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Abstract  

 The study aimed to examine the antagonistic potential of Bacillus subtilis isolate AGBM 

for growth and sporulation inhibition of Colletotrichum gloeosporioides causing chilli 

anthracnose. B. subtilis isolate AGBM (from Agrobiomate Co., Ltd.) compared with B. subtilis 

isolate from Department of Agriculture and 2 commercial isolates of B. subtilis were tested for 

against mycelial growth and sporulation of chilli anthracnose pathogen; C. gloeosporioides 
isolate C14; by bi-culture antagonistic test. Experimental design by Completely Randomized 

Design (CRD) with 4 replications was used in this study. Results showed that B. subtilis AGBM 

could inhibit mycelial growth and sporulation of chilli anthracnose pathogen at 85.00 and 

76.84%, respectively. It has been proved that B. subtilis has become the promising antagonistic 

bacteria as a biological agent plant pathogenic fungus. 
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บทคัดย่อ  
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื ่อทดสอบประสิทธิภาพในการเป็นเชื ้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ของเชื ้อ Bacillus subtilis  
ไอโซเลท AGBM (จากบริษ ัท อะโกรไบโอเมท จำกัด)  ในการยับย ั ้งการเจร ิญและการงอกของสปอร์ของเชื ้อรา 
Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก โดยทำการทดสอบเชื้อ B. subtilis ไอโซเลท AGBM 
(จากบริษัท อะโกรไบโอเมท จำกัด) เปรียบเทียบกับ เชื ้อ B. subtilis ไอโซเลทกรมวิชาการเกษตร และเชื ้อ B. subtilis  
ไอโซเลทการค้า จำนวน 2 ไอโซเลท ในการยับย ั ้งการเจร ิญของเส ้นใยของเชื ้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก  
C. gloeosporioides ไอโซเลท C14 ด้วยวิธีเลี้ยงเช้ือในอาหารร่วม (Bi-culture antagonistic test) วางแผนการทดลองแบบ 
Completely Randomized Design (CRD) มี 4 ซ้ำ ผลการทดลอง พบว่า เชื้อ B. subtilis ไอโซเลท AGBM สามารถยับยั้ง
การเจริญของเส้นใยและการสร้างสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคได้ เท่ากับ 85.00 และ 76.84% ตามลำดับ นอกจากน้ียังสามารถ
ยับยั้งการงอกของสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคได้อีกด้วย ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเชื้อ B. subtilis ไอโซเลท AGBM มี
แนวโน้มเป็นเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์เพื่อใช้เป็นชีวผลิตภัณฑ์ในการควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคพืชต่อไปได้ 
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บทนำ  
พริก (Capsicum spp.) เป็นพืชผักและเครื่องเทศที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจระดับโลกและเป็นส่วนประกอบที่ขาด

ไม่ได้ในอุตสาหกรรมอาหาร การแพทย์ และเวชสำอาง เนื่องจากมีคุณค่าทางโภชนาการสูง อุดมไปด้วยวิตามินเอและซี รวมถึง
มีสารแคปไซซิน (Capsaicin) ที่มีสรรพคุณต้านอนุมูลอิสระและต้านการอักเสบ (Saxena et al., 2016) ในปี พ.ศ. 2562 
ประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกพริกทั้งหมด 169,911 ไร่ โดยพื้นที่ปลูกที่สำคัญในภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน ได้แก่ จังหวัด
สกลนคร นครพนม และกาฬสินธุ์ มีเกษตรกรผู้ปลูกพริกจำนวน 2,161 ราย ในพื้นที่รวม 3,262 ไร่ แยกเป็น จังหวัดสกลนคร 
1,551 ไร่ นครพนม 2,061 ไร่ และกาฬสินธุ์ 310 ไร่ (Sukhawatthanakun, 2022) ความคาดหวังในการผลิตพริกเชิงพาณิชย์
ของเกษตรกร คือ การเพาะปลูกที ่สามารถให้ผลผลิตสูง มีค ุณภาพดีเยี ่ยม เพียงพอต่อความต้องการของตลาดทั้ง
ภายในประเทศและการส่งออก ภายใต้ระบบการจัดการฟาร์มที่มีความยั่งยืน (Oo & Oh, 2016) แต่สถานการณ์การเพาะปลูก
พริกในปัจจุบันกลับพบว่าเกษตรกรต้องเผชิญกับอุปสรรคสำคัญจากการเข้าทำลายของเชื้อสาเหตุโรคพืช โดยเฉพาะโรคแอน
แทรคโนส (Anthracnose) หรือโรคกุ ้งแห้ง ซึ ่งมีสาเหตุหลักมาจากเชื ้อราในสกุล  Colletotrichum spp. โดยเฉพาะ 
Colletotrichum gloeosporioides (Choi et al., 2024; Surawut et al., 2023; Rattana, 2016; Thapanapongworakul 
& Ratanasakchaichan, 2016; Yutthasin et al., 2018) โดยโรคนี้สามารถเข้าทำลายเนื้อเยื่อพืชได้ทั้งใบ ลำต้น โดยเฉพาะ
บนผลพริกจะมีอาการเด่นชัดที่สุดและทำความเสียหายต่อผลผลิตมากที่สุดเมื่อถึงเวลาเก็บเกี่ยว  อาการทั่วไปของโรคแอน
แทรคโนสบนผลพริก คือ เริ่มต้น แผลจะเป็นจุดเล็ก ๆ ฉ่ำน้ำ บริเวณภายในแผลมีสีเหลืองอ่อน เนื้อเยื่อผิวของผลจะยุบบุ๋มลง
จากนั้น เมื่อมีความชื้นสูงแผลจะขยายใหญ่ขึ้นเป็นวงรีหรือวงกลมซ้อน ๆ กันเป็นชั้น ๆ ตรงกลางแผลจะเห็นเม็ดสปอร์สีดำซึ่ง
เป็นส่วนขยายพันธ์ุของเชื้อรา แผลเปลี่ยนเป็นสนี้ำตาลและมักมีหลายแผลบนผลที่เช้ือเข้าทำลายเมือ่เช้ือราเจรญิเต็มที่ ซึ่งสร้าง
ความเสียหายต่อผลผลิตพริกในระยะก่อนและหลังการเก็บเกี ่ยวสูงถึง 80% (Oo & Oh, 2016; Saxena et al., 2016; 
Yutthasin et al., 2018) บริบทของการแก้ปัญหาในปัจจุบันเกษตรกรส่วนใหญ่ยังคงพึ่งพาสารเคมีกำจัดเชื้อราเป็นหลัก 
เนื่องจากเป็นวิธีที่ตอบสนองต่อการควบคุมโรคได้อย่างรวดเร็ว (Saxena et al., 2016; Surawut et al., 2023) 

การพึ่งพาสารเคมีกำจัดเชื้อราอย่างต่อเนื่องและในปริมาณที่มากเกินไปได้ก่อให้เกิดปัญหาตามมา ทั้งในด้านสารพิษ
ตกค้างในผลผลิตและสภาพแวดล้อม ซึ่งส่งผลกระทบโดยตรงต่อสุขภาพของเกษตรกร ผู้บริโภค และทำลายระบบนิเวศ 
(Abdelmoteleb et al., 2017; Saxena et al., 2016; Surawut et al., 2023) นอกจากน้ี การใช้สารเคมีชนิดเดิมติดต่อกัน
เป็นเวลานานยังกระตุ้นให้เชื้อราก่อโรคเกิดการปรับตัวและสร้างความต้านทานต่อสารเคมีกำจัดเชื้อรา ทำให้ประสิทธิภาพใน
การควบคุมโรคด้วยวิธีเดิมลดลงอย่างต่อเนื่อง (Oo & Oh, 2016) ปัญหาเหล่านี้เป็นข้อจำกัดที่ขัดขวางการยกระดับคุณภาพ
ผลผลิตพริกให้ได้มาตรฐานความปลอดภัย และทำให้ต้นทุนการผลิตของเกษตรกรสูงขึ้นอย่างไม่ยั่งยืน (Saxena et al., 2016; 
Yutthasin et al., 2018) แนวทางในการแก้ปัญหาดังกล่าวที่ยั่งยืนและเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม คือ การควบคุมโรคโดยชีววิธี 
(Biological control) ผ่านการนำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ โดยเฉพาะ Bacillus subtilis มาประยุกต์ใช้ในการยับยั้งเชื้อรา
สาเหต ุ โรคพ ืช (Abdelmoteleb et al., 2017; Kumar et al. 2021; Le Thanh et al., 2023; Yutthasin et al., 2018) 
แบคทีเรีย B. subtilis มีกลไกการเข้าทำลายเชื้อราสาเหตุโรคที่หลากหลาย ท้ังการสร้างเอนไซม์ย่อยสลายผนังเซลล์ของเช้ือรา 
เช่น Chitinase, Protease และ ß-1,3-glucanase (Abdelmoteleb et al., 2017; Gharieb et al., 2024) นอกจากนี ้ยัง
สามารถสร้างสารประกอบทุติยภูมิกลุ่ม Lipopeptides เช่น Surfactin, Iturin Fengycin และ Plipastatin ซึ่งทำงานร่วมกัน
ในการเข้าทำลายโครงสร้างของเส้นใย ยับยั้งการงอกของสปอร์ และทำให้เยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อราเกิดการสลายตวัจนเช้ือราตาย
ในที่สุด (Jiang et al., 2020; Kiesewalter et al., 2020; Pandey et al., 2023; Xiao et al., 2021; Yu et al., 2021)  

แต่อย่างไรก็ตาม เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์เหล่านี้มักถูกแยกมาจากสภาพธรรมชาติและผ่านการคัดเลือกประสิทธิภาพใน
การยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชก่อนนำมาพัฒนาเป็นชีวผลิตภัณฑ์ที่เกษตรกรสามารถนำไปใช้ในสภาพแปลงปลูกก่อนเสมอ ด้วย
เหตุนี ้ งานวิจัยนี ้จ ึงมุ ่งเน้นทดสอบประสิทธิภาพของเชื ้อแบคทีเรียปฏิปักษ์  B. subtilis ไอโซเลท AGBM (จากบริษัท  
อะโกรไบโอเมท จำกัด) ในการเป็นสารชีวภัณฑ์เพื่อยับยั้งการเจริญและการงอกของสปอร์ของเชื้อรา  C. gloeosporioides 
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก คาดหวังเป็นอย่างยิ่งว่าผลลัพธ์จากการศึกษาในครั้งนี้จะช่วยยืนยันศักยภาพของจุลินทรีย์
สายพันธุ์ดังกล่าวในการควบคุมโรคพืชอย่างมีประสิทธิผล ซึ่งจะเป็นการเปิดทางเลือกใหม่ในการจัดการโรคแอนแทรคโนสที่
ปลอดภัย ช่วยลดการพึ่งพาสารเคมี และสนับสนุนการยกระดับอุตสาหกรรมการผลิตพริกให้ก้าวสู่ความยั่งยืนทางเศรษฐกิจ
และสิ่งแวดล้อมอย่างแท้จริง 
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วิธดีำเนินการวิจัย 
 การแยกเชื้อและศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก 
 การศึกษาลักษณะอาการและแยกเช้ือสาเหตุที่ทำให้เกิดโรคแอนแทรคโนสของพริก โดยเก็บตัวอย่างผลพริกที่จำหน่าย
ในตลาดสดในเขตเทศบาลเมืองมหาสารคาม 2 แห่ง โดยแต่ละแห่งเก็บตัวอย่างจากร้านจำหน่ายผักสดจำนวน 10 ร้าน เก็บ
ตัวอย่างผลพริกที่แสดงอาการโรคใส่ในถุงพลาสติกและนำมาแยกเชื้อสาเหตุโรคในห้องปฏิบัติการโดยวิธี Tissue transplant 
บนอาหาร Water Agar (WA) และย้ายลงบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) จนได้เชื้อบริสุทธิ์เพื่อใช้ในการทดลอง
ต่อไป 
 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา (Morphology) ของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก โดยนำเชื้อบริสุทธิ์ของ
เชื้อราทุกไอโซเลทที่แยกได้มาเลี้ยงบน PDA สังเกตการเจริญเติบโตของเชื้อรา ลักษณะโคโลนี เส้นใย และโคนิเดีย (Conidia) 
ตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พร้อมจดบันทึกรายละเอียดของเชื้อราแต่ละไอโซเลท และถ่ายภาพลักษณะสำคัญต่าง ๆ 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 การทดสอบความสามารถของการทำให้เกิดโรค (Pathogenicity tests) ของเชื้อราสาเหตุโรคบนผลพริกโดย
วิธีการ Plug inoculation 
 ทำการทดสอบความสามารถในการทำให้เกิดโรคของเชื้อราสาเหตุโรคบนผลพริกข้ีหนูท่ีเก็บจากแปลงปลูกพริกในพื้นที่
จังหวัดมหาสารคาม โดยวิธีการ Plug inoculation (Ratanacherdchai et al., 2019) ทำการทดลองแบบ Completely 
Randomized Design (CRD) มีจำนวน Treatment เท่ากับจำนวนไอโซเลทของเชื้อราสาเหตุโรคที่แยกได้จากการทดลอง
ก่อนหน้านี้ มี 4 ซ้ำ โดยนำเชื้อราสาเหตุโรคทุกไอโซเลทที่แยกได้จากผลพริกที่เลี้ยงบนอาหาร PDA ที่อายุ 10 วัน มาทดสอบ
ความสามารถในการทำให้เกิดโรคบนผลพริกที่ไม่แสดงอาการโรค ใช้ Cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร ที่
ผ่านการลนไฟฆ่าเชื้อตัดบริเวณขอบโคโลนีของเชื้อสาเหตุโรค แล้วใช้เข็มเขี่ยย้ายชิ้นส่วนที่มีเชื้อราสาเหตุโรคลงบนผลพริกท่ี
ผ่านการทำแผลด้วยปลายเข็มหมุดที่ผ่านลนไฟฆ่าเชื้อ ผลละ 2 แผล เปรียบเทียบกับ Control ที่ใช้อาหาร PDA เปล่าวางบน
แผลเพียงอย่างเดียว จากนั้นนำผลพริกที่ทำการปลูกเชื ้อแล้ว ( Inoculated fruit) ไปบ่มไว้ในสภาพให้ความชื้น (Moist 
chamber) ตรวจผลการทดลองหลังปลูกเชื้อ โดยสังเกตการเกิดอาการโรคบนแผล วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแผลที่ทำ
การปลูกเชื้อเปรียบเทียบกับ Control ทำการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ (ANOVA) และเปรียบเทียบ Treatment 
means แบบ Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) จากนั้นคัดเลือกเชื้อราสาเหตุโรคไอโซเลทที่ทำให้เกิดโรครุนแรง
ที่สุดเพียงไอโซเลทเดียวเพื่อนำไปใช้ในการทดลองต่อไป 
 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus subtilis ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส
ของพริกโดยวิธีการเลี้ยงเชื้อในอาหารร่วม (Bi-culture Antagonistic test) 
 ทำการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ไอโซเลท AGBM ที่ได้จากบริษัท อะโกรไบโอเมท จำกัด 
เปรียบเทียบกับ B. subtilis ไอโซเลทกรมวิชาการเกษตร และไอโซเลทการค้า จำนวน 2 ไอโซเลท ในการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริกโดยวิธี Bi-culture Antagonistic Test ดังนี ้
 เลี้ยงเชื้อรา C. gloeosporioides ไอโซเลทที่ทำให้เกิดโรครุนแรงที่สุดจากการทดลองก่อนหน้า จำนวน 1 ไอโซเลท 
บนอาหาร PDA จนโคโลนีเจริญเต็มจานอาหารเลี ้ยงเชื ้อ และเลี ้ยง เชื ้อแบคทีเรีย B. subtilis บนอาหาร PSA (Potato 
Sucrose Agar) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นใช้ Cork borer เจาะเส้นใยของเชื้อรา C. gloeosporioides วางลงตรงกึ่งกลาง
ของจานอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA แล้วใช้ Loop แตะที่โคโลนีของ B. subtilis นำมาขีดบนผิวหน้าอาหารให้เป็นเส้นตรงทั้ง 4 ด้าน 
ล้อมรอบโคโลนีของเชื้อราสาเหตุโรค โดยให้มีระยะห่างประมาณ 2.5 เซนติเมตร โดยใช้ B. subtilis 1 ไอโซเลท/1 จานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ ทำการทดลอง 10 จานเลี้ยงเชื้อ/ไอโซเลท มีน้ำกลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้วเป็นกรรมวิธีเปรียบเทียบ ( Control) 
หลังจากนั้นนำจานอาหารเลี้ยงเช้ือไปบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ (25 ± 3°C) ทำการตรวจผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคเมื่อ
เชื้อรา C. gloeosporioides ของกรรมวิธีเปรียบเทียบเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นเก็บผลการทดลองโดยวัดขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีและนับจำนวนสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคในจานอาหารเลี้ยงเชื้อร่วม และจานอาหารเปรียบเทียบ 
ด้วย Haemacytometer แล้วนำมาคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั ้งการเจริญ (Growth Inhibition, GI) จากสูตรดังนี้ 
(Ratanacherdchai et al., 2019)  
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  Growth Inhibition (%) = (RC-RT)/RC × 100 
โดย RC = ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีหรือจำนวนสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคในจานอาหารเปรยีบเทียบ (Control) 
 RT = ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีหรือจำนวนสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคในจานอาหารเลี้ยงเช้ือร่วม (Bi-culture) 
 
 การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus subtilis ในการยับยั้งการงอกของสปอร์เชื ้อรา Colletotrichum 
gloeosporioides (Penz.) Sacc. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก 
 ทำการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ไอโซเลท AGBM ที่ได้จากบริษัท อะโกรไบโอเมท จำกัด 
เปรียบเทียบกับ B. subtilis ไอโซเลทกรมวิชาการเกษตร และไอโซเลทการค้า จำนวน 2 ไอโซเลท ในการยับยั้งการงอกของ
สปอร์เช้ือรา C. gloeosporioides โดยวิธี Slide Culture Technique ดังนี ้
 เลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ในอาหารเหลวท่ีเติมน้ำตาลกลูโคส 2% (NBG) ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml 
เขย่าด้วยเครื่องเขย่าที่ 150 rpm บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง หลังจากบ่มเชื้อเป็นเวลา 6 วันให้เก็บ Culture filtrated เพื่อใช้
ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการสร้างสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคต่อไป 
 เลี้ยงเชื้อรา C. gloeosporioides บนอาหาร PDA บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เมื่อเชื้อมีอายุ 10 วัน จึงเตรียม Spore 
suspension ด้วย Haemacytometer และปรับด้วยน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเช้ือให้มีจำนวน 100 – 150 สปอร์ต่อมิลลิลติร หยด Spore 
suspension ของเชื้อรา C. gloeosporioides ปริมาตร 40 µl และ Culture filtrated ของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ลงบน
แผ่นสไลด์ที่มีอาหาร WA บ่มเชื้อในสภาพ Moist chamber ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12 ชั่วโมง ทำการบันทึกข้อมูลการงอก
ของสปอร์ของเชื้อรา C. gloeosporioides ใต้กล้องจุลทรรศน์ 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 วิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance) ของข้อมูลแต่ละลักษณะตามแผนการทดลองที ่กำหนด และ
เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยของแต่ละกรรมวิธี โดยใช้วิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล  

การแยกเชื้อและศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก 
จากการแยกเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริกจากลักษณะอาการของโรคที่ปรากฏบนผลพริกจากท้องตลาด

อำเภอเมืองมหาสารคาม จังหวัดมหาสารคาม ด้วยวิธี Tissue transplant พบว่า มีสาเหตุมาจากเชื้อรา Colletotrichum 
gloeosporioides แยกได้จากผลพริกทั ้งหมด จำนวน 17 ไอโซเลท ซึ ่งสอดคล้องกับรายงานของ Rattana (2016); 
Thapanapongworakul & Ratanasakchaichan (2016) ซึ่งรายงานว่า โรคแอนแทรคโนสของพริกมีสาเหตุมาจากเชื้อรา  
C. gloeosporioides 

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื ้อรา C. gloeosporioides จำนวน 17 ไอโซเลท ที่แยกได้ดังกล่าว 
พบว่า ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราที่เจริญบนอาหาร PDA มีลักษณะของเส้นใยที่ฟูจากผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเช้ือ 
ช่วงแรกเส้นใยมีสีขาวและเปลี่ยนเป็นสีเข้มขึ้นส่วนใหญม่ีสนี้ำตาลอ่อน (Fig. 1) ในขณะที่ไอโซเลท C01, C04 และ C14 มีสีเทา 
และพบความแตกต่างในการสร้างกลุ่มสปอร์ (Spore mass) โดยไอโซเลทที่พบการสร้างกลุ่มสปอร์ มีสีดำ สำหรับไอโซเลท 
C10, C13 และ C17 ไม่พบการสร้างกลุ่มสปอร์  ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Wannawong et al. (2024) ที่พบว่าหลังจาก
ทำการแยกเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริกด้วยวิธี Tissue transplanting พบว่า เชื้อราสามารถเจริญบนอาหาร PDA 
ได้ดี มีลักษณะการเจริญของ เส้นใยในช่วงแรกเป็นสีขาว เมื่อเวลาผ่านไปจะเปลี่ยนเป็นสีขาวอมเทา ลักษณะของเส้นใย
ค่อนข้างหยาบ และพบการสร้างกลุ่มสปอร์สีส้มบนโคโลนี จากการสังเกตใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่า ลักษณะของโคนิเดียมี
รูปร่างแท่งหัวท้ายมน เซลล์เดียว เหมือนกันทั้ง 17 ไอโซเลท (Figure 1) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Pathumporn et al. 
(2024) ที่พบว่า เชื้อรา C. gloeosporioides ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อสร้างโคนิเดียลักษณะเซลล์เดียว ผนังบาง เรียบ 
ลักษณะรูปร่างยาวรี นอกจากน้ีจากรายงานของ Rattana (2016) ยังพบว่า เชื้อรา C. gloeosporioides ที่แยกได้จากพริกที่มี
อาการโรค พบว่าเส้นใยเจริญฟูหนาแน่นบนผิวหน้าอาหาร และสร้างสปอร์มีรูปร่างเป็นท่อนสั้น หัวท้ายมน ไม่มีผนังกั้นภายใน 
ใสไม่มีสี  
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Figure 1 Chilli anthracnose; a. Symptom on chilli fruit; b. colonies of Colletotrichum gloeosporioides on 
PDA medium; c. Spores of Colletotrichum gloeosporioides 

 
โดยเชื้อรา C. gloeosporioides เป็นเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสที่สำคัญของพืชหลายชนิด ซึ่งพริกเป็นหนึ่งในพืช

อาศัยท่ีสำคัญ โดยพบการเข้าทำลายพริกหลายสายพันธ์ุ ในการเข้าทำลายพริกนั้น เชื้อรา Colletotrichum spp. สามารถทำ
ให้พริกเกิดอาการโรคได้ทุกระยะของการเจริญเติบโต โดยหลักแล้วเชื้อรา C. gloeosporioides ทำให้เกิดโรคผลเน่าทั้งใน
ระยะที ่ผลมีสีเขียวไปจนถึงระยะที ่ผลสุกมีสีแดง โดยอาจพบอาการโรคในผลสุกเป็นหลัก (Oo & Oh, 2016) เชื ้อรา  
C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริกสามารถแพร่กระจายผ่านเมล็ด ดิน น้ำ และอากาศ จึงอาจก่อให้เกิด
ความเสียหายกับต้นพริกได้ตั้งแต่ระยะต้นกล้าจนถึงระยะเก็บเกี่ยวผลผลิต (Saxena et al., 2016) 

การทดสอบความสามารถของการทำให้เกิดโรค (Pathogenicity tests) ของเชื้อราสาเหตุโรคบนผลพริกโดย
วิธีการ Plug inoculation 

จากการทดสอบความสามารถในการทำให้เกิดโรคแอนแทรคโนส ของเชื้อรา C. gloeosporioides ที่แยกได้จากผล
พริกที่แสดงอาการจำนวน 17 ไอโซเลท ทดสอบกับผลพริกสดที่ไม่แสดงอาการโรค โดยหลังจากปลูกเชื้อบนผลพริกที่ทำแผล
ด้วยปลายเข็มหมุดลนไฟฆ่าเช้ือ และ นำผลพริกท่ีปลูกเช้ือ (Inoculated fruit) แล้วไปบ่มในสภาพให้ความช้ืน ที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 10 วัน เมื่อตรวจผลหลังการปลูกเชื้อ พบว่า เชื้อราทั้ง 17 ไอโซเลท ที่แยกได้มีความสามารถในการทำให้เกิดโรค
แตกต่างกันทางสถิติ โดยพบว่า เชื้อรา C. gloeosporioides ไอโซเลท C14 สามารถทำให้เกิดโรคบนผลพริกรุนแรงที่สุด โดย
แผลมีอาการฉ่ำน้ำ สีน้ำตาล และขยายวงกว้างออกไป ซึ่งตรงกับลักษณะอาการของโรคแอนแทรคโนสพริกที่เก็บมาแยกเชื้อ
สาเหตุโรค เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการเปรียบเทียบ (Control) ซึ่งไม่พบอาการโรค โดยมีเส้นผ่านศูนย์กลางของแผลเฉลี่ย
เท่ากับ 1.69 เซนติเมตร ซึ่งมีความแตกต่างกันทางสถิติกับวิธีการเปรียบเทียบที่ไม่พบอาการของโรค และไอโซเลทอื่น ๆ 
(Table 1) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Wannawong et al. (2024) ที่พบว่า หลังจากทำการทดสอบความสามารถในการทำ
ให้เกิดโรคบนผลพริกด้วยสารแขวนลอยสปอร์ (Drop inoculation) บนผลพริก พบลักษณะอาการของผลพริกที่ปลูกด้วยเชื้อ
รา Colletotrichum sp. ในระยะเริ่มแรกจะแสดงอาการเกิดจุดฉ่ำน้ำข้ึนในบริเวณที่ทำการปลูกเช้ือรา โดยที่ผิวของผลพริกจะ
เกิดลักษณะเป็นรอยบุ๋มเล็กน้อย และบริเวณอาการฉ่ำน้ำเกิดการขยายตัวเป็นรูปวงกลมหรือวงรี นอกจากน้ียังเกิดลักษณะเป็น
แผลกลมรีที่มีขนาดค่อนข้างใหญ่ประมาณ 1-2 เซนติเมตร เนื้อเยื่อของผลพริกในบริเวณแผลเกิดการยุบตัวลงเป็นแอ่ง เมื่อเริ่ม
เกิดใหม่ ๆ แผลจะมีลักษณะเป็นสีเหลือง ส้ม และมี acervuli ที่มีลักษณะเป็นสีเหลืองส้มเรียงซ้อนกันเป็นวง ๆ อยู่ในบรเิวณ
แผลที่เกิดขึ้นบนผลพริก และแผลมีลักษณะ ค่อนข้างแฉะ หลังจากน้ันแผลจะกลายเป็นสีน้ำตาลดำ  

 
 
 
 

a b c 
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Table 1 Pathogenicity test of Colletotrichum gloeosporioides isolates on chilli fruits using plug inoculation 
method for 10 days  
 

Isolates Disease diameter (cm) Isolates Disease diameter (cm) 
Control 0.00b C. gloeosporioides C09 1.61a 
C. gloeosporioides C01 1.53a C. gloeosporioides C10 1.54a 
C. gloeosporioides C02 1.62a C. gloeosporioides C11 1.43a 
C. gloeosporioides C03 1.54a C. gloeosporioides C12 1.54a 
C. gloeosporioides C04 1.57a C. gloeosporioides C13 1.44a 
C. gloeosporioides C05 1.37a C. gloeosporioides C14 1.69a 
C. gloeosporioides C06 1.38a C. gloeosporioides C15 1.49a 
C. gloeosporioides C07 1.65a C. gloeosporioides C16 1.33a 
C. gloeosporioides C08 1.45a C. gloeosporioides C17 1.40a 
C.V. (%)            18.35 

Note: a,b Average of four replications. Means followed by the same letter in a column were not significantly different by 
DMRT at P=0.05. 
 

การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้ Bacillus subtilis ในการยับย้ังการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส
ของพริกโดยวิธีการเลี้ยงเชื้อในอาหารร่วม (Bi-culture Antagonistic test) 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส
ของพริก C. gloeosporioides ไอโซเลท C14 ที่มีความสามารถในการทำให้เกิดโรครุนแรงที่สุด โดยทำการเลี้ยงเช้ือในอาหาร
ร่วม (Bi-culture Antagonistic Test) ระหว่างเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ไอโซเลท AGBM (จากบริษัท อะโกรไบโอเมท จำกัด) 
B. subtilis ไอโซเลทกรมวิชาการเกษตร ไอโซเลทการค้า 1 และไอโซเลทการค้า 2 พบว่า เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ทั้ง 4  
ไอโซเลท สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือราสาเหตุโรคบนอาหารเลี้ยงเช้ือร่วมได้ โดยมีความแตกต่างกันทางสถิติกับเช้ือ
ราสาเหตุโรคบนอาหาร PDA (Control)  

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยของเชื ้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก C. gloeosporioides  
ไอโซเลท C14 พบว่า B. subtilis ไอโซเลท AGBM มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรค  
แอนแทรคโนสของพริกไม่แตกต่างทางสถิติกับไอโซเลทกรมวิชาการเกษตรและไอโซเลทการค้าทั้ง 2 ไอโซเลท ผลการทดลอง 
พบว่า B. subtilis ไอโซเลท AGBM สามารถยับยั้งการเจรญิของเส้นใยของเชื้อราสาเหตโุรคแอนแทรคโนสของพริกได ้85.00% 
ในขณะที่ไอโซเลทกรมวิชาการเกษตร ไอโซเลทการค้า 1 และ 2 มีเปอร์เซ็นต์ยับยั้งการเจริญของเส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรค
แอนแทรคโนสของพริก เท่ากับ 85.83, 85.14 และ 85.00% ตามลำดับ (Table 2 and Fig. 2) 

เชื ้อแบคทีเรีย B. subtilis ทั้ง 4 ไอโซเลท ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติในการยับยั้งการสร้างสปอร์ของเชื้อรา  
C. gloeosporioides ไอโซเลท C14 โดยพบว่า B. subtilis ไอโซเลท AGBM สามารถยับยั้งการสร้างสปอร์ของเชื้อราสาเหตุ
โรคแอนแทรคโนสของพริกบนอาหารเลี้ยงเชื้อร่วมได้ 76.84% ในขณะที่ไอโซเลทกรมวิชาการเกษตร ไอโซเลทการค้า 1 และ 
2 มีเปอร์เซ็นต์ยับยั้งการสร้างสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริกบนอาหารเลี้ยงเช้ือร่วม เท่ากับ 77.76, 77.58 
และ 77.21% ตามลำดับ (Table 2)  
 
 
 
 



JSTAR. 2026; 7(3): 178-188                                                                                                                              184 
 

 

 

Table 2 Efficacy of Bacillus subtilis isolates for growth inhibition of Colletotrichum gloeosporioides C14 
causing anthracnose disease of chilli using bi-culture antagonistic test 
 

Treatment Colony diameter  
(cm)  

Mycelium growth 
inhibition1/ (%) 

Spore  
(x103 spores/ml) 

Sporulation 
inhibition2/ (%) 

Control 9.00a - 29.75a - 
B. subtilis AGBM 1.35b 85.00 3.63b 76.84 
B. subtilis DOA 1.28b 85.83 3.31b 77.76 
B. subtilis Commercial 1 1.34b 85.14 3.38b 77.58 
B. subtilis Commercial 2 1.35b 85.00 3.50b 77.21 

C.V. (%) 1.26 0.53 8.71 4.37 
Note: 1/, 2/ Percentage of growth inhibition followed as  
 (RC – RT) / RC x 100 
 RC = the colony diameter of C. gloeosporioides in petri dish without Trichoderma isolate (Control) 
 RT = the colony diameter of C. gloeosporioides in petri dish with Trichoderma isolate (Bi-culture) 
 a,b,c Average of four replications. Means followed by the same letter in a column were not significantly different 
by DMRT at P=0.05. 
 

 
 

Figure 2 Efficacy of Bacillus subtilis isolates for growth inhibition of Colletotrichum gloeosporioides C14 
causing anthracnose disease of chilli using bi-culture antagonistic test 
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จากผลการวิจัยพบว่า เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ไอโซเลท AGBM จากบริษัท อะโกรไบโอเมท จำกัด ซึ่งเป็นไอโซเลทที่
แยกได้จากธรรมชาติ มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยและการสร้างสปอร์ของเชื้อรา C. gloeosporioides 
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริกโดยวิธีการเลี้ยงเชื้อในอาหารร่วมไม่แตกต่างจาก เชื ้อแบคทีเรีย B. subtilis ไอโซเลท 
กรมวิชาการเกษตร และไอโซเลทที่มีการจำหน่ายทางการค้าทั้ง 2 ไอโซเลท ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Somjinda et al. 
(2020) ที่ทำการคัดแยกแบคทีเรียที่มีประโยชน์จากผลพริก ได้ทั้งหมด 121 ไอโซเลทจากตัวอย่างพริก 20 ตัวอย่าง  และเมื่อ
นํามาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส ด้วยวิธี Dual culture บนอาหาร potato dextrose 
agar (PDA) พบว่า แบคทีเรียที่มีประโยชน์มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเจริญของเส้นใย เชื้อราสาเหตุโรคได้ 78.33-
88.33% และให้ผลการยับยั้งดีกว่าการใช้สารเคมีคาร์เบนดาซิม ที่ยับยั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือราสาเหตุโรคได้เพียง 36.66% 
โดยเมื่อจำแนกชนิด ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมีมีความคล้ายคลึงกับ  B. subtilis นอกจากนี้ จาก
รายงานของ Kumar et al. (2021) ที่ทำการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏปิักษ์ B. subtilis สายพันธ์ุ AKP ที่แยก
ได้จากดินในป่าของประเทศอินเดีย สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา C. capsici สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริกได้ 
61.5% เมื่อทดสอบด้วยวิธี Dual culture และ Yutthasin et al. (2018) ยังได้รายงานว่าเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis 
สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริกได้มากกว่า 60% เมื่อทดสอบด้วยวิธี Dual culture 
ซึ่งจะเห็นได้ว่าวิธีการเลี้ยงเช้ือร่วมเป็นวิธีท่ีมักจะนำมาใช้ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีแยกได้จากธรรมชาติใน
การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก รวมทั้งรายงานของ Surawut et al. 
(2023) ที่ทำการคัดแยกแบคทีเรียจากปุ๋ยหมักมูลไส้เดือนเพื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา C. 
siamense สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริกเช่นกัน และพบว่าเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา
สาเหตุโรคได้ 26.67-47.78% 

การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus subtilis ในการยับยั้งการงอกของสปอร์เชื ้อรา Colletotrichum 
gloeosporioides (Penz.) Sacc. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริก 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ไอโซเลท AGBM ที่ได้จากบริษัท อะโกรไบโอเมท จำกัด 
เปรียบเทียบกับ B. subtilis ไอโซเลทกรมวิชาการเกษตร และไอโซเลทการค้า 2 ไอโซเลท ในการยับยั้งการงอกของสปอร์ 
เ ช ื ้ อ ร า  C. gloeosporioides โ ดยว ิ ธ ี  Slide Culture Technique หล ั งจ ากหยด  Spore suspension ของ เช ื ้ อ รา  
C. gloeosporioides (100-150 สปอร์ต่อมิลลิลิตร) และ Culture filtrated ของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ปริมาตร 40 µl 
ลงบนแผ่นสไลด์ที่มีอาหาร WA และบ่มเชื้อในสภาพ Moist chamber ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12 ชั่วโมง เมื่อตรวจสอบการ
งอกของสปอร์เช้ือราสาเหตุโรคใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่า เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ทั้ง 4 ไอโซเลท สามารถยับยั้งการงอกของ
สปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคได้ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการเปรียบเทียบ (Control) ที่หยดเฉพาะ Spore suspension ของเช้ือ
ราสาเหตุโรคลงบน แผ่นสไลด์ที ่มีอาหาร WA ซึ่งพบการงอกของสปอร์ของเชื ้อราสาเหตุโรค ในขณะที่เมื ่อหยด Spore 
suspension ของเชื้อราสาเหตุโรคร่วมกับ Culture filtrated ของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ทั้ง 4 สายพันธุ์ เป็นเวลา 12 
ช่ัวโมงหลังบ่มเชื้อ ไม่พบการงอกของสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรค (Fig. 3)  
 

 
 

Figure 3 Efficacy of Bacillus subtilis in inhibiting spore germination of Colletotrichum gloeosporioides 
isolate C14 causing anthracnose disease of chilli after incubation in moist chamber conditions at room 

temperature for 12 hours 
 

การที่แบคทีเรีย B. subtilis สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคได้เนื่องจากความสามารถในการสร้างสาร
ทุติยภูมิ เอนไซม์ย่อยสลายผนังเซลล์ และสารระเหยต้านเชื้อรา กลไกเหล่านี้ส่งผลให้เส้นใยของเชื้อราผิดรูป เยื่อหุ้มเซลล์รั่ว 
และลดการเกิดโรคในพืชและผลผลิตทางการเกษตรได้ (Abdelmoteleb et al., 2017, Gharieb et al., 2024) ซึ่งสารทุติย

Control DOAE AGBM Commercial 1 Commercial 2 
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ภูมิที ่ออกฤทธิ ์ยับยั ้งการเจริญของเชื ้อราสาเหตุโรคที ่ B. subtilis สร้างขึ ้น คือ สารกลุ ่ม cyclic lipopeptides ได้แก่ 
surfactin, iturin และ fengycin ซึ่งออกฤทธิ์ทำลายเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อรา (Kiesewalter et al., 2021; Xiao et al., 2021) 
จากผลการทดลองจะพบว่าเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis สามารถยับยั้งการงอกของสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคได้ เนื่องจากสาร 
iturin A และ mycosubtilin ที่ B. subtilis สร้างขึ้นทำให้เกิดการเสียสมดุลแรงดันออสโมติก ยับยั้งการงอกของสปอร์ และ
ทำลายเยื่อหุ้มเซลล์จนเส้นใยแตกสลาย (Jiang et al., 2020; Xiao et al., 2021; Yu et al., 2021) นอกจากนี้ สารกลุ่มพอ
ลิคีไทด์ เช่น macrolactin A สามารถทำให้เกิดรูพรุนและย่อยสลายไซโทพลาซึมของเช้ือราก่อโรคได้เช่นกัน (Pandey et al., 
2023) 
 
สรุปผลการวิจัย  
 จากการทดลองในสภาพห้องปฏิบัติการ เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ไอโซเลท AGBM ไอโซเลทจาก บริษัท อะโกรไบโอ
เมท จำกัด มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก โดยสามารถ
ยับยั้งการเจริญทางด้านเส้นใยและการสร้างสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคได้ นอกจากนี้ Culture filtrate ของเชื้อแบคทีเรีย  
B. subtilis ยังสามารถยับยั้งการงอกของสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคได้อีกด้วย  ซึ่งถือว่าเป็นแนวทางการพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์
สำหรับใช้ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในสภาพแปลงปลูกของเกษตรกรเพื่อลดการใช้สารเคมี และเป็นแนวทางในการ
ป้องกันกำจัดโรคพืชโดยชีววิธีที่สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในอนาคตได้ต่อไป 
 
จริยธรรมการวิจัย  
 งานวิจัยนี้ไม่เกีย่วข้องกับจริยธรรมในมนุษย์ หรือ จรรยาบรรณการใช้สัตว์ทดลอง  
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