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บทคัดย่อ

ราไตรโคเดอร์มาเป็นเชื้อราผิวดินที่พบในเขตร้อนชื้น	มักถูกน�าไปใช้ทางชีวภาพเพื่อควบคุมเชื้อราชนิด

อื่นที่ท�าให้เกิดโรคในพืชเศรษฐกิจและยังใช้ย่อยสลายสารเคมีทางการเกษตรหลายชนิด	อาทราซีนเป็นยาปราบ

วัชพืชท่ีนิยมน�ามาใช้ในไร่เพาะปลูกอ้อย	 ข้าวโพดและข้าวฟ่าง	 ซ่ึงท�าให้เกิดปัญหาพิษตกค้างและการปนเปื้อน

สารอาทราซีนในสิ่งแวดล้อม	 การศึกษาวิธีบ�าบัดทางชีวภาพโดยใช้จุลชีพต่างๆ	 เพ่ือก�าจัดอาทราซีนที่ปนเปื้อน 

ในดินและน�้ายังคงมีรายงานศึกษาอย่างต่อเนื่อง	 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน	

atzA	 ของราไตรโคเดอร์มาสายพันธุ์ที่คัดแยกจากดินเพาะปลูกพืชไร่และทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลาย 

อาทราซนีของตวัอย่างราทีค่ดัแยกได้เปรียบเทยีบกบัราทีไ่ม่ทนทานอาทราซีน	จากการแยกเชือ้ราในตวัอย่างดนิ

เพาะปลูกข้าวโพดในเขตจังหวัดนครปฐมและกาญจนบุรีจ�านวน	 40	 ไอโซเลตน�ามาเพาะเลี้ยงในวุ้นเล้ียงเชื้อรา

ดัดแปลงเติมอาทราซีน	(ความเข้มข้น	50	มิลลิกรัมต่อลิตร)	เป็นเวลา	14	วัน	พบว่ามีราจ�านวน	8	ไอโซเลตรอด

ชีวิตและเจริญเติบโตได้ดี	จึงน�าไปตรวจสอบการแสดงออกของยีน	atzA	โดยวิธี	RT-PCR	และประสิทธิภาพใน

การย่อยสลายอาทราซีนในอาหารเลี้ยงเชื้อรา	Czapek-dox	Broth	และวิธี	HPLC	ตามล�าดับ	ผลการศึกษาโดย

วิธี	 RT-PCR	พบการแสดงออกของยีน	atzA	 ในตัวอย่างราที่คัดเลือกมาจ�านวน	 6	 ไอโซเลต	 จากนั้นทดสอบ

คุณสมบัติการย่อยอาทราซีนในหลอดทดลองเป็นเวลา	30	วัน	พบว่าประสิทธิภาพการย่อยสลายอาทราซีนของ

รา	 6	 ไอโซเลตที่ถูกคัดเลือกเฉลี่ยเท่ากับร้อยละ	28.26	แตกต่างจากรา	 2	 ไอโซเลตซึ่งมีค่าเฉลี่ยเท่ากับร้อยละ	
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9.43	 อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	 (p<0.05)	 กล่าวโดยสรุป	 ความสามารถในการย่อยสลายอาทราซีนของ 

ราไตรโคเดอร์มาสายพนัธ์ุทีคั่ดแยกได้จากการวจิยันีอ้าจเป็นประโยชน์ต่อภาคเกษตรกรรมและสิง่แวดล้อมส�าหรบั

การน�าไปใช้ลดหรือย่อยสลายอาทราซีนในดินที่ปนเปื้อน

ค�าส�าคัญ: เชื้อรา	ไตรโคเดอร์มา	อาทราซีน	ยีน	atzA

ABSTRACT

Trichoderma	species	(Trichoderma	spp.)	are	tropical	fungi	currently	used	as	biological	

control	agent	due	to	their	ability	to	antagonize	other	plant	pathogenic	fungi,	as	well	as	to	

degrade	some	agrochemicals.	Among	herbicides,	atrazine,	is	intensively	used	in	sugarcane,	corn	

and	 sorghum	 fields.	 Due	 to	 the	 toxicity	 and	 persistence	 of	 atrazine	 in	 the	 environment,	

bioremediation	using	microorganisms	has	been	studied	to	remove	atrazine	from	contaminated	

soil	and	water.	This	study	aimed	to	investigate	the	expression	of	atzA	gene	in	Trichoderma 

spp.	isolated	from	soil	and	examine	the	unique	capability	in	atrazine	degradation	or	toleration	

compared	to	intolerant	fungi.	Fourty	isolates	of	fungal	strain	from	corn	fields	in	Nakornpathom	

and	Karnjanaburi	provinces	were	cultured	 in	modified	medium	agar	containing	50	mg/L	of	

atrazine	for	14	days.	The	expression	of	atzA	gene	and	atrazine	degrading	efficiency	of	eight	

survival	isolates	were	then	determined	by	using	RT-PCR	and	Czapek	dox	Broth	culture	followed	

by	HPLC,	respectively.	According	to	RT-PCR	analysis,	atzA	gene	was	expressed	in	six	fungus	

isolates.	All	isolates	were	then	measured	in	terms	of	the	atrazine	degradation	efficiency	in vitro 

for	30	days.	The	results	showed	that	six	selected	isolates	significantly	degraded	atrazine	by	

28.26%	 compared	with	 another	 2	 isolates	 (9.43%)	 (p<0.05).	 In	 conclusion,	 the	 atrazine	

degradation	 ability	 of	Trichoderma	 spp.	 isolated	 from	 this	 study	 could	 have	 benefits	 for	

agriculture	and	global	environment	to	reduce	or	degrade	atrazine	in	contaminated	soil.

KEYWORDS: Fungus,	Trichoderma,	Atrazine,	atzA	gene

บทน�า

เกษตรกรรมในปัจจุบันมีการใช้สารเคมี

ส�าหรบัก�าจดัวชัพชืและแมลงศตัรพูชืเป็นปรมิาณมาก	

ก่อให้เกิดปัญหาสารเคมีตกค้างและปนเปื้อนในดิน

ตลอดจนผลผลิตพืชซึ่งส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม

และเป็นอันตรายต่อผู้บริโภค	 นอกจากนี้ยังลดความ

สามารถของราในดินท่ีใช้ควบคุมการเกิดโรคพืช	

(Biocontrol)	ในพ้ืนท่ีการเกษตร	สารเคมกี�าจัดวชัพชื

ที่ใช้กันมากในพื้นที่การเกษตรของประเทศไทยได้แก่	

อาทราซีน	(Atrazine,	2-chloro-4-(ethylamino-6-

(isopropylamino-s-triazine)	 (National	 Center	

for	 Biotechnology	 Information,	 2019)	ซึ่งพบ
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ตกค้างและปนเป้ือนอยูใ่นน�า้ใต้ดนิและน�า้ด่ืม	มผีลต่อ

เด็กแรกเกิดท�าให้ตัวเล็ก	น�้าหนักคลอดต�่ากว่าเกณฑ์	

มีผลต่อระบบต่อมไร้ท่อ	 และอาจเป็นสารก่อมะเร็ง 

(Hayes	et	al.,	2002)	ผลกระทบต่อสขุภาพท่ีร้ายแรง

เหล่านี้ท�าให้อาทราซีนถูกห้ามใช้ในภาคเกษตรกรรม

ของหลายประเทศในทวีปยุโรป	จากข้อมูลของ	กรม

วิชาการเกษตร	 (2550)	 (การน�าเข้าสารอาทราซีนใน

ปี	 2550)	 ระบุว่า	 ประเทศไทยได้น�าเข้าสารก�าจัด

วชัพชืในปรมิาณทีม่มีลูค่าสงู	โดยอาทราซีนมปีริมาณ

การน�าเข้าเพิม่สงูขึน้ทกุปีตดิอนัดบัหนึง่ในสิบของโลก	

จึงจ�าเป็นต้องหาวิธีการก�าจัดหรือย่อยสลายสาร 

อาทราซีน	 โดยอาจใช้ประโยชน์จากกิจกรรมของ

จุลินทรีย์ในดินซึ่งช่วยก�าจัดสารอาทราซีนได้เร็วขึ้น	

จากรายงานของ	 Alabouvette,	 Olivain,	 and	

Steinberg	(2006)	พบว่า	จุลินทรีย์บางกลุ่มสามารถ

ย่อยสลายสารตกค้างเหล่านี้ได้	โดยมีทั้งที่เป็นราและ

แบคทเีรยีซึง่พบในเขตภมูอิากาศอบอุน่แถบยโุรป	เช่น	

Aspergillus,	Rhizopus,	Fusarium,	Pseudomonas,	

Agrobacterium,	Clavibacter,	Arthrobacter	และ	

Escherichia coli	จากรายงานวิจัยของ	Solomon,	

Kumar,	and	Santhi	(2013)	ทั้งนี้ยังขาดข้อมูลด้าน

ชนดิและสายพนัธุร์าท่ีพบในเขตร้อนชืน้ทีม่คีณุสมบติั

ย่อยสารเคมตีกค้างทางการเกษตรกรรม	รายงานของ	

Cai,	Han,	Liu,	Ren,	and	Jiang	(2003)	ได้ท�าการ

แยกแบคทเีรยีทีม่คีวามสามารถในการย่อยสลายสาร 

อาทราซนีในน�า้ทิง้จากโรงงานทีผ่ลติสารอาทราซีนใน

ประเทศจนีพบว่า	Arthrobacter	sp.	มปีระสิทธิภาพ

สูงในการย่อยสลายสารอาทราซีนโดยใช้เป็นแหล่ง

ของไนโตรเจน	 นอกจากนี้ยังพบว่า	 atrazine 

chlorohydrolase	gene	(atzA)	ของ	Arthrobacter	

sp.	ต่างกับที่พบใน	Pseudomonas	sp.	จ�านวนหนึ่ง

นิวคลโิอไทด์	และยงัพบว่ายนีนีต้ัง้อยูบ่นโครโมโซมไม่

ใช่พลาสมดิ	ตามทีม่รีายงานมาก่อนหน้านีใ้นแบคทเีรยี

ชนิดอื่นๆ

ในปี	ค.ศ.	2010	Sene,	Converti,	Secchi,	

and	Simão	(2010)	ได้รายงานวิธีการย่อยสลายสาร

อาทราซีนในแบคที เรียซึ่ งโดยปกติจะเริ่มจาก

ขบวนการ	 Hydrolytic	 Dechlorination	 โดยใช้

เอนไซม์	atrazine	chlorohydrolase	(AtzA)	ซึ่งถูก

ควบคุมโดยยีน	 atzA	 จากนั้นจะเกิดขบวนการ	

Hydrolytic	 Deamination	 อีก	 2	 ขั้นตอนโดยใช้

เอนไซม ์	 Hydroxyl-atrazineethylamino-

hydrolase	(AtzB)	และ	N-isopropyl-ammelide	

isopropyl–amino-hydrolase	 (AtzC)	 ซึ่งควบคุม

โดยยีน	atzB	(trzB),	atzC	(trzC)	ตามล�าดับ	ท�าให้

เกดิการเปลีย่นสารอาทราซีนเป็นสาร	cyanuric	acid	

ซ่ึงสารน้ีจะถูกเปล่ียนต่อไปอีกโดยอาศัยเอนไซม์	

hydrolase	 อีก	 3	 ชนิด	 คือ	 cyanuric	 acid	

amidohydrolase	(AtzD,	biulet	aminohydrolase	

(AtzE)	และ	allophanate	hydrolase	(AtzF)	ได้เป็น	

CO
2
	กับ	NH

3
	ซึ่งถือว่าไม่มีพิษตกค้าง

รายงานตีพิมพ ์ เ ก่ียวกับเชื้อราส�าคัญที่ 

ใช ้ควบคุมเชื้อก ่อโรคในพืชเศรษฐกิจ	 ได ้แก ่	

Trichoderma	spp.	กล่าวถึงรา	T. viridae	ซึ่งเป็น

ราในเขตอากาศอบอุ่นสามารถย่อยสลายสารก�าจัด

วชัพืชอาทราซีนได้	(Muthuselvam	&	Arunkumar,	

2009)	ดังนั้นการคัดแยกสายพันธุ์รา	Trichoderma 

spp.	 ที่สามารถย่อยสลายหรือทนทานต่ออาทราซีน

ทีต่กค้างในดนิหรอืการพฒันาสายพนัธุร์า	Trichoderma  

spp.	 ใหม ่จากสายพันธุ ์ที่ คัดแยกได ้จากพื้นที่

เกษตรกรรมของประเทศทีม่ภีมูอิากาศในเขตร้อนช้ืน

อาจท�าให้ได ้สายพันธุ ์ราท่ีสามารถทนทานและ 

เจริญเติบโตได้ดีในพื้นที่ปนเปื ้อนอาทราซีนของ

ประเทศไทยจึงเป็นที่มาของการท�าการศึกษาวิจัยนี้
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วัตถุประสงค์

เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน	atzA 

ของราไตรโคเดอร์มาสายพันธุ์ที่คัดแยกจากดินเพาะ

ปลกูพืชไร่เขตภาคกลางของประเทศไทย	และทดสอบ

ประสทิธิภาพการย่อยสลายอาทราซนีของตวัอย่างรา

ที่คัดแยกได้เปรียบเทียบกับราที่ไม่ทนทานอาทราซีน

ประโยชน์ที่ได้รับ

สามารถอธบิายคณุสมบตัขิองราเขตร้อนชืน้

สายพันธุ์ไตรโคเดอร์มาที่สามารถเจริญเติบโตได้ดีใน

ดนิทีป่นเป้ือนหรอืเจรญิได้ดีในอาหารเลีย้งเชือ้ทีมี่สาร

อาทราซีนปริมาณสูง	 และเป็นพื้นฐานน�าไปสู่การ 

คดัเลอืกสายพนัธุร์าทีใ่ช้เร่งการย่อยสลายสารอาทราซีน 

ที่ตกค้างในดินเกษตรกรรม

วิธีด�าเนินการวิจัย

1. การเก็บและเตรียมตัวอย่างดิน 

ตัวอย่างดินซึ่งน�ามาใช้คัดแยกเชื้อราเก็บ 

จากแปลงเพาะปลกูข้าวโพดในอ�าเภอบางเลนจงัหวดั

นครปฐม	 อ�าเภอท่าม่วงและอ�าเภอท่ามะกาจังหวัด

กาญจนบุรี	ซึ่งมีประวัติการใช้สารก�าจัดวัชพืชอาทรา

ซีนต่อเนื่องกันมากกว่า	 5	 ปี	 รวม	 6	 ตัวอย่าง	 และ

ตัวอย่างดินจากพื้นที่ที่ไม่มีประวัติการใช้อาทราซีน

เลยเป็นดนิกลุม่ควบคมุ	ตวัอย่างดนิแต่ละแห่งจะเกบ็

ประมาณ	1	กิโลกรัม	โดยเก็บจากผิวหน้าดินลึกลงไป

ไม่เกิน	10	เซนติเมตร	น�ามาผสมและคลุกเคล้าให้เข้า

กันอย่างดี	 กรองด้วยตะแกรงรูเล็กประมาณ	 2	

มิลลิเมตร	เก็บไว้ที่อุณหภูมิ	4	องศาเซลเซียสก่อนน�า

ไปใช้ในการทดลองขั้นต่อไป

2. การคัดแยกรา Trichoderma spp. 

จากดิน 

น�าดินประมาณ	 50	 กรัมจากแต่ละแหล่ง	 

(7	ตัวอย่าง)	มาเติมน�้ากลั่นที่ฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร	25	

มลิลลิติร	เพือ่ปรบัความชืน้	บ่มไว้ทีอ่ณุหภมู	ิ28	องศา

เซลเซียส	เป็นเวลา	5	วัน	ก่อนน�าไปคัดแยกราโดยวิธี	

Dilution	 Plate	 Technique	 (เกลี่ยสารละลายดิน

ปริมาตร	0.5,	0.5x10-1,	0.5x10-2	มิลลิลิตร)	ลงบน

จานอาหารเลี้ยงเชื้อ	Martins’agar	บ่มไว้ที่อุณหภูมิ	

28	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	5	วัน	จนราเจริญเติบโต

จ�าแนกสกุลรา	Trichoderma	 spp.	 เบื้อง

ต้น	 ตามลักษณะโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรศน์	 เช่น	

รูปร่าง	ขนาด	และสีของโคโลนเีปรียบเทียบกบัราสกลุ	

Trichoderma	 spp.	 ที่ได้แยกเพาะเลี้ยง	 (Pure	

Culture)	 เพื่อเป็นสายพันธุ์อ้างอิงซึ่งมีสีขาว	 ขาว 

อมเหลอืง	เขยีวเข้มหรอืเทา	(Howell,	2003)	ทีเ่จรญิ

อยู่บนอาหารเล้ียงเชื้อชนิดเดียวกันและมีอายุใกล้

เคียงกัน

3.  การคัดเลือกรา Trichoderma spp. 

ที่ทนต่ออาทราซีน

คัดเลือกรา	Trichoderma spp.	 ไอโซเลต

ซึ่งมีความทนทานต่อสารอาทราซีน	โดยเขี่ยเส้นใยไว้

ตรงกลางบนอาหารแข็ง	 Czapek-dox	 (ใช้ความ 

เข้มข้นของน�้าตาล	D-glucose	1%;	w/v)	ผสมด้วย

อาทราซีนในปริมาณ	0	(Control)	และ	50	มิลลิกรัม

ต่อลิตรซ่ึงเป็นปริมาณทีสู่งซ่ึงใช้คดักรองราทีส่ามารถ

เจริญเติบโตได้ในอาหารแข็ง	 บ่มเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ	

28	องศาเซลเซียสเป็นเวลา	14	วัน

4. การสกัดอาร์เอ็นเอจากเชื้อรา 

น�าเส้นใยเช้ือราที่เจริญเติบโตดีบนอาหาร

แขง็	โดยการเขีย่ด้วยปลายไปเปตทปิปริมาณเท่าๆ	กัน

ใส่หลอดทดลองขนาด	 1.5	 มิลลิลิตร	 เติม	 Liquid	

Nitrogen	บดให้เป็นผงละเอียด	 เติม	 Lysis	 Buffer	

ปริมาตร	400	ไมโครลิตร	และ	DNase	(เข้มข้น	10	

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)	ปริมาตร	5	ไมโครลิตร	บดให้เข้า

กันอีกคร้ัง	 เทส่วนผสมท้ังหมดลงใน	micro-tube	

ขนาด	1.5	มิลลิลิตร	ท�าการสกัด	total	RNA	ด้วยวิธี	
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phenol/chloroform	extraction	(Chomczynski	

&	Sacchi,	1987)	 เก็บสารสกัด	RNA	ที่	 -70	องศา

เซลเซียส

5. การตรวจวิเคราะห์ยีน atzA ที่เกี่ยว 

ข้องกับกระบวนการย่อยสลายอาทราซีน

ท�าการวเิคราะห์การแสดงออกของยนี	atzA 

ด้วยวธิ	ีRT-PCR	โดยใช้ชุดตรวจสอบปฏกิริิยาเพิม่สาร

พันธุกรรมจากสารสกัด	RNA:	SuperScript	III	One-

Step	 RT-PCR	 commercial	 kit	 (Invitrogen,	

Carlsbad,	 CA),	 oligodT	 primer	 และ	 primers	

จ�าเพาะส�าหรับยีน	atzA	อ้างอิงจากงานวิจัยของ	De	

Souza,	 Seffernick,	Martinez,	 Sadowsky,	 and	

Wackett	 (1998)	 และงานวิจัยของ	 De	 Souza,	

Wackett,	and	Sadowsky	(1998)	ส�าหรับขั้นตอน	

PCR	และ	PCR	condition	ที่ใช้ก�าหนดตามที่ระบุไว้

ในผลงานตีพิมพ์โดย	Arbeli	and	Fuentes	(2010)	

และเลือกใช้จ�านวนรอบท�าปฏิกิริยา	 PCR	 40	 รอบ	 

ดังตารางที่	1

ตารางที่ 1 แสดง	specific	primers	ที่ออกแบบจ�าเพาะต่อยีน	atzA	ส�าหรับใช้ตรวจสอบตัวอย่างราที่เจริญได้

ดีบนอาหารที่มีอาทราซีน

atzA-F	primer:	5’	CCATGTGAACCAGATCCT	3’

atzA-R	primer:	5’	TGAAGCGTCCACATTACC	3’

6. การทดสอบประสิทธิภาพในการย่อย

สลายอาทราซีนในหลอดทดลอง

ทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลาย 

อาทราซีนของราไตรโคเดอร์มาท่ีแยกได้ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อรา	Czapek	Dox	Broth	 (เตรียม	Czapek	

Dox	Broth	ปริมาตร	2.5	ลิตร)	ท�าการเก็บตัวอย่าง

อาหารเลี้ยงเชื้อราวันที่	 0	 ปริมาตร	 100	 มิลลิลิตร	

(Control	day0)	จากนัน้ท�าการเขีย่เช้ือราไตรโคเดอร์

มาในดินจ�านวน	 8	 ไอโซเลตที่มีความทนทานต่อ 

อาทราซีนซึ่งคัดแยกได้จากขั้นตอนที่	2	และ	3	ด้วย

ลวดเข่ียเชือ้ปรมิาณเท่าๆ	กนัแยกใส่ลงในอาหารเลีย้ง

เชื้อรา	Czapek	Dox	Broth	ปริมาตร	250	มิลลิลิตร

ในขวดรูปชมพู่	 ท�าการบ่มเพาะเช้ือที่อุณหภูมิ	 28	

องศาเซลเซียส	วางบนเครื่องเขย่าขวดเพาะเลี้ยงเชื้อ	

เขย่าอย่างเบาตลอดเวลาท่ีท�าการทดสอบ	 เติมสาร 

อาทราซนีในวนัที	่3	ภายหลงัจากลงเชือ้ราตัวอย่างให้

ได้ความเข้มข้นสุดท้าย	 35	 มิลลิกรัมต่อลิตร	 ซึ่งเป็น

ปริมาณท่ีพบว่าสารประกอบอาทราซีนที่ใช้ในการ

ทดสอบจะสามารถละลายได้หมดเป็นเนื้อเดียวกับ

อาหารเหลว	ท�าการเพาะเล้ียงเชือ้ราต่อจนครบ	30	วนั	 

จากนัน้ท�าการเกบ็ตัวอย่างอาหารเล้ียงเชือ้ราไอโซเลต

ทีเ่จรญิเติบโตได้ดีทีว่นัที	่30	ของการทดลอง	ปรมิาตร	

100	มิลลิลิตร	กรองแยกเอาเฉพาะอาหารเหลวส่วน

ใส	 ก่อนน�าไปวิเคราะห์หาปริมาณอาทราซีนที่เหลือ

โดยวิธี	 Reversed-phase	 High	 Performance	

Liquid	 Chromatography	 (HPLC)	 ในคอลัมน์	

(ขนาด	 250	 x	 4.6	 มิลลิเมตร)	 ส่วนตัวท�าละลาย	

(Mobile	Phase)	ประกอบด้วย	Acetonitrile	และ

น�้ากลั่น	อัตราส่วน	55	:	45	โดยปริมาตร	อัตราการ

ไหลผ่าน	(Elution	Rate)	ที่ใช้เท่ากับ	1	มิลลิลิตรต่อ
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นาที	 ส�าหรับอาหารเหลวแต่ละตัวอย่างจะผสมกับ	

Acetonitrile	ให้ได้อัตราส่วน	45	:	55	โดยปริมาตร

ก่อนน�ามาวิเคราะห์	 ท�าการวัดค่าซ�้า	 3	 ครั้งส�าหรับ

แต่ละตัวอย่างโดยใช้สารละลายอาทราซีนมาตรฐาน

ความเข้มข้น	1,	0.1,	และ	0.01	มิลลิโมลาร์	(mM)	ใน	

Acetonitrile	และน�า้กลัน่	อตัราส่วน	55	:	45	เป็นตัว 

ตรวจสอบเปรียบเทียบตามที่ระบุไว้ในผลงานตีพิมพ์

โดย	Khromonygina,	Saltykova,	Vasil’chenko,	

Kozlov,	and	Rabinovich	(2003)

7. การวิเคราะห์ข้อมูล

น�าข้อมูลปริมาณอาทราซีนในอาหารเล้ียง

เชือ้ราทีต่รวจวัดได้ไปค�านวณหาค่าเฉลีย่	ค่าเบีย่งเบน

มาตรฐาน	 และค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน	

(Mean,	 SD,	 SEM)	 พร้อมกับวิเคราะห์ผลทางสถิติ	

ส�าหรบัการเปรยีบเทียบปรมิาณสารอาทราซนีทีต่รวจ

วดัได้จากอาหารเลีย้งเชือ้ราก่อนและหลงัการทดลอง

กับเช้ือราไตรโคเดอร์มาแต่ละไอโซเลตใช้การทดสอบ

ทีแบบจับคู่	(Paired	t-test)	ส่วนการเปรียบเทียบค่า

เฉลี่ยของการย่อยสลายสารอาทราซีน	(ร้อยละ)	ของ

เชื้อรากลุ่มที่ตรวจพบการแสดงออกของยีน	atzA 

เปรียบเทียบกับเชื้อรากลุ ่มที่ตรวจไม ่พบการ

แสดงออกของยีน	atzA	 ใช้	 การทดสอบทีแบบกลุ่ม

ตัวอย่างอิสระกัน(Independent	Sample	t-test)	

ผลการวิจัย

1. ผลการคัดแยกราจากดินพื้นที่ท�าการ

เกษตรกรรมที่ปนเปื้อนอาทราซีน

จากการคัดแยกเชื้อราในตัวอย่างดินจากไร่

ข้าวโพดท่ีมีประวัติปนเปื้อนอาทราซีนเป็นเวลาไม่ต�่า

กว่า	5	ปี	จ�านวน	6	แหล่ง	สามารถคัดแยกเชื้อราได้	

40	 ไอโซเลตที่ เจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อ	

Martins’agar	ทีอ่ณุหภมู	ิ28	องศาเซลเซยีส	เป็นเวลา	

5	วัน	ดังภาพที่	1

ภาพที่ 1	 แสดงราจ�านวน	32	ไอโซเลตจาก	40	ไอโซเลตที่สามารถคัดแยกได้จากตัวอย่างดินเพาะปลูกข้าวโพด

ที่มีประวัติปนเปื้อนสารอาทราซีนในงานวิจัยนี้ 

ที่มา: จากผู้เขียน
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ภาพที่ 2	 แสดงลักษณะของตัวอย่างราที่มีความทนทานอาทราซีนบนอาหารแข็ง	 Czapek-dox	 ซึ่งมีอาทรา	 

ซีนความเข้มข้น	50	มิลลิกรัมต่อลิตร	ณ	วันที่	14	ของการทดสอบ

ที่มา: จากผู้เขียน

2. การคัดเลือกราที่ทนต่ออาทราซีน

การคดัเลอืกเชือ้ราท่ีแยกได้จากข้ันตอนแรก

ด้วยวิธี	 Enrichment	 Culture	 เม่ือครบ	 14	 วัน	

สามารถคัดแยกราจ�านวน	8	ไอโซเลตซึ่งเจริญเติบโต

ได้ดี	 มีความทนทานต่อสารอาทราซีน	 ความเข้มข้น	

50	 มิลลิกรัมลิตรบนอาหารแข็ง	 Czapek-dox	 ที่

อณุหภมู	ิ28	องศาเซลเซยีส	โดยเส้นใยของราทัง้	8	ไอ

โซเลตที่คัดแยกได้มีความเหมือนกันทางด้านรูปร่าง

ภายนอกกับ	Trichoderma spp.	 ที่แยกเพาะเลี้ยง	

(Pure	 Culture)	 ไว้ใช้อ้างอิงเมื่อสังเกตภายใต้

กล้องจุลทรรศน์	ดังภาพที่	2

3. การตรวจวเิคราะห์การแสดงออกของยนี  

atzA ในราโซเลตที่มีความทนทานต่ออาทราซีน

จากการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน	

atzA	ในตวัอย่างเชือ้ราทีค่ดัเลอืกทัง้	8	ไอโซเลตทีท่น

ต่ออาทราซีนซึ่งคัดแยกได้จากข้ันตอนก่อนหน้าด้วย

วิธี	RT-PCR	และ	Agrarose	Gel	Electrophoresis	

ตรวจพบแถบผลิตภัณฑ์	PCR	(PCR	Product)	ขนาด	

530	 คู่เบส	 ในตัวอย่างเชื้อราไอโซเลตที่	 1-6	 โดย 

ไม่พบแถบดีเอ็นเอขนาดดังกล่าวในตัวอย่างเชื้อรา 

ไอโซเลตที่	 7	 และ	 8	 ดังแสดงในภาพที่	 3	 แสดงให้

ทราบว่ามีการแสดงออกของยีน	 atzA	 เฉพาะใน

ตัวอย่างเชื้อราไอโซเลตที่	1-6
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ภาพที่ 3	แสดงผลการแยกแถบชิ้นส่วนยีน	atzA	ด้วยกระแสไฟฟ้ากับตัวอย่างราที่คัดแยกได้ซึ่งมีความทนทาน

ต่ออาทราซีนทั้ง	8	ไอโซเลต	โดยพบแถบผลผลิต	PCR	ขนาดประมาณ	530	bp	เฉพาะกับตัวอย่าง 

ราที่	 1-6	 (ช่องหมายเลข	1-6,	ช่อง	M	คือ	แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน,	ช่อง	+ve	คือ	Recombinant	

Plasmid	ใน	E. coli)	

ที่มา: จากผู้เขียน

4. ผลการทดสอบประสิทธภิาพในการย่อย

สลายอาทราซีน

ภายหลังการเพาะเลี้ยงเช้ือราท่ีคัดแยกได้

จ�านวน	8	ไอโซเลตในอาหารเลีย้งเชือ้รา	Czapek	Dox	

Broth	 ซึ่งมีอาทราซีน	 ความเข้มข้นเริ่มต้น	 35.0	

มิลลิกรัมต่อลิตร	น�าอาหารเลี้ยงเชื้อในวันที่	30	ของ

การทดลองไปวิเคราะห์หาปริมาณสารอาทราซีนที่

เหลืออยู่เปรียบเทียบกับตัวอย่างอาหารเลี้ยงเชื้อราที่

เก็บก่อนลงเชื้อ	 (วันที่	 0)	 ด้วยวิธี	 HPLC	 จากการ

เปรียบเทียบปริมาณสารอาทราซีนที่ตรวจวัดได้หลัง

การทดลอง	(วันที่	30)	โดยใช้การทดสอบทีแบบจับคู่		

(Paired	t-test)	พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อราไตรโคเดอร์

มาไอโซเลตทั้ง	 8	 ไอโซเลตมีปริมาณสารอาทราซีน	 

ลดลงเม่ือเทยีบกบัปรมิาณเริม่ต้นอย่างมนียัส�าคญัทาง

สถิติ	 (p<0.05)	ส�าหรับการวิเคราะห์เปรียบเทียบค่า

เฉลีย่ของการย่อยสลายสารอาทราซนีเป็นร้อยละของ

เชื้อรากลุ่มที่ตรวจพบการแสดงออกของยีน	atzA  

(ไอโซเลตที่	1-6)	เปรยีบเทยีบกบัเชือ้รากลุม่ทีต่รวจไม่

พบการแสดงออกของยีน	 atzA	 (ราไอโซเลตที่	 7	 

และ	 8)	 โดยใช้การทดสอบทีแบบกลุ ่มตัวอย่าง 

อิสระกัน	 (Independent	 Sample	 t-test)	 พบว่า 

ราไตรโคเดอร์มาจ�านวน	6	จาก	8	ไอโซเลต	(ตัวอย่าง

ที่	 1	ถึง	6	ซึ่งตรวจพบการแสดงออกของยีน	atzA)	 

มอีตัราการย่อยสลายอาทราซนีได้เฉลีย่ร้อยละ	28.26	

เมื่อเทียบกับปริมาณเร่ิมต้น	 (วันที่	 0)	 และมีความ

สามารถย่อยสลายอาทราซีนได้ดีกว่าราไอโซเลตที	่ 

7	 และ	 8	 อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	 (p<0.05)	 ซึ่ง

สามารถย่อยสลายสารอาทราซนีได้เฉลีย่เพยีงร้อยละ	

9.43	ทั้งนี้ผู้วิจัยได้เก็บแยกอาหารเลี้ยงเชื้อราก่อนลง

เชื้อ	(วันที่	0)	ไว้ที่อุณหภูมิ	4	องศาเซลเซียสเป็นเวลา	

30	วนัก่อนน�ามาวเิคราะห์หาปรมิาณของอาทราซนีท่ี

หลงเหลืออยู่พร้อมกับตัวอย่างอาหารเลี้ยงเช้ือราท่ี

เก็บหลังจากการบ่มเพาะเชื้อครบ	30	วัน	พบว่าสาร

อาทราซีนที่เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อรา	(วันที่	0)	ยัง

คงมค่ีาเท่ากบั	35.0	มลิลกิรมัต่อลติรโดยไม่มกีารย่อย

สลายในสารละลาย	Czapek	Dox	Broth	ดังตารางที่	

2	และภาพที่	4
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ตารางที่ 2 แสดงปริมาณอาทราซีนในอาหารเลี้ยงเชื้อราที่คัดแยกได้จากดินท�าการเกษตรท้ัง	 8	 ไอโซเลต	 

โดยวิธี	HPLC	เปรียบเทียบระหว่างวันแรก	(วันที่	0)	และวันที่	30	ของการทดลอง	(หน่วยมิลลิกรัม

ต่อลิตร)

ตัวอย่างที่ 1-6

 ตรวจพบยีน 

atzA

วันที่ 0

วันที่ 30 

ค่าเฉลี่ย SD
#1 #2 #3

1 35.00 24.52 24.13 24.28 24.31* 0.20

2 35.00 25.11 25.04 24.93 25.03* 0.09

3 35.00 25.52 25.87 25.64 25.68* 0.18

4 35.00 25.48 25.62 25.41 25.50* 0.11

5 35.00 25.74 25.89 25.96 25.86* 0.12

6 35.00 24.23 24.34 24.31 24.29* 0.06

ค่าเฉลี่ยรวม 25.11*

คิดเป็นร้อยละการย่อยสลาย 28.26**

ตัวอย่างที่	7	และ	8

ตรวจไม่พบยนี	atzA

7 35.00 32.05 32.51 31.82 32.12* 0.35

8 35.00 31.01 31.87 30.93 31.27* 0.52

ค่าเฉลี่ยรวม 31.69*

คิดเป็นร้อยละการย่อยสลาย 9.43

 *	พบความแตกต่างของปริมาณสารอาทราซีนในอาหารเล้ียงเช้ือราเปรียบเทียบระหว่างหลังการทดสอบวันที่	 30	 และก่อน 

การทดสอบ	(วันที่	0)	อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ

	**	พบความแตกต่างของการย่อยสลายสารอาทราซีน	(ร้อยละ)	ในอาหารเลี้ยงเชื้อราเปรียบเทียบระหว่างตัวอย่างรากลุ่มที่พบ

การแสดงออกของยีน	atzA	(ตัวอย่างที่	1-6)	และรากลุ่มที่ไม่พบการแสดงออกของยีน	atzA	(ตัวอย่างที่	7	และ	8)	อย่างมี

นัยส�าคัญทางสถิติ
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สรุปผลการวิจัย

การศึกษาครั้งนี้ตรวจพบผลิตภัณฑ์	 PCR	 

ของชิน้ส่วนยนี	atzA	จากราเขตร้อนจ�านวน	6	ไอโซเลต 

ซึ่งแยกได้จากดินไร่ข้าวโพดในจังหวัดนครปฐมและ

กาญจนบุรีซึ่งปนเปื้อนสารอาทราซีนเป็นเวลานาน

และมีความทนทานเจริญได้ดีบนอาหารเลี้ยงเชื้อราที่

มีอาทราซีนปริมาณสูง	(50	มิลลิกรัม/ลิตร)	โดยราทั้ง	

6	ไอโซเลตมีลกัษณะรปูร่างภายนอกและสขีองเส้นใย

ตรงกับราสายพันธุ์	 Trichoderma	 sp.	 จากการ

ทดสอบคุณสมบัติการย่อยสลายอาทราซีนในหลอด

ทดลองพบว่าราทัง้	6	ไอโซเลตมคีวามสามารถใช้หรอื

ย่อยสลายอาทราซีนในอาหารเลี้ยงเช้ือได้ดีค่าเฉลี่ย

เท่ากับร้อยละ	28.26	แตกต่างจากราอีก	2	ไอโซเลต

อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติซึ่งมีความสามารถใช้หรือ

ย่อยสลายอาทราซีนได้เพียงร้อยละ	 9.43	 และเป็น

ตวัอย่างราไตรโคเดอร์มากลุม่ทีต่รวจไม่พบชิน้ส่วนยนี	

atzA	 ผลการวิเคราะห์ดังกล่าวสอดคล้องกับวิธีการ

ย่อยสลายสารอาทราซีนในแบคทีเรียซ่ึงโดยปกติจะ

เริ่มจากขบวนการ	 Hydrolytic	 Dechlorination	 

โดยใช้เอนไซม์	Atrazine	Chlorohydrolase	(AtzA)	

ซึ่งถูกควบคุมโดยยีน	atzA	จากนั้นจะเกิดขบวนการ	

Hydrolytic	Deamination	ต่อเนื่องอีก	 2	 ขั้นตอน	

จนท�าให้เกิดการเปลี่ยนสารอาทราซีนเป็นสาร	

Cyanuric	Acid	ซึง่สารนีจ้ะถกูเปลีย่นต่อไปอกีจนท้าย

สดุได้เป็นน�า้	(CO
2
)	และแอมโมเนยี	(NH

3
)	จงึจะถอืว่า

ไม่มีพิษตกค้างในดิน	 (Sene	et	al.,	2010)	ผลจาก

การศึกษาครั้งนี้สามารถอธิบายคุณสมบัติของสาย

พันธุ ์ราเขตร้อนชื้นที่คัดเลือกได้จากดินเพาะปลูก

ข้าวโพดในเขตจังหวัดนครปฐมและกาญจนบุรีซึ่งมี

ความทนทานและสามารถเจริญเติบโตได้ดีในอาหาร

เล้ียงเชือ้ท่ีมสีารอาทราซนีปรมิาณสงูในขัน้การทดลอง	

ดังภาพที่	5

ภาพที่ 4	 แผนภมูแิท่งแสดงปรมิาณอาทราซนีท่ีตรวจวดัได้	(Mean	±	SEM)	ในอาหารเล้ียงเชือ้ราท่ีน�ามาทดสอบ

จ�านวน	8	ไอโซเลต	เปรียบเทียบระหว่างก่อนการทดสอบ	(วันที่	0)	และภายหลังใช้เพาะเลี้ยงเชื้อรา

เป็นเวลา	30	วัน	(วันที่	30)
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ข้อเสนอแนะ

ประโยชน์ท่ีได้รับจากงานผลวิจัยนี้น�าไปสู่

การคัดเลือกสายพันธุ์ราสกุลเดี่ยวกลุ่มไตรโคเดอร์มา

ที่มีคุณสมบัติพิเศษสามารถน�าไปใช้ควบคุมจุลินทรีย์

ก่อโรคในพืช (Howell,	 2003)	 รวมถึงใช้เร่งการ 

ย่อยสลายสารอาทราซีนท่ีตกค้างในดินพื้นที่ท�า

เกษตรกรรมได้ (Pelcastre,	 Ibarra,	 Navarrete,	

Rosas,	 Ramirez,	 &	 Sandoval,	 2013)	 ทั้งนี้ควร

ท�าการศึกษาวิจัยต่อเน่ืองเกี่ยวกับการแสดงออกของ

ยีนที่ควบคุมกระบวนการย่อยสลายสารอาทราซีนใน

ขั้นตอนต่อเนื่องจากเอ็นไซม์	 AtzA	 ได้แก่ยีน	atzB 

และ	atzC	 ซึ่งควบคุมการสร้างเอ็นไซม์	 Hydroxyl-

atrazineethylamino-hydrolase	 (AtzB)	 และ	

N-isopropyl-ammelide	 isopropyl-amino-

hydrolase	(AtzC)	ตามล�าดับ	(Sene	et	al.,	2010)	

เพื่อติดตามความสมบูรณ์ของกระบวนการก�าจัดสาร

อาทราซีนในดินหรือในอาหารเล้ียงเชือ้ทีป่นเป้ือนของ

ราไตรโคเดอร์มาที่คัดแยกได้จากงานวิจัย

กิตติกรรมประกาศ

งานศึกษาวิจัยนี้ได ้รับทุนสนับสนุนการ

ท�างานวิจัยจากสถาบันวิจัย	มหาวิทยาลัยรังสิต	รหัส

โครงการวิจัยเลขที่ 	 7/54	 ทางคณะผู ้วิจัยขอ
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