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บทคัดย่อ: งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินศักยภาพการเป็นปฏิปักษ์ของเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟต์ Streptomyces sp. จำนวน 
3 ไอโซเลท (PE06, CT18 และ CT20) และเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis ต่อการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา Colletotrichum 
gloeosporiodes Coll-1 สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก จากการทดสอบด้วยวิธี dual culture พบว่าเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง  
4 ไอโซเลท สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา  C. gloeosporiodes Coll-1 ได้อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P < 0.05) เท่ากับ 
45.14, 39.58, 26.39 และ 53.82% ตามลำดับ เมื่อทดสอบด้วยวิธ ีsealed plate ทีเ่วลา 120 ชม. พบไอโซเลท CT20 ยับยั้งการเจริญ
ของเส้นใยได้สูงสุดอย่างมีนัยสำคัญ (P < 0.05) สูงถึง 64.17% รองลงมาคือ ไอโซเลท CT18, PE04 และเชื้อ B. subtilis เท่ากับ 31.67, 
30 และ 28.75% ตามลำดับ โดยไม่มีการสัมผัสกันโดยตรงระหว่างเส้นใยของเช้ือราสาเหตุและเชื้อ Streptomyces sp. ทั้ง 3 ไอโซเลท 
ในคู่จานอาหารทดสอบ จากนั้นตรวจสอบปริมาณการสร้างสปอร์ของเชื้อราสาเหตุ  พบไอโซเลท CT20 ยับยั้งการสร้างสปอร์ได้สูงสุด 
(94.93%) รองลงมาคือ ไอโซเลท CT18 และ PE06 การศึกษานี้ชี้ให้เห็นว่าสารประกอบอินทรีย์ระเหยของเชื้อ Streptomyces sp. 
CT20 มีผลต่อการเจริญของเชื้อรา C. gloeosporiodes Coll-1 โดยอาศัยฤทธิ์ต้านจุลชีพการเจริญของเส้นใยและการลดปริมาณสปอร์
ในสภาพห้องปฏิบัติการ ผลการวิจัยแสดงให้เห็นว่าเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟต์ Streptomyces sp. CT20 สามารถใช้เป็นสารควบคุม
ทางชีวภาพ (biocontrol agent) สำหรับโรคแอนแทรคโนสของพริกภายใต้สภาพห้องปฏิบัติการ อย่างไรก็ตาม ควรมีการศึกษาเพิ่มเติม
ในการผลิตพริกเชิงพาณิชยภ์ายใต้สภาพโรงเรือนและแปลงปลูกเพื่อยืนยันประสิทธิผลในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี 
คำสำคัญ: Streptomyces spp.; Bacillus subtilis; สารระเหย; Colletotrichum gloeosporiodes; แอนแทรคโนสพริก 
 
ABSTRACT: This research aimed to evaluate the antagonistic potential of 3 isolates of endophytic actinomycetes 
Streptomyces sp. (PE06, CT18 and CT20) and Bacillus subtilis on mycelial growth inhibition of anthracnose pathogen 
(Colletotrichum gloeosporiodes Coll- 1) of chilli. In dual culture assay, the result showed that the 4 antagonistic 
bacteria isolates were significantly inhibited (P < 0.05) mycelial growth of C. gloeosporiodes Coll-1 with, 45.14, 
39.58, 26.39 and 53.82% , respectively.  Using sealed plate assay for 120 hours, it was found that CT20 showed 
the significantly highest inhibition ( P < 0. 05)  of the mycelial growth up to 64. 17% , followed by CT18, PE04 and B. 
subtilis had 31.67, 30 and 28.75, respectively.  There were no direct contact between the fungal mycelium and 
Streptomyces sp. 3  isolates in a double-dish chamber. Then, the numbers of spore formation in pathogenic 
fungus were inspected; CT20 had the highest spore formation inhibition (94.93%), followed by CT18 and PE06. 
This study suggested that volatile organic compounds (VOCs)  from the Streptomyces sp.CT20 was effective 
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against the growth of C. gloeosporiodes Coll-1 based on in vitro antimicrobial activity of mycelial growth and 
spore reduction.  The obtained results suggested that the endophytic actinomycetes Streptomyces sp. CT20 
could be used as biocontrol agent for anthracnose disease in chilli under laboratory conditions.  However, 
further studies should be carried out in commercial chilli production under greenhouses and fields to confirm 
their effectiveness for biological control of plant diseases. 
Keywords: Streptomyces spp.; Bacillus subtilis; volatile substance; Colletotrichum gloeosporiodes; chilli 
anthracnose 
 

บทนำ 
พริก (Capsicum spp.) เป็นพืชที่สำคัญทางเศรษฐกิจที่นิยมปลูกกันอย่างแพร่หลายในประเทศไทยและทั่วทุกมุมโลก ปัญหาที่

สำคัญอย่างหนึ่งในการเพาะปลูกพริกซึ่งสร้างความเสียหายให้แก่ผลผลิตพริกคือโรคพืช เกษตรกรรู้จักเป็นอย่างดีคือ โรคแอนแทรคโนส 
(anthracnose) หรือที่ชาวบ้านเรียกว่า โรคกุ้งแห้ง จัดเป็นหนึ่งในข้อจำกัดทางเศรษฐกิจที่สำคัญของการผลิตพริกทั่วโลกโดยเฉพาะใน
เขตร้อนและภูมิภาคกึ่งเขตร้อน เกิดจากเชื ้อรา Colletotrichum spp. พบรายงานการแพร่ระบาดในประเทศไทยมี 3 ชนิด คือ  
เชื้อรา  Colletotrichum gloeoporiodes, C. capsici  และ C. acutatum ส่งผลทำให้ผลผลิตพริกลดลงถึง 80% มีคุณภาพไม่เป็น 
ที่ต้องการของตลาด (Than et al., 2008; Suwannarat et al., 2017) สามารถเข้าทำลายใบ ก้าน และผลพริก ซึ่งอาการของโรครุนแรง
และชัดเจนมากที่สุดบนผลพริก ก่อให้เกิดความเสียหายกับพริกได้ทุกระยะการเจริญเติบโตจนกระทั่งเก็บเกี่ยว เชื้อดังกล่าวสามารถ
ถ่ายทอดจากผลที่เป็นโรคสู่เมล็ด หากนำเมล็ดพันธุ์พริกที่มีเชื้อสาเหตุโรคปนเปื้อนไปปลูกจะทำให้เกิดการระบาดของโรคในแปลงและ 
ทำให้สามารถระบาดไปได้ในระยะไกล อีกทั้งยังเป็นโรคหลังการเก็บเกี่ยวที่สำคัญของพริกอีกด้วย (อนันต์ และคณะ, 2561; Saxena  
et al., 2014; Saxena et al., 2016) การป้องกันกำจัดเชื้อรา Colletotrichum spp. เพื่อยับยั้งการแพร่ระบาดของโรคและการเข้า
ทำลายของเชื้อราสาเหตุนั้นมีหลายวิธี เช่น การเขตกรรม การใช้สารเคมีกำจัดศัตรูพืช การใช้พันธุ์พืชต้านทาน และการควบคุมโรคโดย
ชีววิธี อย่างไรก็ตาม เกษตรกรส่วนใหญ่ยังคงมีพฤติกรรมนิยมใช้สารเคมีกำจัดศัตรูพืชอย่างต่อเนื่อง หากสามารถลดและเลิกการใช้
สารเคมีกำจัดศัตรูพืชพร้อมกับการดูแลรักษาความสะอาดในแปลงควบคู่กับการควบคุมโรคโดยชีววิธีจะส่งผลดีต่อสิ่งแวดล้อม ไม่มี
สารพิษตกค้างในผลผลิต และเมื่อใช้การควบคุมโรคโดยชีววิธีอย่างต่อเนื่องโอกาสในการระบาดของโรคก็น่าจะลดลงและหมดไปในท่ีสุด  

ปัจจุบันมีการศึกษาจุลินทรีย์ปฏิปักษ์จากหลายแหล่ง เพื่อนำมาพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์ในการป้องกันกำจัดเชื้อสาเหตุโรคโดยชีววิธี 
(biological control) ซึ่งกลไกการควบคุมเชื้อสาเหตโุรคนั้นอาจเกิดจากการเป็น mycoparasitim การสร้างสาร antibiosis การแข่งขัน
แย่งสารอาหาร การครอบครองพื้นที่ และความสามารถในการชักนำให้พืชเกิดความต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรค  (นิพนธ์, 2553; สุพจน์, 
2557) กล่าวได้ว่า ความหลากหลายของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ย่อมส่งผลดีต่อการนำมาใช้ป้องกันกำจัดเช้ือราสาเหตุโรค เช่น Bacillus spp. 
Psuedomonas fluorescens, Trichoderma spp., และ Streptomyces spp. เป็นต้น มีศักยภาพเป็นตัวควบคุมทางชีวภาพต่อ 
เชื ้อราสาเหตุโรคทั้ง air-borne และ soil-borne หลายชนิด อาทิเช่น Alternaria, Colletotrichum, Phytophthora, Pythium, 
Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotinia, Sclerotium และ Verticillium เป็นต้น (ปราณี และชนิดา 2555;  วิไลลักษณ์ และสมเกียรติ, 
2559; ประวิทย์ และปิลันธนา, 2562; Begum et al., 2008; Imtiaj and Lee, 2008; Khucharoenphaisan et al., 2013)  การใช้
เชื้อแอคติโนมัยซีสในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีได้เข้ามามีบทบาทสำคัญในระบบการผลิตพืชปลอดภัยหรือเกษตรอินทรีย์ เพื่อลดหรือ
ทดแทนการใช้สารเคมีป้องกันกำจัดโรคพืช จึงได้รับความสนใจและมีการศึกษาวิจัยอย่างแพร่หลายจนถึงปัจจุบัน จากรายงานของ 
Ashokvardhan et al. (2014) พบเชื้อ Streptomyces sp. แยกจากดินบริเวณรอบรากพริก จำนวน 4 ไอโซเลท คือ OUA3, OUA5, 
OUA18 และ OUA40 สามารถยับยั ้งการเจริญของเชื ้อรา C. capsici อยู ่ในช่วง 77-86% และยังสร้างเอนไซม์หลายชนิด ได้แก่ 
amylase, chitinase, cellulase, pectinase, protease, catalase, lipase และ gelatin hydrolysis เป็นต้น  และ Suwan et al. 
(2012) พบเชื้อ Streptomyces sp. NSP2 สามารถยับยั้งการเจริญเส้นใยของเชื้อรา C. gloeosporioides ได้ดีที่สุด สามารถควบคุม
โรคได้ โดยส่งผลให้ขนาดแผลบนผลพริกลดลงและชะลอการเกิดโรคอยู่ในช่วง 66.66-81.66% เช่นเดียวกับ Khucharoenphaisan 
et al. (2013) รายงานว่า เชื ้อ Streptomyces malaysiensis (R58) สามารถยับยั้งการเจริญของเชื ้อรา C. gloeosporioides 
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริกได้ นอกจากนี้ ประวิทย์ และปิลันธนา (2562) รายงานว่าเชื้อ Streptomyces sp.  PE04, PE06, 
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CT18 และ CT20 มีประสิทธิภาพในการเป็นปฏิปักษ์ต่อเชื้อรา Phytophthora nicotianae สาเหตุโรคใบไหม้และผลเน่าของเสาวรส 
ได้สูงสุดอยู่ในช่วง 82.22-91.11% และสามารถสร้าง cellulase, chitinase, amylase และ siderophore ได้อีกด้วย  

อย่างไรก็ตาม การศึกษาประสิทธิภาพของสารระเหยที่ผลิตจากจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ต่าง ๆ ต่อการยับยั้งเชื้อราการเจริญของเช้ือ
ราสาเหตุโรค โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารระเหยที่ผลิตจากเช้ือแอคติโนมัยซีสยังมีจำกัดอยู่มาก รายงานวิจัยของ El-Tarabily et al.  (2006) 
พบว่า เชื้อ Actinoplanes philippinensis, Microbispora rosea, Micromonospora chalcea และ Streptomyces griseoloalbus 
ไม่สามารถผลิตสารระเหยยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา Pythium aphanidermatum ได้ ในขณะที่ Wang et al. (2013) รายงาน
ว่า สารระเหยที ่ผลิตจากเชื ้อ Streptomyces alboflavus TD-1 มีประสิทธิภาพในการยับยั ้งการเจริญของเชื ้อรา Fusarium 
moniliforme, Aspergillus flavus, A. ochraceus, A. niger และ Penicillium citrinum ในสภาพห้องปฏิบัติการ 

ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมุ่งศึกษาศักยภาพการเป็นปฏิปักษ์ของเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟต์ Streptomyces sp. PE06, CT18 
และ CT20 และเชื้อ Bacillus subtilis ต่อการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื ้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก เพื่อเป็นอีกหนึ่ง
ทางเลือกในการควบคุมโรคและพัฒนาชีวภัณฑ์ป้องกันกำจัดโรคแอนแทรคโนสของพริก อีกทั้ง นำมาใช้ควบคุมโรคหลังการเก็บเกี่ยวของ
ผลผลิตพืชในอนาคตต่อไป 

 
วิธีการศึกษา  
เก็บตัวอย่างและแยกเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก  

สุ่มเก็บตัวอย่างผลพริกหนุ่มที่แสดงอาการโรคแอนแทรคโนสจากแปลงเกษตรกรในพื้นที่ อ.สันทราย จ.เชียงใหม่ จำนวน 10 
ตัวอย่าง  นำมาแยกเช้ือราสาเหตุด้วยวิธี single spore isolation บนอาหาร potato dextrose agar (PDA) (ชนากานต์ และปิลันธนา, 
2559)  แล้วศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราสาเหตุโรค จากนั้นเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกได้บนอาหาร 1/2PDA (half 
strength PDA) เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป  
ทดสอบความสามารถในการก่อโรค (Pathogenicity test) ของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก 

นำตัวอย่างผลพริกหนุ่มที่ไม่แสดงอาการของโรค มาล้างทำความสะอาด ฆ่าเช้ือท่ีผิวด้วย 70% EtOH ทำแผลโดยใช้เข็มเขี่ยที่ฆ่า
เชื้อแล้ว ปลูกเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสที่แยกได้จากการทดลองที่ 1 ด้วยวิธี detached fruit นำชิ้นเชื้อราสาเหตุ (culture disc) 
ที่เจริญบนอาหาร PDA  ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 ซม. วางลงบนแผลของผลพริกที่เตรียมไว้ สำหรับชุดควบคุมจะใช้ PDA วางแทน
เชื้อราสาเหตุ จากน้ันบ่มตัวอย่างไว้ในกล่องช้ืน ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน บันทึกลักษณะอาการและความรุนแรงของโรค 
เตรียมเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟต์และเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
 นำเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟต์ Streptomyces sp. จำนวน 3 ไอโซเลท คือ PE06 แยกได้จากเสาวรส (Passiflora edulis  
f. edulis Sims.) CT18 และ CT20 แยกได้จากอัญชัน (Clitoria ternatea) จาก stock culture ห้องปฏิบัติการควบคุมโรคทางชีวภาพ 
ภาควิชากีฏวิทยาและโรคพืช คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ (ประวิทย์ และปิลันธนา , 2562) มาเพิ่มปริมาณบนอาหาร 
inhibitory mold agar-2 (IMA-2) บ่มไว้ที่มืด อุณหภูมิ 30 oซ เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นนำเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis จากมูลนิธิ
โครงการหลวง มาเพิ่มปริมาณบนอาหาร nutrient agar (NA) เป็นเวลา 3 วัน ก่อนนำมาทดสอบด้วยวิธี dual culture และ sealed 
plate ต่อไป 
ประสิทธิภาพของจุลนิทรีย์ปฏิปักษ์ต่อการยับย้ังการเจริญของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก 
       ทดสอบด้วยวิธี dual culture 

ใช้เข็มเขี่ยแตะบนโคโลนีของเชื้อ Streptomyces sp. ทั้ง 3 ไอโซเลท คือ  PE06, CT18 และCT20 แล้วขีดเชื้อแต่ละชนิด
เป็นแนวยาว 4 เซนติเมตร บนอาหาร IMA-2 บ่มไว้ท่ีมืด อุณหภูมิ 30 oซ เป็นเวลา 5 วัน สำหรับเชื้อ B. subtilis ขีดเชื้อเช่นเดียวกันบน
อาหาร NA บ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิ 28 oซ เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นวาง culture disc ของเชื้อราสาเหตุห่างจากจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ 5 ซม.  
วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) ทำการทดสอบจำนวน 4 ซ้ำ และในชุดควบคุมวางเฉพาะเชื้อรา
สาเหตุโรค จากนั้นวัดรัศมีโคโลนีของเช้ือราสาเหตุในชุดทดสอบเปรียบเทียบกับชุดควบคุม นำข้อมูลมาคำนวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการ
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เจริญตามวิธีของ Singh et al. (2008) จากสูตร [C-(T/C)] x 100 โดยที่ C คือ รัศมีโคโลนีของเชื้อราสาเหตุอย่างเดียว (ชุดควบคุม) และ 
T คือ รัศมีโคโลนีของเชื้อราสาเหตุที่ถูกยับยั้งด้วยจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ (ชุดทดสอบ) เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการควบคุมเชื ้อรา
สาเหตุโรคแอนแทรคโนส 

ทดสอบด้วยวิธี sealed plate  
เลี้ยงเชื้อ Streptomyces sp. PE06, CT18 และCT20 ในอาหาร IMB-2 และเชื้อ B. subtilis ในอาหาร nutrient Broth 

(NB) เชื้อละปริมาตร 100 มล. แล้วเขย่าที่ความเร็วรอบ 180 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24-72 ชม. จากนั้นนำสารแขวนลอย
ของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มา spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ บ่มที่อุณหภูมิ 28 oซ เป็นเวลา 48 ชม. นำจาน
อาหาร PDA ที่เลี้ยงเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส มาประกบกับจานอาหารที่มีจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 72 และ 
120 ชม. วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) ทำการทดสอบจำนวน 4 ซ้ำ สำหรับชุดควบคุมวางเช้ือรา
สาเหตุโรคอย่างเดียว จากนั้นวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีสของเชื้อราสาเหตุ นำข้อมูลมาคำนวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญ
ตามวิธีของ Chaurasia et al. (2005) จากสูตร [R1-(R2/R1)] x 100 โดยที่ R1 คือ เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนขีองเชื้อราสาเหตุอย่างเดยีว 
(ชุดควบคุม) และ R2 คือ เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีของเชื้อราสาเหตุที่ถูกยับยั้งด้วยจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ (ชุดทดสอบ) เพื่อเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา  
ผลของจลุินทรีย์ปฏิปกัษ์ต่อการสร้างสปอร์และเส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก 
        การสร้างสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรค 
 ตรวจนับปริมาณสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคหลังจากทดสอบด้วยวิธี dual culture และ sealed plate โดยเทน้ำกลั่น 
ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 10 มล./จานอาหาร แล้วขูดเส้นใยบนผิวหน้าอาหาร ทำการนับปริมาณสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคด้วย 
haemacytometer และคำนวณหาความหนาแน่นของสปอร์จากสูตร [((nColony/nGrid) x 1/4) x 106] โดยที่ nColony คือ จำนวน
โคโลนีท่ีนับได้ทั้งหมด และ nGrid คือ จำนวนกริดที่นับ (เดชาวุฒิ และคณะ, 2558) 
 ความผิดปกติของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรค 

     ตรวจสอบความผิดปกติของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคหลังจากทดสอบด้วยวิธี dual culture และ sealed plate โดยตัด
ปลายเส้นใยของเชื ้อราสาเหตุโรคที่ถูกยับยั้ง นำมาตรวจสอบความผิดปกติของเส้นใยภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ compound 
microscope บันทึกลักษณะความผิดปกติของเส้นใยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

 
ผลการศึกษาและวิจารณ์ 
เก็บตัวอย่างและแยกเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก  

เมื่อศึกษาลักษณะอาการของโรคแอนแทรคโนสจากตัวอย่างผลพริกหนุ่มจากแปลงเกษตรกรในพ้ืนที่ อ.สันทราย จ.เชียงใหม่ พบ
แผลสีน้ำตาลอ่อนจนถึงเข้ม เนื้อเยื่อยุบตัว แผลแห้งและมีตุ่มสีดำ (acervulli) จำนวนมากกระจายอยู่ทั่วบริเวณกลางแผล (Figure 1A) 
โดยระยะเริ่มเข้าทำลายจนแสดงอาการชัดเจนพบเนื้อเยื่อของผลพริกยุบตัว ฉ่ำน้ำและขยายบริเวณกว้างอย่างรวดเร็ว ขนาดแผล 
ไม่แน่นอน พบกลุ่มสปอร์ (spore mass) สีส้มเกิดบนแผลเห็นได้ชัดเจน (Figure 1B และ 1C) สอดคล้องกับรายงานของ Than et al. 
(2008) กล่าวว่าในระยะติดผลอาการโรคแอนแทรคโนสแสดงให้เห็นชัดเจนเมื่อผลพริกเริ่มสุก ทำให้เกิดรอยช้ำ ยุบเป็นแอ่งลึก เนื้อเยื่อ
บริเวณที่ถูกทำลายจะหยุดการเจริญ ทำให้ผลพริกมีลักษณะโค้งงอ ผิดรูป และ Harp et al. (2008) รายงานว่าเช้ือรา Colletotrichum 
gloeosporioides จะเข้าทำลายเมื่อผลพริกเริ่มแก่จนถึงระยะเก็บเกี่ยวเท่านั้น 
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Figure 1 Anthracnose symptoms of chilli in cultivated area (A), symptoms on the infected chilli (B),  

numerous of spore masses on the infected chilli under stereo microscope(C), and culture and 
morphological characteristics of Colletotrichum gloeoporioides Coll-1 causal agent of chilli anthracnose 
disease; colony on PDA at 7 days after incubation at 25°C from above (D), from below (E) and conidia. 
(Scale bar = 10 µm). 

  
 เมื่อนำตัวอย่างผลพริกหนุ่มทั้ง 10 ตัวอย่าง มาแยกเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสด้วยวิธ ีsingle spore isolation บนอาหาร 
PDA สามารถแยกเชื้อราสาเหตุโรคได้ทั้งหมด จำนวน 4 ไอโซเลท คือ Coll-1, Coll-2, Coll-3 และ Coll-4 โดยลักษณะโคโลนีเจริญบน
อาหาร PDA อายุ 7 วัน พบเส้นใยมีสีขาวอมเทา เส้นใยฟู มีการสร้าง spore masses สีส้มลักษณะเป็นวงซ้อนกันตรงกลางโคโลนี  
(Figure 1D) พลิกดูด้านหลังจานอาหารเลี้ยงเช้ือพบสร้างเม็ด sclerotia สีน้ำตาลเข้มถึงดำ เป็นกลุ่มอยู่บนอาหารเลี้ยงเช้ือ (Figure 1E) 
จากนั้นศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสปอร์ภายใต้กล้อง compound microscope พบสปอร์เซลล์เดียว ไม่มีสี รูปทรงกระบอก 
หัวท้ายมน (Figure 1F) จากลักษณะดังกล่าวสามารถจำแนกเชื้อราสาเหตุตามหลักเกณฑ์ของ Sutton (1992) และสอดคล้องกับ
รายงานของ Photita et al. (2005) จัดเป็นเช้ือสาเหตุ C. gloeosporioides 
 
ความสามารถในการก่อโรคของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก 

เมื่อนำเชื้อรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคที่แยกได้ทั้ง 4 ไอโซเลท คือ Coll-1, Coll-2, Coll-3 และ Coll-4 มาปลูกเช้ือด้วย
วิธี detached fruit เป็นเวลา 7 วัน พบว่าไอโซเลท Coll-1 สามารถก่อให้เกิดโรคได้รุนแรงที่สุด (Figure 2A) เริ่มแรกเป็นจุดฉ่ำน้ำ 
เนื้อเยื่อยุบตัวลง แผลรูปร่างค่อนข้างกลมและเนื้อเยื่อเริ่มแตกออก (Figure 2B) ต่อมาแผลขยายใหญ่ขึ้น พบ spore mass ของเชื้อรา 
สีส้มจำนวนมากบนแผล (Figure 2C) สอดคล้องกับรายงานของ นิพนธ์ (2552) กล่าวว่า เมื่อเชื้อรา C. gloeosporioides เข้าทำลาย
บนผลพริก ทำให้เกิดแผลรูปร่างค่อนข้างกลม กลางแผลสีน้ำตาลอ่อนถึงน้ำตาลไหม้  แผลมักแห้งและมีจุดสีดำเล็ก ๆ (acervulus) 
จำนวนมากกระจายอยู่ทั่วไป ขอบแผลไม่เรียบ จึงคัดเลือกเชื้อราสาเหตุไอโซเลท Coll-1 ใช้ทดสอบในขั้นตอนต่อไป 
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Figure 2 Pathogenicity test of the chilli anthracnose inoculated with Colletotrichum gloeoporioides Coll-1- 
Coll-4 by detached fruit assay at 7 days after inoculation (wounding method) (A), lesion generated by C. 
gloeosporioides Coll-1 (B) and spore masses of C. gloeosporioides Coll-1 in detached chilli fruit   

 
ประสิทธิภาพของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ต่อการยับย้ังการเจริญของเชื้อรา C. gloeosporiodes Coll-1 สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก 

ทดสอบด้วยวิธี dual culture  
เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ Streptomyces sp. PE06, CT18, CT20 และ B. subtilis สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา 

C. gloeosporioides Coll-1 ได้แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P < 0.05) (Figure 3 และ Table 1) พบเชื ้อ B. subtilis  
มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงสุด 53.82 และมีบริเวณที่ถูกยับยั้ง (inhibition zone) 26 มม.  รองลงมาคือ เชื้อ Streptomyces sp. PE06, 
CT18 และ CT20 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 45.14, 39.58 และ 26.39 และมีบริเวณที่ถูกยับยั้ง 22, 19 และ 13 มม. ตามลำดับ ซึ่งมี
แนวโน้มสอดคล้องกับรายงานวิจัยของ Heng et al. (2015) พบว่าเชื้อ Streptomycetes ambofaciens S2 มีศักยภาพยับยั้งการ
เจริญของเชื้อรา C. gleosporioides ได้สูงสุด 15 มม. บนอาหาร PDA  อีกทั้งวิไลลักษณ์ และสมเกียรติ (2559) พบเชื้อแอคติโนมัยซีส  
ไอโซเลท CS2 และ CS5 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื ้อรา C. capsici ได้ 64.54 และ 63.63% บนอาหาร McBeth Scale Agar 
(MBS) นอกจากนี้  ศิรินภา และเกวลิน (2552) กล่าวว่า เชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟต์ไอโซเลท COF2 และ COF1 สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อรา Colletotrichum sp. ไอโซเลท 1 บนอาหาร IMA-2 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 68.82 และ 68.23 ตามลำดับ แม้ว่าเช้ือ 
จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ Streptomyces sp. ทั้ง 3 ไอโซเลท มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา C. gloeosporioides Coll-1  
ได้ในระดับต่ำ แต่ส่งผลต่อการเจริญเส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรคทำให้เส้นใยบางลงและเกิดการเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม เช่น 
มีการสร้าง tertiary mycelium และเริ่มมีการอัดตัวของเส้นใยบริเวณขอบ ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการสร้างเอนไซม์หรือสารทุติยภูมิ 
(secondary metabolites) ของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ต่อการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรค  เช่น β-glucanase และ kitinase เกี่ยวข้องกับ
การย่อยสลายกลูแคนและไคติน (ปราณี และชนิดาภา, 2555) อีกทั้ง ยังพบเซลลูเลส ไคติเนส อะไมเลส และสารไซเดอโรฟอร์อีกด้วย 
(ประวิทย์ และปิลันธนา, 2562) แสดงให้เห็นว่าสารทุติยภูมิที่ถูกสร้างขึ้นโดยจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ท้ัง 4 ชนิด สามารถแพร่กระจายในอาหาร
เลี้ยงเช้ือมีผลต่อการเจริญเส้นใยของเชื้อรา C. gloeosporioides Coll-1 โดยตรงทำให้เกิดบริเวณที่ถูกยับยั้งอย่างชัดเจน 
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Figure 3 Inhibition efficiency of the 4 antagonistic bacteria isolates on mycelial growth of Colletotrichum   

gloeosporioides Coll-1 caused by chilli anthracnose disease by using dual culture assay 
 

Table 1 The efficacy of 4 antagonistic bacteria isolates against Colletotrichum gloeosporioides Coll-1 by dual culture 
assay 

Antagonistic bacteria Radial growth (mm.) Inhibition zone (mm.) 1PIRG (%) 
Bacillus subtilis 22 2D 26 A 53.82 A 

Streptomyces sp. PE06 26  C 22 B 45.14 B 
Streptomyces sp. CT18 29  B 19 C 39.58 C 
Streptomyces sp. CT20 35  A 13 D 26.39 D 

CV (%)   1.54 2.19 2.18 
LSD0.05   0.08 0.08 1.69 

1 PIRG = Percent inhibition of radial growth  
2 Means within the same column followed by the same letter are not significantly different at the 0.05 level by LSD test  
 

ทดสอบด้วยวิธี sealed plate  
จากการทดสอบประสิทธิภาพสารระเหยของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ Streptomyces sp. PE06, CT18, CT20 และ B. subtilis 

ต่อการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา C. gloeosporioides Coll-1 ที่เวลา 72 และ 120 ชม. (Figure 4 และ Table 2) พบเชื้อรา 
ที่เลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ปฏิปักษ์แต่ละไอโซเลทมีการเจริญของเส้นใยลดลง และเส้นใยมีลักษณะแบนราบติดกับผิวหน้าอาหาร โดยที่เวลา 
72 และ 120 ชม. พบไอโซเลท CT20 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสุดสูง  46.38 และ 64.17 ตามลำดับ ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
(P < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลทอ่ืน ๆ มีรายงานว่าสารระเหยของเชื้อ Streptomyces platensis F-1 สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเส้นใยเชื้อรา Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum และ Botrytis cinerea  ได้ 63.24, 51.39 และ 45.33% (Wang 
et al., 2008) อีกทั้ง เชื ้อ Streptomyces alboflavus TD-1 สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื ้อรา Fusarium moniliforme, 
Aspergillus flavus, A. ochraceus, A. niger และ Penicillium citrinum อยู่ในช่วง 24.80-65% (Wan et al., 2013)  นอกจากนี้ 
ชนากานต์ และปิลันธนา (2562) รายงานว่า เชื้อ Bacillus sp. ที่แยกจากบริเวณรอบรากผักกระเฉด มีความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญของเส้นใยเช้ือรา Sclerotium rolfsii, R. solani, Pythium sp. และ Fusaium oxysporum อยู่ในช่วง 75-100% อย่างไรก็ตาม 
มีรายงานยืนยันว่าสารระเหยที่จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ผลิตขึ้นนั้นเป็นสารประกอบอินทรีย์ระเหยได้ มีโมเลกุลขนาดเล็ก สามารถแพร่กระจาย
ตัวได้ไกลขึ้นอยู่กับปริมาณและความสม่ำเสมอของเชื้อ โดยพบสารระเหยหลายกลุ่ม เช่น alcohols, esters, acids, alkanes, ketones 
และ alkenes เป็นต้น ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชได้ (Wan et al., 2008; Wang et al., 2013) ผลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ทั้ง 4 ชนิดนี้สามารถผลิตสารระเหยยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา C. gloeosporioides Coll-1  
ได้แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับชนิดและปริมาณของสารระเหยที่ผลิตได้ ดังนั้นเพื่อพิสูจน์ข้อสันนิษฐานน้ีควรวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของสาร
ระเหยด้วยเครื่องมือ GC-MS ในอนาคตต่อไป  
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Figure 4 Inhibition efficiency of the 4 antagonistic bacteria isolates on mycelial growth of Colletotrichum 

gloeosporioides Coll-1 caused by chilli anthracnose disease by using sealed plate assay at 120 hours 
 
Table 2 The efficacy of 4 antagonistic bacteria isolates against Colletotrichum gloeosporioides Coll-1 by using sealed 

plate assay at 72 and 120 hours 

Antagonistic  
bacteria 

1PIRG (%) 

At 72 hours  At 120 hours 

Radial growth (mm.) PIRG (%)  Radial growth (mm.) PIRG (%) 

Bacillus subtilis  43 2A 12.32 B  57 A 28.75 B 

Streptomyces sp. PE06 38  B 16.67 B  56 AB 30.00 B 
Streptomyces sp. CT18 39  B 15.94 B  54 B 31.67 B 
Streptomyces sp. CT20 24  C 46.38 A  30 C 64.17 A 

CV (%) 3.89 12.89  1.55 4.48 

LSD0.05 0.26 5.58  0.14 3.26 
 1PIRG = Percent inhibition of radial growth  
 2 Means within the same column followed by the same letter are not significantly different at the 0.05 level by LSD test  
 

ผลของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ต่อการสร้างสปอร์และเส้นใยของเชื้อรา C. gloeosporiodes Coll-1 
การสร้างสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรค 

จากการตรวจนับปริมาณการสร้างสปอร์ของเชื้อรา C. gloeosporioides Coll-1 ที่ถูกยับยั้งการเจริญของเส้นใยด้วย 
เชื ้อ Streptomyces sp. PE06, CT18, CT20 และ B. subtilis หลังทดสอบด้วยวิธี dual culture และ sealed plate (Figure 5)  
พบมีเพียงไอโซเลท CT20 ทำให้ปริมาณการสร้างสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคลดลง (Figure 5A และ 5C) และมีเปอร์เซ็นต์ยังยั้งการ
สร้างสปอร์ได้สูง 76 และ 94.93 ตามลำดับ (Figure 5B และ 5D)  แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P < 0.01) เมื่อเปรียบเทียบกับ
ไอโซเลทอื่น ๆ และชุดควบคุม แสดงให้เห็นว่าศักยภาพพการเป็นปฏิปักษ์ของเชื้อ Streptomyces sp. CT20 ต่อเชื้อราสาเหตุโรค 
นอกจากมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเส้นใยแล้วยังทำให้ปริมาณการสร้างสปอร์มีแนวโน้มลดลงและยับยั้งการสร้างสปอร์เพิ่มขึ้นซึ ่งอาจ
ส่งผลต่อการงอกของสปอร์  แม้ว่างานวิจัยนี้ไม่ได้ทดสอบการงอกของสปอร์ แต่จากรายงานของ Danaei et al. (2014) พบสารระเหย
ของเชื้อ Streptomyces griseus มีผลต่อการงอกของสปอร์และสามารถยับยั้งการงอกของสปอร์ของเชื้อรา Botrytis cinerea และ 
Penicillium chrysogenum ได้อย่างมีประสิทธิภาพ อย่างไรก็ตาม กลไกการยับยั้งของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ไม่ได้มีแค่กลไกเพียงอย่างเดียว 
อาจขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์แต่ละสายพันธ์ุด้วยเช่นกัน    
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Figure 5 Suppression of conidia production of Colletotrichum gloeosporioides Coll-1 by the 4 antagonistic bacteria 

isolates by using dual culture assay (A, B) and sealed plate assay at 120 hours (C, D) 
 
 ความผิดปกติของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรค 

จากการตรวจดูลักษณะผิดปกติของเส้นใยเชื้อรา Colletotrichum sp. Coll-1 หลังจากทดสอบด้วยวิธี dual culture และ 
sealed plate ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ compound microscope พบเส้นใยของเชื้อราสาเหตุมีลักษณะผิดปกติ (Figure 6 และ 
7) เมื่อทดสอบด้วยวิธี dual culture พบว่า ชุดควบคุมเส้นใยมีลักษณะปกติ (Figure 6A) เชื้อ B. subtilis เส้นใยไม่เรียบและปลายเส้น
ใยบวมพอง ภายในเส้นใยเกิดการสลายตัวบางช่วง (Figure 6B และ 6C) ไอโซเลท PE06 ปลายเส้นใยบวมพอง เป็นคลื่นไม่เรียบ
(Figure 6D และ 6E) และไอโซเลท CT18 ปลายเส้นใยสลายตัว (Figure 6F) ไม่เรียบ มีการแตกแขนงผิดปกติ (Figure 6G) และ 
ไอโซเลท CT20  เกิดการรวมตัวกันของไซโตพลาสซึมที่บริเวณปลายเส้นใยและเป็นคลื่นไม่เรียบ (Figure 6H และ 6I) สอดคล้องกับ
รายงานของอภาพร และเกวลิน (2557) พบเชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟต์ ไอโซเลท DUC2, CINv1, FRA19, CINc1 และ POL2 ทำให้
เส้นใยของเชื้อรา Phytophthora cactorum มีลักษณะบิดเบี้ยว และแตกแขนงสั้น ๆ ส่วนปลายเส้นใยบวมพอง อาจมีการสร้างเอนไซม์  
β-glucanase ที่สามารถย่อยสลายกลูแคนซึ่งเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์  นอกจากนี้ ประวิทย์ และปิลันธนา (2562) รายงานว่า 
เชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟต์ ไอโซเลท PE04, PE06, CT18 และ CT20 สามารถสร้างเอนไซม์เซลลูเลส ไคติเนส อะไมเลส และสาร 
ไซเดอโรฟอร์ที่มีผลต่อเส้นใยของเชื้อรา P. nicotianae ทำให้เส้นใยของเชื้อรามีลักษณะผิดปกติ  

เมื ่อทดสอบด้วยวิธี sealed plate พบว่าชุดทดสอบด้วยเชื ้อ B. subtilis พบปลายเส้นใยของเชื ้อราบวมพองและคดงอ  
(Figure 7B และ 7C) ในขณะที่เชื ้อ Streptomyces sp. ไอโซเลท PE06 ทำให้ปลายเส้นใยเชื ้อราบวมพองและไซโตพลาสซึมเป็น 
ก้อนกลม (Figure 8D และ E) ไอโซเลท CT18 ทำให้เส้นใยบวมพอง ไม่เรียบและรปูร่างไม่แน่นอน (Figure 7F และ 7G) และไอโซเลท 
CT20 ปลายเส้นใยบวมพอง รูปร่างไม่แน่นอนและเกิดการสลายตวั (Figure 7H และ 7I) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมเส้นใยมีลักษณะ
ปกติ (Figure 7A) สอดคล้องกับรายงานของชนากานต์ และปิลันธนา (2562) พบผลของสารระเหยที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus sp. ทำให้
เส้นใยของเชื้อรา S. rolfsii, R. solani, Pythium sp. และ F. oxysporum มีรูปร่างไม่แน่นอน เส้นใยสลายตัว ปลายเส้นใยบวมพอง 
และผนังของเส้นใยไม่เรียบ อีกทั้ง El-Tarabily et al.  (2006) พบเชื้อแอคติโนมัยซีส Actinoplanes philippinensis, Microbispora 
rosea, Micromonospora chalcea และ Streptomyces griseoloalbus สามารถผลิตสาร β-1,3-, β-1,4- และ β-1,6-glucanases 
มีคุณสมบัติในการย่อยสลายผนังเซลล์ (lysis) ของเส้นใยเช้ือรา Pythium aphanidermatum แต่เมื่อศึกษาการสร้างสารระเหยต่อการ
ยับยั้งการเจริญเส้นใยของเชื้อราสาเหตุ พบว่าเชื้อแอคติโนมัยซีสทั้ง 4 สายพันธุ์ ไม่สามารถผลิตสารระเหยในการยับยั้งการเจริญของ 
เส้นใย และไม่มีผลต่อลักษณะผิดปกติของเส้นใยเช้ือราสาเหตุโรคแต่อย่างใด จากข้อมูลข้างต้นกล่าวได้ว่า ความผิดปกติของเส้นใยเช้ือรา
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สาเหตุโรคที่ถูกยับยั้งด้วยจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่สามารถสร้างสารทุติยภูมิ เช่น เอนไซม์ต่าง ๆ ส่งผลต่อความเสียหายของเส้นใย จัดเป็น
กลไกการแก่งแย่งแข่งขันและยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุทางชีววิธีซึ่งถือเป็นคุณสมบัติที่ดีของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์  
 

 
Figure 6 Mycelial abnormalities of Colletotrichum gloeosporioides Coll-1 caused by diffusible antimicrobial 

compounds secreted by the 4 antagonistic bacteria isolates. The red arrows indicated the point of 
abnormality in the hyphae. Malformed hyphae of C. gloeosporioides Coll-1 exposed to the 4 antagonistic 
bacteria isolates (B-I). Healthy hyphae (A) 

 

Figure 7 Mycelial abnormalities of Colletotrichum gloeosporioides Coll-1 caused by volatile antimicrobial 
compounds secreted by the 4 antagonistic bacteria isolates. The red arrows indicated the point of 
abnormality in the hyphae. Malformed hyphae of C. gloeosporioides Coll-1 exposed to the 4 antagonistic 
bacteria isolates (B-I). Healthy hyphae (A) 

 
สรุป 

เชื้อแอคติโนมัยซีสเอนโดไฟต์ Streptomyces sp. PE06, CT18 และ CT20 และเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis มีประสิทธิภาพใน
การยับยั้งการเจริญของเส้นเชื้อรา C. gloeosporiodes Coll-1 สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริกได้แตกต่างกันเมื่อทดสอบด้วยวิธี 
dual culture และ sealed plate จากการทดสอบด้วยวิธี sealed plate ที่เวลา 120 ชม. พบเชื้อ Streptomyces sp. CT20 สามารถ
สร้างสารระเหยที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา C. gloeosporiodes Coll-1 ได้ดีที่สุด มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งได้



แก่นเกษตร 49 ฉบับที่ 3: 656-667 (2564)./doi:10.14456/kaj..xx                                                                                                           666  
 

สูงถึง 64.17 และสามารถลดปริมาณการสร้างสปอร์ได้ โดยมีเปอร์เซ็นต์ยับยั้งการสร้างสปอร์สูงถึง 94.93 อีกทั้งส่งผลทำให้เส้นใยของ
เชื้อราสาเหตุมีลักษณะผิดปกติ อย่างไรก็ตาม จำเป็นต้องมีการศึกษาการประยุกต์ใช้เชื้อปฏิปักษ์นี้ในรูปแบบที่เหมาะสมต่อการควบคุม
โรคแอนแทรคโนสของพริกทั้งในสภาพแปลงปลูกและภายหลังการเก็บเกี่ยวในอนาคตต่อไป 
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