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ABSTRACT

	 The objectives of this study were to examine the biological potentials of actinomycetes 
isolated from soil samples of mangrove forest, and to isolate potential actinomycetes for producing 
of enzyme and anti-bacterial or anti-fungal compounds that occurred in agricultural sector. Out 
of ninety actinomycete strains, proportion of isolated actinomicetes as 14 (15.5%), 14 (15.5%), 
18 (20.0%) and 2 (2.2%) strains produced high amounts of proteinase, xylanase, CMCase and 
avicelase, respectively.  Furthermore, 10 (11.1%) strains also inhibited of plant pathogens. These 
strains were identified by using 16S rDNA sequencing analysis. Nine strains were identified as 
the genus Streptomyces, only one strain was identified as the genus Micromonospora. The results 
indicated that the actinomycetes strains found in the mangrove soils are potential sources of 
enzyme and anti-bacterial or anti-fungal compounds. However, further studies in characteristics 
of enzymes and their biological potentials would be useful for applying in other sectors.
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บทคัดย่อ

	 การศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาศักยภาพด้านชีวภาพของเชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากดินป่า

ชายเลน เพื่อคัดเลือกเชื้อท่ีมีศักยภาพในการผลิตเอนไซม์และการผลิตสารยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคพืชท้ังเชื้อราและ
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เชื้อแบคทีเรียในภาคเกษตรกรรม จากผลการทดลองสามารถคัดแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทได้จ�ำนวน 90 สายพันธุ์ โดย

เชื้อแอคติโนมัยสีท จ�ำนวน 14 (15.5 %), 14 (15.5 %), 18 (20.0 %) และ 2 (2.2%) สายพันธุ์ แสดงศักยภาพในการ

ผลิตเอนไซม์โปรตีนเนส ไซแลนเนส ซีเอ็มซีเอส และอาวิเซลเลส ตามล�ำดับ  นอกจากนี้ยังพบว่าเชื้อแอคติโนมัยสีท 

จ�ำนวน 10 ไอโซเลท (11.1%) สามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคพืชได้ ผลการระบุชนิดโดยใช้ล�ำดับเบสของยีนใน

ช่วง 16S rDNA พบเชื้อแอคติโนมัยสีทจ�ำนวน 9 สายพันธุ์ เป็นสกุล Streptomyces และอีกจ�ำนวน 1 สายพันธุ์เป็นสกุล 

Micromonospora สรุปได้ว่า เชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากป่าชายเลนน้ีเป็นเชื้อที่มีศักยภาพในการผลิตเอนไซม์

และการผลิตสารยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคพืชทั้งเชื้อราและแบคทีเรีย อย่างไรก็ตามการศึกษาต่อยอดในเร่ืองคุณสมบัติ

ของเอนไซม์และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจะเป็นประโยชน์ในการประยุกต์ใช้ต่อไป

ค�ำส�ำคัญ: แอคติโนมัยสีท เอนไซม์ สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ป่าชายเลน

คำ�นำ�
	 ประเทศไทยมีทรัพยากรธรรมชาติท่ีอุดม

สมบูรณ์ และทรัพยากรดินถือได้ว่าเป็นแหล่งก�ำเนิด

ส่ิงมีชีวิตต่างๆ ท่ีอาศัยอยู่ในธรรมชาติ ดินเกิดจาก

การสลายพพุงัของหนินานาชนิดใช้เวลานานนบัร้อยปี

ในการถกูย่อยสลาย และผูย่้อยสลายตามธรรมชาติกค็อื

สิง่มชีวีติขนาดเลก็จ�ำนวนมากมายทีอ่าศัยอยูใ่นดินโดย

เฉพาะจุลินทรีย์ซ่ึงเป็นส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กชนิดหนึ่งที่

มีหน้าที่เป็นผู้ย่อยสลายท้ังซากพืชซากสัตว์ที่มีความ

หลากหลายทั้งทางชนิดพันธุ์และระบบนิเวศ  ดังนั้น

จลุนิทรย์ีในดินจงึเป็นตัวบ่งชีถ้งึความอดุมสมบูรณ์ของ

ดินและระบบนิเวศโดยรอบได้ นอกจากนีย้งัพบว่าดินป่า

ชายเลนมีความอดุมสมบูรณ์สงูและมคีวามหลากหลาย

ทางชีวภาพทัง้ชนดิของสตัว์และจลุนิทรย์ีเป็นอย่างมาก 

เนื่องจากผลผลิตซากพืชทับถมเป็นจ�ำนวนมาก อีกทั้ง

ยงัเป็นระบบนเิวศท่ีเชือ่มต่อระบบนเิวศทางบกและทาง

ทะเลซึ่งมีประโยชน์อย่างมากในการด�ำรงชีวิตมนุษย์ 

(Montonphetch et al., 2013) อย่างไรก็ตามงานวิจัยที่

ศึกษาเกี่ยวกับความหลากหลายและศักยภาพการใน

สร้างสารชวีภาพของเชือ้ในกลุม่แอคติโนมัยสทีจากดิน

ป่าชายเลนในประเทศไทยยังมีไม่มากนัก

	 ในปัจจบุนัได้มีการศึกษาความหลากหลาย และ

การน�ำมาใช้ประโยชน์ของเช้ือแบคทีเรียกลุม่แอคติโนมัยสีท

ซ่ึงถือว่าเป็นจุลินทรีย์ท่ีอยู่กระจายตัวอย่างมากมายใน

สิง่แวดล้อม จากผลการศึกษาพบว่าเชือ้แอคติโนมัยสที

ในดินส่วนใหญ่เป็นเชื้อในสกุล Streptomyces ซึ่งเป็น

กลุม่ทีมี่การกระจายตัวและมคีวามหนาแน่นมากทีสุ่ด โดย

พบประชากรของเชือ้ Streptomyces ในดินประมาณ 96 

เปอร์เซ็นต์ (Kim et al., 1995; Hayakawa, 2008) นอกจากนี้

ยังมีอีกกลุ่มที่จัดเป็นพวก non-streptomycetes ซึ่งเป็น

แอคติโนมัยสีทที่หายาก และมีอยู่ประมาณ 100 สกุลที่

มคีวามหลากหลายทางด้านรูปร่าง นเิวศวทิยา และสาย

วิวัฒนาการ (Miyadoh, 1997) เช่น Micromonospora, 

Microtetraspora, Microbispora, Streptosporangium, 

Actinomadura, Nocardia, Dectylosporangium และ 

Actinoplanes (Hayakawa, 2008)

	 ในช่วงหลายปีทีผ่่านมามีการศึกษาแอคติโนมัย

สีทเพือ่ใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ อาทเิช่น ด้านการแพทย์

และเภสชักรรมได้มีการค้นหาสารปฏชิวีนะชนิดใหม่ๆ 

(Lazzarini et al., 2001) เพือ่ใช้ต่อต้านเชือ้แบคทเีรยี เชือ้รา 

และไวรัส ตลอดจนใช้เพื่อผลิตสารต้านมะเร็งและ

สารกดระบบภูมิคุ้มกัน (Watve et al., 2001) ในด้าน

อตุสาหกรรมได้ศึกษากลุม่ของเอนไซม์ท่ีใช้ในการช่วย

ย่อยสลายอนิทรยีวตัถใุนธรรมชาติ โดยเฉพาะอย่างยิง่ใน

การย่อยสลายส่วนประกอบของพืชและสตัว์ที่ทนทาน

ต่อการย่อยสลาย เช่น เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน

และไคติน ปัจจุบันมกีารใช้ประโยชน์จากแอคติโนมัยสีท

ส�ำหรบัผลติเอนไซม์ท่ีมีความส�ำคัญในทางอุตสาหกรรม 

เช่น การใช้แอคติโนมัยสีท สกุล Streptomyces ผลิต

เอนไซม์ทีช่่วยย่อยสลายเซลลโูลส และเอนไซม์ไซแลน
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เนสส�ำหรับการย่อยสลายไซแลน ซึ่งเอนไซม์สามารถ

ท�ำงานที่อุณหภูมิสูงเพื่อประโยชน์ในการผลิตน�้ำตาล

กลูโคส และไซโลสจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่

มีราคาถูก (Sunna and Antranikian, 1997; Sukumaran 

et al., 2005) ในทางการเกษตรมีการใช้แอคติโนมัยสีท

ในการผลิตสารฆ่าแมลง และสารฆ่าวัชพืช เช่นการใช้

แอคติโนมัยสีทสกลุ Streptomyces ในการควบคมุศัตรูพชื 

และควบคุมเชือ้ราทีเ่ป็นสาเหตุของโรคพชืทีเ่กดิกบัราก

และเมลด็ (Jeffrey et al., 2007) ปัจจบุนัมกีารศกึษาวจิยั

และค้นพบว่าแอคติโนมัยสีทสามารถต่อต้านเชื้อราท่ี

ก่อโรคท่ีอยูใ่นดิน ซึง่การค้นพบน้ีจึงอาจน�ำไปสูก่ารใช้

ประโยชน์ในการควบคมุโรคพชืได้ในอนาคต จากการ

ค้นพบข้างต้นท�ำให้แอคติโนมัยสีทจึงเป็นจุลินทรีย์ที่

มีคุณประโยชน์ต่อวงการแพทย์และยา เกษตรกรรม

และอุตสาหกรรม รวมถึงต่อวัฏจักรของระบบนิเวศ

	 การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อแยกและระบุ

ชนิดของแอคติโนมัยสีทจากดินป่าชายเลนในจังหวัด

สตูลท่ีเป็นป่าชายเลนอนุรกัษ์และป่าชายเลนชมุชนเพือ่

รวบรวมเป็นข้อมูลความหลากหลายทางชีวภาพป่า

ชายเลน นอกจากนั้นยังทดสอบความสามารถของเชื้อ

ท่ีแยกได้ในการผลิตเอนไซม์เพื่อการย่อยสลายสารชีว

โมเลกุลที่พบในธรรมชาติและความสามารถในการ

ผลติสารออกฤทธ์ิทางชวีภาพซ่ึงเป็นเครือ่งบ่งชีใ้ห้เหน็

บทบาทของเชื้อกลุ่มน้ีในระบบนิเวศและพัฒนาเป็น

แหล่งของเอนไซม์และสารออกฤทธ์ิทางชวีภาพส�ำหรบั

การประยุกต์ใช้ประโยชน์ต่อไป

อุปกรณ์และวิธีการ

การตรวจนับและแยกเชื้อแบคทีเรียแอคติโนมัย

สีทจากดินป่าชายเลน

	 สุ่มเก็บตัวอย่างดินจากป่าชายเลนในจังหวัด

สตูล 3 แหล่ง แหล่งละ 10 ตัวอย่าง ได้แก่ บริเวณป่า

ชายเลนชมุชนบ้านโคกพะยอมพกิดั โซน 47 (N590009.85, 

E753076.34) ป่าชายเลนชุมชนบ้านท่าน�้ำเค็มใต้พิกัด

โซน 47 (N608189.69,E749638.04) และป่าชายเลน

ชมุชนบ้านหวัทาง พกัิด โซน 47 (N620325.34, E73068.40) 

โดยใช้พลัว่ตักดินขุดลกึจากผวิดินลงไป 1-10 เซนติเมตร 

ใส่ในถุงพลาสติกรัดยางปากถุงให้แน่น  เก็บไว้ใน

ภาชนะทีมิ่ดชดิทีอ่ณุหภมิู 4 องศาเซลเซยีส เพือ่น�ำกลับ

มาวิเคราะห์ที่ห้องปฏิบัติการ 

	 ขัน้ตอนการแยกเชือ้แอคติโนมัยสีทจากตัวอย่าง

ดินโดยใช้วธีิการเจอืจางดิน 1:10 ด้วยสารละลายฟีนอล

ความเข้มข้น 1.5 % ต้ังทิง้ไว้นาน 30 นาที ท่ีอณุหภมิูห้อง 

จากนัน้เจอืจางต่อด้วยน�ำ้กลัน่ให้ได้ความเจอืจางระดับ

ต่างๆ หลงัจากน้ันเกลีย่สารละลายท่ีความเจอืจางระดบั

ต่างๆ ลงบนอาหาร Starch-Casein agar (SCA) และ 

Nutrient Agar (NA) บ่มอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์ นับจ�ำนวนโคโลนี

ของเชื้อแอคติโนมัยสีทที่เจริญจากตัวอย่างดิน ท�ำการ

คัดแยกและน�ำเชื้อแอคติโนมัยสีทบริสุทธ์ิท่ีแยกได้มา

ใช้ในการศึกษาต่อไป

การสกัดดีเอ็นเอแบคทีเรียแอคติโนมัยสีท

	 ในการสกดัดีเอน็เอของแบคทเีรยีแอคติโนมัย

สีทเริ่มจากการเลี้ยงเชื้อใน NB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

เขย่าที่ 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 3-4 วัน ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บเซลล์เพื่อน�ำมาสกัดดีเอ็นเอ

ตามเทคนิคที่ดัดแปลงมาจาก Marmur (1961) และน�ำ

ดีเอ็นเอที่สกัดได้เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อ

ท�ำการศึกษาขั้นต่อไป

การระบุชนิดแอคติโนมัยสีทในระดับสกุลโดย

ใช้ยีน 16S rDNA

	 ระบุชนิดแอคติโนมัยสีทตามหลักการของ 

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 9th edition 

โดยอาศัยหลักสัณฐานวิทยาของเชื้อแอคติโนมัยสีท

ร่วมกบัการระบสุายพนัธ์ุโดยอาศัยยนีบริเวณ 16S rDNA 

วิธีการเพิ่มจ�ำนวนยีนบริเวณ 16S rDNA ด้วยวิธี PCR 

เริม่จากน�ำสารละลาย DNA ทีส่กดัได้มาใช้เป็นแม่แบบ

ในการสงัเคราะห์เพิม่ขยายส่วนของยนี 16S rDNAโดยใช้ 
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universal primers ท่ีจ�ำเพาะต่อ small subunit ribosomal 

DNA ของจุลินทรีย์ (Lane, 1991) จากนั้นท�ำการเพิ่ม

ขยายส่วนของยีนท่ีต้องการด้วยเครื่อง PCR โดยใช้

สภาวะ ดงันี ้Pre-denaturationท่ี 95 องศาเซลเซียส นาน 

3 นาที จ�ำนวน 1 รอบ  Denaturation ที ่95 องศาเซลเซียส 

นาน 1 นาที  Annealing ที่ 55 องศาเซลเซียส นาน 

1.30 นาที  Extension ที่ 72 องศาเซลเซียสนาน 3 นาที 

จ�ำนวน 30 รอบ และ Post-extension ท่ี 72 องศา

เซลเซยีส นาน 5 นาท ีจ�ำนวน 1 รอบ ตรวจสอบผลผลิต

ของยีนขนาด 1,500 เบส ด้วยเครื่อง Electrophoresis 

จากน้ันน�ำชิ้นยีน 16S rDNA ของเชื้อแต่ละสายพันธุ์

มาหาล�ำดบันวิคลโิอไทด์ด้วยวธีิ DNA sequencing โดย

ส่งวเิคราะห์ทีบ่รษัิท macrogen ประเทศเกาหล ีหลงัจาก

นั้นท�ำการเปรียบเทียบดีเอ็นเอตัวอย่างขนาด 500 เบส 

กับล�ำดับยีน 16S rDNA ของจุลินทรีย์สายพันธุ์อื่นๆ ที่

มีรายงานไว้แล้วใน GenBank database และน�ำมาสร้าง

แผนภูมิพันธุกรรมด้วยโปรแกรม MEGA version 5.1

ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 
	 การผลิตเอนไซม์ของเชื้อแอคติโนมัยสีทจะ

ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ actinomyces medium  

(Techapun et al., 2003) ที่มีการเติมซับสเตรทลงไปใน

อาหารได้แก่ไซแลน (xylan), คาร์บอกซีเมทิลเซลลโูลส 

(Carboxymethylcellulose, CMC), อะวิเซล (avicel) 

และ หางนม (skim milk) เชื้อที่มีศักยภาพในการผลิต

เอนไซม์จะเห็นวงใส (clear zone) รอบๆ โคโลนี จาก

นั้นวัดขนาดของใสที่เกิดข้ึน โดยท�ำการทดลองสาม

ซ�้ำแล้วหาค่าเฉลี่ยของขนาดวงใส่ในหน่วยมิลลิเมตร

ทดสอบการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้จุลนิทรย์ีโรคพืช
	 ทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อราก่อ

โรคพืช ได้แก่ Colletotrichum gloeosporioides และ 

Fusariumo xysporum โดยวิธี dual plate technique เริ่ม

ด้วยการขีดเชื้อแอคติโนมัยสีทท่ีจะทดสอบบนอาหาร 

Potato Dextrose Agar (PDA) ห่างจากขอบจานเพาะ

เชื้อ 1 เซนติเมตร บ่มจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส นาน 4-7 วัน จากนั้นใช้ cock borer ขนาด

เส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะเส้นใยของเชื้อรา

ทีเ่จรญิสร้างเส้นใยแล้วบนอาหาร PDAวางลงบนกึง่กลาง

ของจานเลีย้งเชือ้ให้มรีะยะห่างจากเชือ้ทดสอบประมาณ  

2 เซนติเมตร บ่มจานเพาะเชือ้ท่ีอณุหภมิู 28 องศาเซลเซียส

นาน 4-7 วัน ตรวจผลโดยวัดขนาดความกว้างของ 

Inhibition zone และวดัค่าเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเจรญิ

ของเชื้อราโดยแบคทีเรียจากขนาดการเจริญของเชื้อรา

ด้านที่เจริญไปหาแบคทีเรีย (B) และ ขนาดของเชื้อรา

ท่ีเจริญในทิศทางตรงข้าม (A) โดยใช้สูตรเปอร์เซ็นต์

การยับยั้งการเจริญของเชื้อราโดยแบคทีเรีย คือ (A-B)/

A×100 โดยท�ำการทดลองสามซ�้ำแล้วหาค่าเฉลี่ยของ

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง

	 ทดสอบการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้แบคทเีรยี

ก่อโรคพชื Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหตุโรค

ใบแห้ง โดยเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทแต่ละไอโซเลทที่

ใช้ทดสอบบนอาหาร Antibiotic production medium 

(APM) จนกระท่ังโคโลนีเจริญเต็มจานเลี้ยงเชื้อ ใช้ 

cock borer ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะ

โคโลนีของเชื้อแอคติโนมัยสีท วางลงบนกึ่งกลางของ

จานเลี้ยงเชื้อที่กระจายเชื้อ X. oryzae เรียบร้อยแล้วบ่ม

จานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วัน 

จากนัน้ตรวจผลโดยวดัขนาดความกว้างของ Inhibition 

zoneโดยท�ำการทดลองสามซ�ำ้แล้วหาค่าเฉลีย่ของขนาด

ความกว้างของ Inhibition zone

ผลและวิจารณ์

การตรวจนับและแยกเชื้อแอคติโนมัยสีท
	 ท�ำการคัดแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทจากดิน

ป่าชายเลนในบริเวณต่างๆ ได้แก่บริเวณป่าชายเลน

ชมุชนบ้านโคกพะยอม ป่าชายเลนชมุชนบ้านท่าน�ำ้เค็มใต้ 

และป่าชายเลนชมุชนบ้านหวัทางโดยท�ำการตรวจนบัเชือ้

บนอาหาร Starch-Casein agar (SCA) และ Nutrient Agar 

(NA) ภายใต้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ผลการทดลอง

พบว่าดินป่าชายเลนแต่ละแหล่งมีค่าเฉลี่ยปริมาณเชื้อ

แอคติโนมัยสทีท่ีพบในดินป่าชายเลนบ้านโคกพะยอม
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ดินป่าชายเลนบ้านน�ำ้เค็ม และดินป่าชายเลนบ้านหวัทาง

เท่ากบั 1.1×108 CFU/g, 1.1×107 CFU/g และ 2.1×107 CFU/g 

ตามล�ำดับ และสามารถเชื้อแยกเชื้อแอคติโนมัยสีท

บรสุิทธ์ิได้จ�ำนวนท้ังส้ิน 90 สายพนัธ์ุ เชือ้แอคติโนมัยสีท 

บรสิทุธ์ิทีค่ดัแยกได้ในจากดินป่าชายเลนในแต่ละชมุชน

จะน�ำมาใช้เพื่อทดสอบศักยภาพในการผลิตเอนไซม์

และการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์โรคพืชต่อไป

ทดสอบความสามารถในผลิตเอนไซม์จากเชื้อ

แอคติโนมัยสีท

	 เม่ือน�ำเชือ้แอคติโนมยัสทีทีท่�ำการคดัแยกได้ 

ท้ัง 90 สายพนัธ์ุมาทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลาย

สารชวีโมเลกลุชนดิต่างๆ บนอาหารแขง็ ผลการทดสอบ

พบว่ามีเชื้อแอคติโนมัยสีท 14 (15.5 %), 14 (15.5 %), 

18 (20.0 %) และ 2 (2.2 %) สายพันธุ์ที่แสดงศักยภาพ

ในการผลติเอนไซม์โปรตีนเนส ไซแลนเนส ซเีอ็มซเีอส 

และอาวิเซลเลส ตามล�ำดับโดยวัดขนาด clear zone ที่

เกิดขึ้นบนอาหารแข็งที่มีสับสเตรทต่างๆ (Table 1) ผล

การทดสอบแสดงให้เห็นว่าเชื้อแอคติโนมัยสีท รหัส 

MGK50 และ MGK57 ที่แยกได้จากดนิป่าชายเลนบ้าน

โคกพะยอมแสดงศกัยภาพสงูทีส่ดุในการผลติเอนไซม์

โปรตีนเอส จากผลของการย่อยสลายโปรตีนได้ clear zone 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ย 20 มิลลิเมตร นอกจากนี้

ยังพบว่าเชือ้รหสั MGK40 MGK53 และ MGK59 แสดง

ศักยภาพสูงท่ีสุดในการผลิตเอนไซม์ไซแลนเนส จาก

ผลของการย่อยสลายไซแลนได้ clear zone ขนาด 20 

มิลลิเมตร ในขณะที่เชื้อแอคติโนมัยสีท รหัส MGB3 

MGB4 และ MGB6 ที่แยกได้จากดินป่าชายเลนชุมชน

บ้านท่าน�ำ้เค็มใต้ และรหสั MGH13 ทีแ่ยกได้จากดินป่า

ชายเลนชมุชนบ้านหวัทางสามารถแสดงศักยภาพสงูทีส่ดุ

ในการผลติเอนไซม์เซลลเูลสจากผลของการย่อยสลาย

เซลลโูลสชนดิท่ีละลายน�ำ้ได้ (CMC) ผลการศึกษาพบว่า

เชื้อรหัส MGB3 MGB4 และ MGH13 แสดงศักยภาพ

สูงสุดในการย่อยสลาย CMC โดยได้ clear zone ท่ีมี

ขนาดเฉลีย่ของเส้นผ่านศูนย์กลางมากกว่า 10 มลิลเิมตร

อย่างไรกต็ามในการทดสอบศกัยภาพในการย่อยสลาย

เซลลูโลสชนิดไม่ละลายน�้ำ (avicel) พบว่ามีเพียงเชื้อ

รหัส MGK59 และ MGB6 ที่สามารถย่อยได้สูงสุดโดย

ได้ clear zone ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ยมากกว่า

5 มิลลิเมตร (Table 1) ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับงานวิจัย

ก่อนหน้านี้ท่ีได้รายงานว่ามีจุลินทรีย์เพียงไม่กี่ชนิดที่

สามารถผลติเอนไซม์ได้ในปรมิาณสูง และมีองค์ประกอบ

ของเอนไซม์ทีท่�ำงานร่วมกนัอย่างหลากหลายในปรมิาณ

ที่พอเหมาะ การศึกษากลุ่มแบคทีเรียแอคติโนมัยสีทที่

แยกได้จากป่าชายเลนก�ำลงัได้รบัความสนใจในการเป็น

แหล่งของผลิตเอนไซม์ที่มีศักยภาพสูง (Meena et al., 

2013) โดยเฉพาะแบคทีเรยีในสกลุ Streptomyces ทีไ่ด้มี

รายงานอย่างกว้างขวางมากถงึความสามารถในการผลติ

เอนไซม์ในระดับสูง จนสามารถย่อยสลายองค์ประกอบ

ภายในผนังเซลล์ของพืช เช่น วัสดุทางการเกษตรเพื่อ

ให้ได้เป็นสารต้ังต้นเป็นน�้ำตาลหลายชนิดส�ำหรับการ

ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมและการเกษตรได้ (Sunna 

and Antranikian, 1997; Chellapandi and Jani, 2008)  
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Table1	 Screening for CMCase, avicelase, xylanase and proteinase degrading thermophilic 
strains on various substrates selective agar plate.

Diameter of clear 
zone on 

strain code isolated from mangrove forest Total
strainKok Pa Yom ThaNumKem Tai HoaThang

Skim milk
10-15 mm MGK48, MGK53, 

MGK58
MGB1, MGB3, 
MGB4, MGB6

MGH2, MGH4,         
MGH11

12

>15-20mm MGK50, MGK57 - - 2

Xylan
10-15 mm

MGK47, MGK48 MGB1, MGB2, 
MGB3, MGB4, 

MGB8

MGH11, MGH12, 
MGH13, MGH14

11

>15-20mm MGK40,  MGK53, 
MGK59

- - 3

Cellulose 
5-10 mm

MGK1, MGK19, 
MGK40, MGK59

MGB1, MGB2, 
MGB5, MGB6, 

MGB8

MGH2, MGH3, 
MGH4,   MGH11, 
MGH12, MGH14

15

>10-15 mm - MGB3, MGB4 MGH13 3

Avicel > 5-10 mm MGK59 MGB6 - 2

การทดสอบการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้จุลนิทรย์ี
โรคพืช
	 เชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากป่าชายเลน

ทัง้ 3 แหล่งสามารถยบัยัง้การเจรญิของเช้ือจุลนิทรย์ีก่อโรค

พชืทีใ่ช้ในการศึกษาน้ี ได้แก่ เชือ้รา C. gloeosporioides 

ทีก่่อโรคโรคแอนแทรคโนส (Anthracnose) และเชือ้รา 

F. oxysporum ท่ีท�ำให้เกดิโรคเหีย่ว (Fusarium wilt) ใน

กล้วยไม้ และแบคทเีรยี X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรค

ขอบใบแห้งในข้าวผลการทดสอบพบว่าเชือ้แอคติโนมัย

สีท 6 สายพันธุ์ที่แยกได้จากดินป่าชายเลนทั้ง 3 แหล่ง 

ได้แก่ MGK1, MGK19, MGK59, MGB5, MBG6, 

MGH1 และ MGH2 แสดงศักยภาพในการยับยั้งเชื้อรา 

C. gloeosporioides และ F. oxysporum อย่างไรก็ตาม

ยังมีเชื้อ 2 สายพันธุ์ คือ รหัส MGB8 และ MGH14 ที่

แสดงศักยภาพสูงในการยบัยัง้เฉพาะเชือ้รา F.oxysporum 

นอกจากนีย้งัพบเชือ้ 4 สายพนัธ์ุได้แก่ MGK19, MGK40 

และ MGK59 จากดินป่าชายเลนชมุชนบ้านโคกพะยอม

และ MGH14 จากป่าชายเลนชมุชนบ้านหวัทางสามารถ

แสดงผลในการยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยี X. oryzae pv. oryzae 

ดังแสดงผล Table 2 จะเห็นได้ว่าเช้ือแอคติโนมัยสีท

สายพันธุ์ MGK59 แสดงศักยภาพสูงสุดท้ังในแง่ของ

การผลิตเอนไซม์และการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคพืชท้ัง

เชื้อราและแบคทีเรีย ผลของศักยภาพของเชื้อที่คัดแยก

จากงานวจิยันีส้อดคล้องกบัผลการศึกษาของเชือ้แอคติ

โนมัยสทีท่ีคัดแยกจากส่ิงแวดล้อมอืน่ๆ ซ่ึงสามารถแสดง

ศักยภาพในการยบัยัง้การเจริญของจลิุนทรย์ีก่อโรคพชื

อื่นๆ เช่นFusarium sp., Sclerotium sp., Xanthomonas 

sp., Pythium sp. และ Colletotrichum sp. (Barakate et 

al., 2000; Moncheva et al., 2002; Oskay et al., 2004) 

และผลการศึกษาเชื้อ Streptomyces sp. ท่ีแยกได้จาก

ดินชายฝ่ังทะเลท่ีสามารถผลติสารชวีภาพเพือ่ยบัยัง้เชือ้

แบคทีเรียและเชื้อราก่อโรคชนิดต่างๆ (Jianyou et al., 

2011; Attimarad et al., 2012)
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Table 2	 Inhibition of growth of some plant pathogenic by antagonistic actinomyces bacteria.

strain code Percentage inhibition against to plant pathogen
C. gloeosporioides F. oxysporum X. oryzaepv.oryzae

Site 1: Mangrove forest nearby Kok Pa Yom community

MGK1 81 % 82 % -

MGK19 85 % 85% 2 mm

MGK40 - - 5 mm

MGK59 98 % 99 % 8 mm

Site 2: Mangrove forest nearby ThaNumKem Tai community

MGB5 80 % 85 % -

MGB6 87 % 90 % -

MGB8 - 80 % -

Site 3: Mangrove forest nearby HoaThang community

MGH1 80% 85% -

MGH2 82% 85% -

MGH14 - 80 % 2 mm

Note:  - cannot inhibited plant pathogens

การระบุชนิดแอคติโนมัยสีทในระดับสกุลโดย

ใช้ยีน 16S rDNA

	 ผลการวเิคราะห์โดยใช้ยนี 16S rDNA จากเชือ้

แอคติโนมัยสทีทีมี่ศักยภาพสูงทางชวีภาพ 10 สายพนัธ์ุ 

ทีส่ามารถยบัยัง้เช้ือจลุนิทรย์ีก่อโรคพชืและสามารถผลติ

เอนไซม์ย่อยสลายได้อย่างน้อย 3 ชนิด ซึง่แยกได้ในงาน

วิจัยนี้ พบว่าเกือบทั้งหมดจัดอยู่ในสกุล Streptomyces 

ยกเว้น 1 สายพันธุ์รหัส MGK40 ที่ถูกระบุชนิดอยู่ใน

สกุล Micromonospora โดยเชื้อมีค่าความเหมือนทาง

พันธุกรรมใกล้เคียงมากกว่า 99 % กับยีน 16S rDNA 

(Figure 1) ทีมี่รายงานในฐานข้อมลู GenBank (Table 3)
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Table 3	 Comparison of partial 16S rDNA gene sequences of potential bioactive compound-
producing strains to those of the GenBank database.

strain code Most similar GenBank sequences
(Accession no.)

Percentage sequence
Similarity

Site 1: Mangrove forest nearby Kok Pa Yom community

MGK1 S. seoulensis strain HBUM174820 (FJ486388) 100

MGK19 S. scabiei strain KACC 20194 (AY207609) 100

MGK40 Micromonospora chokoriensis strain 9-1 (KJ571062) 100

MGK59 S. hygroscopicus strain JY-22 (HM481473) 100

Site 2: Mangrove forest nearby ThaNumKem Tai community

MGB5 S. parvulus strain OUCMDZ-2554(JX457345) 100

MGB6 Streptomyces albulus strain PD-1 (JF427575) 100

MGB8 Streptomyces albulus strain PD-1 (JF427575) 100

Site 3: Mangrove forest nearby HoaThang community

MGH1 S. rameus strain ERINLG-35 (KF006406) 100

MGH2 S. intermedius (HF677170) 100

MGH14 S. levis strain NRRL B-16370 (NR_115778) 99
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Figure 1 Phylogenetic dendrogram shows the relationship between 16S rDNA sequence of 10 actinomyces 
strains isolated in this study and 27 actinomycetes reference sequences retrieved from GenBank. The 
tree was constructed by MEGA 4.1 using a neighbor-joining algorithm with 1000 bootstrappings. The 
scale bar represents 0.01 substitutions per nucleotide position. Numbers at the node are the bootstrap 
values (%). 
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สรุป
	 เชื้อแอคติโนมัยสีทท่ีคัดแยกเพื่อใช้ในการ

ทดสอบในงานวิจัยน้ีได้มาจากดินป่าชายเลน3 แหล่ง

ได้แก่ บรเิวณป่าชายเลนชมุชนบ้านโคกพะยอม ป่าชายเลน

ชมุชนบ้านท่าน�ำ้เค็มใต้ และป่าชายเลนชมุชนบ้านหวัทาง

ผลการทดลองพบว่ามีปรมิาณเชือ้แอคติโนมยัสทีเฉลีย่

จ�ำนวน 1.1×107-2.1×108 CFU/g ในดนิป่าชายเลนทัง้ 3 

แหล่งจากการศึกษาสามารถแยกเชื้อแอคติโนมัยสีท

บรสุิทธ์ิจากดินป่าชายเลนท้ัง 3 แหล่งได้จ�ำนวนท้ังสิน้ 90 

สายพนัธ์ุเมือ่น�ำเช้ือแอคติโนมัยสทีทีแ่ยกจากดินท้ังหมด

มาทดสอบการผลติเอนไซม์โปรตีเนสเซลลเูลส และไซ

แลนเนส พบว่ามีเชือ้แอคติโนมัยสีทจ�ำนวน 14 (15.5 %), 

14 (15.5 %), 18 (20.0 %) และ 2 (2.2 %) สายพันธุ์ที่

แสดงศักยภาพในการผลติเอนไซม์โปรตีนเนส ไซแลนเนส 

ซีเอม็ซีเอส และอาวเิซลเลส ตามล�ำดับ ซึง่ผลการวเิคราะห์

สายพันธุ์ของเชื้อที่มีศักยภาพพบว่าส่วนใหญ่จัด

อยู่ในสกุล Streptomyces ยกเว้น 1 สายพันธุ์อยู่ใน

สกุล Micromonosporaโดยเชื้อมีค่าความเหมือน

ของล�ำดับเบสบริเวณ 16S rDNA คิดเป็น 99-100% 

เม่ือเปรียบเทียบกับล�ำดับเบส 16S rDNA ท่ีมีรายงาน

ในฐานข้อมูล GenBank เชื้อแอคติโนมัยสีทท่ีแยกได้

จากป่าชายเลนทั้ง 3 แหล่งสามารถยับยั้งการเจริญของ

เชือ้จลุนิทรย์ีก่อโรคพชืท่ีใช้ในการศึกษานี ้ได้แก่ เชือ้รา 

C. gloeosporioides ท่ีก่อโรคแอนแทรคโนส (anthracnose) 

และเชือ้รา F. oxysporum ท�ำให้เกดิโรคเหีย่ว (fusarium 

wilt) ในกล้วยไม้ และแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae 

สาเหตุโรคขอบใบแห้งในข้าว โดยพบว่าเชื้อที่แยกได้

จากป่าชายเลนอนุรักษ์บ้านโคกพะยอม 3 สายพันธุ์

ได้แก่ Streptomyces sp. MGK19 และ Streptomyces 

sp. MGK59 สามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคพืชทั้ง 

3 สายพันธุ์คือ C. gloeosporioides F.oxysporum และ 

X. oryzae pv. oryzae นอกจากน้ียังพบว่าเชื้อจากดิน

ป่าชายเลนชุมชนบ้านท่าน�้ำเค็มใต้และดินป่าชายเลน

ชุมชนบ้านหวัทางรวม 4 สายพันธุ ์ได้แก่ Streptomyces 

sp. MGB5, Streptomyces sp. MGB6 Streptomyces sp. 

MGH1 และ Streptomyces sp. MGH2 สามารถยบัยัง้เชือ้รา

ทั้ง C. gloeosporioides และ  F. Oxysporum ได้เป็น

อย่างดี อย่างไรก็ตามจากงานวจิยัน้ีได้เชือ้แบคทเีรยีทีม่ี

ประสทิธิภาพแตกต่างจากงานวจิยัอืน่ๆ คือ Streptomyces 

sp. MGK59 ซึง่เป็นเชือ้ทีมี่ศักยภาพสูงสดุในแง่ของการ

ผลิตเอนไซม์และการยับย้ังจลิุนทรีย์ก่อโรคพชืทัง้เชือ้รา

และแบคทีเรียซึ่งน่าจะเหมาะที่จะน�ำไปใช้ศึกษาต่อใน

การผลิตเป็นสารสกัดส�ำหรับการประยุกต์ใช้ทางการ

เกษตรโดยเฉพาะการช่วยลดปัญหาของโรคเชือ้ราทีก่่อ

ให้เกิดโรคในข้าวและไม้ดอกเศรษฐกิจต่อไป

ค�ำนิยม

	 โครงการวจัิยนี ้ได้รบัทนุอดุหนนุการวจิยัจาก

งบประมาณแผ่นดิน มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 

ประจ�ำปี พ.ศ.2555 และ พ.ศ. 2558 ตลอดจนขอขอบคณุ 

คุณดวงกมล บุญช่วย นักวิชาการเกษตรช�ำนาญการ 

ศูนย์วิจัยข้าวชัยนาท ท่ีสนับสนุนสายพันธุ์ของเชื้อ

แบคทเีรยี Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) สาเหตุ

โรคขอบใบแห้ง
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