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บทคดัย่อ 

  แยกเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. จากเน้ือไม้ยางพาราด้วยวิธี tissue 

transplanting ไดจ้าํนวน93 ไอโซเลท นาํมาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใย

เช้ือ Phytophthora palmivora (Butler) และ P. botryosa (Chee) สาเหตุโรคใบร่วงและเส้นดาํของ

ยางพารา ดว้ยวิธี dual culture พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. สามารถยบัย ั้งเช้ือ 

P. palmivora ไดต้ั้งแต่ 70.36 ถึง 90.71 เปอร์เซ็นต ์และยบัย ั้ง P. botryosa ไดต้ั้งแต่ 72.14 ถึง 85.71 

เปอร์เซ็นต ์เช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. ท่ีแยกไดจ้ากเน้ือไมย้างพนัธุ์ปลูกดั้งเดิมและพนัธุ ์

RRIM 600 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa ไม่แตกต่างกนั จาก

การศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส ของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. 

พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ทั้ง 93 ไอโซเลท สามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสบน

อาหาร carboxyl methyl cellulose (CMC) agar ได ้จากการศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยา สามารถ

จาํแนกเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp.ได ้7 ชนิด ได้แก่ T. asperellum, T. atroviride,  

T. harzianum, T. koningii, T. longibrachiatum, T. reesei และ T. viride นาํเช้ือราเอนโดไฟท ์

Trichoderma spp. ท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด 2 ไอโซเลท จาํแนกสายพนัธุ์ทางชีวโมเลกุล พบว่า 

ไอโซเลท SUL 1501-30 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับเช้ือ T. asperellum และ ไอโซเลท  

SUR 1305-14 มีความสัมพันธ์ใกล้เ คียงกับ เช้ือ  T. harzianum นําเ ช้ือรา เอนโดไฟท ์ 

Trichoderma spp. ทั้ง 2 สายพันธุ์มาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเข้าทาํลายของ 

เช้ือ P. palmivora และ P. botryosa บนใบยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 เปรียบเทียบกบัสารเคมี 

metalaxyl พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท ์T. asperellum และT. harzianum สามารถลดอาการโรคบนใบ

ยางได ้แต่ตํ่ากว่ากรรมวิธีท่ีใชส้ารเคมี metalaxyl จากการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ของเช้ือราเอนโดไฟท ์

Trichoderma spp. และเช้ือ Phytophthora spp.โดยนาํเช้ือทั้ง 2 สกุลมาเล้ียงดว้ยวิธี slide culture เป็น
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เวลา 4 วนั นาํมาตรวจดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด(SEM) พบว่าเส้นใยของ

เช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. ทาํลายผนงัเสน้ใยของเช้ือ Phytophthora spp. ได ้
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ABSTRACT 

 

 A total number of 93 isolates of endophytic Trichodermaspp. were isolated from the 

sapwood of rubber trees (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) by tissue transplanting method and were 

assessed for their ability to control Phytophthora palmivora (Butler) and P. botryosa (Chee) on 

dual culture plates. The results showed that Trichoderma spp. inhibited P. palmivora mycelial 

growth at the rate of 70.36 to 90.71 % and inhibited P. botryosa at the rate of 72.14 to 85.71 %. 

The efficacy of endophytic Trichoderma spp. isolated from the sapwood of early introduced 

clones and clone RRIM 600 of rubber trees were the same. All 93 Trichoderma spp. isolates 

produced cellulase on carboxyl methyl cellulose agar plates. Based on morphological 

characteristics 7 species were identified as follows : T. asperellum, T. atroviride, T. harzianum,  

T. koningii, T. longibrachiatum, T. reesei and T. viride. Two promising isolates of Trichoderma 

spp., T. asperellum isolate SUL 1501-30 and T. harzianum isolate SUR 1305-14, were selected 

and the identification of both isolates were confirmed by molecular analysis. Efficacies of both 

isolates were tested on detached leaves of rubber clone RRIM 600 to control  

P. palmivora and P. botryosa diseases. The results revealed that both Trichoderma spp. isolates 

decreased disease symptoms on rubber leaves, but their efficacy were less than metalaxyl 

treatment. The interaction between Trichoderma spp. and Phytophthora spp. mycelia was 

determined under scanning electron microscope (SEM) after they were cultured on slide cultures 

for 4 days. It indicated that the Trichoderma spp. mycelia attached, coiled Phytophthora spp. 

hyphae and degraded the Phytophthora spp. cell wall. 
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 ไอโซเลทต่างๆ เม่ือเล้ียงใน dual culture plate บนอาหารวุน้ PDA หลงัจาก 
 ปลกูเช้ือเป็นเวลา 7 วนั 
4 โคโลนีเช้ือ Phytophthora botryosa และเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp.   38 
 ไอโซเลทต่างๆเมื่อเล้ียงใน dual culture plate บนอาหารวุน้ PDA หลงัจาก 
 ปลกูเช้ือเป็นเวลา 7 วนั  
5 ลกัษณะวงใสท่ีเกิดจากการยอ่ยเซลลโูลสโดยเอนไซมเ์ซลลเูลสของ    39 
 เช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp.ไอโซเลท SUL 503-51 บนอาหาร  
 CMC agar หลงัจากหยดน ้ าเล้ียงเช้ือ เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
6 โคโลนีของเช้ือ Phytophthora palmivora ท่ีเจริญคลุม paper disc ท่ีหยดน ้ าเล้ียง  40 
 เช้ือเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. ไอโซเลทต่าง ๆ เม่ือเล้ียงบนอาหาร PDA  
 หลงัการบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั 
7 โคโลนีของเช้ือ Phytophthora botryosa ท่ีเจริญคลุม paper disc ท่ีหยดน ้ าเล้ียง  41 
 เช้ือเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. ไอโซเลทต่างๆ เม่ือเล้ียงบนอาหาร PDA  
 หลงัการบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั  
8 เช้ือรา Trichoderma asperellum        43 
9 เช้ือรา Trichoderma atroviride        44 
10 เช้ือรา Trichoderma harzianum       45 
11 เช้ือรา Trichoderma koningii        46 
12 เช้ือรา Trichoderma longibrachiatum       47 
13 เช้ือรา Trichoderma reesei        48 
14 เช้ือรา Trichoderm aviride        49 
15 ขนาด PCR products ของเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp.ไอโซเลท   50 
 SUL 1501-30 หรือ SUR 1305-14 เปรียบเทียบกบั Markers (100 bp ladder) 
16 อาการของโรคบนใบยางพาราพ่นดว้ยเช้ือราเอนโดไฟท ์T. asperellum    52 
 SUL 1501-30 หรือ T. harzianum SUR 1305-14 และปลกูเช้ือ 



(13) 
 

 

 Phytophthora palmivora ร่วมกนั เป็นเวลา 6 วนั 
17 อาการของโรคบนใบยางพาราพ่นดว้ยเช้ือราเอนโดไฟท ์T. asperellum    53 
 SUL 1501-30 หรือ T. harzianum SUR 1305-14 และปลกูเช้ือ  
 Phytophthora botryosa ร่วมกนัเป็นเวลา 6 วนั 
18 เสน้ใยเช้ือ Phytophthora palmivora (P. pal) แสดงอาการเห่ียว ผนงัเสน้ใยถกูท าลาย  55 
 เม่ือวางเล้ียงเช้ือร่วมกบัเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma asperellum (Ta) 
 บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 4 วนั ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอน 
 แบบส่องกราด (SEM Quanta 400, FEI ท่ี 10 kV) 
19 เสน้ใยเช้ือ Phytophthora botryosa (P. bo) แสดงอาการเห่ียว ผนงัเสย้ใยถกูท าลาย   56 
 เมื่อวางเล้ียงเช้ือร่วมกบัเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma harzianum (Th) 
 บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 4 วนั ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอน 
 แบบส่องกราด (SEM Quanta 400, FEI ท่ี 10 kV) 
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บทน า 

 
บทน าต้นเร่ือง 
 

  ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) เป็นพืชอุตสาหกรรมท่ีส าคญัยิ่งของ
ประเทศไทยและภูมิภาคอาเซียน ประเทศไทยเป็นผูผ้ลิตและส่งออกอนัดบัหน่ึงของโลก โดยมี  
พ้ืนท่ีปลกูยาง 18.76 ลา้นไร่ ก่อใหเ้กิดกิจกรรมต่อเน่ืองทั้งภาคการผลิตภาคอุตสาหกรรม และภาค
การตลาด เก่ียวขอ้งกบัทุกภาคส่วนทั้งเกษตรกร ผูป้ระกอบการ และภาครัฐ กระจายอยู่ทัว่ประเทศ 
ในปี 2554 มลูค่าการส่งออกยางดิบ ผลิตภณัฑย์าง รวมทั้งอุตสาหกรรมผลิตภณัฑไ์ม ้ท าใหย้างพารา
มีรายไดใ้หป้ระเทศถึง 678,942 ลา้นบาท (สถาบนัวิจยัยาง, 2555) 
   ในการปลกูยางพารามกัมีปัญหาโรคเขา้ท าลายไดต้ั้งแต่เร่ิมปลูกจนกระทัง่ถึงโค่น 
ท าให้ตน้ยางชะงกัการเจริญ ผลผลิตลดลงและอาจรุนแรงจนถึงตน้ยางยืนตน้ตาย โรคยางพาราท่ี
ระบาดส่วนใหญ่มีสาเหตุจากเช้ือรา ซ่ึงโรคท่ีส าคัญของยางพาราได้แก่ โรคราแป้ง (powdery 
mildew) โรคใบจุดกา้งปลา (Corynespora leaf disease) โรคใบจุดตานก (bird’s eye spot) โรคใบ
ร่วง (leaf fall) โรคเส้นด า (black stripe) โรคเปลือกเน่า (mouldy rot) โรคราสีชมพู (pink disease) 
โรครากขาว (white root disease) โรครากน ้ าตาล (brown root disease) โรครากแดง (red root 
disease) โรคล าตน้เน่าของตน้ยางช าถุง (twig rot of polybag rubber) เป็นตน้ ในอดีตยางพาราพนัธุ์
ปลกูดั้งเดิมท่ีปลกูมีความแข็งแรงตามธรรมชาติ ท าให้ตน้ยางสามารถตา้นทานต่อการเกิดโรค แต่
เมื่อมีการน ายางพนัธุ์ดีมาปลูกทดแทนท าให้ประสบปัญหาโรคยางพาราเพ่ิมข้ึน และจากการท่ี
ภาคใตมี้ฝนตกตลอดทั้งปี ท าให้การระบาดของโรคท่ีเกิดจากเช้ือ Phytophthora spp. เป็นไปอย่าง
กวา้งขวางและรุนแรงมากข้ึน ชนิดท่ีก่อใหเ้กิดโรคกบัยางพาราในประเทศไทย ไดแ้ก่ P. palmivora 
(Butler), P. botryosa (Chee) และ P. nicotinae var. parasitica (Dastur) (สถาบนัวิจยัยาง, 2555) เช้ือ
สามารถเขา้ท าลายยางพาราไดทุ้กส่วน มีลกัษณะอาการท่ีแตกต่างกนัไปตามแต่ละส่วนของพืช ท า
ให้ผลผลิตลดลง ส าหรับการป้องกนัก าจดั โดยทัว่ไปเกษตรกรมกัใชส้ารเคมีซ่ึงเป็นวิธีท่ีสะดวก 
รวดเร็ว และสามารถลดการระบาดของโรคท่ีเกิดข้ึนอย่างไดผ้ล แต่การใชส้ารเคมีอย่างขาดความ
ระมดัระวงั นอกจากเป็นอนัตรายต่อผูใ้ชโ้ดยตรงแลว้ ยงัก่อให้เกิดมลพิษต่อส่ิงแวดลอ้ม และเป็น
ปัญหาของสงัคมส่วนรวมอยา่งชดัเจน ปัจจุบนัจึงมีผูส้นใจศึกษาการควบคุมโดยชีววิธี (biological 
control) เพื่อแกไ้ขและลดการใชส้ารเคมี  
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   การควบคุมโรคพืชดว้ยชีววิธี เป็นการควบคุมโรคโดยใชจุ้ลินทรียห์รือส่ิงมีชีวิต
ชนิดอ่ืนช่วยลดจ านวนประชากรของเช้ือโรค ลดการเกิดโรคหรือลดความเสียหายของพืชท่ีเกิดจาก
เช้ือโรค (สืบศกัด์ิ สนธิรัตน์, 2540) ดงันั้นการคน้หาเช้ือจุลินทรียป์ฏิปักษ์มาใชส้ าหรับควบคุมเช้ือ
สาเหตุโรคพืช จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการลดการใชส้ารเคมี เอนโดไฟท์เป็นจุลินทรียท่ี์อาศยัอยู่
ในพืช ในภาวะพึ่งพาอาศัยโดยไม่ก่อให้เกิดโรคกับพืชอาศยั (Rocha et al., 2011) ปัจจุบัน 
มีการศึกษาการน าเช้ือราเอนโดไฟท์มาใช้ประโยชน์ในการควบคุมเช้ือสาเหตุโรคพืชกนัอย่าง
แพร่หลาย (Gazis and Chaverri, 2010) เน่ืองจากราเอนโดไฟท์มีบทบาทในการป้องกนัพืชอาศยั 
ปกป้องพืชจากเช้ือราก่อโรคอ่ืนๆ โดยท าการยบัย ั้ง หรือท าลายเช้ือราก่อโรค ดงันั้นการน าราเอนโด
ไฟทจ์ากตน้ยางพาราท่ีไม่แสดงอาการโรคมาใชใ้นการควบคุมโรคยางพารา จึงเป็นอีกแนวทางหน่ึง
ในการควบคุมโรคของยางพารา  
 
ตรวจเอกสาร 
 

1. โรคยางพาราที่เกดิจากเช้ือ Phytophthora spp. 
 

 โรคของยางพาราท่ีเกิดจากเช้ือ Phytophthora spp. เป็นโรคท่ีส าคญัของประเทศ
ไทย ก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อการผลิตยางพารา จึงมีผลกระทบต่อเศรษฐกิจของประเทศ สามารถ
เขา้ท าลายตน้ยางไดทุ้กระยะการเจริญ ตั้งแต่ยางเล็กจนถึงยางใหญ่ และเกือบทุกส่วนของล าต้น 
ก่อใหเ้กิดโรคใบร่วง (leaf fall) ฝักเน่า (pod rot) และโรคเสน้ด า (black stripe) ซ่ึงปัจจุบนัก าลงัเป็น
ปัญหาท่ีส าคญัของเกษตรกรชาวสวนยางพาราเป็นอยา่งมาก ส่งผลใหผ้ลผลิตลดลงและมีผลกระทบ
ต่ออุตสาหกรรมยางพาราในประเทศ 
  โรคใบร่วงและเส้นด าที่เกิดจากเช้ือ Phytophthora (Phytophthora leaf fall and 
black stripe) 
 เช้ือสาเหตุ 
 โรคใบร่วงและเสน้ด าของยางพาราเกิดจากเช้ือ Phytophthora spp. มีอยู่หลายชนิด 
ไดแ้ก่ P. palmivora, P. botryosa, P. heveae, P. meadii, P. nicotianae และ P. parasitica (Erwin 
and Ribeiro, 1996) ในประเทศไทยพบท่ีท าให้เกิดโรคในยางพารามี 3 ชนิด คือเช้ือ P. palmivora, 
P. botryosa และ P. nicotianae var. parasitica (สถาบันวิจัยยาง , 2555) ในปัจจุบันเช้ือ 
Phytophthora spp. มีการแพร่กระจายทัว่โลก ท าลายผลผลิตทางการเกษตร และระบบนิเวศ มีพืช
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อาศยัท่ีเช้ือสามารถเขา้ท าลายไดม้ากกว่า 100 ชนิด และมีสายพนัธุเ์กิดข้ึนมากกว่า 138 ชนิด (Kroon 
et al., 2012) 
  Phytophthora spp. พบทั้งท่ีอาศยัอยูใ่นน ้ าและในดิน เสน้ใยไม่มีผนงักั้น ผนงัเซลล์
ประกอบดว้ย cellulose และ β -1,3 glucan เป็นพวกท่ีมีลกัษณะรูปร่างและการเจริญคลา้ยรา อยู่ใน
กลุ่ม Oomycetes โดยเส้นใยเด่ียวๆ (hypha) แตกก่ิงกา้นเป็นกลุ่มเส้นใย (mycelium) สีขาวมีการ
สร้างสปอร์แรงเจียม (sporangium) บนสปอร์แรงจิโอฟอร์ (sporangiophore) หลงัจากเจริญเป็น
สปอร์แรงเจียมแลว้สปอร์แรงจิโอฟอร์จะเจริญให้สปอร์แรงเจียมใหม่จากปลายเดิม แลว้ดนัสปอร์
แรงเจียมไปดา้นขา้งของสปอร์ของแรงจิโอฟอร์ โดยส่วนท่ีเป็นสปอร์แรงจิโอฟอร์นั้นมีลกัษณะ
พองกว่าเสน้ใยปกติ สปอร์แรงเจียมมีรูปร่างคลา้ยไข่ ตรงบริเวณฐานมีความกวา้งกว่าส่วนบน ตรง
ปลายมีปุ่ม (papilla) ซ่ึงเป็นส่วนท่ีปล่อยให้ซูโอสปอร์ออกสู่ภายนอกทางดา้นท่ีมีลกัษณะเป็นปุ่ม 
สามารถให้เกิดก าเนิดซูโอสปอร์ท่ีอุณหภูมิระหว่าง 12-15 องศาเซลเซียสและงอกเส้นใยลกัษณะ
เป็นท่อ (germ tube) เขา้ท าลายพืชโดยตรงท่ีอุณหภูมิสูงกว่า 15 องศาเซลเซียสส าหรับโครงสร้าง
ของซูโอสปอร์เกิดจากการแบ่งตวัของโปรโตพลาสซึม ภายในสปอร์แรงเจียม เมื่อมีสภาพแวดลอ้ม
เหมาะสม ซูโอสปอร์ท่ีมี 2 หาง เป็นลกัษณะ tinsel มีขนอ่อนจ านวนมาก ท าหน้าท่ีโบกให้เคล่ือนท่ี
ไปขา้งหนา้ ส่วนอีกเสน้หน่ึงเป็นแส้หรือ whiplash ท าหน้าท่ีโบกถอยหลงั (Desjardin et al., 1969) 
เม่ือซูโอสปอร์ถกูปล่อยออกจากสปอร์แรงเจียมและว่ายน ้ าไดร้ะยะหน่ึงจะหยดุเคล่ือนไหว ปลดหาง
แลว้เขา้เกาะพืชอาศยั (Erwin and Ribeiro, 1996) 
 ลกัษณะอาการของโรคใบร่วง 
 ใบยางร่วงทั้งท่ีมีสีเขียวสดหรือสีเหลือง ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัสภาพอากาศ โดยมีลกัษณะ
เด่นท่ีสามารถสงัเกตเห็นไดอ้ยา่งชดัเจน คือ มีรอยช ้ าสีด  าตรงบริเวณกา้นใบ และท่ีจุดก่ึงกลางของ
รอยช ้ามีหยดน ้ ายางสีขาวเกาะติดอยู ่เม่ือน าใบยางท่ีร่วงข้ึนมาสลดัเบาๆ ใบยอ่ยจะหลุดทนัที ซ่ึงต่าง
กบัใบยางท่ีร่วงหล่นตามธรรมชาติ ตน้ยางท่ีเกิดโรคใบร่วงน้ีแลว้ มกัไม่ผลิใบยางออกมาใหม่ในปี
นั้น ๆ และผลิใบใหม่ตามปกติเมื่อถึงฤดูผลิใบของปีถดัไป ยกเวน้ตน้ยางท่ีเป็นโรคใบร่วงจนหมด
ตน้ ซ่ึงจะผลิใบใหม่ข้ึนมาทดแทนเพียงเล็กน้อย ประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ ของพุ่มใบปกติเท่านั้น 
(สถาบนัวิจยัยาง, 2555) 
 ลกัษณะอาการของโรคเส้นด า 
 โรคเส้นด าเกิดจากการท่ีน ้ าฝนชะลา้งเช้ือสาเหตุจากฝัก ใบ ยอด และก่ิงกา้น ลง
มายงัหนา้กรีด เช้ือเขา้ท าลายไดเ้ฉพาะบริเวณเปลือกยางท่ีมีบาดแผลเท่านั้น โดยส่วนใหญ่เขา้ท าลาย
ทางรอยกรีดใหม่ท่ีกรีดไปแลว้ไม่เกิน 24 ชัว่โมง ส่วนบนผิวเปลือกยางท่ีไม่มีบาดแผลใด ๆ เช้ือ
สาเหตุของโรคน้ีไม่สามารถเขา้ท าลายตน้ยางได ้ในระยะแรกหลงัจากท่ีเช้ือเขา้ท าลายแลว้ บริเวณท่ี
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เป็นโรคเป็นรอยช ้า มีสีผดิปกติ ส่วนมากมกัเกิดข้ึนเหนือรอยกรีด หากอาการรุนแรงมากข้ึนบริเวณ
ท่ีเป็นรอยช ้าจะเปล่ียนเป็นรอยบุ๋มสีด าหรือน ้ าตาลด า เป็นเส้นขยายลงตามแนวขนานกบัล าตน้ เยื่อ
เจริญส่วนนั้นตายหมด เม่ือเฉือนเปลือกออกดูพบรอยบุ๋มสีด า และมีลายเส้นสีด าบนเน้ือไมบ้ริเวณ
แผล เป็นรอยยาวตามแนวยนืของล าตน้ อาการระยะรุนแรงท าให้เปลือกของหน้ายางบริเวณท่ีเป็น
โรคปริ มีน ้ ายางไหลออกมาตลอดเวลา เปลือกเน่าและหลุดออกมาในท่ีสุด ท าให้หน้ากรีดเสียหาย 
เปลือกท่ีงอกใหม่กรีดซ ้าไม่ได ้ยางพนัธุท่ี์อ่อนแอต่อโรคน้ีไดแ้ก่ RRIM 600 (สถาบนัวิจยัยาง, 2555) 

การเข้าท าลาย 
 เช้ือ Phytophthora spp. สามารถอยูข่า้มฤดูในรูปของโอโอสปอร์ และอยูใ่นรูปของ
เส้นใยในพืชท่ีเป็นโรค เช่น ฝัก ยอด และเปลือกบนต้นยาง หรือเศษพืชอาศยัท่ีอยู่บนดิน เมื่อ
สภาพแวดลอ้มเหมาะสมเกิดการแพร่กระจายจากแผลท่ีใบหรือก่ิงกา้นบนตน้ โดยสปอร์แรงเจียมท่ี
อยู่ในละอองน ้ าท่ีเกิดจากฝน ตกลงบนส่วนของพืช ท าให้เกิดแผ่นน ้ าบนแผล สปอร์แรงเจียมจะ
พฒันาโครงสร้างเกิดซูโอสปอร์มีขนาดเล็กถูกปลดปล่อยออกจากสปอร์แรงเจียมและสามารถเขา้
ท าลายส่วนต่าง ๆ ของยางโดยตรงหรืองอกเป็นเสน้ใยท่ีสามารถเขา้ท าลายยางได ้(พิพฒัน์ เซ่ียงหลิว
, 2540) เช้ือ Phytophthora spp. สามารถเข้าท าลายพืชไดห้ลายชนิด เช่น ไมด้อก ไมป้ระดบั พืช
ลม้ลุกต่าง ๆ รวมทั้งไมย้ืนตน้ ส่วนใหญ่ท าให้เกิดอาการเน่าท่ีผล ราก ล  าตน้ และหัว (Erwin and 
Ribeiro, 1996) 

สภาพแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการเกดิโรค 
การระบาดของเช้ือ Phytophthora spp. เกิดข้ึนเม่ือสภาพภูมิอากาศช้ืนเป็น 

ระยะเวลานาน และมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการขยายพนัธุ์ของเช้ือ ความรุนแรงของโรคข้ึนอยู ่
กบัปริมาณน ้ าฝนและจ านวนวนัฝนตก โรคเกิดข้ึนอย่างกวา้งขวางและรุนแรง ในระยะท่ีฝนตก
ติดต่อกันหลายวนั โดยปกติพบระบาดระหว่างเดือนมิถุนายนถึงเดือนพฤศจิกายน (กรมส่งเสริม
การเกษตร, มปป.) 

การป้องกนัก าจดั 
    การใช้พนัธุ์ต้านทานเป็นวิธีการป้องกันโรคท่ีเกิดจากเช้ือ Phytophthora spp. ท่ี
ไดผ้ลดีท่ีสุดในปัจจุบนั แต่มีขอ้จ  ากดัคือตอ้งใชร้ะยะเวลานานในการปรับปรุงพนัธุย์าง ให้มีลกัษณะ
เป็นพนัธุย์างท่ีดี ใหผ้ลผลิตสูง ตา้นทานต่อโรค ตอ้งใชร้ะยะเวลาในการทดสอบนาน ไม่น้อยกว่า 20 
ปี เพื่อใหไ้ดผ้ลท่ีแน่นอนเช่ือถือได ้
   การใชส้ารเคมีในการป้องกนัโรคเป็นวิธีท่ีนิยม เน่ืองจากสะดวกและให้ผลในการ
ควบคุมเร็วกว่าวิธีการอ่ืน ในยางเลก็ท่ีมีอายไุม่เกินสองปี ใชส้ารเคมี เมทาแลกซิล (metalaxyl) ฟอส
เอทธิล อลมิูนัม่ (fosetyl-Al) ฉีดพ่นพุ่มใบทุกสปัดาห์เพ่ือป้องกนัโรคในช่วงท่ีมีโรคน้ีระบาด ในยาง
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ใหญ่การป้องกนัรักษาไม่คุม้กบัค่าใชจ่้ายท่ีเสียไป ประกอบกบัยางใหญ่ถึงแมจ้ะเป็นโรคใบร่วง ตน้
ยางก็ไม่ตาย เพียงแต่ปริมาณน ้ ายางลดลงเท่านั้น วิธีแกไ้ขในยางใหญ่ท่ีเป็นโรคคือ ใส่ปุ๋ยบ ารุงดินให้
มีความอุดมสมบูรณ์เพ่ิมข้ึน เพ่ือเร่งการเจริญของตน้ยาง หากยางเปิดกรีดแลว้จ าเป็นตอ้งใชส้ารเคมี
ก  าจดัเช้ือรา ทาบริเวณรอยกรีดอยา่งสม ่าเสมอ เพ่ือป้องกนัการเกิดโรคหน้ากรีด โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
โรคเสน้ด า  

การควบคุมโดยชีววิธีมีการทดลองการคัดเลือกจุลินทรียป์ฏิปักษ์มาใช้ในการ
ควบคุมโรคท่ีเกิดจากเช้ือ Phytophthora spp. และพบจุลินทรียท่ี์สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ 
Phytophthora spp. ไดห้ลายชนิดดงัรายงานต่อไปน้ี 

  นริสา จันทร์เรือง (2543) แยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์จากดินในสวนยาง น ามา
ทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ P. botryosa ดว้ยวิธี dual culture พบเช้ือ
แบคทีเรีย 13 สายพนัธุส์ามารถยบัย ั้งได ้โดย 5 สายพนัธุ ์สามารถเจริญเร็วท าใหเ้สน้ใยของเช้ือราไม่
สามารถเจริญได ้และเมื่อทดสอบการควบคุมการเกิดโรคบนกา้นยาง พบว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์
จ  านวน 7 สายพนัธุ ์มีประสิทธิภาพในการป้องกนัการเขา้ท าลายของซูโอสปอร์ไดดี้ 
   เสมอใจ ช่ืนจิตต ์และคณะ (2553) ประเมินการใชจุ้ลินทรียป์ฏิปักษ์ในการควบคุม
โรคใบร่วง Phytophthora spp. ของกลา้ยางพารา สามารถแยกเช้ือจุลินทรียป์ฏิปักษ์ ได ้797 ไอโซ
เลท (Chaetomium spp. 174 ไอโซเลท, Trichoderma spp. 168 ไอโซเลท, Streptomyces spp. 158 ไอ
โซเลท และBacillius spp. 297 ไอโซเลท) เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียป์ฏิปักษ์ดว้ยวิธี 
dual culture บนอาหาร PDA พบว่า Chaetomium sp. C007-9, Trichoderma sp. T016-2, 
Streptomyces sp. SC03-15 และ Bacillius sp. B068-2 สามารยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยของเช้ือ  
P. botryosa และ P. palmivora ได ้จากการประเมินประสิทธิภาพของจุลินทรียป์ฏิปักษ์ในการยบัย ั้ง
การเข้าท าลายโดยซูโอสปอร์ของเช้ือทั้ง 2 บนใบและก้านยางพารา พบว่าจุลินทรียป์ฏิปักษ ์
Bacillius sp. B068-2 ยบัย ั้งการเขา้ท าลายของ P. botryosa ได้สูงสุด และเช้ือ Streptomyces sp. 
SC03-15 ยบัย ั้งเช้ือ P. palmivoraไดสู้งสุด และเมื่อทดสอบในสภาพเรือนทดลอง พบว่ากรรมวิธีพ่น
สปอร์แขวนลอยของ Trichoderma sp. T016-2 ก่อนพ่นซูโอสปอร์แขวนลอยของเช้ือ P. botryosa 
และ P. palmivora สามารถป้องกนัการเขา้ท าลายของเช้ือสาเหตุโรคไดดี้ท่ีสุด 
 

2. เอนโดไฟท์ (Endophytes) 
 
  เอนโดไฟท ์คือ ส่ิงมีชีวิตหรือจุลินทรียท่ี์ในช่วงหน่ึงหรือตลอดวงจรชีวิตสามารถ

อาศยัอยู่ในเน้ือเยื่อของพืชได้ (Azevedo et al., 2000) โดยไม่ท าให้พืชเกิดอาการผิดปกติและมี
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ความสมัพนัธก์นัแบบพ่ึงพาอาศยักนั (mutualistic symbiosis) อาจเป็นกลุ่มของแบคทีเรีย แอคทิโน
มยัซิส เช้ือรา และปรสิตของพืช ซ่ึงส่ิงมีชีวิตดงักล่าวจะพบอยู่ในเน้ือเยื่อท่ีมีชีวิตของพืช มีจ  านวน
มากท่ีเจริญอยูใ่นท่อล าเลียงของพืช โดยสามารถตรวจพบไดจ้ากการเล้ียงเน้ือเยื่อพืชท่ีฆ่าเช้ือท่ีผิว
แลว้ (Chanway, 1998) เอนโดไฟท์สามารถแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนภายในเน้ือเยื่อโดยไม่ก่อให้เกิด
อนัตรายต่อพืชอาศยั ช่วยให้เน้ือเยื่อของพืชลดความดึงดูดต่อศตัรูพืช บางสายพนัธุ์กระตุน้ให้พืช
เกิดความตา้นทาน ส่งเสริมการเจริญของพืช และสามารถใชใ้นการควบคุมโรคและแมลงศตัรูพืช 
(biological control agent) โดยเอนโดไฟท์สร้างสารประกอบเคมี หรือเอนไซมจ์ากส่วนประกอบ
ของเซลลพ์ืช หรือเป็นแหล่งของสารพิษท่ีมีความเฉพาะเจาะจงต่อสัตวแ์ละศตัรูพืชหรือเช้ือโรคได ้
(Carroll, 1988) นอกจากน้ียงัเพ่ิมความแข็งแรงให้กบัตน้พืช และสร้างความตา้นทานต่อการเข้า
ท าลายของโรคและแมลงศตัรูไดเ้ป็นอยา่งดี (Belanger, 1996)  

 2.1 เช้ือราเอนโดไฟท์ 
  เช้ือราเอนโดไฟท์เป็นกลุ่มของเช้ือราท่ีอาศยัอยู่ในเน้ือเยื่อพืช สามารถพบไดทุ้ก

แหล่งอาศยั ตั้งแต่ป่าชายเลนตามแนวชายฝ่ัง จนถึงเขตอบอุ่นและเขตหนาว (Gazis and Chaverri, 
2010) เป็นส่ิงมีชีวิตท่ีอาศยัอยูภ่ายในช่องว่างระหว่างเซลลข์องพืชท่ียงัมีชีวิตอยู่ ล  าตน้ กา้นใบ ราก 
และใบของพืชท่ีมีความสมบูรณ์ โดยไม่ก่อให้เกิดอาการของโรคใดๆ กบัพืชอาศยั  (Rocha et al., 
2011; Unterseher et al., 2013) ไม่พบในส่วนของตา (bud) แต่พบเมื่อเจริญเป็นใบ (Elamo et al., 
1999) เน้ือเยื่อของพืชท่ีมีราเอนโดไฟท์ ยงัสามารถท างานไดอ้ย่างปกติ โดยราเอนโดไฟท์อาจมี
ความสมัพนัธก์บัพืชอาศยัซ่ึงอยู่ในภาวะเก้ือกูล (mutuality) หรืออิงอาศยั (symbiosis) (Redlin and 
Carris, 1985) หรือเป็นเช้ือก่อโรค (Pertrini, 1991) เช้ือราเอนโดไฟท์บางชนิดเป็น latent pathogen 
ในพืชอาศยั Smith และคณะ (1996) รายงานว่าพบราเอนโดไฟท์ Botryosphaeria dothidea ในใบ
ของยคูาลิปตัสท่ีปกติในแอฟริกาใต ้ซ่ึงโดยปกติเช้ือ B. dothidea เป็นเช้ือสาเหตุโรคท่ีส าคญัใน
ตน้ไมเ้น้ือแข็งรวมถึงยคูาลิปตสัดว้ย เช้ือราเอนโดไฟท์ส่วนใหญ่อยู่ใน Class Ascomycetes และ 
Deuteromycetes พบเล็กน้อยใน Basidiomycetes และพบจ านวนน้อยมากใน Oomycetes (Isaac, 
1992) 

2.2 บทบาททางชีวภาพของเช้ือราเอนโดไฟท์ที่มต่ีอพชือาศัย 
  ราเอนโดไฟทม์ีผลต่อกระบวนการยอ่ยสลายสารอินทรียต์ามธรรมชาติ เช่น ราเอน

โดไฟทก์ลุ่ม Xylariaceae ท่ีอาศยัอยูใ่นพืช อาจมีบทบาทเพื่อรอท่ีจะย่อยสลายเซลลูโลสและลิกนิน
ในซากพืชหลงัจากท่ีพืชตาย (Pertrini et  al., 1995) ซ่ึงราเอนโดไฟทท่ี์อยูใ่นเน้ือเยือ่ของพืชสามารถ
เขา้ยึดครอง และเร่ิมกระบวนการย่อยสลายไดก่้อนเช้ือกลุ่มแซปโปรไฟท์ (saprophyte) ท่ีมาจาก
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ส่ิงแวดลอ้มภายนอก และเม่ือราเอนโดไฟทเ์ร่ิมกระบวนการยอ่ยสลายในพืชท่ีตายแลว้จะท าให้เกิด
การหมุนเวียนของวฏัจกัรแร่ธาตุและสารอาหาร 

  มีการศึกษาบทบาทของราเอนโดไฟทท่ี์ท าหนา้ท่ีกระตุน้การเจริญของพืช เช่น เช้ือ
ราเอนโดไฟท์ Piriformospora indica ซ่ึงอาศยัอยู่ในรากของพืช มีผลในการเพ่ิมน ้ าหนักของราก
และยอดของพืชหลายชนิด (Varma et al., 1999; Waller et al., 2005) Clay (1987) ศึกษาผลของเอน
โดไฟท์ต่อ Lolium perenne และ Festuca arundinacea ในโรงเรือน พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท์
สามารถช่วยส่งเสริมอตัราการงอกของเมล็ดและส่งเสริมความแข็งแรงในตน้กลา้ Muller (2003) 
ทดลองปลูกเช้ือราเอนโดไฟท์ Epichloe typhina ในหญา้ L. perenne พบว่า ท าให้พืชมีน ้ าหนัก
นอ้ยลง แต่เม่ือปลกูเช้ือราเอนโดไฟทช์นิด Neotyphodium lolii มีผลท าใหพื้ชมีน ้ าหนกัเพ่ิมข้ึน  

  ราเอนโดไฟท์เป็นแหล่งของเอนไซม ์สามารถสร้างเอนไซมไ์ดห้ลายชนิด เช่น 
สามารถผลิตเอนไซม์ phytase ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ีส าคญัของอุตสาหกรรมอาหารสัตว ์(Sopalun, 
2004) ราเอนโดไฟท์ Piriformospora indica นอกจากสามารถเพ่ิมอตัราการเจริญของพืชแลว้ ยงั
สามารถกระตุน้การท างานของเอนไซม ์nitrate reductase และ glucan-water dikinase ซ่ึงเป็น
เอนไซมท่ี์ท าหนา้ท่ียอ่ยสลายแป้ง (Sherameti et al., 2005) และราเอนโดไฟท์ Colletotrichum spp. 
สามารถหลัง่เอนไซมห์ลายชนิด ไดแ้ก่ amylase, cellulase, lipase, pectinase และ protease ใน
สภาวะ pH ท่ีแตกต่างกนั (Maccheroni et al., 2004) 

  ราเอนโดไฟท์ท าหน้าท่ีเป็นจุลินทรียคุ์ม้ครองพืช เป็นผลมาจากสารพิษจ าพวก 
alkaloids ท่ีเช้ือราสร้างข้ึน ซ่ึงแบ่งไดเ้ป็น 4 กลุ่ม คือ 1) ergot alkaloids 2) indolediterpenes 3) 
pyrrolopyrazine และ 4) saturated aminopyrrolizidines หรือ lolines โดยสาร alkaloids ทั้ง 4 กลุ่ม มี
ความเป็นพิษต่อแมลงและสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม เช่น หญา้ท่ีมีราเอนโดไฟท์ จะมีสารกลุ่ม alkaloid 
อยู ่จึงท าใหแ้มลงท่ีกินใบและสตัวเ์ค้ียวเอ้ืองบางชนิดไม่ชอบ (Schardl and Phillips, 1997)   
    ราเอนโดไฟทมี์บทบาทในการป้องกนัพืชอาศยั ปกป้องพืชจากเช้ือราก่อโรคอ่ืน ๆ 
โดยท าการยบัย ั้ง หรือท าลายเช้ือราก่อโรค เช่น ราเอนโดไฟท์ Gliocladium catenulatum สามารถ
ยบัย ั้งเช้ือรา Crinipellis perniciosa ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรค witches broom ท่ีก่อความเสียหายอย่าง
มากต่อการปลกูตน้โกโก ้(Rubini et al., 2005) 
   ราเอนโดไฟทส์ามารถสร้างสารตา้นจุลินทรีย ์ซ่ึงสารส่วนใหญ่จากราเอนโดไฟทม์ี
ผลยบัย ั้งเช้ือราโรคพืช แบคทีเรีย ปรสิต แต่ไม่เป็นอนัตรายต่อมนุษยแ์ละสัตว ์เช่น ราเอนโดไฟท ์
Gliocladium sp. จากตน้ Eucryphia cordifolia สามารถผลิตสารจ าพวกสารระเหยอินทรีย ์(volatile 
organic compounds, VOCs) ซ่ึงมีผลในการยบัย ั้งเช้ือราก่อโรคในพืช ไดแ้ก่ Pythium ultimum และ 
Verticillium dahliae (Stinson et al., 2003) 
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2.3 การแยกเช้ือราเอนโดไฟท์ 
  การเก็บตวัอยา่งพืชเพื่อน ามาแยกเอนโดไฟท ์ควรเลือกเก็บจากตน้ท่ีมีลกัษณะการ

เจริญปกติสมบูรณ์ ไม่มีอาการของโรค และควรท าการแยกเช้ือภายใน 24 ชัว่โมง หลกัการท่ีส าคญั
คือ การท าให้ผิวของพืชท่ีน ามาใช้แยกนั้นปราศจากการปนเป้ือนของเช้ือ ซ่ึงมกัแตกต่างกัน 
(สายสมร ล  ายอง และคณะ, 2541) โดยปรับปรุงเปล่ียนแปลงให้เหมาะสมกบัสภาพของเน้ือเยื่อพืช
ตวัอยา่ง วิธีการท าใหป้ราศจากเช้ือท่ีผวิ ท าไดโ้ดยเลือกช้ินส่วนของพืชจากตน้ท่ีสมบูรณ์ น ามาลา้ง
ผา่นน ้ าไหล แลว้น าช้ินพืชมาจุ่มในเอทธานอล (ethanol) และโซเดียมไฮโปคลอไรท์ (NaOCl) เจือ
จาง ตามดว้ย ethanol อีกคร้ัง ซ่ึง Spurr และ Welty (1975) พบว่า การเพ่ิมแอลกอฮอลใ์นขั้นตอน
การฆ่าเช้ือท่ีผิวจะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพของ sodium hypochlorite และช่วยให้ช้ินพืชเปียกอย่าง
ทัว่ถึง หลงัจากฆ่าเช้ือแลว้ วางช้ินพืชในจานอาหารแข็งท่ีเติมสารปฏิชีวนะเพ่ือยบัย ั้งการเจริญของ
แบคทีเรีย ดงัรายงานวิจยัต่อไปน้ี 
  เลขา มาโนช และคณะ (2544) แยกเช้ือราเอนโดไฟท์จากใบกลว้ยไมป่้า 3 ชนิด 
โดยน าใบพืชปกติมาตดัเป็นรูปส่ีเหล่ียมขนาด 3 x 3 ตารางเซนติเมตร แช่ใน 70 เปอร์เซ็นต์ ethanol 
เป็นเวลา 10 นาที และแช่ใน 10 เปอร์เซ็นต์ clorox เป็นเวลา 1 นาที ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือแลว้  
3 คร้ัง หลงัจากนั้นน าช้ินตวัอยา่งพืชวางบนกระดาษกรองท่ีปราศจากเช้ือเป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้น
น ามาวางบนอาหาร PDA บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ใชเ้ข็มเข่ียตดัปลายเส้น
ใยเล้ียงในอาหาร PDA 

  ณัฐวุฒิ รุ่งจินดามยั (2549) แยกเช้ือราเอนไฟท์จากพืชสกุล Garcinia โดยเก็บ
ตวัอยา่งใบพืช และก่ิงท่ีมีความสมบูรณ์ สีเขียวเขม้ ไม่มีอาการของโรค เก็บตวัอยา่งตน้ละ 5 ใบ และ 
5 ก่ิง โดยพืช 1 ชนิด เก็บตวัอยา่ง ชนิดละ 1-3 ตน้ น าตวัอยา่งพืชมาแยกราเอนโดไฟท์ทนัที โดยน า
ตวัอยา่งพืชมาลา้งดว้ย detergent และน ้ าประปา ผึ่งใหแ้หง้ภายใต ้laminar flow เมื่อตวัอย่างพืชแห้ง 
ใชม้ีดผา่ตดัจุ่ม 95 เปอร์เซ็นต์ ethanol น าไปผ่านไฟ แลว้ตดัส่วนของ เส้นใบ เส้นกลางใบ เน้ือใบ 
กา้นใบ และก่ิง เป็นช้ินขนาด 1 x 1 ตารางเซนติเมตร จ  านวน 2, 3, 3, 4 และ 10 ช้ิน ตามล าดบั 
หลงัจากนั้นน าตวัอย่างพืชท่ีตดัเป็นช้ินๆ มาก าจดัเช้ือบริเวณผิว โดยแช่ใน 95 เปอร์เซ็นต์ ethanol 
เป็นเวลา 30 วินาที แช่ใน 5 เปอร์เซ็นต์ sodium hypochlorite เป็นเวลา 5 นาที น าไปแช่ใน 95 
เปอร์เซ็นต์ ethanol เป็นเวลา 30 วินาที น าตวัอย่างมาลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ เป็นเวลา 3-5 
วินาที หลงัจากนั้นน าตวัอย่างพืชไปวางบนอาหาร corn meal agar (CMA) ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ 
tetracycline และ ampicillin ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร น าไปบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วนั เม่ือเสน้ใยเช้ือราเจริญรอบ ๆ ตดัปลายเส้นใยเล้ียงบนอาหาร PDA ท่ีไม่
เติมสารปฏิชีวนะ แยกใหไ้ดเ้ช้ือราท่ีบริสุทธ์ิ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิต  ่า 
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 ยพุาภรณ์ เดชโสภา (2554) แยกเช้ือราเอนโดไฟทจ์ากส่วนของใบ ก่ิง และรากพริก 
ลา้งใหส้ะอาดโดยการลา้งผา่นน ้ าและผึ่งในท่ีร่มใหแ้หง้ น ามาฆ่าเช้ือท่ีผวิดว้ย 70 เปอร์เซ็นต ์ethanol 
เป็นเวลา 1 นาที 0.44 เปอร์เซ็นต ์sodium hypochlorite เป็นเวลา 5 นาที และลา้งในน ้ าท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
3 คร้ัง น าตวัอยา่งมาตดัเป็นช้ินเลก็ ๆ ขนาดประมาณ 3 x 3 ตารางมิลลิเมตร ซบัช้ินตวัอย่างให้แห้ง
ดว้ยกระดาษกรองน่ึงฆ่าเช้ือ น าช้ินตวัอย่างวางบนอาหาร malt extract agar ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ 
chloramphenicol ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร บ่มเช้ือไว ้3 สปัดาห์ แยกเช้ือให้ไดโ้คโลนีเด่ียว
หรือเช้ือบริสุทธ์ิบนอาหาร PDA 

  Bayman และคณะ (1997) แยกเช้ือราเอนโดไฟท์จากส่วนรากและใบของพืชใน
สกุล Lepanthes น าใบและรากมาลา้งผา่นน ้ า ฆ่าเช้ือท่ีผวิโดยแช่ใน 75 เปอร์เซ็นต์ ethanol เป็นเวลา 
1 นาที แช่ใน 65 เปอร์เซ็นต ์Clorox เป็นเวลา 10 นาที และแช่ใน 75 เปอร์เซ็นต ์ethanol เป็นเวลา 30 
วินาที หลงัจากนั้นน ามาลา้งดว้ยน ้ าฆ่าเช้ือแลว้ น าตวัอย่างรากมาตดัตวัอย่างละ 6 ช้ิน ขนาด 2-5 
มิลลิเมตร และตวัอยา่งใบน ามาตดัเป็นวงกลมขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 4 มิลลิเมตร บริเวณปลายใบ 
กลางใบ และโคนใบ และตดัแบ่งคร่ึงอีกคร้ัง น าช้ินส่วนจากรากตวัอย่างละ 3 ช้ิน และตวัอย่างจาก
ใบท่ีตดัแบ่งเป็นคร่ึงวงกลม วางบนอาหาร half-strength malt extract agar ท่ีผสม rose bengal ความ
เขม้ขน้ 35 มิลลิกรัมต่อลิตร บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียสโคโลนีของเช้ือราท่ีไดใ้ห้ยา้ยไป
เล้ียงบนอาหาร MEA หรือ V8 juice agar 
    Liu และคณะ (2001) แยกเช้ือราเอนโดไฟท์จากเน้ือเยื่อล  าต้นของ Artemisia 
annua โดยน าส่วนของล าตน้ A. annua มาลา้งผา่นน ้ า และฆ่าเช้ือท่ีผวิโดยแช่ 75 เปอร์เซ็นต์ ethanol 
เป็นเวลา 1 นาที และแช่ใน 5 เปอร์เซ็นต ์sodium hypochlorite เป็นเวลา 5 นาที ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีฆ่า
เช้ือแลว้ 3 คร้ัง และน าช้ินตวัอยา่งพืชมาตดัเป็นแท่งขนาด 1 เซนติเมตร จาก 1 แท่งให้ตดัแบ่งเป็น 2 
แท่งตามแนวตั้งตรง น าช้ินตวัอยา่งวางบนอาหาร PDA ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 150 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และ streptomycin 100 มิลลิกรัมต่อลิตร เพ่ือยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย บ่มเพาะเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 28  องศาเซลเซียส เม่ือเสน้ใยเช้ือราเจริญจากช้ินส่วนของตวัอยา่ง คดัเลือกเช้ือราให้ไดเ้ช้ือ
ราท่ีบริสุทธ์ิใน PDA 
   Evans และคณะ (2003) แยกเช้ือราเอนโดไฟท์ และ mycoparasites จากไมป่้าใน
ประเทศเอกวาดอร์ เลือกตน้ไมข้นาดใหญ่ สูง 15-20 เมตร ตดัเปลือกไมท่ี้ความสูงระดบัไหล่ (1.5 
เมตร) ขนาดประมาณ 8 x 6 ตารางเซนติเมตร จากนั้นใชมี้ดผ่าตดัท่ีปราศจากเช้ือ ตดัเน้ือไมข้นาด 
0.8 x 0.5 ตารางเซนติเมตร ใชป้ากคีบคีบเน้ือไมใ้ส่จานเล้ียงเช้ือพลาสติก (เส้นผ่าศูนยก์ลาง 3 
เซนติเมตร) ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ซ่ึงเติมสารปฏิชีวนะ streptomycin 10 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 
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MEA เติมสารปฏิชีวนะ chloramphenicol 0.05 กรัมต่อลิตร ปิดดว้ยเทปกาวทนัที เก็บใส่กล่อง
พลาสติก  
   Kim และคณะ (2007) แยกเช้ือราเอนโดไฟท์จากใบ ล  าตน้ และรากของพืชผกั 5 
ชนิด คือ พริก แตงกวา มะเขือเทศ ฟักทอง และผกักาดขาวจีน เก็บตวัอยา่งพืชปกติ 3-5 ตน้ต่อพ้ืนท่ี
แบบสุ่ม น าตวัอยา่งพืชมาท าความสะอาดโดยลา้งผา่นน ้ าและผึ่งให้แห้ง ฆ่าเช้ือท่ีผิวโดยแช่ตวัอย่าง
พืชใน 70 เปอร์เซ็นต์ ethanol เป็นเวลา 1 นาที และแช่ใน 5 เปอร์เซ็นต์ sodium hypochlorite เป็น
เวลา 5 นาที หลงัจากนั้นน าตวัอยา่งมาลา้งดว้ยน ้ าท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 3 คร้ัง ตดัเป็นช้ินเลก็ ๆ และวางเล้ียง
บนอาหาร MEA ซ่ึงเติมสารปฏิชีวนะ chloramphenicol ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยวาง
ช้ินตวัอยา่ง 4 ช้ินต่อจานอาหารเล้ียงเช้ือ บ่มเช้ือท่ี 25 องศาเซลเซียส เม่ือเช้ือราเจริญท าการถ่ายเช้ือ
โดยใชอ้าหาร PDA บ่มเช้ือท่ี 25 องศาเซลเซียส 
   Chaverri และคณะ (2011) แยกเช้ือราเอนโดไฟทจ์ากใบและเน้ือไมย้างพาราในลุ่ม
น ้ าอเมซอนประเทศบราซิล ไดเ้ช้ือราเอนโดไฟท์ T. amazonicum ซ่ึงเป็นสายพนัธุ์ใหม่ โดยน า
ตวัอย่างจากใบ มาฆ่าเช้ือท่ีผิวดว้ย 2 เปอร์เซ็นต์ sodium hypochlorite และ 70 เปอร์เซ็นต์ ethanol 
ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ วางบนอาหาร corn meal-dextrose agar (CMD) ท่ีเติมสารปฏิชีวนะเพื่อก  าจดั
แบคทีเรียเอนโดไฟท ์ส่วนการแยกเอนโดไฟทจ์ากเน้ือไมย้างพารา ไดต้ดัเปลือกไมย้างพาราขนาด 
10 x 10 ตาราเซนติเมตร แคะส่วนเปลือกออก ใช้มีดตดัส่วนท่ีเป็นเน้ือไมข้นาดประมาณ 0.5 
มิลลิเมตร ย ้าย เล้ียงในอาหารเล้ียงเ ช้ือ CMD ท่ีผสมสารปฏิชีวนะในจานเล้ียงเ ช้ือขนาด
เสน้ผา่ศนูยก์ลาง 3 เซนติเมตรทนัที โดยวางจานละ 1 ช้ิน ปิดขอบจานดว้ยเทปพลาสติกบ่มเล้ียงไวท่ี้ 
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 เดือน 

  Rocha และคณะ (2011) แยกเช้ือราเอนโดไฟท์จากใบยางพารา ฆ่าเช้ือท่ีผิวดว้ย  
70 เปอร์เซ็นต ์ethanol เป็นเวลา 1 นาที 3 เปอร์เซ็นต ์calcium hypochlorite เป็นเวลา 5 นาที และลา้ง
ดว้ยน ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ เป็นเวลา 1 นาที 3 คร้ัง วางบนอาหาร PDA บ่มเช้ือท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
7-15 วนั เม่ือเส้นใยเช้ือราเจริญรอบๆ ช้ินส่วนของตัวอย่าง แยกให้ไดเ้ช้ือราท่ีบริสุทธ์ิ เก็บไวท่ี้
อุณหภูม ิ4-8 องศาเซลเซียส 

  Li และคณะ (2012) แยกเช้ือราเอนโดไฟท์จากพืช 6 ชนิด ไดแ้ก่ Arabis hirsute, 
Acacia decurrens, Symplocos paniculata, Rabbosia eriocalyx, Arenaria serpyllifolia และ  
Rosa longicuspis จากส่วนของใบและก้านท่ีปกติ ฆ่าเช้ือท่ีผิวด้วย 0.5 เปอร์เซ็นต์ sodium 
hypochlorite เป็นเวลา 2 นาที และ 70 เปอร์เซ็นต์ ethanol เป็นเวลา 2 นาที วางบนอาหาร PDA ท่ี
ผสมสารปฏิชีวนะ streptomycin 50 มิลลิกรัมต่อลิตร บ่มเช้ือท่ี 25 องศาเซลเซียส สังเกตการเจริญ
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ทุกวนัจนถึง 30 วนั เม่ือเสน้ใยเช้ือราเจริญออกมาจากเน้ือเยื่อ ตดัปลายเส้นใยเล้ียงบนอาหาร PDA 
แยกใหไ้ดเ้ช้ือราท่ีบริสุทธ์ิ 

  Gazis และคณะ (2012) แยกเช้ือราเอนโดไฟทจ์ากใบและล าตน้ของยางพารา โดย
น าส่วนใบมาฆ่าเช้ือท่ีผิวดว้ย 2 เปอร์เซ็นต์ sodium hypochlorite และแช่ใน 70 เปอร์เซ็นต์ ethanol 
ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ วางบนอาหาร CMD ท่ีมีสารปฏิชีวนะ ส่วนการแยกเอนโดไฟท์จากเน้ือไม้
ยางพารา ใชมี้ดฆ่าเช้ือ ตดัส่วนเปลือกของล าตน้ขนาด 3 x 6 เซนติเมตร ท่ีความสูงระดบับ่า แคะ
ส่วนเปลือกออก น ามีดท่ีฆ่าเช้ือตดัส่วนท่ีเป็นเน้ือไมด้า้นในยาวประมาณ 5 มิลลิเมตร วางบนอาหาร 
CMD ท่ีมีสารปฏิชีวนะ (1 เปอร์เซ็นต์ solution of Neomycin–Penicillin–Streptomycin) เพื่อก  าจดั
แบคทีเรียเอนโดไฟท ์บ่มเช้ือท่ี 25 องศาเซลเซียส เมื่อเสน้ใยเช้ือราเจริญรอบ ๆ ช้ินส่วนของตวัอย่าง 
แยกใหไ้ดเ้ช้ือราท่ีบริสุทธ์ิ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส 

  Ming และคณะ (2012) แยกเช้ือราเอนโดไฟท์จากรากของพืช Salvia miltiorrhiza 
น ารากมาลา้งน ้ า แลว้ฆ่าเช้ือโดยใช ้75 เปอร์เซ็นต์ ethanol เป็นเวลา 30 วินาที 1.3 M sodium 
hypochlorite เป็นเวลา 3 นาที และ 75 เปอร์เซ็นต์ ethanol เป็นเวลา 30 วินาที แลว้ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่
ฆ่าเช้ือ วางบนอาหาร PDA ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ penicillin 100 มิลลิกรัมต่อลิตร บ่มเช้ือท่ี 26 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 2-3 สัปดาห์ เม่ือเส้นใยเช้ือราเจริญรอบๆ ช้ินส่วนของตวัอย่าง ตดัปลายเส้นใย
เล้ียงบนอาหาร PDA แยกใหไ้ดเ้ช้ือราท่ีบริสุทธ์ิ 

  Silva และคณะ (2012) แยกเช้ือราเอนโดไฟท์จาก ใบ ก่ิง และราก กาแฟ ฆ่าเช้ือท่ี
ผิวดว้ย 70 เปอร์เซ็นต์ ethanol เป็นเวลา 1-2 นาที 2 เปอร์เซ็นต์ sodium hypochlorite เป็นเวลา 3-5 
นาที ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ แลว้น าไปวางบนอาหาร PDA บ่มเช้ือท่ี 25 องศาเซลเซียสสังเกตการ
เจริญ เม่ือเสน้ใยเช้ือราเจริญออกมาจากเน้ือเยือ่ ตดัปลายเส้นใยเล้ียงบนอาหาร PDA แยกให้ไดเ้ช้ือ
ราท่ีบริสุทธ์ิ 

 2.4 การใช้เช้ือราเอนโดไฟท์ในการควบคุมโดยชีววธิี 
  การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี คือ วิธีการใดก็ตามท่ีควบคุมโรคพืชหรือลดปริมาณ

หรือผลของเช้ือสาเหตุ โดยอาศยักลไกทางชีววิทยาหรือส่ิงท่ีมีชีวิตอ่ืน ๆ โดยมีความสัมพนัธ์
ระหว่างเช้ือสาเหตุโรคพืช และพืชอาศยั เพ่ือลดปริมาณของเช้ือสาเหตุของโรคพืชลง (วีระศกัด์ิ 
ศกัด์ิศิริรัตน์, 2544) ซ่ึงการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีนั้น เป็นการควบคุมท่ีไม่เพียงแต่เป็นการลด
ความหนาแน่นของเช้ือท่ีก่อโรคเท่านั้น แต่ยงัเป็นการป้องกนับนผิวหน้าของพืชและในพืชอาศยั
ดว้ย บทบาทการสร้างความต้านทาน (resistance) หรือเก่ียวข้องกับส่ิงมีชีวิตท่ีต่อต้านเช้ือโรค
ภายหลงัการติดเช้ือ หรือการชกัน าใหเ้กิดความตา้นทานของพืชอาศยั (host plant resistance) ต่อเช้ือ
โรค จุลินทรียต่์อตา้นจดัเป็นตวัควบคุมโดยชีววิธีท่ีมีศกัยภาพต่อการขดัขวางกระบวนการต่าง ๆ 
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ของเช้ือโรคพืชท่ีมีชีวิต (เกษม สร้อยทอง, 2551) เช้ือปฏิปักษ ์(antagonist) จะประสบความส าเร็จใน
การควบคุมเช้ือสาเหตุไดน้ั้นตอ้งมีการปรับตวัให้เขา้กบัจุลินทรียใ์นธรรมชาติไดดี้กว่าเช้ือสาเหตุ 
การใช้จุลินทรียป์ฏิปักษ์ท่ีผลิตข้ึนมาโดยตรงหรือส่งเสริมให้จุลินทรียป์ฏิปักษ์ท่ีปรากฏอยู่ตาม
ธรรมชาติท าลายหรือยบัย ั้งการเจริญของเช้ือโรคพืช การปรับปรุงหรือพฒันาวิธีเขตกรรมท่ี
เหมาะสม เพ่ือปรับสภาพแวดลอ้มให้เอ้ืออ  านวยหรือส่งเสริมการเจริญของจุลินทรียป์ฏิปักษ์หรือ
ศตัรูของเช้ือโรคพืชท่ีมีอยูต่ามธรรมชาติ จะช่วยลดปริมาณเช้ือโรคพืชหรือระดบัของการเกิดโรคลง
ได ้(จิระเดช แจ่มสว่าง, 2546) 

กลไกลในการควบคุมโรคพชืโดยชีววธิี (เกษม สร้อยทอง, 2551)  
 1. การแย่งอาหารกัน (competition) หมายถึง การท่ีเช้ือสาเหตุท าให้เกิดโรคพืช
และจุลินทรียต่์อตา้นเช้ือโรคพืชจะแข่งขันกนัในการเจริญและขยายพนัธุ์ จากการแย่งกันดูดซับ
อาหารพวกสารอินทรียต่์าง ๆ และเจริญเขา้ครอบครองในบริเวณนั้น 
  2. การสร้างสารปฏิชีวนะ (antibiosis) และการสลายตัวของเช้ือโรค (lysis) คือ 
จุลินทรียต่์อตา้นเช้ือโรคพืช (antagonistic microorganism หรือ microbial antagonists) ซ่ึงเป็น
จุลินทรีย์ท่ีสามารถเจริญได้ดีโดยการดูดซับสารละลายอินทรียเ์ป็นอาหารในการเจริญแพร่
ขยายพนัธุแ์ละปลดปล่อยสารพิษ หรือสารปฏิชีวนะ ออกมาภายนอก และสารดงักล่าวมีคุณสมบติั
ยบัย ั้งหรือท าลายเซลลข์องเช้ือสาเหตุโรคท่ีอยูใ่นบริเวณนั้นได ้มีผลให้เซลลเ์ช้ือสาเหตุโรคตาย ลด
ปริมาณลง อ่อนแอลง ความสามารถในการท าให้เกิดโรคลดลง การสลายตวั  หมายถึงการสลายตวั
ของเซลลเ์ช้ือสาเหตุท่ีท าให้เกิดโรค เน่ืองจากไม่สามารถรวมเขา้กนัไดข้องสารแปลกปลอมท่ีซึม
ผ่านเข้าผนังเซลล์ หรือเน่ืองจากเกิดสภาวะความเครียด (stress condition) เช่น ความแห้งแลง้ 
น ้าท่วมขงั เป็นตน้ ซ่ึงสารประกอบหรือส่วนประกอบต่าง ๆ ภายในเซลลข์องเช้ือโรคจะเกิดการเน่า
สลายและตายในท่ีสุด 
  3. การเป็นปรสิตของเช้ือก่อโรคพืช (parasitism) หรือการขัดขวางการเจริญของ
เช้ือโรคพชื (hyphal interference) คือ การท่ีจุลินทรียห์น่ึงหรือหลายชนิดสามารถเจริญบนจุลินทรีย์
อีกชนิดหน่ึงท่ีเป็นเช้ือสาเหตุท าใหเ้กิดโรค โดยดูดน ้ าเล้ียงหรือไดรั้บอาหารโดยตรงจากเช้ือสาเหตุ
โรค การขัดขวางการเจริญของเช้ือโรค คือ กลไกลอย่างหน่ึงของจุลินทรียต่์อต้านเช้ือโรค ซ่ึง
สามารถพนัรัดเสน้ใยหรือโครงสร้างต่าง ๆ ของเช้ือสาเหตุโรคพืช มีผลต่อการรบกวนหรือขดัขวาง
การเจริญของเช้ือสาเหตุโรค ท าใหเ้ช้ือสาเหตุโรคเจริญผดิปกติ เสียรูปทรง ความสามารถในการซึม
ผา่นของของเหลวสู่เซลลสู์ญเสียไป บางชนิดสามารถเจริญแทงทะลุผ่านผนังเซลลข์องเช้ือสาเหตุ
โรคพืช 
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  4. การสร้างภูมิคุ้มกันโรค (plant immunity) คือ การชกัน าให้พืชป้องกนัตนเอง
โดยการปลูกเช้ือหรือการใชส้ารเคมีบางชนิดสามารถท าให้พืชเกิดความตา้นทานโรคเฉพาะแห่ง
และกระจายทัว่ตน้ (local and systemic acquired resistance) โดยพืชสามารถพฒันาความตา้นทาน
หลงัจากการติดเช้ือหรือได้รับสารเคมีสังเคราะห์ (synthetic chemical compounds) หรือสาร
ธรรมชาติ (natural compounds) บางชนิด 
   ฤทยัรัตน์ ค  าแสน (2551) ศึกษาเช้ือราเอนโดไฟท์จากพืชเศรษฐกิจ 3 ชนิด คือ 
มะเขือเทศ ส้ม และยางพารา สามารถแยกเช้ือราเอนโดไฟท์ไดท้ั้งหมด 298 ไอโซเลท จ าแนกได้
เป็น 9 จีนัส คือ Fusarium spp., Penicillium spp., Aspergillus spp., Papularia spp., Curvularia 
spp., Colletotrichum spp., Idriella spp., Nodulosporium spp. และ Geotrichum spp. เม่ือน าเช้ือรา
เอนโดไฟทท์ั้งหมดมาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Phytophthora infestans 
พบว่า Fusarium sp. RR251 สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ P. infestans ได้สูงสุด (62.22 
เปอร์เซ็นต)์ รองลงมา คือ Penicillium sp. RL3036 (56.67 เปอร์เซ็นต)์ และ Aspergillus sp. OS3029 
(55.56 เปอร์เซ็นต)์ ผลการทดสอบประสิทธิภาพน ้ าเล้ียงเช้ือของเช้ือราเอนโดไฟท์ทั้ง 3 ชนิดในการ
ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ P. infestans ท่ีความเขม้ขน้ 10, 30 และ 50 เปอร์เซ็นต์ ผลการทดสอบพบว่า
ทุกความเขม้ขน้ใหผ้ลการยบัย ั้งต  ่ากว่า 50 เปอร์เซ็นต์ โดยน ้ าเล้ียงเช้ือของ Fusarium sp. RR251 ท่ี
เขม้ขน้ 50 เปอร์เซ็นต ์มีประสิทธิภาพการยบัย ั้งดีท่ีสุด (45.93 เปอร์เซ็นต์) รองลงมาคือ Aspergillus 
sp. OS3029 (38.89 เปอร์เซ็นต)์ และ Penicillium sp. RL3036 ใหผ้ลการยบัย ั้งต  ่าสุด (10 เปอร์เซ็นต์) 
ส าหรับการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือราเอนโดไฟท์ต่อการงอก และความผิดปกติของเมล็ด
มะเขือเทศ (Lycopersicon esculentum cv. TVF) พบว่า ในชุดควบคุมเมล็ดมะเขือเทศพนัธุ์ TVF  
มีอตัราการงอก 36 เปอร์เซ็นต ์ส่วนเมลด็ท่ีแช่ดว้ย P. infestans มีอตัราการงอกเพียง 11.3 เปอร์เซ็นต ์
ส าหรับเมล็ดท่ีแช่ด้วยเอนโดไฟท์เพียงอย่างเดียวมีผลอตัราการงอกไม่แตกต่างจากชุดควบคุม 
ยกเวน้เมล็ดท่ีแช่ดว้ย Fusarium sp. RR251 ท่ีมีผลอตัราการงอก 19 เปอร์เซ็นต์ เมื่อน าเมล็ดมา 
แช่ดว้ย P. infestans เป็นเวลา 1 ชม. แลว้จึงแช่เช้ือราเอนโดไฟท์ พบว่ามีผลให้อตัราการงอกของ
เมล็ดเพ่ิมข้ึนแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับเมล็ดท่ีแช่ใน  
P. infestans เพียงอยา่งเดียว เมื่อน ามาทดสอบประสิทธิภาพในตน้มะเขือเทศ พบว่า  กรรมวิธีท่ีพ่น
ดว้ย Aspergillus sp. OS3029 ช่วยลดระดบัความรุนแรงของโรคในมะเขือเทศได ้
    ยุพาภรณ์ เดชโสภา (2554) แยกเช้ือราและแบคทีเรียเอนโดไฟท์ จากเน้ือเยื่อ 
ปกติของใบ กา้นใบ ก่ิง และรากของพริกรวมทั้งผลพริกท่ีแสดงอาการโรคแอนแทรคโนส ดว้ยวิธี 
tissue transplanting และ dilution spread plate ตามล าดบั เพ่ือน ามาใชค้วบคุมเช้ือราสาเหตุโรคของ
พริก ซ่ึงไดแ้ก่โรคแอนแทรคโนส โรคใบจุดเซอร์คอสปอรา และโรครากและโคนเน่า ไดเ้ช้ือราเอน
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โดไฟท์ทั้งหมด 146 ไอโซเลทและแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 205 ไอโซเลท เลือกราเอนโดไฟท์ 
Colletotrichum spp. มาทดสอบการก่อโรคหรือไม่ก่อโรคบนผลพริก ผลการศึกษาพบว่า 
มีทั้ งท่ีก่อโรคและไม่ก่อโรค จากนั้นน าเช้ือรา Colletotrichum spp. ท่ีเป็นเอนโดไฟท์แยกได ้
จากเน้ือเยื่อพริกปกติ (isolates End1-6) มาทดสอบความรุนแรงของเช้ือ เปรียบเทียบกบัเช้ือรา 
Colletotrichum spp. ท่ีแยกไดจ้ากเน้ือเยือ่เป็นโรค (isolates Path1-6) บนผลพริก เมล็ดพริกและตน้
กลา้พริก พบว่าเช้ือ Colletotrichum End1-6 และ Colletotrichum Path1-6 สามารถท าให้เกิดโรคบน
พืชทดสอบ ซ่ึงเช้ือ Colletotrichum End1-6 ท าใหเ้กิดโรคไดรุ้นแรงน้อยกว่า Colletotrichum Path1-
6 ยกเวน้การทดสอบบนเมล็ดพริกช้ีฟ้าท่ีเช้ือ Colletotrichum End1-6 ท าให้เกิดโรคไดรุ้นแรงกว่า 
Colletotrichum Path1-6 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือราและแบคทีเรียเอนโดไฟท์ในการยบัย ั้ง
การเจริญของเส้นใยเช้ือรา Coll. capsici C1, Coll. gloeosporioides C5, Cercospora capsici Ce7 
และ Sclerotium rolfsii S5 โดยวิธี dual culture  พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท์สามารถยบัย ั้งเช้ือ S. rolfsii 
S5 ไดโ้ดยการแย่งพ้ืนท่ี ส่วนเช้ือแบคทีเรียเอนโดไฟท์ท่ีมีคุณสมบติัในการเป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือรา
สาเหตุโรคของพริกทั้ง 4 ชนิดได ้ผลการทดสอบพบว่าเช้ือ Bacillus subtilis BPNab1.1, B. subtilis 
BKSol1.3 และ B. subtilis BMSul1.5 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเสน้ใยไดดี้ท่ีสุด เม่ือ
น ามาทดสอบความเขา้กนัไดข้องเช้ือ พบว่าเช้ือ B. subtilis BKSol1.3 และ B. subtilis BMSul1.5 
สามารถเจริญร่วมกันได้ และมีประสิทธิภาพในการลดการเกิดโรคของเมล็ดพนัธุ์พริก ช้ีฟ้า การ
ทดลองในสภาพแปลงทดลอง พบว่าเช้ือ B. subtilis BKSol1.3 ผสมกบั B. subtilis BMSul1.5 มี
ประสิทธิภาพในการลดการเกิดโรคแอนแทรคโนส และโรคใบจุดเซอร์คอสปอรา 74.48 เปอร์เซ็นต ์
และ 28.57 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และ B. subtilis BKSol1.3 ผสมกบั B. subtilis BMSul1.5 มี
ประสิทธิภาพในการลดการเกิดโรครากและโคนเน่าของตน้พริกช้ีฟ้าโดยมีตน้พริกช้ีฟ้าท่ีอยู่รอด 
85.00 เปอร์เซ็นต์ และพบว่าเช้ือรา Colletotrichum spp. ท่ีเป็นเอนโดไฟท์ เมื่อน ามาทดสอบ
ความสามารถในการก่อโรคเปรียบเทียบกบัเช้ือรา Colletotrichum spp. ท่ีแยกจากเน้ือเยื่อพริกท่ีเป็น
โรค พบว่าเช้ือ Colletotrichum spp. ท่ีเป็นเอนโดไฟทท์ าใหเ้กิดโรคไดน้อ้ยกวา่เช้ือท่ีแยกจากเน้ือเยือ่
พริกท่ีเป็นโรค 
    Li และคณะ (2001) แยกเช้ือราเอนโดไฟทจ์ากตน้ไมใ้นพ้ืนท่ีเขตร้อนช้ืน ประเทศ
เยอรมนั สหรัฐอเมริกา ออสเตรเลีย ปาปัวนิวกีนี และเนปาล เลือกราเอนโดฟท์ 2 ชนิด น ามา
ทดสอบการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือโรคพืช พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท์ Pestalotiopsis spp. และ 
Monochaetia sp. ยบัย ั้งเช้ือราก่อโรคได้แก่ Pyricularia oryzae, Rhizoctonia solani, Botrytis 
cinerea, Diplodia natelensis, Fusarium cubense, Helminthosporium sativum, Cephalosporium 
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gramineum และ Pythium ultinum ได ้โดยเช้ือราทั้งสองสามารถสร้างสาร ambuic acid ท่ีมีผลต่อ
การยบัย ั้งเช้ือราก่อโรค 

  Strobel และคณะ  (2001) แยกเช้ือราเอนโดไฟท์ Muscodor albus จาก 
Cinnamomum zeylanicum พบว่าเช้ือสามารถผลิตสารจ าพวกสารระเหยอินทรีย ์ VOCs ซ่ึงเมื่อ
วิเคราะห์ทางเคมีแลว้พบว่ามีสารอินทรียห์ลายชนิดผสมกนัอยู่ โดยพบว่าสาร VOCs จากเช้ือรา 
M. albus มีฤทธ์ิในการตา้นจุลินทรียไ์ดห้ลายชนิด เช่น Py. ultimum, P. cinnamomi, Aspergillus 
fumigatus, R. solani, Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium dahliae, Stachybotrys chartarum ตา้น
เช้ือยีสต์ Candida albicans และยบัย ั้งแบคทีเรีย Escherichia coli และ B. subtilis ได ้และเมื่อน า 
 M. albus ไปเพาะเล้ียงร่วมกบัพืช พบว่าสามารถลดการเกิดโรคจากเช้ือรา R. solani และ P. capsici 
สาเหตุของโรคเน่าคอดิน (damping-off) และรากเน่า (root rot) ได ้ 

  Stinson และคณะ (2003) แยกเช้ือราเอนโดไฟท ์ Gliocladium sp. จากตน้ 
Eucryphia cordifolia พบว่าเช้ือน้ีสามารถผลิตสารจ าพวก VOCs ซ่ึงมีผลในการยบัย ั้งเช้ือราก่อโรค
ในพืช ไดแ้ก่ Py. ultimum และ V. dahlia 
    Schwarz และคณะ (2004) แยกสาร 3 - hydroxypropionic acid, propionic acid,  
D-lactic acid และ L-lactic acid จากเช้ือราเอนโดไฟท์ Phomopsis phaseoli ซ่ึงแยกไดจ้ากใบของ
พืชในป่าดิบช้ืน และเช้ือราเอนโดไฟท์ Melanconium betulinum 4 สายพนัธุ์ จากก่ิงของ Betula 
pendula และ  B. pubescens เม่ือน าสารสกดัดงักล่าวมาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งใส้เดือน
ฝอยศตัรูพืช Meloidogyne incognita พบว่าสาร 3 - hydroxypropionic acid มีประสิทธิภาพยบัย ั้งใส้
เดือนฝอยไดดี้ท่ีสุดโดยให้ค่า LD50 ระหว่าง 12.5-15 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และยงัมีผลในการ
ยบัย ั้งเช้ือ Caenorhabditis elegans แต่ไม่มีฤทธ์ิในการฆ่าจุลินทรียอ่ื์นๆ และไม่ท าให้พืชเกิดอาการ
เป็นพิษ (cytotoxic หรือ phytotoxic) กบัพืช  
  Manoch และคณะ (2009) แยกเช้ือราเอนโดไฟทจ์ากพืชป่า 37 ชนิด ท่ีเก็บรวบรวม
จาก เขตอนุรักษส์ตัวป่์าภูหลวง จ.เลย เกาะแสมสาร จ.ชลบุรี และหมู่เกาะอ่างทอง จ.สุราษฎร์ธานี 
แยกเช้ือราเอนโดไฟท์ได้ 286 ไอโซเลท ได้แก่ Chaetomiun globosum, Eupenicillium sp., 
Gelasinospora sp. Glomerella cingulata, Hamigera avellanea, Talaromyces spp., Chaetomella 
raphigera, Colletotrichum gloeosporioides, C. dermatum, Cryptosporiopsis sp., Pestalotiopsis 
spp., Phomopsis spp. และ Phyllosticta spp., Arthrinium phaeospermum, Curvularia pallescens, 
Fusarium semitectum, Nigrospora oryzae, Periconia sp. และ Pteroconium pterospermum น าเช้ือ
ราเอนโดไฟทก์ลุ่ม Ascomycetes 5 ไอโซเลท มาทดสอบการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคพืช พบว่าเช้ือรา
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เอนโดไฟท์สามารถยบัย ั้งเจริญของเส้นใยเช้ือ Bipolaris maydis, R. solani, Py. aphanidermatum 
และ P. palmivora ได ้
  Rocha และคณะ (2011) แยกเช้ือราเอนไฟท์จากใบยางพารา พบว่าเช้ือราเอนโด
ไฟท์ Microsphaeropsis sp. Pestalotiopsis sp. และ Myrothecium sp. สามารถยบัย ั้งเช้ือ 
Microcyclus ulei สาเหตุโรคใบไหมล้าตินอเมริกนัในยางพาราได ้

 2.5 เช้ือรา Trichoderma spp.  
   Trichoderma spp. เป็นราจดัจ  าแนกอนุกรมวิธานตาม (Gajera et al., 2013) ดงัน้ี 

Kingdom : Fungi 
Phylum : Ascomycota 

Class : Pezizomycetes 
Order : Hypocreales 

Family : Hypocreaceae 
Genus : Trichoderma  

 
ลกัษณะโดยทั่วไปของเช้ือรา Trichoderma spp. 

  เช้ือรา Trichoderma spp. เป็นเช้ือราท่ีมีการด ารงชีวิตแบบ saprophyte และเป็น 
mycoparasite โดยมีคุณสมบติัและศกัยภาพเป็นเช้ือราปฎิปักษ์ ในการควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคพืช 
คือ แข่งขนัดา้นปัจจยัในการด ารงชีวิต(competition) การเป็นปรสิต(parasitism) การสร้างเอนไซม ์
(cellulase, chitinase, β-1,3 glucanase) และการสร้างสารปฏิชีวนะ (antibiosis) กลไกในการเข้า
ท าลายเช้ือราสาเหตุโรคพืชของเช้ือรา Trichoderma spp. โดยการเจริญสร้างเส้นใยเขา้พนัรัดรอบ
เสน้ใย แลว้ผลิตเอนไซม ์เช่น ไคติเนส เซลลูเลส กลูคาเนส และสารปฏิชีวนะต่าง ๆ แลว้ย่อยผนัง
เซลลห์รือท าลายเสน้ใยของเช้ือราสาเหตุโรคพืช (จิระเดช แจ่มสว่าง และวรรณวิไล อินทนู , 2542) 
เช้ือรา Trichoderma spp. ด ารงชีวิตอยู่ในดินโดยทัว่ไป อาศยัซากพืชและสัตวเ์ป็นแหล่งอาหาร 
เจริญไดดี้ในดินท่ีมีความช้ืนแต่ไม่แฉะ สามารถแยกเช้ือบริสุทธ์ิจากดินธรรมชาติไดง่้าย เจริญได้
รวดเร็วบนอาหารหลายชนิด สร้างกา้นชูสปอร์ ท่ีแตกก่ิงกา้นสาขาโดยท่ีปลายก้านชูสปอร์ มี
โครงสร้างก าเนิดโคนิเดีย หรือ สปอร์ เรียกว่า phialide รูปร่างคลา้ยลูกพินโบวล่ิ์ง โคนิเดียซ่ึงเกิด
จากปลาย phialide จะรวมกนัเป็นกลุ่มกอ้น (slime head) เห็นเป็นสีเขียวหรือใส (hyaline) ส่วน
ระยะสมบูรณ์เพศหรือ teleomorph ของเช้ือรา Trichoderma คือ เช้ือราในสกุล Hypocrea หรือสกุล
อ่ืน ๆ ท่ีใกลเ้คียงกนั (Bissett, 1984) เช้ือรา Trichoderma จดัเป็นเช้ือราท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการ
ควบคุมเช้ือสาเหตุโรคพืช เน่ืองจากมีการเจริญและเพ่ิมปริมาณไดอ้ย่างรวดเร็ว จึงสามารถแข่งขนั
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และเขา้ท าลายเช้ือสาเหตุโรคพืชได ้อยา่งรวดเร็วเป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือสาเหตุโรคพืชหลายชนิด โดย
วิธีเป็นปรสิต (mycoparasite) สร้างสารพิษ (toxin) และน ้ าย่อยจ าพวกเอนไซมไ์ดด้ว้ย (Cook and 
Baker, 1983) การเจริญของเช้ือรา Trichoderma สามารถถูกกระตุน้ให้เจริญไดโ้ดยใชส้ารไธแรม 
แต่จะถูกยบัย ั้งโดยสารเบโนมิล เช้ือราชนิดน้ีมีความทนทานต่อสารเมตาแลกซิลและแอมโมเนีย 
(Lorito et al., 1993) 
 ลกัษณะสัณฐานวทิยาของเช้ือรา Trichoderma spp.  
 1. โคโลน ี 

  เช้ือรา Trichoderma spp. มีการสร้างเสน้ใยเจริญเร็ว เร่ิมแรกโคโลนีมีผิวหน้าเรียบ 
ไม่มีสีต่อมาโคโลนีมีลกัษณะเป็นแบบปุยฝ้ายฟูอย่างหลวม  ๆ (loosely floccose) หรือเป็นกระจุก
หนาแน่น (compactly tuft) หรือมีลกัษณะทั้งสองแบบในโคโลนีเดียวกนั หรือมีลกัษณะอยู่ระหว่าง
ทั้งสองแบบ การเกาะกันเป็นกระจุกของโคโลนีมีส่วนเก่ียวข้องกับโครงสร้างของก้านชูสปอร์  
ตวัอยา่งเช่นเช้ือรา T. hamatum มีโคโลนีเป็นกระจุกหนาแน่น สังเกตพบว่าระบบการแตกก่ิงกา้น
ของกา้นชูสปอร์ของเช้ือราชนิดน้ีมีความซบัซอ้นมาก สีของโคโลนีส่วนใหญ่เกิดมาจากการสร้างสี
ของสปอร์ (phialospore) โดยปกติเช้ือรา T. viride มีโคโลนีสีเขียวเขม้ แต่บางคร้ังอาจแสดงสีท่ี
แตกต่างออกไปอย่างชัดเจน  ตั้ งแต่สีเหลืองไปจนถึงสีเขียวอ่อน ส่วนโคโลนีของเช้ือรา 
T. polysporum มีสีขาวเน่ืองจาก phialospore ไม่มีสี นอกจากน้ีสีของสปอร์ท่ีมีผลต่อสีของโคโลนี
แลว้ยงัมีปัจจยัอ่ืนอีก คือ 

1. ปริมาณสปอร์ท่ีสร้างข้ึน ท าใหสี้ของโคโลนีเขม้ข้ึนหรืออ่อนลง 
2. สร้างผลึกสี หรือปล่อยสีออกมา ท าใหสี้ของอาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนไป 
3. ชนิดและความเป็นกรดด่าง (pH) ของอาหารเล้ียงเช้ือ มีผลต่อสีของโคโลนี 
4. การสร้างเสน้ใยท่ียดืตวัออกและเป็นหมนั (sterile hyphal elongation) เหนือกระจุกของกา้น 

ชูสปอร์ของเช้ือรา T. hamatum ท าใหโ้คโลนีมีสีเขียวหรือสีเทาเขียว (grayish green) 
2. โคนิเดีย หรือ สปอร์  

  เกิดเด่ียว  ๆ และเกาะกันเป็นกลุ่มก้อนกลม  หรือค่อนข้างกลม  ขนาด
เสน้ผา่ศนูยก์ลางต ่ากว่า 15 ไมครอน อยูบ่นปลาย phialide ซ่ึงการเกิดสปอร์ต่อกนัเป็นแถวพบน้อย
มากและเป็นแถวสั้น ๆ บางคร้ังกลุ่มสปอร์ท่ีเกิดบน phialide ขา้งเคียง อาจรวมกันเป็นก้อน 
(conidial head) ท่ีใหญ่ข้ึน ผนังของสปอร์เรียบ หรือบางคร้ังพบขรุขระเล็กน้อย ไม่มีสี (hyaline) 
หรือมีสีเขียวปนเหลือง (yellowish green) จนถึงสีเขียวเขม้ (dark green) รูปร่างค่อนขา้งกลม บริเวณ
ท่ีสร้างสปอร์มีลกัษณะเป็นวงรอบ หรือเป็นวงแหวน ซ่ึงเกิดจากอิทธิพลของแสงและเมื่อโคโลนีมี
อายมุากข้ึนจะมีการสร้างกา้นชูสปอร์ ข้ึนมาใหม่อีกบริเวณรอบนอกท่ีสร้างสปอร์ ท าใหเ้ห็นการเกิด
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วงรอบ (zonation) ไม่ชดัเจน บางไอโซเลท มีลกัษณะเป็นแบบปุยฝ้าย (floccose) การสร้าง zonation 
สามารถสงัเกตไดใ้นขณะท่ีเช้ือยงัมีอายนุอ้ยเท่านั้น 

3. ก้านชูสปอร์  
  กา้นชูสปอร์ของเช้ือรา Trichoderma spp. มีการแตกก่ิงกา้นหลายแบบและการ

สร้างสลบัซบัซอ้นกนัมาก มองดูโครงสร้างรอบนอกเป็นแบบรูปกรวย หรือแบบปิรามิด เช่น เช้ือรา 
T. hamatum และ T. polysporum มีก้านชูสปอร์ยาว  แตกก่ิงก้านด้านข้างสั้ นและหนา มี
ลกัษณะเฉพาะ คือ สร้างเสน้ใยท่ียดืตวัออกและเป็นหมนั เป็นเส้นยาวคลา้ยแส้ เป็นส่วนท่ีไม่สร้าง
สปอร์อยูป่ลายกา้นของกา้นชูสปอร์ส่วนเช้ือรา T. longibrachiatum มีเสน้แกนกลางของกา้นชูสปอร์ 
ค่อนขา้งยาวและแตกก่ิงกา้นสั้นเช่นกนั แต่ไม่เหมือน T. hamatum และ T. polysporum เป็นตน้ ท่ี
สร้างกา้นชูสปอร์มีการแตกก่ิงกา้นน้อยและสลบักนัไป ส าหรับเช้ือรา T. viride และ T. koningii 
สร้างก้านชูสปอร์ท่ีมีการแตกก่ิงก้านด้านข้างออกมาจากจุดเดียวกันเหมือนกับพวกเช้ือรา 
Verticillium 

4. ไฟอะไลด์ 
  เป็นกา้นสปอร์ท่ีอยู่ปลายสุด ให้ก  าเนิดสปอร์ ส่วนใหญ่มีรูปร่างคลา้ยขวดชมพู่ 

หรือลกูพินโบวล่ิ์งท่ีฐานแคบกว่าตรงกลางเลก็นอ้ยและค่อย ๆ เรียวไปยงัส่วนปลาย ซ่ึงตรงปลายจะ
เป็นรูปกรวยแคบ ๆ หรือใกลจ้ะเป็นทรงกระบอก โดยทัว่ไป phialide แตกออกมาจากจุดก าเนิดเป็น
วงกวา้งและปลายงอโคง้ ท าให้มองดา้นขา้งเหมือนเขาสัตว์ (horn-shaped) และอาจเกิดข้ึนบนก่ิง
กา้นของกา้นชูสปอร์ท่ีแตกดา้นขา้ง ลกัษณะเรียงกนัของ phialide เป็นวงรอบไม่สม  ่าเสมอ เกิดท่ี
ปลายกา้นของกา้นชูสปอร์ซ่ึงเกิดจากเซลลท่ี์ให้ก  าเนิด  หรือเกิดตลอดก่ิงก้านแบบเด่ียว ๆ และ
ค่อนขา้งยาวกว่าอนัท่ีอยูข่า้งล่าง 
 กลไกการควบคุมโรคโดยชีววธิีของเช้ือรา Trichoderma spp. 

  1. การแข่งขันในการแย่งพื้นที่และอาหาร หมายถึง การท่ีส่ิงมีชีวิตสองชนิดหรือ
มากกว่าเจริญอยูด่ว้ยกนั มีความตอ้งการอาหารและท่ีอยูอ่าศยั เมื่ออาหารท่ีมีอยู่ไม่เพียงพอจึงท าให้
เกิดการแข่งขนักนัโดยเฉพาะอย่างยิ่งการใชธ้าตุอาหารและปัจจยัอ่ืน ๆ ส าหรับการเจริญ เช้ือรา 
Trichoderma มีความสามารถในการเขา้ครอบครองรากพืชไดร้วดเร็วกว่าเช้ือสาเหตุโรคพืช หากใน
ดินท่ีใชใ้นการเกษตรมีปริมาณของเช้ือรา Trichoderma สูงย่อมพิสูจน์ไดว้่าเช้ือรา Trichoderma 
สามารถท่ีจะเป็นผูแ้ข่งขนัท่ีดีในดา้นการแยง่ท่ีอยูอ่าศยัและแหล่งอาหาร นอกจากนั้นยงัสามารถเพ่ิม
โอกาสในการแข่งขนักบัเช้ือสาเหตุโรคไดม้ากข้ึนดว้ย (จิระเดช แจ่มสว่าง, 2544) 

 2. การสร้างสารปฏิชีวนะ หมายถึง การยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียช์นิดหน่ึงท่ี
เกิดข้ึนจากสารท่ีสร้างข้ึนโดยส่ิงมีชีวิตอีกชนิดหน่ึง สารดงักล่าวน้ีจะมีผลต่อการยบัย ั้งการเจริญ 
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หรืออาจท าใหต้ายได ้สารเคมีดงักล่าวอาจเป็นสารปฏิชีวนะ (antibiotics) และสารจ าพวกเอนไซม์
(extracelluar enzymes) (Bilai, 1963) การผลิตเอนไซมท่ี์ยอ่ยเช้ือสาเหตุโรคพืชไดโ้ดยตรงเป็นปัจจยั
ร่วมอย่างหน่ึงของการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุ กลไกการออกฤทธ์ิของเช้ือรา Trichoderma 
spp. มีผลต่อเช้ือราก่อโรคพืช เช่น R. solani, Sclerotium sp. และ Phytophthora sp. โดยพบว่าเช้ือรา 
Trichoderma spp. จะสร้างเอนไซมท่ี์ส าคญัในการยอ่ยสลายผนงัเซลลข์องเช้ือราสาเหตุโรคพืช เช่น 
ไคติเนส และ เซลลเูลส (จิระเดช แจ่มสว่าง และ วรรณวิไล อินทนู, 2542) 

 3. การเป็นปรสิตต่อเช้ือราก่อโรคพืช การท่ีเช้ือรา Trichoderma spp. สร้างเส้นใย
แทงทะลุเข้าไปในเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรคพืช ท าให้เส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรคพืชเห่ียว 
แฟบหรือเช้ือรา Trichoderma spp. สร้างเส้นใยพนัรัดเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรคพืช Inbar และ
คณะ (1996) ไดศึ้กษาโครงสร้างของเช้ือราก่อโรค S. sclerotiorum หลงัจากท่ีน ามาเล้ียงร่วมกบั เช้ือ
รา T. harzianum และตรวจสอบโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราด  พบว่าเส้นใยของเช้ือรา  
T. harzianum พนัรัดเสน้ใยของเช้ือรา S. sclerotiorum ท าให้ผนังเซลลบ์างส่วนของเม็ด sclerotium 
แตกออก  

บทบาทของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp. ที่มต่ีอพชื 
  มีการศึกษาบทบาทของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp. ท่ีมีต่อพืช ไดห้ลาย
ชนิดดงัรายงานต่อไปน้ี 
  Hanada และคณะ (2008) แยกเช้ือราเอนโดไฟท์จากเน้ือไมข้องต้นโกโก้ใน
ประเทศบราซิล ไดเ้ช้ือราเอนโดไฟท์ T. martial สายพนัธุ์ใหม่ และพบว่า T. martial สามารถเจริญ
ไดร้วดเร็ว บนอาหาร CMD และ synthetic low nutrient agar (SNA) เป็นเอนโดไฟท์สายพนัธุ์ใหม่
ในเขตร้อนท่ีมีประสิทธิภาพในการป้องกนัก าจดัเช้ือ P. palmivora สาเหตุโรคฝักเน่าด าของโกโก ้
  Hanada และคณะ (2010) แยกเช้ือราเอนโดไฟท์จาก ล  าตน้และก่ิงของตน้โกโก ้
(Theobroma cacao และ The. Grandiflorum) พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp., 
Pestalotiopsis spp., Curvularia spp., Tolypocladium spp. และ Fusarium spp. มีประสิทธิภาพใน
การควบคุมเช้ือ P. palmivora สาเหตุโรคเน่าด าของโกโก ้
   Bae และคณะ (2011) แยกเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. จากพืชเขตร้อน
ไดแ้ก่พืช Banisteriopsis caapi, Theobroma cacao, Theobroma gileri และ Cola praecuta ไดเ้ช้ือรา
เอนโดไฟท์ Trichoderma spp. จ าแนกไดเ้ป็น T. ovalisporum T. theobromicola T. hamatum 
 T. stilbohypoxyli และ T. caribbaeum var. aequatoriale ซ่ึงสามารถควบคุมโรครากเน่าโคนเน่าของ
พริกท่ีมีสาเหตุมาจากเช้ือ P. capsici ได ้
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 Shukla และคณะ (2012) ศึกษาเช้ือราเอนโดไฟท์ T. harzianum ต่อการตอบสนอง
ของขา้ว (Oryza sativa L.) ในสภาวะแห้งแลง้ พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท์ T. harzianum ส่งผลให้ขา้ว
ตอบสนองต่อภยัแลง้ไดช้า้ลง และสามารถส่งเสริมการงอกของเมล็ด และการเจริญของรากขา้วใน
สภาวะแหง้แลง้ได ้

เอนไซม์จากเช้ือราและการน าไปใช้ประโยชน์ 
  เช้ือราเป็นจุลินทรียท่ี์มีบทบาทส าคญัในการย่อยสลายเศษซากพืชให้เป็นปุ๋ยท่ีมี
แหล่งสารอาหารท่ีเป็นประโยชน์ต่อพืช และสามารถน าไปใชไ้ดโ้ดยใชเ้วลาในการหมกัท่ีไม่นาน
จนเกินไป จ าเป็นตอ้งอาศยัจุลินทรียท่ี์มีประสิทธิภาพในกระบวนการย่อยสลายซากพืช ซ่ึงวสัดุ
เหล่าน้ีมีเซลลโูลส (cellulose) เป็นส่วนประกอบหลกั โดยเซลลูโลสเป็นสารประกอบอินทรียท่ี์พบ
ไดท้ัว่ไปในผนงัเซลลข์องพืชชั้นสูงทุกชนิด สาหร่าย และเช้ือราบางชนิด เป็นโพลิเมอร์ท่ีมีน ้ าตาล
กลโูคสเช่ือมต่อกนัเป็นสายยาวดว้ยพนัธะเบตา้-1,4-ไกลโคซิดิก (β-1,4-glycosidic bond) มีแรงยึด
เหน่ียวระหว่างสาย เป็นเสน้ใยโครงสร้างซบัซอ้น ยากต่อการท าลาย การสลายพนัธะภายในโมเลกุล
เซลลูโลสให้สมบูรณ์ ซ่ึงจะได้น ้ าตาลกลูโคส อาศัยการท างานร่วมกันของเอนไซม์เซลลูเลส 
(cellulolytic enzyme) ประกอบด้วย เอนโดกลูคาเนส (endoglucanase) เอกโซกลูคาเนส 
(exoglucanase) และเบตา้กลูโคซิเดส (β-glucosidase) โดยเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนส จะเขา้ท าลาย
พนัธะเบตา้ 1,4 กลโูคซิเดส (β-1,4-glucosidase) ดา้นปลายของโมเลกุลไดม้ากข้ึน ท าให้ไดน้ ้ าตาล
กลโูคส หรือน ้ าตาลเซลโลไบโอส ซ่ึงน ้ าตาลเซลโลไบโอสจะถูก β-glucosidase เขา้ท าลายพนัธะ
ภายในโมเลกุลได้เป็นน ้ าตาลกลูโคส ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์สุดท้ายท่ีได้จากการย่อยเซลลูโลส โดย
จุลินทรียท่ี์มีการศึกษาอย่างมาก ไดแ้ก่ เช้ือรา เช่น Aspergillus niger และ Trichoderma sp. ท่ี
สามารถผลิตเซลลเูลสไดใ้นปริมาณสูง (Dashtban et al., 2009)  
    จาตุรงศ ์จงจีน และ สุพรรนี อะโอกิ (2550) ศึกษาเช้ือราทนร้อนจากดิน ในป่า
ชุมชนเข่ือน สิรินธร อ  าเภอสิรินธร จงัหวดัอุบลราชธานี จ  าแนกได ้9 ชนิด ไดแ้ก่ Arthroderma sp. 
isolate1, Arthroderma sp. isolate2, A. fumigatus, A. fumigatus var. ellipticus, A. niger,   A. thomii, 
Bispora sp.,  Penicilium sp. และ Trichothecium roseum เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์
เซลลูเลสโดยใช้สับสเตรทต่างกัน 2 ชนิด คือ carboxyl methyl cellulose (CMC) agar และ Av 
substrate plate พบว่าเมื่อใช ้CMC เป็นสับสเตรท พบว่า A. niger เกิดวงใสวดัเส้นผ่าศูนยก์ลางได ้
10.0, 10.5 และ 7.5 มิลลิเมตร ท่ี pH 3.0, 7.0 และ 10.0 ตามล าดบั ส่วน Arthroderma sp. isolate 2 
เกิดวงใสวดัเสน้ผา่ศนูยก์ลางได ้9.0, 6.0 และ 7.0 มิลลิเมตร ตามล าดบั และ Arthroderma sp. isolate 
1 เกิดวงใสวดัเส้นผ่าศูนยก์ลางได ้6.0, 9.0 และ 5.0 มิลลิเมตร ตามล าดับ และเมื่อใช ้Av เป็น
สบัสเตรท พบว่า Penicillium sp. เกิดวงใสวดัเสน้ผา่ศนูยก์ลางได ้8.0, 11.0 และ 6.0 มิลลิเมตร ส่วน 
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A. niger เกิดวงใสวดัเสน้ผา่ศนูยก์ลางได ้6.0, 10.0 มิลลิเมตร ท่ี pH 3.0, 7.0 ส่วน pH 10.0 ไม่เกิดวง
ใส และ A. fumigates เกิดวงใสวดัเส้นผ่าศูนยก์ลางได ้และ 5.0 มิลลิเมตร. ท่ี pH 3.0 7.0 และ pH 
10.0 ตามล าดบั 
    กรองจนัทร์ รัตนประดิษฐ ์ และคณะ (2553) ศึกษาศกัยภาพของการผลิตเอนไซม์
กลโูคสอะไมเลสและเซลลเูลสจากการเล้ียงเช้ือแบบผสมของ A. niger TIST 3254 และ T. reesei 
TISTR 3081 โดยเล้ียงในอาหารประยกุตสู์ตร Mandel ท่ีใชก้ากมนัส าปะหลงัแหง้ร้อยละ 1-3 เป็น
แหล่งคาร์บอนทดแทน CMC ร่วมกบัการใชแ้หล่งไนโตรเจนเด่ียวร้อยละ 1 (แอมโมเนียม ซลัเฟต 
ยเูรียหรือแป้งถัว่เหลือง) บ่มเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 
5 วนั พบว่า การเจริญของเช้ือผสม A. niger TISTR 3254 และ T. reesei TISTR 3081 ท่ีเล้ียงดว้ยกาก
มนัส าปะหลงัร้อยละ 2 ร่วมกบัแอมโนเนียมซลัเฟตร้อยละ 1 ใหค่้ากิจกรรมเอนไซมสู์งท่ีสุด โดยมี
ค่ากิจกรรมของเอนไซมก์ลโูคสอะไมเลส เท่ากบั 7,734 ± 0.84 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และค่ากิจกรรม
เอนไซมย์อ่ยเซลลโูลสเท่ากบั 5.76 ±0.09 (FPase) และ 27.96 ± 0.44 (CMCase) ยนิูตต่อมิลลิลิตร
ตามล าาดบั 
   เสาวภา สุราวุธ และคณะ (2554) คัดแยกเช้ือราท่ีมีความสามารถในการสร้าง
เอนไซมเ์ซลลูเลส จากดินในพ้ืนท่ีป่าโครงการอนุรักษ์พนัธุกรรมพืชฯ มหาวิทยาลยัราชภฏัร าไพ
พรรณี จงัหวดัจนัทบุรี จ  านวน 74 ตัวอย่าง ไดเ้ช้ือราจ านวน 298 ไอโซเลท และน ามาทดสอบ
ความสามารถในการสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสเบ้ืองตน้บนอาหารแข็ง คือ CMC ตรวจผลโดยการวดั
เสน้ผา่ศนูยก์ลางของบริเวณใสท่ีเกิด จากการศึกษาพบว่าจากเช้ือรา 298 ไอโซเลท สามารถแยกเช้ือ
รา ในจ านวนน้ีมี 144 ไอโซเลทท่ีให้ผลการเกิดบริเวณใส (48.32เปอร์เซ็นต์) โดยไอไซเลทท่ีเกิด
บริเวณใสกวา้ง คือ RB85-1 (7 ± 0.1 เซนติเมตร), RB94-2 (6.5 ± 0 เซนติเมตร), RB135-2 (6.5 ± 0.1 
เซนติเมตร), RB64-1 (6.0 ± 0.1 เซนติเมตร), RB89-4 (6.0 ± 0.1 เซนติเมตร) และ RB145-8 (6.0 ± 
0.1 เซนติเมตร) ตามล าดบั 

  Bailey และคณะ (2006) ศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma 
spp. 4 สายพนัธุ์ ไดแ้ก่ T. ovalisporum DIS 70a, T. hamatum DIS 219b, T. harzianum DIS 219f, 
และ Trichoderma sp. DIS 172ai. ในการยบัย ั้งการเจริญของ Moniliophthora roreri พบว่าสายพนัธุ ์
DIS 70a DIS 219b และ DIS 219f เป็นปรสิตต่อเช้ือ Mo. roreri ได ้และศึกษาการสร้างเอนไซมข์อง
เช้ือราเอนโดไฟท์ T. ovalisporum-DIS 70a โดยเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสม glycerol, CMC, 
cellulose, powdered lyophilized cacao seedling และ V8 broth พบว่าสามารถสร้างเอนไซม ์
 β - glucanase, cellulose, polygalacturonase และ proteaseได ้ 
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   Ahamed และ Vermette (2008) ศึกษาวิธีการเพ่ิมปริมาณเซลลูเลส จากเช้ือรา 
Trichoderma reesei RUT-C30 โดยเล้ียงในอาหารท่ีส่งเสริมการสร้างเซลลูเลส 4 ชนิดได้แก่ 
Cellulose–yeast extract, Corn steep–glucose, Cellulose–yeast extract–peptone และ Cellulose–
yeast nitrogen base–CMC จากการศึกษาพบว่าเช้ือรา T. reesei RUT-C30 เจริญไดดี้และผลิต
เอนไซมเ์ซลลเูลสไดดี้ท่ีสุด ในอาหาร Cellulose–yeast extract  
 
วตัถุประสงค์ของการวจิยั 
 
 1. เพ่ือให้ไดเ้ช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ท่ีแยกจากเน้ือไมย้างพารา ท่ีมี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa สาเหตุโรคใบร่วงและเส้นด าของ
ยางพารา 
 2. เพื่อทราบกลไกลการยบัย ั้งของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ต่อเช้ือ  
P. palmivora และ P. botryosa   
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บทที่ 2  

วสัดุ อุปกรณ์และวธีิการวจิยั 

 

วสัดุและอุปกรณ์ 

 

1. กรวยแยก (separatory funnel) 

2. กระดาษกรอง เบอร์ 1 

3. กลอ้งจุลทรรศน์ ชนิด compound และ stereo binocular 

4. กลอ้งถ่ายรูป (camera)  

5. เคร่ือง UV transilluminator 

6. เคร่ืองเขยา่ผสม (Vortex mixture) 

7. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าละเอียด (analytical balance) 

8. เคร่ืองเทอร์มอไซเคลอร์ (thermocycler หรือ PCR machine) 

9. เคร่ืองสกดัสาร (rotary evaporator) 

10. เคร่ืองหมุนเหวี่ยง (centrifuge) 

11. เคร่ืองอิเลคโตรโฟรีซิส (electrophoresis) 

12. ตวัอยา่งเน้ือไมย้างพารา 

13. ตูเ้ข่ียเช้ือ (laminar air-flow  cabinet)  

14. ตูแ้ช่ (refrigerator) 

15. ตูบ่้มเช้ือ (incubator) 

16. ตูป้ลอดเช้ือ (laminar air-flow cabinet) 

17. ตูอ้บฆ่าเช้ือ (hot air oven)  

18. แผน่สไลด ์haemacytometer และ cover slip 

19. แผน่ paper disc 

20. ไมโครปิเปตต ์(micropipette) 

21. ไมโครเวฟ (microwave) 

22. หมอ้น่ึงความดนั (autoclave) 

23. อ่างนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 

24. อุปกรณ์การเกษตร ไดแ้ก่ ส่ิว คอ้น ตลบัเมตร 
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25. อุปกรณ์เคร่ืองแกว้ ไดแ้ก่ จานเล้ียงเช้ือ ขวดรูปชมพู่ หลอดทดลอง บีกเกอร์ กระบอกตวง 

micro tubes Pasture’s pipettes แผน่สไลด ์และ cover slip  

26. อุปกรณ์ในการแยกเช้ือ ไดแ้ก่ เข็มเข่ีย ลปู มีดผา่ตดั แท่งแกว้สามเหล่ียม ปากคีบ cork borer 

ตะเกียงแอลกอฮอล ์และอ่ืนๆ 

 

 อาหารเลีย้งเชื้อจุลนิทรีย์ 

1. carboxyl methyl cellulose (CMC) 

2. potato dextrose agar (PDA) 

3. potato dextrose broth (PDB) 

4. V8 juice agar (V8A) 

 

 สารเคมทีั่วไปที่ใช้ในการทดลอง 

1. agar 

2. aqueous MeOH 

3. dextrose 

4. dimethyl sulfoxide 

5. ethanol 70 เปอร์เซ็นต ์และ 95 เปอร์เซ็นต ์ 

6. ethyl acetate 

7. glucose 

8. lactophenol cotton blue 

9. methanol 

10. sodium carboxy methylcellulose 

11. sodium hypoclorite (Clorox) 

12. sodium sulphate anhydrous 

 

 ยาต้านจุลนิทรีย์ (Antimicrobial agents) 

1. metalaxyl 

2. neomycin 

3. penicillin V 

4. streptomycin 
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 สารเคมสํีาหรับการวเิคราะห์ด้วยวธิีทางชีวโมเลกุล 

1. 10 mM dNTPs mix 

2. 10X PCR buffer 

3. 50 mM MgCl2 

4. 6X Loading dye 

5. absolute ethanol 

6. Agarose minigel 1 เปอร์เซ็นต ์

7. ammonium acetate 

8. chloroform 

9. CTAB buffer 

10. ethidium bromide 

11. ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 

12. isoamyl alcohol 

13. isopropanol 

14. liquid nitrogen 

15. mercaptoethanol 

16. NaCl 

17. phenol 

18. PVP-40 

19. TAE buffer (Tris Acetate EDTA buffer,pH 8) 

20. taq DNA polymeras 

21. tris-EDTA (TE) buffer (pH 8) 

22. tris-hydrochloric acid (pH 8) 

 

 ไพรเมอร์ (primer) 

1. ITS 4 

2. ITS 5 
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วธีิการดําเนินการวจิยั 

 

1. การเกบ็ตวัอย่างและการแยกเชือ้ราเอนโดไฟท์จากเนือ้ไม้ยางพารา 

เก็บตวัอย่างเน้ือไมย้างพาราพนัธุ์ปลูกดั้งเดิมและพนัธุ์ RRIM 600 จากสวนยางท่ี

จงัหวดัสุราษฎร์ธานี และสงขลา จงัหวดัละ 2 สวน สวนละ 20 ตน้ รวมจาํนวน 80 ตน้ แต่ละตน้เก็บ 

2 จุดตรงขา้มกนั ท่ีความสูงจากโคนตน้ 120 เซนติเมตร พ่น70 เปอร์เซ็นต ์ethanol บริเวณท่ีจะทาํ

การเจาะ ใชส่ิ้วฆ่าเช้ือโดยการจุ่ม 95 เปอร์เซ็นต ์ethanol ลนไฟฆ่าเช้ือ เจาะบริเวณลาํตน้ยางพารา

ขนาดประมาณ 3 x 3 ตารางเซนติเมตร แคะส่วนท่ีเป็นเน้ือไมติ้ดกบัเปลือกไมใ้ส่ถุงพลาสติกนาํมา

ยงัหอ้งปฏิบติัการ นาํมาแยกเช้ือดว้ยวิธี tissue transplantingโดยใชมี้ดผา่ตดัท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ตดั

ส่วนท่ีเป็นเน้ือไมย้างพาราขนาด 5 x 5 ตารางมิลลิเมตร ฆ่าเช้ือท่ีผิว โดยแช่ใน 95 เปอร์เซ็นต ์

ethanol เป็นเวลา 1 นาที แช่ใน 10 เปอร์เซ็นต ์sodium hypocholorite (NaOCl) เป็นเวลา 5 นาที แช่

ใน 95 เปอร์เซ็นต ์ethanol เป็นเวลา 1 นาที และลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือแลว้ 2 คร้ัง ซบัช้ินตวัอย่างให้

แหง้ นาํมาวางบนอาหาร PDA ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ (neomycin 100 มิลลิกรัมต่อลิตร, penicillin 50 

มิลลิกรัมต่อลิตร และ streptomycin 50 มิลลิกรัมต่อลิตร) บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3-10 วนั 

สังเกตการเจริญทุกวนั เม่ือพบว่ามีการเจริญของเช้ือราเอนโดไฟท์ออกมาจากช้ินตัวอย่างให้ตัด

ปลายเส้นใยของเช้ือรา นาํไปเล้ียงบนอาหาร PDA ท่ีไม่เติมสารปฏิชีวนะ แยกเช้ือให้เป็นโคโลนี

เด่ียวหรือเช้ือบริสุทธ์ิบนอาหาร PDA เก็บไวใ้ช้ในการศึกษาต่อไป (ดัดแปลงจาก Gazis และ 

Chaverri, 2010) 

 การใหร้หสัเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. แต่ละไอโซเลท โดยอกัษรตวัแรก 

SU ยอ่มาจากช่ือจงัหวดัสุราษฎร์ธานี และ SK ย่อมาจากช่ือจงัหวดัสงขลา อกัษรตวัท่ีสอง L ย่อมา

จากการเก็บตวัอยา่งเน้ือไมย้างพาราพนัธุป์ลกูดั้งเดิม และอกัษรตวั R ยอ่มาจากการเก็บตวัอย่างเน้ือ

ไมย้างพาราพนัธุ ์RRIM 600 

 

2. คดัเลอืกและเปรียบเทียบเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. จากยางพนัธ์ุปลูกดั้งเดิมและพันธ์ุ   

RRIM 600 ที่ มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อ Phytophthora palmivora  

และ P. botryosa    

  ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเจริญของเส้น

ใยเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa ซ่ึงได้รับการอนุเคราะห์จากโครงการ ประเมินการใช้

เช้ือจุลินทรียป์ฎิปักษใ์นการควบคุมโรคใบร่วง Phytophthora spp. ของกลา้ยางพารา บนอาหารเล้ียง

เช้ือดว้ยวิธี dual culture plate โดยเล้ียงเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa บนอาหาร PDA เป็นเวลา 
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5 วนั ใช ้cork borer ขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะตดัช้ินวุน้บริเวณขอบโคโลนีของเช้ือ 

นาํไปวางบนอาหาร PDA ห่างจากขอบจานอาหารเล้ียงเช้ือ 2 เซนติเมตร และดา้นตรงขา้มนาํเช้ือรา

เอนโดไฟท ์ Trichoderma sp. อายุ 3 วนั ใช ้cork borer ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะ

บริเวณขอบโคโลนีของเช้ือ นาํไปวางห่างจากขอบจานอาหารเล้ียงเช้ือ 2 เซนติเมตร (ภาพท่ี 1) โดย

ในแต่ละไอโซเลท ทดสอบ 4 ซํ้ า ส่วนชุดควบคุมวางเช้ือ Phytophthora spp. อย่างเดียว ห่างจาก

ขอบจานอาหารเล้ียงเช้ือ 2 เซนติเมตร บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วนั วดัรัศมีการเจริญของ

เส้นใยเช้ือและคาํนวณหาเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้ง (percent inhibition of radial growth ; PIRG) จาก

สูตร 

เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง (PIRG) = (R1-R2) x 100 

      R1 

 

 

 

 

 

 

 

R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุในชุดควบคุม 

  R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุในชุดทดสอบ 

ภาพที่ 1 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือราเอนโดไฟท์ในการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือ         

              P. palmivora และ P. botryosa 

  เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งของเช้ือราเอนโดไฟท์ต่อเช้ือรา

สาเหตุโรค ประเมินความสามารถในการยบัย ั้ง (เกษม สร้อยทอง, 2532) ไดด้งัน้ี  

 > 75เปอร์เซ็นต ์ = มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งสูงมาก 

61-75 = มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งสูง 

 51-60 = มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งปานกลาง 

 < 50 = มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งต ํ่า 

   คดัเลือกจุลินทรียป์ฏิปักษ์ Trichoderma spp. ท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ

เจริญของเสน้ใยเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa ท่ีดีท่ีสุด เพ่ือใชใ้นการศึกษาต่อไป 

 

2 cm 

2 cm 
 

R2 

เช้ือราเอนโดไฟท ์

เช้ือราสาเหตุโรค 

R1 
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3. ศึกษาความสามารถของเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ในการผลติเอนไซม์เซลลูเลส 

 3.1 การเตรียมเชือ้ราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. 

 นําเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. วางเล้ียงบนอาหาร PDA บ่มไว้ท่ี

อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 3 วนั ใช ้cork borer ขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะปลายเส้นใยของ

เช้ือรา นาํมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ carboxy methyl cellulose (CMC) broth ในขวดรูปชมพู่ โดยใช้

เช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. จาํนวน 3 ช้ินต่ออาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 50 มิลลิลิตร นาํไป

เขยา่ท่ีความเร็ว 120 รอบต่อนาที บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วนั แลว้นาํมากรองเอาเส้นใยออก 

คร้ังท่ี 1 ดว้ยกระดาษกรองปราศจากเช้ือ Whatman No.1 และกรองคร้ังท่ี 2 ดว้ยกระดาษกรองขนาด 

0.45 ไมครอน เก็บนํ้ าเล้ียงเช้ือเพ่ือใชใ้นการทดสอบต่อไป 

 3.2 ทดสอบการสร้างเซลลูเลสด้วยอาหาร carboxy methyl cellulose (CMC) agar  

  เตรียมอาหาร carboxy methyl cellulose (CMC) agar เทในจานเล้ียงเช้ือ เจาะวุน้ให้

เป็นหลุมดว้ย cork borer ขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลาง 5 มิลลิเมตร จาํนวน 2 หลุมต่อจานอาหารเล้ียงเช้ือ 

ทาํการทดสอบไอโซเลทละ 2 ซํ้า นาํนํ้ าเล้ียงเช้ือจากขอ้ 3.1 หยดลงในหลุมปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 16 ชัว่โมง ตรวจการย่อยสลายเซลลูโลส โดยเทสารละลาย 0.1 

เปอร์เซ็นต ์congo red ให้ท่วมอาหาร ท้ิงไว ้30 นาที แลว้เทสารละลาย congo red ออก ลา้งดว้ยนํ้ า

กลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ จากนั้นเทสารละลาย NaCl 1M ใหท่้วมอาหาร ท้ิงไวเ้ป็นเวลา 10 นาที ลา้งออกดว้ย

นํ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ ถา้มีวงใส (clear zone) รอบ ๆ หลุมท่ีหยดนํ้ าเล้ียงเช้ือแสดงว่าสามารถสร้าง

เอนไซมเ์ซลลเูลส ออกมายอ่ยเซลลโูลสได ้วดัเสน้ผา่ศนูยก์ลางบริเวณ clear zone ท่ีเกิดข้ึน 

 

4. ทดสอบการยับยั้งการเจริญของ Phytophthora palmivora และ P. botryosa ด้วยนํ้าเลีย้งเชื้อรา 

เอนโดไฟท์ Trichoderma spp.  

   การทดสอบการยบัยั้งการเจริญของ P. palmivora และ P. botryosa ด้วยนํา้เลีย้งเชื้อ  

  นาํเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. เล้ียงบน PDA เป็นเวลา 3-4 วนั ใช ้cork 

borer ขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะบริเวณขอบโคโลนีจาํนวน 5 ช้ิน แลว้ถ่ายเช้ือลงใน

อาหารเหลว PDB ปริมาตร 300 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 สัปดาห์ จากนั้นจึงกรอง

แยกเสน้ใยเช้ือราผา่นกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 เก็บนํ้ าเล้ียงเช้ือราแลว้นาํไปทดสอบฤทธ์ิตา้น

เช้ือราเบ้ืองตน้ โดยหยดนํ้ าเล้ียงเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. ลงบนกระดาษ paper disc ท่ีอยู่

บนอาหาร PDA ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อแผ่น วางบนอาหาร PDA 4 จุด ห่างจากขอบจาน

อาหารเล้ียงเช้ือ 2 เซนติเมตร ใช ้cork borer ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะขอบโคโลนี

ของเช้ือ P. palmivora หรือ P. botryosa ท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 3 วนั ไป
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วางท่ีจุดก่ึงกลางของอาหาร PDA ทาํซํ้า 4 plate สาํหรับชุดควบใช ้อาหาร PDB แทนนํ้ าเล้ียงเช้ือรา

เอนโดไฟท ์บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนัหรือจนชุดควบคุมเจริญเต็มจาน วดัเส้นผ่าศูนยก์ลาง

ของโคโลนีเช้ือรา 2 ค่าท่ีตั้งฉากกนัและหาค่าเฉล่ีย  

 

5. จาํแนกชนิดของเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ด้วยลกัษณะสัณฐานวทิยา  

   นาํเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ท่ีแยกได ้ มาเล้ียงบนอาหาร PDA บ่มท่ี

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3-7 วนั ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือรา ไดแ้ก่ ลกัษณะรูปร่าง

โคโลนี ลกัษณะผวิและสีของสปอร์ ขนาดเส้นใย ไฟอะไลด์ และลกัษณะโครงสร้างท่ีเช้ือราสร้าง 

ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบ stereo microscope และ compound microscope เปรียบเทียบกบัหนังสือ 

Keys ไดแ้ก่ Gams และ Bissett (1998) 

  

6. จําแนกชนิดของเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้ง  

Phytophthora palmivora และ P. botryosa ด้วยวธิีทางชีวโมเลกุล 

   คดัเลือกเช้ือราเอนโดไฟท ์ Trichoderma spp. ท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการ

ควบคุมเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa จาํแนกทางชีวโมเลกุล  

 6.1 การเพาะเลีย้งเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. เพือ่สกดั DNA  

  เล้ียงเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ท่ีสามารถยบัย ั้ง P. palmivora และ 

 P. botryosa ได้สูงสุด 2 ไอโซเลท ในฟลาสก์ท่ีมีอาหารเหลว PDB 50 มิลลิลิตร บ่มไว้ท่ี

อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 3 วนั หลงัจากนั้นนาํเช้ือราท่ีได ้กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 4 ท่ีผา่นการฆ่า

เช้ือแลว้ ลา้งเสน้ใยเช้ือราดว้ยนํ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ (อุณหภูมิประมาณ 40-50 องศาเซลเซียส) อย่างน้อย 2 

คร้ัง หรือจนกว่าเสน้ใยจะสะอาด ซบันํ้ าออกจากเสน้ใยใหม้ากท่ีสุดดว้ยกระดาษซบัท่ีปราศจากเช้ือ 

ถ่ายเส้นใยเช้ือราลงในโกร่งบดยาท่ีปราศจากเช้ือ แลว้นําไปแช่ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

ขา้มคืน จากนั้นบดเสน้ใยใหล้ะเอียดโดยใช ้lysis buffer ในโกร่งแช่เยน็ เพ่ือนาํไปสกดั DNA ต่อไป 

 6.2. การสกดั DNA ด้วย lysis buffer (Gupta และคณะ 2011) 

  บดเสน้ใยใหล้ะเอียดในโกร่งแช่เยน็นํ้ าหนกัประมาณ 400 มิลลิกรัม ใช ้lysis buffer 

(400 mM Tris-HCl [pH 8.0], 60 mM EDTA [pH 8.0], 150 mM NaCl, 2 เปอร์เซ็นต ์ sodium 

dodecyl sulfate) 500 ไมโครลิตร นาํส่วนผสมของเช้ือราและบฟัเฟอร์ท่ีบดเรียบร้อยแลว้ปริมาตร  

1 มิลลิลิตรใส่ในหลอด microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนัดว้ย vortex mixer บ่มท่ี

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นเติม potassium acetate 150 ไมโครลิตร ( pH 4.8; 5M 

potassium acetate 60 ml, glacial acetic acid 11.5 ml, นํ้ ากลัน่) นาํหลอดตวัอย่างไปหมุนเหวี่ยง ท่ี
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ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ดูดเฉพาะส่วนใส (supernatant) ท่ีอยู่ชั้นบนออก

แลว้นาํไปใส่ในหลอด microtube ใหม่ นาํไปหมุนเหวี่ยง ท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 1 นาที เติม isopropyl alcohol อตัราส่วนท่ีเท่ากนั กลบัหลอดไปมาใหเ้ขา้กนั นาํหลอดตวัอย่าง

ไปหมุนเหวี่ยง ท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนท่ีเป็นสารละลายชั้น

บนสุดในหลอดท้ิง ถา้สามารถสกดั DNA ไดจ้ะพบ DNA pellet สีขาวติดอยู่กน้หลอด ลา้งตะกอน 

DNA ท่ีติดอยูก่น้หลอด 2 คร้ังดว้ย 70 เปอร์เซ็นต ์ethanol  ท่ีแช่เยน็ ปริมาตร 300 ไมโครลิตร หมุน

เหวี่ยง ท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนของ ethanol ท้ิง เปิดฝาหลอด

ตวัอยา่งแลว้ตากตะกอน DNAใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิห้อง โดยคว ํ่าหลอดเพ่ือป้องกนัการปนเป้ือน เป็น

เวลา 1 คืน ละลายตะกอน DNA ท่ีไดด้ว้ยนํ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ 50 ไมโครลิตร เก็บ DNA ท่ีสกดัได ้ในตูแ้ช่

ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใชใ้นการศึกษาต่อไป 

 

 6.3 การตรวจสอบคุณภาพของ DNA ที่สกดัได้ 

   ตรวจสอบคุณภาพของ DNA ท่ีสกัดได้ด้วย 1 เปอร์เซ็นต์ agarose gel 

electrophoresis ใน TAE buffer ถา้ตรวจสอบแลว้มี band DNA เกิดข้ึน เจือจาง DNA ด้วย 

Deicnized water (DI) ในอตัรส่วน 1:10 หรือ 1:100 ก่อนทาํ PCR กรณีไม่พบ band DNA ให้นาํ

ตวัอยา่ง DNA ไปใชท้าํ PCR ไดโ้ดยไม่ตอ้งเจือจาง 

 6.4 การเพิม่ปริมาณส่วน ITS โดยปฏิกริิยา PCR 

   เพ่ิมปริมาณส่วน ITS (White et al., 1990) ไดแ้ก่ ITS4R (5’ TCC TCC GCT TAT 

TGA TAT GC 3’) และ ITS5F (5’ GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG 3’)  

6.4.1 การเตรียมส่วนผสมของ PCR (PCR mixture) 

   ส่วนผสมปฏิกิริยาของ PCR (ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร) ดงัแสดงในตารางท่ี 1 

ตารางที่ 1 ส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR (PCR master mix from Merck) 

ส่วนผสม ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

Genomic DNA 5 

DEPC water 5.5 

Forward primer 1 

Reverse primer 1 

Master mix (2X) from Merck 12.5 

รวม 25 
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  6.4.2 การทําปฏิกริิยา PCR 

   ผสมส่วนผสมต่าง ๆ ดงัตารางท่ี 1 เรียบร้อยแลว้ นาํไปทาํปฏิกิริยาภายในเคร่ือง 

PCR ใช ้PCR profile ดงัน้ี 

 ขั้นท่ี 1    94 องศาเซลเซียส  3 นาที 

 ขั้นท่ี 2    94 องศาเซลเซียส  1 นาที 

 ขั้นท่ี 3    55 องศาเซลเซียส  30 วินาที 

 ขั้นท่ี 4    72 องศาเซลเซียส  1 นาที 

 ขั้นท่ี 5    ทาํซํ้าขั้นท่ี 2-4 ทั้งหมด 35 รอบ 

 ขั้นท่ี 6   72 องศาเซลเซียส  10 นาที 

 

   6.4.3 การตรวจสอบปริมาณ PCR product ด้วยเทคนิค agarose gel   

electrophoresis 

  ตรวจสอบคุณภาพของ PCR product ท่ีไดด้ว้ยเทคนิค agarose gel electrophoresis 

นาํ PCR product ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ผสมกบั 6X loading dye ปริมาตร 3 ไมโครลิตร load ลงใน 

2 เปอร์เซ็นต ์ agarose gel ท่ีแช่อยู่ใน TAE buffer กระแสไฟฟ้า 100 volts นาน 30-60 นาที ยอ้ม 

agarose gel ดว้ย ethidium bromide เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้ตรวจสอบ PCR product 

ภายใตแ้สง UV ดว้ยเคร่ือง UV transiluminator บนัทึกภาพโดยใช ้Gel Documentation 

6.4.4 การอ่านลาํดับเบส DNA (DNA sequencing) 

  ส่ง PCR products อ่านลําดับเบส DNA ท่ีศูนย์เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 

  6.4.5 การจดัเรียงลาํดับเบส DNA (multiple sequence alignment) 

   ตรวจสอบลาํดบัเบส DNA เช้ือรา โดยนําลาํดับเบส DNA ท่ีได ้ใส่โปรแกรม 

BLAST search จากฐานขอ้มูลใน GenBank ของ National Center for Biotechology Information 

(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) เพ่ือหาเช้ือราท่ีมีความสมัพนัธใ์กลเ้คียงกนัมากท่ีสุด 

 

7. ประสิทธิภาพของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ในการยับยั้งการเข้าทําลายของเชื้อ 

P. palmivora และ P. botryosa บนใบยางพารา 

  เลือกเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. จาํนวน 2 ไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพ

ยบัย ั้งเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa ในห้องปฎิบติัการสูงท่ีสุด มาทดสอบการยบัย ั้งการเขา้

ทาํลายใบยางพาราพนัธุ ์RRIM 600 ซ่ึงเป็นพนัธุท่ี์อ่อนแอต่อเช้ือ Phytophthora spp.  
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 7.1 การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้ราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ในการยบัยั้งการเข้า

ทําลายของเชื้อ P. palmivora บนใบยางพารา 

   7.1.1 การเตรียมใบยาง 

  เก็บใบยางพาราพนัธุ ์RRIM 600 ในระยะเพสลาด อายปุระมาณ 2 สัปดาห์ จาํนวน 

32 ใบ ทาํความสะอาดใบยางดว้ย 70 เปอร์เซ็นต ์ethanol ลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 2 คร้ัง พนัโคน

ใบดว้ยสาํลีชุบนํ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นนาํไปวางบนตะแกรงท่ีหล่อดว้ยนํ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือ

แลว้ในกล่องพลาสติก (นริสา จนัทร์เรือง, 2543) 

   7.1.2 การเตรียมสปอร์แขวนลอยของเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp.  

   เล้ียงเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. บนอาหาร PDA เป็นเวลา 5 วนั ท่ี

อุณหภูมิหอ้ง นาํนํ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เทใส่จานเล้ียงเช้ือ ใชแ้ท่งแกว้ฆ่าเช้ือขูด

ผิวหน้าอาหารเบา ๆ ดูดสปอร์แขวนลอยเช้ือราใส่ในบีกเกอร์ ปรับสปอร์ให้มีความเข้มขน้ 108 

สปอร์/มิลลิลิตร ดว้ย haemacytometer 

   7.1.3 การเตรียมเชื้อ Phytophthora palmivora และ P. botryosa 

    เล้ียงเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa บนอาหาร PDA เป็นเวลา 7 วนั ท่ี

อุณหภูมิห้อง ใช ้cork borer ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะบริเวณขอบโคโลนีของเช้ือ 

เพ่ือนาํไปวางบนใบยาง  

  7.1.4 การเตรียมสารเคมกีาํจดัเชื้อรา metalaxyl 

  เตรียมสารเคมีกาํจดัเช้ือรา metalaxyl (ช่ือการคา้ ซิลเซ ที 25) ความเขม้ขน้ 500 

ppm 

   7.1.5 การทดสอบ 

  พ่นใบยางดว้ยสปอร์แขวนลอย หรือสารเคมีกาํจดัเช้ือรา metalaxyl ปริมาตร 200 

มิลลิลิตร ตามกรรมวิธีต่าง ๆ วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design : 

CRD) 4 กรรมวิธี 4 ซํ้า ซํ้าละ 4 ใบ มีกรรมวิธีดงัน้ี 

กรรมวิธีท่ี 1  พ่นใบยางด้วยสปอร์แขวนลอยของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp.  

ไอโซเลทท่ี 1 ปล่อยใหแ้หง้ จากนั้นนาํช้ินวุน้ของเช้ือ P. palmivora วางบนใบยาง 

กรรมวิธีท่ี 2 พ่นใบยางด้วยสปอร์แขวนลอยของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp.  

ไอโซเลทท่ี 2 ปล่อยใหแ้หง้ จากนั้นนาํช้ินวุน้ของเช้ือ P. palmivora วางบนใบยาง 

กรรมวิธีท่ี 3 พ่นใบยางด้วยสารเคมี metalaxyl ปล่อยให้แห้ง จากนั้ นนํา ช้ินวุ ้นของเช้ือ  

P. palmivora วางบนใบยาง  

กรรมวิธีท่ี 4 นาํช้ินวุน้ของเช้ือ P. palmivora วางบนใบยาง 
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   บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 4 วนั นาํใบยางท่ีบ่มมาประเมินประสิทธิภาพของ

จุลินทรียป์ฏิปักษ ์โดยวดัพ้ืนท่ีแผลท่ีแสดงอาการเกิดอาการ necrosis ดว้ยเคร่ืองวดัพ้ืนท่ีใบ คาํนวณ

พ้ืนท่ีเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ซ่ึงนาํช้ินวุน้ของเช้ือ P. palmivora วางบนใบยางพาราเพียงอย่าง

เดียว (นริสา จนัทร์เรือง, 2543) 

 

 7.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้ราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ในการยบัยั้งการเข้า

ทําลายของเชื้อ P. botryosa บนใบยางพารา 

   7.2.1 การเตรียมใบยาง 

  เก็บใบยางพาราพนัธุ ์RRIM 600 ในระยะเพสลาด อายปุระมาณ 2 สัปดาห์ จาํนวน 

32 ใบ ทาํความสะอาดใบยางดว้ย 70 เปอร์เซ็นต์ ethanol ลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 2 คร้ัง พนัโคน

ใบดว้ยสาํลีชุบนํ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นนาํไปวางบนตะแกรงท่ีหล่อดว้ยนํ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือ

แลว้ในกล่องพลาสติก (นริสา จนัทร์เรือง, 2543) 

   7.2.2 การเตรียมสปอร์แขวนลอยของเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp.  

   เล้ียงเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. บนอาหาร PDA เป็นเวลา 5 วนั ท่ี

อุณหภูมิหอ้ง นาํนํ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เทใส่จานเล้ียงเช้ือ ใชแ้ท่งแกว้ฆ่าเช้ือขูด

ผวิหนา้อาหารเบา ๆ ดูดสปอร์แขวนลอยเช้ือราใส่ในบีกเกอร์ นบัจาํนวนสปอร์ใหมี้ความเขม้ขน้ 108 

สปอร์/มิลลิลิตร  

   7.2.3 การเตรียมเชื้อ Phytophthora palmivora และ P. botryosa 

    เล้ียงเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa บนอาหาร PDA เป็นเวลา 7 วนั ท่ี

อุณหภูมิห้อง ใช ้cork borer ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะบริเวณขอบโคโลนีของเช้ือ 

เพ่ือนาํไปวางบนใบยาง  

  7.1.4 การเตรียมสารเคมกีาํจดัเชื้อรา metalaxyl 

  เตรียมสารเคมีกาํจดัเช้ือรา metalaxyl (ช่ือการคา้ ซิลเซ ที 25) ความเขม้ขน้ 500 

ppm 

   7.2.5 การทดสอบ 

  พ่นใบยางดว้ยสปอร์แขวนลอย หรือสารเคมีกาํจดัเช้ือรา metalaxyl ปริมาตร 200 

มิลลิลิตร ตามกรรมวิธีต่าง ๆ วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design : 

CRD) 4 กรรมวิธี 4 ซํ้า ซํ้าละ 4 ใบ มีกรรมวิธีดงัน้ี 

กรรมวิธีท่ี 1 พ่นใบยางด้วยสปอร์แขวนลอยของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp.  

ไอโซเลทท่ี 1 ปล่อยใหแ้หง้ จากนั้นนาํช้ินวุน้ของเช้ือ P. botryosa วางบนใบยาง 
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กรรมวิธีท่ี 2  พ่นใบยางด้วยสปอร์แขวนลอยของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp.  

ไอโซเลทท่ี 2 ปล่อยใหแ้หง้ จากนั้นนาํช้ินวุน้ของเช้ือ P. botryosa วางบนใบยาง 

กรรมวิธีท่ี 3 พ่นใบยางด้วยสารเคมี metalaxyl ปล่อยให้แห้ง จากนั้ นนํา ช้ินวุ ้นของเช้ือ  

P. botryosa บนใบยาง 

กรรมวิธีท่ี 4 นาํช้ินวุน้ของเช้ือ P. botryosa วางบนใบยาง 

  บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 4 วนั นาํใบยางท่ีบ่มมาประเมินประสิทธิภาพของ

จุลินทรียป์ฏิปักษ์ โดยวดัพ้ืนท่ีแผลท่ีเกิดอาการ necrosis ดว้ยเคร่ืองวดัพ้ืนท่ีใบ แลว้คาํนวณพ้ืนท่ี

เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ซ่ึงนาํช้ินวุน้ของเช้ือ P. botryosa วางบนใบยางพาราเพียงอย่างเดียว (นริ

สา จนัทร์เรือง, 2543) 

 

8. ศึกษาการเป็นปฏิปักษ์ของเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ต่อเชื้อสาเหตุโรค  

P. palmivora และ P. botryosa ภายใต้กล้องจุลทรรศ์อเิลคตรอนแบบส่องกราด 

 เล้ียงเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. และเช้ือ Phytophthora spp. บนช้ินวุน้ 

PDA ขนาด 1 x 1 ตารางเซนติเมตร ตดัปลายเสน้ใยของเช้ือทั้งสองวางบน slide ดา้นตรงกนัขา้ม บ่ม

ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 4 วนั นาํช้ินวุน้แช่ลงในขวด vial ท่ีมี 2.5 เปอร์เซ็นต ์glutaraldehyde ใน 0.1 

M phosphate buffer pH 7.4 เป็นเวลา 1 คืน กาํจดันํ้ าออกจากตวัอยา่งและทาํให้แห้ง ดว้ยวิธี graded 

ethanol series ท่ีความเขม้ขน้ 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 เปอร์เซ็นต ์ความเขม้ขน้ละ 2 คร้ัง ๆ ละ 

15 นาที เก็บตวัอย่างไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียส ทาํตัวอย่างให้แห้งด้วยวิธี critical point drying นํา

ตวัอย่างมาวางบนแท่นวางตวัอย่าง แลว้เคลือบผิวตวัอย่างดว้ยโลหะหนัก (metal coating) โดยใช้

ทองคาํแทร้ะเหิดให้เป็นละอองตกเคลือบลงบนตวัอย่าง ดว้ยเคร่ือง sputter coater จากนั้นนาํมา

ตรวจดูภายใต ้scanning electron microscope Quanta 400, FEI ท่ี 10 kV. 
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บทที่ 3 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 

1. การเกบ็ตวัอย่างและการแยกเชือ้ราเอนโดไฟท์จากเนือ้ไม้ยางพารา 

   เก็บตวัอยา่งเน้ือไมย้างพารา เพ่ือนาํมาแยกเช้ือราเอนโดไฟท์ โดยเก็บตวัอย่างเน้ือ

ไมย้างพาราพนัธุป์ลกูดั้งเดิมและพนัธุ ์RRIM 600 จากสวนยางท่ี จ.สุราษฎร์ธานี และ จ.สงขลา สวน

ละ 20 ต้น รวมจาํนวน 80 ตน้ นาํมาแยกเช้ือราเอนโดไฟท์จากเน้ือไมย้างพาราด้วยวิธี tissue 

transplanting (ภาพท่ี 2) ไดเ้ช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. จาํนวน 93 ไอโซเลท โดยแยกได้

จากพนัธุป์ลกูดั้งเดิมจาํนวน 47 ไอโซเลท และจากพนัธุ์ RRIM600 จาํนวน 46 ไอโซเลท (ตารางท่ี 

2)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2 เสน้ใยเช้ือราเอนโดไฟทท่ี์เจริญออกมาจากเน้ือไมย้างพารา หลงัจากนาํช้ินเน้ือไมย้างพารา 

 เพาะเส้นใยบนจานอาหารวุน้ PDA ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ (neomycin 100 mg/L, penicillin  

 50 mg/L และ streptomycin 50 mg/L) เป็นเวลา 4 วนั 
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ตารางที่ 2 สถานท่ีเก็บตวัอย่างเน้ือไมย้างพาราและจาํนวนเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ท่ี

แยกได ้

สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง จาํนวนตวัอยา่ง 

(ตน้) 

จาํนวนเช้ือราเอนโดไฟท ์

Trichoderma spp. ท่ีแยกได ้

(ไอโซเลท) 

จงัหวดัสุราษฎร์ธานี   

พนัธุป์ลกูดั้งเดิม 20 19 

พนัธุ ์RRIM 600 20 23 

จงัหวดัสงขลา   

พนัธุป์ลกูดั้งเดิม 20 28 

พนัธุ ์RRIM 600 20 23 

         รวม 80 93 

 

2. คดัเลอืกและเปรียบเทียบเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. จากยางพนัธ์ุปลูกดั้งเดิมและพันธ์ุ   

RRIM 600 ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อ Phytophthora palmivora  

และ P. botryosa      

 เม่ือนาํเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp.  มาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง

การเจริญของเส้นใยเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa ดว้ยวิธี dual culture plate โดยตรวจผลใน

วนัท่ี 7 พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. สามารถยบัย ั้งการเจริญเช้ือ P. palmivora (ภาพท่ี 

3) ไดต้ั้งแต่ 70.36 ถึง 90.71 % โดยเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. ท่ียบัย ั้งได ้90 % ข้ึนไปมี 1 

ไอโซเลท ยบัย ั้งการเจริญได ้80.00-89.99% มี 42 ไอโซเลท โดย 3 อนัดบัแรกท่ียบัย ั้งไดสู้งสุด คือ 

ไอโซเลท SUL 1501-30 (90.71%), SKL 301-47 (85.36%) และ SKR 601-79 ( 85.36%) (ภาคผนวก 

ง และตารางภาคผนวกท่ี 2) และสามารถยบัย ั้งการเจริญโดยการเจริญคลุมทบัเช้ือ P. botryosa (ภาพ

ท่ี 4) ไดต้ั้งแต่ 72.14 ถึง 85.71% โดยเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. ท่ียบัย ั้งได ้80.00-89.99% 

มี 51 ไอโซเลท และ70.00-79.99% มี 42 ไอโซเลท โดยให้ผลยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือ 

P. botryosa สูงท่ีสุด 3 อนัดบัคือไอโซเลท SUR 1305-14 (85.71%), SUR 1101-13(85.00%) และ

SUR 1404-16(84.64%) (ภาคผนวก ง และตารางภาคผนวกท่ี 3) สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Bae 

และคณะ (2011) ซ่ึงแยกเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. จากพืชเขตร้อน เม่ือทดสอบการยบัย ั้ง

เช้ือราพบว่าสามารถควบคุมโรครากเน่าโคนเน่าของพริกท่ีมีสาเหตุมาจากเช้ือ P. capsici ได ้และ

สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Hanada และคณะ (2010) ซ่ึงแยกเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp.
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จากเน้ือไมข้องตน้โกโก ้พบว่ามีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือ P. palmivora สาเหตุโรคฝักเน่าดาํ

ของโกโกไ้ด ้

 

  

  

 

ภาพที่ 3 โคโลนีเช้ือ Phytophthora palmivora และเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ไอโซเลท 

 ต่างๆ เม่ือเล้ียงใน dual culture plate บนอาหารวุน้ PDA หลงัจากปลกูเช้ือเป็นเวลา 7 วนั 

(ก) เช้ือ Phytophthora palmivora (P. pal, ชุดควบคุม) 

(ข) เช้ือ Phytophthora palmivora (P. pal) และ เช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp.  

ไอโซเลท SUL 1501-30 (T30) 

(ค) เช้ือ Phytophthora palmivora (P. pal) และ เช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp.  

ไอโซเลท SKL 301-47 (T47) 

(ง) เช้ือ Phytophthora palmivora (P. pal) และ เช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp.  

ไอโซเลท SKR 601-79 (T79) 

 

ก 

P.pal 

ข 

P. pal 

T30 

ค 

P. pal 

T47 

ง 

P. pal 

T79 
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ภาพที่ 4 โคโลนีเช้ือ Phytophthora botryosa และเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. ไอโซเลท 

 ต่างๆเม่ือเล้ียงใน dual culture plate บนอาหารวุน้ PDA หลงัจากปลกูเช้ือเป็นเวลา 7 วนั  

(ก) เช้ือ Phytophthora botryosa (P. bo, ชุดควบคุม) 

(ข) เช้ือ Phytophthora botryosa (P. bo) และ เช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp.  

ไอโซเลท SUR 1305-14 (T14) 

(ค) เช้ือ Phytophthora botryosa (P. bo) และ เช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp.  

ไอโซเลท SUR 1101-13 (T13) 

(ง) เช้ือ Phytophthora botryosa (P. bo) และ เช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp.  

ไอโซเลท SUR 1404-16 (T16) 

   จากการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเช้ือราเอนโดฟท์ Trichoderma spp. ท่ีแยก

จากเน้ือไมย้างพนัธุป์ลกูดั้งเดิม และพนัธุ ์RRIM 600 ในการควบคุม P. palmivora และ P. botryosa 

พบว่าใกลเ้คียงกนั (ภาคผนวก ง และตารางภาคผนวกท่ี 2, 3) 

ก 

P.bo P.bo 
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3. ศึกษาความสามารถของเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ในการผลติเอนไซม์เซลลูเลส 

   จากการศึกษาการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. 

พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. ทั้ง 93 ไอโซเลท สามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสได ้โดย

สงัเกตจากการเกิดวงใสรอบๆ หลุมท่ีหยอดนํ้ าเล้ียงเช้ือในจานอาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือวดัขนาดวงใสท่ี

เกิดข้ึนพบว่า มีขนาดของวงใสอยู่ในช่วง 21.00-24.25 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 5 ภาคผนวก จ ตาราง

ภาคผนวกท่ี 4) จากรายงานวิจัยพบว่าเช้ือ Trichoderma spp. หลายชนิดมีศกัยภาพในการผลิต

เอนไซมเ์ซลลูเลส เช่น T. atroviride (Kovacs et al., 2008) T. koningii (Wang et al., 2012)  

T. harzianum (Delabona et al., 2012) T. reesei (Li et al., 2010) และ T. viride (Lan et al., 2013) 

ดงันั้นเช้ือ Trichoderma spp. ท่ีสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลสได ้จึงมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ

เจริญของเช้ือสาเหตุโรคพืชท่ีเกิดจากเช้ือ Phytophthora spp. ดงัรายงานของ Desjardin และคณะ 

(1969) ท่ีระบุว่าผนงัเสน้ใยของเช้ือ Phytophthora spp. มีส่วนประกอบของเซลลโูลส สอดคลอ้งกบั

การทดลองธวชัชยั เปรมศรี และคณะ (2543) พบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีแยกจากรากของตน้

โป๊ยเซียนสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลสออกมายอ่ยเซลลูโลสของเช้ือ P. nicotianae var. parasitica 

ได ้และสอดคลอ้งกบัรายงานของ Picard และคณะ (2000) พบว่าเช้ือ T. viride ส่วนใหญ่สร้าง

เอนไซม์เซลลูเลสในการย่อยสลายเซลลูโลสบนผนังเส้นใยของเช้ือ Phytophthora spp. และ 

 Py. oligandrum ได ้

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 5 ลกัษณะวงใสท่ีเกิดจากการย่อยเซลลูโลสโดยเอนไซมเ์ซลลูเลสของเช้ือราเอนโดไฟท ์  

  Trichoderma spp.ไอโซเลท SUL 503-51 บนอาหาร CMC agar หลงัจากหยดนํ้ าเล้ียงเช้ือ 

  เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 

วงใส 
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4. ทดสอบการยับยั้งการเจริญของ Phytophthora palmivora และ P. botryosa ด้วยนํ้าเลีย้งเชื้อรา 

เอนโดไฟท์ Trichoderma spp.  

 จากการทดสอบการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa ดว้ย

ดว้ยนํ้ าเล้ียงเช้ือของเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma sp. ไอโซเลท SUL 1501-30 และ SUR 1305-14 

ดว้ยวิธี paper disc diffusion พบว่าเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa เจริญคลุม paper disc  

(ภาพท่ี 6,7 ตามลาํดบั) สรุปไดว้่านํ้ าเล้ียงเช้ือไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ P. palmivora และ 

P. botryosa ได ้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 6 โคโลนีของเช้ือ Phytophthora palmivora ท่ีเจริญคลุม paper disc ท่ีหยดนํ้ าเล้ียงเช้ือเอนโด 

  ไฟท์ Trichoderma spp. ไอโซเลทต่าง ๆ เม่ือเล้ียงบนอาหาร PDA หลงัการบ่มเช้ือท่ี 

  อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั  

(ก) เช้ือ P. palmivora และ paper disc หยดนํ้ ากลัน่ (ชุดควบคุม) 

(ข) เช้ือ P. palmivora และ paper disc หยดนํ้ าเล้ียงเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp.  

ไอโซเลท SUL 1501-30 

(ค) เช้ือ P. palmivora และ paper disc หยดนํ้ าเล้ียงเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp.  

ไอโซเลท SUR 1305-14 

paper disc 

Phytophthora palmivora 

ก 

ข ค 
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ภาพที่ 7 โคโลนีของเช้ือ Phytophthora botryosa ท่ีเจริญคลุม paper disc ท่ีหยดนํ้ าเล้ียงเช้ือเอนโด 

  ไฟท์ Trichoderma spp. ไอโซเลทต่างๆ เม่ือเล้ียงบนอาหาร PDA หลงัการบ่มเช้ือท่ี 

  อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั  

(ก) เช้ือ P. botryosa และ paper disc หยดนํ้ ากลัน่ (ชุดควบคุม) 

(ข) เช้ือ P. botryosa และ paper disc หยดนํ้ าเล้ียงเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp.  

ไอโซเลท SUL 1501-30 

(ค) เช้ือ P. botryosa และ paper disc หยดนํ้ าเล้ียงเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp.  

ไอโซเลท SUR 1305-14 

 

 

 

 

 

 

 

ข ค 

ก 

paper disc 

Phytophthora botryosa 
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5. จาํแนกชนิดของเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ด้วยลกัษณะสัณฐาน 

   เล้ียงเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. บนอาหาร PDA อายุ 5-7 วนั ท่ี

อุณหภูมิหอ้ง (26-32 องศาเซลเซียส) ศึกษาลกัษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ ศึกษารูปร่าง ขนาด  

สี ของสปอร์ ไฟอะไลด ์และลกัษณะโครงสร้างท่ีเช้ือราสร้าง ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบ compound 

จาํแนกชนิดโดยเปรียบเทียบกบัคู่มือหนังสือ keys ของ Gams และ Bissett (1998) และ Samuels 

และคณะ (2010) จาํแนกไดเ้ป็น T. asperellum จาํนวน 5 ไอโซเลท T. atroviride จาํนวน 3 ไอโซ

เลท T. harzianum จาํนวน 52 ไอโซเลท T. koningii จาํนวน 3 ไอโซเลท T. longibrachiatum จาํนวน 

1 ไอโซเลท T. reesei จาํนวน 1 ไอโซเลท และ T. viride จาํนวน 28 ไอโซเลท (ตารางท่ี 3) 

Trichoderma spp. ท่ีพบมากคือ T. harzianum โดยพบ 52 ไอโซเลท (55.91 เปอร์เซ็นต์) ซ่ึง

สอดคลอ้งกบัรายงานของ Chaverri และ Gazis (2011) ซ่ึงศึกษาเช้ือราเอนโดไฟท ์ Trichoderma 

spp. จากเน้ือไมย้างพารา พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. ท่ีพบมากคือ T. harzianum โดย

พบ 19 ไอโซเลท (73.08 เปอร์เซ็นต)์ 

 

ตารางที่ 3 ชนิดและจาํนวนไอโซเลทเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ท่ีแยกไดจ้ากเน้ือไม้

ยางพารา 

เช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. จาํนวนไอโซเลท 

Trichoderma asperellum 5 

Trichoderma atroviride 3 

Trichoderma harzianum 52 

Trichoderma koningii 3 

Trichoderma longibrachiatum 1 

Trichoderma reesei 1 

Trichoderma viride 28 

       รวม 93 
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 5.1. เชื้อรา Trichoderma asperellum Samuels (ภาพท่ี 8) 

  โคโลนีเจริญเร็ว เต็มจานเล้ียงเช้ือภายใน 4 วนั โคโลนีมีสีเขียว โคนิดิโอฟอร์

เรียวยาว มีผนงักั้น ไฟอะไลคมี์รูปร่างแบบ flask-shaped เกิดเด่ียว ๆ หรือเป็นกลุ่ม 2-4 อนั มีขนาด  

5.3-11.6 × 2.0-3.5 ไมโครเมตร โคนิเดีย รูปร่างรี ผนังเรียบ สีเขียวเขม้ ขนาด 2.6-3.8 × 2.2-3.4 

ไมโครเมตร (Samuels et al., 2010) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 8 เช้ือรา Trichoderma asperellum 

  (ก) conidiophores และ phialides (400X)  

  (ข) conidia (400X) 

  (ค) โคโลนีบนอาหาร PDA อาย ุ7 วนั  
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phialides 

4.23 µm 3.2 µm 
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5.2. เชื้อรา Trichoderma atroviride Karsten (ภาพท่ี 9) 

  โคโลนีเจริญเร็ว เต็มจานเล้ียงเช้ือภายใน 4 วนั ระแยกโคโลนีมีสีเหลืองและท่ี

ผิวหน้าของโคโลนีเปล่ียนเป็นสีเขียวเม่ือเช้ือเร่ิมสร้างสปอร์ โคนิดิโอฟอร์เรียวยาว มีผนังกั้น 

ไฟอะไลค์มีรูปร่างแบบ lageniform เกิดเด่ียว ๆ หรือเป็นกลุ่ม 2-4 อนั มีขนาด 6-12 × 2.4-3.0 

ไมโครเมตร โคนิเดีย รูปร่างค่อนข้างกลม ผนังเรียบ สีเขียวเข้ม ขนาด 2.6-3.8 × 2.2-3.4 

ไมโครเมตร (Gams and Bissett, 1998) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 9 เช้ือรา Trichoderma atroviride 

 (ก) conidiophores และ phialides (400X)  

  (ข) conidia (400X) 

  (ค) โคโลนีบนอาหาร PDA อาย ุ7 วนั  
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ข ก 

conidiophores 

phialides 

9 µm 16 µm 
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5.3. เชื้อรา Trichoderma harzianum Rifai (ภาพท่ี 10) 

  โคโลนีเจริญเร็ว เต็มจานเล้ียงเช้ือภายใน 4 วนั โคโลนีมีสีเขียว โคนิดิโอฟอร์

เรียวยาว มีผนงักั้น ไฟอะไลคมี์รูปร่างแบบ ampulliform และ lageniform เกิดเด่ียว ๆ หรือเป็นกลุ่ม 

3-4 อนั มีขนาด 3.5-7.5 × 2.5-3.8 ไมโครเมตร โคนิเดีย รูปร่างค่อนขา้งกลม ผนังเรียบ สีเขียวอ่อน 

ขนาด 2.7-3.5 × 2.1-2.6 ไมโครเมตร (Gams and Bissett, 1998) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 10 เช้ือรา Trichoderma  harzianum 

  (ก) conidiophores และ phialides (400X)  

   (ข) conidia (400X) 

  (ค) โคโลนีบนอาหาร PDA อาย ุ7 วนั  
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ข ก 

conidiophores 

phialides 
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6.87 µm 6.2 µm 
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5.4. เชื้อรา Trichoderma koningii Oud. (ภาพท่ี 11) 

 โคโลนีเจริญเร็ว เต็มจานเล้ียงเช้ือภายใน 4 วนั โคโลนีมีสีเขียว โคนิดิโอฟอร์

เรียวยาว มีผนงักั้น ไฟอะไลคมี์รูปร่างแบบ ampulliform และ lageniform เกิดเด่ียว ๆ หรือเป็นกลุ่ม 

3-5 อนั มีขนาด 7.5-12 × 2.5-3.5 ไมโครเมตรโคนิเดีย รูปร่างรี ผนังเรียบ สีเขียว ขนาด  

3.0-5.5 × 1.9-3.2 ไมโครเมตร (Gams and Bissett, 1998) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 11 เช้ือรา Trichoderma koningii 

 (ก) conidiophores และ phialides (400X) 

  (ข) conidia (400X) 

  (ค) โคโลนีบนอาหาร PDA อาย ุ7 วนั  
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ข 

conidia 

5.41 µm 16.5 µm 
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5.5. เชื้อรา Trichoderma longibrachiatum Rifai (ภาพท่ี 12) 

 โคโลนีเจริญเร็ว เต็มจานเล้ียงเช้ือภายใน 4 วนั โคโลนีมีสีเขียว โคนิดิโอฟอร์

เรียวยาว มีผนังกั้น ไฟอะไลค์มีรูปร่างแบบ lageniform เกิดเด่ียว ๆ หรือเป็นกลุ่ม 3 อนั มีขนาด  

5.3-11.6 × 2.0-3.2 ไมโครเมตร โคนิเดีย รูปร่างรี ผนังเรียบ สีเขียว ขนาด 3.4–6.6 × 2.3–3.

ไมโครเมตร (Gams and Bissett, 1998) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 12 เช้ือรา Trichoderma longibrachiatum 

                (ก) conidiophores และ phialides (400X)  

                (ข) conidia (400X) 

                (ค) โคโลนีบนอาหาร PDA อาย ุ7 วนั  
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8.45 µm 8.33 µm 
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 5.6. เชื้อรา Trichoderma reesei Simmons (ภาพท่ี 13) 

 โคโลนีเจริญเร็ว เต็มจานเล้ียงเช้ือภายใน 4 วนั ระแยกโคโลนีมีสีเหลืองและท่ี

ผิวหน้าของโคโลนีเปล่ียนเป็นสีเขียวเม่ือเช้ือเร่ิมสร้างสปอร์ โคนิดิโอฟอร์เรียวยาว มีผนังกั้น 

ไ ฟ อ ะ ไ ล ค์ มี รู ป ร่ า ง แ บ บ  cylindrical เ กิ ด เ ด่ี ย ว  ๆ ห รื อ เ ป็ น ก ลุ่ ม  3-4 อัน  มี ข น า ด  

5.5–8 × 2.0–3.7 ไมโครเมตร โคนิเดีย รูปร่างรี ผนังเรียบ สีเขียวอ่อน ขนาด 3.5-4.5 × 2.3-3.0 

ไมโครเมตร (Gams and Bissett, 1998) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 13 เช้ือรา Trichoderma reesei 

                (ก) conidiophores และ phialides (400X)  

                (ข) conidia (400X) 

                (ค) โคโลนีบนอาหาร PDA อาย ุ7 วนั  
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5.4 µm 20 µm 
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5.7. เชื้อรา Trichoderma viride Pers. (ภาพท่ี 14) 

 โคโลนีเจริญเร็ว เต็มจานเล้ียงเช้ือภายใน 4 วนั ระแยกโคโลนีมีสีเหลืองและท่ี

ผิวหน้าของโคโลนีเปล่ียนเป็นสีเขียวเม่ือเช้ือเร่ิมสร้างสปอร์ โคนิดิโอฟอร์เรียวยาว มีผนังกั้น 

ไ ฟ อ ะ ไ ล ค์ มี รู ป ร่ า ง แ บ บ  lageniform เ กิ ด เ ด่ี ย ว  ๆ  ห รื อ เ ป็ น ก ลุ่ ม  3-4 อัน  มี ข น า ด  

8-14 ×2.4-3.0 ไมโครเมตร โคนิเดีย รูปร่างกลมรี ผนังเรียบ สีเขียวเขม้ ขนาด 3.5-4.5 × 2.3-3.0 

ไมโครเมตร (Gams and Bissett, 1998) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 14 เช้ือรา Trichoderma viride 

                (ก) conidiophores และ phialides (400X)  

                (ข) conidia (400X) 

                (ค) โคโลนีบนอาหาร PDA อาย ุ7 วนั  
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6. จําแนกชนิดของเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้ง  

Phytophthora palmivora และ P. botryosa ด้วยวธิีทางชีวโมเลกุล 

   จาํแนกชนิดของเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. ท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดใน

การควบคุมเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa ทางชีวโมเลกุล โดยสกดั DNA (Deoxyribonucleic 

acid) เพ่ิมปริมาณ DNA ดว้ยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) และส่ง PCR product (ภาพ

ท่ี 15) เพ่ืออ่านลาํดับเบส พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp. ไอโซเลท SUL 1501-30 มี

ความสมัพนัธใ์กลเ้คียงกบัเช้ือ Trichoderma asperellum มากท่ีสุด 97 เปอร์เซ็นต ์และเช้ือราเอนโด

ไฟท์ Trichoderma sp. ไอโซเลท SUR 1305-14 มีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกับเช้ือ Trichoderma 

harzianum 100 เปอร์เซ็นต ์ สรุปไดว้่าเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp.ท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือ P. 

palmivora ไดดี้ท่ีสุดคือ T. asperellum และยบัย ั้งเช้ือ P. botryosa ไดดี้ท่ีสุดคือ T. harzianum 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 15 ขนาด PCR products ของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp.ไอโซเลท SUL 1501-30 

  และ SUR 1305-14 เปรียบเทียบกบั Markers (100 bp ladder) 
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7. ประสิทธิภาพของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ในการยับยั้งการเข้าทําลายของเชื้อ 

P. palmivora และ P. botryosa บนใบยางพารา 

   จากการนาํเช้ือราเอนโดไฟท์ T. asperellum ท่ียบัย ั้งเช้ือ P. palmivora ไดดี้ท่ีสุด 

และเช้ือราเอนโดไฟท ์T. harzianum ท่ียบัย ั้งเช้ือ P. botryosa ไดดี้ท่ีสุด มาทดสอบประสิทธิภาพใน

การยบัย ั้งการเขา้ทาํลายของเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa บนใบยางพาราดว้ยวิธี detached leaf 

โดยใชใ้บยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 เปรียบเทียบกบัการใชส้ารเคมีกาํจดัเช้ือรา metalaxyl ประเมิน

ประสิทธิภาพของเช้ือราเอนโดไฟท์ T. asperellum SUL 1501-30 และ T. harzianum SUR 1305-14 

โดยการวดัพ้ืนท่ีแผลท่ีถกูทาํลายโดยเคร่ือง leaf area meter ci-202 เปรียบเทียบกบัพ้ืนท่ีแผลของชุด

ควบคุมท่ีปลกูเช้ือ P. palmivora อย่างเดียว ผลการทดสอบพบว่ากรรมวิธีท่ีพ่นดว้ยเช้ือราปฏิปักษ์

เอนโดไฟท ์T. asperellum และ T. harzianum สามารถยบัย ั้งการเขา้ทาํลายของเช้ือ P. palmivora ได ้

(ภาพท่ี 16) โดยมีพ้ืนท่ีแผลแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติกบัชุดควบคุม มีค่าเฉล่ียพ้ืนท่ีแผล 4.96 

และ 4.42 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั(ตารางท่ี 4) เม่ือเปรียบเทียบกบัพ้ืนท่ีแผลของชุดควบคุมท่ีปลูกเช้ือ 

P. botryosa อย่างเดียว พบว่ากรรมวิธีท่ีพ่นด้วยเช้ือราปฏิปักษ์เอนโดไฟท์ T. asperellum และ  

T. harzianum สามารถยบัย ั้งการเขา้ทาํลายของเช้ือ P. botryosa ได ้(ภาพท่ี 17) มีพ้ืนท่ีแผลแตกต่าง

อยา่งมีนัยสาํคญัทางสถิติกบัชุดควบคุม มีค่าเฉล่ียพ้ืนท่ีแผล 1.78 และ 2.49 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั 

(ตารางท่ี 5) แต่ตํ่ากว่ากรรมวิธีท่ีใชส้ารเคมีป้องกนักาํจดัเช้ือรา metalaxyl แตกต่างทางสถิติจากชุด

ควบคุม สอดคลอ้งกบัรายงานของ เสมอใจ ช่ืนจิตต์ และคณะ 2553 ซ่ึงทดสอบประสิทธิภาพของ

จุลินทรียป์ฏิปักษ์ในการป้องกนัการเข้าทาํลายของเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa บนใบ

ยางพาราดว้ยวิธี detached leaf พบว่า เช้ือ Bacillus sp. B068-2, Streptomyces sp. SC03-15 และ 

Trichoderma sp. T016-2 สามารถยบัย ั้งการเขา้ทาํลายเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa ได ้

แตกต่างกนัทางสถิติอยา่งมีนยัสาํคญักบัชุดควบคุม แต่ไม่แตกต่างทางสถิติกบักรรมวิธีใชส้ารเคมี

ป้องกนักาํจดัเช้ือรา matalaxyl  
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ภาพที่ 16 อาการของโรคบนใบยางพาราพ่นดว้ยเช้ือราเอนโดไฟท ์ T. asperellum SUL 1501-30  

  หรือ T. harzianum SUR 1305-14 และปลูกเช้ือ Phytophthora palmivora ร่วมกัน 

  เป็นเวลา 6 วนั 

 (ก) ใบยางพาราปลกูเช้ือ P. palmivora (ชุดควบคุม) 

 (ข) ใบยางพาราพ่นดว้ยเช้ือราเอนโดไฟท์ T. asperellum SUL 1501-30 และปลูกเช้ือ  

 P. palmivora 

  (ค) ใบยางพาราพ่นดว้ยเช้ือราเอนโดไฟท์ T. harzianum SUR 1305-14 และปลูกเช้ือ 

 P. palmivora 

 (ง) ใบยางพาราพ่นดว้ยสารเคมี metalaxyl และปลกูเช้ือ P. palmivora  

ตารางที่  4 พ้ืนท่ีแผลบนใบยางพันธุ์ RRIM 600 หลังจากปลูกเช้ือราปฏิปักษ์เอนโดไฟท ์

Trichoderma asperellum หรือ T. harzianum และเช้ือ Phytophthora palmivora เป็นเวลา 6 วนั 

เช้ือ ค่าเฉล่ียพ้ืนท่ีแผล(%) ± SD 

P. palmivora (Control)       19.77 ± 0.23c 

T. asperellum + P. palmivora        4.96 ± 0.34b 

T. harzianum + P. palmivora         4.42 ± 0.12b 

metalaxyl + P. palmivora         0.00 ± 0.00a 

   C.V. (%)              5.84 

* ค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคท่ีตามดว้ยตัวอกัษรท่ีเหมือนกันในแต่ละกรรมวิธี ไม่มีความ

แตกต่างทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์โดยวิธี Duncan’s Mutiple Range Test 

ก ข 

ค ง 
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ภาพที่ 17 อาการของโรคบนใบยางพาราพ่นดว้ยเช้ือราเอนโดไฟท ์ T. asperellum SUL 1501-30  

  หรือ T. harzianum SUR 1305-14 และปลูกเช้ือ Phytophthora botryosa ร่วมกัน 

  เป็นเวลา 6 วนั 

 (ก) ใบยางพาราปลกูเช้ือ P. botryosa (ชุดควบคุม) 

 (ข) ใบยางพาราพ่นดว้ยเช้ือราเอนโดไฟท์ T. asperellum SUL 1501-30 และปลูกเช้ือ  

 P. botryosa 

 (ค) ใบยางพาราพ่นดว้ยเช้ือราเอนโดไฟท์ T. harzianum SUR 1305-14 และปลูกเช้ือ 

  P. botryosa 

 (ง) ใบยางพาราพ่นดว้ย สารเคมี metalaxyl และปลกูเช้ือ P. botryosa 

ตารางที่  5 พ้ืนท่ีแผลบนใบยางพันธุ์ RRIM 600 หลังจากปลูกเช้ือราปฏิปักษ์เอนโดไฟท ์

Trichoderma asperellum หรือ T. harzianum และเช้ือ Phytophthora botryosa เป็นเวลา 6 วนั 

เช้ือ ค่าเฉล่ียพ้ืนท่ีแผล(%)± SD 

P. botryosa (Control)        8.48 ± 0.06 c 

T. asperellum + P. botryosa         1.78 ± 0.21 b 

T. harzianum+ P. botryosa         2.49 ± 0.51 b 

metalaxyl + P. botryosa         0.00 ± 0.00 a 

   C.V. (%)             17.56 

* ค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคท่ีตามดว้ยตัวอกัษรท่ีเหมือนกันในแต่ละกรรมวิธี ไม่มีความ

แตกต่างทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์โดยวิธี Duncan’s Mutiple Range Test 

ก ข 

ค ง 
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8. ศึกษาการเป็นปฏิปักษ์ของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ต่อเชื้อสาเหตุโรค  

P. palmivora และ P. botryosa ภายใต้กล้องจุลทรรศ์อเิลคตรอนแบบส่องกราด 

  จากการคดัเลือกเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ

เจริญของเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa ผลการศึกษาพบว่าเ ช้ือราเอนโดไฟท ์ 

T. asperellum และ T. harzianum ยบัย ั้งเช้ือทั้ง 2 ไดสู้งสุดตามลาํดบั จึงไดน้าํเช้ือแต่ละคู่มาศึกษา

ปฏิสมัพนัธร์ะหว่างเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. และเช้ือ Phytophthora spp. โดยนาํเช้ือใน

แต่ละคู่  มาเล้ียงด้วยวิธี slide culture เป็นเวลา 4 วัน นํามาตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

อิเลคตรอนแบบส่องกราด (SEM) พบว่าเสน้ใยของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. สัมผสั พนั

รัดลอ้มรอบเส้นใยเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa ได ้ทาํให้เส้นใยของเช้ือ P. palmivora และ 

 P. botryosa แสดงอาการเห่ียว (ภาพท่ี 18 และ 19) สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Intana (2003) ซ่ึง

เล้ียงเช้ือรา T. harzianum และเช้ือ Py. aphanidermatum ดว้ยวิธี dual culture นาํมาตรวจภายใต้

กลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด พบว่าเส้นใยของเช้ือ T. harzianum สามารถทาํลายเส้น

ใย เช้ือ Py. aphanidermatum ได้ และยงัพบว่าสปอร์ของเช้ือ T. harzianum ทาํให้เส้นใยของเช้ือ  

Py. aphanidermatum เป็นหลุมได ้
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ภาพที่ 18 เสน้ใยเช้ือ Phytophthora palmivora (P. pal) แสดงอาการเห่ียว ผนงัเสน้ใยถกูทาํลาย  

 เม่ือวางเล้ียงเช้ือร่วมกบัเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma asperellum (Ta)บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 4 วนั ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด (SEM Quanta 400, FEI ท่ี 

10 kV) 

 (ก), (ค) เสน้ใยเช้ือ P. palmivora (ชุดควบคุม) มีลกัษณะเสน้ใยปกติ 

  (ข), (ง) เสน้ใยเช้ือ P. palmivora แสดงอาการเห่ียว เม่ือวางเล้ียงเช้ือร่วมกบัเช้ือรา 

 เอนโดไฟท ์T. asperellum 
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ภาพที่ 19 เส้นใยเช้ือ Phytophthora botryosa (P. bo) แสดงอาการเห่ียว ผนังเส้นใยถูกทาํลาย  

  เม่ือวางเล้ียงเช้ือร่วมกับเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma harzianum (Th) บ่มท่ี 

  อุณหภูมิห้องเป็น เวลา 4 วนั ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด (SEM  

  Quanta 400, FEI ท่ี 10 kV) 

(ก), (ค) เสน้ใยเช้ือ P. botryosa (ชุดควบคุม) มีลกัษณะเสน้ใยปกติ 

(ข), (ง) เสน้ใยเช้ือ P. botryosa แสดงอาการเห่ียว เม่ือวางเล้ียงเช้ือร่วมกบั 

  เช้ือราเอนโดไฟท ์T. harzianum 
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บทที่ 4 

สรุปผลการทดลอง 

 

1. การเกบ็ตวัอย่างและการแยกเชือ้ราเอนโดไฟท์จากเนือ้ไม้ยางพารา 

   เก็บตวัอยา่งเน้ือไมย้างพารา โดยเก็บตวัอยา่งเน้ือไมย้างพาราพนัธุ์ปลูกดั้งเดิมและ

พนัธุ์ RRIM 600 จากสวนยางท่ี จ.สุราษฎร์ธานี และสงขลา สวนละ 20 ตน้ รวมจาํนวน 80 ต้น 

นาํมาแยกเช้ือราเอนโดไฟท์ดว้ยวิธี tissue transplanting ได้เช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. 

จาํนวน 93 ไอโซเลท 

 

2. คดัเลอืกและเปรียบเทียบเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. จากยางพนัธ์ุปลูกดั้งเดิมและพันธ์ุ   

RRIM 600 ที่ มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อ Phytophthora palmivora  

และ P. botryosa   

   จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ในการ

ยบัย ั้งการเจริญของเสน้ใยเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa ดว้ยวิธี dual culture plate พบว่าเช้ือรา

เอนโดไฟท์ Trichoderma spp. สามารถยบัย ั้งเช้ือ P. palmivora ไดต้ั้งแต่ 70.36 ถึง 90.71 % และ  

P. botryosa ไดต้ั้งแต่ 72.14 ถึง 85.71% ไอโซเลทท่ียบัย ั้งเช้ือ P. palmivora ไดสู้งสุดคือ SUL 1501-

30 และไอโซเลทท่ียบัย ั้งเช้ือ P. botryosa ได้สูงสุดคือ SUR 1305-14 และเม่ือเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ท่ีแยกจากเน้ือไมย้างพนัธุ์ปลูกดั้งเดิมและ

พนัธุ์ RRIM 600 พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ท่ีแยกจากเน้ือไมท้ั้ง 2 สายพนัธุ ์ 

มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือ P. palmivora และP. botryosa ไม่แตกต่างกนั 

 

3. ศึกษาความสามารถของเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ในการผลติเอนไซม์เซลลูเลส  

 จากการศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลส ของเช้ือราเอนโดไฟท ์

Trichoderma spp. พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. ทั้ง 93 ไอโซเลท สามารถผลิต

เอนไซมเ์ซลลเูลสได ้โดยวดัขนาดวงใสได ้21.00-24.25 มิลลิเมตร  
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4. ทดสอบการยับยั้งการเจริญของ Phytophthora palmivora และ P. botryosa ด้วยนํ้าเลีย้งเชื้อรา 

เอนโดไฟท์ Trichoderma spp.  

 ทดสอบการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa ดว้ยนํ้ าเล้ียงเช้ือ

ของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp. ไอโซเลท SUL 1501-30 และ SUR 1305-14 โดยวิธี paper 

disc diffusion พบว่าเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa เจริญคลุม paper disc  

 

5. จาํแนกชนิดของเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ด้วยลกัษณะสัณฐาน 

   ศึกษาลกัษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ ศึกษา ผิว รูปร่าง ขนาด สีของสปอร์ 

ไฟอะไลด ์และลกัษณะโครงสร้างท่ีเช้ือราสร้าง ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบ compound จาํแนกชนิด

โดยเปรียบเทียบกบัคู่มือหนังสือ keys จาํแนกไดเ้ป็น T. asperellum, T. atroviride, T. koningii,  

T. harzianum, T. longibrachiatum, T. reesei และ T. viride  

 

6. จําแนกชนิดของเชื้อราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้ง  

Phytophthora palmivora และ P. botryosa ด้วยวธิีทางชีวโมเลกุล 

   จากการเพ่ิมปริมาณ DNA พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp. ไอโซเลท 

SUL 1501-30 มีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกบัเช้ือ T. asperellum มากท่ีสุด 97 เปอร์เซ็นต ์และเช้ือรา

เอนโดไฟท์ Trichoderma sp. ไอโซเลท SUR 1305-14 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับเช้ือ 

 T. harzianum 100 เปอร์เซ็นต ์ 

 

7. ประสิทธิภาพของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ในการยับยั้งการเข้าทําลายของเชื้อ 

P. palmivora และ P. botryosa บนใบยางพารา 

   จากการนําเช้ือราเอนโดไฟท์ T. asperellum และ T. harzianum มาทดสอบ

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเขา้ทาํลายของเช้ือ P. palmivora และ P. botryosa ผลการศึกษาพบว่า

กรรมวิธีท่ีพ่นดว้ยเช้ือราปฏิปักษเ์อนโดไฟท ์T. asperellum และ T. harzianum มีเปอร์เซ็นต์การเกิด

โรคแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญักบัชุดควบคุม แต่ตํ่ากว่ากรรมวิธีใชส้ารเคมี metalaxyl 
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8. ศึกษาการเป็นปฏิปักษ์ของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. ต่อเชื้อสาเหตุโรค  

P. palmivora และ P. botryosa ภายใต้กล้องจุลทรรศ์อเิลคตรอนแบบส่องกราด 

   จากการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ระหว่างเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma spp. และเช้ือ 

Phytophthora spp. พบว่า เสน้ใยเช้ือ P. palmivora แสดงอาการเห่ียว ผนังเส้นใยถูกทาํลาย เม่ือวาง

เล้ียงเช้ือร่วมกบัเช้ือราเอนโดไฟท ์T. asperellum และเสน้ใยเช้ือ P. botryosa แสดงอาการเห่ียว ผนัง

เสน้ใยถกูทาํลาย เม่ือวางเล้ียงเช้ือร่วมกบัเช้ือราเอนโดไฟท ์T. harzianum  
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเชื้อ 

1. Potato dextrose agar (PDA)  

 Potato        200 กรัม 

 Dextrose      20.0  กรัม 

 Agar       15.0 กรัม 

Distilled water     1,000  มิลลิลิตร 

  นาํมนัฝร่ังท่ีปอกเปลือกแลว้ลา้งนํ้ าใหส้ะอาด ตดัออกเป็นช้ืนเล็กๆ ส่ีเหล่ียมจตุัรัส

ขนาดประมาณ 1 ลกูบาศกเ์ซนติเมตร ตม้กบันํ้ ากลัน่ 500 มิลลิลิตร จนมนัฝร่ังสุก ตม้ต่อไปอีกสกัครู่

จึงนาํมากรองดว้ยผา้ขาวบางเอาเน้ือมนัฝร่ังออกเติมนํ้ าตาล dextrose 20.0 กรัม ตม้และคนจนนํ้ าตาล 

dextrose ละลายจึงนาํส่วนผสมนํ้ ากบัวุน้ละลายในนํ้ า 500 มิลลิลิตร ผสมเขา้กนัเติมนํ้ ากลัน่แทนนํ้ า

ท่ีขาดหายไป ใส่ขวดหรือหลอดอาหารเล้ียงเช้ือนาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ

ดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15-20 นาที 

 

2. V8 Juice Agar (VA) 

  V8 Juice       200 มิลลิลิตร 

  CaCO3        3.0 กรัม 

  Agar       15.0 กรัม 

Distilled water     1,000  มิลลิลิตร 

    ละลายส่วนประกอบทั้งหมดลงในนํ้ ากลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ต้มให้เดือด

นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 °C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15-20 นาที 

 

3. Potato dextrose broth (PDB) 

 Potato        200 กรัม 

 Dextrose      20.0  กรัม 

Distilled water     1,000  มิลลิลิตร 

  นาํมนัฝร่ังท่ีปอกเปลือกแลว้ลา้งนํ้ าใหส้ะอาด ตดัออกเป็นช้ืนเล็กๆ ส่ีเหล่ียมจตุัรัส

ขนาดประมาณ 1 ลูกบาศก์เซนติเมตร ตม้กบันํ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร จนมนัฝร่ังสุก ตม้ต่อไปอีก

สกัครู่จึงนาํมากรองดว้ยผา้ขาวบางเอาเน้ือมนัฝร่ังออกเติมนํ้ าตาล dextrose 20.0 กรัม ตม้และคนจน
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นํ้าตาล dextrose ละลาย ผสมเขา้กนัใส่ฟาสด ์นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 °C ความดนั 15 ปอนด์

ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15-20 นาที 

 

4. Carboxyl methyl cellulose (CMC) broth  

  (NH4)2SO4 0.5 กรัม 

  K2HPO4 1.0 กรัม 

  MgSO4.7H2O 0.2 กรัม 

  KCl 0.5 กรัม 

  CaCl2 0.1 กรัม 

  Yeast extract 0.5 กรัม 

  Carboxyl methyl cellulose 10.0 กรัม 

  Distilled water 1,000 มิลลิลิตร 

   ละลายส่วนประกอบทั้งหมดลงในนํ้ ากลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมเขา้กนัใส่

ฟาสด ์นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 °C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15-20 นาที 

 

5. Carboxyl methyl cellulose (CMC) agar 

Carboxyl methyl cellulose 1.0 กรัม 

Agar  20.0 กรัม 

Distilled water 1,000 มิลลิลิตร 

  ละลายส่วนประกอบทั้งหมดลงในนํ้ ากลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ต้มให้เดือด

นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 °C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15-20 นาที 
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ภาคผนวก ข 

 

สารเคมสํีาหรับการวเิคราะห์ทางชีวโมเลกุล 

 

1. CTAB buffer ปริมาตร 100 มลิลลิติร 

 PVP-40 1.0  กรัม 

 NaCl 8.12 กรัม 

 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0) 62.5 กรัม 

 1.0 M Tris-HCl (pH 8.0) 10.0  มิลลิลิตร 

 เติมนํ้ ากลัน่ให้ไดป้ริมาตร 100 มิลลิลิตร แลว้จึงเติม CTAB ปริมาตร 2 กรัม และ

บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 °C จนกว่าสารละลายจนหมด นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 °C ความดนั 15 

ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที และเติมสาร β- mercaptoethanol เขม้ขน้ 2% ก่อนนาํไปใช ้

 

2. TE buffer ปริมาตร 500 มลิลลิติร 

 1.0 M Tris-HCL (pH 7.5) 500  µl 

 0.25 M Na2EDTA (pH 7.0) 200  µl 

 เติมนํ้ ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตร 500 มิลลิลิตร นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 °C ความ

ดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 

3. TAE buffer เข้มข้น 50 เท่า 

 Tris-Base 121.1  กรัม 

 Acetic acid 28.5 มิลลิลิตร 

 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0) 50.0  มิลลิลิตร 

 เติมนํ้ ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตร 500 มิลลิลิตร เจือจางความเขม้ขน้เป็น 1 เท่า นาํไปน่ึง

ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 °C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 

4. TBE buffer เข้มข้น 5 เท่า 

 Tris-Base 216.0  กรัม 

 Boric Acid 110.0 กรัม 

 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0) 80.0  มิลลิลิตร 
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 เติมนํ้ ากลัน่ปริมาตร 4 ลิตร เจือจางความเข้มข้นเป็น 1 เท่า นําไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี

อุณหภูมิ 121 °C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

5. 1% Agarose gel 

 ชัง่ agarose 2 g ใส่ใน TAE buffer 100 มิลลิลิตร นาํไปละลายดว้ยไมโครเวฟ แลว้เท 

agarose ลงในถาดท่ีเตรียมไว ้ท้ิงให ้agarose แข็งประมาณ 45 นาที 

 

6. การตรวจสอบด้วย agarose gel 

 ผสม DNA ปริมาตร 2.5 µl กบั 6X loading dye ปริมาตร 1 µl ผสมให้เขา้กนั แลว้หยดลง

ในแต่ละหลุมของ agarose gel ท่ีวางอยูใ่น gel tank ท่ีเติม TAE buffer จนท่วมแผน่ agarose gel เปิด

กระแสไฟฟ้า 100 volts นานเป็นเวลา 60-90 นาที 

 

7. การตรวจหาชิ้นส่วน DNA  

 ยอ้ม agarose gel ในสารละลาย ethidium bromide เป็นเวลา 10-15 นาที ตรวจหาช้ินส่วน 

DNA ภายใตแ้สง UV ดว้ยเคร่ือง UV transilluminator, Gel Documentation ถ่ายภาพแถบท่ีเกิดข้ึน 
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ภาคผนวก ค 

ตารางภาคผนวกที่ 2 ประสิทธิภาพของเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. ท่ีแยกจากเน้ือไมย้าง

พนัธุป์ลกูดั้งเดิม และพนัธุ ์RRIM 600 ในการยบัย ั้งการเจริญเสน้ใยเช้ือ Phytophthora palmivora 

โดยวิธี dual culture plate บนอาหาร PDA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไอโซเลท % การยบัย ั้ง 

SUL 1501-30 90.71 

SKR 301-47 85.36 

SKL 601-79 85.36 

SUL 402-22 84.65 

SUL 1802-6 84.64 

SKL 1601-66 84.29 

SKL 503-51 83.57 

SKL 502-50 83.57 

SUL 1301-28 83.57 

SUR 1404-16 83.22 

SUR 1101-13 83.22 

SUL 1204-3 83.22 

SKL 401-48 83.22 

SKL 1501-65 83.22 

SUL 601-25 83.22 

SUR 201-31 82.86 

SKL 505-68 82.86 

SKL 504-67 82.86 

SUL 201-31 82.86 

SKL 501-49 82.860 

SUR 1305-14 82.86 

SKL 201-45 82.50 

SKL 802-55 82.15 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไอโซเลท % การยบัย ั้ง 

SKL 601-52 82.15 

SUL 702-27 82.15 

SKL 1402-64 82.15 

SUL 1302-29 82.15 

SUL 701-26 81.79 

SKL 104-44 81.43 

SUL 401-21 81.43 

SKR 302-71 81.07 

SUR 1601-17 81.07 

SKL 702-56 81.07 

SUL 403-23 81.07 

SKL 103-43 81.07 

SUR 1501-19 80.72 

SKL 1301-62 80.72 

SKL 1202-60 80.72 

SUL 1603-4 80.72 

SKR 403-75 80.36 

SUR 1302-93 80.36 

SUR 1502-20 80.36 

SKL 202-46 80.36 

SKR 309-70 80.36 

SKR 201-73 79.64 

SKR 701-80 79.64 

SUL 1801-5 79.64 

SUL 601-24 79.29 

SKR 303-72 79.29 

SUR 603-12 79.29 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไอโซเลท % การยบัย ั้ง 

SUL 1902-8 79.29 

SKL 1101-59 78.93 

SUR 1602-18 78.57 

SKL 801-54 78.57 

SUL 1901-7 78.57 

SKR 101-69 78.21 

SUR 304-34 78.21 

SUL 101-1 78.21 

SKL 1302-63 77.86 

SKR 1701-91 77.86 

SKL 1203-61 77.86 

SUR 801-38 77.50 

SKL 101-41 77.50 

SKR 801-81 77.50 

SUR 1702-40 77.50 

SUR 602-11 77.50 

SKL 901-57 77.50 

SUL 1205-92 77.50 

SKR 1601-90 77.14 

SUR 301-10 77.14 

SKL 701-53 77.14 

SKL 102-42 77.14 

SKL 102-42 77.14 

SKR 901-82 76.79 

SKR 502-78 76.78 

SUR 307-37 76.43 

SKL 1004-58 76.43 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไอโซเลท % การยบัย ั้ง 

SKR 1301-86 76.43 

SUR 306-36 76.07 

SUR 305-35 76.07 

SKR 404-76 75.72 

SKR 501-77 75.71 

SUR 303-33 75.36 

SUR 103-9 75.36 

SKR 1001-83 75.36 

SUR 302-32 75.00 

SUR 1401-15 74.65 

SKR 402-74 74.29 

SKR 1501-89 73.57 

SUR 1701-39 71.79 

SUL 103-2 71.79 

SKR 1402-88 70.36 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 ประสิทธิภาพของเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. ท่ีแยกจากเน้ือไมย้าง

พนัธุป์ลกูดั้งเดิม และพนัธุ ์RRIM 600 ในการยบัย ั้งการเจริญเสน้ใยเช้ือ Phytophthora bothyosa โดย

วิธี dual culture plate บนอาหาร PDA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไอโซเลท % การยบัย ั้ง 

SUR 1305-14 85.71 

SUR 1101-13 85.00 

SUR 1404-16 84.64 

SKL 503-51 84.64 

SUR 303-33 84.28 

SUL 1603-4 83.57 

SUL 1205-92 83.23 

SKL 1004-58 83.21 

SKL 504-67 82.56 

SKL 1601-66 82.56 

SKL 802-55 82.86 

SUR 1602-18 82.50 

SUL 1501-30 82.50 

SKR 303-72 82.50 

SKL 1101-59 82.50 

SKL 505-68 82.50 

SUR 603-12 82.14 

SUL 1204-3 82.14 

SKR 404-76 82.14 

SUR 301-10 82.10 

SKL 401-48 81.78 

SKL 502-50 81.78 

SUL 403-23 81.78 

SUL 1802-6 81.78 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไอโซเลท % การยบัย ั้ง 

SUR 602-11 81.78 

SKL 101-41 81.78 

SKR 701-80 81.43 

SKR 1001-83 81.43 

SKR 302-71 81.43 

SKL 901-57 81.43 

SUL 401-21 81.43 

SUL 103-2 81.43 

SUL 101-1 81.43 

SUR 1302-93 81.42 

SKL 1302-63 81.07 

SKR 502-78 81.07 

SKR 201-73 80.71 

SKR 501-77 80.71 

SUR 801-38 80.71 

SUR 1601-17 80.71 

SUL 201-31 80.71 

SUR 1701-39 80.71 

SKL 102-42 80.35 

SKL 1301-62 80.35 

SKL 102-42 80.35 

SUL 601-25 80.35 

SUL 1902-8 80.35 

SUL 1801-5 80.35 

SKR 1501-89 80.00 

SUR 201-31 80.00 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไอโซเลท % การยบัย ั้ง 

SKL 702-56 80.00 

SKL 301-47 80.00 

SUL 1301-28 80.00 

SUL 402-22 80.00 

SUR 304-34 79.64 

SKL 701-53 79.64 

SKL 601-52 79.64 

SKL 501-49 79.64 

SKR 601-79 79.28 

SUR 1501-19 79.28 

SUL 1302-29 79.28 

SUL 1901-7 79.28 

SKR 502-78 78.92 

SUR 302-32 78.92 

SUR 103-9 78.92 

SKR 901-82 78.92 

SUR 1702-40 78.92 

SKL 801-54 78.92 

SUL 701-26 78.57 

SKR 1701-91 78.57 

SKR 309-70 78.570 

SUR 306-36 78.57 

SUR 307-37 78.57 

SKL 1203-61 78.57 

SKL 1202-60 78.57 

SKL 201-45 78.57 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไอโซเลท % การยบัย ั้ง 

SKR 801-81 78.21 

SKR 101-69 78.21 

SUR 1502-20 78.21 

SKL 103-43 78.21 

SKL 1402-64 78.21 

SKL 202-46 77.14 

SKR 1301-86 77.14 

SKL 1501-65 77.14 

SUL 702-27 77.14 

SUR 1401-15 76.42 

SKR 403-75 76.07 

SKR 403-75 76.07 

SUL 601-24 76.07 

SUR 305-35 75.35 

SKR 402-74 74.64 

SKR 1601-90 74.28 

SKR 1402-88 72.14 

SKL 104-44 72.14 
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ภาคผนวก ง 

ตารางภาคผนวกที่ 4 ค่าเฉล่ียขนาดวงใสของเช้ือราเอนโดไฟท ์Trichoderma spp. ในการผลิต

เอนไซมเ์ซลลเูลสบนอาหาร CMC agar  

          ไอโซเลท Trichoderma spp. ขนาดวงใส (มม.) 

SKL 503-51 24.25 

SUL 702-27 24 

SUL 1302-29 24 

SKL 401-48 24 

SKL 505-68 24 

SUR 1101-13 23.25 

SUL 1902-8 23 

SUR 103-9 23 

SUL 1301-28 23 

SUL 1501-30 23 

SUR 201-31 23 

SKL 601-52 23 

SKL 802-55 23 

SKL 702-56 23 

SKL 1004-58 23 

SKR 309-70 23 

SKR 201-73 23 

SKR 1401-87 23 

SKR 1402-88 23 

SUL 1205-92 23 

SUL 101-1 22.75 

SUR 1305-14 22.75 

SUR 303-33 22.5 

 



82 
 

ตารางภาคผนวกที่ 4 (ต่อ) 

       ไอโซเลท Trichoderma spp. ขนาดวงใส (มม.) 

SUR 305-35 22.25 

SUL 103-2 22 

SUL 1204-3 22 

SUL 1603-4 22 

SUL 1802-6 22 

SUL 1901-7 22 

SUR 301-10 22 

SUR 602-11 22 

SUR 603-12 22 

SUR 1401-15 22 

SUR 1404-16 22 

SUR 1601-17 22 

SUR 1602-18 22 

SUR 1501-19 22 

SUR 1502-20 22 

SUL 401-21 22 

SUL 4O2-22 22 

SUL 403-23 22 

SUL 601-24 22 

SUL 601-25 22 

SUL 702-26 22 

SUR 302-32 22 

SUR 304-34 22 

SUR 306-36 22 

SUR 306-36 22 
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ตารางภาคผนวกที่ 4 (ต่อ) 

ไอโซเลท Trichoderma spp. ขนาดวงใส (มม.) 

SUR 307-37 22 

SUR 801-38 22 

SUR 1701-39 22 

SKL 101-41 22 

SKL 102-42 22 

SKL 103-43 22 

SKL 104-44 22 

SKL 201-45 22 

SKL 202-46 22 

SKL 301-47 22 

SKL 501-49 22 

SKL 502-50 22 

SKL 701-53 22 

SKL 801-54 22 

SKL 901-57 22 

SKL 1101-59 22 

SKL 1202-60 22 

SKL 1203-61 22 

SKL 1301-62 22 

SKL 1302-63 22 

SKL 1402-64 22 

SKL 1501-65 22 

SKL 1601-66 22 

SKL 504-67 22 

SKR 101-69 22 
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ตารางภาคผนวกที่ 4 (ต่อ) 

   ไอโซเลท Trichoderma spp. ขนาดวงใส (มม.) 

SKR 302-71 22 

SKR 303-72 22 

SKR 402-74 22 

SKR 403-75 22 

SKR 404-76 22 

SKR 501-77 22 

SKR 601-79 22 

SKR 701-80 22 

SKR 801-81 22 

SKR 901-82 22 

SKR 1001-83 22 

SKR 1101-84 22 

SKR 1201-85 22 

SKR 1301-86 22 

SKR 1501-89 22 

SKR 1601-90 22 

SKR 1701-91 22 

SUR 1302-93 22 

SUL 1801-5 21.5 

SUR 1702-40 21 

SKR 502-78 21 
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ภาคผนวก จ 

การจัด เรียงล ําดับ เบส DNA ของส่วน  ITS ของเช้ือรา เอนโดไฟท ์ 

Trichoderma spp. เปรียบเทียบกับลาํดบัเบส DNA จาก GenBank ของ National Center for 

Biotechology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

  ลาํดบัเบสของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp. ไอโซเลท SUL 1501-30 มี

ความสมัพนัธใ์กลเ้คียงกบัเช้ือ T. asperellum (KF804097 639 bp) ซ่ึงมีความเหมือน 97 เปอร์เซ็นต ์

CTGTTACCGACGGAGGAATATCANTGAGCGGAGGAAAACCNGACCCTTGTGAACGTT

ACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCACCCCAGAACCAGG

CGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCACCTCGCGGAAGTATTTCTT

TACAGCTCTGAGAAAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG

GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT

TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGAGAGAA

TGCCTGTCCAAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGAGGATCGGCGTTAGGG

ATCCGGAACCCTCACCACCGGTGCCAGCCCCTTAATACATGGGGGGGGTGCCTGAGC

CTCTCCTGCGAAGGAATTGGGCAACTACCCCCCGGAGCCAGGAGCTTTGGTAATCCT

TAAAATAACCTTGGTTCTTGAAAAACTGGGCCTAGATCCGTCGGATTTCCCGCCTAAA

GTTAAGTTTTTAAAAAATTTGAGGTAAAAA 
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 ลาํดับเบสของเช้ือราเอนโดไฟท์ Trichoderma sp. ไอโซเลท ไอโซเลท SUR 

1305-14 ความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกบัเช้ือ T. harzianum (HF 569183 681 bp.) ซ่ึงมีความเหมือน 100

เปอร์เซ็นต ์

CCTTTTATCAGAGAAAAAGGACATTACCGAGTTTCAACTCCCAAACCCAATGTGAAC

ATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCAAGTGCTTCGCAGCCCCGGAACC

AGGCACCCGCCGGATGGACCTACCAAACTCTTTCTGTAGTCACCTCGCGGACATTATT

TCTTACAACTCTGAGCAAAAATTCAAAATGTATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT

GGTTATGACATCGATGAAGAACGCAGCGAAATACAATAAATAATGCGAATTACTGA

ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGTACGCACATTGCTCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC

ATGCCTGTCCGAACGTCTTTTCTACCCTCGAACCCTCCGGAGAGTCGGCGTTGATGGA

TCGCCGAACCCCTAATACGGAACCCGGTGCCTAAATACATTGGCGGGCTCCCGCATC

CTCTCCTGCGAAGTAGTTTGGCAAGTCCCCCCGAAGCACGGGGGCTGCCACGTCCCA

AAATAAACCTAGTTCTGAAAAATTGGCTCTGATCCCGGCCGGAGTACCCCCTGGAAC

TTTAACTTTTTAATAATTTGAGGTAA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


