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บทคดัย่อ 

การวิจยัในคร้ังน้ีไดศึ้กษาถึงคุณสมบติัของเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากแหล่ง
ต่างๆ (เช่น ดิน และ สารละลายจากระบบไฮโดรโปนิกส์) เพื่อยบัย ั้งเช้ือราสาเหตุโรคใบจุด 3 ชนิด 
(Alternaria sp., Cercospora sp. และ Curvularia sp.) ของผกัสลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ ทั้ง
ในห้องปฏิบัติการและสภาพแปลงปลูก  จากการทดลองด้วยวิธี dual culture test พบว่าเช้ือรา 
Trichoderma spp. ทุกไอโซเลท มีความสามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรคใบจุด 
Alternaria sp., Cercospora sp. และ Curvularia sp. ไดท่ี้ระดบั 60-73 เปอร์เซ็นต ์โดยมีกลไกหลกัของ
การเขา้ทาํลาย คือกลไก competition และ exploitation ในขณะท่ีวนัท่ี 2 ของการทดสอบจะพบกลไก
แบบ antibiosis ซ่ึงโคโลนีของเช้ือโรคมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางเล็กลงโดยท่ีเช้ือราทั้งสองชนิดยงั
เจริญไม่สมัผสักนั   
 การทดลองแบบ inverted petriplate test เพื่อศึกษาความสามารถการสร้างสารระเหยของเช้ือรา 
Trichoderma spp. พบว่าสารระเหยจากเช้ือทุกไอโซเลทมีประสิทธิภาพยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของ
เช้ือราสาเหตุโรคไดท่ี้ระดบั 3-25 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น โดยมีเช้ือรา Trichoderma spp. จาํนวน 3 ไอโซเลท
คือ LK014, BR002 และ G003 มีประสิทธิภาพยบัย ั้งเช้ือราสาเหตุโรค Alternaria sp., Cercospora sp. 
และ Curvularia sp. ไดดี้ท่ีสุด  

การผลิตสารไม่ระเหยของเช้ือรา Trichoderma spp. จาํนวน 15 ไอโซเลท ท่ีทดสอบดว้ยวิธี 
cellophane test พบว่า เช้ือรา Trichoderma spp. ทุกไอโซเลทสามารถผลิตสารไม่ระเหยลงสู่ผวิหนา้
อาหารเล้ียงเช้ือได้ และส่งผลยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรคทั้ ง 3 ชนิดได้ โดย
ประสิทธิภาพของการยบัย ั้งจะข้ึนกบัไอโซเลทของเช้ือรา Trichoderma spp. ซ่ึงเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง
เช้ือ Curvularia sp. พบว่าอยู่ในช่วง 15-55 เปอร์เซ็นต์ และยบัย ั้งเช้ือรา Alternaria sp. ได้ในช่วง 
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 2-39 เปอร์เซ็นต ์จากนั้นคดัเลือกเช้ือรา Trichoderma spp. จาํนวน 6 ไอโซเลท ท่ีแสดงผลการยบัย ั้ง
ได้ ดี ท่ี สุด  (BR002, G003, G009, LK019, LK022 และ  TR001) มาศึกษาต่อด้วยวิ ธี  agar well 
diffusion เพ่ือยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยและการงอกของสปอร์ของเช้ือราสาเหตุโรค ดว้ยการใช ้
culture filtrate (CF) ท่ีความเขม้ขน้ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 เปอร์เซ็นต ์ตลอดจนศึกษาการยบัย ั้ง
การเกิดโรคบนใบผกัสลดัดว้ยวิธี detached leaf test สาํหรับการทดสอบประสิทธิภาพของ CF ดว้ย
วิธี agar well diffusion พบว่าสามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรคได้เพียง
เล็กน้อย โดย CF จากไอโซเลท BR002 ท่ีความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภาพยบัย ั้งการ
เจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Curvularia sp. ได้ 15 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ี CF ของไอโซเลท G003 
ยบัย ั้งเช้ือรา Alternaria sp. ได ้12.8 เปอร์เซ็นต ์ในทางตรงกนัขา้ม CF มีประสิทธิภาพท่ีโดดเด่นใน
การยบัย ั้งการงอกของสปอร์ของเช้ือราสาเหตุโรค โดยท่ีระดับความเขม้ขน้ 40, 60, 80 และ 100 
เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์ของเช้ือรา Curvularia sp. ได้สูงถึง  
89-95 เปอร์ เซ็นต์หลังบ่ม เช้ือนาน  24-26 ชั่วโมง  และไม่พบการงอกของสปอร์ของเช้ือ  
Alternaria sp. เม่ือบ่มสปอร์กบั CF ท่ีความเขม้ขน้ 60-100 เปอร์เซ็นต ์และจากผลการทดลองดว้ย
วิธี detached leaf test พบว่า CF ของเช้ือรา Trichoderma spp. 6 ไอโซเลทท่ีความเขม้ขน้ 80-100 
เปอร์เซ็นต์มีประสิทธิภาพยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดได้ แต่พบความเสียหายของใบผกัสลัดจาก 
phytotoxicity ดว้ยเช่นเดียวกนั 

ในส่วนของการศึกษาในระบบไฮโดรโปนิกส์  การทดลองแรกได้คัดเลือกเช้ือรา 
Trichoderma 3 ไอโซเลท (BR002, G003 และ LK019) และเช้ือราทางการคา้ 1 ไอโซเลท เพื่อศึกษา
ประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการชกันาํให้พืชเกิดความตา้นทานต่อเช้ือราสาเหตุ
โรคในผกัสลดั (Lactuca sativa L.) ท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ และตรวจสอบการแสดงออก
ของยีน  Pathogenesis Related 1 (PR-1), Plant defensing 1.2 (PDF1.2) และ  Phytoalexin (LTC1 
และ LTC2) ในการทดลองน้ีวางแผนแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design; CRD) ท่ีมี 
9 กรรมวิธี จาํนวน 3 ซํ้าๆ ละ 6 ตรวจสอบการแสดงออกของยนีโดยเกบ็ใบผกัสลดัท่ีช่วงเวลา 0, 24, 
48 และ 72 ชัว่โมงหลงัการปลูกเช้ือท่ีรากและท่ีใบ เม่ือปรับปริมาณเร่ิมตน้ของ cDNA โดยใชย้ีน 
18s rRNA พบว่าแถบของ cDNA มีความเขม้ท่ีใกลเ้คียงกนั และเม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยนี
ดว้ยการใช ้primer จาํเพาะของแต่ละยีนนั้น พบมีการแสดงออกของยีน PR-1 ในพืชท่ีปลูกดว้ยเช้ือ
รา Trichoderma spp. และไม่พบการแสดงออกของยีน PR-1 ในกรรมวิธีควบคุม โดยระดับการ
แสดงออกของยีนนั้นข้ึนกบัสายพนัธ์ุของเช้ือรา Trichoderma spp. และระยะเวลาของการปลูกเช้ือ 
โดยเช้ือรา Trichoderma spp. สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน PR-1 แบบ Local induced 
resistance ได ้และสามารถกระตุน้การแสดงออกของยนี PR-1 ในแบบ Systemic induced resistance 
ไดเ้ช่นเดียวกนั แต่ไม่พบการแสดงออกของยนี PDF1.2, LTC1 และ LTC2 
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สําหรับการทดลองท่ี 2 ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. จาํนวน 4  
ไอโซเลท (LK019 ท่ีคดัแยกจากดิน, BR002 และ G003 ท่ีคดัแยกจากระบบไฮโดโปนิกส์ และเช้ือรา 
Trichoderma spp. ทางการคา้) เพื่อยบัย ั้งเช้ือรา Alternaria sp. และ Curvularia sp. สาเหตุโรคใบจุด
ของผกัสลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ โดยปลูกเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีรากและท่ีใบของผกั
สลดั วางแผนการทดลองแบบ CRD จาํนวน 3 ซํ้ า โดยปลูกผกัสลดัจาํนวน 2 ตน้ต่อซํ้ า ผลการ
ทดลองพบว่า หลังการใช้เช้ือรา Trichoderma spp. ส่งผลให้ผกัสลัดเกิดโรคใบจุดช้าลงและมี
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยู่ในช่วง 19-100 เปอร์เซ็นตเ์ม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม โดยเช้ือรา 
Trichoderma spp. 2 ไอโซเลท ท่ีคดัแยกจากระบบไฮโดรโปนิกส์ (B002 และ G003) สามารถแสดง
ประสิทธิภาพไดสู้งสุด โดยไอโซเลท BR002 สามารถยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดจากเช้ือรา Alternaria 
sp. ไดสู้งถึง 88 และ 95 เปอร์เซ็นตห์ลงัจากปลูกเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีรากและใบของผกัสลดั
ตามลําดับ  และไอโซเลท  G003 สามารถยบัย ั้ งการเกิดโรคจากเช้ือรา Curvularia sp. ได้ 100 
เปอร์เซ็นตห์ลงัจากปลูกเช้ือท่ีใบผกัสลดั สาํหรับผลดา้นการเจริญเติบโตของพืช (จาํนวนใบ ขนาด
ใบ และ ค่าการสังเคราะห์แสง) พบว่าการใช้เช้ือรา Trichoderma sp. ไม่สามารถส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชไดอ้ยา่งแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 
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ABSTRACT  
The research was divided into 2 parts, namely in vitro and in vivo experiments. The in 

vitro study was performed with a series of experiments to investigate the antagonistic efficacy of 
Trichoderma species from different habitats (such as soil, hydroponic cultivation) against 3 plant 
pathogenic fungi (Alternaria sp. Cercospora sp. and Curvularia sp.) responsible for leaf spot 
disease of vegetable crops grown in hydroponics. Based on dual culture test, it revealed that all 
tested isolates Trichoderma showed an antagonistic potential against Alternaria sp. Cercospora 
sp. and Curvularia sp. having about 60-73 percent inhibition. Competition and exploitation were 
found as the main antagonistic mechanisms while antibiosis of non-volatile metabolites on PDA 
was observed only at the second day of incubation time as slender strips of fungal growth 
inhibition. Hyphal interactions were clearly noted under microscope. 

Regard to volatile metabolites produced from 15 obtained isolates of Trichoderma spp., 
the inverted petriplate test was employed for this purpose. It showed that all Trichoderma isolates 
gave quite low percent inhibition about 3-25 percent. Three isolates of Trichoderma spp., namely 
LK014, BR002, and G003 were the most potential against Alternaria sp., Cercospora sp. and 
Curvularia sp.  

Regarding the non-volatile compounds produced from all test isolates of Trichoderma 
spp., the first experiment was carried out using cellophane membrane test. The result revealed that 
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all tested Trichoderma spp. could produce non-volatile metabolites into the culture media and 
inhibited the mycelial growth of tested fungi. The inhibition varied depending on the 
Trichoderma isolates producing the metabolites; from 15-55 percent for Curvularia sp., from 2-
39 percent for Alternaria sp. Amongst the tested Trichoderma spp., 6 isolates namely BR002, 
G003, G009, LK019, LK022 and TR001 exhibited the highest inhibition. Then, culture filtrates 
(CF) of the six potent isolates of Trichoderma sp. were further evaluated at the concentration of 0, 
20, 40, 60 80 and 100 per cent by agar well diffusion assay (against mycelial growth and spore 
germination of the tested fungi) as well as by detached-leaf test. The antagonistic effect of CF in 
agar well assay was found less effective in suppressing the mycelial growth of tested fungal 
pathogens when compared to that in cellophane test. CF at 100 percent concentration from BR002 
exhibited mycelial inhibition only 15 percent for Curvularia sp. meanwhile G003 showed 12.8 
percent for Alternaria sp. In contrary, the CF effect was more pronounced on spore germination 
test. At 24-26 hrs of incubation, CF from all tested Trichoderma spp. at concentration of 40, 60, 
80 and 100 percent were found to inhibit spore germination of Curvularia sp. in the range of 89-
95 percent and spore abnormalities were occurred. While, no spore germination of Alternaria sp. 
was detected in CF of Trichoderma spp. at 60-100 percent concentration. Regarding the detached 
leaf test, antagonistic activity of 6 potent Trichoderma spp. was noted at the concentration of 80-
100 percent. Unfortunately, phytotoxicity was also noted. 

Regarding the in vivo study, 2 consecutive experiments were carried out in hydroponic 
system with the 3 selected potent isolates of Trichoderma (BR002, G003, and LK019) and one 
isolate from commercial product. First, experiment was conducted to study an induction of plant 
defensive mechanism by Trichoderma in lettuce (Lactuca sativa L.) being grown in hydroponics. 
Gene expression such as pathogenesis related protein (PR1), plant defensin (PDF1.2), 
phytoalexin (LTC1 and LTC2) were analyzed accordingly. The experiment was arranged into 
Completely Randomized Design having 9 treatments with 3 replications of 6 plants. Gene 
expression was analyzed from lettuce leaf of each treatment at 0, 24, 48 and 72 hrs. Results 
revealed the total RNA extract and the presence of 18s bands were clearly observed. PR1 was 
clearly observed while no PDF1.2, LTC1 and LTC2 was detected from lettuce either treated with 
or without Trichoderma spp. Regarding PR1 protein, it was observed mostly from treated lettuce 
but not from control. The expression level of PR1 gene was variable linked to the isolation of 
Trichoderma and incubation period. Interestingly, PR1 was shown to be local and systemic 
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induced resistance since it was detected from leaves of lettuce having either leaf or root pre-
treatment with Trichoderma isolates.  

Second, experiment was conducted to evaluate the efficacy of 4 isolates of Trichoderma 
spp. (namely LK019 from soil, BR002 and G003 from hydroponics and 1 isolate from 
commercial product) for controlling Alternaria and Curvularia leaf spot on lettuce grown in 
hydroponics. Trichoderma application was performed as root and leaf treatment. Experiment was 
conducted in CRD with 3 replications of 2 plants. The results showed that in the pre-treated plants 
with Trichoderma isolates, progression of Alternaria and Curvularia sp. was slowed and degree 
of protection was in the range of 19-100 percent compared with the necrosis measured for plants 
infected by both pathogens without pre-treatment of Trichoderma isolates. Among the tested 
Trichoderma isolates, both isolates from hydroponic system (BR002 and G003) were proven to 
be the most potent isolates. Regard to Alternaria leaf spot, BR002 pre-treated on root and leaf 
could inhibit the disease about 88 and 95 percent, respectively. For Curvularia leaf spot, G003 
pre-treatment on leaf could completely inhibit the disease 100 percent. No significant increase of 
plant growth treated with Trichoderma spp. was observed on the measured parameters (leaf 
number, leaf size and SPAD number) compared to the non-treated plants. 
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DNA =  Deoxyribonucleic Acid 
PCR =  Polymerase Chain Reaction 
RT-PCR =  Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 
mM = Millimolar 
μM = Micromolar  
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บทที ่1 

บทนํา 

 
1.1 ความเป็นมาและความสําคญัของปัญหา 

ปัจจุบนักระแสการบริโภคผกัสลดัเพื่อสุขภาพกาํลงัไดรั้บความนิยม เน่ืองจากผูบ้ริโภคใส่ใจ
ในการดูแลสุขภาพมากข้ึน และการท่ีจะผลิตให้พืชผกัให้มีคุณภาพตามความตอ้งการของผูบ้ริโภค
นั้ น ตอ้งผ่านกรรมวิธีท่ีถูกตอ้งตามหลกัการ ตั้ งแต่การผลิตจนถึงระยะการเก็บเก่ียว รวมทั้ งการ
ควบคุมคุณภาพของผลผลิต และตอ้งคาํนึงถึงความปลอดภยัของผูบ้ริโภคดว้ย ซ่ึงโรคใบจุดถือเป็น
โรคท่ีสาํคญัของพืชผกั และหากเป็นผกักินใบเม่ือเกิดโรคจะไม่สามารถเก็บผลผลิตได ้ซ่ึงโรคใบจุด
เกิดจากเช้ือราสาเหตุได้หลายชนิด เช่น Alternaria sp., Curvularia sp. และ Cercospora sp. เป็นตน้ 
เช้ือราของโรคใบจุดจะเจริญไดดี้ในอากาศอบอุ่น ท่ีมีความช้ืนสัมพทัธ์ประมาณ 90-100 เปอร์เซ็นต ์
(Houessou et al., 2011, French and Schultz, 2011, Sharma et al., 2011) โรคมัก เกิด ท่ี ใบแก่และ
แพร่กระจายไปยงัใบอ่อน ลกัษณะอาการของโรคเร่ิมจากเป็นแผลจุดกลมขนาดเล็ก ขนาดตั้งแต่ 2-5 
มิลลิเมตร แผลมีสีนํ้ าตาล นํ้าตาลแดง ถึงดาํ อาจพบวงสีเหลืองลอ้มรอบแผล บางคร้ังพบลกัษณะแผล
ท่ีเป็นวงซอ้นกนั (concentric ring) และมกัพบส่วนขยายพนัธ์ุของเช้ือโรคเจริญเป็นจุดนูนภายในวงท่ี
ซอ้นกนั ในกรณีของเช้ือรา Cercospora sp. พบอาการตายของเน้ือเยื่อพืชบริเวณกลางแผลมีสีนํ้ าตาล
อ่อนและขอบแผลมีสีนํ้ าตาลเขม้ลกัษณะคลา้ยตากบ (โรคใบจุดตากบ) บางคร้ังเน้ือเยื่อกรอบและ
หลุดร่วงออกเป็นรู (Gallian, 2000) นอกจากน้ีในพืชตระกูลแตง ฟักทอง และไมป้ระดบั พบแผลรูป
วงรี หรือแผลค่อนขา้งเหล่ียมรูปร่างไม่แน่นอน บางคร้ังแผลเจริญขยายออกรวมกนัขนาดใหญ่เกิด
เป็นโรคใบไหมไ้ด ้หากระบาดอยา่งรุนแรงจะทาํให้ใบร่วงหรือใบหงิกงอผิดรูปและเจริญเขา้ทาํลาย
ผลได ้โดยในแตงโมและเมล่อนอาจทาํใหผ้ลเน่าและสุกก่อนกาํหนดได ้(Kuncharek, 2000) และหาก
เช้ือเขา้ทาํลายพืชตระกูลผกัสลดั หรือผกักินใบโดยเฉพาะท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์นั้น พบว่า
สร้างความเสียหายเป็นอยา่งมาก เน่ืองจากตอ้งตดัใบท่ีเป็นโรคท้ิง ทาํใหน้ํ้ าหนกัสดก่อนส่งออกตลาด
ลดลง และส่งผลกระทบต่อปริมาณและคุณภาพของผกัสลดัโดยตรง (Koohakan et al., 2008) 

สําหรับการกาํจดัโรคใบจุดนั้ น เกษตรกรนิยมใช้สารเคมีในการป้องกันกาํจดั โดยเลือกใช้
สารเคมี ต่างๆ  เช่น  ในเช้ือรา Cercospora sp. มักนิยมใช้  carbendazim, thiophanate methyl และ 
benomyl เป็นต้น  (อรพรรณ , 2552) ซ่ึ งหากเกษตรกรใช้สารเคมี ติดต่อกันเป็นเวลานานเช้ือ  
Cercospora sp. จะสามารถปรับตวัเพ่ือความอยู่รอดและเกิดการตา้นทานต่อสารเคมีข้ึนได ้โดยเช้ือ 
Cercospora sp. มีความสามารถต้านทานต่อสาร carbendazim ได้ ซ่ึงสามารถต้านทานสารได้ใน
ระดบัสูงท่ี 1,000 มิลลิกรัม (ณัฐพงษ ์และคณะ, 2553) นอกจากน้ีเม่ือตรวจปริมาณสารพิษตกคา้งของ 
carbendazim ในพืชผกัหลายชนิด เช่น ต้นหอม ข้ึนฉ่าย และกุยช่าย พบว่า มีปริมาณสารตกค้าง
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ค่อนขา้งสูง เช่น ในตน้หอมพบอยู่ในช่วง 7.3-13.3 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ซ่ึงมากกว่าค่า Maximun 
Residue Limits (MRLs) ท่ีกาํหนดโดยมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ (มกอช.) ถึง 2.4-4.4 
เท่า ขณะท่ีข้ึนฉ่ายพบ carbendazim อยู่ในช่วง 6.9-15.6 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (ภานุมาศ และคณะ, 
2554) จากปัญหาการใชส้ารเคมีดงักล่าว นักวิจยัมากมายจึงมุ่งเน้นศึกษาการควบคุมโรคพืชโดยวิธี
ชีวภาพ ซ่ึงเช้ือรา Trichoderma sp. เป็นเช้ือราท่ีได้รับความนิยมมาก สามารถควบคุมโรคพืชแบบ
ชีวภาพไดดี้และใชก้นัอยา่งกวา้งขวาง สามารถควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคพืชในดินไดห้ลายชนิด เช่น 
Fusarium sp., Phytophthora sp. และ Sclerotium sp. เป็นตน้ (Monte and Llobell, 2003) และสามารถ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได ้เช่น จากการประยกุตใ์ชเ้ช้ือราในพืชตระกูลหญา้ พบว่ามีปริมาณ
ของรากท่ีหยัง่ลึกลงไปในดินเพิ่มมากข้ึน ทําให้หญ้ามีความสามารถทนแล้งได้ดี  และเช้ือรา 
Trichoderma spp. ยงัสามารถผลิตสารท่ีชักนําให้พืชเกิดความตา้นทานต่อโรคได้ นอกจากน้ี (จาก
ความรู้เบ้ืองตน้ของยีน) ยีนจากเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีผลิตเอนไซมช์นิด Endochitinase ท่ีมีส่วน
เก่ียวขอ้งในการชกันาํการตา้นทานของพืชต่อโรคทางใบ โดยทดลองใชใ้นยาสูบและมนัฝร่ัง พบวา่พืช
มีความสามารถตา้นทานต่อการเขา้ทาํลายของเช้ือโรคทางใบไดดี้ เช่น เช้ือรา Alternaria alternata, A. 
solani และ Botrytis cinerea รวมถึงโรคท่ีอยูใ่นดิน เช่น Rhizoctonia spp. ดว้ย (Ranasingh et al., 2006) 

ดงันั้น การวิจยัคร้ังน้ีจึงมุ่งเนน้ควบคุมโรคแบบชีววิธี เพื่อลดและทดแทนการใชส้ารเคมีใน
ภาคเกษตรกรรม  ท่ี ส่งผลกระทบต่อผู ้ผลิตและผู ้บริโภค  โดยศึกษากลไกต่างๆ  ของเช้ือรา 
Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดและกระตุน้ให้พืชเกิดความ
ตา้นทานต่อการเขา้ทาํลายของโรคใบจุดทั้งในหอ้งปฏิบติัการและในระบบไฮโดรโปนิกส์ 
 
1.2  วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

1.2.1  เพื่อศึกษาความสามารถของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการควบคุมเช้ือราสาเหตุโรค
ใบจุดของผกัสลดัแบบชีววิธี 

1.2.2  เพื่อศึกษาความสามารถของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการชกันาํใหผ้กัสลดัเกิดความ
ตา้นทานต่อเช้ือราสาเหตุโรคใบจุด 

 
1.3  สถานทีด่ําเนินงาน 

ห้องปฏิบติัการกลางโครงการย่อยบณัฑิตศึกษาและวิจยัสาขาเทคโนโลยีชีวภาพทางดา้น
เกษตร และห้องปฏิบติัการโรคพืช คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้
คุณทหารลาดกระบงั กรุงเทพมหานคร 
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1.4  ผลทีค่าดว่าจะได้รับ 

1.4.1  ไดเ้ช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลทท่ีมีความสามารถในการควบคุมเช้ือราสาเหตุ
โรคใบจุดของผกัสลดั 

1.4.2  ได้เช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพในการชักนําให้ผกัสลดัเกิด
ความตา้นทานต่อเช้ือราสาเหตุโรคใบจุด 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที ่2 

งานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 
 

สําหรับประเทศไทย การผลิตพืชเชิงธุรกิจจะตอ้งมีการพฒันาวิธีการผลิตให้ได้ตามเวลา
ปริมาณ และคุณภาพท่ีตลาดตอ้งการ ซ่ึงการผลิตให้ปริมาณตามความตอ้งการของผูบ้ริโภคนั้น 
จะตอ้งใช้ปัจจยัในการผลิตท่ีเหมาะสม แต่ในความเป็นจริงแลว้เกษตรกรไทยมกัใช้ปัจจยัต่างๆ 
อย่างไม่เหมาะสม เช่น การใชส้ารเคมีในการป้องกนักาํจดัศตัรูพืชมากข้ึน ซ่ึงนอกจากจะสูญเสีย
ค่าใชจ่้ายสูงแลว้ สารเคมีดงักล่าวอาจตกคา้งในผลผลิตทาํใหเ้ป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภคและเกษตรกร
เองดว้ย แต่ในปัจจุบนั สามารถชดเชยปัญหาการตกคา้งของสารเคมีไดด้ว้ยการปลูกพืชในระบบ
ไฮโดรโปนิกส์ ท่ีเกษตรกรสามารถปลูกพืชให้ไดผ้ลผลิตมากข้ึนโดยใชพ้ื้นท่ีน้อยลงหรือปลูกใน
พื้นท่ีท่ีไม่เหมาะสมต่อการทาํการเกษตรได ้นอกจากน้ี การปลูกพืชในระบบไฮโดรโปนิกส์ยงัช่วย
ลดปัญหาจากการรบกวนของแมลงและการเกิดโรคพืชท่ีมีสาเหตุจากเช้ือโรคพืชในดินได้ เช่น 
เช้ือราและเช้ือแบคทีเรียท่ีมกัก่อให้เกิดโรคกลา้เน่า รากเน่า โคนเน่าและโรคเห่ียว แต่อยา่งไรก็ตาม 
การปลูกพืชแบบไฮโดรโปนิกส์กมี็โอกาสการแพร่ระบาดของเช้ือทางอากาศได ้(ดิเรก, 2546) 

2.1 การปลูกพชืในระบบไฮโดรโปนิกส์ 
จากการท่ีมนุษยค์น้พบวา่สามารถปลูกพืชใหเ้จริญเติบโตไดโ้ดยไม่ตอ้งใชดิ้น เพียงแต่จดัการ

ให้พืชไดรั้บ นํ้า ธาตุอาหาร ออกซิเจน และท่ียดึเกาะพยงุลาํตน้ จากภายนอกเพื่อทดแทนท่ีไม่ไดรั้บ
จากดินนั้น ต่อมาจึงไดมี้การพฒันารูปแบบและวิธีการต่างๆในการท่ีจะใหน้ํ้ า ธาตุอาหารแก่รากพืช 
การเพิ่มออกซิเจนใหแ้ก่นํ้ า และการใหท่ี้ยดึเกาะแก่ตน้และรากพืช ทาํใหเ้กิดเป็นวิธีการปลูกพืชโดย
ไม่ใชดิ้นในรูปแบบต่างๆ ไดม้ากมาย 

2.1.1  วิธีการปลูกพืชแบบไฮโดรโปนิกส์ 
การปลูกพืชแบบไฮโดรโปนิกส์ เป็นเทคนิคการปลูกพืชแบบไม่ใชดิ้นรูปแบบหน่ึง ซ่ึง

เป็นการปลูกพืชลงในสารละลายธาตุอาหาร ภาชนะท่ีใช้อาจเป็นกระบะ ราง หรือรูปทรงอ่ืนๆ 
ภาชนะดงักล่าวทาํหนา้ท่ีทั้งเป็นภาชนะปลูกและภาชนะใส่สารละลายธาตุอาหารดว้ย ปริมาตรของ
สารละลายมีมาก และไม่หมุนเวียน วิธีการปลูกแบบน้ีจึงตอ้งมีการเติมอากาศให้กบันํ้ าตลอดเวลา 
โดยการใชป๊ั้มลมซ่ึงขนาดของป๊ัมอากาศข้ึนกบัขนาดของภาชนะและปริมาณนํ้าท่ีใช ้
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2.1.2  โรคของผกัสลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ 
1. โรคใบจุด  (Leaf spot) มีสาเห ตุจากเช้ือรา Alternaria sp., Curvularia sp. และ 

Cercospora sp. เป็นตน้ พบระบาดในช่วงหนา้ฝนในสภาพการปลูกท่ีแออดัเกินไปและมีการจดัการ
ไม่ดีเป็นปัจจยัสําคญัท่ีทาํให้เกิดโรครุนแรง อาการของโรค ใบจะมีแผลเป็นจุดสีเทาหรือสีนํ้ าตาล 
มกัเกิดกบัใบล่างก่อนและแพร่กระจายข้ึนสู่ยอดของพืชทาํใหใ้บเสียหายไม่เป็นท่ีตอ้งการของตลาด 
(Koohakan et al., 2008) 

2. โรครากเน่า (Pythium root rot) มีสาเหตุจากเช้ือ Pythium spp. อาการของโรคจะ
คลา้ยกบัโรคท่ีเกิดกบัพืชในดิน โดยพืชมีอาการเห่ียว ผลผลิตลดลงเน่ืองจากระบบรากถูกทาํลาย 
เช้ือสามารถเขา้ทาํลายพืชไดห้ลายชนิด โดยเช้ือจะปนเป้ือนและระบาดไปกบัสารละลายธาตุอาหาร
หรือวสัดุท่ีใชป้ลูก 

2.1.3  การป้องกนักาํจดัโรคพชืในระบบไฮโดรโปนิกส์ 
การควบคุมโรคพืชไม่ว่าจะปลูกพืชในสารละลายแร่ธาตุแบบไฮโดรโปนิกส์หรือการ

ปลูกในวสัดุอินทรียแ์ละอนินทรีย ์อาศยัหลกัการเช่นเดียวกบัการปลูกพืชในดิน แต่อาจมีขอ้แตกต่าง
ในวิธีปฏิบัติอยู่บ้าง การควบคุมโรคในระบบไฮโดรโปนิกส์ท่ีมักปลูกกันภายในโรงเรือน จะ
สามารถดาํเนินการไดส้ะดวกกว่า และมีโอกาสประสบความสาํเร็จไดง่้ายกว่าการควบคุมโรคของ
พืชท่ีปลูกในดินนอกโรงเรือน 

สําหรับการควบคุมโรคดว้ยวิธีการทางชีวภาพนั้นจะประกอบดว้ย การใช้จุลินทรีย์
ปฏิปักษท์ั้งท่ีเป็นเช้ือแบคทรีเรียและเช้ือราเช่น เช้ือรา Trichoderma spp. ซ่ึงการควบคุมโรคพืชดว้ย
วิธีการทางชีวภาพโดยใชเ้ช้ือจุลินทรียป์ฏิปักษท่ี์ดีนั้นควรมีกลไกการยบัย ั้งหรือควบคุมเช้ือท่ีเป็น
สาเหตุของโรคพืช 4 รูปแบบหลกั คือ 

1. การแข่งขนั (competition) เช้ือจุลินทรียป์ฏิปักษมี์ความสามารถในการเจริญเติบโต
แข่งขนักบัเช้ือโรคพืชในดา้นต่างๆ เช่น การใชธ้าตุอาหาร อากาศ และการครอบครองพื้นท่ีไดดี้กว่า
ทาํให้เช้ือโรคไม่สามารถเจริญเติบโตหรือทาํลายพืชได ้การแข่งขนัท่ีพบมากคือ การนําเอาธาตุ
อาหารหรือสารต่างๆ ท่ีมีอยูใ่นดินหรือในสภาพแวดลอ้มนั้น มาใชป้ระโยชน์ในการเจริญเติบโต 

2. การผลิตสาร (antibiosis) เช้ือจุลินทรียป์ฏิปักษ์ส่วนใหญ่มีความสามารถผลิตสาร 
ทั้งแบบระเหยและไม่ระเหยและสามารถทาํลายหรือยบัย ั้งเช้ือโรคได ้เช่น สารพิษ (toxin) หรือสาร
ปฏิชีวนะ (antibiotic) ออกมาเพื่อยบัย ั้งหรือทาํลายเสน้ใยของเช้ือโรคจนเกิดการเห่ียวสลายได ้

3. การเป็นปรสิต (parasitism) เช้ือราปฏิปักษมี์ความสามารถในการเขา้ไปเจริญอาศยั
ในเช้ือโรคพืชแลว้คอยดูดกินอาหารทาํใหเ้ช้ือโรคพืชอ่อนแอและตายในท่ีสุด 

4. การชักนําให้พืชต้านทานต่อโรค  (induced host resistance) เช้ือราปฏิปักษ์มี
ความสามารถในการกระตุน้ให้พืชสร้างความตา้นทานต่อการเขา้ทาํลายของเช้ือโรคได ้โดยเฉพาะ
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พวกท่ีเคยเป็นเช้ือสาเหตุโรค เม่ือนาํมาทาํให้เสียความสามารถในการทาํให้เกิดโรคแลว้สามารถจะ
ชกันาํหรือกระตุน้ให้พืชสร้างความตา้นทานต่อการทาํลายของเช้ือโรคได ้(จิระเดช, 2538; นิพนธ์, 
2553) 

2.2 การควบคุมโรคพชืทีเ่กดิจากเช้ือราด้วยเช้ือรา Trichoderma spp. 

เช้ือรา Trichoderma spp. จดัเป็นเช้ือราชั้นสูงท่ีเจริญไดดี้ในดิน เศษซากพืช เช้ือบางสายพนัธ์ุ
สามารถเป็น parasite โดยการพนัรัดเส้นใยเช้ือโรคแล้วสร้าง enzymes เช่น chitinase, cellulase,  
β-1, 3 glucanase ซ่ึงมีคุณสมบติัในการย่อยผนังเส้นใยของเช้ือโรคพืช จากนั้นจึงแทงเส้นใยผ่าน
ผนงัเซลลเ์จริญภายในเสน้ใยเช้ือโรคพืชและใชป้ระโยชน์จากของเหลวภายในเซลลท์าํใหเ้ช้ือสาเหตุ
โรคไม่สามารถเจริญได ้นอกจากน้ีเช้ือ Trichoderma spp. ส่วนใหญ่จะเจริญโดยสร้างเส้นใยและ
สปอร์ไดค่้อนขา้งรวดเร็ว จึงมีความสามารถในการแข่งขนักบัเช้ือโรคพืชดา้นการใชอ้าหารและแร่
ธาตุต่างๆ จากแหล่งอาหารในธรรมชาติ ตลอดจนการใชส้ารท่ีจาํเป็นต่อการเจริญของเส้นใยไดเ้ป็น
อยา่งดี ขณะท่ีบางสายพนัธ์ุสามารถสร้างสารปฏิชีวนะเพ่ือยบัย ั้งหรือทาํลายเส้นใยของเช้ือโรคได ้
(Klein, 1998) โดยมีรายงานการวิจยัดงัน้ี 

Hanada et al. (2009) ศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma martiale ในการควบคุม
เช้ือ Phytophthora palmivora เช้ือสาเหตุโรคฝักเน่าของตน้โกโก ้โดยการฉีดพน่สปอร์แขวนลอยใน
นํ้ ากลัน่ของเช้ือรา T. martiale ท่ีความเขม้ขน้ต่างกนั ส่งผลให้ความรุนแรงของโรคลดน้อยลงได ้
ในขณะท่ีการใชส้ารจาํพวกนํ้ามนัสกดัจากพืชไม่สามารถลดความรุนแรงของโรคได ้และเม่ือใชส้าร
กาํจดัเช้ือราท่ีมีองคป์ระกอบของ copper ร่วมดว้ยกไ็ม่ส่งผลกระทบต่อการงอกของสปอร์ของเช้ือรา 
T. martiale ซ่ึงยงัคงมีเปอร์เซ็นต์การงอกอยู่ ท่ีระดับ  90 เปอร์เซ็นต์ ทั้ งน้ีการฉีดพ่นพืชด้วย  
T. martiale มีแนวโนม้ในการลดความรุนแรงของโรคไดต้ั้งแต่คร้ังแรกท่ีฉีดพน่ 

Liu et al. (2009) ศึกษาเช้ือรา Trichoderma จาํนวน 39 ไอโซเลทท่ีคดัแยกจากวสัดุปลูกท่ี
ผา่นการใชง้านแลว้จากระบบปลูกพืชแบบไม่ใชดิ้น (soilless culture) และเช้ือรา Trichoderma ทาง
การคา้ 2 ไอโซเลท (Trichoderma viride TV1 และ RemedierWP) เพ่ือยบัย ั้งเช้ือ Pythium ultimum 
เช้ือสาเหตุรากเน่าโคนเน่าของแตงกวา โดยปลูกเช้ือรา Trichoderma ลงในดินและจุ่มรากของ
แตงกวาในสปอร์แขวนลอยโดยตรง พร้อมทั้งศึกษาความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของพืช
ด้วย โดยการทดสอบท่ีเติมเช้ือลงในดินแสดงผลได้ดีท่ีสุด พบเช้ือรา Trichoderma จาํนวน 12  
ไอโซเลท คือ FC 1, 2, 6, 7, 12, 19, 24, 38, 39, 69, 72 และ 80 สามารถยบัย ั้งเช้ือ P. ultimum ไดถึ้ง 
95 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงแสดงผลการยบัย ั้งได้ดีกว่าเช้ือราทางการคา้ และบางไอโซเลทก็แสดงผลการ
ส่งเสริมการเจริญของพืชไดดี้เช่นเดียวกนั 

Siddiquee et al. (2009) ศึกษาถึงประสิทธิภาพของเช้ือรา T. hazianum เพื่อยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือ Ganoderma boninense สาเหตุโรคโคนตน้เน่าในปาล์มนํ้ ามนั ศึกษาดว้ยวิธี dual culture 
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test โดยเช้ือรา T. harzianum จาํนวน 48 ไอโซเลท ท่ีไดจ้ากการคดัแยกเช้ือจากดินบริเวณสวนปาลม์ 
สามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือ G. boninense ได้สูงถึง 72 เปอร์เซ็นต์ หลงัจากนั้นจึง
คดัเลือกไอโซเลทท่ีแสดงประสิทธิภาพดีท่ีสุดจาํนวน 8 ไอโซเลท มาศึกษาต่อถึงประสิทธิภาพการ
สร้างสารระเหยและสารไม่ระเหยท่ีส่งผลยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือ G. boninense ผลคือ 
สารระเหยจาก T. harzianum สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคไดท่ี้ระดบั 58 เปอร์เซ็นต ์
ในขณะท่ีสารไม่ระเหยสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคไดท่ี้ระดบั 40 เปอร์เซ็นต ์

Amin et al. (2010) ศึ กษ าเช้ื อรา  Trichoderma spp. จําน วน  6 ไอโซ เลท  (T. virens, T. 
harzianum และ  T. viride) ในการป้ องกัน เช้ื อราส าเห ตุ โรคใน ดิน  คือ  Rhizoctonia solani, 
Sclerotium rolfsii และ S. sclerotiorum ดว้ยวิธี dual culture test โดยเช้ือรา T. viride มีประสิทธิภาพ
ยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรคทั้ง 3 ชนิดได ้และสามารถลดการสร้าง sclerotia ได้
เช่นเดียวกนั 

Bagwan (2011) คัด แ ย ก เช้ื อ ร า  Trichoderma spp. จํ าน วน  46 ไ อ โซ เล ท  (T. viride,  
T. harzianum, T. hamanatum, T. ressei และ T. koningii) เพ่ือยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Sclerotium 
rolfsii Sacc., Aspergillus niger van Teighem และ A. flavus เช้ือราสาเหตุโรครากเน่าโคนเน่าในถัว่
ลิสง โดยเช้ือรา Trichoderma spp. ทุกไอโซเลทสามารถยับย ั้ งการเจริญของเช้ือดังกล่าวได ้
โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในไอโซเลท T043 และ T425 เป็นตน้ 

Abdollahi et al. (2011) ศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. 4 สายพันธ์ุ คือ  
T. harzianum, T. longibrachatum, T. erinaceum แ ล ะ  T. koningii  เพื่ อ ย ั บ ย ั้ ง เ ช้ื อ  Pythium 
aphanidermatum สาเหตุโรครากเน่าในหัวบีท ดว้ยวิธี dual culture test พบว่า T. harzianum-2733 
และ T. longibrachatum-2734 มีประสิทธิภาพยบัย ั้งเช้ือ P. aphanidermatum ไดดี้ท่ีสุด โดยยบัย ั้งได ้
57 เปอร์เซ็นตเ์ม่ือเปรียบเทียบกบัชุดทดลองควบคุม สาํหรับประสิทธิภาพของสารระเหยจากเช้ือรา 
T. longibrachatum-2734 สามารถยบัย ั้งการเจริญทางเสน้ใยของเช้ือโรคไดท่ี้ 66 เปอร์เซ็นต ์และสาร
ไม่ระเหยสามารถส่งผลยบัย ั้งเช้ือ P. aphanidermatum ไดท่ี้ 87 เปอร์เซ็นต ์

Tancic et al. (2013) คัดแยก เช้ือรา  Trichoderna spp. จากดินใน ท่ี ต่ างๆ  เพื่ อทดสอบ
ความสามารถในการเป็นเช้ือราปฏิปักษต่์อเช้ือรา Sclerotinia sclerotiorum โดยทดสอบดว้ยวิธี dual 
culture test ซ่ึงเช้ือรา Trichoderma spp. แสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคไดดี้ จากนั้น
จึงคดัเลือกเช้ือรา Trichoderma spp. จาํนวน 9 ไอโซเลทมาศึกษาต่อถึงประสิทธิภาพในการส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืช พบว่า Trichoderma spp. จาํนวน 9 ไอโซเลทสามารถส่งเสริมเจริญเติบโต
ให้แก่พืชไดอ้ยา่งมีนัยสําคญัทางสถิติ ทั้งในดา้นเปอร์เซ็นตก์ารงอกของตน้กลา้ ความยาวของราก 
รวมไปถึงยบัย ั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคดว้ย 

Samuelian (2016) ประเมินประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma ท่ีคดัแยกไดจ้ากใบและผล
กล้วย โดยพบเช้ือรา T. harzianum และ T. virens สามารถยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรค Mycosphaerella 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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musicola, Cordana musae, แล ะ  Deightoniella torulosa ได้  ซ่ึ งก ารป ลู ก ก ล้ ว ย ใน  Northern 
Queensland มกัใช้สารต่างๆ เพื่อเพิ่มผลผลิตรวมถึงการใช้กากนํ้ าตาล โดยการผสมกากนํ้ าตาล
ปริมาณ 5 เปอร์เซ็นตใ์นวสัดุสําหรับเล้ียงเช้ือรา Trichoderma และนาํไปฉีดพ่นตน้กลว้ยส่งผลให้
เช้ือรา Trichoderma สามารถอยูร่อดในสภาพแปลงปลูกได ้ 

2.3 การกระตุ้นการแสดงออกของยนีด้วยเช้ือ Trichoderma spp. 

พืชมีกลไกป้องกนัตวัเองจากการเขา้ทาํลายของศตัรูพืช เช่นแบคทีเรีย และเช้ือราชนิดต่างๆ 
โดยเฉพาะเช้ือราสาเหตุโรคพืชนั้น สามารถชกันาํให้พืชสร้างสารทุติยภูมิ (secondary metabolites) 
บางชนิดได ้เช่น phytoalexin ซ่ึงมีประสิทธิภาพต่อตา้นการเจริญของเช้ือจุลินทรียส์าเหตุโรคพืช 
การผลิตสาร phytoalexin นั้น พืชตอ้งไดรั้บการกระตุน้จากการเขา้ทาํลายของเช้ือสาเหตุโรคก่อน 
หลงัจากนั้นพืชจึงสามารถผลิตสารดงักล่าวและส่งผลใหพ้ืชมีความตา้นทานโรค สาร phytoalexin มี
หลายชนิดข้ึนอยู่กับชนิดของพืชและเช้ือราสาเหตุท่ีเข้าทาํลาย ทาํให้มีช่ือเรียกสารดังกล่าวท่ี
แตกต่างกันออกไป  (Ishita et al., 2011) เช่น  Camalexin ท่ีพบในพืชตระกูลกะหลํ่ า เป็นต้น  
(Jeandet et al., 2014) โดยปริมาณการสร้าง phytoalexin ของพืชนั้ นข้ึนกับความรุนแรงของเช้ือ
สาเหตุโรคท่ีเขา้ทาํลายดว้ย (Mert-Türk, 2002) สาํหรับเช้ือรา Trichoderma นอกจากจะสามารถเป็น
เช้ือราปฏิปักษ์ต่อเช้ือสาเหตุโรคต่างๆ แล้ว ยงัมีความสามารถในการกระตุ้นพืชให้เกิดความ
ต้านทานได้ท่ี เรียกว่า induced systemic resistance (ISR) ซ่ึงมีการศึกษาว่าเช้ือรา Trichoderma 
สามารถกระตุน้สารจาํพวก jasmonic acid (JA), salicylic acid (SA), และ ethylene (ET) ท่ีเก่ียวขอ้ง
กบักระบวนการตา้นทานแบบ ISR ท่ีส่งผลให้พืชมีความตา้นทานต่อการเขา้ทาํลายของเช้ือโรคได ้
โดย SA และ JA สามารถกระตุน้การทาํงานของ resistance gene ซ่ึงมีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบักลไกการ
ป้องกันตวัเองของพืช เช่น PR gene ทาํหน้าท่ีสังเคราะห์ PR-protein ท่ีมีหลายชนิดด้วยกัน เช่น
เอนไซม์ chitinase และ β-1,3 glucanase (Wasternack et al., 2006) แต่อย่างไรก็ตามกระบวนการ
ทางโมเลกุลท่ีเก่ียวข้องกับเช้ือรา Trichoderma ในการกระตุ้นความต้านทานแบบ  ISR ยงัไม่
แพร่หลายมากนกั  

Meirelles et al. (2013) ศึกษาการแสดงออกของยีนแบบ ISR ในมะเขือเทศท่ีกระตุน้ด้วย 
เช้ื อรา  T. harzianum เพื่ อ ให้ เกิดความต้านทาน ต่อ เช้ื อ  Alternaria alternata โดยศึกษายีน 
lipoxygenase (LOXD), ET-response factor1 (ERF1), defensin (DEF1) แ ล ะ  nonexpressor of 
pathogenesis related genes1 (NPR1) ท่ี เก่ียวข้องกับการต้านทานโรคของพืช  โดยปลูกเช้ือรา 
Trichoderma sp. ร่วมกับเช้ือรา A. alternata และประเมินประสิทธิภาพหลังจากปลูกเช้ือรา 
Trichoderma sp. แลว้ 14 วนัและหลงัจากปลูกเช้ือรา A. alternata 7 วนั ผลวิเคราะห์การแสดงออก
ของยีนท่ีบริเวณใบพืชด้วยเทคนิคพีซีอาร์พบว่าพืชท่ีปลูกเช้ือรา Trichoderma sp. และเช้ือรา  
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A. alternata มีการแสดงออกของยีน  LOXD และ ERF1 ท่ี เก่ียวข้องกับสาร JA และยงัพบการ
แสดงออกของยนี DEF1 และ NPR1 ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการกระตุน้ความตา้นทานของพืชดว้ย  

สุมิสา และ วีระศกัด์ิ (2556) ศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. เพ่ือชกันาํให้
แตงเทศมีความตา้นทานต่อโรคตน้แตกยางไหล (gummy stem blight disease) ของแตงเทศท่ีเกิด
จาก เช้ือรา  Didymella bryoniae (Auersw) Rehm. โดยใช้ เช้ือรา  Trichoderma spp. จํานวน  15  
ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากดินในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ผสมกบัดินสําหรับปลูกแตงเทศก่อนปลูก
เช้ือรา D. bryoniae พบว่า ตน้แตงเทศท่ีปลูกดว้ยเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลท T10 มีขนาด
ความยาวเฉล่ียของแผลบนใบเล็กท่ีสุดคือ 3.17 และ 2.25 มิลลิเมตร ในสภาพโรงเรือนและแปลง
ปลูกขนาดเล็ก และลดการเกิดโรคไดม้ากถึง 80.36 และ 88.47 เปอร์เซ็นตต์ามลาํดบั ส่วนตน้แตง
เทศท่ีปลูกด้วยเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลท T25 มีขนาดความยาวเฉล่ียของแผลบนลาํตน้
น้อยท่ีสุดคือ 7.73 และ 9.12 มิลลิเมตร ทั้ งในสภาพโรงเรือนทดลองและสภาพแปลงปลูก มี
เปอร์เซ็นต์การเกิดโรคลดลง 60.87 และ 35.77 เปอร์เซ็นต์ตามลาํดบั ซ่ึงเช้ือรา Trichoderma spp. 
สามารถกระตุน้ใหต้น้แตงเทศตา้นทานต่อโรคตน้แตกยางไหลและทาํใหก้ารเกิดโรคลดลงได ้

Hibar et al. (2007) ศึกษาการชักนําให้ต้นมะเขือเทศเกิดความต้านทานต่อเช้ือ Fusarium 
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL) ด้ ว ย เช้ื อ ร า  Trichoderma sp. โด ยก ารแ ยก ร าก 
มะเขือเทศออกเป็น 2 ส่วนและแยกปลูกเป็นสองกระถาง ปลูกเช้ือทั้งสองลงในวสัดุปลูกภายในตน้
เดียวกันแยกออกเป็น  3 วิธีการ คือ 1) ปลูกเช้ือรา Trichoderma sp. ก่อนการปลูกเช้ือ FORL 1
สัปดาห์ 2) ปลูกเช้ือทั้ งสองพร้อมกัน และ 3) ปลูกเช้ือรา Trichoderma sp. หลงัจากการปลูกเช้ือ 
FORL 1 สัปดาห์ ผลท่ีไดพ้บว่า การปลูกเช้ือตามวิธีการท่ี 1 สามารถลดการเกิดโรคไดดี้ท่ีสุด และ
เม่ือนําช้ินส่วนพืชท่ีผ่านการปลูกเช้ือ Trichoderma sp. มาตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ พบ
โครงสร้างท่ีมีส่วนในการกีดขวางการเขา้ทาํลายของเช้ือราสาเหตุโรค โดยพืชสร้างผนงัเซลลห์นา
ข้ึน และมีการอุดตนัของพ้ืนท่ีระหวา่งเซลล ์ทาํใหพ้ืชสามารถป้องกนัตวัเองจากเช้ือโรคได ้

Gallou et al. (2008) ศึกษายีนของเช้ือรา  Trichoderma harzianum Rifal MUCL 29707 ท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการชกันาํใหม้นัฝร่ังตา้นทานต่อการเขา้ทาํลายจากเช้ือ Rhizoctonia solani โดยการปลูก
เช้ือท่ีบริเวณใกลก้ับรากของตน้อ่อนมันฝร่ัง 3 กรรมวิธีคือ 1) ปลูกด้วยเช้ือ T. harzianum Rifai 
MUCL 29707 เพียงชนิดเดียว 2) ปลูกด้วยเช้ือ R. solani เพียงชนิดเดียวและ 3) ปลูกเช้ือทั้ งสอง
พร้อมกนั และตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการชักนําให้พืชตา้นทานโรคดว้ย
เทคนิคทางอนูพันธุศาสตร์ ผลแสดงให้เห็นว่า กรรมวิธีท่ี  1 เกิดการแสดงออกของยีน  PR1 
(Pathogenesis Related 1) หลังจากปลูกเช้ือ  186 ชั่วโมง  และเกิดการแสดงออกของยีน  PAL 
(Phenylalanine ammonia lyase) หลงัจากปลูกเช้ือ 96 ชัว่โมง ส่วนกรรมวิธีท่ี 2 เกิดการแสดงออก
ของยีน PR1, PR2 และ PAL หลงัจากปลูกเช้ือ 48 ชัว่โมง และกรรมวิธีท่ี 3 เกิดการแสดงออกของ
ยี น  Lox (Lipoxygenase) ห ลั ง จ าก ป ลู ก เช้ื อ  24 ชั่ ว โ ม ง  แ ล ะ  PR1, PR2, PAL แ ล ะ  GST1 
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(Gluthatione-S-transferase 1) หลังจากปลูกเช้ือ 72 ชั่วโมง จึงแนะนําให้ใช้เช้ือรา T. harzianum 
Rifai MUCL 29707 ในการชกันาํความตา้นทานของพืช ซ่ึงยีน Lox และ GST1 เป็นยีนท่ีสําคญัใน
มนัฝร่ังก่อนท่ีจะถูกเขา้ทาํลายดว้ยเช้ือ R. solani 

Saksirirat et al. (2009) ศึกษาความสามารถของเช้ือรา Trichoderma sp. จาํนวน 15 ไอโซเลท 
ในการชกันาํให้ตน้มะเขือเทศเกิดความตา้นทานต่อโรคใบจุดสีเทา (Stemphylium solani) และโรค
ใบจุดท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv. vesicatoria โดยศึกษาค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ chitinase และ  β-1, 3 glucanase โดยปลูกเช้ือรา Trichoderma sp. ลงในดินและสกัด
เอนไซมจ์ากตวัอย่างใบพืชหลงัจากปลูกเช้ือ 0, 5, 8, 11 และ 14 วนั พบว่าสารสกดัจากใบพืชหลงั
การปลูกเช้ือดว้ยเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท T1, T9, T13 และ T18 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม ์
chitinase สูงท่ีสุด และสารสกดัจากใบพืชท่ีปลูกดว้ยเช้ือราไอโซเลท T9, T13, T14 และ T17 มีค่า
กิจกรรมของ β-1, 3 glucanase สูงเม่ือเปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคุม หลังจากนั้ นจึงนํา 
Trichoderma sp. ไอโซเลท T9 (T. harzianum), T13 (T. asperellum), T17 (T. asperellum) และ T18 
(T. asperellum) มาศึกษาการชกันาํให้พืชเกิดความตา้นทานโดยปลูกเช้ือทั้ง 4 ไอโซเลทลงในดิน 
ก่อนการปลูกเช้ือสาเหตุโรคทั้งสองพบว่า T9 มีความสามารถชกันาํให้พืชเกิดความตา้นทานต่อเช้ือ 
X. campestris pv. vesicatoria ไดดี้ท่ีสุด โดยสามารถลดจาํนวนแผลลงถึง 69.32 เปอร์เซ็นต์ และ 
T18 สามารถชักนาํให้พืชเกิดความตา้นทานต่อเช้ือ Stemphylium solani โดยลดจาํนวนแผลลงได ้
19.23 เปอร์เซ็นต ์

สุวิตา และคณะ  (2011) ศึกษาเช้ือรา Trichoderma spp. จํานวน  35 ไอโซเลท  ทดสอบ
ความสามารถในการชกันาํใหต้น้มะเขือเทศมีความตา้นทานต่อโรคใบจุดเป้ากระสุนท่ีเกิดจากเช้ือรา 
Corynespora cassiicola พบว่าตน้มะเขือเทศท่ีปลูกดว้ยไอโซเลท T24, T17 และ 88 มีจาํนวนแผล
เฉล่ียต่อตน้ตํ่าท่ีสุด คือ 41.0, 43.3 และ 55.7 แผลตามลาํดบั เม่ือตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมย์อ่ย
สลาย chitinase, protease และ β-1,3 glucanase จากใบมะเขือเทศ พบว่าตน้มะเขือเทศท่ีปลูกดว้ย
เช้ือรา Trichoderma ไอโซเลท 162, T18 และ T13 มีกิจกรรมของเอนไซม ์chitinase สูงท่ีสุด ส่วน
กิจกรรมของเอนไซม์ β-1,3 glucanase พบสูงในต้นมะเขือเทศท่ีปลูกด้วยเช้ือรา Trichoderma  
ไอโซเลท T4, 103 และ 106  

2.4   การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพชืด้วยเช้ือรา Trichoderma spp. 

อฐัภรณ์ และคณะ (2558) ศึกษาเช้ือรา Trichoderma spp. 2 ไอโซเลท ได้แก่ T. harzianum 
(T9) และ T. asperellum (T13) เพื่อควบคุมและกระตุน้ความตา้นทานโรคของตน้กลา้ยคูาลิปตสัโดย 
ผสมกบัวสัดุเพาะกลา้พบว่า กรรมวิธีท่ีใชเ้ช้ือรา Trichoderma ทั้ง 2 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพใน
การลดความรุนแรงของโรคและ ทาํให้ความสูงของลาํตน้ นํ้ าหนักสด นํ้ าหนักแห้ง เพ่ิมข้ึนในทุก
สายพนัธ์ุของยคูาลิปตสัท่ีตรวจสอบเม่ือเปรียบเทียบ กบักรรมวิธีควบคุม (ไม่ใส่ Trichoderma spp.) 
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นอกจากน้ียงัตรวจพบความมีชีวิตรอดของเช้ือรา Trichoderma spp. ทั้ง 2 ไอโซเลท และพบการ
เจริญครอบครองรากตน้กลา้ยคูาลิปตสั โดยมีอตัราการครอบครองอยูบ่นผวิรากระหว่าง 92.50-100 
เปอร์เซ็นตข์องจาํนวนช้ินส่วนของรากท่ีตรวจสอบ 

Rabeendran et al. (2000) ศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. เพ่ือส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของตน้กลา้กะหลํ่าและผกัสลดั โดยการจุ่มรากลงในสปอร์แขวนลอยในนํ้ ากลัน่ ผลท่ี
ได้คือเช้ือรา T. longipile และ T. tomentosum มีประสิทธิภาพเพิ่มการเจริญเติบโตของกะหลํ่าได ้
โดยส่งผลให้ใบของกะหลํ่ามีขนาดเพ่ิมข้ึน 71 เปอร์เซ็นต์ และนํ้ าหนักสดของผกัสลดัก็เพ่ิมข้ึน
เช่นเดียวกนั 

Ozbay and Newman (2004) ศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ี มีต่อต้น
มะเขือเทศ โดยเปรียบเทียบระหว่างเช้ือราทางการคา้และเช้ือราจากธรรมชาติ ซ่ึงใชต้น้กลา้มะเขือ
เทศท่ีอาย ุ18 วนั ปลูกเช้ือโดยจุ่มรากลงในสปอร์แขวนลอยในนํ้ ากลัน่ หลงัจากปลูกตน้มะเขือเทศ
นาน 6 สัปดาห์จึงบนัทึกผลพฒันาการของตน้ เช่น จาํนวนใบจริง นํ้ าหนกัสดและนํ้ าหนกัแห้งของ
ลาํตน้และราก ผลท่ีไดแ้สดงให้เห็นว่าเช้ือรา Trichoderma spp. มีประสิทธิภาพส่งเสริมให้มะเขือ
เทศเจริญไดดี้ยิง่ข้ึน 
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บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์การวจิยั 
-  จานอาหารเล้ียงเช้ือ 
-  Erlenmeyer flask และเคร่ืองแกว้ต่างๆ 
-  เขม็เข่ียเช้ือ 
-  Cork borer 
-  Hemacytometer counting chamber 
-  แผน่กรองเช้ือ 0.22 ไมโครเมตร (Saetorius stedim biotech, Minisart, Germany) 
-  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ตาํแหน่ง 
-  กลอ้ง Light microscope 
-  กลอ้ง Stereo microscope 
-  Micro centrifuge tube 
-  Micro pipette  
-  ตูเ้ข่ียเช้ือ 
-  ตูอ้บเคร่ืองแกว้ (Jouan, Innovens-118EU2, France) 
-  หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ (Tomy, ES-315, Japan) 
-  เคร่ืองป่ันเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Jouan, CR3i, France) 
-  เคร่ืองถ่ายเจล (Syngene, Genegenius, Japan) 
-  เคร่ืองเพิ่มปริมาณ DNA (Biometra, T1 thermocycler, Germany) 
-  เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Eppendrof, Model 6132, Germany) 
-  ชุดอะกาโรสเจลอิเลก็โตโฟรีซีส (Biorad, PAC200, USA) 
-  ตูแ้ช่แขง็ -20 องศาเซลเซียส (Sanden Intercool, SNH0303D11A, Thailand) 
-  ตูแ้ช่แขง็ -80 องศาเซลเซียส (Jouan, VXE380, Czech Republic) 
-  เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง 
-  เคร่ืองวดัค่าความเขม้เกลือของสารละลายธาตุอาหารพืช (EC Meter) 
-  ภาชนะสาํหรับปลูกผกัสลดั 
-  ฟองนํ้าสาํหรับปลูกผกัสลดั 
-  สายยางและหวัทราย 
-  ป้ัมลม 
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อาหารเลีย้งเช้ือรา  
-  Water Agar (WA) 
-  Potato Dextrose Agar (PDA) 
-  Potato Dextrose Broth (PDB) 
-  Matin’s Agar (MA) 

เมลด็พนัธ์ุ 
 - เมลด็ผกัสลดั butter head 

วธีิดาํเนินการวจิยั 

3.1  การแยกเช้ือราปฏิปักษ์ Trichoderma spp. และเช้ือราสาเหตุโรคใบจุด 

3.1.1 การคดัแยกเช้ือรา Trichoderma spp. การศึกษาคร้ังน้ี จะคดัแยกเช้ือรา Trichoderma 
spp. มาจากหลายๆ แหล่ง เพื่อให้เกิดความหลากหลายของสายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ ดินจากแหล่งธรรมชาติ 
รากพืชและสารละลายธาตุอาหารจากระบบไฮโดรโปนิกส์ เป็นตน้ นาํตวัอยา่งทั้งหมดแยกเช้ือดว้ย
การเล้ียงบนอาหารจาํเพาะ Matin’s agar (MA) โดยการคดัแยกเช้ือรา Trichoderma spp. จากดินและ
รากพืชจะคดัแยกดว้ยวิธี dilution plate โดยนาํดินหรือรากพืชปริมาณ 1 กรัม บดรวมเขา้กบันํ้ ากลัน่
ฆ่าเช้ือปริมาณ 9 มิลลิลิตร จากนั้นดูดตะกอนแขวนลอยท่ีไดป้ริมาณ 100 ไมโครลิตร หยดลงบน
อาหาร MA และใชแ้ท่งแกว้เกล่ียใหท้ัว่ผวิหนา้อาหาร บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้องและสังเกตโคโลนีของ
เช้ือราท่ีเกิดข้ึน นาํมาเล้ียงต่อบนอาหาร PDA และการแยกเช้ือรา Trichoderma spp. จากสารละลาย
ธาตุอาหาร ทาํโดยใชส้ารละลายธาตุอาหารปริมาณ 100 ไมโครลิตร หยดลงบนผิวหนา้อาหาร MA 
เช่นเดียวกนั สังเกตลกัษณะโคโลนีท่ีเกิดข้ึนและนาํมาเล้ียงต่อบนอาหาร PDA เก็บเช้ือราท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการศึกษาต่อไป 

3.1.2 การแยกเช้ือราสาเหตุโรคของผกัสลดั butter head ท่ีเป็นเช้ือราในกลุ่มสาเหตุโรคใบจุด 
ซ่ึงแยกเช้ือราดว้ยวิธี tissue transplanting technique โดยตดัช้ินส่วนของใบบริเวณขอบแผลของผกั
สลดัท่ีแสดงอาการโรค ขนาด 5x5 มิลลิเมตร จากนั้นนาํช้ินส่วนพืชฆ่าเช้ือบริเวณผิวนอก ดว้ยการ
แช่ในสารละลายคลอร็อกความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์นาน 5 นาที จากนั้นนาํช้ินพืชแช่ในนํ้ ากลัน่
ฆ่าเช้ือนาน 10 นาที และซบัให้แห้ง นาํช้ินพืชดงักล่าววางบนอาหาร WA โดยวางจาํนวน 5 ช้ินต่อ
จานอาหารเล้ียงเช้ือ บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้องและสังเกตเส้นใยของเช้ือราท่ีเจริญออกจากช้ินพืช คดั
แยกเช้ือบริสุทธ์ิโดยตดัช้ินวุน้ไปเล้ียงต่อบนอาหาร PDA สังเกตลกัษณะโคโลนี พร้อมทั้งเข่ียเสน้ใย 
นาํไปส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ เพ่ือจาํแนกสายพนัธ์ุของเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดและเก็บเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อใชใ้นการศึกษาต่อไป 
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3.2  การประเมินประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการเป็นเช้ือราปฏิปักษ์
ต่อเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดของผกัสลดัในสภาพห้องปฏิบัตกิาร 

เพื่อศึกษาถึงประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งเช้ือราสาเหตุโรคใบจุด
ของผกัสลดั โดยการทดสอบในขั้นตน้จะศึกษาดว้ยวิธีการ dual culture test ซ่ึงสามารถบ่งบอกถึง
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคไดค่้อนขา้งครอบคลุมทุกกลไก จากนั้น 
ศึกษารายละเอียดของแต่ละกลไกของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการเขา้ทาํลายเช้ือราสาเหตุโรค 
ประกอบด้วยวิธีการ inverted petriplate test ซ่ึงเป็นการศึกษาความสามารถสร้างสารระเหยเพ่ือ
ยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรคใบจุด หรือการศึกษาดว้ยวิธีการ cellophane test จะ
เป็นการศึกษาถึงความสามารถสร้างสารไม่ระเหยเพ่ือยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือราสาเหตุ
โรคใบจุด นอกจากน้ี ศึกษาดว้ยวิธีการ agar well diffusion โดยใช ้culture filtrate test (CF) ซ่ึงเป็น
การศึกษาความเขม้ขน้ตํ่าสุดของสารไม่ระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีส่งผลยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือราสาเหตุโรค ทั้งการเจริญทางเส้นใยและการงอกของสปอร์ และศึกษาคุณสมบติัของ CF 
ในการยบัย ั้ งการเกิดโรคบนใบของผักสลัดด้วยวิธี detached leaf test โดยวิธีการต่างๆ  นั้ นมี
รายละเอียดดงัต่อไปน้ี  

3.2.1  Dual culture test 

เพื่อศึกษาถึงกลไกของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา
สาเหตุโรค ทดสอบโดยนําเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกได้จากขั้นตอนขา้งตน้ มาทดสอบ
ความสามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรคใบจุด โดยออกแบบการทดลองแบบ 
completely randomized design (CRD) ในแต่ละชุดการทดลองจะมีจาํนวนทั้งหมด 5 ซํ้ า ทดลองโดย
เล้ียงเช้ือราทั้งสองชนิดบนจานอาหารเล้ียงเช้ือเดียวกนั โดยใชเ้ช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีอาย ุ7 วนั และ
เช้ือสาเหตุโรคท่ีอาย ุ5 วนั เจาะช้ินวุน้บริเวณปลายเส้นใยดว้ย cork borer ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 
เซนติเมตร จากนั้นยา้ยช้ินวุน้ของเช้ือราทั้งสอง เล้ียงในจานอาหารเล้ียงเช้ือเดียวกนั โดยวางช้ินวุน้
ตรงข้ามกันห่าง 4 เซนติเมตร ในจานอาหารเล้ียงเช้ือขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร 
(ภาพท่ี 3.1) 
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สาํหรับการบนัทึกผลการทดลอง โดยวดัขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของโคโลนีเช้ือรา
สาเหตุโรคในชุดการทดลองและชุดการทดลองควบคุมท่ีเล้ียงเช้ือราสาเหตุโรคเพียงอยา่งเดียว และ
นาํผลท่ีไดค้าํนวณหาเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้ง (Growth Inhibition, GI) โดยใชสู้ตรดา้นล่าง พร้อมทั้ง
สงัเกตกลไกต่างๆ ท่ีเกิดข้ึนบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

GI =          D1 – D2         X  100 
      D1 

โดย D1 = เสน้ผา่นศูนยก์ลางของโคโลนีเช้ือสาเหตุโรคในชุดควบคุม 
 D2 = เสน้ผา่นศูนยก์ลางของโคโลนีเช้ือสาเหตุโรคในชุดทดลอง 
 

 

ภาพที ่3.1 ตาํแหน่งการวางช้ินวุน้ของเช้ือรา Trichoderma spp. (T) และเช้ือราสาเหตุโรค (P) บน
อาหาร PDA ในจานเล้ียงเช้ือขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 9 เซนติเมตร 

3.2.2  Inverted petriplate test 

เพื่อศึกษาถึงประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการสร้างสารระเหยท่ี
ส่งผลยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรค ซ่ึงเป็นอีกหน่ึงกลไกท่ีน่าสนใจของเช้ือรา 
Trichoderma spp. ท่ีสังเกตจากการทดสอบดว้ยวิธี dual culture test ในขณะท่ีเส้นใยของเช้ือราทั้ง
สองชนิดยงัไม่สัมผสักนั แต่กลบัมีแนวโนม้การเจริญของเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรคท่ีลดลง โดย
ออกแบบการทดลองแบบ CRD ซ่ึงในแต่ละชุดการทดลองจะมีจาํนวนทั้งหมด 5 ซํ้ า ทดลองโดย
เล้ียงเช้ือรา Trichoderma spp. บนอาหาร PDA บริเวณกลางจานอาหารเล้ียงเช้ือนาน 3 วนั จากนั้นจึง
นําจานอาหารเล้ียงเช้ือของเช้ือรา Trichoderma spp. และเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดท่ีมีอายุ 2 วนั 
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ประกบเขา้ด้วยกันให้แน่นและปิดขอบจานทั้ งสองให้สนิทด้วยพาราฟิล์มและเทปปิดชนิดใส 
ในขณะท่ีชุดทดลองควบคุมจะประกบจานอาหารเล้ียงของเช้ือราสาเหตุโรคเขา้กบัจานอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีมีอาหาร PDA เท่านั้น และบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง  

สําหรับการบันทึกผลการยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใย ทาํโดยการวดัขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของเช้ือราสาเหตุโรคในชุดทดลองและชุดทดลองควบคุม นําผลท่ีได้คาํนวณหา
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งตามสูตร  

GI =            D1 – D2         X  100 
D1 

โดย D1 = เสน้ผา่นศูนยก์ลางของโคโลนีเช้ือสาเหตุโรคในชุดควบคุม 
 D2 = เสน้ผา่นศูนยก์ลางของโคโลนีเช้ือสาเหตุโรคในชุดทดลอง 

 
3.2.3  Cellophane test 

เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการสร้างสารไม่ระเหยของเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีสร้าง
สารซึมผา่นแผน่ cellophane ลงสู่ผิวหนา้อาหารเล้ียงเช้ือโดยตรง ซ่ึงทาํการทดลองโดยวางแผนการ
ทดลองแบบ CRD โดยในแต่ละชุดการทดลองมีจาํนวน 5 ซํ้ า ทดสอบโดยตดัแผน่ cellophane ให้มี
ขนาดเท่ากบัจานอาหารเล้ียงเช้ือ และนาํไปฆ่าเช้ือปนเป้ือนดว้ยการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีแรงดนั 15 ปอนดต่์อ
ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นนาํแผ่น cellophane วางลงบนผิวหน้า
อาหาร PDA ในจานอาหารเล้ียงเช้ือ โดยวางอยา่งระมดัระวงัเพื่อป้องกนัการเกิดฟองอากาศระหว่าง
แผ่น cellophane และอาหารเล้ียงเช้ือ และท้ิงจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีแผ่น cellophane ไวน้าน 1-2 
ชัว่โมง เพื่อใหแ้ผน่ cellophane แนบสนิทกบัอาหารมากยิง่ข้ึน จากนั้นปลูกเช้ือรา Trichoderma spp. 
ท่ีคดัแยกได้ ลงบริเวณกลางจานอาหารเล้ียงเช้ือ โดยในชุดทดลองควบคุมวางเพียงช้ินวุน้ PDA 
เท่านั้น บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้องนาน 4 วนั จึงลอกแผน่ cellophane ท่ีมีเช้ือรา Trichoderma spp. เจริญ
อยู่ออกอย่างระมัดระวงั ตั้ งจานอาหารเล้ียงเช้ือท้ิงไวน้าน 2 ชั่วโมง เพื่อให้ผิวหน้าอาหารแห้ง 
จากนั้นจึงปลูกเช้ือราสาเหตุโรคลงบริเวณกลางจานอาหารเล้ียงเช้ือและบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

บันทึกผลโดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคทุกวัน
เปรียบเทียบกบัชุดการทดลองควบคุม และนาํผลท่ีไดม้าคาํนวณหาเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งตามสูตร 
พร้อมทั้งสงัเกตความผดิปกติของเสน้ใยของเช้ือราสาเหตุโรคในระหวา่งการทดลอง 

GI =          D1 – D2         X  100 
D1 

โดย D1 = เสน้ผา่นศูนยก์ลางของโคโลนีเช้ือสาเหตุโรคในชุดควบคุม 
 D2 = เสน้ผา่นศูนยก์ลางของโคโลนีเช้ือสาเหตุโรคในชุดทดลอง 
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3.2.4  Culture filtrate test 

เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารไม่ระเหยท่ีไดจ้ากเช้ือรา Trichoderma spp. โดยการใช ้
culture filtrate (CF) ทั้งน้ีทาํการเจือจาง CF ท่ีความเขม้ขน้ 20, 40, 60, 80 และ 100 เปอร์เซ็นต ์เพื่อ
ศึกษาถึงความเขม้ขน้ตํ่าสุดของสารไม่ระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือราสาเหตุโรคได ้โดยคดัเลือกเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีแสดงประสิทธิภาพท่ีดีจากการ
ทดลองด้วย cellophane test จาํนวน 6 ไอโซเลท ทาํการทดลองแบบ CRD ซ่ึงในแต่ละชุดการ
ทดลองจะมีทั้งหมด 5 ซํ้ า โดยการใชส้ารแต่ละความเขม้ขน้มาทดสอบกบัเส้นใยของเช้ือสาเหตุโรค
ใบจุด  ด้วยเทคนิค  agar well diffusion โดยเจาะอาหาร  PDA ด้วย  cork borer ขนาดเส้นผ่าน
ศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร จาํนวน 6 หลุม เป็นรัศมีห่างจากจุดศูนยก์ลาง 2.5 เซนติเมตร ปิดกน้หลุม
ดว้ย PDA เพื่อป้องกนัการร่ัวไหลของ CF ลงกน้จานอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นหยด CF (ความเขม้ขน้ 
0, 20, 40, 60, 80 และ 100 เปอร์เซ็นต)์ ปริมาณ 40 ไมโครลิตรลงในหลุมดงักล่าว และนาํช้ินวุน้ของ
เช้ือราสาเหตุโรคท่ีอายุ 5 วนั ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร วางบริเวณกลางจานอาหาร
เล้ียงเช้ือ บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง สาํหรับการทดสอบประสิทธิภาพของ CF ในการยบัย ั้งการงอกของ
สปอร์ของเช้ือราสาเหตุโรค ทดลองโดยผสมสปอร์แขวนลอยในนํ้ ากลัน่ของเช้ือราสาเหตุโรคท่ี
ความเขม้ขน้ 1x106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เขา้กบั CF ในแต่ละความเขม้ขน้ปริมาน 300 ไมโครลิตร ใน
หลอด centrifuge tube และบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

การบนัทึกผลยบัย ั้งการเจริญทางเสน้ใย โดยวดัรัศมีของโคโลนีเช้ือท่ีเจริญออกมาทุก
วนัจนถึงบริเวณหลุมของ CF ในแต่ละความเขม้ขน้ และนาํผลท่ีไดม้าคาํนวณหาเปอร์เซ็นต์การ
ยบัย ั้งตามสูตรดา้นล่าง และการบนัทึกผลการยบัย ั้งการงอกของสปอร์ของเช้ือราสาเหตุโรค โดยนบั
การงอกของสปอร์ท่ีเวลา 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมงภายหลงัการบ่มเช้ือ โดยการส่องด้วยกลอ้ง
จุลทรรศน์ พร้อมทั้งสงัเกตความเสียหายท่ีเกิดข้ึนกบัสปอร์ของเช้ือราสาเหตุโรคอยา่งละเอียด 

GI =          R1 – R2         X  100 
R1 

โดย R1 = รัศมีของโคโลนีเช้ือสาเหตุโรคในชุดควบคุม 
 R2 = รัศมรของโคโลนีเช้ือสาเหตุโรคในชุดทดลอง 

สาํหรับการเตรียม CF นั้น เตรียมโดยการเล้ียงเช้ือรา Trichoderma spp. ในอาหาร
เหลว patato dextrose broth (PDB) บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 20-25 องศาเซลเซียส นาน 10 วนั นาํเช้ือไป
เขยา่ต่อท่ีความเร็ว 120 รอบต่อนาที นาน 1 วนั จากนั้นกรองเอาเสน้ใยของเช้ือรา Trichoderma spp. 
ออกดว้ยกระดาษกรอง Watman No.1 นาํ culture filtrate ท่ีไดม้ากาํจดัเช้ือปนเป้ือนดว้ยการกรอง
โดยใชแ้ผน่กรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร (Minisart, Germany) จากนั้นปรับความเขม้ขน้ของ CF 
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ดว้ยนํ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ โดยความเขม้ขน้ของ CF ท่ีใชใ้นการศึกษาคือ 20, 40, 60, 80 และ 
100 เปอร์เซ็นต ์โดยมีนํ้ากลัน่เป็นชุดทดลองควบคุม (ความเขม้ขน้ 0 เปอร์เซ็นต)์  
 

3.2.5  Detached leaf test 

ประเมินประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุด
ของผกัสลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ ออกแบบการทดลองเป็นแบบ CRD ในแต่ละชุดการ
ทดลองทาํทั้งหมด 3 ซํ้ า ทดสอบดว้ย CF ในแต่ละความเขม้ขน้ท่ีไดจ้ากขั้นตอนการเตรียมขา้งตน้ 
ทดลองโดยฉีดพน่ CF แต่ละความเขม้ขน้ปริมาณ 1 มิลลิลิตรต่อหน่ึงใบ ลงบนผวิใบผกัสลดัและท้ิง
ไว ้1-2 ชัว่โมง จากนั้นนาํเขม็ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้เจาะลงบนใบผกัสลดัเพื่อทาํแผล จึงปลูกเช้ือรา
สาเหตุโรคลงบนใบพืช (agar plug inoculation) จาํนวน 5 แผลต่อใบ โดยชุดการทดลองควบคุม 
(healthy control) วางเพียงช้ินวุน้  PDA เท่านั้ น  และวางใบพืชในถาดท่ีควบคุมความช้ืน  บ่มท่ี
อุณหภูมิหอ้ง โดยแต่ละถาดจะมีผกัสลดัจาํนวน 7 ใบ ลกัษณะการวางตามภาพท่ี 3.2  

สําหรับการบันทึกผล  โดยให้คะแนนขนาดของแผลท่ีเกิดข้ึนเปรียบเทียบกับ 
inoculated control ซ่ึงคะแนน 0 = ไม่เกิดโรค, 1 = เกิดแผลขนาด 0-0.5 เซนติเมตร, 2 = เกิดแผล
ขนาด 0.6-1 เซนติเมตร, 3 = เกิดแผลขนาด  1.1-1.5 เซนติเมตร และ 4 = เกิดแผลขนาด  1.6-2
เซนติเมตร คาํนวณหาเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค (Disease Incidence; DI) โดยคาํนวณจากจาํนวนแผลท่ี
เกิดโรค (เกิดโรค 15 แผลคิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต)์ และคาํนวณหาเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรค 
(Disease severity; DS) ตามสูตร 

 
  DS =  ∑ (ระดบัความรุนแรงของโรค x จาํนวนของการเกิดโรคแต่ละระดบั) 
                                            จาํนวนแผลทั้งหมด x ระดบัสูงสุดของการเกิดโรค 

 

ภาพที ่3.2 การวางใบผกัสลดัท่ีฉีดพน่ดว้ย CF ของเช้ือรา Trichoderma spp. ในแต่ละความเขม้ขน้
และตาํแหน่งการปลูกเช้ือสาเหตุโรคใบจุด จาํนวน 5 แผลต่อใบ 
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3.3 การประเมินประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการกระตุ้นการ
แสดงออกของยนีต้านทานโรคของผกัสลดัทีป่ลูกในระบบโดรโปนิกส์ 

หลงัจากทาํการประเมินประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดใ้นการยบัย ั้ง
การเจริญทางเส้นใยและการงอกของสปอร์ของเช้ือราสาเหคุโรคในกลไกต่างๆ แลว้ จึงคดัเลือก 
เช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีแสดงประสิทธิภาพการยับย ั้ งเช้ือสาเหตุโรคได้ดี ท่ี สุดจํานวน  3  
ไอโซเลท มาศึกษาต่อถึงความสามารถกระตุน้การแสดงออกของยีนของผกัสลดัท่ีมีส่วนเก่ียวขอ้ง
กบัการป้องกนัตวัเองจากการเขา้ทาํลายของเช้ือราสาเหตุโรคใบจุด โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
กบัเช้ือราทางการคา้ โดยศึกษากบัตน้ผกัสลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ และตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนดว้ยวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพ ออกแบบการทดลองแบบ CRD ในแต่ละชุด
การทดลองจะทาํทั้งหมด 3 ซํ้าๆ ละ 6 ตน้ ดงัน้ี 

Treatment 1 = Healthy control 
Treatment 2 = Root treated with Trichoderma isolate 1 
Treatment 3 = Root treated with Trichoderma isolate 2 
Treatment 4 = Root treated with Trichoderma isolate 3 
Treatment 5 = Root treated with commercial product 
Treatment 6 = Leaf treated with Trichoderma isolate 1 
Treatment 7 = Leaf treated with Trichoderma isolate 2 
Treatment 8 = Leaf treated with Trichoderma isolate 3 
Treatment 9 = Leaf treated with commercial product 

3.3.1  การตรวจสอบการแสดงออกของยนีท่ีกระตุน้ดว้ยเช้ือรา Trichoderma spp.  
สําหรับการตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ีกระตุน้ดว้ยเช้ือรา Trichoderma spp. 

จํานวน  3 ไอโซเลทท่ีผ่านการคัดเลือกจากการทดลองก่อนหน้า โดยเปรียบเทียบกับเช้ือรา 
Trichoderma spp. ทางการค้า ภายหลังการเติมด้วยสปอร์แขวนลอยในนํ้ ากลั่นของเช้ือรา 
Trichoderma spp. ท่ีความเขม้ขน้ 1 x 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เตรียมโดยใชเ้ช้ือรา Trichoderma spp. 
อาย ุ7 วนั เทนํ้ ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ลงบนโคโลนีของเช้ือราแลว้ใชแ้ท่งแกว้ขดูผวิหนา้อาหาร 
ตรวจนับสปอร์ดว้ย hemacytometer และเช้ือรา Trichoderma ทางการคา้ เตรียมตามคาํแนะนาํของ
ผลิตภณัฑ ์ 

3.3.1.1  การปลูกผกัสลดัในระบบไฮโดรโปนิกส์ 
การเตรียมต้นกล้า เพาะเมล็ดผกัสลัด butter head ในฟองนํ้ าสําหรับปลูก

ขนาด 2.5x2.5 เซนติเมตร รดดว้ยนํ้ าสะอาดจนเมล็ดผกัสลดังอกและมีใบจริง 2-3 ใบ (อายุพืช 4-5 
วนั) จากนั้นจึงรดดว้ยสารละลายธาตุอาหารท่ีค่า EC = 1-1.2 mS/cm ปรับค่า pH ให้อยูใ่นช่วง 5.6-เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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6.2 จนกระทั่งต้นกล้าอายุ 10 วัน  จึงยา้ยกล้าลงระบบไฮโดรโปนิกส์  โดยใช้ภาชนะความจุ
สารละลายธาตุอาหาร 30 ลิตร ปิดปากภาชนะดว้ยโฟมท่ีเจาะเป็นรูสาํหรับใส่กลา้ผกัจาํนวน 50 รูต่อ
แผน่ เพิ่มอากาศใหส้ารละลายธาตุอาหารดว้ยการต่อหัวทรายเขา้กบัป๊ัมอากาศ เม่ือพืชอาย ุ14 วนัจึง
ยา้ยปลูกในระบบเพ่ือทดลองต่อไป 

สาํหรับการปลูกผกัสลดัในระบบทดลอง ทาํการยา้ยกลา้ผกัสลดัท่ีเตรียมไว้
ปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ท่ีประกอบไปดว้ย ภาชนะสาํหรับใส่สารละลายธาตุอาหารขนาดบรรจุ 
15 ลิตร แผน่โฟมท่ีเจาะรูสาํหรับใส่ผกัจาํนวน 6 รู หวัทราย ป๊ัมอากาศ และสารละลายธาตุอาหารท่ี
มีค่า EC = 1-1.2 mS/cm ปรับ pH ใหอ้ยูใ่นช่วง 5.6-6.2 

3.3.1.2  การเติมเช้ือรา Trichoderma spp. ลงในการทดสอบ  
หลงัจากเตรียมสปอร์แขวนลอยในนํ้ากลัน่ของเช้ือรา Trichoderma spp. ทั้ง 4 

ไอโซเลทแลว้ ปลูกเช้ือลงในระบบไฮโดรโปนิกส์ โดยปลูกเช้ือสองแบบคือ การปลูกเช้ือบริเวณราก
ของตน้ผกัสลดั เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการกระตุน้การแสดงออก
ของยนีแบบ systemic resistance และการปลูกเช้ือบริเวณใบของผกัสลดั เพื่อศึกษาการกระตุน้การ
แสดงออกของยนีแบบ local resistance โดยมีรายละเอียดดงัน้ี  

3.3.1.2.1  การกระตุน้พืชบริเวณราก เม่ือผกัสลดัอายุ 3 สัปดาห์ ปลูกเช้ือรา 
Trichoderma spp. บริเวณราก โดยแช่รากของผกัสลดักบัสปอร์แขวนลอยในนํ้ ากลัน่ท่ีความเขม้ขน้ 
1x106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 5 มิลลิลิตรต่อตน้ โดยแต่ละตน้จะแช่นาน 5 นาที จากนั้นเทสปอร์
แขวนลอยในนํ้ ากลัน่ท่ีเหลือลงในสารละลายธาตุอาหารของแต่ละชุดการทดลอง โดยในชุดการ
ทดลองควบคุมจะแช่รากลงในนํ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือเท่านั้น 

3.3.1.2.2  การกระตุน้พืชบริเวณใบ จากสปอร์แขวนลอยในนํ้ ากลัน่ท่ีความ
เขม้ขน้ 1x106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ฉีดพ่นลงบนผวิใบของผกัสลดัอาย ุ3 สัปดาห์ ปริมาณ 1 มิลลิลิตร 
จาํนวนหน่ึงใบต่อตน้ หลงัจากนั้นคลุมใบดว้ยถุงพลาสติกใสเพ่ือบ่มเช้ือให้สามารถเจริญไดดี้ยิง่ข้ึน 
โดยในชุดการทดลองควบคุมจะฉีดพน่ดว้ยนํ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้เช่นกนั 

3.3.1.3  การเกบ็ตวัอยา่งใบผกัสลดัท่ีผา่นการกระตุน้ดว้ยเช้ือรา Trichoderma spp.  
สาํหรับการเก็บตวัอยา่งของใบผกัสลดัท่ีกระตุน้การแสดงออกของยนีดว้ยเช้ือรา 

Trichoderma spp. โดยเก็บใบผกัสลดัท่ีช่วงเวลา 0, 24, 48 และ 72 ชัว่โมงหลงัจากทาํการปลูกเช้ือ โดย
ในชุดทดลองท่ีปลูกเช้ือบริเวณรากนั้น เก็บตวัอยา่งจาํนวน 1 ใบต่อตน้ ในแต่ละซํ้ าของชุดการทดลอง 
และการทดลองท่ีผ่านการปลูกเช้ือบริเวณใบจะเก็บตวัอย่างใบ 2 ใบต่อตน้ ในแต่ละซํ้ าของชุดการ
ทดลอง เก็บตวัอย่างใบแยกกนัโดยเก็บใบท่ีผ่านการฉีดพ่นดว้ยสปอร์ของเช้ือรา Trichoderma spp. 
จาํนวน 1 ใบ และใบท่ีงอกใหม่ท่ีไม่ผา่นการฉีดพน่ดว้ยเช้ือรา Trichoderma spp. จาํนวน 1 ใบ หลงัจาก
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นั้นจึงนาํตวัอย่างใบทั้งหมดของแต่ละช่วงเวลาแช่ในไนโตรเจนเหลวและเก็บไวใ้นตูท้าํความเยน็ท่ี
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อศึกษาต่อไป 

3.3.1.4  การเตรียม RNA ของผกัสลดั 
บดตวัอย่างใบของผกัสลดั butter head ท่ีระยะเวลา 0, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง

หลังการปลูกเช้ือ ด้วยไนโตรเจนเหลว สกัด RNA ด้วยนํ้ ายา TRIzol (Invitrogen, USA) โดยนํา
เน้ือเยื่อของแต่ละตวัอย่างปริมาณ 100 มิลลิลิตร ผสมกบันํ้ ายา TRIzol 1 มิลลิลิตร ใน centrifuge 
tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เขยา่อยา่งแรงใหเ้น้ือเยือ่และนํ้ ายาเขา้กนัดี และบ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 5 
นาที จากนั้นจึงเติม chloroform 200 มิลลิลิตร (ต่อ TRIzol 1 มิลลิลิตร) เขย่าให้เขา้กนัอีกคร้ังดว้ย
การพลิกหลอดไปมานาน 15 วินาที และบ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องนาน 3 นาที จึงนําไปป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นยา้ยส่วนใสดา้นบน 
(ประมาณ 600 มิลลิลิตร) ใส่หลอดอนัใหม่ แลว้จึงตกตะกอน RNA ด้วย isopropanal (isopropyl 
alcohol) ปริมาณ 500 มิลลิลิตร (ต่อ TRIzol 1 มิลลิลิตร) บ่มต่อท่ีอุณหภูมิห้องนาน 10 นาที จากนั้น
นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หลงัจาก
ป่ันเหวี่ยงแลว้ RNA จะถูกอดัแน่นอยู่บริเวณกน้ของหลอด จากนั้นเทส่วนใสท่ีเหลือท้ิงและลา้ง 
RNA ดว้ยแอลกอฮอลล์ 75 เปอร์เซ็นต์ (75% RNase free alcohol) และป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,500 
รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที โดยทาํซํ้ า 2 คร้ัง หลงัจากนั้นละลาย RNA ใน
นํ้ า diethylpyrocarbonate- H2O (DEPC-H2O) ในปริมาณ  40 ไมโครลิตร และเก็บ  RNA ท่ีได้ท่ี
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสเพื่อทาํการศึกษาในขั้นตอนต่อไป 

3.3.1.5  การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพ RNA ด้วยการวดัค่าการดูดกลืนแสง และ
เทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก็โตโฟรีซิส 
วดัปริมาณและความบริสุทธ์ิของ RNA ดว้ยเคร่ืองวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) โดยเจือจาง RNA ท่ีสัดส่วน 2:48  (DEPC-H2O ปริมาณ 
48 ไมโครลิตร และ RNA ปริมาณ 2 ไมโครลิตร) RNA ท่ีมีความบริสุทธ์สูงจะมีค่า A260/A280 เขา้ใกล ้
2.0 (Sambrook et al., 1989) นาํค่าดูดกลืนแสงท่ีวดัไดม้าหาปริมาณ RNA จากสมการ 
 
ปริมาณ RNA (ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร) = A260 x 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร x อตัราการเจือจาง 

 
จากนั้ นนํ า RNA ปริมาณ  2 ไมโครลิตร  ผสมกับ  loading dye ปริมาณ  1 

ไมโครลิตร และนํ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือปริมาณ 7 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัแลว้หยอดสารละลายทั้งหมดใน
หลุมของแผน่เจลอะกาโรสเจลท่ีความเขม้ขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต ์ปล่อยให้โมเลกุลของ RNA เคล่ือนท่ีใน
เคร่ืองอิเล็กโตรโฟรีซิสท่ีแรงเคล่ือนกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที โดยมีสารละลาย  
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0.5X TAE buffer เป็นตวักลางการนาํกระแสไฟฟ้า ยอ้มเจลในสารละลายเอทธิเดียมโบรไมด์เขม้ขน้ 
0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเป็นเวลา 10 นาที แลว้ลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่เป็นเวลา 10 นาที ตรวจดูแถบของ 
RNA ดว้ยเคร่ือง UV transilluminator 

3.3.1.6  การกาํจดั DNA ออกจาก RNA โดยใชเ้อนไซม ์DNase I 
นาํ RNA ของใบผกัสลดัท่ีสกดัไดจ้ากขอ้ 3.3.1.3 กาํจดั DNA ท่ีปนเป้ือนโดยใช้

เอนไซม์ DNase I เตรียมปฏิกริยาในปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย 10X DNase I buffer ท่ีมี 
MgCl2 ปริมาณ  1 ไมโครลิตร, 1 unit/μl RibolockTM RNase Inhibitor (Fermatas, USA) ปริมาณ  1 
ไมโครลิตร, 1 unit/μl DNase I (Fermastas, USA) ปริมาณ 1 ไมโครลิตร และ RNA ของผกัสลดัความ
เขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรปริมาณ 1 ไมโครลิตร และ DEPC-H2O ปริมาณ 6 ไมโครลิตร ผสม
ใหเ้ขา้กนัในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลว้บ่มปฏิกริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที 
จากนั้นเติม 50 mM Ethylene Diamine Tetraacetric Acid (EDTA) ปริมาณ 1 ไมโครลิตร นําไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที  เพื่อหยุดปฏิกริยาและเก็บ  RNA ท่ี อุณหภูมิ  -80  
องศาเซลเซียส 

3.3.1.7  การสงัเคราะห์ Complementary DNA (cDNA) จาก RNA โดยใชเ้อนไซม ์Reverse 
transcriptase 
สงัเคราะห์ cDNA จาก RNA ท่ีสกดัไดจ้ากใบของผกัสลดัตามวิธีการ RevertAid® 

Reverse Transcription (Fermantas, USA) เตรียมปฏิกริยาในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย 10X 
buffer RT ปริมาณ  4 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP ปริมาณ  1 ไมโครลิตร, 10 μM Oligo-dT primer 
ปริมาณ  1 ไมโครลิตร , 40 unit/μl RibolockTM RNase Inhibitor (Fermantas, USA) ปริมาณ  0.5 
ไมโครลิตร, 200 unit/μl RevertAid Reverse Transcriptase ปริมาณ 1 ไมโครลิตร RNA ของใบผกัสลดั
ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรปริมาณ  1 ไมโครลิตร และ DEPC-H2O ปริมาณ  11.5 
ไมโครลิตร บ่มปฏิกริยาท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสนาน 2 ชัว่โมง และท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 10 นาทีเพื่อหยดุปฏิกริยา เกบ็ cDNA ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.3.1.8  การปรับความเขม้ขน้ cDNA เร่ิมตน้ให้เท่ากันด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ยีน  
18S rRNA เป็นยนีอา้งอิง 
ปรับความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ cDNA ท่ีสงัเคราะห์ไดจ้ากเน้ือเยือ่ของใบผกัสลดัใน

ทุกระยะเวลาท่ีทาํการเติมเช้ือรา Trichoderma spp. เพื่อกระตุน้การแสดงออกของยนีตา้นทานโรค โดย
การเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของยีน 18 rRNA ซ่ึงเป็นยีนท่ีจาํเป็นต่อการสังเคราะห์โปรตีน
ภายในเซลลแ์ละมีการแสดงออกอยา่งสมํ่าเสมอในเน้ือเยือ่พืชดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช ้cDNA ของ
ตัวอย่างเน้ือเยื่อของใบผกัสลัดข้างต้นปริมาณอย่างละ 2 ไมโครลิตร เป็น DNA ต้นแบบ เตรียม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ปฏิกริยาในปริมาณ 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 10X Taq buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, 25 mM 
MgCl2 ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, 5 unit/μl Taq DNA polymerase 
(Fermantas, USA) ปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร, cDNA ของเน้ือเยื่อใบผกัสลดัปริมาณ 2 ไมโครลิตร, 10 
μM 18S-F primer ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร, 10 μM 18S-R primer ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร และ dH2O 
ปริมาณ 11.8 ไมโครลิตร ผสมสารทั้งหมดให้เขา้กนัดีในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร แลว้นาํไปทาํ
ปฏิกริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์ โดยตั้ งอุณหภูมิและกาํหนดจาํนวนรอบดังน้ี 1) ท่ีอุณหภูมิ 94 องศา-
เซลเซียส นาน 5 นาที จาํนวน 1 รอบ 2) ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) ท่ีอุณหภูมิ 58 
องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 4) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 50 วินาที ทาํซํ้ าในขั้นตอนท่ี 2) ถึง 
4) จาํนวน 24 รอบ และ 5) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ตรวจสอบขนาดและความ
เขม้ขน้ของแถบ DNA กับแถบ DNA มาตราฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermantas, USA) ด้วยเทคนิค
เจลอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซิส 

3.3.1.9  การเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของยีน PR-1, LTC1, LTC2 และ PDF 1.2 
ดว้ยปฏิกริยาพีซีอาร์ 
ศึกษาการแสดงออกของยนี PR-1, LTC1, LTC2 และ PDF 1.2 จากเน้ือเยือ่ใบผกั

สลดัท่ีผา่นการกระตุน้การแสดงออกของยนีดว้ยเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีเวลา 0, 24, 48 และ 72 
ชัว่โมงหลงัการเติมเช้ือ ดว้ยเคร่ืองพีซีอาร์ โดยควบคุมปริมาณของ cDNA เร่ิมตน้ใหเ้ท่ากนัโดยอา้งอิง
จากการแสดงออกของยนี 18S rRNA ดว้ยไพรเมอร์ท่ีจาํเพาะต่อยนีดงักล่าว ใช ้cDNA จากเน้ือเยือ่ใบท่ี
ผา่นการกระตุน้การแสดงออกดว้ยเช้ือรา ท่ีเวลา 0, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง ในปฏิกริยาพีซีอาร์ปริมาณ 
20 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย 10X Taq buffer 2 ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2 ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, 10 
mM dNTP ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, 5 unit/μl Taq DNA polymerase (Fermantas, USA) ปริมาณ 0.2 
ไมโครลิตร, 10 μM F-primer ปริมาณ 1 ไมโครลิตร (ยนี PR-1, LTC1, LTC2 และ PDF1.2), 10 μM  
R-primer ปริมาณ 1 ไมโครลิตร (ยนี PR-1, LTC1, LTC2 และ PDF1.2), cDNA ของผกัสลดั 2 
ไมโครลิตร และ dH2O ปริมาณ 10.8 ไมโครลิตร ผสมสารทั้งหมดในหลอด 200 ไมโครลิตรใหเ้ขา้กนัดี
แลว้นาํไปทาํปฏิกริยาดว้ยเคร่ืองพีซีอาร์ โดยตั้งอุณหภูมิและกาํหนดจาํนวนรอบดงัน้ี 1) ท่ีอุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จาํนวน 1 รอบ 2) ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) ท่ีอุณหภูมิ 
56 องศาเซลเซียส นาน 45 วนิาที 4) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 50 วินาที ทาํซํ้าในขั้นตอนท่ี 2) 
ถึง 4) จาํนวน 30 รอบ และ 5) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.4 การประเมินประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการควบคุมการเกดิโรค
ใบจุดของผกัสลดัทีป่ลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ 

เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีแสดงประสิทธิภาพดีจากการทดลอง
ก่อนหนา้ในการยบัย ั้งเช้ือราสาเหตุโรคใบจุด โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพกบัเช้ือราทางการคา้ในการ
ยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดของผกัสลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD 
มีทั้งหมด 10 กรรมวิธี โดยในแต่ละกรรมวิธีจะทาํทั้งหมด 3 ซํ้า จาํนวนซํ้าละ 2 ตน้ ดงัน้ี 

Treatment 1 = Healthy control 
Treatment 2 = Root Treated with Trichoderma isolate 1 
Treatment 3 = Root Treated with Trichoderma isolate 2 
Treatment 4 = Root Treated with Trichoderma isolate 3 
Treatment 5 = Root Treated with commercial product 
Treatment 5 = Leaf Treated with Trichoderma isolate 1 
Treatment 7 = Leaf Treated with Trichoderma isolate 2 
Treatment 8 = Leaf Treated with Trichoderma isolate 3 
Treatment 9 = Leaf Tread with commercial product 
Treatment 10 = Inoculated control 

3.4.1  การเตรียมผกัสลดัและเช้ือราท่ีใชใ้นการทดสอบในระบบไฮโดรโปนิกส์  
3.4.1.1  การเตรียมตน้กลา้ ทาํการเพาะเมลด็ผกัสลดั butter head ในฟองนํ้าสาํหรับปลูก

ขนาด 2.5x2.5 เซนติเมตร รดดว้ยนํ้าสะอาดจนผกัสลดังอกและมีใบจริง 2-3 ใบ (อาย ุ4-5 วนั) จากนั้น
จึงรดดว้ยสารละลายธาตุอาหารท่ีค่า EC = 1-1.2 mS/cm ปรับค่า pH ใหอ้ยูใ่นช่วง 5.6-6.2 จนกระทัง่ตน้
กลา้อาย ุ10 วนั จึงยา้ยตน้กลา้ลงระบบอนุบาล โดยใชภ้าชนะความจุสารละลายธาตุอาหาร 50 ลิตร ปิด
ภาชนะดว้ยโฟมท่ีเจาะเป็นรูสาํหรับใส่กลา้ผกัจาํนวน 50 รูต่อแผน่ เพิม่อากาศใหส้ารละลายธาตุอาหาร
ดว้ยการต่อหวัทรายเขา้กบัป๊ัมลม เม่ือพืชอาย ุ14 วนัจึงยา้ยปลูกในระบบจริงเพื่อทาํการทดลองต่อไป 

3.4.1.2  การปลูกผักสลัดในระบบทดลอง ย้ายกล้าผ ักท่ี เตรียมไว้ ปลูกในระบบ 
ไฮโดรโปนิกส์สําหรับทดลอง ท่ีประกอบไปดว้ย ภาชนะพลาสติกสําหรับใส่สารละลายธาตุอาหาร
ขนาดบรรจุ 17x4x10 เซนติเมตร ความจุสารละลายปริมาตร 5 ลิตร และปิดภาชนะดว้ยแผน่โฟม ขนาด 
17x4 เซนติเมตร ท่ีเจาะช่องไว ้2 ช่องสาํหรับใส่ตน้กลา้ และสารละลายธาตุอาหารท่ีใชมี้ค่า EC = 1.2-2 
mS/cm ปรับ pH ให้อยู่ในช่วง 5.6-6.2 และเพิ่มอากาศให้สารละลายธาตุอาหารโดยผ่านหัวทรายท่ีต่อ
กบัป๊ัมอากาศ 

3.4.1.3  การเตรียมเช้ือรา Trichoderma spp. ทาํโดยเตรียมเช้ือรา Trichoderma spp. เล้ียง
บนอาหาร PDA นาน 7 วนั ทาํสปอร์แขวนลอยในนํ้ากลัน่โดยเทนํ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือลงบนโคโลนีเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เช้ือแลว้ใชแ้ท่งแกว้ขดูผวิหนา้อาหาร จากนั้นจึงปรับความเขม้ขน้ของสปอร์แขวนลอยในนํ้ ากลัน่ดว้ย
การทํา dilution tube ตรวจนับจํานวนสปอร์ด้วย hemacytometer โดยใช้ความเข้มข้นของสปอร์
แขวนลอยในนํ้ ากลั่นเท่ากับ 1 x 106  สปอร์ต่อมิลลิลิตร ก่อนนําไปใช้ทดสอบต่อไป และเช้ือรา 
Trichoderma ทางการคา้ เตรียมโดยทาํตามคาํแนะนาํของผลิตภณัฑ ์

3.4.1.4  การเตรียมเช้ือราสาเหตุโรคใบจุด โดยเตรียมเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดของผกัสลดัท่ี
แยกไดจ้ากการทดลองก่อนหนา้ โดยเล้ียงเช้ือราบนอาหาร PDA นาน 10 วนั จากนั้นจึงเจาะช้ินวุน้ดว้ย 
cork borror ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร ท่ีบริเวณปลายเสน้ใยของเช้ือราสาเหตุโรค เพื่อ
เตรียมปลูกเช้ือแบบ agar plug inoculation ต่อไป 

3.4.2 การกระตุน้พืชโดยเติมเช้ือรา Trichoderma spp. และการปลูกเช้ือราสาเหตุโรค 
3.4.2.1 การกระตุน้พืชบริเวณราก เม่ือผกัสลดัอายุ 3 สัปดาห์ ปลูกเช้ือรา Trichoderma 

spp. บริเวณราก โดยการแช่รากของผกัสลดักบัสปอร์แขวนลอยในนํ้ากลัน่ท่ีความเขม้ขน้ 1 x106 สปอร์
ต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 5 มิลลิลิตรต่อตน้ โดยแต่ละตน้จะแช่นาน 5 นาที จากนั้นจึงเทสปอร์แขวนลอย
ในนํ้ากลัน่ท่ีเหลือลงในสารละลายธาตุอาหารของแต่ละชุดการทดลอง โดยในชุดการทดลองควบคุมจะ
แช่รากลงในนํ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือเท่านั้น 

3.4.2.2 การกระตุน้พืชบริเวณใบ ฉีดพ่นสปอร์แขวนลอยในนํ้ ากลัน่ท่ีไดเ้ตรียมไวจ้าก
ขั้นตอนขา้งตน้ ลงบนผิวใบของผกัสลดัอาย ุ3 สัปดาห์ให้ทัว่ทั้งตน้ดว้ยปริมาณ 1 มิลลิลิตร หลงัจาก
นั้นจึงคลุมดว้ยถุงพลาสติกใสเพื่อบ่มเช้ือให้สามารถเจริญไดดี้ยิง่ข้ึน โดยในชุดการทดลองควบคุมจะ
ฉีดพน่ดว้ยนํ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้เช่นกนั 

3.4.2.3 การปลูกเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดลงบนใบผกัสลดั หลงัจากเติมเช้ือรา Trichoderma 
spp. 2 วนั ปลูกเช้ือราสาเหตุโรคด้วยวิธี agar plug inoculation โดยวางช้ินวุน้ของเช้ือราสาเหตุโรค
ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร ลงบนใบพืชจาํนวน 3 ใบต่อตน้ (1 แผลต่อใบ) หลงัจากนั้นจึง
คลุมตน้ดว้ยถุงพลาสติกใส เพื่อบ่มเช้ือใหส้ามารถเจริญไดดี้ยิง่ข้ึน โดยชุดการทดลองควบคุมวางเพียง
ช้ินวุน้ PDA เท่านั้น  

การบนัทึกผลการทดลอง ทาํโดยการวดัขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางของแผลใบจุดท่ีเกิดข้ึน
เปรียบเทียบกบัแผลใบจุดในชุดการทดลองควบคุม โดยนาํผลท่ีไดค้าํนวนหาเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการ
เกิดโรคจากสูตร  

GI =          D1 – D2         X  100 
D1 

โดย D1 = เสน้ผา่นศูนยก์ลางของแผลในชุดควบคุม 
 D2 = เสน้ผา่นศูนยก์ลางของแผลในชุดทดลอง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที ่4 

ผลการทดลอง 

4.1  ผลการแยกเช้ือราปฏิปักษ์ Trichoderma spp. และเช้ือราสาเหตุโรคใบจุด 

4.1.1  ผลการคดัแยกเช้ือราปฏิปักษ ์Trichoderma spp. 
เพ่ือให้เกิดความหลากหลายทางสายพนัธ์ุของเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีใช้ในการ

ทดลองคร้ังน้ี จึงได้คดัแยกเช้ือราดังกล่าวจากหลายๆ แหล่ง เช่น ดินธรรมชาติ สารละลายธาตุ
อาหาร และรากของผกัสลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ ผลการคดัแยกไดเ้ช้ือรา Trichoderma 
spp. จาํนวน 15 ไอโซเลท โดยเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีแยกไดจ้ากดินมีจาํนวน 9 ไอโซเลท คือ 
LK001, LK006, LK010, LK011, LK012, LK014, LK017, LK019 และ LK022 (ตารางท่ี 4.1) และ
เช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์มีจาํนวน 6 ไอโซเลทคือ BR002, G003, 
G009, TR001, TR002 และ TR003 โดยลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา Trichoderma spp. สร้างเส้นใยสี
ขาวฟูท่ีเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว สามารถเจริญได้เต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือขนาดเส้นผ่าน
ศูนยก์ลาง 9 เซนติเมตรโดยใช้ระยะเวลา 3-4 วนั และไม่พบการเปล่ียนสีของอาหาร PDA สร้าง
สปอร์สีเหลืองแกมเขียวถึงสีเขียว  (ภาพท่ี  4.1) ลักษณะของเส้นใยใสแบบมีผนังกั้ น  สร้าง 
conidiophore ค่อนขา้งยาวประมาณ 16.74 ไมโครเมตร สร้าง phialide แตกแขนงเป็นกระจุกบริเวณ
ปลายของ conidiophore โดยมีรูปร่างสั้ นจนถึงยาวปานกลาง มีขนาดประมาณ 10.8 ไมโครเมตร 
สร้าง conidia สีเขียว ผวิเรียบ รูปร่างกลมถึงรีเลก็นอ้ยขนาดประมาณ 2.97 ไมโครเมตร (ภาพท่ี 4.1) 

4.1.2  ผลการแยกเช้ือราสาเหตุโรคของผกัสลดั butter head 
ลกัษณะอาการของโรคใบจุดท่ีพบในผกัสลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์เป็นแบบ 

necrosis โดยลกัษณะอาการของโรคเร่ิมจากเป็นแผลจุดกลมขนาดเล็ก ขนาดตั้งแต่ 2-5 มิลลิเมตร 
แผลมีสีนํ้ าตาล นํ้ าตาลแดงถึงดาํ และพบวงสีเหลืองลอ้มรอบแผล จึงคดัแยกเช้ือราสาเหตุ ดว้ยวิธี 
tissue transplanting โดยการสังเกตลกัษณะของเส้นใยท่ีเจริญออกมาจากช้ินพืชและนาํไปแยกเล้ียง
ต่อบนอาหาร PDA จนไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ พบเช้ือราท่ีก่อใหเ้กิดโรคใบจุดกบัผกัสลดั butter head 3 ชนิด
คือ เช้ือรา Alternaria sp., Cercospora sp. และ Curvularia sp. โดยโคโลนีของแต่ละเช้ือมีลกัษณะ
ดงัน้ีคือ  

เช้ือรา Alternaria sp. มีโคโลนีสีนํ้ าตาลแดงหรือนํ้ าตาลเข้ม  เส้นใยเจริญฟู  ใช้
ระยะเวลาในการเจริญจนเตขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 9 เซนติเมตรนาน 7 วนั เส้นใยเป็นแบบมีผนงั
กั้น สปอร์มีลกัษณะคลา้ยกระบอง มีผนงักั้นเซลลข์องสปอร์พบทั้งแบบตามยาวและตามขวางเม่ือ
ส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (ภาพท่ี 4.2) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เช้ือรา Curvularia sp. มีโคโลนีสีนํ้ าตาลเขม้จนถึงดาํ มีการเจริญออกเป็นแนวรัศมี 
เส้นใยเจริญค่อนขา้งฟูบนผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือ (ภาพท่ี 4.2) เส้นใยเป็นแบบมีผนังกั้น สร้าง 
conidia รูปร่างทรงรี มี 4-5 เซลล์ โดยเซลล์กลางมักจะโป่งพองออกพบเพียงผนังกั้นตามขวาง
เท่านั้น  

เช้ือรา Cercospora sp. มีลกัษณะของโคโลนีกลม เส้นใยสีนํ้ าตาลอ่อนถึงดาํ เจริญชา้
และเส้นใยอดักนัแน่นเป็นกอ้นแขง็ (ภาพท่ี 4.2) เส้นใยเป็นแบบมีผนงักั้น สร้างโคนีเดียแบบเด่ียว 
รูปร่างเรียวยาวและมีผนงักั้น  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่4.1  แหล่งท่ีมาของเช้ือรา Trichoderma spp. จาํนวน 15 ไอโซเลท ท่ีคดัแยกเพื่อใชใ้นการ
ทดลอง 

Trichoderma spp. แหล่งท่ีมา สถานท่ี 
LK001 ดินจากแปลงปลูกผกัคะนา้ แปลงปลูก เขตหนองจอก กทม. 
LK006 ดินจากแปลงปลูกผกัคะนา้ แปลงปลูก เขตลาดกระบงั กทม. 
LK010 เศษใบและก่ิงไมผ้ ุ จงัหวดันครนายก 
LK011 ดินจากแปลงปลูกท่ีผา่นการใช ้

เช้ือรา Trichoderma sp. 
แปลงปลูกผกั จงัหวดันครนายก 

LK012 เศษใบและก่ิงไมผ้ ุ เขตลาดกระบงั กทม. 
LK014 เศษใบและก่ิงไมผ้ ุ อาํเภอลาํลูกกา ปทุมธานี 
LK017 ดินจากแปลงปลูกกวางตุง้ แปลงปลูก อาํเภอลาํลูกกา 

ปทุมธานี 
LK019 ดินจากแปลงปลูกท่ีผา่นการใช ้ 

เช้ือรา Trichoderma sp. 
แปลงปลูกผกั อาํเภอลาํลูกกา 

ปทุมธานี 
LK022 เศษใบและก่ิงไมผ้ ุ เขตหนองจอก กทม.  
BR002 รากผกัสลดั butter head ท่ีปลูกใน 

ระบบไฮโดรโปนิกส์ 
หา้งสรรพสินคา้โลตสั 
เขตหนองจอก กทม. 

G003 รากผกัสลดั green oakท่ีปลูกใน 
ระบบไฮโดรโปนิกส์ 

ฟาร์มไฮโดรโปนิกส์ เขตร่มเกลา้ 
กทม. 

G009 รากผกัสลดั green oakท่ีปลูก 
ในระบบไฮโดรโปนิกส์ 

หา้งสรรพสินคา้โลตสั  
เขตลาดกระบงั กทม. 

TR001 สารละลายธาตุอาหารใน 
ระบบไฮโดรโปนิกส์ 

ฟาร์มไฮโดรโปนิกส์ 
เขตมีนบุรี กทม. 

TR002 สารละลายธาตุอาหารใน 
ระบบไฮโดรโปนิกส์ 

ฟาร์มไฮโดรโปนิกส์ 
จงัหวดันครราชสีมา 

TR003 สารละลายธาตุอาหารใน 
ระบบไฮโดรโปนิกส์ 

ฟาร์มไฮโดรโปนิกส์ 
เขตร่มเกลา้ กทม. 
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LK001 LK006 LK010 

   
LK011 LK012 LK014 

  
LK017 LK019 LK022 

   
BR002 G003 G009 

   
TR001 TR002 TR003 

ภาพที ่4.1  ลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา Trichoderma spp. อาย ุ7 วนั ท่ีเจริญบนอาหาร PDA  

 
 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



30 

 

 

 

 

 

 

   
Curvularia sp. Alternaria sp. Cercospora sp. 

ภาพที ่4.2  ลักษณะอาการของโรคใบจุดและลักษณะโคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรคใบจุด 
Curvularia sp., Alternaria sp. และ Cercospora sp. ท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.2  ผลการประเมินประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการเป็นเช้ือรา
ปฏิปักษ์ต่อเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดของผกัสลดัในห้องสภาพห้องปฏิบัตกิาร 

4.2.1  Dual culture test 
จากการนําเช้ือรา Trichoderma spp. จํานวน  15 ไอโซเลท  ท่ีคัดแยกได้จากดิน

ธรรมชาติ  สารละลายธาตุอาหาร และรากผักสลัดท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ทดสอบ
ความสามารถเป็น เช้ือราปฏิ ปักษ์ ต่อ เช้ือราสาเห ตุโรคใบ จุดของผักสลัด  Alternaria sp.,  
Curvularia sp. และ Cercospora sp. ในสภาพห้องปฏิบติัการดว้ยวิธี dual culture test พบว่า เช้ือรา 
Trichoderma spp. จาํนวน 15 ไอโซเลท มีความสามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือราสาเหตุ
โรคใบจุดทั้ ง 3 ชนิดได้ โดยผลยับย ั้ งเช้ือรา Alternaria sp. พบว่า มี เช้ือรา Trichoderma spp. 
สามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Alternaria sp. ไดต้ั้ งแต่วนัท่ี 1 ของการทดลอง ซ่ึง
โคโลนีของเช้ือรา Alternaria sp มีขนาดลดลงอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการ
ทดลองควบคุม (ตารางท่ี 4.2) และเม่ือบ่มเช้ือต่อในวนัท่ี 6 พบความแตกต่างของขนาดโคโลนีของ
เช้ือรา Alternaria sp. ได้ชัดเจนยิ่งข้ึน โดยเช้ือรา Alternaria sp. มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของ
โคโลนีเพียง 2.3-3.6 เซนติเมตรเท่านั้น ในขณะท่ีชุดการทดลองควบคุมมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง
ของโคโลนี  5.1 เซนติเมตร  โดยเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีแสดงผลการยับย ั้ งได้ดี ท่ี สุดคือ  
ไอโซเลท LK012 และเม่ือบ่มเช้ือต่อจนเช้ือรา Alternaria sp. ในชุดการทดลองควบคุมเจริญเตม็จาน
อาหารเล้ียงเช้ือในวนัท่ี 9 เช้ือรา Trichoderma spp. ทุกไอโซเลทมีประสิทธิภาพยบัย ั้งการเจริญทาง
เส้นใยของเช้ือรา Alternaria sp. ไดอ้ย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ โดยพบเช้ือรา Alternaria sp. มีขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีเพียง 2.3-3.5 เซนติเมตร  และเม่ือคิดเป็นเปอร์เซ็นต์การย ับย ั้ งมี
ประสิทธิภาพยบัย ั้งอยู่ท่ีระดับ 49-73 เปอร์เซ็นต์ แต่เม่ือเปรียบเทียบความสามารถของเช้ือรา 
Trichoderma spp. แต่ละไอโซเลทในการยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Alternaria sp. พบว่า
เช้ือรา Trichoderma spp. มีความสามารถยบัย ั้งท่ีแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ ซ่ึงเช้ือรา 
Trichoderma spp. ท่ีแยกไดจ้ากดินมีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอยู่ท่ีระดบั 49-73 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ี 
เช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูท่ี่ระดบั 60-69 
เปอร์เซ็นต ์โดยไอโซเลทท่ีแสดงประสิทธิภาพยบัย ั้งไดดี้ท่ีสุดคือ ไอโซเลท LK014 ท่ีคดัแยกไดจ้าก
ดิน มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเท่ากบั 73.56 เปอร์เซ็นต ์ทั้งน้ีเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์าร
ยบัย ั้งท่ีต ํ่าท่ีสุดคือ ไอโซเลท LK022 ซ่ึงเป็นไอโซเลทท่ีคดัแยกไดจ้ากดินเช่นเดียวกนั จากขอ้สงัเกต
จะเห็นวา่เช้ือราท่ีคดัแยกไดจ้ากดินมีความหลากหลายมากกวา่เช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกได้
จากระบบไฮโดรโปนิกส์ และเม่ือศึกษาด้านกลไกการยบัย ั้งนั้ น พบกลไกการเขา้ทาํลายแบบ 
antibiosis ไดต้ั้งแต่วนัท่ี 1-2 ของการทดลอง (ภาพท่ี 4.3) ซ่ึงสังเกตได้ว่าในขณะท่ีเช้ือราทั้งสอง
ชนิดยงัไม่เจริญสัมผสักนัแต่โคโลนีของเช้ือรา Alternaria sp. มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางท่ีเล็กกว่า

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ชุดการทดลองควบคุม ซ่ึงผลน้ีอาจเกิดจากสารระเหยหรือไม่ระเหยของเช้ือรา Trichoderma spp. ก็
ได้ หลังจากนั้ นพบกลไกการเข้าทําลายแบบ  competition คือ เช้ือรา  Trichoderma spp. ทุก 
ไอโซเลทสามารถเจริญคลุมทบัโคโลนีของเช้ือ Alternaria sp. ไดอ้ย่างรวดเร็ว และเม่ือนาํเส้นใย
บริเวณท่ีเช้ือราทั้งสองสัมผสักนั มาส่องขยายดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์พบว่ามีกลไกการเขา้ทาํลายแบบ 
exploitation ดว้ยเช่นเดียวกนั   

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.2 ประสิทธิภาพและกลไกของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเจริญทางเสน้ใย
ของเช้ือรา Alternaria sp. ดว้ยวิธีการ dual culture test  

Treatment 
Ø of Pathogen colony (cm) % 

Inhibition 

(DPI 13) 

Mode of action 

DPI4/ 1 DPI 3 DPI 6 DPI 9 DPI 13 Antibiosis Competition Exploitation 

Control 1.32ab 3.62a1/ 5.18a 6.56a 9.00a 0 - - -2/ 
Trichoderma spp. from soil       
LK001 1.28bcd 2.66de 2.90ef 2.90ef 2.92ef 67.56 - + +3/ 

LK006 1.38a 2.62de 2.82fg 2.90ef 2.96fg 68.22 - + + 
LK010 1.22def 2.58de 2.60h 2.70fg 2.74g 68.67 + + - 
LK011 1.18ef 2.64de 2.76fgh 2.86efg 2.86fg 64.67 + + + 
LK012 1.16f 2.28f 2.36i 2.36h 2.38h 66.44 - + - 

LK014 1.22def 2.50e 2.66gh 2.68fg 2.78fg 73.56 + + + 
LK017 1.30bc 3.30b 4.00b 4.08b 4.54b 68.22 + + - 
LK019 1.32ab 3.02c 3.18d 3.18d 3.18d 68.44 + + + 
LK022 1.20ef 2.58de 2.68c 2.84efg 2.82fg 49.56 + + - 

Trichoderma spp. from hydroponics       
BR002 1.24cde 2.66de 2.78fg 2.78fg 2.84fg 69.56 + + + 
G003 1.28bcd 3.12c 3.32d 3.44c 3.54c 69.56 + + + 
G009 1.30bc 2.66 2.74fgh 2.76fg 2.76g 69.33 + + + 

TR001 1.28bcd 2.62de 2.66gh 2.66g 2.76fg 69.56 + + + 
TR002 1.24cde 2.72d 3.04e 3.04de 3.06e 69.11 + + + 

TR003 1.16f 2.62de 2.66gh 2.70fg 2.74g 60.67 + + + 
1/  ค่าเฉล่ียท่ีตามด้วยตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกัน ไม่มีความแตกต่างทางสถิติโดยวิธี Duncan’s 

Multiple Range Test ท่ีค่า P < 0.05 (DMRT)  
2/  (-) ไม่พบการเขา้ทาํลายเส้นใยของเช้ือรา Alternaria sp.  
3/  (+) พบการเขา้ทาํลายเส้นใยของเช้ือรา Alternaria sp.  
4/  Day Post Inoculation  
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.3  การเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Trichoderma spp. และเช้ือรา Alternaria sp. ด้วย
วิธีการ dual culture test เม่ือ DPI 2, DPI 6 และ DPI 13 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สําหรับประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใย
ของเช้ือรา Curvularia sp. พบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. ทั้ง 15 ไอโซเลทสามารถยบัย ั้งการเจริญ
ทางเส้นใยของเช้ือรา Curvularia sp. ได้ตั้ งแต่วนัท่ี 1 ของการทดลอง (ตารางท่ี 4.3) โดยเช้ือรา 
Curvularia sp. มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางโคโลนีท่ีลดลงอย่างมีนัยสาํคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบ
กบัชุดการทดลองควบคุม ซ่ึงมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางโดลนีคือ 1.8 เซนติเมตร ในขณะท่ีเช้ือรา 
Curvularia sp. ในชุดการทดลองมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางโคโลนี 1.5-1.7 เซนติเมตร และเม่ือบ่ม
เช้ือต่อจนถึงวนัท่ี 6 เช้ือรา Curvularia sp. มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีท่ีเลก็ลงอยา่งเห็นไดช้ดั
โดยเจริญไดเ้พียง 2-4 เซนติเมตรเท่านั้น เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองควบคุมท่ีมีขนาดเสน้ผา่น
ศูนยก์ลางโคโลนีเท่ากับ 5.52 เซนติเมตร และเม่ือบ่มเช้ือต่อจนเช้ือรา Curvularia sp. ในชุดการ
ทดลองควบคุมเจริญจนเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือในวนัท่ี 11 พบว่าเส้นผ่านศูนยก์ลางโคโลนีของ 
เช้ือรา Curvularia sp. ในชุดการทดลองมีขนาดเพียง 2-4 เซนติเมตร เม่ือคิดเป็นเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง 
เช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคัดแยกได้จากดินสามารถยับย ั้ งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา 
Curvularia sp. อยู่ท่ีระดับ 45-68 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกได้จาก
ระบบไฮโดรโปนิกส์มีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้ งอยู่ในช่วง 61-67 เปอร์เซ็นต์ โดยไอโซเลทท่ีมี
ประสิทธิภาพยบัย ั้งดีท่ีสุดคือ ไอโซเลท LK019 ท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน และเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ี
มีเปอร์เซ็นตย์บัย ั้งตํ่าสุดคือ ไอโซเลท LK022 ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินเช่นเดียวกนั และไอโซเลท BR002 
ท่ีคดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์มีประสิทธิภาพยบัย ั้งท่ีดีท่ีสุด โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเท่ากบั 
67.33 เปอร์เซ็นต ์และเม่ือศึกษาดา้นกลไกการเขา้ทาํลายพบกลไกการยบัย ั้งแบบ antibiosis ไดต้ั้งแต่
วนัท่ี 1 ของการทดลอง (ภาพท่ี 4.4) เน่ืองจากเช้ือราทั้ งสองชนิดยงัเจริญไม่สัมผสักัน แต่ขนาด
โคโลนีของเช้ือรา Curvularia sp. มีขนาดท่ีเลก็ลงเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองควบคุม ซ่ึงอาจ
เกิดจากสารระเหยหรือไม่ระเหยของเช้ือรา Trichoderma spp. ก็ได ้ต่อมาพบกลไกการเขา้ทาํลาย
แบบ competition โดยเช้ือรา Trichoderma spp. สามารถเจริญคลุมทบัโคโลนีของเช้ือรา Curvularia 
sp. ไดอ้ยา่งรวดเร็วในวนัท่ี 3 ของการทดลอง และเม่ือนาํเส้นใยบริเวณท่ีเช้ือราทั้งสองสัมผสักนัมา
ส่องขยายดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ พบวา่มีกลไกแบบ exploitation เกิดข้ึนเช่นเดียกนั (ภาพท่ี 4.6) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.3  ประสิทธิภาพและกลไกของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเจริญทางเสน้ใย
ของเช้ือรา Curvularia sp. ดว้ยวิธีการ dual culture test 

Treatment 
Ø of Pathogen colony (cm) % 

Inhibition 
(DPI 11) 

Mode of action 

DPI4/ 1 DPI 3 DPI 6 DPI 9 DPI 11 Antibiosis Competition Exploitation 

Control 1.80a1/ 3.74a 5.52a 6.78a 9.00a 0 - - -2/ 
Trichoderma spp. from soil       
LK001 1.70ab 3.00fgh 3.00d 3.00fgh 3.02fg 64.44 + + +3/ 

LK006 1.66ab 2.94gh 3.00d 3.00fgh 3.06fgh 66.89 + + + 
LK010 1.68ab 3.04fg 3.04d 3.08efgh 3.08fgh 66.22 + + - 
LK011 1.70ab 3.02fg 3.06d 3.08efgh 3.08fg 64.67 + + + 
LK012 1.66ab 2.60h 2.74e 2.86i 2.86h 64.22 + + - 
LK014 1.70ab 3.10de 3.10d 3.12ef 3.18ef 68.22 + + + 
LK017 1.70ab 3.58b 4.84b 4.90b 4.90b 66.44 + + - 
LK019 1.58e 3.30c 3.32c 3.32de 3.32df 67.33 + + + 
LK022 1.70ab 3.00fg 3.00d 3.10efg 3.14fg 45.56 + + - 
Trichoderma spp. from hydroponics        
BR002 1.68ab 3.00fgh 3.02d 3.02ghi 3.02gh 67.33 + + + 
G003 1.70ab 3.26cd 3.36c 3.42c 3.48c 67.11 + + + 
G009 1.72ab 2.08ef 2.96d 2.96hi 2.94gh 66.67 + + + 

TR001 1.72ab 3.02fg 3.06d 3.06fgh 3.06fg 66.89 + + + 
TR002 1.72ab 3.20cd 3.20c 3.28d 3.28d 65.78 + + + 

TR003 1.70ab 3.02fg 3.10d 3.18efgh 3.18fgh 61.33 + + + 
1/  ค่าเฉล่ียท่ีตามด้วยตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกัน ไม่มีความแตกต่างทางสถิติโดยวิธี Duncan’s 

Multiple Range Test ท่ีค่า P < 0.05 (DMRT)  
2/  (-) ไม่พบการเขา้ทาํลายเส้นใยของเช้ือรา Curvularia sp.  
3/  (+) พบการเขา้ทาํลายเส้นใยของเช้ือรา Curvularia sp.  
4/  Day Post Inoculation 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



37 

DPI 2 DPI 6 DPI 11  

   
LK001 

   
LK006 

   
LK010 

   
LK011 

   
LK012 

   
LK014 

   
LK017 

   
LK019 

   
LK022 

   
BR002 

   
G003 

   
G009 

   
TR001 

   
TR002 

   
TR003 

Cuvularia Dual plate Trichoderma Cuvularia Dual plate Trichoderma Curvularia Dual plate Trichoderma  

ภาพที ่4.4  การเจริญทางเสน้ใยของเช้ือรา Trichoderma spp. และเช้ือรา Curvularia sp. ดว้ย
วิธีการ dual culture test เม่ือ DPI 2, DPI 6 และ DPI 11  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สําหรับประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของ
เช้ือรา Cercospora sp. พบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. ทั้ง 15 ไอโซเลทมีประสิทธิภาพยบัย ั้งการ
เจริญทางเสน้ใยของเช้ือรา Cercospora sp. ได ้โดยเช้ือรา Cercospora sp. มีขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง
ของโคโลนีท่ีเล็กลงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัการทดลองควบคุมในวนัท่ี 3 ของ
การทดลอง (ตารางท่ี 4.4) และเม่ือบ่มเช้ือราทั้งสองชนิดต่อจนถึงวนัท่ี 9 สังเกตไดว้่าขนาดเส้นผา่น
ศูนยก์ลางโคโลนีของเช้ือรา Cercospora sp. ในชุดการทดลองมีขนาดเลก็ลงกว่าในชุดการทดลอง
ควบคุมอยา่งเห็นไดช้ดั ซ่ึงเช้ือรา Cercospora sp. ในชุดการทดลองมีการเจริญท่ีชา้มากหรือไม่เจริญ
เลย และเม่ือบ่มเช้ือต่อจนเช้ือรา Cercospora sp. ในชุดการทดลองควบคุมเจริญจนเต็มจานอาหาร
เล้ียงเช้ือในวันท่ี  21 และนําผลการทดลองท่ีได้คาํนวณหาเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้ งพบว่า เช้ือรา 
Trichoderma spp. ทุกไอโซเลทมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือรา Cercospora sp. ไดสู้ง โดยเช้ือรา 
Trichoderma spp. ท่ีคัดแยกได้จากดินมีประสิทธิภาพยบัย ั้งอยู่ท่ีระดับ 65-70 เปอร์เซ็นต์ โดย 
ไอโซเลท  LK006 สามารถยับย ั้ งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา  Cercospora sp. ได้ 70.96 
เปอร์เซ็นต ์และเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์มีประสิทธิภาพยบัย ั้ง
อยู่ท่ีระดับ  69-70 เปอร์เซ็นต์เช่นเดียวกัน  และไอโซเลทท่ีมีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้ งต ํ่ าท่ีสุดคือ  
ไอโซเลท LK022 ซ่ึงคดัแยกไดจ้ากดินเช่นเดียวกนั โดยจะสังเกตไดว้่าประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
ของเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินมีความหลากหลายมากกว่าไอโซเลทท่ีคดัแยกได้
จากระบบไฮโดรโปนิกส์มาก และเม่ือศึกษาถึงกลไกการยบัย ั้งพบกลไกแบบ antibiosis ไดต้ั้งแต่
วนัท่ี 1 ของการทดลองเช่นเดียวกนั ซ่ึงเช้ือรา Cercospora sp. มีขนาดโคโลนีเลก็ลงอยา่งมีนยัสาํคญั
ทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองควบคุม ในขณะท่ีเช้ือราทั้งสองชนิดยงัไม่เจริญสมัผสักนั 
หลงัจากนั้นพบกลไกการเขา้ทาํลายแบบ competition โดยเช้ือรา Trichoderma spp. สามารถเจริญ

คลุมทบัโคโลนีของเช้ือรา Cercospora sp. ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ในวนัท่ี 2 เม่ือนาํเส้นใยบริเวณท่ีเช้ือรา
ทั้งสองสมัผสักนัมาส่องขยายดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ พบกลไกแบบ exploitation เกิดข้ึนเช่นเดียวกนั 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.4  ประสิทธิภาพและกลไกของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเจริญทางเสน้
ใยของเช้ือรา Cercospora sp. ดว้ยวิธีการ dual culture test 

Treatment 
Ø of Pathogen colony (cm) % 

Inhibition 
(DPI 21) 

Mode of action 

DPI 14/ DPI 3 DPI 6 DPI 9 DPI 21 Antibiosis Competition Exploitation 

Control 2.20a 2.50a1/ 3.68a 4.12a 8.54a 0 - - -2/ 
Trichoderma spp. from soil       
LK001 2.02bcd 2.26bcd 2.42fg 2.42e 2.42e 70.66 - + +3/ 
LK006 1.96cd 2.22bcd 2.46efg 2.48de 2.48de 70.96 - + + 
LK010 2.00bcd 2.24bcd 2.48efg 2.50cd 2.50cde 70.72 - + - 
LK011 1.92d 2.28bcd 2.56cde 2.56c 2.64c 69.72 + + + 
LK012 2.08abcd 2.38bcd 2.62cd 2.62c 2.62cd 69.32 - + - 
LK014 2.06abcd 2.28bcd 2.40g 2.48de 2.52cde 70.49 + + + 
LK017 2.12abc 2.40ab 2.50cdef 2.50cd 2.52cde 70.49 - + + 
LK019 2.06abcd 2.40ab 2.54cdef 2.54c 2.58cd 69.78 + + + 
LK022 2.04abcd 2.26bcd 2.92b 2.96b 2.96b 65.33 + - + 
Trichoderma spp. from hydroponics       
BR002 1.98bcd 2.22bcd 2.54cdef 2.50cd 2.56cde 70.02 + + + 
G003 2.04abcd 2.34abcd 2.56cde 2.56c 2.56cde 70.02 + + + 
G009 1.92d 2.20cd 2.54cdef 2.60c 2.62cd 69.32 + + + 

TR001 2.14ab 2.40ab 2.52defg 2.54c 2.58cd 69.78 + + + 
TR002 1.96cd 2.16d 2.50defg 2.50cd 2.62cd 69.32 + + + 
TR003 2.08abcd 2.36abc 2.64c 2.64c 2.64c 69.08 + + + 

1/  ค่าเฉล่ียท่ีตามด้วยตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกัน ไม่มีความแตกต่างทางสถิติโดยวิธี Duncan’s 
Multiple Range Test ท่ีค่า P < 0.05 (DMRT)  

2/  (-) ไม่พบการเขา้ทาํลายเส้นใยของเช้ือรา Cercospora sp.  
3/  (+) พบการเขา้ทาํลายเส้นใยของเช้ือรา Cercospora sp.  
4/  Day Post Inoculation 
   

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.5  การเจริญทางเสน้ใยของเช้ือรา Trichoderma spp. และเช้ือรา Cercospora sp. ดว้ย
วิธีการ dual culture test เม่ือ DPI 2, DPI 11 และ DPI 21  

  

DPI 2 DPI 11 DPI 21  

   

LK001 

   

LK006 

   

LK010 

   

LK011 

   

LK012 

   

LK014 

   

LK017 

   

LK019 

   

LK022 

   

BR002 

   

G003 

   

G009 

   

TR001 

   

TR002 

   

TR003 

Cercospora Dual plate Trichoderma Cercospora Dual plate Trichoderma Cercospora Dual plate Trichoderma  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.6  กลไกการเขา้ทาํลายของเช้ือรา Trichoderma TR002 ใน dual culture test โดยท่ี 
A= กลไกการเขา้ทาํลายเช้ือ Alternaria sp. แบบเจริญภายในเสน้ใย  
B= กลไกการเขา้ทาํลายเช้ือ Curvularia sp. แบบพนัรัดเสน้ใย 

4.2.2  Inverted petripate test 
จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ดว้ยวิธี dual culture test 

พบว่าขณะท่ีเช้ือราทั้ งสองชนิดยงัเจริญไม่สัมผสักัน แต่กลบัส่งผลให้ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง
โคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคมีขนาดท่ีลดลงได ้ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากสารต่างๆ ของเช้ือรา Trichoderma 
spp. ท่ีส่งผลต่อการเจริญทางเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรค ทั้ งน้ีสารดังกล่าวอาจเป็นสารระเหย
หรือไม่ระเหยก็ได้ ซ่ึงผลทดสอบประสิทธิภาพของสารระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. เพื่อ
ยบัย ั้งการเจริญทางเสน้ใยของเช้ือรา Alternaria sp. พบวา่ เช้ือรา Trichoderma spp. ทั้ง 15 ไอโซเลท 
สามารถสร้างสารระเหยและส่งผลยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Alternaria sp. ไดต้ั้งแต่วนัท่ี 
1 ของการทดลอง แต่สามารถยบัย ั้งไดเ้พียงเลก็นอ้ยเท่านั้น (ตารางท่ี 4.5) โดยเช้ือรา Alternaria sp. 
มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีท่ีลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการทดลอง
ควบคุม และบ่มเช้ือต่อจนเช้ือราในชุดการทดลองควบคุมเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือในวนัท่ี 4 
และนาํผลท่ีไดค้าํนวณหาเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง พบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินมี
มีประสิทธิภาพยบัย ั้งอยู่ท่ีระดับ 7-18 เปอร์เซ็นต์ และเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกได้จาก
ระบบไฮโดรโปนิกส์มีประสิทธิภาพยบัย ั้งท่ีระดบั 10-18 เปอร์เซ็นต์เช่นเดียวกัน โดยไอโซเลท 
TR002 คดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์ สามารถสร้างสาระเหยและส่งผลยบัย ั้งการเจริญทางเส้น
ใยของเช้ือรา Alternaria sp. ไดดี้ท่ีสุดโดยเช้ือรา Alternaria sp. เจริญมีขนาดเพียง 6.54 เซนติเมตร
เท่านั้น ในขณะท่ีสารระเหยจากไอโซเลท LK001 มีประสิทธิภาพยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือ
ราสาเหตุโรคตํ่าท่ีสุดโดยมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเพียง 7.09 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น ซ่ึงสารระเหยท่ีเช้ือรา 
Trichoderma spp. สร้างนั้น สามารถส่งผลให้เกิดความผิดปกติท่ีกบัโคโลนีของเช้ือรา Alternaria 
sp. เช่นเดียวกนัเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองควบคุม ในขณะท่ีไม่พบความผดิปกติโคโลนีของ
เช้ือรา Trichoderma spp. โดยสารระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีแยกไดจ้ากดินสามารถสร้าง

A B 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ความผิดปกติกับเช้ือรา Alternaria spp. ได้เพียง 2 ไอโซเลทเท่านั้ น คือ ไอโซเลท LK019 และ 
LK022 และสารระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. 5 ไอโซเลท คือ BR002, G003, G009, TR001 
และ  TR002 ท่ีคัดแยกได้จากระบบไฮโดรโปนิกส์สามารถสร้างความผิดปกติกับ เช้ือรา  
Alternaria sp. ได ้(ภาพท่ี 4.7) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.5  ประสิทธิภาพในการผลิตสารระเหยของเช้ือรา Trichoderma spp. เพื่อยบัย ั้งการเจริญ
ทางเสน้ใยของเช้ือรา Alternaria sp. ดว้ยวธีิการ inverted petriplate test 

Treatment 
Ø of Pathogen colony (cm) % Inhibition 

(DPI 4) DPI 1 DPI 2 DPI 3 DPI 4 
Control  5.51a1/ 6.37a 7.22a 8.03a 0 
Trichoderma spp. from soil     
LK001 5.33b  6.06b 6.81b 7.46b 7.09 
LK006 5.16de 5.93cd 6.66cd 7.3bcd 9.09 
LK010 5.08efg 5.81de 6.51e 7.23cd 9.96 
LK011 5.03fg 5.66f 6.24f 6.81f 15.19 
LK012 5.3bc 6.05bc 6.77bc 7.43b 7.47 
LK014 5.22cd 5.87d 6.46e 7.02e 12.57 
LK017 5.34b 6.01bc 6.77bc 7.40bc 7.84 
LK019 5.04fg 5.62fg 6.18f 6.58h 18.05 
LK022 5.14def 5.74ef 6.41e 7.13de 11.20 
Trichoderma spp. from hydroponics     
BR002 4.97gh 5.53gh 6.00gh 6.57h 18.18 
G003 4.89h 5.46h 6.00gh 6.57 h 18.18 
G009 5.08efg 5.68f 6.25f 6.76fg 15.81 

TR001 4.90h 5.45h 5.87h 6.63gh 17.43 
TR002 5.12def 5.65fg 6.11fg 6.54h 18.55 
TR003 5.17de 5.87d 6.53de 7.16de 10.83 

1/  ค่าเฉล่ียท่ีตามด้วยตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกัน ไม่มีความแตกต่างทางสถิติโดยวิธี Duncan’s 
Multiple Range Test ท่ีค่า P < 0.05 (DMRT)  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Alternaria C. Alternaria VS LK001 LK001 Alternaria C. Alternaria VS LK006 LK006 Alternaria C. Alternaria VS LK010 LK010 

   
Alternaria C. Alternaria VS LK011 LK011 Alternaria C. Alternaria VS LK012 LK012 Alternaria C. Alternaria VS LK014 LK014 

   
Alternaria C. Alternaria VS LK017 LK017 Alternaria C. Alternaria VS LK019 LK019 Alternaria C. Alternaria VS LK022 LK022 

   
Alternaria C. Alternaria VS BR002 BR002 Alternaria C. Alternaria VS G003 G003 Alternaria C. Alternaria VS G009 G009 

   
Alternaria C. Alternaria VS TR001 TR001 Alternaria C. Alternaria VS TR002 TR002 Alternaria C. Alternaria VS TR003 TR003 

ภาพที ่4.7  การทดสอบอิทธิพลของสารระเหยจากเชื้อรา Trichoderma spp. (15 ไอโซเลท) ต่อการเจริญทางเสน้ใยของเชื้อรา Alternaria sp. ดว้ยวิธี inverted petriplate test 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สําหรับประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการสร้างสารแบบระเหยเพ่ือ
ย ับย ั้ งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา  Curvularia sp. พบว่าเช้ือรา  Trichoderma spp. ทั้ ง  15  
ไอโซเลท มีความสามารถสร้างสารระเหยท่ีส่งผลต่อการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Curvuraria sp. 
ได้อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคุม  (ตารางท่ี  4.6) แต่มี
ประสิทธิภาพยบัย ั้งท่ีต ํ่า กล่าวคือขณะท่ีเช้ือรา Curvuraria sp. มีอาย ุ3 วนั และเช้ือรา Trichoderma 
spp. มีอายุ 1 วนั ส่งผลให้เช้ือรา Curvularia sp. มีการเจริญทางเส้นใยลดลงไดต้ั้งแต่วนัที 1-4 ของ
การทดลอง โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของโคโลนีเช้ือ 6.67-8.6 เซนติเมตร ในขณะท่ีชุดการ
ทดลองควบคุมมีขนาดโคโลนี 8.93 เซนติเมตร โดยเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน
สามารถสร้างสาระเหยยบัย ั้งการเจริญทางเสน้ใยไดท่ี้ระดบั 3-18 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น ในขณะท่ีเช้ือรา 
Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์มีประสิทธิภาพการยบัย ั้งอยู่ท่ีระดบั 5-25 
เปอร์เซ็นต ์โดยไอโซเลท BR002 มีประสิทธิภาพยบัย ั้งไดดี้ท่ีสุด ซ่ึงสามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้น
ใยของเช้ือรา Curvularia sp. ได ้25.31 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีไอโซเลท LK001 ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินมี
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งตํ่าท่ีสุดคือ 3.69 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น และเม่ือเปิดจานอาหารเล้ียงเช้ือออกในวนัท่ี 
4 ของการทดลอง จะสังเกตเห็นความผดิปกติท่ีเกิดข้ึนกบัโคโลนีของเช้ือรา Curvularia sp. ในขณะ
ท่ีไม่พบความผิดปกติใดๆ เกิดข้ึนกับโคโลนีของเช้ือรา Trichoderma spp. เม่ือเปรียบเทียบกับ
โคโลนีในชุดการทดลองควบคุม โดยมีสารระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน
เพียง 3 ไอโซเลทเท่านั้ น คือไอโซเลท LK017, LK019 และ LK022 สามารถส่งผลให้เกิดความ
ผดิปกติแก่โคโลนีของเช้ือรา Curvularia sp. ในขณะท่ีสารระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดั
แยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์ 4 ไอโซเลท คือ BR002, G003, G009 และ TR002 ส่งผลให้เกิด
ความผดิปกติแก่โคโลนีของเช้ือรา Curvularia sp. ได ้(ภาพท่ี 4.8) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



46 

ตารางที ่4.6 ประสิทธิภาพในการผลิตสารระเหยของเช้ือรา Trichoderma spp. เพื่อยบัย ั้งการเจริญ
ทางเสน้ใยของเช้ือรา Curvularia sp. ดว้ยวธีิการ inverted petriplate test 

Treatment 
Ø of Pathogen colony (cm) % Inhibition 

(DPI 4) DPI 1 DPI 2 DPI 3 DPI 4 
Control 6.42a1/ 7.43a 8.11a 8.93a 0 
Trichoderma spp. from soil    
LK001 6.25abc 7.13bc 7.89ab 8.60ab 3.69 
LK006 5.90de 6.91cd 7.73ab 8.21bcd 8.06 
LK010 6.41a 7.38ab 7.66b 8.18bcd 8.39 
LK011 6.00cd 6.64def 7.47bc 7.29e 18.37 
LK012 6.39a 7.37ab 7.87ab 8.30bc 7.05 
LK014 6.24abc 7.07c 7.64b 8.42ab 5.71 
LK017 5.69ef 6.61ef 7.18cd 7.43e 16.79 
LK019 6.27ab 6.89cde 7.54bc 8.09bcd 9.41 
LK022 5.72ef 6.43f 6.89d 7.28e 18.48 
Trichoderma spp. from hydroponics    
BR002 5.56f 5.97g 6.27e 6.67f 25.31 
G003 5.99cd 6.43f 6.96d 7.34e 17.81 
G009 6.02bcd 6.42f 6.79d 7.34e 17.81 

TR001 5.57f 6.38f 6.95d 7.69de 13.89 
TR002 6.36a 6.85cde 7.21cd 7.75cde 13.21 
TR003 5.91de 6.87cde 7.69ab 8.42ab 5.71 

1/  ค่าเฉล่ียท่ีตามด้วยตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกัน ไม่มีความแตกต่างทางสถิติโดยวิธี Duncan’s 
Multiple Range Test ท่ีค่า P < 0.05 (DMRT)  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Curvularia C. Curvularia VS LK011 LK001 Curvularia C. Curvularia VS LK006 LK006 Curvularia C. Curvularia VS LK010 LK010 

   
Curvularia C. Curvularia VS LK011 LK011 Curvularia C. Curvularia VS LK012 LK012 Curvularia C. Curvularia VS LK014 LK014 

   
Curvularia C. Curvularia VS LK017 LK017 Curvularia C. Curvularia VS LK019 LK019 Curvularia C. Curvularia VS LK022 LK022 

   
Curvularia C. Curvularia VS BR002 BR002 Curvularia C. Curvularia VS G003 G003 Curvularia C. Curvularia VS G009 G009 

   
Curvularia C. Curvularia VS TR001 TR001 Curvularia C. Curvularia VS TR002 TR002 Curvularia C. Curvularia VS TR003 TR003 

ภาพที ่4.8  การทดสอบอิทธิพลของสารระเหยจากเชื้อรา Trichoderma spp. (15 ไอโซเลท) ต่อการเจริญทางเสน้ใยของเชื้อรา Curvularia sp. ดว้ยวิธี inverted petriplate test 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



48 

สาํหรับประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการสร้างสารระเหยท่ีส่งผลต่อ
การเจริญทางเสน้ใยของเช้ือรา Cercospora sp. ซ่ึงทาํการทดลองดว้ยการประกบจานอาหารเล้ียงเช้ือ
ทั้งสองเขา้ดว้ยกนั โดยท่ีเช้ือรา Cercospora sp. มีอายุ 7 วนั และเช้ือรา Trichoderma spp. มีอายุ 1 
วนั พบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. ทั้ง 15 ไอโซเลทสามารถสร้างสารระเหยได ้และส่งผลให้การ
เจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Cercospora sp. ลดลงไดอ้ยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (ตารางท่ี 4.7) แต่เม่ือ
คิดเป็นเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง สารระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. สามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้น
ใยของเช้ือรา Cercospora sp. ไดเ้พียงเลก็นอ้ย ทั้งน้ี เช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินมี
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูท่ี่ระดบั 8-13 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น ในขณะท่ีเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยก
ไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์มีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอยู่ท่ีระดบั 8-16 เปอร์เซ็นต์ โดยไอโซเลทท่ีมี
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งไดดี้ท่ีสุดคือเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์ ซ่ึง
ยบัย ั้งได ้16.12 เปอร์เซ็นต ์และไอโซเลทท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งท่ีต ํ่าท่ีสุดคือไอโซเลท LK001 ซ่ึง
คดัแยกไดจ้ากดินโดยมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเท่ากบั 8.35 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น และเม่ือสังเกตโคโลนี
ของเช้ือรา Cercospora sp. เปรียบเทียบโคโลนีในชุดการทดลองควบคุม พบวา่เกิดความผดิปกติกบั
โคโลนีของเช้ือรา Cercospora sp. แต่ไม่พบความผิดปกติกบัโคโลนีของเช้ือรา Trichoderma spp. 
ทั้งน้ีสารระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลท LK010 ท่ีแยกไดจ้ากดินสามารถส่งผลให้
โคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคเกิดความผิดปกติได ้แต่สารระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีแยกได้
จากระบบไฮโดรโปนิกส์ไม่สามารถส่งผลให้โคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรคเกิดความผิดปกติได ้
(ภาพท่ี 4.9) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.7 ประสิทธิภาพในการผลิตสารระเหยของเช้ือรา Trichoderma spp. เพื่อยบัย ั้งการเจริญ
ทางเสน้ใยของเช้ือรา Cercospora sp. ดว้ยวิธีการ inverted petriplate test 

Treatment 
Ø of Pathogen colony (cm) % Inhibition 

(DPI 8) DPI 2 DPI 4 DPI 6 DPI 8 
Control 7.37a1/ 7.91b 8.38a 8.62a 0 

Trichoderma spp. from soil    
LK001 6.8b 7.41b 7.90b 7.90b 8.35 
LK006 6.61b 7.14b 7.54bcd 7.54bcde 12.52 
LK010 6.71b 7.26b 7.59bcd 7.59bcde 11.94 
LK011 7.04ab 7.45b 7.70bc 7.70bcd 10.67 
LK012 6.58b 7.16b 7.56bcd 7.56bced 12.29 
LK014 6.77b 7.16b 7.44cd 7.44de 13.68 
LK017 6.57b 7.08b 7.61bcd 7.61bcde 11.71 
LK019 6.78b 7.22b 7.49cd 7.49cde 13.10 
LK022 6.54b 7.10b 7.62bcd 7.62bcde 11.60 

Trichoderma spp. from hydroponics    
BR002 6.54b 7.06b 7.41cd 7.41de 14.03 
G003 6.58b 7.07b 7.23d 7.23e 16.12 
G009 6.72b 7.16b 7.45cd 7.45de 13.57 

TR001 6.89b 7.39b 7.65bc 7.65bcd 11.25 
TR002 6.84b 7.32b 7.65bc 7.65bcd 11.25 
TR003 6.74b 7.30b 7.80bc 7.88bc 8.58 

1/  ค่าเฉล่ียท่ีตามด้วยตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกัน ไม่มีความแตกต่างทางสถิติโดยวิธี Duncan’s 
Multiple Range Test ท่ีค่า P < 0.05 (DMRT)  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Cercospora C. Cercospora VS LK001 LK001 Cercospora C. Cercospora VS LK006 LK006 Cercospora C. Cercospora VS LK010 LK010 

   
Cercospora C. Cercospora VS LK011 LK011 Cercospora C. Cercospora VS LK012 LK012 Cercospora C. Cercospora VS LK104 LK014 

   
Cercospora C. Cercospora VS LK017 LK017 Cercospora C. Cercospora VS LK019 LK019 Cercospora C. Cercospora VS LK022 LK022 

   
Cercospora C. Cercospora VS BR002 BR002 Cercospora C. Cercospora VS G003 G003 Cercospora C. Cercospora VS G009 G009 

   
Cercospora C. Cercospora VS TR001 TR001 Cercospora C. Cercospora VS TR002 TR002 Cercospora C. Cercospora VS TR003 TR003 

ภาพที ่4.9  การทดสอบอิทธิพลของสารระเหยจากเชื้อรา Trichoderma spp. (15 ไอโซเลท) ต่อการเจริญทางเสน้ใยของเชื้อรา Alternaria sp. ดว้ยวิธี inverted petriplate test  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.2.3  Cellophane test 
สาํหรับการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ดว้ยวิธี cellophane test 

ซ่ึงศึกษาถึงความสามารถการผลิตสารไม่ระเหยเพื่อยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Alternaria 
sp. โดยสารท่ีสร้างจากเช้ือรา Trichoderma spp. จะซึมผ่านแผ่น cellophane ลงสู่ผิวหน้าอาหารใน
จานอาหารเล้ียงเช้ือโดยตรง พบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. ทุกไอโซเลทมีความสามารถสร้างสาร
ไม่ระเหยลงสู่ผิวหนา้อาหารเล้ียงเช้ือและส่งผลยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Alternaria sp. 
ได้ ตั้ งแต่วันท่ี  1 ของการทดลอง โดยโคโลนีของเช้ือรา Alternaria sp. มีขนาดเล็กลงอย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคุม (ตารางท่ี  4.8) และเม่ือคิดเป็น
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งในวนัท่ี 9 ของการทดลอง พบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน 
ส่วนมากมีประสิทธิภาพยบัย ั้งท่ีต ํ่าระดบั 0.45-27 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น โดยพบเพียงไอโซเลท LK022 
ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งสูงท่ีสุดคือ 39.01 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยก
ไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์มีประสิทธิภาพการยบัย ั้งอยูท่ี่ระดบั 22-26 เปอร์เซ็นต ์มีเพียงไอโซเลท 
TR003 เท่านั้นท่ีมีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งท่ีต ํ่าคือ 9.87 เปอร์เซ็นต์ นอกจากน้ีพบความผิดปกติของ
โคโลนีของเช้ือรา Alternaria sp. ในการทดสอบกับสารไม่ระเหยจากไอโซเลท LK010, LK019 
และ G003 เม่ือเปรียบเทียบกบัโคโลนีในชุดการทดลองควบคุม โดยพบลกัษณะของโคโลนีท่ีมีเส้น
ใยเจริญแบบหลวมๆ (ภาพท่ี 4.10) 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.8 ประสิทธิภาพในการผลิตสารแบบไม่ระเหยของเช้ือรา Trichoderma spp. เพื่อยบัย ั้ง
การเจริญทางเสน้ใยของเช้ือรา Alternaria sp. ดว้ยวิธีการ cellophane test 

Treatment 
Ø of Pathogen colony (cm) % Inhibition 

(DPI 9) 
Remark 

DPI 1 DPI 3 DPI 5 
Control 1.36a1/ 3.06a 5.00a - - 
Trichoderma spp. from soil    
LK001 1.32ab 3.00a 5.00a 3.13 - 
LK006 1.02d 2.24c 4.02c 15.91 - 
LK010 1.28ab 3.00a 5.00a 2.46 เสน้ใยเจริญหลวมๆ 
LK011 0.82e 2.02d 4.00c 17.26 - 
LK012 1.12c 2.48b 4.70b 0.45 - 
LK014 0.58g 1.30g 3.04e 27.13 - 
LK017 1.24b 3.00a 5.00a 0.67 - 
LK019 0.74ef 1.46f 3.58d 21.30 เสน้ใยเจริญหลวมๆ 
LK022 0.68f 1.12h 2.64f 39.01 - 

Trichoderma spp. from hydroponics    
BR002 0.72f 1.66e 3.48d 22.64 - 
G003 0.74ef 1.44fg 3.12e 25.78 เสน้ใยเจริญหลวมๆ 
G009 0.70f 1.42fg 3.40d 25.78 - 

TR001 0.72f 1.42fg 2.04g 28.92 - 
TR002 0.72f 1.34fg 3.10e 26.46 - 
TR003 1.10cd 2.38b 4.78ab 9.87 - 

1/  ค่าเฉล่ียท่ีตามด้วยตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกัน ไม่มีความแตกต่างทางสถิติโดยวิธี Duncan’s 
Multiple Range Test ท่ีค่า P < 0.05 (DMRT)  

 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



53 

   
Alternaria control LK001 LK006 LK010 

   
LK011 LK012 LK014 LK017 

    
LK019 LK022 G003 G009 

   
BR002 TR001 TR002 TR003 

ภาพที ่4.10 การทดสอบอิทธิพลของสารไม่ระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. (15 ไอโซเลท) ต่อ
การเจริญทางเสน้ใยของเช้ือรา Alternaria sp. ดว้ยวิธี cellophane test (DPI 8) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สาํหรับประสิทธิภาพของสารไม่ระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการ
เจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Curvularia sp. พบว่าสารไม่ระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. ทั้ง 15 
ไอโซเลทสามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Curvularia sp. ได้ตั้ งแต่วนัท่ี 1 ของการ
ทดลอง โดยเช้ือรา Curvularia sp. มีขนาดท่ีลดลงไดอ้ยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัชุด
การทดลองควบคุม (ตารางท่ี 4.9) โดยเช้ือรา Curvularia sp. เจริญมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางไดเ้พียง 
0.5-1.2 เซนติเมตรเท่านั้น ในขณะท่ีชุดการทดลองควบคุมมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของโคโลนี
เท่ากบั 1.5 เซนติเมตร และเม่ือบ่มเช้ือต่อจนเช้ือรา Curvularia sp. ในชุดการทดลองควบคุมเจริญ
เต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือ และนาํผลท่ีไดค้าํนวณหาเปอร์เซ็นตย์บัย ั้ง พบว่าสารไม่ระเหยจากเช้ือรา 
Trichoderma sp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินมีประสิทธิภาพยบัย ั้งไดท่ี้ระดบั 15-55 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ี
สารไม่ระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์มีประสิทธิภาพ
ยบัย ั้งอยู่ท่ีระดับ 40-52 เปอร์เซ็นต์ จะเห็นว่าเช้ือราท่ีแยกได้จากดินมีประสิทธิภาพการยบัย ั้งท่ี
หลากหลายมากกว่าเช้ือราท่ีคดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์ โดยไอโซเลท LK022 ท่ีคดัแยกได้
จากดินมีประสิทธิภาพยบัย ั้งสูงสุดโดยมีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งเท่ากบั 55.13 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงผลการ
ทดสอบสารไม่ระเหยจากไอโซเลท  LK022 มีความสอดคล้องกับการทดสอบกับ เช้ือรา  
Alternaria sp. กล่าวคือ กลไกหลกัของเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลท LK022 คือกลไก แบบ 
antibiosis และเม่ือสังเกตลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา Curvularia sp. เปรียบเทียบกบัโคโลนีในชุด
การทดลองควบคุมพบว่าเกิดความผิดปกติกบัโคโลนีเช้ือรา Curvularia sp. เช่นเดียวกนั โดยพบ
ลกัษณะขอบโคโลนีท่ีเจริญอยา่งไม่สมํ่าเสมอและสีของโคโลนีหลงัจานอาหารเล้ียงเช้ือมีสีท่ีอ่อนลง 
(ภาพท่ี 4.11)  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.9 ประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการผลิตสารแบบไม่ระเหย เพื่อยบัย ั้ง
การเจริญทางเสน้ใยของเช้ือรา Curvularia sp. ดว้ยวิธีการ cellophane test 

Treatment 
Ø of Pathogen colony (cm) % Inhibition 

(DPI 8) 
Remark 

DPI 1 DPI 3 DPI 5 
Control 1.50 a1/ 4.08 a 5.02 a - - 
Trichoderma spp. from soil    
LK001 1.14 b 3.80 b 5.00 a 15.84 ขอบโคโลนีไม่สมํ่าเสมอ 
LK006 0.70 e 1.72 fg 2.20 fg 45.98 - 
LK010 1.20 b 3.92 ab 4.92 a 17.41 ขอบโคโลนีไม่สมํ่าเสมอ 
LK011 0.60 ef 1.98 ef 2.62 de 29.46 - 
LK012 0.88 cd 2.46 d 3.16 c 34.59 ขอบโคโลนีไม่สมํ่าเสมอ 
LK014 0.86 cd 3.16 c 4.22 b 26.33 เสน้ใยเจริญหลวมๆ 
LK017 0.92 c 2.70 d 4.10 b 19.86 โคโลนีสีอ่อน2/  
LK019 0.50 g 1.68 g 2.56 ef 44.64 โคโลนีสีอ่อน  
LK022 0.66 e 1.32 h 1.88 g 55.13 - 

Trichoderma spp. from hydroponics    
BR002 0.50 g 1.68 g 2.36 ef 50.66 - 
G003 0.80 d 1.60 g 2.18 fg 52.90 - 
G009 0.80 d 1.62 g 2.20 fg 47.76 โคโลนีสีอ่อน  

TR001 0.64 e 1.80 fg 2.48 ef 42.63 โคโลนีสีอ่อน  
TR002 0.52 fg 1.54 gh 2.26 efg 40.84 โคโลนีสีอ่อน  
TR003 0.82 cd 2.16 e 2.98 cd 40.84 ขอบโคโลนีไม่สมํ่าเสมอ 

1/  ค่าเฉล่ียท่ีตามด้วยตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกัน ไม่มีความแตกต่างทางสถิติโดยวิธี Duncan’s 
Multiple Range Test ท่ีค่า P < 0.05 (DMRT)  

2/  สีของโคโลนีหลงัจานอาหารเล้ียงเช้ือ 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Curvularia control LK001 LK006 LK010 

   
LK011 LK012 LK014 LK017 

   
LK019 LK022 G003 G009 

   
BR002 TR001 TR002 TR003 

ภาพที ่4.11 การทดสอบอิทธิพลของสารไม่ระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. (15 ไอโซเลท) ต่อ
การเจริญทางเสน้ใยของเช้ือรา Curvularia sp. ดว้ยวิธี cellophane test (DPI 8) 

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.2.4  Culture filtrate test 
จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีแสดงประสิทธิภาพท่ีดี

ในการสร้างสารไม่ระเหยจากการทดสอบด้วยวิ ธีการ  cellophane test โดยคัดเลือกเช้ือรา 
Trichoderma spp.จํานวน 6 ไอโซเลท คือ BR002, G003, G009, LK019, LK022 และ TR001 ทํา
การทดลองดว้ยวิธีการ agar well diffusion โดยใช ้CF จากเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีเล้ียงในอาหาร 
PDB นาน 11 วนั และเจือจางท่ีความเขม้ขน้ 20, 40, 60, 80 และ 100 เปอร์เซ็นต์ เพื่อหาว่าความ
เขม้ขน้ตํ่าสุดใดท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Alternaria sp. และ Curvularia sp. ได ้
ผลการทดลองพบว่า CF ท่ีไดจ้ากเช้ือรา Trichoderma spp. มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญ
ทางเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรคทั้ง 2 ชนิดไดน้อ้ยกว่าการทดลองใน cellophane test ซ่ึง CF ท่ีความ
เข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ของทุกไอโซเลท แสดงผลยบัย ั้งได้ดีท่ีสุด โดยการทดสอบกับเช้ือรา 
Alternaria sp. CF จากไอโซเลท G003 สามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Alternaria sp. 
ไดดี้ท่ีสุดคือ 12.84 เปอร์เซ็นต ์ในขณะ CF จากไอโซเลต BR002 สามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใย
ของเช้ือรา Curvularia sp. ไดดี้ท่ีสุดคือ 15.03 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี 4.10) ซ่ึงพบวา่ประสิทธิภาพการ
ยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของ CF จากไอโซเลท G003 และ BR002 สอดคลอ้งกบัการทดลองดว้ย
วิธี cellophane test แต่น่าแปลกใจท่ี CF จากไอโซเลท LK022 แสดงผลไม่ดีในการทดลองดว้ยวิธี 
agar well diffusion โดยมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือราสาเหตุโรคทั้ ง 2 ชนิดท่ีได้ท่ีระดับ 6 
เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น (ภาพท่ี 4.12 และ 4.13) ซ่ึงตํ่ากวา่ในการทดลองดว้ยวิธี cellophane test มาก ทั้งน้ี 
อาจเป็นผลมาจากในวนัแรกท่ีทาํการใส่สาร เช้ือราสาเหตุโรคและ CF ไม่ไดส้ัมผสักนัโดยตรง และ
สารดงักล่าวอาจแพร่กระจายลงสู่กน้จานอาหารเล้ียงเช้ือและตอ้งใชเ้วลาระยะหน่ึงกว่าเช้ือจะเจริญ
ถึงระยะการแพร่กระจายของ CF เม่ือบนัทึกผลรัศมีการเจริญของเช้ือราจึงเพ่ิมตามไปดว้ย ทาํให้มี
เปอร์เซ็นตใ์นการยบัย ั้งท่ีนอ้ยลง (ภาพท่ี 4.12 และ 4.13)  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.10 ประสิทธิภาพของ CF จากเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใย
ของเช้ือรา Alternaria sp. และ Curvularia sp. ดว้ยวิธีการ agar well diffusion  

Treatment CF (%) 
Alternaria sp.   Curvularia sp. 

Ø Colony 
(cm) 

% Inhibition 
(DPI 3)  

 Ø Colony 
(cm) 

% Inhibition 
(DPI 3) 

 0% 2.20 a1/ 0  2.66 a 0 
 20% 2.12 b 3.64  2.58 ab 3.00 

BR002 40% 2.12 b  3.64  2.52 bc 5.26 
 60% 2.10 b 4.55  2.48 bc 6.76 
 80% 2.10 b 4.55  2.42 c 9.02 
 100% 2.08 b 5.45  2.26 d 15.03 
 0% 2.18 a 0  2.66 a 0 
 20% 2.18 a 0  2.60 ab 2.25 

G003 40% 2.08 ab 4.58  2.52 bc 5.26 
 60% 1.96 ab 10.09  2.44 cd 8.27 
 80% 1.92 b  11.92  2.36 de 11.28 
 100% 1.90 b 12.84  2.32 e 12.78 
 0% 2.28 a 0  2.66 a 0 
 20% 2.14 ab 6.14  2.62 a 1.50 

G009 40% 2.10 ab 7.89  2.52 b 5.26 
 60% 2.06 ab 9.64  2.52 b 5.26 
 80% 2.06 ab 9.64  2.46 bc 7.52 
 100% 2.02 b 11.40  2.40 c 9.77 
 0% 2.74 a 0  2.70 a 0 
 20% 2.62 b 4.37  2.64 a 2.22 

LK019 40% 2.54 bc 7.29  2.56 b 5.18 
 60% 2.54 bc 7.29  2.56 b 5.18 
 80% 2.52 c 8.00  2.56 b 5.18 
 100% 2.50 c 8.70  2.52 b 6.67 
 0% 2.66 a 0  2.64 a 0 
 20% 2.58 ab 3.00  2.62 ab 0.75 

LK022 40% 2.54 b 4.50  2.58 ab 1.51 
 60% 2.54 b 4.50  2.58 ab 2.27 
 80% 2.52 b 5.26  2.54 ab 3.78 
 100% 2.50 b 6.01  2.50 b 6.06 
 0% 2.72 a 0  2.70 a 0 
 20% 2.54 b 4.40  2.64 b 1.48 

TR001 40% 2.50 b 8.08  2.64 b 1.48 
 60% 2.48 b 8.82  2.62 b 2.96 
 80% 2.48 b 8.82  2.60 bc 3.70 
 100% 2.48 b 8.82  2.56 c 5.19 

1/  ค่าเฉล่ียท่ีตามด้วยตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกัน ไม่มีความแตกต่างทางสถิติโดยวิธี Duncan’s 
Multiple Range Test ท่ีค่า P < 0.05 (DMRT) 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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BR002 LK019 LK022 

 
TR001 G003 G009 

ภาพที ่4.12 การทดสอบอิทธิพลของ CF จากเช้ือรา Trichoderma spp. (6 ไอโซเลท) ท่ีความเขม้ขน้ 
0, 20, 40, 60, 80 และ 100 เปอร์เซ็นต ์ต่อการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Alternaria sp. 
ดว้ยวิธี agar well diffusion test (DPI 3) 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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BR002 LK019 LK022 

 
TR001 G003 G009 

ภาพที ่4.13 การทดสอบอิทธิพลของ CF จากเช้ือรา Trichoderma spp. (6 ไอโซเลท) ท่ีความเขม้ขน้ 
0, 20, 40, 60, 80 และ 100 เปอร์เซ็นต ์ต่อการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Curvularia sp. 
ดว้ยวิธี agar well diffusion test (DPI 3) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



61 

สําหรับผลการทดสอบประสิทธิภาพ CF ของเช้ือรา Trichoderma spp. เพื่อยบัย ั้งการ
งอกของสปอร์ของเช้ือรา Alternaria sp. และ Curvularia sp. พบว่า CF จากเช้ือรา Trichoderma spp. 
ในทุกความเขม้ขน้มีประสิทธิภาพสูงในการในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์ของเช้ือราสาเหตุโรคทั้ง 
2 ชนิดไดดี้กว่าการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใย คือ หลงับ่มเช้ือเขา้กบั CF ของเช้ือรา Trichoderma spp. 
นาน 26 ชัว่โมง ท่ีความเขม้ขน้ 40, 60, 80 และ 100 เปอร์เซ็นต ์CF จากทุกไอโซเลทสามารถยบัย ั้งการ
งอกของสปอร์ของเช้ือรา Curvularia sp. ไดสู้งถึงระดบั 89-95 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี 4.11) รวมทั้งพบ
ความผิดปกติของสปอร์ ซ่ึงผนังเซลล์ของสปอร์ถูกทาํลายจนสูญเสียความสามารถในการงอกได ้
(ภาพท่ี 4.14)  

สาํหรับเช้ือรา Alternaria sp. นั้น CF สามารถยบัย ั้งการงอกของสปอร์ไดสู้งเช่นกนั โดย
สปอร์ของเช้ือรา Alternaria sp. ท่ีระยะเวลา 36 ชัว่โมงหลงัการบ่มเช้ือเขา้กบั CF มีความสามารถใน
การงอกได ้โดยคิดเป็นเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูท่ี่ระดบั 67-98 เปอร์เซ็นต ์และพบความผิดปกติท่ีเกิด
ข้ึนกบัสปอร์เช่นเดียวกนั โดยพบวา่เซลลข์องสปอร์ของเช้ือรา Alternaria sp. จะมีการโป่งพองออก
และพบผนงัเซลลข์องสปอร์ถูกทาํลายดว้ยเช่นเดียวกนั (ตารางท่ี 4.12, ภาพท่ี 4.14) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.11 ประสิทธิภาพของ CF จากเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์
ของเช้ือรา Curvularia sp.  

Treatment CF (%) 
Spore germination (%) Inhibition 

(%) 12 hrs. 26 hrs. 36 hrs. 48 hrs. 
Control 0 59.33 100 100 100 0 

 20  25 31 32 32 68 
 40  14 16 16 16 84 

LK019 60  5 9 9 9 91 
 80  2 7 7 7 93 
 100  2 5 5 5 95 
 20  21 33 33 33 67 
 40  9 19 19 19 81 

LK022 60  5 9 9 9 91 
 80  6 7 7 7 93 
 100  0 6 6 6 94 
 20  11 33 33 33 67 
 40  8 10 10 10 90 

BR002 60  8 8 8 8 92 
 80  4 8 8 8 92 
 100  5 6 6 6 94 
 20  8 29 29 29 71 
 40  8 17 17 17 83 

G003 60  7 14 14 14 86 
 80  5 7 7 7 93 
 100  4 6 6 6 94 
 20  18 20 20 20 80 
 40  9 13 13 13 87 

G009 60  8 10 10 10 90 
 80  8 8 8 8 92 
 100  7 7 7 7 93 
 20  39 48 48 48 52 
 40  23 22 22 22 72 

TR001 60  12 13 13 13 87 
 80  11 13 13 13 87 
 100  11 11 11 11 89 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.12 ประสิทธิภาพของ CF จากเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์
ของเช้ือรา Alternaria sp.  

Treatment 
 

CF (%) Spore germination (%) Inhibition 
(%) 12 hrs. 26 hrs. 36 hrs. 48 hrs. 

Control 0 0 32 78 100 0 
 20  0 10 10 18 82 
 40  0 2 5 7 93 

LK019 60  0 0 4 6 94 
 80  0 0 4 6 94 
 100  0 0 2 4 96 
 20  0 0 10 23 77 
 40  0 0 8 11 89 

LK022 60  0 0 8 16 84 
 80  0 0 7 8 92 
 100  0 0 4 8 92 
 20  0 2 13 27 73 
 40  0 0 12 16 84 

BR002 60  0 0 8 13 87 
 80  0 0 5 9 91 
 100  0 0 3 8 92 
 20  0 1 8 8 92 
 40  0 0 5 5 95 

G003 60  0 0 6 6 94 
 80  0 0 2 2 98 
 100  0 0 2 2 98 
 20  0 0 11 15 85 
 40  0 0 10 11 89 

G009 60  0 0 10 10 90 
 80  0 0 7 7 93 
 100  0 0 4 4 96 
 20  0 0 16 33 67 
 40  0 0 14 27 73 

TR001 60  0 0 11 19 81 
 80  0 0 9 18 82 
 100  0 0 8 8 92 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.14 ลกัษณะความผดิปกติของสปอร์ของเชื้อรา Alternaria sp. และ Curvularia sp. หลงัจากแช่ใน CF ของเชื้อรา Trichoderma spp.  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



65 

4.2.5  Detached leaf test 
สําหรับการทดสอบประสิทธิภาพของ CF จากเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีได้จากการ

ทดลองขา้งตน้ เพื่อยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดบนใบของผกัสลดั butter head พบวา่ การทดลองกบัเช้ือรา 
Alternaria sp. CFจากไอโซเลท G003 ท่ีคดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์ มีประสิทธิภาพยบัย ั้งการ
เกิดโรคใบจุดของผกัสลดัจากเช้ือรา Alternaria sp. ไดดี้ท่ีสุด โดยสามารถลดเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคได้
ตั้งแต่ความเขม้ขน้ท่ี 20 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบกบัการเกิดโรคในชุดการทดลองควบคุม และท่ี
ความเขม้ขน้ของ CF 100 เปอร์เซ็นต์ เกิดโรคไดเ้พียง 40 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น และมีประสิทธิภาพใน
การลดความรุนแรงของโรคได้เช่นเดียวกนั โดยท่ี CF ความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต์จากไอโซเลท 
G003 สามารถเกิดโรคเพียง 16.6 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีชุดการทดลองควบคุมเกิดโรคถึง 100 
เปอร์เซ็นต ์นอกจากน้ี CF ท่ีไดจ้ากเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลท G003 ยงัแสดงประสิทธิภาพ
ยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดจากเช้ือรา Cuvularia sp. ไดดี้ท่ีสุดเช่นเดียวกนั โดยพบว่าเม่ือใช ้CF ท่ีความ
เขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต์เช้ือสามารถก่อโรคไดเ้พียง 40 เปอร์เซ็นต์ และเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ข้ึนยิ่งมี
แนวโน้มในการลดการเกิดโรคท่ีลดลง ซ่ึงเช้ือสาเหตุสามารถก่อโรคไดเ้พียง 6.6 เปอร์เซ็นต ์และมี
ความรุนแรงของโรคเพียง 1.6 เปอร์เซ็นต์เท่านั้ น ซ่ึงแสดงผลดีสอดคลอ้งกับการทดลองด้วยวิธี 
cellophane test และ agar well diffusion แต่ในไอโซเลท BR002 และ LK022 มีประสิทธิภาพในการ
ยบัย ั้งการเกิดโรคไดค่้อนขา้งตํ่า ซ่ึงจากการทดลองฉีดพ่น CF ลงบนใบพืช พบว่า CF จาก BR002 
และ LK022 ส่งผลใหเ้กิดอาการแผลจากกระบวนการ phytotoxicity สูง (ภาพท่ี 4.15) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



66 

ตารางที ่4.13 ประสิทธิภาพของ CF จากเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเจริญทางเสน้ใย
ของเช้ือรา Alternaria sp. และ Curvularia sp. บนใบผกัสลดัดว้ยวิธีการ detached leaf 
test  

Treatment CF (%) 
Alternaria sp. (DPI 4)  Curvularia sp. (DPI 6) 

DI1/ (%) DS2/ (%)  DI (%) DS (%) 

Healthy control 0 0 0  0 0 

LK019 

20 100 41.6  33.3 15.0 
40 80 25.0  33.3 15.0 
60 66.6 25.0  33.3 13.3 
80 53.3 13.3  33.3 11.6 

100 46.6 11.6  0 0 

LK022 

20 93.3 40.0  80.0 40.0 
40 93.3 45.0  73.3 38.3 
60 100 58.3  80.0 31.6 
80 100 85  66.6 33.3 

100 86.6 28.3  66.6 21.6 

BR002 

20 100 100  80.0 28.3 
40 100 100  66.6 26.6 
60 100 100  46.6 15.5 
80 100 100  53.3 20.0 

100 100 100  46.6 13.3 

G003 

20 86.6 65.0  40.0 11.6 
40 93.3 55.0  26.6 8.3 
60 73.3 50.0  13.3 3.3 
80 53.3 41.6  26.6 6.6 

100 40.0 16.6  6.6 1.6 

G009 

20 93.3 65.0  46.6 20.0 
40 93.3 51.6  26.6 8.3 
60 93.3 48.3  20.0 6.6 
80 93.3 46.6  46.6 15.0 

100 73.3 43.3  20.0 6.6 

TR001 

20 100 100  93.3 50.0 
40 100 100  93.3 51.6 
60 100 100  93.3 51.6 
80 100 100  73.3 33.3 

100 100 100  73.3 28.3 
Inoculated control 0 100 100  100 100 

1/ DI = Disease Incidence , 2/ DS = Disease Severity   
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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  Healthy 20 % 40 % 60 % 80 % 100 % Inoculated 

LK019 

Alternaria sp. 

      

Curvularia sp. 

      

LK022 

Alternaria sp. 

      

Curvularia sp. 

      

BR002 

Alternaria sp. 

   

Curvularia sp. 

  

G003 

Alternaria sp. 

     

Curvularia sp. 

   

G009 

Alternaria sp. 

   

Curvularia sp. 

 

TR001 
Alternaria sp. 

       

Curvularia sp. 

       

ภาพที ่4.15 ลกัษณะอาการแผลของโรคใบจุดท่ีเกิดจากเช้ือรา Alternaria sp. และ Curvularia sp. 
บนใบผกัสลดัท่ีไดรั้บการพ่นดว้ย CF ของเช้ือรา Trichoderma spp. และตามดว้ยการ
ปลูกเช้ือาเหตุโรคดว้ยวิธี detached leaf test เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.3 ผลการประเมินประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการกระตุ้นการ
แสดงออกของยนีต้านทานโรคของผกัสลดัทีป่ลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ 

ผลการปรับความเขม้ขน้ cDNA เร่ิมตน้ให้มีปริมาตรเท่ากนัดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชย้ีน 
18S rRNA เป็นยีนอา้งอิง โดยใช ้cDNA ท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากเน้ือเยื่อของใบผกัสลดัทุกระยะเวลาท่ี
ปลูกเช้ือรา Trichoderma spp. เป็นการกระตุ้นการแสดงออกของยีนต้านทานโรค โดยท่ี T1 = 
ตวัอยา่งท่ีไม่ผา่นการปลูกเช้ือรา Trichoderma spp., T2 = ตวัอยา่งจากการปลูกเช้ือไอโซเลท LK019 
ท่ีบริเวณรากของผกัสลดั, T3 = ตวัอยา่งจากการปลูกเช้ือไอโซเลท BR002 ท่ีบริเวณรากของผกัสลดั, 
T4 = ตวัอยา่งจากการปลูกเช้ือไอโซเลท G003 ท่ีบริเวณรากของผกัสลดั, T5 = ตวัอยา่งจากการปลูก
เช้ือทางการคา้ท่ีบริเวณรากของผกัสลดั, T6-T6.T = ตวัอย่างจากการปลูกเช้ือไอโซเลท LK019 ท่ี
บริเวณใบของผกัสลดั, T7-T7.T = ตวัอย่างจากการปลูกเช้ือไอโซเลท BR002 ท่ีบริเวณใบของผกั
สลดั, T8-T8.T = ตวัอย่างจากการปลูกเช้ือไอโซเลท G003 ท่ีบริเวณใบของผกัสลดั และ T-T9.T = 
ตวัอยา่งจากการปลูกเช้ือทางการคา้ท่ีบริเวณใบของผกัสลดั ซ่ึงการปลูกเช้ือท่ีใบเก็บตวัอยา่ง 2 แบบ
คือ ใบท่ีผ่านการปลูกเช้ือรา Trichosderma spp. (T6.T, T7.T, T8.T และ T9.T) และใบท่ีงอกใหม่
หลงัจากการปลูกเช้ือ (T6, T7, T8 และ T9) เม่ือเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของยีน โดย 18S 
rRNA เป็นยีนท่ีจาํเป็นต่อการสังเคราะห์โปรตีนภายในเซลลซ่ึ์งมีการแสดงออกอย่างสมํ่าเสมอใน
เน้ือเยือ่พืช ผลของการทาํปฏิกิริยาพีซีอาร์เพื่อปรับปริมาณเร่ิมตน้ของ cDNA พบว่า cDNA ดงักล่าว
มีปริมาณเร่ิมตน้ใกลเ้คียงกนัในทุกๆ ตวัอย่าง โดยสังเกตจากความเขม้ของแถบ cDNA ท่ีเกิดข้ึนมี
ความเขม้ใกลเ้คียงกนั  

 

0 hr 

24 hrs 

48 hrs 

72 hrs 

1Kb T1 T2 T3 T4 T5 T6 T6.T T7 T7.T T8 T8.T T9 T9.T  

ภาพที ่4.16 ผลการปรับความเขม้ขน้ของ cDNA เร่ิมตน้ของผกัสลดัใหเ้ท่ากนัก่อนการประเมิน
การแสดงออกของยนีดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใชย้นี 18S rRNA เป็นยนีอา้งอิง 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



69 

4.3.1  เปรียบเทียบการแสดงออกของยนี PR-1  
ผลการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน PR-1 ของผกัสลดัท่ีผ่านการกระตุน้การ

แสดงออกด้วยเช้ือรา Trichoderma spp. พบว่าผกัสลัดมีการแสดงออกของยีน PR-1 โดยมีการ
แสดงออกหลงัจากทาํการปลูกเช้ือรา Trichoderma spp. แลว้เป็นเวลา 48 ชัว่โมง โดยปริมาณการ
แสดงออกของยีน PR-1 สามารถบ่งบอกไดจ้ากขนาดและความเขม้ของแถบ DNA ท่ีเกิดข้ึน โดย
การกระตุน้น้ีจดัเป็นการกระตุน้แบบ systemic resistance ซ่ึงจะสังเกตไดจ้ากเม่ือทาํการปลูกเช้ือท่ี
บริเวณรากของผกัสลดัแต่พบการแสดงออกของยีนไดท่ี้ใบของผกัสลดั (T2-T5) แต่การแสดงออก
ของยีนดงักล่าวสามารถคงอยู่ไดเ้พียงช่วงเวลาสั้นๆ เท่านั้น โดยจะพบว่าในชัว่โมงท่ี 72 แถบของ 
 DNA มีความเขม้ท่ีลดลงอยา่งเห็นไดช้ดั ในขณะท่ีเม่ือทาํการปลูกเช้ือท่ีบริเวณใบของผกัสลดัและ
ทาํการเกบ็ตวัอยา่งใบอ่อนหลงัจาก 48 ชัว่โมง พบว่ามีการแสดงออกของยนี PR-1 เช่นเดียวกนัแต่มี
ปริมาณของยีนท่ีน้อยกว่าและมีปริมาณเพิ่มข้ึนไดใ้นชั่วโมงท่ี 72 สําหรับยีน LTC-1, LTC-2 และ 
PDF1.2 นั้น ไม่พบการแสดงออกของยนีดงักล่าวในผกัสลดัเลย 

 

 

 

0 hrs.  24 hrs. 

 

 

 
48 hrs.  72 hrs.  

ภาพที ่4.17 ความเขม้ของแถบ cDNA ของตวัอยา่งเน้ือเยือ่ผกัสลดัท่ีทาํปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช ้
primer ยนี LTC1, LTC2, PDF1.2 และ PR-1 เปรียบเทียบกบัยนี 18S rRNA 
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4.4 ผลการประเมินประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการควบคุมการเกดิ
โรคใบจุดของผกัสลดัทีป่ลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ 

สาํหรับผลการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดท่ี
เกิดจากเช้ือรา Alternaria sp. ของผกัสลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ โดยทาํการทดลองดว้ยการ
ปลูกเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีบริ เวณรากและใบของพืช  โดยเปรียบเทียบระหว่างเช้ือรา  
Trichoderma spp. ท่ีได้คดัแยกจากดิน คือไอโซเลท LK019 และเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีได้จาก
ระบบไฮโดรโปนิกส์ คือไอโซเลท BR002 และ G003 ผลพบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. จากทั้ ง 2 
แหล่งมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดของผกัสลดัได้อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือ
เปรียบเทียบกบัชุดการทดลองควบคุม (inoculated control) ซ่ึงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบ
จุดจากเช้ือรา Alternaria sp. เช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลท BR002 แสดงการยบัย ั้งได้ดีท่ีสุด 
(ตารางท่ี 4.14) โดยในวนัท่ี 6 หลงัจากการปลูกเช้ือ ผกัสลดัมีขนาดแผลเท่ากบั 0.18 เซนติเมตรในชุด
การทดลองท่ีปลูกเช้ือบริเวณราก และในชุดการทดลองท่ีปลูกเช้ือบริเวณใบพบวา่ไม่เกิดแผลใบจุดกบั
ผกัสลดัเลย และเม่ือคิดเป็นเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งมีค่าอยูท่ี่ระดบั 88.46 เปอร์เซ็นตใ์นชุดการทดลองท่ี
ปลูกเช้ือบริเวณราก และยบัย ั้งไดสู้งถึง 95.51 เปอร์เซ็นต์ในชุดการทดลองปลูกเช้ือท่ีใบ นอกจากน้ี 
เช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลท G003 มีความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดเช่นเดียวกนั 
ซ่ึงแสดงผลดีในการทดลองปลูกเช้ือท่ีใบ โดยมีเปอร์เซ็นตย์บัย ั้งเท่ากบั 91.66 เปอร์เซ็นต ์ทั้งน้ีผลท่ีได้
มีความสอดคลอ้งกบัการทดสอบความสามารถในการกระตุน้การแสดงออกของยนีดว้ยการปลูกเช้ือรา 
Trichoderma spp. ไอโซเลท  BR002 บริเวณใบของผักสลัด  ในขณะท่ี เช้ือรา Trichoderma spp.  
ไอโซเลท LK019 ท่ีไดจ้ากดินแสดงประสิทธิภาพไดไ้ม่ดี (ภาพท่ี 4.18)  

สําหรับการเปรียบเทียบในดา้นการเจริญเติบโตของพืชพบว่า Trichoderma spp. ทุกไอโซเลท
ไม่สามารถส่งเสริมให้พืชมีการเจริญเติบโตไดอ้ย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการ
ทดลองควบคุม (healthy control) ซ่ึงเม่ือผกัสลดัมีอายไุด ้35 วนั ผกัสลดัสามารถเจริญเติบโตมีจาํนวน
ใบโดยเฉล่ียจาํนวน 13-16 ใบ และเม่ือทาํการชัง่นํ้ าหนกัสดในวนัเกบ็ผลผลิตพบวา่ นํ้าหนกัสดของผกั
สลดัในชุดการทดลองมีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือทาํการเปรียบเทียบกับชุดการ
ทดลองควบคุมท่ีทาํการปลูกเช้ือโรค (inoculated control) ซ่ึงมีนํ้ าหนกัอยู่ท่ีประมาณ 30 กรัม แต่ทั้งน้ี
นํ้ าหนักสดท่ีไดน้ั้นน้อยกว่าในชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่ไดป้ลูกเช้ือ (healthy control) นอกจากน้ี  
เช้ือรา Trichoderma spp. ทางการคา้ก็ไม่มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมใหพ้ืชมีการเจริญเติบโตท่ีดีข้ึน
ซ่ึงนํ้าหนกัสดท่ีไดไ้ม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองในคอลมัน์เดียวกนั 

สาํหรับผลการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดท่ี
เกิดจากเช้ือรา Curvularia sp. ของผกัสลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ พบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. 
ไอโซเลท BR002 ยงัคงมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดของผกัสลดัไดดี้ในชุดการ
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ทดลองดว้ยการปลูกเช้ือบริเวณรากของผกัสลดั โดยพบว่าเกิดแผลขนาด 0.42 เซนติเมตรเท่านั้น ซ่ึง
ขนาดแผลท่ีปรากฏมีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการทดลอง
ควบคุม (inoculated control) (ตารางท่ี 4.15) แต่ในชุดการทดลองท่ีทาํการปลูกเช้ือรา Trichoderma spp. 
ลงบริเวณใบของผกัสลดั พบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลท G003 มีประสิทธิภาพในการ
ยบัย ั้งการเกิดโรคไดดี้กว่า ซ่ึงไม่พบอาการของแผลใบจุดเลย โดยสามารถยบัย ั้งการเกิดโรคไดถ้ึง 
100 เปอร์เซ็นต ์ไดแ้ต่เม่ือทาํการเปรียบเทียบในดา้นการเจริญเติบโตของพืช เช้ือรา Trichoderma 
spp. ไอโซเลท G003 ไม่มีผลในดา้นการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชเช่นเดียวกนั ซ่ึงไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคุม (healthy control)  
(ภาพท่ี  4.19) โดยการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้ งเช้ือรา 
Alternaria sp. และเช้ือรา Curvularia sp. สาเหตุโรคใบจุดของผกัสลดัท่ี เช้ือรา Trichoderma spp. ท่ี
ไดค้ดัแยกจากระบบไฮโดรโปนิกส์แสดงผลการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดไดดี้กวา่เช้ือรา Trichoderma 
spp. ท่ีคดัแยกจากดิน ทั้งน้ียงัแสดงผลการยบัย ั้งไดดี้กวา่เช้ือรา Trichoderma spp. ทางการคา้ 

สําหรับผลการทดลองดา้นการเจริญเติบโตของผกัสลดัพบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. ทุก 
ไอโซเลทไม่สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได ้เม่ือทาํการเปรียบเทียบจาํนวนใบของผกั
สลดัพบว่าไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ แต่อยา่งไรก็ตาม เช้ือรา Trichoderma spp. 
ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินก็แสดงประสิทธิภาพไดไ้ม่ดีทั้งในดา้นจาํนวนใบ ขนาดใบ และนํ้ าหนกัสดหลงั
การเกบ็เก่ียว  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.14   ประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดที่เกิดจากเชื้อรา Alternaria sp. ของผกัสลดัที่ปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ 

Treatment 
Leaf lesion size (cm) % DR2/ 

(DPI6) 

 Plant growth 
 21 Days  28 Days  35 Days 

DPI 2 DPI 4 DPI 6 
 Leaf number 

(No.) 
Leaf size 

(cm) 
Chlorophyll 

(SPAD) 
 Leaf number 

(No.) 
Leaf size 

(cm) 
Chlorophyll 

(SPAD) 
 Leaf number 

(No.) 
Leaf size 

(cm) 
Chlorophyll 
(SPAD v.) 

Fresh wt. (g.) 
(Stem & Root) 

Healthy Control 0.00b1/ 0.00c 0.00e 100  9.16a 10.95b 62.90a  11.16a 22.05a 31.11a  16.16ab 47.18a 30.90a 38.51a 
Inoculated Control 0.20a 0.47a 1.56a 0  8.33abc 10.62b 28.53b  9.66ab 15.00bc 29.96a  15.16ab 36.28b 29.71a 32.86abc 
Treated on Root               
LK019 0.07ab 0.24abc 1.26ab 19.23  7.83cd 12.92ab 27.11b  10.83ab 15.46bc 29.35a  16.00ab 40.98ab 28.98a 32.60abc 
BR002 0.05ab 0.12bc 0.18de 88.46  8.33abc 13.39ab 24.01b  10.83ab 16.02b 30.25a  15.66ab 40.49ab 28.91a 30.65bc 
G003 0.11ab 0.48a 0.60cd 61.53  9.00bc 12.52ab 27.31b  10.16ab 16.42b 30.15a  16.66A   37.27b 28.53a 36.01ab 
Com. product 0.05ab 0.24abc 0.69cd 55.76  8.00bcd 10.55b 27.66b  10.16ab 14.04bc 29.45a  14.83ab 39.26b 28.05a 30.86bc 
Treated on Leaf                 
LK019 0.05ab 0.14bc 0.23de 85.25  7.00d 11.53ab 27.10b  10.33ab 12.65bc 28.88a  13.50b 35.75b 28.11a 29.43bc 
BR002 0.00b 0.03c 0.07e 95.51  7.33cd 11.74ab 26.80b  10.16ab 14.78bc 28.43a  15.00ab 37.87b    27.70a 27.85c 
G003 0.04ab 0.08bc 0.13de 91.66  7.83cd 14.42a 25.08b  10.66ab 16.96b 30.48a  15.50ab 40.36ab 29.86a 32.31abc 
Com. product 0.02ab 0.39ab 0.82bc 47.43  7.66cd 10.54b 23.73b  8.66b 11.43c 30.21a  14.66ab 34.50b 29.90a 28.08c 

1/  ค่าเฉลี่ยที่ตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนัในคอลมัน์เดียวกนั ไม่มีความแตกต่างทางสถิติโดยวธิี Duncan’s Multiple Range Test ที่ค่า P < 0.05 (DMRT)  
2/ %DR = Disease reduction over control 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Healthy control Inoculated control 

   
LK019 treated on root LK019 treated on leaf 

   
BR002 treated on root BR002 treated on leaf 

   
G003 treated on root G003 treated on leaf 

    
Commercial product treated on root Commercial product treated on leaf 

ภาพที ่4.18 ประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ยบัย ั้ งการเกิดโรคใบจุดจากเช้ือรา 
Alternaria sp. ของผกัสลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.15   ประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดที่กิดจากเชื้อรา Curvularia  sp. ของผกัสลดัที่ปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ 

Treatment 
Leaf  lesion size (cm) % DR2/ 

(DPI 6) 

 Plant growth 
 21 Days  28 Days  35 Days 

DPI 2 DPI 4 DPI 6 
 Leaf number 

(No.) 
Leaf size 

(cm) 
Chlorophyll 

(SPAD) 
 Leaf number 

(No.) 
Leaf size 

(cm) 
Chlorophyll 

(SPAD ) 
 Leaf number 

(No.) 
Leaf size 

(cm) 
Chlorophyll 
(SPAD v.) 

Fresh wt. (g) 
(Stem & Root) 

Healthy Control 0.00c 0.00b 0.00c 100  8.00ab 8.00ab 28.35ab  11.16a 11.16a 34.1a  16.66a 56.55a 33.83a 44.21a 
Inoculated Control 0.14bc 0.84a 1.19a 100  7.66ab 7.66ab 28.36ab  11.16a 11.16a 31.28b  15.83a 44.70bc 30.90abc 36.56bc 
Treated on Root                 
LK019 0.43a 0.86a 1.36a 0  8.33a 8.33a 28.48ab  9.50bc 9.50bc 30.55b  14.83a 47.66b 31.21abc 34.36bc 
BR002 0.13bc 0.39ab 0.42bc 64.70  7.83ab 7.83ab 28.05ab  10.66abc 10.66abc 31.53b  15.83a 44.68bc 30.78abc 37.51bc 
G003 0.33ab 0.50ab 0.59bc 50.42  7.83ab 7.83ab 29.85a  9.83abc 9.83abc 30.41b  16.16a 45.70bc 28.41c 37.81b 
Com. product 0.07bc 0.14b 1.18a 0.84  7.50ab 7.50ab 26.35abc  11.00ab 11.00ab 30.98b  15.50a 46.91bc 31.40abc 36.05bc 
Treated on Leaf                 
LK019 0.15bc 0.25b 0.77ab 35.29  7.66ab 7.66ab 22.76cd  9.50bc 9.50bc 29.71b  14.83a 46.9bc 30.63bc 32.65bc 
BR002 0.01c 0.13b 0.13c 89.07  7.83ab 7.83ab 24.88bcd  9.83abc 9.83abc 30.86b  15.00a 38.41cd 32.33ab 35.70bc 
G003 0.00c 0.00b 0.00c 100  7.50ab 7.50ab 23.03cd  10.83abc 10.83abc 31.38b  15.83a 40.50bcd 31.08abc 33.86bc 
Com. product 0.01c 0.19b 0.34bc 71.42  7.16b 7.16ab 22.20d  9.33c 9.33c 31.46b  15.50a 33.33d 30.18bc 30.38c 

1/  ค่าเฉลี่ยที่ตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนัในคอลมัน์เดียวกนั ไม่มีความแตกต่างทางสถิติโดยวธิี Duncan’s Multiple Range Test ที่ค่า P < 0.05 (DMRT) 
2/ %DR = Disease reduction over control

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Healthy control Inoculated control 

  
LK019 treated on root LK019 treated on leaf 

   
BR002 treated on root BR002 treated on leaf 

   
G003 treated on root G003 treated on leaf 

    
Commercial product treated on root Commercial product treated on leaf 

ภาพที ่4.19 ประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดจากเช้ือรา 
Curvularia sp. ของผกัสลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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บทที ่5 

วจิารณ์ผลการทดลอง 

5.1 ผลการประเมินประสิทธิภาพของเช้ือราปฏิปักษ์ Trichoderma spp. ในการยบัยั้งการเจริญ
ของเช้ือราสาเหตุโรคใบจุด ในสภาพห้องปฏิบัติการ 

5.1.1  Dual culture test 
จากเช้ือรา Trichoderma spp 15 ไอโซเลท ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินธรรมชาติ สารละลาย

ธาตุอาหาร และรากผกัสลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ มาทดสอบความสามารถในการเป็นเช้ือ
ราปฏิปักษต่์อเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดของผกัสลดัในสภาพห้องปฏิบติัการดว้ยวิธี dual culture test 
พบว่า เช้ือรา Trichoderma spp. จาํนวน 15 ไอโซเลท มีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญทางเส้น
ใยของเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดทั้ ง 3 ชนิดได้ โดยเร่ิมสังเกตุเห็นกลไกแบบ antibiosis ในวนัท่ี 2 
หลังจากบ่มเช้ือเป็นลักษณะแถบบริเวณแคบๆ  ซ่ึงแถบดังกล่าวเป็นผลมาจาก  non-volatile 
metabolite ท่ีเช้ือรา Trichoderma spp. สร้างข้ึน ซ่ึงกลไกแบบ antibiosis น้ี จะถูกบดบงัดว้ยกลไก 
competition อยา่งรวดเร็ว โดยเช้ือรา Trichoderma spp. เจริญคลุมทบัโคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรค
อยา่งสมบูรณ์ในวนัท่ี 3 ยิง่ไปกว่านั้นยงัพบกลไก exploitation โดยเช้ือรา Trichoderma spp. จาํนวน 
11 ไอโซเลทสามารถเจริญเป็น parasite เขา้ทาํลายเสน้ใยของเช้ือราสาเหตุโรคได ้แต่มีเพียง 1 ไอโซ
เลท คือ TR002 ท่ีเขา้ทาํลายแบบพนัรัดเส้นใย ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานการทดลองของวาริน และ
คณะ (2550) ท่ีพบว่าเช้ือรา Trichoderma harzianum มีประสิทธิภาพในการเจริญคลุมทบัโคโลนี
ของเช้ือ Phytophthora palmivora ได ้52.50 เปอร์เซ็นต ์กล่าวคือ กลไกหลกัในการยบัย ั้งของเช้ือรา 
Trichoderma spp. คือกลไก competition และ exploitation และจากรายงานการศึกษาของ Souna et al. 
(2012) ท่ี ได้ประเมินประสิท ธิภาพของเช้ือรา  T. harzianum ในการยับย ั้ ง เช้ือรา  Fusarium 
oxysporum f. sp. albedinis เช้ือสาเหตุโรคในตน้ปาลม์ โดยการศึกษาดว้ยวิธี dual culture test พบว่า
สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือไดถึ้ง 65 เปอร์เซ็นต์ นอกจากน้ีเม่ือทาํการทดลองในสภาพแปลง
ปลูกกย็งัแสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญทางเสน้ใยของเช้ือโรคได ้ 

สําหรับเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งต่อเช้ือราสาเหตุโรคทั้ ง 2 ชนิด ท่ีประเมินในวนัท่ี 13 
พบว่า เช้ือรา Trichoderma spp. ทุกไอโซเลท มีค่าการยบัย ั้งอยู่ในช่วง 60-73 เปอร์เซ็นต ์รองลงมา
คือ  BR002 และ  G003 จากการทดลองค ร้ัง น้ี พบว่ าประสิท ธิภ าพการยับ ย ั้ งของเช้ื อรา  
Trichoderma spp. ท่ีแยกไดจ้ากดินอยูใ่นช่วง 60-65 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ 
อรรถกร และคณะ (2551) ท่ีรายงานว่าเช้ือรา Trichoderma spp. จากดินขยุไผจ่าํนวน 65 ไอโซเลทมี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือ Pythium aphanidermatum ได ้21-60 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนั้น จาก

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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การทดลองน้ียงัพบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์ มีประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั้งไดถึ้ง 69 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงสูงกวา่ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากดิน 

5.1.2  Inverted petriplate test 
สําหรับการทดสอบการผลิตสารระเหยของเช้ือรา Trichoderma spp. เพ่ือยบัย ั้งการ

เจริญทางเส้นใยของเช้ือ  Alternaria sp., Curvularia sp. และ  Cercospora sp. โดยวิ ธี  inverted 
petriplate test พบว่า Trichoderma spp. ทุกไอโซเลทสามารถสร้างสารระเหยได้ และมีผลทาํให้
โคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรคทั้ ง 3 ชนิด เจริญช้าลงในวนัท่ี 1-4 อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือ
เปรียบเทียบกบัชุดการทดลองควบคุม แต่อยา่งไรก็ตามถา้ประเมินเป็นเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งในวนัท่ี 
4 จะพบว่าการยบัย ั้งโดยกลไกน้ีมีศกัยภาพค่อนขา้งตํ่า กล่าวคือ มีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอยู่ในช่วง  
3-25 เปอร์เซ็นต์เท่านั้ น  ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ Kamala and Indira (2011) ท่ีประเมิน
ประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma sp. จากดินจาํนวน 20 ไอโซเลท พบเพียง 4 ไอโซเลทเท่านั้น
ท่ีสามารถสร้างสารระเหยและส่งผลยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือ P. aphanidermatum ได ้และ
จากรายงานผลการทดลองของ  Eziashi et al. (2006) พบว่ า  เช้ื อ  T. viride, T. polysporum,  
T. hamatum และ T. aureoviride มีประสิทธิภาพในการสร้างสารระเหยและยบัย ั้งการเจริญของ 
เช้ือรา Ceratocystis paradoxa ได้ อยู่ในช่วง  2-64 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีผลการทดลองของ 
Ratnakumari et al. (2011) แสดงให้เห็นว่าเช้ือรา Trichoderma ท่ีไดจ้ากดินจาํนวน 12 ไอโซเลทไม่
มีความสามารถในการสร้างสารระเหยได ้

5.1.3  Cellophane test 
จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีผา่นการแยกเช้ือจากดิน

และในระบบไฮโดรโปนิกส์ทั้ง 15 ไอโซเลท ในการสร้างสารไม่ระเหย ดว้ยวิธี cellophane test เพื่อ
ยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Alternaria sp. และ Curvularia sp. พบว่าเม่ือเล้ียงเช้ือบนแผ่น 
cellophane เช้ือรา Trichoderma spp. ทุกไอโซเลตมีความสามารถสร้างสารเพื่อยบัย ั้งการเจริญทาง
เสน้ใยของเช้ือราสาเหตุโรคทั้ง 2 ชนิดได ้โดยสามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือ Curvularia 
sp. ไดต้ั้งแต่ 15-55 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงไดผ้ลท่ีดีกว่าการยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยในเช้ือ Alternaria sp. 
ท่ี ย ับย ั้ งได้เพี ยง  2-39 เปอร์เซ็นต์ เท่ านั้ น  โดยเช้ือรา  Trichoderma spp. ไอไซเลท  LK022 มี
ความสามารถดีท่ีสุดในการยบัย ั้งการเจริญทางเสน้ใยของเช้ือ Alternaria sp. และ Curvularia sp. ได ้
มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเช้ือราทั้งสองไดสู้งท่ีสุดเท่ากบั 39.01 และ 55.13 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ซ่ึงผล
ท่ีได้มีความสอดคลอ้งกับการทดลองของ Siddiquee et al. (2009) ท่ีคดัแยกเช้ือรา Trichoderma  
(18 ไอโซเลท) จากดินและทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือรา Ganoderma boninense สาเหตุ
โรคเน่าในตน้ปาล์ม พบว่าเช้ือรา Trichoderma ท่ีเจริญบนแผ่น cellophane สามารถสร้างสารซึม
ผ่านแผ่น cellophane ได้เช่นกัน และสารดังกล่าวสามารถยบัย ั้งเช้ือรา G. Boninense ได้ท่ีระดับ 
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40.16 เปอร์เซ็นต ์นอกจากน้ียงัมีรายงานว่าสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ P. aphanidermatum ได้
สูงตั้งแต่ 87-100 เปอร์เซ็นตด์ว้ย (Jeyaseelan et al., 2012, Abdollahi et al., 2012) 

5.1.4  Culture filtrate test 
จากการทดสอบประสิทธิภาพ CF ของเช้ือรา Trichoderma spp. เพ่ือยบัย ั้งการเจริญ

ทางเสน้ใย จากการทดสอบประสิทธิภาพของ CF ของเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีไดผ้ลดีจากวิธีการ 
cellophane test โดยคดัเลือกเช้ือรา Trichoderma spp. จาํนวน 6 ไอโซเลท คือ BR002, G003, G009, 
LK019, LK022 และ  TR001 โดยทดลองด้วยวิ ธี ก าร  agar well diffusion พบว่ า  CF ท่ี ได้ มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยไดน้้อยกว่าการทดลองใน cellophane test ซ่ึงความ
เข้มข้น  100 เปอร์เซ็นแสดงผลการยบัย ั้ งได้ดีท่ีสุดใน  Trichoderma spp. ทุกๆ ไอโซเลท  โดย 
ไอโซเลต G003 สามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Alternaria sp. ได้ดีท่ีสุดคือ 12.84 
เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีไอโซเลท BR002 ยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Curvularia sp. ไดดี้
ท่ีสุดคือ 15.03 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงพบว่าผลการยบัย ั้งในไอโซเลท G003 และ BR002 สอดคลอ้งกบัการ
ทดลองดว้ยวิธี cellophane test แต่น่าแปลกใจท่ีผลในไอโซเลท LK022 ไม่แสดงผลดีในการทดลอง
ดว้ยวิธีการ agar well diffusion โดยเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งท่ีไดอ้ยูใ่นระดบัเพียง 0-6 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น 
ซ่ึงตํ่ากว่าในการทดลองดว้ยวิธี cellophane test อาจเป็นผลมาจากในวนัแรกท่ีทาํการใส่สาร เช้ือรา
และ CF ไม่ไดส้ัมผสักนัโดยตรงและตอ้งใชเ้วลาระยะหน่ึงท่ีเช้ือจะเจริญถึงระยะการแพร่กระจาย
ของ CF เม่ือบนัทึกผลรัศมีการเจริญทางเส้นใยของเช้ือราจึงเพ่ิมตามไปดว้ย ทาํให้มีเปอร์เซ็นตใ์น
การยบัย ั้งท่ีนอ้ย ซ่ึงแตกต่างกบัผลการทดลองของ Mishra et. al. (2011) ท่ีไดศึ้กษาผลของ CF จาก
เช้ือรา Trichoderma (Tr8) ด้วยวิธีการ poisoned food technique (ความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20 
เปอร์เซ็นต)์ โดยท่ีความเขม้ขน้ของ CF เพียง 5 เปอร์เซ็นต ์สามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของ
เช้ื อ ร า  Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Macrophomina phaseolina แ ล ะ  Colletotrichum 
capsici ไดถึ้ง 28-33 เปอร์เซ็นต ์เช่นเดียวกนักบัผลการทดลองของ Imtiaj and Lee (2008) ท่ี CF จาก
เช้ือรา Trichoderma ความเข้มข้น  75 เปอร์เซ็นต์ สามารถยบัย ั้ งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือ 
Alternaria porri ได้สูงถึง  71 เปอร์เซ็นต์ และ  Mishra et al. (2011) รายงานว่า CF จากเช้ือรา  
T. viride ไอโซเลท Tr8 ท่ีความเขม้ขน้สารเพียง 10 เปอร์เซ็นต ์สามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใย
ของเช้ือรา R. solani, S. rolfsii, M. phaseolina และ C. capsici ได้เท่ากับ 61.5, 58.32, 63.45 และ 
62.62 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั  

และจากการทดสอบประสิทธิภาพ CF ของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการ
งอกของสปอร์ ของเช้ือรา Alternaria sp. และ Curvularia sp. พบว่า CF ในทุกความเข้มข้นมี
ประสิทธิภาพสูงในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือราทั้ง 2 ชนิดไดดี้กวา่ในการทดสอบดว้ยวิธีการ 
agar well diffusion กล่าวคือ ท่ีระยะเวลา 26 ชั่วโมงหลงับ่มเช้ือกบั CF ของทุกไอโซเลทท่ีความ
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เขม้ขน้ 40, 60, 80 และ 100 เปอร์เซ็นตส์ามารถยบัย ั้งการงอกของสปอร์ของ Curvularia sp. ไดสู้ง
ถึง 89-95 เปอร์เซ็นต ์รวมทั้งตรวจพบความผิดปกติของสปอร์ซ่ึงผนงัเซลลข์องสปอร์ถูกทาํลายจน
สูญเสียความสามารถในการงอกได ้สําหรับการยบัย ั้งสปอร์ของเช้ือรา Alternaria sp. ท่ีระยะเวลา 
48 ชั่วโมงหลังการบ่มกับ  CF สามารถยบัย ั้ งการงอกของสปอร์ได้สูงเช่นกันท่ีระดับ  67-98 
เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงสอดคล้องกับ  Imtiaj and Lee (2008) ท่ีสารไม่ระเหยจากเช้ือรา Trichoderma 
สามารถยับย ั้ งการงอกของเช้ือรา A. porri ได้ท่ี ระดับ  55-88 เปอร์เซ็นต์  และยับย ั้ ง เช้ือรา  
A. brassicae และ A. brassicicola ไดท่ี้ระดบั 24-72 เปอร์เซ็นต ์(Reshu and Mohd, 2012) โดยเป็นท่ี
ทราบกันดีว่าผนังเซลล์ของเช้ือรามีองค์ประกอบท่ีสําคัญคือ ไคติน  และ กลูเคน  ซ่ึงเช้ือรา 
Trichoderma สามารถสร้างเอนไซม์ chitinase, β-1, 3-glucanase และ β-1, 4-glucanase เพื่อย่อย
องคป์ระกอบดงักล่าวในกระบวนการเขา้ทาํลายแบบ mycoparasite ได ้สามารถยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรค
ได้หลายชนิดเช่น S. Sclerotiorum และ Crinipellis perniciosa (Marco and Felix, 2007, Matroudi  
et al., 2009) นอกจากน้ียงัสามารถผลิตเอนไซม์ protease และ cellulase ซ่ึงมีส่วนช่วยให้เช้ือรา 
Trichoderma เขา้ทาํลายเช้ือรา Rizoctonia solani ได ้(Padmaja et al., 2013) 

5.1.5  Detached leaf test 
จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเกิดโรค

บนใบผักสลัด  พบว่า สารท่ีได้จากไอโซเลท  LK019 และ  G003 ท่ีความเข้มข้น  80 และ 100 
เปอร์เซ็นต์ แสดงประสิทธิภาพการยบัย ั้งไดดี้ท่ีสุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคอยู่ท่ีระดบั 0-53 
เปอร์เซ็นต ์และพบอาการของโรคใบจุดรุนแรงท่ีระดบั 0-41 เปอร์เซ็นต ์แสดงผลดีสอดคลอ้งกบัผล
การทดลองดว้ยวิธีการ cellophane test และ agar well diffusion แต่ในไอโซเลต BR002 และ LK022 
มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเกิดโรคไดค่้อนขา้งตํ่า ซ่ึงจากการทดลองดว้ยการฉีดพ่น CF ลงบน
ผิวพืช พบว่า CF จาก BR002 และ LK022 เกิดอาการแผลจากกระบวนการ phytotoxicity สูง แต่
อย่างไรก็ตามผลการทดลองดังกล่าวสอดคล้องกับรายงานของ Sahile et al. (2011) ท่ี ศึกษา
ประสิทธิภาพของ Trichoderma ในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดของถัว่ท่ีเกิดจากเช้ือรา Botrytis 
fabae พบวา่สามารถลดความรุนแรงของโรคใบจุดไดท่ี้ 43-47 เปอร์เซ็นต ์

 

5.2 ผลการประเมินประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการกระตุ้นการ
แสดงออกของยนีต้านทานโรคของผกัสลดัทีป่ลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ 

จากการเปรียบเทียบการแสดงออกของยนี PR-1 ของผกัสลดัท่ีผา่นการกระตุน้การแสดงออก
ดว้ยเช้ือรา Trichoderma spp. พบว่าผกัสลดัมีการแสดงออกของยีน PR-1 ได ้โดยมีการแสดงออก
หลงัจากทาํการปลูกเช้ือรา Trichoderma spp. แลว้เป็นเวลา 48 ชัว่โมง โดยการกระตุน้น้ีจดัเป็นการ
กระตุน้แบบ systemic resistance ซ่ึงจะสังเกตไดเ้ม่ือทาํการปลูกเช้ือท่ีบริเวณรากของผกัสลดัแต่พบเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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การแสดงออกของยีนไดท่ี้ใบของผกัสลดั (T2-T5) แต่การแสดงออกของยีนดงักล่าวสามารถคงอยู่
ไดเ้พียงช่วงเวลาสั้นๆ เท่านั้น โดยจะพบว่าในชัว่โมงท่ี 72 แถบของ DNA มีความเขม้ท่ีลดลงอยา่ง
เห็นไดช้ดั ซ่ึงผลท่ีไดส้อดคลอ้งกบัการทดลองของ Gallou et al. (2008) ท่ีศึกษาความสามารถใน
การชักนําให้มนัฝร่ังเกิดความตา้นทานต่อการเขา้ทาํลายของเช้ือรา R. solani การทดลองพบว่า  
เช้ือรา T. harzianum สามารถชกันาํให้พืชเกิดการแสดงออกของยีน PR-1 ไดใ้นชัว่โมงท่ี 48 หลงั
การปลูกเช้ือ ในขณะท่ีเม่ือทาํการปลูกเช้ือท่ีบริเวณใบของผกัสลดัและทาํการเก็บตวัอย่างใบอ่อน
หลงัจาก 48 ชัว่โมง พบว่ามีการแสดงออกของยีน PR-1 เช่นเดียวกนัแต่มีปริมาณของยนีท่ีนอ้ยกว่า
และมีปริมาณเพิ่มข้ึนไดใ้นชัว่โมงท่ี 72 หลงัการกระตุน้ดว้ยเช้ือรา Trichderma spp  
 

5.3 ผลการประเมินประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการควบคุมการเกดิ
โรคใบจุดของผกัสลดัทีป่ลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ 

สาํหรับผลการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดท่ี
เกิดจากเช้ือรา Alternaria sp. ของผกัสลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ โดยทาํการทดลองโดยปลูก
เช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีบริเวณรากและใบของพืช และเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหว่างเช้ือรา 
Trichoderma spp. ไอโซเลท LK019 ท่ีได้คัดแยกจากดิน  และเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลท 
BR002 และ G003 ท่ีไดจ้ากการคดัแยกจากระบบไฮโดรโปนิกส์ พบวา่เช้ือรา Trichoderma spp. จากทั้ง 
2 แหล่งมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดของผกัสลดัไดอ้ย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือ
เปรียบเทียบกบัชุดการทดลองควบคุม (inoculated control) ซ่ึงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบ
จุดจากเช้ือรา Alternaria sp. เช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลท BR002 มีประสิทธิภาพยบัย ั้งไดดี้ท่ีสุด 
โดยในวนัท่ี 6 หลงัจากการปลูกเช้ือสาเหตุโรค พบผกัสลดัมีขนาดแผลเท่ากบั 0.18 เซนติเมตรในชุด
การทดลองท่ีปลูกเช้ือบริเวณราก และพบว่าไม่เกิดแผลใบจุดกบัผกัสลดัเลยในชุดการทดลองท่ีปลูก
เช้ือบริเวณใบ และเม่ือคิดเป็นเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งมีค่าอยูท่ี่ระดบั 88.46 เปอร์เซ็นต ์ในชุดการทดลอง
ท่ีปลูกเช้ือบริเวณราก และยบัย ั้ งได้สูงถึง 95.51 เปอร์เซ็นต์ในชุดการทดลองปลูกเช้ือท่ีใบ ซ่ึง
สอดคล้องกับการทดลองของ Saksirirat et al. (2009) ท่ีได้ทําการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา 
Trichoderma sp. เพื่อชกันาํให้ตน้มะเขือเทศเกิดความตา้นทางต่อโรคใบจุดสีเทา โดยการปลูกเช้ือรา 
Trichoderma sp. ลงในดินสาํหรับปลูก พบว่าเช้ือรา Trichoderma sp. สามารถชกันาํให้มะเขือเทศเกิด
ความต้านทานต่อเช้ือ  Xanthomonas campestis ได้ โดยมีปริมาณของแผลลดลงได้ดี ถึง 69.32 
เปอร์เซ็นต์ และลดปริมาณของแผลจากเช้ือ Stemphylium solani ได้ท่ี 19.23 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงจากการ
ทดลองน้ีเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลท G003 มีความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุด
เช่นเดียวกนั โดยแสดงผลดีในการทดลองปลูกเช้ือท่ีใบ มีเปอร์เซ็นต์ยบัย ั้งเท่ากบั 91.66 เปอร์เซ็นต ์
ทั้งน้ีผลท่ีไดมี้ความสอดคลอ้งกบัการทดสอบความสามารถในการกระตุน้การแสดงออกของยีนดว้ย

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



81 

การปลูกเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลท  BR002 บริเวณใบของผักสลัด  ในขณะท่ี เช้ือรา 
Trichoderma spp. ไอโซเลท LK019 ท่ีไดจ้ากดินแสดงประสิทธิภาพไดไ้ม่ดี พบวา่ผลไม่สอดคลอ้งกบั
ผลการศึกษาของ สุมิสา และ วีระศกัด์ิ (2556) ท่ีศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. 
เพื่อชกันาใหแ้ตงเทศมีความตา้นทานต่อโรคตน้แตกยางไหล (gummy stem blight disease) ของแตง
เทศท่ีเกิดจากเช้ือรา Didymella bryoniae (Auersw) Rehm. โดยใชเ้ช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีแยกได้
จากดิน ผสมกบัดินสาหรับปลูกแตงเทศก่อนปลูกเช้ือรา D. bryoniae นอกจากมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิด
โรคแลว้ เช้ือรา Trichoderma spp. สามารถกระตุน้ให้ตน้แตงเทศตา้นทานต่อโรคตน้แตก ยางไหล
และทาให้การเกิดโรคลดลงไดด้งันั้นหากตอ้งการใช้เช้ือรา Trichoderma spp. กบัใบของผกัสลดั
อาจตอ้งฉีดพ่นร่วมกบัสารเสริมประสิทธิภาพดว้ย ซ่ึงจากผลการศึกษาของ Samuelian (2016) ท่ี
ผสมกากนํ้ าตาลปริมาณ 5 เปอร์เซ็นตใ์นวสัดุสาํหรับเล้ียงเช้ือรา Trichoderma และนาํไปฉีดพ่นตน้
กลว้ยส่งผลใหเ้ช้ือรา Trichoderma สามารถอยูร่อดในสภาพแปลงปลูกได ้ 

สาํหรับผลการส่งเสริมการเจริญของผกัสลดันั้น เช้ือรา Trichoderma spp. ทุกไอโซเลทแสดง
ประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดไ้ม่แตกต่างจากชุดการทดลองควบคุม ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัรายงานของ Celar et al. (2005) ไดศึ้กษาประสิทธิภาพของ CF จากเช้ือราปฏิปักษ ์
Trichoderma spp. และ Gliocladium roseum ในการกระตุน้การงอกของพืชตระกลูผกัและขา้วโพด 
พบวา่ CF จากเช้ือรา G. roseum ไม่สามารถส่งผลในการเพ่ิมการงอกของพืชได ้ทั้งน้ี CF จากเช้ือรา 
T. koningii กแ็สดงผลในทางลบต่อการงอกของตน้หอม ผกัชิคคอร่ี และผกัสลดั และ CF จากเช้ือรา 
T. longibrachiatum และ T. viride ไม่สามารถส่งเสริมการงอกของตน้หอมไดอ้ยา่งมีนยัสาํคญัทาง
สถิติ แต่ CF จากเช้ือรา T. longibrachiatum และ T. harzianum สามารถกระตุน้การงอกของหวับีท 
มะเขือเทศได ้แต่ไม่สอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของ  
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บทที ่6 

สรุปผลการทดลอง 

6.1  ผลการแยกเช้ือราปฏิปักษ์ Trichoderma spp. และเช้ือราสาเหตุโรคใบจุด 

ผลการคดัแยกเช้ือราปฏิปักษ ์Trichoderma spp.ท่ีไดท้าํการคดัแยกเช้ือราจากหลายๆ แหล่ง 
เช่น ดินธรรมชาติ สารละลายธาตุอาหารและรากของผกัสลัดท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ 
สามารถคดัแยกไดเ้ช้ือรา Trichoderma spp. ทั้งหมดจาํนวน 15 ไอโซเลท โดยท่ีแยกไดจ้ากดินมี
จํานวน  9 ไอโซเลท  คือ  LK001, LK006, LK010, LK011, LK012, LK014, LK017, LK019 และ 
LK022 และท่ีแยกได้จากระบบไฮโดรโปนิกส์มีจาํนวนทั้ งหมด 6 ไอโซเลทคือ BR002, G003, 
G009, TR001, TR002 และ TR003  

สําหรับผลการคดัแยกเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดโดยลกัษณะอาการของโรคใบจุดท่ีพบในผกั
สลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์เป็นแบบ necrosis พบเช้ือราท่ีก่อให้เกิดโรคใบจุดกบัผกัสลดั 
butter head 3 ชนิดคือ เช้ือรา Alternaria sp., Curvularia sp. และ Cercospora sp. 

6.2 ผลการประเมินประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการเป็นเช้ือรา
ปฏิปักษ์ต่อเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดของผกัสลดัในห้องสภาพห้องปฏิบัตกิาร 

สาํหรับผลการประเมินประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการเป็นเช้ือราปฏิปักษ์
ต่อเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดของผกัสลดัในห้องสภาพห้องปฏิบติัการด้วยวิธีการ dual culture test 
พบว่า เช้ือรา Trichoderma spp. จาํนวน 15 ไอโซเลท มีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญทางเส้น
ใยของเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดทั้ง 3 ชนิดได ้โดยผลการยบัย ั้งเช้ือรา Alternaria sp. ไดต้ั้งแต่วนัท่ี 1 
ของการทดลอง พบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีแยกได้จากดินมีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งเช้ือรา 
Alternaria sp. อยูท่ี่ระดบั 49 - 73 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีแยกไดจ้ากระบบ
ไฮโดรโปนิกส์ มีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอยู่ท่ีระดบั 60-69 เปอร์เซ็นต์เท่านั้น โดยไอโซเลทท่ีแสดง
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งไดดี้ท่ีสุดคือ ไอโซเลท LK014 ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินซ่ึงมีเปอร์เซ็นต์การ
ยบัย ั้งเท่ากบั 73.56 เปอร์เซ็นต ์สําหรับผลการยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Curvularia sp. 
เม่ือทาํการบ่มเช้ือจนเช้ือรา Curvularia sp. ในชุดการทดลองควบคุมเจริญจนเต็มจานอาหารเล้ียง
เช้ือในวนัท่ี 11 พบว่าเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีของเช้ือรา Curvularia sp. ในชุดการทดลองมีขนาด
เพียง 2-4 เซนติเมตรเท่านั้น เม่ือคิดเป็นเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง เช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกได้
จากดินมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูท่ี่ระดบั 45-68 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดั
แยกได้จากระบบไฮโดรโปนิกส์มี เปอร์เซ็นต์การย ับย ั้ งอยู่ในช่วง 61-67 เปอร์เซ็นต์ โดย 
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ไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งไดดี้ท่ีสุดคือ ไอโซเลท LK019 ท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน ทั้งน้ี 
เช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีมีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้ งท่ีต ํ่ าสุดก็เป็นไอโซเลทท่ีคัดแยกได้จากดิน
เช่นเดียวกนั คือ ไอโซเลท LK022 และเช้ือราท่ีคดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์ท่ีมีเปอร์เซ็นต์
การยบัย ั้งท่ีดีท่ีสุด คือไอโซเลท BR002 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งเท่ากบั 67.33 เปอร์เซ็นต์ และ
สําห รับความสามารถในการยับย ั้ งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Cercospora sp. เช้ือรา 
Trichoderma spp. ทุกไอโซเลทมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือรา Cercospora sp. ไดสู้ง โดยเช้ือรา 
Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูท่ี่ระดบั 65-70 เปอร์เซ็นต ์ไอโซเลท
ท่ีสามารถยบัย ั้งไดดี้ท่ีสุดคือ ไอโซเลท LK006 ซ่ึงสามารถยบัย ั้งได ้70.96 เปอร์เซ็นต ์และเช้ือรา ท่ี
คดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูท่ี่ระดบั 69-70 เปอร์เซ็นตเ์ช่นเดียวกนั 
ทั้งน้ีไอโซเลทท่ีแสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งไดดี้ท่ีสุดคือไอโซเลท LK006 ท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน 
และไอโซเลทท่ีมี เปอร์เซ็นต์การย ับย ั้ งตํ่ าท่ี สุดคือ  ไอโซเลท  LK022 ซ่ึงคัดแยกได้จากดิน
เช่นเดียวกนั โดยจะสงัเกตไดว้า่ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งของเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกได้
จากดินจะมีความหลากหลายมากกว่าไอโซเลทท่ีคดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์มาก และเม่ือ
ทาํการศึกษาด้านกลไกการยบัย ั้งนั้ นจะพบกลไกการเขา้ทาํลายเช้ือสาเหตุโรคทั้ ง 3 ชนิดแบบ 
antibiosis ไดต้ั้งแต่วนัท่ี 1-2 ของการทดลอง ซ่ึงจะสังเกตไดว้่าในขณะท่ีเช้ือราทั้งสองชนิดยงัไม่
เจริญสัมผสักันแต่โคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรคกลบัมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางท่ีเล็กกว่าชุดการ
ทดลองควบคุม ซ่ึงผลน้ีอาจเกิดจากการสร้างสารระเหยหรือไม่ระเหยก็ได ้หลงัจากนั้นพบกลไกการ
เขา้ทาํลายแบบ competition คือเช้ือรา Trichoderma spp. ทุกไอโซเลทสามารถเจริญคลุมทบัโคโลนี
ของเช้ือราสาเหตุโรคไดอ้ยา่งรวดเร็ว และเม่ือนาํเสน้ใยบริเวณท่ีเช้ือราทั้งสองสมัผสักนั มาส่องดว้ย
กลอ้งจุลทรรศน์พบวา่มีกลไกการเขา้ทาํลายแบบ exploitation ดว้ยเช่นเดียวกนั   

สําหรับผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. ในการ
ยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดทั้ง 3 ชนิด พบว่า เช้ือรา Trichoderma spp. ทั้ง 
15 ไอโซเลท สามารถสร้างสารระเหยและส่งผลในการยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือราสาเหตุ
โรคไดต้ั้งแต่วนัท่ี 1 ของการทดลองแต่สามารถยบัย ั้งไดเ้พียงเล็กน้อยเท่านั้น โดยผลในการยบัย ั้ง
เช้ือรา Alternaria sp. ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของโคโลนีในชุดการทดลองมีขนาดโคโลนีท่ีลดลง
อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองควบคุม เม่ือคาํนวณหาเปอร์เซ็นตก์าร
ยบัย ั้ง พบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกได้จากดินมีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอยู่ท่ีระดับ 7-18 
เปอร์เซ็นต์ และเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกได้จากระบบไฮโดรโปนิกส์มีเปอร์เซ็นต์การ
ยบัย ั้งท่ีระดบั 10-18 เปอร์เซ็นตเ์ช่นเดียวกนั โดยไอโซเลทท่ีสามารถสร้างสาระเหยและส่งผลยบัย ั้ง
การเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Alternaria sp. ได้ดีท่ีสุดคือ ไอโซเลท TR002 ซ่ึงคดัแยกได้จาก
ระบบไฮโดรโปนิกส์ โดยสารระเหยจากเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากดินสามารถสร้างความผดิปกติกบัเช้ือรา 
Alternaria spp. ไดเ้พียง 2 ไอโซเลทเท่านั้น คือ ไอโซเลท LK019 และ LK022 ในขณะท่ีสารระเหย
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จากเช้ือราท่ีคดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์สามารถสร้างความผกิปกติกบัเช้ือรา Alternaria sp. 
ไดถึ้ง 5 ไอโซเลท คือ BR002, G003, G009, TR001 และ TR002 สาํหรับผลการยบัย ั้งการเจริญทาง
เสน้ใยของเช้ือรา Curvularia sp. โดยเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินสามารถยบัย ั้งการ
เจริญทางเส้นใยไดท่ี้ระดบั 3-18 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น ในขณะท่ีเช้ือราท่ีคดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดร- 
โปนิกส์มีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอยู่ท่ีระดับ 5-25 เปอร์เซ็นต์ โดยไอโซเลทท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือรา 
Curvularia sp. ไดดี้ท่ีสุดคือ BR002 ซ่ึงสามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยไดถึ้ง 25.31 เปอร์เซ็นต ์
ในขณะท่ีไอโซเลท LK001 ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งตํ่าท่ีสุดคือ 3.69 เปอร์เซ็นต์
เท่านั้น ทั้งน้ีสังเกตเห็นความผดิปกติท่ีเกิดข้ึนกบัโคโลนีของเช้ือรา Curvularia sp. ในขณะท่ีไม่พบ
ความผดิปกติใดๆ เกิดข้ึนกบัโคโลนีของเช้ือรา Trichoderma spp. เลย เม่ือเปรียบเทียบกบัโคโลนีใน
ชุดการทดลองควบคุม และประสิทธิภาพของสารระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. สามารถยบัย ั้ง
การเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Cercospora sp. ไดเ้พียงเล็กนอ้ย โดยเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดั
แยกไดจ้ากดินมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูท่ี่ระดบั 8-13 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น ในขณะท่ีเช้ือราท่ีคดัแยกได้
จากระบบไฮโดรโปนิกส์มีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอยู่ท่ีระดับ 8-16 เปอร์เซ็นต์ โดยไอโซเลทท่ีมี
เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งไดดี้ท่ีสุดคือเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกได้จากระบบไฮโดรโปนิกส์
ยบัย ั้งได ้16.12 เปอร์เซ็นต ์ 

สําหรับการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ดว้ยวิธีการ cellophane test 
ซ่ึงเป็นการศึกษาถึงความสามารถในการผลิตสารไม่ระเหยเพื่อยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา
สาเหตุโรคใบจุด พบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. ทุกไอโซเลทมีความสามารถสร้างสารไม่ระเหยลง
สู่ผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือและส่งผลยบัย ั้ งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Alternaria sp. และ 
Curvularia sp. ได ้โดยผลในการยบัย ั้งเช้ือรา Alternaria sp. พบโคโลนีของเช้ือมีขนาดเลก็ลงอยา่งมี
นัยสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองควบคุม และเม่ือคิดเป็นเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง 
พบสารแบบไม่ระเหยของเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินนั้นส่วนมากมีเปอร์เซ็นต์
การยบัย ั้งท่ีต ํ่าระดบั 0.45-27 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น โดยพบเพียงไอโซเลท LK022 ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์าร
ยบัย ั้งท่ีสูงท่ีสุดคือ 39.01 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกได้จากระบบ
ไฮโดรโปนิกส์มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยู่ท่ีระดบั 22-26 เปอร์เซ็นต ์และเม่ือทาํการทดสอบสารไม่
ระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. กับเช้ือรา Curvularia sp. พบว่าสารไม่ระเหยจากเช้ือรา 
Trichoderma sp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือรา Cuvularia sp. ไดท่ี้ระดบั 
15-55 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีสารไม่ระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคัดแยกได้จากระบบ 
ไฮโดรโปนิกส์มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูท่ี่ระดบั 40-52 เปอร์เซ็นต ์จะเห็นว่าเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากดิน
จะมีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งท่ีหลากหลายมากกว่าเช้ือราท่ีคดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์ โดย 
ไอโซเลทท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งสูงสุดคือ ไอโซเลท LK022 ท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน มีเปอร์เซ็นตก์าร
ยบัย ั้งเท่ากับ 55.13 เปอร์เซ็นต์ และผลการทดสอบสารไม่ระเหยจากไอโซเลท LK022 มีความ
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สอดคล้องกับการทดสอบกับเช้ือรา Alternaria sp. คือ กลไกหลักของเช้ือรา Trichoderma spp.  
ไอโซเลท LK022 คือกลไก แบบ antibiosis และเม่ือสังเกตลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา Curvularia 
sp. เปรียบเทียบกับโคโลนีในชุดการทดลองควบคุมพบว่าเกิดความผิดปกติกับโคโลนีเช้ือรา 
Curvularia sp. เช่นเดียวกนั 

สําหรับการศึกษาสารไม่ระเหยจากเช้ือรา Trichoderma spp. โดยการใช ้CF เพ่ือหาว่าความ
เขม้ขน้ตํ่าสุดใดท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา Alternaria sp. และ Curvularia sp. 
ได ้ซ่ึงผลการทดลองพบว่า CF ท่ีไดจ้ากเช้ือรา Trichoderma spp. มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ
เจริญทางเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรคทั้ง 2 ชนิดไดน้้อยกว่าการทดลองใน cellophane test ซ่ึง CF 
ของทุกไอโซเลท ท่ีความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นตแ์สดงผลการยบัย ั้งไดดี้ท่ีสุด โดยการทดสอบ CF 
กับเช้ือรา Alternaria sp. CF จากไอโซเลท G003 สามารถยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใยของเช้ือรา 
Alternaria sp. ไดดี้ท่ีสุดคือ 12.84 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีไอโซเลท BR002 ยบัย ั้งการเจริญทางเส้นใย
ของเช้ือรา Curvularia sp. ไดดี้ท่ีสุดคือ 15.03 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงพบว่าประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ
เจริญทางเส้นใยของไอโซเลท G003 และ BR002 สอดคลอ้งกบัการทดลองดว้ยวิธี cellophane test 
และสาํหรับผลการทดสอบประสิทธิภาพ CF ของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการงอกของ
สปอร์ของเช้ือรา Alternaria sp. และ Curvularia sp. พบว่า CF จากเช้ือรา Trichoderma spp. ในทุก
ความเขม้ขน้มีประสิทธิภาพสูงในการในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์ของเช้ือราสาเหตุโรคทั้ง 2 ชนิด
ไดดี้กวา่ในการทดสอบดว้ยวิธีการ agar well diffusion ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากการศึกษาเปอร์เซ็นตก์าร
งอกของสปอร์นั้น เป็นการทดลองโดยการผสมสปอร์เขา้กบั CF ทาํให้สปอร์ตอ้งสัมผสักบัสาร
โดยตรง 

สําหรับการทดสอบประสิทธิภาพของ CF จากเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเกิด
โรคใบจุดบนใบของผกัสลดั butter head พบว่า ในการทดลองกบัเช้ือรา Alternaria sp. สาร CF ท่ีได้
จากเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลท G003 ท่ีคดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์ มีประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดของผกัสลดัจากเช้ือรา Alternaria sp. ไดดี้ท่ีสุด โดย CF ท่ีไดส้ามารถ
ลดเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคไดต้ั้งแต่ความเขม้ขน้ท่ี 20 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบกบัการเกิดโรคในชุด
การทดลองควบคุม และยงัแสดงประสิทธิภาพในการลดความรุนแรงของโรคไดเ้ช่นเดียวกนั โดยท่ี
ความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต์มีความรุนแรงของโรคเพียง 16.6 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีชุดการทดลอง
ควบคุมมีความรุนแรงของโรคถึง 100 เปอร์เซ็นต์ นอกจากน้ี CF ท่ีไดจ้ากเช้ือรา Trichoderma spp. 
ไอโซเลท G003 แสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดจากเช้ือรา Curvularia sp. ได้ดี
ท่ีสุดเช่นเดียวกัน โดยพบว่า CF ท่ีความเขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต์ มีเปอร์เซ็นการเกิดโรคได้เพียง 40 
เปอร์เซ็นต ์และเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ข้ึนยิง่มีแนวโนม้ในการลดการเกิดโรคได ้ซ่ึงท่ีความเขม้ขน้ของ 
CF 100 เปอร์เซ็นต์ เกิดโรคเพียง 6.6 เปอร์เซ็นต์ อีกทั้ งความรุนแรงของโรคก็เกิดข้ึนเพียง 1.6 
เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น 
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6.3 ผลการประเมินประสิทธิภาพของเช้ือราปฏิปักษ์ Trichoderma spp. ในการกระตุ้น
การแสดงออกของยนีต้านทานโรคของผกัสลดัทีป่ลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ 

ผลการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนของผกัสลดัท่ีผ่านการกระตุน้การแสดงออกดว้ย 
เช้ือรา Trichoderma spp. พบว่าผกัสลัดมีการแสดงออกของยีน  PR-1 ได้ โดยมีการแสดงออก
หลงัจากทาํการปลูกเช้ือรา Trichoderma spp. แลว้เป็นเวลา 48 ชัว่โมง โดยปริมาณการแสดงออก
ของยนี PR-1 สามารถบ่งบอกไดจ้ากความเขม้ของแถบ DNA ท่ีเกิดข้ึน โดยการกระตุน้น้ีจดัเป็นการ
กระตุน้แบบ systemic resistance ซ่ึงจะสังเกตไดจ้ากเม่ือปลูกเช้ือท่ีบริเวณรากของผกัสลดัแต่พบ
การแสดงออกของยีนไดท่ี้ใบของผกัสลดั แต่การแสดงออกของยีนดงักล่าวสามารถคงอยู่ไดเ้พียง
ช่วงเวลาสั้นๆ เท่านั้น โดยจะพบว่าในชัว่โมงท่ี 72 แถบของ DNA มีความเขม้ท่ีลดลงอย่างเห็นได้
ชดั ในขณะท่ีเม่ือทาํการปลูกเช้ือท่ีบริเวณใบของผกัสลดัและทาํการเก็บตวัอยา่งใบอ่อนหลงัจาก 48 
ชัว่โมง พบวา่มีการแสดงออกของยนี PR-1 เช่นเดียวกนัแต่มีปริมาณของยนีท่ีนอ้ยกวา่และมีปริมาณ
เพิ่มข้ึนไดใ้นชัว่โมงท่ี 72 สาํหรับยีน LTC-1, LTC-2 และ PDF1.2 นั้น ไม่พบการแสดงออกของยีน
ดงักล่าวในผกัสลดัเลย 

6.4 ผลการประเมินประสิทธิภาพของเช้ือราปฏิปักษ์ Trichoderma spp. ในการควบคุม
การเกดิโรคใบจุดของผกัสลดัทีป่ลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ 

สาํหรับผลการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดท่ี
เกิดจากเช้ือรา Alternaria sp. ของผกัสลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ โดยทาํการทดลองดว้ยการ
ปลูกเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีบริเวณรากและใบของผกัสลดั พบวา่เช้ือรา Trichoderma spp. จากทั้ง 2 
แหล่ง มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดของผกัสลดัได้อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ เม่ือ
เปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคุม (inoculated control) โดยเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลท 
BR002 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเกิดโรคไดดี้ท่ีสุด โดยโรคใบจุดท่ีเกิดมีขนาดแผลเท่ากบั 0.05 
เซนติเมตรในชุดการทดลองท่ีปลูกเช้ือบริเวณราก และพบวา่ไม่เกิดแผลใบจุดกบัผกัสลดัเลยในชุดการ
ทดลองท่ีปลูกเช้ือบริเวณใบ เม่ือคิดเป็นเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งมีค่าอยู่ท่ีระดบั 76 เปอร์เซ็นตใ์นชุดการ
ทดลองท่ีปลูกเช้ือบริเวณราก และยบัย ั้งได ้90 เปอร์เซ็นตใ์นชุดการทดลองท่ีปลูกเช้ือท่ีใบ ทั้งน้ีผลท่ีได้
มีความสอดคลอ้งกบัการทดสอบความสามารถในการกระตุน้การแสดงออกของยนี ดว้ยการปลูกเช้ือรา 
Trichoderma spp. ไอโซเลท  BR002 บริเวณใบของผักสลัด  ในขณะท่ี เช้ือรา Trichoderma spp.  
ไอโซเลท LK019 ท่ีไดจ้ากดินแสดงประสิทธิภาพไดไ้ม่ดี แต่เม่ือเปรียบเทียบในดา้นการเจริญเติบโต
ของพืชพบว่า Trichoderma spp. ทุกไอโซเลทไม่สามารถส่งเสริมให้พืชมีการเจริญเติบโตไดแ้ตกต่าง
จากชุดทดลองควบคุมอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (healthy control) สําหรับผลการศึกษาประสิทธิภาพ
ของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเกิดโรคใบจุดท่ีเกิดจากเช้ือรา Curvularia sp. ของผกั
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สลดัท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์ พบว่าเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลท G003 สามารถยบัย ั้ง
การเกิดโรคใบจุดของผกัสลดัไดดี้ท่ีสุด ในการปลูกเช้ือบริเวณใบของผกัสลดั โดยพบว่าไม่เกิดแผล
จากโรคใบจุดเลย ซ่ึงผลท่ีไดมี้ความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการ
ทดลองควบคุม สําหรับผลการทดลองในด้านการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช พบว่าเช้ือรา 
Trichoderma spp. ในชุดการทดลองไม่สามารถส่งเสริมให้ผกัสลดัมีการเจริญเติบโตท่ีดีข้ึน ซ่ึงรวมถึง
เช้ือรา Trichoderma spp. ทางการคา้ ก็ไม่สามารถส่งเสริมให้พืชเจริญเติบโตไดแ้ตกต่างจากชุดการ
ทดลองควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 

ดังนั้ น จากการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในรูปแบบต่างๆ โดยการ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของเช้ือราท่ีคดัแยกไดจ้ากดินและท่ีคดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดรโปนิกส์
พบว่า เช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากดินจะมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา
สาเหตุโรคใบจุดได้ค่อนข้างแปรปรวนมากกว่าเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคัดแยกได้จากระบบ 
ไฮโดรโปนิกส์ โดยเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน ในแต่ละไอโซเลทจะมีกลไกหลกัใน
การเขา้ทาํลายเพียงอย่างเดียวเท่านั้น ในขณะม่ีเช้ือรา Trichoderma spp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากระบบไฮโดร
โปนิกส์จะมีกลไกการเขา้ทาํลายเช้ือราสาเหตุโรคไดห้ลากหลายมากกวา่ แต่อยา่งไรกต็าม กลไกหลกัท่ี
เช้ือรา Trichoderma spp. จากทั้งสองแหล่งมีประสิทธิภาพท่ีเท่าเทียมกนั คือกลไกการเขา้ทาํลายแบบ 
competition คือการเจริญทางเส้นใยเพื่อแย่งสารอาหารหรือครอบครองพื้นท่ีเจริญได้อย่างรวดเร็ว
นั้นเอง 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



88 

บรรณานุกรม 

 
จิระเดช แจ่มสวา่ง. 2538. การผลิตและการประยกุตใ์ชเ้ช้ือราไตรโคเดอร์มาควบคุมเช้ือราสาเหตุ

โรคพืช. หนา้ 151-167 ใน: สมคิด ดิสถาพร, (ผูร้วบรวม). การประชุมสมัมนาเชิงปฏิบติัการ 
“เช้ือจุลินทรียใ์นการควบคุมศตัรูพืช” Application of Microbial in Plant Pest Management. 
สาํนกังานกองทุนสนบัสนุนการวิจยั และ กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ. 

ดิเรก ทองอร่าม. 2546. การปลูกพชืโดยไม่ใช้ดิน: หลกัการจัดการการผลติและเทคโนโลยกีารผลติ
เชิงธุรกจิในประเทศไทย. ซีเอด็ยเูคชัน่. กรุงเทพฯ. 724 หนา้ 

นิพนธ์ ทวีชยั. 2553. โรคพืชและการจดัการดว้ยวิธีชีวภาพ. หนา้ 129-159. ใน: สารานุกรมไทย
สําหรับเยาวชน โดยพระราชประสงคใ์นพระบาทสมเดจ็พระเจา้อยูห่วั. กรุงเทพฯ. 

ณัฐพงษ์ นวลดี, พรประพา คงตระกูล, วรรษมน บุญยิ่ง และสรัญยา ณ ลาํปาง. 2553. ลักษณะของ 
เช้ือรา Cercospora ท่ีตา้นทานสารคาร์เบนดาซิม สาเหตุโรคใบจุดของผกักาดหอมในจงัหวดั
เชียงใหม่. วารสารวจัิยมหาวทิยาลยัขอนแก่น 1053-1060. 

ภานุมาศ นาคเจือทอง, สุมิตรา ใจซ่ือ, ชนิตสรา งามศกัด์ิประเสริฐ และภารดี ช่วยบาํรุง. 2011. ปริมาณ
คาร์เบนดาซิมในผลผลิตการเกษตรและการกาํจดัดว้ยปฏิกิริยาโฟโตคะตะไลสิส. วารสารวิจัย
มหาวทิยาลยัขอนแก่น 16(5): 454-467.  

วาริน อินทนา, มนตรี อิสรไกรศีล, ศุภลักษณ์  เศรษฐสกุลชัย, ประคอง เย็นจิตต์ และทักษิณ  
สุวรรณโน. 2550. ประสิทธิภาพของเช้ือราไตรโคเดอร์มา ฮาซิเอนัม่ สายพนัธ์ุกลายในการ
ยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยและการลดปริมาณเช้ือราไฟทอพทอร่า พาล์มมิโวร่าในสวน
ทุเรียน. วทิยาสารกาํแพงแสน 5(3): 1-9. 

สุมิสา อรุณโน และวีระศกัด์ิ ศกัด์ิศิริรัตน์. 2556. การใชเ้ช้ือรา Trichoderma spp. ในการกระตุน้
ความตา้นทาน โรคตน้แตกยางไหลในแตงเทศ. แก่นเกษตร 41(2): 135-142. 

สุวิตา แสไพศาล, วีระศกัด์ิ ศกัด์ิศิริรัตน์ และพฒันา ศรีฟ้า ฮุนเนอร์. 2544. การชกันาํให้มะเขือเทศ
สร้างความต้านทานโรคใบจุดเป้ากระสุนโดยเช้ือ Trichoderma spp. และกิจกรรมของ
เอนไซมย์อ่ยสลาย. วารสารวจัิยมหาวทิยาลยัขอนแก่น 16(3): 261-270.  

อฐัภรณ์ พนัยา, วีระศกัด์ิ ศกัด์ิศิริรัตน์, ศิวิลยั สิริมงัครารัตน์, พฒันา ชมภูวิเศษ และสุวิตา แส
ไพศาล. 2558. การทดสอบใชเ้ช้ือรา Trichoderma spp. เพื่อควบคุมกระตุน้การเจริญเติบโต
และความตา้นทานโรคในตน้กลา้ยคูาลิปตสั. แก่นเกษตร 43(1): 182-188. 

อรรถกร พรมวี  สมชาย ชคตระการ  และจิระเดช แจ่มสว่าง. 2551. การใชเ้ช้ือรา Trichoderma spp. 
หลายสายพันธ์ุร่วมกันในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของปอโมโรเฮยะ . วารสาร
วทิยาศาสตร์เกษตร 39(3): 282-285. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



89 

อรพรรณ วิเศษสังข์. 2552. คู่มือการเลือกใช้สารป้องกันกําจัดโรคพืช. กลุ่มวิจัยโรคพืช สํานักวิจัย
พฒันาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 142 หนา้ 

Abdullahi, M., Ommati, F. and Zaker, M. 2012. The in vitro efficacy of Trichoderma isolates 
against Pythium aphanidermatum , the causal agent of sugar beet root rot. Journal of 
Research in Agricultural Science 8(1): 79-87. 

Benoit, F. 1992. Practical guide for simple soilless culture techniques. European Vegetable 
R&D Center. Sint-Katelijne-water, elgium 77 pp. 

Celar F. and Valic N. 2005. Effects of Trichoderma spp. and Gliocladium roseum culture 
filtrateson seed germination of vegetables and maize. Journal of Plant Diseases and 
Protection 112(4): 343-350. 

Klein, D., and Eveleigh, D.E. 1998. Ecology of Trichoderma. Pages 57-74 in: Trichoderma and 
Gliocladium. Vol. 1. C. P. Kubicek and G. E. Harman, eds. Taylor & Francis, London  

Effect of metabolites produced by Trichoderma species against Ceratocystis paradoxa in culture 
medium. African Journal of Biotechnology 5(9): 703-706. 

French, R.D. and Schultz, D. 2011. Alternaria leaf spot of cabbage. [online]. Available: 
http://sickcrops.tamu.edu (July 13, 2016) 

Gallian, J.L. 2000. Cercospora leaf spot of sugar beet : identification and control. Pacific 
Northwest Extension Publications 519 pp.  

Gallou, A., Cranenbrouck, S. and Declerck, S. 2008. Trichoderma harzianum elicits defence 
response genes in roots of potato plantlets challenged by Rhizoctonia solani. European 
Journal of Plant Pathology 124(2): 219-230. 

Hanada, R.E., Pomella, A.W.V., Soberanis, W., Loguercio, L.L. and Pereira, J.O. 2009. Biocontrol 
potential of Trichoderma martiale against the black-pod disease (Phytophthora palmivora) 
of cacao. Biological Control 50: 143-149. 

Hibar, K., Daami-Remadi, M., and El Mahjoub, M. 2007. Induction of resistance in tomato plants 
against Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici by Trichoderma spp. Tunisian 
Journal of Plant Protection 2: 47-58. 

Houessou, J.H.H., Beed, F., Sikirou, R. and Ezin, V. 2011. First report of Cercospora beticola on 
lettuce (Lactuca sativa) in Benin. New Disease Report 23: 16-17. 

Imtiaj, A. and Lee, T. 2008. Antagonistic effect of tree Trichoderma species on the Alternaria porri 
pathogen of onion blotch. World Journal of Agricultural Sciences 4(1): 13-17. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



90 

Ishita, A., Ralph, K. and Atle, M.B. 2011. Phtytoalexins in defense against pathogens. Plant 
Science 17: 1360-1385. 

Jeandet, P., Hébrard, C., Deville, M.A., Cordelier, S., Dorey, S., Aziz, A. and Crouzet, J. 2014. 
Deciphering the role of phytoalexins in plant-microorganism interactions and human 
health. Molecules 19: 18033-18056. 

Jeyaseelan, E.C., Tharmila, S. and Niranjan, K. 2012. Antagonistic activity of Trichoderma spp. and 
Bacillus spp. against Pythium aphanidermatum isolated from tomato damping off. Archives 
of Applied Science Research 4(4): 1623-1627. 

Kuncharek, T. 2000. Alternaria leaf spot of cucurbits. Plant Pathology Fact Sheet 32pp. 
Koohakan, P., Jaenaksorn, T. and Nuntagij, I. 2008. Major disease of lettuce grown by 

commercial nutrient film technique in Thailand. KMITL Sciences Technology Journal 
8(2): 56-63. 

Kamala, T. and Indira, S. 2011. Evaluation of indigenous Trichoderma isolates from Manipur as 
biocontrol agent against Pythium aphanidermatum on common beans. Biotechnology 
Journal 1: 217-225. 

Liu, J.B., Gilardi, G., Gullino, M.L. and Garibaldi, A. 2009. Effectiveness of Trichoderma spp. 
obtained from re-used soilless substrates against Pythium ultimum on cucumber seedlings. 
Journal of Plant Diseases and Protection 116(4): 156-163. 

Marco, J.L. and Felix, C.R. 2007. Purification and characterization of a β-glucanase produced by 
Trichoderma harzianum showing biocontrol potential. Brazilian Archives of Biology 
and Technology 50(1): 21-29. 

Matroudi, S., Zamani, M.R. and Motallebi, M. 2009. Antagonistic effects of three species of 
Trichoderma sp. on Sclerotinia sclerotiorum, thecausal agent of canola stem rot. 
Egyptian Journal of Biology 11: 37-44. 

Meirelles, G.B., Duarte, G.L. and Moraes, M.G. 2013. Analysis of gene expression in tomato 
plants inoculated with Trichoderma harzianum during induced systemic resistance to 
Alternaria alternata. Sociedade Brasileira de Genética 4: 15-15. 

Mert-Türk, F. 2002. Phytoalexins: Defence or just a response to stress?. Journal of Cell and 
Molecular Biology 1: 1-6. 

Mishra, B.K., Mishra, R.K., Mishra, R.C., Tiwari, A.K., Yadav, R.S. and Dikshit, A. 2011. 
Biocontrol efficacy of Trichoderma viride isolates against fungal plant pathogens causing 
disease in Vigna radiata L. Archives of Applied Science Research 3(2): 361-369. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



91 

Monte, E. and Llobell, A. 2003. Trichoderma in organic agriculture. World Avocado Congress 
Proceedings 725-733. 

Ozbay, N., Newman, S.E. and Brown, W.M. 2004. Evaluation of Trichoderma harzianum strains 
to control crown and root rot of greenhouse fresh market tomatoes. International 
Society for Horticultural Science 79-85. 

Padmaja, M., Swathi, J., Narendra, K., Sowjanya, K.M., Babu, P.J., Satya, A.K. 2013. 
Trichoderma sp. as a microbial antagonist againt Rhizoctonia solani. International 
Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences 5(4): 322-325. 

Rabeendran, N. Moot, D.J., Jones, E.E. and Stewart, A. 2000. Inconsistent growth promotion of 
cabbage and lettuce from Trichoderma isolate. New Zealand Plant Protection 53: 143-
146.  

Ranasingh, N., Saurabh, A. and Nedunchezhiyan, M. 2006. Use of Trichoderma in disease 
management. Orissa Review 68-70. 

Ratnakumari, Y. R., Nagamani, A., Bhramaramba, S., kumar, R.S., Kumar, U.C. and Shaik, M. 
2011. Non-volatile and volatile metabolites of antagonistic Trichoderma against collar rot 
pathogen of Mentha arvensis. International Journal of Pharmaceutical and 
Biomedical Research 2(2): 56-58. 

Reshu, M.K. and Mohd, M.K. 2012. Role of different microbial–origin bioactive antifungal 
compounds agent Alternaria spp. causing left blight of Mustard. Plant Pathology 
Journal 11(1): 1-9. 

Saksirirat, W., Chareerak, P. and Bunyatrachata, W. 2009. Induced systemic resistance of 
biocontrol fungus, Trichoderma spp. against bacterial and gray leaf spot in tomatoes. 
Asian Journal of Food and Agro-Industry Special Issue: 99-104. 

Siddiquee, S., Yusuf, U.K., Hossain, K. and Jahan, S. 2009. In vitro studies on the potential 
Trichoderma harzianum for antagonistic properties against Ganoderma boninense. 
Journal of Food, Agriculture & Environment 7(3-4): 970–976. 

Sahile, S., Sakhuja, P.K., Fininsa, C. and Ahmed, S. 2011. Potential antagonistic fungal species 
from Ethiopia for biological control of chocolate spot disease of fafa bean. African Crop 
Science Journal 19(3): 213-225. 

Samuelian, S. 2016. Potential of Trichoderma harzianum for control of banana leaf fungal 
pathogens when applied with a food source and an organic adjuvant. Biotechnology 6(8): 
7-11. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



92 

Sharma, P., Singh, N. and Verma, O.P. 2011. First report of Curvularia lunata associated with 
leaf spot of Amaranthus spinosus. Asian Journal of Plant Pathology 5(2): 100-101.  

Souna, F., Himri I., Benabbas, R. Fethi, F., Chaib, C., Bouakka, M. and Hakkou, A. 2012. 

Evaluation of Trichoderma harzianum as a biocontrol agent against vascular fusariosis of 
date palm (Phoenix dactylifera L.). Australian Journal of Basic and Applied Sciences 
6(5): 105-114.  

Tancic, S., Skrobonja, J., lalosevic, M., Jevtic, R. and Vidic, M. 2013. Impact of Trichoderma spp. 
on soybean seed germination and potential antagonistic effect on Sclerotinia sclerotiorum. 
Pesticides and Phytomedicine 28(3): 181-185. 

Wasternack, C., Stenzel, I., Hause, B., Hause, G., Kutter, C., Maucher, H., Neumerkel, J., 
Feussner, I. and Miersch, O. 2006. The wound responce in tomato - Role of jasmonic 
acid. Jounal of Plant Physiology 163: 297-306. 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 

การเตรียมสารละลาย และอาหารเลีย้งเช้ือ 
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1.  การเตรียมสารละลาย 
 1.1  50X TAE buffer (Tris-acetate) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  Tris-borate    242 กรัม 
  Acetic acid    57.1 มิลลิลิตร 
  0.5 M EDTA (pH8)   100 มิลลิลิตร 
  นํ้ากลัน่     700 มิลลิลิตร 

ผสมสารละลายให้เขา้กนัและปรับปริมาตรของสารละลายให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร 
ดว้ยนํ้ ากลัน่นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 
15 นาที Acetic acid เป็นกรดเขม้ขน้ ควรใส่ถุงมือกนักรด และเตรียมภายในตูดู้ดควนั 
 
 1.2  10X loading buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  0.25 %  Bromophenol blue 
  30 %  Glycerol 
  60 mM  EDTA 

ผสมสารละลายทั้งหมดให้เขา้กนั ปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 มิลลิลิตรดว้ยนํ้ ากลัน่ 
นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 
 1.3  Ethidium bromide ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  Ethidium bromide   0.5  กรัม 
  นํ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร 

ละลาย Ethidium bromide ในนํ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตรใหเ้ขา้กนั เก็บสารละลายในขวด
แกว้ทึบแสง Ethidium bromide  เป็นสารก่อมะเร็ง ควรใส่ถุงมือในการเตรียม 
 
 1.4  Hydroponics nutrient solution (Benoit, 1992) 
  Stock solution A ปริมาตร 10 ลิตร 
   CaNO3    670 กรัม 
   KNO3    296 กรัม 
   Fe-EDDHA   50  กรัม 

ผสมสารละลายทั้งหมดใหเ้ขา้กนั ปรับปริมาตรใหค้รบ 10 ลิตร หลีกเล่ียงการโดนแสง
และเกบ็ในท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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 Stock solution B ปริมาตร 10 ลิตร 
  KNO3    296 กรัม 
  KH2PO4    177 กรัม 
  MgSO4    160  กรัม 
  Microelements: NICK SPRAY 30  กรัม 
ผสมสารละลายทั้งหมดใหเ้ขา้กนั ปรับปริมาตรใหค้รบ 10 ลิตร หลีกเล่ียงการโดนแสง

และเกบ็ในท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 
2.  การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
 2.1  Water agar 
   Agar powder    20  กรัม 
   นํ้ากลัน่    1,000  มิลลิลิตร 

ผสมรวมกัน นําไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 
 2.2  Potato dextrose agar 
   Potato     200 กรัม 
   Agar powder   20 กรัม 
   นํ้ากลัน่    1,000 มิลลิลิตร 

ตม้มนัฝร่ังในนํ้ ากลัน่ นํานํ้ ามนัฝร่ังท่ีได้ผสมกับผงวุน้ ปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 
มิลลิลิตร นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 
15 นาที 
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ประวตัผู้ิเขยีน 
 

ช่ือ-นามสกลุ  มาลาตี ประดบัญาติ 

วนั เดือน ปีเกดิ  9 สิงหาคม พ.ศ. 2531 
ทีอ่ยู่ปัจจุบัน  5/5 หมู่ 4 ตาํบลบึงคอไห อาํเภอลาํลูกกา จงัหวดัปทุมธานี 12150 
ประวตัิการศึกษา  พ .ศ . 2553 สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตร์บัณ ฑิต  
   สาวิชาเทคโนโลยีการจัดการศัตรูพืช  คณะเทคโนโลยีการเกษตร  
   สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 
ทุนวจัิยทีไ่ด้รับ  ทุนสนบัสนุนจากศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นเทคโนโลยชีีวภาพทางการเกษตร 
   สํานักพัฒนาบัณฑิตศึกษา และวิจัยด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี
   สํ านั ก ง าน คณ ะก รรม ก าร อุ ด ม ศึ ก ษ า  ก ระท รว ง ศึ ก ษ า ธิ ก าร  
   (AG-BIO/PERODCHE) 
ผลงานทางวชิาการ มาลาตี ประดับญาติ นงลักษณ์ เภรินทวงค์ และถนิมนันต์ เจนอักษร. 
    2556. “การทดสอบความสามารถในการเป็นเช้ือราปฏิปักษ์ในสภาพ 
   ห้องปฏิบัติการของ Trichoderma spp. ต่อเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดของ 
   ผกัสลัดท่ีปลูกในระบบไฮโดรโพนิกส์”. หน้า 52-57. ใน การประชุม 
   วิชาการคร้ังท่ี 6 มหาวิทยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลตะวนัออก. 
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