPNQAVQLPTGHQLTRHFPFSLLQVPNG---------AEPFPRHDNDDLVQFSDF 105 

                    .   .                 *               .       : ::  :..  

 

c171            LHLYPRVYVLDLEG-STVDAWDATAFGMVIESFDLDGTVIPVPNPSLSLGIENSWFADSS 151 

RnPV1-W8        RDFAPTVLVLDPTTNSTVSAYMATLTGMVIYSHEIDASAISFPNTEDINGLHNCQFADSA 165 

RhsV-717        RHHYPPVRVLNFPDDSTVDAHLATLTGMVIESFEIDGSVVAHPDAHLSNGVDNTWFAVSA 173 

PmV             VHTAPSVLVLDTDGELTISAHLPLLAGKIIESFEIDGSTIEMPNVDKSLGLQNCLFADSA 165 

                 .  * * **:     *:.*  .   * :* *.::*.:.:  *:     *:.*  ** *: 

 

c171            IPYYVSF- 158 

RnPV1-W8        TPYTMVYR 173 

RhsV-717        ISLRYVYQ 181 

PmV             VSYRLVRP 173 

                 .       

ภาพท่ี 34 Multiple amino acid sequence alignment ของ putative CP จากโคลน c171 กบั 
Partitivirus ชนิดตา่ง ๆ ได้แก่ Rosellinia necatrix partitivirus 1 - W8 (RnPV1-W8; 
YP_392480) Rhizoctonia solani virus 717 (RhsV-717; NP_620659) และ Primula 
malacoides virus China/Mar2007 (PmV; YP_003104768) 
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= 

ภาพท่ี 35 แผนภมูิความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการท่ีวิเคราะห์จากล าดบักรดอะมิโนของ putative CP 
จากโคลน c171 กบัไวรัสในวงศ์ Partitiviridae จ านวน 26 ชนิด ด้วยวิธี Neighbor-Joining จาก
กลุม่ข้อมลูทัง้หมด 101 ต าแหนง่ โดยมี Penicillium chrysogenum virus (PcV; YP_392482) 
จากสกลุ Chrysovirus เป็นตวัอยา่งนอกกลุม่  ตวัเลขท่ี node แสดงเปอร์เซ็นต์ bootstrap (1000 
ซ า้) เฉพาะคา่ท่ีสงูกวา่  50%  ความยาวของก่ิงในแนวนอนแสดงจ านวนของกรดอะมิโนท่ีแตกตา่ง
กนั 
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4. การศึกษาผลของ dsRNA ที่มีต่อรา 

 4.1 การขจัด dsRNA 

การแยกโคโลนีจากเซลล์เดี่ยวจากสปอร์ของ Trichoderma ไอโซเลต Cbi3.3.1 ได้โคโลนี
เซลล์เดี่ยวท่ีไมมี่ dsRNA จ านวน 6 โคโลนี ได้แก่ โคโลนี c1 c4 c5 c6 c8 และ c9 จากนัน้ท าการ
คดัเลือกโคโลนีเซลล์เดี่ยวท่ีมี dsRNA จ านวน 2 โคโลนี ก าหนดเป็นโคโลนี v2 และ v3 แล้ว
ตรวจสอบ dsRNA ในโคโลนีซ า้อีกครัง้ (ภาพท่ี 36) ก่อนท าการเปรียบเทียบลกัษณะตา่งๆ 

         M      1     2     3     4      5     6      7      8     9 

 

ภาพท่ี 36 การตรวจสอบ dsRNA ในโคโลนีเซลล์เด่ียว บน 1 % agarose ท่ี 120 V เป็นเวลา 30 

นาที เลน M :  DNA marker เลนท่ี 1: dsRNA จาก Trichoderma ไอโซเลต Cbi3.3.1 เลนท่ี 2 – 
9: dsRNA จากโคโลนีเซลล์เด่ียวท่ีมีไวรัส v2 (2) และ v3 (3) และ dsRNA จากโคโลนีเซลล์เดี่ยวท่ี
ไมมี่ไวรัส c1 (4) c4 (5) c5 (6) c6 (7) c8 (8) และ c9 (9) 
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 4.2 การเปรียบเทียบการเตบิโตและลักษณะทางสัณฐานวิทยา  

 จากโคโลนีในข้อ 4.1 วดัรัศมีการเติบโตบนอาหาร CMD และ SNA ท่ีอณุหภมูิ 15 °C 30 
°C และ 40 °C เป็นเวลา 3 วนั (72 ชัว่โมง) เปรียบเทียบระหวา่ง Trichoderma ไอโซเลต Cbi3.3.1 
กบักลุม่โคโลนีเซลล์เดี่ยวท่ีมี dsRNA  (v2 - v3) และกลุ่มโคโลนีเซลล์เด่ียวท่ีไมมี่ dsRNA (c1 c4 
c5 c6 c8 และ c9) (ตารางท่ี 20 – 21) 

ผลทดลองพบวา่การเติบโตบนอาหาร CMD ท่ีอณุหภมูิ 15 °C โคโลนีเดี่ยวกลุม่ท่ีไมมี่ 
dsRNA มีการเติบโตไมแ่ตกตา่งกบักลุม่ท่ีมี แตมี่คา่สงูกวา่ไอโซเลต Cbi3.3.1 อยา่งมีนยัส าคญั 
โดยมีโคโลนี c9 ท่ีเตบิโตได้ดีท่ีสดุ  ท่ีอณุหภมูิ 30 °C กลุ่มท่ีไมมี่ dsRNA มีการเติบโตเฉล่ียสงูกวา่
กลุม่ท่ีมี dsRNA และไอโซเลต Cbi3.3.1 อยา่งมีนยัส าคญั และท่ีอณุหภมูิ 40 °C กลุม่ท่ีไมมี่ 
dsRNA มีการเติบโตเฉล่ียมากกวา่กลุม่ท่ีมี dsRNA อย่างมีนยัส าคญั โดยมีโคโลนี c5 ท่ีเตบิโตได้ดี
ท่ีสดุ เม่ือท าการเลีย้งโคโลนีตอ่ไปในสภาวะห้องปกต ิ ลกัษณะโคโลนีเซลล์เดี่ยวบน CMD หลงั 7 
วนัมีลกัษณะไมแ่ตกตา่งกนั แตภ่ายหลงั 14 วนั กลุม่ของโคโลนีเซลล์เดี่ยวท่ีไมมี่ dsRNA มีการ
สร้างสปอร์มากกว่ากลุม่ท่ีไม่มี dsRNA อยา่งชดัเจน ท่ีทกุอณุหภมูิ (ภาพท่ี 37) 

การเติบโตของโคโลนีบนอาหาร SNA ท่ีอณุหภมูิ 15 °C โคโลนีเด่ียวกลุม่ท่ีไมมี่ dsRNA มี
การเติบโตสงูกวา่กลุม่ท่ีมีไวรัสและไอโซเลต Cbi3.3.1 อยา่งมีนยัส าคญั มีโคโลนี c9 ท่ีเตบิโตดี
ท่ีสดุ ท่ีอณุหภมูิ 30 °C และ 40 °C ไอโซเลต Cbi3.3.1 มีการเติบโตน้อยกว่าโคโลนีเด่ียวกลุม่ท่ีมี
และไมมี่ dsRNA อยา่งมีนยัส าคญั โดยมีโคโลนี c8 ท่ีเตบิโตดีท่ีสดุทัง้สองอณุหภมูิ ทัง้นี ้ ลกัษณะ
ของโคโลนีทัง้หมดท่ีสงัเกตระหวา่งการเตบิโตบน SNA เป็นเวลา 7 วนัมีลกัษณะไมแ่ตกตา่งกนั 
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ตารางท่ี 20 คา่เฉล่ีย (±คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน) ของรัศมีการเตบิโต (mm) ของโคโลนีเซลล์เดี่ยวเม่ือเลีย้งบนอาหาร CMD และ SNA เป็นเวลา 3 วนั 
 

  CMD SNA 
 โคโลนีเซลล์เดี่ยว (n=3) 15 °C 30 °C 40 °C 15 °C 30 °C 40 °C 
1 ไอโซเลต Cbi3.3.1 3.9±1.2 a 73.4±4.7 a 17.6±1.2 bcd 0.0±0.0 ab 30.6±2.3 ab 4.5±0.5 ab 
2 โคโลนี v2 8.9±1.4 b 73.7±7.8 a 20.0±1.0 cde 0.3±0.6 ab 37.7±2.3 bcd 9.2±1.3 bcdef 
3 โคโลนี v3 8.1±0.7 b 78.7±2.3 ab 15.0±0.5 a 0.4±0.7 ab 41.0±4.0 bcde 8.5±1.8 bcde 
4 โคโลนี c1 9.6±0.4 b 80.0±0.0 bc 19.8±0.8 bcde 1.7±0.4 bcd 36.0±2.3 abcd 10.5±0.5 cdefg 
5 โคโลนี c4 8.2±1.0 b 80.0±0.0 bc 17.7±0.6 bcde 2.7±1.0 cde 37.8±4.3 bcd 7.7±2.1 bcde 
6 โคโลนี c5 9.0±1.3 b 80.0±0.0 bc 21.7±0.8 de 0.7±1.3 abc 29.5±3.1 ab 7.3±2.0 abcd 
7 โคโลนี c6 8.7±1.9 b 80.0±0.0 bc 19.8±2.0 bcde 0.7±1.9 abc 42.5±1.8 bcde 11.7±2.8 defgh 
8 โคโลนี c8 16.2±1.2 c 80.0±0.0 bc 19.7±2.3 bcde 2.3±1.2 cd 44.6±4.9 de 14.0±1.0 fgh 
9 โคโลนี c9 17.7±0.8 c 80.0±0.0 bc 19.7±2.1 bcde 3.3±0.8 de 42.1±6.7 bcde 13.5±2.8 efgh 

* ตวัอกัษรยกภาษาองักฤษท่ีตา่งกนัในแตล่ะคอลมัน์แสดงวา่มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั (P ≤ 0.05) 
** คา่ท่ีขีดเส้นใต้แสดงวา่คา่ท่ีน ามาเฉล่ียมีคา่สงูสดุท่ีวดัได้เม่ือเส้นใยเตบิโตเตม็จานอาหารเลีย้ง โดยมีคา่มากกว่าหรือเทา่กบั 80 mm 
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ตารางท่ี 21 คา่เฉล่ีย (±คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน) ของรัศมีการเติบโต (mm) ของกลุม่โคโลนีเซลล์เด่ียวท่ีมีและไมมี่ dsRNA เม่ือเลีย้งบนอาหาร CMD และ SNA เป็น
เวลา 3 วนั 

  CMD SNA 

  15 °C 30 °C 40 °C 15 °C 30 °C 40 °C 
1 ไอโซเลต Cbi3.3.1 (n=3) 3.9±1.2 a 73.4±4.7 a 17.6±1.2 ab 0.0±0.0 a 30.6±2.3 a 4.5±0.5 a 

2 โคโลนีเดี่ยวที่มี dsRNA (n=6) 8.5±1.1 ab 76.2±5.8 a 17.5±2.8 a 0.4±0.6 a 39.3±3.4 b 8.8±1.4 b 

3 โคโลนีเดี่ยวที่ไมม่ี dsRNA (n=18) 11.6±4.1 b 80.0±0.0 b 19.7±1.8 b 1.9±1.2 b 38.8±6.3 b 10.8±3.2 b 

* ตวัอกัษรยกภาษาองักฤษท่ีตา่งกนัในแตล่ะคอลมัน์แสดงวา่มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั (P ≤ 0.05) 
** คา่ท่ีขีดเส้นใต้แสดงวา่คา่ท่ีน ามาเฉล่ียมีคา่สงูสดุท่ีวดัได้เม่ือเส้นใยเตบิโตเตม็จานอาหารเลีย้ง โดยมีคา่มากกว่าหรือเทา่กบั 80 mm 
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                     Isolate 3.3.1     v1   v2  c1         c4       c5    c6            c8         c9 

       

       

       

       

       

ภาพท่ี 37 โคโลนีเซลล์เด่ียวบนจานอาหาร CMD ท่ีเลีย้งเป็นเวลา 14 วนั 

15 ◦C 
 
 
 
 
 
30 ◦C 
 
 
 
 
 
40 ◦C 
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 4.3 การเปรียบเทียบการผลิตเอนไซม์ endoglucanase  

 การผลิตเอนไซม์ endoglucanase ของโคโลนีเดี่ยวจากการเลีย้งในอาหาร production ท่ี
อณุหภมูิ 30 °C เป็นเวลา 5 วนั (120 ชัว่โมง) ค านวณคา่แอคตวิิตีจาก crude enzyme ท่ีได้ จาก
ปริมาณน า้ตาลท่ีเกิดขึน้จากการย่อย 2% (w/v) carboxy methyl cellulose (CMC) ท่ีอณุหภมูิ 50 
°C เป็นเวลา 30 นาที วดัปริมาณน า้ตาลท่ีเกิดขึน้ด้วยวิธี Somogyi-Nelson และวดัปริมาณโปรตีน
ใน crude enzyme ด้วยวิธี Bradford จากนัน้ค านวณคา่แอคตวีิตีและแอคตวิิตีจ าเพาะของ
เอนไซม์ endoglucanase (ตารางท่ี 22 - 23) คา่แอคติวิตีและแอคติวิตีจ าเพาะของแตล่ะโคโลนีไม่
มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั ขณะท่ีปริมาณโปรตีนของกลุม่โคโลนีเด่ียวท่ีมี dsRNA มี
คา่เฉล่ียน้อยกวา่กลุม่ท่ีไมมี่อยา่งมีนยัส าคญั โดยโคโลนีเดี่ยว c5 ท่ีไมมี่ dsRNA มีคา่แอคตวีิตีและ
แอคตวีิตจิ าเพาะสงูท่ีสดุ และโคโลนีเด่ียว c4 ท่ีไมมี่ dsRNA มีปริมาณโปรตีนสงูท่ีสดุ 

ตารางท่ี 22 คา่เฉล่ีย (±คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน) ของแอคติวีติ ปริมาณโปรตีน และแอคตวิิตีจ าเพาะ
ของเอนไซม์ endoglucanase จาก crude enzyme ท่ีได้จากโคโลนีเซลล์เด่ียว 

 โคโลนี (n=3) 
แอคตวิิต ี
(mU/mL) 

ปริมาณโปรตีน 
(µg/mL) 

แอคตวิิตีจ าเพาะ 
(U/mg protein) 

1 ไอโซเลต Cbi3.3.1 3.4±1.0 
a
 72.6±6.0 abcd 0.05±0.02 a 

2 โคโลนี v2 4.5±2.7 
a
 65.4±3.1 abc 0.07±0.04 a 

3 โคโลนี v3 2.6±0.6 
a
 60.9±11.8 ab 0.04±0.02 a 

4 โคโลนี c1 3.6±1.4 
a
 76.7±5.3 bcd 0.05±0.02 a 

5 โคโลนี c4 1.9±1.6 
a
 81.9±9.8 cd 0.02±0.02 a 

6 โคโลนี c5 4.5±2.9 
a
 74.5±3.3 bcd 0.06±0.04 a 

7 โคโลนี c6 4.0±1.6 
a
 72.4±7.8 abcd 0.06±0.03 a 

8 โคโลนี c8 1.5±1.6 
a
 66.9±10.5 abc 0.02±0.03 a 

9 โคโลนี c9 3.6±2.1 
a
 74.1±1.5 bcd 0.05±0.03 a 

* ตวัอกัษรยกภาษาองักฤษท่ีตา่งกนัในแตล่ะคอลมัน์แสดงวา่มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญั (P 

≤ 0.05) 
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ตารางท่ี 23 คา่เฉล่ีย (±คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน) ของแอคติวีติ ปริมาณโปรตีน และแอคตวิิตีจ าเพาะ
ของเอนไซม์ endoglucanase จาก crude enzyme ท่ีได้จากกลุม่โคโลนีเซลล์เดี่ยวท่ีมีและไมมี่ 
dsRNA 

 
 

แอคตวิิต ี
(mU/mL) 

ปริมาณโปรตีน 
(µg/mL) 

แอคตวิิตีจ าเพาะ 
(U/mg protein) 

1 ไอโซเลต Cbi3.3.1 (n=3) 3.3±1.0 a 72.6±6.0 ab 0.05±0.02 a 
2 โคโลนีเดี่ยวที่มี dsRNA (n=6) 3.5±2.0 a 63.2±8.1 b 0.06±0.03 a 
3 โคโลนีเดี่ยวที่ไมม่ี dsRNA (n=18) 3.2±2.0 a 74.4±7.6 a 0.04±0.03 a 

* ตวัอกัษรยกภาษาองักฤษท่ีตา่งกนัในแตล่ะคอลมัน์แสดงวา่มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญั (P 

≤ 0.05) 
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บทที่  5 

อภปิรายผลการวิจัย 

1. การคัดแยกรา Trichoderma  

จากตวัอย่างดนิ ก่ิงไม้ และเห็ดหิง้ท่ีเก็บจากบริเวณตา่งๆใน 13 จงัหวดัของประเทศไทย  
ตัง้แตช่ว่งเดือน สิงหาคม พ.ศ. 2551 ถึง มีนาคม พ.ศ. 2553 คดัแยกราบนอาหาร P0.5DA+c ท่ีมี
น า้ตาล glucose เพียง 0.5% (w/v) เพ่ือชะลอการเตบิโตของราชนิดตา่งๆ และเติม 
chloramphenicol 10 mg/mL เพ่ือยบัยัง้การเติบโตของแบคทีเรีย การคดัเลือกไอโซเลตท่ีมี
ลกัษณะโคโลนีคล้าย Trichoderma พิจาณาจากลกัษณะเส้นใยใสไมมี่สีหรือมีสีขาว เติบโตได้เร็ว 
และอาจเติบโตบนโคโลนีของราอ่ืนได้ มีการสร้างสปอร์สีเขียว สีเขียวเหลือง และสีขาว จากนัน้
ตรวจสอบลกัษณะสณัฐานวิทยาของแตล่ะไอโซเลตภายใต้กล้องจลุทรรศน์ เปรียบเทียบลกัษณะ
ของ conidiophore phialide และ conidia กบัลกัษณะของ Trichoderma ท่ีรายงานไว้โดย 
Chaverri และ Samuel (2003) คดัแยกราท่ีมีลกัษณะคล้าย Trichoderma และมีลกัษณะของ
โคโลนีหรือการเตบิโตท่ีแตกตา่งกนัในแตล่ะตวัอยา่ง ได้จ านวนทัง้สิน้ 96 ไอโซเลต โดยเป็นไอโซ
เลตท่ีแยกจากตวัอยา่งดิน 13 ตวัอยา่งท่ีเก็บใน 11 จงัหวดัจากทกุภาคของประเทศไทยเป็นจ านวน 
76 ไอโซเลต แยกจากตวัอยา่งก่ิงไม้ 3 ตวัอยา่งจากจงัหวดัชลบรีุและกาญจนบรีุเป็นจ านวน 7 ไอโซ
เลต และแยกจากตวัอยา่งเห็ดหิง้ 4 ตวัอยา่งจากจงัหวดัชลบรีุและร้อยเอ็ดเป็นจ านวน 19 ไอโซเลต  
จากการวิจยันีไ้ด้เน้นการเก็บตวัอยา่งดินซึง่เป็นแหลง่อาศยัของรา Trichoderma ซึง่สามารถคดั
แยกได้ราจ านวนมาก โดยพบไอโซเลตท่ีมีลกัษณะคล้าย Trichoderma ท่ีแตกตา่งกนัจ านวนถึง 12 
ไอโซเลตภายในตวัอย่างเดียว ส าหรับตวัอยา่งก่ิงไม้และเห็ดหิง้ก็เป็นอีกแหลง่อาศยัของรา Tricho 
-derma โดยตวัอยา่งก่ิงไม้และเห็ดหิง้นีใ้นการศกึษานีเ้ป็นตวัอย่างท่ีน ามาคดัแยกราในกลุม่เนา่
ขาว (white rot) และพบการปนเปือ้นของราหลายชนิดบนตวัอยา่ง ซึง่เป็นราท่ีมีลกัษณะคล้าย 
Trichoderma และน ามาใช้ในงานวิจยันี ้ โดยพบจ านวนตัง้แต ่ 2 ถึง 8 ไอโซเลตจากตวัอยา่ง
เดียวกนั ถึงแม้วา่ตวัอยา่งก่ิงไม้และเห็ดหิง้จะมีจ านวนไอโซเลตน้อยกวา่ แต่ลกัษณะของไอโซเลต
กลุม่ท่ีได้จากตวัอยา่งก่ิงไม้และเห็ดหิง้มีลกัษณะโคโลนีแตกตา่งจากกลุม่ไอโซเลตท่ีได้จากตวัอย่าง
ดนิ ซึง่จากรายงานการศกึษารา Trichoderma แตล่ะชนิดก็คดัแยกได้จากแหลง่อาศยัท่ีแตกตา่ง
กนั (Chaverri and Samuel, 2003; Jaklitsch, 2009; Kubicek et al., 2003; Kullnig-Gradinger 
et al., 2002; Samuel et al., 2002) 
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2. การตรวจสอบ dsRNA  

2.1 การสกัด dsRNA  

ส าหรับวิธีท่ีใช้ในการตรวจสอบไวรัสท่ีใช้ในการศกึษา ได้ใช้วิธีการตรวจสอบ 
dsRNA โดยการแยก dsRNA ด้วย cellulose column chromatography ซึง่อาศยัคณุสมบตัใิน
การจบัระหวา่งโมเลกลุของ dsRNA กบั cellulose ในสารละลายท่ีมี ethanol ความเข้มข้น
ประมาณ 15 % เพ่ือแยก dsRNA จากสารพนัธุกรรมอ่ืนๆ (Morris and Dodds, 1979) วิธีการแยก 
dsRNA นีส้ามารถตรวจสอบ dsRNA ของไวรัสท่ีมีจีโนมเป็น ssRNA และ dsRNA ซึง่เป็นไมโค
ไวรัสสว่นใหญ่ได้อยา่งมีประสิทธิภาพ จากนัน้ท าการยืนยนัโครงสร้างของ dsRNA ท่ีได้นีด้้วยการ
ยอ่ยด้วย nuclease ชนิดตา่งๆ ได้แก่ DNase I จะยอ่ย DNA ทัง้สายคูแ่ละสายเด่ียว S1 nuclease 
จะยอ่ย ssRNA และ ssDNA และ RNase A จะยอ่ย RNA ทัง้หมดในสภาวะของสารละลายท่ีมี
ความเข้มข้นเกลือต ่า (0.1x SSC buffer) แตย่อ่ย dsRNA ไมไ่ด้ในสภาวะของสารละลายท่ีมีความ
เข้มข้นเกลือสงู (2x SSC buffer)  (Billeter et al., 1966) ซึง่จากผลท่ีได้ยืนยนัแถบท่ีสกดัได้มี
โครงสร้างเป็น dsRNA จริง 

การตรวจสอบ dsRNA ใน 96 ไอโซเลตของรา Trichoderma ท่ีคดัแยกได้ พบ
แถบ dsRNA ใน 7 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต Cbi3.1.1 Cbi3.2.2 และ Cbi3.3.1 แยกจากตวัอย่าง
ก่ิงไม้หรือเห็ดหิง้จากพืน้ท่ีป่าของอทุยานแห่งชาติเขาเขียว จงัหวดัชลบรีุ ไอโซเลต Cpn1.1.1 
Pbn1.1.5 Plk1.1.9 และ Ubn1.1.3 แยกจากตวัอยา่งดินจากจงัหวดัชมุพร เพชรบรูณ์ พิษณโุลก 
และ อบุลราชธานี ตามล าดบั จากผลทีได้แสดงให้เห็นวา่สามารถพบ dsRNA ท่ีอาจเป็นไวรัสในรา 
Trichoderma ท่ีแยกจากตวัอยา่งดินท่ีเก็บจากธรรมชาติจากทกุภาคของประเทศไทย และสามารถ
พบได้มากถึง 3 ไอโซเลตท่ีแตกตา่งกนัจากตวัอย่างก่ิงไม้และเห็ดหิง้ท่ีเก็บจากสถานท่ีเดียว 

อตัราการพบ dsRNA ในรา Trichoderma จากการศกึษานีค้ิดเป็น 7 % จาก 96 
ไอโซเลตท่ีแยกจากตวัอย่างท่ีเก็บจากธรรมชาตจิากจงัหวดัในภาคตา่ง ๆ ของประเทศไทย ซึง่สงู
กวา่อตัราการพบใน Trichoderma ท่ีแยกจากฟาร์มเห็ดและพืน้ท่ีเกษตรเฉพาะในจงัหวดัเชียงใหม่ 
โดย Jom-in และ Akarapisan (2009) ซึง่พบในอตัรา 1.3 % จาก 156 ไอโซเลต โดยทัว่ไปอตัรา
การพบ dsRNA ในเห็ดรากลุม่ตา่ง ๆ มีตัง้แต ่ 10 % จนถึง 100 % ในตวัอยา่งท่ีท าการศกึษา 
(Pearson et al., 2009) อย่างเชน่ราท่ีคดัแยกจากดนิในกลุม่ Aspergillus section Nigri มีอตัรา
การพบ dsRNA ประมาณ 7 % ของราจ านวนประมาณ 300 ไอโซเลตท่ีคดัแยกจากตวัอย่างจาก
ธรรมขาตใินประเทศตา่งๆ ในขณะท่ีราสายพนัธุ์ท่ีถกูเก็บรักษาไว้ในศนูย์เก็บรักษาพนัธุ์จลุินทรีย์มี
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อตัราการพบถึง 25.5 % จาก 51 สายพนัธุ์ (Varga et al., 1994) ทัง้นีใ้นอีกรายงานการศกึษาหนึง่ 
พบวา่อตัราการพบ dsRNA ใน black Aspergillus อยูท่ี่ประมาณ 10 % ใน 668 ไอโซเลตจากทัว่
โลก (van Diepeningen et al., 2006) ส าหรับใน Aspergillus section Flavi มีรายงานวา่พบ 
dsRNA ประมาณ 19.2 % ใน 26 สายพนัธุ์ท่ีเก็บรักษาไว้ และ 7.6 %ใน 66 ไอโซเลตท่ีคดัแยกใหม่ 
(Elias and Cotty, 1996) นอกจากนีจ้ากการศกึษา Aspergillus section Fumigati และ section 
Circumdati พบ dsRNA ในอตัรา 3.5 % จาก 113 สายพนัธุ์ของ และ 8.2 % จาก 60 สายพนัธุ์ ซึง่
มีสกลุ Neosartorya และ Petromyces ท่ีเป็นระยะท่ีมีการสืบพนัธุ์แบบอาศยัเพศด้วยเชน่กนั 
(Varga et al., 1998) อยา่งไรก็ดีการศกึษา Aspergillus nidulans กลบัไมพ่บ dsRNA (0%) ใน 
112 ไอโซเลตท่ีท าการตรวจสอบ และจากการทดลองถ่ายเชือ้ไวรัส พบวา่ไวรัสไมส่ามารถถ่ายทอด
ผา่นการสืบพนัธุ์แบบอาศยัเพศของราชนิดนีไ้ด้ (Coenen et al., 1997) ดงันัน้จะเห็นวา่อตัราการ
พบ dsRNA ในรานัน้แตกตา่งกนัไปขึน้อยูก่บัชนิดของเห็ดรา และวิธีท่ีใช้ในการเก็บตวัอยา่งท่ี
ศกึษา  

แถบของ dsRNA ท่ีพบในรา Trichoderma แตล่ะไอโซเลตมีรูปแบบท่ีแตกตา่งกนั 
โดยจ านวนแถบ dsRNA ท่ีพบบน 1.6 % agarose มีจ านวนตัง้แต ่ 1 จนถึง 4 แถบ มีขนาดอยู่
ระหวา่งประมาณ 1.25 จนถึง 22 กิโลเบส แตเ่ม่ือท าการตรวจสอบแถบ dsRNA บน 8% SDS-
PAGE พบแถบ dsRNA จ านวนตัง้แต ่1 จนถึง 10 แถบ ซึง่มีหลายแถบท่ีไมพ่บบน agarose gel 
เน่ืองจากมีอยูใ่นปริมาณท่ีต ่ากวา่ความสามารถของ agarose gel ท่ีจะตรวจสอบได้ และเน่ืองจาก 
dsRNA มีการเคล่ือนท่ีบน 8% SDS-PAGE แตกตา่งจากบน agarose gel จงึไมส่ามารถค านวณ
ขนาดโดยการเปรียบเทียบกบั DNA marker ได้ ส าหรับรูปแบบของ dsRNA ท่ีพบในการศกึษานี ้
แตกตา่งจากรูปแบบของ dsRNA ท่ีพบในรา Trichoderma ท่ีมีผู้รายงานไว้ก่อนหน้านี ้ (Castle et 
al., 1998; Antal et al., 2005; Jom-in and Akarapisan, 2009) ซึง่แสดงให้เห็นวา่ dsRNA ในรา 
Trichoderma ท่ีพบได้ในประเทศไทยนีมี้ความหลากหลายมาก  โดยรูปแบบ dsRNA ของ 
Trichoderma ไอโซเลตท่ีพบนี ้ ไอโซเลต Cbi3.1.1 มี dsRNA จ านวน 10 แถบ มองเห็นบน 
agarose gel เพียง 4 แถบขนาดประมาณ 1.94 – 2.15 kb ซึง่ใกล้เคียงกบัจีโนมของไวรัสในสกลุ 
Mycoreovirus แตจ่ากจ านวนแถบท่ีมีมาก จงึอาจเป็นไปได้ว่าเป็นการตดิเชือ้ร่วมกนัของไวรัส
หลายชนิด ไอโซเลต Cbi3.2.2 มี dsRNA จ านวน 6 แถบ มองเห็นบน agarose gel เพียง 3 แถบ
ขนาดประมาณ 1.25 – 22 kb ขนาดของ dsRNA ท่ีพบไมใ่กล้เคียงกบัจีโนมของไวรัสในสกลุใด
และอาจเป็นการตดิเชือ้ร่วมกนัของไวรัสหลายชนิด ไอโซเลต Cbi3.3.1 มี dsRNA จ านวน 3 แถบ 
โดย 2 แถบท่ีมีขนาดใกล้เคียงกนัมาก มีขนาดโดยประมาณ 2.19 kb ซึง่ท่ีใกล้เคียงกบัจีโนมของ
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ไวรัสในสกลุ Partitivirus ไอโซเลต Cpn1.1.1 มี dsRNA จ านวน 7 แถบ มองเห็นบน agarose gel 
เพียง 4 แถบขนาดประมาณ 2.05 – 3.25 kb ขนาดของ dsRNA ท่ีพบใกล้เคียงกบัจีโนมของไวรัส
ในสกลุ Chrysovirus และอาจเกิดจากการติดเชือ้ร่วมกนัของไวรัสหลายชนิด ไอโซเลต Pbn1.1.5 
และ Ubn1.1.3 พบ dsRNA เพียงแถบเดียว ขนาดประมาณ 15.25 kb ใกล้เคียงกบัจีโนมของไวรัส
ในสกลุ Endornavirus และรูปแบบของ dsRNA ของไอโซเลต Plk1.1.9 มีจ านวน 5 แถบ มองเห็น
บน agarose gel เพียง 2 แถบขนาดประมาณ 1.42 – 1.5 kb ซึง่ไมใ่กล้เคียงกบัจีโนมของไวรัสใน
สกลุใด 

2.2 การจ าแนกชนิดของรา Trichoderma ที่พบ dsRNA 

  ในการจ าแนกรา Trichoderma ทัง้ 7 ไอโซเลตท่ีพบ dsRNA ได้ใช้ข้อมลูของ
ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีต าแหน่ง Internal transcribed spacer (ITS) ร่วมกบัลกัษณะการเตบิโตและ

สณัฐานวิทยา โดยสามารถจ าแนกราไอโซเลต Cbi3.2.2 Cbi3.3.1 และ Plk1.1.9 เป็น T. 

harzianum T. reesei และ T. virens ตามล าดบั ขณะท่ีไอโซเลต Cbi3.1.1 Cpn1.1.1 Pbn1.1.5 
และ Ubn1.1.3 ยงัไมส่ามารถระบชุนิดได้ เน่ืองจากยงัขาดข้อมลูบางสว่น หรือผลการจดัจ าแนก
ชนิดจากข้อมลูของ ITS กบัลกัษณะสณัฐานวิทยาท่ีได้ไมส่อดคล้องกนั  

ส าหรับการจ าแนกรา Trichoderma มีหนว่ยงานท่ีดแูลคือ International 
Subcommision on Trichoderma and Hypocrea Taxonomy (ISTH) โดยในปัจจบุนัจดัจ าแนก
รา Trichoderma หรือ Hypocrea จ านวนทัง้สิน้ 104 ชนิด จากข้อมลูการเตบิโต สณัฐานวิทยา 
และล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 ITS2 และ tef1 (translation-elongation factor 1-alpha 
encoding gene) ร่วมกบัข้อมลูของยีน  rpb2 (RNA polymerase 2 gene) cal1 (calmodulin 
gene) chi18-5 (endochitinase 18 – 5 gene) (International Subcommision on Trichoderma 
and Hypocrea Taxonomy, 2011 : Online) ส าหรับการใช้ข้อมลูบริเวณ ITS ของ rRNA gene 
เป็นบริเวณท่ีมีการศกึษากนัมากในการจ าแนกรา ซึง่สามารถท าได้ง่ายและรวดเร็ว แตเ่ม่ือท าการ
เปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมลู GenBank มกัพบข้อมลูมีการระบชุนิดไมถ่กูต้อง 
(Kubicek et al., 2003) ตอ่มาได้มีการสร้างฐานข้อมลูเฉพาะส าหรับสายพนัธุ์ Type species ของ
รา Trichoderma หรือ Hypocrea ในเว็บไซต์ของ ISTH โดยใช้โปรแกรม TrichoBLAST ในการ
เปรียบเทียบ และได้พฒันาการจ าแนกด้วยวิธี DNA barcoding ด้วยโปรแกรม TrichOKEY 2.0 
(Druzhinina et al., 2005; 2006) แตมี่ข้อจ ากดัคือไม่สามารถจ าแนกชนิดของรา Trichoderma 
กลุม่ Koningii complex และ Rufa complex และในกลุม่ของ T. longibrachiatum กบั H. 
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orientalis และ T. tomentosum กบั T. cerinum ท่ีมีล าดบัคล้ายกนัได้ ในการยืนยนัชนิดท่ีถกูต้อง 
จงึจ าเป็นต้องใช้ข้อมลูอ่ืนๆมาพิจารณาร่วมด้วย เชน่ ข้อมลูของล าดบันิวคลีโอไทด์ของ tef1 
(Kullnig-Gradinger et al., 2002; Jaklitsch et al., 2005) rpb2 (Liu et al., 1999) cal1 
(Chaverri et al., 2003) chi18-5 (Komon-Zelazowska et al., 2007) และ las1 (essential 
nuclear protein gene) (Druzhinina et al., 2010) นอกจากนัน้อาจศกึษาการใช้แหลง่คาร์บอน 
การตอบสนองตอ่แสง การสร้างสปอร์ รวมถึงการศกึษาข้อมลูของ MAT (mating gene) และการ
ทดลอง mating ระหวา่งสายพนัธุ์ท่ีใกล้เคียง (Seidl et al., 2009; Druzhinina et al., 2010) เพ่ือ
ระบวุา่เป็นชนิดเดียวกนัหรือชนิดใหม่ 

การจ าแนกชนิดลกัษณะสณัฐานวิทยาจากระยะ anamorph ของรา Trichoder-
ma นัน้ท าได้ยาก เน่ืองจากชนิดท่ีใกล้ชิดกนัมีลกัษณะสณัฐานวิทยาท่ีคล้ายกนัมาก (Chaverri  
and Samuel, 2003) ในการศกึษานีจ้งึได้ใช้ข้อมลูทางโมเลกลุของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS 
ในการจ าแนกก่อน จากนัน้จึงท าการเปรียบเทียบลกัษณะของไอโซเลตกบัรา Trichoderma ชนิดท่ี
ได้ โดยได้ท าการบนัทกึลกัษณะท่ีใช้กบั Interactive key จากเว็บไซต์ Trichoderma Online 
(Samuel et al., 2011 : Online) ได้แก่ลกัษณะของ conidia conidiophore phialide 
chlamydospore และการเติบโตในท่ีมืดเป็นเวลา 72 ชัว่โมงท่ีอณุหภมูิ 30 35  และ 40 °C โดย 
Trichoderma ไอโซเลต Cbi3.2.2 Cbi3.3.1 และ Plk1.1.9 มีลกัษณะตรงกบัชนิดท่ีจ าแนกด้วย
ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS  ขณะท่ีไอโซเลต Cbi3.1.1 มีลกัษณะโคโลนี และ conidia 
ตา่งจาก T. koningiopsis ไอโซเลต Cpn1.1.1 มีลกัษณะโคโลนี และ conidia ตา่งจาก T. 
erinaceum ไอโซเลต Pbn1.1.5 ไมมี่ผลการตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS แตมี่ลกัษณะ
สณัฐานวิทยาใกล้เคียงกบั T. ovalisporum และไอโซเลต Ubn1.1.3 มีลกัษณะใกล้เคียง T. 
harzianum แตมี่การสร้าง clamydospore ในลกัษณะเป็นโซ่ตอ่เน่ืองตา่งจากลกัษณะตามปกติ  
โดยไอโซเลตท่ีมีลกัษณะแตกตา่งกนันีอ้าจเป็นรา Trichoderma ชนิดใหม ่หรืออาจเป็นผลจากการ
มี dsRNA ท่ีพบ ซึง่จ าเป็นต้องมีการศกึษาเพิ่มเตมิ อยา่งเชน่ ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณอ่ืนๆ 
หรือการขจดัไวรัสในไอโซเลตนัน้ จากการศกึษาลกัษณะสณัฐานวิทยา ไอโซเลต Cbi3.1.1 
Cpn1.1.1 และ Pbn1.1.5 มีการสร้างสปอร์ท่ีน้อยกว่าไอโซเลตอ่ืนๆท่ีท าการศกึษาอยา่งชดัเจน 
นอกจากนัน้ทัง้ 7 ไอโซเลตท่ีพบ dsRNA จะมีการสร้าง chlamydospore ซึง่เป็น resting spore ท่ี
สร้างจากเส้นใยจ านวนมาก ซึง่ลกัษณะดงักลา่วอาจเก่ียวข้องกบัการมี dsRNA ในไอโซเลตเหลา่นี ้ 
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ส าหรับการเก็บรักษา Trichoderma ไอโซเลตท่ีมี dsRNA ได้ใช้การเก็บ 2 วิธี คือ
การเก็บเส้นใยในขวด vial ท่ีมีอาหารเอียง CMD 10 mL เก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 4 °C และวิธีการเก็บ
สปอร์แบบ spore suspension ใน 1% (v/v) Tween ใน 20% (v/v) glycerol เก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 
-20 °C พบวา่วิธีการเก็บบนอาหารเอียงสามารถเก็บรักษาเส้นใยได้เป็นเวลา 5 – 6 เดือน สามารถ
น าออกมาถ่ายเส้นใยได้ตลอดเวลา ลกัษณะของโคโลนีไมเ่ปล่ียนแปลง และสามารถตรวจสอบพบ 
dsRNA ได้ในทกุไอโซเลต นอกจากนีย้งัได้ทดลองเก็บเส้นใยในน า้กลัน่ปลอดเชือ้ พบวา่เส้นใยของ 
Trichoderma บางไอโซเลตเกิดการย่อยสลาย และพบการปนเปือ้น ไมส่ามารถเก็บรักษาเส้นใยได้ 
ส าหรับการเก็บ spore suspension สามารถเก็บรักษาสปอร์ได้เป็นเวลามากกวา่ 1 ปี แตไ่ม่
สามารถใช้เก็บรักษาสปอร์ของไอโซเลต Cpn1.1.1 ได้ และหลงัจากการละลายและแชแ่ข็งซ า้ 
พบวา่หลายไอโซเลตไมส่ามารถน ามาใช้ได้อีก จงึไมเ่หมาะในการใช้งานอยา่งตอ่เน่ือง และยงัพบ
การเปล่ียนแปลงของลกัษณะของโคโลนีในบางไอโซเลต และยงัตรวจสอบไมพ่บ dsRNA ในไอโซ
เลต Pbn1.1.5 และ Ubn1.1.3 เม่ือน าสปอร์มาเลีย้งอีกด้วย ดงันัน้วิธีการเก็บเส้นใยในอาหารเอียง
จงึเหมาะสมท่ีสดุในการเก็บไอโซเลตท่ีมี dsRNA ในงานวิจยันี ้ 

3. การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ dsRNA 

ในการศกึษาล าดบันิวคลีโอไทด์บางสว่นของ dsRNA ท่ีพบ ได้เลือกศกึษา dsRNA จาก 
Trichoderma  ไอโซเลต Cbi3.3.1 เน่ืองจากความส าคญัของราชนิดนีท่ี้ใช้ในการผลิตเอนไซม์ใน
อตุสาหกรรม ประกอบกบัเป็นชนิดของรา Trichoderma ท่ีมีข้อมลูการศกึษาทางชีววิทยาด้าน
ตา่งๆจ านวนมาก และยงัไมมี่รายงานการศกึษาไวรัสในราชนิดนีม้าก่อน การศกึษาไวรัสท่ีอาจ
สง่ผลตอ่คณุสมบตัติา่งๆของรา T.  จงึมีความนา่สนใจและอาจน าไปประยกุต์ใช้ประโยชน์ตอ่ไปได้ 

การศกึษาล าดบันิวคลีโอไทด์บางสว่นของ dsRNA จาก T.  ไอโซเลต Cbi3.3.1 พบวา่
ล าดบันิวคลีโอไทด์บางสว่นของ dsRNA จาก cDNA ของโคลน c88 และ c101 ความยาว 480 
และ 270 เบส ถอดรหสัเป็นโปรตีนความยาว 160 และ 89 กรดอะมิโน ซึง่มีความคล้ายคลงึกบั 
replicase ของ Primula malacoides virus China/Mar2007 ท่ี 54.3 % และ Rosellinia necatrix 
partitivirus 1-W8 ท่ี 38.1 % ล าดบันิวคลีโอไทด์บางสว่นของ dsRNA จากโคลน c171 ถอดรหสั
เป็นโปรตีนความยาว 475 เบส ถอดรหสัเป็นโปรตีนความยาว 158 กรดอะมิโน ซึง่มีความ
คล้ายคลงึกบั capsid protein ของ Primula malacoides virus China/Mar2007 ท่ี 29.1 % และ
การเปรียบเทียบ multiple alignment แสดงให้เห็นวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์จาก cDNA ของโคลน 
c88 มีบริเวณของ conserved motif III และ IV ของ RdRp ของไวรัสในกลุม่ Parititivirus  
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จากการศกึษาความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการของ putative protein จากล าดบันิวคลีโอไทด์
บางสว่นของ dsRNA กบั putative RdRp และ CP ของ Partitivirus ชนิดตา่งๆพบว่า dsRNA จาก 
T. reesei ไอโซเลต Cbi3.3.1 มีความสมัพนัธ์ใกล้ชิดกบั Primula malacoides virus (PmV) ท่ี
แยกจากใบท่ีเป็นโรคขอบใบเหลือง (yellow-edge) ของ Primula malacoides พืชล้มลกุซึง่ใช้เป็น
ไม้ประดบัจากมณฑล Hangzhou ประเทศจีน (Li et al., 2009) Rosellinia necatrix partitivirus 
1 - W8 (RnPV-W8) ท่ีพบในไอโซเลต W8 ของรา Rosellinia necatrix ซึง่เป็นราดนิก่อโรครากเนา่
ขาว (white root rot) ของพืชหลายชนิด โดยไอโซเลต W8 นีเ้ป็นไอโซเลตท่ีมีลกัษณะ hypovirulent 
ท่ีแยกได้จากต้นองุ่นในจงัหวดั Okayama ประเทศญ่ีปุ่ น โดยพบ RNA ของ Partitivirus ร่วมกบั 
dsRNA ขนาดใหญ่อีก 2 แถบ (Sasaki et al., 2005) ไวรัส Rhizoctonia solani virus 717 
(RhsV-717) จากไอโซเลต 717 ท่ีมีลกัษณะ hypovirulent ของ Rhizoctonia solani ราก่อโรคพืช
ในดนิ (Strauss et al., 2000; Tavantzis and Bandy, 1988) และเม่ือศกึษาเฉพาะ putative 
RdRp พบวา่ dsRNA จาก T. reesei ไอโซเลต Cbi3.3.1 ยงัมีความสมัพนัธ์กบั Helicobasidium 
mompa partitivirus V1-1 (HmV-V1-1) ใน Helicobasidium mompa ไอโซเลต V1 ท่ีก่อโรคราก
เนา่มว่ง (Violet root rot) ในต้นแอปเปิลในจงัหวดั Fukushima ของประเทศญ่ีปุ่ น (Osaki et al., 
2002) Fusarium poae virus 1 (FpV-1; FUPO-1) ใน Fusarium poae ไอโซเลต A-11 ท่ีแยก
จากเมล็ดข้าวสาลีในประเทศฮงัการี (Compel et al., 1998) Pleurotus ostreatus virus 1 (PoV-
1) ในเห็ดนางรม (Pleurotus ostreatus) สายพนัธุ์ ASI2596 (Lim et al., 2005) และ Grapevine 
associated partitivirus 1 (GaPV-1) จากต้นองุ่น (Al Rwahni et al., 2009; Al Rwahni et al., 
2011)  

โดยทัว่ไปไวรัสในวงศ์ Partitiviridae มีจีโนมเป็น dsRNA 2 โมเลกลุ (bipartite genome) 
ท่ีมีขนาดใกล้เคียงกนั มีขนาดประมาณ 1.4 – 3.0 kb แตล่ะโมเลกลุมี 1 open reading frame ซึง่
ถอดรหสัเป็น RNA dependent RNA polymerase (RdRp) และ capsid protein (CP) ท่ีประกอบ
กบัเป็นอนภุาคสมมาตรแบบ isometric ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลางประมาณ 30 – 35 nm ภายในจะ
บรรจจีุโนมแตล่ะสว่นแยกจากกนั และอาจพบ dsRNA โมเลกลุท่ี 3 และ 4 ซึง่เป็น defective RNA 
หรือ satellite virus (Ghabrial, 1998) วงศ์ Partitiviridae แบง่ออกเป็น 4 สกลุ ได้แก่ สกลุ 
Alphacryptovirus และ Betacryptovirus ส าหรับ cryptic virus ท่ีพบในพืช สกลุ Partitivirus 
ส าหรับไวรัสพบในเห็ดรา และสกลุ Cryspovirus ส าหรับท่ีไวรัสพบในโปรโตซวั (Nibert et al., 
2009) โดยไวรัสในสกลุ Partitivirus สว่นใหญ่พบจากการศกึษาไวรัสในราโรคพืช ได้แก่ 
Atkinsonella hypoxylon (Oh and Hillman, 1995) Discula destructiva (Rong et al., 2002) 
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Fusarium poae (Compel et al., 1999) Fusarium solani (Nogawa et al., 1996) 
Gaeumannomyces graminis (Buck, 1984) Gremmeniella abietina (Tuomivirta and 
Hantula, 2003) Helicobasidium mompa  (Osaki et al., 2002) Heterobasidion annosum 
(Ihrmark et al., 2001) Ophiostoma himal-ulmi (Crawford et al., 2006) Penicillium 
stoloniferum (Kim et al., 2005; Kim et al., 2003) Pleurotus ostreatus (Lim et al., 2005) 
Rhizoctonia solani (Strauss et al., 2000) และ Rosellinia necatrix (Sasaki et al., 2005) ทัง้นี ้
ยงัพบไวรัสในพืชบางชนิด เชน่ Vicia cryptic virus (VCV) (Blawid et al., 2007) Cherry 
chlorotic rusty spot-associated partitivirus (CCRS-PV) Amasya cherry disease-
associated partitivirus (ACD-PV) (Coutts et al., 2004) Grapevine associated partitivirus 1 
(GaPV-1) (Al Rwahni et al., 2009; Al Rwahni et al., 2011) รวมทัง้ Primula malacoides virus 
(PmV) (Li et al., 2009) ท่ีมีลกัษณะใกล้เคียงกบัไวรัสในสกลุ Partitivirus แตย่งัไมมี่การจดั
หมวดหมูไ่ว้  

จากการศกึษาท่ีได้นีอ้าจเป็นไปได้วา่ dsRNA ท่ีพบใน Trichoderma  Cbi3.3.1 เป็นไวรัส
ในสกลุ Partitivirus ซึง่เป็นครัง้แรกท่ีรายงานการพบในรา T.  โดย dsRNA ท่ีพบมีจ านวน 3 แถบ 
บน 8 % SDS-PAGE และจากการเคล่ือนท่ีบน 1.6 % agarose พบจ านวน 2 แถบ แถบเข้มมี
ขนาดโดยประมาณ 2.19 kb และแถบท่ีจางกวา่มีขนาดโดยประมาณ 2.04 kb ซึง่ใกล้เคียงกบั
ลกัษณะทัว่ไปของไวรัสในวงศ์ Partitiviridae ท่ีมีจ านวน dsRNA 2 – 4 แถบ โดย dsRNA1 และ 
dsRNA2 ท่ีมีขนาดใกล้เคียงกนัถอดรหสัเป็น RdRp และ CP และ dsRNA3 อาจเป็น defective 
RNA หรือ satellite virus และจากผลการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการยืนยนัความ
ใกล้ชิดกบัไวรัสในสกลุ Partitivirus จากล าดบันิวคลีโอไทด์ของทัง้ RdRp gene และ CP gene มี
ความแตกตา่งจากไวรัสท่ีมีรายงานมาก่อน ซึง่เป็นไปได้ว่า dsRNA ใน T.  นีเ้ป็นไวรัสชนิดใหมใ่น
สกลุ Partitivirus แตอ่ยา่งไรก็ดีจ าเป็นต้องมีการศกึษาล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีสมบรูณ์ทัง้จีโนม 
การศกึษาการเพิ่มจ านวนอนภุาค และการถ่ายทอดตามวิธี Koch’s postulates เพ่ือเป็นการสรุป
ได้แนช่ดั 
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4. การศึกษาผลของ dsRNA ที่มีต่อราให้อาศัย 

การคดัแยกสปอร์เดี่ยวจาก T.  ไอโซเลต Cbi3.3.1 ได้คดัแยกจ านวน 2 ครัง้ ครัง้ละ 10 
โคโลนี จากนัน้ท าการตรวจสอบ dsRNA ภายหลงัจากการถ่ายเส้นใย 2 – 3 รอบ โดยครัง้แรก
สามารถคดัแยกโคโลนีท่ีไมมี่ dsRNA จ านวน 5 โคโลนี คิดเป็นอตัราการถ่ายทอด 50 % และครัง้ท่ี 
2 จ านวน 10 โคโลนี คิดเป็นอตัรา 0 % แตเ่ม่ือท าการถ่ายเส้นใยตอ่เน่ืองไปอีกระยะหนึง่ตรวจพบ 
dsRNA ในบางโคโลนี ซึง่อาจเกิดจากการท่ี dsRNA ท่ีถ่ายทอดในสปอร์มีปริมาณน้อยจนไม่
สามารถตรวจสอบได้ในครัง้แรก และเพิ่มจ านวนขึน้ในปริมาณท่ีตรวจสอบได้เม่ือท าการถ่ายเส้นใย
ไประยะหนึง่ หรืออาจเกิดจากการปนเปือ้นจากโคโลนีท่ีมี dsRNA ระหวา่งการเลีย้งเส้นใย ในการ
ขจดั dsRNA จงึควรพนัพาราฟิล์มรอบขอบจานอาหารและแยกจานอาหารของโคโลนีท่ีมีและไมมี่ 
dsRNA จากกนั และตรวจสอบ dsRNA ก่อนน ามาใช้ทดลองทกุครัง้ โดยอาจท าการคดัแยกสปอร์
เดี่ยวของโคโลนีท่ีไมมี่ dsRNA ซ า้อีกครัง้เพ่ือขจดั dsRNA โดยสมบรูณ์ 

เพ่ือยืนยนัว่าโคโลนีเซลล์เด่ียวท่ีได้ไมมี่ dsRNA จงึท าการตรวจสอบซ า้อีกครัง้ก่อนน ามา
ท าการทดลองเปรียบเทียบ โดยได้โคโลนีเดี่ยวท่ีไมมี่ dsRNA จ านวน 6 โคโลนี (c1 c4 c5 c6 c8 
และ c9) และได้เลือกโคโลนีเดี่ยวท่ีมี dsRNA จ านวน 2 โคโลนี (v2 และ v3) ท าการทดลอง
เปรียบเทียบการเตบิโตและลกัษณะทางสณัฐานของโคโลนี โดยมี T. reesei ไอโซเลต Cbi3.3.1 
เป็นชดุการทดลองควบคมุ 

ในการศกึษาความแตกตา่งจากการมีและไมมี่ dsRNA ของ T. reesei ไอโซเลต Cbi3.3.1 
ได้ท าการทดลองศกึษาผลของปริมาณธาตอุาหารและอณุหภมูิท่ีอาจสง่ผลตอ่การแสดงออกของรา
ให้อาศยัท่ีเกิดจาก dsRNA ในโคโลนีเซลล์เดี่ยวท่ีได้ โดยการวดัรัศมีการเติบโตด้วยอาหาร CMD ท่ี
มีธาตอุาหารสงู และ SNA ท่ีมีธาตอุาหารต ่า และเลือกบม่ท่ีอณุหภมูิ 15 °C 30 °C และ 40 °C ซึง่
การศกึษาการเตบิโตก่อนหน้านีแ้สดงให้เห็นวา่ T. reesei ไอโซเลต Cbi3.3.1 สามารถเติบโตได้
น้อยท่ีอณุหภมูิต ่าสดุคือ 15 °C และสงูสดุคือ 40 °C และเตบิโตได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 30 °C ในการ
ทดลองได้ท าการวดัรัศมีการเตบิโตท่ี 3 วนั จากนัน้ได้เลีย้งตอ่ไปท่ีสภาวะห้องปกตเิพ่ือสงัเกต
ลกัษณะของโคโลนีหลงั 7 และ 14 วนั 
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ผลการเติบโตบนอาหาร CMD พบวา่กลุม่โคโลนีเด่ียวท่ีมี dsRNA (v2 และ v3) มีการ
เตบิโตเฉล่ียท่ีอณุหภมูิ 30 °C น้อยกวา่กลุม่โคโลนีเดี่ยวท่ีไมมี่ dsRNA (c1 – c9) แตมี่การเตบิโต
เฉล่ียสงูกวา่ท่ีอณุหภมูิ 40 °C  และจากการสงัเกตลกัษณะของโคโลนีหลงั 7 วนั ไมพ่บความ
แตกตา่งกนัอยา่งชดัเจน โดยเส้นใยบน CMD มีลกัษณะคอ่นข้างหนา สีขาว ขอบโคโลนีสม ่าเสมอ 
มีการสร้างสีเหลืองในอาหารเลีย้ง และมีลกัษณะการสร้างสปอร์คล้ายกนัทกุโคโลนี แตเ่ม่ือท าการ
สงัเกตภายหลงั 14 วนั พบว่า กลุม่โคโลนีท่ีไมมี่ dsRNA และ T. reesei ไอโซเลต Cbi3.3.1 มีการ
สร้างสปอร์น้อยกวา่กลุ่มโคโลนีท่ีไมมี่ dsRNA อย่างชดัเจน ท่ีทกุอณุหภมูิ ซึง่แสดงให้เห็นวา่ 
dsRNA จาก T. reesei ไอโซเลต Cbi3.3.1 มีผลตอ่การสร้างสปอร์ของราให้อาศยั 

ส าหรับการเติบโตบนอาหาร SNA กลุม่โคโลนีเดี่ยวท่ีไม่มี dsRNA มีการเติบโตสงูกวา่ท่ี
อณุหภมูิ 15 °C เทา่นัน้ แตไ่มแ่ตกตา่งท่ีอณุหภมูิ 30 °C และ 40 °C โดยท่ีการเติบโตทัง้สองกลุม่
สงูกวา่ T. reesei ไอโซเลต Cbi3.3.1 ท่ีทกุอณุหภมูิ อย่างไรก็ตามจากการสงัเกตลกัษณะของ
โคโลนีหลงั 7 และ 14 วนั ไมพ่บความแตกตา่งกนั โดยเส้นใยบน SNA มีลกัษณะใสไมมี่สี ขอบ
โคโลนีสม ่าเสมอ และมีการสร้างสปอร์เหมือนกนัทกุโคโลนี  

 จากการคดัแยกโคโลนีเซลล์เด่ียวพบวา่ dsRNA ของ T. reesei ไอโซเลต Cbi3.3.1 มีการ
ถ่ายทอดผ่านสปอร์ในชว่งตัง้แต ่ 0 จนถึง 50 % โดยมีความแตกตา่งกนัท่ีระยะการเตบิโตของเส้น
ใยและบริเวณท่ีเก็บสปอร์แขวนลอยท่ีน ามาใช้ และจากการทดลองนีส้ามารถขจดั dsRNA ด้วย
การแยกโคโลนีเซลล์เด่ียวได้ส าเร็จ ส าหรับการเปรียบเทียบความแตกตา่งระหวา่งโคโลนีท่ีมีและไม่
มี dsRNA ตามแผนการทดลองนัน้จะคดัเลือก 2 โคโลนีจากแตล่ะกลุม่ แตเ่น่ืองจากลกัษณะของ
โคโลนีท่ีไมมี่ dsRNA แตล่ะโคโลนีมีความแตกตา่งกนั จงึน ามาใช้เปรียบเทียบทัง้ 6 โคโลนี โดยผล
การเปรียบเทียบรัศมีการเตบิโตแสดงให้เห็นว่าการมี dsRNA สง่ผลตอ่การเตบิโตเฉล่ียของโคโลนี
เซลล์เดี่ยว ทัง้ในสภาวะท่ีอณุหภมูิเหมาะสมตอ่การเติบโต (30 °C) และไมเ่หมาะสมตอ่การเติบโต 
(15 °C และ 40 °C) ผลจากการเลีย้งบนอาหาร CMD ท่ีมีธาตอุาหารสงู มีการเตบิโตของโคโลนีท่ี
แตกตา่งกนัท่ีอณุหภมูิ 30 และ 40 °C และพบความแตกตา่งของการสร้างสปอร์เม่ือเลีย้งเป็นเวลา 
14 วนั ขณะท่ีการเลีย้งบนอาหาร SNA ท่ีมีธาตอุาหารต ่าไมพ่บความแตกตา่งของลกัษณะโคโลนี 
และมีการเติบโตของโคโลนีท่ีตา่งกนัเฉพาะท่ีอณุหภมูิ 15 °C เทา่นัน้ ส าหรับการผลิตเอนไซม์ 
endoglucanase ท่ี 30 °C ของโคโลนีเซลล์เดี่ยว พบวา่การมี dsRNA ไมมี่ผลตอ่คา่แอคตวิิตีท่ีวดั
ได้ แตป่ริมาณโปรตีนใน crude enzyme ของกลุม่โคโลนีท่ีไมมี่  dsRNA มีคา่เฉล่ียสงูกวา่กลุม่ท่ีมี 
dsRNA อยา่งมีนยัส าคญั  
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ผลการทดลองเปรียบเทียบนีแ้สดงให้เห็นว่า dsRNA ใน T. reesei ไอโซเลต Cbi3.3.1 ท่ี
พบสง่ผลกบัการเตบิโต การสร้างสปอร์ และการผลิตโปรตีน ซึง่สงัเกตได้ยากเม่ือท าการเลีย้งเส้นใย
ตามปกติ อย่างไรก็ตามยงัจ าเป็นต้องมีการทดลองถ่ายทอด dsRNA เข้าสูส่ายพนัธุ์ท่ีไมมี่ dsRNA 
เพ่ือยืนยนัว่าการเปล่ียนแปลงลกัษณะเกิดจากการมี dsRNA  ทัง้นีจ้ากการศกึษาราให้อาศยัของ 
Partitivirus ชนิดอ่ืนๆ สว่นใหญ่มกัไมพ่บการเปล่ียนแปลงลกัษณะของราให้อาศยั รวมถึงราสาย
พนัธุ์ท่ีแสดงอาการ hypovirulent ก็พบการตดิเชือ้ร่วมกบัไวรัสชนิดอ่ืน จงึไมส่ามารถระบไุด้ว่าเป็น
ผลจาก Partitivirus หรือไม ่อยา่งไรก็ตามจากการศกึษาไวรัสชนิดอ่ืนๆ พบวา่นอกจากการท่ีโปรตีน
ของไวรัสสง่ผลตอ่การเปล่ียนแปลงของราให้อาศยัโดยตรงแล้ว การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้อาจเกิด
จากการตอบสนองราให้อาศยัตอ่ dsRNA ของไวรัสด้วยเชน่กนั โดยอาจสง่ผลกระตุ้นระดบัการ
แสดงออกของยีนบางกลุม่ อยา่งเชน่ใน Nectria radicicola ท่ีไวรัสสง่ผลตอ่ signal transduction 
pathway มีผลตอ่การเปล่ียนแปลงความสามารถในการก่อโรค การสร้างสปอร์ การสร้างเม็ดสี 
และการผลิตเอนไซม์ laccase ท่ีสงูขึน้ (Ahn and Lee, 2001) หรือในราเอนโดไฟต์ Curvularia 
protuberata ท่ีมีไวรัสพบระดบัการแสดงออกของยีนกลุ่มท่ีสร้าง heat shock protein ท่ีสงูขึน้ 
(Morsy et al., 2010) นอกจากนีย้งัอาจเก่ียวข้องกบักระบวนการ RNA silencing ของราได้ท าลาย 
dsRNA ของไวรัสจนไมส่ง่ผลตอ่ราให้อาศยั เม่ือท าการยบัยัง้กระบวนการ RNA silencing จงึท า
ให้ราให้อาศยัแสดงอาการผิดปกตขิึน้ (Hammond et al. 2008; Sun et al., 2009)  
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บทที่  6 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

1. การคัดแยกรา Trichoderma  

1.1 การคัดแยกรา Trichoderma 

การคดัแยกราจากตวัอย่างดิน ก่ิงไม้ และเห็ดหิง้ท่ีเก็บจากพืน้ท่ี 13 จงัหวดั ในประเทศไทย  
ได้ราลกัษณะคล้ายรา Trichoderma จ านวนทัง้หมด 96 ไอโซเลต 

2. การตรวจสอบ dsRNA  

การตรวจสอบพบ dsRNA ในรา 7 ไอโซเลต จาก 96 (7%) ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต 
Cbi3.1.1 Cbi3.2.2 Cbi3.3.1 Cpn1.1.1 Pbn1.1.5 Plk.1.1.9 และ Ubn 1.1.3 โดย dsRNA ท่ีพบ
มีจ านวน 1 - 10 แถบ และขนาดโดยประมาณตัง้แต ่1.2 – 22 kb 

 การศกึษาล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีต าแหนง่ ITS การเติบโตและลกัษณะสณัฐานวิทยา จ าแนก
ไอโซเลต Cbi3.2.2 Cbi3.3.1 และ Plk.1.1.9 เป็น T. harzianum T. reesei และ T. virens ส าหรับ
ไอโซเลต Cbi3.1.1 Cpn1.1.1 Pbn1.1.5 และ Ubn 1.1.3 จ าเป็นต้องหาข้อมลูเพิ่มเตมิเพ่ือการ
จ าแนกตอ่ไป 

3. การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ dsRNA 

การศกึษาล าดบันิวคลีโอไทด์บางสว่นของ dsRNA จาก Trichoderma ไอโซเลต Cbi3.3.1 
พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์บางสว่นของ dsRNA จาก cDNA ของโคลน c88 และ c101 ความยาว 
480 และ 270 เบส ถอดรหสัเป็นโปรตีนความยาว 160 และ 89 กรดอะมิโน ซึง่มีความคล้ายคลงึ
กบั replicase ของ Primula malacoides virus China/Mar2007 (YP_003104768) ท่ี 54.3 % 
และ Rosellinia necatrix partitivirus 1-W8 (YP_392480) ท่ี 38.1 % ตามล าดบั และ ล าดบันิ
วคลีโอไทด์บางสว่นของ dsRNA จากโคลน c171 ความยาว 475 เบส ถอดรหสัเป็นโปรตีนความ
ยาว 158 กรดอะมิโน ซึง่มีความคล้ายคลงึกบั capsid protein ของ Primula malacoides virus 
China/Mar2007 (YP_003104769) ท่ี 29.1 % ซึง่ทัง้หมดเป็นไวรัสท่ีอยูใ่นวงศ์ Partitiviridae 
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การศกึษาความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของโปรตีนท่ีถอดรหสัจากล าดบันิวคลีโอไทด์บาง 
สว่นของ dsRNA ท่ีได้ กบัโปรตีนจากไวรัสในวงศ์ Partitiviridae ด้วยวิธี Neighbor-Joining พบวา่
ล าดบักรดอะมิโนของ putative RdRp จากโคลน c88 และ c101 ถกูจดัอยูใ่นกลุม่เดียวกบัไวรัส 
Rhizoctonia solani virus 717 (RhsV-717) Rosellinia necatrix virus 1-W8 (RnRP1-W8) 
Pleurotus ostreatus virus 1 (PoV-1) Fusarium poae virus 1 (FpV-1) และ Primula 
malacoides virus China/Mar2007 (PmV) Helicobasidium mompa partitivirus V1-1 (HmV-
V1-1) Grapevine associated partitivirus-1 (GaPV-1) และล าดบักรดอะมิโนของ putative CP 
จากโคลน c171 จดัอยูใ่นกลุม่เดียวกบัไวรัส Rhizoctonia solani virus 717 (RhsV-717) 
Rosellinia necatrix virus 1-W8 (RnRP1-W8) และ Primula malacoides virus 
China/Mar2007 (PmV)  

4. การศึกษาผลของ dsRNA ที่มีต่อราให้อาศัย 

การคดัแยกโคโลนีจากสปอร์เด่ียวของ Trichoderma reesei ไอโซเลต Cbi3.3.1 สามารถ
คดัแยกโคโลนีท่ีไมมี่ dsRNA ได้ และการทดลองเปรียบเทียบการเติบโต สณัฐานวิทยา ของโคโลนี
เซลล์เดี่ยวท่ีมี และไมมี่ dsRNA มีความแตกตา่งกนั โดยการมี dsRNA มีผลการเตบิโตมีความ
แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญับนอาหาร CMD ท่ีมีธาตอุาหารสงูท่ีอณุหภมูิ 30 และ 40 °C และเม่ือ
สงัเกตลกัษณะโคโลนีหลงั 7 วนัไมพ่บความแตกตา่งกนั แต่หลงัจากการเลีย้งเป็นเวลา 14 วนั 
โคโลนีมีการสร้างสปอร์ท่ีแตกตา่งกนั ขณะท่ีการเตบิโตบนอาหาร SNA ท่ีมีธาตอุาหารต ่ามีการ
เตบิโตแตกตา่งกนัท่ีอณุหภมูิ 15 °C เทา่นัน้ และสงัเกตไมพ่บความแตกตา่งของโคโลนีหลงั 7 และ 
14 วนั 

การผลิตเอนไซม์ endoglucanase ในอาหารสตูร production พบวา่โคโลนีท่ีไมมี่ dsRNA 
จะมีคา่แอคติวิตีเฉล่ียและคา่แอคตวิิตีจ าเพาะเฉล่ียไมแ่ตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ แตมี่
ปริมาณโปรตีนเฉล่ียสงูกวา่โคโลนีท่ีมี dsRNA 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเชือ้และวิธีการเตรียม 

1. Corn meal dextrose agar (CMD) 

CMA powder  17 g 
Glucose 20 g 

 ละลายผง CMA (Himedia) และ glucose ในน า้กลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 1 L น าไปนึ่งฆา่

เชือ้ท่ี 121 C ความดนัไอน า้ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 20 นาที 

2. Lysogeny broth (LB) / agar (Bertani, 1951) 

Tryptone 10 g 
Yeast extract  5 g 
NaCl 10 g 

 ละลายสว่นผสมทัง้หมด ในน า้กลัน่ ปรับ pH เป็น 7.0 ปรับปริมาตรเป็น 1 L น าไปนึง่ฆา่
เชือ้ หากต้องการเตรียม Lysogeny agar ให้ละลาย agar น า้หนกั 15 g ก่อนท าการปรับปริมาตร
เป็น 1 L 

3. Potato dextrose broth / agar (PDB/PDA) 

มนัฝร่ัง  200 g 
Glucose 20   g 

หัน่มนัฝร่ังเป็นชิน้ขนาดเล็ก น าไปต้มกบัน า้กลัน่จนสกุ กรองน า้มนัฝร่ังผา่นผ้าขาวบาง 
เตมิ  glucose แล้วปรับ pH จากนัน้ปรับปริมาตรเป็น 1 L น าไปนึง่ฆา่เชือ้ หากต้องการเตรียม 
potato dextrose agar ให้ละลาย agar น า้หนกั 15 g ก่อนท าการปรับปริมาตรเป็น 1 L 
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4. Potato dextrose broth / agar (PDB/PDA) (Commercial grade) 

PDB powder  24 g 

 ละลายผง PDB (Himedia) ในน า้กลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 1 L น าไปนึง่ฆา่เชือ้ หากต้องการ
เตรียม potato dextrose agar ให้ละลาย agar น า้หนกั 15 g ก่อนท าการปรับปริมาตรเป็น 1 L 

5. Synthetic low nutrient agar (SNA) (Nirenberg, 1976) 

KH2PO4  1 g 
KNO3 1 g 
KCl 0.5 g 
Glucose 0.2 g 
Sucrose 0.2 g 
Agar 20 g 

 ละลายสว่นผสมทัง้หมดยกเว้น agar ในน า้กลัน่ ปรับ pH เป็น 5.5 ละลาย agar ปรับ
ปริมาตรเป็น 1 L น าไปนึง่ฆา่เชือ้ 
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6. Production medium (ดดัแปลงจาก Punnapayak and Emert (1986)) 

MgSO4.7H2O  1 g 
(NH4)2SO4  4 g 
CaHPO4.2H2O  5 g 
Corn steep liquor 7 g 
Tween 80 2 mL 
ธาตุอาหารรอง   
FeSO4.7H2O 5 mg 
ZnSO4.7H2O  1.4 mg 
MnSO4.7H2O 1.6 mg 
CoCl2.7H2O 3.6 mg 
แหล่งคาร์บอน   

-cellulose 30 g 

1. เตรียม Stock ของธาตอุาหารรอง โดยละลาย FeSO4.7H2O 0.5 g ZnSO4.7H2O 0.14 
g MnSO4.7H2O 0.16 g และ CoCl2.7H2O 0.36 g ในน า้กลัน่ฆา่เชือ้ 20 mL เก็บในหลอดทบึแสง
ท่ีอณุหภมูิ 4 °C 
 2. ละลาย MgSO4.7H2O และ (NH4)2SO4 ในน า้กลัน่  800 mL เตมิ corn steep liquor 
(50 %) 14 mL Tween 80 2 mL และ Stock ของธาตอุาหารรอง 200 µL ปรับ pH เป็น 5.0 แล้ว
ปรับปริมาตรเป็น 1 L จากนัน้เทสารละลาย 100 mL ใสข่วดฟลาส์กขนาด 250 mL จ านวน 10 
ขวด 

 3. ชัง่ CaHPO4.2H2O 0.5 g และ -Cellulose 3 g ใสใ่นแตล่ะขวด น าไปนึง่ฆา่เชือ้ 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารเคมี 

1. สารเคมีส าหรับการตรวจสอบ dsRNA 

1.1 Phenol (1x STE saturated) 

  ชัง่ phenol (crystalline) 250 g ใสใ่นขวดสีชา น าไปละลายท่ีอณุหภมูิ 65 °C 
เตมิ 8-hydroxyquinoline 0.25 g (0.1% w/v) และ 2x STE buffer 250 mL ผสมให้เข้ากนัด้วย 
magnetic stirrer เป็นเวลา 1 คืน จากนัน้แยกชัน้ phenol ด้วยกรวยแยก แล้วเตมิ 1x STE buffer 
น าไปป่ันตอ่เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท าซ า้จน phenol มี pH ~8.0 จงึเตมิ 1x STE buffer 30 mL ปิด
ผิวหน้าชัน้ phenol เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 °C 

1.2 Chloroform:Isoamyl alcohol (24:1) 

  ตวง chloroform 120 mL จากนัน้เตมิ isoamyl alcohol 5 mL เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 
°C 

1.3. STE buffer  

4x STE buffer (200 mM Tris, 400 mM NaCl, 4mM EDTA, pH 8.0) 
ละลาย Tris 24.23 g NaCl 23.38 g ในน า้กลัน่ 800 mL ปรับ pH เป็น 8.0 

ละลาย EDTA 1.49 g ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนเป็น 1 L นึง่ฆา่เชือ้ 

1.4 Extraction buffer (2x STE buffer, 0.02% -mercaptoethanol (v/v), 1 mg/mL 
bentonite, 2% SDS (w/v)) 

  ตวง 4x STE buffer 500 mL เตมิ Bentonite 1 g SDS 20 g ปรับปริมาตรด้วยน า้

กลัน่จนเป็น 1 L นึง่ฆา่เชือ้ เม่ือเย็นลงจงึเตมิ -mercaptoethanol 200 µL 

1.5 Wash buffer (17% (v/v) EtOH ใน 1x STE buffer) 

  ตวง 95% EtOH 179 mL เตมิ 2x STE buffer ฆา่เชือ้ ปริมาตร 500 mL ปรับ
ปริมาตรด้วยน า้กลัน่ฆา่เชือ้ จนเป็น 1 L 
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1.6 Elution buffer (1x STE buffer) 

ตวง 4x STE buffer 250 mL ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนเป็น 1 L นึง่ฆา่เชือ้ 

1.7 TE buffer 

  10x TE buffer (100 mM Tris, 10mM EDTA, pH 8.0) 
ละลาย Tris 6.06 g ในน า้กลัน่ 80 mL ปรับ pH เป็น 8.0 ละลาย EDTA 0.37 g 

ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนเป็น 100 mL นึง่ฆา่เชือ้ 

 1.8 TBE buffer 

  5X TBE buffer 
ละลาย Tris 54 g boric acid 27.5 g ในน า้กลัน่ แล้วเติม 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

20 mL 

1.9 Saline-Sodium Citrate (SSC) buffer  

2x SSC buffer (300 mM NaCl, 30 mM sodium citrate) 
  ละลาย NaCl 1.753 กรัม และ sodium citrate 0.882 กรัม ในน า้กลัน่ 80 mL 
ปรับ pH ด้วย NaOH เป็น 7.0 แล้วปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนเป็น 100 mL นึง่ฆา่เชือ้ 

  0.1x SSC buffer (15 mM NaCl, 1.5 mM sodium citrate) 
  เจือจาง 2x SSC buffer 50 µL ในน า้กลัน่ฆ่าเชือ้ 950 µL  

1.10 30% Acrylamide mix (29% (w/v) acrylamide, 1% (w/v) bis-acrylamide) 

  ละลาย acrylamide 29 g ในน า้กลัน่ 50 mL bis-acrylamide 1 g ในน า้กลัน่ 50 
mL เก็บในภาชนะทบึแสงท่ีอณุหภมูิ 4 °C น ามาผสมในอตัรา 1:1 ก่อนใช้ 

1.11 10% (w/v) APS  

  ละลาย ammonium persulfate (APS) 0.1 g ในน า้กลัน่ฆา่เชือ้ 1 mL เก็บท่ี
อณุหภมูิ -20 °C ในหลอดขนาด 1.5 mL ท่ีห่อด้วยฟอล์ย  
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1.12 Resolving buffer 

ละลาย Tris 7.2684 g และ SDS 0.154 g ในน า้กลัน่ ปรับปริมาตรจนเป็น 100 
mL นึง่ฆา่เชือ้ 

1.13 Stacking buffer  

  ละลาย Tris 0.96 g และ SDS 0.061 g ในน า้กลัน่ฆา่เชือ้ ปรับปริมาตรจนเป็น 
50 mL นึง่ฆา่เชือ้ 

1.14 Tris-glycine buffer 

  ละลาย Tris 3.02 g Glycine 18.8 g และ SDS  1 g ในน า้กลัน่ฆา่เชือ้ ปรับ
ปริมาตรจนเป็น 1 L เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 °C 

1.15 8% Resolving gel 

Resolving buffer 3,275 µL 
Distilled water 334 µL 
30% Acrylamide 1,336 µL 
TEMED 5 µL 
10% APS 50 µL 
 5,000 µL 

1.16 5% Stacking gel 

Stacking buffer 1,644 µL 
30% Acrylamide 344 µL 
TEMED 2 µL 
10% APS 20 µL 
 2,000 µL 
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1.17 6X loading dye (30% (v/v) glycerol, 0.25% (w/v) BPB ใน TE buffer) 

  ผสม 10x TE buffer 50 µL กบั glycerol ฆา่เชือ้ 300 µL จากนัน้ละลาย 
bromophenol blue (BPB) 2.5 mg ปรับปริมาตรเป็น 1 mL 

1.18  DNA marker 

1. เตรียม Lambda () DNA (Fermentas) 50 µg (0.3 µg/µl ใน TE buffer) ตดั
ด้วยเอนไซม์ HindIII และ Lambda DNA 50 µg ตดัด้วยเอนไซม์ HindIII และ EcoRI 

2. น า DNA ท่ีตดัแล้วมาสกดัด้วย phenol-chloroform และตกตะกอนด้วย 
Ethanol 

3. ละลายตะกอนด้วยสารละลาย TE buffer  

A  B 

             

ภาพท่ี 38 การเคล่ือนท่ีของ DNA marker บน 8% SDS-PAGE ใน Tris-glycine buffer 

กระแสไฟฟ้า 100 volt เวลา 4.00 ชัว่โมง เลน A: 1 kb DNA ladder (Vivantis) เลน B:  DNA ท่ี

ตดัด้วย HindIII ผสมกบั  DNA ท่ีตดัด้วย HindIII และ EcoRI (1:1)  
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2. การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ dsRNA 

2.1 0.1 M Calcium chloride ใน 15% (v/v) glycerol  

  ละลาย calcium chloride 2.22 g ในน า้กลัน่ เตมิ glycerol (100 %) 30 mL 
ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่เป็น 200 mL นึง่ฆา่เชือ้ เก็บในขวดทึบแสงท่ีอณุหภมูิ 4 °C 

2.2 X-gal (20 mg/mL) 

  ชัง่ X-gal 20 mg ละลายด้วย dimethyl formamide (DMF) 1 mL เก็บในท่ีมืด ท่ี
อณุหภมูิ -20 °C ในหลอดขนาด 1.5 mL หอ่ฟอล์ย 

2.3 IPTG (200 mg/mL) 

  ชัง่ IPTG 0.1 g ละลายด้วยน า้กลัน่ปลอดเชือ้ 500 µL กรองผา่นฟิลเตอร์ขนาด 
0.2 µm เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 °C ในหลอดขนาด 1.5 mL  

2.4 Sol I (50 mM glucose, 25 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8.0) 

  ละลาย glucose 0.45 g Tris 0.15 g ในน า้กลัน่ 40 mL ปรับ pH เป็น 8.0 
ละลาย  EDTA 0.19 g ปรับปริมาตรเป็น 50 mL กรองผ่านฟิวเตอร์ปลอดเชือ้ขนาด 0.2 µm เก็บท่ี
อณุหภมูิ 4 °C 

2.5 Sol II (Alkai-SDS solution; 0.2N NaOH, 1% (w/v) SDS) 

  เตรียม 2N NaOH โดยละลาย NaOH 0.16 g ในน า้กลัน่ฆา่เชือ้ 20 mL 
  เตรียม 2% SDS โดยละลาย SDS 0.4 g ในน า้กลัน่ฆา่เชือ้ 20 mL 
  ผสม 2N NaOH 2% SDS และน า้กลัน่ฆา่เชือ้ ในอตัรา 1:5:4 ก่อนใช้งาน 

2.6 Sol III (High salt solution) 

  ละลาย potassium acetate 29.4 g ในน า้กลัน่ฆา่เชือ้ 80 mL เตมิ glacial 
acetic acid 11.5 mL ปรับปริมาตรเป็น 100 mL 
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3. สารเคมีส าหรับการวัดปริมาณน า้ตาลรีดวิซ์ (Somogyi, 1952; Nelson, 1944) 

 3.1 Copper Reagent 

  3.1.1 Reagent I (potassium sodium tartrate: Na2CO3: Na2SO4: NaHCO3 

(1: 2:12:1.3)) 

   ละลาย Na2SO4 144 g ในน า้กลัน่ท่ีผา่นการต้มให้เดือด ปริมาตร 800 

mL เตมิ potassium sodium tartrate 12 g  Na2CO3 24 g และ NaHCO3 16 g ลงไป ท าให้เจือ

จางด้วยน า้กลัน่ท่ีผ่านการต้มแล้ว ปรับปริมาตรให้เป็น 800 mL เก็บในขวดสีชา ท่ีอณุหภมูิ 4 °C 

  3.1.2 Reagent II (CuSO4.5H2O: Na2SO4 (1:9)) 

   ละลาย Na2SO4 36 g ในน า้กลัน่ท่ีผา่นการต้มให้เดือด ปริมาตร 300 mL 

เตมิ CuSO4.5H2O 4.0 g ปรับปริมาตรให้เป็น 200 mL เก็บไว้ในขวดสีชาท่ีอณุหภมูิ 4 °C 

  3.1.3 Copper Reagent  

   ผสม Reagent I และ Reagent II ในอตัรา 4:1 ก่อนใช้งาน 

 3.2 Arsenomolybdate Reagent 

ละลาย ammonium molybdate 25 g ในน า้กลัน่ 450 mL เตมิ Conc. H2SO4 21 

mL หลงัจากนัน้เตมิสารละลาย Na2HAsO4.7H2O 3 g ท่ีละลายในน า้ 25 mL เก็บสารละลายไว้ใน

ขวดสีชา บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 °C  

3.3 0.05 M citrate buffer, pH 5.0 

  ละลาย sodium citrate (Na3C6H5O7.H2O) 0.867 g และ citric acid 
(C6H8O7.H20) 0.431 g ในน า้กลัน่ 100 mL นึง่ฆา่เชือ้ 
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4. สารเคมีส าหรับการวัดปริมาณโปรตีน 

 4.1 Bradford’s reagent 

Coomassie Brilliant Blue G-250 10 mg 
95% Ethanol 5 mL 
85% Phospharic acid 10 mL 
น า้กลัน่ 100 mL 

  ชัง่ Coomassie Brilliant Blue G-250 10 mg ละลายด้วย 95% Ethanol 5 mL 
จากนัน้เตมิ 85% Phosphoric acid 10 mL และปรับปริมาตรให้ครบ 100 mL ด้วยน า้กลัน่ 
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ภาคผนวก ค 

วิธีการทดลอง 

1. การเตรียม cell (spore) suspension 

 1. ปิเปต 1% (v/v) Tween ใน 20% (v/v) glycerol 5 ml ลงบนขอบจานอาหารเลีย้ง เอียง
จานอาหารให้สารละลายไหลทัว่ผิวหน้าโคโลนี  

2. ปิเปตสารแขวนลอยท่ีได้ 100 µL ลงในหลอด 1.5 mL เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 °C 

2. การนับจ านวนเซลล์โดยวิธี direct microscopic count ด้วย counting chamber 

 1. เจือจาง cell suspension อยา่งน้อย 1:100 เทา่ ก่อนท าการนบัจ านวนเซลล์ 
 2. ปิดกึ่งกลางของ counting chamber (หรือ Haemacytometer) ด้วย cover glass 
เฉพาะ ปิเปต cell suspension ท่ีผสมเข้ากนัแล้ว 5 µL แล้วลงบริเวณร่องกึ่งกลาง 
 

    
 

ภาพท่ี 39 Counting chamber ชนิด Improved Neubauer 

3. นบัจ านวนเซลล์ภายในชอ่งกึ่งกลางของ chamber (ชอ่งใหญ่ 5 x 5 = 25 ชอ่ง มีพืน้ท่ี
ชอ่งละ 0.04 mm2, ชอ่งเล็ก 4 x 4 = 16 ชอ่ง มีพืน้ท่ีชอ่งละ 0.0025 mm2) โดยจะไมน่บัเซลล์ท่ีทบั
เส้นขอบด้านบนและด้านขวา และนบัอยา่งน้อย 5 ชอ่ง 
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วิธีการค านวณ 

 

Cells per µl Volume  =                   Counted particles                         
                                       Counted surface (mm2) x Chamber depth (mm) x Dilution 

โดยท่ี Cells per µl Volume  = จ านวนเซลล์ตอ่ปริมาตร 1 µl 
 Counted particles = จ านวนเซลล์เฉล่ียท่ีนบัได้ 

Counted surface  = พืน้ท่ีท่ีนบั  
  Chamber depth = 0.1 mm (ขึน้กบัชนิดของ cover glass ท่ีใช้) 
  Dilution   = การเจือจาง 
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3. การเตรียม E. coli competent cell (ดดัแปลงจากวิธีของ Sambrook et al. (1989)) 

1. เลีย้ง E. coli สายพนัธุ์ DH5 บนจานอาหาร LA บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 °C 1 คืน 
2. เข่ียโคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเหลว LB 10 mL ในขวดขนาด 50 ml เขยา่ท่ีความเร็ว 250 

rpm อณุหภมูิ 37 °C ประมาณ 14 ชัว่โมง 
3. ถ่าย 1 mL ลงในขวด LB 10 mL ใหม่ เขยา่ท่ีความเร็ว 250 rpm อณุหภมูิ 37 °C 90 

นาที (วดัคา่ OD600 = ~0.6-0.8) 
4. ปิเปต 10 mL ลงในขวด LB 90 mL เขยา่ท่ีความเร็ว 250 rpm อณุหภมูิ 37 °C 110 

นาที 
5. ถ่าย 20 mL ลงในขวด Centrifuge ขนาด 30 mL แชใ่นน า้แข็ง 20 นาที 

 6. ป่ันเหว่ียงตกตะกอนท่ีความเร็ว 5,000 rpm อณุหภมูิ 4 °C 7 นาที ปิเปตอาหารเหลว
ออกจนหมด  

7. เตมิสารละลาย calcium chloride แชเ่ย็น 10 mL ผสมให้เซลล์แขวนลอย แชใ่นน า้แข็ง 
5 นาที 
 8. ป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 5,000 rpm อณุหภมูิ 4 °C 7 นาที ทิง้สว่นใส  
 9. เตมิสารละลาย calcium chloride แชเ่ย็น 10 mL ผสมให้เซลล์แขวนลอย แชใ่นน า้แข็ง 
30 นาที 
 10. ป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 5,000 rpm อณุหภมูิ 4 °C 7 นาที ทิง้สว่นใส 
 11. เตมิสารละลาย calcium chloride แชเ่ย็น 1 mL ผสมให้เซลล์แขวนลอย 
 12. ปิเปต 100 µL ลงในหลอดขนาด 1.5 mL  
 13. แชห่ลอดในไนโตรเจนเหลว เก็บท่ีอณุหภมูิ -80 °C 
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4. การสกัดพลาสมิดด้วยวิธี Alkaline lysis (ดดัแปลงจากวิธีของ Sambrook et al. (1989)) 

1. เลีย้งโคโลนีเด่ียวของ E. coli ในอาหารเหลว LB ท่ีมี ampicillin 100 µg/mL ปริมาตร 5 
mL บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 °C เขยา่ด้วยความเร็ว 250 rpm เป็นเวลาประมาณ 14-16 ชัว่โมง 

2. ดดูอาหารเลีย้งเซลล์ 1.5 mL ใสใ่นหลอด 1.5 mL ป่ันตกตะกอนท่ี 12,000 g เป็นเวลา 
30 วินาที เทอาหารเหลวทิง้ 

3. เตมิสารละลาย Sol I 100 µL และ RNase A 2 µL ท าให้เซลล์แขวนลอย 
4. เตมิสารละลาย Sol II ท่ีเตรียมใหม ่ 200 µL ผสมให้เข้ากนัโดยกลบัหลอดเบา ๆ 4-5 

ครัง้ ทิง้ไว้ประมาณ 2 นาที 
5. เตมิสารละลาย Sol III ท่ีเตรียมใหม ่200 µL ผสมให้เข้ากนัโดยกลบัหลอด 4-5 ครัง้ แช่

ในน า้แข็ง 5 นาที 
6. ป่ันเหว่ียงตกตะกอนท่ี 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เก็บสว่นใสใส่ในหลอดใหม่ 
7. ตกตะกอนด้วยการเตมิ absolute ethanol ปริมาตร 2 เทา่ บม่ท่ี -20 °C 10 นาที ป่ัน

เหว่ียงตกตะกอนท่ี 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เทสว่นใสทิง้ 
8. ล้างตะกอน DNA ด้วย 70% Ethanol 1 mL บม่ท่ี -20 °C 10 นาที ป่ันเหว่ียงตกตะกอน

ท่ี 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เทสว่นใสทิง้ 
9. ระเหยตะกอนให้แห้ง ละลายตะกอนด้วยสารละลาย TE buffer 30 µL 
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5. การวัดค่าแอคตวิิตีของเอนไซม์ endoglucanase (Somogyi, 1952; Nelson, 1944)   

5.1 การสร้างกราฟมาตรฐานของน า้ตาลด้วยวิธี Somogyi-Nelson 

  1. เตรียมสารละลาย glucose 10 mg/mL จากนัน้เจือจางให้ได้ความเข้มข้น 10 - 

100 µg/mL  

  2. ปิเปตสารละลายแตล่ะความเข้มข้นลงในหลอดทดลอง 3 หลอด หลอดละ 100 

µL เตมิ citrate buffer 100 µL 

  3. เตมิ Copper reagent 400 µL เขยา่ในเข้ากนั น าไปไว้บน Hot plate ท่ี

อณุหภมูิ 90 °C เป็นเวลา 15 นาที 

4. ทิง้ให้หลอดทดลองเย็นลง คอ่ยๆเตมิ arsenomolybdate reagent 400 µL 

5. ปิเปตสารละลายน า้ตาล glucose 50 µL ผสมกบัน า้กลัน่ 100 µL ลงในชอ่ง

ของ microplate วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 540 nm ด้วยเคร่ือง microplate 

reader 

  6. น าคา่ท่ีวดัได้น ามาสร้างกราฟมาตรฐานของน า้ตาล 

5.2 การวัดแอคทวิิตีของเอนไซม์ endoglucanase  

1. เตมิเอนไซม์ 100 µL ลงในหลอดทดลอง 2 หลอด 

  2. เตมิ 1% CMC ใน citrate buffer 100 µL และอีกหลอดเตมิ citrate buffer 

100 µL (blank) 

3. บม่ท่ีอณุหภมูิ 50 °C เป็นเวลา 30 นาที 

  4. เตมิ Copper reagent 400 µL เขยา่ในเข้ากนั น าไปไว้บน hot plate ท่ี

อณุหภมูิ 90 °C เป็นเวลา 15 นาที 

  5. ทิง้ให้หลอดทดลองเย็นลง คอ่ยๆเตมิ arsenomolybdate reagent 400 µL 

6. น าสารละลายไปป่ันตกตะกอนท่ี 6000 rpm 5 นาที ปิเปตสารละลาย 50 µL 

ผสมกบัน า้กลัน่ 100 µL ลงในชอ่งของ microplate วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 

540 nm ด้วยเคร่ือง microplate reader 
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  7. น าคา่ท่ีวดัได้น ามาเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานเพ่ือค านวณปริมาณน า้ตาล

ท่ีเกิดขึน้ 

6. การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford (ดดัแปลงจากวิธีของ Bradford (1976)) 

6.1 การสร้างกราฟมาตรฐานของโปรตีน Bovine serum albumin (BSA) 

  1. เตรียมสารละลาย BSA ความเข้มข้น 10 mg/mL จากนัน้เจือจางให้ได้ความ

เข้มข้น 10 - 100 µg/mL ในหลอดทดลอง 

  2. ปิเปตสารละลาย BSA 100 µL ลงในหลอดทดลอง  

3. เตมิ Bradford reagent 1 mL เขยา่ให้เข้ากนัทิง้ไว้ 3 นาที 

  4. ปิเปตสารละลาย 200 µL ลงในชอ่งของ microplate วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืนแสง 620 nm ด้วยเคร่ือง microplate reader 

  5. น าคา่ท่ีวดัได้น ามาสร้างเป็นกราฟมาตรฐาน 

6.2 การวัดปริมาณโปรตีน 

1. เตมิเอนไซม์ 100 µL ลงในหลอดทดลอง  

2. เตมิ Bradford reagent 1 mL ปิเปตให้เข้ากนัทิง้ไว้ 3 นาที 

  3. ปิเปตสารละลาย 200 µL ลงในชอ่งของ microplate วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืนแสง 620 nm ด้วยเคร่ือง microplate reader 

  4. น าคา่ท่ีวดัได้น ามาเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานเพ่ือค านวณปริมาณโปรตีน 
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7. การค านวณค่าแอคตวิิตีของเอนไซม์ 

การค านวณค่า Unit of enzyme ตามวิธีของ The International Union of Biochemistry 

(IUB) 

 1 หนว่ย (ยนูิต) ของเอนไซม์ เทา่กบั ปริมาณของเอนไซม์ท่ียอ่ยสลายสารตัง้ต้นให้เป็น

ผลิตภณัฑ์สดุท้าย 1 µmol ในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะทดสอบ 

 1 หนว่ยของเอนไซม์  = 1 µmol ของน า้ตาลรีดวิซ์ท่ีถกูปล่อยออกมาในเวลา 1 

นาที 

 วิธีการค านวณ 

 Units/mL enzyme  =        __         Sugar _   _  ___ 

  (Time x Volume x Dilution) 

 โดยท่ี  Sugar  =  ปริมาณน า้ตาลท่ีได้จากการเทียบ O.D. กบักราฟ

มาตรฐาน (µmol) 

  Time  = ระยะเวลาในการบม่เอนไซม์ (min) 

  Volume  = ปริมาตรของเอนไซม์ท่ีใช้ (mL) 

Dilution  = การเจือจาง 

1 หนว่ยของเอนไซม์ endoglucanase  = 0.180 mg ของน า้ตาล Glucose ท่ีถกูปลอ่ย

ออกมาจาก CMC ในเวลา 1 นาที 
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ภาคผนวก ง 

ข้อมูลการทดลองเพิ่มเตมิ 

1. การหาขนาดโดยประมาณของ dsRNA 

M      1      2      3      4      5      6       7 

 

ภาพท่ี 40 ต าแหนง่ของแถบท่ีใช้ในการหาขนาด dsRNA เม่ือแยกบน 1.6% agarose ท่ี 100 V 

เป็นเวลา 60 นาที เลน M :  DNA marker เลนท่ี 1-7: dsRNA จากไอโซเลต (1) Cbi3.1.1              

(2) Cbi3.2.2 (3) Cbi3.3.1 (4) Cpn1.1.1 (5) Pbn1.1.5 (6) Plk1.1.9 และ (7) Ubn1.1.3 
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ตารางท่ี 24 ขนาดและระยะการเคล่ือนท่ีของ DNA marker เม่ือแยกบน 1.6% agarose 

 ขนาดของ DNA marker (bp) Log 10 ระยะการเคลื่อนที่ (cm) 

1 23130 4.4 2.5 
2 21226 4.3 2.6 
3 9416 4.0 2.8 
4 6557 3.8 3.0 
5 5148 3.7 3.1 
6 4361 3.6 3.2 
7 4268 3.6 3.2 
8 3530 3.5 3.3 
9 2322 3.4 4.0 
10 2027 3.3 4.3 
11 1904 3.3 4.4 
12 1584 3.2 4.9 
13 1375 3.1 5.3 
14 947 3.0 6.4 
15 831 2.9 6.9 
16 564 2.8 8.1 
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ภาพท่ี 41 กราฟ log ของขนาดของ DNA marker กบัระยะการเคล่ือนท่ีบน 1.6 % agarose 
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ตารางท่ี 25 การหาขนาดโดยประมาณของ dsRNA ของแตล่ะไอโซเลต 

 ไอโซเลต dsRNA 
ระยะการเคลื่อนที่ 

(cm) 
Log 10 

ขนาดโดยประมาณ 

(bp) 

1 Cbi3.1.1 1 4.09 3.33 2150 

  2 4.15 3.32 2102 

  3 4.33 3.30 1982 

  4 4.39 3.29 1937 

2 Cbi3.2.2 1 2.48 4.34 21962 

  2 4.78 3.23 1699 

  3 5.67 3.10 1252 

3 Cbi3.3.1 1 4.03 3.34 2194 

  2 4.24 3.31 2041 

4 Cpn1.1.1 1 3.33 3.51 3246 

  2 3.71 3.44 2753 

  3 3.92 3.38 2399 

  4 4.23 3.31 2047 

5 Pbn1.1.5 1 2.64 4.18 15249 

6 Plk1.1.9 1 5.13 3.18 1505 

  2 5.29 3.15 1423 

7 Ubn1.1.3 1 2.64 4.18 15249 
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2. การเตบิโตของโคโลนีเซลล์เดี่ยว 

ตารางท่ี 26 รัศมีการเตบิโต (mm) ของเส้นใยโคโลนีเด่ียวท่ีมี และไมมี่ dsRNA เม่ือเลีย้งบนอาหาร CMD เป็นเวลา 3 วนั  

CMD 15 °C 30 °C 40 °C 

โคโลนี 1 2 3 Mean SD 1 2 3 Mean SD 1 2 3 Mean SD 

Cbi3.3.1 3.0 3.5 5.2 3.9 1.2 68.5 77.8 74.0 73.4 4.7 18.5 16.2 18.0 17.6 1.2 

v2 8.2 10.5 8.0 8.9 1.4 80.0* 76.2 65.0 73.7 7.8 21.0 20.0 19.0 20.0 1.0 

v3 8.0 8.8 7.5 8.1 0.7 76.0 80.0* 80.0* 78.7 2.3 14.5 15.0 15.5 15.0 0.5 

c1 10.0 9.5 9.2 9.6 0.4 80.0* 80.0* 80.0* 80.0 0.0 20.0 20.5 19.0 19.8 0.8 

c4 8.5 7.0 9.0 8.2 1.0 80.0* 80.0* 80.0* 80.0 0.0 18.0 17.0 18.0 17.7 0.6 

c5 10.0 9.5 7.5 9.0 1.3 80.0* 80.0* 80.0* 80.0 0.0 21.5 22.5 21.0 21.7 0.8 

c6 10.5 6.7 9.0 8.7 1.9 80.0* 80.0* 80.0* 80.0 0.0 22.0 19.5 18.0 19.8 2.0 

c8 17.5 15.2 16.0 16.2 1.2 80.0* 80.0* 80.0* 80.0 0.0 17.0 21.0 21.0 19.7 2.3 

c9 17.0 18.5 17.5 17.7 0.8 80.0* 80.0* 80.0* 80.0 0.0 18.0 22.0 19.0 19.7 2.1 

* รัศมีสงูสดุท่ีวดัได้เม่ือเส้นใยเตบิโตเตม็จานอาหารเลีย้ง 
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ตารางท่ี 27 การเติบโต (mm) ของเส้นใยโคโลนีเดี่ยวท่ีมี และไมมี่ dsRNA เม่ือเลีย้งบนอาหาร SNA เป็นเวลา 3 วนั 

SNA 15 °C 30 °C 40 °C 

โคโลนี 1 2 3 Mean SD 1 2 3 Mean SD 1 2 3 Mean SD 

Cbi3.3.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 28.0 32.5 31.4 30.6 2.3 4.0 5.0 4.5 4.5 0.5 

v2 1.0 0.0 0.0 0.3 0.6 39.0 39.0 35.0 37.7 2.3 8.0 10.5 9.0 9.2 1.3 

v3 0.0 1.2 0.0 0.4 0.7 45.5 38.0 39.5 41.0 4.0 6.5 9.0 10.0 8.5 1.8 

c1 1.0 2.0 2.0 1.7 0.4 38.6 34.0 35.5 36.0 2.3 11.0 10.5 10.0 10.5 0.5 

c4 2.0 4.0 2.0 2.7 1.0 37.0 42.5 34.0 37.8 4.3 7.0 10.0 6.0 7.7 2.1 

c5 1.0 0.0 1.0 0.7 1.3 33.0 27.0 28.5 29.5 3.1 5.0 8.5 8.5 7.3 2.0 

c6 1.0 1.0 0.0 0.7 1.9 43.0 44.0 40.5 42.5 1.8 8.5 14.0 12.5 11.7 2.8 

c8 2.0 3.0 2.0 2.3 1.2 40.5 43.2 50.0 44.6 4.9 14.0 15.0 13.0 14.0 1.0 

c9 4.0 3.0 3.0 3.3 0.8 34.5 47.0 44.8 42.1 6.7 16.0 14.0 10.5 13.5 2.8 
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3. การวัดค่าแอคตวิิตีของเอนไซม์ของโคโลนีเซลล์เดี่ยว 

3.1 กราฟมาตรฐานของน า้ตาล 

ตารางท่ี 28 คา่การดดูกลืนแสงท่ี 540 nm ของน า้ตาล glucose ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ท่ีวดัด้วยวิธี 

Somogyi-Nelson 

ความเข้มข้นของ Glucose (µg/mL) 0 20 40 60 80 100 

ค่าการดดูกลืนแสง 

ที่ 540 nm 

1 0.002 0.067 0.142 0.199 0.261 0.320 

2 0.003 0.071 0.131 0.201 0.259 0.317 

3 0.000 0.064 0.137 0.193 0.246 0.331 

ค่าเฉลี่ย 0.002 0.067 0.137 0.198 0.255 0.323 

SD 0002 0.004 0.006 0.004 0.008 0.007 

 

ภาพท่ี 42 กราฟมาตรฐานของน า้ตาล glucose 
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3.2 การวัดค่าแอคตวิิตีของเอนไซม์ endoglucanase 

ตารางท่ี 29 คา่การดดูกลืนแสงท่ี 540 nm ของ crude enzyme จากโคโลนีเด่ียว 

  ค่าการดดูกลืนแสงที่ 540 nm 

  ก่อนท าปฏกิิริยา หลังท าปฏิกิริยา 

โคโลนี  1 2 3 1 2 3 

Cbi3.3.1 

1 0.025 0.027 0.025 0.065 0.066 0.066 

2 0.022 0.021 0.020 0.094 0.086 0.085 

3 0.051 0.052 0.053 0.124 0.121 0.121 

v2 
1 0.017 0.017 0.016 0.143 0.144 0.149 

2 0.028 0.028 0.029 0.068 0.066 0.067 

3 0.047 0.046 0.046 0.116 0.113 0.114 

v3 
1 0.046 0.044 0.044 0.099 0.099 0.099 

2 0.035 0.036 0.036 0.073 0.068 0.066 

3 0.048 0.047 0.047 0.095 0.094 0.098 

c1 
1 0.036 0.034 0.035 0.071 0.071 0.074 

2 0.040 0.040 0.041 0.120 0.121 0.124 

3 0.047 0.049 0.054 0.122 0.123 0.123 

c4 
1 0.028 0.027 0.029 0.036 0.045 0.046 

2 0.039 0.039 0.037 0.064 0.061 0.059 

3 0.046 0.044 0.048 0.114 0.111 0.111 

c5 
1 0.039 0.035 0.035 0.132 0.139 0.141 

2 0.046 0.047 0.048 0.067 0.069 0.072 

3 0.039 0.040 0.041 0.154 0.151 0.157 

c6 
1 0.034 0.034 0.039 0.066 0.079 0.080 

2 0.047 0.046 0.045 0.133 0.137 0.137 

3 0.043 0.042 0.045 0.130 0.126 0.127 

c8 
1 0.031 0.029 0.030 0.086 0.080 0.080 

2 0.043 0.042 0.044 0.042 0.038 0.041 

3 0.043 0.042 0.043 0.076 0.070 0.076 

c9 
1 0.029 0.027 0.021 0.118 0.118 0.117 

2 0.028 0.027 0.026 0.101 0.103 0.104 

3 0.053 0.052 0.055 0.077 0.077 0.075 
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ตารางท่ี  30 ปริมาณน า้ตาลของ crude enzyme จากโคโลนีเดี่ยว 

โคโลนี 
ปริมาณน า้ตาลที่เกิดขึน้ 

(µg/mL) 

ค่าแอคทิวติี  

(mU/mL) 

Cbi3.3.1 18.09±5.19 3.35±0.961 

v2 24.13±14.34 4.47±2.66 

v3 13.78±3.38 2.55±0.63 

c1 19.51±7.34 3.61±1.36 

c4 10.38±8.65 1.92±1.60 

c5 24.34±15.50 4.51±2.87 

c6 21.84±8.64 4.04±1.60 

c8 8.02±8.63 1.48±1.60 

c9 19.48±11.27 3.61±2.09 
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3.3 กราฟมาตรฐานของโปรตีน  

ตารางท่ี 31 คา่การดดูกลืนแสงท่ี 620 nm ของโปรตีน BSA ท่ีความเข้มข้นตา่งๆท่ีวดัด้วยวิธี 

Bradford 

ความเข้มข้นของ BSA (µg/mL) 0 2 4 6 8 10 

ค่าการดดูกลืนแสง 

ที่ 620 nm 

1 0.334 0.323 0.352 0.356 0.361 0.362 
2 0.330 0.337 0.344 0.349 0.363 0.358 
3 0.333 0.340 0.348 0.360 0.368 0.366 

ค่าเฉลี่ย 0.332 0.333 0.348 0.355 0.364 0.362 

 

ความเข้มข้นของ BSA (µg/mL) 20 40 60 80 100 

ค่าการดดูกลืนแสง 

ที่ 620 nm 

1 0.419 0.429 0.457 0.505 0.537 
2 0.420 0.423 0.463 0.503 0.539 
3 0.417 0.424 0.457 0.507 0.533 

ค่าเฉลี่ย 0.419 0.425 0.459 0.505 0.536 

 

ภาพท่ี 43 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA 
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ตารางท่ี 32 ปริมาณโปรตีนของ crude enzyme จากการผลิตเอนไซม์ endoglucanase 

Cellulase  ค่าการดดูกลืนแสงที่ 620 nm ปริมาณโปรตีน 
 (µg/mL) โคโลนี  1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

Cbi3.3.1 

1 0.500 0.505 0.495 0.500 78.050 

2 0.477 0.474 0.478 0.476 66.217 

3 0.493 0.492 0.488 0.491 73.550 

v2 

1 0.471 0.477 0.476 0.475 65.383 

2 0.474 0.480 0.489 0.481 68.550 

3 0.457 0.479 0.470 0.469 62.383 

v3 

1 0.436 0.442 0.442 0.44 48.050 

2 0.468 0.473 0.472 0.471 63.550 

3 0.484 0.488 0.487 0.486 71.217 

c1 

1 0.511 0.509 0.507 0.509 82.550 

2 0.491 0.482 0.493 0.489 72.383 

3 0.498 0.492 0.492 0.494 75.050 

c4 

1 0.531 0.525 0.525 0.527 91.550 

2 0.491 0.487 0.485 0.488 71.883 

3 0.505 0.511 0.510 0.509 82.383 

c5 

1 0.502 0.498 0.494 0.498 77.050 

2 0.481 0.484 0.491 0.485 70.717 

3 0.492 0.497 0.497 0.495 75.717 

c6 

1 0.504 0.509 0.502 0.505 80.550 

2 0.493 0.483 0.485 0.487 71.550 

3 0.476 0.470 0.476 0.474 65.050 

c8 

1 0.450 0.455 0.455 0.453 54.717 

2 0.488 0.489 0.490 0.489 72.550 

3 0.489 0.492 0.491 0.491 73.383 

c9 

1 0.494 0.491 0.495 0.493 74.717 

2 0.493 0.490 0.500 0.494 75.217 

3 0.487 0.490 0.489 0.489 72.383 
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4. ตารางสถิติ 

ตารางท่ี 33 ANOVA ของรัศมีการเติบโตของโคโลนีเซลล์เดี่ยวทัง้หมดบนอาหาร CMD ท่ีอณุหภมูิ 
15 ºC 30 ºC และ 40 ºC 

CMD  Sum of Squares df Mean Square F Sig 

15 ºC 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

437.423 

24.593 

462.016 

8 

18 

26 

54.678 

1.366 

40.019 0.000* 

30 ºC 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

185.612 

176.020 

361.632 

8 

18 

26 

23.201 

9.779 

2.373 0.061 

40 ºC 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

90.660 

35.927 

126.587 

8 

18 

26 

11.333 

1.996 

5.678 0.001* 

*คา่เฉล่ียมีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95 % 

ตารางท่ี 34 ANOVA ของรัศมีการเติบโตระหวา่งกลุม่โคโลนีเซลล์เดี่ยวท่ีมีและไมมี่ dsRNA บน
อาหาร CMD ท่ีอณุหภมูิ 15 ºC 30 ºC และ 40 ºC 

CMD  Sum of Squares df Mean Square F Sig 

15 ºC 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

168.974 

293.043 

462.016 

2 

24 

26 

84.487 

12.210 

6.919 0.004* 

30 ºC 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

149.105 

212.527 

361.632 

2 

24 

26 

74.553 

8.855 

8.419 0.002* 

40 ºC 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

29.049 

97.538 

126.587 

2 

24 

26 

14.524 

4.064 

3.574 0.044* 

*คา่เฉล่ียมีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95 % 
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ตารางท่ี 35 ANOVA ของรัศมีการเติบโตของโคโลนีเซลล์เดี่ยวทัง้หมดบนอาหาร SNA ท่ีอณุหภมูิ 
15 ºC 30 ºC และ 40 ºC 

SNA  Sum of Squares df Mean Square F Sig 

15 ºC 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

34.279 

7.627 

41.905 

8 

18 

26 

4.285 

0.424 

10.113 0.000* 

30 ºC 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

659.107 

264.333 

923.441 

8 

18 

26 

82.388 

14.685 

5.610 0.001* 

40 ºC 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

227.741 

61.167 

288.907 

8 

18 

26 

28.468 

3.398 

8.377 0.000* 

*คา่เฉล่ียมีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95 % 

ตารางท่ี 36 ANOVA ของรัศมีการเติบโตระหวา่งกลุม่โคโลนีเซลล์เดี่ยวท่ีมีและไมมี่ dsRNA บน
อาหาร SNA ท่ีอณุหภมูิ 15 ºC 30 ºC และ 40 ºC 

SNA  Sum of Squares df Mean Square F Sig 

15 ºC 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

16.494 

25.411 

41.905 

2 

24 

26 

8.247 

1.059 

7.789 0.002* 

30 ºC 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

183.736 

739.704 

923.441 

2 

24 

26 

91.868 

30.821 

2.981 0.070 

40 ºC 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

106.463 

182.444 

288.907 

2 

24 

26 

53.231 

7.602 

7.002 0.004* 

*คา่เฉล่ียมีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95 % 
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ตารางท่ี 37 ANOVA ของแอคตวิิตีและแอคตวีิตีจ าเพาะของเอนไซม์ endoglucanase และ
ปริมาณโปรตีนจาก crude enzyme ของโคโลนีเซลล์เดี่ยวทัง้หมด 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig 

Activity 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

27.954 

60.975 

88.929 

8 

18 

26 

3.494 

3.388 

1.032 0.449 

Protein 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

967.583 

988.632 

1956.214 

8 

18 

26 

120.924 

54.924 

2.202 0.078 

Specific 

activity 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

0.005 

0.013 

0.019 

8 

18 

26 

0.001 

0.001 

0.892 0.542 

ตารางท่ี 38 ANOVA ของแอคตวิิตีและแอคตวีิตีจ าเพาะของเอนไซม์ endoglucanase และ
ปริมาณโปรตีนจาก crude enzyme ของกลุม่โคโลนีเซลล์เดี่ยวท่ีมีและไมมี่ dsRNA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig 

Activity 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

0.458 

88.471 

88.929 

2 

24 

26 

0.229 

3.686 

0.062 0.940 

Protein 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

569.395 

1386.819 

1956.214 

2 

24 

26 

284.689 

57.784 

4.927 0.016* 

Specific 

activity 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

0.001 

0.018 

0.019 

2 

24 

26 

0.000 

0.001 

0.480 0.624 

*คา่เฉล่ียมีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95 % 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

นายบณุยฤทธ์ิ จนัทวิมล เกิดเม่ือวนัท่ี 10 เมษายน พ.ศ. 2528 ท่ีกรุงเทพมหานคร 
ส าเร็จการศกึษาระดบัปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาวิชาพนัธุศาสตร์ จากภาควิชาพฤกษ 
ศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปี พ.ศ. 2550 จากนัน้ได้ศกึษาตอ่ในระดบั
ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาวิชาพฤกษศาสตร์ ในกลุม่ศกัยภาพทางชีวภาพของพืชใน
อนาคต (Plant Bioprospecting) ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั และส าเร็จการศกึษาในปี พ.ศ. 2554 
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