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บทคัดย่อ  

       เชื้อราที่ก่อโรคในพืชเป็นศัตรูพืชตัวส าคัญที่ส่งผลกระทบต่อพืชเศรษฐกิจทั่วโลก ดังน้ันวิธีที่ใช้ในการควบคุมโรคจึงมีหลายวิธี แต่
วิธีที่มีประสิทธิภาพ ปลอดภัย ควบคุมโรคได้ระยะเวลานาน และเป็นมิตรกับส่ิงแวดล้อม คือการน าวิถีทางธรรมชาติเข้ามาควบคุม ซ่ึงหน่ึงใน
วิถีทางธรรมชาติที่ใช้ คือ การน าแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการต่อต้านศัตรูพืชมาใช้ในการควบคุม ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจึงมี
วัตถุประสงค์เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการต่อต้านหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของ  Collectotrichum 

gloeosporioides และ Sclerotium rolfsii โดยคัดแยกจากน้ าหมักชีวภาพและของเสียจากอุตสาหกรรมอาหารทะเล และ
นอกจากน้ันยังศึกษาถึงประสิทธิภาพของสารเคมีที่แบคทีเรียผลิตข้ึนเพ่ือใช้ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา  แบคทีเรีย 143 สายพันธ์ุ 
ซ่ึงคัดแยกได้จากน้ าหมักชีวภาพและของเสียจากอุตสาหกรรมอาหารทะเล ได้น าไปทดสอบเพ่ือหาประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของ Collectotrichum gloeosporioides และ Sclerotium rolfsii ด้วยวิธีการปลูกเล้ียงเชื้อคู่ พบแบคทีเรียที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราได้ทั้ง 2 สายพันธ์ุ จ านวน 3 สายพันธ์ุ จากน้ันจึงน าแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธ์ุ ซ่ึงได้แก่ SSCHC4, 
EMC4 และ SSE4 ไปวิเคราะห์เพ่ือระบุสายพันธ์ุด้วยวิธีการจับคู่ล าดับเบส จากการวิเคราะห์พบว่า แบคทีเรียรหัส SSCHC4 มี
ความคล้ายคลึงกับ Aeromonas salmonicida ซ่ึงแบคทีเรียสายพันธ์ุน้ีเป็นแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคในตระกูลปลาแซลมอนจึงไม่
เหมาะสมที่จะน ามาใช้ในการใช้ในการควบคุมโรคพืชจึงไม่ได้ศึกษาถึงประสิทธิภาพต่อไป แต่ในส่วนของแบคทีเรียรหัส EMC4 และ 
SSE4 ซ่ึงมีความคล้ายคลึงกับ แบคทีเรียสายพันธ์ุ Bacillus subtilis จึงได้ศึกษาถึงประสิทธิภาพของสารซ่ึงแบคทีเรียผลิตข้ึนตาม
ธรรมชาติเพ่ือใช้ในยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา ณ ช่วงระยะที่มีอัตราการเพ่ิมของจ านวนประชากรของแบคทีเรีย  และช่วงระยะที่อัตรา
การเจริญเติบโตของประชากรคงที่ ด้วยวิธีเล้ียงในอาหารเหลว พบว่า สารที่ผลิตข้ึนในช่วงอัตราการเพ่ิมของประชากรคงที่  สามารถยับยั้ง
การเจริญเติบโตของราได้ทั้ง 2 ชนิด นอกจากน้ียังได้ศึกษาถึงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของการเจริญเติบโตของเชื้อราโดยเล้ียงเชื้อบน
อาหารแข็ง (PDA) ซ่ึงมีส่วนผสมของสารที่แบคทีเรียผลิตข้ึนต่อเชื้อเราทั้ง 2 ชนิด พบว่าลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปล่ียนแปลงไปคือ 
เกิดการบวม การบิดเบี้ยวของเส้นใย การรวมตัวของไซโต พลาสซึมในเส้นใย และการแตกหักบริเวณรอยแยกของแขนง จากน้ันจึงได้ศึกษา
เพ่ิมเติมถึงกระบวนการที่ใช้ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา โดยการน าสารที่แบคทีเรียผลิตข้ึนทั้ง 2 ช่วงเวลา ไปท าลาย
ประสิทธิภาพด้วยความร้อน โดยการต้มด้วยน้ าเดือดเป็นเวลา 45 นาที และเอนไซม์โปรตีนเนส พบว่าเม่ือน าสารเคมีที่ผ่านกระบวนข้างต้น
ไปทดสอบแล้วไม่เกิดการเปล่ียนแปลงของประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราทั้ง 2 ชนิด จึงสรุปได้ว่า B. subtilis 

SSE4 และ B. subtilis EMC4 ใช้กลไกในการสร้างสารเคมีข้ึนเพ่ือใช้ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของรา จากการทดลองข้างต้น
จึงสามารถน าแบคทีเรียสายพันธ์ B. subtilis SSE4 and B. subtilis EMC4 ไปใช้ในการวบคุมโรคพืชด้วยวิธีทางธรรมชาติ
ได้ 
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ABSTRACT 

 Phytopathogenic fungi are important problems in agricultural cultivation 
worldwide. The use of bacterial antagonists for biological control is an important 
environmentally friendly strategy for controlling phytopathogens. Thus, this study was 
focused on the isolation and screening of the potential bacterial antagonists from fermented 
bioextract (FBE) and shrimp shells. Antagonism of isolated bacteria to inhibit the growth of 
Colletotrichum gloeosporioides and Sclerotium rolfsii were investigated. Moreover, the 
efficiency of extracellular antifungal metabolites produced by the selected bacterial 
antagonists on the fungal growth inhibition and mycelial morphology was also investigated.  

A total of 143 bacteria isolated from FBE and shrimp shells were screened for in 
vitro antagonism toward C. gloeosporioides and S. rolfsii by dual culture technique. The 
results found that 3 potent antagonistic bacteria, designated SSCHC4, EMC4 and SSE4, 
showed the high levels of mycelial growth inhibition to both fungi. These 3 bacterial strains 
were selected and identified by partial 16S rDNA sequence analysis. The strain SSCHC4 
showed a high similarity to Aeromonas salmonicida while strain SSE4 and EMC4 showed 
a high similarity to Bacillus subtilis. Unfortunately, A. salmonicida causes disease in fish, 
thus it was unsafe to use as biocontrol agent. Cell-free culture filtrates collected from both 
the exponential and stationary phases of B. subtilis SSE4 and B. subtilis EMC4 inhibited 
the growth of both fungi, indicating that growth suppression was associated with the 
presence of antifungal metabolites in the culture filtrates. Stationary culture filtrate of both 
antagonists inhibited the submerged growth of C. gloeosporioides and S. rolfsii better than 
exponential culture filtrate. Additionally, morphological changes such as hyphal swelling, 
cytoplasm aggregation and distortion were observed in fungi grown on PDA that contained 
the culture filtrates. There was no significant decrease in the percentage of fungal growth 
inhibition by exponential and stationary culture filtrates after boiling for 45 min or 
treatment with proteinase K. It could be concluded that thermostable antifungal compounds 
in the culture filtrate of B. subtilis SSE4 and B. subtilis EMC4 play an important role in the 
growth suppression of C. gloeosporioides and S. rolfsii. This finding might lead to the use 
of both bacterial antagonists for biological control of fungal plant pathogens. 
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