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การใชสปอรแขวนลอยของเชื้อรา Trichoderma harzianum สายพันธุ CB-Pin-01, T50 และ T152 พน 
ลงบนวัสดุปลูกไรดินและบนตนมะเขือเทศ ทุกๆ 2 สัปดาห รวม 5 ครั้ง หลังจากพนเชื้อรา T. harzianum ครั้งที่ 5 
หรือสารเคมี mancozeb  ครบ 24 ช่ัวโมง จึงพนเชื้อรา Pseudocercospora fuligena สาเหตุโรคราใบดําของ    
มะเขือเทศ ที่ความเขมขน 1 x 104 สปอร/มิลลิลิตร พบวาความรุนแรงของโรคไมแตกตางกันทางสถิติกับการใช
สารเคมี mancozeb โดยสามารถลดการเกิดโรคได 50.62, 62.74 และ 37.51 เปอรเซ็นต ตามลําดับเมื่อเปรียบเทียบ
กับกรรมวิธีควบคุมที่พนเชื้อรา P.  fuligena (เกิดโรค 51.24 เปอรเซ็นต) ในขณะที่กรรมวิธีที่พนเฉพาะสายพันธุ    
CB-Pin-01 และ T50 สามารถลดการเกิดโรคราใบดํา 45.55 และ 47.81 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีควบคุมที่ไมไดพนเชื้อรา P.  fuligena (เกิดโรค 39.01 เปอรเซ็นต) 

 
การศึกษาเชื้อรา P. fuligena ตอการเกิดโรคและ specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase และ

เอนไซม chitinase โดยการพนสปอรแขวนลอยของเชื้อรา P. fuligena ความเขมขน 1 x 104 สปอร/มิลลิลิตร ที่   
ใบมะเขือเทศอายุ 4 สัปดาหหลังยายกลา พบวามีความรุนแรงของโรคเพิ่มขึ้น 12.60 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบ
กับกรรมวิธีควบคุม (ไมไดปลูกเชื้อโรค) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และจากการตรวจสอบ specific activity ของ
เอนไซม β-1,3-glucanase และเอนไซม chitinase ทุกวันเปนเวลา 14 วันหลังจากการพนสปอรแขวนลอยของ   
เช้ือรา P. fuligena พบมีกิจกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase และเอนไซม chitinase เพิ่มขึ้นสูงสุดในวันที่ 1 
และ 3 โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 45.47 และ 29.36 U/mg protein ตามลําดับ 

 
การทดลองการชักนําใหมะเขือเทศตานทานตอโรคราใบดําดวยการรดมะเขือเทศดวยสปอรแขวนลอย

ของเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01, T50 และ T152 ทุกสัปดาหจนครบ 4 สัปดาห จึงพนเชื้อรา            
P. fuligena  ความเขมขน 1 x 104 สปอร/มิลลิลิตร พบวาสามารถลดการเกิดโรคได 21.26 - 60.95 เปอรเซ็นต 
ในขณะที่การรดดวยสปอรแขวนลอยของเชื้อรา T. harzianum รวมกับการปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum 
สาเหตุของโรครากเนาในมะเขือเทศ พบวาเชื้อรา T. harzianum ทั้ง 3 สายพันธุ สามารถลดการเขาครอบครองราก
ของเชื้อรา  P. aphanidermatumได และชักนําใหมะเขือเทศตานทานตอโรคราใบดําของมะเขือเทศสาเหตุจาก   
เช้ือรา P. fuligena โดยลดการเกิดโรคได 18.70 – 67.05 เปอรเซ็นต นอกจากนี้เช้ือรา T. harzianum สายพันธุ  CB-
Pin-01, T50 และ T152 ยังสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของมะเขือเทศได โดยเพิ่มน้ําหนักและความสูงของตน 
น้ําหนักราก ความยาวราก อยางไรก็ตามผลผลิตของมะเขือเทศไมแตกตางจากกรรมวิธีควบคุมที่ปลูกเชื้อโรค 
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 Spore suspensions of Trichoderma harzianum (strains CB-Pin-01, T50 and T152) were sprayed   
every other week (5 times) on soilless planting medium and on whole tomato plant. After the 5th spraying of        
T. harzianum or mancozeb spray for 24 hrs., Pseudocercospora fuligena, a causal agent of black leaf mold 
(BLM) at 1 x 104 spore/ml was inoculated on test plants. In P. fuligena inoculated treatments strains CB-Pin-01, 
T50 and T152 significantly reduced BLM by 50.62%, 62.74% and 37.51%, respectively as compared to a 
pathogen inoculated control (51.24%). These efficacies were comparable to a mancozeb treatment which 
reduced BLM by 54.22 %. Natural infection of BLM (uninoculated control) was 39.01 %. Spray application    
of  T. harzianum strains CB-Pin-01 and T50 significantly reduced disease severity of BLM by 45.55 % and 
47.81 %, respectively, when compared to a pathogen uninoculated control. 
 

 Study on pathogenicity and specific activities of  β-1,3-glucanase and chitinase by spraying spore 
suspensions of  P. fuligena at 1 x 104 spore/ml on tomato leaves at 4 weeks  after transplanting showed that 
disease severity was 12.60 % significantly increased as compared to a non-inoculated control. Determination of 
specific activities of  β-1,3-glucanase and chitinase after spraying spore suspensions of  P. fuligena  everyday 
until 14 days revealed the increase of enzyme activity  in plant at the 1st and 3rd day with amount of 45.47 and 
29.36 U/mg protein, respectively. 

 
On experiment for inducing resistance in tomato against BLM, tomato plants were drenched with 

spore suspensions of  T. harzianum strains CB-Pin-01, T50 and T152 every week for four times and then 
sprayed  with spore suspensions of  P. fuligena at 1 x 104 spore/ml. The BLM incidences were reduced by  
21.26 - 60.95%. While drenching of tomato plants with spore suspensions of  T. harzianum in combination  
with inoculation of  Pythium aphanidermatum, a causal agent of  tomato root rot revealed that all strains of           
T. harzianum  reduced colonization of  P. aphanidermatum on tomato roots  and induced resistance in tomato 
against BLM with 18.70 – 67.95 % of disease reduction. In addition, T. harzianum strains CB-Pin-01, T50 and 
T152  promoted growth of tomato plant by increasing weight and height of stem , weight and length of  roots, 
however,  yield of tomato was not significantly different as compared to a pathogen inoculated control.  
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หนา 

1 การชักนําใหมะเขือเทศตานทานโรค 11 
2 ผลของการพนสปอรแขวนลอยของเชื้อรา Trichoderma  harzianum ทุก 2 

สัปดาหทั้งตนมะเขือเทศเพื่อลดโรคราใบดําของมะเขือเทศสาเหตุจากเชือ้รา  
Pseudocercospora fuligena (Pf) 30 

3 ความรุนแรงของโรคราใบดําของมะเขือเทศ หลังจากพนเชื้อรา 
Pseudocercospora fuligena (Pf)ไปแลว 4 สัปดาห 39 

4 ความรุนแรงของโรค และเปอรเซ็นตการลดการเกดิโรคราใบดําของมะเขือ
เทศ หลังจากการพนเชื้อรา Pseudocercospora fuligena (Pf)ไปแลว 6, 8 และ
10 สัปดาห 42 

5 คาเฉลี่ยน้ําหนกัลําตน และน้าํหนกัรากของมะเขือเทศ เมือ่ส้ินสุดการทดลองที่
มีการรดเชื้อรา Trichoderma harzianum สายพันธุ CB-Pin-01, T50 และ T152 
รวมกับการปลกูเชื้อรา Pythium aphanidermatum (Pa) และพนเชื้อรา 
Pseudocercospora fuligena (Pf) 45 

6 คาเฉลี่ยความสูงลําตน ความยาวราก และน้ําหนกัผลผลิตของมะเขือเทศ เมื่อ
ส้ินสุดการทดลองที่มีการรดเชื้อรา Trichoderma harzianum สายพันธุ       
CB-Pin-01, T50 และ T152 รวมกับการปลกูเชื้อรา Pythium aphanidermatum 
(Pa) และพนเชื้อรา Pseudocercospora fuligena (Pf)  46 

7 แสดงปริมาณประชากร เปอรเซ็นตการครอบครองรากเมื่อส้ินสุดการทดลอง
ที่มีการรดเชื้อรา Trichoderma harzianum สายพันธุ CB-Pin-01, T50 และ 
T152 รวมกับการปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum (Pa) และพนเชื้อรา 
Pseudocercospora fuligena (Pf) 49 

   



 

(3)

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่ หนา 

  
     1 แสดงคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase ในใบและยอดมะเขือเทศ 32 
     2 แสดงคา specific activity ของเอนไซม chitinaseในใบและยอดมะเขือเทศ 33 
     3 แสดงคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase ในใบและยอดของกลา

มะเขือเทศ เมือ่ปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum (Pa) 36 
4 แสดงคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase ในใบและยอดมะเขือเทศ 

เมื่อรดดวยเชื้อรา Trichoderma harzianum และปลูกเชื้อรา Pythium 
aphanidermatum (Pa) 37 

5 แสดงคา specific activity ของเอนไซม chitinase ในใบและยอดมะเขือเทศ เมื่อรด
ดวยเชื้อรา  Trichoderma harzianum และปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum 
(Pa) 38 

6 แสดงคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase ในใบและยอดมะเขือเทศ 
เมื่อพนดวยเชือ้รา Pseudocercospora  fuligena 40 

7 แสดงคา specific activity ของเอนไซม chitinase ในใบและยอดมะเขือเทศ เมื่อพน
ดวยเชื้อรา Pseudocercospora  fuligena 40 

8 แสดงคา specific activity ของเอนไซม ในใบและยอดมะเขือเทศ เมื่อพนดวยเชื้อ
รา Pseudocercospora fuligena (Pf) และปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum 
(Pa) 53 

9 แสดงคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase ในใบและยอดมะเขือเทศ 
เมื่อพนดวยเชือ้รา Pseudocercospora fuligena (Pf) และรดดวยเชื้อรา 
Trichoderma  harzianum รวมกับการปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum (Pa) 54 

10 แสดงคา specific activity ของเอนไซม chitinase ในใบและยอดมะเขือเทศ เมื่อพน
ดวยเชื้อรา  Pseudocercospora fuligena (Pf) และรดดวยเชื้อรา Trichoderma 
harzianum รวมกับการปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum (Pa) 55 

   
 



 

(4)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพผนวกที่           
 

1 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ BSA กับคาการดูดกลืน
แสงที่750 นาโนเมตร (A 750 nm) 74 

2 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของกลูโคสกับคาการดูดกลืน
แสงที่ 520 นาโนเมตร (A 520 nm) 76 

3 แสดงกราฟมาตรฐานระหวาง N-acetylglucosamine กับคาการดูดกลืนแสงที่ 
550   นาโนเมตร (A 550 nm) 77 

4 ประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma harzianum สายพนัธุตางๆ หลังจาก
การรดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum รวมกับการปลูกเชื้อรา Pythium 
aphanidermatum และชักนําใหตานทานตอโรคราใบดําของมะเขือเทศสาเหตุ
จากเชื้อรา Pseudocercospora  fuligena (ในโรงเรือน) 79 

5 ขนาดและความยาวของราก หลังจากการรดสปอรแขวนลอยเชื้อรา 
Trichoderma harzianum รวมกับการปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum 
และชักนําใหตานทานตอโรคราใบดําของมะเขือเทศสาเหตุจากเชื้อรา 
Pseudocercospora  fuligena 81 

6 การเจริญของเชื้อรา Trichoderma harzianum สายพันธุตางๆ ในวัสดุปลูก 
หลังจากการทาํ dilution spread plate ที่ระดบัความเขมขน 104 CFU/กรัม 83 

7 การเจริญของเชื้อรา Pythium aphanidermatum  ที่เจริญครอบครองราก
มะเขือเทศหลงัจาก ลางดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อ และลางดวยสารละลาย 0.525 % 
sodium hydrochlorite  84 

   
 

 
 
 
 
 
 

หนา 



 

(5)

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
A = คาดูดกลืนแสง (Absorbance) 
BLM = โรคราใบดําของมะเขือเทศ (Black leaf mold of tomato) 
BSA = Bovine Serum Albumine 
CFU = จํานวนโคโลนีที่ตรวจพบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (colony forming unit) 
cm = เซนติเมตร (centimeter) 
Conc = Concentration 
M = โมลาห (Molar) 
mg = มิลลิกรัม (milligram) 
ml = มิลลิลิตร (milliliter) 
NAG = N-acetyl glucosamine 
nm = นาโนเมตร (nanometer) 
Pa = เชื้อรา Pythium aphanidermatum   
PDA = อาหารแข็งเล้ียงเชื้อรา (Potato dextrose agar) 
Pf = เชื้อรา Pseudocercospora  fuligena 
ppm = สวนในลานสวน (part per million) 
PR – protein  = pathogenesis-related protein 
T = เชื้อรา Trichoderma 
U = unit/mg protein 
V = ปริมาตร (volume) 
W = น้ําหนกั (weight) 
WA = water agar 
µg = ไมโครกรัม (microgram) 
oC = องศาเซลเซียส 
% = เปอรเซ็นต 
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ศักยภาพของเชื้อรา Trichoderma harzianum ในการชักนําใหมะเขือเทศตานทานตอ 
โรคราใบดําสาเหตุจากเชื้อรา Pseudocercospora fuligena 

 
Potential of Trichoderma harzianum for Inducing Resistance in Tomato Against 

Black Leaf Mold Caused by Pseudocercospora fuligena 
 
 

คํานํา 
 

มะเขือเทศ จัดเปนพืชผักที่มีความสําคัญทั้งในแงการบริโภคผลสดและการผลิตเชิง
อุตสาหกรรม ปริมาณการสงออกมะเขือเทศสดและผลิตภัณฑมะเขือเทศแปรรูป เชน มะเขือเทศ
เขมขน ซอสมะเขือเทศ และน้ํามะเขือเทศ เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องทุกป ดังนั้นการปลูกมะเขือเทศจึง
เปนอาชีพทางการเกษตรทีใ่หผลตอบแทนคอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับพืชผักชนิดอื่นทั่วไป 
อยางไรก็ตามการผลิตมะเขือเทศก็มีอุปสรรคคอนขางมากเชนกนั โดยเฉพาะดานโรคที่เกิดจากเชื้อ
ราตางๆ เนื่องจากมะเขือเทศเปนพืชผักที่ออนแอ จึงทําใหเชื้อโรคตางๆ  เขาทําลายไดงาย (ศักดิ,์ 
2537) ตัวอยางโรคของมะเขือเทศที่สําคัญ ที่มีสาเหตุจากเชื้อราไดแก early blight (Alternaria 
solani), late blight (Phytophthora infestans), leaf mould (Mycovellosiella fulva), powdery mildew 
(Leveillula taurica), southern blight (Corticium rolfsii), Phytophthora root rot (Phytophthora 
capsici, Phytophthora parasitica), target spot (Corynespora casiicola) และ  black leaf mold 
(Pseudocercospora fuligena) (ศุภลักษณ, 2536; CAB international, 2003) 
  

โรคราใบดําในมะเขือเทศ (Black leaf mold) มีสาเหตุมาจากเชื้อรา P. fuligena เปนโรคทาง
ใบที่สําคัญโรคหนึ่งของมะเขือเทศที่ปลูกในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ญ่ีปุน และเมก็ซิโก ทําใหผล
ผลิตลดลง โดยลดจํานวนผลและน้ําหนักของผลจากตนที่เปนโรค (ศุภลักษณ, 2536) สรางความ
เสียหายใหมะเขือเทศเปนอยางมากในชวงฤดูฝน โดยเฉพาะอยางยิ่งในระยะที่ตนมะเขือเทศยังเล็ก
อยูจะแสดงอาการอยางรุนแรงและตายได (ศศิธร, 2545) เนื่องจากในปจจุบันมีการศึกษาวจิัยเพื่อลด
การใชสารเคมีทําใหมีการนําเอาจุลินทรียปฏิปกษ ตาง ๆ มาใชเพื่อทดแทนสารเคมี เชน เชื้อรา 
Trichoderma spp. เปนจุลินทรียปฏิปกษทีม่ีผูศึกษากันมากเนื่องจากมปีระสิทธิภาพสูงในการ
ควบคุมเชื้อโรคในดิน สามารถครอบครองรากพืช สงเสริมการเจริญเตบิโตของพืช อยูรอดในดิน 
ไดนาน สามารถผลิตเอนไซม และสารปฏิชีวนะที่มีผลตอการเขาทําลายเชื้อโรคหลายชนิดได แต
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การศึกษาเรื่องการชักนําใหพชืเกิดความตานทานโรค (induced resistance) โดย Trichoderma spp. 
ยังมีการศึกษานอยมากเมื่อเปรียบเทียบกบั rhizobacteria ซ่ึงอาจเปนเพราะการศึกษาที่เกี่ยวกับการ
ใช Trichoderma spp. ควบคมุโรคพืชนั้นเนนไปที่ การแขงขัน (competition) การเปนปรสิต  
(parasitism) และการสรางสารปฏิชีวนะ  (antibiosis) มากกวา อยางไรก็ตามไดมีการอธิบายถึงการ
ชักนําใหพืชเกดิความตานทานตอโรคโดย Trichoderma spp. อยางชัดเจนเปนครั้งแรก ในป 1997 
ดวยการที่ใสเชื้อรา T. harzianum T-39 ลงดิน แลวทําใหใบของถั่วตานทานตอการเกดิโรคบนลําตน
และใบ ซ่ึงมีสาเหตุมาจากเชือ้รา Botrytis cinerea และ Colletotrichum lindemuthianum ได และมี
การตรวจพบ T-39 เฉพาะทีร่ากถ่ัวเทานั้น (Harman et. al. 2004a) 
 
 ดังนั้นในการวจิัยคร้ังนี้จึงมุงที่จะศึกษาความสามารถของเชื้อรา Trichoderma harzianum 
สายพันธุตาง ๆ ที่มีการศึกษามากอนวาสามารถควบคุมโรคตาง ๆ ครอบครองรากและกระตุนการ
เจริญของพืชได มาทดสอบการชักนําใหมะเขือเทศตานทานตอโรคราใบดําสาเหตุจากเชื้อรา 
Pseudocercospora fuligena ทั้งในกรณีที่วสัดุปลูกมีหรือไมมีเชื้อรา Pythium aphanidermatum 
สาเหตุโรครากและโคนเนาของมะเขือเทศ 
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วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อศึกษาการใชเชื้อรา Trichoderma harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 T50 และ T152 
ในการลดการเกิดโรคราใบดาํของมะเขือเทศ  
 

2.  เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลง specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase และเอนไซม
chitinase ในใบและยอดของมะเขือเทศ เมือ่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อรา Trichoderma harzianum  
สายพันธุ CB-Pin-01 T50 และ T152 
 

3.  เพื่อศึกษาผลของเชื้อรา Pseudocercospora fuligena  ตอการเกิดโรคราใบดําและ specific 
activity ของเอนไซม β-1,3- glucanase ในมะเขือเทศ 
 

4.  เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma harzianum ตอการลดการเกิดโรค และ
การชักนําใหมะเขือเทศตานทานตอการเกดิโรคราใบดําจากเชื้อรา Pseudocercospora  fuligena ใน
กรณีที่วัสดปุลูกมีเชื้อรา Pythium aphanidermatum สาเหตุโรครากเนาของมะเขือเทศ
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  โรคราใบดําของมะเขือเทศ 
 

โรคราใบดํา (Black leaf mold) หรือโรคราเขมา (Gray leaf mold) หรือโรคใบปนเหลือง 
(Cercospora leaf mold) เปนโรคทางใบที่สําคัญโรคหนึ่งของมะเขือเทศที่พบบอย เกดิขึ้นทั่วไปใน
เกือบทุกแหงที่มีการปลูกมะเขือเทศ แตในบางทองถ่ินที่มีสภาพเหมาะสมก็อาจจะกลายเปนโรคที่
สรางความเสียหายรุนแรงได (ศักดิ,์ 2537) โรคนี้สรางความเสียหายแกมะเขือเทศอยางมากในชวง
ฤดูฝน โดยเฉพาะอยางยิ่งในระยะที่ตนมะเขือเทศยังเล็กอยู จะแสดงอาการอยางรุนแรงและอาจถึง
ตายได (ศศิธร, 2545)  
 

1.1 ลักษณะอาการของโรค 
 

เชื้อราสาเหตุโรคอาจเขาทําลายลําตน กิ่งออนและกานใบ (petiole) กอใหเกิดอาการ
แผลสีน้ําตาลหรือดํา ลักษณะกลมหรือเรียวยาว สวนใหญอาการจะเริม่จากใบแกที่อยูตอนลางของ
ตนกอน แลวจงึคอยกระจายไปยังใบที่อยูสูงขึ้นไปจนในที่สุดหมดทั้งตน (ศักดิ,์ 2537) แตยังไมมี
รายงานถึงการเขาทําลายของเชื้อนี้ในผล(Mohanty and Mohanty, 1955; Sherf and Macneb, 1986) 
โรคราใบดําสามารถกอใหเกิดความเสียหายโดยการลดปริมาณและคณุภาพของผลผลิตมะเขือเทศ 
(Hartman et al., 1991; Hartman and Wang, 1992) Hartman and Wang (1992) ไดรายงานวา มะเขอื
เทศพนัธุ Tainan Selection No.2 ที่ปลูกในไตหวันในป 1989 -1990 เปนโรคนี้ทําใหผลผลิตลดลงถึง 
32 เปอรเซ็นต เนื่องจากตนมะเขือเทศที่ถูกเชื้อเขาทําลาย ติดผลนอยและมีขนาดเล็ก ยงัไมมีรายงาน
ถึงการถายทอดโรคนี้ผานทางเมล็ดพันธุ (seed-born infection)  (CAB international, 2003) 

 
โรคราใบดํามักพบในใบแก หรือใบลาง ๆ ของทรงพุม โดยใบมะเขือเทศที่ถูกเชื้อเขา

ทําลายจะพบแผลจุดคอนขางกลมสีซีดบนใบ  ขนาดประมาณ 1-5 มิลลิเมตร จากนั้นจะเกดิเปน
เซลลตายสีเหลืองขึ้นทั่วไปที่ดานหลังหรือดานบนของใบ ตอมาที่ดานใต หรือทองใบจะมกีารสราง
สปอรสีน้ําตาลหรือดําเกิดขึน้ เนื่องจากเชือ้ราสามารถสรางสปอรไดมากมายบนแผล และสรางได
ทั้งดานบนใบและใตใบมะเขือเทศ  โดยเฉพาะบริเวณใตใบ ทําใหมองเห็นเปนสีดํา แผลจะแหง
เปลี่ยนเปนสีน้าํตาล ตรงกลางจุดเปนสีขาว ปกติแผลแตละแผลจะมีขนาดไมโตนัก แตถาเปนมาก 
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แผลอาจจะมาเชื่อมตอกันเกดิเปนแผลขนาดใหญทําใหใบเกิดบิดงอ เหี่ยวเฉา แหงตาย รวมทั้งหลุด
รวงในขณะทีใ่บยังไมแกจัด ในสภาพที่มเีชือ้ราขึ้นปกคลุมใบเปนสีดํา (ศักดิ,์ 2537 ; Wang et al., 
1995)     

 
1.2  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Pseudocercospora fuligena (Roldan) Deighton 
 

โรคราใบดํามีสาเหตุมาจากเชื้อรา Pseudocercospora fuligena (Roldan) Deighton 
(syn. Cercospora fuligena Roldan). เปนราพวก imperfecti ขยายพนัธุโดยการสรางโคนิเดีย 
(conidia) ซ่ึงพบไดตั้งแตสี subhyaline ถึง สี pale olivaceous รูปรางโคนเิดียมตีั้งแตแบบ cylindrical 
จนถึงแบบ cylindrical obclavate หรือแบบ straight จนถึงแบบ slightly curve เซลลสวนปลาย (tip 
cell) กลมมน (round) เซลลสวนฐาน (basal cell) มีรูปรางเปนแบบ long obconic จนถึงแบบ long 
obconical truncate ความยาวโคนิเดียประมาณ 9 -137x 3.5-6.1 µm พบจํานวนผนังกัน้ (septum) 
ตั้งแต 2-27 septa ตอโคนิเดยี  hilum เปนแบบ unthicken บาง   โคนิเดียสามารถแตกแขนง หรือแตก
เปนงามไดบริเวณเซลลสวนปลาย (tip cell) (Hartman et  al., 1991)  

 
มีรายงานวาโคนิเดียของเชื้อนี้สามารถอยูรอดไดนานถึง 6 เดือนในดินและในใบมะเขือ

เทศที่เปนโรคที่อยูในสภาพอากาศแหง แตไมสามารถอยูไดถึง 40 วันในสภาพอากาศชื้น (Yamada, 
1951) primary inoculum พบไดในเศษซากพืชที่เปนโรคและจากพืชอาศัยตาง ๆ โดยพืชอาศัยของ
เชื้อ P. fuligena นี้ไดแกพืชในตระกูล Solanaceae เชน มะเขือ (eggplant; Solanum melongena L.), 
black nightshade (Solanum nigrum L.) (Harman et al., 1991) นอกจากนีย้ังมี Lycopersicon spp. 5 
สายพันธุ, Solanum spp. 3 สายพันธุ และ Capsicum spp. 4 สายพันธุที่ไดทดสอบและมีรายงานวา
เปนพืชอาศัยของ P. fuligena อีกดวย (Wang et  al., 1995)  

 
1.3  สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเกิดและการแพรระบาดของโรค 

 
โรคนี้จะพัฒนาไดดีหากมีอุณหภูมิที่เหมาะสม ความชื้นสัมพัทธ และชวงเวลาทีใ่บ

เปยกชืน้นานเพียงพอ หากผวิใบไดรับความชื้นจากน้าํคาง ฝน และหมอก จะเปนปจจัยที่เหมาะสม
ในการเขาทําลายมาก  โดยหากชวงเวลาที่ใบไดรับความชื้นมากขึ้น กจ็ะเพิ่มอัตราความรุนแรงของ
โรค เพราะฉะนั้นโรคนี้จึงเกดิรุนแรงในชวงฤดูฝนที่มีอากาศรอน สปอรเชื้อราจะไมงอกหากมี
ความชื้นสัมพทัธนอยกวา 85% การแพรระบาดของเชื้อสาเหตุเกิดขึน้ไดโดยโคนเิดยีจะปลวิไปตาม
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ลม หรือการสาดกระเซ็นของน้ําฝนหรือน้าํที่รดใหกบัตนพืช หรือติดไปกับแมลง มนุษย สัตว และ
เครื่องมือการเกษตร เมื่อสปอรตกลงบนพชื และมีส่ิงแวดลอมเหมาะสมก็จะงอกเปนเสนใยเขา
ทําลายพืช แลวเกดิอาการใหเห็นภายใน 2-3 วัน (ศักดิ,์ 2537) 
 

1.4  การปองกนักําจัดโรค  
  

1.4.1  ใชพันธุตานทาน โดยตรวจสอบวามะเขือเทศสายพันธุใดตานทานตอโรคในแต
ละพื้นที่ปลูก 

 
1.4.2  ใชสารเคมีในการปองกันกําจัด เชน แมนโคเซบ  เบโนมิล หรือ คารเบนดาซิม  

นอกจากนี้ การปลูกพืชหมุนเวียน (crop rotation) สลับกับการใชสารเคมีที่มีฤทธิ์ทําลายกวาง (broad 
spectrum fungicide) จะชวยปองกันไมใหเชื้อราเกิดสายพันธุตานทานได 
 

1.4.3  ไมปลูกพืชตระกูล  Solanaceous  crop  เชน พริก และมะเขือ เปนเวลา 2 ป และ
ควบคุมวัชพืช โดยเฉพาะ black nightshade (Solanum nigrum L.) ที่อาจเปนพืชอาศัยของเชื้อสาเหตุ
โรคได 
 

1.4.4  กําจัดเศษซากตนมะเขอืเทศที่เปนโรคออกจากแปลง เพื่อเปนการลดชิ้นสวนกอ
โรค (inoculum) หรืออาจใชวิธีฝงเศษซากพืชดังกลาวลงดิน เพื่อเปนการเรงการยอยสลายซากพืชที่
เปนโรค และเปนการชวยใหจุลินทรียดินสามารถเขายอยสลายเชื้อราไดงายขึ้น 

 
1.4.5  หลีกเลี่ยงการปลูกมะเขือเทศรุนใหม หากยังพบตนที่เปนโรคอยูบริเวณใกลเคียง 

เนื่องจากสปอรของเชื้อราสาเหตุโรคจากตนที่เปนโรคสามารถปลิวเขามาทําลายตนรุนใหมได และ
ทําใหชวงตนฤดูปลูกของมะเขือเทศดังกลาวมีความระดับความรุนแรงของโรคที่สูงกวาปกต ิ
 

1.4.6  ลดความชื้นที่อาจเกดิบนใบ โดยทําคางใหมะเขือเทศ (staking tomato) เวน
ระยะหางในการปลูกเพื่อใหระบายอากาศไดดี รวมทั้งหลีกเลี่ยงการใหน้ําแบบ overhead irrigation 
(CAB international, 2003) 
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2.  กลไกการตานทานโรคในพืช (Mechanism of resistance in plant) 
 
  กลไกการของความตานทานโรคในพืช สามารถแบงออกได 2 พวก คือ 
 

 2.1  Passive resistance หมายถึง การปองกนัตัวเองของพชื ซ่ึงมีอยูกอนแลวในพืชหรือ
กอนที่จะถูกเชือ้โรคเขาทําลาย แบงออกเปน 2 ชนิด คือ 

 
2.1.1  Structural barrier หมายถึง โครงสรางของพืช ซ่ึงสามารถปองกันการเขาทําลาย

ของเชื้อโรคได เชน ช้ัน cuticle ที่มีความหนามาก 
 

2.1.2  Chemical barrier หมายถึง กระบวนการทางเคมีที่มีอยูในพืชซ่ึงสามารถทําลาย
หรือปองกันการเขาทําลายของเชื้อโรคได เชน สารพวก fungitoxic, fungistatic ซ่ึงเปนสารประกอบ
พวก alkaloid, phenol และ glycosides  

 
 2.2  Active resistance หมายถึง กระบวนการที่กอใหเกิดความตานทานโรคขึ้นในพืช ซ่ึงถูก
กระตุนใหสรางขึ้นมาโดยเชือ้โรค หรือโดยพืช เปนผลเนื่องมาจากความสัมพันธรวมกันระหวาง
เซลลตอเซลลพืช และเชื้อโรค ผลจากปฏิกิริยารวมกนันี้จะไปยับยั้งการพัฒนาการของเชื้อโรค 
ขบวนการตานทานแบบนี้อาจเรียกอกีอยางหนึ่งวา Defense mechanism แบงออกเปน 2 ชนิด ไดแก 

 
2.2.1  Structural Defense mechanism คือ กลไกการของความตานทานโรคที่เกี่ยวของ

กับโครงสรางที่สรางขึ้นมาภายหลังจากเชื้อโรคเขาทําลายแลว (ณรงค, 2529) เชน การเปลี่ยนแปลง
ผนังเซลล หรือ การสราง callose, lignin และ cellulose (Whipps, 2001)   

 
2.2.2  Chemical Defense mechanism คือ กลไกการของความตานทานโรคที่เกี่ยวของ

กับขบวนการทางชีวเคมีที่เกดิขึ้นดวยการกระตุนของเชื้อโรค (ณรงค, 2529) โดยทัว่ไปการ
เปลี่ยนแปลงในพืชเมื่อถูกชกันําประกอบดวย (1) มีการผลิต phytoalexin (2) เพิ่มการแสดงออกของ 
stress-related genes (3) การเพิ่มระดับของเอนไซม เชน เอนไซม chitinase, β-1,3- glucanase, 
peroxidase, polyphenol oxidase, และ phenylalanine ammonia (Whipps, 2001)   
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นอกจากนี้พบวา เอนไซม chitinase และเอนไซม β-1,3- glucanase ในพืชถูกกระตุนให
สรางขึ้นจากชิน้สวนของเชื้อรา หรือที่เรียกวา elicitors ไปกระตุนใหเกดิปฏิกิริยาตอบสนอง เพื่อ
ปองกันการรุกรานของเชื้อโรค (defense reaction)  เอนไซมหรือโปรตีนที่ถูกสรางขึ้นในปฏิกิริยา
ตอบสนองนี้ เรียกวา PR- proteinในพืช (pathogenesis related protein) (Benhamou, 1998) 

 
3.  PR โปรตนีในพืช 

 
PR- protein (pathogenesis-related protein) ในพืชบางชนดิจัดเปน Phytoalexins ซ่ึงเปน

สารโมเลกุลเล็กที่มีคุณสมบตัิในการตอตานจุลินทรีย  PR- proteinมีมากมายหลายชนดิแตมักจะไม
พบในพืชปกต ิ(healthy plants) แตจะสรางเพิ่มขึ้นก็ตอเมือ่มีการรุกรานของเชื้อโรค  
 

PR- protein ที่สําคัญซึ่งมีการศึกษากันมากและมักพบในพืชที่สามารถตานทานตอเชือ้โรค
ได ไดแก เอนไซม 2 ชนิด คอื เอนไซม chitinase (β-1,4-poly-N-acetylgluco-saminidase, EC 
3.2.1.14) และเอนไซม β-1,3- glucanase [(1,3)- β-D-glucan glucano-hydrolase (EC 3.2.1.39)]  
Matthieu et al. (1989) ไดศึกษาการสราง PR - protein จากใบมะเขือเทศ โดยการปลกูเชื้อจุลินทรีย 
Cladosporium fulvum (syn. Fulvia fulva) ผลการทดสอบพบวามีการสังเคราะหเอนไซม 2 ชนิด คอื 
เอนไซม β-1,3- glucanase และเอนไซม chitinase เพิ่มขึ้นเพื่อปองกันการบุกรุกของเชื้อโรค และ
จากการทดลองหาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมทั้งสองชนิดนี้ดวยการใชเทคนิคโครมาโตโฟกัสซิ่ง 
(chromatofocusing) พบวาเอนไซม β-1,3- glucanase มีน้ําหนกัโมเลกลุ 33 กิโลดาลตัน และ
เอนไซม chitinase มีน้ําหนกัโมเลกุล 27, 30 และ 32 กิโลดาลตัน 
 
4.  การชักนําใหพืชตานทาน 
 

Kloepper et al. (1992) ไดเสนอคําจํากัดความของ induced resistance ไววา เปนการที่
ส่ิงมีชีวิตหรือไมมีชีวิต (biotic or abiotic inducers) มาชักนําใหพืชมีการเปลี่ยนแปลงทาง phenotype 
เชน การใสจุลินทรียหรือการฉีดสารเคมีแลวทําใหเกดิความเสียหายเฉพาะจุด (local damage) สงผล
ใหมีการเปลีย่นแปลงทางชีวเคมีและกลไกตาง ๆ (biochemical and mechanistic changes) เกิดขึ้น 
จึงเรียกการชักนําที่เกิดขึน้ในลักษณะนีว้า induced systemic resistance (ISR) 
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 การชักนําการตานทานนัน้ไดมีการอธิบายไวในพืชหลายชนิด ประกอบดวยแตงกวา, 
แตงโม, ถ่ัว, ยาสูบ, มันฝรั่ง, องุน, กาแฟ, ขาวบารเลย, ขาวสาลี, ลูกแพร, แอปเปล, ลูกพลัม และคาร
เนชั่น  การชกันําใหตานทานในมะเขือเทศนั้นมีทั้งตัวชักนําที่เปนสารเคมี (abiotic inducers), และ
ส่ิงมีชีวิต เชน แบคทีเรีย , และเชื้อรา (biotic inducers) (ตารางที่ 1) สวนการชักนําใหมะเขือเทศ
ตานทานโดยเชื้อรา Trichoderma spp.นั้นมีรายงานไวนอยมากและยังไมคอยชัดเจน 
  
5.  การชักนําใหพืชตานทานโดยเชื้อรา Trichoderma spp. 

 
การชักนําใหพชืตานทานดวยเชื้อรา Trichoderma spp. อธิบายไวโดย De Meyer et al. 

(1998) วาเชื้อรา T. harzianum T39 สามารถควบคุมเชื้อรา Botrytis cinerea ได หลังจากที่ใสเชื้อรา 
T39 ไปแลว 7วัน สามารถชักนําใหพืชหลายชนิดเชน มะเขือเทศ, ผักกาดหอม, พริก, ถ่ัวพีและยาสูบ 
ตานทานตอเชือ้ B. cinerea ดวยการลดอาการโรค grey mold ลงถึง 25-100% รวมทั้งชะลอหรือ
ยับยั้งการแพรกระจายของโรคได ซ่ึงเปนผลสืบเนื่องมาจากการชักนําระบบตานทาน และพบวาการ
ใช T39 ในถั่ว ไดผลคลายกับการใช Pseudomonas aeruginosa KMPCH ซ่ึงเปนสายพันธุอางอิง 
(reference strain)  
 

การชักนําระบบตานทานมีทัง้ในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวและใบเลี้ยงคู  ตัวอยางเชนการใช   T. 
harzianum T-22 คลุกเมล็ดขาวโพดกอนปลูกลงในดินทีอุ่ดมสมบูรณ หลังจากปลูก 10 วัน พบวา
ขาวโพด (maize inbred line Mo 17) มีการสรางใบ  ยอดและรากเปนจาํนวนมาก ขนาดของรากหลกั
และรากรองเพิม่ขึ้นมากกวาการปลูกในดินที่ไมมี T22 รวมทั้งความยาวและขนาดของรากขนก็
มากกวากรรมวิธีควบคุม (ที่ไมใส T22) เชนกัน ที่เปนเชนนี้เนื่องจาก T22 สามารถกระตุนการเจริญ
ของพืชโดยตรง และปองกันการเขาทําลายจากเชื้อรา P. ultimum ที่อยูในดินในลักษณะของการ
ควบคุมโดยชวีวิธีจากการเปนปรสิต มีประสิทธิภาพในการควบคุมนี้โรคเทียบเทากับการปลูกพืชใน
ดินอบฆาเชื้อและการใชสารเคมี mefenoxam ซ่ึงมีผลควบคุมเชื้อรา P. ultimum ได  ตนออนของ
ขาวโพด Mo 17 ที่เจริญจากดนิซึ่งมีการใช T22 มีโปรตีนในใบ กิจกรรมของ β-1,3-glucanase 
exochitinase และ endochitinase เพิ่มขึ้นทัง้ในรากและยอด แมวา T22 จะชวยรากเจรญิไดดี แตมีผล
ตอการสรางยอดคอนขางนอย อยางไรกต็าม การใช T22 รวมกับ  P. ultimum นั้นสงเสริมให
กิจกรรมของเอนไซมบางชนิดเพิ่มขึ้นมากกวาการใชเชือ้เพียงชนดิเดยีว พืชทีเ่จริญจากเมล็ดที่คลุก
ดวย T22 เกิดอาการของโรค anthracnose ลดลง หลังจากการปลูกเชื้อที่ใบดวยเชื้อรา 
Colletotrichum graminicola จึงเปนการชีใ้หเหน็วา  T22 สามารถชักนําการตานทานตอโรคใน
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ขาวโพดได (Harman et al., 2004b) มีตัวอยางอีกจํานวนมากที่แสดงใหเห็นวาเชื้อรา Trichoderma 
spp. สามารถชักนําใหพืชเกิดความตานทานได ดวยปรากฏการณที่สามารถควบคุมโรคในตําแหนง
ที่อยูหางจากการใสเชื้อรา Trichoderma spp. ได แตการตรวจสอบบทบาทของการชักนําใหเกิด
ความตานทานตอโรคที่เกิดกบัเมล็ดหรือระบบรากคอนขางยาก เนื่องจาก Trichoderma spp.เปน     
จุลินทรียปฏิปกษที่อยูในดนิและมักอยูบริเวณเดียวกับเชือ้สาเหตุโรค กลไกการตอสูจงึเปนการ
แขงขันแยงอาหารหรือเปนปรสิตมากกวา แตอยางไรก็ตาม มีการใช  T. virens  สายพันธุกลาย 
(mutant strain) ที่ไมผลิตสารปฏิชีวนะ (antibiotic) หรือไมเปนปรสิต (mycoparasitie) มาทดสอบ
การควบคุมโรคที่เกิดกับตนออนของฝายสาเหตุจาก Rhizoctonia solani  ผลการทดสอบพบวา T. 
virens สายพันธุกลายสามารถยับยั้งโรคที่เกิดกับตนออนของฝาย (Gossypium hirsutum) จากการเขา
ทําลายโดย R. solani ได แสดงวาการผลิตสารปฏิชีวนะหรือการเปนปรสิตนั้นไมใชกลไกหลักหรือ
เปนกลไกเดี่ยวของการควบคุมโรคนี้ ทั้งนี้มีความเปนไปไดที่การคลุกเมล็ดดวย T. virens จะไป
กระตุนใหเกิดความตานทาน ผลการวิเคราะหสารสกัดจากรากของฝายและ hypocotyls ของตนที่
คลุกเมล็ดดวย T. virens  พบวามีการสังเคราะห terpenoid และมีกิจกรรมของ peroxidase เพิ่มขึ้น 
แตไมเพิ่มขึน้ใน hypocotyls ของพืช ในกรรมวิธีควบคุมที่ไมไดใส T. virens  และจากผลการ
วิเคราะห terpenoid ซ่ึงเปนพิษตอ R. solani  พบวาอยูใน pathway ของ intermediates 
desoxyhemigossypol (dHG) และ hemigossypol (HG) สามารถยับยั้งโรคพืชไดอยางดี ในขณะที่
การผลิต gossypol (G) ซ่ึงเปนผลผลิตสุดทายมีความเปนพิษสูงมาก ในขณะที่สายพันธุของ T. 
virens และ T. koningii ตานทานตอ HG ไดมากกวา R. solani ดังนั้นเชือ้รา Trichoderma spp.จึง
อาศัยอยูในรากของฝายได และสามารถชักนําใหเกิดการสังเคราะห terpenoid ในรากของฝาย 
(Howell et al., 2000)  
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ตารางที่ 1  การชักนําใหมะเขือเทศตานทานโรค 
 

สิ่งท่ีใชชักนํา 
 

เชื้อสาเหตุโรค เอกสารอางอิง 

1.1 จุลินทรีย 

Bacillus cereus 

Alternaria solani 
Phytophthora infestans, 
Septoria lycopersici 

Silva et al., 2004a 
 

B. cereus 
 

A. solani; Corynespora 
cassiicola; Stemphylium solani; 
Oidium lycopersici; 
Xanthomonas campestris pv. 
vesicatoria 

Silva et al., 2004b 

B. amyloliquefaciens,                 
B. pumilus, B. subtilus 

Cucumber mosaic cucumovirus Zehnder et al., 2000 
 

Phytopthora cryptogea 
Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici 

Attitalla et al., 2001 

Pythium oligandrum 
Phytophthora parasitica 

Picard et al., 2000 

Penicililum oxalicum F. oxysporum f. sp. lycopersici  De Cal et al., 1997; De Cal 
et al., 2000 

F.  oxysporum  Fo47 
Pseudomonas  fluorescens  
WCS  417   

F. oxysporum f. sp. lycopersici Duijff et al., 1998 

F.  oxysporum Fo47 F. oxysporum f. sp. lycopersici  Fuch et al., 1997 
T. harzianum T-22 A. solani Seaman, 2003 
T. harzianum T-39 Botrytis cinerea De Meyer et al., 1998 
1.2 สารเคมี 
Benzothiadiazole 

B. cinerea O. neolycopersici Achuo et al., 2004 

Benzothiadiazole  
 

F. oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici 

Benhamou and Be´langer, 
1998 
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  นอกจากนี้ยังมีการศึกษาถึงการชักนําระบบความตานทานในพรกิโดย Ahmed et al.(2000) 
ที่พบวาการใสสปอรของ T. harzianum  บริเวณรากพริก ทําใหการเกิด necrosis ที่บริเวณลําตน 
สาเหตุจาก Phytophthora capsici  ลดลงเกือบครึ่งหนึ่ง และทําใหมกีารสะสมของ capsidiol ใน
ตําแหนงที่ปลูกเชื้ออีกดวย การคลุกเมล็ดดวย T. harzianum สามารถลดการเกดิ necrosisในลําตนได 
เมื่อเปรียบเทียบกับพริกที่ไมไดคลุกเมล็ดดวย T. harzianum แมวาจะตรวจไมพบ T. harzianum ใน
บริเวณใกลกับที่เกิดอาการ necrosisในพริก  แสดงวาไมมกีารปฏิสัมพันธหรือการแขงขันโดยตรง
ระหวาง T. harzianum  และ  P. capsici ในบริเวณที่เกิด necrosis  หลังจากการปลูกเชือ้เปนเวลา 9 
วัน พบวาม ีP. capsici ที่แยกไดจากพืชที่ไมไดคลุกเมล็ดดวย T. harzianum มากกวาในพืชที่มีการ
คลุกเมล็ดดวย T. harzianum นอกจากนี ้T. harzianum ยังสามารถเจริญแทรกไปในบริเวณผวินอก
ของรากพริก ซ่ึงเปนการชักนําใหเกิดการตอบสนองที่ตอตาน P. capsici  ได จากการวิเคราะห 
capsidiol ในลําตนของพริกหลังจากการปลูกเชื้อรา T. harzianum เปนเวลา 6 วัน มีความเขมขน
มากกวาพืชที่ไมไดปลูกเชื้อรา T. harzianum  ถึง 7 เทา   
 

Yedidia, et al. (1999) อธิบายวา T. harzianum T-203 มีศักยภาพในการกระตุนใหพชืเกิด
ความตานทานตอโรคได ตรวจสอบไดโดยการปลูกเชื้อ T. harzianum ที่รากของตนออนแตงกวาใน 
aseptic hydroponic system ผลการตรวจสอบพบวาพืชทีใ่ส T. harzianum มีการพัฒนามากกวาพืชที่
ไมไดใส T. harzianum ตลอดการทดลอง เมื่อตรวจสอบดวยกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอน พบวา  T. 
harzianum สวนใหญจะอยูใน epidermis และ outer cortex ของราก การตอบสนองของพืชพบใน
ตําแหนงทีไ่กลออกไปจากตาํแหนงที่มกีารใสเชื้อรา T. harzianum โดยมีการเพิ่มกิจกรรมของ 
peroxidase และ chitinase ภายใน 48 ถึง 72 ช่ัวโมง ซ่ึงเปนผลที่ตรวจพบไดทั้งในรากและใบของพืช
ที่คลุกเมล็ดดวย T. harzianum  และในป 2000 Yedidia, et al. ยังแสดงใหเห็นปฏิกิริยาระหวางเชื้อ
รา T. harzianum  T-203 กับรากของแตงกวา โดยศึกษาการครอบครองราก  PR โปรตีนในพืชและ
กิจกรรมของเอนไซมของเชื้อรา  T. harzianum ในชวงเวลา 72 ช่ัวโมงหลังจากการปลูกเชื้อ ดวย
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน แสดงใหเห็นโครงสรางของเชื้อราที่เปนปรสิต (mycoparasitie) ตอเชื้อ
ราสาเหตุโรคพืชตาง ๆ เชน การพันรัดของเสนใยและการสราง องคประกอบคลาย appressoria 
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุมที่ไมไดใส T. harzianum  ลงไปในรากแตงกวา การใส  T. 
harzianum T-203 สามารถกระตุนกจิกรรมของเอนไซม chitinase, β-1,3-glucanase , cellulose และ  
peroxidase  จนถึง 72 ช่ัวโมง หลังจากการปลูกเชื้อ สําหรับพืชที่ใสตัวชักนําทางเคมี 2,6-
dichloroiso-nicotinic acid (INA) ก็แสดงการตอบสนองที่คลายกัน แตไมเหมือนกันทุกประการกบั
พืชที่ใส  T. harzianum   การทดสอบกิจกรรมของ chitinase ในรากสดทีใ่ส  T. harzianum T-203 
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หรือ INA โดยสวนใหญสามารถตรวจการเรืองแสง fluorescent บริเวณ intercellular ของรากที่มี
การชักนําใหเกิดความตานทานในพืชได และยังชวยลดโรคในรากพืชได ตลอดจนการกระตุนการ
ตอบสนองของพืชในการตานทานตอโรคพืชอีกดวย 
 
6.  ลักษณะของเชื้อ  Trichoderma  spp. 

 
 เชื้อรา Trichoderma  spp.  เปนเชื้อราชั้นสูงที่จัดอยูใน  subdivision  Deuteromycotina  แต

มี  teliomorphs  อยูใน  subdivision  Ascomycotina   คือ  Hypocreales spp. เปนเชื้อราที่อาศัยอยูใน
ดิน  และเศษซากอินทรียวัตถุธรรมชาติ (Papavizas, 1985)   เชื้อรา Trichoderma  มีการเจริญสราง
เสนใยสีขาวไดรวดเรว็และสรางสวนขยายพันธุที่เรียกวาสปอร (spore)  ซ่ึงเกิดจากการสืบพันธุแบบ
ไมอาศัยเพศ  สรางสปอรไดเปนจํานวนมาก  รวมกนัเปนกลุม  มีสีเขียว  สามารถมีชีวิตรอดใน
สภาพธรรมชาติไดดี อาศยัอาหารจากอินทรยีวัตถุ  เศษซากพืช  และเชื้อโรค การเจริญบนอาหาร
เร่ิมแรกโคโลนีไมมีสี  (translucent)  หรือสีขาวใส  (watery  white)  เจริญแบบราบติดผิวหนา
อาหารเลี้ยงเชือ้  ตอมาโคโลนีมีลักษณะเปนปุยฝาย  (loosely  floccose)  หรือเปนกระจุกแนน  
(compectly  tuft)  มีสีเขียว  (green)  หรือสีขาวลวน  (pure  white)  หรือปรากฏลักษณะตาง ๆ ใน
โคโลนีเดียวกนั  เสนใย (mycelium)  ของเชื้อรา Trichoderma  sp.  มีผนังกั้นเซลล  (septate hyphae)  
ผนังเสนใยเรยีบมีการแตกกิ่งกานมากมาย  (Rifai, 1969) การสรางสีลงในอาหารอาจเกิดขึ้นทําใหสี
ของอาหารเปลี่ยนแปลงไปหรือใตโคโลนีสีเปลี่ยนไป และบางชนิดมีการสรางกลิ่น เชนกลิ่น
มะพราว   (ลาวัลย และคณะ, 2540)  พบวามีการสราง  chlamydospore  ขึ้นทั้งระหวางเสนใยและ
ปลายเสนใย แตสวนใหญพบที่ระหวางเสนใยมากกวา  chlamydospore สรางจากเสนใยทีแ่ตกกิ่ง
ออกมาสั้น ๆ  รูปรางกลม  (globose)  หรือรูปกระสวย  (elliposiod)  ไมมีสี  และผนังเรียบ 

 
 จิระเดช  และ วรรณวไิล (2542)  รายงานวาเชื้อรา Trichoderma spp.  มีคุณสมบัติและ
ศักยภาพในการเปนเชื้อราปฏิปกษคอนขางสูงตอการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคพืชใน  3 ลักษณะ คือ 
การแขงขันดานปจจยัในการดํารงชีวิตกับเชื้อราสาเหตุโรคพืช (competition) การเปนปรสิต  
(parasitism) และการสรางสารปฏิชีวนะ  (antibiosis) กลไกในการเขาทาํลายเชื้อราสาเหตุโรคพืช
ของเชื้อรา Trichoderma spp.  อาศัยการเจรญิสรางเสนใยเขาพันรัดรอบเสนใย  แลวผลิตเอนไซม
ออกมาหลายชนิด   เชน  chitinase cellulase glucanase และสารปฏิชีวนะตาง ๆ  แลวยอยสลายหรือ
ทําลายผนังเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรคพืช  ทําใหเกิดการสลายตัวของผนังเสนใย  นอกจากนี้เชื้อรา  
Trichoderma spp. ยังสามารถใชเสนใยแทงผานเขาสูเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได   เชื้อรา 
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Trichoderma spp. เจริญไดอยางรวดเร็ว  โดยใชสวนของเหลวในเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรคเปน
อาหาร  ทําใหผนังเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรคพืชเกิดการฉีกขาด สงผลใหเกดิการรัว่ไหลของ
ของเหลวภายในเสนใย เกิดการตกตะกอนของ organelles และ cytoplasm ทําใหกิจกรรมการเจริญ
ของเสนใยลดลงเปนอยางมาก  สงผลตอการขยายพันธุของเชื้อโรค และตายในที่สุด 
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อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ 
 

 1.  สําหรับปลูกมะเขือเทศและการใสเชื้อ 
 

  กระบะปลูก ขนาด 56 หลุม ตอ กระบะ 
  หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) 
  พีทมอส 
  เมล็ดมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 
  เชื้อรา Trichoderma harzianum ชนิดสด สายพันธุ CB-Pin-01, T50 และ T152 

 
 2.  สําหรับตรวจสอบเอนไซม 

 

 โกรงบดตัวอยางพืช 
  เครื่อง Refrigerated centrifuge  

Micro tube, tube, pipette man, beaker  
Vortex 
Hot plate stirrer 
Water bath shaker 
เครื่อง spectrophotometer  
 

 3.  สารเคมี 
 

สารละลาย alkaline copper 
สารละลาย Folin-ciocalteu phenol reagent 
Bovine serum albumin (BSA) 
สารละลาย copper reagent 
สารละลาย Nelson’s reagent 
สารละลาย Laminarin 
0.05M sodium acetate buffer pH 5.5 
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วิธีการ 
 
1.  การพนสปอรแขวนลอยของเชื้อรา Trichoderma harzianum เพื่อลดการเกิดโรคราใบดําของ
มะเขือเทศในเรือนพลาสติก 
  

1.1  การเตรียมตนกลามะเขอืเทศ  
 
นําเมล็ดมะเขอืเทศพันธุสีดาทิพย 3 เพาะในกระดาษเพาะเปนเวลา 2 วนั หลังจากนั้น

นําไปปลูกในกระบะปลูกขนาด 72 หลุมตอกระบะที่บรรจุวัสดุปลูกพทีมอส (Klasmann – deilmann 
GmbH) ที่ไดจากการผสมพีท 9 สวน ตอน้าํ 2-3 สวน โดยปริมาตรแลวนําไปผานการนึ่งฆาเชื้อ ที่
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121°C เวลา 30 นาที 2 คร้ัง หางกันครั้งละ 24 ช่ัวโมง 
โดยปลูกหลุมละ 1 ตน รดน้าํแลวคลุมดวยกระดาษหนังสือพิมพ (เปดกระดาษหนังสือพิมพในวันที่ 
3 หลังจากปลกู) รดน้ําทกุวนั 
 

1.2  การเตรียมวัสดุปลูก 
        

ใชวัสดุปลูกไรดิน ประกอบดวย กาบมะพราวสับ : แกลบดํา : ปุยหมัก ในอัตราสวน   
80 : 15 : 5 โดยปริมาตร  นึ่งฆาเชื้อ 2 คร้ัง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา  30 นาที แตละ
คร้ังหางกัน 24 ช่ัวโมง  บรรจุลงในกระถางขนาด 8 นิว้  ทีผ่านการฆาเชือ้แลวดวยการแชใน (0.525 
% sodium hydrochlorite) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ปริมาณวัสดุปลูกกระถางละ  2  ลิตร เพื่อยายกลาจาก
ขอ 1 มาปลูกในกรรมวิธีตางๆตอไป 
 

1.3  การปลูกและการดูแลรักษาตนมะเขือเทศ 
 

1.3.1  การรดน้ํา 
 
รดน้ําพชืทุกวนัเพื่อรักษาความชื้นใหกับตนพืชและเชื้อราในดนิ (กรณมีีการใสเชื้อเพือ่

ทดสอบ)  โดยรดในเวลาเชาหรือเย็น  หากวัสดุปลูกมีความชื้นมากอยูแลวเลือกรดเพยีงเวลาใดเวลา
หนึ่งกไ็ด 
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1.3.2  การใหปุย 
  
ใชปุยน้ําสูตรเฉพาะที่ประกอบดวย สารละลายธาตุอาหาร stock A และ stock B 

(ภาคผนวก ก) นํามาผสมกันอยางละ 200 มลิลิลิตร เติมน้ํา 100 ลิตร ปรับ pH ที่อยูในชวง 5.5-6 รด
ตนมะเขือเทศ กระถางละ 150 มิลลิลิตรสัปดาหละ 1 คร้ัง ทุกสัปดาห   
  

ใหปุยทางใบโดยการพน สูตร 20 – 20 – 20 สัปดาหละ 1 คร้ัง ทุกสัปดาห จนกระทั่ง
ชวงการเก็บเกีย่วผลผลิตเปลี่ยนเปนพนปุยสูตร 15 – 15 – 30  
 

1.3.3  การใชสารเคมีกําจัดแมลง 
 
พนสารเคมี abamectin สัปดาหละ 1 คร้ัง ทุกสัปดาห เพื่อปองกันและกําจัดแมลง เพล้ีย

แปง และเพลี้ยออนที่เปนพาหะของโรคไวรัส  
 
1.4  เตรียมเชื้อรา Trichoderma  harzianum  

 
เตรียมสปอรแขวนลอยของเชื้อรา T. harzianum โดยการเลี้ยงเชื้อรา T.  harzianum สาย

พันธุ CB-Pin-01 T-50 และ T-152 บนขาวสุกเปนเวลา 7 วัน (จิระเดช และวรรณวิไล, 2545) จากนัน้
นําขาวสุกที่ไดมาเตรียมเปนสปอรแขวนลอยโดยใชอัตราสวน ขาว 10 กรัม ตอน้ํานึ่งฆาเชื้อ 1000 
มิลลิลิตร กรองเอาเฉพาะน้ําสปอรแขวนลอยมาใช (ความเขมขนประมาณ 108 สปอร/มิลลิลิตร) 

 
1.5  การเตรียมเชื้อรา Pseudocercospora fuligena    
 

เตรียมสปอรแขวนลอยของเชื้อรา P. fuligena โดยใชพูกนัปดสปอรจากใบมะเขือเทศที่
เปนโรคราใบดํา ลงในน้ํานึง่ฆาเชื้อแลวนบัปริมาณของสปอรดวย haemacytometer ปรับปริมาณ
ความเขมขนของเชื้อใหได 1.0 x 104 สปอร/มิลลิลิตร  
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1.6  กรรมวิธีที่ใชในการทดลอง 
 
พนสปอรแขวนลอยของ เชื้อรา T.  harzianum  ทั้ง 3 สายพันธุ ลงบนตนมะเขือเทศที่

เตรียมไว (อาย ุ8 สัปดาห) ทกุๆ 2 สัปดาห จํานวน 4 คร้ัง โดยพนครั้งละ10 มิลลิลิตร/ตน ในการพน
คร้ังสุดทาย พนสารเคมี mancozeb ความเขมขน 3,200 ppm ที่เตรียมโดยใช สารเคมี 80 กรัม / น้ํา 20 
ลิตร ในกรรมวิธีที่มีการฉีดพนสารเคมี หลังจากนั้น 24 ช่ัวโมง จึงพนเชื้อรา P. fuligena ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร/ตน จํานวน 1 คร้ัง สวนกรรมวิธีควบคุม (Uninoculated control) พนดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อ 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร/ตน  

 
1.  กรรมวิธีควบคุม  (Uninoculated control) 
2.  กรรมวิธีควบคุมฉีดพนเชื้อรา P. fuligena (Inoculated control) 
3.  กรรมวิธีฉีดพนเชื้อรา T.  harzianum (CB-Pin-01)  
4.  กรรมวิธีฉีดพนเชื้อรา T.  harzianum (T50)     
5.  กรรมวิธีฉีดพนเชื้อรา P. fuligena และฉีดพนเชื้อรา T.  harzianum (CB-Pin-01) 
6.  กรรมวิธีฉีดพนเชื้อรา P. fuligena และ ฉีดพนเชื้อรา T.  harzianum (T50) 
7.  กรรมวิธีฉีดพนเชื้อรา P. fuligena และ ฉีดพนเชื้อรา T.  harzianum (T152)  
8.  กรรมวิธีฉีดพนเชื้อรา P. fuligena และ สารเคมี mancozeb        
 

1.7  การประเมินความรุนแรงของโรค 
 
ประเมินความรุนแรงของโรคโดยใชดัชนขีองการเกิดโรค บันทึกผลหลังจากฉีดพน 

เชื้อรา P. fuligena ไปแลว 3 สัปดาห เปรียบเทียบผลคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s Multiple Range Test 
(P= 0.05)  

ประเมินโรคที่เกิดขึ้น โดยแบงระดับการเกิดโรคออกเปน 6 ระดับ ดังนี้ 
ระดับ 0 ไมแสดงอาการของโรค 
ระดับ 1 แสดงอาการของโรค 1-20% 
ระดับ 2 แสดงอาการของโรค 21-40% 
ระดับ 3 แสดงอาการของโรค 41-60% 
ระดับ 4 แสดงอาการของโรค 61-80% 
ระดับ 5 แสดงอาการของโรค 81-100% 
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คํานวณเปอรเซ็นตความรุนแรงของโรค (disease severity) จากสูตร   Σ(ni x i)  x 100 
                                                                                                                          n x 5  
 โดยที่   ni  =  จํานวนใบที่เกิดโรคในระดับความรุนแรงนั้นๆ 
  i    =  ระดับความรุนแรงของอาการโรค 
  n   =  จํานวนใบที่ใชในการทดสอบทั้งหมด 

 
1.8  การตรวจนับปริมาณเชื้อรา Trichoderma harzianum 

 
เมื่อเสร็จสิ้นการทดลอง เก็บตัวอยางวัสดุปลูกจากทุกกรรมวิธีที่มีการทดสอบ

ประสิทธิภาพเชื้อรา T.  harzianum ในการควบคุมโรค กรรมวิธีละ 10 กรัม นํามาผสมกับน้ํากลั่นนึ่ง
ฆาเชื้อปริมาตร 90 มิลลิลิตร   เขยาใหเขากนัเปนเวลา 5 นาที เจือจางใหมคีวามเขมขน 102และ103 
เทา หยด suspension 0.1 มิลลิลิตร    แลวเกลี่ยบนผิวอาหาร Martin’s  Medium บมไวที่อุณหภูมหิอง
เปนเวลา 3 -4 วัน   ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนอาหารแลวคํานวณปรมิาณเชื้อราเปนหนวยโคโลนี 
(Colony Forming Unit ; CFU) ตอวัสดุปลูก1 กรัม 

 
ตรวจนับจํานวนประชากรเชือ้รา T. harzianum บนใบโดยตัดใบมะเขือเทศเปนชิ้นๆ

ขนาด 1 ตารางเซนติเมตร จํานวน 10 ช้ิน ผสมน้ํานึ่งฆาเชือ้ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยาเพื่อใหเชื้อ
หลุดจากใบ เปนเวลา 5 นาที กอนนําไปเจือจางใหมีความเขมขน 101 เทา กอนหยด suspension 0.1 
มิลลิลิตร    แลวเกลี่ยที่บนอาหาร Martin’s medium  

 
2.  การตรวจสอบ specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase และเอนไซม chitinase และ
วิเคราะหปริมาณโปรตีนในตนกลามะเขือเทศ  

 
2.1  การเตรียมตัวอยางพืชสําหรับวิเคราะห specific activity ของเอนไซมและวิเคราะห

ปริมาณโปรตีน 
 

เลือกเก็บตวัอยาง สวนยอดและใบของตนกลามะเขือเทศ ภายหลังการใสสปอรแขวน-
ลอยของเชื้อรา T. harzianum ไปแลวที่ 0 – 10 วัน นําไปชัง่น้ําหนกัใบ กอนบดดวยโกรง แลวเติม
สารละลาย 0.05 M sodium acetate buffer pH 5.5 (อัตราสวนตวัอยางพืช 1 กรัมตอ acetate buffer 4 
มิลลิลิตร) ดูดสารแขวนลอยพืชใส micro tube ขนาดบรรจุ 2 มิลลิลิตร นําไปปนเหวีย่งที่อุณหภูมิ 
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4°C ดวยเครื่อง centrifuge ที่ 10,000 rpm เปนเวลา 10 นาที เก็บของเหลวสวนใส (crude enzymes) 
ไวที่อุณหภมูิ -20 °C  จนกระทั่งนําไปตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม 

  
2.2  การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase 

 
เจือจางสารละลายตัวอยาง(จากขอ 2.1) ดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อในอัตรา 1:10 ใช pipette ดูด

สารละลายตัวอยาง ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ใสใน Micro tube ใชน้ํากลั่นเปนตัวเปรียบเทียบ เติม
สารละลาย Laminarin 0.8 มลิลิลิตร กอนนาํไปบมในอางน้ําที่ควบคุมอณุหภูมิ 37°C (water bath 
shaker) เพื่อใหเกิดปฏกิิริยาของเอนไซมเปนเวลา 20 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการนําไปตมในน้ําเดือด 
5 นาที ปนเหวีย่งดวยความเรว็รอบ 2000 x g นาน 5 นาที ดูดสารละลายใสสวนบน 1 มิลลิลิตร ใส
หลอดแกว เตมิสารละลาย Copper reagent 1 มิลลิลิตร กอนนําหลอดแกวไปตมในน้ําเดือด 20 นาที 
ทําใหเย็นโดยแชในน้ําเยน็อณุหภูมิ 10-15°C  เติมสารละลาย Nelson’s reagent 1 มิลลิลิตร ผสมให
เขากัน วางไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที เติมน้ํากลั่น 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั วัดคาการ
ดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร เปรียบเทยีบคาที่ไดเพื่อ
หาปริมาณของ เอนไซม β-1,3-glucanase ในสารละลายตัวอยางกับกราฟมาตรฐานโดยใช
สารละลายกลูโคสเปนสารละลายมาตรฐาน ดังในภาคผนวก  
 

1 หนวยของกจิกรรมเอนไซม (unit ; U) คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถทําใหเกิด
น้ําตาลกลูโคส 1 ไมโครกรัม ใน 1 นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

 
specific activity ของเอนไซม คือ ปริมาณ unit ของเอนไซมตอมิลลิกรัมโปรตีน(U/mg 

protein) 
 

2.3  การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม chitinase 
 

เจือจางสารละลายตัวอยาง (จากขอ 2.1) ดวยน้าํนึ่งฆาเชือ้ในอัตรา 1:10 ใช pipette ดดู
สารละลายตัวอยางปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร ใสใน Micro tube โดยใชน้ํากลั่นเปนตัวเปรียบเทียบ เติม
สารละลาย colloidal chitin 1 มิลลิลิตร กอนนําไปบมในอางน้ําที่ควบคุมอุณหภูมิ 50 °C (water bath 
shaker) เพื่อใหเกิดปฏกิิริยาของเอนไซมเปนเวลา 1 ช่ัวโมง หยุดปฏิกริิยาโดยการนําไปตมในน้ํา
เดือด 5 นาที ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 2000 x g นาน 5 นาที ดูดสารละลายใสสวนบน 1 
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มิลลิลิตร ใสในหลอดแกว เติมสารละลาย Copper reagent 1 มิลลิลิตร นําหลอดแกวไปตมในน้ํา
เดือด 20 นาที ทําใหเย็นโดยแชในน้ําเยน็อณุหภูมิ 10-15 °C  เติมสารละลาย Nelson’s reagent 1 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั วางไวที่อุณหภมูหิองเปนเวลา 15 นาที เติมน้าํกลั่น 9.5 มิลลิลิตร ผสมให
เขากัน วดัคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 
เปรยีบเทียบคาที่ไดเพื่อหาปริมาณของ เอนไซม chitinase ในสารละลายตัวอยางกับกราฟมาตรฐาน
โดยใชสารละลาย N-acetylglucosamineเปนสารละลายมาตรฐาน ดังในภาคผนวก  
 

1 หนวยของกจิกรรมเอนไซม (unit ; U)  คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถทําใหเกิด N-
acetylglucosamine 1 ไมโครกรัม ใน 1 นาที ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  

 
specific activity ของเอนไซม คือ ปริมาณ unit ของเอนไซมตอมิลลิกรัมโปรตีน(U/mg 

protein) 
 

2.4  การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 

เจือจางสารละลายตัวอยางดวยน้าํนึ่งฆาเชือ้ในอตัรา 1:5 ใช  pipette ดูดสารละลาย
ตัวอยางปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรใสในหลอดแกว โดยใชน้ํากลั่นเปนตวัเปรียบเทียบ เติมสารละลาย 
Alkaline Copper 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตั้งไวที่อุณหภูมหิองเพื่อใหเกิดปฏกิิริยาเปนเวลา 10 
นาที แลวเติม สารละลาย Folin-ciocalteu phenol reagent ที่เจือจางดวยน้ํากลั่นในอัตราสวน 1:1แลว 
ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัอยางรวดเร็ว ตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เพื่อให
เกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณ วดัคาการดูดกลืนแสงดวยเครือ่ง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 750 
นาโนเมตร เปรียบเทียบคาทีไ่ดเพื่อหาปริมาณโปรตีนในสารลายตัวอยางกับกราฟมาตรฐานโดยใช 
Bovine serum albumin (BSA) เปนสารมาตรฐาน ดังในภาคผนวก  

  
2.5  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase เอนไซม chitinase และวิเคราะห

ปริมาณโปรตีนในตนกลามะเขือเทศหลังจากใสเชื้อรา Trichoderma harzianum ที่ 0 – 10 วัน 
 

เตรียมตนกลามะเขือเทศเชนเดียวกับขอ 1.1 โดยใชกระบะเพาะกลาขนาด 32 หลุม  
แทนกระบะเพาะขนาด 72 หลุม เมื่อตนมะเขือเทศมีอายุ 15 วัน ใสสปอรแขวนลอยของเชื้อรา T.  
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harzianum  แตละสายพันธุ (ที่เตรียมเชนเดียวกับขอ 1.4 ) ใสลงวัสดุปลูกปริมาตร 5 มิลลิลิตร/หลุม 
สวนกรรมวิธีควบคุมใชน้ํานึ่งฆาเชื้อ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร/หลุม 

 
การทดลองมีทั้งหมด 4  กรรมวิธี  
กรรมวิธีที่ 1  กรรมวิธีควบคมุโดยใสน้ํานึ่งฆาเชื้อ (control) 
กรรมวิธีที่ 2  ใสเชื้อรา T.  harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 
กรรมวิธีที่ 3  ใสเชื้อรา T.  harzianum สายพันธุ T50 
กรรมวิธีที่ 4  ใสเชื้อรา T.  harzianum สายพันธุ T152  
 

2.6  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase เอนไซม chitinase และวิเคราะห
ปริมาณโปรตีนในตนกลามะเขือเทศหลังจากใสเชื้อรา Trichoderma harzianum และปลูกเชื้อรา 
Pythium aphanidermatum ที่ 0 – 10 วัน 

 
ทําการทดลองเชนเดยีวกับขอ 2.5  โดยเพิม่กรรมวิธีที่มีการปลูกเชื้อรา Pythium 

aphanidermatum สาเหตุโรครากเนาของมะเขือเทศ ใสลงวัสดุปลูกปริมาตร 5 มิลลิลิตร/หลุม สวน
กรรมวิธีควบคมุใชน้ํานึ่งฆาเชื้อ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร/หลุม 

 
โดยเตรียมเสนใยแขวนลอยเชื้อรา P. aphanidermatum โดยเล้ียงเชื้อรา P. 

aphanidermatum บนอาหาร PDA เปนเวลา 2 วัน นํามาตดัเปนชิ้นเลก็ๆ แลวใสลงไปใน flask 
ขนาด 250 มิลลิลิตร ใชอัตรา 2 จานเลี้ยงเชือ้ ตอน้ํานึ่งฆาเชื้อ 150 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปปนดวย
เครื่อง homogenizer จนละเอียดเปนเนื้อเดยีวกัน นําไปหยอดลงในกระถางปลูกมะเขือเทศ 5 
มิลลิลิตร / กระถาง   

 
ทั้งหมด  8  กรรมวิธี ดังนี ้
กรรมวิธีที่ 1  กรรมวิธีควบคมุโดยใสน้ํานึ่งฆาเชื้อ (control) 
กรรมวิธีที่ 2  ปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum เพียงอยางเดียว 
กรรมวิธีที่ 3  ใสเชื้อรา T.  harzianum สายพันธุ CB-Pin-01รวมกับการปลูกเชื้อรา P.  

                                           aphanidermatum 
กรรมวิธีที่ 4  ใสเชื้อรา T.  harzianum สายพันธุ T50 รวมกับการปลูกเชือ้รา P.  

                                           aphanidermatum 
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กรรมวิธีที่ 5 ใสเชื้อรา T.  harzianum สายพันธุ T152 รวมกับการปลูกเชื้อรา P.  
                                           aphanidermatum 

กรรมวิธีที่ 6 ใสเชื้อรา T.  harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 
กรรมวิธีที่ 7 ใสเชื้อรา T.  harzianum สายพันธุ T50 
กรรมวิธีที่ 8 ใสเชื้อรา T.  harzianum สายพันธุ T152 

 
3.  การศึกษาเชื้อรา Pseudocercospora fuligena ตอการเกิดโรคราใบดาํ และกิจกรรมของเอนไซม      
β-1,3-glucanase และเอนไซม chitinase 
 

3.1  การเตรียมตนมะเขือเทศ 
 

เตรียมตนกลาในวัสดุปลูก และมีการดูแลรกัษาตนมะเขือเทศ เชนเดยีวกับขอ 1.1 – 1.3 
จนมะเขือเทศมีอายุ 4 สัปดาหหลังการยายกลา จึงนําไปใชทดสอบ โดยพนสปอรแขวนลอยของเชื้อ
รา P. fuligena ที่ความเขมขน 1.0 x 104 สปอร/มิลลิลิตร ซ่ึงเตรียมเชื้อราดวยวิธีการเชนเดียวกับขอ 
1.5   

 
3.2  กรรมวิธีที่ใชในการทดลอง 

 
การทดลองมี 2 กรรมวิธี โดยวางแผนการทดลองแบบ  CRD กรรมวิธีละ 4 ซํ้าๆ ละ 15 

ตน ดังนี ้
กรรมวิธีที่ 1  กรรมวิธีควบคุมโดยไมพนเชื้อใดๆ 
กรรมวิธีที่ 2  กรรมวิธีพนเชื้อรา P.  fuligena ในอัตรา 10  มิลลิลิตร ตอ ตน 

 
3.3  การประเมินความรุนแรงของโรค 

 
ประเมินความรุนแรงของโรคโดยใชดัชนขีองโรค เชนเดียวกับขอ 1.7 บันทึกผล

หลังจากฉีดพนเชื้อรา P. fuligena ไปแลว 4 สัปดาห 
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เปอรเซ็นตการลดการเกิดโรค คํานวณไดจากสูตร   
 

 100  -  [ ความรุนแรงของโรคที่เกิดจากเชื้อรา P. fuligena ในกรรมวิธีทดสอบ  x 100] 
                     ความรุนแรงของโรคที่เกิดจากเชื้อรา P. fuligena  

 
3.4  การตรวจสอบ กิจกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase และเอนไซม chitinase  

 
เก็บตัวอยางพชื หลังการพนเชื้อรา P.  fuligena  ไปแลว 0 – 14 วัน  ตามวิธีการในขอ 

2.1  เพื่อนําไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase และเอนไซม chitinase ตามวิธีการ
ในขอ 2.2 – 2.3  
 
4.  การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma harzianum ในการลดการเกิดโรค และชักนําให
มะเขือเทศตานทานตอการเกิดโรคราใบดาํสาเหตุจากเชื้อรา Pseudocercospora fuligena  รวมกับ
การปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum ในวัสดปุลูก 

 
4.1  การเตรียมตนกลามะเขอืเทศ 

 
เตรียมตนกลามะเขือเทศในวัสดุปลูก และมีการดูแลรักษาตนมะเขือเทศ เชนเดยีวกับ

ขอ 1.1 – 1.3 จนตนมะเขือเทศมีอายุ 4 สัปดาหกลังการยายกลา จึงนําไปทดสอบ  
 
4.2  การเตรียมเชื้อทดสอบ 

 
เตรียมเชื้อรา Trichoderma  harzianum ในรปูสปอรแขวนลอยเชนเดยีวกบัขอ 1.4  

สวนเชื้อรา  Pseudocercospora fuligena เตรียมเชนเดยีวกบัขอ 1.5 โดยพนสปอรแขวนลอยของเชื้อ
รา P. fuligena ที่ความเขมขน 1.0 x 104 สปอร/มิลลิลิตร เตรียมเชื้อรา Pythium aphanidermatum 
ดวยการเลี้ยงเชื้อรา P. aphanidermatum บนอาหาร PDA เปนเวลา 2 วนั นํามาตัดเปนชิ้นเล็กๆ แลว
ใสลงไปใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ใชอัตรา 2 จานเลี้ยงเชื้อ ตอน้ํานึ่งฆาเชื้อ 150 มิลลิลิตร 
จากนั้นนําไปปนดวยเครื่อง homogenizer จนละเอยีดเปนเนื้อเดยีวกัน นําไปหยอดลงในกระถาง
ปลูกมะเขือเทศ 5 มิลลิลิตร / กระถาง   
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4.3  กรรมวิธีที่ใชในการทดลอง 
 
ทั้งหมด 10 กรรมวิธี ดังนี ้
กรรมวิธีที่ 1  กรรมวิธีควบคมุโดยใสน้ํานึ่งฆาเชื้อ (control) 
กรรมวิธีที่ 2  กรรมวิธีควบคมุฉีดพนเชื้อรา P. fuligena (Inoculated control) 
กรรมวิธีที่ 3  ปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum 
กรรมวิธีที่ 4  รดเชื้อรา T.  harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 
กรรมวิธีที่ 5  รดเชื้อรา T.  harzianum สายพันธุ T50 
กรรมวิธีที่ 6  รดเชื้อรา T.  harzianum สายพันธุ T152 
กรรมวิธีที่ 7  พนเชื้อรา P. fuligena และรดเชื้อรา T.  harzianum สายพันธุ CB-Pin-01   
                      รวมกับการปลกูเชื้อรา P. aphanidermatum 
กรรมวิธีที่ 8  พนเชื้อรา P. fuligena และรดเชื้อรา T.  harzianum สายพันธุ T50 รวมกับ  
                      การปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum 
กรรมวิธีที่ 9  พนเชื้อรา P. fuligena และรดเชื้อรา T.  harzianum สายพันธุ T152   
                      รวมกับการปลกูเชื้อรา P. aphanidermatum 
กรรมวิธีที่ 10  พนเชื้อรา P. fuligena และ สารเคมี mancozeb         

 
4.4  การประเมินความรุนแรงของโรค 

 
ประเมินความรุนแรงของโรคโดยใชดัชนขีองโรค เชนเดียวกับขอ 1.7 โดยทําการ

ประเมินโรค 3 คร้ัง หลังจากฉีดพนเชื้อรา P. fuligena ไปแลว 6, 8 และ 10 สัปดาห 
 

เปอรเซ็นตการลดการเกิดโรค คํานวณไดจากสูตร (เมื่อเปรียบเทียบกบักรรมวิธี Inoculated control) 
 

 100  -  [ ความรุนแรงของโรคที่เกิดจากเชื้อรา P. fuligena ในกรรมวิธีทดสอบ  x 100] 
                     ความรุนแรงของโรคที่เกิดจากเชื้อรา P. fuligena  

 
4.5  การตรวจนับปริมาณเชือ้จุลินทรียในวัสดุปลูกภายหลังการทดลอง 

 
4.5.1  ตรวจนบัปริมาณเชื้อรา Trichoderma harzianum  
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ตรวจนับดวยวธีิการ เชนเดยีวกับขอ 1.8 
 

4.5.2  ตรวจนบัปริมาณเชื้อรา  Pythium aphanidermatum 
        

เก็บตัวอยางวสัดุปลูกจากกระถางที่มีการทดสอบแตละกรรมวิธีมาจํานวน 10 
กรัม ผสมลงใน 0.1 % WA. ปริมาตร 90 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันเปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามาเจือ
จางใหไดความเขมขน 102และ103 เทา หยดสารแขวนลอย 1 มิลลิลิตร บนผิวหนาอาหาร Modified 
BNPRA (Chamswarng et al., 1985) แลวเกล่ียใหทั่วโดยใชแทงแกว กรรมวิธีละ 3 ซํ้า บมไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 1-2 วนั ตรวจนับจํานวนโคโลนีแลวคํานวณปรมิาณเชื้อราเปนหนวยโคโลนี
(colony forming unit ; CFU) ตอวัสดุปลูก 1 กรัม 

 
4.6  การตรวจนับปริมาณการครอบครองรากของเชื้อรา Trichoderma harzianum และเชื้อ

รา Pythium aphanidermatum 
 

นํารากมาตัดเปนชิ้นเล็กๆ ประมาณ 1 เซนติเมตร ลางดวย 0.525 % sodium 
hydrochlorite ประมาณ 5 นาที ลางดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชือ้แลวจํานวน 2 คร้ัง นํารากมาซับใหแหง
ดวยกระดาษทชิชูอบฆาเชื้อ จากนั้นนํารากที่ไดในแตละกรรมวิธีมาวางบนอาหาร Matin’s medium 
และ Modified BNPRA กรรมวิธี 3 ซํ้าๆละ 5 ช้ิน บมไวทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 1-2 วนั ตรวจนับ
ปริมาณการครอบครองรากของเชื้อรา P. aphanidermatum บนอาหาร Modified BNPRA และตรวจ
นับปริมาณการครอบครองรากของเชื้อรา T.  harzianum บนอาหาร Matin’s medium บมไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 3-4 วนั  

 
4.7  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase เอนไซม chitinase และวิเคราะห

ปริมาณโปรตีนในตนมะเขือเทศหลังจากใสเชื้อรา Trichoderma harzianum และเชื้อรา Pythium 
aphanidermatum ลงในวัสดปุลูกและพนเชื้อรา Pseudocercospora fuligena บนใบ    
 

เลือกเก็บตวัอยาง สวนยอดและใบจากการทดลองขอ 4.1 – 4.3 โดยเกบ็ที่ 0 – 72 
ช่ัวโมง จากนัน้นําไปการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase เอนไซม chitinase และ
วิเคราะหปริมาณโปรตีนตามการทดลองที่ 2.1 – 2.4   
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ผลและวิจารณผล 
 
1. ประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma harzianum  ในการลดการเกิดโรคราใบดําของมะเขือเทศ
ในเรือนพลาสติก 
 

พบวาในกรรมวิธีควบคุมที่ไมไดพนเชื้อรา P.  fuligena (uninoculated control) มีโรค
เกิดขึ้น 39.01 เปอรเซ็นต ภายหลังจากพนเชื้อรา P.  fuligena ไปแลว  3  สัปดาห (ตารางที่ 2) ซ่ึง
นับเปนการตดิเชื้อจากธรรมชาติ (natural infection) แสดงใหเห็นวาเชื้อสาเหตุโรคราใบดําของ
มะเขือเทศมีอยูแลวในสภาพแวดลอม และสามารถเกิดการแพรระบาดไดคอนขางงาย ในขณะที่
กรรมวิธีที่มีการพนสปอรแขวนลอยของเชือ้ P. fuligena ความเขมขน 1.0 x 104 สปอร/มิลลิลิตร 
(inoculated control) สามารถเพิ่มความรุนแรงของโรคไดเปน 51.24 เปอรเซ็นต แตไมแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญกับกรรมวิธีที่พนน้ํานึ่งฆาเชื้อ การเตรียมสปอรแขวนลอยของเชื้อราสาเหตุโรคใหเขมขน
มากกวา 1.0 x 104 สปอร/มิลลิลิตร ปฎิบัติไดคอนขางยากเนื่องจากตองใชพูกันปดสปอรของเชื้อรา 
P. fuligena จากใบมะเขือเทศที่เปนโรคราใบดํา ดังนั้นจงึจําเปนตองมใีบที่เปนโรคและสรางสปอร
จํานวนมากพอ แมวา Hartman et. al. (1991) ไดรายงานไววาเชื้อรา P. fuligena สามารถสรางสปอร
ไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ tomato-oatmeal agar  (TOA) แตจากการทดลองนี้พบวามกีารสรางสปอร
นอยมาก ไมเพียงพอที่จะเตรียมสปอรแขวนลอยใหมีความเขมขนตามที่ตองการได สวนกรรมวิธีที่
พนเฉพาะเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 หรือ T50  พบวาทัง้สองกรรมวิธีมีการเกิดโรค
ราใบดําบนมะเขือเทศนอยกวากรรมวิธีที่พนน้ํานึ่งฆาเชื้อ (uninoculated control) อยางมีนัยสําคัญ 
แสดงวาในสภาพที่มีการติดเชื้อจากธรรมชาติ เชื้อรา T. harzianum ทั้งสองสายพันธุ (CB-Pin-
01และ T50) สามารถลดการเกิดโรคได 58.55  และ 60.27 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และเมื่อ
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีที่พนเชื้อรา  P. fuligena (inoculated control) พบวาการพน CB-Pin-01, 
T50, T152 และสารเคมี mancozeb สามารถลดความรุนแรงของโรคลงไดอยางมนีัยสําคัญ โดยลด
การเกิดโรคได 50.62, 62.74, 37.51 และ 54.22 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษา
ของ Elad (2000) ที่พบวา การพนดวยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T39 สามารถลดการเกิดโรค 
Powdery mildew (Sphaerotheca fusca) ได 55 – 64 % ตามลําดับ การฉีดพนเชื้อรา  T. harzianum 
ชวยใหความรุนแรงของโรคไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับการพนสารเคมี การพนเชื้อรา T. 
harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และ T50 ลงบนผิวใบทกุกรรมวิธี ไมวาจะพนเชื้อโรคหรือไมก็
ตามพบปริมาณเชื้อบนใบระหวาง 3.0 - 5.9 x 102  CFU /cm2 แต ไมพบประชากรของสายพันธุ T152 
ที่ความเจือจาง 10-1 แสดงใหเห็นวาเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และ T50 สามารถอยู
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รอดบนใบและมีกลไกการเปนปฏิปกษโดยตรงตอเชื้อรา P. fuligena  สวนสายพนัธุ T152 อาจใช
กลไกอื่นในการเปนปฏิปกษตอเชื้อรา  P. fuligena  เชน การสรางสารพิษ หรือชักนําใหพืชเกิดความ
ตานทาน ทดแทนการแขงขนัและการเปนปรสิตโดยตรงตอเชื้อโรค (จิระเดช, 2549) สวนการตรวจ
จํานวนประชากรของเชื้อรา T. harzianum ในวัสดุปลูกโดยวิธี dilution spread plate technique บน 
Martin’s medium หลังจากปลูกไปแลว 12 สัปดาหหรือหลังจากการพนเชื้อรา T. harzianum คร้ังที่ 
5 ไปแลว 4 สัปดาห ตรวจพบเชื้อในวัสดุปลูกระหวาง 9.0 x 103 -  3.1 x 104 CFU /g  การทดลองครั้ง
นี้ตรวจพบเชื้อรา T. harzianum ในวัสดุปลูกทุกกรรมวิธีที่พนสปอรแขวนลอยของเชือ้รา T. 
harzianum แสดงวาเชื้อรา Trichoderma spp. สามารถมีชีวิตรอดอยูในวสัดุปลูกและสามารถเขา
ครอบครองรากพืชได จากผลการทดลองครั้งนี้อาจเปนไปไดวาเชื้อรา T. harzianum สายพันธุตางๆ
ที่พนใหกับมะเขือเทศไปชักนําใหมะเขือเทศตานทานตอโรคราใบดําของมะเขือเทศ เชน การสราง
เอนไซมที่เกีย่วของกับความตานทานในพชื (Harman et. al. 2004b ; Intana et al, 2003) จึง
จําเปนตองศึกษาบทบาทการชักนําใหมะเขอืเทศตานทานตอโรคราใบดําของมะเขือเทศ (Induced 
resistance) โดยเชื้อรา T. harzianum ตอไป 
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ตารางที่ 2  ผลของการพนสปอรแขวนลอยของเชื้อรา Trichoderma  harzianum บนตนมะเขือเทศ
ทุก 2 สัปดาหเพื่อลดโรคราใบดําของมะเขอืเทศสาเหตุจากเชื้อรา  Pseudocercospora 
fuligena (Pf) 

  
ประชากรของเชื้อรา 

T. harzianun 
 
 

กรรมวิธี 

 
ความรุนแรงของโรค 

(%) 

 
การลดโรค 

(%) ผิวใบ1/ 
(CFU /cm2) 

วัสดุปลูก2/ 
(CFU /g) 

uninoculated control 39.01 ab -  - - 
inoculated control ( Pf ) 51.24 a - - - 
T. harzianum (CB-Pin-01) 21.24 c 45.554/ 4.3 x  102 2.3 x 104 
T. harzianum (T50) 20.36 c 47.814/ 5.9 x  102 3.1 x 104 
Pf  + CB-Pin-01 25.30 bc 50.625/ 3.0 x  102 2.8 x 104 
Pf  + T50 19.09 c 62.745/ 4.6 x  102 2.2 x  104 
Pf  + T152 32.02 bc 37.515/ ไมพบ 9.0 x  103 
Pf  + mancozeb 23.46 bc 54.225/ - - 

 
หมายเหตุ  1/ ประชากรเชื้อรา T. harzianum  บนใบมะเขือเทศ 

2/ ประชากรเชือ้รา T. harzianum  ในวัสดปุลูก 

3/ คาเฉลี่ยที่กํากับดวยตวัอักษรเดียวกนัในแนวตั้งของตารางไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติวิเคราะหโดย  Duncan’s Multiple Range Test (P=0.05) 

4/  การลดการเกิดโรค (%) เมือ่เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ไมไดพนเชื้อใดๆ 
(uninoculated control) 

5/ การลดการเกิดโรค (%) เมือ่เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่พนเชื้อราสาเหตุโรค 
(inoculated control) 

 
 
 
 
 
 
 



 

31

2.  การเปล่ียนแปลงของเอนไซม β-1,3-glucanase และเอนไซม chitinase ในใบและยอดของกลา
มะเขือเทศ เม่ือไดรับการกระตุนดวยเชื้อรา Trichoderma harzianum  สายพันธุ CB-Pin-01 T50 
และ T152  

 
2.1  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase เอนไซม chitinase และวิเคราะห

ปริมาณโปรตีนในตนกลามะเขือเทศหลังจากใสเชื้อรา Trichoderma harzianum ที่ 0 – 10 วัน 
 

การเปลี่ยนแปลงของเอนไซม β-1,3-glucanase ในตวัอยางใบและยอดของกลามะเขอื
เทศ หลังจากรดวัสดุปลูกดวยเชื้อรา T. harzianum  สายพนัธุ CB-Pin-01 พบวา สามารถกระตุนให
พืชสรางเอนไซม β-1,3- glucanase เพิ่มขึ้น ในวนัที่ 3 และ 9 โดยวิเคราะห specific activity ได
เทากับ 24.44 และ 29.32 U/mg protein ตามลําดับ สวนกรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum  สาย
พันธุ T50 พบวา สามารถกระตุนใหคากจิกรรมของเอนไซม β-1,3- glucanase เพิ่มขึ้นสูงสุดในวันที่  
9  ซ่ึงเทากับ  48.83 U/mg protein  เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม และยงัพบวากรรมวธีิที่รดดวยเชื้อ
รา T. harzianum  สายพันธุ T152 สามารถกระตุนใหพืชสรางเอนไซม β-1,3- glucanase เพิ่มขึ้น ใน
วันที่  9  ซ่ึงวิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ  44.97 U/mg protein (ภาพที่1)   

 
สวนการเปลี่ยนแปลงของเอนไซม chitinase ในตวัอยางใบและยอดของกลามะเขือเทศ 

ในกรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum  สายพันธุ CB-Pin-01 พบวา สามารถกระตุนใหพืชสราง
เอนไซม chitinase เพิ่มสูงขึ้นในวันที่ 2 และ 6 โดยวเิคราะห specific activity ไดเทากับ 32.72 และ 
26.82 U/mg protein ตามลําดับ สวนกรรมวิธีที่รดดวยเชือ้รา T. harzianum สายพันธุ T50 พบวา 
สามารถกระตุนใหพืชสรางเอนไซม chitinase เพิ่มขึ้นสูงสุดในวนัที่  8  ซ่ึงวิเคราะหคา specific 
activity ไดเทากับ 38.34 U/mg protein  เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม และยังพบวากรรมวิธีที่รดดวย
เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T152 สามารถกระตุนใหพืชสรางเอนไซม chitinase เพิ่มขึ้นในวันที ่ 
1  ซ่ึงวิเคราะหคา specific activity ไดเทากบั  27.23 U/mg protein (ภาพที่2)  
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ภาพที่ 1  แสดงคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase ในใบและยอดของกลามะเขือเทศ 

ก. กรรมวิธีที่ใสเชื้อรา Trichoderma harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 เปรียบเทียบกบั
กรรมวิธีควบคมุ 

  ข. กรรมวิธีใสเชื้อรา T. harzianum สายพนัธุ T50 เปรียบเทียบกับกับกรรมวิธีควบคมุ 
ค. กรรมวิธีใสเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T152 เปรียบเทียบกับกับกรรมวิธีควบคมุ 
 

จํานวนวันหลังปลูกเชื้อรา T. harzianum (วัน) 
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  ภาพที่ 2  แสดงคา specific activity ของเอนไซม chitinaseในใบและยอดของกลามะเขือเทศ 
                 ก. กรรมวิธีที่ใสเชื้อรา Trichoderma harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 เปรียบเทียบกับ 
                      กรรมวิธีควบคมุ 
                 ข. กรรมวิธีใสเชือ้รา T. harzianum สายพันธุ T50 เปรียบเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม 
                 ค. กรรมวิธีใสเชือ้รา T. harzianum สายพันธุ T152 เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
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จํานวนวันหลังปลูกเชื้อรา T. harzianum (วัน) 
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2.2  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase เอนไซม chitinase และวิเคราะห
ปริมาณโปรตีนในตนกลามะเขือเทศหลังจากใสเชื้อรา Trichoderma harzianum และปลูกเชื้อรา 
Pythium aphanidermatum ที่ 0 – 10 วัน 

 
การเปลี่ยนแปลงของเอนไซม β-1,3-glucanase ในใบและยอดของมะเขือเทศ หลังจาก

รดวัสดุปลูกดวยเชื้อรา P.  aphanidermatum เพียงชนดิเดยีวพบวา มีคา specific activity ของ
เอนไซม β-1,3-glucanase เพิ่มขึ้นในวันที ่3 และ 7 เทากบั 44.80 และ 36.53 U/mg protein 
ตามลําดับ (ภาพที่3 ก) สวนกรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  CB-Pin-01 รวมกับการ
ปลูกเชื้อรา P.  aphanidermatum มีคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase สูงมากกวา
กรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  CB-Pin-01 เพียงชนดิเดียว โดยมีคา specific 
activity ของเอนไซมสูงสุดในวันที่ 3  เทากับ 48.61 U/mg protein และเพิ่มขึ้นสูงอีกในวันที่ 5  7 
และ 9 เทากับ 34.90  35.40 และ 23.43 U/mg protein ตามลําดับ (ภาพที่ 3 ข)  

 
กรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T50 (ภาพที่ 4 ก) มีคา specific activity 

ของเอนไซม β-1,3-glucanase เพิ่มขึ้นในวนัที่ 3 และ 7 เทากับ 50.99 และ 26.73 U/mg protein 
ตามลําดับ ซ่ึงมีคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase สูงมากกวากรรมวิธีที่รดดวยเชือ้
รา T. harzianum สายพันธุ T50 รวมกับการปลูกเชื้อรา P.  aphanidermatum ที่มีคา specific activity 
ของเอนไซม β-1,3-glucanase ไมแตกตางจากกรรมวิธีควบคุม และยังพบวา กรรมวธีิที่รดดวยเชื้อ
รา T. harzianum สายพันธุ T152 รวมกับการปลูกเชื้อรา P.  aphanidermatum สามารถกระตุนใหคา 
specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase เพิ่มขึ้นสงูสุดในวนัที่ 7 ซ่ึงเทากับ 49.43 U/mg 
protein เมื่อเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม ในขณะทีก่รรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ 
T152 มีคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase เพิ่มขึ้นในวนัที่ 3 และ 9 เทากับ 38.51 
และ 32.52 U/mg protein ตามลําดับ (ภาพที่4 ข) 

 
การเปลี่ยนแปลงของเอนไซม chitinase ในใบและยอดของมะเขือเทศ หลังจากรดวัสดุ

ปลูกดวยเชื้อรา P.  aphanidermatum เพียงชนิดเดยีวพบวา สามารถกระตุนใหพืชสรางเอนไซม 
chitinase เพิ่มขึ้นในวันที่ 3  5 และ 9 โดยวเิคราะหคา specific activity ไดเทากับ 28.65  35.56 และ 
18.61 U/mg protein ตามลําดับ (ภาพที5่ ก) สวนกรรมวธีิที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  
CB-Pin-01 รวมกับการปลูกเชื้อรา P.  aphanidermatum  มีคา specific activity ของเอนไซม 
chitinase สูงมากกวากรรมวธีิที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  CB-Pin-01 เพียงชนิดเดยีว 
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โดยเพิ่มขึ้นในชวงวนัที่ 3 และ 4 ซ่ึงวิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 14.19 และ 16.41 U/mg 
protein ตามลําดับ และเพิ่มขึ้นอีกครั้งในวนัที่ 8 และ 9 ซ่ึงเทากับ 14.44 และ 20.35 U/mg protein 
ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม ในขณะที่กรรมวธีิที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  
CB-Pin-01 เพยีงชนิดเดียว มคีา specific activity ของเอนไซม chitinase เพิ่มขึ้นในวันที่ 4 และ 9 ซ่ึง
วิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 13.15 และ 16.82 U/mg protein ตามลําดับ (ภาพที่5 ข) 

 
นอกจากนี้ กรรมวิธีที่รดดวยเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ T50 มีคากิจกรรมของ

เอนไซม chitinase เพิ่มขึ้นในวันที่ 2 และ 9 โดยวิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 40.35 และ 
21.35 U/mg protein ตามลําดับ เมื่อเทียบกบักรรมวิธีควบคุม ซ่ึงมีคากิจกรรมของเอนไซม chitinase 
สูงมากกวากรรมวิธีที่รดดวยเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ T50 รวมกับการปลูกเชื้อรา P.  
aphanidermatum ที่มีคา specific activity ของเอนไซม chitinase ไมแตกตางจากกรรมวิธีควบคุม 
(ภาพที6่ ก) และยังพบวา กรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum สายพนัธุ T152 รวมกับการปลูกเชือ้
รา P.  aphanidermatum สามารถกระตุนใหพืชสรางเอนไซม chitinase เพิ่มขึ้นในวันที่ 7 และ 9 ซ่ึง
วิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 28.44 และ 22.05 U/mg protein ตามลําดับเมื่อเทียบกับ
กรรมวิธีควบคมุ ในขณะที่กรรมวิธีที่รดดวยเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ T152 มีคากิจกรรมของ
เอนไซม chitinase เพิ่มขึ้นสงูสุดในวนัที่ 3 เทากับ 15.14 U/mg protein เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
(ภาพที่6 ข) 

 
การเปลี่ยนแปลงของเอนไซม β-1,3- glucanase และเอนไซม chitinase ในการศึกษา

คร้ังนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Hrmova and Fincher (1993) ; Joosten and Dewit (1989) ; 
Benhamou et. al. (1998) ; Leah et. al.  (1991) ที่พบวามะเขือเทศพันธุตานทานตอโรคมีการสราง
เอนไซม β-1,3- glucanase และเอนไซม chitinase เพิ่มขึ้นเมื่อกระตุนดวยเชื้อรา Cladosporium 
fulvum และเชือ้รา Fusarium oxysporum นอกจากนีเ้อนไซม chitinase และเอนไซม β-1,3- 
glucanase ซ่ึงมีคุณสมบัติเปน PR - protein ยังสามารถทํางานรวมกนัแบบ synergistic ในการยับยั้ง
เชื้อรา F. solani f. sp. phaseoli ได (Mauch,1989) เนื่องจากเชื้อราสวนใหญจะมcีhitin และ β-1,3- 
glucan เปนองคประกอบของผนังเซลล ดังนั้นการกระตุนการสรางเอนไซมทั้งสองจึงมีความสําคญั
ตอปฏิกิริยาตอบสนองเพื่อปองกันตัวเองของพืช และอาจเปนกลไกหนึ่งในการยับยัง้การเจริญของ
เชื้อราสาเหตุโรคได 
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ภาพที่ 3  แสดงคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase ในใบและยอดของกลามะเขือ 
               เทศ เมื่อปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum (Pa)         
                 ก. เอนไซม β-1,3-glucanase 
  ข. เอนไซม chitinase 
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ภาพที่ 4   แสดงคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase ในใบและยอดมะเขือเทศ เมื่อ 
                รดดวยเชื้อรา Trichoderma harzianum และปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum (Pa)
    ก. กรรมวิธีที่ใส เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 เปรียบเทยีบกับกรรมวิธี  
                      ควบคุม 
                 ข.  กรรมวิธีที่ใส เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T50 เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
     ค. กรรมวิธีที่ใส เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T152 เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 

0

20

40

60

80

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sp
eci

fic 
act

ivit
y (

U/m
g p

rot
ein

)

Control
Pa+CB-Pin-01
CB-Pin-01

ก 

0

20

40

60

80

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sp
eci

fic 
act

ivit
y (

U/m
g p

rot
ein

) Control
Pa+T50
T50

ข 

0

20

40

60

80

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sp
eci

fic 
act

ivit
y (

U/m
g p

rot
ein

) Control
Pa+T152
T152

ค 

จํานวนวันหลังจากปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum (วัน) 



 

38

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  แสดงคา specific activity ของเอนไซม chitinase ในใบและยอดมะเขือเทศ เมื่อรดดวย 
               เชื้อรา  Trichoderma harzianum และปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum (Pa)                  
               ก.  กรรมวิธีที่ใส เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 เปรียบเทียบกับกรรมวิธี  
                     ควบคุม 
               ข.  กรรมวิธีที่ใส เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T50 เปรียบเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม 
   ค. กรรมวิธีที่ใส เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T152 เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
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3.  ผลของเชื้อรา Pseudocercospora fuligena  ตอการเกิดโรคและกิจกรรมของเอนไซม  β-1,3- 
glucanase และเอนไซม chitinase 

 
เมื่อประเมินโรคหลังจากการพนเชื้อรา P. fuligena ความเขมขน 1.0 x 104  สปอร/มิลลิลิตร 

บนใบมะเขือเทศ 4  สัปดาหหลังยายกลา พบวามีความรนุแรงของโรค 15.92 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3) 
ซ่ึงใหผลแตกตางจากกรรมวิธีควบคุม และการทดสอบของ Hartman et  al. (1991) ที่รายงานวา เมื่อ
พนสปอรแขวนลอยเชื้อรา P. fuligena ความเขมขน 5 x 103 โคนิเดีย/มิลลิลิตร เกิดโรคไดมากถึง 96 
เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบ หลังจากปลูกเชื้อไปแลว 14 วนั แตในการทดลองครั้งนี้แมวาเวลาจะผานไป
ถึง 4 สัปดาห ก็มีการเกดิโรคคอนขางนอย อาจเนื่องจากชวงเวลาที่ทดลอง คือ ชวงเดือนธันวาคม – 
มกราคม ที่มีสภาพอากาศคอนขางแหง มีความชื้นนอย ลมพัดแรง  เปนสภาพที่ไมมีความเหมาะสม
ตอการเกิดโรค 

 
ตารางที่ 3  ความรุนแรงของโรคราใบดําของมะเขอืเทศ หลังจากพนเชือ้รา Pseudocercospora 

fuligena ไปแลว 4 สัปดาห 
 

กรรมวิธี ความรุนแรงของโรค (%) 
Control  3.32 b1/   

P.  fuligena 15.92 a 
     
หมายเหต ุ 1/  คาเฉลี่ยที่กํากบัดวยตัวอักษรเดียวกันในแนวตั้งของตารางไมมีความแตกตางกันทาง

สถิติ เปรียบเทียบทางสถิติโดย  Duncan’s Multiple Range Test (P=0.05) 
 

ตัวอยางใบและยอดของมะเขือเทศ เมื่อพนดวยเชื้อรา P. fuligena  สามารถกระตุนใหคา 
specific activity ของเอนไซม β-1,3- glucanase เพิ่มขึ้น ในวันที่ 1  5  6 และ 11 เทากบั 45.47 24.93 
23.58 และ 33.60 U/mg protein ตามลําดับ (ภาพที่ 6 ) สวน specific activity ของเอนไซม chitinase 
ในวนัที่ 3  6 และ 12 มีคากิจกรรมเทากับ 29.36 8.48 และ 10.04 U/mg protein ตามลําดับ (ภาพที่ 7 )  
จากการที่เอนไซม β-1,3- glucanase และ chitinase จัดเปน PR – protein ดังนั้นพืชจงึสรางขึ้นเมื่อ
อยูในสภาวะไมปกติ เชน มกีารรุกรานจากเชื้อสาเหตุโรค (Ginnakis et al., 1998) โดยท่ี β-1, 3-
glucanase ถูกกระตุนใหสรางขึ้นเพื่อการตอบสนองทั้งตอการเขาทําลายโดยเชื้อราและความเครยีด
ที่เกิดจากสภาพแวดลอม (environmental  stress)   ในพืชปกติสามารถพบ β-1, 3 - glucanase ไดใน  
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ภาพที่ 6  แสดงคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase ในใบและยอดมะเขือเทศ เมื่อ 
               พนดวยเชื้อรา Pseudocercospora  fuligena 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 7  แสดงคา specific activity ของเอนไซม chitinase ในใบและยอดมะเขือเทศ เมื่อพน 
               ดวยเชื้อรา Pseudocercospora  fuligena 
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เนื้อเยื่อพืชหลายชนิด โดยมคีา specific activity ของเอนไซม β-1, 3-glucanase เพิ่มขึ้นหรือลดลง
ตอบสนองตอ  phytohormones หลายชนดิ (Ko  et  al., 2003)  ที่พบในพชื  เชนมันฝรั่งที่ถูกเขา
ทําลายโดยเชื้อรา  P.  infestans  พบวามกีารสะสมของ  β-1, 3 - glucanase  ในสวนของ  vacuoles 
และบางครั้งกม็ีการปลอยสาร  β-1, 3 - glucanase  บางสวนออกมาในบริเวณชองวางระหวางเซลล 
เพื่อยอยผนังเซลลของเชื้อราและเปนตวักระตุนการเกิดกระบวนการ hypersensitive cell death  และ
การสังเคราะหสาร phytoalexin  ตลอดจน PR – protein ที่เกิดจากการแสดงออกของ  PR - gene   มี
การสะสมอยูหลายวนัในพชืที่ไดรับการกระตุนและจะมคีาสูงสุดประมาณวนัที่  7   ถึงวันที่  10   
หลังจากที่เชื้อโรคเขาทําลาย (Rattarasarn, 2003) 
 
4.  การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma harzianum ในการลดการเกิดโรค และการชัก
นําใหมะเขือเทศตานทานตอการเกิดโรคราใบดําจากเชื้อรา Pseudocercospora fuligena รวมกับการ
ปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum สาเหตุโรครากเนาของมะเขือเทศในวัสดุปลูก 
 

จากการประเมนิโรคราใบดําของมะเขือเทศที่อายุ 10, 12 และ 14 สัปดาห หลังยายกลา หรือ
หลังจากการพนเชื้อรา P. fuligena ไปแลว 6, 8 และ10 สัปดาห  พบวาในกรรมวิธีควบคุมที่ไมได
พนเชื้อรา P.  fuligena (uninoculated control ) มีการเกดิโรค 0.10 , 4.58 และ 34.28 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ (ตารางที่ 4) ในขณะทีก่ารพนเชื้อรา P. fuligena ความเขมขน 1.0 x 104 สปอร/มิลลิลิตร 
(inoculated control) สามารถเพิ่มความรุนแรงของโรคไดเปน 13.11, 36.45 และ 60.12 เปอรเซ็นต  
สวนในกรรมวิธีที่มีการพนเชื้อรา P. fuligena รวมกับ กรรมวิธีที่ปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum 
(Pf+ Pa) พบวา มีความรุนแรงของโรค สอดคลองกับผลของการเจริญเติบโตของสวนตางๆ และ
ผลผลิตของมะเขือเทศ และมีความแตกตางจากกรรมวิธีควบคุมอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 
4) สวนกรรมวธีิที่ใชสารเคมี mancozeb (Pf + mancozeb) มีความรุนแรงของโรคนอยที่สุดคือ 3.13 , 
12.17 และ 41.39 เปอรเซ็นต จากการประเมนิทั้ง 3 คร้ัง ตามลําดับ 
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ตารางที่ 4  ความรุนแรงของโรค และเปอรเซ็นตการลดการเกิดโรคราใบดําของมะเขอืเทศของเชื้อ
รา Trichoderma harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 T50 และ T152 หลังจากการพนเชือ้รา 
Pseudocercospora fuligena (Pf) ไปแลว 6, 8 และ10 สัปดาห  

  
ความรุนแรงของโรค  

(%) 
เปอรเซ็นตการลดการเกิดโรค 

 (%) 
 

กรรมวิธี 
 
 คร้ังที่1 1/ คร้ังที่2 2/ คร้ังที่3 3/ คร้ังที่1 1/ คร้ังที่2 2/ คร้ังที่3 3/ 

uninoculated control    0.10 d 6/  4.58 d  34.28 d - - - 
inoculated control (Pf )   13.11 a 36.45 a  60.12 a - - - 
Pf + Pythium 
aphanidermatum (Pa)4/     7.29 b 22.64 b  54.55 ab 44.39 37.89 9.26 

Pf  + CB-Pin-01 + Pa     4.32 bc 17.36 bc  48.88 a-c 67.05 52.37 18.70 
Pf + T50 + Pa     4.46 bc 15.74 bc  47.75 bc 65.98 56.82 20.58 
Pf + T152 + Pa     4.40 bc 15.63 bc  43.66 b-d 66.44 57.12 27.38 
Pf + CB-Pin-01      6.66 bc 18.78 bc  44.54 b-d 49.20 48.48 25.91 
Pf + T50      5.61 bc 16.29 bc  47.34 bc 57.21 55.31 21.26 
Pf + T152      5.12 bc 18.08 bc  45.80 b-d 60.95 50.40 23.82 
Pf + mancozeb5/     3.13 cd 12.17 c  41.39 cd 76.13 66.61 31.15 

 
หมายเหตุ  1/ การประเมินโรคครั้งที่ 1  หลังจากการพนเชื้อรา P. fuligena ไปแลว 6 สัปดาห 
     2/ การประเมินโรคครั้งที่ 2  หลังจากการพนเชื้อรา P. fuligena ไปแลว 8 สัปดาห 
     3/ การประเมินโรคครั้งที่ 3  หลังจากการพนเชื้อรา P. fuligena ไปแลว 10 สัปดาห 

 4/ ปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum จาํนวน 2 คร้ังหลังจากยายกลามะเขือเทศไป
แลว 4 และ 6 สัปดาห 

      5/  พนสารเคมี mancozebจํานวน 2 คร้ังหลังจากยายกลามะเขือเทศไปแลว 4 และ 6 
สัปดาห 

   6/ คาเฉลี่ยที่กาํกับดวยตวัอักษรเดียวกนัในแนวตั้งของตารางไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติวิเคราะหโดย  Duncan’s Multiple Range Test (P=0.05) 
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เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01  T50 และ T152 สามารถลดความรุนแรงของโรค
ได โดยพบวา จากการประเมนิโรคทั้ง 3 คร้ัง ในทุกกรรมวิธีที่รดเชื้อรา T. harzianum และ กรรมวิธี
ที่รดเชื้อรา T. harzianum รวมกับการปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum  มีเปอรเซ็นตความรุนแรงของ
โรค แตกตางจากกรรมวิธีควบคุมที่มีการพนเชื้อรา P. fuligena (inoculated control) อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ โดยสามารถลดการเกิดโรคราใบดําของมะเขือเทศได 18.70 – 67.05 เปอรเซ็นต ซ่ึงไมมี
ความแตกตางทางสถิติกับกรรมวิธีที่ใชสารเคมี mancozeb (ตารางที่4) สวนทางดานการเจริญเติบโต
ของมะเขือเทศพบวา กรรมวิธีที่รดดวยเชือ้รา T. harzianum มีน้ําหนักตนแหงและสด อยูระหวาง 
31.99 - 92.47 กรัม และในกรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum รวมกบัการปลูกเชื้อรา P. 
aphanidermatum  ซ่ึงมีน้ําหนักตนแหงและสดอยูระหวาง 35.04 - 103.10 กรัม โดยไมมีความ
แตกตางจากกรรมวิธีใชสารเคมี mancozeb  (Pf + mancozeb) และกรรมวิธีควบคุม (uninoculated 
control) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในขณะที่ กรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum มีน้ําหนกัราก
แหงและสดอยูระหวาง 1.02 - 11.30 กรัม ซ่ึงมีน้ําหนักมากกวาในทกุกรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. 
harzianum รวมกับการปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum  ซ่ึงมีน้ําหนักรากแหงและสดอยูระหวาง 
0.96- 7.64 กรัม อาจเพราะเชือ้รา P. aphanidermatum  เขาทําลายรากของมะเขือเทศใหเกิดความ
เสียหาย โดยไมมีความแตกตางจากกรรมวิธีควบคุม (uninoculated control) และกรรมวิธีที่ปลูกเชื้อ
รา P. aphanidermatum (Pf  +  Pa) เพียงอยางเดียว (ตารางที่ 5) 

 
กรรมวิธีที่รดเชื้อรา T. harzianum และ กรรมวิธีที่รดเชื้อรา T. harzianum รวมกับการปลูก

เชื้อรา P. aphanidermatum  พบวา เชื้อรา T. harzianum สามารถชวยสงเสริมใหลําตนมีความสูง
เพิ่มขึ้นและรากมีความยาวมากขึ้นดวย เมื่อเปรียบเทียบกรรมวิธีควบคุม (uninoculated control) 
กรรมวิธีที่ใชสารเคมี mancozeb (Pf + mancozeb) และกรรมวิธีที่ปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum 
(Pf  +  Pa) ในกรณีของน้ําหนักผลผลิตของมะเขือเทศนัน้ พบวา ทกุกรรมวิธีที่มีการรดดวยเชื้อรา T. 
harzianum เพื่อชักนําใหมะเขือเทศตานทานตอโรคราใบดําของมะเขอืเทศสาเหตุจากเชื้อรา P. 
fuligena นั้น ใหผลผลิตสูงกวากรรมวิธีที่มกีารพนเชื้อรา P. fuligena (Pf) และในกรรมวิธีที่มีการ
พนเชื้อรา P. fuligena รวมกบั กรรมวิธีที่ปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum (Pf  +  Pa) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ โดยกรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา  T. harzianum ใหผลผลิตอยูระหวาง 395.65 - 
440.21 กรัม/ตน (ตารางที่ 6)  
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ในการทดลองครั้งนี้พบวา มคีวามสอดคลองกับการทดลองของ Seaman (2003) ที่ใสเชื้อรา 
Trichoderma สายพันธุ T- 22 ที่รากกลามะเขือเทศขณะยายกลา หลังจากนั้น 90 – 120 วัน พบอาการ
ของโรคใบไหมของมะเขือเทศ (early blight) สาเหตุจากเชื้อรา Alternaria solani แตในแปลงที่ทํา
มากกวา 2 ปแลว พบวาโรคลดลง 80 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับแปลงที่ไมไดใชเชื้อถึงแมวาจะ
พบเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T- 22 แตเพียงบนรากเทานั้น นอกจากนี้จากการศึกษาของ De 
Meyer ในป 1998 พบวา การรดเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T39 สามารถลดการเกิดโรค Grey 
mould (Botrytis cinerea) ในมะเขือเทศ ผักกาดหอม และพริกได  

 
นอกจากนี้ยังมรีายงานเกีย่วกบัการชักนําความตานทานโรคโดยการใชเชือ้รา Trichoderma  

sp. กับพืชชนดิอื่นอีก  เชน การทดลองของ Ahmed et al.  (2000) พบวา T. harzianum สามารถลด
ขนาดของแผลที่ตนพริก ที่เกดิจากเชื้อรา Phytophthora capsici ไดประมาณ 40%  ในถั่วก็พบวาเมื่อ
รดดวยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T- 22 สามารถที่จะปกปองใบถั่วจากเชื้อรา B. cinerea และ 
เชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv. phaseoli ได  
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ตารางที่ 5  คาเฉลี่ยน้ําหนกัลําตน และน้ําหนักรากของมะเขือเทศ เมื่อส้ินสุดการทดลองที่มีการรด
เชื้อราTrichoderma harzianum สายพันธุ CB-Pin-01, T50 และ T152 รวมกับการปลกู
เชื้อรา Pythium aphanidermatum (Pa) และพนเชื้อรา Pseudocercospora fuligena (Pf )  

 
น้ําหนกัตน    

(กรัม) 
น้ําหนกัราก  

(กรัม) 
 

กรรมวิธี 
 
 น้ําหนกัสด น้ําหนกัแหง น้ําหนกัสด น้ําหนกัแหง 

uninoculated control     96.29 a 1/    33.63 ab     9.68 ab    0.98 b-d 
inoculated control (Pf )     84.03 ab    32.78 ab   11.62 a    1.11 a-c 
Pf + Pythium aphanidermatum (Pa)     74.87 b    26.20 b     6.32 c    0.81 d 
Pf + CB-Pin-01 + Pa     90.61 ab    31.99 ab     7.13 bc    0.96 cd 
Pf + T50 + Pa     92.47 ab    33.63 ab     7.64 bc    0.99 b-d 
Pf + T152 + Pa     86.36 ab    32.44 ab     7.56 bc    1.01 a-d 
Pf + CB-Pin-01      99.56 a    35.04 ab   11.19 a    1.23 ab 
Pf + T50    103.10 a    35.40 ab   11.30 a    1.13 a-c 
Pf + T152    101.38 a    37.04 a     9.73 ab    1.02 a-d 
Pf + mancozeb   103.00 a    38.38 a   12.52 a    1.25 a 
 
หมายเหตุ  1/ ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตัง้  ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ    

โดยวิธี   Duncan’ Multiple Range Test (DMRT) (P=0.05) 
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ตารางที่ 6  คาเฉลี่ยความสูงลําตน ความยาวราก และน้ําหนักผลผลิตของมะเขือเทศ เมือ่ส้ินสุดการ
ทดลองที่มีการรดเชื้อรา Trichoderma harzianum สายพนัธุ CB-Pin-01, T50 และ T152 
รวมกับการปลกูเชื้อรา Pythium aphanidermatum (Pa) และพนเชื้อรา 
Pseudocercospora fuligena (Pf )   

 

กรรมวิธี ความสูงตน 
(ซม.) 

ความยาวราก 
(ซม.) 

น้ําหนกัผลผลิต 
(กรัม/ตน) 

uninoculated control    129.81 ab 1/     34.07 a-c       451.13 a 
inoculated control (Pf )    136.71 a     39.06 ab       375.32 ab 
Pf + Pythium aphanidermatum (Pa)    116.44 ab     20.55 d       265.98 b 
Pf + CB-Pin-01 + Pa    131.19 a     25.51 cd       357.43 ab 
Pf + T50 + Pa    128.02 ab     25.44 cd       347.20 ab 
Pf + T152 + Pa    127.81 ab     23.14 cd       345.66 ab 
Pf + CB-Pin-01     134.58 a     42.85 a       395.65 a 
Pf + T50     135.10 a     39.37 ab       413.99 a 
Pf + T152     137.81 a     29.54 b-d       440.21 a 
Pf + mancozeb    130.56 ab     41.73 a       420.75 a 

 
หมายเหตุ  1/ ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตัง้  ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ     

โดยวิธี   Duncan’ Multiple Range Test (DMRT) (P=0.05) 
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ปริมาณประชากรในวัสดุปลูกของเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01, T50 และ 
T152 และเชื้อรา P. aphanidermatum มีความสัมพันธไปในทางเดยีวกนักับเปอรเซ็นตการลดการ
เกิดโรค กลาวคือ ในทุกกรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum รวมกับการปลูกเชื้อรา P. 
aphanidermatum มีปริมาณเชื้อรา T. harzianum อยูระหวาง 13.5 -  42.3 x 104 CFU/g  ซ่ึงมากกวา
ในกรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum ที่มีปริมาณเชื้ออยูระหวาง 6.5 – 36.0 x 104 CFU/g    
ในขณะที่ทุกกรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum รวมกบัการปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum 
พบวา มีปริมาณประชากรในวัสดุปลูกของเชื้อรา P. aphanidermatum อยูระหวาง6.5 – 10.4 x 102 
CFU/g  โดยมีปริมาณประชากรของเชื้อรา P. aphanidermatum เพิ่มขึ้นมากเมื่อเปรยีบเทียบกับ
กรรมวิธีที่ปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum (Pf  +  Pa) เพียงอยางเดียวที่มีประชากรในวัสดุปลูก
เทากับ 5.6 x 102 CFU/g  สวนเปอรเซ็นตการครองครองรากมะเขือเทศของเชื้อรา T. harzianum ใน
ทุกกรรมวิธีทีร่ดดวยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01, T50 และ T152 รวมกับการปลูกเชือ้
รา P. aphanidermatum พบวา เชื้อรา T. harzianum สามารถเขาครอบครองรากได 72.5 , 70 และ 60 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงมีความสามารถในการเขาครอบครองรากมากกวาในกรรมวิธีที่รดดวยเชือ้
รา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01, T50 และ T152 ซ่ึงเทากับ 61.3 , 45 และ 45  เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ ในขณะเดียวกนัการเขาครอบครองรากของเชื้อรา P. aphanidermatum ทุกกรรมวิธีที่รด
ดวยเชื้อรา T. harzianum รวมกับการปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum พบวา เชื้อรา P. 
aphanidermatum มีความสามารถในการเขาครอบครองรากลดลงอยางมาก ซ่ึงเทากับ 32 , 30 และ 
34.2  เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum (Pf  +  
Pa) เพียงอยางเดียวที่เชื้อโรคสามารถเขาครอบครองรากของมะเขือเทศไดสูงถึง 95 เปอรเซ็นต 
(ตารางที่ 7) 

 
ทั้งนี้เชื้อรา T. harzianum ทั้ง 3 สายพันธุ มปีริมาณเพิ่มขึน้ในกรรมวิธีที่มีการปลูกเชือ้รา P. 

aphanidermatum รวมดวย โดยมีประชากรในวัสดุปลูกมากกวา ในกรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. 
harzianum และกรรมวิธีที่ปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum เพียงชนดิเดยีว อาจเกิดจากการที่เชื้อรา 
T. harzianum และเชื้อรา P. aphanidermatum พยายามแขงขันกัน เพื่อครอบครองพื้นที่ราก และ
แกงแยงอาหารในวัสดุปลูก จึงมีประชากรของเชื้อราทั้งสองคอนขางมากในวัสดุปลูก 
 

นอกจากนี้การชักนําความตานทานตอโรครากเนาหรือโรคราใบดําของมะเขือเทศดวยเชื้อ
รา T. harzianum  อาจเกี่ยวของกับความสามารถของเชื้อรา T. harzianum ในการเจริญบนผิวราก
มะเขือเทศ  ซ่ึงอธิบายไดจากการทดลองของดวงใจ (2548) พบวาเชื้อรา  T. harzianum สายพันธุ    
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T-50  สามารถคงทนอยูในรากไดแมจะผานการลางดวยสารละลาย 0.525 % sodium hydrochlorite 
นาน  5  นาที และสามารถพบการเจริญของเชื้อรา T. harzianum สายพนัธุ T-50  ได แสดงวาเชื้อรา 
T. harzianum สายพันธุ T-50  มีความสามารถในการเจรญิครอบครองรากแตงกวาไดดี  เชนเดียวกบั
รายงานของ Intana (2003)  และแสดงใหเห็นวาเสนใยของเชื้อรา  T.  harzianum  สายพันธุ  T-50  
สามารถเจริญอยูภายในเซลลของผิวรากแตงกวาไดเชนเดียวกับงานทดลองของ Harman  et  al. 
(2004a) ตามรายงานของ Yedidia  et al. (1999) และ Yedidia et al. (2000)  ที่กลาวถึงการเจริญ
ครอบครองผิวรากแตงกวาดวยเชื้อรา  T.  harzianum  สามารถกระต ุนลักษณะ electron dense และ 
การสราง callose ที่ชวยในผนังเซลลพืชแข็งแรงตานทานตอการเขาทําลายโดยเชื้อสาเหตุโรคหรือ
กระตุนใหพืชมีการผลิต PR-protein ชนิด chitinase  และ  β - 1, 3 glucanase  ที่เกี่ยวของกับการ
ยับยั้งการเจรญิของเชื้อสาเหตุโรคในแตงกวาได และการเปลี่ยนแปลงของ PR-protein ในพืชมกีาร
ผลิตมาเพื่อตอบสนองตอการเขาทําลายโดยเชื้อรา ไวรัส  ไวรอยด และเชื้อแบคทีเรียทีเ่ปนสาร 
antipathogenic  มีบทบาทในความตานทานแบบ acquired  resistance ปองกันการเขาทําลายโดยเชือ้
สาเหตุโรคในครั้งตอไป (Veit et al., 2001)     
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ตารางที่ 7  แสดงปริมาณประชากร เปอรเซ็นตการครอบครองรากเมื่อส้ินสุดการทดลองที่มีการรด
เชื้อรา Trichoderma harzianum สายพันธุ CB-Pin-01, และ T50 และปลูกเชื้อรา Pythium 
aphanidermatum (Pa) และพนเชื้อรา Pseudocercospora fuligena (Pf )  

 
ประชากรในวสัดุปลูก 

(CFU/g) 
การครอบครองราก 

(%) กรรมวิธี 
T. harzianum 

(x104) 
Pythium 
(x102) 

T. harzianum Pythium 

Uninoculated control - - - - 
Inoculated control (Pf ) - - - - 
Pf + Pythium aphanidermatum (Pa) - 5.6 - 95.0 
Pf + CB-Pin-01 +  Pa 42.3 6.5 72.5 32.0 
Pf + T50 +  Pa 13.5 7.0 70.0 30.0 
Pf + T152 +  Pa 14.9 10.4 60.0 34.2 
Pf + CB-Pin-01 36.0 - 61.3 - 
Pf + T50 6.5 - 45.0 - 
Pf + T152 13.5 - 45.0 - 
Pf + mancozeb - - - - 

 
  หมายเหตุ   1/ ตัวอักษรที่เหมอืนกันในแนวตั้ง  ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ 
                       โดยวิธี Duncan’ Multiple Range Test (DMRT) (P=0.05) 
 

การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลง specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase ในยอดและ
ใบของมะเขือเทศ จากกรรมวิธีที่พนเชื้อรา P. fuligena บนใบเพยีงอยางเดียว (Pf)  พบวา สามารถ
กระตุนใหพืชสรางเอนไซม β-1,3-glucanase เพิ่มขึ้นเมื่อเวลาผานไป 48 ช่ัวโมง ซ่ึงวิเคราะหคา 
specific activity ไดเทากับ 43.84 U/mg protein เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม และในกรรมวิธีที่พน
เชื้อรา P. fuligena บนใบและรดวัสดุปลูกดวยเชื้อรา P.  aphanidermatum (Pa  + Pf) มีคา specific 
activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase เพิ่มขึ้นสูงสุดเมื่อเวลาผานไป 24 ช่ัวโมง ซ่ึงวิเคราะหคา 
specific activity ไดเทากับ 50.42 U/mg protein เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (ภาพที่8 ก) สวน
กรรมวิธีที่รดดวยสปอรแขวนลอยของเชื้อรา T. harzianum  สายพันธุ  CB-Pin-01 และพนเชื้อรา P. 
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fuligena บนใบ (CB-Pin-01 + Pf) มีคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase เพิ่มขึ้น
สูงสุดเมื่อเวลาผานไป 72 ช่ัวโมง เทากับ 28.95 U/mg protein ซ่ึงมีคา specific activity ของเอนไซม 
β-1,3-glucanase สูงมากกวากรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  CB-Pin-01 รวมกับ
การปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum และพนเชื้อรา P. fuligena บนใบ (CB-Pin-01 + Pa + Pf) (ภาพ
ที่9 ก) 
 
 นอกจากนี้ยังพบวา ในกรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum  สายพันธุ  T50 และพนเชื้อรา 
P. fuligena บนใบ (T50 + Pf) มีคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase เพิ่มขึ้นสูงสุดเมื่อ
เวลาผานไป 24 ช่ัวโมง เทากบั 52.29 U/mg protein เมื่อเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม ในขณะที่ กรรมวิธี
ที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  T50 รวมกับการปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum และพน
เชื้อรา P. fuligena บนใบ (T50 + Pa + Pf) มีคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase 
เพิ่มขึ้นเมื่อเวลาผานไป 24 ช่ัวโมง ซ่ึงวิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 21.85 U/mg protein 
เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (ภาพที่ 9 ข) และยังพบวา กรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum สาย
พันธุ T152 และพนเชื้อรา P. fuligena บนใบ (T152 + Pf)  สามารถกระตุนใหคา specific activity 
ของเอนไซม β-1,3-glucanase เพิ่มขึ้นเมื่อเวลาผานไป 24  และ 72 ช่ัวโมง ซ่ึงวิเคราะหคา specific 
activity ไดเทากับ 45.78 และ 53.08 U/mg protein ตามลําดับเมื่อเทียบกบักรรมวิธีควบคุม ในขณะที่
กรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T152 รวมกับการปลูกเชื้อรา P.  aphanidermatum 
และพนเชื้อรา P. fuligena บนใบ (T152 + Pa + Pf)  มีคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-
glucanase ไมแตกตางกับกรรมวิธีควบคุม (ภาพที9่ ค) 

 
การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม chitinase ในยอดและใบของมะเขือเทศ ในกรรมวิธี

ที่พนเชื้อรา P. fuligena บนใบเพียงอยางเดยีว (Pf)  พบวา สามารถกระตุนใหคา specific activity 
ของเอนไซม chitinase เพิ่มขึ้นเมื่อเวลาผานไป 48 ช่ัวโมง ซ่ึงวิเคราะหคา specific activity ไดเทากบั 
10.79 U/mg protein เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม และ ในกรรมวิธีที่พนเชื้อรา P. fuligena บนใบ
และรดวัสดุปลูกดวยเชื้อรา P.  aphanidermatum (Pa  + Pf)  มีคา specific activity ของเอนไซม 
chitinase เพิ่มขึ้นสูงสุดเมื่อเวลาผานไป 24 ช่ัวโมง ซ่ึงวิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 14.80 
U/mg protein เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (ภาพที8่ ข)  สวนกรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum  
สายพันธุ  CB-Pin-01 และพนเชื้อรา P. fuligena บนใบ (CB-Pin-01 + Pf) มีคา specific activity ของ
เอนไซม chitinase เพิ่มขึ้นสงูสุดเมื่อเวลาผานไป 72 ช่ัวโมง เทากับ 12.48 U/mg protein ในขณะที่
กรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  CB-Pin-01 รวมกับการปลูกเชื้อรา P. 
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aphanidermatum และพนเชือ้รา P. fuligena บนใบ (CB-Pin-01 + Pa + Pf) มีแนวโนมของคา 
specific activity ของเอนไซม chitinase เพิม่ขึ้นเมื่อเวลาผานไป 48 ช่ัวโมง เทากับ 12.80 U/mg 
protein  เมื่อเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม (ภาพที่10 ก)   

 
นอกจากนี้ ในกรรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum  สายพันธุ  T50 และพนเชื้อรา P. 

fuligena บนใบ (T50 + Pf) และกรรมวิธีทีร่ดดวยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  T50 รวมกับการ
ปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum และพนเชือ้รา P. fuligena บนใบ (T50 + Pa + Pf) มีคา specific 
activity ของเอนไซม chitinase เพิ่มขึ้นสูงสุดเมื่อเวลาผานไป 24 ช่ัวโมง เทากับ 24.05 และ 12.70 
U/mg protein ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (ภาพที่ 10 ข) และยังพบวา กรรมวิธีที่รดดวย
เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T152 และพนเชื้อรา P. fuligena บนใบ (T152 + Pf)  สามารถกระตุน
ใหคา specific activity ของเอนไซม chitinase เพิ่มขึ้นสูงสุดเมื่อเวลาผานไป 48 ช่ัวโมง ซ่ึงเทากับ 
16.76 U/mg protein  เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม ในขณะทีก่รรมวิธีที่รดดวยเชื้อรา T. harzianum 
สายพันธุ T152 รวมกับการปลูกเชื้อรา P.  aphanidermatum และพนเชือ้รา P. fuligena บนใบ 
(T152 + Pa + Pf)  มีคา specific activity ของเอนไซม chitinase สูงสุดที่ 0 ช่ัวโมง เทากบั 11.43 
U/mg protein  เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม หลังจากนัน้ก็ลดลงและไมมีความแตกตางกับกรรมวิธี
ควบคุม (ภาพที่10 ค) 

 
ทั้งนี้การเพิ่มขึน้ของเอนไซม β-1,3-glucanase และเอนไซม chitinase อาจจะไปตานทาน

การรุกรานของเชื้อรา P. fuligena  เปนผลใหสามารถลดความรุนแรงของโรคดําในใบมะเขือเทศได 
และเมื่อมีการปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum ลงไปดวย ทําใหปริมาณของเชื้อรา T. harzianum สาย
พันธุ  CB-Pin-01 T50 และ T152 และเชื้อรา P. aphanidermatum เพิ่มมากขึ้นซึ่งอาจเกิดจากการที่
เชื้อราทั้งสอง พยายามแขงขนักัน เพื่อครอบครองพื้นที่ราก นั่นแสดงใหเห็นวาเชื้อรา T. harzianum 
สามารถชักนําใหเกิดความตานทานได เชนเดียวกับรายงานของ Harman (2004b) ทีว่า เชื้อรา T.  
harzianum T22  มีความสามารถในการเขาครอบครองราก รวมทั้งสงเสริมการเจริญเตบิโตของราก
ขาวโพด Mo17 และกระตุนใหขาวโพดสรางเอนไซม chitinase และ β-1,3-glucanase เพิ่มขึ้น ทั้งยัง
ลดการเกิดโรคแอนแทรคโนสไดดวย 

 
นอกจากนี้ จากงานทดลองของเกศนรี (2544) พบวา เอนไซม chitinase และ β-1,3-

glucanase ถูกกระตุนดวยสารละลายไคโตแซนและทํางานรวมกนัแบบ Synergistic เพื่อปองกัน
ตนเองจากเชื้อรากอใหเกิดโรคแอนแทรคโนส โดยพบเอนไซมทั้งสองชนิดและมกีารสะสมของ
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สาร Phytoalexin เพิ่มขึ้นเพือ่ตอตานการบกุรุกของเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุ
โรคแอนแทรคโนสในองุน 
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ภาพที่ 8  แสดงคา specific activity ของเอนไซม ในใบและยอดมะเขือเทศ เมื่อพนดวยเชื้อรา 
               Pseudocercospora fuligena (Pf) และปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum (Pa) 
                ก. เอนไซม β-1,3-glucanase 
                ข. เอนไซม chitinase 
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ภาพที่ 9  แสดงคา specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase ในใบและยอดมะเขือเทศ เมื่อ 
               พนดวยเชื้อรา Pseudocercospora fuligena (Pf) และรดดวยเชือ้รา Trichoderma  
               harzianum รวมกับการปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum (Pa) 
    ก. เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  CB-Pin-01 
                ข. เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  T50  

   ค. เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  T152   
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ภาพที่ 10  แสดงคา specific activity ของเอนไซม chitinase ในใบและยอดมะเขือเทศ เมื่อพนดวย 
                  เชื้อรา  Pseudocercospora fuligena (Pf) และรดดวยเชื้อรา Trichoderma harzianum  
                  รวมกับการปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum (Pa) 
      ก. เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  CB-Pin-01 
                   ข. เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  T50  

       ค. เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  T152   
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จากการทดลองที่ผานมามีรายงานการใชเชื้อรา Trichoderma spp. ชักนําใหเกิดความ
ตานทานตอโรคพืชทั้งใบเลี้ยงคูและใบเลี้ยงเดี่ยว โดยพบวามีกิจกรรมของเอนไซมตางๆ ที่เกี่ยวของ
กับความตานทานของพืชเพิ่มมากขึ้น ในขณะที่อาการโรคลดลง ความตานทานที่เกิดขึ้นนี้อาจเปน
ทั้งความตานทานเฉพาะที่และความตานทานทั้งตน รวมทั้งมี proteinaceous หรือ elicitors ที่มี
น้ําหนักโมเลกุลต่ําอยางนอย 3 จําพวกที่ไดจาก Trichoderma spp. เปนตัวชักนําใหพืชเกิดความ
ตานทานได Yedidia et al. (2000) ไดรายงานวา T. asperellum สายพันธุ T-203 ที่สามารถเขา
ครอบครองรากแตงกวาไดนั้นมีการสราง PR – protein ขึ้นมา ภายใน 2 – 3 วันแลวปฏิกิริยาก็หยุด
ลง แตยังสามารถตรวจพบ PR – protein และสารอื่นๆ ที่มีคุณสมบัติตอตานเชื้อสาเหตุโรคพืชไดใน
ทุกสวนของพืช รวมทั้งในใบพืชดวย จากการทดลองในครั้งนี้รวมกับงานวิจัยที่ผานมาแสดงใหเห็น
วา  Trichoderma spp. มีความสามารถในการควบคุมโดยชีววิธีดวยการยับยั้งการงอกของสปอร การ
ยับยั้งการเจริญของเสนใย ตลอดจนการเปนปรสิตตอเสนใยเชื้อโรคโดยตรงและทําใหการพัฒนา
ของ germ tube ผิดปรกติไป (ขวัญเนตร และคณะ, 2548) สามารถติดตามและครอบครองรากพืชได
สูง สามารถเพิ่มการเจริญของรากและยอดพืชได ทั้งนี้อาจเปนผลจากความสามารถของเชื้อในการ
กระตุนพืชโดยตรงใหพืชตานทานตอโรค (จิระเดช, 2549; Intana, 2003;  Yedidia  et al., 2001) 
นอกจากนี้แลวยังสามารถชวยในการสลายแรธาตุอาหารในดินวัสดุปลูกหรือแมแตในสารละลาย
ธาตุอาหาร ทําใหพืชสามารถดูดสารอาหารไปใชไดมากขึ้น (จิระเดช, 2549 แพรทอง, 2549; 
Altomare et al., 1999; Yedidia  et al., 2001) 
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สรุป 
 
 จากการศึกษาเชื้อรา Trichoderma harzianum เพื่อลดการเกิดโรคราใบดาํของมะเขือเทศใน
เรือนพลาสติก พบวา การทดลองมีการติดเชื้อตามธรรมชาติ (natural infection) คอนขางสูง และการ
พนสปอรแขวนลอยของ Pseudocercospora fuligena (inoculated control) สามารถเพิ่มความรุนแรง
ของโรคได 12.23 เปอรเซ็นต สวนในกรรมวิธีที่พนเฉพาะเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 
หรือ T50  ในสภาพที่เกดิการแพรระบาดของโรคตามธรรมชาติ พบวาทั้งสองสายพันธุสามารถลด
การเกิดโรคราใบดําได 45.55 และ 47.81 เปอรเซ็นต ตามลําดับ การฉีดพนเชื้อรา T. harzianum สาย
พันธุ CB-Pin-01, T50, T152  ในกรรมวิธีการปลูกเชื้อรา P. fuligena    ชวยลดความรุนแรงของโรค
ราใบดําของมะเขือเทศไมแตกตางจากการฉีดพนสารเคมี mancozeb  
 

การศึกษากิจกรรมของเอนไซมβ-1,3-glucanase  และ chitinase  ในใบและยอดของกลา
มะเขือเทศที่ไดรับการกระตุนโดยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01, T50, T152 มีคา 
specific activity ของเอนไซม β-1,3-glucanase  และ chitinase เพิ่มขึ้นในชวง 0-10 วนั  
 

การศึกษาเชื้อรา P. fuligena ตอการลดการเกิดโรคและ specific activity ของเอนไซม 
พบวา เมื่อพนสปอรแขวนลอยของเชื้อรา P.fuligena ที่ความเขมขน 1.0 x 104 สปอร/มิลลิลิตร มี
ความรุนแรงของโรคเพิ่มขึ้น 12.60 เปอรเซ็นต และม ีspecific activity ของเอนไซม β-1,3-
glucanase  และ chitinase เพิ่มขึ้นสูง 

 
การทดสอบการชักนําใหมะเขือเทศตานทานตอโรคราใบดําดวยการรดดวยสปอร

แขวนลอยของเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01, T50 และT152 รวมกับการปลูกเชื้อรา  
Pythium aphanidermatum สาเหตุของโรครากเนาของมะเขือเทศ พบวา สามารถลดการเกิดโรครา
ใบดําสาเหตจุากเชื้อรา P.  fuligena ได 18.70 – 67.05 เปอรเซ็นต โดยมี specific activity ของ
เอนไซม β-1,3-glucanase  และ chitinase เพิ่มขึ้นสูง เชื้อรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01, T50 
และT152 สามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของมะเขือเทศได โดยมนี้ําหนักและความสูงของตน 
ปริมาณของน้าํหนักราก ความยาวราก และผลผลิตของมะเขือเทศเพิ่มมากขึ้น 
 

3 4
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ภาคผนวก ก  
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรยีและการผลิตเชื้อราไตรโคเดอรมาชนิดสด 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียและการผลิตเชื้อราไตรโคเดอรมาชนดิสด 
 

PDA (Potato Dextrose Agar) 
Distilled  water    1000  มิลลิลิตร 
Potato     1.0     กิโลกรัม 
Agar     12.0   กรัม 
Dextrose       20   กรัม  

 
Martin’s Medium (Johnson and Curl, 1972) 
 
 KH2PO4                                                  1 กรัม 
 MgSO4.7H2O                                        0.5 กรัม 
 Bacto Peptone                                   5         กรัม 
 Dextrose                                                   10          กรัม 
 Rose bengal                                          0.032   กรัม 
 Agar                                                      12         กรัม 
 Water                                                       1         ลิตร 
 Streptomycin                                           1         กรัม 
 
 Rose bengal ใสกอนที่จะนําอาหารไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดนัไอน้ําเทากับ 15 ปอนด ตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เติม Streptomycin กอนทีจ่ะเทอาหาร 
Martin’s Medium ที่อุณหภูม ิ40-50 องศาเซลเซียส 
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modified BNPRA (Fujisawa  and  Masago,  1975) 
Mycostatin  (100,000 units)  0.5     มิลลิลิตร* 
Ampicillin    0.5     กรัม* 
Benlate  (50 w.p.)   20.0   มิลลิกรัม* 
PCNB  (75 w.p.)     25.0   มิลลิกรัม* 
Rifampicin    10.0   มิลลิกรัม* 
Rose Bengal    5.0     มิลลิกรัม** 
Distilled  water     1000  มิลลิลิตร 
PDA (basal medium) : BNPRA, 9:1 
*    เติมหลังจาก Autoclave  
**  เปนสูตรที่ไดรับการปรับปรุงจาก Chamswarng et al. (1985) โดยการเพิ่ม rose bengal 

ลงไปในอาหาร 
  
Water Agar (WA 0.1%) 

Distilled  water     1000  มิลลิลิตร 
Agar     1.0     กรัม 

 
การผลิตเชื้อราไตรโคเดอรมาชนิดสด 
 
อุปกรณ 
 

- เชื้อรา  Trichoderma harzianum  สายพันธุ CB-Pin-01, T-50 และ T-152 ที่เล้ียงบนอาหาร 
PDA                                      

 - เครื่อง Autoclave                                                         
- ถุงพลาสติกทนรอน (8 x 12 นิ้ว)                                    

 - เครื่องชั่ง 
- ปลายขาว 100 กรัม ตอน้ํา 50 ml    
- Cork borer   
- คอขวดพลาสติก    
- สําลี, ยางวง 
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วิธีการ 
 
 - ตักปลายขาว100 กรัม ใสถุงพลาสติกเติมน้ํา 50 ml 
 - นึ่งที่ความดนัไอน้ําเทากับ 15 ปอนด ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
20 นาที 
 - ใช Cork borer เจาะเชื้อแตละสายพันธุ นาํมาใสลงถุงขาวที่นึ่งจนเยน็แลวถุงละ 3-5 ช้ิน 

- เขยาใหหวัเชือ้กระจายทั่วถุง 
 - กดขาวในถุงใหแผกระจาย ดึงบริเวณกลางถุงใหมีอากาศเขา 
  -บมเชื้อ 2 วัน ในบริเวณที่อากาศไมรอน ใหไดรับแสงสวาง 6-10 ช่ัวโมงตอวัน 
 - เมื่อครบ 2 วนั บีบขยํากอนขาวใหแตก บมเชื้อตอ 4-5 วัน 
 
การเตรียมปุยน้ําเพื่อรดตนมะเขือเทศท่ีใชในการทดสอบ 
 
สูตรสารละลายธาตุอาหาร  

ดัดแปลงจาก Cooper (1979) โดยอาจารยยงยุทธ เจียมไชยศรี (2546) 
Stock A 
สวนผสม 

Calcium nitrate    1120 กรัม 
เหล็ก EDDHA     100   กรัม 
น้ํา     5       ลิตร 

Stock B 
สวนผสม 

Potassium nitrate   590  กรัม 
Magnesium sulfate   590  กรัม 
Potassium phosphate(mono)   270  กรัม 
Nicspray    30    กรัม 
น้ํา     5      ลิตร 

*    นําสารละลายธาตุอาหาร Stock A และ Stock B มาอยางละ 200 มลิลิลิตรผสมใหเขากัน (ควร
คนไปดวยขณะทําการผสม) 
**  ปรับ pH ของน้ําปุยใหอยูประมาณ 5.5-6 โดยเติมกรด HCl 50% ลงไป คร้ังละ 1 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข  
สารเคมีและวธีิวิเคราะหทางเคมี 
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สารเคมีและวิธีวิเคราะหทางเคมี 
 
1. การเตรียม 0.1 M Sodium acetate buffer pH 5.5   
 
 เตรียมโดยผสมสาร A จํานวน 14.8 มิลลิลิตร กับสาร B จํานวน 35.2 มลิลิลิตร ปรับ
ปริมาตรดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ ใหได 200 มลิลิลิตร และปรับคา pH ดวย 6N HCl ใหได pH เทากับ 
5.5 
 สาร A  
 0.2 M Glacial acetic acid            11.55    กรัม 
 Distill water                                    1         ลิตร 
  

สาร B 
 0.2 M Sodium acetate                  27.2     กรัม 
 Distill water                                    1         ลิตร     
    
 การเตรียม 0.05 M Sodium acetate buffer pH 5.5 โดยทําการเจือจาง 0.1 M Sodium 
acetate buffer pH 5.5 ในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อในอัตราสวน 1 : 1 โดยปริมาตร และปรับคา pH ดวย 6N 
HCl ใหได pH เทากับ 5.5   
 
2. การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน 
 
 2.1 สารเคมีที่ใช 
 
  สารละลาย Alkaline Copper 
 
  เตรียมโดยผสม 4 %(W/V) Na2CO3, 0.2 M NaOH, 1 %(W/V) CuSO4.5H2O และ 
2%(W/V) Sodium Potassium tartrate ในอัตราสวน 49:49:1:1 โดยเตรียมกอนนําไปใชทุกครั้ง 
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2.2 การเตรียม standard curve ของ Bovine Serum Albumin (BSA) 
 
  เตรียมสารละลาย BSA ที่ความเขมขน 15, 30, 45, 60, 75, และ 90 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรในน้ํากลั่นบรรจุหลอดทดสอบหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร โดยใชน้ํากลั่นเปนตัวเปรียบเทียบ
เติมสารละลาย Alkaline Copper จํานวน 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตัง้ทิ้งไวที่    อุณภูมิหองเพื่อให
เกิดปฏิกิริยาเปนเวลา 10 นาที เติมสารละลาย folin-ciocalteu phenol reagent ( Lowry et al. 1951)
เตรียมโดยเจือจางดวยน้ํากลั่นในอัตราสวน 1:1 โดยปรมิาตร  จํานวน 0.25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั
อยางรวดเรว็ตัง้ทิ้งไวที่อุณภมูิหองเปนเวลา 30 นาที เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณ วัดการ
ดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร(Absorbance 750 nm  = A 750 nm)   เขียนกราฟมาตรฐานระหวาง
โปรตีนและคา A 750 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ 1  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ BSA กับคาการดูดกลืนแสงที่    
                        750  นาโนเมตร (A 750 nm) 
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3. การวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซ (กลูโคส) โดยดัดแปลงวิธีวิเคราะหของ Nelson Somogyi 
(Nelson, 1944)  
 
 3.1  สารเคมีที่ใช  
   

3.1.1  copper reagent เตรียมสารละลาย Cu reagent (Alkaline Copper Solution)โดย
ละลาย Na2CO3 24 กรัมในน้าํ 250 มิลลิลิตร ใหเปนสารละลายแลวเติม Potassium Sodium Tartrate 
12 กรัม คนใหละลายจึงเติมสารละลาย CuSO4.5H2Oความเขมขน 10% ลงไป 40 มิลลิลิตร  (เวลา
เติมคอยๆ เติมลงไปชาๆ และคนไปดวย) จากนั้นจึงเติม NaHCO3 16 กรัม คนใหละลาย เติม
สารละลาย Na2SO4 (Na2SO4180 กรัมในน้ํา 500 มิลลิลิตร) ปรับปริมาตรใหไดเทากับ 1 ลิตร เก็บใน
ที่มืด 1 สัปดาห กรองเอาตะกอนออก         
 

3.1.2  Nelson reagent เตรียมสารละลาย Nelson reagent (Nelson Solution) โดยละลาย 
ammonium molybdate 50 กรัมในน้ํา 900 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 42 มิลลิลิตร จากนั้น
เติมสารละลาย sodium arsenate (sodium arsenate 6 กรัมในน้ํา 50 มิลลิลิตร) แลวปรับปริมาตรให
ไดเทากับ 1 ลิตร เก็บในที่มดื 1 คืน กรองเอาตะกอนออก  
 
 3.2  การเตรียม standard curve ของน้ําตาลกลูโคส 
 

เตรียมสารละลายกลูโคสเขมขน 20, 40, 60, 80, 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในน้ํา
กล่ันบรรจุ ในหลอดทดสอบหลอดละ 1 มลิลิลิตร โดยใชน้ํากลั่นเปนตัวเปรียบเทียบ เติม copper 
reagent 1 มิลลิลิตร ตมในน้ําเดือดเปนเวลา 20 นาที ทําใหเย็นโดยทันที โดยแชน้ําเยน็จัด เติม 
Nelson reagent 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 15 นาที เติมน้ํา 2 มลิลิลิตร ผสมใหเขากัน วัดคา
การดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร (Absorbance 520 nm  = A 520 nm)   เขียนกราฟมาตรฐาน
ระหวางปริมาณน้ําตาลและคา A 520 
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ภาพผนวกที่ 2  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของกลูโคสกับคาการดูดกลืนแสงที่  
                         520 นาโนเมตร (A 520 nm) 
 
 

4.  การวิเคราะหปริมาณ  N-acetylglucosamine 
 

4.1 สารเคมีที่ใช  เหมือนกับสารเคมีที่ใชหาปริมาณน้ําตาล  glucose  (ขอ 3.1.1  และ  3.1.2) 
 
4.2  การเตรียม  standard  curve  ของ  N-acetylglucosamine   

 
4.2.1  เตรียมสารละลาย  N-acetylglucosamine  เขมขน  25,  50,  75,  100,  150,  200,  

250  และ  300  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ในน้ํากลั่น  บรรจใุนหลอดทดสอบหลอดละ 1  มิลลิลิตร  
โดยใชนํากลั่นเปนตัวเปรียบเทียบ  เติม  copper  reagent  1  มิลลิลิตร  ตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10  
นาที  ทําเยน็ทนัทีโดยแชน้ําเย็นจดั  เติม nelson reagent  1  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน  เติมน้ํา  9.5  
มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนั  ตัง้ทิ้งไว  30  นาที  นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550  นา
โนเมตร  (Absorbance 550 nm  = A 550 nm)   เขียนกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณ N-
acetylglucosamine  และคา A 550    
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4.2.2   การวิเคราะหตวัอยาง ใชปเปตตดดูตวัอยางที่มีความเขมขนของน้าํตาลอยาง
เหมาะสมจํานวน 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดสอบ  แลวนําไปวิเคราะหตามวิธีการเตรียมกราฟ
มาตรฐานของน้ําตาล N-acetylglucosamine  ขางตน  คํานวณปริมาณน้ําตาลในตวัอยางจากกราฟ
มาตรฐานนั้น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ 3  แสดงกราฟมาตรฐานระหวาง N-acetylglucosamine กับคาการดูดกลืนแสงที่ 550  
                         นาโนเมตร (A 550 nm) 
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ภาคผนวก ค  
ภาพประกอบผลการทดลอง 
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ภาพผนวกที่ 4  ประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma harzianum สายพันธุตางๆ หลังจาก 
                         การรดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum รวมกับการปลูกเชื้อรา Pythium 

aphanidermatum และชักนําใหตานทานตอโรคราใบดําของมะเขือเทศ 
                         สาเหตุจากเชือ้รา Pseudocercospora  fuligena (ในโรงเรือน) 
 

ก.  กรรมวิธีควบคุมโดยใสน้ํานึ่งฆาเชื้อ (control) 
ข.  กรรมวิธีที่พนเชื้อรา P. fuligena 
ค.  กรรมวิธีที่ปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum  และพนเชือ้รา P. fuligena 

        ง.  กรรมวธีิที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  CB Pin 01  
                 และปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum  
        จ.  กรรมวธีิที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  T50  
                 และปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum 

                          ฉ. กรรมวิธีที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  T152   
                               และปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum 
             ช.  กรรมวิธีที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  CB Pin 01 
             ซ.  กรรมวิธีที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  T50 
             ฌ.  กรรมวิธีที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T.harzianum สายพันธุ  T152 
             ณ.  กรรมวิธีที่พนเชื้อรา P. fuligena และสารเคมี mancozeb 
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ภาพผนวกที่ 5  ขนาดและความยาวของราก หลังจากการรดสปอรแขวนลอยเชื้อรา  
                          Trichoderma harzianum รวมกับการปลกูเชื้อรา Pythium aphanidermatum  
                          และชักนําใหตานทานตอโรคราใบดําของมะเขือเทศสาเหตุจากเชื้อรา 

Pseudocercospora  fuligena 
 
             ก.  กรรมวิธีควบคุมโดยใสน้ํานึ่งฆาเชื้อ (control) 

            ข.  กรรมวิธีที่พนเชื้อรา P. fuligena 
            ค.  กรรมวิธีที่ปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum  และพนเชื้อรา P. fuligena 
          ง.  กรรมวธีิที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  CB Pin 01  
                  และปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum  
          จ.  กรรมวธีิที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  T50                     
                  และปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum 
          ฉ.  กรรมวิธีที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  T152   
                  และปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum 

              ช.  กรรมวิธีที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  CB Pin 01 
              ซ.  กรรมวิธีที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ  T50 
              ฌ.  กรรมวิธีที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพนัธุ  T152 
              ญ.  กรรมวิธีที่พนเชือ้รา P. fuligena และสารเคมี mancozeb 
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ภาพผนวกที่ 6  การเจริญของเชื้อรา Trichoderma harzianum สายพันธุตางๆ ในวัสดปุลูก หลังจาก 

การทํา dilution spread plate ที่ระดับความเขมขน 104 หนวยโคโลนี(CFU) / กรัม 
 

         ก.  กรรมวธีิที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ CB Pin 01  
                 รวมกับการปลูกเชื้อรา Pythium aphanidermatum  
         ข.  กรรมวิธีที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T50 รวมกับการ 
                 ปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum 
         ค.  กรรมวิธีที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T152 รวมกับ 
                 การปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum 

             ง.  กรรมวิธีที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ CB Pin 01 
             จ.  กรรมวิธีที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T50 
             ฉ.  กรรมวิธีที่รดสปอรแขวนลอยเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T152 
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ภาพผนวกที่ 7  การเจริญของเชื้อรา Pythium aphanidermatum ที่เจริญครอบครองรากมะเขือเทศ 
                         หลังจาก ลางดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อ (1) และลางดวยสารละลาย 0.525 % sodium 

hydrochlorite (2)  
 
             ก.  กรรมวิธีที่ปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum และพนเชื้อรา Pseudocercospora  
                                fuligena  

        ข.  กรรมวิธีที่รดสปอรแขวนลอยของเชื้อรา Trichoderma harzianum สายพันธุ  
                 CB Pin 01 รวมกบัปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum และพนเชื้อรา P. fuligena 
        ค.  กรรมวิธีที่รดสปอรแขวนลอยของเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T50 รวมกับ 
                 ปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum และพนเชื้อรา P. fuligena   
        ง.  กรรมวธีิที่รดสปอรแขวนลอยของเชื้อรา T. harzianum สายพันธุ T152 รวมกบั 
                 ปลูกเชื้อรา P. aphanidermatum และพนเชื้อรา P. fuligena   
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