
ผลการศกษา

1.1 ผลการศึกษาสมบัติทางกายภาพของดิน

ผลการศึกษาค่าพี(อชที่วัดได้จากดินในแต่ละแปลง จำนวนท้ังหมด 3 คร้ัง คร้ังท่ี 1 มีค่าอยู่ 
ในช่วง 5.91-7.72 คร้ังท่ี 2 มีค่าอยู่ในช่วง 6.44-7.37 และคร้ังท่ี 3 มีค่าอยู่ในช่วง5.0-7 .69  จะ 
เห็นได้ว่าค่าพีเอชทั้ง 3 ครั้งมีผลไม่แตกต่างกัน (ตารางท่ี 4) ซึ่งมีค่าอยู่ในช่วง พี!อชเป็นกลาง 
ประมาณ 7.0 ยกเว้นแปลงป่าปลูกพ้ืนสภาพมีค่าพี!อชอยู่ในช่วง 5.91-6.44

1. การศึกษาจำนวนแบคทีเรียจากดินในพื้นที่ศูนย์ศึกษาพัฒนาห้วยฮ่องไคร้อันเนื่องมาจากพระ
ราชดำริ

ผลของปริมาณความช้ืน จากดินในแต่ละแปลง จำนวนท้ังหมด 3 คร้ัง คร้ังท่ี 1 มีค่าอยู่ใน 
ช่วง 4.03-26.40 คร้ังท่ี 2 มีค่าอ ย ู่ในช่วง 20.99-37.1 และคร้ังท่ี 3 มีค่าอยู่ในช่วง 12.73-27.08 
ดังตารางท่ี 4 จากตารางจะเห็นได้ว่าค่าปริมาณความชื้นครั้งที่ 2 มากกว่าคร้ังท่ี 3 และคร้ังท่ี 1 ตาม 
ลำดับ ค่าปริมาณความชื้นของดินตัวอย่าง 5 แปลง ท้ัง 3 คร้ัง แปลงป่าสักธรรมชาติมีปริมาณ 
ความชื้นมากท่ีสุด คร้ังท่ี 1 แปลงขยายพันธุปริมาณความชื้นน้อยที่สุด และคร้ังท่ี 3 แปลงป่าปลูก 
พีนสภาพมีปริมาณความช้ืนน้อยท่ีสุด

1.2 ผลการตรวจนับจำนวนแบคทีเรียทั้งหมดจากดินในพื้นที่ศูนย์ศึกษาพัฒนาห้วยฮ่องไคร้อันเนื่อง 
มาจากพระราชดำริ

ผลการตรวจนับจำนวนจุลินทรีย์ในดินพังหมด จากดินทัง 5 แปลง ในพืนท่ีหมู่บ้านป่าสัก 
งาม ศูนย์ศึกษาพัฒนาห้วยฮ่องไคร้ อันเนื่องมาจากพระราชดำริ อำเภอดอยสะเก็ด จังหวัดเชียงใหม่ 
แสดงในตาราง 3 เมื่อพิจารณาจำนวนแบคทีเรียทั้งหมดที่ช่วงความลึก 7-15 เซนติเมตร ท่ีมีสภาพ 
ดินแตกต่างกัน โดยเก็บตินที่ใช้ในการทดลองทั้งหมด 3 คร้ัง คร้ังท่ี 1 พบว่าปริมาณแบคทีเรียพัง 
หมดอยู่ระหว่าง 2.7 X  105 -  5.2 X  107 โคโลนี / กรัมของดิน โดยดินป่าสักธรรมชาติ มีปริมาณ 
แบคทีเรียมากท่ีสุดคือ 5.2X 107 โคโลน/กรัมของดิน และตินแปลงขยายพันธุ มีปริมาณแบคทีเรีย 
น้อยท่ีสุดคือ 2.7 X  105 โคโลนี / กรัมของดิน คร้ังท่ี 2 พบว่าปริมาณแบคทีเรียทังหมดอยู่ระหว่าง 
1.92 X  106 -  1.3 X  107 โคโลนี / กรัมของดิน โดยดินป่าสักธรรมชาติ มีปริมาณแบคทีเรียมากที่สุด
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คือ 1.3X 107 โคโลน/กรัมของดิน และดินแปลงขยายพันธ์ พบน้อยท่ีสุดคือ 1.92 X 106 โคโลนี/ 
กรัมของดิน คร้ังท่ี 3 พบว่าปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดอยู่ระหว่าง 7.2X 105- 9 .6 X 1Ü6 โคโลที/กรัม 
ของดิน โดยดินป่าสักธรรมชาติมีปริมาณแบคทีเรียมากที่สุดคือ 9.6 x io 6 โคโลที/กรัมของดิน ส่วน 
ในดินป่าสร้าง มีปริมาณแบคทีเรียน้อยท่ีสุด 7.2 X 105 โคโลที/กรัมของดิน เม่ือเปรียบเทียบจำนวน 
แบคทีเรียในดิน 5 แปลง ท้ังหมด 3 คร้ัง มีปริมาณแบคทีเรียที่นับได้มีแนวโน้มไปในทางเดียวกัน 
(ภาพท่ี 3) ซึ่งจะเห็นได้ว่าดินตัวอย่างท่ีเก็บมาจากป่าสักธรรมชาติท้ังหมด 3 ครัง มีปริมาณ 
แบคทีเรียทีมากท่ีสุด
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ตารางที่ 3 จำนวนแบคทีเรียท้ังหมดในดินพื้นท่ีศูนย์ศึกษาการพัฒนาห้วยฮ่องไคร้อันเน่ืองมาจากพระ
ราชดำริ ในพื้นที่ป่าสงวนแห่งชาติป่าขุนแม่กวง อำเภอดอยสะเก็ด จังหวัดเชียงใหม่

แปลงศึกษา รหัส จำนวนแบคทีเรียทั้งหมด (โคโลน/กรัมของดิน)
24 ธันวาคม 2543 3 มิถุนายน 2544 9 ตุลาคม 2544

ป่าสักธรรมชาติ NRS 5.20x107 1.30xl07 9.60x106
ป่าปลูกพื้นสภาพ COS 3.60x10s 1.96x106 7.20x10S
แปลงขยายพันธุ AGS 2.70x10s 1.92x106 1.40x106
แปลง 2 PS2 4.60x10s 7.75xl06 2.70x106
แปลง 52 PS52 5.80x10s 8.10xl06 4.40x106
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3  30000000 

*  20000000
10000000

ฒ 24/12/2542 
H 3/6/2543 
□  9/10/2543

NRS COS AGS
แปลงศึกษา

PS2 PS52

ภาพที่ 3 กราฟแท่งเปรียบเทียบจำนวนแบคทีเรียในดิน 5 แปลง ทังหมด 3 ครัง
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ตารางที่ 4 สมบัติทางกายภาพของดินตัวอย่าง ในพื้นที่ศูนย์ศึกษาการพัฒนาห้วยฮ่องไคร้ อันฒื่องมาจาก 
พระราชดำริ ป่าสงวนแห่งชาติป่าขุนแม่กวง อำเภอดอยสะเก็ด จังหวัดเชียงใหม่ (ค่าเฉลี่ยจากการททลอง 
3 ซา)
คร้ังท่ี 1, 24 ธันวาคม 2542
สถานท่ีเก็บ รหัสดินตัวอย่าง ค,าพีเอช ปริมาณความชื้น อินทรีย์วัตถุ
แปลง (เปอร์เซ็นต์) (เปอร์เซ็นต์)

ป่าสักธรรมชาติ NRS 7.72 22.39 15.31
ป่าปลูกพื้นสภาพ COS 5.91 12.85 5.68
แปลงขยายพันธุ AGS 7.62 4.03 8.74
แปลง 2 PS 2 7.58 16.23 12.85
แปลง 52 PS 52 7.63 26.40 15.73

คร้ังท่ี 2, 3 มิถุนายน 2543
ป่าสักธรรมชาติ NRS 7.22 37.13 13.80
ป่าปลูกฟืนสภาพ COS 6.44 20.99 3.68
แปลงขยายพันธุ AGS 7.29 92.97 7.12

แปลง 2 PS 2 7.31 28.80 9.13
แปลง 52 PS 52 7.37 27.27 10.60
คร้ังท่ี 3, 9 ตุลาคม 2543
ป่าสักธรรมชาติ NRS 7.68 21.88 9.68
ป่าปลูกพื้นสภาพ COS 5.00 12.73 3.26
แปลงขยายพันธุ AGS 7.61 27.08 6.95
แปลง 2 PS 2 7.61 22.44 8.80
แปลง 52 PS 52 7.69 27.27 10.67
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2. การศึกษาชนิดของ Bacillus ในพื้นที่สูนย์ศึกษาพัฒนาห้วยฮ่องไคร้อันเนื่องมาจากพระราช
ด ำ ร ิ

การจัดจำแนกชนิดของ Bacillus ตาม The Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 
Vol. 2 ได้จัดแบคทีเรียไว้ในอาณาจักร Prokaryotae เช้ือ B. subtilis เป็นแบคทีเรียท่ีสร้าง 
เอนโดสปอร์ ได้จัดไว้ใน Division Firmiates เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (ดังภาพท่ี 4A) แบคทีเรีย 
ที่แยกได้ตามคุณสมบัติการสร้างสปอร์ ได้ท้ังหมด 750 ไอโซเลท จัดได้ว่าอยู่ในสกุล Bacillus ตาม 
คุณสมบัติที่สร้างสปอร์ได้ สามารถเจริญได้ในสภาวะแอโรบิก หเอ facultative anairobic และการ 
สร้าง catalase ได้ ในการจัดนำแนกชนิด (species) ได้ศึกษาสมบัติทางสรีรวิทยา หรือสมบัติทาง 
ชีวเคมีของเช้ือ ตามกระบวนการจัดจำแนกชนิดของเชื้อสกุล Bacillus ของ The Bergey’ Manual 
of Systematic Bacteriology Vol.2 (Sneath and Sharpe, 1986; Gordon, Haynes and Pang, 
1973) ดังรายละเอียดในตาราง 5 พบว่าสามรถจำแนกชนิดของ B. subtilis ได้ 35 ไอโซเลท มี 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาดังนี้ B. subtilis โคโลนีท่ีมีรูปร่างกลม บางสายพันธุมีรูปร่างไม่แน่นอน 
โคโลนีจะทึบแสง (dull) เม่ือเจริญบน nutrient agar จะสร้างสีครีม การเจริญจะสม่ําเสมอตามแนว 
ท่ีปลูกเช้ือ (foliform) เซลล์สร้างสปอร์แบบ cylindrical ตรงกลางเซลล์ สปอร์มีขนาดเท่ากับขนาด 
เซลล์ (ดังภาพท่ี 4B) บางสายพันธุเจริญในสภาพไม่มีอากาศได้ และเจริญได้ในอาหารเลียงเชือท่ีมี 
สภาพพีเอชเป็นกรด สามารถใช้ D-glucose arabinose xylose mannitol และซิเตรตเป็นแหล่ง 
คาร์บอนได้ สามารถสร้างเอนไซม์ catalase สามารถ reduce nitrate สามารถย่อย casein gelatin 
และแป้งได้และเจริญได้ที่สภาวะอุณหภูมิ 30 40 50 และ 55 ได้ (ดังตารางที่ 5) เม่ือพิจารณาการ 
กระจายของ B. subtilis ในดินท้ัง 5 แปลง ที่ระดับความลึก 5-15 เซนติเมตร ปรากฎผลดังตาราง 
ท่ี 6 จะเห็นได้ว่าจำนวน B. subtilis ท้ัง 35 ไอโซเลท พบในดิน แปลง 52 ได้มากท่ีสุด รองลง 
มา คือป่าธรรมชาติ ป่าปลูกพื้นสภาพ แปลงขยายพันธุ และแปลง 2 ตามลำดับ
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ตารางที่ 5 คุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา และทางชีวเคมีของ B. subtilis ท้ัง 35 ไอโซเลท
คุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา และ 
คุณสมบัติทางชีวเคมี

ชนิดของ B. subtilis

การตดสแกรม +
ตำแหน่งของเอนโดสปอร์ CS

À Aการเคลอนทของเซล +

คุณสมบัติทางชีวเคมี
การสร้างเอนไซม์ catalasse +
การเจิญบนอาหาร VP +
การใช้ Glucose เป็นแหล่งคาร์บอน +
การใช้ Arabinose เป็นแหล่งคาร์บอน +
การใช้ Xylose เป็นแหล่งคาร์บอน +
การใช้ Mannitol เป็นแหล่งคาร์บอน +
การใช้ Citrate เป็นแหล่งคาร์บอน +
การย่อย Casein +
การย่อย Gelatin 4-
การย่อยแป้ง +

'ะ* <=1 <ะร +การเจริญทพเอช 7.0
การเจริญทพเอช 5.7 +
ความสามารถ Reduce nitrate +

c i Ci c iการเจริญทอุณหภูม 30 องศาเซลเซยส +
Ci / ะ ร  Ci c iการเจริญทอุณหภูม 40 องศาเซลเซยส +
Ci c i Ci c iการเจริญทอุณหภูม 50 องศาเซลเชยส +
Ci c i Ci c iการเจริญทอุณหภูม 55 องศาเซลเชยส +

หมายเหตุ cs = central spore
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ตารางที่ 6 จำนวน B. subtilis ที่จัดจำแนกได้ 35 ไอโซ!ลท จากดิน 5 แปลง
ตัวอย่างดิน รหัสตัวอย่างดิน วันท่ี/ เดือน/ ปีท่ี 

เก็บตัวอย่างดิน
จำนวนเช้ือ B. subtilis 
ที่จัดจำแนกได้

ป่าสักธรรมชาติ NRS 24 ธันวาคม 2542 3
NRS 3 มิถุนายน 2544 4
NRS 9 ตุลาคม 2544 2

ป่าปลูกที่นสภาพ COS 24 ธันวาคม 2542 1
c o s 3 มิถุนายน 2544 1
c o s 9 ตุลาคม 2544 4

แปลงขยายพันธ์ AGS 24 ธันวาคม 2542 -
AGS 3 มิถุนายน 2544 2
AGS 9 ตุลาคม 2544 1

แปลง 2 PS 2 24 ธันวาคม 2542 -
PS 2 3 มิถุนายน 2544 2
PS 2 9 ตุลาคม 2544 -

แปลง 52 PS 52 24 ธันวาคม 2542 2
PS 52 3 มิถุนายน 2544 7
PS 52 9 ตุลาคม 2544 6
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ภาพท่ี 4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ B .  s u b t i l i s

A การติดสีแกรมของ B .  s u b t i l i s  รหัส PS5202-3 
B การติดสีสปอร์ของ B .  s u b t i l i s  รหัส PS5202-3
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3. การศึกษาความสามารถของ B .  s u b t i l i s  3 5  ไอโซเลท โดยทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ัง
เช้ือราสาเหตุของโรคพืช

ผลการศึกษาความสามารถของ B. subtilis 35 ไอโซเลท ท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของ 
P. palmivora P. grisea B. oryzae c. glyeosporioides และ F. oxysporum พบว่า B. subtilis 
ท้ัง 35 ไอโซเลท มีความสามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือรา (แสดงในภาพท่ี 6 7 8 9 10 และ 11 
ตามลำดับ) ซ่ึงตรวจวัดความสามารถในการยับย้ังโดยวัดเสันผ่าศูนย์กลางของโคโลนีเช้ือราท่ีถูกยับย้ัง 
เทียบกับเสันผ่าศูนย์กลางโคโลนีของเช้ือราท่ีเจริญปกติ และนำมาหาเปอร์เซ็นต์การยับย้ัง สามารถ 
แบ่งกลุ่มตามความสามารถในการยับย้ังออกเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มท่ีหน่ึงเป็นกลุ่มไม่สามารถยับย้ังการ 
เจริญของเช้ือราท้ัง 5 ชนิด ประกอบด้วยเช้ือ B. subtilis NRS01-2 B. subtilis NRS02-2 B. 
subtilis NRS02-3 B. subtilis NRS03-1 B. subtilis NRS03-2 B. subtilis COS03-2 B. subtilis 
COS03-3 B. subtilis PS5202-2 B. subtilis PS5202-8 B. subtilis PS5202-9 และ B. subtilis 
PS5203-4 ส่วนกลุ่มท่ีสองเป็นกลุ่มท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือราท้ัง 5 ชนิด พบว่าเปอร์เซ็นต์ 
การยับย้ังใกล้เคียงกัน คือเช้ือ B. subtilis NRS02-1 B. subtilis NRS02-4 B. subtilis COS03-1 B. 
subtilis COS03-4 B. subtilis COS03-5 B. subtilis AGS02-1 B. subtilis AGS02-2 B. subtilis B. 
subtilis AGS03-1 B. subtilis PS202-1 B. subtilis PS202-2 B. subtilis PS5202-1 B. subtilis 
PS5202-3 B. subtilis PS5203-4 B. subtilis PS5202-6 B. subtilis PS5202-7 B. subtilis PS5202-3- 
1 B. subtilis PS5203-1 B. subtilis PS5202-2 B. subtilis PS5203-3 B. subtilis PS5203-5 B. 
subtilis PS5203-6 B. subtilis PS5203-7 และ B. subtilis PS5203-8 ส่วนผลการยับย้ังเจริญเช้ือรา 
P. parasitica ให้ผลแตกต่างไปจากผลการยับย้ังการเจริญเช้ือราท้ัง 5 ชนิด ซ่ึงให้ผลการยับย้ังไม่ 
แตกต่างกันแสดงในตารางท่ี 7 และเม่ือเปรียบเทียบผลการยับย้ังการเจริญของเช้ือราโรคพืช P.
palmivora P. parasitica P. grisea B. oryzae c. glyeosporioides และ F. oxysporum ชนด โดย 
B. subtilis สายพันธุเดียวกัน คือ B. subtilis PS202-1 พบว่าให้ผลการยับย้ังแตกต่างกัน ซ่ึงมี 
เปอร์เซ็นต์การยับย้ังดังน้ี 12.44 34.88 46.19 29.73 35.37 และ 19.80 ตามลำดับ ดังแสดงในภาพ
ท่ี 5
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B .  o r y z a e  c. g l y e o s p o n o i d e s  F .  o x y s p o r u m

ภาพท่ี 5 การยับยงการเจริญของเช้ือราท้ัง 6 ชนิด บนอาหาร PDA โดย B .  s u b t i l i s  PS5202-2

3  9 C  b AQ â



36

ตารางท่ี 7 ประสิทธิภาพของ ท. subtilis ท้ัง 35 ไอโซเลท จากดิน 5 แปลง ท่ีสามารถยับย้ังการ 
เจริญของเช้ือรา 6 ชนิด

เช้ือแบคทีเรีย เปอร์เซ็นต์การยับย้ัง
R palmivora R parasitica R. grisea

ท. subtilis NRS01-2 3.56 18.05 0.00
ท. subtilis NRS02-1 45.33 32.44 47.62
ท. subtilis NRS02-2 8.00 40.73 0.00
ท. subtilis NRS02-3 5.56 30.98 0.00
ท. subtilis NRS02-4 28.89 24.39 39.52
ท. subtilis NRS03-1 36.44 30.00 47.62
ท. subtilis NRS03-2 39.11 32.44 52.36
ท. subtilis COS02-1 14.22 39.02 6.19
ท. subtilis COS03-1 34.67 30.00 47.62
R. subtilis COS03-2 0.00 24.39 0.00
R subtilis COS03-3 12.44 40.73 0.00
ท. subtilis COS03-4 37.78 27.56 47.62
ท. subtilis COS03-5 25.78 38.29 47.62
ท. subtilis AGS02-1 36.44 26.10 44.29
R subtilis AGS02-2 25.78 25.12 53.81
R subtilis AGS03-1 25.78 21.95 47.62
R subtilis PS202-1 12.44 34.88 46.19
ท. subtilis PS202-2 36.44 34.15 55.71
R subtilis PS5202-1 36.44 26.83 47.62
R subtilis PS5202-2 15.56 26.1 0.00
R subtilis PS5202-3 18.67 28.54 41.43
R subtilis PS5202-4 37.78 26.83 47.62
R subtilis PS5202-5 24.44 23.17 50.95
R subtilis PS5202-6 42.22 25.61 49.05
R subtilis PS5202-7 23.11 35.37 52.38
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ตารางท่ี 7 ต่อ
B. subtilis PS5202-8 0.00 29.27 0.00
B. subtilis PS5202-9 15.56 31.71 8.10
B. subtilis PS5203-1 48.44 26.83 47.62
B. subtilis PS5203-2 37.78 28.05 49.05
B. subtilis PS5203-3 30.22 26.83 47.62
B. subtilis PS5203-4 0.00 24.39 0.00
B. subtilis PS5203-5 36.44 26.83 49.05
B. subtilis PS5203-6 34.67 20.73 46.19
B. subtilis PS5203-7 39.11 19.51 47.62
B. subtilis PS5203-8 40.89 26.10 50.95

เช้ือแบคทีเรีย เปอร์เซ็นต์การยับย้ัง
B. oryzae c. gloeosponoides F. oxysporum

B. subtilis NRS01-2 0.00 0.00 0.00
B. subtilis NRS02-1 29.73 35.37 19.80
B. subtilis NRS02-2 0.00 13.30 0.00
B. subtilis NRS02-3 0.00 16.76 0.00
B. subtilis N RS 02-4 29.73 36.17 28.71
B. subtilis NRS03-1 22.70 0.00 30.69
B. subtilis NRS03-2 42.43 0.00 35.31
B. subtilis COS02-1 0.00 0.00 28.91
B. subtilis CO S 03-1 30.81 30.05 23.10
B. subtilis COS03-2 0.00 0.00 14.13
B. subtilis COS03-3 0.00 0.00 28.71
B. subtilis COS03-4 33.51 33.51 28.71
B. subtilis COS03-5 33.51 44.15 32.01
B. subtilis AGS02-1 32.43 30.05 27.39
B. subtilis AGS02-2 29.73 33.51 36.30
B. subtilis AGS03-1 30.81 33.51 35.31
B. subtilis P S202-1 29.73 35.37 19.80
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ตารางท่ี 5 ต่อ
B. subtilis PS202-2 39.73 31.91 32.01
B. subtilis PS5202-1 28.92 34.57 35.99
B. subtilis PS5202-2 0.00 45.21 0.00
B. subtilis PS5202-3 28.11 35.37 20.79
B. subtilis PS5202-4 28.11 30.85 17.49
B. subtilis PS5202-5 37.84 32.71 20.79
B. subtilis PS5202-6 27.03 35.37 27.39
B. subtilis PS5202-7 21.62 36.17 23.1
B. subtilis PS5202-8 0.00 0.00 0.00
B. subtilis PS5202-9 0.00 0.00 26.41
B. subtilis PS5203-1 32.43 33.51 33.00
B. subtilis PS5203-2 27.03 30.05 18.81
B. subtilis PS5203-3 24.32 33.51 28.38
B. subtilis PS5203-4 0.00 0.00 0.00
B. subtilis PS5203-5 30.81 35.37 33.99
B. subtilis PS5203-6 30.81 35.37 33.00
B. subtilis PS5203-7 28.92 35.37 25.41
B. subtilis PS5203-8 24.32 34.57 19.81
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NRS02-1

COS03-1 COS03-3 COS03-4

PS202-1 PS202-2 PS5202-1 PS5202-2

ภาพท่ี 6 แสดงผลการยับยั๋งการเจริญของเชึ๋อรา p. parasitica DOA-PPF 30-1 โดย B. subtilis
ท้ัง 35 ไอโซเลท
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*

PS5203-2 PS5203-5

PS5203-6 PS5203-7 PS5203-8 CONTROL

ภาพท่ี 6 (ต่อ)
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NRS01-2 NRS02-1 NRS02-2 NRS02-3

PS202-1 PS202-2 PS5202-1 PS5202-2

2/ 2/

ภาพทื 7 แสดงผลการอับยั๋งการเจริญของเชึ๋อรา P. palmivora DOA-PPF 38-4 โดย B. subttlis
ท้ัง 35 ไอโซเลท



PS5202-5

PS5203-6 PS5203-7 PS5203-8 CONTROL

ภาพที 7 (ต่อ)
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NRS02-4

COS03-2 COSÔ3-3

AGS03-1AGS02-1 AGS02-2

PS202-2

NRS03-1

C0SQ3-1

NRS03-2 COS02-1

COSQ3-4

PS202-1

COS03-5

ภาพท่ี 8 แสดงผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา P. grisea DOA-PPF 43-108 โดยเชือ B.
subtilis ท้ัง 35 ไอโซเลท
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PS5202-PS5202-5

PS5202-9PS5202-8PS5202-7

PS<j20^-4PS5203-2

PS5203-1

PS5202-3

PS5203-6 PS5203-8 CONTROL

ภาพที 8 (ต่อ)



NRS01-2

NRS02-4 NRSO: CQS02-1

PS5202-1PS202-2PS202-1

;WS«]iTCKItMcJ

ร/
ภาพ ท ี 9 แส ด งผ ลการย ับ ย ั๋งก าร เจร ิญ ข องเช ื่อรา B. oryzae  DO A-PPF 43-21 โด ย  B. subttlis  35

ไอ โซ เล ท



PS5203-7

SJfcWIWJJ

P S5203-8 CONTROL

pss?m-s

ภาพ ท ี 9 (ต ่อ)



N R S 01-2 N R S02-2

coso:

COSQ3-3

COSQ3-5

PS5202-1PS202-1

N R S02-3

PS202-2

9/
ภาพ ท ี 10 แส ด งผ ลการย ับ ย ั๋งก าร เจร ิญ ข องเช ื่อรา c. g loeo sporio id es  DO A PPF 43-136  โด ย  B.

su b tills  35 1 อ โช เล ท



PS5202-8

ร5203

CONTRIP S5203-7

RfiMixra

ภาพที 10 (ต่อ)



ภาพ ท ี่ 11 แส ด งผ ลการย ับ ย ั้งก าร เจร ิญ ข องเช ื้อรา F. oxysporum  DO A-PPF 43-138  โด ย  B.
subtilts  35 ไอ โซ เล ท
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ภาพ ท ี 11 (ต ่อ)



4. ก าร เต ร ีย ม ด ีเอ ็น เอ แล ะศ ึก ษ าส ภ าวะท ีท ีเห ม าะส ม ต ่อ ป ฎ ิก ร ิย า  R A P D -P C R

4.1 ผลการตรวจสอบคุณภาพ และวัดปริมาณดีเอ็นเอ ที่เตรียมได้ เม่ือนำมาตรวจสอบ 
โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตที่ช่วงความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร พบว่า 
สารละลายดีเอ็นเอที่เตรียมได้จาก B. subttlis 35 ไอโซเลท มีค่าอัตราส่วน OD,„ /OD,8,, อย่ในช่วง 
1.7-2.0 ดังแสดงในตารางที่ 8 แสดงว่าดีเอ็นเอทีเตรียมได้มีคุณภาพดีมีความบริสุทธิสูงและเมื่อนำค่า 
OD260 มาคำนวนกลับเป็นความเข้มข้นที่ลูกต้องพบว่าสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดได้จาก B. subttlis 35 
ไอโซเลท มีปริมาณดีเอ็นเอมาก คือมีค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเออยู่ในช่วง 75-2225 |Tg/ml

4.2 การศึกษาสภาวะของอุณหภูมิและช่วงเวลาในข้ันตอน annealing ร่วมกับปริมาณ 
ความเข้มข้นของเอ็นไซม์ Taq Polymerase และความเข้มข้นของไพรเมอร์ ที่เหมาะสมต่อปฎิ 
กริยา RAPD-PCR ปริมาณเอ็นไซม์ Taq Polymerase ท่ีใช้มีระดับความเข้มข้น 0.625 บ (Vettori 
C. และคณะ 1996) 1 บ (Batinic และคณะ 1998) และ 1.25 บ (Romimus, Parker and 
Morgan, 1997) ความเข้มข้นของไพรเมอร์ ท่ีระดับ 12.5 pmol และ 25 pmol และ Annealing 
temperatere ท่ี 32 องศาเซลเซียส 36 องศาเซลเซียส และ 40 องศาเซลเซียส สภาวะของอุฌหภ 
ภูมิ และเวลาท่ีใช้ในปฏิกิริยา ทำตามวิธีของ Batinic และ คณะ (1998) ดังภาพท่ี 12 แสดง ผลิต 
ผลของ RAPD -  PCR โดยใช้ Annealing temperature ท่ี 36 องศาเซลเซียส 32 องศาเซลเซียส 
และ 40 องศาเซลเซียส ตามลำดับ ให้ผลิตผลของ RAPD-PCR ไม่แตกต่างลัน ผลิตผลของ 
RAPD-PCR ที่ชัดเจนข้ึนแปรผันตรงกับปริมาณความเข้มข้นของ Taq DNA Polymerase ท่ีเพ่ิมข้ึน 
ส่วนผลิตผลของ RAPD-PCR ที่ระดับความเข้มข้น ของไพรเมอร์ท้ัง 2 ระดับให้ผลผลิตของ 
RAPD-PCR ไม่แตกต่างกัน เนื่องจากชนิดของ Taq Polymerase ท่ีใช้มี PCR Buffer ท่ีต่างจาก 
ชนิดอ่ืนๆ คือ มี NH+4 ซึ่งช่วยขยายช่วงของ Annealing Temperature ให้กว้างขึน ทำให้เกิด 
ปฏิกิริยาได้ง่าย และทำให้สภาวะความเข้มข้นของ ไพรฒอร์ ท่ีต่างลัน สามารถปฏิกิริยาภายใน 
สภาวะเดียวลันได้

จ า ก ส ภ า ว ะ ข อ ง อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่เห ม า ะ ส ม ใน ก า ร ท ำ ให ้ไ พ ร ฒ อ ร ์ จ ับ ด ีเอ ็น เอ ด ้น แ บ บ  ซ ึ่ง ม ีผ ล ต ่อ  

ป ฏ ิก ิร ิย า พ ีซ ีอ า ร ์ น ำ ม า ศ ึก ษ า ช ่ว ง เว ล า  an n ea lin g  tem perature ท ี่เห ม า ะ ส ม ต ่อ  ผ ล ิต ผ ล ข อ ง  R A P D -  

P C R  ซ ึ่ง ใช ้อ ุณ ห ภ ูม ิ an n ea lin g  ท ี่ 36  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ท ี่ 15 ว ิน า ท ี เป ร ีย บ เท ีย บ ล ับ  ช ่ว ง เว ล า  

an n ea lin g  tem perature ท ี่ 36  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  2 0  ว ิน า ท ี พ บ ว ่า ช ่ว ง เว ล า  ann ealin g  tem perature ท ี ่

2 0  ว ิน า ท ี ให ้ผ ล ิต ผ ล ข อ ง พ ีซ ีอ า ร ์ ท ี่ช ัด เจ น ก ว ่า ช ่ว ง เว ล า  ann ealin g  tem perature ท ี่ 15 ว ิน า ท ี ด ัง 

ภ าพ ท ี่ 12 ซ ึ่ง ต ร ง ล ับ ร า ย ง า น ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ข อ ง  K an g fïi แ ล ะ  Pauls (1 9 9 2 )  ร า ย ง า น ว ่า เว ล า ท ี่ใช ้
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ส ำ ห ร ับ  an n ea lin g  tem perature ม ีค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ก ับ ค ่า  G C  co n ten t ข อ ง ไ พ ร ฒ อ ร ์ ส ำ ห ร ับ ไ พ ร เม อ ร ์ 

ท ี่ใ ช ้ใ น ก า ร ท ด ล อ ง น ี้ ค ือ ไ พ ร ฌ อ ร ์ O P R I =  ร' T G C G G G T C C T  31, O P R 16  =  ร' C T C T G C G C G T  

3' ม ีค ่า  G C  co n ten t เท ่า ก ับ  70  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ แ ล ะ  O P R 13 =  ร1 G G A C G A C A A G  3 \  12 47  =  5 -  

A A G A G C C C G T -3  ม ีค ่า  G C  con ten t เท ่า ก ับ  6 0  เป อ ร ์เซ ็น ต ์

4.3 ผลการศึกษาปริมาณ MgClj ร่วมกับความเข้มข้นของ Amphi Taq Polymerase
และความเข้มข้นของไพรเมอ ร ์ท ี่เหมาะสมต ่อ  RAPD-PCR เม ื่อ น ำ เอ า ส ภ า ว ะ ข อ ง อ ุณ ห ภ ูม ิ แ ล ะ เว ล า  

ท ี่เห ม า ะ ส ม ใน ข ้อ  4.1 ม า ศ ึก ษ า ร ่ว ม ก ับ ป ร ิม า ณ ข อ ง  MgCL, ท ี่ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น  3 m M  4  m M  

แ ล ะ  4 .5  m M  ท ี่ T aq  P o lym erase  0 .6 2 5  บ  1 บ  แ ล ะ  1 .25 บ  ด ังภ าพ ท ี่ 13 พ บ ว ่า ผ ล ข อ ง ร ะ ด ับ  

ค ว า ม เข ้ม ข ้น ท ี่ 3 m M  4  m M  แ ล ะ  4 .5  m M  ให ้ผ ล ผ ล ิต ข อ ง  P C R - R A P D  ไ ม ่แ ต ก ต ่า ง ก ัน  ผ ล ข อ ง  

แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ  ท ี่ช ัด เจ น ข ึ้น แ ป ร ผ ัน ต ร ง ก ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  T aq  P o lym erase ท ี่เพ ิ่ม ข ึ้น  แ ล ะ พ บ ว ่า ท ี่ 

ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ไ พ ร เม อ ร ์ท ี่ 25  pM  ให ้ผ ล ผ ล ิต ข อ ง  P C R - R A P D  ม ีแ ถ บ ด ีเอ ็น เอ พ ิ่ม ข ึ้น

5. การศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ B. subtilis โดยวิธี RAPD-PCR

การตรวจสอบเบืองต้นโดยใช้ไพรฒอร์ 10 ชนิด มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของ B. subtilis 
ATCC6633 B. subtilis PS5202-5 B. subtilis AGS02-1 และ B. subtilis NRS02-2 ด้วยวิธีพีชีอาร์ 
พบว่าไพรเมอร์ 8 ชนิด สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ แถบดีเอ็นเอที่ได้มีการเคล่ือนที่แยกออกจาก 
กันอย่างชัดเจน และพบว่าได้แถบดีเอ็น 3-8 แถบ ซึ่งมีขนาดประมาณ 300-3400 ลู่เบส ดังภาพท่ี 
14 จากนั้นไต้เลือก ไพรเมอร์ 4 ชนิด ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างชัดเจนมาตรวจสอบดี 
เอ็นเอของเช้ือ 35 ไอโซเลท พบว่าได้แถบดีเอ็นรวมทั้งสิน 703 แถบ ซึ่งมีขนาดประมาณ 212- 
2894 ลู่เบส โดยแถบดีเอ็นเอที่ไต้มีขนาดต่างกัน (Polymorphie band) สามารถใช้ในการจำแนกสาย 
พันธ์ B. subtilis ได้ ซึ่งด ีเอ็นเอท ี่เพิ่มปริมาณได้ม ีลายพิมพ์ด ีเอ็นเอคด้ายกันมากม ีความแตกต่างกัน 
ห้อยแสดงว่าสายพันธ์ที่นำมาศึกษานั้นมีความแตกต่างในระดับสายพันธ์ หรือมีความแปรผันทาง
พันธุกรรมในสายพันธ์ห้อย (ภาพท่ี 15-18) บางไอโซเลทมีลายพิมพ์ดีเอ็นเอเหมือนกันแสดงว่าเป็น 
เชือสายพันธุเดียวกัน คือ B. subtilis NRS02-2 และ B. subtilis NRS02-3 B. subtilis COS02-1 
และ B. subtilis COS03-1 B. subtilis AGS02-1 B. subtilis AGS02-2 และ B. subtilis AGS03-1 
B. subtilis PS5203-6 B. subtilis PS5203-1 B. subtilis PS5202-6 และ B. subtilis PS5202-1
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6.1 ผลการวิเคราะห์ความแปรผันทางพันธุกรรมของ B. subtilis 35 ไอโซเลท โดยข้อ
มูล RAPD-PCR ด้วยวิธี cluster analysis ข้อมูลในตารางท่ี 9 ค่าสัมประสิทธิความเหมือนกัน 
ทางพันธุกรรม (ร) แต่ละคู,ของสายพันธุเป็นการคำนวนโดย Jaccard แสดงค่าสัมประสิทธิความ 
เหมือนของ B. subtilis จากแปลงป่าสักธรรมชาติ แปลงป่าปลูกพันสภาพ แปลงขยายพันธุ แปลง 
2 และแปลง 52 มีค่า 0-0.94 0.58-0.95 0-0.91 0.51-0.74 และ 0.21-0.95 ตามลำดับ เม่ือสังเกต 
สัมประสิทธิความเหมือนของ B. subtilis NRS02-3 และ B. subtilis NRS02-2 มีค่า 0.87 B. 
subtilis AGS02-1 B. subtilis AGS02-2 และ B. subtilis AGS03-1 มค่า 0.91 B. subtilis COS02-1 
และ B. subtilis COS03-1 ม ีค่า 0.94 เม่ือเปรียบเทียบสัมประสิทธิความเหมือนกันภายในกลุ่ม ค่า 
ของสัมประสิทธความเหมือนแปลงขยายพันธุมีความแปรผันทางพันธุกรรมตํ่าที่สุด คือมีค่า
สัมประสิทธิความเหมือน (ร=0.91) ส่วนแปลง 2 มีค่าความแปรผันทางพันธุกรรมสูงสุด คือมีค่า 
เฉลี่ยของสัมประสิทธิความเหมือน (ร=0.63) และเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของสัมประสิทธิความ 
เหมือนระหว่างกลุ่ม แปลงป่าธรรมชาติ และแปลงป่าปลูกพันสภาพมีค่าแปรผันทางพันธุกรรมตาสุด 
คือ มีค่าเฉลี่ยของสัมประสิทธิความเหมือน (ร=0.86) ; แปลง 52 และแปลง 2 มีค่าแปรผันทางพันธุ 
กรรมสูงสุด คือมีค่าเฉลี่ยของสัมประสิทธิความเหมือน (ร=0.68)

6. ก ารว ิเค ราะ ห ์ค วาม แป รผ ัน ท างพ ัน ธ ุก รรม  แล ะการว ิเค ราะห ์กล ุ่ม ข อ ง B. su btilis 35 ไอ โซ
เลท โด ย ข ้อ ม ูล  RAPD-PCR ด ้วย ว ิธ ี cluster analysis
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ต า ร า ง ท ี่ 8 ค ุณ ภ า พ แ ล ะ ป ร ิม า ณ ด ีเอ ็น เอ ข อ ง  B. subtilis 35  ไ อ โ ซ เล ฑ  ท ี่เต ร ีย ม ไ ด ้

แบคทีเรีย ๐ ๐ g 280 O D 260/  O D 280 ความเข้มข้นของ 
ดีเอ็นเอ (JLlg/ml)

B. subtilis N R S 0 1 -2 0 .3 8 5 0 .2 2 1.75 9 6 2 .5

B. subtilis N R S 0 2 -1 0 .8 3 6 0 .4 7 2 1.77 2 0 9 0

B. subtilis N R S 0 2 -2 0 .8 8 4 0 .4 7 2 1.87 2 2 1 0

5 . subtilis N R S 0 2 -3 0 .6 9 6 0 .3 9 7 1.75 17 40

B. subtilis N R S 0 2 -4 0 .3 3 9 0 .1 83 1.85 8 4 7 .5

B. subtilis N R S 0 3 -1 0 .0 6 9 0 .041 1.68 172.5

B. subtilis N R S 0 3 -2 0 .8 9 0 0 .4 9 0 1 .82 2 2 2 5

5 . subtilis COS02-1 0 .3 1 9 0 .1 8 0 1.77 7 9 7 .5

B. subtilis C O S 03-1 0 .3 3 6 0 .1 7 6 1 .90 8 4 0

B. subtilis C O S 0 3 -2 0 .3 0 6 0 .1 9 1.61 765

fi. subtilis C O S 0 3 -3 0 .0 6 6 0 .0 3 9 1.69 165

fi. subtilis C O S 0 3 -4 0 .3 2 7 0 .1 7 0 1.88 8 1 7 .5

fi. subtilis C O S 0 3 -5 0 .1 9 4 0 .1 1 6 1.67 4 8 5

fi. subtilis A G S 0 2 - 0 .3 6 7 0 .1 83 2 .0 0 9 1 7 .5

fi. subtilis A G S 0 2 -2 0 .2 1 4 0 .1 33 1.61 5 3 5

fi. subtilis A G S 0 3 -1 0 .3 4 0 0 .1 9 0 1.79 8 5 0

fi. subtilis P S 2 0 2 -1 0 .1 9 5 0 .1 13 1.73 4 8 7 .5

fi. subtilis P S 2 0 2 -2 0 .3 4 9 0 .2 0 0 1.75 8 7 2 .5

fi. subtilis P S 5 2 0 2 -1 0 .0 73 0 .0 45 1.62 182.5

fi, subtilis P S 5 2 0 2 -2 0 .0 6 9 0 .0 3 6 1 .92 172.5

fi. subtilis P S 5 2 0 2 -3 0 .0 9 2 0 .0 4 9 1.88 2 3 0

fi. subtilis P S 5 2 0 2 -4 0 .0 4 9 0 .0 2 9 1.69 122.5

fi. subtilis PS 5 2 0 2 -5 0 .0 9 6 0 .0 5 7 1.68 2 4 0

fi. subtilis P S 5 2 0 2 -6 0 .0 2 7 0 .0 1 4 1.93 67 .5

fi. subtilis P S 5 2 0 2 -7 0 .1 2 8 0 .0 7 6 1.71 3 2 0

fi. subtilis P S 5 2 0 2 -8 0 .1 4 4 0 .0 8 4 1.71 2 35

fi. subtilis P S 5 2 0 2 -9 0 .0 9 4 0 .0 3 5 1.71 2 35
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ต า ร า ง ท ี่ 8 ต ่อ

B. subtilis P S 5 203-1 0 .3 3 9 0 .1 8 4 1 .84 8 4 7 .5

B. subtilis P S 5 2 0 3 -2 0 .3 35 0 .1 7 6 1 .90 8 3 7 .5

B. subtilis P S 5 2 0 3 -3 0 .5 3 7 0 .3 0 0 1.79 1 34 2 .5

B. subtilis P S 5 2 0 3 -4 0 .2 9 0 0 .1 7 0 1.71 725

B. subtilis P S 5 2 0 3 -5 0 .7 8 8 0 .4 5 0 1.75 19 70

B. subtilis P S 5 2 0 3 -6 0 .0 3 0 0 .0 1 7 1.76 75

B. subtilis P S 5 2 0 3 -7 0 .3 5 0 0 .2 0 0 1.75 875

B. subtilis P S 5 2 0 3 -8 0 .2 9 7 0 .1 63 1.82 7 4 2 .5
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ภ าพ ท ี่ 12  R A P D  p ro file s  โ ด ย ใ ช ้ป ร ิม า ณ เอ ็น ไ ช ม ์ T aq  P o ly m era se  ท ี่ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น  0 .6 2 5  บ  

1 บ  แ ล ะ  1 .25  บ  ร ่ว ม ก ับ ป ร ิม า ณ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ไ พ ร เม อ ร ์ 1 2 4 7  ท ี่ร ะ ด ับ  12 .5  p m o l แ ล ะ  25  

p m o l แ ล ะ  an n ea lin g  tem peratere ท ี่ 3 2  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  (A )  ท ี่ 3 6  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  15 ว ิน า ท ี (B )  

ท ี่ 36  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  2 0  ว ิน า ท ี (C ) ท ี่ 4 0  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  (D )

lane ท ี่ 1 - 3  R A P D  p r o file s  ข อ ง  B. subtilis A T C C  6 6 3 3  ท ี่ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  T aq  

P o lym erase  ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น  0 .6 2 5  บ  1 บ  แ ล ะ  1 .2 5  บ  ต าม ล ำ ด ับ  ท ี่ไ พ ร เม อ ร ์ เข ้ม ข ้น  2 5  pM  

แ ล ะ  lan e ท ี่ 1 0 - 1 2  ท ี่ไ พ ร เม อ ร ์เข ้ม ข ้น  12 .5  pM

lan e ท ี่ 4  -  6  R A P D  p rofils  ข อ ง  B. subtilis ร ห ัส  P S 5 2 0 2 -5  ท ี่ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  T aq  

P o ly m era se  ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น  0 .6 2 5  บ  1 บ  แ ล ะ  1 .2 5  บ  ต า ม ลำดับท ี่ไ พ ร เม อ ร ์ เข ้ม ข ้น  25  pM  

แ ล ะ  lan e ท ี่ 1 3 - 1 5  ท ี่ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ไ พ ร เม อ ร ์ 12 .5  p M

lane ท ี่ 7  -  9  R A P D  p rofils  ข อ ง  B. subtilis ร ห ัส  A G S 0 2 -2  ท ี่ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  T aq  

P o ly m era se  ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น  0 .6 2 5  บ  1 บ  แ ล ะ  1 .25  บ  ต า ม ล ำ ด ับ ท ี่ไ พ ร เม อ ร ์ เข ้ม ข ้น  2 5  pM  

แ ล ะ  lan e ท ี่ 1 7 - 1 8  ท ี่ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ไ พ ร เม อ ร ์ 12 .5  pM
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ภ าพ ท ี่ 13 R A P D  p r o file s  ข อ ง  B. subtilis 3 ไ อ โ ซ เล ท  ท ี่ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น  M g C l, ท ี่ 3 m M  4  

m M  แ ล ะ  4 .5  m M  ร ่ว ม ก ับ  T aq  P o ly m era se  ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น  0 .6 2 5  บ  (A ) 1 บ  (B )  แ ล ะ  1 .25 บ  

(C ) ท ี่ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ไ พ ร เม อ ร ์ 2 5  p M  แ ล ะ  12 .5  pM
lane ท ี่ 1 -3  R A P D  p r o file s  ข อ ง  B. subtilis A T C C  6 6 3 3  ท ี่ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  M g C l2 ท ี่ 3 

m M  4  m M  แ ล ะ  4 .5  m M  ต า ม ล ำ ด ับ  ท ี่ไ พ ร เม อ ร ์ เข ้ม ข ้น  25  p M  แ ล ะ  lan e ท ี่ 1 0 - 1 2  ท ี่ไ พ ร  

เม อ ร ์เข ้ม ข ้น  12.5 p M
lane ท ี่ 4 - 6  R A P D  p r o file s  ข อ ง  B. subtilis ร ห ัส  P S 5 2 0 2 -5  ท ี่ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  M g C l, ท ี ่

3 m M  4  m M  แ ล ะ  4 .5  m M  ต า ม ล ำ ด ับ  ท ี่ไ พ ร เม อ ร ์ เข ้ม ข ้น  2 5  pM  แ ล ะ  lan e ท ี่ 1 3 - 1 5  ท ี่ไ พ ร  

เม อ ร ์เข ้ม ข ้น  12 .5  pM
lane ท ี่ 7 -9  R A P D  p r o file s  ข อ ง  B. subtilis ร ห ัส  A G S 0 2 -2  ท ี่ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  M g C l2 ท ี ่

3 m M  4  m M  แ ล ะ  4 .5  m M  ร ่ว ม ก ับ  A m p h i T aq  P o ly m era se  ท ีค ว า ม เข ม ข น  0 .6 2 5  บ , 1 บ  

แ ล ะ  1 .25 บ ต า ม ล ำ ด ับ  ท ี่ไ พ ร เม อ ร ์ เข ้ม ข ้น  25  p M  แ ล ะ  lane ท ี่ 1 6 - 1 8  ท ีไ พ ร เม อ ร เข ้ม ข ้น  12.5  

pM  lane
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ภ าพ ท ี่ 14 R A P D  p ro file  ข อ ง  B. subtilis 4 ไ อ โ ซ เล ท  ด ้ว ย ไ พ ร เม อ ร ์ 8 ช น ิด  โ ด ย ใ ช ้ค ว า ม เข ้ม  

ข ้น  M g C l2 4  m M  ร ่ว ม ก ับ  T aq P o ly m era se  ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น  1 บ  แ ล ะ ไ พ ร ฒ อ ร ์เข ้ม ข ้น  2 5  pM  

A  แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ข อ ง  B. subtilis ท ี่เก ิด จ า ก ก า ร เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ โ ด ย ใช ้ไ พ ร เม อ ร ์ O P R I O P R 2 O P R 13  

O P R 1 6  O P R 2 0  12 47  1 2 5 2  แ ล ะ 1253
M  ค ือ  แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ม า ต ร ฐ า น  lane 1 -8  B. subtilis A T C C 6 6 3 3  แ ล ะ !an e 9 -1 8  B. subtilis 
A G S 0 2 -2
B  แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ข อ ง  B. subtilis ท ี่เก ิด จ า ก ก า ร เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ โ ด ย ใช ้ไ พ ร เม อ ร ์ O P R I O P R 2  O P R 13  

O P R 16  O P R 2 0  1 2 4 7  1 2 5 2  แ ล ะ ! 2 53
M  ค ือ  แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ม า ต ร ฐ า น  lan e 1-8 B. subtilis ร ห ัส  P S 5 2 0 2 -5  แ ล ะ !ane 9 -1 8  B. subtilis
N R S 0 2 -2
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ภ า พ ท ี่ 15 แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่เก ิด จ า ก ก า ร เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ โ ด ย ใช ้ไ พ ร เม อ ร ์ 0 P R 1  

M  ค ือ  แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ม า ต ร ฐ า น
A  (1 -1 8 )  B. subttlis ร ห ัส  N R S 0 1 -2  N R S 0 2 -1  N R S 0 2 -2  N R S 0 2 -3  N R S 0 2 -4  

N R S 0 3 -2  C O S 02 -1  C O S 0 2 -2  C O S 0 2 -3  C O S 0 2 -4  C O S 0 2 -5  C O S 0 3 -1  A G S 0 2 -1  

A G S 0 3 -1  P S 2 0 2 -1  แ ล ะ  P S 2 0 2 -2  ต าม ล ำ ด ับ
B  (1 -1 8 )  B. subttlis ร ห ัส  P S 5 2 0 2 -1  P S 5 2 0 2 -2  P S 5 2 0 2 -3  P S 5 2 0 2 -4  P S 5 2 0 2 -5  

P S 5 2 0 2 -7  P S 5 2 0 2 -8  P S 5 2 0 2 -9  P S 5 2 0 3 -1  P S 5 2 0 3 -2  P S 5 2 0 3 -3  P S 5 2 0 3 -4  P S 5 2 0 3 -5  

P S 5 2 0 3 -7  P S 5 2 0 3 -8  แ ล ะ  A T C C 6 6 3 3  ต าม ล ำ ด ับ

N R S 0 3 -1
A G S 0 2 -2

P S 5 2 0 2 -6

P S 5 2 0 3 -6
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ภ าพ ท ี่ 16 แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่เก ิด จ า ก ก า ร เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ โ ด ย ใช ้ไ พ ร เม อ ร ์ O P R 13  

M  ค ือ  แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ม า ต ร ฐ า น

A  (1 -1 8 )  B. subtilis ร ห ัส  N R S 0 1 -2  N R S 0 2 -1  N R S 0 2 -2  N R S 0 2 -3  N R S 0 2 -4  

N R S 0 3 -2  C O S 02-1  C O S 0 2 -2  C O S 0 2 -3  C O S 0 2 -4  C O S 0 2 -5  C O S 0 3 -1  A G S 0 2 -1  

A G S 0 3 -1  P S 2 0 2 -1  แ ล ะ  P S 2 0 2 -2  ต าม ล ำ ด ับ

B (1 -1 8 )  B. subtilis ร ห ัส  P S 5 2 0 2 -1  P S 5 2 0 2 -2  P S 5 2 0 2 -3  P S 5 2 0 2 -4  P S 5 2 0 2 -5  

P S 5 2 0 2 -7  P S 5 2 0 2 -8  P S 5 2 0 2 -9  P S 5 2 0 3 -1  P S 5 2 0 3 -2  P S 5 2 0 3 -3  P S 5 2 0 3 -4  P S 5 2 0 3 -5  

P S 5 2 0 3 -7  P S 5 2 0 3 -8  แ ล ะ  A T C C 6 6 3 3  ต า ม ล ำ ด ับ

N R S 0 3 -1
A G S 0 2 -2

P S 5 2 0 2 -6  

P S 5 2 0 3 -6
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ภ าพ ท ี่ 17 แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่เก ิด จ า ก ก า ร เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ โ ด ย ใช ้ไ พ ร ฒ อ ร ์ 0 P R 1 6  

M  ค ือ  แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ม า ต ร ฐ า น

A  (1 -1 8 )  B. subtilis ร ห ัส  N R S 0 1 -2  N R S 0 2 -1  N R S 0 2 -2  N R S 0 2 -3  N R S 0 2 -4  N R S 0 3 -1  

N R S 0 3 -2  C O S 0 2 -1  C O S 0 2 -2  C O S 0 2 -3  C O S 0 2 -4  C O S 0 2 -5  C O S 0 3 -1  A G S 0 2 -1  A G S 0 2 -2  

A G S 0 3 -1  P S 2 0 2 -1  แ ล ะ  P S 2 0 2 -2  ต าม ล ำ ด ับ

B (1 -1 8 )  B. subtilis ร ห ัส  P S 5 2 0 2 -1  P S 5 2 0 2 -2  P S 5 2 0 2 -3  P S 5 2 0 2 -4  P S 5 2 0 2 -5  P S 5 2 0 2 -6  

P S 5 2 0 2 -7  P S 5 2 0 2 -8  P S 5 2 0 2 -9  P S 5 2 0 3 -1  P S 5 2 0 3 -2  P S 5 2 0 3 -3  P S 5 2 0 3 -4  P S 5 2 0 3 -5  P S 5 2 0 3 -6  

P S 5 2 0 3 -7  P S 5 2 0 3 -8  แ ล ะ  A T C C  6 6 3 3  ต าม ล ำ ด ับ
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ภาพท่ี 18 แลบดีเอ็นเอที่เกิดจากการ»พ่ิมปริมาณโดยใช้ไพรเม0ร์ 1247 
M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน
A (1-18) B. subtilis รหัส NRS01-2 NRS02-1 NRS02-2 NRS02-3 NRS02-4 NRS03-1 
NRS03-2 COS02-1 COS02-2 COS02-3 COS02-4 COS02-5 COS03-1 AGS02-1 AGS02-2 
AGS03-1 PS202-1 และ PS202-2 ตามลำดับ
B (1-18) B. subtilis รหัส PS5202-1 PS5202-2 PS5202-3 PS5202-4 PS5202-5 PS5202-6 
PS5202-7 PS5202-8 PS5202-9 PS5203-1 PS5203-2 PS5203-3 PS5203-4 PS5203-5 PS5203-6 
PS5203-7 PS5203-8 และ ATCC 6633 ตามลำดับ
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Dendrogram สร้างโดยคอมพิวเตอร์โปรแกรม RAPDislance สรุปผลบนพ้ืนฐาน ระยะห่าง 
ทางพันธุกรรม แสดงในภาพที่ สามารถแบ่ง II subtilis ท่ีใช้ศึกษาออก!ปีน 4 กลุ่ม กลุ่ม 1 
ประกอบด้วย B. subtilis 2 ไอโซเลท เป็นเชื้อได้จากดินป่าสร้าง และแปลง 52 กลุ่ม 2 ประกอบ 
ด้วย 24 ไอโซเลท ได้จากป่าปลูกพ้ืนสภาพ และป่าธรรมชาติ กลุ่ม 3 ประกอบด้วย 4 ไอโซเลท 
ได้จากแปลง 52 และป่าธรรมชาติ กลุ่ม 4 ประกอบด้วย 5 ไอโซเลท ได้จากป่าธรรมชาติ และ 
แปลง 52

กลุ่ม 1 ประกอบด้วย B. subtilis PS5203-4 และ B. subtilis COS03-2 
กลุ่ม 2 ประกอบดวย B. subtilis AGS03-1 B. subtilis AGS02-2 B. subtilis AGS02-1 

B. subtilis NRS03-1 B. subtilis COS03-1 B. subtilis NRS02-4 B. subtilis COS03-4 B. subtilis 
NRS02-1 B. subtilis PS5203-3 B. subtilis PS5202-7 B. subtilis PS5202-3 B. subtilis PS5202-2 B. 
subtilis NRS03-2 B. subtilis PS5203-7 B. subtilis PS5203-5 B. subtilis PS02-1 B. subtilis PS5203- 
2 B. subtilis PS5202-4 B. subtilis PS5203-8 B. subtilis PS5203-6 B. subtilis PS5203-1 B. subtilis 
PS5202-6 B. subtilis PS5202-1 และ B. subtilis PS5202-5

กลุ่ม 3 ประกอบด้วย B. subtilis COS03-5 B. subtilis COS03-3 B. subtilis COS02-1 
และ B. subtilis NRS01-2

กลุ่ม 4 ประกอบด้วย B. subtilis PS5202-1 B. subtilis PS5202-2 B. subtilis PS5202-8 
B. subtilis NRS02-3 และ B. subtilis NRS02-2

6.2  ก ารว ิเค ราะห ์กล ุ่ม ข อ ง B. subtilis  35 ไอ โซ เล ท  โด ย ข ้อ ย ูล  R A P D -P C R  ด ้วย ว ิธ ี
c luster analysis

ผลการศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 5 ชนิดสามารถแบ่ง B. subtilis 
ท้ัง 35 ไอโซเลท ออกเป็นสองกลุ่ม คือกลุ่มท่ีสามารถยับยั้งการเจริญ และกลุ่มท่ีไม,สามารถยับย้ัง 
การเจริญของเช้ือรา 5 ชนิดได้ ซึ่งเมื่อนำมาศึกษาความสัมพันธ์โดยวิธี cluster analysis พบว่ามี 
ความสัมพันธ์กับผลของความสามารถในการยับยั้ง และสามารถแบ่งกลุ่มตามความสัมพันธ์1ใด้ดังน้ี
กลุ่มแรกประกอบไปด้วย B. subtilis PS5203-4 B. subtilis COS03-2 B. subtilis COS03-5 B. 
subtilis COS03-3 B. subtilis COS02-1 B. subtilis PS5202-9 B. subtilis PS5202-2 B. subtilis 
PS5202-8 B. subtilis NRS02-3 และ B. subtilis PS5202-2 ซึ่งเป็นกลุ่มที่ไม่สามารถยับย้ังการเจริญ 
ของเชื้อรา 5 ชนิด ซึ่งตรงกับผลการวิเคราะห์ cluster กลุ่มท่ี 1 3 และ 4 และกลุ่มท่ี 2 ประกอบ 
1ปด้วย B. subtilis AGS03-1 B. subtilis AGS02-2 B. subtilis AGS02-1 B. subtilis NRS03-1 B. 

subtilis COS03-1 B. subtilis NRS02-4 B. subtilis COS03-4 B. subtilis NRS02-1 B. subtilis
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PS5203-3 B. subttlis PS5202-7 B. subttlis PS5203-1 B. subttlis PS5023-6 5. Mifttffcs PS5202-3 
B. subttlis PS5202-2 B. subttlis NRS03-2 B. subttlis PS5203-7 B. subttlis PS5203-5 B. subttlis 
PS202-1 B. subttlis PS5203-2 B. subttlis PS5202-4 B. subttlis PS5203-8 B. subttlis PS5203-6 
B. subttlis PS5202-1 และ B. subttlis PS5202-5 ซึ่งเป็นกลุ่มที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 5 
ชนิดได้ ซึ่งตรงผลการวิเคราะห์กลุ่ม (cluster analysis) กลุ่มท่ี 2



NRS01-2 0.910642 0.92582 0  92582 0 940064 0  921954 0 917663 0  921954 0 945905 0919866 0.921954 0.937043 0 888523 0918937 0.918937 0918937 0914991 0921954 0 883452 0  945905 0 910642 0 869539 0  866405 0883452
NRS02-1 0.866025 0 866025 0 679366 0 69282 0.85938 0.901388 0722315 0 875595 0.901388 0522233 0 901388 0694808 0 694808 0.694808 0565685 0  645497 0 565685 0 886405 0 679366 0 588348 052915 0  565685 0  632456
NRS02-2 0 0 842424 0 856349 0 870988 0  939336 0.83205 0.916559 0.939336 0901388 0.921132 0 861892 0861892 0.861892 0  874475 0.656349 0  874475 0 83205 0  887525 0  87831 087831 0  874475 0866025 0  763763
NRS02-3 0 842424 0.856349 0 870968 0 939336 0  83205 0 918559 0  939336 0901388 0 921132 0.861892 0 861892 0.881092 0.874475 0 856349 0 874475 0  83205 0  887625 087831 087831 0074475 0 866025 0.783763 0 902671
NRS02-4 0522233 0.603023 0.956183 0 547723 0  875595 0 956183 0.589768 0  956183 0  730297 0730297 0730297 0 620174 0 645497 0666667 0 909718 0  679366 0 681305 0 588348 0666667 0.678366 0860663 0 946864 0.666667
NRS03-1 0 547723 0 953463 0 632456 0  83887 0  953463 0 603023 0953463 0  774597 0774597 0774597 0.632456 0603023 0.632456 0902671 0.645497 0650444 0 6 0.632456 0.645497 0048520 0 963624 0  632456 0  679366
NRS03-2 0.950382 0.57735 0.85485 0 950382 0617213 0 930949 0720082 0 720082 0 720082 0 589768 0 333333 0  589768 0 866025 0534522 0551677 0  612372 0 589768 0447214 0.834058 0 938083 0589768 0  589768 0  458831
COS02-1 0946864 0912071 0 0 953463 0  748331 0 945905 0.945905 0.945905 0 92582 0.915811 0.887625 0 966092 0  921132 0 891133 0.910259 0887625 0  901388 0  966092 0 982607 0887625 0887625 0.935414 0.932505
COS03-1 0.841625 0.946864 0 690066 0 946864 0733799 0733799 0733799 0 707107 0032456 0707107 0 884652 0722315 072111 0.72111 0 707107 0.6742 0.852803 0 932505 0.707107 0  707107 0  632456 0.781736 0.745356
COS03-2 0.912871 0 03887 0 890564 0 870388 0.870388 0870388 083666 0 83887 0.83666 0.841625 0.875595 0.842424 0.866025 0.83666 0 850963 0.922958 0 916515 0.83666 0.83668 0 83887 0  83666 0.652803 0.83666
COS03-3 0.953463 0.748331 0  945905 0 945905 0.945905 092582 0915811 0 887625 0 966092 0 921132 0.891133 0.910259 0 887625 0 901388 0 966092 0  982607 0 887625 0  887625 0.935414 0.932505 0 897527 0  887625 0.92582
CO SO3-4 0.953463 0707107 0707107 0707107 0.57735 0  65938 0679366 0 902671 0.733799 0 693889 0 6 0 679366 0 69282 0 902671 0 942809 0679366 0 632456 0  603023 0899735 0.636285 0  679366 0.632456 0  693889
COS03-6 0.912871 0912871 0 912871 0.887625 0  894427 0 866025 0  946664 0.901388 0 870388 0 891133 0866025 0901388 0  946864 0 963624 0 866025 0  866025 0  694427 0 866025 0.87031 0 666025 0907405 0 070300
AGS02-1 0 0 0 643268 0 74278' 0  718421 0 879883 0790569 0 728869 0  695608 0.718421 0.762001 0.901308 0.894427 0718421 068313 0666667 087178 0847576 0  710421 0 68313 0 728869
AGS02-2 0 0  643268 0742781 0 718421 0  879883 0 790569 0  728869 0 695608 0.718421 0762001 0 901388 0.894427 0.718421 0 68313 0 666667 0.87178 0 647576 0718421 060313 0.728869
AGS03-1 0.643268 0.742781 0718421 0 379883 0  790569 0728869 0.695608 0.718421 0 762001 0.901388 0.894427 0  718421 0  68313 0666667 0.87178 0647576 0 718421 0 68313 0 728869
PS02-1 o .s 10754 0  489896 0 870988 0 565685 051B875 0518875 0 469898 0 565685 0  845154 0 930949 0 489898 0 489898 057735 0.816497 0  34641 0  403053 0  60e58i 0.518875
PS02-2 0.510754 0 877058 0 436436 0 466252 0 6 0.510754 0.316228 0 816497 0  942809 0.510754 0 510754 0534522 0794719 0 588348 0.510754 0  57735 0 540062
PS6202-1 0.894427 0.417029 0206514 0 353553 0 0 417029 0.845154 0 950382 0 0.294884 0.510754 0 825723 0.34641 0 0 409898 0  208514
PS5202-2 0 909718 0  898027 0 898027 0 894427 0 886405 0 774597 0745356 0 694427 0 894427 0877058 0 899735 0 883863 0 894427 0.894427 0 898027
PS5202-3 0.361158 0.52915 0417029 0 308607 0 060663 0 946864 0  417029 0 5 0  845497 0.816497 0 510875 0 417029 0.565685 0 456435
PS5202-4 0 4 0-208514 0 361158 0 850963 0 951972 0 208514 0  353553 0.540062 0.825723 0  392232 0.206514 0447214 0.288675
PS5202-5 0.353553 0.52915 0.850963 0 951972 0 353553 0 353553 0540062 0 852803 0392232 0  353553 0 447214 0.4
PS5202-6 0.417029 0.845154 0.950382 0 0 294884 0 510754 0.825723 0 34641 0 0 489898 0 208514
PS5202-7 0.83205 0.946864 0.417029 0.417029 0.589760 0 816497 0518875 0 417029 0 5 0  458435
PS5202-8 0.932505 0.845154 0.845154 0 816497 0 82717 0 861357 0845154 0.870988 0 850963
PS5202-9 0.950382 0.950382 0 942809 0.953433 0 937437 0 950382 0  950382 0933257
PS5203-1 0.294884 0.510754 0 825723 0 34641 0 0.489898 0208514
PS5203-2 0.510754 0  825723 0.34841 0.294884 0 408240 0.353553
P55203-3 0806226 0.588348 0510754 0  510754 0 540062
PS5203-4
PS5203-5
PS5203-6
PS5203-7
PS5203-8

0.841625 
0.34641 

0 489898 
0.518875

0.825723
0.509175
0.208514

0859727 
0 392232

0 894427 0  929961 0 958603 0  883452 0 883452 0  888S23 0  898717 0 878038 0.M3452 0 866025 0  886405
0 886405 0 92582 0 565685 0.5 0.589768 0.908893 0.518875 0 565685 0.565685 0 588348
0.902671 0  874475 0  874475 0  856349 0.866025 0.685316 0  874475 0.894427 0.87831
0.874475 0  874475 0 856349 0  866Q25 0 885316 0  874475 0 894427 0.87831
0 666667 0  64S497 0 806226 0 669534 0.666667 0.666667 0.681386
0.603023 0.872872 0 681385 0  632456 0 679366 0  6S0444

0.82717 0  650444 0 589768 0  622233 0 612372
0.897527 0  887625 0  92582 0  891133
0.707107 0  707107 0  72111
0.661357 0.816497 
0.891133

ตารางที่ 9 ความเหมือนกันทางพันธุกรรมโดย Jaccard ระหว่างคู่แต่ละคู่ของสายพันธุ
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