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บทคัดย่อ 
แบคทีเรียเอนโดไฟตเ์ป็นหนึ่งในจุลินทรียท์ี่มีประโยชนซ์ึ่งสามารถใชค้วบคุมเชือ้ราที่ท  าใหเ้กิดโรคพืชบางชนิดได้  

อย่างไรก็ตาม การใชจ้ลิุนทรียด์งักล่าวเพื่อการผลิตพืชยงัมีขอ้จ ากดัในเรื่องของการมชีีวติรอดและการคงประสิทธิภาพ จึงไดม้ีการ
น าแบคทีเรยีเอนโดไฟตส์ายพนัธุท์ี่แยกไดจ้ากมะเขือเทศ (SuRW02, SuRW01 และ LbRW03) และสายพนัธุท์ี่แยกไดจ้ากขา้ว 
(Su2S217, SuR317, BaS417 และ BaR917) ซึง่เคยมีรายงานว่าสามารถควบคมุเชือ้ Fusarium sp. และ Pyricularia sp. 
สาเหตโุรคพืชมาศกึษาความมีชวีติรอด รวมถึงคณุสมบตัใินการคงประสิทธิภาพเป็นจลิุนทรียป์ฎิปักษ์หลงัการเก็บรกัษาเป็น
เวลานาน และน าไปทดสอบความเป็นปฏิปักษเ์พิ่มเติมดว้ยวิธีเลีย้งเชือ้รว่ม โดยเชือ้สาเหตโุรคพืชมีดงันี ้ คือ Furarium 
oxysporum, Colletotrichum capsici, Pythium sp. และ Pyriculraria sp. ผลการทดลองพบวา่ทกุไอโซเลทยงัมชีีวติรอด และ
ยงัสามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ราสาเหตโุรคอื่น ๆ ได ้ เช่น ไอโซเลท LbRW03, SuRW01 และ SuRW02 ทีสามารถยบัยัง้  
F. oxysporum., Pyricularia sp. และ C. capsici ไดม้ากกว่า 50% ในขณะท่ีไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากขา้วมคีวามสามารถในการ
ยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรคพืชแบบจ าเพาะเจาะจง ยกเวน้ SuR317 ที่มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้ Pyricularia sp., C. capsici, 
Pythium และ F. oxysporum จากนัน้ศกึษาล าดบันิวคลิโอไทดย์นี 16s rRNA ของแบคทเีรียเอนโดไฟตไ์อโซเลท BaR917 และ 
SuRw02 ที่มีความสามารถในการยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรคขา้วและมะเขือเทศตามล าดบั ผลการศกึษาพบวา่แบคทีเรยีทัง้ 2 ชนิด 
คือ Bacillus sp. และ Sphingobacterium sp. ตามล าดบั 

ค าส าคัญ: การควบคมุโรคโดยชวีวิธี, endophytic bacteria, Fusarium, Pyricularia, Pythium, Colletotrichum 
 

Abstract 
Endophytic bacteria are one type of microorganism that can be used to effectively control plant-pathogenic 

fungi. However, the use of these microorganisms in plant production improvement is still limited because of 
problems with levels of efficacy and maintenance or stability of efficacy. In order to study efficacy, experiments were 
conducted to test the viability of endophytic bacteria isolated from tomato (SuRW02, SuRW01 and LbRW03) and 
rice (Su2S217, SuR317, BaS417 and BaR917), isolates which were previously reported to be able to control 
Fusarium sp. and Pyricularia sp. We also studied the ability of the bacterial isolates to maintain their efficiency as 
antagonist microorganisms after long-time storage. Included was a dual culture test with other plant pathogenic 
microorganisms, performed in order to observe additional antagonistic activity. The results showed that all isolates 
survived, and some isolates were able to inhibit the growth of other fungal pathogens. The isolates LbRW03, 
SuRW01 and SuRW02 isolated from tomato not only showed the ability to inhibit Fusarium oxysporum sp. growth; 
they also were able to inhibit Pyricularia sp. and C. capsici. With regard to rice endophytic bacteria, it was found 
that some isolates had inhibitory effects on specific hosts; however, SuR317 was able to inhibit C. capsici,  
F. oxysporum and Pythium sp. Two isolates, BaR917 and SuRW02, were selected for 16s rRNA gene sequence 
studies. The results indicated that the isolates belonged to Bacillus and Sphingobacterium, respectively. 
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ค าน า 
แบคทีเรียภายในเนือ้เยื่อพชื หรือแบคทีเรียเอนโดไฟต ์ (endophytic bacteria) เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่มีความสามารถ 

ในการกระตุน้การเจริญของพืช และควบคมุโรคพืชได ้จึงมกัมีการน าแบคทีเรียกลุ่มดงักล่าวมาใชง้านรว่มกบัการผลิตพืชหลายชนิด 
(Wang et al., 2009; Zhao et al., 2010) โดยในปัจจบุนั แนวโนม้การบรโิภคอาหารนัน้เพิม่สงูขึน้จากในอดตี (FAO, 2009; 
Godfray et al., 2010) เพื่อใหเ้กิดการกระจายตวัของอาหารและเพื่อใหเ้พียงพอต่อความตอ้งการของประชากรจงึจ าเป็นตอ้ง 
มีการพฒันากระบวนการผลิต รวมถงึคน้หาวิธีควบคมุโรคพืชเพื่อใหไ้ดผ้ลผลิตที่มีประสิทธิภาพและปลอดภยัจากสารเคมีทาง
การเกษตร การใชแ้บคทเีรียเอนโดไฟต ์ จึงเป็นอกีหนึ่งทางเลือกที่มีศกัยภาพมากพอจะน าไปใชต้อบสนองต่อความตอ้งการ
ดงักล่าว ตวัอย่างเช่น รายงานของ Changmuang et al. (2017) ที่ท าการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรยีเอนโดไฟตใ์นการ
กระตุน้การเจรญิของเมล็ดพนัธุข์า้วและควบคมุเชือ้ Pyricularia oryzae สาเหตโุรคไหม ้หรือรายงานของ Prasom et al. (2017)  
ที่ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียเอนโดไฟตใ์นการเคลือบเมล็ดพนัธุม์ะเขือเทศเพื่อป้องกนัโรคจากเชือ้ Fusarium oxysporum 
เป็นตน้ งานวิจยัชิน้นีจ้ึงไดท้ าการศกึษาแบคทีเรียเอนโดไฟตไ์อโซเลทที่เคยมีรายงานว่ามีประสิทธิภาพในการควบคมุเชือ้ Pyricularia 
sp. และ Fusarium sp. (Changmuang et al., 2017; Prasom et al., 2017) มาประเมินความมชีวีิตรอด ทดสอบประสิทธิภาพ
ในการควบคมุเชือ้สาเหตโุรคสายพนัธุอ์ื่น และระบบุางสายพนัธุท์ี่มีความส าคญัดว้ยเทคนิคทางอณชูีววิทยา 
 

วิธีการศึกษา 
การศึกษาความมีชวีิตรอดของแบคทเีรียเอนโดไฟตส์ายพันธุเ์ดิม 

น าแบคทเีรียเอนโดไฟตส์ายพนัธุท์ี่เคยไดม้กีารศกึษาแลว้ ไดแ้ก่ ไอโซเลทที่แยกไดจ้ากขา้ว (Changmuang et al., 2017) 
และไอโซเลทที่แยกไดจ้ากมะเขือเทศ (Prasom et al., 2017) มาท าการต่อเชือ้หลงัเก็บรกัษาในกลีเซอรอล 10% ที่อณุหภมูิ -4oC 
โดยท าการต่อเชือ้บนอาหาร NA ที่อณุหภมูิหอ้ง จากนัน้ท าการประเมินความมชีีวติรอดและศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยา 
เปรียบเทยีบกบัรายงานก่อนหนา้ 
การทดสอบประสทิธิภาพของแบคทเีรียเอนโดไฟตส์ายพันธุเ์ดิมในการควบคุมเชือ้ราสาเหตุโรคดว้ยวิธีเลีย้งเชือ้ร่วม 

ทดสอบดว้ยเทคนิคเลีย้งเชือ้รว่ม (Changmuang et al., 2017) ส าหรบัแบคทีเรียเอนโดไฟตท์ี่เคยมีการรายงานวา่
สามารถควบคมุเชือ้สาเหตโุรคขา้วใหท้ดสอบเพิ่มเติมกบัเชือ้ Fusarium oxysporum, Pythium sp. และ Colletotrichum capsici 
ในขณะท่ีไอโซเลทท่ีเคยมีรายงานว่าสามารถควบคมุเชือ้สาเหตโุรคในมะเขือเทศใหท้ดสอบเพิ่มเตมิกบัเชือ้ Pyricularia sp., 
Pythium sp. และ C. capsici ท าไดโ้ดยวดัระยะหา่งจากขอบจานอาหารเลีย้งเชือ้ทัง้สองขา้ง 2.5 เซนติเมตร จากนัน้ท าการ 
เขี่ยเอาโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรยีไอโซเลทท่ีตอ้งการขีดลงบนจานอาหารเลีย้งเชือ้ PDPA (Potato Dextrose Peptone Agar)  
วางชิน้วุน้ของเชือ้สาเหตโุรคบรเิวณกึ่งกลางของจานอาหารเลีย้งเชือ้ โดยมชีดุควบคมุเป็นจานอาหารเลีย้งเชือ้เปล่าและจานอาหาร
เลีย้งเชือ้ที่มเีชือ้สาเหตเุพียงอย่างเดียว วางแผนการทดลองแบบ CRD ท าการทดลองละ 4 ซ า้ น าขอ้มลูทัง้หมดมาวเิคราะห์
ความแปรปรวน (ANOVA) และวิเคราะหค์วามแตกต่างคา่เฉล่ียดว้ยวิธี DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) เพื่อยืนยนั
ประสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้ราสาเหตโุรคพืชที่ส  าคญั 
การระบุสายพนัธุไ์อโซเลทส าคัญ (BaR917 และ SuRw02) ด้วยเทคนิคทางอณูชีววทิยา 

สกดัเอาจีโนมิกดีเอ็นเอ (Genomic DNA) ของ 2 ไอโซเลทส าคญัที่มีประสิทธิภาพมากที่สดุจากรายงานก่อนหนา้ 
(Changmuang et al., 2017; Prasom et al., 2017) ดว้ยวิธีการที่ดดัแปลงมาจาก Wilson (modified Wilson, 1990) ดงันี ้ 
เก็บเซลลแ์บคทีเรียที่เลีย้งในอาหาร NB นาน 24 ชั่วโมง ดว้ยการหมนุเหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 
จากนัน้เติม TE buffer ปรมิาตร 567 µl, TE 10% SDS 3 µl และ protinase K 20 mg/ml 3 µl ผสมใหเ้ขา้กนัและน าไปบ่มที่ 37oC 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลงัจากนัน้เตมิ 5M NaCl 100 µl ผสมใหเ้ขา้กนั ตามดว้ยเติมสารละลาย CTAB/NaCl 80 µl (ละลาย 4.1 g 
NaCl และ 10 g CTAB ในน า้กลั่นนึ่งฆ่าเชือ้ 80 ml) ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปบ่มที่ 65oC เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากบ่มเสรจ็ 
เติม chloroform/isoamyl alcohol ที่ปรมิาตร equal volume ป่ันเหวี่ยงเป็นเวลา 5 นาที เมื่อเสรจ็ยา้ยส่วนใสดา้นบนลงหลอดใหม ่
เติม equal volume ของ phenol/chloroform/isoamyl alcohol และป่ันเหวี่ยงเป็นเวลา 5 นาที ยา้ยส่วนใสลงหลอดใหม่อีกครัง้และ
เติม 0.6 vol isopropanol จากนัน้ป่ันเหวี่ยงอีกครัง้เพื่อตกตะกอน DNA ท าการลา้งตะกอนดงักล่าวดว้ย 70% ethanol 1 ครัง้ และ
ทิง้ใหแ้หง้ขา้มคืน น า DNA ที่ไดไ้ปเพิ่มปรมิาณยีนต าแหน่ง 16s rRNA ดว้ยเทคนิค polymerase chain reaction (สารในปฏิกิรยิา
ดงันี:้ 10x Taq buffer 2 µl, 25 mM MgCl2 1 µl, dNTPs (2.5 mM each) 0.2 µl, forward และ reverse primer (5 uM) อย่างละ 
0.5 µl, Taq DNA polymerase 0.2 µl (5 U), DNA template (10 ng) 5 µl และน า้กลั่นนึ่งฆ่าเชือ้ 10.6 µl รวมทัง้หมด 20 µl)  
คู่ primer ที่ใช ้คือ 27F และ 1492R (Aslam et al., 2013) เพื่อเพิ่มปรมิาณผลิตภณัฑพ์ีซีอารท์ี่ต  าแหน่งยีน 16s rRNA มีสภาวะ 
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ในกระบวนการ คือ: initial denaturation ที่ 94oC เป็นเวลา 5 นาท ีdenaturation ที่ 94oC เป็นเวลา 30 วินาที annealing ที่ 55oC 
เป็นเวลา 30 วินาท ีextension ที่ 72oC เป็นเวลา 1 นาที และ final extension ที่ 72oC เป็นเวลา 5 นาที ท าทัง้หมด 35 รอบปฏิกิรยิา 
ผลิตภณัฑพ์ีซีอารท์ี่ไดน้ าไปตรวจสอบขนาดดว้ยเทคนิค gel electrophoresis ดว้ย 0.5% agarose gel และส่งตวัอย่าง 
ไปวิเคราะหล์ าดบั ณ บรษิัท Bionics จากนัน้เปรียบเทียบล าดบันวิคลิโอไทดใ์นฐานขอ้มลู EzBioCloud สรา้งแผนภมูิวิวฒันาการ
ดว้ยโปรแกรม Mega X (Neighbor-joining method, NJ) โดยมีค่า bootstrap ที่ 1000 replication 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ ์
ผลการศึกษาความมีชีวติรอดของแบคทเีรียเอนโดไฟตส์ายพันธุเ์ดิม 

จากการ subculture แบคทเีรียเอนโดไฟต ์ไอโซเลท LbRW03, SurW01, SurW02, Su2S217, BaR917, BaS417 และ 
SuR317 ที่ไดเ้ก็บรกัษาในอาหาร NB ผสมกบักลีเซอรอล 10% ที่อณุหภมูิ -4oC เป็นระยะเวลา 2 ปี ตัง้แต่ปี 2016-2018 พบวา่
ทกุไอโซเลทยงัมชีีวติอยู่ และมีการเจรญิเติบโตเป็นปกติ อกีทัง้ยงัคงสภาพและรูปรา่งไวไ้ดค้ลา้ยเดิมหลงัจากการแยกครัง้แรก 
(Table 1) สอดคลอ้งกบัรายงานของ Feltham et al. (1978) ที่ท าการเก็บรกัษาเชือ้แบคทีเรียบางสายพนัธุด์ว้ยเม็ด bead และ
กลีเซอรอลที่อณุหภมูิ -76oC เป็นระยะเวลา 14 เดือน พบว่าเซลลแ์บคทีเรียที่เก็บรกัษาดว้ยวิธีนีย้งัมีชีวติอยู่จ  านวนหน่ึงหลงัจาก
น ามาต่อเชือ้ โดยไม่มีสภาวะใด ๆ เปล่ียนแปลงไป 

 
Table 1 Survival of endophytic bacteria after a long-time storage. 

Isolate Viability* 
Colony characteristic 

Cell shape 
Color Shape Margin Surface 

LbRW03 + White Circular Entire Smooth Bacilli 
SuRW01 + White Circular Entire Mucoid Bacilli 
SuRW02 + White Circular Entire Mucoid Bacilli 
Su2S217 + White Circular Entire Mucoid Bacilli 
BaR917 + White Circular Undulate Smooth Bacilli 
BaS417 + White Circular Entire Mucoid  Bacilli 
SuR317 + White Circular Entire Smooth Bacilli 

* + indicated the growth of bacterial colony on NA media; – indicated no growth of bacterial colony on NA media. 
 
ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทเีรียเอนโดไฟตส์ายพันธุเ์ดิมในการควบคุมเชือ้ราสาเหตุโรคด้วยวิธีเลีย้งเชือ้ร่วม 
 เมื่อน าไอโซเลททัง้หมด คือ LbRW03, SuRW01, SuRW02, Su2S217, BaR917, BaS417 และ SuR317 ไปทดสอบ
กบัเชือ้ Pythium sp. พบว่าสามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้สาเหตไุดท้ี่ 0.00, 0.00, 0.00, 46.11, 0.00, 38.89 และ 0.00% 
ตามล าดบั (Figure 1) ไอโซเลท Su2S217, BaR917, BaS417 และ SuR317 สามารถยบัยัง้การเจรญิของ F. oxysporum ได ้
47.63, 0.70, 2.45 และ 0.00% ตามล าดบั (Figure 2) เมื่อน าไอโซเลททัง้หมดทดสอบกบั C. capsici พบว่าแบคทีเรีย 
เอนโดไฟตส์ามารถยบัยัง้การเจรญิไดท้ี่ 66.60, 65.13, 68.70, 65.97, 65.97, 69.75 และ 23.32% ตามล าดบั (Figure 3) 
นอกจากนัน้ เมื่อน าไอโซเลท LbRW03, SuRW01 และ SuRW02 ไปทดสอบกบัเชือ้ P. oryzae สามารถยบัยัง้เชือ้ไดท้ี่ 59.46, 63.29 
และ 63.67% ตามล าดบั (Figure 4) โดยไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพมากที่สดุในการยบัยัง้ Pythium sp และ F. oxysporum  
คือ Su2S217 ส่วนไอโซเลทท่ียบัยัง้เชือ้ C. capsici และ P. oryzae ไดด้ีที่สดุคือ SuRW01 และ SuRW02 ตามล าดบั (Table 2) 
โดยจะเห็นไดว้่าไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากทัง้มะเขือเทศและขา้ว สามารถยบัยัง้เชือ้ Pyricularia sp. สาเหตโุรคขา้ว และ C. capsici 
สาเหตโุรคแอนแทรคโนสไดม้ากกว่า 50% (ยกเวน้ SuR317 ที่ไม่สามารถยบัยัง้ C. capsici ได)้ ทว่าไม่สามารถยบัยัง้ Pythium sp. 
ไดเ้ลย นอกจากนัน้ กลุ่มไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากขา้ว (Su2S217, BaR917, BaS417 และ SuR317) ก็ไม่สามารถยบัยัง้ 
F. oxysporum ไดเ้ช่นกนั (Table 3)  

จากขอ้มลูดงักล่าว จะเห็นไดว้า่ในบางไอโซเลทไม่สามารถยบัยัง้การเจรญิของโคโลนีเชือ้สาเหตไุด  ้ เหตผุลที่ท  าให ้
เชือ้แบคทเีรียไม่สามารถยบัยัง้โรคได ้ หรือยบัยัง้ไดใ้นระดบัปานกลางสามารถเกดิไดจ้ากหลายกรณี อา้งองิจากรายงานของ 
Rosenblueth and Martinez-Romero (2006) พบวา่การตอบสนองของพืชที่มีต่อแบคทเีรียเอนโดไฟตน์ัน้ตอ้งอยูใ่นสภาพท่ี
เหมาะสม นั่นกค็ือขึน้อยู่กบัจีโนไทป์ของพืช บางสายพนัธุพ์ืชนัน้สามารถไดร้บัประโยชนจ์ากการกระตุน้การเจรญิของเชือ้ได ้ 
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แต่ยีนของพชืจะแสดงออกก็ต่อเมื่อถกูกระตุน้โดยการมีอยู่ของแบคทีเรียสายพนัธุท์ี่จ  าเพาะเจาะจงกบัพืชนัน้ ๆ ซึง่ความจ าเพาะ
เจาะจงดงักล่าวอาจเกิดไดจ้ากทัง้ความเก่ียวขอ้งทางพนัธุกรรมหรือปัจจยัอื่น ๆ เช่น ความจ าเพาะต่อเมแทบอไลตบ์างชนิด  
หรือองคป์ระกอบทางดา้นผนงัเซลล ์ เป็นตน้ จากขอ้มลูขา้งตน้ จึงอาจหมายความว่าความแตกต่างของพนัธุพ์ืชจะส่งผลให้ 
มีแบคทีเรียเอนโดไฟตท์ี่แตกต่างกันไป และในท านองเดียวกัน เชือ้สาเหตุโรคพืชก็อาจเขา้ท าลายและอยู่อาศยัในพืชดว้ย  
เหตผุลเดียวกนั จึงท าใหเ้กดิการแก่งแยง่แขง่ขนัภายในพืชชนิดนัน้ ๆ เห็นไดจ้ากการท่ีไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากพืชอาศยัชนิดหน่ึง ๆ  
จะสามารถยบัยัง้เชือ้สาเหตทุี่ก่อโรคในพืชอาศยัเดียวกนัไดด้ีและอาจสามารถยบัยัง้เชือ้ราชนิดอื่น ๆ ได ้ (Senthilkumar et al., 
2008) เนื่องจากเชือ้แบคทีเรียอาจมกีารสรา้งเอนไซมใ์นการย่อยสลายผนงัเซลลข์องเชือ้ราที่ส่วนใหญ่แลว้ประกอบดว้ยไคตนิ 
ในขณะท่ีเกือบทกุไอโซเลทไม่สามารถยบัยัง้ Pythium sp. ซึ่งผนงัเซลลส่์วนใหญ่ประกอบขึน้จากเบตากลแูคนและเซลลโูลสได ้
(Clavaud et al., 2009) อยา่งไรก็ตาม จากการพิจารณาขอ้มลูทัง้หมด ทัง้งานวจิยัก่อนหนา้และงานวิจยัปัจจบุนั พบวา่ไอโซเลท
ที่แยกไดจ้ากขา้วที่มีประสิทธิภาพมากที่สดุ คือ BaR917 เนื่องจากเมื่อน าไปทดสอบกระตุน้การเจรญิเมล็ดพนัธุข์า้ว พบวา่ 
ไอโซเลทดงักล่าวใหผ้ลลพัธท์ี่ดีที่สดุในขณะท่ีไอโซเลทอื่น ๆ ในกลุ่มเดียวกนัจะมีประสิทธิภาพนอ้ยกวา่ แมผ้ลการเลีย้งเชือ้รว่ม
จะใกลเ้คียงกนักต็าม (Changmuang et al., 2017) รวมถงึมีประสิทธิภาพในการยบัยัง้ C. capsici ที่ไม่แตกตา่งกบัสายพนัธุอ์ื่น 
ถึงแมจ้ะยบัยัง้ Pythium sp. และ F. oxysporum ไดไ้ม่เทา่ไอไซเลทในกลุ่มเดียวกนั ในขณะท่ีไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากมะเขือเทศ 
ที่มีประสิทธิภาพมากที่สดุ คือ SurW02 โดยเชือ้ดงักล่าวสามารถยบัยัง้เชือ้ F. oxysporum (Prasom et al., 2017), C. capsici 
และ P. oryzae ไดม้ากที่สดุ เมื่อพิจารณาขอ้มลูตา่ง ๆ โดยรวม จึงอาจกล่าวไดว้่า BaR917 มีประสิทธิภาพสงูสดุในขา้ว 
เนื่องจากสามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้สาเหตไุดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพไม่ต่างกบัไอโซเลทอื่น ๆ และยงัมคีวามสามารถในการ
กระตุน้การเจรญิของขา้วมากที่สดุ ในขณะท่ีเชือ้ในกลุ่มเดียวกนั ทัง้ Su2S217, BaS417 และ SuR317 เอง มีประสิทธิภาพ 
ดอ้ยกว่าในดา้นการกระตุน้การเจรญิ (Changmuang et al., 2017) ถงึแมว้่าไอโซเลทดงักลา่วอาจจะมคีวามสามารถในการ
ยบัยัง้เชือ้อื่น ๆ แต่ในภาพรวมแลว้ยงัคงมีประสิทธิภาพต ่า ในขณะที่ SuRW02 มีความสามารถในการยบัยัง้เชือ้ Pyrucularia,  
F. oxysporum และ C. capsici สงูสดุ จึงไดน้ าทัง้ 2 ไอโซเลทที่ผ่านการคดัเลือกไประบสุายพนัธุด์ว้ยวิธีการทางอณชูวีวิทยา
ต่อไป อย่างไรกต็าม จ าเป็นตอ้งมกีารศกึษาไอโซเลทอื่น ๆ ที่เหลือเพิ่มเติมดว้ยวิธีการใหม่เพื่อขยายขอบเขตความเขา้ใจ 
ในประสิทธิภาพท่ีแทจ้รงิ ตวัอยา่งเช่นไอโซเลท Su2S217 ที่ยบัยัง้เชือ้ไดท้กุชนดิ ถึงแมจ้ะยบัยัง้เชือ้บางชนิดไดไ้มถ่ึง 50%  
แต่ก็อาจจะมีศกัยภาพมากพอ ซึ่งอาจสามารถน าไปใชเ้ป็นตวัควบคุมทางชีวภาพที่มีความสามารถในการควบคุมโรคแบบ 
broad spectrum ได ้

 
 
Table 2 Dual culture results of all isolates against plant pathogenic fungi.  

Isolate 
Pythium sp. F. oxysporum C. capsica P. oryzae 

CD (cm) * %Inhibition* CD (cm) * Inhibition%* CD (cm) * Inhibition%* CD (cm) * Inhibition%* 
Control 9.00a ND ** 7.14ab ND** 5.95a ND 6.52a ND 

LbRW03 9.00a 0.00c 68.19*** 1.99c 66.60a 2.66b 59.46b 
SuRW01 9.00a 0.00c 68.33*** 2.07c 65.13a 2.40c 63.29a 
SuRW02 9.00a 0.00c 71.94*** 1.86c 68.70a 2.37c 63.67a 
Su2S217 4.85c 46.11a 3.74c 47.63a 2.02c 65.97a 66.80**** 
BaR917 9.00a 0.00c 7.09ab 0.70b 2.02c 65.97a 61.11**** 
BaS417 5.50b 38.89b 6.96b 2.45b 1.80c 69.75a 64.86**** 
SuR317 9.00a 0.00c 7.30a 0.00b 4.56b 23.32b 66.66**** 

* Different letters in the same column represent statistical different; P=0.05, ** Not determined, *** Results of these isolates have already 
reported by Prasom et al. (2017), **** Results of these isolates have already reported by Changmuang et al. (2017), CD: Colony diameter. 
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Table 3 Conclusion of dual culture result.  

* + indicated the inhibition of pathogen growth more than 50%; - indicated no inhibition or inhibition percent lower than 50%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 Effect of endophytic bacteria on Pythium sp. growth; A: Control; B: LbRW03; C: SuRW01; D: SuRW02;  

E: Su2S217; F: BaR917; G: SuR317 and H: BaS417.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Isolate Pythium sp. inhibition F. oxysporum inhibition C. capsici inhibition P. oryzae inhibition 
LbRW03 - + + + 
SurW01 - + + + 
SurW02 - + + + 
SuS217 - - + + 
BaR917 - - + + 
BaS417 - - + + 
SuR317 - - - + 
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Figure 2 Effect of endophytic bacteria on Fusarium sp. growth. A: Control; B: BaR917; C: Su2S217; D: BaS417 and 

E: SuR317. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 Effect of endophytic bacteria on Colletotrichum capsici growth. A: Control; B: SuR317; C: SuRW01; 

D: SuRW02; E: LbRW03; F: BaS417; G: Su2S217 and H: BaR917. 
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Figure 4 Effect of endophytic bacteria on Pyricularia oryzae growth. A: Control; B: LbRW03; C: SuRW01and  

D: SuRW02. 
 
ผลการระบุสายพันธุไ์อโซเลทส าคัญ (BaR917 และ SuRw02) ดว้ยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 
 จากการตรวจสอบคณุภาพของจโีนมิกดีเอ็นเอที่สกดัไดโ้ดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส บน 0.5% agarose gel 
จากนัน้เพ่ิมปรมิาณดเีอ็นเอดว้ยเทคนิคพีซีอาร ์ท าใหบ้รสิทุธ์ิและตรวจสอบคณุภาพอีกครัง้ พบดีเอ็นเอขนาดประมาณ1500 bp 
(Figure 5) หลงัจากนัน้ส่งไปวเิคราะหล์ าดบัท่ีบรษิัท Bionics โดยหลงัจากท าการเปรียบเทยีบล าดบันิวคลิโอไทดบ์นต าแหน่ง 
16s rRNA ในฐานขอ้มลู EzBioCloud และท าแผนภมูิแสดงสายววิฒันาการ พบว่า BaR917 มีล าดบัเบสที่คลา้ยคลงึกบั
แบคทีเรียในสกลุ Bacillus sp. โดยมีความใกลเ้คียงกบั Bacillus altitudinis อยู่ที่ 99.85% (Table 4, Figure 6) ในขณะท่ี 
SuRw02 มีล าดบัเบสที่คลา้ยคลงึกบัแบคทเีรียในสกลุ Sphingobacterium โดยคลา้ยคลงึกบั S. thalpophilum มากที่สดุที่ 
99.88% (Table 4, Figure 7) ซึง่เคยมีรายงานวา่ทัง้ 2 สกลุเป็นแบคทีเรียเอนโดไฟต ์และมีความสามารถในการควบคมุโรคพชื 
(Figure 6) (Patel et al., 2018) ตวัอยา่งในสกลุ Bacillus spp. เช่น B. stratosphericus ที่สามารถควบคมุโรคเนา่ในโสมที่เกิด
จากเชือ้ Cladosporium และ Fusarium (Durairaj et al., 2018) B. altitudinis ที่สามารถควบคมุเชือ้ Thanatephorus cucumeris 
(teleomorph ของ Rhizoctonia solani) ในถั่วเขียว (Sunar et al., 2013) B. aerius ที่มีรายงานว่าสรา้งสารปฏิชีวนะยบัยัง้  
Botrytis cinerea (Shafi et al., 2017) เป็นตน้ หรือสกลุ Sphingobacterium เองก็เคยมีรายงานวา่สามารถควบคมุเชือ้ราในสกลุ 
Fusarium sp. ในระดบัหนึ่งเช่นกนั (Sturz et al., 1999) 
 
Table 4 Percent similarity of referenced species in this study. 

Isolate Ascension number Species Percent similarity 
BaR917 ASJC01000029 Bacillus altitudinis 99.85 
SuRW02 AJ438177 Sphingobacterium thalpophilum 99.88 
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Figure 5 The primer pair 27F and 1492R were used to amplify a 1500 bp DNA product that is characteristic of 

bacterial 16s rRNA gene. Lane 1: 1 kb DNA ladder; Lane 2: PCR product from BaR917; Lane 3: PCR 
product from SuRW02.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 Phylogenetic tree of BaR917 using Neighbor-joining method based on 16s rRNA sequences with boostraps 

values at 1000. A number on each branch indicated bootstrap percentage. Aeribacillus pallidus was used 
as outgroup. 
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Figure 7 Phylogenetic tree of SuRW02 using Neighbor-joining method based on 16s rRNA sequences with 

boostraps values at 1000. A number on each branch indicated bootstrap percentage. Anseongella 
ginsenosidimutans was used as outgroup. 

 
สรุปผลการศึกษา 

แบคทีเรียเอนโดไฟต ์ไอโซเลท LbRW03, SuRW01, SuRW02, Su2S217, BaR917, BaS417 และ SuR317 มีการ
เจรญิเติบโตเป็นปกติ เมื่อน าเชือ้ไอโซเลท LbRW03, SuRW01 และ SuRW02 ไปทดสอบกบัเชือ้ P. oryzae สามารถยบัยัง้ 
เชือ้ไดท้ี่ 59.46, 63.29 และ 63.67% ตามล าดบั ไอโซเลท SuRW02, Su2S217, BaR917, BaS417 และ SuR317 สามารถ 
ยบัยัง้การเจรญิของ F. oxysporum ได ้ 47.63, 0.70, 2.45 และ 0.00% ตามล าดบั ในขณะที่เมื่อน าไอโซเลททัง้หมด  
คือ LbRW03, SuRW01, SuRW02, Su2S217, BaR917, BaS417 และ SuR317 ไปทดสอบกบัเชือ้ Pythium sp. พบว่าสามารถ
ยบัยัง้การเจรญิของเชือ้สาเหตไุดท้ี่ 0.00, 0.00, 0.00, 46.11, 0.00, 38.89 และ 0.00% ตามล าดบั และ C. capsici ที่ 66.60, 
65.13, 68.70, 65.97, 65.97, 69.75 และ 23.32% ตามล าดบั เมื่อน า 2 ไอโซเลทส าคญั คือ BaR917 และ SuRW02 ไประบ ุ
สายพนัธุด์ว้ยเทคนิคทางอณชูวีวทิยา พบว่ามีล าดบัเบสที่คลา้ยคลงึกบัแบคทีเรยีในสกลุ Bacillus sp. และ Sphingobacterium 
thalpophilum ตามล าดบั 
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