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บทคัดย่อ: งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือทดสอบวิธีการผลติและขยายแบคทีเรีย Bacillus subtilis แบบงา่ย ต้นทนุต�่ำ 
และเชือ้ยงัคงมีประสทิธิภาพในการควบคมุเชือ้รา Colletotrichum สาเหตโุรคแอนแทรคโนสของพริก  จากการทดสอบ
เตรียมหวัเชือ้ชีวภณัฑ์ B. subtilis ไอโซเลต 19w6 ในรูปของเหลว พบวา่ การเลีย้งแบคทีเรียในอาหารเลีย้งเชือ้ 
Nutrient broth (NB) เขยา่ด้วยเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมิูห้อง เป็นเวลา 5 วนั แล้วน�ำไปเก็บไว้
ในตู้เยน็ (5-10 oซ)  สามารถเก็บรักษาหวัเชือ้ได้นาน 6 เดือน โดยมีปริมาณแบคทีเรียมากกวา่เชือ้เร่ิมต้น และเชือ้ยงัคงมี
ประสทิธิภาพการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา Colletotrichum acutatum  C. capsici  และ C. gloeosporioides 
ได้ดีเชน่เดียวกบัเชือ้เร่ิมต้น  และเม่ือน�ำหวัเชือ้มาขยายในอาหาร 5 สตูร  ได้แก่ สตูร 1 อาหารท่ีเตรียมจากน�ำ้มะพร้าวออ่น  
สตูร 2 อาหารท่ีเตรียมจากนมสเตอริลไลซ์  สตูร 3 อาหารท่ีเตรียมจากน�ำ้ตาลทรายแดง (น�ำ้ตาลทรายแดง 5 กรัม 
นมข้นหวาน 1 กรัม)  สตูร 4 อาหารท่ีเตรียมจากกากน�ำ้ตาล (กากน�ำ้ตาล 5 กรัม นมข้นหวาน 1 กรัม) และสตูร 5 
อาหาร NB (ชดุควบคมุ) พบวา่ สตูร 2 และ 3 สามารถเพ่ิมปริมาณ B. subtilis ไอโซเลต 19W6 ได้ภายใน 24 ชัว่โมง 
และมีปริมาณของแบคทีเรียมากกวา่อาหารเลีย้งเชือ้ NB (สตูร 5) และเชือ้ท่ีเพ่ิมปริมาณได้ยงัคงมีประสทิธิภาพในการ
ยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา Colletotrichum ทัง้ 3 ชนิด ได้ดีหลงัจากเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมิูห้องเป็นเวลา 1- 12 วนั  
แตส่ตูร 2 เป็นสตูรอาหารท่ีมีขัน้ตอนการเตรียมไมยุ่ง่ยาก ราคาไมแ่พง และมีสารอาหารสม�ำ่เสมอคงท่ี เหมาะกบัการน�ำมาใช้
เป็นอาหารผลติขยายชีวภณัฑ์แบคทีเรีย B. subtilis ไอโซเลต 19w6 ส�ำหรับน�ำไปทดสอบการควบคมุโรคแอนแทรคโนส
ของพริกในสภาพแปลงปลกูตอ่ไป
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ABSTRACT: The objective of this study is testing of culture media for Bacillus subtilis in order 
to establish simple, low cost of production and stability on the growth inhibition of Colletotrichum 
spp., causal agent anthracnose disease of chilli. This study found that the nutrient broth (NB) medium 
could be used to prepare the starter of B. subtilis isolate 19w6. It was cultured in NB medium on 
shaker at 150 rpm for 5 days at room temperature and storage in refrigerator for 6 months. Five 
different media including coconut water, sterilized milk, granulated brown sugar, molasses and NB 
medium were tested for growth of B. subtilis isolate 19w6 starter. Higher concentration of bacterial 
cells was found in sterilized milk after inoculate B. subtilis isolate 19w6 for 24 hr and it  strongly 
inhibited the growth of Colletotrichum spp. mycelium after cultured from 1-12 days. The sterilized 
milk is simple preparation, cheap and stable ingredients. These results suggested that the sterilized 
milk could be used as low cost  medium for multiplication of  B. subtilis isolate 19w6 bioproduct to 
control anthracnose disease in chilli.
Keywords: bioproduct, biocontrol, culture media, chilli disease 
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บทน�ำ

แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus เป็นแบคทีเรียแกรม
บวก (gram-positive) รูปร่างเป็นทอ่นสัน้ ทรงกระบอก 
(rod-shape) สว่นใหญ่เคลื่อนท่ีได้ มีขนาดความกว้าง 
0.5-2.5 ไมโครเมตร ความยาว 1.2-10 ไมโครเมตร 
สามารถสร้างเอนโดสปอร์ (endospore) พบได้ทัว่ไปใน
ธรรมชาต ิ เชน่ ในดนิ น�ำ้ พืช หรือ เศษซากพืช หรือ
แหล่งอาหารท่ีมีสารประกอบคาร์โบไฮเดรตสูง 
สามารถเจริญได้รวดเร็วในบริเวณรากพืช (Baker and 
Cook, 1974) แบคทีเรียชนิดนีมี้เมตาโบลซิมึเป็นทัง้
แบบการหายใจ (respiration) การหมกั (fermentation) 
หรือเป็นทัง้สองแบบ มีความทนตอ่อณุหภมิูชว่งกว้าง
ตัง้แต ่-5 ถงึ 75 oซ เจริญได้ท่ี pH 2-8 ทนเคม็ได้ 25 % 
ของโซเดียมคลอไรด์(NaCl) แบคทีเรียหลายชนิดใน
สกลุนีเ้จริญได้ในท่ีอณุหภมิูคอ่นข้างสงูประมาณ 55 
oซ เชน่ B. subtilis, B. licheniformis, B. coagulans, 
B. stearothermophilus, B. brevis และ B. 
acidocaldarius เป็นต้น (El-Hassan and Gowen, 
2006) มีกลไกส�ำคญัในการควบคมุโรคพืช คือ การ
แก่งแยง่อาหารและครอบครองพืน้ท่ีอาศยั  ผลติสาร
ปฏิชีวนะ และเอน็ไซม์ท่ีมีคณุสมบตัยิบัยัง้การเจริญ
ของเชือ้สาเหตโุรคพืช  และชว่ยกระตุ้นภมิูต้านทาน
โรคให้กบัต้นพืช (Cawoy et al., 2011)  ส�ำนกัวจิยั
พฒันาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ได้ท�ำการ
ศึกษาวิจยัการควบคมุโรคพืชด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
Bacillus มาอยา่งตอ่เน่ือง พบวา่แบคทีเรีย B. 
megaterium SBK5.7 และ Bacillus sp. SPT41.1.3 
ชว่ยลดการเกิดโรคแอนแทรคโนส โรคใบจดุเซอร์คอส
ปอรา และโรครากและโคนเนา่ของพริกชีฟ้า้ (ปฏิมา
พร และคณะ, 2551)  ในปี 2557 ได้น�ำแบคทีเรีย B. 
subtilis จ�ำนวน 100 ไอโซเลต มาทดสอบยบัยัง้การ
เจริญของเชือ้ราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริกท่ีเกิด
จากเชือ้ C. capsici โดยวิธี dual culture บนอาหาร 
PDA พบวา่ แบคทีเรีย B. subtilis ท่ีมีประสทิธิภาพใน
การยบัยัง้เชือ้ราดงักลา่วได้ดีมีจ�ำนวน 4 ไอโซเลต คือ 
B23 20W15  20W19 และ 19W6 โดยสามารถยบัยัง้
การเจริญของเส้นใยได้ 58.8 51.03 50.69 และ 51.71 
เปอร์เซน็ต์ ตามล�ำดบั (ธารทิพย และคณะ, 2557) 
แตกตา่งจากผลการยบัยัง้เชือ้รา C. gloeosporioides 
ในสภาพแปลงทดลอง ท่ีพบวา่ Bacillus spp. ท่ีมี
ประสทิธิภาพยบัยัง้ดีท่ีสดุได้แก่ 20W33 20W16 และ 
22W8 สามารถควบคมุให้มีเปอร์เซน็ต์การเกิดโรค อยู่
ในชว่ง 43.89-53.95, 46.36-47.76 และ 46.85-64.50 
ตามล�ำดบั โดยมีประสทิธิภาพไมแ่ตกตา่งทางสถิตกิบั
กรรมวิธีท่ีพ่นด้วยสารปอ้งกนัก�ำจดัโรคพืชแมนโคเซบ 
(80% WP) ซึง่มีเปอร์เซน็ต์การเกิดโรค 45.33-54.61 

(บษุราคมัและคณะ, 2557)  การปลกูพริกในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือตอนบน มกัประสบปัญหาการ
เ กิ ด โ ร ค แ อ น แ ท ร ค โ น ส ท่ี มี ส า เ ห ตุจ า ก เ ชื อ้ ร า 
Colletotirchum  อยา่งน้อย 3 ชนิด ได้แก่ C. 
acutatum  C. capsici  และ C. gloeosporioides 
(รัตกิาล, 2558) จากการประเมินประสทิธิภาพของ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus จ�ำนวน 13 ไอโซเลต 
ได้แก่ B. subtilis  B23/2  19w6  20w15  20w16  
20w19 และ 20w33  B. siamensis (DL7)  B. 
amyloliquefaciens (DL9)  Bacillus sp. 1324  1833  
T4  CL และ CS พบวา่ Bacillus ไอโซเลต DL7, DL9, 
B23/2 ,19w6, 20w16 และ 20w33 สามารถยบัยัง้
การเจริญของเส้นใยเชือ้รา Colletotrichum ทัง้ 3 
ชนิด ได้มากกวา่ 60 % สามารถปลดปลอ่ยสาร
ปฏิชีวนะท�ำให้เส้นใยของเชือ้รา Colletotrichum ผิด
ปกต ิ (รัตกิาล, 2561) และพบวา่ Bacillus ทกุ ไอโซ
เลตสามารถสร้างเอน็โดสปอร์ได้ดี โดยเฉพาะไอโซ
เลต 19W6   งานวิจยันีจ้งึมีวตัถปุระสงค์เพ่ือทดสอบ
วิธีการผลติและขยายชีวภณัฑ์ Bacillus subtilis แบบ
งา่ย ต้นทนุต�่ำ และเชือ้ยงัคงมีประสทิธิภาพในการ
ควบคมุเชือ้รา Colletotrichum สาเหตโุรคแอนแทรค
โนสของพริก 

วธีิการศกึษา

การทดสอบเตรียมหวัเชือ้ Bacillus subtilis  
ไอโซเลต 19W6 ในรูปของเหลว

น�ำเชือ้ B. subtilis ไอโซเลต 19W6 ท่ีเก็บไว้ใน 
25 % Glycerol อณุหภมิู -20 oซ มาเลีย้งบนอาหาร 
NA บม่ท่ีอณุหภมิูห้อง 24 ชัว่โมง จากนัน้ใช้ cock 
borer ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 0.8 ซม. ปลอดเชือ้ 
เจาะบริเวณของโคโลนี แล้ว ย้ายเชือ้จ�ำนวน 1 ชิน้มา
เลีย้งในอาหาร NB ปริมาตร 100 มล. ท่ีเตรียมไว้ใน
ขวดรูปชมพูข่นาด 250 มล.  จ�ำนวน 6 ขวด แล้วน�ำไป
เลีย้งบนเคร่ืองเขยา่ ความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ี
อณุหภมิูห้อง เป็นเวลา 5 วนั น�ำเชือ้ท่ีเลีย้งได้ 100 
มล.ใสใ่นขวด Duran ขนาด 250 มล. แบง่เป็น 2 สว่น 
สว่นท่ี 1 จ�ำนวน 3 ขวด เก็บท่ีอณุหภมิูห้อง (28-32 oซ) 
และสว่นท่ี 2 อีก 3 ขวด เก็บท่ีอณุหภมิูตู้ เยน็ (5-10 oซ)  
วางแผนการทดลองแบบ Split plot in RCBD จ�ำนวน 
3 ซ�ำ้ตอ่กรรมวิธี โดย Main plot ได้แก่ อณุหภมิูท่ีใช้
เก็บรักษาหวัเชือ้ และ Subplot ได้แก่ ระยะเวลาเก็บ
รักษาหวัเชือ้นาน 6 เดือน  โดยน�ำเชือ้ท่ีเก็บไว้มาตรวจ
ดลูกัษณะของโคโลนี และนบัจ�ำนวนแบคทีเรีย B. 
subtilis ไอโซเลต 19W6 ทกุ 14 วนั ด้วยวิธี Dilution 
plating technique บนอาหาร NA จ�ำนวน 3 ซ�ำ้ ท่ี
ความเข้มข้น 10-1 10-3 10-5 10-7 บม่ท่ีอณุหภมิูห้อง 48 
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ชัว่โมง   และคดัเลือกโคโลนีตวัแทนจากแตล่ะกรรมวิธี
มาทดสอบการเป็นปฏิปักษ์กบัเชือ้รา C. acutatum  
C. capsici  และ C. gloeosporioides ด้วยวิธี Dual 
culture technique  โดยใช้ cork borer ขนาดเส้น
ผา่นศนูย์กลาง 8 มล. เจาะปลายเส้นใยของเชือ้รา 
Colletotrichum ท่ีเพาะเลีย้งบนอาหาร PDA  
อณุหภมิูห้อง เป็นเวลา 7 วนั แล้วย้ายมาวางบน
อาหาร PDA  จากนัน้ใช้ลปูปลอดเชือ้แตะโคโลนีเด่ียว
ของ Bacillus ท่ีเตรียมไว้ขีดเป็นเส้นตรงยาว 4 ซม. 
ด้านตรงข้ามกบัชิน้เชือ้ราในระยะหา่ง 5 ซม. บม่ท่ี
อณุหภมิูห้อง เป็นเวลา 10 วนั ส�ำหรับเชือ้รา C. 
gloeosporioides  14 วนั ส�ำหรับเชือ้รา C. capsici 
และ 20 วนั ส�ำหรับเชือ้รา C. acutatum เปรียบเทียบ
กบัชดุควบคมุ (control) ท่ีวางเฉพาะชิน้เชือ้รา 
Colletotrichum บนัทกึผลโดยวดัขนาดของรัศมีเชือ้
ราสาเหตโุรคในชดุควบคมุและชดุทดสอบแล้วน�ำมา
ค� ำนวณหาค่า เปอ ร์ เซ็น ต์การยับยั ง้การ เจ ริญ 
(percent inhibition of radial growth; PIRG) 
(Tronsmo, 1992) วิเคราะห์ความแตกตา่งทางสถิติ
โดยใช้โปรแกรม Statistic Analysis System (SAS)

%PIRG = [(Rc-RT)/Rc]x100
โดย  Rc  คือ  รัศมีโคโลนีเชือ้รา Colletotrichum 

ในชดุควบคมุ 
RT  คือ  รัศมีโคโลนีเชือ้รา Colletotrichum ท่ี

เลีย้งร่วมกบัแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus

การทดสอบสูตรอาหารส�ำหรับขยายเชือ้ B. subtilis 
ไอโซเลต 19W6 

น�ำหวัเชือ้มาทดสอบขยายในอาหารจ�ำนวน 5 สตูร 
ได้แก่ สตูรท่ี 1 น�ำ้มะพร้าวออ่น   สตูรท่ี 2 นมสเตอริลไลซ์    
สตูรท่ี 3 น�ำ้ตาลทรายแดง 5 กรัม ผสมนมข้นหวาน 
1กรัม สตูรท่ี 4 กากน�ำ้ตาล 5 กรัม ผสมนมข้นหวาน 1 
กรัมและสตูรท่ี 5 อาหาร NB  โดยใช้ ไมโครปิเปต ดดู
หวัเชือ้ปริมาตร 1 มล. มาเลีย้งในอาหารสตูรตา่งๆ 
ปริมาตร 100 มล. ท่ีเตรียมไว้ในขวด Duran ขนาด 
250 มล. วางแผนการทดลองแบบ Split plot in RCBD 
จ�ำนวน 4 ซ�ำ้ตอ่กรรมวิธี   โดย Main plot ได้แก่ สตูร
อาหาร และ Subplot ได้แก่ ระยะเวลาท่ีเชือ้เจริญใน
อาหารแตล่ะสตูร คือ 1, 2, 3, 6, 9, 12 และ 15 วนั น�ำ
เชือ้ท่ีเลีย้งในระยะเวลาตา่งๆ มาตรวจดลูกัษณะของโค
โลนี และนบัจ�ำนวนแบคทีเรีย B. subtilis ไอโซเลต 
19W6 ด้วยวิธี Dilution plating technique บนอาหาร 
NA จ�ำนวน 4 ซ�ำ้ ท่ีความเข้มข้น 10-2 10-4  10-6 บม่ท่ี
อณุหภมิูห้อง 48 ชัว่โมง  และเลือกเก็บโคโลนีตวัแทน
มาทดสอบการเป็นปฏิปักษ์กบัเชือ้รา C. acutatum  
C. capsici  และ C. gloeosporioides ด้วยวิธี Dual 
culture technique บนอาหาร PDA วดัเปอร์เซน็ต์การ

ยบัยัง้การเจริญหลงัจากเลีย้งไว้ท่ีอณุหภมิูห้องนาน 21  
14 และ 10 วนั ตามล�ำดบั 

ผลการศกึษาและวจิารณ์

การทดสอบเตรียมหวัเชือ้ Bacillus subtilis 
ไอโซเลต 19W6 ในรูปของเหลว

หวัเชือ้ B. subtilis ไอโซเลต 19W6 ในรูป
ของเหลวท่ีเลีย้งในอาหาร NB มีปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 
1.25 x 107 โคโลนี/มล.  และมีเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้
การเจริญของเส้นใยเชือ้รา Colletotrichum แตกตา่งกนัไป
ตามชนิด โดยมีคา่เฉลีย่การยบัยัง้ประมาณ 50 %  เม่ือ
น�ำมาเก็บรักษาท่ีอณุหภมิูห้อง (28-32 oซ) เปรียบเทียบ
กบัอณุหภมิูของตู้ เยน็ (5-10 oซ) เป็นระยะเวลา 24 
สปัดาห์ พบวา่ อณุหภมิูการเก็บรักษา และระยะเวลา
ในการเก็บรักษาหวัเชือ้ไม่มีอิทธิพลร่วมกันทางสถิต ิ
(P > 0.05) ตอ่ปริมาณของแบคทีเรียท่ีมีชีวิตในหวัเชือ้ 
และเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา 
Colletotrichum spp.  ปริมาณของแบคทีเรียท่ีมีชีวิต
ในหวัเชือ้ท่ีเก็บรักษาไว้ในอณุหภมิูห้องไมมี่ความแตก
ต่างทางสถิติกบัการเก็บรักษาหวัเชือ้ไว้ในอณุหภูมิตู้
เยน็ โดยมีปริมาณแบคทีเรีย 9.82 x 109 - 1.11 x 1010 
โคโลนี/มล. และพบวา่ปริมาณแบคทีเรียในหวัเชือ้ท่ี
เก็บรักษาเป็นเวลา 24 สปัดาห์ มีปริมาณมากกวา่เชือ้
เร่ิมต้นอยา่งมีนยัส�ำคญัย่ิงทางสถิต ิ (Table 1) แตห่วั
เ ชื อ้ ท่ี เ ก็บในอุณหภู มิ ห้อง มีการปนเ ปื ้อนจาก
แบคทีเรียชนิดอ่ืน ขณะท่ีอณุหภมิูตู้ เยน็ไมพ่บการปน
เปือ้น  และหวัเชือ้ท่ีเก็บไว้ในตู้ เยน็ มีประสทิธิภาพใน
การยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา Colletotrichum 
spp. ได้ดีกวา่ท่ีเก็บในอณุหภมิูห้องอยา่งมีนยัส�ำคญั
ทางสถิต ิโดยมีคา่เฉลี่ย 50.8 %   สว่นการเก็บรักษา
หวัเชือ้ไว้ในอณุหภมิูตา่งๆ เป็นเวลา 24 สปัดาห์ พบ
วา่ เปอร์เซน็ต์การยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา 
Colletotrichum ทัง้ 3 ชนิด ไมแ่ตกตา่งจากเชือ้เร่ิมต้น 
(Table 1) (Figure 1)

การทดสอบสูตรอาหารส�ำหรับขยายเชือ้ Bacillus 
subtilis ไอโซเลต 19W6 

จากการทดสอบขยายหวัเชือ้ B. subtilis ไอโซเลต 
19W6 ในรูปของเหลวอาหาร NB ในอาหาร 5 สตูร 
ได้แก่ สตูรท่ี 1 น�ำ้มะพร้าวออ่น   สตูรท่ี 2 นมสเตอริ
ลไลซ์ สตูรท่ี 3 น�ำ้ตาลทรายแดง 5 กรัม ผสมนมข้น
หวาน 1กรัม สตูรท่ี 4 กากน�ำ้ตาล 5 กรัม ผสมนมข้น
หวาน 1 กรัมและสตูรท่ี 5 อาหาร NB  พบวา่ สตูร
อาหาร และระยะเวลาการขยายเชือ้ไมมี่อิทธิพลร่วมกนั
ทางสถิต ิ(P > 0.05) ตอ่ปริมาณของแบคทีเรียท่ีมีชีวิต
ในสตูรอาหารตา่งๆ และเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้การ
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Table1 Number of Bacillus subtilis 19W6 colonies and the percentage of mycelial growth inhibition of 3  
species Colletotrichum spp. after stored in room temperature and in refrigerator for 6 months.

Treatment Number of bacterial mycelial growth inhibition (%)1,2

(Storage temperature) colonies (cfu/ml.) 1 Ca Cc Cg mean

Room temp. 9.82 x 109 50.5 50.3 42.8 47.9
Refrigerator temp.  1.11 x 1010 53.8 52.7 45.9 50.8

F-test ns * ns ** *
CV (%) 11.72 14.45 18.15 15.42 17.73

Storage time (week)

0 1.25 x 107f 59.5a 57.1abc 39.6bc 52.1a
2 7.62 x 108e 37.3d 49.2bc 48.9a 45.1bc
4 2.07 x 109de 54.8abc 54.1abc 45.2abc 51.4ab
6 1.56 x 1010 ab 56.1ab 53.3abc 42.6abc 50.7ab
8 1.06 x 1010 bc 54.5abc 44.8c 48.3ab 49.2ab

10 2.37 x 109de 47.7bc 62.8a 50.7a 53.7a
12 3.08 x 1010a 49.3abc 31.7g 38.4c 39.8c
14 1.77 x 1010 ab 56.1ab 55.4abc 45.7abc 52.4a
16 1.77 x 1010ab 45.6cd 58.0ab 41.6abc 48.4ab
18 1.08 x 1010cd 53.6abc 53.4abc 49.0a 52.0a
20 1.68 x 1010 bc 53.0abc 49.4bc 42.2abc 48.2ab
22 3.98 x 109cd 53.7abc 53.7abc 39.5bc 49.0ab
24 6.73x 109cd 57.0ab 46.6bc 45.0abc 49.5ab

F-test ** ** ** * **
CV (%) 11.72 14.45 18.15 15.42 17.73

1Means within the same column with a common letter are not significantly different  by DMRT (P < 0.05)
2Ca = C.  acutatum   Cc = C. capsici  และ Cg = C. gloeosporioides

Table 2 Number of Bacillus subtilis 19W6 colonies and the percentage of mycelial growth inhibition 
of 3 species Colletotrichum spp. of  B. subtilis 19w6 culture in media for 15 days.

Treatment Number of bacterial mycelial growth inhibition (%)1,2

(Media) colonies (cfu/ml.) 1 Ca Cc Cg mean

1   3.14x107ab 52.0ab 49.0ab 54.8a 51.9a
2 3.46x107a 54.8ab 50.4a 54.6a 53.3a
3 4.11x107 a 55.4a 49.9a 53.7a 53.0a
4 2.08x107b 52.7ab 50.3a 53.5a 52.2a
5 2.53x107b 51.7b 46.9b 51.3b 50.0b

F-test * * * * **
CV (%) 25.84 10.11 15.91 8.19 16.4

Time (days)

0 1.25x105f 59.5a 57.1a 39.6d 52.0c
1   3.00x107cd 56.1a 58.8a 50.6c 55.1b
2 4.83x106e 59.3a 57.8a 70.4a 62.4a
3 1.52x107d 58.0a 56.7a 70.6a 61.8a
6 2.31x107cd 46.9c 44.9b 50.4c 47.4d
9 3.30x107bc 51.4b 47.4b 51.7c  50.1cd

12 4.99x107b 50.4b 46.7b 55.5b 50.9c
15 8.90x107a 45.2c 24.9c 39.9d 36.7e

F-test ** ** ** ** **
CV (%) 25.84 10.11 15.91 8.19 16.4

1Means within the same column with a common letter are not significantly different  by DMRT (P < 0.05)
2Ca = C.  acutatum   Cc = C. capsici  และ Cg = C. gloeosporioides



KHON KAEN AGR. J. 47 (SUPPL. 1) : (2019).		  1599

Figure1 The antagonistic Bacillus subtilis 19W6 from (1) room temperature and (2) refrigerator for 24 weeks inhibited 
mycelial growth of (A) C. acutatum, (B) C. capsici, (C) C. gloeosporioides compared  with mycelium 
growth of 3 species of Colletotrichum  without B. subtilis after dual cultured on PDA (A3-C3) media.

เจริญของเส้นใยเชือ้รา Colletotrichum spp.  โดยพบ
วา่ปริมาณเชือ้ท่ีขยายได้ในสตูร 2 และ 3 มีปริมาณ
ท่ีมากกวา่สตูร 5 อยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิ สว่นสตูร 
1 และ 4 สามารถเพ่ิมปริมาณแบคทีเรียได้ดีเชน่เดียว
กบัสตูร 5 และการขยายเชือ้เป็นระยะเวลา 15 วนั 
ท�ำให้มีปริมาณแบคทีเรียมากกว่าเชือ้เร่ิมต้นอย่างมี
นยัส�ำคญัทางสถิต ิ มีคา่เฉลี่ยสงูสดุถงึ 8.90x107 โค
โลนี/มล. (Table 2) (Figure 2) แสดงวา่สตูรอาหาร 2 
และ 3 เป็นอาหารท่ีมีปริมาณของโปรตีนและน�ำ้ตาล
เหมาะสมต่อการเจริญและพฒันาของเซลแบคทีเรีย 
B. subtilis ไอโซเลต 19W6 ตา่งจากเชือ้ B. subtilis 
สายพนัธุ์ พลายแก้ว ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณได้ดีใน
สตูรอาหารท่ีเตรียมจากกากน�ำ้ตาล และสตูรอาหารไข่

ผสมกบัน�ำ้มะพร้าว (Ngampanya et al., 2006 ) ดงั
นัน้สตูรอาหารส�ำหรับขยายแบคทีเรีย B. subtilis นา่
จะแตกต่างกันขึน้อยู่กับไอโซเลตหรือสายพันธุ์ของ
แบคทีเรีย B. subtilis  ขณะท่ีประสทิธิภาพการยบัยัง้
การเจริญของเส้นใยเชือ้รา Colletotrichum 3 ชนิด 
พบวา่ B. subtilis ไอโซเลต 19W6 ท่ีได้จากอาหาร
สตูร1-4 มีเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้มากกวา่ 50 % มากกวา่
สตูร 5 อยา่งมีนยัส�ำคญัย่ิงทางสถิต ิ (Table 2) และ
แบคทีเรียท่ีขยายได้ในอาหารทกุสตูร เป็นเวลา 2-3 วนั  
พบวา่ มีเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้
รามากท่ีสดุ คือ 62.5 และ 61.8 % ตามล�ำดบั มากกวา่
แบคทีเรียเร่ิมต้น (52.0%) แตห่ากขยายไว้นาน 15 วนั มี
เปอร์เซน็ต์การยบัยัง้น้อยท่ีสดุ คือ 34.1% (Table 2)

Figure 2 Colonies of Bacillus subtilis 19w6 on NA after cultured in each medium formulation for 15 
days  by dilution plating technique. (A) coconut water (B) sterilized milk (C) granulated 
brown sugar mixed sweetened condensed milk (D) molasses mixed sweetened 
condensed milk  and (E) NB medium.
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สรุป

การเตรียมหวัเชือ้ B. subtilis ไอโซเลต 19W6 
ส�ำหรับควบคมุโรคแอนแทรคโนสของพริก สามารถ
เตรียมในรูปของเหลว โดยใช้อาหาร NB และเก็บท่ี
อณุหภมิูตู้ เยน็ (5-10 oC) ซึง่สามารถเก็บรักษาหวัเชือ้
ได้นานถงึ 6 เดือน โดยมีปริมาณเชือ้และประสทิธิภาพ
ในการยบัยัง้ได้ดีไมแ่ตกตา่งจากเชือ้เร่ิมต้น ส�ำหรับ
สตูรอาหารขยายแบคทีเรีย B. subtilis  ไอโซเลต 
19W6 ท่ีเหมาะสม ขัน้ตอนการเตรียมไมยุ่ง่ยาก ราคา
ไมแ่พง และมีสารอาหารสม�ำ่เสมอคงท่ี คือ นมสเตอริลไลซ์

ซึง่สามารถเพ่ิมปริมาณของ B. subtilis ไอโซ
เลต 19W6 ได้ภายใน 24 ชัว่โมง และมีปริมาณ
มากกวา่อาหารเลีย้งเชือ้ NB  และเชือ้ท่ีเพ่ิมปริมาณ
ได้ยังคงมีประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของ
เส้นใยเชือ้รา Colletotrichum ทัง้ 3 ชนิด ได้ดีหลงัจาก
เก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมิูห้องเป็นเวลา 12 วนั 

ค�ำขอบคุณ

งานวิจยันีไ้ด้รับการสนบัสนนุจากเงินรายได้ จาก
การด�ำเนินงานวิจยัด้านการเกษตร กรมวิชาการเกษตร และ
ได้รับความอนุเคราะห์แบคทีเรียปฏิปักษ์จากส�ำนัก
วิจยัพฒันาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร เชือ้รา 
C. acutatum  จากสาขาโรคพืชวิทยา คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัขอนแก่น ขอขอบคณุส�ำนกัวิจยัและพฒันา 
การเกษตรเขตท่ี 3  จงัหวดัขอนแก่น ท่ีให้ความอนเุคราะห์
เคร่ืองมือตา่งๆ และห้องปฏิบตักิารท่ีใช้ในการวิจยั  
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