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Abstract: Actinomycetes were isolated from soil surrounding tomato root which collected from tomato plantation 
areas of Inthanon Royal Agricultural Station and Khun Wang Royal Project Development Center. A total of 126 
actinomycetes isolates were obtained and used for evaluation of antagonistic activity against Ralstonia 
solanacearum (causes bacterial wilt disease of tomato) by using dual culture method on NA medium. 
Seventeen actinomycetes isolates demonstrated an ability to inhibit growth of R. solanacearum.  The highest 
antagonistic activity are shown by T-11 isolate with 16.50 mm of inhibition zone. Moreover, T-11 isolate could 
produce siderophore and cellulase enzyme under agar plate assay. Identification of isolate T-11 based on 16S 
rRNA gene sequencing was analyzed to confirm the species. The result showed that partial gene sequencing of 
T-11 isolate was 96% homology with Streptomyces mirabilis. 
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ค าน า 
 

มะเขือเทศ (Lycopersicon esculentum Mill.) 
จัดอยู่ในวงศ์ Solanaceae มะเขือเทศมีการเจริญเติบโต
ได้ดีในเขตร้อนและเขตอบอุ่น (สชีุลา และคณะ, 2552) 
แหล่งผลิตมะเขือเทศสดแหล่งใหญ่ในประเทศไทย คือ 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือซึ่งมีสภาพ
ภมูิอากาศเหมาะสมสาํหรับการปลกู (มณีฉตัร, 2554) โรค
สําคัญที่พบเข้าทําลายมะเขือเทศ คือ โรคเหี่ยวเขียว 
(bacterial wilt) ที่เกิดจากเชือ้แบคทีเรีย Ralstonia 
solanacearum เชือ้แบคทีเรียชนิดนีส้ามารถเข้าทําลาย
พืชได้มากกว่า 200 ชนิด และอยู่รอดในดินได้เป็น
เวลานาน (Prior et al., 1998) เมื่อเชือ้แบคทีเรียนีเ้ข้าสูพ่ืช
ทางช่องเปิดบริเวณราก จากนัน้เจริญไปตามระบบท่อ
ลาํเลยีงนํา้ (xylem) มีการเพิ่มจํานวน และแพร่กระจายไป
ทั่วต้น ขณะเดียวกันเชื อ้แบคที เ รียขับสารใ นกลุ่ม 
exopolysaccharide (EPS) ออกมาในปริมาณมาก จึงทํา
ให้เกิดการอุดตนัในระบบท่อลําเลียงนํา้ ส่งผลให้ต้นพืช
ขาดนํา้ และแสดงอาการเหี่ยวตายทัง้ต้น โดยที่ต้นและใบ
ยงัเขียวอยู่ (Saile et al., 1997) นอกจากนีเ้ชือ้สาเหตยุงั
แพร่ระบาดไปกบันํา้ได้ จึงเป็นการยากที่จะทําการป้องกนั
กําจัดโรค การปลูกมะเขือเทศบนพืน้ท่ีสูง มักพบปัญหา
การระบาดของโรคเหี่ยวเขียว เมื่อพบการระบาดของโรค
และมีการใช้สารเคมีในการป้องกนักําจดั ซึ่งหากนํามาใช้
อย่างไม่ถกูต้องและถกูวิธี อาจเป็นอนัตรายต่อผู้ผลิตและ
ผู้บริโภค และอาจยงัปนเปือ้นหรือตกค้างในสิง่แวดล้อมได้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ในการลดการใช้สารเคมีป้องกนักําจดัเชือ้สาเหตุโรคด้วย
วิธีชีวภาพหรือชีววิธี (biological control หรือ biocontrol) 
เป็นวิธีที่นําสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ รวมทัง้จุลินทรีย์มาใช้เพื่อ
ควบคุมเชือ้สาเหตุโรคพืช (จิระเดช, 2546) จากวิธีการ
ดังกล่าวจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจสําหรับ
นํามาใช้ควบคมุโรคเหี่ยวเขียวของมะเขือเทศ เนื่องมีความ
ปลอดภยัตอ่การนําไปใช้และปลอดภยัตอ่สิง่แวดล้อม 

เชือ้แอคติโนมยัซีท (actinomycetes) เป็นเชือ้
แบคทีเรียแกรมบวกชนิดหนึ่ง ซึ่งมีลกัษณะคล้ายเชือ้รา 
พบอาศยัอยู่ในดิน หรือในต้นพืช (endophyte) หรือเป็น 
saprophyte อยู่บริเวณรอบรากพืช (Coombs and 
Franco, 2003) เชือ้แอคติโนมยัซีท สามารถผลิตสารได้
หลายชนิด เช่น สารปฏิชีวนะ และสารยับยัง้เอนไซม์ 
(enzyme inhibitor) ที่สามารถยบัยัง้การเจริญเติบโตของ
เชือ้รา เช่น nikkomycin และ polyoxin (Nolan and 
Cross, 1988) และเชือ้แบคทีเรีย เช่น oleandomycin 
(Swan et al., 1994) จึงมีความสําคญัทางด้านการแพทย์
และเภสชักรรม (Boudjella et al., 2006) ในด้าน
การเกษตร ได้มีการศึกษาและนําเชือ้แอคติโนมัยซีทมา
ทดลองใช้ในการควบคมุเชือ้สาเหตโุรคพืช ได้แก่ Sadeghi 
et al. (2006) นํา Streptomyces จํานวน 2 ไอโซเลท (S2 
และ C) ที่แยกจากดินบริเวณที่ปลกูข้าวสาลี มาใช้ยบัยัง้
การเจริญของเชือ้รา Rhizoctonia solani สาเหตุโรคเน่า
คอดินของ sugar beet ได้  ในขณะเดียวกนั Sharifi et al. 
(2007) ได้ทําการแยกเชือ้แอคติโนมยัซีทจากดิน จํานวน 
178 ไอโซเลท และพบว่ามีเชือ้แอคติโนมัยซีท จํานวน             

บทคัดย่อ: การแยกเชือ้แอคติโนมยัซีทจากดินบริเวณรอบรากของต้นมะเขือเทศในแปลงปลกูของสถานีเกษตรหลวง               
อินทนนท์และศนูย์พฒันาโครงการหลวงขนุวาง สามารถแยกเชือ้ได้จํานวน 126 ไอโซเลท เมื่อคดัเลือกเชือ้ที่มีประสิทธิภาพ
ในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยวเขียวของมะเขือเทศ ด้วยวิธี dual 
culture บนอาหาร NA พบแอคติโนมยัซีทที่เป็นปฏิปักษ์ จํานวน 17 ไอโซเลท  โดยไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพมากที่สดุใน
การยบัยัง้การเจริญของเชือ้สาเหตโุรค คือ ไอโซเลท T-11 ซึ่งมีความกว้างบริเวณยบัยัง้ เท่ากบั 16.50 มิลลิเมตร เมื่อนําไอ
โซเลท T-11 มาตรวจสอบการสร้างสารสําคญับางชนิด พบว่าไอโซเลท T-11 สามารถสร้างสาร siderophore และสร้าง
เอนไซม์เซลลเูลสบนอาหารทดสอบได้ และเมื่อทําการจดัจําแนกชนิดของไอโซเลท T-11 โดยการวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอ
ไทด์บริเวณยีน 16S rRNA พบว่าไอโซเลท T-11 มีลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณดังกล่าวเหมือนกับเชือ้ Streptomyces 
mirabilis ถึง 96 เปอร์เซ็นต์ 
 
ค าส าคัญ: โรคเหี่ยวเขียว มะเขือเทศ แอคติโนมยัซีท 

วารสารเกษตร 33(1): 49 - 59 (2560) 
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43 ไอโซเลท ที่ยับยัง้การเจริญของเชือ้รา Pythium 
aphanidermatum สาเหตโุรครากเน่า โคนเน่าของแตงได้ 
นอกจากนี ้Ko et al. (2010) ได้แยกเชือ้ Streptomyces 
strain TKA-5 จากดิน โดยเชือ้มีความสามารถในการย่อย
สลายเศษพืชผกั และยงัสามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา 
Phytophthora capsici สาเหตุโรคใบไหม้ของพริก และ
เชือ้รา Alternaria brassicicola สาเหตุโรคใบจุดใน 
spoon cabbage ได้ จากที่กลา่วมาแสดงให้เห็นว่าเชือ้ 
แอคติโนมยัซีทเป็นเชือ้ที่มีประสทิธิภาพในการควบคมุเชือ้
สาเหตโุรคพืชได้ ดงันัน้ ในการวิจยัครัง้นีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์
เพื่อคดัเลือกจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในกลุ่มเชือ้แอคติโนมยัซีท
จากดินที่มีการปลกูมะเขือเทศบนพืน้ท่ีสงูเพื่อนํามาใช้ใน
การควบคมุเชือ้แบคทีเรีย R. solanacearum สาเหตโุรค
เหี่ยวเขียวของมะเขือเทศ 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
1. การแยกเชือ้แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum 
สาเหตุโรคเหี่ยวเขียวในมะเขือเทศ 

นําต้นมะเขือเทศที่แสดงอาการของโรคเหี่ยว
เขียวมาทําการแยกเชือ้ โดยตดัส่วนของลําต้นบริเวณติด
กับรากมาล้างด้วยนํา้ให้สะอาด ใช้ใบมีดที่ฆ่าเชือ้ด้วย
แอลกอฮอล์ตัดบริเวณส่วนเหนือโคนต้น หั่นให้ละเอียด
และหยดนํา้กลัน่ฆ่าเชือ้ ทิง้ไว้ประมาณ 1-2 นาที จากนัน้
ใช้ loop ที่ฆ่าเชือ้แล้วจุ่มลงใน suspension และ streak 
ลงบนอาหาร TZC (tetrazolium chloride agar; peptone 
1 กรัม, glucose 0.5 กรัม, pancreatic digest of casein 
0.1 กรัม, 2,3,5–triphenyl tetrazolium chloride solution 
10 มิลลิลิตร, distilled water 990 มิลลิลิตร, agar 17 
กรัม) บ่มทิง้ไว้ที่อณุหภมูิห้องนาน 24-48 ชัว่โมง หลงัจาก
นัน้คดัเลือกโคโลนีเดี่ยวที่มีสีขาวขุ่น ตรงกลางโคโลนีมีสี
ชมพู มา streak อีกครัง้บนอาหาร TZC เพื่อให้ได้เชือ้
บริสทุธ์ิ และเก็บไว้ใช้ทดสอบในขัน้ตอ่ไป 

 
 
 
 

2. การตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาเบือ้งต้นของ
เชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรค และการทดสอบปฏิกิริยา
ตอบสนองแบบเฉียบพลันของพืชต่อเชือ้ Ralstonia 
solanacearum 

นําเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคที่แยกได้มาเลีย้งบน
อาหาร NA (nutrient agar; peptone 5 กรัม, beef extract 
3 กรัม, agar 20 กรัม, distilled water 1 ลติร) และ TZC 
โดยวิธี  streak plate บม่เชือ้ไว้ 24-48 ชัว่โมง จากนัน้
ตรวจสอบสแีละรูปร่างลกัษณะโคโลนี นอกจากนีน้ําเชือ้
แบคทีเรียที่เตรียมไว้ข้างต้นนํามาย้อมสตีามวิธีของ Gram 
เพื่อศกึษาปฏิกิริยาการติดสขีองเชือ้แบคทีเรีย 

การทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองแบบเฉียบพลนั
ของพืชต่อเชือ้ R. solanacearum โดยการนําเชือ้มาเพิ่ม
ปริมาณด้วยวิธี streak บนอาหาร NA บ่มไว้ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนัน้เตรียม 
bacterial suspension โดยการขูดโคโลนีของเชือ้ R. 
solanacearum ที่เจริญอยู่บนผิวหน้าอาหารให้หลุดออก
จากผิวหน้าอาหารแล้วนําไปใส่ลงในบีกเกอร์ที่มีนํา้กลัน่
นึ่งฆ่าเชือ้ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนัน้นําไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600  นาโนเมตร (O.D. = 
0.2) ด้วยเคร่ือง spectrophotometer ซึ่งมีความเข้มข้น
ของเซลล์เท่ากบั 108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร (cfu/ml) จากนัน้
นํา bacterial suspension ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ฉีดเข้าไป
ในช่องว่างระหว่างเซลล์ของใบยาสบูใบเล็ก (Nicotiana 
rustica) อาย ุ1 เดือน โดยฉีดอยา่งช้า ๆ บริเวณข้างเส้นใบ
ทางด้านใต้ใบ และฉีดนํา้กลัน่ฆ่าเชือ้เช่นเดียวกับข้างต้น
ในอีกฝ่ังของใบเดียวกัน เพื่อเป็นชุดเปรียบเทียบ แล้ว
ตรวจสอบผลภายใน 48 ชัว่โมง 

 
3. การทดสอบความสามารถในการท าให้เกิดโรค
ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรค  

นําเชือ้ R. solanacearum มาเพิ่มปริมาณโดย
การ streak บนอาหาร NA บ่มไว้ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 
48 ชั่วโมง จากนัน้นํามาเตรียม bacterial suspension 
ตามวิธีที่ได้อธิบายไว้ข้างต้น นําต้นมะเขือเทศที่มีอาย ุ30 
วนั มาใช้ในการทดสอบ มีการทําแผลที่รากของต้นมะเขือ
เทศโดยใช้มีดที่ฆ่าเชือ้ด้วยแอลกอฮอล์ 70% จากนัน้นํา
มีดดังกล่าวแทงลงไปในดิ นบริ เวณรอบรากของ             

การใช้แอคติโนมัยซีทจากดินเพื่อยับยัง้เชือ้แบคทเีรีย Ralstonia solanacearum  
สาเหตุโรคเหี่ยวเขียวของมะเขือเทศ 



 

 52 

ต้นมะเขือเทศ โดยเอียงทํามุม 45 องศา เพื่อตดัรากที่อยู่
ใต้ดิน แล้วจึงราด bacterial suspension ปริมาตร 50 
มิลลิลิตรต่อต้น ในชุดควบคุมราดด้วยนํา้กลั่นฆ่าเชือ้ 
จากนัน้ตรวจสอบการเกิดโรคเหี่ยวเขียวทุกวันหลังการ
ปลกูเชือ้ โดยสงัเกตอาการเหี่ยวเขียวที่เกิดขึน้บนใบ 
 
4. การแยกเชือ้แอคติโนมัยซีทจากดิน 

เก็บดินบริเวณรอบรากของต้นมะเขือเทศที่ไม่
เป็นโรคในแปลงปลกูที่มีรายงานการระบาดของโรคเหี่ยว
เขียว โดยเป็นแปลงของเกษตรกรที่เป็นสมาชิกของสถานี
เกษตรหลวงอินทนนท์ จํานวน 9 ตวัอยา่ง และศนูย์พฒันา
โครงการหลวงขุนวาง จํานวน 10 ตัวอย่าง จากนัน้นํา
ตวัอยา่งดินทัง้หมดมาตากแดดเป็นเวลา 1 สปัดาห์ วิธีการ
นีจ้ะช่วยลดประชากรเชือ้แบคทีเรียแกรมลบ (Jeffrey, 
2008) จากนัน้นําตวัอยา่งดินที่แห้งแล้วมาแยกเชือ้ด้วยวิธี 
soil dilution plate โดยชัง่ดินตวัอย่างละ 10 กรัม ใสล่งใน
ขวดรูปชมพู่ที่มีนํา้กลั่นฆ่าเชือ้ปริมาตร 90 มิลลิลิตร 
จากนัน้เขย่าให้ เข้ากันด้วยเคร่ืองเขย่าสาร ทิ ง้ให้
ตกตะกอนสกัครู่ ใช้ micro pipette ดดูสารแขวนลอยดิน  
1 มิลลิลิตร ใสใ่นหลอดทดลองที่มีนํา้กลัน่ฆ่าเชือ้ปริมาตร 
9 มิลลิลิตร ให้สารแขวนลอยดินเข้ากนัแล้วเจือจางต่อไป
แบบเดิม นําสารแขวนลอยดินท่ีความเข้มข้น 10-4, 10-5 

และ 10-6 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ไปแยกเชือ้ด้วยวิธี 
spread plate บนอาหารเลีย้งเชือ้ NA, PDA (potato 
dextrose agar; มนัฝร่ัง 200 กรัม, dextrose 20 กรัม,  
agar 15 กรัม, distilled water 1 ลิตร) และ IMA-2 
(inhibitory mold agar-2; glucose 5 กรัม, soluble 
starch 5 กรัม, beef extract 1 กรัม, yeast extracts 1 
กรัม, NZ-case (enzyme hydrolyzed casein) 2 กรัม, 
NaCl 2 กรัม, CaCO3 1 กรัม, agar 15 กรัม, distilled 
water 1 ลิตร) ท่ีมีการเติม Bavistin FL (carbendazim) 
เพื่อยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา ในอตัรา 1 ไมโครลิตร ต่อ
อาหารเลีย้งเชือ้ 100 มิลลิลิตร บ่มไว้ที่อณุหภมูิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1-2 สปัดาห์ แยกเชือ้ที่เจริญขึน้มาบน
ผิวหน้าอาหาร NA, PDA และ IMA-2 โดย streak บน
อาหารเลีย้งเชือ้แต่ละชนิดท่ีแยกได้ เพ่ือให้ได้เชือ้บริสทุธ์ิ 
และเก็บเป็น stock culture นําไปใช้ในการทดลองตอ่ไป 

5. การคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้
แอคติโนมัยซีทที่มีคุณสมบัติเป็นปฏิปักษ์ต่อเชือ้
แบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวเขียว 

นําเชือ้แอคติโนมยัซีทจํานวน 126 ไอโซเลทจาก 
stock culture มาเพิ่มปริมาณบนอาหารเลีย้งเชือ้ บ่มเชือ้
ไว้ 3 วัน เตรียมเชือ้แบคทีเรีย R. solanacearum ให้มี
ความเข้มข้นของเซลล์เท่ากับ 108 cfu/ml การคดัเลือก   
แอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ใช้วิธี dual culture โดยเทอาหาร 
NA ปริมาณ 18 มิลลิลิตร ลงบนจานอาหารเลีย้งเชือ้ 
จากนัน้ดูด bacterial suspension หยดลงบนผิวหน้า
อาหาร ใช้แท่งแก้วรูปตวัแอลที่ฆ่าเชือ้แล้วเกลี่ย bacterial 
suspension ให้ทัว่ผิวหน้าอาหาร ใช้ cork borer ที่มีเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 7 มิลลิเมตร เจาะเชือ้แอคติโนมัยซีทที่
เจริญบนอาหาร (culture disc) มาวางลงบนผิวหน้า
อาหารที่มีเชือ้  R. solanacearum โดยวาง culture disc 
ห่างจากขอบจานอาหารเป็นระยะ 2 เซนติเมตร วาง
ทัง้หมด 4 ซํา้ ในชุดควบคมุใช้อาหาร NA ที่ไม่มีเชือ้แอคติ
โนมยัซีทเจริญอยู ่โดยวางในวิธีการเดียวกนั บ่มเชือ้ไว้ 48-
72 ชัว่โมง ตรวจสอบความสามารถในการยบัยัง้เชือ้สาเหตุ
โรค โดยการวดัเส้นผ่านศนูย์กลางบริเวณใส (clear zone) 
หรือบริเวณยบัยัง้ (inhibition zone) ที่เกิดขึน้ 

 
6. การทดสอบการสร้างสาร siderophore และการ
สร้างเอนไซม์เซลลูเลส 

นําเชือ้แอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพ
มากที่สดุ (จากผลการทดสอบวิธีที่ 5) มาตรวจสอบการ
สร้างสาร siderophore ตามวิธีที่ดดัแปลงมาจาก Louden 
et al. (2011) โดยนําใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่าน
ศนูย์กลาง 7 มิลลิเมตร เจาะเชือ้แอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์
มาวางลงบนผิวหน้าอาหาร chrome azurol S (CAS; 
chrome azurol S 60.5 มิลลิกรัม ต่อนํา้ 50 มิลลิลิตร, 
hexadecyltrimethyl ammonium bromide 72.9 
มิลลิกรัม ต่อนํา้ 40 มิลลิลิตร, King’s medium B base 
42.23 กรัม, distilled water 900 มิลลิลิตร) บ่มไว้ที่มืด 
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้สงัเกตการ
เปลี่ยนสีของอาหารท่ีเกิดขึน้ สําหรับการตรวจสอบการ
สร้างเอนไซม์เซลลเูลส  ดดัแปลงมาจากวิธีของ  Hankin 
and Anagnostakis (1977) ทําโดยขีดเชือ้แอคติโนมยัซีท
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ปฏิปักษ์บนอาหาร carboxymethylcellulose (CMC; 
(NH4)2SO4 1 กรัม, MgSO4 1 กรัม, CaCl2 1 กรัม, MnSO4 
1 กรัม, carboxyl methyl cellulose 10 กรัม, yeast 
extract 1 กรัม, glucose 10, Agar 18 กรัม, distilled 
water 1 ลติร) บม่ไว้ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 7 วนั จากนัน้
ทําการย้อมส ีโดยนําสารละลาย Congo red 1 เปอร์เซ็นต์ 
เทให้ท่วมผิวหน้าอาหาร เขย่าให้ทั่ว บ่มไว้เป็นเวลา 10 
นาที จากนัน้ล้างสารละลายออกด้วยโซเดียมคลอไรด์           
(1 N NaCl) สงัเกตลกัษณะ clear zone ที่เกิดขึน้รอบ ๆ 
เชือ้ หากพบ clear zone แสดงว่าเชือ้ทดสอบมี
ความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลเูลสได้ 

 
7. การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาเบือ้งต้นของเชือ้
แอคติโนมัยซีท 

นําเชือ้แอคติโนมยัซีทปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพ
มากที่สดุ (จากผลการทดสอบวิธีที่ 6)  มาศึกษาลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยาเบือ้งต้น ได้แก่ การเจริญ ลกัษณะ
โคโลนี รูปร่าง สแีละขนาด บนอาหารเลีย้งเชือ้ IMA-2 

 
8. จัดจ าแนกชนิดของเชือ้แอคติโนมัยซีท 

การจัดจําแนกชนิดของเชือ้แอคติโนมัยซีท
ปฏิปักษ์ (จากผลการทดสอบวิธีที่ 7)  โดยสกดัดีเอ็นเอของ
เชือ้ด้วย DNA extraction kit  (FavorPreP Tissue 
Genomic DNA Extraction (FAVORGEN)) และเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอตรงบริเวณ 16S rRNA gene  ด้วยเทคนิค 
polymerase chain reaction (PCR) ด้วย primer 
27F/1492R (27F: 5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 
3', 1492R: 5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3') 
จากนัน้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเป้าหมายด้วยเคร่ือง  PCR 
thermocycle (GeneAmp® PCR System 9700) และ
ตรวจวิเคราะห์ผลด้วยวิธี   gel electrophoresis  บน  1%. 

 
 
 
 
 
 

agarose gel การหาลําดับนิ วคลี โอไทด์  (DNA 
sequence) จาก PCR product ข้างต้นทําโดยการสกัด
แยกดีเอ็นเอหลงัจากการทําปฏิกิริยา PCR ด้วย GF-1 
ambiclean kit และจากนัน้นําลําดับดีเอ็นเอที่ได้ไป
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลที่มีรายงานไว้ใน GenBank 
จาก The National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) เพื่อใช้จดัจําแนกชนิดของเชือ้ 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

1. การแยกเชือ้แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum 
สาเหตุโรคเหี่ยวเขียวในมะเขือเทศ 

การแยกเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคจากต้นมะเขือ
เทศที่แสดงอาการเหี่ยวเขียว โดยที่ใบและลําต้นยงัเป็นสี
เขียวอยู่ โดยวิธี streak plate บนอาหาร TZC พบว่า 
โคโลนีของเชือ้แบคทีเรียมีลกัษณะรี สีชมพู ขอบโคโลนี       
สขีาว โคโลนีมีลกัษณะเป็นเมือก ผิวมนั (ภาพที่ 1) 

 
2. การตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาเบือ้ต้นของ
เชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรค และการทดสอบปฏิกิริยา
ตอบสนองแบบเฉียบพลันของพืชต่อเชือ้ Ralstonia 
solanacearum 

การศึกษาลกัษณะของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค
บนอาหารเลีย้งเชือ้ NA และ TZC โดยวิธีการ streak plate 
เพื่อศึกษาลกัษณะ สีและโคโลนีของเชือ้ พบว่าโคโลนีของ
เชือ้บนอาหาร TZC มีโคโลนีรูปร่างรี สชีมพ ูขอบโคโลนีมีสี
ขาว โคโลนีมีลกัษณะเป็นเมือก ผิวมนั และโคโลนีของเชือ้
บนอาหาร NA มีลกัษณะรี สีขาวขุ่น โคโลนีมีลกัษณะเป็น
เมือก ผิวมัน ซึ่งจากลักษณะดังกล่าวตรงกับลักษณะ
สั ณ ฐ า น วิ ท ย า เ บื ้อ ง ต้ น ข อ ง เ ชื ้อ แ บ ค ที เ รี ย  R. 
solanacearum สายพันธุ์ รุนแรง ตามการรายงานของ               
. 

 
 
 
 
 
 

Figure 1. Colonies of Ralstonia solanacearum on TZC agar medium 

การใช้แอคติโนมัยซีทจากดินเพื่อยับยัง้เชือ้แบคทเีรีย Ralstonia solanacearum  
สาเหตุโรคเหี่ยวเขียวของมะเขือเทศ 
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Kelman (1954) จากการทดสอบการย้อมสแีกรม (Gram’s 
stain) เพื่อดลูกัษณะการย้อมติดสแีกรมของเชือ้สาเหตโุรค 
พบว่าเชื อ้แบคทีเรียย้อมติดสีแดง แสดงว่าเป็นเชือ้
แบคทีเรียแกรมลบ มีรูปร่างเป็นท่อนสัน้ (rod shape) หวั
และท้ายมน การทดสอบปฏิกิ ริยาตอบสนองแบบ
เฉียบพลนัของยาสบูต่อเชือ้ R. solanacearum พบว่าเชือ้
แบคทีเรียทําให้ใบยาสูบเกิดอาการเหลืองที่ใบบริเวณที่
ปลกูเชือ้ ซึ่งต่อมาเกิดอาการตายของเนือ้เยื่อภายใน 48 
ชั่วโมง หลงัจากการปลูกเชือ้ ซึ่งยืนยันได้ว่าเป็นเชือ้
แบคทีเรียสาเหตุโรคพืช ตามการรายงานของ Schaad 
(1988) 

 
3. การทดสอบความสามารถในการเกิดโรคของเชือ้
แบคทีเรียสาเหตุโรค  

การทดสอบความสามารถในการทําให้เกิดโรค
ด้วยการราด bacterial suspension บริเวณโคนต้นกล้า
มะเขือเทศอาย ุ30 วนั พบว่าเชือ้แบคทีเรียสามารถทําให้
ต้นมะเขือเทศแสดงอาการเหี่ยวในวนัที่ 3 หลงัจากการ
ปลูกเชือ้ โดยที่ต้นมะเขือเทศเกิดอาการเหี่ยว ใบลู่ลงใน
ขณะที่ใบยังเขียวอยู่  (ภาพที่  2a) จากการตรวจสอบ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบือ้งต้น และการทดสอบ
ความสามารถในการก่อโรค สามารถสรุปได้ว่าเชื อ้
แบคทีเรีย R. solanacearum ที่แยกได้ในการทดลองนี ้
เป็นเชือ้ที่สามารถก่อโรคกบัมะเขือเทศได้ ดงันัน้ จึงนําเชือ้
ดงักลา่วนีไ้ปใช้ในงานทดลองตอ่ไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. การแยกเชือ้แอคติโนมัยซีทจากดิน 
การแยกเชือ้แอคติโนมยัซีทจากดินรอบรากของ

ต้นมะเขือเทศบนอาหาร NA, PDA และ IMA-2 ที่เติมสาร
ฆ่าเชือ้รา carbendazim พบว่าสามารถแยกเชือ้แอคติโน
มยัซีทจากตวัอย่างดินรวมทัง้หมด 126 ไอโซเลท โดย 39 
ไอโซเลท ได้จากแปลงเกษตรกรของสถานีเกษตรหลวงอิน
ทนนท์ และ 87 ไอโซเลท จากศูนย์พฒันาโครงการหลวง
ขนุวาง โดยใน 126 ไอโซเลทนี ้พบบนอาหาร NA จํานวน 
42 ไอโซเลท, PDA จํานวน 26 ไอโซเลท และ IMA-2 
จํานวน 68 ไอโซเลท การแยกเชือ้แอคติโนมยัซีทบนอาหาร
ตา่งชนิดกนั โดยการประยกุต์ใช้สารฆา่เชือ้ราแทนการเติม
สารแอนติไบโอติก เพื่อยับ้ยงัการเจริญของเชือ้รา อาหาร
แตล่ะชนิดมีความเหมาะสมตอ่การแยกเชือ้แอคติโนมยัซีท
ได้แตกต่างกัน จากการทดลองเห็นได้ว่า อาหาร IMA-2 
สามารถแยกเชือ้แอคติโนมัยซีทได้มากที่สุด ในขณะที่
อาหาร NA และ PDA ก็สามารถนํามาใช้แยกกลุม่ของเชือ้
แอคติโนมยัซีทในดินได้เช่นกนั แตไ่ด้ปริมาณที่น้อยกวา่ 

 
5. การคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้
แอคติโนมัยซีทที่มีคุณสมบัติเป็นปฏิปักษ์ต่อเชือ้
แบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวเขียว 

การคดัเลือกเชือ้แอกติโนมยัซีทปฏิปักษ์ ด้วยวิธี 
dual culture พบเชือ้แอคติโนมยัซีทที่เป็นปฏิปักษ์ จํานวน 
17 ไอโซเลท (ตารางที่ 1) ได้แก่ ไอโซเลท T-1, T-2, T-4,          
T-5, T- 6, T-7, T-8, T-10, T-11, T-12, T-13 และ T-17           
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2. Wilt symptom of tomato seedling at 3 days after inoculation with Ralstonia solanacearum (a) 
when compared with non-inoculatedl tomato seedling (b) 
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ที่ได้จากการแยกเชือ้บนอาหาร PDA, ไอโซเลท T-3, T-9, 
T-14, T-15 และ T-16 ได้จากการแยกเชือ้บนอาหาร IMA-
2 ทัง้นีทุ้กไอโซเลทป็นเชือ้ที่แยกได้จากดินในแปลง
เกษตรกรของศนูย์พฒันาโครงการหลวงขนุวาง การยบัยัง้
การเจริญของเชือ้สาเหตุโรคโดยเชือ้แอคติโนมัยซีท
ปฏิปักษ์นัน้พบ inhibition zone เกิดขึน้ ซึ่งบริเวณ
ดงักล่าวมีความกว้างแตกตกต่างกัน โดยพบว่าไอโซเลท 
T-11 แสดงผลการยบัยัง้มากที่สดุ โดยมี inhibition zone 
เท่ากบั 16.50 มิลลิเมตร (ภาพที่ 3b) รองลงมาคือ ไอโซ
เลท T-17 และ  ไอโซเลท T-6 มีความกว้างบริเวณยบัยัง้ 
เท่ากบั 15.25 (ภาพที่ 3c) และ 13.25 มิลลิเมตร (ภาพที่ 
3d) ตามลําดับ  ซึ่ง inhibition zone ที่พบนัน้มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความ
เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุที่ไม่ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
พบการเกิดบริเวณยบัยัง้ (ภาพที่ 3a)  ในขณะที่เชือ้แอคติ
โนมัยซีทปฏิปักษ์ไอโซเลทอื่น ๆ มีค่าเฉลี่ยการยับยัง้อยู่
ในช่วง 5.75-12.50 มิลลิเมตร (ตารางที่ 1) จากผลการ
ทดลองดงักลา่วมีความสอดคล้องกบัรายงานโดย Jeffrey 
(2008) ที่แยกเชือ้แอคติโนมยัซีทจากดิน  และพบว่ามีเชือ้
แอคติโนมยัซีทจํานวน 37 ไอโซเลทที่มีความสามารถใน
การควบคมุเชือ้แบคทีเรีย R. solanacearum ได้ 

 
6. การทดสอบการสร้างสาร siderophore และการ
สร้างเอนไซม์ cellulase 

การตรวจสอบการสร้างสาร siderophore ของ
แอคติโนมยัซีทไอโซเลท T-11 บนอาหาร chrome azurol 
S พบว่าหลงัจากบ่มไว้ในที่มืด ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  
24 ชัว่โมง พบการเปลีย่นสอีาหารจากสฟ้ีาเป็นสส้ีมรอบ 

Table 1. Inhibition zone by 17 antagonistic actinomycetes isolates against Ralstonia solanacearum by 
dual culture method 

Antagonistic actinomycetes isolate Inhibition zone (mm) 

T-1 10.00 bcd1 
T-2   7.25 d 
T-3   9.00 bcd 
T-4   6.75 d 
T-5   5.75 d 
T-6 13.25 ab 
T-7   8.75 bcd 
T-8   8.25 cd 
T-9   6.00 d 
T-10   7.50 d 
T-11 16.50 a 
T-12   6.50 d 
T-13 12.50 abc 
T-14   7.75 cd 
T-15   7.25 d 
T-16 10.25 bcd 
T-17 15.25 a 

control   0.00 e 

CV (%) 20.94 
1/ Means followed by the same letter within columns are not significantly different at 95% confidence level using least significant 

difference (LSD) 

การใช้แอคติโนมัยซีทจากดินเพื่อยับยัง้เชือ้แบคทเีรีย Ralstonia solanacearum  
สาเหตุโรคเหี่ยวเขียวของมะเขือเทศ 

24 ชัว่โมง พบการเปลีย่นสอีาหารจากสีฟ้าเป็นสีส้มรอบ 
. 
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ชิน้วุ้นที่มีไอโซเลท T-11 เจริญอยู่ แสดงให้เห็นว่าไอโซเลท         
T-11 มีการสร้างสาร siderophore  ซึ่ง siderophore เป็น
สารเมแทโบไลท์ทุติยภูมิ  (secondary metabolite) 
สามารถสร้างได้โดยเชือ้แบคทีเรีย เชือ้รา และพืช มี
ความจําเพาะเจาะจงกบัธาตเุหลก็สงู เชือ้ราและแบคทีเรีย
มกัจะสร้างขึน้เมื่ออยู่ในสภาวะที่ขาดแคลนหรือไม่มีธาตุ
เหล็ก และจะปล่อย siderophore ออกมานอกเซลล์ และ
จะไปแยง่จบัเหล็กของจุลินทรีย์ชนิดอื่น เพื่อแยกเอาเหล็ก
ที่จบัได้นําไปใช้ประโยชน์ ซึง่ผลจากการขาดธาตเุหล็กอาจ
ทําให้เชือ้จลุนิทรีย์ก่อโรคตา่ง ๆ ไมส่ามารถเจริญเติบโตได้ 
เช่น เชือ้ Streptomyces หลายสปีชีร์สามารถผลิตสาร 
desferrioxamine siderophores (Challis and 
Hopwood, 2003)  จากเหตผุลดงักลา่วจึงอาจเป็นไปได้
ว่า siderophore ที่สร้างโดยแอคติโนมยัซีทไอโซเลท T-11 
นีอ้าจเก่ียวข้องกับการยับยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้
แบคทีเรีย R. solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยวเขียวของ
มะเขือเทศได้ 

นอกจากนี ้ไอโซเลท T-11 มีการสร้างเอนไซม์
เซลลูเลสที่มีการปล่อยออกมาบนอาหาร  CMC  โดย
พบว่าหลงัจากบ่มเชือ้ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  7 วัน 
และเมื่อย้อมด้วยส ีCongo red นัน้ พบลกัษณะของ clear 
zone เกิดขึน้รอบไอโซเลท T-11 แสดงให้เห็นว่าไอโซเลท 
T-11 มีการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสได้ ซึ่งสอดคล้องกับ
รายงานของ Abdulla and El-Shatoury (2006) ที่แยกเชือ้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แอคติโนมัยซีทจากดิน ในกลุ่ม Kibdelosporangium, 
Micromonospora, Streptomyces และ Nocardioides  
โดยเชือ้ดังกล่าวมีการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสที่สามารถ
ย่อยสลาย ฟางข้ าวได้ เนื่ อ งจากมี เ ซลลู โลสเ ป็ น
องค์ประกอบของเซลล์พืช 

 
7. การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาเบือ้งต้นของเชือ้
แอคติโนมัยซีท 

การเจริญของเชือ้แอคติโนมยัซีทไอโซเลท T-11 
บนอาหาร IMA-2 พบโคโลนีของเชือ้มีรูปร่างกลม โคโลนีมี
สีนํา้ตาลเข้ม ขนาดเล็ก เฉลี่ย 1-3 มิลลิเมตร ขอบหยัก 
ตรงกลางของโคโลนีมีลกัษณะนูนขึน้คล้ายไข่ดาว เมื่อทิง้
ไว้นานบนอาหารจะพบการสร้างผงแป้งสีขาวปนเทาบน
โคโลนี และเชือ้จะเปลี่ยนสีของอาหารเลีย้งเชือ้เป็นสี
นํา้ตาลเข้ม-ดํา (ภาพที่ 4) การเปลี่ยนสีของอาหารเลีย้ง
เชื อ้ดังกล่าวมีความสอดคล้องกับการรายงานโดย 
Mendez et al. (1985) ที่กลา่วว่า เชือ้แอคติโนมยัซีทมี
การสร้างเส้นใยใต้ผิวอาหาร และสามารถสร้างรงควตัถุที่
เป็นชนิดละลายนํา้ และไม่ละลายนํา้ จึงทําให้สีของ
อาหารเปลี่ยนแปลงไปได้ โดยสีที่ เ กิดขึน้อาจมีการ
เปลี่ยนแปลงขึน้อยู่กับระยะเวลาการเจริญของเชือ้และ
ชนิดของอาหารเลีย้งเชือ้ได้ 

 
 

Figure 3. Inhibition zone of actinomycetes isolates on NA against growth of Ralstonia solanacearum 
compared with control (a); inhibition zone by isolate T-11 (b), T-17 (c) and T-6 (d) 
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8. การจัดจ าแนกชนิดของเชือ้แอคติโนมัยซีท 
การตรวจสอบดีเอ็นเอของเชือ้แอคติโนมัยซีท        

ไอโซเลท T-11 ในบริเวณ 16S rRNA  gene ด้วยไพร์เมอร์ 
27F/1492R พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,500 bp 
และเมื่อนําแถบดีเอ็นเอดงักลา่วไปหาลําดบันิวคลีโอไทด์ 
สามารถวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ 16S 
rRNA gene ได้โดยมีขนาด 1,241 bp เมื่อนําลําดบันิวคลี
โอไทด์ที่ ได้มาเปรียบเทียบความเหมือน (sequence 
alignment) ในฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม 
BLAST พบว่าลําดบันิวคลีโอไทด์ของไอโซเลท T-11 มี
ความเหมือนกบัลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA 
ของเชือ้ Streptomyces mirabilis strain 3662 
(Accession no. EF371431.1), S. mirabilis strain 
NBRC 13450 (Accession no. NR041137.1) และ S. 
mirabilis strain CSSP107 (Accession no. 
NR115357.1) โดยพบว่าลําดับนิวคลีโอไทด์มีความ
เหมือนกันถึง 96%  ซึ่งจากผลการวิจัยครัง้นีม้ีความ
คล้ายคลงึกบัรายงานของ Xie et al. (2010) ที่แยกเชือ้ S. 
mirabilis strain DUT001 จากดินได้ ในขณะเดียวกันก็
พบว่า strain DUT001 มีประสิทธิภาพในการลดปริมาณ
สารในกลุม่ nitropolycyclic aromatic และ polynitrated 
aromatic ซึ่งสารกลุม่ดงักลา่วเป็นสารพิษและเป็นสารก่อ
มะเร็งที่ได้จากการผลิตพลาสติก สารกําจัดศตัรูพืช หรือ
อตุสาหกรรมผลติยา เป็นต้น นอกจากนี ้El-Sayed (2012) 
รายงานว่า ได้แยกเชือ้ S. mirabilis strain NSQu-25 จาก
ดิน และเชือ้ดังกล่าวสามารถยับยัง้เชือ้แบคทีเรียแกรม
บวกและยีสต์ได้ แตย่บัยัง้เชือ้แบคทีเรียแกรมลบได้ตํ่า 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สรุป 
 

จากการแยกเชือ้แอคติโนมยัซีทจากดินรอบราก
ของมะเขือเทศเพื่อใช้ยบัยัง้การเจริญของเชือ้แบคทีเรีย R. 
solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยวเขียวของมะเขือเทศใน
ห้องปฏิบัติการ สามารถคัดแยกเชือ้แอคติโนมัยซีท
ปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด คือ ไอโซเลท T-11 
นอกจากนี พ้บว่าไอโซเลท T-11 สามารถสร้างสาร 
siderophore และเอนไซม์เซลลูเลสได้ และจากการ
จําแนกชนิดโดยอาศยัลําดบันิวคลีโอไทด์ของบริเวณ 16S 
rRNA gene พบว่าไอโซเลท T-11 มีลําดบันิวคลีโอไทด์
ของบริเวณ 16S rRNA gene ทีเ่หมือนกบัเชือ้ S. mirabilis 
อย่างไรก็ตามควรนําเชือ้แอคติโนมยัซีทไอโซเลท T-11 นี ้
ไปศกึษาตอ่ในการหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญ และ
กระตุ้ นการสร้างสารที่มีผลไปยับยัง้การเจริญของเชือ้
แบคทีเรีย R. solanacearum หรือหาวิธีการที่เหมาะสม
สําหรับนําไปทดสอบในสภาพโรงเรือนทดลอง หรือใน
แปลงปลกูมะเขือเทศบนพืน้ที่สงูตอ่ไป  
 

กิตตกิรรมประกาศ 
 

งานวิจัยนีไ้ด้รับสนับสนุนงบประมาณจากทุน
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2556 ขอขอบคุณ ผศ.ดร. อังสนา อัครพิศาล สําหรับ
อปุกรณ์ตา่ง ๆ ขอขอบคณุ คณุกาญจนา วิชิตตระกูลถาวร 
ศูนย์อารักขาพืช มูลนิธิโครงการหลวง ที่อํานวยความ
สะดวกในการเก็บตัวอย่าง และขอขอบคุณ ผศ.ดร. วส ุ

Figure 4. Actinomyces isolate T-11 on IMA-2 medium for 7 days (a) and single colony (b) 

การใช้แอคติโนมัยซีทจากดินเพื่อยับยัง้เชือ้แบคทเีรีย Ralstonia solanacearum  
สาเหตุโรคเหี่ยวเขียวของมะเขือเทศ 
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343200450
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200450?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=7BU8V32S01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636559300?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=7BU8V32S01R
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