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บทคัดย่อ 
การโคลนยีนไคติเนสจากเชื�อรา Trichoderma harzianum ซึ� งเป็นไอโซเลตที�มีประสิทธิภาพใน

การกระตุน้ความตา้นทานโรคใบจุดเป้ากระสุนในมะเขือเทศ โดยเพิ�มปริมาณชิ�นส่วนยีนไคติเนสดว้ย
เทคนิค PCR ไดผ้ลิตภณัฑ ์ PCR ที�มีขนาดประมาณ 1,200 คู่เบส เมื�อทาํการโคลนยีนไคติเนส โดย
เชื�อมต่อผลิตภณัฑ ์PCR กบัเวคเตอร์ pGEM-T พบว่าโคลนของเชื�อรา T. harzianum มีลาํดบันิวคลีโอ-
ไทดเ์หมือนกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง T. harzianum chit-HAR2 gene for endochitinase-HAR2 
(AB041752) ของฐานขอ้มูล GenBank 99% และมีลาํดบักรดอะมิโนเหมือนกบั endochitinase-HAR2 

ของเชื�อรา Hypocrea lixii (BAB40590) 98 %  ยีนไคติเนสที�ไดจ้ากการศึกษานี�สามารถนาํไปใชใ้นการ
ส่งถ่ายยีนเขา้สู่มะเขือเทศเพื�อปรับปรุงพนัธุ์มะเขือเทศใหมี้ความตา้นทานต่อโรคของมะเขือเทศ 

Abstract 

Chitinase gene was cloned from the effective isolate of T. harzianum for target spot 

resistant induction of tomato. The chitinase gene was amplified by the PCR technique. The 

PCR product obtained was approximately 1,200 bp. PCR product was cloned using pGEM-

T vector. Results showed nucleotide sequence of that the cloned gene of T. harzianum was 

similar to that of T. harzianum chit-HAR2 gene for endochitinase-HAR2 (AB041752) with 

99% identity and for amino acid sequence 98% was similar to that of endochitinase-HAR2 

from the teleomorph of T. harzianum (Hypocrea lixii), (BAB40590) based on the GenBank 

database. The cloned chitinase gene obtained from this study could be constructed and 

transferred to tomato plants for improving disease resistance. 

 

คําสําคัญ: ยีนไคติเนส ใบจุดเป้ากระสุน มะเขือเทศ ไตรโคเดอร์มา 
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1. บทนํา 

เชื�อรา Trichoderma spp. เป็นเชื�อราในกลุ่ม 
Deuteromycetes นิยมนาํมาใชใ้นการควบคุมโรค
พืชโดยชีววิธีเป็นอย่างมาก เนื�องจากมีกลไกในการ
ควบคุมเชื�อสาเหตุโรคพืชหลายกลไก ได้แก่ การ
สร้ า งส าร ปฎิ ชี วน ะ ที� มี ผล ใน กา รยับ ยั� ง กา ร
เจริญเติบโตของเชื� อสาเหตุโรคพืช การแก่งแย่ง
แข่งขันและครอบครองพื�นที�จากการเจริญเติบโต
และสร้างสปอร์ไดอ้ย่างรวดเร็วในดิน และการเป็น
ปรสิต โดยการสร้างเส้นใยพนัรัดเส้นใยของเชื�อรา
สาเหตุโรคพืช จากนั� นสร้างเอนไซม์ย่อยสลาย 
ได้แก่  เอนไซม์ chitinase, β-1,3-glucanase, 

protease และ cellulase ออกมาย่อยสลายผนงัเซลล์
ของเชื�อราสาเหตุโรคพืช เอนไซม ์chitinase ทาํ
หน้าที�ย่อยสลายไคตินซึ� งเป็นสารประกอบที�เกิด
จ า ก ก า ร เ ชื� อ ม ต่ อ กั น ข อ ง  N-acetyl-D-

glucosamine ดว้ยพนัธะ β-1,4-glycosidic bond 

(Fukamizo, 2000) chitinase เป็นเอนไซม์ที�มี
บทบาทหลกัในกลไกการเป็นปรสิต เนื�องจากผนงั
เซลล์ของเส้นใยเชื�อราสาเหตุโรคพืชส่วนใหญ่มี
ไคตินเป็นองค์ประกอบ เช่น Sclerotium rolfsii, 

Rhizoctonia solani, Pythium sp. และ Fusarium 

oxysporum f.sp. lycopersici เป็นต้น เชื�อรา 
Trichoderma ที�สามารถสร้างเอนไซม ์chitinase 
แ ล ะ มี กิ จ ก ร ร ม ข อ ง เ อ น ไ ซ ม์ สู ง  มัก แ ส ด ง
ความสามารถในการควบคุมเชื�อรา S. rolfsii ไดดี้ 
(El-Katatny et al., 2001) นอกจากนี� ยงัพบว่า
เอนไซม์ chitinase ในพืชเป็น pathogenesis-

related (PR) protein มีหน้าที� เกี�ยวข้องกับ
กระบวนการเกิดความตา้นของพืช ซึ� งถูกจดัอยู่ใน
กลุ่มของ PR-3, PR-4, PR-8 และ PR-11 (Van 

Loon and Van Strien, 1999) ทั�งนี� เอนไซม ์
chitinase ถูกควบคุมการสร้างโดยยีนไคติเนส ใน
ปัจจุบนัไดมี้การนาํวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพ
มาประยุกต์ใชป้ระโยชน์ทางดา้นเกษตรกรรมเพิ�ม
มากขึ� น ทาํให้สามารถเพิ�มปริมาณและโคลนยีน 
ไคติเนสได ้(Little and Magill, 2003) ยีน         

ไคติเนสที�โคลนไดส้ามารถนาํไปใชป้ระโยชน์ใน
การส่งถ่ายยีนจากเชื�อรา Trichoderma เขา้สู่พืช 
ช่วยส่งเสริมให้พืชมีความต้านทานต่อการเข้า
ทาํลายของเชื�อราสาเหตุโรคพืชไดห้ลายชนิดเพิ�ม
มากขึ�น (Lorito et al., 1998) ในประเทศไทยยงัมี
การศึกษาถึงการใชป้ระโยชน์ของยีนไคติเนสจาก
เ ชื� อราปฏิปักษ์น้อยมาก  ดังนั� นการ วิจัย จึ ง มี
วัตถุประสงค์เพื�อโคลนยีนไคติเนสจากเชื� อรา        
T. harzianum  ไอโซเลต 162 ซึ� งเป็นไอโซเลตที�มี
ประสิทธิภาพในการกระตุน้ความตา้นทานต่อโรค
ใบจุดเป้ากระสุนในมะเขือเทศ สําหรับนํายีน        
ไคติ เนสที� ได้มาประยุกต์ใช้ประโยชน์ในการ
ปรับปรุงพันธุ์มะเขือเทศให้มีความต้านต่อโรค
ต่อไป 

2. วธีิวจิยั 

2.1 การสกัดอาร์เอน็เอ  

เลี�ยงเชื�อรา T. harzianum ไอโซเลต 162 ซึ� งมี
ประสิทธิภาพในการกระตุ้นความต้านทานใน
มะเขือเทศต่อเชื�อรา Corynespora cassicola สาเหตุ
โรคใบจุดเป้ากระสุนของมะเขือเทศ (สุวิตา และ
คณะ, 2554; ระหวา่งตีพิมพ)์ ในอาหาร PDA ผสม 
2.4% colloidal chitin เป็นเวลา 7 วนั นาํมาสกดั
อาร์เอน็เอดว้ยวิธี Trizol RNA Extaction โดยนาํ
เส้นใยมาบดในโกร่งแช่เยน็ เติมไนโตรเจนเหลว 
บดเส้นใยให้ละเอียดเป็นผง ตกัตวัอย่างใส่หลอด
ไมโครทิวป์ปริมาตร 1/3 ของหลอด เติม trizol 

500 µl ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มที� 37 °C นาน 3 นาที เติม 
chloroform 200 µl เขย่าให้เขา้กนั บ่มที� 37 °C 

นาน 3 นาที นําไปปั�นเหวี�ยงที� 12000 rpm 

อุณหภูมิ 4  °C นาน 10 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอด
ไมโครทิวป์ใหม่ (ประมาณ 200 µl) เติม iso-

propanol 500 µl ผสมใหเ้ขา้กนั โดยพลิกหลอด
กลบัไปมา นําไปวางในนํ� าแข็ง นาน 10 นาที 

นาํไปปั�นเหวี�ยงที� 12000 rpm อุณหภูมิ 4 °C นาน 
10 นาที ดูดส่วนใสออกใหห้มด ลา้งตะกอนดว้ย 
75% ethanol 1 ml ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปปั�นเหวี�ยง
ที� 12000 rpm อุณหภูมิ 4 °C นาน 10 นาที เทส่วน
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ใสทิ�งใหห้มด รอใหต้ะกอนแหง้ประมาณ 10 นาที 
ละลายตะกอนดว้ย DEPC 30 µl นาํไปวิเคราะห์
คุณภาพและความเขม้ขน้ของอาร์เอน็เอที�เตรียมได้
ด้วย เทคนิคอะกาโรสเจลอิ เล็กโทรโฟริ ซิส 
(agarose gel electrophoresis) เก็บอาร์เอน็เอไว้
ที�อุณหภูมิ -20 °C เพื�อใชใ้นการศึกษาต่อไป 

2.2 การเพิ�มปริมาณชิ�นส่วนดเีอน็เอของยนีไคตเินส  

นาํอาร์เอน็เอที�ไดม้าทาํ first strand cDNA 

ดว้ยชุด Ready-to-Go T-primed Kit (GE 

Healthcare, USA) จากนั�นทาํการเพิ�มปริมาณยีน
ไคติเนสโดยใช้ไพรเมอร์ที� ออกแบบเพื�อเพิ�ม
ปริมาณยีนไคติเนส ขนาดนํ�าหนกัโมเลกุล 42 kDa 
ซึ� งควบคุมการสร้างเอนไซม์ endochitinase มี
ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ คือ 5’-ACGCAAAACGCC 

GTCTACTTCACCAA-3’ และ 5’-GCATCCC 

AGAACATGCTGCCTCCCA-3’ ใชโ้ปรแกรม 

PCR ดงันี�  คือ 95 °C 1 นาที 59 °C 30 วินาที 72 °C 

2 นาที จาํนวน 35 รอบ (Baek et al., 1999) นาํ
ผลิตภัณฑ์ PCR มาทาํให้บริสุทธิ7 ด้วยชุด Kit 

hiyieldTM Gel/PCR DNA extraction Kit (Real 

Biotech, Taiwan)  

2.3 การโคลนยนีไคตเินส 

นําผลิตภัณฑ์ PCR มาเชื�อมต่อกับเวคเตอร์ 
pGEM-T โดยใชชุ้ดทดสอบ pGEM-T Easy Kit 

(Promega, USA) ส่งถ่ายดีเอน็เอสายผสม (recom-

binant DNA) เขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย Escherichia coli 

(XL1-blue)  และนาํไปเลี�ยงบนอาหาร LB-Ampicillin 

ที�มี IPTG และ X-gal คดัเลือกโคลนดว้ยเทคนิค 
blue-white screening นาํโคลนที�คดัเลือกไดม้า
สกดัพลาสมิดดว้ยชุดสกดัพลาสมิด Kit AxyPrep 

Plasmid Miniprep Spin Proto-col (Axygen 

Biosciences, USA) ยืนยนัผลการโคลนยีนดว้ย
เทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ T7, SP6 และไพร
เมอร์สําหรับเพิ�มปริมาณชิ�นส่วนของยีน ไคติเนส 
หาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑ ์PCR เพื�อนาํ
ข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ของโคลนที� ได้มา

เปรียบเทียบกบัขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละลาํดบั

กรดอะมิโนในฐานขอ้มลู GenBank 

3. ผลการวจิัย 

จ า ก ก า ร ส กัด อ า ร์ เ อ็ น เ อ ข อ ง เ ชื� อ ร า  T. 

harzianum (รูปที� 1) นาํมาเพิ�มปริมาณชิ�นส่วนดีเอน็
เอของยีนไคติเนส ได้ผลิตภัณฑ์ PCR มีขนาด
ประมาณ 1,200 คู่เบส (รูปที� 2) เมื�อทาํการโคลนยีน
ไคติเนส สามารถคดัเลือกโคลนไดจ้าํนวน 8 โคลน 
ตรวจสอบโคลนที�ไดด้ว้ยเทคนิค PCR โดยใช้     

 
M    1      2     3     4     5   

1000 

1500 

2000 

 
รูปที�  1.  ขนาดชิ�นส่วนอาร์เอน็เอของเชื�อรา Trichoderma 

harzianum, แถวที�  1-5 คือ อาร์เอ็นเอของเชื� อรา 
Trichoderma harzianum และ M คือ 1KB DNA 

Ladder Plus 

  

1500 

1000 

        M   T. harzianum 

3000 

6000 

 
รูปที�  2. ชิ�นส่วนดีเอ็นเอของเชื� อรา  Trichoderma 

harzianum ขนาด 1,200 คู่เบส เมื�อเพิ�มปริมาณในส่วน
ของยีนไคติเนสดว้ยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์สาํหรับ

เพิ�มปริมาณยีนไคติเนส ขนาดนํ� าหนักโมเลกุล 42 kDa, 

M คือ 1KB DNA Ladder Plus 
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ไพรเมอร์ T7 และ SP6 พบผลิตภณัฑ ์PCR ขนาด
ประมาณ 1,400 คู่เบส ในโคลนที� 1, 2, 4, 5, 6 และ 7  

ส่วนโคลนที� 3 และ 8 ผลิตภณัฑ ์PCR มีขนาดตํ�า
กวา่ 1,400 คู่เบส (รูปที� 3) ทาํการยืนยนัผลการโคลน
ยีนไคติเนสอีกครั� งโดยใช้ไพรเมอร์สําหรับเพิ�ม
ปริมาณชิ�นส่วนดีเอ็นเอของยีนไคติเนส พบว่า 
โคลนที� 1, 2, 5, 6 และ 7 ไดผ้ลิตภณัฑ ์PCR ขนาด
ประมาณ 1,200 คู่เบส โคลนที� 3 ไดผ้ลิตภณัฑ ์PCR 

ขนาดประมาณ 1,000 คู่เบส ส่วนโคลนที� 4 และ 8 

ไม่พบผลิตภณัฑ ์PCR (รูปที� 4) ดงันั�นจึงไดค้ดัเลือก
นาํโคลนที�มีผลิตภณัฑ ์PCR ขนาด 1,200 คู่เบส ไป
หาลาํดบันิวคลีโอไทด์และทาํการเปรียบเทียบกับ
ลําดับนิวคลีโอไทด์และลําดับกรดอะมิโนใน

ฐานขอ้มูล GenBank พบว่ามีความเหมือนกบัลาํดบั
นิวคลีโอไทดข์องเชื�อรา T. harzianum chit-HAR2 

gene for endo-chitinase-HAR2 (AB041752) 

99% แ ล ะ มี ลํ า ดั บ ก ร ด อ ะ มิ โ น เ ห มื อ น กั บ 
endochitinase-HAR2 ของเชื�อรา H. lixii (BAB 

40590) 98% 

4. สรุปและอภิปราย  
การโคลนยีนติเนสจากเชื�อรา T. harzianum 

พบว่าชิ�นส่วนดีเอ็นเอของยีนไคติเนสสามารถเพิ�ม
ปริมาณไดผ้ลิตภณัฑ ์PCR ขนาด 1,200 คู่เบส และ
สามารถโคลนยี นไคติ เนสได้จาก เ ชื� อรา  T. 

harzianum ซึ� งมีล ําดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับ
ลาํดับนิวคลีโอไทด์ของเชื�อรา  T. harzianum    

chit-HAR2 gene for endo-chitinase-HAR2 
(AB 041752) 99% และลาํดบักรดอะมิโนมีความ
เหมือน กับ endochitinase-HAR2 ของเชื�อรา    
H. lixii (BAB40590) 98% ซึ� งสอดคลอ้งกบั 
Jinzhu และคณะ (2005) ที�ไดศึ้กษาการแสดงออก
ของยีนไคติเนส โดยโคลนยีนไคติเนส (ech42) ที�มี
ขนาดนํ�าหนกัโมเลกุล 42kDaใกลเ้คียงกบัขนาดของ
ยีนไคติเนสที�พบในเชื�อรา T. harzianum (De la 

Cruz et al., 1992) จากเชื�อรา T. aureoviride  และ
ส่งถ่ายยีนเขา้สู่เชื�อรา Saccharomyces cerevisae  เมื�อ
ทาํการตรวจสอบยีนที�ทาํการส่งถ่ายและเปรียบเทียบ
ลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัฐานขอ้มูล GenBank พบว่า
มี accession number คือ AY 850032 มีความ
เหมือนกบัยีน chi42 ของเชื�อรา T. viride 98% ยีน 
chi42 ของเชื�อรา T. viride สายพนัธุ์ ATTC32630 

91% ยีน ech42 จากเชื�อรา T. harzianum 97%       
ยีนchiHAR3 จากเชื� อรา T. harzianum  SK-55                

93 เปอร์เซ็นต์ และยีน THECH42 จากเชื� อรา T. 

harzianum  IMI 206040 93% และพบว่ายีน ech42 
จากเชื�อรา T. aureoviride นี� จะสังเคราะห์โปรตีนที�
ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 421 กรดอะมิโน ซึ� งเป็น
รหสัในการสงัเคราะห์เอนไซม ์chitinase  

ในต่างประเทศได้มีการศึกษาการส่งถ่ายยีน  
ไคติเนสจากเชื� อรา Trichoderma เข้าสู่พืช โดย 
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รูปที�   3. ชิ�นส่วนดีเอ็นเอของเชื� อรา  Trichoderma 

harzianum เมื�อทาํการคดัเลือกโคลนดว้ยเทคนิค PCR โดย

ใช้ไพรเมอร์ T7 และ SP6, แถวที� 1-8 คือ โคลนที� 1-8 ของ

เชื�อรา Trichoderma harzianum และ M คือ 1KB DNA 

Ladder Plus 
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รูปที�  4.  ชิ�นส่วนดีเอ็นเอของเชื� อรา  Trichoderma  

harzianum เมื�อทาํการยนืยนัผลการโคลนดว้ยเทคนิค PCR 

โดยใช้ไพรเมอร์สาํหรับเพิ�มปริมาณยีนไคติเนส, แถวที� 1-8 

คือ โคลนที� 1-8 ของเชื�อรา Trichoderma  harzianum 

และ M คือ 1KB DNA Ladder Plus 
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Lorito และคณะ (1998) ได้โคลนยีน 
endochitinase ThEn-42 จากเชื� อรา T. 

harzianum สายพนัธุ์ P1 (ATCC7 4058) และยีน 
chi42 จากเชื�อรา T. harzianum สายพนัธุ์ CECT 

2413 โดยใชเ้วคเตอร์ pBI121 ในการเชื�อม ต่อยีน 
ThEn-42 ส่วนยีน chi42 จะเชื�อมต่อกับเวคเตอร์ 
pBin19 ซึ� งทั� ง 2 เวคเตอร์มีโปรโมเตอร์ คือ 
CaMV35S จากนั�นนําเวคเตอร์ลูกผสมที�ได้เขา้สู่
เซลลแ์บคทีเรีย Agrobacterium tumefaciens สาย
พนัธุ์ LBA 4404 และทาํการส่งถ่ายยีนนี� เขา้สู่ตน้
ยาสูบและมะเขือเทศ พบว่ามียาสูบและมะเขือเทศ 
ที�ไดรั้บยีนไคติเนสมีระดบัการแสดงออกของยีนที�
สูงกว่าพืชปกติ และสามารถตา้นทานต่อการเข้า
ทําลายของเ ชื� อราสา เหตุโรคหลายชนิด คือ          
A. alternata, A. solani, B. cinerea และ R. solani 

เช่น เดียวกบัการศึกษาของ Howell (2003) ที�
พบว่ายาสูบและมนัฝรั�งที�ไดรั้บการส่งถ่ายยีนไค
ติเนส (chit42) จากเชื�อรา T. harzianum มีความ
ตา้นทานในระดบัสูงต่อเชื�อราสาเหตุโรคดงักล่าว 
อีกทั� งบล็อกโคลี� ที� ได้รับยีนควบคุมการสร้าง
เอนไซม ์endochitinase จากเชื�อรา T. harzianum 

มีความต้านทานต่อการเข้าทําลายของเชื� อรา        
A. brassicicola ซึ� งสอดคลอ้งกบั Gaetano และ
คณะ (2008) ได้ศึกษาการส่งถ่ายยีนไคติเนส 
(chit42) ที�ควบคุมการแสดงออกของเอนไซม ์

endochitinase จากเชื�อรา T. harzianum เขา้สู่เม
ลอน (melon) พบว่าเมลอนที�ไดรั้บยีน chit42 มี
ความตา้นทานต่อเชื�อรา B. cinerea สาเหตุโรค 
grey mold ในพืชตระกูลส้มมีกิจกรรมของ
เอนไซม ์ endochitinase ในระดบัสูงมากขึ�น และ
ยังพบการแสดงออกของโปรตีนหลายชนิดที�
เกี�ยวข้องกับระบบการป้องกนัตนเองของพืชใน
ระดบัสูงดว้ย สําหรับในประเทศไทยนั�นพบว่ามี
การนาํยีนไคติเนสของเชื�อรา Trichoderma มา
ประยุกต์ใช้ประโยชน์เช่นกัน จิตติมา และคณะ 

(2553) ไดโ้คลนยีน chi42 ที�ควบคุมการสร้าง
เอนไซมไ์คติเนสจากเชื�อรา T. harzianum และส่ง

ถ่ายยีนเขา้สู่ยีสต์ Pichia pastoris เพื�อการผลิต       
รีคอมบิแนนท์เอนไซม์ ส่วนการส่งถ่ายยีนไคติ     
เนสจากเชื�อรา Trichoderma เขา้สู่มะเขือเทศเพิ�ม
ความตา้นทานโรคนั�นยงัไม่พบรายงาน 

จากการทดลองชี� ใหเ้ห็นว่ายีนไคติเนสของเชื�อ
รา T. harzianum สามารถเพิ�มปริมาณและโคลนยีน
ได ้ซึ� งจะเป็นแนวทางหนึ� งในการใชป้ระโยชน์จาก
ยีนไคติเนสโดยการประยุกต์ใช้ร่วมกับเทคนิค
ทางดา้นพนัธุวิศวกรรมในการสร้างสายพนัธุ์ มะเขือ
เทศให้ตา้นทานต่อการเขา้ทาํลายจากเชื�อราสาเหตุ
โรคพืช โดยการส่งถ่ายยีนไคติเนสจากเชื� อรา T. 

harzianum เข้าไปในมะเขือเทศ หรือตัดต่อยีน      
ไคติเนสเขา้ไปในจีโนมของจุลินทรียป์ฏิปักษช์นิด
อื�นเพื�อเพิ�มประสิทธิภาพในการควบคุมโรคพืชให้
มากยิ�งขึ�น 

5. กติตกิรรมประกาศ 

ขอขอบคุณศูนยวิ์จัยเทคโนโลยีชีวภาพทาง
การเกษตรเพื�อเศรษฐกิจที�ย ั�งยืน มหาวิทยาลัย 
ขอนแก่น และศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นเทคโนโลยี 
ชีวภาพเกษตร สํานกัพฒันาบณัฑิตศึกษาและวิจยั
ดา้นวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี (สบว.) สํานัก 
งานคณะกรรมการการอุดมศึกษา กระทรวง 
ศึกษาธิการ (AG-BIO/PERDO-CHE) ที�ไดส้นับ 
สนุนทุนวิจยั และกลุ่มวิจยัการเพาะเลี�ยงไหมป่า
และพัฒนาผลิตภัณฑ์เพื�อสร้างมูลค่าเพิ�ม ที� ให้
ความอนุเคราะห์การใชเ้ครื�องมือในการวิจยั 
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