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Abstract  

Root-knot nematodes (RKNs) are serious pathogens that may severely damage 

the plant root system of major crops resulting in significant yield losses. Nematode-

infected plants may then suffer from secondary infection by fungal pathogens that 

also effect plant growth. The aim of this research was 1) to find microbial antagonists 

that can be used to control nematodes, 2) to investigate their antifungal activity, and 

indole-3-acetic acid (IAA) and siderophore production, 3) test nematicidal 

microorganisms pathogenicity on tomatoes, 4) to determine and characterize bioactive 

compounds from the most nematicidal isolates and 5) to apply their products to 

control RKNs in the greenhouse. Thirty-eight samples of plant-parasitic nematode 
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infested rhizosphere soils were collected in provinces in the northern and centre of 

Thailand and returned to the laboratory for treatment. Treatment involved three 

methods: 1) a pretreatment with serial dilution, 2) a heat pretreatment and the third 

was phenol treatment. Glycerol-arginine agar, humic acid vitamin (HV) agar and 

starch casein (SC) agar were used as selective media for the isolation of 

actinomycetes. Serial dilution method and potato dextrose agar (PDB) were used for 

the isolation of fungi. A total of 202 isolates of actinomycetes and fungi were 

obtained. The morphology, chemotaxonomy and 16S rDNA sequence data of 135 

actinomycete isolates were determined. Streptomyces (98.5%) was the dominant 

genus of in parasitic nematode infested rhizosphere soils. More actinomycete species 

were isolated from pretreated soils by using simple serial dilution than using heat and 

phenol treatments. SC agar was the best medium for actinomycete isolation. Sixty-

seven fungal isolates were obtained and identified based on morphology, dominant 

with Penicillium (37.3%) and Fusarium (32.8%) bearing the 8 genera.  

All actinomycete and fungal isolates were subjected to primary screening in 

vitro for their effects on Meloidogyne incognita egg hatching and juvenile mortality 

by using spore and culture filtrates. Eight actinomycete and 10 fungal isolates showed 

high activity in decreasing egg hatch rate and increasing infective second-stage 

juveniles (J2) mortality rate of M. incognita.  

All isolates with high nematicidal activity were evaluated for their ability to 

produce antifungal metabolites using a dual culture method. Five actinomycete 

isolates (27.0%) including Streptomyces sp. strain CMU-JT005, CMU-MH021, 

CMU-LPS002, CMU-LPS024 and non-Streptomyces sp. CMU-LPS010 showed 

strong activity against the plant pathogenic fungi Alternaria porri, Colletotrichum 
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capsici, Curvularia sp., Drechslera sp., Exserohilum sp., Fusarium oxysporum, 

Nigrospora sp. and Sclerotium rolfsii.  Streptomyces sp. CMU-JT005 and 

Streptomyces sp. CMU-MH021 had strong activity in inhibiting both plant pathogenic 

fungi and nematodes. But all nematicidal fungal isolates had no activity in inhibiting 

plant pathogenic fungi. Furthermore, strain CMU-JT005 produced IAA at 30.3 µg/ml 

and strain CMU-MH021 produced IAA and siderophore as 28.5 and 26.0 µg/ml, 

respectively. Moreover, both strains showed no pathogenicity on tomatoes and they 

were selected as a working strain to test against root-knot nematode. 

Morphology and chemotaxonomy confirmed that strains CMU-JT005 and 

CMU-MH021 were Streptomyces species.  Phylogenetic analysis based on the 16S 

rRNA gene sequence showed strain CMU-JT005 to form a distinct clade within the 

Streptomyces tree and it was closely (99.60% similarity) related to S. morookaensis. 

Strain CMU-MH021 forms a distinct clade within the Streptomyces tree and is closely 

(99.36%) related to S. hiroshimensis. 

Potential strains, Streptomyces sp. CMU-JT005 and Streptomyces sp. CMU-

MH021, were investigated for bioactive compound production after culture in 

different media. Structure elucidation was analyzed by spectroscopy techniques. 

Carbazomycin D (1), 3-methoxy-2-methyl-carbazole-1,4-quinone (2) and 

carbazomycin F (3) were isolated from Streptomyces sp. CMU-JT005. Compound 2 is 

a new natural product. An extract of Streptomyces sp. CMU-MH021 was purified, 

two compounds were identified as fevenulin (4) and isocoumarin (5). Compound 4 

showed activity to decrease egg hatch rate and increase J2 mortality rate of M. 

incognita at minimum inhibitory concentration of 120 µg/ml. This is first report 

concerning nematicidal activity of fervenulin (4). 
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 A biocontrol agent prepared from a culture filtrate of Streptomyces sp. CMU-

MH021 showed the highest activity to control root-knot disease on chili in the 

greenhouse, control efficacy was 33.4%. Products or pure compounds from this 

isolate may provide a new alternative biological agent to control root-knot nematodes 

in agricultural systems.  

 

Keywords: actinomycetes, fungi, root-knot nematode, biocontrol, 3-methoxy-2-

methyl-carbazole-1,4-quinone, fervenulin 
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บทคัดย่อ 

 

 ไส้เดือนฝอยรากปมเป็นศัตรูชนิดหน่ึงท่ีเข้าท าลายพืชและท าให้สูญเสียผลิตผลทาง
การเกษตรซ่ึงศตัรูพืชดงักล่าวจะเขา้ท าลายระบบรากของพืชและมากไปกว่านั้นการเขา้ท าลายของ
ไส้เดือนฝอยเป็นการเปิดทางให้เช้ือก่อโรคชนิดอ่ืนเขา้ท าลายพืชไดง่้ายข้ึนโดยเฉพาะเช้ือรา ซ่ึงท า
ใหผ้ลผลิตลดลงมากยิ่งข้ึน  จุดมุ่งหมายของการท าวิจยัเพื่อหาจุลินทรียป์ฏิปักษต่์อไส้เดือนฝอยราก
ปมเพื่อใชใ้นควบคุมศตัรูพืชชนิดน้ี ศึกษาคุณสมบติัอ่ืนๆของเช้ือปฏิปักษด์งักล่าวในการย ั้บย ั้งเช้ือรา
โรคพืช ความสามารถในการผลิตสาร indole-3-acetic acid (IAA) และ สาร siderophore  ศึกษาการ
ก่อโรคของเช้ือต่อตน้มะเขือเทศ รวมไปถึงการแยกสารอ่ืนและศึกษาคุณสมบติัของสารท่ีแยกได้
จากเช้ือปฏิปักษน์ั้นและใชผ้ลิตภณัฑจ์ากเช้ือปฏิปักษต่์อไส้เดือนฝอยรากปมในการควบคุมโรคราก
ปมของพืชในเรือนทดลอง จากการเก็บตวัอยา่งดินรอบรากพืชท่ีถูกไส้เดือนฝอยรากปมเขา้ท าลาย
ทั้งส้ิน 38 ตวัอยา่งจากพื้นท่ีในภาคเหนือและภาคกลางของประเทศไทยมาท าการแยกเช้ือแอคติโน
มยัซีสโดยวธีิ serial dilution pretreatment โดยการใช ้heat method pretreatment และ โดยการใช ้1.4 
% phenol method pretreatment ซ่ึงท าการแยกเช้ือบนอาหาร glycerol-arginine agar  humic acid 
vitamin (HV) agar และ starch casein (SC) agar ส่วนการแยกเช้ือราใช ้serial dilution pretreatment 
แยกบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) พบเช้ือจุลินทรียท์ั้งส้ิน 202 ไอโซเลต โดยเป็นเช้ือแอ



ix 

 

คติโนมยัซีสจ านวน 135 ไอโซเลต จากการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา องคป์ระกอบทางเคมี
ของเซลล์และยีนส่วน 16S rDNA ของเช้ือแอคติโนมยัซีททั้งหมดพบว่าร้อยละ 98.5 อยูใ่นจีนสั 
Streptomyces และจ านวนเช้ือแอคติโนมยัซีสแยกไดจ้ากดินท่ีผา่นวิธีการ serial dilution method พบ
มากกวา่วีธี heat method และ 1.4% phenol treatment อาหาร SC agar เป็นอาหารท่ีแยกจ านวนชนิด
ของเช้ือแอคติโนมยัซีสจากดินท่ีผ่านการ pretreatment ทั้ งสามวิธีได้หลากหลายและมากท่ีสุด 
จ านวนเช้ือท่ีเหลือทั้งหมด 67 ไอโซเลตเป็นเช้ือราและจากการศึกษาทางสัญฐานวิทยาพบวา่เช้ือรา
ส่วนใหญ่ร้อยละ 37.3 อยูใ่นจีนสั Penicillium รองลงมาคือจีนสั Fusarium ซ่ึงมีอยูร้่อยละ 32.8 

เม่ือน าเช้ือแอคติโนมยัซีสและเช้ือราทั้งหมดมาทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งอตัราการ
ฟักของไข่และเพิ่มอตัราการตายของตวัอ่อนของไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita เบ้ืองตน้ใน
หอ้งปฏิบติัการโดยใชส้ปอร์และน ้ าเล้ียงเช้ือจากเช้ือเหล่านั้น พบวา่เช้ือแอคติโนมยัซีสจ านวน 8 ไอ
โซเลตและเช้ือรา 10 ไอโซเลตสามารถยบัย ั้งการฟักของไข่และเพิ่มอตัราการตายของไส้เดือนฝอย 
M. incognita ไดใ้นระดบัสูงหรือระดบั A 

จากนั้นน าเช้ือทั้งหมดในระดบั A มาทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา
ก่อโรคพืชโดย dual culture พบวา่เช้ือแอคติโนมยัซีส 5 ไอโซเลท (27.0%) ไดแ้ก่ Streptomyces sp. 
ไอโซเลต CMU-JT005 CMU-MH021 CMU-LPS002 CMU-LPS024 และ non-Streptomyces sp. 
ไอโซเลต CMU-LPS010 มีความสามารถในการสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราทดสอบ: 
Alternaria porri Colletotrichum capsici Curvularia sp. Drechslera sp. Exserohilum sp. Fusarium 
oxysporum Nigrospora sp. และ Sclerotium rolfsii. เช้ือ Streptomyces sp. CMU-JT005 และ 
Streptomyces sp. CMU-MH021 สามารถยบัย ั้งไดใ้นระดบัสูงทั้งไส้เดือนฝอยรากปมและเช้ือราโรค
พืชแต่เช้ือราท่ีควบคุมไส้เดือนฝอยไดใ้นระดบั A ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราโรคพืชได ้ 
ไอโซเลต CMU-JT005 สามารถผลิตสาร IAA ไดท่ี้ความเขม้ขน้ 30.3 µg/ml ส่วน ไอโซเลต CMU-
MH021 สามารถผลิตสาร IAA ไดท่ี้ความเขม้ขน้ 28.5 µg/ml และผลิตสาร siderophore ไดท่ี้ความ
เขม้ขน้ 26 µg/ml ฉะนั้นจึงไดค้ดัเลือกเช้ือแอคติโนมยัซีสทั้งสองไอโซเลตน้ีในการศึกษาขอ้มูลเพื่อ
ใชใ้นการควบคุมไส้เดือนฝอยรากปมในงานวจิยัน้ี 

จากการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา องคป์ระกอบทางเคมีของเซลล์ยืนยนัวา่ เช้ือไอโซ
เลต CMU-JT005 และ CMU-MH021 อยูใ่นจีนสั Streptomyces และจากการวิเคราะห์ phylogenetic 
tree จากยีนส่วน 16S rDNA พบวา่ Streptomyces sp. CMU-JT005 มีความใกลเ้คียงกบัเช้ือ S. 
morookaensis (99.60%) และเช้ือ Streptomyces sp. CMU-MH021 มีความใกลเ้คียงกบัเช้ือ S. 
hiroshimensis (99.36%). 
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การศึกษาทางเคมีของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีแยกไดจ้ากเช้ือ Streptomyces sp. CMU-
JT005 และ Streptomyces sp. CMU-MH021ท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม
ไดรั้บการพิสูจน์โครงสร้างวิเคราะห์โดยวิธีสเปกโทรสโคปีหลงัจากการเพาะเล้ียงเช้ือดงักล่าวใน
อาหารชนิดต่างๆ พบวา่ carbazomycin D (1) 3-methoxy-2-methyl-carbazole-1,4-quinone (2) และ 
carbazomycin F (3) แยกไดจ้าก Streptomyces sp. CMU-JT005 ซ่ึงงานวิจยัน้ีพบเป็นคร้ังแรกว่า 
compound 2 เป็นสารใหม่ท่ีแยกไดจ้ากธรรมชาติ ในขณะท่ี fevenulin (4) และ isocoumarin (5) แยก
ไดจ้ากสารสกดัจากเช้ือ Streptomyces sp. CMU-MH021โดยพบคุณสมบติัในการลดอตัราการฟัก
ของไข่และเพิ่มอตัราการตายของไส้เดือนฝอยรากปมไดใ้นระดบัความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ี 120 µg/ml 
ของ compound 4 เป็นคร้ังแรกในงานวจิยัน้ี 

จากการพฒันาผลิตภณัฑ์เพื่อใช้ควบคุมไส้เดือนฝอยรากปมของเช้ือ Streptomyces sp. 
CMU-JT005 และ Streptomyces sp. CMU-MH021 พบว่า ผลิตภณัฑ์ท่ีเตรียมจากน ้ าเล้ียงเช้ือ 
Streptomyces sp. CMU-MH021 มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรครากปมในตน้พริกได้ใน
ระดบัสูง ซ่ึงใหค้่าประสิทธิภาพในการควบคุมท่ี 33.4% ผลิตภณัฑ์ดงักล่าวรวมถึงสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพท่ีแยกไดน่้าจะเป็นแนวทางใหม่ในการใชค้วบคุมไส้เดือนฝอยรากปมในอนาคตต่อไป 
 
ค ำส ำคัญ: แอคติโนมยัซีส เช้ือรา ไส้เดือนฝอยรากปม การควบคุมดว้ยชีววิธี 3-methoxy-2-methyl-
carbazole-1,4-quinone fervenulin 
 
 
 


