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บทคดัย่อ 

 

 

งานวิจยัน้ีเป็นการคดัแยกเช้ือราท่ียบัย ั้งเช้ือก่อโรคพืชและ คดัเลือกเช้ือราท่ีมีศกัยภาพในการยบัย ั้งสูง

โดยการทดสอบประสิทธิภาพ และไดศึ้กษาการเพาะเล้ียงเช้ือรา  Trichoderma เพื่อใขเ้ป็นสารชีวินทรีย ์

ท่ีมีสมบัติในการยบัย ั้งเช้ือโรคพืช   จากการคัดแยกเช้ือจุลินทรีย์จาก ลําใย และล้ินจ่ี ในจงัหวดั

เชียงใหม่ และลาํพนู สามารถแยก เช้ือราท่ีทาํใหเ้กิดโรคพืช ได ้6 สายพนัธ์ุ และ 65 ไอโซเลท และ เช้ือ

ราปฏิปักษ์ต่อเช้ือราโรคพืช Trichoderma ได ้102 ไอโซเลท  เม่ือนาํเช้ือ Trichoderma มาทดสอบ

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง เช้ือราก่อโรค 4 สายพนัธ์ุในห้องปฏิบติัการ ไดแ้ก่ Pestalotiopsis spp. 

Alternaria spp. Phomopsis spp. Colletotrichum spp โดยการเพาะเล้ียงร่วมกนับนอาหาร PDA  และ 

คัดเลือกเฉพาะไอโซเลทท่ี สามารถเจริญครอบคลุมพื้นท่ีบนจานอาหารได้มากกว่า 2/3 ข้ึนไป 

(สามารถคดัเลือกได้  7, 4, 5 และ 7 ไอโซเลท ตามลาํดบั)  เม่ือนาํไอโซเลทท่ีคดัเลือกไดม้าทดสอบ

ประสิทธิภาพบนผลลาํใย โดยวธีิการปลูกเช้ือร่วมกนั 5 แบบ ไดแ้ก่ ปลูกเช้ือราโรคพืชอยา่งเดียว  ปลูก

เช้ือราปรปักษอ์ยา่งเดียว  ปลูกเช้ือราโรคพืชก่อนปลูกเช้ือราปรปักษ ์3 วนั ปลูกเช้ือราปรปักษก่์อนปลูก

เช้ือราโรคพืช 3 วนั ปลูกเช้ือราโรคพืชพร้อมเช้ือราปรปักษ ์ ผลการทดลองจะแตกต่างกนัไปในแต่ละ

เช้ือ พบวา่ กรณี Pestalotiopsis spp. ปลูกเช้ือราปรปักษก่์อนปลูกเช้ือราโรคพืช มีเปอร์เซ็นตผ์ลท่ีเป็น

โรคตํ่ากวา่กรรมวิธีทดสอบอ่ืนๆ กรณี Alternaria spp. และ Phomopsis spp.  การปลูกเช้ือราโรคพืช

ก่อนปลูกเช้ือราปรปักษ์ มีเปอร์เซ็นต์ผลท่ีเป็นโรคตํ่ากว่ากรรมวิธีทดสอบอ่ืนๆ เป็นส่วนใหญ่ ส่วน 

กรณี  Colletotrichum spp ไม่มีความแตกต่างกนัในแต่ละวิธี กล่าวคือทุกไอโซเลทไม่มีประสิทธิภาพ

ในการยบัย ั้งเช้ือน้ีบนผลลาํใย   จากการทดลองเล้ียงเช้ือรา Trichoderma hazianum บนอาหารแข็ง โดย

ใขข้า้วสุก สายพนัธ์ต่าง ๆ ท่ีช่วงความช้ืน 20 -40 % พบว่า เข้ือรามีแนวโน้มเจริญไดดี้เม่ือความช้ืน

สูงข้ึน   โดยจะเจริญไดดี้ท่ีสุดเม่ือใช ้ปลายขา้วหอมมะลิท่ีอตัราส่วน ขา้ว:นํ้า เท่ากบั 3:1  ไดค้วาม

เขม้ขน้ของ Trichoderma haziznum ท่ี 109 CFU/g  

 

 

 

 

คําสําคัญ  Trichoderma spp.,  การหมกับนอาหารแขง็  
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Abstract 

 

 

This study is focus on isolation, efficiency screening and culture of Trichoderma as a biopesticide 

for pathogenic fungi on fruits. Several isolated of Trichoderma spp. are studied on their efficiency as 

bio-control agents for pathogenic fungi of Longan. Six species of pathogenic fungi (65 isolated) and 

of Trichoderma spp. (102 isolated) were isolated from Lychee and Longan trees.  The efficiency of 

Trichoderma isolated for controlling 4 species of pathogenic fungi (Pestalotiopsis spp. Alternaria 

spp. Phomopsis spp. Colletotrichum spp ) were tested by Dual culture method on PDA agar. 

Trichoderma Isolated that can outgrow more than 2/3 of the plate area were selected to be inoculated 

with pathogenic fungi on the surface of Longan.   The treatment methods were : inoculate only 

Trichoderma,  inoculate only pathogenic fungi , inoculate Trichoderma 3 days earlier, inoculate 

pathogenic fungi 3 days earlier and  Inoculate both at the same time.  The best inhibitions were 

varied in each case: for Pestalotiopsis spp., inoculate Trichoderma 3 days earlier is the best, for. 

Alternaria spp.and Phomopsis spp., inoculate pathogenic fungi 3 days earlier is the best, for 

Colletotrichum spp., no significant results between treatments.  Trichoderma hazianum was cultured 

by solidstate fermentation at 37 c for 9 days.   Three species of steamed rice at the moisture content 

between 20-40 % were studied.  The result showed that Trichoderma had tendency to grow better at 

higher moisture content.  Using Saohi rice and Hommali rice at the proportion of rice:water of 3:1 

were most suitable to get the final concentration of 10 9 CFU/g.      
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บทที1่ 

 

บทนาํ 

ปัจจุบนัเกษตรกรไดมี้การใชส้ารเคมีเพื่อกาํจดัโรคและแมลงศตัรูพืชเป็นจาํนวนมาก ก่อให้เกิด

สารเคมีตกค้างในผลิตภณัฑ์การเกษตรซ่ึงเป็นปัญหาสําคญัท่ีก่อให้เกิดปัญหาสุขภาพต่อผูบ้ริโภค

ปัญหาดา้นมลภาวะต่อส่ิงแวดลอ้ม และปัญหาดา้นการส่งออกผลิตภณัฑท์างการเกษตรซ่ึงไดรั้บการกีด

กนัจากประเทศผูน้าํเขา้โดยการออกขอ้บงัคบัให้ปริมาณสารเคมีต่างๆท่ีตกคา้งในผลิตภณัฑ์ในปริมาณ

ท่ียอมรับไดต้ํ่ามากหรือไม่มีเลย เพื่อแก้ปัญหาดงักล่าวหลายหน่วยงานของรัฐไดมี้การเสนอวิธีการ

แกปั้ญหาเพื่อเป็นการลดการใชส้ารเคมีและสารกาํจดัศตัรูพืช โดยการใชส้ารชีวินทรีย ์(Biocontrol) ใน

การกาํจดัศตัรูพืช ซ่ึงไดรั้บการตอบสนองเป็นอยา่งดีในการผลิตพืชผกัอินทรีย ์นอกจากน้ี  สารชีวินท

รียท่ี์นิยมใชใ้นปัจจุบนันั้น  ส่วนใหญ่เป็นสารสกดัจากพืชซ่ึงมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการแพร่กระจายของ

แมลงศตัรูพืช และจุลินทรียเ์ช่น NPV และ Trichoderma spp. ซ่ึงเป็นศตัรูตามธรรมชาติ มีความจาํเพาะ

เจาะจงต่อศตัรูพืช และไดรั้บการยอมรับวา่ มีความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค 

 

Trichoderma spp. เป็นเช้ือราท่ีมีประโยชน์ซ่ึงสามารถขยายพนัธ์ุโดยการสร้างสปอร์ พบได้

โดยทัว่ไปในดินท่ีมีความสมบูรณ์และมีสารอินทรียเ์ป็นส่วนประกอบสูง Trichoderma spp. สามารถ

นํามาใช้ในการควบคุม ทาํลาย และยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราในดินซ่ึงเป็นสาเหตุทางโรคพืชท่ี

ก่อให้เกิดโรครากเน่า โคนเน่าในพืช ทั้ งในพืชผกั พืชไร่ รวมทั้ งไม้ผล เช่น เช้ือราเมล็ดผกักาด 

(Sclerotium rolfsii) ราพิเทียม (Pythium spp.) ราไรซอคโทเนีย (Rhizoctonia spp.) ราฟัยทอปโทรา 

(Phytophthora spp.) และราฟูซาเรียม (Fusarium spp.) เช้ือราเหล่าน้ีเม่ือเขา้ทาํลายระบบรากพืชจะทาํ

ใหพ้ืชแสดงอาการรากเน่าและโคนเน่า  ในพืชท่ีแสดงอาการรุนแรงจะเห่ียวแห้งตายในท่ีสุด  ดงันั้นจึง

ไดรั้บการส่งเสริมจากหน่วยราชการต่างๆ ให้เกษตรกรมาใชป้ระโยชน์จากเช้ือราไตรโคเดอร์มา ใน

การควบคุมโรครากเน่าโคนเน่า เพื่อทดแทนการใช้สารเคมีกาํจดัโรคพืช เพื่อลดสารพิษตกคา้งในพืช

และสภาพแวดลอ้ม 

 

นอกจากการใชเ้ป็นสารชีวินทรียใ์นพืชแลว้ Trichoderma spp. ยงัมีประโยชน์อีกมากมายจาก

การศึกษาพบวา่ Trichoderma spp. มีความสามารถในการผลิตเอนไซม ์cellulase ไดสู้ง ซ่ึงสามารถ

นาํมาใช้ในอุตสาหกรรมอาหารทั้งคนและสัตว ์และอุตสาหกรรมส่ิงทอ นอกจากนั้น Trichoderma 

spp. ยงัสามารถนาํมาใชใ้นการส่งเสริมการเจริญของพืช (growth promotion) เน่ืองจาก Trichoderma 

spp. ช่วยส่งเสริมให้ระบบรากของพืชมีความแข็งแรง และทาํให้รากเจริญไดลึ้กมากข้ึน  ทาํให้พืช

สามารถเจริญไดดี้และมีความตอ้งการนํ้าท่ีลดลง และใหผ้ลผลิตสูงข้ึน 
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1.1 วตัถุประสงคข์องโครงการวจิยั 

เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมและกระบวนการผลิตเช้ือรา Trichoderma spp. ในระดบั

หอ้งปฏิบติัการและการขยายขนาดเพื่อสามารถผลิตสู่ระดบัอุตสาหกรรมได ้

 

1.2 วธีิดาํเนินการวจิยั 

1.ทดสอบหาสายพนัธ์ุ 

2.ทดลองหาสภาวะการผลิตในสภาวะท่ีเป็นอาหารแขง็ (Solid state fermentation) 

3. ขยายขนาดการผลิต 

 

1.3 ประโยชน์ท่ีคาดวา่จะไดรั้บจากงานวจิยั 

1. สามารถพฒันากระบวนการผลิตเช้ือรา Trichoderma  spp. ท่ีมีประสิทธิภาพและสามารถ

ผลิตผลิตภณัฑ์ในการนาํไปใช้ในอุตสาหกรรมเกษตรอินทรีย ์  และถ่ายทอดเทคโนโลยีการผลิตสู่

ผูป้ระกอบการ 

 2. ลดการนาํเขา้สารเคมีท่ีใชใ้นการกาํจดัโรคพืช 

 3. ส่งเสริมการทาํการเกษตรอินทรียใ์ห้แพร่หลายภายในประเทศ 

 

1.4 แผนการดาํเนินการ 

 

ระยะเวลา(เดือน) งานวจิยั 

1-6 คดัเลือกสายพนัธ์ุ ไตรโคเดอร์มา 

ท่ีสามารถกาํจดัเช้ือราโรคเน่าในพืชไดดี้ 

7-10 ทดลองผลิตเช้ือราไตรโคเดอร์มา สายพนัธ์ุท่ี

กาํจดัเช้ือราโรคเน่าในพืชไดดี้ ในระดบั

หอ้งปฏิบติัการและขยายขนาด 

11-12 สรุปและเขียนรายงาน 
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บทที่2 

ทฤษฎีและวารสารปริทัศน์ 

 

Trichoderma spp. เป็นราชั้นสูงท่ีดาํรงชีวิตอยู่ในดิน อาศัยเศษซากพืช ซากสัตว์และ

อินทรียวตัถุเป็นแหล่งอาหาร เจริญไดร้วดเร็วบนอาหารเล้ียงเช้ือราหลายชนิด สร้างเส้นใยสีขาวและ

ผลิตส่วนขยายพนัธ์ุท่ี เรียกวา่ “โคนิเดีย” หรือ “สปอร์” จาํนวนมากรวมเป็นกลุ่มหนาแน่นจนเห็นเป็น

สีเขียว เช้ือราไตรโคเดอร์มาเป็นศตัรู (ปฏิปักษ์) ต่อเช้ือราสาเหตุโรคพืชหลายชนิดโดยวิธีการ

เบียดเบียน หรือเป็นปรสิต และแข่งขนัหรือแยง่ใช้อาหารท่ีเช้ือโรคตอ้งการ นอกจากน้ีเช้ือราไตรโค

เดอร์มายงัสามารถผลิตปฏิชีวนสาร และสารพิษ ตลอดจนนํ้ ายอ่ยหรือเอนไซมส์ําหรับช่วยละลายผนงั

เส้นใยของเช้ือโรคพืช คุณสมบติัพิเศษของเช้ือราไตรโคเดอร์มาคือ สามารถช่วยละลายแร่ธาตุให้อยูใ่น

รูปท่ีเป็นประโยชน์ต่อพืช จึงช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและชกันาํให้ตน้พืชมีความตา้นทาน

ต่อเช้ือโรคพืชทั้งเช้ือราและแบคทีเรียสาเหตุโรค เช้ือราไตรโคเดอร์มาบางสายพนัธ์มีประสิทธิภาพสูง

ในการควบคุมโรคของพืชเศรษฐกิจต่างๆทั้งพืชไร่ ไมผ้ล พืชผกั และไมด้อกไมป้ระดบัหลายชนิดได้

ในสภาพแปลงเกษตรกร ทั้งโรคท่ีเกิดบนส่วนของพืชท่ีอยูใ่ตดิ้น เช่น โรคเมล็ดเน่า โรคเน่าระดบัดิน 

(โรคกลา้ยุบ) รากเน่า หวัหรือแง่งเน่า และโคนเน่า เป็นตน้ โรคท่ีเกิดบนส่วนของพืชท่ีอยูเ่หนือดินไม่

วา่จะเป็นส่วนของ ก่ิง ผล ใบ หรือดอก เช่น โรคลาํตน้ไหมข้องหน่อไมฝ้ร่ัง โรคแคงเกอร์ของมะนาว 

โรคราดาํของมะเขือเทศ โรคใบป้ืนเหลืองและโรคดอกสนิมของกลว้ยไม ้ โรคแอนแทรคโนสของ

มะม่วงและพริกทั้งก่อนและหลงัเก็บเก่ียวผลผลิต นอกจากน้ียงัสามารถใชเ้ช้ือราไตรโคเดอร์มาควบคุม

โรครากเน่าของพืชผกัสลดัและผกักินใบต่างๆท่ีปลูกในสารละลายธาตุอาหาร (ระบบไฮโดรโพนิกส์) 

และจากผลการวิจยัล่าสุดพบวา่การแช่เมล็ดขา้วเปลือกก่อนใชห้ว่านลงในนาขา้ว ช่วยลดการเกิดโรค

เมล็ดด่าง เมล็ดลีบ ของขา้วท่ีเกิดจากการเขา้ทาํลายของเช้ือราหลายชนิด ตลอดจนช่วยเพิ่มความ

สมบูรณ์และนํ้ าหนกัเมล็ด และเพิ่มผลผลิตต่อไร่ไดด้ว้ยโดยมีกลไกในการต่อสู้กบัเช้ือสาเหตุโรคพืช

อยู ่4 ประการ คือ 

1. การแข่งขน้กบัเช้ือโรคพืช  เน่ืองจาก Trichoderma spp. เป็นราท่ีเจริญเร็วและสร้าง

สปอร์ในปริมาณท่ีสูงทาํใหส้ามารถแข่งขนักบัเช้ือโรคพืชหรือจุลินทรียท่ี์อยูบ่ริเวณเดียวกนั 

2. การเป็นปรสิตต่อเช้ือโรคพืช   พบวา่ Trichoderma spp. สายพนัธ์ุท่ีผา่นการคดัเลือก

แลว้สามารถพนัรัด  แลว้แทงส่วนของเส้นใยของราสาเหตุโรคพืช ทาํให้เส้นใยของราโรคพืชนั้นตาย 

3. การสร้างสารยบัย ั้งหรือทาํลายเช้ือโรคพืช  Trichoderma spp. บางสายพนัธ์ุ สามารถ

สร้างปฏิชีวนสาร  สารพิษ  และเอนไซม ์ เพื่อหยดุย ั้งหรือทาํลายเส้นใยของราสาเหตุโรคพืชได ้

4. การชกันาํใหพ้ืชมีความตา้นทาน   Trichoderma spp. บางสายพนัธ์ุสามารถชกันาํให้

พืชสร้างกระบวนการผลิตสารประเภทเอนไซมห์รือโปรตีน   ซ่ึงมีส่วนช่วยใหพ้ืชเกิดความตา้นทานต่อ

เช้ือโรคได ้
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การผลติรา Trichoderma  spp. 

 การผลิตราเพื่อขยายและเพิ่มปริมาณโดยกระบวนการหมกับนอาหารแข็ง (solid state 

fermentation)  โดยใชอ้าหารท่ีเป็นของแข็ง  เช่น เมล็ดพืช  เมล็ดธญัญพืช  ตลอดจนวสัดุอินทรียต์่างๆ  

ทั้งประเภทท่ียงัเป็นเมล็ดอยู ่ หรือท่ีบดเป็นผงละเอียดแลว้ ทาํในถุงพลาสติกซ่ึงใชแ้รงงานและพื้นท่ี

มาก   การผลิตในถงัหมกัจะเป็นการนาํเทคโนโลยีการหมกัเขา้มาปรับใช้ซ่ึงจะช่วยลดแรงงานและ

พื้นท่ีใชส้อยลง  อีกทั้งยงัช่วยลดปัญหาการปนเป้ือนไดดี้ดว้ย 

 

เช้ือสดหรือมวลชีวภาพของเช้ือท่ีได้จากกระบวนการผลิตสามารถนาํไปใช้ได้ทนัที  แต่ถ้า

ตอ้งการเก็บรักษาเช้ือไวเ้ป็นเวลานาน    ตอ้งนาํเช้ือสดท่ีไดม้าผลิตใหอ้ยูใ่นรูปสาํเร็จชนิดต่างๆ  โดยนาํ

เช้ือสดผสมสารพา เช่น ผงไดอะตอมไมท์  ซีโอไลทฯ์  แลว้ทาํให้เช้ืออยู่ในสภาพท่ีแห้ง   สปอร์ของ

เช้ือหยดุการเจริญ   และเขา้สู่ระยะพกัตวั 
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บทที3่ 

การทดลอง 

 

1. การสํารวจและแยกเช้ือสาเหตุโรคพชืของลาํไยและลิน้จ่ี 

ทาํการสํารวจเช้ือสาเหตุโรคพชืหลงัการเก็บเกีย่วของลาํไยและลิน้จ่ี   ในเขตจังหวดัเชียงใหม่ 

บริเวณ อาํเภอ สันทราย แม่ริม สะเมิง หางดง ไชยปราการ สารภี จอมทอง สันกาํแพง สันป่าตอง   

และดอยสะเก็ด ในเขตจงัหวดั  ลาํพูน บริเวณ อาํเภอ บา้นโฮ่ง และบา้นทา ระหวา่งเดือนกรกฎาคม 

2544 ถึง พฤษภาคม  2545 โดยนาํตวัอยา่งผลท่ีเป็นโรคมาแยกเช้ือดว้ย Tissue transplanting method  

ทดสอบความสามารถในการก่อโรค (pathogenicity test)  และเก็บเช้ือ บริสุทธ์ิใน PDA slant agar 

 

2. การสํารวจและแยกเช้ือจุลนิทรีย์ปรปักษ์จากแหล่งปลูกลาํไยและลิน้จ่ี 

แยกเช้ือจุลินทรียทุ์กชนิดจากตวัอยา่งใบ ผล และช่อดอก ของลาํไยและล้ินจ่ี  จากตวัอยา่ง 

ในพื้นท่ี ท่ีทาํการสํารวจ  แหล่งละ 5 จุด โดยวิธี dilution plate ( Xu and Gross, 1983) จากสาร

แขวนลอยของผิวช้ินส่วนตวัอยา่งท่ีความเขม้ขน้ 10-3, 10-4และ 10-5 บนอาหารเล้ียงเช้ือ 3 ชนิด คือ 

PDA., TSM. และ King’s medium B นาํมาบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ถึง 3 วนั เม่ือตรวจพบเช้ือ     

จุลินทรียเ์จริญบนอาหาร ทาํการแยกเช้ือบริสุทธ์ิแลว้จึงนาํมาตรวจสอบและจาํแนกชนิด 

 

สาํหรับตวัอยา่งดิน  เก็บจากบริเวณท่ีลึกจากผวิหนา้ดิน  15 ถึง 50 เซนติเมตร จุดละประมาณ 

200 กรัม แหล่งละ 5 จุด  มาทาํการแยกเช้ือโดยวธีิ dilution plate ท่ีความเขม้ขน้10-4และ 10-5 บนอาหาร

เล้ียงเช้ือ 3 ชนิด คือ PDA., TSM. และ King’s medium B นาํมาบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 ถึง 3 วนั

เม่ือตรวจพบเช้ือจุลินทรียเ์จริญบนอาหารทาํการแยกเช้ือบริสุทธ์ิแลว้จึงนาํมาตรวจสอบและจาํแนก

ชนิด 

 

3.  การคัดเลอืกและทดสอบประสิทธิภาพของจุลนิทรีย์ปรปักษ์ในการยบัยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุ 

     โรคหลงัเกบ็เกีย่วของลาํไยและลิน้จ่ี 

 

3.1 การประเมินในห้องปฎบิัติการ  คดัเลือกจุลินทรียป์รปักษท่ี์ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุ 

โรคสาํหรับเช้ือราใชว้ธีิ dual culture test บนอาหาร P.D.A. จาํนวน 5 ซํ้ า ต่อเช้ือรา 1 ไอโซเลท  บนัทึก

ผลการทดลองแบบ CRD และในกรณีของเช้ือแบคทีเรีย ใชว้ิธี Dual culture test แบบปลูกเช้ือเป็นจุดส่ี

ดา้น (spot inoculation) บนอาหารเล้ียงเช้ือ 3 ชนิด คือ PDA., TSM. และ King’s medium B จาํนวน 3 

ซํ้ าต่อเช้ือแบคทีเรีย 1  ไอโซเลท  วดัพื้นท่ีท่ีแสดงการยบัย ั้ง (inhibition zone) (เซนติเมตร) 
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3.2  การประเมินในระดับเรือนปลูกพชืทดลอง  นาํผลลาํไยและล้ินจ่ีท่ีไม่เป็นโรคมาทาํการฆ่า 

เช้ือท่ีผิว  โดยการแช่ในคลอรอกซ์ 10% นาน 20 นาที ผึ่งให้แห้ง แลว้นาํไปฆ่าเช้ือดว้ยรังสียวูีนาน 30 

นาที จากนั้นทาํการปลูกเช้ือราโรคพืชซ่ึงเตรียมจากสารแขวนลอยของสปอร์ (spore suspension) ความ

เขม้ขน้ 10-8 สปอร์ต่อมล. เพื่อทดสอบกับเช้ือจุลินทรียป์รปักษ์ไอโซเลทท่ีผ่านการทดสอบใน

ห้องปฏิบติัการแลว้ (เตรียมจากสารแขวนลอยของเซลล์ ท่ีความเขม้ขน้ 10-8 cfu/ml กรณีเป็นเช้ือ

แบคทีเรีย และ 10-8 สปอร์ต่อมล. สําหรับเช้ือรา) จากนั้นทาํการทดสอบเช้ือจุลินทรียป์รปักษแ์ต่ละไอ

โซเลท   ตามกรรมวธีิดงัต่อไปน้ี 

1. ปลูกเช้ือราโรคพืชอยา่งเดียว 

2. ปลูกเช้ือราปรปักษอ์ยา่งเดียว 

3. ปลูกเช้ือราโรคพืชก่อน 3 วนั แลว้จึงปลูกเช้ือราปรปักษต์าม 

4. ปลูกเช้ือราปรปักษก่์อน 3 วนั แลว้จึงปลูกเช้ือราโรคพืชตาม 

5. ปลูกเช้ือราโรคพืชพร้อมเช้ือราปรปักษ ์

6. พน่นํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 

วางแผนการทดลองแบบ CRD จาํนวน 3 ซํ้ าๆละ 10 ผล สังเกตลกัษณะอาการของโรค 

และทาํการนบัผลท่ีเป็นโรค  แลว้คิดเป็นเปอร์เซ็นตท่ี์ตรวจพบเช้ือโรคพืช 

 

4.   การขยายขนาดการผลติในถุงพลาสติกและถังหมัก 

ทาํการทดลองเล้ียงเช้ือราในถุงพลาสติกโดยนาํขา้วท่ีหุงแลว้ตกัใส่ถุงทิ้งให้เยน็แลว้ใส่หวัเช้ือ 

10 เปอร์เซ็นต์ลงไป นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส 3 วนัทาํการกลบัพลิกถุงเพื่อให้เช้ือ

เจริญเติบโตไดเ้ต็มถุงในเวลา 9 วนั สําหรับการเล้ียงเช้ือในถงัหมกันั้นจะให้ความร้อนขา้วกบันํ้ าใน

อตัราส่วนท่ีเหมาะสมทิ้งไวใ้หเ้ยน็จึงใส่หวัเช้ือ10 เปอร์เซ็นต ์ถงัหมกัจะหมุนชา้ๆตลอดเวลา  
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บทที4่ 

ผลการทดลองและวเิคราะห์ผลการทดลอง 

 

1. การสํารวจและแยกเช้ือสาเหตุโรคพชืของลาํไยและลิน้จ่ี 

จากการสาํรวจในช่วงเดือน กรกฎาคม 2544 ถึง พฤษภาคม 2545 ตรวจพบเช้ือราโรคพืชท่ีทาํ 

ความเสียหายให้กบัผลผลิตลาํไยจาํนวน 40 ไอโซเลท โดยแบ่งเป็นเช้ือรา Pestalotiopsis spp., 

Colletotrichum spp., Alternaria spp. และ Phomopsis spp. จาํนวน  22, 10, 5 และ 3 ไอโซเลท 

ตามลาํดบั  และเช้ือราโรคพืชท่ีทาํความเสียหายให้กบัผลผลิตล้ินจ่ี จาํนวน 25 ไอโซเลท โดยแบ่งเป็น

เช้ือรา Pestalotiopsis spp., Phomopsis spp., Fusarium spp. และ Aspergillus niger จาํนวน 10, 6, 6 

และ 3 ไอโซเลทตามลาํดบั  

 

2. การสํารวจและแยกเช้ือจุลนิทรีย์ปรปักษ์จากแหล่งปลูกลาํไยและลิน้จ่ี 

จากการสํารวจและแยกเช้ือจุลินทรีย์ปรปักษ์จากแหล่งปลูกลาํไยและล้ินจ่ีในเขตจงัหวดั

เชียงใหม่ และจงัหวดัลาํพูน ช่วงเดือน กรกฎาคม 2544 ถึง พฤษภาคม 2545 พบเช้ือจุลินทรียป์รปักษ์

ทั้งหมดจาํนวน 102 ไอโซเลท  โดยแบ่งเป็นเช้ือรา Trichoderma spp. จากดินสวนลาํไยจาํนวน 30    

ไอโซเลท และจากส่วนเหนือดินของตน้ลาํไยจาํนวน 27 ไอโซเลท และพบเช้ือรา Trichoderma spp. 

จากดินสวนล้ินจ่ีจาํนวน 21 ไอโซเลท และจากส่วนเหนือดินของตน้ล้ินจ่ีจาํนวน 24 ไอโซเลท     

(ตารางท่ี 1) 
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ตารางที ่1      แสดงผลการสาํรวจและแยกเช้ือจุลินทรียป์รปักษจ์ากแหล่งปลูกลาํไยและล้ินจ่ีในจ.

เชียงใหม่และลาํพนู         

แหล่งปลูกลาํไย

และล้ินจ่ี 

จาํนวนจุลินทรียป์รปักษ ์(ไอโซเลท) 

แยกจากดิน แยกจากส่วนเหนือดิน 

ลาํไย ล้ินจ่ี ลาํไย ล้ินจ่ี 

Trichoderma spp. Trichoderma spp Trichoderma spp. Trichoderma spp 

จังหวดัเชียงใหม่     

อาํเภอสันทราย 8 6 6 7 

อาํเภอแม่ริม 2 3 2 2 

อาํเภอสะเมิง 3 1 1 2 

อาํเภอหางดง 6 2 3 3 

อาํเภอจอมทอง 3 2 0 0 

อาํเภอสันกาํแพง 2 4 2 2 

อาํเภอดอยสะเก็ด 1 2 1 2 

อาํเภอสันป่าตอง 0 0 3 0 

อาํเภอไชยปราการ 0 1 0 4 

รวม 25 21 18 22 

จังหวดัลาํพูน     

อาํเภอบา้นโฮ่ง 3 0 4 1 

อาํเภอบา้นทา 2 0 5 1 

รวม 5 0 9 2 

รวมทั้งหมด 30 21 27 24 

 

 

3. การคัดเลอืกและทดสอบประสิทธิภาพของจุลนิทรีย์ปรปักษ์ในการยบัยั้งการเจริญของเช้ือ 

       สาเหตุโรคหลงัการเกบ็เกีย่วของลาํไยและลิน้จ่ี 

3.1 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือจุลินทรีย์ปรปักษ์ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา

โรคพชืในห้องปฏิบัติการ 

การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลทท่ี 29-61 ในการยบัย ั้งการ

เจริญของเช้ือรา Pestalotiopsis spp., Alternaria spp., Phomopsis spp. และเช้ือรา Colletotrichum spp. 

โดยวิธี dual culture test บนอาหาร PDA. อายุ 7 วนั แลว้คดัเลือกไอโซเลทท่ีมีความสามารถในการ

ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราโรคพืชในระดบัท่ีไม่เกิน 2 พบวา่ เช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลทท่ี 
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34,39,42,43,47,48 และ 49 สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Pestalotiopsis spp. ไดดี้  ไอโซเลทท่ี 

29,30,31 และ 32 สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Alternaria spp. ไดดี้มาก  ไอโซเลทท่ี 30,31,32,42 

และ 43 สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Phomopsis spp. และไอโซเลทท่ี 29,30,31,37,42,48 และ 49 

สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum spp. ไดดี้ ตามลาํดบั  (ตารางท่ี 2) 

 

ตารางที่ 2    แสดงค่าเฉล่ียระดบัการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราโรคพืช  โดยเช้ือรา Trichoderma spp.    

                    ไอโซเลทท่ี  29 ถึง 61 1/ 

เช้ือโรคพืช 
ระดับการยบัยัง้การเจริญของเชื้อราโรคพืช 

20ไอโซเลท Pestalotiopsis spp. Alternaria spp. Phomopsis spp. Colletotrichum spp. 

T29 2 1 2 1 

T30 2 1 1.8 1 

T31 2 1 1.8 1 

T32 2 1 1.8 1.6 

T33 1.8 2 2.4 2 

T34 1.6 2 2.4 1.8 

T35 2 1.8 2 1.4 

T36 2 2 3 1.8 

T37 2 2 3 1.4 

T38 1.8 2 3 2 

T39 1.6 2 3 2 

T40 2 2 3 2 

T41 2 2 2.8 2 

T42 1.4 2 2 1.2 

T43 1 1.6 2 1.4 

T44 1.6 1.4 2.8 1.6 

T45 1.6 1.2 2.4 1.4 

T46 1.6 1.2 2.4 1.4 

T47 1.4 1.8 2.6 1.6 

T48 1.2 1.4 2 1.4 

T49 1.4 1.2 3 1.4 

T50 3 3 3 2.6 
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เช้ือโรคพืช 
ระดับการยบัยัง้การเจริญของเชื้อราโรคพืช 

21ไอโซเลท Pestalotiopsis spp. Alternaria spp. Phomopsis spp. Colletotrichum spp. 

T51 2.6 2.8 3 2.8 

T52 2.4 3 3 3 

T53 2.4 2.6 3 2.8 

T54 3 2.8 3 2.6 

T55 3 3 3 2.6 

T56 2.4 2.8 2.8 3 

T57 3 2.6 3 3 

T58 2.4 3 3 2.6 

T59 2.4 2.8 3 2.6 

T60 3 2.8 3 2.6 

T61 3 2.8 3 2.6 

     

 

- หมายเหตุ  ตารางน้ีไม่มีการวิเคราะห์ทางสถิติโดยคดัเลือกระดบัการยบัย ั้งการเจริญไม่เกิน 2 

- หมายเหตุ  ระดบัการควบคุม  (Bell et al., 1982) 

ระดบั 1 Trichoderma spp. เจริญคลุมเช้ือราโรคพืชและเจริญคลุมผวิหนา้อาหารทั้งหมด 

ระดบั 2 Trichoderma spp.  เจริญคลุมเช้ือราโรคพืช 2/3 ของผวิหนา้อาหาร 

ระดบั 3 Trichoderma spp.  และเช้ือโรคต่างเจริญ ½ ของผิวหนา้อาหารและทั้งสองไม่ปรากฏ 

อาํนาจเหนือเหนือกนั 

       ระดบั  4  เช้ือโรคพืชเจริญคลุม Trichoderma spp. 2/3 ของผวิหนา้อาหาร และปรากฎการบุกรุก 

       ต่อตา้นโดย Trichoderma spp. 

       ระดบั 5 เช้ือโรคพืชเจริญคลุม Trichoderma spp. และเจริญคลุมผวิอาหารทั้งหมด 

 ถา้   <   2       ประสิทธิภาพดี 

 ถา้   > 3         มีคุณสมบติัการเป็นปรปักษไ์ม่ดี 
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3.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือจุลินทรีย์ปรปักษ์ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา

โรคพชืบนผลลาํไย 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลทท่ี 34,39,42,43,47,48

และ 49 ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Pestalotiopsis spp. บนผลลาํไยแลว้วิเคราะห์ความแตกต่าง

ทางสถิติ  พบวา่ไอโซเลทท่ี 42  ไม่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Pestalotiopsis spp. 

ในทุกกรรมวิธีทดสอบ (ปลูกเช้ือราโรคพืชก่อนเช้ือราปรปักษ ์  3 วนั, ปลูกเช้ือราปรปักษก่์อนเช้ือรา

โรคพืช  3 วนั และปลูกเช้ือราโรคพืชพร้อมเช้ือราปรปักษ)์  โดยมีเปอร์เซ็นตผ์ลท่ีเป็นโรค ไม่แตกต่าง

กนัทางสถิติกบัการปลูกเช้ือราโรคพืชอยา่งเดียว และส่วนใหญ่กรรมวิธีทดสอบท่ีปลูกเช้ือราปรปักษ์

ก่อนปลูกเช้ือราโรคพืช มีเปอร์เซ็นตผ์ลท่ีเป็นโรคตํ่ากวา่กรรมวธีิทดสอบอ่ืนๆ อยา่งมีความแตกต่างกนั

ทางสถิติ ในไอโซเลทท่ี 47 และ48 และการปลูกเช้ือราปรปักษก่์อนปลูกเช้ือราโรคพืช มีเปอร์เซ็นตผ์ล

ท่ีเป็นโรคไม่แตกต่างกนักบัการปลูกเช้ือราโรคพืชก่อนปลูกเช้ือราปรปักษใ์นไอโซเลทท่ี 34 และ 49 

(ตารางท่ี 3) 

 

 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลทท่ี 29, 30, 31 และ 32 ในการ

ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Alternaria spp. บนผลลาํไย แลว้วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติพบว่า 

กรรมวิธีทดสอบท่ีทาํการปลูกเช้ือราโรคพืชก่อนปลูกเช้ือราปรปักษ ์ มีเปอร์เซ็นตผ์ลท่ีเป็นโรคตํ่ากว่า

กรรมวิธีทดสอบอ่ืนๆ อยา่งมีความแตกต่างกนัทางสถิติในทุกไอโซเลท ยกเวน้ไอโซเลทท่ี 30 ซ่ึงการ

ปลูกเช้ือราปรปักษก่์อนปลูกเช้ือราโรคพืชมีเปอร์เซ็นต์ผลท่ีเป็นโรคไม่แตกต่างกนักบัการปลูกเช้ือรา

โรคพืชพร้อมเช้ือราปรปักษ ์(ตารางท่ี 4) 

 

 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลทท่ี 30, 31, 32, 42 และ 43 ใน

การยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Phomopsis spp. บนผลลาํไย แลว้นาํไปวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ

พบวา่ไอโซเลทท่ี 32 และ 42 ไม่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Phomopsis  spp. บน

ผลลาํไยในทุกกรรมวิธีทดสอบ โดยมีเปอร์เซ็นตผ์ลท่ีเป็นโรคไม่แตกต่างกนัทางสถิติกบัการปลูกเช้ือ

ราโรคพืชอย่างเดียว และส่วนใหญ่กรรมวิธีทดสอบท่ีปลูกเช้ือราปรปักษ์ก่อนปลูกเช้ือราโรคพืชมี

เปอร์เซ็นตผ์ลท่ีเป็นโรคตํ่ากวา่กรรมวิธีทดสอบอ่ืนๆ อย่างมีความแตกต่างกนัทางสถิติ เช่นในไอโซ

เลทท่ี 30,31,42 และ 43 (ตารางท่ี 5) 

  

การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลทท่ี 29, 30, 31, 37, 42, 48 

และ 49 ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum spp. บนผลลาํไย แลว้วิเคราะห์ความแตกต่าง

ทางสถิติพบวา่ ทุกไอโซเลทไม่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Colletotoichum spp. 

บนผลลาํไย โดยทุกกรรมวิธีทดสอบมีเปอร์เซ็นตผ์ลท่ีเป็นโรคไม่แตกต่างกนัทางสถิติกบัวิธีการปลูก

เช้ือราโรคพืชอยา่งเดียว (ตารางท่ี 6) 
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ตารางที่ 3 ผลการทดลอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา  

                Pestalotiopsis spp. บนผลลาํไย 

วิธีการทดลอง 

เปอร์เซ็นตผ์ลท่ีเป็นโรค 

T34 
T39 T42 T43 T47 T48 T49 

ปลูกเช้ือราโรคพืชอยา่งเดียว 96.66 d 86.66 e 93.33 b 90.00 c 96.66 d 93.33 e 96.66 d 

ปลูกเช้ือราปรปักษอ์ยา่งเดียว 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a  0 a 0 a 

ปลูกเช้ือราโรคพืชก่อนปลูก

เช้ือราปรปักษ ์3 วนั 
40.00 b 70.00 b 86.66 b 86.66 c 86.66 c 56.66 c 56.66 b 

ปลูกเช้ือราปรปักษก่์อนปลูก

เช้ือราโรคพืช 3 วนั 
43.33 b 56.66 b 80.00 b 76.66 b 80.00 b 43.33 b 46.66 b 

ปลูกเช้ือราโรคพืชพร้อมเช้ือรา

ปรปักษ ์
53.33 c 60.00 b 90.00 b 73.33 b 86.66 c 70.00 d 76.66 c 

พน่นํ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 

หมายเหตุ เปรียบเทียบโดยใชว้ธีิ Duncan’s multiple range Test ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนั 

แสดงวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัสาํคญัท่ีระดบั P < 0.05 

 

ตารางที่ 4 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ

เช้ือรา Alternaria spp. บนผลลาํไย 

วิธีการทดลอง 

เปอร์เซ็นต์ผลท่ีเป็นโรค 

T29 
T30 T31 T32 

ปลูกเช้ือราโรคพืชอยา่งเดียว 83.33 d 80.00 e 86.66 e 86.66 e 

ปลูกเช้ือราปรปักษอ์ยา่งเดียว 0 a 0 a 0 a 0 a 

ปลูกเช้ือราโรคพืชก่อนปลูกเช้ือ

ราปรปักษ ์3 วนั 
76.66 ed 80.00  c 70.00 d 66.66 d 

ปลูกเช้ือราปรปักษก่์อนปลูกเช้ือ

ราโรคพืช 3 วนั 
76.66 ed 60.00 b 36.66 c 36.66 c 

ปลูกเช้ือราโรคพืชพร้อมเช้ือรา

ปรปักษ ์

60.00 b 53.33 b 20.00 b 20.00 b 

พน่นํ้า

กลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 

0 a 0 a 0 a 0 a 
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หมายเหตุ เปรียบเทียบโดยใชว้ธีิ Duncan’s multiple range Test ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนั 

แสดงวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัสาํคญัท่ีระดบั P < 0.05 

 

 

ตารางที่ 5 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเจริญของ 

เช้ือรา Phomopsis spp. บนผลลาํไย 

วิธีการทดลอง 
เปอร์เซ็นต์ผลท่ีเป็นโรค 

T30 T31 T32 T42 T43 

ปลูกเช้ือราโรคพืชอยา่ง

เดียว 

93.33 e 83.33 d 80.00 b 90.00 d 83.33 d 

ปลูกเช้ือราปรปักษอ์ยา่ง

เดียว 

0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 

ปลูกเช้ือราโรคพืชก่อน

ปลูกเช้ือราปรปักษ ์3 วนั 
70.00 d 73.33 c 7.6.66 b 83.33 cd 76.66 cd 

ปลูกเช้ือราปรปักษก่์อน

ปลูกเช้ือราโรคพืช 3 วนั 
40.00 b 33.33 b 66.66 b 76.66 bc 53.33 b 

ปลูกเช้ือราโรคพืชพร้อม

เช้ือราปรปักษ ์
56.66 c 40.00 b 70.00 b 73.33 b 73.33 c 

พน่นํ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 

 

หมายเหตุ เปรียบเทียบโดยใชว้ธีิ Duncan’s multiple range Test ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนั 

แสดงวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัสาํคญัท่ีระดบั P < 0.05 
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ตารางที่ 6  ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Trichoderma spp. ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา 

Colletotrichum spp. บนผลลาํไย 

วิธีการทดลอง 

เปอร์เซ็นตผ์ลท่ีเป็นโรค 

T29 
T30 T31 T37 T42 T48 T49 

ปลูกเช้ือราโรคพืชอยา่งเดียว 100 b 100 b 100 b 100 b 100 b 100 b 100 b 

ปลูกเช้ือราปรปักษอ์ยา่งเดียว 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a  0 a 0 a 

ปลูกเช้ือราโรคพืชก่อนปลูก

เช้ือราปรปักษ ์3 วนั 
96.66 b 100 b 100 b 100 b 100 b 100 b 100 b 

ปลูกเช้ือราปรปักษก่์อนปลูก

เช้ือราโรคพืช 3 วนั 
100 b 100 b 100 b 100 b 93.33 b 100 b 100 b 

ปลูกเช้ือราโรคพืชพร้อมเช้ือรา

ปรปักษ ์
100 b 100 b 100 b 96.66 b 100 b 100 b 100 b 

พน่นํ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 

 

หมายเหตุ เปรียบเทียบโดยใชว้ธีิ Duncan’s multiple range Test ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนั 

แสดงวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัสาํคญัท่ีระดบั P < 0.05 

 

ความสัมพนัธ์ระหว่างความช้ืนกบัการเจริญเติบโต 

ความสัมพนัธ์ระหวา่งความช้ืนกบัอตัราส่วนขา้ว : นํ้าท่ี 150:30 150:40 150:50 150:60  150:70  ของ

ขา้วเสาไห ้  ขา้วหอมมะลิ และปลายขา้วหอมมะลิชนิดต่างๆ ท่ีใชเ้ล้ียงเช้ือรา Trichoderma harzianum 

โดยมีความช้ืนของขา้วหลงัน่ึงฆ่าเช้ือ ดงัแสดงในรูปท่ี 1 
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รูปที่ 1  กราฟแสดงค่าความช้ืนของขา้วเสาไห ้ ขา้วหอมมะลิ และปลายขา้วหอมมะลิ ท่ีอตัราส่วนขา้ว : 

นํ้าต่างๆ   หลงัน่ึงฆ่าเช้ือ 

 

จากรูปท่ี 1  จะเห็นไดว้า่ ขา้วท่ีผสมกบันํ้ าในแต่ละอตัราส่วนก่อนน่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121ºC นาน 15 

นาที นั้นขา้วหอมมะลิจะมีความช้ืนสูงท่ีสุด รองมาคือปลายขา้วหอมมะลิ และขา้วเสาไห ้ตามลาํดบั ซ่ึง

ขา้วหอมมะลิมีความช้ืนสูงสุดเท่ากบั 31.52% ท่ีอตัราส่วนขา้ว 150(g): นํ้า 70(ml)  ปลายขา้วหอมมะลิ

มีความช้ืนสูงสุดเท่ากบั 31.24% ท่ีอตัราส่วนขา้ว 150(g): นํ้า 70(ml)    และ ขา้วเสาไห้มีความช้ืนสูงสุด

เท่ากบั 25.51% ท่ีอตัราส่วนขา้ว 150(g): นํ้า 70(ml)     

เม่ือนาํเช้ือรามาปลูกลงบนขา้วเสาไห ้ ขา้วหอมมะลิ และปลายขา้วหอมมะลิ ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือ อตัราส่วนขา้ว 

: นํ้าท่ี 150:30 150:40 150:50 150:60  150:70  ตามลาํดบันาํเช้ือรา Trichoderma harzianum ไปบ่มท่ี

อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 9 วนั  นาํมาวดัจาํนวนสปอร์ของเช้ือราและแสดงในรูปท่ี 2 

 
รูปที ่2  กราฟแสดงจาํนวนสปอร์ของเช้ือรา Trichoderma harzianum  ท่ีเจริญบนขา้วชนิดต่างๆ 

ในวนัท่ี 9  

 

จากรูปท่ี 2 จาํนวนสปอร์ของเช้ือรา Trichoderma harzianum  ท่ีบ่มมาแลว้เป็นเวลา 9 วนั  บน

ขา้วเสาไห ้ ขา้วหอมมะลิหกั  และปลายขา้วหอมมะลิ  ท่ีอตัราส่วนขา้ว : นํ้า ต่างๆ  พบวา่  ในปลายขา้ว

หอมมะลิมีการเจริญเติบโตดีท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบจากจาํนวนสปอร์ ซ่ึงปลายขา้วหอมมะลิมีจาํนวน

สปอร์สูงสุดเท่ากบั 1.19 x 109 CFU/g ท่ีอตัราส่วนขา้ว 150(g):นํ้ า 70(ml) ขา้วเสาไห้มีจาํนวนสปอร์

สูงสุดเท่ากบั 1.07 x 109 CFU/g ท่ีอตัราส่วนขา้ว 150(g):นํ้ า 50 (ml) และขา้วหอมมะลิหักมีจาํนวน

สปอร์สูงสุดเท่ากบั 9.1 x 108 CFU/g ท่ีอตัราส่วนขา้ว 150(g):นํ้า 70(ml) 

จากผลการทดลอง พบว่าความช้ืนท่ีเหมาะสมท่ีทาํให้เช้ือราเจริญเติบโตไดดี้เป็นความช้ืนท่ีประมาณ 

35 เปอร์เซนต ์  
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การขยายขนาดการเลีย้งเช้ือในถุงพลาสติก 

 ใชไ้ตรโคเดอร์มาท่ีเล้ียงในอาหารแขง็ในจานเล้ียงเช้ือเป็นหวัเช้ือเพื่อผลิตในถุงโดยนาํเช้ือจาก

จานเล้ียงเช้ือมาเข่ียลงในขา้วสุกท่ีผ่านการฆ่าเช้ือท่ีใส่ในถุงพลาสติก(เป็นถุงท่ีใช้เพาะเห็ด) ถุงละ

ประมาณ คร่ึงกก.ใส่หวัเช้ือประมาณ 1 จานต่อขา้ว 1 ถุงแลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็น

เวลา 9 วนั โดยในวนัท่ี 3 ตอ้งคลุกถุงเพื่อให้เส้นใยเจริญเติบโตในทุกดา้นของถุงจากนั้นตั้งไวใ้นท่ีท่ีมี

แสงเช้ือก็จะเจรฺญเติบโตจนเตม็เมล็ดขา้ว  ดงัแสดงในรูปท่ี 3  

  

 
 

รูปที3่ เช้ือท่ีเจริญเติบโตเตม็ท่ีแลว้พร้อมนาํไปใชเ้ป็นสารชีวนิทรียก์าํจดัแมลง 

 

การขยายขนาดการเลีย้งในถังหมุนขนาด 200 ลติร 

ถงัหมกัอาหารแข็งจะเป็นรูปทรงกระบอก สามารถให้ความร้อนในการน่ึงฆ่าเช้ือไดถ้งัจะหมุนอย่าง

ช้าๆตลอดเวลาซ่ึงจะทาํการคลุกเคลา้อาหารและเช้ือท่ีอยู่ภายในไดอ้ย่างดี นอกจากน้ียงัเป็นการช่วย

ระบายความร้อนท่ีเกิดข้ึนเม่ือเช้ือมีการเจริญเติบโต ลกัษณะของถงัหมกัจะเป็นดงัรูปท่ี4 

 

 

 
 

รูปที4่ รูปถงัหมกัอาหารแขง็แบบหมุนขนาด 200 ลิตร 
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เม่ือทาํการทดลองเล้ียงในถงัหมกัอาหารแบบแข็ง(Solid state fermentation) ท่ีเป็นถงัหมุน 200 ลิตร 

พบวา่เช้ือราไม่สามารถเจริญเติบโตไดเ้น่ืองจากเส้นใยหกัขาดขณะท่ีถงัหมุนกวนตลอดเวลาและจาก

การศึกษาพบว่าเช้ือราชนิดน้ีตอ้งการแสงในขณะสร้างสปอร์ ดงันั้นในการทดลองน้ีจึงไม่สามารถ

ขนายขนาดการเพาะเล้ียงเช้ือราไตรโคเดอร์มาในถงัหมุนขนาด 200 ลิตรได ้เพราะนอกจากการหกัและ

ขาดของเส้นใยแล้วถงัท่ีใช้ในการหมกัน้ีไม่มีแสงผ่านเขา้ไปได้ทาํให้เช้ือไม่เจริญเติบโตและสร้าง

สปอร์ 

ถงัหมุนลกัษณะน้ีจึงไม่เหมาะในการใชเ้ล้ียงเช้ือราไตรโคเดอร์มา  

 

10. วธีิการดําเนินการวจัิย และสถานทีท่าํการทดลอง/เกบ็ข้อมูล 

 

วธีิดาํเนินการวจิยั สถานท่ีทาํการทดลอง 

คดัเลือกสายพนัธ์ุ Trichoderma spp. ท่ีสามารถ

ทาํลายเช้ือรา 

ก่อโรคกบัพืช 

สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และ

เทคโนโลยแีห่งประเทศไทย 

ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญของ 

Trichoderma spp. 

 บนอาหารแขง็ในระดบัห้องปฏิบติัการ 

หอ้งปฏิบติัการ การหมกั 

สถาบนัพฒันาและฝึกอบรม

โรงงานตน้แบบ 

ขยายขนาดการผลิตลงถงัหมกัแบบหมุนขนาด 

200 ลิตร 

โรงงานตน้แบบการหมกั 

สรบ.  มจธ. 

 

 

11.  ร ะยะเวลาทาํการวิจัย และแผนการดําเนินงานตลอดโครงการวิจัย (ให้ระบุข้ันตอน

อย่างละเอยีด) 

กจิกรรม เดือนที ่ 

1-3 

เดือนที ่ 

4-6 

เดือนที ่ 

7-9 

เดือนที ่ 

10-12 

1. คดัเลือกสายพนัธ์ุ Trichoderma 

spp. ท่ีทาํลายราก่อโรคพืชท่ีดี 

    

2. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ

เล้ียง Trichoderma spp.ระดบั

หอ้งปฏิบติัการ  

    

3. ศึกษาเพื่อขยายขนาดการผลิต 

Trichoderma spp. ระดบัโรงงาน

ตน้แบบถงัหมกั200ลิตร 
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ภาคผนวก 

ก. การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 

 

สูตรอาหารเลีย้งเช้ือ 

อาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

1. Potato 200 กรัม 

2. Dextrose 20 กรัม 

3. Agar 15 กรัม 

4. นํ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร 

อาหาร MEA (Malt Extract Agar) 

1. Glucose  20  กรัม 

2. Peptone  1  กรัม 

3. Malt Extract  40  กรัม 

4.    Agar 15 กรัม 

5.   นํ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร 

อาหาร SDB (Sabouraud Dextrose Agar) 

1.    Special peptone  10 กรัม 

2.    Dextrose  20  กรัม 

3.    Agar 15 กรัม 

4.    นํ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร 

การหาความช้ืน (Moisture Content) 

อุปกรณ์ 

1. Moisture can 

2. Incubator 105 ± 3 ºC 

3. Desicator 

วธีิทาํ 

1. อบถว้ยท่ี 105 ± 3 ºC อยา่งนอ้ย 2 ชัว่โมง 

2. นาํถว้ยไปเขา้ Desicator ทนัที ประมาณ 15-30 นาที 

3. ชัง่นํ้าหนกัถว้ย (W1) 

4. ชัง่ตวัอยา่งลงในถว้ย 3 g (W2) 

5. เขยา่ใหต้วัอยา่งกระจายทัว่ถว้ย 

6. นาํไปอบท่ี 105 ± 3 ºC ประมาณ 3 ชัว่โมง 

7. นาํออกจากตูอ้บและนาํเขา้ Desicator 10-30 นาที 
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8. ชัง่นํ้าหนกัถว้ย  (W3) 

9. นาํค่าท่ีไดไ้ปคาํนวณตามสูตร  
 
%DM =  W3-W2  x100 
               W2-W1 

 %Total Moisture =  100% - 100% Total  

 

ข. การนับจํานวนสปอร์ของเช้ือรา Trichoderma hazianum 

 

 นาํขา้วจากถุงท่ีมีเช้ือโตแลว้สังเกตจากสปอร์สีเขียว ประมาณ 9 วนั มา 1 กรัม ทาํ dilution กบั

สารละลาย Tween 80* ท่ีเตรียมไว ้9 ml  จากนั้นนาํไปเขยา่ผสมกนัจนสังเกตเห็นวา่สปอร์สีเขียวหลุด

ออกจากขา้วจนหมด และทาํการดูดตวัอยา่งมา 0.01 ml หยดลงบน Haemacytometer  ตรงบริเวณตวั H 

ส่องกลอ้งจุลทรรศน์เพื่อนบัสปอร์ จากนั้นนาํค่าท่ีไดไ้ปคาํนวณตามสูตรขา้งล่าง 

 

จาํนวนเซลลท่ี์นบัได ้=  

หมายเหตุ : การเตรียมสารละลาย Tween 80 

 เตรียมนํ้ากลัน่ปริมาตร 100 ml ใส่ Duran  แลว้นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121ºC นาน 15 นาที 

จากนั้นดูด Tween 80 มา 0.5 ml ผสมใหเ้ขา้กบันํ้ากลัน่ท่ีเตรียมไวโ้ดยนาํไปอุ่นท่ี Water bath  

 

ค. ลกัษณะถังหมักอาหารแข็งขนาด 200 ลติร 

ถงัหมกัมีลกัษณะเป็นทรงกระบอกดงัภาพ ตรงกลางมีแกนขบัเคล่ือนไดด้ว้ยมอเตอร์ ถงัหมกัสามารถ

หมุนชา้ๆไดต้ลอดเวลาทาํใหอ้าหารขา้งในคลุกเคลา้กนัอยา่งดีและมีอุณหภูมิสมํ่าเสมอ มีระบบควบคุม

ท่ีเช่ือมต่อกบัคอมพิวเตอร์ทาํให้สามารถควบคุมพารามิเตอร์บางตวัได ้สําหรับหมกัอาหารชนิดแข็ง

เช่นถัว่เหลือง รํา ขา้วหรือเมล็ดพืชต่างๆไดดี้ โดยในขั้นตอนแรกตอ้งทาํการฆ่าเช้ืออาหารดว้ยไอนํ้ า ทิ้ง

ไวใ้หเ้ยน็จึงใส่หวัเช้ือ 
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