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บทคัดย่อ 
การศึกษานีไ้ด้แยกเชือ้แอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์จากดินแปลงเกษตรในจงัหวดัปทุมธานี และนครนายกเพื่อคดัเลือก 

สายพันธุ์ที่ยับยัง้การเจริญของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) Pyricularia oryzae และ Sclerotium sp. ที่เป็น
สาเหตุการก่อโรคขอบใบแห้ง โรคใบไหม้ และโรคล าต้นเน่าในข้าว ตามล าดับ เชือ้ที่คัดแยกได้ถูกจัดจ าแนกอยู่ในจีนัส 
Streptomyces และ Micromonospora โดยอาศัยลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของโคโลนี และเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด และการวิเคราะห์ล าดบัเบสของยีน 16S rRNA Streptomyces จ านวน 9 สายพนัธุ์มีศกัยภาพสงู              
ในการผลิตสารยับยัง้แบคทีเรียและเชือ้ราเมื่อศึกษาบนอาหารแข็ง โดยพบว่า Streptomyces hygroscopicus สายพันธุ์       
SWU-TH39 แสดงการยบัยัง้ทัง้ Xoo และเชือ้รา Pyricularia oryzae และ Sclerotium sp ได้สูงที่สุด เชือ้สายพันธุ์นีย้งัผลิต 
สารที่สนบัสนนุการเจริญเติบโตของพืช ได้แก่ indole-acetic acid (IAA) และ siderophores สารยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์
ที่ผลิตจากสายพันธุ์  SWU-TH39 ถูกผลิตในอาหาร modified-antibiotic production medium และสกัดด้วยตัวท าละลาย       

n-butanol ซึ่งสามารถสกดัสารยบัยัง้ทัง้แบคทีเรีย Xoo และเชือ้ราก่อโรคข้าวได้ดีที่สดุ นอกจากนีเ้ชือ้สายพนัธุ์ SWU-TH39 ยงั
สามารถน ามาพัฒนาเป็นสูตรหัวเชือ้ผงและรักษาเซลล์ของแบคทีเรียให้อยู่รอดที่ 8x108 CFU/g หลังจากเก็บรักษาไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 6 เดือน เซลล์ที่อยู่รอดในหัวเชือ้ผงยงัคงให้ศักยภาพในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรคข้าวและการผลิตสาร
สนบัสนนุการเจริญเติบโตของพืช  
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Abstract 
 In the present study, several strains of antagonist actinomyces obtained from soils of agricultural fields in 
Pathum-Thani and Nakhon-Nayok province were screened for antagonistic activity against Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae (Xoo) Pyricularia oryzae and Sclerotium sp., the causative agents of bacterial blight disease, blast 
disease and stem rot disease of rice, respectively. The isolates were identified as genus Streptomyces based on 
colony morphology, scanning electron microscope and 16S rRNA gene analysis. Nine Streptomyces isolates 
produced potential antibacterial or antifungal compounds on screening agars. Among of them, Streptomyces 
hygroscopicus strain SWU-TH39 showed the highest inhibition zone against both Xoo and rice pathogenic fungi 
such as Pyricularia oryzae and Sclerotium sp. This strain also produced plant growth promoting compounds 
including indole-acetic acid (IAA) and siderophores. The antimicrobial compounds produced by strain SWU-TH39 
was obtained in modified-antibiotic production medium and extracted by solvent extraction method. n-Butanol was 
the best extraction solvent for the recovery of the antimicrobial compounds for inhibition against both Xoo and tested 
fungal phytopathogen. Furthermore, SWU-TH39 was adapted to the development of starter culture in powder 
formulation and, remarkably, this was successful as a carrier to maintain bacterial survival with 8x108 CFU/g after 
6-month storage at room temperature. Viable cells in the starter retained not only antagonistic potential against rice 
pathogens, but also capabilities of the production of plant growth promoting substances.  
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บทน า  

ปัญหาการระบาดของโรคพืชเศรษฐกิจที่เกิดจากเชือ้จุลินทรีย์ยงัคงเป็นปัญหาส าคญัของเกษตรกรไทย  โดยเฉพาะ
การระบาดของเชือ้ราและแบคทีเรียที่ก่อโรคในการเพาะปลกูข้าว ส่งผลกระทบต่อคณุภาพและปริมาณของผลผลิตข้าวเป็น
อย่างมาก ตัวอย่างเชือ้จุลินทรีย์ที่เป็นสาเหตุของการเกิดโรคระบาดในข้าวที่ส าคัญ เช่น Pyricularia grisea ก่อโรคไหม้, 
Curvularia sp. ก่อโรคเมล็ดด่าง, Sclerotium sp. ก่อโรคล าต้นเน่า และแบคทีเรีย เช่น Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
(Xoo) ก่อโรคขอบใบแห้ง (Dai et al., 2007) ปัจจุบันการควบคุมโรคพืชด้วยสารเคมีพบว่ายังไม่ให้ผลดีเท่าที่ควรและยัง
ก่อให้เกิดปัญหาด้านสิ่งแวดล้อมที่ขาดการแก้ไขอย่างต่อเนื่องมาเป็นระยะเวลาหลายสิบปี ทัง้ปัญหาการสะสมสารพิษใน
สิ่งแวดล้อมและความเสื่อมโทรมของดินอนัเนื่องจากขาดการบ ารุงดินอย่างถูกวิธี  (Zaitlin et al., 2004) ดังนัน้การเพิ่มขีด
ความสามารถในการควบคุมโรคในการผลิตข้าวด้วยชีววิธีจากการพฒันาจุลินทรีย์ปฏิปักษ์เพื่อใช้เป็นสารชีวภณัฑ์ส าหรับ
ควบคมุโรคและรักษาความอดุมสมบรูณ์ของดินนบัวา่เป็นแนวทางที่มีความปลอดภยัและเป็นมิตรตอ่สิง่แวดล้อม 

หลกัการของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่น ามาประยุกต์ใช้เป็นสารชีวภัณฑ์ที่สามารถลดจ านวนหรือลดความสามารถใน     
การก่อโรคของจลุนิทรีย์ที่เป็นสาเหตขุองโรคพืชโดยอาศยักลไกใดกลไกหนึง่ เช่น การสร้างสารยบัยัง้ การแขง่ขนัการเจริญ การ
เป็นปรสติ และการชกัน าให้เกิดความต้านทานโรค ได้มีงานวิจยัที่พฒันาสารชีวภณัฑ์จากแบคทีเรียกลุม่แอคติโนมยัซทีปฏิปักษ์
เพื่อควบคุมการระบาดของราและแบคทีเรียที่ก่อโรคในข้าวกันอย่างกว้างขวาง (Park et al., 2011; Hastuti et al., 2012) 
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โดยเฉพาะเชือ้ในจีนสั Streptomyces ที่คดัแยกได้จากแปลงเกษตรกรรมและจากธรรมชาติที่เคยมีรายงานมาก่อนหน้านีแ้ล้ว
ว่ามีศกัยภาพสงูในการผลิตสารปฎิชีวนะหลายชนิดที่สามารถควบคมุการเจริญของจลุินทรีย์ก่อโรคในพืชได้ (Bressan, 2003; 
Yu et al., 2008) อยา่งไรก็ตามยงัมีรายงานการวิจยัน้อยมากที่ท าการศกึษาเชือ้ในกลุม่แอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ที่สามารถยบัยัง้
จุลินทรีย์ก่อโรคพืชและยงัมีคณุสมบตัิในการสง่เสริมการเจริญเติบโตของพืช ตลอดจนเพิ่มความอดุมสมบรูณ์ของดินจากผล
ของฮอร์โมนหรือเอนไซม์ที่เชือ้ผลิตขึน้ ดังนัน้ในการวิจัยนีไ้ด้คดัเลือกและศึกษาคุณสมบัติของแอคติโนมัยซีทปฏิปักษ์ที่มี
คุณสมบัติที่ต้องการดังกล่าวจนสามารถจะน ามาพัฒนาเป็นสารสกัดและผลิตภัณฑ์หัวเชือ้ผงเพื่อทดสอบผลการยับยัง้
เชือ้จลุนิทรีย์ก่อโรคข้าวในห้องปฏิบตัิการ  
 
วิธีด าเนินการวิจัย  
1. การแยกเชือ้และศึกษาลักษณะแอคติโนมัยซีทปฏิปักษ์ 

ท าการแยกเชือ้แอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์จากตวัอย่างดินในบริเวณพืน้ที่การเกษตร เช่น ดินในแปลงนาข้าวและดินกอง
ปุ๋ ยหมกัในจงัหวดัปทมุธานี และจงัหวดันครนายกบนอาหารเลีย้งเชือ้ 3 ชนิด ได้แก่ Nutrient agar (NA), Trypticase soy agar 
(TSA) และ Starch-Casein agar (SCA) ประกอบด้วย soluble starch 10 g/L, KNO3 2 g/L, NaCl 2 g/L, casein 0.3 g/L, 
MgSO4.7H2O 0.05 g/L, CaCO3 0.02 g/L, FeSO4.7H2O 0.01 g/L และ agar 15 g/L ปรับ pH 7.2 โดยใช้เทคนิค dilution 
spread plate บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3–5 วัน ท าการแยกเชือ้ให้บริสุทธ์ิ จากนัน้ทดสอบการยับยัง้       
การเจริญของเชือ้ราและแบคทีเรียโรคพืชและค านวณเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเจริญ เชือ้แบคทีเรียไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพสงู
ในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราจะถกูน ามาทดสอบการย้อมสแีบบแกรม ตรวจสอบรูปร่างเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้
แสง ศกึษาลกัษณะเฉพาะเชือ้บนอาหารแข็ง International Streptomyces Project (ISP) (Williams et al, 1989) ได้แก่ yeast-
malt extract agar (ISP-2) ประกอบด้วย  yeast extract 4 g/L, malt extract 10 g/L, dextrose 4 g/L และ  agar 20 g/L 
oatmeal agar (ISP-3) ประกอบด้วย oatmeal 20 g/L และ agar 20 g/L inorganic salts-starch agar (ISP-4) ประกอบด้วย 
soluble starch 10 g/L, K2HPO4 1 g/L, MgSO4.7H2O 1 g/L, NaCl 1 g/L, (NH4)2SO4 2 g/L, CaCO3 2 g/L, trace salts 
solution 1 ml และ agar 20 g/L การเตรียม trace salts solution 100 ml ประกอบด้วย FeSO4.7H2O 0.1 g, MnCl2.4H2O 0.1 
g และ ZnSO4.7H2O 0.1 g และ  glycerol asparagine agar (ISP-5) ประกอบด้วย L-asparagine 1 g/L, glycerol 10 g/L, 
K2HPO4 1 g/L, trace salts solution 1 ml และ agar 20 g/L บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 สัปดาห์ บันทึก
ลกัษณะสีและการเจริญของ aerial mycelium ลกัษณะโคโลนี ลกัษณะของเส้นสายสปอร์ที่ปรากฏอยู่บนอาหารในแตล่ะชนิด 
เมื่อตรวจดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ( SEM : Scanning Electron 
Microscope) โดยเลีย้งแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์บนอาหาร ISP-2 บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-4 สปัดาห์ 
เพื่อให้เชือ้เจริญเต็มที่และสร้างสปอร์ที่สมบรูณ์  

2. การทดสอบการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราและแบคทีเรียโรคพืชด้วยแอคติโนมัยซีทปฏิปักษ์ 
เชือ้ก่อโรคข้าวที่ใช้ทดสอบเป็นสายพนัธุ์ที่ก่อโรครุนแรงในแปลงนา ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์มาจากศนูย์วิจยัข้าว

ชยันาท จงัหวดัชยันาท เชือ้ราโรคข้าวที่ใช้ทดสอบได้แก่ P. grisea ที่ก่อโรคไหม้ในข้าว, Sclerotium sp. ที่ก่อโรคล าต้นเนา่ และ
เชือ้แบคทีเรีย Xoo ที่ก่อโรคขอบใบแห้ง การทดสอบการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราด้วยแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์โดยวิธี dual 
culture plate technique เร่ิมจากเลีย้งแอคติโนมัยซีทปฏิปักษ์บนอาหาร potato dextrose agar (PDA) โดยขีดเชือ้ให้มี
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ระยะห่างจากขอบจานเพาะเชือ้ประมาณ 2 เซนติเมตร บ่มจานเพาะเชือ้ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วนัจนเชือ้
สร้างสปอร์ตามแนวรอยที่ขีด จากนัน้ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะเส้นใยของเชือ้ราก่อโรคพืชที่
เจริญบน PDA วางลงบนกึ่งกลางของจานเลีย้งเชือ้ บม่จานเพาะเชือ้ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-7 วนั จดัชดุการ
ทดลองทัง้หมด 4 ซ า้ ตรวจผลโดยวดัขนาดรัศมีของ inhibition zone และค านวณเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราจาก
ขนาดการเจริญของเชือ้ราด้านที่เจริญไปหาแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ (R2) และ ขนาดรัศมีของเชือ้ราที่เจริญในจานเลีย้งเชือ้
ควบคมุที่ไมไ่ด้ขีดเชือ้แอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ (R1) (ภาพท่ี 1) โดยใช้สตูรดงันี ้

 
% การยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราโดยแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ = (R1-R2)/R1 x100 

 

 
ภาพที่ 1 การทดสอบการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราด้วยแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ 

 
 การทดสอบการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย Xoo สายพนัธุ์ที่ก่อโรคได้รุนแรงด้วยแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ โดยวิธี 
agar diffusion method เ ร่ิมจากเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชือ้ Xoo บริสุทธ์ิ ท่ี เจริญบนอาหาร potato peptone agar (PPA) 
ประกอบด้วย potato 300 g/L, Ca(NO3)2.4H2O 0.33 g/L, Na2HPO4.12H2O 1.33 g/L, peptone 3.34 g/L, sucrose 13.34 
g/L และ agar 20 g/L ไปเลีย้งในอาหารเหลว potato peptone broth (PPB) ปริมาณ 100 มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด 250 ml
บ่มที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั จนได้ปริมาณเซลล์ประมาณ 108 CFU/ml จากนัน้กระจายเชือ้ลงบนอาหาร 
PPA และใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะเส้นใยสปอร์ของเชือ้แอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ที่เพาะเลีย้ง
บนอาหารแข็ง antibiotic producing medium (APM) ประกอบด้วย soluble starch 10 g/L, glucose 10 g/L, soybean 10 
g/L, CaCO3 3 g/L, peptone 10 g/L, tween 80 100 l/L และ agar 20 g/L วางลงบนกึ่งกลางของจานเลีย้งเชือ้ บม่จานเพาะ
เชือ้ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-7 วนั ตรวจสอบผลโดยวดัขนาดความกว้างของ inhibition zone ของแอคติโนมยั
ซีทปฏิปักษ์ที่สามารถยบัยัง้แบคทีเรีย Xoo คดัเลือกไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพสงูสดุในการยบัยัง้ทัง้เชือ้ราและแบคทีเรียเพื่อ
จ าแนกชนิดและทดสอบประสทิธิภาพในการผลติสารสกดัในอาหารเหลวเพ่ือศกึษาฤทธ์ิยบัยัง้เชือ้ก่อโรคข้าวตอ่ไป 
3. การจ าแนกชนิดแอคติโนมัยซีทปฏิปักษ์โดยการวิเคราะห์ล าดับเบสของยนี 16S rRNA  
 เพาะเลีย้งแอคติโนมยัซทีในอาหารเหลว ISP-3 ปริมาตร 100 ml ในฟลาสก์ขนาด 250 ml บม่ที่อณุหภมูิห้องและเขยา่
ที่ความเร็วรอบ 125 รอบตอ่นาทีเป็นระยะเวลา 3 - 5 วนั ป่ันเหวี่ยงเพื่อเก็บเซลล์ที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 
5 นาที จากนัน้ท าการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA) ของเชือ้แต่ละไอโซเลท ท าตามวิธีการที่ประยุกต์มาจากวิธีของ 
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Kieser และคณะ (Kieser et al., 2000) น าสารละลายดีเอ็นเอที่สกดัได้ไปตรวจวดัปริมาณดีเอ็นเอ และน ามาใช้เป็นแม่แบบ
ส าหรับเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ universal primers คือ Forward 
27f (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) และ Reverse 1525r (5’-AAG GAG GTG WTC CAR CC-3’) (Lane, 1991) 
ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ PCR โดยวิธี agarose gel electrophoresis จากนัน้ น าผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีได้มาท าบริสทุธ์ิโดยใช้ PCR 
purification test kit (Macherey-Nagel, Duren, Germany) และส่งไปอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ ที่บริษัท Macrogen ประเทศ
เกาหล ีน าข้อมลูล าดบันิวคลโีอไทด์ที่ได้ไปวิเคราะห์ความคล้ายคลงึเปรียบเทียบกบัข้อมลูล าดบันิวคลโีอไทด์ของยีน 16S rRNA 
ที่ปรากฎอยู่ในฐานข้อมูล GenBank ซึ่งอยู่บนเวบไซต์ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) โดยใช้
โปรแกรม Blastn  
4. การศึกษาศักยภาพในการผลิตสารที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 

วิเคราะห์ความสามารถในการผลติ indole-3-acetic acid (IAA) ตามวิธีของ Bharucha และคณะ (Bharucha et al., 
2013) เลีย้งแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ในอาหาร ISP-3 ปริมาตร 100 ml ในฟลาสก์ขนาด 250 ml เป็นเวลา 7 วนั ท าการเจาะเชือ้
แอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ที่ต้องการ (โดยเลือกบริเวณที่มีการเจริญเติบโตที่ใกล้เคียงกนั) ลงในอาหาร ISP-3 ที่เติม tryptophan   
1 g/L น าเชือ้ที่ได้ไปบ่มที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 วนั โดยเขย่าที่ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที จากนัน้น าน า้
เลีย้งเชือ้ที่ได้มาแยกสว่นสารละลายใสโดยการกรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 น าสว่นสารละลายใสไปวิเคราะห์หา IAA โดย   
ปิเปตน า้เลีย้งเชือ้จ านวน 2 ml เติม Ortho-phosphoric acid ปริมาตร 20 l และ Salkowski’s reagent (เตรียมสาร 50 ml 
ประกอบด้วย 35% (w/v) HClO4 และ FeCl3 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 1 ml) ปริมาตร 4 ml บม่ในท่ีมืด 1 ชัว่โมง น าสารละลายไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 535 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง spectrophotometer (DR/4000 U, Hach) ค านวณปริมาณ 
IAA ที่แบคทีเรียสร้างขึน้เทียบกบักราฟมาตรฐานของสาร IAA บริสทุธ์ิ (MW = 175.19) ที่มีความเข้มข้น 0, 10, 20, 50, 100, 
150 mol 

ทดสอบการผลิต siderophore ของแอคติโนมัยซีท ด้วยวิธี Chrome Azurol Sulfonate (CAS) assay เชือ้ที่สร้าง 
siderophore รอบๆ โคโลนีจะเปลีย่นสอีาหาร CAS agar จากสนี า้เงินเป็นสเีหลอืง (Schwyn & Neilands, 1987) 
 ตรวจสอบความสามารถในผลิตเอนไซม์เซลลเูลสและไซแลนเนส โดยเลีย้งแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ที่แยกได้ในอาหาร
แข็ ง  actinomyces medium (Techapun et al., 2001) ประกอบด้วย  yeast extract 2 g/L, peptone 1 g/L, (NH4)2SO4           
1.4 g/L, K2HPO4 2 g/L, KH2PO4 1.5 g/L, tween 80 2 ml, trace element solution 1 ml (เตรียมปริมาตร 100 ml ประกอบด้วย 
ZnSO4.7H2O 0.14 g, MnSO4.5H2O 0.15 g, FeSO4.7H2O 0.5 g และ CoCl2.6H2O 0.2 g) และ agar 20 g/L เติมสบัสเตรท
ส าหรับตรวจสอบการสร้างเอนไซม์เซลลเูลส ได้แก่  1%(w/v) carboxymenthyl cellulose (CMC) หรือ 1%(w/v) avicel หรือ 
1%(w/v) laminarin และ ส าหรับตรวจสอบการสร้างเอนไซม์ไซแลนเนส คือ 1%(w/v) oat spelts xylan บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วนั จากนัน้ย้อมด้วยการเทสารละลาย Congo red 0.1 % (w/v)ให้ท่วมอาหารแข็งทิง้ไว้ 3 นาที 
และล้างด้วยสารละลาย NaCI 1 โมลลาร์ วดัขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางของโซนใสรอบโคโลนี (clear zone)  
 ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ยอ่ยสลายไคติน โดยน าแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ที่เจริญบนอาหาร ISP-2 ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 วัน มาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายไคติน ด้วยวิธีการจุดเชือ้ (point 
inoculation) ลงบนอาหารแข็ง ISP-2 ที่เติม 5% (w/v) colloidal chitin จากนัน้บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7-10 วนั สงัเกต
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ความสามารถในการย่อยสลายไคตินจากบริเวณใส (clear zone) ที่เกิดขึน้รอบโคโลนี บนัทึกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ
โคโลนแีละบริเวณใส 
5. การผลิตและการสกัดสารยบัยัง้การเจริญของจุลินทรีย์โรคพืช 

ศกึษาศกัยภาพในการผลติสารต้านจลุนิทรีย์ก่อโรคพืชในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว โดยน าแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์มาเลีย้ง
ในอาหารเลีย้งเชือ้ modified APM ที่ปรับปรุงจากสตูรของ APM (Hoa et al., 2012) โดยการเพิ่มองค์ประกอบของ soy bean 
meal เป็น 5 เปอร์เซ็นต์ และ starch glucose yeast (SGY) medium ประกอบด้วย soluble starch 10 g/L, glucose 10 g/L, 
glycerol 10 g/L, corn flour 2.5 g/L, peptone 5 g/L, yeast extract 2 g/L และ  CaCO3 3 g/L (Ismet et al., 2004) บ่มที่
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จากนัน้น ามาสกดัโดยป่ันเก็บตวัอยา่งอาหารเลีย้งเชือ้เหลวปริมาตร 100 ml มาท า
การสกดัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยเติมตวัท าละลายแตล่ะชนิด เช่น n-butanol หรือ ethyl acetate ปริมาตร 100 ml ลงใน
กรวยแยกและเขยา่ให้ตวัท าละลายสมัผสักบัตวัอยา่งอยา่งทัว่ถึงและตัง้ไว้ที่อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 30 นาที เก็บสว่นของตวัท า
ละลายเพื่อสกดัซ า้จ านวน 2 ครัง้ จากนัน้น าสว่นของตวัท าละลายที่ได้ไประเหยตวัท าละลายออกด้วยเคร่ืองระเหยภายใต้ความ
ดัน (vacuum rotary evaporator) ละลายสารสกัดที่ได้ด้วย 100% (w/v) dimethyl sulfoxide (DMSO) จากนัน้กรองด้วย 
millipore filter ขนาด 0.45 µm และน าสารสกัดที่ได้ไปทดสอบความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคพืช  
ด้วยวิธี disc diffusion method และ agar dilution method ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉลี่ยของการทดลอง 2 ครัง้โดยในแต่
ละครัง้ท า 3 ซ า้ 
6. การทดสอบความสามารถของสารสกัดหยาบในการยบัยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคพืช 
 การทดสอบความสามารถของสารสกัดในการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย Xoo ด้วยวิธี disc diffusion method 
โดยปิเปตสารสกดัทดสอบปริมาตร 10 l ที่เตรียมในระดบัความเข้มข้นต่าง ๆ กนั ได้แก่ 250, 500, 1,000 และ 2,000 g/ml 
ด้วยตวัท าละลาย DMSO ใสล่งในดิสยาเส้นผ่านศนูย์กลาง 6 มิลลิเมตร ทิง้ไว้ให้แห้ง เตรียมเซลล์แขวนลอยของเชือ้ Xoo โดย
ปรับให้มีความขุ่นเทียบเท่ากับ McFarland Standard No. 0.5 เกลี่ยเชือ้ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ PPA โดยใช้ sterile cotton 
swab จากนัน้วางดิสยาที่มีสารสกดัแต่ละความเข้มข้นลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ PPA น าไปบ่มที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง วดัขนาดของ inhibition zone ที่เกิดขึน้ในหน่วย ml เปรียบเทียบกับแบคทีเรียที่เจริญบนอาหาร PPA ในชุด
ควบคุมที่ชุบด้วย DMSO อย่างเดียวในจานเพาะเลีย้งเชือ้เดียวกนั โดยชุดควบคมุจะไม่สามารถยบัยัง้จุลินทรีย์ก่อโรคพืชได้    
ผลการทดลองเป็นคา่เฉลีย่ของการทดลอง 2 ครัง้โดยในแตล่ะครัง้ท า 3 ซ า้ 
 การทดสอบความสามารถของสารสกัดในการยบัยัง้ราก่อโรคข้าวด้วย agar dilution method โดยปิเปตสารสกัด
ทดสอบปริมาตร 10 l ที่เตรียมในระดบัความเข้มข้นตา่ง ๆ กนั ได้แก่ 100 และ 200 g/ml ด้วยตวัท าละลาย DMSO ผสมลง
ในอาหาร PDA จากนัน้ใช้ cork borer ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะเส้นใยของเชือ้ราก่อโรคพืชที่เจริญบน PDA 
วางลงบนกึ่งกลางของจานเลีย้งเชือ้ที่เติมสารสกดั บม่จานเพาะเชือ้ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-7 วนั ตรวจวดัการ
เจริญของเชือ้ราเปรียบเทียบกบัเชือ้ราที่เจริญบนอาหาร PDA ชุดควบคมุที่เติม DMSO อย่างเดียว ผลการทดลองเป็นคา่เฉลีย่
ของการทดลอง 2 ครัง้โดยในแตล่ะครัง้ท า 3 ซ า้ 
7. การเตรียมหัวเชือ้ผงของแอคติโนมัยซีทปฏิปักษ์ 
 น าแอคติโนมัยซีทปฏิปักษ์ที่ผ่านการยืนยันศักยภาพและ จีนัสของเชือ้เรียบร้อยแล้วมาเตรียมเป็นหัวเชือ้ผง 
องค์ประกอบของสว่นผสมที่ใช้เตรียมได้แก่ talcum, calcium carbonate, CMC และน า้สกดัมนัฝร่ัง ในอตัราสว่น 60:30:8:2 
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(Pupakdeepan & Prathuangwong, 2010) โดยที่สว่นผสมผา่นการนึง่ฆา่เชือ้ก่อนใช้ทกุครัง้ จากนัน้เพาะเลีย้งเชือ้แอคติโนมยั
ซีทปฏิปักษ์ให้มีปริมาณเซลล์ประมาณ 108 CFU/ml ตรวจสอบได้จากการนบัจ านวนเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ ISP-2 เก็บเซลล์
ผสมกบัองค์ประกอบของสารข้างต้นในอตัราสว่น 1:1 จากนัน้น าไปอบที่ตู้อบลมร้อนอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-
24 ชัว่โมง น ามาบรรจถุงุ 1 กรัม/ถงุ ท าการทดสอบความสามารถในการมีชีวิตรอดของเชือ้ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 6 เดือน โดย
ใช้เทคนิค dilution spread plate บนอาหารแข็ง ISP-2 ตรวจนบัจ านวนเชือ้หลงัจากเพาะเลีย้งเชือ้ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 3–5 วนั  

เชือ้ที่มีชีวิตรอดจะถกูทดสอบประสิทธิภาพในการสร้างสารกระตุ้นการเจริญของพืช ได้แก่ ความสามารถในการผลติ 
IAA การผลิต siderophore และการผลิตเอนไซม์เซลลเูลส โดยใช้วิธีการที่ได้อธิบายไว้ข้างต้น นอกจากนีย้งัมีการทดสอบ
ประสิทธิภาพของเชือ้ที่มีชีวิตรอดในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราก่อโรคข้าว โดยน าผงของแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ในน า้กลัน่
ปลอดเชือ้ให้ได้ความเข้มข้น 2 mg/ml จากนัน้หยดเซลล์แขวนลอยของแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ปริมาตร 0.1 ml ลงในอาหาร
เลีย้งเชือ้ PDA บริเวณที่เป็นหลมุซึง่ถกูเจาะโดยใช้ cork borer ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 0.5 เซนติเมตร จ านวน 4 หลมุ ซึง่แตล่ะ
หลมุมีระยะหา่งจากขอบจานเพาะเชือ้ 2 เซนติเมตร เพาะเลีย้งแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ไว้ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
3–5 วนั จากนัน้เจาะเส้นใยของเชือ้ราก่อโรคพืชที่เจริญบน PDA วางลงบนกึ่งกลางของจานเลีย้งเชือ้ที่มีแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์
เจริญแล้ว และบม่จานเพาะเชือ้ตอ่ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-7 วนั ตรวจวดัการเจริญของเชือ้ราเปรียบเทียบกบั
เชือ้ราที่เจริญบนอาหาร PDA ชดุควบคมุที่เติมตวัท าละลาย DMSO อยา่งเดียว 
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล  
1. การทดสอบการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราและแบคทีเรียโรคข้าว 

แยกแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ได้ทัง้หมดจ านวน 120 สายพนัธุ์จากตวัอย่างดินในแปลงนาและกองปุ๋ ยหมกัเพื่อน ามา
ศึกษาศกัยภาพในการยบัยัง้จุลินทรีย์ที่ก่อโรคในข้าว ผลการทดสอบการยบัยัง้ทัง้เชือ้แบคทีเรียและเชือ้ราที่ก่อโรคข้าว พบวา่    
มีเชือ้จ านวน 9 สายพนัธุ์  ได้แก่ สายพนัธุ์  SWU-TH2-2, SWU-TH3-2, SWU-TH4, SWU-TH11, SWU-TH14-2, SWU-TH19, 
SWU-TH39, SWU-APL1 และ SWU-APL3 ที่มีศกัยภาพในการยบัยัง้สงูกว่าสายพนัธุ์อื่นๆ และเมื่อจัดจ าแนกชนิดของเชือ้   
แอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ด้วยล าดบัเบสของยีน 16S rRNA พบว่าเป็นเชือ้ในจีนสั Streptomyces ทัง้ 9 สายพนัธุ์  ดงัแสดงใน
ตารางที่ 1 Streptomyces สายพนัธุ์ตา่ง ๆ เหลา่นี ้แสดงคา่การยบัยัง้ (ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางของโซนยบัยัง้) แบคทีเรีย Xoo 
อยู่ในช่วง 4.5-15.5 มิลลิเมตร (mm) นอกจากนีย้ังแสดงการยับยัง้รา P. oryzae และ Sclerotium sp. โดยพบเปอร์เซ็นต์     
การยบัยัง้อยูใ่นช่วง 44.5-99.6% และ 20.2-97.1% ตามล าดบั นอกจาก Strptomyces แล้วยงัพบแอคติโนมยัซีทชนิดหายาก
ซึ่งจ าแนกได้เป็นจีนสั Micromonospora sp. จ านวน 2 สายพันธุ์  ได้แก่ สายพันธุ์  SWU-TH40 และ SWU-TH44 ที่สามารถ
ยบัยัง้แบคทีเรีย Xoo ได้ดี โดยแสดงคา่การยบัยัง้อยูร่ะหวา่ง 10.4-11.5 มิลลเิมตร แตย่บัยัง้เชือ้รา P. oryzae ได้เพียง 35-41% 
และ Micromonospora ทัง้ 2 สายพนัธุ์ดงักลา่วไม่สามารถยบัยัง้การเจริญของ Sclerotium sp. เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพใน
การยับยัง้จุลินทรีย์ก่อโรคข้าวทัง้แบคทีเรียและรา แอคติโนมัยซีทสายพันธุ์  SWU-TH39 จัดจ าแนกเป็น Streptomyces 
hygroscopicus มีศกัยภาพในการเป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์กบัจุลินทรีย์ก่อโรคข้าวได้ดีที่สดุ ซึ่งแสดงค่าการยบัยัง้ทัง้แบคทีเรีย 
Xoo (15.5 มิลลิเมตร) และรา P. oryzae และ Sclerotium เท่ากับ 99.6% และ 97.1% ตามล าดับ จึงได้น าแอคติโนมยัซีท   
สายพันธุ์นี ้(S. hygroscopicus SWU-TH39) มาศึกษาคุณลกัษณะในด้านต่าง ๆ ดังแสดงผลในตารางที่ 2 Streptomyces 
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hygroscopicus SWU-TH39 มีรูปร่างเป็นเกลียว สปอร์มีผิวเรียบ มีการสร้างสารสีต่างๆ ของสปอร์บนอาหารเลีย้งเชือ้ ISP-2, 
ISP-3, ISP-4 และ ISP-5 มีการใช้น า้ตาล glucose, arabinose, xylose, fructose และ mannitol เป็นแหล่งคาร์บอนที่ดีใน  
การเจริญ อุณหภูมิที่เจริญได้ตัง้แต่ 30-45 องศาเซลเซียส และทนความเค็มของ NaCl ได้ถึง 6%(w/v) S. hygroscopicus 
SWU-TH139 สามารถสร้างเอนไซม์ออกมานอกเซลล์เพื่อย่อยสลาย xylan, avicel, CMC, starch, chitin และ skim milk ได้ดี 
เมื่อเทียบกบัเชือ้ Streptomyces สายพนัธุ์อื่นๆ ที่คดัแยกได้และยงัผลิตสารที่ช่วยสนบัสนนุการเจริญเติบโตของพืชได้แก่ IAA 
และ siderophores ดงันัน้เชือ้สายพนัธุ์ SWU-TH39 ที่มีคณุสมบตัิเด่นทัง้ในด้านในการยบัยัง้จุลินทรีย์ การผลิตเอนไซม์ และ
การสร้างสารกระตุ้นการเจริญเติบของพืช จึงถกูคดัเลอืกมาใช้เพื่อผลติสารยบัยัง้จลุนิทรีย์ก่อโรคข้าวในอาหารเหลวตอ่ไป 

 
                ตารางที่ 1 การศกึษาแอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ที่มีศกัยภาพในการยบัยัง้การเจริญของจลุนิทรีย์ก่อโรคในข้าว 
สายพนัธุ์ การจ าแนกด้วยยีน 

    16S rRNA  
แหลง่ดิน การยบัยัง้จลุนิทรีย์กอ่โรคในข้าว 

Xoo (mm)*  P. oryzae (%)** Sclerotium sp. (%)** 
SWU-TH2-2 S. phaeochromogenes  นาข้าว 7.5  0.3 64.2  2.9 33.4  3.5 
SWU-TH3-2 S. althioticus นาข้าว 9.3  0.5 63.8  2.4 20.2  3.0 
SWU-TH4 S. hygroscopicus นาข้าว 12.5  0.4 78.1  3.1 73.6  4.1 
 SWU-TH11 S. gancidicus นาข้าว 9.1  0.6 57.5  2.5 30.3  1.7 
SWU-TH14-2 S. levis นาข้าว 5.9  0.3 60.1  5.4 54.7  3.3 
SWU-TH19 S. humidus นาข้าว 9.9  0.7 44.5  1.7 30.0  1.7 
SWU-TH39 S. hygroscopicus นาข้าว 15.5  0.6 99.6  1.0 97.1  2.5 
SWU-TH40 Micromonospora sp. นาข้าว 10.4  0.3 40.5  2.0 0.0  0.0 
SWU-TH44 Micromonospora sp. นาข้าว   11.5  1.2 34.5  2.1 0.0  0.0 
SWU-APL1 S. antibioticus ปุ๋ ยหมกั 6.8  0.5 63.7  0.6 49.0  3.6 
SWU-APL3 S. antibioticus ปุ๋ ยหมกั 4.5  0.5 59.5  2.0 44.9 2.1 
Control (non-inoculated) 0.0  0.0 0.0  0.0 0.0  0.0 
หมายเหต ุ
*ทดสอบความสามารถของแอคติโนมยัซีทในการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย Xoo สายพนัธุ์ที่ก่อโรคข้าวได้รุนแรงบนอาหาร 
PPA โดยวิธี agar diffusion method ข้อมลูที่แสดงเป็นขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางเฉลีย่ของโซนยบัยัง้จากการทดลอง 2 ครัง้ แต่
ละครัง้ท า 3 ซ า้ 
**ทดสอบความสามารถของแอคติโนมยัซีทในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราก่อโรคข้าวโดยวิธี dual culture plate บนอาหาร 
PDA เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้เป็นคา่เฉลีย่จากการทดลอง 2 ครัง้ แตล่ะครัง้ท า 3 ซ า้ 
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2. การผลิตและการสกัดสารยบัยัง้จุลินทรีย์ก่อโรคข้าว 
 หลงัจากน า S. hygroscopicus SWU-TH39 มาเพาะเลีย้งในอาหาร modified-APM ที่เติม 2% (w/v) ถั่วเหลืองป่น
เป็นแหลง่อาหาร และอาหาร modified-SGY ที่เติม 1% (w/v) แป้งข้าวโพด พบวา่หลงัจากน าน า้เลีย้งเชือ้ modified-APM และ 
modified-SGY มาสกัดด้วยตัวท าละลาย 2 ชนิด ได้แก่ n-butanol และ ethyl acetate พบว่าสารสกัดจากตัวท าละลาย             
n-butanol ที่สกัดจากอาหาร APM สามารถยับยัง้ Xoo ได้ดีกว่าสารสกัดสามารถยับยัง้เชือ้ได้ดีระหว่างความเข้มข้น             
500- 2,000 g/ml และความเข้มข้นสดุท้าย 2,000 µg/ml สามารถยบัยัง้ Xoo ได้มากที่สดุดงัแสดงในตารางที่ 3 และสารสกดั
ที่ระดบัความเข้มข้น 200 µg/ml สามารถยบัยัง้เชือ้รา P. oryzae และ Sclerotium sp. ไม่ให้เจริญได้ถึง 100 % ดงัแสดงใน
ตารางที่ 4 
                 ตารางที่ 2  ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและลกัษณะทางชีวเคมีของ S. hygroscopicus SWU-TH39  
Characteristics Results Characteristics Results 
Morphological characteristics 
   -Gram staining  
   -Sporophore morphology 
   -Spore surface 
Color of aerial mycelium  
   -ISP2 
   -ISP3 
   -ISP4 
   -ISP5 
Color of substrate mycelium  
   -ISP2 
   -ISP3 
   -ISP4 
   -ISP5 

 
Positive 
Spirally  
Smooth 
 
White/Yellow 
Dark grey 
Dark grey 
Grey  
 
Yellow/brown 
Yellow/brown 
Yellow/brown 
Yellow/brown 

Carbon source utilization (1% w/v)* 
   -D-glucose 
   -L-arabinose  
   -Sucrose  
   -D-xylose  
   -Fructose  
   -Maltose  
   -Mannitol  
   -I-Inositol 
   -Rhamnose  
   -Raffinose  
Decomposition  
 

+++ 
+++ 
- 
+++ 
+++ 
+ 
+++ 
++ 
- 
++ 
Xylan, Avicel, 
CMC, Laminarin, 
Starch, Chitin, 
Skim milk 

Growth conditions  
   - Temperature (oC)  
   - pH   
   - NaCl (%,w/v)   

 
30-45 
6.0-8.0 
0-6.0 

Plant promoting factor 
   - IAA production 
   - Siderophores 

 
26.7  g/ml 
+** 

หมายเหต ุ
*บนัทกึการเจริญของเชือ้บนอาหารแข็ง ISP-2 ที่มีแหลง่คาร์บอนตา่งๆ เปรียบเทียบกบัการเจริญบนน า้ตาลกลโูคส โดยมีระดบัการเจริญดงันี ้ 
(+++) เจริญดีที่สดุ; (++) เจริญปานกลาง และ(+) เจริญน้อย และ (-) ไมเ่จริญ  
**(+) สามารถผลิต siderophores โดยพบการปรากฎของ yellow halo รอบโคโลนีเม่ือทดสอบโดยวิธี Chrome Azurol Sulfonate (CAS) assay 
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                        ตารางที่ 3  ประสทิธิภาพในการยบัยัง้ Xoo ด้วยสารสกดัจาก S. hygroscopicus SWU-TH39 
อาหารเลีย้งเชือ้ ความเข้มข้นของ 

สารสกดั (g/ml) 
ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางของโซนยบัยัง้เชือ้ Xoo (mm)* 

n-Butanol Ethyl acetate 

Modified-APM 250 1.1  0.1 0.0  0.0 
500 4.0  0.1 2.1  0.1 

1,000 12.1  1.1 5.1  0.2 
2,000 17.2  0.7 10.1  0.2 

Modified-SGY 250 0.0  0.0 0.0  0.0 
500 1.0  0.2 0.0  0.0 

1,000 5.1  0.7 3.0   0.2 
2,000 10.2  0.5 8.1  0.1 

Control (DMSO) - 0.0  0.0 0.0  0.0 
หมายเหต ุ
*ทดสอบความสามารถของสารสกดัในการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย Xoo ด้วยวิธี disc diffusion method 
 
 
                    ตารางที่ 4  ประสทิธิภาพในการยบัยัง้ P. oryzae และ Sclerotium sp. ด้วยสารสกดัจาก  
                               S. hygroscopicus SWU-TH39 
อาหารเลีย้งเชือ้ [สารสกัด ] 

(g/ml) 
ขนาดรัศมี P. oryzae (mm)* ขนาดรัศมี Sclerotium sp. (mm)* 
n-Butanol Ethyl acetate n-Butanol Ethyl acetate 

Modified-APM 100 1.5  0.07 1.0  0.09 2.0  0.09 2.5  0.07 
 200 0.0  0.00 0.0  0.00 0.0  0.0 0.5  0.06 
Modified-SGY 100 2.0  0.11 1.5  0.07 2.5  0.07 2.0  0.06 
 200 0.5  0.06 0.5  0.09 1.5  0.07 1.9  0.07 
Control (DMSO) - 3.5  0.2 4.1  0.1 
หมายเหต ุ
*ทดสอบความสามารถของสารสกัดในการยบัยัง้ราก่อโรคข้าวด้วย agar dilution method โดยวดัรัศมีของเชือ้ราที่เจริญบน
อาหาร PDA 
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3. การอยู่รอดและศักยภาพของหัวเชือ้ผงแอคติโนมัยซีทปฏิปักษ์ 

เมื่อน า S. hygroscopicus SWU-TH39 มาเตรียมเป็นผงเชือ้สตูรส าเร็จซึ่งมีลกัษณะเป็นผงสีขาว (ภาพที่ 2) จากนัน้
น าผงเชือ้สูตรส าเร็จที่ได้มาทดสอบความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเชือ้แบคทีเรีย Xoo และเส้นใยของเชือ้รา                
P. oryzae และ Sclerotium sp. พบวา่ผงเชือ้สตูรส าเร็จสามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ราทัง้สองชนิดได้ดีเมือ่แขวนลอย
ในน า้กลัน่ปลอดเชือ้ที่ความเข้มข้น 2 mg/ml ซึ่งเทียบเท่ากับปริมาณเซลล์ 1.6x104 CFU/g โดยให้ค่าเปอร์เซ็นต์การยับยัง้    
100 % การตรวจนบัปริมาณเซลล์ในผงเชือ้พบวา่มีปริมาณเทา่กบั 5x107 CFU/g และหลงัจากเก็บรักษาเชือ้ที่อณุหภมูิห้องเป็น
เวลา 6 เดือน จ านวนเซลล์ยงัคงมีชีวิตเหลอื 8x106 CFU/g โดยที่เซลล์ที่มีชีวิตยงัคงแสดงสามารถในการยบัยัง้เชือ้จลุนิทรีย์โรค
ข้าวที่ใช้ในการทดสอบและการสร้างสารท่ีกระตุ้นการเจริญเติบโต 

 
ภาพที่  2  ผงเ ชื อ้ส า เ ร็จ รูป และการยับยัง้
จุ ลิ น ท รี ย์ ก่ อ โ ร ค ใ น ข้ า ว ด้ ว ย ผ ง เ ชื ้อ 
Streptomyces hygroscopicus SWU-TH39   
ที่เก็บไว้ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 6 เดือน  
(ก) ผงเชือ้สตูรส าเร็จรูปสายพนัธุ์  SWU-TH39 
ที่มีปริมาณเชือ้ 5x107 CFU/g  
(ข) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบสอ่งกราด  
(ค และง ) ผลการยับยั ง้ เ ชื อ้ รา  P. oryzae              
ที่ไมเ่ติม (ชดุควบคมุ) และเติมผงเชือ้แขวนลอย
ในน า้ซึ่งมีปริมาณเชือ้ 1.6x104 CFU/ml  และ 
(จ และฉ) ผลการยบัยัง้เชือ้รา Sclerotium sp. 
ทีไ่มเ่ติม (ชดุควบคมุ) และเติมผงเชือ้แขวนลอย
ในน า้ซึง่มีปริมาณเชือ้ 1.6x104 CFU/ml   
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 

(ฉ) 

(ง) 

(จ) (ฉ) (จ) 
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วิจารณ์ผล 
Streptomyces ที่แยกได้จากการศึกษานีจ้ านวน 9 สายพนัธุ์สามารถยบัยัง้ได้ทัง้เชือ้รา P. oryzae, Sclerotium sp. 

และแบคทีเรีย Xoo ที่เป็นสายพนัธุ์ที่คดัแยกจากต้นข้าวที่พบอาการของโรครุนแรง ทัง้นีพ้บว่ามีเพียง 1 สายพนัธุ์ที่จดัจ าแนก
เป็น S. hygroscopicus ที่สามารถยับยัง้เชือ้ก่อโรคข้าวทัง้ 3 ชนิดได้ดีที่สุด ขณะที่เชือ้ Micromonospora sp. จ านวน 2      
สายพนัธุ์ยบัยัง้ได้ดีกับเชือ้แบคทีเรีย Xoo เท่านัน้ ผลการศึกษานีส้อดคล้องกับผลการวิจัยก่อนหน้านีท้ี่รายงานว่า ในจีนสั 
Streptomyces สามารถยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย Xoo (Park et al., 2011) และ P. oryzae (Choi et al., 2009) จากการ
ผลิตเอนไซม์ทัง้ในกลุ่ม  chitinase และ  -1,3-/exo-1,4-glucanase ร่วมกับการผลิตสารยับยัง้จุลินทรีย์ (secondary 
metabolites) ของ Streptomyces ซึ่งเป็นกลไกส าคญัในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา และแบคทีเรียที่ก่อโรคในพืชใน
ระดับห้องปฏิบัติการและแปลงทดลอง  (Souza et al., 2008; Harikrishnan et al., 2014) S. hygroscopicus SWU-TH39       
ที่คดัเลอืกได้จากการศกึษานี ้นอกจากจะสามารถผลติเอนไซม์ทัง้กลุม่ chitinase และ -1,3-/exo-1,4-glucanase ซึง่เก่ียวข้อง
กับการย่อยสลายผนังเซลล์ของเชือ้ราก่อโรคพืช  ยังมีคุณสมบัติในการผลิตสารที่สนับสนุนการเจริญเติบโตของพืช ได้แก่       
การผลิต IAA และการผลิตสาร siderophores ซึ่งได้มีรายงานการศึกษามาก่อนหน้านี ใ้นสายพันธุ์ของ Streptomyces               
ที่สามารถผลิตสารกระตุ้นและสง่เสริมการเจริญเติบโตของพืช เช่น phytohormone, antibiotics, siderophores, phosphate 
solubility และ systemic disease resistance (Loqman et al., 2009) แอคติโนมยัซีทจึงมีความสมัพนัธ์กบัพืชในระบบนิเวศ
ตามธรรมชาติ ในการศึกษานีส้ามารถคดัเลือกแอคติโนมยัซีทที่ผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (bioactive compounds) และ
น าไปใช้ประโยชน์ทางเกษตรกรรมทัง้ในด้านส่งเสริมการเจริญเติบโตและการควบคมุโรคในพืชได้ ในการศึกษานีไ้ด้รายงาน
คณุสมบตัิที่ดีในการยบัยัง้เชือ้ราและแบคทีเรียส าหรับการควบคมุโรคข้าวร่วมกบัการสร้างสารกระตุ้นการเจริญเติบของพืชโดย
ใช้ S. hygroscopicus SWU-TH39 ที่คัดแยกได้จากดินแปลงนาในจังหวัดนครนายกเพื่อน ามาใช้ในการผลิตสารยับยัง้
เชือ้จุลินทรีย์ในอาหารเหลวและเตรียมเป็นหวัเชือ้ผงส าหรับประยกุต์ใช้ในแปลงเกษตรกรรม สารสกัดหยาบท่ีออกฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียและเชือ้ราได้ดีที่สดุคือ สารสกดัที่ได้จากการเพาะเลีย้งเชือ้ในอาหาร modified-APM และถกูสกดัด้วยตวัท า
ละลาย n-butanol ซึ่งสอดคล้องกบัการศึกษาของ Hoa และคณะ (Hoa et al., 2012) ได้รายงานว่าอาหารเลีย้งเชือ้ APM ที่มี
องค์ประกอบของ soy bean meal และ tofu waste ช่วยเพิ่มการสร้างสารยบัยัง้เชือ้ Xoo ในน า้เลีย้งเชือ้ และใช้ตวัท าละลาย   
n-butanol สามารถสกดัสารออกฤทธ์ิดงักลา่วออกจากอาหารเลีย้งเชือ้ APM ได้ดีที่สดุซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาของ Veronica 
และคณะ (Veronica et al., 2014) ได้รายงานว่าตวัท าละลายที่ดีที่สดุในการสกดัสารยบัยัง้จุลินทรีย์จาก Streptomyces sp. 
คือ 1-butanol โดยคณุสมบตัิตวัท าละลายที่มีขัว้สงูจะสกดัสารยบัยัง้จลุินทรีย์ได้ดี  เมื่อน าเชือ้มาเตรียมเป็นหวัเชือ้ผงส าเร็จรูป
โดยใช้องค์ประกอบของสว่นผสม talcum, calcium carbonate, CMC และน า้สกดัมนัฝร่ัง ในอตัราสว่น 60:30:8:2 พบวา่เชือ้มี
อตัราการอยูร่อดได้ดีหลงัจากการเก็บรักษาที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 6 เดือน และยงัคงคณุสมบตัิในการยบัยัง้เชือ้ราก่อโรคข้าว
ที่ใช้ในการทดสอบได้ 100% ในระดบัความเข้มข้นของผงเชือ้ที่ใช้ 2 mg/ml จากการศึกษาก่อนหน้านีอ้งค์ประกอบส่วนผสม
ของสตูรผงส าเร็จนีม้ีประสทิธิภาพดีในการน ามาใช้เพื่อเก็บรักษาเชือ้ Bacillus amyloliquefaciens KPS46 และควบคมุการก่อ
โรคของ Xoo ในแปลงทดลอง (Pupakdeepan & Prathuangwong, 2010) ดังนัน้สูตรผงเชือ้ส าเร็จรูปที่น ามาประยุกต์ใช้               
ในการศึกษาที่มีสว่นประกอบของ talcum และ CMC ที่เป็นสารเสริมประสิทธิภาพในการช่วยปกป้องและรักษาเซลล์ของเชือ้   
แอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ให้มีทนทานต่อสภาพแวดล้อม ซึ่งเหมาะสมในการน ามาเก็บรักษาสายพนัธุ์แอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์           
ให้ยงัคงมีจ านวนและคณุสมบตัิที่ดีส าหรับน าไปใช้ในแปลงทดสอบ  
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สรุปผลการวิจัย 
 การศึกษานีเ้ป็นการรายงานการคดัเลือกแอคติโนโตมยัซีทปฏิปักษ์จากดินในแปลงนาที่มีประสิทธิภาพสงูในการ
ยบัยัง้จุลินทรีย์ก่อโรคในข้าวทัง้ในกลุ่มรา ได้แก่ P. oryzae และ Sclerotium sp. และแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. 
oryzae จากการศกึษาพบ S. hygroscopicus SWU-TH39 มีศกัยภาพสงูสดุในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรคทัง้หมดที่ทดสอบและเป็น
สายพนัธุ์ที่สร้างสารสนบัสนนุการเจริญเติบโตของพืชร่วมด้วย สารสกดัและหวัเชือ้ผงที่ได้จาก S. hygroscopicus SWU-TH39 
มีศกัยภาพสงูในการควบคมุจุลินทรีย์ก่อโรคในข้าว อย่างไรก็ตามยงัต้องน าสารสกดัและหวัเชือ้ผงไปทดสอบประสิทธิภาพใน
แปลงนาทดลองตอ่ไป 
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