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บทคัดยอ

นําใบสตรอเบอรี่ที่มีอาการของใบจุดตานกและอาการใบไหม  จากแปลงปลูกของเกษตรกร
ในอําเภอสะเมิง และอําเภอจอมทอง จังหวัดเชียงใหม มาศึกษาพบวาโรคใบจุดตานก เกิดจากเช้ือรา 
Ramularia tulasnei  และโรคใบไหมโฟมอพซิสเกิดจากเชื้อรา Phomopsis obscurans การศึกษาการ
เจริญเติบโตและการสรางสปอรของราท้ัง 2 ชนิด พบวา R. tulasnei มีการเจริญชามากและไมสราง 
สปอรบนอาหาร PDA ที่เลี้ยงโดยวิธ ี  Culture Disc  แตถาใชวิธ ี Spread Plate ที่อุณภูม ิ18 0 C ใน
สภาพมืด พบวาเช้ือรามีการสรางสปอรจํานวนมากในเวลา 7 วัน สวนเช้ือรา P. obscurans  เจริญได
ดีบนอาหาร PDA  และสรางโครงสราง pycnidia จํานวนมากบน PDA เมื่ออาย ุ21 วัน

ทําการแยกราปฏิปกษจากดินและจุลินทรียปฏิปกษจากผิวใบสตรอเบอรี่ โดยวิธ ี  Dilution
Plate    ไดราปฏิปกษจากดิน 38 ไอโซเลท และไดแบคทีเรียจากผิวใบสตรอเบอรี่จํานวน 18 ไอโซเล
ท นํามาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 8 ชนิด บนอาหาร
PDA และ NAในสภาพหองปฏิบัติการ โดยใช  Dual  Culture  Technique  พบจุลินทรียปฏิปกษที่มี
แนวโนมในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชไดดีจํานวน  5  ไอโซเลท  เปนรา Trichoderma
3 ไอโซเลท คือ CMU 2000-9  CMU 2000-14 และ CMU 2000-16 ซึ่งไดศึกษาและจัดจําแนกชนิด
ของราปฏิปกษพบวาเปนรา Trichoderma  viride   T. harzianum   และ  T. hamatum ตามลําดับ สวน
อีก 2 ไอโซเลท   เปนแบคทีเรีย คือ CMUb 2000-1 และ CMUb 2000-6  และเมื่อนําจุลินทรียปฏิปกษ
มาทดสอบ  ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา  R. tulasnei   และเชื้อรา  P. obscurans
ผลปรากฏวา     T. viride  ยับยั้งการเจริญของ  R. tulasnei  ได  39.15%  และ  P. obscurans ได
54.84% สูงกวา Trichoderma ชนิดอ่ืนๆ  การศึกษาการเปนปรสิตของราปฏิปกษกับเชื้อราสาเหตุ
พบวา T. viride  ทําลายเสนใยของเชื้อราสาเหตุทั้งสองชนิดดวยการแทงทะลุเขาไปเจริญอยูภายใน
เสนใย ทําใหเสนใยของราสาเหตุแฟบลงในเวลาตอมา
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Abstract

Strawberry leaves with the symptoms of bird-eye spot and blight from the farmer’s fields 
in Samoeng and Chomtong districts, Chiang Mai were brought to study. It was found that the 
bird-eye leaf spot is caused by Ramularia  tulasnei  and the leaf blight is caused by Phomopsis 
obscurans. Studying growth and sporulation of the two pathogens showed that R. tulasnei  grew 
very slowly    and did not produce spore when Culture Disc Technique was used ; Spread Plate 
Technique at 18 oC under dark condition could make the fungus grew quickly and produce plenty 
of spore in   7 days.    P. obscurans grew well and produced spores abundantly on PDA, 21 days 
after inoculation.

Isolation of antagonistic fungi from cultivating soil and antagonistic microorganisms
from strawberry leaves were made by using Dilution Plate Technique. Thirty eight fungal isolates
were obtained from the soil and 18 bacterial isolates from the leaves. All isolates were tested on
their efficacy to inhibit growth of 8 plant pathogenic fungi on PDA and NA under the laboratory
conditions, by using Dual Culture Technique. Five isolates of all showed tendency to be
antagonist, ability to inhibit growth of the fungal pathogen. Three of which are Trichoderma of
the isolates CMU 2000-9, CMU 2000-14 and  CMU 2000-16. Identification of the three isolates
revealed that they are Trichoderma viride,   T. harzianum  and T. hamatum  respectively. The rest
two isolates are bacteria, isolates CMUb 2000-1 and CMUb 2000-6. The selected antagonistic
microorganisms were then tested on their efficacy to inhibit growth of R. tulasnei and P.
obscurans. It was shown that T. viride inhibited growth of the former at 39.15% and the later at
54.84%, higher percentages than other isolates. Parasitism of T. viride on both fungal pathogens
showed that mycelium of the antagonist penetrated and invaded into the pathogen hyphae and
then made the hyphae collapse.
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บทนํา

สตรอเบอร่ี (Fragaria  fragariae)  เปนไมผลเมืองหนาวท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจของ
ภาคเหนือ  ปลูกมากที่จังหวัดเชียงใหม และเชียงราย  เนื่องจากใหผลตอบแทนสูงในระยะเวลาอัน
สั้น โดยในพื้นที ่1 ไร สามารถปลูกสตรอเบอรี่ไดผลผลิตประมาณ 2,500 – 3,000 กิโลกรัม   ราคาท่ี
เกษตรกรขายเพื่อบริโภคสดในปจจุบันประมาณกิโลกรัมละ 40 – 50 บาท นอกจากน้ี ผลสตรอเบอรี่
ยังสามารถแปรรูปเปนอุตสาหกรรมในครัวเรือนไวจําหนายไดอีกดวย เชน ทําแยม ไวน สตรอเบอร่ี
แหง เปนตน (กรมสงเสริมการเกษตร, 2541) แตสตรอเบอรี่เปนพืชที่มีโรคและแมลงทําลายอยูหลาย
ชนิด เชน โรคทางใบของสตรอเบอร่ี ไดแก  โรคใบจุดตานก เกิดจากเช้ือรา Ramularia tulasnei 
Sacc. โรคใบไหมโฟมอพซิส  เกิดจากเช้ือรา Phomopsis  obscurans  (Ellis & Everh) นับวามีผล
กระทบตอการเจริญเติบโตและผลผลิต สวนการปองกันโรคมักนิยมใชสารเคมี เพราะเปนวิธีที่
สะดวก และเห็นผลรวดเร็ว แตการใชสารเคมีในการควบคุมโรคพืชอยางตอเนื่อง   ไดสรางปญหา
ตาง ๆ และกอใหเกิดผลกระทบตอเกษตรกรเอง  ปญหาที่เกิดขึ้นจากการใชสารเคม ี ไดแก ปญหา
ทางเศรษฐกิจ  ทําใหตนทนุการผลิตสงู โรคและแมลงศัตรูพืชตานทานตอสารเคม ี ปญหาสุขภาพ
อนามัยของเกษตรกรผูใช  รวมถึงปญหาสารพิษตกคาง ที่ปนเปอนไปกับผลผลิต   ทางการเกษตร  ที่
มีผลกระทบตอผูบริโภค และปญหาสารพิษตกคางในสภาพแวดลอม

การแกไขหรือลดปญหาตางๆ จากการใชสารเคมีกําจัดศัตรูพืชวิธีหนึ่งที่สามารถกระทํา
ได คือ การใชจุลินทรียปฏปิกษ (antagonistic  microorganisms) ในการควบคุมโรคพืชทางชีวภาพ
(biological  control)  เชน การใชเช้ือรา แบคทีเรียและแอคติโนมัยซีสบางชนิด  ท่ีไมเปนอันตรายตอ
พืช  แตสามารถยับยั้งการทําลายของเชื้อโรคได  การใชจุลินทรียตาง ๆ เหลานี้สามารถควบคุมโรค
พืชไดอยางมีประสิทธิภาพ และเปนไปอยางตอเนื่องในระยะยาว  นอกจากนี้ยังชวยลดปญหาสาร
พิษตกคางที่ปนเปอนไปกับผลผลิตทางการเกษตร และสภาพแวดลอมอีกดวย

การศึกษาคร้ังน้ีมีจุดมุงหมายเพื่อที่จะหาจุลินทรียปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพ  ซึ่งมีอยู    
ในธรรมชาติและนํามาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุในหอง    
ปฏิบัติการและนําเอาชนิดที่ทดสอบไดผลดีมาใชในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคใบจุดและโรคใบ
ไหมของสตรอเบอร่ี โดยหวังวาจะสามารถนําจุลินทรียปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพน้ีไปเผยแพรให
เกษตรกรผูปลูกสตรอเบอรี่เพื่อใชทดแทนการใชสารเคมีตอไป
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การตรวจเอกสาร

สตรอเบอร่ี เปนพืชที่อยูใน  Order  Rosales Family  Rosaceae มีชื่อวิทยาศาสตรวา
Fragaria  fragariae (ชูพงษ, 2530) ในปจจุบันจัดเปนพืชเศรษฐกิจพืชหนึ่งที่ทํารายไดคอนขางดี  
โดยมีพื้นที่การผลิตสวนใหญอยูในทองที่จังหวัดเชียงใหมและเชียงราย เพราะมีสภาพภูมิอากาศที่
เหมาะสม  ที่สตรอเบอรี่สามารถใหผลผลิตไดระหวางเดือนธันวาคมถึงมีนาคม  รวมพื้นที่การผลิต
ทั้งประเทศประมาณ 2,600 – 3,000 ไรตอป (กรมสงเสริมการเกษตร, 2541)

สตรอเบอร่ี  เปนพืชหนึ่งที่มีศัตรูพืชรบกวนมาก  นับต้ังแตระยะกลาไปจนถึงระยะเก็บ
เกี่ยว  โรคที่เกิดจากเชื้อราเปนโรคที่พบอยางกวางขวาง และสามารถเขาทําลายไดในทุกสวนของ   
ลําตน คือ ใบ ดอก  ผล และราก ไดแก โรครากเนาและโคนเนา  สาเหตุเกิดจากเชื้อรา Phytophthora  
fragariae,  Fusarium sp และ Rhizoctonia spp. โรคแอนแทรคโนสของไหล  สาเหตุเกิดจากเช้ือรา
Colletotrichum spp. โรคใบจุดตานก สาเหตุเกิดจากเชื้อรา Ramularia  tulasnei โรคใบไหม  สาเหตุ
เกิดจากเชื้อรา Phomopsis obscurans  โรคขอบใบไหม  สาเหตุเกิดจากเชื้อเรา Diplocarpon  
earlianum โรคราสีเทา  สาเหตุเกิดจากเชื้อรา Botrytis  cinerea  โรคผลเนา  สาเหตุเกิดจากเชื้อรา  
Rhizopus sp. และเชื้อรา Colletotrichum  spp. (ชูพงษ, 2530) โรคทางใบที่สําคัญของสตรอเบอรี่      
ที่พบวามีการแพรระบาดเปนประจําในพื้นที่การปลูกสตรอเบอรี่ ไดแก โรคใบจุดตานก และโรคใบ
ไหมโฟมอพซีส (Maas,1998)

โรคใบจดุตานก (Bird’s eye leaf spot) สาเหตุเกิดจากเชื้อรา Ramularia  tulasnei Sacc 
(telemorph : Mycosphaerella  fragariae (Tul.) Lindaee มีรายงานการพบโรคนี้ทั่วโลก  ทั้งใน      
สตรอเบอรี่พันธุปลูก  และสตรอเบอรี่พันธุปา เปนโรคที่มีความสําคัญมากที่สุด (Maas, 1998)

ลักษณะอาการของโรคใบจุดตานก อาการที่เกิดบนใบในระยะแรกจะมีลักษณะเปนจุด
กลมขนาดเล็ก สีมวง ตอมาแผลขยายใหญขึ้น  บริเวณกลางแผลมีสีน้ําตาล ตอมาจะเปลี่ยนเปนสีเทา
ขอบแผลมีสีมวงแดง หรือสีนํ้าตาลเขมชัดเจน ขนาดเสนผาศูนยกลางของแผล 3-6 มิลลิเมตร  กรณีที่
เกิดจุดจํานวนมากแผลอาจจะรวมกัน ทําใหเกิดอาการใบไหม  และแหงตายในที่สุด (Maas, 1998)  
นอกจากโรคนี้จะทําใหเกิดอาการบนใบแลว ยังทําใหเกิดอาการบนผล กลีบเลี้ยง กานใบ และไหล
ดวย

ลักษณะเชื้อราสาเหตุ  Ramularia  tulasnei Sacc. ราชนิดนี้สรางสปอรขยายพันธุ 
(asexual spore) ชื่อวา conidium (พหูพจน conidia) รูปไข (elliptic) หรือรูปทรงกระบอก (cylindric)



6

ไมมีส ี (hyaline) อาจไมมีผนังกั้น (septum) หรือมีผนังกั้น 1-4 อัน conidia มีขนาด 20 - 40 x 3 - 5
ไมครอน conidia เจริญอยูบนกานที่เรียกวา conidiophore ซึ่งไมแตกกิ่งกาน  ขนาดสั้นไมมีส ี 
ลักษณะโคงงอและมีรอยที่เกิดจากการหลุดรวงของสปอร (scar) ชัดเจน  โดยทั่วไปมักพบเชื้อราใน
ระยะที่ไมผสมพันธุ (imperfect stage) มากกวาระยะที่มีการผสมพันธุ (perfect stage)  โดยในชวงฤดู
ใบไมรวง จะพบเช้ือราระยะ telemorph มีช่ือวา Mycosphaerella  fragariae  ซึ่งมีโครงสรางสืบพันธุ
มีช่ือวา ascocarp แบบ perithecium ซึ่งมีรูปรางคลายคณโฑ ลักษณะกลมสีดํา มีขนาดเสนผาศูนย
กลางโดยเฉลี่ย 100 – 150 ไมครอน มีชองเปด (ostiole) เล็กมาก ภายใน perithecium  มีการสราง
ascus (ถุงใสสปอรผสมพันธุ)  ลักษณะคลายกระบอง (clavate) หรือรูปทรงกระบอก ขนาดประมาณ 
30 – 40 x  10 – 15  ไมครอน ภายในแตละ ascus จะมีจํานวน ascospore (สปอรผสมพันธุ หรือ 
sexual spore) 8 อัน  ขนาดประมาณ 12 - 15 x 3 – 4 ไมครอน  ascospore ใสไมมีส ีมี 2 เซลล (Maas, 
1998)

โรคใบไหมโฟมอพซีส (Phomopsis Leaf  Bilght) โรคนี้เกิดจากเชื้อรา  Phomopsis  
obscurans (Eills & Everh) (Maas, 1998) มีรายงานการระบาดท่ัวไปในแปลงปลกูสตรอเบอร่ี       
ทั่วโลกในบางพื้นที่โรคนี้จัดวาเปนโรคที่มีความสําคัญมาก เนื่องจากมีการระบาดรุนแรง ทําใหเกิด
ความสูญเสียผลผลิตสูง เชื้อนี้สามารถมีชีวิตอยูขามฤดูปลูก โดยจะทําลายใบแกในฤดูรอนทําใหพืช
ออนแอ  ซึ่งทําใหผลผลิตลดลงในปตอมา

ลักษณะอาการของโรคใบไหมโฟมอพซิส อาการโดยทั่วไป เริ่มจากลักษณะแผลเปนจุด
กลม สีแดงจนถึงสีมวง 1-5 จุดบนใบยอย  หลังจากนั้นแผลจะพัฒนาขยายใหญขึ้น  มีขอบแผลสีมวง 
แดง หรือสีเหลือง บริเวณกลางแผลมีสีน้ําตาล และพบโครงสรางของเช้ือราช่ือ pycnidium (พหูพจน 
pycnidia)  เปนจุดกลมสีดําเปนจํานวนมากบริเวณกลางแผล  เมื่อแผลมีอายุมากขึ้น จะเขาทําลายเสน
กลางใบ  และพัฒนาใหญขึ้นกลายเปนแผลรูปตัววี (V–shaped) เชื้อราสาเหตุสามารถเขาทําลายไหล  
กานใบ  กลีบเลี้ยง และผลได

ลักษณะเชื้อราสาเหต ุ Phomopsis obscurans เชื้อรานี้จะสราง conidia จํานวนมากอยูใน 
pycnidia โดยฝงอยูในเนื้อเยื่อบริเวณผิวใบพืช รูปรางกลม สีดําขนาดเสนผาศูนยกลาง 140-210 
ไมครอน มีชองเปด (ostiole) สั้น ๆ โผลพนผิวพืชออกมา  conidiophore ใส มีความยาวไดถึง  85 
ไมครอน conidia เซลลเดียวลักษณะบางใส  รูปรางทรงกระบอกสั้นหัวทายมน  ขนาด 5.5 – 7.5 x
1.5 – 2 ไมครอน  ภายใตสภาพความชื้นที่เหมาะสม conidia จํานวนมากจะถูกปลดปลอยออกมาจาก
pycnidia เปนสายคลาย ๆ วุนใส หรือเปนกลุมของ conidia จํานวนมาก (mass of  conidia) เปนกอน
กลม ๆ สวนลักษณะโคโลนีของเช้ือบนอาหาร  PDA  จะเปนเสนใยสีขาว บาง แผขยายไปบนผิว
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หนาอาหาร มี pycnidia กระจายอยูบนโคโลน ี โดยจะพบมากที่สุดบริเวณใกล ๆ กับจุดที่ปลูกเชื้อลง
ไป pycnidium มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 300 ไมครอน ซึ่งมีขนาดใหญกวา pycnidium ที่เกิดขึ้นบน
แผลตามธรรมชาติ (Maas, 1998)

การปองกันกําจัด
การปองกันกําจัดโรคใบจุดที่เกิดจากเชื้อรา  Ramularia  tulasnei  และโรคใบไหมของ

สตรอเบอรี่ที่เกิดจากเชื้อรา  Phomopsis  obscurans ทําไดหลายวิธีไดแก  การใชพันธุที่ปลอดโรค
และตานทานโรค  ใชตนไหลที่แข็งแรงจากตนแมพันธุที่ปลอดโรคและตานทานโรค  การทําลาย
เศษซากพืชทันทีหลังเก็บเกี่ยว และการใชสารเคม ี วรรณวิภา (2532) ไดศึกษาประสิทธิภาพของสาร
เคมีในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Ramularia  tulasnei  บนอาหาร  SLDA (Strawberry Leaf 
Dextrose Agar)  โดยใชสารเคมีประเภทดูดซึมผสมกับสารเคมีประเภทสัมผัส สัดสวน 1 : 1  ของ
อัตรากลางที่ฉลากระบุไว  โดยใชสารกําจัดเชื้อราประเภทดูดซึมไดแก Derosal  60 และ  Benlate    
75 C  ผสมกับสารประเภทสัมผัส ไดแก Antracol  Captan 50 WP และ Dithane  M-45 โดยผสม
ระหวางสารดูดซึมกับสารสัมผัส เลี้ยงเชื้อโดยวิธี  SPT (Spread Plate Technique)  พบวาเชื้อราไม
สามารถเจริญบนอาหารที่ผสมสารกําจัดเชื้อราไดเลยในทุกกรรมวิธ ี สวนชุดควบคุม (control) การ
เจริญของเช้ือราเปนไปตามปกติ  การทดสอบสารเคมีในการควบคุมโรคในแปลงปลกู  พบวาสาร
เคมีที่ใหประสิทธิภาพในการควบคุมโรคไดดีที่สุดคือ  Benlate  75 C  ผสมกับ  Antracol  รองลงมา
คือ  Benlate  75 C  ผสม  Captan  50 WP  และ  Derosal  60  ผสมกับ  Antracol  ตามลําดับ  โดยสาร
เคมีทุกชนิดที่ใชสามารถลดความเสียหายจากโรคไดดีเมื่อเทียบกับชุดควบคุม

ถึงแมวาการปองกันกําจัดโรคโดยการใชสารเคมี  จะเปนวิธีที่สะดวกรวดเร็ว  สามารถ
ลดการระบาดของโรคที่เกิดอยางรุนแรงขึ้นมาเปนครั้งคราวได  แตการใชสารเคมีในการควบคุมโรค
พืชอยางตอเนื่องไดสรางปญหาและกอใหเกิดผลกระทบตาง ๆ มากมาย  ไดแก  ปญหาทางเศรษฐกิจ  
ทําใหตนทุนการผลิตสูง  โรคและแมลงศัตรูพืชตานทานตอสารเคม ี  ปญหาสุขภาพอนามัยของ
เกษตรกรผูใช  รวมถึงปญหาสารพิษตกคางที่ปนเปอนไปกับผลผลิตทางการเกษตรที่มีผลกระทบตอ
ผูบริโภค  และปญหาสารพิษตกคางในสภาพแวดลอม  ซึ่งหลายประเทศที่พัฒนาแลว  เชน       
สหรัฐอเมริกา  แคนาดา  และกลุมประเทศในยุโรปไดเริ่มกําหนดนโยบายการลดปริมาณการใชสาร
เคมีควบคุมศัตรูพืชลง  ขณะเดียวกันไดพยายามแสวงหาวิธีการควบคุมศัตรูพืชโดยไมใชสารเคม ี 
หรือหาสิ่งทดแทน  เพื่อใหมีการใชสารเคมีลดลง  (จิระเดช, 2534) วิธีการหนึ่งที่สามารถแกไขหรือ
ลดปญหาตาง ๆ จากการใชสารเคมีกําจัดศัตรูพืชคือการใชจุลินทรียปฏิปกษ  (antagonistic  
microorganisms)  ในการควบคุมโรคพืชทางชีวภาพ  (biological  control)
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การควบคุมโรคพืชทางชีวภาพ หมายถึง  การลดปริมาณของ  inoculum  หรือการลดปฏิกิริยาการ
เกิดโรคของเชื้อสาเหตุที่อยูในระยะที่ไมมีปฏิกิริยาหรือระยะพักตัว ดวยการใชจุลินทรียชนิดหน่ึง  
หรือมากกวา  1  ชนิด  ใหบรรลุผลสําเร็จในสภาพธรรมชาติ  หรือดวยการจัดการสภาพแวดลอมของ
พืชอาศัย  หรือเชื้อจุลินทรียปฏิปกษ  (Baker  และ  Cook, 1974)

จุลินทรียปฏิปกษและเชื้อโรคพืช (plant  pathogen) มีอยูท่ัวไปในธรรมชาติ แตชนิดและ
ปริมาณของจุลินทรียดังกลาว อาจจะผันแปรไปตามแหลงและสถานที่ซึ่งตางกันออกไป และสภาวะ
อากาศที่แตกตางกันในแตละป  โดยจุลินทรียปฏิปกษและเชื้อโรคสามารถหาไดจากบริเวณซึ่งเคยมี
โรคระบาด  จากโรคใดโรคหน่ึง แตตอมาไมพบการระบาดของโรคนั้น  หรือพบวามีการระบาด   
ลดลงทั้งๆ ที่มีการปลูกพืชอาศัยที่ออนแอ (susceptible  host  plants) ก็ไมพบการเกิดโรค (เกษม, 
2532 ก.)  จากขอสังเกตดังกลาวน้ี จึงนับวามีความสําคัญอยางยิ่งตอความผันแปรของจุลินทรีย
ปฏิปกษและเชื้อโรคในแหลงปลูกพืชแตละแหง  การคัดเลือกจุลินทรียปฏิปกษเริ่มจากการรวบรวม
เชื้อจุลินทรียจากแหลงที่มีโรคระบาด  จากพืชที่เปนโรคหรือจากดินที่มีคุณสมบัติดีคือทําใหพืช
เจริญเติบโตไดดี  และมีความตานทานโรค จากนั้นนํามาเพาะเลี้ยงเพื่อตรวจดูคุณสมบัติของการเปน
จุลินทรียปฏิปกษคือสามารถเจริญเติบโตไดอยางรวดเร็ว  และมีความทนทานตอสภาพแวดลอม      
จุลินทรียปฏิปกษที่ไดรับการศึกษาและพบวามีความสามารถในการควบคุมโรคพืชไดอยางกวาง
ขวาง คือเช้ือรา  มีรายงานการศึกษาโดย Tronsmo และ Rao  (1977)  วา เช้ือรา Trichoderma  
pseudokoningii  สามารถยับยั้งการเจริญและเปนปรสิตกับเชื้อรา  Botrytis cinerea  สาเหตุโรคเนา
แหงของตนแอปเปล โดยเสนใยของเชื้อรา T. pseudokoningii พันรัดรอบเสนใยและแทงเขาไปใน
เสนใยของเช้ือราสาเหตุ  นอกจากน้ันยังมีการทดสอบในโรงเรือน ที่ควบคุมสภาพแวดลอม โดยการ
ปลูกเช้ือราสาเหตุ รวมกับ spore suspension ของ  T. pseudokoningii พบวาสามารถยับยั้งการเกิด
โรคไดดี แตเมื่อนําไปทดสอบในสวนผลไม พบวาราปฏิปกษน้ีไมสามารถลดความรุนแรงของโรค
ได และยังไดรายงานถึงวิธีการควบคุมโรคเนากอนการเก็บเกี่ยวของสตรอเบอร่ีที่เกิดจากเชื้อรา
Botrytis  cinerea และ Mucor mucedo ในแปลงปลกูโดยการพนสปอรแขวนลอยของเช้ือรา T.viride
และ T. harzianum พบวาสามารถลดระดับของการเกิดโรคไดใกลเคียงกับการใชสารเคมี 
dichlorofluanid  Elad และคณะ (1980) รายงานวา T. harzianum  สามารถควบคุมโรคกลาเนา
(damping – off) ที่เกิดจากเชื้อ Sclerotium rolfsii และ Rhizoctonia  solani ในถั่ว มะเขือเทศ และฝาย 
ไดอยางมีประสิทธิภาพ  Ahmad และ Baker (1987) ไดศึกษาถึงการควบคุมโรคพืชทางชีวภาพใน
พืชตางๆ ไดแก ถั่ว,        แตงกวา, ขาวโพด, มะเขือเทศ และแรดิช  พบวาการใช mutants ของ T. 
harzianum มีประสิทธิภาพในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืชไดสูงกวา T. harzianum ที่เปน wild  
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type นอกจากนี้ยังพบวา mutants  ของราน้ียังสามารถผลิตเอนไซม cellulase ไดมากกวา โดย
ปริมาณของเอนไซมที่ผลิตไดจะมีความสัมพันธโดยตรงกับความสามารถในการแขงขันกับราที่เปน
saprophyte และจุลินทรียอื่น ๆ ที่อยูรอบ ๆ รากพชื  เช้ือรา  Trichoderma นอกจากจะมีคุณสมบัติ
เปนเชื้อราปฏิปกษแลว  ยังมีผลในการกระตุนการเจริญเติบโตของพืช จึงมีการใชเชื้อราชนิดนี้เพื่อ
สงเสริมการเจริญเติบโตของพืชสวน (Whipp และ Lumsden, 1991) ตอมา Sutton และ Peng (1993)
ไดรายงานผลการควบคุมโรคทางใบของสตรอเบอรี่ที่เกิดจากเชื้อรา  Botrytis cinerea โดยทําการ
ปลูกเชื้อราลงบนใบสตรอเบอรี ่หลังจากนั้น 2-5 สัปดาห ทําการพนสปอรของจุลินทรียปฏิปกษคือ
Rhodotorula  glutinis,  Fusarium sp.,  Myothecium  verrucaria,  Trichoderma  viride,  Penicillium
sp.,  Gliocladium  roseum เทียบกับการใชสารกําจัดเชื้อราชื่อ chlorothalonil ผลปรากฏวาจุลินทรีย
ปฏิปกษ G. roseum, Penicillium sp. และ T. viride  สามารถลดปริมาณการสราง conidiophore ของ
เช้ือได 97 – 100%  ในสภาพเรือนทดลอง สองปตอมา Belanger และคณะ (1995)  ไดรายงานถึง
ความสําเร็จในการใช T. harzianum  ในการควบคุมโรคผลเนาของสตรอเบอร่ีที่เกิดจากเชื้อรา
Botrytis cinerea และโรคเหี่ยวที่เกิดจากเชื้อ Fusarium sp.  ซึ่งเปนโรคที่สําคัญของการปลูก          
สตรอเบอร่ี

นอกจากเชื้อราแลวยังพบวามีแบคทีเรียบางชนิดที่มีคุณสมบัติในการเปนจุลินทรีย
ปฏิปกษ โดย Fravel และ Spurr (1971)  ทําการแยกจุลินทรียปฏิปกษจากใบยาสูบ  พบแบคทีเรียที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา Alternaria  alternata ที่เปนสาเหตุของโรคใบจุดสีน้ําตาล 1 ชนิด 
คือเช้ือ Bacillus  cereus subsp. mycoides  ที่สามารถยับยั้งการงอกของสปอรไดถึง 88% เม่ือเปรียบ
เทียบกับชุดควบคุม  Broadbent  และคณะ (1977)  รายงานวาม ีBacillus  spp. หลาย strain  ที่มีคุณ
สมบัติเปนจุลินทรียตอตานโรค  เนื่องจากแบคทีเรียชนิดน้ี  สามารถผลิต endospore ที่ทนตอความ
รอนและความแหงแลงได เชน  B. subtilis A13 ซึ่งแยกไดจากเสนใยของเชื้อรา Sclerotium  rolfsii  มี
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคหลายชนิดและมีความสามารถในการเจริญ
ครอบคลุมบริเวณรากพืชทั้งในสภาพแปลงปลูกและสภาพหองปฏิบัติการ

ในประเทศไทย มีผูศึกษาถึงประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษในการควบคุมโรคพืช 
เชน บรรเจิด (2530) ทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียตาง ๆ ไดแก Penicillium spp., Trichoderma 
spp.  Bacillus spp. และ Pseudomonas  fluorescens  ที่แยกไดจากดินที่ใชในการเพาะปลูกในการ
ควบคุมโรคพืช พบวา T. harzianum  และ T.viride  สามารถยับยั้งการเจริญของ Sclerotium  rolfsii  
ไดทั้งในสภาพหองปฏิบัติการและเรือนทดลอง โดยมเีปอรเซน็ตการเกิดโรคลดลงถึง 99.4 และ 98.8 
เปอรเซ็นต  กาญจนา (2539) ทําการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma spp. 12             
ไอโซเลท ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา  Rhizoctonia sp. และ Fusarium sp.  สาเหตุโรคเหี่ยวของ     
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สตรอเบอร่ี พบวา T. viride สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Rhizoctonia sp.  ไดสูงสุดโดยทําให
เสนใยของเชื้อราเหี่ยวแฟบลง  และสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา  Fusarium sp. โดยการเขาไป
เจริญในเสนใยของเชื้อรา  Fusarium sp.  พัชรินทร (2540)  ศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อรา   
Trichoderma  9 ไอโซเลท  ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Rhizoctonia sp. บนอาหาร PDA  วัดผล
เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญเติบโตไดไอโซเลทที่ใหผลในการยับยั้ง 4 ไอโซเลทดวยกันคือ CMU-
T1( Trichoderma harzianum), CMU-T3 (T. polysporum), CMU-T6 (T. viride) และ CMU-T8 
(T.viride) และไดศึกษาประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียวของสตรอเบอร่ีที่ปลูกไวในถุงปลูก
โดยการคลุกเชื้อสาเหตุของโรคและเชื้อราปฏิปกษลงไปในดินที่ผสมเปนวัสดุปลูกกับสตรอเบอรี ่ 4 
พันธุ คือ พันธุ Nyoho,  พันธุพระราชทาน 20, พันธุพระราชทาน 50 และพันธุพระราชทาน 70  ที่อยู
ภายในโรงเรือน ผลปรากฏวา CMU-T3 มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรคเฉพาะพันธุพระราช
ทาน 20  สวนพันธุพระราชทาน 50 และพันธุพระราชทาน 70 ไมมี Trichoderma ไอโซเลทใดที่
สามารถควบคุมโรคเหี่ยวไดเลย  กาญจนา (2542)  ไดทําการแยกจุลินทรียปฏิปกษจากดิน 5 แหลง
ในจังหวัดเชียงใหม  ไดแบคทีเรียและรา  จํานวน 165 ไอโซเลท  นําจุลินทรียที่ได มาทดสอบความ
สามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย Pseudomonas solanacerum  สาเหตุโรคเห่ียวของ
มะเขือเทศ  พบแบคทีเรียจํานวน 40 ไอโซเลทที่มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย
สาเหตุโรคเห่ียวได  ในจํานวนน้ีมี 3 ไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงสุด คือ RH14
(Bacillus  cereus)  RH19 (Pseudomonas  aeruginosa) และ RH39 (Ps. putida)  จากนั้นนําแบคทีเรีย
ทั้ง 3 ชนิด มาทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศพันธุ  Pep. T. K. ใน
สภาพเรือนทดลอง พบวาแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด สามารถชะลอการเกิดโรคและลดเปอรเซน็ตการเกิด
โรคเห่ียวลงไดในทุกกรรมวิธ ี เมื่อเปรียบเทียบกับการปลูกเชื้อสาเหตุเพียงอยางเดียว ในขณะที่การ
ทดสอบในสภาพแปลงปลูก พบวาแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด สามารถลดเปอรเซ็นตการเกิดโรคเห่ียวลงได
เพียงเล็กนอยเทานั้น  โดยไมมีความแตกตางกันทางสถิติกับชุดควบคุม  มานะ  และคณะ (2543) ทํา
การแยกราปฏิปกษ Trichoderma spp. จากดินปาและดินเกษตรกรรมในภาคใตของประเทศไทย
จํานวน 183 สายพันธุ  ทําการคัดเลือกทุกสายพันธุในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อราสาเหตุโรค
พืชที่สําคัญทางภาคใต 3 ชนิดคือ เชื้อรา Phytophthora  palmivora, Rhizoctonia solani และ
Selerotium rolfsii  โดยใช  Dual Culture Technique ในหองปฏิบัติการ  พบวาสายพันธุตาง ๆ ของรา
ปฏิปกษในดินเกษตรกรรมมีประสิทธิภาพดีกวา Trichoderma ในดินปา โดยสายพันธุที่มี            
ประสิทธิภาพดีไดแก T. harzianum, T. viride และ Gliocladium virens  ในปเดียวกัน ยอดชาย 
(2543) ไดรายงานผลการแยกราปฏิปกษจากดินบริเวณแปลงปลูกสตรอเบอร่ีในจังหวัดเชียงใหม  
พบเช้ือราจํานวน 38 ไอโซเลท นํามาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุ
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โรคพืช 8 ชนิด คือ Rhizoctonia sp. Fusarium sp., Colletotrichum sp., Phomopsis obscurans., 
Phaeoisariopsis griseola, Septoria sp. Alternaria solani และ A. brassicicola ในสภาพหองปฏิบัติ
การบนอาหาร  PDA โดยใช  Dual  Culture Technique  พบราปฏิปกษที่มีแนวโนมในการยับยั้งการ
เจริญของเช้ือราสาเหตุโรคพืชไดดีจํานวน 3 ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท CMU2000-9,  CMU2000-
14 และ CMU2000-16 เมื่อทําการจัดจําแนกชนิดของเชื้อราปฏิปกษที่แยกไดพบวา ไอโซเลท CMU 
2000-9 คือ Trichoderma viride,  ไอโซเลท CMU2000 –14 คือ T. harzianum และไอโซเลท 
CMU2000 –16 คือ T. hamatum



12

อุปกรณและวิธีการ

3.1 ลักษณะอาการของโรคใบจุดและโรคใบไหมและการแยกเชื้อราสาเหตุ
ทําการเก็บตัวอยางใบสตรอเบอรี่ที่แสดงอาการใบจุดและอาการใบไหม  จากแปลงปลูก

ของเกษตรกรในจังหวัดเชียงใหม และเชียงราย  มาศึกษาและบันทึกลักษณะอาการของโรคทําการ
ตรวจหาเช้ือสาเหตุดวยวิธ ี  Free  Hand  Section  โดยการใชใบมีดโกนที่คมและสะอาดตัดบริเวณที่
เปนแผลตามขวางแลวทําการ mount  slide  ดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ  จากน้ันปดดวย cover  glass  แลว
นําไปตรวจหาเช้ือสาเหตุ ภายใตกลองจุลทรรศนชนิด  compound  microscope  ที่กําลังขยาย 400 
เทา  จากนั้นจึงทําการแยกเชื้อ  (isolation)  โดยตัดแผลบริเวณรอยตอระหวางเนื้อเยื่อที่เปนโรคและ
เน้ือเย่ือปกติ  ใหมีขนาดประมาณ 3 x 3 มิลลิเมตร นําไปฆาเชื้อแลวยายชิ้นพืชไปวางบนอาหารเลี้ยง
เช้ือ  Potato   Dextrose Agar  (PDA)  เลี้ยงเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง (เฉลี่ยกลางวันประมาณ 30OC    
กลางคืน 25 OC) หลังจากที่เสนใยของเชื้อราเจริญออกมาจากชิ้นพืชแลว  จึงทําการแยกเชื้อรา
บริสุทธิ์โดยวิธ ี Hyphal  Tip  Isolation  จากน้ันตรวจดูลักษณะรูปรางของโคโลนี  และสปอรของ
เช้ือท้ัง 2 ชนิด  และนําสปอรมาทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค (pathogenicity test) เกบ็
เช้ือราบนอาหาร PDA  slant เพื่อเปน stock culture ไวใชสําหรับการศึกษาตอไป

3.2 การแยกจุลินทรียปฏิปกษจากดิน และใบสตรอเบอรี่
3.2.1 การแยกจุลินทรียปฏิปกษจากดิน

                   นําเชื้อราปฏิปกษจาก stock culture บนอาหาร PDA slant ซึ่งแยกไดจากดิน
บริเวณแปลงปลูกสตรอเบอร่ีของเกษตรกรในอําเภอสะเมิง  และอําเภอจอมทอง  จังหวัดเชียงใหม 
จํานวน 38 ไอโซเลท ที่ไดทําการทดสอบ    ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุ
โรคพืช 8 ชนิดคือ เช้ือรา Rhizoctonia sp. , Fusarium sp. , Colletotrichum sp. , Phomopsis 
obscurans , Phaeoisariopsis griseola , Septoria sp. , Alternaria solani  และ A. brassicicola  ได
เช้ือรา  Trichoderma ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชทั้ง 8 ชนิดไดดี 3 
ชนิด (species) ดวยกันคือ Trichoderma viride (CMU2000-9),  T. harzianum (CMU2000-14) และ
T. hamatum (CMU2000-16) (ยอดชาย, 2543) มาเลี้ยงบนอาหาร PDA ดวยวิธ ีCDT (Culture Disc 
Technique) จนกระทั่งเชื้อรามีอาย ุ7 วัน จึงนําไปใชทดลองตอไป
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3.2.2 การแยกแบคทีเรียปฏิปกษจากใบสตรอเบอร่ี
นําใบสตรอเบอร่ีบริเวณแปลงปลูกของเกษตรกร จากอําเภอสะเมิง  และอําเภอ

จอมทอง จังหวัดเชียงใหม  มาทําการแยกเชื้อแบคทีเรียที่เจริญอยูบนผิวใบของสตรอเบอร่ี
(epiphytic bacteria) โดยวิธ ี Dilution  Plate บนอาหาร NA โดยนํานํ้าปลอดเช้ือท่ีลางใบสตรอเบอร่ี 
มาเจือจางที่ระดับความเขมขน 10-1 จนถึง 10-7 ในการทดสอบเบื้องตนคัดเลือกที่ระดับความเขมขน 
10- 5 , 10- 6  และ  10- 7   ซึ่งเปนความเขมขนที่เหมาะสมโดยจะปรากฏโคโลนีของแบคทีเรียในระยะ
หางพอดีสําหรับนําไปใชแยกโคโลนีเด่ียว (single colony) จากน้ันใช micropipette ดูดเซลล
แบคทีเรียแขวนลอย แตละความเขมขน ๆ ละ 1 มิลลิลิตร  ผสมในจานเลี้ยงเชื้อขนาดเสนผาศูนย
กลาง  9 เซนติเมตร ความเขมขนละ 5 จาน  นําจานอาหารไปบมเชื้อ (incubate) ที่อุณหภูมิหองนาน 
2 – 3 วัน หลังจากนั้นทําการแยกโคโลนีเดี่ยวของเชื้อแบคทีเรีย จากโคโลนีที่มีลักษณะตางกันแลว
นํามาเลี้ยงบนอาหาร NA จากนั้นจึงนําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากไอโซเลทตาง ๆ มาเก็บบนอาหาร
NA slant  เก็บไวเพื่อใชเปน stock  culture ในตูควบคุมอุณหภูมิประมาณ 4 – 7O C ไวศึกษาตอไป

3.3 ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคใบจุด
ตานกและโรคใบไหมโฟมอพซิสของสตรอเบอรี่

นําเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดตานก  คือ Ramularia  tulasnei   ที่เจริญบน PDA  อายุ 
14 วัน และเชื้อราสาเหตุโรคใบไหมโฟมอพซิสคือ Phomopsis  obscurans ที่เจริญบนอาหาร PDA
อายุ 7 วัน มาทดสอบโดยการใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร ที่ผานการฆาเชื้อ
แลว  เจาะบริเวณรอบนอกของโคโลนีของเช้ือราท้ัง 2 ชนิด  ออกเปนชิ้นเชื้อกลม ๆ (culture  disc)  
จากนั้นใชเข็มเขี่ยยายชิ้นเชื้อราสาเหตุโรคพืชแตละชนิด และชิ้นเชื้อราปฏิปกษ Trichoderma ทั้ง 3 
ชนิด (species)  มาวางบนจานอาหารใหหางจากชิ้นของเชื้อสาเหตุที่ทดสอบประมาณ 4 เซนติเมตร 
ตามแนวเสนผาศูนยกลาง สําหรับแบคทีเรียปฏิปกษทําโดยการใช loop ที่ฆาเชื้อแลว ยายเชื้อ
แบคทีเรียแตละชนิด มาเลี้ยงบนจานอาหารโดยลากเปนเสนตรงยาวประมาณ 3 เซนติเมตรในแนว
ต้ังฉากกับเสนผาศูนยกลางเสนหน่ึงและขนานกับเสนผาศูนยกลางอีกเสนหน่ึง และหางจากเชื้อรา
สาเหตุประมาณ 4 มิลลิเมตร  ตามแนวเสนผาศูนยกลางซึ่งเปนวิธีที่เรียกวา Dual Culture Technique 
หรือ Biculture Technique (ภาพที่ 1) ในแตละกรรมวิธี (treatment) ทํา 5 ซ้ํา (replication) จากน้ันนํา
จานอาหารดังกลาวไปบมเชื้อที่อุณหภูมิหอง  วัดการเจริญของเช้ือรา 7 วันหลังการปลูกเชื้อและคําน
วนหาเปอรเซ็นตการยับยั้งตามสูตรดังนี้ (เกษม, 2532 ก.)
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%  inhibition  = x  100

โดย  R1  =  เสนผา
        R2  =  เสนผา

P =   เช้ือราสาเหตุ
A =  เชื้อจุลินทรียปฏิปกษ (
R1 = เสนผาศูนยกลางโคโล
R2 = เสนผาศูนยกลางโคโล

ภาพที่ 1 การวางเช้ือราทดสอบโดยว
(R1 – R2)
R1
ศูนยกลางโคโลนีของเชื้อราในชุดควบคุม
ศูนยกลางโคโลนีของเชื้อราสาเหตุในจานอาหารเลี้ยงเชื้อรวม

รา/แบคทีเรีย)
นีของเช้ือราสาเหตุในชุดควบคุม
นีของเช้ือราสาเหตุในจานอาหารเล้ียงเช้ือรวม

ธิ ีDual Culture Technique  หรือ Biculture Technique
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ผลการทดลอง

4.1 ลักษณะอาการของโรคใบจุดตานกและใบไหมโฟมอพซีสและการรแยกเชื้อราสาเหตุ

     ลักษณะอาการของโรคใบจุดตานก (Bird-eye leaf spot)
จากการเก็บตัวอยางใบสตรอเบอรี่ที่แสดงอาการของโรคใบจุดจากแปลงปลูกของเกษตรกร

ในจังหวัดเชียงใหมและเชียงราย  มาศึกษาและบันทึกอาการของโรค  พบอาการลักษณะเปนจุดกลม  
บริเวณกลางแผลมีสีน้ําตาล  หรือสีเทาขอบแผลมีสีมวงแดง  ขนาดเสนผาศูนยกลางของแผล  4 – 6  
มิลลิเมตร  (ภาพที่  2)  การตรวจหาเชื้อสาเหตุโดยวิธ ี  Free  Hand  Section  แลวนําสองดูภายใต
กลองจุลทรรศน  พบวาลักษณะของ  conidia  รูปทรงกระบอกไมมีสีม ี septate  0 – 3  อัน  conidia  
เจริญอยูบน  conidiophore ขนาดสั้น  ไมมีส ีไมแตกกิ่งกาน และพบรอยที่เกิดจากการหลุดรวงของ 
สปอร (scar) ชัดเจน (ภาพที่  3) เชื้อราดังกลาวคือ Ramularia tulasnei ตามที ่ Maas (1998) ได
บรรยายไว

ผลการแยกเชื้อสาเหตุ
เมื่อแยกเชื้อราสาเหตุบริเวณแผลที่ใบ  โดยเลี้ยงบนอาหาร  PDA ดวยวิธ ี tissue culture พบ

วาเสนใยเจริญออกมาจากชิ้นพืชชามาก ใชเวลา  10 – 12  วัน จึงจะเจริญออกมาจากชิ้นพืช หลังจาก
แยกเชื้อบริสุทธิ์โดยแยกปลายเสนใย (Hyphal  Tip  Isolation Technique) ไปเลี้ยงบนอาหาร  PDA
ที่อุณหภูมิหองพบวาเชื้อรามีการเจริญชามาก โคโลนีลักษณะกลมเจริญแผออกมาในแนวรัศมี  สราง
pigment สีแดงและไมมีการสรางสปอร แตเมื่อนําไปเลี้ยงในสภาพที่ควบคุมอุณหภูมิ 18°C ± 2°C
และอยูในที่มืดตลอดเวลา  พบวาเชื้อราสามารถสรางสปอรจํานวนมาก
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ภาพที่  2  ลักษณะอาการของโรคใบจุดตานกของสตรอเบอรี่ที่พบในแปลงปลูก ท่ีเกิดจากเช้ือรา
                Ramularia  tulasnei

ภาพที่  3  ลักษณะ  conidiophore  (a)  และ  conidia  (b)  ของเช้ือรา  Ramularia  tulasnei  (x 400)
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ลักษณะอาการของโรคใบไหมโฟมอพซิส  (Phomopsis leaf blight)
จากการเก็บตัวอยางใบสตรอเบอร่ีที่แสดงอาการของโรคใบไหมโฟมอพซิส  จากแปลง

ปลูกของเกษตรกรในจังหวัดเชียงใหม  และเชียงรายมาศึกษาและบันทึกอาการของโรค  พบอาการ
ในระยะแรกลักษณะเปนจุดกลมสีมวงแดง  เมื่อแผลขยายใหญขึ้น  มีขอบแผลสีแดง  หรือสีเหลือง  
กลางแผลมีสีน้ําตาลและพบโครงสรางรูปคณโฑ คือ  pycnidia  เปนจํานวนมาก  เมื่อแผลมีอายุมาก
ขึ้น  จะพัฒนาเปนรูปตัววี (V-shaped) (ภาพที ่  4)  การตรวจหาเชื้อสาเหตุโดยวิธ ี  Free  Hand  
Section  แลวนําไปสองดูภายใตกลองจุลทรรศน  พบ  pycnidia  ฝงอยูในเนื้อเยื่อบริเวณผิวใบพืช  
รูปรางกลม  สวนคอดานบน (ostiole)  โผลพนผิวพืชออกมา  (ภาพที่  5) เชื้อราดังกลาวคือ 
Phomopsis obscurans ตามที ่Maas (1998) ไดบรรยายไว

ผลการแยกเชื้อสาเหตุ
เชื้อราสาเหตุที่แยกไดจากบริเวณแผลที่ใบ เลี้ยงลงบนอาหาร  PDA  ปรากฏเปนเสนใยสี

ขาวเจริญออกมาจากชิ้นพืชภายใน  4 – 5  วัน  เมื่อทําการแยกเชื้อโดยวิธ ี Hyphal  Tip  Isolation  ไป
เลี้ยงบนอาหาร  PDA  พบวา  เชื้อรามีลักษณะโคโลนีกลมเจริญออกมาในแนวรัศมี  สีของโคโลนี
เริ่มแรกเปนเสนใยสีขาวตอมาเปลี่ยนเปนสีครีม  เมื่อมีอาย ุ  21  วัน จะเร่ิมพบโครงสราง  pyenidia  
ปรากฎบนอาหาร  รูปรางและขนาดไมแนนอน
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ภาพที่  4  ลักษณะอาการของโรคใบไหมโฟมอพซิสของสตรอเบอร่ีในแปลงปลูก  ท่ีเกิดจากเช้ือรา
  Phomopsis  obscurans

ภาพที่  5  โครงสราง  pycnidia  ของเช้ือรา  Phomopsis  obscurans  (x 200)
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4.2 การแยกราปฏิปกษจากดิน  และจุลินทรียจากใบสตรอเบอรี่

4.2.1  การแยกราปฏิปกษจากดิน
จากการนําเอาเชื้อราปฏิปกษที่แยกไดจากดินบริเวณแปลงปลูกสตรอเบอร่ีของ

เกษตรกรในอําเภอสะเมิง และอําเภอจอมทอง จังหวัดเชียงใหม โดยวิธ ี Soil Dilution ไดเชื้อรา 38 
ไอโซเลท มาทําการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 8 ชนิด พบ
วามีรา 3 ไอโซเลท ซึ่งอยูในสกุล Trichoderma ที่มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
ที่ทดสอบทั้ง 8 ชนิด จึงไดทําการจําแนกชนิดโดยการวัดขนาดของสปอร  phialide ตําแหนงของ 
phialide สีของโคโลน ี และสปอร  ใชวิธีการจําแนก (key) ของ Domsch และ Game (1980) ใน 
Compendium of Soil Fungi  พบวามีลักษณะตางๆ ดังน้ี   

  Trichoderma  viride  (ไอโซเลท CMU2000–9)  มีลักษณะการเจริญบนอาหาร  PDA  
อยางรวดเร็ว  โคโลนีระยะแรกสขีาวใส  ตอมาโคโลนีมีสีเขียว  (ภาพที่  6)  phialide  เกิดเปนกลุม  2 
– 3  อัน  แตไมไดเรียงกันเปนวงรอบกาน  และไมไดเกิดเปนคูตรงขามกันตลอดกิ่งกานที่แตกออก
มา  มีสีขาวใส  ขนาด  10 x 2.5  ไมครอน  phialospore  สวนใหญรูปรางกลม  มีสีเขียว  ขนาดเสนผา
ศูนยกลาง  4.2  ไมครอน  และรวมกลุมที่ปลายของแตละ  phialide  เพื่อสรางเปนกลุมสปอร  (ภาพ
ที ่ 7)

 Trichoderma  harzianum  (ไอโซเลท CMU2000–14)  มีการเจริญบนอาหาร  PDA  อยาง
รวดเร็ว  ระยะแรกบริเวณที่สรางสปอรมีสีเขียวปนขาว  ตอมาเปลี่ยนเปนสีเขียวสด  (ภาพที่  8)  
phialide  เกิดขึ้นเปนกลุมมีจํานวนถึง  5  อัน  อาจเกิดเดี่ยว ๆ ตามดานขางของก่ิงกานท่ีแตกออกมา  
phialide  สีใส  มีขนาด  5 x 3  ไมครอน  รูปรางสั้น  สวนฐานแคบกวาตรงกลาง  สวนบนเรียวจนถึง
คอเปนรูปกระสวยปลายแหลม  phialospore  มีสีเขียวออน รูปรางกลม ขนาด 3 ไมครอน  (ภาพที่  9)

 Trichoderma  hamatum  (ไอโซเลท CMU2000–16)  มีการเจริญบนอาหาร  PDA  อยาง
รวดเร็ว  โคโลนีมีสีขาวใส  เมื่อเจริญเต็มที่บริเวณที่สรางสปอรมีสีขาว  หรือสีเขียวออน (ภาพที่  10)  
phialide  มีการรวมกลุมกันจํานวน  2 – 5  อัน  เซลลที่อยูปลายสุดจะสรางกิ่งกานออกไปอีก  
phialide  รูปรางอวนสั้นไมมีส ี ขนาด  4.3 x 3.5  ไมครอน  phialospore  มีสีเขียวออน  รูปรางคลาย
กระสวย  หรือบางคร้ังมีรูปรางทรงกระบอก  ขนาด  4.2 x 2.5  ไมครอน  (ภาพที่  11)
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ภาพที่  6   ลักษณะการเจริญของเชื้อรา  Trichoderma  viride (ไอโซเลท CMU 2000-9)  บนอาหาร    
                  PDA  อายุ  7  วัน

ภาพที่  7  ลักษณะ  conidiophore  (a), phialide  (b)  และ conidia  (c)  ของเชื้อรา
    Trichoderma  viride (ไอโซเลท CMU 2000-9)  (x400)
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ภาพที่  8   ลักษณะการเจริญของเชื้อรา  Trichoderma  harzianum (ไอโซเลท CMU 2000-14)
                  บนอาหาร  PDA  อายุ  7  วัน

ภาพที่  9   ลักษณะ  conidiophore  (a), phialide (b) และ  conidia (c) ของเชื้อรา
    Trichoderma  harzianum (ไอโซเลท CMU 2000-14) (x400)
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ภาพที่  10  ลักษณะการเจริญของเชื้อรา  Trichoderma  hamatum  (ไอโซเลท CMU 2000-16)
                  บนอาหาร  PDA  อายุ  7  วัน

ภาพที่  11  ลักษณะ  conidiophore  (a),  phialide (b) และ  conidia (c)  ของเชื้อรา
    Trichoderma hamutum (ไอโซเลท CMU2000-16) (x400)
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4.2.2 การแยกจุลินทรียจากใบสตรอเบอรี่
จากการแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากผิวใบของสตรอเบอร่ีที่นํามาจากแปลงเกษตรกรใน

อําเภอสะเมิงและอําเภอจอมทอง  จังหวัดเชียงใหม  โดยวิธ ี Dilution  Plate  บนอาหาร  NA  พบวา
ที่ความเขมขนของสารละลายน้ําลางใบสตรอเบอรี่  10-5 , 10-6 และ  10-7  เปนความเขมขนที ่    
เหมาะสมในการแยกเปนโคโลนีเดี่ยว  (single  colony) โดยพบวามีเพียงแบคทีเรียเทานั้นที่เจริญ
จากการยายเลี้ยงโคโลนีเดี่ยวของเชื้อที่มีรูปรางและขนาดแตกตางกัน ไดเชื้อแบคทีเรียจํานวน  18  
ไอโซเลท

การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดและเชื้อราสาเหตุโรคพืช 4 ชนิดรวมกันบนอาหาร  NA  โดย
วิธ ี Dual Culture Technique พบวาเชื้อแบคทีเรียทั้ง  18  ไอโซเลท  สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ
ราสาเหตุโรคพืชทั้ง 4  ชนิดไดดีแตกตางกัน  คิดเปนเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุ
(ตารางท่ี  1)  โดยพบวาไอโซเลทที่สามารถยังยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดดี 2 ไอโซเลท  
ไดแก  ไอโซเลท CMU b2000–1  และไอโซเลท CMU b2000–6  ซึ่งมีลักษณะดังนี้

แบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท  CMU b2000–1  และ  CMU b2000–6  เมื่อเลี้ยงบนอาหาร  
NA  เปนเวลา  48  ช่ัวโมง ปรากฏโคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอนขอบของโคโลนีมีลักษณะหยกั  
(ภาพที่ 12  และภาพที่  13)  เมื่อตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน  พบเซลลลักษณะเปนทอน  (rod  
shape)  ขนาดประมาณ  1.0 – 1.2 x 3.0 – 3.5  ไมครอนหัวทายลักษณะเปนเหลี่ยมเรียงตอกัน  เม่ือ
ยอมสีดวยวิธีแกรม  พบวาเปนแกรมบวก  (ภาพที่ 14  และภาพที่  15)
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ตารางท่ี  1  เปรียบเทียบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทตาง ๆ ในการยับยั้งการเจริญ
                  ของเชื้อราสาเหตุโรคพืช  4  ชนิด บนอาหาร PDA โดยวิธี Dual Culture Technique

กรรมวิธี เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ1

              Rhizoctonia sp.  Fusarium sp. Colletotrichum sp.  Phomopsis obscurans
ไอโซเลท CMU b2000-6 25.28de2 40.50a 42.10a 48.71a
ไอโซเลท CMU b2000-1 38.46a 37.97b 40.78a 44.78a
ไอโซเลท CMU b2000-17 26.66cd 17.72h 34.21bc 33.33fghi
ไอโซเลท CMU b2000-14 31.53b 35.44b 32.89bc 38.46cd
ไอโซเลท CMU b2000-18 29.12bc 28.13d 30.15d 27.53klm
ไอโซเลท CMU b2000-3 21.80ef 35.44b 19.73f 37.17de
ไอโซเลท CMU b2000-10 20.15fghi 21.52g 35.52b 32.05ghij
ไอโซเลท CMU b2000-12 20.15fghi 26.58de 23.15ef 35.85def
ไอโซเลท CMU b2000-15 20.51fgh 24.14f 27.63d 33.65fgh
ไอโซเลท CMU b2000-5 14.10k 30.37c 14.47hi 37.17de
ไอโซเลท CMU b2000-9 18.34fghij 25.31ef 13.15ij 37.17de
ไอโซเลท CMU b2000-2 10.25l 26.58de 25.00c 25.64m
ไอโซเลท CMU b2000-8 17.94fghij          14.92i 14.47hi 41.02b
ไอโซเลท CMU b2000-4 20.51fgh 20.25g 22.36ef 21.79n
ไอโซเลท CMU b2000-16 14.10k 15.18i 22.36ef 30.76hijk
ไอโซเลท CMU b2000-7 21.79efg 10.12j 17.10g 34.61efg
ไอโซเลท CMU b2000-11 14.10k 17.72h 11.84ijk 29.48jkl
ไอโซเลท CMU b2000-13 7.00m 10.12j 10.52k 25.64m
CV % 13.44 9.38 10.96 7.52

1 คาเฉลี่ยจาก 5 ซ้ํา
2 ตัวอักษรเหมือนกันใน  column  เดียวกันแสดงวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
  เปรียบเทียบโดยวิธ ี Duncan ℵs Multiple Range Test  ที่ระดับความเชื่อมั่น  95%



25

ภาพที่  12  ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียไอโซเลท CMU b2000–1  บนอาหาร  NA  อายุ  2  วัน

ภาพที่  13  ลักษณะเซลลของแบคทีเรียไอโซเลท CMU b2000–1  (x400)
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ภาพที่  14  ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียไอโซเลท CMU b2000–6  บนอาหาร  NA  อายุ  2  วัน

ภาพที่  15  ลักษณะเซลลของแบคทีเรียไอโซเลท CMU b2000-6  (x400)
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4.3  ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษ  ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรค
        ใบจุดตานกและโรคใบไหมโฟมอพซิสของสตรอเบอรี่

4.3.1  ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคใบจุดตานก
จากการทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษ  ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา

สาเหตุโรคใบจุดตานก  พบวาราปฏิปกษ  Trichoderma  viride  (ไอโซเลท CMU2000–9)  ใหผล
การยับยั้งสูงสุดคือ 39.15%  แตกตางจากจุลินทรียปฏิปกษชนิดอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  รองลง
มาไดแก  T. harzianum  (ไอโซเลท CMU2000–14)  (35.99 %), T. hamatum  (ไอโซเลท CMU 
2000–16) (32.48 %), แบคทีเรียไอโซเลท CMU b2000–6 (27.14 %)  และไอโซเลท CMU b2000–1  
(22.57 %)  ตามลําดับ  (ตารางท่ี  2  ภาพที่ 16 และภาพที่ 17)

4.3.2 ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคใบไหมโฟมอพซิส
จากการทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษ ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุ

โรคใบไหมโฟมอพซิส  พบวาราปฏิปกษ  Trichoderma  viride  (ไอโซเลท CMU2000–9) ใหผล
การยับยั้งสูงสุดคือ 54.84%  แตกตางจากจุลินทรียปฏิปกษชนิดอ่ืนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ        
รองลงมาไดแก  T. harzianum  (ไอโซเลท CMU2000–14)  (51.94 %), T. hamatum  (49.59 %), 
แบคทีเรียไอโซเลท CMU b2000–6  (46.29%)  และไอโซเลท CMU b2000–1  (39.41 %)            
ตามลําดับ  (ตารางท่ี  2  ภาพที่ 18 และภาพที่ 19)
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ตารางท่ี  2  เปรียบเทียบประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
      Ramularia  tulasnei   และเช้ือรา  Phomopsis  obscurans  สาเหตุโรคใบจุดตานกและ
     โรคใบไหมโฟมอพซสิของสตรอเบอร่ี โดยเรียงลําดับจากเปอรเซ็นตยับยั้งสูงสุด

กรรมวิธี เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ1

Ramularia tulasnei Phomopsis obscurans

Trichoderma viride (ไอโซเลท  CMU2000-9) 39.15a2 54.84a
T. harzianum (ไอโซเลท CMU2000-14) 35.99ab 51.94ab
T. hamatum (ไอโซเลท CMU2000-16) 32.48b 49.59b
แบคทีเรีย (ไอโซเลท CMU b2000-6) 27.14c 46.29c
แบคทีเรีย (ไอโซเลท CMU b2000-1) 22.57d 39.41c
CV % 13.33   5.78

1   คาเฉลี่ยจาก 4  ซ้ํา  ซ้ําละ 2 ตน ในแตละกรรมวิธี
2 ตัวอักษรเหมือนกันใน  column  เดียวกันแสดงวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
  เปรียบเทียบโดยวิธ ี Duncan ℵs Multiple Range Test  ที่ระดับความเชื่อมั่น  95%
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ภาพที่  16  ประสิทธิภาพของเชื้อราปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
                  Ramularia  tulasnei  สาเหตุโรคใบจุดตานกของสตรอเบอร่ี บนอาหาร PDA อายุ 14 วัน

ภาพที่  17  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
                 Rumularia  tulasnei  สาเหตุโรคใบจุดตานกของสตรอเบอร่ี บนอาหาร PDA อายุ 14 วัน
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ภาพที่  18  ประสิทธิภาพของราปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา   Phomopsis  obscurans    
                  สาเหตุโรคใบไหมโฟมอพซิสของสตรอเบอร่ี บนอาหาร PDA อายุ 7 วัน

ภาพที่  19  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา  Phomopsis   
                  obscurans  สาเหตุโรคใบไหมโฟมอพซิสของสตรอเบอร่ี บนอาหาร PDA อายุ 7 วัน
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4.4 การศึกษาการเปนปรสิตของเชื้อราปฏิปกษตอเชื้อราสาเหตุโรคพืช
จากการเลี้ยงเชื้อราปฏิปกษและเชื้อราสาเหตุรวมกันบนอาหาร PDA โดยวิธี Dual Slide 

Culture และ Vernal Slide Culture ระยะเวลา 7 วัน แลวนําไปสองดูภายใตกลองจุลทรรศน พบวา
เช้ือรา  Trichoderma viride  (ไอโซเลท CMU2000–9)  เสนใยขนาดเล็กสีเขม มีการเจริญและแทง
ทะลุเขาไปภายในเสนใยของเช้ือราสาเหตุ Ramularia tulasnei ซึ่งเสนใยขนาดใหญสีจางกวา ทําให
เสนใยของราสาเหตุแฟบลง (ภาพที่ 20) และพบวา เชื้อรา Trichoderma viride (ไอโซเลท 
CMU2000-9) เสนใยขนาดเลก็สีเขม มีการเจริญและแทงทะลุเขาไปภายในเสนใยของเชื้อราสาเหตุ 
Phomopsis obscurans  ซึ่งเสนใยขนาดใหญสีจาง ทําใหเสนใยของราสาเหตุแฟบลง (ภาพที่ 21)

ภาพที่  20  ลักษณะเสนใยของเชื้อรา  Trichoderma  viride (ไอโซเลท CMU2000-9) ขนาดเล็กและ
                  สีเขม (ศรช้ี a)  เจริญอยูภายในเสนใยของเชื้อรา  Ramularia  tulasnei  ขนาดใหญสีจาง
                  (ศรช้ี b) ที่ยอมสีดวย cotton blue ใน lactophenol  (x400)
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ภาพที่  21  ลักษณะเสนใยของเชื้อรา  Trichoderma  viride (ไอโซเลท CMU2000-9) ขนาดเลก็สีเขม
                  (ศรช้ี a)  เจริญอยูภายในเสนใยของเชื้อรา  Phomopsis  obscurans ขนาดใหญสีจาง
                  (ศรช้ี b) ที่ยอมสีดวย crystal violet 0.3 % (x400)
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง

จากการเก็บตัวอยางใบสตรอเบอร่ีที่แสดงอาการของโรคใบจุดตานกและโรคใบไหม       
โฟมอพซิสจากแปลงปลูกของเกษตรกรในจังหวัดเชียงใหมและเชียงราย  สําหรับอาการของ        
โรคใบจดุตานก  พบวาลักษณะเปนจุดกลม  บริเวณกลางแผลมีสีน้ําตาล  หรือสีเทา  ขอบแผลมีสี
มวงแดง  ขนาดเสนผาศูนยกลางของแผล  4 – 6  มิลลิเมตร  และไดตรวจหาเช้ือสาเหตุดวยวิธี  Free  
Hand  Section  แลวนําไปสองดูภายใตกลองจุลทรรศนพบ  conidia  รูปทรงกระบอกไมมีสี  มี  
septate  0 – 3  อัน  conidia  เจริญอยูบน  conidiophore ขนาดสั้น ไมมีส ีไมแตกกิ่งกาน และพบรอย
ที่เกิดจากการหลุดรวงของสปอร ซึ่งใกลเคียงกับลักษณะของ เช้ือรา Ramularia tulasnei Sacc.        
ที ่  Maas  (1998) ไดอธิบายไว เมื่อทําการแยกเชื้อราสาเหตุบริเวณแผลที่ใบโดยเลี้ยงลงบนอาหาร  
PDA  พบวาเสนใยเจริญออกมาจากชิ้นพืชชามากใชเวลา 10-12 วัน โคโลนีมีลักษณะกลมเจริญออก
มาในแนวรัศม ี  สราง  pigment  สีแดงบนอาหาร  PDA  แตไมมีการสรางสปอร   เมื่อนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิประมาณ  18 °C  ในสภาพมืด พบวาเช้ือรามีการสรางสปอรจํานวนมาก ทั้งนี้คงเปนเพราะ
วาที่ 18°C  เปนอุณหภูมิที่เหมาะสม ดังที ่ Elliott (1985) ไดกลาวไววาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
สราง สปอรของเช้ือราน้ีอยูระหวาง 18 - 24°C  เมื่อโคโลนีมีอายุตั้งแต  7  วันขึ้นไป สวนอาการ
ของโรคใบไหมโฟมอพซิส ในระยะแรกลักษณะเปนจุดกลมสีมวงแดง เมื่อแผลขยายใหญขึ้น ขอบ
แผลมีสีแดงหรือสีเหลือง กลางแผลมีสีน้ําตาล พบโครงสราง  pycnidia  เปนจํานวนมาก  และเมื่อ
แผลขยายใหญขึ้นจะพัฒนาเปนรูปตัววี    การตรวจหาเชื้อสาเหตุโดยวิธี  Free  Hand  Section     
แลวนําไปสองดูภายใตกลองจุลทรรศน  พบโครงสราง  pycnidia  ฝงอยูในเนื้อเยื่อบริเวณผิวใบพืช  
รูปรางกลมมีชองเปดโผลพนผิวพืชออกมา เปนไปตามที ่  Maas  (1998) ไดรายงานไววาโครงสราง  
pycnidia  ของเช้ือรา  Phomopsis  obscurans  (Ellis  &  Everh)  มีรูปรางกลมสีดํา  ฝงอยูในเนื้อเยื่อ
บริเวณผิวใบพืช  conidia  มีขนาด  5.5 – 7.5 x 1.5 – 2  ไมครอน  ลักษณะเซลลเดี่ยวไมมีส ี เม่ือแยก
เชื้อราสาเหตุบริเวณแผลที่ใบ โดยเลี้ยงบนอาหาร  PDA  โคโลนีในระยะแรกมสีขีาว  ลักษณะกลม
เจริญออกมาในแนวรัศม ี ตอมาเปลี่ยนเปนสีครีม  เมื่อมีอาย ุ 21  วัน  จะเร่ิมพบโครงสราง  pycnidia  
ปรากฏบนอาหาร  ซึ่งจะพบมากในบริเวณที่ใกลกับตําแหนงที่ปลูกเชื้อ การพบ pycnidia บน PDA 
จํานวนมาก เปนไปในทํานองเดียวกับผลงานของ  Maas (1998)  ที่ไดรายงานไว

ในการแยกราปฏิปกษจากดิน  และแยกจุลินทรียจากใบสตรอเบอร่ี ไดนําตัวอยางดินและใบ
สตรอเบอร่ีจากแปลงปลูกของเกษตรกรในอําเภอสะเมิง  และอําเภอจอมทอง  จังหวัดเชียงใหม   
การแยกราปฏิปกษจากดินโดยวิธ ี  Soil  Dilution  Plate  พบเชื้อราจํานวน  38  ไอโซเลท  นํามา
ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราปฏิปกษ  ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช  8  ชนิด  



34

พบราปฏิปกษ  Trichoderma  ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชทั้ง 8 
ชนิดไดดีจํานวน 3  ไอโซเลท คือ ไอโซเลท CMU 2000-9 , CMU 2000-14 และ CMU 2000-16  ทํา
การจัดจําแนกชนิดโดยใชวิธีการจําแนก (key) ของ Domsch และ Game (1980) พบวาเปน 
Trichoderma viride  , T. harzianum   และ  T. hamatum  ตามลําดับ สําหรับการ  จุลินทรียจากผิวใบ
สตรอเบอร่ีโดยวิธ ี  Dilution  Plate  บนอาหาร  NA  พบเชื้อแบคทีเรียเปนสวนใหญ จํานวน  18   
ไอโซเลท  และเมื่อนํามาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช  4 
ชนิด  คือ Rhizoctonia  sp., Fusarium  sp., Colletotrichum sp., Phomopsis obscurans  พบแบคทีเรีย
ปฏิปกษที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดดี  2  ไอโซเลท  คือ  ไอโซเลท      
CMU b 2000–1  และไอโซเลท  CMU b 2000–6  จึงนําแบคทีเรียทั้งสองชนิดน้ีมาศึกษา  โดยเลี้ยง
บนอาหาร  NA พบวาทั้งสองไอโซเลท มีลักษณะเหมือนกันคือ มีโคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอน 
ขอบของโคโลนีมีลักษณะหยัก  เมื่อตรวจสอบโดยการยอมสีดวยวิธีแกรม พบวาเปนแกรมบวก  
และเมื่อสองดูภายใตกลองจุลทรรศนพบเซลลลักษณะเปนทอน ขนาดประมาณ  1.0 – 1.2 x 3.0 – 
3.5  ไมครอน  รูปรางเปนเปลี่ยมหัวทายตัด  เรียงตอกัน

การทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา                 
R.   tulasnei  สาเหตุโรคใบจุดตานก  โดยวิธ ี Dual  Culture  พบวาราปฏิปกษ  T. viride  (ไอโซเลท 
CMU 2000 – 9)  สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุไดดีที่สุด คือ  39.15%  แตกตางทางสถิติ
กับจุลินทรียปฏิปกษชนิดอ่ืนที่ระดับความเชื่อมั่น  95 %  สวนการทดสอบประสิทธิภาพของ           
จุลินทรียปฏิปกษชนิดเดียวกันนี้ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา  P.  obscurans  สาเหตุโรคใบไหม
โฟมอพซิส โดยวิธีที่กลาวมาแลว พบวาสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุ  ไดดีที่สุดคือ  
54.84 %  แตกตางทางสถิติกับจุลินทรียปฏิปกษชนิดอื่น  ที่ระดับความเชื่อมั่น  95 % ซึ่งม ี            
ประสิทธิภาพในการยับยั้งไดดีกวาโรคใบจุดตานก

สําหรับการทดสอบ การเปนปฏิปกษของรา T. viride พบวามีการแขงขันและการทําลาย
เสนใยของราสาเหตุโรคพืช โดยพบวาราปฏิปกษมีการเจริญเร็วกวาราสาเหตุ บางไอโซเลทมีการ
เจริญเร็วมากจนคลุมทับเสนใยของราสาเหตุ ทําใหโคโลนีของเชื้อราสาเหตุยุบตัวลง ในการเปน    
ราปฏิปกษนั้น จิระเดช และวรรณวิไล (2542) กลาวไววา เช้ือรา Trichoderma มีกลไกในการตอสู
กับเชื้อโรคอยู 3 ประการคือ การแขงขันกับเชื้อโรค การเปนปรสิต และการสรางปฏิชีวนะสารเพื่อ  
หยุดยั้งหรือทําลายเสนใยของเชื้อโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ สาเหตุของการแฟบของเสนใยอาจจะ
มาจากการสูญเสียของเหลวภายในเสนใยจาการดูดกินของราปฏิปกษ หรืออาจเกิดจากสารบางอยาง
ที่ราปฏิปกษสรางขึ้นเพื่อทําลายราสาเหตุก็ได
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จากการศึกษาวิธีการเขาทําลายเชื้อราสาเหตุโดยเชื้อราปฏิปกษ ดวยวิธ ี Dual Slide Culture 
และ Vernal  Slide Culture  ไดผลตรงกันคือ พบเสนใยของราปฏิปกษ  T. viride (ไอโซเลท CMU 
2000-9) สรางเสนใยแทงทะลุเขาไปเจริญอยูภายในเสนใยของเชื้อรา  R. tulasnei  และเชื้อรา          
P. obscurans  ซึ่งทําใหเสนใยของราสาเหตุแฟบลงในเวลาตอมา จากการสังเกตุพบวา เสนใยของรา
ปฏิปกษติดสีเขมมองเห็นชัดเจนในขณะที่เสนใยราสาเหตุมีขนาดใหญกวามากแตสีจาง อาจเปน
เพราะวาของเหลวที่อยูภายในของราสาเหตุถูกดูดซับโดยเสนใยของราปฏิปกษ สําหรับการเห่ียว
แฟบของเสนใยอาจเนื่องมาจากเอนไซม ′ - 1 , 3  glucan  chitinase  และ  protease  ดังที ่Ridout 
และคณะ (1988)  ไดกลาววาเชื้อรา  T. viride เปนปรสิตกับเชื้อรา Rhizoctonia solani โดยการผลติ
เอนไซมดังกลาว สลายผนังเซลลและแทงเขาไปภายในเสนใยของเชื้อรา R. solani
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