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Abstract  

Phosphate Solubilization Potential and Stress Tolerance of Rhizobacteria from 

Rice Soil in Northern Thailand 
 

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) are known to influence plant 

growth by various direct or indirect mechanisms. A total of 216 phosphate-

solubilizing bacterial isolates were isolated from different rice rhizospheric soil in 

Northern Thailand. These isolate were screened in vitro for their plant growth 

promoting activities such as solubilization of inorganic phosphate, ammonia 

(NH3),catalase and cell wall degrading enzyme activity. It was found that 100 % 

solubilized inorganic phosphate, 77.77% produced NH3 and most of the isolates were 

positive for catalase. In addition, some strains also produced cell wall degrading 

enzymes such as protease (7%), chitinase (1%), cellulase (3%) and β-glucanase (3%), 
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as evidenced by phenotypic characters, biochemical tests and quantitative assays 

using spectrophotometer. The isolates could exhibit more than two or three plant 

growth promoting (PGP) traits, which may promote plant growth directly, indirectly 

or synergistically. Part of this study focused on the effect of NaCl, temperature, and 

pH on a specific the bacterial isolate Acinetobacter CR 1.8. Strain CR 1.8 that was 

able to grow on up to 25 % NaCl, between 25 and 55ºC, and at pH 5 to 9. Maximum 

solubilization of tricalcium phosphate and aluminium phosphate was obtained at 

neutral pH, and 37ºC. Strain CR 1.8 had protease activity but no cellulase,                 

β-glucanase and chitinase activities.  

 

Screening Siderophore Producing Bacteria as Potential Biological Control 

Agents for Fungal Rice Pathogens in Thailand 

 

Rice (Oryza sativa) is a staple food in Thailand and, in addition, feeds around 

a half of the world's population. Therefore, diseases of rice are of special concern. 

Rice is destroyed by 2 main pathogens, Fusarium oxysporum and Pyricularia oryzae 

the causative agents of root rot and blast in rice respectively. These pathogens result 

in low grain yield in Thailand and other Southeast Asian countries. Soil samples were 

taken from paddy fields in Northern Thailand and bacteria were isolated using the soil 

dilution plate method on Nutrient agar. Some 216 bacterial isolates which were 

subsequently tested for their siderophore production and effectiveness in inhibiting 

mycelial growth, in vitro,of the rice pathogenic fungi; Alternaria, Fusarium 

oxysporum, Pyricularia oryzae and Sclerotium sp, the causal agent of spot, root rot 

and blight in rice. It was found that 23 % of the bacteria isolated produced 

siderophore on both solid and liquid media using dual culture technique, the 
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siderophore producing rhizobacteria showed a strong antagonistic effect against the 

Alternaria (35.4 %), Fusarium oxysporum (37.5 %), Pyricularia oryzae (31.2 %) and 

Sclerotium sp (10.4%)  strains tested. Streptomyces A 130 and Pseudomonas MW 2.6 

in particular showed a significant higher antagonistic effect against Alternaria sp 

while Ochrobactrum anthropi D5.2 exhibited a good antagonistic effect against        

F. oxysporum. Bacillus firmus D 4.1 inhibited P. oryzae and Kocuria rhizophila 

4(2.1.1) strongly inhibited Scelorotium sp. Pseudomonas aureofaciens AR1 was the 

best siderophore producer overall and secreted hydroxamate type siderophore.        

This strain exhibits an in vitro antagonistic effect against Alternaria sp., F. oxysporum 

and P. oryzae.  Siderophore production in this isolate was maximal after 15 days and 

at an optimal temperature of 30ºC, yielding 108.73 ± 1.39 µg ml-1of siderophore.   

The most effective isolates were identified by biochemical tests and molecular 

techniques as members of the Genus Bacillus, Pseudomonas and Kocuria including  

B. firmus D 4.1, P. aureofaciens AR1 and Kocuria rhizophila 4(2.1.1).The study 

demonstrated antagonistic activity towards the target pathogens discussed and are thus 

potential agents for biocontrol of soil borne diseases of rice in Thailand and other 

countries. 
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Screening and Optimization of Indole-3-Acetic Acid Production and Plant 

Growth Promoting Activities 

 

A total of 216 bacterial strains were isolated from rice rhizospheric soils in 

northern Thailand. The bacterial strains were initially tested for indole acetic acid 

(IAA) production; selected strains were then tested for optimized conditions for IAA 

production and whether these caused stimulatory effects on bean and maize seedling 

growth. It was found that 18.05 % produced IAA. The best IAA producer was 

identified by biochemical testing and 16S rDNA sequence analysis as Klebsiella     

SN 1.1. In addition to being the best IAA producer, this strain was a high P-solubilizer 

and produced the highest amount of IAA (291.97 ± 0.19 ppm) in culture media 

supplemented with L-tryptophan. The maximum production of IAA was achieved 

after 9 days of incubation. The culture requirements were optimized for maximum 

IAA production. The tested of IAA production by selected isolates was studied in a 

medium with 0, 0.1, 0.2, 0.5, 0.7 and 0.9 % (v/v) L-tryptophan. Low levels            

(12.6 ppm) of IAA production was recorded without tryptophan addition. Production 

of IAA in Klebsiella SN 1.1 increased with an increase to 0.2% (v/v) tryptophan 

concentration. The production of IAA was further confirmed by extraction of crude 

IAA from this isolate and subsequent Thin Layer Chromatography (TLC) analysis.    

A specific spot from the extracted IAA production was found to correspond with a 

standard spot of IAA with the same Rf value. The Klebsiella strain SN 1.1 also 

demonstrated stimulatory effects on bean seedlings in vivo.   
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Antifungal Activity of a Rhizobacteria Against Plant Pathogenic Fungi 

 

Strain SN 4.1 was isolated from rice rhizospheric soil and identified as 

Burkholderia  gladioli on the basis of biochemical tests. This bacterium exhibits a 

broad-spectrum antifungal activity towards phytopathogenic fungi. The antifungal 

metabolite produced by SN 4.1 was extracted, purified and characterized using 

nuclear magnetic resonance (NMR) and mass spectroscopy (MS). Production of 

indole-3-acetic acid (IAA), catalase, phosphatase, phosphate solubilization activity 

and protease in SN 4.1 was determined. Strain SN 4.1 did not produce ß-glucanase, 

cellulase and chitinase. The antifungal metabolite produced by SN 4.1 has been 

identified as pyridine compound on the basis of NMR and MS data. Strain SN 4.1 

showed a broad-spectrum antifungal activity towards a range of phytopathogenic 

fungi. This bacterium also showed several plant growth-promoting traits but did not 

show the traits attributed to deleterious rhizobacteria. This strain can be used as 

biofertilizer and antagonist against a range of phytopathogenic fungi that infect rice.  

 

Biocontrol of Pythium damping-off in Rice by Rhizobacteria 

 
The Pythium biocontrol rhizobacteria strains were examined using a rice 

seedling emergence bioassay. All strains significantly increased the percentage of 

seedling emergence following inoculation with approximately 1250 propagal g-1 soil 

of Pythium. There was no significant difference between the fresh root weight of three 

selected bacteria-inoculated and -uninoculated  plants in the absence of Pythium; 

however, the plant height, root length and reduction in fungal disease of bacteria-

inoculated plants was significantly higher than that of the uninoculated control plants 
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with bacteria in the presence of Pythium spp. This study indicates that selected 

rhizobacteria strains have potential for control of seedling disease of rice and for plant 

growth promotion. 

 

Biocontrol of Rhizoctonia solani in Bean by Using Antagonistic Rhizobacteria 

 

Pseudomonas and Burkholderia are ubiquitous bacteria that are common 

inhabitants of the rhizosphere. Six bacterial isolates from the rhizosphere of cocoyam 

and rice were assessed as potential biocontrol agents in this study. Two different 

anastomosis groups (AGs) of Rhizoctonia solani, the intermediate aggressive AG 2-2 

and the highly aggressive AG 4 HGI, were included in experiments with bean plants. 

Fungal inhibition tests were performed by a plate assay. Biocontrol activity was 

evaluated in greenhouse trials. All bacterial isolates with antifungal activity against 

Rhizoctonia  solani  were found as in vitro antagonism which was shown as inhibition 

zones in the dual-culture assay. The wild type strain CMR 12a reduced disease 

severity caused by both R. solani AGs. A biosurfactant-deficient, a phenazine-

deficient mutant of CMR 12a and Pseudomonas D5.4 still protected bean plants, 

however, lesser extent compared to wild type. Two mutants deficient in production of 

both phenazines and biosurfactants and Burkholderia SN 4.1 loss their biocontrol 

activity. Microscopic observations revealed pronounced more branching and denser 

mycelium of both R. solani AGs in all tested bacteria except a mutant deficient in 

production of phenazines and biosurfactants. 

 

Key words: Antifungal Activities, Pathogenic fungi, Plant Growth Promoting 

Activities, Rhizobacteria,  Rice 
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บทคัดยอ 

 

ศักยภาพในการละลายฟอสเฟตและความทนทานของแบคทีเรียบริเวณรากขาวในพื้นที่ภาคเหนือ
ของประเทศไทย 
 

แบคทีเรียท่ีสงเสริมการเจริญของพืช   จะแสดงอิทธิพลตอการเจริญของพืชโดยวิธีทางตรง
และทางออม  แบคทีเรียจํานวน 216 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจากดินบริเวณรากขาวในพื้นที่ภาคเหนือ
ของประเทศไทย   นํามาทดสอบความสามารถในการสงเสริมการเจริญของพืช   ไดแก  
ความสามารถในการละลายอนินทรียฟอสเฟต  การผลิตแอมโมเนีย  การผลิตเอนไซมแคตาเลสและ
เอนไซมยอยสลายผนังเซลล  จากการทดลอง พบวา 100 % แสดงความสามารถในการละลายอนิ
นทรียฟอสเฟต  77%  ผลิตแอมโมเนีย และ แบคทีเรียทดสอบทั้งหมดแสดงผลบวกตอการผลิต
เอนไซมแคตาเลส  และ  บางสายพันธุสามารถผลิตเอนไซมในการยอยผนังเซลล   ไดแก  
ความสามารถในการผลิตเอนไซมโปรติเอส จํานวน 7%  ไคติเนส  จํานวน  1%  เซลลูเลส จํานวน  
3% และ เบตากลูคาเนส  จํานวน 3%  เมื่อทดสอบโดยวิธีชีวเคมีและการวัดคาการดูดกลืนแสง  
แบคทีเรียทดสอบแสดงความสามารถในการสงเสริมการเจริญของพืชมากกวาสองหรือสาม วิธี ท้ัง
แบบทางตรง  ทางออม และ ผสมผสาน สวนหนึ่งของงานวิจัยนี้ศึกษาผลของโซเดียมคลอไรด  
อุณหภูมิ และ พีเอช ตอ  Acinetobacter  ไอโซเลท  CR 1.8  สายพันธุ CR 1.8 สามารถเจริญใน
เกลือท่ีมีความเขมขนเกิน 2.5 %  ชวงอุณหภูมิท่ีเจริญไดอยูระหวาง 25 ถึง 55ºC และ ชวงพีเอช 
ระหวาง 5 ถึง 9 แบคทีเรียดังกลาวสามารถละลายไตรแคลเซียมฟอสเพตและอลูมิเนียมฟอสเฟตได
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สูงที่สุดท่ีพีเอชเปนกลาง  ท่ีอุณหภูมิ  30ºC และ สามารถผลิตเอนไซมโปรติเอส  แตไมสามารถ
ผลิตเอนไซม เซลลูเลส  เบตากลูคาเนส และไคติเนส 

 
การคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตไซเดอโรฟอรที่มีศักยภาพในการควบคุมราโรคขาวในประเทศไทย 
 

ขาว  (Oryza  sativa)  เปนพชือาหารหลักที่สําคัญในประเทศไทยและมีการเพาะปลูกใน
ปริมาณครึ่งหนึ่งของโลก  เชื้อราท่ีสําคัญ 2 ชนิด ท่ีเขาทําลายขาวไดแก Fusarium  oxysporum 
และ Pyricularia  oryzae ซ่ึงเปนสาเหตุการเกิดโรครากเนาและโรคใบไหมในขาว  เชื้อรากอโรค
ท้ังสองชนิดสงผลใหผลผลิตขาวลดลงทั้งในประเทศไทยและกลุมประเทศทางเอเชียตะวันออกเฉียง
ใต  จากการแยกแบคทีเรียจากตัวอยางดินที่เก็บจากนาบริเวณภาคเหนือของประเทศไทย  พบวา
สามารถแยกแบคทีเรียไดท้ังหมด  จํานวน 216 ไอโซเลท  นํามาทดสอบความสามารถในการผลิต
ไซเดอโรฟอรและประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคขาว ไดแก  Alternaria sp., 
Fusarium  oxysporum, Pyricularia  oryzae และ Sclerotium sp. ซ่ึงเปนเชื้อสาเหตุโรค     
ใบจุด  โรครากเนา  และ โรคใบไหมในขาว  พบวา 23 % ของแบคทีเรียท่ีแยกไดสามารถผลิต     
ไซเดอโรฟอรบนอาหารแข็งและในอาหารเหลว  การทดสอบโดยวิธี dual culture ของจุลินทรียท่ี
ผลิตไซเดอโรฟอร พบวา  จุลินทรียดังกลาวแสดงการเปนเชื้อปฎิปกษ ตอ Alternaria sp. จํานวน  
25.4 % Fusarium oxysporum  จํานวน 37.5 %  Pyricularia oryzae  31.2 % และ 
Sclerotium sp. จํานวน 10.4 % ของแบคทีเรียท่ีทดสอบทั้งหมด Streptomyces  A 130 และ 
Pseudomonas  MW 2.6 แสดงผลการเปนเชื้อปฎิปกษตอ  Alternaria  sp. อยางมีนัยสําคัญ 
และ Ochrobactrum anthropi  D 5.2 แสดงผลการเปนเชื้อปฎิปกษตอ F. oxysporum   
Bacillus  firmus D 4.1 สามารถยับยั้ง  P. oryzae  และ Kocuria rhizophila 4(2.1.1) 
แสดงผลการยับยั้ง  Sclerotium sp. Pseudomonas  aureofaciens AR 1 เปนแบคทีเรียท่ี
สามารถผลิตไซเดอโรฟอรไดดีท่ีสุดและผลิตไซเดอโรฟอรชนิด  hydroxamate และ แสดง
ความสามารถในการเปนเชื้อปฎิปกษตอ Alternaria  sp., F. oxysporum และ  P. oryzae 
แบคทีเรียดังกลาวสามารถผลิต    ไซเดอโรฟอรไดสูงสุด  ปริมาณ 108 ± 1.39 µg ml-1             
เม่ือเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ  30ºC  เปนระยะเวลา  15 วัน  เมื่อจําแนกชนิดโดยวิธีการทดสอบทาง
ชีวเคมีและเทคนิคทางโมเลกุล  พบวาจัดอยูในจีนัส  Bacillus, Pseudomonas และKocuria 
ไดแก  B. firmus D 4.1, Pseudomonas aureofaciens AR 1 และ Kocuria  rhizophila 

4(2.1.1) การศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการเปนเชื้อปฎิปกษตอเชื้อกอโรค  
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และ  ความเปนไปไดในการใชแบคทีเรียดังกลาวในการควบคุมรากอโรคขาวในประเทศไทยและ
ประเทศอ่ืนๆ 

 
การคัดแยกและการหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตไอเอเอ และ ความสามารถในการสงเสริมการ
เจริญของพืช 
 

แบคทีเรียจํานวน 216 สายพันธุท่ีแยกไดจากบริเวณรากขาวในพื้นที่ภาคเหนือของประเทศ
ไทย  นํามาทดสอบความสามารถในการผลิตกรดอินโด  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไอเอ
เอ และ ผลการกระตุนการงอกของถ่ัวและขาวโพด  จากการวิจัยพบวา 100 % ของแบคทีเรีย
ทดสอบสามารถละลายอนินทรียฟอสเฟต และ 18.05 % ผลิตไอเอเอ      จุลินทรียท่ีผลิตไอเอเอได
สูงท่ีสุดนําไปจัดจําแนกโดยวิธีทางชีวเคมี พบวา จัดอยูในจีนัส  Klebsiella  SN 4.1 โดยสามารถ
ผลิตไอเอเอไดในปริมาณ 291.97 ± 0.19 ppm ในอาหารเล้ียงเชื้อท่ีมี L-tryptophan เปน
สวนประกอบ  ไอเอเอผลิตไดสูงท่ีสุด ภายหลังจากการเลี้ยงเชื้อได  9 วัน และ สภาวะที่เหมาะสม
ตอการผลิตไอเอเอ คือ การเพาะเล้ียงในอาหารที่มีปริมาณของ L-tryptophan 0, 0.1, 0.2, 0.5, 

0.7 และ 0.9 % (v/v) และเมื่อเพาะเล้ียงในสภาวะที่ไมมี L-tryptophan เปนองคประกอบ 
แบคทีเรียสามารถผลิตไอเอเอไดในปริมาณ 12.6 ppm ความสามารถในการผลิตไอเอเอเพิ่มขึ้นเมื่อ
ความเขมขนของ L-tryptophan เทากับ 0.2 % (v/v) การผลิตไอเอเอยืนยันผลโดยการสกัดน้ํา
กรองเล้ียงเชื้อจากแบคทีเรียและทดสอบโดยวิธี  Thin Layer Chromatography (TLC) พบวา 
จุดท่ีไดจากน้ํากรองเล้ียงเชื้อท่ีสกัดแลวและจุดท่ีไดจากสารมาตรฐานไอเอเอ มีความเกี่ยวพันธุกัน 
Klebsiella  SN 1.1 แสดงผลการกระตุนการงอกของถ่ัวและขาวโพด 

 
สารยับยั้งเชื้อราจากแบคทีเรียบริเวณรากพืชตอการควบคุมราโรคพืช  
 

สายพันธุ SN 4.1 ซ่ึงแยกไดจากดินบริเวณรากขาวและจัดจําแนกโดยอาศัยคุณสมบัติทาง
ชีวเคมี คือ  Burkholderia  gladioli  ซ่ึงแสดงคุณสมบัติยับยั้งราโรคพืช  สารยับยั้งรากอโรคพืช
จากสายพันธุ SN 4.1 ไดนํามาสกัด  ทําใหบริสุทธ์ิ และ จัดจําแนกชนิดโดยใชเทคนิค nuclear 

magnetic resonance (NMR) และ mass spectroscopy (MS) จากนั้นนํามาทดสอบคุณสมบัติ
ในการผลิตไอเอเอ  คาตาเลส  ฟอสฟาเตส และการยอยสลายอนินทรียฟอสเฟต  พบวาสายพันธุ 
SN 4.1  ไมสามารถผลิตเอนไซม เบตากลูคาเนส  เซลลูเลส และไคติเนส  สารยับยั้งเชื้อราจากสาย
พันธุ   SN 4.1 คือ สารประกอบไพริดีน โดยอาศัยขอมูลการจัดจําแนกของ NMR และ MS สาย
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พันธุ   SN 4.1 แสดงความสามารถในการยับยั้งเชื้อรากอโรคไดหลายชนิดและ สามารถสงเสริม
การเจริญของพืชแตไมแสดงคุณสมบัติโดยรวมของแบคทีเรียบริเวณรากพืช  แบคทีเรียชนิดนี้ 
สามารถนําไปใชเปนปุยชีวภาพและจุลินทรียปฏิปกษตอเชื้อรากอโรคขาว 

 
 การควบคุมโรครากเนาจาก Pythium ในขาวโดยแบคทีเรียบริเวณรากพืช 
 

การควบคุม Pythium โดยจุลินทรียบริเวณรากขาว ทดสอบโดยใชการงอกของเมล็ดขาว 
ทุกสายพันธุเพิ่มเปอรเซ็นตการงอกของเมล็ดหลังจากการเพาะดวย1250 propagules g-1 

Pythium ชุดทดลองที่เพาะและไมเพาะแบคทีเรียท่ีคัดเลือกทั้งสามชนิด ไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญ ของน้ําหนักรากสด  อยางไรก็ตาม ความสูงของพืช  ความยาวของราก และ การลดรากอ
โรคของ ชุดทดลองที่มีการเพาะแบคทีเรียมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญมากกวาพืชท่ีเพาะดวย 
Pythium แตไมมีการเพาะดวยแบคทีเรีย การทดลองนี้แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียบริเวณรากพืชสาย
พันธุท่ี คัดเลือกมีความสามารถในการควบคุมโรคขาวในระยะการงอก และ สงเสริมการเจริญของ
พืช 

 
การควบคุม  Rhizoctonia  solani ในถั่วทางชีวภาพโดยใชแบคทีเรียปฎิปกษที่อยูบริเวณรากพืช 
 Pseudomonas และ Burkholderia เปนแบคทีเรียท่ีพบทั่วไปในบริเวณรากพืช  
แบคทีเรีย  6 สายพันธุท่ีแยกไดจากรากของ cocoyam และ ขาว ท่ีแสดงคุณสมบัติควบคุมทาง
ชีวภาพ และ Rhizoctonia  solani AG 2-2 และ AG 4 HGI ใชในการทดสอบในถั่ว             
การทดสอบการควบคุมรากอโรค  ใชวิธี plate assay การควบคุมทางชีววิธีทดสอบใน                
โรงเรือน  แบคทีเรียทุกไอโซเลท แสดงขอบเขตการยับยั้ง Rhizoctonia  solani  เมื่อทดสอบแบบ 
dual-culture  CMR 12a  สายพันธุตนแบบลดความสามารถในการเกิดโรคของ  R. solani AGs 
ไดท้ัง 2 ชนิด  biosurfactant-deficient CMR 12 a mutant  phenazine-deficient  CMR 12a 

mutant และ Pseudomonas D 5.4 ยังคงปองกันถ่ัวแตมีประสิทธิภาพนอยกวาเชื้อตนแบบ  
phenazine and biosurfactant-deficient CMR 12a mutant และ Burkholderia SN 4.1 

สูญเสียความสามารถในการควบคุมโรคพืช การตรวจสอบใตกลองจุลทรรศน แสดงใหเห็นการแตก
กิ่งและความหนาทึบของเสนใย R. solani AGs ในแบคทีเรียทดสอบทุกชนิด ยกเวน phenazine 
and biosurfactant-deficient CMR 12a mutant 
 
 

คําสําคัญ: การยับยั้งเชื้อรา, เชื้อรากอโรค, จุลินทรียบริเวณรากพืช, การสงเสริมการเจริญของพืช, 
ขาว  


