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บทคัดยอบทคัดยอ  

 
 ไดทําการปรับปรุงสายพันธุ Bacillus subtilis ใหมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ 

Macrophomina phaseolina และ Sclerotium rolfsii  มากยิ่งขึ้น รวมทั้งใหสามารถนําไปใชปองกัน

กําจัดเชื้อราสาเหตุโรคพืชอ่ืนๆ  โครงการวิจัยนี้มีหลายการทดลองเกี่ยวเนื่องกันเปนขั้นตอน เร่ิมจาก

การเหนี่ยวนําใหเกิดการกลายพันธุโดยใชแสงยูวีขนาด 30 วัตต ฉายลงไปบนเซลลของ B. subtilis  

เปนเวลา 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 และ 170 วินาที  เสร็จแลวนําเซลลของ        

B. subtilis ที่ผานการฉายแสงแลว ไปทํา serial dilution ทันที เพื่อตรวจสอบการรอดตายของเชื้อ

บนอาหาร Nutrient Agar (NA) จากนั้นนํา B. subtilis ที่รอดตายไปทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการ

เจริญของ M. phaseolina โดยวิธี Dual Culture Plate Technique โดยใหเชื้อทั้งสองอยูหางกัน                

6  เซนติเมตร และทําการคัดเลือกจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่แสดงปฏิกิริยาการยับยั้งออกมา แลวตัดวุน

ตรงบริเวณ clear zone ของแตละไอโซเลทไปทดสอบพิษของสารพิษที่อยูภายในวุนกับ M. 

phaseolina โดยวิธี Dual Culture Plate Technique (วางวุนหางจากเชื้อ 3 เซนติเมตร) บมเชื้อที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 15  วัน จึงทําการถายเชื้อไอโซเลทที่วุนแสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ M. 

phaseolina เก็บไวบนอาหาร NA ที่  4 องศาเซลเซียส และ –20 องศาเซลเซียส เพื่อเก็บไวใชในการ

ทดลองขั้นตอไป นําเชื้อไอโซเลทที่เก็บไวไปทดสอบฤทธิ์กับเชื้อราสาเหตุโรคพืช 5 เชื้อ (Pyricularia 

oryzae, Cercospora canescens, Botryodiplodia  theobromae, Rhizoctonia oryzae และ   

S. rolfsii ) โดยวิธี Dual Culture Plate Technique  บนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) และ 

NA (วางหางกัน 6 เซนติเมตร) และนําไปตรวจสอบหาความแตกตางในระดับดีเอ็นเอ โดยวิธี 

Pulsed-Field Gel Electrophoresis   
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 ผลการทดลอง  พบวา B. subtilis เกิดการกลายพันธุโดยแสงยูวี ไดสายพันธุกลายที่มีฤทธิ์

ยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina  ดีกวา B. subtilis  ที่ไมไดผานการฉายแสงยูวี จํานวน 117 

สายพันธุ   และจากการทดสอบพิษของสารพิษที่อยูภายในวุนกับ M. phaseolina   พบวามีเพียง    

3 สายพันธุ จากจํานวนสายพันธุกลาย 117 สายพันธุ  คือ B7T1010-2 MS11R3, B7T1010-3 

MS3R3 และ  B7T6010-3 R1  ที่สรางสารพิษยับยั้งการเจริญของ  M. phaseolina  ไดนานถึง 10 

วัน  ได clear zone กวาง 0.1, 0.1 และ 0.2  เซนติเมตร ตามลําดับ เมื่อนําสายพันธุกลายทั้งสาม

สายพันธุ และสารพิษที่สายพันธุกลายผลิตออกมาในวุน ไปทดสอบฤทธิ์กับเชื้อราสาเหตุโรคพืชหา

เชื้อ ปรากฏวาทั้งตัวเชื้อและสารพิษที่เชื้อสายพันธุกลายผลิตออกมา สามารถยับยั้งการเจริญของ  

P. oryzae และ C. canescens ไดยาวนาน 15 วัน ยับยั้งการเจริญของ S.  rolfsii  ไดดีพอสมควรบน

อาหาร NA แตยับยั้ง ไดนอยบนอาหาร  PDA พบความแตกตางในระดับดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย

ตางๆ  บงชี้วาไดเกิดการกลายพันธุของสายพันธุตางๆ จริง  เปนผลใหสายพันธุกลายแตละสายพันธุ

มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบตางกัน  

 
คํานําคํานํา  

 
 Bacillus spp. เปนแบคทีเรียที่พบอยูทั่วไปในดิน และน้ํา มีประโยชนตอวงการแพทย 

อุตสาหกรรมอาหารและยา ปศุสัตว  และทางการเกษตรอยางมาก  เพราะไดมีการใชผลิตภัณฑที่

ผลิตไดจาก Bacillus  spp. หลายชนิด เชน ยาปฏิชีวนะ เอนไซม สารกําจัดแมลง amino acid 

nucleotide และ nucleosides อยางกวางขวางในวงการเหลานี้ เพราะมีความปลอดภัยสูง และไม

ปรากฏวากอใหเกิดโรคหรือเขาไปใน  host (Sonenshein  et al., 1993) ในทางการเกษตร เทาที่มี

รายงาน คือการใช Bacillus thuringiensis กําจัดหนอนผีเสื้อ เชน หนอนกระทูหอม  และ หนอนเจาะ

สมอฝาย เปนตน  และการถายฝากยีนที่กําหนดการสรางสารพิษจาก B. thuringiensis (bt toxin) 

เขาสูตนฝาย ยาสูบ มะเขือเทศ มันฝร่ัง และขาวโพด และอื่นๆ  ในป พ.ศ. 2534 มัทนาและคณะ 

พบวา Bacillus  spp. ที่แยกไดจากดินปา แสดงปฏิกิริยายับยั้งการเจริญของ M. phaseolina และ 

S. rolfsii  บนอาหาร PDA และ NA ทําใหเกิด clear zone ระหวางโคโลนีของ Bacillus spp. กับ M. 

phaseolina และ  Bacillus spp กับ  S. rolfsii  เมื่อนําเสนใยบริเวณ  clear zone   ของเชื้อทั้งสอง

มาตรวจสอบดวยกลองจุลทัศน พบวา เสนใยของ  M. phaseolina มีการเจริญผิดปกติ  มีเซลลส้ันลง 

และหงิกงอ หยุดการเจริญ เสนใยถัดเขามาขางในสรางเม็ด sclerotia  เพื่อใหทนตอสารพิษที่ 

Bacillus sp. ผลิตออกมา สวนเสนใยของ S. rolfsii   มีการแตกกิ่งสั้นๆ หงิกงอ สูญเสีย cytoplasm 



และ เปลี่ยนเปนสีเหลือง ซึ่งจากลักษณะของปฏิกิริยายับยั้ง คาดวา นาจะมีสาเหตุมาจาก toxin ของ 

Bacillus spp. ถาสามารถปรับปรุงพันธุของ Bacillus spp. ใหสรางสารพิษมากขึ้น และรุนแรงยิ่งขึ้น 

จะเปนประโยชนตองานปองกันกําจัดโรคพืช โดยเฉพาะโรคที่เกิดจาก M. phaseolina 

           M. phaseolina   เปนเชื้อสาเหตุของโรครากและโคนเนาในพืชหลายชนิด  ไดแก  ถั่วเหลือง 

ถั่วเขียว ถั่วเขียวผิวดํา ถั่วลิสง ขาวโพด ขาวฟาง ฝาย ปอกระเจา ฯลฯ เชื้อสามารถเขาทําลายพืชได

ตั้งแต ราก จนถึงเมล็ด ทําใหเปนโรครากและโคนเนาลามขึ้นขางบน ใบและกิ่งไหม และเมล็ดเนา 

เปน seed borne ที่สําคัญของถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วเขียวผิวดํา (มัทนา, 2542) ทาํใหเปนปญหา

ในการ สงออก และจากการตรวจนับปริมาณของ sclerotia ของ M. phaseolina ในดินปลูกถั่ว

เหลือง ถั่วเขียว และถั่วเขียวผิวดํา  พบวา มีปริมาณเฉลี่ย 8 sclerotia / ดินแหง 1 กรัม ( พบมาก

ที่สุด 43 sclerotia / ดินแหง 1 กรัม พบนอยที่สุด 1 sclerotia / ดินแหง 1 กรัม )( มัทนา, 2541 )  ซึ่ง

คาดวา จะกอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจแกพืชปลูกได ถายังไมมีวิธีการปองกันกําจัดโรคที่

เหมาะสม การปองกันกําจัดโรคโดยชีววิธี นาจะเปนทางเลือกที่ดี 

 
 วัตถุประสงค  วัตถุประสงค    
    

1.  เพื่อสราง B. subtilis สายพันธุใหมใหมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina และ S. 

rolfsii มากยิ่งขึ้น รวมทั้งใหสามารถนําเชื้อสายพันธุกลายที่ไดไปใชปองกันกําจัดเชื้อราสาเหตุโรคพืช

อ่ืนๆ 

 2.  เพื่อตรวจสอบความแตกตางของ B. subtilis สายพันธุกลายในระดับดีเอ็นเอโดยวิธี 

Pulsed-Field Gel Electrophoresis   

 
อุปกรณและอุปกรณและวิธีการวิธีการ  

 
งานวิจยันี้ม ีงานวิจยันี้ม ี33  การทดลอง การทดลอง   

การทดลองที่การทดลองที่  11  การปรับปรุงพนัธุ การปรับปรุงพนัธุ BB..  ssuubbttiilliiss  โดโดยการทําใหกลายพันธุโดยการใชแสงยวูียการทําใหกลายพันธุโดยการใชแสงยวูี 

การทดลองที ่การทดลองที ่22 การทดสอบฤทธิ์ของการทดสอบฤทธิ์ของ  BB..  ssuubbttiilliiss  สายพนัธุกลายในการยัสายพนัธุกลายในการยับบยั้งการเจริยั้งการเจริญของเชื้อราญของเชื้อรา  

  สาเหตุโรคพืชสาเหตุโรคพืช  

การทดลองที่การทดลองที่  33  การการตรวจสอบตรวจสอบความแตกตางของสายพันธุกลายในระดับดีเอ็นเอความแตกตางของสายพันธุกลายในระดับดีเอ็นเอ  โดยวธิี โดยวธิี   

    PPuullsseedd  --  FFiieelldd  GGeell  EElleeccttrroopphhoorreessiiss  
 



อุปกอุปกรณรณ    
 

1.  culture  ของ  B. subtilis ไอโซเลทที่มีฤทธิย์ับยั้งการเจรญิของ M. phaseolina มาก

ที่สุดจํานวน 1 ไอโซเลท คือ B. subtilis  wild  type B7 ซึ่งแยกไดจากดินปาที่เก็บมาจาก ตําบล 

กระบกเตี้ย อําเภอ หันคา  จังหวัด ชัยนาท    

 2.  culture ของ  M. phaseolina  แยกเชื้อจากตนถัว่เขียวผวิดําที่เปนโรคเนาดํา 

3. culture ของ เชื้อราสาเหตุโรคพืช   5    เชือ้   มีดังนี ้

            3.1   P. oryzae ไดรับการอนุเคราะหเชื้อจาก ดร. รัศมี  ฐิติเกียรติพงศ กลุมงานวจิัยโรค

ขาว สถาบนัวจิัยขาว กรมวชิาการเกษตร                

3.2   C. canescens  race 2  (ไอโซเลทเชยีงใหม) เปนไอโซเลททีท่ําใหเกิดโรคใบจุดใน

ถั่วเขียวรุนแรงที่สุด (มัทนา, 2543)  

            3.3   B. theobromae  เชื้อสาเหตุของโรคเนาดําในไมยางพารา ไดรับการอนุเคราะห 

เชื้อจากกรมปาไม  

 3.4   R. oryzae ไดรับการอนุเคราะหเชื้อจาก ดร. ลือชัย อาริยะรังสฤษดิ์  กลุมวิจยั  

ศูนยวิจยัขาวปทุมธาน ีสํานกัวิจัยพัฒนาการเกษตรเขตที่ 5 กรมวิชาการเกษตร 

 3.5   S. rolfsii แยกเชื้อจากตนถั่วเหลืองทีเ่ปนโรครากและโคนเนา จากแปลงปลูกใน

จังหวัดเชียงใหม 

4.  culture  ของ  B. subtilis สายพนัธุกลาย  3  สายพนัธุ  คือ  B7T1010-2 MS11R3( #6 ), 

B7T1010-3 MS3R3( #8 ) และ B7T6010-3 R1( #19 )  ที่ไดจากการทดลองนี ้

5.  culture ของ  B. subtilis  wild type  B1 (#22 ) แยกไดจากดินปลกูถัว่เขียว, B5 (#23 ) 

แยกจากดนิปลูกถั่วเหลือง และ B7 (#24) แยกจากดินปาที่เก็บมาจาก ตําบลกระบกเตี้ย อําเภอหันคา  

จังหวัดชัยนาท   

6.  Nutrient Agar (NA) 

 7.  Nutrient Broth (NB) 

 8.  Potato Dextrose Agar (PDA)   

 9.  ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 

10. ฟลาสกขนาด 25 มิลลิลิตร  

11. จานเลีย้งเชื้อ เข็มเขี่ย  และอุปกรณอ่ืนๆทีใ่ชในงานโรคพืช 

12. หลอดยูว ี 30 W 

13. หลอดปนแยกปลอดเชื้อ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

14. ไปเปต 



15. gel cast  

16.  agarose plug mold 

17. spectrophotometer 

18. electrophoresis  tank และ  power supply 

19. PFGE chamber 

20. เครื่องปนเหวีย่ง 
21. ตูบมเชื้อ  

22. สารละลาย 0.85 เปอรเซ็นต NaCl 

23.   สารละลาย PIV (PIV solution) (1 โมลาร Tris-HCl pH 7.5 10 มิลลิลิตร,  NaCl  58.4 

กรัม และ deionized water 1 ลิตร)   ใช 10 ยูนิต/1 ไมโครลิตร 

24.  2  เปอรเซ็นต low melting point  agars ใน  1 X TE buffer (LMPA)   

25. 1 X TE buffer (10  มิลลิโมลาร Tris-HCl pH 8.0  และ 1  มิลลิโมลาร EDTA pH 8.0) 

26.  สารละลาย EC (ในปริมาตร 100 มิลลิลิตร  มีสารตางๆ ดังนี้ 1 โมลาร Tris-HCl pH 

7.5  0.6 มิลลิลิตร, 0.5 โมลาร Na2EDTA pH 8.0  20 มิลลิลิตร, Polyoxyethylene-20 cetyl  0.5  

กรัม, Sodium Lauryl Sarcosine  0.5  กรัม, Deoxycholic acid  0.5  กรัม,  NaCl  5.8   กรัม)    

27. สารละลาย EC + lysozyme 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ECL) 

28.  ES buffer (ในปริมาตร 100 มิลลิลิตร มีสารตางๆ  ดงันี ้Na2EDTA 18.61 กรัม pH 9.0 

และ  Sodium Lauryl Sarcosine  1.0  กรัม) 

29. ES + proteinase K (0.5  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) (ESP)   

30. restriction buffer    

31. restriction enzyme 2 ชนิด คือ  Not I (GC/GGCCGC)  และ  Sma I (CCC/GGG) 

32. High Melting Point Agarose (HMA) 

33.  10 X TBE buffer (Boric acid 61.8 กรัม, Tris base 121.4  กรัม, Na2EDTA  7.4 กรัม 

และ deionized water 1 ลิตร) 

34. ethidium bromide (EtBr) 2 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร 

  
  
 

  
 



วิธีการ วิธีการ   

การทดลองที่การทดลองที่  11   การปรับปรุงพันธุ การปรับปรุงพันธุ BB..  ssuubbttiilliiss  โดยการทําใหกลายพนัธุโดยการใชแสงยูวีโดยการทําใหกลายพนัธุโดยการใชแสงยูว ี

   การการทดลองนีป้ระกอบดวย ทดลองนีป้ระกอบดวย 22  การการทดลองยอย คอื ทดลองยอย คือ   
 1.1   การเหนี่ยวนาํใหเกิดการกลายพนัธุโดยใชแสงยูวี ดําเนนิการตามวิธกีารของ Cutting 

and Vader Horn (1990)   ดังนี ้

                  1.1.1  คัดเลือกไอโซเลทของ B. subtilis ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina/ 

S. rolfsii  มากที่สุดมา 1 ไอโซเลท นํามาเลี้ยงบนอาหาร NA ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

    1.1.2  ถายเชื้อที่ไดเลีย้งไวบนอาหาร NA ลงในอาหาร NB  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่

บรรจุอยูในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร  บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง บนเครื่องเขยา 100 - 140 รอบ/ นาท ี

จนเชื้อมีคา O.D 600  0.7 - 1.0  มีปริมาณเซลล = 1x1010- 2x1010 เซลล/มิลลิลิตร 

  1.1.3  ใชไปเปตดูดเชื้อในอาหาร NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดปนแยก

ปลอดเชื้อ นาํไปปนเหวี่ยงที ่6000 รอบ/นาท ีที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 20 นาที   

  1.1.4  ลางเซลลที่ไดดวยสารละลาย 0.85 เปอรเซ็นต NaCl 5 มิลลิลิตร นําไปปน

เหวีย่งที ่6000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาที ลาง 2 คร้ัง แลวนําเซลลที่ไดมาละลายใน

สารละลาย   0.85 เปอรเซ็นต NaCl 100 มิลลิลิตร 

                  1.1.5  ใชไปเปตดูดเซลลที่แขวนลอยอยูในสารละลาย 0.85 เปอรเซ็นต NaCl 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร (มีปริมาณเซลล ประมาณ 5x1010- 1x1011 เซลล)  ใสในจานเลี้ยงเชื้อ จํานวน 

12 จาน/ซ้ํา  ทํา 3 ซ้ํา แลวนําจานเลีย้งเชือ้ไปวางใตหลอดยูว ี30 วัตต เปนเวลา 0, 10, 20, 30, 40, 

50, 60, 70, 80, 90, 100 และ 170 วินาที ตามลาํดับ โดยใหจานเลีย้งเชื้ออยูหางจากหลอดยูวีเปน

ระยะทาง 15 เซนติเมตร และจานเลี้ยงเชื้อหางกนั 20 เซนติเมตร 

  1.1.6   นําแตละจานเลี้ยงเชื้อมาทาํ Dilution Plate Count บนอาหาร NA ทันทีที่เสร็จ

ส้ินการฉายแสงของแตละกรรมวิธ ีโดยใหมีระดับความเจือจางตัง้แต 10-1-10-7 ทํา dilution ละ 5 ซ้ํา 

บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 – 7 วัน 

  1.1.7   นับจํานวนโคโลนีที่เจริญบนอาหาร เพื่อหาปริมาณการอยูรอดของเชื้อ  

  1.1.8  เก็บเชื้อที่รอดตายไวบนอาหาร NA เพื่อนําไปทดสอบฤทธิ์กับ M. phaseolina 

ตอไป 

 1.2 การทดสอบ B. subtilis ทีร่อดตายในการยับยั้งการเจรญิของ  M. phaseolina  บน

อาหาร NA  โดยวิธี  Dual Culture Plate Technique  มีวิธีการดังนี ้

  1.2.1   เลี้ยง B. subtilis ที่รอดตายบนอาหาร NA  และเลี้ยง  M. phaseolina บน

อาหาร PDA  เมื่อเชื้อเจริญมากพอจึงนํามาใชในการทดลอง 



   1.2.2   ถาย B. subtilis ที่รอดตาย และ M. phaseolina ลงบนอาหาร NA โดยใหเชื้อ

ทั้งสองอยูหางกัน 6 เซ็นติเมตร ทําเชื้อละ 4 ซ้ํา เสร็จแลวบมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง จนกระทั่ง M. 

phaseolina  ที่เปนชุดเปรียบเทียบ (ไมมี B. subtilis อยูในจานอาหาร) เจริญถึงจุดที่อยูตรงขาม 

หรือเจริญได 6 เซนติเมตร จึงนําจานอาหารเลี้ยงเชื้อไปตรวจสอบปฏิกิริยาการยับยั้ง บันทึกความ

กวางของ clear zone และคํานวณหาอัตราการกลายพันธุที่ระยะเวลาการฉายแสงตางๆ โดยการ

เทียบบัญญัติไตรยางค  ดังนี้ 

 
อัตราการกลายพันธุ(%) = จํานวนไอโซเลทของ B. subtilis ที่ยับยั้ง M. phaseolina ดีกวาที่เปนชุดเปรียบเทียบ 

x100          

          จํานวน B. subtilis  ที่รอดตายที่ระยะเวลาการฉายแสงตางๆ  

 

 1.2.3 ทําการคัดเลือกจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่แสดงปฏิกิริยาการยับยัง้ออกมา แลวตัดวุน

ตรงบริเวณ clear zone ของแตละไอโซเลท ขนาด 1 x 4 x 0.2 เซ็นติเมตร ไปทดสอบพิษของสารพษิ

ที่อยูภายในวุนกับ M. phaseolina บนอาหาร NA โดยวิธ ีDual Culture Plate Technique (วางวุน

หางจากเชื้อ 3 เซนติเมตร) เพื่อปองกันการสลายตัวของสารพษิที่อาจจะเกิดขึ้นได บมเชื้อที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 วัน จงึนําจานอาหารเลี้ยงเชื้อไปตรวจสอบปฏิกิริยาการยบัยั้ง บนัทึกความ

กวางของ clear zone  และเก็บเชื้อไอโซเลททีวุ่นแสดงฤทธิย์ับยัง้มากที่สุดไวบนอาหาร NA ที่ 4 

องศาเซลเซยีส เพื่อไวใชในการทดลองขัน้ตอไป 

  

การทดลองที ่การทดลองที ่22  การทดสอบฤทธิ์ของการทดสอบฤทธิ์ของ  BB..  ssuubbttiilliiss  สายพนัธุกลายในการยัสายพนัธุกลายในการยับบยั้งการเจริยั้งการเจริญของเชื้อญของเชื้อ

ราสาเหตุโรคพืชราสาเหตุโรคพืชอ่ืนๆอ่ืนๆ  
 

วิธีการวิธีการ  

แผนการทดลองและการวิเคราะหขอมูล     แผนการทดลองและการวิเคราะหขอมูล       
 

วางแผนการทดลองแบบ Factorial in RCB 4 ซ้ํา ประกอบดวย 2 ปจจัย ปจจัยแรก คือ 

แบคทีเรียที่เปนประโยชน ไดแก B. subtilis สายพันธุกลาย 3 สายพนัธุ และ B. subtilis wild type 

ปจจัยที่สอง เปนเชื้อราสาเหตุโรคพืช 5 เชื้อ และวิเคราะหความแปรปรวน (analysis of variance) 

โดยใช IRRISTAT program 

การการทดลทดลองนีป้ระกอบดวย องนีป้ระกอบดวย 22  การทดลองยอย คือการทดลองยอย คือ      



2.1 การทดสอบฤทธิ์ของ B. subtilis สายพันธุกลาย ในการยบัยั้งการเจริญของเชื้อรา

สาเหตุโรคพืชอ่ืนๆ 5 เชื้อ บนอาหาร NA และ PDA โดยวิธี  Dual Culture Plate Technique  มี

วิธีการดังนี ้

  เลี้ยง  B. subtilis ทัง้สายพันธุกลาย และ ที่เปน wild type บนอาหาร NA และเลี้ยง

เชื้อราสาเหตุโรคพืช 5 เชื้อบนอาหาร PDA เมื่อเชื้อเจริญมากพอ จงึใชเข็มเขี่ยเขีย่เชื้อลงบนอาหาร 

NA และ PDA โดยวาง B. subtilis หางจากเชื้อราสาเหตุโรคพืช 6 เซนติเมตร ตามวิธกีาร Dual 

Culture Plate Technique และตามแผนการทดลองที่ไดวางไว  บมเชื้อที่อุณหภูมหิอง จนกระทัง่เชื้อ

ราสาเหตุโรคพืชที่เปนชุดเปรียบเทียบ (ไมมี B. subtilis อยูในจาน) เจริญมาถงึจุดตรงขาม หรือ

เจริญได 6 เซนติเมตร จึงนาํจานอาหารเลี้ยงเชื้อไปตรวจสอบปฏิกิริยาการยับยัง้  และบันทึกความ

กวางของ clear zone  และนําผลการทดลองไปวิเคราะหทางสถิติ 

  2.2  การทดสอบฤทธิ์ของสารพษิที ่B. subtilis สายพนัธุกลายผลิตออกมา ในการยับยัง้การ

เจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชอ่ืน 5 เชื้อ บนอาหาร NA และ PDA โดยวิธ ี Dual Culture Plate 

Technique ดังนี ้

 คัดเลือกจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่แสดงปฏิกิริยาการยับยั้งออกมา แลวตัดวุนตรงบริเวณ 

clear zone ขนาด 1 x 4 x 0.2 เซนติเมตร ไปทดสอบพิษของสารพิษที่อยูภายในวุนกับเชื้อราสาเหตุ

โรคพืช 5 เชื้อตามที่ไดระบุไว โดยวางวุนที่ตัดมาหางจากเชื้อราสาเหตุโรคพืช 3 เซนติเมตร (เพื่อ

ปองกันการสลายตัวของสารพิษกอนเกิดปฏิกิริยาการยับยั้ง) ในกรณีที่เกิด clear zone นอยใหตัด

วุนบริเวณรอบๆ clear zone แลวมาวางใหไดปริมาตร 1x4x0.2 เซ็นติเมตรตรงจุดที่กําหนดไว บม

เชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 วัน จึงทําการบันทึกความกวางของ  clear zone  
 

การทดลองที ่การทดลองที ่33      การการตรวจสอบตรวจสอบคความแตกตางของสายพันธุกลายในระดับดีเอ็นเอวามแตกตางของสายพันธุกลายในระดับดีเอ็นเอโดยวธิ ีโดยวธิ ีPPuullsseedd  

FFiieelldd  GGeell  EElleeccttrroopphhoorreessiiss  
  

Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) เปน electrophoresis process ที่ใช electric 

field มากกวาหนึ่ง field  และ electric field ที่ใชจะตองสลับกันไปมาตามระยะเวลา switch time  

หรือ pulse time และตาม reorientation angle (มุมปลายแหลมระหวาง electric field สลับสอง 

electric field) เพื่อที่จะแยกดีเอ็นเอโมเลกุลขนาดตางๆ ออกจากกัน โดยมีเจลทําหนาที่เปนเหมือน

ตระแกรง (sieve) แยกดีเอ็นเอโมเลกุลขนาดตางๆออกจากกัน ดีเอ็นเอโมเลกุลขนาดเล็ก จะสามารถ

เคลื่อนผานเจลไดงายและเร็วกวา  จึงเคลื่อนผานออกมากอน สวนดีเอ็นเอโมเลกุลขนาดใหญ  จะ

เคลื่อนผานเจลไดยาก และเคลื่อนดวยความเร็วใกลๆกัน (ทําใหเจลไมสามารถแยกดีเอ็นเอโมเลกุล



ขนาดใหญออกจากกันไดโดยวิธี electrophoresis ธรรมดา) ดีเอ็นเอโมเลกุลขนาดใหญตองปรับ

รูปราง และขนาด (reorientation)  ไปตามกระแสไฟฟาที่ผานมาในแตละ electric field  จึงจะ

สามารถเคลื่อนผานชอง (pore) ในเจลลงมาได ดวยวิธีการนี้จึงสามารถแยกดีเอ็นเอโมเลกุลขนาด

ใหญออกจากกัน เห็นเปนแถบดีเอ็นเอขนาดตางๆกันบนเจล PFGE สามารถแยกดีเอ็นเอโมเลกุลได

ตั้งแต 100 – 10,000 กิโลเบส(Suwanto, 1994) ดังนั้นจึงนํามาใชในการจําแนกสายพันธุ (strain) 

ของเชื้อจุลินทรีย ใชศึกษา genome rearrangement, plasmid finger printing,  mutant analysis, 

cloning  และสราง physical map  เปนตน       
 

วิธีการวิธีการ          

            ดําเนนิการตามวิธีการของ Suwanto (1994) มีข้ันตอนดังนี ้
 1.  การเตรียม intact genomic DNA มีวธิีการดังนี ้

 1.1 เลี้ยง B. subtilis สายพันธุกลาย และ B. subtilis wild type ในอาหาร NB ที่ 30 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 6 – 7   ชั่วโมง  จนเชื้อมีคา O.D600  0.7 – 0.9  

 1.2   ใชไปเปตดูดเชื้อในอาหาร NB ปริมาตร 1 มิลิลิตร ใสลงในหลอดปนแยกปลอดเชื้อ

ขนาด 1.5 มิลิลิตร นําไปปนเหวีย่งที่ 5000 รอบ/นาท ี เปนเวลา 2 นาท ี เพื่อตกตะกอนเซลลของเชือ้   

แลวเทสวนใสทิ้งไป 

 1.3  ละลายเซลลในสารละลาย PIV ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยใชนิ้วสะกิดเบาๆใหเซลล

ละลายทั่วสารละลาย PIV   

 1.4 นําไปปนเหวี่ยงที ่5000 รอบ/นาท ีเปนเวลา 2 นาท ีเพื่อตกตะกอนเซลล แลวเทสวน

ใสทิ้งไป 

 1.5   ละลายเซลลในสารละลาย PIV ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร โดยใชนิ้วสะกิดเบาๆ ให

เซลลละลายทัว่สารละลาย PIV เสร็จแลวเติม 2 เปอรเซ็นต LMPA ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 

35 - 37 องศาเซลเซียสลงไป ผสมใหเขากนัดีโดยใชนิว้สะกิดเบาๆ  

 1.6  รีบนําไปเทลงใน agarose plug mold ในขณะที ่ LMPA ยังคงเหลวอยู เสร็จแลว

นําไปตั้งทิ้งไวที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพื่อให LMPA แข็งตัว 

 1.7  นํา plug ที่ไดใสลงในสารละลาย ECL ปริมาตร 5 มิลลิลิตรใน 25 มิลลิลิตร 

Erlenmeyer flask นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส  80 รอบ/นาที เปนเวลา 2 – 12 ชั่วโมง 

 1.8   เทสารละลาย ECL ทิ้งไป แลวเติมสารละลาย ESP ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงไป 

นําไปบมที่ 55 องศาเซลเซียส 80 รอบ/นาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง 



 1.9   เทสารละลาย ESP ทิ้งไป แลวลาง (rinse) plug ทุกๆ 2 ชั่วโมง ดวย 1X TE buffer 

(เติม 10  เทาของปริมาตร plug) ลาง 3  คร้ัง 

 1.10 เท 1X TE buffer ทิ้งไป แลวเติม ES buffer ลงไป เก็บ plug ไวที ่4 องศาเซลเซียส   

 2.  restriction endonuclease digestion ตัดดีเอ็นเอที่อยูใน agarose plug ดวย 

restriction enzyme ตามวิธกีารของ Suwanto (1994)  ดังนี ้

 2.1 ตัด agarose plug ใหเปนชิน้เล็กๆขนาด 2.5 x 10 x 1 มม. โดยใช  cover glass ที่

ลนไฟฆาเชื้อแลว เสร็จแลวตัก gel insert 5-6 ชิ้น ใสลงในหลอดปนแยกปลอดเชื้อขนาด 1.5 

มิลลิลิตร 

 2.2  equilibrate gel insert ใน 1X restriction buffer ปริมาตร 150 ไมโครลิตร เปน

เวลา 15 นาท ีที่ 4 องศาเซลเซียส   

 2.3  เทบับเฟอรทิ้งไป แลวเติม restriction buffer ทีเ่ตรียมใหมๆปริมาตร 150 

ไมโครลิตร  และเติม restriction  enzyme  ลงไป ใส  NotI  20 ยูนติ(ใส 2 ครั้งๆ ละ 10 ยูนิต)/ gel 

insert (ขนาด 2.5 x 10 x 1 มม.) 5 - 6 plug  สวน SmaI ใชอัตรา 1000 ยูนิต/ gel insert (ขนาด 2.5 

x 10 x 1 มม.) 5 - 6 plug ใช SmaI อัตรา 1000 ยูนิต เนื่องจากเกรงวาเอนไซมอาจจะเสื่อม นําไป

บมที่อุณหภูมทิี่เหมาะสมสําหรับการทํางานของแตละเอนไซม (บม NotI ไวที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 16  ชั่วโมง สวน SmaI บมไวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16  ชั่วโมง) 

 2.4   เทบัฟเฟอรทิง้ไป เมื่อส้ินสุดระยะเวลาการบม   

 2.5  เติมสารละลาย ES ปริมาตร 150 ไมโครลิตร เพื่อหยุดการทาํงานของเอนไซม และ

เพื่อลาง DNA-binding protein ออกจากดเีอ็นเอ  บมไวที ่55 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาท ี  

 2.6   เทสารละลาย ES ทิ้งไป แลว dialyze ดวย 1x TE buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เปน

เวลา 15 นาท ี

 2.7 เท 1X TE buffer ทิ้งไป แลวเติม ES buffer ลงไป นาํ gel insert ไปเก็บไวที่ 4 องศา

เซลเซียส   

 3.  running PFGE   มีข้ันตอนดังนี ้

 3.1  ชั่ง 0.9 กรัม HMA ใสลงใน 0.5 X TBE buffer นําไปทําใหรอนจน HMA ละลาย 

เสร็จแลวปรับปริมาตร HMA ใหได 100 มิลลิลิตร ดวย 0.5 X TBE buffer ผสมใหเขากันดี แลวตั้งทิง้

ไวใหคลายรอน 

 3.2 เทสารละลาย HMA ลงใน gel cast ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิองจน HMA แข็งตัว จึงดึง

หวีออก  



 3.3   เติม 1 X TE buffer ลงไปใหเต็ม well ในแผน HMA gel แลวใส gel insert ลงไปใน 

well  

 3.4   นํา HMA gel ที่มี gel insert  ใน well ไปวางลงใน PFGE chamber 

 3.5   ตั้ง running buffer temperature, ramping pulse time (initial time and final 

time), voltage และ running time ของแตละการ running PFGE ใหอยูในชวงตางๆตามวิธีการของ 

Suwanto (1994), Itaya and Tanaka (1991), McClelland et al. (1987), Amjad et al. (1990), 

และ Smith and Condemine (1990) โดยจะปรับ parameter เหลานี้หลายครั้ง เพื่อใหได 

resolution ที่เห็นความแตกตางดีที่สุดดังนี ้ 

  running buffer temperature  14   องศาเซลเซียส   

  ramping pulse time อยูระหวาง 12 – 48  วินาท ี  และ 180 วินาท,ี linear   โดย

เวลา 18 วินาที เหมาะสําหรับแยกดีเอ็นเอโมเลกุลขนาดต่ํากวา  200 กิโลเบส ขณะที่ 48 วินาท ี 

เหมาะสําหรับแยกดีเอ็นเอโมเลกุลขนาด 200 – 450  กโิลเบส สวนที่ 180 วนิาที สําหรับแยกดีเอ็นเอ

โมเลกุลขนาดมากกวา  500  กิโลเบส 

  voltage 3 โวลท/เซน็ติเมตร( V cm-1 )   - 6 โวลท/เซน็ติเมตร และ 150 โวลท/

เซ็นติเมตร 

  running time  40 – 72   ชั่วโมง 

  angle 120  องศา 

4. การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ 

          4.1 นําเจลไปยอมสารละลาย EtBr เปนเวลา 10 นาท ี จากนัน้นาํไปลางดวยน้าํกรอง

(deionized water)  เปนเวลา  15  นาท ี  

   4.2   นําเจลไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอใตแสงยูวี  280 นาโนมิเตอร พรอมบันทึกภาพเก็บไว 

 
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่ทําการทดลองทําการทดลอง  

  
ระยะเวลาทําการทดลองระยะเวลาทําการทดลอง  ตุลาคม 2545 - กันยายน 2547  
 

สถานที่ทําการทดลองสถานที่ทําการทดลอง  หองปฏิบัติการอณูชีววิทยา สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  

 
 

 



ผลและวิจารณผลการทดลองผลและวิจารณผลการทดลอง  
 

การทดลองที่การทดลองที่  11   การปรับปรุงพันธุ การปรับปรุงพันธุ BB..  ssuubbttiilliiss  โดยการทําใหกลายพนัธุโดยการใชแสงยูวีโดยการทําใหกลายพนัธุโดยการใชแสงยูว ี
 

 การรอดตายของเชื้อลดลงมาก เหลือเพียง 181 โคโลนี/0.1 มิลลิลิตร จากจํานวนมากกวา 

21,511 โคโลนี /0.1 มิลลิลิตร เมื่อเชื้อไดรับแสงยูวีนาน 10 วินาที และลดลงไปตามลําดับเมื่อไดรับ

แสงยูวีนานขึ้น เชื้อถูกฆาตายหมด เมื่อไดรับแสงยูวีนาน 170 วินาที (2.5 นาที) แตอัตราการกลาย

พันธุของเชื้อที่รอดตายกลับเปนไปในทางตรงกันขาม คือ มีรอยละของการกลายพันธุเพิ่มข้ึน เมื่อเชือ้

ไดรับแสงยูวีนานขึ้น (ตารางที่ 1) ผลการทดลองนี้ชี้ใหเห็นวา แสงยูวีทําใหเกิดการกลายพันธุของ B. 

subtilis ในขณะเดียวกันก็เปนอุปสรรคสําคัญในการนํา B. subtilis ไปใชในสภาพธรรมชาติ เพราะ

แสงยูวีที่มีอยางเหลือเฟอและเขมขน อาจจะฆาเชื้อตายหมดในเวลารวดเร็ว ซึ่งนักวิชาการควรนํามา

พิจารณา เพื่อหาแนวทางปองกันตัวเชื้อกอนที่จะนําไปใชในสภาพธรรมชาติ หรือควรพิจารณาใช

สารพิษที่เชื้อนี้ผลิตออกมา แทนการใชตัวเชื้อซ่ึงออนแอตอแสงยูวีมากกวา 

ผลการทดสอบฤทธิ์ของ B. subtilis  ที่รอดตายในการยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina  

บนอาหาร NA โดยวิธี  Dual  Culture Plate Technique  พบวา B. subtilis ที่รอดตาย มีฤทธิ์ยับยั้ง

การเจริญของ M. phaseolina ดีกวาตัวเปรียบเทียบ (B. subtilis ที่ไมไดผานการฉายแสงยูวี) 117 

ไอโซเลท (ตารางที่ 2)  ในจํานวนนี้มีทั้งที่สรางสารพิษรุนแรงทําใหปลายเสนใยของ M. phaseolina 

ตรงบริเวณ clear zone ตายเปนสีเหลือง และชะงักการเจริญ เชื้อสรางเม็ด sclerotia จํานวนมาก

ตรงบริเวณเสนใยถัดเขามาขางในโคโลนี เห็นเปนแนวดํา และที่ไมสรางสารพิษรุนแรง จึงไมทําให

ปลายเสนใยของM. phaseolina  เปนสีเหลือง และไมสราง sclerotia  ซึ่งคาดวาสารพิษของ B. 

subtilis กลุมนี้อาจจะไมรุนแรงเทากลุมแรก แตอาจจะมีปริมาณมาก จึงยังคงยับยั้งการเจริญของ 

M. phaseolina ไดดี   ขอสรุปนี้ยืนยันไดจากผลของการตัดวุนตรงบริเวณ clear zone ของแตละไอ

โซเลท ไปทดสอบพิษ พบวา มีสารพิษของ 3 ไอโซเลทเทานั้น คือ B7T1010-2 MS11R3, B7T1010-3 

MS3R3 และ B7T6010-3 R1 ที่มีพิษยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina  ไดนานถึง 10 วัน  ได 

clear zone ในวันที่ 10  หลังการบมเชื้อ  กวาง 0.1, 0.1 และ 0.2 เซนติเมตร ตามลําดับ (ตารางที่ 3) 

ซึ่งทั้งสามไอโซเลทเปนเชื้อในกลุมที่สรางสารพิษรุนแรง ที่ทําใหเสนใยของ M. phaseolina  เปนสี

เหลือง จึงไดคัดเลือกเชื้อทั้งสามไอโซเลทนี้ไว เพื่อใชในการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ

เชื้อราสาเหตุโรคพืชอ่ืนๆ และการทดลองขั้นตอไป 

จากการตรวจเอกสาร พบวา B. subtilis สรางสารชีวภัณฑหลายชนิด และที่มีคุณสมบัติ

เปน antifungal ใชในทางการเกษตร ไดแก Alboleutin, Bacillomycin, Bacilysin, Botrycidin, 



Chlorotetain, Fengycin, Iturin,  Mycosubtilin,  Rhizocticins และ  Subtilin เปนตน(Zuber et 

al., 1993 )  แตไมพบวา มีสารชีวภัณฑชนิดใดที่มีคุณสมบัติเปน  antifungal  ยับยั้งการเจริญของ  

M. phaseolina  ดังนั้นการคนพบ B. subtilis ที่สรางสารพิษมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ M. 

phaseolina   ตลอดจนสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการกลายพันธุ    จนไดสายพันธุที่สรางสารพิษ

รุนแรงยิ่งขึ้นในการทดลองนี้  จึงเปนประโยชนตองานปองกันกําจัดโรคที่เกิดจาก M. phaseolina 

อยางยิ่ง และนาจะไดมีการศึกษาเกี่ยวกับสารพิษตัวนี้ตอไป 
 

การทดลองที ่การทดลองที ่22      การทดสอบฤทธิ์ของการทดสอบฤทธิ์ของ  BB..  ssuubbttiilliiss  สายพนัธุกลายในการยัสายพนัธุกลายในการยับบยั้งการเจริยั้งการเจริญของเชื้อญของเชื้อ

ราสาเหตุโรคพืชราสาเหตุโรคพืช  
  

 ผลการทดลองบนอาหาร PDA พบวา ไมมีปฏิกิริยาสัมพันธ (interaction) ระหวาง B. 

subtilis สายพันธุกลาย และเชื้อราสาเหตุของโรค ที่มีตอปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา

สาเหตุโรคพืช (F =  <1 ns) และไมมีความแตกตางกันในฤทธิ์ของ B. subtilis สายพันธุกลายในการ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช (F = <1 ns) แตมีความแตกตางกันของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 

(121.56 **, ตารางที่4) โดยพบวา P. oryzae และ C. canescens  ถูก B. subtilis สายพันธุกลาย

ยับยั้งการเจริญอยางเดนชัด (P < 0.01)  S. rolfsii  ถูกยับยั้งนอย และ  B. theobromae  และ  R.  

oryzae ไมถูกยับยั้ง มีคา clear zone เปนศูนยเปนสวนใหญ  สวน  B7 wild type ยับยั้งการเจริญ

ของเชื้อราสาเหตุโรคพืชทั้ง 5 เชื้อไดนอยจนถึงไมยับยั้ง (มีคา clear zone เปนศูนย) จึงไมสามารถ

นําคา clear zone ของ B. theobromae,  R. oryzae และ B7 wild type มาเขาวิเคราะหทางสถิติ 

เนื่องจากเปนขอกําหนดของโปรแกรม  IRRISTAT   

สวนบนอาหาร NA พบวา ไมมีปฏิกิริยาสัมพันธ (interaction) ระหวาง B. subtilis สายพนัธุ

กลายและเชื้อราสาเหตุโรคพืช ที่มีตอปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช (F = 

2.21 ns) แตมีความแตกตางกันของปจจัยหลัก (main effect) (ตารางที่ 5) คือแตกตางกันระหวาง

ฤทธิ์ของ B.  subtilis สายพันธุกลายในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช (F =  7.02 **) 

และระหวางเชื้อราสาเหตุโรคพืช (F =  114.02 **) โดยพบวา B. subtilis สายพันธุกลาย B7T1010-

3MS3R3 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดดีที่สุด แตไมแตกตางจาก  B7T1010-2 

MS11R3   สวน B7T1010-2 MS11R3  และ B7T6010-3 R1 แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา

สาเหตุโรคพืชไดพอๆกัน (P<0.01) เชื้อราสาเหตุของโรคที่ถูกยับยั้งการเจริญมากที่สุด คือ P. 

oryzae  รองลงมาคือ B. theobromae , S. rolfsii  และ R. oryzae (P < 0.01) ตามลําดับ  

เนื่องจาก C. canescens เจริญไมดีบนอาหาร NA  เก็บผลการทดลองไมได  จึงตัดเชื้อนี้ออกไป ไม

นําผลมาวิเคราะหสถิติ สวน B7 wild type ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชทั้ง 5 เชื้อไดนอย  



จนถึงไมยับยั้ง จึงไมสามารถนําคา clear zone ของ C. canescens  และ B7 wild type มาเขา

วิเคราะหทางสถิติ เนื่องจากเปนขอกําหนดของโปรแกรม  IRRISTAT    

จากผลการทดลองกลาวไดวา ตัว B. subtilis สายพันธุกลายทั้งสามสายพันธุ สามารถ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อที่มีอัตราการเจริญเติบโตชา เชน  P. oryzae (ยับยั้งไดดีมากทั้งบนอาหาร 

PDA และ NA) และ C. canescens (บนอาหาร PDA) สวนเชื้อที่มีอัตราการเจริญเติบโตเร็ว เชน  R. 

oryzae และ S. rolfsii  จะยับยั้งไดนอย ถึงไมยับยั้ง  ซึ่งอาจจะมีสาเหตุมาจาก B. subtilis สายพันธุ

กลายไมสามารถสรางสารพิษไดมากพอ ไดทันตอการรุกเขามาอยางรวดเร็วของ R.  oryzae และ S. 

rolfsii  เปนผลใหเชื้อราสาเหตุโรคพืชเจริญเขามาประชิดโคโลนีของ B. subtilis สายพันธุกลาย และ

ยับยั้งอยูเชนนั้นเปนเวลานาน   

สารพิษที่เชื้อผลิตออกมาในวุนบริเวณ clear zone ขนาดปริมาตร 1 x 4 x 0.2 เซนติเมตร  

สามารถยับยั้งการเจริญของ P. oryzae (ทั้งบนอาหาร PDA และ NA), C. canescens (บนอาหาร 

PDA) และB. theobromae (บนอาหาร NA)  ไดนาน 15 วัน (ตารางที่ 6, 7) ซึ่งนาจะนําไป

เปรียบเทียบฤทธิ์กับฤทธิ์ของสารเคมีกําจัดโรคพืชตอไป สวนกับเชื้อราสาเหตุโรคพืชอ่ืนๆจะแสดง

ปฏิกิริยาการยับยั้งในชวง 7 วันแรกเทานั้น มี clear zone กวางมาก (อยูระหวาง 1.0 – 2.0 

เซนติเมตร)ในชวงนี้ ตอมาเชื้อมีการเจริญอีกครั้งเขาไปใน clear zone  และเจริญตอไปบนวุน   

ปฏิกิริยาของเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่มีตอ B. subtilis สายพันธุกลายทั้งสามสายพันธุบน

อาหาร PDA มีดังนี้   

       ในปฏิกริิยาระหวาง B7T1010-2 MS11R3 และ  B7T1010-3 MS3R3 กับ  P. oryzae  พบวา 

P. oryzae  สรางสารพิษ pyriculol( Turner, 1971 ) สีเหลืองออกมามากผิดปกติ ทําใหอาหาร

บริเวณรอบๆโคโลนีเปนสีเหลืองเขม  เพื่อตอตานพิษของ B7T1010-2 MS11R3 และ  B7T1010-3 

MS3R3   สวนปฏิกิริยาระหวาง B7T6010-3 R1 กับ  P. oryzae  และระหวาง B.  subtilis  wild 

type กับ  P. oryzae   พบวาสราง pyriculol  นอย   ในขณะที่  P. oryzae  ที่เปนตัวเปรียบเทียบ ก็

พบวาสราง  pyriculol  นอย 

C. canescens มีขอบโคโลนีสีเขียว - สีดํา แบนราบ มองดูเปยก และไมสรางสารพิษ 

cercosporin  สีแดงรอบๆ โคโลนี สวน C. canescens ที่เปนตัวเปรียบเทียบ สรางสารพิษ 

cercosporin มาก (เกษม, 2532) 

S. rolfsii  มีเสนใยตรงบริเวณ clear zone เปลี่ยนเปนสีเหลือง หยุดการเจริญ เชื้อจะสราง

เม็ด sclerotia  มากตรงบริเวณนี้  

  สวนปฏิกิริยาของ B. theobromae  และ R. oryzae  ที่มีตอ B. subtilis สายพันธุกลายทั้ง

สามสายพันธุ ไมแตกตางจากตัวเปรียบเทียบ 
 



การทดลองที่ การทดลองที่ 33      การการตรวจสอบตรวจสอบความแตกตางของสายพันธุกลายในระดับดีเอ็นเอความแตกตางของสายพันธุกลายในระดับดีเอ็นเอโดยวิธี โดยวิธี ppuullsseedd  

--  ffiieelldd  ggeell  eelleeccttrroopphhoorreessiiss  
  

                แถบดีเอ็นเอของ B. subtilis  สายพันธุกลายมีความแตกตางกัน และแตกตางจาก B. 
subtilis  wild type (ภาพที่1 a, b, c และ d) บงชี้วา B. subtilis สายพันธุกลายเหลานี้ มีความ
แตกตางกันในระดับดีเอ็นเอ มีกระบวนการกลายพันธุ โดยแสงยูวีไปทําลายเบสบางเบสใหเสียไป
แบบสุม (Cutting and Vander Horn,1990) ทําใหบริเวณการตัดของเอนไซมเปลี่ยนไปจากเดิม 
ดังนั้นเมื่อใช endonuclease restriction enzyme ตัด intact DNA  จึงไดชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด
แตกตางกันออกไป เปนผลใหไดแถบดีเอ็นเอที่ตําแหนงตางกันบนเจล หมายเหตุ tri-nucleotide 
frequencies ใน genome ของ B. subtilis มีดังนี้ TAG/CTA1.81, CCC/GGG1.88, 
CGT/ACG2.10, TAC/GTA2.13, GTC/GAC2.19, CAC/GTG2.20, ACT/AGT2.26, 
CGC/GCG2.31, ACC/GGT2.36,  GCC/GGC2.49 (McClelland et al., 1987)  จากภาพที่ 1 จะ
เห็นวาแถบดีเอ็นเอไมแยกเปนแถบเล็กๆชัดเจน  เนื่องจากขาดแคลนเอนไซม   เมื่อเปรียบเทียบกับ
อัตราที่ Itaya and Tanaka (1991) ใช คือ ดีเอ็นเอ 4 - 10 ไมโครกรัม/NotI 10 ยูนิต และ 
McClelland et al. (1987) ใช คือ ดีเอ็นเอ 1 - 10 ไมโครกรัม/NotI 20 - 200 ยูนิต นอกจากนี้ยังมี
สาเหตุมาจาก NotI ซึ่งสามารถตัดดีเอ็นเอของ B. subtilis ได 50 fragment ไดดีเอ็นเอสวนใหญอยู
ในชวง 50 - 150 กิโลเบส แตไมแยกออกจากกันชัดเจนเมื่อนํามาตรวจสอบโดยวิธ ีpulsed - field gel 

electrophoresis (Amjad et al.,1990) อยางไรก็ตาม  ผลการทดลองที่ไดจากการทดลองนี้ พอจะเห็น
ความแตกตางในระดับดีเอ็นเอได    
 NotI ตัดดีเอ็นเอไดดีกวา SmaI (ภาพที่1) แตจากรายงานทางวิชาการ พบวาเอนไซมที่
เหมาะสมสําหรับ B. subtilis คือ SfiI (GGCCN4/NGGCC) (Itaya and Tanaka, 1991 ; Amjad et 
al.,1990) ซึ่งมีราคาแพง งบประมาณไมพอ จึงไมไดนํามาใชในการทดลองนี้ 

เนื่องจาก B. subtilis มีแตโครโมโซมดีเอ็นเอ ขนาด 4.2 kb เทานั้น และไมมี plasmid 
(Suwanto, 1990) ดังนั้นความแตกตางของแถบดีเอ็นเอบนเจลในการทดลองนี้ จึงเปนความ
แตกตาง ของโครโมโซมดีเอ็นเอเทานั้น  
   การที่สารพิษของ B. subtilis สายพันธุกลายไอโซเลท B7T1010-2 MS11R3, B7T1010-3 

MS3R3 และ B7T6010-3R1 มีพิษยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina ไดนานถึง  10  วัน ในขณะที่
สารพิษ จากสายพันธุกลายสายพันธุอ่ืนๆไมแสดงฤทธิ์ยับยั้ง  นาจะมีสาเหตุมาจาก แสงยูวีไดไป
ทําลายเบสบางเบสตรงตําแหนงที่เปนบริเวณ  conserve ที่ผลิตสารพิษ หรือ สารปฏิชีวนะใหเสียไป  
มีผลใหสารพิษ หรือ สารปฏิชีวนะที่ถูกสรางขึ้นมามีโครงสรางเปลี่ยนไป ซึ่งจะไปมีผลตอชนิดและ
ปริมาณของสารพิษที่ถูกสรางออกมาได แตการกลายพันธุโดยใชแสงยูวีไมคงทนถาวร เนื่องจาก B. 
subtilis  สามารถรักษาเบสที่เสียหายได(Yasbin et al., 1990 ) แมจะเก็บเชื้อไวที่ 4 องศาเซลเซียส  
ดังเชนที่พบในการทดลองนี้ ดังนั้นควรเก็บสายพันธุกลายที่ไดไวที่ –20 องศาเซลเซียส    



สรุปผลการทดลองสรุปผลการทดลอง  
 

 สามารถเหนี่ยวนําให B. subtilis  เกิดการกลายพันธุโดยใชแสงยูวี ไดสายพันธุกลายที่มี
ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina ดีกวา B. subtilis ที่ไมไดผานการฉายแสงยูวี 117  สาย
พันธุ แตเมื่อตัดวุนตรงบริเวณ clear zone ของแตละสายพันธุ  ไปทดสอบพิษ พบวา  มีเพียง 3 สาย
พันธุ  เทานั้น คือ B7T1010-2 MS11R3, B7T1010-3 MS3R3 และ B7T6010-3 R1 ที่มีพิษยับยั้งการ
เจริญของเชื้อไดนานถึง 10 วัน  ได  clear zone กวาง  0.1, 0.1 และ 0.2  เซนติเมตร  ตามลําดับ  
และเมื่อนําสายพันธุกลายทั้งสามสายพันธุ  และสารพิษที่สายพันธุกลายผลิตออกมาในวุน  ไป
ทดสอบฤทธิ์กับเชื้อราสาเหตุโรคพืช  P. oryzae, R. oryzae, C. canescens, S. rolfsii และ B. 
theobromae  ปรากฏวา ทั้งตัวเชื้อและสารพิษที่เชื้อสายพันธุกลายผลิตออกมา สามารถยับยั้งการ
เจริญของ P. oryzae  และ C. canescens  ไดยาวนาน 15 วัน พบความแตกตางในระดับดีเอ็นเอ
ของสายพันธุกลายตางๆ  บงชี้วาไดเกิดการกลายพันธุของสายพันธุตางๆจริง เปนผลใหไอโซเล
ทสายพันธุกลายแตละไอโซเลท  มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบตางกัน เนื่องจากแสงยู
วีเปนตัวการสําคัญที่ทําใหเกิดการกลายพันธุและการตายของ B. subtilis  ดังนั้นกอนนําเชื้อไปใชใน
สภาพธรรมชาติ ควรหาแนวทางปองกันตัวเชื้อจากแสงยูวี หรือควรพิจารณาใชสารพิษที่เชื้อผลิต
ออกมาแทนการใชตัวเชื้อ ซึ่งออนแอตอแสงยูวีมากกวา การทดลองนี้ไดตัว B. subtilis สายพันธุ
กลายที่ผลิตสารพิษที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชหลายชนิด ที่สามารถนําไปตอยอด
งานวิจัยใหเกิดประโยชนตอเกษตรกรได 

 
เอกสารอางอิงเอกสารอางอิง  
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                                                   NotI                                                                 SmaI                  NotI 
               HindIII     #6      #8    #12       #17    #19                                       #21   #9    #21  #9  HindIII 

                                          a                                                         b 
 

                                                    NotI                                                                  SmaI                          NotI 
                  #24   #21  #19  #17 #12  #8    #6    HindIII                     #22  #21  #9   #24 #23 #22 #21  #9  HindIII 

                                           c                                                        d 
  

FFiigg..11  Pulsed-field gel electrophoresis to discriminate intact DNAs of the Bacillus subtilis mutant 

isolates among them and from the wild type. Running conditions : a : running electrophoresis in 1% 

agarose, 0.5xTBE, 40 V cm-1, 8 Amp and 18 h running time. b : 1 % agarose, 0.5xTBE (140 C), 18 s pulse 

time, 3 V cm-1 and 40 h running time. c : 1 % agarose, 0.5xTBE (140 C), 18 s pulse time, 3 V cm-1, and 72 

h running time followed by running electrophoresis in 1 % agarose, 0.5xTBE, 160 V cm-1, 29 Amp and 4 h 

running time . d :1 % agarose, 0.5xTBE (140 C), 18-48 s pulse time, 3 V cm-1 and 40 h running time. 

-   เชื้อ  B. subtilis  สายพันธุกลาย  คือ  #6 = B7T1010-2 MS11R3, #8 = B7T1010-3 MS3R3,  

#12 = B7T2010-4 MS1R1, #17 = B7T5010-3 R1, #19 = B7T6010-3 R1 และ #21 = B7T10010-2 R2   

-   เชื้อ B. subtilis  wild type  คือ  #22 = (B1), #23 = (B5)  และ #24 = (B7) 



TTaabbllee  11   MMuuttaanntt  ppeerrcceennttaaggeess  ooff  BB..  ssuubbttiilliiss((  BB77  ))  aafftteerr  rraaddiiaattiinngg  wwiitthh  uullttrraavviioolleett  lliigghhtt  aatt  

vvaarryyiinngg  ttiimmeess  aanndd  tteessttiinngg  aaggaaiinnsstt    MM..    pphhaasseeoolliinnaa. 
 
UV radiation time 

(second) 
No. survival isolate found 

(isolate) 
No. mutant derived 

(isolate) 
Mutant percentage 

(%) 

0 >21,511 0 0 

10 181 61 33.7 

20 56 23 41.1 

30 34 14 41.2 

40 8 4 50.0 

50 9 7 77.8 

60 5 5 100 

70 1 0 0 

80 1 1 100 

90 8 1 12.5 

100 4 1 25.0 

170 0 0 0 

 



TTaabbllee  22   TThhee  eeffffiiccaaccyy  ooff  BB..  ssuubbttiilliiss  ((BB77))  mmuuttaanntt  iissoollaatteess  iinn  iinnhhiibbiittiinngg  ggrroowwtthh  ooff  MM..  pphhaasseeoolliinnaa  
  

Growth of M. phaseolina and B7 in dual culture plates 

( cm. ) Treatment 

M. phaseolina B7 Clear zone 

B7 (wild type) 0 2.0 0 

M. phaseolina  (M) 6.3 0 0 
M  +  B7 (wild type) 3.4 1.0 1.6 

M  +  B7T1010-1 (mutant  isolates)    
MS1R2 2.7 1.5 1.8 
MS2R1 3.0 0.9 2.1 
MS2R2 2.9 1.3 1.8 
MS4R1 3.1 0.7 2.2 
MS4R3 3.1 1.2 1.7 
MS5R1 3.3 0.7 2.0 
MS7R1 3.0 1.3 1.7 
MS9R1 3.0 1.2 1.8 

MS10R1 2.9 1.1 2.0 
MS11R1 2.9 1.2 1.9 
MS12R1 3.4 0.8 1.8 
MS14R1 3.5 0.7 1.8 
MS15R1 3.2 0.9 1.9 
MS16R1 3.4 0.8 1.8 
MS17R1 3.1 1.0 1.9 
MS17R2 3.2 0.8 2.0 
MS19R1 3.3 0.8 1.9 
MS20R1 3.4 0.9 1.7 
MS20R3 3.2 1.1 1.7 
MS21R1 3.3 0.8 1.9 
MS22R2 3.3 1.0 1.7 
MS22R3 3.7 0.6 1.7 
MS23R2 3.3 1.0 1.7 
MS24R2 3.1 1.0 1.9 
MS25R2 2.7 1.6 1.7 
MS27R2 3.3 1.0 1.7 

TTaabbllee  22  ((ccoonntt..))    



 

Growth of M. phaseolina and B7 in dual culture plates 

( cm. ) Treatment 

M. phaseolina B7 Clear zone 

MS30R2 3.1 0.9 2.0 
MS33R2 3.2 0.9 1.9 
MS34R2 3.2 0.9 1.9 
MS36R2 2.8 1.2 2.0 
MS39R2 3.5 0.7 1.8 
MS40R2 2.9 1.2 1.9 
MS44R3 3.3 1.0 1.7 
MS46R2 2.0 2.3 1.7 
MS48R2 3.1 1.3 1.6 
MS54R2 2.6 1.5 1.9 

M  +  B7T1010-2 (mutant  isolates)    
MS1R1 3.5 0.7 1.8 
MS1R3 3.5 0.7 1.8 
MS2R1 3.1 1.1 1.8 
MS5R1 2.9 1.2 1.9 
MS5R2 2.5 1.7 1.8 
MS5R3 3.6 0.7 1.7 
MS6R1 3.4 0.5 2.1 
MS6R3 3.6 0.5 1.9 
MS7R1 3.4 0.8 1.8 
MS8R1 3.0 1.1 1.9 
MS8R2 2.5 1.7 1.8 
MS9R3 3.6 0.5 1.9 

MS10R3 3.6 0.5 1.9 
MS11R3 3.7 0.5 1.8 
MS18R3 3.7 0.6 1.7 
MS21R3 3.5 0.4 2.1 
MS23R3 3.6 0.7 1.7 
MS26R3 3.7 0.5 1.8 
MS28R3 3.7 0.4 1.9 



TTaabbllee  22  ((ccoonntt..))  
 

Growth of M. phaseolina and B7 in dual culture plates 

( cm. ) Treatment 

M. phaseolina B7 Clear zone 

M  +  B7T1010-3 (mutant  isolates)    
MS1R3 3.8 0.4 1.8 
MS2R3 3.7 0.5 1.8 
MS3R3 3.7 0.5 1.8 

M  +  B7T1010-4 (mutant  isolates)    
MS1R2 3.4 0.6 2.0 
MS2R1 3.1 0.8 2.1 
MS3R1 3.5 0.5 2.0 

M  +  B7T2010-1 (mutant  isolates)    
MS1R1 3.6 0.7 1.7 
MS2R1 3.6 0.6 1.8 
MS7R2 3.5 0.7 1.8 
MS8R3 3.0 1.3 1.7 
MS9R2 3.2 0.9 1.9 

MS12R2 3.2 0.9 1.9 
MS13R2 3.4 0.8 1.8 
MS14R2 2.9 1.4 1.7 

M  +  B7T2010-2 (mutant  isolates)    
MS1R1 3.4 0.8 1.8 
MS1R2 3.1 1.2 1.7 
MS3R2 2.9 1.1 2.0 
MS4R1 2.9 1.0 2.1 
MS5R1 2.5 1.6 1.9 
MS6R1 3.0 1.1 1.9 
MS7R1 3.2 1.0 1.8 
MS8R1 3.4 0.7 1.9 
MS9R1 3.1 1.0 1.9 

MS10R1 3.2 1.0 1.8 
M  +  B7T2010-3 (mutant  isolates)    

MS1R1 3.0 1.1 1.9 



TTaabbllee  22  ((ccoonntt..))    

 

Growth of M. phaseolina and B7 in dual culture plates 

( cm. ) Treatment 

M. phaseolina B7 Clear zone 

M  +  B7T2010-4 (mutant  isolates)    

MS1R1 3.2 0.8 2.0 
MS1R2 3.0 1.2 1.8 
MS2R2 3.3 0.8 1.9 
MS3R2 3.2 1.0 1.8 

M  +  B7T3010-1 (mutant  isolates)    
MS1R3 3.0 1.3 1.7 
MS4R2 3.3 0.9 1.8 
MS4R3 3.4 0.9 1.7 
MS7R3 3.5 0.7 1.8 
MS8R3 3.3 1.0 1.7 

M  +  B7T3010-2 (mutant  isolates)    
MS3R3 3.9 0.3 1.8 
MS4R3 3.7 0.4 1.9 
MS9R3 3.4 0.9 1.7 

MS10R3 3.7 0.6 1.7 
MS13R3 3.5 0.8 1.7 
MS14R3 3.3 1.0 1.7 

M  +  B7T3010-4 (mutant  isolates)    
MS1R2 3.2 0.9 1.9 
MS3R2 3.0 1.0 2.0 
MS5R2 3.2 0.9 1.9 

M  +  B7T4010-1 (mutant  isolates)    
MS1R2 2.0 1.8 2.2 

M  +  B7T4010-3 (mutant  isolates)    
R1 3.1 0.9 2.0 

M  +  B7T4010-4 (mutant  isolates)    
MS1R1 3.0 0.8 2.2 
MS2R1 3.4 0.8 1.8 



TTaabbllee  22  ((ccoonntt..))    
 

Growth of M. phaseolina and B7 in dual culture plates 

( cm. ) Treatment 

M. phaseolina B7 Clear zone 

M  +  B7T5010-1 (mutant  isolates)    
MS2R2 3.4 0.8 1.8 
MS3R2 3.1 1.0 1.9 

M  +  B7T5010-2 (mutant  isolates)    
R1 3.0 1.2 1.8 
R2 3.5 0.7 1.8 

M  +  B7T5010-3 (mutant  isolates)    
R1 3.2 0.8 2.0 
R2 2.7 1.1 2.2 

M  +  B7T5010-4 (mutant  isolates)    
MS2R2 3.4 0.7 1.9 

M  +  B7T6010-3 (mutant  isolates)    
R1 2.8 1.0 2.2 

M  +  B7T6010-4 (mutant  isolates)    
MS1R1 3.2 1.0 1.8 
MS2R1 3.1 1.2 1.7 
MS3R1 3.0 0.9 2.1 
MS4R1 3.2 0.9 1.9 

M  +  B7T8010-2 (mutant  isolates)    
MS1R2 3.4 0.8 1.8 

M  +  B7T9010-3 (mutant  isolates)    
MS4R3 3.8 0.4 1.8 

M  +  B7T10010-2(mutant  isolates)    
R2 3.1 0.8 2.1 

 

 



TTaabbllee  33   TThhee  ttooxxiicciittyy  tteesstt  ooff  aann  aannttiiffuunnggaall  ttooxxiinn  iinn  tthhee  cclleeaarr  zzoonnee 
 

Treatment 
M. phaseolina growth 

(cm.) 

Clear zone 
(cm.) 

M. phaseolina (M) 5.4 0 

M + toxin B7 (wild type)  4.3 0 

M + toxin  B7T1010-2 (mutant  isolate)    

        MS1R3 3.2 0 

MS10R3 3.0 0 

MS11R3 2.9 0.1 

MS21R3 3.2 0 

M + toxin  B7T1010-3(mutant  isolate)   

MS1R3 3.2 0 

MS3R3 2.9 0.1 

M + toxin B7T2010-1(mutant  isolate)   

MS10R3 3.4 0 

M + toxin B7T3010-2(mutant  isolate)   

R2 3.4 0 

M + toxin B7T6010-3(mutant  isolate)   

R1 2.8 0.2 

M + toxin B7T6010-4(mutant  isolate)   

MS1R1 3.5 0 

 

 



TTaabbllee  44      TThhee  eeffffiiccaaccyy  ooff  tthhee  tthhrreeee  mmuuttaanntt  iissoollaatteess  iinn  iinnhhiibbiittiinngg  mmyycceelliiaall  ggrroowwtthh  ooff  tthhee  

ffuunnggaall  ppllaanntt  ppaatthhooggeennss  oonn  PPDDAA..  
 

Clear zone( cm. ) 
Mutant isolate 

P. oryzae C. canescens S. rolfsii 
Mutant isolate 

mean 

#6 2.08 2.15 0.58 1.60 

#8 2.53 2.23 0.45 1.73 

#19 2.15 2.15 0.53 1.61 

Pathogen mean 2.25  a 2.18  a 0.52  b  
 

In a column, means followed by a common letter are not significantly different at the 5 % level by DMRT. 

C.V. = 18.7 % 

L.S.D( P<0.01 ) for comparion among fungal pathogens = 0.35 

 

TTaabbllee  55      TThhee  eeffffiiccaaccyy  ooff  tthhee  tthhrreeee    mmuuttaanntt  iissoollaatteess  iinn  iinnhhiibbiittiinngg  mmyycceelliiaall  ggrroowwtthh    ooff  

tthhee  ffuunnggaall  ppllaanntt  ppaatthhooggeennss  oonn  NNAA..  
 

Clear zone( cm. )  
Mutant isolate P. oryzae B. theobromae R. oryzae S. rolfsii 

Mutant isolate 
mean 

#6 3.13 2.25 0.70 1.23 1.83  ab 

#8 3.10 2.18 1.35 1.40 2.01  a 

#19 2.60 1.78 0.98 1.18 1.63  b 

Pathogen 
mean 

2.94  a 2.07  b     1.01  d 1.27  c  

 

In a column, means followed by a common letter are not significantly different at the 5 

% level by DMRT. 
C.V. = 15.5 %. 

L.S.D( P<0.01 ) for comparion among mutant isolates = 0.55. 

L.S.D( P<0.01 ) for comparion among fungal pathogens = 0.32. 



TTaabbllee  66        TThhee  eeffffiiccaaccyy  ooff  ttooxxiinn  pprroodduucceedd  bbyy  tthhee  tthhrreeee    mmuuttaanntt  iissoollaatteess  iinn  iinnhhiibbiittiinngg  

mmyycceelliiaall  ggrroowwtthh  ooff  tthhee  ffuunnggaall  ppllaanntt  ppaatthhooggeennss  oonn  PPDDAA..  
 

Clear zone( cm. ) 
Mutant isolate toxin 

P.  oryzae C.  canescens S.  rolfsii 

#6 0.1 0.3 0 

#8 0.03 0.2 0 

#19 0.05 0.5 0 

 

 

 

TTaabbllee  77      TThhee  eeffffiiccaaccyy  ooff  ttooxxiinn  pprroodduucceedd  bbyy  tthhee  tthhrreeee    mmuuttaanntt  iissoollaatteess  iinn  iinnhhiibbiittiinngg  

mmyycceelliiaall  ggrroowwtthh  ooff  tthhee  ffuunnggaall  ppllaanntt  ppaatthhooggeennss  oonn  NNAA..  
 

Clear zone (cm.)  
Mutant isolate toxin P. oryzae B. theobromae R. oryzae S. rolfsii 

#6 0.7 0.5 0 0 

#8 0.5 1.4 0 0 

#19 0.6 0 0 0 
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