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ภาคผนวก ก

สูตรอาหารเล้ียงเช้ือจุลินทรีย์และวิธีเตรียม

สูตรอาหารเหล่าน้ิ ผสมนากล่ัน 1 ลิตร น่ึงฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด้ต่อตารางน้ิว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ยกเว้นอาหารบางสูตรท่ีระบุไว้โดยเฉพาะ อาหารทุก 
ชนิดเตรียมไว้ท่ีอุณหภูมิห้องอย่างน้อย 24 ช่ัวโมง ก่อนนำมาใช้ เพ่ือป้องกันการปนเปีอนจาก 
จุลินทรีย์

Nutrient medium
Bacto-peptone 5.0 กรัม
Beef extract (Difco) 3.0 กรัม
K 2HPO4 5.0 กรัม
NaCl 8.0 กรัม
pH 7.0

เม่ือจะเตรียม Nutrient Agar (NA) เติมวุ้น 15 กรัม ลงในอาหาร Nutrient Medium (NB)

Martin’s medium
Bacto-Pcptone 5.0 กรัม
Dextrose 10 กรัม
K 2HPO4 1.0 กรัม
MgS04.7H,0 0.05 กรัม
Rose bengal 0.05 กรัม
Agar 15.0 กรัม
pH 7.2

หลังจากน่ึงฆ่าเช้ือแล้วท้ิงให้เย็นท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จึงเติม Chloramphenical 
100 มิลลิกรัมต่อลิตร (เพ่ือยับย้ังการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย) เขย่าเบาๆ  ให้ผสมกัน
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Sodium casemate agar (SCA)
Bacto-tryptone 10.0 กรัม
Yeast extract 5.0 กรัม
Sodium casemate 2.0 กรัม
K 2HPO4 0.02 กรัม
FeS04 7 H20 trace
Agar 15.0 กรัม
pH 6.8-7.0

ถ้าต้องการทดสอบความสามาารถในการย่อยเคซีนของเช้ือแบคทีเรียให้ streak เช้ืออายุ 24-48 
ช่ัวโมง บนอาหาร บ่มเช้ือท่ีอุณภูมิห้องนาน 3-5 วัน ถ้าเกิดบริเวณใสรอบ  ๆ โคโลนีของเช้ือแสดง 
ว่า เช้ือสามารถย่อยเคซีนไต้

4. Potato dextrose medium
มันฝร่ังห่ันช้ินส่ีเหล่ียม 200.0 กรัม
Dextrose 20.0 กรัม

ต้มมันฝร่ังในนากล่ันปริมาตร 500 มิลลิลิตร จากน้ันเติมน้ําตาล Dextrose ลงไปคนให้ 
ละลายผสมกัน กรอกใส่ขวด นำไปน่ึงฆ่าเช้ือด้วยหม้อน่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที ถ้าต้องการ potato dextrose agar (PDA) ให้เติมวุ้น 
ลงไป 15 กรัม

5. Motality test medium
Bacto-tryptone 10.0 กรัม
Yeast extract 5.0 กรัม
Agar 5.0 กรัม
pH 6.8-7.0

เป็นอาหารสำหรับตรวจการเคล่ือนท่ีของแบคทีเรีย โดยเข่ียเช้ืออายุ 24 ช่ัวโมงลงในอาหาร 
เช้ือท่ีเจริญนอกรอยปลูกเช้ือ แสดงว่าสามารถเคล่ือนท่ีได้ (Gordon et al., 1973)



6. Voges- proskauer medium (VP)
Bacto-peptone 7.0 กรม
NaCl 5.0 กรัม
Glucose 5.0 กรัม

83

เป็นอาหารทดสอบว่าแบคทีเรียสามารถใช้นาตาลกลูโคส แล้วผลิต acetoin ซ่ึงทำให้อาหาร 
มีพี!อชเป็นกลาง ทดสอบโดยเข่ีย!ช้ืออายุ 24 ช่ัวโมง ลงในอาหารบ่ม!ช้ือท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง เติมสารละลาย oc-napthol 5 เปอร์เซ็นต์ 0.6 มิลลิลิตร แล้วหยดด้วยสารละลายโปรแตส 
เชียมไฮดรอกไชต์ 40 เปอร์เซ็นต์ 0.2 มิลลิลิตรลงไป (ภาคผนวก ข) เขย่าหลอดต้ังท้ิงไว้ประมาณ 
15 นาที ล้ามี acetoin ในอาหารทดสอบ จะมีสี,ชมพูแดง

Starch agar
Bacto-tryptone 10.0 กรัม
Yeast extract 5.0 กรัม
Soluble starch 10.0 กรัม
Agar 15.0 กรัม
pH 6.8- 7.0

ถ้าต้องการทดสอบความสามารถในการย่อยแป้งของแบคทีเรีย ให้เข่ียเช้ือ 24 ช่ัวโมง ลงบน 
อาหาร บ่ม เช้ือท่ีอุณหภูมิห้องนาน 4 วัน ตรวจดการย่อยแป้งโดยหยดนำยาไอโอดีน (ภาคผนวก ข)
จนกระท้ิวจานเพาะเช้ือ ล้าเกิดบริเวณใสรอบ  ๆโคโลนีของเช้ือ แสดงเช้ือสร้างเอนไซม์ย่อยแป้งได้

Simmon’s citrate agar
MgS04.7H20 0.2 กรัม
(NH1)H 2PO., 1.0 กรัม
K 2HPO4 1.0 กรัม
Sodium citrate 2.0 กรัม
NaCl 5.0 กรัม
Agar 15.0 กรัม
Bromthymol blue 0.08 กรัม
pH 6.8- 6.9
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เป็นอาหารทดสอบความสามารถในการใช้ชิเตรทเป็นแหล่งคาร์บอนโดย เข่ียเช้ือ อายุ 24 ช่ัว 
โมง ลงในอาหารบ่มเชื้อ ที่อุณหคูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน ตรวจการเปล่ียนสีของบรอมไธมอลบูลทุก 
วัน ถ้าอาหารเปล่ียนสีจากสีเขียวเป็นสีนํ้าเงิน แสดงว่าเชื้อสามารถใช้ชิเตรทเป็นแหล่งคาร์บอนได้

Glucose medium
Bacto-tryptone 10.0 กรัม
Yeast extract 10.0 กรัม
K4HPO. 1.0 กรัม
Glucose 10.0 กรัม
pH 6.9-7.2

เติมบรอมไธมอลบูล 1.6 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 4 มิลลิลิตร ลงใน glucose medium เพ่ือเป็น 
ดัชนีชีบอกระดับความเป็นกรดปรับพีเอชด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 0.1 N ให้พีเอสอยู่ในช่วง 
6.9-7.2 บรรจุอาหารลงในหลอดสอบหลอดละ 5 มิลลิลิตร ถ้าต้องการทดสอบการสร้างแก๊สใส่หลอด 
ดักแก๊สใส่หลอดดดักแก๊สไว้ภายในหลอดอาหารน่ึงฆ่าเช้ือด้วยหม้อน่ึงความดันไอ 10 ปอนต์ต่อ
ตารางน้ิวนาน 10 นาที จากน้ัน นำออกมาแช่น้ิาเย็น ทันทีเพ่ือ ป้องกันน้ําตาลแตกตัวตรวจการเกิดกรด 
ในอาหารโดยเข่ียเช่ือลงในอาหารบ่มเช่ือท่ีอุณหภูมิห้องตรวจผลเป็นเวลา 7 วัน ถ้าเช้ือใช้น้ําตาล 
กลูโคสได้จะสร้างกรดข้ึนมาทำให้อาหารท่ีมีบรอมไธมอลบลู เปล่ียนจากสีเขียวเป็นสีเหลือง

10. การศึกษาการสร้างเอนไซม์ catalase
ศึกษาการสร้างเอนไซม์ ctalase เพ่ือใช้ในการ เปล่ียนไฮโดรเจน(ปอร์ออกไซม์ท่ีเป็นพิษต่อ 

เซลลให้เป็นออกซิเจนทดสอบโดยหยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์
(ภาคผนวก ข) ลงบนโคโลนีของเช้ือท่ีมีอายุ 24 ช่ัวโมง ท่ีเจริญบนจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหาร NA ถ้ามี 
ฟ่องก๊าซเกิดข้ึน แสดงว่าเช้ือสร้างเอนไซม์ catalase (Gunther and White, 1961)

11. การทดสอบความสามารถในการเจริญของเช้ือในสภาพท่ีไม่มีอากาศ
โดยการ Streak กล้าเช้ือลงบนอาหาร NA ผิวเอียง ตัดจุกสำลีท่ีโผล่พ้นปากหลอด และอุก 

สำลีท่ีเหลือคาปากหลอดให้ลงไปในปากหลอดลึกประมาณ 1-2 น้ิว เติม pyrogallol ลงไปในหลอด 
บริเวณเหนือจุกสำลี ให้สูงประมาณ 1 น้ิว แล้วหยดสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 20 เปอร์เซ็นต์จน 
เห็นสำลีเปียกหมาด  ๆ แล้วอุดปากหลอดด้วยอุกยางสีสัมให้แน่น แล้วอุ,มปากหลอดลงในขีผึงท่ีหลอม
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เหลว เพ่ือให้ข้ีผ้ึงอัดแน่นระหว่างจุกและหลอด {เองกันการแทรกซึมลงไปในหลอดบ่มเช้ือโดยคว่ํา 
ปากหลอดลงข้างล่างท่ีอุณหภูมิห้อง 7-14วัน

12. Nitrate reducid to nitrite (Mac Faddin, 1980)
ทดสอบเพอศกษาลูความสามารถของ bacteria ในการ reduce nitrate ให้ เป็น nitrite 

หรอ nitrogen gas โดย inoculate เชอลงใน trypticase-nitrate broth นำไปบ่มทอุณหภูมิ 37 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลานาน 48 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลา นำมาเติม sulfanilic acid solution 1 มิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ข) และเติม dimethyl-alpha-naphtyl-amme solution 1 มิลลิลิตร (ภาคผนวก) เขย่าให้ 
ผสมกัน ถ้ามีสีแดงเกิดข้ึนแสดงว่ามี nitric อยู่ ถ้าไม,มีสี ยังสรุปไม่ได้ ให้ทดสอบต่อโดยเติม zinc 
dust 20 มิลลิกรัม ถ้ามีสีแดงเกิดข้ึน แสดงว่ามี nitrate อยู่ ถ้าไม่มีสีแสดงว่าไม,มี nitrate เหลืออยู่

13. Gelatin (Mac Faddin, 1980)
เพอดูความสามารถของ bacteria ว่าสร้าง enzyme gélatinase 1ด้หรอ]ม, ถ้าม gélatinase 

จะทำให้ gelatin ละลาย โดย inoculate เชอลงใน nutrient gelatin โดยใช้ needle จะทำให้ 
gelatin ละลาย โดยนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 48 ช่ัวโมง นำมาใส่ในตู้ 
เย็น ประมาณ 2 ช่ัวโมง แล้วจึงนำมาตรวจดูรูปแบบของการละลาย gelatin พร้อมท้ังดูการเจริญ 
เติบโตโดยสังเกตจากความขุ่น

14. Methyl red
เพ่ือทดสอบดูความสามารถของแบคทีเรียในการสร้างกรด ซ่ึงเป็น end products ของ 

glucose fermentation และปริมาณ กรดทสร้างนันมมากพอทจะเอาชนะ buffering capacity หรอ ใม่ 
โดย inoculate เช้ือลงใน MR-VP broth นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 48 
ช่ัวโมง นำมาทดสอบโดยเติม methyl red indicator ประมาณ 5 หยด ถ้ามีสีแดงเกิดข้ึนท่ีผิวหน้า 
ของอาหาร แสดงว่าแบคทีเรีย สามารถสร้างกรดได้

15. Carbohydrate Fermentation test
เพ่ือทดสอบดูความสามารถของเช้ือธุลินทรีย์ในการ ferment (degrade) specific

carbohydrate ท่ีใส่ลงใน basal medium โดยตรวจผลจากการเกิดกรดหเอก๊าซในอาหาร โดย 
inoculate เชือลงใน Andrade’s carbohydrate broth แต่ละอย่างคือ Glucose, mannitol, Xylose, 
Arabinose นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 18-24 ช่ัวโมง ถ้าอาหารเปล่ียน 
เป็นแดง และมีก๊าซใน Durham tube แสดงว่าเป็น positive Test
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ภาคผนวก ข

วิธีการย้อมสี และวิธีเตรียมสารเคมี

1. สีท่ีใช้ย้อมแกรม และวิธีการท่ีใช้ย้อมแกรม
1.1 สีย้อมแกรม
1.1.1 Ammonium oxalate crytal violet

Crystal violet 2.0 กรัม
Ethanol 20.0 กรัม

ละลาย crystal violet ในเอธานอล 95% 20 มิลลิลิตร แล้วเจือจางในสารล;
ammonium oxalate 1% 80 มลลลิตร

1.1.2 Gram’s iodine
Gram’s iodine 1.0 กรัม
Potassium iodine 2.0 กรัม
นากล่ัน 300 มิลลิลิตร

สารละลาย Potassium iodine ในนากล่ันปริมาตร 300 มิลลิลิตร จากน้ันละลาย iodine ใน 
สารละลาย potassium iodine จนผสมเป็นเน้ือเดียวกัน เก็บไว้ในขวดสีชา เพ่ือป้องกันแสง ถ้าเก็บ 
ไว้นานจนสารละลายเป็นสีเหลืองไม่ควรนำไปทดสอบ

1.1.3 เอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์

วิธีย้อมสีแบบแกรม

smear เช้ือแบคทีเรียท่ีมีอายุ 24 ช่ัวโมง บนสไลต์ท่ีสะอาด ทิงให้แห้ง ฟกซั โดยนำ 
สไลด์ท่ีมีเช้ือผ่านเปลวไฟไปมา 2-3 ครัง ย้อม smear ดวย crystal violet โดยหยดสใหท่วม smear 
1 นาที เทสีท้ิงล้างด้วยน้ัาเล็กน้อยหยดแกรมไอโอดินลงให้ท่วม smear นาน 1 นาที จากน้นเท 
ไอโอดินท้ิง แล้วล้าง smear ด้วย ethanol 95% นาน 15 วินาที ซับด้วยกระดาษซับ แล้วย้อม
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smear ด้วยสี Safranin-0 นาน 1 นาที เท สีท้ิง ล้างด้วยนํ้า ซับด้วยกระดาษซับให้แห้ง นำไปตรวจ
ดูลักษณะรูปร่าง การติดสีแกรม และการจัดเรียงเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 1,000 เท่า

2. สีย้อม และวิธีการย้อมเอนโดสปอร์

2.1 สีย้อมเอนโดสปอร์
2.1.1 Malachite green solution

Malachite green 5.0 กรัม
นากล่ัน 95.0 มิลลิลิตร

ละลาย Malachite green ในนากล่ันปริมาตร 95 มิลลิลิตร จากน้ันกรองด้วยกระดาษกรอง 
ก่อนนำไปใช้

2.1.2 Safranin solution
Safranin 2.5 กรัม

•S i « Aเอธานอล 95%
3/ 1 
o  O '

100 มลลลิตร
AS, <=*<=*นำกลัน 100 มลลิลิตร

ละลาย 
กล่ัน ปริมาตร

Safranin ในเอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร

100 มิลลิลิตร แล้วเจือจางด้วยนำ

วิธีย้อมเอนโดสปอร์

Smear เชื้อแบคทีเรียที่มีอายุ 18-24 ช่ัวโมง ลงบนสไลด์ท่ีสะอาดท้ิงให้แห้ง ทีกซั smear 
โดยนำสไลด์ที่มีเชื้อผ่านเปลวไฟไปมา 2-3 คร้ัง ย้อม smear ด้วย malachite green โดยหยดสีให้ 
ท่วม smear นำส1ลด1ปอังบนเอนำเดอด หรออังบนเปลวไฟ คอยเตมส malachite green อย่าไห้ 
สีแห้ง เป็นเวลานาน 10 นาที ทิ้งสไลด์ให้เย็น จากนั้นนำไปล้างน้ัาแล้วย้อม smear ด้วยสี 
safranin-0 นาน 15 วินาที เทสีท้ิง ล้างด้วยนั้า ซับด้วยกระดาษซับให้แห้ง นำไปตรวจดูด้วยกล้อง 
จุลทรรศน์ กำลังขยาย 1,000 เท่า เซลล์จะติดสีแดงของ saffanin-0 ส่วนสปอร์จะติดสีเขียวของ
malachite green
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2.1.3 Hydrogen peroxide solution
Hydrogen peroxide 3.0 กรัม
นากล่ัน 100 มิลลิลิตร

ละลาย hydrogen peroxide ในน้ํากล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ในขวดสีชา 
แล้วเก็บไว้ในสู้เย็น เพ่ือป้องกันการออกซิไดซโดยแสง

2.1.4 Alpha napthol เข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์
Alpha napthol 5.0 กรัม
เอธานอล 95% 100 มิลลิลิตร

ละลาย alpha napthol ในเอธานอล 95% ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ในขวดสีชา

4.2 สารละลายโปแตสเชียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์
Potassium hydroxide (KOH) 40.0 กรัม
นากล่ัน 100 มิลลิกรัม

ละลาย Potassium hydroxide ในนากล่ันปริมาตร 100.0 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ในขวดสีชา 
สารละลายไอโอดีนสำหรับการทดสอบแป้ง Crystal iodine 1.0 กรัม Potassium idodine 2.0 กรัม 
เอธานอล 30.0 มิลลิลิตร นากล่ัน 300.0 มิลลิลิตร ละลาย potassium idodine ด้วยเอธานอล 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร จากน้ันละลายไอโอดีนในสารละลาย potassium idodide แล้วเจือจางด้วยนำ 
กล่ัน ปริมาตร 300 มิลลิลิตร เก็บไว้ในขวดสีชาเพ่ือป้องกันแสง ถ้าเก็บไว้นานจนสารละลายเปล่ียน 
เป็นสีเหลืองไม,ควรนำไปใช้ทดสอบ
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ภาคผนวก ค

วีรการเตรียมสารเคมีสำหรับสกัด ดีเอ็นเอ

1. Saline-EDTA
NaCl 5.84 กรัม
EDTA 4.61 กรัม
นากล่ันฆ่าเช้ือ 1 ลิตร

2. DNA extraction buffer 
Tris-base 121.14 กรัม
NaCl 58.44 กรัม
SDS 100 กรัม
นากล่ันฆ่าเช้ือ 1 ลิตร

3. Loading buffer 
glycerol 56.50 มลลิลิตร
EDTA 29.23 ลิตร
Bromphenol blue 0.1 กรัม
นากล่ันฆ่าเช้ือ 100 มิลลิลิตร

4. TBE Electrophoresis buffer 
Tris-base 10.78 กรัม
boric aacid 5.50 กรัม
EDTA 0.58 กรัม
นากล่ันฆ่าเช้ือ 100 มิลลิลิตร

5. 3 M Sodium acetate 
Sodium acetate 123.06 กรัม
นากล่ันฆ่าเช้ือ 1 ลิตร
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6. 0.5 |Llg/ml Ethidium bromide
Ethidium bromide 0.005 กรัม
น้ํากล่ันฆ่า(ช้ือ 1 ลิตร

TE buffer (10 mM tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA)
Tris-base 1.21 กรัม
EDTA 0.29 กรัม
นากล่ันฆ่าเช้ือ 100 ลิตร

ละลาย Tris-base ในนากล่ันฆ่า(ช้ือ 1 ลิตร ปรับ pH ให้เป็น 8.0 ด้วยกรดไฮโดร 
คลอริกเข้มข้น 1 M แล้วจึงเติม EDTA ลงไป 0.29 กรัม

8. 1.8% Agarose gel
Agarose 1.8 กรัม
TBE buffer 100 มิลลิลิตร

ละลาย 1.8 กรัม Agarose gel ลงใน TBE buffer 100 มิลลิลิตร
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ภาคผนวก ง

ตารางท่ี 1 ผลการยับย้ังเช้ือราสาแหตุโรคพืช 6 ชนิด โดยเช้ือ B .  s u b t i l i s  ท้ัง 35 ชนิด ท่ีคัด 
เลือกได้ จากดินท้ัง 5 แปลง (ค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซา)

เช้ือแบคทีเรีย Inhibition zone (เซนตเมตร)
p .  p a r a s i t i c a P .  p a l m i v o r a P .  g r i s e a

B .  s u b t i l i s  NRS01-2 3.63 2.17 2.20
B .  s u b t i l i s  NRS02-1 2.77 1.23 1.10
B .  s u b t i l i s  NRS02-2 2.43 2.07 2.17
B .  s u b t i l i s  NRS02-3 2.83 1.90 1.10
B .  s u b t i l i s  NRS02-4 3.10 1.60 1.27
B .  s u b t i l i s  NRS03-1 2.87 1.43 1.10
B .  s u b t i l i s  NRS03-2 2.77 1.37 1.00
B .  s u b t i l i s  COS02-1 2.50 1.93 1.97
B .  s u b t i l i s  COS03-1 2.87 1.47 1.10
B .  s u b t i l i s  COS03-2 3.10 2.37 2.10
B .  s u b t i l i s  COS03-3 2.47 1.50 1.03
B .  s u b t i l i s  COS03-4 2.97 1.40 1.10
B .  s u b t i l i s  COS03-5 2.53 1.67 1.10

B .  s u b t i l i s  AGS02-1 3.030 1.43 1.17
B .  s u b t i l i s  AGS02-2 3.070 1.67 0.97
B .  s u b t i l i s  AGS 03-1 3.20 2.53 2.10

B .  s u b t i l i s  PS202-1 2.67 2.23 1.13
B .  s u b t i l i s  PS202-2 2.70 1.43 0.93

B .  s u b t i l i s  PS5202-1 3.00 1.43 1.10
B .  s u b t i l i s  PS5202-2 3.10 1.90 2.03
B .  s u b t i l i s  PS5202-3 3.00 1.83 1.23
B .  s u b t i l i s  PS5202-4 3.00 1.40 1.10
B .  s u b t i l i s  PS5202-5 3.10 1.70 1.03



ต า ร า ง ท ี่ 1 (ต ่อ )

B. subtïlis  P S 5 2 0 2 -6 3 .1 0 1 .3 0 1 .07

B. subtilis  P S 5 2 0 2 -7 2 .6 5 1.73 1 .0 0

B. subtilis  P S 5 2 0 2 -8 2 .9 0 2 .5 3 2 .3 0

B. subtilis  P S 5 2 0 2 -9 2 .8 0 1 .9 0 1.93

B. subtilis  P S 5 2 0 3 -1 2 .8 0 1 .16 1 .1 0

B. subtilis  P S 5 2 0 3 -2 2 .9 0 1 .40 1.07

B. subtilis  P S 5 2 0 3 -3 2 .9 0 1.57 1 .1 0

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

B. subtilis  P S 5 2 0 3 -5 3 .0 0 1.43 1.07

B. subtilis  P S 5 2 0 3 -6 3 .2 0 1.47 1.13

B. subtilis  P S 5 2 0 3 -7 3 .3 0 1.37 1 .10

B. subtilis  P S 5 2 0 3 -8 3 .0 0 1.33 1.03

con tro l 3 .1 0 2 .2 5 2 .1 0
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ต ารางท ี่ 1 (ต ่อ)

เช ื้อ แ บ ค ท ีเร ีย In h ib ition  zo n e  (เซ น ต ิเม ต ร )

B. oryzae c. g loeosporio ides F. oxysporum
B. subtilis  N R S 0 1  -2 3 .7 6 3 .2 0 3 .0 0

B. subtilis  N R S 0 2 -1 2 .6 0 2 .4 5 2 .43

B. subtilis  N R S 0 2 -2 3 .7 3 3 .2 6 3 .0 0

B. subtilis  N R S 0 2 -3 3 .2 0 3 .13 3 .0 0

5 . subtilis  N R S 0 2 -4 2 .6 0 2 .4 0 2 .1 6

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

B. subtilis  N R S 0 3 -2 2 .1 3 3 .9 0 1.96

B. subtilis  C O  S 02-1 3 .4 5 4 .1 0 2 .1 6

5 . subtilis  C O S 03 -1 2 .5 6 2 .6 3 2 .33

5 . subtilis  C O S 0 3 -2 3 .4 6 3 .9 0 2 .6 0

B. subtilis  C O S 0 3 -3 2 .8 3 2 .2 5 2 .1 6

B. subtilis  C O S 0 3 -4 2 .4 6 2 .5 0 2 .1 6

B. subtilis  C O S 0 3 -5 2 .4 6 2 .1 0 2 .0 6

B, subtilis  A G S  02 - 2 .5 0 2 .63 2 .2 0

B. subtilis  A G S  0 2 -2 2 .6 0 2 .5 0 1.93

B. subtilis  A G S  03-1 3 .8 0 2 .5 0 1 .96

B. subtilis  P S 2 0 2 -1 2 .6 0 2 .43 2 .4 3

B. subtilis  P S 2 0 2 -2 2 .2 3 2 .5 6 2 .0 6

B. subtilis  P S 5 2 0 2 -1 2 .6 0 2 .4 6 2 .0 0

B. subtilis  P S 5 2 0 2 -2 3 .2 6 2 .0 6 2 .9 8

B. subtilis  P S 5 2 0 2 -3 2 .6 6 2 .4 2 2 .4 0

B. subtilis  P S 5 2 0 2 -4 2 .6 6 2 .6 0 2 .5 0

B. subtilis  P S 5 2 0 2 -5 2 .3 0 2 .5 3 2 .4 0

B. subtilis  P S 5 2 0 2 -6 2 .7 0 2 .4 3 2 .2 0

B. subtilis  P S 5 2 0 2 -7 2 .5 0 2 .4 0 2 .3 3

B. subtilis  P S 5 2 0 2 -8 3 .8 5 3 .8 0 3 .1 3

B. subtilis  P S 5 2 0 2 -9 2 .9 0 3 .8 0 2 .2 0



94

ต า ร า ง ท ี่ 1 (ต ่อ )

B. subtilis  P S 5 2 0 3 -1 2 .5 0 2 .5 0 2 .03

B. subtilis  P S 5 2 0 3 -2 2 .7 0 2 .63 2 .4 6

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

B. subtilis  P S 5 2 0 3 -4 2 .8 0 3 .8 0 2 .9 6

B. subtilis  P S 5 2 0 3 -5 3 .4 6 2 .43 2 .0 0

B. subtilis  P S 5 2 0 3 -6 2 .5 6 2 .43 2 .0 3

B. subtilis  P S 5 2 0 3 -7 2 .6 3 2 .43 2 .2 6

B. subtilis  P S 5 2 0 3 -8 2 .8 2 .4 6 2 .4 3

con tro l 3 .7 0 2 .6 0 2 .8 0
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ต ารางท ี่ 2  แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ั้งห ม ด ท ี่พ บ ใน  B. subtilis  35 ไอ โซ เล ท  จากการน ับ การป รากฎ  (1) และ
ไม,ปรากฎ (0) ว ิเค ราะห ์โด ย ว ิธ ี RAPD ด ้วยไพ รเม อร ์ท ี่แต ก ต ่างก ัน  4 ชน ิด

2849 2874 2890 2798 2272 2061 1284 1182 1140 1014 862 660 610 586 271

OPR1 O P R I O PR I O PR I O PR I O P R I O P R I O P R I O P R I O P R I O P R I O PR I O PR I O P R I O PR I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

N R S01-2 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1
NRS02-1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1

N R S02-2 0 0 0 0 I 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0

N R S02-3 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0

N R S02-4 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0

N RS03-1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0

N R S03-2 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0

CO S02-1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0

COS03-1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0

CO S03-2 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0

CO S03-3 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0

C O S03-4 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0

C O S03-5 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0

AGS02-1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0

A G S02-2 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0

AG S03-1 i 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0

PS02-1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0

PS02-2 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0

PS5202-1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1

PS5202-2 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0

PS5202-3 0 0 0 i 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1

PS5202-4 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1

PS5202-5 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1

PS5202-6 0 0 0 1 1 0 0 l 0 1 1 0 0 1

PS5202-7 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1

PS5202-8 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0

PS5202-9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0

PS5203-1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1

PS5203-2 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1

PS5203-3 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0

PS5203-4 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0

PS5203-5 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1

PS5203-6 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1

PS5203-7 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1

PS5203-8 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1



ฅ ารางท ี 2 (ต ่อ)

2125  1823 1625 1227 1181 1052 941 907 842 736 643 605 562 491 446  399 357

OPR13 OPR13 OPR13 OPR13 OPR13 OPR13 OPR13 OPR13 OPR13 OPR13 OPR13 OPR13 OPR13 OPR13 OPR13 OPR13 OPR13

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

N R S01-2 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0

N R S02-1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0

N R S02-2 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

N R S02-3 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

N R S 02-4 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0

N RS03-1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0

N R S03-2 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0

CO S02-1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0

CO S03-1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0

CO S03-2 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0

CO S03-3 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0

C O S03-4 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0

C O S03-5 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

A GS02-1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1

A G S02-2 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1

AGS03-1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1

PS02-1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0

PS02-2 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0

PS5202-1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0

PS5202-2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PS5202-3 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0

PS5202-4 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0

PS5202-5 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0

PS5202-6 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0

PS5202-7 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0

PS5202-8 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0

PS5202-9 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1

PS5203-1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0

PS5203-2 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0

PS5203-3 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0

PS5203-4 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0

PS5203-5 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0

PS5203-6 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0

PS5203-7 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0

PS5203-8 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0
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ต ารางท ี่ 2  (ต ่อ)

2894  2542 2169 1555 1486 1371 1395 1346 1155 1046 882 840 789 649 491 445 350 318 277 258

OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16 OPR16

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

N R S01-2 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0

N R S02-1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1

N R S02-2 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0

N R S02-3 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0

N R S 02-4  1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1

N R S03-1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1

N R S03-2 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 •

CO S02-1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0

C O S03-1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0

C O S03-2 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0

C O S03-3 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0

C O S 03-4  1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1

C O S03-5 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0

A G S02-1 เ 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1

A G S02-2 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1

A G S03-1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1

PS02-1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1

PS 02-2 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1

PS5202-1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1

PS5202-2 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0

PS5202-3 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1

P S 5202-4  1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1

PS5202-5 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1

P S 5202-6 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1

P S 5202-7  1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1

PS5202-8 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1

P S 5202-9 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0

PS5203-1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1

PS5203-2 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1

PS5203-3 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1

P S 5203-4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0

P S 5203-5 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1

P S 5203-6  1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1

P S 5203-7 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1

P S 5203-8 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1



ต ารางท ี 2  (ต ่อ)

2870 2835 2742 2649 2160 1995 1886 1762 1555 1437 1342 1185 1212 1058 667 650 643 607 567

1247 1247 1247 1247 1247 1247 1247 1247 1247 1247 1247 1247 1247 1247 1247 1247 1247 1247 1247

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

N R S01-2 1 0 0 0 1 1 0 0 0 I 1 1 0 1 0 1 0 1 1 0

N RS02-1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0

N R S02-2 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0

N R S02-3 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0

N R S02-4 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0

N RS03-1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0

N R S03-2 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0

C O S02-1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0

C O S03-1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0

CO S03-2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1

C O S03-3 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0

C O S03-4 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0

C O S03-5 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0

A GS02-1 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0

A G S02-2 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0

A G S03-1 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0

PS02-1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0

PS02-2 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0

PS5202-1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0

PS5202-2 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1

PS5202-3 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0

PS5202-4 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0

PS5202-5 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0

PS5202-6 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0

PS5202-7 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0

PS5202-8 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0

PS5202-9 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

PS5203-1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0

PS5203-2 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0

PS5203-3 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0

PS5203-4 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0

PS5203-5 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0

PS5203-6 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0

PS5203-7 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0

PS5203-8 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0



น า ย น ิพ ัท ธ ์ ม ณ ีโ ช ต ิ เก ิด ว ัน ท ี่ 12 ม ิถ ุน าย น  พ .ศ . 2 5 1 4  ท ี่จ ัง ห ว ัด น ค ร ป ฐ ม  ส ำ !ร ็จ ก า ร ศ ึก ษ า  

ว ิท ย า ศ า ส ต ร บ ัณ ฑ ิต  ส า ข า ช ีว ว ิท ย า  ค ณ ะ ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ ม ห า ว ิท ย า ล ัย ร า ม ค ำ แ ห ง  ใน ป ีก า ร ศ ึก ษ า  2 5 3 7  

แ ล ะ ส ำ เร ็จ ก า ร ศ ึก ษ า ป ร ะ ก า ศ น ีย บ ัต ร บ ัณ ฑ ิต  ส า ข า ว ิช า ก า ร ป ร ะ ก ัน ค ุณ ภ า พ ผ ล ิต ก ัณ ฑ ์อ ุต ส า ห ก ร ร ม  

เก ษ ต ร  ค ณ ะ อ ุส า ห ก ร ร ม เก ษ ต ร  ม ห า ว ิท ย า ล ัย เก ษ ต ร ศ า ส ต ร ์ ใน ป ีก า ร ศ ึก ษ า  2 5 4 2  เข ้า ศ ึก ษ า ต ่อ ใน  

ห ล ัก ส ูต ร ว ิท ย า ศ า ส ต ร ม ห า บ ัณ ฑ ิต ส า ข า พ ัน ธ ุศ า ส ต ร ์ ค ณ ะ ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ ท ี่จ ุฬ า ล ง ก ร ณ ์ม ห า ว ิท ย า ล ัย เม ื่อ  

พ .ศ . 2541
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