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บทคัดย่อ 
 

  การศกึษาครัง้นีม้ีวตัถปุระสงค์เพ่ือคดัเลือกและเตรียมสตูรส าเร็จชนิดแกรนลู และ
ชนิดผงของเชือ้ Streptomyces sp. ส าหรับใช้ในการควบคมุเชือ้รา Rigidoporus microporus 
(Sw.) Overeem สาเหตโุรครากขาวของยางพารา โดยแยกเชือ้ Streptomyces spp. จ านวน 258 
ไอโซเลท จากตวัอย่างดินในสวนยางพาราในพืน้ท่ีภาคใต้ของประเทศไทย น ามาทดสอบการเป็น
ปฏิปักษ์กบัเชือ้รา R. microporus  ด้วยวิธี dual culture plate พบวา่ Streptomyces sp. S106 
และ S110 สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราได้ดีท่ีสดุ โดยมีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้เท่ากบั 83.57 
และ 74.29 เปอร์เซน็ต์ ตามล าดบั น าเชือ้ Streptomyces sp. S106 และ S110 มาทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus  ในดินในหลอดทดลอง พบวา่ 
Streptomyces sp. S106 มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้สงูสดุและมีความแตกตา่งอย่างมนียัส าคญั
ทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกบั S110 และชดุควบคมุ และเมื่อน าเชือ้Streptomyces sp. S106 มา
จ าแนกชนิดโดยใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ลกัษณะทางชีวเคมี และการเทียบเคยีงโดยใช้ 
partial 16S rDNA sequence analysis ได้เป็น S. griseus supsp. formicus (Harris and 
Woodruff) จากนัน้ทดสอบผลของเชือ้ S. griseus supsp. formicus ตอ่การเปลีย่นแปลงของเชือ้
รา R. microporus  ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบสอ่งกราด พบวา่เส้นใยของเชือ้ราเห่ียว
ย่นและผิดรูปร่าง เตรียมสารสกดัหยาบของเชือ้ S. griseus supsp. formicus เพ่ือน ามาทดสอบ
สารออกฤทธ์ิในการตอ่ต้านเชือ้รา R. microporus โดยการหาคา่  MIC และ MFC พร้อมทัง้
ทดสอบ bioautography assay บนแผน่ TLC พบวา่สารสกดัให้คา่ MIC และ MFC เท่ากบั 62.5 
และ 125 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั และสารท่ีมีฤทธ์ิต้านเชือ้รามีคา่ Rf เท่ากบั 0.06  
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  การพฒันาสตูรส าเร็จของแบคทีเรียปฏิปักษ์ สามารถผลิตสตูรส าเร็จชนิดแกรนลู
ได้ 4 สตูร ด้วยวิธี wet granulation และสตูรส าเร็จชนิดผง 4 สตูร เมื่อน ามาประเมนิคณุสมบตัิทาง
กายภาพและชีวภาพ พบวา่สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 3 ซึ่งประกอบด้วย lactose monohy 
drate, sodium alginate, PVP (k-30) ข้าวโพดบด เซลล์แขวนลอย และน า้กลัน่ อตัราสว่น  63 : 
8 : 4 : 10 : 5 : 10 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั  และชนิดผงสตูรท่ี 4 ซึ่งประกอบด้วย lactose monohy 
drate, sodium alginate, PVP (k-30) ข้าวโพดบด เซลล์แขวนลอย และน า้กลัน่ อตัราสว่น 57 : 8 : 
10 : 5 :20 เปอร์เซน็ต์  ตามล าดบั มีคณุสมบตัิท่ีดีและเหมาะสมตอ่การน าไปใช้ เน่ืองจากมีการ
กระจายตวัของเชือ้ S. griseus supsp. formicus ในสตูรส าเร็จอย่างสม ่าเสมอ ให้คา่ความเป็น
กรด-ดา่ง ท่ีเป็นกลาง และมเีปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้เชือ้ราสงู และเมื่อน าสตูรส าเร็จทัง้หมดมาทดสอบ
ความมีชีวิตรอดของเชือ้ S. griseus supsp. formicus ในสตูรส าเร็จ โดยการเก็บรกัษาภายใต้
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส และอณุหภมูิห้อง (28-32 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา  
6 เดือน พบวา่จ านวนประชากรของเชือ้ท่ีมชีีวิตรอดในสตูรส าเร็จท่ีเกบ็รักษาภายใต้อณุหภมูิ 4 
องศาเซลเซียส คอ่นข้างคงท่ีในช่วงเดือนท่ี 1-3 และลดลงทกุๆเดือนหลงัจากเดือนท่ี 3 สว่นสตูร
ส าเร็จท่ีเก็บรกัษาภายใต้อณุหภมูิห้อง (28-32 องศาเซลเซียส)นัน้ พบวา่จ านวนประชากรของเชือ้
ในสตูรส าเร็จเร่ิมลดลงตัง้แตเ่ดือนแรกของการเกบ็รักษา ซึง่เมื่อสิน้สดุการทดสอบ พบวา่สตูรส าเร็จ
ท่ีเกบ็รักษาภายใต้อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส มจี านวนประชากรของเชือ้ S. griseus subsp. 
formicus ท่ีมีชีวิตรอดและมีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus  สงู
กวา่สตูรส าเร็จท่ีเกบ็รักษาภายใต้อณุหภมูห้ิอง (28 - 32 องศาเซลเซียส)  คดัเลือกสตูรส าเร็จชนิด
แกรนลูสตูรท่ี 3 และชนิดผงสตูรท่ี 4 เพ่ือใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพการควบคมุโรครากขาวของ
ยางพาราในเรือนกระจก ผลการทดลองพบวา่สตูรส าเร็จของเชือ้ S. griseus supsp. formicus ทัง้
สองรูปแบบสามารถควบคมุโรครากขาวได้ ไมแ่ตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตกิบักรรมวิธีท่ีใช้
สารเคม ี
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     ABSTRACT 
 
  The objectives of the present study were to select and prepare   
Streptomyces sp. into granule and powder formulations to control Rigidoporus 
microporus (Sw.) Overeem causal agent of rubber white root rot. A total of 258 
Streptomyces spp. were isolated from soils collected from rubber growing areas in the 
south of Thailand, and were characterized for their antagonistic potential against  
R. microporus. Two Streptomyces isolates (S106 and S110) showed the most 
antagonistic activities in dual culture assay, with an inhibition of 83.57 and 74.29%, 
respectively. The interaction of S106 and S110 against R. microporus were investigated 
in soil contained in test tubes. The results showed that S106 significantly               
inhibited  mycelium growth of  R. microporus as  compared  to  the S110 and control.  
Streptomyces sp. S106 was identified using morphological biochemical and 
physiological tests combined with 16S rRNA-based molecular analysis. Isolate S106 
was identified as S. griseus subsp. formicus  (Harris and Woodruff). Effects of S. griseus 
subsp. formicus on the R. microporus  mycelia were observed by scanning electron 
microscopy. The results demonstrated that hypha of R. microporus had obvious 
corrugated and abnormal shapes. The crude extract of S. griseus subsp. formicus was 
shown to have anti-R. microporus activity with minimum inhibitory concentration (MIC) 
and minimum fungicidal concentration (MFC) values of 62.5 and 125 mg/ml, 
respectively. And bioautography assay on TLC plates with R. microporus displayed high 
antifungal activity with an Rf value of 0.06. 
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  Subsequently, four granule and four powder formulations were 
successfully prepared. Granule formula 3 and powder formula 4 exhibited good 
formulations with high invariability, neutral pH and high inhibitory effects. After 
formulations, the products were kept at 4°C and room temperature (28-32°C). The 
viability of the Streptomyces in products was checked every month for 6 months. At 4°C, 
the viable propagules of all products were relatively constant for 1-3 months, but it 
gradually declined after 3 months of storage. At room temperature (28-32°C), the viable 
propagules of all products gradually declined after the first month. After 6 months, 
efficacy and the number of viable propagules in all products kept at 4°C were higher 
than those kept at room temperature (28-32°C).Granule formula 3 and powder formula 4 
were selected for further study to control rubber white root rot in greenhouses. The 
results showed that both Streptomyces formulations were effective in controlling white 
root rot and not significantly different  from chemical treatment. 
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     สตูรส าเร็จแตล่ะชนิดท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต ์
3.  วิเคราะห์ความแปรปรวนการเจริญของเชือ้ Rigidoporus microporus    89    
     ในดนิท่ีผสมเชือ้  Streptomyces spp. ในหลอดทดลอง หลงัการทดสอบ 5 วนั 
4.  วิเคราะห์ความแปรปรวนการเจริญของเชือ้ Rigidoporus microporus    89 
     ในดินท่ีผสมเชือ้  Streptomyces spp. ในหลอดทดลอง หลงัการทดสอบ 10 วนั 
5.  วิเคราะห์ความแปรปรวนการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ Rigidoporus microporus   90 
     โดยเชือ้  Streptomyces spp. ในดินในหลอดทดลอง หลงัการ ทดสอบ 10 วนั 
6.  วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus   90 
     ในสตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 1 
7.  วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus   90 
     ในสตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 2 
8.  วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus   91 
     ในสตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 3 
9.  วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus   91 
     ในสตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 4 
10. วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus  91 
     ในสตูรส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 1 
11. วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus  92 
      ในสตูรส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 2 
12. วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus  92 
      ในสตูรส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 3 
 



(14) 
 

รายการตารางภาคผนวก (ต่อ) 
 

ตารางภาคผนวกท่ี         หน้า 
13. วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus  92 
      ในสตูรส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 4 
14. วิเคราะห์ความแปรปรวนความสามารถในการละลายน า้ของสตูร   93 
      ส าเร็จทัง้ชนิดแกรนลูและชนิดผง (8 สตูร) 
15. วิเคราะห์ความแปรปรวนการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ Rigidoporus microporus   93 
      โดยสตูรส าเร็จชนิดแกรนลู 
16. วิเคราะห์ความแปรปรวนการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ Rigidoporus microporus   93 
      โดยสตูรส าเร็จชนิดผง 
17. จ านวนประชากรของเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus    94 
      ในสตูรส าเร็จชนิดแกรนลู ในการเก็บรักษาท่ี 4 องศาเซลเซียสและอณุหภมูิห้อง 
      จากการทดสอบ 6 เดือน 
18. จ านวนประชากรของเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus    95 
      ในสตูรส าเร็จชนิดผงในการเกบ็รักษาท่ี 4 องศาเซลเซียสและอณุหภมูิห้อง 
      จากการทดสอบ 6 เดือน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(15) 
 

รายการภาพ 
 

ภาพท่ี           หน้า 
1.  ลกัษณะอาการโรครากขาวของยางพารา        4 
2.  ประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces spp. ไอโซเลทตา่งๆ ในการยบัยัง้การเจริญ  40 
     ของเส้นใยเชือ้รา Rigidoporus microporus ภายหลงัการทดสอบ 7 วนั 
3.  ประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces spp. ไอโซเลทตา่งๆ ในการยบัยัง้การเจริญ  43 
     ของเส้นใยเชือ้รา Rigidoporus microporus ในดนิ ภายหลงัการทดสอบ 10 วนั 
4.  ลกัษณะของเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus    45 
5.  ลกัษณะของวงใสท่ีเกิดจากการย่อย substrate โดยเอนไซม์ chitinase    48 
     และ caeinase (proteinase) 
6.  อาการผิดปกติของเชือ้รา Rigidoporus microporus ภายหลงัการเลีย้งร่วมกบั  50 
     เชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus  เป็นเวลา 5 วนั บนัทกึภาพด้วยกล้อง 
     จลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบสอ่งกราด (SEM)       
7.  สารสกดัหยาบจากเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus   51 
8.  การทดสอบความสามารถของสารสกดัจากเชือ้ Streptomyces griseus   53 
     subsp. formicus ในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา Rigidoporus microporus ด้วยวิธี   
     Bioautography บนแผน่ TLC 
9.  การเจริญของเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus และ    54 
    Rigidoporus microporus บนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีผสมสารประกอบในการท าสตูรส าเร็จ 
     แตล่ะชนิด ท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต ์
10. ลกัษณะสตูรส าเร็จของเชือ้ Streptomyces  griseus  subsp. formicus   ชนิดแกรนลู 55 
11. ลกัษณะสตูรส าเร็จของเชือ้ Streptomyces  griseus  subsp. formicus   ชนิดผง 56    
12. ประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus ในสตูรส าเร็จ  60 
      ตอ่การควบคมุเชือ้รา Rigidoporus microporus  ภายหลงัการผลิต 24 ชัว่โมง   
13. จ านวนประชากรของเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus   64 
      ในสตูรส าเร็จ จากการทดสอบ 6 เดือน 
 
 



(16) 
 

รายการภาพ (ต่อ) 
 

ภาพท่ี           หน้า 
14. พุ่มใบและรากของกล้ายางพาราหลงัการทดสอบประสิทธิภาพสตูรส าเร็จของเชือ้  68    
     Streptomyces griseus subsp. formicus ตอ่การยบัยัง้โรครากขาวของยางพารา 
      ในเรือนกระจก เป็นเวลา 3 เดือน  
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.  บทน าต้นเร่ือง 
 
  ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) เป็นพืชท่ีมีความส าคญัทาง
เศรษฐกิจของ ประเทศไทยและภมูิภาคอาเซียน ประเทศไทยเป็นผู้ผลิตและสง่ออกเป็นอนัดบัหนึง่
ของโลก ก่อให้ เกิดกิจกรรมตอ่เน่ืองทัง้ภาคการผลิต อตุสาหกรรม และการตลาด เก่ียวข้องกบัทกุ
ภาคสว่นกระจายอยูท่ัว่ประเทศ ทัง้เกษตรกร ผู้ประกอบการ และภาครัฐ ในปี 2554 มลูคา่การ
สง่ออกยางดิบ ผลิตภณัฑ์ยาง รวมทัง้อตุสาหกรรมผลิตภณัฑ์ไม้ยางพารา ท ารายได้ให้ประเทศถึง 
678,942 ล้านบาทท าให้มีการขยายพืน้ท่ีปลกูยางพาราเพ่ิมขึน้ โดยในปี 2551 มีพืน้ท่ีปลกู
ยางพารา 16.89 ล้านไร่ และเพ่ิมเป็น 18.76  ล้านไร่   ในปี 2554 โดยภาคใต้มีพืน้ท่ีมากท่ีสดุ 
รองลงมาคือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ตะวนัออก กลาง และเหนือ ตามล าดบั ซึ่งจงัหวดัท่ีปลกู
ยางพารามากท่ีสดุ คือ จงัหวดัสรุาษฎร์ธานี รองลงมาคือ สงขลา และนครศรีธรรมราช 
(สถาบนัวิจยัยาง, 2555)  
  โรครากขาวเป็นโรคทางรากท่ีส าคญัท่ีสดุของยางพาราเกิดจากเชือ้รา Rigidoporus 
microporus (Sw.) Overeem ระบาดและท าความเสียหายทางเศรษฐกิจในประเทศมาเลเซีย 
อินโดนีเซีย ไทย อินเดีย ศรีลงักา และประเทศในแอฟริกาตะวนัตกและแอฟริกากลาง (Guyot and 
Flori, 2002) เปอร์เซ็นตก์ารเข้าท าลายในแตล่ะประเทศแตกตา่งกนัไป เชน่ ในศรีลงักามีรายงานวา่ 
ต ่ากวา่ 10 เปอร์เซน็ต์ (Litanage de, 1977 อ้างถึงใน Guyot and Flori, 2002) ในขณะท่ีใน
ไอวอรีโคสต์ มีเปอร์เซ็นต์การเข้าท าลายเฉล่ีย 2 เปอร์เซน็ต์ แตใ่นบางแปลงท่ีมีขนาดใหญ่มีพืน้ท่ี
จ านวน 25 เฮกแตร์  และมียางพาราอาย ุ20-25 ปี พบการเข้าท าลายมากกวา่ 1 เฮกแตร์   ส าหรับ
ในประเทศไทย พงษ์เทพ ขจรไชยกลู (2523)  ได้ส ารวจโรคในสวนปลกูยางสงเคราะห์ในจงัหวดั
ปัตตานี  ยะลา นราธิวาส และกระบ่ี พบวา่ ต้นยางใหมเ่ป็นโรครากขาว 12-17 เปอร์เซ็นต์ และจาก
การส ารวจพืน้ท่ีเสียหายจากโรครากขาวในภาคใต้ตอนบน และภาคใต้ตอนลา่ง ในปี 2551-2553 
โดยในภาคใต้ตอนบนส ารวจสวนยางท่ีเป็นโรครากทัง้หมด 56,296 ไร่ พบพืน้ท่ีเสียหายจากโรค
รากขาว 1,929 ไร่ คิดเป็นมลูคา่ความสญูเสียไมต่ ่ากวา่ 52 ล้านบาท  สวนยางท่ีเป็นโรครากขาวมี
อายเุฉล่ีย 13 ปี     และในภาคใต้ตอนลา่งส ารวจสวนยางท่ีเป็นโรครากทัง้หมด 4,475 ไร่ พบพืน้ท่ี
เสียหายจากโรครากขาว 152.6 ไร่ ซึ่งหากรวมความเสียหายจากโรครากขาวในพืน้ท่ีปลกูยาง
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ภาคใต้ของประเทศไทยทัง้หมดในปี 2551-2553 คาดวา่มีความเสียหายเป็นมลูคา่ไมน้่อยกวา่ 
1,600 ล้านบาท (อารมณ์ โรจน์สจิุตร และคณะ, 2553) สว่นการเกิดโรคในปัจจบุนัอยูใ่นระหวา่ง
การส ารวจโดยสถาบนัวิจยัยาง กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์   แตจ่ากการ
เสวนาเร่ืองโรครากขาวซึง่จดัโดยองค์การบริหารสว่นต าบลโคกมว่ง อ าเภอคลองหอยโขง่ จงัหวดั
สงขลาร่วมกบัสถานีวิจยัคลองหอยโขง่ คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ ได้
สอบถามความเสียหายจ านวนต้นยางพาราท่ีตายจากโรครากขาว พบวา่ มีต้นตายตัง้แต ่3 ต้น ถงึ 
มากกวา่ 200 ต้น โดยสว่นใหญ่เป็นยางพาราท่ีปลกูในรอบท่ี 2 และรอบท่ี 3   
  ส าหรับการควบคมุโรครากขาวของยางพารานิยมใช้สารเคมี เช่น  ไตรเดอร์มอร์ฟ 
(tridermorph) โปรโคนาโซล (cyproconazole)   โปรปิโคนาโซล (propiconazole)  เฮกซะโคนา
โซล (hexaconazole)  และคาร์บอกซิน (carboxin)  (เสมอใจ  ช่ืนจิตต์, 2555) ซึ่งเป็นวิธีท่ีอาจ
ก่อให้เกิดการตกค้างของสารเคมใีนสิ่งแวดล้อมได้ อีกทัง้ยงัเป็นการเพ่ิมต้นทนุในการผลิตท่ีคอ่น 
ข้างสงู ดงันัน้การควบคมุโรคโดยใช้จลุนิทรีย์ปฏิปักษ์จึงมีความจ าเป็นเพ่ิมขึน้ แตก่ารใช้จลุนิทรีย์
ปฏิปักษ์ในรูปของเชือ้สดมกัมีข้อจ ากดัในการน าไปใช้จริงในแปลงเกษตรกรหลายประการ การน า
จลุินทรีย์ท่ีมีประโยชน์มาพฒันาเป็นสตูรส าเร็จ ส าหรบัใช้ในการควบคมุโรคพืชทางชีวภาพ จึงเป็น
อีกทางเลือกหนึ่งท่ีส าคญัมาก จึงจ าเป็นต้องเร่งท าการศกึษาและพฒันาสตูรส าเร็จ (formulation) 
แทนการใช้เชือ้สด ศกึษาคณุสมบตัิตา่งๆ อายกุารเก็บรกัษา  และศกึษาประสิทธิภาพของสตูร
ส าเร็จนีใ้นการควบคมุในเรือนกระจก เพ่ือผลิตในเชิงพาณิชย์ตอ่ไป 
 
2.  การตรวจเอกสาร 
 
 2.1 โรครากขาวของยางพารา  
   
 2.1.1 สาเหตุ 
  โรครากขาวของยางพาราเกิดจากเชือ้รา Rigidoporus microporus (Sw.) 
Overeem เป็นเชือ้จ าพวกเห็ด (Basidiomycetes) ซึ่งมกีารจดัหมวดหมูข่องเชือ้ดงันี ้ (Ryvarden, 
1991) 
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Kingdom: Fungi  
     Phylum: Basidiomycota  
                  Class: Basidiomycetes  
       Subclass: Agaricomycetidae  
           Order: Polyporales  
                      Family: Meripilaceae  
            Genus: Rigidoporus  
                         Species: R. microporus 
 

  อารมณ์ โรจน์สจิุตร และคณะ (2552) ศกึษาลกัษณะทางสรีรวิทยาของเชือ้  
R. microporus พบวา่ เจริญได้ดีท่ีสดุในอาหารเลีย้งเชือ้ potato dextrose broth ผสมน า้สกดัฟาง
ข้าว แหลง่คาร์บอนท่ีเชือ้ราสามารถน าไปใช้ในการเจริญได้ดีคือ ฟรุคโตส มอลโตส กลโูคส 
เซลลโูลส และแป้ง สว่นแหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญของเส้นใย พบวา่เชือ้ราสามารถใช้
แอมโมเนียมคลอไรด์เป็นแหลง่ไนโตรเจนได้ดีท่ีสดุรองลงมาคือ แอสพาราจีน เปปโตน และ
แอมโมเนียมซลัเฟต และเส้นใยสามารถเจริญได้ดีท่ีระดบัอณุหภมูิ 20-30 องศาเซลเซียส โดยเจริญ
ได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส และไมส่ามารถเจริญได้ท่ีอณุหภมูิ 15 และ 40  องศา
เซลเซียส และยงัพบวา่เส้นใยสามารถเจริญได้ท่ี ระดบั pH  4-10 โดยเจริญได้ดท่ีีสดุท่ีระดบั pH  
6-7   สว่นลกัษณะของเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ potato dextrose agar  เชือ้ราสร้างเส้นใยสีขาว 
แบน แตกแขนง เจริญแผเ่ป็นวงกลมและเจริญเตม็จานอาหารเลีย้งเชือ้ภายใน 6 วนั โดยมีอตัรา
การเจริญ 1.3 เซนตเิมตรตอ่วนั เส้นใยไมม่ีสี มีผนงักัน้ และไมม่ี clamp connection มีความกว้าง 
2.8-7.2 ไมโครเมตร  (Kaewchai, 2010) ดอกเห็ด (fruiting body) มีลกัษณะเป็นแผน่คร่ึงวงกลม
ไมม่ีก้าน อาจมีขนาดกว้างถึง 20 เซนติเมตรขึน้อยู่กบัอายขุองดอกเห็ด ผิวเรียบ ด้านบนของดอกมี
สีน า้ตาลแดงและส้ม ด้านลา่งสีขาวมีลกัษณะเป็นเส้นใยอดักนัแน่นและมีรูจ านวนมาก (pores) 
ระบบเส้นใยเป็นแบบ monomitic มีผนงักัน้ ผนงัหนา ไมม่ีสี ไมม่ี clamp connection และสร้าง
สปอร์ขนาด 3.6-4.1 ไมโครเมตร 
 2.1.2 ลักษณะอาการของโรค 

  โรครากขาวของยางพาราจดัเป็นโรคทางรากท่ีส าคญัท่ีสดุ เน่ืองจากเชือ้เข้าท า 
ลายยางพาราตัง้แตร่ะยะยางออ่น (1-5 ปี) ในกรณีท่ีพืน้ท่ีนัน้เคยมกีารปนเปือ้นของเชือ้นีม้าก่อน 
หรือท าให้เกิดความเสียหายกบัยางในระยะต้นโต อายมุากกวา่ 15 ปีขึน้ไป (พงษ์เทพ ขจรไชยกลู, 
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2522) อาการท่ีปรากฏคือ รากท่ีเป็นโรคจะปรากฏเส้นใยเชือ้ราสีขาวลกัษณะเป็นร่างแหแผป่ก
คลมุทัว่ราก (ภาพท่ี1ก.) เมื่อเส้นใยมีอายมุากขึน้มีลกัษณะนนูกลมสเีปลีย่นเป็นสทีองจนถึงสี
น า้ตาลแดง สว่นใบมีขนาดเลก็ลง สีเหลือง ทรงพุ่มมีขนาดเลก็ (ภาพท่ี1ข.) ในระยะท่ีเชือ้เข้า
ท าลายระบบรากคอ่นข้างรุนแรงแล้ว จะท าให้ใบร่วงและยืนต้นตายในท่ีสดุ (ภาพท่ี1ค.)  และ
ระหวา่งท่ียางแสดงอาการโรคระยะหนึ่งหรือหลงัต้นยางตายจะเกิดดอกเห็ดสีส้มท่ีโคนต้น ดอกเห็ด
มีลกัษณะเป็นคร่ึงวงกลม ไมม่ีก้าน เจริญซ้อนกนัเป็นชัน้ ๆ ดอกอายนุ้อยมีสีส้ม ขอบดอกขาว
(ภาพท่ี1ง.)   เมื่ออายมุากขึน้ดอกแขง็กระด้าง มีสีน า้ตาลแดง และสร้างสปอร์จ านวนมากเพ่ือ
แพร่กระจายตอ่ไป (เสมอใจ ช่ืนจิตต์, 2555) เนือ้ไม้ของรากท่ีเป็นโรคในระยะลกุลามมีสีขาวหรือ
ครีมและแขง็ สว่นต้นท่ีเป็นโรคตายใหม่ๆ เนือ้ไม้มีสีน า้ตาลและแขง็บางครัง้มีสีเทาตอ่มาจะยุย่และ
เบา จากการศกึษาของ Nicole และ Benhamou (1991) พบวา่ต้นยางอายนุ้อยสามารถชกัน าให้
เกิดการตดิเชือ้ได้ง่ายกวา่ต้นยางอายมุาก  

 
 
 

                                                                    
 

     
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  ภาพท่ี 1 ลกัษณะอาการโรครากขาวของยางพารา 
   ก.  พบเส้นใยเชือ้ราสีขาวบริเวณรากท่ีเป็นโรค 
   ข.  ใบยางเหลือง ทรงพุ่มเลก็ 
   ค.  ยางยืนต้นตาย 
   ง.  พบดอกเหด็บริเวณโคนต้น 

ค ง 

ก ข 
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2.1.3 กระบวนการ การเข้าท าลายของโรค  
กระบวนการหรือกลไกการเข้าท าลายของเชือ้ R. microporus โดยสรุปมี  

3 ขัน้ตอนคือ  
1)  ไรโซมอฟของเชือ้ราเจริญอยู่ผิวรากภายนอก 
2) เมื่อไมม่ีอาหารจากภายนอกหรือดนิขาดออกซิเจน เชือ้ราจะเข้าท าลายเซลล์รากพืชโดยไรโซมอฟ 
เปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นเส้นใยท่ีมีผนงัเซลล์บางขึน้เพ่ือเข้าสูเ่นือ้เย่ือพืช และมกีารเปลีย่นแปลง
ลกัษณะทางพนัธกุรรมเพ่ือปลดปลอ่ย extracellular enzyme เข้าย่อยสลายเนือ้ไม้ (Nandris et 
al., 1987)  เชน่ การปลดปลอ่ย lytic enzyme เพ่ือย่อยสลายสารพวกคาร์โบไฮเครตในผนงัเซลล์
ของไม้ ซึ่งในช่วงการเข้าท าลายจะผลิต cellulolytic enzyme เพ่ือย่อยสลายเซลลโูลสท่ีอยู่ในท่อ
น า้ท่ออาหาร โดยการปลอ่ยเอนไซมเ์ซลลเูลสย่อยสลายเซลลโูลส เพ่ือให้ได้แหลง่อาหารท่ีเป็น
คาร์บอนก่อนจะเข้าไปย่อยลกินินและเฮมิเซลลโูลส เพ่ือเจริญอยู่ภายในเซลล์พืชนอกจากนีย้งัมี
เอนไซม์แลคเคสท่ีเชือ้ราปลดปลอ่ยออกในช่วงการแทงผา่นเข้าไปในรากของต้นยาง เอนไซม์นีม้ี
บทบาทในการควบคมุเอนไซม์เซลลเูลส เพ่ือย่อยสลายลกินินและท าให้มีการสะสมของฟีนอล ซึ่งมี
ผลในการตอ่ต้านการสร้างลิกนินของพืชด้วย และนอกจากท่ีเส้นใยจะเข้าสูร่ากพืชโดยการสร้าง
เอนไซม์มาย่อยสลายเนือ้ไม้แล้วยงัสามารถเข้าสูร่ากโดยผา่นทางช่องเปิดธรรมชาติ เชน่ เลนติเซล 
หรือทางบาดแผลได้อีกด้วย (Nicole and Benhamou, 1991) 
3)  เส้นใยเจริญอยู่ภายในเซลลพื์ชโดยการย่อยผนงัเซลล์ของระบบท่อน า้ท่ออาหาร และแพร่กระจายสู่
เซลล์อ่ืนโดยการแทงผา่นทางช่องวา่งและท่อตา่งๆของเซลล์ จึงสามารถพบเส้นใยเชือ้ราได้ทัง้ระ 
หวา่งเซลล์ ในเซลล์และในผนงัเซลล์ และพบวา่การท่ีเชือ้เจริญอยู่ภายในท่ออาหารท าให้น า้ยาง
ตกตะกอนจบัเป็นก้อนสง่ผลให้ปริมาณน า้ยางในต้นยางลดลง (Nandris et al., 1987)  

จากการตรวจสอบเนือ้ไม้ท่ีเป็นโรค พบวา่โครงสร้างของเซลล์ถกูท าลายในสว่ของ 
middle lamella และผนงัเซลล์ถกูย่อยสลาย ทัง้นีเ้กิดจากเอนไซมท่ี์สามารถย่อยสลายโครงสร้าง
ของพืชได้ ซึ่งสามารถตรวจพบได้ในเนือ้เย่ือท่ีถกูท าลาย เช่น 1. glycosidases (β-glucosidase,                
α-galactosidase และ  β- galactosidase) 2. polysaccharidases (CM-cellulase, pectinase 
และ xylanase) และ  3. phenol oxidases (laccase และ peroxidase) เนือ้เย่ือของพืชเป็นโรคท่ี
เกิดจากเชือ้ R. microporus นัน้พบการท างานของเอนไซม์แลคเคสในปริมาณมากเป็นเอนไซม์
หลกั ในขณะท่ีเชือ้ราท าลายเนือ้ไม้อ่ืน เช่น Phellinus  noxius  จะสร้าง glycosidase และ 
polysaccharidases เป็นหลกั (Nandris et al., 1987) 
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2.1.4 การแพร่ระบาดของโรค 
โรครากขาวของยางพาราสว่นใหญ่แพร่ระบาดโดยการสมัผสักนัระหวา่งรากท่ีเป็น

โรคกบัรากจากต้นปกติ ท าให้เชือ้เจริญลกุลาม หรือโดยท่ีปลกูยางในรอบท่ี 2 หรือ 3 และไมไ่ด้ขดุ
ท าลายตอเก่าของต้นท่ีเคยเป็นโรค รากจึงมเีชือ้โรคอยู่ หรือสปอร์ของเชือ้ราปลิวไปตามลม ไปตาม
น า้ แล้วไปตกท่ีต้นยางปกติ เมื่อมีความชืน้เพียงพอจะเจริญลกุลามไปยงัระบบรากกลายเป็นแหลง่
เชือ้โรคแหลง่ใหมต่อ่ไป (เสมอใจ ช่ืนจิตต์, 2555) นอกจากนีก้ารระบาดและความรุนแรงของโรค
รากขาวยงัขึน้กบัปัจจยัสิ่งแวดล้อมหลายประการ โดยลกัษณะดนิ ทรายหรือดินร่วนทราย ระดบั 
pH 5-7 มีปริมาณน า้ในดนิ 80-90 เปอร์เซน็ต ์ มีปริมาณฝนมากกวา่ 4,000 มิลลิเมตรตอ่ปี เป็น
สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสดุ (อารมณ์ โรจน์สจิุตร, 2551) 

 
2.1.5 การป้องกันก าจัด 
  การควบคมุโรคนีก้ระท าได้โดยต้องดแูลอย่างใกล้ชิด เมื่อพบต้นเป็นโรค (สงัเกต

จากทรงพุ่ม ใบเลก็เหลือง และขดุดรูาก) ให้ตดั ขดุตอ และเผาท าลายตอยางเก่า เพ่ือลดปริมาณ
เชือ้ สว่นเชือ้ท่ีอาจตกค้างท่ีรากท่ีหลงเหลืออยู่ในดิน ให้ใช้ไฟสมุเผาเชน่กนั หากพบการเข้าท าลาย
ของโรคอย่างรุนแรง จะใช้สารเคมีควบคมุโรค เช่น โปรปิโคนาโซล (propiconazole) ไตรเดอร์
มอร์ฟ (tridermorph) ไซโปรโคนาโซล (cyproconazole) เป็นต้น (อไุร จนัทรประทิน, 2540) ซึ่งมี
คา่ใช้จ่ายคอ่นข้างสงู  

2.1.6 การควบคุมโรครากขาวโดยชีววธีิ 
 

 ปัจจบุนัมีการควบคมุโรคพืชด้วยจลุนิทรีย์ปฏิปักษ์หลายชนิด เช่น Trichoderma 
harzianum   (จิระเดช แจ่มสวา่ง และคณะ, 2536; D’Souza et al., 2001) Chaetomium 
cupreum (เกษม สร้อยทอง, 2536) Gliocladium virens (Ristaino et al., 1994) Bacillus 
subtilis  และ Streptomyces spp. (เพชรรัตน์ ธรรมเบญจพล และอศันี ปาจีนบรูวรรณ์, 2548) 
ส าหรับการควบคมุโรครากขาวโดยชีววิธีด้วยจลุินทรีย์ปฏิปักษ์นัน้ยงัไมเ่ป็นท่ีนิยมแพร่หลาย เน่ือง
งานวิจยัสว่นใหญ่ยงัอยู่ระหวา่งการศกึษาหรือผลวิจยัท่ีได้ให้ผลในระดบัห้องปฏิบตัิการและเรือน
ทดลองเท่านัน้  อารมณ์ โรจน์สจิุตร (2541) รายงานวา่ เชือ้รา Trichoderma spp. สามารถยบัยัง้
การเจริญของ R. microporus ทัง้ในจานทดลองและในดินท่ีบรรจใุนหลอดทดลองได้ดี แตเ่มื่อ
ทดสอบในสภาพเรือนทดลอง พบวา่ไมส่ามารถควบคมุโรครากขาวของกล้ายางได้   Jayasuriya 
และคณะ (2007) รายงานวา่ T. harzianum (T310) ซึ่งแยกได้จากดนิในแปลงปลกูยางพาราจาก
ประเทศศรีลงักา สามารถยบัยัง้การเจริญของ R. microporus ได้ในระดบัห้องปฏิบตัิการ และเมื่อ
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น ามาทดสอบเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้สตูรตา่งๆ พบวา่ T. harzianum (T310) ท่ีเลีย้งในอาหาร
เลีย้งเชือ้ T310 ซึ่งประกอบด้วยร าข้าวและมลูสตัว์ มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ สามารถสร้าง 
phialospore ได้จ านวนมาก  และสามารถควบคมุโรครากขาวของกล้ายางพาราได้ ในประเทศ
อินโดนีเซียมีการศกึษาและพฒันาการใช้เชือ้รา Trichoderma spp. ในรูปการค้าช่ือ ไตรโค เอส พี 
พลสั (Triko SP plus) ส าหรับใช้ร่วมกบัผงก ามะถนั โดยใช้ทัง้ในระดบัต้นกล้าในยางช าถงุ ในหลมุ
ปลกูยาง และในแปลงยางใหญ่ (นรินทร์ ศรีปาน, ม.ป.ป.) Kaewchai  (2010) ศกึษาเชือ้ราตอ่ต้าน
ท่ีมีผลในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ R. microporus  ได้เชือ้จ านวน 30 ไอโซเลท คือ 
Acremonium fusidioides 2 ไอโซเลท, Aspergillus niger 2  ไอโซเลท, Chaetomium aureum   
2 ไอโซเลท, Ch. bostrychodes 7 ไอโซเลท, Ch. cochliodes 1 ไอโซเลท, Ch. cupreum 1 ไอโซ
เลท,  Ch. fusiforme 5 ไอโซเลท, Ch. indicum 2 ไอโซเลท, Penicillium canescens 1 ไอโซเลท,   
T. hamatum 2 ไอโซเลท, T. harzianum 2 ไอโซเลท และ T. viride 3 ไอโซเลท  โดยวิธีการเลีย้ง
ร่วมกนับนอาหาร PDA (dual culture) พบวา่จ านวนไอโซเลททัง้หมดของเชือ้   A. niger,  
Ch. cochliodes, Ch. bostrychodes, Ch. cupreum ,T. hamatum, T. harzianum และ    
T. viride ให้เปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้การเจริญของเชือ้  R. microporus มากกวา่ 50 เปอร์เซ็นต์ ใน
จ านวนนี ้Trichoderma ให้เปอร์เซน็ต์ยบัยัง้การเจริญเติบโตสงูสดุ รองลงมาคือ Aspergillus และ 
Chaetomium โดยเชือ้ T. viride STN04, STN05 และ T. hamatum STN07 ให้เปอร์เซน็ต์การ
ยบัยัง้การเจริญเตบิโตสงูท่ีสดุคือ 89.5 เปอร์เซ็นต ์ และเมือ่น าเชือ้ราตอ่ต้านจ านวน 10 ไอโซเลท ท่ี
มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ R. microporus ซึ่งได้แก่  A. niger SN71 และ 
SN72, Ch. bostrychodes, BN08, BN11 และ BS01, Ch. cupreum RY202, T. hamatum 
STN07, T. harzianum STN01 และ STN02 และ  T. viride STN04 ไปผลิตสารสกดัหยาบและ
ทดสอบความสามารถในการควบคมุการเจริญของเชือ้ R. microporus พบวา่ สารสกดัหยาบท่ี
สกดัด้วย hexane จากเชือ้ Ch. cupreum RY202 ให้ผลดีท่ีสดุ โดยสามารถควบคมุการเจริญของ
เส้นใยบนอาหาร PDA เท่ากบั  82.0 เปอร์เซน็ต ์รองลงมาคือ สารสกดัหยาบท่ีสกดัด้วย methanol  
จาก T. hamatum STN07 และสารสกดัท่ีสกดัด้วย ethyl acetate จากเชือ้ Ch. cupreum RY202 
โดยสามารถควบคมุการเจริญของเส้นใยบนอาหาร PDA เท่ากบั 80.0 และ 78.0เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั นอกจากนีย้งัพบวา่ ประสิทธิภาพของ Ch. cupreum RY202 ในรูปแบบผงและน า้มนั
สามารถลดการเกิดโรครากขาวของยางพาราได้ 60 และ 80 เปอร์เซน็ต ์ตามล าดบั 
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 2.2 จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ Streptomyces spp. 
 

2.2.1 ลักษณะของ Streptomyces spp. 
   Streptomyces spp. เป็นแบคทีเรียในวงศ์ Streptomycetaceae ซึ่งเป็นสกุลท่ี
มีอยู่จ านวนมากและส าคญัท่ีสดุในแบคทีเรียกลุ่ม Actinomycetes  เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มี
ลกัษณะคล้ายเชือ้รา อาศยัอยู่ทั่วไปในดิน น า้ อากาศ ฝุ่ นละออง สามารถสร้างเส้นใยท่ีเจริญ
อยู่เหนืออาหารเลีย้งเชือ้ (aerial mycelium) และเจริญอยู่บนอาหารเลีย้งเชือ้ (substrate 
mycelium) ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบไม่มีผนังกัน้และมีหลายสี เช่น สีด า ฟ้า  น า้ตาล  งาช้าง 
มะกอก ส้ม ม่วง ชมพู แดง ม่วงแดง เหลือง และเหลืองแกมเขียว เป็นต้น (Taddei et al., 
2006)  เมื่อเชือ้เจริญเตม็ท่ี aerial mycelium จะสร้างสปอร์แบบไมเ่คลื่อนท่ีรูปแบบต่างๆได้แก่ 
แบบ rectus-flexibilis ซึ่งเป็นสปอร์เส้นตรง(straight) หรือโค้งงอ (flexous) และแบบ spiral 
สปอร์มีลกัษณะวนเกลียว วงกลมปลายเปิด รูปขอ ขดเป็นวงซ้อนกนั มีเส้นผ่านศนูย์กลาง   5-
10 ไมโครเมตร (อนันต์ วงเจริญ, 2547;Taddei et al., 2006) ลกัษณะผิวสปอร์มี 5 แบบ คือ 
ผิวเป็นหนาม (spiny) ผิวเป็นขน (hairy) ผิวเป็นปุ่ มปม (warty) ผิวเรียบ (smooth) และผิวย่น 
(rugose) (Tresner et al.,1961) ลกัษณะโคโลนีในระยะแรกผิวโคโลนีเรียบ เมื่ออายุมากขึน้ 
aerial mycelium จะพัฒนามาเป็นสปอร์ ท าให้ผิวโคโลนีมีลกัษณะคล้ายแป้ง (powdery) หรือ
ก ามะหย่ี (velvet) มีหลายสี เช่น สีขาว เทา แดง เหลือง น า้เงิน  เขียว และม่วง ซึ่งเป็นสีของ
สปอร์อยู่ด้านบน ส่วนด้านล่างโคโลนีซึ่งมีเส้นใยเจริญอยู่อาหารมกัเปลี่ยนเป็นสีน า้ตาล ซึ่งเกิด
จากการท่ีเชือ้สร้างรงควตัถเุมลานิน (Taddei et al., 2006) แต่อาจพบสีอ่ืนเช่นเดียวกับสีของ
สปอร์  Swan และคณะ (1994 )  รายงานวา่ Streptomyces spp. สามารถสร้างสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพได้หลายชนิด ได้แก่ สารตอ่ต้านแบคทีเรีย (anti-bacterial agent) เชน่ ampicillin, 
penicillin-N ซึ่งมีโครงสร้างเป็นวงเบต้าแลคแทม (β-lactam ring) ท่ีมีคณุสมบตัิยบัยัง้การสร้าง
เปบติโดไกลแคน (peptidoglycan) ท่ีผนงัเซลล์แบคทีเรีย โอลีนโดมยัซิน (oleandomycin) เป็น
สารพวกแมคโครไลด์ (macrolide) ผลิตโดย S. antibioticus ซึ่งจะจบักบัไรโบโซมและยบัยัง้การ
สงัเคราะห์โปรตนี และนอกจากนีย้งัพบวา่เชือ้ Streptomyces spp. สามารถสร้างสารปฏิชีวนะท่ีมี
ฤทธ์ิในการยบัยัง้เชือ้จลุนิทรีย์ได้อีกหลายชนิด (ตารางท่ี 1) 
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ตารางท่ี 1 สารปฏิชีวนะบางชนิดท่ีผลิตจากเชือ้ในสกลุ Streptomyces และฤทธ์ิในการยบัยัง้     
                 เชือ้จลุินทรีย์ 
 
สารปฏิชีวนะ Streptomyces sp.  

ท่ีผลิต 
เชือ้จุลินทรีย์ท่ีถูกยบัยัง้ 

Amphotericin B S. nodosus เชือ้รา 
Chloramphenical S. venezuelae แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ ริกเกตเซีย ไวรัส 
Erythromycin S. crythreus แบคท่ีเรียแกรมบวกและแกรมลบ และโปรโตซวั 
Kanamycin S. kanamyceticus แบคท่ีเรียแกรมบวกและแกรมลบ และโปรโตซวั 
Vancomycin S. orientalis แบคท่ีเรียแกรมบวก 
Aureomycin S. aureofaciens แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
Streptomycin S. griseus แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
Neomycin S. fradiae แบคทีเรียแกรมลบ 
Tetracycline S. rimosus แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
Novobiocin S. spheroids แบคทีเรียแกรมบวก 
Coumermycin S. rishiriensis แบคทีเรียแกรมบวก 
Clorobiocin S.roseochromogens แบคทีเรียแกรมบวก 
Lincomycin S.lincolnensis แบคทีเรีย 
Rapamycin S. hygroscopisus เชือ้รา 

 
ท่ีมา : อนนัต์ วงเจริญ ( 2547) 
 
2.2.2 การใช้ Streptomyces spp. ในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี 

  Streptomyces spp. เป็นเชือ้ท่ีมีประโยชน์ทางด้านการเกษตรมาก โดยมี
รายงานว่าเชือ้นีส้ามารถควบคมุเชือ้สาเหตโุรคพืชได้หลายชนิด เน่ืองจากสามารถสร้างสาร
ทุติยภมิู หรือ bioactive compound ได้หลายชนิด และสามารถสร้างเอนไซม์ในกลุม่ hydrolytic 
enzyme เชน่ cellulase, hemicellulase, chitinase, amylase, xylanase และ glucanase เป็น
ต้น ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีส าคญัในการย่อยผนงัเซลล์ของเส้นใยเชือ้รา  Walter และ Crawford (1995, 
อ้างถึงในยศวดี อดุมพิทกัษ์เดชา (2552)) รายงานวา่ S. lydicus WYEC 108 มีความสามารถใน
การเป็นเชือ้ปฏิปักษ์ตอ่เชือ้ราสาเหตโุรคพืชหลายชนิด โดยการสร้างสาร extracellular antifungal 
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metabolite และเมื่อทดสอบในห้องปฏิบตัิการ พบวา่ S. lydicus WYEC108 สามารถยบัยัง้การ
งอก oospore ของเชือ้รา Pythium ultimum ท่ีเป็นเชือ้สาเหตโุรครากเน่าและเมลด็เน่าของข้าวโพด
ได้ นอกจากนีย้งัสามารถท าลายผนงัเซลล์ของเส้นใยเชือ้ราได้ ต่อมา Quecine และคณะ (2008) 
ทดสอบประสิทธิภาพของ Streptomyces spp. ในการสร้างเอนไซม์ chitinase มาย่อยสลาย
เส้นใยเชือ้ราสาเหตโุรคพืช    โดยการน าเชือ้ราสาเหตโุรคมาทดสอบกบัน า้เลีย้งเชือ้ Streptomyces spp. พบวา่ 
S. diastatochromogenes  สามารถสร้างเอนไซม์ chitinase มาย่อยสลายเส้นใยเชือ้รา 
Colletotrichum sublineolum และ Pythium sp.ได้ Prapagdee และคณะ (2008) ศึกษา
ประสิทธิภาพของน า้เลีย้งเชือ้ Streptomyces spp. ในการควบคมุเชือ้ C. gloeosporioides 
และ Sclerotium rolfsii สาเหตขุองโรคแอนแทรคโนสและโรคโคนเน่าของพริกโดยวิธี dual 
culture และการทดสอบด้วยน า้เลีย้งเชือ้ S. hygroscopicus SRA14 พบว่า สามารถยับยัง้การ
เจริญของเชือ้ราสาเหตโุรคทัง้ 2 ชนิดได้ดี โดยการสร้างเอนไซม์ chitinase และ -1,3-
glucanase ออกมาย่อยเส้นใยของเชือ้สาเหต ุ ท าให้เซลล์ยุบตวัและของเหลวภายในเซลล์ไหล
ออกมาสู่ภายนอก และยงัพบว่า S. hygroscopicus SRA14 สามารถสร้างเอนไซม์ chitinase 
และ -1,3-glucanase ได้จ านวนมากเมื่อเจริญอยู่ในระยะ exponential phase – stationary 
phase   
  Bordoloi และคณะ (2002) ศกึษาประสิทธิภาพของสาร antibiotic (2-methyl 
heptylisonicotinate) ซึ่งสกดัได้จาก Streptomyces sp. ในการควบคมุเชือ้ Fusarium spp. 
สาเหตโุรคเห่ียวของพืชตระกลูกะหล ่า พบวา่สามารถยบัยัง้เชือ้  F. oxysporum, F. moniliforme, 
F. semitectum, F. solani และ Rhizoctonia solani ได้ เชน่เดียวกบั Taechowisan และคณะ 
(2005) ท่ีรายงานวา่สารปฏิชีวนะ       5,7-dimethoxy-4-p-methoxylphenylcoumarin และ 5,7-
dimethoxy-4-phenylcoumarin ท่ีสกดัจาก S. aureofaciens CMUAc130 ท่ีแยกได้จากรากขิง 
สามารถยบัยัง้เชือ้รา C. musae และ  F. oxysporum   สาเหตโุรคแอนแทรคโนสของกล้วยและโรค
เห่ียวของข้าวสาลีได้ Ezziyyani และคณะ (2007) ได้ศกึษาประสิทธิภาพของ S. rochei  ในการ
ควบคมุเชือ้ Phytophthora capsici สาเหตโุรครากเน่าของพริกไทย โดยใช้ร่วมกบั 
 T. harzianum พบว่าสามารถลดปริมาณของเชือ้สาเหตขุองโรคได้ 75 เปอร์เซ็นต์  
Prabavathy และคณะ (2006) ศกึษาประสิทธิภาพของสาร SPM5C-1 และ SPM5C-2 ท่ีสกัด
ได้จาก Streptomyces sp. PM 5 ในการยับยัง้โรคไหม้และโรคกาบใบไหม้ของข้าว ท่ีเกิดจาก
เชือ้ Pyricularia grisea และ R. solani  ตามล าดบั พบว่า  สาร SPM5C-1 ท่ีระดบัความ
เข้มข้น 25, 50, 75 และ 100 µg/ml สามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้สาเหตไุด้อย่างสมบูรณ์ 
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และเมื่อน าสาร SPM5C-1 มาท าการทดสอบในเรือนทดลองโดยใช้ความเข้มข้น 500 µg/ml 

พ่นบนต้นข้าวท่ีเป็นโรค พบว่าสามารถลดการเกิดโรคไหม้และโรคกาบใบไหม้ของข้าวได้ 76.1 
เปอร์เซ็นต์ และ 82.3 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั นอกจากนี ้ Zarandi และคณะ (2009) รายงานว่า 
เมื่อน าสปอร์ของเชือ้สาเหตโุรคไหม้ของข้าวมาผสมกบัเชือ้ S. sindeneusis แล้วน าไปพ่นบน
ต้นกล้าของข้าวท าให้ต้นกล้าเกิดอาการไหม้น้อยลง Boukaew และคณะ (2011) ทดสอบ
ประสิทธิภาพของ    S. mycarofaciens และ S. philanthi ในการยับยัง้เชือ้ Sc. rolfsii  และ 
Ralstonia solanacearum สาเหตโุรครากและโคนเน่าและโรคเห่ียวเขียวของพริก ตามล าดบั 
โดยเปรียบเทียบกับ T. harzianum และสารคาร์บอกซิน ในสภาพเรือนทดลองและแปลง
ทดลอง ผลการทดลองพบว่าจากการศกึษาในเรือนทดลอง เชือ้  S. philanthi  ไอโซเลทท่ี 1 
สามารถยับยัง้การเข้าท าลายของโรครากและโคนเน่าได้เทียบเท่ากบัการใช้ T. harzianum และ
สารคาร์บอกซิน ส่วนการใช้ S. philanthi  ร่วมกบั S. mycarofaciens สามารถยับยัง้โรคเห่ียว
เขียวในระยะต้นกล้าเทียบเท่ากบัการใช้สารสเตรปโตมยัซินซัลเฟต  ส่วนในแปลงทดลองพบว่า
เชือ้ S. philanthi  ไอโซเลทท่ี 1 สามารถป้องกันการเข้าท าลายของเชือ้ Sc. rolfsii  
และ Ral. solanacearum ในต้นพริกได้ดี  Gopalakrishnan และคณะ (2011) ศกึษา
ประสิทธิภาพและคณุสมบตัิของเชือ้ Streptomyces spp. ท่ีแยกได้จากไส้เดือนในปุ๋ ยหมกั
สมนุไพร เพ่ือใช้ในการยับยัง้เชือ้ Fusarium oxysporum f. sp. ciceri สาเหตโุรค Fusarium 
wilt ในถัว่เขียว ด้วยวิธี dual-culture พบว่ามีเชือ้ Streptomyces spp. 5 ไอโซเลท  
(S. tsusimaensis CAI-24, S. caviscabies CAI-121, S. setonii CAI-127, S. africanus 
KAI-32 และ Streptomyces KAI-90) ท่ีสามารถยบัยัง้เชือ้โรคดงักล่าวได้ และเมื่อน าเชือ้ 
Streptomyces spp. ดงักล่าวมาทดสอบคณุสมบัติในการสร้างสารชนิดต่างๆ ท่ีเป็นประโยชน์
ตอ่การยบัยัง้เชือ้ราและส่งเสริมการเจริญของพืช พบวา่มี Streptomyces spp. 4 ไอโซเลทท่ี
สร้าง siderophore, hydrocyanic acid ได้แก่ CAI-24, CAI-121, CAI-127 และ KAI-32 ส่วน 
KAI-90 ไม่สร้างสารดงักล่าวแตส่ามารถสร้าง  indole acetic acid ได้ ส่วนไอโซเลทท่ีสร้าง 
cellulase ได้แก่ KAI-32 และ KAI-9 และไอโซเลทท่ีสร้าง protease ได้แก่ CAI-24 และ CAI-
1270 Xue และคณะ (2013) ศึกษาประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces spp. ท่ีแยกได้จาก
ดินรอบรากพืชเพ่ือใช้ในการควบคมุเชือ้ Verticillium dahlia สาเหตโุรค Verticillium wilt  
ของฝ้าย พบว่ามี Streptomyces spp. 4 ไอโซเลท (S. cyaneofuscatus ZY-153,  
S. kanamyceticu B-49, S. rochei X-4 และ S. flavotricini Z-13) ท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญ
ของเชือ้โรคได้ดี โดยการสร้างเอนไซม์ chitinase, -1,3-glucosidase, cellulase และ 
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protease ออกมายบัยัง้การเจริญและย่อยเส้นใยเชือ้รา Verticillium dahlia นอกจากนีย้ัง
พบว่า Streptomyces spp. 4 ไอโซเลท สามารถสร้าง siderophores  และ indole acetic 
acid (IAA)ได้อีกด้วย และเมื่อน า Streptomyces spp. 4 ไอโซเลท มาทดสอบการควบคมุโรค 
Verticillium wilt ในเรือนกระจก พบวา่สามารถควบคมุโรคได้ตัง้แต่ 18.70 - 65.80 เปอร์เซ็นต์ 
โดย  S. rochei X-4 สามารถควบคมุโรคได้ดีท่ีสดุ 
  เชือ้ Streptomyces spp. บางชนิดยงัมคีณุสมบตัิในการช่วยสง่เสริมการเจริญ
ของพืชได้ Khamna และคณะ (2010) ศึกษาประสิทธิภาพของน า้เลีย้งเชือ้ Streptomyces sp. 
ท่ีแยกได้จากพืชสมนุไพรบางชนิดในประเทศไทย ในการส่งเสริมการงอกและความยาวของราก
ข้าวโพดและถั่ว  โดยน าเมลด็ข้าวโพดและถั่วมาแช่ในน า้เลีย้งเชือ้ Streptomyces sp. ท่ีความ
เข้มข้น  50 µg/ml เปรียบเทียบกบัการแช่เมลด็ใน standard IAA ความเข้มข้น 50 µg/ml และ
น า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ พบว่า Streptomyces sp. สามารถผลิตสารฮอร์โมน Indole-3-acetic acid 
ท่ีช่วยส่งเสริมการงอกและความยาวของรากข้าวโพดและถัว่ได้ ซึ่งเมลด็ข้าวโพดและเมลด็ถัว่ท่ีแช่ใน
น า้เลีย้งเชือ้ Streptomyces sp. มีเปอร์เซ็นต์การงอกเทียบเท่ากับเมลด็ท่ีแช่ใน standard IAA  
แต่มีความยาวของรากมากกว่าเมลด็ท่ีแช่ใน standard IAA  และในน า้กลัน่ นอกจากนีม้กีารน า 
Streptomyces spp. มาศกึษาและพฒันาเพ่ือใช้ในการควบคมุเชือ้ราสาเหตโุรคพืชชนิดตา่งๆอีก
หลายชนิด ดงัแสดงในตารางท่ี 2 
ตารางท่ี 2 ตวัอย่างเชือ้ Streptomyces spp. ท่ีสามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้สาเหตโุรคพืช 

Streptomyces spp. ยับยัง้โรคพืช เชือ้สาเหต ุ ท่ีมา 
S. pulcher,  
S. canescens   
S. citreofluorescens 

Fusarium and  
Verticillium wilts 

Fusarium oxysporum 
 f.sp. lycopersici, 
Verticillium albo-atrum 

El-Abyad et al.,1993 

Streptomyces sp. Clubroot Plasmodiophora 
brassicae 

Cheah et al., 2000 

S. viridodiasticus  Basal drop Sclerotinia minor Tarabily  et al.,  2000 
S.diastatochromogenes 
PonSSII 

Potato scab  Streptomyces scabies  Neeno et al., 2001 

S. cyanoviridis, 
S. murinus   
S. grisoplanus 

Root rot disease Plectosporium tabacinum Youssef et al., 2001 
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ตารางท่ี 2 (ต่อ) 

 
 
 
 
 

Streptomyces spp. ยับยัง้โรคพืช เชือ้สาเหต ุ ท่ีมา 
S. hygrosscopicus  
 

Rice sheath 
blight seedling 
blight 

Pellicularia sasakii 
P. filamentosa 

Pang et al., 2002 

Streptomyces spp. Phytophthora 
root rot 

Phytophthora 
medicaginis 
Ph. sojae 

Xiao et al., 2002 

S. padanus Damping-off of 
cabbage 

Rhizoctonia solani Shih et al., 2003 

Streptomyces sp. S30 Damping-off Rhizoctonia solani Cao et al., 2004 
Streptomyces sp. g10 Fusarium wilt Fusarium oxysporum 

f.sp. cubense 
Getha et al., 2005 

Streptomyces sp. 
DAUFPE 11470 and 
DAUFPE 14632 

Ear rot of maize  
 

Stenocarpella maydis Bressan and 
Figueiredo, 2005 

S. halstedii Phytophthora 
blight 

Phytophthora capsici Joo, 2005 

S. olivaceus Rhizoctonia root 
rot 

Rhizoctonia solani Shahrokhi et al., 2005 

Streptomyces spp. Stem rot of 
melon 

Macrophomina 
phaseolina 

Etebarian, 2006 

Streptomyces sp. 3 Fusarium head 
blight 

Fusarium graminearum Nourozian et al., 
2006 
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ตารางท่ี 2 (ต่อ) 
Streptomyces spp. ยับยัง้โรคพืช เชือ้สาเหต ุ ท่ีมา 

S. violaceusniger 
XL-2 

Wood-rotting Phanerochaete 
chrysosporium 

Shekhar, 2006 

Streptomyces spp. Damping-off Sclerotium rolfsii Errakhi et al., 2007 
S. platensis F-1 Leaf blight/seedling 

blight  fruit rot 
Rhizoctonia solani 
Botrytis cinerea 

Wana et al., 2008 

Streptomyces spp. White cottony stem 
rot 

Sclerotinia sclerotiorum Tahtamouni et al., 
2009 

S. alni root-rot Fusarium oxysporum  El-Sayed, 2010 
Streptomyces sp. 
422 

Stem rot of oilseed 
rape 

Sclerotinia sclerotiorum Baharlouei et al., 
2011 

S. globisporus JK-1 Blast Magnaporthe oryzae Li et al., 2011 
Streptomyces spp. Damping-off Sclerotium rolfsii Errakhi et al., 2007 
S. toxytricini vh6,  
S. flavotricini vh8,  
S. toxytricini vh22,  
S. avidinii vh32,  
S. tricolor vh85  
Streptomyces sp. 
vh41 

Soilborne disease Rhizoctonia solani Patil et al., 2011 

Streptomyces sp. 
A6 

Fusarium wilt Fusarium udum Singh and 
Chhatpar, 2011 

S. mycarofaciens  
S. philanthi 

Sclerotium root and 
Stem rot and 
Ralstonia wilt 

Sclerotium rolfsii 
Ralstonia solanacearum 

Baukaew et al., 
2011 

S. globisporus JK-1 Grey mold Botrytis cinerea Li et al., 2012 
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 2.3 การผลิตจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในรูปของสารชีวภัณฑ์ 
 

 ปัจจบุนัมีการน าจลุินทรีย์ปฏิปักษ์หลายชนิด มาพฒันาให้อยู่ในรูปแบบของสาร
ชีวภณัฑ์เน่ืองจากการผลิตในรูปแบบสารชีวภณัฑ์จะท าให้เกิดความสะดวกตอ่การน าไปใช้ 
ตวัอย่างสารชีวภณัฑ์ท่ีผลิตจากจลุินทรีย์ปฏิปักษ์ เช่น T.  harzianum  ได้แก่ F-stop® และ ยนิู
เซฟ® B. subtilis  ได้แก่ ลาร์มินา® Pseudomonas fluorescens  ได้แก่ Top A506®  และ 
Streptomyces  griseoviridis ได้แก่ Mycostop®  การผลิตสามารถผลิตได้หลายรูปแบบ เช่น การ
ผลิต Trichoderma sp. ในรูปแบบแกรนลูและแบบเมด็ (Dubey et al., 2009) แบบผงท่ีเป็นหวั
เชือ้แล้วน ามาผลิตเป็นหวัเชือ้สดส าหรับใช้งาน (จิระเดช  แจ่มสวา่ง, 2551) โดยในแตล่ะสตูรของ
เชือ้จลุนิทรีย์ปฏิปักษ์ตวัเดียวกนันัน้ อาจมปีระสิทธิภาพสงูหรือต ่าแตกตา่งกนั    ดงันัน้จึงจ าเป็น 
ต้องศกึษาวิธีการผลิตสตูรส าเร็จของจลุินทรีย์ปฏิปักษ์ และแนวทางการใช้งานท่ีเหมาะสมเพ่ือ
ความสะดวกตอ่การใช้งานในแปลงเกษตรกร  ท าให้สามารถใช้ประโยชน์จากจลุินทรีย์ปฏิปักษ์ได้
อย่างมีประสิทธิภาพ และเพ่ือท าการผลิตในเชิงพาณิชย์ตอ่ไป  
 การผลิต Streptomyces spp. ในรูปของสารชีวภัณฑ์และสูตรส าเร็จ 

 Sabaratman  และ Traquair (2002) ศกึษาการผลิตสตูรส าเร็จของเชือ้ 
Streptomyces  sp.ในรูปแบบแกรนลู  แบบเมด็ และแบบผงละลายน า้ เพ่ือควบคมุรา 
Rhizoctonia solani  สาเหตโุรคเน่าระดบัคอดนิของมะเขือเทศ ผลการทดสอบพบวา่ สตูรส าเร็จ
แบบผงละลายน า้ สามารถควบคมุโรคได้ดีท่ีสดุ โดยสามารถควบคมุได้ 90 เปอร์เซ็นต ์ สว่นแบบ
เมด็และแบบแกรนลูควบคมุได้ 30 และ 22 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั  
  Minuto และคณะ (2006) รายงานว่า Mycostop® เป็นสารชีวภณัฑ์ทางการค้า 
ท่ีผลิตจาก S. griseoviridis K61 ซึ่งคดัเลือกได้จาก Sphagnum peat สามารถใช้ในการควบคมุ
โรครากเน่าและโรคเห่ียวของพืชได้ โดย S.  griseoviridis K61 จะไปอาศยัอยู่ในดินบริเวณผิวราก
ของพืช และจากการศกึษาการใช้ Mycostop® ในการควบคมุเชือ้สาเหตโุรคของมะเขือเทศ 
(Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopercici, F. oxysporum f.sp. lycopersici พบวา่ 
Mycostop® เป็นสารชีวภณัฑ์ท่ีสามารถควบคมุโรครากเน่าและโรคเห่ียวของมะเขือเทศได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ  

 Anitha และ Rabeeth (2009) ศกึษาการผลิตสตูรส าเร็จของเชือ้ S. griseus   
รูปแบบผงโดยใช้ทัลคมัเป็นสารประกอบหลกั ส าหรับใช้ควบคมุเชือ้รา Fusarium oxysporum 
f.sp. lycopersici สาเหตโุรคเห่ียวของมะเขือเทศในสภาวะเรือนกระจก พบวา่กรรมวิธีท่ีใช้สตูร
ส าเร็จมะเขือเทศมเีปอร์เซ็นต์การเกิดโรค 26.00 เปอร์เซน็ต์ ซึ่งมีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญั
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ทางสถิตเิมื่อเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุซึ่งเปอร์เซน็ต์การเกิดโรค 61.10 เปอร์เซ็นต์ และยังพบวา่            
S. griseus ในสตูรส าเร็จมีจ านวนประชากรเพ่ิมขึน้และจะคงท่ีในวนัท่ี 105 โดยมีจ านวนประชากร
เท่ากบั 1.22 x 109 cfu/g เมื่อน ามาเก็บท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 

 Haggag และ Abdall (2011) ศกึษาการผลิตสตูรส าเร็จของเชือ้ S.  
aureofaciens  รูปแบบผงโดยใช้ alginate และ starch เป็นสารประกอบหลกั ส าหรบัใช้ควบคมุ
เชือ้รา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตโุรคแอนแทรคโนสของมะมว่ง โดยใช้สตูรส าเร็จท่ี
ความเข้มข้น 5x106 cfu/ ml พ่นพุ่มมะมว่ง 5 สายพนัธุ์ได้แก่ Ewais, Seddekia, Taimour, Zebda 
และ Alphonso พบวา่ สามารถควบคมุโรคแอนแทรคโนสได้ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ ในมะมว่งสายพนัธุ์ 
Ewais, Seddekia และTaimour  สว่นในมะมว่งสายพนัธุ์ Zebda และ Alphonso สามารถ
ควบคมุโรคได้ 97.4 และ 99.2 เปอร์เซน็ต์ ตามล าดบั 

  
 2.4 ผลิตภัณฑ์รูปแบบแกรนูล 
 
  ผลิตภณัฑ์แกรนลู คือผลิตภณัฑ์จลุินทรีย์ท่ีเป็นผงปริมาณมากท่ีมีลกัษณะเป็นผง
ขนาดใหญ่หรือผงท่ีเกาะกนัเป็นก้อนเลก็ๆ รูปร่างตา่งๆกนัมีขนาดประมาณ 2-4 มิลลิเมตร หรือ
เท่ากบัแร่งขนาดเบอร์ 4-12  ผลิตภณัฑ์รูปแบบแกรนลูมีข้อดีกวา่แบบผง คือ คงตวัดีกวา่เพราะมี
พืน้ท่ีผิวสมัผสักบัอากาศน้อยกวา่ ไมจ่บัเกาะกนัเป็นก้อนแขง็เหมือนแบบผง เปียกน า้ง่ายกวา่แบบ
ผง (อจัฉรา อทิุศวรรณกลุ, 2536 ) และไมฟุ่้ งกระจาย ซึ่งสะดวกตอ่การน าไปใช้ นอกจากนีข้ัน้ตอน
ในการผลิตไมยุ่่งยาก และต้นทนุในการผลิตน้อย เมื่อเปรียบเทียบกบัรูปแบบผลิตภณัฑ์แบบเมด็  
จึงได้รับความสนใจในการพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์รูปแบบแกรนลู เพ่ือควบคมุ
โรคพืชอย่างแพร่หลาย โดยอมรรัตน์ ชมุทอง (2547) พบวา่การใช้ผลิตภณัฑ์เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ 
B. firmus ในรูปแบบผงคลกุเมลด็ร่วมกบัแกรนลูละลายน า้ส าหรับฉีดพน่ สามารถควบคมุและ
ยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหต ุ R. solani ท่ีเป็นสาเหตโุรคใบไหม้ของถัว่หรัง่ได้ดี เช่นเดียวกบั
การใช้สารเคมีก าจดัเชือ้รา iprodione และสง่เสริมการเจริญของต้นถัว่หรั่งได้ Wiwattanapatapee 
และคณะ (2007) พฒันาเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์  B. megaterium เป็นผลิตภณัฑ์รูปแบบแกรนลูฟู่
ส าหรับหวา่นหรือฉีดพน่ ซึ่งมีสว่นประกอบของ citric acid, tartaric acid และ sodium 
bicarbonate พบวา่สามารถควบคมุและยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา R. solani ท่ีเป็นสาเหตโุรคกาบ
ใบแห้งของข้าวในสภาพเรือนทดลองได้ดี มีเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์อยู่รอดบนใบและกาบใบข้าวสงู 
และมีปริมาณเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ในสตูรต ารับสงูถึง 109 cfu/g หลงัจากเกบ็ไว้เป็นเวลา 12 เดือน 
และ วานิด รอดเนียม (2552) ได้พฒันาเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์  B. subtilis เป็นผลิตภณัฑ์รูปแบบ
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แกรนลูละลายน า้ ซึ่งมีสว่นประกอบของ sodium alginate, PVP (k-30) และ lactose 
monohydrate พบวา่สามารถควบคมุโรคใบจดุของผกัสลดัท่ีปลกูในระบบไฮโดรโพนิกส์ได้ด ี       
มีปริมาณเชือ้ท่ีอยู่รอดบนใบผกัสลดัสงูหลงัจากพน่เป็นเวลา 10 วนั และเมื่อเก็บรักษาไว้ท่ี
อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 6 เดือน พบวา่ มีจ านวนเชือ้ท่ีมีชีวิตรอดในสตูรส าเร็จในปริมาณสงูและ
คอ่นข้างคงตวั 
 
 2.5 ผลิตภัณฑ์รูปแบบผง 
 
  ผลิตภณัฑ์แบบผง คือผลิตภณัฑ์จลุินทรีย์ท่ีเป็นผงละเอียดซึ่งประกอบด้วยสว่น 
ผสมตา่งๆ มีขัน้ตอนการผลิตท่ีง่าย สะดวกตอ่การน าไปใช้ แต่คอ่นข้างฝุ้ งกระจาย และจบัตวักนั
เป็นก้อน (อจัฉรา อทิุศวรรณกลุ, 2536) ซึ่งในปัจจบุนัได้มีการน าจลุินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพในการ
ควบคมุโรคพืชมาพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์แบบผงกนัอย่างแพร่หลาย เชน่ Srinivasan และ 
Mathivanan (2009) น าจลุินทรีย์หลายชนิดท่ีมีความเข้ากนัได้และมีคณุสมบตัิสง่เสริมการเจริญ
ของพืช (plant growth promoting microbial consortia: PGPMCs) มาพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์
แบบผง เพ่ือใช้ในการควบคมุโรค sunflower necrosis virus ซึ่งทดสอบโดยการคลกุเมลด็ ผสมกบั
ดินปลกู และพ่นใบพบวา่ผลิตภณัฑ์สตูร PGPMC-1 ท่ีประกอบด้วย talcum และสารแขวนลอย
ของเชือ้ B. licheniformis strain MML2501 + Bacillus sp. strain MML2551 + Pseudomonas 
aeruginosa strain MML2212 +S. fradiae strain MML1042 สามารถลดการเกิดโรคได้ 40.9 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุและยงัท าให้เมลด็ของทานตะวนัมเีปอร์เซ็นต์การงอกท่ี
สงูถึง 92.4 เปอร์เซน็ต์ ซึ่งมีความแตกตา่งทางสถิติอย่างมีนยัส าคญักบัชดุควบคมุซึ่งมเีปอร์เซ็นต์
การงอกเพียง 75.2 เปอร์เซ็นต ์ นอกจากนีย้งัพบวา่การใช้ผลิตภณัฑ์ดงักลา่วยงัช่วยให้เกษตรกร
ได้ผลผลิตสงูกวา่การใช้สารเคมใีนการก าจดัโรค  Wijesinghe และคณะ (2011) ได้น าเชือ้รา
ปฏิปักษ์ T. asperellum มาพฒัาเป็นผลิตภณัฑ์แบบผงโดยใช้ talc powder และ carboxymethyl 
cellulose ผสมกบัสปอร์แขวนลอยของเชือ้ เพ่ือน ามาใช้ควบคมุเชือ้ Thielaviopsis paradoxa 
สาเหตโุรคเน่าด าของสบัปะรดโดยทดสอบในดินในหลอดทดลอง พบวา่สามารถยบัยัง้การเจริญ
ของเชือ้ได้ดีท่ีสดุท่ีความเข้มข้น 52,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร Gnanamangai และ Ponmurugan 
(2012) น าจลุินทรีย์ปฏิปักษ์ 5 ชนิด (P. fluorescens, B. subtilis, T. atroviride, T. harzianum
และ S. sannanensis) มาผลิตเป็นผลิตภณัฑ์แบบผงเพ่ือใช้ในการควบคมุเชือ้ Cercospora 
theae สาเหตโุรคใบจดุตานกของใบชาโดยวิธีการพน่ใบ เปรียบเทียบกบัการใช้สารเคมี พบวา่
ผลิตภณัฑ์จากเชือ้ P. fluorescens และ S. sannanensis สามารถควบคมุโรคได้ไมแ่ตกตา่งทาง
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สถิติกบัการใช้สารเคมี และการใช้ผลิตภณัฑ์จากเชือ้ S. sannanensis ยงัให้ผลผลิตของใบชาได้
ไมแ่ตกกบัการใช้สารเคม ี
  
 2.6 สารประกอบส าหรับผลติสูตรส าเร็จ 
 

 ในการเตรียมสตูรส าเร็จเพ่ือควบคมุโรคพืชนัน้ นอกจากเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์แล้ว
ยงัประ กอบด้วยสารช่วย (excipients) ซึ่งท าหน้าท่ีตา่ง ๆ กนั ได้แก ่สารเพ่ิมปริมาณ (fillers หรือ 
diluent) สารยึดเกาะ (binders) สารช่วยแตกกระจายตวั (disintegrants) และสารช่วยไหล 
(glidant) 

2.6.1 สารเพิ่มปริมาณ  
        สารเพ่ิมปริมาณเป็นสารท่ีเติมลงไปในสตูรส าเร็จ เพ่ือเพ่ิมขนาดหรือน า้หนกัของ

แกรนลู โดยสารเพ่ิมปริมาณต้องมีคณุสมบตัิสามารถเข้ากนัได้กบัตวัยาและสารประกอบอ่ืนในสตูร
ส าเร็จ ไมก่่อให้เกิดปฏิกิริยาใดๆ มีความคงตวั ไมด่ดูความชืน้ มีการไหลท่ีดี ราคาไมส่งู และท าให้
แกรนลูมีความแขง็ท่ีเหมาะสม มกีารแตกตวัดี ตวัอย่างสารเพ่ิมปริมาณ ได้แก่ lactose, sucrose, 
dextrose, starch, mannitol, sorbitol, calcium sulfate, dibasic calcium phosphate, tribasic 
calcium phosphate  และ microcrystalline cellulose เป็นต้น โดยเฉพาะ lactose เป็นสารเพ่ิม
ปริมาณท่ีนิยมใช้มากท่ีสดุ เน่ืองจากสามารถละลายน า้ได้ดี มีความหวานน้อยกวา่น า้ตาลตวัอ่ืน 
และราคาถกูเมื่อเปรียบเทียบกบัสารเพ่ิมปริมาณชนิดอ่ืน lactose เป็นน า้ตาลท่ีได้จากน า้นม ผลิต
ได้จากการตกผลกึของน า้นม ซึ่งเหลือจากการท าเนยแขง็ การใช้ lactose ในสตูรส าเร็จโดยสว่น
ใหญ่จะช่วยให้มีการปลดปลอ่ยตวัยาออกจากเมด็เร็ว และท าให้แกรนลูแห้งง่าย ซึ่งแกรนลูท่ีได้จาก 
lactose มีความชืน้ระหวา่ง 4-5 เปอร์เซ็นต์ สว่นมากให้การแตกตวัเร็ว มีความกร่อนน้อย น า้หนกั
ของเมด็มีความเบ่ียงเบนน้อย (มนต์ชลุี นิติพน, 2534) 

2.6.2 สารยดึเกาะ 
        สารยึดเกาะ (binders) เป็นสารท่ีเพ่ิมแรงเกาะกนัของผง ท าให้เกิดการเกาะกนั

เป็นแกรนลูภายใต้แรงตอกท าให้อดักนัเป็นเมด็ได้และท าให้ได้แกรนลูท่ีสม ่าเสมอ มีความแขง็
เพียงพอและเหมาะสมตอ่การตอก โดยคณุสมบตัิของสารยึดเกาะท่ีดีต้องสามารถเข้ากนัได้กบัสาร
ตวัอ่ืนในสตูรส าเร็จ ให้แรงยึดเกาะเพียงพอในการท าให้ผงจลุินทรีย์ผา่นกระบวนการตา่งๆในการ
ผลิตได้ สารยึดเกาะท่ีใช้มหีลายชนิด ทัง้ท่ีเป็นพวกน า้ตาลและสารประกอบเชิงซ้อนประเภทท่ีได้
จากธรรม ชาติ เชน่ acacia, gelatin, starch, glucose, sucrose และ gum tragacanth และสาร
ท่ีได้จากการสงัเคราะห์ เช่น polyvinylpyrolidone (PVP), methyl cellulose เป็นต้น แตท่ี่นิยมใช้
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มากท่ีสดุในปัจจบุนัคือ polyvinylpyrolidone ซึ่งเป็นสารยึดเกาะท่ีไมก่่อให้เกิดปฏิกิริยา สามารถ
ละลายได้ทัง้ในน า้และแอลกอฮอล์ โดยทัว่ไปการท าแกรนลูของผงจลุินทรีย์ท่ีไมล่ะลายน า้ควรใช้ 
PVP ในรูปสารละลายในน า้หรือแอลกอฮอล์ สว่นการท าแกรนลูซึ่งละลายน า้ควรใช้ PVP ในรูป
สารละลายในแอลกอฮอล์ โดยใช้ในความเข้มข้น 3-15 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งท าให้ได้แกรนลูท่ีดี แห้งง่าย 
ตอกได้ดี (มนต์ชลุี นิตพิน, 2534) 

2.6.3 สารช่วยแตกกระจายตัว 
         สารช่วยแตกกระจายตวั เป็นสารช่วยให้แกรนลูเกิดการแตกตวั หรือกระจายตวัได้
ในเวลาอนัสมควรเมื่อแกรนลูสมัผสักบัสารละลายหรือน า้ การผสมสารช่วยในการแตกตวัอาจท า
ได้โดยผสมในขัน้ตอนก่อนท าเป็นแกรนลูหรือผสมในขัน้ตอนเป็นแกรนลูแล้ว หรืออาจแบ่งผสมทัง้
สองขัน้ตอน ตวัอย่างของสารท่ีช่วยในการแตกตวั เช่น  

        starch นิยมใช้กนัมาก โดยทัว่ไปถ้าหากย่ิงมปีริมาณของ starch ในต ารับมาก  
ย่ิงท าให้มีการแตกตวัท่ีเร็วขึน้ แตปั่ญหาท่ีตามมาคือการเกาะตวักนัและความแขง็ของแกรนลูจะ
ลดน้อยลง       

      alginate เป็นสารช่วยในการแตกตวั อยู่ในกลุม่ hydrophilic colloid substances  มี
จ าหน่ายในรูปของ alginic acid หรือเกลือของ alginic acid โดยเฉพาะในรูปของเกลือ sodium มี
คณุสมบตัใินการชอบน า้มากกวา่พวกแป้ง ปริมาณท่ีใช้ในต ารับนัน้ส าหรับ alginic acid จะใช้ใน
ปริมาณ 1-5 เปอร์เซ็นต์ สว่น sodium alginate  อยู่ท่ี 2.5-10 เปอร์เซ็นต์  
  gum เป็นสารท่ีมีคณุสมบตัใินการพองตวัในน า้ได้ รวมทัง้เป็นตวัช่วยยึดเกาะท่ีด ี
ปริมาณท่ีใช้  1-10 เปอร์เซ็นต์ของน า้หนกัเมด็ยา ตวัอย่างของสารกลุม่นีไ้ด้แก่ agar, pectin และ 
tragacanth เป็นต้น  (จกัรพนัธ์ ศิริธญัญาลกัษณ์, 2538) 

2.6.4 สารช่วยไหล 
  สารช่วยไหล (glidant) เป็นสารท่ีใสล่งไปในสตูรส าเร็จ เพ่ือเพ่ิมการไหลโดยการ
ลดแรงเสียดทานระหวา่งอนภุาค ท าให้แกรนลูไหลจาก hopper ลงมาสูเ่บ้าได้อย่างสม ่าเสมอ ท า
ให้ได้แกรนลูท่ีมีน า้หนกัสม ่าเสมอ สารท่ีใช้ในการช่วยไหล เช่น starch, talc, colloidal silicon 
dioxide, silicate และ calcium phosphate (มนต์ชลุ ี นิติพน, 2534) ซึ่งสารท่ีช่วยในการไหล 
ต้องไมท่ าให้ความคงตวัทัง้ทางด้านกายภาพและทางเคม ี ของแกรนลูเปลี่ยนแปลงไป (จกัรพนัธ์  
ศิริธญัญาลกัษณ์, 2538) 
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3.วัตถุประสงค์ของงานวจิัย 
 
 3.1 เพ่ือคดัเลือกเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ Streptomyces spp. ท่ีมีประสิทธิภาพในการ
ควบคมุเชือ้รา R. microporus สาเหตโุรครากขาวของยางพาราในระดบัห้องปฏิบตัิการ  
 3.2 เพ่ือผลิตสตูรส าเร็จเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์รูปแบบแกรนลูและแบบผง ส าหรับควบคมุ
เชือ้รา R. microporus สาเหตโุรครากขาวของยางพาราในระดบัห้องปฏิบตักิาร 
 3.3 เพ่ือทราบประสิทธิภาพของสตูรส าเร็จเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ รูปแบบแกรนลูและแบบ
ผง ในการควบคมุโรครากขาวของยางพาราในเรือนทดลอง 
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บทที่ 2 
วิธีการวิจัย 

 
วัสดุและอปุกรณ์ 

1. อปุกรณ์ 
1.1 อปุกรณ์เคร่ืองแก้ว ได้แก่ จานอาหารเลีย้งเชือ้ หลอดทดลอง ฟลาสก์ บีกเกอร์    

 กระบอกตวง haemacytometer แผน่สไลด์  และ cover slip เป็นต้น 
 1.2 อปุกรณ์ในการแยกเชือ้ ได้แก่ เขม็เขีย่ ลปู มีดผา่ตดั แท่งแก้วสามเหลี่ยม ปากคีบ   

 cork borer ตะเกียงแอลกอฮอล์  และอ่ืน ๆ  
1.3  ไมโครปิเปตต ์(micropipette) ขนาด 20, 100 และ 1,000 ไมโครลิตร 
1.4 ตู้ปลอดเชือ้ (larminar air flow cabinet) 
1.5 ตู้บ่มเชือ้ (incubator) 
1.6 ตู้อบเคร่ืองแก้ว (hot air oven) 
1.7 หม้อนึ่งความดนั (autoclave) 
1.8 อา่งควบคมุอณุหภมูิ (water bath) 
1.9 เคร่ืองหมนุเหว่ียง (centrifuge) 
1.10 เคร่ืองแร่งแกรนลูชนิดเปียกและแห้ง (wet and dry granulator) 
1.11  เคร่ืองวดัความเป็นกรดเป็นดา่ง (pH meter) 
1.12  กล้องจลุทรรศน์แบบ compound และ stereo 
1.13  เคร่ืองแก้วและอปุกรณ์อ่ืนๆ ท่ีจ าเป็น 
1.14  เคร่ืองเขย่าผสม (Vortex mixture) 
1.15  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าอย่างละเอียด (analytical balance) 
1.16  ตู้เย็น 
1.17  ไมโครเวฟ  
1.18  กล้องถ่ายรูป 
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2. วสัดเุกษตรท่ีใช้ในการปลกูพืชทดสอบ 
2.1 ต้นกล้ายางพารา  
2.2 กระถาง 
2.3 ปุ๋ ยเคมีสตูร 15-15-15 
2.4 ป้ายพลาสติก 
2.5 ดินผสม 

3. อาหารเลีย้งเชือ้ราและอาหารเลีย้งเชือ้แบคทีเรีย  
3.1 potato dextrose agar (PDA)  
3.2 potato dextrose broth (PDB)   
3.3 glucose  yeast and malt extract(GYM) 

      4.  สารส าหรับเตรียมสตูรส าเร็จ   
4.1 สารเพ่ิมปริมาณ น า้ตาล lactose  
4.2 สารปรับความเป็นกรด-ดา่ง  
4.3 สารช่วยแตกกระจายตวั alginate 
4.4 สารช่วยยึดเกาะ  polyvinylpyrolidone (PVP) 

 
สารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 

1. agar    

2. lactophenol cotton blue 

3. arabinose       
4. mannitol 
5. beef extract      
6. MgSO4

..7H2O 
7. bromthymol blue              
8. NaCl 
9. CaCO3       
10. xylose 
11. yeast extract      
12. เอทธานอล 70 และ 95 เปอร์เซ็นต ์
13. casein acid hydrolysate        
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14. colloidal chitin 
15. dextrose       
16. HCl 
17. gelatin       
18. skim milk 
19. glucose       
20. peptone 
21. iodine       
22. K2HPO4 

23. (NH4)2SO4        

24. K2HPO4.3H2O  
25. MgSO4.7H2O       
26. CuSO4.5H2O  
27. FeSO4.7H2O      
28. MnCl2.4H2O  
29. ZnSO4.7H2O 
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วิธีการด าเนินการ 
 

1. การเก็บตัวอย่างดินและแยกเชือ้ Streptomyces  spp.  
  เก็บตวัอย่างดินจากสวนยางพาราในพืน้ท่ีภาคใต้ของประเทศไทย ซึ่งเลือกเก็บดนิ
จากแปลงปลกูยางพาราท่ีมคีวามอดุมสมบรูณ์ โดยขดุลกึจากผิวดิน 15 เซนตเิมตร เก็บแปลงละ 5  
จดุ ๆ ละประมาณ 100 กรัม รวม 500 กรัม คลกุให้เข้ากนั ผึง่ให้แห้ง น ามาแยกเชือ้ 
Streptomyces spp. ด้วยวิธี dilution spread plate โดยชัง่ดนิ 1 กรัมผสมในน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้  
 มิลลิลิตร เจือจางท่ี 10-3  10-4 และ10-5 หยดดนิแขวนลอยบนอาหาร glucose yeast extract malt 
extract agar (GYMA) ในจานเลีย้งเชือ้ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เกลีย่ด้วยแท่งแก้ว บ่มเชือ้ไว้ท่ี
อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 วนั เลือกเกบ็โคโลนีของ Streptomyces spp. ซึ่งผิวโคโลนีมีลกัษณะ
คล้ายแป้งหรือก ามะหย่ีมีหลายสี  เชน่ สีขาว เทา แดง เหลือง น า้เงิน  เขยีว และมว่ง เพ่ือใช้ในการ
ทดสอบตอ่ไป 
 
2. การคัดเลือกเชือ้ Streptomyces spp. ท่ีมีประสิทธภิาพในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใย
เชือ้รา R. microporus  
  ทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus  
ซึ่งได้รับความอนเุคราะห์จากโครงการ การควบคมุโรครากขาวของยางพาราโดยชีววิธีและการคดั 
เลือกสายพนัธุ์ยางต้านทานโรคเพ่ือผลิตต้นตอพนัธุ์ บนอาหารเลีย้งเชือ้ด้วยวิธี dual culture plate 
โดยเลีย้งเชือ้รา  R. microporus  บนอาหาร PDA เป็นเวลา 5 วนั และเลีย้งเชือ้ Streptomyces  
spp. จากข้อ  1 ในอาหาร GYMA เป็นเวลา 7 วนั จากนัน้ใช้ cork borer ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 5 
มิลลิเมตร เจาะบริเวณขอบโคโลนีของเชือ้รา น าไปวางห่างจากขอบจานอาหารเลีย้งเชือ้ 2 
เซนติเมตร พร้อมทัง้ขีดเชือ้ Streptomyces  spp. บนจานอาหารเลีย้งเชือ้ในแนวตรงข้ามชิน้วุ้น
เชือ้ราและห่างจากขอบจานอาหารเลีย้งเชือ้ 2 เซนตเิมตร โดยในแตล่ะไอโซเลทท า 4 ซ า้ บ่มเชือ้ไว้
ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา  7 วนั วดับริเวณยบัยัง้และค านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้ (สิทธิศกัดิ ์ 
แสไพศาล และ สมบตัิ ศรีชวูงศ,์ 2546)   
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x100

R

RR 

1

21 จากสตูรเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้  =   
                                                                             
      
 
  
                                           ชดุควบคมุ                   ชดุทดสอบ 
  R1 คือ รัศมีเฉล่ียของโคโลนีเชือ้ราท่ีเจริญบนอาหารชดุควบคมุ 
  R2 คือ รัศมีเฉล่ียของโคโลนีเชือ้ราท่ีเจริญบนอาหารชดุทดสอบ 
คดัเลือกเชือ้ Streptomyces spp. ท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา  
R. microporus ท่ีดีท่ีสดุจ านวน 2 ไอโซเลท เพ่ือใช้ในการศกึษาตอ่ไป 
 
3. การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces spp.ในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใย
เชือ้รา R. microporus ในดินในหลอดทดลอง (ดดัแปลงจาก อารมณ์ โรจน์สจิุตร, 2541) 
  การเตรียมเชือ้รา เลีย้งเชือ้รา R. microporus บนอาหาร PDA ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ท่ีบรรจใุนหลอดทดสอบขนาด 2.5X15 เซนติเมตร บ่มไว้เป็นเวลา 5 วนั 

  การเตรียมดิน น าดินมาผึง่ให้แห้งผสมด้วยแกลบอตัรา 9 : 1 โดยน า้หนกั แล้ว
น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้เป็นเวลา 30 นาที 

  การเตรียมเชือ้ Streptomyces spp. น าข้าวฟ่างท่ีนึ่งฆ่าเชือ้แล้วผสมกบั
แบคทีเรียแขวนลอย Streptomyces spp. จากข้อ 2 ท่ีความเข้มข้น 6x106 cfu/ml. ท่ี 2 
McFarland  อตัรา 100 : 20 (กรัม: มิลลิลิตร) บ่มท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 7 วนั น าเชือ้ 

Streptomyces spp. ท่ีเจริญบนข้าวฟ่างมาผสมกบัดินท่ีฆ่าเชือ้แล้วอตัรา 10 : 100 โดยน า้หนกั 
ซึ่งได้ความเข้มข้นสดุท้าย 2x104 cfu/g. จากนัน้บรรจลุงในหลอดทดลองท่ีเลีย้งเชือ้ R. 
microporus ให้สงู 10 เซนติเมตร ปิดปากหลอดด้วยจกุส าลีและกระดาษอลมูิเนียม ใช้ดินนึง่ฆ่า
เชือ้ท่ีไมผ่สมเชือ้ Streptomyces spp. เป็นชดุควบคมุ เตรียมชดุทดสอบ 2 ชดุ ๆ ละ 5 ซ า้ โดยชดุ
ท่ี 1 วางเลีย้งในสภาพได้รับแสงสวา่งตามปกติประมาณวนัละ 12 ชัว่โมง สว่นชดุท่ี 2 วางเลีย้งในท่ี
มืด บนัทึกผลโดยการวดัความยาวของเส้นใยเชือ้ R. microporus ท่ีเจริญในหลอดทดลองทกุวนั
จนเชือ้ในหลอดชดุควบคมุเจริญเตม็หลอด คดัเลือกเชือ้ Streptomyces sp. เพียงชนิดเดียวเพ่ือ
น าไปใช้ในการทดสอบตอ่ไป 
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เชือ้รา 
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4. การจ าแนกชนิดของเชือ้ Streptomyces sp.  
 4.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี 
        น าเชือ้ Streptomyces sp. อาย ุ24-48 ชัว่โมง ไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพในการ
ยบัยัง้เชือ้รา R. microporus   ท่ีคดัเลือกได้จากจากข้อ 3 มาศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและ
คณุสมบตัทิางชีวเคม ีดงัตอ่ไปนี ้

 4.1.1 การศกึษาลักษณะทางสัณฐานวทิยา 
  น าเชือ้ Streptomyces sp. มาศกึษาลกัษณะโคโลนีบนอาหาร GYMA บ่มท่ี
อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5-7 วนั ศกึษาลกัษณะโคโลนี สีโคโลนี รูปร่างและขนาดของเซลล์ การผลิต
สปอร์ ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบสอ่งกราด  

 4.1.2 การติดสีแกรม 
 การทดสอบการติดสีแกรม กระท าตัง้แตร่ะยะการคดัเลือกเชือ้เบือ้งต้น โดยน าเชือ้

แตล่ะไอโซเลตมาเกลี่ยเป็นผิวบาง (smear) บนแผน่สไลด์ท่ีสะอาด ปลอ่ยให้แห้ง จากนัน้ตรึงด้วย
ความร้อนโดยผา่นเปลวไฟ 2-3 ครัง้ หยด crystal violet บนรอยเกลี่ยของเชือ้ให้ท่วม ทิง้ไว้ 1 นาที 
แล้วเทสีทิง้ หยดสารละลาย Lugol’s iodine ทิง้ไว้ 1 นาที ล้างสีออกด้วยเอทิลแอลกอออล์ 95 
เปอร์เซ็นต์ ทิง้ไว้ประมาณ 15 วินาที ล้างน า้สะอาด หยด safranin บนรอยเกลี่ย ประมาณ 15-30 
วินาที ล้างน า้และซบัให้แห้ง ตรวจดดู้วยกล้องจลุทรรศน์ ท่ีก าลงัขยายของเลนส์วตัถุ 100 เท่า ถ้า
เชือ้แบคทีเรียเป็นแกรมบวกจะติดสีมว่งของ crystal violet และแกรมลบจะติดสีแดงของ safranin 

 4.1.3 การทดสอบการย่อยเคซีน (Casein Test) 
 4.1.3.1 การเตรียมเชือ้ Streptomyces sp.  
 น าเชือ้ Streptomyces sp. สตรีคบนอาหาร GYMA บ่มไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็น

เวลา 3 วนั แตะเชือ้ 2 ลูปลงในฟลาสก์ ขนาด 125 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเหลว GYM อยู่ 50 
มิลลิลิตร น าไปเขย่าท่ีความเร็ว 120 rpm ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 2 วนั แล้วถ่ายกล้าเชือ้ 5% v/v 
ลงในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเหลว GYM อยู่ 100 มิลลิลิตร น าไปเขย่าท่ีความเร็ว 
120 rpm ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 3 วนั  

 4.1.3.2 การทดสอบ ทดสอบด้วยอาหาร casein agar (ภาคผนวก ก) ในจาน
อาหารเลีย้งเชือ้ โดยเจาะวุ้นให้เป็นหลมุด้วย cork borer ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 0.5  เซนติเมตร 
จ านวน 4 หลมุตอ่จานอาหารเลีย้งเชือ้ จากนัน้น าเชือ้ Streptomyces sp. จากข้อ 4.1.3.1 หยดลง
ในหลมุจ านวนหลมุละ 20 ไมโครลิตร บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สปัดาห์ ตรวจดู
การย่อยสลายเคซีน ทกุ 2-3 วนั โดยดจูากวงใสรอบๆ บริเวณท่ีเชือ้เจริญหรือตรงใต้โคโลนี 
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 4.1.4 การทดสอบการย่อยเจลาติน (Gelatin Liquefaction Test) 
 ทดสอบด้วยอาหาร gelatin media (ภาคผนวก ก) ในหลอดทดลอง โดย stab 

เชือ้ Streptomyces sp. จากข้อ 4.1.3.1 ลงในหลอด บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 
ตรวจดกูารย่อยเจลาตินทุกสปัดาห์ โดยน าหลอดเลีย้งเชือ้ไปบ่มในตู้ เย็นเป็นเวลา 30 นาที ถึง 1 
ชัว่โมง ถ้าแขง็ตวัแสดงวา่เจลาตินยงัไมถ่กูย่อย ให้น าอาหารนัน้ไปบ่มตอ่ และทดสอบซ า้ในสปัดาห์
ตอ่ไป ถ้าเจลาตินอยู่ในสภาพเหลวหลงัจากน าเข้าตู้ เย็นแสดงผลเป็นบวก 

 4.1.5 การทดสอบคุณสมบัติในการย่อยแป้ง (Starch hydrolysis test) 
  ทดสอบด้วยอาหาร starch agar (ภาคผนวก ก) จานอาหารเลีย้งเชือ้ โดยเจาะวุ้น
ให้เป็นหลมุด้วย cork borer ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 0.5  เซนติเมตร จ านวน 4 หลมุตอ่จานอาหาร
เลีย้งเชือ้ จากนัน้น าเชือ้ Streptomyces sp. จากข้อ 4.1.3.1 หยดลงในหลมุจ านวนหลมุละ 20 
ไมโครลิตร เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ทดสอบการย่อยแป้ง โดยเท Lugol’s iodine ให้ท่วมผิวอาหาร    
ถ้ามีการย่อยแป้งจะเกิดวงใสรอบโคโลนี เน่ืองจากแป้งบริเวณนัน้ถกูย่อยหมดไป (แสดงผลบวก)  

 4.1.6 การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ chitinase 
 ทดสอบด้วยอาหาร M9 medium agar ผสม 2.4% colloidal chitin (ภาคผนวก 

ก) ในจานอาหารเลีย้งเชือ้ โดยเจาะวุ้นให้เป็นหลุมด้วย cork borer ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 0.5  
เซนติเมตร จ านวน 4 หลมุต่อจานอาหารเลีย้งเชือ้ จากนัน้น าเชือ้ Streptomyces sp. จากข้อ 
4.1.3.1 หยดลงในหลมุจ านวนหลมุละ 20 ไมโครลิตร บ่มเชือ้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 5 วัน 
ตรวจผลโดยการราด 0.1% congo red ให้ท่วมอาหาร ถ้ามีวงใสรอบหลมุท่ีหยดเชือ้ แสดงว่า
สามารถสร้างเอนไซม์ chitinase ออกมาย่อย chitin ได้ ให้ผลเป็นบวกถ้าเป็นสีแดงทัง้หมดแสดง
วา่ไมม่ีกิจกรรมของเอนไซม์ ให้ผลเป็นลบเปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคมุท่ีใช้น า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ 

  4.1.7 การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ cellulase 
  ทดสอบด้วยอาหาร carboxyl methyl cellulose (CMC) agar (ภาคผนวก ก) ใน
จานอาหารเลีย้งเชือ้ โดยเจาะวุ้นให้เป็นหลมุด้วย cork borer ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 0.5  
เซนติเมตร จ านวน 4 หลมุตอ่จานอาหารเลีย้งเชือ้ จากนัน้น าเชือ้ Streptomyces sp. จากข้อ 
4.1.3.1 หยดลงในหลมุจ านวนหลมุละ 20 ไมโครลิตร บ่มเชือ้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 5 วนัตรวจ
ผลโดยการราด 0.1% congo red ให้ท่วมผิวอาหารถ้ามีวงใสรอบหลมุท่ีหยดเชือ้ แสดงวา่สามารถ
สร้างเอนไซม์ cellulase ออกมาย่อย cellulose ได้ ให้ผลเป็นบวก ถ้าเป็นสนี า้ตาลทัง้หมดแสดงวา่
ไมม่ีกิจกรรมของเอนไซม์ ให้ผลเป็นลบเปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคมุท่ีใช้น า้กลัน่ฆ่าเชือ้ 
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 4.1.8 การทดสอบการใช้คาร์โบไฮเดรตเป็นแหล่งคาร์บอน (Carbon 
utilization) 

 เลีย้งเชือ้ Streptomyces sp. บนอาหาร GYMA บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5-7 วนั จากนัน้ใช้ลปูแตะสปอร์ของเชือ้มาขีดเป็นแนวตรง 2 แนว บนผิวหน้าอาหาร 
basal medium  ซึ่งเติมคาร์โบไฮเดรตชนิดต่าง ๆ ได้แก่ D-glucose, fructose, mannitol,  
sucrose, xylose, L-rhamnose, D-galactose L(+)arabinose, L-histidine, dextran และ 
cellobios ความเข้มข้นสดุท้าย 1 เปอร์เซ็นต์ บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-14 วนั 
ตรวจผลโดยใช้ D-glucose เป็น positive control และอาหาร basal medium ท่ีไม่เติมแหล่ง
คาร์บอนเป็น negative control ถ้าการเจริญของเชือ้มากกวา่ negative control ให้ผลเป็นบวก ถ้า
เชือ้เจริญน้อยกวา่หรือเท่ากบั negative control ให้ผลเป็นลบ และถ้าเชือ้เจริญมากกว่า negative 
control เลก็น้อยให้ผลการทดลองเป็นบวก/ลบ 

 4.1.9 การทดสอบการใช้ไนโตรเจน 
 เลีย้งเชือ้ Streptomyces sp. บนอาหาร GYMA บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 

นาน 5-7 วนั จากนัน้ใช้ลปูแตะสปอร์ของเชือ้มาขีดเป็นแนวตรง 2 แนว บนผิวหน้าอาหาร basal 
medium  ซึ่งเติมไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ ได้แก่ asparagine, potassium nitrate, ammonium 
chloride, ammonium sulfate, glycine, urea, L-arginine และ β -alanine ความเข้มข้นสดุท้าย 1 
เปอร์เซ็นต์ บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-14 วนั ตรวจผลเช่นเดียวกบัข้อ 4.1.8 

 4.1.10 การทดสอบความสามารถในการทนเกลือ ความเป็นกรด – ด่าง 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ และความต้านทานต่อสารปฏิชีวนะ 

 การทนเกลือ เลีย้งเชือ้ Streptomyces sp. ในอาหาร GYMA ท่ีมีระดบัความ
เข้มข้นของ NaCl 2, 4, 6, 8 และ 10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจผล
ภายใน 2 สปัดาห์ 
  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ เลีย้งเชือ้ Streptomyces sp. ในอาหาร 
GYMA น าไปเลีย้งในตู้บ่มท่ีระดบัอณุหภมูิ 4, 15, 35 และ 45 องศาเซลเซียส pH 7 ตรวจผล
ภายใน 2 สปัดาห์ 

  ความเป็นกรด – ด่าง เลีย้งเชือ้ Streptomyces sp.ในอาหาร GYMA pH  4, 6, 
8 และ 10 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจผลภายใน 2 สปัดาห์ 

  ความต้านทานต่อสารปฏิชีวนะ เลีย้งเชือ้ Streptomyces sp.ในอาหาร GYMA 
ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ streptomycin ท่ีระดบัความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอณุหภมูิ 
30 องศาเซลเซียส ตรวจผลภายใน 2 สปัดาห์ 
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 4.2 ส่งจ าแนกเพื่อยืนยันเชือ้ Streptomyces sp. 
  น าเชือ้ Streptomyces sp. ท่ีคดัเลือกได้จากจากข้อ 3 ไปจ าแนกชนิดท่ีโครงการ
พฒันาวิชาการ KU-VECTOR ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ 
วิทยาเขตบางเขน ซึ่งจ าแนกเชือ้โดยใช้ partial 16S rDNA sequence analysis 
 
5. การศกึษาประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces sp. ต่อการเปล่ียนแปลงของเส้นใยเชือ้
รา R. microporus 
  ศกึษาประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces sp. ตอ่การเปลี่ยนแปลงของเส้นใย
เชือ้รา R. microporus ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบสอ่งกราด (Scanning electron 
microscope : SEM)  โดยเลีย้งเชือ้ Streptomyces sp. บนอาหาร GYMA เป็นเวลา 5 วนั เพ่ือให้
เชือ้สร้างสารและแพร่ซึมไปในอาหารเลีย้งเชือ้ และเลีย้งเชือ้รา R. microporus บนอาหาร PDA 
เป็นเวลา 5 วนั จากนัน้ใช้ cork borer ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 1 เซนติเมตร เจาะบริเวณอาหาร
เลีย้งเชือ้ท่ีมีสารจากเชือ้ Streptomyces sp. (ชิน้ท่ี 1) และเจาะบริเวณปลายเส้นใยของเชือ้รา R. 
microporus (ชิน้ท่ี 2) น าชิน้วุ้นทัง้สองมาวางเลีย้งในจานเลีย้งเชือ้โดยวางชิดกัน เป็นเวลา 5 วนั 
จากนัน้น าชิน้วุ้นท่ีมีเส้นใยเชือ้รา R. microporus แช่ใน 2.5% glutaraldehyde ใน 0.1 M 
phosphate buffer ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 4 ชัว่โมง แล้วล้างด้วย 0.1 M phosphate buffer 3 
ครัง้ จากนัน้ dehydrate โดยแช่ตวัอย่างใน ethanol ท่ีความเข้มข้น 50, 60, 70, 80, 90, และ 100 
เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้นละ 2 ครัง้ๆละ 15 นาที ท าให้แห้งด้วยเคร่ือง  critical point drier น า
ตวัอย่างแห้งท่ีได้มาวางบน stub และเคลือบด้วยอนภุาคทองค า ดลูกัษณะการเปลี่ยนแปลงของ
เซลล์เชือ้ราโดยใช้กล้อง SEM Quanta 400, FEI at 10 kV. 
 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของสารออกฤทธ์ิจากเชือ้ Streptomyces sp.ต่อการยบัยัง้การ
เจริญของเชือ้รา R. microporus  
 6.1  การเตรียมสารสกัดจากเชือ้ Streptomyces sp. 
  น าเชือ้ Streptomyces sp. ท่ีคดัเลือกได้จากข้อ 3 มาเลีย้งในข้าวโพดบดผสม
กบัข้าวโอ๊ตท่ีนึ่งฆ่าเชือ้แล้วอตัราสว่น 1:1 โดยน า้หนกั โดยผสมกบัแบคทีเรียแขวนลอย 
Streptomyces sp. ท่ีความเข้มข้น 6x108 cfu/ml อตัรา 100 : 20 (กรัม : มิลลิลิตร) บ่มท่ี
อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 30 วนั น ามาแช่ใน ethanol เป็นเวลา 7 วนั กรองเอากากออก น าสารท่ีได้
ไประเหยตวัท าละลายด้วยเคร่ือง rotary evaporator 
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 6.2 การทดสอบ minimum inhibition concentration (MIC) และ minimum fungicidal 
concentration (MFC) ของสารสกัดหยาบจากเชือ้ Streptomyces sp. ในการยับยัง้เชือ้รา 
 R. microporus 
  หาคา่ MIC และ MFC โดยวิธี broth microdilution assay ใน 96-well microtiter 
plates โดยแตล่ะหลมุมีปริมาตรรวมเท่ากบั 100 ไมโครลิตร เตรียมสารสกดัหยาบจากเชือ้ 
Streptomyces sp. ให้มีความเข้มข้น 4,000 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ใสล่งในหลมุแถวแรกปริมาตร 
50 ไมโครลิตร แล้วเจือจางแบบสองเท่า (two-fold serial dilution) ด้วยอาหารเลีย้งเชือ้ Roswell 
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 ปริมาตร 50 ไมโครลิตรของทกุหลมุ จากนัน้ดดูสารสกดั
จากหลมุแถวแรกปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสใ่นหลมุแถวท่ีสองแล้วผสมกนัโดยดดูขึน้ดดูลง 4 ครัง้ 
แล้วดดูใสห่ลมุแถวท่ีสาม ท าเช่นนีจ้นกระทัง่ถึงแถวสดุท้ายและจะดดูสารสกดัปริมาตร 50 
ไมโครลิตรทิง้ไป ได้สารสกดัท่ีมีความเข้มข้น 2,000.00, 1000.00, 500.00, 250.00, 125.00, 
62.5, 31.3, และ15.6 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั และเตรียมสารก าจดัเชือ้ราคาร์บอกซิน 
(positive control) โดยเตรียมเช่นเดียวกบัสารสกดัหยาบจากเชือ้ Streptomyces sp. แตใ่ช้ความ
เข้มข้นเร่ิมต้นท่ี 400.00 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ท าให้ได้สารก าจดัเชือ้ราท่ีมีความเข้มข้น 200.00, 
100.00, 50.00, 25.00, 12.50, 6.25, 3.13, และ1.56 ตามล าดบั และใช้ 1%dimethyl sulfoxide 
เป็น negative control  จากนัน้เติมเส้นใยแขวนลอยของเชือ้รา R. microporus เข้มข้น 1x106 
โคโลนีตอ่มิลลิลิตร ลงในหลมุทกุหลมุๆละ 50 ไมโครลิตร ซึ่งท าให้มีปริมาณเส้นใยเชือ้ราสดุท้าย
เป็น 1x104 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร ความเข้มข้นสดุท้ายของสารสกดัเป็น1000.00, 500.00, 250.00, 
125.00, 62.5, 31.3, 15.6 และ 7.80 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และความเข้มข้นสดุท้ายของสารก าจดั
เชือ้ราเป็น 100.00, 50.00, 25.00, 12.50, 6.25, 3.13, 1.56 และ 0.78 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ท า
การทดลองละ 3 ซ า้ บนัทึกผลโดยอา่นคา่ MIC ซึ่งเป็นระดบัความเข้มข้นต ่าสดุของสารสกดัจาก 
Streptomyces sp. ท่ีให้ผลยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราท่ี 72 ชัว่โมง อา่นคา่ MFC ซึ่งเป็นระดบั
ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีไมพ่บการเจริญของเชือ้รา โดยน าหลมุท่ีให้คา่ MIC และหลมุก่อนหน้า มา 
spread plate บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA สงัเกตการเจริญของเชือ้ ถ้าเชือ้ไมเ่จริญแสดงวา่เป็นคา่ 
MFC 
 6.3 การทดสอบ Thin-layer chromatography bioautography 
  ทดสอบความสามารถของสารสกดัจากเชือ้ Streptomyces sp. ในการยบัยัง้การ
เจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus ด้วยวิธี  bioautography โดยใช้แผน่  thin layer 
chromatography (TLC) โดยน าสารสกดัหยาบจากเชือ้ Streptomyces sp. มาละลายใน 
ethanol อตัรา 10 มิลิกรัม/มิลลิลิตร น าสารละลายท่ีได้ หยดบน TLC Plate (silica gel 60 F254 
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(0.2 mm thick); Merck) ขนาด 25 มิลลิเมตร x 70 มิลลิเมตร น าไปใส ่ developing solvent 
(hexane : ethanol (8:1, v/v) ในถงัแก้ว ปิดฝาจนกระทัง่ developing solvent เคลื่อนได้ความสงู 
50 มิลลิเมตร จึงน าแผน่ TLC ออกมาปลอ่ยทิง้ไว้ให้แห้ง ตรวจหาต าแหน่งสาร โดยน าไปสอ่งด้วย
แสงอลัตราไวโอเลต บนัทึกระยะทางท่ีสารเคลื่อนท่ี ค านวณคา่ อตัราการเคลื่อนท่ีของสารบนตวั
ดดูซบั (rate of flow : Rf)  ของสารแตล่ะชนิด จากสตูร 
 
 
 
จากนัน้น าแผน่ TLC มาวางใน plate ปลอดเชือ้ แล้วเทอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ทบับนแผน่ TLC รอ
จนอาหารแขง็ตวั จึงวางเชือ้ R. microporus  บ่มท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 2-5 วนั ดกูารยบัยัง้ของ
สารแตล่ะชนิดบน TLC plate โดยสงัเกตวงใสบริเวณท่ีมีแถบของสารปรากฏ 
 
7. การผลิตสูตรส าเร็จของเชือ้ Streptomyces sp. 
 7.1  การศึกษาผลของสารประกอบชนิดต่างๆ ท่ีใช้ในการผลิตสูตรส าเร็จต่อการ
เจริญของเชือ้ Streptomyces  sp.  และเชือ้รา R. microporus 
  7.1.1 เชือ้ Streptomyces sp.  
  ทดสอบโดย เลีย้งเชือ้ Streptomyces sp. ในอาหาร GYMA ท่ีมีความเข้มข้นของ
สารประกอบชนิดตา่งๆ ท่ีใช้ในการผลิตสตูรส าเร็จ 1 เปอร์เซ็นต์ โดยวิธีการ spread plate บ่มไว้ท่ี
อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 7 วนั ท าการทดลอง 5 ซ า้ นบัจ านวนโคโลนีเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ 
  7.1.2 เชือ้รา R. microporus  
  ทดสอบโดย ใช้ cork borer ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 0.5 เซนตเิมตร เจาะขอบ
โคโลนีของ R. microporus  อาย ุ 5 วนั วางกลางจานอาหาร PDA ท่ีมีความเข้มข้นของ
สารประกอบท่ีใช้ในการผลิตสตูรส าเร็จ 1 เปอร์เซ็นต ์ท าการทดลอง 5 ซ า้ บ่มไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็น
เวลา 5 วนั วดัขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ  
 7.2 การผลติสูตรส าเร็จของเชือ้ Streptomyces sp.  
ดัดแปลงสูตรจาก อมรรัตน์ ชุมทอง (2547) และสิทธบัิตรเลขท่ี 0701001394 
  7.2.1 ชนิดแกรนูล เตรียมสตูรส าเร็จโดยการน าสารประกอบตา่งๆ ได้แก ่
lactose monohydrate PVP (k-30) sodium alginate และข้าวโพดบด ผสมกบัเซลล์แขวนลอย 
เชือ้ Streptomyces sp. ท่ีความเข้มข้น 1011 cfu/ml (ตารางท่ี 3) ผสมให้เข้ากนัดด้ีวยเคร่ืองผสม
จนมีลกัษณะเป็นก้อนหมาดพอเหมาะ น าสว่นผสมท่ีได้ผา่นแร่งเบอร์ 12 กดให้สว่นผสมออกมา

ระยะทางสารเคลื่อนท่ีจากต าแหน่งเร่ิมต้น 

ระยะทางท่ีเฟสเคลื่อนท่ีเคลื่อนท่ีจากต าแหน่งเร่ิมต้นถึงต าแหน่งสงูสดุ 
Rf =  
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เป็นแกรนลู แล้วน าไปผึง่ลมในตู้ปลอดเชือ้ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ปรับปรุงอตัราสว่นและชนิดของ
สารประกอบตา่งๆ ให้เหมาะสม น าสตูรส าเร็จท่ีได้ไปประเมินคณุสมบตัิในขัน้ตอ่ไป 
 ตารางท่ี  3 สารประกอบของสตูรส าเร็จชนิดแกรนลู 

สารประกอบ 
สตูรส าเร็จ 

1 2 3 4 
Lactose monohydrate (% w/w) 67 63 59 55 
PVP (k-30) (% w/w) 6 8 10 12 
Sodium alginate (% w/w) 2 4 6 8 
ข้าวโพดบด(% w/w) 10 10 10 10 
เซลล์แขวนลอย x1011cfu/ml  (% v/w) 5 5 5 5 
น า้กลัน่ (% v/w) 10 10 10 10 

   
  7.2.1 ชนิดผง เตรียมสตูรส าเร็จน าสารประกอบตา่งๆ ได้แก่ lactose 
monohydrate PVP (k-30) และข้าวโพดบด ผสมกบัเซลล์แขวนลอยเชือ้ Streptomyces sp. ท่ี
ความเข้มข้น 1011 cfu/ml (ตารางท่ี 4) ผสมให้เข้ากนัดีด้วยเคร่ืองผสม แล้วน าไปผึง่ลมในตู้ปลอด
เชือ้ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง บดให้ละเอียด ปรับปรุงอตัราสว่นและชนิดของสารประกอบตา่งๆ ให้
เหมาะสม น าสตูรส าเร็จท่ีได้ไปประเมนิคณุสมบตัิในขัน้ตอ่ไป 
 
ตารางท่ี 4 สารประกอบของสตูรส าเร็จชนิดผง  

สารประกอบ 
สตูรส าเร็จ 

1 2 3 4 
Lactose monohydrate (% w/w) 63 61 59 57 
PVP (k-30) (% w/w) 2 4 6 8 
ข้าวโพดบด(% w/w) 10 10 10 10 
เซลล์แขวนลอย x1011cfu/ml (% v/w) 5 5 5 5 
น า้กลัน่ (% v/w) 20 20 20   20 
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8. การประเมินผลสูตรส าเร็จของเชือ้ Streptomyces sp. 
 8.1 การทดสอบความสม ่าเสมอและการกระจายตัวของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในสูตร
ส าเร็จ  
  ตรวจนบัปริมาณเชือ้ด้วยวิธี dilution spread plate  โดยสุม่สตูรส าเร็จ จ านวน 5 
จดุๆละ 1 กรัม ท าการทดสอบความเข้มข้นละ 4 ซ า้ หาคา่เฉล่ียของจ านวนเชือ้ Streptomyces 
sp. ในสตูรส าเร็จนัน้ๆ 
 8.2 การทดสอบความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
  เตรียมสารแขวนลอยของสตูรส าเร็จท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ วดัคา่ pH ด้วย 
pH meter  โดยวดั 5 ครัง้ หาคา่เฉล่ีย 
 8.3 การทดสอบความสามารถในการละลายน า้  
  ชัง่สตูรส าเร็จ 1 กรัม ใสใ่นน า้กลัน่ 99 มิลลิลิตร แล้วน ามาละลายโดยใช้แท่ง
แมเ่หลก็คน ตัง้ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที จนกระทัง่สตูรส าเร็จละลายน า้ บนัทกึระยะเวลาใน
การละลายน า้แตล่ะสตูรส าเร็จ ท าการทดลอง 3 ซ า้ แล้วหาคา่เฉล่ีย 
  8.4 การทดสอบประสิทธภิาพของเชือ้ Streptomyces sp. ในสูตรส าเร็จ ในการ
ควบคุมเชือ้รา R.  microporus  ในห้องปฏิบัตกิาร 
  ทดสอบโดยเจาะอาหารวุ้น GYMA ให้เป็นหลมุด้วย cork borer ขนาด
เส้นผา่ศนูย์กลาง 0.5  เซนตเิมตร จ านวน 4 หลมุตอ่จานอาหารเลีย้งเชือ้ จากนัน้น าสารแขวนลอย
ของสตูรส าเร็จเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ หยดลงในหลมุจ านวนหลมุละ 30 ไมโครลิตร แล้วใช้ cork 
borer ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 0.5 เซนติเมตรเจาะขอบโคโลนีของเชือ้รา  R.  microporus   วาง
กลางจานเลีย้งเชือ้ ท า 5 ซ า้ บ่มไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 3 วนั วดัขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางของ
โคโลนีเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ ค านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้ 
 8.5 การทดสอบการมีชีวติรอดและประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces sp.ในสูตร
ส าเร็จภายใต้การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้องและ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน 
  ตรวจนบัปริมาณเชือ้ในสตูรส าเร็จทนัทีท่ีผลิตได้ และตรวจนบัทกุเดือนหลงัจาก
เก็บรักษาในสภาพอณุหภมูิห้องและ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน ด้วยวิธี  dilution spread 
plate พร้อมทัง้ทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus ด้วยวิธี 
mycelial growth inhibition test ท าการทดสอบ 4 ซ า้ หาคา่เฉล่ีย  
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9. การประเมินประสิทธิภาพสูตรส าเร็จของเชือ้ Streptomyces sp. ต่อการยบัยัง้โรคราก
ขาวของยางพาราในเรือนกระจก 
  9.1 การเตรียมเชือ้รา R. microporus (inoculums source) โดยเลีย้งในถงุ
เพาะเห็ดท่ีมีสว่นผสมของ ขีเ้ลื่อยยางพารา : ร า : น า้ตาลทราย : น า้  อตัรา 100 : 3 : 2 : 50 (โดย
น า้หนกั) ถงุละ 400 กรัม บ่มเลีย้งท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 1 เดือนคร่ึงถึง 2 เดือน (อารมณ์ โรจน์
สจิุตร, 2541) 
  9.2 การเตรียมดิน โดยใช้ดินไมน่ึ่งฆ่าเชือ้ และเป็นดินจากแหลง่เดียวกนั ผสมให้
เนือ้ดินมคีวามสม ่าเสมอ บนัทึกรายละเอียดของดิน เชน่ ชนิด ความชืน้ คา่ pH และจลุินทรีย์ในดิน 
  9.3 การปลูกเชือ้และการปลูกต้นยาง โดยใช้ต้นกล้ายางพาราอาย ุ 1 ปี ปลกู
ในท่อผา่ตามยาว ตามเทคนิคมินิไรโซตรอน (สายณัห์ สดดุี และนเรศ จิโสะ, 2551) ท่อละ 1ต้น ฝัง
ก้อนเชือ้ลงในท่อ PVC ท่อละ 1 ก้อน   
  9.4 การใส่แบคทีเรียแขวนลอยและสูตรส าเร็จของเชือ้ Streptomyces sp. 
และสารก าจดัเชือ้ราคาร์บอกซนิ     
วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) 6 กรรมวิธี ๆ ละ 5 ซ า้ ๆ ท า
การทดสอบในยางพนัธุ์ RRIM 600 มีกรรมวิธีดงันี ้
 
กรรมวิธีท่ี 1  ใช้สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูของเชือ้ Streptomyces sp. ควบคมุเชือ้ R. microporus
กรรมวิธีท่ี 2  ใช้สตูรส าเร็จชนิดผงของเชือ้ Streptomyces sp. ควบคมุเชือ้ R. microporus 
กรรมวิธีท่ี 3  ใช้เซลล์แขวนลอย Streptomyces sp. ควบคมุเชือ้ R. microporus 
กรรมวิธีท่ี 4  ใช้สารก าจดัเชือ้ราคาร์บอกซิน  ควบคมุเชือ้ R. microporus 
กรรมวิธีท่ี 5  ปลกูเชือ้รากขาว (R. microporus) เพียงอย่างเดียว  
กรรมวิธีท่ี 6  ปลกูพืชตามปกต ิ
 ประเมินระดบัความรุนแรงของโรคโดยให้ระดบัความรุนแรงของโรคดงันี ้(ดดัแปลงจาก 
Wattanasilakorn et al., 2012) 
  ระดบั 0 : ไมแ่สดงอาการ 
  ระดบั 1 : แสดงอาการเห่ียว 
  ระดบั 2 : แสดงอาการใบเหลือง 
  ระดบั 3 : แสดงอาการใบร่วง 
  ระดบั 4 : แสดงอาการต้นตาย 
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น าคา่จากการประเมนิระดบัความรุนแรงในการเกิดโรค มาค านวณดชันีการเกิดโรคและเปอร์เซ็นต์
การลดโรคจากสตูร 
 
 
 
 
 
พร้อมทัง้น าดินหลงัการทดลอง มาทดสอบหาปริมาณธาตอุาหารหลกั (N P K) และวดัคา่ความ
เป็นกรด-ดา่ง เปรียบเทียบกบัดินก่อนการทดลอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ความรุนแรงของโรคในกรรมวิธีทดสอบ x 100 

ความรุนแรงของโรคในกรรมวิธีควบคมุ 
เปอร์เซ็นตก์ารลดโรค = 100 - 

ผลรวมการเป็นโรคแตล่ะระดบั× 100 

จ านวนต้นยาง x ระดบัการเกิดโรคสงูสดุ 
ดชันีการเกิดโรค =    
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บทที่ 3 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
1. การเก็บตัวอย่างดินและแยกเชือ้ Streptomyces  spp. 
  เก็บตวัอย่างดินในสวนยางพาราจ านวน 60 ตวัอย่าง น ามาแยกเชือ้ 
Streptomyces spp. ด้วยวิธี dilution spread plate บนอาหาร GYMA ได้เชือ้จ านวน 258 ไอโซ
เลท (ตารางท่ี 5)  ซึ่งเชือ้ท่ีแยกได้ส่วนใหญ่ในระยะแรกผิวโคโลนีเรียบ สร้างเส้นใยอากาศ เมื่อ
อายุมากขึน้ผิวโคโลนีมีลกัษณะคล้ายแป้ง สีขาว เทา และส้ม บางไอโซเลทสร้างรงควตัถุสี
น า้ตาลเข้ม ด า และเหลือง สอดคล้องกับการศกึษาของ Taddei และคณะ (2006) ท่ีได้รายงาน
ไว้ว่า Streptomyces spp. มีลกัษณะคล้ายเชือ้รา สามารถสร้างเส้นใยท่ีเจริญอยู่เหนืออาหาร
เลีย้งเชือ้ซึ่งเส้นใยดงักล่าวจะพฒันามาเป็นสปอร์ ท าให้ผิวโคโลนีมีลกัษณะคล้ายแป้งหรือ
ก ามะหย่ี มีหลายสี เช่น สีขาว เทา แดง เหลือง น า้เงิน  เขียว และม่วง ซึ่งเป็นสีของสปอร์ท่ีอยู่
ด้านบน ส่วนด้านล่างโคโลนีซึ่งมีเส้นใยเจริญอยู่อาหารมกัเปลี่ยนเป็นสีน า้ตาล ซึ่งเกิดจากการท่ี
เชือ้สร้างรงควตัถุเมลานิน  
ตารางท่ี 5  สถานท่ีเกบ็ตวัอย่างดนิจากสวนยางพารา จ านวนตวัอย่างดินและจ านวนไอโซเลทของ
       เชือ้ Streptomyces spp. ท่ีแยกได้จากตวัอย่างดิน 

จงัหวดั จ านวนตวัอย่างดนิ 
จ านวน เชือ้ 

Streptomyces spp.       
ท่ีแยกได้ 

ล าดบัไอโซเลท 

จ.กระบ่ี   

    อ.คลองท่อม  1 5 1 – 5 

    อ.เมือง  2 16 6 – 21 

    อ.อา่วลกึ  5 16 22 – 37 

จ.ชมุพร      

    อ.พะโต๊ะ  2 9 38 – 46 

    อ.เมือง 2 9 47 – 55 

    อ.ละแม 2 7 56 – 62 

    อ.หลงัสวน 1 5 63 – 67 
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ตารางท่ี 5 (ตอ่) 
 

 
 
 

จงัหวดั จ านวนตวัอย่างดนิ 
จ านวน 

เชือ้ Streptomyces spp. 
ท่ีแยกได้ 

ล าดบัไอโซเลท 

จ.ตรัง      

    อ.นาโยง 1 6 68 – 73 

    อ.เมือง 1 5 74 – 78 

    อ.สิเกา 1 5 79 – 83 

จ.นครศรีธรรมราช    

    อ.จฬุาภรณ์ 1 5 84-88 

    อ.ชะอวด 1 4 89-92 

    อ.ทุ่งสง 3 14 93-106 

    อ.ทุ่งใหญ่ 2 8 107-114 

    อ.นาบอน 1 5 115-119 

    อ.พรหมคีรี 1 5 120-124 

    อ.ลานสกา 2 7 125-131 

 จ.พทัลงุ      

    อ.บางแก้ว 1 5 132-136 

    อ.ป่าบอน 1 9 137-145 

    อ.เมือง 1 5 146-150 

จ.พงังา      

    อ.ตะกัว่ทุ่ง 2 4 151-154 

    อ.ทบัปดุ 1 7 155-161 

    อ.เมือง 1 5 162-166 
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ตารางท่ี 5 (ตอ่) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

จงัหวดั จ านวนตวัอย่างดนิ 
จ านวน 

เชือ้Streptomyces spp. 
ท่ีแยกได้ 

ล าดบัไอโซเลท 

จ.ภเูก็ต    

    อ.กะทู้  2 4 167-170 

    อ.ถลาง 2 7 171-177 

    อ.เมือง 2 4 178-181 

จ.ระนอง      

    อ.กระบรีุ 4 16 182-197 

    อ.เมือง 2 7 198-204 

จ.สรุาษฏร์ธานี      

    อ.กาญจนดิษฐ์ 3 10 205-214 

    อ.ท่าชนะ 2 9 215-223 

    อ.บ้านนาเดิม 3 15 224-238 

    อ.พระแสง 1 5 234-243 

    อ.เมือง 1 3 244-246 

    อ.เวียงสระ 2 12 247-258 
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2. การคัดเลือกเชือ้ Streptomyces  spp. ท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเส้น
ใยเชือ้รา R. microporus บนอาหารเลีย้งเชือ้ 
  เมื่อน าเชือ้ Streptomyces  spp. ท่ีแยกได้จากข้อ 1 มาทดสอบประสิทธิภาพใน
การยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus โดยวิธี dual culture plate บนอาหาร PDA 
ตรวจผลโดยการวดัรัศมกีารเจริญของเส้นใยเชือ้ราท่ีเจริญเข้าหาแนวขีดเชือ้ Streptomyces spp. 
ในวนัท่ี 7 หลงัการทดสอบ พบวา่มเีปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้อยู่ในช่วง 0.00- 83.57 เปอร์เซ็นต์ และมี
เพียง 61 ไอโซเลท ท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราได้ (ตารางภาคผนวกท่ี 1) โดยไอโซเลทท่ีมี
ประสิทธิ ภาพในการยบัยัง้ได้ดีท่ีสดุคือ ไอโซเลท106 รองลงมาคือ 110  และ 25   ซึ่งมเีปอร์เซ็นต์
การยบัยัง้เท่ากบั 83.57, 74.29 และ 70.36 เปอร์เซน็ต์ ตามล าดบั (ภาพท่ี 2) ท าการคดัเลือกเพียง  
2  ไอโซเลท คือ ไอโซเลท106 (S106) และไอโซเลท 110 (S110)  เพ่ือใช้ในการทดสอบตอ่ไป 
  จากการทดสอบประสทิธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus 
บนอาหารเลีย้งเชือ้ พบวา่มีลกัษณะการยบัยัง้แบบเกิดบริเวณยบัยัง้ระหวา่งแบคทีเรียปฏิปักษ์กบั
เชือ้ราสาเหต ุ ซึ่งมีลกัษณะแตกตา่งกบัชดุควบคมุอย่างชดัเจน ทัง้นีอ้าจเน่ืองจากเชือ้จลุนิทรีย์
ปฏิปักษ์ Streptomyces spp. สร้างสารบางอย่างออกมาซึ่งเป็นสารท่ีสามารถละลายน า้และ
แพร่ซึมเข้าไปในอาหารเลีย้งเชือ้ (Pridham and Tresner,  1974) ซึ่งสารดงักลา่วอาจมีฤทธ์ิ
ตอ่ต้านเชือ้ราได้ ท าให้เชือ้ราไมส่ามารถเจริญเข้าใกล้หรือข้ามผา่นเชือ้ Streptomyces spp. ไปได้ 
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ภาพท่ี 2 ประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces spp. ไอโซเลทตา่งๆในการยบัยัง้การเจริญของเส้น
   ใยเชือ้รา Rigidoporus microporus ภายหลงัการทดสอบ 7 วนั 
  ก. Streptomyces sp.ไอโซเลท 25 
  ข. Streptomyces sp.ไอโซเลท 106 
  ค. Streptomyces sp.ไอโซเลท 110 
  ง. Rigidoporus microporus (ชดุควบคมุ) 
 
 
 
 
 
 

ก ข 

ค ง 
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3. การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces spp.ในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใย
เชือ้รา R. microporus ในดินในหลอดทดลอง  
  เมื่อน าเชือ้ Streptomyces spp. ท่ีท่ีคดัเลือกได้จากข้อ 2 คือไอโซเลท 106 และ 
110 มาทดสอบความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา  R. microporus ในดินในหลอด
ทดลองเพ่ือจ าลองสภาพแวดล้อมให้ใกล้เคียงกบัธรรมชาติ โดยการผสมเชือ้ Streptomyces spp. 
ในดินในหลอดทดสอบเปรียบเทียบกบัดินท่ีไมใ่สเ่ชือ้ ท าการทดลองสองชดุทดสอบโดยชดุท่ี 1 วาง
เลีย้งในสภาพท่ีได้รับแสงสวา่งตามปกต(ิแสง12 ชม.-มืด 12 ชม.) สว่นชดุท่ี 2 วางเลีย้งในท่ีมดื 
หลงัการทดสอบ 10 วนั พบวา่ เชือ้ Streptomyces sp. ไอโซเลท 106 สามารถยบัยัง้การเจริญของ
เชือ้รารากขาวได้ดีกวา่ไอโซเลท 110 และมีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ท่ีแตกตา่งกนัทางสถิติอย่างมี
นยัส าคญัทัง้ในชดุทดสอบท่ีวางเลีย้งในสภาพท่ีได้รับแสงปกติและการวางเลีย้งในท่ีมืด (ภาพท่ี3 
และ ตารางท่ี 6) โดยเชือ้ Streptomyces sp. ไอโซเลท 106 มีเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้ในชดุทดสอบท่ี
วางเลีย้งในสภาพปกติและการวางเลีย้งในท่ีมืดเท่ากบั  96.34 และ 95.05 เปอร์เซน็ต์ตามล าดบั 
ซึ่งไมม่ีความแตกตา่งกนัทางสถิติอย่างมีนยัส าคญั (ตารางท่ี 6) สว่นไอโซเลท 110 มีเปอร์เซน็ต์
การยบัยัง้ในชดุทดสอบท่ีวางเลีย้งในสภาพปกติ และการวางเลีย้งในท่ีมืดเท่ากบั 71.58 และ 
69.10 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั แสดงให้เหน็วา่สภาพของแสงไมม่ีผลตอ่ประสิทธิภาพของเชือ้ 
Streptomyces spp. นอกจากนีย้งัพบวา่ เส้นใยของเชือ้ราเปลี่ยนเป็นสีเหลืองน า้ตาล ขาดเป็นท่อน 
และอาหารเลีย้งเชือ้เปลีย่นเป็นสนี า้ตาล แสดงวา่เชือ้ไอโซเลท 106 ปลอ่ยสารบางชนิดออกมาย่อย
สลายเส้นใยของเชือ้ราท าให้ไมส่ามารถเจริญได้ จึงคดัเลือกเชือ้ Streptomyces sp. ไอโซเลท 106 
เพ่ือใช้ในการทดสอบประสทิธิภาพตอ่การเปลีย่นแปลงของเส้นใยเชือ้รา R. microporus และผลิต
เป็นสตูรส าเร็จส าหรับทดสอบการควบคมุโรครากขาวในเรือนทดลอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



42 

ตารางท่ี 6 ประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces spp. ในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา   
              Rigidoporus microporus ในดนิในหลอดทดลอง  

 1/ คา่เฉล่ียการเจริญของเชือ้รา R. microporus ในดินท่ีผสม และไมผ่สมเชือ้ Streptomyces spp.    
    ในหลอดทดลอง เฉล่ียจาก 5 ซ า้ 
 2/ คา่เฉล่ียเปอร์เซ็นตย์บัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus ในหลอดทดลอง หลงัจาก   
    การทดสอบ 10 วนั เฉล่ียจาก 5 ซ า้ ค านวณจาก 
                          
                
  3/ คา่เฉล่ียท่ีตามด้วยอกัษรเหมือนกนัในแนวคอลมัน์ ไมม่ีความแตกตา่งทางสถิตท่ีิระดบัความ
เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ โดยวิธี Duncan’s Mutiple Range Test 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

กรรมวิธี 
การเจริญของเชือ้ R. microporus 

(มิลลิเมตร)1/ 
เปอร์เซ็นตก์าร

ยบัยัง้ 2/ 
5 วนั 10 วนั 

ไอโซเลท 106 วางเลีย้งท่ี แสง12 ชม.-มืด 12 ชม.    1.10±0.20d3/  3.50±0.90e  96.34±0.90a 
ไอโซเลท 110 วางเลีย้งท่ี แสง12 ชม.-มืด 12 ชม.    16.10±1.23c  27.00±1.40d  71.58±1.42b 
ชดุควบคมุ วางเลีย้งท่ี แสง12 ชม.-มืด 12 ชม.    35.00±0.00b  95.00±0.00b     0.00±0.00c 
ไอโซเลท 106 วางเลีย้งท่ีมืด      1.65±0.08d  5.00±0.30e  95.05±0.30a 
ไอโซเลท 110 วางเลีย้งท่ีมืด    16.61±0.81c  30.90±1.20c  69.10±1.22b 
ชดุควบคมุ วางเลีย้งท่ีมืด    38.00±0.00a  100.00±0.00a     0.00±0.00c 

C.V. (%) 6.78 3.84 3.10 

เปอร์เซ็นตก์ารเจริญในกรรมวิธีทดสอบ 
เปอร์เซ็นตก์ารเจริญในกรรมวิธีควบคมุ เปอร์เซ็นตย์บัยัง้ =  100  -   



43 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3 ประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces spp. ไอโซเลทตา่งๆในการยบัยัง้การเจริญของเส้น
    ใยเชือ้รา Rigidoporus microporus ในดิน ภายหลงัการทดสอบ 10 วนั 
    ก. ชดุทดสอบท่ี 1 วางเลีย้งในสภาพได้รับแสงปกต ิ(แสง 12 ชม.- มืด 12 ชม.) 
    ข. ชดุทดสอบท่ี 2 วางเลีย้งในท่ีมืด 
 
 
 

ก. 

S110 ชดุควบคมุ S106 

S110 ชดุควบคมุ S106 

ข. 
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4. การจ าแนกชนิดของเชือ้ Streptomyces sp. ไอโซเลท 106 
  เมื่อน าเชือ้ Streptomyces sp. ท่ีคดัเลือกได้จากจากข้อ 3 มาศกึษาลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาและลกัษณะทางชีวเคมี (ตารางท่ี 7) เพ่ือน าข้อมลูมาประกอบการจ าแนกชนิดตาม
หนงัสือ Bergey’s Manual of Determinative Bacteria (Holt et al., 1994 ) โดยศกึษาในสว่น
ของสีโคโลนี การสร้างสปอร์ อณุหภมูิและความเป็นกรด-ดา่ง ท่ีสามารถเจริญได้ ความสามารถใน
การใช้แหลง่ไนโตรเจนและแหลง่คาร์บอน การทนเคม็ การสร้างรงควตัถ ุ การสร้าง diffusible 
pigment ความไวตอ่สารปฏิชีวนะ และการสร้างเอนไซม์ เช่น chitinase และ caseinase เป็นต้น 
ซึ่งเมื่อน าลกัษณะดงักลา่วมาประกอบกนัเพ่ือจ าแนกชนิดตามหนงัสือ Bergey’s Manual พบวา่
เชือ้  Streptomyces sp. ไอโซเลท 106 ให้ผลการทดลองไมต่รงกบั Bergey’s Manual ดงันัน้จึงสง่ 
Streptomyces sp. ไอโซเลท 106 ไปจ าแนกชนิดท่ีโครงการพฒันาวิชาการ KU-VECTOR 
ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตบางเขน โดยใช้ 
partial 16S rDNA sequence analysis พบวา่ Streptomyces sp. ไอโซเลท 106 ตรงกบั 
accession number AB184627 ซึ่งจ าแนกชนิดได้เป็น S. griseus subsp. formicus strain: 
NBRC 14886 โดยมีความเหมือนกนั 100 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ) 
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  จากการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและลกัษณะทางชีวเคมีของเชือ้ 
พบวา่ S. griseus subsp. formicus S106 มีโคโลนีสีเทา เป็นแบคทีเรียแกรมบวก สร้าง
เส้นใยอากาศ มีสายสปอร์เป็นเส้นตรง (ภาพท่ี 4) เจริญได้ตัง้แตท่ี่อณุหภมูิ 20-30 องศา
เซลเซียส พีเอชท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญคือ 6-8 เจริญบนอาหาร YMEA ผสม NaCl ได้
สงูสดุ 4 เปอร์เซ็นต์ สามารถใช้น า้ตาล D-glucose fructose mannitol sucrose 
D(+)xylose  L-rhamnose D-galactose L(+)arabinose dextran และ L-histidine เป็น
แหลง่คาร์บอน และสามารถใช้   glycine β -alanine และ L-arginine เป็นแหลง่ไนโตรเจน
ได้ มีความสามารถในการสร้างเอนไซม ์ chitinase และ proteinase (ตารางท่ี 8 และ   
ภาพท่ี 5) สร้างรงควตัถท่ีุแพร่ในอาหาร และสามารถต้านทานตอ่สารปฏิชีวนะ streptomycin 
ได้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4  ลกัษณะของเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus 
  ก. ลกัษณะโคโลนี การสร้างรงควตัถ ุและการสร้าง diffusible pigment 
  ข. ลกัษณะของเส้นใยอากาศและการสร้างสปอร์ 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 
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ตารางท่ี 7  คณุสมบตัิทางสณัฐานวิทยา และชีวเคมีของเชือ้ Streptomyces griseus subsp.       
              formicus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  +  =  positive,  - =  negative,  ±  doubtful 
 

Character S106 
Color of aerial mycelium gray 
Gram reaction + 

Production of diffusible pigment + 

Utilization of  carbon source  

       D-glucose  + 

        Fructose + 

        Manitol + 

        Sucrose + 

        D(+)-xylose + 
        L-rhamnose + 

        D-galactose + 

        L(+)arabinose + 

       Dextran + 

        L-histidine + 

Utilization of  nitrogen source  

        Asparagine - 

        Potassium nitrate - 

        Ammonium chloride - 

        Ammonium sulfate - 

        Glycine + 

        Urea - 

        L-arginine +                                                                                                                                                                                                                                                                                           
        β -alanine + 
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ตารางท่ี 7  (ตอ่) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  +  =  positive,  - =  negative,  ± =  doubtful 

Character S106 
Growth at  

        10oC ± 
        20oC + 

        30oC + 

        40oC + 

       pH 4   + 

       pH 6   + 

       pH 8   + 

       pH 10   + 

Growth with  

      NaCl 2% + 

      NaCl 4% + 

      NaCl 6% - 

Casein digestion test + 

Starch hydrolysis test - 

Gelatin hydrolysis test - 

Chitinase production + 

Cellulose production - 

Resistance to  

    streptomycin (50 µg/ml)     + 
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ตารางท่ี 8 ความสามารถของเชือ้   Streptomyces  griseus  subsp.  formicus ในการสร้าง
       เอนไซม์ชนิดตา่งๆโดยประเมินจากวงใสท่ีเกิดจากการย่อย substrate เฉพาะ หลงัการ
       ทดสอบ 5 วนั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 5 ลกัษณะวงใสท่ีเกิดจากการย่อย substrate โดยเอนไซม์ chitinase และ caseinase           
              (proteinase) 
 ก. วงใสท่ีเกิดจากการย่อย substrate โดยเอนไซม์ chitinase  
      บนอาหาร M9 medium agar ผสม 2.4% colloidal chitin 
 ข. วงใสท่ีเกิดจากการย่อย substrate โดยเอนไซม ์caseinase (proteinase)  
     บนอาหาร casein agar 

  

 

ชนิดเอนไซม ์ ขนาดของวงใส(มม.) 
Chitinase  15.00 
Caseinase (proteinase)  28.75 
Cellulose  00.00 
Amylase  00.00 

ก ข 
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5. การศกึษาประสิทธิภาพของเชือ้ S. griseus  subsp. formicus ต่อการเปล่ียนแปลงของ
เส้นใยเชือ้รา R. microporus 
  จากการศกึษาประสิทธิภาพของเชือ้ S. griseus  subsp. formicus ตอ่การ
เปลี่ยนแปลงของเส้นใยเชือ้รา R. microporus ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบสอ่งกราด 

(SEM) พบวา่ เมื่อน าเชือ้รา R. microporus มาเลีย้งร่วมกบัเชือ้ S. griseus  subsp. formicus 
จะสง่ผลให้เส้นใยของเชือ้รามีลกัษณะผิดปกติ คือมีอาการเห่ียวย่นและบิดเบีย้วอย่างเห็นได้ชดั 
เมื่อเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ (ภาพท่ี 6)  ทัง้นีอ้าจเน่ืองจาก Streptomyces spp. สามารถสร้าง
สารท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การสร้างโปรตีน หรือท าลายผนงัเซลล์ของเชือ้ราสาเหตโุรค ท าให้เชือ้ราไม่
สามารถเจริญตอ่ไปได้ ซึ่งสารท่ีสร้างโดย Streptomyces spp. สว่นใหญ่จะพบเป็นกลุม่เอนไซม์
ย่อยสลาย ซึ่งสอดคลองกบัการทดลองของ  Xue และคณะ  (2013)  ท่ีพบวา่ Streptomyces spp. 
สามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา Verticillium dahlia สาเหตโุรคเห่ียวของฝ้ายได้ โดยการ         
สร้างเอนไซม์ chitinase, β -1,3- glucosidase,  cellulase และ protease ออกมาย่อยผนงั       
เส้นใยเชือ้ราก่อโรค และจากการศึกษาของ Gopalakrishnan และคณะ (2011) พบว่า 
Streptomyces spp. สามารถสร้างเอนไซม ์cellulase และ protease   ออกมายบัยัง้การเจริญ
ของเชือ้ Fusarium oxysporum f. sp. ciceri สาเหตโุรค Fusarium wilt ในถั่วเขียวได้ 
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ภาพท่ี 6 อาการผิดปกติของเชือ้รา Rigidoporus microporus ภายหลงัการเลีย้งร่วมกบัเชือ้      
              Streptomyces griseus subsp. formicus  เป็นเวลา 5 วนั บนัทกึภาพด้วยกล้อง      
             จลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบสอ่งกราด (SEM) 
   ก., ค. และ จ. เส้นใยปกตใินชดุควบคมุ (2000X, 4000X, 10000X) 
   ข., ง. และ ฉ. เส้นใยเห่ียวย่นในชดุทดสอบ(2000X, 4000X, 10000X) 
 

ก ข 

ค ง 

จ ฉ 
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6. การทดสอบประสิทธิภาพของสารออกฤทธ์ิจากเชือ้ S. griseus subsp. formicus ต่อการ
ยับยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus  
 6.1  การเตรียมสารสกัดจากเชือ้ Streptomyces spp. 
  เมื่อน าเชือ้ S. griseus subsp. formicus ซึ่งผา่นการคดัเลือกจากการทดสอบ
ประสิทธิภาพ ในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus ในดิน มาสกดัสารด้วย 
ethanol แล้วน าไประเหยตวัท าละลายด้วยเคร่ือง rotary evaporator พบวา่ ได้สารสกดัหยาบสี
น า้ตาลเข้ม และเหนียว (ภาพท่ี 7)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพท่ี 7  สารสกดัหยาบจากเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus 
 
 6.2 การทดสอบ minimum inhibition concentration (MIC) และ minimum fungicidal 
concentration (MFC) ของสารสกัดหยาบจากเชือ้ S. griseus subsp. formicus ในการยบัยัง้
เชือ้รา R. microporus 
  จากการทดสอบหาความเข้มข้นต ่าสดุของสารสกดัหยาบจากเชือ้ S. griseus 
subsp. formicus และสารก าจดัเชือ้ราคาร์บอกซิน ท่ีมีผลยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา 
R. microporus ด้วยวิธี broth microdilution assay ใน 96-well microtiter plates หลงัการ
ทดสอบ 3 วนั พบวา่มีคา่ MIC เท่ากบั 62.5 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และมีคา่ MFC เท่ากบั 125.0 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร สว่นสารก าจดัเชือ้ราคาร์บอกซินมีคา่ MIC เท่ากบั 0.78 ไมโครกรัมตอ่
มิลลิลิตร และมีคา่ MFC เท่ากบั 0.78  ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ตารางท่ี 9) ดงัตารางท่ี 3 
เช่นเดยีวกบัการทดลองของ Valanarasu และคณะ (2010) ท่ีพบวา่สารสกดัหยาบจากเชือ้ 
Streptomyces sp. ERI-04  ซึ่งสกดัด้วย acetone สามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา 
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Aspergillus niger MTCC 1344 และ Curvularia lunata 46/01 ได้ท่ีความเข้มข้นต ่าสดุ  
62.5 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ในขณะท่ีสารเคมกี าจดัเชือ้ราคีโตโคนาโซลมีความเข้มข้นต ่าสดุใน
การยบัยัง้เชือ้ราทัง้สองชนิดท่ีความเข้มข้น <12.5 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  
 
ตารางท่ี 9 คา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ียบัยัง้การเจริญของเชือ้รา (MIC) และคา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ี
         ไมพ่บการเจริญ(MFC)ของเชือ้รา Rigidoporus microporus ของสารสกดัจาก         
       Streptomyces griseus subsp. formicus หลงัการทดสอบ 72 ชัว่โมง 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เชือ้รา 
Rigidoporus microporus 

สารสกดัหยาบ S106 
(ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

สารก าจดัเชือ้ราคาร์บอกซิน 
(ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

MIC/MFC MIC/MFC 
ไอโซเลทท่ี 2 62.5/125.0 0.78/0.78 
  ไอโซเลทท่ี 24 62.5/125.0 0.78/0.78 
  ไอโซเลทท่ี 25 62.5/125.0 0.78/0.78 
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 6.3 การทดสอบ Thin-layer chromatography bioautography 
  เมื่อน าสารสกดัหยาบจากจากเชือ้ S. griseus subsp. formicus มาตรวจหา
ต าแหน่งของสารต้านเชือ้รา R. microporus ด้วยวิธี Bioautography โดยใช้แผน่ Thin layer 
chromatography (TLC) พบวา่ต าแหน่งของสารท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ราได้
ชดัเจน (เกิดบริเวณยบัยัง้) คือต าแหน่งท่ีมีคา่ Rf (rate of flow) เท่ากบั 0.06 นอกจากนีย้งัชีใ้ห้เห็น
วา่สารต้านเชือ้ราดงักลา่วเป็นสารชนิดท่ีมีขัว้สงู เน่ืองจากสารดงักลา่วสามารถละลายได้น้อยในตวั
ท าละลายท่ีมีขัว้ต ่า (hexane) และถกูดดูซบัได้ดีด้วยซิลิกาเจลท าให้เคลื่อนท่ีได้น้อย คา่ Rf  จึงมี
คา่ต ่า (ภาพท่ี  8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 8   การทดสอบความสามารถของสารสกดัจากเชือ้ Streptomyces griseus subsp.  
    formicus ในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา Rigidoporus microporus  
     ด้วยวิธี Bioautography บนแผน่  TLC 
      ก. ท่ีลกูศรชี ้คือบริเวณท่ีเชือ้รา R. microporus ถกูยบัยัง้ โดยสารสกดัจาก 
      เชือ้ S. griseus subsp. formicus 
      ข. ท่ีลกูศรชี ้คือต าแหน่งของสารท่ีแยกตวัออกจากสารสกดัหยาบ 
 
 
 
 

ก ข 

ค่า  Rf 

0.06 

0.35 
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7. การผลิตสูตรส าเร็จของเชือ้ S. griseus subsp. formicus 
 7.1 การศึกษาผลของสารประกอบในการผลิตสูตรส าเร็จต่อการเจริญของเชือ้  
S. griseus subsp. formicus และเชือ้รา R. microporus 
  เมื่อน าเชือ้ S. griseus subsp. formicus และเชือ้รา R. microporus มาเลีย้งบน
อาหาร GYMA และ PDA ท่ีผสมด้วยสารประกอบชนิดตา่งๆ ท่ีใช้ในการผลิตสตูรส าเร็จ ท่ีความ
เข้มข้น 1 เปอร์เซน็ต์ เพ่ือทดสอบผลกระทบของสารตอ่การเจริญของเชือ้ พบวา่จ านวนโคโลนีของ
เชือ้ S. griseus subsp. formicus และการเจริญของเชือ้ราบนอาหารเลีย้งเชือ้ซึง่ผสมด้วยสาร 
ประกอบส าหรับผลิตสตูรส าเร็จไมม่ีความแตกตา่งทางสถิติ (ตารางภาคผนวกท่ี 2) กบัการเจริญ
บนอาหารชดุควบคมุ แสดงให้เหน็วา่สารประกอบทกุชนิดท่ีใช้ส าหรับท าสตูรส าเร็จ ไมม่ีผลตอ่การ
เจริญของเชือ้ S. griseus subsp. formicus และเชือ้ R. microporus (ภาพท่ี 9) 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 9 การเจริญของเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus และ Rigidoporus 

microporus บนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีผสมสารประกอบในการผลิตสตูรส าเร็จแตล่ะชนิดท่ี
ความเข้มข้น1 เปอร์เซ็นต ์

  ก. เชือ้ S.griseus subsp. formicus 
  ข. เชือ้ Rigidoporus microporus 
   1.ชดุควบคมุ 
   2. อาหารเลีย้งเชือ้ผสม lactose 
   3. อาหารเลีย้งเชือ้ผสม alginate 
   4. อาหารเลีย้งเชือ้ผสม polyvinylpyrolidone 

ก1 ก2 ก3 ก4 

ข1 ข2 ข3 ข4 
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 7.2 การผลติสูตรส าเร็จของ S. griseus subsp. formicus 
  7.2.1 การผลิตสูตรส าเร็จชนิดแกรนูล 
  เมื่อน าเชือ้ Streptomyces sp. มาผลิตเป็นสตูรส าเร็จชนิดแกรนลูด้วยวิธี wet 
granulation โดยน าเชือ้มาผสมกบัสารประกอบได้แก ่ lactose monohydrate, sodium alginate, 
PVP (k-30) และข้าวโพดบด อตัราสว่นตามตารางท่ี 3  พบวา่สามารถผลิตสตูรส าเร็จได้ 4 สตูร แต่
ละสตูรมีลกัษณะเป็นแกรนลูสีเทาครีม ขนาดไมเ่ท่ากนั  โดยสตูรท่ี 4 ท่ีประกอบด้วยสารยึดเกาะ
(PVP (k-30)) ปริมาณมากจะมีแกรนลูขนาดใหญ่กวา่สตูรอ่ืนๆ (ภาพท่ี 10) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพท่ี 10 ลกัษณะสตูรส าเร็จเชือ้  Streptomyces  griseus  subsp. formicus ชนิดแกรนลู   

ก. สตูรท่ี  1 ประกอบด้วย lactose monohydrate, sodium alginate, PVP (k-30)      
    ข้าวโพดบด เซลล์แขวนลอย และน า้กลัน่ อตัราสว่น 67 : 6 : 2 : 10 : 5 : 10 เปอร์เซน็ต ์                 

 ข. สตูรท่ี 2 ประกอบด้วย lactose monohydrate, sodium alginate, PVP (k-30)     
     ข้าวโพดบด เซลล์แขวนลอย และน า้กลัน่ อตัราสว่น 63 : 8 : 4 : 10 : 5 : 10 เปอร์เซน็ต ์                                      
 ค. สตูรท่ี 3 ประกอบด้วย lactose monohydrate, sodium alginate, PVP(k-30)       
                 ข้าวโพดบด เซลล์แขวนลอย และน า้กลัน่ อตัราสว่น 59 : 10 : 6 : 10 : 5 :10 เปอร์เซ็นต ์                                                              
 ง. สตูรท่ี 4 ประกอบด้วย  lactose monohydrate, sodium alginate, PVP (k-30)      
                ข้าวโพดบด เซลล์แขวนลอย  และน า้กลัน่ อตัราสว่น 55 : 12 : 8 : 10 : 5 :10 เปอร์เซ็นต ์                                     
   

ก 

ค ง 

ข 
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  7.2.2 การผลิตสูตรส าเร็จชนิดผง 
  เมื่อน าเชือ้ S. griseus subsp. formicus มาผลิตเป็นสตูรส าเร็จรูปแบบผงโดย
น ามาผสมกบัสารประกอบได้แก่ lactose monohydrate, PVP (k-30) และข้าวโพดบด อตัราสว่น
ตามตารางท่ี 4 พบวา่สามารถผลิตสตูรส าเร็จได้ 4 สตูร แตล่ะสตูรมีลกัษณะเป็นผงละเอียด สีเทา
ครีม (ภาพท่ี 11) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 11 ลกัษณะสตูรส าเร็จเชือ้  Streptomyces  griseus  subsp. formicus ชนิดผง   

ก. สตูรท่ี  1 ประกอบด้วย lactose monohydrate, PVP (k-30), ข้าวโพดบด 
    เซลล์แขวนลอย และน า้กลัน่ อตัราสว่น 63 : 2 : 10 : 5 : 20 เปอร์เซ็นต ์                 

 ข. สตูรท่ี 2 ประกอบด้วย lactose monohydrate, PVP (k-30), ข้าวโพดบด                  
                 เซลล์แขวนลอย และน า้กลัน่ อตัราสว่น 61 : 4 : 10 : 5 : 20 เปอร์เซ็นต ์                                      
 ค. สตูรท่ี 3 ประกอบด้วย lactose monohydrate, PVP (k-30), ข้าวโพดบด  
     เซลล์แขวนลอย และน า้กลัน่ อตัราสว่น 59 : 6 : 10 : 5 :20 เปอร์เซ็นต ์                                                              
 ง. สตูรท่ี 4 ประกอบด้วย lactose monohydrate, PVP (k-30), ข้าวโพดบด      
                เซลล์แขวนลอย  และน า้กลัน่ อตัราสว่น 57 :  8 : 10 : 5 :20 เปอร์เซ็นต ์                                     
 
 

ก 

ค ง 
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8. การประเมินผลสูตรส าเร็จของเชือ้ S. griseus subsp. formicus 
 8.1 การทดสอบความสม ่าเสมอและการกระจายตัวของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในสูตร
ส าเร็จ  
  เมื่อน าสตูรส าเร็จทัง้ชนิดแกรนลูและชนิดผงมาตรวจนบัปริมาณเชือ้ด้วยวิธี 
dilution spread plate  บนอาหารเลีย้งเชือ้ GYMA พบวา่ สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 3 และสตูร
ส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 4 มีปริมาณเชือ้มากท่ีสดุ และมีความสม ่าเสมอของเชือ้ S. griseus subsp. 
formicus เท่ากนัทัง้สตูร  โดยแตล่ะสตูรมีปริมาณเชือ้เฉล่ียเท่ากบั 1.96±0.02x106 และ 
1.05±0.03 x106 cfu/g ตามล าดบั (ตารางท่ี 10) แสดงถงึความเหมาะสมของสว่นประกอบในสตูร
ส าเร็จแตล่ะชนิด โดยสตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 3 ประกอบด้วย  lactose monohydrate 59 
เปอร์เซ็นต์ PVP (k-30) 10 เปอร์เซ็นตs์odium alginate 6 เปอร์เซ็นต์ ข้าวโพดบด 10 เปอร์เซ็นต ์
น า้กลัน่ 10 เปอร์เซน็ต์ และเซลล์แขวนลอยเชือ้ S. griseus subsp. formicus เข้มข้น 
6x1011cfu/ml 5 เปอร์เซ็นต ์และสตูรส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 4 ประกอบด้วย lactose monohydrate 
52 เปอร์เซน็ต์ PVP (k-30) 8 เปอร์เซ็นต ์ ข้าวโพดบด 15 เปอร์เซ็นต ์น า้กลัน่ 20 เปอร์เซน็ต์ และ
เซลล์แขวนลอยเชือ้ S. griseus subsp. formicus เข้มข้น 1011cfu/ml 5 เปอร์เซน็ต์ กลา่วคือ สตูร
ส าเร็จทัง้สองสตูรนีม้ีความสม ่าเสมอและมกีารกระจายตวัของเชือ้ S. griseus subsp. formicus 
ดีท่ีสดุ เหมาะสมส าหรับน าไปศกึษาในขัน้ตอนตอ่ไป 
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ตารางท่ี 10 ปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus ในสตูรส าเร็จหลงัการผลิต 24 ชัว่โมง 
 

1/คา่เฉล่ียปริมาณเชือ้ S. griseus subsp. formicus ในสตูรส าเร็จ ทัง้ 8 สตูร เฉล่ียจาก 4 ซ า้ 
2/คา่เฉล่ียท่ีตามด้วยอกัษรเหมือนกนัในแนวคอลมัน์ ไมม่ีความแตกตา่งทางสถิตท่ีิระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซน็ต์ โดยวิธี Duncan’s Mutiple Range Test 

ปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus ในสตูรส าเร็จ x106 cfu/กรัม1/ 

จดุท่ี 
สตูรส าเร็จชนิดแกรนลู สตูรส าเร็จชนิดผง 

1 2 3 4 1 2 3 4 
1 1.30±0.17ab2/ 1.60±0.06bc 1.93±0.03a 1.60±0.00a 1.27±0.12b 1.50±0.06a 1.40±0.00a 1.53±0.09b 
2 1.03±0.03b 1.50±0.06c 1.90±0.00a 1.67±0.15a 1.20±0.06b 1.47±0.07a 1.50±0.10a 1.63±0.09ab 
3 1.50±0.23ab 1.50±0.00c 2.00±0.06a 1.67±0.09a 1.60±0.10a 1.40±0.06a 1.60±0.12a 1.87±0.03a 
4 1.70±0.12a 1.70±0.06ab 1.97±0.07a 1.70±0.06a 1.67±0.03a 1.47±0.03a 1.53±0.07a 1.77±0.03ab 
5 1.20±0.06b 1.80±0.00a 2.00±0.06a 1.73±0.09a 1.23±0.07b 1.43±0.09a 1.60±0.00a 1.57±0.09b 

เฉล่ีย 1.35±0.08 1.62±0.04 1.96±0.02 1.67±0.04 1.39±0.06 1.45±0.03 1.53±0.03 1.67±0.04 
C.V. (%) 18.34 4.78 4.27 9.26 10.15 7.54 8.54 7.32 
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 8.2 การทดสอบความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
  เตรียมสารแขวนลอยของสตูรส าเร็จทัง้ชนิดแกรนลูและชนิดผง ท่ีความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์ วดัคา่ pH ด้วย pH meter  พบวา่ สตูรส าเร็จทัง้ชนิดแกรนลูและผงมีลกัษณะเป็นกรด
ออ่นคือมีคา่ความเป็นกรด-ดา่งอยู่ในช่วง 5.83±0.004-5.91±0.010 และ 6.02±0.004-
6.14±0.005 ตามล าดบั (ตารางท่ี 10) 
 8.3 ความสามารถในการละลายน า้  
  เมื่อน าสตูรส าเร็จท่ีผลิตได้มาทดสอบความสามารถในการละลายน า้ในน า้กลัน่ให้
มีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้แท่งแมเ่หลก็คน ตัง้ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที พบวา่
ระยะเวลาในการละลายน า้ของสตูรส าเร็จชนิดแกรนลูอยู่ในช่วง 6 นาที 11 วินาที (371.00 วินาที) 
-7 นาที 16 วินาที (436.33 วินาที) โดยสตูรท่ี 1 ใช้เวลาในการละลายน า้น้อยท่ีสดุคือ 6 นาที 11 
วินาที และสตูรท่ี 4 ใช้เวลามากท่ีสดุคือ 7 นาที 16 วินาที สว่นสตูรส าเร็จชนิดผงพบวา่ใช้เวลาใน
การละลายน า้อยู่ในช่วง 7 นาที 14 วินาที (433.67 วินาที) - 7 นาที 46 วินาที (466.00 วินาที) ซึ่ง
ละลายได้คอ่นข้างช้ากวา่สตูรส าเร็จชนิดแกรนลู เน่ืองจากเมื่อเปียกน า้จะจบัตวักนัเป็นก้อนท าให้
ละลายได้ช้า (ตารางท่ี 11) 
ตารางท่ี 11 ความเป็นกรด-ดา่งและการละลายน า้ของสตูรส าเร็จท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซน็ต ์

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1/คา่เฉล่ียความเป็นกรด-ดา่งและการละลายน า้ของสตูรส าเร็จทัง้ 8 สตูร เฉล่ียจาก 4 ซ า้ 
2/คา่เฉล่ียท่ีตามด้วยอกัษรเหมือนกนัในแนวคอลมัน์ ไมม่ีความแตกตา่งทางสถิตท่ีิระดบัความ
เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ โดยวิธี Duncan’s Mutiple Range Test 

สตูรส าเร็จ คา่ความเป็นกรด-ดา่ง1/ การละลายน า้ (วินาที)1/ 
Granule 1 5.97±0.020 371.00±3.79a2/ 
Granule 2 5.83±0.004 387.33±1.45b 
Granule 3 5.91±0.010 404.33±2.03c 
Granule 4 5.95±0.008 436.33±1.86d 
Powder 1 6.02±0.004 433.67±2.60d 
Powder 2 6.07±0.005 434.33±2.33d 
Powder 3 6.11±0.004 449.33±1.76e 
Powder 4 6.14±0.005 466.00±2.52f 

ชดุควบคมุ (น า้กลัน่) 6.77±0.005 - 
C.V. (%) - 0.98 
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 8.4  การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้ S. griseus subsp. formicus ในสูตรส าเร็จ  
ในการควบคุมเชือ้รา  R.  microporus  ในห้องปฏิบัตกิาร 
  เมื่อน าสตูรส าเร็จท่ีผลิตได้มาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเส้น
ใยเชือ้รา R. microporus  ด้วยวิธี mycelial growth inhibition test บนอาหาร PDA พบวา่สตูร
ส าเร็จทัง้ 8 สตูร สามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ราได้ โดยสตูรส าเร็จชนิดแกรนลูมี
เปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้อยูใ่นช่วง 86.11-88.61 เปอร์เซน็ต ์ สว่นสตูรส าเร็จชนิดผงมีเปอร์เซน็ต์การ
ยบัยัง้อยูใ่นช่วง 81.63 - 85.93 เปอร์เซน็ต ์ โดยมีความแตกตา่งทางสถิติอย่างมีนยัส าคญักบัชดุ
ควบคมุซึ่งใช้น า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้แทนสตูรส าเร็จ  (ภาพท่ี12 และ ตารางท่ี 12) 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 12 ประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus ในสตูรส าเร็จ 
     ตอ่การควบคมุเชือ้รา  Rigidoporus  microporus ภายหลงัการผลิต 24 ชัว่โมง 
  
 ก. เชือ้รา R. microporus ชดุควบคมุ 
 ข. เชือ้ S. griseus subsp. formicus จากสตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 3 (S)  
     กบัเชือ้รา R. microporus (R) 
 ค. เชือ้ S. griseus subsp. formicus จากสตูรส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 4 (S)  
                กบัเชือ้รา R. microporus (R) 
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ตารางท่ี 12 เปอร์เซน็ต์การยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา Rigidoporus microporus ของเชือ้  
                  Streptomyces griseus subsp. formicus ในสตูรส าเร็จหลงัการผลิต 24 ชัว่โมง 

 

 1/ คา่เฉล่ียเปอร์เซ็นตย์บัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus หลงัจากการทดสอบ 5 วนั   
    เฉล่ียจาก 4 ซ า้ ค านวณจาก 
                          
                

2/คา่เฉล่ียท่ีตามด้วยอกัษรเหมือนกนัในแนวคอลมัน์ ไมม่ีความแตกตา่งทางสถิติท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ โดยวิธี Duncan’s Mutiple Range Test 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปแบบแกรนลู รูปแบบผง 
สตูร เปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้1/ สตูร เปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้1/ 

Granule 1  86.95±0.28b2/ Powder 1 81.63±0.82c 
Granule 2 86.11±0.32b Powder 2 84.07±0.37b 
Granule 3 88.61±0.28a Powder 3 83.33±0.00b 
Granule 4 86.67±0.45b Powder 4 85.93±0.37a 
ชดุควบคมุ 00.00±0.00c ชดุควบคมุ 00.00±0.00d 
C.V. (%) 0.87 C.V. (%) 1.12 

เปอร์เซ็นตก์ารเจริญในกรรมวิธีทดสอบ× 100 
เปอร์เซ็นตก์ารเจริญในกรรมวิธีควบคมุ เปอร์เซ็นตย์บัยัง้ =  100  -   
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  การน าจลุินทรีย์ในรูปของเชือ้สดมาใช้ในการควบคมุโรคพืชมีข้อจ ากดัหลาย
ประการ เช่น ความคงตวัของเชือ้ ความไมส่ะดวกในการน าไปใช้ จึงต้องมกีารพฒันาสตูรส าเร็จให้
อยู่ในรูปแบบท่ีมีความคงตวัสงู และสะดวกเมื่อน าไปประยกุต์ใช้ในสภาพสวนยางพารา โดย
รูปแบบท่ีน่าสนใจคือสตูรส าเร็จชนิดแกรนลู ซึ่งเป็นรูปแบบท่ีมีความคงตวัดี เพราะมีพืน้ท่ีผิวสมัผสั
อากาศน้อย ไมจ่บัตวัเป็นก้อน และชนิดผง ซึ่งมีขัน้ตอนการผลิตท่ีง่ายและสะดวกตอ่การน าไปใช้ 
(อจัฉรา อทิุศวรรณกลุ, 2536)  ดงันัน้จงึน า S.  griseus  subsp. formicus มาผลิตเป็น 
สตูรส าเร็จรูปแบบแกรนลูและชนิดผง และเมื่อท าการประเมินสตูรส าเร็จท่ีระดบัความเข้มข้น  
1 เปอร์เซน็ต์ พบวา่สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูท่ีผลิตได้ มีความสามารถละลายน า้ได้ในช่วง 6 นาที 11 
วินาที -7 นาที 16 วินาที มีคา่ความเป็นกรดออ่น (pH 5.83-5.97) ซึ่งสอดคล้องกบัการทดลองของ 
วานิด รอดเนียม (2552) ท่ีน า B. subtilis มาพฒันาเป็นสตูรส าเร็จชนิดแกรนลู โดยพบวา่
ระยะเวลาในการละลายน า้ของสตูรส าเร็จอยูใ่นช่วง 5-18 นาที และมีคา่ความเป็นกรดออ่นถึงปาน
กลาง สว่นสตูรส าเร็จชนิดผงมคีวามสามารถละลายน า้ได้ในช่วง 7 นาที 14 วินาที - 7 นาที 46 
วินาที มีคา่ความเป็นกรดออ่น (pH 6.02-6.04)  และเมื่อน าสตูรส าเร็จทัง้ชนิดแกรนลูและชนิดผง 
มาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus ด้วยวิธี mycelial 
growth inhibition test พบวา่ สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้อยู่ในช่วง 86.11-88.61 
เปอร์เซ็นต์ สว่นสตูรส าเร็จชนิดผงมเีปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้อยู่ในช่วง 81.63 - 85.93 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง
จากการทดลองของ Sabaratman  และ Traquair (2002) พบวา่สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูและชนิดผง
ของเชือ้ Streptomyces sp. Di-944 ท่ีผลิตเพ่ือใช้ในการควบคมุเชือ้ Rhizoctonia solani สามารถ
ยบัยัง้การเจริญของเชือ้สาเหตไุด้ 100 เปอร์เซ็นต์ เมื่อทดสอบด้วยวิธี dilution spread plate ใน
ระดบัห้องปฏิบตักิาร จากเหตผุลข้างต้นจงึได้น าสตูรส าเร็จท่ีผลิตได้ไปทดสอบการยบัยัง้เชือ้โรค
รากขาวของยางพาราในเรือนทดลอง วา่สามารถยบัยัง้การเกิดโรคได้หรือไม ่ เพ่ือเป็นแนวทางใน
การน าไปพฒันาและปรับปรุงตอ่ไป 
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 8.5 การทดสอบการมีชีวติรอดและประสิทธิภาพของเชือ้ S. griseus subsp. 
formicus ในสูตรส าเร็จภายใต้การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง (28-32 องศาเซลเซียส)  
และ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 6 เดือน 
  เมื่อตรวจนบัปริมาณเชือ้ S. griseus subsp. formicus ในสตูรส าเร็จทนัทีท่ีผลิต
ได้และน าไปเก็บรกัษาภายใต้อณุหภมูิห้อง (28-32 องศาเซลเซียส) และ 4 องศาเซลเซียส ตรวจนบั
ทกุเดือน เป็นเวลา 6 เดือน ด้วยวิธี  dilution spread plate พบวา่จ านวนประชากรของเชือ้ ท่ีมีชีวิต
รอดในสตูรส าเร็จท่ีเก็บรกัษาภายใต้อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส คอ่นข้างคงท่ีในช่วงเดือนท่ี 1-3 
และลดลงทกุๆเดือนหลงัจากเดือนท่ี 3 สว่นสตูรส าเร็จท่ีเกบ็รักษาภายใต้อณุหภมูิห้อง (28-32 
องศาเซลเซียส)นัน้ พบวา่จ านวนประชากรของเชือ้ในสตูรส าเร็จเร่ิมลดลงตัง้แตเ่ดือนแรกของการ
เก็บรักษา (ภาพท่ี13)  นอกจากนีย้งัพบวา่การเกบ็รักษาทัง้สองแบบไมม่ีการปนเปือ้นจากจลุนิทรีย์
ชนิดอ่ืน และเมื่อน าสตูรส าเร็จท่ีเก็บรกัษาภายใต้อณุหภมูิห้อง (28-32 องศาเซลเซียส) และ  
4 องศาเซลเซียส มาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus 
ด้วยวิธี mycelial growth inhibition test พบวา่สตูรส าเร็จท่ีเกบ็รักษาภายใต้อณุหภมูิ 4 องศา
เซลเซียส มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา R. microporus คอ่นข้างคงท่ีในช่วง
เดือนท่ี 1-3 มีประสิทธิภาพสงูกวา่สตูรส าเร็จท่ีเก็บรักษาภายใต้อณุหภมูห้ิอง (28-32 องศา
เซลเซียส) ท่ีลดลงตัง้แตเ่ดือนแรกของการเก็บรกัษา(ตารางท่ี 13  และ 14) ซึ่งอาจสืบเน่ืองมาจาก
จ านวนประชากรท่ีลดลงอย่างตอ่เน่ือง สอดคล้องกบัการทดลองของ Sabaratman  และ Traquair 
(2002) ท่ีศกึษาประสิทธิภาพและความมีชีวิตรอดของเชือ้ Streptomyces sp. Di-944 ในสตูร
ส าเร็จชนิดแกรนลูและชนิดผง โดยการเกบ็รักษาภายใต้อณุหภมูิ  4 และ 24 องศาเซลเซียส     
พบวา่สตูรส าเร็จท่ีเกบ็รักษาภายใต้อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส มีประสิทธิภาพและความมชีีวิตรอด
ของเชือ้ Streptomyces sp. Di-944 สงูกวา่การเก็บรักษาภายใต้อณุหภมูิ  24 องศาเซลเซียส  
เน่ืองจากการเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิต ่า ท าให้กระบวนการเมแทบอลิซึมของจลุนิทรีย์ท างานได้ช้าลง 
ทัง้ยงัช่วยป้องกนัการสะสมสารพิษและการสญูเสยีสารอาหารของจลุินทรีย์ (Kirsop and Doyle, 
1991)ท าเชือ้จลุินทรีย์ในสตูรส าเร็จท่ีเก็บรกัษาภายใต้อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส มชีีวิตรอดของเชือ้
สงูกวา่การเกบ็รักษาภายใต้อณุหภมูิห้อง สง่ผลให้สตูรส าเร็จท่ีเกบ็รักษาภายใต้อณุหภมูิ 4 องศา
เซลเซียส มปีระสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้ราสงูกวา่สตูรส าเร็จท่ีเกบ็รักษาภายใต้อณุหภมูิห้อง 
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ภาพที 13  จ านวนประชากรของเชือ้ S. griseus subsp. formicus  ในสตูรส าเร็จ  
                 จากการทดสอบ 6 เดือน 

ก. สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูเก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 ข. สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูเกบ็ท่ีอณุหภมูิห้อง 
 ค. สตูรส าเร็จชนิดผงเก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 ง. สตูรส าเร็จชนิดผงเก็บท่ีอณุหภมูห้ิอง 
หมายเหต ุ
 G1 = สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 1   P1 = สตูรส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 1 
 G2 = สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 2  P2 = สตูรส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 2 
 G3 = สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 3   P3 = สตูรส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 3 
 G4 = สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 4  P4 = สตูรส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 4 
 
 

ก. 

ง. ค. 

ข. 

เดือน เดือน 

เดือน เดือน 
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 ตารางท่ี 13 เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้เชือ้รา Rigidoporus microporus  โดยเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus                                     
                    ในสตูรส าเร็จชนิดแกรนลู จากการทดสอบ 6 เดือน 

 

  1/ คา่เฉล่ียเปอร์เซน็ต์ยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา Rigidoporus microporus หลงัจากการทดสอบ 5 วนั เฉล่ียจาก 4 ซ า้ 
 2/คา่เฉล่ียท่ีตามด้วยอกัษรเหมือนกนัในแนวคอลมัน์ ไมแ่ตกตา่งทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซน็ต์ โดยวิธี Duncan’s Mutiple Range Test

สตูรส าเร็จ 
เปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้ Rigidoporus microporus1/ 

เร่ิมต้น เดือนท่ี 1 เดือนท่ี 2 เดือนท่ี 3 เดือนท่ี 4 เดือนท่ี5 เดือนท่ี 6 

Granule 1 เก็บท่ี 4 °C 86.95±0.28b2/ 82.59±0.98cd 79.63±0.98ab 91.85±0.37b 65.19±0.74c 64.81±0.98b 63.19±0.15ab 
Granule 2 เก็บท่ี 4 °C 86.11±0.32b 80.07±0.07e 80.74±2.43ab 89.26±0.37c 65.93±0.74c 63.70±0.98b 60.96±0.52b 
Granule 3 เก็บท่ี 4 °C 88.61±0.28a 85.93±0.37b 81.85±0.37a 94.44±0.64a 72.30±0.32a 69.48±0.83a 66.15±0.52a 
Granule 4 เก็บท่ี 4 °C 86.67±0.45b 87.78±0.37a 80.00±1.48ab 93.33±0.74b 68.89±0.98b 68.89±0.37a 64.44±0.98a 
Granule 1 เก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 86.95±0.28b 82.22±0.00d 76.30±1.96b 66.67±1.28e 60.37±0.98d 54.81±0.74c 32.22±1.11d 
Granule 2 เก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 86.11±0.32b 80.96±0.15e 79.63±1.33ab 72.07±0.52d 59.63±0.37d 50.74±0.98d 34.07±0.74d 
Granule 3 เก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 88.61±0.28a 85.19±0.37b 78.52±0.74ab 73.04±0.77d 65.93±0.74c 54.81±0.74c 35.56±1.28d 
Granule 4 เก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 86.67±0.45b 84.44±0.37c 78.52±1.92ab 72.89±0.32d 60.00±0.37d 53.331.28±c 44.44±3.7c 
ชดุควบคมุ 00.00±0.00c 00.00±0.00f 00.00±0.00c 00.00±0.00f 00.00±0.00e 00.00±0.00e 00.00±0.00e 

C.V. (%) 1.08 0.96 3.58 1.56 1.99 2.75 5.62 
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ตารางท่ี 14 เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้เชือ้รา Rigidoporus microporus  โดยเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus                                                                  
                   ในสตูรส าเร็จชนิดผง จากการทดสอบ 6 เดือน 

1/ คา่เฉล่ียเปอร์เซ็นตย์บัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus หลงัจากการทดสอบ 5 วนั เฉล่ียจาก 4 ซ า้ 
2/คา่เฉล่ียท่ีตามด้วยอกัษรเหมือนกนัในแนวคอลมัน์ ไมม่ีความแตกตา่งทางสถิตท่ีิระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซน็ต์ โดยวิธี Duncan’s Mutiple Range Test 

สตูรส าเร็จ 
เปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้ Rigidoporus microporus1/ 

เร่ิมต้น เดือนท่ี 1 เดือนท่ี 2 เดือนท่ี 3 เดือนท่ี 4 เดือนท่ี5 เดือนท่ี 6 

Powder 1 เก็บท่ี 4 °C   81.63±0.82c2/ 82.96±0.37d 68.52±6.68b 85.19±0.37d 63.19±0.15c 63.33±0.64b 61.11±1.11a 
Powder 2 เกบ็ท่ี 4 °C 84.07±0.37b 85.93±0.74b 82.96±0.74a 88.52±0.74c 67.04±0.98b 66.67±0.00b 60.37±0.98a 

Powder 3 เกบ็ท่ี 4 °C 83.33±0.00b 87.04±0.37ab 82.22±0.00a 90.96±0.15b 71.11±0.00a 71.70±0.32a 62.96±0.74a 

Powder 4 เกบ็ท่ี 4 °C 85.93±0.37a 87.41±0.37a 84.07±0.98a 95.56±1.28a 71.70±0.32a 71.11±0.00a 63.70±0.70a 

Powder 1 เกบ็ท่ีอณุหภมูิห้อง 81.63±0.82c 84.44±0.64c 78.89±0.64a 61.48±0.74g 60.37±0.37d 51.85±0.74d 17.41±6.30c 
Powder 2 เกบ็ท่ีอณุหภมูิห้อง 84.07±0.37b 85.93±0.74b 78.89±0.64a 65.93±0.74f 65.56±0.64bc 57.78±1.28c 40.00±2.56b 
Powder 3 เกบ็ท่ีอณุหภมูิห้อง 83.33±0.00b 82.59±0.37d 80.37±0.98a 78.52±0.74e 59.63±0.37d 58.89±0.64c 37.04±0.74b 
Powder 4 เกบ็ท่ีอณุหภมูิห้อง 85.93±0.37a 85.93±0.37b 81.11±0.64a 79.26±0.74e 63.70±1.96c 48.15±3.71d 37.04±3.70b 
ชดุควบคมุ 00.00±0.00d 00.00±0.00e 00.00±0.00c 00.00±0.00h 00.00±0.00e 00.00±0.00e 00.00±0.00d 
C.V. (%) 1.07 1.02 5.67 1.72 2.36 4.36 10.93 
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9. การประเมินประสิทธิภาพสูตรส าเร็จของ เชือ้ S. griseus subsp. formicus ต่อการยบัยัง้

โรครากขาวของยางพาราในเรือนกระจก 

  การทดสอบประสิทธิภาพสตูรส าเร็จของเชือ้ S. griseus subsp. formicus ชนิด
แกรนลูสตูรท่ี 3 และชนิดผงสตูรท่ี 4 ตอ่การยบัยัง้โรครากขาวของยางพาราในเรือนกระจก 
เปรียบเทียบกบัการใช้สารก าจดัเชือ้ราคาร์บอกซิน และเซลล์แขวนลอยของเชือ้ S. griseus    
subsp. formicus เมื่อประเมินระดบัความรุนแรงการเกิดโรค พบวา่ทกุกรรมวิธีสามารถลดการเกิด
โรครากขาวในสภาพเรือนทดลองได้ไมแ่ตกตา่งกนัทางสถิติ แตม่ีคา่ดชันีการเกิดโรคท่ีแตกตา่งทาง
สถิติอย่างมีนยัส าคญักบักรรมวิธีควบคมุท่ีปลกูเชือ้สาเหตโุรคเพียงอย่างเดียว (ภาพท่ี 14 ) (ตาราง
ท่ี 15) และเมื่อน าดนิท่ีใช้ในการทดลอง (ทัง้ก่อนและหลงัการทดลอง) มาทดสอบคณุสมบตัิบาง
ประการ พบวา่ ดินหลงัการทดลองมีปริมาณธาตอุาหารหลกั (N P K) เพ่ิมมากขึน้จากดินก่อนการ
ทดสอบและมีคา่ความเป็นกรด-ดา่งท่ีมีความเป็นกลางมากขึน้ (ตารางท่ี 15) ทัง้นีอ้าจเน่ืองจาก    
มีการตรึงไนโตรเจนจากอากาศโดยจลุินทรีย์ดิน และการเกิดกิจกรรมการย่อยสลายระหวา่ง         
จลุินทรีย์ดิน (เชือ้รา แบคทีเรีย และแอคติโนมยัซีส) และแกลบท่ีใช้ผสมในดนิปลกู โดยจลุินทรีย์ดิน
จะขบัเอนไซม์เซลลเูลสออกมาย่อยสลาย (ธงชยั มาลา, 2546) ท าให้แร่ธาตอุงค์ประกอบถกูปลด 
ปลอ่ยออกมา ซึ่งในแกลบมีปริมาณไนโตรเจน(N) ฟอสฟอรัส(P2O5) โพแทสเซียม(K2O) และมี
อินทรีย์คาร์บอน(Org. C) ร้อยละ  0.36, 0.09, 1.08 และ 54.72 ตามล าดบั (ปรัชญา ธญัญาด ี
และคณะ, 2540)  
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ภาพท่ี 14 พุ่มใบและรากของกล้ายางพารา หลงัการทดสอบประสิทธิภาพสตูรส าเร็จของเชือ้    
             Streptomyces griseus subsp. formicus ตอ่การยบัยัง้โรครากขาวของยาง 
                พาราในเรือนกระจก เป็นเวลา 3 เดือน 
ก. กรรมวิธีท่ีใช้สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 3 ควบคมุเชือ้ R. microporus   
ข. กรรมวิธีท่ีใช้สตูรส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 4 ควบคมุเชือ้ R. microporus 
ค. กรรมวิธีท่ีใช้เซลล์แขวนลอย S. griseus subsp. formicus ควบคมุเชือ้ R. microporus 
ง. กรรมวิธีท่ีใช้คาร์บอกซิน  ควบคมุเชือ้ R. microporus 
จ. กรรมวิธีท่ีปลกูเชือ้รากขาวเพียงย่างเดยีว (ชดุควบคมุ : พบอาการใบเหลืองและเห่ียวมากท่ีสดุ) 
ฉ. กรรมวิธีท่ีปลกูพืชตามปกต ิ

ก ก 

ข ข 

ค ค 

ง ง 

จ จ 

ฉ ฉ 



 

ตารางท่ี 15 ประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus ในการควบคมุโรครากขาวของกล้ายางพาราในเรือนกระจก 
                   และคณุสมบตัิของดินก่อนและหลงัการทดสอบ 3 เดือน 

 

                          
3/คา่เฉล่ียท่ีตามด้วยอกัษรเหมือนกนัในแนวคอลมัน์ ไมม่ีความแตกตา่งทางสถิตท่ีิระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซน็ต์ โดยวิธี Duncan’s Mutiple Range Test 

กรรมวิธี 
ดชันีการเกิด

โรค1/ 
เปอร์เซ็นต์
ลดการ
เกิดโรค2/ 

เปอร์เซ็นต์
น า้หนกัแห้งของ
รากต้นกล้ายาง 

คณุสมบตัิของดนิ 
Total N 
(g/kg) 

Available P 
(mg/kg) 

Available 
K (mg/kg) 

pH 

ดินก่อนการทดลอง - - - 0.40 21.02 29.53 4.88 
ดิน + Granule 3+ ต้นกล้ายาง + R. microporus 20.83±4.17a3/ 73.73 50.11±1.17a 0.67 29.72 69.90 5.87 
ดิน + Powder 4+ ต้นกล้ายาง + R. microporus  20.83±4.17a 73.73 48.76±0.61a 0.45 22.27 61.09 5.27 
ดิน + แบคทีเรียแขวนลอยของ  S. griseus subsp. 
formicus +ต้นกล้ายาง + R. microporus 

25.00±7.22a 68.35 49.84±0.68a 0.55 23.09 85.90 5.36 

ดิน + คาร์บอกซิน  + ต้นกล้ายาง + R. microporus 16.67±7.77a 84.18 50.64±0.93a 0.46 22.97 77.88 5.19 
ดิน + ต้นกล้ายาง + R. microporus 72.50±4.17b 0.00 33.69±3.76b 0.45 27.37 74.10 5.36 
ดิน + ต้นกล้ายาง - - 49.87±1.63a 0.40 20.18 46.54 5.27 
C.V. (%) 30.57 - 6.68 - - - - 

ผลรวมการเป็นโรคแตล่ะระดบั× 100 
จ านวนต้นยาง x ระดบัการเกิดโรคสงูสดุ 

1/ ดชันีการเกิดโรค =    
ความรุนแรงของโรคในกรรมวิธีควบคมุ 

ความรุนแรงของโรคในกรรมวิธีทดสอบ× 100 2/ เปอร์เซ็นต์ลดการเกิดโรค =  100  -   
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บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง 

 
 น าตวัอย่างดินจากสวนยางพาราในพืน้ท่ีภาคใต้ของประเทศไทย  จ านวน 60 

ตวัอย่างมาแยกแบคทีเรีย Streptomyces spp. ได้เชือ้จ านวน 258 ไอโซเลท และเมื่อน ามา
ทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้รา  R. microporus สาเหตโุรครากขาวของยางพารา พบวา่
มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้อยู่ในช่วง 0.00 - 83.57 เปอร์เซน็ต์ และมีเพียง 61 ไอโซเลทท่ีสามารถยบัยัง้
การเจริญของเชือ้ราได้ โดยไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัยัง้ได้ดีท่ีสดุคือ ไอโซเลท106 
รองลงมาคือ 110  และ 25   ซึ่งมเีปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้เท่ากบั 83.57, 74.29 และ 70.36 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั 
  การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้ Streptomyces spp.ในการยบัยัง้การเจริญของ
เส้นใยเชือ้รา R. microporus ในดินในหลอดทดลอง พบวา่ เชือ้ Streptomyces sp. ไอโซเลท 106 
สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้รารากขาวได้ดีกวา่ไอโซเลท 110 ทัง้ในชดุทดสอบท่ีวางเลีย้งใน
สภาพปกติและการวางเลีย้งในท่ีมืด โดย Streptomyces sp. ไอโซเลท 106 มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้
ในชดุทดสอบท่ีวางเลีย้งในสภาพปกติและการวางเลีย้งในท่ีมืดเท่ากบั  96.34 และ 95.05 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั สว่นไอโซเลท 110 มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้ในชดุทดสอบท่ีวางเลีย้งในสภาพ
ปกติและการวางเลีย้งในท่ีมืดเท่ากบั 71.58 และ 69.10 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั 
  การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ลกัษณะทางชีวเคม ี และจ าแนกชนิดโดยใช้ 
partial 16S rDNA sequence analysis พบวา่ Streptomyces sp. ไอโซเลท 106 ตรงกบั 
accession number AB184627 ซึ่งจ าแนกชนิดได้เป็น S. griseus subsp. formicus strain : 
NBRC 14886 โดยมีความเหมือนกนั 100 เปอร์เซ็นต์  
  การศกึษาประสิทธิภาพของเชือ้ S. griseus subsp. formicus ตอ่การ
เปลี่ยนแปลงของเส้นใยเชือ้รา R. microporus  ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบสอ่งกราด 

(SEM) พบวา่เชือ้ S. griseus subsp. formicus สามารถท าให้เส้นใยของเชือ้รา R. microporus มี
อาการเห่ียวยน่และบิดเบีย้วอย่างเหน็ได้ชดั 
  การทดสอบประสิทธิภาพของสารออกฤทธ์ิจากเชือ้ S. griseus subsp. formicus 
ตอ่การยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus  พบวา่ สารสกดัหยาบจากเชือ้  
S. griseus subsp. formicus สามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา R. microporus  ได้ดี โดย
มีคา่ MIC เท่ากบั 62.5 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และมีคา่ MFC เท่ากบั 125.0 ไมโครกรัมตอ่
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มิลลิลิตร และเมื่อน ามาตรวจหาต าแหน่งของสารต้านเชือ้ราด้วยวิธี Bioautography พบวา่ 
ต าแหน่งของสารท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ราได้ชดัเจน (เกิดบริเวณยบัยัง้) คือ
ต าแหน่งท่ีมคีา่อตัราการเคลื่อนท่ีของสารบนตวัดดูซบั (Rf ) เท่ากบั 0.06 ซึ่งเป็นสารชนิดท่ีมีขัว้สงู
เน่ืองจากละลายได้น้อยในตวัท าละลายท่ีมีขัว้ต ่า  
   การผลิตสตูรส าเร็จของเชือ้ S. griseus subsp. formicus พบวา่ สามารถผลิต
สตูรส าเร็จแกรนลูได้ 4 สตูร และสตูรส าเร็จชนิดผง 4 สตูร เมื่อประเมินคณุสมบตัทิางกายภาพและ
ชีวภาพ พบวา่ ชนิดแกรนลูสตูรท่ี 3 และชนิดผงสตูรท่ี 4 มีคณุสมบตัท่ีิเหมาะสมตอ่การน าไปใช้
ทดสอบการยบัยัง้โรครากขาวในเรือนกระจก 
  การทดสอบประสิทธิภาพของสตูรส าเร็จของเชือ้ S. griseus subsp. formicus 
ตอ่การยบัยัง้โรครากขาวของยางพาราในเรือนทดลอง พบวา่ทัง้สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 3 และ
ชนิดผงสตูรท่ี 4 สามารถลดการเกิดโรครากขาวได้ดี ไมแ่ตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติกบัการ
ใช้สารก าจดัเชือ้ราคาร์บอกซิน 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลีย้งเชือ้ และอาหารทดสอบชีวเคมี 
1. Yeast extract malt extract broth 
 Bacto yeast extract   4 กรัม 
 Bacto malt extract   10 กรัม 

Glucose  4 กรัม 
ละลายสว่นประกอบทัง้หมดลงในน า้กลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี 
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 – 20 นาที 
 
2. M9 medium agar 

Mannitol  10 กรัม 
Peptone    2 กรัม 
Beef extract    1 กรัม 
Yeast extract    1 กรัม 
Agar  15 กรัม 

ละลายสว่นประกอบทัง้หมดลงในน า้กลัน่ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เท่ากบั 7 แล้ว 
เติมน า้กลัน่ให้ครบ 1 ลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 – 20 นาที 
 
3. M9 medium agar ผสม 2.4% colloidal chitin 
ละลาย colloidal chitin 24 กรัม และสว่นประกอบทัง้หมดของ M9 ลงในน า้กลัน่ปริมาตร 
500 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เท่ากบั 7 แล้วเติมน า้กลัน่ให้ครบ 1 ลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 – 20 นาที 
 
4. Starch hydrolysis agar 

Nutrient agar  23 กรัม 
Potato starch  10 กรัม 

ละลายวุ้นในน า้กลัน่ 500 มิลลิลิตร ต้มให้ละลาย ละลายแป้งในน า้กลัน่ 250 มิลลิลิตร ต้ม 
ให้ละลาย ผสมสารละลายวุ้นและแป้งเข้าด้วยกนั เติมน า้กลัน่ให้ครบ 1 ลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี 
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
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5. Casein agar 
Solution A : Skim milk  10 กรัม 
Distilled water  90 มิลลิลิตร 

เติมนมลงในน า้พร้อมกบัคนตลอดเวลาเพ่ือไมใ่ห้นมจบัตวักนัเป็นก้อน 
Solution B : Agar  3 กรัม 
Distilled water  97 มิลลิลิตร 

น า สารละลายทัง้สองชนิดแยกกนัไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ทิง้ไว้ให้เยน็อณุหภมู ิ45 – 50 องศาเซลเซียส ผสมสารละลายทัง้สองชนิดให้เข้ากนั เทใสจ่าน 
อาหารแล้วทิง้ไว้ให้แขง็ตวั 
 
6. Basal mineral salts medium 

(NH4)2SO4  2.64 กรัม 
KH2PO4  2.38 กรัม 
K2HPO4.3H2O  5.65 กรัม 
MgSO4.7H2O  1 กรัม 
Trace salts solution  1 มิลลิลิตร 
agar  15 กรัม 

ละลายสว่นประกอบทัง้หมดลงในน า้กลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี 
อณุหภมู ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 – 20 นาที 
Trace salts solution 

CuSO4.5H2O  0.64 กรัม 
FeSO4.7H2O  0.11 กรัม 
MnCl2.4H2O  0.79 กรัม 
ZnSO4.7H2O  0.15 กรัม 
Distilled water  100 มิลลิลิตร 
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7. Carboxyl methyl cellulose (CMC) agar 
C4H12N2O6  5  กรัม 
KH2PO4  1  กรัม 
 MgSO4.7H2O 0.5  กรัม 
Yeast extract 0.1  กรัม 
CaCl2.2H2O 0.001  กรัม 
Carboxyl methyl cellulose 20  กรัม 
Agar 16  กรัม 
Distilled water  1,000  มิลลิลิตร 

ละลายวุ้นในน า้กลัน่ 500 มิลลิลิตร ต้มให้ละลาย ละลายสว่นประกอบในน า้กลัน่ 500 มิลลิลิตร  
ต้มให้ละลาย ผสมสารละลายทัง้สองเข้าด้วยกนั เติมน า้กลัน่ให้ครบ 1 ลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี 
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15-20 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 1 เปอร์เซน็ต์การยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา Rigidoporus microporus  
            โดยเชือ้ Streptomyces spp. 

ล าดบัท่ี ไอโซเลทเชือ้ เปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้การเจริญ                  
R. microporus 

1 106 83.57 
2 110 74.29 

3 25 70.36 

4 98 69.29 

5 82 68.95 

6 100 67.14 

7 86 67.14 

8 196 64.64 

9 104 63.33 
10 87 62.86 

11 17 62.5 

12 145 62.5 

13 111 62.14 

14 46 61.79 

15 71 57.14 

16 152 56.79 

17 95 56.19 
18 12 56.19 

19 114 54.76 

20 11 54.76 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ตอ่)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ล าดบัท่ี ไอโซเลทเชือ้ เปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้การเจริญ                  
R. microporus 

21 205 52.86 

22 246 52.86 
23 184 49.52 

24 247 49.29 

25 129 49.05 

26 166 48.57 

27 109 45.71 

28 28 44.64 

29 26 43.93 

30 64 43.93 
31 27 41.43 

32 150 38.1 

33 53 37.14 

34 4 37.14 

35 55 34.29 

36 31 33.93 

37 199 29.29 

38 251 28.57 
39 231 28.57 

40 192 28.57 

41 146 28.57 

42 139 28.57 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ตอ่) 
 

ล าดบัท่ี ไอโซเลทเชือ้ เปอร์เซ็นตก์ารยบัยัง้การเจริญ                  
R. microporus 

43 124 28.57 

44 93 28.57 

45 69 28.57 

46 62 28.57 

47 61 28.57 

48 48 28.57 

49 9 28.57 
50 24 27.14 

51 10 23.14 

52 90 18.57 

53 206 14.29 

54 197 14.29 

55 191 9.29 

56 224 8.21 

57 21 5.36 
58 19 5.36 

59 253 10.31 

60 252 10.12 

61 251 9.64 
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ตารางภาคผนวกท่ี 2 การเจริญของเชือ้  Streptomyces  griseus  subsp.  formicus และ 
         Rigidoporus microporus บนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีผสมสารประกอบในการ  
           ท าสตูรส าเร็จแตล่ะชนิดท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 

 

 
  3/คา่เฉล่ียจาก 5 ซ า้ คา่เฉล่ียท่ีตามด้วยอกัษรเหมือนกนัในแนวคอลมัน์ ไมม่ีความแตก    
ตา่งทางสถิตท่ีิระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ โดยวิธี Duncan’s Mutiple Range Test 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ชนิดของสารประกอบในการ 
ท าสตูรส าเร็จ 

การเจริญของเชือ้  
S. griseus subsp. formicus 

x105cfu./ml 
R. microporus 
(มิลลิเมตร) 

Lactose monohydrate  4.93±0.03a 3.50±0.06a 
PVP (k-30)  4.97±0.12a 3.33±0.09a 
Sodium alginate  5.00±0.12a 3.23±0.15a 
ชดุควบคมุ 4.97±0.88a 3.37±0.20a 
C.V. 3.78 6.98 
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ตารางภาคผนวกท่ี 3 วิเคราะห์ความแปรปรวนการเจริญของเชือ้ Rigidoporus microporus  
                ในดินท่ีผสมเชือ้  Streptomyces spp. ในหลอดทดลองหลงัการ 
    ทดสอบ 5 วนั 

C.V. 6.78% 
* แตกตา่งทางสถิติท่ี p<0.05 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 4 วิเคราะห์ความแปรปรวนการเจริญของเชือ้ Rigidoporus microporus  
                 ในดินท่ีผสมเชือ้  Streptomyces spp. ในหลอดทดลองหลงัการ 
     ทดสอบ 10 วนั 

 

C.V. 3.84% 
* แตกตา่งทางสถิติท่ี p<0.05 

 
 
 
 
 
 
 
 

Source df SS MS F 
Treatment             5       49.900          9.980     674.195* 
Error           18         0.266          0.015  
Total           23       50.166   

Source df SS MS F 
Treatment              5        374.544          74.909   2720.795* 
Error            18              .496            0.028   
Total            23        375.039     
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ตารางภาคผนวกท่ี  5    วิเคราะห์ความแปรปรวนการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ Rigidoporus  
           microporus โดยเชือ้  Streptomyces spp. ในดินในหลอดทดลอง  
            หลงัการทดสอบ 10 วนั 

C.V. 3.10% 
* แตกตา่งทางสถิติท่ี p<0.05 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 6 วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. 
   formicus ในสตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 1 

C.V. 18.34% 
ns ไมแ่ตกตา่งทางสถิติท่ี p<0.05 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 7 วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. 
   formicus ในสตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 2 

C.V. 4.78% 
** แตกตา่งทางสถิติท่ี p<0.01 

Source df SS MS F 
Treatment              5     39343.637      7868.727    2679.543* 
Error            18           52.859            2.937   
Total            23     39396.495    

Source df SS MS F 
Treatment             4           0.811            0.203         3.341ns 
Error           10           0.607            0.061   
Total           14           1.417   

Source df SS MS F 
Treatment             4           0.204           0.051         8.500** 
Error           10           0.060           0.006   
Total           14           0.264   
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ตารางภาคผนวกท่ี 8 วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. 
   formicus ในสตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 3 

C.V. 4.27% 
ns ไมแ่ตกตา่งทางสถิติท่ี p<0.05 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 9 วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. 
   formicus ในสตูรส าเร็จชนิดแกรนลูสตูรท่ี 4 

C.V. 9.26% 
ns ไมแ่ตกตา่งทางสถิติท่ี p<0.05 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 10 วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. 
   formicus ในสตูรส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 1 

C.V. 10.15% 
* แตกตา่งทางสถิติท่ี p<0.05 
 

Source df SS MS F 
Treatment             4           0.023            0.006        0.773ns 
Error           10           0.073            0.007   
Total           14           0.096      

Source df SS MS F 
Treatment             4           0.029           0.007        0.306ns 
Error           10           0.240           0.024   
Total           14           0.269      

Source df SS MS F 
Treatment             4           0.589           0.147         7.367* 
Error           10           0.200           0.020   
Total           14           0.789   
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ตารางภาคผนวกท่ี 11 วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. 
   formicus ในสตูรส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 2 

C.V. 7.54% 
ns ไมแ่ตกตา่งทางสถิติท่ี p<0.05 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 12 วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. 
   formicus ในสตูรส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 3 

C.V. 8.54% 
ns ไมแ่ตกตา่งทางสถิติท่ี p<0.05 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 13 วิเคราะห์ความแปรปรวนปริมาณเชือ้ Streptomyces griseus subsp. 
   formicus ในสตูรส าเร็จชนิดผงสตูรท่ี 4 

C.V. 7.32% 
ns ไมแ่ตกตา่งทางสถิติท่ี p<0.05 
 

Source df SS MS F 
Treatment             4           0.083           0.021        1.240ns 
Error           10           0.167           0.017   
Total           14           0.249   

Source df SS MS F 
Treatment               4           0.017           0.004        0.361ns 
Error           10           0.120           0.012   
Total           14           0.137   

Source df SS MS F 
Treatment               4           0.236           0.059        3.848ns 
Error           10           0.153           0.015   
Total           14           0.389     
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ตารางภาคผนวกท่ี 14 วิเคราะห์ความแปรปรวนความสามารถในการละลายน า้ของสตูร 
   ส าเร็จทัง้ชนิดแกรนลูและชนิดผง (8 สตูร) 

C.V. 6.68 % 
* แตกตา่งทางสถิตท่ีิ p<0.05 
 
ตารางภาคผนวกท่ี  15  วิเคราะห์ความแปรปรวนการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ Rigidoporus  
           microporus โดยสตูรส าเร็จชนิดแกรนลู 

C.V. 0.87% 
* แตกตา่งทางสถิติท่ี p<0.05 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 16   วิเคราะห์ความแปรปรวนการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ Rigidoporus 
                       microporus โดยสตูรส าเร็จชนิดผง 

C.V. 1.12% 
* แตกตา่งทางสถิติท่ี p<0.05 

Source df SS MS F 
Treatment             7          21859.96          3122.85     182.356* 
Error           16              274.00              17.13   
Total           23          22133.96     

Source df SS MS F 
Treatment            4    24282.709    6070.677 16423.659 
Error          15            5.544          0.370   
Total          19    24288.253    

Source df SS MS F 
Treatment            4   16858.306   4214.576  7356.052* 
Error          10            5.729          0.573   
Total          14    16864.035    
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ภาคผนวก ค 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 17   จ านวนประชากรของเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus ในสตูรส าเร็จชนิดแกรนลู  
    ในการเก็บรักษาท่ี 4 องศาเซลเซียสและอณุหภมูห้ิอง จากการทดสอบ 6 เดือน 

จ านวนประชากร x106 cfu/g 

 
สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส สตูรส าเร็จชนิดแกรนลูอณุหภมูห้ิอง 

 
1 2 

3 
 

4 1 2 3 4 

เร่ิมต้น 1.35±0.02ab 1.62±0.01a 1.96±0.01b 1.67±0.02b 1.34±0.02a 1.62±0.01a 1.96±0.01a 1.67±0.02a 
เดือนท่ี 1 1.33±0.09ab 1.30±0.06b 1.90±0.06b 1.73±0.09b 1.26±0.07a 1.23±0.03b 1.83±0.09a 1.70±0.06a 
เดือนท่ี 2 1.24±0.11b 1.17±0.03b 1.48±0.11c 1.22±0.04c 0.68±0.02b 0.72±0.04c 0.96±0.04b 0.81±0.03b 
เดือนท่ี 3 1.54±0.18a 1.63±0.22a 2.27±0.09a 2.10±0.12a 0.53±0.07c 0.60±0.00d 0.70±0.06c 0.60±0.12c 
เดือนท่ี 4 0.57±0.07c 0.50±0.01c 1.09±0.06d 0.83±0.08d 0.30±0.00d 0.31±0.02e 0.50±0.05d 0.31±0.02d 
เดือนท่ี5 0.44±0.01c 0.49±0.01c 0.60±0.04e 0.53±0.01e 0.17±0.01e 0.13±0.03f 0.17±0.01e 0.15±0.01e 
เดือนท่ี 6 0.36±0.01c 0.35±0.01c 0.39±0.00f 0.39±e 0.04±0.01f 0.04±0.01g 0.05±0.01e 0.06±0.01e 
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ตารางภาคผนวกท่ี 18   จ านวนประชากรของเชือ้ Streptomyces griseus subsp. formicus ในสตูรส าเร็จชนิดผง  
    ในการเก็บรักษาท่ี 4 องศาเซลเซียสและอณุหภมูห้ิอง จากการทดสอบ 6 เดือน

จ านวนประชากร x106 cfu/g 

 
สตูรส าเร็จชนิดผงเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส สตูรส าเร็จชนิดผงอณุหภมูิห้อง 

 
1 2 3 4 1 2 3 4 

เร่ิมต้น 1.39±0.05b 1.52±0.02a 1.45±0.05b 1.67±0.03c 1.39±0.05a 1.52±0.02a 1.45±0.05b 1.67±0.03b 
เดือนท่ี 1 1.53±0.09ab 1.60±0.12a 1.43±0.09b 1.83±0.03b 1.46±0.09a 1.63±0.12a 1.66±0.09a 1.90±0.06a 
เดือนท่ี 2 1.02±0.07c 1.50±0.08a 1.41±0.10b 1.39±0.04d 0.69±0.03b 0.69±0.06b 0.74±0.04c 0.87±0.02d 
เดือนท่ี 3 1.63±0.09a 1.50±0.15a 1.96±0.07a 2.14±0.03a 0.40±0.00c 0.50±0.12b 0.67±0.12c 1.03±0.09c 
เดือนท่ี 4 0.39±0.03d 0.52±0.01b 0.79±0.10c 0.86±0.03e 0.32±0.02c 0.47±0.06b 0.33±0.04d 0.39±0.05e 
เดือนท่ี5 0.41±0.03d 0.50±0.01b 0.57±0.02c 0.56±0.02f 0.16±0.01d 0.21±0.01c 0.31±0.02d 0.11±0.01f 
เดือนท่ี 6 0.35±0.02d 0.35±0.01b 0.42±0.01c 0.46±0.06g 0.02±0.01d 0.05±0.01c 0.05±0.02e 0.06±0.01f 
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ภาคผนวก ง 
 

Report of Microbial Identification by partial 16S rDNA sequence analysis 

Sample Name : streptomyces 
 

971 bp Identification 

Homology Search with BLASTn program from NCBI database 

 

Sequences producing significant alignments:                   SCORE  E VALUE 

 

AB184627  Streptomyces griseus subsp. formicus strain: NBRC 14886  1752  0.0   
DQ026653  Streptomyces varsoviensis strain NRRL B-3589         1719  0.0   

AB184306  Streptomyces varsoviensis strain: NBRC 13093        1716  0.0   

HQ537078  Streptomyces sp. FXJ23            1712  0.0   

AY314785  Streptomyces sp. FXJ23            1712  0.0   

 

BLASTN 2.2.25+  

Reference: 

Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro A. 

Schäffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and 

David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new 

generation of protein database search programs", Nucleic 

Acids Res. 25:3389-3402. 

 

RID: ZKNBFKUG01S 

 

Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS, 

GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences) 

           14,118,894 sequences; 36,397,425,001 total letters 

 

Query= step contig Length=971 

>step contig 

AATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACGACCTC 

CGACCGCATGGTCTGGTGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCA 

GCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGA 

CCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA 

TTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGT 

TGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGG 

CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTG 

GGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCC 

GGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGT 

AGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCG 

ATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

ACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTA 

ACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGAC 

GGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTAC 

CAAGGCTTGACATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACA 

GGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG 

CGCAACCCTTG 

 

Alignment and Phylogenic tree by MEGA 4  

Unweighted pair-group method using arithmetic averages (UPGMA) 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/90960448?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKNBFKUG01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#90960448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/68137767?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ZKNBFKUG01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#68137767
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/90960122?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=ZKNBFKUG01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#90960122
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326807163?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=ZKNBFKUG01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#326807163
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/32307430?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=ZKNBFKUG01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#32307430
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Retrieve&list_uids=9254694&dopt=Citation
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 streptomyces

 AB184627

 HQ537078

 AY314785

 DQ026653

 AB184306

 
>gi|90960448|dbj|AB184627.1|  Streptomyces griseus subsp. formicus gene for 

16S rRNA, partial sequence, strain: NBRC 14886 

Length=1473 

 

 Score = 1752 bits (1942),  Expect = 0.0 

 Identities = 971/971 (100%), Gaps = 0/971 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  1    AATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACGACCTC  60 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  90   AATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACGACCTC 149 

 

Query  61   CGACCGCATGGTCTGGTGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCA 120 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  150  CGACCGCATGGTCTGGTGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCA 209 

 

Query  121  GCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGA  18 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  210  GCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGA 269 

 

Query  181  CCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA 240 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  270  CCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA 329 

 

Query  241  TTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGT 300 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  330  TTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGT 389 

 

Query  301  TGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGG 360 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  390  TGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGG 449 

 

Query  361  CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTG 420 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  450  CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTG 509 

 

Query  421  GGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCC 480 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  510  GGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCC 569 

 

Query  481  GGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGT 540 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  570  GGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGT 629 

 

Query  541  AGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCG 600 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  630  AGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCG 689 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/90960448?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ZKNBFKUG01S
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Query  601  ATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 660 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  690  ATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 749 

 

Query  661  ACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTA 720 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  750  ACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTA 809 

 

Query  721  ACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGAC 780 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  810  ACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGAC 869 

 

Query  781  GGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTAC 840 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  870  GGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTAC 929 

 

Query  841  CAAGGCTTGACATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACA 900 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  930  CAAGGCTTGACATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACA 989 

 

Query  901  GGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG 960 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  990  GGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG1049 

 

Query  961  CGCAACCCTTG  971 

            ||||||||||| 

Sbjct  1050 CGCAACCCTTG  1060 

 
 


