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บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 
 

1.  การสํารวจและรวบรวมเชื้อรา  Trichoderma  spp. ในจังหวัดเชียงใหม 
 เก็บรวบรวมเชื้อรา  Trichoderma  spp.  แตละอําเภอใน จ. เชียงใหม  โดยเก็บตัวอยางดิน
ในแปลงเกษตรกร   จากบริเวณรอบรากพืชที่ความลึกจากผิวหนาดิน  15- 50  เซนติเมตร  จํานวน   
15- 20  จุด  ประมาณ  500  กรัม  ใสในถุงพลาสติกบันทึกชื่อพืชปลูก  สถานที่  และวันที่เก็บ    
จากนั้นนําดินที่เก็บมาไดแตละจุดในแปลงปลูกพืชมาผสมคลุกเคลาใหเขากัน  สําหรับวัสดุเพาะใน
ฟารมเห็ด     เก็บกอนเห็ดเกาที่พบเชื้อรา  Trichoderma  spp. ปริมาณ  5 – 10 กอน ผสมใหเขากัน
บันทึกชื่อฟารม  ชนิดเห็ด  และสถานที่เก็บ  แลวจึงนําไปแยกเชื้อรา  Trichoderma  sp. โดยวิธี  
soil dilution plate  บนอาหาร  PDA  ที่เติม Rose Bengal  50  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  และ 
Streptomycin  10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  โดยช่ังดินและวัสดุเพาะในฟารมเห็ดมา  10  กรัมใสใน
ขวดรูปชมพู (flask)  ขนาด  250  มิลลิลิตร  ที่มีน้ํากลั่นฆาเชื้อแลว  90  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากับน้ํา
นาน  15  นาที  จะไดสารละลายดินที่มีความเขมขน 10-1 แลวทําใหเจือจางความเขมขนตั้งแต  10-1  
ถึง  10-5  ตามลําดับ  แลวนําเฉพาะความเขมขน 10-5   มาแยกโดยใชปเปตดูดสารละลายดิน 
แขวนลอย  (soil suspension)  ปริมาตร  1  มิลลิลิตร  หยดลงบนอาหารที่เตรียมไว  แลวใชแทงแกว
รูปตัวแอล (L)  เกลี่ยใหทั่วผิวหนาอาหาร  นําจานเลี้ยงเชื้อวางไวในอุณหภูมิหองเปนเวลาประมาณ  
3-5  วัน  เมื่อพบการเจริญของเชื้อราออกเปนโคโลนีเดี่ยวๆ  ลักษณะคลายกํามะหยี่  จึงยายวางบน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA   และทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีการแยกแบบ  Hyphal  Tip  เพื่อเก็บเปน  
stock  culture  และนําไปทดสอบตอไป  
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2 .  ศึกษาการเจริญและปริมาณการสรางสปอรของเชื้อราไตรโคเดอรมาแตละไอโซเลท 

        2.1 ศึกษาการเจริญของเชื้อรา  Trichoderma  spp. 
เชื้อรา  Trichoderma   แตละไอโซเลทที่แยกไดวัสดุเพาะในฟารมเห็ดและตัวอยางดินใน

แปลงเกษตรกร  จ.เชียงใหม  จํานวน 156    ไอโซเลท   นําไปเลี้ยงบนอาหาร  PDA  วางไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา  2  วัน   จากนั้นใช  cork  borer  ขนาดเสนผาศูนยกลาง  5  มิลลิเมตร  ที่ผาน
การฆาเชื้อเจาะบริเวณขอบของโคโลนีแลวยายวางตรงกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ   เปรียบเทียบการ
เจริญของเสนใยเชื้อรา  Trichoderma  ในแตละไอโซเลท  ทําการทดลองจํานวน  3  ซํ้า  และบันทึก
ผลที่ระยะเวลา  1,  2 และ  3   วัน  โดยวัดขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีทั้งแกนตั้งและแกน
นอนแลวนําคาที่ไดมาหาคาเฉลี่ยอัตราการเจริญของเชื้อรา  Trichoderma    มีหนวยเปนมิลลิเมตร
ตอวัน 

2.2 ศึกษาปริมาณการสรางสปอรของเชื้อรา  Trichoderma  spp.  (วาสนา, 2548) 
เล้ียงเชื้อรา  Trichoderma  แตละไอโซเลท จํานวน 4  ซํ้า ทั้งหมด 156 ไอโซเลท            

บนอาหาร  PDA  เปนระยะเวลา  10 วัน  จากนั้นเติมน้ํากลั่นลงในจานเลี้ยงเชื้อปริมาตร  10  
มิลลิลิตร   แลวใชแทงแกวรูปตัวแอล  ขูดเสนใยบริเวณผิวหนาอาหารวุน PDA  เบาๆ จากนั้นนํา
สารแขวนลอยของสปอร (spore  suspension)  เทลงในหลอดทดลอง  หลังจากนั้นเขยาใหสปอร
กระจาย   แลวจึงนํา  spore  suspension  ที่ไดมานับจํานวนสปอรโดยใชปเปตดูดสารแขวนลอย
สปอรปริมาตร 0.3 ไมโครลิตร  ใสลงใน  Haemacytometer  แลวทําการนับและบันทึกจํานวน
สปอรเปรียบเทียบกันในแตละไอโซเลทๆ  ละ  4  ซํ้า   แลวนํามาคํานวณหาคาเฉลี่ย  มีหนวยเปน
สปอรตอมิลลิลิตร   
 
3. การสกัด   Double-stranded  RNA   

 3.1 เตรียมเสนใยของเชื้อรา  Trichoderma  spp. 
 โดยเล้ียงเชื้อรา  Trichoderma   ที่แยกไดทั้งหมดบนอาหารเหลว  Malt Extract Broth 
(MEB)     ประกอบดวย  Malt extract  20.0 กรัม, Glucose 20.0  กรัม และ Peptone 1.0  กรัม ตอน้ํา
กล่ัน 1 ลิตร  เปนระยะเวลา  3 – 5 วัน  จนเจริญเต็มจานเลี้ยงเชื้อจึงซับใหแหงดวยกระดาษทิชชูที่
นึ่งฆาเชื้อแลว  เก็บในอลูมิเนียมฟอลยที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวเชนกันไวในอุณหภูมิ – 20  องศา
เซลเซียสจนกวาจะนําไปใช 
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3.2 การสกัด   double-stranded  RNA   
ใชวิธีการซึ่งดดัแปลงมาจากวิธีการของ  Jordan  and  Dodds (1985) และ Valverde et al. 

(1990)  นําเสนใยของเชื้อรา  Trichoderma  spp.  ไอโซเลทละ  1.5  กรัม  บดดวยโกรงแชเยน็              
(-80 องศาเซลเซียส) ที่มี  extraction  buffer  (ประกอบดวย 2X STE  buffer, 2% SDS และ 1% 
PVP-40)  ปริมาตร  2  มิลลิลิตร  เมื่อบดละเอยีดแลวเทของเหลวที่ไดใสในหลอดทดลอง  
(centrifuge  tube)  ขนาด  1.5  มิลลิลิตร จาํนวน  400 ไมโครลิตรตอหลอด  แลวเตมิ  phenol  400  
ไมโครลิตร  และ  chloroform : pentanol (24:1)  200  ไมโครลติร  เขยาเบา ๆ  ใหเขากันประมาณ  
20-30  นาที  ที่อุณหภูมิหอง  นําไปใสเครื่องหมุนเหวี่ยงที่  4,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  30  นาที  
แยกของเหลวใสที่อยูดานบนถายลงในหลอดทดลองใหม  เก็บสวนของเหลวใส  แลวปรับให
ของเหลวใสมคีวามเขมขนเทากับ  16%  ethanol  จากนัน้เติม  cellulose CF-11  จํานวน  0.1  กรัม  
แลวนําหลอดทดลองไปทําการผสมใหเขากันโดย  vortex  จํานวน  3  คร้ังในเวลา  30  นาที  นําไป
หมุนเหวีย่งที่ 4,000 รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาที  จากนั้นเก็บสวนของตะกอน  cellulose     
CF-11  ตอมาทําการลางตะกอนดวย  1X  STE  ที่มี  16%  ethanol  ปริมาตร  800  ไมโครลิตร  
ผสมใหเขากันดวยการ  vortex แลวนําไปหมุนเหวีย่งที่ 4,000 รอบตอนาที  เปนเวลา    10  นาท ี  
ทําขั้นตอนนี้อีกครั้ง  หลังจากลางตะกอนครั้งสุดทายแลว  ทําการชะ  (eluted)  dsRNA  ดวยการ
เติม  1X STE  ปริมาตร  500  ไมโครลิตร  ลงในตะกอน  cellulose  แลว  vortex  ใหเขากัน  นําไป
หมุนเหวีย่งที่  4,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  15  นาที  ถายสวนของเหลวใสที่มี  dsRNA  ลงใน
หลอดใหม  จากนั้นตกตะกอน  dsRNA  ดวยการปรับใหสารละลายมีความเขมขนเทากับ  67%  
ethanol  (v/v)  และปรับใหของเหลวใสมคีวามเขมขนสดุทายเทากับ  50  mM  sodium  acetate  
แลวนําไปเก็บที่อุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส  อยางนอยที่สุดเปนเวลา  4  ช่ัวโมง  ตอจากนั้นจึง
นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 4,000  รอบตอนาที เปนเวลา  30  นาที  จะไดตะกอน  dsRNA  แลวละลาย
ตะกอนทีไ่ดในน้ํากลั่นปริมาตร  30  ไมโครลิตร  เก็บไวที่อุณหภูม ิ -80  องศาเซลเซียส  จนกวาจะ
นําไปใช   
 
 
 
 

 

 
 



 17

3.3 การตรวจผลโดยเจลอิเลคโตรโฟรีซิส   
 นําถาดและหวีสําหรับเตรียมเจลประกอบเขาดวยกัน  เตรียม 1.5%  agarose  gel โดย 
ละลาย  agarose  0.45  กรัม  ใน 1X  TBE  buffer  30  มิลลิลิตร   หลอมเจลดวยไมโครเวฟ  เขยา
เปนครั้งคราวจนเจลละลายดี  ตั้งทิ้งไวจนกระทั้งเย็นลงที่อุณหภูมิประมาณ  50-55  องศาเซลเซียส  
นํามาเทลงในถาดที่เตรียมไว  ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณครึ่งชั่วโมง  จึงเท  1X  TBE  buffer  บน
ผิวหนาเจลเล็กนอย  คอย ๆ  ดึงหวีออก  นําเจลใสลงในเครื่อง  Gel  MateTM-GEP102  
(TOYOBO,  Japan) เติม  1X TBE buffer  จนทวมผิวหนาเจลประมาณ  5  มิลลิเมตร  นํา  100 bp  
DNA Marker (InvitrogenTM, USA)  เพื่อใชเปน  molecular  weight  marker  แลวจึงนํา  product  8  
ไมโครลิตร  ผสมกับ  loading  dye  2  ไมโครลิตร  แยกขนาดของ  dsRNA  บน 1.5 % agarose gel 
electrophoresis  ใน 1X TBE buffer ใชความตางศักดิ์ไฟฟา  100  โวลท  นาน  30  นาที  จึงปด
สวิทซ  นําเจลมายอมดวย  ethidium  bromide  เปนระยะเวลา  10  นาที  ลางดวยน้ําเปลา  5  นาที
แลวนําไปสองดูดวยแสง  UV  และบันทึกภาพดวยเครื่อง  Gel  Documentation  (SYNGRNE  รุน  
GENE  Genius  Bio  Imaging  System) 

3.4 การตรวจสอบคุณสมบัติ  double-stranded  RNA จากการยอยดวยเอนไซม  DNase   
        และ  RNase 
ใชวิธีการซึ่งดดัแปลงมาจากวิธีการของ  Castanho et al. (1978)  และ Fekete et al. (1995) 

เพื่อพิสูจนวาแถบของ  dsRNA  ที่ปรากฏบนเจลจากขอ  3.3  เปน  dsRNA  อยางแทจริงโดยการนํา  
dsRNA  ที่ละลายในน้ํากลั่นจากขอ 3.2  มายอยดวยเอนไซม   RNase   ในสภาพความเขมขนของ
เกลือต่ํา(0.1XSSC) และที่มคีวามเขมขนเกลือสูง (2XSSC) (ภาคผนวก ก)  ซ่ึงในสภาพที่ความ
เขมขนของเกลือต่ําเอนไซม  RNase จะยงัมีความสามารถในการยอย  dsRNA  และ  ssRNA  ได  
สวนในสภาพที่ความเขมขนของเกลือสูงเอนไซม  RNase จะไมสามารถยอย dsRNA  ไดแตจะ
ยังคงยอย  ssRNA  ไดเชนเดิม ทําไดโดยเตรียมหลอดทดลอง  (centrifuge  tube)  ขนาด  1.5  
มิลลิลิตรจํานวน  3  หลอด   หลอดที่ 1  เติม  dsRNA  ที่ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร   10  ไมโครลิตร 
ผสมกับ  buffer  ที่มีความเขมขนเกลือต่ํา (0.2XSSC)  จํานวน  9  ไมโครลิตร  และเติม RNase  
เขมขน 0.01  μg/μl  จํานวน 1  ไมโครลิตร  หลอดที่ 2   เติม  dsRNA  ที่ละลายในน้าํกลั่นปริมาตร   
10  ไมโครลิตร ผสมกับ  buffer  ที่มีความเขมขนเกลือสูง (4XSSC) จํานวน  9  ไมโครลิตร  และ
เติม  RNase   เขมขน  0.01  μg/μl   จํานวน  1  ไมโครลิตร  และหลอดที่  3  ใช  DNase  ในการยอย    
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ซ่ึง  DNase  มีคุณสมบัติในการยอย  DNA  โดยเติม  dsRNA   ที่ละลายในน้ํากลัน่ปริมาตร   10   
ไมโครลิตร    ผสมกับ  buffer (ภาคผนวก ก)  ปริมาตร   2  ไมโครลิตร จากนั้นเติมน้ํากลั่นปริมาตร  
7  ไมโครลิตร  และเติม DNase จํานวน   1 ไมโครลิตร  นําหลอดทดลองทั้ง  3  หลอดมาเขยาให
สารละลายในหลอดผสมเขากัน  แลวจึงนําไปเก็บที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  20 นาที  
แลวตรวจผลดวยเจลอิเลคโตรโฟรีซิส   

3.5 การตรวจผลโดยเจลอิเลคโตรโฟรีซิส   
โดยเตรียม  1.5%  agarose  gel   ตามวิธีดังกลาวในขอ 3.3  นํามาเทลงในถาดที่เตรียมไว  

ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณครึ่งชั่วโมง  จึงเท  1X  TBE  buffer  บนผิวหนาเจลเล็กนอย  คอย ๆ  
ดึงหวีออก  นําเจลใสลงในเครื่อง  Gel  MateTM-GEP102  (TOYOBO, Japan) เติม  1X TBE 
buffer  จนทวมผิวหนาเจลประมาณ  5  มิลลิเมตร  นํา  100 bp  DNA Marker (InvitrogenTM, USA)  
เพื่อใชเปน  molecular  weight  marker  แลวจึงนํา  product  8  ไมโครลิตร  ผสมกับ  loading  dye  
2  ไมโครลิตร  แยกขนาดของ  dsRNA  บน 1.5 % agarose gel electrophoresis  ใน 1X TBE buffer 
ใชความตางศักดิ์ไฟฟา  100  โวลท  นาน  30  นาที  จึงปดสวิทซ  นําเจลมายอมดวย  ethidium  
bromide  เปนระยะเวลา  10  นาที  ลางดวยน้ําเปลา  5  นาทีแลวนําไปสองดูดวยแสง  UV  และ
บันทึกภาพดวยเครื่อง  Gel  Documentation  (SYNGRNE  รุน  GENE  Genius  Bio  Imaging  
System) 

 
4.  ศึกษาความเสถียรและการขจัด  ds RNA   
 นําเสนใยของเชื้อรา Trichoderma ไอโซเลทที่พบ dsRNA  คือ TM10 และ  TM20  โดยมา
เล้ียงบนอาหาร  PDA  แลววางไวที่อุณหภูมิ  37, 40 และ 45  องศาเซลเซียสเปนเวลา  3  ช่ัวโมง 
สลับกับการเลี้ยงไวที่อุณหภมูิหองเปนเวลา  24 ช่ัวโมง  จากนัน้ใช  cork  borer  ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง  5  มิลลิเมตร ที่ผานการฆาเชือ้เจาะบริเวณขอบของโคโลนีแลวยายวางตรงกลางอาหาร
เล้ียงเชื้อ PDA  จานใหมทําเชนนี้เปนจํานวน  10  รุน แลวจึงนําไปศกึษาการเจริญ  การสรางสปอร  
การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา  ภายในหองปฏิบัติการ  และเรือน
ทดลอง  และเลี้ยงในอาหารเหลว Malt Extract Broth (MEB)   เพื่อนําไปตรวจหา  dsRNA   ตอไป 
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5.  ศึกษากิจกรรมของเอนไซม exo-chitinase   

5.1  การเตรียมเชื้อรา Trichoderma   เล้ียง  Trichoderma   ไอโซเลทที่ไมพบ  dsRNA  
ไดแก T15, T42  และ  T75  และเชื้อรา  Trichoderma  ไอโซเลทที่พบ  dsRNA  ไดแก  TM10  และ  
TM20  รวมทั้งไอโซเลทที่ไดจากการศึกษาความเสถียรและการขจัด  dsRNA  ไดแก  TM10h  และ 
TM20h  บนอาหารเหลว  synthetic medium (SM)  (Kucuk and Kivanc,2004)  โดยบรรจุอาหาร
เหลวใน  flasks  50  ml  และเติม  conidial  suspension  ของ  Trichoderma  ที่มีความเขมขนของ
สปอรเทากับ  1 × 1010  spore/ml  ปริมาตร  1  ml  และเติม  colloidal chitin  เปนแหลง  carbon  2 
mg/ml-1  เขยาบน  rotary  shaker  ที่  120  rpm   อุณหภูมิ  30   องศาเซลเซียส  เปนระยะเวลา  4  วัน  
จากนั้น  centrifuge  ที่  12,000g   ที่อุณหภูมิหองนาน  10  นาที  แลวจึงนําสวนของเหลวไป
ทดสอบ  enzymatic  activity   

5.2 ทําการวิเคราะห  exo- chitinase   ตามวิธีของ  Zaldivar  et al. (2001)  และ Enzymatic 
assay of  β-N-Acetyl glucosaminidase, (1996) โดยเตรียมหลอดทดลองที่นึ่งฆาเชื้อแลวจํานวน  2
หลอดทดลองตอเชื้อรา  Trichoderma  จํานวน  1  ไอโซเลท  หลอดที่  1  ประกอบดวยสารละลาย   
citrate-phophate buffer pH 4.8 (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 0.50  มิลลิลิตร เติม  substrate   คือ  2.0 
mM  p-Nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminine   ปริมาตร 0.50  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันที่
อุณหภูมิหอง  จากนั้นเติมสารละลายตัวอยางที่ไดจากขอ  5.1  ที่ตองการวิเคราะหเอนไซม 
ปริมาตร 0.10 มิลลิลิตร   สําหรับหลอดที่ 2 (หลอด  blank )  ประกอบดวยสารละลาย           
citrate-phophate buffer pH 4.8  ปริมาตร 0.50  มิลลิลิตร    จากนั้นเติม  substrate  (2.0 mM          
p-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminine) ปริมาตร 0.50  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันที่
อุณหภูมิหอง  นําหลอดทดลองหลอดที่ 1 และ  หลอดที่  2    มาเขยาใหเขากันแลวเก็บที่อุณหภูมิ                         
37   องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา  5 นาที  จึงเติมสารละลาย 1 M sodium  carbonate ปริมาตร 2.00  
มิลลิลิตร  ลงในทั้งหลอดที่ 1 และ   หลอดที่ 2   หลังจากนั้นเติมสารละลายตัวอยางที่ไดจากขอ  5.1          
ที่ตองการวิเคราะหเอนไซม ปริมาตร 0.10  มิลลิลิตร  ลงในหลอดที่ 2    พรอมทั้งทําการผสมใหเขา
กันดวย  vortex  mixer  ยายลง  suitable  cuvettes  แลวจึงนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง  
Spectophotometer  ที่ความยาวคลื่น  405  นาโนเมตร  จากนั้นจึงนําคาที่ไดมาคํานวณปริมาณ
เอนไซมโดย  1 Unit  ของ  exo- chitinase หมายถึง  ปริมาณ  enzyme   ที่สามารถเปลี่ยน  1  μmol  
ของ  p-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosamide  ไปเปน  p-nitrophenyl และ N-acetyl-β-D-
glucosamide   ใน  1  นาที   ที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  (pH  4.8)   
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การคํานวณหาปริมาณเอ็นไซม 
  Units/ml  enzyme =  (A405nm Test - A405nm Blank)(3.1)(1)       
          (5)(18.5)(0.1) 
 
 โดย     3.1     =  ปริมาตรรวมที่ใชในการทดสอบทั้งหมด (มล.) 
  1        =  คาการเจือจางขณะเตรียมสาร 
  5        =  ระยะเวลาที่ใชในการทดสอบ  (นาที) 
  18.5   =  คา millimolar  extinction coefficient  ของ  p-Nitrophenol  ที่ความยาว 
                                                คล่ืน  405  นาโนเมตร 
                 
  0.1     =  ปริมาตรของสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหเอนไซม 
 
6.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา  Trichoderma  spp.  ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 

    Sclerotium  rolfsii  บนอาหาร  PDA  ภายในหองปฏิบัติการ  
 ทดสอบความสามารถในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคพืชโดย  Dual  culture  technique  
โดยคัดเลือกเชื้อรา  Trichoderma   ไอโซเลทที่พบและไมพบ dsRNA  ในการทดสอบทั้งหมด  7         
ไอโซเลท  ดังตอไปนี้ 

T15        คือ  ไอโซเลทที่แยกไดจากสารชีวภัณฑยูนิเซฟ, T. harzianum 
T42        คือ  ไอโซเลทที่มีการเจริญดี 
T75        คือ  ไอโซเลทที่มีการเจริญดี 
TM10    คือ ไอโซเลทที่พบ dsRNA  
TM10h  คือ ไอโซเลท  TM10 ที่ผานการเลี้ยงที่อุณหภูมิสูงคือ  37 oC   

                         สลับกับอุณหภูมิหอง 
TM20     คือ ไอโซเลทที่พบ dsRNA  
TM20h   คือ ไอโซเลท  TM20 ที่ผานการเลี้ยงที่อุณหภูมิสูงคือ  37 oC   

                             สลับกับอุณหภูมิหอง 
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นําเชื้อรา  Trichoderma  ทั้ง  7  ไอโซเลทมาทดสอบประสิทธิภาพกับเชื้อราสาเหตุของ
โรครากและโคนเนาของถั่วเหลือง (Sclerotium  rolfsii)  นําเชื้อราทั้งหมดมาเลี้ยงบนอาหาร     
PDA จนเชื้อเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (เวลา 3 วัน)  ทดสอบโดยใช cork borer ขนาด
เสนผาศูนยกลาง  5  มิลลิเมตร   ที่ผานการฆาเชื้อเจาะบริเวณขอบของโคโลนีของเชื้อรา  S.  rolfsii
แลวยายวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA   โดยวางหางจากขอบจาน  2  เซนติเมตร  แลวจึงตัดเสนใย
ของเชื้อรา  Trichoderma  ใหมีขนาด  5  มิลลิเมตร  มาวางตรงขามกับโคโลนีของ เชื้อรา  S.  rolfsii   
และหางจากขอบจานเลี้ยงเชื้ออีกดานเปนระยะ  2  เซนติเมตร  สําหรับชุดควบคุม (control)  ไมวาง
เชื้อราปฏิปกษลงไป  วางแผนการทดลองแบบ  CRD  (Completely Randomized Design)  โดยทํา
แตละวิธีการทดลองเปนจํานวนทั้งหมด  3  ซํ้า  จากนั้นนําจานอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมดไปวางไวที่
อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา  5  วัน  แลววัดการเจริญของเชื้อราสาเหตุ  เพื่อคํานวณหาเปอรเซ็นต
การยับยั้งของรัศมีการเจริญ (percent inhibition rate growth : PIRG) โดยใชสูตร                         
(R1 - R2/R1)  × 100  (ภาพ 1)  แลวนําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความแตกตางทางสถิติโดยใช
โปรแกรม  Statistix 8  

 
 

 
        
 
 
 
 
       (1)       (2) 

ภาพ 1 รัศมีการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคเมื่อเจริญควบคูกับเชื้อราปฏิปกษ  
                             โดยวิธี  Dual  culture  ชุดควบคุม (1)  เชื้อราสาเหตุเจริญกับเชื้อราปฏิปกษ(2) 

  P    =  Pathogen  
    T    =  Trichoderma  sp. 
    R1  =  รัศมีของโคโลนีเชื้อสาเหตุโรคในจานควบคุม (control) 
       R2  =  รัศมีของโคโลนีเชื้อสาเหตุโรคในจานทดสอบ 

 
 

P

R1 R2 

P T



 22

การคํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้ง 
 
 % inhibition  = (R1 – R2)  × 100                            
            R1 
 
 โดย   R1  =  รัศมีของโคโลนีเชื้อสาเหตุโรคในจานควบคุม (control) 
           R2  =  รัศมีของโคโลนีเชื้อสาเหตุโรคในจานทดสอบ 
 
โดยประมาณคาดังนี้ (เกษม, 2532) 
 > 75 %    = มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสงูมาก (very high antagonistic activity) 
 61-75 %  = มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสงู (high antagonistic activity) 
 51-60 %  = มีประสิทธิภาพในการยับยั้งปานกลาง(moderate antagonistic activity) 
 <50 %   = มีประสิทธิภาพในการยับยั้งต่ํา (low antagonistic activity) 
 
7.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราไตรโคเดอรมา  ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 

     S.   rolfsii  ภายในสภาพเรือนทดลอง 

   7.1 การเพิ่มปริมาณเชื้อสาเหตุ  S. rolfsii    และ Trichoderma  ในเมล็ดขาวฟาง 
การเพิ่มปริมาณเชื้อสาเหตุ S. rolfsii  และ  Trichoderma  (T15, T42, T62, T75, TM10, 

TM20, T62h, TM10h  และ TM20h ) ใชวิธีการเลี้ยงแบบเดียวกันคือ  เล้ียงบนเมล็ดขาวฟางที่ตม
สุกและนึ่งฆาเชื้อแลว โดยเริม่จากตมเมล็ดขาวฟางใหสุกโดยสังเกตจากเมล็ดขาวฟางจะเริ่มปริแตก
ออกประมาณ  4-5  เมล็ด  กรองน้ําทิ้ง  ลางดวยน้ําสะอาดอีกประมาณ  2-3  คร้ัง  ผ่ึงใหพอแหง
หมาดๆ  จากนั้นบรรจุลงถุงพลาสติกทนรอน  250  กรัม/ถุง  ปดปากถุงใหสนิท  จากนั้นนาํไปนึง่
ฆาเชื้อที่ความดัน    15 ปอนด/ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  1  ช่ัวโมง  ทิ้งไวให
เย็น  จากนั้นนําเชื้อที่ตองการขยายปริมาณ  ซ่ึงไดทําการเลี้ยงไวบนอาหาร  PDA  นาน  5  วนั              
ใช  cork  borer  ขนาดเสนผาศูนยกลาง  5  มิลลิเมตร  ที่ผานการฆาเชื้อเจาะบริเวณขอบของ 
โคโลนีแลวใชเข็มเขี่ยที่ลนไฟฆาเชื้อแลวตกัชิ้นวุนที่มีเสนใยและสปอรของเชื้อเจริญอยู ใสลงใน
ถุงพลาสติกที่บรรจุขาวฟางอยูจํานวน 2  ช้ินตอถุง   โดยทําในสภาพปลอดเชื้อ  เขยาถุงเบาๆเพื่อให
สปอรของเชื้อกระจายลงสู ขาวฟางในถุง  แลวบมเชื้อไวในหองที่รมและเย็น  อากาศถายเทสะดวก 
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ไมมีมดและแมลงรบกวน     หลังบมเชื้อเปนเวลา 2 วันเขยาถุงอีกครั้งเพื่อใหเสนใยกระจายตัว เมื่อ
เชื้อราเจริญเต็มถุงจึงนําไปใชทดสอบตอไป 

7.2  การเตรียมดินปลูก 
การเตรียมดินปลูกโดยนําดินที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว  ผสมวัสดุปลูกในสัดสวนดังนี้      

ดิน  5  สวน : แกลบ  1  สวน  และปุยหมัก  1  สวน  คลุกเคลาใหเขากัน  จากนั้นบรรจุกระถางปลูก
ขนาด     5 × 7  นิ้ว  ปริมาณ  800  กรัมตอกระถาง   

7.3  การทดสอบประสิทธิภาพของ  Trichoderma  ในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรค    
         รากเนาและโคนเนาถั่วเหลือง 

 การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อรา  Trichoderma  โดยนําเชื้อรา  S. rolfsii  และเชื้อรา  
Trichoderma  แตละไอโซเลท ที่เตรียมไวในขอ  7.1  โดยผสมเชื้อรา S. rolfsii  ปริมาณ  40  กรัม  
และเชื้อรา  Trichoderma  40  กรัม  เทลงในถุงพลาสติกที่มีดินปลอดเชื้อ (ขอ 7.2)  ผสมคลุกเคลา
ใหเขากันแลวจึงเทลงกระถางปลูก  จากนั้นจึงปลูกเมล็ดถ่ัวเหลือง  ดังรายละเอียดของแผนการ
ทดลองดังนี้ 

 
กรรมวิธีที่ 1    ชุดควบคุม หรือ control (ไมปลูกเชื้อ  ไมใส  Trichoderma) 

 กรรมวิธีที่ 2    ปลูกเชื้อสาเหตุเพียงอยางเดียว  (S.  rolfsii) 
 กรรมวิธีที่ 3    ปลูกเชื้อสาเหตุ  S.  rolfsii  + Trichoderma (T15) 
 กรรมวิธีที่ 4    ปลูกเชื้อสาเหตุ  S.  rolfsii  +  Trichoderma (T42) 

กรรมวิธีที่ 5    ปลูกเชื้อสาเหตุ  S.  rolfsii  +  Trichoderma  (T75) 
 กรรมวิธีที่ 6    ปลูกเชื้อสาเหตุ  S.  rolfsii  +  Trichoderma  (TM10) 
 กรรมวิธีที่ 7    ปลูกเชื้อสาเหตุ  S.  rolfsii  +  Trichoderma  (TM20) 

 กรรมวิธีที่ 8    ปลูกเชื้อสาเหตุ  S.  rolfsii  +  Trichoderma  (TM10h) 
 กรรมวิธีที่ 9    ปลูกเชื้อสาเหตุ  S.  rolfsii  +  Trichoderma  (TM20h) 
 

วางแผนการทดลองแบบ CRD  (Completely Randomized Design)  โดยทําแตละวิธีการ
ทดลองเปนจํานวนทั้งหมด  4  ซํ้า   ซํ้าละ  5 เมล็ด ดูแลรดน้ําเปนประจําทุกวัน  
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สังเกตการเกิดอาการของโรคบันทึกผลและประมาณการเกิดโรคของพืชแตละตน  โดยให
ระดับตางๆ คือ 

 ระดับที่ 0  =  ไมแสดงอาการ 
 ระดับที่ 1  =  แสดงอาการเพียงเล็กนอย 
 ระดับที่ 2  =  แสดงอาการแตยังไมแสดงอาการเนา 
 ระดับที่ 3  =  แสดงอาการตายหลังจากงอก 
 ระดับที่ 4  =  แสดงอาการตายกอนงอก 
 
การคํานวณหาเปอรเซ็นตการเกิดโรค  ดั้งนี้ (สืบศักดิ์, 2540) 
 
เปอรเซ็นตการเกิดโรค  =  ผลรวมของการเปนโรคแตละระดับ   ×                       100 
         จํานวนตนที่สุม  ระดับสูงสุดของการเปนโรค 

 
8.  สถานที่ดําเนินงานวิจัยและรวบรวมขอมูล 

1. หองปฏิบัติการวิจัยและเทคโนโลยีชีวภาพ  ภาควิชาโรคพืช  คณะเกษตรศาสตร    
       มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 2.    หองปฏิบัติการโครงการยอยบัณฑิตศกึษาและวจิัยสาขาเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
        คณะเกษตรศาสตร   มหาวิทยาลัยเชยีงใหม 

3. ศูนยวิจัยควบคุมศัตรูพืชโดยชีวินทรยีแหงชาติ  ภาคเหนือตอนบน  สํานักงาน   
       กรรมการวิจัยแหงชาติ  มหาวิทยาลัยแมโจ 

 


