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รายการตาราง 

ตารางท่ี  หน้า 
   

1 การทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ระดับในการทดลอง และ
ปริมาณปัจจัยท่ีใช้ ของสภาวะในการผลิตเอนไซมไ์คตเินสโดย Metarhizium 
guizouense PSUM04 
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2 การทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ระดับในการทดลอง และ
ปริมาณปัจจัยท่ีใช้ ของปัจจัยในการใช้เอนไซมไ์คตเินสเพ่ือควบคุมการเจรญิของ
เช้ือราก่อโรคบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
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3 สถานท่ีเก็บตัวอย่างผลลองกอง และเช้ือราก่อโรคผลเน่าของลองกองท่ีพบในแต่
ละพ้ืนท่ี 
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4 ดัชนีความหลากหลายของชนิดเช้ือราสาเหตุโรคผลเน่าของลองกองในแต่ละพ้ืนท่ี
เก็บตัวอย่าง 
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5 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของตัวแปร/ปัจจัย แบบ response surface 
quadratic model  ท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไคติเนส 
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guizhouense PSUM04 
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7 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของตัวแปร/ปัจจัย แบบ response surface 
quadratic model  ท่ีมีผลต่อการยัยยั้งการเจริญของเช้ือรา Botrytis sp. บน
อาหารเลี้ยงเช้ือ PDA 
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8 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของตัวแปร/ปัจจัย แบบ response surface 
quadratic model  ท่ีมีผลต่อการยัยยั้งการเจริญของเช้ือรา Fusarium sp. บน
อาหารเลี้ยงเช้ือ PDA 
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9 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของตัวแปร/ปัจจัย แบบ response surface 
quadratic model  ท่ีมีผลต่อการยัยยั้งการเจริญของเช้ือรา Pestalotiopsis sp. 
บนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA 
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รายการภาพประกอบ 

ภาพท่ี  หน้า 
   

1 ไคตินท่ีผลิตเป็นการค้า (a) และ ไคตินท่ีได้จากการวิจัยครั้งน้ี (b) 6 
   

2 รา Botrytis sp.; (a) โคโลนีอายุ 3 วัน บนอาหาร PDA (b) conidia บนก้าน 
conidiophore และ (c) conidia (bar = 10 µm) 
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3 รา Fusarium sp.; (a) โคโลนีอาย ุ3 วัน บนอาหาร PDA (b) macroconidia บน
ก้าน conidiophore และ (c) microconidia และ macroconidia (bar = 40 
µm) 
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4 รา Pestalotiopsis sp.; (a) โคโลนีอายุ 7 วัน บนอาหาร PDA (b) acervular 
conidiomata with young conidia และ (c) mature conidia (bar = 10 µm) 
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5 วงใส (clear zone) บนอาหาร colloidal chitin agar โดยเช้ือรา Metarhizium 
guizhouense PSUM04 
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6 ปัจจัยท่ีมีผลต่อค่ากิจกรรมเอนไซม์ไคติเนส; (a) อุณหภูมิ (b) ระยะเวลาในการบ่ม 
(c) อัตราส่วนระหว่างของแข็งและของเหลว และ (d) pH 
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7 ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลต่อค่าการทํางานของเอนไซม์ไคติเนส; (a) 
ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารตั้งต้น และเวลา เมื่อกําหนด pH และ
อุณหภูมิเท่ากับ 7.0 และ 30 oC ตามลําดับ ; (b)  ความสัมพันธ์ระหว่างความ
เข้มข้นของสารตั้งต้น และค่า pH เมื่อกําหนดอุณหภูมิ และเวลา เท่ากับ 30 oC 
และ 216 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
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8 ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลต่อค่าการทํางานของเอนไซม์ไคติเนส; (a) 
ความสัมพันธ์ระหว่างค่า pH และ เวลา เมื่อกําหนดความเข้มข้นของสารตั้งต้น 
และอุณหภูมิเท่ากับ 1.5% และ 30 oC ตามลําดับ ; (b)  ความสัมพันธ์ระหว่าง
อุณหภูมิ และเวลา เมื่อกําหนดความเข้มข้นของสารตั้งต้น และค่า pH และ 
เท่ากับ 1.5% และ 7.0 ตามลําดับ 
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9 ผลของอุณหภูมิ (a) และ pH (b) ต่อความเสถียร (stability) ของเอนไซม์ไคติเนส 19 
   

10 ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ท่ีเกิดจากการทําปฏิกริยาของสารละลายเอนไซม์ไคติเนส 19 
   

11 แถบโปรตีน ท่ีปรากฏบนเจลของ SDS-PAGE (M = protein marker, 1 = 
control, 2 และ3 = นํ้ า ค้ันจาก เปลื อกลองกองหลั ง ถูกกระตุ้ นด้ วย  M. 
guizhouense PSUM04 เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และ 48 ช่ัวโมง ตามลําดับ) 
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12 การยับยั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือราก่อโรคผลเน่า โดยใช้นํ้าค้ันจากผลลองนํ้าค้ัน
จากเปลือกลองกองหลังถูกกระตุ้นด้วย M. guizhouense PSUM04 (สีเทา) และ 
potassium phosphate buffer pH 7.0 (สีดํา) 
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13 เช้ือรา Botrytis sp. ท่ีเจริญตามปกติบนอาหาร PDA (ภาพขวา) และ inhibition 
zone บนอาหาร PDA ท่ีเกิดจากการยับยั้งการเจริญของรา Botrytis sp. โดยการ
ใช้สารละลายเอนไซม์ไคติเนสสกัดหยาบ (E) นํ้ากลั่นฆ่าเช้ือ (C) และ extraction 
buffer (B) (ภาพซ้าย) 
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 รายการภาพประกอบ (ต่อ)  

ภาพท่ี  หน้า 
   

14 เช้ือรา Fusarium sp. ท่ีเจริญตามปกติบนอาหาร PDA (ภาพขวา) และ ihibition 
zone บนอาหาร PDA ท่ีเกิดจากการยับยั้งการเจริญของรา Fusarium sp. โดย
การใช้สารละลายเอนไซม์ไคติเนสสกัดหยาบ (E) นํ้ากลั่นฆ่าเ ช้ือ (C) และ 
extraction buffer (B) (ภาพซ้าย) 
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15 เช้ือรา Pestalotiopsis sp. ท่ีเจริญตามปกติบนอาหาร PDA (ภาพขวา) และ 
inhibition zone บนอาหาร  PDA ท่ี เ กิดจากการยับยั้ งการ เจริญของรา 
Pestalotiopsis sp. โดยการใช้สารละลายเอนไซม์ไคติเนสสกัดหยาบ (E) นํ้ากลั่น
ฆ่าเช้ือ (C) และ extraction buffer (B) (ภาพซ้าย) 
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16 ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลต่อการยับยั้งการเจริญของรา Botrytis sp. บน
อาหาร PDA; (a) ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และ
อุณหภูมิ เมื่อกําหนดเวลาในการบ่มเท่ากับ 35 นาที; (b)  ความสัมพันธ์ระหว่าง
อุณหภูมิ และเวลาในการบ่มเอนไซม์ เมื่อกําหนดความเข้มข้นของเอนไซม์ 20 
U/ml และ (c)  ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และเวลา 
เมื่อกําหนดอุณหภูมิไว้ท่ี 35 oC 
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17 ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลต่อการยับยั้งการเจริญของรา Fusarium sp. บน
อาหาร PDA; (a) ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และ
อุณหภูมิ เมื่อกําหนดเวลาในการบ่มเท่ากับ 35 นาที; (b)  ความสัมพันธ์ระหว่าง
อุณหภูมิ และเวลาในการบ่มเอนไซม์ เมื่อกําหนดความเข้มข้นของเอนไซม์ 20 
U/ml และ (c)  ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และเวลา 
เมื่อกําหนดอุณหภูมิไว้ท่ี 35 oC 
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18 ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลต่อการยับยั้งการเจริญของรา Pestalotiopsis sp. 
บนอาหาร PDA (a) ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และ
อุณหภูมิ เมื่อกําหนดเวลาในการบ่มเท่ากับ 35 นาที; (b)  ความสัมพันธ์ระหว่าง
อุณหภูมิ และเวลาในการบ่มเอนไซม์ เมื่อกําหนดความเข้มข้นของเอนไซม์ 20 
U/ml และ (c)  ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และเวลา 
เมื่อกําหนดอุณหภูมิไว้ท่ี 35 oC 
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19 เส้นใยของรา Botrytis sp. ใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด; (a) และ 
(c) กระตุ้นด้วยนํ้าเปล่า (control) และภาพ (b) และ (d) กระตุ้นด้วยนํ้าค้ันจาก
ลองกองท่ีกระตุ้นด้วย M. guizhouense PSUM04 
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20 เส้นใยของรา Fusarium sp. ใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด; (a) 
และ (c) กระตุ้นด้วยนํ้าเปล่า (control) และภาพ (b) และ (d) กระตุ้นด้วยนํ้าค้ัน
จากลองกองท่ีกระตุ้นด้วย M. guizhouense PSUM04 
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21 เส้นใยของรา Pestalotiopsis sp. ใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด; 
(a) และ (c) กระตุ้นด้วยนํ้าเปล่า (control) และภาพ (b) และ (d) กระตุ้นด้วยนํ้า
ค้ันจากลองกองท่ีกระตุ้นด้วย M. guizhouense PSUM04 
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 รายการภาพประกอบ (ต่อ)  

ภาพท่ี  หน้า 
   

22 การเจริญของของ Botrytis sp. บนผลลองกอง; (a-c) ชุดควบคุม หลังจากปลูก
เช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 ช่ัวโมง ตามลําดับ, (d-f) พ่นสารละลายเอนไซม์
ก่อนปลูกเช้ือราก่อโรค หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 ช่ัวโมง 
ตามลําดับ และ (g-i) ปลูกเช้ือราก่อโรคก่อนจากน้ันจึงพ่นสารละลายเอนไซม์ 
หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
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23 การเจริญของของ Fusarium sp. บนผลลองกอง; (a-c) ชุดควบคุม หลังจากปลูก
เช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 ช่ัวโมง ตามลําดับ, (d-f) พ่นสารละลายเอนไซม์
ก่อนปลูกเช้ือราก่อโรค หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 ช่ัวโมง 
ตามลําดับ และ (g-i) ปลูกเช้ือราก่อโรคก่อนจากน้ันจึงพ่นสารละลายเอนไซม์ 
หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
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24 การเจริญของของ Pestalotiopsis sp. บนผลลองกอง; (a-c) ชุดควบคุม หลังจาก
ปลูกเช้ือราทดสอบ 24, 48 และ 96 ช่ัวโมง ตามลําดับ, (d-f) พ่นสารละลาย
เอนไซม์ก่อนปลูกเช้ือราก่อโรค หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 24, 48 และ 96 
ช่ัวโมง ตามลําดับ และ (g-i) ปลูกเช้ือราก่อโรคก่อนจากน้ันจึงพ่นสารละลาย
เอนไซม์ หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 24, 48 และ 96 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
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25 ร้อยละของการเกิดโรคผลเน่าของลองกองหลังจากปลกูเช้ือ; (a) Botrytis sp., (b) 
Fusarium sp. และ (c) Pestalotiopsis sp.   
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26 ร้อยละของการเกิดโรคผลเน่าของลองกองเมื่อบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง (30 oC) 33 
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บทคัดย่อ 

 ลองกอง (Lansium domesticum) เป็นผลไมเ้มืองร้อนท่ีมีความสาํคัญทางเศรษฐกิจของภาคใต้ ประเทศไทย แต่สาเหตุ
ท่ีทําให้คุณภาพของลองกองลดลงเกิดข้ึนเน่ืองจากโรคหลังการเก็บเก่ียว ซ่ึงหน่ึงในโรคหลังการเก็บเก่ียวท่ีสําคัญของลองกอง
ได้แก่โรคผลเน่า การวิจัยครั้งน้ีจึงเกิดข้ึนโดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพการใช้เอนไซม์ไคติเนส ท่ีผลติโดยราแมลง 
Metarhizium guizhouense PSUM04 โดยใช้เปลือกกุ้งและกระดองปูท่ีเหลือใช้เป็นวัตถุดิบ ในการยับยั้งเช้ือราสาเหตโุรคผล
เน่าของลองกองหลังการเก็บเก่ียว พร้อมท้ังหาศึกษาคุณสมบัตติ่างๆของเอนไซมไ์คติเนสท่ีผลิตได้ และสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การทํางานของเอนไซมไ์คติเนส ผลการศึกษาพบว่าเมื่อเลี้ยงเช้ือราบนอาหารแบบแข็ง (solid state cultivation) ด้วยรําข้าว
สาล ีกระดองปูบดละเอียด และ colloidal chitin ในอัตราส่วน 1.5: 1.5: 1 ท่ีมีอัตราส่วนระหว่างอาหารแข็งและเหลว (S/L 
ratio) 3:1 และ 4:2 pH 7.4 และสภาพท่ีเหมาะสมในการบ่มเช้ือ คืออุณหภูมิ 32oC เป็นเวลา 11 วัน มีค่ากิจกรรมไคติเนสสูง
สุด 2.51 U/ml โดยค่ากิจกรรมมคีวามเสถียรท่ีอุณหภูมิ 20-40 oC และ pH 5.0-8.0 ไคติเนสท่ีผลิตได้สามารถยับยั้งการเจริญ
ของรา Botrytis sp., Fusarium sp. และ Pestalotiopsis sp. ท่ีเป็นสาเหตุโรคผลเน่าหลังการเก็บเก่ียวของลองกองบนจาน
อาหารเลี้ยงเช้ือ โดยมเีปอร์เซ็นตก์ารยับยั้ง 44.7, 42.9 และ 43.6% ตามลําดบั และสปอร์แขวนลอยของ M. guizhouense 
PSUM04 ท่ีความเข้มข้น 1 x 104 สปอร์/มล ยังกระตุ้นให้ผลลองกองสร้าง pathogenesis- related protein (PR protein) 
ขนาด 25-27 และ 43 kDa ได้แก่ไคติเนส และ บีตา-1,3- กลูคาเนส และสามารถยับยั้งการเจริญของราก่อโรคผลเน่าบนจาน
อาหารเลี้ยงเช้ือไดเ้ช่นกัน เมื่อตรวจสอบลักษณะเส้นใยของเช้ือราก่อโรคภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบอิเล็กตรอนชนิดส่องกราด 
(SEM) พบว่าเส้นใยของ Botrytis sp., Fusarium sp. และ Pestalotiopsis sp.  มีรูปร่างผดิปกตไิป บิดเบ้ียว และฉีกขาด 
นอกจากน้ีเส้นใยของ Fusarium sp. และ Pestalotiopsis sp.  ยังมีความหนาแน่นลดลงอีกด้วย เมื่อพ่นสารละลายเอนไซมไ์ค
ติเนสบนผลลองกอง สามารถชะลอการเกิดโรคผลเน่าเน่ืองจากเช้ือรา Botrytis sp. ได้ 48.8 % และชะลอการเกิดผลเน่า
เน่ืองจากรา Pestalotiopsis sp. ได้ 24.3% เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (p<0.05)  แต่ไมส่ามารถชะลอการเกิดโรคผลเน่า
ท่ีเกิดจากเช้ือรา Fusarium sp. ได้ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (p>0.05) เมื่อเก็บรักษาท่ีอุณหภูมห้ิอง (30oC) เป็นเวลา 7 
วัน นอกจากน้ีเมื่อเปรียบเทียบการใช้สารละลายเอนไซมไ์คติเนส กับการใช้สปอร์แขวนลอยของ M. guizhouense PSUM04 
โดยตรง และการใช้สารคาร์เบนดาซิม พบว่าท่ี 24 ช่ัวโมง ลองกองท่ีจุ่มในสปอร์เช้ือราแขวนลอย และสารเคมี ไม่แสดงอาการ
ผลเน่า ส่วนลองกองท่ีจุ่มในสารละลายเอนไซม์ เกิดผลเน่าเล็กน้อยท่ี 12% ต่างจากชุดควบคุมท่ีเกิดผลเน่า 40% แต่หลังจาก
น้ันลองกองแสดงอาการผลเน่าอยา่งรวดเร็ว จนเน่าสมบูรณ์ 100% หลังจากบ่มไว้ 120 ช่ัวโมง มีเพียงลองกองท่ีจุ่มในสปอร์ของ
เช้ือรา และท่ีใช้สารเคมเีท่าน้ัน ท่ีแสดงอาการผลเน่า 79 และ 20% ตามลําดับ  
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Abstract 

 Longkong (Aglaia dookkoo Griff.) is an important economically tropical fruit of southern Thailand. One 

reason of the reduction of fruit quantity and quality occur by postharvest diseases. Fruit rot is one of the 

most serious postharvest diseases of longkong. The objectives of this research was to control postharvest 

fruit rot of longkong by using chitinase produced from shrimp and crab industrial wastes by 

entomopathogenic fungus, Metarhizium guizouense PSUM04. Moreover, factors effecting on chitinase 

production, optimization condition for enzyme production and enzyme characterization are included. The 

results indicated that obtimal substrate for solid state cultivation was rice bran: crab shell powder: colloidal 

chitin in ratio 1.5: 1.5: 1. The optimal factors for enzyme production was solid to liquid ratio (S/L ratio) 3:1 

and 4:2, pH of liquid media was 7.4 and incubation temperature at 32oC for 11 days. The highest chitinase 

activity was 2.51 U/ml. For enzyme characteristic, the temperature stability was 20-40 oC and pH stability 

was 5.0-8.0. The chitinase produced from M. guizouense PSUM04 inhibited mycelial growth of three fruit 

rot pathogens, Botrytis sp., Fusarium sp. and Pestalotiopsis sp. on culture plate with percentage of inhibition 

44.7, 42.9 and 43.6%, respectively. Moreover, spore suspension of M. guizhouense PSUM04 in concentration 

of 1 x 104 spore/ml exhibited the induction of pathogenesis- related protein (PR protein) in longkong fruit. 

These proteins were 25-27 kDa of chitinase and 43 kDa of ß-1,3-glucanase. The PR proteins also inhibited 

mycelial growth of three pathogenic fungi on culture plate. The observation from scanning electron 

microscope (SEM) showed abnormal shapes, swisting and cracking in Botrytis sp., Fusarium sp. and 

Pestalotiopsis sp. and less dense mycelial growth for Fusarium sp. and Pestalotiopsis sp. In addition, crude 

enzyme produced from M. guizouense PSUM04 could delayed rotting of longkong fruit from Botrytis sp. for 

48.8% and Pestalotiopsis sp. for 24.3% with significantly different from distilled water control (p<0.05). 

However, crude enzyme could not delayed rotting of longkong fruit from Fusarium sp. compared with 

control (p>0.05) when incubated at room temperature (30oC) for 7 days. In addition, the effect of crude 

chitinase, spore of M. guizhouense PSUM04 and Carbendazim, chemical fungicide for controlling fruit rot 

were compared. Longkong fruits were treated with fungal spores and Carbendazim were not found any fruit 

rot, but the fruits treated with crude chitinase and control (distilled water) presented fruit rot 12 and 40%, 

respectively at 24 h. After that the enzyme-treated longkong fruits rotting rapidly. However, longkong fruits 

were treated with fungal spores and Carbendazim showed fruit rot 79 and 20%, respectively at 120 h. 
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1. บทนํา 
 

ภาคใต้ของประเทศไทยมสีภาพภมูิประเทศ และภูมิอากาศท่ีเหมาะสมในการปลูกไม้ผลเศรษฐกิจท่ีสําคัญหลายชนิด หน่ึง
ในน้ันคือลองกอง (Lansium domesticum) จากข้อมูลในปี 2559 ภาคใต้มเีน้ือท่ีปลูกลองกองท่ีให้ผลผลิตท้ังหมดจํานวน 
232,071 ไร่ คิดเป็นผลผลิต 70,948 ตัน (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตรเขต 8 สุราษฎร์ธานี) ผลผลิตส่วนใหญ่ใช้เพ่ือบริโภค
ภายในประเทศและส่งออก ซ่ึงต้นทุนการผลติของเกษตรกรส่วนหน่ึงท่ีสําคัญคือต้นทุนจากการจัดการหลังการเก็บเก่ียว เช่น 
การเก็บรักษา และการขนส่ง เป็นต้น ตัวอย่างความเสียหายของผลไม้หลังการเก็บเก่ียว คือ โรคหลังการเก็บเก่ียว 
(postharvest disease) ท่ีส่วนใหญ่เกิดจากการเข้าทําลายของจุลนิทรีย์ทางบาดแผล หรือช่องเปิดตามธรรมชาติ โรคหลังการ
เก็บเก่ียวลองกอง ท่ีสําคัญโรคหน่ึงได้แก่ โรคผลเน่า (fruit rot) ซ่ึงเกิดจากเช้ือราสาเหตุหลายชนิด เช่น Aspergillus, Botrytis, 
Colletotrichum, Fusarium, Lasiodiplodia Pestalotiopsis, Phomopsis, และ Penicillium sp. (Sivapaian et al., 
1998; Lim and Sangchote, 2003; Coates et al., 2003) ซ่ึงการเข้าทําลายของเช้ือราทําให้ผลลองกองเสื่อมคุณภาพอย่าง
รวดเร็ว อายุการเก็บรักษาสั้น และราคาตกต่าํ เกษตรกรจึงควรคํานึงถึงการจัดการหลังการเก็บเก่ียวเพ่ือลดปัญหาคุณภาพ
ผลไม้ดังกล่าว โดยนอกเหนือจากการ ควบคุมปัจจัยทางกายภาพตา่งๆ เช่น ความช้ืน อุณหภูมิ และการถ่ายเทอากาศของ
สถานท่ีเก็บรักษาผลไม้แล้ว การควบคุมโรคด้วยชีววิธี เช่น การใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ สารสกัดจากพืช และสารท่ีผลิตได้จาก
จุลินทรีย์ นับว่าเป็นวิธีการหน่ึงซ่ึงช่วยการลดความเสยีหายของผลไม้หลังการเก็บเก่ียว ช่วยให้เกษตรกรขายผลผลติได้ราคาด ี
และมีความปลอดภัยต่อผู้บริโภคและสิ่งแวดล้อม 
 ไคติเนส (chitinase) เป็นเอนไซม์ท่ีมีคุณสมบัติในการย่อยไคติน (chitin) ซ่ึงเป็นองค์ประกอบหลักของผนังเซลลเ์ช้ือรา 
(Muzzarelli, 1997) จึงมีการนําเอาเอนไซม์ชนิดน้ีมาใช้ควบคุมโรคพืชท่ีเกิดจากเช้ือรา ซ่ึงถือเป็นวิธีท่ีดีและปลอดภัย เน่ืองจาก
เอนไซมด์ังกล่าวไม่มผีลต่อเน้ือเยื่อของพืชเน่ืองจากพืชไม่มีไคตินเป็นองค์ประกอบ (Neeraja et al., 2010) ซ่ึงจุลินทรียห์ลาย
ชนิดสามารถผลิตไคติเนสได้ เช่น Trichoderma harzianum (Ulhoa and Peberdy, 1991),   Pseudomonas 
aeruginosa, Streptomyces sp. (Wang et al., 1999) Bacillus cereus (Chang et al., 2003; Hammami et al., 2010) 
และ Metarhizium sp. (Leger et al., 1996; Rustiguel et al., 2012) โดย Metarhizium แม้จะเป็นเช้ือราก่อโรคแมลงท่ี
เข้าทําลายผนังลําตัวของแมลง (Barreto et al., 2004) หรือเรียกว่าราแมลง (entomophatogenic fungus) มีประสิทธิภาพ
ในการควบคุมแมลงศัตรูพืชหลายชนิด (Boucias and Pendland, 1998) แต่เน่ืองจากเช้ือราชนิดน้ีสามารถผลิตเอนไซม์ไค
ติเนสได้ จึงมรีายงานว่า Metarhizium spp. สามารถควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคพืชได้เช่นกัน (Matsumoto, 2006; de 
Carolina Sánchez-Pérez et al., 2014) นอกจากน้ี Metarhizium บางสายพันธ์ุสามารถเจรญิรอบรากพืช และสรา้งสาร
กระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชได้ (Hu and St.Leger, 2002)  
 ประเทศไทยมีการส่งออกกุ้งเป็นจํานวนมาก โดยจากรายงานของกลุ่มวิเคราะห์การค้าสินค้าประมงระหว่างประเทศ กอง
ประมงต่างประเทศ กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ์พบว่ากุ้งปรุงแต่งเป็นสินค้าประมงท่ีส่งออกมากท่ีสุดในปี 2554 
ถึง 91,570 ตัน (ประพันธ์, 2555) จากรายงานดังกล่าวช้ีให้เห็นว่า ปริมาณหัวกุ้งและเปลือกกุ้งท่ีเป็นของเหลือท้ิงจาก
ขบวนการผลติก็มีปริมาณมากไปดว้ย ก่อให้เกิดปัญหาด้านการกําจัดของเสีย ซ่ึงส่วนใหญ่การกําจัดคือการนําไปตากแห้ง และ
ใช้เป็นส่วนผสมในอาหารสัตว์ แต่อย่างไรก็ตามพบว่ามีการตกค้างของกากเหลือท้ิงเป็นจํานวนมาก ซ่ึงกุ้งและปูเป็นสตัว์ท่ีมีไค
ตินเป็นสารโพลิเมอร์อยู่ในองค์ประกอบของเปลือกและกระดอง (Synowiecki and Al-Khateeb, 2003) จึงสามารถใช้เป็น
วัตถุดิบ หรือ แหล่งคาร์บอน ในการผลิตเอนไซมไ์คตเินสและนําไปใช้ให้ก่อประโยชน์ได้ (Chang et al., 2010; Abirami et al., 
2012)  
 การศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซมไ์คติเนสท่ีผลิตโดย Metarhizium guizouense 
PSUM04 เพ่ือใช้ในการยับยั้งเช้ือราสาเหตุโรคผลเน่าของลองกองหลังการเก็บเก่ียว โดยจะใช้เปลือกกุ้งและกระดองปูท่ีเหลือ
ท้ิงจากโรงงานแปรรูปอาหารทะเลมาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลติเอนไซม์ไคติเนส ตลอดจนศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ
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ทํางานของเอนไซม์ในการควบคุมเช้ือราก่อโรค และคุณสมบัติต่างๆของเอนไซม์ท่ีผลิตได้ ซ่ึงนอกจากจะนําเอนไซม์ท่ีได้ไปใช้
เพ่ือควบคุมการเกิดโรคเน่าของลองกองหลังการเก็บเก่ียว เพ่ือเป็นวิธีทางเลือกหน่ึงของการควบคุมการเกิดโรค เพ่ิมมลูค่าให้กับ
ผลผลติ และมีความปลอดภัยต่อผูบ้ริโภคและสิ่งแวดล้อมแล้ว ยังจะได้นําเอาของเหลือท้ิงจากการแปรรูปอาหารทะเล (กุ้งและ
ปู) มาใช้ให้เกิดประโยชน์อีกทางหน่ึงด้วย 

2. วัตถุประสงค์ของโครงการ 

 1. เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพการใช้เอนไซม์ไคติเนสในการยับยั้งเช้ือราสาเหตุโรคผลเน่าของลองกองหลังการเก็บเก่ียว 
พร้อมท้ังหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม์ไคติเนส 
 2. เพ่ือทดสอบความสามารถของ Metarhizium guizhouense ในการผลิตเอนไซมไ์คตเินสโดยใช้เปลือกกุ้งและกระดอง
ปูท่ีเหลือใช้เป็นวัตถุดิบ พร้อมท้ังหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไคติเนส 
 3. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติต่างๆของเอนไซม์ไคติเนสท่ีผลิตได ้

3.  การตรวจเอกสาร 

3.1  โรคหลังการเก็บเกี่ยว (postharvest disease) 
 โรคของผลไมห้ลังการเก็บเก่ียวทําให้เกิดความสูญเสียแก่ผลผลติท้ังทางปริมาณและคุณภาพ โรคบางชนิดทําให้ผลไม้
เสื่อมคุณภาพอย่างรวดเร็ว อายุการเก็บรักษาสั้น ทําให้ผลไม้ขายไม่ได้ หรือขายไดร้าคาต่ํา โรคหลังการเก็บเก่ียว มักพบเกิดจาก
เช้ือราเป็นส่วนใหญ่ รองลงมาไดแ้ก่แบคทีเรีย ส่วนไวรัสจะพบน้อยมาก ส่วนใหญ่โรคหลังการเก็บเก่ียวจะเกิดจากการเข้า
ทําลายของจุลินทรยี์ทางบาดแผล หรือช่องเปิดตามธรรมชาติ ซ่ึงเข้าทําลายได้ท้ังในระยะก่อนการเก็บเก่ียว ระหว่างท่ีเก็บเก่ียว 
และหลังเก็บเก่ียว เมื่อสภาพแวดลอ้มเหมาะสมก็จะแสดงอาการของโรคออกมา เช้ือราท่ีทําให้เกิดโรคหลังการเก็บเก่ียวท่ีสําคัญ 
แบ่งเป็น เช้ือราในไฟลัม Ascomycota ได้แก่ Penicillium, Aspergillus, Geotrichum, Botrytis, Fusarium, Alternaria, 
Colletotrichum, Dothiorella, Lasiodiplodia, Pestalotiopsis และ Phomopsis (Sivapaian et al., 1998; Lim and 
Sangchote, 2003; Coates et al., 2003) ซ่ึงเช้ือรา Ascomycota ส่วนใหญ่ท่ีเข้าทําลายผลไมจ้ะอยู่ในระยะท่ีสร้างเซล
สืบพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศ (asexual stage, anamorph) เช้ือราในไฟลัม Oomycota ท่ีสําคัญไดแ้ก่ Phytophthora และ 
Pythium (Sivapaian et al., 1998) ซ่ึงทําให้เกิดโรคหลังการเก็บเก่ียว เช่น โรคผลเน่าสีนํ้าตาล (brown rot) ของส้ม เช้ือรา
ไฟลัม Zygomycota ท่ีทําให้เกิดโรคหลังการเก็บเก่ียว ได้แก่ Rhizopus และ Mucor ท่ีพบมากได้แก่ R. stolonifer ส่วนเช้ือ
ราในไฟลมั Basidiomycota มักไม่พบเป็นสาเหตุของโรคหลังการเก็บเก่ียว แต่ก็มีเช้ือรา เช่น Sclerotium rolfsii และ 
Rhizoctonia solani ท่ีมี sexual stage เป็นพวก Basidiomycete ท่ีก่อให้เกิดโรคกับพืชผัก เช่น มะเขือเทศ และมันฝรั่ง (El-
Katatny and Emam, 2012)  
 โรคผลเน่า (fruit rot) ของลองกองหลังการเก็บเก่ียว เป็นโรคท่ีพบได้อย่างสม่ําเสมอ เน่ืองจากผลลองกองมีความฉํ่านํ้า  
และมีปริมาณนํ้าตาลธรรมชาตสิูง (Sapii et al., 2000) โดยโรคผลเน่าของลองกองมักเกิดจากเช้ือรา เช่น Aspergillus, 
Botrytis, Colletotrichum, Fusarium, Lasiodiplodia, Penicillium, Phomopsis และ Pestalotiopsis (Coates et al. 
2003; Kaesorn and Sangchote 2007; Lim and Sangchote 2003; Sivapaian et al. 1998) โดยมีอาการของโรคแตกต่าง
กัน เช่น โรคผลเน่าท่ีเกิดจาก Phomopsis sp. แผลเป็นสีนํ้าตาลดาํ มีลักษณะค่อนข้างกลม แผลขยายออกช้าๆ บนแผลจะไม่
ปรากฏเส้นใยของเช้ือราให้เห็น สว่นโรคผลเน่าท่ีเกิดจากเช้ือรา L. theobromae จะมลีักษณะอาการของโรคคือ เป็นจุดสี
นํ้าตาลเข้มลุกลามจากข้ัวผลหรือบริเวณแผล แผลจะเน่าลามไปท่ัวผลอย่างรวดเร็ว มเีส้นใยสีเทาดําปกคลุมบนแผล และผลเน่า
จะน่ิมและแห้งดํา (กรมวิชาการเกษตร, 2556)  
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3.2  ไคตินและเอนไซม์ไคติเนส 
 ไคตินเป็นสารพวก polysaccharide ท่ีพบมากตามธรรมชาตริองลงมาจากเซลลโูลส (cellulose) ไคตนิเป็นองค์ประกอบ
หลักของโครงสร้างภายนอก (exoskeleton) ของแมลง กุ้งและปูมีไคตินเป็นองค์ประกอบของเปลือกและกระดอง 
(Synowiecki and Al-Khateeb, 2003) และไคตินยังเป็นส่วนประกอบสําคัญในผนังเซลล์ของเช้ือรา ท่ีทําให้ผนังเซลล์รามี
ความแข็งแรง (Neeraja et al., 2010) ซ่ึงท่ีผนังเซลล์ของเช้ือราประกอบด้วยไคตินมากกว่าร้อยละ 20 (Ruiz-Harrera, 1991) 
ไคตินเกิดจากการเช่ือมต่อกันของโมเลกุล N-acetyl-D-glucosamine ด้วยพันธะ covalent ท่ีตําแหน่ง β-1-4-linked เป็นโพ
ลิเมอร์ (polymer) สายยาวท่ีมคีวามแข็งแรง เอนไซม์ท่ีมบีทบาทสําคัญในการย่อยไคติน คือเอนไซมไ์คติเนสท่ีเป็น multi-
complex enzyme ประกอบด้วย endo และ exo-chitinase โดยท่ัวไป endo-chitinase (EC.3.2.1.14) จะย่อยไคตินโดย
ทําลายหรือตัดภายในสายโพลเิมอร์ไคตินแบบสุม่ ได้เป็น oligomer หรือ chitobiose สายสั้น ส่วน exo-chitinase 
(EC.3.2.1.52) จะย่อยโพลเิมอรส์ายยาวจากปลาย non-reducing และ reducing sugar ไดเ้ป็น chitobiose หรือ N-
acetylglucosamine โมเลกุลเดีย่ว (Shaikh and Despande, 1993) ตามปกติพืชช้ันสูงผลิตเอนไซม์ไคติเนสเพ่ือป้องกันการ
เข้าทําลายของเช้ือราสาเหตุโรคพืช เมื่อถูกกระตุ้นโดยไคตินท่ีทําหน้าท่ีเป็น elicitor ส่วนจุลินทรีย์จะผลติเอนไซมไ์คติเนสเมื่อ
ต้องการใช้ไคตินเป็นแหล่งอาหาร หรือเป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนในการเจริญเติบโต (Cohen-Kupiec and Chet, 
1998)  
 จากท่ีกล่าวข้างต้นว่ากุ้งและปูมีไคตินเป็นองค์ประกอบของเปลือกและกระดอง ดังน้ันจึงสามารถใช้เป็นวัตถุดิบในการ
ผลิตเอนไซม์ไคติเนสได้ Suresh และ Chandrasekaran (1998) ศึกษาการผลิตเอนไซมไ์คตเินสโดยการใช้ของเสียพวกเปลือก
กุ้งตากแห้ง (sun-dried prawn waste) มาใช้เป็นวัตถุดิบ เมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบของของเสียเหล่าน้ันพบว่าประกอบด้วย
โปรตีน 39.74% ไคติน 23.08% ไขมัน 5.05% และข้ีเถ้า 21.13% หลังจากการหมักแบบแข็ง (solid stage fermentation)  
โดยเช้ือ Beauveria bassiana MTMF S10 ผลิตเอนไซมไ์คตเินสไดสู้งสุด 248 ยูนิต/กรัมของนํ้าหนักแห้ง (U/gIDS) นอกจากน้ี 
Chang และคณะ (2003) นําเปลือกกุ้งและกระดองปูในรูปแบบผงมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตไคติเนสโดยใช้เช้ือ B. 
cereus YQ 308 ท่ีแยกและคัดเลือกได้จากดินธรรมชาติ ผลการศึกษาพบว่าสามารถผลิตไคติเนสบริสุทธ์ิได้ 151 ยูนิต B. 
subtilis W-118 ผลิตไคติเนสโดยใช้เปลือกกุ้งและกระดองปูบดเป็นผงละเอียดเป็นส่วนผสมในอาหารเลีย้งเช้ือ โดยไดเ้อนไซม์
ไคติเนสท่ีได้มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 5.6 ยูนิต/มล. สามารถยับยั้งการเจรญิของเช้ือ F. oxysporum ได้อย่างสมบูรณ ์(Wang 
et al., 2006)  
 Gomaa (2012) พบว่า เช้ือแบคทีเรียสามารถผลติไคติเนสได้สูงสดุ 16.02 ยูนิต/มล. เมื่อใช้อาหารเหลวท่ีมี colloidal 
chitin ความเข้มข้น 1.5% ผสมกับนํ้าตาลกาแลคโตส ความเข้มข้น 0.5% เป็นแหล่งคาร์บอน รองลงมา 10.33 ยูนิต/มล. เมื่อ
เลี้ยงในอาหารเหลวท่ีมี colloidal chitin และนํ้าตาลแลคโตส เป็นแหล่งคาร์บอน โดยการหมักแบบแข็งเพ่ือผลิตเอนไซมไ์ค
ติเนส นอกจากจะใช้ไคตินท่ีได้เปลือกกุ้งและกระดองปูแล้ว ยังสามารถใช้ไคตินจากแมลงเป็นแหล่งคาร์บอนได้เช่นกัน ซ่ึง 
Rustiguel และคณะ (2012) พบว่าเช้ือรา Metarhizium anisopliae ผลิตเอนไซมไ์คตเินสได้ 7.14 ยูนิต/กรัมของสารตั้งตน้ 
เมื่อใช้ตัวอ่อนของหนอนไหมเป็นสารตั้งต้น ท้ังน้ีการหมักแบบแข็ง เหมาะสมกับการผลิตเอนไซม์ของเช้ือรา เน่ืองจากสามารถ
เพ่ิมปริมาณการผลิตได้ ให้ปริมาณเอนไซม์ท่ีสม่ําเสมอ มีความเสี่ยงในการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนน้อย และใช้
อุปกรณ์ท่ีมรีาคาไม่แพง (Matsumoto, 2006; Oberoi et al., 2010) 

3.3  การใช้เอนไซม์ไคติเนสเพ่ือยับย้ังโรคพืชท่ีเกิดจากเชื้อรา 
 ไคติเนสเป็นเอนไซม์ท่ีมีคุณสมบัติในการย่อยไคติน ซ่ึงเป็นองค์ประกอบหลักของผนังเซลล์เช้ือรา (Muzzarelli, 1997) จึง
มีงานวิจัยหลายฉบับนําเอาเอนไซม์ชนิดน้ีมาใช้ควบคุมโรคพืชท่ีเกิดจากเช้ือรา Chang และคณะ (2003) พบว่าเอนไซม์ไคติเนส
ท่ีเช้ือ B. cereus YQ 308 สร้างข้ึน ปริมาณ 2 มก./มล. สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา F. oxysporum และ P. 
ultimum ได ้ เช้ือ B. subtilis W-118 ผลิตไคติเนสโดยใช้เปลือกกุ้งและกระดองปูบดเป็นผงละเอียดเป็นส่วนผสมในอาหาร
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เลี้ยงเช้ือ ซ่ึงเอนไซม์ไคติเนสท่ีไดม้ค่ีากิจกรรมของเอนไซม์ 5.6 ยูนิต/มล. สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ F. oxysporum ได้
อย่างสมบูรณ ์(Wang et al., 2006) สอดคล้องกับ Abirami และคณะ (2012) รายงานว่าไคติเนสท่ีผลิตโดย B. licheniformis 
มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรคพืช F. solani, R. solani, F. oxysporum และ Alternaria sp. ในปี  
2012 Gomaa ทดสอบการงอก (germination) ของเมล็ดถ่ัวเหลืองท่ีถูกเช้ือราเข้าทําลาย พบว่าเมล็ดถ่ัวเหลืองท่ีถูกเช้ือ R. 
solanacearum, Aspergillus niger และ Fusarium sp.  เข้าทําลายมเีปอร์เซ็นต์ความงอกเพียงรอ้ยละ 6-15  แต่เมื่อใช้
เอนไซมไ์คตเินสท่ีผลิตไดจ้าก B. thuringiensis และ B. licheniformis คลุกกับเมลด็ถ่ัวเหลือง พบว่าถ่ัวเหลืองมีเปอรเ์ซ็นต์
ความงอกเพ่ิมข้ึน เป็นร้อยละ 33-80 นอกจากน้ี Wang และคณะ (2013) ยังพบว่านํ้าเลี้ยงเช้ือท่ีได้จากการกรองเอาเซลล์
แบคทีเรีย (cell- free culture filtrate) ของเช้ือ Serratia marcescens ท่ีมีเอนไซมไ์คตเินสอยู่ ทําให้เส้นใย และสปอร์ของ
เช้ือรา Aspergillus parasiticus เสยีหาย และยังช่วยลดการสร้างสารอะฟลาทอกซิน ซ่ึง Anitha และ Rabeeth (2010) 
ตรวจสอบปริมาณนํ้าตาลกลูโคสและ N-acetylglucosamine ในสารสกัดเส้นใยเช้ือรา พบว่าหลังจากใช้เอนไซม์ไคติเนสเพ่ือ
ยับยั้งการเจริญของเช้ือรา F. oxysporum, A. alternata, R. solani และ F. solani แล้ว ปรมิาณนํ้าตาลกลูโคสและ N-
acetylglucosamine เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเช้ือปกติ ท้ังน้ีเน่ืองจากสายโพลิเมอร์ไคตินท่ีเป็น
องค์ประกอบของผนังเซลเช้ือราถูกย่อยด้วยเอนไซมไ์คติเนส ช้ีให้เห็นว่าไคตเินสมคีวามสามารถในการยับยั้งการเจรญิของเช้ือ
ดังกล่าว และจากการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการทํางานของเอนไซม์ไคติเนส จากการทดลองนําผลส้มพันธ์ุสายนํ้าผึ้งไป
แช่นํ้าอุ่น อุณหภูมิ 50±2°C นาน 3 นาที และ 55±2°C นาน 2 นาที จะไปกระตุ้นการทํางานของเอนไซม์ไคติเนส แล้วทําให้ส้ม
เกิดโรคเน่าท่ีเกิดจากเช้ือ P. digitatum ลดลง (Inkha and Boonyakiat, 2010) สอดคล้องกับการศึกษาของ Okay และคณะ 
(2013) รายงานว่า pH และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทํางานเอนไซมไ์คติเนสคือ pH 7.0 และ 50oC โดยมค่ีากิจกรรมของ
เอนไซมเ์ท่ากับ 36.6 และ 37.1 ยูนิต/มล. ตามลาํดับ และเอนไซมไ์คติเนสท่ีผลิตได้มปีระสิทธิภาพในการควบคุมโรคท่ีเกิดจาก
เช้ือราท่ีอุณหภมูิห้องได้นานมากกว่า 10 วัน เอนไซม์ดังกล่าวไมม่ีผลต่อเน้ือเยื่อของพืชเน่ืองจากพืชไม่มีไคตินเป็นองค์ประกอบ 
จึงเป็นวิธีท่ีดีมากในการใช้ควบคุมโรคพืชท่ีเกิดจากเช้ือรา (Neeraja et al., 2010)  

4.  วิธีการทดลอง 

4.1  การเตรียมวัตถุดิบ 
 เตรียมไคตินจากเปลือกกุ้งและกระดองปู ก่อนนําไปทําเป็น colloidal chitin ซ่ึงใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิตเอนไซมไ์ค
ติเนส โดยเปลือกกุ้งได้รับความอนุเคราะห์จาก บริษัทสงขลาแคนน่ิง จํากัด (มหาชน) อ.เมือง จ.สงขลา และแพแกะกุ้งท้องถ่ิน 
อ.ระโนด จ.สงขลา และกระดองปูได้จากแพปูท้องถ่ิน อ. เมือง จ.สงขลา นํามาล้างทําความสะอาด คัดแยกส่วนท่ีเป็นเศษเน้ือ
ท้ิงจนเหลือแต่เปลือก และกระดอง จากน้ันอบให้แห้งโดยใช้ความร้อนจากแสงแดด 2-3 วัน นําไปอบแห้งด้วยเครื่องอบ (oven) 
อุณหภูมิประมาณ 60oC เพ่ือให้ตวัอย่างแห้งสนิท และนําไปบดโดยใช้เครื่องป่ันละเอียดจนได้เป็นผง (ภาพท่ี 1)  

ภาพท่ี 1 ไคตินท่ีผลติเป็นการค้า (a) และ ไคตินท่ีได้จากการวิจัยครัง้น้ี (b) 

(a) (b) 
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4.2  การเตรียม colloidal chitin 
 การเตรียม colloidal chitin ดัดแปลงจากวิธีการของ Roberts and Selitrennikoff (1988) โดยใช้ผงไคตินท่ีไดจ้าก
ข้ันตอนท่ีกล่าวมาข้างต้น 10 กรัม ละลายใน HCl 200 มิลลิลติร และ acetone 20 มิลลิลติร ท่ีแช่อยู่ในอ่างนํ้าแข็ง ใช้แท่งแก้ว
คนจนไคตินละลาย และคนต่อเน่ืองนาน 2 ช่ัวโมง นําไปบ่มไว้ในตู้เยน็อุณหภูมิ 4 oC ข้ามคืน จากน้ันเมื่อครบเวลา กรองผ่านผ้า
ขาวบาง 2-3 ช้ัน ลงไปใน ethanol 50% พร้อมท้ังใช้แท่งแก้วคน ล้างด้วยนํ้าสะอาดจนสารละลายมค่ีา pH ประมาณ 7.0 และ
นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที colloidal chitin จะมีสีขาวขุ่น เน้ือละเอียดคลา้ยครมี เก็บใส่
ขวดแล้วนําไปฆ่าเช้ือด้วย autoclave เก็บในตู้เย็นเพ่ือใช้เป็นสารตั้งต้นในการเลี้ยงเช้ือ และใช้ในการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์
ไคติเนสต่อไป  

4.3  การเตรียมเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่า 
 เก็บตัวอย่างลองกองจากสวนของเกษตรกรในจังหวัดพัทลุง นครศรีธรรมราช และสงขลา ท่ีเริ่มแสดงอาการผลเน่า เช่น มี
จุดสีนํ้าตาลบนผล เน้ือเยื่อยุบตัว ผลน่ิม หรือมีเส้นใยเช้ือราปกคลุม จากน้ันแยกเช้ือราจากผลลองกองด้วยวิธีแยกจากเน้ือเยื่อ
พืชโดยตรง (tissue transplanting method) เข่ียเส้นใยโดยตรง หรือนํามาบ่มไว้ในกล่องช้ืน (moist chamber) เพ่ือกระตุ้น
การเจรญิของเส้นใย จากน้ันแยกเช้ือราด้วยวิธี hyphal tip isolation และ/หรือ single spore isolation หลังจากได้เส้นใยท่ี
บริสุทธ์ิจึงทดสอบความสามารถในการก่อโรค (pathogenicity test) ของเช้ือราท่ีแยกได ้ตามหลักการ Koch's postulation 
และระบุชนิดของเช้ือราด้วยวิธีทางสัณฐานวิทยา และอนูชีวโมเลกุล (molecular) สกัดดีเอนเอโดยใช้ DNeasy Plant Mini Kit 
© QIAGEN (Qiagen, Natherlands) และเพ่ิมปริมาณดีเอนเอด้วยวิธีการ polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ไพร
เมอร์ PN3 (F) 5’ CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATC 3’ และ PN16 (R) 5’ TCCCTTTCAACAATTTCACG 3’ และ
เปรียบเทียบลําดับเบสในส่วน ITS กับฐานข้อมูลของ GenBank จาก National Centre for Biotechnology Information 
(NCBI) จากน้ันจึงคัดเลือกเช้ือราสาเหตุโรคผลเน่าของลองกองท่ีพบมากท่ีสุด 3 อันดับ เพ่ือนําไปทดสอบประสิทธิภาพของ
เอนไซมไ์คตเินสต่อการยับยั้งการเจริญของเช้ือราในห้องปฏิบัติการตอ่ไป 

4.4  การเตรียมเชื้อราท่ีผลิตเอนไซม์ไคติเนส 
 เช้ือราท่ีใช้ในการทดสอบได้แก่ Metarhizium guizouense PSUM02 และ PSUM04 ท่ีสามารถผลิตเอนไซมไ์คตเินสได้
จากการรายงานของ Thaochan and Chandrapatya, 2016 ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์ควบคุมศัตรูพืชโดยชีวินทรีย์
แห่งชาติศูนย์ภาคใต ้มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ์เลี้ยงเช้ือราบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) นําไปบ่มท่ีอุณภมูิ 30 
oC เป็นเวลา 7 วัน และคัดเลอืกให้เหลือเพียงหน่ึงสายพันธ์ุท่ีสามารถผลิตเอนไซมไ์คติเนสไดด้ี โดยการทดสอบเบ้ืองต้นบน
อาหาร chitin agar (1 ลิตร) ประกอบด้วย moist colloidal chitin (4.5 กรัม) MgSO4.7H2O (0.3 กรัม) (NH4)SO4 (3 กรัม) 
KH2PO4 (2 กรัม) citric acid monohydrate (1 กรัม) bromogresol purple (0.15 กรัม) tween 80 (200 ไมโครลติร)  และ 
ผงวุ้น 20 บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 5 วัน (Yumaliza et al., 2014) สังเกตสีของอาหารท่ีเปลีย่นไปจากสีเหลือง เป็นสี
ม่วง หรือสังเกตวงใส (clear zone) ท่ีเกิดข้ึนรอบโคโลนี  

4.5  การเลี้ยงเชื้อราด้วยอาหารแบบแข็ง (solid state cultivation) 
 เจาะช้ินวุ้นของเช้ือรา M. guizhouense บนอาหาร PDA อายุ 7 วัน ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 เซนติเมตร วางลงบน
อาหารแบบแข็ง (solid state medium) ท่ีมีส่วนผสมของ รําข้าวสาล ี กระดองปูบดละเอียด และ colloidal chitin ใน
อัตราส่วน 1.5: 1.5: 1 ผสมกับ mineral salt solution (1 ลิตร) ประกอบด้วย (NH4)SO4 (0.2 กรัม) MgSO4.7H2O (0.2 กรัม) 
FeSO4.7H2O (0.01 กรัม) CaCl2 (0.05 กรัม) K2HPO4 (7.5 กรัม) KH2PO4 (2.3 กรัม) และ yeast extract (5 กรัม) เพ่ือเป็น
แหล่งอาหารเสรมิและให้ความช้ืน ในอัตราส่วน 1:3 บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 10 วัน และสกัดสารละลายเอนไซมโ์ดยใช้ 
potassium phosphate buffer (KPB) pH 7.0 ความเข้มข้น 50 mM เติมลงในขวดเลีย้งเช้ือ นําไปเขย่าท่ี 140 รอบ/นาที 
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เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันนําไปหมุนเหว่ียงด้วยความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที นาน 30 นาที เก็บส่วนใสและกรองแยกเซลล์
แบคทีเรียด้วย syringe filter ขนาด 45 ไมโครเมตร เก็บสารละลายส่วนใสเป็นสารละลายเอนไซม์ไคติเนสสกัดหยาบ (crude 
enzyme) เพ่ือวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ต่อไป (Chaiharn et al., 2012) 

4.6  การหาสภาวะท่ีเหมาะในการผลิตเอนไซม์ไคติเนสโดยเชื้อรา Metarhizium guizouense PSUM04 
 หาสภาวะท่ีเหมาะสม (optimal condition) ในการผลติเอนไซม์ไคติเนส ด้วยวิธีการเลี้ยงบนอาหารแบบแข็ง โดยปัจจัย
และสภาวะท่ีทดสอบแบบเดี่ยว (single factor optimization) ได้แก่ อัตราส่วนระหว่างของแข็ง และของเหลว (solid to 
liquid ratio) 2:1, 3:1, 3:2, 4:1, 4:2 และ 4:3 ค่า pH ของ mineral salt solution ปรับค่า pH ด้วย 1 N NaOH และ 1 N 
HCl ให้ได้ pH 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ 8.0 อุณหภูมิในการบ่ม (20, 25, 30, 35 และ 40 oC) และระยะเวลาในการ
เลี้ยงเช้ือ (5, 10, 15 และ 20 วัน)  
 การวิเคราะห์แบบหลายปัจจัย (multiple factor optimization)  เพ่ือหาผลการผลติเอนไซม์เมือ่มีความสมัพันธ์ของ
ปัจจัยหลายชนิดเข้ามาร่วมกัน ด้วยวิธีการออกแบบการทดลองแบบ central composite design; CCD (Akay, 2007) โดย
ปัจจัยท่ีศึกษาครั้งน้ี ได้แก่ ค่า pH อุณหภูมิ ระยะเวลาในการบ่มเช้ือ และความเข้มข้นของ colloidal chitin ดังตารางท่ี 1 วัด
ค่าการทํางานของเอนไซม์ จากน้ันวิเคราะห์ทางสถิติแบบรีเกรสชันเชิงเส้นหลายตัวแปร (multiple linear regression) ซ่ึงมี
ท้ังหมด 25 การทดลอง การทดลองละ 3 ซํ้า 

ตารางท่ี 1 การทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ระดับในการทดลอง และปรมิาณปัจจัยท่ีใช้ ของสภาวะใน
การผลิตเอนไซมไ์คตเินสโดย Metarhizium guizouense PSUM04 

Coded values -2 -1 0 1 2 
Factors  Actual values 
A: Concentration of colloidal chitin (%) 0.5 1 1.5 2 2.5 
B: Incubation time (hr) 72 144 216 288 360 
C: pH 5 6 7 8 9 
D: Temperature (oC) 20 25 30 35 40 

 

4.7  การศึกษาคุณสมบัติเบ้ืองต้นของเอนไซม์ไคติเนส 
 คุณสมบัติของเอนไซม์ไคติเนสท่ีทดสอบ ได้แก่ ความเสถียรของค่ากิจกรรมเอนไซม์ต่ออุณหภูมิ (temperature stability) 
ความเสถียรต่อค่า pH (pH stability) และความเร็วในการทําปฏิกิริยาของเอนไซม์ จากน้ันนํามาวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ท่ี
เปลี่ยนแปลงจากค่ากิจกรรมเอนไซม์เริม่ต้น (initial activity) 
 วิธีการวัดความเสถียรของเอนไซมไ์คติเนสโดยนําสารละลายเอนไซม ์1 มิลลลิิตร ใส่ลงใน microcentrifuge tube และ
บ่มในเครื่องให้ความร้อน (heating box) ท่ีอุณหภูมิ 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 และ 80oC นาน 60 นาที  
 ความเสถียรของเอนไซม์ไคติเนสตอ่ผลของ pH โดยนําเอนไซม์ท่ีไปบ่มกับสารละลายบัฟเฟอร์เข้มข้น 100 mM ใน
อัตราส่วน 1:1 ได้แก่ sodium tartrate buffer (pH 2.0 และ 3.0), sodium acetate buffer (pH 3.0, 4.0, 5.0 และ 6.0), 
potassium phosphate buffer (pH 6.0, 7.0 และ 8.0) และ Tris-SO4 buffer (pH 8.0, 9.0 และ 10.0) บ่มไว้ท่ีอุณหภมูิห้อง 
นาน 60 นาที 
 วัดความเร็วในการทําปฏิกิริยาของเอนไซม ์โดยนําสารละลายเอนไซม์บ่มกับ colloidal chitin ความเข้มข้น 1% ใน 50 
mM potassium phosphate buffer (pH 7.0) บ่มไว้ในอ่างนํ้าปรบัอุณหภูม ิ37 oC นาน 15, 30, 45, 60, 75 และ 90 นาที 
จากน้ันนํามาวัดปริมาณนํ้าตาลท่ีได้จากการเปลี่ยน colloidal chitin เป็น n-acetyl-d-glucosamine โดย DNS method 
และเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
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4.8  การวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส 
 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ (enzyme activity) วัดด้วยวิธีการหาปรมิาณนํ้าตาลรีดิวซ์ท่ีผลติไดด้้วยวิธี dinitrosalicylic 
acid; DNS method (Miller, 1959) โดยใช้ 1% colloidal chitin ใน 50 mM KPB pH 7.0 เป็นสารตั้งต้น นําไปบ่มกับ
ตัวอย่างสารละลายเอนไซม ์ในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ันเติมสารละลาย DNS (3,5- DNS 10 
กรัม ใน 2N NaOH 200 มิลลลิิตร และ sodium potassium tartrate 300 กรัม ต่อนํ้า 1 ลิตร) แล้วต้มนํ้าเดือดนาน 15 นาที 
จากน้ันวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร และเทียบกับกราฟมาตรฐานของ 
N-acetyl-d-glucosamine เพ่ือใช้ในการคํานวณค่ากิจกรรมของเอนไซม ์ โดยหน่ึงยูนิต (U) ของเอนไซม์จะหมายถึงเอนไซม์ท่ี
ทําให้เกิดนํ้าตาลรดีิวซ์ 1 ไมโครโมล (µmol) ต่อหน่ึงนาที  

4.9  การตอบสนองของผลลองกองต่อเอนไซม์ไคติเนสสกัดหยาบและสปอร์แขวนลอยของเชื้อรา M. guizhouense  
 ตรวจสอบการตอบสนองของผลลองกองต่อสารละลายเอนไซม์ไคติเนสท่ีผลิตได้จากเช้ือรา M. guizhouense PSUM04 
บนอาหารเลี้ยงเช้ือแบบแข็ง และสปอร์แขวนลอยของเช้ือราดังกล่าว โดยวัดปริมาณ pathogenesis-related protein (PR 
protein) ท่ีลองกองสร้างข้ึน ภายใน 24 ช่ัวโมง หลังจากจุ่มผลลองกองในสารละลายเอนไซม์ และสปอร์แขวนลอยความ
เข้มข้น 104 สปอร์/มล ท่ีผสม 0.05% tween 80 เป็นเวลา 5 วินาที จากน้ันล้างผลลองกองด้วยนํ้ากลั่นฆ่าเช้ือ และพ่ึงให้แห้ง
ท่ีอุณหภูมิห้อง และนําเปลือกลองกองไปสกัดโปรตีนหลังจากบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 24 และ 48 ช่ัวโมง โดยวิธีการสกัดโปรตีน
ดัดแปลงจากวิธีการของ Zheng และคณะ (2007) บดเปลือกลองกองด้วยเครื่องป่ันจากน้ันเติมสารละลายบัฟเฟอร์ 12 
มิลลิลิตร (0.5% SDS, 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA และ นํ้ากลั่น 464 มิลลิลิตร) นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 90-94 oC เป็นเวลา 
8-10 นาที จากน้ันป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 8000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนใสผสมด้วย 
trichloroacetic acid (TCA), acetone, dithiothreitol (DTT) และ mercaptoethanol จากน้ันบ่มท่ี -20 oC นาน 2 ช่ัวโมง 
แล้วป่ันเหว่ียงอีกครั้งท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบ/นาที ล้างตะกอนด้วย acetone ผึ่งให้แห้ง แล้วละลายด้วย SDS-PAGE 
sample buffer ก่ อน นํ า ไ ปแยกขนาดของ โป รตี นด้ ว ย วิ ธี  Sodium dodecyl sulfate (SDS) Polyacrylamide gel 
electrophoresis (PAGE) เปรียบเทียบกับชุด 

4.10  Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 
 เปรียบเทียบขนาดของโปรตีนท่ีสกัดได้จากเปลือกของลองกองด้วยวิธี SDS-PAGE เปรียบเทียบระหว่างผลลองกองปกต ิ
ลองกองท่ีถูกกระตุ้นด้วยเอนไซมไ์คติเนส และลองกองท่ีถูกกระตุ้นดว้ยสปอร์แขวนลอยของ M. guizhouense PSUM04 ความ
เข้มข้น 104 spore/ml โดยใช้เจลขนาด 10*10 เซนติเมตร แบ่งเป็นสองส่วน โดย separating gel ความเข้มข้น 12% และ 
stacking gel ความเข้มข้น 4% ตามวิธีการของ Laemmli (1970) โดยใช้โปรตีนมาตรฐาน (protein marker) ขนาด 10 - 250 
kDa (BioLabs Inc.)  

4.11  ทดสอบการยับย้ังการเจริญของเส้นใยเชื้อราโรคผลเน่าบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 ทดสอบความสามารถของสารละลายเอนไซม์ไคติเนสสกัดหยาบในการยับยั้งการเจรญิเติบโตของเช้ือราสาเหตุโรคผลเน่า 
ด้วยวิธี gel diffusion โดยใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร เจาะอาหารแข็ง PDA ให้เป็นหลุม จํานวน 3 
หลุม ซ่ึงทุกหลมุมีระยะห่างจากจุดศูนย์กลาง 3 เซนติเมตร จากน้ันวางเช้ือราก่อโรคผลเน่าท่ีอายุ 3 วัน ไว้ตรงกลางจานเลี้ยงเช้ือ 
นําไปบ่มไว้ท่ีอุณหภมูิ 30 oC เป็นเวลา 4 วัน แล้ววัดขนาดวงใส (zone of inhibition) และวัดขนาดของเส้นใยเช้ือราท่ีเจรญิ 
เพ่ือคํานวณค่าเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ (percentage inhibition of growth) เทียบกับชุดควบคุม (ไม่มสีารละลายเอนไซม์) ดัง
สมการ 

     Percentage inhibition = ���
�
	× 100 
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 เมื่อ C หมายถึงรัศมีของเส้นใยเช้ือราของชุดควบคุม โดยวัดจากจุดศูนย์กลางไปจนถึงขอบของเส้นใย และ T คือรัศมีของ
เส้นใยจากจุดศูนย์กลางไปยังวงใส  

4.12  ตรวจสอบลักษณะเส้นใยด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนชนิดส่องกราด (scanning electron microscope; SEM)  
 ตรวจสอบลักษณะทางสณัฐานวิทยาของเช้ือราสาเหตุโรคผลเน่าท่ีเปลี่ยนแปลงไป หลังจากการทดสอบด้วยเอนไซม์ไค
ติเนส ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบอิเล็กตรอนชนิดส่องกราด โดยเจาะช้ินวุ้นท่ีมีเส้นใยเช้ือก่อโรคผลเน่าในบริเวณใกล้ zone of 
inhibition จากการทดสอบข้างตน้แช่ลงใน 3% glutaraldehyde ท่ี 4 oC นาน 24 ช่ัวโมง แล้วแยกนํ้าออกจากเส้นใยด้วยเอ
ทานอล 30, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100% ตามลําดับ จากน้ันนําตัวอย่างไปทําให้แห้งด้วยวิธี critical point drying (CPD) 
แล้วหุ้มด้วยทอง จากน้ันส่องด้วยกล้อง SEM (JSM-5800 LV, JEOL, USA) ณ ศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร ์
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร ์ 

4.13  การหาปัจจัยท่ีเหมาะสมในใช้เอนไซม์ไคติเนสเพ่ือควบคุมการเจริญของเชื้อราก่อโรคบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 ศึกษาปัจจัยท่ีมผีลต่อการใช้เอนไซม์ไคตเินสในการควบคุมการเจริญของเช้ือราสาเหตโุรคลองกอง บนจานอาหารเลี้ยง
เช้ือ แบบหลายปัจจัยพร้อมกัน โดยวางแผนการทดลองแบบ CCD ปัจจัยท่ีศึกษาได้แก่ อุณหภูมิท่ีบ่มเอนไซม์ก่อนนําไปใช้ ค่า
ความเข้มข้นของเอนไซม์ท่ีใช้ และระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์ (ตารางท่ี 2) และวัด percentage of inhibition จากน้ัน
วิเคราะห์ทางสถิติแบบรีเกรสชันเชิงเส้นหลายตัวแปร (multiple linear regression) ซ่ึงมีท้ังหมด 15 การทดลอง/เช้ือ และการ
ทดลองละ 3 ซํ้า 

ตารางท่ี 2 การทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ระดับในการทดลอง และปรมิาณปัจจัยท่ีใช้ ของปัจจัยใน
การใช้เอนไซมไ์คตเินสเพ่ือควบคุมการเจรญิของเช้ือราก่อโรคบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

Coded values -a -1 0 +1 +a 
Factors  Actual values 
a: Incubation Temperature (oC) 0.5 1 1.5 2 2.5 
b: Concentration of crude enzyme (U/ml) 72 144 216 288 360 
c: Incubation Time (min) 5 6 7 8 9 

 

4.14  ทดสอบการยับย้ังการเกิดโรคผลเน่าบนผลลองกอง 
 ผลลองกองปกติท่ีได้จากสวนของเกษตรกรในจังหวัดพัทลุง นครศรีธรรมราช และสงขลา ล้างทําความสะอาดผิวลองกอง
และฆ่าเช้ือบนเปลือกด้วย 70% ethanol, 1% NaOCl2 และล้างด้วยนํ้ากลั่นฆ่าเช้ือ 2 ครั้ง แล้วซับให้แห้ง แล้วแบ่งเป็น 3 ชุด
การทดลอง ได้แก่ (1) พ่นสารละลายเอนไซม์ก่อนปลูกเช้ือราก่อโรค (pre-inoculation) (2) ปลูกเช้ือราก่อโรคก่อนจากน้ันจึง
พ่นสารละลายเอนไซม์ (post-inoculation) และ (3) ชุดควบคุมซ่ึงปลูกเช้ือราก่อโรคเพียงอย่างเดียว โดยพ่นสารละลาย
เอนไซม์ท่ีผสม tween 20 (0.05 %) พ่ึงให้แห้ง ตั้งท้ิงไว้นาน 1 ช่ัวโมง ก่อนวางช้ินวุ้นเช้ือราก่อโรคขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 
เซนติเมตร บนผลลองกอง จากน้ันบ่มไว้ในกล่องช้ืน วางไว้ในท่ีมืด อุณหภูมิ 30 oC บันทึกผลการเกิดโรค วัดขนาดของแผล 
เทียบกับชุดควบคุม ทุก 24 ช่ัวโมง เป็นเวลา 5 วัน 
 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการเกิดโรคผลเน่าของลองกองในห้องปฏิบัติการ โดยใช้สารละลายเอนไซม์ท่ีผลิตได้
จากจุลินทรยี์ กับการใช้สปอร์แขวนลอยของเช้ือรา M. guizhouense PSUM04 ท่ีความเข้มข้น 104 - 106 สปอร์/มลิลลิิตร และ
เปรียบเทียบการใช้สารละลายเอนไซมไ์คติเนสกับการใช้สารเคมี ไดแ้ก่ คาร์เบนดาซิม ตามวีธีการท่ีกรมวิชาการเกษตรแนะนํา 
คือ จุ่มผลลงในสารเคมีแล้วเป่าให้แห้งก่อนเก็บรักษาท่ีอุณหภมูิ 11 องศาเซลเซียส (กรมวิชาการเกษตร, 2556) เทียบกับการใช้
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สารละลายเอนไซม์ท่ีทดสอบด้วยวิธีการเดียวกัน แล้วตรวจสอบคุณภาพต่างๆของผลลองกอง เช่น การเกิดโรค อายุการเก็บ
รักษา และลักษณะทางกายภาพ เช่น สีของผลท่ีเปลีย่นแปลงไป 

4.15 การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 ผลท่ีได้จากการทดลองท้ังสามซํ้าจะนํามาหาเฉลี่ย และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard deviation; SD) และวิเคราะห์
ความแปรปรวนแบบจําแนกทางเดียว (one-way analysis of variance; ANOVA) ด้วยวิธีของ Dancan (Dancan’s multiple 
range test) ท่ีความเช่ือมั่น 95% โดยใช้โปรแกรมสําเร็จรูป SPSS เวอร์ช่ัน 11.5  

5.  ผลการทดลองและวิจารณ์ 

5.1  เชื้อราสาเหตุโรคเน่าของลองกองหลังการเก็บเกี่ยว 
 เก็บตัวอย่างลองกองท่ีพบอาการผลเน่าจากสวนของเกษตรกรในจังหวัดพัทลุง นครศรีธรรมราชและ สงขลา จํานวนพ้ืนท่ี
เก็บตัวอย่างลองกองท้ังสิ้น 46 จุด แบ่งเป็น 23 พ้ืนท่ี จําแนกเป็น จังหวัดนครศรีธรรมราช จํานวน 12 พ้ืนท่ี จังหวัดพัทลุง 12 
พ้ืนท่ี และจังหวัดสงขลา 6 พ้ืนท่ี แยกเช้ือจากผลลองกองด้วยวิธี tissue transplating และ hyphal tip isolation ได้เช้ือรา
บริสุทธ์ิท้ังหมด 78 isolates และแบ่งเช้ือราได้ท้ังหมด 18 หมายเลข อย่างคร่าวๆ ตามลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
และสญัฐานวิทยาใต้กล้องจุลทรรศน์ หลังจากน้ันนําไปทดสอบความสามารถในการก่อโรค และตรวจสอบว่าเป็นเช้ือสาเหตุของ
โรคผลเน่า ตามหลักการ Koch's postulate หลังจากปลูกเช้ือราก่อโรคท่ีผลลองกองโดยการตดัช้ินวุ้นเช้ือราทดสอบ และบ่มไว้
ในกล่องช้ืนเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง พบว่าลองกองแสดงอาการเน้ือเยือ่ตาย (necrosis) ล้อมรอบช้ินวุ้นเช้ือรา แผลสีนํ้าตาลขยาย
ลุกลาม จนผลเน่า และมเีส้นใยเจริญปกคลุมผลลองกอง หลังจากการปลูกเช้ือ 48 ช่ัวโมง เปรียบเทียบกับเช้ือราท่ีไม่ใช่สาเหตุ
โรค และชุดควบคุม ท่ีผลลองกองไม่เกิดอาการผดิปกติ ซ่ึงเช้ือราท่ีทําให้เกิดอาการเน่าบนผลลองกองมีจํานวน 11 หมายเลข 
ได้แก่ หมายเลข 1, 6, 7, 8, 9, 10, 14, 15, 16,17 และ 18 และแบ่งการกระจายตามแต่ละพ้ืนท่ีเก็บตวัอย่าง ดังแสดงในตาราง
ท่ี 3 

 เมื่อวิเคราะห์ความหลากหลาย (density) ของเช้ือราท่ีทําให้เกิดอาการผลเน่าของลองกองในแตล่ะพ้ืนท่ีของการเก็บ
ตัวอย่าง โดยใช้ดัชนีการกระจายตวัแชนนอนไวเนอร์ (Shannon Wiener index, H’) พร้อมท้ังวิเคราะห์ค่าความสม่ําเสมอของ
ข้อมูล (evenness, J’) พบว่า ตัวอย่างลองกองท่ีเก็บจากอําเภอกงหรา จังหวัดพัทลุง อําเภอนบพิตํา จ.นครศรีธรรมราช และ 
อําเภอตะโหมด จังหวัดพัทลุง มีความหลากหลายเช้ือราสาเหตโุรคผลเน่าของลองกองสูง โดยมดีัชนีการกระจายตัวแชนนอนไว
เนอร ์เท่ากับ 1.49, 1.33 และ 1.29 ตามลําดับ และพ้ืนท่ีเก็บตัวอย่างส่วนใหญ่จะมีความสม่ําเสมอของข้อมูลอยู่สูง (>0.88 – 
1.00) (ตารางท่ี 4) 
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ตารางท่ี 3 สถานท่ีเก็บตัวอย่างผลลองกอง และเช้ือราก่อโรคผลเน่าของลองกองท่ีพบในแต่ละพ้ืนท่ี 
  หมายเลขเช้ือราโรคผลเน่าของลองกอง (ไอโซเลท) 

ลําดับที ่ สถานที ่ 1 6 7 8 9 10 14 15 16 17 18 
1 ต.ทุ่งนารี อ.ป่าบอน จ.พัทลุง      1    2  
2 ต.คลองใหญ่ อ.ตะโหมด จ.พัทลุง   1   1 1 1  1  
3 ต.กงหรา อ.กงหรา จ.พัทลุง 1     3   1 2 1 
4 ต.ลําสินธุ์ อ.ศรีนครินทร์ จ.พัทลุง 1     1 1     
5 ต.ตะแพน อ.ศรีบรรพต จ.พัทลุง        2    
6 ต.ป่าพะยอม อ.ป่าพะยอม จ.พัทลุง   1     1  1  
7 ต.เกาะเต่า อ.ป่าตะยอม จ.พัทลุง          1  
8 ต.ป่าพูน อ.เมือง จ.นครศรีธรรมราช     1 2     1 
9 ต.นาทราย อ.เมือง จ.นครศรีธรรมราช   1         
10 ต.กําแพงเซา อ.เมือง จ.นครศรีธรรมราช     1 1      
11 ต.ตาดี อ.ลานสกา จ.นครศรีธรรมราช 2       1    
12 ต.เสาเพรา อ.สิชล จ.นครศรีธรรมราช     1   1    
13 ต.เทพราช อ.สิชล จ.นครศรีธรรมราช   2 2 1       
14 ต.กะหร่อ อ.พบพิตํา จ.นครศรีธรรมราช         1 1  
15 ต.นาเหรง อ.นบพิตํา จ.นครศรีธรรมราช     1 1  1  2  
16 ต.ละอาย อ.ฉวาง จ.นครศรีธรรมราช          1  
17 ต.จันดี อ.ฉวาง จ.นครศรีธรรมราช        2    
18 ต.เขาพระ อ.รัตภูมิ จ.สงขลา 1           
19 ต.วังใหญ่ อ.เทพา จ.สงขลา      2      
20 ต.เทพา อ.เทพา จ.สงขลา  1          
21 ต. คอหงส์ อ.หาดใหญ ่จ.สงขลา    1    2    
22 ต. คลองหอยโข่ง อ.คลองหอยโข่ง จ.สงขลา      1   1 1  
23 ต. ขุนตัดหวาย อ.จะนะ จ.สงขลา  1        1  

 รวม 5 2 5 3 5 13 2 11 3 13 2 
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ตารางท่ี 4 ดัชนีความหลากหลายของชนิดเช้ือราสาเหตโุรคผลเน่าของลองกองในแต่ละพ้ืนท่ีเก็บตัวอย่าง 

Location 
Diversity parameters 

Shannon diversity index (H’) Evenness (J’) 
ต.ทุ่งนาร ีอ.ป่าบอน จ.พัทลุง 0.64 0.92 
ต.คลองใหญ่ อ.ตะโหมด จ.พัทลุง 1.29 1.00 
ต.กงหรา อ.กงหรา จ.พัทลุง 1.49 0.88 
ต.ลําสินธ์ุ อ.ศรีนครินทร ์จ.พัทลุง 1.10 1.00 
ต.ตะแพน อ.ศรีบรรพต จ.พัทลุง 0.00 - 
ต.ป่าพะยอม อ.ป่าพะยอม จ.พัทลุง 1.10 1.00 
ต.เกาะเต่า อ.ป่าตะยอม จ.พัทลุง 0.00 - 
ต.ป่าพูน อ.เมือง จ.นครศรีธรรมราช 1.04 0.94 
ต.นาทราย อ.เมือง จ.นครศรีธรรมราช 0.00 - 
ต.กําแพงเซา อ.เมือง จ.นครศรีธรรมราช 0.69 1.00 
ต.ตาดี อ.ลานสกา จ.นครศรีธรรมราช 0.64 0.92 
ต.เสาเพรา อ.สิชล จ.นครศรีธรรมราช 0.69 1.00 
ต.เทพราช อ.สิชล จ.นครศรีธรรมราช 1.05 0.93 
ต.กะหร่อ อ.พบพิตํา จ.นครศรีธรรมราช 0.69 1.00 
ต.นาเหรง อ.นบพิตํา จ.นครศรีธรรมราช 1.33 0.94 
ต.ละอาย อ.ฉวาง จ.นครศรีธรรมราช 0.00 - 
ต.จันดี อ.ฉวาง จ.นครศรีธรรมราช 0.00 - 
ต.เขาพระ อ.รัตภมู ิจ.สงขลา 0.00 - 
ต.วังใหญ่ อ.เทพา จ.สงขลา 0.00 - 
ต.เทพา อ.เทพา จ.สงขลา 0.00 - 
ต. คอหงส ์อ.หาดใหญ ่จ.สงขลา 0.64 0.92 
ต. คลองหอยโข่ง อ.คลองหอยโข่ง จ.สงขลา 1.10 1.00 
ต. ขุนตัดหวาย อ.จะนะ จ.สงขลา 0.69 1.00 

 

  คัดเลือกเช้ือราสาเหตุโรคผลเน่าของลองกองท่ีพบมากท่ีสุด 3 อันดับ (หมายเลข 10, 17 และ 15) จากการเก็บตัวอย่าง
ในครั้งน้ี เพ่ือนําไปจัดจําแนกชนิดด้วยลักษณะทางสญัฐานวิทยา เทียบกับ Illustrated Genera of Imperfect Fungi (Barnett 
and Hunter, 2006) ร่วมกับการจัดจําแนกชนิดด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา โดยสกัดดีเอนเอด้วย  cetyl trimethyl ammonium 
bromide (CTAB) method และหลังจากได้ดีเอนเอตัวอย่างแล้ว จึงเพ่ิมปริมาณดีเอนเอด้วยเทคนิค PCR โดยการใช้ไพร์เมอร ์
PN3 (F) 5’ CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATC 3’ และ PN16 (R) 5’ TCCCTTTCAACAATTTCACG 3’ วิเคราะห์ลําดับ
เบส และเปรยีบเทียบกับฐานข้อมูลของ GenBank พบว่าเช้ือราท้ัง 3 ชนิด ได้แก่ Botrytis sp., Fusarium sp. และ 
Pestalotiopsis sp. (ภาพท่ี 2 - 4) ซ่ึงนอกจากเป็นสาเหตุของโรคผลเน่าของลองกอง ราท้ังสามชนิดมีรายงานว่าก่อให้เกิดโรค
ผลเน่าของผลไม้เขตร้อนหลายชนิด เช่น เงาะ มังคุด (Keith, 2008) ส้ม (Timmer et al., 2003) ทุเรียน (Lim and 
Sangchote, 2003) และชมพู่ (Maharachchikumbura et al., 2013) เป็นต้น   
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ภาพท่ี 2 รา Botrytis sp.; (a) โคโลนีอายุ 3 วัน บนอาหาร PDA (b) conidia บนก้าน conidiophore และ (c) conidia (bar 
= 10 µm) 

 

 

 

ภาพท่ี 3 รา Fusarium sp.; (a) โคโลนีอายุ 3 วัน บนอาหาร PDA (b) macroconidia บนก้าน conidiophore และ (c) 
microconidia และ macroconidia (bar = 40 µm) 

 

 

 

ภาพท่ี 4 รา Pestalotiopsis sp.; (a) โคโลนีอายุ 7 วัน บนอาหาร PDA (b) acervular conidiomata with young conidia
และ (c) mature conidia (bar = 10 µm) 

 

 

 

(a)                                       (b)                                           (c) 

(a)                                          (b)                                        (c) 

(a)                                       (b)                                        (c) 
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5.2  การทดสอบการผลิตเอนไซม์ไคติเนสเบ้ืองต้น ของเชื้อ Metarhizium guizhouense PSUM04 บนอาหารแข็ง 

 เช้ือรา M. guizhouense PSUM04 มีความสามารถในการสร้างเอนไซมไ์คตเินสได้ โดยเกิดเป็นวงใสรอบๆโคโลนีบน
อาหารทดสอบ โดยขนาดของวงใสท่ีเกิดข้ึน มรีัศมีของวงใส 1.0-1.5 เซนติเมตร (ภาพท่ี 5) ซ่ึงส่วนท่ีไม่ตดิสีย้อม (unstained 
circular zone) เกิดข้ึนเน่ืองจากสีย้อมจะจับเฉพาะบริเวณท่ีไคตินไม่ถูกย่อย (undigested chitin) ดังน้ันรอบโคโลนีของเช้ือท่ี
สร้างเอนไซม์ย่อยไคติน จึงเกิดเป็นวงใสข้ึน และสามารถใช้เป็นตัวช้ีวัดการสร้างเอนไซม์ไคติเนสได้  (Zou et al., 2002) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 5 วงใส (clear zone) บนอาหาร colloidal chitin agar โดยเช้ือรา Metarhizium guizhouense PSUM04 

  

5.3  สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไคติเนส แบบวิเคราะห์ปัจจัยเด่ียว (single factors optimization) 
 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมไ์คตเินสโดย M. guizhouense PSUM04 ได้ทําภายใต้การเลี้ยงเช้ือราใน
สภาพเลี้ยงเช้ือด้วยอาหารแบบแข็ง (solid state cultivation) ซ่ึงการเลีย้งเช้ือราในสภาวะเช่นน้ีจะกระตุ้นการเจริญของเส้นใย 
เพ่ิมพ้ืนท่ีในการยดึเกาะของเสน้ใย และการผลติเอนไซมจ์ากเช้ือราได ้ อีกท้ังเป็นวิธีท่ีใช้พ้ืนท่ีน้อย ตน้ทุ่นต่าํ และสามารถใช้วัสดุ
เหลือใช้ต่างๆ มาเป็นสารตั้งต้นในการผลิตเอนไซมไ์ด้ (Sathish et al., 2008) ท้ังน้ีมีรายงานการเลีย้งเช้ือราด้วยวิธีการน้ีเพ่ือ
กระตุ้นการสร้างเอนไซม์หลายชนิด เช่น cellulase, laccase, pectinase, xylanase (Graminha et al., 2008; Chairin et 
al., 2014) รวมถึง chitinase (Sudhakar and Nagarajan, 2010; Chaiharn et al., 2013)   
 ในการทดลองครั้งน้ี หลังจากเลี้ยงเช้ือรา M. guizhouense PSUM04 ด้วยอาหารแบบแข็งในขวดรูปชมพู่ พบว่าเช้ือรา
สามารถผลิตเอนไซมไ์คตเินสไดสู้งสุดเมื่อบ่มไว้ท่ีอุณหภมูิ 30 oC และเช้ือไมส่ามารถผลิตไคตเินสได้ท่ีอุณหภูมิมากกว่าหรือ
เท่ากับ 40 oC (ภาพท่ี 6a) เอนไซม์มค่ีากิจกรรมสูงสุดในวันท่ี 10 โดยวัดได้ 2.05 U/ml (ภาพท่ี 6b) อัตราส่วนระหว่าง 
colloidal chitin และ mineral salt solution (solid : liquid) ท่ีเหมาะสมคือ 3:1 และ 4:2 โดยวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์
ไคติเนสได้ 2.12 และ 2.05 U/ml ตามลําดับ และไม่แตกต่างกันอยา่งมีนัยสําคัญท่ีความเช่ือมั่น 95% (ภาพท่ี 6c) และผลท่ีได้
จากการทดลอง เช้ือราสามารถผลติเอนไซม์ไคติเนสไดสู้งสดุ เมื่อ pH ของ mineral salt solution มีค่าเป็นกลาง (pH 6.5-7.0) 
มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสอยู่ระหว่าง 2.18 – 2.43 U/ml (ภาพท่ี 6d) 

 

 

 

 

 

 

1 cm 
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(a)                                                                             (b) 

(c)                                                                                          (d) 

 

 

    
 

  
ภาพท่ี 6 ปัจจัยท่ีมผีลต่อค่ากิจกรรมเอนไซมไ์คติเนส: (a) อุณหภมูิ (b) ระยะเวลาในการบ่ม (c) อัตราส่วนระหว่างของแข็งและ

ของเหลว และ (d) pH 

  * Bar represent standard deviation of three replications and the same letter are not significantly 
different (p> 0.05) according to Duncan’s multiple range test. 

 

5.4  สภาวะท่ีเหมาะสมในผลิตเอนไซม์ไคติเนสแบบวิเคราะห์หลายปัจจัย (multiple factors optimization) 

 ศึกษาปัจจัยท่ีมผีลต่อการผลิตเอนไซมไ์คติเนสแบบหลายปัจจัยพร้อมกัน โดยวางแผนการทดลองแบบ Central 
Composite Design (CCD) ปัจจัยท่ีศึกษาได้แก่ ค่า pH อุณหภูม ิระยะเวลาในการบ่มเช้ือ และความเข้มข้นของ colloidal 
chitin ผลการทดลองพบว่าเมื่อวิเคราะห์ความแปรปรวน (analysis of variance, ANOVA) ด้วยโปรแกรมสําเร็จรูป  สมการ
ตัวแทน (model) มีค่า p น้อยกว่า 0.05 ซ่ึงแสดงว่ามีสมัประสิทธ์ิของตัวแปรอย่างน้อย 1 ตัวแปรมีคา่แตกต่างจาก 0 อย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (ตารางท่ี 5) และได้สมการตัวแทน ดังน้ี 

  Chitinase activity (U/gds) = -23.45+1.00d-0.00072b2-0.02d2 

โดยท่ี a= ความเข้มข้นของ colloidal chitin b= ระยะเวลาในการบ่มเช้ือ c= pH และ d= อุณหภูม ิซ่ึงค่าท่ีไม่มีนัยสาํคัญจะ
ไม่แสดงในสมการ 
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ตารางท่ี 5 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของตัวแปร/ปัจจัย แบบ response surface quadratic model  ท่ีมีผลต่อการผลิต
เอนไซมไ์คตเินส  
Source Mean Square F value Prob > F 
Model 1.464 4.214 0.0085* 
a 0.029 0.085 0.7761 
b 0.897 2.582 0.1341 
c 0.084 0.242 0.6318 
d 12.995 37.399 < 0.0001* 
a2 0.694 1.999 0.1829 
b2 2.987 8.596 0.0126* 
c2 0.284 0.818 0.3836 
d2 3.572 10.279 0.0075* 
ab 0.148 0.427 0.5260 
ac 0.265 0.763 0.3994 
ad 0.260 0.749 0.4039 
bc 0.260 0.749 0.4039 
bd 0.366 1.053 0.3250 
cd 0.099 0.286 0.6028 

* p value < 0.05 , R2 = 0.8309 

 เมื่อนําค่าจากการวิเคราะห์ความสมัพันธ์ระหว่างปัจจัยท่ีมีผลต่อค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส โดยแสดงเป็นกราฟ
พ้ืนผิว (response surface contour plot) (ภาพท่ี 7 และ 8)  แสดงให้เห็นกราฟพ้ืนผิวมีแนวโน้มค่ากิจกรรมของเอนไซมส์ูงข้ึน
จนถึงจุดก่ึงกลางในพ้ืนท่ีวงรี ซ่ึงท่ีจุดกลางของวงรีก็คือจุดสูงสุด (peak) ของกราฟพ้ืนผิว 3 มิติ  

 ผลการศึกษาค่าการทํางานของเอนไซมไ์คติเนสซ่ึงวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ ค่าท่ีคาดว่าจะเป็น (predict) ของ
เอนไซมไ์คตเินสสูงสุดเท่ากับ 2.60 U/ml  เมื่อปริมาณท่ีเหมาะสมของแต่ละปัจจัยคือ  ความเข้มข้นของสารตั้งต้น เท่ากับ 1.56 
% ระยะเวลาในการบ่มเช้ือ 256 ช่ัวโมง pH 7.4 และ อุณหภูมิ 32 oC ท้ังน้ีหลังจากทําการทดสอบเพ่ือยืนยันผล พบว่า ค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสท่ีได้จริงเท่ากับ 2.51 U/ml ซ่ึงไม่แตกต่างกันทางสถิติ กับค่าท่ีได้จากการวิเคราะห์ทางโปรแกรม
ทางสถิติ 
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ภาพท่ี 7 ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลต่อค่าการทํางานของเอนไซม์ไคตเินส; (a) ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารตั้ง

ต้น และเวลา เมื่อกําหนด pH และอุณหภูมเิท่ากับ 7.0 และ 30 oC ตามลําดับ ; (b)  ความสัมพันธ์ระหว่างความ
เข้มข้นของสารตั้งต้น และค่า pH เมื่อกําหนดอุณหภมูิ และเวลา เท่ากับ 30 oC และ 216 ช่ัวโมง ตามลําดับ 

 

 
ภาพท่ี 8 ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลต่อค่าการทํางานของเอนไซม์ไคติเนส; (a) ความสัมพันธ์ระหว่างค่า pH และ เวลา เมื่อ

กําหนดความเข้มข้นของสารตั้งต้น และอุณหภูมิเท่ากับ 1.5% และ 30 oC ตามลําดับ ; (b)  ความสัมพันธ์ระหว่าง
อุณหภูมิ และเวลา เมื่อกําหนดความเข้มข้นของสารตั้งต้น และค่า pH และ เท่ากับ 1.5% และ 7.0 ตามลําดับ 

 

5.5  คุณสมบัติต่างๆของเอนไซม์ไคติเนส 

 ค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คตเินสมคีวามเสถียรต่ออุณหภมูิ (temperature stability) ท่ี 20-40 oC จากน้ันเอนไซม์จะมีคา่
กิจกรรมลดลง และไมม่ีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ เมื่อบ่มไว้ท่ีอุณหภมูิ 70-80 oC แตกต่างอย่างมีนัยสาํคัญทางสถิติ (p< 0.05) 
เมื่อบ่มไว้ท่ีอุณหภมูิต่ํากว่า 60 oC (ภาพท่ี 9a) และค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสมีความเสถียรต่อ pH (pH stability) ในช่วง 
pH 5.0-8.0 (ภาพท่ี 9b) ซ่ึงสอดคล้องไปในทิศทางเดียวกับการทดลองของ Cheba และคณะ (2016) ท่ีพบว่า เอนไซม์ไคตเินส
ท่ีผลิตโดย Bacillus sp. R2 มีความเสถียรเมื่อบ่มเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิ 40 oC และในช่วง pH 7.0-8.0 จากน้ันค่ากิจกรรมของ
เอนไซมล์ดลง 50% และ 62% เมือ่บ่มเอนไซม์ท่ี 50 oC 30 นาที และ ท่ี pH 9.0 ตามลําดับ 
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(a)                                                                                   (b) 

 อีกหน่ึงคุณสมบัติของสารละลายเอนไซม์ไคติเนสท่ีได้ทําการศึกษา คือ ความเร็วในการทําปฏิกิริยาของเอนไซม์ไคติเนส 
เมื่อใช้ colloidal chitin 1% ใน 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0) เป็นสารตั้งต้น ผลการทดลองพบว่า 
เอนไซมเ์ปลี่ยน colloidal chitin เป็นนํ้าตาลรีดิวซ์ไดต้ั้งแต่หลังบ่ม 15 นาที และมีปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์เพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ จนมี
ปริมาณคงท่ีหลังจากบ่มไว้นาน 60 นาที (ภาพท่ี 10)  
 

 

  
ภาพท่ี 9 ผลของอุณหภูมิ (a) และ pH (b) ต่อความเสถียร (stability) ของเอนไซม์ไคตเินส 

* Bar represent standard deviation of three replications and the same sign are not significantly different 
(p> 0.05) according to Duncan’s multiple range test. 

 

 
ภาพท่ี 10 ปริมาณนํ้าตาลรดีิวซ์ท่ีเกิดจากการทําปฏิกิรยิาของสารละลายเอนไซมไ์คติเนส 

* Bar represent standard deviation of three replications 
 

5.6 การตอบสนองของผลลองกองต่อเอนไซม์ไคติเนสสกัดหยาบและสปอร์แขวนลอยของเชื้อรา M. guizhouense 
PSUM04 

 หลังจากผลลองกองถูกกระตุ้นด้วยสารละลายเอนไซมไ์คตเินส และสปอร์แขวนลอยของเช้ือ M. guizhouense PSUM04 
ความเข้มข้น 104 สปอร/์มลิลลิิตร พบว่าผลลองกองท่ีถูกกระตุ้นด้วยเอนไซม์ และนํ้ากลั่น (ชุดควบคุม) ไม่แสดงการ
เปลี่ยนแปลงใดบนผลลองกอง และเมื่อดโูปรตีนแยกตามขนาดด้วยวิธีการ SDS-PAGE ก็ไม่แสดงแถบแบนใดๆ บนเจล ส่วนผล
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ลองกองท่ีกระตุ้นด้วยสปอร์แขวนลอยของ M. guizhouense PSUM04 พบจุดเน้ือเยื่อตาย (necrosis) บนเปลือกของลองกอง
แต่จุดน้ันไม่ลุกลามเข้าไปจนถึงเน้ือของลองกอง และเมื่อเปรียบเทียบแถบแบนบนเจลตามวิธีการ SDS-PAGE พบว่ามีแถบของ
โปรตีนขนาดต่างๆเกิดข้ึน หลังจากถูกกระตุ้น 24 และ 48 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 11) โดยโปรตีนขนาด 25-27 kDa เป็นกลุ่มของไค
ติเนส ซ่ึงสอดคล้องกับการค้นพบของ Daulagala (2014) ท่ีพบว่าโปรตีนขนาด 26 kDa เป็นไคติเนส ท่ีได้จากนํ้าค้ันจากเปลือก
กล้วย ส่วนโปรตีนขนาด 43 kDa เป็นกลุ่มของบีตา-1,3-กลูคาเนส ซ่ึงตรงกับท่ี Porat et al. (1999) รายงานไว้เมื่อศึกษาโปรตีน
จากนํ้าค้ันของเน้ือเยื่อองุ่น และเมือ่ตรวจสอบค่ากิจกรรมของเอนไซม์ พบว่ามีไคตเินส และบีตา-1,3-กลูคาเนส 0.12 ± 0.004 
และ 1.33 ± 0.09 U/ml ตามลําดับ (ตารางท่ี 6) ซ่ึงท้ังสองเป็นโปรตีนท่ีพืชสร้างข้ึนเมื่อถูกกระตุ้นจากสิ่งเร้า เรียกว่า 
pathogenesis-related protein (PR protein) ท่ีมีคุณสมบัตยิับยัง้การเจรญิของเช้ือรา ยกตัวอย่างจากการศึกษาของ Chen 
และ Tian (2005) ท่ีพบว่า PR protein ท่ีได้จากผลเชอร์รสีามารถยบัยั้งการเจรญิของ blue mold (Penicillium expansum)  
ได้  ซ่ึงจากการศึกษาครั้งน้ีพบว่า นํ้าค้ันท่ีได้จากเปลือกลองกองท่ีกระตุ้นด้วย M. guizhouense PSUM04 ยับยั้งการเจรญิของ
เช้ือรา Botrytis sp., Fusarium sp. และ Pestalotiopsis sp. บนอาหารเลี้ยงเช้ือได้ โดยมีเปอรเ์ซ็นการยับยั้ง 34.9, 29.3 และ 
30.5 % ตามลําดับ (ภาพท่ี 12) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 11  แถบโปรตีนท่ีปรากฏบนเจลของ SDS-PAGE (M = protein marker, 1 = ชุดควบคุมท่ีใช้นํ้าเปล่า, 2 และ 3 = นํ้า
ค้ันจากเปลือกลองกองหลังถูกกระตุ้นด้วย M. guizhouense PSUM04 เป็นเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ตามลําดับ)  

 
 
ตารางท่ี 6  กิจกรรมของเอนไซมข์องนํ้าค้ันจากเปลือกของลองกองท่ีถูกกระตุ้นด้วย M. guizhouense PSUM04  

Sample 
 

Chitinase (U/ml)* b-1,3-glucanase (U/ml)* 

24 h 48 h 24 h 48 h 

Control 0.00 ± 0.00 0.02 ± 0.001 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

Inoculated 0.12 ± 0.004 0.17 ±0.02 1.33 ±0.09 1.51 ±0.12 
* Mean ± Standard deviation (3 replications) 
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ภาพท่ี 12  การยับยั้งการเจรญิของเส้นใยเช้ือราก่อโรคผลเน่า โดยใช้นํ้าค้ันจากผลลองนํ้าค้ันจากเปลอืกลองกองหลังถูกกระตุ้น
ด้วย M. guizhouense PSUM04 (สีเทา) และ potassium phosphate buffer pH 7.0 (สีดํา)  
* Bar represent standard deviation of three replications and the same sign are not significantly 
different (p> 0.05) according to Duncan’s multiple range test. 

 

5.7  ประสิทธิภาพของสารละลายเอนไซม์ไคติเนสในการควบคุมการเจริญของเชื้อราก่อโรคบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสทดสอบ 36.5 ± 4.9 U/ml จากน้ันนําไปกรองด้วย millipore filter ขนาด 45 µm แล้ว

นําไปทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา Botrytis sp., Fusarium sp. และ Pestalotiopsis sp. ด้วยวิธี 
gel diffusion บนอาหารวุ้น PDA พบว่าสารละลายเอนไซม์ไคติเนสสกัดหยาบสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือราท้ัง 3 ชนิดได้ 
โดย inhibition zone ของเช้ือรา Botrytis sp., Fusarium sp. และ Pestalotiopsis sp. มีขนาดความกว้าง 0.26 ± 0.05, 
0.18 ± 0.03 และ 0.20 ± 0.04 เซนติเมตร หรือ percentage of inhibition เท่ากับ 44.7, 42.9 และ 43.6 % ตามลําดับ 
เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้นํ้ากลั่นฆ่าเ ช้ือ (control) และการใช้ extraction buffer (50 mM KPB) (ภาพท่ี 13-15) 
นอกเหนือจากผลการศึกษาครั้งน้ี ท่ีผ่านมามีรายงานผลของเอนไซม์ไคติเนสต่อการยับยั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคหลัง
เก็บเก่ียวอีกหลายชนิด เช่น Botrytis cinerea (Daulagala, 2014), Colletotrichum gloeosporioides (Ali et al., 2014), 
Penicilium expansum (Chan and Tian, 2005), P. digitatum (Inkha and Boonyakiat, 2010) แ ล ะ  Phomopsis 
asparagi (Lu et al., 2008) 

 

 

ภาพท่ี 13 เช้ือรา Botrytis sp. ท่ีเจริญตามปกตบินอาหาร PDA (ภาพขวา) และ Inhibition zone ท่ีเกิดจากการยับยั้งการ
เจริญของรา Botrytis sp. โดยการใช้สารละลายเอนไซมไ์คติเนสสกัดหยาบ (E) นํ้ากลั่นฆา่เช้ือ (C) และ extraction 
buffer (B) (ภาพซ้าย) 
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ภาพท่ี 14 เช้ือรา Fusarium sp. ท่ีเจรญิตามปกติบนอาหาร PDA (ภาพขวา) และ Inhibition zone ท่ีเกิดจากการยับยั้งการ
เจริญของรา Fusarium sp. โดยการใช้สารละลายเอนไซม์ไคติเนสสกัดหยาบ (E) นํ้ากลั่นฆา่เช้ือ (C) และ 
extraction buffer (B) (ภาพซ้าย) 

 

 

ภาพท่ี 15 เช้ือรา Pestalotiopsis sp. ท่ีเจริญตามปกติบนอาหาร PDA (ภาพขวา) และ Inhibition zone ท่ีเกิดจากการยับยั้ง
การเจรญิของรา Pestalotiopsis sp. โดยการใช้สารละลายเอนไซมไ์คติเนสสกัดหยาบ (E) นํ้ากลั่นฆ่าเช้ือ (C) และ 
extraction buffer (B) (ภาพซ้าย) 

  
5.8 ปัจจัยท่ีเหมาะสมในการควบคุมการเจริญของเชื้อราก่อโรคบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 เมื่อศึกษาปัจจัยท่ีมผีลต่อการใช้เอนไซมไ์คติเนสในการควบคุมการเจริญของเช้ือราสาเหตโุรคผลเน่าของลองกอง 3 เช้ือ 
ได้แก่ Botrytis sp., Fusarium sp. และ Pestalotiopsis sp.   แบบหลายปัจจัยพร้อมกัน (multiple factor optimization) 
พบว่าผลการยับยั้งการเจรญิของเช้ือรา Botrytis sp. บนอาหาร PDA เมื่อวิเคราะห์ความแปรปรวนด้วยโปรแกรมสําเรจ็รูป  
สมการตัวแทนมีค่า p น้อยกว่า 0.05 ซ่ึงแสดงว่ามสีัมประสิทธ์ิของตัวแปรอย่างน้อย 1 ตัวแปรมีคา่แตกต่างจาก 0 อย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (ตารางท่ี 7) และได้สมการตัวแทน ดังน้ี  

 Inhibition (%) of Botrytis sp. = -11.72+2.82b-0.04b2  significant, R2 = 0.9789 
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 โดยท่ี a= อุณหภูมิท่ีบ่มเอนไซม์ก่อนนําไปใช้ b= ค่าความเข้มข้นของเอนไซม์ท่ีใช้ และ c= ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์ 
ซ่ึงค่าท่ีไม่มีนัยสําคัญจะไม่แสดงในสมการ  

ตารางท่ี 7 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของตัวแปร/ปัจจัย แบบ response surface quadratic model  ท่ีมีผลต่อการยัยยั้ง
การเจรญิของเช้ือรา Botrytis sp. บนอาหารเลีย้งเช้ือ PDA 

Source Mean Square  F value Prob > F 
Model 278.37  25.74 0.0011* 

a 20.64  1.91 0.2256 
b 2270.48  209.93 <0.001* 
c 8.34  0.77 0.4201 

 a2 5.36  0.50 0.5130 
b2 94.20  8.71 0.0318* 
c2 3.61  0.33 0.5884 
ab 0.36  0.033 0.8622 
ac 32.40  3.00 0.1440 
bc 0.28  0.026 0.8782 

* p value < 0.05 , R2 = 0.9789 
  
 เมื่อนําค่าจากการวิเคราะห์ความสมัพันธ์ระหว่างปัจจัยท่ีมีผลต่อการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา Botrytis sp. บนอาหาร
เลี้ยงเช้ือ PDA โดยแสดงเป็นกราฟพ้ืนผิว (response surface plot) แสดงให้เห็นกราฟพ้ืนผิวมีแนวโน้มการยับยั้งท่ีสูงข้ึนเมื่อ
เพ่ิมความเข้มข้นของเอนไซม์ และปัจจัยแตล่ะชนิดส่งผลต่อการยับยั้งการเจรญิของเช้ือรา Botrytis sp. แบบไม่สมัพันธ์กัน  
(ภาพท่ี 16)   
 ผลการใช้เอนไซมไ์คตเินสสกัดหยาบเพ่ือยับยั้งการเจริญของเช้ือรา Botrytis sp. บนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA ซ่ึงวิเคราะห์โดย
ใช้โปรแกรมทางสถิติ มีค่าท่ีคาดว่าจะเป็นของการยับยั้งสูงสุดเท่ากับ 44.01 %  เมื่อปรมิาณท่ีเหมาะสมของแต่ละปัจจัยคือ  ใช้
เอนไซมไ์คตเินสท่ีมีคา่กิจกรรมของเอนไซม ์29.5 U/ml บ่มเอนไซมท่ี์อุณหภูมิ 36 oC เป็นระยะเวลา 53 นาที ก่อนนําไปใช้ ท้ังน้ี
หลังจากทําการทดสอบเพ่ือยืนยันผล พบว่าค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสท่ีได้จริงเท่ากับ 45.00 % ซ่ึงไม่แตกตา่งกันทางสถิต ิ
(p>0.05) กับค่าท่ีคาดว่าจะเป็นท่ีได้จากการวิเคราะห์ทางโปรแกรมทางสถิติ 
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ภาพท่ี 16  ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลยับยั้งการเจรญิของรา Botrytis sp. บนอาหาร PDA; (a) ความสัมพันธ์ระหว่างความ
เข้มข้นของเอนไซมไ์คติเนส และอุณหภมูิ เมื่อกําหนดเวลาในการบ่มเท่ากับ 35 นาที; (b)  ความสมัพันธ์ระหว่าง
อุณหภูมิ และเวลาในการบ่มเอนไซม์ เมื่อกําหนดความเข้มข้นของเอนไซม์ 20 U/ml และ (c)  ความสัมพันธ์ระหว่าง
ความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และเวลา เมื่อกําหนดอุณหภูมไิว้ท่ี 35 oC 

  

 ผลการทดสอบปัจจัยท่ีมผีลต่อการใช้เอนไซม์ไคติเนสสกัดหยาบในการยับยั้งการเจรญิของเช้ือรา Fusarium sp. บน
อาหาร PDA พบว่าเมื่อวิเคราะห์ความแปรปรวน สมการตัวแทน (model) มีค่า p น้อยกว่า 0.05 ซ่ึงแสดงว่ามสีัมประสิทธ์ิของ
ตัวแปรอย่างน้อย 1 ตัวแปรมีค่าแตกต่างจาก 0 อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (ตารางท่ี 8) และไดส้มการ
ตัวแทน ดังน้ี  

  Inhibition (%) of Fusarium sp. = -13.26+2.76b-0.04b2  significant, R2 = 0.9741 

 โดยท่ี a= อุณหภูมิท่ีบ่มเอนไซม์ก่อนนําไปใช้ b= ค่าความเข้มข้นของเอนไซม์ท่ีใช้ และ c= ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์ 
ซ่ึงค่าท่ีไม่มีนัยสําคัญจะไม่แสดงในสมการ  
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 เมื่อนําค่าจากการวิเคราะห์ความสมัพันธ์ระหว่างปัจจัยท่ีมีผลต่อการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา Fusarium sp. บนอาหาร
เลี้ยงเช้ือ PDA โดยแสดงเป็นกราฟพ้ืนผิว (response surface contour plot) แสดงให้เห็นกราฟพ้ืนผิวมีแนวโน้มการยับยั้งท่ี
สูงข้ึนเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเอนไซม์ และอุณหภูมิกับเวลาในการบ่มเอนไซม์มีความสัมพันธ์กัน (ภาพท่ี 17)   
 ผลการใช้เอนไซมไ์คตเินสสกัดหยาบเพ่ือยับยั้งการเจริญของเช้ือรา Fusarium sp. บนอาหารเลีย้งเช้ือ PDA ซ่ึงวิเคราะห์
โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ ค่าท่ีคาดว่าจะเป็น (predict) ของการยับยั้งสูงสุดเท่ากับ 42.93 %  เมื่อปรมิาณท่ีเหมาะสมของแต่ละ
ปัจจัยคือ  ใช้เอนไซมไ์คตเินสท่ีมค่ีากิจกรรมของเอนไซม ์29 U/ml บ่มเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิ 38.5 oC เป็นระยะเวลา 21 นาที ก่อน
นําไปใช้ ท้ังน้ีหลังจากทําการทดสอบเพ่ือยืนยันผล พบว่า ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสท่ีไดจ้ริงเท่ากับ 39.78 % ซ่ึงไม่
แตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) กับค่าท่ีคาดว่าจะเป็นท่ีได้จากการวิเคราะห์ทางโปรแกรมทางสถิต ิ
 
ตารางท่ี 8 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของตัวแปร/ปัจจัย แบบ response surface quadratic model  ท่ีมีผลต่อการยัยยั้ง

การเจรญิของเช้ือรา Fusarium sp. บนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA 
Source Mean Square  F value Prob > F  
Model 241.6  20.9 0.0019*  

a 0.065  0.0005 0.9429  
b 2013.9  174.5 <0.0001*  
c 1.05  0.091 0.7751  

 a2 11.93  1.03 0.3560  
b2 107.51  9.31 0.0284*  
c2 1.53  0.13 0.7309  
ab 1.13  0.097 0.7675  
ac 3.13  0.27 0.6251  
bc 1.13  0.097 0.7675  

* p value < 0.05 , R2 = 0.9741 
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ภาพท่ี 17  ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลยับยั้งการเจรญิของรา Fusarium sp. บนอาหาร PDA; (a) ความสัมพันธ์ระหว่าง
ความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และอุณหภูมิ เมื่อกําหนดเวลาในการบ่มเท่ากับ 35 นาที; (b)  ความสัมพันธ์
ระหว่างอุณหภูมิ และเวลาในการบ่มเอนไซม์ เมื่อกําหนดความเข้มข้นของเอนไซม์ 20 U/ml และ (c)  
ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และเวลา เมือ่กําหนดอุณหภูมิไว้ท่ี 35 oC 

  

 ผลการทดสอบปัจจัยท่ีมผีลต่อการใช้เอนไซม์ไคติเนสสกัดหยาบ ในการยับยั้งการเจรญิของเช้ือรา Pestalotiosis sp. บน
อาหาร PDA พบว่าเมื่อวิเคราะห์ความแปรปรวนด้วยโปรแกรมสําเร็จรูป  สมการตัวแทนมีค่า p น้อยกว่า 0.05 ซ่ึงแสดงว่ามี
สัมประสิทธ์ิของตัวแปรอย่างน้อย 1 ตัวแปรมีค่าแตกต่างจาก 0 อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (ตารางท่ี 
9) และไดส้มการตัวแทน ดังน้ี  

 Inhibition (%) of Pestalotiosis sp. = -92.54+3.70a-0.07b2  significant, R2 = 0.9159 

 โดยท่ี a= อุณหภูมิท่ีบ่มเอนไซม์ก่อนนําไปใช้ b= ค่าความเข้มข้นของเอนไซม์ท่ีใช้ และ c= ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์ 
ซ่ึงค่าท่ีไม่มีนัยสําคัญจะไม่แสดงในสมการ  

 เมื่อนําค่าจากการวิเคราะห์ความสมัพันธ์ระหว่างปัจจัยท่ีมีผลต่อการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา Pestalotiopsis sp. บน
อาหารเลี้ยงเช้ือ PDA โดยแสดงเป็นกราฟพ้ืนผิว แสดงให้เห็นกราฟพ้ืนผิวมีแนวโน้มการยับยั้งท่ีสูงข้ึนเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ
เอนไซม์ และปัจจัยแตล่ะชนิดส่งผลต่อการยับยั้งการเจริญของเช้ือราบนอาหารเลี้ยงเช้ือแบบไมส่ัมพันธ์กัน  (ภาพท่ี 18)   
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 ผลการใช้เอนไซมไ์คตเินสสกัดหยาบเพ่ือยับยั้งการเจริญของเช้ือรา Pestalotiopsis sp. บนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA ซ่ึง
วิเคราะห์โดยใช้โปรแกรมทางสถิต ิ ค่าท่ีคาดว่าจะเป็นของการยับยั้งสูงสุดเท่ากับ 51.37 %  เมื่อปริมาณท่ีเหมาะสมของแต่ละ
ปัจจัยคือ  ใช้เอนไซม์ไคติเนสท่ีมีคา่กิจกรรมของเอนไซม ์28.4 U/ml บ่มเอนไซม์ท่ีอุณหภมูิ 34.7 oC เป็นระยะเวลา 51.4 นาที 
ก่อนนําไปใช้ ท้ังน้ีหลังจากทําการทดสอบเพ่ือยืนยันผล พบว่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสท่ีไดจ้ริงเท่ากับ 48.80 % ซ่ึงไม่
แตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) กับค่าท่ีคาดว่าจะเป็นท่ีได้จากการวิเคราะห์ทางโปรแกรมทางสถิต ิ
 
ตาราง 9 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของตัวแปร/ปัจจัย แบบ response surface quadratic model  ท่ีมีผลต่อการยยัยั้ง

การเจรญิของเช้ือรา Pestalotiopsis sp. บนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA 
Source Mean Square  F value Prob > F 
Model 5347.02  6.05 0.0308* 

a 208.05  2.12 0.2052 
b 2281.03  23.23 0.0048* 
c 2.11  0.021 0.8893 

 a2 1707.68  17.39 0.0087* 
b2 490.37  4.99 0.0757 
c2 6.62  0.067 0.8055 
ab 220.50  2.25 0.1943 
ac 2.00  0.020 0.8921 
bc 0.50  0.005 0.9459 

* p value < 0.05 , R2 = 0.9159 
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ภาพท่ี 18 ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลต่อการยับยั้งการเจริญของรา Pestalotiopsis sp. บนอาหาร PDA (a) ความสัมพันธ์
ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซมไ์คติเนส และอุณหภูมิ เมื่อกําหนดเวลาในการบ่มเท่ากับ 35 นาที; (b)  
ความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิ และเวลาในการบ่มเอนไซม์ เมื่อกําหนดความเข้มข้นของเอนไซม์ 20 U/ml และ (c)  
ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และเวลา เมือ่กําหนดอุณหภูมิไว้ท่ี 35 oC 

 

5.9  ลักษณะเส้นใยภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด (scanning electron microscope; SEM)  
 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือราสาเหตุโรคผลเน่าเปลี่ยนแปลงไปหลังจากการทดสอบด้วยเอนไซม์ไคตเินส โดยเมื่อดู
ลักษณะเส้นใยภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบอิเล็กตรอนชนิดส่องกราด พบว่าเส้นใยของ Botrytis sp., Fusarium sp. และ 
Pestalotiopsis sp.  มีรูปร่างผดิปกติไป บิดเบ้ียว และฉีกขาด นอกจากน้ีเส้นใยของ Fusarium sp. และ Pestalotiopsis sp.  
ยังมีความหนาแน่นลดลงอีกด้วย (ภาพท่ี 19-21) 
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ภาพท่ี 19 เส้นใยของรา Botrytis sp. ใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด; (a) และ (c) กระตุ้นด้วยนํ้าเปล่า 

(control) และภาพ (b) และ (d) กระตุ้นด้วยนํ้าค้ันจากลองกองท่ีกระตุ้นด้วย M. guizhouense PSUM04 

 

 

ภาพท่ี 20 เส้นใยของรา Fusarium sp. ใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด; (a) และ (c) กระตุ้นด้วยนํ้าเปล่า 
(control) และภาพ (b) และ (d) กระตุ้นด้วยนํ้าค้ันจากลองกองท่ีกระตุ้นด้วย M. guizhouense PSUM04 
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ภาพท่ี 21 เส้นใยของรา Peatalotiopsis sp. ใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด; (a) และ (c) กระตุ้นด้วยนํ้าเปล่า 
(control) และภาพ (b) และ (d) กระตุ้นด้วยนํ้าค้ันจากลองกองท่ีกระตุ้นด้วย M. guizhouense PSUM04 

 

5.10  ผลของสารละลายเอนไซม์ไคติเนสต่อการยับย้ังการเกิดโรคผลเน่าบนผลลองกอง 

 แบ่งเป็น 3 ชุดการทดลอง ได้แก่ (1) พ่นสารละลายเอนไซม์ก่อนปลกูเช้ือราก่อโรค (pre-inoculation) (2) ปลูกเช้ือราก่อ
โรคก่อนจากน้ันจึงพ่นสารละลายเอนไซม์ (post-inoculation) และ (3) ชุดควบคุมซ่ึงปลูกเช้ือราก่อโรคเพียงอย่างเดียว สังเกต
ผลการเกิดโรคหลังจากปลูกเช้ือราก่อโรคทุก 24 ช่ัวโมง เป็นเวลา 5 วัน  
 หลังจากปลูกเช้ือรา Botrytis sp. พบว่าลองกองในชุดควบคุมเริ่มแสดงอาการผลเน่าหลังจากปลูกเช้ือ 48 ช่ัวโมง ส่วน
ลองกองท่ีพ่นสารละลายเอนไซม์ก่อนและหลังการปลูกเช้ือราก่อโรค เริ่มแสดงอาการผลเน่าหลังจากปลูกเช้ือ 72 ช่ัวโมง และ
แผลสีนํ้าตาลลุกลาม มีขนาดใหญข้ึ่น หลังจากการปลูกเช้ือได้ 120 ช่ัวโมง ชุดควบคุม และลองกองท่ีพ่นสารละลายเอนไซม์ก่อน
ปลูกเช้ือ เกิดแผลสีนํ้าตาลเกือบท่ัวท้ังผล และมีเส้นใยของเช้ือราสีขาวปนเทาเจรญิปกคลมุ (ภาพท่ี 22) 
 รา Fusarium sp. ในทุกชุดการทดลอง หลังจากปลูกเช้ือเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ผลลองกองยังไม่แสดงอาการใด แต่หลังจาก 
48 ช่ัวโมง เกิดแผลสีนํ้าตาลล้อมรอบช้ินวุ้นของเช้ือราในชุดควบคุม และลองกองท่ีพ่นสารละลายเอนไซม์ก่อนปลูกเช้ือราก่อโรค 
จากน้ันแผลสีนํ้าตาลลุกลาม มีขนาดใหญ่ข้ึน ในเวลา 72-96 ช่ัวโมงต่อมา และหลังจากการปลูกเช้ือได้ 120 ช่ัวโมง พบว่าทุกชุด
การทดลอง เกิดแผลสีนํ้าตาลเกือบท่ัวท้ังผล มีเส้นใยของเช้ือราสีขาวเจริญปกคลุม จากน้ันเส้นใยเปลี่ยนเป็นสีเทาอมดํา และ
เน้ือเยื่อยุบตัว (ภาพท่ี 23) 
 เกิดแผลสีนํ้าตาลบนผลลองกองบริเวณรอบช้ินวุ้นเช้ือรา Pestalotiopsis sp. ในระยะเวลา 24 ช่ัวโมงหลังการปลูกเช้ือรา 
ในชุดควบคุม และลองกองท่ีพ่นสารละลายเอนไซม์ก่อน ส่วนผลลองกองท่ีพ่นสารละลายเอนไซม์หลังจากการปลูกเช้ือราก่อโรค 
เริ่มแสดงอาการผลเน่า หลังจากการปลูกเช้ือ 48 ช่ัวโมง จากน้ันลองกองในทุกชุดการทดลองแผลสีนํ้าตาลลุกลาม มีขนาดใหญ่
ข้ึนอย่างรวดเร็ว มีเส้นใยของเช้ือราสีขาวเจริญปกคลุม และพบ acervular conidiomata สีดํา เป็นกลุ่มบนแผลหลังจากการ
ปลูกเช้ือเพียง 96 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 24) 
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ภาพท่ี 22 การเจริญของของ Botrytis sp. บนผลลองกอง; (a-c) ชุดควบคุม หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 
ช่ัวโมง ตามลําดับ, (d-f) พ่นสารละลายเอนไซม์ก่อนปลูกเช้ือราก่อโรค หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 
ช่ัวโมง ตามลําดับ และ (g-i) ปลกูเช้ือราก่อโรคก่อนจากน้ันจึงพ่นสารละลายเอนไซม ์ หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 
48, 96 และ 120 ช่ัวโมง ตามลําดบั 

 

 

ภาพท่ี 23 การเจริญของของ Fusarium sp. บนผลลองกอง; (a-c) ชุดควบคุม หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 
ช่ัวโมง ตามลําดับ, (d-f) พ่นสารละลายเอนไซม์ก่อนปลูกเช้ือราก่อโรค หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 
ช่ัวโมง ตามลําดับ และ (g-i) ปลกูเช้ือราก่อโรคก่อนจากน้ันจึงพ่นสารละลายเอนไซม ์ หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 
48, 96 และ 120 ช่ัวโมง ตามลําดบั 

 

 

ภาพท่ี 24 การเจรญิของของ Pestalotiopsis sp. บนผลลองกอง; (a-c) ชุดควบคุม หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 24, 48 และ 
96 ช่ัวโมง ตามลําดับ, (d-f) พ่นสารละลายเอนไซม์ก่อนปลูกเช้ือราก่อโรค หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 24, 48 และ 
96 ช่ัวโมง ตามลําดับ และ (g-i) ปลูกเช้ือราก่อโรคก่อนจากน้ันจึงพ่นสารละลายเอนไซม ์หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 
24, 48 และ 96 ช่ัวโมง ตามลําดบั 

(a)                                                     (b)                                                        (c) 

(d)                                                     (e)                                                        (f) 

(g)                                                     (h)                                                         (i) 

(a)                                                     (b)                                                         (c) 

(d)                                                     (e)                                                         (f) 

(g)                                                     (h)                                                          (i) 

(a)                                                     (b)                                                         (c) 

(d)                                                     (e)                                                         (f) 

(g)                                                     (h)                                                          (i) 
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 เมื่อเปรยีบเทียบร้อยละของการเกิดผลเน่า พบว่าการพ่นสารละลายเอนไซมไ์คติเนสบนผลลองกอง สามารถชะลอการ
เกิดโรคผลเน่าเน่ืองจากเช้ือรา Botrytis sp. ได้ 48.8 % เมื่อเปรยีบเทียบกับชุดควบคุม หลังการปลูกเช้ือรา 120 ช่ัวโมง (ภาพ
ท่ี 25a) แต่สารละลายเอนไซม์ไคติเนสไมส่ามารถชะลอการเกิดโรคผลเน่าท่ีเกิดจากเช้ือรา Fusarium sp. ได้ เน่ืองจากมีร้อย
ละของการเกิดผลเน่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิตเิมื่อเปรยีบเทียบกับชุดควบคุม (ภาพท่ี 25b) ส่วนการพ่น
สารละลายเอนไซม์หลังจากการปลูกเช้ือรา Pestalotiopsis sp. สามารถชะลอการเกิดผลเน่าได้ 24.3% หลังจากปลูกเช้ือ 72 
ช่ัวโมง และหลังจากน้ันลองกองเกิดอาการผลเน่าอย่างรวดเร็ว (ภาพท่ี 25c)   
 

ภาพท่ี 25  ร้อยละของการเกิดโรคผลเน่าลองกองหลังจากปลูกเช้ือ; (a) Botrytis sp., (b) Fusarium sp. และ (c) 
Pestalotiopsis sp.   
* Bar represent standard deviation of three replications and mean in the same x axis (incubation 
time) are significantly different by Duncan’s multiple range test (p<0.05)  

 

5.11 เปรียบเทียบผลของสารละลายเอนไซม์ไคติเนส การใช้สปอร์แขวนลอยของ M. guizhouense PSUM04 และ
สารเคมี ต่อการยับย้ังการเกิดโรคผลเน่าบนผลลองกอง 
 เมื่อจุ่มผลลองกองลงไปในสปอร์แขวนลอยของ M. guizhouense PSUM04 พบว่ายิ่งเพ่ิมความเข้มข้นของสปอร์
แขวนลอยมากยิ่งข้ึน (104 - 106 สปอร์/มลิลลิิตร) ทําให้ผลลองกองเกิดอาการเน้ือเยื่อตาย (necrosis) มีลักษณะเป็นจุดหรือป้ืน
สีนํ้าตาลบนเปลือก แต่ไมลุ่กลามไปจนถึงเน้ือลองกอง จึงเลือกใช้สปอร์แขวนลอยของเช้ือรา ท่ีความเข้มข้น 104 สปอร์/
มิลลลิิตร ในการทดสอบเปรยีบเทียบกับการใช้สารละลายเอนไซม์  
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 เมื่อนําลองกองท่ีจุ่มสปอร์แขวนลอยของเช้ือรา M. guizhouense PSUM04 สารละลายเอนไซมไ์คตเินส สารคาร์เบนดา
ซิม และนํ้าเปล่า (ชุดควบคุม) ไปบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง (30 oC) ผลการทดลองพบว่า ลองกองเริ่มแสดงอาการผลเน่า 24 ช่ัวโมง 
หลังจากการเก็บรักษา โดยชุดควบคุมเกิดผลเน่า 40 % ลองกองท่ีจุ่มสารละลายเอนไซม์แสดงอาการผลเน่า 12 % ส่วนลองกอง
ท่ีจุ่มสปอร์แขวนลอยของเช้ือรา และสารเคมี ไม่แสดงอาการผลเน่า จากน้ันในวันท่ี 5 ลองกองในชุดควบคุมและลองกองท่ีจุ่ม
สารละลายเอนไซม์ แสดงอาการผลเน่า 100 % ส่วนลองกองท่ีจุ่มในสปอร์แขวนลอย และลองกองท่ีใช้สารเคมี แสดงอาการผล
เน่า 79 และ 20 % ตามลําดับ (ภาพท่ี 26) แต่เมื่อนําลองกองไปบ่มไว้ท่ีอุณหภมูิ 10 oC ท้ัง 4 ชุดการทดลอง เริม่แสดงอาการ
ผลเน่าหลังจากเก็บรักษาไว้เป็นเวลา 13 วัน และเกิดการเน่าสูงสดุในวันท่ี 21 ของการเก็บรักษา นอกจากน้ีเปลือกลองกองมีสี
นํ้าตาล (browning) ตั้งแต่วันท่ี 3 ของการเก็บรักษา โดยการเกิดสีนํ้าตาลเกิดจากกระบวนการออกซิไดซ์ของสารจําพวกโมโน
ฟีนอล โดยการทํางานของเอนไซม์ (enzymatic browning) ได้แก่ polyphenol oxidase และ peroxidase ซ่ึงมักพบในผัก
และผลไม้ (Ioannou and Ghoul, 2013) จากการศึกษาของเย็นจิตต์ และคณะ (ม.ป.ป.) รายงานว่าลองกองเกิดการเน่าของ
ผลมากข้ึนเมื่อเก็บรักษาเป็นเวลา 7 วัน และท่ีอุณหภมูิ 15 oC เกิดการเน่ามากกว่าท่ี 18 oC เน่ืองจากท่ีอุณหภูมติ่ํา ลองกองเกิด
อาการสะท้านหนาว (chilling injury) โดยทําให้เกิดความผิดปกติทางสรีรวิทยา ทําให้เซลล์เสื่อมสภาพ และง่ายต่อการเข้า
ทําลายของจุลินทรยี์  
 

 

ภาพท่ี 26 ร้อยละของการเกิดโรคผลเน่าของลองกองเมื่อบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง (30 oC) 
* Bar represent standard deviation of three replications 

6.  สรุปผลการทดลอง 

 เอนไซม์ไคติเนสท่ีผลิตได้โดยราแมลง Metarhizium guizhouense PSUM04 ท่ีใช้ไคตินจากเปลือกกุ้งและกระดองปู
เป็นวัตถุดิบ สามารถยับยั้งการเจริญของรา Botrytis sp., Fusarium sp. และ Pestalotiopsis sp. ท่ีเป็นสาเหตุโรคผลเน่า
หลังการเก็บเก่ียวของลองกองบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือได้ และสปอร์แขวนลอยของ M. guizhouense PSUM04 ยังกระตุ้น
ให้ผลลองกองสร้าง PR protein ชนิดไคติเนส และ บีตา-1,3-กลูคาเนส ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของราก่อโรคผลเน่าบนจาน
อาหารเลี้ยงเช้ือได้เช่นกัน นอกจากน้ีการใช้สารละลายเอนไซม์ไคติเนสพ่นบนผลลองกอง สามารถชะลอการเกิดโรคผลเน่า
เน่ืองจากเช้ือรา Botrytis sp. ได้ 48.8 % และชะลอการเกิดผลเน่าเน่ืองจากรา Pestalotiopsis sp. ได้ 24.3% เมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (p<0.05)  แต่สารละลายเอนไซม์ไม่สามารถชะลอการเกิดโรคผลเน่าท่ีเกิดจากเช้ือรา Fusarium 
sp. ได้ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (p>0.05) เมื่อเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง (30oC) เป็นเวลา 7 วัน และท้ังน้ีการใช้เอนไซม์
ไคติเนสสกัดหยาบในการควบคุมโรคผลเน่าลองกองยังได้ผลลัพท์ไม่ดีเท่าท่ีควร เมื่อเปรียบเทียบกับสปอร์แขวนลอยของเช้ือรา 
M. guizhouense PSUM04 และสารกําจัดเช้ือรา  
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A B S T R A C T

The defense responses of longkong fruit were induced by an entomopathogenic fungus, Metarhizium guizhouense.
The longkong fruits were dipped in a spore suspension of M. guizhouense PSUM04 at concentration of 104 spore
mL−1 for 5 s, then an enzyme assay, a protein assay and polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) were done. It
was found that the longkong fruit presented small necrotic spots on their peels within 24 h. β-1,3-glucanase and
chitinase were detected in peel extracts at 1.33 ± 0.09 and 0.12 ± 0.004 U mL−1, respectively. The sodium
dodecyl sulphate (SDS)-PAGE showed protein bands that emerged after the fungal treatment when compared to
untreated control. These proteins were a 25–27 kDa group of chitinase isoforms, and β-1,3-glucanase at 43 kDa.
From gel diffusion method, crude extracted from the fruit peel inhibited the mycelial growth of Botrytis sp. and
Fusarium sp. as 34.9 ± 3.1 and 29.3 ± 5.0%, respectively. Moreover, the observation from scanning electron
microscope (SEM) showed abnormal shapes, twisting and cracking in both fungal mycelia and less dense
mycelial growth for Fusarium sp. Thus, M. guizhouense PSUM04 was not only a bio insecticide but it was also be
the biotic inducer of plant defense responses against pathogenic fungi.

1. Introduction

Longkong (Aglaia dookkoo Griff.) is an economically important
tropical fruit in southern Thailand. There is a high demand of longkong
because this fruit is juicy and has a pleasant taste (Sapii et al., 2000).
Longkong contains a variety of nutrients, including high levels of
antioxidants, carbohydrates, vitamins and minerals, while the amounts
of protein and fat are low (Ketsa and Paull, 2008). However, post-
harvest diseases negatively impacts longkong fruit quantity and quality.
Fruit rot is one of the most serious postharvest diseases of many fruits,
with pathogen infections occurring throughout postharvest processing
until consumption. Most fruit rots are caused by fungi, follow by
bacteria, and occasionally viruses. The fruit which drop or without stem
cause fruit rot rapidly during storage. Light-brown to dark-brown lesion
develop on fruit after that white or grayish fungal mycelia cover the
fruit rapidly. As the fungi spread, a semisoft decay occur, resulting in
large rotted areas over time. The fungal pathogens of fruit rot such as in
the genera Aspergillus, Botrytis, Colletotrichum, Fusarium, Lasiodiplodia
and Phomopsis (Coates et al., 2003; Lim and Sangchote, 2003).

The plant defense responses include three main pathways: (a)
hypersensitive response (HR), (b) systemic acquired resistance (SAR)
that includes induction of pathogenesis-related (PR) proteins and (c)

inducted systemic resistance (ISR) (Shoresh et al., 2010). Chitinase and
β-1,3-glucanase are known PR proteins that hydrolyze the major
components, chitin and β-1,3-glucan, of fungal cell walls and inhibit
fungal growth (Droby et al., 2011). It has been suggested that chitinase
and β-1,3-glucanase may function in defense against fungal pathogens
such as Botrytis cinerea (Daulagala, 2014), Colletotrichum gloeosporioides
(Ali et al., 2014), Penicillium expansum (Chan and Tian, 2005), P.
digitatum (Inkha and Boonyakiat, 2010) and Phomopsis asparagi (Lu
et al., 2008).

The entomopathogenic fungus Metarhizium guizhouense has poten-
tial to control various insect pests of plants and livestock (Boucias and
Pendland, 1998). Not only it is an insect pathogen but some species of
Metarhizium are also associated with plants that the fungus colonize the
plant rhizosphere, endophytes, and possibly even plant-growth-promot-
ing agents (Hu and St. Leger, 2002). Some studies have shown that M.
guizhouense can produce chitinase (Thaochan and Chandrapatya, 2016).
However, there is no prior report on using M. guizhouense as a biotic
agent to induce the defense responses in plants.

The biochemical defensed response in plants have been widely
studied in leaves and roots, but only in a few cases in ripening fruits
(Prusky et al., 2013). Thus, the purpose of this research was to
investigate the induction of plant defense responses in postharvest
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longkong fruit by the entomopathogenic fungus, M. guizhouense
PSUM04 and their antifungal activity against postharvest fruit rot fungi.

2. Materials and methods

2.1. Fungal cultivation

M. guizhouense PSUM04 from National Biological Control Research
Center, Southern Region, Faculty of Natural Resources, Prince of
Songkla University, Hat Yai, Thailand (Thaochan and Chandrapatya,
2016), was selected for use as the biotic inducer in this study. M.
guizhouense PSUM04 was cultured by solid state cultivation, modified
from the method of Thongkeawyuan and Chairin (2016). Three
mycelial plugs of 7-day-old M. guizhouense PSUM04 on potato dextrose
agar (PDA) were transferred to colloidal chitin media and incubated at
30 °C, under static conditions for 10 days. Spores of the fungus were
suspended in 20 mL of 50 mM potassium phosphate buffer (KPB) at pH
7.0, and this suspension was used as the spore suspension.

Fruit rot pathogens, Botrytis sp. and Fusarium sp., isolated from
postharvest rotting longkong fruit collected from local orchards in
Phatthalung, Nakhon Si Thammarat and Songkhla provinces, Thailand.
Pure cultures of fungi were obtained as stock cultures and established
on PDA (incubated at 30 °C). The 5-day-old Botrytis sp. and Fusarium sp.
were used as the fungal pathogens.

2.2. Fruit preparation

Longkong fruit were harvested at their mature stage from local
orchards in Phatthalung, Nakhon Si Thammarat and Songkhla pro-
vinces. Healthy longkong fruit were surfaced disinfected with 2% of
NaOCl for 3 min and rinsed with distilled water. The fruit were dipped
for 5 s in the spore suspension of M. guizhouense PSUM04, at a
concentration of 1 × 104 spores mL−1, containing 0.05% of tween
80, then washed with distilled water and air-dried at room temperature.
The enzyme activities and SDS – PAGE banding of fungal-treated
longkong were compared with untreated longkong fruit (control).

2.3. Enzyme assays

Chitinase and β-1,3-glucanase activity were measured using colloi-
dal chitin and laminarin as the substrates, respectively following the
3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method (Miller, 1959). The reaction
mixture contained 250 µL of crude sample and 1% (w/v) substrate in
250 µL of 50 mM KPB pH 7.0 for colloidal chitin and 50 mM acetate
buffer pH 5.5 for laminarin and incubated for 30 min in 50 °C water
bath. Reducing sugar released in mixtures were determined by record-
ing the absorbance at 575 nm for chitinase and 550 nm for β-1,3-
glucanase. One unit (U) of chitinase activity was defined as releasing
1 µmol of N-acetyl-D-glucosamine from the substrate per min and one
unit of β-1,3-glucanase activity was defined as releasing 1 µmol of
glucose from the laminarin per min.

2.4. Protein extraction

The extraction of total proteins was performed according to the
method of Zheng et al. (2007) with slight modifications. The longkong
peels were ground in a small mortar and the sample was suspended in
12 mL of SDS extraction buffer, containing 0.5% (w/v) SDS, 20 mM
Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA and 464 mL of water. The suspended
sample was incubated at 90-94 °C for 8 min and centrifuged at 8000g at
4 °C for 15 min. After that the resulting supernatant was mixed with
25 mL of 13% TCA in acetone solution, containing 10% (w/v) TCA and
20 mM DTT in 100% ice-cold acetone and 28 mM mercaptoethanol in a
ratio of 1/10 (w/v). The solution was incubated at −20 °C for 2 h and
the proteins were precipitated by centrifugation at 14,000g, at 4 °C for
15 min. After 2 washes with 100% ice-cold acetone, the pellet was air-

dried and re-suspended in SDS-PAGE sample buffer.

2.5. Protein assay

The total protein concentration was determined according to the
procedure of Bradford (1976) using bovine serum albumin (BSA) as
standard. The reaction mixture containing 0.1 mL of sample and 5 mL
of protein reagent (Coomassie Brilliant Blue G-250 dissolved in 95%
ethanol and 85% (w/v) of phosphoric acid added to this). The devel-
oped color was measured at 595 nm after 5 min incubation.

2.6. Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)

The apparent molecular masses of proteins were determined by SDS
– PAGE analysis, both for healthy fruit and treated fruit that were
compared. The SDS-PAGE was carried out on mini-gels (12% separating
gel and 4% stacking gel) according to the procedure of Laemmli (1970),
with marker ladder of proteins from 250 to 10 kDa (BioLabs Inc.). The
samples were loaded at either end of the gel, and electrophoresis was
performed at 100 V for the stacking gel and at 120 V for the separating
gel.

2.7. Antifungal activity assay

Crude enzyme was extracted from longkong fruit peel and per-
formed to assess the potential control in laboratory scale against fruit
rot pathogens, Botrytis sp. and Fusarium sp. Gel diffusion method were
used to investigate the mycelial growth inhibition on PDA by crude
enzyme. There were 3 treatments comprised distilled water (control),
extraction buffer and crude enzyme extracted from fruit peel. Tested
plates were incubated at 30 °C for 4 days. The experimental design used
was completely randomized design (CRD) with 3 replicates and the
experiment was repeated 3 times. Growth inhibition was calculated by
measuring the clearing zone between fungal colonies and crude enzyme
well by using the formula:

C T
C

Percentage inhibition = − × 100

where C is the radial growth of fungus from the center to the control
well and T is the radial growth of fungus from the center to the crude
enzyme well.

2.8. Scanning electron microscope (SEM) observations

Mycelial plug samples were evaluated the effect of antifungal
activity on mycelial morphological change. These plugs were after 1 h
incubation at 37 °C with crude extracted from treated longkong fruit
peel and control plugs were incubated with autoclaved distilled water.
The mycelial plugs were fixed in 0.5 ml of 3% glutaraldehyde for 24 h
at 4 °C and then dehydrated sequentially in 30, 50, 60, 70, 80, 90 and
finally in 100% ethanol (three times) for 15 min at each concentration.
The dehydrated samples were dried with critical point drying (CPD)
method, coated with gold and observed with a SEM (JSM-5800 LV,
JEOL, USA) at Scientific Equipment Center, Prince of Songkla
University, Hat Yai, Thailand.

2.9. Statistical analysis

The results were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA)
and Duncan’s multiple range test (p < 0.05) using SPSS version 11.5.
All tests were carried out in triplicate.

3. Results and discussion

The plant defense responses include three main pathways: HR, SAR
and ISR (Shoresh et al., 2010). The mechanism of entomopathogenic
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fungus, M. guizhouense PSUM04 to trigger plant defense responses was
not completely understood. However, in this study presented some of
the defense response of longkong fruit. The fruit presented small HR or
necrotic spots on the peel surfaces within 24 h after treatment with a
spore suspension of M. guizhouense PSUM04. The necrotic spots did not
invade through the peel into the fruit. The necrotic tissue had
associated PR proteins production: the chitinase activity was
0.12 ± 0.004 U mL−1 at 24 h and slightly increased to
0.17 ± 0.02 U mL−1 at 48 h after inoculation. The activities of β-1,3-
glucanase were 1.33 ± 0.09 and 1.51 ± 0.12 U mL−1 at 24 and 48 h,
respectively (Table 1). In observations of a similar kind by Brown and
Swinburne (1980), the banana fruit responded to Colletotrichum musae
by producing antifungal compounds that were isolated from the
necrotic tissues within the peels. The β-1,3-glucanase and chitinase
were detectable on the first day after fungal treatment. Ali et al. (2014)
found that the Dragon fruit plant could produce β-1,3-glucanase and
chitinase on the first day after C. gloeosporioides inoculation, with
activities 0.6 and 0.1 U g−1 (fresh weight), respectively, and the
enzyme activities increased to maximum on day 18.

The proteins in the samples were separated by one-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis and stained with Coomassie brilliant
blue R-250, to observe protein bands. The SDS-PAGE analysis presented
clear differences in the expression of major proteins between the
fungal-treated longkong and the untreated control. The protein bands
were assigned molecular weights in the 25–50 kDa range, based on a
molecular weight standard (Fig. 1). It has been reported that the

Table 1
Enzyme activities of longkong fruit peel extracts at 24 and 48 h post inoculation.

Sample Chitinase (U mL−1)* β-1,3-glucanase (U mL−1)*

24 h 48 h 24 h 48 h

Control 0.00 ± 0.00 0.02 ± 0.001 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00
Inoculated 0.12 ± 0.004 0.17 ± 0.02 1.33 ± 0.09 1.51 ± 0.12

* Mean ± Standard deviation (3 replications).

Fig. 1. Protein bands of SDS-PAGE from longkong peel extracts after Metarhizium
guizhouensePSUM04 treatment at 24 h (lane 2) and at 48 h (lane 3), along with untreated
control (lane 1). Lane M provides a calibration “ladder” formed by standard proteins of
known molecular weights.

Fig. 2. Inhibition zone of crude enzyme from longkong fruit peel against mycelial growth of Botrytis sp. (right) and Fusarium sp. (left), where b means the well filled with 50 mM
potassium phosphate buffer pH 7.0, c means the well filled with distilled water (control), and e means the well filled with crude enzyme. Bar = 1 cm.

Fig. 3. Mycelial growth inhibition of Fusarium sp. and Botrytis sp. by crude extracted from
longkong fruit peel (gray bar) and extraction buffer, 50 mM potassium phosphate buffer
pH 7.0 (black bar). Bar represent standard deviation of three replications and the same
letter are not significantly different (p > 0.05) according to Duncan’s multiple range test.
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Fig. 4. Scanning electron microscope micrographs showing the mycelia of Botrytis sp.; (a), (c) treated with distilled water (control) and (b), (d) treated with longkong fruit peel crude
extract.

Fig. 5. Scanning electron microscope micrographs showing the mycelia of Fusarium sp.; (a), (c) treated with distilled water (control) and (b), (d) treated with longkong fruit peel crude
extract.
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25–27 kDa proteins are a group of chitinase isoforms (Punja and Zhang,
1993). In similar observations by Daulagala (2014), chitinase had
apparent 26 kDa molecular mass when detected in banana pulp
extracts. The 43 kDa protein was tentatively identified as β-1,3-
glucanase isoform, in agreement with Porat et al. (1999) that identified
the protein band at 43 kDa as β-1,3-endoglucanase, from grapefruit peel
tissue subjected to SDS-PAGE.

The PR proteins, β-1,3-glucanase and chitinase have been found in
some fruits, such as banana (Daulagala, 2014), grapefruit (Porat et al.,
1999), orange (Inkha and Boonyakiat, 2010) and papaya (Chen et al.,
2007). Although, this study is the first to report PR protein induction in
longkong fruit. The induction of PR proteins helps control plant
diseases (Ali et al., 2014; Inkha and Boonyakiat, 2010). Chan and
Tian (2005) reported that the protein content of sweet cherry fruit plays
a role in its resistance against postharvest blue mold. In this study, PR
protein, β-1,3-glucanase and chitinase extracted from longkong fruit
peel presented the antifungal potential, exhibited the inhibition zone
against Botrytis sp. and Fusarium sp. on PDA plate. While, the fungal
mycelia growth normally through the wells filled with distilled water
and extraction buffer (50 mM KPB) control (Fig. 2). The percentage
inhibition were 34.9 ± 3.1 and 29.3 ± 5.0% for Botrytis sp. and
Fusarium sp., respectively. The inhibition rate were significantly
different (p < 0.05) between extraction buffer control and crude
which contained PR proteins (Fig. 3).

Cheng et al. (2009) presented that most pathogenic fungi have cell
walls composed of complex polymer of glucans, where chitin acts as a
structural backbone arranged in regularly ordered layers. Cell walls of
filamentous fungi consist of up to 20% or more of chitin, which can be
found throughout the whole cell wall of hyphae (Ruiz-Herrera, 1991).
Thus, breakdown of the fungal cell wall plays a role to inhibit the
pathogenic fungal growth. The observation from SEM in this study
showed that crude extracted from the peel of Metarhizium-treated
longkong contained the PR protein, β-1,3-glucanase and chitinase,
caused morphological change of Botrytis sp. and Fusarium sp. mycelia.
These observation showed abnormal shapes, twisting and cracking in
both fungal mycelia (Figs. 4 and 5) and less dense mycelial growth for
Fusarium sp. (Fig. 5b and d). Wang et al. (2013) presented the major
damage of the mycelia and the spores of Aspergillus parasiticus caused by
cultured with cell-free culture filtrate of Serratia marcescens which
contained chitinase. In plant defense responses, the hyphal degradation
or debris may related to the non- fungal hyphal recognition, which, in
observations of a similar kind by Cortes et al. (1998), as suggested of
the non- Trichoderma hyphal recognition would lead to the strong
release of lytic enzymes such as β-1,3-glucanases and chitinases,
resulting in the digestion of the major cell wall components.

From our preliminary test, spore suspension of Metarhizium and
enzyme produced from Metarhizium under solid state cultivation could
delayed rotting and browning of longkong fruit for 24 and 48 h,
respectively (data not shown). Thus, M. guizhouense PSUM04 was not
only a bio insecticide but it was also appear potential for biological
control of postharvest disease in laboratory experiment and be the
biotic inducer of plant defense responses against pathogenic fungi.
Furthermore, the potential of M. guizhouense PSUM04 to control
postharvest disease in the field need to be conducted.

4. Conclusions

Hypersensitive response and PR proteins production were induced
by the entomopathogenic fungus, M. guizhouense PSUM04 in longkong
fruit. Crude extracted from the peel of Metarhizium-treated longkong
exhibited the antifungal activity against postharvest fruit rot fungi,
Botrytis sp. and Fusarium sp.
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