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บทคัดย่อ 
โรคผลเน่าเป็นปัญหาท่ีสำคัญในกระบวนการผลิตอะโวคาโด การจัดการโรคด้วยสารเคมีเป็นวิธีการท่ีสะดวก

และรวดเร็ว แต่ส่งผลกระทบทางลบด้านสุขภาพและสิ่งแวดล้อมตามมา งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินประสิทธิภาพ
การควบคุมโรคผลเน่าของอะโวคาโดด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus subtilis สายพันธุ์ AS14 และAS80 ท่ีคัดแยกได้จาก
ดินบริเวณรากต้นอะโวคาโด และแบคทีเรียพันธุ์กลายของท้ังสองสายพันธุ์ท่ีได้จากการชักนำด้วยเทคนิคพลาสมาเย็น จากการ
นำ B. subtilis สายพันธุ์ AS14 และAS80 มาอาบด้วยพลาสมาอาร์กอนและฮีเลียม ความต่างศักย์ในการกำเนิดพลาสมา 85 
โวลต์ อัตราการไหลของแก๊ส 2 ลิตรต่อนาที เป็นเวลาออก 1, 2, 3 และ 5 นาที พบว่าแบคทีเรียท่ีรอดชีวิตบนอาหารแข็ง 
Luria Bertani (LB) จำนวน 581 ไอโซเลท และจากการประเมินประสิทธิภาพการยับย้ังการเจริญของเส้นใยเชื้อรา  
Fusarium spp. ด้วยวิธี Dual culture บนอาหารแข็ง Potato dextrose agar (PDA) พบแบคทีเรียพันธุ์กลายของ B. 
subtilis สายพันธุ์ AS80  จำนวน 4 ไอโซเลท ได้แก่ 80MT15, 80MT144, 80MT163 และ 80MT165 มีความสามารถใน
การยับย้ังการเจริญของเส้นใยเชื้อราอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับ B. subtilis สายพันธุ์ AS80 โดยมีค่าเฉลี่ยร้อยละ
การยับย้ังการเจริญเติบโตของเส้นใยของเชื้อราเท่ากับ ร้อยละ 83.4, 86.3, 85.2 และ 82.8% ตามลำดับ ในขณะท่ีสายพันธุ์
ดั้งเดิมมีค่าการยับย้ังร้อยละ 76.4 หลังจากบ่มเป็นเวลา 14 วัน และไม่พบความสามารถในการยับย้ังการเจริญของเส้นใยเชื้อ
ราของแบคทีเรียพันธุ์กลาย 80MT123 และเมื่อนำเส้นใยของเชื้อราด้านท่ีติดกับโคโลนีของแบคทีเรียมาตรวจสอบภาตใต้ก
ล้องจุลทรรศน์ใช้แสงแบบเลนส์ประกอบ พบลักษณะหงิกงอ บวม และข้อปล้องสั้น แตกต่างกับบริเวณเส้นใยของเชื้อราด้าน
ควบคุม (ไม่ติดกับแบคทีเรีย) จะมีเส้นใยตรง เรียบ และข้อปล้องยาว จากนั้นทดสอบความสามารถในการยับย้ังการเกิดโรค
ผลเน่าบนผลอะโวคาโดด้วยแบคทีเรียสายพันธุ์ด้ังเดิม (B. subtilis สายพันธุ์ AS80) และสายพันธุ์กลายท้ัง 5 ไอโซเลท พบว่า 
แบคทีเรียไอโซเลท 80MT165 มีค่าเฉลี่ยการยับย้ังการเกิดโรคสูงที่สุด (ร้อยละ 77.59) รองลงมาคือ 80MT163, 80MT144 
และ 80MT15 ซึ่งมีค่าเฉลี่ยการยับย้ังการเกิดโรคเท่ากับร้อยละ75.71, 74.12 และ 71.15 ตามลำดับ และ 80MT123 ไม่มี
ความสามารถในการยับย้ังการเกิดโรค และจากการตรวจสอบกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์เซลลูเลส อะไมเลส โปรติเอส และ
ไคติเนส พบว่าเอนไซม์ท่ีสำคัญในการยับย้ังการเจริญเส้นใยของ B. subtilis สายพันธุ์ AS80 และแบคทีเรียพันธุ์กลายท้ัง 4 
ไอโซเลท คือ เอนไซม์ไคติเนสและ เซลลูเลส ดังนั้น แบคทีเรียพันธุ์กลายท้ัง 4 ไอโซเลทจึงเหมาะสมท่ีจะนำไปใช้ในการพัฒนา
เป็นสารชีวภัณฑ์ในการควบคุมโรคผลเน่าของอะโวคาโดได้อย่างมีประสิทธิภาพและเป็นมิตรต่อมนุษย์และสิ่งแวดล้อม 
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ABSTRACT 

One major issue in the cultivation of avocados is avocado fruit rot. Chemical control has 
detrimental effects on both the environment and human health, despite being a quick and easy 
solution. The purpose of this study was to assess the effectiveness of antagonistic Bacillus subtilis strains 
AS14 and AS80, which were isolated from the soil of the avocado rhizosphere, as well as their mutant 
strains that were created using a cold plasma approach, in controlling the disease known as avocado 
fruit rot. The B. subtilis strains AS14 and AS80 were treated with argon and helium plasma at a plasma-
generating potential of 85 volts and a gas flow rate of 2 liters per minute for 1, 2, 3, and 5 minutes. A 
total of 581 surviving bacterial isolates were obtained on Luria Bertani (LB) agar. The efficacy of these 
isolates in inhibiting the mycelial growth of Fusarium spp. was evaluated using the dual culture method 
on Potato Dextrose Agar (PDA). Four mutant isolates of B. subtilis strain AS80 namely 80MT15, 80MT144, 
80MT163, and 80MT165 showed significantly higher inhibitory effects compared to the wild type strain (B. 
subtilis AS80). The average percentage of mycelial growth inhibition was 83.4%, 86.3%, 85.2%, and 
82.8%, respectively, while the wild type strain showed a 76.4% inhibition after 14 days of incubation. 
Moreover, there was no inhibition observed in isolate 80MT123. Microscopic examination of the fungal 
hyphae adjacent to the bacterial colonies revealed morphological changes such as coiling, swelling, and 
shortened septal compartments, which were absent in the control hyphae (not in contact with bacteria). 
Furthermore, the ability of the five selected isolates and the wild type strain to control fruit rot disease 
was tested on avocado fruit. Bacterial isolate, 80MT165, exhibited the highest average inhibition of 
disease development (77.59%), followed by 80MT163 (75.71%), 80MT144 (74.12%), and 80MT15 (71.15%) 
while 80MT123 showed no inhibitory effect. Analysis of specific enzymatic activities (cellulase, amylase, 
protease, and chitinase) revealed that chitinase and cellulase enzymes were primarily responsible for the 
inhibition of mycelial growth in B. subtilis strain AS80 and the four effective mutant isolates. Therefore, 
these four mutant isolates are suitable for development as biological agent for the effective and 
environmentally friendly control of avocado fruit rot disease. 
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บทที่1 

 

บทนำ 

 

ความเป็นมาและความสำคญั 

อะโวคาโด (Persea americana Mill) เป็นไม้ผลกึ่งเขตร้อนที่มีถ่ินกำเนิดในประเทศเม็กซิโก 

และอเมริกากลาง มีการผลิตและบริโภคอย่างกว้างขวางทั่วโลก อะโวคาโดจัดอยู่ในวงศ์ Lauraceae 

ซึ่งมีมากกว่า 150 สายพันธ์ุ ในประเทศไทยมีการเพาะปลูกอะโวคาโดมายาวนานไม่น้อยกว่า 80 ปี 

พบว่ามีการเพาะปลูกในหลายพื้นที่ทั่วประเทศได้แก่ เชียงใหม่ ลำพูน ตาก นครราชสีมา และ จันทบุรี 

เป็นต้น (กรมวิชาการเกษตร, 2559) โดยภาคเหนือมีพื้นที่การปลูกอะโวคาโดมากที่สุด คิดเป็นร้อยละ 

97 ของพื้นที่ทั่วประเทศ และจังหวัดเชียงใหม่เป็นแหล่งเพาะปลูกอะโวคาโดมากที่สุด มีพื้นที่

เพาะปลูกโดยรวม 11,309 ไร่ (ธาวิดา ศิริสัมพันธ์, 2565) สายพันธ์ุที่นิยมปลูกมากที่สุด คือ สายพันธ์ุ

แฮส เนื่องจากเป็นสายพันธ์ุที่เป็นต้องการของตลาด เนื้อผลดี ไขมันสูง และมีราคาสูง จนเป็นผลไม้

เศรษฐกิจที่สำคัญชนิดหนึ่งบนพื้นที่สูง อะโวคาโดเป็นผลไม้ที่มีคุณค่าทางอาหารสูง (super fruit) 

(ศรัญญา อุทธิยาเส้า และคณะ, 2559) อะโวคาโดมีคุณค่าทางโภชนาการสูง โดยเฉพาะกรดไขมันไม่

อิ่มตัว (ไขมันดี) วิตามินต่างๆ เช่น วิตามิน E, K, C และโพแทสเซียม ช่วยป้องกันจากโรคต่าง ๆ เช่น 

โรคหัวใจ โรคหลอดเลือด และลดความเสี่ยงการเกิดมะเร็งเปน็ต้น (Villa-Rodríguez et al, 2011) จึง

เป็นที่ต้องการผู้บริโภคที่รักสุขภาพ 

ปัจจุบันพบว่าปัญหาหลักในกระบวนการผลิตอะโวคาโด คือ การสูญเสียผลผลิตจากการบุก

รุกของแมลงและ เช้ือรา ทั้ งนี้ เช้ือ ราที่ เป็ นสาเหตุหลัก คือ  เช้ือราสกุล  Fusar ium  และ

Collectotrichum ซึ่งก่อให้เกิดโรคผลเน่าและแอนแทรคโนส การเกิดโรคเหล่านี้ส่งผลทำให้ผล

ผลิตอะโวคาโดนั้นลดลง และส่งผลกระทบต่อเศษฐกิจเป็นวงกว้าง (มติชน, 2562) ดังนั้นเกษตรกรจึง

ต้องพึ่งพาสารเคมีในการควบคุมเช้ือราสาเหตุของโรคซึ่งนิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย เนื่องจากมี

ประสิทธิภาพและออกฤทธ์ิชัดเจนและรวดเร็วอีกทั้งยังสามารถที่จะควบคุมการกระจายของเช้ือรา

สาเหตุของโรคได้ แต่ในทางกลับกันการใช้สารเคมีอย่างต่อเนื่อง และการใช้อย่างไม่มีการควบคุมจะส่ง
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ผลกระทบต่อความปลอดภัยทั้งตัวเกษตรกร ผู้บริโภค รวมทั้งสภาพสิ่งแวดล้อม อีกทั้งเช้ือราจะพัฒนา

ในการต้านทานต่อสารเคมีเหล่านี้ได้ (สุพจน์ กาเซ็ม , 2558) ปัจจุบันจึงมีการค้นคว้าทางเลือกที่จะ

ควบคุมโรคพืชโดยไม่ส่งผลกระทบต่อมนุษย์ สัตว์ และสิ่งแวดล้อม ด้วยวิธีการทางชีวภาพโดยใช้สาร

ควบคุมทางชีวภาพจากแบคทีเรีย ถือเป็นทางเลือกที่ปลอดภัยและยั่งยืนมากกว่าสารกำจัดศัตรูพืช

สังเคราะห์ (Daranas et al, 2019) จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารต่อต้านเช้ือราสาเหตุของโรค อาศัย

กลไกหลายรูปแบบในการเป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือราสาเหตุของโรค เช่น การผลิตเอนไซม์ หรือสาร

ปฏิชีวนะยับยั้งการเจริญของเช้ือรา โดยที่ไม่ก่อให้เกิดความเสียหายต่อพืช และบางชนิดกระตุ้นการ

เจริญเติบโตของพืช และส่งเสริมความทนทานของพืชได้ (นลินี ศิวากรณ์ และคณะ, 2553)  

งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นประเมินประสิทธิภาพการเป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือสาเหตุโรคผลเน่าของ

แบคทีเรีย B. subtilis ที่แยกได้จากดินบริเวณรากต้นอะโวคาโดและปรับปรุงประสิทธิภาพการเป็น

ปฏิปักษ์ต่อเช้ือราก่อโรคของแบคทีเรีย B. subtilis ด้วยเทคนิคพลาสมาเย็นและศึกษากิจกรรม

เอนไซม์มีผลต่อการเจริญของเช้ือรา เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียที่เหมาะสมในการพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์

ควบคุมเช้ือราก่อโรคผลเน่าที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม และลดต้นทุนในกระบวนการผลิตให้แก่เกษตร 

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพื่อประเมินประสิทธิภาพ B. subtilis สายพันธ์ุ AS14 และ AS80 ในการควบคุมการเจริญ

ของเช้ือรา Fusarium spp. ที่เป็นสาเหตุของโรคผลเน่าของอะโวคาโด 

2. เพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรค Fusarium spp. ของ B. subtilis 

ด้วยเทคนิคพลาสมาเย็น 

 

ขอบเขตของการวิจัย 

นำแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธ์ุ AS14 และ AS80 มาประเมินประสิทธิภาพการเป็น

ปฏิปักษ์ต่อ เช้ือรา Fusarium spp. ที่เป็นสาเหตุของโรคผลเน่าในอะโวคาโด ด้วยวิธี dual culture 

บนอาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) และเพิ่มประสิทธิภาพการเป็นปฏิปักษ์ของแบคทีเรีย 

B. subtilis สายพันธ์ุ AS14 และ AS80 โดยการชักนำให้เกิดการกลายพันธ์ุด้วยเทคนิคพลาสมาเย็น 
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และเปรียบเทียบความสามารถการเป็นปฏิปักษ์ของแบคทีเรียพันธ์ุกลายกับแบคทีเรียด้ังเดิม จากนั้น

วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส อะไมเลส ไคติเนส และโปรติเอส ของแบคทีเรียพันธ์ุกลาย

เปรียบเทียบกับแบคทีเรียด้ังเดิม โคลนยีนที่เกี่ยวข้องในการสังเคราะห์เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจรญิเติบโตของเช้ือรา เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนที่

เปลี่ยนไป ค่าเฉลี่ยจากการทดลองจะถูกนำมาวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี Duncan’s new multiple 

range test ที่ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 

 

ขอบเขตของเวลา 

มกราคม พ.ศ. 2565 – เดือน สิงหาคม พ.ศ. 2567 

 

ประโยชน์ที่จะได้รับจากการวิจัย 

ได้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีประสทิธิภาพสูงในการพฒันาเป็นผลิตภัณฑ์ชีวภาพในการควบคุมโรค

ที่มีเช้ือรา Fusarium spp. เป็นสาเหตุ ซึ่งเป็นการควบคุมโรคแบบเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม และ

ปลอดภัยสำหรับผู้ผลิตและผู้บริโภค 
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บทที่2 

 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 

อะโวคาโด 

อะโวคาโดเป็นผลไม้ที่ได้รับความนิยมจากผู้บริโภคอย่างมากในปัจจุบัน เนื่องจากเป็นผลไม้ที่

ให้พลังงานสูง มีแร่ธาตุและวิตามินที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกายในปริมาณที่สูง สามารถช่วยป้องกันการ

เกิดโรคมะเร็ง โรคหัวใจและหลอดเลือด และโรคเบาหวาน (Villa-Rodríguez et al, 2011) จาก

แนวโน้มความต้องการของผู้บริโภคที่มากขึ้นจึงมีการส่งเสริมให้เพาะปลูกในหลายพื้นที่ทั่วประเทศ

ไทยโดยเฉพาะภาคเหนือ ซึ่งพบว่าจังหวัดเชียงใหม่เป็นแหล่งปลูกอะโวคาโดโดยมีพื้นที่การปลูกใหญ่

ที่สุด พื้นที่เพาะปลูกโดยรวม 11,309 ไร่ (ธาวิดา ศิริสัมพันธ์, 2565) อะโวคาโดมีหลากหลายสายพันธ์ุ 

สายพันธ์ุที่ได้รับส่งเสริมให้มีการเพาะปลูกเป็นพืชเศรษฐกิจคือสายพันธ์ุแฮส เนื่องจากเป็นสายพันธ์ุที่

เนื้อผลดี มีไขมันดีสูงเป็นที่ต้องการของตลาดทั้งในและต่างประเทศมาก ราคาจำหน่ายจึงสูงกว่าสาย

พันธ์ุอื่น (Villa-Rodríguez et al, 2011) จากข้อมูลทางเศรษฐกิจ ปี พ.ศ. 2564 พบว่ามูลค่าตลาด 

อะโวคาโด ทั่วโลกสูงถึง 400,000 ล้านบาท/ปี ประเทศที่นำเข้าอันดับ 1 คือ ประเทศสหรัฐอเมริกา 

และคาดการณ์ว่าตลาดอะโวคาโดทั่วโลกจะขยายตัว 2 เท่า ในช่วง 5 ปี อย่างไรก็ตามที่ผ่านมา

ประเทศไทยนำเข้าอะโวคาโดผลสดจากต่างประเทศประมาณ 300 ล้านบาทต่อปี ซึ่งนับเป็นโอกาสดี

ของเกษตรกรผู้ปลูกอะโวคาโดในการผลิตและจำหน่ายอะโวคาโดทดแทนการนำเข้าจากต่างประเทศ 

(ศูนย์รวมข้อมูลธุรกิจเอสเอ็มอี, 2564) 

ปัจจัยท่ีส่งผลต่อคณุภาพและปริมาณของผลผลิตอะโวคาโด 

1. สภาพอากาศ  

อะโวคาโดเป็นพืชเขตร้อน และกึ่งร้อนช้ืนโดยดินที่เหมาะแก่การปลูกอะโวคาโดคือ

ดินที่มีการระบายน้ำได้ดี และสภาพดินมีความอุดมสมบูรณ์ โดยอะโวคาโดควรได้รับน้ำอย่างต่ำปีละ 

700-1000 มิลลลิิตร (สถาบันวิจัยและพัฒนาพื้นที่สูง, 2561) 
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2. แมลง 

  แมลงจะสร้างความเสียหายต่อต้นอะโวคาโดรวมไปถึงผลลิตอะโวคาโด โดยพบแมลง

ที่ เป็ น ศัตรูอะโวคาโดหลายชนิด  ได้แก่  Hypom eces squam osus,  Thrips oryzae , 

Pseudococcidae spp. และ Zeuzeracoffeae spp. (สถาบันวิจัยและพัฒนาพื้นที่สูง, 2561) โดย

แมลงเหล่าน้ีจะกัดกินใบ ดอก และผลอะโวคาโด ทำให้เกิดความเสียหายเป็นรูพรุน  

 3. โรค 

  โรคที่สำคัญของอะโวคาโดได้แก่ โรครากเน่า โรคแอนแทรคโนส  โรคแคงเกอร์  

โรคใบจุด และโรคผลเน่า (สถาบันวิจัยและพัฒนาพื้นที่สูง, 2561) โดยโรคที่พบในอะโวคาโดมากที่สุด

คือโรคผลเน่า ซึ่งภายหลังการเก็บเกี่ยวส่งผลทำให้การเก็บเกี่ยวหรือการผลิตอะโวคาโดนั้นลดน้อยลง 

และเกิดผลกระทบต่อเศษฐกิจเป็นวงกว้าง  

 

 โรคผลเน่าในอะโวคาโดเป็นโรคที่ทำให้เกิดความเสียหายต่อผลผลิตทั้งปริมาณและคุณภาพ 

โดยมีเช้ือราที่เป็นสาเหตุของโรคผลเน่าอยู่ในสกุล Fusarium โรคผลเน่าสามารถพบได้ทั่วไปและ

กระจายอยู่ทั่วโลกโดยเฉพาะในเขตร้อนช้ืนนั้นจะพบการระบาดอย่างรุนแรง การระบาดของโรคนั้นมี

ปัจจัยหลายอย่าง เช่น ลม ฝน หรือมีสิ่งมีชีวิตมาเกาะตามบริเวณแผล ซึ่งทำให้เกิดการกระจายของ

สปอร์ของเช้ือราไปยังที่ต่าง ๆ เมื่อมีความช้ืนหรือสภาพอากาศที่เหมาะสมทำให้สปอร์ของเช้ือรานั้น

สามารถที่จะเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็วโดยเช้ือรา Fusarium ทำให้ผลผลิตเน่าเสีย และอายุการเก็บ

รักษาน้ันมีระยะสั้นไม่สามารถที่จะขนส่งระยะไกลได้ อีกทั้งยังสามารถเข้าไปทำลายผลผลิตทั้งก่อน

เก็บเกี่ยวและหลังเก็บเกี่ยว เช้ือรา Fusarium สามารถที่จะเข้าไปทำลายเซลล์โดยตรงไม่ต้องผ่านช่อง

เปิดธรรมชาติหรือตามบาดแผล โดยโรคผลเน่าจะยังไม่แสดงอาการของโรคในระยะผลอ่อนแต่จะ

แสดงอาการของโรคอย่างชัดเจนในผลผลิตเริ่มแก่หรือสุกแล้ว เริ่มแรกจะเกิดจุดแผลขนาดเล็กสี

น้ำตาลดำ จากนั้นจุดแผลจะขยายใหญ่ลุกลามมากข้ึน ถ้าอากาศช้ืนสูงจะพบเส้นใยสีขาวของเช้ือรา

บนแผล ซึ่งสามารถพบอาการของโรคได้ตั้งแต่ยังอยู่บนต้น ถ้าอาการรุนแรงมากจะส่งผลให้ผลเน่า 

และร่วงหล่นก่อนกำหนด ดังภาพ 1 
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ภาพ 1 ลักษณะอาการของโรคผลเนา่ท่ีเกิดบรเิวณผลอะโวคาโด 
ท่ีมา:  Nelson, 2014  

 

โรคผลเนา่ของอะโวคาโด 

สาเหตุของโรคผลเน่าเกิดจากเช้ือราหลายสายพันธ์ุ โดยพบการระบาดของเช้ือราที่ทำให้เกิด

โรคผลเน่าของอะโวคาโดในประเทศแอฟริกาใต้ ได้แก่ Thyronectria pseudotrichia, Dothiorella 

aromatica, Pestalotiopsis versicolor, Lasiodiplodia theobromae, Rhizopus stolonifer, 

F. sambucinum และ F. solani โรคผลเน่าในออสเตรเลียและอิสราเอลของอะโวคาโดส่วนใหญ่เกิด

จากเช้ือราก่อโรค C. gloeosporioides ซึ่งติดเช้ือแฝงตลอดการปลูกอะโวคาโด จากการศึกษาของ 

Wanjiku, (2020) ระบุว่าเช้ือรา L. theobromae , N. parvum , N. pseudothrichia  และ  

F. solani เป็นสาเหตุหลักของโรคผลเน่าของผลอะโวคาโดในเคนยา โดยเช้ือราที่ทำให้เกิดผล 

อะโวคาโดเน่ามักจะบุกรุกผลไม้ผ่านทางบาดแผล อย่างไรก็ตามเช้ือราบางชนิดสามารถแทรกซึมเข้าสู่

ผิวผลไม้ได้โดยตรง โดยเริ่มแรกอาการของโรคผลเน่าในอะโวคาโดจะเริ่มเกิดจุดแผลสีน้ำตาลดำ

จากนั้นแผลจะเริ่มขยายใหญ่ และลุกลามมากข้ึนผลอะโวคาโดจะเริ่มนิ่มจากนั้นเนื้อของอะโวคาโดเน่า

เปื่อยทั้งหมด (Rahman, 2023) 
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ลักษณะสณัฐานวิทยาของเชื้อรา Fusarium spp. 

              Division Ascomycota 

                        Class Sordariomycetes 

                              Order Hypocreales 

                                     Family Nectriaceae 

                                                        Genus Fusarium 

ลักษณะท่ัวไป ดังนี้  

Fusarium  spp .เป็นเช้ือราที่ มี เส้นใยขนาดใหญ่ซึ่ งอยู่ ในกลุ่ม  Hyphom ycetes  

เช้ือราชนิดนี้พบกระจายทั่วไปในดินและมักพบในพืชและก่อให้เกิดโรคพืชได้หลากหลายชนิด 

องค์ประกอบของผนังเซลล์ของเช้ือราประกอบไปด้วย พอลิแซ็กคาไรด์ (polysaccharide) 80-90% 

เป็นไคติน (chitin) หรือ เซลลูโลส (cellulose) ลิพิด (lipid) และ โปรตีน (protein) เส้นใยของเช้ือรา

มีสีตั้งแต่สีขาวจนถึงม่วงอ่อน ดังภาพ 2 (a) เส้นใยแตกออกเป็นกิ่งก้าน มีผนังกั้น (septate) สามารถ

สร้างเส้นใยได้ดี เช้ือราสามารถสร้างฟรุตติ้งบอดี (fruiting body) เพื่อให้กำเนิดโคนิเดีย เรียกว่า 

คอนดิโอมาตา(conidiomata) ซึ่งจะมีสีน้ำตาล โคนิเดีย (conidia) มีลักษณะเป็นเซลล์เดียว เป็นรูป

วงรี รูปไข่ (Moral et al, 2024) ภาพ 2 (b) 

 

 

ภาพ 2 ลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Fusarium spp. 
a. ลักษณะเส้นใยของเช้ือรา Fusarium spp. ที่เจริญบนอาหาร PDA  

b. ลักษณะโครงสร้างโคนเิดียของเช้ือรา Fusarium spp. 

ท่ีมา: Srinivas, 2019 
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สารเคมีเพื่อควบคุมโรคท่ีเกิดจากเชื้อรา 

ประเทศไทยพึ่งพาการใช้สารเคมีในการเกษตรเป็นอย่างมากในฐานะเครื่องมือที่ มี
ประสิทธิภาพในการป้องกันพืชผลเพื่อเพิ่มระดับการผลิต คุณภาพของผลิตภัณฑ์ และรูปลักษณ์ของ
ผลิตภัณฑ์ (HSRI, 2005) จากข้อมูลของสำนักงานปลัดกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ของกรมวิชาการ
เกษตร พบว่ามีการนำเข้าสารกำจัดศัตรูพืชประมาณ 70,000 ตัน ประกอบด้วยสารออกฤทธ์ิ 265 
ชนิด เข้าสู่ประเทศไทยในปี พ.ศ. 2553 สารฆ่าเช้ือราที่นำเข้ามากที่สุด ได้แก่ แมนโคเซบ ซัลเฟอร์ 
คาร์เบนดาซิม โพรมิเนบ และแคปแทน สารกำจัดศัตรูพืชเหล่าน้ีคิดเป็นประมาณ 75% ของปริมาณ
การนำเข้าทั้งหมด สารกำจัดเช้ือรามีมากมายหลายกลุ่มความเป็นพิษมากหรือน้อยข้ึนอยู่กับชนิดของ
สารเคมี โดยกลไกการออกฤทธ์ิของสารเคมีกำจัดเช้ือราดังนี้ ( สำนักงานควบคุมการเกษตร, 2554) 

1.สารป้องกัน (Protectant fungicides) 
สารเหล่านี้จะออกฤทธ์ิที่ผิวของพืช ป้องกันไม่ให้สปอร์ของเช้ือรางอกและเข้าทำลายพืชได้ 

ตัวอย่างเช่น สารในกลุ่ม QoI (Quinone outside Inhibitors) ที่มีประสิทธิภาพในการป้องกันการ
งอกของสปอร์ 

2.สารดูดซึม (Systemic fungicides) 
สารเหล่าน้ีจะถูกดูดซมึเข้าสู่เนื้อเยื่อพืชและเคลื่อนย้ายไปยังส่วนต่างๆ ของพืช ช่วยยับยั้งการ

เจริญของเช้ือราภายในพืชได้ 
3. สารเคลื่อนย้ายได้ (Mobile fungicides) 
สารเหล่าน้ีสามารถเคลือ่นย้ายจากบรเิวณที่ฉีดพ่นไปยังบรเิวณใกล้เคียงได้ อาจเป็นสารดูดซึม

หรือไม่ดูดซึมก็ได้  
4.สารท่ีเคลื่อนย้ายจากบนใบไปใต้ใบ (Translaminar fungicides): 
สารเหล่าน้ีสามารถเคลื่อนที่จากผิวใบด้านบนไปยังผิวใบด้านล่างได้ ช่วยในการควบคุมเช้ือรา

ที่อยู่ใต้ใบได ้ 
 โดยสารป้องกันเช้ือรา แมนโคเซบ, โพรมิเนบ และแคปแทน อยู่ในกลุ่มสารป้องกัน ซัลเฟอร์ 
คาร์เบนดาซิม อยู่ในกลุ่มสารดูดซึม อย่างไรก็ตามการใช้สารเคมีป้องกันเช้ือราในการเกษตร แม้จะช่วย
ควบคุมโรคพืชได้ แต่ก็มีอันตรายทั้งต่อสุขภาพ และสิ่งแวดล้อม หากใช้ไม่ถูกวิธีหรือใช้ในปริมาณที่ไม่
เหมาะสมดังนี้ (กรมวิชาการเกษตร, 2560) 
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ผลกระทบต่อสุขภาพ 
1. เฉียบพลัน 

เกิดจากสารเคมีกำจัดเช้ือรากลุ่มสารป้องกัน เมื่อได้รับสารเคมีป้องกันเช้ือรา
ในปริมาณมากอาจทำให้เกิดอาการระคายเคืองต่อผิวหนัง ดวงตา และระบบทางเดินหายใจ คลื่นไส้ 
อาเจียน ท้องเสีย เวียนศีรษะ ปวดศีรษะ กล้ามเนื้อกระตุก ชัก หมดสติ และอาจถึงแก่ชีวิตได้  

2. เรื้อรัง 
เกิดจากสารเคมีกำจัดเช้ือรากลุ่มสารดูดซึม เมื่อได้รับสารเคมีเหล่าน้ีเป็น

เวลานานอาจสะสมในร่างกายและส่งผลกระทบต่อระบบต่าง  ๆ เช่น ระบบประสาท ระบบ
สืบพันธ์ุ ระบบต่อมไร้ท่อ ระบบภูมิคุ้มกัน และอาจเพิ่มความเสี่ยงต่อการเกิดโรคมะเร็ง  โรคทาง
พันธุกรรม และความผิดปกติแต่กำเนิดในทารก  

 
ผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม 

1. ดิน 
สารเคมีอาจตกค้างในดิน ทำให้ดินเสื่อมคุณภาพ ส่งผลต่อการเจริญเติบโต

ของพืชและระบบนิเวศ  
2. น้ำ 

สารเคมีอาจปนเปื้อนลงแหล่งน้ำ  ทำให้แหล่งน้ำเสื่อมโทรมและเป็น
อันตรายต่อสัตว์น้ำ  

3. สิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ 
สารเคมีอาจเป็นอันตรายต่อแมลงที่ เป็นประโยชน์ เช่น ผึ้ง และส่งผล

กระทบต่อห่วงโซ่อาหาร  
 

สารชีวภาพเพ่ือควบคมุโรคท่ีเกิดจากเชื้อรา 

ปัจจุบันมีสารชีวภาพที่ใช้ยับยั้งเช้ือราก่อโรคพืชหลายชนิด เช่น เช้ือราและแบคทีเรียสายพันธ์ุ

ต่าง ๆ เช่น Trichoderma spp., Pseudomonas spp., Streptomyces spp., Bacillus spp.,  

B. bassiana , G. virens และ P. oligandrum ถูกนำมาใช้เป็นสารกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช

และสารควบคุมทางชีวภาพ (Sharma, 2019 ; Subedi et al, 2020) การใช้ประโยชน์จากจุลินทรีย์

เหล่าน้ีเป็นแนวทางเชิงนิเวศที่ยั่งยืนเพื่อลดการพึ่งพาปุ๋ยแร่ธาตุยาฆ่าแมลง และปรับปรุงสุขภาพของ

ดิน (Zaidi et al, 2017) โดยสารเหล่านี้มีกลไกการออกฤทธ์ิที่หลากหลาย เช่น การแข่งขันเพื่อแย่ง
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อาหารและที่อยู่ การผลิตสารยับยั้งหรือการสร้างเอนไซม์ที่ทำลายผนังเซลล์ของเช้ือรา (Vinale et al, 

2008) และยังมีรายงานว่าการใช้จุลินทรีย์หรือแบคทีเรียปฏิปักษ์ (antagonistic microorganisms) 

ต่อเช้ือราก่อโรคสามารถที่จะใช้แบคทีเรียโดยตรงหรือผลิตภัณฑ์ที่ได้จากแบคทีเรียปฏิปักษ์เพื่อยับยั้ง

การเจริญเติบโต เช่น เอนไซม์ต่าง ๆ สารพิษ หรือยาปฏิชีวนะที่ส่งผลต่อการควบคุมโรค (สุพจน์  

กาเซ็ม, 2558) ไคติเนสโดยทั่วไปถือว่าเป็นเอนไซม์ที่สำคัญในการกำจัดเช้ือรา เนื่องจากไคตินเป็น

องค์ประกอบที่พบมากที่สดุในผนังเซลลข์องเช้ือราหลายชนิด ไคติเนสถูกจัดกลุ่มเปน็สามตระกูล ได้แก่ 

GH18, GH19 และ GH20 (Lombard et al, 2014) และเช้ือจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มีกลไกในการควบคุม

แบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของโรค 4 ลักษณะ ดังนี้ (ปัทมวรรณ มณีสุวรรณ และพิศาล ศิริธร, 2556) 

 

1.การแข่งขัน (competition) 

   โดยแบคทีเรียปฏิปักษ์มีความสามารถแข่งขันกับโรคพืชในด้านต่าง  ๆ เช่น การใช้

ธาตุอาหาร อากาศ และการครอบครองพื้นที่ ทำให้โรคพืชไม่สามารถที่จะเจริญได้ หรือไม่สามารถ

อาศัยอยู่บริเวณนั้นได้ การแข่งขันที่พบมากที่สุดคือ การนำเอาธาตุอาหารหรือสารต่าง  ๆ ที่อยู่ใน

สภาพแวดล้อมมาใช้การเจริญเติบโต ทำให้เช้ือก่อโรคไม่สามารถเจริญเข้าไปทำลายพืชได้ 

 2.การหลั่งสารยับยั้งการเจริญเติบโต (antibiosis) 

   โดยแบคทีเรียปฏิปักษ์ส่วนใหญ่ที่ถูกคัดเลือกมาใช้การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีนั้นจะ

เน้นคุณสมบัติการทำลายชีวิตของเช้ือราก่อโรคเป็นส่วนใหญ่ โดยแบคทีเรียปฏิปักษ์จะสามารถผลิต

สารต่าง ๆ เช่น สารพิษ (toxin) หรือสารปฏิชีวนะ (antibiotic) ซึ่งเป็นการผลิตจากกระบวนการ 

เมแทบอลิซึม (metabolism) ของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ทีส่ามารถยับยั้งหรอืทำลายเช้ือราสาเหตุโรคพืชได้ 

 3. การเป็นปรสิต (parasitism)  

แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเป็นปรสิต (parasite) โดยเข้าไปเจริญอาศัยทำลาย

สิ่งมีชีวิต อื่น ๆ พบได้ไม่มากการใช้ควบคุมโรคพืชยังไม่ประสบความสำเร็จ 

4. การชักนำให้เกิดความต้านทานโรค (induced resistance) 

พืชสามารถสร้างความต้านทานต่อการทำลายของเช้ือราก่อโรคได้เมื่อได้รับการชักนำจากอิลิซิเตอร์ 
(elicitor) สามารถทำได้โดยใช้แบคทีเรียเป็นตัวกระตุ้น ซึ่งแบคทีเรียสามารถชักนำเกิดกระบวนการ
ป้องกันตัวเองจากการบุกรุกเช้ือราสาเหตุของโรคได้   
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งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการใช้จุลินทรีย์ควบคุมโรคท่ีมีสาเหตุจากเชื้อรา 

มีรายงานความสำเร็จการควบคุมโรคผลเน่าในผลไม้ที่มีเช้ือราเป็นสาเหตุด้วยวิธีชีวภาพดังนี้ 

Saravanakumar, (2008) รายงานว่ายีสต์ Metschnikowia pulcherrima มีสารควบคุมทางชีวภาพ

ที่มีประสิทธิภาพยับยั้งเช้ือราหลายชนิดในแอปเปิ้ลที่เก็บในที่อุณหภูมิต่ำภายใต้สภาวะควบคุม 

นอกจากนี้พบว่า Bacillus subtilis สามารถยับยั้งการติดเช้ือ Fusarium oxysporum  และ 

Botryodiplodia theobromae ในมันเทศไดสู้งถึง 83% โดยพบการสลายของผนังเซลล์เช้ือราอย่าง

สมบูรณ์หลังจากผ่านไป 36 ช่ัวโมง ซึ่งการสลายตัวของผนังเซลล์คาดว่าเกิดจากเอนไซม์ไคติเนสที่

แบคทีเรียผลิตข้ึน (Swain, 2008) และมีรายงานว่าแบคทีเรีย Paenibacillus spp. สามารถผลิตสาร

ทุติยภูมิไดห้ลายชนิด เช่น ยาปฏิชีวนะ สารไซเดอโรฟอร์ ไฮโดรเจนไซยาไนด์ และเอนไซม์ต่าง ๆ โดย

เอนไซม์ไคติเนสมีส่วนเกี่ยวข้องในการควบคุมโรคที่เกิดจากเช้ือรา เนื่องจากไคติเนสจะย่อยสลายไคติน

ซึ่งเป็นส่วนประกอบหลักของผนังเซลล์ของเช้ือรายับยั้งเช้ือราที่ทำให้เกิดโรค  (Kim et al, 2008; 

Droby et al, 2009) และมีการสันนิษฐานว่า Paenibacillus spp. สามารถควบคุมการเจริญของเช้ือ

ราจากการผลิตยาปฏิชีวนะและเอนไซม์ที่ทำลายผนังเซลล์ เช่น ไคติเนส และ B-1,3-glucanase 

รวมถึงสารต่าง ๆ ที่ผลิตโดย Bacillus spp. นอกจากนี้ นอกจากนี้พบว่าเอนไซม์ชนิดอื่นๆ ที่พบใน 

Paenibacillus spp. เช่น อะไมเลส โปรตีเอส และ เซลลูเลส อาจมีส่วนร่วมในการควบคุมการเจริญ

ของโรคที่เกิดจากเช้ือรา (Grawal, 2012) และในปี ค.ศ. 2014 Ashwini พบว่าแบคทีเรีย B. subtilis 

สามารถควบคุมโรคพืชได้หลากหลาย และพบว่าเอนไซม์ที่มีบทบาทสำคัญ คือ ไคติเนส และ  

β-1,3-glucanase และ B. subtilis ถูกใช้กันอย่างแพร่หลายในการควบคุมโรคทางการเกษตร

เนื่องจากมีฤทธ์ิต้านจุลินทรีย์ที่ดี และแบคทีเรียชนิดนี้สามารถปรับตัวได้ดีในสภาพแวดล้อมต่าง ๆ 

(Chandrasekaran, 2016) 

 นอกจากแบคทีเรียยีสต์หลายชนิดสามารถผลิตสารประกอบอินทรีย์ระเหยง่ายที่มีกลไกใน

การยับยั้งการเจริญของเช้ือราได้ เช่น Volatile organic Compounds (VOCs) ซึ่งเป็นสารที่มี

ศักยภาพในการควบคุมเช้ือราก่อโรคหลังการเก็บเกี่ยว เช่น Aureobasidium pullulans ยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเช้ือราที่ทำให้เกิดโรคหลังการเก็บเกี่ยวในแอปเปิ้ล (Di Francesco, 2016) การศึกษา

แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธ์ุ ALICA มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไมโคไลติกสามชนิด  

(ไคติเนส เบต้า-1,3-กลูคาเนส) เป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือราก่อโรค C. gloeosporioides พบว่าเส้นใยเช้ือรา

ที่ทดสอบได้รับความเสียหาย มีการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยา เช่น ความเสียหาย การแตกหัก 
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การบวม การบิดเบี้ยว สัณฐานวิทยาที่ผิดปกติ  (Abdelmoteleb, 2018) Bacillus spp.ที่มี

ความสามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนสได้ทดสอบความเป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือรา C. gloeosporioides พบว่า

เส้นใยเช้ือรามีความเสียหาย บวม และบิดเบี้ยวเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (Ashwini, 2014) 

ปัจจุบันมีความกังวลในการใช้สารเคมีกำจัดโรคมากข้ึน การใช้สารชีวภัณฑ์จึงเป็นทางเลือก

หนึ่งที่ได้ปลอดภัยต่อเกษตรกรผู้ผลิตและผู้บริโภค สารชีวภัณฑ์ส่วนมากจะคัดแยกและคัดเลือก

แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่พบในธรรมชาติ จากการศึกษาพบว่าการชักนำให้เกิดการกลายพันธ์ุเป็นอีก

ทางเลือกหนึ่งในการพัฒนาศักยภาพของแบคทีเรียให้มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ

ราสาเหตุโรคพืชสูงข้ึน ซึ่งเทคโนโลยีพลาสมาเย็นเป็นเทคโนโลยีหนึ่งที่ประสบความสำเร็จในการชัก

นำให้เกิดการกลายพันธ์ุในแบคทีเรีย 

พลาสมาเทคโนโลย ี

1. พลาสมา (plasma) 

พลาสมาคือสถานะที่ 4 ที่อยู่ในรูปแบบของไอออน ประกอบไปด้วยอนุภาคที่มีประจุ

บวก และลบจึงปลดปล่อยคลื่นสนามแม่เหล็กไฟฟ้าได้ กระบวนการเกิดพลาสมามาจากสถานะก๊าซ 

เมื่อก๊าซได้รับพลังงานอย่างต่อเนื่อง เมื่อก๊าซมีพลังงานมากพอจะทำให้อิเล็กตรอนหลุดออกจาก

อะตอมโดยกระบวนการนนี้เรียกว่า “กระบวนการแตกตัวเป็นไอออน” ( Ionization) กระบวนการ

แตกตัวเป็นไอออน เมื่อการแตกตัวเป็นไอออนเกิดข้ึนอย่างต่อเนื่องและรวดเร็ว อิเล็กตรอนอิสระที่

เกิดข้ึนจะเพิ่มจำนวนมากข้ึนเรื่อย ๆ พร้อมกับการเกิดไอออนบวกตามมา ส่งผลให้ก๊าซซึ่งเดิมเป็น

กลางทางไฟฟ้า ค่อย ๆ เปลี่ยนแปลงไปเป็น พลาสมา ซึ่งเป็นสถานะที่เต็มไปด้วยอนุภาคมีประจุไฟฟ้า

จำนวนมาก 

2. เทคโนโลยีพลาสมาเย็น 

พลาสมาเย็นเป็นเทคโนโลยีที่สะอาด ไม่มีสารตกค้างในสิ่งแวดล้อม และสามารถสร้างได้

รวดเร็ว พลาสมาเย็นเกิดจากการให้พลังงานกระตุ้นสถานะก๊าซภายใต้ความดันบรรยากาศและ

อุณหภูมิห้อง ทำให้เกิดการแตกตัวของไอออนเพียงบางส่วน ซึ่งทำให้อุณหภูมิของไอออนที่แตกตัว

ออกมาสามารถเย็นตัวลงอย่างรวดเร็วจนถึงอุณหภูมิห้อง แก๊สอาร์กอนและฮีเลียมถูกนำมาใช้ในการ

ผลิตพลาสมาเย็น เนื่องจากคุณสมบัติที่ไม่ทำปฏิกิริยาเคมีง่ายและมีค่าพลังงานไอออไนเซชันต่ำ ทำให้

ง่ายต่อการสร้างพลาสมาด้วยพลังงานต่ำ และยังสามารถควบคุมปริมาณและชนิดของสารที่
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เกิดปฏิกิริยาได้ ทำให้เหมาะกับการใช้งานที่หลากหลาย เช่น การทำความสะอาดพื้นผิว การปรับปรุง

คุณภาพอาหาร หรือการบำบัดทางการแพทย์ (Ling et al, 2014) มีรายงานการใช้พลาสมาเย็นเพื่อ

ปรับปรุงเอนไซม์คาร์บอกซเีมทลิเซลลเูลสใน Trichoderma viridae (Xu et al, 2011) Sangwijit et 

a l, (2016 ) ได้ ร าย งาน ความส ำ เร็ จ ใน ก า ร ชักน ำให้ เกิ ด ก ารก ล ายพั น ธ์ุ ใน แบ คที เรี ย 

B. amyloliquefaciens ด้วยเทคนิคพลาสมาเย็น โดยสามารถสร้างแบคทีเรียพันธ์ุกลายที่มีกิจกรรม

จำเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสสูงกว่าชุดควบคุม และรายงานการใช้เทคโนโลยีพลาสมาเพื่อปรับปรุง

การทำงานของเอนไซม์อะไมเลสใน B. subtilis (Ma et al, 2016) นอกจากนี้ Laksuk et al, (2019) 

ได้ศึกษากลไกการเกิดการกลายพันธ์ุด้วยเทคนิคพลาสมา โดยการนำดีเอ็นเอเปลือยมาอาบพลาสมา

ด้วยเทคโนโลยีพลาสมาความดันบรรยากาศ ผลการศึกษาพบว่าการอาบดีเอ็นเอเปลือยด้วยพลาสมา

อาร์กอนและฮีเลียมชักนำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์บนสายดีเอ็นเอ โดยพบว่าเงื่อนไขที่

อาบพลาสมาอาร์กอน เป็นเวลา 15 นาที ชักนำให้เกิดการเพิ่มขึ้นของนิวคลีโอไทด์ (insertion) และ

การแทนที่คู่เบส (substitution) มากที่สุดและมีงานวิจัยได้ระบุว่าพลาสมาความดันบรรยากาศ เป็น

เทคนิคทางเลือกสำหรับการพฒันาเอนไซม์ต่าง ๆ (Pankaj and Keener, 2017) จากนั้นมีการทดลอง

การทำกลายพันธ์ุด้วยเทคนิคพลาสมาความดันบรรยากาศพบว่ามีการกลายพันธ์ุของแบคทีเรีย  

B. subtillis มีค่ากิจกรรมการทำงานของเอนไซม์ดีข้ึนถึง 4 เท่า (Polsa et al, 2020) 

   3. กลไกการกลายพันธุ์ด้วยพลาสมาเย็น 

การสร้างสภาวะพลาสมาที่มีอุณหภูมิต่ำหรือที่ เรียกว่า cold plasma เป็น

กระบวนการที่สามารถสร้างอนุมูลอิสระ เช่น Reactive Oxygen Species (ROS) ซึ่งเป็นสาร 

ออกซิแดนท์ที่มีความสามารถสูงในการทำปฏิกิริยาเคมีกับโมเลกุลชีวภาพภายในเซลล์ โดย ROS 

เหล่านี้สามารถทำลายหรือเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโมเลกุลสำคัญ ได้แก่ DNA, โปรตีน, ไขมันใน

เยื่อหุ้มเซลล ์และองค์ประกอบภายในอื่น ๆ  ได้นอกจากนี้ อนุมูลอิสระยังมีความสามารถ ในการแทรก

ซึมเข้าสู่ไซโตพลาสซึม ซึ่งเป็นบริเวณที่ประกอบไปด้วยออร์แกเนลล์หลายชนิด เช่น ไมโทคอนเดรีย  

ไรโบโซม และเอนโดพลาสมิกเรติคูลัม เมื่อ ROS เข้าไปทำลายองค์ประกอบเหล่านี้ จะส่งผลต่อ 

กระบวนการสร้างพลังงาน การสังเคราะห์โปรตีน และการรักษาสมดุลภายในเซลล์ ซึ่งอาจนำไปสู่

ความเสียหายอย่างรุนแรง และในที่สุดส่งผลให้เซลล์เข้าสู่ภาวะการณ์ตายของเซลล์ (Kaur et al, 

2024)  
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บทที่ 3 

 
วิธีดำเนินการวิจัย 

 

วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคมี  

  วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการวิจัย 

  เครื่องแก้ว ได้แก่  
                      บีกเกอร์ (beaker) ขนาด 50, 100, 250 มิลลิลิตร 
                      จานเพาะเลี้ยงเช้ือ (petri dish)  
                        หลอดหยดสาร (dropper) 
                      แท่งแก้วคนสาร (stirring rod) 
                      หลอดหยดสาร (dropper) 
                    คิวเวทท์ (cuvette) 
                วัสดุพลาสติก ได้แก ่
                      ไมโครปเิปตต์ทปิ (micropipette tip) ขนาด 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
                       หลอดไมโครเซนติฟิวก์ (microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลลิิตร 
                      ขวดน้ำกลั่น (wash bottle) 
                      ตะแกรงใส่หลอดไมโครเซนติฟิวก์ (microcentrifuge rack) 
                      ช้อนตักสารพลาสติก (dispensing spoons) 
   หลอดพีซีอาร์ (PCR tube)          
    อุปกรณ์โลหะและอุปกรณ์สแตนเลส ได้แก่ 
                      ตะแกรงใส่หลอดทดลอด (test tube rack)  
                      ห่วงเข่ียเช้ือ (loop) 
                              เข็มเข่ียเช้ือ (needle)  
                      เข็มตะเกียงแอลกอฮอล์ (alcohol burner)  
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ช้อนตักสารสแตนเลส (stainless spatula)  
                      ปากคีบ (forceps)  

มีดผ่าตัด (scalpel) 
วัสดุสิ้นเปลือง ได้แก่ 

                      กระดาษช่ังสาร (weighing paper)  
                      กระดาษทิชชู (tissue paper)  
                      อลูมเินียมฟอยล์ (aluminum foil) 
                      ถุงมือยาง (rubble gloves) 
         เครื่องมือท่ีใช้ในการวิจัย ได้แก่ 

            ไมโครปิเปตต์ (micropipette) ขนาด 0.5-10 ไมโครลิตร, ขนาด 10-100 
ไมโครลิตร และขนาด 100-1000 ไมโครลิตร                

                      ตู้อบลมร้อน (hot air oven) 
                      อ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath)  
                      ตู้ดูดควันไอสารเคมี (fume hood)  
                      ตู้เข่ียเช้ือ (laminar air flow)  
                      ตู้บ่มเช้ือ (incubator)  
                      ตู้บ่มเช้ือพร้อมเครื่องเขย่าสาร (incubator shaker) 
                         เครื่องหมุนเหว่ียงควบคุมอุณหภูมิความเร็วรอบสูง (high speed   
refrigerated centrifuge) 
                      เครื่องเขย่าสาร (vortex mixer) 
                      เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
                      เครื่องช่ังดจิิตอล (digital balance) 
                      เครื่องนึง่ฆ่าเช้ือ (autoclave) 
                      เตาไมโครเวฟ (microwave) 
  สารเคมีท่ีใช้ในการวิจัย ได้แก่ 
                      70 % เอทานอล (70 % Ethanol) 
                      น้ำกลั่น (distilled water) 
                      1 % iodine solution 
                      1 % starch solution 
                      1 % colloidal chitin 
                       phosphate buffer 50 mM (pH 6.5) 
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                       phosphate buffer 0.1 M (pH 7) 
                      phosphate buffer 0.2 M (pH 6.5) 
                      sterilized skim milk (10 %) 
                      DNS reagent 
                      0.1 M Na2Co3 

                                0.5 M Na2Co3 

                      Folin ciocalteu reagent 
   1 M NaCl 
 

วิธีดำเนินการงานวิจัย 

  แบคทีเรียปฏิปักษ์ และเชื้อราก่อโรคท่ีใช้งานวิจัย 

แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis สายพันธ์ุ AS14 และ AS80 และเช้ือราก่อโรคผลเน่าใน  

อะโวคาโด Fusarium spp. ได้รับความความอนุเคราะห์จากศูนย์ความเป็นเลิศด้านชีวะวิศวกรรม

พลาสมาคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา 

 การประเมินประสิทธิภาพในการเป็นปฏิปักษ์ของเชื้ อรา Fusarium  spp. ของ 

B. subtilis สายพันธุ์ AS14 และ AS80 

 การทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา Fusarium spp. จะทดสอบโดย

เพาะเลี้ยงเช้ือราบนอาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน 

และแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธ์ุ AS14 และ AS80 ที่ใช้ทดสอบจะเพาะเลีย้งในอาหารเหลว Luria 

Bertani (LB) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง จากนั้นวัดค่า

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ปรับค่าการดูดกลืนแสงให้ได้เท่ากับ 1.0 จากนั้น

ทดสอบการยับยั้งการเจรญิเติบโตของเช้ือราสาเหตุของโรคผลเน่าในอะโวคาโด โดยนํากระดาษกรองที่

ผ่านการฆ่าเช้ือวางไว้บนอาหาร PDA โดยมีระยะห่างจากจุดศูนย์กลางของจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 2.5 

เซนติเมตร หยดแบคทีเรีย 10 ไมโครลิตร จากนั้นวางช้ินวุ้นเช้ือรา Fusarium spp. ขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร แล้วนํามาวางตรงกลางอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA ดังภาพที่ 3 บ่มที่อุณหภูมิ 28 

องศาเซลเซียส และวัดรัศมีของเช้ือราด้านทดสอบและด้านควบคุม 
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หลังจากการบ่ม 7 และ 14 วัน นำค่าที่ได้มาคำนวณร้อยละการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา (percent 

inhibition of radial growth: PIRG) Avendaño et al, (2017) จากสูตร 

ร้อยละการยบัยั้งเจริญของเช้ือราก่อโรค (%) = [(R1-R2) / R1] x 100 

เมื่อ R1 คือรัศมีโคโลนีของเช้ือราด้านชุดควบคุม 

      R2 คือรัศมีโคโลนีของเช้ือราด้านชุดทดสอบ 

  

ภาพ 3 การทดสอบความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของเชื้อราด้วยวิธี dual culture 
ดัดแปลงจาก Avendaño et al, (2018) 

 

 การชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์ ของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ์ AS14 และ AS80 

ด้วยเทคนิคพลาสมาเย็น 

 การเตรียมสารแขวนลอยแบคทีเรีย 

                            นำโคโลนีเดี่ยว B. subtilis สายพันธ์ุ AS14 และ AS80 ที่เจริญบนอาหารแข็ง

มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วย

ความเร็ว 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนำเช้ือแบคทีเรียมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ

หลอดใหม่เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง แล้วนำสารแขวนลอยที่ได้ไปวัดความขุ่นด้วยการวัดการดูดกลืนแสงที่
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ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จากนั้นนำสารแขวนลอยเช้ือปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงในหลอด

ทดลองขนาด 100 ไมโครลิตรที่ผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว เพื่อนำไปผ่านเงื่อนไขอาบพลาสมาในข้ันต่อไป  

 การชักนำเกิดพันธุ์กลายของแบคทีเรียด้วยพลาสมา 

 แบคทีเรียถูกอาบด้วยพลาสมาอาร์กอน และฮีเลียม โดยแบ่งระยะเวลา
ออกเป็น 4 เงื่อนไข ได้แก่ 1, 2, 3 และ 5 นาที ความต่างศักย์ในการกำเนิดพลาสมา 85 โวลต์ อัตรา
การไหลของแก๊ส 2 ลิตรต่อนาที จากนั้นนำแบคทีเรียในหลอดทดลอง ที่ผ่านการอาบพลาสมาแต่ละ
เงื่อนไข และแบคทีเรียที่ไม่ผ่านการระดมยิงพลาสมา ไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว LB 100 ไมโครลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ/นาที เวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนำมาเจือ
จางให้ได้ความเข้มข้นที่ 10-2 และ 10-3 และดูดสารละลายเช้ือที่เจืองจางแล้ว 100 ไมโครลิตร นำมา
เพาะเลี้ยงด้วยวิธี spread plate บนอาหารแข็ง LB บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และคัดเลือก
พันธ์ุกลายเพื่อนำไปทดสอบต่อไป จากนั้น หาอัตราการรอดชีวิตจากสูตร (Polsa et al, 2020) 

อัตราการรอดชีวิต (%) = [(R0 – RT) / R0]  x 100 
 RT = แบคทีเรียที่ถูกอาบพลาสมา 

R0 = แบคทีเรียที่ไม่ได้ถูกอาบพลาสมา 
 

 การคัดเลือกแบคทีเรียพันธุ์กลายโดยการประเมินประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของ

เชื้อรา Fusarium spp. ของแบคทีเรียพันธุ์กลายเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

ทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียพันธ์ุกลายเบื้องต้น นำแบคที เรีย B. subtilis  

สายพันธ์ุ AS14 และ AS80 (สายพันธ์ุดั้งเดิม) และพันธ ุ์กลายของทั้ง 2 สายพันธ์ุ มาเพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลว LB broth ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง 

จากนั้นทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือราสาเหตุของโรคผลเน่าในอะโวคาโด โดยนํา

กระดาษกรองที่ผ่านการฆ่าเช้ือวางไว้บนอาหาร PDA โดยมีระยะห่างจากจุดศูนย์กลางของจานอาหาร

เลี้ยงเช้ือ 2.5 เซนติเมตร หยดแบคทีเรีย B. subtilis (สายพันธ์ุดั้งเดิม) และพันธ์ุกลาย จากนั้นวางช้ิน

วุ้นที่มีเช้ือรา Fusarium spp. ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร แล้วนํามาวางตรงกลางอาหาร

เลี้ยงเช้ือ PDA บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นคำนวณร้อยละการยับยั้งการ

เจริญของเช้ือรา (percent inhibition of radial growth: PIRG) (Kabir et al, 2012) 

 นำแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธ์ุ AS14 และ AS80 (สายพันธ์ุดั้งเดิม) และพันธ ุ์

กลายที่ คัดเลือก  มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ  37  
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องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง จากนั้นนำมาปรับความขุ่นด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 600 นาโนเมตร ได้ค่าเท่ากับ 1.00 จากนั้นทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือราสาเหตุ

ของโรคผลเน่าในอะโวคาโด โดยนํากระดาษกรองที่ผ่านการฆ่าเช้ือวางไว้บนอาหาร PDA โดยมี

ระยะห่างจากจุดศูนย์กลางของจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 2.5 เซนติเมตร จากนั้นหยดแบคทีเรีย B. subtilis 

(สายพันธ์ุดั้งเดิม) และพันธ์ุกลาย จากนั้นวางช้ินวุ้นที่มีเช้ือรา Fusarium spp. ขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร แล้วนํามาวางตรงกลางอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA บ่มที่อุณหภูมิ  28  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน บันทึกผลโดยการวัดรัศมีของเช้ือราด้านทดสอบและด้านควบคุมใน

วันที่ 7 และ 14 วันหลังการเพาะเลี้ยง และนำค่าที่ได้มาคำนวณร้อยละการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา 

(percent inhibition of radial growth: PIRG) (Kabir et al, 2012) จากนั้นเข่ียเส้นใยของเช้ือรา

นำมาตรวจสอบลักษณะเส้นใยของเช้ือราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 

 การทดสอบการควบคุมโรคผลเน่าในผลอะโวคาโดด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีถูกเลือก  

ทำความสะอาดผลอะโวคาโดสายพันธ์ุแฮสที่มีระดับความสุกใกล้เคียงกัน และฆ่าเช้ือ
บริเวณผิวอะโวคาโดด้วยวิธี surface sterile จากนั้นเตรียมสารแขวนลอยสปอร์ของ Fusarium spp. 
(spore suspension) ความเข้มข้นประมาณ 104 สปอร์ต่อมิลลิลิตร และสารแขวนลอยแบคทีเรีย 
(bacterial suspension) ที่มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 1.0 จากนั้นใช้เข็มที่ผ่านการฆ่าเช้ือแล้วเจาะ
ทำให้เกิดบาดแผลบนผลอะโวคาโด 2 ตำแหน่ง (ซ้ายและขวา) ตำแหน่งละ 5 จุด โดยที่แต่ละจุดมี
ความลึก 3 มิลลิเมตร จากนั้นหยดสารแขวนลอยแบคทีเรียปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบนตำแหน่งซ้าย 
จากนั้นบ่มไว้ในกล่องพลาสติกเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หยดสารแขวนลอยสปอร์ปริมาตร 10 ไมโครลิตร
ลงในทั้งตำแหน่งซ้ายและขวา ส่วน Control หยดน้ำกลั่นแทนแบคทีเรีย จากนั้นบ่มในกล่องพลาสติก
เป็นเวลา 6 วัน ทำการทดลองทั้งหมด 5 ซ้ำ ในแต่ละไอโซเลต เมื่อครบกำหนดวันทดสอบผ่าผล 
อะโวคาโดบริเวณที่ปลูกเช้ือเพื่อวัดความยาวของบาดแผลทั้งด้านที่หยดแบคทีเรียปฏิปักษ์และชุด
ควบคุม จากนั้นประเมินความเสียหายจากสูตร  

ประสิทธิภาพการควบคุม % = [(D1-D2) / D1] x 100 

D1 = ความยาวที่แสดงอาการของโรค 

D2 = ความยาวบริเวณของโรค (ควบคุม) 
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 การประเมินความสามารถสร้างเอนไซม์เซลลูเลส อะไมเลส ไคติเนส และโปรติเอส ของ

แบคทีเรีย B. subtilis AS80 พันธุ์กลายเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีเกี่ยวข้องควบคุมการเจริญ

ของเชื้อราก่อโรค 

การประเมินกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส และอะไมเลส 

นำแบคที เรีย  B. subtilis AS80 พันธ ุ์กลายและสายพัน ธ์ุดั้ งเดิมมา

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 24 ช่ัวโมง 

จากนั้นนำมาปรับค่าความขุ่นด้วยการปรับค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให้ได้

เท่ากับ 1.0 จากนั้นนำสารแขวนลอยของแบคทีเรียมาปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 6000 รอบ/นาที นาน 10 

นาที นําเอนไซม์หยาบที่ได้ของแบคทีเรียที่ถูกคัดเลือกปริมาตร 200 ไมโครลิตร มาเติมลงในหลอด

ทดลองที่มีสารตั้งต้น 1% starch solution (w/v) สำหรับทดสอบกิจกรรมเอนไซม์อะไมเลส และสาร

ตั้งต้น 1% CMC สำหรับทดสอบกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

นาน 30 นาที จากนั้นนําไปปั่นเหว่ียงมีความเร็วรอบ 13 ,000 รอบ/นาที 1 นาที ดูดส่วนใสด้านบน

ปริมาตร 300 ไมโครลิตรลงในหลอดทดลองที่เตรียมใหม่ แล้วเติมสารละลาย DNS 300 ไมโครลิตร

จากนั้นนําไปต้มในน้ำเดือด 100 องศาเซลเซียส 15 นาที จากนั้นวัดปริมาณน้ำตาลที่ถูกรีดิวซ์วัดที่

ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรและวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford’s method เพื่อวิเคราะห์

กิจกรรมจำเพาะเอนไซม์ 

การประเมินกิจกรรมเอนไซม์เอนไซมโ์ปรติเอส 

นำแบคทีเรีย B. subtilis AS80 และพันธ์ุกลาย มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลีย้ง

เหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 24 ช่ัวโมง จากนั้นนำมาปรับค่า 

ความขุ่นด้วยการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  ให้ได้เท่ากับ 1.0 จากนั้นนำเช้ือ

แบคทีเรียมาปั่นเหว่ียงที่ 6000 รอบ/นาที นาน 10 นาที นําเอนไซม์หยาบของแบคทีเรียที่ถูกคัดเลือก

ปริมาตร 45 ไมโครลิตรมาเติมลงในหลอดทดลองที่มีสารตั้งต้น 0.65% casein solution (w/v) และ

นําไปบ่มที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 5 นาที  เติมสาร TCA 10%  นำไปบ่มที่อุณหภูมิ  37 

องศาเซลเซียส 30 นาที จากนั้นนําไปปั่นเหว่ียงมีความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที 1 นาที ดูดส่วนใส

ด้านบนปริมาตร 250 ไมโครลิตรลงในหลอดทดลองที่เตรียมใหม่ แล้วเติมสารละลาย 0.5 M Na2Co3 

และ Folin ciocalteu reagent บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 30 นาที จากนั้นวัดค่าการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร

และวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford’s method เพื่อวิเคราะห์กิจกรรมจำเพาะเอนไซม 
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 การประเมินกิจกรรมเอนไซม์ไคติเนส  

นำแบคทีเรีย B. subtilis ASA80 และพันธ์ุกลาย มาเพาะเลี้ยงในอาหาร

เหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 24 ช่ัวโมง จากนั้นนำมาปรับ

ค่าความขุ่นด้วยการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให้ได้เท่ากับ 1.0 จากนั้นนำเช้ือ

แบคทีเรียมาปั่นเหว่ียงที่ 6000 รอบ/นาที นาน 10 นาที นําสารตั้งต้น 1% colloidal chitin 

(w/v) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรและ  phosphate buffer 0.2 M (pH6.5) ปริมาตร 

100 ไมโครลิตรมาเติมลงในหลอดทดลองและนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 

จากนั้นเติมเอนไซม์หยาบของแบคทีเรียที่ถูกคัดเลือกปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงไปในหลอด

ทดลองข้างต้นและบ่มต่อที่37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที แล้วนําไปต้มในน้ ำเดือด  

100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปปั่นเหว่ียงที่ 13,000 รอบ/นาที 1 นาทีดูดส่วน

ใสด้านบน ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เติมในยังหลอดทดลองที่เตรียมไว้ใหม่แล้วเติมสารละลาย  

DNS 300 ไมโครลิตรจากนั้นวัดปริมาณน้ำตาลที่ถูกรีดิวซ์ วัดที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

และวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford’s method เพื่อวิเคราะห์กิจกรรมจำเพาะเอนไซม์  

 

การเปรียบเทียบลำดับนิวคลี โอไทด์ และลำดับกรดอะมิ โนของยีน  Chitinase 

Polysaccharide Deacetylase C (PdaC) และ Chitosanase จากแบคทีเรีย B. subtilis 

AS80 พันธุ์กลายและสายพันธุ์ด้ังเดิม 

 ออกแบบไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อยีนท้ัง 3 ยีน 

  ออกแบบไพรเมอร์ที่ใช้จำเพาะกับบริเวณอนุรักษ์ของยีนทั้ง 3 ยีน ซึ่ง

เกี่ยวข้องการควบคุมการเจริญของเช้ือราก่อโรค โดยออกแบบไพร์เมอร์จากยีน Chitinase, PdaC 

และ Chitosanase จากแบคทีเรีย B. subtilis ที่สืบค้นจาก Genbank เพื่อให้ได้ลำดับนิวคลีโอไทด์

เต็มเส้นของยีน 

เพ่ิมปริมาณยีน PdaC และ chitosanase โดยใช้เทคนิค PCR  

สกัดดีเอ็นเอของแบคที เรีย B. subtilis AS80 สายพันธ์ุดั้ งเดิม และ

แบคทีเรียกลายพันธ์ุเพื่อใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบสำหรับการโคลนยีน  โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ ดังนี้ 
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ไพรเมอร์สำหรับยีน Chitinase forward primer 5′- AGCGGCTGGAGGCGGCTATACGGC-3′ 
 reversed primer 5′-CTAAACTAAGCTCGCCAACACTGC-3′ 
ไพรเมอร์สำหรับยีน PdaC forward primer 5′-TAGCAGTTGTATGTGTGGTGG-3′ 
 reversed primer 5′-CGGCAAGTATTCAGGACCAA-3′ 
ไพรเมอร์สำหรับยีน Chitosanase forward primer 5′-TGAGAGGGGCTAAGGCTGAT-3′ 
 reversed primer 5′-GCAGCGGTTTCTTTTCCTCAC-3′ 
 

โดยใช้ชุด taq KOD Neo plus มีขั้นตอนตามตาราง 1 ดังนี้  

ตาราง 1 ขั้นตอนและอุณหภูมิของการเกิดปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ ( องศาเซียลเซียส ) เวลา ( นาที ) 
Pre-dennaturation 94 2 

Denaturation 94 0.15 
Annealing 68 30 
Extention 68 1  

 

จำนวน 34 รอบ นำไปตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑ์ของพีซีอาร์ด้วยเทคนิค Gel electrophoresis 

โดยใช้ความเข้มข้นเจล 1.5% จากนั้นนำผลิตภัณฑ์ PCR ให้บริสุทธ์ิด้วยชุด Kit PrimeWay Gel 

Extraction/PCR Purification 

เตรียม competent cell  

   เลี้ยง Escherichia coli DH5 α ในอาหารเหลว LB บ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ/นาทีเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นเลี้ยงต่อใน

อาหารเหลว LB ในขวดรูปชมพู่ 50 มิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ/

นาที เป็นเวลา 3–4 ช่ัวโมงหรือวัดค่า OD600 เท่ากับ 0.4 จากนั้นแช่ขวดรูปชมพู่ในถังน้ำแข็ง 30 นาที 

นำไปแบ่งใส่หลอดไมโครเซนติฟิวขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1,400 ไมโครลิตร นำไปปั่นเหว่ียงที่ 

6,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้งและเติม 

Calcium chloride (CaCl2) เย็นจัด 1,000 ไมโครลิตร จากนั้นนำไปปั่นเหว่ียงที่ 6,000 รอบ/นาที ที่
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อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้งและเติม 15% glycerol ที่ละลายใน CaCl2 

50 ไมโครลิตร  

  โคลนยีน PdaC และ chitosanase 

   นําผลิตภัณฑ์ PCR มาเช่ือมกับเวกเตอร์ pJet 1.2 blunt โดยใช้ชุดทดสอบ 

CloneJET PCR Cloning Kit ถ่ายโอน DNA เข้าสู่ competent cell จากนั้นแช่น้ำอุณหภูมิ 42  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และนำกลับมาแช่ในน้ำแข็ง 5 นาที จากนั้นเติมอาหารเหลว LB 1 

มิลลิลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นเลี้ยงเช้ือด้วยวิธี spread 

plate บนอาหารแข็ง LB ที่ประกอบด้วย Ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่  37  

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิด จากนั้นคัดเลือกโคโลนีมา

เลี้ยงในอาหาร LB-Ampicillin บ่ม 24 ช่ัวโมง จากนั้นสกัดพลาสมิดโดยใช้ชุด Kit TIANGEN ใช้ 

Enzyme cutting XhoI และ NcoI ตามตาราง 2 

ตาราง 2 ส่วนผสมของสารเคมีในข้ันตอนการตัดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ   

 

จากนั้นนำไปบ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นตรวจสอบคุณภาพของ 

พลาสมิดและดีเอ็นเอ ด้วยเทคนิค Gel electrophoresis โดยใช้ความเข้มข้นของเจล 1.5 % 

 

เปรียบเทียบความแตกตา่งของลำดบักรดอะมิโนของยีน PdaC และ chitosanase 

ระหว่าง B. subtilis AS80 พันธุ์กลาย และสายพันธุ์ด้ังเดมิ 

นำพลาสมิดลูกผสมที่ได้ส่งตรวจลำดับนิวคลีโอไทด์ และนำนิวคลีโอไทด์ที่ได้ส่งมา

ตรวจสอบกับข้อมูลในฐานข้อมูล NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) จากนั้นนำลำดับ 

สาร ความเข้มข้น 
10x Buffer 

XhoI 
NcoI 

Vector 
dH2O 

1 เท่า 
0.5 ยูนิต 
0.5 ยูนิต 

1 ไมโครกรัม 
เติมน้ำให้ได้ปริมาตรเป็น 20 ไมโครลิตร 
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นิวคลีโอไทด์แปลรหัสเป็นลำดับกรดอะมิโน ด้วยโปรแกรม  Expasy (https://web.expasy 

.org/translate/) และหาความแตกต่าง Multiple Sequence Alignment ด้วยโปรแกรม clustal 

omega (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo) เพื่อหาความแตกต่าง 

 

การวิเคราะห์ทางสถิติ 

นำข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่าง 

ค่าเฉลี่ยของแต่ละการทดสอบ ผ่านโปรแกรมสำเร็จรูปทางสถิติ โดยใช้ Duncan’s new multiple 

range test ที่ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 

https://web.expasy/
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บทที่ 4 

 
ผลการดำเนินงานวิจัย 

 

ผลการประเมินประสิทธิภาพในการเป็นปฏิปักษ์ของเชื้อรา Fusarium spp. ของ B. subtilis 

สายพันธุ์ AS14 และ AS80 

แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis สายพันธ์ุ AS14 และ AS80 ที่ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์

ความเป็นเลิศชีวะวิศวกรรมพลาสมา ได้รับการประเมินความสามารถในการเป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อ

เช้ือรา Fusarium spp. ด้วยเทคนิค dual culture พบว่า B. subtilis สายพันธ์ุ AS14 และ AS80 

สามารถควบคุมการเจริญของเช้ือราก่อโรค Fusarium spp. ได้ 71.11 และ 71.85 % ตามลำดับ ดัง

ภาพ 4 

 

 

ภาพ 4 ค่าเฉลี่ยร้อยละการยับยั้งการเจริญของเสน้ใยเชื้อราก่อโรคของ B. subtilis สายพันธุ์ 
AS14 และ AS80 เป็นเวลา 7 และ 14 วัน
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การชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์ ของแบคทีเรีย B. subtilis AS14 และ AS80 ด้วยเทคนิค

พลาสมาเย็น 

จากการนำ B. subtilis สายพันธ์ุ AS14 และ AS80 มาชักนำให้เกิดการกลายพันธ์ุด้วย

เทคนิคพลาสมาเย็นภายใต้เงื่อนไขการอาบด้วยพลาสมาของก๊าซอาร์กอนและฮีเลียมเป็นเวลา 1, 2, 3 

และ 5 นาที และตรวจสอบอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียที่ถูกอาบพลาสมาเปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม (ไม่ถูกอาบด้วยพลาสมา) พบว่าอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธ์ุ จะมีแนวโน้ม

ลดลงเมื่อเพิ่มระยะเวลาการอาบพลาสมา และพบอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียที่ถูกอาบด้วย 

ฮีเลี่ยมพลาสมาสูงกว่าอาร์กอนพลาสมาเมื่อให้ระยะเวลา 5 นาที ดังภาพ 5 และ 6 โดยพบแบคทีเรีย

B. subtilis สายพันธ์ุ AS14 ที่รอดชีวิตทั้งหมดทุกเงื่อนไข 289 ไอโซเลท และ B. subtilis สายพันธ์ุ 

AS80 รอดชีวิตทั้งหมด 292 ไอโซเลท  

 

 
 

ภาพ 5 อัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ์ AS14 ภายหลังถูกอาบด้วย
พลาสมาของอาร์กอน และฮีเลีย่ม เป็นระยะเวลา 1, 2, 3 และ 5 นาที 
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ภาพ 6 อัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ์ AS80 ภายหลังถูกอาบด้วย
พลาสมาของอาร์กอน และฮีเลีย่ม เป็นระยะเวลา 1, 2, 3 และ 5 นาที 

 

การประเมินความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Fusarium spp. ของแบคทีเรีย 

B. subtilis AS14 และ AS80 ท่ีถูกชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์เปรียบเทียบกับสายพันธุ์ด้ังเดิม  

 นำแบคทีเรียที่ B. subtilis AS14 และ AS80 ที่รอดชีวิตจากการอาบพลาสมาทุกเงื่อนไข

จำนวน 581 ไอโซเลท มาทดสอบการประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา Fusarium spp. 

เบื้องต้น ด้วยเทคนิค dual culture พบว่าแบคทีเรีย B. subtilis AS14 พันธ์ุกลาย (B. subtilis  

AS14MT) ทั้ง 289 ไอโซเลทมีประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรคไม่แตกต่างจากสาย

พันธ์ุดั้งเดิม โดยมีประสิทธิภาพการยับยั้งในช่วง 61-80% สำหรับ B. subtilis AS80 พันธ์ุกลาย 

(B. subtilis AS80 MT) พบไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรามากกว่าสาย

พันธ์ุดั้งเดิม จำนวน 4 ไอโซเลทโดยมีประสิทธิภาพการยับยั้งสูงกว่า 80% และพบ 3 ไอโซเลทที่มี

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเช้ือราน้อยกว่า 20% ซึ่งมี 1 ไอโซเลทที่สูญเสียความสามารถ

ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา ดังตารางที่ 3  
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ตาราง 3 ประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อราก่อโรคของแบคทีเรีย B. subtilis AS14 และ 
AS80 ท่ีถูกชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์ 

 ไอโซเลท 
-ร้อยละการยับยั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรค (จำนวนไอโซเลท) 
0 - 20 21 - 40 41 - 60 61-80 80 - 100 

B. subtilis AS14 - - - 1 - 

B. subtilis AS14 MT - - - 289 - 

B. subtilis AS80 - - - 1 - 

B. subtilis AS80 MT 3 2 - 283 4 

 

การประเมินความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Fusarium spp. ของแบคทีเรีย 

B. subtilis AS80 พันธุ์กลายท่ีถูกคัดเลือกเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ด้ังเดิม  

นำแบคทีเรียพันธ์ุกลายที่มีประสิทธภาพการยับยั้งการเจริญของเช้ือรามากกว่าสายพันธ์ุ

ดั้งเดิม จำนวน 4 ไอโซเลท ได้แก่ 80MT15, 80MT144, 80MT163 และ 80MT165 และพันธ์ุกลายที่

สูญเสียความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา 80MT123 มาเลี้ยงในอาหารเหลว LB บ่มที่

อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 1 คืน จากนั้นปรับความเข้มข้นของแบคทีเรียให้เท่ากัน โดยปรับค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรให้ได้เท่ากับ 1.0 และนำสารละลายแขวนลอยของ

แบคทีเรียมาประเมินความสามารถในการยับยั้งการเจริญเช้ือรา Fusarium ssp. ด้วยวิธี dual 

culture ไอโซเลทละ 3 ซ้ำ โดยตรวจสอบร้อยละการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา หลังจากการบ่ม 7 

และ 14 วัน จากการทดสอบพบว่า B. subtilis AS80 พันธ์ุกลาย ทั้ง 4 ไอโซเลท ได้แก่ 80MT15, 

80MT144, 80MT163 และ 80MT165 มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยของเช้ือรา 

โดยมีค่าร้อยละการยับยั้งเจริญของเช้ือราก่อโรคเท่ากับ  83.4%, 86.3%, 85.2% และ 82.8% 

ตามลำดับ ในขณะที่ B. subtilis AS80 สายพันธ์ุดั้งเดิม มีค่าร้อยละการยับยั้งเจริญของเช้ือราเท่ากับ 

76.4% หลังจากการบ่มเช้ือเป็นเวลา 14 วัน นอกจากนี้พบว่า แบคทีเรีบพันธ์ุกลาย 80MT123 มีค่า

ร้อยละการยับยั้งการเจริญของเส้นใยของเช้ือราเท่ากับ 0 ดังตารางที่ 4 และภาพที่ 7   
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ตาราง 4 คา่เฉลี่ยร้อยละการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชือ้ราก่อโรคของแบคทีเรีย B. subtilis 
AS80 พันธุ์กลายท่ีถูกคัดเลือกเปรียบเทียบกบัสายพันธุ์ด้ังเดิม 

 

หมายเหตุ: ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็ก หมายถึง ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  

(P≤0.05)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แบคทีเรีย 

ค่าเฉลี่ยร้อยละการ 

ยับยั้งการเจริญของ 

เช้ือรา (7วัน) 

ค่าเฉลี่ยร้อยละการ 

ยับยั้งการเจริญของ 

เช้ือรา (14วัน) 

AS80 62.11 ± 1.26d 76.38 ± 1.98c 

80MT15 77.02 ± 1.75c 83.4 ± 1.01a 

80MT144 

80MT163 

80MT165 

80MT123 

77.80 ± 2.75c 

79.63 ± 1.62bc 

78.45 ± 3.72c  

0e 

86.3 ± 2.16a 

86.3 ± 1.19a 

82.7 ± 2.39ab 

0e 
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ภาพ 7 ฤทธิ์การเป็นปฏิปักษข์องแบคทีเรีย B. subtilis AS80 และพันธุ์กลายต่อเชื้อรา 
Fusarium spp. A. คา่เฉลีย่ร้อยละการยบัยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อราก่อโรค B. การทดสอบ
ความเป็นปฏิปักษ์ด้วยเทคนิค Dual culture 80MT15 80MT144 80MT163 80MT165 

80MT123 
 

จากนั้นนำเส้นใยของเช้ือรามาตรวจสอบลักษณะเส้นใยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ใช้แสงแบบ

เลนส์ประเภทที่กำลังขยาย 400 เท่า และ 1000 เท่า พบว่าเส้นใยของเช้ือก่อโรคในบริเวณที่เจริญติด

กับแบคทีเรีย B. subtilis AS80 และพันธ์ุกลายทั้งหมดมีลักษณะผิดปกติ โดยพบลักษณะเส้นใยหงิก

A 

B 
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งอ บวม และปล้องของเส้นใยมีขนาดที่ เล็กลง ในขณะที่บริเวณเส้นใยเช้ือราที่มีเช้ือแบคทีเรีย 

พันธ์ุกลาย 80MT123 หรือบริเวณที่ไม่ติดกับแบคทีเรียเส้นใยเช้ือราจะเป็นลักษณะตรงไม่เกิดความ

เสียหายต่อรูปร่างและลักษณะของเส้นใย (ภาพ 8)  

 
 

ภาพ 8 ลักษณะของเส้นใยเชื้อราก่อโรค Fusarium spp. ท่ีเพาะเลีย้งด้วยวิธี dual culture เป็น
เวลา 14 วัน ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ใช้แสงแบบเลนสป์ระกอบ ท่ีกำลังขยาย 400 และ 1000 เท่า 
 

ผลการทดสอบการควบคุมโรคผลเนา่ในผลอะโวคาโดด้วยแบคทีเรียท่ีถูกคัดเลือก 

 จากการนำสารแขวนลอยของแบคทีเรีย B. subtilis AS80 และพันธ์ุกลายทั้ง 5 ไอโซเลท มา

ทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคผลเน่าของเช้ือรา Fusarium spp. บนผลอะโวคาโดหลังการ

เก็บเกี่ยว พบว่าผลการทดลองพบว่าแบคทีเรีย B. subtilis AS80 พันธ์ุกลาย จำนวน 4 ไอโซเลท 

สามารถยับยั้งการแสดงอาการของโรคผลเน่าได้ โดยแบคทีเรียที่ให้ค่าเฉลี่ยประสิทธิภาพในการ

ควบคุมโรคสูงที่สุดคือ 80MT165 ซึ่งสามารถยับยั้งการแสดงอาการของโรคได้สูงถึง 77.59% 

รองลงมาคือ  80MT163, 80MT144, และ 80MT15 โดยยับยั้งการแสดงอาการของโรคได้ 75.71%, 

74.12% และ 71.15% ตามลำดับ โดยเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis AS80 พันธ์ุกลายมีประสิทธิภาพใน

การควบคุมเช้ือราก่อโรคได้มากข้ึนเมื่อเทียบกับสายพันธ์ุดั้งเดิมที่มีค่าการยับยั้งที่ 58.1% และ 

80MT123 ประสิทธิภาพการเป็นปฏิปักษ์เป็นศูนย์ ดังตาราง 5 และภาพ 9 
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ตาราง 5 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียท่ีถูกคัดเลือกในการควบคุมเชื้อราก่อโรค Fusarium ssp. 
บนผลอะโวคาโด ในสภาพห้องปฏิบัติการ 
 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

หมายเหตุ: ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็ก หมายถึง ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  

(P≤0.05) 

 

แบคทีเรีย ค่าเฉลี่ยประสิทธิภาพในการควบคุมโรค 

AS80 58.10 ± 7.65b 

80MT15 71.15 ± 3.33 a 

80MT144 

80MT163 

80MT165 

80MT123 

74.12 ± 0.75 a 

75.71 ± 5.2 a 

77.59 ± 2.5a  

0c 

A 
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ภาพ 9 การประเมินความสามารถในการควบคมุโรคผลเนา่ในผลอะโวคาโดด้วยแบคทีเรีย 
B. subtilis AS80 และแบคทีเรียพันธุ์กลายท่ีถูกคัดเลือก 

A. ค่าเฉลี่ยร้อยละการยับยั้งการแสดงอาการของโรคผลเนา่ในผลอะโวคาโด  
B. ลักษณะของผลอะโวคาโดหลังจากการทดสอบการควบคุมโรคผลเน่าด้วยแบคทีเรีย 

B. subtilis AS80 และแบคทีเรียพันธุ์กลาย 
 

การประเมินกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับการควบคุมการเจริญของเชื้อราก่อโรค 

ของแบคทีเรีย B. subtilis AS80 พันธุ์กลายเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ด้ังเดิมโปรติเอส 

 ผลการประเมินกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์เซลลูเลส  

จากการนําเอนไซม์หยาบของแบคที เรียปฏิปัก ษ์ B. subtilis AS80  และ 

พันธ์ุกลาย มาประเมินกิจกรรม ย่อยสารตั้งต้น 1% CMC ร้อยละโดยน้ำหนักต่อปริมาตร และวัด

ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ที่ปลดปล่อยออกมา ด้วยวิธี DNS method พบว่าแบคทีเรียไอโซเลท 80MT144 

มีค่ากิจกรรมจำเพาะสูงที่สุด รองลงมา คือ 80MT163 และ 80MT15 โดยมีกิจกรรมจำเพาะเท่ากับ 

96.49, 89.53 และ 83.8 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน ตามลำดับ เมื่อเทียบกับสายพันธ์ุดั้งเดิม (B. subtilis 

AS80) มีกิจกรรมเท่ากับ 86.73 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน นอกจากนี้แบคทีเรียกลายพันธ์ุที่มีกิจกรรม

B 
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จำเพาะของเอนไซม์ที่ต่ำกว่าสายพันธ์ุดั้งเดิม คือ 80MT165 มีกิจกรรมจำเพาะเท่ากับ 74.45  

ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน และ 80MT123 ไม่พบกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส (ตาราง6) 

ตาราง 6 คา่กิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย 

หมายเหตุ: ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็ก หมายถึง ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  

(P≤0.05) 

ผลการประเมินกิจกรรมเอนไซม์อะไมเลส  

จากการนําเอนไซม์หยาบของแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis AS80 และพันธ์ุกลาย 

มาประเมินกิจกรรม ย่อยสารตั้งต้น 1% starch solution ร้อยละโดยน้ำหนักต่อปริมาตร และวัด

ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ที่ปลดปล่อยออกมา พบว่าแบคทีเรียพันธ์ุกลายมีกิจกรรมจำเพาะเอนไซม์ 

อะไมเลสสูงกว่าสายพันธ์ุดั้งเดิม โดยแบคทีเรียพันธ์ุกลายไอโซเลท 80MT144 มีค่าสูงที่สุด รองลงมา 

คือ 80MT123, 80MT15, 80MT165 และ 80MT163 โดยมีกิจกรรมจำเพาะเท่ากับ 181.88, 

150.26, 133.00, 131, และ 124.5 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธ์ุ

ดั้งเดิม (B. subtilis AS80) มีค่ากิจกรรมจำเพาะเอนไซม์เท่ากับ 86.83 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน (ตาราง 

7) 

  

แบคทีเรีย 

กิจกรรมจำเพาะ 

เอนไซม์เซลลูเลส 

(ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน) 

AS80 86.83 ± 7 b 

80MT15 83.8 ± 4.88 b 

80MT144 96.94 ± 4.33 a 

80MT163 89.53 ± 0.95 ab 

80MT165 74.45 ± 2.04 c 

80MT123 0 ± 0d 
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ตาราง 7 คา่กิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์อะไมเลสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย 

หมายเหตุ: ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็ก หมายถึง ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  

(P≤0.05)  
 

 ผลการประเมินกิจกรรมเอนไซม์ไคติเนส  

  จากการนําเอนไซม์หยาบของแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis AS80 และพันธ์ุกลาย 

มาประเมินกิจกรรม ย่อยสารตั้งต้น 1% colloidal chitin ร้อยละโดยน้ำหนักต่อปริมาตร และวัด

ปริมาณนำ้ตาลรีดิวซ์ที่ปลดปล่อยออกมา พบว่าแบคทีเรียพันธ์ุกลายมีกิจกรรมจำเพาะเอนไซม์ไคติเนส 

สูงกว่าสายพันธ์ุดั้งเดิม โดยแบคทีเรียพันธ์ุกลายไอโซเลท 80MT144 มีค่าสูงที่สุด รองลงมา คือ 

80MT165, 80MT163, 80MT15 โดยมีกิจกรรมจำเพาะเท่ากับ 46.10, 31.13, 28.89และ 23.55 

ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน ตามลำดับ เมื่อเทียบกับสายพันธ์ุดั้งเดิม  (B. subtilis AS80) มีค่ากิจกรรม

จำเพาะของเอนไซม์เท่ากับ 14.81 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน นอกจากนี้เช้ือพันธ์ุกลาย 80MT123 ไม่พบ

กิจกรรมเอนไซม์ไคติเนส (ตาราง 8) 

 

 

 

แบคทีเรีย 

กิจกรรมจำเพาะ 

เอนไซม์อะไมเลส 

(ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน) 

AS80 98.12 ± 5.08 d 

80MT15 133.99 ± 8.38 b c 

80MT144 181.88 ± 4.33 a 

80MT163 124.5 ± 6.82 c 

80MT165 131 ± 1.75 c 

80MT123 150.26 ± 18 b 
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ตาราง 8 คา่กิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ไคติเนสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย 

หมายเหตุ: ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็ก หมายถึง ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  

(P≤0.05) 
 

ผลการประเมินกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์โปรติเอส  

 จากการนําเอนไซม์หยาบของแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis AS80 และพันธ์ุกลาย 

มาประเมินกิจกรรม ย่อยสารตั้งต้น 0.65% casein solution ร้อยละโดยน้ำหนักต่อปริมาตร และวัด

ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ที่ปลดปล่อยออกมา พบว่าแบคทีเรียพันธ์ุกลายมีกิจกรรมจำเพาะเอนไซม์ 

โปรติเอสมีเพียงแค่ 2 ไอโซเลท ได้แก่ 80MT15 และ 80MT144 มีค่ากิจกรรม เท่ากับ 0.165 และ 

0.135 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเทียบกับสายพันธ์ุดั้งเดิม (B. subtilis AS80) ไม่พบค่ากิจกรรม

เอนไซม์โปรติเอส (ตาราง 9) 

  

แบคทีเรีย 

กิจกรรมจำเพาะ 

เอนไซม์ไคติเนส 

(ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน) 

AS80 14.81 ± 3.55 d 

80MT15 23.55 ± 3.71 c 

80MT144 46.1 ± 1.84 a 

80MT163 28.89 ± 2.2 b 

80MT165 31.13 ± 1.56 b 

80MT123 0 ± 0e 
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ตาราง 9 คา่กิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์โปรตเิอสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย 

หมายเหตุ: ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็ก หมายถึง ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  

(P≤0.05)  

 

ผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Polysaccharide Deacetylase C (PdaC) และ 

Chitosanase จากแบคทีเรีย B. subtilis AS80 พันธุ์กลายเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ด้ังเดิม  

  จากผลการทดสอบกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา 

พบว่าเอนไซม์ไคติเนสน่าจะเป็นเอนไซม์ที่สำคัญในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา จึงมุ่งศึกษาการ

เปลี่ยนแปลงของลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่เกี่ยวข้องกับวิถีการย่อยผนังเซลล์ของเช้ือรา จึงนำ  

Genomic DNA ของแบคทีเรีย B. subtilis AS80 และพันธ์ุกลาย มาเพิ่มปริมาณยีน PdaC และ 

chitosanase ด้วยเทคนิค PCR พบว่าขนาดยีนของ PdaC มีขนาด 1461 (ภาพ 10A) และ ยีน 

chitosanase มีขนาด 1015 คู่เบส (ภาพ 10B) เนื่องจากแบคทีเรียพันธ์ุกลายไอโซเลท 80MT144 มี

ค่ากิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ไคติเนสสูงที่สุดจึงถูกคัดเลือกมาศึกษาความเปลี่ยนแปลงของลำดับ  

นิวคลีโอไทด์ของยีนที่เกี่ยวข้องเปรียบเทียบกับสายพันธ์ุดั้งเดิม โดยโคลนช้ินส่วนของยีนเช่ือมกับ

เวคเตอร์ pJet 1.2 blunt และส่งถ่ายเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli DH5α  

แบคทีเรีย 

กิจกรรมจำเพาะ 

เอนไซม์โปรตเิอส 

(ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน) 

AS80 0 ± 0 b 

80MT15 0.165 ± 0.01a 

80MT144 0.135 ± 0.01a 

80MT163 0 ± 0 b 

80MT165 0 ± 0 b 

80MT123 0 ± 0 b 
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ภาพ 10 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพ่ิมปริมาณ ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์จำเพาะ 
Marker Lambda/Pst I 

A. ยีน Polysaccharide Deacetylase C (PdaC) 
B. ยีน chitosanase ใช้ DNA 

 

การโคลนยีน PdaC และ Chitosanase เขา้สู่พลาสมิด pJet 1.2 blunt และ ถ่ายโอนเวกเตอร์

สายผสมเข้าสู่ E.coil สายพันธุ์ DH5α  

 ทำการเช่ือมต่อยีนที่ได้จากการเพิ่มปริมาณยีน PdaC และ chitosanase ของสายพันธ์ุ

ดั้งเดิม(B .subtilis AS80) และ 80MT144 ด้วยเทคนิค PCR เข้ากับเวกเตอร์ pJet 1.2 blunt 

จากนั้นส่งถ่ายเข้าสู่ E. coil DH5α บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน พบ โคโลนีของ

แบคทีเรีย จำนวน 4 โคโลนี เจริญบนอาหารแข็ง LB ที่ประกอบไปด้วย Ampicillin 100 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร จากนั้นนำแบคทีเรียทั้ง 4 โคโลนีมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่เติม ampicillin บ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน และสกัดพลาสมิดเพื่อนำไปตรวจสอบการเช่ือมต่อของยีน

กับเวคเตอร์ 

 โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ XhoI และ NcoI พบว่ามีการเช่ือมต่อของยีนที่ถูกต้อง ผล

จากการตัดด้วยเอนไซม์จำเพาะเวกเตอร์ที่มียีน PdaC ไดข้นาดของเวกเตอร์ที่ 2974 คู่เบส และขนาด

ยีน 1461 คู่เบส (ภาพ 11A) และผลจากการตัดด้วยเอนไซม์จำเพาะเวกเตอร์ที่มียีน Chitosanase ได้

ขนาดของเวกเตอร์ที่ 2974 คู่เบส และขนาด 1015 คู่เบส (ภาพ 11B) 

M 
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ภาพ 11 ผลการตัดเช็คการส่งถ่ายเวกเตอร์ลูกผสมท่ีมียีน PdaC และ Chitosanase เขา้สู่ E. coil 

DH5α  
A. ผลจากการตัดเวกเตอร์สายผสมท่ีมียีน PdaC   

B. ผลจากการตัดเวกเตอร์สายผสมท่ีมยีีน Chitosanase 
 

การวิเคราะห์ลำดบักรดอะมิโนของยีน PdaC และ Chitosanase จากเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สาย

พันธุ์ดั้งเดิม (B. subtilis AS80) และพันธุ์กลาย 80MT144 

เมื่อนำเวกเตอร์ที่มียีน PdaC ส่งวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ และนำลำดับนิวคลีโอไทด์ มา

แปลเป็นลำดับกรดอะมิโน พบว่าลำดับกรดอะมิโนของ PdaC ที่ได้จากแบคทีเรียพันธ์ุกลาย 

80MT144 ไม่มีความแตกต่างกับลำดับกรดอะมิโนของ PdaC ที่ได้จากสายพันธ์ุดั้งเดิม (ภาพ 12A) 

และเมื่อวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนของ Chitosanase จากแบคทีเรียพันธ์ุกลาย 80MT144 

เปรียบเทียบกับสายพันธ์ุดั้งเดิม พบว่าไม่มีความแตกต่างกันในลำดับกรดอะมิโน (ภาพ 12B) 
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ภาพ 12 ผลการเปรียบเทียบลำดับกรดอะมโินของยีน PdaC และ Chitosanase จากแบคทีเรีย

สายพันธุ์ด้ังเดมิ (B. subtilis AS80) และพันธุ์กลาย 80MT144  
A.ผลการเปรยีบเทียบ Alignment ลำดบักรดอะมิโนของยีน PdaC  

B. ผลการเปรียบเทียบลำดบักรดอะมิโนของยีน Chitosanase 

A 
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บทที่5 

 

สรุปผลการทดลอง อภิปรายผล 

 

สรุปผลการวิจัย 

 จากการวิจัยครั้งนี้พบว่า B. subtilis สายพันธ์ุ AS14 และ AS80 สามารถนำไปประยุกต์ใช้

เป็นสารชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรคผลเน่าในอะโวคาโด (Fusarium spp.) ได้ โดย

มีค่าร้อยละการยั้บยั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือราเมื่อทำดสอบด้วยวิธี dual culture เท่ากับ 71.11% 

และ 71.85% เมื่อบ่มเป็นเวลา 14 วัน และเทคนิคพลาสมาเย็นสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้ง

การเจริญ ของแบคทีเรีย B. subtilis AS80 ได้ โดยพบแบคทีเรียพันธ์ุกลาย จำนวน 4 ไอโซเลทที่มี

ประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเช้ือราได้มากกว่าสายพันธ์ุดั้งเดิม ได้แก่ 80MT15, 80MT144, 

80MT163 และ 80MT165 แสดงฤทธ์ิเป็นปฏิปักษ์ต้านเช้ือราอย่างมีนัยสำคัญ โดยยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเส้นใยของเช้ือราได้ 83.4%, 86.3%, 85.2% และ 82.8% ตามลำดับ และพบ 

1 ไอโซเลทที่สูญเสียความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา คือ ไอโซเลท 80MT123 และจาก

การนำเส้นใยของเช้ือรามาตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ใช้แสงแบบเลนส์ประกอบที่กำลังขยาย 

400 เท่า และ 1,000 เท่า พบว่าเส้นใยของเช้ือก่อโรคในบริเวณที่ติดกับแบคทีเรีย B. subtilis AS80 

และแบคทีเรียกลายพันธ์ุ 80MT15, 80MT144, 80MT163 และ 80MT165 ทำให้เกิดความผิดปกติ

ของเส้นใย โดยเส้นใยหงิก งอ บวม และปล้องของเส้นใยมีขนาดที่เล็กลง ในขณะที่บริเวณเส้นใยเช้ือ

ราที่ติดกับแบคทีเรียพันธ์ุกลาย 80MT123 หรือด้านควบคุมที่ไม่ติดกับแบคทีเรียจะไม่เกิดความ

เสียหายต่อรูปร่างและลักษณะของเส้นใย นอกจากนี้ผลของการประเมินความสามารถในการควบคุม

โรคผลเน่าของอะโวคาโด อะโวคาโดหลังการเก็บเกี่ยว พบว่าแบคทีเรีย B. subtilis AS80 พันธ์ุกลาย

สามารถยับยั้งการพัฒนาของเช้ือราก่อโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดย 80MT165 มีค่าเฉลี่ย

ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคสูงที่สุด รองลงมาคือ , 80MT163, 80MT144 และ 80MT15 โดย

ยับยั้งการเจริญเติบโตเช้ือราได้บนผลอะโวคาโดอะโวคาโดไดเ้ท่ากับ 77.59%, 75.71%, 74.12% และ 

71.15% ตามลำดับ และจากการตรวจสอบกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ เซลลูเลส อะไมเลส ไคติเนส 

และโปรตีเอส พบว่าเอนไซม์ที่สำคัญของแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา ได้แก่ เอนไซม์ 
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ไคติเนส และเอนไซม์ เซลลู เลส แต่จากการตรวจสอบลำดับกรดอะมิโนของยีน  PdaC และ 

Chitosanase พบว่าลำดับกรดอะมิโนทีไ่ด้จากแบคทีเรียพันธ์ุกลาย 80MT144 ไม่มีความแตกต่างจาก

ที่ได้จากแบคทีเรียสายพันธ์ุดั้งเดิม ดังนั้นในการศึกษาในอนาคตจึงควรศึกษายีนอื่นที่เกี่ยวข้องกับการ

สร้างเอนไซม์กลุ่มนี้ และศึกษาถึงกลไกอื่นในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยของเช้ือราก่อโรค 

อภิปรายผลการวิจัย 

จากการประเมินความสามารถในการเป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ด้วยเทคนิค dual culture 

พบว่า B. subtilis AS14 และ AS80 ที่แยกได้จากดินบริเวณรากต้นอะโวคาโด สามารถควบคุมการ

เจริญของเช้ือราก่อโรค Fusarium spp. ได้สูงถึง 71.11% และ 71.85% เมื่อเปรียบเทียบรายงาน

วิจัยในการใช้ Trichoderma spp. ส่งผลอย่างมากต่อผนังเซลล์ของเช้ือรา S. rolfsii และ R. solani 

โดยตามรายงานของ El-Katatny et al, (2000) ระบุว่า T. harzianum  สามารถยับยั้งการ

เจริญเติบโตของ S. rolfsii ได้อย่างมีนัยสำคัญ สูงถึง 61.8% ดังนั้น B. subtilis AS14 และ AS80 ที่

ได้จากการวิจัยน้ีจึงมีศักยภาพในการเป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพสูง และสามารถนำไปใช้

เป็นสารชีวภัณฑ์ควบคุมโรคพืชจากเช้ือราที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมได้ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ  

Kachhawa, 2017 ระบุไว้ว่า B. subtilis ได้รับการยอมรับอย่างสูงว่าเป็นสารควบคุมทางชีวภาพได ้ 

 จากการชักนำเกิดการกลายพันธ์ุของ B. subtilis สายพันธ์ุ AS14 และ AS80 ด้วยเทคนิค

พลาสมาเย็น พบว่าอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียที่ถูกอาบด้วยอาร์กอนพลาสมามีอัตราการรอด

ชีวิตน้อยกว่าฮีเลียมพลาสมา ซึ่งแตกต่างจาก Sangwijit et al, 2015 ที่พบว่าฮีเลียมพลาสมามี

อำนาจทะลุทะลวงสูงกว่าอาร์กอนพลาสมา จึงพบอัตราการรอดชีวิตน้อยกว่า ทั้งนี้งานวิจัยของ  

Lee et al, 2014 และ Chandana et al, 2018 รายงานว่าการยับยั้งการทำงานของเซลล์แบคทีเรีย 

อาจเกิดจากลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของก๊าซอาร์กอนและฮีเลียม โดยเฉพาะอย่างยิ่ง

พลังงานไอออไนเซชันและน้ำหนักโมเลกุลของไอออนที่แตกต่างกัน  งานวิจัยนี้ให้ผลการทดลองที่

สอดคล้องกับ Cai et al, (2006) ที่พบว่าไอออนที่มีมวลเบา เช่น ฮีเลียม จะสามารถแทรกซึมได้ลึก

กว่าไอออนที่มีมวลมาก เช่น อาร์กอน ภายใต้เงื่อนไขที่พลังงานต่ำหรือระยะเวลาสัมผัสสั้นกว่าแตเ่มื่อ

ระยะเวลาสัมผัสเพิ่มข้ึนการแทรกซึมของไอออนอาร์กอนเข้าสู่เซลล์จะลึกกว่า  จึงทำให้เกิดความ

เสียหายต่อเซลล์ได้มากกว่าไอออนของฮีเลี่ยม ซึ่งจากการทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมการเจริญ

ของเช้ือราก่อโรคบนอาหารแข็งด้วยเทคนิค dual culture พบว่าแบคที เรียพัน ธ์ุกลายที่ มี

ประสิทธิภาพมากกว่าสายพันธ์ุดั้งเดิมอย่างมีนัยสำคัญทั้ง 4 ไอโซเลท ได้แก่ 80MT15, 80MT144, 
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80MT163 และ 80MT165 และ 1 ไอโซเลทมีประสิทธิภาพด้อยกว่าพันธ์ุดั้งเดิม คือ 80MT123 เป็น

แบคทีเรียที่ถูกชักนำให้เกิดการกลายพันธ์ุด้วยการอาบอาร์กอนพลาสมาเป็นเวลา 5 นาที  

 จากการตรวจสอบลักษณะของเส้นใยเช้ือราก่อโรคบริเวณที่ติดกับแบคทีเรีย B. subtilis   

AS80 สายพันธ์ุดั้งเดิมและพันธ์ุกลายทั้ง 4 ไอโซเลท (80MT15, 80MT144, 80MT163 และ 

80MT165) พบว่าเส้นใยมีอาการ หงิก งอ บวม ข้อสั้นลง สอดคล้องกับงานวิจัยของ Abdelmoteleb, 

2018 พบว่า B. subtilis สายพันธ์ุ ALICA เป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือราก่อโรค C. gloeosporioides พบว่า

เส้นใยเช้ือราที่ทดสอบได้รับความเสียหายมีการเปลี่ยนแปลงทางสณัฐานวิทยา เช่น ความเสียหาย การ

แตกหัก การบวม การบิดเบี้ยว สัณฐานวิทยาที่ผิดปกติ ซึ่งเกิดจากผนังเซลล์ของเช้ือราถูกทำลาย และ

เมื่อนำสารแขวนลอยของ B. subtilis พันธ์ุกลายไอโซเลท 80MT15, 80MT144, 80MT163 และ 

80MT165 มาทดสอบการยับยั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรคบนผลอะโวคาโดหลังเก็บเกี่ยว พบว่า  

B. subtilis พันธ์ุกลายไอโซเลท 80MT15, 80MT144, 80MT163 และ 80MT165 มีความสามารถ 

ควบคุมโรคผลเน่าในผลอะโวคา ได้สูงกว่าสายพันธ์ุดั้งเดิมอย่างมีนัยสำคัญ 

เมื่อประเมินกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ที่มีรายงานว่าพบในแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อเช้ือรา  

ได้แก่ เอนไซม์ไคติเนส เซลลูเลส อะไมเลส และโปรติเอส ที่พบในแบคทีเรีย B. subtilis AS80 และ

พันธ์ุกลายไอโซเลท 80MT15, 80MT144, 80MT163, 80MT165 เปรียบเทียบกับ ไอโซเลท 

80MT123 ที่สูญเสียความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา พบว่าไอโซเลท 80MT123 มี

กิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์อะไมเลสสูง แต่ไม่พบกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส เซลลูเลส และ  

โปรติเอส ในขณะที่แบคที เรียสายพันธ์ุดั้งเดิมและพันธ์ุกลายไอโซเลท 80MT15, 80MT144, 

80MT163, 80MT165 พบกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ไคติเนส เซลลูเลสสูงดังนั้นเอนไซม์หลักที่มี

ส่วนเกี่ยวข้องกับการควบคุมการเจริญของเส้นใยของเช้ือรา คือ เอนไซม์ไคติเนสและเซลลูเลสโดยจาก

การประเมิณร้อยละการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา สอดคล้องกับงานวิจัย  Kim et al, 2009 และ 

Droby et al, 2009 ได้ระบุว่าไคติเนสจะย่อยสลายไคตินซึ่งเป็นส่วนประกอบหลักของผนังเซลล์ของ

เช้ือรายับยั้งเช้ือราที่ทำให้เกิดโรค และมีการสันนิษฐานว่า Paenibacillus spp. สามารถควบคุมการ

เจริญของเช้ือราจากการผลิตยาปฏิชีวนะและเอนไซม์ที่ทำลายผนังเซลล์ เช่น ไคติเนส และ B-1,3-

glucanase รวมถึงสารต่าง ๆ ที่ผลิตโดย Bacillus spp. 
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จากการศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับการทำลายผนังเซลล์ของเช้ือรา โดยการเพิ่มปริมาณยีน 

PdaC และ Chitosanase ด้วยเทคนิค PCR1 และการวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนของยีน PdaC และ 

Chitosanase จากเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธ์ุดั้งเดิม (B. subtilis AS80) และพันธ์ุกลาย 

80MT144 พบว่าลำดับกรดอะมิโนทั้งสองยีนไม่มีความแตกต่างกัน อาจเป็นไปได้ว่ายีนในกลุ่มนี้มี

คุณสมบัติเป็น Family gene การเลือกยีนจำนวนน้อยมาศึกษาจึงยังไม่พบการเปลี่ยนแปลง และยังมี

เอนไซม์ยังที่ไม่ได้ตรวจสอบในงานวิจัยนี้อีกหลายชนิดที่เกี่ยวข้องกับการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา 

เช่น ไคติเนส, เพคตินเนส และโปรตีเอส (Khan et al, 2018) และมีรายงานว่าเอนไซม์ไฮโดรไลติก 

เช่น ไคติเนส, เพคตินเนส และโปรตีเอส ที่ผลิตโดย Bacillus simplex ช่วยในการยับยั้งการ

เจริญเติบโตของ Fusarium spp. โดยอาศัยเอนไซม์ β-1,3 กลูคาเนส, เซลลูเลส และโปรตีเอส ที่มี

ส่วนเกี่ยวข้องกับการต้านเช้ือรา (Mota et al, 2017) นอกจากนี้กลไกการผลิต สารประกอบอินทรีย์

ระเหยง่ายต้านเช้ือราก็มีส่วนสำคัญในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา  เช่น Volatile organic 

Compounds (VOCs) มีรายงานว่ายีสต์หลายชนิดผลิตสารประกอบอนิทรีย์ระเหยงา่ยต้านเช้ือรา เช่น 

Volatile organic Compounds (VOCs) ซึ่งเป็นสารที่มีศักยภาพในการควบคุมเช้ือราก่อโรคหลังการ

เก็บเกี่ยว (Di Francesco, 2016) ทั้งนี้ประสิทธิภาพของตัวพันธ์ุกลายในการควบคุมโรคผลเน่าทั้ง

สภาพในห้องปฏิบัติการหรือนอกปฏิบัติการมีประสิทธิภาพที่สูงกว่าสายพันธ์ุดั้งเดิมทั้งผลการทดสอบ

ต้านเช้ือราแบบ dual culture ทดสอบกับผลอะโวคาโดรวมถึงประสิทธิภาพกิจกรรมเอนไซม์ที่

ทดสอบ ผู้วิจัยคาดหวังว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis AS80 พันธ์ุกลาย 80MT144 นี้อาจเป็น

ทางเลือกหนึ่งนำไปประยุกต์ใช้ในทางการเกษตรได้  
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ภาคผนวก 

 

ภาคผนวก ก สูตรอาหารเลีย้งเชื้อ 

1. สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar (PDA) 

Potato 200 กรัม 
Dextrose 20 กรัม 
Agar 17 กรัม 
Distilled water 1,000 มิลลิลิตร 
 

2. สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Agar (NA) 
Peptone 5 กรัม 
Beef Extract 3 กรัม 
Agar 15 กรัม 
Distilled water 1,000 มิลลิลิตร 

ภาคผนวก ข การเตรียมสาร 

 การเตรียม phosphate buffer 50 mM (pH6.5) 100 มิลลิตร 

                                    Na2Po4 . 7H2O          0.774         กรัม 

                                    Na2Po4 . H2O           0.291          กรัม 

  เติมน้ำกลั่น 80 มิลลิตร ในภาชนะที่เหมาะสม จากนั้นปรับสารละลายให้ได้ pH ที่
ต้องการโดยใช้ HCl หรอื NaOH ปรับปรมิาตร 100 มิลลิตร 

 การเตรียม phosphate buffer 0.1 M (pH7) 100 มิลลิตร 

Na2Po4 . 7H2O          1.549        กรัม 

Na2Po4 . H2O            0.583        กรัม
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  เติมน้ำกลั่น 80 มิลลิตร ในภาชนะที่เหมาะสม จากนั้นปรับสารละลายให้ได้ pH ที่
ต้องการโดยใช้ HCl หรอื NaOH ปรับปรมิาตร 100 มิลลลิิตร 

 การเตรียม phosphate buffer 0.2 M (pH6.5) 100 มิลลิลิตร 

                                  Na2Po4 . 7H2O          1.916        กรัม 

                                   Na2Po4 . H2O            1.774         กรัม 

  เติมน้ำกลั่น 80 มิลลิตร ในภาชนะที่เหมาะสม จากนั้นปรับสารละลายให้ได้ pH ที่
ต้องการโดยใช้ HCl หรอื NaOH ปรับปรมิาตร 100 มิลลิตร 

การเตรียมสาร Dinitro salicylic acid (DNS) 

ละลาย DNS 5 กรัมในสารละลาย Sodium hydroxide ความเข้มข้น 2 โมลาร 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และเติมสารละลาย Sodium potassium tartrate (จํานวน 150 กรัม ซึ่ง
ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 250 มิลลิลิตร) คนใหเขากัน แลวปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่นให้ถึง 500 
มิลลิลิตร 

 เตรียมสาร 0.1M Na2Co3  100 มิลลิลิตร 

  สาร Na2Co3  0.8401 กรมั ใส่ภาชนะที่เหมาะสมจากนั้นเตมิน้ำกลั่น 100 มิลลิลิตร 

  เตรียมสาร 0.5M Na2Co3  100 มิลลลิิตร 

สาร Na2Co3  4.2005 กรมั ใส่ภาชนะที่เหมาะสมจากนั้นเตมิน้ำกลั่น 100 มิลลิลิตร 

 

ภาคผนวก ค กราฟมาตรฐานของสารละลาย 

 1. การเตรียมกราฟมาตรฐาน 

  1.1  การเตรียมกราฟมาตรฐานกลูโคส 

   เตรียมสารละลาย Glucose ที่มีความเข้มข้นต่าง ๆ 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 
1.0, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8 และ 2.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย Dinitro salicylic 
acid ในแต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วนำไปต้มในน้ำเดือดเป็นเวลา 
10 นาที จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร และบันทึกผลการ
ทดลองที่ได้ คำนวณเป็นกราฟมาตรฐานน้ำตาลไซโลส 
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1.2  การเตรียมกราฟมาตรฐานไทโรซีน 

   ทำการวิเคราะห์ความเข้มข้นด้วยวิธี DNS method โดยใช้ L-tyrosine 
เป็นสารมาตรฐาน ทำโดยเตรียมสารละลาย L-tyrosine ที่มีความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ 0, 0.05, 0.1, 
0.15, 0.2, 0.25, 0.3, 0.35, 0.4, 0.45 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย 
Dinitro salicylic acid ในแต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วนำไปต้มใน
น้ำเดือดเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร และ
บันทึกผลการทดลองที่ได้ คำนวณเป็นกราฟมาตรฐานน้ำตาลไซโลส 

1.3 การเตรียมกราฟมาตรฐานเอ็น-อะซิทิว กลูโคซามีน 

การวิเคราะห์ความเข้มข้นด้วยวิธี DNS  method  โดย  N -acetyl-
glucosamine เป็นสารมาตรฐาน ทำโดยเตรียมสารละลาย N-acetyl-glucosamine ที่มีความเข้มข้น
ต่าง ๆ ได้แก่ 0, 0.05, 0.1, 0.15, และ 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย Dinitro 
salicylic acid ในแต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วนำไปต้มในน้ำเดือด
เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร และบันทึกผล
การทดลองที่ได้ คำนวณเป็นกราฟมาตรฐานน้ำตาลไซโลส 

1.4 การเตรียมกราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) 

   โดยใช้สารละลาย bovine serum albumin (BSA) เป็นสารมาตรฐาน โดย
เตรียมสารละลาย BSA ที่มีความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ 0, 0,1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 และ 0.8
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นนำสารละลาย BSA ในแต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ
ผสมสารละลาย Bradford dry reagent ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วตั้งทิ้งไว้ 2 
นาที ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงทีความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร บันทึกผล
การทดลองที่ได้ และคำนวณเป็นกราฟมาตรฐาน  
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ภาพ 13 กราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส 
 

2.กราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส อะไมเลส และโปรตีน 

 2.1 การคำนวณปรมิาณเอนไซม์กลูโคสเป็นมลิลิกรัม/มลิลลิิตร ตามหลักของ The 
International Union of Biochemistry 

1 enzyme unit = 1 micromole of Glucose ที่มีการปลดปล่อยใน 1 นาที 

1 enzyme unit = 0.18 mg ของ Glucose ที่มีการปลดปล่อยใน 1 นาที 

1.00 mg ของ Glucose ที่มีการปลดปล่อยใน 1 นาที = 1/0.18 Unit  

ถ้าปลดปล่อย Glucose X mg ใน 30 นาที มีค่า 0.185 มวลโมเลกุล Glucose 

จากการทดลองใช้ enzyme 0.15 ml ดังนั้น Glucose ค่าหน่วยเอนไซม์ = [0.185 
(มิลลิกรัมน้ำตาล)]/0.15     

  ตัวอย่างการคำนวณ 

   ถ้าวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ 0.1039 

   นำมาคำนวณหาค่ามิลลิกรัมกลูโคสจากสมการ (ภาพ 4) 
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    y         = 0.1738x - 0.1953 

    x  = (y + 0.1953) / 0.1738 

    ss = (0.1039+ 0.1953) / 0.1738 

    ss = 1.722 มิลลิกรัม 

   ดังนั้นจะมีค่ากจิกรรมของเอนไซม ์ =  

     = 2.123 ยูนิต/มิลลลิิตร 

 

 

 

ภาพ 14 กราฟมาตรฐานของสารละลาย L-tyrosine 
 

3. กราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีเอส และโปรตนี 

3.1 การคำนวณปรมิาณเอนไซมโ์ปรตีเอสเป็นมลิลิกรัม/มลิลิลิตร ตามหลักของ The 
International Union of Biochemistry 

1 enzyme unit = 1 micromole of Tyrosineที่มีการปลดปล่อยใน 1 นาที 

1 enzyme unit = 0.181 mg ของ Tyrosine ที่มีการปลดปล่อยใน 1 นาที 
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1.00 mg ของ Tyrosine ที่มีการปลดปล่อยใน 1 นาที = 1/0.181 Unit 

ถ้าปลดปล่อย Tyrosine  X mg ใน 5 นาที มีค่า 0.181 มวลโมเลกุล Tyrosine 

จากการทดลองใช้ enzyme 0.025 ml ดังนั้น Tyrosine ค่าหน่วยเอนไซม์ = [0.181 
(มิลลิกรัม Tyrosine )]/0.025  

  ตัวอย่างการคำนวณ 

   ถ้าวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ 0.024 

   นำมาคำนวณหาค่ามิลลิกรัม L-tyrosine จากสมการ 

    y         =   20.133x + 0.0234 

    x  = (y + 0.0234) / 20.133 

    ss = (0.024 + 0.0544) / 20.133 

    ss = 0.003 มิลลิกรัม 

   ดังนั้นจะมีค่ากจิกรรมของเอนไซม ์ =     

     =   0.8588 ยูนิต/มิลลลิิตร
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ภาพ 15 กราฟมาตรฐานของสารละลาย  N-acetyl-glucosamine 
 

4.กราฟมาตรฐานของสารละลายไคติเนส และโปรตีน 

4.1 การคำนวณปรมิาณเอนไซมไ์คติเนสเป็นมลิลิกรัม/มลิลิลิตร ตามหลักของ The 
International Union of Biochemistry 

1 enzyme unit = 1 micromole of N-acetyl glucosamine ที่มีการปลดปล่อย
ใน 1 นาที 

1 enzyme unit = 0.221 mg ของ N-acetyl glucosamine ที่มีการปลดปล่อยใน 
1 นาที 

1.00 mg ของ N-acetyl glucosamine ที่มีการปลดปล่อยใน 1 นาที = 1/0.221  

ถ้าปลดปล่อย N-acetyl glucosamine X mg ใน 30 นาที มีค่า 0.151 

จากการทดลองใช้ enzyme 0.075 ml  ดังนั้น N-acetyl glucosamine ค่าหน่วย
เอนไซม์ [0.151 (มิลลิกรัมน้ำตาล)]/0.075   
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  ตัวอย่างการคำนวณ 

   ถ้าวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ 0.039 

   นำมาคำนวณหาค่ามิลลิกรัมกลูโคสจากสมการ (ภาพ 13 ) 

    y         = 0.2552x - 0.0005 

    x  = (y + 0.0005) / 0.2552 

    ss = (0.039 + 0.0005) / 0.2552 

    ss = 0.154 มิลลิกรัม 

   ดังนั้นจะมีค่ากจิกรรมของเอนไซม ์ =     

     = 0.31 ยูนิต/มิลลลิิตร 

 
 

ภาพ 16 กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA 
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4.2 การคำนวณปริมาณโปรตีน 

นำค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA จากนั้นคำนวณหาค่า
มิลลิกรมัโปรตีนได้จากสมการ  

    y         = 0.0056x + 0.0071 

    x  = (y + 0.0071) / 0.0056 มิลลิกรมั 

  ถ้าวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ 0.0162 

นำมาคำนวณหาค่ามิลลิกรัมโปรตีนจกสมการ 

    x  = (0.0162+ 0.0056) / 0.0071 

     = 4.15   มิลลิกรมั 

ใช้เอนไซม์ปริมาตร 0.160 มิลลิลิตร ในการทดลอง 

  ดังนั้น จะมีค่าปริมาณโปรตีน = ( 4.15 / 0.16 )/1000 

      = 0.026 มิลลิกรัม 
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