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บทคัดย่อ 
โรคใบจุดท่ีเกิดจากรา Curvularia oryzae เป็นโรคท่ีระบาดรุนแรงในแปลง

เพาะปลกูต้นกล้าปาล์มน า้มนั การควบคมุโดยใช้สารเคมีเป็นเวลานานไม่เพียงแตท่ าให้เชือ้โรคเกิด
ความต้านทาน แต่ยงัเป็นอนัตรายตอ่สขุภาพของมนษุย์และสิ่งแวดล้อม การใช้ราปฏิปักษ์จึงเป็น
อีกทางเลือกหนึ่ง แต่การน าราปฏิปักษ์ไปใช้ขาดความสะดวก ในการศึกษาครัง้นีจ้ึงคดักรองราท่ี
เป็นปฏิปักษ์ตอ่รา C. oryzae และพฒันาให้อยู่ในรูปแบบอิมลัชนั โดยเก็บตวัอย่างใบปาล์มน า้มนั
ท่ีสมบรูณ์ ปลอดโรค จากพืน้ท่ีอ าเภอคลองหอยโข่ง และบริเวณภายในแปลงเกษตร คณะ
ทรัพยากรธรรมชาติ อ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา มาแยกราเอนโดไฟท์และอิพิไฟท์ ได้ทัง้หมด 
26 ไอโซเลท และเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ 2 ไอโซเลท ( Trichoderma harzianum TM2/1 และ 
Streptomyces hygroscopicus NR 8-2 ) ได้รับความอนเุคราะห์จาก Culture Collection of Pest 
Management เม่ือน ามาคดัเลือกด้วยวิธี dual culture พบว่ามี 6 ไอโซเลท ( V76-12, T76-1, 
V76-14, T76-14, T76-12/2 และ T. harzianum TM2/1 ) ให้เปอร์เซ็นต์ยบัยัง้การเจริญเส้นใยรา 
C. oryzae ได้มากกว่า 80% เม่ือจดัจ าแนกชนิดของเชือ้ราปฏิปักษ์โดยใช้ลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาและเทคนิคทางอณูชีววิทยาร่วมกัน สามารถจัดจ าแนกราปฏิปักษ์ได้เป็น 2 ชนิด 
คือ T. asperellum ไอโซเลท T76-14 กบั V76-14  และ T. spirale ไอโซเลท V76-12, T76-1 และ 
T76-12/2 ความสัมพันธ์ระหว่างราปฏิปักษ์กับรา C. oryzae ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
อิเล็คตรอนแบบส่องกราด พบว่าราทัง้ 6 ไอโซเลทเจริญคลุมทบัและพนัรัดเส้นใยรา C. oryzae 
และ S. hygroscopicus NR8-2 สามารถท าให้ปลายเส้นใย C. oryzae เกิดความผิดปกต ิ 
รา T. spirale T76-1 และ T. harzianum TM2/1 ผลิตเอนไซม์ไคติเนสและ เบตา-1,3-กลคูาเนส
เพ่ือยอ่ยสลายผนงัเซลล์รา C. oryzae รวมถึงยงัสามารถสร้างสารระเหยในกลุ่มแอลกอฮอล์ยบัยัง้
การเจริญของเส้นใยรา C. oryzae ได้และพบว่าราปฏิปักษ์ทัง้ 3 ชนิด (T. harzianum TM2/1,  
T. spirale T76-1 และ S. hygroscopicus NR8-2) สามารถกระตุ้นกิจกรรมเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบั
ระบบป้องกันตนเองของพืช ได้แก่ polyphenol oxidase (PPO), peroxidase (POD) และ 
phenylalanine ammonia lyase (PAL) จึงเลือกจุลินทรีย์ทัง้ 3 ไอโซเลท ไปผลิตเป็นสูตรส าเร็จ
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Abstract 
Leaf spot disease caused by Curvularia oryzae is a severe outbreak on 

oil palm seedlings in nurseries. Long-time usage of chemical fungicide not only causes 
pathogen resistance but also harmful for human health and environment. The use of 
antagonistic microorganism is an alternative strategy but it is inconvenient to use. In this 
study, fungi were screened for antagonistic activity against C. oryzae and developed to 
emulsifying biopesticide. Twenty-six isolates of fungi were isolated from the tissue and 
leaf surface of oil palm leaves collected from Khlong Hoi Khong District and the 
agricultural field of Faculty of Natural Resources, Hat Yai District, Songkhla, and  
2 isolates ( Trichoderma harzianum TM2 / 1 and Streptomyces hygroscopicus NR 8-2 ) 
were obtained from the Culture Collection of Pest Management Depertment. Six isolates 
( V76-12, T76-1, V76-14, T76-14, T76-12/2 and T. harzianum TM2/1 ) showed 
antagonistic activity against the mycelial growth of C. oryzae with inhibition rate more 
than 80% on dual culture plate assay. The antagonists were identified into 2 species as 
follows: T. asperellum (T76-12 and V76-12) and T. spirale (V76-12, T76-1 and T76-12/2) 
by morphology characteristics and molecular techniques. Electron microscope 
observation showed that mode of action of the six isolates were covered and coiled 
around C. oryzae, while S. hygroscopicus NR 8-2 caused abnormal shaped of C. oryzae 
hyphal tip. T. spirals T76-1 and T. harzianum TM2 / 1 produced chitinase and  
beta-1,3-glucanase enzymes to degrade fungal cell wall and produced volatile (alcohol 
group) to inhibit mycelial growth of C. oryzae. Three isolates (T. harzianum TM2 / 1,  
T. spirals T76-1 and S. hygroscopicus NR 8-2) induced the activities of the plant 
defense enzymes including polyphenol oxidase (PPO), peroxidase (POD) and 
phenylalanine ammonia lyase (PAL). Therefore, these isolates were selected to develop 
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to emulsion formulation. In efficiency test showed that all formulations, storage at 10๐ C 
increased the shelf-life in comparison with room temperature. In nursery experiments, 
the 4 formulations showed effective in reducing disease incidence which did not 
significantly differ from chemical fungicide (prochloraz).   
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บทที่ 1 

บทน า 
 

บทน าต้นเร่ือง 

จากแผนยุทธศาสตร์อุตสาหกรรมปาล์มน า้มนัปี 2547 – 2572 ของส านกังาน
เศรษฐกิจการเกษตร มีการส่งเสริมให้ประเทศไทยเพิ่มผลผลิตน า้มันปาล์มดิบให้เพียงพอต่อ
อุตสาหกรรมแปรรูปเพ่ือเพิ่มมูลค่า โดยเฉพาะการน าน า้มนัปาล์มผลิตเป็นไบโอดีเซลเพ่ือใช้เป็น
พลงังานทดแทนน า้มนัดีเซล และเพิ่มความสามารถในการแข่งขนัส่งออกปาล์มน า้มนัในตลาดโลก 
ซึ่งในปัจจบุนัอตุสาหกรรมน า้มนัปาล์มมีอตัราการขยายตวัเพิ่มขึน้อย่างตอ่เน่ือง แตอ่ย่างไรก็ตาม
ในประเทศไทย การเพิ่มมูลค่าน า้มนัปาล์มให้สูงขึน้ยงัไม่สามารถด าเนินการได้เน่ืองจากผลผลิต
ปาล์มสดและน า้มนัปาล์มดิบยงัไม่เพียงพอต่อการเกิดอุตสาหกรรมตอ่เน่ือง ส านกังานเศรษฐกิจ
การเกษตรจึงส่งเสริมให้เพิ่มพืน้ท่ีการปลูกปาล์มน า้มนัในประเทศเพิ่มมากขึน้ เพ่ือให้เพียงพอต่อ
อตุสาหกรรมปาล์มน า้มนัท่ีจะเกิดขึน้ต่อไป (ศิริวรรณ ประเศรษฐานนท์ และสุดารัตน์ เตชะศรี
ประเสริฐ, 2547) ซึ่งพืน้ท่ีปลกูปาล์มน า้มนัของไทยส่วนใหญ่อยู่ในภาคใต้ เน่ืองจากปาล์มน า้มนั
เป็นพืชท่ีต้องอาศยัสภาพอากาศร้อนชืน้ในการเจริญเติบโต  

จากการส่งเสริมของส านกังานเศรษฐกิจการเกษตรส่งผลให้มีความต้องการต้น
กล้าปาล์มน า้มนัในตลาดเพิ่มมากขึน้ ท าให้ต้องเพาะกล้าปาล์มน า้มนัในปริมาณมากต่อรอบการ
ปลกู เกษตรกรผู้จ าหน่ายต้นกล้าปาล์มน า้มนัในภาคใต้จึงประสบปัญหาการเกิดโรคระบาดในต้น
กล้าปาล์มน า้มัน ได้แก่ โรคใบจุด โรคใบไหม้ โรคใบเน่า และโรครากเน่า (Pornsuriya et al., 
2013) โดยโรคท่ีมีการแพร่ระบาดรุนแรงท่ีสดุคือโรคใบจดุ ซึ่งส่งผลตอ่การเจริญเติบโตของต้นกล้า 
และหากเกิดอาการรุนแรงอาจส่งผลให้ต้นกล้าตายได้ การเกิดโรคส่วนหนึ่งมาจากระบบการดแูล 
ระยะห่างของการวางถุงต้นกล้าท่ีชิดเกินไป ส่งผลให้เกิดการระบาดของโรคได้รวดเร็วและรุนแรง 
และรวมถึงวชัพืชบริเวณแปลงปลกูซึ่งเป็นท่ีอาศยัของราก่อโรค โรคใบจดุของต้นกล้าปาล์มน า้มนั 
เกิดจากรา Curvularia oryzae  ท าให้ปาล์มน า้มนัในระยะกล้ามีอาการใบจดุรุนแรง โดยลกัษณะ
อาการในระยะแรกคือ เป็นจดุสีเหลืองขนาดเล็ก แผลขอบนนู รูปร่างกลมรี จากนัน้มีการขยายใหญ่
ขึน้เห็นเป็นวงแหวนสีน า้ตาลและแผลสามารถเช่ือมต่อกันจนมีขนาดใหญ่ หากเกิดรุนแรงอาจ
เหมือนอาการโรคใบไหม้ (Sunpapao et al., 2014) การใช้สารเคมีในการควบคมุโรคใบจดุใน
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ปัจจบุนัท าให้ต้นทนุในการเพาะปลกูสงูขึน้ เน่ืองจากต้องฉีดพ่นทกุสปัดาห์ เพ่ือควบคมุโรคไม่ให้มี
การแพร่ระบาดรุนแรงมากขึน้ (พิพัฒน์ เซ่ียงหลิว และเกริกชัย ธนรักษ์ , 2554) ส่งผลให้รา  
C. oryzae เกิดการต้านทานเน่ืองจากต้องพฒันาตวัเองให้ทนตอ่สารก าจดัรา เกษตรกรจึงต้องหา
สารก าจดัราชนิดใหม่ 2 – 3 ชนิดมาผสมกนัเพ่ือให้รา C. oryzae เกิดการต้านทานช้าลง ต้นทนุใน
การผลิตจงึสงูขึน้ รวมถึงการตกค้างของสารเคมีซึง่สง่ผลตอ่เกษตรกรผู้ใช้สารเคมีและผู้บริโภค 

ในปัจจุบันมีการใช้การควบคุมโดยชีววิธีเพิ่มมากขึน้ เน่ืองจากไม่ส่งผลเสียต่อ
สภาพแวดล้อม ไมส่ง่ผลกระทบตอ่มนษุย์และยงัไม่เกิดการตกค้างในระบบนิเวศ ในการศกึษาของ 
สภุาภรณ์ พิทกัษ์กิจ (2556) ได้ท าการเก็บตวัอย่างดินบริเวณรากต้นปาล์มน า้มนั ในจงัหวดัตา่ง ๆ 
ทางภาคใต้ (กระบี่ นครศรีธรรมราช สรุาษฎร์ธานี ตรัง ภูเก็ต ระนอง ชมุพร และสตลู) จ านวน 66 
ตวัอย่าง น ามาแยกแบคทีเรียกลุ่ม Actinomycetes ได้จ านวน 156 ไอโซเลท และท าการคดัเลือก
ราปฏิปักษ์ พบว่า S. hygroscopicus NR8-2 สามารถยับยัง้รา C. eragostidis ดีท่ีสุด  
โดยมีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ 79.45 เปอร์เซ็นต์ จากนัน้ จิตรา กิตติโมรากลุ (2557) ได้น าแบคทีเรีย 
S. hygroscopicus NR8-2 และรา Trichoderma spp. จ านวน 20 ไอโซเลทท าการทดลอง
ควบคมุรา C. oryzae สาเหตโุรคใบจดุของปาล์มน า้มนัเปรียบเทียบกบัการใช้สารเคมีก าจดัรา 
พบว่า รา T. harzianum TM 2/1 และแบคทีเรีย S. hygroscopicus NR8-2 สามารถยบัยัง้การ
เจริญของ C. oryzae ได้ดีรองจากการใช้สารก าจดัราแมนโคเซบและโพรคลอราช จึงแนะน าให้
เกษตรกรใช้ราปฏิปักษ์ในการปอ้งกนัการเข้าท าลายของ C. oryzae สลบักบัการใช้สารก าจดัรา 
เพ่ือลดค่าใช้จ่ายและการต้านทานต่อสารก าจัดราของเชือ้สาเหตุโรค แต่ยังไม่มีการพัฒนา
จลุินทรีย์ทัง้ 2 ชนิด ให้อยูใ่นรูปแบบของผลิตภณัฑ์ทางการค้า เพ่ือความสะดวกในการน าไปใช้งาน 
ยืดอายุการเ ก็บ รักษา และลดกระบวนการในการเต รียมหัว เ ชื อ้จุลินทรี ย์  นอกจากนี ้ 
S. hygroscopicus NR8-2 และ T. harzianum TM 2/1 เป็นเชือ้ท่ีแยกได้จากดินบริเวณรากปาล์ม
น า้มันจึงอาจยังไม่ใช่เชือ้ท่ีดีท่ีสุดส าหรับการควบคุมโรคใบจุดของกล้าปาล์มน า้มัน ดังนัน้ใน
งานวิจัยนีจ้ึงท าการแยกเชือ้ราปฏิปักษ์จากใบของปาล์มน า้มันท่ีไม่เป็นโรคมาศึกษาการเป็น
ปฏิปักษ์ตอ่เชือ้ C. oryzae เปรียบเทียบกบัเชือ้ S. hygroscopicus NR8-2 และ T. harzianum 
TM 2/1 และคดัเลือกเชือ้ท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคมุเชือ้ C. oryzae มาเตรียมให้อยู่ในรูปสตูร
ส าเร็จชนิดอิมลัชนัใช้ฉีดพน่เพ่ือยบัยัง้โรคใบจดุของกล้าปาล์มน า้มนัตอ่ไป 
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ตรวจเอกสาร 

 ปาล์มน า้มัน 
ปาล์มน า้มนัเป็นพืชใบเลีย้งเด่ียว ชนิดยืนต้น มีถ่ินก าเนิดในทวีปแอฟริกา อยู่ใน

สกุล Elaeis ซึ่งสายพนัธุ์ ท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจคือ Elaeis guineensis Jacq. (Hartley, 
1998)สามารถเจริญเติบโตได้ดีในสภาพอากาศร้อนชืน้ การเจริญเติบโตของปาล์มน า้มนัระยะต้น
กล้าต้องการน า้ สารอาหาร ในปริมาณมาก เพ่ือการเจริญเป็นต้นท่ีสมบรูณ์ เน่ืองด้วยต้องอาศยัอยู่
ในสภาพอากาศร้อนชืน้ จงึเหมาะแก่การเข้าท าลายของราสาเหตโุรคในปาล์มน า้มนั โดยเฉพาะใน
ปาล์มน า้มันระยะต้นกล้า ส่งผลให้มีการเข้าท าลายของโรคต่าง ๆ ได้แก่ โรคแอนแทรคโนส 
(anthracnose) เกิดจากราหลายชนิด เช่น Colletotrichum gloeosporiodes, Botryodiplodia sp., 
Glomerella sp. และ Melanoconium sp. (Aderungboye, 1977) โรคใบไหม้ (blight) เกิดจากรา 
Pestalotiopsis sp. (Pornsuriya et al., 2013) โรคใบจดุ (leaf spot) เกิดจากรา C. oryzae ซึ่ง
เป็นโรคท่ีพบได้ในแปลงปลกูท่ีขาดการจดัการดแูล เช่น การให้น า้มากเกินไป (Sunpapao et al., 
2014) 

 โรคใบจุดในต้นกล้าปาล์มน า้มัน  
ต้นกล้าปาล์มน า้มันต้องการน า้ในปริมาณมากกว่า 6.5 มิลลิเมตรต่อวนั เพ่ือ

น าไปใช้ในการพฒันาระบบราก และการละลายธาตอุาหารในดินเพ่ือการเจริญเติบโต (Mutert et 
al., 1999) ซึ่งภาคใต้ของประเทศไทยมีปริมาณน า้ฝนมากกว่า 200 มิลลิเมตรต่อเดือน (สถานี
อตุนุิยมวิทยาสงขลา, 2559) ท าให้ความชืน้สมัพทัธ์ในอากาศสงู ซึ่งเป็นสภาวะอากาศท่ีเหมาะสม
ในการเจริญเตบิโตของต้นปาล์มน า้มนั รวมถึงเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมแก่การเจริญของเชือ้ราก่อโรค
ในต้นกล้าปาล์มน า้มนัเชน่กนั ปาล์มน า้มนัในระยะต้นกล้าจึงเส่ียงกบัโรคหลายชนิด (Kittimorakul 
et al., 2014) จากทัว่โลกพบว่าในต้นปาล์มน า้มนัมีโรคระบาดมากถึง 60 โรค โดยโรคส่วนใหญ่
เกิดจากเชือ้ราสง่ผลท าให้ต้นปาล์มน า้มนัชะงกัการเจริญเติบโตและให้ผลผลิตลดน้อยลง (Turner, 
1981) ในระยะต้นกล้าพบโรคท่ีส าคญัคือ โรคใบจุด และใบไหม้ โดยมีการรายงานไว้ว่าในเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้พบโรคใบจุดท่ีเกิดจากรา C. eragrostidis และโรคใบไหม้เกิดจากรา 
Pestalotiopsis spp. (Aderungboye, 1977) ในพืน้ท่ีภาคใต้ของประเทศไทยพบโรคใบจุดใน
ปาล์มน า้มันระยะกล้าท่ีเกิดจากรา ได้แก่  รา Pestalotiopsis palmarum สาเหตุโรคใบจุด  
ในระยะแรกพบมีลกัษณะเป็นจุดแผลสีด าตอ่มามีเนือ้เย่ือยบุตวั บริเวณกลางแผลมีสีขาว น า้ตาล
อ่อน และมีจดุสปอร์สีน า้ตาล (Labarca et al., 2006) รา Cercospora elaeidis สาเหตโุรคใบจดุ 
cercospora พบอาการของโรคบนใบแสดงจุดสีเหลือง ขนาดเล็ก มีสีน า้ตาลตรงกลางและสีม่วง
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บริเวณขอบแผลในระยะเร่ิมต้น ในระยะต่อมาเกิดการผสานกันระหว่างแผลท าให้แผลมีสีเทา 
น า้ตาล ขนาดใหญ่และเปราะขาด และ รา C. oryzae สาเหตโุรคใบจดุ ซึ่งเป็นโรคท่ีส าคญัท่ีสดุใน
ปาล์มน า้มนัระยะกล้า (Sunpapao et al., 2014) ในระยะแรกอาการเกิดกบัใบอ่อน จดุท่ีราเจริญมี
สีเหลืองล้อมรอบ ในช่วงท่ีอากาศชืน้ แผลจะขยายอย่างรวดเร็วผสานกนัท าให้แผลมีสีน า้ตาลเข้ม
หรือด าขนาดใหญ่ (ภาพท่ี 1) นอกจากนี ้พิพฒัน์ เซ่ียงหลิว และเกริกชยั ธนรักษ์ (2554) รายงาน
ว่าในพืน้ท่ีจงัหวดักระบี่และสุราษฎร์ธานี ซึ่งเป็นแหล่งผลิตกล้าปาล์มน า้มนัท่ีส าคญัของประเทศ
ไทย พบมีการระบาดของรา C. oryzae และ C. eragrostidis การระบาดของโรคใบจดุในระยะต้น
กล้าปาล์มน า้มนัสง่ผลให้ต้นกล้า เจริญเตบิโตได้ไมเ่ตม็ท่ี ไมแ่ข็งแรง ซึง่อาจท าให้เกิดปัญหาเม่ือลง
ปลกูในแปลงและส่งผลในระยะยาวจนถึงช่วงให้ผลผลิต การดแูลจดัการในช่วงระยะต้นกล้าจึงมี
ความส าคญัตอ่เกษตรกรผู้จ าหน่ายต้นกล้าปาล์มน า้มนั (ศรีสรุางค์ ลิขิตเอกราช, 2548)  

 

ภาพที่  1 โรคใบจุดบนใบต้นกล้าปาล์มน า้มนั ก. ลักษณะอาการโรคใบจุด ข. ลกัษณะแผล  
ค. รา Curvularia oryzae สาเหตโุรคใบจดุในปาล์มน า้มนั  

รา Curvularia oryzae สาเหตุโรคใบจุด 
ลกัษณะทั่วไปของราในสกุล Curvularia spp. เส้นใยมีสีน า้ตาล มีผนงักัน้ 

(septate hypha) สร้างสปอร์แบบไม่อาศยัเพศ (asexual spore) เรียกว่า โคนิเดียม (conidium) 
ภายในโคนิเดียมมีการสร้างผนงักัน้แบง่เป็น 3 – 5 เซลล์ โดยเซลล์กลางมีขนาดใหญ่กว่าเซลล์
ข้างเคียง (Sivanesan, 1987) ส่วนรา C. oryzae มีลกัษณะแตกตา่งจาก Curvularia ชนิดอ่ืน ๆ 
คือมีสปอร์เพียง 1 สปอร์บนก้านชูสปอร์ (conidiophore) ไม่เป็นกลุ่มหรือเป็นช่อ สปอร์มีขนาด

ก. ข. ค. 5µm 
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ใหญ่ ภายในโคนิเดียมมีการสร้างผนงักัน้แบ่งเป็น 4 เซลล์ บริเวณเซลล์กลางของสปอร์ มีขนาด 
24-40 × 12-22 µm  สีน า้ตาลเข้มหรือสีน า้ตาลมากกวา่เซลล์ข้างเคียง (Sunpapao et al., 2014) 
การจดัล าดบัอนกุรมวิธานของเชือ้ Curvularia oryzae  (Webster and Weber, 2007) 

อาณาจกัร  (Kingdom): Fungi 
ไฟลมั (Phylum): Ascomycota 

ชัน้ (Class): Dothideomycetes 
อนัดบั (Order): Pleosporales 

วงศ์ (Family): Pleosporaceae 
สกลุ (Genus): Curvularia 

      ชนิด (Species): Curvularia oryzae Bugnic.
การแพร่กระจายของรา C. oryzae สามารถแพร่กระจายได้โดยอาศยัลมและน า้ฝน เม่ือสปอร์
สมัผสักับผิวพืชจะงอกเส้นใย (germ tube) ออกมาทัง้สองด้าน (bipolar germination) สร้าง 
appressoria บนผิวพืชและเจริญเส้นใยเจาะเข้าสู่เซลล์พืช โดยเส้นใยเจริญอยู่ระหว่างเซลล์พืช
สง่ผลให้เกิดอาการใบจดุมีรอยแผลเนือ้เยือ้ตายเป็นจดุ ๆ (ภาพท่ี 2) ซึ่งรา C. oryzae มีการระบาด
ได้ดีในสภาพอากาศร้อนและมีฝนตก ส่งผลให้เกิดการแพร่ระบาดได้อย่างรวดเร็ว นอกจากนีร้า  
C. oryzae ยงัมีคณุสมบตัิท่ีสามารถย่อยสลายอินทรีย์สาร (saprophyte) ท าให้มีชีวิตรอดได้ใน
ซากพืชและภายในดิน และมีวัชพืชเป็นพืชอาศยัได้ (จิตรา กิตติโมรากุล , 2557) โรคใบจุดจึง
สามารถระบาดได้ตลอดหากขาดการจดัการท่ีดีจากเกษตรกร 

นอกจากนีร้า Curvularia spp. ยงัมีพืชอาศยัอ่ืน ๆ มีรายงานว่ารา C. oryzae 
ก่อให้เกิดโรคเมล็ดด่างในข้าวบางสายพนัธุ์  (Siddhardha et al., 2009) โดยเชือ้เข้าท าลายใน
ระยะท่ีเมล็ดข้าวเร่ิมเป็นน า้นมช่วงท่ีดอกข้าวโผล่จากกาบหุ้มรวง พบอาการเมล็ดดา่งได้ชัดเจนใน
ระยะใกล้เก็บเก่ียว (นิรนาม, 2559) และพบว่ารา C. oryzae ก่อให้เกิดโรคใบจดุในต้นกล้าปาล์ม
น า้มนัซึง่พบการระบาดรุนแรงในภาคใต้ของประเทศไทย (Pornsuriya et al., 2013) 
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ภาพท่ี 2 วงจรการเกิดโรคใบจดุท่ีเกิดจากรา Curvularia oryzae ในต้นกล้าปาล์มน า้มนั 

การควบคุมรา Curvularia spp. ด้วยชีววิธี 
จากปัญหาการแพร่ระบาดของโรคใบจดุในปาล์มน า้มนั ส ่งผลกระทบแก่

เกษตรกรให้มีคา่ใช้จ่ายในการดแูลปาล์มน า้มนัมากขึน้ รวมถึงผลกระทบท่ีเกิดขึน้จากการใช้สาร
ก าจดัราในการควบคมุการเเพร่ระบาด ท าให้เชือ้สาเหตโุรคใบจดุ C. oryzae และราสาเหตโุรค
อื่น ๆ เกิดการต้านทานตอ่สารเคมีมากขึน้  ปัจจบุนัจ ึงมีการศกึษาการควบคมุโดยชีวว ิธี 
(biological control) เพิ่มมากขึน้ เน่ืองจากไม่มีผลกระทบตอ่เกษตรกรและสภาพแวดล้อม ไม่มี
การตกค้างของสารพิษ และราสาเหตโุรคไม่เกิดการต้านทานตอ่ราปฏิปักษ์ ตวัอย่างการศกึษาน า
จลุินทรีย์มาใช้ในการควบคมุรา Curvularia spp. ดงันี ้

Ningthoujam และคณะ (2009) ได้น าเชือ้ Streptomyces vinaceusdrappus 
ไอโซเลท LSCH-10C, NRP1-14, NRP1-18 และ NRP1-26 ทดสอบการเป็นปฎิปักษ์กบัรา  
C. oryzae MTCC 2605 สาเหตโุรคข้าวในประเทศอินเดียด้วยวิธี dual culture พบว่าแบคทีเรีย 
S. vinaceusdrappus LSCH-10C สามารถควบคมุรา C. oryzae NRP 1-26 โดยสามารถยบัยัง้
การเจริญของเส้นใยได้ดีท่ีสดุ 60.00 เปอร์เซ็นต์  

Prajapati และคณะ (2012) ได้ท าการทดลองควบคมุรา C. eragrostidis เชือ้
สาเหตโุรคปลายใบไหม้ของต้นพลบัพลึงด้วยรา T. viride, T. longibrachyatum และ  
T. harzianum พบว่า รา T. viride สามารถควบคมุรา C. eragrostidis ได้ดีท่ีสดุมีเปอร์เซ็นต์
การยบัยัง้ที่ 73.39 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ T. longibrachyatum และ T. harzianum  
มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ 71.76 และ 67.75 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั  
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ราปฏิปักษ์ 
ราปฏิปักษ์เป็นจลุินทรีย์ท่ีอยู่ร่วมกับพืชบางชนิดมีประโยชน์ส่งผลดีให้กับพืช แต่

ต้องไม่ก่อให้พืชเกิดโรคหรืออาการผิดปกติใด ๆ โดยมักอาศัยอยู่บริเวณผิวพืช (phylloplane) 
เนือ้เย่ือพืช (endophyte) รากพืช (mycorrhiza) บริเวณดินรอบรากพืช (rhizosphere) และ ซาก
พืชท่ีย่อยสลายแล้ว (saprophyte) โดยมีการศึกษาทดสอบการเป็นปฏิปักษ์เบือ้งต้น เพ่ือสามารถ
น าไปประยกุต์ใช้ในการควบคมุโรคพืชได้  

Bae และคณะ (2011) แยกเชือ้ราจากต้นพืชในเขตร้อน ได้แก่  พืช 
Banisteriopsis caapi, Theobroma cacao, Theobroma gileri และ Cola praecuta ซึ่งราท่ี
แยกได้เป็นราเอนโดไฟท์ เม่ือจัดจ าแนกได้เป็นรา T. ovalisporum, T. theobromicola,  
T. hamatum, T. stilbohypoxyli และ T. caribbaeum var. aequatoriale จากนัน้น าไปทดสอบ
การเป็นราปฏิปักษ์พบว่าสามารถควบคมุรา Phytophthora capsici สาเหตุโรคเน่าของพริกได้
อยา่งมีประสิทธิภาพ 

Rocha และคณะ (2011) คดัแยกราเอนโดไฟท์จากใบยางพาราในกลุ่มประเทศ
ลาตินอเมริกนัโดยพบว่าราเอนโดไฟท์ท่ีแยกได้เป็นรา  Microsphaeropsis sp., Pestalotiopsis 
sp. และ Myrothecium sp. เม่ือทดสอบการเป็นปฏิปักษ์พบว่าสามารถยบัยัง้เชือ้ Microcyclus 
ulei สาเหตโุรคใบไหม้ของยางพารา 

Shikha และ Harsh (2014) คดัแยกจลุินทรีย์จากบริเวณผิวพืชของต้น Akarkara 
(Spilanthes oleracea) แล้วน าจลุินทรีย์ท่ีได้ทดสอบการเป็นปฏิปักษ์ตอ่เชือ้ Alternaria alternata 
สาเหตโุรคใบจดุ เบือ้งต้นด้วยวิธี dual culture พบว่าราท่ีให้คา่ยบัยัง้สงูสดุคือ รา T. harzianum 
ISO-1, T.harzianum ISO-2 and T. piluliferum ตามล าดบั 

กลไกการเป็นปฏิปักษ์กับเชือ้ก่อโรคพืช 
การควบคมุโรคพืชโดยชีววิธีในปัจจบุนัเป็นวิธีการท่ีได้รับการยอมรับ สามารถช่วย

ลดผลกระทบจากการใช้สารเคมี จึงสามารถพบการควบคุมโดยชีววิธีในการจัดการโรคพืชแบบ
ผสมผสาน (Kumar et al., 2008) ในธรรมชาติจุลินทรีย์มีกลไกในการด ารงชีวิตหลากหลาย
รูปแบบ ซึ่งบางรูปแบบสามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการยับยัง้เชือ้ก่อโรคพืชได้ จึงเรียก
เชือ้จุลินทรีย์ท่ีมีกลไกการยบัยัง้เชือ้ก่อโรคและสามารถควบคมุโรคพืชได้ว่า “จุลินทรีย์ปฏิปักษ์” 
โดยมีกลไกการควบคมุหรือยบัยัง้เชือ้ก่อโรคพืชใน 4 ลกัษณะดงันี ้ 
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การแขง่ขนั (competition) 
ราปฏิปักษ์สามารถเจริญได้รวดเร็วแขง่ขนักบัเชือ้ก่อโรคพืช ท าให้เชือ้ก่อโรคพืชไม่

สามารถเจริญจนก่อให้เกิดโรคกับพืชได้ เช่น การหาอาหารได้ดีกว่าเชือ้ก่อโรค เจริญครอบครอง
พืน้ท่ีบนผิวพืชได้เร็ว ท าให้เชือ้โรคพืชไม่สามารถเข้าท าลายพืชได้ ส่งผลให้พืชเจริญเติบโตได้
ตามปกต ิดงัท่ี Nemes และคณะ (1996) ท าการทดลองโดยเติมราปฏิปักษ์ลงในวสัดท่ีุใช้ปลกู ส้ม 
มะเขือเทศ ค่ืนไฉ่ พริก และฝร่ัง พบว่ารา T. harzianum และแบคทีเรีย Bacillus subtilis สามารถ
เข้าครอบครองรากพืชได้รวดเร็วกวา่เชือ้สาเหตโุรค โดยมีการครอบครองพืน้ท่ีของราปฏิปักษ์ดีท่ีสดุ
คือ 76 – 100 เปอร์เซ็นต์ รวมถึงรายงานของ Viterbo และคณะ (2007) ท่ีพบว่ารา T. harzianum 
T-35 สามารถยบัยัง้รา Fusarium sp. ได้โดยการเจริญแข่งขนัแย่งพืน้ผิวหน้าอาหารและพืน้ท่ี
บริเวณรอบราก (rhizosphere) 

การท าลายชีวิตหรือการสร้างสารปฏิชีวนะ (antibiosis) 
ราปฏิปักษ์สามารถผลิตสารท่ีมีคุณสมบัติยับยัง้หรือท าลายเชือ้ก่อโรคได้  

เช่น สารพิษ (toxin) สารปฏิชีวนะ (antibiotic) และสารปฏิชีวนะชนิดท่ีระเหยได้ (volatile 
antibiotic) (Dennis and Webster, 1971) ท าให้โรคพืชลดลง Lorito และคณะ (1993) รายงานว่า 
รา T. harzianum ไอโซเลท P1 สามารถสร้าง chitinolytic enzymes ท่ียบัยัง้การงอกของสปอร์
และการเจริญของ germ tube ของราท่ีมีไคติน (chitin) เป็นองค์ประกอบของผนงัเซลล์ โดยการ
ผลิตเอนไซม์ไคติเนสจะแปรผนัตรงกบัไคตินท่ีประกอบอยู่ในผนงัเซลล์ รา Trichoderma spp. 
สามารถสร้างสารออกฤทธ์ิ (active compound) เพ่ือใช้เป็นกลไกในการเป็นปฏิปักษ์  
เช่น gliotoxin, harzianic acid,  trichoviridin, viridin, viridiol และ alamethicins ซึ่งเป็นสารท่ี
ท างานร่วมกับเอนไซม์ต่าง ๆ ในการย่อยผนังเซลล์เป็นผลท าให้สามารถยับยัง้เชือ้ก่อโรคพืชได้
หลายชนิด (Benitez et al., 2004; Woo and Lorito, 2007; Vinale et al., 2008)  

การเป็นปรสิต (parasitism) 
ราปฏิปักษ์มีคณุสมบตัิเป็นปรสิต สามารถเข้าไปเจริญภายในเซลล์ของสิ่งมีชีวิต

อ่ืน เกาะดูดกินอาหาร  และปล่อยเอนไซม์ท่ีมีความส าคัญในการใช้ควบคุมเชือ้สาเหตุโรคพืช 
(Chet et al.,1990; Viterbo et al., 2007) เช่น ไคติเนส โปรติเอส และ เบตา-1, 3 กลคูาเนส โดย
เอนไซม์ดงักล่าวส่งผลต่อผนงัเซลล์ของเชือ้สาเหตโุรค เอนไซม์ไคตินเนสมีบทบาทส าคญัในการ
ย่อยสลายไคตินซึ่งเป็นส่วนประกอบหลกัของโครงสร้างผนงัเซลล์เชือ้รา (Whipps, 2001) และ 
เอนไซม์เบตา-1, 3 กลคูาเนสยงัสามารถท าให้ผนงัเซลล์ของเชือ้ราเกิดการเส่ือมสภาพส่งผลให้การ
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เจริญของเส้นใยและการสร้างสปอร์หยดุชะงกั (Benítez et al., 2004; Lin et al., 2007) โดยกลไก
ดงักล่าวช่วยลดการเกิดโรคให้กบัพืชและยบัยัง้การเจริญของเชือ้สาเหตโุรคได้อีกด้วย สอดคล้อง
กบัการรายงานดงัตอ่ไปนี ้

Elad และคณะ (1980) รายงานว่ารา T. harzianum เป็นปรสิตกับรา 
Rhizoctonia solani โดยการสร้างเส้นใยเข้าใกล้เส้นใยรา R. solani แล้วพนัรัด และเจริญแทงเข้า
สูภ่ายใน สง่ผลให้เส้นใยรา R. solani หยดุชะงกัการเจริญ  

Sun และคณะ (2006) รายงานว่า เอนไซม์เบตา-1, 3 กลูคาเนส ท่ีได้จากรา 
Chaetomium sp. สามารถท าลายผนงัเซลล์ของรา Rhizoctonia solani, Gibberella zeae, 
Fusarium sp., Colletotrichum gloeosporioides และ Phoma sp. ซึง่เป็นราท่ีก่อโรคในพืช 

การชกัน าให้พืชเกิดความต้านทานโรค (induced host resistance) 
ราปฏิปักษ์สามารถชักน า หรือกระตุ้นให้พืชสร้างความต้านทานต่อการท าลาย

ของเชือ้โรคได้โดยการสร้างเอนไซม์ท่ีมีผลต่อการการออกซิไดซ์ ผลิตและส่งสญัญาณให้พืชผลิต
กรดซาลิไซลิกเพิ่มขึน้เพ่ือครอบคลมุในบริเวณท่ีตดิเชือ้ให้ระงบัการแพร่ของเชือ้ก่อโรคท าให้พืชเกิด
ความต้านทาน (Li and Steffens, 2002)  

นลินา เหมสนิท และสุดฤดี ประเทืองวงศ์ (2552) รายงานว่าเชือ้แบคทีเรียท่ี
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (plant growth promoting rhizobacteria (PGPR)) 
Pseudomonas fluorescens SP007s ท่ีได้แยกจากบริเวณรอบรากต้นกะหล ่าดอก สามารถชกัน า
ต้นคะน้าให้เกิดความต้านทานตอ่โรคขอบใบทองท่ีเกิดจากแบคทีเรีย Xanthomonas campestris 
pv. campestris  

Howell (2003) กลา่ววา่รา T. harzianum T-203 ท่ีแยกได้จากต้นกล้าแตงกวาใน
ระบบไฮโดรพอนิกส์มีผลท าให้ต้นกล้ามีการตอบสนองตอ่การปอ้งกนัโรคพืชท่ีเกิดขึน้ในรากและใบ  
เม่ือตรวจสอบพบวา่มีกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (peroxidase) และไคติเนสเพิ่มขึน้อย่าง
มาก  

Christopher และคณะ (2010) พบว่ารา Trichoderma spp. สามารถกระตุ้นให้
ต้นมะเขือเทศสร้างเอนไซม์พอลิฟีนอลออกซิเดส (polyphenol oxidase; PPO) เอนไซม์ 
เปอร์ออกซิเดส (peroxidase; POD) และเอนไซม์ฟีนิลอะลานีน (phenylalanine ammonia-lyase; 
PAL) ตอ่การตอบสนองต้านทานตอ่รา Fusarium oxysporum ท่ีก่อให้เกิดโรคเน่า  
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สูตรส าเร็จของราปฏิปักษ์ 

ปัจจุบนัราปฏิปักษ์ มีการพฒันาให้อยู่ในรูปแบบสารชีวภณัฑ์หลายรูปแบบ เช่น 
แบบแกรนลู แบบเม็ด แบบผง และแบบน า้ เพ่ือให้สะดวกในการน าไปใช้ ซึ่งสามารถเลือกซือ้ได้ใน
ท้องตลาดทัว่ไป เช่น เชือ้ S. griseoviridis ช่ือการค้าคือ Mycrotop® เชือ้ B. subtilis มีช่ือการค้า 
ลาร์มินา®  และเชือ้ T. harzianum ช่ือการค้าคือ F-stop® เป็นต้น  การผลิตสตูรส าเร็จในปัจจบุนัมี
การผลิตในรูปแบบชนิดผงเพ่ือน าไปเป็นหวัเชือ้ในการเพิ่มปริมาณเชือ้ปฏิปักษ์ และน าไปผสมน า้
เพ่ือใช้ฉีดพ่นต่อไป รวมถึงรูปแบบชนิดน า้ท่ีสามารถผสมน า้แล้วฉีดพ่นได้ทันที ท าให้การน ารา
ปฏิปักษ์ไปใช้ในปัจจุบนัมีความสะดวกมากขึน้ ประมาณ 90% ของสูตรส าเร็จราปฏิปักษ์ท่ีใช้ใน
การควบคมุโรคพืชใช้สายพนัธุ์ Trichoderma sp. เช่น T. harzianum, T. virens และ T. viride 
(Kaewchai et al., 2009) โดยส่วนใหญ่อยู่ในรูปแบบ แกรนูลและผง (Fravel, 2005; Jin and 
Custis, 2011) (ตารางท่ี 1) 

ตารางท่ี 1 ตวัอยา่งผลิตภณัฑ์เชิงการค้าท่ีได้จากรา Trichoderma spp.  

ช่ือการค้า  สายพนัธุ์ โรคพืช/เชือ้ สาเหตโุรค  รูปแบบผลติภณัฑ์ ผู้ผลติ 
Binab T WG 
Bineb T Pellet 
Bineb T Vector 
Bineb TF WP 

T.  harzianum  
T. polysporum 

Fungi causing wilt, root rot 
wood decay 

Wettable powder 
Granules pellets 

Bio-
Innovation,Sweden 
www.algonet.se/~
binab/index2.html 

Bioderma  T. viride Sclerotinia, Rhizoctonia Wettable powder  Biotech 
International Ltd., 
India 
www.biotech-
int.com 

Bioderma-H  T. harzianum Phytophthora, Fusarium  
Pythium spp., Cercospora, 
Colletotrichum, Alternaria, 
Ascochyta, Macrophomina, 
Myrothecium, Ralstonia 

Wettable powder Biotech 
International Ltd., 
India 
www.biotech-
int.com 

Biofungus  Trichoderma 
spp. 

Phytophthora, Rhizoctonia 
solani, Pythium spp., 
Fusarium 

Verticillium Granule 
Wettable powder 

Grondortsmettinge
n deCuester n. v., 
Belgium 

Fungi-Killer  T. harzianum Phytophthora, Fusarium Powder Bangkok Organic 
Compost Ltd. 
Thailand 
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ตารางที่ 1 (ต่อ)    
ช่ือการค้า  สายพนัธุ์ โรคพืช/เชือ้ สาเหตโุรค  รูปแบบผลติภณัฑ์ ผู้ผลติ 
     
Promote T. harzianum  

T. viride 
Pythium  
Rhizoctonia  
Fusarium 

Wettable powder JH Biotech Inc., 
Ventura, CA, USA 
www.jhbiotech.co
m 

RootShield 
PlantShield  

T. harzianum 
Strain T-22 

Pythium,  
Rhizoctonia, Fusarium,  
Sclerotina 

Granules and 
Wettable powder 

Bioworks, Inc. NY. 
USA 
www.bioworksbioc
ontrol.com 

Sentinel®  Trichoderma 
spp.  
Strain LC52 

Botrytis cinerea Wettable powder Agrimms 
Technologies Ltd, 
www.vinevax.com 

Trichoma®  
 

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

Trichodex 
Fungal  

T. harzianum  
T-39 

diseases e.g.  
Botrytis cinerea 
Colletotrichum, Monilinia 
laxa, Plasmopara viticola 
Rhizopus stolonifer 

Wettable powder Makhteshim-Agan, 
DeCeuster, 
Belgium 

Vinevax™  Trichoderma 
spp. 

Wood-infecting fungal 
pathogens of vineyard, 
orchard, ornamental trees, and 
vines 

Wettable powder Agrimms 
Technologies Ltd, 
www.vinevax.com 

 

การผลิตสูตรส าเร็จรูปแบบอิมัลชัน  
อิมลัชนั (emulsion) คือผลิตภณัฑ์ท่ีประกอบด้วย ของเหลวอย่างน้อย 2 ชนิด ไม่

สามารถละลายเข้ากนัได้ ซึง่สามารถน ามารวมกนัได้โดยมีตวัท าอิมลัชนั (emulsifier) เป็นตวัผสาน
ของเหลวทัง้สองให้สามารถละลายเป็นเนือ้เดียวกนัได้ หากน ามาส่องภายใต้กล้องจลุทรรศน์พบว่า
มีลกัษณะเป็นหยดขนาดเล็กแบ่งเป็น 2 วฏัภาค คือ วฏัภาคภายใน (internal or dispersed 
phase) กระจายตวัแทรกอยู่ใน ของเหลวอีกชนิดหนึ่ง เรียก วัฏภาคภายนอก (external or 
continuous phase) โดยขนาดของวฏัภาคนัน้ให้สีและความขุ่นผลิตภัณฑ์แตกต่างกัน ลกัษณะ
อิมลัชนั มี 4 ลกัษณะดงันีคื้อ  
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 วฏัภาคขนาดเล็กกว่า 0.05 ไมครอน มีลกัษณะโปร่งใส (transparent) 
 วฏัภาคขนาด 0.05 -  0.10 ไมครอน มีลกัษณะขุน่หรือโปร่งแสง (translucent ) 
 วฏัภาคขนาด 0.10 - 1.00 ไมครอน มีลกัษณะสีขาวอมฟ้า 
 วฏัภาคขนาดใหญ่กวา่ 1.00 ไมครอน มีลกัษณะขุน่ขาวทึบ 
โดยส่วนใหญ่ท่ีพบในปัจจบุนัผลิตภัณฑ์อิมลัชนั มกัมีลกัษณะขาวขุ่นคล้ายน า้นม ซึ่งมีทัง้รูปแบบ
ชนิดน า้ในน า้มัน (W/O) และ น า้มันในน า้ (O/W) อิมัลชันชนิดน า้ในน า้มัน (W/O emulsion)  
มีวฏัภาคภายในเป็นน า้ วัฏภาคภายนอกเป็นน า้มนัพบอิมลัชันชนิดนีใ้นผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอาง 
เน่ืองจากอิมลัชนัชนิดนีค้อ่นข้างหนืดข้นและล้างน า้ออกยาก ส่วนอิมลัชนัชนิด น า้มนัในน า้ (O/W 
emulsion) มีวัฏภาคภายในเป็นน า้มัน วัฏภาคภายนอกเป็นน า้ จึงมีความหนืดข้นน้อย  
มีการกระจายตวัดี โดยมีการน าสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัมาปรับใช้กบัการเกษตรโดยน าจลุินทรีย์มา
พฒันาให้อยู่ในรูปอิมัลชนัเพ่ือรักษาการมีชีวิตรอดและประสิทธิภาพของจุลินทรีย์ดงัรายงานวิจยั
ดงัตอ่ไปนี ้

Batta (1999; 2004) ผลิตสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัของรา Trichoderma sp. ด้วย
น า้มนัคาโนล่า (rape-seed, canola, Brassica napus) เพ่ือใช้ในการควบคมุรา Botrytis cinerea  
ท่ีก่อให้เกิดโรคเน่าในแอปเปิล้ และได้พฒันาสตูรอิมลัชนัโดยปรับใช้น า้มนัมะพร้าวร่วมกบัน า้มนั
ถัว่เหลืองท าให้มีความหนืดต ่าและความคงตวัท่ี 93%  

Mbarga และคณะ (2014) ผลิตสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัของรา T. asperellum  
โดยใช้ น า้มนัถัว่เหลือง น า้ตาลกลโูคสร่วมกบัสาร emulsifier เพ่ือใช้ควบคมุโรคผลด าในโกโก้ ท่ี
เกิดจากรา Phytophthora megakarya โดยรา T. asperellum อิมลัชนัสามารถควบคมุโรคผลด า
ในโกโก้ได้ดีเม่ือเปรียบเทียบกบัการใช้สารเคมี และเม่ือตรวจสอบพบว่ารา T. asperellum สามารถ
คงตวัอยูไ่ด้ในต้นโกโก้ 

Pornsuriya และ Sunpapao (2014) ผลิตสูตรส าเร็จชนิดอิมัลชันของเชือ้ 
Streptomyces philanthi RL-1-178 โดยผสมน า้มนัมะพร้าวเข้ากบัน า้มนัถั่วเหลืองเพ่ือใช้ในการ
ควบคมุโรครากและต้นเน่าท่ีเกิดจากรา Sclerotium rolfsii ของต้นพริก ซึ่งสามารถควบคมุโรคได้ดี
แตกตา่งจากกรรมวิธีควบคมุ 

Ahamedemujtaba และ Kulkarni (2017) ได้ผลิตสูตรส าเร็จชนิดอิมลัชนั เพ่ือ
ควบคุมโรคใบจุดและราสนิมในต้นถั่วลิสง พบว่าสูตรท่ีผลิตด้วยน า้มันคาโนล่าผสมกลีเซอรอล 
สามารถยืดอายขุองสปอร์รา Trichoderma harzianum ได้นานขึน้ 12 เดือน และสามารถควบคมุ
โรคได้ดีอยา่งมีประสิทธิภาพ  
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วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือให้ได้รา Trichoderma spp. ท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคมุโรคใบจุดของกล้า
ปาล์มน า้มนั 

2. เพ่ือทราบชนิดของรา Trichoderma spp. ท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคมุโรคใบจดุท่ี
เกิดจากรา C. oryzae  

3. เพ่ือให้ได้สตูรส าเร็จของรา Trichoderma spp. ใช้ในการควบคมุโรคใบจดุของกล้า
ปาล์มน า้มนั 

 

  



14 

บทที่ 2 

วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการ 

1. การเก็บตัวอย่างและแยกราปฏิปักษ์ 
เก็บรวบรวมตวัอย่างใบปาล์มน า้มนัทางใบท่ี 17 ช่วงใบเพสลาด เลือกเก็บใบท่ีมี

ลกัษณะสมบรูณ์ไม่แสดงอาการของโรคใด ๆ จากอ าเภอ คลองหอยโข่ง และภายในแปลงเกษตร
คณะทรัพยากรธรรมชาติ อ าเภอหาดใหญ่ จังหวัดสงขลา  น ามาแยกราจากเนือ้เย่ือใบ 
(endophyte) 

1.1 การแยกราจากเนือ้เยื่อใบ  
ท าการแยกราด้วยวิธี tissue transplanting (ดดัแปลงจากวิธีการของ Zhang et 

al., 2014)น าตัวอย่างมาล้างท าความสะอาด โดยสุ่มตัดชิน้ส่วนใบปาล์มน า้มัน ขนาด 1x1 
เซนตเิมตร ส่วนเส้นกลางใบตดัเป็นชิน้ยาว 1 เซนติเมตร ฆ่าเชือ้บริเวณผิวด้วย 70%เอทานอล  เป็น
เวลา 2 นาที แล้วแชใ่น 5% คลอรอกซ์  เป็นเวลา 3 นาที ล้างด้วยน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ 2 ครัง้ ซบัให้แห้ง
ด้วยกระดาษกรองฆ่าเชือ้ น าไปวางในอาหารเลีย้งเชือ้ potato dextrose agar (PDA, Himedia) 
เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือตรวจสอบเชือ้ท่ีติดอยู่บริเวณผิวพืช (หากมีเชือ้ท่ีเจริญเหมือนกับในจาน
อาหารเลีย้งเชือ้ ดงักล่าวจะไม่เก็บเชือ้นัน้) จากนัน้ย้ายไปวางบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA จานใหม่บม่
ท่ีอณุหภมูิห้อง (28 – 30 ๐ C) สงัเกตเชือ้ท่ีเจริญออกมาจากเนือ้เย่ือ ทกุวนัเป็นเวลา 7 วนั แยกให้ได้
เชือ้บริสทุธ์ิ ตดัส่วนปลายเส้นใยราย้ายลงในหลอดอาหารเอียงเก็บไว้ท่ี อณุหภูมิ 10 ๐ C เพ่ือน าเชือ้
ท่ีได้ไปศกึษาตอ่ไป 

1.2 การแยกราจากผิวใบ 
น าตวัอย่างใบปาล์มน า้มนัมาแยกราด้วยวิธี dilution pour plate โดยสุ่มตดั

ชิน้สว่นใบปาล์มน า้มนั 10 กรัม ผสมกบัน า้กลัน่ฆ่าเชือ้ 90 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ/
นาที  นาน 30 นาที ท าการเจือจางเป็นล าดบั ๆ ละ 10 เท่า (ten fold serial dilution) ดดูสาร
แขวนลอยท่ี 10-6และ 10-7 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร หยดในจานอาหารเลีย้งเชือ้ แล้วท าการ pour 
plate ด้วยอาหาร PDA บม่ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 – 72 ชัว่โมง แยกให้ได้โคโลนีเด่ียว ย้ายลง
ในหลอดอาหารเอียง PDA เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 10 ๐ C 
2. การคัดกรองราปฏิปักษ์เบือ้งต้น 

2.1 การเตรียมเชือ้ 
น าราก่อโรค C. oryzae เชือ้ท่ีแยกได้จากข้อ 1 และราปฏิปักษ์ T. harzianum 

TM.2/1 และแบคทีเรีย S. hygroscopicus NR8-2 ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จาก Culture 
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Collection of Pest Management Department คณะทรัพยากรธรรมชาต ิ
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ มาเลีย้งบนอาหาร PDA ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 4 วัน ก่อนการ
น าไปทดลอง 

2.2 การทดสอบราปฏิ ปักษ์ ในการยับยั ้งการเจ ริญของเ ส้นใยรา  
Curvularia oryzae 
น าเชือ้จุลินทรีย์ท่ีเตรียมไว้ในข้อ 2.1 มาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยัง้การ

เจริญของเส้นใยรา C. oryzae ด้วย วิธี dual culture บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA  โดยใช้ cork borer 
ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 0.5 เซนติเมตร ตดัชิน้วุ้นของเชือ้ทดสอบ ใช้เข็มเข่ียลนไฟ ย้ายชิน้วุ้นวาง
บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA โดยให้ห่างจากขอบจานอาหารเลีย้งเชือ้ 2 เซนติเมตร และใช้ cork  
borer ขนาดเดียวกนัตดัชิน้วุ้น C. oryzae ใช้เข็มเข่ียลนไฟ ย้ายชิน้วุ้นวางบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA 
ในทิศตรงข้ามกับเชือ้ทดสอบ และห่างจากขอบจานอาหารเลีย้งเชือ้ 2 เซนติเมตร เช่นเดียวกัน  
(ภาพท่ี 3 ข)  

การทดสอบ S. hygroscopicus NR8-2 น าเชือ้มาขีดบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ให้
ห่างจากขอบจานอาหารเลีย้งเชือ้ 2 เซนติเมตร บม่ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั จากนัน้ใช้ cork  
borer ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 0.5 เซนตเิมตร ตดัชิน้วุ้น C. oryzae ใช้เข็มเข่ียลนไฟ ย้ายชิน้วุ้นวาง
บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA โดยให้อยู่ในทิศตรงข้ามกบัเชือ้ทดสอบ ซึ่งห่างจากขอบจานอาหารเลีย้ง
เชือ้ 2 เซนติเมตร (ภาพท่ี 3 ค) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั สงัเกตการเจริญของจุลินทรีย์
ทดสอบและเชือ้สาเหตโุรค โดยท าการวดัขนาดรัศมีของเชือ้สาเหตโุรค น าคา่ท่ีวดัได้มาค านวณหา
เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ ดงัสมการ (Rahman et.al.,2009) 

 
R1 คือ รัศมีเฉล่ียของโคโลนีเชือ้ราท่ีเจริญบนอาหารชดุควบคมุ 

R2 คือ รัศมีเฉล่ียของโคโลนีเชือ้ราท่ีเจริญบนอาหารชดุทดสอบ 

ท าการทดลองจ านวน 4 ซ า้ น าคา่เฉล่ียมาวิเคราะห์ความแปรปรวนเพ่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียด้วย 

Tukey's Multiple Comparison test ท่ี P ≤ 0.05 คดัเลือกจลุินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพสงูสดุในการ

ยบัยัง้การเจริญของเส้นใยรา  C. oryzae เพ่ือใช้ในการศกึษาตอ่ไป 
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                         ก.           ข.                ค. 
ภาพท่ี 3 การทดสอบ dual culture เพ่ือควบคมุเชือ้ Curvularia oryzae ก. ชดุควบคมุ  

ข. ชดุทดสอบกลุม่รา และ ค. ชดุทดสอบกลุม่แอคตโินมยัซีท 
 

3.การจ าแนกชนิดของราปฏิปักษ์ 
3.1 การจ าแนกชนิดราปฏิปักษ์ด้วยลักษณะทางสัญฐานวิทยา  
น า ร า ท่ี มี ป ร ะ สิ ท ธิ ภ าพสู ง สุ ด ใ นก า รยับยั ง้ ก า ร เ จ ริญของ เ ส้ น ใย ร า  

C. oryzae มาจ าแนกชนิดโดยศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเปรียบเทียบลกัษณะท่ีสงัเกตได้กบั
หนงัสือ Illustrated genera of imperfect fungi (Barnett and Hunter,1990)และหนงัสือ 
Compendium of soil fungi (Domsch and Gams,1993) 

3.2 การจ าแนกชนิดราปฏิปักษ์ด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 
3.2.1 การสกัด DNA ของราปฏิปักษ์  

 ท าการเพาะเลีย้งราปฏิปักษ์ท่ีได้จากการคดัเลือกบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ท่ี
อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วนั จากนัน้ท าการขูดเส้นใยราใส่ลงหลอดไมโครทิวป์ 1.5 มิลลิลิตร 
บดละเอียดให้แขวนลอยใน CTAB buffer บ่มท่ีอุณหภูมิ 65๐ C เป็นเวลา 30 นาที และเติม 
chloroform isoamyl alcohol (24:1) น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 ๐ C 
นาน 5 นาที ดดูสารละลายส่วนใสใส่ในลงหลอดไมโครทิวป์ 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ แล้วเติม 
isopropanol บ่มท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบ/
นาที อณุหภูมิ 4 ๐ C เป็นเวลา 10 นาที เท isopropanol ออก ตากให้แห้ง 1 คืน เติม sterilized 
deionized water 20 ไมโครลิตร (ดดัแปลงจากวิธีการของ Manamgoda et al., 2012) 

3.2.2 การเพิ่มปริมาณ DNA ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
  ท าการเพิ่มปริมาณ DNA ของเชือ้ราท่ีบริเวณ Internal transcribed spacer 
(ITS1-ยีน5.8s-ITS2) ด้วยคู่ไพรเมอร์ PN3 forward 5’CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATC 
3’ กบั PN16 reverse 5’ TCCCTTTCAACAATTTCACG 3’ (Neuveglise et al.,1994) โดยการ
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ผสมส่วนตา่ง ๆ ได้แก่ forward primer 1 ไมโครลิตร, reverse primer 1 ไมโครลิตร, DNA 
template 2 ไมโครลิตร, Dream Taq  Mastermix (Thermo ScientificTM) 25 ไมโครลิตร, Rnase - 

free water 21 ไมโครลิตร รวม 50 ไมโครลิตร ในหลอด PCR tube จากนัน้น าเข้าเคร่ือง BIO-RAD 
T100TM Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) ตัง้เวลาและอุณหภูมิดงันี ้Pre 
denaturation ท่ีอณุหภูมิ 95 ๐ C นาน 3 นาที จ านวน 1 รอบ Denaturation ท่ีอณุหภูมิ 95 ๐ C 
นาน 30 วินาที Annealing ท่ีอณุหภูมิ 55 ๐ C นาน 30 วินาที Extension ท่ีอณุหภูมิ 72 ๐ C เป็น
เวลา 1 นาที ท าซ า้จ านวน 35 รอบ และ Extension ขัน้สุดท้าย ท่ีอณุหภูมิ 72 ๐ C นาน 5 นาที  
จากนัน้ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ PCR ด้วยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช้ agarose gel ท่ีมี
ความเข้มข้น 1% กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที น าไปตรวจสอบภายใต้เคร่ือง UV 
transilluminator (GenedireX, Taiwan) 

3.2.3 การวิเคราห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
  น าผลิตภัณฑ์จากเทคนิค PCR ท่ีได้ ส่งวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีบริษัท 
MACROGEN ประเทศเกาหลีใต้ น าผลล าดบันิวคลีไทด์เปรียบเทียบกบัฐานข้อมลูใน GenBank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) และท าการยืนยนัชนิดของราปฏิปักษ์กบัผลท่ีได้จากการศกึษาลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยา 

4. การคัดกรองราปฏิปักษ์จากคุณสมบัตต่ิาง ๆ  
4.1 ปฏิสัมพันธ์ของราปฏิปักษ์และเชือ้สาเหตุโรคภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเลคตรอนแบบส่องกราด 
เลีย้งรา C. oryzae ร่วมกับราปฏิปักษ์ท่ีคดัเลือกได้จากการทดลองท่ี 2.2  

ตามภาพท่ี 3 บนอาหาร PDA เป็นเวลา 7 วัน ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  
1 เซนติเมตร เจาะวุ้นบริเวณท่ีเส้นใยราเจริญมาซ้อนทบักัน หรือบริเวณเส้นใยรา  C. oryzae  
หากราปฏิปักษ์ไม่เจริญ หรืออาจสร้างสารปฏิชีวนะในการยบัยัง้ น าชิน้วุ้นท่ีเจาะได้แช่ลงใน 2.5% 
glutaraldehyde ใน 0.1 M phosphate buffer นาน 4 ชัว่โมง ล้างด้วย 1 M phosphate buffer 4 
ครัง้ แล้วจึงน าไปดงึน า้ออก (dehydrate) ด้วย ethanol ท่ีความเข้มข้น 50, 60 ,70, 80, 90 และ 
100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยแช่ท่ีความเข้มข้นละ 2 ครัง้ ครัง้ละ 30 นาที จากนัน้น า 
ชิน้วุ้นไปท าให้แห้งด้วยเคร่ือง critical point drier เม่ือได้ชิน้วุ้นตวัอย่างท่ีแห้งแล้ว จึงน าไปติดบน 
stub ท าการเคลือบตวัอย่างด้วยอนภุาคทองค า แล้วจึงน าไปศกึษาการเป็นปฏิปักษ์ภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบสอ่งกราด (รุ่น Quanta 400, FEI, Czech Republic) 
  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.2 การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไคตเินสและเอนไซม์ เบตา- 1,3 - กลูคาเนส 

เตรียมเชือ้จุลินทรีย์โดยการเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ potato dextrose broth 
(PDB) บม่ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั จากนัน้ดดูน า้เลีย้งเชือ้กรองผ่านกระดาษกรองมิลลิพอร์
(millipore filter) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร (Minisart, Sartorius stedim biotech) เพ่ือให้ได้น า้เลีย้ง
ราปฏิปักษ์ (culture filtrate) ใช้ในการวดักิจกรรม 

วดักิจกรรมของเอนไซม์ด้วย 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method (Miller, 
1959) ใช้ 2% colloidal chitin ใน phosphate buffers pH 7 เป็น substrate solution ส าหรับวดั
เอนไซม์ไคติเนส และ ใช้ 0.5% laminarin ใน sodium acetate buffer pH 5.0 เป็น substrate 
solution ส าหรับเอนไซม์เบตา-1,3-กลคูาเนส โดยใช้น า้เลีย้งราปฏิปักษ์ 125 ไมโครลิตร ผสมด้วย 
substrate solution 125 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C นาน 30 นาที จากนัน้เติม DNS  
250 ไมโครลิตร หยุดปฏิกิริยาด้วยการต้มในน า้เดือด 15 นาที แล้วจึงเติมน า้กลั่นปริมาตร 2 
มิลลิลิตร วดัคา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ือง ultraviolet-visible spectrophotometer (รุ่น UV 5300, 
metash, China) ท่ีความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร ส าหรับเอนไซม์เบตา-1,3 กลูคาเนส และท่ี
ความยาวคล่ืน 575 นาโนเมตร ส าหรับเอนไซม์ไคติเนส น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีวัดได้มา
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของกลโูคส และ N-Acetyl-D-glucosamine (ภาพภาคผนวกท่ี 1) 

คา่กิจกรรมของเอนไซม์เบตา-1,3 - กลคูาเนส 1 ยนูิต (unit, U) เท่ากบั ปริมาณ
ของเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยสลาย laminarin เป็นกลโูคสได้ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ส่วนคา่
กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส 1 ยูนิต เป็นปริมาณของเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยไคตินได้เป็น  
N-Acetyl-D-glucosamine  1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที  

 

 
 
A = คา่ดดูกลืนแสงท่ีวดัได้และค านวนได้จากกราฟมาตรฐาน ของ N-acetylglucosamine 
หรือ กลโูคส (µ/g)  
B = ปริมาณของสารละลายทัง้หมดท่ีท าปฏิกิริยา (มิลลิลิตร)  
C = มวลโมเลกลุของ N-acetyl d-glucosamine หรือ กลโูคส 
D = เวลาท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา (30 นาที)  
E = ปริมาตรสารละลายในหลอดควิเวต (มิลลิลิตร)  
Dilution factor = ความเข้มข้นของน า้ท่ีเจือจางให้มีความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการตรวจวดั  

กิจกรรมของเอนไซม์ (ยนูิต/มิลลิลิตร) =  A  1000 ×
1

 B  C  D  E 
× dilution factor 
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4.3 การทดสอบคุณสมบัติการสร้างสารระเหย 
การคดัเลือกราปฏิปักษ์ท่ีสร้างสารระเหยยบัยัง้การเจริญของเส้นใยรา C. oryzae 

ด้วยวิธี volatile extracellular metabolite test ดดัแปลงมาจากวิธีการของ Dennis and Webster 
(1971) โดยเลีย้งราปฏิปักษ์ ท่ีคดัเลือกได้จากข้อ 2 ทัง้ 6 ไอโซเลท และรา C. oryzae บนอาหาร PDA 
บม่ไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 วนั จากนัน้เปิดฝาและน าจานเพาะเลีย้งเชือ้ปฏิปักษ์แตล่ะไอโซเลท
ประกบกบัรา C. oryzae พนัด้วย parafilm ในชดุควบคมุใช้จานอาหาร PDA ท่ี ไม่ได้เลีย้งราปฏิปักษ์
ใด ๆ ประกบแทน วดัเส้นผ่านศนูย์กลางของโคโลนีรา C. oryzae ในชดุทดสอบเม่ือรา C. oryzae ใน
ชดุควบคมุเจริญเต็มจานเพาะเลีย้งเชือ้ จากนัน้น าผลท่ีได้วิเคราะห์ความแปรปรวนเพ่ือเปรียบเทียบ
คา่เฉล่ียด้วย Tukey's Multiple Comparison test ท่ี P ≤ 0.05 น าจลุินทรีย์ท่ีมีคา่การควบคมุได้สงู
ท่ีสุด ตรวจสอบการสร้างสารระเหยด้วยเคร่ือง Gas chromatography mass spectrometer  
(GC-MS) ท่ีศนูย์เคร่ืองมือมหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์วิทยาเขตหาดใหญ่ อ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดั
สงขลา 

4.4 การยับยัง้การเจริญของเส้นใยรา Curvularia oryzae ด้วยน า้เลีย้งรา
ปฏิปักษ์  
ท าการทดสอบด้วยวิธี poison food technique (ดดัแปลงวิธีการจาก Schmitz, 

1930) โดยเลีย้งราปฏิปักษ์ในอาหารเหลว potato dextrose broth (PDB) ปริมาตร 100 มิลลิลิตรใน 
ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เขย่าท่ีความเร็ว 100 รอบ/นาที เป็นเวลา 14 วนั ท่ีอุณหภูมิห้อง 
จากนัน้น าอาหารเหลว PDB ท่ีมีการเจริญของจุลินทรีย์มากรองผ่านกระดาษกรองมิลลิพอร์ ขนาด 
0.45 ไมครอน ใช้ไมโครปิเปตดดูน า้เลีย้งจลุินทรีย์ในปริมาณ 1 มิลลิลิตร ใส่ในจานเลีย้งเชือ้ขนาดเส้น
ผ่านศนูย์กลาง 9 เซนติเมตร แล้วท าการ pour plate ด้วยอาหาร PDA ลงไปในจานเลีย้งเชือ้ใน
ปริมาณ 9 มิลลิลิตร เม่ืออาหารแข็งตวัใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 0.5 เซนติเมตร. ตดัชิน้
วุ้นท่ีมีเส้นใยของเชือ้รา C. oryzae วางลงบนกลางอาหารเลีย้งเชือ้ เปรียบเทียบกับชดุควบคมุซึ่งใช้
อาหาร PDA ท่ีไมไ่ด้ผสมน า้เลีย้งจลุินทรีย์ บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั ท าไอโซเลทละ 4 ซ า้ วาง
แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design, CRD) ตรวจผลโดยวัด
เส้นผ่าศนูย์กลางของโคโลนีรา C. oryzae ในชดุทดสอบและชดุควบคมุ ค านวณการเจริญโดยใช้
สมการเดียวกบัข้อ 2.2 และวิเคราะห์ความแปรปรวนเพ่ือเปรียบเทียบคา่เฉล่ียด้วย Tukey's Multiple 
Comparison Test ท่ี P ≤ 0.05 
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4.5. การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้จุลินทรีย์ในการควบคุมโรคใบจุด
บนต้นกล้าปาล์มน า้มัน 
น าต้นกล้าปาล์มน า้มนัอายุ 4 เดือน พนัธุ์ ทรัพย์ มอ. 1 (สายพนัธุ์อ่อนแอ) มาท า

การพ่นด้วยสปอร์แขวนลอยของรา C. oryzae ท่ีความเข้มข้น 106  สปอร์ตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 5 

มิลลิลิตรตอ่ต้น ทิง้ไว้ 48 ชัว่โมง จากนัน้น าสปอร์หรือเซลล์แขวนลอยของราปฏิปักษ์ ท่ีความเข้มข้น 

106 สปอร์ตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตรตอ่ต้น พ่นลงซ า้บนกล้าปาล์มน า้มนั (จิตรา กิตติโมรากลุ, 

2557) สงัเกตการเปล่ียนแปลงลกัษณะการแสดงอาการใบจดุ เปรียบเทียบผลกบัเชือ้ T. harzianum 

TM2/1 และ S. hygroscopicus NR8-2เป็นเวลา 4 สปัดาห์ วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบรูณ์ 

(Completely Randomized Design, CRD) จ านวน 6 กรรมวิธี ๆ ละ 5 ซ า้ ๆ ละ 2 ต้น ตามกรรมวิธี

ดงันี ้

 กรรมวิธี 1 :ชดุควบคมุ ฉีดพน่น า้กลัน่นึง่ฆา่เชือ้ไมมี่การพน่เชือ้ C. oryzae 
กรรมวิธี 2 :ชดุควบคมุ ฉีดพน่เชือ้ C. oryzae ท่ีความเข้มข้น 106  สปอร์ตอ่มิลลิลิตร  
กรรมวิธี 3 :ฉีดพ่นเชือ้ C. oryzae ท่ีความเข้มข้น 106  สปอร์ตอ่มิลลิลิตร ทิง้ไว้ 48 ชัว่โมง 

และฉีดพน่เชือ้ราปฏิปักษ์ท่ีคดัเลือกได้ 
กรรมวิธี 4 :ฉีดพ่นเชือ้ C. oryzae ท่ีความเข้มข้น 106  สปอร์ตอ่มิลลิลิตร ทิง้ไว้ 48 ชัว่โมง

และฉีดพน่รา T. harzianum TM.2/1 
กรรมวิธี 5 :ฉีดพ่นเชือ้ C. oryzae ท่ีความเข้มข้น 106  สปอร์ตอ่มิลลิลิตร ทิง้ไว้ 48 ชัว่โมง 

และฉีดพน่ Streptomyces sp. NR 8-2 
กรรมวิธี 6 :ฉีดพ่นเชือ้ C. oryzae ท่ีความเข้มข้น 106  สปอร์ตอ่มิลลิลิตร ทิง้ไว้ 48 ชัว่โมง

และฉีดพน่ด้วยสารเคมีโพลคลอราสท่ีความเข้มข้น 40 ppm   
ประเมินระดบัความรุนแรงของโรคด้วยเกณฑ์การประเมินการเกิดโรคใบจุดบนใบปาล์ม

น า้มนั (ดดัแปลงจากวิธีการของ จิตรา กิตตโิมรากลุและคณะ, 2557) 
ระดบัการประเมินการเกิดโรคใบจดุบนใบปาล์มน า้มนั (ภาพท่ี 4)  
ระดบั 0  ไมมี่อาการใบจดุเลย 
ระดบั 1  พบจดุขนาดเล็กกว่า 1 มิลลิเมตร  
ระดบั 2 มีจดุสีเหลืองเข้มอมส้ม ขนาด 1 – 2 มิลลิเมตร มีอาการ 1 – 2 % ของพืน้ท่ีใบ 
ระดบั 3  มีจดุเนือ้เย่ือตาย ขนาด 5 มิลลิเมตรขอบแผลสีน า้ตาล มีอาการ 25 – 50 % ของ

พืน้ท่ีใบ 
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ระดบั 4  จดุเนือ้เย่ือตายเช่ือมตอ่กนัขนาดใหญ่ 1 – 2 เซนติเมตร มีอาการ 51 – 75 % ของ
พืน้ท่ีใบ 

ระดบั 5  พืน้ท่ีใบมากกวา่ 75% เป็นโรคในระยะสดุท้าย ใบบางสว่นตาย 
ค านวณดชันีการเกิดโรค (Cirulii and Alexander, 1966) ด้วยสมการดงันี ้

 
Σd = ผลรวมของระดบัการเกิดโรคทัง้หมด 

d max = ระดบัการเกิดโรคท่ีรุนแรงท่ีสดุ 

n = จ านวนต้นกล้าปาล์มน า้มนัทัง้หมดท่ีทดลอง 

จากนัน้น าผลประเมินท่ีได้วิเคราะห์ความแปรปรวนเพ่ือเปรียบเทียบคา่เฉล่ียด้วย 
Tukey's Multiple Comparison test ท่ี P ≤ 0.05 

 
ภาพท่ี 4 เกณฑ์ระดบัการประเมินการเกิดโรคใบจดุบนต้นกล้าปาล์มน า้มนั 6 ระดบั 

4.6. ประสิทธิภาพของราปฏิปักษ์ต่อการกระตุ้นการตอบสนองของต้นกล้า
ปาล์มน า้มัน 
ฉีดพ่นสปอร์แขวนลอยของราปฏิปักษ์ท่ีความเข้มข้น 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 

(Sharma et al., 2012) ลงบนต้นกล้าปาล์มน า้มนั ทัง้ 4 กรรมวิธี ได้แก่ กรรมวิธีท่ี 1 ชดุควบคมุฉีด
พ่นน า้กลัน่ กรรมวิธีท่ี 2 ฉีดพ่นสปอร์แขวนลอย S. hygroscopicus NR8-2 กรรมวิธีท่ี 3 ฉีดพ่น
สปอร์แขวนลอยรา T. spirale T76-1 และกรรมวิธีท่ี 4 ฉีดพ่นสปอร์แขวนลอยรา T. harzianum TM 
2/1 กรรมวิธีละ 4 ซ า้ เก็บใบปาล์มน า้มนัทุกวนัเป็นเวลา 6 วนั เพ่ือน าไปใช้ในการวดักิจกรรมของ
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เอนไซม์ peroxidase(POD), polyphenol oxidase(PPO), และ phenylalanine ammonia lyase 
(PAL) 

การเตรียมตวัอย่างเอนไซม์สกดัหยาบ (crude enzyme) ส าหรับการวดักิจกรรม
เอนไซม์ สุ่มเก็บใบปาล์มน า้มนัท่ีมีการฉีดพ่นตามกรรมวิธีตา่ง ๆ ทกุวนั เป็นเวลา 6 วนั  น ามาเช็ด
ท าความสะอาด หัน่เป็นชิน้เล็ก ๆ ชัง่น า้หนกั 1 กรัม บดในโกร่งโดยเติม 0.1 M phosphate buffer  
3 มิลลิลิตร บดให้ละเอียด จากนัน้ดดูส่วนน า้สีเขียวใส่ใน micro centrifuge tube 1.5 มิลลิลิตร 
น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 รอบ/วินาที อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ดดูส่วนใสท่ีได้
จากการป่ันเหว่ียงใสใ่นหลอด micro centrifuge หลอดใหมเ่ก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส  

4.6.1. การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ Polyphenol oxidase (PPO) 
น าเอนไซม์สกัดหยาบมาหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์  PPO โดยปฏิกิริยาท่ี

ประกอบด้วยสารละลาย 0.03 M catechol (substrate) 0.1 มิลลิลิตร 0.1 M phosphate buffer 
(pH 6.0) น า้กลัน่ 0.2 มิลลิลิตร และ เอนไซม์สกัดหยาบ 0.2 มิลลิลิตร ลงในควอร์ตคิวเวท  
(quartz cuvette) ผสมให้เข้ากันอย่างรวดเร็ว น าไปตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงทันทีด้วยเคร่ือง 
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร วดัคา่ดดูกลืนแสงท่ีเปล่ียนแปลงจากนาทีท่ี 
0 – 3 บนัทึกผลท่ีได้น าไปค านวณหากิจกรรมของเอนไซม์ PPO วิเคราะห์ความแปรปรวนเพ่ือ
เปรียบเทียบคา่เฉล่ียด้วย Tukey's Multiple Comparison Test ท่ี P ≤ 0.05 

4.6.2. การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ Peroxidase (POD) 
กิจกรรมของ เอนไซม์  POD วัด โดยปฏิ กิ ริยา ท่ีประกอบด้วย 1%  

O-Phenylenediamine (OPDA) ใน 70 % เอทานอล (substrate) 0.1 มิลลิลิตร 0.1 M phosphate 
buffer (pH 6.0) 2.0 มิลลิลิตร น า้กลัน่ 0.1 มิลลิลิตร และ เอนไซม์สกดัหยาบ 0.2 มิลลิลิตร และ 
0.3% H2O2 0.1 มิลลิลิตร ในควอร์ตคิวเวท น าไปตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงทันทีด้วย  
เคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร วดัคา่ดดูกลืนแสงท่ีเปล่ียนแปลงจาก
นาทีท่ี 0 – 3 บนัทึกผลท่ีได้น าไปวิเคราะห์ความแปรปรวนเพ่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียด้วย Tukey's 
Multiple Comparison Test ท่ี P ≤ 0.05 

4.5.3. การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ Phenylalanine ammonia lyase (PAL) 
กิจกรรมของเอนไซม์ PAL โดยปฏิกิริยาท่ีประกอบด้วย 3 mM L- Phenylalanine  

(ใน 150 mM Tris HCL Buffer pH 8.5 ท่ี 30 องศาเซลเซียส) น า้กลัน่ 0.9 มิลลิลิตร น าไปบม่ท่ี
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที แล้วจึงเติมเอนไซม์สกดัหยาบ 0.1 มิลลิลิตร น าไปวดั
คา่ดดูกลืนแสงท่ีเปล่ียนแปลงจากนาทีท่ี 0 – 10 ด้วยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 
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270 นาโนเมตร บนัทึกผลท่ีได้น าไปวิเคราะห์ความแปรปรวนเพ่ือเปรียบเทียบคา่เฉล่ียด้วย Tukey's 
Multiple Comparison Test ท่ี P ≤ 0.05 

 
∆A = คา่ดดูกลืนแสง นาทีท่ี 3 ลบกบัคา่ดดูกลืนแสงนาทีเร่ิมต้น (นาทีท่ี 0) 

d = ปริมาตรเอนไซม์ท่ีใช้ตอ่ปริมาตรรวมทัง้หมด 
ε = คา่สมัประสิทธ์ิการดดูกลืนแสง (extinction coefficient) 
b = คา่ความกว้างของคิวเวตท่ีใช้ ( เซนตเิมตร) 
t = เวลาท่ีท าปฏิกิริยา ( นาที) 

5. การผลิตสูตรส าเร็จของเชือ้ราปฏิปักษ์ชนิดอิมัลชัน 
 การเตรียมสปอร์จลุินทรีย์ 

น าราปฏิปักษ์เลีย้งบนอาหาร PDA บม่ไว้ท่ีอณุหภูมิห้อง นาน 10 วนั จากนัน้ท าการ
ขดูสปอร์บนผิวหน้าอาหารเลีย้งเชือ้ด้วยแผ่นสไลด์ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้ น าสปอร์ผสมด้วยน า้กลัน่นึ่งฆ่า
เชือ้ และกรองผ่านผ้าขาวบางท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้แล้ว ได้สปอร์แขวนลอยในน า้เพ่ือน าไปใช้ในการ
ผลิตสตูรส าเร็จ เชือ้ S. hygroscopicus NR8-2 เลีย้งในอาหารเหลว glucose yeast malt extract 
broth (GYMB) เขยา่ด้วยความเร็ว 100 รอบ/นาที นาน 10 วนั น าน า้เลีย้งเชือ้ท่ีได้กรองผ่านแผ่นกรอง
ขนาด 0.45 ไมโครเมตร น าน า้เลีย้งเชือ้ท่ีได้ไปใช้ 

สูตรส าเร็จชนิดอิมัลชัน (ดดัแปลงจากวิธีการของ Batta 2004) ประกอบด้วย 
ส่วนผสมแบ่งเป็น 2 ส่วนได้แก่ วฏัภาคน า้และวฏัภาคน า้มนั ในอตัราส่วน 1:1 ผสมให้เข้ากันด้วย
เคร่ือง Homogenizer (รุ่น D-160, DLAB) ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 3 นาที ซึ่งส่วน
ท่ีเป็นน า้ประกอบด้วย น า้กลั่นนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีมีสปอร์แขวนลอยของจุลินทรีย์ท่ีได้จากการคดัเลือกท่ี
ความเข้มข้น 108 สปอร์ตอ่มิลลิลิตร หรือน า้เลีย้งเชือ้ S. hygroscopicus NR8-2 ผสมกบั spen 60 
และกลีเซอรีน ส่วนน า้มนัประกอบด้วยน า้มนัดอกคาโนล่าและทวีน 60 (อิมลัซิไฟเออร์) (ตารางท่ี 2) 
ผสมเป็นเนือ้เดียว เก็บรักษาในขวดพลาสติกสีขาวขุ่นมีฝาปิด ท าการเปรียบเทียบอตัราการงอกของ
สปอร์ระหวา่งเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิห้อง (28 – 30) และ 10 องศาเซลเซียส (ตู้ เย็น)  
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ตารางท่ี 2 สารประกอบของสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนั 

สารประกอบ สูตรส าเร็จชนิดอิมัลชัน 
วฏัภาคน า้ ประกอบด้วย  

น า้สปอร์จลุินทรีย์แขวนลอยท่ีความเข้มข้น 109 สปอร์
ต่อมิลลิลิตร หรือ น า้เลีย้งเชือ้ Streptomyces 
hygroscopicus NR 8-2 

40-45 % โดยปริมาตร 

Spen 60 1-2 % โดยปริมาตร 
กลีเซอรีน 3-5 % โดยปริมาตร 

วฏัภาคน า้มนั ประกอบด้วย  
น า้มนัดอกคาโนลา่ 32-35 % โดยปริมาตร 
สารอิมลัซิไฟเออร์ (ทวีน 20) 15-18 % โดยปริมาตร 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Y. A. Batta (2004) 

6. การทดสอบการมีชีวิตรอดของเชือ้ราปฏิปักษ์ในสูตรส าเร็จ ในสภาพอุณหภูมิห้อง และ
อุณหภูมิ 10๐ C  

ตรวจนบัปริมาณสปอร์ราหลงัการท าสตูรส าเร็จทนัที โดยวิธี dilution pour plate 
ด้วยอาหารเลีย้งเชือ้ PDA นบัการงอกของสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ หลงัผ่านไป  
36 ชัว่โมง ท าการทดลองจ านวน 4 ซ า้ จากนัน้น าคา่เฉล่ียการงอกของสปอร์ท่ีได้วิเคราะห์คา่ความ
แตกตา่งทางสถิตด้ิวย Tukey's Multiple Comparison Test ทดสอบทกุ ๆ เดือน นาน 6 เดือน 
7. การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรส าเร็จ หลังเก็บรักษาที่ อุณหภูมิห้อง และอุณหภูมิ 
10๐ C เป็นเวลา 6 เดือน  

ทดสอบประสิทธิภาพของสตูรส าเร็จในการควบคมุรา C. oryzae หลงัการเก็บรักษา
ท่ีอณุหภูมิห้องและ 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน ด้วยวิธี agar well method โดยการละลาย
สตูรส าเร็จด้วยน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ตามอตัราส่วน คือ 2 มิลลิลิตร ตอ่น า้ 1 ลิตร (Navaneetha et al., 
2015) เจาะหลมุบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA จ านวน 4 หลมุ แล้วจึงน าสตูรส าเร็จท่ีเตรียมไว้ใส่ลงหลมุ 
50 ไมโครลิตร จากนัน้น าชิน้วุ้นท่ีมีรา C. oryzae วางลงกลางจานอาหารเลีย้งเชือ้ ในชดุควบคมุ ใส่
น า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้แทนสตูรส าเร็จ สงัเกตการเจริญของรา C. oryzae ในชดุควบคมุเจริญเต็มผิวหน้า
จานอาหารเลีย้งเชือ้ จึงท าการวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของรา C. oryzae เชือ้สาเหตุโรคในชุด
ทดสอบ (ภาพท่ี 5) น าคา่ท่ีวดัได้มาค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ เช่นเดียวกบัข้อ 2 ท าการทดลอง
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จ านวน 4 ซ า้ และน าค่าเฉล่ียท่ีได้วิเคราะห์ค่าความแตกต่างทางสถิติด้วย Tukey's Multiple 
Comparison test  

 
 ภาพท่ี 5 การทดสอบประสิทธิภาพของสตูรส าเร็จด้วยวิธี agar diffusion method 

R1 คือ รัศมีเฉล่ียของโคโลนีเชือ้ราท่ีเจริญบนอาหารชดุควบคมุ 
R2 คือ รัศมีเฉล่ียของโคโลนีเชือ้ราท่ีเจริญบนอาหารชดุทดสอบ 

8. การประเมินประสิทธิภาพสูตรส าเร็จของเชือ้ราปฏิปักษ์ต่อการควบคุมโรคใบจุดของ
กล้าปาล์มน า้มัน 
 ประเมินประสิทธิภาพสตูรส าเร็จของเชือ้ราปฏิปักษ์ตอ่การควบคมุโรคใบจดุบนต้นกล้า
ปาล์มน า้มนั โดยใช้กล้าปาล์มน า้มนัพนัธุ์ทรัพย์มอ. 1 อาย ุ4 เดือน มาใช้ในการประเมิน
ประสิทธิภาพของสตูรส าเร็จ ทกุกรรมวิธีจะท าการฉีดพ่นสปอร์แขวนลอยรา C. oryzae ท่ีความ
เข้มข้น 106 สปอร์ตอ่มิลลิลิตร ทิง้ไว้ 48 ชัว่โมง ในการทดลองใช้สตูรส าเร็จ จ านวน 4 กรรมวิธี 
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีท่ีใช้สารเคมี ดงันี ้

กรรมวิธีท่ี 1 ฉีดพน่ด้วยน า้กลัน่นึง่ฆา่เชือ้ 
กรรมวิธีท่ี 2 ฉีดพน่สปอร์แขวนลอยรา C. oryzae ท่ีความเข้มข้น 106 สปอร์ตอ่มิลลิลิตร 
กรรมวิธีท่ี 3 ฉีดพน่ด้วยสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัน า้เลีย้งเชือ้ Streptomyces sp. NR 8-2 
กรรมวิธีท่ี 4 ฉีดพน่ด้วยสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัสปอร์แขวนลอยรา T. harzianum TM.2/1 
กรรมวิธีท่ี 5 ฉีดพน่ด้วยสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัสปอร์แขวนลอยรา T. spirale T76-1 
กรรมวิธีท่ี 6 ฉีดพ่นด้วยสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัสปอร์แขวนลอยรา T. harzianum TM.2/1 

+ T. spirale T76-1 
กรรมวิธีท่ี 7 ฉีดพน่สารเคมีโพรคลอราส 
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 วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบรูณ์ กรรมวิธีละ 4 ซ า้ ซ า้ละ 4 ต้น ท าการฉีดพ่นสตูร
ส าเร็จและประเมินผลการเกิดโรคใบจดุโดยใช้ระดบัการประเมินเช่นเดียวกบัข้อ 7 ทกุ ๆ 7 วนั 
นาน 1 เดือน จากนัน้น าผลประเมินเฉลี่ยที่ได้วิเคราะห์ความแตกตา่งทางสถิติด้วย Tukey's 
Multiple Comparison Test รวมถึงสุ่มเก็บใบปาล์มน า้มนัที่ผ่านการทดสอบสตูรส าเร็จมา
ตรวจสอบการคงอยู่ของราปฏิปักษ์ 
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บทที่ 3 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

1. การเก็บตัวอย่างและแยกราปฏิปักษ์ 

จากการน าตวัอย่างใบปาล์มน า้มนัท่ีเก็บมาจากอ าเภอคลองหอยโข่งและภายใน
แปลงเกษตรคณะทรัพยากรธรรมชาติ อ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา จ านวน 25 ตวัอย่าง ผ่าน
การแยกทัง้ 2 วิธี สามารถแยกราได้ทัง้หมด 26 ไอโซเลท โดยแบ่งเป็น ราเอนโดไฟท์ 21  
ไอโซเลท และราอิพิไฟท์ 5 ไอโซเลท (ตารางท่ี 3) 

ตารางท่ี 2 ราปฏิปักษ์ท่ีแยกได้จากใบปาล์มน า้มนั 

Microoganisms Isolates of Number 1/ 
Endophyte T76-1, T76-1/1, T76-1/2, T76-6, T76-12/1, T76-12/2, T76-12/3, 

T76-14, T76-15/1,T76-18/1, T76-18/2, V76-1, V76-6, V76-9, V76-
12, V76-14, V76-15/1, V76-15/2, V76-18, V76-18/1, V76-23  

Epiphyte E875-9, E876-14, E976-4, E976-6, E976-23 
1/T = ไอโซเลทท่ีแยกได้จากเนือ้เย่ือใบ, V = ไอโซเลทท่ีแยกจากเส้นกลางใบ, E = ไอโซเลทท่ีแยก
จากบริเวณผิวใบ  

การแยกราจากใบปาล์มน า้มนั สามารถแยกได้น้อยไอโซเลทเน่ืองจากระหว่างการ
แยกได้ท าการคดัเลือกด้วยวิธี dual culture  พบว่าราท่ีแยกได้สามารถยบัยัง้รา C. oryzae ได้ดี
หลายไอโซเลท ซึ่งเพียงพอต่อการน ามาคดัเลือกใช้เป็นราปฏิปักษ์ ราส่วนใหญ่ท่ีแยกได้เป็นรา 
เอนโดไฟท์ โดยราท่ีแยกได้มีโคโลนีเป็นสีเขียว เจริญได้รวดเร็วซึ่งเม่ือสงัเกตลกัษณะก้านชูสปอร์ 
และ สปอร์คล้ายกับรา Trichoderma spp. ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Kubicek และคณะ 
(2011) ท่ีพบว่ารา Trichoderma spp. ส่วนใหญ่ด ารงชีวิตอยู่ในดินตอ่มาในช่วงระยะหลงัพบว่ามี
การปรับตวัเป็นเอนโดไฟท์เพิ่มมากขึน้ ซึง่เป็นผลดีในการน าไปใช้ควบคมุโรคพืชท่ีเกิดบริเวณใบพืช
หรือบริเวณเนือ้เย่ืออ่ืน ๆ เน่ืองจากรา Trichoderma spp. สามารถปรับตวัเป็นเอนโดไฟท์คงอยู่ใน
เนือ้เย่ือพืชเพื่อควบคมุโรคพืชท่ีเกิดจากเชือ้ราได้ดงัรายงานของ Hanada และคณะ (2010) ท าการ
แยกราเอนโดไฟท์จากเนือ้ไม้ของต้นโกโก้สามารถแยกได้รา T. martial ซึ่งพบว่าเป็นสายพนัธุ์ใหม่
และมีประสิทธิภาพในการยบัยัง้รา Phytophthora palmivora สาเหตโุรคฝักเน่าด าของโกโก้ และ
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สายทอง แก้วฉาย (2557) ท่ีรายงานไว้ว่า สามารถแยกราเอนโดไฟท์จากใบข้าวหอมกระดงังาได้
มากถึง 93 ไอโซเลท แตพ่บว่ามีเพียงรา Trichoderma sp. 2 ไอโซเลทท่ีสามารถยบัรา Pyricularia 
oryzae สาเหตโุรคไหม้ของข้าวได้อยา่งมีประสิทธิภาพ 

2. การคัดกรองราปฏิปักษ์เบือ้งต้น 

จากการทดสอบความสามารถของราในการยบัยัง้การเจริญของ C. oryzae โดย
วิธี dual culture พบว่ามีราปฏิปักษ์จ านวน 6 ไอโซเลท ได้แก่ V76-12, T76-1, V76-14, T76-14, 
T76-12/2 และ TM2/1 ให้คา่เปอร์เซ็นต์ยบัยัง้สงูกว่า 80 % โดยมีคา่เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ 86.43, 
85.71, 85.36, 81.79, 80.71 และ 80.72 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (ภาพท่ี 6)   

 
ภาพที่  5 เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้เส้นใยรา Curvularia oryzae ด้วยวิธีการ dual culture บน

อาหารเลีย้งเชือ้ PDA บม่ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 7 วนั  
1/คา่เฉลีย่จาก 4 ซ า้ ตวัอกัษรท่ีตามหลงัคา่เฉลีย่ ตวัอกัษรเดียวกนัไมม่ีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
(P > 0.05) ด้วยวิธี Tukey's Multiple Comparison test 

 
จากการทดลองพบว่าราที่ให้คา่เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเจริญของเส้นใยรา  

C. oryzae สาเหตโุรคใบจดุของปาล์มน า้มนัได้สงูกว่า 80 เปอร์เซ็นต์เป็นราท่ีแยกได้จากเนือ้เย่ือ
ใบซึ่งให้คา่เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้สงูสดุถึง 86.43 % สามารถสร้างเส้นใยเจริญปกคลมุทบัเส้นใยรา  
C. oryzae แข่งขนัครอบคลมุพืน้ท่ีอาหาร ได้อย่างรวดเร็ว สอดคล้องกบัการทดลองของ จิตรา 
กิตติโมรากลุ และคณะ (2557) ท่ีรายงานไว้ว่า T. harzianum TM.2/1 สามารถยบัยัง้การเจริญ
ของเส้นใยรา C. oryzae สาเหตโุรคใบจดุของปาล์มน า้มนัได้ดีท่ี 90.22% Trichoderma spp. 
เป็นเชือ้ท่ีเจริญได้รวดเร็วสามารถเจริญปกคลมุ และสร้างเส้นใยพดัรัดเส้นใยของราสาเหตโุรคได้
(dos Reis Almeida et al., 2007)  และ Mishra (2010) ได้ท าการทดสอบการยบัยัง้รา Pythium 
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aphanidermatum ด้วยรา Trichoderma spp. โดยใช้วิธี dual culture พบว่ารา Trichoderma 
spp. สามารถควบคมุการเจริญได้อย่างมีประสิทธิภาพ อย่างไรก็ตามคา่เปอร์เซ็นต์ยบัยัง้ของรา
ทัง้ 6 ไอโซเลทไม่แตกตา่งกนัทางสถิติ (P > 0.01) จึงน าราปฏิปักษ์ทัง้ 6 ไอโซเลท และ เชือ้  
S. hygroscopicus NR8-2 ไปทดสอบประสิทธิภาพและกลไกในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใย
รา C. oryzae ตอ่ไป 

3. การจ าแนกชนิดของเชือ้ราปฏิปักษ์ 

3.1 จ าแนกชนิดโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  

จากการสงัเกตลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ของราท่ีได้จากการคดัเลือก (V76-12, 
T76-1, V76-14, T76-14 และ T76-12/2) ระบไุด้เป็นราสกลุ Trichoderma  ทัง้ 5 ไอโซเลท 
เน่ืองจากมีโคโลนีสีเขียวอ่อนถึงสีเข้ม เจริญขยายโคโลนีอย่างรวดเร็ว เส้นใยมีผนงักัน้ มีสีใสหรือ
สีเขียวอ่อนผนงัเรียบ โคนิดิโอฟอร์ (conidiophore) มีการแตกกิ่งออกจากกิ่งหลกัทัง้แบบเดี่ยว
และแบบกลุ ่มซึ ่งมีความยาวแตกตา่งกนั  บริเวณปลายโคนิดิโอฟอร์มีการสร้างไฟอะไลด์ 
(phialiade) โคนิเดียมีลกัษณะเป็นเซลล์เดี่ยว มีสีเขียวทัง้ผิวเรียบและขรุขระอยู่เป็นกลุ่มบริเวณ
ไฟอะไลด์ ซึ่งสอดคล้องกบั Domsch และคณะ (1980) ได้จดัจ าแนกเชือ้ราสกลุ Trichoderma 
spp. โดยอาศยั ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา  โคโลนี โคนิดิโอฟอร์ และ โคนิเดีย ซึ่งพบว่าจลุินทรีย์
ท่ีแยกมาจากดิน ซากพืช และวตัถทุางธรรมชาติส่วนใหญ่เป็นรา Trichoderma spp. บางสาย
พนัธุ์สามารถด ารงชีวิตโดยเป็นปรสิตในการพนัรัดเชือ้ราก่อโรคพืชอ่ืน ๆ รา Trichoderma spp.
จึงเหมาะสมแก่การน าไปศกึษาเป็นราปฏิปักษ์  

3.2 จ าแนกชนิดด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 

จากการน าเส้นใยราทัง้ 5 ไอโซเลทท าการสกดั DNA และเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณ 

ITS1 ยีน 5.8s  และ ITS2 ด้วยเทคนิค PCR จากนัน้น าไปหาล าดบันิวคลีโอไทล์เพ่ือมาเปรียบเทียบ

กับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลของ GenBank พบว่า ราปฏิปักษ์ไอโซเลท T76-14  

และ V76-14 มีความใกล้เคียงกับรา T. asperellum  และรา T. viride ท่ี 99 เปอร์เซ็นต์ ราปฏิปักษ์ 

ไอโซเลท T76-1 และ V76-12 ใกล้เคียงกบัรา T. spirale ท่ี 99 เปอร์เซ็นต์ และราปฏิปักษ์ไอโซเลท 

T76-12/2 มีความใกล้เคียงกับรา Trichoderma spp. ท่ี 99 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งไม่สามารถระบุชนิดได้ 

(ตารางท่ี 4 )  



 

ตารางท่ี 4 การระบชุนิดด้วยเทคนิคทางอณชีูววิทยาและหมายเลขของรา Trichoderma ท่ีเก็บในฐานข้อมลู GenBank  

Isolate morphology Nucleotide BLAST % identity Nucleotide blast + morphology Accession no. 
T76-1 Trichoderma spp. Trichoderma spirale 99% Trichoderma spirale LC158829 

T76-12/2 Trichoderma spp. Trichoderma sp. 99% Trichoderma spirale LC158830 
T76-14 Trichoderma spp. Trichoderma asperellum 99% Trichoderma asperellum LC158827 

 Trichoderma viride   

V76-12 Trichoderma spp. Trichoderma spirale 99% Trichoderma spirale LC158826 

V76-14 Trichoderma spp. Trichoderma asperellum 99% Trichoderma asperellum LC158828 

 Trichoderma viride   
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จากการจดัจ าแนกด้วยวิธีทางสณัฐานวิทยาหรือเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพียงวิธีใด

วิธีหนึ่งไม่สามารถระบุถึงระดับสปีชีย์ได้อย่างชัดเจนจึงน าทัง้สองวิธีมาใช้ร่วมกัน โดยล าดับ 

นิวคลีโอไทด์ของรา T. asperellum กบั T. viride มีความคล้ายคลึงกนัท าให้การจ าแนกด้วยเทคนิค

ทางอณชีูววิทยาไมส่ามารถระบไุด้ แตล่กัษณะของสปอร์มีความแตกตา่งกนัโดยลกัษณะสปอร์ของรา 

T. viride มีตุ่มคล้ายหนามสามารถมองเห็นได้ชัดเจนภายใต้กล้องจุลทรรศ์แบบ compound  

แตใ่นทางตรงกนัข้ามรา Trichoderma ไอโซเลท T76-14 และ V76-14 มีสปอร์ท่ีเห็นตุม่คล้ายหนาม

บริ เวณผิ วไม่ ชัดเจน โดยเห็ นผิ ว โคนิ เ ดี ยข รุขระ  (ภาพท่ี  7)  ตรงกับการรายงานของ  

Samuels et al. (1999) ท่ีรายงานไว้ว่า T. asperellum เป็นราท่ีมีการแพร่กระจายอยู่ทัว่ภูมิภาคเอเชีย

และมีความคล้ายคลึงกบัรา T. viride แตกตา่งกนัท่ีผิวของโคนิเดียซึ่ง T. viride มีตุม่คล้ายหนาม

มองเห็นได้ชัดเจน รวมถึงมีความใกล้เคียงกันในลักษณะทางพันธุกรรม มีเพียงบางต าแหน่งบน 

บริเวณ ITS1 - ITS2 ท่ีแตกตา่งกนัจึงจ าเป็นต้องใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาประกอบด้วยในการจดั

จ าแนกท่ีถกูต้อง รวมถึงมีการรายงานว่าราเอนโดไฟท์ท่ีแยกได้จากเนือ้เย่ือต้นโกโก้ในอินโดนีเซียกว่า 

90 เปอร์เซ็นต์เป็นรา T. asperellum  และอีก 10 เปอร์เซ็นต์ เป็นรา T. viride (Rosmana et al., 

2015)  

 
ภาพที่  6 ลกัษณะโคนิเดียรา Trichoderma spp. ภายใต้กล้องจุลทรรศ์อิเลคตรอนแบบส่องกราด  

ก. โคนิเดียรา Trichoderma asperellum T76-14 และ ข. โคนิเดียรา Trichoderma spirale 
T76-1 

 

  

ก. ข. 3µm 3µm 
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จากการจดัจ าแนกโดยใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาร่วมกบัเทคนิคทางอณชีูววิทยาสรุปได้ผลดงันี ้ 

รา Trichoderma asperellum ไอโซเลท T76-14 และ V76-14 

โคโลนีมีสีเขียว โคนิดิโอฟอร์และเส้นใยมีผนงักัน้ เรียวยาว ไฟอะลายด์มีรูปร่างแบบ flask-

shaped เด่ียว ๆ หรือเป็นกลุ่ม 2 – 4 อนั โคนิเดียมีผิวขรุขระ รูปร่างกลมรี สีเขียวเข้ม โคนิเดียมีขนาด 

3.0 – 4.0 × 4.0 – 5.0 µm (ภาพท่ี 8) 

รา Trichoderma spirale ไอโซเลท V76-12, T76-1 และ T76-12/2 
โคโลนีมีสีเขียวเข้ม โคนิดิโอฟอร์ และเส้นใยมีผนังกัน้ ไฟอะลายด์มีรูปร่างแบบ flask-

shaped เป็นกลุ่ม 2 – 4 อนั มีการสร้างคลาไมโดสปอร์ โคนิเดียมีผิวเรียบ คอ่นข้างกลมมีรอยบุม๋ตรง
กลาง สีเขียวเข้ม โคนิเดียมีขนาด 2.5 – 5.0 × 3.0 – 5.0 µm (ภาพท่ี 8) 

4. การคัดกรองราปฏิปักษ์จากคุณสมบัตต่ิาง ๆ  

4.1 ปฏิสัมพันธ์ของราปฏิปักษ์และเชือ้สาเหตุโรคภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเลคตรอนแบบส่องกราด 

 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด พบว่าเชือ้ S. hygroscopicus 
NR8-2 ท าให้ผนงัเซลล์รา C. oryzae มีลกัษณะขรุขระผิดปกติ บวม พอง บิดเบีย้ว ซึ่งอาจเกิดจาก
การสร้างเอนไซม์หรือสร้างปฏิชีวนะบางชนิดท่ีท าให้เกิดความผิดปกติตอ่ผนงัเซลล์ (ภาพท่ี 9ข.) และ
ราปฏิปักษ์ทัง้ 5 ไอโซเลท รวมทัง้ T. harzianum TM2/1 มีการเจริญคลุมทบัและพนัรัดเส้นใยรา  
C. oryzae ส่งผลให้การเจริญของรา C. oryzae มีลกัษณะผิดปกติ คือ ผนงัของเส้นใยเห่ียว การพนั
รัดท าให้เส้นใยรา C. oryzae มีการเจริญผิดรูปร่าง พบการสร้างสปอร์น้อยและเจริญช้าเม่ือ
เปรียบเทียบกับเส้นใยรา C. oryzae ในชดุควบคมุ การเจริญอย่างรวดเร็วของราทัง้ 6 ไอโซเลทเป็น
การแก่งแย่งพืน้ท่ีผิวหน้าอาหาร ซึ่งเป็นกลไกแบบแข่งขนั (competition) การสร้างเส้นใยพนัรัดแทง
ทะลเุส้นใยรา C. oryzae เป็นสิ่งส าคญัท่ีท าให้การยบัยัง้การเจริญของรา C. oryzae เป็นไปอย่างมี
ประสิทธิภาพซึ่งเป็นกลไกการเป็นปรสิต (parasitism) (ภาพท่ี 9 ค – ซ) สอดคล้องกบัการศกึษาของ 
Philip et al. (2000) พบว่ารา T. harzianum -1, T. harzianum -2 และT. viride -2 สามารถยบัยัง้
การเจริญเส้นใยรา Colletotrichum gloeosporioides ซึ่งมีกลไกในการยบัยัง้แบบ hyperparasitism 
และ antibiosis การศกึษาของ Darshna et al. (2017) ท่ีรายงานไว้ว่ารา T. virens NBAII Tvs12 
สามารถเจริญและท าให้เส้นใยรา Sclerotium rolfsii เสียสภาพโดยการสร้างเส้นใยพันรอบ สร้าง 
appressorium และ hook-like เพ่ือใช้ในการยึดเกาะจากนัน้เจริญแทงทะลเุส้นใยเข้าภายในเส้นใยรา 
S. rolfsii 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567134817302897#!
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ภาพที่ 7 การจ าแนกชนิดโดยใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ก. – ค. ลกัษณะรา Trichoderma asperellum 

ไอโซเลท T76-14 ง. – ฉ. ลกัษณะรา Trichoderma asperellum ไอโซเลท V76 – 14 ช. – ฌ. 
ลกัษณะรา Trichoderma spirale ไอโซเลท V76-12 ญ. – ฏ. ลกัษณะรา Trichoderma spirale 
ไอโซเลท T76 – 1 ฐ. – ฒ. ลกัษณะรา Trichoderma spirale ไอโซเลท T76-12/2 ก., ง.,ช., ญ., ฐ. 
ลกัษณะของโคโลนีและสีของรา ข., จ., ซ., ฎ., ฑ.  ลกัษณะของก้านชสูปอร์ และ ค., ฉ., ฌ., ฏ., 
ฒ. ลกัษณะของสปอร์ 
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ภาพท่ี 9 เส้นใยรา Curvularia oryzae เลีย้งร่วมกบัราปฏิปักษ์ส่องภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด ก.

เส้นใยรา C. oryzae ชดุควบคมุ ข. เส้นใยรา C. oryzae เลีย้งร่วมกบัเชือ้ S. hygroscopicus NR8-2 เส้นใย
มีลกัษณะ บวม พอง บดิเบีย้ว ค. รา T. spirale T76-1 เจริญพนัรัด ท าให้เส้นใยรา C. oryzae มีผิวท่ีผิดปกต ิ
ง.รา T. spirale T76-12/2 เจริญแนบละพนัรัดไปกบัเส้นใยรา C. oryzae จ. รา T. asperellum T76-14 
เจริญคลุมทบั พนัรัดท าให้เส้นใยรา C. oryzae เห่ียว ฉ. รา T. harzianum TM2/1 มีการสร้างสารบางชนิด
ท าให้เส้นใยรา C. oryzae มีผิวขรุขระ ปดู พอง ช. รา T. spirale V76-12 เจริญพนัรัด คลุมทบั ท าให้เส้นใย
รา C. oryzae เห่ียวผิดจากปกติ ซ. รา T. asperellum V76-14 เจริญพันรัด คลุมทบัท าให้ เส้นใยรา  
C. oryzae แห้ง เหี่ยว 

ก. ข. 

ค. ง. 

จ. ฉ. 

ช. ซ. 
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4.2 การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสและ เบตา-1,3-กลูคาเนส  

การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสและเบตา-1,3-กลูคาเนส จากราปฏิปักษ์ 
พบว่ารา T. harzianum TM2-1 เพียงไอโซเลทเดียวมีกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส ท่ีปริมาณ 
0.026 ยูนิต/มิลลิลิตร โดยไคติเนสเป็นเอนไซม์ท่ีย่อยไคตินซึ่งเป็นองค์ประกอบส าคญัในผนัง
เซลล์ของเชือ้รา จ ัดว่าเป็นกลไกส าคญัอย่างหนึ ่งในการเป็นปฏิปักษ์เพื่อควบคุมโรคพืช 
(Agrawal and Kotasthane, 2012) สอดคล้องกับการทดลองของ Ashwin และ Anita 
(2012) ท่ีรายงานว่า T. harzianum สามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนสเพื่อใช้ในการย่อยสลาย 
ไคตินซึ ่ง เป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์เ ชื อ้ราก่อโรคพืชได้ นอกจากนีร้าปฏิปักษ์ทัง้  5  
ไอโซเลท ได้แก่ T76-1, T76-14, T76-12/2, V76-12 และ V76-14 สามารถผลิตเอนไซม์  
เบตา-1, 3-กลูคาเนส โดยไอโซเลท T76-1 ผลิตเอนไซม์เบตา-1, 3-กลูคาเนส ได้สูงท่ีสุดถึง 
0.347 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 10) Balasubramanian และคณะ (2003) รายงานว่า  
รา T. harzianum และ Trichoderma sp. สามารถหลั่งเอนไซม์ เช่น เซลลูเลส ไคติเนส  
เบตา-1, 3-กลูคาเนส และ โปรติเอส เพ่ือย่อยสลายผนังเซลล์ท่ีประกอบด้วย เซลลูโลส ไคติน 
กลูแคน และโปรตีน ของราสาเหตุโรคพืชท าให้รา Trichoderma sp. สามารถแทงเข้าสู่
ภายในเส้นใยรา ท าให้ผนังเซลล์ราสาเหตุโรคพืชเกิดความผิดปกติ และส่งผลต่อการเจริญของ
ราสาเหตุโรคพืช (Carsolio et al., 1999) สอดคล้องกับรายงานของ Mallikharjuna และคณะ 
(2016) พบว่ารา Trichoderma spp. ไอโซเลท ThJt1 และ TvHt2 ท่ีแยกได้จากดินบริเวณ
รอบรากต้นยาสูบ สามารถสร้างเอนไซม์ไคติเนสและ เบตา-1,3-กลูคาเนส ปริมาณสูงและ
สามารถย่อยสลายเส้นใยของเชือ้ S. rolfsii และ Pythium aphanidermatum ท่ีก่อโรคในต้น
ยาสูบ ซึ ่งกลไกของราที่เป็นปรสิตจะเจริญแนบพันรัดกับเส้นใย เชือ้ก่อโรค จากนัน้ปล่อย
เอนไซม์ย่อยสลายส่วนประกอบของผนังเซลล์  และเจาะเข้าสู่เส้นใย ดงันัน้รา Trichoderma 
sp. จึงเป็นราปฏิปักษ์ท่ีมีกลไกหลายด้านในการน าไปใช้ควบคุมโรคพืชแบบชีววิ ธี 
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4.3 การคัดเลือกราปฏิปักษ์จากคุณสมบัตกิารสร้างสารระเหย 
คดัเลือกราปฏิปักษ์ที่มีการสร้างสารระเหยเพื่อใช้ในการยบัยัง้การเจริญของ

เส้นใยรา C. oryzae ด้วยวิธี volatile antifungal bioassay พบว่าราปฏิปักษ์ทัง้ 6 ไอโซเลท มี

การสร้างสารระเหยทุกไอโซเลท ซึ่งมีผลท าให้การเจริญของรา  C. oryzae เจริญได้ช้าลงเมื่อ

เปรียบเทียบกับชุดควบคมุที่เจริญเต็มจานอาหารเลีย้งเชือ้ภายในระยะเวลา 7 วนั โดยรา  

T. spirale T76-1 ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้สูงสุดคือ 73.06 % (ภาพท่ี 11 และตารางท่ี 5) เม่ือ

ท าการวิเคราะห์เพื่อจ าแนกชนิดของสารระเหยจากรา T. spirale T76-1 ที่เลีย้งร่วมกับรา  

C. oryzae ด้วยเคร่ือง GC-MS พบสาร ได้แก่ Naphthalene,1,2,3,4,4A,5,6,8a - octahydro -

7- Methyl-4-Methylene – 1 - (1 - Methylethl)-(1.alpha.,4a.beta.,8a.alpha.) และ 2,4- 

diisopropenyl-1-methyl-1-vinylcyclohexane ซึ่งมีปริมาณสูงถึง 20.01% (นาทีท่ี 23.4620) 

และ 11.01% (นาทีท่ี 21.1600) ตามล าดบั รวมถึงพบสาร 3 – Octanone ท่ีปริมาณ 0.15%  

 
ภาพท่ี 8 กิจกรรมของเอนไซม์ไคตเินส และเบตา-1,3-กลคูาเนส  

1/คา่เฉล่ียจาก 4 ซ า้ ตวัอกัษรเดียวกนัไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติ (P > 0.05) 
ด้วยวิธี Tukey's Multiple Comparison test   
*คา่ความแตกตา่ทางสถิตขิองเอนไซม์ไคตเินส 
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ภาพที่ 9 ผลของสารระเหยท่ีผลิตโดยราปฏิปักษ์บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA บม่ท่ีอณุหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 7 วนั A. รา Curvularia oryzae ชดุควบคมุ B. รา C. oryzae ชดุทดสอบ
สารระเหย C. ราปฏิปักษ์ 

 

ตารางท่ี 5 การยบัยัง้เส้นใยรา Curvularia oryzea ด้วยสารระเหยจากราปฏิปักษ์ 

isolate Inhibition growth (%)1/ 

S. hygroscopicus NR8-2 10.28±0.24f 
T. spirale T76-1 73.06±0.08a 
T. spirale T76-12/2 59.44±0.08d 
T. asperellum T76-14 58.89±0.07d 
T. harzianum TM2/1 44.72±0.04e 
T. spirale V76-12 67.50±0.04b 
T. asperellum V76-14 62.50±0.01c 

1/คา่เฉล่ียจาก 4 ซ า้ ตวัอกัษรท่ีตามหลงัคา่เฉล่ีย ตวัอกัษรเดียวกนัไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิต ิ

(P > 0.05) ด้วยวิธี Tukey's Multiple Comparison test 

 
   

NR8-2   T76-1 T76-12/2      T76-14  TM2/1        V76-12 V76-14 
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(ภาพท่ี 12) สารที่พบจดัอยู่ในกลุ่มแอลกอฮอล์ ซึ่งมีผลท าให้ผนงัเซลล์เกิดความผิดปกติ โดย

เข้าท าลายโปรตีนภายในเซลล์ให้เสียสภาพ ซึ่งโปรตีนเป็นโครงสร้างพืน้ฐานของเซลล์เชือ้สาเหตุ

โรค โปรตีนมีหน้าที่ส าคญัต่อระบบต่าง ๆ ภายในเซลล์  (Caldwell, 2017) สอดคล้องกับ

รายงานของ Pezet และคณะ (1999) รายงานว่า ได้สกัดสาร 6-pentyl-a-pyrone ซึ่งอยู่ในกลุ่ม

แอลกอฮอล์ จากรา Trichoderma spp. มีคณุสมบตัิสามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใยและ

การงอกของสปอร์รา Botrytis cinerea ได้ และในการทดลองครัง้นีส้ารท่ีพบมากคือสารระเหย

แนฟทาลีน ซึ่งมีผลยบัยัง้การท างานของระบบหายใจของสิ่งมีชีวิตรวมถึงเชือ้รา ส่งผลให้ชะงัก

การเจริญ และมีฤทธ์ิท าลายโปรตีนได้ ซึ่งในการทดลองพบว่ารา C. oryzae เจริญได้ช้าลงเมื่อ

เปรียบเทียบกับชุดควบคมุซึ่งอาจเกิดจากรา T. spirale T76-1 สร้างสารระเหยท่ีมีฤทธ์ิในการ

ยบัยัง้ราสาเหตโุรคพืช สอดคล้องกับรายงานของ Newell และ คณะ (1987) พบว่าสารระเหย

แนฟทาลีน ส่งผลให้รัศมีของโคโลนีของรากลุ่ม basidiomycetes ลดลงอย่างมีนยัส าคญั  

และสามารถลดกิจกรรมการหายใจของราและแบคทีเรีย ส่งผลให้ปริมาณไนโตรเจนในดินลด

น้อยลง (Blair et al.,1989) 

4.4 การทดสอบการยับยัง้การเจริญของเส้นใยรา C. oryzae ด้วยน า้

เลีย้งราปฏิปักษ์โดยวิธี poison food technique  

จากการทดลองควบคมุการเจริญของเส้นใยรา C. oryzae ด้วยน า้เลีย้งเชือ้ 

พบว่าทุกไอโซเลท ท าให้รา C. oryzae เจริญได้ช้าเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคมุท่ีเส้นใยเจริญ

เต็มจานอาหารเลีย้งเชือ้ ใน 7 วนั โดยมีเพียงเชือ้ S. hygroscopicus NR8-2 ท่ีให้ค่าการยบัยัง้

สูงถึง 79.72% (ภาพที่ 13 และตารางท่ี 6) ซึ่งสอดคล้องกับ Pithakkit และคณะ (2015) ท่ี

พบว่าน า้เลีย้งเชือ้ S. hygroscopicus NR8-2 สามารถยบัยัง้การเจริญและท าให้เส้นใยรา C. 

oryzae เกิดการบวมตวัผิดปกติ เน่ืองจากเชือ้ S. hygroscopicus NR8-2 มีการสร้างสาร

ปฏิชีวนะบางชนิดท่ีสามารถส่งผลต่อความผิดปกติต่อเส้นใยราและรายงานของ Tadijan และ

คณะ (2016) ท่ีพบว่าน า้เลีย้งเชือ้ S. hygroscopicus ผลิตสารท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญ

ของเชือ้ราได้มากกว่าหนึ่งชนิด ได้แก่ Colletotrichum acutatum, C. gloeosporioides, 

Fusarium avenaceum และ Alternaria spp. 



 
 

 

ภาพที่  10 GC-MS chromatography ของสารระเหยจากรา Trichoderma spirale T76-1 ท่ีเลีย้งร่วมกบัรา Curvularia oryzae ก. 3 – Octanone  
ข. Naphthalene,1,2,3,4,4A,5,6,8a - octahydro -7- Methyl-4-Methylene – 1 - (1 - Methylethl)-(1.alpha.,4a.beta.,8a.alpha.)  
ค. 2,4- diisopropenyl-1-methyl-1-vinylcyclohexane 

ก. 

ข. ค. 
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พรนภา โทตรี (2554) รายงานว่าน า้กรองเลีย้งเชือ้แอคติโนมยัซีท ไอโซเลท OMA60-1 ท่ีแยกได้

จากดินบนดอยสุเทพ-ปยุ มีประสิทธิภาพสูงสุดเปรียบเทียบกับชุดควบคมุ ในการยบัยัง้การ

เจริญเส้นใยของเชือ้รา C. capsici และC. gloeosporioides โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์ในการยบัยัง้

การเจริญเส้นใยราท่ี 64.40 และ 56.39 % ตามล าดบั  

 

ภาพที่ 11 การยบัยัง้รา Curvularia oryzae ด้วยน า้เลีย้งราปฏิปักษ์ทดสอบโดยวิธี poison food 
technique บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน  
A. รา Curvularia oryzae ชดุควบคมุและ B. ชดุทดสอบ 

 

ตารางที่ 6 เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้รา Curvularia oryzae ด้วยน า้เลีย้งราปฏิปักษ์โดยวิธี poison 
food technique 

Isolate Inhibition growth (%)1/ 

S. hygroscopicus NR8-2 79.72±0.13a 
T. spirale T76-1 23.89±0.17c 
T. spirale T76-12/2 23.33±0.12c 
T. asperellum T76-14 32.50±0.15bc 
T. harzianum TM2/1 6.11±0.42d 
T. spirale V76-12 30.83±0.21c 
T. asperellum V76-14 36.94±0.05bc 

1/คา่เฉล่ียจาก 4 ซ า้ ตวัอกัษรท่ีตามหลงัคา่เฉล่ีย ตวัอกัษรเดียวกนัไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิต ิ

(P > 0.05) ด้วยวิธี Tukey's Multiple Comparison test 

B 

NR8-2      T76-1     T76-12/2      T76-14       TM2/1        V76-12         V76-14 
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4.5 ประสิทธิภาพของเชือ้จุลินทรีย์ในการยับยัง้การเจริญของเส้นใยรา Curvularia oryzae 

บนต้นกล้าปาล์มน า้มัน 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้ปฏิปักษ์ T. spirale T76-1 เปรียบเทียบกับ  

T. harzianum TM2/1, S. hygroscopicus NR8-2 และการใช้สารเคมี ในการยบัยัง้การเจริญของเส้น

ใยรา C. oryzae บนต้นกล้าปาล์มน า้มนั พบว่ากรรมวิธีท่ีฉีดพ่นด้วย T. spirale T76-1 กรรมวิธีท่ีฉีด

พ่นด้วย T. harzianum TM2/1 และกรรมวิธีท่ีฉีดพ่นด้วย S. hygroscopicus NR8-2 สามารถควบคมุ

โรคใบจุดบนต้นกล้าปาล์มน า้มันโดยไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับกรรมวิธีท่ีฉีดพ่นด้วยสารเคมี 

โพรคลอราช (ตารางท่ี 7 และภาพท่ี14)  กรรมวิธีท่ีฉีดพ่นด้วย T. spirale T76-1 สามารถควบคมุการ

เกิดโรคได้ดีเน่ืองจากเป็นราเอนโดไฟท์ท่ีแยกได้จากเนือ้เย่ือใบปาล์มน า้มัน ซึ่งสามารถเจริญอยู่ได้

ภายในเนือ้เย่ือและมีคุณสมบตัิการเป็นปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคพืช รวมถึงกรรมวิธีฉีดพ่นด้วย  

T. harzianum TM2/1 ท่ีคดัแยกได้จากดินบริเวณรอบรากต้นปาล์มน า้มนัแตส่ามารถควบคมุโรคท่ี

เกิดบริเวณใบได้ ซึ่งมีรายงานว่ารา Trichoderma spp. บางสายพันธุ์สามารถปรับตัวเป็นรา 

เอนโดไฟท์ได้ โดยอาศยัอยู่ภายในเนือ้เย่ือพืชทัว่ล าต้นได้ (Mukherjee et al., 2012) ส่งผลให้มี

ประสิทธิภาพในการยบัยัง้โรคใบจุดบนต้นกล้าปาล์มนัน้ได้ดีไม่แตกตา่งจากเชือ้ S. hygroscopicus 

NR8-2 ท่ีแยกได้จากดนิรอบรากปาล์มน า้มนัเช่นเดียวกนั 

ตารางที่  7 ระดับความรุนแรงการเกิดโรคใบจุดบนต้นกล้าปาล์มน า้มันจากการทดสอบ
ประสิทธิภาพของราปฏิปักษ์ 

กรรมวิธี ระดับการเกิดโรค ดัชนีการเกิดโรค(DSI) 1/ 
Distilled water 0.4 8.00±0.52a 
C. oryzae 4.1 82.00±0.57c 
C. oryzae + Chemical (prochoraz) 1.9 34.00±0.74b 
C. oryzae + S. hygroscopicus NR8-2 2.1 42.00±0.53b 
C. oryzae + T. spirale T76-1  1.5 30.00±0.70b 
C. oryzae + T. harzianum TM2/1 1.7 34.00±0.48b 

1/คา่เฉล่ียจาก 10 ซ า้ ตวัอกัษรท่ีตามหลงัคา่เฉล่ีย ตวัอกัษรเดียวกนัไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิต ิ

(P > 0.05) ด้วยวิธี Tukey's Multiple Comparison test 
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ภาพที่ 12 ประสิทธิภาพของราปฏิปักษ์ในการยบัยัง้โรคใบจดุบนต้นกล้าปาล์มน า้มนั  

4.6. ประสิทธิภาพของราปฏิปักษ์ต่อการกระตุ้นการตอบสนองของต้น
กล้าปาล์มน า้มัน 

จากการวดักิจกรรมเอนไซม์ PPO, POD และ PAL หลงัจากท าการพ่นรา
ปฏิปักษ์ลงบนต้นกล้าปาล์มน า้มนั นาน 6 วนั พบว่าเอนไซม์ polyphenol oxidase ในใบปาล์ม
น า้มนัถกูกระตุ้นให้ผลิตทนัทีหลงัฉีดพ่น T. spirale T76-1 และลดลงแล้วเพิ่มมากขึน้อีกครัง้ใน
วนัท่ี 6 ซึ่งปริมาณท่ีวดัได้ 8.04 U/ml (ภาพท่ี15 ก) เอนไซม์ POD ถกูกระตุ้นหลงัพ่นด้วยเชือ้ S. 
hygroscopicus NR8-2 นาน 2 วนั ซึ่งมีการผลิตเอนไซม์ POD สงูถึง 104.84 U/ml จากนัน้
ลดลงและเพิ่มขึน้ไม่คงที่ แตกตา่งกับกรรมวิธีที่ ถกูกระตุ้นด้วยรา T. spirale T76-1 และ  
T. harzianum TM2/1 ที่มีแนวโน้มการผลิตเอนไซม์ POD เพิ่มขึน้อย่างตอ่เนื่อง ในวนัที่ 6 
สามารถวดัเอนไซม์ที่ผลิตได้สงูถึง 102.81 และ 106.68 U/ml ตามล าดบั (ภาพที15 ข) ส่วน
เอนไซม์ phenylalanine ammonia-lyase (PAL) พบว่าในกรรมวิธีท่ีพ่นด้วย รา T. spirale T76-
1 มีการกระตุ้นให้ต้นปาล์มน า้มนัผลิตเอนไซม์ PAL หลงัฉีดนาน 2 วนั และมีแนวโน้มลดลง
หลงัจากวนัท่ี 4 เช่นเดียวกบั กรรมวิธีท่ีพ่นด้วย T. harzianum TM2/1 มีการกระตุ้นให้ผลิต
เอนไซม์ PAL ทนัทีหลงัพ่นถึงวนัท่ี 2 และมีแนวโน้มลดลงหลงัจากวนัท่ี 2 (ภาพท่ี 15 ค) จากการ
ทดลองพบว่า จลุินทรีย์ทัง้ 3 ชนิด สามารถกระตุ้นให้ต้นปาล์มน า้มนัตอบสนองตอ่เชือ้ก่อโรคได้ 
ซึ่งเม่ือต้นกล้าปาล์มน า้มนัได้รับการพ่นจลุินทรีย์ลงบนต้นแล้วจลุินทรีย์จะส่งผลให้ต้นกล้าปาล์ม
น า้มนัมีการกระตุ้นเอนไซม์ทัง้ 3 ชนิด เพ่ือปอ้งกนัหรือเฝา้ระวงัการแพร่กระจายเชือ้ก่อโรคภายใน
เซลล์ โดยเอนไซม์ PPO มีคณุสมบตัิในการออกซิไดซ์สารอินทรีย์ ซึ ่งเป็นพิษตอ่เชือ้ก่อโรค 
เอนไซม์ PAL ส่งสญัญาณให้เพิ่มระดบัของโมเลกลุกรดซาลิไซลิกในบริเวณท่ีมีการติดเชือ้ เพื่อให้
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พืชเกิดความต้านทานตอ่โรคและระงบัการแพร่กระจายของเชือ้ก่อโรคได้ (Li and Steffens, 
2002) จากการศกึษา Christopher และคณะ (2010)  พบว่ารา Trichoderma spp. สามารถ
กระตุ้นการสร้างเอนไซม์ POD, PPO และ PAL ส่งผลให้ต้นมะเขือเทศต้านทานตอ่โรคเน่าท่ีเกิด
จากการเข้าท าลายโดยรา Fusarium oxysporum เช่นเดียวกบั Singh และคณะ (2014) ท่ี
รายงานว่า ต้นทานตะวนัสามารถต้านทานตอ่รา R. solani ที่ก่อให้เกิดโรคเน่าได้โดยการถูก
กระตุ้นให้เกิดความต้านทานด้วยรา T. harzianum NBRI-1055 ซึ่งส่งผลให้มีการผลิตเอนไซม์ 
POD, PPO และ PAL สงูขึน้เม่ือเร่ิมมีการระบาด 

จากผลการคดัเลือกราปฏิปักษ์ด้วยคณุสมบตัิตา่ง ๆ ตามข้างต้น สามารถ

คดัเลือกราปฏิปักษ์น าไปพฒันาเป็นสตูรส าเร็จเพื่อควบคมุรา C. oryzae ได้จ านวน 3 ไอโซเลท 

ได้แก่ NR8-2, TM2/1 และ T76-1 (ตารางท่ี 8) เน่ืองจากเชือ้ S. hygroscopicus NR8-2 มี

คณุสมบตัิสร้างสารปฏิชีวนะบางชนิดในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยรา C. oryzae จากการ

ทดสอบด้วยน า้เลีย้งราปฏิปักษ์โดยวิธี poison food technique รวมถึงจากการทดลองของจิตรา 

กิตติโมรากลุ (2557) ท่ีพบว่าเชือ้ S. hygroscopicus NR8-2 สามารถยบัยัง้รา C. oryzae ได้ดี 

T. harzianum TM2/1 มีคณุสมบตัิการเป็นปรสิตสามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนสเพื่อใช้ย่อยสลาย

ผนงัเซลล์ของเส้นใยรา C. oryzae และ T. spirale T76-1 มีคณุสมบตัิการแก่งแย่งแข่งขนั เจริญ

บนผิวหน้าอาหารได้รวดเร็ว ส่งผลให้แหล่งอาหารของรา C. oryzae ไม่เพียงพอหรือไม่เหมาะสม

ในการเจริญ รวมถึงรา T. spirale T76-1 ยงัมีคณุสมบตัิการเป็นปรสิตสามารถผลิตเอนไซม์ 

เบตา-1, 3-กลคูาเนส ได้สงูท่ีสดุ จากการคดัเลือกพบว่าราปฏิปักษ์ท่ีแยกจากใบปาล์มน า้มนัทัง้ 5 

ไอโซเลทมีคณุสมบตัิใกล้เคียงกนัถึง 3 คณุสมบตัิ ได้แก่ การผลิตเอนไซม์กลคูาเนส การสร้างสาร

ระเหย และการยบัยัง้ด้วยน า้เลีย้งเชือ้ แตด้่วยไอโซเลท T76-1 มีความแตกตา่งคือมีกลไกในการ

กระตุ้นให้กล้าปาล์มน า้มนัผลิตเอนไซม์ท่ีตอ่ต้านการเข้าท าลายของเชือ้ราสาเหตโุรค(PAL, POD, 

PPO) จึงได้ท าการเลือกน าไปผลิตเป็นสตูรส าเร็จ 
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ภาพที่  15 กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกับความต้านทานของต้นกล้าปาล์มน า้มัน ท่ีวัดจากใบ
ปาล์มน า้มันในระยะเวลา 6 วัน ก.กิจกรรมของเอนไซม์ polyphenol oxidase(PPO)  
ข. กิจกรรมของเอนไซม์ peroxidase(POD) และ ค. กิจกรรมของเอนไซม์ phenylalanine 
ammonia-lyase (PAL)  
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ตารางท่ี 8 การคดัเลือกราปฏิปักษ์จากการทดสอบคณุสมบตัติา่ง ๆ  

isolate chitinase glucanase VOCs growth inhibition PAL POD PPO selected 

T. asperellum T76-14 - + + + - - - - 

T. asperellum V76-14 - + + + - - - - 

T. harzianum TM2-1 + + + + + + +  

T. spirale T76-1 - + + + + + +  

T. spirale T76-12/2  - + + + - - - - 

T. spirale V76-12 - + + + - - - - 

S. hygroscopicus NR8-2 - - + + + + +  

+ มีคณุสมบตั ิ   - ไมมี่คณุสมบตั ิ   คดัเลือกผลิตสตูรส าเร็จ VOCs: volatile organic compounds 
PAL: phenylalanine ammonia-lyase  POD: peroxidase  PPO: polyphenol oxidase  
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5.การผลิตสูตรส าเร็จของราปฏิปักษ์ชนิดอิมัลชัน 

อิมลัชนัชนิดน า้มนัในน า้ สตูรท่ี 1 เป็นน า้มนัมีสีเหลืองอ่อนขุ่นเน่ืองจากมีการผสม
ของน า้เลีย้งเชือ้ S. hygroscopicus NR8-2 สตูรท่ี 2 เป็นน า้มนัสีเขียวเข้มขุ่น คล้ายสีโคนิเดียรา  
T. spirale T76-1 สตูรท่ี 3 เป็นน า้มนัสีเขียวอ่อนขุ่น คล้ายสีโคนิเดียรา T. harzianum TM2/1 และ
สูตรท่ี 4 เป็นน า้มันสีเขียวเข้มขุ่น เน่ืองจากการผสมของโคนิเดียรา T. spirale T76-1 กับ  
T. harzianum TM2/1 (ภาพท่ี 16) สอดคล้องกบั การศกึษาของ Batta (1999; 2004) ได้ทดลอง
ผลิตสูตรส าเร็จชนิดอิมัลชันชนิดน า้ในน า้มนัของรา Trichoderma sp. เพ่ือใช้ในการควบรา 
Botrytis cinerea ท่ีก่อให้เกิดโรคเน่าในแอปเปิล้ ด้วยน า้มันคาโนล่า (rape-seed, canola, 
Brassica napus) เม่ือผลิตได้เป็นอิมลัชนัสีขุ่น มีการแยกชัน้หลงัจากทิง้ไว้นาน 7 วนั ซึ่งตอ่มาได้
พัฒนาสูตรอิมัลชันโดยใช้น า้มันมะพร้าวผสมกับน า้มันถั่วเหลืองซึ่งพบว่ามีความคงตัวท่ี 93%  
และมีความหนืดต ่า สามารถน าไปใช้ควบคุมโรคเน่าในแอปเปิล้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  และ
สอดคล้องกับการศึกษาของ Mbarga และคณะ (2014) ได้ผลิตสูตรส าเร็จชนิดอิมลัชนัของรา  
T. asperellum  เพ่ือใช้ควบคมุโรคผลด าในโกโก้ ท่ีเกิดจากรา Phytophthora megakarya โดยใช้
น า้มนัถัว่เหลือง 74%, Tensiofix NTM (emulsifying) 15% Tensiofix 869 5% และกลโูคส 4% 

เม่ือผลิตเป็นอิมลัชันมีสีขุ่นและแยกชัน้ เม่ือทดสอบพบว่าสามารถควบคมุโรคผลด าในโกโก้ได้ดี
เม่ือเปรียบเทียบกบัการใช้สารเคมี และรา T. asperellum  สามารถคงตวัอยูไ่ด้ในต้นโกโก้ 
 

 

ภาพท่ี 13 สตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนั 
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6. การทดสอบการมีชีวิตรอดของเชือ้ราปฏิปักษ์ในสูตรส าเร็จ ในสภาพอุณหภูมิห้อง และ
อุณหภูมิ 10๐ C นาน 6 เดือน 

เม่ือน าจุลินทรีย์ท่ีได้จากการคดัเลือกผลิตเป็นสูตรส าเร็จชนิดอิมัลชันเก็บไว้ใน
ขวดพลาสติก สีขาวขุ่นมีฝาปิด และวางเก็บรักษาท่ีอณุหภูมิห้อง และ 10 องศาเซลเซียส จากนัน้
ทดสอบการรอดชีวิตด้วยวิธี dilution pour plate ทกุ ๆ เดือน เป็นเวลา 6 เดือน จากการทดสอบ
พบว่าหลงัเก็บรักษา 1 เดือน ลกัษณะของสูตรส าเร็จท่ีเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 28 – 30 และ  
10 องศาเซลเซียสยังไม่มีการเปล่ียนแปลงสี แต่มีการแยกชัน้ระหว่างน า้กับน า้มัน เม่ือเขย่า
สามารถผสมเข้าเป็นเนือ้เดียวกนั สตูรส าเร็จท่ีเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภูมิห้อง เดือนท่ี 1 – 6 จ านวน 
โคนิเดียท่ีสามารถงอกได้หลงัท าการ pour plate บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 24 ชัว่โมง ของทุกสูตรมี
แนวโน้มลดลงอย่างตอ่เน่ือง ซึ่งอาจเป็นผลจากสภาพอากาศไม่เหมาะสมตอ่การด ารงชีวิต ส่งผล
ให้มีจ านวนโคนิเดียท่ีสามารถงอกได้หลงัจากเก็บรักษาไว้ 6 เดือน เหลือเพียง 50 x 108  สปอร์ตอ่
มิลลิลิตร (ภาพท่ี 17) ส่วนการเก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ในช่วงเดือนท่ี 1 – 6 
พบวา่สปอร์ท่ีงอกได้มีคา่คงท่ีเฉล่ียอยูใ่นชว่ง 76 – 90 x 108 สปอร์ตอ่มิลลิลิตร  (ภาพท่ี 17) ซึ่งเม่ือ
เปรียบเทียบกบัน า้สปอร์แขวนลอยของรา T. spirale T76-1 และ T. harzianum TM2/1 พบว่าน า้
สปอร์แขวนลอยของราท่ีเก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง และ 10 องศาเซลเซียส มีจ านวนสปอร์งอก
ลดลงอย่างต่อเน่ือง การเก็บรักษาสปอร์ราปฏิปักษ์ให้อยู่ในรูปสูตรส าเร็จชนิดอิมลัชนัจึงสามารถ
ยืดอัตราการรอดชีวิตของสปอร์ราได้อย่างมีประสิทธิภาพ สอดคล้องกับการทดลองของ 
Ahamedemujtaba และ Kulkarni (2017) ท่ีพบว่าอตัราการรอดชีวิตของรา T. harzianum ใน
น า้มนัดอกคาโนล่ากบักลีเซอรอล มีสงูถึง 3.0 x 104 cfu/ml. จากความเข้มข้นเร่ิมท่ี 4.3 x 107 

สปอร์ตอ่มิลลิลิตร ท่ีระยะเวลานาน 12 เดือน และสามารถงอกได้เม่ืออยู่ในน า้มนัดอกคาโนล่ากบั
กลีเซอรอล และสามารถยืดอายขุองสปอร์ได้มากขึน้เม่ือเปรียบเทียบกบัสปอร์ราท่ีอยู่ในน า้กลัน่นึ่ง
ฆ่าเชือ้ รวมถึงสอดคล้องกันรายงานของ Pornsuriya และ Sunpapao (2014) ท่ีผลิตสตูรส าเร็จ
ชนิดอิมลัชนัเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภูมิ 30 และ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลานาน 6 เดือน พบว่า
การรอดชีวิตของเชือ้ท่ีเก็บไว้อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส มีมากกว่าท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่ง
อาจเป็นผลจากกระบวนการเมตาโบลิซมึ ของเชือ้ลดลงเม่ือสภาพแวดล้อมมีความชืน้และอณุหภูมิ
ต ่า สง่ผลให้มีการใช้อากาศ อาหาร ลดลงท าให้เชือ้สามารถรอดชีวิตในสตูรส าเร็จได้นานเพิ่มขึน้ 
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                            อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส                      อุณหภูมิห้อง  
ภาพที่ 14 อตัราการรอดชีวิตของจลุินทรีย์ในสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนั เก็บรักษาท่ีอณุหภูมิ 10 องศา

เซลเซียส และอณุหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 6 เดือน ก. สตูรท่ี 2 ผสมสปอร์รา T. spirale 
T76-1  ข. สตูรท่ี 3 ผสมสปอร์รา T. harzianum TM2/1 และ ค. สูตรท่ี 4 ผสมของ
สปอร์รา T. spirale T76-1 กบั T. harzianum TM2/1 
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7. ประสิทธิภาพของสูตรส าเร็จ หลังเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง และอุณหภูมิ 10๐ C เป็น
เวลา 6 เดือน  

การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรส าเร็จหลังเก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ 10 องศา
เซลเซียส และอณุหภูมิห้อง นาน 6 เดือน พบว่า สตูรส าเร็จทัง้ 4 สตูร สามารถยบัยัง้เส้นใยรา C. 
oryzae ได้อย่างมีประสิทธิภาพ การเก็บรักษาท่ีอณุหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ในช่วง 1 – 4 เดือน
แรก สามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใยรา C. oryzae ได้ดีซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้อยู่ในช่วง 
62.22 – 79.44% ตอ่มาในช่วงเดือนท่ี 5 และ 6 ประสิทธิภาพในการยบัยัง้มีแนวโน้มลดลง ยกเว้น
เพียงแต่สูตรท่ี 1 ซึ่งเป็นสูตรท่ีมีการใช้น า้เลีย้งเชือ้ของเชือ้ S. hygroscopicus NR8-2 มี
ประสิทธิภาพลดลงอย่างต่อเน่ืองตัง้แต่ในเดือนท่ี 2 ส่วนการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง พบว่า 
ประสิทธิในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยรา C. oryzae ในช่วงเดือนท่ี 2 – 4 มีคา่คงท่ีในช่วง  
62.22 – 77.78% ตอ่มาในเดือนท่ี 5 และ 6 การยบัยัง้เส้นใยรา C. oryzae ประสิทธิภาพมีแนวโน้ม
ลดลง ยกเว้น สตูรท่ี 1 มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้เส้นใยรา C. oryzae  ลดลงอย่างตอ่เน่ืองตัง้แต่
ช่วงเดือนท่ี 2 เช่นเดียวกนักบัการเก็บรักษาท่ีอณุหภูมิ 10 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี18 ก) ซึ่งเป็นผล
จากท่ีน า้เลีย้งเชือ้ เส่ือมสภาพส่งผลให้ประสิทธิภาพในการยับยัง้ลดลงอย่างรวดเร็ว จากการ
ทดลองพบว่าการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต ่ามีผลดีท าให้ประสิทธิภาพของสูตรส าเร็จคงท่ีได้ใ น
ระยะเวลาท่ีนานขึน้ เน่ืองจากสปอร์ราสามารถอยู่รอดได้เน่ืองจากมีสภาวะเหมาะสมแก่การพกัตวั 
ท าให้ประสิทธิภาพในการยบัยัง้ราสาเหตโุรคสามารถยบัยัง้ได้อยา่งรวดเร็ว  

8. การประเมินประสิทธิภาพสูตรส าเร็จของเชือ้ราปฏิปักษ์ต่อการควบคุมโรคใบจุดของ
กล้าปาล์มน า้มัน 

ผลการประเมินประสิทธิภาพสตูรส าเร็จของเชือ้ราปฏิปักษ์ 4 สตูร เปรียบเทียบกบั
สารเคมีโพรคลอราส ชดุควบคมุ (น า้กลัน่) และชดุควบคมุโรคใบจดุ (C. oryzae) พบว่ากรรมวิธีท่ี
ฉีดพ่นด้วยสตูรอิมลัชนัสูตรท่ี 4 มีระดบัดชันีการเกิดโรคท่ีไม่แตกต่างทางสถิติกับชุดควบคมุ (น า้
กลัน่) รวมถึงกรรมวิธีท่ีฉีดพ่นด้วยสูตรอิมลัชนัอ่ืน ๆ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับกรรมวิธีท่ีฉีด
พ่นด้วยสารเคมีโพรคลอราส โดยมีระดบัการเกิดโรคอยู่ท่ีระดบั 1 – 2 (ตารางท่ี 9 และภาพท่ี 19)  
อย่างไรก็ตามสูตรท่ีเหมาะสมในการน าไปใช้ควบคุมโรคใบจุดเป็นสูตรท่ีมีการผสมสปอร์รา  
T. spirale T76-1 และ T. harzianum TM2/1 เน่ืองจากราปฏิปักษ์ทัง้สองชนิดมีกลไกในการยบัยัง้
หลายรูปแบบ และสามารถยบัยัง้รา C. oryzae ได้ดี ส่งผลให้ควบคมุโรคใบจุดท่ีเกิดในต้นกล้า
ปาล์มน า้มนัได้อย่างมีประสิทธิภาพ และเม่ือสุ่มเก็บใบปาล์มน า้มนัท่ีผ่านการทดสอบตรวจสอบ
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การคงอยู่ของราปฏิปักษ์ พบว่ามีการเจริญของรา Trichoderma spp. การใช้สตูรส าเร็จควบคมุ
โรคใบจุดให้เกิดประสิทธิภาพจ าเป็นต้องอาศยัความสม ่าเสมอในการฉีดพ่นเพ่ือให้ได้ผลอย่าง
ชดัเจน และควรงดการใช้สารเคมีในการแปลงปลูกเพ่ือให้ราปฏิปักษ์สามารถคงตวัอยู่ได้ภายใน
เนือ้เย่ือพืชหรือบริเวณรอบ ๆ ราก ซึง่จะสง่ผลดีตอ่สมดลุของระบบนิเวศภายในแปลงปลกู  

 
 

 
 
                            อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส                      อุณหภูมิห้อง  

ภาพที่  18 ประสิทธิภาพของสูตรส าเร็จชนิดอิมลัชนัในการยบัยัง้การเจริญของรา C. oryzae เก็บ
รักษาท่ีอณุหภูมิ 10 องศาเซลเซียส และอณุหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 6 เดือน ก. สตูรท่ี 1 
ผสมของน า้เลีย้งเชือ้ S. hygroscopicus NR8-2  ข. สตูรท่ี 2 ผสมสปอร์รา T. spirale 
T76-1  ค. สตูรท่ี 3 ผสมสปอร์รา T. harzianum TM2/1 และ ง. สตูรท่ี 4 ผสมของสปอร์รา 
T. spirale T76-1 กบั T. harzianum TM2/1 
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ตารางที่  9 ระดบัและดชันีการเกิดโรคใบจุดบนต้นกล้าปาล์มน า้มนั หลงัทดสอบด้วยสูตรส าเร็จ
ชนิดอิมลัชนั 

กรรมวิธี ระดับการเกิดโรค ดัชนีการเกิดโรค(%DSI)1/ 
ชดุควบคมุ(น า้กลัน่)  0.59 11.88±3.31a 
ชดุควบคมุโรคใบจดุ (C. oryzae) 3.38 67.50±8.72c 
สตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัสตูร 1 1.44 28.44±4.72b 
สตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัสตูร 2 1.38 27.19±7.80b 
สตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัสตูร 3 1.30 25.94±2.77b 
สตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัสตูร 4 1.08 21.56±2.77ab 
สารเคมีก าจดัเชือ้รา โพรคลอราส 1.19 25.63±4.39b 

1/คา่เฉล่ียจาก 4 ซ า้ ซ า้ละ 4 ต้น ตวัอกัษรท่ีตามหลงัคา่เฉล่ีย ตวัอกัษรเดียวกนัไม่มีความแตกตา่ง
กนัทางสถิต ิ(P > 0.05) ด้วยวิธี Tukey's Multiple Comparison test   
 

 
ภาพท่ี 19 การทดสอบประสิทธิภาพสตูรส าเร็จในการควบคมุโรคใบจดุท่ีเกิดจากรา C. oryzae 

บนต้นกล้าปาล์มน า้มนั 
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บทที่ 4 

สรุปผลการทดลอง 

จากราปฏิปักษ์ 26 ไอโซเลทท่ีแยกได้จากใบปาล์มน า้มนัสามารถน ามาคดัเลือก
การเป็นปฏิปักษ์เบือ้งต้นได้จ านวน 5 ไอโซเลท และท าการจดัจ าแนกด้วยลกัษณะทางสญัฐาน
วิทยาร่วมกบัเทคนิคทางอณชีูววิทยาได้เป็นรา Trichoderma spp. 2 สปีชีส์ คือ รา T. asperellum 
ได้แก่ ไอโซเลท T76-14 และ V76-14 รา T. spirale ได้แก่ไอโซเลท V76-12, T76-1 และ T76-12/2 
จากนัน้น าไปคดัเลือกการเป็นปฏิปักษ์ด้วยคณุสมบตัิตา่ง ๆ ซึ่งสามารถคดัเลือกได้รา T. spirale 
T76-1 รวมทัง้ T. harzianum TM2-1 และ S. hygroscopicus NR8-2 ท่ีมีคณุสมบตัิการเป็นปรสิต
ต่อเชือ้ก่อโรค สร้างสารปฏิชีวนะบางชนิด สร้างเอนไซม์เบตา 1,3-กลูคาเนส ไคติเนส สร้างสาร
ระเหย ยบัยัง้ราก่อโรคด้วยน า้เลีย้งเชือ้ และรวมถึงสามารถกระตุ้นให้ต้นกล้าปาล์มน า้มนัตอ่ต้าน
การเข้าท าลายของเชือ้ราสาเหตุโรคใบจุดได้ น าจุลิทรีย์ท่ีคดัเลือกได้ไปผลิตเป็นสูตรส าเร็จชนิด
อิมลัชนัซึ่งประกอบด้วยน า้แขวนลอยสปอร์ของจลุินทรีย์ท่ีได้จากการคดัเลือกท่ีความเข้มข้น 109 
สปอร์ตอ่มิลลิลิตร หรือน า้เลีย้งเชือ้ S. hygroscopicus NR8-2 ผสมกบั spen 60 กลีเซอรีน น า้มนั
ดอกคาโนล่าและทวีน 60 โดยควรเก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียสซึ่งสามารถยืดอตัรา
การรอดชีวิตและคงประสิทธิภาพในการยบัยัง้โรคใบจุด เม่ือน าไปทดสอบการควบคมุโรคใบจุด
ของกล้าปาล์มน า้มนัในแปลงทดลองพบว่ากรรมวิธีท่ีพ่นด้วยสูตรส าเร็จชนิดอิมลัชนัทุกสูตรไม่มี
ความแตกตา่งกบัการใช้สารเคมีโพรคลอราช แตเ่พ่ือให้การยบัยัง้มีประสิทธิภาพท่ีดีควรใช้อิมลัชนั
สตูรท่ี 4 เน่ืองจากเป็นสตูรท่ีมีการผสมสปอร์ราทัง้สองชนิดซึ่งช่วยส่งเสริมการควบคมุโรคใบจดุท่ี
เกิดในต้นกล้าปาล์มน า้มนัได้อยา่งมีประสิทธิภาพ 

ดงันัน้จากการศึกษาครัง้นีส้ามารถผลิตสูตรส าเร็จชนิดอิมลัชนัไว้ใช้พ่นควบคุม
โรคใบจดุของต้นกล้าปาล์มน า้มนั โดยแนะน าให้ผู้ใช้น าไปใช้ฉีดได้ทัง้ปอ้งกนัและควบคมุโรคใบจดุ 
ในอตัราส่วนสตูรส าเร็จ 2 มิลลิลิตร : น า้ 1 ลิตร ฉีดพ่นลงบนต้นกล้าปาล์มน า้มนัอย่างน้อย 1 ครัง้
ตอ่เดือน และเพ่ือให้จลุินทรีย์สามารถคงตวัได้ในต้นพืชควรงดใช้สารเคมีเน่ืองจากสารเคมีสามารถ
ท าลายราปฏิปักษ์และความสมดุลในธรรมชาติ ท าให้การใช้สูตรส าเร็จชนิดอิมัลชันไม่ประสบ
ผลส าเร็จ 
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ภาคผนวก ก 

1. Glucose Yeast Malt extract Agar (GYMA) 
 Glucose  4 กรัม 
 Yeast   4 กรัม 
 Malt extract  10 กรัม 
 Agar   17 กรัม 
 Distilled water  1,000 มิลลิลิตร 

น าสว่นผสมทัง้หมดผสมกบัน า้กลัน่รวมทัง้ผงวุ้นคนจนส่วนผสมละลายเข้ากนัน า
อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีได้ไปนึ่งฆ่าเชือ้ (autoclave) ท่ีอณุหภูมิ 121 °C ความดนั 15 ปอนด์/ตารางนิว้ 
เป็นเวลา 15 – 20 นาที 

2. Glucose Yeast Malt broth (GYMB) 
 Glucose  4 กรัม 
 Yeast   4 กรัม 
 Malt extract  10 กรัม 
 Distilled water  1,000 มิลลิลิตร 

น าส่วนผสมทัง้หมดผสมกบัน า้กลัน่คนจนส่วนผสมละลายเข้ากนัน าอาหารเลีย้ง
เชือ้ท่ีได้ไปนึง่ฆา่เชือ้ (autoclave) ท่ีอณุหภมูิ 121 °C ความดนั 15 ปอนด์/ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 – 
20 นาที 

3. Potato Dextose Agar (PDA) 

 Potato   200 กรัม 

 Dextrose  20.0 กรัม 

 Agar   15.0 กรัม 

 Distilled water  1,000 มิลลิลิตร 

น ามนัฝร่ังท่ีปอกเปลือกแล้วล้างน า้ให้สะอาด  ตดัออกเป็นชิน้ส่ีเหล่ียมจตัรัุสเล็ก ๆ 

ขนาดประมาณ 1 ลกูบาศก์เซนติเมตร น าไปต้มในน า้กลัน่ 500 มิลลิลิตร จนมนัฝร่ังสกุ แล้วจึงน า 

มากรองด้วยผ้าขาวบาง เพ่ือแยกเนือ้มนัฝร่ังออกจากจากน า้ จากนัน้เติมน า้ตาล dextrose 20.0 

กรัม ลงในน า้มันฝร่ังต้มและคนจนน า้ตาล dextrose ละลาย แล้วจึงเติมน า้ท่ีละลายวุ้น 500 
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มิลลิลิตร คนให้เข้ากนัแล้วเทใส่ภาชนะท่ีมีฝาปิด น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15-20 นาที 

4. Potato dextrose broth (PDB) 

 Potato   200 กรัม 

 Dextrose 20.0 กรัม 

 Distilled water  1,000 มิลลิลิตร 

น ามนัฝร่ังท่ีปอกเปลือกแล้วล้างน า้ให้สะอาด  ตดัออกเป็นชิน้ส่ีเหล่ียมจตัรัุสเล็ก ๆ 

ขนาดประมาณ 1 ลกูบาศก์เซนติเมตร น าไปต้มในน า้กลัน่ 500 มิลลิลิตร จนมนัฝร่ังสกุ แล้วจึงน า 

มากรองด้วยผ้าขาวบาง เพ่ือแยกเนือ้มนัฝร่ังออกจากจากน า้ จากนัน้เติมน า้ตาล dextrose 20.0 

กรัม และคนจนน า้ตาล dextrose ละลาย จากนัน้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15-20 นาที 
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ภาคผนวก ข 

ตารางภาคผนวกที่  1 ประสิทธิภาพของราปฏิปักษ์ท่ีแยกจากใบปาล์มน า้มันในการยับยัง้การ
เจริญของเส้นใยรา Curvularia oryzae โดยวิธีการ dual culture plate บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA  

 
ไอโซเลท เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้1/ ไอโซเลท เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้1/ 
T76-18/1 40.71±0.17 V76-9 63.93±0.85 
T76-1/1 75.00±0.17 V76-18 67.86±0.23 
T76-15/1 72.50±0.15 V76-12 86.43±0.10 
T76-6 75.71±0.00 V76-1 67.50±0.17 
T76-1 85.71±0.16 V76-14 85.36±0.05 
T76-18/2 73.21±0.26 V76-18/1 62.14±0.10 
T76-12/2 80.71±0.17 V76-15/1 51.79±0.15 
T76-12/3 72.50±0.15 E976-6 65.00±0.40 
T76-12/1 66.07±0.12 E876-9 66.79±0.12 
T76-14 81.79±0.15 E976-4 58.93±0.25 
T76-1/2 60.00±0.14 E876-14 58.21±0.09 
V76-6 75.71±0.08 E976-23 59.64±0.22 
V76-23 41.79±0.09 TM2/1 80.71±0.23 
V76-15/2 75.36±0.05 NR8-2 75.71±0.11 

1/คา่เฉล่ีย (4 ซ า้) ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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ภาพภาคผนวกที่ 1 กราฟมาตรฐานกลโูคส (ก.) และ N-Acetyl-D-glucosamine (ข.)  
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ตารางภาคผนวกที่ 2 คา่กิจกรรมเอนไซม์เบตา-1,3-กลคูาเนสท่ีราปฏิปักษ์ผลิต 

ไอโซเลท คา่กิจกรรมเอนไซม์เบตา-1,3-กลคูาเนส (U/ml)1/ 
NR8-2 0.000±0.00 
T76-1 0.347±0.08 
T76-12/2 0.050±0.00 
T76-14 0.066±0.02 
TM2/1 0.034±0.03 
V76-12 0.020±0.02 
V76-14 0.014±0.02 

1/คา่เฉล่ีย (4 ซ า้) ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 

ตารางภาคผนวกที่ 3 ปริมาณเอนไซม์ไคตเินสท่ีราปฏิปักษ์ผลิต 

ไอโซเลท คา่กิจกรรมเอนไซม์ไคติเนส (U/ml)1/ 
NR8-2 0.000±0.00 
T76-1 0.000±0.00 
T76-12/2 0.000±0.00 
T76-14 0.000±0.00 
TM2/1 0.026±0.02 
V76-12 0.000±0.00 
V76-14 0.000±0.00 

1/คา่เฉล่ีย (4 ซ า้) ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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ตารางภาคผนวกที่ 4 องค์ประกอบสารระเหยท่ีปลดปล่อยจากรา Trichoderma spirale T76-1 

Component 
Retention 
time (min) 

%Relative 
peak area 

Compound Name Formula 

2.5563  0.08 Ethyl Acetate C4H8O2  
3.1760  1.00 Ethanol C2H6O  
10.0725 0.13 Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)-, (R)- C10H16  
12.9693 0.15 3-Octanone C8H16O  
15.5871 0.21 2-Pentenoic acid, 4,4-dimethyl-, methyl ester C8H14O2  
18.6260 1.89 Ethyl-3-ethoxy-3-hydroxy-2-(2-

hydroxybenzoyl)acrylate 
C14H16O6  

18.8757 0.13 .alpha.-Cubebene C15H24  
19.0257 1.64 Acetic acid C2H4O2  
19.3154 0.14 (1S,2E,6E,10R)-3,7,11,11-

Tetramethylbicyclo[8.1.0]undeca-2,6-diene 
C15H24  

19.4998  0.74 3-Isopropyl-6,8a-dimethyl-
1,2,4,5,8,8ahexahydroazulene 

C15H24  

19.8900 0.18 3-Acetyl-4-ethenylphenyl acetate C12H12O3  
19.9427 0.19 (S*,S*)-2-Hydroxy(4-methoxy-2-

trimethylsilylphenyl)methyl-1-cycloheptanone 
C18H28O3 

20.1324 1.13 .alpha.-Gurjunene C15H24  
20.2912 0.12 1H-

cyclopenta[1,3]cyclopropa[1,2]benzene,3a,3b,4,5,6,
7-hexahydro-3,7-dimethyl-4-(1-methylethyl)-, [3aS-
(3a.alpha.,3b.beta.,4.beta.,7.alpha.,7aS*)]- 

C15H24  
 

20.6034 0.53 1,4-cyclohexadiene, 6-isopropenyl-1,2,3,4-
tetramethyl- 

C13H20  

20.9293 2.06 (-)-Tricyclo[6.2.1.0(4,11)]undec-5-ene, 1,5,9,9-
tetramethyl- (isocaryophyllene-I1) 

C15H24  

21.1593 11.01 2,4-Diisopropenyl-1-methyl-1-vinylcyclohexane C15H24  
21.3618 0.88 Aromandendrene C15H24  
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ตารางภาคผนวกที่ 4 (ตอ่) 
Component 
Retention 
time (min) 

%Relative 
peak area 

Compound Name Formula 

21.4251 0.63 Spiro[5.5]undec-2-ene, 3,7,7-trimethyl-11-methylene C15H24  
21.6994 0.61 (1S,4S,4aS)-1-Isopropyl-4,7-dimethyl-1,2,3,4,4a,5-

hexahydronaphthalene 
C15H24  
 

21.8081 1.22 5-Azulenemethanol, 1,2,3,4,5,6,7,8-octahydro-
.alpha.,.alpha.,3,8-tetramethyl-, acetate, [3S-
(3.alpha.,5.alpha.,8.alpha.)]- 

C17H28O2  
 

22.0279 1.55 Azulene, 1,2,3,3a,4,5,6,7-octahydro-1,4-dimethyl-7-
(1-methylethenyl)-, [1R-
(1.alpha.,3a.beta.,4.alpha.,7.beta.)]- 

C15H24  
 

22.1011 2.09 .delta.-Cadinene C15H24  
22.1385 0.97 1-ISOPROPYL-4,7-DIMETHYL-

1,2,4A,5,8,8AHEXAHYDRONAPHTHALENE 
C15H24  
 

22.3050 2.08 4a-Methyl-1-methylene-7-(1-methylethylidene)-
decahydronaphthalene  

C15H24  
 

22.6092 3.17 (+)-LEDEN C15H24  
22.7191 1.25 (+)-epi-Bicyclosesquiphellandrene C15H24  
22.8940 4.88 Naphthalene, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydro-7-methyl-

4-methylene-1-(1-methylethyl)-
,(1.alpha.,4a.beta.,8a.alpha.)- 

C15H24  
 

22.9664 3.61 .alpha.-Selinene C15H24  
23.0442 1.61 (1S,2E,6E,10R)-3,7,11,11-

Tetramethylbicyclo[8.1.0]undeca-2,6-diene 
C15H24  

23.2850 0.63 Oxime-, methoxy-phenyl-_ C8H9NO

2 
23.7243 0.13 cis-(-)-2,4a,5,6,9a-Hexahydro-3,5,5,9-

tetramethyl(1H)benzocycloheptene 
C15H24  
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ตารางภาคผนวกที่ 4 (ตอ่) 
Component 
Retention 
time (min) 

%Relative 
peak area 

Compound Name Formula 

23.7804 0.77 (3S,3aR,3bR,4S,7R,7aR)-4-Isopropyl-3,7-
dimethyloctahydro-
1Hcyclopenta[1,3]cyclopropa[1,2]benzen-3-ol 

C15H26O  

23.8477 0.22 Azulene, 1,2,3,4,5,6,7,8-octahydro-1,4-dimethyl-7-
(1-methylethylidene)-, (1S-cis)- 

C15H24  
 

24.0519 0.12 Benzene, 1,5-dichloro-2-methoxy-3-methyl- C8H8Cl2
O 

24.2377 1.15 (1S-cis)-1,2,3,4-tetrahydro-1,6-dimethyl-4-(1-
methylethyl)-naphthalene 

C15H22  
 

25.1530 0.35 CALACORENE C13H16  
25.2734 0.74 4aH-Cycloprop[e]azulen-4a-ol, decahydro-1,1,4,7-

tetramethyl-, [1aR-
(1a.alpha.,4.beta.,4a.beta.,7.alpha.,7a.beta.,7b.alpha.)]- 

C15H26O 

25.4655 0.51 2-Pentenoic acid, 2,3-dimethyl- C7H12O2  
26.5718 0.34 1,5,5,9-TETRAMETHYLSPIRO[5.5]UNDECA-1,8-

DIENE 
C15H24  

26.6419 0.27 Di-epi-1,10-cubenol C15H26O  
26.8516 3.99 1H-Cycloprop[e]azulen-4-ol, decahydro-1,1,4,7-

tetramethyl-, [1aR-
(1a.alpha.,4.beta.,4a.beta.,7.alpha.,7a.beta.,7b.alpha.)]- 

C15H26O  
 

27.4087 0.34 (-)-Spathulenol  C15H24O 
27.6553 0.22 .tau.-Cadinol C15H26O  
27.7284 0.29 1,3-Dioxolan-2-one, 5-methyl-4-(4,4-dimethyl-2,3-

dimethylenecyclohexyl) 
C14H20O3  
 

27.8037 0.20 .tau.-Muurolol   C15H26O  
    

 



71 

ตารางภาคผนวกที่ 4 (ตอ่) 
Component 
Retention 
time (min) 

%Relative 
peak area 

Compound Name Formula 

28.2594 0.20 Selin-6-en-4.alpha.-ol C15H26O  
28.4835 0.24 Neointermedeol C15H26O  
29.6564 1.98 2,4a,5,8a-Tetramethyl-

1,2,3,4,4a,7,8,8aoctahydronaphthalen-1-ol 
C14H24O  
 

33.9291 1.82 Tricyclo[4.4.0.0(2,7)]dec-3-ene-3-methanol, 1-
methyl-8-(1-methylethyl)- 

C15H24O 

 
 
ตารางภาคผนวกที่  5 ประสิทธิภาพของสูตรส าเร็จชนิดอิมัลชันเม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง  

นาน 6 เดือน 

Growth inhibition (%)1/ 

month control 
T76-1 

control 
TM2/1 

NR8-2 T76-1 TM2/1 T76-

1+TM2/1 

1 74.38±0.05 71.88±0.15 71.88±0.10 73.75±0.17 69.38±0.15 71.25±0.17 
2 70.63±0.15 68.75±0.30 71.25±0.15 71.88±0.27 65.00±0.19 71.25±0.17 
3 63.75±0.06 60.63±0.19 31.25±0.10 73.13±0.24 65.00±0.17 71.88±0.13 
4 60.63±0.22 57.50±0.14 17.50±0.13 71.88±0.24 62.50±0.08 68.13±0.13 
5 48.13±0.10 43.13±0.10 15.63±0.10 53.13±0.10 50.63±0.17 51.88±0.15 
6 30.00±0.05 22.50±0.24 0.00±0.29 37.50±0.46 30.00±0.00 37.50±0.10 

1/คา่เฉล่ีย (4 ซ า้) ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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ตารางภาคผนวกที่  6 ประสิทธิภาพของสูตรส าเ ร็จชนิด อิมัลชันเ ม่ือเ ก็บท่ีอุณหภูมิ  10  
องศาเซลเซียส นาน 6 เดือน 

Growth inhibition (%)1/ 

month control T76-
1 

control 
TM2/1 

NR8-2 T76-1 TM2/1 T76-
1+TM2/1 

1 79.44±0.15 76.67±0.26 76.67±0.26 67.22±0.24 73.33±0.22 77.78±0.36 
2 73.89±0.33 72.78±0.33 75.00±0.22 77.78±0.29 69.44±0.32 75.00±0.21 
3 67.78±0.06 65.00±0.19 38.89±0.17 77.78±0.22 68.89±0.24 76.11±0.21 
4 65.00±0.22 62.22±0.14 26.67±0.08 76.67±0.25 66.67±0.24 71.67±0.13 
5 42.78±0.10 38.33±0.10 13.89±0.17 47.22±0.10 45.00±0.10 46.11±0.15 
6 30.63±0.10 23.13±0.10 0.00±0.00 31.25±0.29 28.13±0.46 38.75±0.10 

1/คา่เฉล่ีย (4 ซ า้) ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 

ตารางภาคผนวกที่ 7 อตัราการรอดชีวิตของราปฏิปักษ์ในสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัเม่ือเก็บรักษาท่ี
อณุหภมูิ 10 องศาเซลเซียส 

Growth inhibition (108  cfu/ml)1/ 

month Control 
T76-1 

Control 
TM2/1 

NR8-2 T76-1 TM2/1 T76-1+TM2/1 

1 87.25±2.04 86.00±2.68 - 86.00±1.25 88.25±2.25 87.00±1.96 
2 81.00±1.25 82.75±1.34 - 82.75±2.42 83.75±3.14 86.50±2.50 
3 69.75±2.28 66.00±2.85 - 83.25±3.12 83.00±1.89 84.75±2.65 
4 58.25±1.43 52.25±2.41 - 81.25±2.84 82.00±1.38 83.75±1.49 
5 50.00±1.55 49.50±0.70 - 79.75±1.44 79.00±2.94 78.75±2.02 
6 40.00±0.94 39.50±1.58 - 77.50±0.65 76.75±0.82 78.25±1.04 

1/คา่เฉล่ีย (4 ซ า้) ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
– ไมต่รวจสอบการมีชีวิตรอดเน่ืองจากใช้น า้เลีย้งเชือ้ 
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ตารางภาคผนวกที่ 8 อตัราการรอดชีวิตของราปฏิปักษ์ในสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัเม่ือเก็บรักษาท่ี
อณุหภมูิห้อง 

Growth inhibition (108  cfu/ml)1/ 

month Control 
T76-1 

Control 
TM2/1 

NR8-2 T76-1 TM2/1 T76-1+TM2/1 

1 85.25±1.03 83.00±0.58 - 88.75±1.03 87.50±1.19 90.75±1.80 
2 79.25±0.75 79.50±2.18 - 88.25±1.31 83.50±1.32 85.00±1.08 
3 71.25±2.02 64.75±1.75 - 83.00±2.12 80.00±1.47 79.75±0.75 
4 50.75±0.85 47.75±0.85 - 78.75±0.95 76.50±1.58 77.50±0.65 
5 44.00±0.58 41.75±1.65 - 68.75±0.48 65.50±0.71 71.50±1.70 
6 37.75±0.48 34.00±0.91 - 50.50±1.71 44.25±2.08 53.25±1.50 

1/คา่เฉล่ีย (4 ซ า้) ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
– ไมต่รวจสอบการมีชีวิตรอดเน่ืองจากใช้น า้เลีย้งเชือ้ 
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ภาคผนวก ค 

 การจดัเรียงล าดบัเบส DNA ส่วน ITS ของราท่ีได้จากการคดัเลือก เปรียบเทียบกบัล าดบั
เบส DNA จาก GenBank ของ National center for Biotechnology Information (NCBI) 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) 
 ล าดบัเบสของรา Trichoderma  T76-1 มีความคล้ายกบัล าดบัเบสของรา Trichoderma 
spirale (KM011996 1095 bp) ท่ี 99 เปอร์เซ็นต ์

AAGACAGTGATGCACTCCAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGG
ATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAA
CCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTACTATCTGAGCCATCTCGGCGC
CCCTCGTGGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTG
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTC
CGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCC
TTTACGGGGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCA
GTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCCA
AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATC
AATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCG
GCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCCCTCGGGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGA
TGCTTTTGGTGAGGTGCCGCCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCACAGAGGGTGAG
AGCCCCGTCTGGCTGGCCACCGAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGT
TTGGGAATGCTGCTCAAAATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAATATTGGCCAGA
GACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACCTTGAAAAGAGGGT
TAATATACTGAGTGTTTGGGAGAGAGGAGAAGGAAAACCCAAGGGATTTCAAAAGTG
AATAAAAT 
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 ล าดับเบสของรา Trichoderma  T76-12/2 มีความคล้ายกับล าดับเบสของรา 
Trichoderma spirale (KM011996 1095 bp) ท่ี 99 เปอร์เซ็นต ์

AAGCAGTTATTATACTCCCAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCCGGCGG
GATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGTAGGACC
AACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTACTATCTGAGCCATCTCGGC
GCCCCTCGTGGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC
TGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCT
GTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGG
CCCTTTACGGGGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGC
GCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACC
CCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCAT
ATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAA
GCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCCCTCGGGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGA
GGATGCTTTTGGTGAGGTGCCGCCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCACAGAGGGT
GAGAGCCCCGTCTGGCTGGCCACCGAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAG
TAGTTTGGGAATGCTGCTCAAAATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAATATTGGCC
AGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACCTTGAAAAGAG
GGTTAAATATAGTGAGTTTTTTTTTGAGAGAGAAGAAAAAAAAGAAGGGTTTTTTAAATG
GT 
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 ล าดบัเบสของรา Trichoderma  T76-14 มีความคล้ายกบัล าดบัเบสของรา Trichoderma 

asperellum (KF723005 1690 bp) ท่ี 99 เปอร์เซ็นต์ 

AAATCGGGACTCACTCCAAACCAATGTGACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGT
CACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAAC
CAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCA
AAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCC
TCGAACCCCTCCGGGGGATCGGCGTTGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCG
GCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAA
CTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTTCTGAAATGT
TGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
AAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAA
TTTGAAATCTGGCCCCTCCGGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTGAG
GTGCCGCCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCACAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGG
CTGGCCACCGAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTG
CTCAAAATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAATATTGGGCCAGAGACCGATAGCG
CACAAGTAGAGTGGATCGAAAGATGAAAAGCACCTTTGAAAAGAGGGGTTAAACAGT
ACGTGAAATGTGTTGAAAGGGGAAAAGGGATTGCGTGTTTTTTTTGGGTTGGG 
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 ล าดบัเบสของรา Trichoderma  V76-12 มีความคล้ายกบัล าดบัเบสของรา Trichoderma 
spirale (KM011996 1095 bp) ท่ี 99 เปอร์เซ็นต ์
TTGGATGATATAGTCCAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATC
TCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCA
AAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTACTATCTGAGCCATCTCGGCGCCCC
TCGTGGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGA
GCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTTT
ACGGGGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGT
AGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCCAAA
CTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
TAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGC
AACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCCCTCGGGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATG
CTTTTGGTGAGGTGCCGCCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCACAGAGGGTGAGAG
CCCCGTCTGGCTGGCCACCGAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTT
GGGAATGCTGCTCAAAATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAATATTGGCCAGAGA
CCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACCTTGAAAAGAGGGTAA
ATATACTGAGTTTTGTTGGGGAAGGAAGAAAAAAAAAGCCAATTCTTTTGTT 
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 ล าดบัเบสของรา Trichoderma  V76-14 มีความคล้ายกบัล าดบัเบสของรา Trichoderma 
asperellum (KF723005 1690 bp) ท่ี 99 เปอร์เซ็นต์ 
TGAGGGGGTACAGTCCCAACCCAATGTGAACGTTTACCAAACTGTTGCCTCCGGCGG
GGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGTAGGAAC
CAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAA
TTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGGCGTTGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTG
CCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGC
ACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTTCTGA
AATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGG
AGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCT
CAAATTTGAAATCTGGCCCCTCCGGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGT
GAGGTGCCGCCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCACAGAGGGTGAGAGCCCCGTC
TGGCTGGCCACCGAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATG
CTGCTCAAAATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAATATTGGCCAGAGACCGATAG
CGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACCTTGAAAAGAGGGTTAAACAGTA
CGTGAATGTTTTAAAAGGGGAAAAAGGATCTGTATTT 
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ประวัตผู้ิเขียน 

 
ช่ือ สกุล      นางสาวอรณิชา ตนัตพิลานนท์ 
รหัสประจ าตัวนักศึกษา 5810620043 
วุฒกิารศึกษา 
 วุฒ ิ      ช่ือสถาบัน   ปีที่ส าเร็จการศึกษา 
วิทยาศาสตรบณัฑิต   มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์    2558 
   (เกษตรศาสตร์) 
ทุนการศึกษา 
 ส ถ า น วิ จั ย พื ช ก ร ร ม ป า ล์ ม น ้า มั น  ร ะ ย ะ ท่ี  2  คณ ะ ท รั พ ย า ก ร ธ ร ร ม ช า ติ 
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
 สถานวิจัย  ความ เ ป็น เลิ ศ เทคโนโล ยี ชีวภาพเกษตรและทรัพยากรธรรมชาต ิ
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
 บณัฑิตวิทยาลยัมหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
การตีพมิพ์และเผยแพร่ผลงาน 
อรณิชา ตนัตพิลานนท์ และ ชนินนัท์ พรสริุยา. 2559. การคดัเลือกราปฏิปักษ์ท่ีแยกจากใบปาล์ม

น า้มนัเพ่ือควบคมุรา Curvularia oryzae Bugnic. สาเหตโุรคใบจดุของต้นกล้าปาล์ม
น า้มนั. วารสารแก่นเกษตร 44 ฉบบัพิเศษ 1: 2559 

อรณิชา ตนัตพิลานนท์ เอกพนัธ์ หมะหมีน ปัทมาศ อารีเอือ้ กลัยา เหร็มลา่ และ ชนินนัท์  
พรสริุยา. 2559. การแยกและคดัเลือกแอคตโินมยัซีทปฏิปักษ์เพ่ือยบัยัง้การเจริญของรา
Curvularia oryzae สาเหตโุรคใบจดุในต้นกล้าปาล์มน า้มนั. วารสารพืชศาสตร์สงขลา
นครินทร์ 3 ฉบบัพิเศษ 1: 2559 

 
 


