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โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา  (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c]) …………...….. 
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4.20 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  C. capsici ของ

โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา  (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])………...……...  
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4.21 แสดงการเกิดโรคของรา  C. capsici (สารแขวนลอยสปอร์ 5x106 สปอร์/มิลลิลิตร) [a]; 

ผลมะเขือเทศท้อ เปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบ (น้ ากลั่นปลอดเชื้อ ) [b] และผลของ
โปรตีนบริสุทธิ์ (200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) [c]……………………………………..….... 
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4.22 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคของรา  C. capsici โดยโปรตีนบริสุทธิ์ที่

แยกได้ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ  กับผลของมะเขือเทศ พันธุ์สีท้อ เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม สารแขวนลอยสปอร์  ชุดควบคุมน้ ากลั่ นปลอดเชื้อ และชุดควบคุมโปรตีน
บริสุทธิ์……………………………………………………….….………………………… 
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4.23 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา C. capsici ของโปรตีน

บริสุทธิ์ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ  (ชุดควบคุมสารแขวนลอย
สปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c]) ……………..…………… 
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4.24 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา C. capsici ของโปรตีน

บริสุทธิ์ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ  (ชุดควบคุมสารแขวนลอย
สปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])………………………..….. 
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4.25 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา C. capsici ของโปรตีน

บริสุทธิ์ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม  กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ  (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])………………… 
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4.26 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา C. capsici ของโปรตีน

บริสุทธิ์ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม  กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ  (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])………………… 
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4.27 แสดงการเกิดโรคข องรา C. capsici (สารแขวนลอยสปอร์ 5x106 สปอร์/มิลลิลิตร) [a]; 

ผลมะเขือเทศราชินี  เปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบ (น้ ากลั่นปลอดเชื้อ ) [b] และผล
ของโปรตีนบริสุทธิ์ (200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) [c]……………………………..……....... 
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4.28 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคของรา  C. capsici โดยโปรตีนบริสุทธิ์ที่

แยกได้ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ  กับผลของมะเขือเทศ พันธุ์ราชินี เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม สารแขวนลอยสปอร์  ชุดควบคุมน้ ากลั่นปลอดเชื้อ และชุดควบคุมโปรตีน
บริสุทธิ์………………………………………………………..…………………………… 
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4.29 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา C. capsici ของโปรตีน

บริสุทธิ์ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัม  กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี  (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])………………… 
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4.30 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา C. capsici ของโปรตีน

บริสุทธิ์ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม  กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี  (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])………………… 
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4.31 แสดงผลทดสอบ ฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  C. capsici ของ

โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c]) ………….…… 
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4.32 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้อง กันการเกิดโรคจากรา  C. capsici ของ

โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c]) ….……..…..… 
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4.33 แสดงการเกิดโรคของรา  Fusarium sp. (สารแขวนลอยสปอร์ 5x106 สปอร์/มิลลิลิตร) 

[a]; ผลมะเขือเทศสีดา  เปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบ (น้ ากลั่นปลอดเชื้อ ) [b] และ
ผลของโปรตีนบริสุทธิ์ (200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) [c]……………………………….… 
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4.34 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคของรา  Fusarium sp. โดยโปรตีน

บริสุทธิ์ที่แยกได้ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ  กับผลของมะเขือเทศพันธุ์สีดาเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมสารแขวนลอยสปอร์ ชุดควบคุมน้ ากลั่นปลอดเชื้อ และชุดควบคุมโปรตีน
บริสุทธิ์………………………………………………………………………………...…. 
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4.35 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. ของ

โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา  (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])….………..…...  
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4.36 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. ของ

โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา  (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])…….……..…...  
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4.37 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. ของ

โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา  (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c]) ….………..….. 
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4.38 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. ของ

โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])……...………...  
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4.39 แสดงการเกิดโรคของรา  Fusarium sp. (สารแขวนลอยสปอร์ 5x106 สปอร์/มิลลิลิตร) 

[a]; ผลมะเขือเทศท้อ เปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบ (น้ ากลั่นปลอดเชื้อ ) [b] และผล
ของโปรตีนบริสุทธิ์ (200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) [c]……………………………………… 
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4.40 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคของรา  Fusarium sp. โดยโปรตีน

บริสุทธิ์ที่แยกได้ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ  กับผลของมะเขือเทศ พันธุ์ท้อ เปรียบเทีย บ
กับชุดควบคุมสารแขวนลอยสปอร์ ชุดควบคุมน้ ากลั่นปลอดเชื้อ และชุดควบคุมโปรตีน
บริสุทธิ์……………………………………………………………….……………...…… 
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4.41 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. ของ

โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัม  กับผลมะเขือเทศพั นธุ์ท้อ (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])……………….. 
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4.42 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. ของ

โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม  กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ  (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])……………….. 
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4.43 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. ของ

โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ  (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยบัยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])……..………...  
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4.44 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. ของ

โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ  (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])……...………...  
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4.45 แสดงการเกิดโรคของรา  Fusarium sp. (สารแขวนลอยสปอร์ 5x106 สปอร์/มิลลิลิตร) 

[a]; ผลมะเขือเทศราชินี เปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบ (น้ ากลั่นปลอดเชื้อ ) [b] และ
ผลของโปรตีนบริสุทธิ์ (200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) [c]…………………………………... 
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4.46 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคของรา  Fusarium sp. โดยโปรตีน

บริสุทธิ์ที่แยกได้ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ กับผลของมะเขือเทศพันธุ์ราชินี เปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมสารแขวนลอยสปอร์ ชุดควบคุมน้ ากลั่นปลอดเชื้อ และชุดควบคุมโปรตีน
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4.47 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. ของ

โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี  (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c]) …..…….…….. 
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4.48 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. ของ

โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี  (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])……...………...  
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4.49 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา Fusarium sp. ของ

โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองปอ้งกัน [c]) ....................... 
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4.50 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. ของ

โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี (ชุดควบคุมสาร
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บทที่  1 
 

บทน า 

 
ประเทศไทยเป็นประ เทศกสิกรรม ประชากรส่วนใหญ่ประกอบอาชีพเกษตรกรรม ซึ่ง

ผลผลิตที่ได้นอกจากจะใช้เพื่อบริโภคภายในประเทศแล้ว ยังเป็นสินค้าส่งออกซึ่งสร้างรายได้ให้แก่
เกษตรกรและประเทศในแต่ละปีอย่างมาก    ดังนั้นรายได้ส่วนใหญ่ของประชากรและของประเทศ
จึงมาจากสินค้าการเกษตรเป็นส าคัญ  ท้ังนี้ยังไม่รวมถึงกิจกรรมสาขาอ่ืนๆซึ่งต้องอาศัยผลิตผล
การเกษตรเป็นปัจจัยขั้นปฐมในการผลิต  ซึ่งถ้าหากรวมเข้าด้วยแล้วความส าคัญของการเกษตรจะ
เพิ่มขึ้นอีกเป็นทวีคูณ   ในด้านการค้ากับต่างประเทศ น้ันสินค้าส่งออกส่วนใหญ่ของประเทศเป็น
สินค้าที่เป็นผลิตผลทางเกษตรทั้งสิ้น   ดังนั้นแนวทางการพัฒนาเศรษฐกิจส่วนรวมจึงต้องมุ่งไปใน
การพัฒนาการเกษตรให้เจริญขึ้นก่อนเพื่อชักจูงและสนับสนุนให้สาขาอ่ืนๆได้เจริญตามไปด้วย 

 
มะเขือเทศเป็นสินค้าออกที่ส าคัญชนิดหนึ่งของประเทศ โดยพบว่าในปี 2541 การส่งออก

มะเขือเทศสดต่อปีมีปริมาณ 1,170 ตัน คิดเป็นมูลค่า 9.4 ล้านบาท และมะเขือเทศอุตสาหกรรมมี
การส่งออกปริมาณ 9,834 ตัน คิดเป็นมูลค่า 234 ล้านบาท (ตลาดกลางสินค้าเกษตรแห่งประเทศ
ไทย, 2551) แนวโน้มปริมาณการส่งออกมะเขือเทศสดและผลิตภัณฑ์จากมะเขือเทศมีการเพิ่มขึ้น
อย่างต่อเนื่องทุกปี จึงท าให้มะเขือเทศเป็นพืชที่ท ารายได้ให้กับประเทศค่อนข้างมาก   แต่อย่างไรก็
ตามมักพบว่ามะเขือเทศเกิดโรคได้ง่ายโดยมีสาเหตุมา จากราเป็นส่วนใหญ่ ซึ่งมีการแพร่ระบาด
ของโรคโดยสปอร์ โดยมี น้ า  ลมหรือสิ่งมีชีวิตเป็นพาหะ ตัวอย่างของโรคที่มักพบว่าเกิดกับมะเขือ
เทศ และมีสาเหตุมาจากรา ได้แก่ โรคใบจุดวง (early blight) ที่มีสาเหตุมาจากรา  Alternaria 
solani  โรคแห้งด า (leaf blight ) ที่มีสาเหตุมาจากรา  Stemphylium sp.  โรคใบไหม้ (late blight) 
ที่มีสาเหตุมาจากรา  Phytophthora infestans  โรคราก ามะหยี่ (leaf mold) ที่มีสาเหตุมาจากรา  
Cladosporium fulvum และที่ส าคัญคือ โรคแอนแทรกโนสที่มีสาเหตุมาจากรา Colletotrichum 
capsici และโรคเหี่ยวเหลือง (wilt) ที่มีสาเหตุจากรา Fusarium oxysporum ที่พบว่าแพร่ระบาด
มากในประเทศไทย  (กลุ่มงานโรคพืช , 2551)  นอกจากน้ียังประสบกับปัญหาของมะเขือเทศที่
เกิดขึ้นภายหลังการเก็บเกี่ยวด้วย โดยมีรายงานว่า 25% ของพืชผลที่เก็บเกี่ยวแล้วมีการเกิดโรคที่
มีสาเหตุจากราได้มากถึง 50% (Spadaro และ Gullino, 2004) โรคพืชหลังการเก็บเกี่ยวที่เกิดกับ
มะเขือเทศส่วนใหญ่ท าให้เกิดผลเน่า โดยมีสาเหตุจากราหลายชนิด ตัวอย่างเช่น โรคผลเน่าจา ก
เชื้อ Geotrichum candidum, Rhizopus stolonifer, Phytophthora spp., Alternaria spp. และ 
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Fusarium spp.   นอกจากน้ียังพบการเกิดโรคแอนแทรคโนสจากเชื้อ Colletotrichum spp. และ
โรคจุดด าจากเชื้อ Corynespora cassiicola เป็นต้น (Mahovic และคณะ, 2004) 

 
เกษตรกรมัก ป้องกันการเกิด โรคของมะเขือเทศที่เกิด จากราโดยการคลุกเมล็ดกับสาร

ป้องกันก าจัดราที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์ ซึ่งเป็นสารเคมีประเภทไอโพรไดโอน และหากในแปลงปลูก
มะเขือเทศเกิดการระบาดของโรคเหล่านี้ เกษตรกรมักแก้ไขโดยการพ่นแปลงที่ปลูกมะเขือเทศด้วย
สารป้องกันก าจัดรา เช่น ไอโพรไดโอนและทาโลนิล   อย่างไรก็ตาม การป้องกันและการก าจัดการ
เกิดโรคโดยการใช้สารเคมีก็มีค่าใช้จ่ายที่สูงมากและท าให้เชื้อเกิดการด้ือต่อสารเคมีดังกล่าวด้วย 
(วิโรจน์ สุนทรภัค  และ เจริญ จีนเจียม , 2550)  นอกจากน้ีการป้องกันและก าจัดราก่อโรคด้วย
สารเคมียังก่อให้เกิดผลเสียต่อสภาพแวดล้อมและเกิดสารพิษตกค้าง ในผลผลิตที่ก าจัดออกได้ยาก 
ซึ่งส่งผลถึงสุขภาพของผู้บริโภคและเกษตรกรเองอีกด้วย (Korsten และคณะ, 1988) 
 

เพื่อลดปัญหาดังกล่าว จึงได้มีการค้นคว้าหาวิธีการควบคุมโรคพืช ที่มีสาเหตุจากราโดยวิธี
อ่ืนที่ไม่ใช้สารเคมีขึ้นมาทดแทน    วิธีหนึ่งที่ได้ผลดีและมีการแนะน าให้เกษ ตรกรน ามาใช้คือ การ
ควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี (biocontrol)  ในสภาพแวดล้อมตามธรรมชาติมีจุลินทรีย์หลายชนิดที่เป็น
ปฏิปักษ์  (antagonist) ต่อราโรคพืช โดยสามารถสร้างสารปฏิชีวนะที่มีสมบัติในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของราสาเหตุโรคพืชได้   ข้อดีของการใช้สารปฏิชีวนะคือ มี ความจ าเพาะในการก าจัด
ศัตรูพืชชนิดที่ เฉพาะเท่านั้น โดยไม่ท าอันตรายต่อมนุษย์และสัตว์อ่ืนๆ  รวมทั้งไม่ก่อให้เกิดความ
เป็นพิษตกค้างในผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรและสภาพแวดล้อมอีกด้วย (Theis และ Stahl, 2004) 

 
งานวิจัยก่อนหน้านี้ได้ คัดแยกแบคทีเรียจากดินที่อุดมสมบูรณ์ในจังห วัดกาญจนบุรี (คง

ยุทธ เลิศมงคลธรรม, 2549) และพบว่าแบคทีเรีย M10 มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ
รา C. capsici และควบคุมการเจริญของรา Fusarium sp. ได้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อและบนผล
มะเขือเทศ  ดังนั้นงานวิจัยน้ีจึงน าแบคทีเรีย M10 มาศึกษาเพิ่มเติมถึงภาวะที่เหมาะสมต่อการหลั่ง
สารออกฤทธิ์ จากนั้นแยกและท าบริสุทธิ์สารออกฤทธิ์ดังกล่าวเพื่อน าไปทดสอบผลที่มีต่อราโรคพืช
ในอาหารเลี้ยงเชื้อและบนผลมะเขือเทศ รวมทั้งตรวจสอบสมบัติบางประการของสารออกฤทธิ์ และ
พิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย M10  ซึ่งจากผลการทดลองพบว่ามีความเป็นไปได้ที่ จะน าสารที่
คัดแยกได้ไปประยุกต์ใช้ในการยับยั้งและป้องกันราที่เกิดกับมะเขือเทศภายหลังการเก็บเกี่ยวได้ 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

แยกและทดสอบฤทธิ์ของสารต้านราก่อโรคในมะเขือเทศจากแบคทีเรีย M10 
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บทที่  2 

 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 

 
มะเขือเทศและความส าคัญ 
 

มะเขือเทศเป็นพื ชผักที่อยู่ในวงศ์  Solanaceae มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Lycopersicon 
esculentum (วรรณรีย์ คนขยัน, 2551) จัดเป็นพืชผักชนิดหนึ่งที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของ
ประเทศไทย และนับวันย่ิงมีความส าคัญมากขึ้นตามล าดับ   ทั้งนี้เนื่องจากผลของมะเขือเทศ
สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้หล ายอย่าง เช่น น ามาประกอบอาหารหรือบริโภคสด และสามารถ
น าไปแปรรูปเป็นวัตถุดิบในอุตสาหกรรมการเกษตรได้อย่างกว้างขวาง เช่น น้ ามะเขือเทศ ซอส
มะเขือเทศ เป็นต้น   ในแผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแห่งชาติฉบับที่ 6 (พ.ศ. 2530-2534) 
รัฐบาลได้เห็นถึงความส าคัญของมะเขือเทศ จึงก าห นดให้เป็นพืชผักชนิดหนึ่งที่ก าหนดไว้ใน
แผนพัฒนาฯนี้ โดยเน้นในเรื่องการปรับปรุงคุณภาพและให้ความส าคัญในการส่งออกไปจ าหน่าย
ยังต่างประเทศ (เกียรติเกษตร กาญจนพิสุทธิ์ และคณะ, 2531) 

 
 ตลาดส่งออกมะเขือเทศท่ีส าคัญของไทยคือ ฮ่องกง เนื่องจากประเทศนี้น าเข้ามะเขือเทศ
ในแต่ละปีคิดเป็นประมาณร้อยละ  80-90 ของการส่งออกทั้งหมดของประเทศไทย และประเทศที่
รับซื้อมะเขือเทศจากไทยรองลงมาคือ มาเลเซีย สิงคโปร์ บรูไน และซาอุดิอาระเบีย ส าหรับประเทศ
ที่เป็นคู่แข่งในการส่งออกมะเขือเทศของไทย ได้แก่ ไต้หวัน สาธารณรัฐประชาชนจีน ฟิลิปปินส์ 
ญี่ปุ่น และออสเตรเลีย   ทั้งนี้เนื่องจากมะเขือเทศจากประเทศต่างๆเหล่านี้มีราคาถูกกว่าประเทศ
ไทย (เกียรติเกษตร  กาญจนพิสุทธิ์ และคณะ , 2531)  ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องเร่ง
พัฒนาคุณภาพของมะเขือเทศเพื่อให้เป็นที่ต้องการของตลาดโลก พร้อมทั้งลดปัญหาประเทศ
คู่แขง่ในการส่งออกมะเขือเทศของไทยด้วย 
 
 ประวัติและถิ่นก าเนิด 
 

มีผู้สันนิษฐานกันว่า มะเขือเทศมีถิ่นก าเนิดในบริเวณแถบอเมริกาใต้ โดยเฉพาะในบริเวณ
ที่ราบสูงของประเทศเปรูเนื่องจากพบว่ามีความผันแปรทางพันธุกรรมของมะเขือเทศเป็นจ านวน
มากในบริเวณนี้และยังเป็นพืชสมุนไพรที่ใช้ กันในประเทศเปรู ต่อมาพบว่าประเทศ เม็กซิโก 
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โคลัมเบีย และโบลิเวีย ได้มีการน ามะเขือเทศมาเป็นพืชที่ใช้ปลูกเพื่อการบริโภคด้วย และใน
ศตวรรษท่ี16 มะเขือเทศได้น ามาปลูกในทวีปยุโรป และแถบเอเชีย โดยพ่อค้าชาวยุโรป  หลังจาก
นั้นก็ได้แพร่กระจายไปปลูกท่ีทวีปแอฟริกา และทวีปอเมริกา (Peralta และ Spooner, 2001) 

 
 ส าหรับการน ามะเขือเทศเข้ามาปลูกในประเทศไทยนั้น ไม่มีหลักฐานแน่ชัดว่ามีการน าเข้า
มาปลูกต้ังแต่เมื่อใด แต่เชื่อว่ามีการปลูกมาก่อนปี พ .ศ. 2472 เนื่องจากในหนังสือกสิกรเล่มที่ 10 
ปีที่ 3 พ.ศ. 2472 ได้กล่าวถึงมะเขือเทศว่ามีกา รทดลองปลูกที่โรงเรียนฝึกหัดครูประถมกสิกรรม 
ทับกวาง (วรรณรีย์  คนขยัน , 2551) นอกจากน้ีในหนังสือยังได้กล่าวถึงมะเขือเทศพันธุ์  
L. pimpinellifoliun ซึ่งเป็นมะเขือเทศสายพันธุ์แรกที่น าเข้ามาปลูกในประเทศไทย ซึ่งในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของไทยเรียกกันว่า “มะเขือเครื อ ”  ต่อมาคณะอาจารย์จาก
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์และนักวิชาการจากกรมกสิกรรมได้น ามะเขือเทศพันธุ์ Porter หรือพันธุ์
สีดา จากประเทศสหรัฐอเมริกาเข้ามาปลูกและได้มีการพัฒนาทางด้านพันธุ์ของมะเขือเทศกันมาก
ข้ึน (เกียรติเกษตร กาญจนพิสุทธิ์ และคณะ, 2531) 
 
พันธุ์มะเขือเทศ 
 

พันธุ์มะเขือเทศที่ปลูกในประเทศไทย ส่วนใหญ่มักน าเข้าจากต่างประเทศ ซึ่งมีอยู่ด้วยกัน
หลายสายพันธุ์ ซึ่ง  เกียรติเกษตร กาญจนพิสุทธิ์ และคณะ  (2531) ได้แบ่งออกเป็น 2 ประเภท 
ได้แก่ พันธุ์มะเขือเทศที่ใช้รับประทานสด และพันธุ์มะเขือเทศที่ปลูกเพื่อส่งโรงงานอุตสาหกรรม    
ส าหรับพันธุ์มะเขือเทศที่ใช้รับประทานสด พบว่ามีทั้งขนาดผลเล็กและผลใหญ่ ถ้าเป็นผลเล็กมัก
นิยมปลูกพันธุ์ที่ให้ผลสีชมพูมากกว่าสีแดง ส าหรับผลใหญ่จะมีลักษณะคล้ายผลแอปเปิ้ล 
เนื่องจากเมื่อสุกจะมีสีแดงเข้ม เนื้อหนาแข็ง เปลือกไม่เหนียว ได้แก่ พันธุ์มานาปาล  พันธุ์ฟลอรา
เดล พันธุ์มาร์โกลบ พันธุ์มาสเตอร์เบอร์ 2 พันธุ์คาลิปโซ พันธุ์เชอรี่ พันธุ์ราชินี และพันธุ์สีดา มก. ซึ่ง
เป็นพันธุ์ที่ประเทศไทยนิยมปลูกเพื่อใช้ในการประกอบอาหารมากที่สุด เนื่องจากสามารถปลูกได้
เกือบทุกสภาพภูมิอากาศและดินต่างๆได้ดี   ส่วนพันธุ์มะเขือเทศที่ปลูกเพื่อส่งโรงงานอุตสาหกรรม
นั้น จะมีสมบัติที่เฉพาะ ได้แก่ ผลต้องสุกพร้อมกันเป็นส่วนใหญ่ การเก็บเกี่ยวง่าย มีเนื้อมาก น้ า
น้อย มีเมล็ดน้อยหรือไส้กลวง เปลือกหนาและเหนียว เนื่องจากต้องขนส่งในระยะทางไกลๆ ผล
มะเขือเทศจะได้ไม่ช้ าและหลังการเก็บเกี่ยวผลมะเขือเทศควรเก็ บไว้ได้นานโดยที่ไม่เน่าเสียง่าย 
ตัวอย่างเช่น พันธุ์วีเอฟ 134-1-2 พันธุ์โรมา พันธุ์คาลเจ และ พันธุ์เฟชเซทเตอร์ 502 เป็นต้น 
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 อย่างไรก็ตามทั้งพันธุ์มะเขือเทศที่ใช้รับประทานผลสดและส่งโรงงานอุตสาหกรรมจะมี
ลักษณะการเจริญเติบโตที่แตกต่างกันออกไป ดังนั้นในการเลือ กมะเขือเทศพันธุ์ใดพันธุ์หนึ่งมา
ปลูกจึงควรมีการศึกษาถึงเรื่องสภาพภูมิอากาศและภูมิประเทศในแต่ละภาค รวมทั้งชนิดของดิน
และความต้องการของตลาดด้วย  
 
สถานการณ์การตลาดมะเขือเทศ 
 

ส าหรับตลาดภายในประเทศนั้น มีรายงานว่าในปี 2540-2541 ประเทศไทยมีพื้นที่ปลูก
มะเขือเทศรวมทั้ งสิ้น 55,404 ไร่  คิดเป็น ผลผลิตเฉลี่ย 2,984 กก./ไร่ โดยแยกเป็นพันธุ์ที่ปลูก
มะเขือเทศบริโภคสด 28,209 ไร่ มีผลผลิตเฉลี่ย 2,047 กก./ไร่   ส่วนพันธุ์ที่นิยมใช้คือ พันธุ์สีดา
ทิพย์ สีดา และเชอรี่   พื้นที่ที่ปลูกมะเขือเทศส่งโรงงาน 27,195 ไร่ มีผลผลิตเฉลี่ย 3,956 กก./ไร่ 
พันธุ์ที่นิยมใช้คือ เบต้า เดลต้า ปีโต้ 94 และ TW 4 เป็นต้น (ตลาดกลางสินค้าเกษตรแห่งประเทศ
ไทย, 2551)  การผลิตมะเขือเทศที่ผ่านมาส่วนใหญ่มีปัญหาเนื่องจากในแต่ละปีมีการผลิตที่ไม่
แน่นอน มีการเปลี่ยนแปลงของผลผลิตมะเขือเทศอยู่ตลอดปี ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับ การผลิตของภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือเป็นส าคัญเนื่องจากเป็นแหล่งผลิตหลัก 

 
ส่วนตลาดภายนอกนั้น มีรายงานว่าการผลิตมะเขือเทศของโลกส่วนใหญ่มีราคาไม่

แน่นอนขึ้นอยู่กับฤดูกาล   ในช่วงฤดูหนาวจะได้ผลผลิตสูงท าให้ตัวผลผลิตราคาต่ า แต่ช่วงฤดูฝน
หรือฤดูร้อนจะได้ผลผลิตในปริมาณน้อยมะเขือเทศจะมีราคาสูง ดังนั้นในต่างประเทศจึงมักแปรรูป
มะเขือเทศแล้วส่งออกจ าหน่ายในตลาดโลกเนื่องจากผลิตภัณฑ์แปรรูปเก็บไว้รับประทานได้นาน
และยังคงคุณค่าทางอาหารไว้ได้อีกด้วย (ตลาดกลางสินค้าเกษตรแห่งประเทศไทย, 2551) 
  

ประเทศไทยมีทั้งการน าเข้าและการส่งออกมะเขือ เทศและผลิตภัณฑ์มะเขือเทศ  ซึ่งเมื่อ
เปรียบเทียบปริมาณการน าเข้าและการส่งออกผลผลิตของมะเขือเทศประเภทต่างๆ ได้แก่ มะเขือ
เทศสดหรือแช่เย็น มะเขือเทศท้ังผลหรือเป็นชิ้นปรุงแต่ง ซอสมะเขือเทศ และน้ ามะเขือเทศ แล้ว 
พบว่า ประเทศไทยยังมีการส่งออกผลผลิตของมะเขือเทศมากกว่ าการน าเข้าอย่างมาก และดังนั้น
จึงท ารายได้ให้กับประเทศได้มากด้วยเช่นกัน ดังตัวอย่างในปี พ.ศ. 2545 ซึ่งแสดงในตารางที่ 2.1  
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ตารางท่ี 2.1 การน าเข้าและการส่งออกของมะเขือเทศในปี 2545  

ประเภท 
ผลผลิตที่น าเข้า ผลผลิตที่ส่งออก 

ปริมาณ 
(ตัน) 

มูลค่า 
(ล้านบาท) 

ปรมิาณ 
(ตัน) 

มูลค่า 
(ล้านบาท) 

มะเขือเทศสดหรือแช่เย็น 8.69 0.06 697.4 6.10 
มะเขือเทศทั้งผลหรือเป็นชิ้นปรุงแต่ง 112 5.02 3,069.78 75 
มะเขือเทศอ่ืนๆปรุงแต่งไม่ให้เสีย 2,771 66.87 578.68 17.23 
ซอสมะเขือเทศ 1,402 41.63 3,603.24 18.43 
น้ ามะเขือเทศ 59 2.51 494.64 18.43 
ที่มา : กรมส่งเสริมการเกษตร (2551) 
 
สารส าคัญที่พบในมะเขือเทศและคุณค่าทางโภชนาการ 

 
จากการรายงานของ Palamakumbura (1987) พบว่าในผลมะเขือเทศอุดมไปด้วยวิตามิน

เอและวิตามินซี ซึ่งช่วยในการบ ารุงเลือดและช่วยเพิ่มรสชาติให้อาหาร  นอกจากน้ียังประกอบด้วย
แร่ธาตุหลายชนิด เช่น แคลเซียม ฟอสฟอรัส เหล็ก เป็นต้น ดังแสดงในตารางที่ 2.2 นอกจากน้ี 
Rodriguez-Muñoz และคณะ (2009) ยังพบสารจ าพวกแคโรทีนอยด์ หรือสารเบต้า -แคโรทีน ชื่อ 
ไลโคพีน (lycopene) ซึ่งเป็นสารสีแดง ช่วยป้องกันและต้านการเกิดอนุมูลอิสระที่เป็นสาเหตุให้เกิด
โรคมะเร็งต่างๆได้  โดยมีรายงานว่ามีฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งมดลูกและมะเร็งปอด  
อีกทั้งยังเป็นส่วนผสมในต ารับยาท่ีใช้ป้องกันอันตรายอันเกิดจากการผลิตอนุมูลอิสระที่ผิดปกติ
ด้วย (Rodriguez-Muñoz และคณะ, 2009) 
 

มะเขือเทศเป็นพืชที่เติบโตเร็ว  ให้ผลผลิตเร็ว แ ละเป็นแหล่งของวิตามินที่ส าคัญมากมาย 
รวมทั้งยังมีคุณค่าทางโภชนาการสูง โดยมีรายงานว่าใน 100 กรัม ของผลมะเขือเทศที่รับประทาน
สด มีคุณค่าทางโภชนาการดังแสดงในตารางที่ 2.2 
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ตารางท่ี 2.2 แสดงคุณค่าทางโภชนาการของมะเขือเทศ (ต่อ 100 กรัม ของมะเขือเทศ) 
พลังงาน 20  แคลอรี 

ไนอะซิน (Niacin) 0.6  มิลลิกรัม 
คาร์โบไฮเดรต 4.2 กรัม 

เส้นใย 0.7 กรัม 
โปรตีน 1.2 กรัม 
แคลเซียม 0.7 มิลลิกรัม 
ฟอสฟอรัส 30 มิลลิกรัม 
เหล็ก 0.6 มิลลิกรัม 

วิตามินเอ 842 หน่วยสากล (I.U.) 
วิตามินบี 1 0.06 มิลลิกรัม 
วิตามินบี 2 0.04 มิลลิกรัม 
วิตามินซี 23 มิลลิกรัม 

ที่มา : เกียรติเกษตร กาญจนพิสุทธิ์ และคณะ (2531) 
 
โรคของมะเขือเทศ  
 

มะเขือเทศเป็นพืชที่มีโรคท าความเสียหายได้หลายโรค ซึ่งเป็นสาเหตุส าคัญที่ท าให้ผล
ผลิตลดลง คุณภาพไม่ได้มาตรฐาน   สาเหตุของโรคสามารถเกิดได้จากทั้งรา แบคทีเรีย ไวรัส และ
แมลง โดยพบว่าราเป็นสาเหตุที่ท าให้เกิดโรคแก่พืชมากที่สุด และท าให้เกิดอาการประเภทต่างๆ
บนพืชมากท่ีสุด (Gleason และ Edmunds, 2006) โดยมีการประมาณไว้ว่า โรคพืชที่เกิดจากรามี
มากกว่า 80% ของโรคพืชที่เกิดขึ้นทั้งหมด (Agrios, 1997)   ดังนั้นในที่นี้จะกล่าวถึงเพียงโร คพืชที่
เกิดจากราที่พบได้บ่อยในมะเขือเทศเท่านั้น  
 
ราและกลไกการเกิดโรค 
 

การเกิดโรคในพืชที่มีสาเหตุจากราเกิดขึ้นเมื่อส่วนหนึ่งส่วนใดของราซึ่งปกติมักจะเป็น
สปอร์ไปสัมผัสกับพืช  จากนั้นสปอร์จะงอกเข้าไปภายในส่วนต่างๆของพืช   การเข้าสู่พืชของรา
สามารถเข้าได้ 3 ทาง ได้แก่ 1) การเข้าทางบาดแผล 2) การเข้าทางช่องเปิดทางธรรมชาติ (natural 
opening) ซึ่งได้แก่ ปากใบ ช่องเปิดปลายใบ รอยแตกตามธรรมชาติที่ล าต้นและราก เป็นต้น และ 
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3) การเข้าโดยตรงทางชั้นเคลือบผิว (cuticle) และเซลล์ผิว (direct penetration) (Howard และ 
Valent, 1996) 

  
หลังจากที่ราเข้าไปในเนื้อเยื่อของพืชแล้ว  ราจะใช้อาหารจากพืชเพื่อน าไปใช้ในการ

เจริญเติบโตและการขยายพันธุ์  ท าให้พืชเกิดการขาดอาหาร และเป็นสาเหตุท าให้พืชเกิดอาการ
ของโรคขึ้น   นอกจากอาการของโรคที่เกิดจากการขาดอาหารเนื่องจากราเป็นสาเหตุโดยตรงแล้ว  
อาการของโรคยั งเกิดจากราได้โดยทางอ้อม โดยที่ราปล่อยสารต่างๆออกมาแล้วไปมีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างและกิจกรรมเมแทบอลิซึมของเนื้อเยื่อพืช   สารที่ราสร้างขึ้นดังกล่าว ได้แก่ 
เอนไซม์ ทอกซิน สารควบคุมการเจริญเติบโต (growth regulator) สารปฏิชีวนะ (antibiotic) และ
สารพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดต่างๆ เป็นต้น    ราบางชนิดอาจสร้างสารเพียงชนิดเดียว บางชนิดก็สร้าง
หลายชนิดรวมกัน ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของเชื้อ   สารต่างๆเหล่านี้อาจท าลายเซลล์พืชโดยตรงหรือมี
อิทธิพลกับกลไกที่ควบคุมขบวนการเมแทบอลิซึมต่างๆในเซลล์ (Kosuge และ Nester, 1989) 

 
ในกรณีของโรคที่เกิดภายหลังการเก็บเกี่ยวนั้น ความเสียหายท่ีเกิดขึ้นกับผลิตผลของพืช

ในระหว่างการเก็บเกี่ยวและการขนส่งจะเป็นปัจจัยส าคัญที่ท าให้เกิดบาดแผลขึ้น ซึ่งหลังจากนั้นรา
ฉวยโอกาส (opportunistic fungi) ที่มีอยู่ตามธรรมชาติก็สามารถเจริญเข้าไปในพืชผลทาง
การเกษตรและก่ อให้เกิดโรคต่อไปได้  นอกจากน้ีในระหว่างกระบวนต้ังแต่การเข้าสู่เซลล์พืชไป
จนถึงการก่อโรคนั้น ราก็จะเพิ่มจ านวนและสืบพันธุ์รวมทั้งปลดปล่อยเอนไซม์ออกมาย่อยสลาย
โครงสร้างของพืชและท าให้พืชผลข้างเคียงติดเชื้อไปด้วย (Mahovic และคณะ, 2004)  

 
โรคของมะเขือเทศที่มีสาเหตุจากรา 
 

โรคพืชของมะเขือเทศที่มีสาเหตุจากรา ได้แก่ โรคเหี่ยวที่เกิดจาก Fusarium oxysporum  
โรคโคนเน่าที่เกิดจาก Sclerotium rolfsii  โรคใบจุดวงแหวนที่เกิดจาก Alternaria solani  โรคใบ
ไหม้ที่เกิดจาก Phytophthora infestans  โรคราก ามะหยี่สีเขียวท่ีเกิดจาก Cladosporium fluvum  
โรคใบจุดเทาที่เกิดจาก Stemphylium solani  โรคราก ามะหยี่สีเทาที่เกิดจาก Cercospora 
fuligena  โรคแผลจุดขาวที่เกิดจาก Septoria lycopersici  และโรคแอนแทรคโนสที่เกิดจาก 
Colletotrichum phomoides  เป็นต้น (นิพนธ์ ไชยมงคล, 2552) 

 
ส าหรับโรคที่มีสาเหตุจากราที่เกิดภายหลังการเก็บเกี่ยวนั้น ราสามารถเข้าท าลายเนื้อเยื่อ

ของมะเขือเทศผ่านทางบาดแผลที่เกิดขึ้นในระหว่างการเก็บเกี่ยวหรือในระหว่างการขนส่ง และรา
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ที่ก่อให้เกิดโรคภายหลังการเก็บเกี่ยวนี้อาจเกิดได้จากทั้งราที่ติดเชื้อมาจากแปลงปลูกหรือจากการ
ปนเป้ือนก็ได้ ตัวอย่างของโรคเหล่านี้ ได้แก่ โรคผลเน่าที่เกิดจากเชื้อ Geotrichum candidum, 
Rhizopus stolonifer, Phytophthora spp., Alternaria spp. และ Fusarium spp.   นอกจากน้ียัง
พบการเกิดโรคแอนแทรคโนสจากเชื้อ Colletotrichum spp. และโรคจุดด าจากเชื้อ Corynespora 
cassiicola เป็นต้น (Mahovic และคณะ, 2004)   ในเบื้องต้นส าหรับงานวิจัยนี้จะสนใจเพียงโรค
ผลเน่าที่เกิดจาก Fusarium sp. และโรคแอนแทรคโนสที่เกิดจาก Colletrotrichum sp. เท่านั้น  ซึ่ง
มีรายละเอียดของแต่ละโรคดังนี้ 
 
โรคแอนแทรคโนส 
 
 โรคแอนแทรคโนสมีเชื้อสาเหตุจากราในสกุล Colletotrichum เช่น  C. capsici  C. 
coccodes และ C. gloeosporioides เป็นต้น  ราสกุลนี้จัดอยู่ใน Kingdom Fungi, Phylum 
Ascomycota (Roberts และคณะ, 2009) 
 
 ลักษณะทั่วไปของราในสกุล Colletotrichum นั้น มีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ โดย
สร้างสปอร์ (conidia) ซึ่งมีลักษณะโค้งงอคล้ายรูปเคียว (falcate) ไม่มีผนังกั้นเซลล์ มีขนาดเล็ก
ประมาณ 14-31 x 3-5 ไมโครเมตร ลักษณะสีน้ าตาลหรือสีด า (Bowden และ คณะ, 1984)  สปอร์
จะถูกสร้างภายในโครงสร้างที่เรียกว่า acervulus ซึ่งจะมีโครงสร้างคล้ายหนามแหลมสีด า (black 
spines) ที่เรียกว่า setae อยู่เป็นจ านวนมาก (Roberts และคณะ, 2009) ดังแสดงในรูปที่ 2.1 
ส าหรับการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศจะสร้างแอสโคสปอร์อยู่ในถุง (ascus) และบรรจุอยู่ในโครงสร้าง
ที่เรียกว่า perithecium (Agrios, 1997) 
 
 
  
 
 
 
 
     
รูปที่ 2.1 สปอร์ (conidia) (ซ้าย) และ acervulus (ขวา) ของ Colletotrichum  
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 อาการ (symptom) ของโรคแอนแทรคโนสมักเห็นได้ชัดเจนในระยะการติดผลโดยเฉพาะ
ผลที่สุก   ซึ่งจะพบอาการเริ่มแรกบริเวณผิวของผลที่จะเป็นจุดสีน้ าตาลอ่อนหรือสีน้ าตาลเข้มไป
จนถึงสีด า และบุ๋มลงไปเพียงเล็กน้อย  เมื่อสภาพแวดล้อมเหมาะสม เช่น อากาศชื้นผลม ะเขือเทศ 
จะเริ่มเกิดอาการเน่า (fruit rot) โดยราจะสร้างเส้นใยคลุมบริเวณชั้นผิว  (epidermis) ของผล 
(Kamara และคณะ, 1989)  จากนั้นจะสร้างสปอร์ที่มีลักษณะเป็นวงสีด าซ้อนกันเป็นวง และ
กระจายไปตามวงกว้างของแผล  เมื่ออาการลุกลามจะเห็นเป็นลักษณะเป็นปุ่มสีด าเล็กๆของ 
acervulus ซึ่งภายในจะบรรจุสปอร์ของราและเกิดเมือกสีส้มถึงเทาด าออกมา ซึ่งก็คือกลุ่มของ
สปอร ์(Gleason และ Edmunds, 2006) ดังแสดงในรูปที่ 2.2 
 

  
 

รูปที่ 2.2 อาการของโรคแอนแทรคโนสของมะเขือเทศ (http://www.public.iastate.edu/ 
~taber/Extension/tomatoes/tomatoes.html)  

 
ส าหรับวงจรการเกิดโรค (disease cycle) น้ัน ในภาวะที่ไม่เหมาะสมราสามารถอยู่รอดได้

โดยพักตัวอยู่ในเมล็ดพืชและสามารถอยู่ข้ามฤดูได้   เมื่อภาวะแวดล้อมที่ชื้น  อุณหภูมิประมาณ 27 
องศาเซลเซียส  หรือในช่วงฤดูฝนซึ่งเป็นสภาพที่เอื้อต่อการเจริญของรา  ราจะสร้าง  acervulus 
ขึ้นมาใหม่ ซึ่งภายในจะมีสปอร์ อยู่เป็นจ านวนมาก  เมื่อเจริญเต็มที่สปอร์จะถูกดันหรือดีดออกมา
จาก acervulus และเกิดการแพร่กระจายโดย ลม แมลง หรือติดไปกับเครื่องมือที่ใช้ในการ
เพาะปลูก และสามารถเจริญเข้าไปในเนื้อเยื่อพืชได้โดยผลิตสารทุติยภูมิออกมาบริเวณผิวของ ผล
มะเขือเทศ และส่งผลให้เกิดผลเน่าขึ้น  (Roberts และคณะ, 2009; Gleason และ Edmunds, 
2006)  
 

กลุ่มงานโรคพืช กองป้องกันและก าจัดศัตรูพืช กรมส่งเสริมการเกษตร (2551) ได้แนะน า
การป้องกันและก าจัดการเกิดโรคแอนแทรคโนสไว้ดังนี้    
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1. เลือกซื้อเมล็ดพันธุ์ที่มีการทดสอบและรับรองว่าไม่มีราปนเปื้อน   หากไม่แน่ใจก่อนปลูก
ควรน าเมล็ดแช่น้ าอุ่น 49 - 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วจุ่มในสารละลาย
ของจุนสี (CuSO4) เพื่อป้องกันรา 

2. เมื่อพบต้นกล้าที่เป็นโรคควรฉีดพ่นด้วยสารเคมี ไธแรม หรือแคปแทน อัตรา 50-60 กรัม 
ต่อน้ า 20 ลิตร ทุกๆ 5-7 วัน และ หากพบว่ามีการระบาดของโรคให้ฉีดพ่นด้วยมาเนบ 
หรือแมนเซท ดี ทุก 5-7 วัน จนกว่าจะพ้นระยะการระบาดของโรค 

3. หลีกเลี่ยงการปลูกมะเขือเทศบริเวณที่เคยมีโรคระบาดอย่างน้อย 3 ปี โดยปลูกพืชชนิด
อ่ืนทดแทน 

4. เก็บท าลายซากพืชที่เป็นโรค รวมทั้งต้นมะเขือเทศที่งอกหลังจากเก็บเกี่ยวแล้วให้หมด  
 
โรคผลเน่าจากฟิวซาเรียม 
 
 โรคผลเน่าจากฟิวซาเรียมมีเชื้อสาเหตุจากราหลายชนิดในสกุล Fusarium  ซึ่งเป็นราที่จัด
อยู่ใน Kingdom Fungi  Phylum Ascomycota (Kobayashi และคณะ, 1990) 
 
 ลักษณะทั่วไปของราในสกุล  Fusarium น้ัน มีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ โดยการสร้าง
สปอร์ 3ลักษณะ คือ 1) ลักษณะกลมรี เรียกว่า chlamydospore มีขนาดประมาณ 4-7.5 x 20-30 
ไมโครเมตร เป็นสปอร์ที่ทนต่อภาวะแวดล้อมที่หนาวเย็น และสามารถเก็บสะสมอาหารที่จ าเป็น
ให้กับเซลล์ได้ 2) ลักษณะโค้งเล็กน้อยคล้ายรูปไข่ เรียกว่า microconidia มีขนาดเล็กประมาณ 
2.5-4 x 6-15 ไมโครเมตร มีผนังกั้นเซลล์ และ 3) ลักษณะโค้งคล้ายพระจันทร์ครึ่งเสี้ยว  (crescent-
shaped spores) เรียกว่า macroconidia มีขนาดใหญ่ประมาณ  3.5-5.5 x 5.5-21-35 ไมโครเมตร 
และมีผนังกั้นเซลล์ (Harveson, 2008)  ดังแสดงในรูปที่ 2.3 ส าหรับการสืบพันธุ์แบบใช้เพศจะ
สร้างแอสโคสปอร์ภายในถุง แต่อย่างไรก็ตามไม่ค่อยพบการสืบพันธุ์แบบใช้เพศในธรรมชาติ  
(Agrios, 1997) 
 
 
 
 
 
   
รูปที่ 2.3 macroconidia (ซ้าย) และ microconidia (ขวา) ของรา Fusarium sp.   
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อาการ (symptom) โดยทั่วไปของผลมะเขือเทศที่เป็นโรคนี้ จะพบอาการของแผลใน
ลักษณะที่ชุ่มน้ า (water soak) และหดตัว (shrunken) โดยมักพบร่วมกับอาการของเนื้อเยื่อที่เละ
และเหี่ยว ดังรูปที่ 2.4  ลักษณะปรากฏของราจะเริ่มเกิดขึ้นที่จุดกลางของรอยแผลโดยเริ่มจากพบ
เส้นใยสีขาว และเมื่อราเริ่มสร้างสปอร์จะเปลี่ยนเป็นสีชมพู  อาก ารเน่าจะเกิดอย่างรวดเร็วและท า
ให้ทั้งผลเน่าไปในท่ีสุด (Srivastava และ Tandon, 1966)  
 

 
 

 
 
 
 
รูปที่ 2.4 อาการของโรคผลเน่าของมะเขือเทศที่เกิดจาก Fusarium sp. (Mahovic และคณะ, 
2004) 
 
 วงจรการเกิดโรค (disease cycle) นี้เริ่มจากราสามารถอยู่รอดข้ามฤดูหรืออยู่รอดในภาวะ
ที่ไม่เหมาะสมได้โดย อาศัยอยู่ในดินและเศษซากพืชที่เป็นโรคนี้ในรูปของ  chlamydospore  เมื่อ
สภาพแวดล้อมเหมาะสมโดยมีอุณหภูมิอยู่ในช่วง 24-27 องศาเซลเซียส   chlamydospore จะงอก
เป็นเส้นใยและสร้าง macroconidia และสามารถเจริญเข้าไปในเซลล์ของพืชได้  (Harveson, 
2008)   
 

กลุ่มงานโรคพืช กองป้องกันและก าจัดศัตรูพืช กรมส่งเสริมการเกษตร (2551) ได้แนะน า
การป้องกันและก าจัดการเกิดโรคแอนแทรคโนสไว้ดังนี้    
 

1. รักษาความสะอาดในแปลงเพาะปลูก และเก็บเศษซากพืชที่ตกค้างอยู่ในพื้นที่
เพาะปลูกออกให้หมด 

2. บ ารุงและปรับปรุงดินด้วยปุ๋ยคอกและปูนขาว 
3. ถ้าพบต้นมะเขือเทศที่เป็นโรคนี้ควรถอนทิ้งและท าลายด้วยการเผา 
4. ไม่ควรปลูกมะเขือเทศในแปลงที่มีโรคนี้ระบาดไม่น้อยกว่า 4 ปีและปลูกพืชหมุนเวียน

ทดแทน 
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5. ควรเลือกสถานที่เพาะปลูกที่แน่ใจว่าไม่มีราสาเหตุโรคนี้  
6.  ใช้สารป้องกันก าจัดโรค พีซีเอ็นบี ไวตาแวกซ์ เอทริไดอาโซล พีซีเอ็นบี+เอทริไดอาโซล 

สามารถลดอัตราการเป็นโรคลงได้ แต่ค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูง  
 
บทบาทของจุลินทรีย์ต่อการควบคุมโรคพืช 

 
วิธีการควบคุมโรคพืชโดยการใช้สารเคมีในรูปแบบต่างๆ แม้จะเป็นวิธีการที่ง่าย สะดวก

และเห็นผลรวดเร็ว แต่ส่งผลเสียมากมายต่อผู้ใช้  ผู้บริโภค และสภาพแวดล้อม เช่น ก่อให้เกิดผล
ของพิษตกค้างในผลผลิตจากพืช ดิน และแหล่งน้ า  นอกจากน้ีการใช้สารเคมียังท าลายจุลินทรีย์ที่
ก่อประโยชน์กับพืช เช่น จุลินทรีย์ประจ าถิ่น (microflora) ส่งผลท าลายสภาพสมดุลของธรรมชาติ
อย่างเลี่ยงไม่ได้   ดังนั้นผู้ใช้จะต้องมีเป้าหมายในการใ ช้ที่เด่นชัดคือ ใช้ต่อเมื่อจ าเป็นจริงๆ  เพื่อลด
ปัญหาพิษภัยที่อาจจะเกิดขึ้น และเนื่องจากการใช้สารเคมีที่สะสมมานานต้ังแต่อดีตท าให้ทั่วโลก
ประสบกับปัญหาต่างๆมากมาย  ปัจจุบันจึงหันมาศึกษาถึงการควบคุมโดยวิธีทางชีวภาพ 
(biological control) กันอย่างจริงจัง  

การควบคุมโดยวิธีทางชีวภาพ หมายถึง การใช้จุลินทรีย์ท่ีเป็นปฏิปักษ์ต่อเชื้อสาเหตุโรค
พืช ซึ่งจุลินทรีย์ประเภทนี้สามารถท าลายและยับย้ังการแพร่ระบาดของเชื้อโรคพืชได้  โดยกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันโรคให้กับพืช  (Roberts และคณะ, 2008) หรือวิธีการแข่งขันใช้อาหารเพื่อการเจริญได้
ดีกว่าเชื้อโรคพืช หรือการเข้าท าลายเซลล์ของเชื้อโรคพืชโดยตรง  และ/หรือการสร้างสารปฏิชีวนะ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อโรคพืช (Thomashow และ Weller, 1990) 

 
สารปฏิชีวนะ (antibiotic) 
 

สารปฏิชีวนะที่ใช้ในการควบคุมทางชีวภาพ หมายถึง ผลผลิตที่ได้จากเมเทบอลิซึมของ 
จุลินทรีย์ชนิดหนึ่ง ที่มีผลในการท าลายหรือยับยั้งจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน โดยใช้ปริมาณเล็กน้อยเท่านั้น 
(Pal และ McSpadden, 2006)  ฤทธิ์ของสารปฏิชีวนะจากจุลินทรีย์ได้ถูกน ามาใช้กันอย่าง
แพร่หลายมากขึ้น นับต้ังแต่ปี ค .ศ. 1929 ท่ี Alexander Framing นักชีววิทยาและนักเภสัชวิทยา 
ชาวสก็อตแลนด์ ได้ค้นพบสารปฏิชีวนะเพนนิซิลลินจากรา Penicillium  ซึ่งได้น ามาสกัดเป็นยาที่มี
ฤทธิ์ท าลายแบคทีเรียก่อโรค โดยเฉพาะ Staphylococcus aureus (นงลักษณ์ สุวรรณพินิจ  และ
ปรีชา สุวรรณพินิจ , 2547)  ในปี ค.ศ. 1939 Rene Dubos นักจุลชีววิทยาชาวอเมริกันได้แยกเชื้อ  
Bacillus brevis จากดิน และพบว่าเชื้อนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรีย Pneumococcus ซึ่งเป็นสาเหตุ
การเกิดโรคปอดบวม และสามารถสังเคราะห์สารแกรมมิซิดินและไทโรซิดิน ซึ่งมีฤทธิ์ยับย้ังและฆ่า
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แบคทีเรียแกรมบวกได้หลายชนิดอีกด้วย (Dubos, 1993)  ต่อมาในปี 1977 Tronsmo และ 
Dennis ได้ริเริ่มใช้วิธีทางชีวภาพในการควบคุมโรคเน่าในสตรอเบอร์รี่หลังการเก็บเก่ียวท่ีมีสาเหตุ
จากรา Botrytis โดยใช้เชื้อ  Trichoderma ได้เป็นผลส าเร็จ (Droby และคณะ, 2009) จึงท าให้
นักวิทยาศาสตร์ให้ความสนใจและพัฒนาวิธีทางชีวภาพในการควบคุมโรคพืชนับต้ังแต่บัดนั้นเ ป็น
ต้นมา โดยเริ่มทดสอบและคัดเลือกเชื้อหลายชนิดหลายสายพันธุ์มาใช้ให้เหมาะสมกับเชื้อโรคพืช 
ดังจะเห็นได้จากงานวิจัยของ Wilson และ Pusey (1985) ที่ทดลองใช้เชื้อ B. subtilis ในการ
ควบคุมโรคเน่าในต้นท้อที่มีสาเหตุจากรา Monilinia fructicola และได้ผลที่ดี  ในปีต่อม า Wilson 
และคณะ (1986) ได้คัดเลือก Enterobacter cloacae มายับย้ังโรคเน่าของผลท้อที่เกิดจาก 
Rhizopus stolonifer ซึ่งผลการทดลองดังกล่าวท าให้งานวิจัยของเขาน ามาใช้เป็นพื้นฐานในการ
ควบคุมและป้องกันโรคพืชจนถึงปัจจุบัน (Droby และคณะ, 2009) 
 
จุลินทรีย์ท่ีสังเคราะห์สารปฏิชีวนะ   
 

ตารางที่ 2.3 แสดงกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีรายงานว่าสามารถสังเคราะห์สารต้านจุลชีพได้ โดย
แบคทีเรียพวก Actinomycetes สามารถผลิตสารปฏิชีวนะได้จ านวนชนิดมากที่สุด รองลงมาคือ
สารปฏิชีวนะที่ผลิตจากรา ส่วนกลุ่มของแบคทีเรียอ่ืนๆที่ไม่ใช่ Actinomyctes นั้น ส่วนใหญ่เป็น
แบคทีเรียพวก Bacillus ซึ่งพบว่ามีประสิทธิภาพดีในแง่การน ามาใช้เพื่อยับยั้งและป้องกันการเกิด
โรค (Li และคณะ, 2009)   
 
ตารางท่ี 2.3 แสดงกลุ่มของจุลินทรีย์ที่สังเคราะห์สารต้านจุลชีพและจ านวนสารปฏิชีวนะ  

กลุ่มของจุลินทรีย์ จ านวนของสารปฏิชีวนะ 

Actinomycetes 4600 

แบคทีเรียที่นอกเหนือจาก Actinomycetes 950 

รา 1600 

ที่มา : Berdy, 1985; อ้างถึงใน ดุษณี ธนะบริพัฒน์, 2546 
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Bacillus 
แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus พบได้ท่ัวไปในดิน ลักษณะรูปร่างเป็นท่อน ติดสีแกรมบวก สร้าง

เอนโดสปอร์ที่ทนความร้อน และเจริญได้ดีในอาหา รเลี้ยงเชื้อเหลว และที่ส าคัญสามารถป้องกัน
การเกิดโรคพืชได้หลายชนิด (Li และคณะ, 2009)  เนื่องจากแบคทีเรียในกลุ่มนี้มีการพัฒนาของ
ระบบหลั่งสารที่ดี จึงหลั่งสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้หลายชนิด เช่น บาซิลโลมัยซิน  อิทูริน  ไมโค
สับทิลิน และเฟนไจมัยซิน ซึ่งมีผลต่อจุลิ นทรีย์ก่อโรคพืชหลายชนิด (Delcambe และคณะ 1977; 
Peypoux และคณะ 1980; Peypoux และคณะ 1986; Vanittanakom และคณะ, 1986) และมี
การน าไปประยุกต์ใช้ในด้านการเกษตรเป็นหลัก (Shoda, 2000)   

 
งานวิจัยมากมายได้รายงานถึงความสามารถของแบคทีเรียในสกุล Bacillus ในด้านการ

ผลิตสารที่สามารถยับย้ังเชื้อก่อโรคพืชชนิดต่างๆได้ ตัวอย่างเช่น Bais และคณะ  (2004)  พบ
แบคทีเรีย  B. subtilis ที่สามารถสร้างไบโอฟิล์มซึ่งเป็นสารประเภทพอลิแซ็กคาไรด์ที่สามารถ
ต่อต้านเชื้อ Pseudomonas syringae ซึ่งเป็นแบคทีเรียก่อโรคในมะเขือเทศได้   นอกจากน้ี  Mari 
และคณะ (1996) พบว่า B. amyloliquefaciens สายพันธุ์ 5PVB ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ไม่หลั่งเอนไซม์
ออกมานอกเซลล์ ที่อุณหภูมิ 10  องศาเซลเซียส สามารถควบคุมและยับย้ังการเจริญของ Botrytis 
cinerea ซึ่งเป็นเชื้อที่ท าให้เกิดโรคในมะเขือเทศสดหลังการเก็บเกี่ยวได้อย่างสมบูรณ์    Raj และ
คณะ (2003) พบแบคทีเรีย  Bacillus บริเวณรากพืช ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่สามารถผลิตไคโตซาน
ออกมากระตุ้นการเจริญของพืชและสามารถต้านทานการเกิดโรคในพืชตระกูลหญ้า อันมีสาเหตุ
จากราตระกูล Peronosporaceae ได้ โดยทดลองคลุกกับเมล็ดพืชพบว่าสามารถกระตุ้นการงอก
ของพื ชได้อย่างรวดเร็วและลดการเกิดโรคจากราดังกล่าวได้ดี เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  
นอกจากน้ียังมีการศึกษาการท างานร่วมกันของกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีฤทธิ์ยับย้ังโรคหลังการเก็บเกี่ยว
อันเกิดจากรา Penicillium expansum  Botrytis cinerea และ Pezicula malicorticis ในผลแอป
เปิ้ล ซึ่งกลุ่มจุลินทรีย์นี้ประกอบด้วย  B. subtilis  Aureobasidium pullulans และ Rhodotorula 
glutinis โดยพบว่าหลังจากที่เก็บเกี่ยวแล้ว น าผลแอปเปิ้ลที่มีกลุ่มจุลินทรีย์ดังกล่าวไปเก็บไว้ในที่ที่
อุณหภูมิต่ า พบว่าสามารถลดปริมาณบาดแผลของผลแอปเป้ิลอันเกิดจากราเห ล่านี้ได้ (Leibinger 
และคณะ, 1997) 

 
กลไกการควบคุมโรคพืชโดยแบคทีเรียสกุล Bacillus  
 

จากงานวิจัยที่ผ่านมา แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียในสกุล Bacillus มีความสามารถในการ
ควบคุมและยับย้ังการเกิดโรคพืชได้ โดยสามารถสรุปได้ดังนี้ 
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1. ผลิตเอ็นไซม์หรือโปรตีน ซึ่งมีผลต่อการ ยับยั้งการเจริญของราโรคพืช ตัวอย่างเช่น จาก
การรายงานของ  Swainและคณะ (2008) พบว่า B. subtilis สายพันธุ์ CM1 ที่คัดแยกได้จากมูล
สัตว์มีผลต่อการเจริญของเส้นใยรา  F. oxysporum และ Botryodiplodia theobromae ซึ่ง
ก่อให้เกิดโรคหลังการเก็บเกี่ยวของมันเทศ  จากการทดลองพบว่าเมื่อเซลล์ของ Bacillus สัมผัสกับ
เซลล์ของราโรคพืชแล้ว แบคทีเรียจะหลั่งเอนไซม์ไคติเนสออกมาย่อยสลายผนังเซลล์ของเส้นใย
ของราท าให้เกิดการแตกหักของเส้นใยหลังจาก 36 ชั่วโมง  นอกจากน้ี  Arrebola และคณะ (2009) 
ได้พบว่าโรคหลังการเก็บเกี่ยวของมะนาวที่มีสาเหตุจากรา  Alternaria citri และ Botrysphaeria 
sp. มีปริมาณลดลง เมื่อทดสอบกับโปรตีนอิทูริน เอ ซึ่งผลิตจากเชื้อ  B. amyloliquefaciens โดย
โปรตีนดังกล่าวส่งผลต่อการงอกของสปอร์ของราจึงท าให้ราไม่สามารถก่อโรคได้ 
 

2. สร้างไบโอฟิล์ม  (biofilm) หรือสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ (biosurfactant) จึงท าให้
เชื้อก่อโรคไม่สามารถเจริญเข้าไปในพืชได้ ตัวอย่างเช่น B. subtilis สายพันธ์ 20B ซึ่งคัดแยกได้
จากอาหารหมักดองสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพได้ โดยมีผลยับยั้งการเจริญของเส้น
ใยราโรคพืชได้หลายชนิด เช่น F. oxysporium A. burnsii Crysosporium indicum และ R. 
bataticola  ดังนั้นราดังกล่าวจึงขาดความสามารถในการก่อโรคในพืช (Joshi และคณะ, 2008) 
 

3. กระตุ้นความต้านทานโรคให้กับพืช  (Induced Systemic Resistance, ISR) 
ตัวอย่างเช่น กลุ่มแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens B. subtilis B. pasteurii B. cereus B. 
pumilus B. mycoides และ B. sphaericus สามารถลดความรุนแรงของโรคพืชอันเกิดจากรา 
แบคทีเรียและไวรัสในพืชหลายชนิด  เช่น มะเขือเทศ พริก พริกป่น  แตงไทย แตงโม ยาสูบ ได้ โดย
กลุ่มแบคทีเรียพวก Bacillus เหล่านี้จะกระตุ้นยีนในพืชที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันเช่น  NPR1 
ยีน หรือกระตุ้นให้พืชสร้างกรดซาลิไซลิกหรือกรดจาสโมนิกเพื่อกระตุ้นการสร้างโปรตีนที่เกี่ยวข้อง
กับการท าให้พืชเกิดความต้านทานต่อโรคในระหว่างที่เชื้อโรคบุกรุกเข้าสู่เซลล์ได้ เป็นต้น  
(Kloepper และคณะ, 2004)   นอกจากน้ียังมีรายงานพบว่า Bacillus หรือสารสกัดจากแบคที เรีย
นี้สามารถกระตุ้นการป้องกันตัวเองของพืชจากโรคพืชได้ ตัวอย่างเช่น จากการศึกษาสาร
แขวนลอยของเซลล์ผสมระหว่าง  B. amyloliquefaciens IN937a และ B. pumilus IN937b โดย 
Jetiyanon (2007) พบว่าแบคทีเรียผสมสามารถกระตุ้นการผลิตซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสและ
เพอร์ออกซิเด สในพืช ซึ่งมีผลต่อการป้องกันโรคที่เกิดจากรา Sclerotium rolfsii Ralstonia 
solanacearum และ Colletotrichum gloeosporioides ที่เป็นราสาเหตุให้เกิดโรคแอนแทรกโนส
และโรคเหี่ยวเหลืองในพริกและมะเขือเทศได้    
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4. ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (plant growth-promoting) ตัวอย่างเช่น จากการ
รายงานของ Jetiyanon และคณะ (2008) พบว่าเมื่อน าเซลล์หรือเอนโดสปอร์ของ B. cereus สาย
พันธุ์ RS87 มาเคลือบกับเมล็ดพืช แล้วน าไปปลูก พบว่า แบคทีเรียเจริญและหลั่งกรดอินโดลแอซี
ติก (indoleacetic acid, IAA) ออกมา ซึ่งสามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตขอ งพืชได้อย่างรวดเร็ว
เมื่อเทียบกับชุดควบคุม เป็นต้น 
 
สารต้านราที่ผลิตจากแบคทีเรียสกุล Bacillus 
 
 แบคทีเรียสกุล Bacillus สามารถผลิตสารต้านราได้หลายชนิด และ มีความสามารถในการ
ออกฤทธิ์ได้แตกต่างกันไป  ดังแสดงในตารางที่ 2.4  
 
ตารางท่ี 2.4  ตัวอย่างสารต้านราที่ผลิตได้จากแบคทีเรียสกุล Bacillus  

สารต้านรา สายพันธุ ์Bacillus องค์ประกอบหรือโครงสร้าง เอกสารอ้างอิง 

Aminoglycoside B. circulans S-11 
1-deamino-1-
hydroxyxylostasin 

Fujiwara และคณะ, 1980 

Bacillomycin D B. subtilis AU195 Cyclic lipopeptide Moyne และคณะ, 2004 
Bacisubin B. subtilis  B-916 Linear peptide Liu และคณะ, 2007 
Catalase Bacillus sp. F26 protoheme IX group Zhang และคณะ, 2005 
Cerexin A B. cereus Amino acid และ fatty acid Shoji และ Hinoo, 1975 
Chitinase B. licheniformis Linear peptide Waldeck และคณะ, 2006 
Fengycin B. subtilis F-29-3 Linear lipopeptide  Vanittanakom และคณะ, 1986 
Iturin A B. amyloliquefaciens  Cyclic lipopeptide Arrebola และคณะ, 2009 

Mycobacillin B. subtilis B3 Polypeptide 
Bhattacharyya และ Bose, 
1967 

Rhizocticin A B. subtilis 6633 
Amino acids และ 
Oligopeptides 

Kugler และคณะ, 1990 

Subtilin B. subtilis 6633 Cyclic peptide Chan และคณะ, 1993 
Surfactin B. subtilis Cyclic lipopeptide Sandrin และคณะ, 1990 

 
ตัวอย่างสมบัติและการออกฤทธิ์ของสารต้านราที่ผลิตได้จากแบคทีเรียสกุล Bacillus   
 

Arrebola และคณะ (2009) ศึกษาสารสกัดจาก Bacillus amyloliquefaciens  สายพันธุ์ 
PPCB004 ซึ่งประกอบด้วย fengycin, iturin และ surfactine และพบว่าสารประกอบดังกล่าว  
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สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยและมีผลท าให้สปอร์ของรา Alternaria citri,  Botrysphaeria 
sp., Colletotrichum gloeosporioides และ Fusicoccum aromaticum  เกิดการพองบวมและไม่
สามารถก่อโรคหลังการเก็บเกี่ยวของมะนาวได้  

 
เอนไซม์แคทาเลส เป็นโปรตีนที่พบว่ามีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของราได้ นอกจากจะ

พบได้ในแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus แล้ว ยังสามารถพบได้ในกลุ่มแบคทีเรียที่เป็ น aerobic bacteria 
ทุกชนิด ส่วนแบคทีเรียพวก obligate anaerobes ทุกชนิดไม่สามารถสร้างเอนไซม์แคทาเลสได้ 
(Archibald และ Fridovich, 1981) เอนไซม์แคทาเลส ท างานโดยการเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ (H2O2) ซึ่งมีความเป็นพิษต่อเซลล์สิ่งมีชีวิต ให้เป็นน้ าและออกซิเจน น อกจากน้ียังพบว่า
เอนไซม์แคทาเลสจะมีปริมาณมากขึ้นเมื่อถูกกระตุ้นโดยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Bagyan และ
คณะ, 1998) การออกฤทธิ์ต้านราโรคพืชนั้น Hou และคณะ (2006) พบว่าสารสกัดโปรตีนที่มี
เอนไซม์แคทาเลสเป็นองค์ประกอบ ซึ่งผลิตได้จาก Bacillus subtilis สายพันธุ์ LEV-006  มีผลต่อ
การยับย้ังการงอกของสปอร์รา Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Alternaria 
brassicae และ Leptosphaeria maculans ที่ก่อให้เกิดโรค ล าต้นเน่า และ รากเน่า ของต้นคาโน
ลา ท าให้เชื้อราดังกล่าวไม่สามารถก่อโรคในพืชได้อีก  ส าหรับกลไกการออกฤทธิ์ต่อราโรคพืชของ
เอ็นไซม์แคทาเลสนั้นยังไม่มีผู้ใดศึกษาหรือรายงานจึงยังไม่ทราบแน่ชัด 
 

นอกจากน้ียังมีรายงานการใช้สารบริสุทธิ์ที่สกัดได้จาก Bacillus  มาใช้เพื่อควบคุมหรือ
ป้องกันการเกิดโรคพืชอีกด้วย ตัวอย่างเช่น Kim และ Chung (2004) ได้คัดเลือกเชื้ อ B. 
amyloliquefaciens สายพันธุ์ MET0908 จากดิน และน ามาศึกษาผลในการยับยั้งโรคแอนแทรค
โนสของแตงโมที่เกิดจากเชื้อ  Colletotrichum lagenarium โดยท าบริสุทธิ์สารที่แบคทีเรียสร้างขึ้น
ด้วยการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 30% ออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อ  จากนั้นท า
บริสทุธิ์ต่อด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี แล้ววิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE พบว่าสารที่ท าบริสุทธิ์ได้คือ  

-1,3-กลูคาเนสซึ่งมีฤทธิ์ต้านรา C. lagenarium โดยมีผลต่อเส้นใยท าให้มีการเจริญที่ผิดปกติ 
เกิดการโป่งพอง และถูกย่อยสลายภายใน 5 วัน ซึ่งสามารถสรุปได้ว่าสารชนิดนี้สามารถท าล าย
ผนังเซลล์ของราได้    Jung และ Kim (2005 ) พบว่า B. megaterium KL39 ที่คัดแยกจากดิน
สามารถผลิตสารต้านรา Phytophthora ที่ท าให้เกิดโรคเหี่ยวในพริกแดง (red pepper) ได้ โดยท า
บริสุทธิ์สารด้วยการสกัดด้วย n-บิวทานอล แล้วท าบริสุทธิ์ต่อด้วยซิลิกาเจลคอลัมน์โครมาโทกรา ฟี
และเจลเซฟาเด็กซ์ และตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วย HPLC พบว่าสารดังกล่าวมีสมบัติคล้ายกับ 
อิทูริน   เมื่อทดสอบกับราโรคพืชหลายชนิดเช่น Alternaria kikuchaiana  Pyricularia oryzae  
Fusarium solani  และ Phytophthora capsici พบว่าสารนี้มีผลต่อการเจริญของเส้นใยท าให้เ กิด
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การโป่งพองและยับย้ังการสังเคราะห์ดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอของราเหล่านี้ ท าให้ไม่สามารถ

เจริญเติบโตได้    Leelasuphakul และคณะ (2006) พบว่า -1-3-กลูคาเนส จาก B. subtilis สาย
พันธุ์ NSRS 89-24 มีผลยับย้ังการเจริญของเส้นใยรา Pyricularia grisea และ Rhizoctonia 
solani ซึ่งเป็นสาเหตุการเกิดโรคใบไหม้และโรคกาบใบแห้งในข้าวได้ดีอีกด้วย  
 
การสกัดแยกสารปฎิชีวนะ  

 
จากรายงานการสกัดแยกสารปฎิชีวนะพบว่ามีด้วยกันหลายวิธี  (Del Rio และคณะ , 

1972) ซึ่งหากแบ่งตามลักษณะวิธีการสามารถแบ่งได้ 3 วิธีคือ   
 

1. การตกตะกอน (precipitation) 
 
การตกตะกอนด้วยการใช้สารเคมี จัดเป็นวิธีหนึ่งที่ใช้ในการตกตะกอนสารปฏิชีวนะ

ประเภทโปรตีน ซึ่งการจะใช้สารเคมีชนิดใดนั้นขึ้นอยู่กับโปรตีนนั้นๆ เช่น ตกตะกอนโปรตีนไคติเนส 
จากรา Penicillium sp. สายพันธุ์ LYG 0704 โดยใช้ไอโซโพรพานอล (Lee และคณะ, 2009) และ 
ตกตะกอนโปรตีนอินูลิเนสจากรา  Aspergillus ficuum สายพันธุ์ JNSP5-06 ด้วยแอมโมเนียม
ซัลเฟต (Chen และคณะ, 2009) เป็นต้น   ในการท าบริสุทธิ์ โดยทั่วไปนิยมใช้แอมโมเนียมซัลเฟต 
เนื่องจากโปรตีนที่ถูกตกตะกอนลงมามักจะไม่เสียสภาพหรือถูกท าลายด้วยการท างานของเอนไซม์
ที่สลายโปรตีน เช่น โปรตีเอส   นอกจากน้ียังช่วยรักษาแอกทิวิตีของโปรตีนได้เป็นอย่างดีหลังจาก
น าตะกอนไปละลายกลับอีกด้วย 
 
   การตกตะกอนโปรตีนเพื่อท าให้บริสุทธิ์นั้นส่วนใหญ่เริ่มจากการหาความเข้มข้นที่
เหมาะสมในการตกตะกอนของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตก่อน โดยตกตะกอนโปรตีนภายใต้
อุณหภูมิ 0 - 4 องศาเซลเซียส  เพื่อป้องกันการเสียสภาพและสูญเสียแอกทิวิตี  สิ่งที่ต้องระวังมาก
ที่สุดคือ ความเข้มข้นของเกลือในสารละลายต้องเพิ่มขึ้นอย่างสม่ าเสมอโดยไม่มีต าแหน่งใดของ
สารละลายมีความเข้มข้นของเกลือสูงกว่าต าแหน่งอื่น  หากในสารละลายนั้นเกิดความไม่
สม่ าเสมอของคว ามเข้มข้นของเกลือจะท าให้โปรตีนที่ไม่ต้องการศึกษาตกตะกอนออกมาได้   
ดังนั้นจึงต้องกวนสารละลายอย่างต่อเนื่องและเติมแอมโมเนียมซัลเฟตในปริมาณน้อยๆเพื่อให้เกิด
ความเข้มข้นที่สม่ าเสมอทุกต าแหน่ง   หลังจากเติมแอมโมเนียมซัลเฟตในแต่ละครั้งต้องรอให้
แอมโมเนียมซัลเฟตละลา ยให้หมดเพื่อจะได้กระจายตัวในสารละลายอย่างสม่ าเสมอแล้วจึงเติม
ครั้งต่อไป   เมื่อเติมแอมโมเนียซัลเฟตได้ความเข้มข้นที่ต้องการแล้ว ต้องบ่มสารละลายโปรตีน
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ต่อไปที่อุณหภูมิ 0 - 4 องศาเซลเซียส  ในระยะเวลาสั้นๆ เพื่อรอให้โปรตีนตกตะกอนออกมาอย่าง
สมบูรณ์ และเก็บตะกอนของโ ปรตีนโดยการป่ันเหวี่ยง ดังนั้นความเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟตในสารละลายจึงเพิ่มขึ้นเป็นขั้นๆ และควรปั่นแยกเก็บโปรตีนในแต่ละช่วงความเข้มข้น   
จากนั้นละลายตะกอนของโปรตีนในแต่ละช่วงความเข้มข้นในสารละลายบัฟเฟอร์ใหม่ และน าไป
วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด รวมทั้งตรว จติดตามแอกทิวิตีของเอนไซม์ที่สนใจด้วย  (Doonon และ 
Cutler, 2004) 
 

หลักการของการตกตะกอนโปรตีนด้วยวิธีนี้ คือโปรตีนที่ถูกละลายจะเปลี่ยนแปลงไปตาม
ความเข้มข้นของประจุ (ionic strength) และความเข้มข้นของเกลือในสารละลาย โดยการละลาย
ของโปรตีนเพิ่มขึ้นเมื่อใช้ความเข้ม ข้นของเกลือต่ าๆ เรียกปรากฏการณ์นี้ว่า การเพิ่มการละลาย
ด้วยเกลือปริมาณน้อย (salting-in)  แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของประจุหรือเพิ่มความเข้มข้นของ
เกลือขึ้น การละลายของโปรตีนจะเริ่มลดลง และที่ความเข้มข้นของประจุสูงๆ การละลายของ
โปรตีนจะลดลงจนถึงจุดที่โปรตีนตกตะ กอนเกือบสมบูรณ์ในสารละลาย ปรากฏการณ์นี้เรียกว่า 
การตกตะกอนด้วยความเข้มข้นของเกลือที่ใส่ลงไปในสารละลาย (salting-out)   โปรตีนกับไอออน
ของเกลือเข้าแย่งจับโมเลกุลอิสระของน้ าที่ความเข้มข้นของเกลือสูงๆ พันธะโมเลกุลของน้ าจะถูก
จับด้วยไอออนของเกลือเป็นส่วนใหญ่  พันธะโมเลกุลของน้ าจึงไม่เพียงพอที่จะจับกับโปรตีน ท าให้
โปรตีนจับกันเองมากกว่าจับกับโมเลกุลของน้ า และตกตะกอนในสารละลาย (Roe, 2001) 

 
2. การใช้คอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ion-exchange 

chromatography) 
 
คอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ  เป็นอีกวิธีหนึ่ง ที่ใช้ในการแยกสาร  เช่น 

โปรตีน  กรดอะมิโน และ กรดนิวคลีอิก โดยอาศัยหลักการแยกสารด้วยความแตกต่างของประจุ
สุทธิ ซึ่งสารจะถูกดึงไว้โดยแรงดึงดูดระหว่างหมู่บนเฟสคงที่ (stationary phase) ซึ่งมีประจุตรง
ข้ามกับสารที่ต้องการแยก  คอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุมี  2 แบบคือ แบบ
แลกเปลี่ยนประจุลบ (anion-exchange) และแบบแลกเปลี่ยนประจุบวก (cation-exchange) ซึ่ง 

เรียกตามประจุของสาร แต่ต่างกันตรงคอลัมน์จะบรรจุด้วยเฟสคงที่ที่มีประจุตรงข้าม 
(Doonon และ Cutler, 2004) ดังแสดงในรูปที่ 2.5 
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รูปที ่2.5 แสดงคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ (ซ้าย) และคอลัมน์โคร
มาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุบวก (ขวา) (ดัดแปลงจาก Amersham Pharmacia 
Biotech, 1999) 
 

การชะโปรตีนท าได้โดยการเปลี่ยนแปลงประจุของทั้งหมู่ที่อยู่บนโมเลกุลของสารและบน
เฟสคงที่ โดยการปรับ pH หรือเพิ่มความเข้มข้น ของเกลือในบัฟเฟอร์เช่น NaCl ในสารละลาย
บัฟเฟอร์ ซึ่ง  Na+ จะไปแย่ง โปรตีนเพื่อจับกับหมู่ที่มีประจุลบของตัวแลกเปลี่ยนไอออน (ion 
exchanger) ท าให้โปรตีนอีกชนิดที่เหลือถูกชะออกจากคอลัมน์   ส าหรับ วิธีการก าจัดเกลือนั้น ท า
ได้หลายวิธี เช่น ใช้ถุงไดอะไลสิส  ที่มี cut off ต่ ากว่าขนาดของโปรตีนที่สนใจ เช่น ที่มี cut off 
ประมาณ 3,500 ซึ่งเกลือที่มีขนาดเล็กกว่า 3,500 ดาลตัน จะผ่านถุงไดแอลิซิสออกไป   นอกจากน้ี
ก็ยังมีวิธีอัลตราฟิลเทรชัน  การใช้คอลัมน์ขจัดเกลือ (desalting column) หรือการท าเจลฟิลเทรชัน  
(gel filtration) เป็นต้น (Roe, 2001) 
 
ข้อควรพิจารณาในการสกัดแยกสารปฎิชีวนะด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยน
ประจุ 
 

คู่มือการท าบริสุทธิ์โปรตีน (Amersham Pharmacia Biotech, 1999) ได้สรุปถึงข้อควร
พิจารณาในการสกัดแยกสารที่สนใจด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุว่า 
ประกอบด้วย ก ารเลือกตัวค้ าจุน (matrix), การเลือกหมู่ฟังก์ชัน (functional groups), การเลือก
สารละลายบัฟเฟอร์ และการเลือกตัวท าละลาย (solvent)  

 

โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจลุบ โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุบวก 
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ส าหรับการเลือกตัวค้ าจุนนั้น ควรเลือกตามความเหมาะสมของ ชนิดตัวค้ าจุน  ขนาดของ
ตัวค้ าจุน  ช่วง pH ในการท างาน และ อัตราการไหล  เป็นต้น   ตัวอย่างของตัวค้ าจุน ได้แก่ เรซิน
สังเคราะห์ หรือ เซลลูโลส เป็นต้น 

 
ส่วนการเลือกหมู่ฟังก์ชันนั้น หมู่ฟังก์ชันที่เลือกใช้ต้องสอดคล้องตามประจุสุทธิของโปรตีน

ที่ต้องการแยก โดยหมู่ฟังก์ชันที่อยู่บนผิวของสารตัวกลาง จะท าให้เกิดความแรงในการจับและ
แลกเปลี่ยนประจุ มากน้อยต่างกันตามชนิดของหมู่ฟังก์ชัน ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 ประจุ คือ  ตัว
แลกเปลี่ยนประจุอย่างแรง (strong ion exchanger) ซึ่งมีช่วง pH 2-12 ได้แก่  Q (anion 
exchange), S และ SP (cation exchange) เป็นต้น  และตัวแลกเปลี่ยนประจุอย่างอ่อน  (weak 
ion exchanger) ได้แก่ DEAE (anion exchange) ซึ่งมีช่วง pH 2-9 และ CM (cation exchange) 
ซึ่งมีช่วง pH 6-10 เป็นต้น  ตัวอย่างของหมู่ฟังก์ชันของตัวแลกเปลี่ยนประจุเหล่านี้แสดงดังใน
ตารางที่ 2.5 

 
ตารางท่ี 2.5 หมู่ฟังก์ชันของตัวแลกเปลี่ยนประจุ 
 
 
 
 
 

 
 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Amersham Pharmacia Biotech, 1999 
 
ตัวแลกเปลี่ยนประจุมักท าจากเรซินซึ่งพบในธรรมชาติ เช่น  เซลลูโลสซึ่งใช้เป็นตัวกลาง

แลกเปลี่ยนประจุบวกและลบ หรือไคโตซานที่สกัดแยกได้จากเปลือกกุ้งและหอยซึ่งเป็นตัว
แลกเปลี่ยนประจุลบ (Nakano และคณะ, 2004) หรือสังเคราะห์ขึ้นทางเคมีและเรียกชื่อตา มสาร
ตัวกลาง เช่นใช้ตัวกลางเป็น เซลลูโลส เรียกว่า  Diethylaminoethyl (DEAE) เซลลูโลส , 
Triethylaminoethyl (TEAE) เซลลูโลส ซึ่งทั้งสองชนิดสามารถใช้ในการแยกสารที่มีองค์ประกอบ
ของไขมันปนอยู่ด้วย (Akoh และคณะ, 2008) สารตัวกลางที่เป็น  เซฟาเดกซ์   เช่น SP เซฟาเดกซ์ 
C-25  CM เซฟาเดกซ์  C-25 แต่มีข้อจ ากัดคือ  ไม่ทนต่อภาวะที่เป็นกรด (GE Healthcare, 2009) 
สารตัวกลางที่นิยมใช้อีกชนิดหน่ึงก็คือ ไบโอ-เจล เอ และ ไบโอ -เจล พี ซึ่งทั้งสองชนิดแตกต่างกัน

ตัวแลกเปล่ียนประจุ
ลบ 

ตัวแลกเปล่ียนประจุ
บวก 

หมู่ฟังก์ชันของตัวแลกเปล่ียนประจ ุ

หมู่ฟังก์ชันของตัวแลกเปล่ียนประจ ุ
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ตรงองค์ประกอบ คือ  ประกอบด้วย เม็ดอะกาโรส และพอลิอะคริลาไมด์ ตามล าดับ มีสมบัติเป็น
สารประกอบที่ชอบน้ า มาก (extremely hydrophilic) จึงมีความคงตัวในน ้าสูง สามารถแยกสารที่
ไม่บริสุทธิ์ออกจากโปรตีนที่สนใจได้ และมีประสิทธิภาพสูงในการคัดแยกสารโดยอาศัยน้ าหนัก
โมเลกุลออกจากกันได้ดี จึงท าให้คัดเลือกโปรตีนที่ต้องการได้ง่ายขึ้น   นอกจากน้ียังพบว่าสาม ารถ
ทนได้ในภาวะที่เป็นกรดและเบสอ่อนๆ มีความเสถียรในสารเจือจางของ dithiothreitol,  
mercaptoethano, สารลดแรงตึงผิว และสารฟอกหนัง เช่น SDS, CHAPS และ Triton® X-100  
เป็นต้น (Bio-Rad, 2009)  
 

ส าหรับสารละลายบัฟเฟอร์ที่ใช้ต้องให้ค่า pH ที่ท าให้โปรตีนที่ต้องการแยก มีความเสถียร 
และไม่เกิดการรบกวนการแลกเปลี่ยนประจุ   นอกจากน้ี pH ของสารละลายบัฟเฟอร์ยังมีผลต่อ
การเกิดประจุสุทธิของโปรตีนด้วย  ถ้าโปรตีนอยู่ในสารละลายที่มี pH สูงกว่าค่า pI ประจุสุทธิจะ
เป็นลบ และจับกับตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ แต่ถ้าสารละลายมี pH ต่ ากว่า pI ประจุสุทธิของโปรตีน
จะเป็นบวกและจับกับตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (Amersham Pharmacia Biotech, 1999) 
ตัวอย่างของสารละลายบัฟเฟอร์ส าหรับการท าคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ
และประจุบวก แสดงในตารางที่ 2.6 และ 2.7 ตามล าดับ 

 
ตารางท่ี 2.6 สารละลายบัฟเฟอร์ส าหรับโครมาโทรกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
ที่มา: Amersham Pharmacia Biotech, 1999 
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ตารางท่ี 2.7 สารละลายบัฟเฟอร์ส าหรับโครมาโทรกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุบวก 
 
 
 
 
 
 
 

 
ที่มา: Amersham Pharmacia Biotech, 1999 

 
3. การตกตะกอนด้วยตัวท าละลาย 

 
การตกตะกอนด้วยตัวท าละลายจ าเ ป็นต้องใช้ในบางกรณี โดยอาศัยหลักการละลายของ

สารในตัวท าละลาย  และเนื่องจากสารแต่ละชนิดมีสมบัติในการละลายในตัวท าละลายได้ต่างกัน 
ดังนั้นการเลือกสารที่เป็นตัวท าละลายจึงต้องค านึงว่า 1) ตัวท าละลายต้องสามารถละลายสารที่
ต้องการสกัดได้ดี และไม่ละลายสารอ่ืนที่ไม่ต้องกา รออกมาด้วย  2) ไม่ท าปฏิกิริยากับสารท่ีสกัด  
3) สามารถแยกออกจากสารที่สกัดแล้วได้ง่าย  4) ไม่เป็นพิษ และ 5) มีราคาถูก   ตัวอย่างของตัว
ท าละลายที่ใช้ในการสกัดสารปฏิชีวนะ ได้แก่ การสกัดสารต้านราและต้านแบคทีเรียจาก B. 
megaterium โดยใช้ บิวทานอล และ เมธานอล (Jung และ Kim, 2005 ) และไดคลอโรมีเทน อะซี
โตน-เฮกเซน และอะซีโตน- ไดคลอโรมีเทน ในการสกัดยารักษาโรคที่เกิดจากแบคทีเรียและยีสต์ 
(Boonnak และคณะ, 2009) เป็นต้น 
 
การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนและการหาลักษณะสมบัติของโปรตีน 
 

เมื่อสกัดสารบริสุทธิ์ชนิดที่เป็นโปรตีนได้แล้ ว จ าเป็นต้องตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ
โปรตีนที่แยกได้ วิธีการตรวจสอบความบริสุทธิ์นี้มีหลายวิธี เช่น การตรวจสอบโดยวิธีโซเดียมโดเด
ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis, SDS-PAGE), การตรวจสอบ โดยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแบบโปรตีนไม่เสีย
สภาพ (native gel electrophoresis), การตรวจสอบโดยเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแบบให้กระแสไฟฟ้า
สองมิติ (two-dimensional gel electrophoresis), การตรวจสอบโดยเน้นประจุที่เป็นกลางใน
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สนามไฟฟ้า (isoelectric focusing), และการตรวจสอบโดยการติ ดฉลากด้วยสารกัมมันตรังสี 
(radioimmunoassay) เป็นต้น 

ส าหรับการวิเคราะห์ลักษณะสมบัติของโปรตีนสามารถปฏิบัติได้หลายวิธีเช่นกัน  ซึ่งส่วน
ใหญ่แล้วเป็นการหาน้ าหนักของโปรตีน  ล าดับกรดอะมิโน  รูปแบบของกรดอะมิโนเมื่อตัดด้วย
เอนไซม์ที่เฉพาะ เป็นต้น  ตัวอย่างของวิธีเหล่ านี้ ได้แก่ การจ าแนกโดย Matrix-Assisted Laser 
Desorption Ionization Time-Of-Flight (MALDI-TOF) mass spectrometry, การจ าแนกโดยการ
วิเคราะห์กรดอะมิโนโดย N-terminal amino acid analysis, การจ าแนกโดยการท าแผนที่เพปไทด์ 
(peptide mapping), การจ าแนกโดย Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy (NMR), 
และการจ าแนกโดย Fast Atom Bombardment Mass Spectrometry (FAB-MS) เป็นต้น 
 
แบคทีเรีย M10 

จากงานวิจัยก่อนหน้านี้ โดยคงยุทธ เลิศมงคลธรรม (2549) พบว่าแบคทีเรีย M10 ซึ่งแยก
ได้จากดินในจังหวัดกาญจนบุรีนั้น นอกจากจะยับยั้งและควบคุ มการเจริญเติบโตของรา   
C.  capsici และ Fusarium sp. ในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA ได้ผลดีแล้ว เมื่อน ามาทดสอบ
ความสามารถในการควบคุมและป้องกันการเกิดโรคแอนแทรคโนสที่เกิดจากเชื้อ C. capsici และ
การเน่าของผลที่เกิดจากเชื้อ Fusarium sp. กับผลมะเขือเทศ แล้ว พบว่าแบคที เรีย M10 ช่วยลด
อาการของโรคได้โดยพบว่าขนาดของแผลบนผลมะเขือเทศมีขนาดเล็กลงเมื่อเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม  

ดังนั้นในงานวิจัยน้ีจึงได้ท าวิจัยต่อ โดยน าแบคทีเรีย M10 มาแยกและท าบริสุทธิ์สารที่มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งรา โดยมีการหาระยะเวลาที่เหมาะสมที่เชื้อผลิตสารน้ี และหาภาวะที่เหมาะสมใน
การท าสารให้บริสุทธิ์ ทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของราด้วยสารที่แยกได้  โดยหาค่า IC50 
ของสารออกฤทธิ์ที่สามารถยับย้ังราเป้าหมายได้  ทดสอบฤทธิ์เบื้องต้นของสารต่อราเป้าหมาย  (in 
vitro) และทดสอบฤทธิ์ในการป้องกันและยับยั้งราเป้าหมายบนผลของมะเขือ เทศ (in vivo)  
รวมทั้งศึกษาลักษณะสมบัติของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้โดยวิธีวิเคราะห์ทางเคมี  เพื่อหาน้ าหนัก
โมเลกุล และจ าแนกชนิดของโปรตีน รวมถึงพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย M10 ด้วย 
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บทที่  3 
 

อุปกรณ์และวิธีด าเนินการทดลอง 

 

3.1 อุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจัย 

 
1. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 
2. กล้องจุลทรรศน์ (microscope)รุ่น UNILUX-12 บริษัท Kyowa, Tokyo, Japan 
3. เครื่องกวนแม่เหล็ก (magnetic stirrer) รุ่น 502P-2 ของบริษัท PMC, USA 
4. เครื่องแก้ว ของบริษัท Pyrex, USA 
5. เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (psycrotherm incubator shaker) รุ่น G27 
6. เครื่องเขย่า (shaker) รุ่น innova 2100 บริษัท New Brunwick Scientific,USA 
7. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแห้งแบบใช้ความร้อน (thermo-block) รุ่น MylabTH 

thermo-block SLTDB-120 ของบริษัท Seoulin Bioscience, Korea 
8. เครือ่งชั่งละเอียด รุ่น A 200s ของบริษัท Forma Scientific, USA 
9. เครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อ (autoclave) รุ่น ss-325 ของบริษัท TOMY  Seiko, Japan 
10. เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดต้ังโต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น 200H ของบริษัท  Hattich 

Zentrifugen, Germany 
11. เครื่องปั่นเหวี่ยงปรั บความเย็น (refrigerated centrifuge) รุ่น T-42K ของบริษัท 

Beckman 
12. เครื่องผสมสาร (vortex-Genie2) รุ่น G560E ของบริษัท Scientific Industries Inc., USA 
13. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุ่น 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, 

USA 
14. เครื่องวัดความเป็นกรด -เบส (digital pH meter) รุ่น Cyberscan 2000 ของบริษัท 

Eutech Cybernetics, Singapore 
15. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) และหลอดใส่ตัวอย่าง (cuvette) รุ่น 

Spectronic 401 ของบริษัท Milton Roy, USA 
16. ตู้แช่แข็ง (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  รุ่น F0535 ของบริษัท Sanyo 

Electronic Co., Japan 
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17. ตู้ถ่ายเชื้อแบบ laminar flow รุ่น J2-21 ของบริษัท ISSCO, USA 
18. ตู้บ่มเชื้อ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 
19. ตู้อบแห้ง  (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany 
20. ถุงไดอะไลซิส ขนาดรู 3500 MWCO รุ่น JE 123986 บริษัท SnakeSkin®, USA 
21. ผ้าขาวบางปลอดเชื้อ 
22. ไมโครปิเปตและทิปขนาด 20 100 200 1,000 และ 5,000 มิลลิลิตร ของบริษัท  Nichiryo, 

Japan 
23. อุปกรณ์นับเซลล์ (hemacytometer) บริษัท Schott Duran, Germany 
24. ชุดกรองสารตัวอย่างให้ปราศจากเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5 ซม. ขนาดรู 0.45 

ไมครอน ของบริษัท Millipore, USA  
25. ชุดอุปกรณ์ท า agarose gel electrophoresis ได้แก่ ถาดเทเจล ถังใส่สารละลาย แผ่นหวี 

และแหล่งจ่ายไฟ ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan 
26. ชุดอุปกรณ์ท า SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) รุ่น MiniPROTEAN II และเครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้ารุ่น PAC 300 ของ
บริษัท บริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

27. ชุดอุปกรณ์ส าหรับถ่ายภาพ (gel documentation) และโปรแกรม Quantity  One เวอร์ชั่น 
4.4.1 ของบริษัท Bio-Rad, USA 

28. Cork Borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8 มิลลิเมตร 
29. Sonicator รุ่น SONOREX RX 100 บริษัท สยามแอนด์โกร,กรุงเทพ,ประเทศไทย 
 

3.2 เคมีภัณฑ ์
 

1. กรดอะซีติกเข้มข้น (glacial CH3COOH) ของบริษัท Merck, Germany 
2. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland 

3. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, France 

4. ไกลซีน (glycine) ของบริษัท Amersham Biosciences, Sweden 
5. ผงสกัดจากเนื้อ (beef extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

6. ผงสกัดจากมันฝรั่ง (potato dextrose) ของบริษัท HiMedia Laboratories, USA 

7. คอปเปอร์ซัลเฟต (CUSO4) ของบริษัท Ajax Finechem, New Zealand  
8. ซูโครส (sucrose) ของบริษัท Merck, Germany 
9. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 
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10. โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ของบริษัท Merck, Germany 
11. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS), (C12H25OSO3) ของบริษัท 

Nacalai tesque, Japan 

12. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท E Merck, Germany 

13. ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ (DEAE Bio-gel A) ของบริษัท Bio-Rad, USA 

14. แบคโตเปบโทน (Bacto peptone broth) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

15. ผงวุ้น (agar) 
16. ผงบลาโนส ของบริษัท Bronson and Jacobs International, ประเทศไทย 
17. ทู-เมอร์แคบโตเอธานอล (2-mercaptoethanol) ของบริษัท Sigma, USA 

18. สารละลายโฟลินฟีนอลรีเอเจนต์ ของบริษัท Merck, Germany 
19. สีคูแมสซีบริลเลียนท์บลูจี -250 (coomassie brilliant blue G-250) ของบริษัท Fluka, 

Switzerland  
20. สีบรอมฟีนอลบลู (bromphenol blue) ของบริษัท Fluka,Germany แอมโมเนียมซัลเฟต 

(ammonium sulfate) ของบริษทั BDH, England 

21. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท Bio-Rad, USA 

22. เอธานอล ของบริษัท J.T. Baker, USA. 
23. แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (ammonium persulfate) ของบริษัท Sigma, USA 

24. ไฮโปรคลอไรด์ (NaOCl) ของบริษัท Clorox SDN.BHD, Malaysia 
25. Acrylamide ของบริษัท Amersham Biosciences, Sweden  
26. Bis- Acrylamide ของบริษัท Amersham Biosciences, Sweden  
27. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท SibsEnzyme, Russia 
28. EDTA (EthyleneDiamineTetraacetic Acid), (C10H14N2O8Na2.2H2O) ของบริษัท  

Sigma, USA 

29. Taq DNA polymerase ของบริษัท BioExcellence, Thailand 
30. TEMED (N,N,N,, N,-tetramethylethylenediamine) ของบริษัท USB Corporation, UK 

31. Trizma base (Tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, 
USA 

32. 100 bp DNA ladder ของบริษัท BioExcellence, Thailand 
33. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษัท  Qiagen, 

Germany 
34. ชุดโปรตีนมาตรฐานน้ าหนักโมเลกุลสูง ของบริษัท Fermentas, USA 
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3.3 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในงานวิจัย 
 

3.3.1 แบคทีเรีย  

 
แบคทีเรีย M10 ซึ่งแยกได้จากดิน (คงยุทธ เลิศมงคลธรรม , 2549) เป็นแบคทีเรียที่

สามารถยับยั้งโรคแอนแทรคโนสของมะเขือเทศที่มี สาเหตุจากรา C. capsici และโรคผลเน่าของ
มะเขือเทศที่มีสาเหตุจากรา Fusarium sp. ได้ดี   แบคทีเรียไอโซเลต M10 มีรูปร่างเป็นท่อน  
แกรมบวก เจริญได้ดีในอากาศ ไม่เจริญในที่ไม่มีอากาศ สร้างเอนโดสปอร์ ให้ผลบวกกับการ
ทดสอบแคทาเลส (catalase test) (คงยุทธ เลิศมงคลธรรม, 2549) 

 
3.3.2 ราโรคพืช 

 
   รา C. capsici และ Fusarium sp. ได้รับความอนุเคราะห์จาก รองศาสตราจารย์ ดร .
เลขา มาโนช ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์  เป็นราซึ่งแยกได้จากมะเขือ
เทศท่ีเป็นโรคแอนแทรคโนสและโรคเน่า ตามล าดับ 

 
3.4 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
3.4.1 อาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับแบคทีเรีย ได้แก่ อาหารเหลว Nutrient Broth (NB)  อาหารแข็ง

Nutrient Agar (NA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 1 และ 2 ตามล าดับ) 

 
3.4.2 อาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับรา ได้แก่ อาหารเหลว Potato Dextrose Broth (PDB)  

อาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 3 และ 4 ตามล าดับ) 

 
3.5 การเก็บรักษาจุลินทรีย์ 
 

3.5.1 การเก็บรักษาแบคทีเรีย 
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เขี่ยแบคทีเรียมาเลี้ยงลงบนอาหารแข็งเอียง NA แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชม. แล้วเททับด้วย 15% กลีเซอรอล (ภาคผนวก ข หมายเลข 1) ที่ผ่านการ
นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว จากนั้นน าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
3.5.2 การเก็บรักษารา 

 
เลี้ยงราบนอาหารแข็งเอียง PDA ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 7 วัน แล้วเท

ทับด้วย 15% กลีเซอรอล ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว จากน้ันน าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 

3.6 การทดสอบความสามารถของเซลล์แบคทีเรียและส่วนน้ าใส (supernatant) ในการ 
     ยับยั้งราโรคพืช 
 

3.6.1 การเตรียมแบคทีเรีย M10  
 

 เลี้ยงแบคทีเรีย  M10 ในหลอดอาหารแข็งเอียง  NA ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็น
เวลา 18 ชม. 
 

3.6.2 การเตรียมสปอร์ราโรคพืชเพื่อใช้ศึกษาการยับยั้งราบนอาหารแข็ง 
 

 ปลูกเชื้อ  C. capsici และ Fusarium sp. ในอาหารแข็งเอียง PDA บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นขูดสปอร์ออกโดยเทคนิคปลอดเชื้อโดยใช้น้ ากลั่นปลอดเชื้อ
เป็นสารแขวนลอย กรองสปอร์แขวนลอยที่ได้ผ่านผ้าขาวบางปลอดเชื้อ แล้วนับจ านวนสปอร์โดย
ใช้ hemacytometer   เจือจางให้ไ ด้ความเข้มข้นของสปอร์เท่ากับ 5x106 สปอร์/มิลลิลิตร จากนั้น
เกลี่ยสปอร์แขวนลอยของราแต่ละชนิดปริมาตร 100 ไมโครลิตร ให้ทั่วจานอาหาร PDA แล้วปล่อย
ไว้ให้แห้งเป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อน าไปใช้ศึกษาการยับยั้งราบนอาหารแข็งต่อไป 

 
3.6.3 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรีย M10 ในการยับยั้งราบนอาหารแข็ง 
 

 ใช้ลูปเขี่ยเชื้อแบคทีเรีย M10 จากข้อ 3.6.1 มาขีดลงบนจานอาหาร PDA ที่มีรา
เป้าหมาย (ข้อ 3.6.2) แล้วน าจานอาหารไปบ่มที่อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 7 วัน แล้ว
วัดขอบเขตของบริเวณยับย้ัง 
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3.6.4 การเตรียมส่วนน้ าใสจากน้ าเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย M10 
 

เลี้ยงแบคทีเรีย  M10 ในอาหารเหลว NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มเชื้อบนเคร่ืองเขย่า
ควบคุมอุณหภูมิด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยง โดยใช้เครื่องปั่นเหวี่ยงปรับอุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส  หมุนเหวี่ยงที่ 
8,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 5นาที เพื่อแยกเซลล์แบคทีเรียออก น าส่วนน้ าใสเหนือตะกอนเซลล์
มากรองด้วยเยื่อกรองขนาด 0.45 µm เพื่อแยกเซลล์แบคทีเรียออก ส่วนน้ าใสที่ได้น าไปใช้ในการ
ทดสอบการยับย้ังราต่อไป 

 
3.6.5 การทดสอบความสามารถของส่วนน้ าใส (supernatant) ในการยับยั้งราก่อโรคพืช  

 
ทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งราของน้ าเลี้ยงเชื้อโดยวิธี well-in agar (Natarajan และคณะ

, 2007) โดยเตรียมจานอาหารที่มีสปอร์ของราตามวิธีข้อ 3.6.2 แล้วใช้ cork borer ปลอดเชื้อ 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.8 ซม. เจาะวุ้นออก จ านวน 5 หลุม   จากนั้นน าสารละลายของน้ าเลี้ยง
เชื้อจากข้อ 3.6.4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ลงในแต่ละหลุมที่เจาะไว้  จ านวน 3 หลุม  ส่วนอีก 2 
หลุมใส่อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NB เพื่อเป็นชุดควบคุม น าจานอาหารไปบ่มที่อุณหภูมิ  30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน แล้ววัดขอบเขตของบริเวณยับย้ัง 

 
3.6.6 การทดสอบสารที่มีฤทธิ์ในการยับย้ังราว่าเป็นโปรตีนหรือไม่ 
 

น าน้ าเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย  M10 ที่เตรียมตามวิธีข้อ 3.6.4 มาท าให้โปรตีนเสียสภาพโดย
การเติม กรดไฮโดรคลอริก 1 โมลาร์  และ  โซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 โมลาร์  (ภาคผนวก ข หมายเลข 
2 และ 3 ตามล าดับ) ลงไปในปริมาณ 10 ไมโครลิตร และ 100 ไมโครลิตร   จากนั้นน ามาทดสอบ
ฤทธิ์ในการยับยั้งราตามวิธีข้อ 3.6.5 เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งไม่เติม กรดไฮโดรคลอริก 1 โม
ลาร์  หรือ  โซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 โมลาร์  
 
3.7 การแยกและการท าบริสุทธิ์สารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืช 
  

3.7.1 การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรีย M10 
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เขี่ยเชื้อ 1 ลูปของแบคทีเรีย  M10 ที่เจริญบนอาหารแข็งเอียง NA เป็นเวลา 18 ชั่วโมง
ลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดแก้วทรงกรวยขนาด  250 มิลลิลิตร 
เขย่าที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เ ป็นเวลา 18 ชั่วโมง ปรับค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร (OD660) เท่ากับ 0.500 เพื่อน ามาใช้ในการทดลองขั้น
ต่อไป 

 
3.7.2 การหาระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการสร้างสารออกฤทธิ์ 
 

  ถ่ายเชื้อจากข้อ 3.7.1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ เหลว NB 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จ านวน 75 หลอด เขย่าที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  ด้วยความเร็ว 200 
รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างครั้งละ 3 หลอด ทุกๆ 1 ชั่วโมง ที่ระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ 0 ถึง 24 ชั่วโมง 
ติดตามการเจริญด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร  แยกเซลล์แบคทีเรียออกตามวิธี
ข้อ 3.6.4 แล้วน าน้ าเลี้ยงเชื้อที่เวลาต่างๆมาทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งราตามวิธีข้อ 3.6.5 
 

3.7.3 การหาความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมเพื่อตกตะกอนสารที่มีฤทธิ์ใน
การยับย้ังราก่อโรค 

 
เลี้ยงแบคทีเรีย  M10 ในอาหารเหลว NB ปริมาตร 500 มิลลิลิตร โดยใช้ระยะเวลาการ

เลี้ยงเชื้อที่ให้แอกทิวิตีการยับย้ังรามากท่ีสุดที่ได้จากข้อ 3.7.2   แยกตะกอนเซลล์ออกโดยการหมุน
เหวี่ยงตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 15 นาที แล้วน า
ส่วนใสของน้ าเลี้ยงเชื้อมาตกตะกอนสารที่มีฤทธิ์ในการยับย้ั งราก่อโรคพืชด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 
โดยแปรผันความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เติมลงในน้ าเลี้ยงเชื้อในช่วง 0-40%, 40-60% 
และ 60-80% โดยในระหว่างการตกตะกอนมีการกวนเบาๆตลอดเวลาเป็นเวลาประมาณ 1 ถึง 2 
ชั่วโมง โดยปฏิบัติที่ 4 องศาเซลเซียส    น าไปแยกตะกอนและส่วนน้ า ใสออกจากกัน โดยการหมุน
เหวี่ยงตกตะกอนด้วยความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที  ละลายตะกอนโปรตีนที่ได้
จากแต่ละช่วงด้วย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 (ภาคผนวก ข หมายเลข 4) โดยใช้
ปริมาตรน้อยที่สุดที่ละลายตะกอนได้หมด น าไปลดปริมาตรน้ าโดยใช้ผงบลา โนสเพื่อท าให้
สารละลายเข้มข้นขึ้น น าไปขจัดเกลือออกด้วยถุงไดอะไลซ์ขนาด cutoff ท่ี 3,500 MW ใน 50 มิลลิ
โมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 ปริมาตร 1 ลิตร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  โดยเปลี่ยน
บัฟเฟอร์ทุกๆ 5 ชั่วโมง จ านวน 3 ครั้ง เป็นระยะเวลาข้ามคืน และในการขจัดเกลื อครั้งสุดท้าย
ไดอะไลซ์ด้วยบัฟเฟอร์เดิมที่มี 30% กลีเซอรอลผสมอยู่ (ภาคผนวก ข หมายเลข 5) เป็นระยะเวลา 
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4-6  ชั่วโมง น าไปวัดปริมาณโปรตีนตามวิธีข้อ 3.7.4 และทดสอบแอกทิวิตีตามวิธีข้อ 3.7.5   เลือก
ล าดับช่วงการตกตะกอนโปรตีนที่ให้แอกทิวิตีมากที่สุดมาท าบริสุทธิ์ต่อไป 

 
3.7.4 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 
 

วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนปฏิบัติตามวิธีของ Lowry และคณะ (1951) โดยน าสารละลาย
ตัวอย่าง 1.0 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายผสม C (ภาคผนวก ข หมายเลข 6) 5.0 มิลลิลิตร ผสมให้
เข้ากัน ต้ังไว้ที่อุณหภูมิห้อง 20 นาที เติมสารละลาย D (ภาคผนวก ข หมายเลข 7) 0.5 มิลลิลิตร 
ต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
ค านวณปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโบไวน์ซีรัมอัลบูมิน (bovine serum albumin) 
ความเข้มข้น 0-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

 
3.7.5 การทดสอบแอกทิวิตีของโปรตีน  
 

การทดสอบแอกทิวิตีของโปรตีนปฏิบัติตามวิธีที่ปรับปรุงจากวิธีของ Mataragas และ
คณะ (2003) ดังนี้ วัดปริมาณโปรตีนและปรับความเข้มข้นโปรตีนที่จะทดสอบให้เท่ากัน จากนั้น
เจือจางโปรตีนแบบล าดับส่วนทีละสองเท่า  แล้วน ามาทดสอบแอกทิวิตีตาม วิธีข้อ 3.6.5 วัดผลเป็น
ค่า Arbitrary Unit (AU) คือ ส่วนกลับของความเจือจางที่สูงที่สุดท่ีสามารถให้ขอบเขตการยับย้ัง
ต่อเชื้อทดสอบได้ แล้วรายงานค่าแอกทิวิตีจ าเพาะ (specific activity) ของโปรตีนเป็น AU/
มิลลิกรัมของโปรตีน (Mataragas และคณะ, 2003; Barefoot และ Klaenhammer, 1983)  

 
 ตัวอย่างเช่น สารละลายโปรตีนจากการตกตะกอนโปรตีนนั้น มีความเข้มข้นน้อยท่ีสุดที่

ยับยั้งราโรคพืชได้ เมื่อเจือจางลง 1/32 เท่า ปริมาณสารที่หยอดลงหลุมเป็น 100 ไมโครลิตร ดังนั้น
สารละลายโปรตีนนี้จึงมีแอกทิวิตีก่อนเจือจางเท่ากับ 32 AU/0.1 มิลลิลิตร หรือเท่ากับ 320 AU/
มิลลิลิตร   ถ้าปริมาณโปรตีนในสารละลายโปรตีนก่อนเจือจางเท่ากับ 1.5 มิลลิกรัม /มิลลิลิตร  
ดังนั้นแอกทิวิตีจ าเพาะของสารละลายโปรตีน 320/1.5 จึงเท่ากับ 213.33 AU/มิลลิกรัมของโปรตีน 

 
3.7.6  การท าโปรตีนให้บริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่างของ

ประจุสุทธิของสาร (ion exchange chromatography) 
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ขยายขนาดการเลี้ยงแบคทีเรียเพื่อให้ได้โปรตีนในปริมาณมากขึ้น โดยใช้ระยะเวลาการ
เลี้ยงที่ได้จากข้อ 3.7.2 และการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวซึ่งให้แอกทิวิตีมากที่สุดที่
ได้จากข้อ 3.7.3  จากนั้นน าสารละลายโปรตีนมาท าให้บริสุทธิ์ต่อโดยวิธี คอลัมน์โครมาโทกราฟี
แบบอาศัยความแตกต่างของประจุสุทธิของสาร ดังนี้ ล้างสารแขวนลอย ดีอีเออี ไบโอ- เจล เอ ด้วย
น้ ากลั่นโดยใช้แท่งแก้วคนเบาๆ แล้วปล่อยให้เม็ดเจลค่อยๆตกตะกอนเอง เทส่วนน้ าใสกับเจล
ละเอียด (fine particles) ที่ยังลอยอยู่ด้านบนทิ้ง   ท าเช่นนี้หลายๆครั้งจนไม่มีกลิ่นแอลกอฮอล์และ
เจลละเอียดแขวนลอยอยู่   บรรจุเจลลงในคอลัมน์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1.4 เซนติเมตร สูง 10 
เซนติเมตร ปริมาตรเจล 15 มิลลิลิตร ต้ังไว้ข้ามคืน   แล้วน าสารละลายท่ีจะใช้ในการท าโปรตีน
บริสุทธิ์ที่ประกอบด้วย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5  1 โมลาร์ NaCl และสารละลาย 
ส าหรับล้างเจลหรือคอลัมน์ คือ 0.25 โมลาร ์NaOH  (ภาคผนวก ข หมายเลข 8 และ 9 ตามล าดับ)  
และน้ ากลั่น น าไปก าจัดฟองอากาศออกโดยใช้คลื่นเสียงความถี่สูง (sonication) ภายใต้
สุญญากาศ เป็นเวลา ประมาณ 1 ชั่วโมง   น าเจลที่บรรจุลงในคอลัมน์ต้ังไว้ข้ามคืนมาผ่าน
สารละลาย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 โดยเติมสารละลายบัฟเฟอร์ลงไปในคอลัมน์ 
ปริมาตร 2-3 เท่าของปริมาตรเจล ด้วยอัตราการไหล 18 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง   ค่อยๆเติมสารละลาย
โปรตีนลงบนผิวหน้าเจ ลเบาๆ ชะโปรตีนที่ไม่จับกับ ดีอีเออี ไบโอ-  เจล เอ ออกด้วยบัฟเฟอร์เดิม  
ติดตามโปรตีนโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร จนมีค่า
ใกล้ศูนย์ จึงชะโปรตีนที่จับอยู่กับเจลออกโดยใช้เกรเดียนต์ของ 1 โมลาร์ NaCl ที่ละลายใน 50 
มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 เก็บล าดับส่วนๆละ 1 มิลลิลิตร น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร และจากนั้นรวบรวมล าดับส่วนในแต่ละช่วงของโปรตีน
ไปขจัดเกลือออกด้วยถุงไดอะไลซ์ขนาด cutoff ท่ี 3,500 MW ใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ 
pH 7.5 ปริมาตร 1 ลิตร ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส โดยจะเปลี่ยนบัฟเฟอร์ทุกๆ 5 ชั่วโมง จ านวน 
3 ครั้ง เป็นระยะเวลาข้ามคืน และในการขจัดเกลือครั้งสุดท้ายจะไดอะไลซ์ด้วยบัฟเฟอร์เดิมที่มี  
30% กลีเซอรอล ผสมอยู่ด้วย เป็นระยะเวลา 4-6 ชั่วโมง น าไปวัดปริมาณโปรตีนตามวิธีข้อ 3.7.4 
ทดสอบแอกทิวิตี ตามวิธีข้อ 3.7.5 และน าไปวิเคราะห์ความบริสุทธิ์และหาน้ าหนัก โมเลกุลของ
โปรตีนต่อไป 

 
  3.7.7  การวิเคราะห์ความบริสุทธิ์และการหาน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้ โดยวิธี 

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (Sodium Dodecyl 
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) 
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วิเคราะห์ความบริสุทธิ์ และหาน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้โดยวิธี SDS-
PAGE ตามวิธีของ Laemmli (1970) ดังนี้ น าโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้จากข้อ 3.7.6 และสารละลาย
โปรตีนมาตรฐาน น้ าหนักโมเลกุลสูง (Fermentas, USA) สองชนิด (Cat. No. SM1849 และ 
SM0431) มาท าโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ดังนี้ ประกบแผ่น
แก้วขนาด 8.3x10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.3x10.2 เซนติเมตร เข้าด้วยกัน โดยมีแผ่นพลาสติก 
(spacer) หนา 1 มิลลิเมตร สอดอยู่ที่ขอบด้านข้างทั้ งสอง ประกอบแผ่นแก้วนี้เข้ากับชุดหล่อเจล 
MiniPROTEAN II (Bio-Rad Laboratories, USA) เทสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 
(separating gel) ความเข้มข้น 12 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเตรียมตามวิธีดังนี้ 
 
- เตรียม separating gel ที่ความเข้มข้น 12 เปอร์เซ็นต์ โดยผสมสารละลายต่างๆดังนี้ 
 40% Acrylamide     2.912  มิลลิลิตร 
 2% Bis- Acrylamide      1.608  มิลลิลิตร 
 1.5 โมลาร์ Tris-HCl, pH 8.8 (ภาคผนวก ข หมายเลข 10) 2.50  มิลลิลิตร 
            10% SDS (ภาคผนวก ข หมายเลข 11)   0.10  มิลลิลิตร 
 น้ ากลั่นปลอดประจุ     2.83  มิลลิลิตร 
 

  เติม TEMED 5 ไมโครลิตร และ  แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 10 เปอร์เซ็นต์ 50 ไมโครลิตร 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 12) ผสมสารทุกชนิดเข้าด้วยกัน  แล้วรีบเทสารผสม  ลงในช่องระหว่างแผ่น
แก้วให้มีความสูง 5 เซนติเมตรทันทีเนื่องจาก  TEMED และแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต ท าให้เจลแข็ง
ตัวเร็ว หลังจากนั้นเติมน้ ากลั่นลงบนผิวหน้าเจลให้มีความสูงประมาณ 1 เซนติเมตร ทิ้งไว้จนเจลแข็ง
ตัว ประมาณ 15 นาที ซับน้ าออก เทสารละลายผสมสแต็กกิงเจล (stacking gel) ความเข้มข้น 4 
เปอร์เซ็นต์ซึ่งเตรียมตามวิธีดังนี้ 
 
- เตรียม stacking gel ที่ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ โดยผสมสารละลายต่างๆดังนี้ 

 40% Acrylamide     0.48  มิลลิลิตร 
 2% Bis- Acrylamide      0.26  มิลลิลิตร 
 0.5 โมลาร์ Tris-HCl, pH 6.8 (ภาคผนวก ข หมายเลข 13) 1.26  มิลลิลิตร 
 10% SDS      50  ไมโครลิตร 
 น้ ากลั่นปลอดประจุ     2.92    มิลลิลิตร 
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  เติม TEMED 5 ไมโครลิตร และ แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 10 เปอร์เซ็นต์ 25 ไมโครลิตร  
ผสมสารทุกชนิดเข้าด้วยกันแล้วรีบเทสารผสม ให้ท่วมช่องว่างที่เหลือ วางแผ่นพลาสติกส าหรับ
เตรียมช่องใส่ตัวอย่าง (slot former) ลงระหว่างแผ่นแก้ว ต้ังทิ้งไว้จนกระทั่งเจลแข็งตัวจึงดึงแผ่น
พลาสติกออก ล้างช่องใส่ตัวอย่างด้วยอิเล็กโทรดบัฟเฟอร์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 14) น าแผ่นเจล
ที่เตรียมได้มาประกอบเข้ากับชุดท าอิเล็กโทรโฟเรซิส เติมอิเล็กโทรดบัฟเฟอร์ลงในชุดท าอิเล็กโทร
โฟเรซิสจนเต็ม น าโปรตีนที่จะวิเคราะห์มาปรับความเข้มข้นให้เท่ากับ 5 ไมโครกรัมและผสมกับ  2X 
Laemmli  buffer (ภาคผนวก ข หมายเลข 15) ให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1X น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
95 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 นาที หยอดตัวอย่าง 45 ไมโครลิตร ลงในช่องใส่ตัวอย่าง และ
หยอดโปรตีนมาตรฐาน 10 ไมโครลิตร ลงในช่องใส่ตัวอย่าง แล้วท าอิเล็กโทรโฟเรซิสที่ 200 โวลท์ 
เป็นเวลา 45 นาที ซึ่งสีของบรอมฟีนอลบลูเคลื่อนที่ลงมาใกล้ถึงปลายสุดของแผ่นเจล น าแผ่น 
เจลออกจากแผ่นแก้ว และย้อมสีโปรตีนด้วยสีคูแมสซีบลู โดยน าเจลไปแช่ในน้ ายาย้อมสี (staining 
solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 16) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วล้างออกด้วยสารละลายส าหรับล้าง
สี (destaining solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 17) จนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน   โดยในระหว่าง
การย้อมและการล้างสีมีการเขย่าเบาๆตลอดเวลาด้วย  ประมาณค่าน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีน
บริสุทธิ์โดยเปรียบเทียบกับการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐาน (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

 
3.8 การทดสอบฤทธิ์ในการยั บยั้งและการป้องกันการเกิดโรคของราด้วยโปรตีนท่ีแยกได้  

กับผลของมะเขือเทศ พันธุ์สีดา พันธุ์ท้อ และพันธุ์ราชินี 
 

3.8.1 การทดสอบฤทธิ์ของโปรตีนในการยับยั้งการเกิดโรค (inhibition) 
 
เตรียมสารแขวนลอยของสปอร์ของรา C. capsici และ Fusarium sp. ตามวิธีข้อ 

3.6.2  และเตรียมผลของมะเขือเทศที่ต้องการทดสอบ  ตามวิธีของ Munoz และคณะ (2009) โดย
การล้างน้ า แล้วท าความสะอาดด้วย 10% NaOCl ล้างด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อ 2 ครั้ง แล้วผึ่งให้แห้ง  
เป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นทดสอบฤทธิ์ของโปรตีนในการยับยั้งการเกิดโรค ตามวิธีที่ปรับปรุง
จากวิธีของ Touré และคณะ (2003) โดยท าให้มะเขือเทศเกิดแผลโดยใช้เข็มหมุดปลอดเชื้อ  แล้วใส่
สารแขวนลอยของสปอร์ของราโรคพืช ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ลงบนแผลที่ท าไว้ บ่มไว้ในภาชนะที่
มีความชื้น ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง   แปรผันความเข้มข้นของโปรตีนบริสุทธิ์ที่ได้จากข้ อ 
3.7.6 ให้ได้เท่ากับ 25  50  100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หยดโปรตีนปริมาตร  15 ไมโครลิตร 
ลงตรงบริเวณที่ท าเป็นแผลไว้  ส าหรับชุดควบคุมผลลบใช้น้ ากลั่นแทน บ่มต่อไปเป็นระยะเวลา 5 
วัน ตรวจสอบการเกิดโรคและความสามารถของโปรตีนในการยับยั้งการเกิดโรค  รวมทั้งความ
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เข้มข้นต่ าสุดของโปรตีนที่สามารถยับย้ังการเกิดโรคได้  น าผลที่ได้จากการทดลองจ านวน  3 ซ้ าไป
วิเคราะห์ค่าทางสถิติโดยวิธี DMRT (Duncan’s New Multiple Rang Test) โดยใช้โปรแกรม SPSS  

 
3.8.2 การทดสอบฤทธิ์ของโปรตีนในการป้องกัน (prevention) การเกิดโรค 
 

เตรียมผลของมะเขือเท ศที่ต้องการทดสอบ  โดยการล้างน้ า แล้วท าความสะอาดด้วย  
10% NaOCl  ล้างด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อ 2 ครั้ง แล้วผึ่งให้แห้ง  เป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง  จากนั้น
ทดสอบฤทธิ์ของโปรตีนในการป้องกันการเกิดโรค ตามวิธีที่ปรับปรุงจากวิธีของ Touré และคณะ 
(2003) โดยท าให้มะเขือเทศเกิดแผลโดยใช้เข็มหมุดปลอดเชื้อ ใส่โปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้โดยแปรผัน
ความเข้มข้นให้ได้เท่ากับ  25  50  100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร  15 ไมโครลิตร ลง
ตรงบริเวณที่ท าเป็นแผลไว้  ส าหรับชุดควบคุมใช้น้ ากลั่นแทนโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้  บ่มไว้ใน
ภาชนะที่มีความชื้น  ที่อุณหภูมิห้อง  เป็นเวลา  1 ชั่วโมง  ใส่สารแขวนลอยของสปอร์ของรา C. 
capsici และ Fusarium sp. ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ลงบนแผลที่ท าไว้ บ่มต่อไปเป็นระยะเวลา 5 
วัน ตรวจสอบการเกิดโรคและความสามารถของโปรตีนในการป้องกันการเกิดโรค  รวมทั้งความ
เข้มข้นต่ าสุดของโปรตีนที่สามารถป้องกันการเกิดโรคได้  น าผลที่ได้จากการทดลองจ านวน  3 ซ้ าไป
วิเคราะห์ค่าทางสถิติโดยวิธี DMRT โดยใช้โปรแกรม SPSS  

 
3.8.3 การหาความเข้มข้นที่ ยับยั้งการงอกของสปอร์ราโรคพืชที่ 50 เปอร์เซ็นต์  (Inhibitory 

Concentration 50%, IC50) 
 

หาค่า IC50 ของโปรตีนที่ ยับยั้งการ งอกของสปอร์ราโรคพืชได้ตาม วิธีที่ดัดแปลงจาก
วิธีการของ Chang และคณะ (2008) โดยเตรียมสารแขวนลอยของสปอร์ของรา  C. capsici และ 
Fusarium sp. ตามข้อ 3.6.2  ถ่ายลงในอาหารเหลว PDB ปริมาตร 25 มิลลิลิตรที่บรรจุในขวด
แก้วทรงกรวยขนาด 100 มิลลิลิตรจ านวน 30 ขวด   น าโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้จากข้อ  3.7.6 มาแปร
ผันความเข้มข้นให้ได้ความเข้มข้นเท่ากับ  0  25  50  100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แล้วใส่ลง
ในอาหารเหลวนี้  ส าหรับชุดควบคุมไม่ใส่โปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้ น าไปบ่มที่เครื่อง เขย่าที่อุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส  ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับจ านวนสปอร์ที่งอก ใน
ชุดทดสอบเปรียบเทียบกับชุดควบคุมโดยใช้ hemacytometer รายงานผลเป็นเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง
การงอกของสปอร์ ดังนี้ 
 
เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง = [1- (จ านวนสปอร์ที่งอกในชุดทดลอง/ จ านวนสปอร์ที่งอกในชุดควบคุม)] x 100 
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จากนัน้น ามาวิเคราะห์ด้วยสมการการถดถอย (regression) เพื่อหาค่า IC50 แล้วน าผล
ที่ได้จากการทดลองจ านวน 3 ซ้ าไปวิเคราะห์ค่าทางสถิติโดยวิธี DMRT โดยใช้โปรแกรม SPSS  

 
3.8.4 การตรวจสอบผลเบื้องต้นของโปรตีนบริสุทธิ์ที่แยกได้ต่อรา C. capsici 
 

ตรวจสอบผลเบื้องต้นของโปรตีนที่แยกได้ต่อราโรคพืชโดยวิธีที่ ดัดแปลงจากวิธีการของ  
Rajesh และ Sharma (2002) โดยเตรียมสารแขวนลอยของสปอร์ของรา  C. capsici ตามข้อ 
3.6.2 ถ่ายลงในอาหารเหลว PDB ปริมาตร 25 มิลลิลิตรที่บรรจุในขวดแก้วทรงกรวยขนาด  100 
มิลลิลิตร จ านวน 6 ขวด น าโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้จากข้ อ 3.7.6 มาปรับความเข้มข้นให้ได้ความ
เข้มข้นเท่ากับ  200 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร แล้วถ่ายลงในอาหารเหลวนี้  ส าหรับชุดควบคุมไม่ใส่
โปรตีน  จากนั้นน าไปบ่มที่เครื่อง เขย่าที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 3 วัน ตรวจสอบการงอกของสปอร์รา  C. capsici ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง
และแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, SEM) โดยใช้บริการของศูนย์เครื่องมือวิจัย
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 

3.8.5 การศึกษาลักษณะสมบัติของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้โดยวิธีวิเคราะห์ทางเคมี  
 

 น าตัวอย่างโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้มาแยกโดยวิธี SDS-PAGE ตามวิธีข้อ 3.7.7  จากนั้น
ตัดชิ้นส่วนอะคริลาไมด์เจลบริเวณที่เกิดแถบโปรตีนใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ที่มีน้ าปลอดประจุปลอด
เชื้อ 1 มิลลิลิตร น าไปวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุล และรูปแบบน้ าหนักโมเลกุลของเพปไทด์ภายหลัง
การย่อยด้วยท ริปซิน (peptide mass fingerprint) โดยเทคนิค  MALDI-TOF MS (Matrix 
Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry) โดยใช้บริการของ
ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ  จากนั้นพิสูจน์เอกลักษณ์ของโปรตีนโดยน า
ข้อมูลที่ได้ไปเปรียบเที ยบกับข้อมูลในฐานข้อมูล NCBI โดยใช้โปรแกรม Mascot 
(www.matrixscience.com)  
 
3.9 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย  

 
3.9.1 การเตรียมดีเอ็นเอแม่แบบของแบคทีเรีย  

 

http://www.matrixscience.com/
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         เลี้ยงแบคทีเรียM10 ตามวิธีข้อ 3.6.1 จากนั้นขีดลงบนจานอาหารแข็ง NA บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส  เป็นระยะเวลา 18 ชั่วโมง เขี่ยโคโลนีเด่ียวมาครึ่งโคโลนีใส่ในหลอด 
ไมโครฟิวจ์ที่มีน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ  65 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 
5 นาที ปั่นเหว่ียงที่ 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ ห้อง เป็นเวลา 1 นาที จะได้สารละลายดีเอ็นเอ
ในส่วนน้ าใส เพื่อใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบส าหรับเพิ่มปริมาณบางส่วนของบริเวณ 16S rDNA ด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ BAK11W และ BAK2 (Bosshard และคณะ, 2003) 
ต่อไป 

 
3.9.2 การเตรียมสารผสมในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส มีดังต่อไปนี้  

 
ดีเอ็นเอแม่แบบ     1.0  ไมโครลิตร 

  10X บัฟเฟอร์      2.5  ไมโครลิตร 
สารละลายผสมของ dNTPs (10 mM)   0.5  ไมโครลิตร 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 18) 
ไพรเมอร์ BAK11W (50 µM)    0.5  ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ BAK2 (50 µM)    0.5  ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase (5หน่วย/ไมโครลิตร)  0.5  ไมโครลิตร 
น้ าปลอดประจุปลอดเชื้อ             19.5  ไมโครลิตร 
ปริมาตรสุทธิ               25.0  ไมโครลิตร 

 
  ส าหรับชุดควบคุมผลลบใช้น้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 1 ไมโครลิตร แทนสารละลายของ

ดีเอ็นเอแม่แบบ   สารที่ผสมแล้วต้องอยู่ภ ายใต้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  และผสมให้เข้ากันเบาๆ
ด้วยเครื่องปั่นผสมเป็นเวลา  5 วินาที น าหลอดไปท าปฏิกิริยาในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ  DNA 
thermal cycler ที่ปรับอุณหภูมิได้ตามโปรแกรมที่ก าหนดให้ในข้อ 3.9.3 

 
3.9.3 การท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

 
ต้ังโปรแกรมส าหรับท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ดังต่อไปนี ้
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initial denaturation ท่ี 94  องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 5 นาที 
denaturation            ท่ี 94  องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 1 นาที 
annealing  ท่ี 48  องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 1 นาที 
extention  ท่ี 72  องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 1 นาที 
final extention     ท่ี 72  องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 10 นาที 

 
  ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส จะสังเคราะห์ดีเอ็นเอ บางส่วนของบริเวณ 16S rDNA สาย

ใหม่ขึ้น  เมื่อเกิดปฏิกิริยาจนครบรอบและระยะเวลาที่ก าหนดจะได้ผลผลิตดีเอ็นเอ บางส่วนของ
บริเวณ 16S rDNA ที่ต้องการเป็นจ านวนมาก   จากนั้นน ามาตรวจสอบผลิตภัณฑ์จาก ปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส ตามวิธีในข้อ 3.9.4 

 
 3.9.4 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทร 
          โฟเรซิส 

 
    น าผลิตภัณฑ์จาก ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  ในข้อ 3.9.3 และสารละล ายดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 100 bp DNA ladder (BioExcellence, Thailand) มาท าอิเล็กโทรโฟเรซิสบนอะกาโรส
เจล โดยเตรียมอะกาโรสเจลเข้มข้น 0.8% ซึ่งหลอมละลายอยู่ใน 1X TAE บัฟเฟอร์ (ภาคผนวก ข 
หมายเลข 19) เทลงในแม่พิมพ์ที่มีช่องใส่ตัวอย่าง (slot former) ระวังอย่าให้มีฟองอากา ศ ทิ้งไว้
จนอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที วางอะกาโรสเจลที่ได้ลงในแชมเบอร์ส าหรับท าอิเล็กโทร
โฟเรซิส เท 1X TAE บัฟเฟอร์ ให้ท่วมสูงกว่าอะกาโรสเจลเล็กน้อย ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสี
ติดตาม (ภาคผนวก ข หมายเลข 20) หยอดสารละลายดีเอ็นเอและสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน  
ลงในช่องใส่ตัวอย่าง จากน้ันท าอิเล็กโทรโฟเรซิส โดยใช้ชุดท า เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  (Mupid-2 
Advance, Japan) โดยใช้ความต่างศักย์ 100 โวลต์ จนกระทั่งสีของบรอมฟีนอลบลูเคลื่อนที่ลงมา
ใกล้ถึงปลายสุดของอะกาโรสเจล น าเจลออกจากแชมเบอร์ และย้อมอะกาโรสเจลด้วยเอธิเดียม  
โบรไมด์ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข หมายเลข 21) เป็นระยะเวลา 5-10 
นาที ล้างเจลด้วยน้ า แล้วตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วย Gel Documentation โปรแกรม Quantity One 
เวอร์ชั่น 4.4.1 (Bio-Rad Laboratories, USA) เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  

 
เมื่อได้ ผลิตภัณฑ์ดีเอ็ นเอแล้วน ามาท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสซ้ าอีกครั้ง ตามวิธีข้อ 

3.9.2 เพื่อเพิ่มปริมาณผลิตภัณฑ์ให้มากขึ้น น าผลิตภัณฑ์ที่ได้จาก ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสมา

 
40 รอบ 
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ท าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  ตามวิธีข้อ 3.9.4 จากนั้นน ามาท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ
ออกจากเจล ตามวิธีในข้อ 3.9.5 ต่อไป 

 
3.9.5 การสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลเพื่อท าให้บริสุทธิ์ 

  
 ตัดอะกาโรสเจลบริเวณที่มีผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอมาสกัดผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอออกจาก อะกา
โรสเจล ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ QIAquick Gel ExtractionKit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข 
หมายเลข 22) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผู้ผลิต ดังนี้ น าชิ้นอะกาโรสเจลที่มี แถบดีเอ็นเอที่ต้องการ ใส่
หลอดไมโครฟิวจ์ จากน้ันเติม  บัฟเฟอร์ QG ปริมาตร 3 เท่าของน้ าหนักอะกาโรสเจล น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เป็นระยะเวลา 10 นาที หรือจนกระทั่ง อะกาโรสเจลละลายหมด แล้ว
เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 1 เท่าของน้ าหนักอะกาโรสเจล ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไป
มา แล้วถ่ายสารละลายดีเอ็นเอลงใน QIAquick spin column น าไปหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 
13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนน้ าใสทิ้ง เติม บัฟเฟอร์ PE ปริมาตร 
750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ น าไปหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนน้ าใสทิ้ง แล้วหมุนเหวี่ยงซ้ าอีกครั้งเพื่อก าจัดสารละลายท่ีเหลือติดคอลัมน์ 
จากนั้นย้ายคอลัมน์มายังหลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหม่ เติมน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบั ฟเฟอร์ 
EB ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ให้ลงตรงแผ่นกรอง ตั้งทิ้งไว้ เป็นเวลา 1 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที จะได้สารละลายดีเอ็นเออยู่ในส่วน
น้ าใส เก็บรักษาสารละลายของดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
3.9.6 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA เพื่อพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย   

 
  ส่งผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่ท าบริสุทธิ์ได้จากข้อ 3.9.5 ไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ 16S rDNA โดยใช้บริการของบริษัท 1st Base (ประเทศมาเลเซีย )  น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  ด้วย
โปรแกรม BlastN เวอร์ชั่น 2.2.15 ซึ่งเป็นโปรแกรมที่จะน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบ
กับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียชนิดต่างๆที่มีอยู่ในฐานข้อมูล 
GenBank 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.10 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 

     การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติที่ใช้ในงานวิจัยน้ี มีดังต่อไปนี้ 
 

 3.10.1 สถิติพรรณนา (Descriptive statistics) ตัวอย่างเช่น การค านวณค่าเฉลี่ยและส่วน
เบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 
3.10.2 สถิติวิเคราะห์ (Analysis statistics) ตัวอย่างเช่น การค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้งเพื่อน าค่ามาวาดกราฟระหว่างความเข้มข้นของโปรตีนต่อเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการงอกของ
สปอร์ของรา แล้วหาค่า IC50 ซึ่งเป็นค่าความเข้มข้นของโปรตีน ท่ียับยั้งการงอกของสปอร์ของราที่  
50 เปอร์เซ็นต ์
 

3.10.3 สถิติวิเคราะห์ความแปรปรวน (Covarience) ตัวอย่างเช่น ทดสอบความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยตรวจสอบค่าเฉลี่ยแบบ DMRT (Duncan’s New Multiple Rang 
Test) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้โปรแกรม SPSS (ภาคผนวก จ หมายเลข 1-12) 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียและส่วนน้ าใส (supernatant) ในการยับยั้งรา 
     โรคพืช 
 

4.1.1 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรีย  M10 ในการยับยั้งการเจริญของราบน
อาหารแข็ง 

  
 จากการทดสอบความสามารถของแบคทีเรีย  M10 โดยขีดลงบนจานอาหารแข็งที่มีรา โรค
พืช แล้วบ่มที่อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 7 วันนั้น พบว่าแบคทีเรีย M10 สามารถยับยั้ง
การเจริญของ  C. capsici ได้มากกว่า Fusarium sp. โดยมีความกว้างของบริเวณยับย้ังประมาณ 
8.0 มิลลิเมตร และ 4.0 มิลลิเมตร ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.1   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1  แสดงบริเวณยับยั้งของแบคทีเรีย M10 ในการยับยั้ง  C. capsici [a]  และ 
Fusarium sp. [b] ที่ระยะเวลา 7 วัน 

 
4.1.2 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรีย M10 ในส่วนน้ าใส (supernatant) ต่อ

การยับยั้งราก่อโรค 
 
 จากการทดสอบความสามารถของแบคทีเรีย  M10 ในส่วนน้ าใสโดยวิธี well-in agar โดย
เจาะอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีราเจริญอยู่ออก แล้วหยดสารละลายน้ าใสของน้ าเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการกรอง

[a] [b] 
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ด้วยเย่ือกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร เพื่อแยกเซลล์แบคทีเรียออกแล้ว ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ลงในหลุมที่เจาะไว้  โดยมีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NB เป็นชุดควบคุ ม แล้วน าจานอาหารไปบ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วันนั้น พบว่าสารละลายน้ าใสสามารถยับยั้งการเจริญของ
ราได้โดยมีความกว้างของบริเวณยับย้ังต่อ C. capsici มากกว่า Fusarium sp. โดยมีความกว้าง
ของบริเวณยับย้ังประมาณ 6.5 มิลลิเมตร และ 3.1 มิลลิเมตร ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.2   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.2  แสดงบริเวณยับยั้งโดยส่วนน้ าใสของน้ าเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย M10 ต่อการยับยั้ง   
C. capsici [a]  และ Fusarium sp. [b] ที่ระยะเวลา 7 วัน (หมายเหตุ : บริเวณ 3 หลุม
ด้านบนคือชุดทดลองท่ีมีส่วนน้ าใสของน้ าเลี้ยงเชื้อ แ ละ 2 หลุมด้านล่างคือ ชุดควบคุมที่
มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NB)   
 

4.1.3 การทดสอบสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราว่าเป็นโปรตีนหรือไม่ 
 
หลังจากน าน้ าเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย M10 มาท าให้โปรตีนเสียสภาพโดยการเติม กรดไฮโดร

คลอริก 1 โมลาร์ และ โซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 โมลาร์ ลงไปในปริมาตร 10 ไมโครลิตร และ 100 
ไมโครลิตร  พบว่าเมื่อน ามาทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งราโดยวิธี well-in agar ไม่เกิดบริเวณยับย้ัง 
ดังแสดงในรูปที่ 4.3- 4.6 ซึ่งเกิดจากการเสียสภาพของโปรตีนที่มีฤทธิ์ในการยับย้ังรา 

 
 
 
 
 

[a] [b] 
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รูปที่ 4.3  แสดงการทดสอบโปรตีนท่ีเสีย สภาพจากการเติม กรดไฮโดรคลอริก 1 โมลาร์  
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร [a] และปริมาตร 100 ไมโครลิตร [b] กับ C. capsici  ที่ระยะเวลา 
7 วัน (หมายเหตุ : บริเวณ 3 หลุมด้านบนคือ ชุดทดลอง และ 2 หลุมด้านล่างคือ ชุด
ควบคุม)   

 
                   
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.4  แสดงการทดสอบโปรตีนท่ีเสียสภาพจากการเติม  โซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 โม
ลาร์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร [a] และปริมาตร 100 ไมโครลิตร  [b] กับ C. capsici  ที่
ระยะเวลา 7 วัน (หมายเหตุ: บริเวณ 3 หลุมด้านบนคือ ชุดทดลอง และ 2 หลุมด้านล่าง
คือ ชุดควบคุม) 
 
 
 
 

[a] [b] 

[a] [b] 
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รูปที่ 4.5  แสดงการทดสอบโปรตีนท่ีเสียสภาพจากการเติม กรดไฮโดรคลอริก 1 โมลาร์  
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร [a]  และปริมาตร 100 ไมโครลิตร  [b] กับ Fusarium sp. ที่
ระยะเวลา 7 วัน (หมายเหตุ: บริเวณ 3 หลุมด้านบนคือ ชุดทดลอง และ 2 หลุมด้านล่าง
คือ ชุดควบคุม)    
 
                     
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.6 แสดงการทดสอบโปรตีนท่ีเสียสภาพจากการเติม  โซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 โมลาร์  
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร [a]  และปริมาตร 100 ไมโครลิตร  [b] กับ Fusarium sp.  ที่
ระยะเวลา 7 วัน (หมายเหตุ: บริเวณ 3 หลุมด้านบนคือ ชุดทดลอง และ 2 หลุมด้านล่าง
คือ ชุดควบคุม)  
 
4.2 การแยกและการท าบริสุทธิ์สารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งรา C. capsici และ Fusarium sp.  
 

4.2.1 การหาระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการสร้างสารออกฤทธิ์ 
  จากผลการทดลองเก็บตัวอย่างน้ าเลี้ยงเชื้อครั้งละ 3 หลอด ทุกๆ 1 ชั่วโมง เป็นระยะเวลา 
0 ถึง 24 ชั่วโมง แล้วน าน้ าเลี้ยงเชื้อมาทดสอบฤทธิ์ในการยับย้ังรา พบว่าแบคทีเรีย  M10 สร้างสาร

[a] [b] 

[a] [b] 
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ออกฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของราโรคพืชได้ต้ังแต่ชั่วโมงที่ 15 จนถึงชั่วโมงที่ 21 โดยมีความกว้างของ
บริเวณยับย้ังได้มากที่สุดในชั่วโมงที่18 ซึ่งแสดงถึงการสร้างสารออกฤทธิ์ยับย้ังราโรคพืชได้ดีที่สุดท่ี
เวลานี้ โดยพบว่าเมื่อเปรียบเทียบกับกราฟการเจริญของแบคทีเรียแล้ว การสร้างสารออกฤทธิ์นี้มี
การสร้างในช่วง  late stationary phase ดังแสดงในรูปที่ 4.7  ความกว้างของบริเวณยับยั้งต่อรา 
C. capsici ในชั่วโมงที่ 15, 18 และ 21 มีขนาด 3.4, 6.3 มม. และ 3.0 มม. ตามล าดับ และต่อรา 
Fusarium sp. ชั่วโมงที่ 15, 18 และ 21 มีขนาด 2.8 มม., 3.0 มม., และ 2.5 มม. ตามล าดับ (รูปท่ี 
4.8) และแสดงให้เห็นได้เด่นชัดขึ้นในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ว่าสารออกฤทธิ์นี้มีประสิทธิภาพใน
การยับย้ังรา C. capsici ได้ดีกว่า Fusarium sp. ดังรูปที่ 4.9  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.7 แสดงกราฟการเจริญเติบโตของแบคทีเรียM10 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.8 กราฟแสดงความกว้างของบริเวณยับยั้งรา C. capsici  และรา Fusarium sp. 
โดยสารออกฤทธิ์จากแบคทีเรียM10 ในชั่วโมงท่ี 15, 18 และ 21 ตามล าดับ 
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A 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
C 
 
 
 

 
 
รูปที่ 4.9 แสดงความกว้างของบริเวณยับยั้งรา C. capsici [ซ้าย] และ Fusarium sp. [ขวา] 
โดยสารออกฤทธิ์จากแบคทีเรีย M10 ในชั่วโมงท่ี 15, 18 และ 21 [A, B และ C ตามล าดับ] 
ที่ระยะเวลา 7 วัน (หมายเหตุ: บริเวณ 3 หลุมด้านบนคือ ชุดทดลอง และ 2 หลุมด้านล่าง
คือ ชุดควบคุม (อาหารเหลว NB))   
 

4.2.2 การหาความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมเพื่อตกตะกอนโปรตีนท่ี
มีฤทธิ์ในการยับยั้งรา 
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จากการเลี้ยงแบคทีเรีย M10 ในอาหารเหลว NB ปริมาตร 500 มิลลิลิตร โดยใช้ระยะเวลา

การเลี้ยงเชื้อ 18 ชั่วโมง ซึ่งมีแอกทิวิตี มากที่สุด แล้วแยกตะกอนเซลล์ออกโดยการหมุนเหวี่ยง
ตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง  จากนั้นน าส่วนใสของน้ าเลี้ยงเชื้อซึ่งมีแอกทิวิตีที่ได้มาตกตะกอน
โปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต โดยแปรผันความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เติมลงในน้ า
เลี้ยงเชื้อ ในช่วง 0-40%, 40-60% และ 60-80%  จากนั้นน าตะกอนโปรตีนในแต่ละช่วงละลายใน 
50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 แล้วน าไปขจัดเกลือออกโดยการไดอะไลซิส  

 
เมื่อน าสารละลายโปรตีนที่ได้ในแต่ละช่วงมาทดสอบแอกทิวิตีต่อการยับย้ังราก่อโรค ท้ัง

สองชนิด พบว่าส าหรับรา C. capsici นั้น โปรตีนทุกช่วงยั งคงมีแอกทิวิตีในการยับยั้งการเจริญ
ของรา ดังผลการทดลองที่แสดงในตารางที่ 4.1 และรูปที่ 4.10 โดยมีความกว้างของบริเวณยับย้ัง
มากที่สุดจากสารละลายโปรตีนที่ได้จากการตกตะกอนในช่วง 40-60%  ในขณะที่ส าหรับรา 
Fusarium sp. พบแอกทิวิตีในการยับยั้งรานี้ได้จากสารละลายโปร ตีนที่ได้จากการตกตะกอน
ในช่วง 40-60% เท่านั้น ดังผลการทดลองที่แสดงในตารางที่ 4.1 และรูปที่ 4.11  ดังนั้นจึงเลือกช่วง
การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 40-60% เพื่อน าไปท าบริสุทธิ์ขั้นต่อไป  และ
เนื่องจากโปรตีนที่ตกตะกอนในช่วง 40-60% นี้สามารถยับยั้งรา  Fusarium sp. ได้น้อยกว่ารา C. 
capsici  ดังนั้นในระหว่างขั้นตอนการท าบริสุทธิ์ต่อไปจึงเลือกทดสอบกับรา  C. capsici  เพียง
ชนิดเดียวก่อน 

 
ตารางท่ี 4.1 การยับยั้งการเจริญของราจากสารละลายโปรตีนที่ได้จากการตกตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 0-40%, 40-60% และ 60-80% 
 
แอมโมเนียมซัลเฟต 

(เปอร์เซ็นต์) 

ความกว้างของบริเวณยับยั้ง ในการยับยั้งราก่อโรคในพืช (มิลลิเมตร) 

Colletotrichum capsici Fusarium sp. 

0-40 3.1 - 

40-60 8.3 2.4 

60-80 6.2 - 
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รูปที่ 4.10 การยับยั้งการเจริญของ  C. capsici ด้วยสารละลายโปรตีนที่ได้จากก าร
ตกตะกอนของแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 0-40% [a]  ช่วง 40-60% [b]  และช่วง 60-80% 
[c] (หมายเหตุ: บริเวณ 3 หลุมด้านบนคือ ชุดทดลอง และ 2 หลุมด้านล่างคือ ชุดควบคุม 
(50 mM Tris-HCl บัฟเฟอร์)) 

 
 
 
 
 
 
 
 
   

รูปที่ 4.11 การยับยั้งการเจริญของ Fusarium sp. ด้วยสารละลายโปรตีนท่ีได้จากการ
ตกตะกอนของแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 0-40% [a]  ช่วง 40-60% [b]  และช่วง 60-80% 
[c] (หมายเหตุ: บริเวณ 3 หลุมด้านบนคือ ชุดทดลอง และ 2 หลุมด้านล่างคือ ชุดควบคุม 
(50 mM Tris-HCl บัฟเฟอร)์)  

 
ผลการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและแอกทิวิตีในการยับยั้ง รา C. capsici จากส่วนน้ าใสทั้ง

ก่อนการตกตะกอนโปรตีนและหลังการตกตะกอนโปรตีนในช่วงที่ 0-40%, 40-60% และ 60-80% 
ได้ปริมาณโปรตีน 2.436, 0.435, 2.512 และ 8.200 มิลลิกรัม /มิลลิลิตร ตามล าดับ คิดเป็น
ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 1,205.82,  4.35,  25.12 และ 82.00 มิลลิกรัม ตามล าดับ และตรวจพบว่า
การตกตะกอนโปรตีนในช่วงที่ 40-60% ให้แอกทิวิตีและแอกทิวิตีจ าเพาะมากที่สุด คือ 320 AU/
มิลลิลิตร และ 127.39 AU/มิลลิกรัมของโปรตีน ตามล าดับ  แอกทิวิตีรวมก่อนการตกตะกอนมี

[a] [b] [c] 
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โปรตีน 19,800 AU และมีแอกทิวิตีรวมลดลงหลังการตกตะกอนโปรตีน เป็น 400, 3,200  และ 
1,600 AU ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.2  
ตารางท่ี 4.2  การหาความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมเพื่อตกตะกอน
โปรตีนที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งรา C. capsici 
  

ตัวอย่าง 
ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน
ทั้งหมด 

(มิลลิกรัม) 

แอกทิวิต ี
(AU/มิลลิลิตร) 

แอกทิวิตี
จ าเพาะ 

(AU/มิลลิกรัม
ของโปรตีน) 

แอกทิวิ
ตีรวม 
(AU) 

ความ
บริสุทธิ์ 
(เท่า) 

สารสกัด
โปรตีนเริ่มต้น 

495 2.436 1,205.82 40 16.42 19,800 1 

ตะกอน
แอมโมเนียม
ซัลเฟต 0-40% 

10 0.435 4.35 40 91.95 400 5.59 

ตะกอน
แอมโมเนียม
ซัลเฟต 40-

60% 

10 2.512 25.12 320 127.39 3,200 7.76 

ตะกอน
แอมโมเนียม
ซัลเฟต 60-

80% 

10 8.200 82 160 19.51 1,600 1.18 

 
4.2.3 การท าโปรตีนให้บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 
 

ขยายขนาดการเลี้ยงแบคทีเรีย M10 เป็น 1 ลิตร เพื่อให้ได้ปริมาณโปรตีนที่เพิ่มขึ้น โดยใช้
ระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ 18 ชั่วโมง ซึ่งให้แอกทิวิตีมากที่สุด จากน้ันแยกตะกอนเซลล์ออกโดยการ
หมุนเหวี่ยงตกตะกอน เมื่อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและแอกทิวิตีในการยับยั้งรา  C. capsici จาก
ส่วนน้ าใสที่แยกได้  พบว่าได้แอกทิวิตีรวมทั้งหมด  80,000 AU คิดเป็นปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
4,681 มิลลิกรัม  และมีค่าแอกทิวิตีจ าเพาะเท่ากับ  17.09 AU/มิลลิกรัมของโปรตีน เมื่อน า
สารละลายส่วนใสมาตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 40-60% ซึ่งให้แอกทิวิตีมากที่สุด
ดังกล่าวมาแล้ว  พบว่ามีแอกทิวิตีจ าเพาะเพิ่มขึ้นเป็น 7.49 เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับแอกทิวิตี
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จ าเพาะของสารสกัดโปรตีนเริ่มต้น  และมีแอกทิวิตี 1,920 AU/มิลลิลิตร  และพร้อมน าไปท าให้
บริสุทธิ์ต่อไปโดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี 

 
4.2.4 การท าโปรตีนให้บริสุทธิ์โดยวิธี คอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่าง

ของประจุสุทธิของสาร (ion exchange chromatography) 
 

 น าโปรตีนที่ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 40-60% โดยมีปริมาณ
โปรตีนเท่ากับ 15 มิลลิกรัม ซึ่งละลายอยู่ใน  50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์  pH 7.5 และผ่าน
การไดอะไลซ์ในบัฟเฟอร์ที่มี 30% กลีเซอรอล แล้ว มาท าให้บริสุทธิ์โดย วิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี
บน ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ ซึ่งเป็นตัวกลางแลกเปลี่ยนอิออนลบ (anion exchanger) ตามวิธีในข้อ
3.7.6 จากนั้นล้างโปรตีนที่ไม่จับกับคอลัมน์ออกด้วย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 
และเก็บล าดับส่วนๆละ 1 มล. แล้วติดตามโปรตีนโดยการวัดการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 นา
โนเมตร  เมื่อปริมาณโปรตีนลดลงเกือบเป็นศูนย์จึงชะด้วยเกรเดียนต์ของ 1 โมลาร์ NaCl ใน 50 
มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5  แล้วติดตามโปรตีนต่อ  ผลการทดลองการติดตามปริมาณ
โปรตีนทั้งก่อนและหลังการชะด้วยเกรเดียนต์ของ NaCl ปรากฏพีค (peak) ของโปรตีน  2 ช่วง  
ช่วงแรกเป็น โปรตีนที่ไม่จับกับคอลัมน์ (unbound protein) ที่ออกมาก่อนการชะด้วยเกรเดียนต์ 
ของ NaCl และช่วงที่สองเป็นโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ และถูกชะออกมาระหว่างการชะด้วย 
เกรเดียนต์ของ NaCl ดังผลการทดลองในรูปที่ 4.12  เมื่อน าโปรตีนในล าดับส่วนท่ี  7-20 ซึ่งเป็น
โปรตีนที่ไม่จับกับคอลัมน์ และล าดับส่วนท่ี 45-90 ซึ่งเป็นช่วงหลังการชะด้วยเกรเดียนต์ของ NaCl 
ไปทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งรา Fusarium  sp.พบว่าโปรตีนทั้งสองช่วงไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งรา 
Fusarium  sp. เมื่อน าโปรตีนทั้งสองช่วงไปทดสอบกับ C. capsici พบว่าโปรตีนช่วงที่เกิดหลังการ
ชะด้วยเกรเดียนต์ของ  NaCl เท่านั้น (ล าดับส่วนท่ี 45-90) ที่มีแอกทิวิตีในการยับยั้งรา  ดังผลการ
ทดลองในรูปที่ 4.13 ขั้นตอนและผลการท าโปรตีนจากแบคทีเรีย M10 ให้บริสุทธิ์ได้สรุปไว้ใน
ตารางที่ 4.3  

 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 4.12 การท าโปรตีนให้บริสุทธิ์โดยคอลัมน์ ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ 
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รูปที่ 4.13  การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ  C. capsici โดยโปรตีนที่ไม่จับกับคอลัมน์  
และโปรตีนบริสุทธิ์ที่ชะจากคอลัมน์  ดีอีเออี ไบโอ- เจล เอ เปรียบเทียบกับสารละลาย
โปรตีนที่ได้จากการตกตะกอนโปรตีนในช่วง 40-60% และ อาหารเลี้ยงเชื้อ (NB) 
 

ผลการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและแอกทิวิตีในการยับยั้งรา  C. capsici จากส่วนน้ าใสทั้ง
ก่อนการตกตะกอนโปรตีน หลังการตกตะกอนโปรตีนในช่วงที่ 40-60% และ จากการผ่านขั้นตอน
การท าบริสุทธิ์โดย ดีอีเออี ไบโอ- เจล เอ  ในช่วงที่หนึ่งและสอง ได้ปริมาณโปรตีน 4.681, 5.0, 
2.398 และ 0.211 มิลลิกรัม /มิลลิลิตร ตามล าดับ คิดเป็นปริมาณโปรตีนทั้งหมด 4,681, 15.00, 
3.59 และ 1.266 มิลลิกรัม ตามล าดับ และตรวจพบว่าโปรตีนในช่วงที่สองให้แอกทิวิตีจ าเพาะมาก
ที่สุดและมีความจ าเพาะเพิ่มขึ้นเป็น 11.10 เท่า  เมื่อเปรียบเทียบกับแอกทิวิตีจ าเพาะของสารส กัด
โปรตีนเริ่มต้น  คิดเป็นแอกทิวิตีรวมทั้งหมด 240 AU ส่วนโปรตีนในช่วงที่หนึ่งตรวจไม่พบแอกทิวิตี 
ดังแสดงในตารางที่ 4.3  

 
 
 
 
 
 

โปรตีนที่ไม่จับกับคอลัมน์  

 โปรตีนบริสุทธิ์ท่ีชะจากคอลัมน ์

NB 

ตะกอนโปรตีน 
ในช่วง 40-60% 
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ตารางท่ี 4.3  ขั้นตอนการท าโปรตีนจากแบคทีเรีย M10 ให้บริสุทธิ์ 

ตัวอย่าง 
ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน
ทั้งหมด 

(มิลลิกรัม) 

แอกทิวิตี
(AU/มิลลิลิตร) 

แอกทิวิตี
จ าเพาะ 
(AU/มิลลิกรัม
ของโปรตีน) 

แอกทิวิ
ตีรวม 
(AU) 

ความ
บริสุทธิ์ 
(เท่า) 

สารสกัดโปรตีน
เริ่มต้น 

1,000 4.681 4,681 80 17.09 80,000 1.00 

ตะกอน 
แอม โมเนียม
ซัลเฟต 40-60% 

3 5.0 15.00 640 128 1,920 7.49 

โปรตีนที่ไม่จับกับ
คอลัมน ์

    1.5 2.398 3.59 0 0 0 0.00 

โปรตีนบริสุทธิ์จาก
การชะด้วย NaCl  

6 0.211 1.266 40 189.57 240 11.10 

 
 

4.2.5 การวิเคราะห์ความบริสุทธิ์และการหาน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนที่ท า 
          บริสุทธิ์ได้ โดยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทร  
          โฟรีซิส (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis,    
          SDS-PAGE) 

 
จากการน าโปรตีนที่ผ่านขั้นตอนการท าบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 

และโปรตีนช่วงที่ 1 ซึ่งเป็นโปรตีนที่ไม่จับกับคอลัมน์  และช่วงที่ 2 ที่ท าบริสุทธิ์ได้จากการผ่าน
คอลัมน์โครมาโทกราฟีบน ดีอีเออี ไบโอ- เจล เอ มาวิเคราะห์ความบริสุทธิ์ และหาน้ าหนักโมเลกุล
ของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้โดยการท า SDS-PAGE โดยใช้โปรตีนตัวอย่างละ 5 ไมโครกรัม 
เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน ได้ผลดังแสดงในรูปที่ 4.14 โดยพบว่าโป รตีนที่ตกตะกอนจาก
แอมโมเนียมซัลเฟตซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของราเกิดแถบโปรตีนเป็นจ านวนมาก และเมื่อ
น ามาท าบริสุทธิ์ต่อพบว่าโปรตีนช่วงที่  1 ที่ได้มีจ านวนของแถบโปรตีนลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับ
โปรตีนที่ตกตะกอนจากแอมโมเนียมซัลเฟต 
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ส าหรับโปรตีนช่วงที่ 2 ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีฤทธิ์ในการยับย้ังการเจริญของรานั้น ให้โปรตีน
เด่นชัดเพียงแถบเดียว ซึ่งเมื่อวิเคราะห์จากกราฟมาตรฐานระหว่างค่าลอการิทึมของน้ าหนักโปรตีน
มาตรฐานกับระยะทางการเคลื่อนที่ของแถบโปรตีน ช่วงที่ 2 บน SDS-PAGE พบว่าแถบโปรตีนนี้มี
น้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 55.35 kDa 

 
                                     

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 4.14 การวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลและทดสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนโดยวิธี
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 

ช่องที่ 1, 5  โปรตีนมาตรฐานน้ าหนักโมเลกุลสูง 
ช่องที่ 2   โปรตีนที่ผ่านการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 40-60% 
ช่องที่ 3  โปรตีนช่วงที่ 1 (โปรตีนที่ไม่จับกับคอลัมน์ ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ) 
ช่องที่ 4  โปรตีนช่วงที่ 2 (โปรตีนบริสุทธิ์ที่ชะจากคอลัมน์ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ) 
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4.3 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคกับผลของมะเขือเทศ พันธุ์ 
     สีดา พันธุ์ท้อ และพันธุ์ราชินี ด้วยโปรตีนท่ีแยกได้ 
      

4.3.1 ผลของรา C. capsici ต่อการเกิดโรคของมะเขือเทศพันธุ์สีดา และผลของโปรตีน 
        บริสุทธิ์ต่อมะเขือเทศ 

 
เบื้องต้นได้ทดสอบรา C. capsici ต่อการเกิดโรคกับผลของมะเขือเทศพันธุ์สีดาโดยการ

หยดสารแขวนลอยสปอร์ของราลงบนแผลของมะเขือเทศ แล้วบ่มในสภาพที่มีความชื้นเป็นเวลา 5 
วัน พบว่าราท าให้เกิดอาการแอนแทรคโนสกับผลมะเขือเทศโดยพบว่าบริเวณที่มีอาการของโรคมี
ลักษณะเป็นแผลวงสีด าอันเนื่องมาจากสปอร์ ของรา ดังรูปที่ 4.15 [a]  ในขณะที่ชุดควบคุมผลลบ
ซึ่งใช้น้ ากลั่นปลอดเชื้อแทนสารแขวนลอยสปอร์ ไม่พบว่ามีอาการใดๆเกิดขึ้น (รูปท่ี 4.15 [b]) 

 
นอกจากน้ีได้ทดสอบผลของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์กับผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา โดยหยด

สารละลายโปรตีนความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงบนแผลของผลมะเขือเทศ พบว่าไม่มี
อาการใดๆเกิดขึ้น  ดังแสดงในรูปที่ 4.15 [c] ซึ่งแสดงว่าโปรตีนบริสุทธิ์ที่ได้ไม่ส่งผลกระทบใดๆต่อ
มะเขือเทศพันธุ์นี้ 
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.15 แสดงการเกิดโรคของรา  C. capsici (สารแขวนลอยสปอร์ 5x106 สปอร์ /
มิลลิลิตร) [a]; ผลมะเขือเทศสีดา เปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบ (น้ ากลั่นปลอดเชื้อ ) 
[b] และผลของโปรตีนบริสุทธิ์ (200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) [c] 
 
 

[b] [c] [a] 
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4.3.2 การทดสอบฤทธิ์ของโปรตีนในการยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคโดยรา 
C. capsici กับผลของมะเขือเทศพันธุ์สีดา 

 
ส าหรับการทดสอบฤทธิ์ในการ ยับยั้งการเกิดโรคของราบนผลของมะเขือเทศนั้น ได้ท าให้

มะเขือเทศเกิดโรคโดยการใส่สารแขวนลอยสปอร์ของราลงบนผลของมะเขือเทศแล้วบ่มไว้เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง จากนั้นจึงหยดโปรตีนบริสุทธิ์ที่ความเข้มข้นต่างๆลงไป   ส่วนการทดสอบฤทธิ์ในการ
ป้องกันการเกิดโรคนั้น ได้หยดโปรตีนบริ สุทธิ์ที่ความเข้มข้นต่างๆลงบนผลของมะเขือเทศก่อน บ่ม
ไว้เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วจึงใส่ราก่อโรค 

 
จากการทดลองด้านการยับยั้งการเจริญของราด้วยโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25, 50, 

100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นั้น พบว่าวัดความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศได้เท่ากับ 
2.4, 1.17, 0.51 และ 0.22 เซนติเมตร  ตามล าดับ  ดังแสดงในตารางที่ 4.4 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า
ความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคโดยโปรตีนบริสุทธิ์นั้นแปรผันตามความเข้มข้นของโปรตีนที่
เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ  ส าหรับความสามารถในการป้องกันการเกิดโรคนั้นเมื่อใส่สารละลาย
โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงบนแผลของมะเขือเทศ
ก่อนใส่รา C. capsici นั้น พบว่ามะเขือเทศเกิดโรคและวัดความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศได้
ที่ความเข้มข้นของโปรตีน 25 และ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เท่านั้น โดยวัดความกว้างได้ 0.49 และ 
0.26 เซนติเมตร ตามล าดับ ส่วนที่ความเข้มข้นโปรตีน  100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ไม่พบ
อาการของโรคเกิดขึ้น  ดังแสดงในตารางที่ 4.4  เมื่อน าค่าที่ได้มาวิเคราะห์ทางสถิติพบความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ดังแสดงในตารางที่ 4.4 
 
ตารางท่ี 4.4 ค่าเฉลี่ยความกว้างของแผล (เซนติเมตร ) ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดย
โปรตีนบริสุทธิ์ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  
C. capsici บนผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา  
 
การทดลอง ความกว้างของแผล (เซนติเมตร) ที่ความเข้มข้นโปรตีนต่างๆ (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

0 25 50 100 200 
ยับยั้ง 2.49±0.017 a 2.40 ±0.01b 1.17 ±0.057c 0.51± 0.025d 0.22± 0.01e 
ป้องกัน 2.49±0.017 a 0.49±0.0057b 0.26± 0.0115c 0.00± 0.00d 0.00± 0.00d 

หมายเหตุ: x
 แสดงค่าเฉลี่ยที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งวิเคราะห์

โดยวิธี DMRT  
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เมื่อน าเปอร์เซ็นต์ค่าความกว้างเฉลี่ยของแผลที่เกิดจากการทดลองด้านการยับยั้งและการ
ป้องกันมาวาดเป็นกราฟ เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (สารแขวนลอยสปอร์, น้ ากลั่นปลอดเชื้อ และ
โปรตีนบริสุทธิ์) จะเห็นประสิทธิภาพในการยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคโดยโปรตีนบริสุทธิ์ได้
เด่นชัดขึ้น ดังรูปที่ 4.16 ซึ่งแสดงเปอร์เซ็นต์ความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศ  โดยที่ความ
เข้มข้นโปรตีน 25, 50 ,100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบเปอร์เซ็นต์ความกว้างของแผลในชุด
ยับยั้ง คือ 96.38%, 46.85%, 20.35% และ 8.84% ตามล าดับ และในชุดป้อ งกันพบเปอร์เซ็นต์
ความกว้างของแผลที่ความเข้มข้นของโปรตีน 25 และ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เท่านั้น คือ 
19.96%, และ 10.57% ตามล าดับ ส่วนที่ความเข้มข้นโปรตีน  100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ไม่พบอาการของโรคเกิดขึ้น และจากรูปที่ 4.17- 4.20 ซึ่งแสดงรูปผลมะเขือเทศพันธุ์สีดาที่ทดสอบ
ผลการยับยั้งและการป้องกันของโปรตีนบริสุทธิ์ที่ความเข้มข้น 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ตามล าดับ โดยพบว่าเมื่อความเข้มข้นของโปรตีนเพิ่มขึ้น ความสามารถในการยับยั้งและ
ป้องกันก็จะเพิ่มขึ้นด้วย ซึ่งจะสังเกตได้จากความกว้างของแผลบนผลมะ เขือเทศมีขนาดลดลง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  และในการทดสอบยับยั้งและป้องกันรา  C. capsici  ของผลมะเขือเทศ
พันธุ์สีดา พบว่าที่ความเข้มข้นของโปรตีนที่เท่ากัน สามารถให้ผลในการป้องกันได้ดีกว่าการยับย้ัง  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.16 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งและการป้องกันกา รเกิดโรคของรา  C. capsici โดยโปรตีน
บริสุทธิ์ที่แยกได้ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ  กับผลของมะเขือเทศ พันธุ์สีดาเปรียบเทีย บ
กับชุดควบคุมสารแขวนลอยสปอร์ ชุดควบคุมน้ ากลั่นปลอดเชื้อ และชุดควบคุมโปรตีน
บริสุทธิ์ 
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ชุดควบคุมสปอร์ราแขวนลอย ชุดควบคุมน้้ากลั่นปลอดเช้ือ ชุดควบคุมโปรตีน 200 ug/ml
โปรตีน 25 ug/ml โปรตีน 50 ug/ml โปรตีน 100 ug/ml
โปรตีน 200 ug/ml
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รูปที่ 4.17 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้ งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  C. capsici 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.18 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้อ งกันการเกิดโรคจากรา  C. capsici 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 
 

[a] [b] [c] 

[a] [b] [c] 
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รูปที่ 4.19 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเ กิดโรคจากรา  C. capsici 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 
     

 
 
 
  

 
 
 
 
รูปที่ 4.20 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจาก รา C. capsici 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 
 

[a] [b] [c] 

[a] [b] [c] 
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4.3.3 ผลของรา C. capsici ต่อการเกิดโรคกับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ และผลของ
โปรตีนบริสุทธิ์ต่อมะเขือเทศ 

 
ในการทดสอบรา C. capsici ต่อการเกิดโรคกับผลของมะเขือเทศพันธุ์ท้อโดยการหยด

สารแขวนลอยสปอร์ของราลงบนแผลของมะเขือเทศ แล้วบ่มในสภาพที่มีความชื้นเป็นเวลา 5 วัน 
พบว่าราท าให้เกิดอาการแอนแทรคโนสกับผลมะเขือเทศโดยพบว่าบริเวณที่มีอาการของโรคมี
ลักษณะเป็นแผลเน่าช้ า  เป็นวงกว้างสีน้ าตาลเข้มบริเวณแผล ดังรูปที่ 4.21 [a] ในขณะที่ชุด
ควบคุมผลลบซึ่งใช้น้ ากลั่นปลอดเชื้อแทนสารแขวนลอยสปอร์ ไม่พบว่ามีอาการใดๆเกิดขึ้น (รูปท่ี 
4.21 [b]) 

 
นอกจากน้ีได้ทดสอบผลของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ โดยหยด

สารละลายโปรตีนคว ามเข้มข้น 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงบนแผลของผลมะเขือเทศ พบว่าไม่มี
อาการใดๆเกิดขึ้น  ดังแสดงในรูปที่ 4.21 [c] ซึ่งแสดงว่าโปรตีนบริสุทธิ์ที่ได้ไม่ส่งผลกระทบใดๆต่อ
มะเขือเทศพันธุ์นี้ 

 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.21 แสดงการเกิดโรคของรา  C. capsici (สารแขวนลอยสป อร์ 5x106 สปอร์ /
มิลลิลิตร) [a]; ผลมะเขือเทศท้อ เปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบ (น้ ากลั่นปลอดเชื้อ ) [b] 
และผลของโปรตีนบริสุทธิ์ (200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) [c] 
 
 
 
 

[a] [b] [c] 
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4.3.4 การทดสอบฤทธิ์ของโปรตีนในการยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคโดยรา   
C. capsici กับผลของมะเขือเทศพันธุ์ท้อ 

 
จากการทดลองด้านการยับยั้งการเจริญของราด้วยโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25, 50, 

100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นั้น พบว่าวัดความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศได้เท่ากับ 
1.20   0.43 0.21 และ 0.12 เซนติเมตร ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.5 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า
ความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคโดยโปรตีนบริสุทธิ์นั้นแปรผันตามความเข้มข้นของโปรตีนที่
เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ  ส าหรับความสามารถในการป้องกันการเกิดโรค เมื่อใส่สารละลายโปรตีน
บริสุทธิ์ความเข้มข้น 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงบนแผลของมะเขือเทศก่อ นใส่
รา C. capsici นั้น พบว่ามะเขือเทศเกิดโรคและวัดความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศได้ที่ความ
เข้มข้นของโปรตีน 25 และ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เท่านั้น โดยวัดความกว้างได้ 0.34 และ 0.27 
เซนติเมตร ตามล าดับ ส่วนที่ความเข้มข้นโปรตีน  100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ไม่พบอาการ
ของโรคเกิดขึ้น  ดังแสดงในตารางที่ 4.5   เมื่อน าค่าที่ได้มาวิเคราะห์ทางสถิติพบความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ดังแสดงในตารางที่ 4.5 

 
ตารางท่ี 4.5 ค่าเฉลี่ยความกว้างของแผล (เซนติเมตร ) ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดย
โปรตีนบริสุทธิ์ที่ระดั บความเข้มข้นต่างๆในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  
C. capsici บนผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ  
 
การทดลอง ความเข้มข้นโปรตีน (ไมโครกรัม /มิลลิลิตร) 

0 25 50 100 200 
ยับยั้ง 2.31±0.015 a 1.20 ±0.015b 0.43 ±0.021c 0.21± 0.040d 0.12± 0.012e 
ป้องกัน 2.31±0.015 a 0.34±0.021b 0.27± 0.035c 0.00± 0.00d 0.00± 0.00d 

 
หมายเหตุ: x

 แสดงค่าเฉลี่ยที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งวิเคราะห์
โดยวิธี DMRT  

 
เมื่อน าเปอร์เซ็นต์ค่าความกว้างเฉลี่ยของแผลที่เกิดจากการทดลองด้านการยับยั้งและการ

ป้องกันมาวาดเป็นกราฟ เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (สารแขวนลอยสปอร์ , น้ ากลั่นปลอดเชื้อ และ
โปรตีนบริสุทธิ์ ) จะเห็นประสิทธิภาพในการยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคโดยโปรตีนบริสุทธิ์ได้
เด่นชัดขึ้น ดังรูปที่ 4.22 ซึ่งแสดงเปอร์เซ็นต์ความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศ  โดยที่ความ
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เข้มข้นโปรตีน 25, 50 ,100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบเปอร์เซ็นต์ความกว้างของแผลในชุด
ยับยั้ง คือ 51.88%, 18.32%, 8.95% และ 5.05% ตามล าดับ และในชุดป้องกันพบเปอร์เซ็นต์
ความกว้างของแผลที่ความเข้มข้นของโปรตีน 25 และ 50 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร  เท่านั้น คือ 
14.86%, และ 11.55% ตามล าดับ ส่วนที่ความเข้มข้นโปรตีน  100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ไม่พบการเกิดแผลเกิดขึ้น และจากรูปที่ 4.23- 4.26 ซึ่งแสดงรูปผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อที่ทดสอบผล
การยับย้ังและการป้องกันของโปรตีนบริสุทธิ์ที่ความเข้มข้น 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม /
มิลลิลิตร ตามล าดับ โดยพบว่าเมื่อความเข้มข้นของโปรตีนเพิ่มขึ้น ความสามารถในการยับยั้งและ
ป้องกันก็จะเพิ่มขึ้นด้วย ซึ่งจะสังเกตได้จากความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศมีขนาดลดลง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  และในการทดสอบยับยั้งและป้องกันรา  C. capsici  ของผลมะเขือเทศ
พันธุ์ท้อ พบว่าที่ความเข้มข้นของโปรตีนที่เท่ากัน สามารถให้ผลในการป้องกันได้ดีกว่าการยับย้ัง  

 
 
 
 

 
  
 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.22 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคของรา  C. capsici โดยโปรตีน
บริสุทธิ์ที่แยกได้ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ  กับผลของมะเขือเทศพันธุ์สีท้อ เปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมสารแขวนลอยสปอร์ ชุดควบคุมน้ ากลั่นปลอดเชื้อ และชุดควบคุมโปรตีน
บริสุทธิ์ 
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โปรตีน 25 ug/ml โปรตีน 50 ug/ml โปรตีน 100 ug/ml
โปรตีน 200 ug/ml
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รูปที่ 4.23 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  C. capsici 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 
 
       
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.24 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  C. capsici 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร)์ [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 
 

[a] [b] [c] 

[a] [b] [c] 
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รูปที่ 4.25 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  C. capsici 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 
     

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.26 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  C. capsici 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 

[b] [c] 

[b] 

[a] 

[a] [c] 
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4.3.5 ผลของรา C. capsici ต่อการเกิดโรคกับผลของมะเขือเทศพันธุ์ราชินี และผล

ของโปรตีนบริสุทธิ์ต่อมะเขือเทศ 
 

   เมื่อทดสอบรา C. capsici ต่อการเกิดโรคกับผลของมะเขือเทศพันธุ์ราชินีโดยการหยด
สารแขวนลอยสปอร์ของราลงบนแผล ของมะเขือเทศ แล้วบ่มในสภาพที่มีความชื้นเป็นเวลา 5 วัน 
พบว่าราท าให้เกิดอาการแอนแทรคโนสกับผลมะเขือเทศโดยพบว่าบริเวณที่มีอาการของโรคมี
ลักษณะผลเน่าเละ ช้ า และพบเส้นใยราบริเวณแผล ดังรูปที่ 4.27 [a]  ในขณะที่ชุดควบคุมผลลบ
ซึ่งใช้น้ ากลั่นปลอดเชื้อแทนสารแขวนลอยสปอร์ ไม่พบว่ามีอาการใดๆเกิดขึ้น (รูปท่ี 4.27 [b]) 

 
นอกจากน้ีได้ทดสอบผลของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี โดยหยด

สารละลายโปรตีนความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงบนแผลของผลมะเขือเทศ พบว่าไม่มี
อาการใดๆเกิดขึ้น  ดังแสดงในรูปที่ 4.27 [c] ซึ่งแสดงว่าโปรตีนบริสุทธิ์ที่ได้ไม่ส่งผลกระทบใดๆต่อ
มะเขือเทศพันธุ์นี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.27 แสดงการเกิดโรคของรา  C. capsici (สารแขวนลอยสปอร์ 5x106 สปอร์ /
มิลลิลิตร) [a]; ผลมะเขือเทศราชินี เปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบ (น้ ากลั่นปลอดเชื้อ ) 
[b] และผลของโปรตีนบริสุทธิ์ (200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) [c] 
 
 
 
 

[a] [b] [c] 
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4.3.6 การทดสอบฤทธิ์ของโปรตีนในการยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคโดยรา   
C. capsici กับผลของมะเขือเทศพันธุ์ราชินี 

 
จากการทดลองด้านการยับยั้งการเจริญของราด้วยโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25, 50, 

100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นั้น พบว่าวัดความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศได้เท่ากับ 
1.10  0.73  0.41 และ0. 20 เซนติเมตร ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.6 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า
ความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคโดยโปรตีนบริสุทธิ์นั้นแปรผันตามความเข้มข้นของโปรตีนที่
เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ  ส า หรับความสามารถในการป้องกันการเกิดโรคนั้นเมื่อใส่สารละลาย
โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงบนแผลของมะเขือเทศ
ก่อนใส่รา C. capsici นั้น พบว่ามะเขือเทศเกิดโรคและวัดความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศได้
ที่ความเข้มข้นของโปรตีน 25 และ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เท่านั้น โดยวัดความกว้างได้ 0.49 และ 
0.21เซนติเมตร ตามล าดับ ส่วนที่ความเข้มข้นโปรตีน  100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ไม่พบ
อาการของโรคเกิดขึ้น  ดังแสดงในตารางที่ 4.6   เมื่อน าค่าที่ได้มาวิเคราะห์ทางสถิติพบความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ดังแสดงในตารางที่ 4.6 
 
ตารางท่ี 4.6 ค่าเฉลี่ยความกว้างของแผล (เซนติเมตร ) ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดย
โปรตีนบริสุทธิ์ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  
C. capsici บนผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี  
 
การทดลอง ความเข้มข้นโปรตีน (ไมโครกรัม /มิลลิลิตร) 

0 25 50 100 200 
ยับยั้ง 2.25±0.026 a 1.10 ±0.079b 0.73 ±0.152c 0.41± 0.010d 0.20± 0.010e 
ป้องกัน 2.25±0.026 a 0.49±0.011b 0.21± 0.021c 0.00± 0.00d 0.00± 0.00d 

 
หมายเหตุ: x แสดงค่าเฉลี่ยที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งวิเคราะห์
โดยวิธี DMRT 
 

เมื่อน าเปอร์เซ็นต์ค่าความกว้างเฉลี่ยของแผลที่เกิดจากการทดลองด้านการยับยั้งและการ
ป้องกันมาวาดเป็นกราฟ เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (สารแขวนลอยสปอร์ , น้ ากลั่นปลอดเชื้อ และ
โปรตีนบริสุทธิ์ ) จะเห็นประสิทธิภาพในการยับยั้ งและการป้องกันการเกิดโรคโดยโปรตีนบริสุทธิ์ได้
เด่นชัดขึ้น ดังรูปที่ 4.28 ซึ่งแสดงเปอร์เซ็นต์ความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศที่ความเข้มข้น
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โปรตีน 25, 50 ,100 และ 200 ไมโครกรัม/ml พบเปอร์เซ็นต์ความกว้างของแผลในชุดยับยั้ง คือ 
48.44%, 32.59%, 18.28% และ 8.89% ตามล าดับ และในชุดป้องกันพบเปอร์เซ็นต์ความกว้าง
ของแผลที่ความเข้มข้นของโปรตีน 25 และ 50 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร เท่านั้น คือ 21.92%, และ 
9.18% ตามล าดับ ส่วนที่ความเข้มข้นโปรตีน  100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ไม่พบการเกิด
แผลเกิดขึ้น และจากรูปที่ 4.29- 4.32 ซึ่งแสดงรูปผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินีที่ทดสอบผลการยับยั้ง
และการป้องกันของโปรตีนบริสุทธิ์ที่ความเข้มข้น 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร 
ตามล าดับ โดยพบว่าเมื่อความเข้มข้นของโปรตีนเพิ่มขึ้น ความสามารถในการยับยั้งและป้องกันก็
จะเพิ่มขึ้นด้วย ซึ่งจะสังเกตได้จากความกว้ างของแผลบนผลมะเขือเทศมีขนาดลดลงอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ  และในการทดสอบยับยั้งและป้องกันรา  C. capsici  ของผลมะเขือเทศพันธุ์
ราชินี พบว่าที่ความเข้มข้นของโปรตีนที่เท่ากัน สามารถให้ผลในการป้องกันได้ดีกว่าการยับย้ัง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.28 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคของรา C. capsici โดยโปรตีน
บริสุทธิ์ที่แยกได้ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ กับผลของมะเขือเทศพันธุ์ราชินี เปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมสารแขวนลอยสปอร์ ชุดควบคุมน้ ากลั่นปลอดเชื้อ และชุดควบคุมโปรตีน
บริสุทธิ์ 
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ชุดควบคุมสปอร์ราแขวนลอย ชุดควบคุมน้้ากลั่นปลอดเช้ือ ชุดควบคุมโปรตีน 200 ug/ml
โปรตีน 25 ug/ml โปรตีน 50 ug/ml โปรตีน 100 ug/ml
โปรตีน 200 ug/ml
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รูปที่ 4.29 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  C. capsici 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.30 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในก ารยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  C. capsici 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 
 
 

[a] [b] [c] 

[a] [b] [c] 
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รูปที่  4.31 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้ง และป้องกันการเกิดโรคจากรา  C. capsici 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.32 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันกา รเกิดโรคจากรา  C. capsici 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 
 

[a] [b] [c] 

[a] [b] [c] 
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[a] [b] [c] 

4.3.7 ผลของรา Fusarium sp. ต่อการเกิดโรคกับผลของมะเขือเทศพันธุ์สีดา และผล
ของโปรตีนบริสุทธิ์ต่อมะเขือเทศ 

 
   เมื่อทดสอบรา Fusarium sp. ต่อการเกิดโรคกับผลของมะเขือเทศพันธุ์สีดาโดยการ

หยดสารแขวนลอยสปอร์ของราลงบนแผลของมะเขือเทศ แล้วบ่มในสภาพที่มีความชื้นเป็นเวลา 5 
วัน พบว่าราท าให้เกิดอาการของโรคผลเน่ากับผลมะเขือเทศโดยพบว่าบริเวณที่มีอากา รของโรคมี
ลักษณะผลเน่าเละเป็นบริเวณกว้าง พบเมือกเหนียวและเส้นใยราบริเวณแผล ดังรูปที่ 4.33 [a]  
ในขณะที่ชุดควบคุมผลลบซึ่งใช้น้ ากลั่นปลอดเชื้อแทนสารแขวนลอยสปอร์ ไม่พบว่ามีอาการใดๆ
เกิดขึ้น (รูปท่ี 4.33 [b]) 

 
นอกจากน้ีได้ทดสอบผลของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้กับผลมะ เขือเทศพันธุ์สีดา โดยหยด

สารละลายโปรตีนความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงบนแผลของผลมะเขือเทศ พบว่าไม่มี
อาการใดๆเกิดขึ้น  ดังแสดงในรูปที่ 4.33 [c] ซึ่งแสดงว่าโปรตีนบริสุทธิ์ที่ได้ไม่ส่งผลกระทบใดๆต่อ
มะเขือเทศพันธุ์นี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.33 แสดงการเกิดโรคของรา  Fusarium sp. (สารแขวนลอยสปอร์ 5x106 สปอร์/
มิลลิลิตร) [a]; ผลมะเขือเทศสีดา เปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบ (น้ ากลั่นปลอดเชื้อ ) 
[b] และผลของโปรตีนบริสุทธิ์ (200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) [c] 
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4.3.8 การทดสอบฤทธิ์ของโปรตีนในการยับยั้งและการป้องกันการเกิดโ รคโดยรา  
Fusarium sp. กับผลของมะเขือเทศพันธุ์สีดา 

 
จากการทดลองด้านการยับยั้งการเจริญของราด้วยโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25, 50, 

100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นั้น พบว่าวัดความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศได้เท่ากับ 
2.50  2.10  0.51 และ0.29 เซนติเมตร ตามล าดับ  ดังแสดงในตารางที่ 4.7 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า
ความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคโดยโปรตีนบริสุทธิ์นั้นแปรผันตามความเข้มข้นของโปรตีนที่
เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ  ส าหรับความสามารถในการป้องกันการเกิดโรคนั้นเมื่อใส่สารละลาย
โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงบนแผลของมะเขือเทศ
ก่อนใส่รา Fusarium sp. นั้น พบว่ามะเขือเทศเกิดโรคและวัดความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศ
ได้เท่ากับ 0.50  0.31 0.27 และ  0.26 เซนติเมตร ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.7   เมื่อน าค่าที่
ได้มาวิเคราะห์ทางสถิติพบความแตกต่างอย่าง มีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ดังแสดงใน
ตารางที่ 4.7 
 
ตารางท่ี 4.7 ค่าเฉลี่ยความกว้างของแผล (เซนติเมตร ) ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดย
โปรตีนบริสุทธิ์ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  
Fusarium sp. บนผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา 

 
หมายเหตุ: x แสดงค่าเฉลี่ยที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งวิเคราะห์
โดยวิธี DMRT 

 
เมื่อน าเปอร์เซ็นต์ค่าความกว้างเฉลี่ยของแผลที่เกิดจากการทดลองด้านการยับยั้งและการ

ป้องกันมาวาดเป็นกราฟ เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (สารแขวนลอยสปอร์ , น้ ากลั่นปลอดเชื้อ และ
โปรตีนบริสุทธิ์ ) จะเห็นประสิทธิภาพใ นการยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคโดยโปรตีนบริสุทธิ์ได้
เด่นชัดขึ้น ดังรูปที่ 4.34 ซึ่งแสดงเปอร์เซ็นต์ความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศที่ความเข้มข้น
โปรตีน 25, 50 ,100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบเปอร์เซ็นต์ความกว้างของแผลในชุดยับยั้ง 
คือ 83.33%,  68.89%, 16.89% และ 9.78% ตามล าดับ และในชุดป้องกันพบเปอร์เซ็นต์ความ

การทดลอง ความเข้มข้นโปรตีน (ไมโครกรัม /มิลลิลิตร) 
0 25 50 100 200 

ยับยั้ง 3.00±0.200 a 2.50 ±0.100b 2.10 ±0.252c 0.51± 0.042d 0.29± 0.026e 
ป้องกัน 3.00±0.200 a 0.5±0.100b 0.31± 0.012c 0.27± 0.012c 0.26± 0.031c 



73 
 

กว้างของแผลเท่ากับ 16.67%, 10.22%,  9.11%, และ 8.56% ตามล าดับ และจากรูปที่ 4.35- 
4.38 ซึ่งแสดงรูปผลมะเขือเทศพันธุ์สีดาที่ทดสอบผลการยับยั้งและการป้องกันของโปรตีนบริสุทธิ์ที่
ความเข้มข้น 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ โดยพบว่าเมื่อความเข้มข้น
ของโปรตีนเพิ่มขึ้น ความสามารถในการยับยั้งและป้องกันก็จะเพิ่มขึ้นด้วย ซึ่งจะสังเกตได้จาก
ความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศมีขนาดลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  และในการทดสอบ
ยับยั้งและป้องกันรา Fusarium sp. ของผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา พบว่าที่ความเข้มข้นของโปรตีนที่
เท่ากัน สามารถให้ผลในการป้องกันได้ดีกว่าการยับย้ัง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.34  เปอร์เซ็นต์การยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคของรา  Fusarium sp. โดย
โปรตีนบริสุทธิ์ที่แยกได้ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ  กับผลขอ งมะเขือเทศ พันธุ์สีดา 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมสารแขวนลอยสปอร์ ชุดควบคุมน้ ากลั่นปลอดเชื้อ และชุด
ควบคุมโปรตีนบริสุทธิ์ 
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ชุดควบคุมสปอร์ราแขวนลอย ชุดควบคุมน้้ากลั่นปลอดเช้ือ ชุดควบคุมโปรตีน 200 ug/ml
โปรตีน 25 ug/ml โปรตีน 50 ug/ml โปรตีน 100 ug/ml
โปรตีน 200 ug/ml
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รูปที่ 4.35 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัม  กับผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.36 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศ พันธุ์สีดา (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 
 
 
 

[a] [b] [c] 

[a] [b] [c] 
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รูปที่ 4.37 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์สี ดา (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.38 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์สีดา (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 
 
 

[a] [b] [c] 

[a] [b] [c] 
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4.3.9 ผลของรา Fusarium sp. ต่อการเกิดโรคกับผลของมะเขือเทศพันธุ์ท้อ และผล
ของโปรตีนบริสุทธิ์ต่อมะเขือเทศ 

 
   เมื่อทดสอบรา Fusarium sp. ต่อการเกิดโรคกับผลของมะเขือเทศพันธุ์ท้อโดยการหยด

สารแขวนลอยสปอร์ของราลงบนแผลของมะเขือเทศ แล้วบ่มในสภาพที่มีความชื้นเป็นเวลา 5 วัน 
พบว่าราท าให้เกิดอาการของโรคผลเน่ากับผลมะเขือเทศโดยพบว่าบริเวณที่มีอาการของโรคมี
ลักษณะผลเน่าสีน้ าตาลเข้มบริเวณแผลอันเกิดจากสปอร์ของรา ดังรูปที่ 4.39 [a]  ในขณะที่ชุด
ควบคุมผลลบซึ่ งใช้น้ ากลั่นปลอดเชื้อแทนสารแขวนลอยสปอร์ ไม่พบว่ามีอาการใดๆเกิดขึ้น (รูปท่ี 
4.39 [b]) 

 
นอกจากน้ีได้ทดสอบผลของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ โดยหยด

สารละลายโปรตีนความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงบนแผลของผลมะเขือเทศ พบว่าไม่มี
อาการใดๆเกิดขึ้ น ดังแสดงในรูปที่ 4.39 [c] ซึ่งแสดงว่าโปรตีนบริสุทธิ์ที่ได้ไม่ส่งผลกระทบใดๆต่อ
มะเขือเทศพันธุ์นี้ 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 4.39 แสดงการเกิดโรคของรา  Fusarium sp. (สารแขวนลอยสปอร์ 5x106 สปอร์/
มิลลิลิตร) [a]; ผลมะเขือเทศท้อ เปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบ (น้ ากลั่นปลอดเชื้อ) [b] 
และผลของโปรตีนบริสุทธิ์ (200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) [c] 
 
 
 
 

[a] [b] [c] 
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4.3.10 การทดสอบฤทธิ์ของโปรตีนในการยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคโดยรา  
Fusarium sp. กับผลของมะเขือเทศพันธุ์ท้อ 

 
จากการทดลองด้านการยับยั้งการเจริญของราด้วยโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25, 50, 

100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นั้น พบว่าวัดความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศได้เท่ากับ  
0.79 0.57  0.33 และ 0.23 เซนติเมตร  ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.8  ซึ่งแสดงให้เห็นว่า
ความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคโดยโปรตีนบริสุทธิ์นั้นแปรผันตามความเข้มข้นของโป รตีนที่
เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ  ส าหรับความสามารถในการป้องกันการเกิดโรคนั้นเมื่อใส่สารละลาย
โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงบนแผลของมะเขือเทศ
ก่อนใส่รา Fusarium sp. นั้น พบว่ามะเขือเทศเกิดโรคและวัดความกว้างของแผลบนผลมะเขื อเทศ
ได้เท่ากับ 0.34  0.25  0.23 และ 0.22 เซนติเมตร ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.8   เมื่อน าค่าที่
ได้มาวิเคราะห์ทางสถิติพบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ดังแสดงใน
ตารางที่ 4.8 
 
ตารางท่ี 4.8 ค่าเฉลี่ยความกว้างของแผล (เซนติเมตร ) ± ส่วนเบี่ ยงเบนมาตรฐาน โดย
โปรตีนบริสุทธิ์ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  
Fusarium sp. บนผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ 
 
การทดลอง ความเข้มข้นโปรตีน (ไมโครกรัม /มิลลิลิตร) 

0 25 50 100 200 
ยับยั้ง 1.10±0.252 a 0.79 ±0.32b 0.57 ±0.029c 0.33± 0.021d 0.23± 0.017e 
ป้องกัน 1.10±0.100 a 0.34±0.026b 0.25± 0.026c 0.23± 0.026c 0.22± 0.02 c 

 
หมายเหตุ: x แสดงค่าเฉลี่ยที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งวิเคราะห์
โดยวิธี DMRT 
 

เมื่อน าเปอร์เซ็นต์ค่าความกว้างเฉลี่ยของแผลที่เกิดจากการทดลองด้ านการยับยั้งและการ
ป้องกันมาวาดเป็นกราฟ เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (สารแขวนลอยสปอร์ , น้ ากลั่นปลอดเชื้อ และ
โปรตีนบริสุทธิ์ ) จะเห็นประสิทธิภาพในการยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคโดยโปรตีนบริสุทธิ์ได้
เด่นชัดขึ้น ดังรูปที่ 4.40 ซึ่งแสดงเปอร์เซ็นต์ความกว้างของแผลบนผ ลมะเขือเทศที่ความเข้มข้น
โปรตีน 25, 50 ,100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบเปอร์เซ็นต์ความกว้างของแผลในชุดยับยั้ง 
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คือ 71.52%,  51.52%, 29.71% และ 20.91% ตามล าดับ และในชุดป้องกันพบเปอร์เซ็นต์ความ
กว้างของแผลเท่ากับ 30.61%, 22.43%,  20.92%, และ 20.00% ตามล าดับ และจากรูปที่ 4.41- 
4.44 ซึ่งแสดงรูปผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อที่ทดสอบผลการยับยั้งและการป้องกันของโปรตีนบริสุทธิ์ที่
ความเข้มข้น 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ โดยพบว่าเมื่อความเข้มข้น
ของโปรตีนเพิ่มขึ้น ความสามารถในการยับยั้งและป้องกันก็จะเพิ่มขึ้ นด้วย ซึ่งจะสังเกตได้จาก
ความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศมีขนาดลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  และในการทดสอบ
ยับยั้งและป้องกันรา Fusarium sp. ของผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ พบว่าที่ความเข้มข้นของโปรตีนที่
เท่ากัน สามารถให้ผลในการป้องกันได้ดีกว่าการยับย้ัง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.40  เปอร์เซ็นต์การยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคของรา  Fusarium sp. โดย
โปรตีนบริสุทธิ์ที่แยกได้ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ  กับผลของมะเขือเทศ พันธุ์ท้อ 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมสารแขวนลอยสปอร์ ชุดควบคุมน้ ากลั่นปลอดเชื้อ และชุด
ควบคุมโปรตีนบริสุทธิ์ 
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ชุดควบคุมสปอร์ราแขวนลอย ชุดควบคุมน้้ากลั่นปลอดเช้ือ ชุดควบคุมโปรตีน 200 ug/ml
โปรตีน 25 ug/ml โปรตีน 50 ug/ml โปรตีน 100 ug/ml
โปรตีน 200 ug/ml
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รูปที่ 4.41 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.42 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ (ชุดควบคุมสาร
แขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  

 
 
 
 
 
 

[a] [b] 

[a] [b] 

[c] 

[c] 
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รูปที่ 4.43 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.44 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ท้อ (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  

 
 
 
 
 
 

[a] [b] [c] 

[a] [b] [c] 
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4.3.11 ผลของรา Fusarium sp. ต่อการเกิดโรคกับผลของมะเขือเทศพันธุ์ราชินี และ   
         ผลของโปรตีนบริสุทธิ์ต่อมะเขือเทศ 
 

     เมื่อทดสอบรา Fusarium sp. ต่อการเกิดโรคกับผลของมะเขือเทศพันธุ์ราชินีโดยการ
หยดสารแขวนลอยสปอร์ของราลงบนแผลของมะเขือเทศ แล้วบ่มในสภาพที่มีความชื้นเป็นเวลา 5 
วัน พบว่าราท าให้เกิดอากา รของโรคผลเน่ากับผลมะเขือเทศโดยพบว่าบริเวณที่มีอาการของโรคมี
ลักษณะผลเน่าเละและช้ าเป็นบริเวณกว้าง และพบเส้นใยราบริเวณแผล ดังรูปที่ 4.45 [a]  ในขณะ
ที่ชุดควบคุมผลลบซึ่งใช้น้ ากลั่นปลอดเชื้อแทนสารแขวนลอยสปอร์ ไม่พบว่ามีอาการใดๆเกิดขึ้น 
(รูปท่ี 4.45 [b]) 

นอกจากน้ี ได้ทดสอบผลของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี โดยหยด
สารละลายโปรตีนความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงบนแผลของผลมะเขือเทศ พบว่าไม่มี
อาการใดๆเกิดขึ้น  ดังแสดงในรูปที่ 4.45 [c] ซึ่งแสดงว่าโปรตีนบริสุทธิ์ที่ได้ไม่ส่งผลกระทบใดๆต่อ
มะเขือเทศพันธุ์นี้ 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 4.45 แสดงการเกิดโรคของรา  Fusarium sp. (สารแขวนลอยสปอร์ 5x106 สปอร์/
มิลลิลิตร) [a]; ผลมะเขือเทศราชินี เปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบ (น้ ากลั่นปลอดเชื้อ ) 
[b] และผลของโปรตีนบริสุทธิ์ (200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) [c] 
 
 
 
 
 

[a] [b] [c] 
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4.3.12 การทดสอบฤทธิ์ของโปรตีนในการยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคโดยรา  
Fusarium sp. กับผลของมะเขือเทศพันธุ์ราชินี 

 
จากการทดลองด้านการยับยั้งการเจริญของราด้วยโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25, 50, 

100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นั้น พบว่าวัดความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศได้ เท่ากับ 
2.58  2.40 1.37 และ 0.29 เซนติเมตร  ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.9  ซึ่งแสดงให้เห็นว่า
ความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคโดยโปรตีนบริสุทธิ์นั้นแปรผันตามความเข้มข้นของโปรตีนที่
เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ  ส าหรับความสามารถในการป้องกันการเกิดโรคนั้นเมื่อใส่ส ารละลาย
โปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงบนแผลของมะเขือเทศ
ก่อนใส่รา Fusarium sp. นั้น พบว่ามะเขือเทศเกิดโรคและวัดความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศ
ได้เท่ากับ 1.2  0.71  0.30 และ 0.28 เซนติเมตร ตามล าดับ  ดังแสดงในตารางที่ 4.9   เมื่อน าค่าที่
ได้มาวิเคราะห์ทางสถิติพบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ดังแสดงใน
ตารางที่ 4.9 
 
ตารางท่ี 4.9 ค่าเฉลี่ยความกว้างของแผล (เซนติเมตร ) ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดย
โปรตีนบริสุทธิ์ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆในการยับยั้งและป้องกันการเกิด โรคจากรา  
Fusarium sp. บนผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี 
 
การทดลอง ความเข้มข้นโปรตีน (ไมโครกรัม /มิลลิลิตร) 

0 25 50 100 200 
ยับยั้ง 2.88±0.061 a 2.58 ±0.026b 2.40 ±0.006c 1.37± 0.153d 0.29± 0.010e 
ป้องกัน 2.88±0.061 a 1.2±0.100b 0.71± 0.017c 0.30± 0.010d 0.28± 0.036 d 

 
หมายเหตุ: x แสดงค่าเฉลี่ยที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งวิเคราะห์
โดยวิธี DMRT 
 

เมื่อน าเปอร์เซ็นต์ค่าความกว้างเฉลี่ยของแผลที่เกิดจากการทดลองด้านการยับยั้งและการ
ป้องกันมาวาดเป็นกราฟ เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (สารแขวนลอยสปอร์ , น้ ากลั่นปลอดเชื้อ และ
โปรตีนบริสุทธิ์ ) จะเห็นประสิทธิภาพในการยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคโดยโปรตีนบริสุทธิ์ได้
เด่นชัดขึ้น ดังรูปที่ 4.46 ซึ่งแสดงเปอร์เซ็นต์ความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศที่ความเข้มข้น
โปรตีน 25, 50 ,100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบเปอร์เซ็นต์ความกว้างของแผลในชุดยับยั้ง 
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คือ 89.58%,  83.22%, 47.46% และ 10.08% ตามล าดับ และในชุดป้องกันพบเปอร์เซ็นต์ความ
กว้างของแผลเท่ากับ 41.66%, 24.65%,  10.43%, และ 9.71% ตามล าดับ และจากรูปที่ 4.47- 
4.50 ซึ่งแสดงรูปผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินีที่ทดสอบผลการยับยั้งและ การป้องกันของโปรตีนบริสุทธิ์
ที่ความเข้มข้น 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ โดยเมื่อพบว่าความเข้มข้น
ของโปรตีนเพิ่มขึ้น ความสามารถในการยับยั้งและป้องกันก็จะเพิ่มขึ้นด้วย ซึ่งจะสังเกตได้จาก
ความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศมีขนาดลดลงอย่างมีนัยส าคัญ ทางสถิติ  และในการทดสอบ
ยับยั้งและป้องกันรา Fusarium sp. ของผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี พบว่าที่ความเข้มข้นของโปรตีนที่
เท่ากัน สามารถให้ผลในการป้องกันได้ดีกว่าการยับย้ัง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.46  เปอร์เซ็นต์การยับยั้งและการป้องกันการเกิดโรคของรา  Fusarium sp. โดย
โปรตีนบริสุทธิ์ที่แยกได้ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ  กับผลของมะเขือเทศ พันธุ์ราชินี 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมสารแขวนลอยสปอร์ ชุดควบคุมน้ ากลั่นปลอดเชื้อ และชุด
ควบคุมโปรตีนบริสุทธิ์ 
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รูปที่ 4.47 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิ ดโรคจากรา  Fusarium sp. 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 4.48 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 

 
 

 

[a] [b] [c] 

[b] [a] [c] 
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รูปที่ 4.49 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.50 แสดงผลทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคจากรา  Fusarium sp. 
ของโปรตีนบริสุทธิ์ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม กับผลมะเขือเทศพันธุ์ราชินี (ชุดควบคุม
สารแขวนลอยสปอร์) [a]; ชุดทดลองยับยั้ง [b] และ ชุดทดลองป้องกัน [c])  
  

 
 
 

[a] [b] 

[a] [b] 

[c] 

[c] 
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4.4 ความเข้มข้นท่ี ยับยั้งการงอกของสปอร์ราโรคพืชที่ 50 เปอร์เซ็นต์  (Inhibitory 
concentration 50%, IC50)  
 

เมื่อผสมสารแขวนลอยสปอร์ของรากับโปรตีนบริสุทธิ์ที่แยกได้ที่ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 
25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แล้วบ่มไว้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วนับจ านวนการงอก
ของสปอร์ พบว่าโปรตีนบริสุทธิ์สามารถยับย้ังการงอกของสปอร์รา  C. capsici  ได้ 25.60, 47.33, 
93.60 และ 99.31 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ ขณะที่สามารถยับยั้งการงอกของสปอร์รา Fusarium sp. 
ได้ 6.10, 13.73, 24.0 และ 30.40 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ  เมื่อน าค่าที่ได้มาวิเคราะห์ทางสถิติ
พบว่ามีความแตกต่างของประสิทธิภาพในการยับยั้งของโปรตีนที่ความเข้มข้นต่างๆอย่างมี
นัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ดังแสดงในตารางที่ 4.10 และเมื่อวาดกราฟระหว่าง
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการงอกของสปอร์กับค่าความเข้มข้นของโปรตีนที่มีต่อรา C. capsici และรา 
Fusarium sp. ดังรูปที่ 4.51 จะเห็นได้อย่างชัดเจนว่าโปรตีนบริสุทธิ์ที่แยกได้จากแบคทีเรีย M10 
สามารถยับยั้งการงอกของสปอร์ของรา C. capsici ได้ดีกว่ารา Fusarium sp. 3.81 เท่า 
 
ตารางท่ี 4.10 ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์ยับยั้งการงอกของสปอร์ราโรคพืช ±ส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน โดยโปรตีนท่ีระดับความเข้มข้นต่างๆ  
 

 
หมายเหตุ: x

 แสดงค่าเฉลี่ยที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งวิเคราะห์โดย
วิธี DMRT  
 

 
 

รา 
เปอร์เซ็นต์ยับยั้งการงอกของสปอร์ที่โปรตีนความเข้มข้นต่างๆ (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

0 25 50 100 200 

C. capsici 0.00±0.00a 
 

25.6±2.31b 
 

47.33±1c 
 

93.6±0.2d 
 

 
99.31±0.02e 

 

Fusarium sp. 0.00±0.00 a 
 

6.1±1.47 b 
 

 
13.73±1.22 c 

 

 
24±1.6 d 

 

 
30.4±1.63 e 
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รูปที่ 4.51 การยับยั้งการงอกของสปอร์ราโรคพืช โดยโปรตีนที่แยกได้ที่ระดับความเข้มข้น
ต่างๆ  

 
การหาค่า  IC50 ของรานั้น หาค่าโดยการแทนค่า y ในสมการการถดถอย (regression) 

ด้วยเปอร์เซ็นต์ยับย้ังการงอกของสปอร์ราที่ 50 (y = 50) ก็จะได้ค่าความเข้มข้นของโปรตีนที่ยับยั้ง
การงอกของสปอร์ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50 = x) 

 
ส าหรับรา  C. capsici นั้น มีสมการการถดถอยเป็น  y = 0.9425x ดังแสดงในกราฟ

ภาคผนวก ค หมายเลข 3 ดังนั้นค่า IC50 จึงเท่ากับ  53.05 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร  โดยมีค่า
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation Coefficient) ของเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง  เท่ากับ 0.999 และค่า
สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (Coefficient Determination) ของเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง เท่ากับ 0.9981 
ดังแสดงในตารางที่ 4.11  

 
ส าหรับรา Fusarium sp. มีสมการการถดถอยเป็ น y = 0.2476x ดังแสดงในกราฟ

ภาคผนวก ค หมายเลข 4 ดังนั้นค่า  IC50 จึงเท่ากับ  201.9 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร  โดยมีค่า
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง  เท่ากับ 0.990 และค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ
ของเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง เท่ากับ 0.9801 ดังแสดงในตารางที่ 4.11 
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ตารางท่ี 4.11 ผลยับยั้งการงอกของสปอร์ราโรคพืชที่ 50 เปอร์เซ็นต์ โดยโปรตีนที่ท า 
บริสุทธิ์ได้ พร้อมกับค่าสมการการถดถอย   

 
รา สมการ regression(1) IC50

(2) r(3) r2  (4) 
C. capsici y = 0.9425x 53.05 0.999 0.9981 

Fusarium sp. y= 0.2476x 201.9 0.990 0.9801 
 
 หมายเหตุ : (1)สมการการถดถอยส าหรับเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการงอกของสปอร์  

 X = เปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นของโปรตีน 
 Y = เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 
 (2)IC50 = Inhibitory concentration 50% 
 (3)r = ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation Coefficient) ของเปอร์เซ็นต์

การยับยั้ง 
 (4)r2 = ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (Coefficient Determination) ของ

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 
 
4.5 การตรวจสอบผลเบื้องต้นของโปรตีนบริสุทธิ์ที่แยกได้ต่อการงอกของสปอร์และการ  
     เจริญของราโรคพืช 

 
เมื่อน าสปอร์ของราผสมกับโปรตีนบริสุทธิ์ที่ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ

บ่มไว้เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นน ามาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสปอร์รา  C. capsici และ 
Fusarium sp. ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง พบว่าในชุดควบคุมซึ่งไม่ใส่โปรตีนบริสุทธิ์นั้น มี
การงอกของสปอร์และการเจริญของเส้นใยราที่ปกติ โดยสปอร์ ของ C. capsici  มีรูปร่างเหมือน
พระจันทร์ครึ่งเสี้ยว ไม่มีผนังกั้นเซลล์ดังแสดงในรูปที่ 4.52 [a] และสปอร์ของ Fusarium sp.พบว่า
มีลักษณะยาวค่อนข้างมนคล้ายสปอร์รูปไข่มีผนังกั้นซึ่งเป็นลักษณะของ microconidia ดังแสดง
ในรูปท่ี 4.53 [a] 

 
ส่วนในชุดทดสอบที่ใส่โปรตีนบริสุทธิ์  200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในอาหารเหลวที่มีราอยู่

นั้น พบว่าสปอร์ของรา C. capsici และ รา Fusarium sp. เกิดการบวม และเส้นใยที่งอกออกมา
เกิดการบวมและมีการโป่งพองที่บริเวณปลายของเส้นใย ดังแสดงในรูปที่ 4.52 [b] และ 4.53 [b] 
ตามล าดับ 
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รูปที่ 4.52 แสดงลักษณะสปอร์ของรา C. capsici  ในชุดควบคุม [a] และ ในชุดทดสอบที่มี
โปรตีน 200 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร [b] บ่มไว้เป็นเวลา 3 วัน ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่
ก าลังขยาย 1000 เท่า 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 4.53 แสดงลักษณะสปอร์ของรา Fusarium  sp.ในชุดควบคุม [a] และ ในชุดทดสอบ
ที่มีโปรตีน 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร [b] บ่มไว้เป็นเวลา 3 วัน  [b] ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ที่ก าลังขยาย 1000 เท่า 
 

เมื่อทดลองตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลงของสปอร์รา C. capsici ต้ังแต่เริ่มใส่โปรตีนลง
ไปพบว่าสปอร์ราเริ่มมีการบวมขึ้นต้ังแต่ในวันที่ 1 และบวมมากขึ้นในวันที ่2 และ 3 ตามล าดับ ดัง 
แสดงในรูปท่ี 4.54 

[a] 

[a] 

[b] 

[b] 
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รูปที่ 4.54 แสดงลักษณะสปอร์ของรา C. capsici  ในวันที่1 [a] วันที่ 2 [b] และวันท่ี 3 [c] 
ภายหลังบ่มกับโปรตีนท่ีท าบริสุทิ์ได้ 200 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่
ก าลังขยาย 400 เท่า 

 
ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสปอร์รา  C. capsici ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

แบบส่องกราด (SEM) พบว่าในชุดควบคุมที่ไม่มีโปรตีนนั้น มีการงอกของสปอร์และการเจริญของ
เส้นใยราที่ปกติ ส่วนในชุดทดสอบที่ใส่โปรตีน 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบว่านอกจากจะพบการ
บวมของสปอร์แล้วยังพบว่ามีการแตกและยุบตัวของสปอร์ด้วย ดังแสดงในรูปที่ 4.55  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.55 แสดงลักษณะสปอร์และเส้นใยของรา C. capsici ในชุดควบคุม [a] และชุด
ทดสอบ [b] ภายหลังบ่มกับโปรตีนท่ีท าบริสุทิ์ได้ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบส่องกราดที่ก าลังขยาย 2,500 เท่า 

[a] [b] 

[a] [b] [c] 
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4.6 การศึกษาลักษณะสมบัติของโปรตีนท่ีท าบริสุทธิ์ได้โดยวิธีวิเคราะห์ทางเคมี 
 

จากการวิเคราะห์สมบัติของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้โดยเทคนิค  MALDI-TOF MS (Matrix 
Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry) โดยใช้บริการของ
ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ ได้ผลของรูปแบบน้ าหนักโมเลกุลของเพปไทด์
ภายหลังการย่อยด้วยทริปซิน ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.1  เมื่อน าข้อมูลรูปแบบน้ าหนัก
โมเลกุลของเพปไทด์ที่ย่อยด้วยทริปซิน ไปเปรียบเทียบกับรูปแบบน้ าหนักโมเลกุลของเพปไทด์ที่
ย่อยด้วยทริปซินขอ งโปรตีนชนิดต่างๆที่มีอยู่ในฐานข้อมูล  NCBI โดยใช้โปรแกรม Mascot 
(www.matrixscience.com) พบว่าโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้มีความเหมือนกับโปรตีน  KatA (เอนไซม์
แคทาเลส) ที่ผลิตได้จากแบคทีเรียสกุล Bacillus amyloliquefaciens FZB42 มากที่สุด โดยมี
คะแนน Mowse เท่ากับ  357 (p<0.05) และอันดับรองลงมามีความเหมือนกัน vegetative 
catalase 1 ของ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 168 โดยมีคะแนน Mowse เท่ากับ 147 
(p<0.05) ดังแสดงในภาคผนวก  ง หมายเลข  1.2   ผลของการเปรียบเทียบรูปแบบของ น้ าหนัก
โมเลกุลของเพปไทด์ภายหลังการย่อยด้วยทริปซินของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้กับ KatA 
(gi|154685344) ได้ผลดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.3 ซึ่งความเหมือนกันน้ีมีค่า Expect 
เท่ากับ  1.6e-29  ส่วนผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้กับ KatA 
แสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.4  ซึ่งจากผลเหล่านี้มีความเป็นไปได้สูงมากท่ีโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์
ได้จะเป็นเอนไซม์แคทาเลส   
 
4.7 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียM10 
 

4.7.1 การท าปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
 
จากการเพิ่มปริมาณบางส่วนบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย M10 ในปฎิกิริยาลูกโซ่พอ

ลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ BAK11W และ BAK2 แล้วตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR โดยอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  ได้ผลดังแสดงในรูปที่ 4.56 ซึ่งจากรูปพบว่าได้ผลิตภัณฑ์ PCR ที่มีขนาด
ประมาณ 800 คู่เบส (ช่องที่ 2) ในขณะที่ไม่เกิดผลิตภัณฑ์ PCR จากชุดควบคุมผลลบ (ช่องที่ 3) 

 
 

http://www.matrixscience.com/
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รูปที่ 4.56 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของ ผลิตภัณฑ์ PCR จากปฎิกิริยาลูกโซ่พอ
ลิเมอเรส  
 

ช่องที่1  100 bp DNA ladder   
ช่องที่ 2  ผลิตภัณฑ์ PCR เมื่อใช้โครโมโซมอลดีเอ็นเอของแบคทีเรียM10 เป็นแม่แบบ 
ช่องที่ 3 ผลิตภัณฑ์ PCR จากการใช้น้ าปลอดประจุปลอดเชื้อแทนดีเอ็นเอ  
            (ชุดควบคุมผลลบ) 

 
4.7.2 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA เพื่อพิสูจน์เอกลักษณ์

แบคทีเรีย M10  
 

เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนบริเวณ 16S rDNA จากผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ไป
เปรียบเทียบกับข้อมูลล าดับนิวคลี โอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) และ
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BlastN พบว่าแบคทีเรีย  M10 มีความใกล้เคียงกับ Bacillus sp. 
CBMB205 96% ตามล าดับ ดังแสดงใน ภาคผนวก ง หมายเลข 2  
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บทที่  5 
 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

 จากงานวิจัยโดยการหาล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนบริเวณ 16S rDNA พบว่าแบคทีเรีย
M10 น่าจะเป็น Bacillus sp. CBMB205  เนื่องจากมีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรียนี้ถึง 96%  
แบคทีเรียพวก Bacillus sp. มีรายงานว่า ส่วนใหญ่ใช้เป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ (antagonists) ใน
การควบคุมราโรคพืช เนื่องจากสามารถผลิตสารต้านราได้หลายชนิดดังที่ได้กล่าวไว้ข้างต้น 
นอกจากน้ียังสามารถพบได้ทั่วไปในดิน เจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว และสามารถทนต่ออุณหภูมิที่
ร้อนจัดได้โดยการสร้างสปอร์ (Shoda และคณะ, 2000)  
 
 เมื่อทดสอบแอกทิวิตีในการยับยั้งรา C. capsici และ Fusarium sp. ของ Bacillus sp. 
M10  พบว่าแอกทิวิตีในการยับยั้งราทั้งสองชนิดอยู่ใน ส่วนน้ าใสของน้ าเลี้ยงแบคทีเรีย ซึ่งแสดงว่า
สารออกฤทธิ์นี้ผลิตโดยแบคทีเรียแล้วหลั่งออกมาอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  เมื่อท าปฏิกิริยากับ กรด
ไฮโดรคลอริก 1 โมลาร์  และ  โซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 โมลาร์  พบว่าสารออกฤทธิ์นี้สูญเสียแอกทิวิตี 
จึงเสนอแนะได้ว่าสารออกฤทธิ์นี้เป็นสารประเภทโปรตีน และเกิดการเสียสภาพ เมื่ออยู่ในภาวะที่
เป็นกรดหรือเบสมากเกินไป   
 
 เมื่อติดตามแอกทิวิตีในการยับยั้งราในระหว่างการเจริญของแบคทีเรียพบว่า การสร้าง
โปรตีนที่มีฤทธิ์ในการยับย้ังรานี้มีลักษณะเป็นเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabolite) ท่ี
สร้างขึ้นในระยะ late stationary phase โดยให้ฤทธิ์ในการยับย้ังรามากท่ีสุดที่ชั่วโมงที่ 18 ของการ
เลี้ยงเชื้อ และหลังจากนั้นลดลงพร้อมกับการเกิดระยะ decline phase ของการเจริญ 
 
 เพื่อท าโปรตีนดังกล่าวให้บริสุทธิ์ ขั้นตอนแรกได้เลี้ยงแบคทีเรียเป็นระยะเวลา 18 ชั่วโมง 
ซึ่งเป็นเวลาที่เหมาะสมที่แบคทีเรียสร้างโปรตีนได้ในปริมาณมากท่ีสุด จากนั้นน าส่วนใสของ
อาหารเลี้ยงเชื้อมาตกตะกอนด้วย แอมโมเนียมซัลเฟตที่ช่วงการตกตะกอน 0-40%, 40-60% และ 
60-80% ผลการทดลองพบว่าทุกช่วงของการตกต ะกอนพบแอกทิวิตีในการยับยั้ง รา C. capsici 
โดยพบว่าในช่วงการตกตะกอนโปรตีนที่  40-60% เป็นช่วงที่ดีท่ีสุดเนื่องจากให้บริเวณยับยั้งกว้าง
มากที่สุด โดยมากกว่าช่วง 0-40% และ 60-80% เท่ากับ 8 และ 2 เท่า ตามล าดับ  ทั้งนี้มีรายงา น
ว่า B. subtilis สามารถผลิตสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนได้มากกว่า 24 ชนิด โดยมี
ลักษณะโครงสร้างและสมบัติที่แตกต่างกันไป (Stein, 2005) ดังนั้นอาจเป็นไปได้ว่าในภาวะการ
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เลี้ยงเชื้อนี้  Bacillus sp. M10  ผลิตโปรตีนได้มากกว่า 1 ชนิด ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งรา C. capsici 
ได้ โดยแต่ละชนิดซึ่งตกตะกอนในช่วง 0-40% หรือ 60-80% มีปริมาณและประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งรา C. capsici  ได้แตกต่างกันไป  ท้ังนี้โปรตีนที่ตกตะกอนได้ในช่วง 0-40% และ 60-80% มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งเฉพาะรา C. capsici แต่ไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งรา Fusarium sp. (ตารางที่ 4.1) 
ซึ่งส าหรับ Fusarium sp. นั้นพบว่าถูกยับย้ังได้จากโปรตีนที่ตกตะกอนได้ในช่วง 40-60% เท่านั้น  
เมื่อขยายขนาดการผลิตโปรตีนโดยเริ่มต้นจากอาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร พบว่าได้โปรตีนกึ่งบริสุทธิ์
จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 40-60% มีแอกทิวิตี 1,920 AU/มิลลิลิตร และมีแอกทิ
วิตีจ าเพาะเพิ่มขึ้นเป็น 7.49 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับแอกทิวิตีจ าเพาะของสารสกัดโปรตีนเริ่มต้น 
 
 ในขั้นตอนการท าโปรตีนให้บริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน ดีอีเออี ไบโอ เจล - 
เอ ซึ่งเป็นตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบอย่างอ่อนนั้ น หลังการชะด้วย  50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl 
บัฟเฟอร์ และ Tris-HCl บัฟเฟอร์ที่มีเกรเดียนต์ของ NaCl ท่ี pH 7.5 พบว่าโปรตีนที่ถูกชะออกมามี
สองช่วง (รูปท่ี 4.12) โดยช่วงแรกถูกชะออกมาพร้อมกับ 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ ที่ไม่มี 
NaCl  เมื่อน าโปรตีนในช่วงนี้มา ตรวจสอบแอกทิวิตีในการยับยั้งราทั้งสองชนิดพบว่าไม่มีฤทธิ์ใน
การยับย้ังราจากโปรตีนช่วงที่  1 นี้  ส่วนโปรตีนในช่วงที่สองที่ถูกชะออกมาในระหว่างการชะด้วย
เกรเดียนต์ ของ NaCl ต้ังแต่ 0-1 M (ล าดับส่วนท่ี 45-90) มีแอกทิวิตีในการยับยั้งรา  C. capsici ได้
เพียงชนิดเดียว  เมื่อผ่านขั้นตอนการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตและ โครมาโทกราฟีแบบ
แลกเปลี่ยนประจุแล้วพบว่า โปรตีนที่ได้ มีแอกทิวิตีรวม 240 AU  มีแอกทิวิตีจ าเพาะประมาณ 189 
AU/มิลลิกรัมโปรตีน 
 
 การวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้จาก  Bacillus sp. M10  ด้วยการ
ท า SDS-PAGE เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน พบว่า ได้แถบของโปรตีนเพียงหนึ่งแถบ ซึ่งแสดง
ว่าโปรตีนที่ได้มีความบริสุทธิ์และมีเพียงหนึ่งชนิด ซึ่ง มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ  55.35 kDa   ผลการ
วิเคราะห์ ลักษณะสมบัติของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้ด้วยวิธีวิเคราะห์ทางเคมีโดย เทคนิค  MALDI-
TOF MS พบว่ารูปแบบของเพปไทด์ของโปรตีนบริสุทธิ์นี้มีความใกล้เคียงกับโปรตีน KatA 
(gi|154685344) ของ B. amyloliquefaciens โดยมีค่า Probability Based Mowse Score เท่ากับ 
357 (p<0.05) และค่า Expect เท่ากับ 1.26e-29 ซึ่งเป็นค่าที่ให้ความเชื่อมั่นได้สูงมาก ว่าโปรตีน
บริสุทธิ์ที่ได้น่าจะเป็นโปรตีนประเภทเดียวกันกับ KatA   KatA ของ B. amyloliquefaciens เป็น
เอนไซม์แคทาเลส (Catalase A) มีน้ าหนักโมเลกุล 54.5 kDa ซึ่งมีรายงานว่าสามารถ ผลิตได้จาก
แบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus (Ni และคณะ, 2001) และส่วนใหญ่มีน้ าหนักโมเลกุลอยู่ ระหว่าง 50-60 
kDa ตัวอย่างเช่น คาตะเลสจาก Bacillus spp. มีน้ าหนักโมเลกุล 55 kDa (Hou และคณะ, 2006) 
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คาตะเลสจาก Bacillus sp. สายพันธุ์ N2a มีน้ าหนักโมเลกุล 56 kDa (Wang และคณะ, 2008) 
และคาตะเลสจาก B. subtilis  มีน้ าหนักโมเลกุล 59.5 kDa (Hartford และ Dowds,1994)  เป็น
ต้น   นอกจากน้ี Naclerio และคณะ (1995) ได้รายงานว่า B. subtilis มียีน KatA ที่ประมวลรหัส
ให้เอนไซม์แคทาเลส โดยมีการหลั่งออกมาภายนอกเซลล์เมื่อแบคทีเรียเข้าสู่ระยะ stationary 
phase และจะมีปริมาณมากที่สุดในระยะ late stationary phase  จากผลการวิเคราะห์โปรตีนที่
ท าบริสุทธิ์ได้ ในงานวิจัยนี้ทั้งในส่วนของ รูปแบบของเพปไทด์ที่เหมือนกับเอนไซม์แคทาเลส  KatA 
ของ B. amyloliquefaciens, ระยะที่แบคทีเรียสร้างโปรตีน ซึ่งสร้างในระยะ late stationary 
phase, ขนาดของโปรตีน ซึ่งมีขนาดประมาณ 55.35 kDa รวมทั้งค่าทางสถิติต่างๆ  จึงสนับสนุนได้
ว่าโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้นี้น่าจะเป็นเอนไซม์แคทาเลส  เนื่องจากแคทาเลสเป็นเอนไซม์ที่ ท าหน้าที่
ในการเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ไปเป็นน้ าและออกซิเจน  ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้
ทดสอบเพิ่มเติมโดยการน าโปรตีนบริสุทธิ์ท าปฏิกิริยากับไฮโดรเ จนเพอร์ออกไซด์พบว่าเกิดฟองฟู่
ของออกซิเจนเกิดขึ้น ดังรูปที่ 5.1 ดังนั้นจึงเป็นข้อมูลเพิ่มเติมที่ช่วย ยืนยันว่าโปรตีนดังกล่าวนี้เป็น
เอนไซม์แคทาเลส 
 
  
  
 
 
 
รูปที่ 5.1 แสดงปฎิกิริยาระหว่างเอ็นไซม์ โปรติเนสเคกับไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (ซ้าย) 
และปฎิกิริยาระหว่างเอ็นไซม์ที่ท าบริสุทธิ์ได้จาก Bacillus sp. M10 กับ
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (ขวา)  
 
 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคของรา C. capsici และ Fusarium 
sp. ด้วยโปรตีนที่แยกได้กับ ผลของมะเขือเท ศ 3 พันธุ์ ได้แก่ พันธุ์สีดา พันธุ์ท้อ และพันธุ์ราชินี 
พบว่ามีความ สามารถในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคได้แตกต่างกัน โดยการทดสอบฤทธิ์
ยับยั้งการเกิดโรคนั้น จะ ใส่สารแขวนลอยของ สปอร์ลงบนแผลที่ท าไว้  และบ่มเป็นระยะเวลา 24 
ชั่วโมงก่อนเพื่อให้ราเจริญ แล้วจึงใส่โปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้ ลงบนแผลที่ท าไว้  ถ้าโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์
ได้มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคได้จะพบความกว้างของแผลบนผลมะเขือเทศมีขนาด
เล็กลงเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งไม่ใส่โปรตีน  ส าหรับการทดสอบฤทธิ์ในการป้องกันการ
เกิดโรค ทดสอบโดยใส่โปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้ลงบนแผลก่อนเป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นจึงใส่ สาร
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แขวนลอยของสปอร์ลงไป ถ้าโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้มีประสิทธิภาพในการป้องกันการเกิดโรคจะไม่
พบอาการของโรคเกิดขึ้น  จากการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและป้องกันการเกิดโรคโดยรา C. 
capsici บนผลมะเขือเทศทุกสายพันธุ์ พบว่าในชุดควบคุมที่ใส่เพียงสารแขวนลอยของสปอร์ลงบน
ผลมะเขือเทศนั้นพ บอาการของโรคแอนแทรคโนสเกิดขึ้นคือ มีลักษณะเน่าช้ าและเละ มีลักษณะ
ของสปอร์สีน้ าตาลถึงสีด าเกิดขึ้นบริเวณแผล ทั้งนี้เป็นผลมาจากเมื่อ  C. capsici มีการเจริญของ
เส้นใยจะหลั่งสารพวกแอมโมเนียออกมา และสารดังกล่าวมีสมบัติเป็นเบส ท าให้ผลมะเขือเทศเกิด
การเน่าและเริ่มแสดง อาการของโรคออกมาได้ชัดเจนขึ้น (Alkan และคณะ, 2008)  ส าหรับในชุด
ทดสอบ พบว่าอาการของโรคถูกยับยั้งโดยมีความกว้างของแผลลดลงตามปริมาณความเข้มข้น
ของโปรตีนที่เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  โดยที่ความเข้มข้นสูงสุดของ
โปรตีนที่ทดสอบ (200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) สามารถยับยั้งการเกิดโรคได้ดีกว่าชุดควบคุมที่ไม่มี
โปรตีนถึง 11-19 เท่า  ส าหรับการทดสอบฤทธิ์ของโปรตีนในด้านการป้องกันการเกิดโรคพบว่า 
โปรตีนที่ความเข้มข้น  25 และ 50 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร ไม่สามารถป้องกันการเกิดโรคได้อย่าง
สมบูรณ์ แต่อย่างไรก็ตามพบอา การของโรคเกิดขึ้นเพียงเล็กน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
โดยสามารถลดขนาดความกว้างของแผลลงได้ 4-6 เท่า ที่ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร 
และ 8-10 เท่า ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร   ที่ความเข้มข้นของโปรตีน 100 และ 200 
ไมโครกรัม /มิลลิลิตร  ไม่พบอาการของโรคเกิดขึ้นซึ่งแสดงว่าความเข้มข้นของโปรตีนต้ังแต่ 100 
ไมโครกรัม /มิลลิลิตร สามารถป้องกันการเกิดโรคได้  ส าหรับการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งและ
ป้องกันการเกิดโรคข องรา  Fusarium sp. ด้วยโปรตีนที่แยกได้กับ ผลของมะเขือเท ศทั้ง 3 พันธุ์ 
พบว่าโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคได้ แต่ไม่สามารถป้องกันโรคได้
อย่างสมบูรณ์  โดยที่ความเข้มข้นสูงสุดที่ทดสอบ (200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) สามารถยับยั้งและ
ป้องกันการเกิดโรคโดยรา Fusarium sp. ได้ประมาณ 4% ส าหรับมะเขือเทศพันธุ์ท้อ และ 10% 
ส าหรับมะเขือเทศพันธุ์สีดาและราชินี 
 
 การหาความเข้มข้น ของโปรตีน ท่ีสามารถ ยับยั้งการงอกของสปอร์ ได้ 50 เปอร์เซ็นต์  
พบว่าได้ค่า IC50 เท่ากับ 53.05 และ 201.9 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร  ส าหรับรา C. capsici และ 
Fusarium sp. ตามล าดับ และให้ค่า  correlation coefficient เท่ากับ 0.999 และ 0.990 ซึ่งแสดง
ว่าโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้มีฤทธิ์ยับย้ังการงอกของสปอร์รา C. capsici ได้ดีกว่ารา Fusarium sp. 
และจากการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าโปรตีนทุกความเข้มข้นที่ทดสอบ ได้แก่ 0, 25, 50, 100 และ 
200 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) มีความแตกต่างกันในการยับยั้งรา  C. capsici และรา Fusarium sp. 
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  
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 จากการตรวจสอบผลเบื้องต้นของโปรตีนที่แยกได้ต่อสปอร์ของรา C. capsici ท่ี
ระยะเวลา 3 วัน โดยกล้องจุลทรรศน์และ กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด พบว่าในชุดควบคุมมีการ
เจริญของสปอร์และเส้นใยราที่ปกติ ส่วนในชุดทดลองที่มีโปรตีนพบว่าโปรตีนมีผลท าให้สปอร์และ
เส้นใยของราโป่งพองบวมและเกิดการแตกหัก (รูปท่ี 4.54 และ 4.55) ซึ่งมีผลท าให้ราไม่สามารถ
เจริญต่อไปได้ และยับยั้งการก่อให้เกิดโรคในมะเขือเทศในที่สุด  
 

แคทาเลสเป็นเอนไซม์ที่สร้างโดยสิ่งมีชีวิตหลายชนิด ซึ่งรวมถึ งแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus 
ด้วย  โดยทั่วไปแล้วหน้าที่ของแคทาเลสคือ เร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ไปเป็น
น้ าและออกซิเจน  ส าหรับในสิ่งมีชีวิตนั้นเอนไซม์นี้มีหน้าที่ในการก าจัดไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์เพื่อ
ป้องกันไม่ให้ถูกเปลี่ยนไปเป็นไฮดรอกซิลเรดิคัล (OH-) ซึ่งเป็นพิษต่อเซลล์ (Shi และคณะ, 2008)  
มีรายงานว่าแคทาเลสที่ผลิตจากแบคทีเรียถูกน าไปประยุกต์ใช้อย่างกว้างขวางในอุตสาหกรรมการ
ผลิตอาหาร, สีย้อม, และกระดาษ รวมทั้งใช้ในการบ าบัดน้ าเสีย และการรักษาเซลล์มะเร็ง  (Ni และ
คณะ, 2001; Shi และคณะ , 2008)  ส าหรับการน าแ คทาเลสไปประยุกต์ใช้เพื่อการยับย้ังหรือ
ป้องกันการเกิดโรคกับพืชที่มีสาเหตุมาจากรานั้น มีรายงานของ Hou และคณะ (2006) ที่แยก
แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus จากสเคลอโรเตียมของ Sclerotinia sclerotiorum และพบว่า B. subtilis 
สายพันธุ์ LEV-006 สามารถผลิตโปรตีนได้ 3 ชนิด ที่ มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของรา S. 
sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Alternaria brassicae และ Leptosphaeria maculans ซึ่ง
เป็นราที่ก่อโรคในพืช  จากการวิเคราะห์รูปแบบของเพปไทด์ของโปรตีนหนึ่งในจ านวนนี้พบว่ามี
ความเหมือนกับ KatA ของ B. subtilis  อย่างไรก็ตามเมื่อโคลนยีน KatA และแสดงออกโปรตีนใน
รูปท่ีเชื่อมกับฮิสติดีนแท็คใน E. coli จากนั้นน าโปรตีนบริสุทธิ์ที่ได้ไปทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการ
เจริญของรา พบว่าแม้ว่าโปรตีนนี้จะสามารถท าปฏิกิริยากับไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์แล้วให้ฟองฟู่ก็
ตาม  แต่กลับไม่มีแอกทิวิตีในการยับยั้ง รา   Hou และคณะเสนอแนะว่าที่เป็นเช่นนี้อาจเป็น
เพราะฮิสติดีนที่เชื่อมเข้ากับโปรตีนอาจมีผลต่อแอกทิวิตีในการยับยั้งราโดยไม่มีผลต่อแอกทิวิตีของ
แคทาเลส หรืออาจเป็นเพราะแอกทิวิตีในการยับยั้งราของโปรตีนนี้จ าเป็นต้องได้รับการดัดแปลง
โปรตีนที่เกิดขึ้นภายใน Bacillus  ซึ่งส าหรับการทดสอบสมมติฐานเหล่านี้สามารถท าได้โดยการ
โคลนยีนซึ่งผลิตแคทาเลสจาก Bacillus sp.M10  โดยเชื่อมกับแท็คชนิดอ่ืน เช่น GST และทดลอง
แสดงออกโคลนที่ได้ในแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus ซึ่งเป็นงานวิจัยที่คาดว่าจะน าไปปฏิบัติต่อไป   
นอกจากน้ีก็มีรายงานการน าแคทาเล สของแบคทีเรีย Bacillus ไปแสดงออกในพืชคาโนลา พบว่า
การเจริญของราก่อโรคและการเกิดโรคถูกยับยั้งอย่างเด่นชัดในพืชทรานสเจนิกที่มีการแสดงออก
แคทาเลส (El-Awady และคณะ, 2008) อย่างไรก็ตามไม่ได้มีการศึกษาว่าแคทาเลสมีผลโดยตรง
อย่างไรต่อเชื้อก่อโรค    ในงานวิจัยนี้ซึ่งใช้ แคทาเลสจาก Bacillus sp.M10  ทดสอบโดยตรงกับ
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สปอร์ของรา C. capsici และ Fusarium sp. พบว่าสปอร์ของราเกิดการบวมพองและแตก ไม่
สามารถงอกได้อย่างสมบูรณ์ จึงท าให้ไม่สามารถก่อโรคได้  อย่างไรก็ตามยังต้องมีการศึกษา
เพิ่มเติมถึงกลไกในการท างานต่อไป เช่น การโคลนยีนซึ่งประ มวลรหัสให้แคทาเลสแล้วเชื่อมกับ
โปรตีนติดตาม เช่น GFP เพื่อที่จะสามารถระบุต าแหน่งที่แคทาเลสเข้าไปมีผลต่อสปอร์ของราได้ 
เป็นต้น  

 
 ดังนั้นจากผลการทดลองของงานวิจัยน้ีจึง เป็นไปได้ที่จะ น าโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้จาก  
Bacillus sp. M10  ไปใช้ประโยชน์ในการยับยั้งและป้อ งกันการเกิดโรคหลังการเก็บเกี่ยวของ
มะเขือเทศที่มีสาเหตุจากรา C. capsici และ Fusarium sp. ซึ่งก่อให้เกิดโรคแอนแทรคโนสและผล
เน่าในผลมะเขือเทศได้   นอกจากน้ียัง อาจสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในแปลงทดลองและแปลง
เพาะปลูกของเกษตรกรได้อีกด้วย  และเพื่อให้เกิดการพัฒนาศักยภา พของ Bacillus sp.M10 และ
โปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้จึงควรศึกษากลไกการออกฤทธิ์ต้านรารวมถึงความสัมพันธ์ระหว่าง พืช รา
โรคพืช แบคทีเรีย และพิษวิทยาต่อสิ่งมีชีวิต เพื่อให้เกิดความเข้าใจและสามารถน าไปใช้ประโยชน์
ได้จริงมากยิ่งข้ึน 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Nutrient Broth (NB) 

 
แบคโตเปบโตน      5  กรัม 
สารสกัดจากเนื้อ      3  กรัม 
น้ ากลั่น       1,000  มิลลิลิตร
   
ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 

15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Nutrient Agar (NA) 
 

แบคโตเปบโตน      5  กรัม 
สารสกัดจากเนื้อ      3  กรัม 
ผงวุ้น       15  กรัม 
น้ ากลั่น       1,000  มิลลิลิตร 
 
ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 

15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Potato  Dextrose (PDB broth) 
 

มันฝรั่ง       200  กรัม 
Dextrose      20.0  กรัม 
น้ ากลั่น       1,000  มิลลิลิตร 
 
ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 

15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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4. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Potato  Dextrose (PD Agar) 
 

มันฝรั่ง       200  กรัม 
Dextrose      20.0  กรัม 
Agar          15.0  กรัม 
น้ ากลั่น       1,000  มิลลิลิตร 
 
ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 

15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 
 

1. กลีเซอรอล 15%  
 

น ากลีเซอรอล 87% ปริมาตร 17.24 มิลลิลิตร ผสมในน้ ากลั่น 82.76 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า
กัน น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 
15 นาท ี

 
2. สารละลายกรดไฮโดรคลอกริกความเข้มข้น 1 โมลาร ์

 
น าสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 2 โมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร มาผสมในน้ ากลั่น 50 

มิลลิลิตรเก็บไว้ในขวดสีชา  
 

3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร ์
 

ละลายเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์ 40 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร เก็บไว้ใน
ขวดสีชา  

 
4. สารละลาย Tris-HCl เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ความเป็นกรดเบส 7.5 

 
Trisma base (C4H11NO3)    121  กรัม 
 

 ละลาย Trisma base ในน้ ากลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับค่าความเป็นกรดเบส
ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น โดยค่อยๆเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นให้เข้ากัน และวัดค่าความเป็น
กรดเบส ให้เท่ากับ 7.5 เติมน้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
ก่อนใช้ให้น ามาเจือจางด้วยน้ ากลั่นให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 50 มิลลิโมลาร์  
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5. กลีเซอรอล 30% ในบัฟเฟอร์  
 

 น ากลีเซอรอล 87% ปริมาตร 345 มิลลิลิตร ผสมใน  50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์  
pH 7.5 ปริมาตร 655 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
 

6.  สารละลาย Lowry C ส าหรับวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธีของ Lowry (1952) 
 

a. เตรียมสารละลาย Lowry A 
 

  โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3)   60  กรัม 
  โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)              12.  กรัม 
  โซเดียมโปตัสเซียมทาร์เทรต    0.6  กรัม 
  น้ ากลั่น               1,000  มิลลิลิตร 
 
  ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วเก็บไว้ในขวดสีชา 
 
b. เตรียมสารละลาย Lowry B 

 
       คอปเปอร์ซัลเฟต (CUSO4)   5.0  กรัม 
   น้ ากลั่น  1,000  มิลลิลิตร 
 
  ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วเก็บไว้ในขวดสีชา 
 
               น า Lowry A 50 ส่วน ผสมกับ Lowry B 1 ส่วน ผสมให้เข้ากันจะได้สารละลาย  
               Lowry C แล้วเก็บไว้ในขวดสีชา  
 

7.  สารละลาย Lowry D ส าหรับวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธีของ Lowry (1952) 
 
  สารละลายโฟลินฟีนอลรีเอเจนท์   1   ส่วน 
 น้ ากลั่น      1     ส่วน 
 
              ผสมให้เข้ากันแล้วเก็บไว้ในขวดสีชา 
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8. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์  
 

ชั่งโซเดียมคลอไรด์ 58.44 g ละลายใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

 
9. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.25 โมลาร์ 

 
ละลายเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์ 40 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร เก็บไว้ใน

ขวดสีชา ที่อุณหภูมิห้อง ก่อนใช้น ามาเจือจางด้วยน้ ากลั่นให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.25 มิลลิโม
ลาร์ 
 

10. สารละลาย Tris-HCl เข้มข้น 1.5 โมลาร ์ความเป็นกรดเบส 8.8 
 

Trisma base (C4H11NO3)   181.71  กรัม 
 
ละลาย Trisma base ในน้ ากลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับค่าความเป็นกรดเบส

ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น โดยค่อยๆเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นให้เข้ากัน และวัดค่าความเป็น
กรดเบส ให้เท่ากับ 8.8 เติมน้ ากลั่นจนเป็นปริมาตร  1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดัน
ไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

 
11.  สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) 10 เปอร์เซ็นต์ 

 
 ชั่งโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (ปฏิบัติในตู้ดูดควัน) น้ าหนัก 10 กรัม ละลายในน้ าปลอดประจุ
ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เมื่อละลายหมดเติมน้ าปลอดประจุให้ครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
 

12. สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 10 เปอร์เซ็นต์ 
 

ชั่งแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต  100 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ที่ปราศจากเชื้อ เติมน้ า
ปลอดประจุปลอดเชื้อลงไป 1 มิลลิลิตร ละลายจนหมด 
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13. สารละลาย Tris-HCl เข้มข้น 0.5 โมลาร ์ความเป็นกรดเบส 6.8 
 

Trisma base (C4H11NO3)   60.57  กรัม 
 
ละลาย Trisma base ในน้ ากลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับค่าความเป็นกรดเบส

ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น โดยค่อยๆเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นให้เข้ากัน และวัดค่าความเป็น
กรดเบส ให้เท่ากับ 6.8 เติมน้ ากลั่นจนเป็นปริมาตร  1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดัน
ไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 

14. สารละลาย 10X  อิเล็กโทรดบัฟเฟอร์ 
   

 Trisma base (C4H11NO3)   30  กรัม 
  ไกลซีน (Glycine)    145  กรมั 
  SDS      10  กรัม 
 
 แยกละลายสารทั้งสามชนิดด้วยน้ ากลั่น จากนั้นน ามารวมกัน และปรับปริมาตรด้วยน้ า
กลั่นให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง ก่อนใช้น ามาเจือจาง
ด้วยน้ าปลอดประจุให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1X 
 

15. 2X Laemmli  buffer 
 
  กลีเซอรอล (87%)    2.29  มิลลิลิตร 
  สารละลาย Tris-HCl ความเป็นกรดเบส 6.8 1.0  มิลลิลิตร
  น้ าปลอดประจุปลอดเชื้อ    2.71  มิลลิลิตร
  บรอมฟีนอลบลู     0.001  กรัม 
  10% SDS     4  มิลลิลิตร 
 
 ผสมสารทุกชนิดเข้าด้วยกัน และน าไปเก็บรักษาไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส  ก่อนน ามาใช้ให้
ผสม 2-เมอร์แคบโตเอธานอล ในอัตราส่วน สารละลาย 950 ไมโครลิตร ต่อ 50 ไมโครลิตร  2-เมอร์
แคบโตเอธานอล  
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16. สารละลายส าหรับย้อมสี (staining  solution) 
 
 สีคูแมสซี  บริลเลียนท์  บลู อาร์ 250   2 กรัม 
 เอธานอล      400 มิลลิลิตร 
 กรดอะซิติก      100 มิลลิลิตร 
 
 ผสมสารทั้งสามชนิดเข้าด้วยกัน และปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 
1,000 มิลลิลิตร น าไปเขย่าที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1-2 ชั่วโมง เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง  
 

17. สารละลายส าหรับล้างสี (destaining  solution) 
 

 เอธานอล      400 มิลลิลิตร 
 กรดอะซิติก      100 มิลลิลิตร  
 
           ผสมสารทั้งสองขนิดเข้าด้วยกัน และปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 
1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง  
 

18. สารละลายผสม dNTPs ที่มีความเข้มข้นของแต่ละนิวคลีโอไทด์ 10 มิลลิโมลาร์ 
 

  ผสม dATP, dGTP, dCTP และ dTTP ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ชนิดละ 10 
ไมโครลิตร เข้าด้วยกัน แล้วปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อให้เป็น 100 
ไมโครลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

19. บัฟเฟอร์ 1X Tris-acetate (TAE) 
 

 Trisma base      121  กรัม 
 กรดอะซีติกเข้มข้น     28.55  กรัม 
 สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์   50  กรัม 

 
 ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน้ าปลอดประจุปริมาตร 300 มิลลิลิตร แล้วเติมน้ าปลอดประจุ
จนเป็น 1,000 มิลลิลิตร  น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
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องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที ก่อนใช้ให้น ามาเจือจางด้วยน้ าปลอดประจุให้ความเข้มข้น
สุดท้ายเป็น 1X 
 

20. 10X Loading dye 
 
 Bromphenolblue  0.025  % 
 Sucrose   40  % 
 
 ละลายส่วนผสมในน้ ากลั่นปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

21. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ในบัฟเฟอร์ TAE 
 

ละลายผงเอธิเ ดียมโบรไมด์ในบัฟเฟอร์ TAE ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปิดสนิท 

 
22. ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen,Germany) 

 
 ประกอบด้วย 
   Buffer QG 
   Buffer PE 
   Buffer EB 
   Qiaquick  column 
 
 ก่อนใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอให้เติม absolute ethanol ปริมาตร 24 มิลลิลิตร ลงใน Buffer PE 
โดยสกัดดีเอ็นเอตามกรรมวิธีระบุโดยบริษัทผู้ผลิต 
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ภาคผนวก ค 
 

1. กราฟมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Lowry และคณะ (1951) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าลอการิทึมของน้ าหนักโมเลกุลกับระยะทางท่ี 
   โปรตีนเคลื่อนที่บนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล 
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3. กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเข้มข้นของโปรตีนและการยับยั้งการงอกของ 
    สปอร์รา C. capsici ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
4. กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเข้มข้นของโปรตีนและการยับยั้งการงอกของ 
    สปอร์รา Fusarium sp. ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ 
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ภาคผนวก ง 
 

1. ผลการวิเคราะห์สมบัติของโปรตีนท่ีท าบริสุทธิ์ได้โดยเทคนิค MALDI-TOF MS และ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียM10 
 

1.1 รูปแบบน้ าหนักโมเลกุลของเพปไทด์ (mass fingerprint) ของโปรตีนท่ีท า
บริสุทธิ์ได้จากแบคทีเรีย M10 ภายหลังการย่อยด้วยทริปซิน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 1.2. ผลการเปรียบเทียบรูปแบบน้ าหนักโมเลกุลของเพปไทด์ที่ท าบริสุทธิ์ได้กับโปรตีนใน

ฐานข้อมูล 
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 1.3 ผลการเปรียบเทียบรูปแบบน้ าหนักโมเลกุลของเพปไทด์ของโปรตีนที่ท า
บริสุทธิ์ได้กับ KatA (gi|154685344) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 1.4 ผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนท่ีท าบริสุทธิ์กับโปรตีน KatA 
(gi|154685344) 
 
1   MSSNKLTTSW GAPVGDNQNS MTAGDRGPAL IQDVHLLEKL AHFNRERVPE  

51  RVVHAKGAGA HGYFEVTNDV TKYTKAAFLS EVGKRTPLFI RFSTVAGELG  

101 SSDTVRDPRG FAVKFYTEEG NYDIVGNNTP VFFIRDAIKF PDFIHTQKRD  

151 PRTHLKNPTA VWDFWSLSPE SLHQVTILMS DRGIPATLRH MHGFGSHTFK  

201 WTNDKGEGVW IKYHFKTEQG VKNLDVNTAA KIAGENPDYH TEDLFNAIEN  

251 GDFPAWKLYV QIMPLEDANT YRFDPFDVTK VWSQKDYPLI EVGRMVLNRN  

301 PENYFAEVEQ ATFSPGTLVP GVDVSPDKML QGRLFAYHDA HRYRVGANHQ  

351 ALPINRSRNE VKNYQRDGQM RFDDNGGRSV YYEPNSFGGP KESPEDKQAA  

401 YPVSGFADSV SYNHHDHYTQ AGDLYRLMSE EERARLVANI VSAMKPVEKE  

451 EIKLRQIGHF YKADPEYGRR VAEGLGLPSP K 

 

หมายเหตุ: ตัวอักษรตัวหนาแสดงล าดับกรดอะมิโนท่ีเหมือนกัน 
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2. ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย M10 
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank 
 
gb|EU194897.1|  Bacillus sp. CBMB205 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length=1445 
Score =  874 bits (473),  Expect = 0.0 
Identities = 509/526 (96%), Gaps = 4/526 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query 6   CTATAATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGG  65 

          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct11   CTATAATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGG  70 

 
Query66   TGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAA  125 

          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct71   TGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAA  130 

 

 

Query126  TACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTT  185 

          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct131  TACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTT  190 

 

 

Query186  ACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGAT  245 

          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct191  ACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGAT  250 

 

 

Query246  GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT  305 

          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct251  GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT  310 

 

 

Query306  ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACAAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGC  365 

          |||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| 

Sbjct311  ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGC  370 

 

 

Query366  GTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAAAACAAGTGCCGTT  425 

          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| 

Sbjct371  GTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTT  430 

 

 

Query426  TCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCGGAGGGGGCGCGGGCTAACCACGTGCC  485 

          |||||||||||||||||||||||||||||||| ||  |  | ||| ||||| ||||||| 

Sbjct431  -CAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC-CACGG-CTAACTACGTGCC  487 

 

 

Query486  CGCCCCCGCGGTAATACGGTTGGTGGCAAGCGTTGTCCGCAATTAT         531 

          ||  ||||||||||||| | |||||||||||||||||| |||||| 

Sbjct488  AGCAGCCGCGGTAATACG-TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTAT         532 
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ภาคผนวก จ 
 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ
 

1. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งรา C. capsici 
   บนผลมะเขือเทศ พันธุ์สีดา โดยวิธี DMRT 
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2. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของการทดสอบฤทธิ์ในการป้องกันรา C. capsici  
   บนผลมะเขือเทศ พันธุ์สีดา โดยวิธี DMRT 
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3. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งรา C. capsici  
   บนผลมะเขือเทศ พันธุ์ท้อ โดยวิธี DMRT 
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4. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของการทดสอบฤทธิ์ในการป้องกันรา C. capsici  
   บนผลมะเขือเทศ พันธุ์ท้อ โดยวิธี DMRT 
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5. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งรา C. capsici  
   บนผลมะเขือเทศ พันธุ์ราชินี โดยวิธี DMRT 
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6. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของการทดสอบฤทธิ์ในการป้องกันรา C. capsici  
   บนผลมะเขือเทศ พันธุ์ราชินี โดยวิธี DMRT 
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7. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งกันรา Fusarium  sp.  
   บนผลมะเขือเทศ พันธุ์สีดา โดยวิธี DMRT 
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8. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของการทดสอบฤทธิ์ในการป้องกันรา Fusarium  sp.  
    บนผลมะเขือเทศ พันธุ์สีดา โดยวิธี DMRT 
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9. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งกันรา Fusarium  sp.  
    บนผลมะเขือเทศ พันธุ์ท้อ โดยวิธี DMRT 
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10. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของการทดสอบฤทธิ์ในการป้องกันรา Fusarium  sp. 
     บนผลมะเขือเทศ พันธุ์ท้อ โดยวิธี DMRT 
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11. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งรา Fusarium  sp.  
     บนผลมะเขือเทศ พันธุ์ราชินี โดยวิธี DMRT 
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12. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของการทดสอบฤทธิ์ในการป้องกันรา Fusarium  sp.  
     บนผลมะเขือเทศ พันธุ์ราชินี โดยวิธี DMRT 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 
 นางสาวประภาศรี  ศรีคง  เกิดเมื่อวันที่ 16 ตุลาคม พ .ศ. 2526 ที่จังหวัดสระบุรี ได้รับ
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต จากสาขาวิชา วิทยาศาสตร์ทั่วไป คณะศิลปศาสตร์และวิทยาศาสตร์  
มหาวิทยาลัยเ กษตรศาสตร์ ในปีการศึกษา 2548 และเข้ารับการศึกษาต่อในระดับปริญญา
มหาบัณฑิต สาขาวิชาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ที่ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2549 ที่อยู่ปัจจุบัน บ้านเลขที่  111/1 หมู่ 4 ต าบล บ้าน
โปร่ง อ าเภอ หนองโดน จังหวัด สระบุรี 18190 
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