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บทคัดย่อ: งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงคใ์นการคดัเลอืกเชือ้แบคทีเรยีปฏิปักษค์วบคมุเชือ้สาเหตโุรคแอนแทรคโนสพรกิ
ในแนวกวา้ง และชว่ยสง่เสรมิการเจรญิเตบิโตของพืชดว้ย ด�าเนินการวิจยัโดยน�าเชือ้แบคทีเรยี 11 ไอโซเลต ไดแ้ก่ 
Bacillus spp. Bacillus-Ba029, Bacillus-Ba033, Bacillus-Ba037N, Bacillus-NTS3, Bacillus-MS4, Bacillus-S32, 
Bacillus-PSK, Bacillus-BS, Bacillus-BK, Streptomyces-PR15 และStreptomyces-PR87 มาทดสอบความสามารถ
ยบัยัง้การเจรญิของเสน้ใยเชือ้รา Colletotrichum gloeosporioides, C.capsici และ C. acutatum โดยวิธี dual 
culture bioassay พบวา่เชือ้แบคทีเรยีปฏิปักษ ์9 ไอโซเลต ไดแ้ก่ Streptomyces-PR15, Streptomyces-PR87, 
Bacillus-Ba029, Bacillus-Ba033, Bacillus-NTS3, Bacillus-MS4, Bacillus-S32, Bacillus-BS และ Bacillus-BK 
สามารถยบัยัง้เสน้ใยของเชือ้รา Colletotrichum spp.ทัง้ 3 สปีชีสไ์ดอ้ยา่งชดัเจน เสน้ใยของเชือ้ราบรเิวณท่ีเกิด
แนวยบัยัง้มีลกัษณะบวมพอง เสน้ใยเสยีสภาพแตกหกั สว่น Bacillus-Ba037N และ Bacillus-PSK ยบัยัง้การ
เจรญิของเชือ้ Colletotrichum spp. บางไอโซเลตไดเ้พียงเลก็นอ้ย เชือ้แบคทีเรยีปฏิปักษท์ัง้ 11 ไอโซเลตสามารถ
สงัเคราะห ์Indole-3-acetic acid (IAA) ไดมี้คา่ตัง้แต ่6.23-19.42 µg/ml โดยไอโซเลต Bacillus-PSK มีคา่ IAA สงูท่ีสดุ 
เทา่กบั 19.42 µg/mlและมี 9 ไอโซเลตท่ีมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตได ้ ไดแ้ก่ Streptomyces-PR15, 
Streptomyces-PR87, Bacillus-Ba029, Bacillus-Ba033, Bacillus-NTS3, Bacillus-MS4, Bacillus-S32, Bacillus-BS 
และ Bacillus-BK โดยเชือ้ Streptomyces-PR87 มีประสทิธิภาพในการละลายฟอสเฟตท่ีผสมอยูใ่นอาหารทดสอบได้
มากท่ีสดุมีคา่ solubilization index (S.I) เทา่กบั 3.5 รองลงมาคือ Bacillus-NTS3 เทา่กบั 3.368 จากผลการวิจยัไดค้ดั
เลอืกเชือ้แบคทีเรยีปฏิปักษท่ี์ควบคมุเชือ้รา Colletotrichum spp. ไดห้ลายสปีชีสแ์ละมีกลไกการสง่เสรมิการเจรญิ
เตบิโตของพืชไดดี้มากไว ้4 ไอโซเลต ไดแ้ก่ Streptomyces-PR15, Bacillus-Ba033, Bacillus-Ba029 และ Bacillus-NTS3 
ส�าหรบัประเมินประสทิธิภาพการควบคมุโรคแอนแทรกโนสท่ีตดิมากบัเมลด็พนัธุพ์รกิและสง่เสรมิการเจรญิเตบิโตของ
ตน้กลา้พรกิและการควบคมุโรคแอนแทรกโนสในแปลงปลกูตอ่ไป
ค�ำส�ำคัญ: การควบคมุโดยชีววิธี  โรคพรกิ จลุนิทรยีส์ง่เสรมิการเจรญิเตบิโตของพืช จลุนิทรยีล์ะลายฟอสเฟต  
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ABSTRACT: The objective of this research aimed to screen the broad spectrum antagonistic bacteria 
which have capability to enhance the plant growth too. The Bacillus-Ba029, Bacillus-Ba033, 
Bacillus-Ba037N, Bacillus-NTS3, Bacillus-MS4, Bacillus-S32, Bacillus-PSK, Bacillus-BS and 
Bacillus-BK and Streptomyces-PR15 and Streptomyces-PR87 were investigated. Dual culture bioassay 
was tested with Colletotrichum gloeosporioides, C. capsici and C. acutatum, the causal agent of 
chilli anthracnose disease. The results showed that 9 isolates including Streptomyces-PR15, 
Streptomyces-PR87, Bacillus-Ba029, Bacillus-Ba033, Bacillus-NTS3, Bacillus-MS4, Bacillus-S32,                
Bacillus-BS and Bacillus-BK strongly inhibited the growth of fungal pathogens. The inhibited mycelium 
shown as abnormal hypha, thickened cell wall and swollen cell were observed under microscopy. 
The Bacillus-037N and Bacillus-PSK inhibited some isolates of Colletotrichum spp. with low inhibition 
percentage. Assessment for production of indole-3-acetic acid (IAA) and phosphate solubilization 
capabilities were investigated. All antagonistic isolates (9 isolates) produced IAA range from 6.23-
19.42 µg / ml. The highest IAA value was produced by Bacillus-PSK at 19.42 µg / ml. Only 9 isolates 
showed phosphate solubility activity, e.g. Streptomyces-PR15, Streptomyces-PR87, Bacillus-Ba029, 
Bacillus-Ba033, Bacillus-NTS3, Bacillus-MS4, Bacillus-S32, Bacillus-BS and Bacillus-BK. The 
Streptomyces-PR87 was the best isolate for phosphate solubililization with 3.5 solubilization index (S.I), 
followed by Bacillus-NTS3 (3.368 S.I.). From this research, the four high potential candidates including   
Streptomyces-PR15, Bacillus-Ba033, Bacillus-Ba029 and Bacillus-NTS were selected for further study 
for biological control of anthracnose disease and promote plant growth of chilli seedlings or plants. 
Keywords: biological control, Chilli diseases, plant growth promoting bacteria, bacteria for phosphate 
solubilization, 

บทน�ำ

พริกเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีมีความส�าคัญของ
ประเทศไทยมีการเพาะปลกูในหลายประเทศทั่วโลก
ประเทศไทยส่งออกพริกในรูปของพรกิสดหรอืแชเ่ยน็ 
พรกิบดหรอืป่น พรกิแหง้ เครือ่งแกงส�าเรจ็รูป และซอส
พรกิ (ส �านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2561) ปัญหา
ของการปลกูพริกท่ีมกัพบคือ ปัญหาโรคและแมลง 
โดยเฉพาะโรคแอนแทรคโนส ท่ีเกิดจากเชือ้รา 
Colletotrichum spp. มีรายงานการแพร่ระบาด
มากในประเทศไทย 3 สปีชีส ์ไดแ้ก่ C.gloeosporioides, 
C. capsici และ C. acutatum สง่ผลท�าใหผ้ลผลติ
พรกิลดลงถงึ 80% มีคณุภาพไมเ่ป็นท่ีตอ้งการของ
ตลาด (Suwannarat et al.,2017) เกษตรกรมีการใช้
สารเคมีก�าจัดโรคแอนแทรคโนสกันอย่างกว้าง
ขวาง เช่น เบนโนมิล (benomyl), คารเ์บนดาซิม 
(carbendazim) และอะซอกซีสโตรบนิ (azoxystrobin) 
เป็นตน้และมีการใชส้ารเคมีควบคมุโรคพืชมากเกิน
ความจ�าเป็นและใชไ้มถ่กูวิธี เน่ืองจากขาดความรูแ้ละ
ทกัษะการจดัการโรคท่ีถกูตอ้ง เพ่ือเป็นการลดปัญหา
การใชส้ารเคมีเกษตรท่ีมีพิษตกคา้งในการผลติพรกิ ซึง่
เป็นอนัตรายต่อสุขภาพของผูผ้ลิตและผูบ้ริโภค จงึ
จ�าเป็นตอ้งหาแนวทางการจดัการโรคพืชท่ีปลอดภยั

และเป็นมิตรกบัสิง่แวดลอ้ม เชือ้แบคทีเรยีปฏิปักษ ์ เชน่ 
Bacillus spp., Streptomyces spp. และ Pseudomonas 
fluorescens มีรายงานวา่สามารถยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรค
พืช และมีความสามารถในดา้นการสง่เสรมิการเจรญิ
เตบิโตของตน้พืชได ้(Barea et al., 2005) รายงานพบวา่
เชือ้ Streptomyces spp. สามารถยบัยัง้การเจรญิของ
เชือ้ราสาเหตโุรคท่ีส �าคญั เช่น Didymella bryoniae 
สาเหตโุรคตน้แตกยางไหลของพืชวงศแ์ตง (ภทัรกร, 
2548) ยับยั้งเชือ้รา Colletotrichum capsici 
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพรกิ (รตัิกาล, 2558) 
นอกจากนีพ้บวา่เชือ้ Bacillus spp. สายพนัธุต์า่งๆ เชน่ 
B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. pasteurii, B.   
cereus, B.pumilus, B. mycoides และB. sphaericus 
ท่ีมีบทบาทในการชักน�าความตา้นทานท่ีเก่ียวขอ้ง
กบัปฏิสัมพันธ์ของพืชกับเชือ้จุลินทรีย ์ และยังมี
ประสิทธิภาพในการลดความรุนแรงของเชือ้สาเหตุ
โรคพืชได ้(Choudhary and Johri, 2009)  

เชือ้แบคทีเรียท่ีมีความสามารถช่วยส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืชจดัอยู่ในกลุ่ม plant growth 
promoting bacteria (PGPB) สามารถพบไดท้ัง้ท่ีอยู่
รอบผิวรากพืช หรอืผิวใบพืช ตลอดจนอยูภ่ายในเนือ้เย่ือ
พืชซึง่มีแบคทีเรยีท่ีโดดเดน่อยู ่2 จีนสั คือ Streptomyces 
spp.เป็นสมาชิกในกลุม่ Actinobacteria และ Bacillus 
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spp.อยู่ในกลุม่ Firmicutes มีบทบาทหลกัในการเป็น
เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์กบัเชือ้จลุินทรียส์าเหตโุรคพืช
ประเภทตา่งๆ เชือ้ท่ีเป็น PGPB ชว่ยสง่เสรมิการ
เจริญเติบโตของพืชได ้ เน่ืองจากแบคทีเรียเหล่านี ้
สามารถสงัเคราะหส์ารฮอรโ์มนพืช เชน่ กลุม่ออกซนิ 
ไซโตไคนิน และ จิบเบอรเ์รลลนิ การชว่ยละลายและ
เคลื่อนยา้ยฟอสเฟตในตน้พืช การสรา้งสารซเิดอรโ์ร
ฟอร ์การสรา้งสารปฏิชีวนะยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรคพืช และ
การชกัน�าใหเ้กิดภมิูตา้นทานตอ่เชือ้สาเหตโุรคขึน้ในตน้
พืชท่ีไดร้บัเชือ้แบคทีเรยีปฏิปักษซ์ึง่เชือ้ B. subtilis สามารถ
ผลติสารปฏิชีวนะไดห้ลายชนิดเชน่ bacillomycin, iturin, 
mycosubtilin, bacilysin, fengymycin และ mycobacillin 
(Shoda, 2000)

งานวิจัยจึงมีวัตถุประสงคใ์นการคัดเลือกเชือ้
แ บ ค ที เ รี ย ป ฏิ ปั ก ษ์ ท่ี ส า ม า ร ถ ค ว บ คุม เ ชื ้อ ร า      
Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนส
ของพริกไดใ้นแนวกวา้ง (broad spectrum) และ
เป็นจุลินทรียท่ี์มีกลไกส่งเสริมการเจริญเตบิโตของ
พืชไดเ้พ่ือน�ามาใชท้ดแทนสารเคมีก�าจดัโรคท่ีส �าคญัของ
พรกิ และชว่ยลดสดัสว่นการใชปุ้๋ ยเคมีท่ีจ�าเป็นตอ่การ
เจรญิ เตบิโตของพรกิ เป็นทางเลอืกใหมข่องเกษตรกรท่ี
จะใชค้วบคมุโรคและชว่ยเพ่ิมผลผลติพรกิ/เมลด็พนัธุ ์
ในการผลิตพริก/เมล็ดพนัธุพ์ริกท่ีปลอดภยัหรือการ
ผลติพรกิแบบอินทรยี ์

วธีิกำรศกึษำ

1) ทดสอบประสทิธิภาพของเชือ้แบคทีเรยีปฏิปักษ์
ในการควบคมุเชือ้สาเหตโุรคแอนแทรคโนส โดยเทคนิค 
dual culture bioassay 

เชือ้แบคทีเรยีปฏิปักษท่ี์น�ามาทดสอบ 11 ไอโซเลต 
ไดแ้ก่ Streptomyces-PR15 และ Streptomyces-PR87 
เลีย้งบนอาหาร AGMA บม่เชือ้ท่ีอณุหภมิู 28 องศาเซลเซียส 
นาน 7 วนั สว่น Bacillus-Ba029, Bacillus-Ba033, 
Bacillus-Ba037N, Bacillus-NTS3, Bacillus-MS4, 
Bacillus-S32, Bacillus-PSK, Bacillus-BS และBacillus-BK 
เลีย้งบนอาหาร NA บม่เชือ้ท่ีอณุหภมิู 28 องศาเซลเซียส นาน 
2 วนั

น�าเชือ้ราสาเหตโุรคแอนแทรคโนสท่ีแยกไดจ้าก
ผลพรกิ ไดแ้ก่ C. acutatum, C. capsici และ C. 
gloeosporioides จ �านวน 7 ไอโซเลต มาเพาะเลีย้ง
บนอาหาร PDA บม่เชือ้ท่ีอณุหภมิู 28 องศาเซลเซียส 

นาน 7 วนัจงึน�ามาทดสอบกบัเชือ้แบคทีเรยีปฏิปักษ์
ตามเทคนิค dual culture bioassay โดยใช ้ cork 
borer ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 0.5 เซนตเิมตร เจาะ
วุน้บรเิวณท่ีมีเชือ้ Bacillus spp. เจรญิอยูบ่นอาหาร 
NA และ Streptomyces spp. เจรญิอยูบ่นอาหาร 
AGMA น�าไปวางบนอาหาร PDA จานใหม ่ และใช ้
cork borer ขนาดเสน้ผา่น ศนูยก์ลาง 0.5 เซนตเิมตร 
เจาะวุน้บรเิวณปลายเสน้ใยของเชือ้รา Colletotrichum 
spp. ท่ีเจรญิบนอาหาร PDA น�าไปวางบนอาหาร 
PDA โดยวางให้ห่างจากขอบจานเลี ้ยงเชื ้อ 2  
เซนติเมตร ดา้นตรงขา้มกบัเชือ้แบคทีเรยีปฏิปักษ ์ ท่ี
วางห่างกนั 4 เซนติเมตร เปรยีบเทียบกบัชดุควบคมุ 
(control) ท่ีวางเฉพาะชิน้เชือ้รา Colletotrichum 
spp. บม่เชือ้ไวท่ี้อณุหภมิู 28 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 7 วนั บนัทกึผลโดยวดัขนาดของรศัมีเชือ้รา
สาเหตุโรคในกรรมวิธีควบคุมและกรรมวิธีทดสอบ 
แลว้น�าขอ้มูลท่ีไดม้าค�านวณหาค่าเปอรเ์ซ็นตก์าร
ยบัยัง้การเจรญิ (percent inhibition of radial 
growth; PIRG) ตามสตูรการค�านวณ วางแผนการ
ทดลองแบบ completely randomized design 
(CRD) ท�าการทดลองชดุละ 4 ซ�า้

เปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยัง้การเจรญิ (percent inhibition 
of radial growth; PIRG) (Kabir et al., 2012)

PIRG = (R1-R2)/R1x100  
โดย  R1 = รศัมีโคโลนีของเชือ้รา Colletotrichum spp. 
ในกรรมวิธีควบคมุ 

R2 = รศัมีโคโลนีของเชือ้รา Colletotrichum spp.
ในกรรมวิธีท่ีทดสอบกบัเชือ้แบคทีเรยีปฏิปักษแ์ตล่ะไอโซเลต

2) กลไกท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจรญิเติบโตของพืช
ก. การตรวจสอบการสงัเคราะหi์ndole-3-acetic 

acid (IAA) โดยใช ้Salkowski’s reagent
เลีย้งเชือ้ Streptomyces spp. บนอาหาร AGMA 

บม่ท่ีอณุหภมิู 28 องศาเซลเซียส เม่ือครบ 7 วนัหลงั
จากบม่ ใชc้ork borer ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 0.5 
ซม. เจาะบนอาหาร AGMA ท่ีมีเชือ้ Streptomyces 
spp.เจรญิอยู ่แลว้จงึยา้ยชิน้วุน้ลงในหลอดทดลองท่ีมี
อาหาร AGMB 5 มล. ท่ีผสม 2 mM tryptophan เขยา่
ท่ีความเรว็ 150 รอบ/นาที นาน 7 วนั ท่ีอณุหภมิูหอ้ง 
สว่นเชือ้ Bacillus spp. ไอโซเลตตา่งๆ เลีย้งบนอาหาร 
NA นาน 2 วนัยา้ย single colony ลงในอาหาร NB ท่ี
เตมิ 2 mM tryptophan เขยา่ท่ีความเรว็ 150 รอบ/นาที 
นาน 2 วนั ท่ีอณุหภมิูหอ้งน�าน�า้อาหารเลีย้งเชือ้จาก
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หลอดท่ีเพาะเลีย้งไวม้าตรวจสอบปรมิาณความเขม้ขน้ 
IAA ในอาหารเลีย้งเชือ้ ตามวิธีดดัแปลงจาก Khamna et 
al. (2010) ท�าการดดูน�า้เลีย้งเชือ้แบคทีเรยี (bacterial 
broth culture) ปรมิาณ 1.5 มล.ใสใ่น micro centrifuge 
tube ขนาด 1.5 มล. ท�าใหเ้ซลลต์กตะกอนดว้ยการป่ัน
เหว่ียงท่ีความเรว็ 10,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที แลว้จงึ
ดดูน�า้ใสสว่นบน (supernatant) ปรมิาตร 1 มล. ใสล่งใน
หลอดทดลองหลอดใหม ่และเตมิ 85% orthophosphoric 
acid จ�านวน 2 หยด พรอ้มเขยา่ หลงัจากนัน้เติม           
Salkowski’s reagent ปรมิาตร 2 มล. ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้
จงึบม่ในท่ีมืด นาน 30 นาที จากนัน้น�าไปวดัความเขม้สี
ดว้ย Spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่นแสง 530 
นาโนเมตร โดยหากมี IAA สารละลายจะเปลี่ยนเป็น
สชีมพ ู และน�าค่า OD เปรยีบเทียบกบักราฟมาตรฐาน 
IAA เพ่ือค�านวณหาความเขม้ขน้ของ IAA วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD จ�านวนกรรมวิธีละ 6 ซ �า้

ข. ตรวจสอบกิจกรรมละลายฟอสเฟต
น�าเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ทัง้หมดโดยวิธี steak 

plate บนอาหารทดสอบใหมี้ขนาด 0.5x4 ซม. โดยใช้
อาหาร Pikovskaya’sagar ท่ีผสม 0.5% insoluble     
tricalcium phosphate (Ca

3
(PO

4
)
2
) (Pikovskaya,1948) 

บม่ท่ีอณุหภมิู 28 องศาเซลเซียส นาน 7 วนั ถา้มีกิจกรรม
การละลายฟอสเฟตเกิดขึน้ อาหารบรเิวณขอบของโค
โลนีจะเปลี่ยนจากลกัษณะขุน่เป็นวงใส (halo zone) 
ลอ้มรอบโคโลนี แสดงว่าแบคทีเรียไอโซเลตนัน้ๆ มี
กิจกรรมการละลายฟอสเฟต แลว้จึงประเมินค่า       
solubilization index (S.I.) วางแผนการทดลองแบบ 
CRD จ�านวนกรรมวิธีละ 3 ซ �า้

solubilization index (S.I.) = (ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางโคโลนี+วงใส)
                      ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางโคโลนี

ผลกำรศกึษำ

1)การคัดเลือกเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการ
ควบคมุเชือ้สาเหตโุรคแอนแทรคโนสไดก้วา้งขวาง

เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ทัง้ 9 ไอโซเลต ไดแ้ก่ 
Streptomyces-PR15, Streptomyces-PR87,         
Bacillus-Ba029, Bacillus-Ba033, Bacillus-NTS3, 
Bacillus-MS4, Bacillus-S32, Bacillus-BS และ 
Bacillus-BK สามารถยับยั้งการเจริญของเสน้ใย
เชือ้รา Colletotrichum spp. ทัง้ 8 ไอโซเลต ไดอ้ย่าง

มีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของเสน้ใยเชือ้ C. 
gloeosporioides ไดดี้ท่ีสุดมีเปอรเ์ซ็นตก์ารยับยั้ง
มากกวา่ 50 เปอรเ์ซน็ต ์ เชน่ C. gloeosporioides 
(Glo-c8) มีเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้เท่ากบัBacillus-BK 
(70.63%), Bacillus-S32 (68.75%), Bacillus-BS 
(67.09%), Bacillus-Ba033 (66.67%), Bacillus-NTS3 
(66.25%), Bacillus-MS4 (66.25%), Bacillus-Ba029 
(63.54%), Streptomyces-PR15 (50%) และ 
Streptomyces-PR87 (50%) สว่นเชือ้รา C. acutatum 
และ C. capsici มีเปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยัง้มากกวา่ 30 
เปอรเ์ซน็ต ์ เช่น C. acutatum (acu10) มีเปอรเ์ซ็นต์
การยบัยัง้เท่ากบั Bacillus-BS (60.5%), Bacillus-MS4 
(54.5%), Bacillus-BK (50.5%), Bacillus-Ba029 
(48.25%), Bacillus-NTS3 (39.5%), Bacillus- Ba033 
(36.5%) และ Streptomyces-PR15 (39%) และ
เชือ้ C. capsici (Cap5) มีเปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยัง้เทา่กบั 
Bacillus-NTS3 (41.88%), Streptomyces-PR15 (38.12%), 
Bacillus-MS4 (34.38%), Bacillus-S32 (32.50%), 
Bacillus-BK (30.63%), Bacillus-Ba029 (30%), 
Bacillus-BS (27.50%) และ Bacillus-Ba033 
(25%) เม่ือน�าเสน้ใยของเชือ้ Colletotrichum spp. 
บริเวณท่ีเป็นแนวยับยั้งการเจริญของเส้นใยหลัง
จากบม่เชือ้ 7 วนัมาตรวจใตก้ลอ้งจลุทรรศนพ์บวา่
เสน้ใยเชือ้รามีลักษณะบวมฟอง เสน้ใยเสียสภาพ
จากเดมิ เซลลส์ัน้ลงและหงิกงอหยดุการเจรญิ (Fig.5) 
ดงันัน้จงึจดัไดว้า่เชือ้ แบคทีเรยีปฏิปักษท์ัง้ 8 ไอโซเลต
มีความสามารถเป็นเชือ้ปฏิปักษท่ี์มีฤทธ์ิกวา้งในการ
ยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรคแอนแทรคโนสของพรกิ (broad 
spectrum antagonist) สว่นเชือ้ Bacillus-Ba037N 
และ Bacillus-PSK ยบัยัง้การเจรญิของเสน้ใยเชือ้รา 
Colletotrichum spp. ไดเ้พียงบางไอโซเลตเท่านัน้ 
(Table 1 , Fig. 1,Fig. 2, Fig. 3) และไม่พบการ
เปลี่ยนแปลงในลกัษณะของเสน้ใยเชือ้ราท่ีผิดปกติ
ไปจากกรรมวิธีควบคมุ (Fig. 5)
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Fig. 1  Dual culture assay of C. acutatum (Acu3)(a) and C. acutatum (Acu 10)(b) by antagonistic 
bacteria isolates. (A) Streptomyces -PR15, (B) Streptomyces –PR87 (C) Bacillus –Ba033, 
(D) Bacillus –Ba037N, (E) Bacillus- Ba029 ,(F) Bacillus -S32, (G) Bacillus -PSK, (H) Bacillus 
-BS, (I) Bacillus -BK, (J) Bacillus- NTS3, (K) Bacillus -MS4 and (L) Control.Photographs were 
taken after incubating at 27 °C for 7 d. 

Fig. 2 Dual culture assay of C. gloeosporioides( Glo-c3) (a), C. gloeosporioides( Glo 7) (b) and C. 
gloeosporioides (Glo-c8) (c) by antagonistic bacteria isolates. (A) Streptomyces-PR15, 
(B) Streptomyces–PR87 (C) Bacillus-Ba033, (D) Bacillus–Ba037N ,(E) Bacillus-Ba029 ,(F) 
Bacillus -S32, (G) Bacillus -PSK, (H) Bacillus -BS, (I) Bacillus-BK, (J) Bacillus- NTS3 ,(K) 
Bacillus -MS4 and (L) Control . Photographs were taken after incubating at 27 °C for 7 d. 
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Fig. 3 Dual culture assay of C. capsici (Cap 9) (a)  and C. capsici (Cap5) (b) by antagonistic  bacteria 
isolates. (A) Streptomyces -PR15, (B) Streptomyces –PR87, (C) Bacillus –Ba033, (D) Bacillus –
Ba037N ,(E) Bacillus -Ba029 ,(F) Bacillus -S32, (G) Bacillus -PSK, (H) Bacillus -BS, (I) Bacillus -BK, 
(J) Bacillus- NTS3, (K) Bacillus -MS4 and (L) Control. Photographs were taken after incubating at 27 

°C for 7 d

A  B  C D 

E F G H 

I J  K L 
 

Fig. 4 Light microscopic observations of Colletotrichum mycelium at inhibition zone by antagonistic     
isolates (A-K) compared with normal mycelium in control treatment (L). (A) Streptomyces -PR15, 
(B) Streptomyces–PR87 (C) Bacillus–Ba033, (D) Bacillus –Ba037N ,(E) Bacillus -Ba029 ,(F)       
Bacillus -S32, (G) Bacillus -PSK, (H) Bacillus -BS, (I) Bacillus -BK, (J) Bacillus- NTS3, (K) Bacillus 

-MS4 and (L)Control.
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2) กลไกทีเ่กีย่วข้องกับกำรเจริญเตบิโตของ
พชื

ก. การตรวจสอบการสงัเคราะห ์ IAA โดยใช ้
Salkowski’s reagent

เชือ้ Bacillus spp.ทัง้ 9 ไอโซเลต สามารถ
สงัเคราะห ์IAA ได ้มีคา่ตัง้แต ่6.23-19.42 ไมโครกรมัโดย
ไอโซเลต Bacillus-PSK มีคา่ IAA สงูท่ีสดุ เทา่กบั 19.42 
µg/ml รองลงมาคือ Bacillus-Ba037N, Bacillus-BS, 
Bacillus-MS4, Bacillus-Ba029, Bacillus-S32, 
Bacillus-NTS3, Bacillus-Ba033 และ Bacillus-BK 
ตามล�าดบั สว่นเชือ้ Streptomyces spp. พบว่า 
Streptomyces-PR 87 มีค่า IAA เท่ากบั เท่ากบั 
7.38 µg/ml รองลงมาคือ Streptomyces -PR 15 มีคา่ 
6.83 µg/ml (Table 2)

ข. ตรวจสอบกิจกรรมละลายฟอสเฟต
เชือ้แบคทีเรยีปฏิปักษ ์ StreptomycesPR87 มี

ประสทิธิภาพในการละลายฟอสเฟตท่ีผสมอยูใ่นอาหาร
ทดสอบไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพดีท่ีสดุ เกิดบรเิวณวงใส
ไดก้วา้งและชดัเจนท่ีสดุมีค่า solubilization index 
(S.I) เท่ากบั 3.5 รองลงมาคือ Bacillus-NTS3, 
Streptomyces-PR15, Bacillus-Ba033, Bacillus-S32 
และ Bacillus-Ba029 มีค่าวงใส (S.I) เทา่กบั 3.368, 
3.28, 3, 3.05 และ 2.92 ตามล�าดบั และเชือ้
แบคทีเรยีปฏิปักษ ์ Bacillus-BK, Bacillus-BS และ 
Bacillus-MS4 มีคา่วงใส (S.I) เทา่กนั คือ 2.7 ปรากฏ
วงใสชดัเจนแต่มีบริเวณวงใสแคบ เม่ือเทียบกบัเชือ้
แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลตต่างๆส่วนเชือ้แบคทีเรีย
ปฏิปักษ ์Bacillus-PSK และ Bacillus-Ba037N ไมมี่
ความสามารถในการละลายฟอสเฟต (Table2) (Fig. 

5)

Fig. 5 Capability for Phosphate solubilization by antagonistic Streptomyces spp. and Bacillus spp. 
after testing on Pikovskaya’s agar media. Pikovskaya’sagar (A) Streptomyces-PR15, 
(B) Streptomyces-PR 87, (C) Bacillus-Ba033, (D) Bacillus-Ba029, (E) Bacillus-NTS3, (F)     
Bacillus–BK, (G) Bacillus-BS, (H) Bacillus-S32, (I) Bacillus-MS4, (J) Bacillus-PSK, (K)   
Bacillus-Ba037N



 341KHON KAEN AGR. J. 48 (2): 333-344(2020)./doi:10.14456/kaj.2020.30.

Table 2 Quantitative determination of IAA production and phosphate solubilization index of 

antagonistic Streptomyces spp. and Bacillus spp.

antagonist IAA production1/

(µg /ml)

Phosphate solubilization1/

index (S.I)

Streptomyces -PR15 6.83 f 2.282 ab

Streptomyces -PR87 7.38 f 2.5 a

Bacillus-Ba033 7.16 f 2 c

Bacillus-Ba029 9.92 d 1.921cd

Bacillus-NTS3 8.66 e 2.368 a

Bacillus-BK 6.24 f 2.710 d

Bacillus-BS 12.5 c 1.736 d

Bacillus-S32 8.87 de 2.052bc

Bacillus-MS4 12.16 c 1.71 d

Bacillus-PSK

Bacillus-Ba037N

19.42 a

15.18 b

0 e

0 e

F-test ** **

CV (%) 8.41 8.07
 1/ Means followed by the same later in the same  column were not significantly different at P≤0.05 

(*), P ≤ 0.01 (**) by LSD.

สรุปและวิจำรณ์ผลกำรศึกษำ

เชือ้แบคทีเรยีปฏิปักษไ์อโซเลต Bacillus-Ba033, 
Bacillus-Ba029, Bacillus-NTS3 และ Streptomyces-PR15 
มีประสทิธิภาพในการยบัยัง้เสน้ใยเชือ้รา Colletotrichum 
spp. ทัง้ 3 สปีชีสไ์ดดี้มาก และมีความสามารถในการสรา้ง
สาร IAA และละลายฟอสเฟตไดม้ากเหมาะสม
ส�าหรับการน�าไปทดสอบประสิทธิภาพในการ
ควบคมุโรคแอนแทรคโนสท่ีติดมากบัเมลด็พนัธุ ์ และ
การใชค้วบคมุโรคในระยะตน้กลา้และหลงัยา้ยปลกู
ในแปลงปลกูพืช รวมทัง้ชว่ยสง่เสรมิการเจรญิเติบโต
ของตน้พรกิได ้ เชือ้ Streptomyces-PR15 และ 
Streptomyces-PR87 ยงัมีผลการวิจัยท่ีทดสอบมา

ก่อนหนา้โดย Rattikan et al. (2015) และ รตักิาล
และเพชรรตัน ์ (2555) พบว่ายับยั้งการเจริญของ
เสน้ใยเชือ้รา Colletotrichum spp. ได ้4 สปีชีส ์ คือ 
C. acutatum, C. coccodes, C. capsici และ 
C. gloeosporioides และควบคมุไสเ้ดือนฝอยราก
ปม Meloidogyne spp. ของพริกได ้(รตัิกาล, 2558;   
รตักิาลและคณะ, 2554) นอกเหนือจากการยบัยัง้ได้
ทัง้เชือ้ราและเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรคท่ีส �าคัญของ
พืชวงศแ์ตง และพริก-มะเขือ (เพชรรตัน,์ 2545; 
ภทัรกร, 2548; อศัศิริ และ เพชรรตัน,์ 2556 ) และ
สง่เสรมิภมิูตา้นทานตอ่เชือ้ไวรสั Tobacco mosaic 
virus ในพรกิ (วีรกรณ,์ 2556 ) สว่นเชือ้ Bacillus 
spp. ท่ีคดัเลอืกไว ้ (Bacillus-Ba033, Bacillus-Ba029 
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และ Bacillus-NTS3) ยงัมีบทบาทยับยั้งเชือ้
แบคทีเรยี Xanthomonas vesicatoria สาเหตโุรคใบ
จุดแบคทีเรียของพรกิ (เพชรรตัน,์ 2562) จงึมี
คณุสมบตัิท่ีเป็นแบคทีเรียปฏิปักษท่ี์มีฤทธ์ิกวา้งมาก
ขึน้โดยควบคมุไดท้ัง้เชือ้ราและเชือ้แบคทีเรียสาเหตุ
โรคท่ีส �าคญัของพรกิ ในตา่งประเทศมีรายงานวิจยั
หลายรายงาน เชน่ Amaresan et al. (2012) พบวา่
เชือ้ Bacillus spp. ท่ีแยกไดจ้ากดินรอบรากพืช
สามารถยบัยัง้เสน้ใยเชือ้รา Fusarium oxysporum, 
Colletotrichum capsici, Sclerotium rolfsii และ 
Pythium sp. ได ้ การท่ีพบวา่เชือ้ปฏิปักษ ์ Bacillus 
spp.และ Streptomyces spp. ในการวิจยันีย้บัยัง้
การเจรญิของเสน้ใยเชือ้รา Colletotrichum spp. ได ้
ท�าใหเ้กิดความผิดปกตติา่งๆ ของเสน้ใยเชือ้ นา่จะ
เก่ียวขอ้งทัง้บทบาทการสงัเคราะหส์ารปฏิชีวนะมีผล
ต่อการเจริญและพฒันาของเสน้ใยหรือการงอกของ
สปอร ์Colletotrichum spp. และบทบาทของเอนไซม์
ในกลุม่ cellulolytic enzymes เช่นเดียวกับท่ี        
Ashwini and Srividya (2013) พบวา่เชือ้ Bacillus 
subtilis สามารถสังเคราะหเ์อนไซม ์ chitinase,     
glucanase, และ cellulase ออกมาย่อยผนงัของ
เสน้ใยเชือ้รา C. gloeosporioides ท�าใหเ้สน้ใยมี
ลกัษณะบวมพอง เสน้ใยแตกหกั หยิกงอ

เชือ้ปฏิปักษ ์Bacillus-Ba033, Bacillus-Ba029, 
Bacillus-NTS3 และStreptomyces-PR15 สามารถ
ผลติ IAA และละลายฟอสเฟตใหอ้ยูใ่นรูปท่ีพืชจะเอา
ไปใชไ้ด ้IAA อยูใ่นกลุม่ auxin ท�าใหเ้ซลลข์องรากพืช
เกิดการยืดยาว มีผลต่อการแตกราก และชว่ยสง่
เสรมิใหพื้ชเจรญิเตบิโตเพ่ิมขึน้ (Buensanteai et al., 
2013) สว่นกลไกการละลายฟอสเฟตไดน้ัน้มีหลาย
กลไก เชน่ เก่ียวขอ้งกับการผลิตกรดอินทรียช์นิด
ตา่งๆ ออกมานอกเซลลแ์ละท�าให ้ pH รอบๆ เซลล์
แบคทีเรยีมี pH ลดลง การมีอิออนบวก H+ เพ่ิมขึน้
สง่เสริมการสะสมของ NH

4
+ ท�าใหเ้กิดการละลาย

ของฟอสฟอรสั (Illmer and Schinner, 1995) 
เปลี่ยนแปลงรูปของฟอสเฟตใหอ้ยู่ในรูปท่ีสามารถ
ละลายน�า้ไดท้ �าใหพื้ชน�าฟอสเฟตไปใชไ้ดดี้ขึน้ Kang et 
al., (2014) รายงานพบวา่ Bacillus megateriummj1212 
ผลติ malic และ quinic acid ออกมาละลายฟอสเฟตท่ี
ผสมในอาหารทดสอบได ้นอกจากนี ้ Sharma et al. 
(2013) ยงัรายงานวา่การสะสมของ NH

4
+ภายในเซล

ล์ของแบคทีเรียยังเกิดขึน้ร่วมกับการปลดปล่อย

โปรตอนออกมานอกเซลลแ์ละท�าใหเ้กิดการละลาย
ฟอสฟอรสัโดยไม่ตอ้งมีการปลดปล่อยกรดอินทรีย์
ออกมานอกเซลลแ์บคทีเรยี 

เชือ้ปฏิปักษ ์ Bacillus-Ba033, Bacillus-Ba029, 
Bacillus-NTS3 และ Streptomyces-PR15 จงึมี
ศกัยภาพสงูมากในการน�าไปวิจยัและพฒันาเป็นชีว
ภณัฑค์วบคมุโรคเชือ้ราและเชือ้แบคทีเรยีท่ีส �าคญัของ
พรกิตัง้แตร่ะยะเพาะกลา้จนถงึการเพาะปลกูในแปลง 
ลดการใชส้ารเคมีควบคมุโรคพืชไดห้ลายชนิด และการ
พฒันาเป็นชีวภณัฑช์ว่ยสง่เสรมิการเจรญิเตบิโตของพืช 
(biostimulant products) เพ่ือลดการใชปุ้๋ ยเคมีบาง
ชนิด ท่ีเหมาะสมท่ีสุดส�าหรบัจัดการตน้พริกใหไ้ด้
ผลผลติดีอยา่งยั่งยืน สนบัสนนุการใชเ้ชือ้แบคทีเรยี
ปฏิปักษ์ท่ีดีเ พ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตพริก
ปลอดภยัและพรกิอินทรยีข์องประเทศไทยตอ่ไป

ค�ำขอบคุณ

งานวิจัยนีไ้ด้รับการสนับสนุนจากส�านักงาน
กองทนุสนบัสนนุงานวิจยั(สกว.) ในโครงการวิจยัรหสั 
RDG6020029 โดยมี รศ.ดร. เพชรรตัน ์ธรรมเบญจพล 
เป็นหวัหนา้โครงการ ไดร้บัการอนเุคราะหเ์ครือ่งมือท่ี
ใชใ้นการวิจยัจากศนูยวิ์จยัเทคโนโลยีชีวภาพทางการ
เกษตรเพ่ือเศรษฐกิจท่ียั่งยืน คณะเกษตรศาสตร ์
มหาวิทยาลยัขอนแก่น และโรงเรอืนปลกูพืชทดลอง
และหอ้งปฏิบตักิารตา่ง ของสายงานโรคพืชวิทยา 
สาขากีฏวิทยาและโรคพืชวิทยา คณะเกษตรศาสตร ์
มหาวิทยาลยัขอนแก่น

เอกสำรอ้ำงอิง

เพชรรตัน ์ธรรมเบญจพล. 2545. Streptomyces อีก
มิตหินึง่ของการควบคมุโรคพืชโดยชีววิธี. แก่น
เกษตร 30: 20-27.

เพชรรตัน ์ ธรรมเบญจพล, 2562. โครงการ
ประสิทธิภาพของแบคทีเรยีปฏิปักษแ์ละวิธีการ
ใชเ้พ่ือควบคุมโรคเมล็ดพันธุ์และช่วยส่งเสริม
การเจรญิเตบิโตของตน้กลา้พรกิ. รายงานวิจยั
ฉบบัสมบรูณ.์ ส �านกังานกองทนุสนบัสนนุการ
วิจยั (สกว.)



 343KHON KAEN AGR. J. 48 (2): 333-344(2020)./doi:10.14456/kaj.2020.30.

รตักิาล ยทุธศลิป์ และ เพชรรตัน ์ ธรรมเบญจพล. 
2555. การประเมินประสิทธิภาพของเชือ้ 
Streptomyces spp. ปฏิปักษใ์นการควบคมุ
เชือ้รา Colletotrichumcapsici สาเหตโุรคแอน
แทรกโนสของพรกิ.  แก่นเกษตร 40: 224-232.

รตักิาล ยทุธศลิป์ เพชรรตัน ์ ธรรมเบญจพล และ 
อนนัต ์ หิรญัสาลี. 2554. การคดัเลือกไอโซเลต 
Streptomyces ท่ีมีศกัยภาพสงูในการควบคมุ
ไสเ้ดือนฝอยรากปม (Meloidogyne incognita).
แก่นเกษตร 39: 219-224.

รตักิาล ยทุธศิลป์. 2558. การควบคมุโรคแอนแทรค
โนสและรากปมของพรกิโดย Streptomyces 
spp. ปฏิปักษ.์ วิทยานิพนธป์รญิญาวิทยาศาสตร์
มหาบณัฑิต. มหาวิทยาลยัขอนแก่น.

ภทัรกร ภรูชิินวฒิุ เพชรรตัน ์ ธรรมเบญจพล พิศาล  
ศริธิร วีระศกัดิ ์ศกัดิศ์ริริตัน ์และอศันี ปาจีนบรูวรรณ.์ 
2547. Streptomyces :ความสามารถในการ
ยบัยัง้เชือ้รา Didymellabryoniae และการ
สงัเคราะห ์ hydrolytic enzymes. หนา้ 454-
465 ในการสมัมนาวิชาการเกษตรแห่งชาต ิ
ประจ�าปี 2547 วันท่ี 26-27 มกราคม 2547 
ณ หอ้งประชุมกวีจุติกุล คณะเกษตรศาสตร ์
มหาวิทยาลัยขอนแก่น. 

ภทัรกร ภรูชิินวฒิุ. 2548. พนัธศุาสตรโ์มเลกลุของ
เชือ้ Streptomyces spp. ท่ียบัยัง้การเจรญิของ
เชือ้แบคทีเรยี Acidovorax avenae subsp.  
citrulli และเชือ้รา Didymella bryoniae. 
วิทยานิพนธป์รญิญา วิทยาศาสตรม์หาบณัฑิต. 
มหาวิทยาลยัขอนแก่น.

วีรกรณ ์แสงไสย.์ 2556. บทบาทของ Streptomyces  
ปฏิปักษ์ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตและ
กระตุน้ภมิูตา้นทานโรคไวรสั TMV ของพรกิ. 
วิทยานิพนธป์ริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต  
มหาวิทยาลยัขอนแก่น

ส�านกังานเศรษฐกิจการเกษตร. 2561. สถิตกิารคา้
สนิคา้เกษตรไทยกบัตา่งประเทศปี 2561. ศนูย์
สารสนเทศการเกษตร ส�านกังานเศรษฐกิจ
การเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ.์

อศัศริ ิ กลางสวสัดิ ์ และ เพชรรตัน ์ ธรรมเบญจพล. 
2556. วิธีการใช ้ Streptomyces-PR87 ในการ
สง่เสรมิการเจรญิเตบิโตของมะเขือเทศ. แก่น
เกษตร 41: 205-212. 

Amaresan, N.,V. Jayakumar., K. Kumar and 
N. Thajuddin. 2012. Isolation and                   
characterization of plant growth promoting 
endophytic bacteria and their effect on             
tomato (Lycopersicon esculentum) and chilli  
(Capsicum annuum) seedling growth. Ann 
Microbiol 62:805–810.

Ashwini, N. and S. Srividya. 2013. Potentiality 
of Bacillus subtilis as biocontrol agent for    
management of anthracnose disease of 
chilli caused by Colletotrichum gloeosporioides 
OGC1. Biotech 4:127-136.

Barea, J.M., M.J.Pozo., A.Rosario and A.A. 
Concepcio. 2005. Microbial co-operation 
in the rhizosphere. Experimental Botany; 
56:1761–1778.

Buensanteai, N., M. Sompong., K. Thamnu., D. 
Athinuwat., A. Brauman and C. Plassard. 
2013. The plant growth promoting bacterium 
Bacillus sp. CaSUT007 produces phytohormone 
and extracellular proteins for enhanced growth 
of cassava. African Journal of Microbiology 
Research 7: 4949-4954.

Choudhary, D.K. and B.N. Johri. 2009. Interactions 
of Bacillus spp. and plants with special 
reference to induced systemic resistance 
(ISR). Microbiol 164: 493-513.

Kabir, L., W. K. Sang., S.K. Yun and S.L. Youn. 

2012. Application of Rhizobacteria for Plant 

Growth Promotion Effect and Biocontrol of  

Anthracnose Caused by Colltotrichumacutatum 
on Pepper. Mycobiology 40: 244-251.

Kang, S.M., R. Radhakrishnan., Y.H. You., G.J. 
Joo., I.J. Lee., K.E. Lee and J.H. Kim. 2014. 
Phosphate Solubilizing Bacillus megaterium 
mj1212 Regulates Endogenous Plant 
Carbohydrates and Amino Acids Contentsto 
Promote Mustard Plant Growth. Indian Journal 
Microbiol 54:427–433.

Khamna, S., A .Yokota., J.F. Peberdy and S. 
Lumyong. 2010. Indole-3-acetic acid      
production by Streptomyces sp. isolated 



 แก่นเกษตร 48 ฉบับที่ 2: 333-344(2563)./doi:10.14456/kaj.2020.30..344

from some Thai medicinal plant rhizosphere 
soils. Biological Sciences 4: 23-32.

Illmer, P. and Schinner, F. 1995. Solubilization 
of inorganic calcium phosphates-solubilization 
mechanisms. Soil Biol. Biochem. 27: 257-
263.

Pikovskaya, R.I . 1948. Mobilization of phosphorus 
in soil connection with the vital activity of 
some microbial species. Microbiologiya;17 
:362–370.

Rattikan, Y., P. Thummabenjapone and A.         
Hiransalee. 2015. Antagonistic Streptomyces 
selection to broad spectrum for biological   
control of Colletotrichum spp., causal agent 
of anthracnose in Chilli. Journal of Pure 
and Applied Microbiology 9:2705.

Shoda, M. 2000. Bacterial control of plant       
diseases. J. Bioscience and Bioengineering 
89: 515-521.

Suwannarat, S., S.Steinkellner., P. Songkumarn and 
S. Sangchote.2017. Diversity of Colletotrichum 
spp. isolated from chili pepper fruit exhibiting 
symptoms of anthracnose in Thailand.   
Mycological Progress 16: 677–686

Sharma, S.B., Sayyed, R.Z., Trivedi, M.H., and Gobi, 
T.A. 2013. Phosphate solubilizing microbes: 
sustainable approach for managing phosphorus 
deficieencyin agriculture soil.Springerplus 2: 
587-600. 


