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 DNAs of Bacillus isolates namely B1, B5 and B7 which conspicuously inhibited 

mycelial growth of Macrophomina phaseolina and Sclerotium rolfsii were identified by a 

PCR-based technique. The specific primers used were 63f (5´ - CAG GCC TAA CAC ATG 

CAA GTC - 3´) and 1387r (5´ – GGG CGG WGT GTA CAA GGC - 3´). The PCR running 

conditions were as following : initial denature  94°C 3  Min;  30  3-step cyclings : denature 

94°C 55 Sec., annealing 55°C 55 Sec., extention 70°C 55 Sec.; final extension 72°C     

10 Min and stop PCR 4°C. Results revealed that these three Bacillus DNAs were of        

B. subtilis. 

  
บทคัดยอบทคัดยอ  

 

ไดทําการจําแนก Bacillus spp. ไอโซเลทที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเสนใยของ

Macrophomina  phaseolina และ Sclerotium  rolfsii  ดี จํานวนสามไอโซเลท คือ B1, B5 และ 

B7โดยเทคนิค PCR B1 เปนเชื้อที่แยกไดจากดินปลูกถั่วเขียว ยับยั้งการเจริญของ S. rolfsii  B5 

แยกไดจากดินปลูกถั่วเหลือง ยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina  สวน B7 แยกไดจากดินปาที่เก็บ

มาจาก ตําบล กระบกเตี้ย อําเภอ หันคา จังหวัด ชัยนาท ยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina มี

ข้ันตอนการทดลองดังนี้ สกัด genomic DNA ของเชื้อ โดยใช QIAGEN DNA Extraction Kit 
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จากนั้นนําดีเอ็นเอบริสุทธิ์ไปเพิ่มปริมาณ 16S rDNA gene ดวยเครื่อง Gene Amp PCR System 

9700 Thermocycler โดยใช specific primer 63f (5´- CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3´) 

และ 1387r (5´ – GGG CGG WGT GTA CAA GGC - 3´) และใช Tag PCR Master Mix Kit ตั้ง 

PCR running condition ดังนี้ initial denature 94 องศาเซลเซียส 3 นาที เพิ่มจํานวน 30 รอบ คือ 

denature 94 องศาเซลเซียส 55 วินาที annealing 55 องศาเซลเซียส 55 วินาที extention 70 องศา

เซลเซียส 55 วินาที final extension 72 องศาเซลเซียส 10 นาที stop PCR 4 องศาเซลเซียส 

ตรวจสอบขนาด (molecular weight) ของชิ้นดีเอ็นเอใน PCR product โดยวิธี electrophoresis ใน 

0.5 X TBE buffer ใชไฟ 200 โวลท 50 มิลลิแอมแปร นาน 60 นาที โดยมี agarose gel               

0.9 เปอรเซ็นต ทําหนาที่เปนตะแกรงคัดขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ และมี 1 kb DNA ladder เปน marker 

นําแผนเจลไปตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอดวยเครื่อง gel documentation ภายหลังจากยอม

แผนเจลดวย ethidium bromide นาน 30 นาที และลางดวยน้ํา 5 นาที ทํา PCR product ที่ไดให

บริสุทธิ์โดยใช QIAGEN PCR Purification Kit และตรวจสอบขนาด (molecular weight) ของชิ้น   

ดีเอ็นเอใน PCR product โดยวิธี electrophoresis ดังวิธีการขางตน แตใชไฟ 80 โวลท                

50 มิลลิแอมแปร นาน 80 นาที จากนั้นนํา PCR product ที่ไดไปหาลําดับเบสโดยเครื่อง automate 

sequencer แลวเปรียบเทียบลําดับเบสที่ไดกับลําดับเบสที่มีอยูใน EMBL (European Molecular 

Biology Library) โดยใชโปรแกรม Fasta 3 และ สราง phylogenetic tree, cluster analysis โดยใช

โปรแกรม Genebee Service ผลการจําแนกเชื้อ พบวา PCR product ของ B1, B5 และ B7 ที่เพิ่ม

ปริมาณได มีขนาด 1,300 เบสแพร และเมื่อนําลําดับเบสที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสที่มีอยูใน 

EMBL พบวาเปน B. subtilis ทั้งสามไอโซเลท  
  

คํานําคํานํา 
 

 ในการปลูกถั่วเขียว ถั่วเขียวผิวดํา และถั่วเหลืองมักมีโรคตางๆ มารบกวน  ที่เปนปญหา

สําคัญในหลายแหลงปลูก คือ โรครากและโคนเนาที่เกิดจาก M. phaseolina และ S. rolfsii  โรคนี้

สามารถเขาทําลายไดทั้ง ถั่วเขียว ถั่วเขียวผิวดํา ถั่วเหลือง และพืชเศรษฐกิจอ่ืนอีกหลายชนิด ทําให

เมล็ดเนากอนงอก ถาเขาทําลายในระยะกลา จะทําใหพืชเปนโรครากและโคนเนา ถั่วยืนตนตายเปน

บริเวณกวาง หรือเจริญเติบโตไมดี  ทําใหผลผลิตลดลง นอกจากนี้เชื้อยังสามารถติดไปกับเมล็ด   

(มัทนา, 2542 )  ทําใหเมล็ดเนา คุณภาพเมล็ดเสีย ขายไดราคาไมดี หรือเก็บผลผลิตไมได การ

ปองกันกําจัด M. phaseolina  และ S. rolfsii  ในดินปลูก พบวากระทําไดยากยิ่ง เนื่องจากเชื้อ     



ทั้งสองชนิดสราง sclerotia  ที่ทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม และสามารถมีชีวิตอยูในดิน

ไดยาวนานหลายป กอรปกับการใชสารเคมีกําจัดเชื้อราสาเหตุโรคพืชในดินกับพืชไร ที่ปลูกเปน

บริเวณกวาง นอกจากจะตองลงทุนสูงแลว สารพิษที่สะสมอยูในเมล็ดและดินภายหลังการใช ยังเปน

พิษตอคนสัตวและส่ิงแวดลอม จึงทําใหโรคที่เกิดจากเชื้อนี้เปนปญหาใหกับพืชปลูกมาจนถึงปจจุบัน 

และมีแนวโนมวาจะกอความเสียหายรุนแรงยิ่งขึ้น ถายังไมมีวิธีการปองกันกําจัดโรคที่ดีเหมาะสม 

เนื่องจากพบ sclerotia ในดินปลูกถั่วเขียว ถั่วเขียวผิวดํา ถั่วเหลือง มากถึง 1 - 43 sclerotia/         

ดินแหง 1 กรัม เฉลี่ย 8 sclerotia / ดินแหง 1 กรัม (มัทนา, 2540) ในพื้นที่ปลูกบริเวณกวาง การ

ปองกันกําจัดโรคโดยชีววิธีนาจะเปนทางเลือกที่ดี เหมาะสม     

 ป 2534 มัทนา และคณะ พบ Bacillus spp. (B1, B5, และ B7) ที่แยกไดจากดินปา           

ต. กระบกเตี้ย อ. หันคา จ. ชัยนาท แสดงปฏิกิริยายับยั้งการเจริญของ M. phaseolina  และ        

S. rolfsii บนอาหาร Potato Dextrose Agar( PDA ) เกิด clear zone เปนบริเวณกวาง แตเชื้อไม

สามารถลดความรุนแรงของโรคไดเมื่อนําไปทดสอบในกระถาง อาจจะเปนไปไดวา ใชวิธีการปลูก

เชื้อที่ไมเหมาะสม ในป พ.ศ. 2534 – 2543  มัทนาและคณะ พบแบคทีเรียที่แยกไดจากดินปา และ

ดินปลูกถั่วเขียว ถั่วเขียวผิวดํา และถั่วเหลือง  แสดงปฏิกิริยายับยั้งการเจริญของ M. phaseolina 

และ S.rolfsii บนอาหาร PDA และ Nutrient Agar (NA)  ทําใหเกิด clear zone ระหวางโคโลนีของ

แบคทีเรีย กับ M. phaseolina และ S. rolfsii เปนบริเวณกวาง จึงทําการจําแนกแบคทีเรียที่พบทาง

สัณฐานวิทยาสรีรวิทยา และชีวเคมี(Anonymous, 1986; Buchanan and Gibbons, 1974; Chan 

et al., 1993; Baron and Finegold, 1990; Krieg, 1984)  พบวาเปน Bacillus spp. โดยมีบางไอ

โซเลทเปน B. subtilis แตบางไอโซเลท ไมสามารถชี้ชัดได จําเปนตองอาศัยเทคนิคอื่นๆ เชน เทคนิค 

Polymerase Chain Reaction (PCR) ชวยในการจําแนกเชื้อใหชัดเจนยิ่งขึ้น เทคนิค PCR เปน

เทคนิคที่นิยมใชในการจําแนกและตรวจสอบเชื้อกันอยางกวางขวางทั่วโลก เพราะเปนเทคนิคงายๆ 

มีความไว ความเฉพาะเจาะจง ถูกตอง  แมนยําสูง และ รวดเร็ว เพียงมีดเอ็นเอที่สกัดไดจากเชื้อ

เพียงหนึ่ง copy ก็สามารถจําแนกเชื้อไดโดยไมจําเปนตองทําใหเชื้อบริสุทธิ์ และไมจําเปนตองเลี้ยง

เชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (สุรินทร, 2543) ถาสามารถจําแนกเชื้อแบคทีเรียเหลานี้ได จะเปนประโยชน

ในการสืบคนขอมูลเกี่ยวกับตัวเชื้อและสารพิษที่เชื้อนี้ผลิตออกมา ซึ่งจะเปนประโยชนตองานปองกัน

กําจัดโรคพืช โดยเฉพาะโรคที่เกิดจาก M. phaseolina  และ S. rolfsii 

 

วัตถุประสงคของการทดลองวัตถุประสงคของการทดลอง  
  เพื่อจําแนกชนิดของ Bacillus spp. ไอโซเลทที่แสดงฤทธิ์ยับยั้ง M. phaseolina และ       

S. rolfsii โดยใชเทคนิค PCR    



อุปกรณและอุปกรณและวิธีการวิธีการ  
 

อุปกรณอุปกรณ  

1.  เครื่องปนเหวี่ยง 
2.  ตูบมเชื้อ 

3.  spectrophotometer 

4.  electrophoresis tank  และ  power supply 

5.  Gene Amp PCR  System 9700 Thermocycler 

6.  water bath 

7.  vortex mixer    

8. สารเคมี/สารละลายที่ใชในการดําเนนิการ 

8.1   สารเคมี /สารละลายที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ  คือ 

-  สารละลายเอนไซม (lysozyme  20 มิลลิกรัม / มิลลิลิตร ;  20 มิลลิโมลาร   

Tris-HCl  pH 8.0; 2  มิลลิโมลาร EDTA; 1.2 เปอรเซ็นต Triton X) 

 -   สารละลาย proteinase K (10  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

 -   สารละลาย RNase A (100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

 -   สารละลาย AL buffer   

-   สารละลาย AW1 buffer  

-   สารละลาย AE buffer  

-   เอธานอล  96 - 100 เปอรเซ็นต 

-   deionized distilled water 

8.2   สารเคมี / สารละลายที่ใชในการสังเคราะหเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง 

-   สารละลาย Tag PCR Master Mix (2.5 ยูนิต Tag DNA Polymerase, 1 x 

QIAGEN PCR Buffe (มี MgCl2 1.5  มิลลิโมลาร) และ 200 ไมโครโมลาร ของ dNTP แตละชนิด) 

-   สารละลาย 16S rDNA primer คือ 63f (5´ - CAG GCC TAA CAC ATG CAA 

GTC - 3´) และ 1387r (5´ – GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3´) ความเขมขน 25 ไมโครโมลาร 

-   สารละลาย Template DNA  

 -   deionized water ( RNase free water )  

 

 



 8.3   สารละลาย/ สารเคมีที่ใชในการทาํ electrophoresis 
 -   สารละลาย PCR product 
 -   6 x loading dye 
 -   1 kb DNA Ladder 
 -   สารละลาย ethidium bromide (EtBr) (0.5  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
 -   agarose  
 8.4   สารละลาย/ สารเคมีที่ใชในการทาํ PCR purification 

-   PB buffer 
-   PE buffer  
-   EB buffer หรือ deionized water      

9.  culture ของ Bacillus  spp.ไอโซเลทที่มฤีทธิย์ับยัง้การเจริญของ M. phaseolina และ 
S. rolfsii  มากที่สุด จาํนวน 3 ไอโซเลท ไดแก B1, B5 และ  B7 

  B1 เปนเชื้อทีแ่ยกไดจากดินปลูกถั่วเขียว ยับยั้งการเจรญิของ S. rolfsii ดี 
  B5 แยกไดจากดินปลกูถั่วเหลือง ยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina  ดี 

B7 แยกไดจากดินปาที่เก็บมาจาก ตําบล กระบกเตีย้ อําเภอ หันคา จงัหวัดชัยนาท 
ยับยั้งการเจรญิของ M. phaseolina  ดี 
 10.  อาหารเลีย้งเชือ้ Nutrient Broth (NB) 
 11.   อุปกรณอ่ืนๆ ไดแก  
 -  หลอดปนแยกปลอดเชื้อ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
 -   PCR reaction tube 
 -   micro pipette 

 -   cuvette หนา 10 มิลลิเมตร 
  

วิธีการวิธีการ  

          มีข้ันตอนการดําเนนิงานดงันี้มีข้ันตอนการดําเนนิงานดงันี้  
            1.  สกัด genomic DNA ของ Bacillus spp. ไอโซเลท  B1, B5 และ  B7  โดยใช  QIAGEN 

DNA Extraction Kit   มีวิธกีารตามลําดับดังนี ้

             1.1  เลี้ยงเชื้อไอโซเลท B1, B5 และ B7 ในอาหารเหลว Nutrient Broth (NB) แลว

นําไปบมบนเครื่องเขยา 140 รอบ/นาท ีทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 6 - 7 ชั่วโมง  

             1.2   แยกเซลลแบคทีเรียออกจากอาหาร NB โดยการนาํไปปนเหวี่ยง 7500 รอบ/นาท ี

เปนเวลา 10 นาที เซลลแบคทีเรียจะตกตะกอนอยูที่กนหลอด เทสวนใสทิ้งไป     



             1.3  ละลายเซลลแบคทีเรียที่ไดในสารละลายเอนไซม ปริมาตร 180 ไมโครลิตร 

จากนั้นนําไปบมใน water bath ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลาอยางนอย 30 นาที 

               1.4  ใชไปเปตดูดสารละลาย proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใสลงใน

สารละลายเซลลแบคทีเรียในขอ 1.3  ผสมใหเขากันดีดวย vortex mixer แลวบมไวใน water bath 

ที่อุณหภูมิ  56 องศาเซลเซียส โดยในระหวางการบม  ตองผสมใหเขากันดี (vortex) ทุกๆ 30 นาที  

จนกระทั่งเซลลของแบคทีเรียถูกทําใหแตกอยางสมบูรณซึ่งกินเวลา  3-6  ชั่วโมง  

               1.5  นําสารละลายเซลลแบคทีเรียที่ไดไปปนเหวี่ยงที่ 7500 รอบ/นาท ีเปนเวลา 2-4 นาที   

                1.6   ใชไปเปตดูดสารละลาย RNase A ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ใสลงในสารละลาย

เซลลแบคทีเรียในขอ 1.5 ผสมใหเขากนัดี (pulse - vortexing) เปนเวลา 15 วินาที บมไวที่

อุณหภูมิหอง 2 นาที แลวนาํไปปนเหวี่ยงที ่7500 รอบ/นาท ี เปนเวลา 2 - 4  วินาท ี            

   1.7  ใชไปเปตดูดสารละลาย AL buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสลงในสารละลาย

เซลลแบคทีเรียในขอ 1.6 แลวผสมใหเขากันดี (pulse - vortexing) เปนเวลา 15 วินาท ีบมไวที่

อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซยีส 10 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงที ่7500 รอบ/นาท ี เปนเวลา 2 - 4 วินาท ี

               1.8  ใชไปเปตดูดเอธานอล ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสลงในสารละลายเซลล

แบคทีเรียในขอ 1.7 แลวผสมใหเขากันดี (pulse - vortexing) เปนเวลา 15 วินาที จะเห็นตะกอน 

สีขาวๆ เกิดขึ้น จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ 7500 รอบ/นาที เปนเวลา 2 - 4 วินาที    

               1.9  ใชไปเปตดูดสารละลายเซลลแบคทีเรียในขอ1.8 มาใสใน QIAamp spin column 

ซึ่งบรรจุอยูใน collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร โดยไมใหเปอนบริเวณขอบของ column ปดฝา

แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 8000 รอบ/นาที  เปนเวลา 1 นาท ี เสร็จแลวถอด spin column ไปใสใน 

collection tube อันใหม    

                1.10   ใชไปเปตดูด AW1 buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสลงไปใน QIAamp spin 

column โดยไมใหเปอนบริเวณขอบของ column ปดฝาแลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 8000 รอบ/นาที เปน

เวลา 1 นาท ีเสร็จแลวถอด spin column ไปใสใน  collection tube อันใหม   

                1.11   ใชไปเปตดูด AW2 buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสลงไปใน QIAamp spin 

column โดยไมใหเปอนบริเวณขอบของ column ปดฝาแลวนาํไปปนเหวีย่งที ่ 14,000  รอบ/นาท ี 

เปนเวลา 3 นาท ี เสร็จแลวถอด spin column ไปใสใน  collection tube อันใหม   

 1.12  นํา spin column ที่ใสอยูใน collection tube อันใหม ไปปนเหวี่ยงที่ 14,000 

รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที เพื่อกําจัด AW2 buffer ไมใหตกคางอยูใน spin column เสร็จแลว 

ถอด spin column ไปใสในหลอดปนแยกปลอดเชื้อ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร   



                1.13   ใชไปเปตดูด AE buffer ปริมาตร 200  ไมโครลิตร หรือ deionized distilled 

water ใสลงไปใน spin column ที่บรรจุอยูในหลอดปนแยกปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร บมไวที่

อุณหภูมิหอง 5 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงที่  8,000  รอบ/นาที  เปนเวลา 1 นาที  เพื่อชะลาง(elute) 

ดีเอ็นเอลงมาในหลอดปนแยกปลอดเชื้อ ทําเชนนี้  2  คร้ัง  จะไดสารละลายดีเอ็นเอ 400 ไมโครลิตร 

                 1.14  นําสารละลายดีเอ็นเอ ไปตรวจวัดปริมาณและความบริสุทธิ์ของดีเอน็เอ ดวย

เครื่อง spectrophotometer ที ่260 นาโนมิเตอร  

1.15 เก็บสารละลายดีเอ็นเอไวที่  -20  องศาเซลเซียส 

2.  เพิ่มปริมาณ 16S rDNA gene ของดีเอ็นเอที่สกัดไดในขอ1 โดยเครื่อง Gene Amp PCR 

System 9700 Thermocycler  โดยใช specific primer 63f  และ 1387r และ Tag  PCR Master 

Mix Kit  ดังนี้ 

 2.1   ใชไปเปตดูดสารละลาย Tag PCR Master Mix ปริมาตร 25 ไมโครลิตร หรือใน

อัตราสวน Tag PCR Master Mix 1 สวน : ( สารละลาย primer และ สารละลาย template DNA)  

1 สวน  มาใสลงใน  PCR reaction tube ที่วางอยูบนน้ําแข็งในกลองพลาสติก 

 2.2  ใชไปเปตดูดสารละลาย primer ความเขมขน 25 ไมโครโมลาร ปริมาตร             

0.4 ไมโครลิตร (final concentration = 0.1 - 0.5 ไมโครโมลาร) ใสลงใน PCR reaction tube แลว

ดูดขึ้นลง เพื่อผสมสารละลายใหเขากันดี 

 2.3  ใชไปเปตดูดสารละลาย Template DNA ปริมาณ นอยกวาหรือเทากับ                  

1 ไมโครกรัม/ ปฏิกิริยา ใสลงใน PCR reaction tube แลวดูดขึ้นลง เพื่อผสมสารละลายใหเขากันดี 

 2.4   ปรับปริมาตรใหได 50 ไมโครลิตร (total volume) ดวย deionized water (RNase 

free water) ปดฝา แลวผสมใหเขากันดีโดยการใชปลายนิ้วสกิด PCR reaction tube เบา 

 2.5   นําไปปนเหวี่ยงที่ 7500 รอบ/นาที  เปนเวลา 2-4  วินาที  กอนนําไปใสลงในเครื่อง  

Gene Amp PCR  System 9700 Thermocycler  ตั้งโปรแกรม PCR running condition  ดังนี้

   Initial denature     94  องศาเซลเซียส 3  นาที 

denature         94  องศาเซลเซียส 55 วินาท ี                               

annealing             55  องศาเซลเซียส 55  วินาท ี        จํานวน 30 รอบ 

                                extension              70  องศาเซลเซียส 55  วินาท ี

                               final extension     72  องศาเซลเซียส 10  นาท ี

                                stop PCR       4  องศาเซลเซียส  

 



3.  ตรวจสอบขนาด (molecular weight) ของชิ้นดีเอ็นเอในสารละลาย PCR product ที่ได

ในขอ2 โดยวิธี electrophoresis ใน 0.5 X TBE buffer ใชไฟ 200 โวลท 50 มิลลิแอมแปร นาน     

60 นาที โดยมี agarose gel 0.9 เปอรเซ็นต ทําหนาที่เปนตะแกรงคัดขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ และ      

มี 1 kb DNA ladder เปน marker นําแผนเจลไปตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอดวยเครื่อง gel 

documentation ภายหลังจากยอมเจลดวย ethidium bromide  นาน 30 นาที  และลางน้ํา  5 นาที   

          4.  นํา PCR product ที่ไดไปทําใหบริสุทธิ์โดยใช QIAGEN PCR Purification Kit มี

วิธีการคือ 

                  4.1  ใชไปเปตดูดสารละลาย PCR product ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสลงในหลอด

ปนแยกปลอดเชื้อ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร   

                 4.2  ใชไปเปตดูดสารละลาย PB buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสตามลงไป แลว

ผสมใหเขากนัดี 

                 4.3  ใชไปเปตดูดสารละลายในขอ 4.2 ใสลงใน QIAquick spin column ซึ่งบรรจุอยู

ใน collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ปดฝาแลวนาํไปปนเหวี่ยงที ่ 14,000 รอบ/นาที เปนเวลา  

30 - 60 วินาท ี   

                 4.4   ถอด QIAquick  spin column ออก  เท  filtrate ที่บรรจุอยูใน collection tube 

ลงในถงุของเสยี  เสร็จแลวนาํ QIAquick spin column ใสลงไปใหม 

                4.5  ใชไปเปตดูดสารละลาย PE buffer ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร ใสลงใน QIAquick 

spin column ปดฝา แลวนําไปปนเหวี่ยงที ่14,000 รอบ/นาที เปนเวลา 30 - 60 วนิาท ี

              4.6   ถอด  QIAquick  spin column ออก  เท  filtrate ที่บรรจุอยูใน collection tube 

ลงในถงุของเสยี เสร็จแลวนาํ QIAquick spin column ใสลงไปใหม  ปดฝาแลวนําไปปนเหวี่ยงที ่

14,000  รอบ/นาที  เปนเวลา 60 วินาท ี

                 4.7  ถอด QIAquick spin column ออก แลวนําไปใสลงใน หลอดปนแยกปลอดเชื้อ 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

                4.8   ใชไปเปตดูดสารละลาย EB buffer หรือ deionized water ปริมาตร 50  ไมโครลิตร  

หยดลงตรงจุดกึ่งกลางของ QIAquick membrane ภายใน QIAquick spin column ตั้งทิ้งไว     

60 วินาที แลวนําไปปนเหวี่ยงที ่14,000 รอบ/นาท ีเปนเวลา 60 วินาท ีเพื่อชะลาง (elute) ดีเอ็นเอ

ลงมาในหลอดปนแยกปลอดเชื้อ 

                 4.9  ถอด QIAquick spin column ทิ้งไป นาํหลอดปนแยกปลอดเชื้อที่มีดีเอน็เอ บรรจุ

อยูภายใน ไปเก็บไวที ่-20 องศาเซลเซยีส 



5. ตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอน็เอในสารละลาย PCR product ที่ทาํใหบริสุทธิ์แลว โดย

วิธี electrophoresis ตามวิธกีารขางตน แตใชไฟ 80 โวลท 50 มิลลิแอมแปร นาน 80 นาที  

          6. นํา PCR product ที่ทําใหบริสุทธิ์แลว ไปหาลําดับเบสโดยเครื่อง automate sequencer 

7.  sequence analysis มีข้ันตอน ดังนี้  

                 7.1  นําลําดับเบสที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสที่มีอยูใน EMBL (European 

Molecular Biology Library) โดยใชโปรแกรม Fasta 3  

                    7.2  สราง phylogenetic tree และทํา cluster analysis โดยใชโปรแกรม Genebee Service 

 
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่ทําการทดลองทําการทดลอง  

 
ระยะเวลาทําการทดลอง ตุลาคม 2545 – กันยายน 2546   
 

สถานทีท่ําการทดลอง หองปฏิบัติการอณูชีววิทยา สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยชีีวภาพ  

  
ผลและวิจารณผลและวิจารณผลการทดลองผลการทดลอง  

 
PCR product ของ B1, B5 และ B7 มีขนาด 1,300  เบสแพร (Fig1.) เมื่อนําลําดับเบสที่ได 

(Fig. 2 a,b) ไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสที่มีอยูใน EMBL พบวา B1, B5 และ B7 มีลําดับเบสของ 

reverse sequence เหมือน (identity) กับลําดับเบสของ B. subtilis  91.888, 92.574 และ 92.193 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ  B7 มีลําดับเบสของ forward sequence เหมือนกับลําดับเบสของ B. subtilis  

96.934 เปอรเซ็นต  ไดแสดง phylogenetic tree และ cluster analysis ไวใน Fig. 3 จาก 

phylogenetic tree และ cluster analysis สามารถสรุปไดวา  B1 และ B7 เหมือนกัน เปนตัว

เดียวกัน สวน B5 มีลําดับเบสตางจาก B1 และ B7 9  เปอรเซ็นต เหตุที่ผลการเปรียบเทียบลําดับเบส

ของ reverse sequence ของ B1 B5 และ B7 กับลําดับเบสที่มีอยูใน EMBL คอนขางต่ํา อาจจะ

เนื่องมาจาก reverse sequence  ที่ได นาจะเปนบริเวณที่เปน hyper variable region  ของ 16S 

rDNA gene  จึงมีความแปรปรวนมาก  ทําใหเปอรเซ็นตการเปรียบเทียบต่ํา hyper variable region  

จะเปนประโยชนมากในการใชจําแนกเชื้อตาง species  กัน สวนบริเวณที่เปน  conserve region 

ของ 16S rDNA gene ลําดับเบสจะแตกตางกันไมมาก (Borneman et al., 1996;  Desiliyarni, et 

al.,1999) สามารถใชจําแนกเชื้อไดดีเชนกัน สวน forward sequence  ของ B7 นาจะเปนบริเวณที่

เปน conserve region  ของ 16S rDNA gene จึงมีเปอรเซ็นตการเปรียบเทียบสูงมาก 



สรุปผลการทดลองและคําแนะนําสรุปผลการทดลองและคําแนะนํา  
 

Bacillus spp. ไอโซเลทที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina และ S. rolfsii  ดี ทั้ง

สามไอโซเลท เปน B. subtilis จากผลการทดลองจะเห็นไดวา เทคนิค PCR เปนเทคนิคที่มีความ

เฉพาะเจาะจง ถูกตอง แมนยําสูง และรวดเร็ว ใชเวลาเพียง 1-2 วัน ก็สามารถจําแนกเชื้อไดถึงระดับ 

species และสามารถแกขอจํากัดของวิธีการจําแนกเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อได  ดังนั้นควรสนับสนุน

ใหมีการใชเทคนิค PCR ในการจําแนกเชื้อจุลินทรียกันอยางแพรหลายตอไป 
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                                                                                                      B7 

FFiigg..  11   Agarose gel electrophoresis of 16S rDNA amplification products from the Bacillus  

             isolates  ( B1, B5 and B7 ).  

 

 

FFiigg  22aa   Reverse nucleotide sequences of Bacillus isolates B1, B5 and B7.  

 

BB11  
CagCATTCGCTTACGCAGTCGTTTGAGACTGCGATCCGACTGAGAACAGATTTA
GGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCA
CGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTNGACGTCAcCCCCACCTTC
TANATcggTTTTgTCACCGGCAGtCACCNNAgAGTGCCCAACTGAATGCTGGCA
ACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTCGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACAC
GAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGNCCT
ATCCTCTAGGATTGTCAGAGGANGTCAAGACCTGGTNAGGTTCTTCGCGTTGCT
tCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTcGA
GTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCCAGGCGGAGTGCTTAAATGCGTTAGCtG
CAGCACtAAGGGGCCGGAAACCCCCCCTAACACCTTANCACCTCATCGGTTTNA
CCGGCGGCNGGACNACCCAAGGGGNNATCCTAAATCCCTGGTTTCCGCCTCCCC
CAACCGCCTTTTCNNCNTCCNTCANGCGNTCAGGTTTAACCAGNACCCNAAANA
NG 



  
BB55  
 

gCCTAATACATGCAAGTCgaGCGGACAGATGGGAGCTGCTCCCTGATGTATAGC
GGCGGACGGGTGAGTATACAGCGTGGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAAC
TCCGGGAACCGGGCTAGTCATAAGGGGCATGATGATTGACGTCATCCCCACCTT
CCTccggTTTTgTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAA
CyAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACG
AGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTA
TCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTNGTTTC
GAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTCGAGT
TTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCANGCGGAGTGCTTAATGCGTcAGCTGCAGC
ACTAANGGGCGGAAACCCCCCCTAACACTTAAGCACTCATCCGCTCACGGCCTG
GACTACCANGGNAATCcAAACCCTGTTCCGCTTCCCCCACGCTTTTTCGCCTCC
CTTCAGCCGCTCAGTTTAACAAGAACCCAAAANAAGNTCCGCCCTTTCNCCCAC
NNGGGGGTNNCCCTCCCACAANCCTCTACCGCAATTTTNNANCCCGNCNACCAC
NTNGGGAAATTCCCNCCTCTNNCCC 

 
BB77  
 

GGAAGTATCTCCGCGGCANGNNTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCAC
GCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCT
TAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGT
CACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGG
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAAC
CATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGT
CAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACA
TGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGA
CCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGA
AACCCCCTAACACTTANCACTCATCGTTTACGGCGTGGANTACCAGGGTATCTA
ATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTTCGCTCCTCANCGTCAGTTACAGANCNAAAG
AGTCGCCNTCGCCCCTGGGGGTTCCTCCACATCTCTACGCANTTTCACCGCTAC
ACGTGGAATTCNACTCNCCTCTTTTGCACTCAAGTTNCCCCNNTTTCCAATGAC
CCTCCCCGGNTGANNCNGGGGGNTTTCACATCANANTTNANAAACCGCCCNGCA
NNCCCTTTNCCCCCAATAATTNCNGAAAAACCNTGGCCNCCTACNTATTACCCC
GNCTTNNTGGNACNTANTTAACCCGGGNNTTTNNGGNTAGGTAACCCCNAAGGN
GCCCCCCCTNTTNCAAAAGGGNCTTNTTTTTTCCCTAAAAACAANNNTTTTNNN
AANC 
 
  
  



FFiigg  22bb   Forward nucleotide sequences of Bacillus  isolate  B7.  
 
NCGGACNTATCCGAGCTTGNTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACAC
GTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACC
GGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCAC
TTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAA
GTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCT
GTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGT
CTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGGAAACTGGGGGAA
CTTGAGTGCAGAAGAAGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTANA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAANGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AAGAGCGAAAGCGTGGGGNGCGAACANGANTNAGATACCCTGGTTAGTCCCCGC
CCNTAAACNATGANTGCTNAANTGTTAGGGGGNTTNCCGCCCCTTANTGCTGCA
GCTNANCCNNTAAANCACTCCCCCCTGGGGAGTACGGNCGCCAGACTNNAANCT
CAAAGGAATTNNCNGGGGNCCCCCNCANANNGGGGGNACNTTTGNNTTTTNTTC
NAAACANCCCGNAAAAACCNTTNCNGGGNTTNGACNTCCN 
 

 

 
 

FFiigg..  33   Phylogenetic tree of 16S rDNA sequences from the Bacillus isolates, B1, B5 and 

B7.  
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