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บทคัดย่อ 
 โรครากขาวของยางพาราเป็นโรคที่พบระบาดมากที่สุดในพ้ืนที่ปลูกทั่วโลก งานวิจัยนี้ได้น าเสนอการ
ประเมินประสิทธิภาพของเชื้อ Streptomyces griseus subsp. formicus ในการป้องกันพืชจากการเข้าท าลาย
ของเชื้อรารากขาว Rigidoporus microporus โดยท าการศึกษาผลของเชื้อ S. griseus subsp. formicus ต่อ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา R. microporus RIG 56 ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
พบว่าเชื้อ S. griseus subsp. formicus ท าให้เส้นใยเชื้อราเจริญผิดปกติ เส้นใยแตกแขนงลดลง รวมทั้งปลายเส้น
ใยไม่เจริญ ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากเชื้อปฏิปักษ์ผลิตสารเมตาบอไลท์ทุติยภูมิไปยับยั้งกระบวนการสังเคราะห์ เยื่อหุ้ม
เซลล์ของเชื้อรา ผลการทดสอบในสภาพเรือนทดลองพบว่าเชื้อ S. griseus subsp. formicus ลดการเกิดโรคราก
ขาวได้ เม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม ดังนั้นการใช้เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์นี้จึงเป็นอีกแนวทางหนึ่งที่จะใช้เ พ่ือ
ควบคุมการระบาดของโรครากขาวของยางพารา 
ค าส าคัญ: การควบคุมโดยชีววิธี, โรครากขาว, ยางพารา, Streptomyces griseus 

 
Abstract 

 White root rot of rubber is one of the most important diseases affecting this crop 
worldwide. This work presents the evaluation of the capacity of Streptomyces griseus subsp. 
formicus to protect rubber plants against Rigidoporus microporus. Effects of S. griseus subsp. 
formicus on morphology of plant pathogenic fungi R. microporus RIG 56 was observed by scanning 
electron microscopy. The micrographs of mycelia treated with S. griseus subsp. formicus 
illustrated aberrant surface morphology folding with the formation of short branches and 
undifferentiated tips. Secondary metabolite production by S. griseus subsp. formicus may inhibit 
the ergosterol biosynthesis pathway. In greenhouse experiments, application of S. griseus subsp. 
formicus significantly reduced the incidence of white root rot fungal disease compared with 
untreated controls. Introducing antagonistic bacteria represent an alternative or complementary 
strategy for the control of this disease. 
Keywords: Biological control, White root rot, Rubber, Streptomyces griseus 
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคัญและท่ีมำของปัญหำท่ีท ำกำรวิจัย 
ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) เป็นพืชเศรษฐกิจส าคัญล าดับต้น ๆ ของประเทศไทย เป็นยาง

ที่กรีดได้แล้วจ านวน 18,082,915 ไร่ มีผลผลิต 4,271,827 ตัน (ศูนย์สารสนเทศการเกษตร ส านักงานเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2558) ปัญหาในการผลิตยางพาราที่ส าคัญประการหนึ่งคือโรค ซ่ึงมีทั้งโรคที่เกิดกับใบ หน้ากรีด และราก 
โดยโรคที่เกิดกับรากก่อให้เกิดความเสียหายกับยางพารามากที่สุดในขณะนี้ คือ โรครากขาว ซ่ึงเกิดจากเชื้อ 
Rigidoporus  microporus  (Sw.) Overeem (Syn. Rigidoporus lignosus (Klotzsch) Imazeki) ซ่ึ ง มักร ะ บ า ด
อย่างรุนแรงในฤดูฝน โดยเฉพาะในพ้ืนที่ท่ีมีฝนตกชุก และความชื้นสูง เชื้อสามารถเข้าท าลายต้ังแต่ยางอายุ 1-2 ปี ท า
ให้ต้นที่เป็นโรคยืนต้นตาย และเป็นแหล่งแพร่กระจายเชื้อแก่ต้นยางข้างเคียง ท าให้จ านวนต้นยางและผลผลิตลดลง 
อารมณ์ และคณะ (2553) ส ารวจและประเมินความเสียทางเศรษฐกิจ ในปี 2551-2553 พบว่าพ้ืนที่ปลูกยางภาคใต้มี
การระบาดของโรครากขาวกระจายในทุกพ้ืนที่ ท าความเสียหายแก่แปลงยางในจังหวัดระยอง จันทบุรี และตราด มี
พ้ืนที่เสียหายจากโรครากขาว ทั้งหมด 1,929 ไร่ หรือร้อยละ 3.43 ของพ้ืนที่สวนยางที่พบโรค โดยพ้ืนที่สวนยาง ใน
จังหวัด นครศรีธรรมราช มีความเสียหายจากโรครากขาวต่อพ้ืนที่มากที่สุดร้อยละ 4.45 รองลงมาคือจังหวัดกร ะบี่ 
ชุมพร สุราษฎร์ธานี พังงา ระนอง และ ภูเก็ต มีความเสียหายต่อพ้ืนที่ร้อยละ 4.15 3.81 3.08 3.02 1.91 และ 1.56 
ตามล าดับ สวนยางที่พบเป็นโรครากขาวมีอายุเฉลี่ย 13 ปี มีความเสียหายและมีบริเวณที่เป็นโรคเฉลี่ย 0.61 ไร่ 
วิเคราะห์เป็นพ้ืนที่ปลูกยางของภาคใต้ตอนบนทั้งหมดจะพบว่าช่วงปี 2551-2553 มีพ้ืนที่เสียหายจากโรครากขา ว
ประมาณ 31,413 ไร่ หรือคิดความเสียหายต่อพ้ืนที่ปลูกร้อยละ 0.57 คิดเป็นมูลค่าผลผลิตยางที่สูญเสียประมาณ 848 
ล้านบาท หากไม่มีการจัดการโรคในอีก 10 ปี เม่ือถึงเวลาโค่น คาดว่าจะมีพ้ืนที่เป็นโรคมากขึ้นถึง 113,726 ไร่ คิดเป็น
มูลค่าผลผลิตสะสม 10 ปี ไม่ต่ ากว่า 19,257 ล้านบาท และมูลค่าไม้ยางที่หายไปอีกประมาณ 5,200 ล้านบาท รวม
มูลค่าที่สูญหายมากถึง 24,500 ล้านบาท ส าหรับการศึกษาสวนยางเป็นโรคในพ้ืนที่ภาคใต้ตอนล่าง จังหวัดสงขลา 
สตูล พัทลุง และตรัง จ านวน 392 แปลง เป็นพ้ืนที่เสียหายจากโรครากขาว คิดเป็นพ้ืนที่ร้อยละ 3.41 ของพ้ืนที่ส ารวจ 
โดย จ.พัทลุง พบสวนยางเป็นโรครากขาวรุนแรงมากถึงร้อยละ 8.97 ของพ้ืนที่สวนยางที่พบโรคราก หากรวมความ
เสียหายจากโรครากขาวในพ้ืนที่ปลูกยางภาคใต้ของประเทศไทยทั้งหมดใน ปี 2551-2553 คาดว่ามีความเสียหายเป็น
มูลค่าไม่น้อยกว่า 1,600 ล้านบาท และภายใน 10 ปีคาดว่าประเทศไทยจะสูญเสียรายได้จากยางพาราไม่ต่ ากว่า 
50,000 ล้านบาท  

จึงเห็นได้ว่าโรคนี้ก่อให้เกิดความเสียหายอย่างรุนแรง หากเกษตรกรละเลย ไม่หม่ันตรวจดูแปลง และควบคุม
โรค โดยการก าจัดต้นและรากที่เป็นโรคออกจากแปลงเพ่ือลดปริมาณเชื้อ การแก้ปัญหาการเข้าท าลายของเชื้อ รา
สาเหตุโรครากขาวนั้น ควรใช้ก ามะถันรองก้นหลุมส าหรับยางปลูกใหม่ในแหล่งที่เ คยพบการระบาดของโรครากขา ว 
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หากพบต้นที่เป็นโรคให้ขุดรากเผาท าลายหรืออาจขุดล้อมบริเวณต้นที่เป็นโรคเพ่ือป้องกันการระบาดไปยังต้นอ่ืนในแถว
เดียวกัน สารเคมีที่ใช้ในการควบคุมโรคได้แก่ cyproconazole fenicolonil hexaconazole propiconazole และ 
tridemorph แต่ค่อนข้างยุ่งยาก เนื่องจากต้องขุดดินและทายาที่รากโดยตรง การใช้สารเคมีราดค่อนข้างสิ้นเปลือ ง 
ต้นทุนสูง ไม่คุ้มค่าใช้จ่าย การใช้วิธีควบคุมโดยจุลินทรีย์ปฏิปักษ์จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ส า คัญมาก เนื่องจากการ
ทดสอบเบื้องต้น คณะผู้วิจัยพบว่าสูตรส าเร็จของเชื้อ  S. griseus subsp. formicus จากโครงการสูตรส าเร็จของ
จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ Streptomyces sp. ในการยับยั้งโรครากขาวของยางพารามีศักยภาพในการควบคุมโรคนี้ระดับหนึ่ ง 
ซ่ึงหากได้งบประมาณสนับสนุนเพ่ือพัฒนาเป็นสูตรต ารับเพ่ือใช้ในแปลง ก็จะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่อเกษตรกร 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1. เพ่ือศึกษากลไกการออกฤทธิ์ยับยั้งของ S. griseus subsp. formicus ต่อเชื้อ Rigidoporus microporus  
2. ประยุกต์ใช้ปุ๋ยอินทรีย์หรือปุ๋ยคอกร่วมกับ S. griseus subsp. formicus เพ่ือควบคุมโรครากขาวของ

ยางพารา 
 

1.3 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 
  ศึกษากลไกการยับยั้งของ S. griseus subsp. formicus ต่อเชื้อสาเหตุโรครากขาว และพัฒนาการใช้สูตร
ส าเร็จร่วมกับปุ๋ยอินทรีย์หรือปุ๋ยคอกเพ่ือควบคุมโรครากขาวของยางพาราในห้องปฏิบัติการ และเรือนทดลอง  

 
1.4 ประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รับ  

1. ได้ปุ๋ยอินทรีย์ที่มีศักยภาพลดการเกิดโรครากขาวของยางพารา 
2. เผยแพร่ผลงานวิจัยในวารสารทางวิชาการในฐาน ISI หรือ SCOPUS อย่างน้อย 1 บทความ 
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บทท่ี 2 

กำรทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวข้อง 
 

2.1 โรครำกขำวของยำงพำรำ 
โรครากขาวของยางพาราเกิดจากเชื้อ R. microporus จัดเป็นโรครากที่ส าคัญที่สุดเนื่องจากเชื้อเข้าท าลาย

ยางพาราทั้งในระยะยางอ่อน (1-5 ปี) ในกรณีที่พ้ืนที่นั้นเคยมีการปนเปื้อนของเชื้อนี้มาก่อน หรือท าให้เกิดควา ม
เสียหายกับยางในระยะต้นโต อายุมากกว่า 15 ปีขึ้นไป (พงษ์เทพ, 2523) อาการที่ปรากฏคือ ใบมีขนาดเล็กลง สี
เหลือง ทรงพุ่มมีขนาดเล็ก ต่อมายืนต้นตาย เม่ือขุดดูรากปรากฏเส้นใยสีขาวเจริญแนบกับราก จึงมีชื่อเรียกโรครา ก
ขาวตามสีของเชื้อสาเหตุ เม่ือพืชแสดงอาการโรคระยะหนึ่งก่อนหรือหลังพืชตาย มักพบดอกเห็ดสีส้มที่โคนต้น ดอก
เห็ดมีลักษณะเป็นครึ่งวงกลม ไม่มีก้าน เจริญซ้อนกันเป็นชั้น ๆ ดอกอายุน้อยมีสีส้ม ขอบดอกขาว เม่ืออายุมากขึ้นดอก
แข็งกระด้าง มีสีน้ าตาลแดง สร้างสปอร์จ านวนมาก แพร่กระจายต่อไป จากการศึกษาของ Nicole และ Benhamou 
(1991) พบว่าต้นยางอายุน้อยสามารถชักน าให้เกิดการติดโรคได้ง่ายกว่าต้นยางอายุมาก ซ่ึงกระบวนการการเข้า
ท าลายของเชื้อ R. microporus สามารถสรุปได้ 3 ขั้นตอนคือ 

(1) ไรโซมอฟของเชื้อราเจริญอยู่บนผิวรากภายนอก (ectotrophic growth habit)  
(2) เม่ือไม่มีอาหารจากภายนอกเชื้อราจะเข้าท าลายเซลล์รากพืชโดยไรโซมอฟเปลี่ยนรูปร่างเป็นเส้นใยที่มี
ผนังเซลล์บางขึ้นเพ่ือการเข้าสู่ เนื้อเยื่อพืช (infectious hyphae) และมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะทา ง
พันธุกรรม (morphogenetic) เพ่ือปลดปล่อย extracellular enzymes เข้าย่อยสลายเนื้อไม้ เส้นใยของเชื้อ
เข้าสู่รากทางรูเปิดธรรมชาติ เช่น lenticels ทางบาดแผล หรือโดยการสร้างเอนไซม์เพ่ือย่อยเซลล์ผิวรากของ
พืช ซ่ึง Nandris และคณะ (1987) รายงานว่ากระบวนการนี้เกิดขึ้นในสภาพดินขาดออกซิเจน 
(3) เส้นใยเจริญอยู่ภายในเซลล์พืชโดยการย่อยผนังเซลล์ของระบบท่อน้ าท่ออาหาร และแพร่กระจายสู่เซลล์
อ่ืนโดยการแทงผ่านทางช่องว่างและท่อต่าง ๆ ของเซลล์ จึงสามารถพบเส้นใยเชื้อราได้ทั้งระหว่างเซลล์ ใน
เซลล์ และในผนังเซลล์ และพบว่าการที่เชื้อเจริญอยู่ภายในท่ออาหาร ท าให้น้ ายางตกตะกอนจับเป็น ก้อน
ส่งผลให้ปริมาณน้ ายางในต้นยางลดลงด้วย 
จากการตรวจสอบเนื้อไม้ที่เป็นโรค พบว่าโครงสร้างของเซลล์ถูกท าลาย ส่วนของ middle lamella และผนัง

เซลล์ถูกย่อยสลาย ทั้งนี้เกิดจากเชื้อสร้างเอนไซม์ที่สามารถย่อยสลายโครงสร้างของพืชได้ ซ่ึงสามารถตรวจพบเอนไซม์
ไ ด้ ใน เนื้ อ เยื่ อที่ ถู กเชื้ อท าลาย เช่ น  glycosidases (β-glucosidase α-galactosidase และ β-galactosidase) 
polysaccharidases (CM-cellulase pectinase แ ล ะ xylanase) แ ล ะ phenol oxidases (laccase แ ล ะ 
peroxidase) เนื้อเยื่อพืชเป็นโรคที่เกิดจากเชื้อ R. microporus พบการท างานของ laccase ในปริมาณมาก ในขณะ
ที่เชื้อราท าลายเนื้อไม้อ่ืน เช่น Phellinus noxius  สร้าง glycosidase และ polysaccharidases เป็นหลัก 
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 การแพร่ระบาดของโรคที่ส าคัญคือแพร่ทางระบบราก เกษตรกรนิยมปลูกยางโดยมีระยะระหว่างต้น 2.5-3 
เมตร และระยะระหว่างแถว 8 เมตร เม่ือต้นหนึ่งเป็นโรคจึงสามารถแพร่จากรากถึงรากได้โดยง่าย ท าให้เกิดโร ค
ต่อเนื่องจากต้นหนึ่งไปยังอีกต้นหนึ่งเป็นแถว (Nandris et al., 1987) รวมทั้งสปอร์ของเชื้อสามารถแพร่ไปตามลม 
และน้ า เข้าท าลายพืชได้เม่ือสภาพแวดล้อมเหมาะสม โรคนี้จัดเป็นโรคที่ส าคัญในประเทศอินโดนีเซีย มาเลเซีย อินเดีย 
ศรีลังกา ไทย แอฟริกาตะวันออก และแอฟริกาตะวันตก (Guyot and Flori, 2002) โดยในศรีลังกาพบว่า เสียหายต่ า
กว่า 10 เปอร์เซ็นต์ (Litanage de, 1977 อ้างถึงใน Guyot and Flori, 2002) ส่วนในไอวอรี โคสต์ พบการระบาด
ของโรคปีละ 2 เปอร์เซ็นต์ (Tran, Unpublished data, Guyot and Flori, 2002) ในประเทศไทยมีรายงานว่าจา ก
การส ารวจโรคในสวนปลูกแทนสงเคราะห์ในจังหวัดปัตตานี ยะลา นราธิวาส และกระบี่ พบว่าต้นยางใหม่เป็นโรคราก
ขาว 12-17 เปอร์เซ็นต์ (พงษ์เทพ, 2523) ส าหรับมูลค่าความเสียหายนั้น Nandris และคณะ (1987) กล่าวว่า 
โดยทั่วไปต้นยางมีอายุเก็บเก่ียว 25 ปี หากเชื้อเข้าท าลายมักก่อให้เกิดความเสียหายเป็นมูลค่าหลายแสนดอลลาร์ต่อ
เฮกแตร์ 

การใช้วิธีควบคุมโดยจุลินทรีย์ปฏิปักษ์จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ส า คัญมาก เนื่องจากการทดสอบเบื้อ ง ต้น 
คณะผู้วิจัยพบว่าสูตรส าเร็จของเชื้อ S. griseus subsp. formicus มีศักยภาพในการควบคุมโรคนี้ระดับหนึ่ง โดยเชื้อ 
Streptomycetes เป็นเชื้อแบคทีเรียกลุ่มใหญ่ที่สร้าง mycelium ที่แตกแขนงได้แบบเดียวกับเชื้อรา สร้างเส้นใยที่ผิว
ของโคโลนี (aerial mycelium) และสร้างเส้นใยที่เจริญลงไปในอาหาร (substrate mycelium) เชื้อในกลุ่มนี้สร้า ง
สารออกฤทธิ์ชีวภาพ โดยเฉพาะยาปฏิชีวนะ คาดกันว่าจากสารออกฤทธิ์ชีวภาพ 22,500 ชนิด ที่สร้างโดยเชื้อจุลินทรีย์  
ประมาณ 10,100 ชนิด สร้างโดยเชื้อใน order Actinomycetales โดยมีการคาดการณ์ว่า 7,630 ชนิด สร้างโดยเชื้อ
ใน genus Streptomyces ซ่ึงสารส่วนใหญ่ (6,550 ชนิด) จะเป็นยาปฏิชีวนะ (Berdy, 1995) ตัวอย่างยาปฏิชีวนะที่มี
ขายในท้องตลาด ทั้งยาฆ่าเชื้อแบคทีเรียและราหลายชนิ ดที่รู้จั กกันอย่า งแพร่หลาย  ได้แก่ streptomycin 
spectinomycin neomycin tetracycline chlorotetracycline erythromycin clindamycin nystatin 
amphoteracin B และ chloramphenical เป็นต้น (Madigan et al., 2009) ยาฆ่าเชื้อแบคทีเรีย เช่น streptomycin 
(S. griseus) chloramphenicol (S. venezuelae) มีคุณสมบัติยับยั้งการสั งเครา ะห์โปร ตีน ยาฆ่าเชื้อรา เช่น 
candicidin (S. griseus) (Lechevalier et al., 1953) มีฤทธิ์ ต่อผนังเซลล์ของเชื้อรา polyoxin มีโครงสร้างเป็น 
nucleoside มีผลต่อการสร้างผนังเซลล์เชื้อรา  

2.2 เชื้อ Streptomyces sp. 
Streptomyces spp. เป็นแบคทีเรียในวงศ์ Streptomycetaceae ซ่ึงเป็นสกุลที่มีอยู่จ านวนมากและ

ส าคัญที่สุดในแบคทีเรียกลุ่ม Actinomycetes  เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีลักษณะคล้ายเชื้อรา อาศัยอยู่ทั่วไปใน
ดิน น้ า อากาศ ฝุ่นละออง สามารถสร้างเส้นใยที่เจริญอยู่เหนืออาหารเลี้ยงเชื้อ (aerial mycelium) และเจริญอยู่
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ (substrate mycelium) ลักษณะเส้นใยเป็นแบบไม่มีผนังก้ันและมีหลายสี เช่น สีด า ฟ้า  
น้ าตาล งาช้าง มะกอก ส้ม ม่วง ชมพู แดง ม่วงแดง เหลือง และเหลืองแกมเขียว เป็นต้น เม่ือเชื้อเจริญ เ ต็มที่  
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aerial mycelium จะสร้างสปอร์แบบไม่เคลื่อนที่รูปแบบต่าง ๆ ได้แก่ แบบ  rectus-flexibilis ซ่ึงเป็นสปอร์
เส้นตรง (straight) หรือโค้งงอ (flexuous) และแบบ spiral สปอร์มีลักษณะวนเกลียว วงกลมปลายเปิด รูปขอ 
ขดเป็นวงซ้อนกัน มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-10 ไมโครเมตร ลักษณะผิวสปอร์มี 5 แบบ คือ ผิวเป็นหนาม (spiny) ผิว
เป็นขน (hairy) ผิวเป็นปุ่มปม (warty) ผิวเรียบ (smooth) และผิวย่น (rugose) (Tresner et al., 1961) ลักษณะ
โคโลนีในระยะแรกผิวโคโลนีเรียบ เม่ืออายุมากขึ้น aerial mycelium จะพัฒนามาเป็นสปอร์ ท าให้ผิวโคโลนี มี
ลักษณะคล้ายแป้ง (powdery) หรือก ามะหยี่ (velvet) มีหลายสี เช่น สีขาว เทา แดง เหลือง น้ าเงิน  เขียว และ
ม่วง ซ่ึงเป็นสีของสปอร์อยู่ ด้านบน ส่วนด้านล่างโคโลนีซ่ึงมีเส้นใยเจริญอยู่อาหารมักเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล ซ่ึงเกิด
จากการที่เชื้อสร้างรงควัตถุเมลานิน (Taddei et al., 2006) แต่อาจพบสีอ่ืนเช่นเดียวกับสีของสปอร์  

2.3 กำรใช้ Streptomyces sp. เพ่ือควบคุมเชื้อสำเหตุโรคพืช 
Streptomyces sp. เป็นเชื้อที่มีประโยชน์ทางด้านการเกษตรมาก มีรายงานการใช้ควบคุมเชื้อสาเหตุของ

โรคหลายชนิด เช่น Zarandi และคณะ (2009) รายงานว่า เม่ือน าสปอร์ของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ (Pyricular ia 
grisea) ของข้าวมาผสมกับเชื้อ S. sindeneusis แล้วน าไปพ่นบนใบข้าวท าให้ต้นกล้าเกิดอาการไหม้น้อยลง  
Boukaew และคณะ (2011) พบว่าเชื้อ S. philanthi สามารถยับยั้งการเข้าท าลายของโรครากและโคนเน่าได้ 
ขณะที่การใช้ S. philanthi และ S. mycarofaciens ลดโรคเหี่ยวเขียวของพริกได้ การที่เชื้อสามารถยั บยั้ ง เชื้ อ
โรคได้เนื่องจากการสร้างสาร secondary metabolite และเอนไซม์กลุ่ม hydrolytic enzyme เช่น amylase 
cellulase chitinase hemicellulase glucanase และ xylanase ซ่ึงเป็นเอนไซม์ที่สามารถย่อยผนังเซลล์เชื้อรา 
และนอกจากนั้นยังพบว่าเชื้อสามารถผลิตสารฮอร์โมน Indole-3-acetic acid (IAA) ที่ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบ โต
ของพืชได้ 

Streptomyces sp. สร้ำง secondary metabolite ยับย้ังเชื้อสำเหตุโรคพืช 
Yuan และ Crawford (1995) รายงานว่า S. lydicus WYEC 108 มีความสามารถในการเป็นปฏิปักษ์ต่อเชื้อ

โรคพืชโดยสร้างสาร extracellular antifungal metabolite ยับยั้งการงอกของ oospore และท าลายผนังเซลล์ของ
เชื้อ Pythium ultimum สาเหตุโรครากเน่าและเมล็ดเน่าของข้าวโพด  

Bordoloi และคณะ (2002) พบว่า Streptomyces sp. ผลิตสาร 2-methyl heptylisonicotinate ยับยั้งเชื้อ 
F. moniliforme F. oxysporum F. semitectum F. solani และ Rhizoctonia solani ได้  

Taechowisan และคณะ (2005) รายงานว่า S. aureofaciens CMUAc 130 สร้างสาร 5,7-dimethoxy-4-p-
methoxylphenylcoumarin และ 5,7-dimethoxy-4-phenylcoumarin ที่ มีฤทธิ์ ยั บยั้ ง เชื้ อ ร า  C. musae และ                        
F. oxysporum  

Prabavathy และคณะ (2006) พบว่า semi-purified faction SPM5C-1 ที่ได้จาก Streptomyces sp. 
PM 5 (500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ลดการเกิดโรคไหม้ (Pyricularia grisea) และโรคกาบใบแห้ง (R. solani) ของ
ข้าวได้ 76.1 และ 82.3 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  
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Gopalakrishnan และคณะ ( 2011)  พบว่ า เชื้ อ  S. tsusimaensis CAI-24 S. caviscabies CAI-121                   

S. setonii CAI-127 และ S. africanus KAI-32 สามารถสร้ า ง siderophore hydrocyanic acid ยับยั้ ง เชื้ อ 
Fusarium oxysporum f.sp. ciceri สาเหตุโรคเหี่ยวของถั่วเขียว 

Streptomyces sp. สร้ำง hydrolytic enzyme ย่อยสลำยผนังเซลล์เชื้อสำเหตุโรคพืช 
Quecine และคณะ (2008) พบว่าเชื้อ S. diastatochromogenes สร้าง chitinase ย่อยสลายผนังเซลล์เส้น

ใยเชื้อ C. sublineolum ได้  
Prapagdee และคณ ะ (2008) พบว่ า  S. hygroscopicus SR A14 สร้ า ง  chitinase และ -1,3-

glucanase ในระยะ exponential phase ถึงระยะ stationary phase เพ่ือย่อยสลายผนังเซลล์ของ เชื้ อ ร า                   
C. gloeosporioides และ Sclerotium rolfsii สาเหตุของโรคแอนแทรคโนสและโรคโคนเน่าของพริก ส่งผลให้
เซลล์ยุบตัวและของเหลวภายในเซลล์ไหลออกมาสู่ภายนอก 

Xue และคณะ (2013) พบว่า  S. cyaneofuscatus ZY-153 S. kanamyceticu B-49 S. rochei X-4 
และ S. flavotricini Z-13 สร้างเอนไซม์ chitinase β-1,3-glucosidase cellulase และ protease ยับยั้งการ
เจริญโดยย่อยผนังเซลล์เชื้อ  Verticillium dahlia สาเหตุโรคเหี่ยวของฝ้ายและลดการเกิดโรคได้  18.7-65.8 
เปอร์เซ็นต์ 

Streptomyces sp. ผลิตฮอร์โมนท่ีช่วยส่งเสริมกำรเจริญของพืช 
Khamna และคณะ (2010) พบว่า Streptomyces sp. ผลิตฮอร์โมน IAA ที่ช่วยส่งเสริมการงอกและเพ่ิม

ความยาวของรากพืช โดยพบว่าการแช่เมล็ดข้าวโพดและถั่วในน้ า เลี้ยงเชื้อ (50 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร) มีเปอร์เซ็นต์
การงอกเท่ากับการแช่ใน IAA ที่ความเข้มข้นเท่ากัน 
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บทท่ี 3 

วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย 
 
3.1 ทดสอบกำรยับย้ังของ Streptomyces griseus subsp. formicus ต่อเชื้อรำโรครำกขำว 
ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา R. microporus บนอาหารเลี้ยงเชื้อโดยวิธี dual 

culture plate โดยเลี้ยงเชื้อรา R. microporus บนอาหาร potato dextrose agar (PDA) เป็นเวลา 5 วัน และน า
เชื้ อ  S. griseus subsp. formicus (ไ ด้ รั บควา มอนุ เคร าะห์ จา ก โคร งกา รสู ตรส าเร็ จของจุ ลินทรีย์ปฏิปักษ์  
Streptomyces sp. ในการยับยั้งโรครากขาวของยางพารา) มาเลี้ยงในอาหาร glucose yeast extract malt extract 
agar (GYMA) เป็นเวลา 7 วัน และขีดเชื้อ S. griseus subsp. formicus บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อห่างจากขอบจ าน
อาหารเลี้ยงเชื้อ 2 เซนติเมตร จากนั้นใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร เจาะบริเวณขอบโคโลนี
ของเชื้อรา น าไปวางในแนวตรงข้ามเชื้อ S. griseus subsp. formicus ห่างจากขอบจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 เซนติเมตร 
โดยในแต่ละไอโซเลทท า 4 ซ้ า บ่มเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน วัดรัศมีของโคโลนีเชื้อราที่เจริญบนอาหาร
เชื้อและค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา (Chaurasia et al., 2005) จากสูตร 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง = (R1- R2)/R1 x 100 
R1 = รัศมีเฉลี่ยของโคโลนีเชื้อราที่เจริญบนอาหารชุดควบคุม 
R2 = รัศมีเฉลี่ยของโคโลนีเชื้อราที่เจริญบนอาหารชุดทดสอบ 
 
3.2 จ ำแนกชนิดของเชื้อรำโรครำกขำวด้วยวิธีทำงชีวโมเลกุล 

 กำรเพำะเล้ียงเชื้อรำเพ่ือสกัด DNA  
 เลี้ยงเชื้อราโรครากขาว R. microporus RIG 56 (ผ่านการทดสอบแล้วว่ามีความรุนแรงในการเกิดโรค) ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ potato dextrose broth (PDB) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน บน
เครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 120 rpm หลังจากนั้นน าเชื้อราที่ได้กรองด้วยกระดาษกรอง (Grade 4 filter paper, 
Whatman®) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ล้างเส้นใยเชื้อราด้วยน้ ากลั่นฆ่าเชื้อ 2 ครั้ง หรือจนกว่าเส้นใยจะสะอาด ซับน้ า
ออกจากเส้นใยให้มากที่สุดด้วยกระดาษกรองที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 
 กำรสกัด DNA ของเชื้อรำโรครำกขำว 
 สกัด DNA เชื้อราด้วยชุดน้ ายาส าเร็จรูป innuPREP plant DNA (Analytikjena, Jena, Germany) โดยถ่าย
เส้นใยเชื้อรา 180 มิลลิกรัม ลงในโกร่งบดยาแช่เย็นที่ปราศจากเชื้อ บดเส้นใยให้ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว ย้ายเส้น
ใยลง receiver tube เติม lysis solution (SLS) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และ Protenase K ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ใส่ prefilter (violet) ลงใน receiver tube ย้ายตัวอย่างใส่ ใน
หลอด prefilter น าหลอดตัวอย่างไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที (อย่าทิ้ง
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ของเหลวท่ีผ่านการกรองใน receiver tube) ท าให้ DNA ตกตะกอน โดยใส่ binding solution (SBS) ลงในตัวอย่าง 
ผสมสารเข้าด้วยกันด้วยไมโครปิเปต ใส่ spin filter (green) ลงใน receiver tube อันใหม่ ใส่สารที่ผสมแล้วลงไป ใน 
receiver tube น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ทิ้งส่วนใส (supernatant)  
และเอาสารที่อยู่ใน spin filter ไว้ ล้าง DNA โดยน า spin filter มาใส่ใน receiver tube อันใหม่ เติม washing 
solution ปริมาตร 650 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ท าซ้ า 2 
รอบ ทิ้งส่วนใส เก็บ DNA ที่สกัดได้ ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการศึกษาต่อไป 
 กำรตรวจสอบคุณภำพของ DNA ท่ีสกัดได้ 
 ตรวจสอบคุณภาพของ DNA ที่สกัดได้ด้วย 1 เปอร์เซ็นต์ agarose gel electrophoresis ใน Tris-acetate-
EDTA buffer ถ้าตรวจสอบแล้วมี band DNA เกิดขึ้น เจือจาง DNA ด้วย Deionized water (DI) ในอัตรส่วน 1:10 
หรือ 1:100 ก่อนท า PCR กรณีไม่พบ band DNA ให้น าตัวอย่าง DNA ไปใช้ท า Polymerase chain reaction (PCR) 
ได้โดยไม่ต้องเจือจาง 

 กำรเพ่ิมปริมำณส่วน ITS โดยปฏิกิริยำ PCR 

  เพ่ิมปริมาณส่วน internal transcribed spacer (ITS) (White et al., 1990) ได้แก่ ITS1 (5’ TCCGTAGG 
TGAACCTGCGG 3’) และ ITS4 (5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) โดยส่วนผสมของปฏิกิริยาของ PCR (PCR 
mixture) ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร (Table 3.1) 

  

Table 3.1 PCR reaction mixture components 

ส่วนผสม ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

Genomic DNA 5.0 
DEPC water 5.5 
Forward primer 1.0 
Reverse primer 1.0 
Red Dye PCR Master Mix (Merck) 12.5 

รวม 25.0 
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กำรท ำปฏิกิริยำ Polymerase chain reaction  

  ผสมส่วนผสมต่าง ๆ ดังตารางที่ 3.1 เรียบร้อยแล้ว น าไปท าปฏิกิริยาภายในเครื่อง PCR ใช้ PCR profile ดังนี้ 

   ขั้นที่ 1   94 องศาเซลเซียส 3  นาที 
   ขั้นที่ 2   94 องศาเซลเซียส 1  นาที 
   ขั้นที่ 3   55 องศาเซลเซียส 30  วินาที 
   ขั้นที่ 4   72 องศาเซลเซียส 1  นาที 
   ขั้นที่ 5   ท าซ้ าขั้นที่ 2-4 จ านวน 35 รอบ 
   ขั้นที่ 6  72 องศาเซลเซียส 10  นาที 

กำรตรวจสอบปริมำณ PCR product ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis 
 ตรวจสอบคุณภาพของ PCR product ที่ได้ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis น า PCR product 
ปริมาตร 3 ไมโครลิตรผสมกับ 6X loading dye ปริมาตร 3 ไมโครลิตร load ลงใน 2 เปอร์เซ็นต์ agarose gel ที่แช่
อยู่ใน TAE buffer กระแสไฟฟ้า 100 volts นาน 30-60 นาที ย้อม agarose gel ด้วย ethidium bromide เป็นเวลา 
15 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้วตรวจสอบ PCR product ภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง UV transilluminators บันทึกภาพ
โดยใช้ gel documentation 

กำรวิเครำะห์ล ำดับเบส DNA (DNA sequencing) 

ส่ง PCR products ที่ เพ่ิมปริมาณได้ เพ่ือวิเคราะห์ล าดับเบสที่ Ward Medic LTD. หลังจากนั้นน าข้อมูล
ล าดับเบสที่ได้มาตรวจสอบล าดับเบสของเชื้อราโรครากขาวโดยน าล าดับเบส DNA ที่ได้ ใส่โปรแกรม BLAST search 
จากฐานข้อมูลใน GenBank ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov) เพ่ือหาชนิดของเชื้อราที่มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกันมากที่สุด 

 
3.3 ศึกษำกลไกกำรยับย้ังของเชื้อ Streptomyces griseus subsp. formicus ต่อเชื้อโรครำกขำว 

 3.3.1 กำรเปล่ียนแปลงทำงสัณฐำนวิทยำด้วย Scanning electron microscope 
 เลี้ยงเชื้อ S. griseus subsp. formicus บนอาหาร GYMA เป็นเวลา 5 วัน เพ่ือให้เชื้อสร้างสารและแพร่ซึมไป
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และเลี้ยงเชื้อรา R. microporus RIG 56 บนอาหาร PDA เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นใช้ cork borer 
ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร เจาะบริเวณอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารจากเชื้อ S. griseus subsp. formicus (ชิ้นที่ 
1) และเจาะบริเวณปลายเส้นใยของเชื้อ R. microporus (ชิ้นที่ 2) แล้วน าชิ้นวุ้นทั้งสองมาวางเลี้ยงในจานเลี้ยงเชื้อ โดย
วางชิดกัน เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นน าชิ้นวุ้นที่มีเส้นใยเชื้อรา R. microporus แช่ใน 2.5 เปอร์เซ็นต์ glutaraldehyde 
ใน 0.1 M phosphate buffer ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 4 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย 0.1 M phosphate buffer 3 ครั้ง 
จากนั้น dehydrate โดยแช่ตัวอย่างใน ethanol ที่ความเข้ม 50, 60, 70, 80, 90, และ 100 เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้น
ละ 2 ครั้ง ๆ ละ 15 นาที ท าให้แห้งด้วยเครื่อง critical point dryer น าตัวอย่างแห้งที่ได้มาตรึงบน stub และเคลือบ

http://www.ncbi/
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ด้วยอนุภาคทองค า ดูลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เชื้อราโดยใช้กล้อง  scanning electron microscope 
(Quanta 400, FEI)  
 3.3.2 กำรยับย้ังกำรสังเครำะห์ ergosterol ด้วยเทคนิค gas chromatography-mass spectrometry 
 เลี้ยงเชื้อราโรครากขาว R. microporus RIG 56 ในฟลาสก์ที่มีอาหารเหลว glucose yeast extract malt 
extract broth (GYMB) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วัน บนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 
120 rpm จากนั้นท าการถ่ายเชื้อ S. griseus subsp. formicus (108 cfu mL−1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในฟลาสก์ที่
มีเชื้อราโรครากขาว เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เปรียบเทียบการเจริญของเส้นเชื้อรากับอาหารที่ผสม
สารก าจัดเชื้อรา propiconazole ที่ระดับความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  และ 1 เปอร์เซ็นต์ DMSO 
(negative control) หลังจากนั้นน าเชื้อราที่ได้กรองด้วยกระดาษกรอง (Grade 4 filter paper, Whatman®) ที่ผ่าน
การฆ่าเชื้อแล้ว ล้างเส้นใยเชื้อราด้วยน้ ากลั่นฆ่าเชื้อ 2 ครั้ง หรือจนกว่าเส้นใยจะสะอาด ซับน้ าออกจากเส้นใยให้มา ก
ที่สุดด้วยกระดาษกรองที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ท าการสกัด ergosterol จากเชื้อราตามกรรมวิธีของ Pinjon และคณะ 
(2003) และวิเคราะห์สารด้วย Trace GC-Ultra gas chromatograph coupled to ISQ mass detector (Thermo 
Scientific Inc., USA)  
 

3.4 กำรเตรียมเชื้อ Streptomyces griseus subsp. formicus ในปุ๋ยอินทรีย์อัดเม็ด มูลวัว และมูลไก่  
เตรียมปุ๋ยอินทรีย์อัดเม็ด มูลวัว และมูลไก่ ปริมาตร 1,000 กรัม น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที ใส่แบคทีเรียแขวนลอย S. griseus subsp. formicus (108 cfu 
ml-1) ที่เลี้ยงในอาหาร GYMB เป็นเวลา 3 วัน อัตราส่วน 100:1 (มิลลิลิตร:กิโลกรัม) บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 
วัน  

 
3.5 กำรทดสอบประสิทธิภำพของ Streptomyces griseus subsp. formicus ในกำรยับย้ังกำรเจริญ
ของเส้นใยเชื้อรำ Rigidoporus microporus ในหลอดทดลอง  

 กำรเตรียมเชื้อ เลี้ยงเชื้อ R. microporus RIG 56 บนอาหาร PDA ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บรรจุในหลอด
ทดลองขนาด 2.5 X 15 เซนติเมตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เวลา 3 วัน 
 กำรเตรียมดิน น าดินมาผึ่งให้แห้งผสมด้วยแกลบอัตรา 9:1 โดยน้ าหนัก แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที 
 กำรทดสอบ น าปุ๋ยอินทรีย์อัดเม็ด (Bio Strep No 1) มูลวัว (Bio Strep No 2) และมูลไก่ (Bio Strep No 3)  
(ข้อที่ 3.4) มาผสมกับดินที่ฆ่าเชื้อแล้วอัตรา 10:100 (w/w) ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย106 cfu g-1 บรรจุลงในหลอด
ทดลองที่เลี้ยงเชื้อ R. microporus สูง 10 เซนติเมตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 วัน วัดระยะทางการเจริญของ
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เส้นใยเปรียบเทียบ กับกรรมวิธี ควบคุมที่ใช้ ดินนึ่ งฆ่าเชื้อที่ผสมน้ า กลั่น นึ่งฆ่า เชื้ อ และดินนึ่งฆ่าเชื้อที่ ผ ส ม 
propiconazole (1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  
 กำรวำงแผนกำรทดลอง วางแผนการทดลองแบบ CRD ทดสอบ 5 กรรมวิธี ๆ ละ 4 ซ้ า ดังนี้  
 กรรมวิธีที่ 1 ดิน + R. microporus RIG 56 (ชุดควบคุม) 
 กรรมวิธีที่ 2 ดิน + Bio Strep No 1 + R. microporus RIG 56 
 กรรมวิธีที่ 3 ดิน + Bio Strep No 2 + R. microporus RIG 56 
 กรรมวิธีที่ 4 ดิน + Bio Strep No 3 + R. microporus RIG 56 
 กรรมวิธีที่ 5 ดิน + สารก าจัดเชื้อรา propiconazole + R. microporus RIG 56 

 ค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งจากสูตร เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง = (D1- D2)/ D1 x 100 
 D1 = การเจริญของเส้นใยเชื้อราที่เจริญบนดินชุดควบคุม 
 D2 = การเจริญของเส้นใยเชื้อราที่เจริญบนดินชุดทดสอบ 
 

3.6 ประเมินศักยภำพของ Streptomyces griseus subsp. formicus ในกำรควบคุมโรครำกขำว 
น าต้นยางพาราพันธุ์ RRIM 600 (อายุ 6 เดือน) ลงปลูกในบล๊อกซีเมนต์ หลังย้ายปลูกเป็นเวลา 3 เดือน จึงท า

การปลูกเชื้อบริเวณรากยาง โดยวางเปลือกหุ้มเมล็ดยางพาราที่ติดเชื้อ R. microporus ให้สัมผัสกับราก และคลุมด้วย
ใบยางพาราตามกรรมวิธีของ Ogbebor และคณะ (2013) เป็นเวลา 3 เดือน ท าการใส่ปุ๋ยอินทรีย์อัดเม็ด ปุ๋ยมูลวัวที่ มี                     
S. griseus subsp. formicus บริเวณรอบ ๆ โคนต้นยางพารา  ทุก ๆ 1 เดือน เป็นเวลา 1 ปี โดยท าการทดสอบ
กรรมวิธีละ 4 ซ้ า ๆ ละ 20 ต้น วางแผนการทดลองแบบ CRD ประเมินความรุนแรงการเกิดโรค (ระดับ 1 = ต้นปกติ; 
ระดับ 2 = แสดงอาการใบเหลือง; ระดับ 3 = ต้นเหี่ยว; ระดับ 4 = ใบร่วง และระดับ 5 = ต้นตาย)  

กรรมวิธีที่ 1    =    ชุดควบคุม (น้ ากลั่น)  
กรรมวิธีที่ 2    =    Bio Strep No 1 
กรรมวิธีที่ 3    =    Bio Strep No 2 
กรรมวิธีที่ 4    =    Propiconazole (1.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
น าค่าจากการประเมินระดับความรุนแรงในการเกิดโรค มาค านวณค่าดัชนีการเกิดโรคและเปอร์เซ็นต์ลดการ

เกิดโรค 
 
 
 
 
 

ดัชนีการเกิดโรค    = 
    ผลรวมการเป็นโรคแต่ละระดับ x 100 
     จ านวนต้น x ระดับการเกิดโรคสูงสุด 

 
เปอร์เซ็นต์ลดการเกิดโรค    =    100   -      ความรุนแรงของโรคในกรรมวิธีทดสอบ x 100 

          ความรุนแรงของโรคในกรรมวิธีควบคุม 
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บทท่ี 4 

ผลกำรทดลอง 
 

4.1 ทดสอบกำรยับย้ังของ Streptomyces griseus subsp. formicus ต่อเชื้อรำโรครำกขำว 
เม่ือน าเชื้อ S. griseus subsp. formicus มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้ อรา                     

R. microporus จ านวน 50 ไอโซเลท โดยวิธี dual culture plate บนอาหาร PDA ท าการตรวจผลโดยการวัดรั ศ มี
การเจริญของเส้นใยเชื้อราที่เจริญเข้าหาแนวขีดเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ พบว่าเชื้อ S. griseus subsp. formicus มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อราโรครากขาวทุกไอโซเลท โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอยู่ระหว่า ง 
74.29 - 95.71 เปอร์เซ็นต์ (Table 4.1)  

การยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อราเกิดขึ้นเนื่องจากเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ S. griseus subsp. formicus 
สร้างสาร secondary metabolites ออกมาซ่ึงเป็นสารที่สามารถละลายน้ าและแพร่ซึมเข้าไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(Pridham and Tresner, 1974) ซ่ึงสารดังกล่าวมีฤทธ์ิต่อต้านเชื้อรา ท าให้เชื้อราไม่สามารถเจริญเข้าใกล้หรือข้า ม
ผ่านเชื้อ S. griseus subsp. formicus ไปได้ 
 
Table 4.1 Antagonism of Streptomyces griseus subsp. formicus on Rigidoporus microporus using 
dual culture technique on PDA plates 

Percentage of 
mycelial inhibition 

Rigidoporus microporus isolates 

90.00-100.00 
 
80.00-89.99 
 
 
 
 
70.00-79.99 

RIG 17, RIG 20, RIG 38, RIG 40, RIG 47, RIG 49, RIG 51, RIG 52, and RIG 
59 (n=9) 
RIG 1, RIG 3, RIG 4, RIG 5, RIG 9, RIG 12, RIG 13, RIG 14, RIG 15, RIG 
16, RIG 18, RIG 19, RIG 22, RIG 23, RIG 24, RIG 25, RIG 26, RIG 27, RIG 
29, RIG 30, RIG 31, RIG 32, RIG 33, RIG 34, RIG 35, RIG 36, RIG 41, RIG 
42, RIG 44, RIG 45, RIG 46, RIG 48, RIG 50, RIG 53, RIG 54, RIG 55, RIG 
57, RIG 58, RIG 6, RIG 60, RIG 61, RIG 62, and RIG 64 (n=43) 
RIG 7, RIG 10, RIG 11, RIG 28, RIG 39, RIG 43, RIG 56, and RIG 63 (n=8) 
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4.2 จ ำแนกชนิดของเชื้อรำโรครำกขำวด้วยวิธีทำงชีวโมเลกุล 

 เพ่ือเป็นการยืนยันว่าเชื้อสาเหตุที่แยกมาเป็นเชื้อราสาเหตุโรครากขาว จึงท าการตรวจสอบเชื้อด้วยเทคนิค 
ITS โดยเลี้ยงเชื้อราโรครากขาวไอโซเลท RIG 56 (ผ่านการทดสอบแล้วว่ามีความรุนแรงในการเกิดโรค) ในฟลาสก์ที่ มี
อาหารเหลว PDB 50 มิลลิลิตร บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน หลังจากนั้นน าเชื้อราที่ได้ กรองด้วยกระดา ษ
กรอง (Grade 4 filter paper, Whatman®) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ล้างเส้นใยเชื้อราด้วยน้ ากลั่นฆ่าเชื้อ 2 ครั้ง หรือ
จนกว่าเส้นใยจะสะอาด ซับน้ าออกจากเส้นใยให้มากที่สุดด้วยกระดาษซับที่ปราศจากเชื้อ ถ่ายเส้นใยเชื้อรา 200 
มิลลิกรัม ลงในโกร่งบดยาที่ปราศจากเชื้อ จากนั้นบดเส้นใยให้ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว สกัด DNA เชื้อราด้วยชุด
น้ ายาส าเร็จรูป innuPREP Plant DNA (AJ Roboscreen GmbH) และตรวจสอบสายพันธุ์ของจุลินทรีย์จาก 18S 
ribosomal RNA gene ด้วยวิ ธี  Polymerase chain reaction (PCR) โ ดย ใช้ ไพร์ เมอร์  ( primer) คือ  internal 
transcribed spacer 1 (5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG’3) และ 4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC’3)   

จากนั้นน าผลผลิตพีซีอาร์มาวิเคราะห์หาล าดับเบส และวิเคราะห์หาสายพันธุ์ของเชื้อด้วยโปรแกรม BLAST 
จากฐานข้อมูล NCBI จากการศึกษาพบว่าเชื้อราโรครากขาวไอโซเลท RIG 56 ที่ คัดเลือกมา มีความใกล้ชิดทาง
พันธุกรรมกับ เชื้อ รา Rigidoporus microporus strain RL (Accession no. KM246744.1) 99.00 เปอร์เ ซ็น ต์  
(Table 4.2)  
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Rigidoporus microporus strain RL 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal 

transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete 
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence 

Sequence ID: gb|KM246744.1|Length: 669 Number of Matches: 2 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1086 bits (588) 0.0 603/610 (99%) 2/610 (0%) Plus/Plus 
Query  652   TTGCGATTCAGGGGTGTTGCTGGTTTTCTTTTTAACAGGAGAGAACATGTGCACGCCTCG  711  
             ||||| ||| ||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  37    TTGCG-TTCGGGGTTGTTGCTGGTTTTCTTTTTAACAGGAGAGAACATGTGCACGCCTCG  95 
 
Query  712   CAATCCATTTCAAACCACACTTGTGCACTTCAGAGGGGGAGCCCCTCTTGGCCTCTCCTT  771  
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||| 
Sbjct  96    CAATCCATTTCAAACCACACTTGTGCACTTCAGAGGGGGAGCCTCTCTTGGCCTCTCCTT  155 
 
Query  772   CTTTCATCACTACAAACCACTTTAAAGTCTTTTGTATTTGTTGGTTAACTATAATGTTAA  831  
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  156   CTTTCATCACTACAAACCACTTTAAAGTCTTTTGTATTTGTTGGTTAACTATAATGTTAA  215 
 
Query  832   ATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC  891  
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  216   ATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC  275  
 
Query  892   GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGC  951 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  276   GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGC  335  
 
Query  952   TCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTAATTCTCAATCTCAAC-TT  1010 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct  336   TCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTAATTCTCAATCTCAACTTT  395  
 
Query  1011  TTTTGTTGTGGATTGGATTTGGGAGCTTGTCGTGTCTCTTTCTATAATGAAAGAGGTTAG  1070 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  396   TTTTGTTGTGGATTGGATTTGGGAGCTTGTCGTGTCTCTTTCTATAATGAAAGAGGTTAG  455  
 
Query  1071  ACTCTCCTTGAATGCATTAGCTCGGTCACGTAGTTTGCCCGACGGTTCACGGTGTGATAG  1130 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  456   ACTCTCCTTGAATGCATTAGCTCGGTCACGTAGTTTGCCCGACGGTTCACGGTGTGATAG  515  
 
Query  1131  TCTCACTTCATCGCCGTTCTAACTGTTGGTGCCTGTGTTTTTGCCGGCTTCTAATCTCTG  1190  
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  516   TCTCACTTCATCGCCGTTCTAACTGTTGGTGCCTGTGTTTTTGCCGGCTTCTAATCTCTG  575  
 
Query  1191  GCCTCTTTTTCAAAGTGGCCTTTACACTTTTGATACTTGACCTCCAATCAGGAAGGATTA  1250  
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||| ||||||| 
Sbjct  576   GCCTCTTTTTCAAAGTGGCCTTTACACTTTTGATACTTGACCTCAAATCAGGTAGGATTA  635  
 
Query  1251  CCCGCTGAAC  1260 
             |||||||||| 
Sbjct  636   CCCGCTGAAC  645 
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Table 4.2 Sequences producing significant alignments of Rigidoporus microporus RIG 56  

Description Max score Total score Query cover E value Ident Accession 
Rigidoporus microporus strain RL 18S ribosomal RNA gene, partial 
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and 
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal 
RNA gene, partial sequence 

1086 2122 92% 0.0 99% KM246744.1 

Rigidoporus microporus isolate FRIM642 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed 
spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 

1086 2125 93% 0.0 99% HQ400708.1 

Rigidoporus microporus isolate FRIM641 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed 
spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 

1085 2122 93% 0.0 99% HQ400707.1 

Rigidoporus microporus isolate 590 internal transcribed spacer 1, partial 
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, 
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence 

1062 2088 93% 0.0 98% HQ400706.1 

Rigidoporus microporus isolate FRIM646 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed 
spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 

1059 2092 93% 0.0 98% HQ400709.1 

Rigidoporus microporus voucher X1865 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and 
internal transcribed spacer 2, partial sequence 

1038 2040 88% 0.0 99% KJ559473.1 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/697995585?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313756946?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313756945?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313756944?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313756947?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634007541?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=2EH5TC7W01N
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Description Max score Total score Query cover E value Ident Accession 

Rigidoporus microporus voucher M13 internal transcribed spacer 1, partial 
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal 
transcribed spacer 2, partial sequence 

1035 2031 88% 0.0 99% KJ559474.1 

Rigidoporus microporus voucher X1864 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and 
internal transcribed spacer 2, partial sequence 

1033 2029 88% 0.0 99% KJ559472.1 

Rigidoporus microporus voucher ED315 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and 
internal transcribed spacer 2, partial sequence 

1000 1978 88% 0.0 98% KJ559459.1 

Rigidoporus microporus voucher AB102 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and 
internal transcribed spacer 2, partial sequence 

1000 1978 88% 0.0 98% KJ559448.1 

Rigidoporus microporus voucher ED335 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and 
internal transcribed spacer 2, partial sequence 

994 1967 88% 0.0 98% KJ559465.1 

Rigidoporus microporus voucher ED332 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and 
internal transcribed spacer 2, partial sequence 

994 1968 88% 0.0 98% KJ559462.1 

Rigidoporus microporus voucher DT201 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and 
internal transcribed spacer 2, partial sequence 

992 1965 88% 0.0 98% KJ559450.1 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634007542?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634007540?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634007527?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634007516?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634007533?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634007530?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634007518?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=2EH5TC7W01N
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Description Max score Total score Query cover E value Ident Accession 

Rigidoporus microporus voucher AB101 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and 
internal transcribed spacer 2, partial sequence 

992 1963 88% 0.0 98% KJ559447.1 

Rigidoporus microporus voucher ED336 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and 
internal transcribed spacer 2, partial sequence 

990 1959 88% 0.0 98% KJ559466.1 

Rigidoporus microporus voucher ED333 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and 
internal transcribed spacer 2, partial sequence 

990 1959 88% 0.0 98% KJ559463.1 

Rigidoporus microporus voucher ED331 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and 
internal transcribed spacer 2, partial sequence 

990 1959 88% 0.0 98% KJ559461.1 

Rigidoporus microporus voucher DT203 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and 
internal transcribed spacer 2, partial sequence 

990 1961 88% 0.0 98% KJ559452.1 

Rigidoporus microporus voucher ED334 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and 
internal transcribed spacer 2, partial sequence 

989 1955 88% 0.0 98% KJ559464.1 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634007515?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634007534?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634007531?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634007529?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634007520?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=2EH5TC7W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634007532?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=2EH5TC7W01N
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4.3 ศึกษำกลไกกำรยับย้ังของเชื้อ Streptomyces sp. ต่อเชื้อสำเหตุโรครำกขำว 

 4.3.1 กำรเปล่ียนแปลงทำงสัณฐำนวิทยำด้วย Scanning electron microscope 
 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราโรครากขาวท่ีเปลี่ยนแปลงไปหลังจากเลี้ยงร่วมกับเชื้อ S. griseus 
subsp. formicus ตรวจดูลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเซลล์โดยใช้กล้อง scanning electron microscope พบว่า 
เชื้อ S. griseus subsp. formicus ผลต่อการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างภายนอกของเชื้อ R. microporus RIG 56 โดยมี
ผลยับยั้งและรบกวนการแบ่งเซลล์ของเชื้อ ท าให้ลักษณะและองค์ประกอบของเซลล์เกิดการเปลี่ยนแปลงอย่างเห็นไ ด้
ชัด ปลายเส้นใยมีลักษณะที่ผิดปกติ เช่น ลีบ บิดเบี้ยว และผิดรูปร่าง เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซ่ึงมีรูปร่าง
สมบูรณ์ (Fig. 4.1) ซ่ึงการยับยั้งดังกล่าวอาจเป็นผลมาการสร้างสาร secondary metabolites เช่น phenylacetic 
acid ( C10H12O2) ,  geosmin ( C12H22O) ,  4 - aminoquinolin-2 - ol (C9H8N2O), 1,2-benzenedicarboxylic acid 
(C24H38O4) โดยเชื้อ S. griseus subsp. formicus (ผลจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค gas chromatography-mass 
spectrometry) 
 

  
 

Fig. 4.1 SEM micrographs of Rigidoporus microporus hyphae. Control culture with normal fungi 
showing healthy hyphal growth (A). The hyphae treated with Streptomyces griseus subsp. formicus 
shows hyphal tips appearing shriveled and undifferentiated (B). 
 
 
 
 
 
 
 

A B 
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 4.3.2 กำรยับย้ังกำรสังเครำะห์ ergosterol ด้วยเทคนิค gas chromatography-mass spectrometry 
 ศึกษาการยับยั้งการสังเคราะห์ ergosterol ของเชื้อ S. griseus subsp. formicus (108 cfu mL−1) ต่อการ
เจริญของเชื้อรา R. microporus RIG 56 เปรียบเทียบสารก าจัดเชื้อรา propiconazole ที่ระดับความเข้มข้น 1,000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1 เปอร์เซ็นต์ DMSO ด้วยเครื่อง Trace GC-Ultra gas chromatograph coupled to 
ISQ mass detector พบว่าปริมาณสาร ergosta-5,7,22-trien-3-ol, (3á,22e) ของเชื้อรา R. microporus RIG 56 
ในกรรมวิธีที่ผสมสารก าจัดเชื้อรา propiconazole และ S. griseus subsp. formicus มีปริมาณลดลงเท่ากับ 17.07  
และ 66.35 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (Table 4.3, Fig. 4.2-4.4) เป็นที่ทราบกันดีว่าสาร ergosta-5,7,22-trien-3-ol, 
(3á,22e) เป็นองค์ประกอบส าคัญของเยื่อหุ้มเซลล์ เชื้อรา มีหน้าที่ควบคุมการซึมผ่านเข้า-ออกของโมเลกุลต่าง ๆ เช่น 
น้ า สารอาหาร ของเสีย และไอออนต่าง ๆ ดังนั้นหากเยื่อหุ้มเซลล์ถูกท าลาย เซลล์จะถูกท าลายเช่นเดียวกัน 

 

 
Table 4.3 Percentage changes of ergosterol levels of Rigidoporus microporus RIG 56 treated with 
Streptomyces griseus subsp. formicus 

 

Chemical name Peak area relative to control (%) 

Streptomyces Propiconazole 
Ergosta-5,7,22-trien-3-ol, (3á,22E) 66.35↓ 17.07↓ 

↑=up-regulated; ↓=down-regulated 
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Fig. 4.2 GC-MS total-ion chromatogram of intracellular metabolite produced by Rigidoporus microporus RIG 56 treated with 1% DMSO for 
24 h. 
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Fig. 4.3 GC-MS total-ion chromatogram of intracellular metabolite produced by Rigidoporus microporus RIG 56 treated with Streptomyces 
griseus subsp. formicus for 24 h. 
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Fig. 4.4 GC-MS total-ion chromatogram of intracellular metabolite produced by Rigidoporus microporus RIG 56 treated with propiconazole 
at a concentration of 1,000 g ml-1. 
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4.4 ทดสอบประสิทธิภำพของ Streptomyces griseus subsp. formicus ในกำรยับย้ังกำรเจริญของ
เส้นใยเชื้อรำ Rigidoporus microporus ในหลอดทดลอง  

 ศึกษา ประสิ ทธิ ภ า พของ  S.  griseus subsp. formicus ในกา รยั บยั้ งกา ร เจ ริญของ เส้ น ใย เชื้อรา                               
R. microporus RIG 56 ในดินบรรจุในหลอดทดลองเปรียบเทียบกับสารก าจัดเชื้อรา propiconazole ด้วยเทคนิค 
suppressive soil technique พบว่า ปุ๋ยอินทรีย์อัดเม็ด (Bio Strep No 1) มูลวัว (Bio Strep No 2) และมูลไก่ (Bio 
Strep No 3) ที่ผสมเชื้อ S. griseus subsp. formicus สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นเชื้อรา โรครากขาวได้โ ดย มี
เปอร์เซ็นต์เท่ากับ 43.27, 89.62 และ 36.83 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (Table 4.4) ดังนั้นจึงคัดเลือกปุ๋ยอินทรีย์อัดเ ม็ด
และมูลวัวที่ผสมเชื้อ S. griseus subsp. formicus เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 
 
Table 4.4 Antifungal effects of Streptomyces bioproducts against Rigidiporus microporus RIG 56 
using suppressive soil technique 
 

Streptomyces bioproduct Percentage of mycelial inhibition ± S.E. 
Organic fertilizer (Bio Strep No 1) 
Cow manure (Bio Strep No 2) 
Chicken manure (Bio Strep No 3) 
Propiconazole 
Sterile distilled water  

  43.27 ± 1.35 b1/ 
89.62 ± 0.74 a 
36.83 ± 0.81 c 
32.69 ± 0.80 d 
00.00 ± 0.00 e 

1/Values are the means ± standard error of the mean from three repeated experiments with four 
replications. Means within a column followed by the same letter are not significantly different 
according to Duncan’s Multiple Range Test at the level P < 0.05. 
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4.5 ประเมินศักยภำพของ Streptomyces griseus subsp. formicus ในกำรควบคุมโรครำกขำว 
ประเมินศักยภาพของ S. griseus subsp. formicus ในปุ๋ยอินทรีย์อัดเม็ดและมูลวัวเพ่ือควบคุมโรครากขาว

ของยางพาราพันธุ์ RRIM 600 ที่เกิดจากเชื้อ R. microporus RIG 56 ในแปลงทดลองเปรียบเทียบกับสารก าจัดเชื้อรา 
propiconazole พบว่าปุ๋ยอินทรีย์อัดเม็ด (Bio Strep No 1) และมูลวัว (Bio Strep No 2) ที่ผสมเชื้อ S. griseus 
subsp. formicus สามารถลดการเกิดโรครากขาวได้โดยมีเปอร์เซ็นต์เท่ากับ 37.35 และ 34.94 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
ซ่ึงมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับการใช้สารก าจัดเชื้อรา propiconazole ทีมี่เปอร์เซ็นต์
ลดการเกิดโรครากขาวได้เท่ากับ 25.30 เปอร์เซ็นต์ (Table 4.5) 
 
Table 4.5 Efficiency of Streptomyces bioproducts for controlling white root rot fungal disease 
under pot culture conditions 
Treatment  White root rot score  Disease index  Suppression efficacy  

(1-5 scale)  (%)   (%) 
Bio Strep No 1  2.60 ± 0.22 a1/  52.00 ± 4.32 a  37.35 ± 5.21 a 
Bio Strep No 2  2.70 ± 0.17 a  54.00 ± 3.46 a  34.94 ± 4.17 ab 
Propiconazole  3.10 ± 0.06 a  62.00 ± 1.15 a  25.30 ± 1.39 b 
Untreated control 4.15 ± 0.17 b  83.00 ± 3.42 b  00.00 ± 00.00 c 
 
1/Values are the means ± standard error of the mean from three repeated experiments with four 
replications. Means within a column followed by the same letter are not significantly different 
according to Duncan’s Multiple Range Test at the level P < 0.05. 
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บทท่ี 5 

สรุปผลกำรทดลอง 
 
โรครากขาวของยางพาราเป็นโรคที่สร้างความเสียหายรุนแรงและพบการระบาดมากที่สุดในขณะนี้ แม้ว่า

ยางพาราจะมีโรคระบาดหลายชนิด และพันธุ์ยางที่นิยมปลูกในปัจจุบันจะอ่อนแอต่อโรค แต่ความรุนแร งและ
ความส าคัญทางเศรษฐกิจของโรคขึ้นอยู่กับความแข็งแรงตามธรรมชาติของต้นยาง ซ่ึงมีสภาพภูมิอากาศและการ
ปฏิบัติดูแลรักษาของเกษตรกรเป็นปัจจัยส่งเสริม โรครากขาวมักระบาดอย่างรุนแรงในช่วงฤดูฝน โดยเฉพาะพ้ืนที่ที่
มีฝนตกชุก เชื้อสามารถเข้าท าลายต้ังแต่ต้นยางอายุ 1 -2 เดือน ท าให้ต้นยางที่เป็นโรคยืนต้นตาย สามารถ
แพร่กระจายเชื้อจากต้นหนึ่งไปสู่อีกต้นหนึ่งที่อยู่ข้างเคียงท าให้ต้นยางจ านวนมากเกิดโรค ส่งผลท าให้ผลผลิตและ
จ านวนของต้นยางลดลง งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษากลไกการออกฤทธ์ิยับยั้งของเชื้อ S. griseus subsp. 
formicus ต่อเชื้อ R. microporus และพัฒนาวิธีการควบคุมโรครากขาวให้มีประสิทธิภาพและเป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดล้อม จากผลการศึกษาพบว่า เชื้อ S. griseus subsp. formicus มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อ R. microporus โดยมีผลยับยั้งและรบกวนการแบ่งเซลล์ของเชื้อราทดสอบ ท าให้ลักษณะและองค์ปร ะกอบ
ของเซลล์เกิดการเปลี่ยนแปลงอย่างเห็นได้ชัด ปลายเส้นใยมีลักษณะที่ผิดปกติ เช่น ลีบ บิดเบี้ยว และผิดรูปร่าง 
เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซ่ึงมีรูปร่างสมบูรณ์ ซ่ึงเป็นผลมาจากการยับยั้งการสังเคราะห์สาร ergosta-5,7,22-
trien-3-ol, (3á,22e) ทีเ่ป็นองค์ประกอบส าคัญของเยื่อหุ้มเซลล์เชื้อรา ซ่ึงมีหน้าที่ควบคุมการซึมผ่านเข้า-ออกของ
โมเลกุลต่าง ๆ เม่ือเยื่อหุ้มเซลล์ถูกท าลาย เซลล์เชื้อจะถูกท าลายเช่นเดียวกัน 
 การประยุกต์ใช้ปุ๋ยอินทรีย์อัดเม็ดและมูลวัว ที่ผสมเชื้อ S. griseus subsp. formicus สามารถลดการเกิด
โรครากขาวได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับการใช้สารก าจัดเชื้อรา propiconazole ดังนั้นจึงสรุป
ได้ว่าเชื้อ S. griseus subsp. formicus สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการป้องกันโรครากขาวของยางพาราได้ 
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