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บทคัดย่อ 

 
การคัดเลือก และศึกษากลไกการเป็นปฏิปักษ์และการประยุกต์ใ ช้เชื อ้รา 

Trichoderma spp. ในการควบคมุโรครากขาวของยางพารา โดยแยกเชือ้รา Trichoderma spp. 
จากดินบริเวณรากต้นยางพารา 86 ตวัอย่าง ได้เชือ้รา 356 ไอโซเลท ทดสอบประสิทธิภาพในการ
ควบคมุเชือ้รา Rigidoporus microporus ด้วยวิธี dual culture plate พบวา่ เชือ้รา Trichoderma 
spp. ChM1.1 และ NL2.2 จ านวน 2 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพสงูสดุ จึงจ าแนกชนิดโดยการศึกษา
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวโมเลกุล จ าแนกได้คือ เชือ้รา T. harzianum จาก
การศกึษากับกลไกการเป็นปฏิปักษ์ของเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 และ NL2.2 ต่อเชือ้รา R. 
microporus พบวา่ เชือ้รา T. harzianum ChM1.1 และ NL2.2 แก่งแย่งสารอาหาร และพืน้ท่ีของ
เชือ้รา R. microporus เมื่อเลีย้งร่วมกันเส้นใยของเชือ้รา T. harzianum เป็นปรสิตต่อเชือ้รา  
R. microporus เมื่อศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด T. harzianum 
ChM1.1 และ NL2.2 ผลิตเอนไซม์ chitinase ท าลายผนังเซลล์ของเชือ้รา R. microporus ผลิต
สารอินทรีย์ระเหย และไม่ระเหยยับยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus ซึ่งเมื่อวิเคราะห์
สารประกอบอินทรีย์ระเหยของเชือ้รา Trichoderma harzianum ทัง้ 2 ไอโซเลท โดย Gas 
chromatography-mass spectrometer (GC-MS) พบว่า สารระเหยหลักของ เชือ้รา  
T. harzianum ChM1.1 อยู่ในกลุ่มแอลกอฮอล์ ขณะท่ีเชือ้รา T. harzianum NL2.2 เป็นกลุ่ม
แอลกอฮอล์ และสารปฏิชีวนะ นอกจากนีเ้มื่อทดสอบประสิทธิภาพเบือ้งต้นของน า้เลีย้งเชือ้รา  
T. harzianum ChM1.1 และ NL2.2 พบว่า เชือ้รา T. harzianum ChM1.1 สามารถยับยัง้การ
เจริญของเชือ้รา R. microporus แต่น า้เลีย้งเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ไม่สามารถยับยัง้ได้จึง
สกดัสารจากน า้เลีย้งเชือ้ของเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 เมื่อทดสอบหาคา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ี
ยับยัง้ และความเข้มข้นต ่าสุดท่ีฆ่าเชือ้รา R. microporus เท่ากับ 500 และ1,000 mgml-1 
ตามล าดับ และผลการทดสอบด้วยวิธี bioautography บนแผ่น Thin-layer chromatography 
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พบว่า สารท่ีมีฤทธ์ิต้านเชือ้รามีค่า Rf อยู่ในช่วง 0.22-0.4 เมื่อวิเคราะห์สารประกอบอินทรีย์ท่ีไม่
ระเหย ของเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 โดย GC-MS พบวา่ เป็นสารกลุ่มแอลกอฮอล์ และสาร
ปฏิชีวนะ 

การเตรียมสตูรส าเร็จชนิดแกรนูล และผงจากสปอร์ของเชือ้รา T. harzianum 
NL2.2 ทดสอบความมีชีวิตรอด และประสิทธิภาพของสตูรส าเร็จทัง้สอง พบวา่ ลดลงเพียงเลก็น้อย
ในช่วง 6 เดือนของการเก็บรักษา และจากนัน้น าสตูรส าเร็จชนิดแกรนูล 1 เปอร์เซ็นต์ มาเพ่ิม
ปริมาณในมลูไก่ มลูววั และปุ๋ ยอินทรีย์ (ซีพี หมอดิน) บ่มเป็นเวลา 15 วนั พบว่า เมื่อนับจ านวน
โคโลนีต่อกรัม ตัง้แต่เร่ิมต้น ถึง 15 วนั พบว่า เชือ้รา T. harzianum NL2.2 เจริญดีในปุ๋ ยอินทรีย์ 
เมื่อน ามาใช้ในการควบคมุโรครากขาวของยางพาราในสภาพเรือนกระจกผลการศึกษา พบว่า ทุก
กรรมวิธีมีประสิทธิภาพในการควบคมุโรครากขาวแตกตา่งทางสถิติอย่างมีนยัส าคญักบัชดุควบคมุ 
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ABSTRACT 

   

Screening, antagonistic mechanisms and applications of Trichoderma 
spp. to control white root disease of rubber trees were studied. A total of 356 
Trichoderma spp. isolates were isolated from 86 rhizosphere soil samples of rubber 
trees. All isolates were screened for their ability to control Rigidoporus microporus in 
dual culture plates. Two promising isolates, ChM1.1 and NL2.2 were selected and were 
later identified as T. harzianum by morphological, physiological and molecular studies. 
In Vitro study on biocontrol mechanisms of T. harzianum ChM1.1 and NL2.2 against  
R. microporus revealed that both isolates compete for nutrients and space on dual 
culture plates, hypha of T. harzianum parasitize R. microporus, which was observed 
under scanning electron microscope (SEM), produced chitinase which can degrade the 
R. microporus cell wall, produced volatile and non-volatile organic compounds that 
inhibit R. microporus mycelial growth. Volatile organic compounds (VOCs) of each  
T. harzianum isolate was analysed by gas chromatography-mass spectrometer (GC-
MS). The main VOCs of T. harzianum ChM1.1 was a compound class of alcohol, while  
T. harzianum NL2.2 was alcohol and antibiotic groups. From preliminary testing, culture 
filtrate of T. harzianum ChM1.1 inhibited R. microporus mycelial growth but 
T. harzianum NL2.2 did not. Hence, the crude extract of T. harzianum ChM1.1 was 
prepared and studied. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum 
fungicidal concentration (MFC) of the extract in inhibiting R. microporus mycelial growth 
were 500 and 1000 mgml-1, respectively. Bioautography assay on Thin-layer 
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chromatography with R. microporus displayed high antifungal activity with Rf value of 
0.22-0.44. The analysis of non-volatile organic compounds of T. harzianum ChM1.1 in 
crude by GC-MS showed that it was the compound classes of alcohol and antibiotics.  

Spores of T. harzianum NL2.2 were prepared and formulated into 
granules and powder. Viability of spores and efficacy of both products slightly 
decreased during six months of storage. One percent of granule formulate was applied 
onto chicken and cow manure and organic fertilizer (CP Mordin) and incubated for 15 
days. Enumerating the colony forming unit of T. harzianum indicated that organic 
fertilizer supported good growth of T. harzianum NL2.2. This organic fertilizer containing 
T. harzianum was applied to control white root disease of rubber trees in greenhouse 
conditions. The result revealed that it was effective to suppress the disease and 
significantly different from the control treatment. 
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เชือ้รา Trichoderma harziamum ChM1.1 ท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ  
หลงัการบ่ม เป็นเวลา 2 วนั 

12 วิเคราะห์ความแปรปรวนความสามารถในการเจริญของ  109 

เชือ้รา Trichoderma  harziamum NL2.2 ท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ  
หลงัการบ่ม เป็นเวลา 2 วนั 
 



(13) 
 

 

รายการตารางภาคผนวก (ต่อ) 
 

ตารางภาคผนวกท่ี หน้า 
13 วิเคราะห์ความแปรปรวนประสิทธิภาพของสารระเหยของ  110 

เชือ้รา Trichoderma harzianum ChM1.1 ตอ่การยบัยัง้การเจริญเส้นใย 
เชือ้รา Rigidoporus microporus หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 2 วนั 

14 วิเคราะห์ความแปรปรวนประสิทธิภาพของสารระเหยของ  110 

เชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 ตอ่การยบัยัง้การเจริญเส้นใยเชือ้รา  
Rigidoporus microporus หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 2 วนั 

15 วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2  110 
ในสตูรส าเร็จหลงัการผลิต เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

16 วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2   111 
ในสตูรส าเร็จ หลงัจากเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน 

17 วิเคราะห์ความแปรปรวนเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเจริญของเส้นใย    111 
 เชือ้รา Rigidoporus microporus โดย สตูรส าเร็จของ 
เชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2  
หลงัจากการเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน 

18 วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2.  112 
ท่ีเจริญในปุ๋ ยชนิดตา่ง ๆ หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 15 วนั 

19 วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2   112 

ท่ีเจริญในปุ๋ ยอนิทรีย์ ซึ่งความชืน้ท่ีแตกตา่งกนั  
หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 15 วนั 

20 วิเคราะห์ความแปรปรวนการเจริญของเชือ้รา Rigidoporus microporus   112 

ในดินปลกู หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 

21 วิเคราะห์ความแปรปรวนเปอร์เซน็ต์ลดการเกิดโรคของเชือ้รา   113 

Trichoderma harzianum NL2.2 ในดินปลกู  
หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 

22 วิเคราะห์ความแปรปรวนดชันีการเกิดโรครากขาวของต้นกล้ายางพารา  113 
ในเรือนกระจก หลงัการทดสอบ เป็นเวลา 4 เดือน 
 



(14) 
 

 

รายการตารางภาคผนวก (ต่อ) 
 

ตารางภาคผนวกท่ี หน้า 
23 วิเคราะห์ความแปรปรวนเปอร์เซ็นต์ลดการเกิดโรครากขาวของต้นกล้ายางพารา 113 

ในเรือนกระจก หลงัการทดสอบ เป็นเวลา 4 เดือน 
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รายการภาพ 
 

ภาพท่ี หน้า 
1 การวางเลีย้งเชือ้เพ่ือทดสอบประสทิธิภาพสารระเหยของเชือ้รา Trichoderma spp.  28 

ตอ่การเจริญของเชือ้รา Rigidoporus microporus 
2 ลกัษณะฝาขวดดแูรนดดัแปลง โดยเจาะฝาขวดใสจ่กุยางแทน   29 

เพ่ือสามารถแทงเขม็ฉีดของเคร่ือง GC-MS 

3 โคโลนีของเชือ้รา Trichoderma spp. บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSM   37 

หลงัการแยกเชือ้ด้วยวิธี dilution spread plate ท่ีความเข้มข้นของดิน  
10-4 เป็นเวลา 7 วนั 

4 โคโลนีของเชือ้รา Trichoderma spp. และเชือ้รา Rigidoporus microporus  39 

 บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA เมื่อทดสอบด้วยวิธี dual culture plate  
หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 

5 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชือ้รา Trichoderma harziamum ChM1.1  41 

6 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชือ้รา Trichoderma harziamum NL2.2  42 

7 ขนาด PCR products ของเชือ้รา Trichoderma harzianum ChM1.1 และ NL2.2   43 

เมื่อเปรียบเทียบกบั Markers (100 bp ladder) 
8 โคโลนีของเชือ้รา Trichoderma harzianum ChM1.1 บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA   45 

ท่ีมีระดบั pH ตา่ง ๆ หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 2 วนั 

9 โคโลนีของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA   46 

ท่ีมีระดบั pH ตา่ง ๆ หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 2 วนั 

10 โคโลนีของเชือ้รา Trichoderma harzianum ChM1.1 บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA  48 
หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ เป็นเวลา 2 วนั 

11 โคโลนีของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA   49 

หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ เป็นเวลา 2 วนั 

12 เส้นใยเชือ้รา Rigidoporus microporus แสดงอาการเห่ียว เกิดรูพรุน และฉีกขาด   51 

เมื่อวางเลีย้งร่วมกบัเชือ้รา Trichoderma harzianum ChM1.1 และ NL2.2  
หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 2 วนั 
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รายการภาพ (ต่อ) 
 

ภาพท่ี หน้า 
13 ลกัษณะการสร้างวงใสท่ีเกิดจากการย่อย substrate โดยเอนไซม์ chitinase   53 

บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ท่ีผสม colloidal chitin 2.4 เปอร์เซ็นต์  
หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 2 วนั 

14 ประสิทธิภาพของสารระเหยของเชือ้รา Trichoderma harzianum ChM1.1   55 

และ NL2.2 ตอ่เชือ้รา Rigidoporus microporus  
หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 

15 Total ion chromatrogram ของสารระเหยท่ีสกดัได้จาก    56 

เชือ้รา Trichoderma harzianum ChM1.1 

16 Total ion chromatrogram ของสารระเหยท่ีสกดัได้จาก    57 
เชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 

17 บริเวณยบัยัง้เชือ้รา Rigidoporus microporus เมื่อทดสอบ    59 

ด้วยวิธี Thin-layer chromatography bioautography บนแผน่ TLC  
หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 3 วนั 

18 Total ion chromatrogram ของสารท่ีสกดัได้จากเชือ้รา Trichoderma harzianum  60 
ChM1.1 

19 ลกัษณะของสตูรส าเร็จของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2   61 
20 โคโลนีเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 บนอาหาร TSM    62 

หลงัน าสตูรส าเร็จชนิดแกรนลู หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 

21 จ านวนประชากรของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 ในปุ๋ ยชนิดตา่ง ๆ  66 
ท่ีนึ่งและไมน่ึ่งฆ่าเชือ้ หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 0, 5, 10 และ 15 วนั 

22 ลกัษณะของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 ท่ีเจริญบนปุ๋ ยอินทรีย์  67 
นึ่งฆ่าเชือ้  

23 โคโลนีของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 ท่ีเจริญในปุ๋ ยอินทรีย์  67 

และเชือ้รา Rigidoporus microporus บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA 
เมื่อทดสอบด้วยวิธี dual culture plate หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 
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รายการภาพ (ต่อ) 
  
ภาพท่ี หน้า 

24 การยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา Rigidoporus microporus ในดินปลกู   70 

หลงัการบ่มทีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 

25 พุ่มใบและรากของต้นกล้ายางพาราหลงัทดสอบประสิทธิภาพของสตูรส าเร็จ  73 

Trichoderma harzianum NL2.2 ในปุ๋ ยอินทรีย์ ตอ่การยบัยัง้ 
เชือ้รา Rigidoporus microporus สาเหตโุรครากขาวของยางพาราในเรือนกระจก  
หลงัการทดสอบ เป็นเวลา 4 เดือน 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
บทน ำต้นเร่ือง 
 
 ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคัญของ
ประเทศไทย และภมูิภาคอาเซียน โดยประเทศไทยเป็นผู้น าในการผลิต และส่งออกยางธรรมชาติ
มากท่ีสดุในโลก โดยมีพืน้ท่ีปลกู 18.76 ล้านไร่ ซึ่งเป็นพืน้ท่ีปลกูทางภาคใต้มากท่ีสดุ รองลงมาเป็น
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคตะวนัออก ภาคกลาง และภาคเหนือตามล าดับ สามารถสร้าง
รายได้ให้กบัเกษตรกรชาวสวนยางเป็นอย่างมาก (สถาบันวิจัยยาง, 2555) แต่มีปัจจัยท่ีท าให้ผล
ผลิตของยางพาราลดลงเป็นอย่างมาก คือ โรครากขาวซึ่งเกิดจากการเข้าท าลายของเชือ้รา 
Rigidoporus microporus (Sw.) Overeem (Syn. Rigidoporus lignosus (Klotzsch) Imazeki) 
ซึ่งท าความเสียหายรุนแรงให้กับยางพารา พงษ์เทพ ขจรไชยกูล (2523) ได้ส ารวจโรครากขาวใน
สวนยางสงเคราะห์ในจังหวดักระบ่ี นราธิวาส ปัตตานี และยะลา พบว่า ต้นยางใหม่เป็นโรคราก
ขาว 12-17 เปอร์เซ็นต์ และจากการส ารวจพืน้ท่ีเสียหายของภาคใต้ตอนบน และตอนล่างในปี 
2551-2553 พบว่าภาคใต้ตอนบนมีพืน้ท่ีเสียหายจากโรครากขาวทัง้หมด 1,929 ไร่ จากพืน้ท่ี
ส ารวจทัง้หมด 56,296 ไร่ คาดวา่ท าความเสียหายเป็นมลูคา่ไมน้่อยกวา่ 1,600 ล้านบาท (อารมณ์ 
โรจน์สจิุตร และคณะ, 2553) 

เชือ้รา R. microporus สามารถเข้าท าลายระบบรากของต้นยางพารา ท าให้
เนือ้เย่ือบริเวณรากเกิดความเสียหายสง่ผลกระทบตอ่กระบวนการดดูน า้ อาหารของยางพารา ซึ่ง
เป็นปัจจยัในการสงัเคราะห์แสง ท าให้ต้นยางพาราแสดงอาการใบเหลือง ร่วง และยืนต้นตาย ผิว
รากมีเส้นใยสีขาวปกคลุมจับตัวกันแน่น ( rhizomorph) เมื่ออายุมากขึน้มีลักษณะกลมนูน
เปลี่ยนเป็นสีเหลือง และสีน า้ตาล และยืนต้นตายในท่ีสดุ เนือ้ไม้ของรากท่ีเป็นโรคมีสีครีม ยุ่ย และ
เบา หากอยู่ในท่ีชืน้แฉะจะออ่นน่ิม ในฤดฝูนมกัพบดอกเห็ดบริเวณโคนต้นท่ีเป็นโรค (กรมวิชาการ
เกษตร, 2555) การควบคมุโรคกระท าโดยการใช้สารเคมีซึ่งเป็นวิธีท่ีเกษตรกรนิยมใช้ เน่ืองจาก
สะดวก และให้ผลในการควบคุมเร็วกว่าวิธีการอ่ืน กรมวิชาการเกษตร (2555) แนะน าให้ใช้
ก ามะถนัรองก้นหลมุส าหรับยางปลกูใหม ่ในแหลง่ท่ีมีการระบาดของโรครากขาวมาก่อนเพ่ือปรับ
ความเป็นกรดดา่งของดินไมใ่ห้เหมาะสมกบัการเจริญของเชือ้สาเหตโุรครากขาว หากพบต้นท่ีเป็น
โรคควรขดุรากเผาท าลายหรืออาจขดุล้อมบริเวณต้นท่ีเป็นโรคเพ่ือป้องกันการระบาดไปยังต้นอ่ืน
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ในแถวเดียวกัน สารเคมีท่ีใช้ในการควบคุมโรคได้  เช่น cyproconazole, difenoconazole, 
fenichonil, hexaconazole, mycloboutanil, propiconazole, prochloraz และ triadimefon ซึ่ง
อาจใช้ได้ผลในระยะแรกท่ีพืชเร่ิมติดเชือ้โรครากขาว แต่การใช้สารเคมีสิน้เปลืองทุนสงู และเป็น
อนัตรายตอ่ผู้ใช้ และสิ่งแวดล้อม การควบคมุโดยชีววิธีจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งท่ีควรน ามาใช้ใน
การควบคมุโรค จึงได้วางแผนการทดลองโดยใช้สารชีวภณัฑ์ร่วมกับปุ๋ ยคอกหรืออินทรีย์เพ่ือเพ่ิม
จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ให้สามารถตัง้รกรากได้ในดิน เพ่ือแนะน าเกษตรกรตอ่ไป 

 
ตรวจเอกสำร 

 
1. โรครำกขำว  
 โรครากขาวของยางพาราเกิดจากเชือ้รา Rigidoporus microporus (Sw.) 
Overeem [Syn : Rigidoporus  lignosus (Klozsch) Imazeki ] สามารถจัดจ าแนกอนุกรมวิธาน 
(Kirk et al., 2008) ดงันี ้

Kingdom Fungi 
Phylum Basidiomycota 

Class Agaricomycetes 
Subclass Agaricomycetidae 

Order Polyporales 
 Family Meripilaceae 

Genus Rigidoporus 
Species R. microporus 

 
 1.1 สัณฐำนวทิยำของเชือ้รำ Rigidoporus microporus 

เชือ้รา R. microporus จัดเป็นพวกราชัน้สงูเส้นใยมีผนังกัน้แบบ simple 
septate ไม่มี clamp connection เส้นใยสีขาวแตกแขนงจับตัวกันแน่น ขนาดกว้าง 1.5-6 
ไมโครเมตร basidiospore มีสีส้มออ่น เดี่ยว ๆ กลม ใส ผิวเรียบ ขนาด 2.5-3 ไมโครเมตร เมื่อเส้น
ใยแก่จะนูนสีน า้ตาลอ่อน สร้างดอกเห็ดบริเวณรากหรือตอไม้ยางพาราเป็นแผ่นคร่ึงวงกลมไม่มี
ก้าน ขึน้ซ้อนกนั ขณะดอกเห็ดออ่นผิวด้านบนมีสีส้มหรือส้มแดง ขอบสีขาว ผิวสมัผสัลื่น เมื่อดอก
แก่จะแขง็กระด้างมีสีน า้ตาลแดงหรือน า้ตาลเหลืองสลบักนั ด้านลา่งมีรูขนาดเล็ก (pore) ลกัษณะ 
กลม รี หรือเหลี่ยมกลม กระจายทั่วแผ่นดอกเห็ดยกเว้นบริเวณขอบดอกเห็ด ขนาดดอกเห็ดไม่
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แน่นอนขึน้อยู่กบัความชืน้ อายุ และสภาพแวดล้อมอ่ืน ๆ สามารถเจริญได้ดีท่ีอณุหภมูิ 30 องศา
เซลเซียส pH 6-7 แต่ในสภาวะท่ี pH 3 และอณุหภมูิต ่ากว่า 20 องศาเซลเซียสหรือสงูกว่า 30 
องศาเซลเซียส เชือ้ไมส่ามารถเจริญหรือเจริญได้น้อยมาก (อารมณ์ โรจน์สจิุตร, 2541)  
 

1.2 อำกำรของโรครำกขำว 
เชือ้สาเหตโุรครากขาวสามารถเข้าท าลายระบบรากของต้นยางพารา ท าให้

เนือ้เย่ือบริเวณรากเกิดความเสียหายสง่ผลกระทบตอ่กระบวนการดดูน า้ อาหารของยางพารา ซึ่ง
น า้ และธาตอุาหารเป็นปัจจยัในการสงัเคราะห์แสง หากรากถกูท าลายไมส่ามารถดดูน า้ อาหารได้
ขาดปัจจยัในการสงัเคราะห์แสง ต้นยางพาราจะแสดงอาการใบเหลือง ร่วง และยืนต้นตาย ผิวราก
มีเส้นใยสีขาวปกคลมุจบัตวักนัแน่น (rhizomorph) เมื่ออายมุากขึน้มีลกัษณะกลมนนูเปลี่ยนเป็นสี
เหลือง และสีน า้ตาลตามล าดบั เนือ้ไม้ของรากท่ีเป็นโรคมีสีครีม ยุ่ย และเบา หากอยู่ในท่ีชืน้แฉะ
จะอ่อนน่ิมจนเหลวเละ ในฤดฝูนมักพบดอกเห็ดบริเวณโคนต้นท่ีเป็นโรค (กรมวิชาการเกษตร, 
2555) 

 
1.3 กำรระบำดของโรครำกขำว 

เชือ้ราเจริญ และระบาดอย่างรวดเร็วในช่วงฤดูฝน อากาศมีความชืน้สูง 
สามารถแพร่กระจายได้สองทางคือ การสมัผสักันระหว่างรากท่ีเป็นโรคกับรากจากต้นปกติท าให้
เชือ้เจริญลกุลามไปยงัต้นใกล้เคียง และโดยสปอร์ของเชือ้ราจากดอกเห็ดปลิวไปตามลม ติดไปกับ
รองเท้า หรือลอยไปตามน า้ ตกบนบาดแผลของต้นยางใหม่ เมื่อมีความชืน้เพียงพอจะเจริญ
ลกุลามไปยงัระบบรากกลายเป็นแหลง่เชือ้โรคแหลง่ใหมต่อ่ไป ปัจจุบันพบว่าโรครากขาวสามารถ
แพร่ระบาดได้ทุกฤดู เน่ืองจากมีแหล่งเชือ้ท่ีอยู่ในดินจ านวนมาก และกระจายทั่วไป ดังนัน้
เกษตรกรควรป้องกนัมิให้เชือ้ปนเปือ้นในดิน อายยุางท่ีพบการเกิดโรคหากปลกูครัง้แรกมกัพบใน
ยางอาย ุ15 ปีขึน้ไป ในยางท่ีปลกูเป็นรอบท่ี 2 และไมไ่ด้ก าจดัตอเก่า มกัพบเมื่อยางอาย ุ1 ถึง 5 ปี 
แล้วแตก่ารสะสมของเชือ้ในดินในแปลงยางนัน้ ยางรอบท่ี 2 มีโอกาสเป็นโรครากขาวเร็วกว่ายาง
รุ่นแรก เน่ืองจากช่วงรุ่นแรกท่ีปลกูนัน้เมื่อมีต้นยางเป็นโรค และไม่ได้ขดุรากถอนโคน และเผาทิง้ 
หรือตดัต้นทิง้แล้ว แตไ่มไ่ด้เผาราก และท าลายดอกเห็ด เชือ้จึงสะสมอยู่ในสวนยาง เมื่อปลกูยาง
ใหม่ เชือ้จึงเข้าท าลายยางท่ีปลกูใหม่นัน้ตัง้แต่ในปีแรก (เสมอใจ ช่ืนจิตต์, 2555) นอกจากเข้า
ท าลายยางแล้ว เชือ้ยังมีพืชอาศัยได้แก่ กระทกรก กาแฟ โกโก้ ขนุน จ าปาดะ ชา ทัง ทุเรียน 
น้อยหน่า เนียงนก ไผ่ พริกไทย พริกขีห้นู มะเขือเปราะ มะพร้าว มงัคดุ มันเทศ มันส าปะหลัง 
ลองกอง ส้ม สะเดาเทียม สะเดาบ้าน ฯลฯ (กรมวิชาการเกษตร, 2555) 
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1.4 กลไกกำรเข้ำท ำลำยของเชือ้สำเหตุโรครำกขำว 
จากการศึกษาของ Nicole และ Benhamou (1991) พบว่าต้นยางอายุน้อย

ติดเชือ้ง่ายกวา่ต้นยางอายมุาก ซึ่งกระบวนการหรือกลไกการเข้าท าลายของเชือ้รา R. microporus 
สามารถสรุปได้ 3 ขัน้ตอนคือ 1) ไรโซมอฟของเชือ้ราเจริญอยู่บนผิวรากภายนอก (ectotrophic 
growth habit) 2) เมื่อไม่มีอาหารจากภายนอกเชือ้ราจะเข้าท าลายเซลล์รากพืชโดยไรโซมอฟ
เปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นเส้นใยท่ีมีผนังเซลล์บางขึน้เพ่ือการเข้าสู่เนือ้เย่ือพืช (infectious hyphae) 
ทางรูเปิดธรรมชาติ เช่น รอยแตกของผิวท่ีล าต้น (lenticels) ทางบาดแผล หรือโดยการสร้าง
เอนไซม์เพ่ือย่อยเซลล์ผิวรากของพืช กระบวนการนีเ้กิดขึน้ในสภาพดินขาดออกซิเจน (Nandris et 
al., 1987) ท าให้ลกัษณะโครงสร้างของพืชเปลี่ยนไป โดยปลดปล่อย extracellular enzymes เข้า
ย่อยสลายเนือ้ไม้ 3) เส้นใยเจริญอยู่ภายในเซลล์พืชโดยการย่อยผนังเซลล์ของระบบท่อน า้ ท่อ
อาหาร และแพร่กระจายสู่เซลล์อ่ืนโดยการแทงผ่านทางช่องว่าง  และท่อต่าง ๆ ของเซลล์ จึง
สามารถพบเส้นใยเชือ้ราได้ทัง้ระหวา่งเซลล์ และผนงัเซลล์ และ พบวา่ การท่ีเชือ้ราเจริญอยู่ภายใน
ท่ออาหาร ท าให้น า้ยางตกตะกอนจบัเป็นก้อนสง่ผลให้ปริมาณน า้ยางในต้นยางลดลงด้วย 

จากการตรวจสอบเนือ้ไม้ท่ีเป็นโรค พบวา่โครงสร้างของเซลล์ถูกท าลาย ส่วน
ของ middle lamella และผนังเซลล์ถูกย่อยสลาย ทัง้นีเ้กิดจากเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยสลาย
โครงสร้างของพืชได้ ซึ่งสามารถตรวจพบได้ในเนือ้เย่ือท่ีถูกท าลาย เช่น 1. glycosidases (β-
glucosidase, α-galactosidase และ β-galactosidase) 2. polysaccharidases (CM-cellulase 
pectinase และ xylanase) และ 3. phenol oxidases (laccase และ peroxidase) เนือ้เย่ือของ
พืชเป็นโรคท่ีเกิดจากเชือ้รา  R. microporus นัน้พบการท างานของเอนไซม์ laccase ในปริมาณ
มากเป็นเอนไซม์หลัก ในขณะท่ีเชือ้ราท าลายเนือ้ไม้ชนิดอ่ืน เช่น Phellinus noxius จะสร้าง
เอนไซม์ glycosidase และ polysaccharidases เป็นหลกั (Geiger et al., 1986) 

 
1.5 ควำมส ำคัญ และควำมเสียหำยท่ีเกิดจำกโรครำกขำว 

เชือ้รา  R. microporus สาเหตโุรครากขาวก่อให้เกิดความเสียหายให้กับไม้
ผล และไม้ยืนต้นหลายชนิด โดยเฉพาะยางพาราจัดเป็นโรคท่ีส าคญัพบในพืน้ท่ีปลกูยางทั่วโลก 
เช่น ไทย มาเลเซีย ศรีลงักา อินโดนีเซีย อินเดีย แอฟริกากลาง แอฟริกาตะวนัตก และในบาง
ประเทศ ท าให้เกิดความสญูเสียมากกว่าศัตรูพืชอ่ืน ๆ (Jayasuriya and Thennakoon, 2007) 
ส าหรับมลูคา่ความเสียหายนัน้ Nandris และคณะ (1987) รายงานวา่ โดยทัว่ไปต้นยางมีอายุเก็บ
เก่ียว 25 ปี หากเชือ้เข้าท าลายจะก่อให้เกิดความเสียหายเป็นมลูคา่หลายแสนดอลลาร์ตอ่เฮกแตร์ 
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อารมณ์ โรจน์สจิุตร และคณะ (2553) ได้ส ารวจโรคทางรากของยางพารา 
พบการแพร่ระบาดของโรค และท าความเสียหายแก่พืน้ท่ีปลกูยางทั่วไป พบต้นยางเป็นโรคตัง้แต่
อายุ 1-2 ปีแรกหลังปลูกหรืออายุ 15-20 ปี ท าให้ต้นท่ีเป็นโรคยืนต้นตาย และเป็นแหล่ง
แพร่กระจายเชือ้แก่ต้นยางข้างเคียง ทัง้ในแถว และระหวา่งแถวตอ่ไป ซึ่งท าให้จ านวนต้นยาง และ
ผลผลิตตอ่ไร่ลดลง จากการส ารวจ และประเมินความสญูเสียทางเศรษฐกิจของยางพาราสาเหตุ
จากโรครากขาวในพืน้ท่ีปลกูยางปี 2551-2553 พบว่า พืน้ท่ีปลกูยางภาคใต้มีการระบาดของโรค
รากขาวกระจายในทกุพืน้ท่ี ท าความเสียหายแก่แปลงยางท่ีเป็นโรคคิดเป็น 3.4-3.5 เปอร์เซ็นต์ของ
พืน้ท่ีปลกูยาง ส่วนในภาคตะวนัออก (จังหวดัจันทบุรี ตราด และระยอง) พบน้อยมาก ท าความ
เสียหายแก่แปลงยางท่ีเป็นโรค 0.05-0.8 เปอร์เซ็นต์ของพืน้ท่ีปลูกยาง หากรวมมูลค่าความ
เสียหายโรครากขาวทัง้หมดในปี 2551-2553 คาดวา่มีความเสียหายเป็นมลูค่าไม่น้อยกว่า 1,600 
ล้านบาท และภายใน 10 ปี คาดวา่ประเทศไทยจะสญูเสียรายได้จากยางพาราไม่ต ่ากว่า 50,000 
ล้านบาท 

 
1.6 กำรควบคุมโรครำกขำว 

การใช้สารเคมีในการป้องกนัโรคเป็นวิธีท่ีเกษตรกรนิยมใช้ เน่ืองจากสะดวก 
และให้ผลในการควบคมุเร็วกวา่วิธีการอ่ืน กรมวิชาการเกษตร (2555) แนะน าให้ใช้ก ามะถันรอง
ก้นหลมุส าหรับยางปลกูใหมใ่นแหลง่ท่ีมีการระบาดของโรครากขาวมาก่อน เพ่ือปรับความเป็นกรด
ดา่งของดินไมใ่ห้เหมาะสมกบัการเจริญของเชือ้สาเหตโุรครากขาว หากพบต้นท่ีเป็นโรคควรขดุราก
เผาท าลายหรืออาจขดุล้อมบริเวณต้นท่ีเป็นโรคเพ่ือป้องกนัการระบาดไปยังต้นอ่ืนในแถวเดียวกัน 
สารเคมี ท่ีใ ช้ ในการควบคุมโรค  ได้แก่  cyproconazole, difenoconazole, fenichonil, 
hexaconazole, mycloboutanil, propiconazole, prochloraz และ triadimefon ซึ่งอาจใช้ได้ผล
ในระยะแรกท่ีพืชเร่ิมติดเชือ้โรครากขาว 

ส าหรับการควบคมุโดยชีววิธี โดยใช้เชือ้รา Trichoderma spp. ซึ่งเป็นเชือ้รา
ท่ีเจริญอย่างรวดเร็ว และสามารถยบัยัง้เชือ้โรคพืชหลายกลุม่ รวมทัง้เชือ้โรคท่ีเกิดจากเชือ้รากลุ่ม 
Basidiomyctes ซึ่งเป็นสาเหตใุนการย่อยเนือ้ไม้ (Bruce and Highley, 1991) Wijesundera และ
คณะ (1991) แยกเชือ้รา Trichoderma spp. จากดินในสวนยางพาราได้จ านวน 7 ไอโซเลท น ามา
ทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้สาเหตโุรครากขาว พบวา่ เชือ้รา T. hamatum,  
T. harzianum, T. koningii 4 ไอโซเลท และ T. viridae สามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้สาเหตุ
โรครากขาวได้ โดยการสร้างสารท่ีมีคุณสมบัติในการยับยัง้การเจริญของเชือ้สาเหตุโรค เช่น 
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glucanase, chitinase (สามารถย่อยสลายเส้นใยเชือ้ราสาเหตโุรคพืช) และเป็นปรสิตกับเส้นใย
ของเชือ้ราสาเหตโุรค 

อารมณ์ โรจน์สจิุตร (2541) รายงานว่า เชือ้รา Trichoderma sp. สามารถ
ยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus ทัง้ในจานทดลอง และในดินท่ีบรรจใุนหลอดทดลอง แต่
เมื่อทดสอบในสภาพเรือนทดลองพบว่า ไม่สามารถควบคมุโรครากขาวของกล้ายางได้ ส่วน เชือ้ 
Chaetomium sp. ไมส่ามารถควบคมุเชือ้โรครากขาวในทกุการทดลอง 

Jayasuriya และ Thennakoon (2007) รายงานว่า เชือ้รา T. harzianum 
T310 สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus ได้ดีในห้องปฏิบัติการ และเมื่อทดสอบ
ในสภาพเรือนทดลอง โดยปลกูเชือ้รา R. microporus ด้วยชิน้สว่นของรากยางพาราท่ีแสดงอาการ
โรครากขาว 25, 50 และ 75 เปอร์เซ็นต์ และปลกูเชือ้ราปฏิปักษ์ T. harzianum พบวา่ ในระยะแรก
กล้ายางท่ีปลูกเชือ้ด้วยชิน้ส่วนท่ีแสดงอาการโรค 25 เปอร์เซ็นต์ แสดงอาการเกิดโรค 23.6 
เปอร์เซ็นต์แต่เมื่อตรวจผลท่ี 60 วนั กลบัพบว่า รากพืชมีลกัษณะปกติ ไม่มีการติดเชือ้ ส่วนการ
ปลกูเชือ้ด้วยชิน้สว่นรากท่ีแสดงอาการโรค 50 และ 75 เปอร์เซ็นต์พบวา่ เมื่อตรวจผลท่ี 90 วนั พืช
แสดงอาการติดเชือ้ 40 และ 44 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั 

Kaewchai และ Soytong (2010) ศกึษาเชือ้ราท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยัง้
การเจริญของเชือ้รา R. microporus ด้วยวิธี dual culture บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ได้เชือ้จ านวน 
30 ไอโซเลท คือ Acremonium fusidiodes 2 ไอโซเลท Aspergillus niger 2 ไอโซเลท 
Chaetomium aureum 2 ไอโซเลท Ch. bostrychodes 7 ไอโซเลท Ch. cochliodes 1 ไอโซเลท 
Ch.cupreum 1 ไอโซเลทCh. fusiforme 5 ไอโซเลท Ch. indicum 2 ไอโซเลท Penicillium 
canescens 1 ไอโซเลท T. hamatum 2 ไอโซเลท T. harzianum 2 ไอโซเลท T. viride 3 ไอโซเลท 
ผลการศึกษา พบว่า เชือ้ A. niger Ch. bostrychodes, Ch. cochliodes Ch. cupreum,  
T. hamatum, T. harzianum และ  T. viride มีเปอร์เซ็นต์การยับยัง้การเจริญของเชือ้รา  
R. microporus มากกวา่ 50 เปอร์เซ็นต์ และในจ านวนนีเ้ชือ้รา Trichoderma spp. มีเปอร์เซ็นต์
การยับยัง้สงูสดุ รองลงมาคือ Aspergillus spp. และ Chaetomium spp. ตามล าดบั โดยเชือ้รา  
T. hamatum STN07 และ  T. viride STN04 และ STN05 มีเปอร์เซ็นต์การยับยัง้เท่ากับ 89.5 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อน าเชือ้ราท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus จ านวน 
10 ไอโซเลท ได้แก่ A. niger SN71 และ SN72,  Ch. bostrychodes BN08, BN11 และ BS01, 
Ch. cupreum RY202, T. hamatum STN07 T. harzianum STN01 และ STN02 และ T. viride 
STN04 มาสกัดสารสกัดหยาบ และทดสอบความสามารถในการควบคมุการเจริญของเชื อ้รา  



7 

R. microporus พบวา่ สารสกดัหยาบท่ีสกัดด้วย hexane จากเชือ้Ch. cupreum RY202 ให้ผลดี
ท่ีสุดสามารถยับยัง้ได้  82 เปอร์เซ็นต์  รองลงมาเป็นสารท่ีสกัดด้วย methanol จากเชือ้รา  
T. hamatum STN07 และสารท่ีสกัดด้วย ethyl acetate จากเชือ้ Ch. cupreum RY202 โดยมี
เปอร์เซ็นต์ยบัยัง้ 80 และ 78 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และยงัพบวา่ประสิทธิภาพของ Ch. cupreum 
RY202 รูปแบบผง และน า้มนัสามารถลดการเกิดโรครากขาวยางพาราได้ 60 และ 80 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั 

ปวีณา สงัข์แก้ว (2556) ทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces sp. 
โดยแยกเชือ้ Streptomyces spp. จากตวัอย่างดินสวนยางในพืน้ท่ีภาคใต้ของประเทศไทยได้เชือ้
จ านวน 258 ไอโซเลท น ามาทดสอบการเป็นปฏิปักษ์กับเชือ้รา R. microporus ด้วยวิธี dual 
culture plate พบวา่ เชือ้ Streptomyces sp. S106 และ S110 สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา 
R. microporus ได้ดีท่ีสดุ โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยัง้ 83.57 และ 74.29 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
จานนัน้น าเชือ้ Streptomyces sp. S106 และ S110 มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยัง้การ
เจริญของเชือ้รา R. microporus ในดินปลกูท่ีบรรจใุนหลอดทดลอง พบวา่ เชือ้ Streptomyces sp. 
S106 มีประสิทธิภาพในการยับยัง้สูงสุด และมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกบัเชือ้ Streptomyces sp. S110 และชดุควบคมุ และเมื่อน าเชือ้ Streptomyces sp. 
S106 มาจ าแนกชนิดโดยใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ชีวเคมี และการเทียบเคียงโดยใช้ patial 
16S rDNA sequence analysis ได้เป็นเชือ้ S. griseus subsp. formicus จากนัน้ทดสอบผลของ
เชือ้ S. griseus subsp. formicus ต่อการเปลี่ยนแปลงของเชือ้รา R. microporus ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด พบว่า เส้นใยของเชือ้ราเห่ียวย่นผิดรูปร่าง และเมื่อน าสาร
สกัดหยาบของเชือ้ S. griseus subsp. formicus เพ่ือน ามาทดสอบฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา  
R. microporus โดยหาคา่ MIC และ MFC พร้อมทัง้ทดสอบด้วยวิธี Thin-layer chromatography 
bioautography พบว่า สารสกัดให้ค่า MIC และ MFC เท่ากับ 62.5 และ 125 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดบั และสารท่ีมีฤทธ์ิต้านเชือ้รามีค่า Rf เท่ากับ 0.06 จากนัน้ได้ผลิตสตูรส าเร็จ 4 
สูตร และคัดเลือกสูตรส าเร็จชนิดแกรนูลสูตรท่ี 3 และชนิดผงสูตรท่ี 4 เพ่ือใช้ในการทดสอบ
ประสิทธิภาพการควบคมุโรครากขาวของยางพาราในเรือนกระจก ผลการทดลอง พบวา่ สตูรส าเร็จ 
ทัง้ 2 ชนิดสามารถควบคมุโรครากขาวได้ ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิตกับกรรมวิธีท่ีใช้
สารเคมี 
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2. เชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ Trichoderma spp. 
เชือ้รา Trichoderma spp. เป็นจลุินทรีย์ปฏิปักษ์ท่ีมีศกัยภาพในการควบคมุเชือ้

สาเหตโุรคพืช ซึ่งสายพันธุ์ ท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคมุโรคพืช เช่น เชือ้รา T. harzianum,  
T. koningi, T. longibrachiatum, T. pseudokoningii, T. virens และ T. viride (Kuhls et al., 
1999) จิระเดช แจ่มสว่าง 2546 กล่าวว่าเชือ้รา Trichoderma spp. เป็นจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ท่ีดีมี
ประสิทธิภาพในการควบคมุโรคพืชได้ดี และกว้างขว้างนัน้ สาเหตอุาจมาจากมีการเจริญอย่าง
รวดเร็ว มีการสร้างเอนไซม์มาย่อยสารพวก polysaccharide สามารถขยายพันธุ์ได้ในแหล่ง
คาร์บอนหลายชนิด และเชือ้รา Trichoderma spp. แตล่ะสายพนัธุ์สามารถทนต่อสารเคมีต่างกัน 
นอกจากนีย้งัสามารถสง่เสริมการเจริญของพืช (plant growth promoter) และสามารถฟืน้ฟสูภาพ
ดินท่ีเสื่อมโทรม ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะเชือ้รา Trichoderma spp. สามารถเจริญตัง้รกรากร่วมกับ
ระบบรากของพืชได้ดีเป็นผลท าให้รากพืชถูกปกป้องด้วยเชือ้รา Trichoderma spp. เต็มพืน้ท่ีผิว
รากพืช (Harman, 2000; Harman, 2006) เชือ้สาเหตโุรคพืชสว่นใหญ่ท่ีเชือ้รา Trichoderma spp. 
สามารถควบคมุได้ดีเป็นเชือ้ท่ีอาศยัอยู่ในดิน เช่น Fusarium oxysporum, Gaeumannomyces 
graminis var tritici, Pythium aphanidermatum f.sp. culmorum, Rhizoctonia solani และ 
Sclerotium rolfsii (Chet and Inbar., 1994) โดยเชือ้รา Trichoderma spp. สามารถจัดจ าแนก
อนกุรมวิธาน (Gagera et al., 2013) ดงันี ้
Kingdom Fungi 

Phylum Ascomycota 
Class Pezizomycetes 

Order Hypocreales 
Family Hypocreaceae 

Genus Trichoderma 
 

 
2.1 สัณฐำนวทิยำของเชือ้รำ Trichoderma sp. 

Rifai (1969) รายงานวา่ เชือ้รา Trichoderma sp. มีการสร้างเส้นใยเจริญเร็ว 
เร่ิมแรกโคโลนีมีลกัษณะผิวหน้าเรียบไม่มีสีหรือสีขาว ต่อมามีลกัษณะเป็นแบบปุยฝ้ายฟูอย่าง
หลวม ๆ หรืออยู่เป็นกระจกุหนาแน่น การสร้างสปอร์มีลกัษณะท่ีส าคญัคือบริเวณท่ีเร่ิมมีการสร้าง
สปอร์มีลกัษณะเป็นวงรอบหรือเป็นวงแหวน (ring-like zone) ซึ่งเกิดจากอิทธิพลของแสง และเมื่อ
โคโลนีมีอายุมากขึน้จะมีการสร้างโคนิดิโอฟอร์ขึน้มาใหม่อีกรอบ ท าให้เห็นการเกิดรอบวงหรือ 
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zonation ส าหรับตวัอย่างท่ีโคโลนีเป็นแบบปุยฝ้าย (floccose) การสร้างรอบวงสามารถสงัเกตได้
ในขณะท่ีเชือ้ยงัมีอายนุ้อย สีของโคโลนีสว่นใหญ่เกิดมาจากการสร้างสีของสปอร์ ซึ่งมีตัง้แตโ่คโลนี
สีเขียวอมเหลืองจนถึงเขียวเข้ม (dark green) นอกจากสีของสปอร์ท่ีมีผลต่อสีของโคโลนีแล้วยังมี
ปัจจยัอื่น ๆ ท่ีมีผลตอ่สีโคโลนี คือปริมาณสปอร์ท่ีสร้างขึน้ท าให้โคโลนีเข้มขึน้หรืออ่อนลงการสร้าง
ผลกึสีหรือปล่อยสีออกมาท าให้สีของอาหารเลีย้งเชือ้เปลี่ยนไปรวมทัง้ชนิด และ pH ของอาหาร
เลีย้งเชือ้ก็มีผลต่อสีของโคโลนี การสร้างเส้นใยท่ียืดตัวออก และเป็นหมัน (sterile hyphal 
elongation) เหนือกระจกุของโคนิดิโอฟอร์ท าให้โคโลนีมีสีขาวหรือสีเทาเขียว (grayish-green)  

 
2.2 กำรเป็นปฏิปักษ์ของเชือ้รำ Trichoderma sp. ต่อเชือ้โรคพืช 

2.2.1 กำรแข่งขันในด้ำนพืน้ท่ี และสำรอำหำร (competition) 
เน่ืองจากเชือ้ราสามารถเจริญได้รวดเร็ว จึงสามารถแข่งขนัในด้านการ

ตัง้รกรากครอบครองพืน้ท่ี และแย่งสารอาหารจากเชือ้สาเหตโุรคพืช โดยการแก่งแย่ง แข่งขนั ใน
การดดูซับสารอาหารพวกสารอินทรีย์ต่าง ๆ เพ่ือใช้ในการเจริญ ขยายพันธุ์  (Danielson and 
Davey, 1973) นอกจากนัน้เชือ้รา Trichoderma sp. บางสายพนัธุ์ยงัสามารถผลิต siderophores 
ออกมาดดูซบัแย่งธาตเุหล็ก (Chet and Inbar, 1994) ซึ่งการแข่งขนัในด้านสารอาหารเป็นกลไก
หลักท่ีท าให้เชือ้รา T. harzianum มีประสิทธิภาพในการควบคุม และมีการแข่งขันได้ดีกว่า
เชือ้จลุินทรีย์ในดิน โดยเฉพาะเชือ้สาเหตโุรคพืช และเชือ้ชนิดอ่ืน ๆ การแก่งแย่งสารอาหารของเชือ้
รา Trichoderma sp. ในดินมากแสดงให้เห็นถึงอิทธิพลตอ่กิจกรรมในการควบคมุทางชีวภาพของ
เชือ้รา Trichoderma sp. (Bae and Knudsen, 2005) ตวัอย่างเช่น เชือ้รา T. koningii สามารถ
เจริญแก่งแย่งสารอาหารสง่ผลให้สามารถครอบครองพืน้ท่ีบริเวณรากของต้นหอม และลดการเข้า
ท าลายของเชือ้รา S. cepivorum สาเหตโุรคโคนเน่าได้ (Danielson and Davey, 1973) 

2.2.2 กำรเป็นปรสิตต่อเชือ้รำก่อโรคพืช (parasitism) 
โดยจุลินทรีย์ชนิดหนึ่งหรือหลายชนิดสามารถเจริญบนจุลินทรีย์อีก

ชนิดหนึ่งได้ เจริญแทงทะลผุา่นผนงัเซลล์ของเชือ้สาเหตโุรคพืชเข้าไปดดูน า้เลีย้ง หรือสารอาหาร
โดยตรงจากเชือ้สาเหตโุรค และขดัขวางการเจริญของเชือ้สาเหตโุรคพืช (hyphal interference) 
โดยการพันรัดเส้นใยหรือโครงสร้างต่าง ๆ ของเชือ้สาเหตุโรคพืช เช่น Phytophthora sp.,  
Rhizoctonia sp.,  Sclerotium sp. และเชือ้สาเหตโุรคพืชอ่ืน ๆ โดยมีผลท าให้เส้นใยเชือ้สาเหตุ
โรคเจริญผิดปกติ (Weindling, 1934) 

เกศิณี แก้วมาลา (2551) ตรวจหาเชือ้รา Trichoderma spp. ท่ีติดมา
กบัเมลด็พนัธุ์ถัว่เหลือง 4 พนัธุ์ ได้แก่ ชม. 60 สจ. 5 MJ9518-2 และ MJ9520-21 โดยวิธีเพาะบน
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กระดาษชืน้สามารถแยกเชือ้รา Trichoderma spp. ได้ 4 ไอโซเลท จากพันธุ์ ชม. 60 สจ. 5 และ 
MJ 9520-21 เมื่อน าเชือ้รา Trichoderma spp. มาทดสอบประสิทธิภาพการยับยัง้เชือ้รา 
Colletotrichum truncatum สาเหตโุรคแอนแทรคโนสของถั่วเหลือง ด้วยวิธี dual culture พบว่า
เชือ้รา Trichoderma spp. ทัง้ 4 ไอโซเลทให้เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้สงู และเมื่อน ามาศกึษากลไกการ
เป็นปฏิปักษ์โดยวิธี slide dual culture พบว่า เชือ้รา Trichoderma sp. แสดงการเป็นปรสิตโดย
การพนัรัด และแทงเข้าไปภายในเส้นใยของเชือ้รา C. truncatum เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้
รา Trichoderma sp. ทัง้ 4 ไอโซเลท เปรียบเทียบกบัสารเคมี captan ในการควบคมุโรคแอนแทรค
โนสในระยะต้นอ่อนของถั่วเหลืองพันธุ์  ชม. 60 และ สจ.5 ในสภาพโรงเรือน พบว่า เชือ้รา 
Trichoderma sp. ไอโซเลทท่ี 3 และ 4 และสารเคมี captan ลดเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคแอนแทรค
โนสในต้นอ่อนของถั่วเหลืองได้ โดย captan ให้ประสิทธิภาพสงูกว่าการใช้เชือ้รา Trichoderma 
sp. ไอโซเลทท่ี 3 และ 4 อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 

 เสมอใจ ช่ืนจิตต์ และคณะ (2553) ประเมินการใช้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ใน
การควบคมุเชือ้ P. botryosa และ P. palmivora สาเหตโุรคใบร่วงของกล้ายางพารา สามารถแยก
เชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ ได้ 797 ไอโซเลท (Chaetomium spp. 174 ไอโซเลท  Trichoderma spp. 
168 ไอโซเลท  Streptomyces spp. 158 ไอโซเลท และ Bacillius spp. 297 ไอโซเลท) เมื่อ
ทดสอบการเป็นปฏิปักษ์ด้วยวิธี dual culture บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA พบว่า เชือ้รา 
Trichoderma sp. T016-2 สามารถยับยัง้การเจริญของเส้นใยของเชือ้  P. botryosa และ  
P. palmivora ได้ 92.5 และ 92.8 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั เมื่อทดสอบในสภาพเรือนทดลอง พบว่า 
กรรมวิธีพ่นสปอร์แขวนลอยของเชือ้รา Trichoderma sp. T016-2 บนใบยางพารา ก่อนพ่นซูโอ
สปอร์แขวนลอยของเชือ้ P. botryosa และ P. palmivora สามารถป้องกันการเข้าท าลายของเชือ้
สาเหตโุรคได้ดีท่ีสดุ 

2.2.3 กำรผลิตสำรปฏิชีวนะ (antibiosis) ชนิดท่ีเป็นสำรระเหย และ
ชนิดท่ีแพร่ในอำหำร  

เชือ้รา Trichoderma sp. เจริญได้ดี สามารถดดูซับสารอินทรีย์มาใช้
เป็นอาหารในการเจริญขยายพันธุ์  สร้าง และปลดปล่อยสารพิษ หรือสารปฏิชีวนะ ออกมา
ภายนอกเซลล์ ซึ่งสารดงักลา่วมีคณุสมบตัิในการยบัยัง้หรือท าลายเซลล์ของเชือ้สาเหตโุรคท่ีอาศยั
อยู่บริเวณนัน้ สง่ผลให้เชือ้สาเหตโุรคพืชถกูท าลาย ลดจ านวน และลดความสามารถในการเกิดโรค 
(เกษม สร้อยทอง, 2551)  

Ghisalberti และ Sivasithamparam (1991) รายงานวา่ การสร้างสาร
ทุติยภมูิของเชือ้รา Trichoderma spp. และสารต้านเชือ้รา ขึน้อยู่กับแต่ละสายพันธุ์ ซึ่งความ
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แตกตา่งของกลุม่สารประกอบทางเคมี แบ่งได้ 3 กลุม่ คือ (1) สารประกอบชนิดท่ีระเหยได้ เช่น 6-
pentyl-a-pyrone (6PP) และอนุพันธ์ของ isocyanide (2) สารประกอบท่ีละลายน า้ได้ เช่น 
heptelidic acid หรือ koningic acid และ (3) peptaibol เป็นโอลิโกเพปไทด์ของกรดอะมิโน ซึ่ง
เป็นโครงสร้างทางเคมีของสารปฏิชีวนะจากเชือ้รา Trichoderma sp. 

Vinale และคณะ (2008) ศกึษาประสิทธิภาพของสารทุติยภมูิของเชือ้
รา T. harzianum สายพนัธุ์ T22 T39 และ A6 และ T. atroviride สายพันธุ์ P1 ในการควบคมุโรค 
และการส่งเสริมการเจริญของพืช โดยพ่นสาร harzianolide และ 6PP ซึ่งสกัดได้จากเชือ้รา  
T. atroviride และ T. harzianum ในต้นถั่ว (Pisum sativum) มะเขือเทศ (Lycopersicum 
esculentum) และผกักาดขาว (Brassica napus) พบว่า สารทุติยภมูิเชือ้รา Trichoderma spp. 
สามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้สาเหตุโรค  และพืชมีการสร้าง auxin ท่ีส่งเสริมการเจริญ 
นอกจากนีท้ดสอบการชกัน าให้พืชเกิดความต้านทานตอ่โรค โดยพ่นด้วยสปอร์แขวนลอยของเชือ้
รา Botrytis cinerea สาเหตโุรคผลเน่าของมะเขือเทศ และเชือ้ Leptosphaeria maculans สาเหตุ
โรคเน่าของต้นกล้า oilseed rape พบวา่ พืชทัง้สองชนิดแสดงอาการโรคท่ีเกิดจากเชือ้ทัง้สองชนิด
ลดลง จึงสรุปวา่สารทตุิยภมูิเชือ้รา Trichoderma spp. สามารถส่งเสริมการเจริญของพืชและชัก
น าให้พืชเกิดความต้านทานตอ่เชือ้สาเหตโุรคพืชได้ 

ชมพนูทุ บญุราชแขวน (2550) ศกึษาอิทธิพลของสารทุติยภมูิจากเชือ้
รา T. harzianum จ านวน 13 สายพันธุ์ ต่อการยับยัง้การเจริญของเชือ้รา C. gloeosporioides 
สาเหตโุรคแอนแทรคโนสของพริก พบวา่ เชือ้รา T. harzianum สายพนัธุ์ T-50 และ PM 9 สามารถ
สร้างบริเวณใสหรือบริเวณยับยัง้เชือ้รา C. gloeosporioides ได้ 61.66 เปอร์เซ็นต์ และ 52.85 
เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั  

เชือ้รา Trichoderma sp. สามารถผลิตสารเคมีอาจเป็นสารปฏิชีวนะ 
(antibiotics) สารพิษ หรือ เอนไซม์ (extracellular enzymes) มายับยัง้ ท าลายเส้นใย หรือการ
งอกของสปอร์เชือ้สาเหตโุรคพืช เช่น สารไตรโคเดอร์มิน (trichodermin) เป็นสารปฏิชีวนะในกลุ่ม 
sequisterpene (Godtfredsen and Vangedal, 1965) สารอะเซทลัดีฮายด์ (acetaldehyde) เป็น
สารปฏิชีวนะชนิดท่ีระเหยได้ (volatile antibiotic) (Dennis and Webster, 1971) นอกจากนี ้Elad 
และคณะ (1993) รายงานว่าตรวจพบเอนไซม์ cellulases, chitinase และ glucanase บริเวณท่ี
เส้นใยของเชือ้รา T. harzianum เกาะติดพันรัดเส้นใยของเชือ้รา  Botrytis cinerea สาเหตโุรค 
grey mold ของแตงกวา 
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2.2.4 ชักน ำให้พืชเกิดควำมต้ำนทำน (induced resistance)  
การชกัน าให้พืชเกิดความต้านทานต่อเชือ้สาเหตโุรคพืชเกิดขึน้กับทุก

พืช ซึ่งเป็นกลไกการตอ่ต้านการเกิดโรคพืชเอง และเกิดอย่างซับซ้อน (Harman et al., 2004) การ
เกิดการต้านทานของพืชอาจเกิดเฉพาะแห่งหรือกระจายทัว่ทัง้ต้น (Pal and Gardener, 2006) เชือ้
รา Trichoderma sp. สามารถกระตุ้นให้พืชเกิดความต้านทานต่อเชือ้สาเหตโุรคพืชได้ โดย 
Harman และคณะ (2004) รายงานว่ามีการค้นพบเชือ้รา T. harzianum T-39 สามารถชักน าให้ 
ผกักาดหอม พริกไทย มะเขือเทศ และยาสบู ต้านทานตอ่เชือ้รา B. cinerea 

นอกจากเชือ้รา Trichoderma sp. มีกลไกในการเป็นปฏิปักษ์ ต่อเชือ้
โรคพืชแล้ว ยังสามารถช่วยส่งเสริมการเจริญของพืช (plant growth regulators) จิระเดช แจ่ม
สวา่ง (2547) ศกึษาการสง่เสริมการเจริญของพืชในไม้ดอกไม้ประดบัท่ีปลกูในกระถาง พืชผกั กล้า
ไม้ผลท่ีเพาะด้วยเมล็ด ก่ิงปักช า และพืชหัว พบว่า สามารถเพ่ิมขนาด ความสงู น า้หนักของต้น 
และช่วยเร่งการสร้างดอก โดยเชือ้รา Trichoderma sp. สามารถช่วยละลายแร่ธาตใุห้อยู่ในรูปท่ี
เป็นประโยชน์ตอ่พืชจึงช่วยสง่เสริมการเจริญเติบโตของพืช 

 
2.3 กำรผลิตจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในรูปของสำรชีวภัณฑ์ 

ในปัจจบุนัมีการน าเชือ้รา Trichoderma sp. มาผลิตเป็นสารชีวภณัฑ์การค้า
มากท่ีสดุเมื่อเทียบกบัเชือ้ราปฏิปักษ์ชนิดอ่ืน ทัง้ในรูปเชือ้สด เชือ้แห้ง หรือผลิตเป็นผลิตภณัฑ์ต่าง 
ๆ อยู่ในรูปสารก าจดัเชือ้ราสาเหตโุรคพืชผสมในปุ๋ ยอินทรีย์หรือสารปรับสภาพดิน (Harman et al., 
2004; Harman, 2006 : Vinale et al., 2006) ในต่างประเทศมีการน าเชือ้รา Trichoderma sp. 
มาผลิตเชิงการค้าอย่างแพร่หลาย ดงัแสดงในตารางท่ี 1 Ramanujam และคณะ (2010) รายงาน
วา่ การผลิตสตูรส าเร็จของเชือ้รา Trichoderma sp. เชิงการค้าในรูปแบบต่าง ๆ เพ่ือให้ง่าย และ
สะดวกในการใช้ควบคมุเชือ้สาเหตโุรคพืช (Fusarium sp., Phytophthora sp., Sclerotium sp. 
และเชือ้สาเหตโุรคพืชท่ีอาศยัอยู่ในดิน) อีกทัง้สามารถใช้ร่วมกบัระบบการปลกูพืชแบบต่าง ๆ โดย
มีการผลิตออกมาหลายรูปแบบ เช่น ผงฝุ่ น (dusts) ผงเปียกน า้ (wettable powder) น า้มนัผสมน า้ 
(emulsions) และเมด็ (granules) Wijesinghe และคณะ (2010) ศึกษาการใช้สตูรส าเร็จของเชือ้
รา T. asperellum รูปแบบน า้มนัผสมน า้ในการควบคมุ เชือ้ Thielaviopsis paradoxa สาเหตโุรค
เน่าด าของสบัปะรด ผลการทดสอบ พบวา่ สามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ Th. paradoxa 
ได้ 92.7 เปอร์เซ็นต์ และ Batta (2007) ศึกษาการใช้สตูรส าเร็จเชือ้รา T. harzianum รูปแบบ
น า้มนัผสมน า้ โดยเปรียบเทียบระหวา่งการใช้สตูรส าเร็จท่ีมีเชือ้รา T. harzianum และสตูรส าเร็จท่ี
ไม่มีเชือ้รา T. harzianum ในส่วนผสม เพ่ือควบคมุโรคหลงัการเก็บเก่ียวของผล แพร์ พีช สตรอ
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เบอร์ร่ี และแอปเปิล ซึ่งเกิดจากการเข้าท าลายของเชือ้ Rhizopus stolonifer สายพันธุ์ RS1 โดย
วดัขนาดของแผล จากการศกึษาพบวา่ สตูรส าเร็จท่ีมีเชือ้รา T. harzianum สามารถลดการเกิดโรค
ได้ 86 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี ้Dubey และคณะ (2009) ศึกษา และพัฒนาสตูรส าเร็จของเชือ้รา 
Trichoderma spp. เพ่ือใช้ในการควบคมุโรครากเน่าแห้งของถัว่เขียว (Vigna radiate) ซึ่งเกิดจาก
เชือ้ Rhizoctonia bataticola พบว่า สตูรส าเร็จ Pusa 5 seed (ประกอบด้วย peat powder 
(47.75 เปอร์เซ็นต์) Sabudana powder (Manihot esculenta) (47.75 เปอร์เซ็นต์) และ 
carboxymethyl cellulose (5 เปอร์เซ็นต์)) สามารถลดการเกิดโรค 87.2 เปอร์เซ็นต์ และเพ่ิมการ
งอกของเมล็ด 43 เปอร์เซ็นต์ เพ่ิมความยาวของราก 37 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนีย้ังมีอายุการเก็บ
รักษานาน 25 เดือน เมื่อเปรียบเทียบกบัสตูรส าเร็จอ่ืน ๆ จ านวน 31 สตูร 

ส าหรับในประเทศไทยมีการวิจัยค้นคว้าจ านวนมากเก่ียวกับการใช้เชือ้รา 
Trichoderma sp. เพ่ือใช้ในการควบคมุโรคพืช อย่างไรก็ตามการผลิตเป็นสารชีวภัณฑ์ยังมี
ข้อจ ากดั เน่ืองจากเชือ้รา Trichoderma sp. บางสายพันธุ์มีประสิทธิภาพดีในห้องปฏิบัติการ แต่
เมื่อทดสอบในสภาพแปลงทดลอง พบวา่ มีประสิทธิภาพลดลง และแม้จะมีการผลิตเชิงการค้า แต่
ก็มีข้อจ ากดัในการใช้เน่ืองจากความสามารถในการควบคมุโรคในแปลงยงัได้ผลน้อย เมื่อเทียบกบั
สารเคมีก าจัดศตัรูพืช (สายทอง แก้วฉาย, 2555) และมีปัญหาเก่ียวกับการมีชีวิตรอดของเชือ้รา
ปฏิปักษ์ในขณะเก็บรักษา (Kaewchai et al., 2009) อย่างไรก็ตามมีการศึกษาการผลิตเชือ้รา 
Trichoderma sp. เพ่ือผลิตเป็นการค้า เช่น การศึกษาเพ่ือผลิตเชือ้รา Trichoderma sp. ใน
รูปแบบผง ใช้ควบคมุโรคราเมลด็ผกักาดของมะเขือเทศ และพัฒนาการผลิตเชือ้รา Trichoderma 
sp. รูปแบบผงในเชิงพาณิชย์ พบวา่ สามารถพฒันาได้โดยพิจารณาท่ีต้นทุนการผลิต และก าไรท่ี
ได้ซึ่งความเป็นไปได้ขึน้อยู่กับราคาขาย ความต้องการใช้ผงเชือ้รา Trichoderma sp. และ
ประสิทธิภาพในการควบคมุโรคเป็นต้น (สมุาลี สนัติพลวฒุิ, 2536) มีการส่งเสริมให้เกษตรกรได้
รู้จัก และใช้เชือ้รา Trichoderma sp. ควบคมุโรคพืชโดยการผลิตเชือ้รา Trichoderma sp. ชนิด
สด ซึ่งมีการเลีย้งบนเมล็ดข้างฟ่างท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้แล้ว อย่างไรก็ตามการผลิตเชือ้สดยังไม่
เพียงพอกบัความต้องการของเกษตรกร และยังมีปัญหาเก่ียวกับการปนเปื้อนของจุลินทรีย์อ่ืน ๆ 
อายกุารเก็บรักษาสัน้ การเสื่อมหรือกลายพันธุ์ท าให้ประสิทธิภาพของเชือ้ด้อยลง (จิระเดช แจ่ม
สวา่ง, 2546) และการผลิตเชือ้รา Trichoderma sp. โดยน าเมล็ดข้าวหุงสกุหรือเมล็ดข้าวฟ่างต้ม
สกุบรรจใุนถงุพลาสติกแล้วใสเ่ชือ้รา Trichoderma sp. ลงไป ปิดถงุ บ่มท่ีอณุหภมูิห้องประมาณ 7 
วนั เชือ้เจริญเตม็ถงุมีสีเขียวน าไปผสมร าละเอียด ปุ๋ ยหมกัหรือปุ๋ ยอินทรีย์ โรยก้นหลมุหรือรอบโคน
ต้น และรดน า้ตามปกติไม่ควรใช้ร่วมกับปุ๋ ยเคมี  นอกจากนีส้ านักเทคโนโลยีชีวภาพทางดิน 
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(ม.ป.ป.) ได้น าเชือ้รา Trichoderma sp. มาผลิตเป็นสูตรส าเร็จบรรจุในซองเพ่ือแจกจ่ายแก่
เกษตรกร และผู้สนใจ และให้ช่ือว่าสารเร่งซุปเปอร์พด. 3 วิธีการใช้จะต้องผสมกับน า้ ราดลงใน
กองปุ๋ ยหมกัหมกัไว้ประมาณ 7 วันหลังจากนัน้จึงสามารถน าไปใช้ได้ ส าหรับการใช้เชือ้รา 
Trichoderma sp. จิระเดช แจ่มสวา่ง (2547) ได้กลา่วไว้ดงันี ้1) คลกุเมล็ดพืชหรือส่วนขยายพันธุ์
ด้วยเชือ้รา Trichoderma sp. ชนิดเชือ้สดท่ีเจริญอยู่บนเมล็ดข้าวฟ่างหรือข้าวสกุในอตัรา 1 ช้อน
โต๊ะตอ่เมลด็ 1 กิโลกรัม 2) ใส่เชือ้ลงในดินโดยผสมเชือ้รา Trichoderma sp. ร าละเอียด และปุ๋ ย
หมกัอตัรา 1 : 5 : 50 และ 3) น าเชือ้สดไปผสมน า้กรองเอาแต่น า้ไปใช้ อตัราการใช้เชือ้สด 1 
กิโลกรัมต่อน า้ 100-200 ลิตร แล้วฉีดพ่น จิระเดช แจ่มสว่าง และคณะ (2543) ศึกษาและ
พัฒนาการผลิต และการประยุกต์ใช้สารชีวภณัฑ์จากเชือ้รา Trichoderma sp. CB-Pin-01 ใน
รูปแบบผงแห้ง (ยนิูกรีน ยแูอน็-1) เพ่ือใช้ในการควบคมุ เชือ้รา Sclerotium rolfsii สาเหตโุรคโคน
เน่าของถั่วฝักยาว พบว่า ต้นถั่วฝักยาวมีอตัราการรอดจากการเข้าท าลายของเชือ้รา S. rolfsii 
92.5-97.8 เปอร์เซ็นต์ และสามารถลดปริมาณเม็ด Sclerotium ได้ 60.9-73.6 เปอร์เซ็นต์ เม่ือ
เปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ และได้มีการจดสิทธิบตัรหรืออนุสิทธิบตัรเก่ียวกบัเชือ้รา Trichoderma sp. 
เช่น สิทธิบตัรกรรมวิธีการผลิตชีวภัณฑ์เชือ้รา Trichoderma sp. ในรูปผงแห้ง โดย ส านกังานพฒันา
วิทยาศาสตร์ และเทคโนโลยีแหง่ชาติ (2552) เลขที่สิทธิบตัร 9913 และอนสิุทธิบตัรกรรมวิธีการใช้เชือ้รา 
T.  harzianum T9 โดย มหาลยัขอนแกน่ (2551) เลขที่สิทธิบตัร 0803000959 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ตำรำงท่ี 1 ตวัอย่างสตูรส าเร็จของเชือ้รา Trichoderma spp. ท่ีผลิตในเชิงการค้า 
ช่ือการค้า สายพนัธุ์ โรคพืช/เชือ้สาเหตโุรค รูปแบบผลิตภณัฑ์ ผู้ผลิต 

Bineb T Pellet®, 
Bineb T WG® 
 

T. harzianum ATCC 
20476  
T. polysporum ATCC 
20475 

fungi causing wilt,  
root rot 

granule,  
wettable powder 

Innovation, Sweden 

Bioderma® 
Bioderma-H® 
 

T. harzianum 
T. viride 

Cercospora, 
Colletotrichum,  
Fusarium,  
Phytophthora, 
Rhizoctonia solani, 
Pythium,  
Sclerotinium   

wettable powder Biotech Internation, India 

Biofunus® Trichoderma spp. Fusarium, 
 Rhizoctonia solani, 
Pythium,  
Sclerotinia,  
Verticillium 

granules,  
wettable powder 

Grondortsmettingen De 
Cuester, Belgium 
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ตำรำงท่ี 1 (ตอ่) 
ช่ือการค้า สายพนัธุ์ โรคพืช/เชือ้สาเหตโุรค รูปแบบผลิตภณัฑ์ ผู้ผลิต 

Bioten WP® 
Remedier WP® 
Tenet WP® 

T. asperellum strain ICC 
012, T. gamsii strain ICC 
080 

Pythium,  
Rhizoctonia,  
Fusarium,  
Sclerotium 

wettable powder Isagro USA. 

Bio-Trek®,  
Plant Shield®,  
Root Shield® T-22® 
T-22HB® 

T. harzianum (1295-22) 
 

Pythium,  
Rhizoctonia,  
Fusarium,  
Sclerotium 

wettable powder Bioworks Inc, Geneva, USA. 

Fungi-killer® T. harzianum 
 

Fusarium oxyspora, 
Phytophthora 

powder Bangkok Organic Compost Ltd, 
Thailand 

SARDAR ECO GREEN ® T. harzianum damping off,  
root and stem rots,  
wilts blights,  
leaf and spots,  
downy, powdery 
mildews, white rust, smut 

wettable powder Zhejiang NetSun Co., Ltd. India 
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ตำรำงท่ี 1 (ตอ่) 
ช่ือการค้า สายพนัธุ์ โรคพืช/เชือ้สาเหตโุรค รูปแบบผลิตภณัฑ์ ผู้ผลิต 

Trichoma® T. viride 
 

fungi causing wilt, root rot powder, liquid V. J. AGRO, Co., Ltd.  India 

UNIGREEN UN-1® T. harzianum 
 

Phytophthora palmivora, 
Phytophthora parasitica, 
Sclerotium rolfsii,  
Pythium aphanidermatum 

powder Kasetsart J.2.Office of 
Agricultural Research and 
Development, Region 6, 
Department of Agriculture of 
Thailand. 
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2.4 สำรประกอบส ำหรับเตรียมสูตรส ำเร็จ 
ในการเตรียมสตูรส าเร็จเพ่ือควบคมุโรคพืชนัน้ นอกจากจะมีเชือ้จุลินทรีย์

ปฏิปักษ์แล้วยังประกอบด้วยสารช่วย (excipients) ซึ่งท าหน้าท่ีต่างกัน ได้แก่ สารเพ่ิมปริมาณ 
(fillers หรือ diluents) สารยึดเกาะ (binders) สารช่วยแตกกระจายตวั (disintegrants) และสาร
ช่วยไหล (glidants)ซึ่งองค์ประกอบเหลา่นีเ้ป็นตวัเสริมให้เชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์สามารถมีชีวิตรอด 
และประสิทธิภาพมากขึน้ (ทดัทรง ทัว่ทิพย์, 2535; ปราโมทย์ ทิพย์ดวงตา, 2539 ) 

2.4.1 สำรเพิ่มปริมำณ 
เป็นสารท่ีเติมลงไปในสตูรส าเร็จ เพ่ือเพ่ิมขนาดหรือน า้หนกัของแกรนลู 

โดยสารเพ่ิมปริมาณต้องมีคณุสมบตัิสามารถเข้ากนัได้กบัตวัยา และสารประกอบอ่ืนในสตูรส าเร็จ 
ไมก่่อให้เกิดปฏิกิริยาใด ๆ มีความคงตวั ไมด่ดูความชืน้ มีการไหลท่ีดี ราคาไมส่งู และท าให้แกรนลู
มีความแข็งท่ีเหมาะสม มีการแตกตัวดี ตวัอย่างสารเพ่ิมปริมาณ ได้แก่ Ca3(PO4)2, calcium, 
CaSO4, cellulose, dextrose, lactose, mannitol, microcrystalline, phosphate, sorbitol, 
starch และtribasicsucrose เป็นต้น (มนต์ชลุ ีนิติพน, 2534) 

2.4.2 สำรยดึเกำะ  
เป็นสารท่ีเพ่ิมแรงเกาะกันของผง ท าให้เกิดการเกาะกันเป็นแกรนูล

ภายใต้แรงตอกท าให้อดักันเป็นเม็ดได้ และท าให้ได้แกรนูลสม ่าเสมอ มีความแข็งเพียงพอ และ
เหมาะสมในการตอก โดยคณุสมบตัิของสารยึดเกาะท่ีดีต้องสามารถเข้ากนัได้กบัสารตวัอ่ืนในสตูร
ส าเร็จ ให้แรงยึดเกาะเพียงพอในการท าให้ผงจลุินทรีย์ผา่นกระบวนการต่าง ๆ ในการผลิตได้ สาร
ยึดเกาะท่ีใช้มีหลายชนิด ทัง้ท่ีเป็นพวกน า้ตาล และสารประกอบเชิงซ้อนประเภทท่ีได้จากธรรมชาติ 
เช่น acacia, gelatin, glucose, gum, starch, sucrose และ tragacanth และสารท่ีได้จากการ
สงัเคราะห์ เช่น methyl cellulose และ poly vinyl pyrolidone (PVP) เป็นต้น (มนต์ชุลี นิติพน, 
2534) 

2.4.3 สำรช่วยแตกกระจำยตัว 
 เป็นสารช่วยให้แกรนูลเกิดการแตกตัวหรือกระจายตัวได้ในเวลาอัน

สมควร เมื่อแกรนลูสมัผสักบัสารละลายหรือน า้การผสมสารช่วยในการแตกตวัอาจท าได้โดยผสม
ในขัน้ตอนก่อนท าเป็นแกรนลูหรือผสมในขัน้ตอนเป็นแกรนลูแล้ว หรืออาจแบ่งผสมทัง้สองขัน้ตอน 
ตวัอย่างของสารท่ีช่วยในการแตกตวั เช่น  

-alginate เป็นสารช่วยในการแตกตวั อยู่ในกลุ่ม hydrophilic colloid 
substances มีจ าหน่ายในรูปของ alginic acid หรือเกลือของ alginic acid โดยเฉพาะในรูปของ
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เกลือ sodium มีคณุสมบตัิในการชอบน า้มากกวา่พวกแป้ง ปริมาณท่ีใช้ในสตูรนัน้ส าหรับ alginic 
acid ใช้ในปริมาณ 1-5 เปอร์เซ็นต์ สว่น sodium alginate อยู่ท่ี 2.5-10 เปอร์เซ็นต์  

-gum เป็นสารท่ีมีคณุสมบตัิในการพองตวัในน า้ได้ รวมทัง้เป็นตวัช่วย
ยึดเกาะท่ีดี ปริมาณท่ีใช้ 1-10 เปอร์เซ็นต์ของน า้หนักเม็ดยา ตวัอย่างของสารกลุ่มนี  ้ได้แก่ agar, 
guar, pectin และ tragacanth เป็นต้น (จกัรพนัธ์ ศิริธญัญาลกัษณ์, 2538) 

-starch นิยมใช้กนัมาก โดยทัว่ไปถ้าหากมีปริมาณของ starch ในสตูร
มาก มักท าให้มีการแตกตัวท่ีเร็วขึน้ แต่ปัญหาท่ีตามมาคือการเกาะตัวกัน และความแข็งของ
แกรนลูจะลดน้อยลง 

2.4.4 สำรช่วยไหล  
เป็นสารท่ีใสล่งไปในสตูรส าเร็จ เพ่ือเพ่ิมการไหลโดยการลดแรงเสียด

ทานระหวา่งอนภุาค ท าให้แกรนลูไหลจาก hopper ลงมาสูเ่บ้าได้อย่างสม ่าเสมอ ท าให้แกรนูลท่ีมี
น า้หนักสม ่าเสมอ สารท่ีใช้ในการช่วยไหล เช่น calcium phosphate, colloidal silicon dioxide, 
silicate, starch และ talc (มนต์ชลุ ีนิติพน, 2534) ซึ่งสารท่ีช่วยในการไหลต้องไมท่ าให้ความคงตวั
ทัง้ทางด้านกายภาพ และทางเคมีของแกรนลูเปลี่ยนแปลงไป (จกัรพนัธ์ ศิริธญัญาลกัษณ์, 2538) 

 
วัตถุประสงค์ของงำนวิจยั 
 

1. เพ่ือให้ได้ เ ชื อ้รา Trichoderma spp. ท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมเชื อ้รา  
R. microporus 
 2. เพ่ือทราบกลไกการยบัยัง้ของเชือ้รา Trichoderma spp. ตอ่เชือ้รา R. microporus 

3. เพ่ือผลิตสตูรส าเร็จจากเชือ้รา Trichoderma sp. และประยุกต์ใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์
ร่วมกบัปุ๋ ยอินทรีย์ส าหรับควบคมุโรครากขาวของยางพารา 
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    บทที่ 2 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการ 

 
วัสดุ และอุปกรณ์  

อุปกรณ์ 
1. กล้องจลุทรรศน์ ชนิด compound และ stereo binocular 
2. กล้องถ่ายรูป (camera) 
3. เคร่ือง Gas chromatography-mass spectrometer  
4. เคร่ือง UV transilluminator  
5. เคร่ืองเขย่าผสม (Vortex mixture) 
6. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าละเอียด (analytical balance) 
7. เคร่ืองเทอร์มอไซเคลอร์ (thermocycler หรือ PCR machine) 
8. เคร่ืองผสมแป้ง 
9. เคร่ืองแร่งแกรนลู 
10. เคร่ืองหมนุเหว่ียง (centrifuge) 
11. เคร่ืองอิเลค็โตรโฟรีซิส (electrophoresis) 
12. ตู้ปลอดเชือ้ (laminar air-flow cabinet)  
13. ตู้แช่ (refrigerator) 
14. ตู้อบลมร้อน (hot air oven) 
15. ไมโครเวฟ (microwave) 
16. หม้อนึ่งความดนั (autoclave) 
17. อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ (water bath) 
18. อปุกรณ์ และเคร่ืองแก้ว ได้แก่ cork borer, cover slip, glass bead, micropipette, 
Pasture’s pipettes, Thin-layer chromatography silica gel 60 F 254  กระบอกตวง ขวดรูป
ชมพู่ จานเลีย้งเชือ้ แท่งแก้วสามเหลี่ยม บีกเกอร์ แผน่สไลด์ หลอดทดลอง 
19. อปุกรณ์ในการแยกเชือ้ ได้แก่ เขม็เขี่ย ตะเกียงแอลกอฮอล์ ปากคีบ และอ่ืน ๆ  
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อาหารเลีย้งเชือ้จุลินทรีย์ 
1. Potato dextrose agar (PDA) 
2. Potato dextrose broth (PDB) 
3. Trichoderma selective medium (TSM) 
 

วัสดุส าหรับเตรียมสูตรส าเร็จ 
1. ดินพีช (peat powder) 
2. แป้งมนัส าปะหลงั (cassava powder) 
3. แป้งสาลี (wheat powder) 
 

วัสดุเกษตร 
1. กระถางพลาสติก ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 12 นิว้ 
2. ก้อนเชือ้เห็ด 
3. แกลบ 
4. ข้าวฟ่าง 
5. ดินผสม อตัราสว่น ดิน : แกลบ 10 : 1 
6. ต้นกล้ายาง พนัธุ์ RRIM 600 อาย ุ8 เดือน 
7. ป้ายพลาสติก 
8. ปุ๋ ยคอก (มลูไก่, มลูววั)  
9. ปุ๋ ยอินทรีย์ ซีพี หมอดิน 
 
สารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 
 

สารเคมีท่ัวไป 
1. Agar 
2. Carboxin 
3. Captan 
4. Chloramphenical 
5. Congo red  
6. Dextrose 
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สารเคมีท่ัวไป (ตอ่) 
7. Dimethyl sulfoxide  
8. Ethanol 
9. Ethyl acetate 
10. Glucose 
11. HCl 
12. Hexane 
13. K2HPO4 
14. KCl 
15. Lactophenol cotton blue 
16. Methanol 
17. MgSO4.7H2O   
18. NaCl 
19. NH4NO3  
20. Rose benga 
 

สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์ด้วยวธีิทางชีวโมเลกุล 
1. Agarose 
2. Chloroform isopropyl alcohol 
3. Cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB buffer) 
4. DI water 
5. Dream Taq green PCR mastermix 
6. Ethidium bromide 
7. Forward primer 
8. Isopropyl alcohol 
9. Loading dye 
10. Marker (100 bp ladder) 
11. Reverse primer 
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วิธีการวิจัย 
 
1. การคัดเลือกจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยัง้เชือ้รา Rigidoporus microporus 
 

1.1 การเกบ็ตัวอย่างดิน และแยกเชือ้รา Trichoderma spp. 
เก็บตวัอย่างดินระหวา่งเดือนกมุภาพนัธ์-มีนาคม พ.ศ. 2555 ในพืน้ท่ีจังหวดั

กระบ่ี ชมุพร ตรัง นครศรีธรรมราช พงังา พทัลงุ ภเูก็ต ระนอง สงขลา และสรุาษฎร์ธานี โดยสุม่เก็บ
ตวัอย่างดินบริเวณรอบโคนต้นยางพาราในแปลงปลกูท่ีมีการระบาดของโรครากขาว และแปลงไม่
มีการระบาดของโรครากขาว เลือกเก็บดินจากผิวดินลึก 15 เซนติเมตร แปลงละ 5 จุด ๆ ละ 200 
กรัม ผสมกนัเป็น 1 ตวัอย่าง ทัง้หมด 86 ตวัอย่าง แล้วน ามาแยกเชือ้รา Trichoderma spp. 

แยกเชือ้รา Trichoderma spp. จากตัวอย่างดิน ด้วยวิธี dilution spread 
plate โดยชั่งดินจ านวน 1 กรัม ใส่ในหลอดเลีย้งเชือ้ท่ีมีน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ 9 มิลลิลิตร เขย่าด้วย
เคร่ืองเขย่าผสม (vortex mixer) เจือจางเป็นล าดบัสิบ (10-fold dilution) ได้ดินแขวนลอยเจือจาง
ท่ี 10-3-10-5 ดดูดินแขวนลอย ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหาร Trichoderma selective 
medium (TSM) เกลี่ยให้ทัว่หน้าอาหาร บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั เลือกเก็บโคโลนีเชือ้รา 
Trichoderma spp. ท่ีมีลกัษณะเส้นใยเร่ิมแรกสีขาวขนาดเฉลี่ยประมาณ 0.5-1 เซนติเมตร เมื่อมี
อายุมากขึน้มีสีเขียวค่อนข้างเหลืองจนถึงเขียวเข้ม วางเลีย้งบนอาหาร Potato dextrose agar 
(PDA) ท่ีอณุหภูมิห้อง จากนัน้เขี่ยปลายเส้นใยของเชือ้รา Trichoderma spp. เลีย้งบนอาหาร 
PDA อีกครัง้ จนได้เชือ้บริสทุธ์ิ แล้วจึงเก็บเชือ้ลงในหลอดอาหารเลีย้งเชือ้ PDA บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง 
เพ่ือใช้ทดสอบตอ่ไป 

การให้รหัสเ ชื อ้รา Trichoderma spp. แต่ละไอโซเลท โดยอักษร
ภาษาองักฤษพิมพ์ใหญ่ตวัแรก มาจาก ช่ือจงัหวดัท่ีเก็บตวัอย่างดิน อกัษรภาษาองักฤษพิมพ์ใหญ่
ตวัท่ีสองมาจาก อ าเภอ และตวัท่ีสามเป็นหมายเลขตวัอย่างดิน ตามด้วยล าดบัท่ีของไอโซเลท เช่น 
เชือ้รา Trichoderma spp. ChM1.1 หมายถึง เชือ้ท่ีแยกได้จากตวัอย่างดินในจงัหวดัชมุพร อ าเภอ
เมือง ตวัอย่างดินแหลง่ท่ี 1 และเป็นไอโซเลทท่ี 1 
 

1.2 การคัดเลือกเชือ้รา Trichoderma spp. ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยัง้
การเจริญของเส้นใยเชือ้รา Rigidoporus microporus 

ทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้รา Trichoderma spp. ในการยบัยัง้การเจริญ
ของเส้นใยเชือ้รา R. microporus ด้วยวิธี dual culture plate (Skidmore and Dickinson, 1976) 
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โดยเตรียมเชือ้รา Trichoderma spp. และเชือ้รา R. microporus เลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA 
บ่มท่ีอณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 3 วนั ใช้ cork borer ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 5 มิลลิเมตร เจาะ
บริเวณขอบโคโลนีของเชือ้รา Trichoderma spp. และ R. microporus วางห่างจากขอบจาน
อาหารเลีย้งเชือ้ PDA 2 เซนตเิมตร ในแนวตรงข้ามกนั สว่นกรรมวิธีชดุควบคมุวางเชือ้รา  
R. microporus อย่างเดยีวห่างจากขอบจานอาหารเลีย้งเชือ้ 2 เซนตเิมตร ท าการทดสอบ 4 ซ า้ 
บ่มท่ีอณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 7 วนั วดัรัศมีการเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus และ
ค านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้ (Morton and Stroube, 1955) จากสตูร    

    (R1   -   R 2) 
 R1 

เมื่อ R1 คือ รัศมีเฉล่ียของโคโลนีเชือ้ราสาเหตโุรคท่ีเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ในกรรมวิธีควบคมุ 
 R2 คือ รัศมีเฉล่ียของโคโลนีเชือ้ราสาเหตโุรคท่ีเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ในกรรมวิธีทดสอบ 

 
คดัเลือกเชือ้รา Trichoderma spp. ท่ีมีประสิทธิภาพสงูสดุในการยับยัง้เชือ้

รา R. microporus จ านวน 2 สายพนัธุ์ เพ่ือใช้ในการศกึษาตอ่ไป 
 
2. จ าแนกชนิด และศึกษาลักษณะทางสรีระของเชือ้รา Trichoderma spp.  

 
2.1 จ าแนกชนิดเชือ้รา Trichoderma spp. ด้วยลักษณะทางสัณฐานวทิยา 

น าเชือ้รา Trichoderma spp. ซึ่งมีประสิทธิภาพในการยับยัง้เชือ้รา  
R. microporus โดยเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA เป็นเวลา 3 วนั ท่ีอณุหภมูิห้อง เตรียม slide 
culture โดยตดัชิน้วุ้นอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ให้มีขนาดกว้างยาว 1x1 เซนติเมตร วางบน แผน่สไลด์
ฆ่าเชือ้ แล้วใช้เขม็เขี่ยฆ่าเชือ้เขี่ยปลายเส้นใยเชือ้รา Trichoderma spp. ท่ีเลีย้งไว้ เป็นเวลา 3 วนั 
แตะท่ีขอบชิน้วุ้นทัง้ 4 ด้าน แล้วปิดด้วย cover slip ฆ่าเชือ้ วางบนชิน้อาหาร บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง 
เป็นเวลา 2 วนั ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชือ้รา ได้แก่ ลักษณะเส้นใย ก้านชูสปอร์ 
(conidiophore) และไฟอะไลด์  (phialide) โคนิ เดีย  (conidia) คลามายโดสปอร์ 
(chlamydospore) ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ stereo และ compound ตามวิธีการของ Rifai 
(1969); Gams และ Bissett (1998) และ Anees และคณะ (2010) 
 
 
 

X 100 เปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้ = 
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2.2 จ าแนกชนิดของเชือ้รา Trichoderma spp. ด้วยวธีิทางชีวโมเลกุล 
2.2.1 การเตรียมเชือ้รา Trichoderma spp. และการสกัด DNA 

การสกดั DNA ดดัแปลงตามวิธีการของ Gupta และคณะ (2011) โดย
เลีย้งเชือ้รา Trichoderma spp. ในอาหารเลีย้งเชือ้ PDA บ่มท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 2 วนั จากนัน้
ขดูเส้นใยใสห่ลอด centrifuge บดเส้นใยให้ละเอียด เติม CTAB buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
แล้วบดเส้นใยให้ละเอียดอีกครัง้ บ่มท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที (เขย่าทุก 10 
นาที) เติม Chloroform isopropyl alcohol ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองเขย่า
ผสมสาร 1-2 นาที หมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
5 นาที ปิเปตเอาเฉพาะส่วนใส (supernatant) ใส่หลอดใหม่ แล้วล้างตกตะกอนด้วย isopropyl 
alcohol ปริมาตร 400 ไมโครลิตร เขย่าเบา ๆ น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ี
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใสทิง้ เหลือตะกอน DNA ผึ่งให้แห้งท่ี
อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วละลายตะกอน DNA ด้วยน า้ DI ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส    

2.2.2 การวเิคราะห์ DNA 
   ตรวจสอบ DNA ท่ีได้โดยการแยกด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสใน agarose 
gel ความเข้มข้น 1เปอร์เซ็นต์ โดยผสม DNA ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร กับ 6X loading dye 
ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตดูดใส่ลงในช่องเจลวางอยู่ในเคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซิสท่ีมี TAE 
buffer ความเข้มข้น 1 เท่า ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที ย้อมเจลด้วย ethidium 
bromide เป็นเวลา 15 นาที แล้วตรวจสอบ DNA ด้วยเคร่ือง UV transiluminator 

2.2.3 การเพิ่มปริมาณส่วน internal transcribed spacers (ITS) โดย
ปฏิกิริยา PCR 
   เพ่ิมปริมาณส่วน ITS ของ rRNA โดยใช้ universal fungal primer 
(Neuvéglise et al., 1994) ได้แก่ Pn3 (forward) และ Pn16 (reverse)  

2.2.4 การเตรียมส่วนผสมของ PCR (PCR mixture) 
  ผสมปฏิกิริยาของ PCR (ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร) ประกอบด้วย 
DNA ปริมาตร 2 ไมโครลิตร forward primer (Pn3) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร reverse primer 
(Pn16) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร DI water 21 ไมโครลิตร และ Dream Taq Green PCR Mastermix 
ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
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2.2.5 การท าปฏกิิริยา PCR 
   เมื่อผสมสว่นผสมตา่ง ๆ เรียบร้อยแล้ว จากนัน้ท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ือง 
Thermocycler โดยมีปฏิกิริยาแตล่ะขัน้ตอนดงันี ้
  Hot start   95 องศาเซลเซียส  3 นาที 
  Denature  95 องศาเซลเซียส 30  วินาที 
  Annealing  50 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
  Extension  72 องศาเซลเซียส  1 นาที 
  Final extension  72 องศาเซลเซียส  5 นาที 

2.2.6 การตรวจ PCR product  
ตรวจสอบ PCR product ท่ีได้โดยการแยกด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสใน 

agarose gel ความเข้มข้น 1เปอร์เซ็นต์ โดยผสม PCR product ปริมาตร 5 ไมโครลิตร กับ 6X 
loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตดดูใสล่งในช่องเจลท่ีวางอยู่ในเคร่ืองอิเลก็โทรโฟรีซิสท่ี
มี TAE buffer ความเข้มข้น 1 เท่า ใช้กระแสไฟฟ้า 50 โวลต์ เป็นเวลา 100 นาที ย้อมเจลด้วย 
ethidium bromide เป็นเวลา 15 นาที แล้วตรวจสอบ PCR product ด้วยเคร่ือง UV 
transiluminator 

2.2.7 การอ่านล าดับเบส DNA (DNA sequencing) 
    สง่ตวัอย่าง PCR products เพ่ืออ่านล าดบัเบส DNA ท่ีศนูย์เคร่ืองมือ
วิทยาศาสตร์มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ อ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 
 

2.3 ศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชือ้รา Trichoderma spp.  
2.3.1 ทดสอบความเป็นกรด-ด่าง (pH) ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของ

เชือ้รา Trichoderma spp. 
เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ PDA นึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 20 นาที ปรับ pH 4, 5, 6, 7 และ 8 จากนัน้เทอาหารใส่
จานเลีย้งเชือ้ รอจนอาหารแขง็ตวั ตดัปลายเส้นใยเชือ้รา Trichoderma spp. อาย ุ3 วนั ด้วย cork 
borer ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 5 มิลลิเมตร วางกลางจานอาหารเลีย้งเชือ้ บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็น
เวลา 2 วนั ตรวจผลโดยการวดัขนาดของโคโลนี  

 
 
 

35 รอบ 
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2.3.2 ทดสอบอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเชือ้รา Trichoderma spp. 
เลีย้งเชือ้รา Trichoderma spp. บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA เป็นเวลา 3 

วนั แล้วใช้ cork borer ตดัปลายเส้นใย ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 5 มิลลิเมตร วางกลางจานอาหาร
เลีย้งเชือ้ PDA บ่มท่ีอณุหภมูิตัง้แต่ 20, 25, 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั ตรวจ
ผลโดยการวดัขนาดของโคโลนี  
 
3. ศึกษากลไกการยับยัง้ของเชือ้รา Trichoderma spp. ต่อเชือ้รา Rigidoporus microporus 
สาเหตุโรครากขาวของยางพารา 
 

3.1 ศึกษาลักษณะทางโครงสร้างท่ีเปล่ียนแปลงของเชือ้รา Rigidoporus microporus 
 ศกึษากลไกการเป็นปฏิปักษ์ตอ่เชือ้รา R. microporus ตามวิธีการท่ีดดัแปลง
จาก Pathan และคณะ (2010) โดยตดัเส้นใยของเชือ้รา R. microporus และเชือ้รา Trichoderma 
spp. วางตรงกันข้ามบนชิน้วุ้น PDA ขนาด 1x1 เซนติเมตร บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 2 วนั 
จากนัน้น าตวัอย่างมาแช่ในสารละลาย glutaraldehyde ความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์ ท่ีละลายใน 
phosphate buffer ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 7.3 บ่มท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ท าการ dehydrated ด้วย graded ethanol series (50, 60, 70, 80, 90 และ 100 
เปอร์เซ็นต์) ความเข้มข้นละ 2 ครัง้ ๆ 15 นาที จากนัน้ท าตวัอย่างให้แห้งด้วยเคร่ือง critical point 
drying แล้วน าตวัอย่างติดบนแท่นวางตวัอย่าง (stub) และฉาบด้วยทองค า ด้วยเคร่ือง sputter 
coater ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชือ้ราด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด 
(scanning electron microscope, SEM)   
 

3.2 ศึกษาความสามารถในการสร้างเอนไซม์ chitinase ของเชือ้รา Trichoderma spp. 
จากเชือ้รา Trichoderma spp. อายุ 3 วนั ใช้ cork borer ตดัปลายเส้นใย

ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 5 มิลลิเมตร วางกลางจานอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ท่ีผสม colloidal chitin 
ความเข้มข้น 2.4 เปอร์เซ็นต์ (นึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิว้ เป็นเวลา 20 นาที) (ดดัแปลงจากวิธีการของ Roberts และ Selitrenkoff, 1985) บ่มท่ี
อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 2 วนั ตรวจผลโดย เท congo red ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ให้ท่วม
ผิวหน้าอาหาร เป็นเวลา 30 นาที เททิง้ แล้วราดด้วยสารละลาย NaCl ความเข้มข้น 1 โมลาร์ เป็น
เวลา 30 นาที เททิง้ ล้างด้วยน า้กลัน่ สงัเกตการเกิดวงใส หากมีวงใสรอบ ๆ ขอบโคโลนีของเชือ้รา 
Trichoderma spp. แสดงว่าเชือ้สามารถสร้างเอนไซม์ chitinase ออกมาย่อย chitin ได้ อ่านผล
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เป็นบวก แตถ้่าไมเ่กิดวงใสแสดงวา่ไมส่ามารถสร้างเอนไซม์ chitinase ออกมาย่อย chitin อ่านผล
เป็นลบ  

 
 3.3 ศึกษาประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะชนิดท่ีระเหยได้ของเชือ้ รา 
Trichoderma spp. ต่อการเจริญของเชือ้รา Rigidoporus microporus 
 ทดสอบการสร้างสารปฏิชีวนะชนิดท่ีระเหยได้ของเชือ้รา Trichoderma spp. 
ตามวิธีการท่ีดดัแปลงจาก Parizi และคณะ (2012) และ Li และคณะ (2012) โดยเลีย้งเชือ้รา
ปฏิปักษ์ Trichoderma spp. บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA เป็นเวลา 3 วัน ใช้ cork borer 
เส้นผา่ศนูย์กลาง 5 มิลลิเมตร ตดัชิน้วุ้นท่ีมีปลายเส้นใย น าไปเลีย้งในข้าวฟ่างนึ่งฆ่าเชือ้ (นึ่งฆ่า
เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 20 นาที) ท่ีบรรจุใน
ขวดดแูรนขนาด 200 มิลลิลิตร จ านวน 4 ชิน้ตอ่ข้าวฟ่างน า้หนัก 250 กรัม บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็น
เวลา 14 วนั เตรียมเชือ้รา R. microporus อายุ 3 วนั ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 5 
มิลลิเมตร ตดัปลายเส้นใย วางกลางจานอาหารเลีย้งเชือ้ PDA (ส่วนตวัจานเลีย้งเชือ้) แล้วน าเชือ้
รา Trichoderma spp. ท่ีเลีย้งในข้าวฟ่าง เป็นเวลา 14 วนั ใส่ลงจานเลีย้งเชือ้ (ส่วนตวัจานเลีย้ง
เชือ้) น า้หนกั 25 กรัม จากนัน้น าเชือ้รา R. microporus ท่ีเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA (ส่วนตวั
จานเลีย้งเชือ้) เข้าประกบกันกับตวัของจานเลีย้งเชือ้ท่ีมีเชือ้รา Trichoderma spp. เลีย้งในข้าว
ฟ่าง ปิดให้สนิทด้วยแผ่นพาราฟิล์ม (ภาพท่ี 1) ส่วนชุดควบคมุมีเชือ้รา R. microporus และข้าว
ฟ่างนึ่งฆ่าเชือ้เพียงอย่างเดียวบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั ค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 1 การวางเลีย้งเชือ้เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพสารระเหยของเชือ้รา Trichoderma spp. ต่อ

การเจริญของเชือ้รา Rigidoporus microporus 
 

แผน่พาราฟิล์ม 

R. microporus 

Trichoderma spp. เจริญบนข้าวฟ่าง 

ตวัจานเลีย้งเชือ้ 

PDA 
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 จากนัน้น าเชือ้รา Trichoderma spp. ท่ีสามารถสร้างสารระเหยยบัยัง้เชือ้รา 
R. microporus วิเคราะห์เพ่ือจ าแนกกลุม่ของสารออกฤทธ์ิ ด้วยเคร่ือง Gas chromatography-
mass spectrometer (GC-MS) ท่ีศนูย์เคร่ืองมือมหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์วิทยาเขตหาดใหญ่ 
อ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา โดยเตรียมเชือ้รา Trichoderma spp. อาย ุ3 วนั ใช้ cork borer 
ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 5 มิลลิเมตร ตดัปลายเส้นใยเลีย้งในข้าวฟ่างนึ่งฆ่าเชือ้ (อณุหภมูิ 121 
องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 20 นาที) ท่ีบรรจใุนขวดดแูรน ขนาด 
200 มิลลิลิตร จ านวน 4 ชิน้ตอ่ข้าวฟ่าง 250 กรัม (ฝาขวดดแูรนจดัท าเป็นพิเศษ เพ่ือให้สามารถ
แทงเขม็ฉีดของเคร่ือง GC-MS ดงัภาพท่ี 2) บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 14 วนั แล้วจึงน าไป
วิเคราะห์ 
 
 
 
  
 
ภาพท่ี 2 ลกัษณะฝาขวดดแูรนดดัแปลง โดยเจาะฝาขวดใส่จุกยางแทน เพ่ือสามารถแทงเข็มฉีด

ของเคร่ือง GC-MS  
 

3.4 ศึกษาการสร้างสารปฏิชีวนะชนิดท่ีแพร่ในอาหารของเชื อ้ รา 
Trichoderma sp. ต่อการเจริญของเชือ้รา Rigidoporus microporus 

3.4.1 การสกัดสารปฏิชีวนะจากเชือ้รา Trichoderma sp. 
 เน่ืองจากในการคดัเลือกเชือ้รา Trichoderma spp. ต่อการยับยัง้การ
เจริญของเชือ้รา R. microporus ได้จ านวน 2 สายพันธุ์ หนึ่งในจ านวนนัน้ พบว่า ผลของน า้เลีย้ง
เชือ้มีประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus จึงท าการสกัดสารจากน า้
เลีย้งเชือ้รา Trichoderma sp. ดดัแปลงจากวิธีการของ Jang และคณะ (2009) โดยเลีย้งเชือ้รา 
Trichoderma sp. บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA เป็นเวลา 3 วนั ใช้ cork borer ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 
5 มิลลิเมตร ตดัปลายเส้นใยไปเลีย้งในอาหารเหลว Potato dextrose broth (PDB) (นึ่งฆ่าเชือ้ท่ี
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 20 นาที) ปริมาตร 250 
มิลลิลิตร จ านวน 5 ชิน้ บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 30 วนั กรองเอาส่วนของตวัเซลล์ และสปอร์
ของเชือ้รา Trichoderma sp. ทิง้ น าเฉพาะสว่นน า้เลีย้งมาสกัดสาร โดยใช้ ethyl acetate เป็นตวั

ฝาขวดดแูรน (พลาสติก) 

เจาะฝาขวดใสจ่กุยาง 
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ท าละลาย เขย่าให้เข้ากนัตัง้ทิง้ไว้ให้แยกชัน้ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง น าส่วน ethyl acetate ท าให้แห้ง
ด้วยเคร่ือง rotary evaporator  

3.4.2 การหาค่า minimum inhibitory concentration (MIC) และ
minimum fungicidal concentration (MFC) ด้วยวธีิ broth microdilution 
 น าสารสกัดหยาบมาทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้รา R. microporus ด้วยวิธี 
broth microdilution ตามวิธีของ CLSI (2008) เลีย้งเชือ้รา R. microporus บนอาหารเลีย้งเชือ้ 
PDA บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 3 วนั เตรียมเส้นใยแขวนลอย เท 0.85 เปอร์เซ็นต์ NaCl บน
ผิวหน้าโคโลนีเชือ้รา R. microporus ขดูเส้นใยเทใสห่ลอดทดลองปราศจากเชือ้ ปรับความเข้มข้น
ให้ได้ 0.4-0.5x104 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร ด้วยอาหาร Roswell Park Memorial Institute 1640  

เตรียมสารสกัดจากเชือ้รา Trichoderma sp. ด้วยตัวท าละลาย 
dimethyl sulfoxide (DMSO) และสารก าจดัเชือ้รา carboxin ด้วยน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ เพ่ือใช้ในการ
ทดสอบหาค่า MIC ท าการดดูสารสกัดท่ีมีความเข้มข้น 4,000, 2,000, 1,000, 500, 250, 125, 
62.50 และ 31.25  ตามล าดบั และสารก าจัดเชือ้รา carboxin ท่ีมีความเข้มข้น 250, 125, 62.50, 
31.25, 15.63, 7.81, 3.91 และ 1.95 ตามล าดบั (เจือจางสารสกดั และสารก าจดัเชือ้ราแบบล าดบั
สอง (serial 2 fold dilution) ให้ได้ความเข้มข้น 8 ความเข้มข้น) ใส่ลงใน 96-well microtiter 
plates หลุมละ 50 ไมโครลิตร เติมเส้นใยแขวนลอยของเชือ้รา R. microporus ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 72 ชัว่โมง บันทึกความเข้มข้นต ่าสดุของสารสกัดท่ีเชือ้รา
ไมส่ามารถเจริญได้ อา่นผลเป็นคา่ MIC 

 การทดสอบหาค่า MFC โดยดดูเชือ้ราจากหลมุท่ีไม่สามารถเจริญได้
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
บนัทึกความความเข้มข้นต ่าสดุของสารสกดั และสารเคมีท่ีเชือ้ราไม่สามารถเจริญได้ อ่านผลเป็น
คา่ MFC 

3.4.3 ทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้รา Rigidoporus microporus ด้วยวิธี Thin-
layer chromatography bioautography  
  ทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้รา R. microporus ด้วยสารสกัดเชือ้รา 
Trichoderma sp. บนแผ่น TLC ตามวิธีการของ Zhao และคณะ (2008) โดยหยดสารสกัดจาก
เชือ้รา Trichoderma sp. ท่ีละลายด้วย ethyl acetate ลงบนแผ่น TLC จากนัน้ดึงสารด้วย 
hexane : ethyl acetate อตัราสว่น 8 : 1(ปริมาตรตอ่ปริมาตร) แล้วคว ่าแผน่ TLC อบด้วยแสง UV 
เป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนัน้หงายแผน่ TLC ขึน้แล้วเทอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ลงบนแผ่น TLC บาง 
ๆ รอจนอาหารแข็ง แล้วจึงวางเชือ้รา R. microporus ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 5 มิลลิเมตร รอบ
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แผ่น TLC ส่วนชุดควบคมุวางเชือ้รา R. microporus ไม่หยดสารสกัดลงบนแผ่น TLC บ่มท่ี
อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน สงัเกตเห็นวงใส ซึ่งเป็นบริเวณท่ีสารสกัดสามารถยับยัง้เชือ้รา  
R. microporus ได้ และค านวณหาค่า rate of flow (Rf) ดงันี ้Rf = A/B, A=ระยะทางท่ีสาร
เคลื่อนท่ีจากจดุเร่ิมต้น และ B = ระยะทางท่ีตวัท าละลายเคลื่อนท่ีจากจดุเร่ิมต้นถึงจดุสงูสดุ 

  จากนัน้น าส่วนบริเวณท่ีเกิดการยับยัง้เชือ้รา R. microporus ไป
วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง GC-MS เพ่ือจ าแนกกลุม่ของสารออกฤทธ์ิ  
 
4 สูตรส าเร็จของเชือ้รา Trichoderma sp. 
 เตรียมสตูรส าเร็จของเชือ้รา Trichoderma sp. จ านวน 1 สายพันธุ์ โดยคดัเลือก
จากสายพนัธุ์ท่ีมเีปอร์เซ็นต์ยบัยัง้เชือ้รา R. microporus สงู เจริญและสร้างสปอร์อย่างรวดเร็ว มา
ผลิตสตูรส าเร็จในรูปแบบสตูรแกรนูล และแบบผง (ดัดแปลงตามวิธีการของ Dubey และคณะ, 
2009) ดงัตารางท่ี 2 
 
ตารางท่ี 2 สว่นประกอบของสตูรส าเร็จของเชือ้รา Trichoderma sp. 

 
สูตรแกรนูล ผสมส่วนประกอบต่าง ๆ เข้าด้วยกันด้วยเคร่ืองผสมจนเป็นเนือ้

เดียวกนั น าสว่นผสมท่ีได้ผา่นเคร่ืองแร่งแกรนลูเบอร์ 8 และผึง่ให้แห้งท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง จากนัน้น ามาผา่นเคร่ืองแกรนูลแร่งเบอร์ 6 เพ่ือให้ได้แกรนูลท่ีมีขนาดสม ่าเสมอเก็บรักษา
สตูรส าเร็จท่ี อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

สตูรผง ผสมสว่นประกอบต่าง ๆ เข้าด้วยกันด้วยเคร่ืองผสมจนเป็นเนือ้เดียวกัน 
ผึ่งให้แห้งท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วบดให้เป็นผงละเอียด เก็บรักษาสตูรส าเร็จท่ี
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

สว่นประกอบ 
สตูรส าเร็จ 

สตูรแกรนลู สตูรผง 
Peat powder                                                                         40 กรัม 40 กรัม 
Cassava powder - 40 กรัม 
Wheat powder 40 กรัม  
สปอร์เชือ้รา Trichoderma sp. (ความเข้มข้น 
1010โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) 

15 มิลลิลิตร 15 มิลลิลิตร 
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4.1 การประเมินผลสูตรส าเร็จของเชือ้รา Trichoderma sp. 
 4.1.1 การทดสอบความสม ่ าเสมอ และการกระจายตัวของเชือ้รา 
Trichoderma sp. ในสูตรส าเร็จ  
 สุม่สตูรส าเร็จ จ านวน 5 จุด ๆ ละ 1 กรัม ตรวจนับปริมาณเชือ้ราด้วย
วิธี dilution spread plate โดย ท าการทดสอบความเข้มข้นละ 4 ซ า้ หาค่าเฉลี่ยจ านวนเชือ้รา 
Trichoderma sp. ในสตูรส าเร็จนัน้ ๆ 

4.1.2 การทดสอบความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
 เตรียมสารแขวนลอยของสตูรส าเร็จท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ วดัคา่ 
pH ด้วย pH meter โดยวดั 5 ครัง้ หาคา่เฉล่ีย 

4.1.3 ความสามารถในการละลายน า้  
 ชัง่สตูรส าเร็จ 1 กรัม ใสใ่นน า้กลัน่ 99 มิลลิลิตร แล้วน ามาละลายโดย

ใช้แท่งแม่เหล็กคน ตัง้ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที จนกระทั่งสตูรส าเร็จละลายน า้ บันทึก
ระยะเวลาในการละลายน า้แตล่ะสตูรส าเร็จ ท าการทดลอง 4 ซ า้ แล้วหาคา่เฉล่ีย 
 4.1.4 ทดสอบการมีชีวติรอดของเชือ้รา Trichoderma sp. ในสูตรส าเร็จ 
 โดยตรวจนบัปริมาณเชือ้ราในสตูรส าเร็จทนัทีหลงัผลิตได้ เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง และนบัทกุเดือนหลงัจากการเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือนด้วย
วิธี dilution spread plate บนอาหาร TSM ท าการทดสอบ 4 ซ า้ และหาคา่เฉล่ียของแตล่ะสตูร 
 4.1.5 ทดสอบประสิทธิภาพการยับยัง้เชือ้รา Rigidoporus microporus 
ของเชือ้รา Trichoderma sp. ในสูตรส าเร็จ 
 โดยทดสอบประสิทธิภาพของสตูรส าเร็จตอ่การยบัยัง้การเจริญของเส้น
ใยเชือ้รา R. microporus โดยวิธี dual culture plate หลงัผลิตได้ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และทุก
เดือน เป็นเวลา 6 เดือน วดัขนาดเส้นผ่าศนูย์กลางเปรียบเทียบกับชุดควบคมุ หาเปอร์เซ็นต์การ
ยบัยัง้  
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5 ศึกษาการเพิ่มปริมาณของเชือ้รา Trichoderma sp. สูตรส าเร็จในปุ๋ย ความชืน้ต่าง  ๆและ
ทดสอบประสิทธิภาพต่อการยับยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา Rigidoporus microporus 

เพ่ือให้เชือ้รา Trichoderma sp. เจริญ และสามารถตัง้รกรากในดินได้ดีย่ิงขึน้ จึง
ได้ศกึษาผสมสตูรส าเร็จกบัปุ๋ ยคอก (มลูไก่ และมลูววั) และปุ๋ ยอินทรีย์ ดงันี ้
 

5.1.ทดสอบการเพิ่มปริมาณของเชือ้รา Trichoderma sp. ในปุ๋ยคอก (มูล
ไก่ มูลวัว) และปุ๋ยอนิทรีย์ 
 การเตรียมมลูไก่ มลูววั และปุ๋ ยอินทรีย์ โดยชัง่ตวัอย่างละ 100 กรัม ปรับให้มี
ความชืน้ 25 เปอร์เซ็นต์ แบ่งดินเป็น 2 สว่น  
 สว่นแรก น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 20 นาที แล้วจึงผสมสตูรส าเร็จเชือ้รา Trichoderma sp. น า้หนัก 1 
กรัม 

ส่วนท่ีสอง ไม่นึ่งฆ่าเชือ้ น าผสมสตูรส าเร็จเชือ้รา Trichoderma sp. 
น า้หนกั 1 กรัม 
  บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 15 วนั เปรียบเทียบร้อยละการเจริญ ทุก 0, 5, 
10 และ 15 วนั เพ่ือศกึษาการเพ่ิมจ านวนของเชือ้รา Trichoderma sp. ในปุ๋ ยคอก (มลูไก่ และมลู
ววั) และปุ๋ ยอินทรีย์ โดยวิธี dilutions spread plate บนอาหาร TSM ท าการทดสอบ 4 ซ า้ และหา
คา่เฉล่ีย 
 5.2 ทดสอบการเพิ่มปริมาณของเชือ้รา Trichoderma sp. ในปุ๋ยท่ีปรับให้มี
ความชืน้ต่างกัน 

น าปุ๋ ยท่ีผา่นคดัเลือกการเพ่ิมปริมาณเชือ้รา Trichoderma sp. ปรับความชืน้
ของปุ๋ ย เป็น 25, 30 และ 35 เปอร์เซ็นต์ โดยการเตรียมความชืน้จะเร่ิมชั่งน า้หนักเร่ิมแรกของดิน 
อบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ชั่งน า้หนักแห้ง ค านวณหาเปอร์เซ็นต์
ความชืน้ จากสตูร  

 
น า้หนกัเร่ิมแรก-น า้หนกัแห้ง 

6.   
 

จากนัน้น ามานึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่
ตารางนิว้ เป็นเวลา 20 นาที แล้วน าสตูรส าเร็จของเชือ้รา Trichoderma sp. เลีย้งในปุ๋ ย อตัราส่วน 

เปอร์เซ็นต์ความชืน้ = X100 
น า้หนกัแห้ง 
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0.1 : 50 กรัม บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 15 วนั เปรียบเทียบร้อยละการเจริญ ศึกษาการเพ่ิม
จ านวนของเชือ้รา Trichoderma sp. ในปุ๋ ยด้วยวิธี dilutions spread plate บนอาหาร TSM ท า
การทดสอบ 4 ซ า้ และหาคา่เฉล่ีย 
 
 5.3 ทดสอบประสิทธิภาพของสูตรส าเร็จในปุ๋ยต่อการยับยัง้การเจริญของ
เส้นใยเชือ้รา Rigidoporus microporus   

น าปุ๋ ยท่ีมีเชือ้รา Trichoderma sp. เจริญอยู่มาทดสอบการยับยัง้การเจริญ
ของเส้นใยเชือ้รา R. microporus ด้วยวิธี dual culture plate วัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง
เปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ ค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ 
 
6 ทดสอบการยับยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตุโรครากขาวในดินปลูก 

ทดสอบการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตโุรครากขาวในดินปลกูโดยดดัแปลง
จากวิธีการของ Fox (1977) 
 

6.1 การเต รียมเชื ้อรา  Rigidoporus microporus โดยเลี ย้ ง เ ชื อ้ รา  
R. microporus บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีบรรจใุนหลอดทดลองขนาด 2.5 X 
15 เซนติเมตร (นึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 
20 นาที) บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 
 

6.2 การเตรียมดิน เป็นดินท่ีใช้ในการปลูกยาง โดยบดดินให้ร่วนผสมแกลบ
อตัราส่วน 10 : 1 คลกุเคล้าให้เข้ากัน ปรับให้มีความชืน้ 25 เปอร์เซ็นต์ โดยเตรียมความชืน้
เช่นเดียวกบัข้อ 5.2 แล้วจึงแบ่งดินเป็น 2 สว่น 

6.2.1 ส่วนแรก น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 20 นาที แล้วจึงผสมปุ๋ ยอินทรีย์ท่ีมีสตูรส าเร็จเชือ้รา Trichoderma 
sp. เจริญอยู่ในอตัราสว่น 10 : 1 กรัม 
 6.2.2 ส่วนท่ีสอง เป็นดินท่ีไมน่ึ่งฆ่าเชือ้ผสมปุ๋ ยอินทรีย์ท่ีมีสตูรส าเร็จเชือ้รา 
Trichoderma sp. ในอตัราสว่น 10 : 1 กรัม 
 

6.3 การทดสอบ บรรจุดินจากข้อ 6.2.1 และ 6.2.2 ในหลอดท่ีเตรียมไว้ในข้อ 
6.1 หลอดละ 15 กรัม ส่วนชุดควบคมุ ใส่ดินผสมแกลบ และผสมกับปุ๋ ยอินทรีย์ท่ีไม่มีเชือ้รา 
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Trichoderma sp. เตรียมชดุทดสอบละ 4 ซ า้ บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั บันทึกผล โดยวดั
ความสูงของเส้นใยเชือ้รา R. microporus ท่ีเจริญ เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ค านวณหา
เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  
 

7. ประเมินศักยภาพของรา Trichoderma sp. ในปุ๋ยคอกหรือปุ๋ยอินทรีย์ต่อการควบคุมโรค
รากขาวในเรือนกระจก 

 

 7.1 การเตรียมเชือ้รา Rigidoporus  microporus เตรียมโดยเลีย้งเชือ้รา  
R. microporus ในถงุเพาะเห็ดปราศจากเชือ้ท่ีมีสว่นผสมของ ขีเ้ลื่อยยางพารา : ร า : น า้ตาลทราย 
: น า้ อตัราสว่น 100 : 3 : 2 : 50 (โดยน า้หนกั) ถงุละ 400 กรัม บ่มเลีย้งท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 4 
เดือน (อารมณ์ โรจน์สจิุตร, 2541) 
 

7.2 การเตรียมดิน ใช้ดินไม่นึ่งฆ่าเชือ้ มาจากพืน้ท่ีเดียวกัน ผสมดินกับแกลบ 
อตัราสว่น 10 : 1 ให้สม ่าเสมอกนั กระถางละ 1.5 กิโลกรัม 

 
7.3 การปลูกเชือ้ และการปลูกต้นยาง ใช้ต้นกล้ายางพันธุ์ RRIM 600 อายุ 8 

เดือน ปลกูในกระถางขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 12 นิว้ กระถาง ละ 3 ต้น และปลกูเชือ้โดยฝังก้อน
เชือ้ลงกลางกระถาง ๆ ละ 1 ก้อน 

 
7.4 การใส่ปุ๋ยคอกหรือปุ๋ยอนิทรีย์สูตรส าเร็จเชือ้รา Trichoderma sp. ใสปุ่๋ ย

บริเวณโคนต้นยาง กระถางละ 125 กรัม คลุกเคล้าให้เ ข้ากัน วางแผนการทดลองแบบ 
Completely Randomized Design 6 กรรมวิธี 10 ซ า้ ซ า้ละ 3 ต้น ดงันี ้

กรรมวิธีท่ี 1 ดิน+สตูรส าเร็จเชือ้รา Trichoderma sp.+ปุ๋ ยอินทรีย์+ต้นกล้า
ยาง+เชือ้รา R. microporus 

กรรมวิธีท่ี 2 ดิน+สตูรส าเร็จเชือ้รา Trichoderma sp.+ต้นกล้ายาง+เชือ้รา 
R. microporus 

กรรมวิธีท่ี 3 ดิน+สารก าจัดเชือ้รา carboxin 2 กรัม+ต้นกล้ายาง+ เชือ้รา 
 R. microporus 

กรรมวิธีท่ี 4 ดิน+ปุ๋ ยอินทรีย์+ต้นกล้ายาง+เชือ้รา R. microporus 
กรรมวิธีท่ี 5 ดิน+ต้นกล้ายาง+เชือ้รา R. microporus 
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กรรมวิธีท่ี 6 ดิน+ต้นกล้ายาง 
ประเมินระดับความรุนแรงของโรคโดยให้ระดับความรุนแรงของโรคตาม

วิธีการท่ีดดัแปลงจาก Wattanasilakorn และคณะ (2012) 
ระดบั 0  ไมแ่สดงอาการ 
ระดบั 1  แสดงอาการเห่ียว 
ระดบั 2  แสดงอาการใบเหลือง 
ระดบั 3  แสดงอาการใบร่วง 
ระดบั 4  แสดงอาการต้นตาย 
น าคา่จากการประเมินระดบัความรุนแรงในการเกิดโรคมาค านวณเปอร์เซ็นต์

ลดการเกิดโรค และดชันีการเกิดโรค จากสตูร 
 

 
     เปอร์เซ็นต์ลดการเกิดโรค =100- 
 
 
                                                                                                              
 
 
 

วิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Duncan´s Mutiple Range Test พร้อมทัง้ทดสอบ

คณุสมบัติบางประการ เช่น Total N, Avaliable P, Avaliable K และ pH ของดินปลกูยางพารา

หลงัสิน้สดุการทดลอง เป็นเวลา 4 เดือน 

 

ความรุนแรงของโรคในกรรมวิธีทดสอบ  

ความรุนแรงของโรคในกรรมวิธีควบคมุ 

 ดชันีการเกิดโรค = 
ผลรวมการเกิดโรคแตล่ะระดบั 

จ านวนต้นยาง x ระดบัการเกิดโรคสงูสดุ 
X 100 

X 100 
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บทที่ 3 
ผล และวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
1. การคัดเลือกเชือ้รา Trichoderma spp. มีประสทิธิภาพในการยับยัง้เชือ้รา Rigidoporus microporus 
 

1.1 การเกบ็ตัวอย่างดิน และแยกเชือ้รา Trichoderma spp. 
แยกเชือ้รา Trichoderma spp. จากตวัอย่างดินจ านวน 86 ตวัอย่าง (ตาราง

ภาคผนวกท่ี 1) ด้วยวิธี dilution spread plate บนอาหาร TSM โดยคัดเลือกจากโคโลนีท่ีมี
ลกัษณะการสร้างเส้นใยท่ีเจริญเร็ว ได้จ านวน 356 ไอโซเลท ในระยะแรกโคโลนีมีเส้นใยสีขาวหลงั
จากนัน้มีการสร้างสปอร์สีเขียว เรียงเป็นวงรอบหรือเป็นวงแหวน (ภาพท่ี 3) ทัง้นี ้Rifai (1969) และ 
Bissett (1991) รายงานวา่ ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ เชือ้รา Trichoderma spp. สามารถใช้
คดัแยกความแตกต่างในกลุ่ม Hyphomycete ออกจากเชือ้รากลุ่มอ่ืน แต่ไม่สามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างสายพันธุ์ออกจากกันได้ใช้เป็นเพียงข้อสังเกตเบือ้งต้นในการจ าแนกเชือ้รา 
Trichoderma spp. ซึ่งการเจริญรวดเร็วเป็นความโดดเดน่ท่ีมีประโยชน์อย่างมากส าหรับการระบุ
โดยทัว่ไปวา่เชือ้รา Trichoderma spp. แตไ่มเ่พียงพอในการจ าแนกชนิดของเชือ้รา โดยทั่วไปเชือ้
รา Trichoderma spp. สร้างสปอร์สีเขียว แต่ในบางกรณีอาจเป็นสีขาวหรือสีเหลืองหรือสีเทา
ขึน้อยู่กบัสายพนัธุ์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 3 โคโลนีของเชือ้รา Trichoderma spp. บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSM หลงัการแยกเชือ้ด้วยวิธี 
dilution spread plate ท่ีความเข้มข้นของดิน 10-4 เป็นเวลา 7 วนั 
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1.2 การคัดเลือกเชือ้รา Trichoderma spp. ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยัง้
การเจริญของเส้นใยเชือ้รา Rigidoporus microporus 

เมื่อน าเชือ้รา Trichoderma spp. ท่ีแยกได้มาทดสอบประสิทธิภาพในการ
ยับยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus ด้วยวิธี dual culture plate พบว่า เชือ้รา 
Trichoderma spp. ทัง้ 356 ไอโซเลท สามารถยับยัง้เชือ้รา R. microporus ได้ 48.57-91.43 
เปอร์เซ็นต์ (ตารางภาคผนวกท่ี 2) โดยไอโซเลท NL2.2 และ ChM1.1 สามารถยับยัง้ได้ดีท่ีสดุ มี
เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้เท่ากบั 91.43 และ 88.57 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (ภาพท่ี 4) Gaiera และคณะ 
(2013) รายงานว่า เชือ้รา Trichoderma spp. มีกลไกการยับยัง้เชือ้สาเหตุโรคพืชหลายวิธี 
แบ่งเป็นกลไกทางตรง และทางอ้อม กลไกทางตรง เช่น การเป็นปรสิตของเชือ้สาเหตโุรคโดยใช้เส้น
ใยพนัรัด และแทงเข้าเส้นใยของเชือ้สาเหตโุรคพืช ดดูกินสารอาหารภายในเซลล์ของเชือ้สาเหตโุรค
พืช แล้วท าให้เกิดความผิดปกติไมส่ามารถเจริญตามปกติได้ และกลไกทางอ้อม เช่น การแขง่ขนัใน
ด้านการครอบครองพืน้ท่ี และสารอาหาร การสร้างสารปฏิชีวนะชนิดตา่ง ๆ และเหน่ียวน ากลไกให้
พืชเกิดความต้านทานต่อเชือ้สาเหตโุรคพืช ซึ่งกลไกเหล่านีท้ าให้เชือ้รา Trichoderma spp. มี
ความโดดเด่นในการเป็นจุลินทรีย์ปฏิปักษ์เพ่ือใช้ควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีท่ีน ามาใช้กันอย่าง
กว้างขวาง สอดคล้องกับการรายงานของ Harman (2000) ท่ีรายงานว่า การเป็นปรสิตของเชือ้
สาเหตโุรคพืช การสร้างสารปฏิชีวนะ การแขง่ขนัในด้านการครอบครองพืน้ท่ี และสารอาหาร และ
ชกัน าให้พืชเกิดความต้านทานตอ่เชือ้สาเหตโุรคพืชเป็นกลไกท่ีส าคญัท่ีท าให้เชือ้รา Trichoderma 
spp. สามารถเป็นจลุินทรีย์ปฏิปักษ์ท่ีมีศกัยภาพในการควบคมุโรคพืช  
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ภาพท่ี 4 โคโลนีของเชือ้รา Trichoderma spp. และเชือ้รา Rigidoporus microporus บนอาหาร

เลีย้งเชือ้ PDA เมื่อทดสอบด้วยวิธี dual culture plate หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็น
เวลา 7 วนั 

ก. เชือ้รา Trichoderma sp. ChM1.1 (ซ้าย)+เชือ้รา R. microporus (ขวา) 
ข. เชือ้รา Trichoderma sp. NL2.2 (ซ้าย)+เชือ้รา R. microporus (ขวา) 
ค. เชือ้รา R. microporus อย่างเดียว (ชดุควบคมุ) 

ก 

ข 

ค 

T R 

T R 

R 
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2. จ าแนกชนิดของเชือ้รา Trichoderma spp. 
 

2.1 จ าแนกเชือ้รา Trichoderma spp. ทางสัณฐานวทิยา 
จากการน าเชือ้รา Trichoderma spp. ChM1.1 และ NL2.2 ซึ่งสามารถ

ยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus ได้สงูสดุมาจ าแนกทางสณัฐานวิทยา พบวา่ ทัง้ 2 ไอโซ
เลท มีลกัษณะตรงกบั เชือ้รา T. harzianum โดยเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 มีการเจริญอย่าง
รวดเร็วในอาหารเลีย้งเชือ้ PDA โดยในระยะแรกเส้นใยมีสีขาว และมีการเจริญอย่างรวดเร็วภายใน 
2 วนั หลงัจากนัน้มีการสร้างสปอร์สีเขียวจ านวนมากมายภายใน 7 วนั โดยกลุม่สปอร์มีสีเขียวออ่น 
ลักษณะค่อนข้างกลม ผิวเรียบ  มีขนาด 2.5-2.7x2.5-2.8 ไมโครเมตร ก้านชูสปอร์จะแตก
ก่ิงก้านสาขาจ านวนมาก และสร้างสารบางอย่างแพร่ในอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ปรากฏเป็นสีเหลือง 
(ภาพท่ี 5) ส าหรับเชือ้รา T. harzianum NL2.2 พบวา่ มีการเจริญอย่างรวดเร็วในอาหารเลีย้งเชือ้ 
PDA เช่นกนั โดยในระยะแรกเส้นใยมีสีขาวเจริญขึน้ หลงัจากนัน้มีการสร้างสปอร์สีเขียวภายใน 5 
วัน โดยมีกลุ่มสปอร์สี เขียวอ่อน ลักษณะค่อนข้างกลม ผิวเ รียบ มีขนาด 2.5-3.5x2.1-2.8 
ไมโครเมตร ก้านชูสปอร์จะแตกก่ิงก้านสาขาจ านวนมาก (ภาพท่ี 6) ซึ่งจากการจัดจ าแนกเชือ้รา  
T. harzianum ตรงกับท่ี Bissett (1991) รายงานว่า โคโลนีของเชือ้รา T. harzianum เจริญเร็ว 
ก้านชสูปอร์แตกก่ิงก้านมากมาย สปอร์ค่อนข้างกลม หรือเป็นวงรี มีขนาดเล็กกว่า 2.5-3.5x2.1-
3.0 ไมโครเมตร เมื่อแก่เตม็ท่ีจะเป็นสีเขียวออ่น จนถึงเขียวเขม็ 
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ภาพท่ี 5 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชือ้รา Trichoderma harziamum ChM1.1 

  ก. โคโลนี อาย ุ7 วนั บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA  
  ข. conidiophores, phialide และ phialospores  
  ค. phialospores  

conidiophores 

phialospores 

phialide 

2.5 µm 

2.5 µm ค 

ข 

ก 
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ภาพท่ี 6 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชือ้รา Trichoderma harziamum NL2.2 

  ก. โคโลนี อาย ุ7 วนั 
  ข. conidiophores, phialide และ phialospores  
  ค. phialospores  
 

conidiophores 

phialospores 

 

phialide 

 

2.5 µm 

2.5 µm ค 
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ก 
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 2.2 จ าแนกชนิดของเชือ้รา Trichoderma harziamum. ChM1.1 และ NL2.2 
ด้วยวธีิทางชีวโมเลกุล 

จากการน าเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 และ NL2.2 ซึ่งสามารถยับยัง้เชือ้
รา R. microporus ได้สงูสดุมาจ าแนกชนิดทางชีวโมเลกุล โดยการเพ่ิมปริมาณ DNA ในส่วน 
ITS1-5.8S-ITS2 ด้วย primer Pn3 (forward) และ Pn16 (reverse) แล้วส่ง PCR products (ภาพ
ท่ี 7) เพ่ืออา่นล าดบัเบส DNA ท่ีศนูย์เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ ท าการ
ตรวจสอบล าดบัเบสบน DNA จากนัน้น าล าดบัเบส DNA ท่ีได้ ตรวจสอบโดยโปรแกรม BLAST 
search จากฐานข้อมลูใน GenBank ของ National Center for Biotechology Information 
(NCBI) เพ่ือค้นหาสายพันธุ์ เ ชือ้ราท่ีมีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกันมากท่ีสุด  พบว่า เชือ้รา 
Trichoderma spp ทัง้ 2 ไอโซเลท มีความสมัพันธ์ใกล้เคียงกันกับเชือ้รา T. harzianum มากถึง 
99 เปอร์เซ็นต์  
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
ภาพท่ี 7 ขนาด PCR products ของเชือ้รา Trichoderma harzianum ChM1.1 และ NL2.2 เมื่อ

เปรียบเทียบกบั Markers (100 bp ladder) 
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2.3 ศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชือ้รา Trichoderma harziamum ChM1.1 
และ NL2.2 

2.3.1 ทดสอบความเป็นกรด-ด่าง (pH) ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของ
เชือ้รา Trichoderma harzianum ChM1.1 และ NL2.2 

จากการศึกษา พบว่า เชือ้รา T. harzianum ChM1.1 และ NL2.2 
สามารถเจริญได้ในทุก pH ตัง้แต่ 4-8 โดย เชือ้รา T. harzianum ChM1.1 สามารถเจริญได้ดีใน 
pH 6-7 รองลงมาใน pH 8, 5 และ 4 ตามล าดับ (ตารางท่ี 3 และ ภาพท่ี 8) ส่วนเชือ้รา  
T. harzianum NL2.2 สามารถเจริญได้ดีใน pH 6-8 รองลงมาใน pH 5 และ pH 4 ตามล าดบั 
(ตารางท่ี 3 และ ภาพท่ี 9) สอดคล้องกับรายงานของ Kolli และคณะ (2012) ท่ีศึกษา
ความสามารถในการเจริญของเชือ้รา Trichoderma spp. ใน pH ต่าง ๆ ได้แก่ pH 4.5 5.5 6.5 
และ 7.5 จากการศกึษา พบวา่ เชือ้รา Trichoderma spp. จ านวน 25 ไอโซเลท สามารถเจริญได้ดี
ท่ีสดุท่ี pH 7.5  รองลงมาคือ pH 5.5 และ 6.5 ตามล าดบั ส่วนท่ี pH 4.5 สามารถเจริญได้น้อย
ท่ีสุด อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบเฉพาะเชือ้รา T. harzianum เพียงสายพันธุ์ เดียว พบว่า 
สามารถเจริญได้ดีใน pH 7.5, 6.5, 5.5 และ 4.5  

 
ตารางท่ี 3 การเจริญของเชือ้รา Trichoderma harzianum ChM1.1 และ NL2.2 บนอาหารเลีย้ง

เชือ้ PDA ท่ี pH ตา่ง ๆ หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 2 วนั  

** แตกตา่งทางสถิติท่ี P < 0.01 
1/ คา่เฉล่ียในคอลมัน์เดียวกนัตามด้วยตวัอกัษรท่ีเหมือนกันแสดงว่าไม่มีแตกต่างทางสถิติท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต์ โดยวิธี Duncan´s Mutiple Range Test  
 

pH 
ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง (เซนติเมตร) 
ChM1.1 NL2.2 

4   6.03±0.10d1/   6.25±0.35b 
5 7.45±0.05c 6.30±0.35b 
6   8.03±0.12ab 7.58±0.05a 
7 8.35±0.09a 7.68±0.05a 
8  7.93±0.22b 7.92±0.33a 

                    F-test                                           ** ** 
                 C.V. (%)                                        3.25         1.43 
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ภาพท่ี 8 โคโลนีของเชือ้รา Trichoderma harzianum ChM1.1 บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ท่ีมีระดบั 
pH ตา่ง ๆ หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 2 วนั 
ก. pH 4       ข. pH 5       ค. pH 6       ง. pH 7       จ. pH 8 

ก ข 

ค ง 

จ 
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ภาพท่ี 9 โคโลนีของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ท่ีมีระดบั 

pH ตา่ง ๆ หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 2 วนั 
ก. pH 4       ข. pH 5       ค. pH 6       ง. pH 7       จ. pH 8 
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2.3.2 ทดสอบ อุณหภูมิ ท่ี เ หมาะสม ต่อการ เ จ ริญของ เชื ้อ ร า 
Trichoderma harzianum ChM1.1 และ NL2.2 สามารถเจริญได้ดีท่ีสุด 

จากการทดสอบความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภมูิท่ีแตกต่างกัน 
ตัง้แต่ 20, 25, 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส พบว่า เชือ้รา T. harzianum ChM1.1 และ NL2.2  
สามารถเจริญได้ดีในอณุหภมูิ 20-25 องศาเซลเซียส เจริญลดลงท่ีอณุหภมูิ 30 และ 35 องศา
เซลเซียส และไม่สามารถเจริญท่ีอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 4 และ ภาพท่ี 10) และ 
(ตารางท่ี 4 และ ภาพท่ี 11) สอดคล้องกับการทดลองของ Yates และคณะ (2008) ท่ีรายงานว่า 
เชือ้รา Trichoderma spp. สามารถทนและเจริญได้ดีในอณุหภมูิ 15-35 องศาเซลเซียส นอกจากนี ้
จากการศึกษาของ Anees และคณะ (2010) ซึ่งได้ทดสอบความสามารถในการเจริญของเชือ้รา 
Trichoderma spp. ในอณุหภมูิ 20, 25, 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
พบว่า เชือ้รา Trichoderma spp. มีการเจริญเป็นปกติท่ีอณุหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส เจริญ
ลดลงท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส และไมส่ามารถเจริญท่ีอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส 

 
ตารางท่ี 4 การเจริญของเชือ้รา Trichoderma harzianum ChM1.1 และ NL2.2 บนอาหารเลีย้ง

เชือ้ PDA ท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ หลงัการบ่ม เป็นเวลา 2 วนั 

** แตกตา่งทางสถิติท่ี P < 0.01 
1/ คา่เฉล่ียในคอลมัน์เดียวกนัตามด้วยตวัอกัษรท่ีเหมือนกันแสดงว่าไม่มีแตกต่างทางสถิติท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 99  เปอร์เซ็นต์ โดยวิธี Duncan´s Mutiple Range Test  

อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) 
ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง (เซนติเมตร) 

ChM1.1 NL2.2 
20  9.00±0.00a1/  9.00±0.00a 

25 9.00±0.00a 9.00±0.00a 
30 3.13±0.05b 5.20±0.00b 
35 0.96±0.08c 2.28±0.08c 
40 0.50±0.00d 0.50±0.00d 

F-test                    ** ** 
C.V. (%)                                       0.035 0.025 
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ภาพท่ี 10 โคโลนีของเชือ้รา Trichoderma harzianum ChM1.1 บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA หลงั

การบ่มท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ เป็นเวลา 2 วนั 
                 ก. 20 องศาเซลเซียส     ข. 25 องศาเซลเซียส 
              ค. 30 องศาเซลเซียส     ง. 35 องศาเซลเซียส 
             จ. 40 องศาเซลเซียส 
 

ก ข 
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จ 
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ภาพท่ี 11 โคโลนีของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA หลงัการ

บ่มท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ เป็นเวลา 2 วนั 
                 ก. 20 องศาเซลเซียส     ข. 25 องศาเซลเซียส 
            ค. 30 องศาเซลเซียส     ง. 35 องศาเซลเซียส 

       จ. 40 องศาเซลเซียส 
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3. ศึกษากลไกการยับยัง้ของเชือ้รา Trichoderma harzianum. ChM1.1 และ NL2.2 ต่อเชือ้รา 
Rigidoporus microporus สาเหตุโรครากขาวของยางพารา 
 

3.1 ศึ ก ษ า ลั กษณะท า ง โค ร งส ร้ า ง ท่ี เ ป ล่ี ยนแป ล งขอ ง เ ชื ้อ ร า 
Rigidoporus microporus 
 จากการศึกษาลักษณะทางโครงสร้าง ท่ี เปลี่ยนแปลงไปของเชื อ้รา 
R. microporus เมื่อเลีย้งร่วมกับเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 และ NL2.2 ด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเลคตรอนแบบสอ่งกราด พบวา่ เส้นใยของเชือ้รา R. microporus มีลกัษณะผิดปกติ โดยเกิดเป็น
รูพรุน และฉีกขาด เมื่อเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุซึ่งเลีย้งเชือ้รา R. microporus อย่างเดียว (ภาพ
ท่ี 12) อาการผิดปกติของเส้นใยเชือ้รา R. microporus ท่ีเกิดขึน้ เป็นผลมาจากเส้นใย และสปอร์
ของเชือ้รา Trichoderma spp. สมัผสักบัเส้นใยของเชือ้รา R. microporus แล้วผลิตสารบางอย่าง
ออกมาท าให้ผนังเซลล์ผิดปกติ ทัง้นี ้ Collmer และ Keen (1986) ได้รายงานว่า เชือ้รา 
Trichoderma spp. ยบัยัง้การเข้าท าลายของเชือ้สาเหตโุรคพืช โดยเส้นใยเข้าไปสมัผสั พนัรัด และ
เจาะเส้นใยของเชือ้สาเหตโุรคพืช ท าให้โครงสร้างเซลล์ผิดปกติไป เกษม สร้อยทอง (2551) กล่าว
วา่ เชือ้รา Trichoderma spp. สามารถสร้างสารพิษปลดปล่อยออกภายนอกเซลล์ สารดงักล่าวมี
คณุสมบัติในการยับยัง้หรือท าลายเซลล์ของเชือ้สาเหตุโรคท่ีอาศัยอยู่บริเวณนัน้ ส่งผลให้เชือ้
สาเหตโุรคพืชถกูท าลาย นอกจากนี ้Intana (2003) รายงานวา่ จากการเลีย้งเชือ้รา T. harzianum 
ร่วมกับเชือ้ Pythium aphanidermatum ด้วยวิธี dual culture เป็นเวลา 4 วนั และ 6 วนั พบว่า 
จากการเลีย้งร่วมกนัเป็นเวลา 4 วนั เส้นใยของเชือ้รา T. harzianum มีการพันรัด และปล่อยสาร
บางอย่างออกมาท าให้เส้นใยของเชือ้ P. aphanidermatum ผิดปกติ ในขณะท่ีการเลีย้งร่วมกัน
เป็นเวลา 6 วนั พบวา่ เชือ้รา T. harzianum มีการสร้างสปอร์เพ่ิมมากขึน้ และเมื่อเส้นใยของเชือ้ 
P. aphanidermatum สมัผสักบัสปอร์ของเชือ้รา T. harzianum จะมีลกัษณะเห่ียว และเป็นรูพรุน 
สง่ผลให้เส้นใยถกูท าลาย 
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ภาพท่ี 12 เส้นใยเชือ้รา Rigidoporus microporus แสดงอาการเห่ียว เกิดรูพรุน และฉีกขาด เมื่อ

วางเลีย้งร่วมกับเชือ้รา Trichoderma harzianum ChM1.1 และ NL2.2 หลงัการบ่มท่ี
อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 2 วนั 

ก.และ ค. เชือ้รา R. microporus ร่วมกบั เชือ้รา T. harzianum ChM1.1 
ข. และ ง. เชือ้รา R. microporus ร่วมกบั เชือ้รา T. harzianum NL2.2  
จ. เชือ้รา R. microporus (ชดุควบคมุ) มีลกัษณะเส้นใยปกติ 
Conidia of Trichoderma spp. =Tc, R. microporus=R และ hole=ho 
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3.2 ศึกษาความสามารถในการสร้างเอนไซม์ chitinase ของเชือ้รา 
Trichoderma harzianum ChM1.1 และ NL2.2 

จากการศึกษาการสร้าง chitinase ของเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 และ 
NL2.2 โดยสังเกตการเกิดวงใสรอบโคโลนี พบว่า เชือ้รา Trichoderma spp. ทัง้ 2 ไอโซเลท 
สามารถสร้างเอนไซม์ chitinase ออกมาย่อย colloidal chitin ในอาหารเลีย้งเชือ้ได้ จึงให้ผลเป็น
บวก (ภาพท่ี 13) Agrawal และ Kotasthane (2012) กลา่ววา่ chitin เป็นองค์ประกอบท่ีส าคญัใน
ผนงัเซลล์ของเชือ้รา การท่ีเชือ้รา Trichoderma spp. สามารถผลิตเอนไซม์ chitinase ซึ่งสามารถ
ย่อยสะลาย chitin จึงท าให้มีคณุสมบัติในยับยัง้เชือ้สาเหตโุรคพืชท่ีเกิดจากเชือ้ราได้ จึงจัดเป็น
กลไกส าคญัในการควบคมุโรคพืชของเชือ้รา Trichoderma spp. สอดคล้องกับการทดลองของ 
Tokimoto (1982) Sivan และ Chet (1986) Kubicek และคณะ (2001) ท่ีรายงานวา่ผนงัเซลล์ของ
เชือ้รามีโครงสร้างหลกัส่วนใหญ่เป็น chitin, glucan และ proteins การท่ีเชือ้รา Trichoderma 
spp. มีกลไกการปรสิตต่อเชือ้สาเหตโุรคพืช และผลิตเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยสลายองค์ประกอบ
เหลา่นีก้็จะช่วยสง่เสริมประสิทธิภาพของกลไกหลกัในการยับยัง้เชือ้ราสาเหตโุรคพืช Haran และ
คณะ (1996) และ Balasubramanian (2003) รายงานว่า เชือ้รา T. flavofuscum, T. harzianum 
และ T. viride เป็นจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ท่ีมีการใช้ในการควบคมุโรคพืชโดยชีววิธีมากท่ีสดุ กลไกท่ี
สามารถควบคมุเชือ้ราโรคพืชส่วนใหญ่ คือ การผลิต antibiotics และเป็นปรสิตของพืชโดยตรง 
สามารถเข้าท าลายแล้วหลัง่เอนไซม์ เช่น cellulase, chitinase, β-1,3-glucanase และ proteases 
โดยเอนไซม์เหลา่นี ้สามารถท าลายสว่นของผนังเซลล์เชือ้ราสาเหตโุรคพืช ซึ่งมีองค์ประกอบเป็น 
cellulose, chitin, glucan และ proteins (Lorito et al., 1994; Carsolio et al., 1999) ท าให้เชือ้
ราสาเหตโุรคพืชหยดุการเจริญ 
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ภาพท่ี 13 ลกัษณะการสร้างวงใสท่ีเกิดจากการย่อย substrate โดยเอนไซม์ chitinase บนอาหาร 

เลีย้งเชือ้ PDA ท่ีผสม colloidal chitin 2.4 เปอร์เซ็นต์ หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็น
เวลา 2 วนั 
ก. วงใสท่ีเกิดจากการย่อย chitin โดยเอนไซม์ chitinase ของเชือ้รา T. harzianum 

ChM1.1  
ข. วงใสท่ีเกิดจากการย่อย chitin โดยเอนไซม์ chitinase ของเชือ้รา T. harzianum 

NL2.2 
 
 3.3 ศึ กษา การส ร้ า งสา ร ปฏิ ชี ว นะช นิ ด ท่ี ร ะ เหยไ ด้ ของ เ ชื ้อ ร า 
Trichoderma harzianum ChM1.1 และ NL2.2 ต่อการเจริญของเชือ้รา Rigidoporus microporus 
 จากการศึกษาประสิทธิภาพของสารระเหยของเชือ้รา T. harzianum 
ChM1.1 และ NL2.2 ต่อการยับยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus พบว่า มี
ประสิทธิภาพในการยับยัง้ได้เท่ากันคือ 94.4 เปอร์เซ็นต์ (ตารางภาคผนวกท่ี 3 และ ภาพท่ี 14) 
และเมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบหลกัของสารระเหยท่ีสกัดได้จากเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 
และ NL2.2 โดยใช้เคร่ือง GC-MS พบว่า องค์ประกอบหลักของสารระเหยของเชือ้รา T. 
harzianum ChM1.1 ได้แก่  3-octanone, benzeneacetaldehyde, 3-octanyl acetate, 
pentadecane, 4-heptanol,4-ethyl-2,6-dimethyl-, Hexadecane, 2,6,10,14-tetramethyl และ 
Hydroxymethylcyclododecane (ตารางภาคผนวกท่ี 4 และ ภาพท่ี 15) โดย พบว่า มีสาร 3-
octanone ปริมาณมากท่ีสดุ 29.82 เปอร์เซ็นต์ของสารท่ีวิเคราะห์ได้ทัง้หมด โดย 3-octanone เป็น
สารท่ีจดัอยู่ในกลุม่ของแอลกอฮอลมี์ฤทธ์ิในการยบัยัง้เชือ้ราสาเหตโุรคพืช โดยมีผลไปท าลายส่วน

ก ข 
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ของโปรตีนของเชือ้สาเหตโุรค ซึ่งโปรตีนเป็นองค์ประกอบพืน้ฐานในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตทกุชนิด และ
มีหน้าท่ีส าคญัภายในเซลล์เชน่ เอนไซม์ท่ีท าให้เกิดปฏิกิริยาทางเคมีตา่ง ๆ  ของสิ่งมีชีวิต โปรตีนท่ีมี
โครงสร้างซับซ้อนจะมีความส าคัญมากในกระบวนการต่าง ๆ ภายในเชลล์ แต่หากโปรตีนถูก
ท าลายเสียสภาพ (denaturation) ท าให้ไม่สามารถท าหน้าท่ีนัน้ ๆ ได้ โครงสร้างของโปรตีนถูก
ท าลายเมื่อพนัธะท่ีใช้ยึดโครงสร้างถกูท าลายด้วยสารกลุม่แอลกอฮอล์ โดยสารกลุม่แอลกอฮอล์จะ
ไปสลายพนัธะไฮโดรเจนในสว่นท่ีเช่ือมโยงอะตอมไฮโดรเจนและออกซิเจน ซึ่งต่อกันเหมือนลกูโซ่  
ท าให้โมเลกุลของโปรตีนสูญเสียรูปร่างมีผลต่อการท างานของโปรตีน (นิรนาม, 2556) และ
องค์ประกอบหลกัของสารระเหยท่ีสกัดได้จากเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ได้แก่ 1-butanol 3-
methyl-, benzeneethanol, à-bergamotene, 1-methyl-4(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-
methylbenzene, 6 amyl à pyrone, zingibereneá, à-bisabolene, á-sesquiphellandrene 
และ 2(1H)-naphthalenone4a,5,6,7,8,8a-hexahydro-8a-methyl-, trans- (ตารางภาคผนวกท่ี 5 
และ ภาพท่ี 16 ) โดยพบว่า มีสาร 6 amyl à pyrone และสาร benzeneethanol ปริมาณการผลิต
มากท่ีสุด 14.72 และ 13.16 เปอร์เซ็นต์ ของสารท่ีวิเคราะห์ได้ทัง้หมด ตามล าดับ โดยสาร 
benzeneethanol จดัอยู่ในกลุ่มแอลกอฮอล์เป็นสารท่ีมีฤทธ์ิแบบเดียวกันกับสารระเหยท่ีสกัดได้
จากเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 สว่นสาร 6 amyl à pyrone มีคณุสมบตัิเป็นสารปฏิชีวนะ จึงมี
ฤทธ์ิในการยบัยัง้เชือ้ราสาเหตโุรค Pezet และคณะ (1999) รายงานว่า สาร 6-pentyl-a-pyrone ท่ี
สกดัได้จากสายพันธุ์ของเชือ้รา Trichoderma spp. มีคณุสมบัติเป็นสารปฏิชีวนะสามารถยับยัง้
การเจริญของเส้นใย และการงอกของสปอร์ของเชือ้รา Botrytis cinerea สอดคล้องกับการศึกษา
ของ Claydon และคณะ (1987) ท่ีศึกษาประสิทธิภาพของสารระเหย 6-n-pentyl-2H-pyran-2-
one และ 6-n-pentenyl-2H-pyran-2-one ของเชือ้รา T. harzianum 2 สายพันธุ์  พบว่า มี
คณุสมบัติในการยับยัง้ และลดอตัราการเข้าท าลายของเชือ้รา Rhizoctonia solani สาเหตโุรค 
damping off ในต้นกล้าผกักาดหอม 
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ภาพท่ี 14 ประสิทธิภาพของสารระเหยของเชือ้รา Trichoderma harzianum ChM1.1 และ 

NL2.2 ตอ่เชือ้รา Rigidoporus microporus หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 

ก. เชือ้รา T. harzianum ChM1.1 ท่ีเจริญบนเมลด็ข้าวฟ่าง (ด้านลา่ง) ปลอ่ยสาร
ระเหยมายบัยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus (ด้านบน) 

ข. เชือ้รา T. harzianum NL2.2 ท่ีเจริญบนเมลด็ข้าวฟ่าง (ด้านลา่ง) ปลอ่ยสารระเหย
มายบัยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus (ด้านบน) 

ค. เชือ้รา R. microporus เจริญได้ดี เน่ืองจากไมม่ีสารระเหยจากเชือ้รา Trichoderma 
spp. มายบัยัง้ (ชดุควบคมุ) 
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 3.4 ก า รส ร้ า ง ส า รป ฏิ ชี ว น ะ ช นิด ท่ี แพ ร่ ใ นอ า หา รข อ ง เ ชื ้อ ร า  
Trichoderma harzianum ChM1.1 ต่อการเจริญของเชือ้รา Rigidoporus microporus 

จากการทดสอบประสิทธิภาพเบือ้งต้นของน า้เลีย้งเชือ้รา T. harzianum 
ChM1.1 และ NL2.2 พบว่า น า้เลีย้งเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 มีประสิทธิภาพในการยับยัง้
การเจริญของเชือ้รา R. microporus จึงสกัดสารปฏิชีวนะจากน า้เลีย้งเชือ้รา T. harzianum 
ChM1.1 เพ่ือหาค่า MIC และ MFC ด้วยวิธี broth microdilution พบว่า เชือ้รา T. harzianum 
ChM1.1 มีคา่ MIC และ MFC เท่ากบั 500 และ 1,000 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั สว่นสาร
ก าจัดเชือ้รา carboxin มีค่า MIC และ MFC เท่ากับ 0.49 และ 0.98 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั  
 ทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้รา R. microporus ของสารสกัดด้วยวิธี Thin-layer 
chromatography bioautography พบว่า สารสกัดมีฤทธ์ิต้านเชือ้รา R. microporus โดยเห็น
บริเวณยับยัง้ (clear zone) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคมุ ซึ่งเส้นใยของเชือ้รา R. microporus 
เจริญทั่วผิวหน้าอาหาร ซึ่งมีค่า Rf  อยู่ในช่วง 0.22-0.4 (ภาพท่ี 17) และเมื่อน าสารไปวิเคราะห์
องค์ประกอบด้วยเคร่ือง GC-MS พบว่า องค์ประกอบหลกั ได้แก่ acetic acid, 1,3-Diamio-2-
propanol, 2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-one, octadecanoic acid, 
octadec-9-enoicacid, 9-octadecenamide และ chrysophanol ซึ่งสารเหล่านีเ้ป็นสารท่ีอยู่ใน
กลุม่ของแอลกอฮอล์ ส าหรับการออกฤทธ์ิของสารปฏิชีวนะ เช่น สาร 1-Hydroxy-3-methyl-5,10-
anthraquinone (ตารางภาคผนวกท่ี 6 และ ภาพท่ี 18) Fuzellier และคณะ (1982) รายงานว่า 
สารในกลุ่ม anthraquinone (rheinemodin และ aloe-emodin) มีคุณสมบัติเป็นสารปฏิชีวนะ
สามารถยับยัง้เชือ้จุลินทรีย์ได้ เช่น เชือ้ราสาเหตุโรคผิวหนัง (กลาก และเกลือ้น) ได้แก่ เชือ้ 
Candida albicans,  Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum,  Pityrosporum sp. 
และอ่ืน ๆ นอกจากนีย้ังมีรายงานว่า เชือ้รา T. harzianum Th-R16 สามารถผลิตสาร 1,5-
dihydroxy-3-hydroxymethyl-9,10-anthraquinones ซึ่ ง เ ป็ นสาร ท่ี มี ฤ ท ธ์ิ ต้ าน เ ชื ้อ รา  และ
แบคทีเรีย (Ghisalberti and Sivasithamparam, 1991) 
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ภาพท่ี 17 บริเวณยับยัง้เชือ้รา Rigidoporus microporus เมื่อทดสอบด้วยวิธี Thin-layer 

chromatography bioautography บนแผ่น TLC หลงัการบ่มท่ีอุณหภมูิห้อง เป็น
เวลา 3 วนั 

ก. ชดุทดสอบ  (หยดสารสกดั) 
ข. ชดุควบคมุ  (หยดตวัท าละลาย ethyl acetate) 
R1-4 คือ จ านวนซ า้ของการทดลอง 

 

  ก 

ก ข 

clear zone No, clear zone 

R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 
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4. สูตรส าเร็จของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 
 ผลิตสตูรส าเร็จชนิดแกรนูล และผงจากเชือ้รา T. harzianum NL2.2 เน่ืองจาก
เชือ้รา T.  harzianum NL2.2 มีการเจริญ ขยายพันธุ์รวดเร็ว และมีเปอร์เซ็นต์ยับยัง้เชือ้รา  
R. microporus สงูกว่าเชือ้รา T.  harzianum ChM1.1 สตูรส าเร็จชนิดแกรนูล มีสีน า้ตาลเข้ม
ขนาดใกล้เคียงกนั ลกัษณะอดัตวักนัแน่น และแขง็ สว่นสตูรส าเร็จชนิดผงมีสีน า้ตาลเข้ม ละเอียด 
และเป็นเนือ้เดียวกนั (ภาพท่ี 19) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 19 ลกัษณะของสตูรส าเร็จของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 

ก. สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูผา่นเคร่ืองแร่งเบอร์ 6 
ข. สตูรส าเร็จชนิดผง 

 
4.1 การประเมินผลสูตรส าเร็จของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 

4.1.1 การทดสอบความสม ่ าเสมอ และการกระจายตัวของเชือ้รา 
Trichoderma harzianum NL2.2 ในสูตรส าเร็จ  

เมื่อน าสตูรส าเร็จชนิดแกรนูล และผงมาตรวจนับปริมาณเชือ้ด้วยวิธี 
dilution spread plate บนอาหาร TSM พบวา่ สตูรส าเร็จชนิดแกรนูล มีปริมาณเชือ้มากกว่าสูตร
ส าเร็จชนิดผง ซึ่งในแต่ละสูตรมีปริมาณเชือ้เฉลี่ย 6.13 และ 5.60 โคโลนีต่อกรัม ตามล าดับ 
(ตารางท่ี 5 และ ภาพท่ี 20) สอดคล้องกับรายงานของอจัฉรา อทิุศวรรณกุล (2536) รายงานว่า
สตูรส าเร็จชนิดแกรนูลเป็นสตูรท่ีมีความคงตวัของเชือ้จุลินทรีย์สงู เน่ืองจากมีพืน้ท่ีผิวสมัผสักับ
อากาศน้อย จึงสามารถช่วยยืดอายกุารเก็บรักษาของสตูรส าเร็จ 

 

ก ข 
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ตารางท่ี 5 ปริมาณเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 ในสตูรส าเร็จหลงัการผลิต เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง 
ปริมาณเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ในสตูรส าเร็จ ( x107 โคโลนีตอ่กรัม) 
จดุท่ี สตูรส าเร็จชนิดแกรนลู สตูรส าเร็จชนิดผง 

1 6.60±2.04a1/ 5.60±1.50 
2 6.58±1.44a 5.35±0.87 
3 6.38±1.75a 5.55±0.87 
4 5.58±1.03b 5.75±0.65 
5 5.50±0.91b 5.75±2.06 

คา่เฉล่ีย 6.13±1.26 5.60±0.62 
F-test ** ns 

C.V. (%) 14.96 12.91 
ns ไมแ่ตกตา่งทางสถิติ 
**แตกตา่งทางสถิติท่ี P < 0.01 
1/ คา่เฉล่ียในคอลมัน์เดียวกนัตามด้วยตวัอกัษรท่ีเหมือนกันแสดงว่าไม่มีแตกต่างทางสถิติท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต์ โดยวิธี Duncan´s Mutiple Range Test  
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 20 โคโลนีเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 บนอาหาร TSM หลงัน าสตูรส าเร็จชนิด

แกรนลู หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 
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4.1.2 การทดสอบความเป็นกรด-ด่าง (pH) และความสามารถในการ
ละลายน า้ของสูตรส าเร็จ 
 เตรียมสารแขวนลอยของสตูรส าเร็จท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์  แล้ว
วดัความเป็นกรด-ด่าง ด้วย pH meter พบว่า สตูรส าเร็จชนิดแกรนูล และผง มีค่า pH อยู่ในช่วง 
6.41-6.57 และ 6.06-6.29 ตามล าดบั และมีความสามารถในการละลายน า้ อยู่ในช่วง 1.8-2.5 
และ 2.53-3.50 วินาที ตามล าดบั ทัง้นีส้ตูรส าเร็จทัง้สองชนิดมีคา่ความเป็นกรด-ด่างเป็นกรดอ่อน 
ซึ่งเป็นผลมาจากสว่นประกอบของสตูรส าเร็จท่ีได้จากดนิพีช โดยดินพีชท่ีน ามาผลิตสตูรส าเร็จมีคา่
ความเป็นกรด-ดา่ง ประมาณ 5.38-5.46  
 
 4.1.3 ทดสอบการมีชีวิตรอดของเชือ้รา Trichoderma harzianum 
NL2.2 ในสูตรส าเร็จ 
 จากการตรวจนับปริมาณเชือ้ในสตูรส าเร็จทันทีหลงัผลิต 24 ชั่วโมง 
และตรวจนบัทกุเดือนหลงัจากการเก็บรักษาในอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน ด้วย
วิธี dilution spread plate บนอาหาร TSM พบว่า จ านวนประชากรของเชือ้ท่ีมีชีวิตรอดในแต่ละ
เดือนตัง้แตเ่ดือนแรกจนถึงเดือนท่ี 6 ลดลงเพียงเล็กน้อย ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะในอณุหภมูิ 4 องศา
เซลเซียส ซึ่งใช้ในการเก็บรักษาเชือ้เป็นอุณหภมูิเหมาะสม จึงสามารถยืดระยะเวลาอายุการเก็บ
รักษาเชือ้รา T.  harzianum NL2.2 ในสตูรส าเร็จนานออกไป (ตารางท่ี 6) สอดคล้องกับรายงาน
ของ ปวีณา สงัข์แก้ว (2556) ได้ศึกษาโดยเก็บรักษาสตูรส าเร็จของเชือ้ Streptomyces griseus 
subsp. formicus ในอณุหภมูิห้อง (28-32 องศาเซลเซียส) และท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส พบว่า 
ในอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส มีอายุการเก็บรักษานานกว่าอณุหภมูิห้อง โดยมีปริมาณของเชือ้
มากกวา่ และประสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรคดีกวา่เช่นกนั  
 
 
 
 
 
 
 
 



64 

ตารางท่ี 6 ปริมาณเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 ในสตูรส าเร็จ หลงัจากการเก็บรักษา
ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน 
ปริมาณเชือ้รา T.  harzianum NL2.2 ในสตูรส าเร็จ (x107 โคโลนีตอ่กรัม) 
เดือนท่ี สตูรส าเร็จชนิดแกรนลู สตูรส าเร็จชนิดผง 

24 ชัว่โมง หลงัผลิต 6.13±1.26cd1/ 5.60±0.62de 
1 6.85±1.26bc 6.53±4.70bc 
2 7.63±0.95a 7.18±1.18ab 
3 6.08±3.20cd 5.53±3.20de 
4 5.13±1.60ef 4.53±3.54f 
5 4.45±2.72fg 3.75±2.66hi 
6 4.58±2.66f 3.55±2.53i 

F-test ** 
C.V. (%) 9.03 

** แตกตา่งทางสถิติท่ี P < 0.01 
1/ คา่เฉล่ียในคอลมัน์เดียวกนัตามด้วยตวัอกัษรท่ีเหมือนกันแสดงว่าไม่มีแตกต่างทางสถิติท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต์ โดยวิธี Duncan´s Mutiple Range Test  
 

4.1.4 ทดสอบประสิทธิภาพการยับยัง้เชือ้รา Rigidoporus microporus 
ของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 ในสูตรส าเร็จ 
 ทดสอบประสิทธิภาพของสตูรส าเร็จตอ่การยับยัง้การเจริญของเส้นใย
เชือ้รา R. microporus โดยวิธี dual culture plate หลงัจากเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 6 เดือน พบว่า สูตรส าเร็จทัง้สองชนิดสามารถยับยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา  R. 
microporus ได้ ไมแ่ตกตา่งกนัทางสถิติ (ตารางท่ี 7) 
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ตารางท่ี 7 เปอร์เซ็นต์การยับยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา Rigidoporus microporus ในสตูร
ส าเร็จของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 หลงัจากการเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน 

เดือนท่ี 
เปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้เชือ้รา Rigidoporus microporus 
สตูรส าเร็จชนิดแกรนลู สตูรส าเร็จชนิดผง 

24 ชัว่โมง หลงัผลิต 83.57±0.71a1/ 82.14±1.36a 
1 81.07±1.07a 81.79±2.95a 
2 81.07±0.69a 80.36±1.80a 
3 83.21±1.07a 82.50±2.14a 
4 80.36±1.35a 81.07±2.42a 
5 81.07±0.68a 81.07±2.14a 
6 82.14±1.23a 82.50±2.14a 

ชดุควบคมุ 0.00±0.00b 0.00±0.00b 
F-test ** 

C.V. (%) 3.92 
** แตกตา่งทางสถิติท่ี P < 0.01 
1/ คา่เฉล่ียในคอลมัน์เดียวกนัตามด้วยตวัอกัษรท่ีเหมือนกันแสดงว่าไม่มีแตกต่างทางสถิติท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต์ โดยวิธี Duncan´s Mutiple Range Test  
 
5. ศึกษาการเพิ่มปริมาณของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 สูตรส าเร็จในปุ๋ย
คอก (มูลไก่ และมูลวัว) และปุ๋ยอนิทรีย์ 
 ตรวจนับปริมาณเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ซึ่งเลีย้งในมลูไก่ มลูววั และปุ๋ ย
อินทรีย์ (ผา่นการนึ่งฆ่าเชือ้ และไมน่ึ่งฆ่าเชือ้) ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ พบว่า เมื่อเปรียบเทียบ
ระหวา่งปุ๋ ยนึ่งฆ่าเชือ้ และไม่นึ่งฆ่าเชือ้ เชือ้รา T. harzianum NL2.2 สามารถเพ่ิมปริมาณได้ดีใน
ปุ๋ ยท่ีผา่นการนึ่งฆ่าเชือ้ แต่หากเปรียบเทียบระหว่างชนิดปุ๋ ย พบว่า เชือ้รา T. harzianum NL2.2 
สามารถเพ่ิมปริมาณได้ดีท่ีสุดในปุ๋ ยอินทรีย์ (หมอดิน ซีพี) รองลงมาคือ มูลวัว และมูลไก่ 
ตามล าดบั ซึ่งแตกตา่งทางสถิติอย่ามีนยัส าคญัย่ิง (ตารางภาคผนวกท่ี 7 และ ภาพท่ี 21 และ 22)  
 ศึกษาความชืน้ท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณเชือ้ โดยน าสตูรส าเร็จของเชือ้รา 
 T.  harzianum NL2.2 คลกุเคล้าในปุ๋ ยอินทรีย์ ปรับความชืน้ 25, 30 และ 35 เปอร์เซ็นต์ บ่มท่ี
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อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 15 วัน พบว่า เชือ้รา T. harzianum NL2.2 สามารถเจริญได้ดีท่ีสดุท่ี
ความชืน้ 25 เปอร์เซ็นต์ โดยมีปริมาณเชือ้ 2.82x108 โคโลนีต่อกรัม (ตารางภาคผนวกท่ี 8) และ
เมื่อน าปุ๋ ยอินทรีย์ท่ีมีสตูรส าเร็จเชือ้รา T. harzianum NL2.2 เจริญอยู่มาทดสอบประสิทธิภาพการ
ยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus โดยวิธี dual culture plate พบว่า มีเปอร์เซ็นต์
การยับยัง้ เท่ากับ 85.43 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 23) สอดคล้องกับการรายงานของกรมส่งเสริม
การเกษตร (2556) ท่ีกลา่ววา่ หากผสมเชือ้รา Trichoderma sp. ชนิดสดกับปุ๋ ยอินทรีย์ (เก่าหรือ
หมกัดีแล้ว) โดยไมใ่สร่ าข้าว สามารถเก็บปุ๋ ยไว้ได้ไมเ่กิน 1 เดือน บรรจุกระสอบหรือกองไว้ในท่ีร่ม 
และควรคลมุด้วยพลาสติกหรือกระสอบ เพ่ือรักษาความชืน้ในเนือ้ปุ๋ ยเอาไว้ให้อยู่ท่ีประมาณ 25-
30 เปอร์เซ็นต์  
 
 

 
ภาพท่ี 21 จ านวนประชากรของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 ในปุ๋ ยชนิดต่าง ๆ ท่ีนึ่ง

และไมน่ึ่งฆ่าเชือ้ หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 0, 5, 10 และ 15 วนั 
ก. T1 จ านวนประชากรของเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ในมลูไก่ (นึ่งฆ่าเชือ้) 
ข. T2 จ านวนประชากรของเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ในมลูววั (นึ่งฆ่าเชือ้) 
ค. T3 จ านวนประชากรของเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ในปุ๋ ยอินทรีย์ (นึ่งฆ่าเชือ้) 
ง. T4 จ านวนประชากรของเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ในมลูไก่ (ไมน่ึ่งฆ่าเชือ้) 
จ. T5 จ านวนประชากรของเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ในมลูววั (ไมน่ึ่งฆ่าเชือ้) 
ฉ. T6 จ านวนประชากรของเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ในปุ๋ ยอินทรีย์ (ไมน่ึ่งฆ่าเชือ้) 
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ภาพท่ี 22 ลกัษณะของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 ท่ีเจริญบนปุ๋ ยอินทรีย์นึ่งฆ่าเชือ้ 
 
 
 

 

ภาพท่ี 23 โคโลนีของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 ท่ีเจริญในปุ๋ ยอินทรีย์และเชือ้รา 
Rigidoporus microporus บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA เมื่อทดสอบด้วยวิธี dual culture 
plate หลงัการบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 

ก. ปุ๋ ยอินทรีย์สูตรส าเร็จเ ชือ้รา T.  harzianum NL2.2 (ซ้าย)+เชือ้รา  
  R. microporus (ขวา) 
ข. เชือ้รา R. microporus (ชดุควบคมุ)  
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6. ทดสอบประสิทธิภาพการยับยัง้การเจริญของเชือ้โรครากขาวในดินปลูก 
เมื่อน าเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ท่ีผา่นการผลิตเป็นสตูรส าเร็จ และศึกษาการ

เพ่ิมปริมาณ มาทดสอบความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus ในดิน
บรรจหุลอดทดลอง (ซึ่งเป็นการจ าลองสภาพแวดล้อมให้มีสภาพใกล้เคียงกับธรรมชาติ) โดยการ
ทดลองแบ่งเป็น 2 ชดุดิน ชดุแรกเป็นชดุดินนึ่งฆ่าเชือ้ และชดุท่ีสองไมน่ึ่งฆ่าเชือ้ พบว่า สตูรส าเร็จ
เชือ้รา T.  harzianum NL2.2 ในปุ๋ ยอินทรีย์ ร่วมกับดินนึ่งฆ่าเชือ้ และดินไม่นึ่งฆ่าเชือ้สามารถ
ยับยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus ได้ 90.63และ 89.38 เปอร์เซ็นต์ ไม่แตกต่างกันทาง
สถิติ (ตารางท่ี 8 และ ภาพท่ี 24) ขณะท่ีชดุควบคมุซึ่งเป็นชุดดินท่ีไม่นึ่งฆ่าเชือ้สามารถยับยัง้การ
เจริญของเชือ้รา R. microporus เท่ากบั 26.46 เปอร์เซ็นต์ เน่ืองจากดินในธรรมชาติมีทัง้จุลินทรีย์
ท่ีมีประโยชน์ และเป็นโทษรวมกันในแต่ละแหล่ง เกิดปฏิสมัพันธ์ร่วมกันมากมาย อานัฐ ต้นโช 
(2549) กล่าวว่า การท าเกษตรธรรมชาติ จะมุ่งเน้นความหลากหลายของจุลินทรีย์ โดยเน้นการ
ควบคมุกันเองของจุลินทรีย์ในห่วงโซ่อาหาร ซึ่งมีผลต่อชนิด และปริมาณของจุลินทรีย์ในระบบ
นิเวศ การท่ีพืช และสตัว์แสดงอาการโรคส่วนหนึ่งอาจเป็นผลสืบเน่ืองมาจากความไม่สมดลุของ
ความหลากหลายของจุลินทรีย์ในห่วงโซ่อาหารของระบบนิเวศนัน้ ๆ ท าให้เกิดการระบาดของ
จลุินทรีย์ท่ีเป็นโทษในการผลิตพืช และสตัว ์
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ตารางท่ี 8 การยับยัง้การเจริญของเชือ้รา Rigidoporus microporus ในดินปลกู หลงัการบ่มท่ี
อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 

กรรมวิธี 
การเจริญของเชือ้รา 

R. microporus 
(เซนตเิมตร) 

เปอร์เซ็นตก์ารยบั 
ยัง้เชือ้รา 

R. microporus 
สตูรส าเร็จเชือ้รา T.  harzianum NL2.2+ปุ๋ ย
อินทรีย์+ดินนึ่งฆ่าเชือ้ 

1.13±0.08a1/ 90.63±3.92a 

สตูรส าเร็จเชือ้รา T.  harzianum NL2.2+ปุ๋ ย
อินทรีย์+ดินไมน่ึ่งฆ่าเชือ้ 

1.28±0.16a 89.38±1.04a 

ชดุควบคมุดินนึง่ฆ่าเชือ้ 12.00±0.00c 0.00±0.00c 
ชดุควบคมุดินไมน่ึ่งฆ่าเชือ้ 8.83±0.12b 26.46±0.98b 
F-test ** ** 
C.V. (%) 1.17 9.77 

** แตกตา่งทางสถิติท่ี P < 0.01 
1/ คา่เฉล่ียในคอลมัน์เดียวกนัตามด้วยตวัอกัษรท่ีเหมือนกันแสดงว่าไม่มีแตกต่างทางสถิติท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต์ โดยวิธี Duncan´s Mutiple Range Test 
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ภาพท่ี 24 การยับยัง้การเจริญของเชือ้รา Rigidoporus microporus ในดินปลกู หลงัการบ่มท่ี

อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 
ก. สตูรส าเร็จเชือ้รา T.  harzianum NL2.2+ปุ๋ ยอินทรีย์+ดินนึ่งฆ่าเชือ้ 
ข. สตูรส าเร็จเชือ้รา T.  harzianum NL2.2 +ปุ๋ ยอินทรีย์+ดินไมน่ึ่งฆ่าเชือ้ 

 ค ชดุควบคมุดินนึง่ฆ่าเชือ้ 
 ง ชดุควบคมุดินไมน่ึ่งฆ่าเชือ้ 
 
7. ประเมินศักยภาพของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 ในปุ๋ยอินทรีย์ต่อการ
ควบคุมโรครากขาวในเรือนกระจก 

ทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ในปุ๋ ยอินทรีย์ต่อการ
ควบคมุโรครากในเรือนกระจก เปรียบเทียบกับกรรมวิธีท่ีไม่ใส่ปุ๋ ยอินทรีย์ กรรมวิธีท่ีใส่ปุ๋ ยอินทรีย์
แตไ่มใ่สส่ตูรส าเร็จ กรรมวิธีท่ีใช้สารเคมี กรรมวิธีท่ีใสส่ตูรส าเร็จ และปุ๋ ยอินทรีย์ และกรรมวิธีท่ีปลกู
ต้นยางอย่างเดียว เมื่อประเมินระดบัความรุนแรงของการเกิดโรค พบว่า ทุกกรรมวิธีสามารถลด
การเกิดโรครากขาวได้ ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีเปอร์เซ็นต์ลดการเกิดโรค 77.60, 76.58, 
79.05 และ 55.95 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ในขณะท่ีดชันีการเกิดโรคมีความแตกต่างทางสถิติกับ
กรรมวิธีชดุควบคมุท่ีปลกูเชือ้รา R. microporus เพียงอย่างเดียว (ตารางท่ี 9 และ ภาพท่ี 25) และ
เมื่อน าดินท่ีใช้ในการทดลอง (ก่อน และหลงัการทดลอง) มาทดสอบคณุสมบตัิบางประการ พบว่า 
ดินหลงัการทดลองมีธาตอุาหารหลกั (ไนโตรเจน (N) ฟอสฟอรัส (P) โพแทสเซียม (K)) เพ่ิมมากขึน้
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เมื่อเปรียบเทียบกบัดินกอ่นการทดสอบ (ตารางท่ี 9) ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะแกลบท่ีใช้เป็นสว่นผสมใน
การปลกูเชือ้รา R. microporus ถูกย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ท่ีอาศยัอยู่ในดิน และปลดปล่อยธาตุ
อาหารออกมา (ธงชยั มาลา, 2546) ซึ่งธาตอุาหารภายในแกลบมีปริมาณ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 
ฟอสฟอรัส และมีอินทรีย์คาร์บอน ร้อยละ 0.36, 0.09, 1.08 และ 54,00, 72 9 ตามล าดบั (ปรัชญา 
ธญัญาดี และคณะ, 2540) นอกจากนี ้Saravanakumar และคณะ (2013) ศกึษาความสามารถใน
การละลายฟอสเฟต ของเชือ้รา Trichoderma spp. ท่ีแยกได้จากรากของต้นแสม และโกงกาง 
บริเวณป่าชายเลน พบวา่ สามารถละลาย tricalcium phosphate (Ca3 (PO4) ซึ่งเป็นฟอสเฟตท่ีไม่
ละลายน า้ ให้อยู่ในรูปท่ีพืชน าไปใช้ประโยชน์ได้   

 
 
 
 
 



 

ตารางท่ี 9 ประสิทธิภาพของเชือ้รา Trichoderma harzianum NL2.2 ในการควบคมุโรครากขาวของต้นกล้ายางพาราในเรือนกระจก หลงัการทดสอบ  
เป็นเวลา 4 เดือน 

 
กรรมวิธี ดชันีการเกิดโรค 

เปอร์เซ็นต์ลด
การเกิดโรค 

คณุสมบตัิของดนิ 
Total N 
(g/kg) 

Avaliable 
P (mg/kg) 

Avaliable 
K (mg/kg) 

pH 

ดินก่อนการทดลอง - - 0.04 9.51 37.72 6.39 
ดิน+สตูรส าเร็จเชือ้รา T. harzianum NL2.2+ปุ๋ ยอินทรีย์+ต้นกล้า
ยาง+เชือ้รา  R. microporus 

25.83±12.51bc 77.60±9.51a 0.08 202.45 248.08 5.50 

ดิน+สตูรส าเร็จเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ต้นกล้ายาง+เชือ้รา   
R. microporus 

25.00±12.23bc 76.58±10.60a 0.06 70.77 166.83 5.50 

ดิน+สารก าจัดเชือ้รา carboxin 2 กรัม+ต้นกล้ายาง+เชือ้รา  
R. microporus 

23.33±12.47b 79.05±10.82a 0.06 63.48 140.09 5.76 

ดิน+ปุ๋ ยอินทรีย์+ต้นกล้ายาง+เชือ้รา R. microporus 55.83±14.17bc 55.95±10.36a 0.06 103.28 196.21 5.09 
ดิน+ต้นกล้ายาง+เชือ้รา R. microporus 70.83±6.94a 0.00±0.00 0.05 102.19 161.63 5.61 
ดิน+ต้นกล้ายาง 0.00±0.00 0.00±0.00 0.05 52.55 172.29 5.10 
F-test ** **     
C.V. (%) 57.36 44.46     

 ** แตกตา่งทางสถิติท่ี P < 0.01 
1/ ค่าเฉลี่ยในคอลมัน์เดียวกันตามด้วยตวัอกัษรท่ีเหมือนกันแสดงว่าไม่มีแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต์ โดยวิธี Duncan´s Mutiple 
Range Test 
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ก1 ก2 ข1 ข2 

ง2 

จ2 จ1 ฉ1 ฉ2 

ภาพท่ี 25 พุ่มใบและรากของต้นกล้ายางพาราหลังทดสอบประสิทธิภาพของสูตรส าเร็จเชือ้รา  
Trichoderma harzianum NL2.2 ในปุ๋ ยอินทรีย์ ตอ่การยบัยัง้เชือ้รา Rigidoporus microporus 
สาเหตโุรครากขาวของยางพาราในเรือนกระจก หลงัการทดสอบ เป็นเวลา 4 เดือน 
ก1 และ ก2 กรรมวิธีท่ี 1 ดิน+สตูรส าเร็จเชือ้รา T. harzianum NL2.2+ปุ๋ ยอินทรีย์+ต้นกล้ายาง+ 

เชือ้รา R. microporus  
ข1 และ ข2 กรรมวิธีท่ี 2 ดิน+สูตรส าเร็จเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ต้นกล้ายาง+เชือ้รา  

R. microporus 
ค1 และ ค2 กรรมวิธีท่ี 3 ดิน+สารก าจดัเชือ้รา carboxin 2 กรัม+ต้นกล้ายาง+เชือ้รา R. microporus 
ง1 และ ง2 กรรมวิธีท่ี 4 ดิน+ปุ๋ ยอินทรีย์+ต้นกล้ายาง+เชือ้รา R. microporus 
จ1 และ จ2 กรรมวิธีท่ี 5 ดิน+ต้นกล้ายาง+เชือ้รา R. microporus 
ฉ1 และ ฉ2 กรรมวิธีท่ี 6 ดิน+ต้นกล้ายาง   

ง1 ค1 ค2 



74 

 

 
 

บทที่ 4 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการทดลอง 

แยกเชือ้รา Trichoderma spp. จากตวัอย่างดินจ านวน 86 ตวัอย่างด้วยวิธี 
dilution spread plate บนอาหาร TSM ได้เชือ้รา จ านวน 356 เมื่อน าเชือ้รา Trichoderma spp. 
ทดสอบประสิทธิภาพการยับยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus ด้วยวิธี dual culture plate 
พบว่า เชือ้รา Trichoderma spp. ทัง้ 356 ไอโซเลท สามารถยับยัง้เชือ้รา R. microporus ได้ 
48.57-91.43 เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลทท่ียบัยัง้สงูสดุคือ ChM1.1 และ NL2.2 จึงน ามาใช้ในการศึกษา
ตอ่ 
 จ าแนกเชือ้รา Trichoderma sp. ChM1.1 และ NL2.2 ทางสณัฐานวิทยา พบว่า 
มีลกัษณะตรงกับเชือ้รา T. harziamum และจ าแนกทางชีวโมเลกุล พบว่า เชือ้รา Trichoderma 
sp. ChM1.1 และ NL2.2 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกันกับเชือ้รา T. harzianum มากถึง 99 
เปอร์เซ็นต์ นอกจากนีเ้มื่อศกึษาลกัษณะทางกายภาพของเชือ้ทัง้ 2 สายพนัธุ์ พบวา่ สามารถเจริญ
ได้ดีใน pH 6-8 และอณุหภมูิ 20-25 องศาเซลเซียส 
 ศกึษาลกัษณะทางโครงสร้างท่ีเปลี่ยนแปลงไปของเชือ้รา R. microporus ซึ่งเลีย้ง
ร่วมกบัเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 และ NL2.2 ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด 
พบว่า เส้นใยของเชือ้รา R. microporus ผิดปกติไป โดยมีลกัษณะ เห่ียว เกิดเป็นรูพรุน และฉีก
ขาด เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งเลีย้งเชือ้รา R. microporus เพียงอย่างเดียว และเมื่อ
ทดสอบการสร้างเอนไซม์ chitinase ของเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 และ NL2.2 พบว่า 
สามารถสร้างเอนไซม์ chitinase ย่อย chitin ได้  
 เชือ้รา T. harzianum ChM1.1 และ NL2.2 ทัง้ 2 ไอโซเลท สามารถผลิตสาร
ระเหยท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยัง้เชือ้รา R. microporus เท่ากันคือ 94.4 เปอร์เซ็นต์ เมื่อ
วิเคราะห์องค์ประกอบหลกัของสารระเหยท่ีสกดัได้จากเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 และ NL2.2 
โดยเคร่ือง GC-MS พบว่า องค์ประกอบหลกัของสารระเหยจากเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 
เป็นสารกลุม่แอลกอฮอล์ และองค์ประกอบหลกัของสารระเหยท่ีสกัดได้จากเชือ้รา T. harzianum 
NL2.2 พบว่า อยู่ในกลุ่มแอลกอฮอล์ และสารปฏิชีวนะ จึงได้คัดเลือกเชือ้รา T. harzianum 
ChM1.1 ศกึษาต่อเน่ืองจากเมื่อทดสอบประสิทธิภาพเบือ้งต้นของน า้เลีย้งเชือ้รา T. harzianum 
ChM1.1 และ NL2.2 พบว่า น า้เลีย้งเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 มีประสิทธิภาพในการยับยัง้
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การเจริญของเชือ้รา R. microporus จึงสกัดสารปฏิชีวนะจากน า้เลีย้งเชือ้รา T. harzianum 
ChM1.1 
 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้รา T. harzianum 
ChM1.1 โดยทดสอบหาค่า MIC และ MFC พบว่า มีค่า เท่ากับ 500 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดบั เปรียบเทียบสารก าจดัเชือ้ราคาร์บอกซินซึ่งมีคา่ MIC และ MFC เท่ากบั 0.49 
และ 0.98 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ เมื่อสกัดสารจากน า้เลีย้งเชือ้รา T. harzianum 
ChM1.1 มาทดสอบด้วยวิธี bioautography บนแผ่น TLC พบว่า สารท่ีมีฤทธ์ิต้านเชือ้ราเกิดเป็น
บริเวณยับยัง้เชือ้รา R. microporus มีค่า Rf อยู่ในช่วง 0.22-0.4 และเมื่อน าสารไปวิเคราะห์
องค์ประกอบด้วยเคร่ือง GC-MS พบวา่ เป็นสารกลุม่แอลกอฮอล์ และสารปฏิชีวนะ  
 เมื่อเปรียบเทียบคณุสมบตัิของเชือ้รา T. harzianum ChM1.1 และ NL2.2 พบว่า
มีการเจริญ ขยายพันธุ์รวดเร็ว และมีเปอร์เซ็นต์ยับยัง้เชือ้รา  R. microporus สูงกว่าเชือ้รา  
T.  harzianum ChM1.1 จึงได้คดัเลือกเชือ้รา T. harzianum NL2.2 เพ่ือผลิตสตูรส าเร็จ 

จากการผลิตสตูรส าเร็จชนิดแกรนลู และผงจากเชือ้รา T. harzianum NL2.2 และ
ประเมินคุณสมบัติทางกายภาพ และชีวภาพ พบว่า สูตรส าเร็จชนิดแกรนูลเหมาะสมต่อการ
น าไปใช้ทดสอบการเพ่ิมปริมาณในปุ๋ ยคอก และปุ๋ ยอินทรีย์ และการยับยัง้โรครากขาวในเรือน
กระจก  

ศึกษาการเพ่ิมปริมาณของเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ในปุ๋ ยคอก และปุ๋ ย
อินทรีย์ พบว่า เชือ้รา T. harzianum NL2.2 สามารถเพ่ิมปริมาณได้ดีในปุ๋ ยอินทรีย์ ท่ีมีความชืน้ 
25 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อน าปุ๋ ยอินทรีย์ T. harzianum NL2.2 ทดสอบประสิทธิภาพการยับยัง้การ
เจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus พบวา่ มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ เท่ากบั 85.43 เปอร์เซ็นต์  

เมื่อน าเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ท่ีผ่านการท าสตูรส าเร็จ และศึกษาการเพ่ิม
ปริมาณ มาทดสอบความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus ในดินบรรจุ
หลอดทดลอง พบวา่ ปุ๋ ยอินทรีย์เชือ้รา T. harzianum NL2.2 ร่วมกบัดินนึ่งฆ่าเชือ้ และดินไมน่ึ่งฆ่า
เชือ้สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus ได้ไมแ่ตกตา่งกนัทางสถิติ  

การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ในปุ๋ ยอินทรีย์ต่อการ
ควบคมุโรครากในเรือนกระจก เปรียบเทียบกบัการใช้สตูรส าเร็จเชือ้รา T. harzianum NL2.2 สาร
ก าจดัเชือ้ราคาร์บอกซิน และปุ๋ ยอินทรีย์เพียงอย่างเดียว เมื่อประเมินระดบัความรุนแรงของการเกิด
โรค พบวา่ ทกุกรรมวิธีมีประสิทธิภาพในการควบคมุโรครากขาวแตกตา่งทางสถิติอย่างมีนยัส าคญั
กบัชดุควบคมุ 
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ข้อเสนอแนะ 
การควบคุมโรครากขาวของยางพารา ควรใช้กรรมวิธีท่ีมีสูตรส าเร็จเชือ้ รา  

T. harzianum NL2.2 ร่วมด้วย เน่ืองจากมีดชันีการเกิดโรคต ่า เเละมีเปอร์เซ็นต์การยับยัง้โรคสงู 
โดยใช้สตูรส าเร็จเชือ้รา T. harzianum NL2.2 ก่อนปลกูยางพารา อาจเป็นการรองก้นหลมุก่อน
ปลกูต้นกล้ายางพารา ซึ่งเชือ้รา T. harzianum NL2.2 สามารถเจริญตัง้รกรากในดินบริเวณรอบ ๆ 
รากของต้นยางพาราซึ่งจะช่วยป้องกนัการเกิดโรครากขาวของต้นยางพาราได้ 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเชือ้ 

 
1. Potato dextrose agar (PDA)  

 Potato        200 กรัม 

 Dextrose      20.0 กรัม 

 Agar       15.0 กรัม 

  น ำมนัฝร่ังท่ีปอกเปลือกแล้วล้ำงน ำ้ให้สะอำด ตดัออกเป็นชืน้เลก็ ๆ  สี่เหลี่ยมจตัรุัส

ขนำดประมำณ 1 ลกูบำศก์เซนติเมตร ต้มกับน ำ้กลัน่ 500 มิลลิลิตร จนมนัฝรั่งสกุ ต้มต่อไปอีก

สกัครู่จึงน ำมำกรองด้วยผ้ำขำวบำงเอำเนือ้มนัฝรั่งออกเติมน ำ้ตำล dextrose 20.0 กรัม ต้ม และ

คนจนน ำ้ตำล dextrose ละลำยจึงน ำส่วนผสมน ำ้กับวุ้นละลำยในน ำ้ 500 มิลลิลิตร ผสมเข้ำกัน

เติมน ำ้กลัน่แทนน ำ้ท่ีขำดหำยไป ใสข่วดหรือหลอดอำหำรเลีย้งเชือ้น ำไปนึ่งฆ่ำเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 

องศำเซลเซียส ควำมดนั 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้ เป็นเวลำ 15-20 นำที 

 

2. Potato dextrose broth (PDB) 

 Potato        200 กรัม 

 Dextrose      20.0 กรัม 

 น ำมนัฝร่ังท่ีปอกเปลือกแล้วล้ำงน ำ้ให้สะอำด ตดัออกเป็นชืน้เลก็ๆ ส่ีเหลี่ยมจัตรุัส

ขนำดประมำณ 1 ลกูบำศก์เซนติเมตร ต้มกับน ำ้กลัน่ 1000 มิลลิลิตร จนมนัฝรั่งสกุ ต้มต่อไปอีก

สกัครู่จึงน ำมำกรองด้วยผ้ำขำวบำงเอำเนือ้มนัฝรั่งออกเติมน ำ้ตำล dextrose 20.0 กรัม ต้ม และ

คนจนน ำ้ตำล dextrose ละลำย ผสมเข้ำกันใส่ฟำสด์น ำไปนึ่งฆ่ำเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 121 องศำ

เซลเซียส ควำมดนั 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้ เป็นเวลำ 15-20 นำที 
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3. Trichoderma Selective Medium (TSM) 

MgSO4.7H2O         0.20 กรัม 
K2HPO4         0.90 กรัม 
KCl       0.15 กรัม  
NH4NO3        1.00 กรัม 
glucose      3.00 กรัม 
chloramphenical     0.25 กรัม 
terrachlor 75 %WP      0.20 กรัม 
rose bengal      0.15 กรัม 
agar       20.00 กรัม 
distilled water       1,000 มิลลิลิตร 
*captan 20.00 ไมโครกรัม ใสห่ลงันึ่งฆ่ำเชือ้แล้ว 

ละลำยสว่นประกอบทัง้หมดลงในน ำ้กลัน่ปริมำตร 1,000 มิลลิลิตร น ำไปนึ่งฆ่ำ
เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศำเซลเซียส 20 นำที 

 
4. Carboxyl methyl cellulose (CMC) agar 
C4H12N2O6    5  กรัม 
KH2PO4    1 กรัม 
 MgSO4.7H2O    0.5 กรัม 
Yeast extract    0.1 กรัม 
CaCl2.2H2O    0.001 กรัม 
Carboxyl methyl cellulose    20 กรัม 
Agar    16 กรัม 
Distilled water     1,000 มิลลิลิตร 

 ละลำยวุ้นในน ำ้กลัน่ 500 มิลลิลิตร ต้มให้ละลำยละลำยสว่นประกอบในน ำ้กลัน่ 
500 มิลลิลิตร ต้มให้ละลำยผสมสำรละลำยทัง้สองเข้ำด้วยกนัเติมน ำ้กลัน่ให้ครบ 1 ลิตร น ำไปนึ่ง
ฆ่ำเชือ้ท่ีอณุหภมู ิ121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15-20 นำที 
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สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์ทางชีวโมเลกุล 

 

1. CTAB buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 PVP-4 1.0 กรัม  

 NaCl 8.12 กรัม 

 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0) 62.5 กรัม 

 1.0 M Tris-HCl (pH 8.0) 10.0 มิลลิลิตร 

 เติมน ำ้กลัน่ให้ได้ปริมำตร 100 มิลลิลิตร แล้วจึงเติม CTAB ปริมำตร 2 กรัม และ

บ่มท่ีอณุหภมูิ 60 องศำเซลเซียส จนกวำ่สำรละลำยจนหมด น ำไปนึ่งฆ่ำเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศำ

เซลเซียส ควำมดนั 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิว้ เป็นเวลำ 15 นำที และเติมสำร β-mercaptoethanol

เข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ ก่อนน ำไปใช้ 

 

 2. CIA (chloroform-isoamyl alcohol) 

Chloroform      24 มิลลิลิตร 
isoamyl alcohol     1.0 มิลลิลิตร 

 

 3. TE buffer ปริมาตร 500 ml 

 1.0 M Tris-HCL (pH 7.5) 500 ไมโครลิตร 

 0.25 M Na2EDTA (pH 7.0) 200 ไมโครลิตร 

 เติมน ำ้กลัน่ให้ได้ปริมำตร 500 มิลลิลิตร น ำไปนึ่งฆ่ำเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศำ

เซลเซียส ควำมดนั 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้ เป็นเวลำ 15 นำที 

 

 4. TAE buffer เข้มข้น 50 เท่า 

 Tris-Base 121.1 กรัม 

 Acetic acid 28.5 มิลลิลิตร 

 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0) 50.0  มิลลิลิตร 
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 เติมน ำ้กลัน่ให้ได้ปริมำตร 500 มิลลิลิตร เจือจำงควำมเข้มข้นเป็น 1 เท่ำ น ำไปนึ่ง

ฆ่ำเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนั 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้ เป็นเวลำ 15 นำที 

 

 5. TBE buffer เข้มข้น 5 เท่า 

 Tris-Base 216.0 กรัม 

 Boric Acid 110.0 กรัม 

 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0) 80.0  มิลลิลิตร 

 เติมน ำ้กลัน่ปริมำตร 4 ลิตร เจือจำงควำมเข้มข้นเป็น 1 เท่ำ น ำไปนึ่งฆ่ำเชือ้ ท่ี

อณุหภมูิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนั 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้ เป็นเวลำ 15 นำที 

 

6. Agarose gel ความเข้มข้น 2 เปอร์เซน็ต์ 

 ชัง่ agarose 2 กรัม ใสใ่น TAE buffer 100 มิลลิลิตร น ำไปละลำยด้วยไมโครเวฟ แล้วจึง

เท agarose ลงในถำดท่ีเตรียมไว้ ทิง้ให้ agarose แขง็ประมำณ 45 นำที 
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ภาคผนวก ข 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 1 รหัสของเชือ้รำ Trichoderma spp. ท่ีแยกจำกตวัอย่ำงดินจ ำนวน 86 
ตวัอย่ำง ด้วยวิธี dilution spread plate บนอำหำร TSM 

ตวัอย่ำงดิน รหสัไอโซเลท จ ำนวนไอโซเลท แหลง่เกบ็ตวัอย่ำง 
1 ChL1.1- ChL1.4 4 อ.หลงัสวน จ.ชมุพร 
2 ChL2.1- ChL2.3 3 อ.หลงัสวน จ.ชมุพร 
3 ChLa1.1- ChLa1.5 5 อ.ละแม จ.ชมุพร 
4 ChLa2.1- ChLa2.6 6 อ.ละแม จ.ชมุพร 
5 ChLa3.1- ChLa3.5 5 อ.ละแม จ.ชมุพร 
6 ChM1.1- ChM1.5 5 อ.เมือง จ.ชมุพร 
7 ChM2.1- ChM2.3 3 อ.เมือง จ.ชมุพร 
8 ChP1.1- ChP1 4 อ.พะโต๊ะ จ.ชมุพร 
9 ChP2.1- ChP2.2 2 อ.พะโต๊ะ จ.ชมุพร 
10 ChP3.1- ChP3.5 5 อ.พะโต๊ะ จ.ชมุพร 
11 KA1.1- KA1.7 7 อ.อำ่วลกึ จ.กระบ่ี 
12 KA2.1- KA2.6 6 อ.อำ่วลกึ จ.กระบ่ี 
13 KA3.1- KA3.4 4 อ.อำ่วลกึ จ.กระบ่ี 
14 KA4.1- KA4.5 5 อ.อำ่วลกึ จ.กระบ่ี 
15 KA5.1- KA5.4 4 อ.อำ่วลกึ จ.กระบ่ี 
16 KK1.1- KK1.5 5 อ.คลองท่อม จ.กระบ่ี 
17 KM1.1- KM1.3 3 อ.เมือง จ.กระบ่ี 
18 KM2.1- KM2.3 3 อ.เมือง จ.กระบ่ี 
19 NCh1.1- NCh1.2 2 อ.ชะอวด จ.นครศรีธรรมรำช 
20 NCh2.1- NCh2.2 2 อ.ชะอวด จ.นครศรีธรรมรำช 
21 NJ1.1- NJ1.4 4 อ.จฬุำภรณ์ จ.นครศรีธรรมรำช 
22 NJ2.1- NJ2.6 6 อ.จฬุำภรณ์ จ. นครศรีธรรมรำช 
23 NL1.1- NL1.4 4 อ.ลำนสกำ จ. นครศรีธรรมรำช 
24 NL2.1- NL2.4 4 อ.ลำนสกำ จ.นครศรีธรรมรำช 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ตอ่) 
ตวัอย่ำงดิน รหสัไอโซเลท จ ำนวนไอโซเลท แหลง่เกบ็ตวัอย่ำง 

25 NN1.1- NN1.5 5 อ.นำบอน จ.นครศรีธรรมรำช 
26 NN2.1- NN2.3 3 อ.นำบอน จ.นครศรีธรรมรำช 
27 NN3.1- NN3.5 5 อ.นำบอน จ.นครศรีธรรมรำช 
28 NN4.1- NN4.5 5 อ.นำบอน จ.นครศรีธรรมรำช 
29 NP5.1- NP5.5 5 อ.พรหมคีรี จ.นครศรีธรรมรำช 
30 NP6.1- NP6.5 5 อ.พรหมคีรี จ.นครศรีธรรมรำช 
31 NT1.1- NT1.3 3 อ.ทุ่งใหญ่ จ.นครศรีธรรมรำช 
32 NT2.1- NT2.5 5 อ.ทุ่งใหญ่ จ.นครศรีธรรมรำช 
33 NT3.1- NT3.4 4 อ.ทุ่งใหญ่ จ.นครศรีธรรมรำช 
34 NTs1.1- NTs1.2 2 อ.ทุ่งสง จ.นครศรีธรรมรำช 
35 NTs2.1- NTs2.4 4 อ.ทุ่งสง จ.นครศรีธรรมรำช 
36 NTs3.1- NTs3.4 4 อ.ทุ่งสง จ.นครศรีธรรมรำช 
37 NTs4.1.1 1 อ.ทุ่งสง จ.นครศรีธรรมรำช 
38 PhaB1.1- PhaB1.6 6 อ.บำงแก้ว จ.พงังำ 
39 PhaT1.1- PhaT1.6 6 อ.ทบัปดุ จ.พงังำ 
40 PhaTa1.1- PhaTa1.5 5 อ.ตะกัว่ทุ่ง จ.พงังำ 
41 PhaTa2.1- PhaTa2.7 7 อ.ตะกัว่ทุ่ง จ.พงังำ 
42 PhaTa3.1- PhaTa3.4 4 อ.ตะกัว่ทุ่ง จ.พงังำ 
43 PhatB1.1 1 อ.บำงแก้ว จ.พทัลงุ 
44 PhatB2.1- PhatB2.4 4 อ.บำงแก้ว จ.พทัลงุ 
45 PhatM1.1- PhatM1.5 5 อ.เมือง จ.พทัลงุ 
46 PhatM2.1- PhatM2.4 4 อ.เมือง จ.พทัลงุ 
47 PhatM3.1- PhatM3.4 4 อ.เมือง จ.พทัลงุ 
48 PhatM4.1- PhatM4.4 4 อ.เมือง จ.พทัลงุ 
49 PhatP1.1- PhatP1.3 3 อ.ป่ำบอน จ.พทัลงุ 
50 PhatP2.1- PhatP2.3 3 อ.ป่ำบอน จ.พทัลงุ 
51 PhatP3.1- PhatP3.4 4 อ.ป่ำบอน จ.พทัลงุ 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ตอ่) 
ตวัอย่ำงดิน รหสัไอโซเลท จ ำนวนไอโซเลท แหลง่เกบ็ตวัอย่ำง 

52 PhuK1.1- PhuK1.7 7 อ.กระทุ้  จ. ภเูก็ต 
53 PhuK2.1- PhuK2.5 5 อ.กระทู้  จ.ภเูก็ต 
54 PhuM1.1- PhuM1.3 3 อ.เมือง จ.ภเูก็ต 
55 PhuT1.1- PhuT1.4 4 อ.ถลำง จ.ภเูก็ต 
56 PhuT2.1- PhuT2.3 3 อ.ถลำง จ.ภเูก็ต 
57 RK1.1- RK1.5 5 อ.กระบรีุ จ.ระนอง 
58 RK2.1- RK2.3 3 อ.กระบรีุ จ.ระนอง 
59 RK3.1- RK3.3 3 อ.กระบรีุ จ.ระนอง 
60 RK4.1- RK4.5 5 อ.กระบรีุ จ.ระนอง 
61 RL1.1- RL1.4 4 อ.ละอุน่ จ.ระนอง 
62 RL2.1- RL2.3 3 อ.ละอุน่ จ.ระนอง 
63 RM1.1 1 อ.เมือง จ.ระนอง 
64 RM2.1- RM2.4 4 อ.เมือง จ.ระนอง 
65 RM3.1- RM3.3 3 อ.เมือง จ.ระนอง 
66 SKlo.1- SKlo.15 5 อ.คลองหอยโขง่ จ.สงขลำ 
67 SNa.1- SNa.7 7 อ.นำหมอ่ม จ. สงขลำ 
68 SuK1.1- SuK1.7 7 อ.กำญจนดษิฐ์ จ.สรุำษฎร์ธำนี 
69 SuK2.1- SuK2.6 6 อ.กำญจนดษิฐ์ จ.สรุำษฎร์ธำนี 
70 SuK3.1- SuK3.5 5 อ.กำญจนดษิฐ์ จ.สรุำษฎร์ธำนี 
71 SuK4.1- SuK4.4 4 อ.กำญจนดษิฐ์ จ.สรุำษฎร์ธำนี 
72 SuM1.1- SuM1.5 5 อ.เมือง จ.สรุำษฎร์ธำนี 
73 SuM2.1- SuM2.2 2 อ.เมือง จ.สรุำษฎร์ธำนี 
74 SuM3.1- SuM3.2 2 อ.เมือง จ.สรุำษฎร์ธำนี 
75 SuN1.1- SuN1.3 3 อ.นำเดิม จ.สรุำษฎร์ธำนี 
76 SuN2.1- SuN2.5 5 อ.นำเดิม จ.สรุำษฎร์ธำนี 
77 SuP1.1- SuP1.4 4 อ.พระแสง จ.สรุำษฎร์ธำนี 
78 SuP2.1- SuP2.3 3 อ.พระแสง จ.สรุำษฎร์ธำนี 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ตอ่) 
ตวัอย่ำงดิน รหสัไอโซเลท จ ำนวนไอโซเลท แหลง่เกบ็ตวัอย่ำง 

79 SuT1.1- SuT1.4 4 อ.ท่ำชนะ จ.สรุำษฎร์ธำนี 
80 SuT2.1- SuT2.3 3 อ.ท่ำชนะ จ.สรุำษฎร์ธำนี 
81 SuT3.1- SuT3.4 4 อ.ท่ำชนะ จ.สรุำษฎร์ธำนี 
82 SuW1.1- SuW1.2 2 อ.เวียงสระ จ.สรุำษฎร์ธำนี 
83 SuW2.1- SuW2.4 4 อ.เวียงสระ จ.สรุำษฎร์ธำนี 
84 TM1.1- TM1.6 6 อ.เมือง จ.ตรัง 
85 TN1.1- TN1.5 5 อ.นำโยง จ.ตรัง 
86 TS1.1- TS1.5 5 อ.สิเกำ จ.ตรัง 
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ตารางภาคผนวกท่ี 2 เปอร์เซ็นต์กำรยับยัง้กำรเจริญของเชือ้รำ Rigidoporus microporus โดย
           เชือ้รำ Trichoderma spp. 
เปอร์เซ็นตก์ำรยบัยัง้ จ ำนวนไอโซเลท 
90.00-100 NL2.2 (91.43%) รวม 1 ไอโซเลท 
80.00-89.99 
 

ChM1.1(88.57%),NL2.1(87.14%),NN4.3(87.14%),NN4.4(87.14%)
,NP5.2(87.14%),PhaT1.1(87.14%),PhaT1.5(87.14%),PhaTa1.1,(8
7.14%),PhaTa2.7(87.14%),ChL1.2(85.71%),ChM2.2(85.71%),NC
h2.1(85.71%),NN4.1(85.71%),NP6.4(85.71%),NTs3.3(85.71%),P
haB1.5(85.71%),PhaTa1.4(85.71%),PhuK1.4(85.71%),PhuK1.7(8
5.71%),PhuK2.5(85.71%),RK3.1(85.71%),RK3.2(85.71%),RK4.4(
85.71%),RM3.1(85.71%),SuN1.2(85.71%),SuN1.3(85.71%),SuT1
.3(85.71%),SuT1.4(85.71%),TN1.2(85.71%),TS1.2(85.71%),KA2.
3(84.29%),NL1.3(84.29%),NL1.6(84.29%),NL2.4(84.29%),NN1.1
(84.29%),NT2.1(84.29%),NT3.3(84.29%),NTs1.1(84.29%),PhaTa
2.4(84.29%),PhaTa3.2(84.29%),PhatB2.4(84.29%),PhatP3.3(84.2
9%),PhuK2.2(84.29%),PhuT2.3(84.29%),RK1.3(84.29%),RK4.5(8
4.29%),RM2.3(84.29%),SuK1.1(84.29%),SuK3.1(84.29%),SuM1.
2(84.29%),SuP2.1(84.29%),TS1.3(84.29%),ChLa3.4(82.86%),KA
2.5(82.86%),NL1.1(82.86%),NL1.4(82.86%),NT1.2(82.86%),NT1.
3(82.86%),NT2.3(82.86%),NT3.2(82.86%),NT3.4(82.86%),NTs2.
1(82.86%),NTs3.4(82.86%),PhaB1.1,(82.86%),PhaB1.4(82.86%),
PhaTa2.3(82.86%),PhaTa3.1(82.86%),PhatM1.2(82.86%),PhuK2.
1(82.86%),PhuK2.3(82.86%),PhuT1.1(82.86%),PhuT1.2(82.86%)
,PhuT1.3(82.86%),PhuT1.4(82.86%),PhuT2.1(82.86%),RK2.1(82.
86%),RK2.2(82.86%),RK3.3(82.86%),RK4.3(82.86%),RL1.1(82.8
6%),RL1.4(82.86%),RM3.3(82.86%),SKlo1.1(82.86%),SKlo1.3(82
.86%),SNa1.6(82.86%),SuK1.3(82.86%),SuK1.6(82.86%),SuK2.1
(82.86%),SuK3.4(82.86%),SuK4.2(82.86%),SuM1.4(82.86%) 
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ตารางภาคผนวกท่ี 2 (ตอ่) 
เปอร์เซ็นตก์ำรยบัยัง้ จ ำนวนไอโซเลท 
80.00-89.99 
 

SuM3.1(82.86%),SuM3.2(82.86%),SuN2.3(82.86%),SuP2.3(82.86
%),SuT1.1(82.86%),SuW2.1(82.86%),SuW2.4(82.86%),TN1.3(82.
86%),TS1.1(82.86%),TS1.4(82.86%),KA5.5(81.43%),KM1.3(81.43
%),KM2.3(81.43%),NCh2.2(81.43%),NL1.2(81.43%),NL1.5(81.43
%),NN4.2(81.43%),NN4.5(81.43%),NT1.1(81.43%),PhaTa2.2(81.4
3%),PhatM2.3(81.43%),PhatP2.1(81.43%),PhatP2.2(81.43%),Phu
K1.5(81.43%),RK1.2(81.43%),RK1.4(81.43%),RK1.5(81.43%),RL1
.2(81.43%),RL2.1(81.43%),SNa1.1(81.43%),SNa1.2(81.43%),SuK
1.5(81.43%),SuK3.3(81.43%),SuK4.1(81.43%),SuK4.4(81.43%),S
uP1.2(81.43%),SuW2.2(81.43%),TM1.2(81.43%),TS1.5(81.43%),C
hL2.2(80.57%),KK1.4(80.57%),KA1.4(80.00%),KA2.6(80.00%),N
N1.2(80.00%),NN1.3(80.00%),NN2.1(80.00%),NN2.3(80.00%),NN
2.5(80.00%),NP5.1(80.00%),NP5.3(80.00%),NTs1.2(80.00%),NTs
3.2(80.00%),PhaB1.6(80.00%),PhaTa1.2(80.00%),PhatM1.3(80.0
0%),PhatM3.2(80.00%),PhatM4.3(80.00%),PhatP1.2(80.00%),Pha
tP3.2(80.00%),RK2.3(80.00%),RL1.3(80.00%),RM3.2(80.00%),SN
a1.7(80.00%),SuN2.4(80.00%),SuP2.2(80.00%),SuT3.2(80.00%),T
M1.3(80.00%) 
159 ไอโซเลท 

70.00-79.99 
 

ChLa2.2(78.57%),KK1.2(78.57%),KK1.3(78.57%),NN2.4(78.57%),
PhatP3.1(78.57%),PhatP3.4(78.57%),PhuK1.1(78.57%),PhuK1.6(
78.57%),PhuK2.4(78.57%),PhuM1.1(78.57%),PhuM1.3(78.57%),P
huT2.2(78.57%),RK1.1(78.57%),RK4.1(78.57%),SKlo1.5(78.57%),
SuK2.3(78.57%),SuK2.4(78.57%),SuT3.3(78.57%),SuT3.4(78.57%
),SuW2.3(78.57%),TM1.4(78.57%),TM1.5(78.57%),TN1.4(78.57%) 
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ตารางภาคผนวกท่ี 2 (ตอ่) 

เปอร์เซ็นตก์ำรยบัยัง้ จ ำนวนไอโซเลท 
70.00-79.99 
 

,ChL1.3(77.14%),PhatM4.4(77.14%),SKlo1.4(77.14%)SNa1.3(77.
14%),SuK2.2(77.14%),SuK2.6(77.14%),SuN2.5(77.14%),SuP1.4(7
7.14%),SuT3.1(77.14%),SuW1.1(77.14%),TM1.6(77.14%),ChLa1.
4(75.71%),ChLa2.5(75.71%),KA4.3(75.71%),KA5.1(75.71%),NN1.
4(75.71%),NT2.4(75.71%),PhaB1.2(75.71%),PhatP1.1(75.71%),P
huK1.2(75.71%),PhuK1.3(75.71%),SKlo1.2(75.71%),SNa1.5(75.7
1%),SuK1.4(75.71%),SuK1.7(75.71%),SuK3.5(75.71%),SuK4.3(75
.71%),SuM1.5(75.71%),SuP1.3(75.71%),SuW1.2(75.71%),TM1.1(
75.71%),TN1.1(75.71%),NT2.5(75.00%),SuM2.1(75.00%),KA2.2(7
4.29%),KA2.4(74.29%),KA3.2(74.29%),KK1.1(74.29%),NT3.1(74.
29%),NTs2.4(74.29%),NTs3.1(74.29%),PhatB2.3(74.29%),PhatP2
.3(74.29%),RM2.1(74.29%),SuM2.2(74.29%),SuN2.1(74.29%),Su
T2.1(74.29%),NL2.3(72.86%),RL2.2(72.86%),RL2.3(72.86%),RM1
(72.86%),RM2.2(72.86%),SuK2.5(72.86%),KA3.4(71.43%),KA3.6(
71.43%),KA4.4(71.43%),KM2.2(71.43%),PhatM2.4(71.43%),RK4.
2(71.43%),TN1.5(71.43%),ChLa2.3(70.00%),ChM1.5(70.00%),KM
1.2(70.00%),PhaTa2.5(70.00%) 
รวม 87 ไอโซเลท 

60.00-69.99 
 

ChLa1.5(68.57%),ChLa2.1(68.57%),NJ1.1(68.57%),NJ1.2(68.57
%),NJ2.3(68.57%),PhaTa1.5(68.57%),PhaTa2.1(68.57%),PhatM2.
1(68.57%),ChLa2.4(67.14%),KA4.2(67.14%),NJ2.2(67.14%),NP6.
5(67.14%),PhatM3.1(67.14%),PhatP1.3(67.14%),ChLa1.3(65.71%
),KM1.5(65.71%),ChL1.1(64.29%),ChM2.3(64.29%),ChP1.1(64.29
%),KA2.1(64.29%),KA2.7(64.29%),KA3.3(64.29%),NCh1.1(64.29
%),NCh1.2(64.29%),NCh1.3(64.29%),NJ2.1(64.29%),NP6.1(64.2 
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ตารางภาคผนวกท่ี 2 (ตอ่) 

เปอร์เซ็นตก์ำรยบัยัง้ จ ำนวนไอโซเลท 
60.00-69.99 
 

9%),NT2.2(64.29%),NTs2.3(64.29%),PhatM2.2(64.29%),SuK1.2 
(64.29%),SuK3.2(64.29%),SuM1.3(64.29%),KA1.3(62.86%)PhaT1
.6(61.43%),PhaTa1.3(61.43%),PhatM4.1(61.43%),ChL2.1(61.43%
),ChP2.1(61.43%),KA1.5(61.43%),ChL2.3(60.00%),ChLa3.2(60.0
0%),ChP1.2(60.00%),KA4.1(60.00%),NN2.2(60.00%),PhatB2.1(60
.00%),PhatB2.2(60.00%),PhatM1.5(60.00%),PhatM3.3(60.00%)
รวม 49 ไอโซเลท 

50.99-50.99 
 

PhaB1.3(57.14%),ChLa2.6(57.14%),ChLa3.3(57.14%),ChLa3.5(57
.14%),ChP1.3(57.14%),ChP3.3(57.14%),KA3.1(57.14%),KA5.3(57.
14%),PhaTa2.6(57.14%),PhaTa3.4(57.14%),PhatB1(57.14%),Phat
M1.1(57.14%),PhatM3.4(57.14%),PhatM4.2(57.14%),PhuM1.2(57.
14%),NJ2.4(55.17%),SuN1.1(55.17%),SuP1.1(55.17%),SuT1.2(55.
17%),ChLa1.1(54.29%),ChLa1.2(54.29%),ChM1.3(54.29%),ChP3.
1(54.29%),ChP1.4(52.86%),ChP3.2(52.86%),NN3.2(52.86%),NN3.
3(52.86%),PhatM1.4(52.86%),NTs2.2(52.57%),NP5.4(52.57%),Ch
M1.2(51.43%),KA5.4(51.43%),KM1.1(51.43%),KM1.4(51.43%),Ph
aT1.3(50.00%),PhaT1.4(50.00%),ChL1.4(50.00%),ChP3.4(50.00%
),ChP3.5(50.00%),KA1.1(50.00%),NP5.5(50.00%),NP6.3(50.00%),
SNa1.4(50.00%) 
รวม 44 ไอโซเลท 

40.00-49.99 
 

ChLa3.1(48.57%),ChM2.1(48.57%),ChP2.2(48.57%),KA1.2(48.57
%),KA3.5(48.57%),KA5.2(48.57%),KM2.1(48.57%),NN3.1(48.57%
),NP6.2(48.57%),NTs3.5(48.57%),PhaT1.2(48.57%),PhaTa3.3(48.
57%),RM2.4(48.57%),SuM1.1(48.57%),SuT2.3(48.57%),ChM1.4(4
8.57%) 
รวม 16 ไอโซเลท 
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ตารางภาคผนวกท่ี 3 ประสิทธิภำพของสำรระเหยของเชือ้รำ Trichoderma harzianum ChM1.1 และ 
 NL2.2 ตอ่กำรยับยัง้กำรเจริญเส้นใยเชือ้รำ Rigidoporus microporus หลงับ่มกำรท่ี
 อณุหภมูิห้อง เป็นเวลำ 2 วนั 

กรรมวิธี 
ขนำดเส้นผำ่ศนูย์กลำง 

(เซนตเิมตร) 
เปอร์เซ็นตก์ำรยบัยัง้ 
เชือ้รำ R. microporus 

T. harzianum ChM1.1 0.50±00a  94.4±00a1/ 
T. harzianum NL2.2 0.50±00a 94.4±00a 
ชดุควบคมุ 9.00±00b 0±00b 
                     F-test                                            **                                          ** 
                    C.V.(%)                                         00                                         00 

**แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
1/ ค่ำเฉลี่ยตำมด้วยตวัอักษรท่ีเหมือนกันแสดงว่ำไม่มีแตกต่ำงทำงสถิติท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ 99 
เปอร์เซ็นต์ โดยวิธี Duncan´s Mutiple Range Test  
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ตารางภาคผนวกท่ี 4 องค์ประกอบสำรระเหยท่ีสกดัได้จำกเชือ้รำ Trichoderma harzianum ChM1.1 

Retention 
time (min) 

% Relative 
peak area 

Possible compounds Formula 
Molecular 

mass 
11.40 0.48 2-Heptenal, (E)- C7H12O 112 
15.57 29.82 3-Octanone  C8H16O 128 
16.28 2.08 3-Octanol  C8H18O 130 
19.68 4.51 Benzeneacetaldehyde C8H8O 120 
24.45 5.11 3-Octanyl acetate  C10H20O2 170 
29.56 0.65 Tetradecane C14H30 198 
30.51 0.67 Undecane, 4,6-dimethyl- C13H28 184 
31.10 0.46 Dodecane, 4-methyl C13H28 184 
32.28 0.82 Tetradecane C14H30 198 
33.13 0.82 Dodecane, 4-methyl C14H30 198 
33.76 1.62 Tetradecane C14H30 198 
34.52 6.04 Pentadecane C15H32 212 
35.07 0.75 Hexadecane, 2,6,10,14-

tetramethyl- 
C20H42 

282 

35.50 2.18 4-Heptanol, 4-ethyl-2,6-
dimethyl-  

C11H24O 
172 

37.62 1.40 Pentadecane C15H32 212 
43.56 1.38 Heptadecane C17H36 240 
44.01 2.46 à-Guaiene C15H24 204 
44.28 0.95 á-Cedrene C15H24 204 
44.48 1.09 à-Copaene C15H24 204 
47.50 2.20 Acoradiene C15H24 204 
47.97 5.24 Hexadecane, 2,6,10,14-

tetramethyl- 
C20H42 282 
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ตารางภาคผนวกท่ี 4 (ตอ่) 
Retention 
time (min) 

%Relative 
peak area 

Possible compounds Formular 
Molecular 

mass 
49.69 2.07 Spiro[5.5]undeca-1,8-diene, 

1,5,5,9-tetramethyl-, (R)- 
C15H24 204 

50.71 0.97 Hexadecane, 2,6,10,14-
tetramethyl 

C20H42 282 

55.93 0.42 Eicosane C20H42 282 
58.81 1.81 5-Isocedranol C15H26O 222 
59.27 3.13 Hydroxymethylcyclododecane C13H26O 198 
59.60 0.91 Hexadecane, 2,6,10,14-

tetramethyl- 
C20H42 282 

59.69 0.79 1,4-Cis-1,7-Cis-acorenone C15H24O 220 
62.49 0.70 Cembrene C20H32 272 
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ตารางภาคผนวกท่ี 5 องค์ประกอบสำรระเหยท่ีสกัดได้จำกเชือ้รำ Trichoderma harzianum 
NL2.2 

Retention 
time (min) 

%Relative 
peak area 

Possible compounds Formular 
Molecular 

mass 
3.26 0.54 Acetic acid C2H4O2 60 
4.27 4.84 1-Butanol, 3-methyl- 

(impure) 
C5H12O 88 

14.08 0.29 Cyclohexanone, 4-methyl- C7H12O 112 
15.80 0.65 3-Heptanone, 6-methyl- C8H16O 128 
17.85 0.20 Benzene, 1-methoxy-3-

methyl- 
C8H10O 122 

19.70 0.26 Benzeneacetaldehyde C8H8O 120 
21.75 1.18 3-Ethylcyclopent-2-en-1-

one 
C7H10O 110 

24.48 13.16 Benzeneethanol C8H10O 122 
27.31 0.97 Octanal, 3,7-dimethyl C10H20O 156 
29.36 1.04 2-Heptyl furan C11H18O 166 
34.49 1.07 pentadecane C15H32 212 
36.37 0.53 2-Undecanone C11H22O 170 
37.61 0.31 pentadecane C15H32 212 
38.41 0.61 2-Methoxy-4-ethyl-6-

methylphenol 
C10H14O2 166 

41.49 1.07 Benzene, 4-ethenyl-1,2-
dimethoxy- 

C10H10O2 164 

44.88 4.52 à-Bergamotene C15H24 204 
45.96 1.57 1-Methyl-4(1,5-dimethyl-4-

hexenyl)-methylbenzene 
C15H24 204 
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ตารางภาคผนวกท่ี 5 (ตอ่) 
Retention 
time (min) 

%Relative 
peak area 

Possible compounds Formular 
Molecular 

mass 
46.42 3.28 1-Methyl-4(1,5-dimethyl-4-

hexenyl)-methylbenzene 
C15H24 204 

46.86 0.90 (3S,3aS,7R)-3a,4,5,6,7a-
Tetrahydro-3,6-
dimethylbenzofuran-2(3H)-
one 

C10H14O2 166 

47.27 14.72 6 Amyl à pyrone C10H14O2 166 
47.73 2.40 ç-curcumene C15H24 204 
48.89 10.78 Zingiberene C15H24 204 
49.59 2.88 á-Bisabolene C15H24 204 
50.58 5.39 á-Sesquiphellandrene C15H24 204 
51.13 2.13 2(1H)-Naphthalenone, 

4a,5,6,7,8,8a-hexahydro-
8a-methyl-, trans-  

C11H16O 164 

56.48 1.31 á-Guaiene C15H24 204 
56.90 1.17 zingiberenol C15H26O 222 
58.55 1.81 5,6,6-Trimethyl-3,4-

undecadien-2,10-dione 
C14H22O2 222 

60.10 0.52 Acetic acid, 10,11-
dihydroxy-3,7,11-trimethyl-
dodeca-2,6-dienyl ester 

C17H30O4 298 

61.50 0.95 2-Amino-6-methyl-6,7-
dihydro-9H-5-oxa-9-
azabenzocyclohepten-8-1 

C10H12N2O2 192 
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ตารางภาคผนวกท่ี 5 (ตอ่) 
Retention 
time (min) 

%Relative 
peak area 

Possible compounds Formular 
Molecular 

mass 
65.52 0.97 Verticellol C20H34O 290 
66.05 0.31 Verticellol C20H34O 290 
68.59 0.19 Cyclopenta[a,d]cycloocten-

5-one, 1,2,3,3a,4,5,6,8,9,9a 
C20H30O 286 
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ตารางภาคผนวกท่ี 6 องค์ประกอบของสำรท่ีสกดัได้จำกเชือ้รำ Trichoderma harzianum ChM1.1  
Retention 
time (min) 

%Relative 
peak area 

Possible compounds Formular 
Molecular 

mass 
6.93 2.25 Acetic acid (CAS) C2H4O2 60 
11.03 18.29 1,3-Diamio-2-propanol C3H10N20 90 
11.62 0.9 3-Furanol, tetrahydro- C4H8O2 88 
12.15 1.73 2,3-Dihydro-3,5-

dihydroxy-6-methyl-4H-
pyran-4-one 

C6H8O4 144 

13.68 0.62 2-Furancarboxaldehyde 
5-(hydroxymethyl)- 

C6H6O3 126 

18.54 0.76 Hexadecanoic acid C16H32O2 256 
21.22 1.26 Octadecanoic acid C18H36O2 284 
22.27 1.54 Octadec-9-enoic acid C18H34O2 282 
25.19 1.93 9-Octadecenamide C18H35NO 281 
26.29 53.19 1-Hydroxy-3-methyl-

5,10-anthraquinone 
C15H10O3 238 

30.88 7.82 Chrysophanol C15H10O4 254 
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ตารางภาคผนวกท่ี 7 ปริมำณเชือ้รำ Trichoderma harzianum NL2.2 ท่ีเจริญในปุ๋ ยชนิดตำ่ง ๆ 
หลงักำรบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลำ 0, 5, 10 และ 15 วนั 

ns ไมแ่ตกตำ่งทำงสถิติ 
**แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
1/ คำ่เฉล่ียในคอลมัน์เดียวกนัตำมด้วยตวัอกัษรท่ีเหมือนกันแสดงว่ำไม่มีแตกต่ำงทำงสถิติท่ีระดบั
ควำมเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต์ โดยวิธี Duncan´s Mutiple Range Test  
 
 
 
 
 
 

จ ำนวนประชำกร (x108 โคโลนีตอ่กรัม) 

ชนิดปุ๋ ย 
ระยะเวลำบ่มเลีย้งเชือ้ (วนั) 

0 5 10 15 

นึ่งฆ่ำ
เชือ้ 

มลูไก่ 0.003±0.000a 0.163±0.000b 0.135±0.000e 0.144±0.000e 

มลูววั 0.003±0.000a 0.115±0.000d 0.550±0.004c 0.732±0.000c 

อินทรีย์ ซีพี 0.003±0.000a 0.175±0.000a 1.370±0.004a 1.650±0.004a 

ไมน่ึ่งฆ่ำ
เชือ้ 

มลูไก่ 0.003±0.000a 0.06±0.000f 0.105±0.000e 0.140±0.004e 

มลูววั 0.003±0.000a 0.092±0.000e 0.336±0.001d 0.435±0.000d 

อินทรีย์ ซีพี 0.003±0.000a 0.118±0.000c 0.918±0.400b 1.290±0.147b 

F-test ns ** ** ** 

CV. (%) 00 00 0.14 00 
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ตารางภาคผนวกท่ี 8 ปริมำณเชือ้รำ Trichoderma harzianum NL2.2 ท่ีเจริญในปุ๋ ยอินทรีย์ ซึ่ง
ควำมชืน้ท่ีแตกตำ่งกนั หลงักำรบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลำ 15 วนั 

กรรมวิธี จ ำนวนโคโลนีตอ่กรัม (x108) 

ควำมชืน้ 25 2.82±0.63a1/ 

ควำมชืน้ 30 2.00±0.41b 

ควำมชืน้ 35 1.57±1.50c 

F-test ** 

C.V. (%) 16.18 

** แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
1/ คำ่เฉล่ียในคอลมัน์เดียวกนัตำมด้วยตวัอกัษรท่ีเหมือนกันแสดงว่ำไม่มีแตกต่ำงทำงสถิติท่ีระดบั
ควำมเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต์ โดยวิธี Duncan´s Mutiple Range Test  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



108 

 

 
 

ภาคผนวก ค 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 9 วิเครำะห์ควำมแปรปรวนควำมสำมำรถในกำรเจริญของเชือ้ รำ 
Trichoderma harziamum ChM1.1 ท่ี pH ต่ำง ๆ หลังกำรบ่มท่ี 
อณุหภมูิห้อง เป็นเวลำ 2 วนั  

Source DF SS MS F 
Treatment 4 13.667 3.342 51.019** 
Error 15 0.982 0.065  
Total 19 14.349   

C.V. 1.27 % 
** แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 10 วิเครำะห์ควำมแปรปรวนควำมสำมำรถในกำรเจริญของเชือ้รำ 

Trichoderma harziamum NL2.2 ท่ี pH ต่ำง ๆ หลังกำรบ่มท่ี
อณุหภมูิห้อง เป็นเวลำ 2 วนั  

Source DF SS MS F 
Treatment 4 10.357 2.589 9.048** 
Error 15 4.292 0.286  
Total 19 14.649   

C.V.2.67 % 
** แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
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ตารางภาคผนวกท่ี 11 วิเครำะห์ควำมแปรปรวนควำมสำมำรถในกำรเจริญของเชือ้รำ
Trichoderma harziamum ChM1.1 ท่ีอณุหภมูิต่ำง ๆ หลังกำรบ่ม 
เป็นเวลำ 2 วนั 

Source  DF SS MS F 
Treatment 4 281.657 70.414 1.006E4** 
Error 15 0.105 0.007  
Total 19 281.762   

C.V.0.42% 
** แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 12 วิเครำะห์ควำมแปรปรวนควำมสำมำรถในกำรเจริญของเชือ้รำ

Trichoderma harziamum NL2.2 ท่ีอณุหภมูิต่ำง ๆ หลงักำรบ่ม เป็น
เวลำ 2 วนั 

Source DF SS MS F 
Treatment 4 235.303 58.826 1.177E4** 
Error 15 0.075 0.005  
Total 19 235.378   

C.V.0.35 
** แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
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ตารางภาคผนวกท่ี 13 วิเครำะห์ควำมแปรปรวนประสิทธิภำพของสำรระเหยของเชือ้รำ 
Trichoderma harzianum ChM1.1 ตอ่กำรยบัยัง้กำรเจริญเส้นใยเชือ้รำ 
Rigidoporus microporus หลงักำรบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลำ 2 วนั 

Source DF SS MS F 
Treatment 2 190.919 95.459 1.002E5** 
Error 9 0.009 0.001  
Total 11 190.927   

C.V.0.26% 
** แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 14 วิเครำะห์ควำมแปรปรวนประสิทธิภำพของสำรระเหยของเชือ้รำ 

Trichoderma harzianum NL2.2 ตอ่กำรยบัยัง้กำรเจริญเส้นใยเชือ้รำ 
Rigidoporus microporus หลงักำรบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลำ 2 วนั 

Source DF SS MS F 
Treatment 4 473.500 118.375 13.226** 
Error 15 134.250 8.950  
Total 19 607.750   

C.V.14.96% 
** แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 15 วิเครำะห์ควำมแปรปรวนปริมำณเชือ้รำ Trichoderma harzianum NL2.2   

ในสตูรส ำเร็จหลงักำรผลิต เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง 
Source DF SS MS F 
Treatment 4 44.000 11.000 1.165ns 
Error 15 100.000 6.667  
Total 19 144.000   

C.V.12.91% 

nsไมแ่ตกตำ่งทำงสถิต ิ
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ตารางภาคผนวกท่ี 16 วิเครำะห์ควำมแปรปรวนปริมำณเชือ้รำ Trichoderma harzianum NL2.2 
ในสตูรส ำเร็จ หลงัจำกเก็บรักษำท่ีอณุหภมูิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 6 
เดือน 

Source DF SS MS F 
Treatment 13 8329.804 640.754 25.057** 
Error 42 1074.000 25.571  
Total 55 9403.804   

C.V.9.03 
** แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 17 วิเครำะห์ควำมแปรปรวนเปอร์เซ็นต์กำรยับยัง้กำรเจริญของเส้นใยเชือ้รำ 

Rigidoporus microporus โดยสูตรส ำเร็จของเชือ้รำ Trichoderma 
harzianum NL2.2 หลงัจำกกำรเก็บรักษำท่ีอณุหภมูิ 4 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 6 เดือน 

Source DF SS MS F 
Treatment 13 52.223 4.017 0.833ns 
Error 42 202.551 4.823  
Total 55 254.774   

C.V.3.92% 
nsไมแ่ตกตำ่งทำงสถิต ิ
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ตารางภาคผนวกท่ี 18 วิเครำะห์ควำมแปรปรวนปริมำณของเชือ้รำ Trichoderma harzianum 
NL2.2. ท่ีเจริญในปุ๋ ยชนิดตำ่ง ๆ หลงักำรบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลำ 15 
วนั 

Source DF SS MS F 
Treatment 2 2530.500 1265.250 337.400** 
Error 9 33.750 3.750  
Total 11 2564.250   

C.V. 16.14% 
** แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 19 วิเครำะห์ควำมแปรปรวนปริมำณเชือ้รำ Trichoderma harzianum NL2.2 

ท่ีเจริญในปุ๋ ยอินทรีย์ ซึ่งควำมชืน้ท่ีแตกตำ่งกนั หลงักำรบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง 
เป็น เวลำ 15 วนั 

Source DF SS MS F 
Treatment 2 323.167 161.583 43.410** 
Error 9 33.500 3.722  
Total 11 356.667   

C.V.16.18% 
** แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 20 วิเครำะห์ควำมแปรปรวนกำรเจริญของเชือ้รำ Rigidoporus microporus 

ในดินปลกู หลงักำรบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลำ 7 วนั 
Source DF SS MS F 
Treatment 3 359.687 119.896 3.405E3** 
Error 12 0.422 0.035  
Total 15 360.109   

C.V.1.17 
** แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
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ตารางภาคผนวกท่ี 21 วิเครำะห์ควำมแปรปรวนเปอร์เซ็นต์ลดกำรเกิดโรคของเชือ้ รำ 
Trichoderma harzianum NL2.2 ในดินปลูก  หลังกำรบ่ม ท่ี
อณุหภมูิห้อง เป็นเวลำ 7 วนั 

Source DF SS MS F 
Treatment 3 24978.255 8326.085 3.405E3** 
Error 12 29.340 2.445  
Total 15 25007.595   

C.V.9.77 
** แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 22 วิเครำะห์ควำมแปรปรวนดชันีกำรเกิดโรครำกขำวของต้นกล้ำยำงพำรำใน

เรือนกระจก หลงักำรทดสอบ เป็นเวลำ 4 เดือน 
Source DF SS MS F 
Treatment 5 32492.213 6498.443 5.486** 
Error 54 63964.906 1184.535  
Total 59 96457.119   

C.V.57.36 
** แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 23 วิเครำะห์ควำมแปรปรวนเปอร์เซ็นต์ลดกำรเกิดโรครำกขำวของต้นกล้ำ

ยำงพำรำในเรือนกระจก หลงักำรทดสอบ เป็นเวลำ 4 เดือน 
Source DF SS MS F 
Treatment 5 73280.292 14656.058 20.596** 
Error 54 38425.657 711.586  
Total 59 111705.949   

C.V.44.46 
** แตกตำ่งทำงสถิติท่ี P < 0.01 
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ภาคผนวก ง 

 

ล ำดบัเบสของเชือ้รำ Trichoderma sp. ChM1 ซึง่มีควำมเหมือนกบัล ำดบัเบสของเชือ้รำ 

Trichoderma harzianum (GenBank accession number gb|KC330218.1|) ซึง่มีควำมเหมือน 

(homology) เท่ำกบัร้อยละ 99 (655/664 bp) 

 

ACCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGG

ACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTTTTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTTATAA

TCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT

TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA

ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCAT

TTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGTGGCCGTCT

CCTAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGC

GCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCAACTTCTGAAATGTTGACTCGGACAGGTAGGAATACCCGC

TGAACTTAAGCATATCAATTAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGT

GAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCCTAGGGCCGAGTTGTAATTTGTA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/459655125?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=FGS6XRND015
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ล ำดบัเบสของเชือ้รำ Trichoderma sp. NL2.2 ซึง่มีควำมเหมือนกบัล ำดบัเบสของเชือ้รำ 

Trichoderma harzianum (GenBank accession number gb|KC330218.1|) ซึง่มีควำมเหมือน 

(homology) เท่ำกบัร้อยละ 99 (640/648 bp) 

 

GAAGTGTTGAAGGTAAAAACCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCG

GGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTTTTGTATACCCCC

TCGCGGGTTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAA

CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG

AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC

ATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTC

CCTTAGCGGGTGGCCGTCTCCTAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTT

GCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCAACTTCTGAAATGTTGACCTC

GGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATTAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGG

GATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAATCTGGCCCTA 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/459655125?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=FGS6XRND015

