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บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 

3.1 การศึกษา การแยกเชื้อสาเหตุโรค และทดสอบความสามารถของเชื้อสาเหตุโรครากและโคนเนา
โรคเห่ียวเหลือง และโรคเหี่ยวเขียวของมะเขือเทศ 

ทําการศึกษาลักษณะอาการจากตนมะเขือเทศท่ีแสดงอาการของโรคทางดินท่ีเก็บตัวอยาง
มาจากแปลงเกษตรกรในพ้ืนท่ีโครงการขยายผลโครงการหลวงสบโขง ตําบลสบโขง อําเภออมกอย 
จังหวัดเชียงใหม  ทําการศึกษาลักษณะอาการและบันทึกรายละเอียดของโรค 

3.1.1   การแยกเชื้อสาเหตุโรค และศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อสาเหตุโรคทาง
ดินของมะเขือเทศ 

นําตัวอยางของโรคมาทําการแยกเช้ือโดยวิธีตางๆดังนี้ 
3.1.1.1 วิธีแยกเช้ือจากช้ินสวนพืชท่ีแสดงอาการของโรคภายในสภาพกลองท่ีมีความช้ืนสูง 
(moist chamber) 
 นําตัวอยางตนมะเขือเทศที่แสดงอาการของโรคทางดินมาตัดบริเวณโคนตนเหนือดิน ฆา

เช้ือท่ีผิวดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 2 คร้ัง และลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ืออีก 2-3 คร้ัง จากนั้น
นําไปวางในกลองความช้ืนซ่ึงภายในมีสําลี ซ่ึงเทน้ํากล่ันฆาเช้ือลงไปใหพอชุม ปดฝาใหแนน เก็บ
ไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 48 ช่ัวโมง นําเสนใยของเช้ือท่ีเจริญออกมจากแผล มาเล้ียงลงบนอาหาร PDA 
(Potato Dextrose Agar) เก็บไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 2-3 วัน จากน้ันใช cork borer เจาะบริเวณ
ปลายเสนใยขอบโคโลนีมาเล้ียงลงบนอาหาร PDA เพื่อใหไดเช้ือท่ีบริสุทธ์ิ และเก็บไวศึกษาตอไป 

3.1.1.2 วิธีการแยกช้ินสวนพืชท่ีแสดงอาการของโรคโดยวิธี tissue transplanting method  
นําตัวอยางตนมะเขือเทศท่ีแสดงอาการของโรคทางดินมาตัดบริเวณโคนตนเหนือดิน มาตัด

เปนช้ินเล็กๆ ประมาณ 2x2 มิลลิเมตร โดยตัดบริเวณริมแผลตรงรอยตอระหวางสวนท่ีเปนแผลและ
สวนท่ีเปนเนื้อเยื่อปกติ จากนั้นนํามาแชดวย clorox 10% นาน 3 นาที แลวนําไปวางบนอาหาร PDA 
บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง จนกระท่ังมีการเจริญของเสนใยของเช้ือราเกิดข้ึนบริเวณรอบช้ินสวนพืช 
จึงยายเช้ือราดังกลาวลงบนอาหาร PDA จานใหม 1-2 คร้ัง จนไดเช้ือบริสุทธ์ิ และเก็บไวศึกษาตอไป 
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3.1.1.3 วิธีการแยกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคโดยวิธี Streak Plate 
นําตัวอยางตนมะเขือเทศท่ีแสดงอาการของโรคทางดินมาตัดบริเวณโคนตนเหนือดิน ใชมีด

ท่ีฆาเช้ือแลวตัดตามขวางของลําตน ลางช้ินสวนพืชใน clorox 10% นาน 2-5 นาที ข้ึนอยูกับความ
หนาของช้ินพืช ลางในน้ํากล่ันฆาเช้ืออีกคร้ังหนึ่ง แลววางช้ินสวนพืชในหยดน้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือแลว 
และทําใหเนื้อเยื่อพืชแตกโดยการบดหรือใชมีดสับใหละเอียดท้ิงไว 5 นาที เพื่อใหเช้ือออกมาในนํ้า 
แลวใช loop ท่ีลนไฟฆาเช้ือแลวมาแตะของเหลวท่ีไดจากการบด มาทําการ streak บนอาหารเล้ียง
เช้ือ TZC หลังจากนั้นนําไปบมไวท่ี 25 – 28 องศาเซลเซียส หรืออุณหภูมิหอง และทําการแยกเช้ือ
ใหบริสุทธ์ิเพื่อใชในการศึกษาตอไป 

หลังจากนั้นนําเช้ือราสาเหตุโรคตาง ๆท่ีแยกได มาทําการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของ
เช้ือ โดยศึกษาลักษณะการเจริญของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ ตรวจดูลักษณะเสนใย และสปอรของ
เช้ือภายใตกลองจุลทรรศน    สําหรับเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคที่แยกได ทําการศึกษาลักษณะการ
เจริญ สีของโคโลนีของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ และศึกษารูปราง ขนาด การจัดเรียงตัวของเซลล และ
การติดสี โดยการยอมสีแบบแกรม แลวสองดูภายใตกลองจุลทรรศน (ภาคผนวก ก) 

3.1.2     การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค (Pathogenicity test) ของเชื้อสาเหตุ
โรค 

เตรียมตนมะเขือเทศ โดยการเพาะจากเมล็ด และเตรียมเช้ือรา S. rolfsii และ F. oxysporum 
f. sp. lycopersici ท่ีแยกไดจากตนมะเขือเทศท่ีแสดงอาการของโรค โดยนําเอา mycelial disc ของ
เช้ือราสาเหตุโรคท่ีเจาะดวย cork borer มาเล้ียงเช้ือบนขาวฟาง บมเช้ือไว 7 วัน ท่ีอุณหภูมิหอง 
หลังจากนั้นนําเมล็ดขาวฟางท่ีมีเช้ือราสาเหตุโรคทําการทดสอบความสามารถในการเกิดโรคบนตน
กลามะเขือเทศ โดยการคลุกเมล็ดขาวฟางลงบนบริเวณโคนตน จากน้ันนําไปบรรจุในถุงพลาสติก
ในสภาพท่ีมีความช้ืนสูง แลวทําการสังเกตการเปล่ียนแปลง บันทึกระยะการเกิดโรค และลักษณะ
อาการของโรค  

สําหรับการทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค โดยนํา 
suspension ของเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงทําการวัดคาความขุนของเซลลดวย spectrophotometer ท่ีความยาว
คล่ืนแสง 600 นาโนเมตร ปรับคาความขุนของเซลล (O.D.) ใหได 1.0 ซ่ึงจะมีจํานวนแบคทีเรีย
ประมาณ 8 x 108 cfu/ml  จากนั้นราดลงบริเวณโคนตนกลามะเขือเทศ จากนั้นนําไปบรรจุใน
ถุงพลาสติกในสภาพท่ีมีความชื้นสูง แลวทําการสังเกตการเปล่ียนแปลง บันทึกระยะการเกิดโรค  
และทําการตรวจสอบชนิดของเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum ดวยชุดตรวจสอบ Agristrip ของ
บริษัท BIOREBA, Switzerland  โดยนํา suspension ของเช้ือแบคทีเรียท่ีจะทดสอบหยดลงใน 
cuvette 1 หยด จากนั้นเติม extraction buffer ลงไป 3 หยด   แลววางแถบทดสอบลงใน cuvette นาน 
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10-15 นาที แลวสังเกตแถบสีท่ีเกิดข้ึน ผลบวกจะเกิดแถบสีแดงสองเสน ผลลบจะเกิดแถบสีแดง
หนึ่งเสน 

 
3.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรค
ทางดินในสภาพหองปฏิบัติการ 

3.2.1 การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากดินบริเวณรอบรากพริกกะเหร่ียงและมะเขือเทศ 
แยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจากตัวอยางดินรอบรากมะเขือเทศ และพริกกะเหร่ียงทําการแยก

แบคทีเรียปฏิปกษโดยวิธี soil dilution plate บนอาหารเล้ียงเช้ือ NA  เร่ิมจากการนําดินท่ีตองการ
แยกเช้ือมาจํานวน 1 กรัม ใสลงใน tube ท่ีมีน้ํากล่ันฆาเช้ือ 10 มิลลิลิตร เขยาใหดินกระจายตัว  
ตอจากน้ันท้ิงสารแขวนลอยของดินใหตกตะกอนแลวจึงใช pipette ดูดมา 1 มิลลิลิตร นําไปเจือจาง
ดวยน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 9 มิลลิลิตร อีกคร้ัง เขยาใหเขากัน แลวเจือจางตอไปแบบเดิม แลวนําระดับ
ความเขมขนท่ี 10-4, 10-5   มา 0.1 มิลลิลิตรของสารแขวนลอยดินไปเล้ียงเช้ือบนอาหาร NA ท่ีเตรียม
ไวดวยวิธี spread plate บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง 3 วัน รอจนกระท่ังมีเช้ือแบคทีเรียเจริญออกมา ทํา
การคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษโคโลนีเดี่ยว ๆ โดยนํามา streak ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ NA เพื่อให
ไดเช้ือบริสุทธ์ิ และทําการเพ่ิมปริมาณเช้ือ เพื่อเก็บไวศึกษาในข้ันตอนตอไป  

3.2.2 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุ
โรคโดยการเล้ียงรวมกับเชื้อสาเหตุโรค 

นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจาก stock culture ในขอ 3.2.1 ท่ีเตรียมไวมาทดสอบเพ่ือหา
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรค เร่ิมจากการเพ่ิมปริมาณเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษจาก stock culture เพื่อนํามาใชในการทดสอบรวมกับเช้ือสาเหตุโรค โดยเช้ือราสาเหตุโรค
ทําการทดสอบดวยวิธี Dual culture เร่ิมจากใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 4  มิลลิเมตร เจาะ
เสนใยของเช้ือราสาเหตุโรคบริเวณขอบโคโลนีวางบนอาหารเล้ียงเชื้อ PDA โดยวางหางจากขอบ
จานอาหารเล้ียงเช้ือ 2.0 เซนติเมตร จากน้ันจึงนํากระดาษกรองท่ีตัดเปนวงกลม (paper disc) ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร แตะลงบนผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทตาง ๆ 
แลวนํามาวางลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ในดานตรงขามกับเช้ือราสาเหตุโรค โดยเวนระยะหางจาก
ขอบจานอาหาร 2.0 เซนติเมตร สําหรับชุดควบคุมใชน้ํากล่ัน (ภาพ 1) วางแผนการทดลองแบบ 
LSD (Least Significant Difference)โดยทําการทดลอง 5 ซํ้า     จากนั้นนําไปบมเช้ือไวท่ี
อุณหภูมิหอง สังเกตการเปล่ียนแปลง บันทึกผลเม่ือเช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุมเจริญจนมีรัศมี 5 
เซนติเมตร โดยวัดขนาดรัศมีของโคโลนีเช้ือสาเหตุในชุดควบคุมและชุดทดสอบ และนําขอมูลท่ีได  
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     Pathogen 

                   Antagonistic bacteria 
        Distilled water (Control) 
                  R : Radial growth of pathogenic fungi 

 
ภาพ 1 ลักษณะการวัดผลในการเปนปฏิปกษของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษตอเช้ือราสาเหตุโรค 

โดยวิธี Dual Culture  

สูตรคํานวณเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ (PIRG)          =     R1 – R2     x 100 

 
R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุม 
 R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดทดสอบ 
   
 
 
 
 

R1 
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มาคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ (Percent inhibition of radial growth; PIRG) ตามสูตร 
(Tronsmo, 1992) ดังภาพ 1 

สําหรับเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค ทําการทดสอบโดยวิธี Disc Diffusion เร่ิมแรกเตรียมสาร
แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum โดยการใชน้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 10 มิลลิลิตรเทลง
ในจานอาหารเล้ียงเช้ือ R. solanacearum อายุ 24-48 ช่ัวโมง แลวใชแทงแกวรูปตัวแอล (L) ท่ีฆาเช้ือ
แลว ขูดเช้ือแบคทีเรียใหหลุดจากผิวหนาอาหารเบา ๆ แลวเทรวมกันในบีกเกอรท่ีผานการฆาเช้ือ 
นําไปวัดคาความขุนของเซลลดวย spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร ปรับคา
ความขุนของเซลล (O.D.) ใหได 1.0 ซ่ึงจะมีจํานวนแบคทีเรียประมาณ 8 x 108 cfu/ml จากน้ันใช
สารแขวนลอยแบคทีเรียท่ีได ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เทลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ NA ท่ีหลอมไวแลว 
ผสมเช้ือและอาหารใหเขากัน แลวเททับลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเทอาหาร NA ท้ิงไว รอจน
อาหารเย็นและแข็งตัว  แลวจึงนํากระดาษกรองท่ีตัดเปนวงกลม (paper disc) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 
0.5 เซนติเมตร วางบนผิวหนาอาหาร จํานวน 4 ช้ิน ตอ 1 จาน หยด suspension  ของเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษลงบนกระดาษกรองชิ้นละ 20 μl ในแตละไอโซเลท โดยในชุดควบคุมใชน้ํากล่ันฆาเช้ือ
หยดแทน (ภาพ2) บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง ทําการบันทึกผล โดยวัดขนาดเสนผาศูนยกลาง
แผนกระดาษกรองรวมบริเวณใส (clear zone) ท้ังแนวต้ังและแนวนอนของการทดสอบในแตละ   
ไอโซเลท นําคาท่ีไดมาคํานวณหาความกวางบริเวณใส ดังภาพ 2 
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      Pathogen 

                     Antagonistic bacteria 

                  Distilled water (Control) 

                      Clear zone around the colony 

 
 

ภาพ 2 ลักษณะการวัดผลในการเปนปฏิปกษของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษตอเช้ือแบคทีเรีย
สาเหตุโรค โดยวิธี Disc Diffusion 

 
คํานวณหาความกวางบริเวณใสโดย 

 
ความกวางของบริเวณใส (มิลลิเมตร) = เสนผาศูนยกลางกระดาษกรองรวมบริเวณใส (มิลลิเมตร) – ความกวางของโคโลนีเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 
                               2 
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3.3 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางดานชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
3.3.1 การศึกษาคุณสมบัติทางดานชีวเคมี 
นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทตางๆ มาทดสอบคุณสมบัติทางดานชีวเคมี ในการผลิต

เอนไซม 6 ชนิด คือ เซลลูเลส (cellulase), ฟอสฟาเตส (Phosphatase), ไคติเนส (Chitinase),    อะ
ไมเลส (Amylase), ยูรีเอส (Urease) และแคตาเลส (Catalase) โดยการศึกษาปฏิกิริยาของเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีผลตอสารเคมีท่ีเติมลงในอาหาร (ภาคผนวก ก) ทําการทดสอบโดยการนํา
กระดาษกรองท่ีตัดเปนวงกลม (paper disc) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตรแตะกับเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษ แลวนําไปวางบนผิวหนาอาหารรวมกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันบนอาหารทดสอบ
แตละชนิด และทําการบันทึกผลโดยการตรวจดู clear zone ท่ีเกิดข้ึนของแบคทีเรียปฏิปกษแตละไอ
โซเลท สําหรับการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมแคตาเลส ทําการตรวจสอบโดยดูการ
เกิดฟองกาซ ดังนี้ 

3.3.1.1 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการผลิตเอนไซม    
เซลลูเลส 

ทําการทดสอบบนอาหาร Carboxymethyl Cellulose Agar (CMC) (ภาคผนวก ก) 
แลวบมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48  ช่ัวโมง  จากน้ันนํามาทดสอบโดยวิธี congo 
red test  พบวาเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมชนิดนี้ไดจะปรากฏผลของการเกิดวงใส
รอบ ๆโคโลนีของเช้ือ 

3.3.1.2 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการผลิตเอนไซม    
ฟอสฟาเตส 

ทําการทดสอบบนอาหาร Czapek’s medium (ภาคผนวก ก)  บมเช้ือไวท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  พบวาเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมชนิดนี้ได
จะเกิดวงใสรอบ ๆโคโลนีของเช้ือ 

3.3.1.3 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการผลิตเอนไซม       
ไคติเนส 

ทําการทดสอบบนอาหาร Colloidal Chitin Agar  (CCA) (ภาคผนวก ก)  บมเช้ือไว
ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง พบวาเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมชนิดนี้ได
จะเกิดวงใสรอบ ๆโคโลนีของเช้ือ 
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3.3.1.4 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการผลิตเอนไซม       
อะไมเลส 

ทําการทดสอบบนอาหาร starch agar (ภาคผนวก ก)  บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหองเปน
เวลา 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาทดสอบดวยสารละลายไอโอดีน พบวาเช้ือแบคทีเรียท่ี
สามารถผลิตเอนไซมชนิดนี้ไดจะสรางวงใสรอบ ๆโคโลนีของเช้ือ  

3.3.1.5 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการผลิตเอนไซมยูรีเอส 
ทําการทดสอบบนอาหารวุนเอียง urea agar (ภาคผนวก ก)  บมเช้ือไวท่ี

อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง พบวาเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมชนิดนี้ได 
อาหารจะเปล่ียนสีจากสีเหลืองเปนสีบานเย็น 

3.3.1.6 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการผลิตเอนไซม       
แคตาเลส 

ทําการทดสอบโดยการ หยด H2O2 ลงบนสไลด 1 หยด ใชหวงถายเช้ือเข่ียเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษแตละไอโซเลทลงไป ทําการผสมใหเขากัน จะพบการเกิดฟองกาซใน
แบคทีเรียปฏิปกษท่ีสามารถผลิตเอนไซมชนิดนี้ได (ภาคผนวก ค) 

 
 3.3.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ทําการคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ
สาเหตุโรคและมีคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ีดีจํานวน 5 ไอโซเลทมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ดังนี้ 

ศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหาร NA และศึกษารูปราง ขนาด การจัดเรียงตัวของเซลล 
และการติดสี โดยการยอมสีแบบแกรม แลวสองดูดวยกลองจุลทรรศน 

วิธีการยอมสีแบบแกรม (gram’s stain) เร่ิมจากทําความสะอาดสไลด เช็ดใหแหง แลว 
smear โคโลนีของแบคทีเรียปฏิปกษท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ โดยใช loop จุมน้ําแตะลงบน
สไลด 1-2 loop แลวใช loop ท่ีฆาเช้ือแลว เข่ียเช้ือมาเพียงเล็กนอย แตะเช้ือลงบนหยดน้ํา แลวเกล่ีย
เช้ือใหกระจายออกเปนวงเล็ก ๆ ท้ิงใหแหง จากน้ันทําการตรึง (fixing of the smear) เพื่อทําใหเซลล
แบคทีเรียติดแนนกับสไลด โดยการนําสไลดลนผานเปลวไฟอยางรวดเร็ว 2-3 คร้ัง แลวหยดสี 
crystal violet ใหทวมรอย smear ท้ิงไวนาน 1 นาที เทสีท้ิง หลังจากนั้นหยดสารละลายไอโอดีนให
ทวมรอย smear ท้ิงไวนาน 1 นาที หลังจากน้ันเทสารละลายไอโอดีนท้ิง แลวชะดวยแอลกอฮอล 
95% นาน 15 วินาที ลางผานน้ําไหลเบา ๆ หยดสี safranin O ใหทวมรอย smear ท้ิงไวนาน 1 นาที 
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เทสีท้ิง ลางดวยน้ํา แลวซับดวยกระดาษซับ วางท้ิงไวใหแหง นําไปตรวจดูกลองจุลทรรศน 
(ภาคผนวก ก) ตรวจดูลักษณะการติดสีแบบแกรม รูปราง การเรียงตัวของแบคทีเรีย 
 
3.4 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษตอการงอกของเมล็ดมะเขือเทศ 

นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรค
และมีคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ีดีจํานวน 5 ไอโซเลทท่ีคัดเลือกมาทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษตอการงอกของเมล็ดมะเขือเทศ 
 3.4.1 การเตรียมเมล็ดมะเขือเทศ 
 นําเมล็ดมะเขือเทศพันธุลูกผสมทับทิมแดง ของบริษัท เพ่ือนเกษตรกร จํากัด มาทําการฆา
เช้ือท่ีผิว แชในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต 2 เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 นาที แลวลางออกดวยน้ํา
กล่ันฆาเช้ือ 3-4 คร้ัง นําไปผ่ึงใหแหงเปนเวลา 30 นาที 
 3.4.2 การเตรียมสารแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
 ทําการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษบนอาหารเล้ียงเช้ือ NA  จากน้ันทําการเพิ่มปริมาณโดยใช 
loop ท่ีผานการฆาเช้ือแลวแตะเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษมา streak ลงบนผิวหนาอาหาร NA ภายใต
สภาพปลอดเชื้อ บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นนําน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือ
แลว เทลงในจานอาหาร 20 มิลลิลิตรตอจานอาหาร ใชแทงแกวรูปตัวแอล (L) ท่ีฆาเช้ือแลว ขูด
แบคทีเรียใหหลุดจากผิวหนาของอาหารเบาๆ แลวเทรวมกันในบีกเกอรท่ีผานการฆาเช้ือแลว ใหได 
แบคทีเรียประมาณ 8 x 108 cfu/ml ของแตละไอโซเลท 
 3.4.3 การทดสอบการงอกของเมล็ดมะเขือเทศบนกระดาษชื้น 
 นําเมล็ดมะเขือเทศท่ีฆาเช้ือแลว แชในสารละลายแขวนลอยแบคทีเรียปฏิปกษเปนเวลา 24 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําไปผ่ึงใหแหงในตูถายเช้ือ กอนนําไปเพาะในกระดาษชื้น (blotter method) 
โดยนําเมล็ดมะเขือเทศวางบนกระดาษเพาะในจานอาหารเล้ียงเช้ือขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 
เซนติเมตร ซ่ึงภายในบรรจุกระดาษกรอง Whatman No.1 จํานวน 1 แผน ไวดานบน และกระดาษ
ฟาง 3 แผนท่ีชุบน้ํากล่ันฆาเช้ือจนชุมไวดานลาง วางเมล็ดมะเขือเทศจํานวน 20 เมล็ดตอจาน โดยทํา
การทดลอง 3 ซํ้า ตรวจสอบการงอกของเมล็ดมะเขือเทศ โดยการวิเคราะหหาเปอรเซ็นตความงอก
ของเมล็ดพรอมท้ังช่ังน้ําหนักสดและน้ําหนักแหงเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีแชในน้ํากล่ันฆาเช้ือ
แทนสารแขวนลอยแบคทีเรียปฏิปกษ 
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3.5 การนําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีความสามารถการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคมาพัฒนา
เปนผลิตภัณฑในรูปแบบสารชีวภัณฑ ประเมินความสามารถของสารชีวภัณฑในการควบคุมเชื้อ
สาเหตุโรค และการทดสอบความมีชีวิตของสารชีวภัณฑท่ีผลิตได 
 3.5.1  การพัฒนาผลิตภัณฑในรูปแบบสารชีวภัณฑ    

นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรค 
คือ ไอโซเลท TKC1, TKC7, TKC10 และCMM11 และเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีท่ีดี คือ ไอโซเลท CMM13 มาผลิตเปนสารชีวภัณฑพัฒนาเปนรูปแบบตาง ๆ  โดยเล้ียงเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษบนอาหารเล้ียงเช้ือ NA ท้ิงไวขามคืน หลังจากนั้นทําการเพ่ิมปริมาณแบคทีเรีย
โดยนําน้ํากล่ันฆาเช้ือใสลงไปในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเล้ียงแบคทีเรียไว 5 มิลลิลิตร แลวยายลงเล้ียง
ในอาหารเหลว NB ท่ีมีสวนประกอบกลูโคส 2 เปอรเซ็นต นําไปเขยาดวยความเร็ว 130 rpm ภายใต
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วันสําหรับแบคทีเรียปฏิปกษแกรมบวก และเขยาเปนเวลา 2 
วันสําหรับแบคทีเรียปฏิปกษแกรมลบ นําไปวัดคาความขุนของเซลลดวย spectrophotometer ท่ี
ความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร ปรับคาความขุนของเซลล (O.D.) ใหได 1.0 จากนั้นนําเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษไปผสมกับสวนประกอบตางๆตามสูตรของสารชีวภัณฑในแตละรูปแบบ โดย
รายละเอียดในการผสมสวนประกอบตาง ๆของสารชีวภัณฑสําหรับแบคทีเรียในอาหารเหลว
ปริมาตร 1 ลิตร ดังนี้ 

3.5.1.1 การผลิตสารชีวภัณฑในรูปแบบผง (Wettable powder; WP) 
 สูตรท่ี 1 แปงขาวโพด 800 กรัม น้ํามันถ่ัวเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 กรัม 
 สูตรท่ี 2 แปงขาวเจา 800 กรัม น้ํามันถ่ัวเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 กรัม 

สูตรท่ี 3 Microcrystalline cellulose (MCC) 800 กรัม น้ํามันถ่ัวเหลือง 5 มิลลิลิตร 
และซูโครส 100 กรัม 

ผลิตโดยนําสวนผสมในแตละสูตรไปทําใหแหงโดยใชเตาอบภายใตอุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําไปปนใหเปนผงดวยเคร่ือง blender  และ
เก็บไวภายใตอุณหภูมิหองจนกวาจะใชงาน 

3.5.1.2 การผลิตสารชีวภัณฑในรูปแบบสารละลายเขมขน (Soluble concentrate; 
SL) โดยใชปริมาณแบคทีเรียในอาหารเหลวปริมาตร 1 ลิตร 

รูป supernatant  
สูตรท่ี 1  แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และเอทานอล 5 มิลลิลิตร 
สูตรท่ี 2  แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และเอทานอล 5 มิลลิลิตร 
สูตรท่ี 3  MCC 50 กรัม tween 20 8 มิลลิลิตร และเอทานอล 5 มิลลิลิตร  
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รูป cell pellet  
สูตรท่ี 1  แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และเอทานอล 5 มิลลิลิตร 
สูตรท่ี 2  แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และเอทานอล 5 มิลลิลิตร 
สูตรท่ี 3  MCC 50 กรัม tween 20 8 มิลลิลิตร และเอทานอล 5 มิลลิลิตร (ตาราง 3) 
ผลิตโดยนําเช้ือแบคทีเรียในอาหารเหลวไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5000 rpm นาน 

10 นาที เพื่อแยกแบคทีเรีย หลังจากนั้นนําแบคทีเรียในรูป supernatant ผสมเขากับ
สวนผสมตามสูตรรูปแบบ supernatant แลวเก็บไวภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกวา
จะนํามาใชงาน สําหรับแบคทีเรียในรูป pellet ทําการ resuspended ดวย saline (0.75% 
NaCl) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวผสมกับสวนผสมในสูตรรูป cell pellet แลวเก็บไวภายใต
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาใชงาน 

3.5.1.3 การผลิตสารชีวภัณฑในรูปแบบสารละลายน้ํามัน (Emulsifiable 
concentrate; EC) โดยใชปริมาณแบคทีเรียในอาหารเหลวปริมาตร 1 ลิตร 
 สูตรท่ี 1  น้ํามันถ่ัวเหลือง 1 ลิตร ซูโครส 75 กรัม และ tween 20 0.75 มิลลิลิตร 

ผลิตโดยนําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษในอาหารเหลวผสมในสวนผสมตามสูตร แลว
เก็บไวภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาใชงาน (ตาราง 3) 
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ตาราง 3 สวนประกอบของสูตรชีวภัณฑในรูปแบบผง สารละลายเขมขน และสารละลายนํ้ามันท่ี
ผลิตจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจํานวน 5 ไอโซเลท 

 
สูตรสารชีวภัณฑ 

สวนประกอบสําหรบัแบคทีเรียในอาหารเหลวปริมาตร 1 ลติร 
รูปแบบ ไอโซเลท ชื่อสูตร 

ผง 

 
TKC1 

 

T01C 
 

T01R 
 

T01M 

แปงขาวโพด 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 
กรัม 
แปงขาวเจา 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส   
100 กรัม 
Microcrystalline cellulose (MCC) 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง   
5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 กรัม 

 
TKC7 

 

T07C 
 

T07R 
 

T07M 

แปงขาวโพด 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 
กรัม 
แปงขาวเจา 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส   
100 กรัม 
MCC 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 กรัม 

 
TKC10 

 

T10C 
T10R 
T10M 

แปงขาวโพด 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส   
100 กรัม 
แปงขาวเจา 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส   
100 กรัม 
MCC 1000 กรัม น้ํามันพืช 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 กรัม 

 
CMM11 

 

C11C 
 

C11R 
 

C11M 

แปงขาวโพด 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส   
100 กรัม 
แปงขาวเจา 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส   
100 กรัม 
MCC 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 กรัม 

 
CMM13 
 

C13C 
 

C13R 
 

C13M 

แปงขาวโพด 1000 กรัม, น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 
100 กรัม 
แปงขาวเจา 1000 กรัม, น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส   
100 กรัม 
MCC 1000 กรัม, น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 กรัม 

สารละลายเขมขน TKC1 

T01SC 
 

T01SR 
 

T01SM 
 

Supernatant : แปงขาวโพด 50 กรัม, tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : แปงขาวโพด 50 กรัม, tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : แปงขาวโพด 50 กรัม, tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

(ตอ) 
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สารชีวภณัฑ 
สวนประกอบสําหรบัแบคทีเรียในอาหารเหลวปริมาตร 1 ลติร 

         รูปแบบ ไอโซเลท ชื่อสูตร 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

สารละลายเขมขน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TKC1 

T01PC 
 

T01PR 
 

T01PM 

Cell pellet: แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

 
 
 
 

TKC7 
 
 
 
 
 

T07SC 
 

T07SR 
 

T07SM 
 

Supernatant : แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : MCC 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

T07PC 
 

T07PR 
 

T07PM 

Cell pellet: แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: MCC 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

 
TKC10 

 

T10SC 
 

T10SR 
 

T10SM 
 

Supernatant : แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : MCC 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 

(ตอ) 

 ตาราง 3 (ตอ )สวนประกอบของสูตรชีวภัณฑในรูปแบบผง สารละลายเขมขน และสารละลาย

น้ํามันท่ีผลิตจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจํานวน 5 ไอโซเลท  
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          สารชีวภณัฑ สวนประกอบสําหรบัแบคทีเรียในอาหารเหลวปริมาตร 1 

ลิตร          รูปแบบ  ไอโซเลท ชื่อสูตร 

  

T10PC 
 

T10PR 
 

T10PM 

Cell pellet: แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: MCC 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

 
 

สารละลายเขมขน 

CMM11 

C11PC 
 

C11PR 
 

C11PM 

Cell pellet: แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

Cell pellet: แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: MCC 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

CMM13 
 

C13SC 
 

C13SR 
 

C13SM 
 

Supernatant : แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : MCC 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

C13PC 
 

C13PR 
 

C13PM 

Cell pellet: แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: MCC 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

สารละลายนํ้ามัน 

TKC1 T01O น้ํามันถั่วเหลือง 1 ลิตร ซูโครส 75 กรัม และ tween20 0.75 มิลลิลิตร 
TKC7 T07O น้ํามันถั่วเหลือง 1 ลิตร ซูโครส 75 กรัม และ tween20 0.75 มิลลิลิตร 

TKC10 T10O น้ํามันถั่วเหลือง 1 ลิตร ซูโครส 75 กรัม และ tween20 0.75 มิลลิลิตร 
CMM11 C11O น้ํามันถั่วเหลือง 1 ลิตร ซูโครส 75 กรัม และ tween20 0.75 มิลลิลิตร 
CMM13 C13O น้ํามันถั่วเหลือง 1 ลิตร ซูโครส 75 กรัม และ tween20 0.75 มิลลิลิตร 

 

ตาราง 3 (ตอ) สวนประกอบของสูตรชีวภณัฑในรูปแบบผง สารละลายเขมขน และสารละลาย
น้ํามันท่ีผลิตจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจํานวน 5 ไอโซเลท  
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3.5.2 การประเมินความสามารถของสารชีวภัณฑในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคในสภาพ
หองปฏิบัติการ 

นําสารชีวภัณฑในแตละสูตรจากขอ 3.5.1 มาประเมินความสามารถในการยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือสาเหตุโรค สําหรับเช้ือราสาเหตุโรคทําการทดสอบดวยวิธี Dual culture เร่ิมจากใช cork 
borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 4  มิลลิเมตร เจาะเสนใยของเช้ือราสาเหตุโรคบริเวณขอบโคโลนีวาง
บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA โดยวางตรงกลางจานอาหารเล้ียงเชื้อ จากนั้นนําสารชีวภัณฑในแตละ
รูปแบบ โดยในรูปแบบผง นํามา 0.3 กรัม วางลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA และในรูปแบบสารละลาย
เขมขน และสารละลายนํ้ามันนํามา 30 ไมโครลิตร  หยดลงบนกระดาษกรองท่ีวางบนอาหารเล้ียง
เช้ือ PDA โดยวางหางจากขอบจานอาหารเล้ียงเช้ือ 2.0 เซนติเมตร โดยจะใชน้ํากล่ัน และเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษท่ีเล้ียงในอาหารเหลวเปนชุดควบคุม (ภาพ 3) วางแผนการทดลองแบบ LSD โดย
ทําการทดลอง 4 ซํ้า     จากน้ันนําไปบมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง สังเกตการเปล่ียนแปลง บันทึกผลเม่ือ
เช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุมเจริญจนมีรัศมี 2.5 เซนติเมตร โดยวัดขนาดรัศมีของโคโลนีเช้ือ
สาเหตุในชุดควบคุมและชุดทดสอบ และนําขอมูลท่ีไดมาคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการยับยั้งการ
เจริญ (PIRG) ตามสูตร (Tronsmo, 1992) ดังภาพ 3 

และสําหรับเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค ทําการทดสอบโดยวิธี Disc Diffusion โดยการเท
อาหารเล้ียงเช้ือ NA ลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ  จากน้ันนํา suspension ของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค
ลงไปผสมในอาหารเหลว NB จากน้ันเทลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีอาหาร NA   ท้ิงไวจนอาหาร
เย็นและแข็งตัว จากนั้นนําสารชีวภัณฑในแตละรูปแบบ โดยในรูปแบบผงเปยกน้ํานํามา 0.3 กรัม 
วางลงบนจานอาหารเล้ียงเชื้อท่ีเตรียมไว และในรูปแบบสารละลายเขมขน และสารละลายนํ้ามันใช 
30 ไมโครลิตร หยดลงบนกระดาษกรองท่ีวางบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA โดยจะใชน้ํากล่ัน และเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษท่ีเล้ียงในอาหารเหลวเปนชุดควบคุม (ภาพ 4) วางแผนการทดลองแบบ LSD โดย
ทําการทดลอง 4 ซํ้า     จากน้ันนําไปบมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง ทําการบันทึกผล โดยวัดขนาด
เสนผาศูนยกลางแผนกระดาษกรองรวมบริเวณใส (clear zone) ท้ังแนวตั้งและแนวนอนของการ
ทดสอบในแตละไอโซเลท นําคาท่ีไดมาคํานวณหาความกวางบริเวณใส (ภาพ 4) 
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Pathogen 

Bioproduct Formulations   

Distilled water (Control) 

Antagonistic bacteria 

(Control) 

    R : Radial growth of pathogenic 

fungi 

 
 
 
ภาพ 3 ลักษณะการวัดผลในการเปนปฏิปกษของสารชีวภัณฑจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษตอ

เช้ือราสาเหคุโรค โดยวิธี Dual Culture  
 

สูตรคํานวณเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ (PIRG)   = R1 – R2     x 100 

 
R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุม 
 R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดทดสอบ 
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Pathogen 

       Bioproduct formulations 

        Distilled water (Control) 
Antagonistic bacteria  in  NB  

        Clear zone around the colony 

  
    
    

ภาพ 4 ลักษณะการวัดผลในการเปนปฏิปกษของสารชีวภัณฑจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษตอ
เช้ือแบคทีเรียสาเหคุโรค โดยวิธี Disc Diffusion 

 
คํานวณหาความกวางบริเวณใสโดย 

 
ความกวางของบริเวณใส (มิลลิเมตร) = เสนผาศูนยกลางกระดาษกรองรวมบริเวณใส (มิลลิเมตร) – ความกวางของโคโลนีเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 
                               2 
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3.5.3 การประเมินความมีชีวิตของสารชีวภัณฑท่ีผลิตจากเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ  
 สารชีวภัณฑท่ีผลิตไดในรูปแบบผง สารละลายเขมขน และสารละลายนํ้ามันท่ีผลิตจากเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 5 ไอโซเลท คือ TKC1, TKC7, TKC10, CMM11 และ CMM13 ท่ีเก็บรักษาไว
ท่ีอุณหภูมิหอง มาทําการทดสอบความมีชีวิต โดยทําการเจือจาง สูตรผง 1 กรัม สูตรสารละลาย
เขมขนและสารละลายน้ํามัน 1 มิลลิลิตร มาเจือจางลงในน้ํา 25 มิลลิลิตร แลว streak ลงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ NA นําไปบมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง บันทึกผล 
 
3.6 การทดสอบประสิทธิภาพของสารชีวภัณฑจากเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมเชื้อสาเหตุ
โรคทางดินของมะเขือเทศในสภาพเรือนทดลอง 
 เร่ิมจากการเตรียมตนกลามะเขือเทศ ดินท่ีใชในการทดลองเปนดินผสมท่ีเหมาะกับการ
ปลูกพืช นําไปบรรจุในถุงพลาสติก มัดปากถุงใหแนน แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที เมื่อดินเย็นตัวลงแลวจึงนําไปใชในการ
ทดลองตอไป โดยการนําเมล็ดมะเขือเทศท่ีแชน้ําท้ิงไวขามคืน มาเพาะลงในถาดเพาะกลาท่ีบรรจุดิน
ท่ีผานการน่ึงฆาเช้ือแลว เม่ือตนกลามะเขือเทศมีอายุ 20 วัน จึงนํามาทําการทดสอบประสิทธิภาพ
ของสารชีวภัณฑจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ โดยการเตรียม inoculums ของเช้ือราสาเหตุโรคโดยทํา
การเล้ียงเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA บมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน จากน้ันใช cork borer 
ขนาดเสนผาศูนยกลาง 4  มิลลิเมตร เจาะเสนใยของเช้ือราสาเหตุโรคมาเล้ียงเช้ือบนขาวฟาง บมเช้ือ
ไว 7 วันท่ีอุณหภูมิหอง เพื่อเตรียมไวใชในการทดลอง สําหรับเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคโดยการเล้ียง
เช้ือบนอาหาร NA บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากน้ันนําน้ํากล่ันฆาเช้ือ เทลง
บนจานอาหารเล้ียงเช้ือ 20 มิลลิลิตรตอจากอาหาร แลวใชแทงแกวรูปตัวแอล (L) ท่ีฆาเช้ือแลว ขูด
เช้ือแบคทีเรียใหหลุดจากผิวหนาอาหารเบา ๆ แลวเทรวมกันในบีกเกอรท่ีผานการฆาเช้ือแลว ซ่ึง
กอนหนานี้ไดปรับใหความเขมขนประมาณ 108 cfu/ml เพื่อเตรียมไวใชในการทดลองเพ่ือเตรียมไว
ใชในการทดลอง 

หลังจากนั้นนําสารชีวภัณฑท่ีผลิตไดมาทําการทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมการ
เจริญของเช้ือสาเหตุโรค โดยการใชสารชีวภัณฑในรูปแบบผง สารละลายเขมขน และสารละลาย
น้ํามันทดสอบกับตนมะเขือเทศในระยะตนกลาในเรือนทดลอง การทดลองใชแผนการทดลองแบบ 
Randomize Complete Block Design (RCBD) โดยมีรายละเอียดของแตละกรรมวิธี ดังนี้ 
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กรรมวิธีท่ี 1 ชุดควบคุมท่ีปลูกมะเขือเทศลงในถาดเพาะท่ีบรรจุดินท่ีผานการน่ึงฆาเช้ือ 
อยางเดียว 

กรรมวิธีท่ี 2 ตนมะเขือเทศท่ีราดโคนตนดวยสวนประกอบของสวนประกอบของสูตรสาร
ชีว ภัณฑท่ีไมมีแบคทีเรียปฏิปกษ 

กรรมวิธีท่ี3 ตนมะเขือเทศในถาดเพาะท่ีบรรจุดินท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือรวมกับการปลูกเช้ือ
สาเหตุโรคอยางเดียว 

กรรมวิธีท่ี 4 ตนมะเขือเทศท่ีราดโคนตนดวยสูตรสารชีวภัณฑ T01R อยางเดียว 
กรรมวิธีท่ี 5 ตนมะเขือเทศท่ีราดโคนตนดวยสูตรสารชีวภัณฑ T01R กอนการปลูกเช้ือ

สาเหตุโรค 3 วัน 
กรรมวิธีท่ี 6 ตนมะเขือเทศที่ราดโคนตนดวยสูตรสารชีวภัณฑ T01R หลังการปลูกเช้ือ

สาเหตุโรค 3 วัน 
 
นําตนมะเขือเทศอายุ 30 วันท่ีปลูกในถาดเพาะกลาบรรจุดินท่ีผานการฆาเช้ือ แลวมาทําการ

ทดสอบและประเมินประสิทธิภาพของชีวภัณฑ โดยการนําสารชีวภัณฑสูตรผง T01R 1 กรัม มาเจือ
จางลงในนํ้า 25 มิลลิลิตร ทดสอบกับตนมะเขือเทศโดยหยดสารละลายชีวภัณฑลงไป 2 มิลลิตรตอ
หลุม จากน้ันจึงทําการปลูกเช้ือราสาเหตุโรค S. rolfsii และ F. oxysporum f. sp. lycopersici ท่ีเล้ียง
ไวบนเมล็ดขาวฟาง โดยจะใช 2 เมล็ดตอตน สวนเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค R. solanacearum โดย
การหยดสารแขวนลอยของเช้ือปริมาตร 4 มิลลิลิตรตอตน ซ่ึงตนมะเขือเทศจะถูกทําแผลท่ีรากโดย
ใชมีดผาตัดฆาเช้ือแทงลงในดินใหตัดผานราก 4 จุดตอตน ในทุกกรรมวิธีเปรียบเทียบกับตนมะเขือ
เทศชุดควบคุมท่ีราดดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ จากนั้นจึงนําถาดเพาะไปวางไวในถุงพลาสติกท่ีภายในใส
น้ําเล็กนอย มัดปากถุงเพื่อทําเปน moist chamber  หลังจากนั้นสังเกต และบันทึกอาการหลังปลูก ทํา
การบันทึกขอมูลความรุนแรงในการเกิดโรค และวิเคราะหความแตกตางของคาเฉล่ียในแตละ
กรรมวิธีโดยใช LSD 

 
การวัดคาความรุนแรงของโรค (Sylvie et al., 2001)  

= 1 หมายถึง 0%   ไมแสดงอาการ (แผลท่ีโคนตน หรือเหี่ยว) 
= 2 หมายถึง 1-25%  เร่ิมแสดงอาการ 
= 3 หมายถึง 26-50%  แสดงอาการของโรคชัดเจน 
= 4 หมายถึง 51-75%  แสดงอาการของโรครุนแรง 
= 5 หมายถึง มากกวา 75% แสดงอาการของโรครุนแรงมากจนกระท่ังตาย 
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3.7 การจําแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ และตรวจสอบตําแหนงของยีนท่ีสรางสารแบคเทอริ
โอซินของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ โดยการวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรม 
 นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพท่ีดีในการยับยั้งการเจริญตอเช้ือสาเหตุโรคทาง
ดินของมะเขือเทศ มาจําแนกชนิดและตรวจสอบตําแหนงของยีนท่ีสรางสารแบคเทอริโอซินท่ีเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษสรางโดยอาศัยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 3.7.1 การจําแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 

ทําการจัดจําแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ  ดวยชุดทดสอบ API CH 50 kit (API, Bio 
– Merieux, France) ซ่ึงทดสอบการจัดจําแนกเช้ือแบคทีเรีย Bacillus และกลุม Enterobacteriaceae  
และ Vibrionaceae โดยอาศัยหลักการทดสอบทางชีวเคมี 50 ชนิดบนอาหารทดสอบ และวเิคราะห
ผลโดยเทียบกบัฐานขอมูลมาตรฐาน (ภาคผนวก ค) 
 3.7.2 การตรวจสอบตําแหนงของยีนท่ีสรางสารแบคเทอริโอซินของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
โดยการวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรม 

3.7.2.1 การสกัดดีเอ็นเอ  
ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเซลลแบคทีเรียปฏิปกษโดยใช NucleoSpin® Tissue เร่ิมจากการ

เล้ียงแบคทีเรียปฏิปกษในอาหาร NB ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แลวนําไปเขยาขามคืน 48 ชั่วโมงท่ี  37 
องศาเซลเซียส หลังจากนั้นดูด  bacteria suspension 1.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดปน นําไปปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 8,000 x g นาน 5 นาที เก็บตะกอนและเติมสารละลายบัฟเฟอร T1 ปริมาตร 180 
ไมโครลิตร และ proteinase K ปริมาตร 25 ไมโครลิตร นําไป vortex แลวบมไวท่ี 56 องศาเซลเซียส 
จนกวาตะกอนจะละลาย หลังจากนั้นเติมสารละลายบัฟเฟอร B3 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวบม
ไวท่ี 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เติมเอทานอล 100% ปริมาตร 210 ไมโครลิตร นําไป vortex 
แลวยาย microcentrifuge tube ลงใน collection tube นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 11,000 Xp นาน 1 
นาที  นําสารละลายท่ีไหลผานลงมาท้ิง แลวเติมสารละลายบัฟเฟอร BW ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 11,000 Xp นาน 1 นาที นําสารละลายที่ไหลผานลงมาท้ิง แลวเติม
สารละลายบัฟเฟอร B5 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 11,000 Xp นาน 1 
นาที สารละลายท่ีไหลผานลงมาท้ิง หลังจากนั้นทําดีเอ็นเอใหบริสุทธ์ิโดยการยาย collection tube 
ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลายบัฟเฟอร BE ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร บมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 2-3 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 11,000 Xp นาน 1 
นาที เก็บสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดไวท่ีอุณหภูมิ -20°C เพื่อรอการตรวจสอบคุณภาพข้ันตอไป 
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3.7.2.2  การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี agarose gel electrophoresis 
เตรียม agarose gel 1 % โดยช่ัง agarose 0.3 กรัม ละลายใหเขากันกับ 1X TBE buffer (Tris 

Borate Buffer) 30 มิลลิลิตร ลงในขวดท่ีเตรียมไว จากน้ันหลอมใหเขากันในไมโครเวฟ จากน้ันรอ
ใหเจล (gel) อุน แลวจึงเทเจลลงในถาดเจล (gel tray) ท่ีเตรียมไว เสียบหวี (comb) ท่ีมีจํานวนชอง
ตามตองการลงไปในเจล เพื่อใหเกิดเปนหลุมเล็ก (well) รอจนเจลแข็งตัวแลวจึงดึงหวีออกอยาง
ระมัดระวัง จากน้ันนําเจลท่ีไดวางลงใน electrophoresis gel tank และเท 1X TBE buffer ใหทวม
แผนเจล ผสม loading buffer 2 ไมโครลิตร กับสารละลายดีเอ็นเอตัวอยาง 10 ไมโครลิตร ใหเขากัน
แลวหยอดตัวอยางลงในหลุม (well) ปดฝาและเปดสวิตซ electrophoresis gel tank ใหกระแสไฟฟา
วิ่งจากข้ัวลบไปข้ัวบวก ดวยความตางศักยไฟฟา 100 โวลต เวลา 20 นาที จากน้ันยอมแถบดีเอ็นเอ
ดวย ethidium bromide นาน 10 นาที ลางดวยน้ํานาน 10 นาที นําแผนเจลไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอ
ภายใตแสงไวโอเลต และบันทึกภาพดวยเคร่ือง Gel documentation (SYNGRNE; Gene Genius Bio 
Imaging System) 

3.7.2.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR  
ทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดแยกไดดวย โดยใชเทคนิค PCR ดวยไพรเมอรท่ีมี

ความจําเพาะเจาะจงกับการตรวจสอบตําแหนงของยนีท่ีสรางสาร subtilosin sboAFwd (forward 
primer) (5’ CGCGCAAGTAGTCGATTTCTAACA 3’) และ sboARev (reverse primer) (5’ 
CGCGCAAGTAGTCGATTTCTAACA 3’) ท่ีตําแหนง subtilosin ท่ีพัฒนาโดย Stein et al. (2004) 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอประกอบดวยสารละลายปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ดังนี้ 
  สวนประกอบ    ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
  น้ํากล่ันฆาเช้ือ (H2O)    32.4   
  5 mM dNTP (2.5 mM each)     6   
  10X PCR buffer       5  
  Primer sboAFwd (20 μM)     2 

Primer sboARev (20 μM)     2     
  50 mM Mgcl2       6     
  Tag DNA polymerase (5 Unit/μl)     1   
  ดีเอ็นเอตนแบบ       1   
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สําหรับการหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเพิ่มจํานวนช้ินดีเอ็นเอดวยวิธี Gradient PCR 
ในชวงระหวาง 30 ถึง 50 องศาเซลเซียส ผสมสวนประกอบดังกลาวใหเขากัน แลวนําเขาเคร่ือง 
Gradient PCR (Bio Rad) โดยมีเง่ือนไขในการทําปฏิกิริยาดังนี ้

 
initial denaturation    ท่ีอุณหภูมิ   95    องศาเซลเซียส  นาน 2 นาที 
denaturation        ท่ีอุณหภูมิ   94    องศาเซลเซียส  นาน 30 วินาที 
annealing        ท่ีอุณหภูมิ 30-42 องศาเซลเซียส  นาน 30 วินาที       จํานวน 35  รอบ 

extension        ท่ีอุณหภูมิ   72    องศาเซลเซียส  นาน 1 นาที 
final extention        ท่ีอุณหภูมิ   72    องศาเซลเซียส  นาน 10 นาที 
 
ผสมสวนประกอบดังกลาวใหเขากัน แลวนําเขาเคร่ือง programmable thermal controller, 

PTC-100TM (MJ Research) โดยมีเง่ือนไขในการทําปฏิกิริยาดังนี้ 
 
initial denaturation   ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
denaturation       ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30  วินาที 
annealing       ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที        จํานวน 35  รอบ 

extension       ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
final extention       ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
 

 จากน้ันทําการตรวจวิเคราะหผลดวยวิธี gel electrophoresis บน 1% agarose gel โดยนํา
ผลผลิตจากการทํา PCR ปริมาตร 5 ไมโครลิตรผสมกับ loading dye 2 ไมโครลิตร แลวแยกขนาด
ของดีเอ็นเอบน 1% agarose gel ใน 1X TBE buffer ดวยเคร่ือง electrophoresis gel tank โดยใช
ความตางศักยไฟฟา 50 โวลต เวลา 2 ช่ัวโมง จากน้ันยอมแถบดีเอ็นเอดวย ethidium bromide นาน 
10 นาที ลางดวยน้ํานาน 10 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต และบันทึกภาพ
ดวยเคร่ือง Gel documentation (SYNGRNE; Gene Genius Bio Imagine System)  


