
บทท 5

อภิปรายผลการทดลอง

1. ผลการตรวจนับจำนวนแบคทีเรียในดินทังหมดจากดิน 5 แปลง ในพืนท่ีบ้านป่าสักงาม ศูนย์ 
ศึกษาพัฒนาห้วยฮ่องไคร้ อันเนื่องมาจากพระราชดำริ อำเภอดอยสะเก็ด จังหวัดเชียงใหม่ ท่ีระดับ 
ความลึก 7-15 เซนติเมตร ทัง 3 ครัง พบว่าครังที่หนึ่งปริมาณแบคทีเรียทังหมดอยู่ระหว่าง 
2.7x1 05-2.5x107 โคโลที/กรัมของดิน ครั้งที่สองปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดอยู่ระหว่าง 1.92xl06-  
1.3xl07 โคโลที/กรัมของดิน และครั้งที่สามปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดอยู่ระหว่าง 7.2x105-9.6x106 
โคโลที/กรัมของดิน ซ่ึงผลการทดลองท้ัง 3 คร้ัง สอดคล้องกับรายงานการศึกษาของ Brown 
(1978); Edwards and Rattan (1990) ที่พบว่าในดินท่ัวไป และในดินเพาะปลูกที่มีสภาพสมบูรณ์ 
รวมทั้งดินในป่าจะมีปริมาณแบคทีเรียอยู่ระหว่าง 1.0x104-1.5x107 และ 1.8x106-7.8x106 โคโลที/ 
กรัมของดินตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบจำนวนแบคทีเรียในดิน 5 แปลง ท้ังหมด 3 คร้ัง ปริมาณ 
แบคทีเรียที่นับได้มีแนวโน้มไปในทางเดียวกัน ซึ่งจะเห็นได้ว่าดินตัวอย่างที่เก็บมาจากป่าสักธรรม 
ชาติท้ังหมด 3 คร้ัง มีปริมาณแบคทีเรียมากท่ีสุด เนื่องจากดินมีความสมบูรณ์ จึงมีปริมาณสาร 
อินทรีย์อยู่มากท่ีสุด แสดงในตาราง 3 ดินมีสีดำมีเศษใบไม้ทับถมอยู่มากประกอบกันมีแสงแดดส่อง 
ถึงทำให้ดินมีอุณหภูมิสูงข้ึน จึงเป็นการช่วยเพิ่มกิจกรรมการย่อยสลายสารอินทีรีย์ของจุลินทรีย์ในดิน 
และส่งผลให้แบคทีเรียมีจำนวนเพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็ว เมื่อพิจารณาลักษณะของดินตัวอย่างเป็นดินร่วน 
มีสีดำ เป็นผลทำให้ดินมีการระบายนํ้า และอากาศได้ดีเหมาะต่อการเจริญของแบคทีเรีย ส่วนดิน 
แปลงขยายพันธุพบว่ามีปริมาณแบคทีเรียน้อยที่สุดเนื่องจากลักษณะของดินมีสีเทาเป็นพวกหินปูนจึง 
มีความสมบูรณ์ต่ํา ปริมาณสารอินทรีย์อยู่น้อย แสดงในตารางที่ 4 ลักษณะพ้ืนท่ีมีพันธุไม้'พวกมอส 
และเพิร์น ในคร้ังท่ี 1 และ 2 นอกจากนี้ยังพบว่ามีพันธุไม้พวกดาวแองในครั้งที่ 3 ซึ่งเป็นผลให้มี 
ปริมาณแบคทีเรียอยู่ในช่วงท่ีมีในรายงานของ Brown (1978); Edward and Rattan (1990)

ผลการทดลองในตารางที่ 3 ค,าพีเอชท ั้ง  3 คร้ังมีผลไม,แตกต่างลัน คือมีค่าพีเอชอยู่ในช่วงท่ี 
เป็นกลาง ยกเว้นแปลงป่าปลูกพีนสภาพมีค่าพีเอชอยู่ในช่วง 5.91-6.44 เม่ือพิจารณาถึงอิทธิพลของ 
ป็จจัยดังกล่าวท่ีมีผลต่อปริมาณแบคทีเรียท้ังหมด พบว่าค่าพีเอชไม่มีผลต่อปริมาณแบคทีเรียมากนัก 
เน่ืองจากแบคทีเรียส่วนใหญ่เจริญได้ดีในช่วงพีเอชท่ีเป็นกลางมีค่าประมาณ 7.0 ในดินป่าและในดิน 
ที่มีปริมาณสารอินทรีย์สูง มีแนวโนมว่าดินจะมีค่าพี!อชอยู่ระหว่าง 4.0-6.5 (Barnes et al., 1998) 
ซ่ึงค,าพีเอชที่ได้จากการทดลองมีค่าอยู่ระหว่าง 5.91-7.37 ซึ่งมีค่าใกล้เคียงลับรายงานดังกล่าว
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ผลของค่าความชื้นที่วัดได้จากดินทั้ง 5 แปลง ท้ังหมด 3 คร้ัง ครั้งที่หนื่งมีค่าอยู่ในช่วง 
4.03-26.40 เปอร์เซ็นต์ ครั้งที่สองมีค่าอยู่ในช่วง 20.99-37.13 เปอร์เซ็นต์ และคร้ังท่ีสามมีค่าอยู่ใน 
ช่วง 12.73-27.08 เปอร์เซ็นต์ เม่ือพิจารณาถึงอิทธิพลของป็จจัยดังกล่าวที่มีต่อปริมาณแบคทีเรียทั้ง 
หมด พบว่าปริมาณความชื้นไม่มีผลต่อปริมาณแบคทีเรียในแต่ละแปลงมากนัก เนื่องจากว่ามีป็จจัย 
อ่ืน  ๆ ที่มีผลต่อปริมาณแบคทีเรียเข้ามามีบทบาทร่วมอยู่ด้วย เช่น ปริมาณสารอินทรีย์ท่ีแตกต่างกัน 
ไปในดินแต่ละแปลง ซึ่งมีผลต่อความอุดมสมบูรณ์ของดิน นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าความชื้นจะมีผล 
ต่อจำนวนความหลากหลาย การมีชีวิตรอดและกิจกรรมของจุอินทรีย์ในดิน เช่น Bacillus จะมีชีวิต 
รอดที่ความช้ืนพอเหมาะ ซึ่งความชื้นที่พอเหมาะต่อการเจริญของแบคทีเรียและทำให้มีปริมาณสูงสุด 
จะมีค่าอยู่ในช่วง 50-70 เปอร์เซ็นต์ (Tate, 1995)

เม ื่อ พ ิจ า ร ณ า ถ ึง ป ร ิม า ณ ส า ร อ ิน ท ร ีย ์ใน ต ัว อ ย ่า ง ด ิน  5 แ ป ล ง  ท ั้ง  3 ค ร ั้ง พ บ ว ่า ไ ม ่แ ต ก ต ่า ง ก ัน  

ค ือ ม ีค ่า อ ย ู่ใน ช ่ว ง  7 .1 2 -1 5 .7 3  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ แ ล ะ เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ท ั้ง  3 ค ร ั้ง  พ บ ว ่าไม ,มี 

ก า ร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ค ่า ป ร ิม า ณ อ ิน ท ร ีย ์ส า ร ม า ก น ัก  จ ึง ม ีผ ล ท ำ ใ ห ้ป ร ิม า ณ ส า ร อ ิน ท ร ีย ์ไ ม ่ม ีอ ิท ธ ิพ ล ต ่อ

ป ร ิม า ณ แ บ ค ท ีเร ีย ท ั้ง  3 ค ร ั้ง  แ ต ่เม ื่อ พ ิจ า ร ณ า ใน แ ต ่ล ะ แ ป ล ง ม ีค ่า แ ต ก ต ่า ง ก ัน ด ัง น ัน จ ึง ม ีผ ล ต ่อ แ บ ค ท ีเร ีย  

ใน แ ต ่ล ะ แ ป ล ง  อ ย ่า ง ไ ร ก ็ต า ม น ่า จ ะ ม ีป ้จ จ ัย อ ื่น ๆ  ท ี่ม ีผ ล ก ร ะ ท บ ต ่อ ป ร ิม า ณ แ บ ค ท ีเร ีย ใน ด ิน ซ ึ่ง ไ ม ่ไ ด ้ 

ศ ึก ษ า ใ น ก า ร ท ด ล อ ง น ี้ ค ือ น ิน ท ร ีย ์ส า ร  ก า ร ร ะ บ า ย อ า ก า ศ  อ ุณ ห ภ ูม ิ ร ว ม ถ ึง ส ภ า พ พ ื้น ท ี่แ ล ะ ป ร ิม า ณ  

ก า ร ใช ้ส า ร อ ิน ท ร ีย ์ใน แ ป ล ง ข ย า ย พ ัน ธ ุ แ ป ล ง  2  แ ล ะ แ ป ล ง  52

2. ผ ล ก า ร จ ัด จ ำ แ น ก ช น ิด ข อ ง  B. subttlis ท ั้ง  35  ไ อ โ ซ เล ท  จ าก  Bacillus 7 5 0  ไ อ โ ซ เล ท  พ บ  

ว ่า ผ ล ข อ ง ส ม บ ัต ิท า ง ส ัณ ฐ า น ว ิท ย า  แ ล ะ ส ร ีร ว ิท ย า ห ร ือ ส ม บ ัต ิท า ง ช ีว เค ม ีให ้ผ ล ต ร ง ต า ม ก ร ะ บ ว น ก า ร จ ัด  

จ ำ แ น ก ช น ิด ข อ ง  Bacillus ข อ ง T h e B ergay’s M anu al o f  S y stem a tic  B a cter io lo g y  V o l. 2  

(S n eath , M air and Sharpe, 1986; G ordon, H a yn es and H or-n o y  P an g , 1973)

3. ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง  B. subttlis ท ั้ง  35  ไ อ โ ซ เล ท  ส า ม า ร ถ ย ับ ย ั้ง ก า ร เจ ร ิญ ข อ ง เช ือ ร า  5 ช น ิด  ไ ด ้ 

แ ต ก ต ่า ง ก ัน  ซ ึ่ง ส า ม า ร ถ แ บ ่ง อ อ ก เป ็น  2  ก ล ุ่ม  ค ือ ก ล ุ่ม ท ี่ส า ม า ถ ย ับ ย ั้ง ก า ร เจ ร ิญ ไ ด ้ พ บ ว ่า ม ีเป อ ร ์เซ ็น ต ์ 

ก า ร ย ับ ย ั้ง ใก ล ้เค ีย ง  แ ล ะ ก ล ุ่ม ท ี่ไ ม ่ส า ม า ร ถ ย ับ ย ั้ง ก า ร เจ ร ิญ ไ ด ้ ม ีเป อ ร ์เซ ็น ต ์ก า ร ย ับ ย ัง เป ็น ศ ูน ย ์ ซ ึ่งส อ ด  

ค ล ้อ ง ก ับ ร า ย ง า น ก า ร ท ด ล อ ง ข อ ง  น ล ิน ี จ า ร ิก ภ าก ร  แ ล ะ ค ณ ะ  (2 5 3 5 )  ท ด ล อ ง ใ ช ้ B. subttlis N S R S  

8 9 -2 4  แ ล ะ  B. subttlis N S R S  8 9 -2 6  ย ับ ย ัง เช ือ ร า ส า เห ต ุข อ ง โร ค ข ้า ว  Thanatephorus cucumens 
ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง พ บ ว ่า  B. subttlis N S R S  8 9 -2 6  ส า ม า ร ถ ค ว บ ค ุม ก า ร เจ ร ิญ ก า ร เต ิบ โต ข อ ง เช ื้อ ร า ส า เห ต ุ 
โ ร ค ข ้า ว ไ ด ้ ส ่ว น  5 . subttlis N S R S  8 9 -2 4  ไ ม ่ส า ม า ร ถ ค ว บ ค ุม ก า ร เจ ร ิญ เต ิบ โต ข อ ง  Thanatephorus 
cucumens ไ ด ้เป ็น ผ ล เน ื่อ ง จ า ก  B. subttlis แ ต ่ล ะ ส า ย พ ัน ธ ุส า ม า ร ถ ส ร ้า ง ส า ร ป ฏ ิช ีว น ะ ไ ด ้ห ล า ย ช น ิด
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แ ล ะ ใน แ ต ่ล ะ ส า ย พ ัน ธ ุส ร ้า ง ส า ร ป ฏ ิช ีว น ะ ไ ด ้แ ต ก ต ่า ง ก ัน  ท ำ ให ้แ ต ่ล ะ ส า ย พ ัน ธ ุม ีส ม บ ัต ิย ับ ย ั้ง ก า ร เจ ร ิญ  

ข อ ง เช ือ ร า โร ค พ ืช ไ ด ้แ ต ก ต ่า ง ก ัน  (น ล ิน ี จ า ร ิก ภ าก ร  แ ล ะ ค ณ ะ , 2 5 3 5 )  แ ล ะ เน ื่อ ง จ า ก ใน ก า ร ย ับ ย ั้ง ก า ร  

เจ ร ิญ ข อ ง เส ัน ใย  แ ล ะ  ascosp ore ข อ ง เช ื้อ ร า บ า ง ช น ิด  B. subtilis ต ้อ ง ส ร ้า ง ส า ร ป ฏ ิช ีว น ะ อ ย ่า ง น ้อ ย  

2  ช น ิด  (Ferreira, M atthee and T h om u s, 1 991 )

4 . W an gh  and P o w e ll  (1 9 9 2 )  ไ ด ้ร า ย ง า น เก ี่ย วกับค ุณ ภ า พ ข อ ง  D N A  ว ่า ม ีผ ล ต ่อ ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ 

R A P D -P C R  เพ ีย ง เล ็ก น ้อ ย  ซ ึ่ง ต ร ง ก ับ ร า ย ง า น ข อ ง  N ils s o n  e t  al. (1 9 9 8 )  ท ี่ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง  โ ด ย ใ ช ้ด ี 

เอ ็น เอ  ท ี่ม ีค ุณ ภ า พ ต ํ่า ม า ท ำ ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ R A P D -P C R  ซ ึ่ง พ บ ว ่า ส า ม า ร ถ เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ ด ีเอ ็น เอ ไ ด ้ แ ต ่ 

อ ย ่า ง ไ ร ก ็ต า ม ใน ก า ร ท ด ล อ ง น ี้ว ิธ ีก า ร ส ก ัด ด ีเอ ็น เอ  ด ัด แ ป ล ง ม า จ า ก ว ิธ ีก า ร ส ก ัด ด ีเอ ็น เอ ข อ ง  R on im u s, 

Parker and M organ , (1 9 9 3 )  เช ่น ท ี่แ ส ด ง ใน ว ัส ด ุอ ุป ก ร ณ ์แ ล ะ ว ิธ ีก า ร  ผ ล ท ี่ไ ด ้เป ็น ท ี่น ่า พ อ ใจ  ค ือ ด ี 

เอ ็น เอ ท ี่ไ ด ้ม ีค ่า ป ร ิม า ณ อ ย ู่ใน ช ่ว ง  7 5 -2 2 2 5  JLlg/ml แ ล ะ ม ีค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ิส ูง  ม ีค ่า  O D 2 6 0 /O D 2 8 0  อย ู่ 

ใน ช ่ว ง  1 .6 1 -2 .0  ซ ึ่ง ม ีค ่า ใก ล ้เค ีย ง ก ับ ร า ย ง า น ข อ ง  W illia m  et al. (1 9 9 3 )  ด ีเอ ็น เอ ท ี่ม ีค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ส ูง  

ม ีค ่า  O D 2 6 0 /O D 2 8 0  อ ย ู่ใน ช ่ว ง  1 .7 -2 .0  น อ ก จ า ก ค ุณ ภ า พ ข อ ง ด ีเอ ็น เอ  แ ล ้ว ย ัง ม ีส ก า ว ะ อ ื่น ๆ  อ ีก เช ่น  

ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  M g C l2 อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่ใช ้ใน ข ั้น ต อ น  an n ea lin g  ช น ิด  แ ล ะ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง เอ น ไ ซ ม  ์

T aq p o ly m era se  ม ีผ ล ต ่อ ก า ร เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ ผ ล ผ ล ิต ข อ ง  R A P D -P C R  น อ ก จ า ก น ี้ม ีร า ย ง า น ว ่า เม ื่อ เก ็บ  

T aq p o ly m era se  ไ ว ้น า น เก ิน ไ ป จ ะ ท ำ ให ้ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ก า ร ท ำ ง า น ข อ ง  T aq  p o ly m era se  ล ด ล ง  

(S ob ra l and H o n ey eu tt 1992; w illia n  et al. 1 9 9 3 ) ส ำ ห ร ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  M g C l, ท ี่ใ ช ้ใ น ก า ร  

ศ ึก ษ า น ี้ม ีค ่า  4 .0  m M  ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง เอ น ไ ซ ม ์ T aq  p o ly m era se  ม ีค ่า  1 บ  แ ล ะ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  

ไ พ ร เม อ ร ์ ม ีค ่า  25  p M  ซ ึ่ง ให ้ผ ล ส อ ด ค ล ้อ ง ก ับ ผ ล ก า ร ศ ึก ษ า ข อ ง  R onim us, Parker and M organ, 

(1 9 9 7 )  ท ี่ศ ึก ษ า ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  M g C l, ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ไ พ ร ฒ อ ร ์ แ ล ะ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง เอ น ไ ซ ม ์ 

T aq  p o ly m era se  ท ี่เห ม า ะ ส ม ต ่อ ผ ล ผ ล ิต ข อ ง  R A P D -P C R  ม ีค ่า  4 .0  m M  2 .0  |iM  0 .5 -1 .5  บ  ต าม  

ล ำด ับ  แ ล ะ พ บ ว ่า แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ จ ะ ช ัด เจ น ข ั้น เม ื่อ เพ ิ่ม ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง เอ น ไ ซ ม ์ T aq  p o ly m era se  ส ่ว น  

ผ ล ก า ร ศ ึก ษ า อ ุณ ห ภ ูม ิ แ ล ะ เว ล า ท ี่เห ม า ะ ส ม ใ น ข ั้น ต อ น  an n ea lin g  ม ีค ่า  36  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  

2 0  ว ิน า ท ี ให ้ผ ล ผ ล ิต ข อ ง  R A P D -P C R  ท ี่ล ูก ต ้อ ง  แ ล ะ แ ถ บ ด ีเอ ็น ม ีค ว า ม ช ัด เจ น ม า ก ท ี่ส ูด  เม ื่อ เท ีย บ  

กับช ่ว ง อ ุณ ห ภ ูม ิแ ล ะ เว ล า อ ื่น ๆ ท ี่ใ ช ้ใ น ก า ร ศ ึก ษ า  ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง น ี้ส อ ด ค ล ้อ ง ก ับ ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ข อ ง

K a n g fil แ ล ะ  P auls (1 9 9 2 )  ท ี่ศ ึก ษ า ส ก า ว ะ ข อ ง อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่เห ม า ะ ส ม ใน ข ั้น ต อ น  an n ea lin g  ข อ ง  

R A P D -P C R  ม ีค ่า  3 6  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  6 0  ว ิน า ท ี แ ล ะ พ บ ว ่า ส ภ า ว ะ ข อ ง อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่เห ม า ะ ส ม  

ม ีค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ก ับ ค ่า  G C -con ten t ข อ ง ไ พ ร เม อ ร ์ R afa lsk i, T in gery  and W illia m s (1 9 9 4 )  อ ้าง ถ ึง  

ส ภ า ว ะ ข อ ง ป ฏ ิก ิร ิย า  R A P D  น ั้น  ต ำ แ ห น ่ง ข อ ง ด ีเอ ็น เอ ท ี่เพ ิ่ม ข ั้น  จ ะ ถ ูก ก ำ ห น ด โ ด ย  ก า ร แ ข ่ง ข ัน ก ัน  

ร ะ ห ว ่า ง ต ำ แ ห น ่ง ท ี่ไ พ ร เม อ ร ์เข ้า เก า ะ บ น  D N A  tem p late ม า ก ก ว ่า จ ำ น ว น พ ัง ห ม ด ข อ ง  ต ำ แ ห น ่ง ท ี ่

เป ล ี่ย น แ ป ล ง ไ ป  บ า ง ค ร ั้ง ค ว า ม ค ล า ด เค ล ื่อ น ใน ก า ร จ ับ ค ู่ (m ism a tch in g ) ร ะ ห ว ่า ง ไ พ ร เม อ ร ์แ ล ะ
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tem p late ใน ข ัน ต อ น ก า ร จ ับ ล ู่ฒ ส ค ู,ส ม  (an n ea lin g) ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิต ํ่า ห เอ ท ี่เร ีย ก ว ่า  lo w  str in g en cy  ท ี่ใ ช ้ 

ร ะ ห ว ่าง  T herm al c y c lin g  บ า ง ค ร ัง ก า ร จ ับ ส ู่ท ี่ถ ูก ต ้อ ง แ ล ะ ร ะ ด ับ ข อ ง ก า ร จ ับ ค ู,ผ ิด พ ล า ด เก ิด ข ึน เพ ีย ง เล ็ก  

น ้อ ย  เป ็น ผ ล ข อ ง ก า ร แ ข ่ง ข ัน ข อ ง ไ พ ร เม อ ร ์ แ ล ะ ด ีเอ ็น เอ ต ้น แ บ บ  ผ ล ผ ล ิต ท ี่เพ ิ่ม จ ำ น ว น ข ึ้น เป ็น ผ ล ข อ ง  

ก า ร จ ับ ส ู่ท ี่ถ ูก ต ้อ ง ใน ร ะ ย ะ แ ร ก  ท ำ ให ้จ ำ น ว น ผ ล ผ ล ิต ข อ ง ก า ร จ ับ ค ู่ท ี่ผ ิด พ ล า ด ล ด ล ง  (R u an o , B rash  

and K id d , 1991 ).

5. ไพ ร เม อ ร ท ัง  8 ช น ิด ท ี่ค ัด เล ือ ก ไ ด ้ ม ีค ว า ม เห ม า ะ ส ม ท ี่จ ะ น ำ ม า ใช ้ใน ก า ร ท ด ล อ ง น ี้ เน ื่อ ง จ าก

เพ ร เม อ ร ท ัง  5 ช น ด  เด ม า จ า ก  R o n im u s, Parker and M organ , (1 9 9 3 )  เพ ร เม อ ร  อ ก  2  ช น ิด  เด ้ 

ม าจ าก  B a tin ic  e t  al. (1 9 9 8 )  ส ่ว น อ ีก  1 ช น ิด  ไ ต ้ม า จ า ก  V ettori e t  al. (1 9 9 6 )  ซ ึ่ง ไ ด ้ร ับ ก า ร ค ัด  

เล ือ ก  แ ล ะ น ำ ม า ใช ้ใน ก า ร ท ด ล อ ง เพ ื่อ จ ัด จ ำ แ น ก  B. subtilis ใน ร ะ ด ับ ส า ย พ ัน ธ ุ น อ ก จ า ก น ี้เม ื่อ น ำ ม า  

ท ำ ก า ร ศ ึก ษ า พ บ ว ่า ให ้จ ำ น ว น แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ  แ ล ะ  ก า ร แ ย ก ข อ ง แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ อ ย ่า ง ช ัด เจ น  (ภ าพ ท ี่ 7 ) ซ ึ่ง 

ต ร ง ก ับ ร า ย ง า น ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ข อ ง  R on im u s e t al. (1 9 9 3 )  ท ี่ท ำ ก า ร ค ัด เล ือ ก ไ พ ร เม อ ร ์ท ี่เห ม า ะ ส ม  

โ ด ย ใ ช ้ไ พ ร เม อ ร ์ 2 0  ช น ิด  ค ือ  O P R I O P R 2 O P R 3 0 P R 4 0 P R 5  O P R 6 O P R 7 O P R 8 O P R 9  

OPRIO O PR 11 O P R 1 2  O P R 13 O P R 1 4  O P R 15 O P R 1 6  O P R 1 7  O P R 1 8  O P R 1 9  แ ล ะ  O P R 20  

พ บ ว ่า ไ พ ร เม อ ร ์ท ี่เห ม า ะ ส ม ค ือ  O PR 13 O P R I O P R 2 O PR IO  O P R 16  O P R 2 0  เน ื่อ ง จ า ก ให ้จ ำ น ว น  

แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ ไ ด ้ 8 แ ถ บ  ม ีข น า ด ต ั้ง แ ต ่ 0 .3 -1 .6  K b  แ ล ะ ม ีก า ร แ ย ก ข อ ง แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ อ อ ก  

จ า ก ก ัน อ ย ่า ง ช ัด เจ น

ผ ล ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ล า ย พ ิม พ ์ด ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ R A P D -P C R  โ ด ย ใ ช ้ไ พ ร ฌ อ ร ์ 4  

ช น ด  พ บ ว ่า  B. subtilis N R S 0 2 -2  แ ล ะ  B. subtilis N R S 0 2 -3  B. subtilis C O S 0 2 -1  แ ล ะ  B. 
subtilis C O S 0 3 -1  B. subtilis A G S 0 2 -1  B. subtilis A G S 0 2 -2  แ ล ะ  B. subtilis A G S 0 3 -1  B. 
subtilis P S 5 2 0 3 -6  B. subtilis P S 5 2 0 3 -1  B. subtilis P S 5 2 0 2 -6  แ ล ะ  B. subtilis P S 5 2 0 2 -1  ให ล า ย  

พ ิม พ ์ด ีเอ ็น เอ ท ี่เห ม ือ น ก ัน  ท ำ ให ้ส า ม า ร ถ จ ัด จ ำ แ น ก เช ื้อ ท ี่ม ีล า ย พ ิม พ ์เห ม ือ น ก ัน เป ็น เช ือ เด ีย ว ก ัน  ว ิธ ีก า ร  

น ี้อ ธ ิบ า ย โด ย  W illia m  et al. (1 9 9 0 );  W illia m  (1 9 9 3 )  ซ ึ่ง ต ร ง ก ับ ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ข อ ง  Step h an  e t  al. 

(1 9 9 6 )  ใช ้เท ค น ิค  R A P D  ศ ึก ษ า ส า ย พ ัน ธ ุข อ ง  Bacillus licheniformis แ ล ะ  Bacillus spp . อ ื่น ๆ  พ ัง 

ห ม ด  4 6  ไ อ โ ซ เล ท  ส า ม า ร ถ จ ัด จ ำ แ น ก  B. licheniformis ไ ด ้ 10  ส าย พ ัน ธ ุ เม ื่อ ใ ช ้ไ พ ร เม อ ร ์ 10 น ิว  

ค ล ีโ อ ไ ท ด ์ น อ ก จ า ก น ี้พ บ ว ่า แ บ บ แ ผ น  R A P D  ส า ม า ร ถ บ อ ก ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ข อ ง  Bacillus spp. อ ื่น ๆ  

8 ส าย พ ัน ธ ุ แ ต ก ต ่า ง จ า ก  B. licheniformis ท ั้ง ห ม ด อ ย ่า ง ช ัด เจ น  ด ้ว ย เห ต ุน ี้เท ค น ิค  R A P D  จ ึง ถ ูก ใ ช  ้

เป ็น เค ร ื่อ ง ม ือ ต ร ว จ ส อ บ ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง  Bacillus spp. จ า ก ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง น ีพ บ ว ่า เช ือ ท ี่ให ้แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ  

ต ร ง ก ัน ม า จ า ก ด ิน แ ป ล ง เด ีย ว ค ัน เม ื่อ น ำ ม า จ ัด ก ล ุ่ม โด ย ว ิธ ี c lu ster พ บ ว ่า  dendrogram  ท ี่ไ ด ้ส า ม า ร ถ ย ืน  

ย ัน ว ่า เช ื้อ ท ี่ม ีล า ย พ ิม พ ์เห ม ือ น ก ัน เป ็น เช ือ เด ีย ว ก ัน  ซ ึ่ง ต ร ง ก ับ ร า ย ง า น ข อ ง  S rin ivas e t  al. (1 9 9 2 )
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6. ผ ล ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ค ว า ม แ ป ร ผ ัน ท า ง พ ัน ธ ุก ร ร ม  แ ล ะ ว ิเค ร า ะ ห ์ก ล ุ่ม โ ด ย ข ้อ ม ูล ท ี่ไ ด ้จ า ก  R A P D -

P C R  น ี้ม ีล ัก ษ ณ ะ เป ็น  Ord inal ห เอ  B in ary  characters ค ือ  ก าร ป ร าก ฎ  (1 ) ห ร ือ  ไ ม ่ป ร า ก ฎ  (0 )  

แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ  ก า ร ต ร ว จ น ับ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่ป ร า ก ฎ โด ย ใช ้โ ป ร แ ก ร ม ค อ ม พ ิว เต อ ร ์พ บ ว ่า ม ีข ้อ ผ ิด พ ล า ด  ใน  

ก า ร ท ด ล อ ง น ี้จ ึง ท ำ ก า ร แ ก ้ไ ข ข ้อ ผ ิด พ ล า ด ด ัง ก ล ่า ว โด ย ใช ้ว ิธ ีข อ ง  Burr and P epper (1 9 9 7 )  โดยทำ  

เค ร ื่อ ง ห ม า ย บ น ต ำ แ ห น ่ง ข อ ง แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่ป ร า ก ฏ แ ต ่ล ะ แ ถ บ  ท ำ ให ้ผ ล ก า ร ต ร ว จ น ับ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ั้ง  3 

ค ร ั้ง ให ้ผ ล ต ร ง ก ัน  ข ้อ ผ ิด พ ล า ด น ี้เป ็น ผ ล เน ื่อ ง ม า จ า ก ก า ร ท ี่ค อ ม พ ิว เต อ ร ์ต ร ว จ น ับ ส ่ว น ท ี่ไ ม ่ใช ่แ ถ บ ด ีเอ ็น  

เอ  แ ล ะ ส ่ว น ท ี่ป ร า ก ฏ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ไ ม ,ช ัด เจ น  (F aint P C R  B an d ) ซ ึ่ง ม ีส า เห ต ุม า จ า ก ส ภ า ว ะ ต ่า ง ๆ  ข อ ง  

ป ฏ ิก ิร ิย า พ ีซ ีอ า ร ์ แ ล ะ ข อ ง ก าร ท ำ g e l e lectro p h o resis  แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ม ,ช ัด เห ล ่า น ี้เม ื่อ น ำ ม า ใ ช ้ใ น ก า ร  

ว ิเค ร า ะ ห ์ข ้อ ม ูล เพ ื่อ ก า ร จ ัด จ ำ แ น ก จ ะ ท ำ ให ้เก ิด ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ผ ล ผ ิด พ ล า ด  (N ils so n  e t  a l ,  1 9 9 8 ) ผล  

ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ค ว า ม แ ป ร ผ ัน ท า ง พ ัน ธ ุก ร ร ม แ ส ด ง ให ้เห ็น ว ่า  เช ื้อ ท ั้ง  4  ก ล ุ่ม  ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ก ล ุ่ม  

แ ล ะ ส ร ้า ง  dend rogram  โด ย ว ิธ ี nearest n e ig h b o r  แ ต ่ล ะ ก ล ุ่ม ม ีส ม า ช ัก ส ่ว น ม า ก ม า จ า ก ด ิน แ ป ล ง เด ีย ว  

กัน แ ล ะ ม ีค ่า  g en e tic  s im ilarity  ใก ล ้เค ีย ง ก ัน  ส ่ว น เช ื้อ ท ี่อ ย ู่ต ่า ง ก ล ุ่ม ก ัน จ ะ ม ีค ่า ค ว า ม แ ป ร ผ ัน ท า ง พ ัน ธ ุ 

ก ร ร ม แ ต ก ต ่า ง ก ัน  ค ือ ให ้ค ่า เฉ ล ี่ย ข อ ง  g en e tic  sim ilarity  ท ี่แ ต ก ต ่า ง ก ัน  ซ ึ่ง เป ็น ผ ล ส ืบ เน ื่อ ง ม า จ า ก  B. 
subtilis ท ี่อ ย ู่ใน ธ ร ร ม ช า ต ิม ีก า ร แ ล ก เป ล ี่ย น ส า ร พ ัน ธ ุก ร ร ม ร ะ ห ว ่า ง ก ัน  แ ล ะ พ บ ว ่า ม ีก า ร แ ล ก เป ล ี่ย น ส า ร  

พ ัน ธ ุก ร ร ม ข อ ง เช ื้อ ท ี่อ ย ู่ใน พ ื้น ท ี่เด ีย ว ก ัน แ ล ะ ร ะ ห ว ่า ง พ ื้น ท ี่ น อ ก จ า ก น ี้ย ัง พ บ ว ่า อ า จ จ ะ เก ิด จ า ก ก า ร ก ล า ย  

พ ัน ธ ุ ซ ึ่ง ม ีอ ัต ร า ใ ก ล ้เค ีย ง ก ับ ก า ร แ ล ก เป ล ี่ย น ส า ร พ ัน ธ ุก ร ร ม  (R oberts and C ohan , 1995)

ผ ล ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ก ล ุ่ม โด ย เป ร ีย บ เท ีย บ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ท ำ  R A P D  ด ้ว ย ไ พ ร เม อ ร ์ท ี่

แ ต ก ต ่า ง ก ัน  4  ช น ิด  พ บ ว ่า ส า ม า ร ถ จ ัด ก ล ุ่ม  B. subtilis ท ั้ง  2 8  ไ อ โ ซ เล ท  โด ย ว ิธ ี c lu ster  an a ly sis  

อ อ ก เป ็น  4  ก ล ุ่ม  ซ ึ่ง ม ีส ัม พ ัน ธ ์ก ับ ผ ล ก า ร ย ับ ย ั้ง ก า ร เจ ร ิญ ข อ ง เช ื้อ ร า ส า เห ต ุโร ค พ ืช ท ั้ง  5 ช น ิด  ผ ล ก าร  

ท ด ล อ ง น ี้ให ้ผ ล ส อ ด ค ล ้อ ง ก ับ ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ข อ ง  B a tin ic  e t al. (1 9 9 7 )  ซ ึ่ง จ ัด ก ล ุ่ม  Bacillus ท ี่ 

ส า ม า ร ถ ย ับ ย ั้งการเจ ร ิญ ข อ ง เช ื้อ  Pythium ultimum โ ด ย ก า ร เป ร ีย บ เท ีย บ ร ูป แ บ บ ข อ ง  R A P D  ท ี่ไ ด ้จ า ก  

ทำ R A P D -P C R  ด ้ว ย ไ พ ร เม อ ร ์ท ี่แ ต ก ต ่า ง ก ัน  พ บ ว ่า ส า ม า ร ถ แ บ ่ง ก ล ุ่ม  B. subtilis ส า ย พ ัน ธ ุต ่า ง ๆ  ด ัง 

ต ่อ ไ ป น  B. subtilis F Z B  c  B. subtilis F Z B  G  B. subtilis F Z B  H  B. subtilis F Z B  K  B. subtilis 
F Z B  K  B. subtilis F Z B  L B. subtilis JH 6 4 2  B. subtilis R M  125 B. subtilis Y B  8 86  อ อ ก เป ็น  

3 ก ล ุ่ม  ก ล ุ่ม ท ี่ 1 ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  B. subtilis F Z B  c  B. subtilis F Z B  G  B. subtilis F Z B  H  ก ล ุ่ม ท ี่ 

2 ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  B. subtilis F Z B  K  ก ล ุ่ม ท ี่ 3 ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  B. subtilis F Z B  L  B. subtilis JH 6 42  

B. subtilis R M  125 B. subtilis Y B  8 86  ท ี่เป ็น เช ่น น ี้เป ็น ผ ล เน ื่อ ง ม า จ า ก ไ พ ร เม อ ร ์ท ี่ใช ้ม ีค ว า ม เฉ พ า ะ  

ก ับ ย ีน ท ี่เก ี่ย ว ข ้อ ง ก ับ ก า ร ส ร ้า ง ส า ร ป ฏ ิช ีว น ะ  ซ ึ่ง พ บ ว ่า ไ พ ร เม อ ร ์ 12 47  ม ีค ว า ม เฉ พ า ะ ก ับ ย ีน ท ี่ส ร ้า ง ส า ร

subtilin (Batinic et al., 1997)
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