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การใช้เซลล์แขวนลอยและสารสกัดหยาบของแบคทีเรีย Bacillus  
licheniformis BFP011 ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลพริก

Application of cell suspension and crude extract of  
Bacillus licheniformis BFP011 to control Pepper Anthracnose

ปัทมวรรณ มณีสุวรรณ1,2,3 และ พิศาล ศิริธร 2,3*

Pattamawan Maneesuwan1,2,3 and Pisan Sirithorn2,3*

บทคดัย่อ: การใช้เซลล์แขวนลอยแบคทเีรยี Bacillus licheniformis BFP011  จ�ำนวน 5 ระดบัความเข้มข้นในการลดความ
รนุแรงของโรคทีเ่กดิจากเชือ้รา Colletotrichum capsici ในการเข้าท�ำลายผลพรกิด้วยวธิ ีdetached fruit   และวางแผนการ
ทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ผลการวเิคราะห์ข้อมลูทางสถติชิีใ้ห้เหน็ว่าการหยดเซลล์แขวนลอย
แบคทีเรียก่อนท�ำการปลูกเชื้อรา C. capsici  เป็นเวลา 24 ชม.  สามารถลดความรุนแรงของโรคดีกว่าการปลูกเชื้อรา  
C. capsici  เป็นเวลา 24 ชม. แล้วจึงหยดสารแขวนลอยแบคทีเรีย B. licheniformis  BFP011 ความเข้มข้นของเซลล์
แขวนลอยแบคทีเรีย B. licheniformis BFP011 ที่เหมาะสมคือ 1x104-1x105 cfu/ml ซึ่งความรุนแรงของโรคลดลง 35.8 
และ 34.8 % ตามล�ำดับ  การหยดสารแขวนลอยแบคทีเรีย B. licheniformis  BFP011 ที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 1x106 ถึง 
1x108 cfu/ml นั้นท�ำให้ผลพริกเน่าได้ 10-50%  ส่วนการใช้สารสกัดหยาบของแบคทีเรีย B. licheniformis BFP011 ความ
เข้มข้น 1,000 มก./มล.  พบว่าสามารถลดความรนุแรงของโรคแอนแทรคโนสได้ดทีัง้การใช้ก่อนและหลงัการปลกูเชือ้รา C. 
capsici โดยสามารถลดความรุนแรงของโรคลงได้ดี 41.1 และ 32.6% ตามล�ำดับ  
ค�ำส�ำคัญ: Colletotrichum capsici, anthracnose, pepper, Bacillus

ABSTRACT: The five concentrations of cell suspension of Bacillus licheniformis BFP011 each applied to reduce the 
disease symptom caused by Colletotrichum capsici using the detached fruit technique with Completely Randomized 
Design (CRD). The statistical analysis indicated that inoculation of cell suspension prior to inoculation of C. capsici 
gave more disease severity reduction than inoculation of C. capsici prior to inoculation of cell suspension. The optimal 
concentration that reduced disease severity; without adverse effect was at 1x104-1x105 cfu/ml prior to inoculation 
of C. capsici for 24 hours as disease severity was reduced by 35.8% and 34.8%, respectively. The cell suspension at 
the concentrations between 1x106 to 1x108 cfu/ml induced fruit rot to 10-50%. Crude extract of 1,000 mg/ml applied 
before and after inoculation of C. capsici   reduced the disease severity to 41.1% and 32.6%, respectively.
Keywords: Colletotrichum capsici, anthracnose, pepper, Bacillus
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บทน�ำ

พริกจัดเป็นพืชที่มีความส�ำคัญทางเศรษฐกิจ

มากชนิดหนึ่ง  และปัญหาโรคพืชที่ส�ำคัญในการผลิต

พริกในประเทศไทย  ได้แก่โรคแอนแทรคโนส ซึ่งเกิด

จากเชื้อรา Colletotrichum spp.  เชื้อที่ส�ำคัญและ

พบแพร่ระบาดมากในประเทศไทยคือ C. capsici 

และ C. gloeosporioides (Pakdeevaraporn et al., 

2005)   ซึ่ง Poonpolgul and Kumphai (2007)  ได้

รายงานว่าเมือ่มกีารแพร่ระบาดรนุแรงจะท�ำให้ผลผลติ

พริกเสียหายมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ยัง

พบผลพริกแสดงอาการภายหลังจากเก็บเกี่ยวแล้วสูง

ถึง 41 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้เมล็ดที่แยกมาจากผล

ที่เป็นโรคมีความงอกต�่ำเฉลี่ย 38 เปอร์เซ็นต์  ท�ำให้

ต้นกล้าเป็นโรค และเป็นแหล่งของเชื้อในการแพร่

กระจายไปยังต้นกล้าปกติต้นอื่นๆ ท�ำให้เกิดโรคมาก

ขึ้น (AVRDC, 1989) ได้มีการน�ำแบคทีเรีย Bacillus 

spp. ปฏิปักษ์ต่อเชื้อสาเหตุโรคพืชมาควบคุมเชื้อ

ราและเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช (กฤติกา, 2549; 

นิตยา, 2549)  Zhou  et al. (2008) รายงานว่า  

B. thuringiensis สังเคราะห์ zwittermicin A และ 

aminopolyol antibiotic ซึง่มปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้

เชือ้ราสาเหตโุรคพชืในกลุม่ oomycetes และแบคทเีรยี 

แกรมลบ ในการศึกษานี้จึงมุ ่งเน้นที่น�ำจุลินทรีย ์

ปฏิปักษ์ Bacillus spp. และสารสกัดหยาบของ

จุลินทรีย์ดังกล่าว มาใช้ในการควบคุมโรคแอนแทรค

โนส  เพื่อทดแทนการใช้สารเคมีเพื่อให้มีความ

ปลอดภัยต่อผู้ผลิต ผู้บริโภค และสิ่งแวดล้อม

วิธีการศึกษา

1. 	 ประสิทธิภาพของเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย 

Bacillus licheniformis BFP011 ในการควบคุมโรค

แอนแทรคโนสบนผลพริก

การเตรยีมสปอร์แขวนลอยเชือ้รา Colletotrichum 

capsici  สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก

น�ำเชื้อรา C. capsici ที่ได้ทดสอบความสามารถ

ในการท�ำให้เกิดโรคด้วยวิธี detached fruit แล้วท�ำให้

ผลพริกแสดงอาการของโรครุนแรงมาเลี้ยงบนอาหาร 

potato dextrose agar (PDA) ทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็นเวลา 

7 วัน จากนั้นใช้น�้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อราดลงบนเชื้อราเพื่อ

ละลายสปอร์ แล้วน�ำสารแขวนลอยสปอร์นั้นไปกรอง

ด้วยผ้าขาวบาง และท�ำการปรบัความเข้มข้นของสปอร์

ให้ได้เท่ากับ 1x106 สปอร์/ มล.

1.2	 การเตรียมเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย

ปฏิปักษ์ B. licheniformis BFP011 

น�ำแบคทีเรีย B. licheniformis BFP011 เลี้ยงใน

อาหาร nutrient broth (NB) 20 มล.  บนเครื่องเขย่า

ที่อุณหภูมิ 28oC ความเร็ว 200 รอบ/นาทีเป็นเวลา 1 

วนั ปรบัความเข้มข้นเซลล์แขวนลอยแบคทเีรยีให้มคีา่ 

O.D.
600nm

 = 0.1 เพื่อให้ได้ความเข้มข้น 1x108 cfu/ml 

ดูดเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปริมาตร 200 ไมโครลิตร

ลงเลี้ยงในอาหาร NB ปริมาตร 200 มล. แล้วน�ำไปบ่ม

ที่อุณหภูมิ  32oC  บนเครื่องเขย่า ความเร็ว 200 รอบ/

นาที เป็นเวลา 2 วัน  จากนั้นดูดแบคทีเรีย มาท�ำการ

ปรับความเข้มข้นเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียให้มีความ

เข้มข้น 1x108, 1x107, 1x106, 1x105, 1x104 cfu/ml.

1.3 	การทดสอบประสทิธภิาพการควบคมุโรค

แอนแทรคโนสบนผลพริก

น�ำผลพริกชี้ฟ้าที่ไม่แสดงอาการโรคแอนแทรค

โนสมาแช่ใน chlorox 10 % เป็นเวลา 5 นาที  ล้าง

ด้วยน�้ำไหล 3 ครั้ง  ครั้งละ 5 นาที แล้วผึ่งให้แห้ง  ใช้ 

gel-loading pipette tip ตัดปลายยาว 2 มม. ที่นึ่งฆ่า

เชือ้แล้วท�ำแผลบนผลพรกิ ท�ำการปลกูเชือ้ C. capsici 

และ แบคทีเรีย B. licheniformis BFP011 ปริมาตร 

20 ไมโครลิตร วางแผนการทดลองแบบ Completely  

Randomized Design (CRD) ประกอบด้วย 13 

กรรมวิธี (treatment) กรรมวิธีละ 4 ซ�้ำ (replication) 

ดังนี้

กรรมวิธีที่ 1-5 ปลูกเชื้อรา C. capsici เป็นเวลา 

24 ชั่วโมงแล้วจึงหยดเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย  

B. licheniformis BFP011 ที่ความเข้มข้น 1x108, 

1x107, 1x106, 1x105, 1x104 cfu/ml. ตามล�ำดับ

กรรมวิธีที่ 6-10 หยดเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย 

BFP011 ที่ความเข้มข้น 1x108, 1x107, 1x106, 1x105, 
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1x104 cfu/ml. ตามล�ำดับ  เป็นเวลา 24 ชั่วโมงแล้วจึง

ปลูกเชื้อรา C. capsici 

กรรมวิธีที่ 11 เป็นกรรมวิธีควบคุม  ปลูกเชื้อรา 

C. capsici

กรรมวิธีที่ 12 เป็นกรรมวิธีควบคุม หยดเซลล์

แขวนลอยแบคทีเรีย BFP011ความเข้มข้น 1x108

กรรมวิธีที่ 13  เป็นกรรมวิธีควบคุม  หยดน�้ำกลั่น

นึ่งฆ่าเชื้อ

บ่มผลพริกในกล่องชื้นที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 

วนั ท�ำการวดัขนาดแผลบนผลพรกิและให้คะแนนตาม

ระดับความรุนแรงของโรค 8 ระดับดังนี้

1 = ไม่เกิดโรค			   5 = ขนาดแผล 1.51-2.00 ซม.

2 = ขนาดแผล 0.01-0.50 ซม.	 6 = ขนาดแผล 2.01-2.50 ซม.

3 = ขนาดแผล 0.51-1.00 ซม.	 7 = ขนาดแผล 2.51-3.00 ซม.

4 = ขนาดแผล 1.01-1.50 ซม.	 8 = ผลเน่า

2. 	 ประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบ (crude  

extracted) ของแบคทเีรยี B. licheniformis BFP011 

ปฏิปักษ์ ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผล

พริก

	 2.1 	การเตรียมสารแขวนลอยสปอร์เชื้อรา  

C. capsici  สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก 

ตามข้อ1.1

2.2	 การเตรียมสารสกัดหยาบของแบคทีเรีย 

B. licheniformis BFP011

ใส่เซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย B. licheniformis 

BFP011 ทีค่วามเข้มข้น O.D.
600nm

 = 0.1  ปรมิาตร 200 

ไมโครลิตร ลงในอาหาร NB ปริมาตร 200 มล. น�ำไป

เขย่าบนเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิ 32 oC  ความเร็ว 200 

รอบ/นาที เป็นเวลา 2 วัน น�ำไปแยกเซลล์แบคทีเรีย

ออกโดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที 

อณุหภมู ิ4oC เป็นเวลา 15 นาท ี และน�ำส่วนใสไปกรอง

ด้วย membrane filter ขนาด 0.2 ไมไครอน  จากนั้น

น�ำไปท�ำให้เข้มข้นด้วยเครื่อง evaporator ที่อุณหภูมิ 

40oC จนเหลือสารปริมาณ 5 มล.  ความเข้มข้น 1,000 

มก.  / มล.

2.3 การทดสอบประสทิธภิาพการควบคมุโรค

แอนแทรคโนสบนผลพริก

น� ำ ส า ร ที ไ ด ้ ไ ป ท ด ส อ บ ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ ก า ร

ควบคุมโรคบนผลพริกที่ท�ำการฆ่าเชื้อที่พื้นผิวและ

ท�ำแผล (ตามข้อ 1.3) วางแผนการทดลองแบบ 

CRDประกอบด้วย 5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 4 ซ�้ำ ดังนี้

กรรมวิธีที่ 1 ปลูกเชื้อรา C. capsici เป็นเวลา 

24 ชั่วโมงแล้วจึงหยดสารสกัดหยาบแบคทีเรีย  

B. licheniformis BFP011

กรรมวิธที่ 2 หยดสารสกัดหยาบของแบคทีเรีย 

BFP011เป็นเวลา 24 ชั่วโมงจึงปลูกเชื้อรา C. capsici 

กรรมวิธีที่ 3 เป็นกรรมวิธีควบคุม ปลูก เชื้อรา  

C. capsici

กรรมวิธีที่  4 เป็นกรรมวิธีควบคุม หยดสาร

แขวนลอยแบคทีเรีย BFP011ความเข้มข้น 1x108

กรรมวิธีที่ 5 เป็นกรรมวิธีควบคุม หยดน�้ำกลั่นนึ่ง

ฆ่าเชื้อ

บ่มผลพริกในกล่องชื้นที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 

วนั ท�ำการวดัขนาดแผลบนผลพรกิและให้คะแนนตาม

ระดับความรุนแรงของโรค (ตามข้อ 1.3)

ผลการศึกษา

1. 	 ประสิทธิภาพของเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย 

B. licheniformis BFP011 ในการยับยั้งเชื้อรา  

C. capsici  จากการน�ำเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย  

B. licheniformis BFP011 ทั้ง 5 ความเข้มข้นมา

ทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคแอนแทรคโน

สบนผลพริกชี้ฟ้าด้วยวิธี detached fruit หลังจากบ่ม

ไว้เป็นเวลา 7 วันที่อุณหภูมิห้อง พบว่าการใช้เซลล์

แขวนลอยแบคทีเรียที่ระดับความเข้มข้น 1x104 และ 

1x105 สปอร์/มล. หยดลงบนผลพรกิทีท่�ำแผลเป็นเวลา 

24 ชัว่โมงก่อนปลกูเชือ้รา C. capsici สามารถลดระดบั

ความรนุแรงของโรคแอนแทรคโนสได้อย่างมนียัส�ำคญั

ทางสถติ ิโดยมรีะดบัความรนุแรงของโรคลดลง 35.8% 

และ 34.8% ตามล�ำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธี

ควบคุมที่หยดสปอร์แขวนลอยของ C. capsici ความ
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เข้มข้น 1x106 สปอร์/มล. และการใช้เซลล์แขวนลอย

แบคทีเรีย B. licheniformis BFP011 ที่ระดับความ

เข้มข้น 1x106, 1x107 และ 1x108 cfu/ml ท�ำให้ผล

พริกเน่า (Table 1) การหยดเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย 

B. licheniformis BFP011 ความเข้มข้น 1x108 cfu/ml 

ก่อนที่จะปลูกเชื้อรา C. capsici เป็นเวลา 24 ชั่วโมง

ท�ำให้ผลพริกเน่ามากถึง 50%

2. 	 ประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบแบคทีเรีย

ปฏิปักษ์ B. licheniformis BFP011 ในการยับยั้งเชื้อ

รา C. capsici จากการใช้สารสกดัหยาบของแบคทเีรยี 

BFP011 ความเข้มข้น 1,000 มก./มล.  มาทดสอบ

ความสามรถในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผล

พริก  พบว่าทั้งการหยดสารสกัดหยาบของแบคทีเรีย 

BFP011 ก่อนและหลังการปลูกเชื้อรา C. capsici 

สามารถลดระดับความรุนแรงของโรคได้ดี  โดยการใช้

สารสกัดหยาบหยดบนแผลก่อนที่จะหยดสารแขวน

ลอยสปอร์เชื้อรา C. capsici สามารถลดการเกิดโรค

ได้ดีที่สุด คือ 41.1% (Table 2)

ลดความรุนแรงของโรคไดเพียง 9.8 และ 11.6 % สวนการใชสารสกัดหยาบของแบคทีเรีย B. licheniformis BFP011 
สามารถลดความรุนแรงของโรคแอนแทรคโนสบนผลพริกไดดีกวาการใชเซลลแขวนลอยแบคทีเรีย B. licheniformis 
BFP011 โดยใหผลดีที่สุดเม่ือใชกอนมีการเขาทําลายของเช้ือรา C. capsici  สามารถลดความรุนแรงของโรคไดถึง 
41.1 %  และการใชหลังการเขาทําลายของเช้ือรา C. capsici มีประสิทธิภาพดีเทียบเทากับการใชเซลลแขวนลอย
แบคทีเรีย BFP011กอนการเขาทําลายของเช้ือรา C. capsici คือ 32.6 % 
 
Table 1 Efficacy of B. licheniformis BFP011 to reduce anthracnose symptoms on detached fruits of 

pepper. 
No. Treatment Average of 

Diseases scale 1/  
Reduction of disease 

symptom (%)2/ 
Number of 

fruit rot (%)3/ 
Tr1 C. capsici + BFP011 108 4.40 A 7.4 20 
Tr2 C. capsici + BFP011 107 4.80 A -1.1 15 
Tr3 C. capsici + BFP011 106 4.70 A 1.1 10 
Tr4 C. capsici + BFP011 105 4.20 AB 11.6 0 
Tr5 C. capsici + BFP011 104 4.50 A 9.8 0 
Tr6 BFP011 108 + C. capsici   5.10 A -7.4 50 
Tr7 BFP011 107+ C. capsici   4.00 ABC 15.8 20 
Tr8 BFP011 106+ C. capsici   4.30 A 9.5 20 
Tr9 BFP011 105+ C. capsici   3.10 C 34.8 0 
Tr10 BFP011 104+ C. capsici   3.05 BC 35.8 0 
Tr11 C. capsici (positive control)  4.75 A - 0 
Tr12 BFP011 108 1.00 D - 0 
Tr13 dH2O 1.00 D - 0 
 C.V. 15.29   
1/ = Average of disease scale (5 fruits/replication, 4 replications/treatment) 
2/ = Percent reduction of diseases symptom = (Positive control (Tr11) – Treatment) x 100 
      Positive control 
3/ = Percentage of fruit rot =         Number of fruit rot x100 
                20 (total fruits) 
ABCD Data are means of 4 replications. Means in column followed by the same letter were not significantly different by DMRT 
at P<0.01 
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สรุปและวิจารณ์

	 การใช้เซลล์แขวนลอยแบคทเีรยี B. licheniformis 

BFP011 ในการลดการเกิดโรคบนผลพริกมีข้อจ�ำกัด 

คือ  จะต้องเลือกใช้ที่ความเข้มข้นที่เหมาะสม  คือ 

1x104 และ 1x105 cfu/ml เพราะหากใช้ที่ความเข้ม

ข้นสูงกว่านี้จะท�ำให้ผลพริกเน่า 10-50 %  ซึ่งธนวรรณ

และคณะ (2551) ได้รายงานว่าแบคทีเรีย Bacillus 

sp.สายพันธุ์ TW-1 สามารถผลิต xylanolytic  และ 

cellulolytic enzymes ได้  และเอนไซม์ดังกล่าวมี

บทบาททีส่�ำคญัต่อการย่อยเฮมเิซลลโูลสและเซลลโูลส

ในผนังเซลล์พืช (Doi and Kosugi, 2004)   นอกจาก

นี้การใช้เซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย B. licheniformis 

BFP011 จ�ำเป็นต้องใช้ก่อนที่จะมีการเข้าท�ำลายของ

เชื้อรา C. capsici หากใช้หลังจากที่เชื้อราเข้าท�ำลาย

แล้วพบว่าจะลดความรุนแรงของโรคได้เพียง 9.8 

และ 11.6 % ส่วนการใช้สารสกัดหยาบของแบคทีเรีย  

B. licheniformis BFP011 สามารถลดความรุนแรง

ของโรคแอนแทรคโนสบนผลพริกได้ดีกว่าการใช้เซลล์

แขวนลอยแบคทีเรีย B. licheniformis BFP011 โดย

ให้ผลดีที่สุดเมื่อใช้ก่อนมีการเข้าท�ำลายของเชื้อรา  

C. capsici  สามารถลดความรนุแรงของโรคได้ถงึ 41.1 %   

และการใช้หลังการเข้าท�ำลายของเชื้อรา C. capsici  

มีประสิทธิภาพดีเทียบเท่ากับการใช้เซลล์แขวนลอย

แบคทีเรีย BFP011 ก่อนการเข้าท�ำลายของเชื้อรา  

C. capsici คือ 32.6 %

ค�ำขอบคุณ

	 งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนส่วนหนึ่งจากศูนย์

ความเป็นเลิศทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพทางการ

เกษตร  ส�ำนักพัฒนาบัณฑิตศึกษาและวิจัยด้าน

วทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี ส�ำนกังานคณะกรรมการ

อุดมศึกษา  กระทรวง ศึกษาธิการ และ ศูนย์วิจัย

เทคโนโลยชีวีภาพทางการเกษตรเพือ่เศรษฐกจิทีย่ัง่ยนื 

มหาวิทยาลัยขอนแก่น

Table 2 Efficiency of crude extract of B. licheniformis BFP011 to reduce anthracnose symptoms on 
detached fruit. 

No. Treatment Average of 
Diseases scale 1/  

Reduction of disease 
symptom (%)2/ 

Number of  
fruit rot (%)3/ 

Tr1 C. capsici + crude extract 3.20 B 32.6 0 
Tr2 Crude extract+ C. capsici   2.80 B 41.1 0 
Tr3 Colletotrichum capsici 4.75 A - 0 
Tr4 BFP011 108(positive control) 1.00 C - 0 
Tr5 dH2O 1.00 C - 0 
 C.V. 12.76   
1/ = Average of disease scale (5 fruits/replication, 4 replications/treatment) 
2/ = Percent reduction of disease symptom = (Positive control (Tr4) – Treatment) x 100 
                                 Positive control 
3/ = Percentage of fruit rot = Number of fruit rot x100 
                20 (total fruits) 
ABCD Data are means of 4 replications. Means in column followed by the same letter were not significantly different by DMRT 
at P<0.01 

คําขอบคุณ 
 
 งานวิจัยนี้ไดรับการสนับสนุนสวนหนึ่งจากศูนยความเปนเลิศทางดานเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร  
สํานักพัฒนาบัณฑิตศึกษาและวิจัยดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  สํานักงานคณะกรรมการอุดมศึกษา  กระทรวง 
ศึกษาธิการ และ ศูนยวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตรเพื่อเศรษฐกิจที่ย่ังยืน มหาวิทยาลัยขอนแกน 
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