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รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองที่สิ้นสุด  

------------------------ 

1. แผนงานวิจัย   :  แผนบูรณาการการพัฒนาระบบการผลิตพืชสู่เกษตรที่เป็นมิตร

    กับสภาพภูมิอากาศ 

2. โครงการวิจัย   :  ผลกระทบจากการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศต่อจุลินทรีย์ดิน

    ที่มีประโยชน์เพื่อเพ่ิมศักยภาพการผลิตพืชในพ้ืนที่ลุ่มน้้าปาย 

กิจกรรม    :  การศึกษาศักยภาพของจุลินทรีย์ดินที่มีประโยชน์ทางการเกษตรใน              

                                        พ้ืนที่ได้รับผลกระทบจากการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศบริเวณลุ่มน้้าปาย 

กิจกรรมย่อย (ถ้ามี)  :  - 

 

3. ชือ่การทดลอง (ภาษาไทย)  :  การศึกษาศักยภาพของแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากพ้ืนที่ได้รับ

    ผลกระทบจากการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศบริเวณลุ่มน้้าปาย   

ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) :  Potential of actinomycetes isolated from areas  

    affected by climate change in Pai river basin 

4. คณะผู้ด าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง   :  นางสาวอมรรัตน์ ใจยะเสน  

    สังกัด กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

ผู้ร่วมงาน                            :  1. นางสาวจิตรา เกาะแก้ว 

       2. นายอ้านาจ เอี่ยมวิจารณ์ 

     สังกัด กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

5. บทคัดย่อ   

 การศึกษาศักยภาพของแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากดินพ้ืนที่ลุ่มน้้าปาย จ. แม่ฮ่องสอน ซึ่งมีอุณหภูมิที่

แตกต่างกันระหว่างฤดูร้อนและฤดูหนาว 4 แหล่ง คือ 1) พ้ืนที่ป่าปลายน้้า 2) ดินพ้ืนที่ท้าการเกษตรปลายน้้า 3) 

พ้ืนที่ป่าต้นน้้า และ 4) ดินพ้ืนที่ท้าการเกษตรต้นน้้า ใน 3 ฤดู คือ ฤดูหนาว เเดือนัันวาคม) ฤดูร้อน เเดือน

เมษายน) และฤดูฝน เเดือนกรกฎาคม) โดยการทดสอบคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ได้แก่ การ

ทดสอบการสร้าง siderophore การทดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟต และการทดสอบการสร้างกรด

อินโดลอะซีติก เIAA) พบว่า Streptomyces sp. WF  4-1 มีความสามารถในการสร้าง siderophore สูงที่สุด 

Streptomyces sp. WF 10-1 มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตสูงที่สุด ส่วนแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากดิน
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ในฤดูหนาว ฤดูร้อน และฤดูฝนที่มีการสร้างกรดอินโดลอะซีติกมีจ้านวนทั้งหมด 42 32 และ 29 ไอโซเลท 

ตามล้าดับ  ท้าการคัดเลือกแอคติโนมัยสีทที่มีประสิทัิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 10 ไอโซเลทเพ่ือ

ทดสอบความเป็นปฏิปักษ์กับเชื้อสาเหตุโรคพืช พบว่า Streptomyces sp.  WF 4-1 มีประสิทัิภาพในการยับยั้ง

การเจริญ ของแบคที เรียก่อ โรคพืช  Erwinia carotovora pv. carotovora, Ralstonia solanacearum, 

Xanthomonas axonopodis pv. glycines และ X. oryzae pv. oryzae ได้ดีที่สุด ส่วน Streptomyces sp. 

WA 20-3 มีประสิทัิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคพืช X. campestris pv. campestris ได้ดีที่สุด ด้านการ

ทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อราก่อโรคพืช ได้แก่ Colletotrichum sp., Fusarium sp., Phytophthora 

palmivora, Rhizoctonia solani, Rhizoctonia sp. และ Sclerotium rolfsii พบว่า Streptomyces sp. RF 

23-1 มีประสิทัิภาพในการยับยั้งเชื้อราก่อโรคทดสอบได้ทุกชนิด การคัดเลือกแอคติโนมัยสีทที่มีสมบัติไม่เป็นเชื้อ

ปฏิปักษ์ เnon-antagonistic) ต่อไรโซเบียม พบว่า Streptomyces sp. WF 3-1, WF 4-1, WF 10-1, RF 12-4  

และ RF 23-1 ไม่เป็นปฏิปักษ์ต่อเชื้อไรโซเบียมทั้ง 3 ชนิด คือ Bradyrhizobium japonicum DASA 02006,  

B. liaoningense DASA 03018 และ B. daqingense DASA 03084 ดังนั้นจึงสามารถใช้แอคติโนมัยสีทไอโซเลท

ดังกล่าวร่วมกับการใช้ไรโซเบียมทั้ง 3 ชนิดได้ จากการทดลองในระดับโรงเรือนพบว่า ต้นกล้าถั่วเขียวมีอาการเน่า

ตายเมื่อได้รับการปลูกเชื้อราก่อโรคพืช S. rolfsii แม้จะปลูกเชื้อแอคติโนมัยสีท Streptomyces sp. WF 4-1 ร่วม

ด้วย ส่วนต้นกล้าที่มีการปลูกเชื้อ Streptomyces sp. RF 12-4 มีการเกิดโรคปานกลางในระดับ 2 ส่วนการปลูก

เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช E. carotovora pv. carotovora ท้าให้ต้นกล้าถั่วเขียวเกิดโรคเล็กน้อยในระดับ 1 

โดยความสูงของต้น น้้าหนักสด ความยาวรากและจ้านวนปมรากของแต่ละกรรมวิัี ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 

 Abstract: The potential of actinomycetes isolated from Pai river basin, Mae Hong Son 

Province that affected by different temperatures between summer and winter, was studied in 4 

areas: 1) downstream forest 2) downstream agricultural area 3) upstream forest and 4) upstream 

agricultural area in three seasons: winter (December), summer (April) and rainy (July). Plant 

growth promoting properties including siderophore production, phosphate solubilization and 

indole acetic acid (IAA) production were tested. The results showed that Streptomyces sp. WF 

4-1 has the highest siderophore production, while Streptomyces sp. WF 10-1 has the highest 

phosphate solubility. Actinomycetes isolated from soil in winter, summer and rainy season with 

the production of indole acetic acid were 42, 32 and 29 isolates, respectively. Ten actinomycete 

isolates with highest plant growth promoting activity were selected to test against plant 

pathogens. It was found that Streptomyces sp. WF 4-1 was highest effective in inhibiting 

bacterial plant pathogens including Erwinia carotovora pv. carotovora, Ralstonia solanacearum, 
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Xanthomonas axonopodis pv. glycines and X. oryzae pv. oryzae. Streptomyces sp. WA 20-3 was 

the most effective isolate for inhibiting X. campestris pv. campestris. In vitro growth inhibition of 

fungal plant pathogens including Colletotrichum sp., Fusarium sp., Phytophthora palmivora, 

Rhizoctonia solani, Rhizoctonia sp. and Sclerotium rolfsii showed that Streptomyces sp. RF 23-1 

was effective in fungal growth inhibition of all tested fungal plant pathogens. The result of non-

antagonistic with rhizobium showed that Streptomyces sp. WF 3-1, WF 4-1, WF 10-1, RF 12-4 

and RF 23-1 were non-antagonistic to three rhizobium species: Bradyrhizobium japonicum DASA 

02006, B. liaoningense DASA 03018 and B. daqingense DASA 03084. Therefore, these 

actinomycetes can be used with the use of those three rhizobium species. In greenhouse 

experiment, mungbean seedlings were found to be rotten when planted with plant pathogenic 

fungi: Sclerotium rolfsii, even with Streptomyces sp. WF 4-1. In addition, Streptomyces sp. RF 12- 

4 was showed moderate disease occurrence at level 2. Erwinia carotovora pv. carotovora 

caused mungbean seedlings to the mild disease at level 1 but plant height, fresh weight, root 

length and root number among all treatments was no statistical difference. 

6. ค าน า                                 :   

 จุลินทรีย์ดินเป็นแหล่งของสารประกอบัรรมชาติที่น่าสนใจส้าหรับเภสัชภัณฑ์ เกษตรกรรมและ

อุตสาหกรรมอ่ืน ๆ จุลินทรีย์ดินที่มีความส้าคัญกลุ่มหนึ่ง คือ แอคติโนมัยสีทซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่

แพร่กระจายอย่างกว้างขวางในัรรมชาติและสามารถสร้างสารออกฤทัิ์ทางชีวภาพหลายชนิด มีรายงานจ้านวน

มากเกี่ยวกับการใช้แอคติโนมัยสีทเป็นสารควบคุมทางชีวภาพในการทดแทนการใช้สารเคมีทางการเกษตร เEl-

Tarabily and Sivasithamparam,  2006; Law et al., 2017) เนื่องจากแอคติโนมัยสีท สร้างสารควบคุมทาง

ชีวภาพที่มีศักยภาพสูงในการควบคุมเชื้อก่อโรคพืชและไม่มีผลต่อสิ่งแวดล้อมหรือสิ่งมีชีวิตที่ไม่ใช่เป้าหมายอ่ืน ๆ  

การศึกษาเกี่ยวกับแอคติโนมัยสีทในทางการเกษตรได้รับความสนใจอย่างมากเมื่อมีความเป็นไปได้ว่า สามารถ

ป้องกันรากจากการเข้าท้าลายของเชื้อราก่อโรคพืช โดยการผลิตเอนไซม์ที่ย่อยสลายผนังเซลล์ของเชื้อราและ

แบคทีเรีย หรือการผลิตสารต่อต้านการเจริญของเชื้อก่อโรคพืช นอกจากนี้ยังสามารถผลิตสารส่งเสริมการ

เจริญเติบโตของพืช เช่น IAA ช่วยในการเจริญเติบโตของราก การผลิต siderophores เพ่ือเพ่ิมการดูดซึมัาตุ

อาหาร เป็นต้น  

 งานวิจัยนี้ได้ศึกษาศักยภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตและความเป็นปฏิปักษ์กับเชื้อสาเหตุโรคพืชของ

แอคติโนมัยสีทที่ด้ารงชีวิตอยู่ในสภาพพ้ืนที่ที่ได้รับผลกระทบจากการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศในพ้ืนที่ลุ่มน้้า

ปาย จ.แม่ฮ่องสอน ซึ่งเป็นพ้ืนที่ที่มีความแตกต่างกันของสภาพภูมิอากาศระหว่างกลางวัน เเฉลี่ยย้อนหลัง 10 ปี 
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ตั้งแต่ 2548 ถึงปัจจุบัน เท่ากับ 38.4 องศาเซลเซียส) และกลางคืน เเฉลี่ยย้อนหลัง 10 ปี ตั้งแต่ 2548 ถึงปัจจุบัน 

เท่ากับ 9.8 องศาเซลเซียส) ในปัจจุบันมีการบุกรุกพ้ืนที่ป่าบริเวณลุ่มน้้าปายที่เคยเป็นป่าอุดมสมบูรณ์มีความ

หลากหลายของสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ รวมทั้งจุลินทรีย์ดินที่มีบทบาทส้าคัญในการย่อยสลายเศษซากอินทรียวัตถุต่าง ๆ 

ให้เป็นดินที่อุดมสมบูรณ์ โดยการบุกรุกเข้าท้าลายพ้ืนที่ป่าเพ่ือท้าการเกษตร และสร้างเป็นที่อยู่อาศัย รวมทั้งการ

พัฒนาเป็นพ้ืนที่ท่องเที่ยวเพ่ือรองรับนักท่องเที่ยวจ้านวนมาก โดยงานวิจัยนี้ได้ท้าการศึกษาเปรียบเทียบศักยภาพ

ของแอคติโนมัยสีทระหว่างพ้ืนที่ป่ากับพ้ืนที่ที่ถูกรบกวนจากการเขตกรรม ในแต่ละฤดูในรอบ 1 ปี รวมถึงแนวทาง

การใช้ประโยชน์จากแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากพ้ืนที่ที่ท้าการศึกษา ซึ่งเป็นแอคติโนมัยสีทที่ผ่านการปรับตัวให้มี

ชีวิตอยู่รอดในสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไป เพื่อน้ามาพัฒนาและประยุกต์ใช้ในการเพ่ิมศักยภาพการผลิตพืชใน

พ้ืนที่ต่อไป 
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7. วิธีด าเนินการ                         :  

7.1 อุปกรณ์    

7.1.1 ตัวอย่างเชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากพ้ืนที่ลุ่มน้้าปาย จ้านวน 641 ไอโซเลท 
7.1.2 ตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช จ้านวน 5 ชนิด ได้แก่ 

  2.1 Erwinia carotovora pv. carotovora 
  2.2 Ralstonia solanacearum 
  2.3 Xanthomonas axonopodis pv. glycines 
  2.4 Xanthomonas campestris pv. campestris 
  2.5 Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

7.1.3 ตัวอย่างเชื้อราสาเหตุโรคพืช จ้านวน 6 ชนิด ได้แก่ 
  3.1 Collectotrichum sp. 
  3.2 Fusarium sp. 
  3.3 Phytophthora palmivora 
  3.4 Rhizoctonia solani 
  3.5 Rhizoctonia sp. 
  3.6 Sclerotium rolfsii 

7.1.4 ตัวอย่างเชื้อไรโซเบียม จ้านวน 3 ชนิด ได้แก่ 
  4.1 Bradyrhizobium japonicum DASA 02006 
  4.2 B. liaoningense DASA 03018  
  4.3 B. daqingense DASA 03084 

7.1.5 สารเคมีและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดสอบประสิทัิภาพของเชื้อ เช่น เครื่องปั่นเหวี่ยง เครื่อง
ตรวจวัดสารด้วยการดูดกลืนแสง Salkowski reagent L-tryptophane อาหารเลี้ยงเชื้อ Chrome azurol  
S-modified Gaus No.1 agar, Yeast malt agar เป็นต้น 
 7.2 วิธีการ     

7.2.1 การเก็บตัวอย่างดินและการแยกเชื้อแอคติโนมัยสีท 
การเก็บตัวอย่างดินในฤดูหนาว เช่วงเดือนพฤศจิกายน-ัันวาคม) ฤดูร้อน เช่วงเดือนมีนาคม-

เมษายน) และฤดูฝน เช่วงเดือนกรกฎาคม-สิงหาคม) จากพ้ืนที่ 4 แหล่ง คือ 1) พ้ืนที่ป่าต้นน้้า 2) ดินพ้ืนที่ท้า
การเกษตรต้นน้้า 3) พ้ืนที่ป่าปลายน้้า และ 4) ดินพ้ืนที่ท้าการเกษตรปลายน้้า โดยขุดดินลึกจากผิวดิน 15 
เซนติเมตร ขุดอย่างน้อย 5 หลุม ในพ้ืนที่ 25 ตารางเมตร ตักดินมาหลุมละ 1 กิโลกรัม น้าดินที่ได้มาผสมให้เข้ากัน 
ตักใส่ถุงพลาสติกประมาณ 2 กิโลกรัม ปิดปากถุงให้แน่น เพ่ือน้าไปวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 

น้าตัวอย่างดินมาผึ่งให้แห้งในที่ร่มเป็นเวลา 1 สัปดาห์ บดและร่อนให้เข้ากัน จากนั้นน้ามาเจือ
จางด้วยน้้ากลั่นปลอดเชื้อให้มีความเจือจางเท่ากับ 10-3 ถึง 10-6 ดูดสารแขวนลอยดินในแต่ละความเข้มข้นมา 100 
ไมโครลิตร เกลี่ยลงบนอาหารคัดเลือก Starch Casein Agar (SCA) ที่เติมสารปฏิชีวนะ น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-14 วัน ใช้ไม้จิ้มฟันปลายแหลมที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อเขี่ยโคโลนีของแอคติโนมัยสีทน้ามา
ท้าให้บริสุทัิ์บนอาหาร Glucose Yeast Extract Agar (GYE) เพ่ือน้าไปใช้ในการทดสอบต่อไป   

7.2.2 การทดสอบคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
7.2.2.1 ทดสอบการสร้าง siderophore โดยเลี้ยงแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากพ้ืนที่ลุ่มน้้า

ปายในช่วงฤดูหนาว ฤดูร้อนและฤดูฝนบนอาหารเลี้ยงเชื้อ yeast malt agar เYM) บ่มที่ อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ใช้ไม้จิ้มฟันที่ฆ่าเชื้อแล้วแตะเชื้อแอคติโนมัยสีทและน้าไปวางบนอาหาร Chrome 
azurol S-modified Gaus No.1 เCAS-MGs-1) agar เYou et al., 2004) บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 วัน วางแผนการทดลองแบบ CRD จ้านวน 3 ซ้้า บันทึกผลโดยการวัดเส้นผ่านศูนย์กลางวงสีส้มที่เชื้อสร้าง
ขึ้นรอบโคโลนี ซึ่งแสดงว่าเชื้อแอคติโนมัยสีทมีการสร้าง siderophore เMilagres et al., 1999) 

7.2.2.2 ทดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟต โดยเลี้ยงแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จาก
พ้ืนที่ลุ่มน้้าปายในช่วงฤดูหนาว ฤดูร้อนและฤดูฝนบนอาหารเลี้ยงเชื้อ yeast malt agar เYM) บ่มที่อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ใช้ ไม้จิ้มฟันที่ฆ่าเชื้อแล้วแตะเชื้อแอคติโนมัยสีทและน้าไปวางบนอาหาร 
Pikovskaya เป็นเวลา 10 วัน วางแผนการทดลองแบบ CRD จ้านวน 3 ซ้้า จากนั้นบันทึกเส้นผ่านศูนย์กลางวงใส
บริเวณรอบโคโลนี เRao Subba, 1993)  

7.2.2.3 ทดสอบการสร้างกรดอินโดลอะซีติก (IAA) โดยเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จาก
พ้ืนที่ลุ่มน้้าปายในช่วงฤดูหนาว ฤดูร้อนและฤดูฝนบนอาหาร tryptone yeast extract agar บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซล เซียส เป็น เวลา 5 วัน  จากนั้ นย้ ายไป เลี้ ย งในอาหาร tryptone yeast extract broth ที่ เติ ม  
L-tryptophane 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร น้าไปบ่มแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน น้า
สารละลายแขวนลอยเชื้อไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ดูดส่วนใส 2 มิลลิลิตรใส่ลง
ในหลอดทดลอง เติม Salkowski reagent 4 มิลลิลิตร การทดสอบเชื้อแต่ละไอโซเลทท้าจ้านวน 3 ซ้้า บันทึกการ
เปลี่ยนแปลงของสีของสารละลาย หากสารละลายเกิดสีชมพูแสดงว่ามีการสร้าง กรดอินโดลอะซีติก เBric et al., 
1991) น้าผลที่ ได้จากการทดสอบไปประเมินร่วมกับ ไอโซเลทแอคติโนมัยสีทที่มีคุณสมบัติ ในการสร้าง 
siderophore และมีความสามารถในการละลายฟอสเฟต  

7.2.3 การทดสอบความเป็นปฏปัิกษ์กับเชื้อสาเหตุโรคพืช 
7.2.3.1  การคัดเลือกแอคติโนมัยสีทท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย 
เตรียมแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชส้าหรับทดสอบโดยเลี้ยงในอาหารเหลว Nutrient Broth เNB) 

น้าไปบ่มแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน้ามาปรับความขุ่นของเซลล์ด้วย
เครื่องตรวจวัดสารด้วยการดูดกลืนแสง เspectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให้มีค่าความขุ่น
ของเซลล์เท่ากับ 0.25 ทดสอบความสามารถของแอคติโนมัยสีทในการยับยั้งแบคทีเรีย โดยใช้วิัีเททับ เagar 
overlay) ซึ่งเป็นวิัีดัดแปลงของ Anand et al. (2006) จากนั้นเตรียมสปอร์แขวนลอยของแอคติโนมัยสีท โดย
เลี้ยงแอคติโนมัยสีทให้เจริญบนอาหาร International Streptomyces Project (ISP) medium 3 จากนั้นขูด
สปอร์และเซลล์ผสมลงในสารละลาย ¼ Ringer’s solution ให้เข้ากัน หยดสปอร์แขวนลอย 10 ไมโครลิตร ลงบน
ผิวหน้าอาหาร ISP medium 2 น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นดูดสารแขวนลอย
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ของแบคทีเรียทดสอบที่เตรียมไว้ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่มีผงวุ้น 0.6 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปั่นผสมให้เข้ากัน น้าไปเทราดทับโคโลนีของแอคติโนมัยสีท ท้าตัวอย่างละ 3 ซ้้า 
น้าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง วางแผนการทดลองแบบ CRD จ้านวน 3 ซ้้า 
ตรวจสอบความสามารถในการสร้างสารออกฤทัิ์ทางชีวภาพ โดยดูจากการเกิดบริเวณยับยั้ง เinhibition zone) ที่
อยู่รอบโคโลนีของแอคติโนมัยสีท น้ามาวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
โคโลนีแอคติโนมัยสีท และค้านวนหาค่าการยับยั้ง ตามสูตรดังนี้ 

     
  ค่าการยับยั้ง    = 
   

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีแอคติโนมัยสีท 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง 
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7.2.3.2  การคัดเลือกแอคติโนมัยสีทท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของเชื้อรา 
ใช้วิัีทดสอบของ Yuan and Crawford เ1995) โดยเตรียมสปอร์แขวนลอยของ 

แอคติโนมัยสีท ตามวิัีที่กล่าวข้างต้น หยดสปอร์แขวนลอยให้ห่างจากขอบจานอาหาร Potato Dextrose Agar 
เPDA) ประมาณ 1 เซนติเมตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน เลี้ยงเชื้อราสาเหตุโรคพืชบนจาน
อาหารแข็ง PDA จนเจริญดี จากนั้นใช้ cork borer เบอร์ 2 เเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร) เจาะบริเวณ
ปลายเส้นใยรา น้ามาวางบริเวณกลางจานอาหารและห่างจากโคโลนีแอคติโนมัยสีทอายุ 7 วัน เป็นระยะ 3 
เซนติเมตร ท้าตัวอย่างละ 3 ซ้้า ส่วนจานอาหารควบคุมให้วางเส้นใยราที่เจาะด้วย cork borer เบอร์เดียวกัน
บริเวณกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-7 วัน ขึ้นอยู่กับการเจริญ
ของเส้นใยเชื้อราทดสอบ วางแผนการทดลองแบบ CRD จ้านวน 3 ซ้้า วัดระยะการยับยั้งการเจริญของเส้นใยรา
เมื่อรัศมีการเจริญของเส้นใยราในจานอาหารควบคุมมีขนาด 3 เซนติเมตร และค้านวนหาค่าการยับยั้ง ตามสูตร
ดังนี้ 

  

    ค่าการยับยั้ง = 1  - 

 

7.2.4  การคัดเลือกแอคติโนมัยสีทท่ีมีสมบัติไม่เป็นเชื้อปฏิปักษ์ต่อไรโซเบียม 
เตรียมเชื้อไรโซเบียมส้าหรับทดสอบโดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร Yeast Extract Mannitol เYEM) 

บ่มแบบเขย่าที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น้ามาปรับความขุ่นของเซลล์ด้วยเครื่องตรวจวัดสารด้วยการ
ดูดกลืนแสง เspectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให้มีค่าความขุ่นของเซลล์เท่ากับ 0.2 
วิัีการทดสอบท้าได้โดยหยดสปอร์แขวนลอยของแอคติโนมัยสีท 10 ไมโครลิตร ลงบนผิวหน้าอาหาร ISP 
medium 2 น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วันจากนั้นดูเชื้อไรโซเบียมที่เตรียมไว้ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร เติมลงในอาหาร YEM ที่มีผงวุ้น 0.6 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปั่นผสมให้เข้ากัน น้ามาเทราดทับ
โคโลนีแอคติโนมัยสีท ปั่นผสมให้เข้ากัน น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD จ้านวน 3 ซ้้า วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง และเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีแอคติโนมัย
สีท และค้านวนหาค่าการยับยั้ง ตามสูตรดังนี้ 
    
   ค่าการยับยั้ง = 
 

7.2.5 การทดสอบความเป็นปฏิปักษ์กับเชื้อสาเหตุโรคพืชในระดับโรงเรือน 
7.2.5.1 คัดเลือกเชื้อแอคติโนมัยสีทจ้านวน 2 ไอโซเลทที่มีประสิทัิภาพในการสร้างสาร

ส่งเสริมการเจริญของพืชและมีการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชได้มากที่สุดในจานอาหารทดลอง คือ Streptomyces 
sp.  WF 4-1 และ Streptomyces sp. RF 12-4 โดยใช้ถั่วเขียวพันัุ์ชัยนาท 84-1 เป็นพืชทดสอบร่วมกับการ
ปลูกเชื้อไรโซเบียมในทุกกรรมวิัี วางแผนการทดลองแบบ CRD จ้านวน 9 กรรมวิัี กรรมวิัีละ 3 ซ้้า ดังนี้ 

กรรมวิัีที่ 1 Rhizobium 

รัศมีการเจริญของราในจานอาหารทดลอง 

รัศมีการเจริญของราในจานอาหารควบคุม 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีแอคติโนมัยสีท 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง 
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กรรมวิัีที ่2 Rhizobium + WF 4-1 
กรรมวิัีที ่3 Rhizobium + RF 12-4 
กรรมวิัีที่ 4 Rhizobium + Sclerotium rolfsii 
กรรมวิัีที่ 5 Rhizobium + S. rolfsii + WF 4-1 
กรรมวิัีที่ 6 Rhizobium + S. rolfsii + RF 12-4 
กรรมวิัีที่ 7 Rhizobium + Erwinia carotovora pv. carotovora 
กรรมวิัีที่ 8 Rhizobium + E. carotovora pv. carotovora + WF 4-1 
กรรมวิัีที่ 9 Rhizobium + E. carotovora pv. carotovora + RF 12-4 

7.2.5.2 เลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทแต่ละไอโซเลทในอาหารเหลวของ ISP medium 2 บ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-12 วัน บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที แยกน้้าเลี้ยงเชื้อแอคติ
โนมัยสีทออกจากชีวมวลของเชื้อโดยการกรองผ่านตัวกรอง Millipore (ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางรู 0.45 ไมครอน)  

7.2.5.3 ผสมดินปลูกที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้วจ้านวน 12 ลิตร กับชีวมวลเชื้อราสาเหตุโรคพืช
ปริมาณ 200 กรัม คลุกให้เข้ากัน ทิ้งไว้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แบ่งดินใส่ถุงปลูกละ 1 ลิตร  

7.2.5.4 น้าชีวมวลของเชื้อแอคติโนมัยสีทที่ได้มาผสมกับน้้าเกลือ เน้้ากลั่นที่เติม NaCl 9 กรัม
ต่อลิตร) เพ่ือท้าเป็นหัวเชื้อ โดยให้มีปริมาณเชื้อแอคติโนมัยสีท 108 CFU ต่อมิลลิลิตร น้ารากต้นกล้าแช่ใน 10 
มิลลิลิตรของหัวเชื้อแอคติโนมัยสีท เป็นเวลา 30 นาที ชุดควบคุมชนิดบวก เpositive control) ให้แช่รากด้วยน้้า
กลั่นหลังจากนั้นย้ายต้นกล้ามาปลูกในถุงปลูกที่มีดินติดเชื้อราสาเหตุโรคอยู่  

7.2.5.5 วางกระถางไว้ในโรงเรือน รดน้้าทุกวันเพ่ือรักษาความชื้น เป็นเวลา 18 วัน เก็บเก่ียว
ต้นโดยบันทึกน้้าหนักสดต้นกล้า ความสูงของต้น และความยาวราก บันทึกอัตราการเกิดโรคในแต่ละกรรมวิัี  โดย
ใช้ดัชนีความรุนแรงของโรค ดังนี้ 0 = 2% เต้นกล้าที่แข็งแรง) 1 = 3 - 30% เโรคเล็กน้อย) 2 = 31 - 60% เโรค
ปานกลาง) 3 = 61 - 90% เโรคร้ายแรง) และ 4 = มากกว่า 91% เพืชตาย) (Errakhi et al., 2007) 

7.2.5.6 บันทึกน้้าหนักสดต้นกล้า ความสูงของต้น และความยาวรากอัตราการเกิดโรคในแต่
ละกรรมวิัี โดยใช้ดัชนีความรุนแรงของโรค 
เวลาและสถานที่:  1 ตุลาคม 2559 – 30 กันยายน 2562 

  กลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทาง

   การเกษตร  กรมวิชาการเกษตร และพ้ืนทีป่่าและพ้ืนที่เกษตรลุ่มน้้าปาย จ. แม่ฮ่องสอน 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์   
 ข้อมูลสภาพแวดล้อมขณะที่ท้าการเก็บตัวอย่างดินในช่วงฤดูหนาว เเดือนัันวาคม) ฤดูร้อน เเดือน
เมษายน) และฤดูฝน เเดือนกรกฎาคม) จากพ้ืนที่ 4 แหล่ง คือ 1) พ้ืนที่ป่าต้นน้้า เ19° 23' N 97° 57' E) 2) ดิน
พ้ืนที่ท้าการเกษตรต้นน้้า เ19° 23' N 97° 57' E) 3) พื้นที่ป่าปลายน้้า เ19° 11' N 97° 59' E) และ 4) ดินพ้ืนที่ท้า
การเกษตรปลายน้้า เ19° 11' N 97° 59' E) พบว่า เมื่อท้าการเก็บข้อมูลอุณหภูมิของดินและอากาศในขณะที่เก็บ
ตัวอย่างดินในปี 2560 พ้ืนที่ป่าปลายน้้าและพ้ืนที่เกษตรปลายน้้ามีอุณหภูมิดินและอุณภูมิอากาศต่้ากว่าพ้ืนที่ป่าต้น
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น้้าและพ้ืนที่เกษตรต้นน้้า เTable 1) เมื่อน้าตัวอย่างดินมาท้าการแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทและท้าเชื้อให้บริสุทัิ์ 
พบว่า แอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากดินในปี 2560 ช่วงฤดูหนาวมีจ้านวน 76 ไอโซเลท ช่วงฤดูร้อนมีจ้านวน 127  
ไอโซเลท และช่วงฤดูฝนมีจ้านวน 92 ไอโซเลท ส่วนแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากดินในปี 2561 ช่วงฤดูหนาวมี
จ้านวน 123 ไอโซเลท ช่วงฤดูร้อนมีจ้านวน 93 ไอโซเลท และช่วงฤดูฝนมีจ้านวน 130 ไอโซเลท และได้น้า 
ไอโซเลททั้งหมดไปใช้ในการทดสอบคุณสมบัติต่าง ๆ ของแอคติโนมัยสีทต่อไป 
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Table 1 Weather data of soils collected from Pai river basin in various seasons in 2017  

Source 

Winter  Summer  Rainy  
Soil 

Temp. 
เ°C) 

Air 
Temp. 

เ°C) 

Soil 
Temp. 

เ°C) 

Air 
Temp. 

เ°C) 

Soil 
Temp. 

เ°C) 

Air 
Temp. 

เ°C) 
1. Upstream forest 22 27 25 31 27 32 
2. Upstream agricultural area 22 29 27 33 28 34 
3. Downstream forest 19 24 23 29 26 31 
4. Downstream agricultural area 19 24 26 31 26 33 
Note: Soil temperature at 0-15 centimeter depth and air temperature at sampling date 

 
 8.1 การทดสอบคุณสมบัติของแอคติโนมัยสีท 

8.1.1 ทดสอบการสร้าง siderophore 
เชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากตัวอย่างดินที่เก็บในปี 2559/2560 ในช่วงฤดูหนาว เเดือนัันวาคม 

2559) ฤดูร้อน เเดือนเมษายน 2560) และฤดูฝน เเดือนกรกฎาคม 2560) ที่มีความสามารถในการสร้าง 
siderophore มีจ้านวนทั้งหมด 54 59 และ 63 ไอโซเลท ตามล้าดับ ส่วนเชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากตัวอย่าง
ดินที่เก็บในปี 2560/2561 ช่วงฤดูหนาว เเดือนัันวาคม 2560) ฤดูร้อน เเดือนเมษายน 2561) และฤดูฝน เเดือน
สิงหาคม 2561) ที่มีความสามารถในการสร้าง siderophore มีจ้านวนทั้งหมด 85 60 และ 84 ไอโซเลท 
ตามล้าดับ โดยพบว่าแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากดินจัดอยู่ในกลุ่ม Streptomyces ซึ่งจัดเป็นสมาชิกจีนัสส้าคัญที่มี
มากถึง 90 เปอร์เซ็นต์ของแอคติโนมัยสีททั้งหมด Streptomyces sp. WF 4-1 มีการสร้าง siderophore ได้สูง
ที่สุด โดยมีค่าการสร้างวงสีส้มรอบโคโลนี เท่ากับ 5.63 เซนติเมตร ซึ่งแตกต่างจากไอโซเลทอ่ืน ๆ อย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ ส่วนแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากดินที่เก็บในฤดูร้อน พบว่า Streptomyces sp. HF 37-1 มีการสร้าง 
siderophore ได้สูงที่สุด รองลงมาคือ Streptomyces sp. HF 36-1, HF 35-1 และ HF 33-1 ซึ่งไม่แตกต่างกัน
ทางสถิติ โดยมีค่าการสร้างวงสีส้มรอบโคโลนี เท่ากับ 3.10 2.97 2.47 และ 2.37 เซนติเมตร ตามล้าดับ เFigure 
1) ด้านแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากดินที่เก็บในฤดูฝน พบว่า Streptomyces sp. RF 10-1 สร้าง siderophore 
ได้สูงที่สุด โดยมีค่าการสร้างวงสีส้มรอบโคโลนี เท่ากับ 3.07 เซนติเมตร ซึ่งไม่แตกต่างจาก Streptomyces sp. 
RF 23-1, RF 22-1 และ RF 12-4 ซึ่งมีค่าการสร้างวงสีส้มรอบโคโลนี เท่ากับ 2.50 2.43 และ 2.33 เซนติเมตร 
ตามล้าดับ เTable 2) 
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Table 2 Formation of orange zone from siderophore production of Streptomyces spp. isolated 
from Pai river basin soils in winter, summer and rainy seasons  

* Diameter of orange zone within the same season, means in a column followed by the same letter are not 

significantly different at α = 0.05 by Tukey’s post hoc multiple mean comparison test.  

 

 

Figure 1 Characteristics of actinomycetes that produce siderophore by creating orange rings 
around the colonies: A)-B) front and back of petri dishes of Streptomyces sp. WA 20-3, 
C) WA 21-3, D) WA 22-3, E) HF 36-1, and F) HF 35-1 

 
8.1.2  ทดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟต 

Isolates from 
winter     

Diameter of 
orange zone* 

เcm) 

Isolates from 
summer     

Diameter of 
orange zone* 

เcm) 

Isolates from 
rainy       

Diameter of 
orange zone* 

เcm) 
WF 4-1 5.63 a HF 37-1 3.10 a RF 10-1 3.07 a 
WF 3-1 3.73 b HF 36-1 2.97 a RF 23-1 2.50 ab 
WA 20-3 3.20 b HF 35-1 2.47 ab RF 22-1 2.43 ab 
WA 22-3 3.13 b HF 33-1 2.37 abc RF 12-4 2.33 ab 
WA 21-3 3.00 b HF 10-1 2.10 bc RA 1-3 1.70 b 
WF 6-1 1.08 c HF 26-1 2.00 bc RF 10-4 1.67 b 
WA 22-2 1.02 c HA 24-3 1.90 bc RF 19-1 1.63 b 
WF 7-1 0.72 c HF 21-1 1.73 bc RA 2-2 1.60 b 
WF 7-4 0.67 c HF 9-1 1.67 bc RA 7-3 1.53 b 
WF 1-4 0.63 c HF 29-4 1.57 c RF 25-1 1.50 b 
CV. เ%) 12.93 CV. เ%) 12.77 CV. เ%) 22.56 
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เชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากตัวอย่างดินที่เก็บในฤดูหนาว ฤดูร้อน และฤดูฝน ทั้งในปี 2560 และ 
2561 มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตอยู่ในระดับ 1-3 เระดับกิจกรรมการละลายตะกอน CaHPO4 ของเชื้อ
แอคติโนมัยสีทตามความกว้างของวงใส) โดยมีค่าน้อยกว่า 6 มิลลิเมตร โดยการประเมินระดับกิจกรรมการละลาย
ตะกอน CaHPO4 ของจุลินทรีย์ตามความกว้างของวงใส เกรมวิชาการเกษตร, 2551) ประเมินได้ ดังนี้  

ระดับ 1   0  มิลลิเมตร  

    ระดับ 2  0-3  มิลลิเมตร  

    ระดับ 3  3-6  มิลลิเมตร  

    ระดับ 4  6-9  มิลลิเมตร  

    ระดับ 5      มากกว่า 9  มิลลิเมตร 

 เมื่อเปรียบเทียบไอโซเลทแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากดินที่เก็บในฤดูหนาวต่อความสามารถในการละลาย
ฟอสเฟต พบว่า ทุกไอโซเลทมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีช่วงการสร้างความ
กว้างของวงใสตั้งแต่ 1.8-4.0 มิลลิเมตร อย่างไรก็ตาม พบว่า Streptomyces sp. WF 10-1 สามารถสร้างความ
กว้างของวงใสได้มากที่สุดเท่ากับ 4.0 มิลลิเมตร ส่วนแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากดินที่เก็บในฤดูร้อน พบว่า ทุก  
ไอโซเลทมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตได้ไม่แตกต่างกัน โดยมีช่วงการสร้างความกว้ างของวงใสตั้งแต่  
2.7-3.3 มิลลิเมตร อย่างไรก็ตาม พบว่า Streptomyces sp. HF 23-1 สามารถความกว้างของวงใสได้มากที่สุด 
เท่ากับ 3.3 มิลลิเมตร และเมื่อพิจารณาแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากดินที่เก็บในฤดูฝน พบว่า มีความสามารถใน
การละลายฟอสเฟตได้แตกต่างกัน โดย Streptomyces sp. RA 15-3 สามารถละลายฟอสเฟตได้สูงสุด โดยมีค่า
การสร้างความกว้างของวงใสสูงสุด เท่ากับ 3.3 มิลลิเมตร แตกต่างจาก Streptomyces sp. RA 5-2 ซึ่งมีค่าการ
สร้างความกว้างของวงใสน้อยที่สุด เท่ากับ 1.0มิลลิเมตร แต่ไม่แตกต่างกันทางสถิติกับไอโซเลทอ่ืน ๆ เTable 3) 
ผลการทดลองทั้งหมดสอดคล้องกับงานวิจัยของ Sahu et al. เ2007) ที่พบว่า แอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากตะกอน
ดินน้้าเค็มมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตเช่นกัน และพบว่ากิจกรรมการละลายฟอสเฟตมีค่าสูงสุดที่ pH 7 
ซึ่งค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารทดสอบ Pikovskaya (PVK) ที่ใช้ในการทดลองนี้อยู่ในช่วง 7.2 ± 0.2 เช่นกัน    

Table 3 Production of clear zone from phosphate solubilization activity of Streptomyces spp.  
isolated from Pai river basin soils in winter, summer and rainy seasons 

Isolates from 
winter     

Diameter of 
clear zone* 

เmm) 

Isolates from 
summer     

Diameter of 
clear zone* 

เmm) 

Isolates from 
rainy       

Diameter of 
clear zone* 

เmm) 
WF 10-1 4.0 a HF 23-1 3.3 a RA 15-3 3.3 a 
WF 6-4 3.0 a HF 35-1 3.2 a RF 12-4 2.7 ab 
WA 23-3 3.0 a HF 37-1 3.0 a RF 7-1 2.3 ab 
WA 2-2 3.0 a HF 26-4 3.0 a RF 18-4 2.3 ab 
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* Diameter of clear zone within the same season, means in a column followed by the same letter are not 

significantly different at α = 0.05 by Tukey’s post hoc multiple mean comparison tests.  
 

8.1.3 ทดสอบการสร้างกรดอินโดลอะซีติก (IAA) 
เมื่อน้าสารละลายส่วนใสจากการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกได้แต่ละไอโซเลทที่แยกได้มาท้า

ปฏิกริยากับ Salkowski reagent พบว่า เชื้อแอคติโนมัยสีทส่วนใหญ่มีการสร้าง IAA และเมื่อน้าผลการทดสอบ
การสร้าง IAA ของเชื้อแอคติโนมัยสีทไปพิจารณาร่วมกับคุณสมบัติในการสร้าง siderophore และการละลาย
ฟอสเฟต พบว่า เชื้อแอคติโนมัยสีทกลุ่มที่มีการสร้าง siderophore ได้ดี ส่วนใหญ่จะมีความสามารถในการสร้าง 
IAA ได้ด้วย ซึ่งสอดคล้องกับเชื้อที่สามารถละลายฟอสเฟตได้ดี ส่วนใหญ่จะมีความสามารถในการสร้าง IAA ได้ด้วย
เช่นกัน เTable 4) ดังนั้นผลการทดสอบคุณสมบัติต่าง ๆ ดังกล่าวข้างต้นจึงสามารถเป็นข้อมูลในการคัดเลือกไอโซ
เลทเพ่ือน้าไปศึกษาความเป็นปฏิปักษ์ของเชื้อแอคติโนมัยสีทต่อเชื้อสาเหตุ โรคพืชและเชื้อไรโซเบียมต่อไป 
เนื่องจากมีข้อมูลของ Sreevidya et al. เ2016) ที่พบว่า แอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากกองปุ๋ยหมักเศษซากพืชและ
ดิ น รอบ รากถั่ ว ลู ก ไก่  ส ามารถสร้ า ง  siderophore, indole acetic acid, cellulase, lipase, protease, 

chitinase, hydrocyanic acid และ β-1,3-glucanase และยังช่วยเพิ่มจ้านวนปมราก น้้าหนักล้าต้น และผลผลิต
ถั่วด้วย 
 
Table 4 Indole acetic acid เIAA) production of Streptomyces spp. isolate that have the ability to 

produce siderophore and phosphate solubility  

WA 21-3 2.7 a HF 24-1 3.0 a RF 1-1 2.0 ab 
WA 22-2 2.3 a HA 23-2 3.0 a RF 22-1 1.7 ab 
WF 5-4 2.3 a HF 8-1 2.8 a RA 1-2 1.7 ab 
WA 17-3 2.3 a HF 19-1 2.7 a RF 23-1 1.3 ab 
WF 1-4 2.3 a HA 7-3 2.7 a RA 16-3 1.3 ab 
WA 18-2 1.8 a HF 5-4 2.7 a RA 5-2 1.0 b 
CV. เ%) 52.0 CV. เ%) 15.40 CV. เ%) 39.38 

Isolates Diameter of 
siderophore 

production เcm) 

IAA 
production* 

Isolates Diameter of  
phosphate 

solubility เmm) 

IAA 
production* 

WF 4-1 5.63 - WF 10-1 4.0 + 
WF 3-1 3.73 + HF 23-1 3.3 - 
WA 20-3 3.20 + RA 15-3 3.3 - 
WA 22-3 3.13 + HF 35-1 3.2 + 
HF 37-1 3.10 + HF 37-1 3.0 + 
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* + = appearance of pink color indicated IAA production, - = pink color not appear indicated no IAA 
production 

 
8.2 การทดสอบความเป็นปฏิปักษ์กับเชื้อสาเหตุโรคพืช 

8.2.1 การคัดเลือกแอคติโนมัยสีทท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 
การคัดเลือกแอคติโนมัยสีทที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคพืชทั้ง 5 ชนิด  พบว่า 

Streptomyces sp. WF 4-1 มีประสิทัิภาพในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคพืชที่น้ามาทดสอบได้ดี
ที่สุดเกือบทุกชนิด ส่วน  Streptomyces sp. WA 20-3 มีประสิทัิภาพในการยับยั้ ง X. campestris pv. 
campestris ได้ดีที่สุด แต่ไม่แตกต่างจาก Streptomyces sp. WF 4-1, WA 21-3 และ WA  22-3 เTable 5, 
Figure 2) เนื่องจากแอคติโนมัยสีทแต่ละไอโซเลทมีความสามารถในการสร้างสารปฏิชีวนะจ้าพวก gentamycin 
streptomycin หรือ nocardicin ทีม่ีฤทัิ์ในการต้านการเจริญของแบคทีเรียในระดับที่แตกต่างกัน   
 
Table 5 Average plant pathogenic bacterial growth inhibition of selected Streptomyces spp.* 

Isolates Erw Ral Xag Xcc Xoo 
WF 3-1 0.00 c 0.00 c 1.08 d 1.32 b 0.00 b 
WF 4-1 3.93 a 3.99 a 2.22 a 2.22 a 2.83 a 
WF 10-1 0.00 c 0.00 c 0.00 e 0.00 c 0.00 b 
WA 20-3 1.09 b 1.66 b 1.65 b 2.44 a 0.00 b 
WA 21-3 1.08 b 0.00 c 1.08 d 2.22 a 0.00 b 
WA 22-3 0.00 c 0.00 c 1.35 c 2.35 a 0.00 b 
RF 10-1 0.00 c 0.00 c 1.09 d 1.31 b 0.00 b 
RF 12-4 0.00 c 0.00 c 1.11 d 1.08 b 0.00 b 
RF 22-1 0.00 c 0.00 c 1.05 d 2.01 a 0.00 b 
RF 23-1 0.00 c 0.00 c 0.00 e 0.00 c 0.00 b 

CV. เ%) 8.98 23.72 6.65 14.66 25.00 
Note: Erw = Erwinia carotovora pv. carotovora, Ral = Ralstonia solanacearum, Xag = Xanthomonas 
axonopodis pv. glycines, Xcc = X. campestris pv. campestris, Xoo = X. oryzae pv. oryzae 

RF 10-1 3.07 + HF 26-4 3.0 + 
WA 21-3 3.00 + HF 24-1 3.0 + 
HF 36-1 2.97 + HA 23-2 3.0 + 
RF 23-1 2.50  - WF 6-4 3.0 + 
HF 35-1 2.47 + WA 23-3 3.0 + 
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*  Average plant pathogenic bacteria inhibition within the same plant pathogenic bacterial species, means 

followed by the same letter are not significantly different at α =  0.05 by Tukey’s post hoc multiple mean 
comparison tests. 
 

 
 

Figure 2 Antagonistic test of actinomycetes with plant pathogenic bacteria: Xanthomonas 
campestris pv.  campestris,  causes of black rot disease of cauliflower. A)  control, 
Streptomyces sp. B) WF 3-1, C) RF 12-4, D) RF 10-1, E) WA 22-3, F) RF 22-1, G) WA 21-3, 
and H) WF 4-1 

 
8.2.2  การคัดเลือกแอคติโนมัยสีทท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 
การคัด เลือกแอคติ โนมัยสีทที่ สามารถยับยั้ งการเจริญของเชื้อราก่อโรคพืชทั้ ง 6 ชนิด พบว่า 

Streptomyces sp. RF 23-1 มีประสิทัิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราก่อโรคพืชได้ทุกไอโซเลท รองลงมา
คือ Streptomyces sp. WF 4-1 และ RF 12-4 เTable 6, Figure 3) เนื่องจากแอคติโนมัยสีทสามารถยับยั้งการ

เจริญของเชื้อราโดยการผลิตเอนไซม์ที่ย่อยสลายผนังเซลล์ของเชื้อรา เ lytic enzymes) จ้าพวก α หรือ  

β-glucanases, proteases, peptidases, cellulases, chitinases และ lipases เEl-Gammal et al., 2014) 
ผลการทดลองสอดคล้องกับงานวิจัยของ Khamna et al. เ2009) ซึ่งได้ท้าการคัดแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทจากรอบ
รากพืชสมุนไพร 16 ชนิดในพ้ืนที่จังหวัดล้าพูน และพบว่า แอคติโนมัยสีทกลุ่ม Streptomyces สามารถต้านการ 
เจริญของเชื้ อราก่ อโรคพื ชอย่ างน้ อย 1 ใน  5 ชนิ ด  ได้ แ ก่  Alternaria brassicicola, Collectotrichum 
gloeosporioides, Fusarium oxysporum, Penicillium digitatum และ Sclerotium rolfsii เช่นเดียวกันกับ
งานวิจัยของ Soltanzadeh et al. เ2016) การใช้แอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากดินสามารถควบคุมการเกิดโรคเหี่ยว
ของถั่วลูกไก่ที่เกิดจากเชื้อรา Fusarium solani f.sp. pisi ได ้
Table 6 Average plant pathogenic fungal growth inhibition of selected Streptomyces spp. * 

Isolates Rhizoc Rhizoc sol Sclero Collecto Phytoph Fusarium 
WF 3-1 0.00 d 0.00 g 0.00 b 0.00 g 0.00 g 0.00 e 
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Isolates Rhizoc Rhizoc sol Sclero Collecto Phytoph Fusarium 
WF 4-1 0.69 b 0.66 b 0.00 b 0.70 c 0.23 f 0.11 d 
WF 10-1 0.00 d 0.00 g 0.00 b 0.00 g 0.00 g 0.00 e 
WA 20-3 0.00 d 0.47 f 0.00 b 0.54 e 0.84 b 0.00 e 
WA 21-3 0.00 d 0.00 g 0.00 b 0.53 e 0.76 c 0.00 e 
WA 22-3 0.00 d 0.53 e 0.00 b 0.63 d 0.90 a 0.00 e 
RF 10-1 0.00 d 0.53 e 0.00 b 0.56 e 0.52 e 0.28 b 
RF 12-4 0.63 c 0.60 d 0.00 b 0.48 f 0.69 d 0.20 c 
RF 22-1 0.71 b 0.65 c 0.00 b 0.76 b 0.54 e 0.00 e 
RF 23-1 0.84 a 0.91 a 0.80 a 0.90 a 0.67 d 0.73 a 
CV. เ%) 2.91 0.73 9.68 2.89 3.69 2.38 
Note:  Rhizoc =  Rhizoctonia sp. , Rhizoc sol =  Rhizoctonia solani, Sclero =  Sclerotium rolfsii, Collecto = 
Colletotrichum sp., Phytoph = Phytophthora palmivora, Fusarium = Fusarium sp. 
* Average plant pathogenic fungi inhibition within the same plant pathogenic fungal species, means followed 

by the same letter are not significantly different at α = 0.05 by Tukey’s post hoc multiple mean comparison 
tests. 
 

 

Figure 3  Antagonistic test of actinomycetes with plant pathogenic fungi: Phytophthora 
palmivora, causes of root and stem rot disease. A)  control, Streptomyces sp. 
B) WF 4-1, C) WA 20-3, D) WA 22-3, E) RF 10-1, F) RF 12-4, G) RF 22-1, and H) RF 23-1 

 
8.3  การคัดเลือกแอคติโนมัยสีทท่ีมีสมบัติไม่เป็นเชื้อปฏิปักษ์ (non-antagonistic) ต่อไรโซเบียม 

 การคัดเลือกแอคติโนมัยสีทที่มีสมบัติไม่เป็นเชื้อปฏิปักษ์ เnon-antagonistic) ต่อไรโซเบียม พบว่า 
Streptomyces sp. WF 3-1, WF 4-1, WF 10-1, RF 12-4 และ RF 23-1  ไม่เป็นปฏิปักษ์ต่อเชื้อไรโซเบียมทั้ง 3  
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ชนิด คือ Bradyrhizobium japonicum DASA 02006, B. liaoningense DASA 03018 และ B. daqingense 
DASA 03084 เTable 7, Figure 4) ในขณะที่ Streptomyces sp. WA 21-3  ไม่เป็นปฏิปักษ์กับ B. japonicum 
DASA 02006 และ B. daqingense DASA 03084  ส่วน  Streptomyces sp. RF 10-1 ไม่ เป็นปฏิปั กษ์กับ  
B. liaoningense DASA 03018 และ B. daqingense DASA 03084 ดังนั้นจึงสามารถใช้แอคติโนมัยสีทไอโซเลท
ดังกล่าวร่วมกับการปลูกเชื้อไรโซเบียมได้ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานเกี่ยวกับการเพ่ิมความถี่ของการเกิดปมรากจาก
เชื้ อ  Rhizobium sp.  ใ น ก า ร ป ลู ก เชื้ อ ร่ ว ม กั บ แ อ ค ติ โ น มั ย สี ท  Streptomyces lydicus พ บ ว่ า  
S. lydicus เข้าสู่รากและสร้างสปอร์ภายในชั้นผิวของปมราก เMukerji et al., 2006) การเข้าสู่รากถั่วของแอคติ
โนมัยสีทตามัรรมชาติ ท้าให้ขนาดของปมรากโดยเฉลี่ยใหญ่ขึ้น และเพ่ิมความแข็งแรงของแบคทีเรียในปมรากโดย
การเสริมการดูดใช้ัาตุเหล็กและสารอาหารอื่น ๆ ในดิน เTokala et al., 2002)  



19 
 

Table 7 Average rhizobium growth inhibition of selected Streptomyces spp. * 

Isolates 
B. japonicum  
DASA 02006 

B. liaoningense  
DASA 03018 

B. daqingense  
DASA 03084 

WF 3-1 0.00 a 0.00 a 0.00 a 
WF 4-1 0.00 a 0.00 a 0.00 a 
WF 10-1 0.00 a 0.00 a 0.00 a 
WA 20-3 1.94 c 2.07 c 1.70 d 
WA 21-3 0.00 a 1.27 b 0.00 a 
WA 22-3 1.38 b 1.40 b 1.36 c 
RF 10-1 1.34 b 0.00 a 0.00 a 
RF 12-4 0.00 a 0.00 a 0.00 a 
RF 22-1 1.22 b 1.91 c 1.17 b 
RF 23-1 0.00 a 0.00 a 0.00 a 
CV. เ%) 15.17 19.05 12.94 
* Average rhizobium inhibition within the same rhizobium species, means followed by the same letter are not 

significantly different at α = 0.05 by Tukey’s post hoc multiple mean comparison tests.  

 
 

Figure 4 Antagonistic test of actinomycetes with rhizobium: A) control, rhizobium inhibition of 
Streptomyces sp. B) WA 20-3, C) WA 22-3, D) WF 3-1, E) WF 4-1, F) WF 10-1, G) RF 12-4, 
and H) RF 23-1 

 

8.4 การทดสอบความเป็นปฏิปักษ์กับเชื้อสาเหตุโรคพืชและเชื้อไรโซเบียมในระดับโรงเรือน 
เมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยและสปอร์ของ Streptomyces  sp.  WF 4-1 และ 

Streptomyces  sp. RF 12-4 ภายใตก้ล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด เScanning Electron 
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Microscopy, SEM) พบว่ามีการสร้างสปอร์แบบเวียนเกลียว เspiral) เFigure 5) เมื่อน้า Streptomyces sp. WF 
4-1 และ Streptomyces sp. RF 12-4 มาทดสอบความเป็นปฏิปักษ์กับเชื้อสาเหตุโรคพืชคือ รา Sclerotium 
rolfsii และแบคทีเรีย Erwinia carotovora pv. carotovora ร่วมกับการปลูกเชื้อไรโซเบียม พบว่า ต้นกล้าถั่ว
เขียวมีอาการเน่าตายเมื่อได้รับการปลูกเชื้อรา S. rolfsii แม้จะปลูกเชื้อแอคติโนมัยสีท Streptomyces sp.  
WF 4-1 ร่วมด้วย ส่วนต้นกล้าที่มีการปลูกเชื้อ Streptomyces sp. RF 12-4 มีการเกิดโรคปานกลางในระดับ 2 
ส่วนการปลูกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช E. carotovora pv. carotovora ท้าให้ต้นกล้าถั่วเขียวเกิดโรคเล็กน้อย
ในระดับ 1 แต่ความสูงของต้น น้้าหนักสด ความยาวรากและจ้านวนปมรากของแต่ละกรรมวิัี ไม่มีความแตกต่าง
กันทางสถิติ เTable 8) สอดคล้องกับงานวิจัยของ Ara et al. (2012) พบว่า เมื่อท้าการทดลองในกระถาง 
ประสิทัิภาพในการยับยั้งเชื้อก่อโรคพืชของเชื้อแอคติโนมัยสีทมีความแปรผัน จึงต้องท้าการทดสอบการปลูกเชื้อ
ในรูปแบบน้้าเลี้ยง หรือสารสกัดแบบหยาบร่วมด้วย เพ่ือศึกษาประสิทัิภาพของแอคติโนมัยสีทให้คลอบคลุม
มากกว่าขึ้นว่าสารปฏิชีวนะท่ีเชื้อสร้างขึ้นอยุ่ในส่วนน้้าเลี้ยง สารสกัดแบบหยาบ หรือชีวมวลของเชื้อแอคติโนมัยสีท 

 
 

Figure 5 Characteristics of hyphae and spores of actinomycetes A) Streptomyces sp.  
WF 4-1 and B) Streptomyces sp. RF 12-4 under scanning electron microscope.  

Table 8 Antagonistic testing of plant pathogens and rhizobium in greenhouse  

Treatment Height 
(cm) 

Fresh weight 
(gram) 

Root length 
(cm) 

Number of 
root nodule 

Disease 
severity 
index* 

1. Rhizobium 17.94 1.01 5.52 17.78 0 
2. Rhizobium + WF 4-1 19.33 1.04 6.64 14.22 0 
3. Rhizobium + RF 12-4 18.31 1.00 6.87 16.11 0 
4. Rhizobium + Sclerotium 0 0 0 0 4 
5. Rhizobium + Sclerotium  

+ WF 4-1 
0 0 0 0 4 

6. Rhizobium + Sclerotium + 
RF 12-4 

14.50 0.76 6.32 8.55 2 

7. Rhizobium + Erwinia 17.31 0.91 6.37 13.78 1 
8. Rhizobium + Erwinia +  17.68 0.90 5.58 12.00 1 
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Treatment Height 
(cm) 

Fresh weight 
(gram) 

Root length 
(cm) 

Number of 
root nodule 

Disease 
severity 
index* 

WF 4-1 
9. Rhizobium + Erwinia +  

RF 12-4 
17.89 0.91 4.66 16.00 1 

CV. (%)  16.8 15.0 26.6 40.19 - 
Sig. ns ns ns ns - 
Note: Sclerotium = Sclerotium rolfsii, Erwinia = Erwinia carotovora pv. carotovora, ns = means are not significantly different at 

α = 0.05 by Tukey’s post hoc multiple mean comparison tests  
* Disease severity index: 0 = 2% (Healthy seedling), 1 = 3 - 30% (Mild), 2 = 31 - 60% (Moderate), 3 = 61 - 90% (Severe) and 4 = > 
91% (Dead plants) 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  

 Streptomyces sp. WF 4-1 มีความสามารถในการสร้าง siderophore ดีที่สุด Streptomyces sp. WF 

10-1 มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตดีที่สุด ส่วนแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากดินในฤดูหนาว ฤดูร้อน และฤดู

ฝนที่มีการสร้างกรดอินโดลอะซีติกมีจ้านวนทั้งหมด 42 32 และ 29 ไอโซเลท ตามล้าดับ เมื่อคัดเลือกแอคติโนมัย

สีทที่มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 10 ไอโซเลทมาทดสอบความเป็นปฏิปักษ์กับเชื้อสาเหตุโรค

พืช พบว่า Streptomyces sp. WF 4-1 มีประสิทัิภาพในการยับยั้ งการเจริญของแบคที เรียก่อโรคพืช  

E. carotovora pv. carotovora, R. solanacearum, X. axonopodis pv. glycines และ X. oryzae pv. 

oryzae ได้ดีที่ สุ ด  ส่ วน  Streptomyces sp. WA 20 -3 มีประสิทัิภาพในการยับยั้ ง X. campestris pv. 

campestris ได้ดีที่สุด การทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อราก่อโรคพืช พบว่า Streptomyces sp. RF 23-1 

มีประสิทัิภาพในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชดังกล่าวได้ทุกชนิด และพบว่า Streptomyces sp. WF 3-1, WF 

4-1, WF 10-1, RF 12-4 และ RF 23-1 ไม่เป็นปฏิปักษ์ต่อเชื้อไรโซเบียมทั้ง 3 ชนิด คือ B. japonicum DASA 

020 06 , B. liaoningense DASA 03 01 8  แ ล ะ  B. daqingense DASA 0 30 84  ดั งนั้ น จึ งส าม ารถ ใช้ 

Streptomyces sp. WF 3-1, WF 4-1, WF 10-1, RF 12-4 และ RF 23-1 ร่วมกับการใช้ไรโซเบียมทั้ง 3 ชนิดได้ 

เมื่อคัดเลือกแอคติโนมัยสีท Streptomyces sp. WF 4-1 และ Streptomyces sp. RF 12-4 ไปท้าการทดสอบใน

ระดับโรงเรือนพบว่า ต้นกล้าถั่วเขียวมีอาการเน่าตายเมื่อได้รับการปลูกเชื้อรา S. rolfsii แม้จะปลูกเชื้อแอคติโนมัย

สีท Streptomyces sp. WF 4-1 ร่วมด้วย ส่วนต้นกล้าที่มีการปลูกเชื้อ Streptomyces sp. RF 12-4 มีการเกิด

โรคปานกลางในระดับ 2 ส่วนการปลูกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช E. carotovora pv. carotovora ท้าให้ต้น

กล้าถั่วเขียวเกิดโรคเล็กน้อยในระดับ 1 แต่ความสูงของต้น น้้าหนักสด ความยาวรากและจ้านวนปมรากของแต่ละ

กรรมวิัี ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ ข้อมูลจากการทดลองนี้สามารถน้าไปพัฒนาและทดสอบรูปแบบของการ
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น้าแอคติโนมัยสีทไปใช้ในการส่งเสริมการเจริญของพืชหรือการยับยั้งเชื้อก่อโรคพืชในสภาพโรงเรือนและสภาพ

แปลงทดลองต่อไปได ้

 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ : ได้สายพันัุ์แอคติโนมัยสีทที่สามารถสร้างสารเร่งการเจริญเติบโต ยับยั้ง

การเจริญของเชื้อราและแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชและสามารถท้างานร่วมกับไรโซเบียมได้ เพื่อใช้เป็นแนวทางในการ

น้าแอคติโนมัยสีท ดังกล่าวไปประยุกต์ใช้ทางการเกษตรต่อไป 

 

11. ค าขอบคุณ (ถ้ามี)  : ขอขอบคุณ  ดร.ติยากร ฉัตรนภารัตน์  ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร์

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ที่ให้ความอนุเคราะห์เชื้อราก่อโรคพืช ขอขอบคุณกลุ่มงานบักเตรีวิทยา กลุ่มวิจัยโรค

พืช ส้านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ที่ให้ความอนุเคราะห์เชื้อแบคทีเรียก่อโรคพืช เพ่ือน้ามาใช้ในการทดสอบ 
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