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ABSTRACT: The aim of this study was to investigate the inhibition of leaf blight disease of 
eucalyptus caused by C. reteaudii and Pestalotiopsis sp. using two biological control methods 
including antagonistic fungi and wood vinegar.  Two species of antagonistic fungi, Trichoderma 
asperellum and T. harzianum, were tested for their ability to inhibit leaf blight disease of 
eucalyptus by in vitro experiment.  Both antagonistic fungi had not significantly different to 
inhibit the mycelial growth of pathogenic fungi of eucalyptus (P > 0.05).  Additionally, T. 
asperellum was tested for the inhibition of C. reteaudii by directly spraying of the pathogen on 
the seedlings.  It was found that spraying T. asperellum into the soil around the basal stem of 
seedlings could reduce the percentage of disease incidence comparing with control treatments.  
Moreover, the spraying T. asperellum every 3 days had the disease incidence lesser than spraying 
T. asperellum only one time.  For using wood vinegar as biological control, it was found that 
C. reteaudii (IC

50
 = 13,679.71 ppm) was inhibited better than Pestalotiopsis sp. (IC

50
 = 18,218.51).  

Moreover, the mycelial growth of both pathogens were completely inhibited at the concentration 
40,000 ppm.  Therefore, both biological control methods might be apply for control eucalyptus 
leaf blight disease caused by C. reteaudii and Pestalotiopsis sp.
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บทคัดย่อ 

ในการศกึษาครัง้นีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ทดสอบ
การยับยั้งเชื้อก่อโรคใบไหม้ของยูคาลิปตัส 2 ชนิด 
(Cylindrocladium reteaudii และ Pestalotiopsis 
sp.) โดยใช้การควบคุมด้วยชีววิธี 2 วิธี คือ การใช้รา
ปฏิปักษ์ และการใช้น�้ำส้มควันไม้  ซึ่งผลจากการ
ทดสอบประสิทธิภาพของราปฏิปักษ์ 2 ชนิด ได้แก่ 
Trichoderma asperellum และ T. harzianum ใน
การยบัยัง้ราก่อโรคใบไหม้ยคูาลปิตัสในสภาพจานเล้ียง
เชื้อ พบว่า ราปฏิปักษ์ทั้ง 2 ชนิด สามารถยับยั้งการ
เจริญของเส ้นใยเชื้อก ่อโรคได้แตกต่างกันอย่าง 
ไม่มีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P > 0.05)  นอกจากนี้เมื่อน�ำ 
T. asperellum ไปทดสอบการยบัยัง้เชือ้ C. reteaudii 
โดยการฉีดพ่นเชื้อก่อโรคโดยตรงที่กล้าไม้  พบว่า  
การฉีดพ่น T. asperellum ลงในดินบริเวณรอบโคน
ต้นกล้าสามารถช่วยลดเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคได้เมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม นอกจากนี้ยังพบว ่า  
การฉดีพ่น T. asperellum ทุก ๆ 3 วัน สามารถช่วย
ลดการเกิดโรคได้ดีกว่าฉีดพ่นเพียงครั้งเดียว ส�ำหรับ
การใช้น�้ำส้มควันไม้ในการควบคุมโรคแบบชีววิธีนั้น  
พบว่า น�้ำส้มควันไม้สามารถยับยั้งรา C. reteaudii  
(IC

50
 = 13,679.70 ppm) ได้ดีกว่า Pestalotiopsis sp. 

(IC
50
 = 18,218.50)  และพบว่าที่ระดับความเข้มข้น 

40,000 ppm สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อ
ราก่อโรคทัง้ 2 ชนดิน้ีได้ 100 เปอร์เซน็ต์  ดงันัน้จงึควร
น�ำชีววิธีทั้ง 2 ประเภทนี้ไปประยุกต์ใช้ในการควบคุม
โรคใบไหม้ยูคาลิปตัสที่เกิดจาก C. reteaudii และ 
Pestalotiopsis sp. ในเรือนเพาะช�ำกล้าไม้ต่อไป

ค�ำส�ำคัญ: ราปฏิปักษ์, น�้ำส้มควันไม้, โรคใบไหม้,  
ยูคาลิปตัส

บทน�ำ
	

ยูคาลิปตัสเป็นไม้ที่จัดอยู่ในวงศ์ Myrtaceae 
สกุล Eucalyptus มีรายงานพบท่ัวโลกมากกว่า 
600–700 ชนิด ส�ำหรับในประเทศไทยยูคาลิปตัส 
จัดเป็นไม้ต่างถ่ินท่ีสามารถเติบโตได้ในแทบทุกสภาพ
พื้นที่และมีอัตราการรอดตายสูง  อีกทั้งยังถูกน�ำไปใช้
ประโยชน์ในหลายด้าน ได้แก่ ใช้เป็นวัตถุดิบหลัก 
ของโรงงานประดิษฐ์และอุตสาหกรรมต่าง ๆ ไม้อัด 
แผ่นใยไม้ซีเมนต์ เยื่อกระดาษ ใช้ท�ำไม้ฟืนและถ่าน 
(Laemsak, 2008)  ด้วยประโยชน์ที่หลากหลายและ
มูลค่าทางเศรษฐกิจที่สูงจึงท�ำให้ยูคาลิปตัสได้รับ 
ความนยิมปลกูอย่างแพร่หลายส่งผลให้มคีวามต้องการ
กล้ายูคาลิปตัสเป็นจ�ำนวนมากเพื่อน�ำไปปลูกสร้าง 
สวนป่า  แต่ปัญหาที่มักเกิดขึ้นและสร้างความเสียหาย
ต่อกระบวนการผลติ คอืการเกดิโรคของกล้าไม้ในเรอืน
เพาะช�ำ  โดยมรีายงานว่าพบเชือ้ราสาเหตโุรคมากกว่า 
30 ชนิด สามารถเข้าท�ำลายยูคาลิปตัสได้ตั้งแต่ระยะ
เมลด็ กิง่ช�ำ กล้าไม้ และต้นไม้ในแปลงปลกู โดยเฉพาะ
อย่างยิง่ในระยะปักช�ำก่ิงของยคูาลปิตสั ผูผ้ลติกล้าปักช�ำ
จ�ำเป็นต้องเตรยีมและต้องดแูลกิง่ปักช�ำในเรอืนเพาะช�ำ
ท่ีมีความช้ืนสูงและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมเป็นเวลา  
20–25 วัน  ด้วยสภาพแวดล้อมดังกล่าวนี้ ส่งผลให ้
กล้าปักช�ำมักอ่อนแอและเกิดโรคง่าย ซึ่งมีสาเหตุเกิด
จากเชื้อก่อโรคหลายชนิด ได้แก่ Botrytis cinerea, 
Cylindrocladium spp., Rhizoctonia solani, 
Pestalotiopsis sp. และ Hainesia sp. (Maciel  
et al., 2012) ในจ�ำนวนเชื้อก่อโรคเหล่านี้พบว่า 
Cylindrocladium ก่อให้เกิดโรคกับกล้าปักช�ำยูคา
ลิปตัสรุนแรงที่สุด โดยท�ำให้เกิดอาการใบจุด ใบไหม้ 
และหากเชื้อมีความรุนแรงใบจะร่วงและตายในที่สุด 
(Devi, 2011; Filho et al., 2018)

การควบคุมโรคด้วยชีววิธี  (Biological 
control) คือการใช้สิ่งมีชีวิตหนึ่งหรือสารสกัดจากพืช
มาควบคุม ลดจ�ำนวนหรือยับยั้งการเข้าท�ำลายของ 
สิ่งมีชีวิตอีกชนิดหน่ึง ซึ่งอาจเป็นจุลินทรีย์ก่อโรค  
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สตัว์ หรอืวชัพชืกไ็ด้  หากสิง่มชีวีติทีน่�ำมาใช้ควบคุมโรค
นั้นเป็นจุลินทรีย์ จะเรียกจุลินทรีย์เหล่านี้ว่า จุลินทรีย์
ปฏิปักษ์ (Vincent et al., 2007)  Trichoderma  
เป็นราปฏิปักษ์ชนิดหนึ่งที่นิยมน�ำมาใช้ในการเพ่ิมการ
เติบโตของต้นไม้และควบคุมโรคพืช เนื่องจากสามารถ
เพิ่มปริมาณสปอร์ได้ง่าย โตเร็ว ต้นทุนการผลิตหัวเชื้อ
ต�่ำ อีกทั้งมีหลายชนิดที่มีศักยภาพน�ำไปใช้ในพื้นที่
เกษตรกรรมขนาดใหญ่ได้และผลิตเป็นผลิตภัณฑ์
ทางการค้าได้ (Saba et al., 2012)  ซึ่งงานวิจัยที่ผ่าน
มาพบว่า Trichoderma นั้นสามารถน�ำมาควบคุมเชื้อ
ก่อโรคของยูคาลิปตัสได้ด้วย เช่น Cylindrocladium 
spp. ที่ก่อให้เกิดใบ และกิ่งไหม้ (Devi, 2011; Maciel 
et al., 2012; Filho et al., 2018)  Botrytis cinerea 
ท่ีก ่อให้เกิดโรคราสีเทา (grey mold disease) 
(Zaldúa and Sanfuentes, 2010) เป็นต้น

น�้ ำส ้มควันไม ้  (Wood vinegar หรือ 
Pyroligneous acid) ได้มาจากการควบแน่นของควัน
ที่เกิดจากการเผาไม้ให้กลายเป็นถ่านในสภาวะที่มี
ออกซิเจนจ�ำกัด (Anonim, 2001) ซึ่งมีองค์ประกอบ
หลกั ได้แก่ hydroxy aldehydes, hydroxy ketones, 
sugars, carboxylic acid และ phenolic acid 
(Guillen and Manzanos, 2002)  น�้ำส้มควันไม้เป็น
ผลติภณัฑ์ธรรมชาติประเภทหน่ึงทีน่�ำมาใช้ในการยบัยัง้
การเตบิโตของเชือ้ก่อโรคพืชหลายชนิด ได้แก่ Pythium 
aphanidermatum, P. myriotylum, Fusarium sp., 
Alternaria brassicicola, Gloeophyllum trabeum, 
Cor io lus  vers icolor ,  Bost ryod iplod ia 
theobromea, Rhizoctonia solani, Sclerotinia 
sclerotiorum (Yodthong et al., 2008; Oramahi 
and Yoshimura, 2013; Saberi et al., 2013)  
ดังนั้นในการศึกษาครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา
ประสิทธิภาพของราปฏิป ักษ ์  (Trichoderma 
asperellum และ T. harzianum) และน�้ำส้มควันไม้
ในการควบคุมเชื้อก่อโรคใบไหม้ยูคาลิปตัส 2 ชนิด คือ 
Cylindrocladium reteaudii และ Pestalotiopsis sp.  
ทั้งนี้เพื่อเป็นทางเลือกหนึ่งให้เกษตรกรหรือผู ้ผลิต 

กล้ายูคาลิปตัสเลือกใช้ทดแทนการใช้สารเคมีในการ
ควบคุมโรคพืช

อุปกรณ์และวิธีการ
	

ในการศกึษาครัง้นีไ้ด้ท�ำการทดสอบการยบัยัง้
เชื้อกอ่โรคใบไหมข้องยคูาลปิตสัโดยใชช้ีววิธ ี2 วิธหีลกั 
คือ การใช้ราปฏิปักษ์ และการใช้น�้ำส้มควันไม้ ซึ่งมีขั้น
ตอนการทดสอบดังนี้

การแยกเชื้อและพิสูจน์การก่อให้เกิดโรค
เช้ือก่อโรคใบไหม้ของยคูาลปิตสัท่ีน�ำมาศึกษา

ในครัง้นีม้ ี2 ชนดิ คอื C. reteaudii และ Pestalotiopsis 
sp.  ซ่ึงได้แยกเช้ือบริสุทธิ์จากใบยูคาลิปตัสท่ีเป็นโรค
ใบไหม้ที่เก็บตัวอย่างจากเรือนเพาะช�ำของบริษัท 
สยามฟอเรสทรี จ�ำกัด จังหวัดกาญจนบุรี ท�ำโดยน�ำใบ
ตัวอย่างมาแยกเช้ือด้วยวิธี tissue transplanting 
technique (Agrios, 2005)  เมื่อได้เชื้อบริสุทธิ์แล้วจึง
น�ำมาพิสูจน์ความสามารถในการก่อให้เกิดโรคด้วยวิธี 
Koch’s Postulation โดยการฉีดพ่นสารแขวนลอย 
สปอร์เชื้อราความเข้มข้น 5x105 สปอร์/มิลลิลิตร  
ลงบนกล้ายูคาลิปตัส ภายหลังจากนั้น 1 สัปดาห์  
จึงบันทึกลักษณะอาการของโรคบนกล้าไม้ นอกจากนี้
ได้ท�ำการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เพื่อจัดจ�ำแนกชนิดของเช้ือรา
ก่อโรคด้วย

การทดสอบการยับยั้งเชื้อราก่อโรคด้วยราปฏิปักษ์
	 การเตรียมราปฏิปักษ์

ราปฏปัิกษ์ทีใ่ช้ในการทดสอบครัง้นี ้ม ี2 ชนดิ 
คือ T. asperellum ซึ่งได ้รับการอนุเคราะห ์ 
จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง
ประเทศไทย (วว.) จังหวดัปทุมธาน ีและ T. harzianum 
ซ่ึงเป็นสายพันธุ์ทางการค้าและได้รับความอนุเคราะห์
จากคณะเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขต
ก�ำแพงแสน น�ำเช้ือราท้ัง 2 ชนดิ มาเลีย้งบนจานเล้ียง
เชื้อท่ีบรรจุอาหาร Potato dextrose agar (PDA) 
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ปริมาณ 20 มลิลิลติร ท�ำการบ่มเชือ้ท่ีอณุหภมูห้ิอง เป็น
เวลา 4 วัน หรือจนกระทัง่เช้ือเจรญิเต็มจานเลีย้งเชือ้

	 การทดสอบประสิทธิภาพของราปฏิปักษ์ใน
การยับยั้งเชื้อราก่อโรค

ในการทดสอบครั้ งนี้ ได ้ท� ำการทดสอบ
ประสิทธิภาพของราปฏิปักษ์ทั้งในสภาพจานเลี้ยงเชื้อ
และในกล้าไม้ยูคาลิปตัส โดยมีวิธีการทดสอบดังนี้

การทดสอบในจานเลี้ยงเชื้อ
ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 

5 มิลลิเมตร เจาะขอบโคโลนีของเชื้อราที่เตรียมไว้ น�ำ
ชิ้นวุ้นที่เจาะได้วางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่บรรจุ
อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 20 มิลลิลิตร  จากนั้นใช้ cork 
borer ขนาดเท่ากันเจาะขอบโคโลนีของเชื้อก่อโรค
แต่ละชนดิทีเ่ตรยีมได้จากข้อ 1 แล้วน�ำชิน้วุน้ทีไ่ด้มาวาง
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA โดยให้ระยะห่างของชิ้นวุ้นรา 
Trichoderma และราก่อโรคห่างจากขอบจานเลีย้งเชือ้ 
2 เซนติเมตร บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน  
ส�ำหรับชุดทดลองควบคุม (Control) ท�ำโดยน�ำเชือ้รา
ก่อโรคแต่ละชนิดวางบรเิวณกึง่กลางจานเลีย้งเชือ้ทีบ่รรจุ 
PDA (ไม่วางชิน้วุน้ของ Trichoderma) แต่ละชดุการ
ทดลองม ี5 ซ�ำ้ 

ส�ำหรับการวัดการเติบโตและวิเคราะห์
ข้อมูล ได้ท�ำการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเชื้อรา
ในทกุชดุการทดลองทกุวนัเป็นเวลา 3 วนั แล้วน�ำขนาด
ค่าที่ได ้ไปค�ำนวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งของรา
ปฏิปักษ์จากสมการที่ (1)

       	 [(A-B)/A] ×100       		       (1)

เมือ่ A คอื ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนขีองเชือ้ราก่อ
โรคในจานเลีย้งเช้ือชดุ control  และ B คือ ขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางโคโลนขีองเชือ้ราก่อโรคในจานเลีย้งเชือ้ที่
เลีย้งร่วมกับราปฏิปักษ์

จากนัน้น�ำข้อมูลเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้เชือ้
ราไปวิเคราะห์ค่าความแปรปรวนทางสถิติ Two way 
ANOVA และเปรียบเทียบค ่าเฉลี่ยด ้วย Least 

Significant Difference (LSD) ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้โปรแกรมอาร์ (R program) 

การทดสอบในกล้ายูคาลิปตัส
ได ้ท�ำการทดสอบประสิทธิภาพของ  

T. asperellum ในการยับยั้งรา C. reteaudii ในกล้า
ยูคาลิปตัสสายต้น H4 อายุ 2 เดือน ซึ่งได้รับความ
อนุเคราะห์กล้าไม้จาก บริษัท สยามฟอเรสทรี จ�ำกัด 
จังหวัดกาญจนบุรี  โดยท�ำการทดสอบโดยการฉีดพ่น
เชื้อก่อโรคโดยตรงกับกล้าไม้ (intact seedling)  
ตามวิธีการของ Dudzinski et al. (2000) ซึ่งแบ่งชุด
การทดลองเป็น 5 ชดุ ได้แก่ ชดุที ่1 (T1) ท�ำการฉดีสาร
แขวนลอยสปอร์รา T. asperellum ความเข้มข้น 
1x107 สปอร์ต ่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  
ลงบริเวณโคนต้นของกล้ายูคาลิปตัส เป็นเวลา 9 วัน 
หลังจากนั้นท�ำการฉีดพ ่นสารแขวนลอยสปอร  ์ 
C. reteaudii ความเข้มข้น 1x105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บนใบและล�ำต้นของกล้า 
ยูคาลิปตัส  ชุดท่ี 2 (T2) ท�ำการฉีดสารแขวนลอย 
สปอร์รา T. asperellum ความเข้มข้น 1x107 สปอร์ 
ต่อมลิลลิติร ปรมิาตร 5 มลิลลิติร ซ�ำ้ทกุ ๆ  3 วนั (ตลอด
ระยะเวลาในการท�ำการศึกษา) จากนั้นท�ำการฉีดพ่น
เชื้อรา C. reteaudii ความเข้มข้น 1x105 สปอร์ต่อ 
มิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บนใบและล�ำต้นของ
กล้ายคูาลปิตสั  ชดุที ่3 (T3) ท�ำการฉีดสารเคม ีCaptan 
ความเข้มข้น 1000 ppm บนใบและล�ำต้นของ 
กล้ายูคาลิปตัส หลังจากนั้นท�ำการฉีดพ่นเชื้อรา  
C. reteaudii ความเข้มข้น 1x105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงบนใบและล�ำต้นของกล้า 
ยูคาลิปตัส  ชุดที่ 4 (T4) ท�ำการฉีดพ่นสารแขวนลอย 
สปอร์รา C. reteaudii ความเข้มข้น 1x105 สปอร์ต่อ 
มิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บนใบและล�ำต้นของ
กล้ายูคาลิปตัส  และชุดที่ 5 (T5) ท�ำการรดน�้ำต้นกล้า
ยูคาลิปตัสเพียงอย่างเดียว โดยไม่ฉีดพ่นสารแขวนลอย
สปอร์ของรา C. reteaudii

หลังจากท�ำการทดลองเป็นเวลา 21 วัน 
ได้ท�ำการประเมินความรุนแรงการเกิดโรคในกล้า 
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ยคูาลปิตสัโดยให้คะแนนจาก 0 ถงึ 4 ตามระดับคะแนน
อาการการเกิดโรคท่ีพบ ซึ่งมีหลักเกณฑ์ในการให้
คะแนนดังต่อไปนี้

0 = ไม่แสดงอาการของโรค
1 = พบลักษณะอาการของโรคใบไหม้เป็นจุด

สีน�้ำตาลจากบริเวณส่วนล่างของเรือน
ยอด

2 = พบลักษณะอาการของโรคใบไหม้เป็นจุด
กระจายทั่วบริเวณทั่วเรือนยอด

3 = พบลกัษณะอาการของโรคใบไหม้โดยขอบ
ใบเริ่มไหม้

4 = พบลักษณะอาการของโรคใบไหม้โดยใบ
มีอาการไหม้และร่วง

จากน้ันท�ำการค�ำนวณหาค่าดัชนีความเป็น
โรค (disease index) ตามสมการที ่(2) ของ Hadi and 
Nuhamara (1997) ดังนี้

Disease index = [(na×0+nb×1+nc×2 
           +nd×3+ne×4) ×100] / N×4             (2)

เมื่อ    na = จ�ำนวนต้นกล้าที่เกิดโรคระดับคะแนน    
อาการเกิดโรคเท่ากับ 0

nb = จ�ำนวนต้นกล้าที่เกิดโรคระดับคะแนน
อาการเกิดโรคเท่ากับ 1

nc = จ�ำนวนต้นกล้าที่เกิดโรคระดับคะแนน
อาการเกิดโรคเท่ากับ 2

nd = จ�ำนวนต้นกล้าที่เกิดโรคระดับคะแนน
อาการเกิดโรคเท่ากับ 3

ne = จ�ำนวนต้นกล้าที่เกิดโรคระดับคะแนน
อาการเกิดโรคเท่ากับ 4

เมื่อท�ำการค�ำนวณการประเมินความรุนแรงของดัชนี
การเป็นโรคแล้วได้ท�ำการแบ่งระดับความรุนแรงของ
โรคออกเป็น 5 ระดับ ดังนี้

ระดับ 1  ไม่พบอาการของโรค ค่าดัชนีของ
การเป็นโรคเท่ากับ 0 เปอร์เซ็นต์

ระดับ 2  ความรุนแรงของการเกิดโรคอยู่ใน
ระดับต�่ำ (low) ค่าดัชนีของการเป็นโรคเท่ากับ 1–25 
เปอร์เซ็นต์

ระดับ 3  ความรุนแรงของการเกิดโรคอยู่ใน
ระดับปานกลาง (medium) ค่าดัชนีของการเป็น
โรคเท่ากับ 26–50 เปอร์เซ็นต์

ระดับ 4 	ความรุนแรงของการเกิดโรคอยู่ใน
ระดับรุนแรง (severe) ค่าดัชนีของการเป็นโรคเท่ากับ 
51–75 เปอร์เซ็นต์

ระดับ 5  ความรุนแรงของการเกิดโรคอยู่ใน
ระดับรุนแรงมาก (extreme) ค่าดัชนีของการเป็นโรค
เท่ากับ 76–100 เปอร์เซ็นต์

การทดสอบการยับย้ังเชื้อสาเหตุโรคด้วยน�้ำส้มควัน
ไม้เงาะ
	 ทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา
ได้ ใช้เทคนิค Poisoned medium technique  
หลงัจากน�ำน�ำ้ส้มควนัไม้มากรองเศษบนกระดาษกรอง 
(Whatman No.1)  ท�ำการผสมน�ำ้ส้มควนัไม้ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ PDA ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ให้มีความเข้มข้น 
6 ระดับ ได้แก่ 5,000, 10,000, 15,000, 20,000, 
30,000 และ 40,000 ppm จากนั้นน�ำ cork borer 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร ที่ผ่านการลนไฟ
ฆ่าเชื้อแล้วไปเจาะบริเวณขอบโคโลนีของเช้ือรา  
C. reteaudii และ Pestalotiopsis sp. แล้วใช้เขม็เขีย่
ท่ีผ่านการลนไฟฆ่าเช้ือย้ายช้ินวุ้นไปวางตรงกลางจาน
เลีย้งเชือ้ทีผ่สมน�ำ้ส้มควนัไม้ทีร่ะดบัความเข้มข้นต่าง ๆ  
ระดับความเข้มข้นละ 5 ซ�้ำ ท�ำการบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ
ห้อง เป็นเวลา 7 วัน 
	 หลังจากนั้นท�ำการบันทึกขนาดเส้นผ่าน
ศนูย์กลางของโคโลนทีกุวนั แล้วน�ำมาหาค่าเปอร์เซน็ต์
การยับยั้งการเติบโตของเชื้อราตามสูตรที่ (1)  จากนั้น
น�ำค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อราในแต่ละ
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ระดับความเข้มข้นไปหาค่าแปรปรวนทางสถิติด้วย 
One Way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วย 
Least Significant Difference (LSD) ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์โดยใช้โปรแกรมอาร์  นอกจาก

นี้ได้น�ำค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งไปหาความสัมพันธ์กับ
ระดับความเข้มข้นที่สามารถยับยั้งเชื้อราได้ แล้วหาค่า
ความเข้มข้นท่ีสามารถยบัยัง้การเจรญิของเส้นใยเช้ือรา
ได้ร้อยละ 50 (Inhibitory Concentration; IC

50
)

Figure 1 Leaf blight of Eucalyptus caused by C. reteaudii (A), macroconidia on conidiophores of  
C. reteaudii (B), leaf blight of Eucalyptus caused by Pestalotiopsis sp. (C) and acervulus and 
conidia of Pestalotiopsis sp. (D)

ผลการทดลองและวิจารณ์

การแยกเชื้อและพิสูจน์การก่อให้เกิดโรค
	 หลงัจากพสิจูน์การก่อให้เกดิใบไหม้ยคูาลปิตัส
ซ่ึงสาเหตเุกิดจาก C. reatudii พบว่า อาการใบไหม้จะ
เริ่มเกิดจากขอบใบแล้วกระจายถึงกึ่งกลางใบ จากน้ัน
อาการของโรคจะลามท�ำให้เกิดอาการกิ่งและยอดไหม้ 
รวมถงึใบร่วงในท่ีสดุได้ (Figure 1A, 1B)  เชือ้ราสร้าง 
conidiophore สีขาว เกิดเป็นกลุ ่ม ๆ กลุ ่มละ  
2–8 อนั และม ีmacroconidia สขีาว รปูทรงกระบอก 
ม ี6 เซลล์ ขนาด 67.22–84.00 x 4.35–6.30 ไมโครเมตร 

vesicle สขีาว ทรงเรยีวยาว (clavate) ขนาด 135.09–
200.53 x 3.20–7.00 ไมโครเมตร ม ีmicroconidia  
สีขาว มี 2 เซลล์ ขนาด 30.50–39.50 x 1.83–5.5 
ไมโคร เมตร Crous  (2002 )  ได ้ รายงานว ่ า 
ม ีCylindrocladium จ�ำนวน 24 ชนดิ ทีเ่ป็นเชือ้ก่อโรค
ของยคูาลปิตสั และในจ�ำนวนนีม้ ี15 ชนดิท่ีเป็นเช้ือก่อ
โรคท่ีพบในประเทศแถบเอเซียใต้ และตะวันออก  
ซึง่ C. reatudii เป็นเชือ้ก่อโรคใบและกิง่ไหม้ทีพ่บได้
ท่ัวไปและมีความรุนแรงสร้างความเสียหายให้กล้า 
ยคูาลปิตสัมากทีส่ดุเมือ่เปรยีบเทยีบกบั Cylindrocladium 
ชนดิอืน่ (Bolland et al., 1985) 
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	 ส่วนเชือ้ Pestalotiopsis sp. ท�ำให้เกดิใบไหม้ 
โดยใบเร่ิมเกิดอาการแห้ง และม้วนงอทีข่อบใบ จากนัน้
จะเกดิอาการใบไหม้ตามมา  หากอาการรนุแรงจะท�ำให้
ใบหลุดร่วง เช้ือราจะสร้างเส้นใยสขีาว และ acervulus 
จดุนูนสดี�ำเยิม้ (Figure 1C, 1D) acervulus มีขนาด 
141.00–256.10 ไมโครเมตร ซึง่ภายในบรรจุ conidia 

ขนาด 15.20–24 x 8–9 ไมโครเมตร รูปร่างคล้าย
กระสวย มี 4 septate ผนังเรยีบ เซลล์หวัท้ายใสไม่มีสี 
เซลล์บรเิวณตรงกลางมีสเีข้ม ม ี apical appendage 
จ�ำนวน 3 เส้น ยาว 15.8–28.3 ไมโครเมตร รปูร่างคล้าย
เส้นด้าย ใสไม่มสี ี และมี basal appendage จ�ำนวน  
1 เส้น ยาว 4.0–5.5 ไมโครเมตร  

Table 1  Two ways factorial analysis for inhibition (%) of two leaf blight disease against by two species 
of Trichoderma 

Source DF Sum Square Mean Square F value Pr < F

Trichoderma species (Ts) 1 78.5 78.5 2.145 0.162

Disease species (Ds) 1 611.8 611.8 16.724 <0.001***

Ts x Ds 1 35.3 35.3 0.966 0.340

Note: *** The significance of mean different at the level of P < 0.05

การทดสอบการยับยั้งเชื้อก่อโรคด้วยราปฏิปักษ์
	 การทดสอบในจานเลี้ยงเชื้อ

เมื่อน�ำค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งราสาเหตุโรค 
ไปวเิคราะห์ Two way ANOVA (Table 1) พบว่า ชนดิ
ของรา Trichoderma (T. asperellum และ  
T. harzianum) และชนดิของราสาเหตโุรค (C. reteaudii 
และ Pestalotiopsis sp.) ไม่มีปฏิสัมพันธ์ต่อกัน  
(P = 0.340)  แต่พบว่า ชนดิเชือ้ราก่อโรคทีแ่ตกต่างกนั
สองชนดิมเีปอร์เซน็ต์การถกูยบัยัง้ต่างกนัอย่างมนียัส�ำคญั
ทางสถติ ิ(P < 0.001) โดยพบว่า Trichoderma สามารถ
ยบัยัง้เชือ้ C. reteaudii ได้ดกีว่า Pestalotiopsis sp.  
ซ่ึงมค่ีาเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้เท่ากบั 49.82 และ 38.75 
ตามล�ำดบั (Figure 2)  อย่างไรกต็าม เชือ้รา Trichoderma 
ทั้งสองชนิดมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราก่อโรค 

ได้แตกต่างกนัอย่างไม่มนียัส�ำคญัทางสถติ ิ (P = 0.162)  
ซ่ึงแตกต่างจากการศึกษาของ Filho et al. (2018)  
ท่ีพบว่า Trichoderma ต่างชนิด และต่างสายพันธุ์ 
(strain) มปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้เชือ้ C. scoparium 
ต่างกัน แต่หากเปรยีบเทียบเฉพาะ T. asperellum และ 
T. harzianum นัน้พบว่า T. harzianum มปีระสทิธภิาพ
ในการยบัยัง้เช้ือก่อโรคมากกว่า  นอกจากนี ้Chaudhary 
(2014) ยงัรายงานว่า T. koningii สามารถยบัยัง้การเจรญิ
ของเส ้นใย C. quinqueseptatum ได ้ดีกว ่า 
Trichoderma ชนิดอื่น  การคัดเลือกสายพันธุ์ของ 
Trichoderma เป็นเรือ่งทีจ่�ำเป็น เนือ่งจากราบางสาย
พันธุ ์มีประสิทธิภาพดีในห้องปฏิบัติการ แต่กลับมี
ประสิทธิภาพน้อยเมื่อน�ำไปใช้ในเรือนเพาะช�ำหรือใน
แปลงปลกู (Kaewchai et al., 2009) 
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Figure 2  Percentage of inhibition of C. reteaudii and Pestalotiopsis sp. by Trichoderma

การทดสอบในกล้ายูคาลิปตัส
ในการทดสอบประสทิธภิาพของราปฏปัิกษ์ใน

การยบัยัง้เชือ้ราก่อโรคใบไหม้ของยคูาลิปตัสได้เลอืกรา  
T. asperellum ซ่ึงมีค่าการยบัยัง้การเจรญิของเส้นใย
ในจานเลีย้งเชือ้ค่อนข้างดกีว่า T. harzianum และเลอืก

เชื้อสาเหตุโรค C. reteaudii มาทดสอบการยับยั้ง 
เนือ่งจากมเีปอร์เซน็ต์การยบัยัง้สงูกว่า Pestalotiopsis sp. 
อีกท้ังยังเป็นเช้ือราก่อโรคท่ีก�ำลังแพร่ระบาดในเรือน
เพาะช�ำกล้าไม้ในปัจจุบัน

Table 2 Evaluation of disease index in different treatments 

Treatment Disease index (%) Severity

T1 62.50 Extreme

T2 58.33 Extreme

T3 33.33 Medium

T4 (negative control) 70.83 Extreme

T5 (positive control) 0 No disease
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ผลการประเมินดัชนีการเกิดโรคใบไหม้ของ 
ยูคาลิปตัสซ่ึงสาเหตุเกิดจาก C. reteaudii แสดงใน 
Table 2 พบว่า ชุดการทดลอง T3 ที่ฉีดพ่นกล้าไม ้
ด้วยสารเคมี captan นั้นมีค่าดัชนีการเกิดโรคเท่ากับ 
33.33 ซ่ึงมรีะดบัการเกดิโรคปานกลาง การใช้สารเคมี 
captan นั้นมีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคได้ดี
กว่าการใช้การฉดีพ่นด้วย T. asperellum ทัง้ 2 วธิี  
(T1 และ T2)  แต่การฉดีพ่น T. asperellum ทัง้ 2 วธิี
นัน้ส่งผลให้กล้าไม้มดีชันขีองการเกดิโรคต�ำ่กว่าการชดุ
ควบคุมแบบลบ (T4)  นอกจากนี้  การฉีดพ ่น  
T. asperellum เพยีงครัง้เดยีว (T1 = 62.50 เปอร์เซน็ต์) 
ส่งผลให้กล้าไม้มีดัชนีการเกิดโรคสูงกว่าการฉีดพ่น  
T. asperellum ทกุ ๆ 3 วนั (T2 = 58.33 เปอร์เซน็ต์)  
สอดคล้องกับการศึกษาของ Maciel et al. (2012)  
ซ่ึงรายงานว่า Trichoderma หลาย strain สามารถลด
เปอร์เซ็นต์การเข้าท�ำลายของเชือ้ C. candelabrum  
ที่ก ่อให้เกิดโรคใบจุดในยูคาลิปตัสได้ นอกจากนี้ 
Poruangdate et al .  (2015) ยังพบว ่าเชื้อ 
Trichoderma ทัง้ 3 สายพนัธุ ์คือ T. brevicopactum   
T. harzianum และ T. asperellum สามารถกระตุน้
ความต้านทานโรคของยูคาลิปตัสสาเหตุเกิดจาก 
Cryptosporiopsis eucalypti และ C. reteaudii  
โดยสามารถลดพื้นที่ใบที่เกิดโรค อีกทั้งยังช่วยท�ำให ้
กล้าไม้มกีารเติบโตเพิม่ขึน้ด้วย

การทดสอบการยับยัง้เชือ้ราก่อโรคด้วยน�ำ้ส้มควนัไม้
น�้ำส้มควันไม้สามารถยับยั้งราก่อโรคใบไหม้

ของยคูาลปิตัสได้ทัง้สองชนดิ และท่ีระดบัความเข้มข้น
ทีแ่ตกต่างกนัจะสามารถยบัยัง้การเตบิโตของราได้แตก
ต่างกนัอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ(P < 0.001) ดังแสดง
ใน Table 3  เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการ
ยับยั้งเชื้อราแต่ละชนิดโดยพิจารณาจากค่า IC

50
  

พบว่า น�้ำส้มควันไม้สามารถยับยั้งรา C. reteaudii  
(IC

50
 = 13,679.70 ppm) ได้ดกีว่า Pestalotiopsis sp. 

(IC
50
 = 18,218.50) โดยพบว่า ท่ีระดับความเข้มข้น 

40,000 ppm นั้นสามารถยับยั้งการเติบโตของเส้นใย
ราท้ังสองชนิดนี้ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ (Figure 3 และ 
Figure 4)  น�ำ้ส้มควนัไม้ถูกน�ำมาใช้ในการยบัยัง้เชือ้ก่อ
โรคอีกหลายชนิด Chalermsan and Peerapan 
(2009) ได้รายงานว่า น�้ำส้มควันไม้ 20,000 ppm 
สามารถยบัยัง้เชือ้ Rhizoctonia solani, Sclerotium 
oryzae และ Pythium sp. ได้ 100 เปอร์เซ็นต์  
ในขณะที่ 30,000 ppm จึงจะสามารถยับยั้งเชื้อ 
Helminthosporium maydis, Choanephora 
cucu rb i ta ram และ  Co l lec to t r i chum 
gloeosporioides ได้ 100 เปอร์เซ็นต์  และในรายงาน
การศึกษาของ Saberi et al. (2013) พบว่า ต้องใช้
น�้ำส้มควัน 5,000 ppm จึงจะสามารถยับยั้งเช้ือ 
Sclerotinia sclerotium และ Rhizoctonia solani 
ได้ 100 เปอร์เซ็นต์  จะเห็นได้ว่าโดยส่วนใหญ่การใช้
น�ำ้ส้มควันไม้ในการควบคุมโรคพืชให้ได้ประสทิธภิาพดี 
จ�ำเป็นต้องใช้ทีร่ะดบัความเข้มข้นค่อนข้างสงู ทัง้นีอ้าจ
ขึ้นอยู่กับความรุนแรงของเชื้อแต่ละชนิด
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Table 3  Effect of wood vinegar on mycelial growth inhibition of C. reteaudii and Pestalotiopsis sp.

Concentration (ppm) C. reteaudii (%) Pestalotiopsis sp. (%)

5,000 11.04 ± 2.09f 7.19 ± 3.69d

10,000 39.16 ± 2.08e 14.84 ± 5.02d

15,000 49.29 ± 4.65d 39.77 ± 1.48c

20,000 64.36 ± 1.61c 47.05 ± 4.38c

30,000 77.17 ± 1.45b 61.48 ± 7.58b

40,000 100 ± 0.00a 100 ± 0.00a

IC
50
 (ppm) 13,679.70 18,218.50

Note: Value are mean ± standard deviation of the mean for bioassay conducted in 5 replications. 
Means in a column with the same letter are not significantly different (LSD, P < 0.05)

Figure 3  Mycelia growth inhibition of Cylindrocladium reteaudii by wood vinegar
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Figure 4  Mycelia growth inhibition of Pestalotiopsis sp. by wood vinegar

สรุป

จากการทดสอบประสทิธภิาพของราปฏปัิกษ์ 
(T. asperellum และ T. harzianum) ในการยับยั้ง
ราก่อโรคใบไหม้ยคูาลปิตสั 2 ชนดิ ได้แก่ C. reteaudii 
และ Pestalotiopsis sp. ในระดับห้องปฏิบัติการ พบ
ว่า ราปฏิปักษ์ทั้ง 2 ชนิดสามารถยับยั้งการเจริญของ
เส้นใยของเช้ือก่อโรคได้ดีไม่แตกต่างกัน  เมื่อน�ำ  
T. asperellum ไปยับยั้งเชื้อ C. reteaudii ที่ก่อให้
เกิดโรคใบไหม้ของกล้ายูคาลิปตัส พบว่า การฉีดพ่น  
T. asperellum สามารถช่วยลดเปอร์เซน็ต์การเกดิโรคได้ 
ซึ่งการฉีดพ่น T. asperellum ทุก ๆ  3 วัน ช่วยลดการ

เกิดโรคได้ดีกว่าฉีดพ่นเพียงคร้ังเดียว  ส�ำหรับการใช้
น�ำ้ส้มควันไม้นัน้ พบว่า สามารถยบัยัง้รา C. reteaudii 
ได้ดีกว่า Pestalotiopsis sp. โดยพบว่า ที่ระดับความ
เข้มข้น 40,000 ppm สามารถยับยั้งการเติบโตของ
เส้นใยราทั้งสองชนิดนี้ได้ 100 เปอร์เซ็นต์  
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ให้ความอนุเคราะห์กล้าไม้ที่ใช้ในการทดสอบ และขอ
ขอบคุณ คุณพนิน สินธวารักษ์ ที่ให้ความช่วยเหลือใน
การด�ำเนินงานวิจัยในห้องปฏิบัติการ
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