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บทคัดย่อ 
โรคใบจุดของผักสลัดในระบบไฮโดรโปนิกส์ เกิดจำกเชือ้รำ Corynespora 

cassiicola และเชือ้รำ Curvularia aeria เป็นโรคท่ีพบกำรระบำดรุนแรงในแปลงปลกูผกัสลดัของ
เกษตรกรในพืน้ท่ีจงัหวดัสงขลำ ส่งผลให้เกิดกำรสญูเสียผลผลิตเป็นจ ำนวนมำก กำรควบคมุโรค
โดยใช้สำรเคมีพบวำ่เป็นวิธีท่ีไมเ่หมำะสม เน่ืองจำกผกัสลดัเป็นผกัประเภทรับประทำนสด อำจท ำ
ให้มีสำรเคมีตกค้ำงและส่งผลกระทบต่อผู้บริโภค ดงันัน้กำรควบคมุโดยชีววิธีจึงเป็นทำงเลือกท่ี
เหมำะสม โดยเฉพำะกำรใช้เชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ แต่กำรใช้ประโยชน์จำกเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์
ชนิดเชือ้สดมีข้อจ ำกัดหลำยอย่ำง เช่น มีขัน้ตอนยุ่งยำกในกำรเตรียม และอำยุกำรเก็บรักษำสัน้ 
โดยกำรศึกษำวิจัยครัง้นีม้ีจุดมุ่งหมำยเพ่ือคดัเลือกเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ท่ีมีประสิทธิภำพในกำร
ควบคมุโรคใบจุดของผกัสลดัในระบบไฮโดรโปนิกส์ท่ีเกิดจำกเชือ้รำสำเหตโุรค C. aeria และ C. 
cassiicola โดยกำรใช้เชือ้ Trichoderma spp. 6 ไอโซเลท คือ T. asperellum T1, T76-14, T. 
harzianum TM2/1, T. spirale T76-1, T76-12/2, V76-12 และ เ ชื อ้ แบคที เ รีย  Streptomyces 
angustmyceticus NR8- 2 ซึ่ ง ไ ด้ รั บ ค ว ำมอนุ เ ค ร ำ ะ ห์ จ ำ ก  Culture Collection of Pest 
Management Department, คณะทรัพยำกรธรรมชำติ  มหำ วิทยำลัยสงขลำนค รินท ร์                   
วิทยำเขตหำดใหญ่ โดยน ำเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ทัง้หมดมำทดสอบกลไกกำรเป็นปฏิปักษ์เพ่ือ
คดัเลือกเบือ้งต้นโดยใช้กลไกแก่งแย่งแขง่ขนัด้วยวิธี dual culture พบวำ่ มี 2 ไอโซเลท คือ T1 และ 
T76-1 ท่ีมีประสิทธิภำพในกำรยับยัง้กำรเจริญของเชือ้รำสำเหตุโรคทัง้ 2 ชนิดได้อย่ำงมี
ประสิทธิภำพ มีเปอร์เซ็นต์กำรยบัยัง้อยู่ในช่วง 80–95 เปอร์เซ็นต์ เมื่อศกึษำประสิทธิภำพในกำรใช้
กลไกกำรยับยัง้และท ำลำยโดยกำรสร้ำงสำรระเหยของเชือ้รำ ไอโซเลท T1 และ T76-1 ในกำร
ยับยัง้กำรเจริญของเส้นใยเชือ้รำสำเหตุโรคอยู่ในช่วง 30–45 เปอร์เซ็นต์ จำกกำรวิเครำะห์สำร
ระเหยโดย Gas chromatograph mass spectrometer พบสำรระเหยกลุ่มแอลกอฮอล์ เอสเทอร์ 
และ ไพรำน ซึ่งมีฤทธ์ิกำรต้ำนเชือ้รำ และพบวำ่เชือ้รำปฏิปักษ์ทัง้ 2 ไอโซเลท สำมำรถสร้ำงเอนไซม ์
β-1,3-glucanase และ chitinase และปลดปลอ่ยออกมำในน ำ้เลีย้งเชือ้ ซึ่งมีคณุสมบตัิในกำรยอ่ย
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สลำยผนังเซลล์ของเชือ้รำสำเหตโุรค จำกกำรทดสอบกำรควำมรุนแรงของโรคในต้นกล้ำผกัสลดั
โดยใช้สปอร์แขวนลอย พบว่ำไอโซเลท T1 และ T76-1 สำมำรถลดควำมรุนแรงของโรคได้ โดยมี
ดชันีควำมรุนแรงของโรค 55–65 เปอร์เซ็นต์ นอกจำกนีย้งักระตุ้นให้ต้นกล้ำผกัสลดัผลิตเอนไซม์ท่ี
เ ก่ียวข้องกับกลไกกำรป้องกันตนเองของพืช คือ β-1,3-glucanase, chitinase, polyphenol 
oxidase (PPO) และ peroxidase (POD) จึงน ำเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ทัง้ 2 ไอโซเลท มำผลิตให้อยู่
ในรูปแบบของสตูรส ำเร็จต่ำง ๆ  ดงันี ้สตูรส ำเร็จชนิดแกรนลู ชนิดผงละลำยน ำ้ ชนิดอิมลัชัน และ
จำกกำรทดสอบคณุสมบตัิและประสิทธิภำพ พบว่ำสตูรส ำเร็จชนิดอิมลัชนัมีประสิทธิภำพสงูกวำ่
สตูรส ำเร็จชนิดอ่ืน ๆ อย่ำงมีนับส ำคญั และพบว่ำกำรเก็บรักษำสตูรส ำเร็จในอณุหภมูิ 10 องศำ
เซลเซียส สำมำรถยืดอำยุกำรเก็บรักษำได้ดีกว่ำกำรเก็บรักษำในอณุหภูมิห้อง และเมื่อน ำสูตร
ส ำเร็จมำทดสอบกำรลดดชันีควำมรุนแรงของโรคใบจดุของผกัสลดัในระบบไฮโดรโปนิกส์ พบว่ำ
สูตรส ำเร็จชนิดอิมัลชันท่ีมีส่วนผสมของน ำ้มันมะพร้ำวและน ำ้มันถั่วเหลือง ควำมเข้มข้น 3 
เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภำพในกำรลดดชันีควำมรุนแรงของโรคท่ีเกิดจำกเชือ้สำเหตโุรคทัง้ 2 ชนิดได้
อย่ำงมีประสิทธิภำพโดยมีดชันีควำมรุนแรงเพียง 29–40 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดกำร
ทดลองอ่ืน ๆ  อย่ำงมีนัยส ำคญัทำงสถิติ (P ≤ 0.05) ดงันัน้สตูรส ำเร็จชนิดนีจ้ึงมีควำมเหมำะสมท่ี
จะน ำไปใช้ควบคมุโรคใบจดุของผกัสลดัและพฒันำตอ่ยอดเป็นชีวภณัฑ์ทำงกำรค้ำได้ในอนำคต 
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ABSTRACT 

Leaf spot disease of lettuce (Lactuca sativa L.) in hydroponics system 
caused by Corynespora cassiicola and Curvularia aeria, causing reduction of both 
quantity and quality for lettuce cultivation in Songkhla province. Controlling diseases using 
chemicals fungicide is unsuitable and can cause human health risks. As lettuce is often 
consumed as a fresh vegetable, biological control is an appropriate way to control leaf 
spot disease. However, the use of fresh antagonistic microorganisms was limited 
according to the preparation process and the short shelf life. This research aimed to select 
the effective antagonistic microorganisms to control leaf spot disease of lettuce in 
hydroponics systems caused by C. cassiicola and C. aeria. Six isolates of Trichoderma 
spp. namely T. asperellum T1, T76-14, T. harzianum TM2/1, T. spirale T76-1, T76-12/2, 
V76-12, and Streptomyces angustmyceticus NR8-2 were obtained from Culture Collection 
of Pest Management, Prince of Songkla University. Primary screening of antagonistic 
microorganisms by dual culture assay showed two isolates (T1 and T76-1) were effective 
in inhibiting mycelial growth of fungal pathogens with 80–95% inhibition. Volatile 
compounds emitted by both isolates inhibited mycelial growth of pathogens with 30–45% 
inhibition, and Gas chromatograph mass spectrometer profiling revealed the presence of 
antifungal compounds including alcohol, ester and pyran. Trichoderma T1 and T76-1 
produced and released extracellular β-1,3-glucanase and chitinase into culture medium 
to degrade fungal cell wall. Spore suspension of T1 and T76-1 were effectively reduced 
the disease severity index (%DSI) of leaf spot disease in lettuce seedlings with 55-65%. 
In addition, inoculation of T1 and T76-1 induced the defense response in lettuce seedlings 
by producing defense-related enzymes such as β- 1,3-glucanase, chitinase, polyphenol 
oxidase (PPO) and peroxidase (POD). Therefore, both T1 and T76-1 were selected to 
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develop in different formulations composed of wettable powder, granules, encapsulated 
granules and emulsion. The results showed emulsion formulation with coconut oil and 
soybean oil based was effective in inhibiting mycelial growth of C. cassiicola and C. aeria 
more than other formulations. For all formulations, storage at 10 °C extended the shelf-life 
in comparison with storage at room temperature. In field experiment, application of 
emulsion formulation in concentration 3% significantly (P ≤ 0.05) reduced the diseases 
severity index caused by the 2 pathogens at 29–40%, compared with other treatments. 
This formulation is suitable to control leaf spot disease of lettuce and to develop for the 
commercial purpose in the future. 
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มหำวิทยำลยัสงขลำนครินทร์ 

ขอขอบพระคุณคณำจำรย์และบุคลำกรภำควิชำกำรจัดกำรศัตรูพืชทุกท่ำนท่ี
กรุณำให้ควำมค ำปรึกษำและควำมช่วยเหลือด้ำนวสัด ุอปุกรณ์ และสถำนท่ี ในกำรท ำวิทยำนิพนธ์ 
รวมถึงงำนด้ำนธรุกำร 

ขอขอบพระคณุ คณุพ่อ คณุแม่ และสมำชิกในครอบครัว ท่ีคอยให้ก ำลงัใจและ
ควำมห่วงใยเสมอมำ ขอบขอบคณุ พ่ี ๆ เพ่ือน ๆ น้อง ๆ ท่ีให้ควำมช่วยเหลือ และให้ก ำลงัใจตลอด
ระยะเวลำในกำรท ำวิทยำนิพนธ์ จึงเป็นผลให้วิทยำนิพนธ์ฉบบันีส้ ำเร็จลลุว่งไปได้ด้วยดี 

 
บรุฮำนะฮ์  ใบยี 
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บทที่ 1 
 บทน ำ  

 
บทน ำต้นเร่ือง 

การปลูกพืชในระบบไฮโดรโปนิกส์ (hydroponic system) เป็นการปลูกพืชใน
สารละลายแร่ธาตแุละอาหาร ปัจจุบันคนหันมาสนใจสขุภาพโดยเลือกบริโภคผกัปลอดสารพิษ 
โดยเฉพาะพืชในกลุ่มผกัสลดั หรือผกักาดหอม (lettuce) ท่ีนิยมน ามาประกอบอาหารเป็นเคร่ือง
เคียง อตุสาหกรรมการผลิตผกัสลดัปลอดสารพิษในระบบไฮโดรโปนิกส์จึงมีอยู่แพร่หลาย จาก
ข้อมลูของระบบตรวจรับรองแหล่งผลิตพืชอินทรีย์ กรมวิชาการเกษตร ปี 2561 พบว่าปัจจุบันมี
ฟาร์มผลิตผกัสลดัแบบอินทรีย์คิดเป็นพืน้ท่ีปลกูประมาณ 200 ไร่ และมีแนวโน้มเพ่ิมขึน้ทกุปี การ
ปลกูผกัสลดัในระบบไฮโดรโปนิกส์มีการให้ธาตอุาหารผ่านทางระบบน า้ เมื่อเกิดการระบาดของ
โรค เช่น โรครากเน่า โรคใบจุด จะระบาดทั่วโรงเรือน โดยเฉพาะโรคท่ีเกิดจากเชือ้รา เชือ้ราบาง
ชนิดผลิตซูโอสปอร์อยู่ในน า้ สามารถแพร่กระจายไปกบัระบบน า้อย่างรวดเร็ว และท าให้ผกัสลดั
เน่าทัง้โรงเรือน ไมไ่ด้ผลผลิต สว่นโรคใบจดุสามารถระบาดไปกบัระบบฉีดพ่นในโรงเรือนได้ ในช่วง
เดือน เมษายน-พฤษภาคม 2559 ท่ีผา่นมา ได้เกิดการระบาดของโรคใบจดุในผกัสลดัท่ีแปลงสาธิต
การปลูกผักสลัดของบริษัท ไทย แอดวานซ์ อะกรี เทค จ ากัด จังหวัดสงขลา ซึ่งเกิดจากเชือ้รา 
Corynespora cassiicola (Chairin et al., 2017) และนอกจากนีย้ังพบว่ามีการระบาดของโรคใบจุดใน
พืน้ท่ีปลกูผกัสลดัอ่ืน  ๆของจงัหวดัสงขลา ซึ่งเกิดจากเชือ้รา Curvularia aeria (Pornsuriya et al., 2018) โดย
เชือ้ราสาเหตโุรคทัง้ 2 ชนิด ถือเป็นการรายงานการระบาดครัง้แรกในประเทศไทยและสง่ผลให้เกิดการ
สญูเสียในด้านคณุภาพและปริมาณในการผลิตผกัสลดั  

การใช้สารเคมีควบคมุโรคพืชในระบบไฮโดรโปนิกส์พบวา่ไม่เป็นท่ีนิยมเน่ืองอาจ
เกิดการปนเปื้อนของสารเคมีได้ การควบคุมโดยชีววิธีจึงเป็นทางเลือกท่ีเหมาะสมส าหรับการ
ควบคุมโรคใบจุดของผกัสลัดในระบบไฮโดรโปนิกส์ จากการคัดเลือกและศึกษาเชือ้จุลินทรีย์
ปฏิปักษ์ท่ีแยกได้จากดิน พบจุลินทรีย์ 2 กลุ่ม คือ เชือ้แบคทีเรีย Streptomyces sp. และเชือ้รา 
Trichoderma sp. มีประสิทธิภาพสงูในการยับยัง้เชือ้ราสาเหตโุรคพืชหลายชนิด เช่นการใช้ เชือ้
แบคทีเรีย Streptomyces sp. ควบคมุโรคไหม้ของข้าวซึ่งเกิดจากเชือ้รา Magnaporthe oryzae
พบว่าสามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้ราชนิดนีไ้ด้ถึง 88.30 เปอร์เซ็นต์ และสามารถลดความ
รุนแรงของโรคได้อย่างมีนัยส าคัญ (Law et al., 2017) ส าหรับเชือ้ปฏิปักษ์อีกชนิดหนึ่งท่ีได้รับ
ความนิยมอย่างแพร่หลาย คือเชือ้รา Trichoderma spp. เป็นเชือ้ราท่ีพบได้ง่าย เจริญได้ดีบน
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อาหารเลีย้งเชือ้หลายชนิด สามารถยับยัง้หรือท าลายเชือ้ราสาเหตโุรคพืชได้หลายชนิด อีกทัง้ยงั
ช่วยเพ่ิมปริมาณผลผลิตได้ (Ram et al., 2000) จากรายงานของ อรณิชา ตันติพลานนท์ และ 
ชนินันท์ พรสริุยา (2559) รายงานว่าเชือ้ราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ท่ีแยกได้จากใบปาล์ม
น า้มนั มีประสิทธิภาพในการยงัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา C. oryzae สาเหตโุรคใบจดุของต้น
กล้าปาล์มน า้มนัได้อย่างมีประสิทธิภาพเมื่อน ามาทดสอบโดยวิธี dual culture  

ในภาคอตุสาหกรรมนิยมใช้ประโยชน์จากจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในรูปแบบของเชือ้สด 
แตเ่น่ืองจากการใช้เชือ้สดมีข้อจ ากดัหลายประการ เช่น มีขัน้ตอนยุ่งยากในการเตรียม อายกุารเก็บ
รักษาสัน้ จึงเป็นท่ีมาของโจทย์วิจัยท่ีต้องการชีวภัณฑ์หรือสูตรส าเร็จของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ท่ี
สามารถแก้ปัญหาข้างต้นได้ โดยงานวิจยันีมุ้ง่ไปท่ีการทดสอบการใช้เชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในกลุ่ม 
Trichoderma (อรณิชา ตนัติพลานนท์ และ ชนินันท์ พรสริุยา 2559) และ Streptomyces (สภุา
ภรณ์ พิทกัษ์กิจ และคณะ 2557) ซึ่งได้จากงานวิจยัก่อนหน้าในรูปแบบหัวเชือ้สด และพฒันาเป็น
สตูรส าเร็จ โดยวิเคราะห์สว่นผสมตา่ง ๆ ท่ีเหมาะสม วิเคราะห์การอยู่รอดของจลุินทรีย์ปฏิปักษ์เมือ่
เก็บไว้ในสตูรส าเร็จต่าง ๆ ประเมินประสิทธิภาพของสตูรส าเร็จต่อการควบคมุโรคใบจุดของผัก
สลดัในระบบไฮโดรโปนิกส์ เพ่ือพฒันาสตูรส าเร็จและชีวภณัฑ์ในเชิงการค้าตอ่ไปในอนาคต 
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ตรวจเอกสำร 
ผักสลัด (Lactuca sativa L.) 
มีถ่ินก าเนิดในทวีปเอเชียและยโุรป โดยนิยมรับประทานเป็นผกัสด และใช้ในการ

ตกแตง่อาหารให้ดสูวยงาม ผกัสลดัเป็นผกัท่ีมีคณุคา่ทางโภชนาการสงูซึง่ประกอบไปด้วยใยอาหาร
และสารประกอบอินทรีย์ท่ีมีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระหลายชนิด เช่น วิตามินซี วิตามินอี 
สารประกอบฟีนอล แคโรทีนอยด์ (Liorach et al., 2008) แอนโทไซยานิน และคลอโรฟิลล์  
โดยเฉพาะแอนโทไซยานินนัน้มีฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระท่ีสูงกว่าวิตามินซีและวิตามินอี (Li et al., 
2010) โดยลกัษณะของผกัสลดัคือ ล าต้นเป็นข้อสัน้ แตล่ะข้อเป็นท่ีเกิดของใบ มีสีเขียวออ่นจนถึง
เขียวแก่ บางพนัธุ์มีสีแดงหรือน า้ตาลปนอยู่ มีทัง้พนัธุ์ท่ีห่อหวัและไมห่่อหวั ซึ่งพนัธุ์ท่ีห่อหวัมีใบหนา
และเนือ้ใบอ่อนนุ่ม ใบท่ีห่ออยู่ด้านในมีลกัษณะมนัวาว ส่วนพันธุ์ท่ีไม่ห่อหัวใบมีลกัษณะม้วนงอ 
เห็นเส้นใบชัดเจน และขอบใบหยักเป็นคลื่น (สนุทร เรืองเกษม, 2540) สามารถปลกูได้ตลอดปี 
และทกุสภาพอากาศ (ระพีพรรณ ใจภกัดี, 2544)  

ผกัสลดัสามารถปลกูได้ดีทัง้ในระบบไฮโดรโปนิกส์และในดินเกือบทุกชนิด แต่
ชอบดินร่วนเป็นพิเศษ ความเป็นกรดเป็นดา่งของดินควรอยู่ในช่วงท่ีพอเหมาะ คือ 6–6.80 ต้องการ
ความชืน้สูง ได้รับแสงแดดตลอดวัน อุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับพันธุ์ใบ คือ 21–26.60 องศา
เซลเซียส พนัธุ์ห่อหวัต้องการอากาศคอ่นข้างเย็น คือ 15.50–21 องศาเซลเซียส (อรุณรักษ์ พ่วงผล, 
2543) 

โรคของผักสลัดในระบบไฮโดรโปนิกส์  
การปลกูผกัสลดัในระบบไฮโดรโปนิกส์มกัประสบปัญหาเร่ืองการเข้าท าลายของ

โรค เน่ืองจากเป็นการปลูกในโรงเรือน มีอุณหภูมิและความชืน้สูง ซึ่งเป็นสภาพแวดล้อมท่ี
เหมาะสมตอ่การแพร่ระบาดของเชือ้โรค (Menzies et al., 1996) โรคของผกัสลดัท่ีพบมากในระบบ
ไฮโดรโปนิกส์มีดงันี ้

โรครากเน่าส่วนใหญ่เกิดจากเชือ้ Pythium spp. จากงานวิจยัของ Koohakarn และ
คณะ (2008) ได้ศึกษาโรคท่ีส าคญัของพืชโดยเฉพาะผักสลัดท่ีปลกูในระบบไฮโดรโปนิกส์ในพืน้ท่ี
กรุงเทพมหานคร และจงัหวดัใกล้เคยีง ซึ่งโรคท่ีพบมากท่ีสดุคือ โรครากเน่าจากเชือ้ P. myriotylum โดย
เชือ้ชนิดนีเ้ข้าท าลายพืชทางราก สง่ผลให้พืชเกิดอาการรากเน่า ต้นเห่ียว และตายในท่ีสดุ  

โรคใบจดุสามารถเกิดขึน้ได้ทกุฤด ูโดยเฉพาะฤดฝูนซึ่งมีความชืน้ในอากาศสงู แต่
ในฤดรู้อนสามารถเกิดโรคใบจดุได้เชน่กนั สว่นใหญ่เกิดจากการให้น า้โดยการพ่นในแปลงปลกูมาก
เกิน รวมถึงการระบายอากาศในแปลงปลกูไม่ดีท าให้เกิดโรคใบจดุได้ (วิพรพรรณ เน่ืองเม็ก และ 
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รัตนาภรณ์ นครไธสง 2557) โดยโรคใบจุดมีสาเหตมุาจากเชือ้สาเหตหุลายชนิด เช่น เกิดจากเชือ้รา
และเกิดจากเชือ้แบคทีเรีย  

โรคใบจดุจากเชือ้รา 
โรคใบจุดจากเชือ้รา Alternaria spp. เป็นปัญหาในการปลกูผกัสลดัแบบไม่ใช้ดิน โรค

ดงักลา่วระบาดรุนแรงโดยเฉพาะในฤดฝูนและช่วงท่ีมีความชืน้สงู ท าให้ผกัมีคณุภาพลดลงและไมเ่ป็นท่ี
ต้องการของตลาด แผลท่ีเกิดจากเชือ้ราชนิดนี ้มีลกัษณะเป็นวงสีน า้ตาลซ้อนกนัหลายวง โดยในผกักาด
ชนิดตา่ง ๆ  จะเห็นได้ชดั บริเวณแผลอาจมีจดุด า ซึ่งก็คือสปอร์ของเชือ้รา ถ้าอาการรุนแรง เนือ้เย่ือระหวา่ง
เส้นใบจะแห้งตาย (วิพรพรรณ เน่ืองเมก็ และ รัตนาภรณ์ นครไธสง, 2557) 

โรคใบจดุซึ่งเกิดจากเชือ้ Cercospora sp. มกัมีลกัษณะอาการคือ เร่ิมแรกแผลมีอาการ
ฉ ่าน า้และค่อย ๆ  ขยายเป็นวงกลมขนาดใหญ่ แผลมีสีเทาในระยะแรกและเปลี่ยนเป็นสีน า้ตาล จากนัน้
แผลลกุลามจนทัว่ใบสง่ผลให้เซลล์ตายและใบร่วงในท่ีสดุ ซึ่งโรคนีส้ามารถเกิดได้ทัง้บนใบออ่นและใบแก่ 
(Szeto and Bau, 1975) 

โรคใบจุดซึ่งเกิดจากเชือ้รา Corynespora cassiicola ในต้นผักสลัดท่ีปลูกในแปลง
ระบบไฮโดรโปนิกส์ของเกษตรกรในจงัหวดัสงขลา อาการเร่ิมแรกมีลกัษณะเป็นจดุบนใบและแผลขยายไป
ใต้ใบ แผลมีสีน า้ตาลถึงสีน า้ตาลเข้มลกัษณะเป็นวงแหวนหลายวงซ้อนกนั มีเส้นผา่นศนูย์กลางประมาณ 
5–15 มิลลิเมตร หากติดเชือ้รุนแรงจดุเลก็ ๆ  จะขยายจนเป็นแผลใหญ่และกระจายไปทัว่ใบ ท าให้ใบไหม้
และต้นตาย (Chairin et al., 2017) 

โรคใบจดุซึ่งเกิดจากเชือ้รา Curvularia aeria ครัง้แรกในผกัสลดักรีนโอ๊คท่ีปลกูในระบบ
ไฮโดรโปนิกส์ในพืน้ท่ีภาคใต้ของประเทศไทย ระหว่างเดือนเมษายน ถึง พฤษภาคม 2560 โดยลกัษณะ
แผลท่ีพบบนใบมีลกัษณะเป็นจดุขนาดเลก็สีน า้ตาลเข้ม มีเส้นผ่านศนูย์กลางของแผลประมาณ 0.50–1 
มิลลิเมตร เมื่อมีอาการรุนแรงแผลจะเช่ือมกนัและขยายเป็นวงกว้าง (Pornsuriya et al., 2018) 

ใบจดุจากแบคทีเรีย  
Bull และ Koike (2005) รายงานว่าโรคใบจุดของผักสลัดท่ีพบการระบาดใน

แคลิฟอร์เนียร์ ประเทศสหรัฐอเมริกา เกิดจากเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv. vitians มี
ลกัษณะเป็นจดุเลก็  ๆฉ ่าน า้ สว่นใหญ่พบท่ีผิวลา่งของใบ หรือใบแก่ จากนัน้ขนาดแผลขยายใหญ่ขึน้แต่
ถูกจ ากัดด้วยเส้นใบ สีของแผลเปลี่ยนไปเป็นสีด า หากอาการรุนแรงอาจส่งผลให้ใบเกิดอาการแห้งและ
เป็นสีด า และเชือ้แบคทีเรียอาจเข้าท าลายได้ทัง้ต้น สง่ผลให้ต้นตาย Ibrahim และ Molan (2011) รายงาน
การเกิดโรคใบจุดของผักสลัด ท่ีพบว่ามีการแพร่ระบาดในประเทศซาอุดิอาราเบีย ซึ่ งเกิดจากเชือ้ 
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Pseudomonas viridiflava มีลกัษณะแผลเป็นจดุเล็ก ๆ  ขอบแผลไม่สม ่าเสมอ แผลมีสีเทาจนถึงสีด าเข้ม 
สง่ผลให้สญูเสียผลผลิตเป็นจ านวนมาก 

โรคเหล่านีน้ับเป็นปัญหาท่ีส าคญัและก่อให้เกิดความเสียหายแก่เกษตรกรผู้ปลกูผกั
สลดัในระบบไฮโดรโปนิกส์เป็นอย่างมาก เน่ืองจากโรคเหลา่นีส้ามารถเข้าท าลายต้นผกัสลดัได้ในทกุระยะ
การเจริญเติบโตท าให้สญูเสียทัง้คณุภาพและปริมาณของผลผลิต 

 
เชือ้รำสำเหตุโรคใบจุดของผักสลัดในระบบไฮโดรโปนิกส์ 

เชือ้รา Corynespora cassiicola ลักษณะทั่วไปของราสกุลนีม้ีโคโลนี (colony) สี
น า้ตาลถึงสีน า้ตาลเข้ม เส้นใยฟูขึน้จากหน้าอาหาร ก้านชูสปอร์ (conidiophore) มีลกัษณะเป็นก้าน
เดี่ยวทรงกระบอกตรง ขนาด 94.50–162 × 2.70–4 ไมโครเมตร มีผนังกัน้ 2–20 septate และมีสีน า้ตาล
เข้ม โคนิเดีย (conidia) เป็นแบบเดี่ยวและสามารถต่อกันเป็นสายยาว ลกัษณะเป็นกระบอกตรงหรือ
กระบอกโค้ง มีขนาด 62–127 × 5–8 ไมโครเมตร มีสีน า้ตาลอ่อนถึงน า้ตาลเข้ม (ภาพท่ี 1) (Chairin et 
al., 2017) 

การจดัล าดบัอนกุรมวิธานของเชือ้รา C. cassiicola (Berk & M.A.Curtis) C.T. Wei 
อาณาจกัร (Kingdom): Fungi 

ไฟลมั (Phylum): Ascomycota 
ชัน้ (Class): Dothideomycetes 

อนัดบั (Order): Pleosporales 
วงศ์ (Family): Corynesporascaceae 

สกลุ (Genus) Corynespora 
ชนิด (Species): Corynespora cassiicola 

 
ภำพท่ี 1 สัณฐานวิทยาของเชือ้ราสาเหตุโรคใบจุดของผักสลัด Corynespora cassiicola             
ก. โคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร PDA ข. และ ค. โคนิเดีย ง. ก้านชสูปอร์ (ลกูศร) 
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การแพร่กระจายและกระบวนการเข้าท าลายของ C. cassiicola เชือ้ราสาเหตโุรคใบ
จดุของผกัสลดัในระบบไฮโดรโปนิกส์ สามารถแพร่กระจายผา่นทางระบบน า้ เน่ืองจากมีการให้น า้
และแร่ธาตผุ่านทางระบบน า้หมนุเวียน และแบบพ่นฝอย เป็นเหตใุห้เชือ้สาเหตโุรคแพร่กระจาย
และพัฒนาได้เป็นอย่างดี เมื่อสปอร์ของเชือ้ราสมัผสักับผิวของใบผกัสลดัจะงอกเส้นใย (germ 
tube) ออกมาเพ่ือแทงเข้าไปยงัผิวพืช และสร้าง appressorium และเจาะเข้าไปยงัเซลล์พืช จากนัน้
เส้นใยจะเจริญอยู่ระหวา่งเซลล์พืชและสร้างสารพิษ cassiicolin ออกมาเพ่ือท าลายเซลล์พืช ท าให้พืช
แสดงอาการจดุและไหม้ (Barthe et al., 2007) (ภาพท่ี 2)  
 

 
ภำพท่ี 2 วงจรการแพร่กระจายและการระบาดของโรคใบจดุจากเชือ้ราสาเหต ุCorynespora 
cassiicola ในระบบไฮโดรโปนิกส์ 

 
เชือ้รา Curvularia aeria ลกัษณะทัว่ไปของราสกลุนีม้ีโคโลนีสีน า้ตาลออ่นจนถึงสี

น า้ตาลเข้ม เส้นใยฟูขึน้จากหน้าอาหาร และเจริญอย่างรวดเร็วบนอาหาร PDA ก้านชูสปอร์ เป็น
แบบเดี่ยวมีลกัษณะตรงหรือโค้งงอ และมีผนงักัน้สีน า้ตาล โคนิเดีย แบบไมอ่าศยัเพศ มีรูปร่างแบบ
โค้งงอ มีขนาด 20–35 × 9–15 ไมโครเมตร และผนังกัน้มี 3–4 septate มีสีน า้ตาลอ่อนถึงน า้ตาล
เข้ม (ภาพท่ี 3) (Pornsuriya et al., 2018) 
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การจดัล าดบัอนกุรมวิธานของเชือ้รา C. aeria (Bat., J.A. Lima & C.T. Vasconc.) Tsuda 
อาณาจกัร (Kingdom): Fungi 

ไฟลมั (Phylum): Ascomycota 
ชัน้ (Class): Dothideomycetes 

อนัดบั (Order): Pleosporales 
วงศ์ (Family): Pleosporaceae 

สกลุ (Genus) Curvularia 
ชนิด (Species): Curvularia aeria  
  

 
ภำพท่ี 3 สณัฐานวิทยาของเชือ้ราสาเหตโุรคใบจุดของผกัสลดั Curvularia aeria ก. โคโลนีท่ี
เจริญบนอาหาร PDA และ ข. โคนิเดีย 

 
การแพร่กระจายของ C. aeria เชือ้ราสาเหตุโรคใบจุดของผักสลัดในระบบ     

ไฮโดรโปนิกส์ สามารถแพร่กระจายผ่านทางระบบน า้ เน่ืองจากมีการให้น า้และแร่ธาตผุ่านทาง
ระบบน า้หมนุเวียน และแบบพ่นฝอย เป็นเหตใุห้เชือ้สาเหตโุรคแพร่กระจายและพฒันาได้เป็นอยา่ง
ดี เมื่อเชือ้ราสัมผัสกับผิวของใบผักสลัดจะงอกเส้นใยออกมาจากโคนิเดียทัง้ 2 ด้าน (bipolar 
germination) เชือ้สร้าง appressorium และแทงเข้าสู่ผิวพืช โดยเส้นใยเข้าไปเจริญอยู่ระหว่าง
เซลล์เนือ้เย่ือใบ สง่ผลให้เนือ้เย่ือบริเวณนัน้ถกูท าลายและแสดงอาการเป็นจดุ ๆ โดยเชือ้ราชนิดนี ้
แพร่ระบาดและพัฒนาได้ดีในสภาพอากาศร้อนและชืน้ และยังพบว่าเชือ้ราชนิดนีส้ามารถมีชีวิต
อยู่ในเศษซากพืช ท าให้สามารถระบาดได้ทกุเมื่อหากขาดการจดัการท่ีมีประสิทธิภาพ (จิตรา กิตติ
โมรากลุ, 2557) 
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ภำพท่ี 4 วงจรการแพร่กระจายและการระบาดของโรคใบจุดจากเชือ้ราสาเหต ุCurvularia 
aeria ในระบบไฮโดรโปนิกส์ 

 
กำรควบคุมโรคใบจุด 

กำรควบคุมโรคโดยใช้สำรเคมี 
การใช้สารเคมีในการควบคมุศตัรูพืชนบัวา่เป็นวิธีท่ีใช้กนัอย่างแพร่หลายซึ่งพบวา่

มีประสิทธิภาพสงูในการยบัยัง้การเกิดโรค ยทุธศกัดิ์ เจียมไชยศรี และคณะ (2554) ได้ทดสอบการ
ยับยัง้และป้องกนัเชือ้สาเหตโุรคพืชสกุล Alternaria สาเหตโุรคใบจดุของพืชในตระกูลกะหล ่า คือ 
ผกัคะน้าจีน ผกักาดขาวปลี ผกักาดเขียวกวางตุ้ง กะหล ่าปลี กะหล ่าดอก กะหล ่าปม บร๊อกโคลี่ 
โดยใช้สารเคมี 6 ชนิดคือ mancozeb, difenoconazole, iprodione, flusilazole, pyraclostrobin และ 
metalaxyl M+mancozeb ในระดับห้องปฏิบัติการ พบว่าสารเคมีป้องกันก าจัดโรคพืชเหล่านีม้ี
ประสิทธิภาพในระดบัห้องปฏิบตัิการท่ีสามารถคดัเลือกเพ่ือน าไปทดสอบตอ่ในระดบัเรือนทดลอง
ได้ Kingsland และ Sitterly (2008) ได้ศกึษาการใช้สารเคมีชนิด Chlorothalonil และ Propane-1, 
2- diol ร่วมกบั copper oxychloride ในการควบคุมโรคใบจุดของมะเขือเทศซึ่งเกิดจากเชือ้รา 
C. cassiicola ได้อย่างมีประสิทธิภาพ และยงัพบวา่ สารเคมีประเภท carboxamides สามารถ
ยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา C. cassiicola ได้ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ (Miyamoto et al., 2009) 
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กำรควบคุมโรคโดยใช้สำรสกัดจำกสมุนไพร  
มีรายงานการใช้พืชสมุนไพรหลายชนิดเพ่ือยับยัง้การเจริญของเชือ้จุลินทรีย์    

(วรารัตน์ ศรีจันทร์ และ ชัยสิทธ์ิ ปรีชา, 2555) เน่ืองจากเกษตรกรได้ค านึงถึงความปลอดภยัของ
ผู้บริโภค และช่วยรักษาสภาพแวดล้อม จึงได้น าสารสกดัจากธรรมชาติมาใช้ทดแทนสารเคมีในการ
ป้องกันก าจัดโรคพืชกันแพร่หลาย เพ่ือผลิตอาหารที่ปลอดภัยในอนาคต (นุชนาถ จงเลขา, 
2548) โดย วิพรพรรณ เ นื่อง เม็ก และ รัตนาภรณ์  นครไธสง (2557) ได้น าสารสกัดจาก
สมนุไพร 10 ชนิด ได้แก่ กานพล ูว่านน า้ อบเชย ขมิน้ชัน ไพล ข่า ชุมเห็ดเทศ หางไหล ฟ้าทะลาย
โจร และขิง มาทดสอบยับยัง้การเจริญของเชือ้รา Alternaria sp. เชือ้ราสาเหตโุรคใบจุดของผัก
สลดัในห้องปฏิบัติการ พบว่าหางไหลสามารถสามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้รา  Alternaria sp. 
ได้สงูสดุ 29.70 เปอร์เซ็นต์ และผลการทดสอบสารสกดัสมนุไพรในการควบคมุการเกิดโรคในแปลง
ปลกู พบว่ากรรมวิธีท่ีมีการพ่นด้วยเชือ้ Alternaria sp. ท าให้เกิดโรค 2.10 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ี
กรรมวิธีท่ีพ่นด้วยสารสกดัหางไหลไมเ่กิดโรคเลย  

กำรควบคุมโรคโดยใช้เชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์  
จลุินทรีย์ปฏิปักษ์คือจลุินทรีย์ท่ีเป็นศตัรูของเชือ้สาเหตโุรคโดยสามารถอยู่ร่วมกัน

กับพืชและส่งผลดีให้กับพืช แต่ต้องไม่สร้างความเสียหาย ความผิดปกติหรือก่อโรคแก่พืช ส่วน
ใหญ่อาศยัอยู่บริเวณผิวของพืช (phylloplane) และเนือ้เย่ือพืช (endophyte) รากพืช (mycorrhiza) 
บริเวณรอบรากพืช (rhizosphere) และเศษซากพืชและอินทรียวตัถท่ีุถกูย่อยสลาย (saprophyte) 
โดยเชือ้จลุินทรีย์กลุม่นีส้ามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการควบคมุโรคพืชได้ (อรณิชา ตนัติพลานนท์, 
2561) 

Shikha และ Harsh (2014) แยกเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์จากบริเวณผิวพืช และ
น าไปทดสอบการยับยัง้เชือ้รา A. alternata สาเหตุของโรคใบจุดของต้นผักคราดหัวแหวน 
(Spilanthes oleracea) ในห้องปฏิบัติการโดยใช้วิธี dual culture assay ซึ่งสามารถยับยัง้การ
เจริญของเชือ้ราสาเหตโุรคชนิดนีไ้ด้เป็นอย่างดี โดยพบวา่เชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ท่ีสามารถยบัยัง้ได้ดี
ท่ีสดุคือ เชือ้ T. harzianum ISO-1 มีเปอร์เซ็นต์การยับยัง้สงูถึง 90 เปอร์เซ็นต์ Suárez-Estrellaa 
และคณะ (2007) ได้แยกเชือ้ราปฏิปักษ์ Aspergillus spp. จากกองปุ๋ ยหมกัทางการเกษตรและ
น ามาทดสอบการเป็นปฏิปักษ์ตอ่เชือ้รา Fusarium oxysporum f. sp. melonis ในห้องปฏิบตัิการ 
พบว่าสามารถยับยัง้และควบคุมเชือ้ราสาเหตุโรค F. oxysporum f. sp. melonis ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ นอกจากนี ้อรณิชา ตนัติพลานนท์ และคณะ (2559) ได้แยกเชือ้แอคติโนมยัซีสจาก
ดินบริเวณรอบรากต้นมะขามป้อมท่ีสมบรูณ์ไมแ่สดงอาการโรคใด ๆ จ านวน 89 ไอโซเลท พบวา่ 3 
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ไอโซเลต สามารถยับยัง้การเจริญของเส้นใยรา C. oryzae ด้วยวิธี dual culture ได้สงูถึง 76.07–
87.11 เปอร์เซ็นต์ 

การควบคุมโรคพืชโดยเฉพาะการใช้เชือ้รากลุ่ม Trichoderma spp. และเชือ้
แบคทีเรียกลุ่ม Streptomyces spp. ปัจจุบันเป็นท่ียอมรับเน่ืองจากเชือ้จุลินทรีย์ทัง้ 2 กลุ่มนีม้ี
ประสิทธิภาพสงูในการยับยัง้เชือ้สาเหตโุรคได้หลายชนิด และยังสามารถช่วยลดปริมาณการใช้
สารเคมี รวมถึงช่วยลดผลกระทบจากสารตกค้างของสารเคมีตอ่สิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดล้อม 

ควบคมุโรคโดยใช้เชือ้รา Trichoderma spp.   
เชือ้รา Trichoderma spp. เป็นเชือ้ราท่ีด ารงชีวิตอยู่ในดิน อาศยัเศษซากพืช ซาก

สตัว์และอินทรีย์วตัถเุป็นแหลง่อาหาร สร้างเส้นใยสีขาวและผลิตสว่นขยายพนัธุ์ท่ี เรียกวา่ โคนิเดีย 
หรือ สปอร์ จ านวนมากและรวมกนัเป็นกลุม่หนาแน่นจนเห็นเป็นสีเขียว เชือ้รา Trichoderma spp. 
เป็นปฏิปักษ์ตอ่เชือ้สาเหตโุรคพืชหลายชนิด โดยมีคณุสมบตัิในการควบคมุเชือ้สาเหตโุรคพืชได้ 4 
กลไก คือ การแข่งขัน (competition) ด้านปัจจัยการด ารงชีวิตกับเชือ้ราสาเหตโุรคพืช การเป็น
ปรสิต (parasitism) กลไกการยบัยัง้และท าลาย (antibiosis) และกลไกการกระตุ้นความต้านทาน
ให้แก่พืช (induced resistance) โดยเฉพาะการน ามาใช้ในการควบคมุเชือ้ราสาเหตโุรคพืชในดิน 
(Howell, 2003; Vinale et al., 2008; Mohammad and Zahra 2013) การน าเชือ้รา Trichoderma 
spp. มาใช้ประโยชน์ในด้านการควบคมุโรคพืชนัน้ มีการศกึษากนัอย่างแพร่หลายตัง้แตอ่ดีตจนถึง
ปัจจบุนั 

Jayasuriya และ Thennakoon (2007) ได้ศึกษาการใช้เ ชื อ้รา T. harzianum 
T310 เพ่ือควบคมุโรครากขาวของยางพาราในสภาพโรงเรือน พบว่าเมื่อใช้เชือ้รา T. harzianum 
T310 หลงัจากการปลกูเชือ้สาเหตโุรครากขาว ส่งผลให้ต้นยางพาราแสดงอาการเป็นโรคเพียง 
23.60 เปอร์เซ็นต์ และรากยงัมีสภาพปกติ ไมม่ีการติดเชือ้  

Izzati และ Abdullah (2008) รายงานวา่ การพ่นเชือ้รา Trichoderma sp. ลงบน
ต้นกล้าปาล์มน า้มนัเพ่ือควบคมุโรค พบวา่สามารถลดการเกิดโรคใบจดุของต้นกล้าปาล์มน า้มนัได้
ดีถึง 70 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีประสิทธิภาพสงูในการควบคมุ 

Prajapati และคณะ (2012) ศึกษาการใช้เชือ้รา Trichoderma spp. เพ่ือควบคมุ
โรคปลายใบไหม้ของต้นพลบัพลึงซึ่งเกิดจากเชือ้สาเหต ุC. eragrostidis พบว่า เชือ้รา T. viride, 
T. longibrachyatum และ T. harzianum สามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตุโรคได้ถึง 
73.39, 71.76 และ 67.75 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
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วิพรพรรณ เน่ืองเมก็ และคณะ (2557) ได้ศกึษาผลของเชือ้รา Trichoderma sp. 
ตอ่การเจริญเติบโต และการควบคมุโรคแคนตาลปูในแปลง โดยการปลกูแคนตาลปูท่ีรองก้นหลมุ
ด้วยเชือ้รา Trichoderma sp. และการปลกูแคนตาลปูท่ีไมใ่สเ่ชือ้รา Trichoderma sp. รองก้นหลมุ
ก่อนปลูก พบว่า ต้นแคนตาลูปท่ีใส่เชือ้รา Trichoderma sp. รองก้นหลุมก่อนปลูก มีการ
เจริญเติบโตทางล าต้นมากกวา่ต้นแคนตาลปูท่ีไมใ่สเ่ชือ้รา Trichoderma sp. 

วาริน อินทนา และคณะ (2559) รายงานว่าการทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้รา              
T. asperellum ในการควบคุมโรคเน่าระดับดินของมะเขือเทศในโรงเรือน แบบการใช้เชือ้รา
ปฏิปักษ์สายพนัธุ์เดียวและใช้ร่วมกนั 2 สายพันธุ์ พบว่าทุกวิธีการสามารถลดความรุนแรงในการ
เกิดโรคของต้นมะเขือเทศได้ โดยอยู่ในช่วง 38.50–68.10 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกบัชดุการทดลอง
ควบคมุ (ใส่เชือ้รา Pythium sp. อย่างเดียว) โดยเฉพาะชุดการทดลองท่ีใช้เชือ้รา T. asperellum 
FR-NST-009+FR-NST-009-mt พบว่ามีประสิทธิภาพในการลดความรุนแรงของโรคได้สูงถึง 
68.10 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสงูกวา่ชดุการทดลองท่ีใช้สารเคมี metalaxyl   

Sagarika และคณะ (2016) รายงานวา่ การใช้เชือ้รา Trichoderma sp. ท่ีแยกได้
จากตวัอย่างจากดินในแตล่ะพืน้ท่ีของจงัหวดัลนูวีูลา ภาคตะวนัตกเฉียงเหนือของประเทศศรีลงักา 
มีประสิทธิภาพในการยังยัง้การเจริญของเชือ้รา Ceratocystis paradoxa สาเหตุของโรค stem 
bleeding ของมะพร้าว ได้มากกวา่ 60 เปอร์เซ็นต์ นอกจากการใช้ควบคมุโรคแล้ว คณุสมบตัิพิเศษ
ของเชือ้รา Trichoderma sp. อีกประการคือ สามารถช่วยละลายแร่ธาตใุห้อยู่ในรูปท่ีเป็นประโยชน์
ตอ่พืช จึงช่วยสง่เสริมการเจริญเติบโตของพืชและชกัน าให้ต้นพืชมีความต้านทานตอ่เชือ้โรคพืชทัง้
เชือ้ราและแบคทีเรียสาเหตโุรค  

การควบคมุโรคโดยใช้เชือ้แบคทีเรีย Streptomyces spp. 
เชือ้ Streptomycetes spp. เป็นเชือ้แบคทีเรียกลุม่ใหญ่ท่ีสร้างเส้นใยแตกแขนงได้

แบบเดียวกบัเชือ้รา โดยเชือ้สร้างเส้นใยเรียกวา่ aerial mycelium และยงัสร้างเส้นใยท่ีเจริญลงไป
ในอาหารท่ีเรียกวา่ substrate mycelium เชือ้ในกลุม่ Streptomyces สว่นใหญ่สามารถสร้างสปอร์ 
ซึ่งเรียกว่าโคนิเดียได้ โดยสร้างขณะท่ีอายุของเชือ้มากขึน้ aerial mycelium ซึ่งชูขึน้บนผิวของ
โคโลนีจะพัฒนาเป็น sporophores ท่ีมี nuclei หลายอนั และเกิดการสร้างผนังกัน้ ท าให้แต่ละ
เซลล์พัฒนาไปเป็นโคนิเดียซึ่งมกัเป็นสายยาว และมีลกัษณะหลากหลายทัง้ sporophores และ 
conidia มีสีต่างกัน ท าให้สามารถแยกสายพันธุ์ของเชือ้โดยอาศัยจากทัง้ลักษณะและสีของ 
sporophores และโค นิ เดีย ร่วมกับคุณสมบัติ ด้ าน อ่ืน  โดยสามารถแยก เ ชื อ้แบคที เ รีย 



12 

 
 

Streptomyces spp. ได้จากดินเป็นสว่นใหญ่ บางครัง้ก็สามารถพบในแหล่งน า้ได้บ้าง และยงัพบ
เป็นเอนโดไฟท์อาศยัอยู่ในพืช (endophytic Streptomyces) (Kieser et al., 2000) 

Zarandi และคณะ (2009) รายงานถึงการใช้เชือ้ S. sindeneusis ในการควบคมุ
เชือ้รา Pyricularia grisea โดยวิธีการผสมสปอร์ของเชือ้สาเหตโุรคกบัเชือ้ S. sindeneusis จากนัน้
น าไปพ่นลงบนใบข้าว พบวา่ต้นกล้าท่ีถกูปลกูเชือ้แสดงอาการเป็นโรคเพียงเลก็น้อย เมื่อเทียบกบั
การปลกูเชือ้ราสาเหตโุรคเพียงอย่างเดียว 

ปวีณา สงัข์แก้ว และคณะ (2555) ได้ศกึษาและคดัเลือกเชือ้แบคทีเรีย S. griseus 
จ านวน 258 ไอโซเลท จากแปลงยางพาราในพืน้ท่ีภาคใต้ของประเทศไทย เพ่ือใช้ในการควบคมุ
โรครากขาวของยางพาราซึ่งเกิดจากเชือ้ Rigidoporus microporus โดยการศึกษาพบว่า เชือ้
แบคทีเรีย S. griseus subsp. formicus มีประสิทธิภาพสงูในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตุ
โรคพืชถึง 83.57 เปอร์เซ็นต์ 

Pithakkit และคณะ (2015) ได้ แ ยกเ ชื อ้แบคทีเ รีย  Streptomyces  sp. 
จากดินบริ เวณรอบรากปาล์มน า้ม ัน  และน ามาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยัง้ เ ชือ้
สาเหตุโรคในปาล์มน า้มนัคือ C. oryzae, Ganoderma boninense และ Schizophyllum commune 
ซึ่งเป็นสาเหตสุ าคญัของโรคใบจดุ โรคโคนเน่า และโรค brown germ ตามล าดบั โดยการทดสอบ
ในห้องปฏิบัติการแสดงให้เห็นว่าเชือ้แบคทีเรีย Streptomyces sp. มีความสามารถในการยับยัง้
การเจริญของเชือ้ราสาเหตโุรคทัง้ 3 ชนิด และจากการทดสอบการแช่เส้นใยเชือ้ราสาเหตโุรคในน า้
เลีย้งเชือ้ และน าไปสอ่งด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบส่องกราด พบวา่น า้เลีย้งเชือ้สามารถท าลายผนัง
เซลล์ของเชือ้ราสาเหตโุรคได้ จากการทดลองสามารถระบวุา่ได้วา่เชือ้ Streptomyces sp. สามารถ
สร้างสารบางอย่างท่ีมีคณุสมบตัิเป็นปฏิปักษ์ ซึ่งสามารถน าไปใช้ในการควบคมุเชือ้สาเหตโุรคได้ 

Lyu และคณะ  (2017) พบว่าน า้ เ ลี ย้ ง เ ชื อ้  (cell-free CF) ของแบคที เ รีย                 
S. yanglinensis 1307 เมื่อน ามาทดสอบการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตโุรคของสตรอเบอร์รี 
4 ช นิ ด คื อ  Botrytis cinerea, Mucor hiemalis, Rhizopus stolonifer แ ล ะ  Sclerotinia 
sclerotiorum สามารถยบัยัง้เชือ้ราก่อโรคเหลา่นีไ้ด้อย่างมีประสิทธิภาพ 

Boukaew แ ล ะ คณ ะ  ( 2011) ใ ช้ เ ชื ้อ แ บ ค ที เ รี ย  S. philanthi แ ล ะ  S. 
mycarofaciens มาใช้ควบคมุโรคราเมล็ดผกักาดซึ่งเกิดจากเชือ้ Sclerotium sp. และโรคเห่ียว
เขียวของพริกขีห้น ูซึ่งเกิดจากเชือ้รา Fusarium sp. พบว่าเชือ้แบคทีเรีย Streptomyces sp. ทัง้ 2
ชนิดนีส้ามารถควบคมุเชือ้ราสาเหตโุรคทัง้ 2 ได้เป็นอย่างดี จึงมีการน าไปพัฒนาเป็นผลิตภณัฑ์
สตูรส าเร็จ เพ่ือให้ใช้งานได้ง่ายขึน้ 
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กลไกกำรเป็นปฏิปักษ์ของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ 
ในธรรมชาติจลุินทรีย์มีรูปแบบการด ารงชีวิตท่ีหลากหลาย โดยบางรูปแบบสามารถ

น ามาใช้ประโยชน์ในด้านการเกษตรได้ โดยการน ามาประยกุต์ใช้เพ่ือควบคมุโรคพืช ซึ่งอาจเป็นกลุม่
ของ แบคทีเรีย เชือ้รา ยีสต์ หรือไวรัส ท่ีมีความสามารถในการควบคมุจ านวนประชากรหรือยบัยัง้การ
เจริญของเชือ้ก่อโรคพืชได้ รวมทัง้ไปลดกิจกรรมของเชือ้ในระดบัท่ีไม่ก่อให้เกิดความเสียหายทาง
เศรษฐกิจกบัพืชอาศยั โดยมีจลุินทรีย์หลายชนิดท่ีมีคณุสมบตัิในการเป็นปฏิปักษ์กบัเชือ้สาเหตโุรคพืช
แตล่ะชนิดมีคณุสมบตัใินการเป็นปฏิปักษ์ท่ีแตกตา่งกนั (Kawicha et al., 2013) โดยมีกลไกหรือวิธีการ
เป็นปฏิปักษ์ตอ่เชือ้สาเหตโุรคพืช 4 รูปแบบ คือ 

กำรแก่งแย่งแข่งขันพืน้ท่ี และธำตุอำหำร (competition)  
เชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์มีความสามารถในการเจริญแขง่ขนักบัเชือ้สาเหตโุรคพืชเพ่ือ

ความอยู่รอดได้ดี ท าให้เชือ้สาเหตุโรคไม่สามารถเจริญจนก่อให้เกิดโรคพืช หรือท าให้เกิดโรค
น้อยลง โดยเฉพาะเชือ้รา เน่ืองจากเชือ้ราสามารถเจริญได้อย่างรวดเร็ว จึงสามารถแก่งแย่งอาหาร
และแข่งขนัในด้านพืน้ท่ีกบัเชือ้สาเหตโุรค และยังสามารถดดูซับสารอินทรีย์ต่าง ๆ  เพ่ือใช้ในการ
เจริญ และการขยายพนัธุ์ (Danielson and Davy, 1973)  

เชือ้รา Trichoderma sp. บางสายพนัธุ์สามารถผลิต siderophore ออกมาดดูซบั
ธาตุเหล็ก (Chet and Inbar, 1994) โดยการแข่งขันด้านอาหารถือเป็นกลไกหลักท่ีท าให้เชือ้รา 
Trichoderma sp. มีประสิทธิภาพในการควบคุมเชือ้สาเหตุโรคพืชได้ดี (Bae and Knudsen, 
2005) โดย Nemes และคณะ (1996) รายงานว่า การผสมเชือ้รา T. harzianum และ แบคทีเรีย 
Bacillus subtilis ในวสัดสุ าหรับปลกูส้ม มะเขือเทศ คื่นไฉ่ และฝร่ัง พบวา่เชือ้จุลินทรีย์ทัง้สองชนิด
สามารถเข้าครอบครองรากพืชได้เร็วกว่าเชือ้ราสาเหตโุรคพืช นอกจากนี  ้Danielson และ Davey 
(1973) พบว่า เชือ้รา T. koningii สามารถเจริญแก่งแย่งสารอาหารกับเชือ้รา S. cepivorum 
สาเหตุโรคโคนเน่า ส่งผลให้สามารถครอบครองพืน้ท่ีบริเวณรากของต้นหอมและยับยัง้เชือ้รา
สาเหตโุรคได้เป็นอย่างดี 

กำรเป็นปรสิตต่อเชือ้สำเหตุโรค (parasitism) 
เป็นกลไกท่ีเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์เข้าท าลายเชือ้สาเหตโุรคพืชซึ่งเจริญอยู่ใกล้เคยีง

หรือบนสว่นของเชือ้โรคพืชเพ่ือใช้เป็นแหลง่อาหารโดยตรง เชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ท่ีใช้กลไกนีใ้นการ
ควบคมุเชือ้สาเหตโุรคพืชได้แก่ เชือ้รากลุม่ Trichoderma spp. ซึ่งสามารถแทงเส้นใยเข้าไปดดูกิน
สารอาหารในเส้นใยของเชือ้ราสาเหตโุรคจนตาย  

จากรายงานของ ขจรเกียรติ ธิปทา และคณะ (2554) ซึ่งได้ท าการคดัเลือกเชือ้รา 
Trichoderma spp. จ านวน 120 ไอโซเลท เพ่ือการควบคมุเชือ้รา Pythium spp. ซึ่งเป็นสาเหตขุอง
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โรคเน่าคอดิน เมื่อท าการทดสอบด้วยวิธี dual culture และน าเส้นใยท่ีได้จากการทดสอบไปสอ่ง
กล้องจลุทรรศน์พบวา่เส้นใยของเชือ้รา Trichoderma spp. จ านวน 16 ไอโซเลท สามารถแทงและ
พนัรัดเส้นใยของเชือ้รา Pythium spp. ได้ รวมถึง Elad และคณะ (1980) ท่ีได้ศกึษาการเป็นปรสิต
ของเชือ้รา T. harzianum ต่อเชือ้ราสาหตโุรค Rhizoctonia solani โดยการสร้างเส้นใยเข้าไปพัน
รัดและแทงเข้าไปในเส้นใยของเชือ้ราสาเหตโุรค สง่ผลให้หยดุการเจริญ 

กำรท ำลำยและยับยัง้ (antibiosis)  
เป็นกลไกการสร้างผลิตผลจากกระบวนการเมทาโบลิซึมของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ซึ่ง

มกัมีคณุสมบตัิเป็นสารปฏิชีวนะ (antibiotics) สารพิษ (toxins) หรือเอนไซม์ (enzyme) ซึ่งเป็นสาร
ทตุิยภมูิ (secondary metabolite) ท่ีสามารถยบัยัง้หรือท าลายเชือ้สาเหตโุรคพืชได้ เช่น ท าให้เส้น
ใยและสปอร์ของเชือ้ราสาเหตโุรคเกิดการเห่ียวหรือสลาย ( lysis) หรือมีรูปร่างผิดปกติไปจากเดิม
จนท าให้เกิดโรคพืชลดน้อยลง (นิพนธ์ ทวีชยั, 2550)  

เชือ้รา Trichoderma sp. สามารถสร้างสารบางอย่างซึ่งอาจเป็นสารปฏิชีวนะ 
สารพิษ หรือ เอนไซม์ มายับยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้สาเหตุโรค เช่น สารปฏิชีวนะท่ีระเหยได้ 
(Dennis and Webster, 1971) และยงัสามารถสร้างเอนไซม์ cellulase, chitinase และ glucanase 
ขึน้ในบริเวณท่ีเส้นใยของเชือ้รา T. harzianum พันรัดเส้นใยของเชือ้รา B. cinerea สาเหตโุรค 
grey mold ของแตงกวา (Elad et al., 1980) ซึ่งการผลิตเอนไซม์เหล่านีข้ึน้มาเพ่ือย่อยเส้นใยของ
เชือ้ราสาเหตโุรคพืชโดยตรงนับเป็นปัจจัยส าคญัในการควบคมุโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ และ
นอกจากนีพ้บว่า เชือ้รา Trichoderma sp. สร้างเอนไซม์ท่ีส าคญัในการย่อยสลายผนังเซลล์ของ
เชือ้ราสาเหตโุรคพืช เช่น chitinase และ cellulase เป็นต้น (จิระเดช แจ่มสว่าง และ วิไลวรรณ 
อินทน,ู 2542) 

Streptomyces spp. มีความสามารถในการยับยัง้เชือ้ราสาเหตุโรคพืชโดยการ
สร้างสารทตุิยภมูิชนิดตา่ง ๆ  โดย Taechowisan และคณะ (2005) ศกึษาประสิทธิภาพในการสร้าง
สารสร้างสารทตุิยภมูิท่ีปลดปล่อยออกมานอกเซลล์เพ่ือยงัยัง้การเจริญของเชือ้รา C. musae และ 
F. oxysporum ซึ่งพบวา่สารดงักลา่วคือ 5, 7-dimethoxy-4-p-methoxylphenylcoumarin และ 5, 
7-dimethoxy-4-p-phenylcuomarin Prapagdee และคณะ (2008) พบวา่ S. hygroscopicus SR 
A14 สร้าง chitinase และ β-1, 3-glucanase ในระยะ exponential phase ถึงระยะ stationary 
phase เพ่ือย่อยสลายผนงัเซลล์ของเชือ้รา C. gloeosporioides และ S. rolfsii สาเหตขุองโรคแอน
แทรคโนสและโรคโคนเน่าของพริก ส่งผลให้เซลล์ยุบตวัและของเหลวภายในเซลล์ ไหลออกมาสู่
ภายนอก  
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กลไกกำรชักน ำให้เกิดควำมต้ำนทำน (induced resistance)  
การชกัน าให้พืชเกิดความต้านทานตอ่เชือ้จลุินทรีย์สาเหตโุรคพืช ซึ่งเป็นกลไกการ

ต่อต้านการเกิดโรคของพืชเองและเกิดอย่างซับซ้อน (Harman et al., 2004) การเกิดความ
ต้านทานของพืชอาจเกิดเฉพาะท่ีหรือเกิดทัว่ทัง้ต้นขึน้อยู่กบัชนิดแหล่งและปริมาณของสิ่งกระตุ้น 
Pal และ Gardener (2006) ได้รายงานว่า Trichoderma spp. T-22 ท่ีใช้คลกุเมลด็ถัว่หรือราดดิน
สามารถชักน าให้พืชต้านทานต่อเชือ้ราสาเหตุโรคพืช  B. cinerea และ X. campestris pv. 
phaseoli โดย เ ชื อ้ รา  Trichoderma spp. สายพันธุ์ นี ท้ า ใ ห้ เ กิดความต้านทานต่อเ ชื อ้รา 
Rhizoctonia solani ในมะเขือเทศ และต้านทานตอ่ C. graminicola ในข้าวโพด หรือใช้ร่วมกบั T. 
virens T3 ช่วยให้แตงกวามีความต้านทานต่อ Green-mottle mosaic virus จากการศึกษาของ 
Khamna และคณะ (2010) พบว่า Streptomyces sp. มีความสามารถในการกระตุ้นการสร้าง
เอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบัการป้องกนัตนเองของพืช เช่น เอนไซม์ chitinase, glucanase, peroxidase 
(POD) และ polyphenol oxidase (PPO)  

จากการศึกษาของ Christopher และคณะ (2010) ได้ศึกษาบทบาทของเอนไซม์
ท่ีเก่ียวข้องกับการป้องกนัตนเองของต้นมะเขือเทศซึ่งชกัน าด้วย T. virens ให้มีความต้านทานตอ่
โรคเห่ียวท่ีเกิดจากเชือ้ F. oxysporum f. sp. lycopersici พบว่าการกระตุ้นด้วย T. virens พืชมี
การสร้างเอนไซม์ ท่ี เ ก่ียวข้องกับการป้องกันตนเองของพืชเ พ่ิมขึน้คือ POD, PPO และ 
phenylalanine ammonia lyase (PAL) จากวนัท่ี 7 ของการทดสอบและสงูสดุในวนัท่ี 14 ของการ
ทดสอบ 

Sabaratnam และคณะ  ( 2002) ท า ก า รทดสอบประสิ ท ธิภาพของ เ ชื อ้ 
Streptomyces sp. ในการควบคุมโรคเน่าคอดินสาเหตุจากเชือ้รา R. solani ในต้นมะเขือเทศ 
พบว่าเชือ้ Streptomyces sp. ไอโซเลท Di-944 มีประสิทธิภาพในการควบคมุโรคเน่าคอดินได้ใน 
10 วนั เมื่อวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ chitinase, β-1,3-glucanase และ PAL ในต้นมะเขือเทศ
ท่ีปลกูเชือ้ Streptomyces sp. เพียงอย่างเดียวพบว่า กิจกรรมของเอนไซม์เหล่านีม้ีค่าสงูกวา่ต้น
มะเขือเทศท่ีไม่ได้ปลกูเชือ้ แสดงให้เห็นว่าเชือ้แบคทีเรีย Streptomyces sp. มีความสามารถใน
การกระตุ้นเอนไซม์ chitinase, β-1,3-glucanase และ PAL ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกับความ
ต้านทานโรค  
 
กำรผลิตสูตรส ำเร็จของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ 

ปัจจุบันมีการใช้ประโยชน์จากจุลินทรีย์หลายชนิด โดยน ามาพัฒนาเป็นสตูร
ส าเร็จและอยู่ในรูปแบบชีวภณัฑ์ ท าให้เกิดความสะดวกต่อการน าไปใช้ โดยการผลิตสตูรส าเร็จ
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ของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์นัน้สามารถท าได้หลายรูปแบบ Ramanujam และคณะ (2010) ทดลอง
ผลิตสูตรส าเร็จของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์เชิงการค้าในรูปแบบต่าง ๆ เพ่ือให้มีความสะดวกในการ
น าไปใช้ประโยชน์ในการควบคมุเชือ้จุลินทรีย์สาเหตโุรคพืช โดยมีการผลิตให้อยู่ในหลายรูปแบบ 
เช่น รูปแบบเม็ด (Dubey et al., 2009) รูปแบบน า้มนั (Ahamedemujtaba and Kulkarni, 2017) 
รูปแบบผง แกรนลู แกรนลูในแคปซูล และอิมลัชนั เป็นต้น (Pornsuriya and Sunpapao, 2014) 
 
สำรประกอบสูตรส ำเร็จ 

ในการเตรียมสตูรส าเร็จของเชือ้จลุินทรีย์เพ่ือควบคมุโรคพืชนัน้ นอกจากประกอบ
ไปด้วยจุลินทรีย์ปฏิปักษ์แล้ว ยังประกอบไปด้วยส่วนผสมตา่ง ๆ  ท่ีเป็นสารปรุงแต่ง (excipients) 
โดยสารแต่ละชนิดนัน้ท าหน้าท่ีแตกต่างกันออกไป ได้แก่ สารเพ่ิมปริมาณ (fillers) สารยึดเกาะ 
(binders) สารช่ วยแตกกระจายตัว  (disintegrants) และสารช่ วย ไหล  (glindants) โดย
สว่นประกอบเหลา่นีเ้ป็นตวัเสริมให้เชือ้จลุินทรีย์ฏิปักษ์สามารถมีชีวิตรอดและมีประสิทธิภาพมาก
ย่ิงขึน้ (ทดัทรง ทัว่ทิพย์, 2535; ปราโมทย์ ทิพย์ดวงตา, 2539) 

สารเพ่ิมปริมาณ  
เป็นสารท่ีเติมลงไปในสตูรส าเร็จเพ่ือเพ่ิมขนาดหรือน า้หนักของสตูรส าเร็จ โดย

ต้องมีคณุสมบตัิท่ีสามารถเข้ากนักบัสารประกอบอ่ืน ๆ ในสตูรส าเร็จ ไมก่่อให้เกิดปฏิกิริยาใด ๆ มี
ความคงตวั ไม่ดดูความชืน้ มีการไหลดี ราคาถูก และท าให้แตกตวัดี ตวัอย่างสารเพ่ิมปริมาณท่ี
นิยม ได้แก่  Ca3(PO4)2, calcium, CaSO4, cellulose, dextrose, lactose, mannitol, phosphate, 
starch เป็นต้น (มนต์ชลุี นิติพน, 2534)  

สารยึดเกาะ 
เป็นสารท่ีเพ่ิมแรงเกาะกันของผง ท าให้เกิดการเกาะเป็นแกรนลูภายใต้แรงตอก

ท าให้อดัแน่นเป็นเมด็ได้ มีความแข็งแรงพอเหมาะต่อการตอก โดยคณุสมบตัิของสารยึดเกาะท่ีดี
ต้องสามารถเข้ากนัได้ดีกบัสารตวัประกอบอ่ืน ๆ ในสตูรส าเร็จ ให้แรงยึดเกาะเพียงพอในการท าให้
ผงจลุินทรีย์ผา่นกระบวนการตา่ง ๆ  ในการผลิตได้ สารยึดเกาะท่ีน ามาใช้มีหลายชนิด ทัง้ท่ีเป็นพวก
น า้ตาลและสารประกอบเชิงซ้อนจากธรรมชาติ ได้แก่ acacia, gelatin, starch, sucrose, glucose 
และ gum tragacanth และสารท่ีได้จากการสงัเคราะห์ เช่น polyvinylpyrolidone (PVP) methyl 
cellulose เป็นต้น (มนต์ชลุี นิติพน, 2534) 

สารช่วยแตกกระจายตวั 
เป็นสารช่วยให้สตูรส าเร็จเกิดการแตกตวั หรือกระจายตวัได้ในเวลาอนัสมควรเมือ่

สมัผสักับสารละลายหรือน า้ การผสมสารช่วยในการแตกตวัท าได้โดยการผสมก่อนท าเป็นสูตร
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ส าเร็จหรือเป็นสตูรส าเร็จแล้ว สารช่วยแตกกระจายตวั ได้แก่ starch, alginate, gum เป็นต้น โดย 
starch เป็นสารท่ีนิยมใช้กันมาก โดยทั่วไปหากมีปริมาณของสารชนิดนีอ้ยู่มากย่ิงท าให้เกิดการ
แตกตวัเร็วขึน้ แตปั่ญหาท่ีตามมาคือการเกาะตวักนัและความแขง็ของสตูรส าเร็จจะน้อยลง ตอ่มา
คือ alginate ซึ่งสารตวันีจ้ัดอยู่ในกลุ่ม hydrophilic colloid substances โดยจ าหน่ายในรูปของ 
alginic acid หรือ เกลือของ alginic acid โดยเฉพาะในรูปของเกลือ sodium มีคณุสมบตัิชอบน า้
มากกว่าสารจ าพวกแป้ง โดยปริมาณท่ีใช้ทัว่ไปคือ 1–5 เปอร์เซ็นต์ และ gum เป็นสารท่ีสามารถ
พองตัวในน า้ รวมถึงเป็นตัวช่วยยึดเกาะท่ีดี ตัวอย่างสารในกลุ่มนีไ้ด้แก่ agar, pectin และ 
tragacanth เป็นต้น (จกัรพนัธ์ ศิริธญัญาลกัษณ์, 2538) 

สารช่วยไหล 
เป็นสารท่ีผสมลงในสตูรส าเร็จเพ่ือเพ่ิมการไหลโดยการลดแรงเสียดทานระหวา่ง

อนุภาค ท าให้แกรนูลไหลจาก hopper ลงมาสู่เบ้าได้อย่างสม ่าเสมอ ท าให้แกรนูลท่ีได้มีความ
สม ่าเสมอ สารท่ีช่วยในการไหล ได้แก่ starch, talcum, colloidal silicon dioxide, silicate และ 
calcium phosphate (มนต์ชลุี นิติพน, 2534) โดยสารดงักลา่วจะต้องไมท่ าให้คณุสมบตัิในการคง
ตวัทัง้ทางกายภาพและเคมีของสตูรส าเร็จเปลี่ยนแปลงไป (จกัรพนัธ์ ศิริธญัญาลกัษณ์, 2538) 
 
กำรน ำสำรประกอบชนิดต่ำง ๆ มำใช้ประโยชน์ในสูตรส ำเร็จ  

Sabaratnam และ Traquair (2002) ได้ผลิตสูตรส าเร็จของเชือ้ Streptomyces 
sp. เพ่ือใช้ในการควบคุมโรค Damping-off ในต้นมะเขือเทศซึ่งเกิดจากเชือ้ R. solani โดยใช้ 
alginate-Kaolin เป็นส่วนผสมหลัก และจากนัน้ผสมด้วย Tween 20 เพ่ือช่วยให้สูตรส าเร็จ
สามารถเกาะตวักนัได้ดี และ sodium alginate ซึ่งท าหน้าท่ีให้สตูรส าเร็จสามารถแตกกระจายตวั
เมื่อน าไปเจือจางได้ดี  

Kumar et al. (2012) ได้ผลิตสูตรส าเร็จของเชือ้รา T. viride โดยใช้สารเพ่ิม
ปริมาณท่ีมีความแตกต่างกันคือ talcum และ ผงถ่าน โดยผสมกับสปอร์ของเชือ้รา T. viride ใน
อตัราสว่นท่ีแตกตา่งกนัและน ามาเปรียบเทียบจ านวนของสปอร์ท่ีมีชีวิตรอดในแต่ละสตูร  

Mbarga และคณะ (2014) ผลิตสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัของเชือ้รา T. asperellum 
โดยใช้น ามนัถัว่เหลือง น า้ตาลกลโูคส และสาร emulsifier เพ่ือควบคมุเชือ้รา P. palmivora สาเหตุ
โรคผลด าของโกโก้ และพบวา่สตูรส าเร็จชนิดนีส้ามารถควบคมุโรคนีไ้ด้เป็นอย่างดี 
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กำรใช้ประโยชน์จำกสูตรส ำเร็จ 
สตูรส าเร็จชนิดผงละลายน า้ (wettable powder) 
Sarabatman และ Traquair (2002) รายงานวา่ สตูรส าเร็จของเชือ้ Streptomyces 

sp. ในรูปแบบผงละลายน า้ มีประสิทธิภาพดีท่ีสดุในการควบคมุโรครากเน่าระดบัคอดินของต้น
มะเขือเทศได้ 90 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนีย้งัมีการพัฒนาสตูรชีวภณัฑ์เพ่ือน ามาใช้ควบคุมโรคพืช 
เช่น mycostop® เป็นชีวภัณฑ์ทางการค้าท่ีผลิตจากเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ S. griseoviridis 
โดยเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ตัวนีจ้ะเข้าไปอาศัยอยู่ในรากพืช และควบคุมการเจริญของเชือ้   
F. oxysporum f. sp. radices-lycopercici, F. oxysporum f. sp. lycopercici สาเหตโุรคเน่าและ
โรคเห่ียวของมะเขือเทศได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Minuto et al., 2006)  

Wijesinghe et al. (2011) ได้ท าการพัฒนาชีวภณัฑ์ชนิดผงละลายน า้จากเชือ้รา 
T. asperellum โดยผลการศึกษาพบว่า สูตรส าเร็จชนิดนีส้ามารถใช้ควบคุมเ ชือ้ Thielaviopis 
paradoxa สาเหตุโรคเน่าด าของสับปะรดได้อย่างมีประสิทธิภาพ อมรรัตน์  ชุมทอง (2547) ได้
ศึกษาประสิทธิภาพของชีวภณัฑ์จากเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. firmus ในรูปแบบผงคลกุเมลด็ ใช้
ร่วมกับรูปแบบแกรนูลละลายน า้ส าหรับใช้พ่น พบว่าสามารถควบคุมการเจริญของเชื อ้รา             
R. solani สาเหตโุรคใบไหม้ของถั่วหรั่งได้ดี วานิด รอดเนียม (2552) ได้ท าการพัฒนาสตูรส าเร็จ
จากเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis ในรูปแบบแกรนูลละลายน า้ เพ่ือใช้ในการควบคุมเชือ้       
A. longipes สาเหตขุองโรคใบจดุผกัสลดัในระบบไฮโดรโปนิกส์และสามารถควบคมุเชือ้สาเหตนีุ ้
ได้เป็นอย่างดี 
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วัตถุประสงค์ 
 
1. เพ่ือให้ได้เชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ในการควบคมุโรคใบจดุของผกัสลดัในระบบไฮโดรโปนิกส์ 
2. เพ่ือให้ได้สตูรส าเร็จท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคมุโรคใบจดุของผกัสลดัในระบบไฮโดรโปนิกส์ 
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บทที่ 2 
วัสดุ อุปกรณ์และวิธีกำร 

 
วัสดุและอปุกรณ์ 

1. กล้องจลุทรรศน์ชนิด compound รุ่น Olympus cx22, และ Leica DM1000 
2. กล้องถ่ายรูป (camera)  
3. เคร่ือง gas chromatography-mass spectrometer รุ่น SQ8, PerkinElmer Ltd  
4. เคร่ือง spectrophotometer รุ่น UV530, Metech 
5. เร่ืองเขย่าผสม (vortex mixture) รุ่น VM-10, Wise Mix® 
6. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าละเอียด (analytical balance) รุ่น ME204E, Mettler Toledo 
7. เคร่ืองโฮโมจีไนเซอร์ (homogenizer) รุ่น D160, Scillogex 
8. เคร่ืองหมนุเหว่ียง (centrifuge) รุ่น Combi 514R, Hanil science Industrial 
9. ตู้ปลอดเชือ้ (laminar air-flow cabinet) 
10. ตู้แช่ (refrigerator)  
11. ตู้อบลมร้อน (hot air oven) รุ่น FED, Binder 
12. ไมโครเวฟ (microwave) รุ่น R-250, Sharp 
13. หม้อนึ่งความดนั (autoclave) AC Series รุ่น AC-60, Hanyang Scientific 
14. อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ (water bath) รุ่น YCW-010E, Gemmyco 
15. อปุกรณ์และเคร่ืองแก้ว ได้แก่ คอร์กบอเรอร์ กระจกปิดสไลด์ ฮีมาไซโตมเิตอร์ ไมโครปิเปต 

แผน่สไลด ์กระบอกตวง ขวดรูปชมพู ่จานเลีย้งเชือ้ แท่งแก้วคนสาร บีกเกอร์ หลอดทดลอง 
16. อปุกรณ์ส าหรับการแยกเชือ้ ได้แก่ เขม็เขี่ย ตะเกียงแอลกอฮอล์ ปากคีบ กระดาษซบั 

และอ่ืน ๆ 
17. อปุกรณ์พลาสติก ได้แก่ ถงุพลาสติก ยาง ตะแกรงร่อนแป้ง ขวดพลาสติกสีขาวขุน่ 

 
อำหำรเลีย้งเชือ้จลุินทรีย์ 

1. Potato dextrose agar (PDA)  
2. Glucose yeast malt extract agar (GYMA)  
3. Glucose ammonium nitrate agar (GANA)  
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วัสดุส ำหรับเตรียมสูตรส ำเร็จ 
1. ทลัคมั (talcum) 
2. ดินขาว (kaolin) 
3. แป้งข้าวโพด (corn starch) 
4. น า้มนัถัว่เหลือง (soy bean oil) 
5. น า้มนัมะพร้าว (coconut oil) 
6. น า้มนัคาโนลา (canola oil) 
7. น า้มนัปาล์ม (palm oil) 
8. กลีเซอรอล (glycerol) 
  

อุปกรณ์วสัดุทำงกำรเกษตร  
1. กระบะส าหรบัปลกูผกัสลดั  
2. โฟมพลาสติก  
3. ฟองน า้  
4. เคร่ืองให้ออกซิเจน  
5. ปุ๋ ยน า้สตูร A และ B  
6. เมลด็ผกัสลดักรีนโอ๊ค พนัธุ์รอยลั 

 
สำรเคมีท่ีใช้ในกำรทดลอง  

สำรเคมีท่ัวไป 
1. Ethanol 70 และ 95 เปอร์เซ็นต์ บริษัท Merck 
2. สารจบัใบ Tween 20 บริษัท Merck 
3. Glucose ย่ีห้อ Glucolin 
4. Dextrose ย่ีห้อ Glucolin 
5. Agar 
6. K2HPO4 บริษัท Ajax 
7. MgSo4. 7H2O บริษัท Merck 
8. NaCl บริษัท Merck 
9. NH4NO3 บริษัท Merck 
10. Rose bengal 
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สำรเคมีส ำหรับวเิครำะห์กิจกรรมเอนไซม์  
1. 3, 5-Dinitrosalicylic acid (DNS) บริษัท Sigma 
2. Catechol 
3. O-Phenylenediamine (OPDA) 
4. Colloidal chitin  
5. Laminarin 
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วธีิกำรทดลอง 
1. กำรเตรียมเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์และเชือ้รำสำเหตุโรคพืช  

1.1 กำรเตรียมเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์  
เตรียมเชือ้ราปฏิปักษ์ Trichoderma spp. จ านวน 6 ไอโซเลท คือ T. asperellum 

T1, T76-14, T. harzianum TM2/1, T. spirale T76-1, T76-12/2 และ V76-12 (อรณิชา ตนัติพลา
นนท์ และ ชนินันท์ พรสุริยา 2559) จากท่ีเก็บรักษาในอาหารเลีย้งเชือ้ PDA slant มาเลีย้งใน
อาหารเลีย้งเชือ้ PDA บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง (28–30 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 4 วนั ก่อนน าไปท าการ
ทดลอง  

เตรียมเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ S. angustmyceticus NR8-2 (Pithakkit et al., 
2015) จากท่ีเก็บรักษาในอาหารเลีย้งเชือ้ GYMA slant มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ GYMA บ่มท่ี
อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 4 วนั ก่อนน าไปท าการทดลอง  

1.2 เตรียมเชือ้รำสำเหตุโรค  
C. cassiicola (Chairin et al., 2017) และ C. aeria (Pornsuriya et al., 2018) น าเชือ้รา

จากท่ีเก็บรักษาในอาหารเลีย้งเชือ้ PDA slant มาเลีย้งบนจานอาหาร PDA บ่มท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 7 
วนั ก่อนน าไปท าการทดลอง 

เชื อ้จุลินทรี ย์ปฏิปักษ์  T. asperellum T1, T76-14, T. harzianum TM2/1, T. 
spirale T76-1, T76-12/2, V76-12 และ S. angustmyceticus NR8-2 และเชือ้ราสาเหตุโรคพืช             
C. cassiicola และ C. aeria ได้รับความอนเุคราะห์จาก อรณิชา ตนัติพลานนท์ และ ชนินนัท์ พรสริุยา 
2559; Pithakkit et al., 2015; Chairin et al., 2017 และ Pornsuriya et al., 2018 ตามล าดับ ซึ่ งเก็บ
รั กษาไว้ ท่ี  Culture Collection of Pest Management Department, คณะทรัพยากรธรรมชาติ  
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ 
 
2. กำรทดสอบประสิทธิภำพของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ต่อเชือ้ Corynespora cassiicola 
และ Curvularia aeria โดยวธีิ dual culture assay 

เชือ้รา Trichoderma spp. 
น าเชือ้รา Trichoderma spp. (เชือ้ปฏิปักษ์) จ านวน 6 ไอโซเลท ท่ีเตรียมจากการ

ทดลองท่ี 1.1 มาทดสอบประสิทธิภาพในการเป็นปฏิปักษ์ตอ่เชือ้ราสาเหตโุรคใบจดุผกัสลดั โดยวิธี 
dual culture assay โดยเลีย้งเชือ้รา Trichoderma spp. ทัง้ 6 ไอโซเลท และเชือ้ราสาเหตโุรค บน
อาหาร PDA บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนัน้ใช้ cork borer ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 
0.5 เซนติเมตร ตดัชิน้วุ้นของเชือ้ปฏิปักษ์บริเวณขอบโคโลนี น าไปวางบนอาหาร PDA โดยวางให้
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ห่างจากขอบจานเลีย้งเชือ้ 2 เซนติเมตร และใช้ cork borer ขนาดเดียวกันตดัชิน้วุ้นของเชือ้รา
สาเหตโุรค ไปวางบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA โดยวางในแนวตรงข้ามกับเชือ้ปฏิปักษ์ และห่างจาก
ขอบจานเลีย้งเชือ้ 2 เซนติเมตร เช่นเดียวกนั ท าการทดลองจ านวน 4 ซ า้ กรรมวิธีควบคมุท าโดยตดั
ชิน้วุ้นเชือ้ราสาเหตุโรคเพียงอย่างเดียววางบนอาหารเลีย้งเชือ้ บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 
สงัเกตการเจริญของเชือ้ราปฏิปักษ์ และเชือ้ราสาเหตโุรคพืช จากนัน้วดัรัศมีโคโลนีของเชือ้ราทัง้
สองชนิด และน ามาค านวณเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเจริญ (Vincent, 1927) ดงัสมการ 

Percentage of inhibition = [(R1−R2)/R1] ×100 
R1 = รัศมีของโคโลนีเชือ้ราสาเหตโุรคท่ีเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ในกรรมวิธีควบคมุ  
R2 = รัศมีของโคโลนีเชือ้ราสาเหตโุรคท่ีเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ในกรรมวิธีทดสอบ 

ประเมินความสามารถของเชือ้ราปฏิปักษ์ในการยบัยัง้เชือ้ราสาเหตโุรคใบจดุของ
ผกัสลดั ซึ่งแปลผลเป็น 4 ระดบั (ปริศนา วงศ์ล้อม, 2548) คือ  

           ≥ 75 เปอร์เซ็นต์ = ประสิทธิภาพสงูมาก 
           61–74 เปอร์เซ็นต์ = ประสิทธิภาพสงู 
           51–60 เปอร์เซ็นต์ = ประสิทธิภาพปานกลาง 
           ≤ 50 เปอร์เซ็นต์ = ประสิทธิภาพต ่า 
เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ Streptomyces sp. 
ใช้ loop เขี่ยเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ S. angustmyceticus NR8-2 และขีด (streak) 

ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ GYMA บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน และใช้ cork borer ขนาด0.5 
เซนติเมตร ตดัชิน้วุ้นของเชือ้ราสาเหตโุรค ไปวางบนอาหารเลีย้งเชือ้ GYMA โดยวางในทิศตรงข้าม
กบัเชือ้ปฏิปักษ์ และห่างจากขอบจานเลีย้งเชือ้ 2 เซนติเมตร เช่นเดียวกนั ส าหรับชดุควบคมุตดัชิน้
วุ้นของเชือ้ราสาเหตโุรคอย่างเดียววางบนอาหารเลีย้งเชือ้ห่างจากขอบ 2 เซนติเมตร ท าการทดลอง
จ านวน 4 ซ า้ บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง สงัเกตการเจริญของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ และเชือ้ราสาเหตโุรค
และวดัรัศมีโคโลนีของเชือ้ราสาเหตุโรคเมื่อเชือ้ในชุดควบคุมเจริญเต็มจาน และน ามาค านวณ
เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราก่อโรคตามสตูรข้างต้น 

 
3. กำรสร้ำงสำรระเหยต้ำนเชือ้รำ (volatile antifungal bioassay) 

3.1 ประสิทธิภำพของสำรระเหยต้ำนเชือ้รำในกำรยับยัง้กำรเจริญของเชือ้
รำสำเหตุโรคใบจุดของผักสลัด 

การทดสอบกลไกการสร้างสารระเหยท่ีเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์สร้างขึน้เพ่ือใช้ในการ
ยับยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตุโรคในห้องปฏิบัติการโดยใช้วิธี volatile antifungal bioassay 
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ดัดแปลงจากวิธีการของ Dennis and Webster (1971) โดยน าเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์เลีย้งบน
อาหาร PDA/GYMA บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และเลีย้งเชือ้ราสาเหตุโรค บน
อาหาร PDA บ่มไว้ท่ีมืดอณุหภมูิห้อง 48 ชั่วโมง จากนัน้เปิดฝาออกและน าจานเลีย้งเชือ้ทัง้ 2 มา
ประกบกนั แล้วพนัด้วย parafilm ให้แน่นเพ่ือป้องกนัการระเหยของสารออกมาภายนอกจานเลีย้ง
เชือ้ ส่วนกรรมวิธีควบคุมใช้จานอาหาร PDA/GYMA ท่ีไม่ได้ปลูกเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์เป็นตวั
ประกบแทน สังเกตการณ์เจริญของโคโลนีในชุดควบคุมเจริญเต็มจาน จากนัน้วัดเส้นผ่าน
ศนูย์กลางและค านวณเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ตามสตูรของ Parizi (2012) ดงัสมการ 

Growth inhibition (GI) = [(D1−D2)/D1] × 100 
D1 = เส้นผา่นศนูย์กลางของโคโลนีเชือ้ราสาเหตโุรคในกรรมวิธีควบคมุ  
D2 = เส้นผา่นศนูย์กลางของเชือ้ราสาเหตโุรคในกรรมวิธีทดสอบ 

3.2 กำรวเิครำะห์ชนิดของสำรระเหยต้ำนเชือ้รำ 
เตรียมโดยการเทอาหาร PDA หรือ GYMA ลงในหลอดทดสอบ GC/MS ขนาด 20 

มิลลิลิตร วางอาหารให้เอียง จากนัน้ใช้ cork borer ตดัชิน้ส่วนของเชือ้รา Trichoderma sp. วาง
บนอาหาร ส่วนเชือ้แบคทีเรีย S. angustmyceticus NR8-2 ใช้การขีด (streak) ลงบนอาหารเลีย้ง
เชือ้ในหลอดท่ีเตรียมไว้ จากนัน้บ่มไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 4 วนั จากนัน้ส่งไปวิเคราะห์สาร
ระเหยด้วยเคร่ือง Gas chromatography mass spectrophotometer (GC/MS) ท่ีบริษัท PerkinElmer 
ประเทศไทย 

 
4. ประสิทธิภำพของน ำ้เลีย้งเชือ้ (cell-free culture filtrate) ต่อกำรเจริญของเชือ้รำสำเหตุโรค 

4.1 กำรทดสอบประสิทธิภำพของน ำ้เลีย้งเชือ้ในกำรยับยัง้กำรเจริญของ
เชือ้รำสำเหตุโรคใบจุดของผักสลัด  

น าเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์เลีย้งในอาหาร PDB หรือ GYMB ท่ีมีส่วนผสมของ 1% 
colloidal chitin โดยใช้ cork borer ขนาด 0.5 เซนติเมตร ตดัชิน้วุ้นเชือ้จลุินทรีย์ท่ีเลีย้งบนอาหาร
แข็ง จ านวน 5 ชิน้ จากนัน้ใส่ลงในอาหารท่ีเตรียมไว้ น าไปเขย่าท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 
จากนัน้ใช้กระดาษกรองเบอร์ 1 กรองเพ่ือแยกเส้นใย แล้วกรองด้วย membrane filter ขนาดรูพรุน 
0.45 ไมโครเมตร ท่ีฆ่าเชือ้แล้วอีกครัง้เพ่ือแยกสปอร์หรือเซลล์ออกจากน า้เลีย้ง น าน า้เลีย้งเชือ้ท่ี
ได้มาทดสอบประสิทธิภาพด้วยวิธี agar diffusion test โดยการเตรียมอาหาร PDA/GYMA เทลง
บนจานเลีย้งเชือ้ จากนัน้ใช้ cork borer ขนาด 0.5 เซนติเมตร เจาะวุ้น 3 จดุ โดยในแตล่ะจดุหยอด
สารดงันี ้อาหารเลีย้งเชือ้ PDB หรือ GYMB น า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ และน า้เลีย้งเชือ้ น าชิน้วุ้นท่ีมีเส้นใย
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ของเชือ้สาเหตโุรควางลงตรงกลางของจานเลีย้งเชือ้ บ่มไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 3 วนั และวดั
รัศมีของเชือ้สาเหตโุรค ค านวณเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้โดยใช้สตูรของ (Mostapha, 2004) ดงัสมการ   

Growth inhibition (GI) = [(C−T)/C] ×100 
C = รัศมีของโคโลนีเชือ้ราสาเหตโุรคท่ีเจริญจากจดุกึ่งกลางไปทางหลมุท่ีหยอด PDB/GYMB 
T = รัศมีของโคโลนีเชือ้ราสาเหตโุรคท่ีเจริญจากจดุกึ่งกลางไปทางหลมุท่ีหยอดน า้เลีย้งเชือ้ 
คัดเลือกเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ท่ีมีประสิทธิภาพจากการทดลองนีไ้ปท าการทดสอบในการ

ทดลองตอ่ไป 
4.2 กำรทดสอบประสิทธิภำพของน ำ้เลีย้งเชือ้ต่อสัณฐำนวทิยำของเส้นใย

เชือ้รำสำเหตุโรคใบจุดของผักสลัด 
ศึกษากลไกการเป็นปฏิปักษ์ตอ่เชือ้ราสาเหตโุรคในผกัสลดั โดยตดัชิน้วุ้นท่ีมีเส้น

ใยด้วย cork borer ใส่ในน า้เลีย้งเชือ้ท่ีเตรียมไว้จ านวน 1 ชิน้ บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 1 วนั 
จากนัน้ตรึงเส้นใยโดยแช่เส้นใยในสารละลาย 2.5% glutaraldehyde จากนัน้ล้างด้วย phosphate 
buffer (PB) และน า้กลัน่ 3–5 ครัง้ และล้างด้วย alcohol series ความเข้มข้น 50, 60, 70, 80, 90 
และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ล้าง 2 ครัง้ ครัง้ละ 30 นาที จากนัน้น าตวัอย่างส่งศนูย์เคร่ืองมือ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ เพ่ือท าตวัอย่างให้แห้ง และศกึษา
ลกัษณะเส้นใยท่ีของเชือ้ราสาเหตโุรคด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบสอ่งกราด (SEM) 

 
5. วเิครำะห์กิจกรรมเอนไซม์ β-1, 3-glucanase และ chitinase ในน ำ้เลีย้งเชือ้ 

วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ของเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์โดยใช้น า้เลีย้งเชือ้ท่ีเตรียมใน
การทดลองท่ี 4.1 มาวดักิจกรรมเอนไซม์ดงันี ้

5.1 กิจกรรมเอนไซม์ β-1, 3-glucanase 
ท าการทดลองโดยดดัแปลงจากวิธีของ Miller (1959) โดยน าน า้เลีย้งเชือ้ปริมาตร 

0.5 มิลลิลิตร ผสม 0.5% laminarin ละลายใน 50 mM sodium acetate buffer pH 5.0 บ่มไว้ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และเติมสารละลาย 3,5-Dinitrosalicylic acid 
(DNS) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จากนัน้หยดุปฏิกิริยาโดยการต้มในน า้เดือดนาน 15 นาที แล้วเติม
น า้กลัน่ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ทิง้ไว้ให้เย็น และน าไปวดัค่าดดูกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร โดยใช้
น า้ตาล glucose เป็นมาตรฐาน โดยค่ากิจกรรมเอนไซม์ β-1,3-glucanase หนึ่งหน่วยเทียบกับ
ปริมาณของน า้ตาลกลโูคสท่ีเพ่ิมขึน้ 1 μmol/min 
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5.2 กิจกรรมเอนไซม์ chitinase 
ท าการทดลองตามวิธีการของ Miller (1959) โดยน าน า้เลีย้งเชือ้ปริมาตร 0.5

มิลลิลิตร ผสม 1% colloidal chitin ละลายใน 50 mM potassium phosphate buffer (KPB) pH 
7.5 บ่มทิง้ไว้ 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และเติมสารละลาย DNS ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร จากนัน้หยุดปฏิกิริยาโดยการต้มในน า้เดือดนาน 15 นาที และเติมน า้กลั่นปริมาตร          
4 มิลลิลิตร ทิง้ไว้ให้เย็น และน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงท่ี 575 นาโนเมตร โดยใช้ N-acetyl-D-
glucosamine เป็นเป็นมาตรฐาน โดยค่ากิจกรรมเอนไซม์ chitinase หนึ่งหน่วยเทียบกบัปริมาณ
ของน า้ตาล N-acetyl-D-glucosamine ท่ีเพ่ิมขึน้ 1 μmol/min 
 
6. กำรตอบสนองของพืชโดยเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ 

วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ของต้นกล้าผกัสลดัพนัธุ์กรีนโอ๊ครอยัล อายุ 14 วนั โดยพ่น
เชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ ตามชดุการทดลองดงันี ้

ชดุการทดลองท่ี 1 พ่นด้วยน า้กลัน่ (ชดุการทดลองควบคมุ) 
ชุดการทดลองท่ี 2 พ่นด้วยสปอร์แขวนลอยของเชือ้ราปฏิปักษ์ T. asperellum T1    

24 และ 48 ชัว่โมง  
ชุดการทดลองท่ี 3 พ่นด้วยสปอร์แขวนลอยของเชือ้ราปฏิปักษ์ T. spirale T76-1      

24 และ 48 ชัว่โมง  
ชุดการทดลองท่ี 4 จุ่มด้วยสปอร์แขวนลอยของเชือ้ราปฏิปักษ์ T. asperellum T1       

24 และ 48 ชัว่โมง 
ชุดการทดลองท่ี 5 จุ่มด้วยสปอร์แขวนลอยของเชือ้ราปฏิปักษ์ T. spirale T76-1      

24 และ 48 ชัว่โมง 
ชุดการทดลองท่ี 6 พ่นด้วยสปอร์แขวนลอยของเชือ้ราสาเหตุโรค C. cassiicola        

24 และ 48 ชัว่โมง 
ชุดการทดลองท่ี 7 พ่นด้วยสปอร์แขวนลอยของเชือ้ราสาเหตุโรค C. aeria                

24 และ 48 ชัว่โมง 
จากนัน้น ามาวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ β-1,3 glucanase, chitinase, peroxidase 

(POD) และ polyphenol oxidase (PPO) 
6.1 กำรเตรียมสำรสกัดจำกต้นกล้ำผักสลัด  
เก็บต้นกล้าตามระยะเวลาท่ีก าหนดไว้ มาชั่งให้ได้น า้หนักทัง้ต้น 1 กรัมต่อ 1 

ตวัอย่าง น าไปบดในโกร่งซึ่งท าให้อยู่ในสภาพเย็น โดยใช้ 50 mM potassium phosphate buffer 
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(KPB) pH 7.5 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ต่อ 1 ตวัอย่าง จากนัน้น าต้นกล้าท่ีบดแล้วไปป่ันเหว่ียง ท่ี 4 
องศาเซลเซียส จ านวน 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที เก็บสว่นใส (supernatant) เพ่ือใช้ใน
การวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ในขัน้ตอนตอ่ไป  

 
6.2 กำรวเิครำะห์กิจกรรมเอนไซม์ β-1,3-glucanase 
ทดลองตามวิธีการของ Miller (1959) โดยผสมสารสกัดจากใบผกัสลดั ปริมาตร 

0.5 มิลลิลิตร และทดลองตามวิธีในการทดลองท่ี 5.1 
6.3 กำรวเิครำะห์กิจกรรมเอนไซม์ไคติเนส (chitinase) 
ทดลองตามวิธีการของ Miller (1959) โดยน าสารสกัดตวัอย่างผกัสลดัปริมาตร 

0.25 มิลลิลิตร และทดลองตามวิธีในการทดลองท่ี 5.2 
6.4 กำรวเิครำะห์กิจกรรมเอนไซม์ peroxidase (POD)  
ทดลองตามวิธีของ Nagle และ Haard (1975) โดยน าสารสกัดตวัอย่างผกัสลดั

ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ผสม 0.2 M O-Phenylenediamine (OPDA) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร       
0.01 M sodium acetate buffer pH 6.0 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเติม 0.3% H2O2 ปริมาตร 0.1
มิลลิลิตร เป็นขัน้ตอนสดุท้าย จากนัน้ผสมให้เข้ากนัและน าไปวดัค่าดดูกลืนแสงท่ีเปลี่ยนแปลงไป
ทันทีท่ีความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร โดยกิจกรรมของ POD หนึ่งหน่วยเทียบกับปริมาณ OPDA ท่ี
ลดลง 1 μmol  

6.5 กำรวเิครำะห์กิจกรรมเอนไซม์ polyphenol oxidase (PPO) 
ทดลองตามวิธีของ Mayer et al. (1966) โดยน าสารสกดัจากใบพืช ปริมาตร 0.1 

มิลลิลิตร มาท าปฏิกิริยากบัสารละลาย 0.3 M catechol ในสารละลาย 0.1 M phosphate buffer 
pH 7.0 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส วดัการเปลี่ยนแปลงของคา่การดดูกลืน
แสงท่ีความยาวคลื่น 495 นาโนเมตร โดยกิจกรรมของ PPO หนึ่งหน่วยเทียบกบัปริมาณ cathecol ท่ี
ลดลง 1 μmol  
 
7. กำรประเมินควำมสำมำรถของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในกำรลดดัชนีควำมรุนแรงของโรคใบ
จุดของต้นกล้ำผักสลัด  

น าเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ท่ีมีประสิทธิภาพสงูในการยังยัง้การเจริญของเชือ้ราก่อโรค
จากการทดลองท่ี 4 มาทดสอบการเกิดลดดชันีความรุรนแรงของโรคใบจดุในต้นผกัสลดั อาย ุ14 วนั โดย
วางแผนการทดลองแบบสุม่สมบูรณ์ (completely randomized design :CRD) 5 ชดุการทดลอง ชดุการ
ทดลองละ 10 ซ า้ (ต้นกล้าซ า้ละ 10 ต้น) ดงันี ้
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ชดุการทดลองท่ี 1 พ่นด้วยน า้กลัน่ (ชดุการทดลองควบคมุ) 
ชุดการทดลองท่ี 2 พ่นด้วยสปอร์แขวนลอยของเชือ้ราก่อโรคเพียงอย่างเดียว (1×106 

conidia/ml) 
ชุดการทดลองท่ี 3 พ่นด้วยสปอร์แขวนลอยของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ (1×106 

conidia/ml) 24 ชัว่โมง จากนัน้พ่นด้วยเชือ้ราก่อโรค (1×106 conidia/ml) 
ชุดการทดลองท่ี 4 พ่นด้วยสปอร์แขวนลอยของเชือ้ราก่อโรค (1×106 conidia/ml) 24 

ชัว่โมงจากนัน้พ่นด้วย spore suspension ของเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ (1×106 conidia/ml) 
ชุดการทดลองท่ี 5 พ่นด้วยสปอร์แขวนลอยของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์เพียงอย่างเดียว 

(1×106 conidia/ml) 
คลุมถุงพลาสติกไว้ 48 ชม. เพ่ือเก็บความชืน้ จากนัน้น าถุงพลาสติกออก และ

ประเมินการเกิดอาการโรคใบจดุในวนัท่ี 7 หรือ 14 ตามความรุนแรงของโรค โดยแปลผลจากการประเมิน 
5 ระดบั (ปริศนา วงศ์ล้อม, 2548) คือ 

ระดบั 1 = แสดงอาการของโรค 0–20% ของพืน้ท่ีใบ 
ระดบั 2 = แสดงอาการของโรค 21–40% ของพืน้ท่ีใบ 
ระดบั 3 = แสดงอาการของโรค 41–60% ของพืน้ท่ีใบ 
ระดบั 4 = แสดงอาการของโรค 61–80% ของพืน้ท่ีใบ 
ระดบั 5 = แสดงอาการของโรค 81–100% ของพืน้ท่ีใบ 
และน าค่าจากการประเมินระดบัความรุนแรงของโรค มาค านวณเปอร์เซ็นต์ดชันี

ความรุนแรงของโรค (% disease severity index, DSI) (Ilias, 2000; Abdullah et al., 2003) ดงั
สมการ 

 

% Disease severity index = Σ (scale × amount of plants) / (Max.level × Total plants) × 100 
 

ภำพท่ี 5 ระดบัการประเมนิโรคใบจดุของต้นผกัสลดัท่ีปลกูในระบบไฮโดรโปนิกส์ 
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8. กำรเตรียมสูตรส ำเร็จของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ 
8.1 กำรเตรียมหัวเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์เพื่อผลิตสูตรส ำเร็จ 
ขดูสปอร์ด้วยแผน่สไลด์จากจานอาหารเลีย้งเชือ้ โดยเติมน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ปริมาตร 

10 มิลลิลิตร ตอ่จานอาหาร และขดูเพียงเส้นใยและสปอร์โดยหลีกเลี่ยงการขดูตดิวุ้น จากนัน้กรองด้วย
ผ้าขาวบางนึ่งฆ่าเชือ้เพ่ือแยกเส้นใย และกรองด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 อีกครัง้เพ่ือเก็บ
สปอร์ จากนัน้นบัความเข้มข้นของสปอร์ให้ได้ 1×1010  conidia/ml ด้วย hemacytometer ภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์ เมื่อได้สารแขวนลอยสปอร์ของเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์แล้วจากนัน้น าไปเก็บไว้ในตู้เย็น เพ่ือรอ
น าไปผสมกบัสตูรส าเร็จในขัน้ตอนตอ่ไป 

8.2 สูตรส ำเร็จชนิดผงละลำยน ำ้ (Wettable powder formulation)  
ดดัแปลงจากวิธีของ Sabarratnam and Traquiar (2002) 
 

ตำรำงท่ี 1 สว่นผสมของสตูรส าเร็จชนิดผงละลายน า้  

สว่นผสม 
ปริมาตร  

สตูรท่ี 1 สตูรท่ี 2 
1. สปอร์ของจลุินทรีย์ปฏิปักษ์ 40–50 ml 40–50 ml 

2. ดินขาว (kaolin) 60–80 g 60–80 g 
3. เดกซ์โทส (dextrose)  10–20 g 10–20 g 
4. ทลัคมั (talcum) 80–100 g - 
7. แป้งข้าวโพด (corn starch) - 80–100 g 

 
ผสมสว่นผสมตา่ง ๆ ให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองผสม แล้วน าไปผึง่ลมในตู้ปลอดเชือ้ เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง ป่ันให้ละเอียดและกรองผา่นตะแกรงร่อนให้ได้ผงละเอียด  
8.3 สูตรส ำเร็จชนิดแกรนูล (granule formulation) 
น าสูตรส าเร็จชนิดผงละลายน า้ มาเติมด้วยน า้กลั่นนึ่งฆ่าเชือ้ปริมาตร 60 

มิลลิลิตร tween 20 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากนัน้น าไปแร่งด้วยตะแกรงขนาดรูตะแกรงประมาณ 
1.15 มิลลิเมตร (ดดัแปลงจากตะแกรงร่อนแป้ง) และน าไปตากให้แห้งในตู้ปลอดเชือ้  

 
8.4 สูตรส ำเร็จชนิดอมัิลชัน (emulsion formulation)  
ดดัแปลงจาก Wijesinghe et al. (2011) Mbarga et al. (2014) และ Ahamedemujtaba 

and Shripad (2017)  
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ตำรำงท่ี 2 สว่นผสมของสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนั 

สว่นผสม 
ปริมาตร (มิลลิลิตร) 

สตูรท่ี 1 สตูรท่ี 2 สตูรท่ี 3 สตูรท่ี 4 สตูรท่ี 5 

1. สปอร์ของจลุินทรีย์ปฏิปักษ์ 20–40 20–40 20–40 20–40 20–40 

2. น า้มนัมะพร้าว - 50–100 - - 50–100 

3. น า้มนัถัว่เหลือง - - 50–100 - 50–100 

4. น า้มนัคาโนลา่ 50–100 50–100 50–100 50 –100 - 

5. น า้มนัปาล์ม - - - 50–100 - 

6. Glycerol 50–100 - - - - 

7. Dextrose 10–20 10–20 10–20 10–20 10–20 

8. Tween 20 10–20 10–20 10–20 10–20 10–20 

 
จากนัน้แบ่งสตูรส าเร็จแต่ละสตูร เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง (28–30 องศาเซลเซียส) 

และอณุหภมูิ 10 องศาเซลเซียส  
 
9. กำรประเมินสูตรส ำเร็จของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในห้องปฏิบัติกำร 

9.1 กำรทดสอบควำมสม ่ำเสมอและกำรกระจำยตัวของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ใน
สูตรส ำเร็จ 

โดยตรวจนับปริมาณเชือ้ครัง้แรกหลงัจากผลิตเสร็จ ด้วยวิธี dilution pour plate 
โดยสุ่มสตูรส าเร็จแตล่ะสตูรจ านวน 5 จุด จุดละ 1 กรัม ส่วนสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัท าโดยสุม่ดดู
ตวัอย่างจ านวน 5 ครัง้ ครัง้ละ 1 มิลลิลิตร และเติมน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ปริมาตร 9 มิลลิลิตร และน า
สตูรส าเร็จท่ีเจือจางแล้วผสมกบัอาหาร GANA หรือ GYMA โดยท าการทดสอบ 4 ซ า้ น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24–48 ชั่วโมง ค านวณหาค่าเฉลี่ยจ านวนเชือ้จุลินทรีย์
ปฏิปักษ์ทัง้หมดในสตูรส าเร็จ 

9.2 กำรทดสอบควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) 
เตรียมสารแขวนลอยของสตูรส าเร็จแตล่ะสตูรโดยการน าแตล่ะสตูรส าเร็จมาเจือ

จางด้วยน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ให้ได้ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ วดัคา่ pH ด้วย pH meter โดยวดัจ านวน 
5 ครัง้ และหาคา่เฉล่ีย 
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9.3 กำรทดสอบกำรตกตะกอนและควำมสำมำรถในกำรละลำยน ำ้  
สตูรส าเร็จชนิดผงละลายน า้และชนิดแกรนลู ท าโดยการชั่งสตูรส าเร็จจ านวน 5 

จดุ จดุละ 1 กรัม ผสมกบัน า้ปริมาตร 99 มิลลิลิตร และคนให้เข้ากนั จากนัน้จบัเวลาการตกตะกอน
ของแตล่ะสตูรและบนัทึกเวลา สว่นสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัท าโดยสุม่ดดูตวัอย่างจ านวน 5 ครัง้ ครัง้
ละ 1 มิลลิลิตร ใส่ในน า้กลัน่ 99 มิลลิลิตร แล้วน ามาละลายโดยใช้แท่งแม่เหล็กคน ตัง้ความเร็ว
รอบ 200 รอบตอ่นาที จนกระทัง่สตูรส าเร็จละลายน า้ บนัทึกระยะเวลาในการละลายน า้แตล่ะสตูร
ส าเร็จ โดยวดั 5 ซ า้ แล้วหาคา่เฉล่ีย  

9.4 กำรทดสอบประสิทธิภำพของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในสูตรส ำเร็จใน
กำรควบคุมเชือ้รำสำเหตุโรคใบจุดของผักสลัด  

ทดสอบโดยใช้วิธี dual culture ท าโดยเจาะอาหารวุ้น PDA หรือ GYMA ให้เป็น
หลมุด้วย cork borer ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 0.5 เซนติเมตร จ านวน 1 หลมุโดยให้ห่างจากขอบ
จานเลีย้งเชือ้ 2 เซนติเมตร และน าสารแขวนลอยสตูรส าเร็จมาเจือจางด้วยน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ให้ได้
ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ หยอดลงในหลมุจ านวน 50 ไมโครลิตร (หากหลมุแห้งควรหยอดเพ่ิม
ตลอด ใน 24 ชั่วโมง) จากนัน้ใช้ cork borer ขนาดเดียวกัน ตดัชิน้วุ้นของเชือ้ราสาเหตโุรคใบจดุ
ของผักสลัด วางตรงข้ามกับสูตรส าเร็จห่างจากขอบจานเลีย้งเชือ้ 2 เซนติเมตร บ่มไว้ใน
อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 5 วนั ส่วนกรรมวิธีควบคมุ วางชิน้วุ้นของเชือ้ราสาเหตโุรคเพียงอย่างเดียว
ให้ห่างจากขอบจานเลีย้งเชือ้ 2 เซนติเมตร จากนัน้วดัขนาดรัศมีของโคโลนีเชือ้ราสาเหตโุรคโดย
เปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ และค านวณเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้โดยใช้สตูรดงัแสดงในการทดลองท่ี 2  

9.5 กำรทดสอบควำมมีชีวิตรอดและประสิทธิภำพของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์
ในสูตรส ำเร็จภำยใต้กำรเก็บรักษำท่ีอุณหภูมิห้อง และ 10 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 6 เดือน  

โดยตรวจนับปริมาณเชือ้ครัง้แรกหลงัจากผลิตเสร็จ และตรวจนับทุกเดือนเป็น
ระยะเวลานาน 6 เดือน โดยท าการชัง่สตูรส าเร็จสตูรละ 1 กรัม ส่วนสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัให้ดดู
สตูรส าเร็จปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปท า serial dilution แล้วตรวจนับโคโลนี โดยวิธี pour plate 
บนอาหาร GANA จากนัน้นบัจ านวนโคโลนีท่ีงอกบนอาหารเลีย้งเชือ้ และหาคา่เฉล่ีย 
 
10. กำรประเมินประสิทธิภำพของสูตรส ำเร็จของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในสภำพโรงเรือน 

ละลายสตูรส าเร็จชนิดท่ีมีประสิทธิภาพท่ีสดุในน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ สตูรส าเร็จละ 
10, 20 และ 30 กรัม ต่อน า้ 1 ลิตร ส าหรับสตูรอิมลัชัน ตวงสตูรส าเร็จปริมาตร 10, 20, และ 30 
มิลลิลิตร ต่อน า้ 1 ลิตรจากนัน้น าไปพ่นลงบนผกัสลดัในระบบไฮโดรโปนิกส์อายุ 21 วนั โดยวาง
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แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ภายในบลอ็ก (RCBD) 6 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 5 ซ า้ 
ดงันี ้

ชดุการทดลองท่ี 1 ปลกูพืชตามปกติ 
ชดุการทดลองท่ี 2 ปลกูเชือ้สาเหตโุรคใบจดุของผกัสลดัเพียงอย่างเดียว 
ชดุการทดลองท่ี 3 ใช้เชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ชนิดสดควบคมุเชือ้ราสาเหตโุรคใบจดุของ

ผกัสลดั 
ชดุการทดลองท่ี 4 ใช้สตูรส าเร็จชนิดท่ีมีประสิทธิภาพท่ีสดุของเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ 

ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
ชดุการทดลองท่ี 5 ใช้สตูรส าเร็จชนิดท่ีมีประสิทธิภาพท่ีสดุของเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ 

ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ 
ชดุการทดลองท่ี 6 ใช้สตูรส าเร็จชนิดท่ีมีประสิทธิภาพท่ีสดุของเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ 

ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ 
ประเมินการเกิดอาการโรคใบจดุในวนัท่ี 7 และ 14 ตามความรุนแรงของโรค โดยแปร

ผลจากการประเมิน 5 ระดบัและค านวณเปอร์เซ็นต์ดชันีความรุนแรงของโรค (%DSI) จากสตูรในข้อ 7 
 
11. กำรวเิครำะห์ค่ำทำงสถติิ 

น าค่าเฉลี่ยแต่ละการทดลองมาวิเคราะห์ค่าความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี 
Duncan’s multiple range test (DMRT) และ Student’s t-test ท่ีความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ 
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บทที่ 3 
ผลและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 

 
1. กำรเตรียมเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์และเชือ้รำสำเหตุโรคพืช  

1.1 กำรเตรียมเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์  
เชือ้รำปฏิปักษ์ Trichoderma spp.  
เตรียมเชือ้รา Trichoderma sp. ทัง้ 6 ไอโซเลท คือ T. asperellum T1, T76-14, 

T. harzianum TM2/1, T. spirale T76-1, V76-12 และ T76-12/2 บนอาหาร PDA มีความแตกตา่ง
ของโคโลนีอย่างเห็นได้ชดั (ภาพท่ี 6) และมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาสอดคล้องกบัการศกึษาของ 
อรณิชา ตนัติพลานนท์ (2561) ซึ่งเชือ้รา T. asperellum T1 และ T76-14 มีลกัษณะโคโลนีสีเขียว
และสีขาวปนเลก็น้อย เส้นใยฟขูึน้จากหน้าอาหาร ก้านชสูปอร์ (conidiophore) มีผนงักัน้ โคนิเดีย 
มีสีเขียวเข้มและรูปร่างกลมรี ขนาดของโคนิเดีย 3–3.25 × 3.30–4.20 ไมโครเมตร และไฟอะลายด์
เป็นกลุ่ม 2–4 ก้าน มีรูปร่างแบบ flask-shaped (ภาพท่ี 5 ก-ฉ) และเชือ้รา T. harianum TM2/1 
โคโลนีมีสีเขียวอ่อนจนถึงเข้ม สามารถสร้างรงควตัถุสีเหลืองบนอาหาร เส้นใยฟูจากหน้าอาหาร
เลก็น้อย ก้านชสูปอร์มีผนงักัน้ โคนิเดีย มีสีเขียวเข้ม ขนาด 2.50–3.50 × 2–2.60 ไมโครเมตร และ
ไฟอะลายด์เป็นกลุม่ 2–4 ก้าน มีรูปร่างแบบ flask-shaped (ภาพท่ี 5 ช-ฌ) และเชือ้รา T. spirale 
T76-1, T76-12/2 และ V76-12 มีลักษณะโคโลนีเป็นสีเขียวอ่อนจนถึงเข้ม เส้นใยฟูขึน้จากหน้า
อาหารเล็กน้อย ก้านชูสปอร์ มีผนังกัน้ โคนิเดีย มีสีเขียวเข้มและรูปร่างกลมรี ขนาดของโคนิเดีย 
2.50–5 × 3–5 ไมโครเมตร และไฟอะลายด์เป็นกลุม่ 2–4 ก้าน มีรูปร่างแบบ flask-shaped (ภาพท่ี 
5 ญ-ต) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Samuels และคณะ (2010) ท่ีศึกษาลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาของเชือ้รา T. asperellum มีลักษณะของโคโลนี  สีเขียวบนอาหาร PDA และไม่สร้าง 
pigment บนอาหาร และโคนิเดียมีลกัษณะกลมรี ขนาด 3–3.50×3.5–4 ไมโครเมตร และ Gams 
และ Meyer (1998) พบว่า T. harzianum สามารถสร้าง pigment สีเหลืองบนอาหาร PDA โค
นิเดียค่อนข้างกลมมีสีเขียว ขนาด 2.50–3×3.70–4.50 ไมโครเมตร และ Chaverri และคณะ 
(2003) รายงานถึงเชือ้รา T. spirale มีโคโลนีสีเขียว ไม่สร้าง pigment บนอาหาร โคนิเดียมี
ลกัษณะกลมรีสีเขียว ขนาด 2–2.70×3.70–4.20 ไมโครเมตร 
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ภำพท่ี 6 สณัฐานวิทยาของเชือ้รา Trichoderma spp. ก.–ค. ลกัษณะเชือ้รา T. asperellum T1, ง.–
ฉ. ลกัษณะของเชือ้รา T. asperellum T76-14, ช.–ฌ. ลกัษณะเชือ้รา T. harzianum TM2/1, ญ.–ฏ. 
ลักษณะของเชือ้รา T. spirale T76-1, ฐ.–ฒ. ลักษณะเชือ้รา T. spirale T76-12/2 และ ณ.–ต. 
ลกัษณะเชือ้รา T. spirale V76-12 
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เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ Streptomyces angustmyceticus NR8-2  
น าเชือ้ท่ีเก็บรักษาในอาหารเลีย้งเชือ้ GYMA slant มาศึกษาลกัษณะโคโลนีบน

อาหาร GYMA พบว่าเชือ้แบคทีเรีย S. angustmyceticus NR8-2 มีลกัษณะโคโลนีสีขาวขุ่น เมื่อเชือ้
แก่มีการสร้างสปอร์เป็นสีเทาด าและมีกลิ่นคล้ายดิน ( Wardecki et al., 2015) (ภาพท่ี 7) 

 

   
ภำพท่ี 7 โคโลนีของเชือ้แบคทีเรีย Streptomyces angustmyceticus NR8-2 บนอาหารเลีย้งเชือ้ 
glucose yeast malt extract agar  

 
1.2 กำรเตรียมเชือ้จุลินทรีย์สำเหตุโรค 
จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชือ้ราสาเหตุโรคพืชทัง้ 2 ชนิด 

พบว่าเชือ้รา C. cassiicola มีลกัษณะโคโลนีสีขาวถึงสีเทา เส้นใยฟูขึน้จากหน้าอาหาร ส่วนเชือ้   
C. aeria มีลกัษณะโคโลนีสีเทาถึงสีเทาเข้ม เส้นใยฟูขึน้จากหน้าอาหาร และเจริญได้ดีบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ (ภาพท่ี 8) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภำพท่ี 8 โคโลนีของเชือ้ราสาเหตุโรคใบจุดของผักสลัด Corynespora cassiicola (ซ้าย) และ 
Curvularia aeria (ขวา) 
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2. ฤทธ์ิต้ำนเชือ้รำของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ต่อเชือ้รำ Corymespora cassiicola และ Curvularia 
aeria โดยวธีิ Dual culture assay  

ประสิทธิภาพการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา C. cassiicola และ เชือ้รา C. aeria 
สาเหตุโรคใบจุดผักสลัด โดยใช้เชือ้ราปฏิปักษ์  Trichoderma spp. จ านวน 6 ไอโซเลท T. 
asperellum T1, T76-14, T. harzianum TM2/1, T. spirale T76-1, V76-12, T76-12/2 และเ ชื อ้
แบคทีเรีย S. angustmyceticus NR8-2 โดยวิธี dual culture assay บนอาหาร PDA พบวา่เชือ้รา 
Trichoderma spp. ทัง้ 6 ไอโซเลทมีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา C. cassiicola 
ในช่วง 70–85 เปอร์เซ็นต์ โดยT. asperellum T1, T76-14, T. spirale T76-1 และT76-12/2 มี
เปอร์เซ็นต์การยับยัง้สงูกว่าไอโซเลทอ่ืน ๆ อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ในการทดสอบกับเชือ้รา     
C. aeria พบว่าเชือ้รา Trichoderma spp. 6 ไอโซเลท มีเปอร์เซ็นต์การยับยัง้ในช่วง 85–95 
เปอร์เซ็นต์ โดย T. asperellum T1 และ T. spirale T76-1 มีเปอร์เซ็นต์การยับยัง้สงูกว่าไอโซเลท
อ่ืน ๆ อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ในขณะท่ีเชือ้ S. angustmyceticus NR8-2 สามารถยับยัง้การ
เจริญของ C. aeria ได้ 72.14 และ 65 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 9) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Bae 
และคณะ (2011) ท่ีได้แยกเชือ้รา Trichoderma spp. จากเนือ้เย่ือพืชเขตร้อน และน ามาทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา P. capsici เชือ้ราสาเหตโุรครากเน่าโคนเน่าของต้น
พริก พบว่าสามารถยับยัง้เชือ้ราสาเหตโุรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ อรณิชา ตนัติพลานน์ (2561) 
รายงานว่าเชือ้รา Trichoderma spp. ท่ีแยกได้จากเนือ้เย่ือของปาล์มน า้มนั และน ามาคดักรอง
ด้วยวิธี dual culture พบว่ามีจ านวน 6 ไอโซเลท ท่ีสามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้รา C. oryzae 
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยมีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้อยู่ในช่วง 80–90 เปอร์เซ็นต์ และทกุไอโซเลทสา
มารถเจริญได้อย่างรวดเร็วและปกคลุมเส้นใยของเชือ้ราสาเหตุโรคได้ ดังนัน้จึงคัดเลือก T. 
asperellum T1 และ T. spirale T76-1 ไปทดสอบประสิทธิภาพและกลไกการเป็นปฏิปักษ์ตอ่เชือ้
รา C. cassiicola และ C. aeria ตอ่ไป เน่ืองจากมีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้มากกวา่ไอโซเลทอ่ืน ๆ 
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3. กลไกกำรสร้ำงสำรระเหยต้ำนเชือ้รำ  

3.1 ประสิทธิภำพของสำรระเหยในกำรยับยัง้กำรเจริญของเชือ้รำสำเหตุโรค
ใบจุดของผัก 

 จากการศึกษาประสิทธิภาพสารระเหยของเชือ้ราปฏิปักษ์ในการยับยัง้การเจริญ
ของเส้นใยเชือ้รา C. cassiicola และ C. aeria โดยวิธี volatile antifungal bioassay พบว่าเชือ้รา 
T. asperellum T1 สามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ราสาเหตโุรคทัง้ 2 ชนิด โดยมีผลท าให้เส้น
ใยเชือ้ราสาเหตโุรคหยดุการเจริญและเจริญได้น้อยกว่าชดุควบคมุ มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเจริญ 
คือ 37.37 และ 41.08 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และเชือ้รา T. spirale T76-1 สามารถยบัยัง้การเจริญ

 
 

ภำพท่ี 9 เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตโุรคใบจดุของผกัสลดัโดยวิธี dual culture 
assay โดยใช้เชือ้ Streptomyces angustmyceticus NR8-2 และ Trichoderma spp. 6 ไอโซเลท 
ก. เปอร์เซ็นต์การยับยัง้เชือ้รา Corynespora cassiicola และ ข. เปอร์เซ็นต์การยับยัง้เชือ้รา 
Curvularia aeria (ตัวอักษรท่ีเหมือนกัน ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ  (P ˃ 
0.05) ด้วยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT)) 
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เส้นใยของเชือ้ราสาเหตโุรคทัง้ 2 ชนิดได้ 41.29 และ 42.35 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (ภาพท่ี 10 และ 
ตารางท่ี 3 )  

 

 

 
สอดคล้องกบัรายงานของ Raza และคณะ (2013) ในการศกึษาประสิทธิของสาร

ระเหยของเชื อ้รา  T. harzianum สายพันธุ์  SQR-T037 ในการยับยัง้การ เจริญของเชือ้รา               

 
ภำพท่ี 10 ประสิทธิภาพของสารระเหยของเชือ้รา Trichoderma asperellum T1 และ  Trichoderma 
spirale T76-1 ในการยับยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตุโรคใบจุดของผักสลัด A =Corynespora 
cassiicola และ B =Curvularia aeria บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA โดยวิธี volatile antifungal bioassay 

ตำรำงท่ี 3 ประสิทธิภาพของสารระเหยต้านเชือ้ราในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตโุรคใบ
จดุของผกัสลดัโดยวิธี volatile antifungal bioassay 

เชือ้จลุนิทรีย์ปฏิปักษ์ 
เปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้1 

C. cassiicola C. aeria 
T. asperellum T1 37.37 ± 5.06a 41.08 ± 1.70a 
T. spirale T76-1 41.29 ± 6.34a 42.35 ± 3.18a 
1คา่เฉลีย่ 5 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน  
ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกัน ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ                     
(P ˃ 0.05) ด้วยวิธี Student's t-test 
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F. oxysporum ในห้องปฏิบัติการ พบว่าสารระเหยจากเชือ้ T. harzianum สายพันธุ์ SQR-T037 
สามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ราสาเหตโุรคได้ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนีย้งัพบวา่เชือ้รา 
T. harzianum-1 ยงัสามารถสร้างสารระเหยเพ่ือยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา R. bataticola ได้อย่าง
มีประสิทธิภาพโดยมีการยับยัง้สูงถึง 74 เปอร์เซ็นต์ (Singh et al., 2012) และ Amin และคณะ 
(2010) รายงานถึงการสร้างสารระเหยของเชือ้รา Trichoderma spp. จ านวน 6 ไอโซเลท ในการ
ยับยัง้การเจริญของเชือ้รา F. oxysporum, R. solani และ Sclerotium sp. พบว่าสามารถยับยัง้
การเจริญของเชือ้สาเหตโุรคเหลา่นีไ้ด้อยู่ในช่วง 40 เปอร์เซ็นต์  

3.2 ชนิดของสำรระเหยต้ำนเชือ้รำ 
จากการจ าแนกชนิดของสารระเหยจากเชือ้รา T. asperellum T1 และ T. spirale T76-

1 ด้วยเคร่ือง GC/MS พบวา่เชือ้ราปฏิปักษ์ทัง้ 2 ชนิดสามารถสร้างสารระเหยและปลดปลอ่ยออกมาได้
หลายชนิด โดยพบวา่สารระเหยท่ีเชือ้รา T. asperellum T1 ปลดปลอ่ยออกมามีทัง้หมด 20 ชนิด และ 
พบสาร ท่ี มี คุณสมบั ติ ต้ าน เ ชื ้อ ร า  ไ ด้ แก่  Ethanol, 6-pentyl-2H-Pyran-2-one (6-PP) และ 
Hexadecanoic acid, ethyl ester (ภาพท่ี 11) และ T. spirale T76-1 ปลดปล่อยสารระเหยออกมา 18 
ชนิด แต่พบเพียง 3 ชนิดท่ีมีรายงานว่ามีคุณสมบัติในการต้านเชือ้รา ได้แก่ Ethanol, Phenylethyl 
Alcohol และ 6-PP (ภาพท่ี 12) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Medina-Romero และคณะ (2017) 
รายงานถึงการใช้สารระเหยกลุม่ alcohol เพ่ือยบัยัง้การงอกของเส้นใยเชือ้รา F. oxysporum เชือ้สาเหตุ
โรคหลงัการเกบ็เก่ียวของมะเขือเทศเชอรี พบวา่สามารถยบัยัง้ได้ 40–43 เปอร์เซ็นต์ โดยสารกลุม่นีม้ผีล
ท าให้การหายใจผิดปกติ และกระตุ้นให้เย่ือหุ้มเซลล์หนา ท าให้ของเหลวภายในเซลล์ไม่สามารถซึม
ผ่านเย่ือหุ้มเซลล์ไปอีกเซลล์หนึ่งได้ นอกจากนี ้Pezet และคณะ (1999) รายงานว่า สารระเหยกลุม่ 
pyran คือ 6-PP สามารถใช้เป็นสารปฏิชีวนะในการยับยัง้การเจริญของเส้นใยของเชือ้รา B. cineriae 
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยสารชนิดนีส้ามารถท าให้สปอร์หรือเส้นใยของเชือ้ราสาเหตโุรคผิดปก 
เน่ืองจากการสะสมสารระเหยชนิดนีภ้ายในเซลล์ และเข้าไปขดัขวางการท างานของกระบวนการเมธา
บอลิซึม เป็นผลท าให้เซลล์ท างานผิดปกติ (Ferreira et al., 1991) และนอกจากนีย้ังพบว่า 6-PP ท่ีได้
จากเชือ้รา T. atroviride ยังสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและช่วยกระตุ้นการงอกของราก 
(Garnica-Vergara et al., 2016) และ Choi และคณะ (2010) ยงัรายงานถึงการใช้สารระเหยกลุม่ alkyl 
fatty acid esters เพ่ือควบคมุโรคราแป้งของข้าวบาร์เลย์ จากเชือ้ Blumeria graminis f. sp. hordei 
ซึ่งสามารถควบคมุโรคได้มากวา่ 68 เปอร์เซ็นต์ โดย (Marinho et al., 2007) รายงานวา่สารในกลุม่
กรอดอินทรีย์สามารถแทรกซึมเข้าสูผ่นงัเซลล์ของแบคทีเรียและเชือ้ราบางชนิดได้ จึงท าให้เซลล์ถกู
ท าลายเน่ืองจากสภาวะความเป็นกรดภายในเซลล์  
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4. ประสิทธิภำพของน ำ้เลีย้งเชือ้ (cell free culture filtrate) ต่อกำรเจริญของเชือ้รำสำเหตุโรค 
4.1 ประสิทธิภำพของน ำ้เลีย้งเชือ้ต่อกำรยับยัง้กำรเจริญของเชือ้รำสำเหตุ

โรคใบจุดของผักสลัด 
ประสิทธิภาพของน า้เลีย้งเชือ้ในการยับยัง้การเจริญของเชือ้รา  C. cassiicola 

และ C. aeria โดยวิธี agar diffusion บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA พบวา่ T. asperellum T1 สามารถ
ยับยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ราสาเหตโุรคทัง้ 2 ชนิด โดยหลมุท่ีมีการหยอดน า้เลีย้งเชือ้แสดง
ลกัษณะการหยุดการเจริญของเส้นใยอย่างเห็นได้ชัด (ภาพท่ี 13) ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การยับยัง้คือ 
50.38 และ 53.97 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และเชือ้รา T. spirale T76-1 สามารถยับยัง้การเจริญ
เส้นใยของเชือ้ราสาเหตโุรคทัง้ 2 ชนิดได้ 48.47 และ 51.67 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (ตารางท่ี 4) ซึ่ง
สอดคล้องกบัรายงานของ นิพนธ์ ทวีชยั (2550) ซึ่งรายงานวา่ เชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์สามารถสร้าง
สารปฏิชีวนะ สารพิษ หรือเอนไซม์ ท่ีสามารถยบัยัง้และท าลายเชือ้สาเหตโุรคพืช โดย Asad และ
คณะ (2015) รายงานถึงการศึกษาประสิทธิภาพของน า้เลีย้งเชือ้จากเชือ้รา Trichoderma spp. 3 
สายพันธุ์ คือ T. asperellum, T. harzianum และ Trichoderma sp. สามารถยบัยัง้การเจริญของ
เส้นใยเชือ้รา R. solani ท่ีเข้าท าลายต้นถัว่ลิสงได้อย่างมีประสิทธิภาพ นอกจากนีย้งัพบวา่น า้เลีย้ง
เชือ้ของ T. harzianum Rifai และ T. pseudo-koningii Rifai สามารถยับยัง้เชือ้ราสาเหตโุรคของ
ผลไม้หลงัการเก็บเก่ียว Aspergillus niger Tiegh ได้ 24.40 และ 45.60 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

 
ภำพท่ี  13 ประสิทธิภาพของน า้เลี ย้งเชื อ้ (cell-free CF) ของ Trichoderma asperellum T1 และ 
Trichoderma spirale T76-1 ในการยับยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตุโรคใบจุดของผักสลัด A 
=Corynespora cassiicola และ B =Curvularia aeria บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA โดยวิธี agar diffusion 
assay 
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4.2 ประสิทธิภำพของน ำ้เลีย้งเชือ้ต่อสัณฐำนวิทยำของเส้นใยเชือ้รำ

สำเหตุโรคใบจุดของผักสลัด 

ผลของน า้เลีย้งเชือ้ของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด 

(SEM) ของเชือ้ราสาเหตโุรค C. cassiicola และ C. aeria พบว่าน า้เลีย้งเชือ้ของ T. asperellum 

T1 และ T. spirale T76-1 ท าให้เส้นใยของเชือ้ราสาเหตุโรคพืชทัง้ 2 ชนิดมีความผิดปกติเมื่อ

เปรียบเทียบกบัเส้นใยท่ีแช่ด้วยอาหารเหลว PDB โดยลกัษณะผิวของเส้นใยท่ีถกูแช่ด้วยน า้เลีย้ง มี

ลกัษณะ บวม พอง บิดเบีย้ว เป็นรูทะล ุเป่ือยยุ่ย และขรุขระ (ภาพท่ี 14) อาจเป็นผลมาจากการ

สร้างเอนไซม์หรือสาร secondary metabolite บางชนิด ท่ีท าให้เซลล์ของเส้นใยมีความ ผิดปกติ 

ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Balasubramanian (2003) รายงานว่าเชื อ้รา T. flavofuscum,         

T. harzianum และ T. viride สามารถใช้กลไกการสร้างสาร antibiotics ในการยบัยัง้การเจริญของ

เชือ้ราสาเหตุโรคพืช โดยสร้างเอนไซม์ท่ีมีคุณสมบัติในการย่อยลายผนังเซลล์ของเชือ้ราคือ 

cellulase, chitinase, β-1,3-glucanase และ protease เป็นผลท าให้ผนังเซลล์ของเชือ้ราสาเหตุ

โรคพืชถูกท าลาย เกิดความผิดปกติและไม่สามารถเจริญต่อได้ และนอกจากนีย้ังพบว่าเชือ้รา 

Trichoderma spp. สามารถสร้างสาร active compounds เพ่ือใช้ในกระบวนการการเป็นปฏิปักษ์

ตอ่เชือ้ราสาเหตโุรคพืช เช่น alamethicins, gliotoxin, harzianic acid, trichoviridin, viridian และ 

viridiol เพ่ือใช้ท าลายผนงัเซลล์ของเชือ้ราสาเหตโุรคได้หลายชนิด (Benitez et al.,2004; Woo and 

Lorito, 2007; Vinale et al., 2008) 

ตำรำงท่ี 4 ประสิทธิภาพของน า้เลีย้งเชือ้ (cell-free CF) ในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตุ

โรคใบจดุของผกัสลดัโดยวิธี agar diffusion assay 

เชือ้จลุนิทรีย์ปฏิปักษ์ 
เปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้1  

C. cassiicola C. aeria 

T. asperellum T1 50.38 ± 3.05a 53.97 ± 2.50a 
T. spirale T76-1 48.47 ± 6.35a 51.67 ± 7.60a 
1คา่เฉลี่ย 4 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน  
ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกัน ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ                   
(P ˃ 0.05) ด้วยวิธี Student's t-test 
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ภำพท่ี 14 เส้นใยของเชือ้ราสาเหตโุรคใบจดุของผกัสลดัท่ีเปลี่ยนแปลงเมื่อแช่ด้วยน า้เลีย้งเชือ้

ของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ Trichoderma asperellum T1 และ Trichoderma spirale T76-1 

ส่องภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด (SEM) A = Corynespora cassiicola และ 

B = Curvularia aeria 

 
5. กิจกรรมของเอนไซม์ β-1,3-glucanase และ chitinase ในน ำ้เลีย้งเชือ้  

จากการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ β-1,3-glucanase และ chitinase ในน า้เลีย้ง
เชือ้ของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ทัง้ 2 ชนิด พบว่าเชือ้รา T. asperellum T1 มีกิจกรรมเอนไซม์ β-1,3-
glucanase เท่ากับ 4.82 U/ml และ chitinase เท่ากับ 1.35 U/ml และ เชือ้รา T. spirale T76-1 มี
กิจกรรมเอนไซม์ β-1,3-glucanase เท่ากบั 10.13 U/ml และ chitinase เท่ากบั 0.93 U/ml โดย T. 
asperellum T1 มีกิจกรรมเอนไซม์ β-1,3-glucanase สงูกว่า T. spirale T76-1 อย่างมีนัยส าคญั
ทางสถิติ ในขณะท่ี T. spirale T76-1 มีกิจกรรมเอนไซม์ chitinase สูงกว่า T. asperellum T1 
อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (ภาพท่ี 15) แสดงให้เห็นว่าเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ทัง้ 2 ชนิด สามารถ
สร้างเอนไซม์ท่ีมีคณุสมบัติในการย่อยสลายองค์ประกอบของผนังเซลล์ของเ ชือ้ราเพ่ือใช้ในการ
ย่อยสลายผนงัเซลล์ของเชือ้ราสาเหตโุรคพืช ซึ่งสอดคล้องกบัรายงานของ Gajera และ Vakharia 
(2012) ท่ีคดัเลือกเชือ้รา Trichoderma spp. ท่ีมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ท่ีมีคณุสมบตัิ
ในการย่อยสลายผนังเซลล์ของเชือ้รา คือ β-1,3-glucanase และ chitinase เพ่ือน ามาใช้ในการ
ควบคมุเชือ้รา A. niger สาเหตโุรค collar rot ในถัว่ลิสง พบวา่ T. viride สามารถสร้างเอนไซม์ทัง้



46 

 
 

สองชนิดได้ และนอกจากนีเ้มื่อเลีย้งเชือ้รา T. harzianum ร่วมกบั เชือ้ราสาเหตโุรค F. oxysporurn 
f. sp. vasinfectum และ F. oxysporum f. sp. melonis, R. solani และ P. aphanidermatum ใน
อาหารเหลวท่ีมีสว่นผสมของ substrate คือ laminarin และ colloidal chitin พบวา่ เชือ้ราปฏิปักษ์ 
T. harzianum สร้างเอนไซม์ β-1,3-glucanase และ chitinase ในปริมาณมาก โดยมีกิจกรรม
เอนไซม์ทัง้ 2 ชนิด อยู่ในช่วง 70–90 U/ml (Sivan and Chet 1989) โดยเอนไซม์ดงักล่าวสง่ผลให้
เซลล์ชองเชือ้ราก่อโรคถกูย่อยสลายเน่ืองจากผนงัเซลล์ของเชือ้ราประกอบด้วย glucan และ chitin
เป็นผลให้ของเหลวภายในเซลล์ไหลออกสูภ่ายนอก (Prapagdee et al., 2008) 

 

  
ภำพท่ี 15 กิจกรรมเอนไซม์ β-1, 3-glucanase (ก) และ chitinase (ข) ในน า้เลีย้งเชือ้ของ Trichoderma 
asperellum T1 และ Trichoderma spirale T76-1 (ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนั ไมม่ีความแตกตา่งกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P ˃ 0.05) ด้วยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT)) 

 
6. กำรกระตุ้นกลไกกำรป้องกันตนเองของพืชโดยเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ 

จากการศึกษาประสิทธิภาพของเชื อ้รา T. asperellum T1, T. spirale T76-1, C. 
cassiicola และ C. aeria ในการกระตุ้นกิจกรรมเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกับกลไกการป้องกันตนเองของพืช
ได้แก่ β-1,3-glucanase, chitinase, peroxidase (POD) และ polyphenol oxidase (PPO) ระหว่าง 24 
ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง พบว่าหลงัจากปลกูเชือ้ ในแต่ละชุดการทดลองมีกิจกรรมเอนไซม์ท่ีเพ่ิมขึน้เมื่อ

ก 

ข 
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เทียบกับชดุการทดลองควบคมุ โดยชุดการทดลองท่ีจุ่มรากด้วย T. asperellum T1 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
สามารถกระตุ้นให้กิจกรรมของเอนไซม์ β-1,3-glucanase, chitinase และ PPO ให้เพ่ิมขึน้สงูสดุถึง 3.46, 
0.07 และ 38.93 U/ml ตามล าดับ ส่วนในการทดลองท่ีพ่นด้วย T. spirale T76-1 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
พบวา่สามารถกระตุ้นกิจกรรมเอนไซม์ POD ได้สงูสดุถึง 612.89 U/ml (ภาพท่ี 16) จากการทดลองแสดง
ให้เห็นว่าเชือ้รา Trichoderma ทัง้ 2 สายพันธุ์สามารถกระตุ้นกลไกการป้องการตนเองโดยการสร้าง
เอนไซม์ท่ีมีคณุสมบตัิเป็นพิษต่อเชือ้ราสาเหตโุรคพืช โดยการ oxidizes สารอินทรีย์ท่ีมีความเป็นพิษต่อ
เซลล์ของเชือ้ราสาเหตโุรค และสามารถต้านทานระงับการแพร่กระจายของเชือ้สาเหตโุรคพืชได้ (Li and 
Steffens, 2002) Nurbailis และคณะ (2016) ได้ศึกษาการกระตุ้นความต้านทานของหน่อกล้วยเพ่ือลด
การเข้าท าลายของเชือ้ F. oxyporum f. sp. cubense สาเหตขุองโรคเห่ียว โดยใช้เชือ้รา T. viride –T1sk, 
T. koningii-S6sh, T. koningii-s6sh และ T. harzianum-P4sh โดยเชือ้ราปฏิปักษ์ทัง้ 4 สายพนัธุ์สามารถ
กระตุ้นให้หน่อกล้วยสร้างเอนไซม์ chitinase และสามารถลดอตัราการเกิดโรคในหน่อกล้วยได้เป็นอย่าง
ดี นอกจากนี ้Duc และคณะ (2017) รานงานถึงการใช้เชือ้จุลินทรีย์ท่ีแยกได้จากรอบรากพืช คือ 
Trichoderma sp. ร่วมกบั arbuscular mycorrhizal และ Pseudomonas fluorescens มาใช้ประโยชน์ใน
การกระตุ้นความต้านทานให้กับพริกไทยจ านวน 3 สายพันธุ์ พบว่าการใช้เชือ้จุลินทรีย์ข้างต้นร่วมกนั
สามารถกระตุ้นกิจกกรมเอนไซม์ PPO, POD, superoxide dismutase (SOD) และ catalase (CAT) ได้
เป็นอย่างดี เป็นผลให้พริกทัง้ 3 สายพนัธุ์มีปริมาณผลผลิตเพ่ิมขึน้จากเดิม   
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ภำพท่ี 16 กิจกรรมเอนไซม์ในต้นกล้าผกัสลดั หลงัจากการกระตุ้นด้วยเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ 24 และ 
48 ชัว่โมง ก. β-1,3-glucanase, ข. Chitinase, ค. POD และ ง. PPO โดยชดุการทดลองท่ี 1=พ่นน า้กลัน่
, 2=พ่น T. asperellum T1, 3=จุ่มรากด้วย T. asperellum T1, 4=พ่น T. spirale T76-1, 5: จุ่มรากด้วย 
T. spirale T76-1, 6=พ่น C. cassiicola และ 6=พ่น C. aeria (ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนั ไมม่ีความแตกตา่ง
กนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ˃ 0.05) ด้วยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT)) 



49 

 
 

7. ควำมสำมำรถของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในกำรลดกำรเกิดโรคใบจุดของผักสลัด  
7.1 ควำมสำมำรถของเชือ้ปฏิปักษ์ในกำรลดกำรเกิดโรคใบจุดของผักสลัด 

โดยวธีิ foliar spray  
เมื่อน าเชือ้รา T. asperellum T1 มาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคมุโรคใบจดุ

ในผกัสลดั โดยวิธี foliar spray ในระยะต้นกล้าของผกัสลดัอาย ุ14 วนัพบวา่เชือ้รา T. asperellum 
T1 สามารถลดความรุนแรงของโรคท่ีเกิดจากเชือ้ C. cassiicola และ C. aeria ซึ่งแสดงอาการของ
โรคเพียง 64 และ 62 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั โดยชุดควบคมุแสดงอาการของโรคถึง 94.47 และ 
95.33 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั(ภาพท่ี 17) ซึ่งผกัสลดัแสดงอาการของโรครุนแรงท่ีสดุในชดุควบคมุ 
แตเ่มื่อพ่นเชือ้ราปฏิปักษ์ก่อน 24 ชม. และตามด้วยเชือ้ราสาเหตโุรค สามารถลดความรุนแรงของ
การเกิดโรคได้อย่างมีนยัส าคญั เมื่อเปรียบเทียบกับการพ่นเชือ้ราสาเหตโุรคเพียงอย่างเดียวและ
การพ่นเชือ้ราสาเหตโุรคก่อนเชือ้ราปฏิปักษ์  

 
ภำพท่ี 17 ดชันีความรุนแรงของการเกิดโรค (DSI) จากเชือ้ราสาเหตโุรค Corynespora cassiicola (ก) 
และ Curvularia aeria (ข), ควบคมุด้วยเชือ้รา Trichoderma asperellum T1 โดยท่ี 1=พ่นด้วยน า้กลัน่, 
2=ปลกูเชือ้ด้วย C. cassiicola (ก) และ C. aeria (ข), 3=พ่นด้วยเชือ้รา T. asperellum T1 24 ชม. ตาม
ด้วย C. cassiicola (ก) และ C. aeria (ข), 4=ปลกูเชือ้ด้วย C. cassiicola (ก) และ C. aeria (ข) 24 ชม. 
และพ่นด้วย T. asperellum T1, และ 5=พ่นด้วย T. asperellum T1 เพียงอย่างเดียว (ตัวอักษรท่ี
เหมือนกนั ไมม่ีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ˃ 0.05) ด้วยวิธี Duncan’s multiple 
range test (DMRT)) 
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และเมื่อน าเชือ้รา T. spirale T76-1 มาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคมุโรคใบ
จุดในผกัสลดั โดยวิธี foliar spray ในระยะต้นกล้าของผกัสลดัอายุ 14 พบว่าสามารถลดความ
รุนแรงของโรคท่ีเกิดจากเชือ้ C. cassiicola และ C. aeria ซึ่งแสดงอาการของโรคเพียง 62 และ 58 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั โดยชุดควบคมุแสดงอาการของโรคถึง 94 และ 96 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
(ภาพท่ี 18) ซึ่งผกัสลดัแสดงอาการของโรครุนแรงท่ีสดุแตก่ารพ่นเชือ้ราปฏิปักษ์ก่อน 24 ชม. และ
ตามด้วยเชือ้ราสาเหตุโรคสามารถลดความรุนแรงของการเกิดโรคได้อย่างมีนัยส าคัญเมื่อ
เปรียบเทียบกบัการพ่นเชือ้ราสาเหตโุรคเพียงอย่างเดียวและการพ่นเชือ้ราสาเหตโุรคก่อนเชือ้รา
ปฏิปักษ์ 

 
 

 
ภำพท่ี 18 ดชันีความรุนแรงของการเกิดโรค (DSI) จากเชือ้ราสาเหตโุรค Corynespora cassiicola (ก) 
และ Curvularia aeria (ข), ควบคมุด้วยเชือ้รา Trichoderma spirale T76-1 โดยท่ี 1=พ่นด้วยน า้กลัน่,      
2=ปลกูเชือ้ด้วย C. cassiicola  (ก) และC. aeria (ข), 3=พ่นด้วยเชือ้รา T. spirale T76-1 ก่อน 24 ชม.  
ตามด้วย C. cassiicola (ก) และ C. aeria (ข), 4=ปลกูเชือ้ด้วย C. cassiicola (ก) และ C. aeria (ข) ก่อน 
24 ชม. และพ่นด้วย T. spirale T76-1, และ 5=พ่นด้วย T. spirale T76-1 เพียงอย่างเดียว (ตวัอกัษรท่ี
เหมือนกนั ไมม่ีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ˃ 0.05) ด้วยวิธี Duncan’s multiple 
range test (DMRT)) 



51 

 
 

ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Jegathambigai และคณะ (2009) ท่ีน าเชือ้รา 
Trichoderma spp. จ านวน 5 ไอโซเลท คือ  T. harzianum 1, T. harzianum 2, T. viride 1,T. 
viride 2 และ  T. viride 3 เ พ่ื อควบคุม โรคใบจุดของต้นหมากเหลือง  (Chrysalidocarpus 
lutescens) ซึ่งเกิดจากเชือ้สาเหต ุHelminthosporium sp. ในประเทศศรีลงักา พบว่าสามารถลด
การเกิดโรคได้อย่างมีนัยส าคญั นอกจากนี ้Perelló และคณะ (2008) ได้น าเชือ้รา Trichoderma 
spp. จ านวน 5 ไอโซเลท มาใช้ในการควบคมุเชือ้รา Septoria tritici สาเหตโุรค blotch ของข้าว
สาลีในประเทศอาร์เจนตินา พบวา่ T. harzianum T2 และ T. koningii T4 มีประสิทธิภาพสงูในการ
ควบคมุโรค โดยสามารถลดความรุนแรงของโรคได้ถึง 70 เปอร์เซ็นต์ การท่ีเชือ้รา Trichoderma 
spp. มีประสิทธิภาพในการยับยัง้และควบคมุโรคท่ีมีความหลากหลาย เน่ืองจากเชือ้ราปฏิปักษ์
ชนิดนีส้ามารถใช้กลไกการควบคุมโรคร่วมกันหลาย ๆ กลไก โดยเฉพาะการแก่งแย่งพืน้ท่ีและ
อาหารกบัเชือ้ราสาเหตโุรค การสร้างเอนไซม์ท่ีมีคณุสมบตัิในการย่อยสลาย และการเป็นปรสิต ซึ่ง
กลไกเหลา่นีส้ามารถบ่งบอกถึงประสิทธิภาพของเชือ้ราปฏิปักษ์ชนิดนีไ้ด้เป็นอย่างดี (Haram et al. 
1996; Zimand et al. 1996) 
 
8. สูตรส ำเร็จของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ 

8.1 สูตรส ำเร็จชนิดผงละลำยน ำ้ (wettable powder formulation)  
สตูรส าเร็จชนิดผงละลายน า้ สตูรท่ี 1 มีสว่นผสมหลกัคือ ทลัคมัและดินขาว ท าให้

สีของสตูรส าเร็จมีสีเทาออ่น และเนือ้สมัผสัมีความละเอียดคล้ายแป้ง สตูรท่ี 2 มีสว่นผสมหลกัคือ
แป้งข้าวโพดและดินขาว ท าให้สีของสตูรส าเร็จมีสีขาวเหลืองแต่มีความละเอียดน้อยกว่าสตูร
ส าเร็จท่ี 1 และเมื่อผสมโคนิเดียของเชือ้รา Trichoderma ทัง้ 2 สายพันธุ์  ในสูตรส าเร็จท าให้สี
เปลี่ยนเป็นสีเข้มเลก็น้อย (ภาพท่ี 19)

 
ภำพท่ี 19 สตูรส าเร็จชนิดผงละลายน า้ (wettable powder formulation) สตูรท่ี 1 (ซ้าย) สตูรท่ี 2 (ขวา) 
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8.2 สูตรส ำเร็จชนิดแกรนูล (granule formulation) 
สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 1 มีสว่นผสมหลกัคือ ทลัคมัและดินขาว ท าให้สีของ

สตูรส าเร็จมีสีเทาออ่น แกรนลูอดัตวักนัแน่นและคงตวัเป็นเม็ดได้นาน สตูรท่ี 2 มีสว่นผสมหลกัคือ
แป้งข้าวโพดและดินขาว ท าให้สีของสตูรส าเร็จมีสีขาวเหลือง แกรนลูอดักนัเป็นเมด็ไมแ่น่นและคง
ตวัเป็นเมด็ได้ไมน่าน (ภาพท่ี 20)  

 
ภำพท่ี 20 สตูรส าเร็จชนิดแกรนลู (granule formulation) สตูรท่ี 1 (ซ้าย) สตูท่ี 2 (ขวา)   

 
8.3 สูตรส ำเร็จชนิดแกรนูลในแคปซูล (encapsulated granule formulation) 
สตูรส าเร็จชนิดแกรนูลในแคปซูลสตูรท่ี 1 มีส่วนผสมหลกัคือ ทัลคมัและดินขาว 

ท าให้สีของสตูรส าเร็จมีสีเทาอ่อน แกรนูลอดัตวักนัแน่นและแข็ง สตูรท่ี 2 มีส่วนผสมหลกัคือแป้ง
ข้าวโพดและดินขาว ท าให้สีของสตูรส าเร็จมีสีขาวเหลือง แกรนูลอดักันเป็นเม็ดไมแ่น่นและคงตวั
เป็นเมด็ได้ไมน่าน เมื่อน าแกรนลูทัง้ 2 สตูรมาอดัลงในเจลาตินแคปซลูท่ีท าให้แกรนลูหกัและแตก (ภาพ
ท่ี 21) 

 
ภำพท่ี 21 สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูในแคปซูล (encapsulate granule) สตูรท่ี 1 (ซ้าย) สตูรท่ี 2 (ขวา) 
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8.4 สูตรส ำเร็จชนิดอมัิลชัน (emulsion formulation) 
เมื่อผสมสปอร์แขวนลอยของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์และสว่นผสมต่าง ๆ  ครบแล้ว

น าไปผสมด้วยเคร่ือง homogenizer เพ่ือให้น า้มนัและสว่นผสมอ่ืน ๆ  เข้ากันและเป็นเนือ้เดียวกนั 
พบว่าในแตล่ะสตูรมีสีท่ีแตกตา่งกนัเน่ืองจากประเภทของน า้มนัท่ีเป็นสว่นผสมหลกั (ภาพท่ี 22 ) 
และเมื่อน าไปเก็บรักษาในอณุหภมูิห้อง และ 10 องศาเซลเซียส มีลกัษณะของเนือ้สตูรส าเร็จท่ี
แตกต่างกัน โดยการเก็บรักษาในอุณหภูมิห้อง เนือ้สูตรส าเร็จยังคงเหลว แต่การเก็บรักษาใน
อณุหภมูิ 10 องศาเซลเซียส สง่ผลให้สตูรส าเร็จเปลี่ยนเป็นเนือ้ครีม และนอกจากนีย้งัมีการแยกชัน้
กนัระหวา่งน า้กบัน า้มนั แตเ่มื่อน ามาเขย่าก็สามารถกลบัมาผสมกนัได้ดี  

 

 
 
ภำพท่ี 22 สตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนั (emulsion formulation) สตูรท่ี 1 (กลีเซอรอลผสมน า้มนัคาโนลา) 
(ก) สตูรท่ี 2 (น า้มนัคาโนลาผสมน า้มนัมะพร้าว) (ข) สตูรท่ี 3 (น า้มนัคาโนลาผสมน า้มนัถัว่เหลือง) (ค) 
สตูรท่ี 4 (น า้มนัคาโนลาผสมน า้มนัปาล์ม) (ง) และสตูรท่ี 5 (น า้มนัมะพร้าวผสมน า้มนัถัว่เหลือง) (จ) 

 
 
 
 
 



54 

  

9. กำรประเมินสูตรส ำเร็จของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในห้องปฏิบัติกำร 
9.1 ควำมสม ่ำเสมอและกำรกระจำยตัวของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในสูตร

ส ำเร็จ 
หลงัจากการตรวจนับจ านวนเชือ้บนอาหาร GANA โดยนับจ านวนโคโลนีท่ีงอก

บนหน้าอาหาร พบว่าสตูรส าเร็จแต่ละสตูรมีปริมาณเฉลี่ยของเชือ้ท่ีแตกตา่งกัน (ภาพท่ี 23) โดย
สตูรส าเร็จชนิดผงละลายน า้สตูรท่ี 1 และสตูรท่ี 2 มีจ านวนโคโลนีท่ีงอก 2.95×106 และ 2.52×106 
CFU/ml ตามล าดบั สตูรส าเร็จชนิดแกรนูลสตูรท่ี 1 และสตูรท่ี 2 มีจ านวนโคโลนีท่ีงอก 3.17 และ 
2.96 ×106 CFU/ml ตามล าดบั และสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนั สตูรท่ี 1, 2, 3, 4 และ 5 มีจ านวนโคโลนี
ท่ีงอก 2.93, 3.03, 2.97, 2.94 และ 3.34×106 CFU/ml ตามล าดบั (ตารางท่ี 5) โดยในสตูรส าเร็จ
ชนิดอิมัลชันสูตรท่ี 5 มีปริมาณเชือ้ท่ีกระจายตัวสูงสุดเมื่อเทียบกับสูตรส าเร็จอ่ืน ๆ อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ 

 

 
ภำพท่ี 23 จ านวนโคโลนีท่ีกระจายตวัในสตูรส าเร็จหลงัผลิต 24 ชั่วโมง (ตัวอักษรที่เหมือนกัน ไม่มี

ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (P ˃ 0.05) ด้วยวิธี Duncan’s multiple range test 
(DMRT)) 

 
9.2 ควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) 
จากการวดัค่า pH ของสตูรส าเร็จแต่ละสตูร พบว่าสตูรส าเร็จชนิดผงละลายน า้ 

แกรนูล แกรนูลในแคปซูล และอิมัลชันท่ีมีความเข้มข้น 1% มีค่า pH เฉลี่ยอยู่ในช่วง 5.5–7     
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(ภาพท่ี 24) ซึ่งเป็นค่าท่ีอยู่ในช่วงความเป็นกรดอ่อนถึงเป็นกลาง ทัง้นีส้ตูรส าเร็จแต่ละสตูรมีค่า
ความเป็นกรด-ดา่ง ท่ีแตกตา่งกนั ซึ่งเป็นผลจากสว่นผสมท่ีความแตกตา่งกนั  

 
9.3 ควำมสำมำรถในกำรละลำยน ำ้และกำรตกตะกอน 

การทดสอบความสามารถการละลายน า้ของสูตรส าเร็จชนิดอิมลัชันจ านวน 5 
สตูร จากการบนัทึกระยะเวลา พบวา่สามารถละลายน า้ได้ในช่วง 0.18–0.20 วินาที และบนัทึกการ
ตกตะกอนของสูตรส าเร็จชนิดผงละลายน า้ สามารถตกตะกอนในช่วง 12–14 วินาที แกรนูล       
11–12 วินาที และแกรนลูในแคปซูล 17–18 วินาที ตามล าดบั (ภาพท่ี 25) 

 

 
ภำพท่ี 25 ความสามารถในการละลายน า้ (ก) และความสามารถในการตกตะกอนของสตูรส าเร็จ (ข)  

 
 
 

 
ภำพท่ี 24 คา่ความเป็นกรด - ดา่ง (pH) ของสตูรส าเร็จ 
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9.4 ควำมมีชีวติรอดของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในสูตรส ำเร็จภำยใต้กำรเก็บรักษำ
ท่ีอุณหภูมิห้อง และ 10 °C เป็นเวลำ 6 เดือน  

เมื่อเก็บรักษาสูตรส าเร็จในขวดพลาสติกสีขาวขุ่น ปิดฝาสนิท และเก็บรักษาใน
อณุหภมูิอณุหภมูิห้อง และ 10 องศาเซลเซียส พบวา่เมื่อเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 1 เดือน สตูรส าเร็จมี
การแยกชัน้ระหวา่งน า้กบัน า้มนัอย่างเห็นได้ชดัเจน แตย่งัไมม่ีการเปลี่ยนแปลงของสี และโคนิเดียของ
จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ตกตะกอน การเก็บรักษาในอณุหภมูิห้องพบว่าจ านวนของเชือ้ท่ีมีชีวิตรอดในสตูร
ส าเร็จแต่ละชนิดลดลงในทุก ๆ  เดือน อย่างต่อเน่ือง โดยในเดือนท่ี 6 มีจ านวนเชือ้ท่ีมีชีวิตรอดในทกุ
สูตรส าเร็จ อยู่ในช่วง 0.20–0.80×106 CFU/ml ซึ่งแตกต่างจากการเก็บรักษาในอุณหภูมิ 10 องศา
เซลเซียส ท่ีลดลงอย่างช้า ๆ  โดยในเดือนท่ี 6 มีจ านวนเชือ้ท่ีมีชีวิตรอดในทุกสตูรส าเร็จอยู่ในช่วง          
1–1.60×106 CFU/ml โดยสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนั 5 ของ T. asperellum T1 ท่ีเก็บรักษาในอณุหภมูิ 10 
องศาเซลเซียส มีจ านวนเชือ้ท่ีมีชีวิตมากท่ีสุด คือ 1.55×106 CFU/ml และมีความแตกต่างอย่างมี
นยัส าคญัเมื่อเทียบกบัสตูรส าเร็จชนิดอ่ืน ๆ (ภาพท่ี 26–29) 

 
ภำพท่ี 26 จ านวนโคโลนีในสูตรส าเร็จชนิดผงละลายน า้ เก็บรักษาในอุณหภูมิห้องและ 10 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน (ก) ผงละลายน า้ 1 ของเชือ้รา Trichoderma asperellum T1 (ข) ผงละลายน า้ 
2 ของเชือ้รา  Trichoderma asperellum T1 (ค) ผงละลายน า้ 1 ของเชือ้รา  Trichoderma spirale T76-1 
และ (ง) ผงละลายน า้ 2 ของเชือ้รา Trichoderma spirale T76-1, ns= ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ, * = 
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ** = แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัย่ิงทางสถิติท่ี P ≤ 0.05 ด้วย
วิธี Student’s t-test 
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ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Pornsuriya และ Sunpapao (2014) ท่ีผลิตสูตร
ส าเร็จของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ต่างกันคือ ผงละลายน า้ แกรนูล แกรนูลในแคปซูล และอิมลัชัน 
เก็บรักษาในอณุหภมูิห้อง และ 4 องศาเป็นเวลา 6 เดือนพบว่าสตูรส าเร็จอิมลัชันในอณุหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส มีจ านวนเชือ้จลุินทรีย์ท่ีรอดชีวิตของสงูสดุ 

 

ภำพท่ี 27 จ านวนโคโลนีในสตูรส าเร็จชนิดแกรนูล เก็บรักษาในอณุหภมูิห้องและ 10 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 6 เดือน (ก) แกรนูล 1 ของเชือ้รา Trichoderma asperellum T1 (ข) แกรนูล 2 ของเชือ้รา 
Trichoderma asperellum T1 (ค) แกรนลู 1 ของเชือ้รา Trichoderma spirale T76-1 และ (ง) แกรนลู 2 
ของเชือ้รา Trichoderma spirale T76-1, ns= ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ, * = แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ  ** = แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญย่ิงทางสถิติ ท่ี  P ≤ 0.05 ด้ วย วิ ธี               
Student’s t-test 
 

และนอกจากนี ้Rai และ Tewari (2016) ท่ีรายงานถึงการเปรียบเทียบความมชีีวิต
รอดของเชือ้รา T. harzianum Th14 ในสตูรส าเร็จชนิดตา่งกนั คือ ผงละลายน า้ อิมลัชนั ผงละลาย
น า้ผสมน า้มนั และทลัคมั ท่ีเก็บรักษาในอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน พบวา่ในสตูร
ส าเร็จอิมลัชนัท่ีมีสว่นผสมของน า้มนัถั่วเหลืองและน า้มนัพาราฟินมีจ านวนเชือ้ท่ีมีชีวิตรอดสงูสดุ
มากกวา่ 3×108 CFU/ml ทัง้นีก้ารมีชีวิตรอดของเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ในสตูรส าเร็จแตล่ะสตูร อาจ
ขึน้อยู่กับองค์ประกอบของสตูรส าเร็จ และเป็นผลจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของเชือ้ลดลง
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สภาพอณุหภมูิและความชืน้ลดต ่าลง การใช้อากาศในกระบวนการนีจ้ึงลดลงท าให้เชือ้สามารถมี
ชีวิตรอดอยู่ในแตล่ะสตูรส าเร็จตา่งกนั (อรณิชา ตนัติพลานนท์, 2561)  

 
ภำพท่ี 28 จ านวนโคโลนีของเช้ือรา Trichoderma asperellum T1 ในสูตรส าเร็จชนิดอิมัลชัน 

เก็บรักษาในอุณหภูมิห้องและ 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน (ก) สตูรท่ี 1 (ข) สตูรท่ี 2 (ค) 
สูตรท่ี 3 (ง) สูตรท่ี 4 (จ) สูตรท่ี 5, ns= ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ, * = แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางส ถิติ , ** = แตกต่างกันอย่ างมีนัยส าคัญ ย่ิ งทาง ท่ี  P ≤ 0.05 ด้ วย วิ ธี               
Student’s t-test 
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ภำพท่ี 29 จ านวนโคโลนีของเช้ือรา Trichoderma spirale T76-1 ในสูตรส าเร็จชนิดอิมัลชัน เก็บ

รักษาในอุณหภูมิห้องและ 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน(ก) สตูรท่ี 1 (ข) สตูรท่ี 2 (ค) สตูรท่ี 
3 (ง) สตูรท่ี 4 (จ) สตูรท่ี 5, ns= ไมม่ีความแตกตา่งทางสถิติ, * = แตกตา่งกนัอย่างมนียัส าคญัทาง
สถิติ, ** = แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัย่ิงทางสถิติท่ี P ≤ 0.05 ด้วยวิธี Student’s t-test 

 
9.5 ประสิทธิภำพของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในสูตรส ำเร็จ ในกำรยับยัง้เชือ้

รำสำเหตุโรคใบจุดของผักสลัด  
 จากการน าสารแขวนลอยสูตรส า เ ร็จของเชือ้รา T. asperellum T1 และ             

T. spirale T76-1 เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ มาทดสอบการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ราสาเหตโุรค
ด้วยวิธี dual culture ซึ่งการทดสอบการยบัยัง้เชือ้รา C. cassiicola ทกุ ๆ เดือน เป็นเวลา 6 เดือน 
พบว่าในเดือนท่ี 1 ทุกสตูรส าเร็จมีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้อยู่ในช่วง 80–90 เปอร์เซ็นต์ และในเดือน
ตอ่มามีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ลดลงอย่างตอ่เน่ือง โดยสตูรส าเร็จท่ีมีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้มากท่ีสดุใน
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เดือนสดุท้าย คือ สตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัสตูรท่ี 5 ของเชือ้รา T. asperellum T1 โดยมีเปอร์เซ็นต์
การยบัยัง้เท่ากบั 65.72 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 30) 

สว่นการทดสอบการยบัยัง้เชือ้ C. aeria ทกุ ๆ  เดือน เป็นเวลา 6 เดือน พบวา่ในเดือนท่ี 1 
ทุกสตูรส าเร็จมีเปอร์เซ็นต์การยับยัง้อยู่ในช่วง 70–85 เปอร์เซ็นต์ และในเดือนต่อมามีเปอร์เซ็นต์การ
ยบัยัง้ลดลงอย่างตอ่เน่ือง โดยสตูรส าเร็จท่ีมีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้มากท่ีสดุในเดือนสดุท้าย คือ สตูรส าเร็จ
ชนิดอิมลัชันสตูรท่ี 5 ของเชือ้รา T. asperellum T1 สามารถยับยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ราสาเหตโุรค
เท่ากับ 63.13 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 31) ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองของ Batta (2004) ในการน าสตูร
ส าเร็จชนิดอิมลัชนัของเชือ้รา T. harzianum Rifai มาทดสอบการควบคมุโรคหลงัการเก็บเก่ียว blue mold 
ของผลแอปเปิ้ล พบว่าสามารถลดขนาดของแผลบนผลได้อย่างมีประสิทธิภาพ นอกจากนี ้Mbarga และ
คณะ (2014) ท่ีรายงานถึงการใช้สูตรส าเร็จชนิดอิมัลชันของเชือ้รา T. asperellum ควบคุมเชือ้รา                
P. megakarya สาเหตุโรคฝักด าของต้นโกโก้ในห้องทดลอง พบว่าสามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้รา
สาเหตโุรคท าให้หยดุชะงกัการเจริญ  

 

ภำพท่ี 30 เปอร์เซ็นต์ยบัยัง้ของสตูรส าเร็จเชือ้รา Trichoderma asperellum T1 (ก) และ Trichoderma 
spirale T76-1 (ข) ในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา Corynespora cassiicola เป็นเวลา 6 เดือน ด้วยวิธี 
dual culture, ns= ไมม่ีความแตกตา่งทางสถิติ, * = แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ, ** = แตกตา่ง
กนัอย่างมีนยัส าคญัย่ิงทางสถิติท่ี P ≤ 0.05 ด้วยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) 
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จากการทดสอบคณุสมบตัิและประสิทธิภาพของสตูรส าเร็จแตล่ะสตูร พบวา่สตูร

ส าเร็จชนิดอิมัลชัน 5 ของเชือ้รา T. asperellum T1 มีประสิทธิภาพมากท่ีสุดเมื่อเทียบกับสตูร
ส าเร็จชนิดอ่ืน ๆ อย่างมีนัยส าคัญ จึงได้คัดเลือกสูตรส าเร็จนีเ้พ่ือน าไปใช้ในการทดสอบการ
ควบคมุโรคใบจดุของผกัสลดัในสภาพโรงเรือนไฮโดรโปนิกส์ตอ่ไป 
 
10. กำรประเมินประสิทธิภำพของสูตรส ำเร็จของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในสภำพโรงเรือน 

จากการประเมินประสิทธิภาพของสตูรส าเร็จท่ีได้จากการทดลองกอ่นหน้า (ข้อท่ี 9.5) 
ในการควบคมุโรคใบจดุของต้นผกัสลดัอาย ุ21 วนั ในสภาพโรงเรือนไฮโดรโปนิกส์ ด้วยวิธี foliar spray 
โดยใช้สตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัท่ีความเข้มข้นท่ี 1, 2 และ 3 เปอร์เซ็นต ์และน ามาเปรียบเทียบกบัการพน่
ด้วยเชือ้รา T. asperellum T1 ชนิดสด สูตรส าเร็จท่ีความเข้มข้น 1, 2 และ 3 เปอร์เซ็นต์ และเชือ้รา      
T. asperellum T1 ชนิดสด สามารถควบคมุเชือ้รา C. cassiicola ได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยมีดชันี
ความรุนแรงของโรค (%DS) เพียง 37.33, 36.67, 37.33 และ 36 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ซึ่งไม่มีความ

 
 

ภำพท่ี 31 เปอร์เซ็นต์ยบัยัง้ของสตูรส าเร็จเชือ้รา Trichoderma asperellum T1 (ก) และ Trichoderma 
spirale T76-1 (ข) ในการยับยัง้การเจริญของเชือ้รา Curvularia aeria เป็นเวลา 6 เดือน ด้วยวิธี dual 
culture assay, ns= ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ, * = แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ, ** = แตกต่าง

กันอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิตทิี่ P ≤ 0.05 ด้วยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) 
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แตกตา่งทางสถิต ิและสตูรส าเร็จท่ีความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ สามารถควบคมุ เชือ้รา C. aeria ได้อย่าง
มีประสิทธิภาพเมื่อเปรียบเทียบกบัความเข้มข้นอ่ืน ๆ  และเชือ้สด โดยมีความแตกตา่งอย่างมนียัส าคญั
ย่ิงทางสถิติ โดยมีดชันีความรุนแรงของโรคเพียง 29.33 เปอร์เซ็นต์ จึงแสดงให้เห็นวา่การใช้สตูรส าเร็จ
เพ่ือควบคมุโรคใบจุดของผกัสลดัมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับการใช้เชือ้ T. asperellum T1 ชนิดสด 
(ภาพท่ี 32) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Mbarga และคณะ (2014) ท่ีศึกษาประสิทธิภาพของสูตร
ส าเร็จอิมลัชนัของเชือ้รา T. asperellum ในการควบคมุโรคฝักด าของโกโก้ ซึ่งสามารถลดความเสยีหาย
จากโรคได้ถึง 50 เปอร์เซ็นต์ หลงัพ่นด้วยสตูรส าเร็จ 3 สปัดาห์ นอกจากนี ้Batta (2004) ใช้สตูรส าเร็จ
ชนิดอิมัลชันของเชือ้รา T. harzianum Rifai เพ่ือควบคุมโรคของผลไม้หลักการเก็บเก่ียวจากเชือ้           
R. stolonifer, B. cinerea และ Penicillium expansum โดยหลงัจาก 2 เดือน สามารถลดอตัราการเกิด
โรคและความเสียหายได้มากกวา่ 86 เปอร์เซ็นต์ และนอกจากนีย้งัสามารถยืดอายกุารเก็บรักษาผลไม้
ได้นานย่ิงขึน้  

 
 
ภำพท่ี 32 ดชันีความรุนแรงของการเกิดโรค (%DSI) จากเชือ้ราสาเหตโุรค Corynespora cassiicola (ก) 
และ Curvularia aeria (ข) เมื่อควบคมุด้วยสตูรส าเร็จ, โดยท่ี 1= พ่นด้วยน า้กลัน่, 2= ปลกูเชือ้ด้วย C. 
cassiicola  (ก) และ C. aeria (ข), 3= พ่นด้วยเชือ้รา T. asperellum T1 ชนิดสด, 4= พ่นด้วย emu 1%, 5= 
พ่นด้วย emu 2% และ 6= พ่นด้วย emu 3% (ตัวอักษรท่ีเหมือนกัน ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P ˃ 0.05) ด้วยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT)) 
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บทที่ 4 
สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

 
จากการศึกษาประสิทธิภาพของเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ในการยับยัง้เชือ้ราสาเหตุ

โรคใบจุดของผักสลัดและคัดเลือกโดยทดสอบกลไกต่าง ๆ พบเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ท่ีมี
ประสิทธิภาพสงู 2 ชนิด คือเชือ้รา T. asperellum T1 และเชือ้รา T. spirale T76-1 โดยเชือ้ทัง้ 2 
ไอโซเลท สามารถใช้กลไกการแก่งแย่งแขง่ขนั (competition) โดยเจริญได้เร็วกวา่เชือ้ราสาเหตโุรค
และเข้าครอบครองพืน้ท่ีบนหน้าอาหารเลีย้งเชือ้ได้เร็วกว่าท าให้เชือ้ราสาเหตโุรคถูกจ ากัดพืน้ท่ี 
นอกจากนีย้ังสามารถใช้กลไกการยับยัง้และท าลาย (antibiosis) โดยการสร้างเอนไซม์และหลัง่
เอนไซม์ท่ีสามารถย่อยสลายผนงัเซลล์ของเชือ้ราสาเหตโุรค (cell wall degrading enzymes) ชนิด 
chitinase และ β-1,3-glucanase สร้างสารระเหยท่ีมีคุณสมบัติในการต้านเชือ้รา (volatile 
antifungal compounds) มายับยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตุโรคใบจุดทัง้ 2 ชนิด ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ นอกจากนีเ้ชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ยังสามารถกระตุ้นกลไกการป้องกันตนเองให้พืช 
(defense response) โดยกระตุ้นกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกับการป้องกันตัวเองของพืช 
(defense-related enzymes) ชนิด peroxidase, polyphenol oxidase, chitinase และ β -1,3-
glucanase ในต้นผกัสลดัท าให้ต้นผกัสลดัมีความต้านทานตอ่การเข้าท าลายของเชือ้ราสาเหตโุรค
ใบจดุ  

เมื่อน ามาผลิตให้อยู่ในรูปแบบของสตูรส าเร็จ ซึ่งมีรูปแบบคือ ชนิดผงละลายน า้ 
ชนิดแกรนูล ชนิดแกรนูลในแคปซูล และชนิดอิมลัชัน โดยเก็บรักษาในอณุหภมูิท่ีแตกต่างกนัคือ 
อณุหภมูิห้อง และ 10 องศาเซลเซียส จากการทดสอบคณุสมบัติตา่ง ๆ  เป็นเวลา 6 เดือน พบว่า
การเก็บรักษาสตูรส าเร็จควรเก็บรักษาในอณุหภมูิ 10 องศาเซลเซียส (ในตู้ เย็น) สามารถยืดอายุ
ของเชือ้จลุินทรีย์ให้ได้นานกวา่ท่ีเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิห้องอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤ 0.05) และ
สตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัของเชือ้รา T. asperellum T1 ท่ีมสีว่นผสมของน า้มนัมะพร้าวและน า้มนัถั่ว
เหลือง มีจ านวนของเชือ้ท่ีมีชีวิตรอดมากว่าสูตรส าเร็จชนิดอ่ืน ๆ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ            
(P ≤ 0.05) และยงัสามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตโุรคใบจดุได้สงู เมือ่ทดสอบการควบคมุ
โรคใบจดุของผกัสลดัในสภาพโรงเรือนระบบไฮโดรโปนิกส์โดยใช้ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ พบวา่
มีดชันีความรุนแรงของโรคต ่ากว่าชดุการทดลองท่ีพ่นด้วยเชือ้สาเหตโุรคเพียงอย่างเดียวและยงัมี
ประสิทธิภาพเทียบเท่ากบัการใช้เชือ้สด  
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ดงันัน้การศกึษาครัง้นีจ้ึงแสดงให้เห็นว่าสตูรส าเร็จชนิดอิมลัชนัสามารถน ามาใช้
ทดแทนเชือ้สดเพ่ือควบคมุโรคใบจุดของผกัสลดัได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยแนะน าให้ผู้ ใช้ผสม
สตูรส าเร็จในอตัราส่วน 30 มิลลิลิตร: น า้ 1 ลิตร โดยสามารถพ่นในโรงเรือนอย่างน้อย 1 ครัง้ต่อ
เดือน  
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ภำคผนวก ก 
 

1. Glucose ammonium nitrate agar (GANA)  
Glucose 1 กรัม 
NH4NO3 1 กรัม 
Yeast extract 1 กรัม 
K2HPO4 0.5 กรัม 
Rose Bengal 0.5 กรัม 
agar 15 กรัม 
Distilled water 1,000 มิลลิลิตร 
แบ่งน า้ออกเป็น 2 สว่น โดยสว่นแรกใช้น า้ 500 มิลลิลิตร ต้มผงวุ้นจนละลาย และอีกหนึ่ง

ส่วนใช้ต้มส่วนผสมอ่ืน ๆ จากนัน้น าทัง้ 2 ส่วนมาผสมกันและปรับปริมาตรน า้ให้ครบ 1,000 
มิลลิลิตร คนจนส่วนผสมทัง้หมดเข้ากัน และน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดันไอน า้ 
(autoclave) อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
 
2. Glucose yeast malt extract agar (GYMA) 

Glucose 4 กรัม 
Yeast 4 กรัม 
Malt extract 10 กรัม 
Agar 17 กรัม 
Distilled water 1,000 มิลลิลิตร 
ผสมส่วนผสมทัง้หมดลงในน า้กลั่น จากนัน้ต้มโดยใช้ไฟอ่อนและคนจนผงวุ้นละลาย

รวมกนัเป็นเนือ้เดียว จากนัน้นึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอน า้ (autoclave) อณุหภมูิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
 
3. Glucose yeast malt extract broth (GYMB) 

Glucose 4 กรัม 
Yeast 4 กรัม 
Malt extract 10 กรัม 
Distilled water 1,000 มิลลิลิตร 
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ผสมส่วนผสมทัง้หมดลงในน า้กลัน่ จากนัน้ต้มโดยใช้ไฟอ่อนจนส่วนผสมละลายเข้ากัน 
จากนัน้นึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอน า้ (autoclave) อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
20 นาที 

 
4. Potato dextrose agar (PDA) 

Potato 200 กรัม 
Dextrose 4 กรัม 
Agar 15 กรัม 
Distilled water 1,000 มิลลิลิตร 
ล้างมนัฝรั่งท่ีชัง่น า้หนกัแล้วให้สะอาดและปอกเปลือกออก จากนัน้หั่นมันฝรั่งเป็นลกูเตา๋

ขนาดเท่ากัน โดยแบ่งน า้ออกเป็น 2 ส่วน ส่วนละ 500 มิลลิลิตร ส่วนแรกต้มมนัจนสกุ และกรอง
ด้วยผ้าขาวบางใส่ภาชนะ จากนัน้เติมน า้ตาล dextrose และผงวุ้นท่ีละลายในน า้ส่วนท่ีเหลือ ต้ม
อีกครัง้โดยใช้ไฟออ่นคนจนสว่นผสมทัง้หมดเข้ากนั และน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอน า้ 
(autoclave) อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

 
5. Potato dextrose broth (PDB) 

Potato 200 กรัม 
Dextrose 4 กรัม 
Distilled water 1,000 มิลลิลิตร 
ล้างมนัฝรั่งท่ีชัง่น า้หนกัแล้วให้สะอาดและปอกเปลือกออก จากนัน้หั่นมนัฝรั่งเป็นลูกเตา๋

ขนาดเท่ากนั น าไปต้มกับน า้ 1,000 มิลลิลิตร จนสกุ และกรองด้วยผ้าขาวบางใส่ภาชนะ จากนัน้
เติมน า้ตาล dextrose ต้มอีกครัง้โดยใช้ไฟอ่อนคนจนส่วนผสมทัง้หมดเข้ากนั และน าไปนึ่งฆ่าเชือ้
ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอน า้ (autoclave) อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
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ภำคผนวก ข 
 

ตำรำงภำคผนวกท่ี 1 ชนิดและองค์ประกอบของสารระเหยท่ีปลดปล่อยจากเชือ้รา Trichoderma 
asperellum T1 โดยวิธี GC/MS analysis  

Retention 
time (min) 

Compound 
%Relative 
peak area 

Formula 

1.450 Ethanol 3.853 C2H6O 
2.211 o-n-Butylhydroxylamine 0.741 C4H11NO 
3.042 Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester 0.811 C7H14O2 
5.193 2-Ethyl-1-hexanol 4.696 C8H18O 

5.629 Cycloheptane 1.019 C7H14 
6.017 2,4-Dihydroxybenzaldehyde, 2TMS derivative 0.679 C13H22O3Si2 
7.928 Phosphonoacetic Acid, 3TMS derivative 0.831 C11H29O5PSi3 
8.664 Sulfurous acid, 2-ethylhexyl isohexyl ester 0.637 C14H30O3S 
8.961 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl- 540- 2.252 C12H36O6Si6 
9.837 N1,N1,N4-Tris(tert-butyldimethylsilyl)succinamide 0.955 C22H50N2O2Si3 

11.103 2H-Pyran-2-one, 6-pentyl- 14.2 C10H14O2 
11.186 2,5-Cyclohexadiene-1,4-dione, 2,6-bis(1,1-

dimethylethyl)- 
4.064 C14H20O2 

11.233 6-Undecylamine 2.175 C11H25N 
13.212 2-(4a,8-Dimethyl-2,3,4,5,6,7-hexahydro-1H-

naphthalen-2-yl)propan-2-ol 
2.409 C15H26O 

13.28 Succinic acid, 2-(2-chlorophenoxy)ethyl ethyl ester 13.052 C14H17ClO5 
13.685 6-Undecylamine 4.229 C11H25N 
15.699 2,5-diisopropylphenol, trifluoroacetate ester 1.831 C14H17F3O2 
15.902 6-Undecylamine 3.856 C11H25N 
15.942 2,6-Bis(1,1-dimethylethyl)-4-(1-oxopropyl)phenol 1.974 C17H26O2 
16.905 Hexadecanoic acid, ethyl ester 1.941 C18H36O2 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C4H11NO
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C8H18O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C13H22O3Si2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C11H29O5PSi3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C14H30O3S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C12H36O6Si6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C22H50N2O2Si3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C14H20O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C11H25N
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C15H26O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C14H17ClO5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C11H25N
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C14H17F3O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C11H25N
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C17H26O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C18H36O2
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ตำรำงภำคผนวกท่ี 2 ชนิดและองค์ประกอบของสารระเหยท่ีปลดปล่อยจากเชือ้รา Trichoderma 
spirale T76-1 โดยวิธี GC/MS analysis  

Retention 
time (min) 

Compound 
%Relative 
peak area 

Formula 

1.295 1,2-Propanediol, 3,3'-oxydi-, tetranitrate 1.286 C6H10N4O13 
1.405 Ethanol 4.98 C4H11NO 

1.938 Silanediol, dimethyl- 2.53 C2H8O2Si 

2.281 Propanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester 2.51 C6H12O2 
2.581 Butanoic acid, ethyl ester 1.31 C6H12O2 
3.022 Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester 10.52 C7H14O2 
3.059 1,2-Hydrazinedicarboxaldehyde 1.64 C2H4N2O2 
4.706 Furan, 2-pentyl- 22.44 C9H14O 
5.293 Cyclobutane, 1,3-diisopropenyl-, trans 0.39 C10H16 
6.432 Phenylethyl Alcohol 2.25 C8H10O 
6.652 Cyclopentane, 1,2-dimethyl- 0.33 C7H14 
7.515 Furan, 2-hexyl- 0.44 C10H16O 
8.481 Furan, 2-(1-pentenyl)-, (Z)- 0.72 C9H12O 

11.091 2H-Pyran-2-one, 6-pentyl- 18.50 C10H14O2 

11.549 
(1R,5R)-2-Methyl-5-((R)-6-methylhept-5-en-2-
yl)bicyclo[3.1.0]hex-2-ene 

2.44 C15H24 

13.465 4-Amino-4,5(1H)-dihydro-1,2,4-triazole-5-one 1.27 C2H4N4O 

15.279 1-Undecyne 1.36 C11H20 
16.418 4-Amino-4,5(1H)-dihydro-1,2,4-triazole-5-one 1.51 C2H4N4O 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C6H10N4O13
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C4H11NO
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C2H8O2Si
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C6H12O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C6H12O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C7H14O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C2H4N2O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C9H14O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C10H16
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C8H10O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C7H14
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C10H16O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C9H12O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C10H14O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C15H24
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C2H4N4O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C11H20
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C2H4N4O
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ประวัตผิู้ เขยีน 

 
ทุนกำรศึกษำ (ท่ีได้รับในระหว่ำงกำรศกึษำ) 
1. โครงการพัฒนานักวิจัยและงานวิจัยเพ่ืออุตสาหกรรม ส านักงานคณะกรรมการส่งเสริม
วิทยาศาสตร์วิจยัและนวตักรรม 
2. สถานวิจัยความเป็นเลิศเทคโนโลยีชีวภาพเกษตรและทรัพยากรธรรมชาติ  ระยะท่ี 2              
คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
 
กำรตีพมิพ์เผยแพร่ผลงำน 
บุรฮำนะฮ์ ใบย,ี ชนินนัท์ พรสริุยา และ อนรุักษ์ สนัป่าเป้า. 2561. การคดักรองเชือ้รา Trichoderma spp. 

เบือ้งต้น เพ่ือควบคมุโรคใบจดุผกัสลดั. แก่นเกษตร 46 ฉบบัพิเศษ 1: 1098–1103. 
Baiyee, B., Shin-ichi, I. and Sunpapao, A. 2019. Trichoderma asperellum T1 mediated antifungal 

activity and induced defense response against leaf spot fungi in lettuce (Lactuca sativa L.). 
Physiological and Molecular Plant Pathology 106: 96–101. 
Journal impact factor = 1.678 

Baiyee, B., Pornsuriya, C., Shin-ichi, I. and Sunpapao, A.2019. Trichoderma spirale T76-1 displays 
biocontrol activity against leaf spot on lettuce (Lactuca sativa L.) caused by Corynespora 
cassiicola or Curvularia aeria. Biological Control 129: 195–200. 
Journal impact factor = 2.607 

 
รำงวัลท่ีได้รับ 
1. ผลงำนเด่น งานประชุมวิชาการระดบับัณฑิตศกึษา ส านักงานคณะกรรมการส่งเสริมวิทยาศาสตร์
วิจยัและนวตักรรม (สกสว.) ประจ าปี 2562 ณ รอยลั พารากอน ฮอลล์ ศนูย์การค้าสยามพารากอน วนัท่ี 
8 สิงหาคม 2562 

ชื่อ สกุล นางสาวบรุฮานะฮ์  ใบยี  

รหัสประจ ำตัวนักศกึษำ 6010620017  

วุฒกิำรศึกษำ   
วุฒ ิ

วิทยาศาสตรบณัฑิต 
(พืชศาสตร์) 

ชื่อสถำบัน 
มหาวิทาลยัทกัษิณ 

ปีท่ีส ำเร็จกำรศกึษำ 
2560 
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2. รางวัลการน าเสนอภาคโปสเตอร์  “ระดับดีเด่น” การประชุมวิชาการเกษตรครั ง้ท่ี  20 ณ 
มหาวิทยาลยัขอนแก่น วนัท่ี 28–29 มกราคม 2562 
3. รางวัลการน าเสนอภาคโปสเตอร์ “ระดับชมเชย” การประชุมวิชาการเกษตรครั ง้ท่ี  19 ณ 
มหาวิทยาลยัขอนแก่น วนัท่ี 22–23 มกราคม 2561 
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