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บทคดัยอ่ 
 
โรคใบไหม้ในข้าว (Rice Blast Disease) เป็นโรคที่เกิดจากเชื้อรา Pyricularia oryzae  และ

ส่งผลให้ข้าวที่เป็นพืชทางด้านเศรษฐกิจเกิดความเสียหายทางด้านผลผลิต การศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า 
Bacillus sp. 1021 เป็นแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา P. oryzae ได้สูง และได้พบลำดับ
เบสของยีนในกลุ่ม non-ribosomal peptides synthetase (NRPS) ได้แก่ ยีน srfAA, fenC และ dhbE 
การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื ่อศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเชื ้อรา P. oryzae, Fusarium oxysporum และ 
Colletotrichum fructicola ที ่ก่อให้เกิดโรคในพืชโดยใช้น้ำเลี ้ยงเชื ้อจากอาหารเลี ้ยงเชื ้อ Potato 
dextrose broth (PDB), Nutrient broth (NB) และ Mineral salt medium (MSM) ศึกษาลำดับเบส
ของจีโนมของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 และวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนในกลุ่ม NRPS ที่
สังเคราะห์สารออกฤทธิยั์บย้ังเชื้อรา ด้วยวิธี Reverse-transcription quantitative real-time PCR (RT-
qPCR) ในการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเส้นใยของเชื้อรา P. oryzae, F. oxysporum และ C. fructicola และ
สปอร์ของเชื้อรา F. oxysporum และ C. fructicola พบว่าน้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB มีฤทธิ์
ยับยั้งเส้นใยและสปอร์เชื้อราทั้ง 3 ชนิดได้ดีที่สุด รองลงมาคือน้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM และ
น้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ต่ำที่สุด วิเคราะห์การจัดจำแนกแบคทีเรียโดยใช้ลำดับเบสของจีโนม
ในแบคทีเร ีย Bacillus sp. 1021 ที ่ม ีความยาว 3 ,753 ,774 คู ่ เบส ค่า GC content เท ่าก ับ 46.4 
เปอร ์ เซ ็นต ์  เม ื ่อว ิ เคราะห ์ค ่า Average nucleotide identity (ANI) และ ค ่า digital DNA–DNA 
hybridization (dDDH) มีความคล้ายคลึงกับแบคทีเร ีย Bacillus siamensis KCTC 13613T เท่ากับ 
99.1 เปอร์เซ็นต์ และ 92.3 เปอร์เซ็นต ์ตามลำดับ และมีสายสัมพันธ์จากการทำ phylogenomic tree ที่
คล้ายคลึงกับแบคทีเรีย B. siamensis KCTC 13613T ค้นหากลุ่มยีน NRPS ในลำดับเบสของจีโนม พบยีน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



ข 

 

fenC, dhbE และ srfAA วัดระดับการแสดงออกของยีนในกลุ่ม NRPS พบว่าน้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยง
เชื้อ PDB มีระดับการแสดงออกของยีน fenC สูงที่สุด จึงสรุปได้ว่ายีน fenC ซึ่งถูกควบคุมโดยยีน comA 
และ spo0A น่าจะเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ดังนั้นการวิเคราะห์ระดับการ
แสดงออกของยีนสามารถทำนายความเป็นไปได้ของสารออกฤทธิ์ที่คาดว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับการยับยั้งเชื้อ
ราก่อโรคพืชในเบื้องต้นได ้ 
 
คำสำคัญ: การแสดงออกของยีน จีโนม ยีน fenC สกุล Bacillus และ nonribosomal peptides 
synthetase 
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Abstract 
 

Pyricularia oryzae is the cause of rice blast disease which greatly damages rice 
production. A Previous study found Bacillus sp. 1021 had highly inhibition efficiency against 
P. oryzae. Partial gene sequences of non-ribosomal peptides synthetases (NRPSs) srfAA, 
fenC and dhbE were detected. The objective of this study was to examine the inhibition 
mechanism of strain 1021 against P. oryzae, Fusarium oxysporum and Colletotrichum 
fructicola. Cell-free supernatants (CF) obtained from the bacterial culture in potato 
dextrose broth (PDB), nutrient broth (NB) and mineral salt medium (MSM) were tested 
against the fungi. The genome of strain 1021 was sequenced and used for gene 
identification. NRPS gene expression was analyzed by reverse-transcription quantitative 
PCR (RT-qPCR). The result showed that CF from PDB medium had high inhibition efficiency 
against mycelia of the fungi. It inhibited spore germination of C. fructicola but not F. 
oxysporum. Strain 1021 genome was approximately 3.7 Mb long. The G+C content was 
46.4%. The analysis by average nucleotide identity (ANI) and digital DNA–DNA hybridization 
(dDDH) indicated a close relationship between strain 1021 and Bacillus siamensis 13613T 

at 99.1% and 92.3%, respectively. The phylogenomic tree also showed that both strains 
were closely related. srfAA, fenC and dhbE were identified in strain 1021 genome. fenC, 
which were controlled by comA and spo0A, was highly expressed in PDB culture. This 
suggested fenC was likely involved in the antagonistic activity of strain 1021 against the 
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fungi. This study demonstrated the possibility of gene expression analysis as a tool for 
elucidating the mechanism of antagonistic activities. 
 

Keywords: expression gene, genome, fenC, Bacillus and nonribosomal peptides 
synthetase  
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บทที่ 1  

บทนำ 
 

1.1 ความเป็นมาและความสำคญัของปัญหา  
 การใช้ยาฆ่าเช้ือราเป็นอันตรายต่อมนุษย์และทำให้ดินเกดิการปนเป้ือนส่งผลเสียต่อสิง่แวดล้อม
ดังนั้นการใช้จุลินทรีย์จึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจสำหรับการควบคุมโรคและยับยั้งเชื้อราที่ทำให้เกิดโรคใน
พืช งานวิจัยก่อนหน้าได้มีการศึกษาเกี่ยวกับการคัดเลือกแบคทีเรียจากต้นข้าว (Oryza sativa) ใชล้ำดับ
เบสบางส่วนของยีน 16S rRNA ในการจัดจำแนกเชื้อแบคทีเรีย และทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อราที่
ก่อให้เกิดโรคพืช พบว่าแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Pyricularia 
oryzae ที่กอ่ให้เกิดโรคใบไหม้ในข้าว (Rice Blast Disease) (Apimeteethamrong and 
Kittiwongwattana, 2019) แต่เมือ่ใช้วิธีการสกัดสารออกฤทธ์ิจากน้ำเลี้ยงเช้ือในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Nutrient broth (NB) มาทดสอบการยับยั้งเชือ้ราในอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar (PDA) พบว่า
ไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา จึงต้ังข้อสังเกตุได้ว่าอาหารเลี้ยงเชื้อน่าจะมีผลในการสร้างสารยับยั้งเชื้อรา ใน
งานวิจัยต่อมาจึงได้ทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อราในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB และ Potato 
dextrose broth (PDB) โดยใช้น้ำเลี้ยงเชื้อ พบว่าน้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB มีฤทธิ์ในการยบัยั้ง
เชื้อราได้ดีกว่าน้ำเลี้ยงเช้ือจากอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ได้ข้อสรุปว่าอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลต่อการสงัเคราะหส์าร
ยับยั้งเชื้อรา การวิเคราะห์ลำดับเบสความยาวประมาณ 1,400 คู่เบสของยีน 16S rRNA พบว่าแบคทีเรียที่
มีลำดับเบสใกล้เคียง คือ Bacillus siamensis KCTC13613T (Apimeteethamrong and 
Kittiwongwattana, 2021) การศึกษาในงานวิจัยอื่นๆแสดงให้เห็นว่าสารปฏิชีวนะที่มีผลในการยับยัง้เช้ือ
ราก่อโรคในพืชของแบคทีเรียในสกุล Bacillus spp. คือสารในกลุ่ม Nonribosomal peptides (NRPs) ซึ่ง
เป็นสารประเภท lipopeptide สังเคราะห์โดย Nonribosomal peptide synthetase (NRPS) ใน
งานวิจัยกอ่นหน้าที่ศึกษากลุ่มของยีน NRPS ในแบคทีเรยี Bacillus sp. 1021 พบว่ามียีน srfAA, fenC 
และ dhbF สามารถยืนยันได้ว่าเป็นกลุ่มของยีน NRPS และสามารถเพิ่มจำนวนช้ินส่วนของยีนจาก srfAA, 
fenC และ dhbF ที่เป็นส่วนนึงของการสังเคราะห์สาร surfactin, fengycin และ bacillibactin แต่เป็น
การตรวจสอบที่ใช้ลำดับเบสของยีนในกลุ่ม NRPS เพยีงแค่บางส่วน (Apimeteethamrong and 
Kittiwongwattana, 2021) งานวทิยานิพนธน์ี้มีจุดประสงค์เพื่อทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งเชื้อ
ราที่ก่อให้เกิดโรคพืชของน้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB, NB และ Mineral Salt Medium (MSM) 
ศึกษาจีโนมของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 เพื่อระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่มีลำดับเบสที่ใกล้เคียงกัน
ให้แน่ชัดมากกว่าการวิเคราะห์ด้วยลำดับเบสแค่บางส่วนของยีน 16S rRNA และวิเคราะหร์ะดับการ
แสดงออกของยีนในกลุ่ม NRPS ในอาหารเลี้ยงเช้ือทั้ง 3 ชนิด ของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 ด้วยวิธี 
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Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) เพื่อใช้ในการศึกษา
ระดับการแสดงออกของยีน NRPS ว่าให้ผลทีแ่ตกต่างกันหรือไม่ หรือสามารถระบุได้ถึงกลไกของยีนใน
กลุ่ม NRPS ทีม่ีบทบาทในการยับยั้งเชื้อราในทางอ้อมได้ 
 

1.2 วตัถุประสงค์ของงานวจิัย  
 1) เพื่อทดสอบฤทธิท์างชีวภาพในการยับยั้งเชื้อราก่อโรคพืช ของน้ำเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus 
sp. 1021 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ PDB, NB และ MSM 
 2) เพื่อศึกษาลำดับเบสจีโนมของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 
 3) เพื่อวัดระดับการแสดงออกของยีนในกลุ่ม NRPS ของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 ในอาหาร
เลี้ยงเช้ือ PDB, NB และ MSM โดยเทคนิค RT-qPCR 
 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย  
 ศึกษาฤทธิท์างชีวภาพการยับยั้งเชื้อรา P. oryzae, F. oxysporum และ C. fructicola ด้วยน้ำ

เลี้ยงเช้ือของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB, NB และ MSM ทดสอบ
โดยใช้วิธีการ Agar well และวิเคราะห์หายีนอ้างอิงที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB, NB และ MSM 
เพื่อใช้วัดค่าการแสดงออกของยีนในกลุ่ม NRPS ในแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 ด้วยวิธี RT-qPCR 

 

1.4 ประโยชน์ทีค่าดวา่จะไดร้ับ  
ทราบผลของอาหารเลี้ยงเช้ือ PDB, NB และ MSM ต่อการสร้างสารยับยั้งเชื้อราที่ก่อให้เกิดโรคพืช 

ผลการวิเคราะห์ลำดับเบสจีโนมทำให้ทราบถึงตำแหน่งและหน้าที่ของยีน รวมทั้งสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่
มีลำดับเบสใกล้เคียงกันกับแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 สามารถคัดเลอืกยีนอ้างอิงที่เหมาะสมที่มีคา่การ
แสดงออกที่คงที่ในอาหารเลี้ยงเช้ือ และสามารถวัดระดับการแสดงออกของกลุ่มยีน NRPS ในอาหารเลี้ยง
เชื้อทั้ง 3 ชนิดของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 โดยใช้วธิี RT-qPCR ได ้
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บทที่ 2  

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 แบคทีเรยีสกุล Bacillus  
 แบคทีเรียสกุล Bacillus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีความหลากหลายของแหล่งที่พบ ตัวอย่างเช่น 
พบในอากาศ (Frankland and Frankland, 1887) ในด ิน (Nagel and Andreesen, 1991) ในกาก
ตะกอนน้ำเสีย (Demharter and Hensel, 2007) รวมทั้งพบได้ในสิ่งมีชีวิต เช่น ปูเค็ม (Sumpavapol 
et al., 2010) และอื่นๆ แบคทีเรียในสกุลนี้มรีปูร่างลักษณะเป็นแท่งสามารถเจริญได้ทั้งที่มีอากาศ และไม่
มีอากาศ ในบางชนิดของสกุล Bacillus มีความสามารถเป็น Plant growth promoting Rhizobacteria 
(PGPR) ที ่ส ่งเสร ิมการเจร ิญเต ิบโตให้ก ับพืช แบคทีเร ียสกุล Bacillus สร ้างเอนโดสปอร ์ได้ ใน
สภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น ขาดสารอาหาร โดยเอนโดสปอร์ที่สร้างขึน้สามารถทนความร้อน ความ
แห้งแล้ง รังสี และยาปฏิชีวนะ (Christie and Setlow, 2020) ซึ่งเป็นคุณสมบัติในการมีชีวิตรอดของ
แบคทีเรีย นอกจากนี้แบคทีเรีย Bacillus spp. ถูกใช้ในทางการแพทย์ เภสัชกรรม การเกษตร และ
อุตสาหกรรม มีความสามารถในการผลิตเปปไทด์ที่เป็นยาปฏิชีวนะ (antibiotic peptides) สามารถยับย้ัง
เชื้อก่อโรคในพืชได้ โรคที่เกิดในมะเขือเทศ เช่น โรคเหี่ยวสาเหตุมาจากเชื้อรา Verticillium dahliae ถูก
ยับยั้งได้โดยแบคทีเรีย Bacillus sp. C2 (Dhouib et al., 2019) และโรคเน่าในผลมะเขือเทศสาเหตุเกิด
จากเชื้อรา Botrytis cinerea ถูกยับยั้งได้โดยแบคทีเรีย Bacillus subtilis V26 (Fekiab et al., 2016) 
โรคแอนแทรกโนสในพร ิกที่ เก ิดจากเช ื ้อราได ้หลายสายพ ันธ ุ ์ เช ่น  เช ื ้ อรา  Colletotrichum 
gloeosporioides OGC1 ซึ่งถูกยับยั้งได้โดยแบคทีเรีย  B. subtilis J1 (Ashwini and Srividya, 2014) 
และ แบคทีเรีย Bacillus sp. M10 ยับย้ังเชื้อรา Colletotrichum capsici  (Srikhong et al., 2018) โรค
เน่าในแอปเปิ้ลที่สาเหตุเกิดจากเชื้อรา Botryosphaeria dothidea ถูกยับยั้งได้โดยแบคทีเรีย B. subtilis 
9407 (Fan et al., 2017) และโรคใบจุดในมะม่วงสาเหตุเกิดจากเชื้อรา Pestalotiopsis mangiferae, 
Botryodiplodia theobromae และ Macrophoma mangiferae ถูกยับยั้งได้โดยแบคทีเรีย B. subtilis 
NCIB 3610 (Okigbo and Osuinde, 2003) ดังนั้นแบคทีเรีย Bacillus spp. นิยมใช้เป็น biocontrol ใน
การควบคุมโรคพืช (Fira et al., 2018) เป็นทางเลือกที่ไม่เป็นอันตรายกับมนุษย์และสิ่งแวดล้อมแทนการ
ใช้สารเคมีกำจัดศัตรูพืชในด้านการเกษตร 
 

2.1.1 Bacillus sp. 1021 
  แบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 เป็นแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากพื้นผิวของรากของต้นข้าวที่ปลูกใน
แปลงนาอินทรีย์ มีล ักษณะติดสีแกรมบวก รูปร่างท่อน โคโลนีมีส ีครีมขาวและพื ้นผิวเป็นเมือก 
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(Aphimeteetamrong, 2017) เมื่อนำไปจัดจำแนกลำดับเบสของแบคทีเรียโดยใช้ยีน 16S rRNA ในการ
ทำ pairwise alignment ด้วย EzBioCloud พบว่าจากการใช้ยีน 16S rRNA มีค่าความคล้ายคลึงกันกับ
แบคทีเรีย Bacillus siamensis KCTC13613T เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ และทำ multiple alignment 
มาใช้สร ้าง phylogenetic tree จากลำดับเบสของยีน 16S rRNA ด ้วยโปรแกรม MEGA7 เพื ่อดู
ความสัมพันธ์ของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 กับแบคทีเรียสายพันธุ์ที่มีลำดับเบสของยีน 16S rRNA ที่
ใกล้เคียงกัน พบว่าแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 มีสายสัมพันธ์ที่ใกล้เคียงกันกับแบคทีเรีย Bacillus 
siamensis KCTC13613T, Bacillus amyloliquefaciens DSM7T และ Bacillus velezensis CR-502T 
ที่มีค่าน่าเชื่อถือของการจัดกลุ่มเท่ากับ 63 เปอร์เซ็นต์ (Aphimeteetamrong and Kittiwongwattana, 
2021) นอกจากนี้แบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา P. oryzae ที่ก่อโรค
ในข้าว (Aphimeteetamrong and Kittiwongwattana, 2019) ซึ ่งคาดว่าน่าจะเป็นผลมาจากการ
สังเคราะห์สารในกลุ่ม NRP ที่เป็นสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราได้ (Felnagle et al., 2011) โดยวิเคราะห์การมี
อยู่ของกลุ่มยีน NRPS ในแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 จากการใช้ลำดับเบสของจีโนมของแบคทีเรียที่
คาดว่าน่าจะพบกลุ่มของยีน NRPS ของแบคทีเรีย B.  siamensis SCSIO 05746, B. amyloliquefaciens 
DSM7T และ B. velezensis FZB42 ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล วิเคราะห์หากลุ่มของยีนที่เกี ่ยวข้องกับการ
ส ั ง เ ค ร าะห ์ ส า ร  surfactin (srfAA), fengycin (fenC) และ  bacillibactin (dhbf) ด ้ ว ย โปรแกรม 
antiSMASH พบว่ามีค่าความคล้ายคลึงกันของยีนที่สร้างสาร surfactin, fengycin และ bacillibactin ใน
จีโนมของแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดสูงถึง 82 – 100 เปอร์เซ็นต์ เมื่อตรวจสอบการมีอยู่ของยีนในกลุ่ม NRPS 
ในแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 ด้วยวิธีการทำ PCR พบว่ามียีน srfAA, fenC  และdhbF  ที่มีขนาด
ประมาณ 1000 คู่เบส และวิเคราะห์ค่าความคล้ายคลึงกันของลำดับของกลุ่มยีน NRPS จากการใช้ลำดับ
เบสของกลุ่มยีน NRPS วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม blastx พบว่าลำดับเบสของยีน srfAA, fenC  และdhbF  
ที ่พบใน Bacillus sp. 1021 มีค่าความคล้ายคลึงกันกับลำดับเบสของกลุ ่มยีน NRPS ที ่พบใน B. 
siamensis อย ู ่ท ี ่  98 .40 เปอร ์ เซ ็นต์ , 100 เปอร ์ เซ ็นต ์  และ 98.47  เปอร ์ เซ ็นต ์  ตามลำดับ 
(Aphimeteetamrong and Kittiwongwattana, 2021) จากการตรวจสอบการมีอยู ่ของยีนในกลุ่ม 
NRPS ในงานวิจัยข้างต้น แสดงให้เห็นว่าเป็นยีนที่เกี่ยวข้องในการสร้างสารในกลุ่ม NRPs ที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
เชื้อก่อโรค 
 

2.2 การควบคุมโรคพืช 
 แบคทีเรียในสกุล Bacillus มักใช้เป็น biocontrol ในการควบคุมโรคพืชซึ่งเป็นวิธีที่เป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดล้อมสามารถป้องกันไม่ให้พืชเกิดโรคได้ แต่จะมีประสิทธิภาพในการควบคุมการเกิดโรคพืชน้อยกว่า
การใช้สารกำจัดศัตรูพืชหรือสารกำจัดเชื้อราซึ่งเป็นวิธีที่ง่ายแต่มีความอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม พืช และ
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มนุษย์ และมักจะมีสารเคมีตกค้างในดินสูง การเลือกใช้จุลินทรีย์ในธรรมชาติที่สังเคราะห์สารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพมาใช้ในการควบคุมเชื้อที่ก่อให้เกิดโรคกับพืชเรียกวิธีการนี้ว่า biocontrol เป็นการใช้จุลินทรีย์มา
ยับยั้งหรือเข้าทำลายเชื้อที่ก่อโรคในพืช ไม่ให้พืชเกิดโรค โดยกลไกในการยับยั้งเชื้อก่อโรคแบ่งออกเป็น 2 
รูปแบบ (Köhl et al., 2019) ได้แก่ กลไกการยับยั้งเชื้อราก่อโรคในทางตรง เช่น Hyperparasitism เป็น
ความสัมพันธ์ระหว่างสิ่งมีชีวิต 2 ชนิดโดยที่สิ่งมีชีวิตนึงสามารถเจริญเติบโตได้จากการใช้สารอาหารจาก
สิ่งมีชีวิตนึง และไม่ทำให้สิ่งมีชีวิตที่เป็นเจ้าบ้านตาย เรียกว่ า ปรสิต ตัวอย่างเช่น เชื้อรา Trichoderma 
harzianum เป็นปรสิตอยู่ในเชื้อรา Rhizoctonia solani ที่ก่อให้เกิดโรคฝักข้าวไหม้ (Thornton and 
Gilligan, 1999) และการสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่ผลิตโดยจุลินทรีย์ เป็นวิธีที ่ใช้ควบคุมทาง
ชีวภาพที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด พบได้ในแบคทีเรียหลายสกุล ตัวอย่างในแบคทีเรียสกุล B. subtilis. 
สามารถสังเคราะห์สารประเภท lipopeptide เช ่น surfactin (Bonmatin et al., 2003) และ B. 
amyloliquefaciens FZB42T สามารถสร้างสารในกลุ ่ม NRP ได้แก่ surfactin, bacillomycin และ 
fengycin (Grosch et al., 2001) กลไกการยับยั ้งเชื ้อราก่อโรคในทางอ้อม เช่น  การแข่งขันการ
เจริญเติบโตของเชื้อที่เป็น Biocontrol โดยเชื้อที่ก่อให้เกิดโรคพืชจะเข้าไปบุกรุกและแย่งสารอาหารจาก
พืช ทำให้พืชเกิดโรคหรือตาย เช่น การที่ผลไม้เกิดแผล ในบริเวณนั้นจะเกิดการบุกรุกของเชื้อก่อโรคได้
โดยใช้สารอาหารบริเวณส่วนนั้นในการเจริญเติบโต และเชื้อแบคทีเรียอื่นๆ รวมทั้งแบคทีเรียที่ไม่ก่อโรคก็
สามารถเจริญเติบโตได้โดยเข้าไปแย่งอาหารกับเชื้อก่อโรค ดังนั้นการแข่งขันการเจริญเติบโตของเชื้อที่ไม่
ก่อโรคสามารถใช้เป็นทางเลือกที่มีศักยภาพในการควบคุมโรค นอกจากนี้แบคทีเรียบางสายพันธุ์สามารถ
กระตุ้นให้พืชมคีวามต้านทานต่อเชื้อโรค และยังสามารถเพ่ิมธาตุอาหารและส่งเสริมการเจริญเติบโตให้พืช
ได้อีกด้วย (ธนากร, 2557) การใช้จุลินทรีย์ควบคุมโรคพืชมีได้ทั้งการใช้เชื้อรา  Trichoderma spp. มา
ควบคุมโรคพืชและผลิตเป็นปุ๋ยชีวภาพ เป็นเชื้อราที่ได้รับการศึกษามากที่สุด (Harman, 2000; Harman 
et al., 2004) และเชื้อราที่พบในดินบางสายพันธ์ุสามารถก่อให้เกิดโรคในพืชได้เช่น โรครากเน่า แต่ในบาง
สายพันธุ์ไม่ก่อให้เกิดโรคในพืช และสามารถใช้เป็นตัวควบคุมโรคพืช ได้เช่น Fusarium oxysporum 
ควบคุมโรคพืชได้โดยการที่เชื้อราเข้าไปแย่งสารอาหารในดินทำให้ลดการเกิดโรคเน่าในต้นกล้วย และ
สามารถกระตุ้นความต้านทานของพืชได้ (Nel et al., 2006) การใช้จุลินทรีย์ประเภทแบคทีเรียในสกุล 
Pseudomonas ท ี ่ พ บ ใ น ด ิ น ส า ม า ร ถ ส ั ง เ ค ร า ะ ห ์ ส า ร ต ้ า น เ ช ื ้ อ ร า ที่ ป ร ะ ก อ บ ด ้ ว ย  2 ,4 -
diacetylphloroglucinol, phenazine-1-carboxylic acid และ pyrrolnitrin [3-chloro-4-(2′-nitro -
3′-chlorophenyl) -pyrrole] มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา Pythium ultimum ที่ก่อให้เกิดโรคโคนเน่าใน
ต้นบีทรูต (Mavrodi et al., 2011), Fusarium sambucinum ที ่ก่อให้เกิดโรครากเน่าแห้งในมันฝรั่ง 
(Burkhead et al., 1995) และเชื ้อรา Ralstonia solanacearum ที ่ทำให้เกิดโรคเน่าในมะเขือเทศ 
(Ligon et al., 2000) และมีงานวิจัยเกี่ยวกับแบคทีเรีย B. subtilis Y-1 มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา F. oxysporum 
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สูงถึง 64.90 เปอร์เซ็นต์ ลดการติดเชื้อ F. oxysporum ในผลของแอปเปิ้ลได้อย่างมีประสิทธิภาพ และ
สามารถกระตุ้นให้เกิดความต้านทานในต้นกล้าแอปเปิ้ลได้ (Ju et al., 2014) การวิเคราะห์ด้วยวิธีเทคนิค
ทางโมเลกุลพบว่าแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคพืช มักจะพบยีนที่ใช้ในการสังเคราะห์สารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพในจีโนมของแบคทีเรีย เห็นได้จากการศึกษา B. siamensis JFL15 วิเคราะห์ลำดับเบสด้วย
วิธีการ PCR พบว่าในจีโนมของแบคทีเรียมียีน srfAD (สังเคราะห์สาร surfactin), fenB  (สังเคราะห์สาร 
fengycin), ituA,C  (สังเคราะห์สาร iturin) และ bmyD  (สังเคราะห์สาร bacillomycin) เป็นสาร
ประเภท cyclic lipopeptides ที่มีฤทธิ์ในการต้านทานเชื้อแบคทีเรียได้หลายชนิด ได้แก่ Escherichia 
coli, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila แ ล ะ  Vibrio ( Xu et al., 2 0 1 8 a) 
นอกจากนี้สารประเภท cyclic lipopeptides ที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อราและต้านเชื้อแบคทีเรียสามารถพบใน
แบคทีเรียในสกุล Bacillus (Felnagle et al., 2011) ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่ทำให้แบคทีเรียในกลุ่มนี้มีความ
น่าสนใจใช้เป็น biocontrol ในการควบคุมเชื้อก่อโรคในพืช  
 

2.2.1 Pyricularia oryzae  
  สกุล Pyricularia ตั้งชื่อตามรูปร่างของ conidia มีลักษณะคล้ายลูกแพร ์สามารถ
จัดลำดับอนุกรมวิธานของเชื้อราดังนี ้(Saccardo, 1880) 
Kingdom: Fungi 

Division: Ascomycota 
Subdivision: Pezizomycotina 

Class: Sordariomycetes 
Subclass: Sordariomycetidae 

Order: Magnaporthales 
Family: Magnaporthaceae 

Genus: Pyricularia 
     Species: Pyricularia oryzae (Magnaporthe oryzae) 

ลักษณะเป็นเส้นใยสีขาว ส่วนสปอร์มีรูปร่างไม่แน่นอนเป็น pyriform หรือ obclavate ไม่มีสี
บริเวณปลายของสปอร์มีลักษณะแหลม (Ou, 1973) จะมีการบุกรุกของเชื้อรา (รูปที่ 2.1) ที่สามารถทำให้
เกิดโรคได้ เกิดจากเชื้อรา P. oryzae บริเวณปลายของเส้นใยในอากาศมีส่วนที่เรียกว่า conidiophores 
ที่ทำหน้าที่ชูสปอร์ บริเวณส่วนปลายของ conidiophores จะมี conidia เมื่อสปอร์เกิดการหลุดออกมา
ไปตกที่บริเวณผิวของเนื้อเยื ่อเกิดการยึดเกาะบนผิวเนื ่องจากส่วนปลายของสปอร์ประกอบไปด้วย
สารประกอบในกลุ่มคาร์โบไฮเดรตที่มีน้ำตาลแมนโนสเป็นส่วนประกอบและไกลโคโปรตีน (Hamer et al., 
1988) เกาะเป็นเมือกที่มีลักษณะเหนียว เมื่อเกิดการยึดเกาะสปอร์จะเกิดการงอกเป็นเส้นใย และสร้าง 
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appressorium ที่ทำหน้าที่เจาะเข้าไปในเนื้อเยื่อของเซลล์ โดยเส้นใยที่เจริญภายในเนื้อเยื่อจะทำให้มี
ลักษณะเป็นรอยโรคเกิดขึ้น เมื่อเส้นใยผ่านรูที่เรียกว่า pit field เข้าไปในเซลล์ถัดไป บริเวณส่วนของ
ปลายเส้นใยจะมีหน้าที่ในการหลั่งโปรตีนเข้าสู่ไซโทพลาสซึมของเซลล์เจ้าบ้าน จากนัน้เชื้อราจะมีการสร้าง
สปอร์ขึ้นจาก conidiophore และปล่อยสปอร์ทางอากาศ (Ebbole, 2007) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที ่2.1 วงจรการบุกรุกของเชื้อรา P. oryzae (ทีม่า: Ebbole, 2007) 
 

2.2.2 Fusarium sp. 
  จัดลำดับอนุกรมวิธานดังนี้   (Snyder and Hansen, 1940) 
Kingdom: Fungi 

Division: Ascomycota 
Class: Sordariomycetes 

Order: Hypocreales 
Family: Nectriaceae 

Genus: Fusarium sp. 
เส้นใยของเชื้อรามีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วในสภาวะและอุณภูมิที่เหมาะสม สามารถสร้าง

สปอร์ได้ทั้งแบบอาศัยเพศและไม่อาศัยเพศ  ส่วนใหญ่จะพบเชื้อรา Fusarium sp. ในดินสามารถผลิต
สารพิษได้ (Desjardins and Proctor, 2007) เชื้อรา F. oxysporum f. sp. cumini สามารถก่อให้เกิด
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โรคในพืชทำให้รากและลำต้นเน่า อาการของโรคแรกเริ่มเห็นได้จากใบจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองและร่วงหล่น 
เก ิดจากการต ิดเช ื ้อท ี ่บร ิ เวณรากล ุกลามข ึ ้นไปทำให ้ใบและดอกเห ี ่ยวเฉา  (Gajera, 2016) F. 
graminearum สามารถสร้างสารพิษ deoxynivalenol (DON) ที่ทำให้เกิดโรคใบไหม้ในข้าวสาลีและโรค

เน่าในข้าวโพด (Breunig and Chilvers, 2021) F. oxysporum f. sp. lycopersici ก่อโรคในมะเขือเทศ 

ทำให้ผลมะเขือเทศเหี่ยว (Larkin and Fravel, 1998) F. oxysporum f. sp. cepae เป็นเชื้อราที่ทำให้
เกิดโรครากและโคนเน่าในหัวหอม (Esfahani, 2018) และเชื้อราในสกุล Fusarium สามารถเกิดการติด
เชื้อในข้าวโพดเลี้ยงสัตว์และธัญพืชเมล็ดเล็ก (Oldenburg et al., 2017) นอกจากนี้สารพิษที่เชื้อสร้างขึ้น
สามารถก่อให้เกิดโรคในพืชและเกิดการปนเปื้อนในผลผลิต ซึ่งอาจทำให้เป็นอันตรายต่อพืช สัตว์ และ
มนุษยไ์ด ้(Abbas et al., 2013) 

 

2.2.3 Colletotrichum sp. 
จัดหมวดหมู่ตามลำดับอนุกรมวิธานดังนี้ (Sutton, 1992) 

Kingdom: Fungi 
Phylum: Ascomycota 
       Subphylum: Pezizomycotina 
              Class: Sordariomycetes 
                    Subclass: Hypocreomycetidae 
                        Family: Glomerellaceae 
                            Genus: Colletotrichum sp. 
ลักษณะของสปอร์มีความแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของเชื้อรา เชื้อราในสกุลนี้สามารถก่อให้เกิด

โรคในพืชทำให้พืชได้รับความเสียหายและเป็นสาเหตุของโรคแอนแทรกโนส อาการของโรคแอนแทรคโนส
ในใบจะมีลักษณะเป็นจุดสีดำหรือสีน้ำตาลเข้ม และในผลจะทำให้เกิดอาการเน่า เชื้อรา Colletotrichum 
capsica  สปอร์มีลักษณะเป็นรูปคล้ายพระจันทร์เสี้ยวก่อให้เกิดโรคแอนแทรคโนสในพริก (Rahman et 
al., 2011) C. gloeosporioides สปอร์มีลักษณะเป็นรูปท่อนสั้นปลายกลมมน ก่อให้เกิดโรคแอนแทรก
โ น ส ใ น ม ะ ล ะ ก อ  (Dissanayake et al., 2019) แ ล ะ ใ น ม ะ ม ่ ว ง  (Kamle and Kumar, 2016) 
Colletotrichum fructicola มีลักษณะสปอร์เป็นรูปท่อนสั้นปลายกลมมน ก่อให้เกิดโรคแอนแทรกโนส

ในพริก (Sharma and Shenoy, 2013) 
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2.3 Nonribosomal peptide synthetases (NRPSs) 
  Nonribosomal peptides (NRPs) คือ สารทุติยภูมิที่เป็นคุณสมบัติหลักที่ทำให้แบคทีเรียใน
สกุล Bacillus มีความสามารถในการใช้เป็น biocontrol มีโครงสร้างเป็นวงหรือสายยาว มีความสำคัญ
ทางด้านชีววิทยาสามารถใช้เป็นสารตั้งต้นของการผลิตยาปฏิชีวนะ สารพิษ รวมทั้งเป็นสารออกฤทธิ์ทาง
ช ีวภาพ (Caboche et al., 2008) สารในกล ุ ่ม  NRPs ส ัง เคราะห ์ โดย Nonribosomal peptides 
synthetases (NRPSs) (Stein, 2005; Finking and Marahiel, 2004) มีลักษณะเป็นโมดูลที่มีการทำงาน
แยกกัน แต่ละโมดูลประกอบไปด้วย 3 โดเมน  คือ Adenylation (A), Thiolation (T) หรือ Peptidyl 
Carrier Protein (PCP) และ Condensation (C) ในการทำงานของโมดูลแรกประกอบไปด้วย โดเมน A 
และโดเมน PCP เริ่มต้นที่โดเมน A จะกระตุ้นกรดอะมิโนอิสระที่ใช้เป็นสารตั้งต้น ให้เป็นสารตัวกลาง 
aminoacyl-AMP ด้วย ATP ซึ่งสารตัวกลางที่ได้จะเข้าไปจับกับ 4′-phosphopantetheine (PPT) ที่ติด
อยู่กับโดเมน PCP (รูปที่ 2.2) 
 

รูปที ่2.2 ปฏิกิริยาที่โดเมน A กระตุ้นกรดอะมิโนที่เป็นสารต้ังต้น 
 
 

ต่อมาการทำงานของโมดูลตัวที่สอง ประกอบไปด้วยโดเมน A, โดเมน PCP และโดเมน C โดยจะ
มีลักษณะการทำงานที่คล้ายกับโมดูลตัวแรก ที่กระตุ้นกรดอะมิโนเพื่อให้ได้สารตัวกลาง และมาจับอยู่ที่
โดเมน PCP จากนั้นโดเมน C จะเชื่อมระหว่างกรดอะมิโนที่ได้จากโมดูลตัวที่หนึ่ง และโมดูลตัวที่สองด้วย
พันธะเปปไทด์ ผลที่ได้จากการทำงานจะอยู่ในรูปของกรดอะมิโน 2 ตัวเชื่อมอยู่กับโดเมน PCP (รูปที่ 2.3) 
การทำงานของโมดูลตัวถัดไปจะทำงานในลักษณะที่เหมือนกันกับโมดูลตัวที่สองอย่างต่อเนื่อง  

 

รูปที ่2.3 ปฏิกิริยาที่เช่ือมระหว่างกรดอะมิโนด้วยพันธะเปปไทด์ของโดเมน C 
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จนถึงโมดูลตัวสุดท้ายที่ประกอบไปด้วย โดเมน A, โดเมน PCP, โดเมน C และเปปไทด์สายยาวที่
เชื่อมอยู่กับโดเมน PCP เมื่อได้กรดอะมิโนที่ต่อกันเป็นเปปไทด์สายยาว โดเมน Thioesterase (TE) จะ
เข้าไปเชื่อมต่อกับโดเมน PCP ในลักษณะเช่นเดียวกันกับโมดูลตัวที่สอง จะเกิดการแยกระหว่างสายเปป
ไทด์และโดเมน PCP ออกจากกัน (รูปที่ 2.4) ด้วยการ hydrolyses ได้เปปไทด์ที่มีลักษณะเป็นเส้นตรง 
หรือ การ cyclisation ที่มีลักษณะเป็นวง (Miller and Gulick., 2016) 

 

 

รูปที ่2.4 ผลิตภัณฑ์สุดท้ายจะถูกปล่อยโดยโดเมน TE 
 

ประเภทของสาร NRPs ที่มีการเชื ่อมต่อกันของกรดอะมิโนและกรดไขมันเป็นสารประเภท 
lipopeptide (Ongena and Jacques, 2005) ตัวอย่างเช่น surfactin, iturin และ fengycin จะมีความ
ยาวของสาย ชนิดของกรดไขมัน และชนิดของกรดอะมิโนที่แตกต่างกัน surfactin เป็น heptapeptide 
เชื่อมต่อกับกรดไขมัน β-hydroxyl (C12 - C16) fengycin เป็น decapeptides เชื่อมต่อกับกรดไขมัน 
β-hydroxyl (C 14 - C18) และ bacillomycin D เป็นสารอยู่ในกลุ่ม iturin เชื่อมต่อกับกรดไขมัน β-
hydroxyl (C14 - C17) (รูปที่ 2.5) ดังนั้นสาร NRPs 3 ชนิดนี้มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อราที่ก่อให้เกิดโรคพืช
หรือทำให้พืชมีความต้านทานต่อเช้ือโรคได้ (Chowdhury et al., 2015) 

แบคทีเรียในสกุล Bacillus ส่วนใหญ่ผลิตสารประเภท lipopeptide ซึ่งสาร surfactin พบใน
กลุ่มแบคทีเรียหลายชนิดเช่น Bacillus coagulans (Huszcza and Burczyk, 2006) Bacillus pumilus 
และ Bacillus licheniformis (Peypoux et al., 1999) สาร Iturin เป็นสารออกฤทธิ์ที่พบในแบคทีเรีย
ได้ เช่น B. subtilis. (Bonmatin et al., 2003) และ B. amyloliquefaciens (Koumoutsi et al., 2004) 
และสาร Fengycin ก็เป็นสารที่พบมากในแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus ตัวอย่างเช่น B. subtilis (Jacques et 
al., 1999 )  แ ละ  B. amyloliquefaciens (Koumoutsi et al., 2004 )  ใ น  B. amyloliquefaciens 
FZB42T สามารถสร้างสารในกลุ่ม NRP ได้แก่ surfactin, bacillomycin และ fengycin ซึ่งสารในกลุ่มนี้
สามารถยับยั้งเชื้อราได้หลายชนิด เช่น เชื้อรา F. oxysporum ที่ก่อให้เกิดโรคในมะเขือเทศ (Grosch et 
al., 2001) และกระตุ้นให้พืชมีความต้านทานต่อเชื้อโรค (Induced Systemic Resistance) (Farace et 
al., 2015; Fira et al., 2018) B. subtilis DFH08 สามารถสร้างสาร fengycin ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ
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รา F. graminearum ที่ก่อให้เกิดโรคในข้าวสาลี (Ramarathnam et al., 2007) แสดงให้เห็นว่าสารใน
กลุ่ม NRPs มักจะพบในแบคทีเรียในสกุล Bacillus ที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคได้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่2.5 โครงสร้างของ surfactin iturin และ fengycin (ที่มา: Mongkolthanaruk, 2012) 
 

2.4 การแสดงออกของยนี 
สิ่งมีชีวิตที่เจริญเติบโตในสภาวะแวดล้อมที่ต่างกันจะทำให้มีการแสดงออกของยีนที่แตกต่างกันได้

(Lobo, 2008) โดยยีนที ่มีการแสดงออกตลอดเวลาเรียกว่า housekeeping เป็นยีนที ่เกี ่ยวข้องกับ
กระบวนการพ้ืนฐานของเซลล์ มักใช้เป็นยีนควบคุมสำหรับการวัดระดับการแสดงออกของยีนอื่นๆ (Wong 
and Medrano, 2005)  ตัวอย่างงานวิจัยที่ใช้ยีน housekeeping โดยการตรวจสอบและคัดเลือกยีน
อ้างอิงที่เหมาะสม เพื่อใช้ในการทำให้เป็นมาตรฐานในเทคนิค  real-time PCR (Dheda  et al., 2004) 
สิ่งสำคัญที่ควรคำนึงถึงในการคัดเลือกใช้ยีนอ้างอิงในการวิเคราะห์คือ สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์ และ
ชนิดของแบคทีเรีย เนื่องจากไม่มียีนอ้างอิงที่สามารถแสดงออกได้อย่างคงที่ในทุกสภาวะและทุกชนิดของ
แบคทีเรีย จึงจำเป็นต้องมีการวิเคราะห์ยีนอ้างอิงที่เหมาะสมที่มีการแสดงออกที่คงที่ในสภาวะและชนิด
ของแบคทีเรียที ่ต้องการทดสอบ โปรแกรมที่ใช้การวิเคราะห์ยีนอ้างอิงที ่เหมาะสม เช่น  โปรแกรม 
geNorm วิเคราะห์ยีนอ้างอิงที่เหมาะสมจากค่า M โดยยีนอ้างอิงที่มีค่าความเสถียรต่ำจะมีค่า M ที่สูง 
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(Vandesompele et al., 2002), โปรแกรม NormFinder วิเคราะห์จากค่า Cq ที่แทนในสมการเส้นตรง
ของกราฟมาตรฐาน โดยยีนอ้างอิงที่เหมาะสมจะมีค่าความเสถียรต่ำ (Andersen et al., 2004) และ 
Bestkeeper วิเคราะห์ยีนอ้างอิงที่เหมาะสม โดยพิจารณาจากค่า SD ของค่า Cq ควรมีค่าใกล้เคียง 1 
(Michael et al., 2004) ในงานว ิจ ัยท ี ่ศ ึกษาการค ัดเล ือกย ีนอ ้างอ ิง โดยเพาะเล ี ้ยงแบคทีเรีย  
Pseudomonas brassicacearum GS20 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-Broth วิเคราะห์การแสดงออกของ
ย ีนอ ้างอ ิ ง  recA, gyrA, proC, rpoD, gmk, rho, 16S, ftsz  และ secA ด ้วยโปรแกรม GeNorm, 
NormFinder และ BestKeeper ทดสอบในสภาวะที่แตกต่างกันซึ่งจะพิจารณาจากค่าความเสถียรที่ต่ำ
จะบ่งบอกได้ว่ายีนมีการแสดงออกที่คงที่ เช่น ในสภาพของช่วงระยะเวลาการเจริญเติบโต โดยการเก็บ
เซลล์แบคทีเรียในช่วงระยะเวลาที่ 6 ชั่วโมง , 12 ชั่วโมง และ 36 ชั่วโมง พบว่ายีนอ้างอิงที่มีระดับการ
แสดงออกคงที่มากที่สุดคือยีน rho, ในสภาพการของค่าความเป็นกรด-ด่าง โดยการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 
24 ชั่วโมงในค่าความเป็นกรด-ด่างที่ 5.0, 7.0 และ 9.0 พบว่ายีนอ้างอิงที่มีระดับการแสดงออกคงที่ของ
ค่าความเป็นกรด-ด่างคือยีน ftsz และในสภาพการเพาะเลี้ยงที่มีอุณหภูมิแตกต่างกัน โดยเพาะเลี้ยง
แบคทีเรียในอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส, 30 องศาเซลเซียส และ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
พบว่ายีนที่มีระดับการแสดงออกที่คงที่ คือ ยีน gmk  (Bai et al., 2020) แสดงให้เห็นว่าสภาวะการ
เพาะเลี้ยงเชื้อที่แตกต่างกันเป็นผลทำให้มีระดับการแสดงออกของยีนอ้างอิงแต่ละตัวไม่เท่ากัน  และ
งานวิจัยการคัดเลือกใช้ยีนอ้างอิงในแบคทีเรียที่มีลำดับเบสของยีน 16S rRNA ที่ใกล้เคียงกันระหว่าง
แบคทีเรีย B. cereus และ B. thuringiensis (Ehling-Schulz et al., 2019) ด้วยโปรแกรม Normfinder 
แบคทีเรีย B. cereus ATCC 14579 ยีนอ้างอิงที ่เหมาะสม คือ gatB_Yqey มีค่าความเสถียรต่ำอยู ่ที่ 
0.422 และ B. thuringiensis subsp. Konkukian 97-27 ยีนอ้างอิงที่เหมาะสมคือยีน rpsU  มีค่าความ
เสถียรอยู่ที่ 0.323 (Reiter et al., 2011) สรุปว่าแบคทีเรียที่มีลำดับเบสใกล้เคียงกันไม่สามารถใช้ยีน
อ้างอิงตัวเดียวกันได้ แสดงให้เห็นว่ายีนอ้างอิงเพียงหนึ่งตัวไม่สามารถแสดงออกได้อย่างคงที่ในทุกๆ
สภาวะ และไม่สามารถใช้ยีนอ้างอิงร่วมกันได้ในแบคทีเรียที่มีลำดับเบสที่ใกล้เคียงกัน เมื่อได้ยีนอ้างอิงที่
เหมาะสมใช้เป็น normalization วัดระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมายด้วยเทคนิค Reverse 
transcriptase-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) เป็นเทคนิคมีประสิทธิภาพและ
รวดเร็วในการตรวจหาปริมาณของการแสดงออกของยีน มีค่าความไวสูง และค่าความเสถียรสูง (Wong 
and Medrano, 2005) จากนั้นคำนวณค่าระดับการแสดงออกระหว่างค่า Cq ของยีนเป้าหมายและค่า Cq 
ของยีนอ้างอิง จากการเปรียบเทียบค่า Cq จากสูตร (Schmittgen and Livak, 2008) 
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ค่าการแสดงออกของยีน =  2-∆∆Cq 

  ∆Cq = ค่า Cq ของยีนเป้าหมาย - ค่า Cq ของยีนอ้างอิง 
 ∆∆Cq = ค่า ∆Cq ของกลุ่มทดสอบ - ค่า ∆Cq ของกลุ่มควบคุม 

 
เมื่อยีนมรีะดับการแสดงออกที่ไม่เท่ากันทำให้การสังเคราะห์สารที่ได้ออกมาไม่เท่ากัน ในงานวิจัย

เพาะเลี้ยง B. subtilis ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบไปด้วยธาตุอาหารที่แตกต่างกัน เพื่อวัดระดับการ
แสดงออกของยีนที่สร้างสาร fengycin และ surfactin พบว่าเพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ประกอบไปด้วยยูเรียร่วมกับแอมโมเนียและน้ำตาลแมนนิทอลจะมี ระดับการแสดงออกของยีนที่
สังเคราะห์สาร fengycin ที่สูงมากกว่ายีนที่สังเคราะห์สาร surfactin ส่งผลทำให้มีปริมาณของสาร 
fengycin สูงถึง 768 มิลลิกรัมต่อลิตร สรุปได้ว่าระดับการแสดงออกของยีนที่เพิ่มมากขึ้น ส่งผลทำให้มี
ปริมาณของสาร fengycin ที ่สูงขึ ้น (Yaseen et al., 2017) นอกจากนี้มียีนที ่เป็นตัวควบคุมในการ
แสดงออกของยีนที่สร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ทดสอบโดยการลบยีน degQ ในแบคทีเรีย B. subtilis 
NCD-2 พบว่าสาร fengycin ที่แบคทีเรียสร้างขึ้นมีฤทธิ์ในการต้านเช้ือรา Botrytis cinerea ก่อให้เกิดโรค
ราสีเทาในมะเขือเทศลดลง แสดงให้เห็นว่ายีน degQ เป็นตัวควบคุมเชิงบวกของระดับการแสดงออกของ
ยีนที่สร้างสาร fengycin (Wang et al., 2015) ในแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens fmbJ พบว่ายีน 

codY เป็นยีนที่ควบคุมการแสดงออกของยีนที่สังเคราะห์สาร bacillomycin D เมื่อทดสอบโดยการลบ
ยีน codY  ทำให้มีการผลิตของสาร bacillomycin D เพิ ่มขึ ้น (Sun et al., 2020) และในการศึกษา
รูปแบบเดียวกันในแบคทีเรีย B. subtilis BSB1 พบว่าการลบยีน codY  ก็มีผลทำให้มีการผลิตสาร 
surfactin เพิ ่มมากขึ ้น (Dhali et al., 2017) สรุปได้ว ่ายีน codY เป็นยีนควบคุมเชิงลบระดับการ
แสดงออกของยีนที่สังเคราะห์สาร surfactin และ bacillomycin D  
 

2.5 Reverse transcription quantitative real-time PCR (RT-qPCR) 
 เทคนิค RT-qPCR เป็นวิธีที่ใช้ในการวัดระดับการแสดงออกของยีน ประกอบด้วย 2 ปฏิกิริยา คือ 
Reverse transcription ที่ใช้เอนไซม์ reverse-transcriptase เปลี่ยน mRNA เป็น complementary 
DNA (cDNA) และปฏิกิริยา PCR ที่เพิ่มปริมาณ DNA โดยใช้ cDNA เป็นแม่แบบ ปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อ
ความแม่นยำของการใช้ RT-qPCR เพื ่อตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน คือ ความบริสุทธิ์ของ 
mRNA ดังนั้นจึงจำเป็นต้องมีการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ mRNA ได้โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
260/280 นาโนเมตร และ 260/230 เพื่อตรวจสอบการปนเปื้อนของโปรตีน และสารอินทรีย์ (Adams, 
2020) เทคนิค RT-qPCR จะใช้หลักการเดียวเช่นกันกับเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ที่
เป็นวิธีที่ใช้สำหรับการเพิ่มปริมาณของ DNA โดยการใช้เอนไซม์ DNA polymerase ในการเพิ่มปริมาณ
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ของสาย DNA ผ่านปฏิกิริยา 2 ขั้นตอน ได้แก่  1.  Denaturation ที่ใช้อุณหภูมิสูงประมาณ 95 องศา
เซลเซียส เพื่อทำลายพันธะไฮโดรเจนให้สายแม่แบบแยกออกจากกัน และ 2. Extension โดยใช้อุณหภูมิ
ประมาณ 60 องศาเซลเซียส เพื่อให้เอนไซม์ DNA polymerase จำลองสาย DNA จากแม่แบบโดยมี 
primer เป็นตัวตั้งต้น การเพิ่มขึ้นของสาย DNA ที่ได้จะเพิ่มขึ้นในลักษณะทวีคูณ เป็น 2n คู่ โดย n คือ
จำนวนรอบของการทำปฏิกิริยา (Pocathikorn, 2013) สาย DNA ที่เพิ่มปริมาณขึ้นมาในแต่ละรอบจะถูก
จับโดยสารเรืองแสง เช่น SYBY Green ซึ่งจะเกิดการเรืองแสง เมื่อถูกกระตุ้นโดยแสงเลเซอร์พลังงานสูง 
(รูปที่ 2.6) โดยที่ปริมาณของแสงที่ตรวจวัดได้จะขึ้นอยู่กับผลิตภัณฑ์ PCR  ถ้ามีปริมาณ cDNA แม่แบบ
มากจะทำให้เกิดผลิตภัณฑ์ในปริมาณมาก และส่งผลให้ปริมาณแสงที่วัดได้สูงขึ้นตามไปด้วย ในการ
ตรวจวัดปริมาณของแสงในแต่ละรอบระหว่างกระบวนการจนสิ้นสุดกระบวนการจะได้ออกมาเป็นค่า 
cycle threshold (Ct) หรือ cycle quantitative (Cq) ซึ่งหมายถึงจำนวนรอบของปฏิกิริยา PCR ที่ทำให้
เกิดผลิตภัณฑ์ DNA มากเพียงพอที่สารเรืองแสงจะเข้าจับ และปล่อยแสงออกมาเกินระดับ Threshold 
ดังนั้นแล้วยิ่งค่า Cq ที่ได้มีค่าที่ต่ำแสดงให้เห็นว่ามีปริมาณตัวอย่างในสารตั้งต้นสูง และวิเคราะห์ Melting 
curve เพื่อใช้ยืนยันความบริสุทธิ์ของผลิตภัณฑท์ี่ต้องการได้ ด้วยการวิเคราะห์นี้ทำให้ไม่ต้องไปผ่านวิธีการ
ทำ gel electrophoresis (Pocathikorn, 2013)  
 

 

รูปที ่2.6 หลักการ RT-qPCR (ที่มา: Adams, 2020) 
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รูปที่ 2.7 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าปริมาณแสง Fluorescence กับค่าจำนวนรอบของการทำ 

PCR (ที่มา: Adams, 2020) 

 

สิ่งสำคัญอีกประการหนึ่งของการใช้ RT-qPCR เพื่อวัดระดับการแสดงออกของยีน คือ การใช้ระดับการ
แสดงออกของยีนอ้างอิง (reference gene) มาทำ normalization กับระดับการแสดงออกของยีน
เป้าหมาย โดยยีนอ้างอิงที่เหมาะสมจะต้องมีระดับการแสดงออกที่คงที่ในสภาวะต่างๆที่ทดสอบ ยีนอ้างอิง
นี้อาจมีความแตกต่างกันในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด และสภาวะที่ใช้ทดสอบ ดังนั้นจึงต้องทดสอบหายีนอ้างอิง
ที่เหมาะสมในแต่ละการทดลอง กลุ่มยีนอ้างอิงที่นิยมนำมาตรวจสอบเพื่อใช้เป็นยีนอ้างอิง เช่น House-
keeping gene ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ DNA replication, transcription หรือ translation เป็นต้น 
เมื่อได้ยีนอ้างอิงที่เหมาะสมแล้วสามารถนำไปทำให้เป็นมาตรฐานในการวัดระดับการแสดงออกของยีน
เป้าหมายต่อไปได้ ดังเช่นงานวิจัยหนึ่งที่วิเคราะห์ยีนอ้างอิงทั้งหมด 13 ตัวที่เหมาะสมของพืช Setaria 
viridis  ในสภาวะความแตกต่างของเนือ้เยื่อพืช ระยะการเจริญเติบโต สภาวะความแห้งแล้ง และสภาวะที่
มีอลูมิเนียม พบว่ายีนอ้างอิงร่วม EXP กับ KIN และยีน BIND กับ SDH  มีความเสถียรในแต่ละสภาวะมาก
ที่สุด สามารถใช้เป็นยีนอ้างอิงที่เหมาะสมได้  
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2.6 จีโนมของแบคทีเรียสกุล Bacillus  
การจัดจำแนกแบคทีเรียใช้ในการระบุสกุลของแบคทีเรีย มักจะพิจารณาจากลักษณะต่างๆ เช่น 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา รูปร่างของแบคทีเรีย การติดสีของเซลล์ ความต้องการออกซิเจน และอื่นๆ ซึ่ง
เป็นลักษณะพื้นฐานของการจัดจำแนกทำให้เห็นถึงความแตกต่างกันของแบคทีเรียในลักษณะที่เรียกว่า ฟี
โนไทป์ แต่ถ้าต้องการที่จะจัดจำแนกถึงในระดับชนิดของแบคทีเรีย การใช้ลักษณะทางฟีโนไทป์อาจจะไม่
เหมาะสมและไม่เพียงพอต่อการระบุชนิดของแบคทีเรีย จึงต้องจัดจำแนกในลักษณะทางจีโนไทป์ ได้แก่ 
การใช้ยีน 16S rRNA เป็นวิธีที่นิยมใช้ในการระบุชนิดและจัดลำดับความสัมพันธ์ของอนุกรมวิธานของ
แบคทีเรีย ทำได้โดยการเปรียบเทียบลำดับเบสของยีน 16S rRNA เพื่อวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึง
กันของแบคทีเรีย ตัวอย่างงานวิจัยที่ใช้ยีน 16S rRNA ในการจัดจำแนกชนิดของแบคทีเรียไอโซเลต 1,2 
และ 3 ที่คัดแยกได้จากในดินที่ปนเปื้อนสารกำจัดศัตรูพืช โดยใช้ลำดับเบสของยีน 16S rRNA พบว่าไอโซ
เลต 1 มีค่าความคล้ายคลึงกันกับ B. cereus ATCC 14579T อยู่ที่ 100 เปอร์เซ็นต์, ไอโซเลตที่ 2 มีค่า
ความคล้ายเท่ากับ 99.9 เปอร์เซ็นต์กับแบคทีเรีย B. subtilis subsp. inaquosorum KCTC 13429T  
และไอโซเลตที่ 3 มีความคล้ายคลึงกับ Bacillus safensis FO-36bT ที่ 99 เปอร์เซ็นต์ ( Ishag et al., 
2020) และอีกงานวิจัยแบคทีเรีย Bacillus สายพันธุ์ PB-I ที่คัดแยกได้จากดิน ใช้ลำดับเบสของยีน 16S 
rRNA จัดจำแนกชนิดของแบคทีเร ีย พบว่ามีค่าความคล้ายคลึงกับ B. licheniformis เท่ากับ 98 
เปอร์เซ็นต์ (Ghumro et al., 2012) แสดงให้เห็นว่ายีน 16S rRNA ใช้ในการจัดจำแนกชนิดของแบคทีเรีย
ได้ และปริมาณ GC content ก็เป็นตัวบ่งบอกความคล้ายคลึงกันของแบคทีเรีย  จากงานวิจัยศึกษา
ความสัมพันธ์ของแบคทีเรียที่ใกล้เคียงกันในสกุล Bacillus จากการทำ phylogenetic tree โดยใช้ลำดับ
ยีน 16S rRNA พบว่าแบคทีเรีย B. subtilis มีความใกล้ชิดกับ B. amyloliquefaciens, B. velezensis 
และ B. cereus (Li et al., 2016) ซึ่งแบคทีเรียในสกุลเดียวกันจะมีปริมาณ GC content ของจีโนมที่
ใกล้เคียงกัน โดยแบคทีเรียในสกุล Bacillus มีปริมาณ GC content อยู่ในช่วงระหว่าง 32–66 (Tm) 
เปอร์เซ็นต์ (Logan and De Vos, 2015) ตัวอย่างเช่น งานวิจัยของแบคทีเรีย B. subtilis ที่เป็น Type 
species มีปริมาณ GC content 43.5 เปอร์เซ็นต์ (Piggot, 2009) B. cereus มีปริมาณ GC content 
เท่ากับ 35.5 เปอร์เซ็นต์ (Anderson et al., 2005) B. amyloliquefaciens มีปริมาณ GC content 
เท่ากับ 45.9 เปอร์เซ็นต์ (Chun et al., 2019) B. velezensis มีปริมาณ GC content เท่ากับ 46.4 
เปอร์เซ็นต์ (Chun et al., 2019) และ B. siamensis KCTC 13613T มีปริมาณ GC content เท่ากับ 
46.3 เปอร์เซ็นต์ (Jeong et al., 2012) แสดงในเห็นว่าแบคทีเรียในสกุล Bacillus ที่มีลำดับเบสที่
ใกล้เคียงกันก็จะมีปริมาณ GC content ที่ใกล้เคียงกัน  

การใช้ยีน 16S rRNA ในการจัดจำแนกแบคทีเรียก็มีข้อจำกัดในการใช้จัดจำแนก เนื่องจากมี
แบคทีเรียหลายชนิดที่มีลำดับเบสของยีน 16S rRNA ที่ใกล้เคียงกันแต่เป็นแบคทีเรียต่างชนิดกัน  ดังนั้น
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จึงต้องใช้การศึกษา DNA-DNA hybridization (DDH) เป็นการวิเคราะห์การเข้าคู่กัน โดยการเปรียบเทียบ
ลำดับเบสของจีโนมและวิเคราะห์ค่าความคล้ายคลึงกันของแบคทีเรีย แบคทีเรียชนิดเดียวกันจะมีค่าความ
คล้ายคลึงกันมากกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ (Wayne et al., 1987) แต่ในปัจจุบันมีความก้าวหน้าในการจัด
จำแนกลำดับเบสของจีโนมโดยการใช้เทคโนโลยีเข้ามาช่วยในการวิเคราะห์ ทำให้มีค่าใช้จ่ายที่ถูกลงจึงใช้
วิธีอื่นแทนการวิเคราะห์ค่า DDH ซึ่งข้อเสียที่พบ คือ มีการใช้สารเคมีในการวิเคราะห์เยอะ และเป็นการ
วิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการอาจจะเกิดข้อผิดพลาดที่มาจากแต่ละบุคคล ได้แก่ การวิเคราะห์ค่า digital 
DNA–DNA hybridization (dDDH) เป็นการวิเคราะห์การเข้าคู่กันระหว่างแบคทีเรีย 2 สายพันธุ์จากการ
ใช้ลำดับเบสทั ้งหมดของจีโนมมาใช้คำนวณค่าความคล้ายคลึงกัน และการวิเคราะห์ค่า  Average 
Nucleotide Identity (ANI) ในการเข้าคู่กันของลำดับเบสในส่วนที่เป็นยีนของจีโนมระหว่างแบคทีเรีย 2 
สายพันธุ์ หลักเกณฑ์ในการจำแนกแบคทีเรียชนิดเดียวกันจะมีค่ามากกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ (Goris et al., 
2007) ตัวอย่างในการจัดจำแนกแบคทีเรียโดยใช้ยีน 16S rRNA ระหว่าง Bacillus psychrophilus และ 
Bacillus globisporus พบว่ามีค่าความคล้ายคลึงกันสูงถึง 99.8 เปอร์เซ็นต์  แต่ในทางตรงกันข้ามกับ
งานวิจัยก่อนหน้าจัดจำแนกโดยใช้ค่า DDH พบว่ามีค่าที่ต่ำกว่ามาตรฐาน โดยมีค่าน้อยกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ 
(Fox  et al., 1992) สรุปได้ว่าค่าความคล้ายคลึงกันของยีน 16S rRNA มีค่าที่สูงที่บ่งบอกว่าแบคทีเรียทั้ง 
2 ชนิดเป็นแบคทีเรียชนิดเดียวกัน แต่ในทางตรงกันข้ามค่าความคล้ายคลึงกันของ DDH  มีค่าที่ต่ำบ่งบอก
ว่าเป็นแบคทีเรียต่างชนิดกัน จากงานวิจัยแสดงให้เห็นว่าการวิเคราะห์ค่า DDH ในการจัดจำแนก
แบคทีเรียมีความน่าเชื่อถือมากกว่าการใช้ยีน 16S rRNA เพราะเป็นการใช้ลำดับเบสทั้งหมดของจีโนม 
และ การจัดจำแนกแบคทีเรีย Bacillus vanillea ซึ่งในงานวิจัยก่อนหน้าได้เปรียบเทียบลำดับเบสของยีน 
16S rRNA และค่า DDH แบคทีเรีย Bacillus sp. XY18 กับ B. amyloliquefaciens NBRC 15535T และ 
B. siamensis PD-A10T พบว่ามีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงกันของยีน 16S rRNA เท่ากับ 99.1 เปอร์เซ็นต์ 
และ 99.2 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ แต่มีค่า DDH เท่ากับ 35.7 เปอร์เซ็นต์ และ 41.4 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 
ซึ่งเป็นค่าที่ต่ำกว่าเกณฑ์ สรุปได้ว่าแบคทีเรีย Bacillus sp. XY18 ได้ระบุเป็นแบคทีเรียชนิดใหม่ในชื่อ B. 
vanillea (Chen et al., 2015) และงานวิจัยต่อมาได้จัดจำแนกแบคทีเรีย B. vanillea เปรียบเทียบกับ 
B. siamensis KCTC 13613T โดยใช้ลำดับเบสของจีโนมในการวิเคราะห์ พบว่ามีค่า dDDH เท่ากับ 91.2 
เปอร์เซ็นต์ และค่า ANI เท่ากับ 98.9 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าแบคทีเรีย B. vanillea เป็นแบคทีเรีย
ชนิดเดียวกันกับ B. siamensis KCTC 13613T (Dunlap, 2015) แสดงให้เห็นว่าการจัดจำแนกแบคทีเรีย
ในสกุล Bacillus โดยใช้ยีน 16S rRNA อาจจะมีความไม่เหมาะสมเพราะว่าเป็นลำดับยีนเพียงแค่บางส่วน
ของจีโนมเท่านั้น ดังนั้นการใช้ลำดับเบสของจีโนมในการจัดจำแนกชนิดของแบคทีเรีย สามารถบ่งบอก
ลักษณะความคล้ายคลึงกันได้อย่างชัดเจนในแบคทีเรียที่มีลำดับเบสของยีน 16S rRNA ที่ใกล้เคียงกันได ้ 
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จีโนมเป็นข้อมูลทางพันธุกรรมทั้งหมดของสิ่งมีชีวิต  โดยลำดับเบสของจีโนมใช้ในการศึกษา
อนุกรมวิธานของแบคทีเรียจจะพิจารณาจาก ค่า dDDH และ ค่า ANI ถึงจะบ่งบอกความคล้ายคลึงกันของ
แบคทีเรีย นอกจากนี้ยังสามารถใช้ลำดับเบสของจีโนมในการวิเคราะห์ปริมาณ GC content ได้ ทำให้
การศึกษาอนุกรมวิธานของแบคทีเรียทำได้รวดเร็วมากยิ่งขึ้น การศึกษาจีโนมนอกจากจะสามารถจัด
จำแนกชนิดของแบคทีเรียได้แล้วดังที่กล่าวข้างต้น ยังสามารถทราบลำดับเบสของยีนที่เกี่ยวข้องกับ
กิจกรรมต่างๆของแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียที่สามารถใช้เป็น biocontrol มักจะพบยีนที่เกี่ยวข้องกับการ
สร้างสารออกฤทธิ์ในจีโนม เช่น สารในกลุ่ม NRPS และสารในกลุ่ม polyketides (PKS) จากงานวิจัย
แบคทีเรีย B. velezensis B-4 พบว่ามีขนาดจีโนม 3,919,798 คู่เบส ประกอบไปด้วยยีนที่กำหนดโปรตีน 
3,725 ยีน มียีนที ่เก ี ่ยวข้องกับการสังเคราะห์สารในกลุ ่ม  NRPs ได้แก่ bacilysin, bacillibactin, 
fengycin และ surfactin และยีนที ่เก ี ่ยวกับการสังเคราะห์สารในกลุ ่ม PKSs ได้แก่ bacillaene, 
difficidin และ macrolactin สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรค Sclerotinia sclerotiorum, Thanatephorus 
cucumeris และ  F. graminearum (Zhu et al., 2020 )  B. amyloliquefaciens FZB42T ม ี ขนาด 
3,918,589 ประกอบไปด้วยยีนที่กำหนดโปรตีน 3,695 ยีน มียีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารในกลุ่ม NRPs 
ได้แก่ surfactin, bacillomycin และ fengycin ซึ่งสารในกลุ่มนี้สามารถยับยั้งเชื้อราได้หลายชนิด เช่น 
เชื้อรา F. oxysporum ที่ก่อให้เกิดโรคในมะเขือเทศ (Grosch et al., 2001) และพบยีนที่สร้างสารใน
กล ุ ่ ม  PKSs ได ้แก ่  bacillaene, difficidin และ macrolactin (Chen et al., 2009) แบคท ี เร ี ย  B. 
amyloliquefaciens สายพันธุ์ DSM 23117 สามารถสร้างสาร iturin และ fengycin ที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ
รา Botrytis cinerea ที่ก่อให้เกิดโรคในองุ่น (Pretorius et al., 2015) แบคทีเรีย Bacillus siamensis 
KCTC 13613T มีขนาดจีโนมเท่ากับ 3,779,696 คู่เบส ประกอบไปด้วยยีนที่กำหนดโปรตีน 3,620 ยีน ใน
จำนวนนี้มียีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์สารในกลุ่ม polyketides (bacillaene และ difficidin) และ
สารในกลุ่ม NRPs เช่น surfactin (srf ), bacillibactin (dhb), และ fengycin (fen) และแบคทีเรียชนิด
เดียวกันในสายพันธุ์ JFL15 มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Magnapothe grisea, Rhizoctorzia solani ที่ก่อให้เกิด
โรคในข้าว และเชื้อรา C. gloeosporioides ที่ก่อให้เกิดโรคในมะม่วง (Xu et al., 2018b) แสดงให้เห็น
ว่าแบคทีเรียที่มียีนในกลุ่ม NRPS สอดคล้องกับกิจกรรมในการยับยั้งเชื้อก่อโรค ดังนั้นแล้วในการศึกษา
จีโนมจึงช่วยให้เห็นถึงกลไกการยับยั้งเชื้อก่อโรคของแบคทีเรียได้มากขึ้น 
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บทที่ 3  

วิธีการดำเนินงานวิจัย 
 

3.1 ผลของอาหารเลีย้งเชือ้ตอ่การสรา้งสารยับยัง้เชือ้รา 
 

3.1.1 การเพาะเลีย้งเชื้อราทีก่่อใหเ้กิดโรคพืช 
 เชื้อราที่ใช้ในการทดสอบ Pyricularia oryzae ทีม่าจาก ผศ. ดร. นงลักษณ์ เภรินทวงค์ 

คณะ เทคโนโลยีการเกษตร สจล., Fusarium sp. และ Colletotrichum sp. ที่มาจากกรมวิชาการ
เกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เพาะเลี้ยงในอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 7 วัน 

 

 3.1.2 การจัดจำแนกระบชุนดิของเชื้อรา Fusarium sp. และ Colletotrichum sp. 
 นำลำดับเบส internal transcribed spacer (ITS) ของเชื้อรา Fusarium sp. และ 
Colletotrichum sp. ที่ใช้ในการศึกษานี้มาวิเคราะห์ร่วมกับลำดับเบส ITS ของเชื้อราสายพันธุ์อื่นจาก
ฐานข้อมูล GenBank โดยการทำ multiple alignment ด้วยโปรแกรม Clustal W (Thompson et 
al., 1994) จากนั้นสร้างแผนภูมิ phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA 7.0.26 (Newman et al., 
2016) ด้วยวิธี Neighbour-joining และวิเคราะห์ความน่าเชื่อถือของการจัดกลุ่มด้วยวิธี Bootstrap 
โดยทำซ้ำ 1,000 ครั้ง 

 

 3.1.3 การทดสอบผลของอาหารเลีย้งเชื้อตอ่ฤทธิ์การยับยั้งเชื้อรา 
นำเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar (NA) 

เขี่ยเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มสภาวะเขย่า 160 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) และเจือจางให้ได้ค่าการ
ดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.1 จากนั้นนำเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB, NB และ 
MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มสภาวะเขย่า 160 รอบต่อนาทีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
48 ชั่วโมง แบ่งเชื้อ 2 มิลลิลิตรใส่หลอดขนาด 2 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 13,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
5 นาที เทส่วนใสเหนือตะกอนทิ้ง เก็บรักษาตะกอนเซลล์โดยแช่ในไนโตรเจนเหลวและเก็บที่อุณหภูมิ -
80 องศาเซลเซียสเพื่อใช้ในการสกัด RNA จากนั้นนำอาหารเลี้ยงเชื้อส่วนที่เหลือปั่นเหวี่ยงที่ 4 ,500 
รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 25 นาที กรองด้วยแผ่นกรองขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 0.22 ไมโครเมตร เพื่อใช้เป็นส่วนของน้ำเลี้ยงเชื้อในการทดสอบการยับยัง้เช้ือรา 
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การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเส้นใยของเชื้อรา ด้วยวิธี Agar well diffusion โดยใช้หลอด
พลาสติกเส้นผ่านศูนย์กลาง 10 มิลลิเมตรที่ผ่านการฆ่าเชื้อเจาะอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA แล้วดูดน้ำเลี้ยง
เชื้อที่ผ่านการกรองปริมาตร 200 ไมโครลิตรลงในหลุมที่เจาะไว้ และใช้หลอดพลาสติกที่ผ่านการฆ่า
เชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร เจาะชิ้นวุ้นในบริเวณที่มีเส้นใยของ P. oryzae, Fusarium 
oxysporum และ Colletotrichum fructicola วางชิ้นวุ้นลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA โดยห่างจาก
หลุมที่ใส่น้ำเลี้ยงเชื้อ 2 เซนติเมตร (รูปที่ 3.1) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 วัน กลุ่ม
ควบคุมวางชิ้นวุ้นเชื้อราเพียงอย่างเดียวไม่มีการใส่น้ำเลี้ยงเชื้อ ทดลอง 3 ซ้ำต่ออาหารเลี้ยงเชื้อหนึ่ง
ชนิด วัดรัศมีของเชื้อราในกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุม 
 

 

 

  

 

 

 
 

รูปที ่3.1 การทดสอบการยับยั้งเส้นใยเชื้อราด้วยน้ำเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 
 
คำนวณหาเปอร์เซ็นตก์ารยับยั้งเส้นใยของเช้ือราโดยวิธีของ (Mostapha, 2004) ดังแสดงในสมการ 
 

เปอร์เซ็นตก์ารยับยั้ง = [1 - (R1 / R2)] x 100 
R1 = รัศมีของเส้นใยของเช้ือราในกลุ่มทดสอบ 
R2 = รัศมีของเส้นใยของเช้ือราในกลุ่มควบคุม 

 
 

    การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งสปอร์ F. oxysporum และ C. fructicola เตรียมสารแขวนลอย
สปอร์โดยเพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เชื้อรา F. oxysporum บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 10 วัน และเชื้อรา C. fructicola บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 วัน 
เทน้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ 10 มิลลิลิตรลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ใช้แท่งแก้วขูดบริเวณผิวหน้าเชื้อรา

2 cm 

เชื้อราก่อโรคพืช  น้ำเลี้ยงเชื้อ 
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เบาๆ และใช้ไมโครปิเปตดูดสารแขวนลอยของสปอร์ กรองผ่านกระดาษ kimwipe ใส่หลอดขนาด 50 
มิลลิลิตร นับจำนวนสปอร์ของเชื้อราด้วย Hemacytometer เจือจางความเข้มข้นสารแขวนลอยสปอร์
ของเชื้อรา F. oxysporum ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1x107 สปอร์ต่อมิลลิลิตรและสารแขวนลอยสปอร์
ของเชื้อรา  C. fructicola ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1 x106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ทดสอบการยับยั้งการ
งอกของสปอร์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA โดยเทอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ปริมาตร 15 มิลลิลิตรในจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อให้อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัวและเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ปริมาตร 15 มิลลิลิตรใน
หลอดขนาด 50 มิลลิลิตรผสมกับสารแขวนลอยสปอร์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เทลงในจานอาหารเลี้ยง
เชื้อ PDA ในลักษณะเป็นสองชั้น ใช้หลอดพลาสติกที่ผ่านการฆ่าเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 10 
มิลลิเมตร เจาะลงบริเวณตรงกลางของอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่เตรียมไว้ (รูปที่ 3.2) ดูดน้ำเลี้ยงเชื้อที่
ผ่านการกรองปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลุมบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
วัดผลเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณส่วนใสรอบหลุมที่มีการยับยั้งการงอกของสปอร์ของเชื้อรา กลุ่มควบคุม
ไม่มีการใส่น้ำเลี้ยงเช้ือ  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่3.2 การทดสอบการยับยั้งการงอกสปอรเ์ชื้อราด้วยน้ำเลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 
 

3.2 การวิเคราะห์จีโนมของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021  
 ใช้ข้อมูลลำดับเบสของ Bacillus sp. 1021 (Accession number: GCA_014534735.1) 
ลักษณะไฟล์ fasta วิเคราะห์ด้วย RAST server (Aziz et al., 2008) ในการทำ annotation เพื่อระบุ
หน้าที่และตำแหน่งของยีนที่ใช้ในการวิเคราะห์ เช่น ยีนอ้างอิง และยีนควบคุม จัดจำแนกแบคทีเรียโดย
ใช้ลำดับเบสจีโนมของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 วิเคราะห์ค่า ANI และค่า dDDH กับ type 
strains ของ Bacillus ชนิดอื่นๆ ที่ใกล้เคียงกันด้วยโปรแกรม J-species (Richter et al., 2016) และ
โปรแกรม Type Strain Genome Server (Kolthoff and Göker, 2019) ตามลำดับ และวิเคราะห์หา

น้ำเลี้ยงเชื้อ อาหารเลี้ยงเช้ือผสมกับ

สารแขวนลอยสปอร ์ 
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กลุ่มยีน NRPS ในลำดับเบสของจีโนม Bacillus sp. 1021 ด้วยโปรแกรม antiSMASH (Medema et 
al., 2011) 
 

3.3 การสกดั RNA และการสังเคราะห์ cDNA 
 นำลำดับเบสของยีนอ้างอิงที่วิเคราะห์ได้จาก RAST server และข้อมูลของกลุ่มยีน NRPS ที่
วิเคราะห์ได้จากโปรแกรม antiSMASH มาออกแบบไพรเมอร์ (ตารางที ่ 3.1) เพื ่อใช้ในการคำนวณ
เปอร์เซ็นต์ประสิทธิภาพของไพรเมอร์และค่า R2 สำหรับใช้ในการวิเคราะห์ค่าการแสดงออกของยีนอ้างอิง
ยีนควบคุม และยีนเป้าหมายในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB, NB และ MSM นำตะกอนเซลล์แบคทีเรีย Bacillus 
sp. 1021 ที่เก็บในอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสในตอนต้นมาสกัด RNA ด้วยชุดสกัด FavorPrep Tissue 
Total RNA Purification Mini Kit (Favogen, Taiwan)  ตามว ิธ ีการท ี ่ ระบ ุ ในช ุดสก ัด จากน ั ้นนำ
สารละลาย RNA ที่ได้ไปวิเคราะห์การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 230 , 260 และ 280 นาโนเมตร ด้วย
เครื่อง Nanodrop (Thermo Fischer Scientific, USA) แล้วทำ Reverse transcription (RT) (Bustin 
et al., 2009) โดยใช ้ชุด iScript Select cDNA Synthesis kit (Bio-Rad, USA) ใช ้  RNA ปร ิมาณ 1 
ไมโครกรัม เพื่อให้ได้สารละลาย cDNA 
 

3.4 การวเิคราะหไ์พรเมอร์ 
   หลักการในการออกแบบไพรเมอร์จะต้องออกแบบเป็น 2 สาย ที่ประกอบไปด้วย ไพรเมอร์ 

forward มีลำดับเบส 5’-3’ และ ไพรเมอร์ reverse ที่มีลำดับเบสที่ตรงกันข้ามคือ 3’-5’ โดยสิ่งที่ต้อง
คำนึงถึงในการออกแบบไพรเมอร์ ได้แก่ ความยาวของไพรเมอร์ ควรอยู่ระหว่าง 20-22 คูเ่บส, เปอร์เซ็นต์ 
GC content ควรมีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 50 เปอร์เซ็นต์เพื่อป้องกันการเกิด hairpin loop ภายในสาย
ไพรเมอร์, melting temperature (Tm) เป็นอุณหภูมิที่ทำให้สายของ DNA เสียสภาพ (denaturation) 
เกิดการคลายเกลียวออกจากกันครึ่งนึง ซึ่งสามารถคำนวณได้จากสูตร Tm = (A+T)*2 +(G+C)*4 ควรมี
อยู่ในช่วงระหว่าง 60-65 องศาเซลเซียส และไม่มี secondary stuctures ลำดับเบสของไพรเมอร์ที่
ออกแบบ จะต้องกับเข้าคู่กับสายต้นแบบ โดยที่ เบส G คู่กับเบส C และ เบส A คู่กับเบส T ในส่วนของ
บริเวณปลายสายของไพรเมอร์ Forward และต้นสายของไพรเมอร์ Reverse จะต้องมีเบส G และ C 
อย่างน้อย 1 ตัว และควรมีความยาวของ product อยู่ระหว่าง 60-100 คูเ่บส ยีนที่ใช้ในการศึกษานี้ แบ่ง
ออกเป็นยีนอ้างอิง 7 ยีน ได้แก่ rpsU, Udp,  gatB_Yqey , dnaB, ssb, gyrA และ gyrB ยีนควบคุม 4 
ยีน ได้แก่ degU, codY, comA และ spo0A และยีนเป้าหมาย 3 ยีน ได้แก่ fenC, dhbE และ srfAA ซึ่ง
เป็นยีนในกลุ่ม NRPS จากนั้นนำสารละลาย cDNA ในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB, NB และ MSM วิเคราะห์
เปอร์เซ็นต์ประสิทธิภาพของไพรเมอร์ (E) และค่า R2 โดยนำสารละลาย cDNA 9 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 10 
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ไมโครลิตร แบ่งเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกนำสารละลาย cDNA ในแต่ละอาหารเลี้ยงเช้ือมารวมกัน และเจือจาง
โดยใช้ความเข้มข้น 4 ความเข้มข้น ได้แก่ 1 เท่า, 1/5 เท่า, 1/25 เท่า และ 1/125 เท่า วิเคราะห์ด้วยวิธี 
RT-qPCR ผลที่ได้จะออกมาเป็นค่า Cq สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าความเข้มข้นของสารละลาย 
cDNA และค่า Cq จากนั ้นใช ้ค ่าความชันจากสมการเส ้นตรงของกราฟมาตรฐานมาคำนวณค่า
ประสิทธิภาพของไพรเมอร์โดยใช้สูตร E = (10 (- 1 / ความชัน) -1) * 100 (ตารางที่ 3.1) ซึ่งค่าที่ได้ควรมีค่าอยู่
ในช่วงระหว่าง 90-110 เปอร์เซ็นต์ (Robledo et al., 2014) และค่า R2 ที่ยอมรับได้จะมีค่ามากกว่า 0.99 
หรือเข้าใกล้ 1 (Peirson, 2003) และส่วนที่ 2 ใช้สำหรับนำไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Normfinder เพื่อ
วิเคราะห์หายีนอ้างอิงที่เหมาะสม  
 
ตารางที ่3.1 ลำดับเบสไพรเมอร์ของยีนอ้างอิง ยีนควบคุม และยีน NRPS 

ยีน หนา้ทีข่องยนี ลำดบัเบสไพรเมอร ์
ขนาดชิน้ DNA 
ที่ได้ (คู่เบส) 

rpsU (ยีนอ้างอิง) 
30S ribosomal protein S21 5’-GCTCTTCGTCGCTTCAAACGC-3’(F) 

5’-TTCGCGCTTTCTTGCTTCTTGC-3’(R) 
64 

Udp (ยีนอ้างอิง) 
UDP-N-acetylglucosamine 2-
epimerase  

5’- AGGGAGTGAAAGCAGGAACA-3’(F) 
5’- CAGCCTGATCGGTTAAAAGC-3’(R) 

77 

gatB_Yqey (ยีน
อ้างอิง) 

GatB/YqeY domain-containing 
protein 

5’-CGAGCTCGAAAGCGGACATG-3’(F) 
5’-GTTAATCACGCTGCCGTCAGC-3’(R) 

83 

dnaB (ยีนอ้างอิง) 
Replicative DNA helicase 
(DnaB) 

5’- CAGCTTGTCATGCGTATGCT-3’(F) 
5’- AGCTTGCCCCAATCTTCTTC-3’(R) 

68 

ssb (ยีนอ้างอิง) 
single-stranded DNA-binding 
protein  

5’-GGATACAACGAAGGAAACAGCG-3’(F) 
5’-GATTATCATTTTGGCCTCCGCC-3’(R) 

61 

gyrA (ยีนอ้างอิง) 
DNA gyrase subunit A 5’-CGATTAACCGGTCTGGAGCG-3’(F) 

5’-AGCTCGGCGATAAGCGCAAC-3’(R) 
71 

gyrB (ยีนอ้างอิง) 
DNA gyrase subunit B  5’- CCGTTCCAAAGAAGTCGTTC-3’ (F) 

5’- CTTCAACCGTAATGCCGTCT -3’(R) 
72 

degU (ยีนควบคุม) 
two-component system 
response regulator DegU 

5’- GAGGCAGTGAAAGTGGTAGC-3’ (F) 
5’- TCGCAAGACGTCGGAATTCG-3’(R) 

88 

codY (ยีนควบคุม) 
GTP-sensing pleiotropic 
transcriptional regulator CodY 

5’- GGGCTTAACGACGATTGTGC-3’ (F) 
5’- CAAATTGGTCCTGCAGACGG -3’(R) 

83 

comA (ยีน
ควบคุม) 

response regulator 
transcription factor 

5’- GGTTAACTCCGAGAGAGCGC-3’ (F) 
5’- AGCGCATCGGCGATTTCCTG -3’(R) 

76 
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3.5 การวเิคราะหย์นีอ้างอิง 
นำสารละลาย cDNA ของตัวอย่างทั้งหมด 9 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 3 ซ้ำ จากอาหารเลี้ยงเชื้อ 

PDB, NB และ MSM มาวิเคราะห์กับยีนอ้างอิงทั้งหมด 7 ยีน ได้แก่ rpsU, Udp,  gatB_Yqey , dnaB, 
ssb, gyrA และ gyrB ด้วยวิธี RT-qPCR จะได้ค่า Cq ของยีนอ้างอิงในแต่ละอาหารเลี้ยงเชื้อนำไปวิเคราะห์
ยีนอ้างอิงที่เหมาะสมโดยใช้โปรแกรม Normfinder (Andersen, 2004) หลักการในการวิเคราะห์ยีน
อ้างอิงที่เหมาะสมจะพิจารณาจากค่าความเสถียรการแสดงออกของยีน ซึ่งยีนอ้างอิงที่มีค่าระดับความ
เสถียรที่ต่ำ ยีนจะมีระดับการแสดงออกที่คงที่ และเหมาะสมที่จะนำไปใช้ในการวิเคราะห์ระดับแสดงออก
ของยีนเป้าหมาย  

 

3.6 การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน 
วิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมายในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB, NB และ MSM ทั้งหมด 

9 ต ัวอย ่าง ด ้วยว ิธ ีการ RT-qPCR ใช ้ช ุด Luna Universal qPCR (New England Biolabs, USA) 
ปริมาตรรวมที่ใช้ 20 ไมโครลิตร โดยใช้ cDNA เจือจางความเข้มข้น 10 เท่า ปริมาตร 2 ไมโครลิตร น้ำยา
สีย้อมเรืองแสง Luna Universal qPCR ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ forward และ Reverse ของ
ยีนอ้างอิง ปริมาตรอย่างละ 0.5 ไมโครลิตร และน้ำ Nuclease-free ปริมาตร 7 ไมโครลิตร รวมทั้งหมด 
20 ไมโครลิตร อุณหภูมิที่ใช้ในการทำ RT-qPCR คือ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วินาที 
จำนวน 1 รอบ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที และ อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 วินาที จำนวน 40 รอบ และทำ Melt curve เริ่มต้นที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส ลดอุณหภูมิ
ครั้งละ 0.5 องศาเซลเซียส จนถึง 60 องศาเซลเซียส เพื่อดูความบริสุทธิ์ของผลิตภัณฑ์ เมื่อได้ค่า Cq ของ
ยีนเป้าหมายและค่า Cq ของยีนอ้างอิงที่เหมาะสมข้างต้นในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 3 ชนิดแล้ว จากนั้น

ยีน หนา้ทีข่องยนี ลำดบัเบสไพรเมอร ์
ขนาดชิน้ DNA 
ที่ได้ (คู่เบส) 

spo0A (ยีน
ควบคุม) 

sporulation transcription 
factor Spo0A 

5’- ACCGCAAGCCGTGTAGAACG-3’ (F) 
5’- TTTCCCCTGCTCCAAGCGAC -3’(R) 

62 

fenC (ยีน
เป้าหมาย) 

Fengycin 5’-GGTGCCGTTACAGGACATCT-3’ (F) 
5’-CTTCATACGGGCTCTCTTCG-3’ (R) 

88 

dhbE (ยีน
เป้าหมาย) 

Bacillibactin 5’-GAGCAGCCTGCATAGAGAGC-3’ (F) 
5’-CTCGGAATCAGCTTGGACAG-3’ (R) 

103 

srfAA (ยีน
เป้าหมาย) 

Surfectin 5’-TAGGTCATGTTCGCAAGCAG-3’ (F) 
5’-ATCGGATGCCTGCTCATATC-3’ (R) 

69 
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คำนวณค่าระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมาย โดยใช้ระดับการแสดงออกของแบคทีเรียในอาหารเลี้ยง
เชื้อ NB เป็นกลุ่มควบคุม โดยใชสู้ตร 

 

ค่าการแสดงออกของยีน =  2-∆∆Cq 

  ∆Cq = ค่า Cq ของยีนเป้าหมาย - ค่า Cq ของยีนอ้างอิง 
 ∆∆Cq = ค่า ∆Cq ของกลุ่มทดสอบ - ค่า ∆Cq ของกลุ่มควบคุม 
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 บทที ่4  

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
 

4.1 การจัดจำแนกและระบุชนิดของเชื้อรา Colletotrichum sp. และเชื้อรา Fusarium sp. 
จัดจำแนกเชื ้อราโดยใช้ข ้อมูลลำดับเบส Internal Transcribed Spacer (ITS) ของเชื ้อรา 

Colletotrichum sp. และเชื้อรา Fusarium sp. มาวิเคราะห์ลำดับเบส ITS ที่ใกล้เคียงกัน พบว่าลำดับ
เบสดังกล่าวของเชื้อราทั้ง 2 สายพันธุ์มีค่าความคล้ายคลึงกับลำดับเบสของเชื้อรา Colletotrichum 
fructicola CAYPB44 และ Fusarium oxysporum ZHH-1 เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และเมื่อ
ว ิ เคราะห์สายส ัมพันธ ์ของเช ื ้อราท ี ่ ใกล ้ เค ียงก ันจากการทำ phylogenetic tree พบว่าเช ื ้อรา 
Colletotrichum sp. มีสายสัมพันธ์ที่ใกล้เคียงกับเชื้อรา C. fructicola (รูปที่ 4.1) และเชื้อรา Fusarium 
sp. มีสายสัมพันธ์ที่ใกล้เคียงกับ F. oxysporum (รูปที่ 4.2) สรุปได้ว่าเชื้อราที่ใช้ในการทดสอบของ
การศึกษาน้ีคือ เชื้อรา C. fructicola และ F. oxysporum 
 

 
รูปที ่4.1 Phylogenetic tree โดยใช้ลำดับเบส ITS ของเชื้อรา Colletotrichum sp. และเชื้อราในสกุล 
Colletotrichum sp. ชนิดอื่นที่มีลำดับเบสที่ใกล้เคียงกันด้วยวิธี neighbour-joining เส้นบาร์แทนระยะ
เท่ากับ 0.00050 ต่อตำแหนง่ของนิวคลีโอไทด์ 
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รูปที ่4.2 Phylogenetic tree โดยใช้ลำดับเบส ITS ของเชื้อรา Fusarium sp. และเชื้อรา Fusarium 
sp. ชนิดอื่นที่มีลำดับเบสที่ใกล้เคียงกันด้วยวิธี neighbour-joining เสน้บาร์แทนระยะเท่ากับ 0.020 ต่อ
ตำแหน่งของนิวคลีโอไทด ์
 
 เชื ้อราที ่ใช้ในการทดสอบนี้ทั ้ง 3 ชนิดสามารถก่อให้เกิดโรคในพืชได้ อาทิเช่น เชื ้อรา 
Pyricularia oryzae ก่อให้เกิดโรคใบไหม้ในข้าวสาลี (Perelló et al., 2015) พบรอยของโรคได้ที่
บริเวณใบ มีลักษณะอาการเป็นรอยไหม้รูปวงรี ขอบของโรคจะมีสีเข้ม และตรงกลางรอยแผลเป็นสเีทา 
เชื้อรา F. oxysporum ส่วนใหญ่เชื้อราในสายพันธ์ุนี้ก่อให้เกิดโรคเน่า อาการเน่าของรากและโคนในหัว
หอมที่เกิดจากเชื้อรา F. oxysporum f. sp. cepae (Esfahani, 2018) และอาการเน่าของมะเขือเทศ
เกิดจากเชื้อรา F. oxysporum f. sp. lycopersici  (Larkin and Fravel, 1998) และเชื้อราส่วนใหญ่
ในสกุล Colletotrichum sp. ก่อให้เกิดโรคแอนแทรกโนส อาการของโรคมีลักษณะเป็นจุดสีดำหรือสี
น้ำตาลเข้มสามารถเกิดโรคได้ในส่วนของใบและผล โรคแอนแทรกโนสในมะละกอเกิดจากเชื้อรา 
Colletotrichum gloeosporioides (Dissanayake et al., 2019) ก่อโรคในพริกเกิดจากเชื ้อรา C. 
fructicola (Sharma and Shenoy, 2013) ในส่วนของผลการจัดจำแนกของเชื้อราในการศึกษานี้จัด
จำแนกโดยใช้ลำดับเบสของ ITS คือบริเวณที่เป็นช่องว่างระหว่างเบสที่เข้ารหัสของยีน  26S หรือ 28S 
กับยีน 18S ITS เป็นลำดับเบสที่มีความจำเพาะเจาะจงใช้ในการระบุชนิดของเชื้อรา  (Badotti et al., 
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2017) เนื่องจากการระบุชนิดเชื้อราโดยใช้สัญฐานวิทยาซึ่งเป็นวิธีที่ระบุชนิดได้ยากสำหรับเชื้อราบาง
ชนิด เช่น เชื้อราที่ไม่สร้างสปอร์ (Raja et al., 2017) จึงนิยมใช้ลำดับเบส ITS ในการจัดจำแนกเชื้อรา 
ดังนั้นในการศึกษาน้ีใช้ลำดับเบสของ ITS ในการจัดจำแนกและระบุชนิดของเชื้อราที่ใช้ในการทดสอบ 
 

4.2 ผลของอาหารเลีย้งเชือ้ตอ่การสรา้งสารออกฤทธิท์างชีวภาพ 
 จากการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 ซึ่งเป็นแบคทีเรียจากงานวิจัยก่อนหน้าจาก
ผิวรากของต้นข้าว (Apimeteethamrong and Kittiwongwattana, 2019) ในอาหารเลี้ยงเช้ือ PDB, NB 
และ MSM เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อนำวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร พบว่า
ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนของแสงของแบคทีเรียในอาหารเลี ้ยงเชื ้อ PDB เท่ากับ 9.5±0.04 รองลงมาคือ
แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB เท่ากับ 3.1±0.03 และ MSM เท่ากับ 1.7±0.20 เห็นได้ว่าแบคทีเรียใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ PDB มีค่าการดูดกลืนแสงที่สูงที่สุด ซึ่งเกิดจากการที่แบคทีเรียเจริญเติบโตได้ดี ในการ
ทดสอบน้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB, NB และ MSM ของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 ต่อการ
สร้างสารออกฤทธิท์างชีวภาพในการยับยั้งเชื้อรา P. oryzae, C. fructicola. และ F. oxysporum โดยนำ
น้ำเลี้ยงเชื้อในแต่ละอาหารเลี้ยงเช้ือมาทดสอบร่วมกับเชื้อราทั้ง 3 ชนิด ด้วยเทคนิค Agar well diffusion 
ที่บ่มเป็นเวลา 7 วัน พบว่าเกิดบริเวณยับยั้งในจานทดลอง โดยไม่พบการเจริญของเชื้ อราในบริเวณ
ดังกล่าวเมื่อเทียบกับจานควบคุม (รูปที่ 4.3-4.5) เมื่อนำเส้นใยเชื้อราในจานทดลองมาตรวจสอบภายใต้
กล้องจุลทรรศน์พบว่าเซลล์เส้นใยของเชื้อรามีลักษณะที่ผิดปกติเมื่อเทียบกับเส้นใยของเชื้อราในจาน
ควบคุม (รูปที่ 4.3-4.5)  
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รูปที ่4.3 การยับยั้งเส้นใยเชื้อราด้วยน้ำเลี้ยงเช้ือจากอาหารเลี้ยงเช้ือ PDB, NB และ MSM ที่ทดสอบ
ร่วมกับเช้ือรา P. oryzae เสน้สีขาวแสดงระยะของภาพเท่ากับ 2 เซนตเิมตร และเส้นสีดำแสดงระยะภาพ
ใต้กล้องจุลทรรศน์ เท่ากับ 10 ไมโครเมตร 
 

 
รูปที ่4.4 การยับยั้งเส้นใยเชื้อราด้วยน้ำเลี้ยงเช้ือจากอาหารเลี้ยงเช้ือ PDB, NB และ MSM ที่ทดสอบ
ร่วมกับเช้ือรา C. fructicola เส้นสีขาวแสดงระยะของภาพเท่ากับ 2 เซนติเมตร และเส้นสีดำแสดงระยะ
ภาพใต้กล้องจุลทรรศน ์เท่ากบั 10 ไมโครเมตร 
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รูปที ่4.5 การยับยั้งเส้นใยเชื้อราด้วยน้ำเลี้ยงเช้ือของอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB, NB และ MSM ที่ทดสอบ
ร่วมกบัเชื้อรา F. oxysporum เส้นสีขาวแสดงระยะของภาพเท่ากับ 2 เซนติเมตร และเส้นสีดำแสดง
ระยะภาพใต้กล้องจุลทรรศน ์เท่ากับ 10 ไมโครเมตร 
 

วัดรัศมีการเจริญของเส้นใยเชื้อราและนำมาคำนวณเปอร์เซ็นต์ประสิทธิภาพการยับยั้งเส้นใยเชื้อ
รา (รูปที ่ 4.6) พบว่าการทดสอบในเชื ้อรา P. oryzae น้ำเลี ้ยงเชื ้อจากอาหารเลี ้ยงเชื ้อ PDB มี
ประสิทธิภาพการยับยั้ง (67.95±3.08 เปอร์เซ็นต์) สูงกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดอื่นอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ (P<0.05) ประสิทธิภาพของน้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB และ MSM ในการยับยั้งเชื้อรา C. 
fructicola สูงใกล้เคียงกัน (P>0.05) และสูงกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ NB  (31.42±3.89 เปอร์เซ็นต์) อย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) และน้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM มีประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อรา 
F. oxysporum ไม่แตกต่างจากอาหารเลี ้ยงเชื ้อ PDB และ NB แต่ในส่วนอาหารเลี ้ยงเชื ้อ PDB มี
ประสิทธิภาพการยับยั้ง (50.51±1.24 เปอร์เซ็นต์) ที่สูงกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ NB อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
(P<0.05) ดังนั้นสรุปได้ว่าน้ำเลี้ยงเชื้อของอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเส้นใยเชื้อรา 
P. oryzae ดีที่สุด และน้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB และ MSM มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเส้น
ใยเชื้อรา F. oxysporum และ C. fructicola ที่ใกล้เคียงกัน 
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รูปที ่4.6 ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อรา P. oryzae, C. fructicola และ F. oxysporum ในแต่ละอาหาร
เลี้ยงเช้ือ ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิต ิ(P<0.05) 
 
 การทดสอบการยับยั้บการงอกสปอร์ของเชื้อรา C. fructicola และ F. oxysporum ร่วมกับน้ำ
เลี้ยงเช้ือของแต่ละอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่าน้ำเลี้ยงเช้ือจากอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 3 ชนิดสามารถยับยั้งการงอก
สปอร์ของเชื้อรา C. fructicola ซึ่งสังเกตุได้จากบริเวณยับยั้งที่มีลักษณะใสรอบหลุมที่ใส่น้ำเลี้ยงเชื้อ และ
เมื่อนำบริเวณส่วนใสไปส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์เห็นได้ชัดเจนว่า เซลล์สปอร์ในจานทดสอบ เซลล์มีขนาด
ใหญ่ผิดปกติซึ่งอาจเป็นผลมาจากการขยายตัวของโครงสร้างภายในเซลล์ ในทางตรงกันข้ามเซลล์สปอร์ใน
จานควบคุมมีลักษณะปกต ิ(รูปที่ 4.7) 
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รูปที ่4.7 การยับยั้งการงอกสปอร์ของเช้ือราด้วยน้ำเลี้ยงเชื้อของอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB, NB และ MSM ที่
ทดสอบร่วมกับเชื้อรา C. fructicola เส้นสีขาวแสดงระยะของภาพเท่ากับ 2 เซนติเมตร และเส้นสดีำ
แสดงระยะภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ เท่ากับ 10 ไมโครเมตร 
 

การวัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณที่มีการยับยั้ง พบว่าน้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB, NB 
และ MSM มีประสิทธิภาพการยับยั ้งสปอร์เชื ้อรา C. fructicola ได้แตกต่างกัน โดยการทดสอบ
ประสิทธิภาพของน้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB ให้ผลการยับยั้งเชื้อราที่สูงกว่า (25.67±0.58 
มิลลิเมตร) อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดอื่นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) (รูปที่ 4.8) แสดงให้เห็นว่าน้ำเลี้ยง
เชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการงอกสปอร์ของเชื้อรา C. fructicola ที่สูง
ที่สุด เมื่อเทียบกับผลของน้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ NB และ MSM ที่ให้ผลการยับยั้งที่เท่ากัน และ
ในส่วนของสปอร์เชื้อรา F. oxysporum น้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 3 ชนิดไม่สามารถยับยั้งการ
งอกของสปอร์ได ้
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รูปที ่4.8 ประสิทธิภาพการยับยั้งสปอร์เช้ือรา C. fructicola โดยใช้น้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB, 
NB และ MSM ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิต ิ
(P<0.05)  
 

 

น้ำเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อราได้แตกต่างกัน 
โดยที่น้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราได้ดีที่สุด น้ำเลี้ยงเชื้อจาก
อาหารเลี้ยงเชื้อ MSM และ NB มีประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อราได้รองลงมา และเมื่อวิเคราะห์ค่าการ
ดูดกลืนของแสงของแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 3 ชนิด จะเห็นได้ว่า การเพาะเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB ให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตรที่สูงที่สุด มีความเป็นไปได้ว่า
ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื ้อราของน้ำเลี ้ยงเชื ้อจากอาหารเลี ้ยงเชื ้อ PDB น่าจะเป็นผลมาจากการที่
แบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB มีการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่สูง อาจเป็นผลทำให้
แบคทีเรียมีความสามารถในการสร้างสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราก่อโรคได้สูง สอดคล้องกับการทดสอบ
เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus natto NT–6 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ PDB, NB และ Landy medium (LB) 
พบว่าแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB มีปริมาณของสาร surfactin สูงที่สุดเมื่อเทียบกับการ
เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดอื่นที่ใช้ในการทดสอบ (Sun et al., 2019) จึงเป็นไปได้ว่า
แบคทีเรียมีความสามารถในการสร้างสารออกฤทธิ์สูง ส่งผลให้เกิดการยับยั้งเชื้อราได้สูงกว่าอาหารเลี้ยง
เชื้อชนิดอื่น แสดงให้เห็นว่าการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ PDB ในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย ถึงแม้จะเป็น
อาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อรา แต่การนำมาใช้เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียก็สามารถทำให้
แบคทีเรียเจริญได้ดีและมีปริมาณของสารออกฤทธิ์ที่สูง  
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ผลของการทดสอบความสามารถของน้ำเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 ในการยับยั้งเส้น
ใยเชื้อรา P. oryzae, C. fructicola และ F. oxysporum ยับยั้งสปอร์ของเชื้อรา C. fructicola แต่ไม่
ย ับย ั ้ งสปอร ์ของเช ื ้อรา  F. oxysporum. ผลการทดลองน ี ้คล ้ายก ับงานว ิจ ัยของแบคทีเร ีย B. 
amyloliquefaciens สายพันธุ์ JCK-12 ที่มีความสามารถในการยับยั้งเส้นใยของเชื้อรา M. oryzae, F. 
graminearum และ F. oxysporum f. sp. lycopersici แต่ไม่สามารถยับยั้งการงอกสปอร์ของเชื้อรา F. 
graminearum เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสารออกฤทธิ์ที่มากขึ้นทำให้มีผลในการยับยั้งการงอกของสปอร์
เชื้อราได้เพียงเล็กน้อย (Kim et al., 2017) เช่นเดียวกันกับแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens  DA12 ที่
มีความสามารถในการยับยั้งเส้นใยของเชื้อรา F. graminearum แต่ต้องใช้ความเข้มข้นของสารออกฤทธิ์
สูงในการยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อราข้างต้น (Lee et al., 2017) จากการเปรียบเทียบกับงานวิจัยอื่น
เห็นได้ว่า ความแตกต่างทางสายพันธุ์ของแบคทีเรียอาจเป็นปัจจัยสำคัญที่ทำให้เกิดความแตกต่างกันของ
ฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา ดังนั้นความสามารถในการยับยั้งเชื้อราของน้ำเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. 
1021 ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของแบคทีเรียในการสังเคราะห์สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งเชื้อราที่ก่อให้เกิด
โรคในพืช 
 

4.2 การจัดจำแนกและระบุชนิดของแบคทเีรยี Bacillus sp. 1021 ด้วยจีโนม 
 ใช้ข้อมูลลำดับเบสของจีโนม Bacillus sp. 1021 (GCA_014534735.1) ที่มีความยาว 
3,753,774 คู่เบส ประกอบไปด้วย 26 contig ซึ่งจากการทำแผนที่จีโนมของแบคทีเรีย Bacillus sp. 
1021 มีจำนวนยีนทั้งหมด 3,767 ยีน มีค่า GC content เท่ากับ 46.4 เปอร์เซ็นต์ Coding sequences 
(CDSs) มีทั้งหมด 3,685 ยีน (รูปที ่4.9)  
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รูปที ่4.9 แผนที่จีโนมของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 จากทางด้านใน: วงกลมสีดำใช้แสดงค่า G+C 
content วงกลมที่ 2 สีม่วงแสดงค่า GC skew- และสีเขียวแสดงค่า GC skew+ วงกลมที่ 3 สีเทาใช้
แสดงลำดับของ contig และวงกลมที่ 4 แสดง CDSs ที่พบบนจีโนม 
 

วิเคราะห์ค่า ANI ด้วยโปรแกรม J species ซึ่งต้องมีค่าความคล้ายคลึงของแบคทีเรียมากกว่า 95 
เปอร์เซ็นต์ และ ค่า dDDH ด้วยโปรแกรม TYGS ต้องมีค่าความคล้ายคลึงกันมากกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ เพื่อ
บ่งบอกว่าเป็นแบคทีเรียชนิดเดียวกัน (Wayne et al., 1987) ผลที่ได้พบว่าจีโนมของแบคทีเรีย Bacillus 
sp. 1021 เม ื ่อเทียบกับแบคทีเร ีย  B. siamensis KCTC 13613T มีค ่า ANI สูงที ่ส ุดเท่าก ับ 99.11 
เปอร์เซ็นต์ และ มีค่า dDDH สูงที่สุดเท่ากับ 92.3 เปอร์เซ็นต์ วิเคราะห์สายสัมพันธ์ที่มีลำดับเบสของจีโนม
ที่ใกล้เคียงกันจากการทำ phylogenomic tree พบว่าแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 มีสายสัมพันธ์ที่
ใ กล ้ เ ค ี ย งก ั บแบคท ี เ ร ี ย  B. siamensis KCTC 13613T, B. amyloliquefaciens DSM 7T และ  B. 
velezensis CR-502T (รูปที่ 4.10)  
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รูปที ่4.10 Phylogenomic tree โดยใช้ลำดับเบสของจีโนมของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 และ
แบคทีเรียในสกุล Bacillus ชนิดอื่นที่มีลำดับเบสที่ใกล้เคียงกัน 
 
 การจัดจำแนกแบคทีเรียโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาสามารถจัดจำแนกได้ในระดับสกุล แต่ไม่
สามารถระบุได้ถึงชนิดของแบคทีเรียจึงใช้ยีน 16S rRNA ในการจัดจำแนกซึ่งเป็นวิธีที่นิยมใช้ในการระบุ
ชนิดของแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ค่าความคล้ายคลึงกันของแบคทีเรียจากการเปรียบเทียบลำดับเบส
ของยีน 16S rRNA ดังในงานวิจัยที่ใช้ลำดับเบสของยีน 16S rRNA จัดจำแนกและระบุชนิดของแบคทีเรีย 
Bacillus PB-I ที ่ค ัดแยกได้จากดิน พบว่ามีค่าความคล้ายคลึงสูงถึง 98 เปอร์เซ็นต์ กับ Bacillus  
licheniformis (Ghumro et al., 2012) แต่ในบางกรณีการใช้ลำดับเบสของยีน 16S rRNA ก็มีข้อจำกัด
ในการจัดจำแนก เนื่องจากแบคทีเรียบางชนิดมีลำดับเบสของยีน 16S rRNA ที่ใกล้เคียงกันมาก ดังนั้นใน
การใช้ยีน 16S rRNA อาจไม่เพียงพอในการจัดจำแนกแบคทีเรีย ดังเช่นในการจัดจำแนก Bacillus 
psychrophilus และ Bacillus globisporus เมื่อใช้ยีน 16S rRNA พบว่ามีค่าความคล้ายคลึงกันสูงถึง 
99.8 เปอร์เซ็นต์ (Fox  et al., 1992) แต่ผลที่ได้ตรงกันข้ามกับงานวิจัยก่อนหน้า ที่จัดจำแนกโดยใช้ค่า 
DDH มีค่าความคล้ายคลึงต่ำกว่ามาตรฐาน โดยมีค่าน้อยกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ (Ruger, 1983) ด้วยเหตุนี้จึง
ได้มีการใช้จีโนมในการจัดจำแนกซึ่งค่า DNA-DNA hybridization (DDH) เป็นค่าที่ได้จากการวิเคราะห์
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ความคล้ายคลึงกันระหว่างแบคทีเรีย ใช้การเข้าคู่กันของลำดับเบสทั้งหมดของจีโนม นอกจากนี้มีการใช้
เทคโนโลยีเพื่อให้มีความรวดเร็วและสะดวกในการจัดจำแนก ได้แก่ การวิเคราะห์ค่า dDDH ที่ใช้ลำดับ
เบสทั้งหมดของจีโนมเช่นเดียวกับค่า DDH และค่า ANI ดังในงานวิจัยที่จัดจำแนกแบคทีเรีย Bacillus sp. 
BY-2 และ Bacillus sp. Tu-100 โดยการใช้จีโนมในการจัดจำแนก ซึ่งจากเดิมจัดจำแนกจากการใช้ยีน 
16S rRNA พบว่ามีค่าความคล้ายคลึงสูงถึง 96 เปอร์เซ็นต์กับ B. subtilis 168 ดังนั้นจึงจัดอยู่ในชนิด B. 
subtilis ที่มีการสังเคราะห์สารออกฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา Sclerotinia sclerotiorum จากเมล็ดพืช
น้ำม ัน (Hu et al., 2011; Hu et al., 2014) ในงานวิจ ัยต ่อมาจัดจำแนก B. subtilis BY-2 และ  B. 
subtilis Tu-100 ใหม่จากการใช้จีโนมในการจัดจำแนก พบว่าทั้ง 2 สายพันธุ์มีค่า ANI อยู่ที่ประมาณ 97 
เปอร์เซ็นต์ และค่า dDDH ประมาณ 79 เปอร์เซ็นต์ คล้ายคลึงกับ B. velezensis  และเมื่อเปรียบเทียบ
กับ B. subtilis ค่าของ ANI อยู่ที่ประมาณ 84 เปอร์เซ็นต์ และ ค่า dDDH อยู่ที่ประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ 
ซึ ่งมีค่าอยู ่ต่ำกว่าเกณฑ์ ทั้ง 2 ค่า ดังนั ้นจึงจัดจำแนกแบคทีเรีย 2 สายพันธุ ์ดังกล่าวใหม่ในชื ่อ B. 
velezensis (Mullins et al., 2020) แสดงให้เห็นว่าการจัดจำแนกโดยการใช้ยีน 16S rRNA มีข้อจำกัด
ดังที่กล่าวไปข้างต้น แต่ผลของการศึกษานี้จัดจำแนกแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 โดยใช้ลำดับเบสของ
จีโนมที่มีลำดับเบสคล้ายคลึงกับ B. siamensis KCTC 13613T เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับการจัดจำแนก
แบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 ด้วยการใช้ยีน 16S rRNA ของงานวิจัยก่อนหน้า (Aphimeteetamrong 
and Kittiwongwattana, 2021) เห็นได้ว่าการใช้ลำดับเบสของจีโนมในการจัดจำแนกเป็นวิธีที่มีความ
แม่นยำ และมีความน่าเชื่อถือของข้อมูลสูง เนื่องจากเป็นการใช้ลำดับเบสทั้งหมดของจีโนมมาวิเคราะห์ซึ่ง
แตกต่างจากการใช้ลำดับเบสของยีน 16S rRNA ที่เป็นการวิเคราะห์ยีนเพียงแค่บางส่วนของจีโนมใน
แบคทีเรีย  
 

4.4 คณุภาพของไพรเมอรส์ำหรับการวเิคราะห์การแสดงออกของยีน 
 นำลำดับเบสของจีโนมแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 วิเคราะห์ด้วย RAST server ในการ
ค้นหายีนอ้างอิงและยีนควบคุมทั้งหมด 11 ยีน แบ่งได้เป็นยีนอ้างอิงได้แก่ rpsU, Udp, gatB, dnaB, 
ssb, gyrA และ gyrB และยีนควบคุมได้แก่ spo0A, codY, degU และ comA และวิเคราะห์ยีนในกลุ่ม 
NRPS ได้แก่ fenC, dhbE และ srfAA คำนวณประสิทธิภาพของไพรเมอร์ (E) และค่า R2 ทั้ง 2 ค่าเป็น
ค่าที่บ่งบอกความเหมาะสมของไพรเมอร์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ ซึ่งค่าประสิทธิภาพของไพรเมอร์ที่ยอมรับ
ได้อยู่ในช่วง 90-110 เปอร์เซ็นต์ (Robledo et al., 2014) และค่า R2 ที่ยอมรับได้จะมีค่ามากกว่า 0.99 
หรือเข้าใกล้ 1 (Peirson, 2003) จะเห็นได้ว่าค่า E และ R2 ของไพรเมอร์ยีนทั ้งหมดที่ได้รับการ
ออกแบบมีค่า E อยู่ระหว่าง 94-109 เปอร์เซ็นต์ และ R2 มีค่าอยู่ระหว่าง 0.993-0.999 ซึ่งเป็นไปตาม
ข้อกำหนดสามารถใช้ในการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนเป้าหมาย (ตารางที่ 4.1) 
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ตารางที ่4.1 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์ (E) และค่า R2 ของยีนอ้างอิงและยีนควบคุม 
Gene name  Gene function/product E (%) R2 ACCESSION 

rpsU 30S ribosomal protein S21 94.91 0.998 WP_003152957 

Udp 
UDP-N-acetylglucosamine 2-

epimerase (non-hydrolyzing) 
98.62 0.999 WP_099745079 

gatB 
GatB/YqeY domain-

containing protein 
101.77 0.993 WP_007408278 

Helicase DNA helicase 104.55 0.995 WP_188154234 

ssb 
single-stranded DNA-binding 

protein Ssb 
99.26 0.998 WP_016937325 

gyrA DNA gyrase subunit A 99.26 0.998 WP_016937309 

gyrB 
DNA topoisomerase (ATP-

hydrolyzing) 
99.44 0.998 WP_099743883 

spo0A 
sporulation transcription 
factor Spo0A 

106.44 0.996 WP_003153177  

codY 
GTP-sensing pleiotropic 
transcriptional regulator 
CodY 

109.42 0.996 WP_013352252 

degU 
two-component system 
response regulator DegU 

109.72 0.998 WP_003219701 

comA 
response regulator 

transcription factor 
109.56 0.997 WP_016937821 
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 การคัดเลือกยีนอ้างอิงมาใช้เป็นมาตรฐานในการวัดระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมาย 
จะต้องวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนอ้างอิงที่มีระดับการแสดงออกคงที่ในสภาวะที่ต้องการ
ตรวจสอบ ซึ่งระดับการแสดงออกของยีนอ้างอิงมักจะขึ้นอยู่กับชนิดของแบคทีเรีย และสภาวะที่ใช้ใน
การวิเคราะห์ เนื่องจากไม่มียีนอ้างอิงเพียงตัวเดียวที่สามารถแสดงออกได้อย่างคงที่ในทุกสภาวะและทุก
ชนิดของแบคทีเรีย จึงจำเป็นต้องมีการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนอ้างอิงให้คงที่ในสภาวะที่
แตกต่างกัน เพื่อให้ได้ยีนอ้างอิงที่เหมาะสม ยีนอ้างอิงที่นำมาวิเคราะห์คัดเลือกมาจากการทำงานของ
ยีนที่เกี่ยวข้องภายในเซลล์ (Rocha et al., 2015) แบ่งเป็นยีนที่ทำหน้าที่เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องในการ
ถอดรหัสมี 4 ยีน ได้แก่ Helicase, ssb, gyrA และ gyrB  การแปลรหัส ได้แก่ ยีน rpsU และ ยีน gatB  
และการสังเคราะห์พอลิแซ็กคาไรด ์ได้แก่ ยีน Udp  วัดระดับการแสดงออกของยีนอ้างอิงทั้งหมด 7 ยีน
ด้วยวิธีการ RT-qPCR ได้ผลออกมาเป็นค่าจำนวนรอบของปริมาณ (Cq) จากนั้นนำค่า Cq วิเคราะห์
ด้วยโปรแกรม Normfinder เพื่อวิเคราะห์คัดเลือกยีนอ้างอิงที่เหมาะสม โดยพิจารณาจากค่าความ
เสถียร (Stability value) ยีนอ้างอิงที่เหมาะสมที่มีระดับการแสดงออกที่คงที่จะมีค่า Stability value 
ต่ำ (รูปที่ 4.11) 
 

 

 

 

 

 
 

รูปที ่4.11 ค่าความเสถียร (Stability value) ของยีนอ้างอิง 7 ยีนจากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
Normfinder 
 

ผลที่ได้พบว่ายีนอ้างอิง dnaB มีค่า Stability value ที่สูงที่สุดเท่ากับ 0.653 และยีนอ้างอิง gyrB 
มีค่า Stability value ที่ต่ำที่สุดเท่ากับ 0.286 นอกจากนี้โปรแกรมแนะนำการใช้ยีนอ้างอิงร่วมกันระหว่าง 

gatB และ ssb มีค่า Stability value ที่ต่ำเท่ากับ 0.104 ในการศึกษานี้เลือกใช้ยีนอ้างอิงร่วมกันในการ
วัดระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมาย ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่วิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน
อ้างอิงที่เหมาะสมเพื่อใช้ในการวัดระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมาย ในแบคทีเรีย  Bacillus cereus 

Gene Expression stability  
rpsU 0.553 
Udp 0.409 
gatB 0.327 
ssb 0.287 

dnaB 0.653 
gyrB 0.286 
gyrA 0.377 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



50 
 

ATCC 14579 และ Bacillus thuringiensis subsp. konkukian 97-27 พบว่ายีน gatB_Yqey เป็นยีนที่
มีความเสถียรที่สูงที่สุดจึงใช้วัดระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมาย และเมื่อเปรียบเทียบจากการใช้ยีน
อ้างอิงร่วมกัน ผลของระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมายที่ได้มีค่าที่แตกต่างกันเพียงเล็กน้อย (Reiter et 
al., 2011) จะเห็นได้ว่าการใช้ยีนอ้างอิงเดี่ยวหรือยีนอ้างอิงร่วมกัน สามารถใช้เป็นยีนอ้างอิงที่เหมาะสม
เพื่อใช้ในการวัดระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมายได้ ซึ่งจะต้องพิจารณาจากค่า Stability value ยิ่งถ้า
มีค่า Stability value ที่ต่ำ ก็จะยิ่งมีระดับการแสดงออกของยีนที่ เสถียรสูงภายใต้สภาวะที่ทดสอบ สรุป
การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนอ้างอิงที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB, NB และ MSM มี
ระดับการแสดงออกของยีนอ้างอิงร่วมกันของยีน gatB และ ssb เป็นยีนที่มีความเสถียรสูงที่สุดในอาหาร
เลี้ยงเชื้อทั้ง 3 ชนิดที่แตกต่างกัน ซึ่งผลที่ได้เป็นไปในทางเดียวกันกับงานวิจัยที่คัดเลือกยีนอ้างอิงทั้งหมด 
11 ยีน 18ST4, ACT, HPRT, PBGD, G6PD, GAPDH, TBP, RasC, GLP, TPI และ TUB ที่เหมาะสมโดย
ใช้โปรแกรม NormFinder, GeNorm และ BestKeeper  มาวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน
เป้าหมาย (CSP21) ในสภาวะอุณหภูมิที่แตกต่างกัน สารเคมี และความเข้มข้นของ H2O2 ด้วยวิธีการ RT-
qPCR ในแบคทีเรีย Acanthamoeba spp. พบว่าในสภาวะอุณหภูมิที่แตกต่างกันและความเข้มข้นของ 
H2O2 ยีน HPRT เป็นยีนอ้างอิงที่มีความเสถียรสูงที่สุด แต่ในทางกลับกันยีน 18ST4  เป็นยีนที่มีความ
เสถียรสูงที่สุดในสภาวะสารเคมีที่แตกต่างกัน (Köhsler et al., 2020) จะเห็นได้ว่าระดับการแสดงออก
ของยีนอ้างอิงในบางสภาวะมีระดับการแสดงออกที่ไม่เท่ากัน ดังนั้นการใช้ยีนอ้างอิงมาทำให้เป็นมาตรฐาน
สำหรับการวัดระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมาย จะต้องมีการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน
อ้างอิงเพื่อให้เหมาะสมกับชนิดของแบคทีเรีย และสภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

 
4.5 กลุ่มยนีสังเคราะห์ NRPs ในจีโนมของ Bacillus sp. 1021  
 การวิเคราะห์จีโนมของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 ด้วยโปรแกรม antiSMASH พบยีน 3 
กลุ่มซึ่งเป็นยีนที่อยู่ในกลุ่ม NRPS (รูปที่ 4.12-4.14) ได้แก่กลุ่มของยีน fen, dhb และ srf ที่กำหนดการ
สังเคราะห์ NRPs ประเภท fengycin, bacillibactin และ surfactin ตามลำดับ โดยมีค ่าความ
คล้ายคลึงในแต่ละยีนเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต,์ 100 เปอร์เซ็นต์ และ 78 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ  
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รูปที ่4.12 ลำดับเบสของกลุ่มยีน fen กำหนดการสังเคราะห์สาร fengycin ที่พบในแบคทีเรีย 
Bacillus sp. 1021 
 

 

 
 

รูปที ่4.13 ลำดับเบสของกลุ่มยีน dhb กำหนดการสังเคราะห์สาร bacillibactin ที่พบในแบคทีเรีย 
Bacillus sp. 1021 

 

 

รูปที ่4.14 ลำดับเบสของกลุ่มยีน srf  กำหนดการสังเคราะห์สาร surfactin ที่พบในแบคทีเรีย 
Bacillus sp. 1021 
 
 

 การวัดระดับการแสดงออกของยีน fenC, dhbE และ srfAA ด้วยวิธี RT-qPCR ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ PDB, NB และ MSM (รูปที่ 4.15) พบว่าระดับการแสดงออกของยีน fenC  ในอาหารเลี้ยง
เชื้อ PDB (2.7±0.31) สูงกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM (1.96±0.23) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) 
แต่ในทางกลับกันในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM มีระดับการแสดงออกของยีน dhbE  ที่สูงกว่าในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ PDB อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) และในส่วนระดับการแสดงออกของยีน srfAA  ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ PDB (2.06±0.27) และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM (1.86±0.26) มีระดับการแสดงออกที่สูง
แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) 
 

fenE fenD fenC fenB fenA 

dhbE dhbF
F 

dhbC 

 

dhbA dhbB 

srfAA srfAB srfAC 
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รูปที ่4.15 ระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมายใน Bacillus sp. 1021 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
PDB, NB และ MSM ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิต ิ(P<0.05)  
 

การพิจารณาระดับการแสดงออกของยีน NRPS ร่วมกับฤทธิ์การยับยั้งเชื้อราก่อโรค โดยน้ำเลี้ยง
เชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB, NB และ MSM สามารถใช้ระบุสารยับยั้งเชื้อราได้โดยอ้อม ผลของระดับ
การแสดงออกของยีนเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับผลของสารออกฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อราในอาหารเลี้ยง
เชื้อ เมื่อมีระดับการแสดงออกของยีนในแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่สูง ส่งผลให้น้ำเลี้ยงเชื้อ
ของอาหารเลี้ยงเชื้อมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราได้สูง แต่ในทางกลับกันระดับการแสดงของยีนใน
แบคทีเรียที่ต่ำส่งผลทำให้น้ำเลี้ยงเชื้อมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราได้ต่ำเช่นเดียวกัน โดยที่แบคทีเรีย
ในอาหารเลี้ยงเช้ือ PDB มีระดับการแสดงออกของยีน fenC  ที่สูงที่สุด ระดับการแสดงออกของยีน dhbE 
และยีน srfAA รองลงมาตามลำดับ แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM มีระดับการแสดงออกของยีน 
dhbE ที่สูงที่สุด รองลงมาคือยีน fenC และยีน srfAA มีระดับการแสดงออกของยีนที่แตกต่างกันเล็กน้อย 
และระดับการแสดงออกของยีนทั้ง 3 ยีนในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ต่ำที่สุด ส่งผลทำให้การสังเคราะห์สาร
ออกฤทธ์ิในการทดสอบการยับยั้งเชื้อราน้อยที่สุด ดังนั้นแสดงให้เห็นว่าผลของระดับการแสดงออกของยีน
ในกลุ่ม NRPS ในแต่ละอาหารเลี้ยงเชื้อที่ได้สอดคล้องกับผลการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อราของน้ำ
เลี้ยงเช้ือ สรุปได้ว่ายีน fenC  เป็นยีนที่คาดว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา แต่ในส่วนของยีน 
dhbE  เป็นยีนที่เกี่ยวข้องในการสะสมธาตุเหล็กในแบคทีเรีย (Chen et al., 2009) ไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง
เชื้อราก่อโรค ข้อสรุปนี้สอดคล้องกับการศึกษาสารออกฤทธิ์ในแบคทีเรียสกุล Bacillus พบว่ายีนในกลุ่ม 
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NRPS เป็นยีนที่สามารถสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งเชื้อราก่อโรคได้ ดังในงานวิจัยที่ศึกษา
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งเชื้อราก่อโรค พบว่าสาร fengycin A และ fengycin B ที่สังเคราะห์
ได้จากกลุ่มของยีน fen ที่พบในแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens Q-426 มีความสามารถในการยับยั้ง
เชื้อรา F. oxysporum f. sp. spinaciae (Zhao et al., 2013) เช่นเดียวกับสาร fengycin ที่พบใน B. 
subtilis สายพันธุ ์ CMB32 มีความสามารถในการยับยั ้งเชื ้อรา C. gloeosporioides ได้สูงกว่าสาร 
surfactin (Kim et al., 2010) ในทางกลับกันสาร surfactin ที่สังเคราะห์ได้จากยีน srfAA มีฤทธิ์ยับยั้ง
เชื้อราได้เล็กน้อย แต่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้ดังในงานวิจัยที่ทดสอบสาร surfactin 
ในแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธ์ุ MSH1 พบว่าสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Shigella dysenteriae และ 
Staphylococcus aureus ได้ (Isa et al., 2017) และผลของการยับยั้งเส้นใยของเช้ือรา Botryosphaeria 
dothidea โดยแบคทีเร ีย B. amyloliquefaciens สายพันธ ุ ์  SYBC H47 พบว ่าสาร surfactin มี
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งที่ต่ำกว่าเมื่อเทียบกับสาร fengycin (Li et al., 2016) อย่างไรก็ดี surfactin จาก
แบคทีเรียบางชนิดในสกุล Bacillus ก็มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราได้เมื่อทำงานร่วมกันกับสาร NRPS กลุ่มอื่น 
ตัวอย่างเช่นในงานวิจัยที่ศึกษาการสร้างสาร Cyclic lipopeptides ในแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens 
สายพันธุ์ JCK-12 พบว่าสาร fengycin, surfactin และ Iturin มีบทบาทเสริมฤทธิ์กันทำให้สามารถยับยั้ง
การงอกของสปอร์ของเชื้อรา F. graminearum ได้ดียิ่งขึ้น (Kim et al., 2017) นอกจากนี้สาร surfactin 
สามารถกระตุ้นทำให้พืชมีความต้านทานต่อเชื้อก่อโรค อีกทั้งเกี่ยวข้องกับการสร้างแผ่นฟิล์มรอบๆการ
เจริญของแบคทีเรีย (Ongena and Jacques, 2008; Chen et al., 2009) ดังนั้นแล้วเพื่อให้ได้ข้อสรุปที่
ชัดเจน อาจจำเป็นต้องมีการสกัดสาร fengycin และ surfactin ของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 มา
ทดสอบกับเช้ือราโดยตรงต่อไป 

  ระดับการแสดงออกของยีนควบคุมในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB, NB และ MSM (รูปที่ 4.15) 
พบว่าระดับการแสดงออกของยีน degU  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM (2.92±0.31) สูงกว่าในอาหารเลี้ยง
เชื้อ PDB และ อาหารเลี้ยงเชื้อ NB อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB 
มีระดับการแสดงออกของยีน comA สูงที่สุด (2.46±0.22) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) รองลงมา
คืออาหารเลี้ยงเชื้อ MSM (1.71±0.03) ต่อมาในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB และอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM มีระดับ
การแสดงออกของยีน codY  ใกล้เคียงกันและสูงกว่าในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
(P<0.05) และระดับการแสดงออกของยีน spo0A ในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB (1.92±0.33) สูงกว่าอาหาร
เลี้ยงเชื้อ MSM และอาหารเลี้ยงเชื้อ NB อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระดับการ
แสดงออกของยีนในกลุ่ม NRPS กับยีนควบคุมในแต่ละอาหารเลี้ยงเชื้อ ยีน fenC  ยีน srfAA ยีน comA 
และยีน spo0A มีระดับการแสดงออกของทั้ง 3 ยีนไปในทิศทางเดียวกันคือ แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
PDB มีระดับการแสดงออกยีนที่สูงที่สุด อาหารเลี้ยงเชื้อ MSM มีระดับการแสดงออกของยีนที่รองลงมา 
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และระดับการแสดงออกของยีนในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB น้อยที่สุด ส่วนยีน degU และยีน codY  มีระดับ
การแสดงออกของยีนในแต่ละอาหารเลี้ยงเชื้อในทิศทางตรงกันข้าม คือ แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MSM มีระดับการแสดงออกยีนที่สูงกว่าระดับการแสดงออกของยีนในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB และ NB (รูป
ที่ 4.12) ระดับการแสดงออกของยีนควบคุม ได้แก่ ยีน comA และยีน spo0A มีระดับการแสดงออกของ
ยีนในแต่ละอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไปในทิศทางเดียวกันกับยีนในกลุ่ม NRPS อาจจะเป็นเพราะว่ายีนควบคุมทั้ง 
2 ยีนนี้ เป็นยีนที่เข้าไปช่วยให้ระดับการแสดงออกของยีน fenC  และยีน srfAA มากขึ้น ส่วนยีน degU 
และยีน codY  ที่มีระดับการแสดงออกของยีนในแต่ละอาหารเลี้ยงเชื้อในทิศทางตรงกันข้ามจะเข้าไป
ยับยั ้งหรือขัดขวางการแสดงออกของยีน fenC  และยีน srfAA ซึ ่งได้ผลที ่สอดคล้องกับงานวิจัยใน
แบคทีเรีย B. amyloliquefaciens fmbJ ที่ศึกษาระดับการแสดงออกของยีน comA และยีน spo0A 
เป็นยีนที่ควบคุมระดับการแสดงออกของยีน fenC เมื่อยีนควบคุมมีระดับการแสดงออกสูงจะทำให้มีระดับ
การแสดงออกของยีน fenC ที่สูงไปด้วย (Sun et al., 2020) และระดับการแสดงออกของยีน comA และ
ยีน spo0A เป็นยีนที่ควบคุมการแสดงออกของยีน srfAA ทำให้มีการสังเคราะห์สาร surfactin ออกมา
เพิ่มมากขึ้น แต่ในทางกลับกันยีน codY  และยีน degU เป็นยีนที่ยับยั้งการสังเคราะห์สาร surfactin ใน
แบคทีเรีย B. amyloliquefaciens fmbJ (Zhi et al., 2017; Sun et al., 2020) จึงสรุปได้ว่ายีน fenC  
คาดว่าน่าจะเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารออกฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อราที่ก่อให้เกิดโรคพืช ซึ่งถูก
ควบคุมโดยยีน comA และยีน spo0A เมื่อยีนควบคุมมีระดับการแสดงออกของยีนที่สูงส่งผลทำให้ระดับ
การแสดงออกของยีน fenC สูงขึ้นเช่นเดียวกัน  
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บทที่ 5  

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
 การศึกษาการจัดจำแนกและระบุชนิดของแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 โดยการใช้ลำดับเบส
ของจีโนมในการจัดจำแนกชนิดของแบคทีเรียที่มีลำดับเบสที่ใกล้เคียงกัน ผลของการวิเคราะห์ค่า ANI 
เท่ากับ 99.11 เปอร์เซ็นต์ และค่า dDDH เท่ากับ 92.3 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งทั้ง 2 ค่าอยู่ในระดับที่สูงกว่าเกณฑ์ 
จึงสรุปได้ว่าแบคทีเรีย Bacillus sp. 1021 เป็นแบคทีเรียชนิดเดียวกันกับ B. siamensis KCTC 13613T 
และการระบุชนิดของเชื้อรา Colletotrichum sp. และเชื้อรา Fusarium sp. โดยใช้ลำดับเบส ITS ใน
การจัดจำแนกเชื้อราที่นำมาทดสอบ เมื่อนำไปวิเคราะห์ในฐานข้อมูลพบว่า เชื้อรา Colletotrichum sp. 
และ Fusarium sp. มีค่าความคล้ายคลึงกันของลำดับเบส ITS ที่ใกล้เคียงกับเชื้อรา C. fructicola และ
เชื ้อรา F. oxysporum เท่ากับ 100 เปอร์เซ ็นต์ ตามลำดับ ซึ ่งสอดคล้องกับผลที ่ได้จากการทำ 
phylogenetic tree ของเชื้อราทั้ง 2 ชนิด สรุปได้ว่า เชื้อรา Fusarium sp. เป็นเชื้อราชนิดเดียวกันกับ
เชื้อรา F. oxysporum และเชื้อรา Colletotrichum sp. เป็นเชื้อราชนิดเดียวกันกับ C. fructicola  จาก
การทดสอบการยับยั้งเชื้อราที่ก่อให้เกิดโรคพืชโดยการใช้น้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ต่างชนิดกัน  
ส่งผลให้แบคทีเรียสร้างสารออกฤทธิ์ออกมาได้ไม่เท่ากัน โดยน้ำเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB มี
ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อราดีที่สุด ทำให้มีการยับยั้งเชื้อราได้แตกต่างกัน ซึ่งในการวิเคราะห์ระดับการ
แสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องในการสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการศึกษานี้เป็นยีนในกลุ่ม NRPS ผลที่
ได้จากการทดสอบการยับยั้งเชื้อราสอดคล้องกับผลของระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ ยวข้องกับการ
สังเคราะห์สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยระดับการแสดงออกของยีน fenC  ในอาหารเชื้อเลี้ยง PDB มี
ระดับการแสดงออกของยีนที่สูงเป็นไปในทางเดียวกับความสามารถในการยับยั้งเชื้อราได้ดี แสดงให้เห็น
ว่ายีน fenC ซึ่งมียีน comA และยีน spo0A ที่ควบคุมการสังเคราะห์สาร fengycin คาดว่าน่าจะเป็นยีนที่
เกี่ยวข้องกับการยับยั้งเชื้อรา จึงสรุปได้ว่าระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารออกฤทธิ์
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่แตกต่างกัน เป็นผลทำให้แบคทีเรียสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมายับยั้งเชื้อราได้
แตกต่างกัน ดังนั้นการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนจึงอาจใช้เป็นวิธีการวิเคราะห์ความเป็นไปได้
ของยีนที่คาดว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับกิจกรรมนั้นๆในเบื้องต้น ซึ่งข้อมูลที่ได้สามารถนำไปต่อยอดในงานวิจัย
อื่น ทำให้สามารถลดระยะเวลาและความซับซ้อนของวิธีการวิเคราะห์ได้ ในการศึกษาข้างต้นนี้หาก
ต้องการข้อมูลที่ชี้จำเพาะเจาะจงของสารออกฤทธิ์จำเป็นต้องไปวิเคราะห์เกี่ยวกับฤทธิ์ของสารเพิ่มเติมใน
วิธีการต่อๆไป  
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5.2 ข้อเสนอแนะ 
1. วิเคราะห์สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเพิ่มเติมที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อราที่ก่อให้เกิดโรค

ในพืช อาทิเช่น การทำให้บรสิุทธิ์ สกัดสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไปทดสอบการยับยั้งเชื้อรา 
 2. ศึกษากลไกอื่นๆ ภายในเซลล์ที่อาจจะส่งผลทำให้แบคทเีรียสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใน
การยับยั้งเชื้อราในแต่ละอาหารเลี้ยงเช้ือไม่เท่ากัน นอกเหนือจากการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน  
 3. ปัจจัยอื่นๆที่ส่งผลกับการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย เช่น อุณหภูมิ สภาวะที่ใช้เพาะเลี้ยง 
ระยะเวลา และอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดอ่ืนที่ทำให้มีปริมาณของสารออกฤทธ์ิเพิ่มมากขึ้น  
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ภาคผนวก ก 
องคป์ระกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ 

1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
1.1 Nutrient agar (NA)  

  Peptone       5.0  กรัม 
 Beef extract       3.0 กรัม 
 Agar        15.0 กรัม 
 Distilled water      1,000.0  มิลลิลิตร  
 1.2 Nutrient broth (NB) 
  Peptone       5.0  กรัม 
 Beef extract       3.0  กรัม 
 Distilled water      1000.0  มิลลิลิตร  

 1.3 Potato dextrose broth (PDB) 
 Potato       200.0  กรัม 
 Dextrose       20.0  กรัม 

  Distilled water      1000.0  มิลลิลิตร 
 1.4 Mineral Salt Media (MSM)  
  Sucrose       20.0  กรัม  
  Ammonium nitrate (NH4NO3)      2.0  กรัม  
  Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)    3.0  กรัม  
  Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4)    10.0  กรัม  

  Magnesium Sulfate Heptahydrate (MgSO4 7H2O)  0.2  กรัม  
  Yeast extracts        0.2  กรัม  
  Calcium chloride (CaCl2)      50.0  ไมโครลิตร  

  Manganese (II) Sulfate Tetrahydrate (MnSO4 4H2O)   50.0 ไมโครลิตร  
  Distilled water      1000.0  มิลลิลิตร 

  โดยต้องเจือจาง Calcium chloride (CaCl2 ) และ Manganese (II) Sulfate Tetrahydrate 

(MnSO4 4H2O) ก่อน ดังนี ้ชั่งสารมา 0.01 กรัม ละลายในน้ำ 20 มิลลลิิตร จะได้สารละลายเข้มข้น 
10,000 เท่า จากนั้นดูดสารละลายมา 5 ไมโครลิตร ใส่ลงในอาหารปริมาตร 50 มิลลิลิตร และผสม
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ส่วนประกอบทั้งหมดในน้ำกลั่นให้เข้ากัน และฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส (แรงดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว) เป็นเวลา 15 นาที 
 
2. การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือใช้ในการเพาะเลี้ยงเช้ือรา  

2.2 Potato dextrose agar (PDA) 
 Potato       200.0  กรัม 
 Dextrose       20.0  กรัม 
 Agar        17.0  กรัม 
 Distilled water      1000.0  มิลลิลิตร 
ผสมส่วนประกอบทั้งหมดในน้ำกลั่นให้เข้ากัน และฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส (แรงดัน 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว) เป็นเวลา 15 นาท ี
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