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Executive Summary 

 
Leaf spot of oil palm seedling occurred and distributed in private oil palm nurseries throughout southern 
Thailand. The disease caused by Curvularia oryzae infected severely during seedling stage. The typical 
symptom was small dark brown spot and the lesion increased in size and coalesced for the severe case, 
resulting the seedling dead. Control of leaf spot of oil palm seedlings is costly and difficulty due to the 
environment in southern favorable for pathogen infection. Most farmers use chemical in controlling the leaf spot 
disease. However, the extensive use of chemical possessed human health risk and pathogen became 
resistance. The use of antagonistic microorganisms is an alternative way which environmental friendly and 
reduce chemical usage. The aim of this study is to evaluate the effect of selected microorganisms Streptomyces 
and Trichoderma in protecting and delaying leaf spot of oil palm seedlings in vitro, in vivo (greenhouse) and in 
field condition.  

Antagonistic microorganisms including Streptomyces NR8-2, Trichoderma TM2/1 and V76-12 were 
selected to test against C. oryzae in vitro by dual culture assay. Selected microorganisms (NR8-2, TM2/1 and 
V76-12) were cultured with C. oryzae on PDA, C. oryzae cultured alone on PDA was served as control. The 
culture plates were incubated with ambient temperature till the growth of C. oryzae covered all PDA on control 
plates. The colony diameter of each treatment were measured and percent inhibition of mycelial growth were 
calculated. The dual culture test showed 85.71% inhibition of mycelial growth of C. oryzae by V76-12, followed 
by TM2/ 1 and NR8- 2 with 75. 71 and 72. 50%  respective inhibitions. The results indicate that Trichoderma 
TM2/1 and V76-12 compete for nutrient and space with fungal pathogen C. oryzae on PDA, whereas 
Streptomyces NR8-2 secreted some antifungal metabolite to inhibit C. oryzae on PDA. 

In order to evaluate effect of antagonistic microorganism in vivo, spore suspensions of C. oryzae, NR8-
2, TM2/1 and V76-12 were prepared with distilled water and 0.5% tween 20. There were 6 treatments comprised 
of, distilled water, spore suspension of C. oryzae, NR8-2, TM2/1, V76-12 and chemical (Prochloraz). Spore 
suspension of NR8-2, TM2/1 and V76-12 was applied onto oil palm seedling leaves prior to inoculate with 
spore suspension of C. oryzae. Disease score and disease severity index (DSI) was evaluated after 6 month 
incubation at greenhouse condition. In pot experiments, the V76- 12 gave disease severity index ( DSI)  about 
20% of that with a reference chemical (Prochloraz), whereas TM2/1 and NR8-2 gave 66% and 75%. 

To evaluate effect antagonistic microorganism on field condition, oil palm seedlings were placed at 3 
study sites including 1) Department of Pest Management field, Faculty of natural Resources, Prince of Songkla 
University, 2) Klong Hoi Kong research station, Songkhla and 3) Tached research station, Phatthalung. There 
were 5 treatment composed of distilled water, spore suspension of NR8-2, TM2/1, V76-12 and chemical 
(Prochloraz). Disease score and DSI were measured and calculated every month for 12 months. The results 
showed application with V76-12 had the lowest disease score and % DSI compared with NR8-2, TM2/1 and 
chemical at study site 1 and 2 (p < 0.05 by Duncan’s multiple range test). On the other hand, no different 
among antagonistic test on oil palm seedlings at study 3.  

Survival of antagonistic microorganisms was conducted from treated oil palm seedlings leaves at 10, 20 
and 30 days by tissue transplanting method. The result demonstrated that Trichoderma V76-12 could isolate 
on oil palm seedlings leaves after 30 day application. This result suggested that Trichoderma V76-12 could be 
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colonized and survived on oil palm leave due to their capacity of endophyte. Therefore, based on this study 
Trichoderma V76-12 was an effective microorganism in inhibiting fungal pathogen and reduced leaf spot on oil 
palm seedling leaves. Trichoderma V76-12 might be a good candidate microorganism to develop formulation 
for commercial in near future. 
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โรคใบจุดส่งผลกระทบอย่างรุนแรงต่อปาลม์น ้ามนัซึง่ลดทัง้คุณภาพและผลผลติตน้กลา้ งานวจิยันี้มจีุดมุ่งหมาย
ทีจ่ะใชป้ระโยชน์จากจลุนิทรยีป์ฏปิกัษ์ Streptomyces hygroscopicus subsp. angustmyceticus NR8-2, Trichoderma 
harzianum TM2/1, และราเอนโดไฟต์ Trichoderma V76-12 เพื่อควบคุมโรคใบจุดที่มสีาเหตุมาจากเชื้อ Curvularia 
oryzae ในหอ้งปฏบิตักิาร (in vitro) ในใบปาลม์น ้ามนั (in vivo) และในสภาพแปลง (field condition) จากผลการทดลอง
ในห้องปฏบิตัิการด้วยกรรมวธิ ีdual culture พบว่าเชื้อ V76-12 มเีปอร์เซน็ต์การยบัยัง้การเจรญิของเชื้อ C. oryzae 
เท่ากบั 85.71% สว่นเชือ้ TM2/1 และ NR8-2 มเีปอรเ์ซน็ตย์บัยัง้เท่ากบั 75.71 และ 72.50% ตามล าดบั ผลการทดลอง
บนใบปาลม์น ้ามนัในสภาพโรงเรอืน (greenhouse condition) พบว่าเชือ้ V76-12 มดีชันีความรุนแรงของโรค (disease 
severity index, DSI) 20% เทยีบเท่ากบัการใชส้ารเคมโีพลคอราซ ขณะทีก่ารใชเ้ชือ้ TM2/1 และ NR8-2 มดีชันีความ
รุนแรงของโรค 66 และ 75% ตามล าดบั ผลการทดลองในสภาพแปลงพบว่าการพ่นดว้ย V76-12 มรีะดบัการเกดิโรค
และดชันีความรุนแรงของโรคต ่ากว่าเชือ้ TM2/1, NR8-2 และสารเคม ีขณะที่ชุดควบคุมทีพ่่นด้วยน ้ากลัน่มรีะดบัการ
เกดิโรคและดชันีความรุนแรงของโรคสงูสุด จากพืน้ทีศ่กึษาที ่1 (แปลงภาควชิาการจดัการศตัรูพชื) การพ่น V76-12 มี
ระดบัการเกิดโรค 1.16±0.69 และดชันีความรุนแรงของโรค 20.50±10.20% น้อยกว่าการการพ่นด้วยเชื้อ NR8-2,  
TM2/1 และสารเคมี ที่มีระดับการเกิดโรคและดัชนีความรุนแรงของโรคเท่ากับ 1.49±0.98 (27.00±17.36% DSI), 
1.48±0.80 (26.83±13.63% DSI) และ 1.42±0.92 (23.33±16.78% DSI) ตามล าดบั สว่นชุดควบคุมมรีะดบัการเกดิโรค 
เท่ากบั 2.10±1.40 และดชันีความรุนแรงของโรคสูงสุด เท่ากบั 37.67±25.41% DSI. ในพื้นที่ศึกษาที่ 2 (สถานีวิจยั
คลองหอยโข่ง) พบว่าการพ่นด้วยเชื้อ V76-12 มรีะดบัการเกดิโรค 2.16±0.62 และดชันีความรุนแรงของโรคเท่ากบั  
46.00±7.34% น้อยกว่าการพ่นด้วย NR8-2, TM2/1 และสารเคม ีที่มรีะดบัการเกดิโรคและดชันีความรุนแรงของโรค
เท่ า กับ  2.78±0.76 (61.33±7.92% DSI), 2.60±0.78 (57.83±12.13% DSI) แ ล ะ  2.54±0.77 (53.00±8.68% DSI) 
ตามล าดบั ส่วนชุดควบคุมที่ไม่ได้พ่นด้วยจุลนิทรยี์ปฏปิกัษ์มรีะดบัการเกดิโรคและดชันีความรุนแรงสูงทีสุ่ด เท่ากบั 
3.51±0.91 และ 78.67±7.69% DSI สว่นในการทดลองพืน้ทีศ่กึษาที ่3 (สถานีวจิยัท่าเชยีด) ไม่มคีวามแตกต่างทางสถติิ
ระหว่างการใช้เชือ้จุลนิทรยี์ปฏปิกัษ์และชุดทดลอง นอกจากน้ีเชื้อ V76-12 สามารถถูกแยกออกมาจากใบของปาลม์
น ้ามนัหลงัจากพ่น 30 วนั แสดงใหเ้หน็ว่าเชือ้ Trichoderma V76-12 สามารถคงอยู่บนใบปาล์มน ้ามนัได้นานกว่าเชือ้ 
Trichoderma TM2/1 และเชือ้แบคทเีรยี Streptomyces NR8-2 เพราะคุณสมบตักิารเป็นเชือ้ราเอนโดไฟต ์จากผลการ
ทดลองทัง้หมดน้ีแสดงใหเ้หน็ประสทิธภิาพของเชือ้ V76-12 มปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้สาเหตุโรคใบ
จุด ลดการเกดิโรคใบจุดของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัในสภาพโรงเรอืนและสภาพแปลง  

 
ค าส าคญั: การควบคุมโดยชวีวธิ,ี โรคใบจุด, ปาลม์น ้ามนั, Streptomyces, Trichoderma 
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Abstract 
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Leaf spot disease causes devastating damage to oil palm seedlings and reduces both quality and 

quantity of the produced seedlings.  This study aimed to apply the selected microorganisms Streptomyces 
hygroscopicus subsp.  angustmyceticus NR8- 2, Trichoderma harzianum TM2/1, and endophytic Trichoderma 
sp. V76- 12, to the control of leaf spot disease caused by Curvularia oryzae on oil palm leaves, in vitro, in vivo 
and in field conditions. The dual culture test showed 85.71% inhibition of mycelial growth of C. oryzae by V76-
12, followed by TM2/1 and NR8-2 with 75.71 and 72.50% respective inhibitions. In pot experiments, the V76-
12 gave disease severity index (DSI) about 20% of that with a reference chemical (Prochloraz), whereas TM2/1 
and NR8- 2 gave 66%  and 75% . In naturally infested cases, oil palm seedlings treated with V76- 12 showed 
disease score and diseases severity index (%) lower than those of NR8-2, TM2/1 and chemical, whereas the 
control treatment without antagonistic microorganisms gave the most severe %DSI. At study site 1 (Department 
of Pest Management field) application of V76-12 showed disease score 1.16±0.69 and 20.50±10.20% DSI, 
lower than those of NR8-2, TM2/1 and chemical which showed disease scores 1.49±0.98 (27.00±17.36% DSI), 
1.48±0.80 (26.83±13.63% DSI) and 1.42±0.92 (23.33±16.78% DSI), respectively. Control without application of 
antagonistic microorganisms showed the most severe case with disease score 2.10±1.40 and 37.67±25.41% 
DSI. At study site 2 (Klong Hoi Kong research station), application of V76-12 also presented disease score 
2.16±0.62, 46.00±7.34% DSI lower than those of NR8-2, TM2/1 and chemical which showed disease score 
with 2.78±0.76 (61.33±7.92% DSI), 2.60±0.78 (57.83±12.13% DSI) and 2.54±0.77 (53.00±8.68% DSI), 
respectively. Control without application of antagonistic microorganisms showed the most severe case showed 
disease score 3.51±0.91 and 78.67±7.69% DSI. In contrast, at study site 3 (Tached research station), there 
were no different among antagonistic test and control. Furthermore, V76-12 was re-isolated from treated oil 
palm leaves after 30 days post application, therefore, Trichoderma V76-12 could survive on oil palm leaves 
due to endophyte characteristic. All these results indicated that the Trichoderma V76- 12 isolate was the most 
effective in reducing leaf spot disease of oil palm seedlings, due to its capacity to inhibit mycelial growth in 
vitro, to reduce disease symptoms in vivo and in natural fields.  
 
Keywords: Biological control, leaf spot, oil palm, Streptomyces, Trichoderma 
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บทท่ี 1 
 

บทน า 
 ปาลม์น ้ามนัเป็นหนึ่งในพชืเศรษฐกจิที่ส าคญัของประเทศไทย โดยเฉพาะในเขตภาคใต้ ประเทศไทยมพีื้นที่
เพาะปลูกปาลม์น ้ามนัโดยประมาณ 3.93 ลา้นไร่ ใหผ้ลผลติแลว้ 3.2 ลา้นไร่ ใหผ้ลผลติทลายสด 8.6 ลา้นตนั และผลติ
เป็นน ้ามนัปาล์มดบิ 1.46 ล้านตนั ปญัหาที่ส าคญัในการผลติปาล์มน ้ามนัของเกษตรกรไทยคอืการได้รบัพนัธุ์ปาล์ม
น ้ามนัทีไ่ม่ดไีปปลูก การขาดความรูใ้นการดูแลรกัษาและการจดัการทีด่ขีองเกษตรกรผูป้ลูกปาลม์น ้ามนั อกีทัง้การเขา้
ท าลายของโรคต่าง ๆ ในทุกระยะของการเตบิโตของปาล์มน ้ามนั เริม่จากโรคเมลด็ เน่า (brown germ) ในระยะเมลด็ 
โรคใบจุด (leaf spot) ซึง่พบระบาดรุนแรงในปาลม์น ้ามนัระยะตน้กลา้ พบระบาดมากในช่วงฤดูฝน ท าใหต้้นกลา้ชะงกั
การเจรญิเตบิโต และในต้นทีรุ่นแรงมากอาจท าใหต้้นกลา้ตายได ้และโรคล าต้นเน่า (basal stem rot) ทีพ่บในระยะให้
ผลผลติ พบส่วนของดอกเหด็ (fruiting body) งอกออกมาจากโคนตน้ หลงัจากนัน้ตน้ปาลม์จะยนืต้นตาย ในบรรดาโรค
ทีพ่บทัง้หมดของปาลม์น ้ามนั พบว่าโรคใบจุดในระยะตน้กลา้ ก่อใหเ้กดิปญัหาทีส่ าคญัส าหรบัเกษตรกรผูค้า้กลา้ปาลม์
น ้ามนั เนื่องจากถ้าโรคเขา้ท าลายในระยะตน้อ่อน ต้นกลา้ทีม่อีาการรุนแรงไม่สามารถฟ้ืนตวัไดแ้ละจะตาย โรคใบจุดมี
สาเหตุมาจากเชือ้ราหลายชนิด ในประเทศไทยพบเชือ้ Curvularia oryzae เป็นสาเหตุเหตุหลกัของโรคใบจุดในต้นกลา้
ปาลม์น ้ามนั การควบคุมโรคนี้เกษตรกรนิยมใชส้ารเคมฉีีดพ่น อาท ิไทแรม แคปแทน และแมนโคเซบ  แต่เกษตรกรก็
ยงัประสบปญัหาการแพร่ระบาดของโรคใบจุดตลอดทัง้ปี จากปญัหาดงักล่าวแสดงให้เห็นว่า การใช้สารเคมีอย่าง
ต่อเนื่องท าให้เชื้อสาเหตุโรคใบจุดเกดิต้านทานต่อสารเคม ีการควบคุมโดยชวีวิธเีป็นอีกวธิหีนึ่งที่ได้รบัความนิยม
แพร่หลาย เนื่องจากปลอดภยัต่อสภาพแวดลอ้ม ไม่เกดิสารตกคา้ง ไม่ส่งผลกระทบต่อมนุษยแ์ละสตัวเ์ลีย้ง จงึถอืเป็น
แนวทางหนึ่งในการควบคุมเชือ้สาเหตุโรคไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ งานวจิยัชิน้น้ีจงึมคีวามสนใจประเมนิการใชป้ระโยชน์
จากจุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ชนิด Streptomyces hygroscopicus subsp. angustmyceticus NR8-2, Trichoderma harzianum 
TM2/1 และเอนโดไฟท์ Trichoderma sp. V76-12 ที่เคยได้ทดสอบไว้ในห้องปฏบิตักิารแล้ว เพื่อใช้ควบคุมโรคใบจุด
ของต้นกลา้ปาลม์น ้ามนั ในโรงเรอืนอนุบาลต้นกลา้ปาลม์น ้ามนั ก่อนทีจ่ะถ่ายทอดไปยงัเกษตรกรผูค้า้และปลูกปาล์ม
น ้ามนัต่อไป  ซึ่งขอ้มูลและหลกัฐานทางวทิยาศาสตร์ด้านการใช้ประโยชน์จากจุลินทรยี์ใช้เป็นข้อมูลเพื่อส่งเสริมให้
เกษตรกรไดป้าลม์น ้ามนัพนัธุด์ ีปราศจากโรคไปปลกู อกีทัง้ยงัช่วยกระตุน้ใหเ้กษตรกรหรอืผูท้ีเ่กีย่วขอ้งเลง็เหน็ถงึการ
ท าเกษตรแบบยัง่ยนื ลดการใชส้ารเคม ี       
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บทท่ี 2  
 

ตรวจเอกสาร 
 
โรคของปาลม์น ้ามนั 
โรคในระยะเมลด็ 
 มเีชือ้สาเหตุหลายชนิดดว้ยกนั ท าความเสยีหายใหก้บัเมลด็โดยตรง มผีลกระทบต่อการงอกและการเตรยีม
แปลงเพาะกล้า หากเกดิความเสยีหายรุนแรงในระยะเพาะเมลด็ จะส่งผลกระทบต่อแผนการเพาะต้นกล้าไปจนถงึใน
ระยะแปลงปลูก เนื่องจากต้นกลา้ไม่เพยีงพอ โรคทีส่ าคญัทีพ่บในระยะเมลด็ทีพ่บในประเทศไทยทีส่ าคญัคอืโรคเมลด็
เ น่ า  เ กิด จ าก เ ชื้ อ ร า  Aspergillus spp. Penicillium spp., Mucorales spp., Fusarium spp. แ ล ะ  Schizophyllum 
commune (ศรสีรุางค ์ลขิติเอกราช และพพิฒัน์ เซีย่งหลวิ, 2541) โดยมลีกัษณะอาการจุดแผลสนี ้าตาลทีป่ลายรากอ่อน
และยอดอ่อน ต่อมาแผลขยายตวัท าลายเนื้อเยื่อรากและยอดอ่อน แผลขยายตวัลุกลามเขา้สูค่พัภะท าใหส้ว่นของคพัภะ
และเน้ือเยื่อในเมลด็ถูกท าลาย การป้องกนัก าจดัโดยการตากหรอือบเมลด็ใหแ้หง้ ใหม้คีวามชืน้ต ่ากว่า 19% ท าความ
สะอาดเมลด็โดยเอาเสน้ใยออกใหห้มด แยกเมลด็แตกออก หลกีเลีย่งการใชส้ารป้องกนัก าจดัเชือ้ราและแมลงบางชนิด 
เนื่องจากมสี่วนประกอบของทองแดง และปรอท เพราะจะท าใหเ้กดิอนัตรายกบัสว่นอ่อนทีเ่ริม่งอก (ศรสีุรางค ์ลขิติเอก
ราช และพพิฒัน์ เซีย่งหลวิ, 2541)  
 
โรคในระยะตน้กลา้ 
 โรคใบจุดของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนันับเป็นปญัหาส าคญัส าหรบัเกษตรผูค้า้กลา้ปลา้ปาลม์น ้ามนั (ภาพที ่1) พบ
ในระยะเริม่ปลูก 1 เดอืน – 2 ปี การระบาดของโรคพบมากในฤดูฝน โรคในกลา้ปาลม์น ้ามนัทีพ่บมอียู่หลายโรคไดแ้ก่ 
โรคใบจุด (leaf spot) เกดิจากเชื้อราหลายชนิด เช่น โรคใบจุดที่เกดิจากเชื้อรา Pestalotiopsis palmarum อาการใน
ระยะแรกเป็นจุดสดี า บรเิวณที่เกดิแผลท าใหใ้บยุบตวัลง รอยแผลเก่าเนื้อเยื่อเป็นสขีาวครมี ขอบแผลสดี า และมจีุด
สปอร์สีน ้าตาลบริเวณกลางแผล (Labarca et al., 2006) โรคใบจุดเกิดจากเชื้อรา Cercospora elaeidis อาการใน
ระยะแรกเป็นจุดสนี ้าตาล ขนาดเลก็ ระยะต่อมาเป็นจุดสนี ้าตาลขนาดใหญ่ขึน้และมวีงสเีหลอืงลอ้มรอบ (yellow halo) 
เมื่อมกีารตดิเชือ้อย่างรุนแรง จุดสนี ้าตาลจะกระจายอยู่ทัว่ทัง้ใบ (Kovachich, 1954) โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) 
เกิดจากการเข้าท าลายของเชื้อราได้หลายชนิดเช่น Colletotrichum gloeosporiodes, Botryodiplodia palmarum, 
Melanconium sp. และ Glomerella cingulata (Aderungboye, 1977) โรคใบจุดเกิดจากเชื้อรา Drechslera halodes 
และ Helminthosporium sp. อาการของโรคในระยะแรกท าใหใ้บอ่อนของต้นปาลม์น ้ามนัทีย่งัไม่คลีเ่กิดแผลเป็นจุดกลม
สเีหลอืงเลก็ ๆ เท่าหวัเขม็หมุด ต่อมาเปลีย่นเป็นสดี า หากระบาดมากใบจะเหลอืงทัง้ใบ และท าใหต้้นกลา้แหง้ตายได ้
(Jegathambigai et al., 2008) โรคใบจุดทีเ่กดิจากเชือ้รา Curvularia spp. โดยระยะแรกเป็นจุดสเีหลอืงขนาดเลก็เป็น
แผลขอบนูน รูปร่างกลมร ีต่อมาแผลขยายเป็นสนี ้าตาลขนาด 7–8 มลิลเิมตร และเมื่อแผลขยายใหญ่ขึน้เหน็เป็นวง
แหวนสีน ้าตาลซ้อนกนัเป็นชัน้ ๆ อยู่ด้านใน แผลเชื่อมซ้อนกันเป็นแผลขนาดใหญ่ได้ ใบแห้งกรอบเป็นสนี ้าตาล 
(พพิฒัน์ เซีย่งหลวิและเกรกิชยั ธนรกัษ์ 2554)  
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ภาพท่ี 1 โรคในระยะต้นกล้าของปาล์มน ้ามนั a) anthracnose, b) ใบจุด Cercospora, c) ใบจุด Curvularia, d) ใบ
จุด Pestalotiopsis, f) ไหมจ้ากการใชปุ๋้ย, g) ใบลบีเลก็, h) โรคจากพนัธุกรรม  
(ทีม่า: Pornsuriya et al., 2013) 

 
โรคของล าตน้ 
 สว่นใหญ่พบในช่วงอายุมากกว่า 10 ปีขึน้ไป ปาลม์น ้ามนัทีเ่ป็นโรคใหผ้ลผลติลดลง หรอืไม่ใหผ้ลผลติ หรอืยนื
ตน้ตายในทีส่ดุ โรคของล าตน้ทีส่ าคญั ไดแ้ก่ โรคล าตน้เน่า มสีาเหตุมาจากเชือ้ Garnoderma boninense มรีายงานพบ
ระบาดท าความเสยีหายอย่างรุนแรงในแถบเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ้โดยเฉพาะอย่างยิง่ในประเทศมาเลเซยี ไทย และ
อนิโดนิเซยี ในต้นปาลม์น ้ามนัทีอ่ายุยงัน้อยอาการทีป่รากฏที่ดา้นหนึ่งของล าต้น ใบล่างมสีเีหลอืง หรอืด่างซดี ต่อมา
เนื้อเยื่อใบแหง้ตาย (necrosis) ทางใบใหม่ไม่คลี ่มขีนาดสัน้กว่าปกต ิมสีเีหลอืงซดี (chlorosis) และอาจพบว่าเนื้อเยื่อ
ปลายใบแหง้ตาย การเจรญิชา้กว่าตน้ปกต ิเมื่อพชืแสดงอาการใบซดีแสดงว่าอย่างน้อยครึง่หนึ่งของเนื้อเยื่อโคนต้นถูก
เชือ้เขา้ท าลายแลว้ และมกัตายภายใน 6–24 วนั สว่นอาการในตน้ทีโ่ตเตม็ทีแ่ลว้มอีาการคลา้ย ๆ กนัคอื ใบมสีซีดีหม่น
ไม่เป็นมนัและใบแหง้ตายเริม่จากใบทีแ่ก่สุด ใบทีแ่หง้ตายหกัพบัน้อมลงสู่โคนต้น ไม่หลุดร่วงจากล าต้นจงึปรากฏเป็น
เสมอืนกระโปรง ลกัษณะทีเ่ด่นอีกอย่างหนึ่งคอื พบทางใบไม่คลี ่3–5 ทางใบ พชืมกัตายหลงัจากแสดงอาการไปแล้ว
ภายใน 2–3 ปี ในตน้ปาลม์น ้ามนัทีอ่ายุมาก 15–20 ปี จะพบอาการ ล าตน้เน่า โดยในระยะแรกทรงพุ่มบางลง สงัเกตได้
จากมใีบยอดทีไ่ม่คลีจ่ านวนมาก คลา้ยกบัอาการขาดน ้า ทรงพุ่มโปร่งขึน้เรื่อย ๆ เนื่องจากรากและเนื้อเยื่อโคนต้นถูก
ท าลายโดยเชือ้ ต่อมาปรากฏดอกเหด็มสีอีอกขาว ต้นลม้ ในการปลูกปาลม์น ้ามนัแทนในชัว่ที ่2 จะพบโรคล าต้นเน่านี้
มากและเรว็ขึน้ เนื้อเยื่อของล าต้น ท าใหโ้คนต้นเน่า และพบดอกเหด็ สนี ้าตาลแขง็ ขอบสเีหลอืงสด (เสมอใจ ชื่นจติต์ 
และวสนัณ์ เพชรรตัน์, 2553) การป้องกนัก าจดั ควรใชว้ธิลีม้ตน้แลว้สบัเป็นชิน้บาง ๆ ทัง้ตน้ เพื่อลดตอทีเ่หลอือยู่ในดนิ 
ทีเ่ป็นแหล่งอาศยัแพร่ของเชือ้เหด็ แทนวธิเีดมิทีใ่ชท้ าลายตน้ดว้ยสารก าจดัวชัพชืและปล่อยใหผุ้อยู่ในแปลง และขดุดนิ
รอบ ๆ บรเิวณต้นปาลม์น ้ามนัทีเ่ป็นโรค เพื่อป้องกนัไม่ใหจ้ านวนของเสน้ใยเชื้อกระจายไปสู่ต้นอื่น ๆ (พพิฒัน์ เซีย่ง
หลวิ และเกรกิชยั ธนรกัษ์, 2554) 
 
 จากรายงานการส ารวจโรคของปาลม์น ้ามนันะระยะต่าง ๆ ในเขต 11 จงัหวดัภาคใต้ ระหว่างปี 2555–2556 
พบโรคในระยะเมลด็คอื โรค brown germ 13.12%, โรคเมลด็เน่า 4.20% โรคในระยะตน้กลา้ (nurseries stage) โรคใบ
จุด 11.26% โรคผิดปกติทางพนัธุกรรม 6.85% และโรคในระยะต้นโต โรคที่เกิดจากสาหร่าย 24.92% โรคต้นเน่า 
(basal stem rot) 1.53% (Pornsuriya et al., 2013) Kittimorakul และคณะ 2013 ได้ส ารวจและจัดจ าแนกชนิดเชื้อ
สาเหตุของโรคใบจุดของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั โดยพบโรคใบจุดจากเชือ้ Curvularia 61.01% และโรคใบจุดทีเ่กดิจากเชือ้ 
Colletotrichum 22.38% (Kittimorakul et al., 2013) จากการวนิิจฉัยเชือ้สาเหตุโรคโดยลกัษณะทางสณัฐานวทิยาและ
เทคนิคทางชวีโมเลกุลพบว่าเป็นเชือ้ Curvularia oryzae (Sunpapao et al., 2014) จะเหน็ได้ว่าโรคใบจุดของต้นกลา้
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ปาลม์น ้ามนันัน้เป็นปญัหาทีส่ าคญัในการปลูกและคา้ตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั เนื่องจากการวางต้นกลา้ทีช่ดิตดิกนัส่งผลให้
เมื่อมีการระบาดโรคใบจุดจึงมีการระบาดได้อย่างรวดเร็ว เกษตรกรนิยมฉีดพ่นสารเคมีก าจดัเชื้อรา (fungicide) 
เน่ืองจากสะดวกและใหผ้ลทีร่วดเรว็ ชดัเจน แต่กย็งัประสบปญัหากบัโรคใบจุดทุกปี  
 
การควบคมุโดยชีววิธี 
 จากปญัหาการระบาดของโรคใบจุดของปาลม์น ้ามนั การควบคุมโรคพชืดว้ยชวีวธิ ี(biological control) ไดม้ี
การศกึษาวจิยักนัอย่างแพร่หลาย เน่ืองจากสามารถแกป้ญัหาการตา้นทานยาของเชือ้สาเหตุโรคชนิดต่าง ๆ ปลอดภยั
ต่อเกษตรผูป้ลูก ตวัอย่างงานวจิยัทีน่ าเชือ้จุลนิทรยีช์นิดต่าง ๆ มาใชใ้นการควบคุมเชือ้รา Curvularia ดงันี้ Michereff 
และคณะ (1994) ทดสอบการเป็นแบคทเีรยีปฏปิกัษ์ของ Bacillus subtilis ในการควบคุมเชือ้รา C. eragrostidis สาเหตุ
โรคใบจุดในมนัเทศ พบว่าสามารถควบคุมการเจรญิของเสน้ใยเชื้อสาเหตุโรคไดถ้งึ 99.20% และจากการทดสอบการ
ควบคุมโรคใบจุดในเรอืนกระจก พบว่าสามารถควบคุมโรคได้ดทีี่สุดที่ 96.30% อารรีตัน์ เทยีนขาวและคณะ (2548) 
ทดลองใชเ้ชือ้รา Trichoderma spp. ควบคุมเชือ้ C. eragrostidis สาเหตุโรคดอกจุดสนิมในกล้วยไมส้กุลหวาย พบว่า
สามารถยบัยัง้การเจรญิของเสน้ใยเชือ้สาเหตุโรคไดถ้งึ 60% Ningthoujam และคณะ (2009) ทดสอบการเป็นแบคทเีรยี
ปฏปิกัษ์ของ Streptomyces vinaceusdrappus เพื่อควบคุมเชื้อรา C. oryzae สาเหตุโรคขา้วในประเทศอนิเดยี โดย
ยับยัง้การเจริญของเส้นใยได้ดีที่สุดที่ 65 เปอร์เซ็นต์ Prajapati และ Joshi (2012) ศึกษาการควบคุมเชื้อรา C. 
eragrostidis สาเหตุโรคปลายใบไหมข้องตน้พลบัพลงึ โดยใชเ้ชือ้รา T. viride, T. longibrachyatum และ T. harzianum 
ด้วยวิธี Dual-culture พบว่า T. viride สามารถควบคุมเชื้อ C. eragrostidis ได้ดีที่สุดที่ 73.39% รองลงมาคือเชื้อ T. 
longibrachyatum และ T. harzianum ซึ่งสามารถควบคุมเชื้อ C. eragrostidis ได้ 71.76% และ 67.75% ตามล าดบั 
จากรายงานล่าสุด สุภาภรณ์และคณะ (Pithakkit et al., 2014) ได้ทดสอบเชื้อปฏิปกัษ์ S. abiokensis (ChM3-1), S. 
hygroscopicus subsp. angustmyceticus (NR8-2) และ Kitasatospora nipponensis (KM6-4) สามารถยบัยัง้การเจรญิ
ของเชือ้ราสาเหตุโรคใบจุดของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัในหอ้งปฏบิตักิารและในสภาพเรอืนทดลอง นอกจากนัน้ จติรา กติติ
โมรากุล (2557) ไดท้ดสอบ T. harzianum TM2/1 ในการยบ้ยัง้เชือ้ C. oryzae สาเหตุโรคใบจุดของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั
ในระยะตน้กลา้พบว่า เชือ้ T. harzianum TM2/1 มปีระสทิธภิาพด ีในการยบัยัง้เชือ้สาเหตุโรคใบจดุทัง้ในหอ้งปฏบิตักิาร
และในโรงเรอืนอนุบาลกลา้ปาลม์น ้ามนั        
  
 

วตัถปุระสงค ์

 เพื่อศกึษาการใชป้ระโยชน์จากจลุนิทรยีป์ฏปิกัษใ์นการควบคุมโรคใบจุดของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัในสภาพเรอืน
ทดลองและในสภาพแปลงเพาะกลา้ปาลม์น ้ามนั  
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บทที่ 3 
 

วิธีด าเนินการวิจยั 
 
1. การเพาะเลีย้งและเพิม่ปรมิาณจุลนิทรยีป์ฏปิกัษ ์

เชื้อราปฏิปกัษ์ Trichoderma harzianum (TM2/1) และ Trichoderma sp. (V76-12) เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร 
potato dextrose agar (PDA) ส่วนเชื้อแบคทเีรยีปฏปิกัษ์ในกลุ่ม S. hygroscopicus subsp. angustmyceticus (NR8-
2) เพาะเลีย้งในอาหาร glucose yeast malt extract agar (GYMA) 
 
2. การทดสอบการเป็นปฏปิกัษ์ของเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์เบือ้งตน้ดว้ยกรรมวธิ ีdual culture assay 

ท าการเลี้ยงเชื้อ Streptomyces NR8-2 บนอาหาร PDA โดยขดี (streak) เป็นแนวยาวห่างจากขอบจานเลีย้ง
เชือ้ประมาณ 1 เซนตเิมตร บ่มไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนัน้ตดัชิน้วุน้ทีม่เีชือ้สาเหตุโรค C. oryzae วาง
ลงอกีดา้นใหห้่างจากขอจานเลีย้งเชือ้ประมาณ 1 เซนตเิมตร ในชุดควบคุมท าการวางชิน้วุน้บนจานอาหาร PDA ใหห้่าง
จากขอบจานเลีย้งเชือ้ประมาณ 1 เซนตเิมตรอย่างเดยีว บ่มไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นจนเชือ้ในชุดควบคุมเตม็จาน ท าการ
วดัรศัมขีองเชือ้ C. oryzae  ท าชุดการทดลองละ 3 ซ ้า 

ตดัชิน้วุน้ทีเ่ลีย้งเชือ้ Trichoderma วางบนอาหาร PDA ห่างจากขอบจานอาหารเลีย้งเชือ้ประมาณ 1 เซนตเิมตร 
และตดัชิน้วุน้ทีม่เีชือ้ C. oryzae วางในทศิตรงขา้มใหห้่างจากจานอาหารเลีย้งเชือ้ประมาณ 1 เซนติเมตร ชุดควบคุมตดั
ชิน้วุน้ทีม่เีชือ้ C. oryzae วางบนอาหาร PDA ใหห้่างจากขอบประมาณ 1 เซนตเิมตรเพยีงอย่างเดยีว บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้ง
จนเชือ้ในชุดควบคุมเจรญิเตม็จาน วดัรศัมขีองเชือ้ C. oryzae ท าชุดการทดลองละ 3 ซ ้า ค านวณเปอรเ์ซน็ต์การยบัยัง้
โดยใชส้ตูร  

Percent inhibition of radial growth (PIRG) = [(R1–R2)/R1) × 100]  
โดยที ่R1 คอืรศัมขีองเชือ้ C. oryzae ในชุดทดลอง และ R2 คอืรศัมขีองเชือ้ C. oryzae ในชุดควบคุม (Rahman et al., 
2009). 
 
3. ประสทิธภิาพของจุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ในการควบคุมโรคใบจุดในสภาพโรงเรอืนทดลอง 

3.1 การเตรยีมเชือ้ราปฏปิกัษ์ Trichoderma  
ย้ายเชื้อรา TM2/1 และ V76-12 ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ PDA เป็นเวลา 7 วนั เทน ้ากลัน่นึ่งฆ่าเชื้อบนโคโคนีใน

จานเลีย้งเชือ้ปรมิาตร 50 มลิลลิติร ใชแ้ผ่นสไลดข์ดูผวิหน้าโคโลนีเบา ๆ เทสปอรแ์ขวนลอยลงในบกีเกอรอ์บฆา่เชือ้ นบั
ปรมิาณสปอร์ด้วย heamacytometer ปรบัความเขม้ขน้ให้ได้ 1×108 สปอร์/มลิลลิติร โดยในการทดลองนี้ต้องเตรยีม
สปอรแ์ขวนลอยทีป่รมิาตร 200 มลิลลิติร  

3.2 การเตรยีมเชือ้แบคทเีรยีปฏปิกัษ์ในกลุ่ม Streptomyces 
ยา้ยเชือ้แบคทเีรยี NR8-2 ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ GYMA เป็นเวลา 14 วนั เทน ้ากลัน่น่ึงฆา่เชือ้บนโคโลนใีนจาน

เลีย้งเชือ้ปรมิาตร 5 มลิลลิตร ใชแ้ผ่นสไลดข์ดูผวิหน้าโคโลนเีบา ๆ เทสปอรแ์ขวนลอยลงในบกีเกอรอ์บฆา่เชือ้ นบั
ปรมิาณสปอรด์ว้ย haemycetometer ปรบัความเขม้ขน้ใหไ้ด ้ 1×108 สปอร/์มลิลลิติร โดยในการทดลองนี้ตอ้งเตรยีม
สปอรแ์ขวนลอยทีป่รมิาตร 200 มลิลลิติร 

3.3 การทดสอบประสทิภิาพของจุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ในการควบคุมโรคใบจุดในสภาพโรงเรอืนทดลอง 
 ทดสอบประสทิธภิาพของเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ทีม่คีวามสามารถในการควบคุมโรคใบจุดภายในหอ้งปฏบิตักิาร
ที่ดเีปรยีบเทยีบกบัสารเคมกี าจดัเชือ้ราทีใ่หผ้ลการควบคุมได้ดภีายในหอ้งปฏบิตักิาร (จติรา กติติโมรากุล 2557) มา
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ทดสอบภายในโรงเรอืนทดลอง วางแผนการทดลองแบบสุม่สมบรูณ์ (Completely Randomized Design, CRD) จ านวน 
6 กรรมวธิ ีๆ ละ 10 ซ ้า ๆ ละ 1 ตน้ ในแต่ละกรรมวธิปีระกอบดว้ย 
 กรรมวธิทีี ่1: ชุดควบคุม ไมม่กีารพ่นเชือ้รา Curvularia oryzae 
 กรรมวธิทีี ่2: ชุดควบคุม พ่นเชือ้รา Curvularia oryzae เพยีงอย่างเดยีว 
 กรรมวธิทีี ่3: พ่นเชือ้ราปฏปิกัษ ์Trichoderma sp. ทิง้ไว ้24 ชม. และพ่นเชือ้รา C. oryzae 
 กรรมวธิทีี ่4: พ่นเชือ้ราปฏปิกัษ ์T. harzianum TM2/1 ทิง้ไว ้24 ชม. และพ่นเชือ้รา C. oryzae 
 กรรมวธิทีี ่5: พ่นเชือ้แบคทเีรยี Streptomyces hygroscopicus NR8-2 ทิง้ไว ้24 ชม. และพ่นเชือ้รา C. 
oryzae 
 กรรมวธิทีี ่6: พ่นสารเคมกี าจดัเชือ้ราโพรคลอราชทีค่วามเขม้ขน้ 40 ppm ทิง้ไว ้24 ชม. (จติรา กติตโิมรากุล 
2557) และพ่นเชือ้รา C. oryzae 
 ด าเนินการพ่นจุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์เปรยีบเทยีบกบัสารเคมกี าจดัเชือ้ราทุกเดอืน ๆ ละ 1 ครัง้ เป็นเวลา 4 เดอืน 
ประเมนิเปอรเ์ซน็ต์การเกดิโรคหลงัการปลูกเชือ้เดอืนที ่6 ของการทดสอบ ประเมนิระดบัการเกดิโรคจากเกณฑก์ารให้
คะแนนในดชันีความรุนแรงตามขอ้แบ่งระดบัการเกดิโรคเป็น 6 ระดบั โดยดดัแปลงวธิปีระเมนิการเกดิโรคของ ปรศินา 
วงศล์อ้ม (2548) 
 ระดบั 0 ไม่มอีาการใบจุด 
 ระดบั 1 พบจุดสนี ้าตาลขนาดเลก็เท่าปลายเขม็หมุด ไม่พบจุดเนื้อเยื่อตาย 
 ระดบั 2 จุดเนื้อเยื่อตายค่อนขา้งกลมขนาด 1 - 2 มม. ขอบแผลสนี ้าตาลมอีาการ 1 - 25% ของพืน้ทีใ่บ 
 ระดบั 3 จุดเนื้อเยื่อตายขนาด 5 มม. มอีาการ 26 - 50% ของพืน้ทีใ่บ 
 ระดบั 4 จุดเนื้อเยื่อตายเชื่อมต่อกนัขนาดใหญ่ 1 - 2 ซม. มอีาการ 51 - 75% ของพืน้ทีใ่บ 
 ระดบั 5 พืน้ทีใ่บมากกว่า 75% เป็นโรคในระยะสดุทา้ย ท าใหใ้บบางสว่นตาย 
จากนัน้น าคะแนนความรุนแรงของโรคมาวเิคราะหค์า่ทางสถติดิว้ยโปรแกรม Statistical Package for the Social 
Science (SPSS) เวอรช์ัน่ 16 และน ามาค านวณหา เปอรเ์ซน็ต ์disease severity index (DSI) โดยใชส้ตูร 
 

DSI (%) =
(Scale  Amount of plants)

Maximum level  Total number of plants
 100 

 
4. การใชจุ้ลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ในการป้องกนั ควบคุมโรคใบจุดในสภาพแปลง 
 เตรยีมเชือ้ราปฏปิกัษ์ และแบคทเีรยีปฏปิกัษ์ตามกรรมวธิทีีแ่สดงในขอ้ 3.1 และ 3.2  
 ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปกัษ์ในสภาพแปลง วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
(Completely Randomized Design, CRD) จ านวน 5 กรรมวธิ ีๆ ละ 10 ซ ้า ๆ ละ 1 ตน้ ในแต่ละกรรมวธิปีระกอบดว้ย 
 กรรมวธิทีี ่1: ชุดควบคุม ไมม่กีารพ่นเชือ้ปฏปิกัษ ์
 กรรมวธิทีี ่2: พ่นเชือ้ราปฏปิกัษ ์Trichoderma sp. 
 กรรมวธิทีี ่3: พ่นเชือ้ราปฏปิกัษ ์T. harzianum TM2-1 
 กรรมวธิทีี ่4: พ่นเชือ้แบคทเีรยี S. hygroscopicus NR8-2 
 กรรมวธิทีี ่5: พ่นสารเคมกี าจดัเชือ้ราโพรคลอราชทีค่วามเขม้ขน้ 40 ppm 
 ด าเนินการพ่นสปอรแ์ขวนลอยของเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์เปรยีบเทยีบกบัสารเคมกี าจดัเชือ้ราทุก ๆ เดอืน เป็น
เวลา 1 ปี โดยวางตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัใหใ้กล้เคยีงสภาพจรงิทีส่ดุ โดยวางไว ้ 3 พืน้ทีค่อื 1) โรงเรอืนอนุบาลกลา้ปาลม์
น ้ามนั คณะทรพัยากรธรรมชาต ิ2) สถานีวจิยัคลองหอยโขง่ อ.คลองหอยโขง่ จงัหวดัสงขลา 3) สถานีวจิยัท่าเชยีด อ.แม่
ขร ีจ.พทัลุง ประเมนิเปอรเ์ซน็ตก์ารเกดิโรคหลงัการปลกูเชือ้ปฏปิกัษ์ ไปแลว้ทุก ๆ เดอืน ของการทดสอบ ประเมนิการ



7 

 

เกดิโรคใบจุดของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัดว้ยวธิ ีdescriptive area (ปรศินา วงศล์อ้ม, 2548) โดยแบ่งระดบัการเกดิโรคเป็น 
6 ระดบั 
 ระดบั 0 ไม่เกดิโรค 
 ระดบั 1 เกดิโรค 0 - 20% ของพืน้ทีใ่บ 
 ระดบั 2 เกดิโรค 20 - 40% ของพืน้ทีใ่บ 
 ระดบั 3 เกดิโรค 40 - 60 % ของพืน้ทีใ่บ 
 ระดบั 4 เกดิโรค 60 - 80% ของพืน้ทีใ่บ ใบล่างบางสว่นมรีอยแผลขยายตดิกนัประมาณ 50% ของพืน้ทีใ่บ 
 ระดบั 5  เกดิโรค 80 - 100% ของพืน้ทีใ่บ ใบล่างบางสว่นมรีอยแผลขยายตดิกนัประมาณ 75% ของพืน้ทีใ่บ 
จากนัน้น าคะแนนความรุนแรงของโรคมาวเิคราะหค์า่ทางสถติดิว้ยโปรแกรม Statistical Package for the Social 
Science (SPSS) เวอรช์ัน่ 16 และน ามาค านวณหา DSI โดยสตูรขา้งตน้ 
 
5. การทดสอบการอยู่รอดของเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์บนใบปาลม์น ้ามนั 

ท าการเกบ็ใบปาลม์น ้ามนัหลงัจากพ่นจุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ทัง้สามชนิดทีร่ะยะเวลา 10, 20 และ 30 วนั หลงัจากนัน้
ท าการแยกเชื้อโดยกรรมวิธี tissue transplanting โดยตัดใบปาล์มขนาด 3×3 มิลลิเมตร ฆ่าเชื้อที่ผิวด้วย 70% 
แอลกอฮอลแ์ละ 10% sodium hypochloride หลงัจากนัน้ลา้งในน ้ากลัน้นึ่งฆา่เชือ้ และผึง่ใหแ้ห่งบนกระดาษกรองทีน่ึ่ง
ฆา่เชือ้แลว้ วางชิน้สว่นของใบปาลม์ลงบนอาหาร PDA บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้งและสงัเกตการเจรญิของเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์
ออกมาจากชิน้เนื้อเยื่อใยปาลม์น ้ามนั 
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บทท่ี 4  
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

การทดสอบการเป็นปฏปิกัษ์ในหอ้งปฏบิตักิารเบือ้งตน้ดว้ยกรรมวธิ ีDual culture test 
 จากการทดสอบความสามารถในการเป็นปฏปิกัษ์ของเชือ้รา T. harzianum (TM 2/1) และ Trichoderma sp. 
(V76-12) และเชื้อแบคทีเรีย Streptomyces (NR8-2) โดยวิธีเลี้ยงร่วมบนอาหาร PDA เป็นเวลา 10 วนั พบว่าเชื้อ
ปฏปิกัษ์ทัง้ 3 ไอโซเลต สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ C. oryzae สาเหตุโรคใบจุดของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัได ้โดยเชือ้ 
V76-12 สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชื้อ C. oryzae ได้ดทีี่สุดที่ 85.71% รองลงมาคอืเชื้อ TM 2/1 สามารถยบัยัง้ได้ 
75.71% และเชือ้ NR8-2 ยบัยัง้ได ้72.50% (ภาพที ่2 และตารางที ่1) 
 
 

 
ภาพท่ี 2 การเจรญิของเชือ้รา Curvularia oryzae และการเจรญิของเชือ้รา C. oryzae ร่วมกบัเชือ้ S. hygroscopicus 
subsp. angustmyceticus NR8-2 (A), Trichoderma harzianum TM2/1 (B) และ Trichoderma sp. V76-12 (C) บน
อาหารเลีย้งเชือ้ PDA หลงัการปลกูเชือ้ทีอ่ายุ 10 วนั, Aa, Ba, Ca: ชุดควบคุม C. oryzae, Ab: C. oryzae และ NR8-
2, Bb: C. oryzae และ V76-12, Bc: C. oryzae, Cb: C. oryzae และ TM2/1 และ Cc: C. oryzae. 
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ตารางท่ี 1 ประสทิธภิาพของจุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ ทีม่ผีลต่อการเจรญิของเชือ้รา Curvularia oryzae สาเหตุโรคใบจุด
ของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัโดยวธิ ีdual culture test ทีอ่ายุ 10 วนั 

เชือ้ปฏปิกัษ ์ เสน้ผ่านศนูยก์ลางโคโลนี (ซม.) % ยบัยัง้ 
Control Dual culture test 

NR8-2 7.0±00 1.92±0.09 72.50±0.09b 
TM2/1 7.0±00 1.70±0.14 75.71±0.14b 
V76-12 7.0±00 1.00±0.21 85.71±0.21a 
ค่าเฉลีย่จาก 4 ซ ้า ค่าเฉลีย่ทีต่ามดว้ยตวัอกัษรเหมอืนกนัในแต่ละแถว ไม่มคีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิทีร่ะดบัความ
เชื่อมัน่ P < 0.05 ดว้ยวธิ ีDuncan’s Multiple Range Test (DMRT), % coefficient of variation (CV) = 10.26% 

 
การทดสอบประสทิธภิาพของจุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ในการควบคุมโรคใบจุดในสภาพโรงเรอืนทดลอง  
 จากการทดสอบประสทิธภิาพของเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ Trichoderma TM 2/1 และ V76-12 และเชือ้แบคทเีรยี 
Streptomyces NR8-2 เปรยีบเทยีบกบัการใชส้ารเคมกี าจดัเชือ้ราโพลคอลราชต่อการยบัยัง้การเกดิโรคใบจุดในปาลม์
น ้ามนั พบว่ากรรมวธิทีีพ่่นดว้ยสารเคมโีพรคลอราช 40 ppm และสปอรแ์ขวนลอยของเชือ้ V76-12 มรีะดบัความรุนแรง
ของโรคใบจุดต ่าสดุคอืระดบั 2 มเีปอรเ์ซน็ต ์DSI  เท่ากบั 20 และ 21% ตามล าดบั ซึง่ใหผ้ลการทดลองทีไ่ม่แตกต่างกนั
ทางสถิติ รองลงมาคือกรรมวิธีที่พ่นด้วยสปอร์แขวนลอยของ  TM 2/1 มีระดับความรุนแรงของโรคที่ระดับ 3 มี
เปอรเ์ซน็ต์ DSI  เท่ากบั 66% และกรรมวธิทีีพ่่นดว้ยสปอรแ์ขวนลอยของ NR8-2 ทีร่ะดบัความรุนแรง 4 มเีปอรเ์ซน็ต์ 
DSI  เท่ากบั 75% ส่วนกรรมวธิทีีพ่่นโดยสปอร์แขวนลอยของเชือ้สาเหตุโรค C. oryzae มรีะดบัความรุนแรงของโรค
รุนแรงทีส่ดุทีร่ะดบั 5 มเีปอรเ์ซน็ต ์DSI เท่ากบั 78% (ตารางที ่2 และ ภาพที ่3) จากผลการทดลองใน 6 เดอืนไดข้อ้มลู
ประสทิธภิาพของจุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ทีส่ามารถลดความรุนแรงของโรคใบจุดในตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัโดยพบว่าการใชส้ปอร์
แขวนลอยของเชือ้ TM 2/1 และ V76-12 และเชือ้แบคทเีรยี NR8-2 สามารถลดระดบัความรุนแรงของโรคไดใ้นโรงเรอืน
ทดลอง โดยเฉพาะสปอร์แขวนลอยของเชื้อ V76-12 สามารถลดระดบัความรุนแรงของโรคได้เทยีบเท่ากบัสารเคมี
โพลคลอราช  
 
ตารางท่ี 2 ระดบัความรุนแรงของโรคใบจุดของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัในแต่ละกรรมวธิกีารทดลองภายในเรอืนทดลอง
หลงัจากปลกูเชือ้ C. oryzae เป็นเวลา 6 เดอืน 

กรรมวธิ ี ค่าเฉลีย่ระดบัความรุนแรง DSI (%) 
น ้ากลัน่น่ึงฆา่เชือ้ 0.20±0.22 6.00±0.42a 
C. oryzae 4.80±0.58 78.00±0.42d 
สารเคมโีพลคอลราช 1.60±1.22 20.00±0.52b 
NR8-2 4.40±1.15 75.00±0.84d 
TM2/1 3.40±1.08 66.00±0.83c 
V76-12 2.10±0.85 21.00±0.74b 
ค่าเฉลีย่จาก 10 ซ ้า ค่าเฉลีย่ทีต่ามดว้ยตวัอกัษรเหมอืนกนัในแต่ละแถวไม่มคีวามแตกต่างกนัทางสถติทิรีะดบัความ
เชื่อมัน่ P < 0.05 ดว้ยวธิ ีDuncan Multiple Range Test (DMRT), % coefficient of variation (CV) = 24.72% 
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ภาพที่  3 ต้นกล้าปาล์มน า้มันหลงัการทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์และสารเคมีก าจัดเชือ้ราในการ
ควบคมุโรคใบจดุในเรือนทดลองเป็นเวลา 6 เดือน 

 
การทดสอบประสทิธภิาพของจุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ในการควบคุมโรคใบจุดในสภาพแปลง 

จากผลการทดลองการประเมนิความรุนแรงของโรคใบจุดของต้นกล้าปาล์มน ้ามนัเป็นระยะเวลา 12 เดอืน ที่
พืน้ทีแ่ปลงภาควชิาการจดัการศตัรูพชืพบว่าแต่ละกรรมวธิมีคีวามรุนแรงของโรคทีแ่ตกต่างกนั โดยกรรมวธิทีีม่คีวาม
รุนแรงของโรคสงูทีสุ่ดคอืกรรมวธิคีวบคุม (ตารางภาคผนวกที ่1) ไม่ไดฉ้ีดพ่นจุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์มคี่าเฉลีย่ของการเกดิ
โรคเท่ากบั 2.10±1.40 และมเีปอรเ์ซน็ต ์DSI เท่ากบั 37.67±25.41% สว่นกรรมวธิทีีพ่่นดว้ยจุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์มค่ีาเฉลีย่
การเกดิโรคเท่ากบั 1.49±0.92 (27.00% DSI), 1.48±0.80 (26.83±13.63 %DSI) และ 1.16±0.69 (20.50±10.20 %DSI) 
ส าหรับ NR8-2, TM2/1 และV76-12 ตามล าดับ ส่วนสารเคมีมีระดับความรุนแรงของโรคตัง้แต่ 1.42±0.92 
(23.33±16.78% DSI) ภาพที ่4 แสดงดชันีความรุนแรงของโรคทุกเดอืนเป็นระยะเวลา 12 เดอืน การพ่นดว้ยจุลนิทรยี์
ปฏปิกษั์มคี่าดชันีความรุนแรงของโรคต ่ากว่าชุดควบคุม 
 
 

 
ภาพที่  4 ดัชนีความรุนแรงของโรคใบจุดในปาล์มน า้มันประเมินจากใบปาล์มน า้มันเป็นเวลา 12 เดือน ณ แปลง
ภาควิชาการจดัการศตัรูพืช คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลยังสงขลานครินทร์ 
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จากผลการทดลองการประเมินความรุนแรงของโรคใบจดุของต้นกล้าปาล์มน า้มนัเป็นระยะเวลา 12 เดือน ท่ีพืน้ที่
สถานีวิจยัคลองหอยโขง่ อ.คลองหอยโขง่ จ.สงขลา พบวา่แตล่ะกรรมวิธีมีความรุนแรงของโรคที่แตกตา่งกนั โดยกรรมวิธีที่
มีความรุนแรงของโรคสงูที่สดุคือกรรมวิธีควบคมุ (ตารางภาคผนวกที่ 2) ไม่ได้ฉีดพ่นจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มีค่าเฉลี่ยของการ
เกิดโรคเท่ากบั 3.51±0.91 และมีเปอร์เซ็นต์ DSI เท่ากบั 78.67±7.69% สว่นกรรมวิธีที่พ่นด้วยจลุินทรีย์ปฏิปักษ์มีคา่เฉลีย่
การเกิดโรคเท่ากับ 2.78±0.76 (61.33% DSI), 2.60±0.78 (57.83±12.13% DSI) และ 2.19±0.62 (46.00±7.34% DSI) 
ส าหรับ NR8-2, TM2/1 และ V76-12 ตามล าดบั สว่นสารเคมีมีระดบัความรุนแรงของโรคตัง้แต ่2.54±0.77 (53.00±8.68% 
DSI) ภาพที่ 5 แสดงดชันีความรุนแรงของโรคทุกเดือนเป็นระยะเวลา 12 เดือน การพ่นด้วยจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มีค่าดัชนี
ความรุนแรงของโรคต ่ากวา่ชดุควบคมุในทกุ ๆ เดือนที่ทดสอบ 

 

 
ภาพที่ 5 ดชันีความรุนแรงของโรคใบจดุในปาล์มน า้มนัประเมินจากใบปาล์มน า้มนัเป็นเวลา 12 เดือน ณ แปลงทดลอง
สถานีวิจยัคลองหอยโขง่ อ.คลองหอยโขง่ จ.สงขลา 

 
จากผลการทดลองการประเมินความรุนแรงของโรคใบจดุของต้นกล้าปาล์มน า้มนัเป็นระยะเวลา 12 เดือน ท่ีพืน้ที่

สถานีวิจยัท่าเชียด อ.แม่ขรี จ.พทัลงุ พบว่าแต่ละกรรมวิธีมีความรุนแรงของโรคที่ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (ตาราง
ภาคผนวกที่ 3 และ ภาพท่ี 6) ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% (DMRT) โดยมีคา่ระดบัความรุนแรงของโรคอยูท่ี่ 1.86–2.45 และ
มีเปอร์เซ็นต์ DSI เท่ากบั 36.67–45.17% แสดงให้เห็นว่าการใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในบริเวณสถานีวิจยัท่าเชียดไม่ประสบ
ผลส าเร็จ ซึง่อาจจะเป็นเพราะสภาพภมูิอากาศที่ตา่งจากจงัหวดัสงขลาในแงข่อง ปัจจยัทางกายภาพ เช่นความชืน้สมัพทัธ์
และปริมาณน า้ฝน (โดยเฉพาะในฤดฝูน) ประกอบกบัการระบาดของโรคและแมลง (pest intensity) ที่สถานีวิจยัทา่เชียดมี
มากกวา่แปลงภาควิชาการจดัการจดัการศตัรูพืช และสถานีวิจยัคลองหอยโขง่ จงัหวดัสงขลา  
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ภาพที่ 6 ดชันีความรุนแรงของโรคใบจดุในปาล์มน า้มนัประเมินจากใบปาล์มน า้มนัเป็นเวลา 12 เดือน ณ แปลงทดลอง
สถานีวิจยัทา่เชียด จ.พทัลงุ 

 
การอยูร่อดของเชือ้จลุนิทรีย์ปฏิปักษ์บนใบปาล์มน า้มนั 

หลงัจากพ่นเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ทัง้ 3 ชนิดลงบนใบของต้นกล้าปาล์มน า้มนั และน ามาแยกเชือ้ด้วยกรรมวิธี 
tissue transplanting เพื่อศึกษาการอยู่รอดของเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ที่ระยะเวลา 10, 20 และ 30 วนั พบเชือ้ V76-12 ทกุ
ระยะเวลา เชือ้ TM2/1 พบที่ 10 วนั ส่วนเชือ้ NR8-2 ไม่พบอยู่บนใบของปาล์มน า้มนัทุกระยะเวลาที่ทดสอบ แต่พบการ
ปนเปือ้นของเชือ้ราชนิดอื่นที่ 30 วนั (ตารางที่ 3) สว่นในชุดควบคมุที่พ่นสารเคมีและน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้พบการเจริญของ
เชือ้อื่น ท่ีไมใ่ช่เชือ้จลุนิทรีย์ปฏิปักษ์ที่ 30 วนั (รูปท่ี 7) 
 
ตารางท่ี 3 การอยู่รอดของเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์บนใบของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั 
เชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ ์ ระยะเวลาการพ่น (วนั) 

10 20 30 
Control –1,2 – c3 

Chemical – – c 
NR8-2 – – – 
TM2/1 + – – 
V76-12 + + + 
1 – ไม่พบเชือ้, + พบเชือ้ 
2 การเจรญิของโคโลนีเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์บนอาหาร PDA 
3 ปนเป้ือนเชือ้ endophyte/pathogen 
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ภาพท่ี 7 โคโลนีของเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์และเชือ้อื่น ๆ บนอาหาร PDA หลงัจากแยกจากใบของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั
ทีร่ะยะเวลา 30 วนั ดว้ยกรรมวธิ ีtissue transplanting  

 
จากผลการทดลองในหอ้งปฏบิตักิารพบวา่เชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษท์ัง้ 3 ชนิด Streptomyces NR8-2, Trichoderma 

TM2/1 และ V76-12 มเีปอรเ์ซน็ตย์บัยัง้การเจรญิของเชือ้สาเหตุโรคใบจุดของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั C. oryzae บนอาหาร 
PDA โดยมีกลไกแก่งแย่งอาหารและพื้นที่ส าหรับการเจริญ (Benítez et al. , 2004) นอกจากนี้ยังพบว่าเชื้อ 
Trichoderma TM2/1 และ V76-12 สร้างสารระเหยต้านเชื้อราสาเหตุโรคได้โดยกรรมวิธี volatile antifungal assay 
(ภาพผนวกที ่1) ซึง่สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Dennis and Webster (1971) ซึง่เชือ้ Streptomyces NR8-2 ขาดกลไก
ชนิดนี้ นอกจากนี้ยงัพบว่าเชือ้จุลนิทรยีท์ัง้ 3 ชนิดสรา้งเอนไซมย์บัยัง้การเจรญิของเสน้ใยเชือ้สาเหตุโรคใบจุดได ้ (ภาพ
ผนวกที ่2) นอกจากกลไกการแก่งแย่งแขง่ขนั สรา้งสารระเหยต้านเชือ้รา และสรา้งเอนไซมย์บัยัง้การเจรญิของเชือ้รา
สาเหตุโรคได ้การพ่นเชือ้จุลนิทรยีท์ัง้ 3 ชนิดพบว่ากระตุน้การท างานของเอนไซม ์PAL, POD และ PPO (ภาพผนวกที ่
3) ทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการตอบสนองของพชืต่อการเขา้ท าลายของเชือ้สาเหตุโรค โดยพบว่าเชือ้จุลนิทรยป์ฏปิกัษ์
กระตุ้นการสร้างเอนไซม์เหล่านัน้มากกว่าชุดควบคุม จากกลไกเหล่านี้แสดงให้เหน็ว่าจุลินทรยีป์ฏปิกัษ์ทัง้ 3 ชนิดมี
ศกัยภาพในการทีจ่ะน ามาใชป้ระโยชน์ในการลดการเกดิโรคใบจุดของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัได ้

ผลการทดลองในสภาพโรงเรอืนพบว่าเชือ้จุลนิทรยีท์ัง้ 3 ชนิด ลดการเกดิโรคใบจุดไดเ้มื่อเทยีบกบัชุดควบคุมที่
พ่นเชื้อสาเหตุโรค C. oryzae ที่ระยะเวลา 6 เดือนหลังพ่น โดยเฉพาะเชื้อ Trichoderma V76-12 มีประสิทธิภาพ
เทยีบเท่ากบัสารเคมโีพลคอลราช และเมื่อวเิคราะหก์ารเกดิโรคและดชันีความรุนแรงของโรคใบจุดในสภาพแปลงเป็น
ระยะเวลา 12 เดือนพบว่าเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคและดชันีความรุนแรงของโรคมแีนวโน้มเพิ่มขึน้ เมื่อเปรียบเทยีบ
ระหว่างการใช้จุลินทรีย์ปฏปิกัษ์และการใช้สารเคมโีพลคอลราชไม่แตกต่างกนั แสดงให้เหน็ว่าการใช้เชื้อจุลินทรยี์
ปฏิปกัษ์สามารถทดแทนการใช้สารเคมโีพลคอลราชได้ หรือเป็นอีกทางเลือกของเกษตรกรในการใช้กรรมวธิแีบบ
ผสมผสาน (integrated pest management, IPM) แต่เมื่อเปรยีบกบัสภาพพืน้ทีพ่บว่าการใชจุ้ลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ในพืน้ที่
สถานีวจิยัท่าเชยีด อ.แม่ขร ีจ.พทัลุงใหผ้ลไม่แตกต่างกนั ทัง้น้ีสภาพแวดลอ้ม และปจัจยัทางกายภาพ และการระบาด
ของโรคและแมลง อาจจะแตกต่างกนัในแต่ละพืน้ที ่ส่งผลใหก้ารใชจุ้ลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ในพืน้ทีส่ถานีวจิยัท่าเชยีดใหผ้ลที่
แปรปรวนตามทีแ่สดงในภาพที ่6 

เมื่อทดสอบการอยู่รอดของเชือ้จุลทิรยีป์ฏปิกัษ์บนใบปาลม์น ้ามนัดว้ยกรรมวธิ ีtissue transplanting พบว่าเชือ้ 
Trichoderma V76-12 สามารถอยู่รอดได้ถึง 30 วนั ทัง้นี้แหล่งที่มาของเชื้อ V76-12 นัน้แยกได้มาจากใบพืชและมี
คุณสมบตัเิป็นเอนโดไฟต ์(endophyte) ท าใหเ้ชือ้ V76-12 สามารถอยู่รอดและปรบัตวัอยู่ในใบปาลม์น ้ามนัไดด้กีว่าเชือ้



14 

 

ปฏิปกัษ์อื่น ๆ ที่ใช้ในการทดลอง แสดงให้เห็นจากเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปกัษ์ทัง้ 3 ชนิด Trichoderma V76-12 มี
ประสิทธิภาพดีที่สุดในการทดลองนี้  ทัง้ในห้องปฏิบัติการ ในสภาพโรงเรือน และในสภาพแปลงทดลอง เชื้อ 
Trichoderma V76-12 มศีกัยภาพเพยีงพอทีจ่ะน าไปพฒันาสตูรส าเรจ็เพื่อการคา้ในอนาคตได ้
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ภาคผนวก 1 
 

ตารางภาคผนวกที่ 1 คา่เฉลีย่ของการเกิดโรคและ disease severity index (%) ประเมินจากใบจดุของปาล์มน า้มนัที่
ระยะเวลา 12 เดือน ณ แปลงภาควิชาการจดัการศตัรูพืช คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลยังสงขลานครินทร์  

Treatment Average of disease score %DSI 
Control 2.10±1.40* 37.67±25.41b 
Chemical 1.42±0.92 23.33±16.78ab 
NR8-2 1.49±0.98 27.00±17.36ab 
TM2/1 1.48±0.80 26.83±13.63ab 
V76-12 1.16±0.69 20.50±10.20a 
*ค่าเฉลี่ยจาก 10 ซ า้ ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยตวัอกัษรเหมือนกนัในแต่ละแถว ไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติ ที่ระดบัความ
เช่ือมัน่ P < 0.05 ด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT), % coefficient of variation (CV) = 5.33% 

 
ตารางภาคผนวกที่ 2 คา่เฉลีย่ของการเกิดโรคและ disease severity index (%) ประเมินจากใบจดุของปาล์มน า้มนัที่
ระยะเวลา 12 เดือน ณ สถานีวิจยัคลองหอยโขง่ อ.คลองหอยโขง่ จ.สงขลา 

Treatment Average of disease score %DSI 
Control 3.51±0.91* 78.67±7.69d 
Chemical 2.54±0.77 53.00±8.68ab 
NR8-2 2.78±0.76 61.33±7.92c 
TM2/1 2.60±0.78 57.83±12.13bc 
V76-12 2.19±0.62 46.00±7.34a 
*ค่าเฉลี่ยจาก 10 ซ า้ ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยตวัอกัษรเหมือนกนัในแต่ละแถว ไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติ ที่ระดบัความ
เช่ือมัน่ P < 0.05 ด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT), % coefficient of variation (CV) = 1.68%  

 
ตารางภาคผนวกที่ 3 คา่เฉลีย่ของการเกิดโรคและ disease severity index (%) ประเมินจากใบจดุของปาล์มน า้มนัที่
ระยะเวลา 12 เดือน ณ สถานีวิจยัทา่เชียด จ.พทัลงุ 

Treatment Average of disease score %DSI 
Control 2.02±0.53a 40.33±9.94a* 
Chemical 1.86±0.74a 36.67±14.30a 
NR8-2 2.45±0.70a 45.17±14.43a 
TM2/1 2.03±0.61a 43.50±13.35a 
V76-12 2.13±0.59a 41.33±11.48a 
*ค่าเฉลี่ยจาก 10 ซ า้ ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยตวัอกัษรเหมือนกนัในแต่ละแถว ไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติ ที่ระดบัความ
เช่ือมัน่ P < 0.05 ด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT), % coefficient of variation (CV) = 3.15% 
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ภาคผนวก 2 
 
การทดสอบการสรา้งสารระเหยต่อตา้นเชือ้ราของเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ ์

ทดสอบการสร้างสารระเหยต่อต้านเชื้อรา (volatile antifungal bioassay) โดยกรรมวิธีของ Dennis และ 
Webster (1971) ท าการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปกัษ์ NR8-2, TM2/1, V76-12 และเชื้อราสาเหตุโรค C. oryzae บน
อาหาร PDA ประมาณ 5 วนัและตดัชิน้วุน้ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 5 มลิลเิมตร วางตรงกลางอาหาร PDA หลงัจากนัน้
เอาฝาจานเลี้ยงเชื้อออกประกบก้บจานเลี้ยงเชื้อที่มีชิ้นวุ้นของเชื้อ C. oryzae พนัด้วย parafilm ส่วนในชุดควบคุม
ประกบจานเลีย้งเชือ้ทีม่ชีิน้วุ้นของเชื้อ C. royzae กบัจานทีม่แีค่อาหาร PDA บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้งจนเชือ้ C. oryzae ใน
ชุดควบคุมเจริญเต็มจานเลี้ยงเชื้อ วดัขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเชื้อ C. oryzae ท าชุดการทดลองละ 3 ซ ้า และ
ค านวณเปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยัง้โดยใชส้ตูร 

Percent inhibition of fungal diameter (%) = [(Dc–Dt)/Dc × 100] 
โดยที ่Dc คอืเสน้ผ่านศูนยก์ลางของเชือ้ C. oryzae ในชุดทดลองและ Dt คอืเสน้ผ่านศูนยก์ลางของเชือ้ C. oryzae ใน
ชุดทดสอบ (Prapagdee et al., 2008) 

จากการเลี้ยงเชื้อราสาเหตุโรค C. oryzae ร่วมกับเชื้อจุลินทรีย์ทัง้ 3 ชนิดโดยกรรมวิธี volatile antifungal 
bioassay เพื่อทดสอบการสร้างสารระเหยต้านเชือ้ราของเชือ้ทัง้ 3 ชนิด ผลการทดลองพบว่าเชือ้ V76-12 ยบัยัง้การ
เจรญิของเชือ้ C. oryzae ไดถ้งึ 68 เปอรเ์ซน็ต ์เชือ้ TM2/1 และ NR8-2 ยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ C. oryzae ได ้45 และ 
10 เปอรเ์ซน็ต ์ตามล าดบั (ภาพผนวกที ่1) แสดงว่าเชือ้ Trichoderma ทัง้ 2 ชนิดสามารถสรา้งสารระเหยต่อตา้นเชือ้รา
ออกมาเพื่อยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ C. oryzae ทีเ่ลีย้งบนอาหาร PDA ได ้สว่นเชือ้ Streptomyces ไม่สามารถสรา้งสาร
ระเหยต่อตา้นเชือ้รา ท าใหเ้ป็นเซน็ตก์ารยบัยัง้มคี่าต ่ากว่าเชือ้ Trichoderma อย่างมนียัส าคญั 

 

 
ภาพผนวกท่ี 1 เปอรเ์ซน็ตย์บัยัง้เชือ้ Curvularia oryzae โดยสารระเหยตา้นเชือ้ราทีเ่ชือ้แต่ละชนิดผลติ 

 

เอกสารอ้างอิง 
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ภาคผนวก 3 
 
การสรา้งเอนไซมย์บัยัง้เชือ้ C. oryzae ของเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ 

ท าการเลี้ยงเชื้อ Streptomyces NR8-2 ในอาหารเหลว GYMB ผสม 1% colloidal chitin ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 7 วนั สว่นเชือ้ Trichoderma TM2/1 และ V76-12 เลีย้งบนอาหรแขง็ (solid state) ผสม 1% colloidal chitin ตาม
กรรมวิธีของ Thongkeawyuan และ Chairin (2016) ผสม potassium phosphate buffer (KPB) pH 7.0 ปริมาตร 5 
มลิลลิติร ลงในอาหารแต่ละชนิดทีเ่ลีย้งเชือ้จุลนิทรยี ์เขย่าและป ัน่เหวีย่งที ่10,000 รอบต่อนาท ีหลงัจากนัน้กรองดว้ย
กระดาษกรองขนาดรพูรุน 0.45 ไมโครเมตรใหป้ลอดเชือ้ ทดสอบประสทิธภิาพของเอนไซมท์ีส่กดัไดด้ว้ยกรรมวธิ ีagar 
diffusion ตามกรรมวธิขีอง Chairin และ Petcharat (2017) ท าการเทอาหาร PDA และเจาะชิน้วุน้ใหเ้ป็นช่องขนาด 5 
มลิลเิมตร 3 ช่องต่อ 1 จานเลีย้งเชือ้ ช่องที ่1 หยอดน ้ากลัน่น่ึงฆา่เชือ้ ช่องที ่2 หยอด KPB และช่องที ่3 หยอดเอนไซม์
สกดัหยาบ และวางชิน้วุน้ทีม่เีชือ้ C. oryzae ตรงกลางระหว่างช่องทัง้ 3 ท าการทดลองชุดละ 3 ซ ้า บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้ง
เป็นเวลา 3 วนั วดัรศัมขีองเชือ้ C. oryzae และค านวณเปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยัง้โดยใชส้ตูร 

Percent inhibition = [(C–T)/C × 100] 
โดยที่ C คือรัศมีของเชื้อ C. oryzae จากศูนย์กลางถึงช่องชุดควบคุม (KPB) และ T รัศมีของเชื้อ C. oryzae จาก
ศนูยก์ลางถงึช่องสารสกดัหยาบเอนไซม ์(Chairin and Petcharat, 2017) 

จากการทดสอบสารสกดัหยาบของเอนไซมจ์ากเชือ้ทัง้ 3 ชนิดดว้ยกรรมวธิ ีagar diffusion พบว่าสารสกดัหยาบ
ของเอนไซมท์ัง้ 3 ชนิดยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ C. oryzae ได ้(ภาพผนวกที ่2a) โดยมเีปอรเ์ซน็ต์การยบัยัง้การเจรญิ
ของเชือ้ C. oryzae คอื 40.57, 26.10 และ 21.67 เปอรเ์ซน็ตส์ าหรบัเชือ้ V76-12, NR8-2 และ TM2/1 ตามล าดบั (ภาพ
ผนวกที ่2b) แสดงใหเ้หน็ว่าเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ทัง้ 3 ชนิดสรา้งเอนไซมย์บัยัง้การเจรญิของเชือ้สาเหตุโรคใบจุดของ
ปาลม์น ้ามนัได ้ 
 
เอกสารอ้างอิง 
Chairin, T., Petcharat, V. 2017. Induction of defense responses in longkong fruit (Aglaia dookkoo Griff.) 

against fruit rot fungi by Metarhizium guizhouense. Boil. Control 111, 40–44. 
Thongkeawyuan, A., Chairin, T., 2016. Selection of carbon and nitrogen sources for protease production by 

Metarhizium anisopliae PSUM02 under solid state cultivation. Khon Kaen Agri. J. 44(Suppl. 1), 924–
929. 
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ภาพผนวกท่ี 2 ผลของสารสกดัหยาบเอนไซมต่์อการเจรญิของเสน้ใยสาเหตุโรคใบจุดของต้นกล้าปาล์มน ้ามนั C. 
oryzae (a) โดยที่ช่อง b หยอดบัฟเฟอร์ c หยอดน ้ ากลัน่นึ่งฆ่าเชื้อและ e หยอดสารสกัดหยาบเอนไซม์และ 
เปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ C. oryzae (b) 
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ภาคผนวก 4 
 
การกระตุน้เอนไซมใ์นพชืปาลม์น ้ามนัโดยเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ ์

ท าการพ่นสปอรแ์ขวนลอยของเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ลงบนใบของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัและเกบ็ใบปาลม์น ้ามนัมา
สกัดเอนไซม์โดยบดตัวอย่างใบปาล์มน ้ามันน ้าหนัก 10 กรัมกับ extraction buffer (Tris-HCl) pH 8.5 ส าหรับสกัด
เอนไซม ์phenylalanine ammonia-lyase (PAL) สว่นบฟัเฟอรท์ีใ่ชส้กดัเอนไซม ์peroxidase คอื potassium phosphate 
buffer (KPB) pH 6.0 และ pH 7.5 ส าหรบัสกดัเอนไซม์ polyphenyl oxidase (PPO) หลงัจากนัน้ป ัน่เหวี่ยงที่ 10,000 
รอบต่อนาท ีที ่4C 50 นาท ีเลอืกสว่นใสมาวดักจิกรรมของเอนไซมแ์ต่ละชนิด 

วดักจิกรรมของเอนไซม ์PAL โดยปรบัจากกรรมวธิขีอง Hodgins (1971) และกรรมวธิขีอง Havir และ Hanson 
(1970) โดยบ่ม 2.0 มลิลลิติร L-phenylalanine ส าหรบัสารตัง้ตน้ 0.9 มลิลลิติร น ้ากลัน่ วดัค่าดูดกลนืแสงที ่270 นาโน
เมตรหลงัจากผสม0.1 มลิลลิติรเอนไซมส์กดัหยาบลงไป 5 นาท ีและค านวณกจิกรรมของเอนไซม ์A 270 U mL-1  

กจิกรรมของเอนไซมว์ดัโดยกรรมวธิขีอง Vetter และคณะ (1958) โดยผสม 2 มลิลลิติร 0.1 โมลาร ์KPB pH 6.0 
กบั 0.1 O-phenylenediamine (OPDA), 0.2 มลิลลิติร เอนไซมส์กดัหยาบ และ 0.1 มลิลลิติรน ้ากลัน่ วดัค่าดดูกลนืแสง
ที ่430 นาโนเมตร หลงัจากเตมิ 0.1 มลิลลิตร 0.3% H2O2 และค านวณกจิกรรมของเอนไซม ์A 430 U mL-1 

วดักจิกรรมของเอนไซม ์PPO ตามกรรมวธิขีอง Luh และ Phithakpol (1972) โดยบ่ม 2.0 มลิลลิตร 0.1 KPB, 
0.1 มลิลลิติร 0.3 โมลาร์ Catechol, 0.2 มลิลลิตร เอนไซม์สกดัหยาบ และ 0.2 มลิลลิตร น ้ากลัน่ วดัค่าดูดกลนืแสงที ่
420 นาโนเมตร ค านวณกจิกรรมของเอนไซม ์A 420 U mL-1 

เพื่อทดสอบการกระตุ้นระบบป้องกนัตวัเองของพืน้ (defense response) โดยเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ ท าการพ่น
เชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ทัง้สามชนิดลงบนใบปาลม์น ้ามนัและเกบ็ตวัอย่างใบมาวเิคราะหก์จิกรรมของเอนไซม ์PAL,PPO 
และ POD 0, 2, 4 และ 6 วนั ผลการทดลองพบว่าการพ่นจุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์ทัง้ 3 ชนิดมกีจิกรรมของเอนไซมท์ัง้ 3 ชนิด
สงูกว่าชุดควบคุมทีพ่่นแค่น ้ากลัน่น่ึงฆา่เชือ้เพยีงอย่างเดยีว (ภาพผนวกที ่3) โดยกจิกรรมของเอนไซม ์PAL นัน้ต ่ากว่า
เอนไซม ์PPO และ POD กจิกรรมของเอนไซม ์POD นัน้สงูกว่าเอนไซมอ์กี 2 ชนิด ระดบัของกจิกรรมเอนไซมท์ัง้สาม
ชนิดนัน้ต่างกนัในแต่ละวนัของการเกบ็ตวัอย่างมาวเิคราะห์ แต่กจิกรรมของเอนไซมท์ัง้ 3 ชนิดในตวัอย่างที่พ่นดว้ย
จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์นัน้กย็งัสงูกว่าตวัอย่างทีพ่่นดว้ยน ้ากลัน่เพยีงอย่างเดยีว 
 
เอกสารอ้างอิง 
Havir, E.A., Hanson, K.R., 1970. L-phenylalanine ammonia lyase (potato tubers), in:  Colowick, S.P., Kaplan, 

N.O. (Eds.), Methods in Enzymology, Vol. VXIIA. Academic Press, New York, pp. 575–581. 
Hodgins, D.S., 1971. Yeast phenylalanine ammonia-lyase purification, properties, and the identification of 

catalytically essential dehydroalanine. J. Biol. Chem. 246, 2977–2985. 
Luh, B.S., Phithakpol, B., 1972. Characteristics of polyphenol-oxidase related to browning in cling peaches. J. 

Food Sci. 37, 264–268. 
Vetter, J.L., Steinberg, M.P., Nelson, A.I., 1958. Quantitative determination of peroxidase in sweet corn. J. 

Agr. Food Chem. 6, 39–41. 
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ภาพผนวกท่ี 3 กิจกรรมของเอนไซม์ PAL (a), POD (b) และ PPO (c) บนใบปาล์มน ้ ามันที่พ่นด้วยจุลินทรีย์
ปฏปิกัษ์ทัง้ 3 ชนิด NR8-2, TM2/1 และ V76-12 ทีร่ะยะเวลา 0, 2, 4 และ 6 วนัหลงัพ่น 
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ตารางแผนงาน (Grantt chart) 
วตัถุประสงค ์ แผนกจิกรรม แผนกจิกรรมรอง ช่วงระยะ

ด าเนินการ 
กจิกรรมทีท่ าจรงิ 

1. เพื่อเพิม่ปรมิาณ
เชือ้จุลนิทรยี์
ปฏปิกัษ ์

1.1 เพิม่ปรมิาณเชือ้สาเหตุ
โรคและเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ ์

1.1.1 ทดสอบ
ยนืยนัการเป็น
ปฏปิกัษ์ของ
เชือ้จุลนิทรยีใ์น
หอ้งปฏบิตักิาร 
1.1.2. ทดสอบ
ยนืยนัการเป็น
ปฏปิกัษ์ของ
เชือ้จุลนิทรยี์
โรงเรอืนทดลอง 

กนัยายน 2559 - 
ตุลาคม 2559 

เป็นไปตามแผน 
 
 
 
 
เป็นไปตามแผน 
 

2. เพื่อทดสอบการ
เป็นปฏปิกัษ์ของ
เชือ้จุลนิทรยีต่์อ
โรคใบจุดของตน้
กลา้ปาลม์น ้ามนัใน
สภาพโรงเรอืน 

2.1 ก าหนดขอบเขตพืน้ที่
ทดสอบวางตน้กลา้ปาลม์
น ้ามนั 3 พืน้ทีค่อื โรงเรอืน
อนุบาลตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั
ในภาควชิาการจดัการ
ศตัรพูชื คณะ
ทรพัยากรธรรมชาต ิ
มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร์
โรงเรอืนอนุบาลตน้กลา้
ปาลม์น ้ามนั สถานีวจิยัคลอง
หอยโขง่และโรงเรอืนอนุบาล
ตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัสถานี
วจิยัท่าเชยีด 

2.1.1 ฉีดพ่นสปอร์
แขวนลอยของ
เชือ้จุลนิทรยี์
ปฏปิกัษ์
เปรยีบเทยีบกบั
สารเคมกี าจดัเชือ้
รา ทุก ๆ เดอืน (1 
ปี 12 ครัง้) 
2.1.2 วเิคราะห์
ดชันีการเกดิโรค 

กนัยายน 2559 - 
กุมภาพนัธ ์2560 
 

เป็นไปตามแผน 
 
 
 
 
 
 
พบการเขา้
ท าลายของแมลง
กดักนิใบ แกไ้ข
โดยใชก้บัดกั
แมลง 

3. เพื่อทดสอบการ
เป็นปฏปิกัษ์ของ
เชือ้จุลนิทรยีต่์อ
โรคใบจุดของตน้
กลา้ปาลม์น ้ามนัใน
แปลงเพาะตน้กลา้ 

3.1 ฉีดพ่นสปอรแ์ขวนลอย
ของเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์
เปรยีบเทยีบกบัสารเคมี
ก าจดัเชือ้รา ทุก ๆ เดอืน 
(ต่อ) 
 

3.1.1 วเิคราะห์
ดชันีการเกดิโรค 
3.1.2 วคิราะหด์ชันี
ความรุนแรงของ
โรค (disease 
severity index) 

มนีาคม 2560 - 
สงิหาคม2560 

เป็นไปตามแผน 
 
เป็นไปตามแผน 
 

4. เพื่อวเิคราะห์
ความสามารถของ
จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์
ต่อการเกดิโรคใบ
จุดของตน้กลา้
ปาลม์น ้ามนั 

4.1 ฉีดพ่นสปอรแ์ขวนลอย
ของเชือ้จุลนิทรยีป์ฏปิกัษ์
เปรยีบเทยีบกบัสารเคมี
ก าจดัเชือ้รา ทุก ๆ เดอืน 
(ต่อ) 
 

4.1.1 วเิคราะห์
ดชันีการเกดิโรค 
4.1.2 วเิคราะห์
ขอ้มลูทางสถติ ิ

กนัยายน 2560 - 
กุมภาพนัธ ์2561 

เป็นไปตามแผน 
 
เป็นไปตามแผน 
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ตาราง out put 

Outputs สาเหต ุ
กิจกรรมในข้อสเนอโครงการ/ผลส าเร็จ (100%) 

1. ได้ข้อมลูประสทิธิภาพของจลุนิทรีย์ปฏิปักษ์ที่สามารถ
ควบคมุการเกิดโรคใบจดุต้นกล้าปาล์มน า้มนัในสภาพ
โรงเรือน 

100%  

2. ได้ข้อมลูประสทิธิภาพของจลุนิทรีย์ปฏิปักษ์ที่สามารถ
ควบคมุการเกิดโรคใบจดุต้นกล้าปาล์มน า้มนัในสภาพ
แปลง 

100%  

3. ร่างรายงานฉบบัสมบรูณ์ 100%  
4. รายงานฉบบัสมบรูณ์ - ร่างรายงานฉบบัสมบรูณ์ 
5. เขียนงานวจิยัเพื่อตีพิมพ์ 100%  

 
 


