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บทคัดย่อ: งานวิจยันีมี้จดุมุง่หมายเพ่ือทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้ราของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีสง่ผลตอ่การเจริญของ
เชือ้รา Curvularia aeria สาเหตโุรคใบจดุของผกัสลดั โดยการน�ำเชือ้ปฏิปักษ์ Streptomyces hygroscopicus NR8-2 
น�ำมาทดสอบประสทิธิภาพการยงัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ก่อโรคโดยวิธี dual culture จากนัน้ทดสอบประสทิธิภาพ
ของน�ำ้เลีย้งเชือ้ (cell-free CF) ท่ีมีผลตอ่การเจริญของเส้นใยเชือ้ก่อโรคด้วยวิธี agar diffusion และน�ำน�ำ้เลีย้งเชือ้
มาวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ β-1,3-glucanase และ chitinase จากการทดลองด้วยวิธี dual culture พบวา่เชือ้  
S. hygroscopicus NR8-2 ยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ราก่อโรคได้ 65.03% และเม่ือทดสอบการยบัยัง้การเจริญ
ของเส้นใยเชือ้ก่อโรคด้วยน�ำ้เลีย้งเชือ้ โดยวิธี agar diffusion พบวา่ สามารถยบัยัง้เจริญของเส้นใยเชือ้ราก่อโรคได้ 
58.08% และจากการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ของน�ำ้เลีย้งเชือ้ พบวา่มีคา่กิจกรรมเอนไซม์ β-1,3-glucanase และ 
chitinase เทา่กบั 7.83 และ 0.09 U/mL-1 ตามล�ำดบั ซึง่มีคา่สงูกวา่ชดุควบคมุอยา่งมีนยัส�ำคญั  จากผลการทดลอง
แสดงให้เหน็วา่เชือ้ S. hygroscopicus NR8-2 มีประสทิธิภาพยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตโุรคใบจดุของ 
ผกัสลดัด้วยกลไกการยบัยัง้และท�ำลาย (antibiosis) เน่ืองจากมีการสร้างสาร antifungal metabolite และเอนไซม์
ยอ่ยผนงัเซลล์ (cell wall degrading enzyme) กลไกดงักลา่วเป็นกลไกท่ีส�ำคญัในการคดัเลอืกเชือ้ Streptomyces sp. 
ท่ีมีประสทิธิภาพ เพ่ือน�ำไปควบคมุโรคได้ในอนาคต
ค�ำส�ำคัญ: ใบจดุ, ผกัสลดั, Curvularia aeria, cell-free CF, Streptomyces

ABSTRACT: This research aimed to test the antifungal activity of antagonistic microorganism in 
controlling leaf spot disease pathogen, Curvularia aeria. Streptomyces hygroscopicus NR8-2 was 
tested to inhibit mycelial growth of disease pathogen by dual culture assay. Effect of cell free culture 
filtrate (CF) on fungal growth was conducted by agar diffusion assay, and enzyme activity of β-1, 
3-glucanase and chitinase was analyzed. The results showed S. hygroscopicus NR8-2 inhibited 
mycelial growth of C. aeria with 65.03%, by dual culture assay. Cell free CF of S. hygroscopicus 
NR8-2 inhibited C. aeria with 58.08%, by agar diffusion method. Activity of β-1, 3-glucanase and 
chitinase were 7.83 and 0.09 U/mL-1, respectively higher than that of control. Based on our result, 
S. hygroscopicus NR8-2 displays antifungal activity by antibiosis mechanism with production of 
antifungal metabolites and cell wall degrading enzymes. These mechanism is important for selection 
of Streptomyces sp. to control the plant disease in near future.
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บทน�ำ

ผกัสลดั (Lactuca sativa L.) เป็นพืชเศรษฐกิจ
ท่ีมีความส�ำคญัชนิดหนึง่ในประเทศไทย (ดเิรก, 2547) 
โดยนิยมน�ำใบมาบริโภคและประกอบอาหารได้
หลายชนิด แตก่ารผลติผกัสลดัมกัประสบปัญหาเร่ือง
โรคระบาดตา่ง ๆ เชน่ โรครากเนา่จากเชือ้ Pythium 
spp. (พรหมมาศ, 2548) และโรคใบจดุ (leaf spot) 
ท่ีมีเชือ้สาเหตหุลายชนิด เชน่ แบคทีเรีย Xanthomonas 
campestris pv. vitians (Bull and Koike (2005) 
เชือ้รา Alternaria spp., Corynespora casiicola 
และ Curvularia aeria (Chairin et al., 2017; 
Pornsuriya et al. 2018) โดยเฉพาะโรคใบจดุ มี
สาเหตจุากเชือ้รา C. aeria ซึง่เป็นเชือ้ท่ีพบวา่
ระบาดครัง้แรกในแปลงของเกษตรกรในจงัหวดัสงขลา 
พบการระบาดอยา่งหนกัในชว่งฤดฝูน เน่ืองจากสภาพ
อากาศมีความเหมาะสมในการเจริญและการแพร่ขยาย
ของเชือ้ แผลท่ีพบบนใบผกัสลดัมีลกัษณะเป็นจดุขนาด
เลก็สนี�ำ้ตาลเข้ม เส้นผา่นศนูย์กลางของแผลประมาณ 
0.5-1 มิลลเิมตร เม่ือมีอาการรุนแรงแผลจะเช่ือมกนั
และขยายเป็นวงกว้าง Pornsuriya et al. (2018) สง่ผล
ให้ผกัสลดัสญูเสียทัง้ปริมาณเละคณุภาพ 

ในการควบคมุและก�ำจดัเชือ้สาเหตโุรคสว่นใหญ่
เกษตรกรนิยมใช้สารเคมี แตก่ารใช้สารเคมีมีข้อจ�ำกดั
หลาย ๆ อยา่ง เชน่ สารเคมีราคาสงู ไมป่ลอดภยัตอ่
ผู้บริโภคเน่ืองจากการตกค้างของสารเคมีในผลผลติ 
ดงันัน้การควบคมุโดยชีววิธีจึงเป็นทางเลือกท่ีได้รับ
ความสนใจและเหมาะสมในการผลติผกัสลดัเพ่ือให้
ปลอดภยัตอ่ผู้บริโภคและสิง่แวดล้อม โดยมีรายงาน
เก่ียวกบัการใช้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์ในการควบคมุเชือ้
สาเหตโุรคตา่ง ๆ  โดยเฉพาะการใช้เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ 
Streptomyces sp. ซึง่เป็นเชือ้จลุนิทรีย์ท่ีถกูใช้ใน
การควบคมุโรคได้อยา่งหลากหลาย เน่ืองจากมีคณุสมบตัิ
การสร้างสารต้านเชือ้ราและสร้างเอนไซม์ท่ีมีคณุสมบตัิ
ในการยอ่ยสลายผนงัเซลล์ของเส้นใยเชือ้รา (ปวีณา 
และคณะ, 2555) ซึง่เคยมีรายงานวา่ เชือ้ Streptomyces 
sp. A6 สามารถยบัยัง้และควบคมุโรค Fusarium wilt 
ท่ีมีสาเหตมุาจากจากเชือ้รา F. udam (Singh and 
Chatpar, 2011) นอกจากนีย้งัพบวา่เป็นปฏิปักษ์ตอ่
เชือ้ราก่อโรคพืชได้หลายชนิด โดยการสร้างเอนไซม์ 
β-1, 3-glucanase และ chitinase เพ่ือยบัยัง้การ
เจริญของเชือ้รา Colletotrichum gloeosporioides 

และ Sclerotium rolfsii สาเหตโุรคแอนแทรคโนส
และโรคโคนเนา่ของพริก ตามล�ำดบั โดยเอนไซม์ดงักลา่ว
สง่ผลให้เซลล์ชองเชือ้ราก่อโรคถกูท�ำลายและของเหลว
ภายในเซลล์ไหลออกสูภ่ายนอก (Prapagdee et al., 
2008)

งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือน�ำเชือ้ S. hygroscopicus 
NR8-2 ท่ีได้ถกูศกึษาก่อนหน้านีว้า่มีประสทิธิภาพใน
การยบัยัง้การเจริญของเชือ้ Ganoderma boninense 
สาเหตโุรคล�ำต้นเนา่ (สภุาภรณ์, 2557) และเชือ้รา 
C. oryzae สาเหตโุรคใบจดุในต้นกล้าปาล์มน�ำ้มนั 
(อรณิชา และคณะ 2559) มาทดสอบประสทิธิภาพใน
การเป็นปฏิปักษ์ตอ่เชือ้รา C. aeria สาเหตโุรคใบจดุ
ผกัสลดัในห้องปฏิบตักิาร เพ่ือใช้เป็นแนวทางในการน�ำ
มาใช้ประโยชน์เพ่ือควบคมุโรคใบจดุของผกัสลดัใน
สภาพแปลงตอ่ไป

วธีิการศกึษา 

การเตรียมเชือ้จุลนิทรีย์ปฏปัิกษ์และเชือ้ราก่อโรค
เชือ้ปฏิปักษ์ S. hygroscopicus NR8-2 

(Pithakkit et al., 2015) ได้รับความอนเุคราะห์จาก
คลงัเก็บการรวบรวมเชือ้จลุนิทรีย์ Culture Collection 
of Pest Management Department ภาควิชาการ
จดัการศตัรูพืช คณะทรัพยากรธรรมชาต ิมหาวิทยาลยั
สงขลานครินทร์ จากท่ีเก็บรักษาในอาหารเลีย้งเชือ้ 
S. hygroscopicus NR8-2 ในอาหารเลีย้งเชือ้ glucose 
yeast malt agar (GYMA) บม่ท่ีอณุหภมิูห้องเป็น
เวลา 4 วนั ก่อนน�ำไปท�ำการ และเลีย้งเชือ้รา C. aeria 
บนอาหาร potato dextrose agar (PDA) เป็นเวลา 
7 วนั ก่อนน�ำไปทดลอง

การทดสอบประสทิธิภาพของเชือ้ S. hygroscopicus 
NR8-2 ในการยับยัง้การเจริญของเชือ้จุลนิทรีย์สาเหตุ
โรคพชื

ทดสอบประสทิธิภาพการยบัยัง้โดยการขีด S. 
hygroscopicus NR8-2 บนอาหาร PDA โดยให้หา่ง
จากขอบจานเลีย้งเชือ้ 2 เซนตเิมตร โดยขีดทิง้ไว้
ประมาณ 7 วนั หรือจนเชือ้สร้างสปอร์ จากนัน้ใช้ 
cork borer ตดัชิน้วุ้นของเชือ้ราก่อโรควางบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ PDA ในทิศตรงข้ามกบัเชือ้ปฏิปักษ์ และ
หา่งจากขอบจานเลีย้งเชือ้ 2 ซม. เชน่เดียวกนั ส�ำหรับ
ชดุควบคมุวางเพียงชิน้วุ้นของเชือ้ราก่อโรคบนอาหาร 



KHON KAEN AGR. J. 47 (SUPPL. 1) : (2019).		  1609

PDA ท�ำการทดลองจ�ำนวน 5 ซ�ำ้ บม่ท่ีอณุหภมิูห้อง 
(28–30°C) จากนัน้วดัรัศมีโคโลนีของเชือ้ราก่อโรค 
และค�ำนวณเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้การเจริญ (Vincent, 
1927) ดงัสมการ
Percent of Growth Inhibition (GI) = [(R1 - R2)/R1] ×100

R1 = รัศมีของโคโลนีราสาเหตโุรคท่ีเจริญบน
อาหารชดุควบคมุ

R2 = รัศมีของโคโลนีราสาเหตโุรคท่ีเจริญบน
อาหารชดุทดสอบ\

การทดสอบประสิทธิภาพของน�ำ้เลีย้งเชือ้ต่อ
การเจริญของเชือ้ราสาเหตุโรค

เลีย้งเชือ้ S. hygroscopicus NR8-2 ในอาหาร 
glucose yeast malt broth (GYMB) เป็นเวลา 7 วนั 
จากนัน้กรองด้วยกระดาษกรองรูพรุนขนาด 0.45 
µm เพ่ือแยกเซลล์ออก และน�ำน�ำ้เลีย้งเชือ้ท่ีได้มา
ทดสอบด้วยวิธี agar diffusion บนอาหาร PDA ใช้ 
cork borer ขนาด 0.5 เซนตเิมตร เจาะวุ้น 3 จดุ โดย
ในแตล่ะจดุหยอดสารดงันี ้ อาหาร GYMB น�ำ้กลัน่
นึง่ฆา่เชือ้ และน�ำ้เลีย้งเชือ้ น�ำชิน้วุ้นท่ีมีเส้นใยของ
เชือ้ราก่อโรควางตรงกลางของจานเลีย้งเชือ้ บม่ไว้ท่ี
อณุหภมิูห้อง (28–30°C) เป็นเวลา 5 วนั และวดั
รัศมีของเชือ้ก่อโรค ค�ำนวณเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้
โดยใช้สตูรของ (Mostapha, 2004) ดงัสมการ  

Growth inhibition (GI) = [(C-T)/C] × 100
C = รัศมีของโคโลนีเชือ้ราก่อโรคท่ีเจริญจาก

จดุกึง่กลางไปทางหลมุท่ีหยอด GYMB
T = รัศมีของโคโลนีเชือ้ราก่อโรคท่ีเจริญจาก

จดุกึง่กลางไปทางหลมุท่ีหยอดน�ำ้เลีย้งเชือ้

การวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์ β-1,3-glucanase 
และ chitinase ในน�ำ้เลีย้งเชือ้

เอนไซม์ β-1,3-glucanase ท�ำการทดลองตาม
วิธีการของ Miller (1959) โดยน�ำน�ำ้เลีย้งเชือ้ปริมาตร 
0.5 มิลลลิติร ผสม laminarin 0.5% ละลายใน 50 mM 
sodium acetate buffer pH 5.0 บม่ทิง้ไว้ 30 นาที ท่ี
อณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส และเตมิสารละลาย DNS 
ปริมาตร 0.5 มิลลลิติร จากนัน้หยดุปฏิกิริยาโดย
การต้มในน�ำ้เดือดนาน 15 นาที และเติมน�ำ้กลัน่
ปริมาตร 4 มิลลลิติร ทิง้ไว้ให้เยน็ และน�ำไปวดัคา่ดดู
กลนืแสงท่ี 550 นาโนเมตร โดยใช้น�ำ้ตาล glucose 
เป็น standard โดย β-1,3-glucanase activity หนึง่

หนว่ยเทียบกบัปริมาณของน�ำ้ตาลกลโูคสท่ีเพ่ิมขึน้ 1 μmol

เอนไซม์ chitinase ท�ำการทดลองตามวิธีการของ 
Miller (1959) โดยน�ำน�ำ้เลีย้งเชือ้ปริมาตร 0.5 มิลลลิติร 
ผสม colloidal chitin 1% ละลายใน 50 mM 
potassium phosphate buffer (KPB) pH 7.5 บม่
ทิง้ไว้ 30 นาที ท่ีอณุหภมิู 50 องศาเซลเซียส และ
เตมิสารละลาย DNS ปริมาตร 0.5 มิลลลิติร จากนัน้
หยดุปฏิกิริยาโดยการต้มในน�ำ้เดือดนาน 15 นาที 
และเตมิน�ำ้กลัน่ปริมาตร 4 มิลลลิติร ทิง้ไว้ให้เยน็ 
และน�ำไปวดัคา่ดดูกลืนแสงท่ี 575 นาโนเมตร โดย
ใช้ N-acetyl-D-glucosamine เป็น standard และ 
chitinase activity หนึง่หนว่ยเทียบกบัปริมาณของ
น�ำ้ตาล N-acetyl-D-glucosamine ท่ีเพ่ิมขึน้ 1 μmol

การวเิคราะห์ค่าทางสถติิ
น�ำค่าเฉลี่ยแต่ละการทดลองมาวิเคราะห์ค่า

ความแตกตา่งทางสถิตด้ิวยวิธี Duncan’s multiple 
range test (DMRT) ท่ีความเช่ือมัน่ 95% (P ≤0.05) 
โดยใช้โปรแกรม SPSS 16.0 

ผลและวจิารณ์ผลการศกึษา

จากการทดสอบประสทิธิภาพการยบัยัง้การเจริญ
ของเชือ้รา C. aeria สาเหตโุรคใบจดุผกัสลดั โดยใช้เชือ้ 
S. hygroscopicus NR8-2 ด้วยวิธี dual culture บน
อาหาร PDA พบวา่มีเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้เทา่กบั 65.03% 
(Fig.1) ซึง่สอดคล้องกบัรายงานของ Pithakkit et al. 
(2015) ท่ีพบวา่เชือ้ Streptomyces sp. ท่ีแยกได้จาก
บริเวณรอบรากปาล์มมีประสทิธิภาพในการยบัยัง้เชือ้ 
C. oryzae, G. boninense และ Schizophyllum 
commune ได้อยา่งมีประสทิธิภาพ

เม่ือทดสอบประสิทธิภาพของน� ำ้เลีย้งเชือ้ 
(cell-free CF) ในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้
ราก่อโรคด้วยวิธี agar diffusion พบวา่สามารถ
ยบัยัง้ได้ถงึ 50.58% (Fig. 2) ซึง่เคยมีรายงานวา่น�ำ้
เลีย้งเชือ้ของ Streptomyces sp. ท่ีได้จากดนิใน
พืน้ท่ีท�ำการเกษตรของประเทศอินเดีย สามารถยบัยัง้
การเจริญของเชือ้ราก่อโรคพืช เชน่ Stemphylium 
sp., Botrytis  cinerea, Sclerotinia  sclerotiorum, 
Colletotrichum  spp., Curvularia spp., C. 
cassicola  และ  Thielavia basicola ได้อยา่งมี
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ประสทิธิภาพ (Alam et al., 2012) โดยลกัษณะการ
เ ป็ น ป ฏิ ปั ก ษ์ ต่ อ เ ชื ้อ ร า ก่ อ โ ร ค ข อ ง เ ชื ้อ 
Streptomyces สร้างสารต้านเชือ้รา และเอนไซม์
ยอ่ยสลายผนงัเซลล์ จากนัน้ปลดปลอ่ยออกมานอกเซลล์
เพ่ือท�ำลายเชือ้ราเปา้หมาย (Haggag et al., 2011) 

จากการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ในน�ำ้เลีย้ง
เชือ้ท่ีสร้างโดย S. hygroscopicus NR8-2 และปลอ่ย
ออกมานอกเซลล์เพ่ือใช้ยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา
ก่อโรค พบวา่มีคา่กิจกรรมเอนไซม์ β-1,3-glucanase 
และ chitinase เทา่กบั 7.83 และ 0.09 U/mL-1 ตามล�ำดบั 

ซึง่มีคา่สงูกวา่ชดุควบคมุอยา่งมีนยัส�ำคญั (Fig. 3) เชือ้ 
Streptomyces spp. เคยมีรายงานวา่ สามารถสร้าง 
เอนไซม์ในกลุม่ยอ่ยสลายผนงัเซลล์ของเชือ้รา (cell 
wall degrading enzyms) β-1,3-glucanase และ 
chitinase เพ่ือยอ่ยสลายผนงัเซลล์เส้นใยของเชือ้
ก่อโรคพืช ท�ำให้เซลล์ยบุตวั จนไมส่ามารถเจริญตอ่ได้ 
(Prapagdee et al., 2008) เน่ืองจาก โครงสร้างท่ีส�ำคญั
ของผนงัเซลล์เชือ้ราสว่นเป็น chitins และ glucans 
ซึ่ ง เ ป็น โครงส ร้าง ท่ี มีความส� ำคัญต่อ เ ชื อ้ รา 
(Georgopapadakou and Tkacz, 1995)

Fig.1 Percentage of inhibition of S. hygroscopicus NR8-2 against C. aeria by dual culture assay.

Fig.2 Antifungal activity against C. aeria by agar diffusion assay, where a= distilled water,  
b= cell-free CF and c= GYMB.
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สรุป

จากการศึกษาประสิทธิภาพของเชื อ้  S. 
hygroscopicus NR8-2 แสดงให้เหน็วา่มีความสามารถ
ในการยงัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ก่อโรคได้ดีด้วย
กลไกการยบัยัง้และท�ำลาย (antibiosis) เน่ืองจาก
เชือ้ปฏิปักษ์ชนิดนีส้ามารถผลติสารต้านเชือ้รา (antifungal 
metabolite) และเอนไซม์ β-1,3-glucanase และ 
chitinase ท่ีสามารถท�ำลายเซลล์ของเชือ้ราก่อโรคได้ 
ซึง่เป็นคณุสมบตัิท่ีส�ำคญัของเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์
ในการควบคมุเชือ้ราก่อโรคพืช

ค�ำขอบคุณ

งานวิจยันีไ้ด้รับทนุสนบัสนนุจาก ส�ำนกังานกองทนุ
สนบัสนนุการวิจยั โครงการพฒันานกัวิจยัและงาน
วิจยัเพ่ืออตุสาหกรรม รหสัโครงการ 59-2-2024 
และบริษัท ไทย แอดวานซ์ อะกรี เทค จ�ำกดั และ
สถานวิจยัความเป็นเลศิด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร
และทรัพยากรธรรมชาต ิระยะท่ี 2 มหาวิทยาลยัสงขลา
นครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ 
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