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บทคัดยอบทคัดยอ  

 
 ไดทําการปรับปรุงสายพันธุ Bacillus subtilis ใหมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ 

Macrophomina phaseolina และ Sclerotium rolfsii  มากยิ่งขึ้น รวมทั้งใหสามารถนําไปใชปองกัน

กําจัดเชื้อราสาเหตุโรคพืชอ่ืนๆ  โครงการวิจัยนี้มีหลายการทดลองเกี่ยวเนื่องกันเปนขั้นตอน เร่ิมจาก

การเหนี่ยวนําใหเกิดการกลายพันธุโดยใชแสงยูวีขนาด 30 วัตต ฉายลงไปบนเซลลของ B. subtilis  

เปนเวลา 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 และ 170 วินาที  เสร็จแลวนําเซลลของ        

B. subtilis ที่ผานการฉายแสงแลว ไปทํา serial dilution ทันที เพื่อตรวจสอบการรอดตายของเชื้อ

บนอาหาร Nutrient Agar (NA) จากนั้นนํา B. subtilis ที่รอดตายไปทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการ

เจริญของ M. phaseolina โดยวิธี Dual Culture Plate Technique โดยใหเชื้อทั้งสองอยูหางกัน                

6  เซนติเมตร และทําการคัดเลือกจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่แสดงปฏิกิริยาการยับยั้งออกมา แลวตัดวุน

ตรงบริเวณ clear zone ของแตละไอโซเลทไปทดสอบพิษของสารพิษที่อยูภายในวุนกับ M. 

phaseolina โดยวิธี Dual Culture Plate Technique (วางวุนหางจากเชื้อ 3 เซนติเมตร) บมเชื้อที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 15  วัน จึงทําการถายเชื้อไอโซเลทที่วุนแสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ M. 

phaseolina เก็บไวบนอาหาร NA ที่  4 องศาเซลเซียส และ –20 องศาเซลเซียส เพื่อเก็บไวใชในการ

ทดลองขั้นตอไป นําเชื้อไอโซเลทที่เก็บไวไปทดสอบฤทธิ์กับเชื้อราสาเหตุโรคพืช 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 (วางหางกัน 6 เซนติเมตร) และนําไปตรวจสอบหาความแตกตางในระดับดีเอ็นเอ โดยวิธี 

Pulsed-Field Gel Electrophoresis   
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 ผลการทดลอง  พบวา B. subtilis เกิดการกลายพันธุโดยแสงยูวี ไดสายพันธุกลายที่มีฤทธิ์

ยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina  ดีกวา B. subtilis  ที่ไมไดผานการฉายแสงยูวี จํานวน 117 

สายพันธุ   และจากการทดสอบพิษของสารพิษที่อยูภายในวุนกับ M. phaseolina   พบวามีเพียง    

3 สายพันธุ จากจํานวนสายพันธุกลาย 117 สายพันธุ  คือ B7T1010-2 MS11R3, B7T1010-3 

MS3R3 และ  B7T6010-3 R1  ที่สรางสารพิษยับยั้งการเจริญของ  M. phaseolina  ไดนานถึง 10 

วัน  ได clear zone กวาง 0.1, 0.1 และ 0.2  เซนติเมตร ตามลําดับ เมื่อนําสายพันธุกลายทั้งสาม

สายพันธุ และสารพิษที่สายพันธุกลายผลิตออกมาในวุน ไปทดสอบฤทธิ์กับเชื้อราสาเหตุโรคพืชหา

เชื้อ ปรากฏวาทั้งตัวเชื้อและสารพิษที่เชื้อสายพันธุกลายผลิตออกมา สามารถยับยั้งการเจริญของ  

P. oryzae และ C. canescens ไดยาวนาน 15 วัน ยับยั้งการเจริญของ S.  rolfsii  ไดดีพอสมควรบน

อาหาร NA แตยับยั้ง ไดนอยบนอาหาร  PDA พบความแตกตางในระดับดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย

ตางๆ  บงชี้วาไดเกิดการกลายพันธุของสายพันธุตางๆ จริง  เปนผลใหสายพันธุกลายแตละสายพันธุ

มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบตางกัน  

 
คํานําคํานํา  

 
 Bacillus spp. เปนแบคทีเรียที่พบอยูทั่วไปในดิน และน้ํา มีประโยชนตอวงการแพทย 

อุตสาหกรรมอาหารและยา ปศุสัตว  และทางการเกษตรอยางมาก  เพราะไดมีการใชผลิตภัณฑที่

ผลิตไดจาก Bacillus  spp. หลายชนิด เชน ยาปฏิชีวนะ เอนไซม สารกําจัดแมลง amino acid 

nucleotide และ nucleosides อยางกวางขวางในวงการเหลานี้ เพราะมีความปลอดภัยสูง และไม

ปรากฏวากอใหเกิดโรคหรือเขาไปใน  host (Sonenshein  et al., 1993) ในทางการเกษตร เทาที่มี

รายงาน คือการใช Bacillus thuringiensis กําจัดหนอนผีเสื้อ เชน หนอนกระทูหอม  และ หนอนเจาะ

สมอฝาย เปนตน  และการถายฝากยีนที่กําหนดการสรางสารพิษจาก B. thuringiensis (bt toxin) 

เขาสูตนฝาย ยาสูบ มะเขือเทศ มันฝร่ัง และขาวโพด และอื่นๆ  ในป พ.ศ. 2534 มัทนาและคณะ 

พบวา Bacillus  spp. ที่แยกไดจากดินปา แสดงปฏิกิริยายับยั้งการเจริญของ M. phaseolina และ 

S. rolfsii  บนอาหาร PDA และ NA ทําใหเกิด clear zone ระหวางโคโลนีของ Bacillus spp. กับ M. 

phaseolina และ  Bacillus spp กับ  S. rolfsii  เมื่อนําเสนใยบริเวณ  clear zone   ของเชื้อทั้งสอง

มาตรวจสอบดวยกลองจุลทัศน พบวา เสนใยของ  M. phaseolina มีการเจริญผิดปกติ  มีเซลลส้ันลง 

และหงิกงอ หยุดการเจริญ เสนใยถัดเขามาขางในสรางเม็ด sclerotia  เพื่อใหทนตอสารพิษที่ 

Bacillus sp. ผลิตออกมา สวนเสนใยของ S. rolfsii   มีการแตกกิ่งสั้นๆ หงิกงอ สูญเสีย cytoplasm 



และ เปลี่ยนเปนสีเหลือง ซึ่งจากลักษณะของปฏิกิริยายับยั้ง คาดวา นาจะมีสาเหตุมาจาก toxin ของ 

Bacillus spp. ถาสามารถปรับปรุงพันธุของ Bacillus spp. ใหสรางสารพิษมากขึ้น และรุนแรงยิ่งขึ้น 

จะเปนประโยชนตองานปองกันกําจัดโรคพืช โดยเฉพาะโรคที่เกิดจาก M. phaseolina 

           M. phaseolina   เปนเชื้อสาเหตุของโรครากและโคนเนาในพืชหลายชนิด  ไดแก  ถั่วเหลือง 

ถั่วเขียว ถั่วเขียวผิวดํา ถั่วลิสง ขาวโพด ขาวฟาง ฝาย ปอกระเจา ฯลฯ เชื้อสามารถเขาทําลายพืชได

ตั้งแต ราก จนถึงเมล็ด ทําใหเปนโรครากและโคนเนาลามขึ้นขางบน ใบและกิ่งไหม และเมล็ดเนา 

เปน seed borne ที่สําคัญของถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วเขียวผิวดํา (มัทนา, 2542) ทาํใหเปนปญหา

ในการ สงออก และจากการตรวจนับปริมาณของ sclerotia ของ M. phaseolina ในดินปลูกถั่ว

เหลือง ถั่วเขียว และถั่วเขียวผิวดํา  พบวา มีปริมาณเฉลี่ย 8 sclerotia / ดินแหง 1 กรัม ( พบมาก

ที่สุด 43 sclerotia / ดินแหง 1 กรัม พบนอยที่สุด 1 sclerotia / ดินแหง 1 กรัม )( มัทนา, 2541 )  ซึ่ง

คาดวา จะกอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจแกพืชปลูกได ถายังไมมีวิธีการปองกันกําจัดโรคที่

เหมาะสม การปองกันกําจัดโรคโดยชีววิธี นาจะเปนทางเลือกที่ดี 

 
 วัตถุประสงค  วัตถุประสงค    
    

1.  เพื่อสราง B. subtilis สายพันธุใหมใหมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina และ S. 

rolfsii มากยิ่งขึ้น รวมทั้งใหสามารถนําเชื้อสายพันธุกลายที่ไดไปใชปองกันกําจัดเชื้อราสาเหตุโรคพืช

อ่ืนๆ 

 2.  เพื่อตรวจสอบความแตกตางของ B. subtilis สายพันธุกลายในระดับดีเอ็นเอโดยวิธี 

Pulsed-Field Gel Electrophoresis   

 
อุปกรณและอุปกรณและวิธีการวิธีการ  

 
งานวิจยันี้ม ีงานวิจยันี้ม ี33  การทดลอง การทดลอง   

การทดลองที่การทดลองที่  11  การปรับปรุงพนัธุ การปรับปรุงพนัธุ BB..  ssuubbttiilliiss  โดโดยการทําใหกลายพันธุโดยการใชแสงยวูียการทําใหกลายพันธุโดยการใชแสงยวูี 

การทดลองที ่การทดลองที ่22 การทดสอบฤทธิ์ของการทดสอบฤทธิ์ของ  BB..  ssuubbttiilliiss  สายพนัธุกลายในการยัสายพนัธุกลายในการยับบยั้งการเจริยั้งการเจริญของเชื้อราญของเชื้อรา  

  สาเหตุโรคพืชสาเหตุโรคพืช  

การทดลองที่การทดลองที่  33  การการตรวจสอบตรวจสอบความแตกตางของสายพันธุกลายในระดับดีเอ็นเอความแตกตางของสายพันธุกลายในระดับดีเอ็นเอ  โดยวธิี โดยวธิี   

    PPuullsseedd  --  FFiieelldd  GGeell  EElleeccttrroopphhoorreessiiss  
 



อุปกอุปกรณรณ    
 

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

ที่สุดจํานวน 1 ไอโซเลท คือ B. subtilis  wild  type B7 ซึ่งแยกไดจากดินปาที่เก็บมาจาก ตําบล 

กระบกเตี้ย อําเภอ หันคา  จังหวัด ชัยนาท    

 2.  culture ของ  M. phaseolina  แยกเชื้อจากตนถัว่เขียวผวิดําที่เปนโรคเนาดํา 

3. culture ของ เชื้อราสาเหตุโรคพืช   5    เชือ้   มีดังนี ้

            3.1   P. oryzae ไดรับการอนุเคราะหเชื้อจาก ดร. รัศมี  ฐิติเกียรติพงศ กลุมงานวจิัยโรค

ขาว สถาบนัวจิัยขาว กรมวชิาการเกษตร                

3.2   C. canescens  race 2  (ไอโซเลทเชยีงใหม) เปนไอโซเลททีท่ําใหเกิดโรคใบจุดใน

ถั่วเขียวรุนแรงที่สุด (มัทนา, 2543)  

            3.3   B. theobromae  เชื้อสาเหตุของโรคเนาดําในไมยางพารา ไดรับการอนุเคราะห 

เชื้อจากกรมปาไม  

 3.4   R. oryzae ไดรับการอนุเคราะหเชื้อจาก ดร. ลือชัย อาริยะรังสฤษดิ์  กลุมวิจยั  

ศูนยวิจยัขาวปทุมธาน ีสํานกัวิจัยพัฒนาการเกษตรเขตที่ 5 กรมวิชาการเกษตร 

 3.5   S. rolfsii แยกเชื้อจากตนถั่วเหลืองทีเ่ปนโรครากและโคนเนา จากแปลงปลูกใน

จังหวัดเชียงใหม 

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

B7T1010-3 MS3R3( #8 ) และ B7T6010-3 R1( #19 )  ที่ไดจากการทดลองนี ้

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

แยกจากดนิปลูกถั่วเหลือง และ B7 (#24) แยกจากดินปาที่เก็บมาจาก ตําบลกระบกเตี้ย อําเภอหันคา  

จังหวัดชัยนาท   

6.  Nutrient Agar (NA) 

 7.  Nutrient Broth (NB) 

 8.  Potato Dextrose Agar (PDA)   

 9.  ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 

10. ฟลาสกขนาด 25 มิลลิลิตร  

11. จานเลีย้งเชื้อ เข็มเขี่ย  และอุปกรณอ่ืนๆทีใ่ชในงานโรคพืช 

12. หลอดยูว ี 30 W 

13. หลอดปนแยกปลอดเชื้อ 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. เครื่องปนเหวีย่ง 
21. ตูบมเชื้อ  

22. สารละลาย 0.85 เปอรเซ็นต 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  เปอรเซ็นต 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  มีสารตางๆ 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 มีสารตางๆ  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  โดยการทําใหกลายพนัธุโดยการใชแสงยูวีโดยการทําใหกลายพนัธุโดยการใชแสงยูว ี

   การการทดลองนีป้ระกอบดวย ทดลองนีป้ระกอบดวย 22  การการทดลองยอย คอื ทดลองยอย คือ   
 1.1   การเหนี่ยวนาํใหเกิดการกลายพนัธุโดยใชแสงยูวี ดําเนนิการตามวิธกีารของ Cutting 

and Vader Horn (1990)   ดังนี ้

                  1.1.1  คัดเลือกไอโซเลทของ B. subtilis ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina/ 

S. rolfsii  มากที่สุดมา 1 ไอโซเลท นํามาเลี้ยงบนอาหาร NA ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

    1.1.2  ถายเชื้อที่ไดเลีย้งไวบนอาหาร NA ลงในอาหาร NB  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่

บรรจุอยูในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร  บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง บนเครื่องเขยา 100 - 140 รอบ/ นาท ี

จนเชื้อมีคา O.D 600  0.7 - 1.0  มีปริมาณเซลล = 1x1010- 2x1010 เซลล/มิลลิลิตร 

  1.1.3  ใชไปเปตดูดเชื้อในอาหาร NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดปนแยก

ปลอดเชื้อ นาํไปปนเหวี่ยงที ่6000 รอบ/นาท ีที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 20 นาที   

  1.1.4  ลางเซลลที่ไดดวยสารละลาย 0.85 เปอรเซ็นต NaCl 5 มิลลิลิตร นําไปปน

เหวีย่งที ่6000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาที ลาง 2 คร้ัง แลวนําเซลลที่ไดมาละลายใน

สารละลาย   0.85 เปอรเซ็นต NaCl 100 มิลลิลิตร 

                  1.1.5  ใชไปเปตดูดเซลลที่แขวนลอยอยูในสารละลาย 0.85 เปอรเซ็นต NaCl 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร (มีปริมาณเซลล ประมาณ 5x1010- 1x1011 เซลล)  ใสในจานเลี้ยงเชื้อ จํานวน 

12 จาน/ซ้ํา  ทํา 3 ซ้ํา แลวนําจานเลีย้งเชือ้ไปวางใตหลอดยูว ี30 วัตต เปนเวลา 0, 10, 20, 30, 40, 

50, 60, 70, 80, 90, 100 และ 170 วินาที ตามลาํดับ โดยใหจานเลีย้งเชื้ออยูหางจากหลอดยูวีเปน

ระยะทาง 15 เซนติเมตร และจานเลี้ยงเชื้อหางกนั 20 เซนติเมตร 

  1.1.6   นําแตละจานเลี้ยงเชื้อมาทาํ Dilution Plate Count บนอาหาร NA ทันทีที่เสร็จ

ส้ินการฉายแสงของแตละกรรมวิธ ีโดยใหมีระดับความเจือจางตัง้แต 10-1-10-7 ทํา dilution ละ 5 ซ้ํา 

บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 – 7 วัน 

  1.1.7   นับจํานวนโคโลนีที่เจริญบนอาหาร เพื่อหาปริมาณการอยูรอดของเชื้อ  

  1.1.8  เก็บเชื้อที่รอดตายไวบนอาหาร NA เพื่อนําไปทดสอบฤทธิ์กับ M. phaseolina 

ตอไป 

 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  เมื่อเชื้อเจริญมากพอจึงนํามาใชในการทดลอง 



   1.2.2   ถาย B. subtilis ที่รอดตาย และ M. phaseolina ลงบนอาหาร NA โดยใหเชื้อ

ทั้งสองอยูหางกัน 6 เซ็นติเมตร ทําเชื้อละ 4 ซ้ํา เสร็จแลวบมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง จนกระทั่ง M. 

phaseolina  ที่เปนชุดเปรียบเทียบ (ไมมี B. subtilis อยูในจานอาหาร) เจริญถึงจุดที่อยูตรงขาม 

หรือเจริญได 6 เซนติเมตร จึงนําจานอาหารเลี้ยงเชื้อไปตรวจสอบปฏิกิริยาการยับยั้ง บันทึกความ

กวางของ clear zone และคํานวณหาอัตราการกลายพันธุที่ระยะเวลาการฉายแสงตางๆ โดยการ

เทียบบัญญัติไตรยางค  ดังนี้ 

 
อัตราการกลายพันธุ(%) = จํานวนไอโซเลทของ B. subtilis ที่ยับยั้ง M. phaseolina ดีกวาที่เปนชุดเปรียบเทียบ 

x100          

          จํานวน B. subtilis  ที่รอดตายที่ระยะเวลาการฉายแสงตางๆ  

 

 1.2.3 ทําการคัดเลือกจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่แสดงปฏิกิริยาการยับยัง้ออกมา แลวตัดวุน

ตรงบริเวณ clear zone ของแตละไอโซเลท ขนาด 1 x 4 x 0.2 เซ็นติเมตร ไปทดสอบพิษของสารพษิ

ที่อยูภายในวุนกับ M. phaseolina บนอาหาร NA โดยวิธ ีDual Culture Plate Technique (วางวุน

หางจากเชื้อ 3 เซนติเมตร) เพื่อปองกันการสลายตัวของสารพษิที่อาจจะเกิดขึ้นได บมเชื้อที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 วัน จงึนําจานอาหารเลี้ยงเชื้อไปตรวจสอบปฏิกิริยาการยบัยั้ง บนัทึกความ

กวางของ clear zone  และเก็บเชื้อไอโซเลททีวุ่นแสดงฤทธิย์ับยัง้มากที่สุดไวบนอาหาร NA ที่ 4 

องศาเซลเซยีส เพื่อไวใชในการทดลองขัน้ตอไป 

  

การทดลองที ่การทดลองที ่22  การทดสอบฤทธิ์ของการทดสอบฤทธิ์ของ  BB..  ssuubbttiilliiss  สายพนัธุกลายในการยัสายพนัธุกลายในการยับบยั้งการเจริยั้งการเจริญของเชื้อญของเชื้อ

ราสาเหตุโรคพืชราสาเหตุโรคพืชอ่ืนๆอ่ืนๆ  
 

วิธีการวิธีการ  

แผนการทดลองและการวิเคราะหขอมูล     แผนการทดลองและการวิเคราะหขอมูล       
 

วางแผนการทดลองแบบ Factorial in RCB 4 ซ้ํา ประกอบดวย 2 ปจจัย ปจจัยแรก คือ 

แบคทีเรียที่เปนประโยชน ไดแก B. subtilis สายพันธุกลาย 3 สายพนัธุ และ B. subtilis wild type 

ปจจัยที่สอง เปนเชื้อราสาเหตุโรคพืช 5 เชื้อ และวิเคราะหความแปรปรวน (analysis of variance) 

โดยใช IRRISTAT program 

การการทดลทดลองนีป้ระกอบดวย องนีป้ระกอบดวย 22  การทดลองยอย คือการทดลองยอย คือ      



2.1 การทดสอบฤทธิ์ของ B. subtilis สายพันธุกลาย ในการยบัยั้งการเจริญของเชื้อรา

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

วิธีการดังนี ้

  เลี้ยง  B. subtilis ทัง้สายพันธุกลาย และ ที่เปน wild type บนอาหาร NA และเลี้ยง

เชื้อราสาเหตุโรคพืช 5 เชื้อบนอาหาร PDA เมื่อเชื้อเจริญมากพอ จงึใชเข็มเขี่ยเขีย่เชื้อลงบนอาหาร 

NA และ PDA โดยวาง B. subtilis หางจากเชื้อราสาเหตุโรคพืช 6 เซนติเมตร ตามวิธกีาร Dual 

Culture Plate Technique และตามแผนการทดลองที่ไดวางไว  บมเชื้อที่อุณหภูมหิอง จนกระทัง่เชื้อ

ราสาเหตุโรคพืชที่เปนชุดเปรียบเทียบ (ไมมี B. subtilis อยูในจาน) เจริญมาถงึจุดตรงขาม หรือ

เจริญได 6 เซนติเมตร จึงนาํจานอาหารเลี้ยงเชื้อไปตรวจสอบปฏิกิริยาการยับยัง้  และบันทึกความ

กวางของ clear zone  และนําผลการทดลองไปวิเคราะหทางสถิติ 

  2.2  การทดสอบฤทธิ์ของสารพษิที ่B. subtilis สายพนัธุกลายผลิตออกมา ในการยับยัง้การ

เจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชอ่ืน 5 เชื้อ บนอาหาร NA และ PDA โดยวิธ ี Dual Culture Plate 

Technique ดังนี ้

 คัดเลือกจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่แสดงปฏิกิริยาการยับยั้งออกมา แลวตัดวุนตรงบริเวณ 

clear zone ขนาด 1 x 4 x 0.2 เซนติเมตร ไปทดสอบพิษของสารพิษที่อยูภายในวุนกับเชื้อราสาเหตุ

โรคพืช 5 เชื้อตามที่ไดระบุไว โดยวางวุนที่ตัดมาหางจากเชื้อราสาเหตุโรคพืช 3 เซนติเมตร (เพื่อ

ปองกันการสลายตัวของสารพิษกอนเกิดปฏิกิริยาการยับยั้ง) ในกรณีที่เกิด clear zone นอยใหตัด

วุนบริเวณรอบๆ clear zone แลวมาวางใหไดปริมาตร 1x4x0.2 เซ็นติเมตรตรงจุดที่กําหนดไว บม

เชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 วัน จึงทําการบันทึกความกวางของ  clear zone  
 

การทดลองที ่การทดลองที ่33      การการตรวจสอบตรวจสอบคความแตกตางของสายพันธุกลายในระดับดีเอ็นเอวามแตกตางของสายพันธุกลายในระดับดีเอ็นเอโดยวธิ ีโดยวธิ ีPPuullsseedd  

FFiieelldd  GGeell  EElleeccttrroopphhoorreessiiss  
  

Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) เปน electrophoresis process ที่ใช electric 

field มากกวาหนึ่ง field  และ electric field ที่ใชจะตองสลับกันไปมาตามระยะเวลา switch time  

หรือ pulse time และตาม reorientation angle (มุมปลายแหลมระหวาง electric field สลับสอง 

electric field) เพื่อที่จะแยกดีเอ็นเอโมเลกุลขนาดตางๆ ออกจากกัน โดยมีเจลทําหนาที่เปนเหมือน

ตระแกรง (sieve) แยกดีเอ็นเอโมเลกุลขนาดตางๆออกจากกัน ดีเอ็นเอโมเลกุลขนาดเล็ก จะสามารถ

เคลื่อนผานเจลไดงายและเร็วกวา  จึงเคลื่อนผานออกมากอน สวนดีเอ็นเอโมเลกุลขนาดใหญ  จะ

เคลื่อนผานเจลไดยาก และเคลื่อนดวยความเร็วใกลๆกัน (ทําใหเจลไมสามารถแยกดีเอ็นเอโมเลกุล



ขนาดใหญออกจากกันไดโดยวิธี electrophoresis ธรรมดา) ดีเอ็นเอโมเลกุลขนาดใหญตองปรับ

รูปราง และขนาด (reorientation)  ไปตามกระแสไฟฟาที่ผานมาในแตละ electric field  จึงจะ

สามารถเคลื่อนผานชอง (pore) ในเจลลงมาได ดวยวิธีการนี้จึงสามารถแยกดีเอ็นเอโมเลกุลขนาด

ใหญออกจากกัน เห็นเปนแถบดีเอ็นเอขนาดตางๆกันบนเจล PFGE สามารถแยกดีเอ็นเอโมเลกุลได

ตั้งแต 100 – 10,000 กิโลเบส(Suwanto, 1994) ดังนั้นจึงนํามาใชในการจําแนกสายพันธุ (strain) 

ของเชื้อจุลินทรีย ใชศึกษา genome rearrangement, plasmid finger printing,  mutant analysis, 

cloning  และสราง physical map  เปนตน       
 

วิธีการวิธีการ          

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

 1.1 เลี้ยง B. subtilis สายพันธุกลาย และ B. subtilis wild type ในอาหาร NB ที่ 30 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 6 – 7   ชั่วโมง  จนเชื้อมีคา O.D600  0.7 – 0.9  

 1.2   ใชไปเปตดูดเชื้อในอาหาร NB ปริมาตร 1 มิลิลิตร ใสลงในหลอดปนแยกปลอดเชื้อ

ขนาด 1.5 มิลิลิตร นําไปปนเหวีย่งที่ 5000 รอบ/นาท ี เปนเวลา 2 นาท ี เพื่อตกตะกอนเซลลของเชือ้   

แลวเทสวนใสทิ้งไป 

 1.3  ละลายเซลลในสารละลาย PIV ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยใชนิ้วสะกิดเบาๆใหเซลล

ละลายทั่วสารละลาย PIV   

 1.4 นําไปปนเหวี่ยงที ่5000 รอบ/นาท ีเปนเวลา 2 นาท ีเพื่อตกตะกอนเซลล แลวเทสวน

ใสทิ้งไป 

 1.5   ละลายเซลลในสารละลาย PIV ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร โดยใชนิ้วสะกิดเบาๆ ให

เซลลละลายทัว่สารละลาย PIV เสร็จแลวเติม 2 เปอรเซ็นต LMPA ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 

35 - 37 องศาเซลเซียสลงไป ผสมใหเขากนัดีโดยใชนิว้สะกิดเบาๆ  

 1.6  รีบนําไปเทลงใน agarose plug mold ในขณะที ่ LMPA ยังคงเหลวอยู เสร็จแลว

นําไปตั้งทิ้งไวที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพื่อให LMPA แข็งตัว 

 1.7  นํา plug ที่ไดใสลงในสารละลาย ECL ปริมาตร 5 มิลลิลิตรใน 25 มิลลิลิตร 

Erlenmeyer flask นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส  80 รอบ/นาที เปนเวลา 2 – 12 ชั่วโมง 

 1.8   เทสารละลาย ECL ทิ้งไป แลวเติมสารละลาย ESP ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงไป 

นําไปบมที่ 55 องศาเซลเซียส 80 รอบ/นาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง 



 1.9   เทสารละลาย ESP ทิ้งไป แลวลาง (rinse) plug ทุกๆ 2 ชั่วโมง ดวย 1X TE buffer 

(เติม 10  เทาของปริมาตร plug) ลาง 3  คร้ัง 

 1.10 เท 1X TE buffer ทิ้งไป แลวเติม ES buffer ลงไป เก็บ plug ไวที ่4 องศาเซลเซียส   

 2.  restriction endonuclease digestion ตัดดีเอ็นเอที่อยูใน agarose plug ดวย 

restriction enzyme ตามวิธกีารของ Suwanto (1994)  ดังนี ้

 2.1 ตัด agarose plug ใหเปนชิน้เล็กๆขนาด 2.5 x 10 x 1 มม. โดยใช  cover glass ที่

ลนไฟฆาเชื้อแลว เสร็จแลวตัก gel insert 5-6 ชิ้น ใสลงในหลอดปนแยกปลอดเชื้อขนาด 1.5 

มิลลิลิตร 

 2.2  equilibrate gel insert ใน 1X restriction buffer ปริมาตร 150 ไมโครลิตร เปน

เวลา 15 นาท ีที่ 4 องศาเซลเซียส   

 2.3  เทบับเฟอรทิ้งไป แลวเติม restriction buffer ทีเ่ตรียมใหมๆปริมาตร 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  สวน SmaI ใชอัตรา 1000 ยูนิต/ gel insert (ขนาด 2.5 

x 10 x 1 มม.) 5 - 6 plug ใช SmaI อัตรา 1000 ยูนิต เนื่องจากเกรงวาเอนไซมอาจจะเสื่อม นําไป

บมที่อุณหภูมทิี่เหมาะสมสําหรับการทํางานของแตละเอนไซม (บม NotI ไวที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 16  ชั่วโมง สวน SmaI บมไวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16  ชั่วโมง) 

 2.4   เทบัฟเฟอรทิง้ไป เมื่อส้ินสุดระยะเวลาการบม   

 2.5  เติมสารละลาย ES ปริมาตร 150 ไมโครลิตร เพื่อหยุดการทาํงานของเอนไซม และ

เพื่อลาง DNA-binding protein ออกจากดเีอ็นเอ  บมไวที ่55 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาท ี  

 2.6   เทสารละลาย ES ทิ้งไป แลว dialyze ดวย 1x TE buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เปน

เวลา 15 นาท ี

 2.7 เท 1X TE buffer ทิ้งไป แลวเติม ES buffer ลงไป นาํ gel insert ไปเก็บไวที่ 4 องศา

เซลเซียส   

 3.  running PFGE   มีข้ันตอนดังนี ้

 3.1  ชั่ง 0.9 กรัม HMA ใสลงใน 0.5 X TBE buffer นําไปทําใหรอนจน HMA ละลาย 

เสร็จแลวปรับปริมาตร HMA ใหได 100 มิลลิลิตร ดวย 0.5 X TBE buffer ผสมใหเขากันดี แลวตั้งทิง้

ไวใหคลายรอน 

 3.2 เทสารละลาย HMA ลงใน gel cast ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิองจน HMA แข็งตัว จึงดึง

หวีออก  



 3.3   เติม 1 X TE buffer ลงไปใหเต็ม well ในแผน HMA gel แลวใส 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 ของแตละการ running PFGE ใหอยูในชวงตางๆตามวิธีการของ 

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

และ Smith and Condemine (1990) โดยจะปรับ parameter เหลานี้หลายครั้ง เพื่อใหได 

resolution ที่เห็นความแตกตางดีที่สุดดังนี ้ 

  running buffer temperature  14   องศาเซลเซียส   

  ramping pulse time อยูระหวาง 12 – 48  วินาท ี  และ 180 วินาท,ี linear   โดย

เวลา 18 วินาที เหมาะสําหรับแยกดีเอ็นเอโมเลกุลขนาดต่ํากวา  200 กิโลเบส ขณะที่ 48 วินาท ี 

เหมาะสําหรับแยกดีเอ็นเอโมเลกุลขนาด 200 – 450  กโิลเบส สวนที่ 180 วนิาที สําหรับแยกดีเอ็นเอ

โมเลกุลขนาดมากกวา  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 นําเจลไปยอมสารละลาย EtBr เปนเวลา 10 นาท ี จากนัน้นาํไปลางดวยน้าํกรอง

(deionized water)  เปนเวลา  15  นาท ี  

   4.2   นําเจลไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอใตแสงยูวี  280 นาโนมิเตอร พรอมบันทึกภาพเก็บไว 

 
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่ทําการทดลองทําการทดลอง  

  
ระยะเวลาทําการทดลองระยะเวลาทําการทดลอง  ตุลาคม 2545 - กันยายน 2547  
 

สถานที่ทําการทดลองสถานที่ทําการทดลอง  หองปฏิบัติการอณูชีววิทยา สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  

 
 

 



ผลและวิจารณผลการทดลองผลและวิจารณผลการทดลอง  
 

การทดลองที่การทดลองที่  11   การปรับปรุงพันธุ การปรับปรุงพันธุ BB..  ssuubbttiilliiss  โดยการทําใหกลายพนัธุโดยการใชแสงยูวีโดยการทําใหกลายพนัธุโดยการใชแสงยูว ี
 

 การรอดตายของเชื้อลดลงมาก เหลือเพียง 181 โคโลนี/0.1 มิลลิลิตร จากจํานวนมากกวา 

21,511 โคโลนี /0.1 มิลลิลิตร เมื่อเชื้อไดรับแสงยูวีนาน 10 วินาที และลดลงไปตามลําดับเมื่อไดรับ

แสงยูวีนานขึ้น เชื้อถูกฆาตายหมด เมื่อไดรับแสงยูวีนาน 170 วินาที (2.5 นาที) แตอัตราการกลาย

พันธุของเชื้อที่รอดตายกลับเปนไปในทางตรงกันขาม คือ มีรอยละของการกลายพันธุเพิ่มข้ึน เมื่อเชือ้

ไดรับแสงยูวีนานขึ้น (ตารางที่ 1) ผลการทดลองนี้ชี้ใหเห็นวา แสงยูวีทําใหเกิดการกลายพันธุของ B. 

subtilis ในขณะเดียวกันก็เปนอุปสรรคสําคัญในการนํา B. subtilis ไปใชในสภาพธรรมชาติ เพราะ

แสงยูวีที่มีอยางเหลือเฟอและเขมขน อาจจะฆาเชื้อตายหมดในเวลารวดเร็ว ซึ่งนักวิชาการควรนํามา

พิจารณา เพื่อหาแนวทางปองกันตัวเชื้อกอนที่จะนําไปใชในสภาพธรรมชาติ หรือควรพิจารณาใช

สารพิษที่เชื้อนี้ผลิตออกมา แทนการใชตัวเชื้อซ่ึงออนแอตอแสงยูวีมากกวา 

ผลการทดสอบฤทธิ์ของ B. subtilis  ที่รอดตายในการยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina  

บนอาหาร NA โดยวิธี  Dual  Culture Plate Technique  พบวา B. subtilis ที่รอดตาย มีฤทธิ์ยับยั้ง

การเจริญของ M. phaseolina ดีกวาตัวเปรียบเทียบ (B. subtilis ที่ไมไดผานการฉายแสงยูวี) 117 

ไอโซเลท (ตารางที่ 2)  ในจํานวนนี้มีทั้งที่สรางสารพิษรุนแรงทําใหปลายเสนใยของ M. phaseolina 

ตรงบริเวณ clear zone ตายเปนสีเหลือง และชะงักการเจริญ เชื้อสรางเม็ด sclerotia จํานวนมาก

ตรงบริเวณเสนใยถัดเขามาขางในโคโลนี เห็นเปนแนวดํา และที่ไมสรางสารพิษรุนแรง จึงไมทําให

ปลายเสนใยของM. phaseolina  เปนสีเหลือง และไมสราง sclerotia  ซึ่งคาดวาสารพิษของ B. 

subtilis กลุมนี้อาจจะไมรุนแรงเทากลุมแรก แตอาจจะมีปริมาณมาก จึงยังคงยับยั้งการเจริญของ 

M. phaseolina ไดดี   ขอสรุปนี้ยืนยันไดจากผลของการตัดวุนตรงบริเวณ clear zone ของแตละไอ

โซเลท ไปทดสอบพิษ พบวา มีสารพิษของ 3 ไอโซเลทเทานั้น คือ B7T1010-2 MS11R3, B7T1010-3 

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

clear zone ในวันที่ 10  หลังการบมเชื้อ  กวาง 0.1, 0.1 และ 0.2 เซนติเมตร ตามลําดับ (ตารางที่ 3) 

ซึ่งทั้งสามไอโซเลทเปนเชื้อในกลุมที่สรางสารพิษรุนแรง ที่ทําใหเสนใยของ M. phaseolina  เปนสี

เหลือง จึงไดคัดเลือกเชื้อทั้งสามไอโซเลทนี้ไว เพื่อใชในการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ

เชื้อราสาเหตุโรคพืชอ่ืนๆ และการทดลองขั้นตอไป 

จากการตรวจเอกสาร พบวา B. subtilis สรางสารชีวภัณฑหลายชนิด และที่มีคุณสมบัติ

เปน antifungal ใชในทางการเกษตร ไดแก Alboleutin, Bacillomycin, Bacilysin, Botrycidin, 



Chlorotetain, Fengycin, Iturin,  Mycosubtilin,  Rhizocticins และ  Subtilin เปนตน(Zuber et 

al., 1993 )  แตไมพบวา มีสารชีวภัณฑชนิดใดที่มีคุณสมบัติเปน  antifungal  ยับยั้งการเจริญของ  

M. phaseolina  ดังนั้นการคนพบ B. subtilis ที่สรางสารพิษมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ M. 

phaseolina   ตลอดจนสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการกลายพันธุ    จนไดสายพันธุที่สรางสารพิษ

รุนแรงยิ่งขึ้นในการทดลองนี้  จึงเปนประโยชนตองานปองกันกําจัดโรคที่เกิดจาก M. phaseolina 

อยางยิ่ง และนาจะไดมีการศึกษาเกี่ยวกับสารพิษตัวนี้ตอไป 
 

การทดลองที ่การทดลองที ่22      การทดสอบฤทธิ์ของการทดสอบฤทธิ์ของ  BB..  ssuubbttiilliiss  สายพนัธุกลายในการยัสายพนัธุกลายในการยับบยั้งการเจริยั้งการเจริญของเชื้อญของเชื้อ

ราสาเหตุโรคพืชราสาเหตุโรคพืช  
  

 ผลการทดลองบนอาหาร PDA พบวา ไมมีปฏิกิริยาสัมพันธ (interaction) ระหวาง B. 

subtilis สายพันธุกลาย และเชื้อราสาเหตุของโรค ที่มีตอปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา

สาเหตุโรคพืช (F =  <1 ns) และไมมีความแตกตางกันในฤทธิ์ของ B. subtilis สายพันธุกลายในการ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช (F = <1 ns) แตมีความแตกตางกันของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 

(121.56 **, ตารางที่4) โดยพบวา P. oryzae และ C. canescens  ถูก B. subtilis สายพันธุกลาย

ยับยั้งการเจริญอยางเดนชัด (P < 0.01)  S. rolfsii  ถูกยับยั้งนอย และ  B. theobromae  และ  R.  

oryzae ไมถูกยับยั้ง มีคา clear zone เปนศูนยเปนสวนใหญ  สวน  B7 wild type ยับยั้งการเจริญ

ของเชื้อราสาเหตุโรคพืชทั้ง 5 เชื้อไดนอยจนถึงไมยับยั้ง (มีคา clear zone เปนศูนย) จึงไมสามารถ

นําคา clear zone ของ B. theobromae,  R. oryzae และ B7 wild type มาเขาวิเคราะหทางสถิติ 

เนื่องจากเปนขอกําหนดของโปรแกรม  IRRISTAT   

สวนบนอาหาร NA พบวา ไมมีปฏิกิริยาสัมพันธ (interaction) ระหวาง B. subtilis สายพนัธุ

กลายและเชื้อราสาเหตุโรคพืช ที่มีตอปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช (F = 

2.21 ns) แตมีความแตกตางกันของปจจัยหลัก (main effect) (ตารางที่ 5) คือแตกตางกันระหวาง

ฤทธิ์ของ B.  subtilis สายพันธุกลายในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช (F =  7.02 **) 

และระหวางเชื้อราสาเหตุโรคพืช (F =  114.02 **) โดยพบวา B. subtilis สายพันธุกลาย B7T1010-

3MS3R3 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดดีที่สุด แตไมแตกตางจาก  B7T1010-2 

MS11R3   สวน B7T1010-2 MS11R3  และ B7T6010-3 R1 แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา

สาเหตุโรคพืชไดพอๆกัน (P<0.01) เชื้อราสาเหตุของโรคที่ถูกยับยั้งการเจริญมากที่สุด คือ P. 

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

เนื่องจาก C. canescens เจริญไมดีบนอาหาร NA  เก็บผลการทดลองไมได  จึงตัดเชื้อนี้ออกไป ไม

นําผลมาวิเคราะหสถิติ สวน B7 wild type ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชทั้ง 5 เชื้อไดนอย  



จนถึงไมยับยั้ง จึงไมสามารถนําคา clear zone ของ C. canescens  และ B7 wild type มาเขา

วิเคราะหทางสถิติ เนื่องจากเปนขอกําหนดของโปรแกรม  IRRISTAT    

จากผลการทดลองกลาวไดวา ตัว B. subtilis สายพันธุกลายทั้งสามสายพันธุ สามารถ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อที่มีอัตราการเจริญเติบโตชา เชน  P. oryzae (ยับยั้งไดดีมากทั้งบนอาหาร 

PDA และ NA) และ C. canescens (บนอาหาร PDA) สวนเชื้อที่มีอัตราการเจริญเติบโตเร็ว เชน  R. 

oryzae และ S. rolfsii  จะยับยั้งไดนอย ถึงไมยับยั้ง  ซึ่งอาจจะมีสาเหตุมาจาก B. subtilis สายพันธุ

กลายไมสามารถสรางสารพิษไดมากพอ ไดทันตอการรุกเขามาอยางรวดเร็วของ R.  oryzae และ S. 

rolfsii  เปนผลใหเชื้อราสาเหตุโรคพืชเจริญเขามาประชิดโคโลนีของ B. subtilis สายพันธุกลาย และ

ยับยั้งอยูเชนนั้นเปนเวลานาน   

สารพิษที่เชื้อผลิตออกมาในวุนบริเวณ 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)  ไดนาน 15 วัน (ตารางที่ 6, 7) ซึ่งนาจะนําไป

เปรียบเทียบฤทธิ์กับฤทธิ์ของสารเคมีกําจัดโรคพืชตอไป สวนกับเชื้อราสาเหตุโรคพืชอ่ืนๆจะแสดง

ปฏิกิริยาการยับยั้งในชวง 7 วันแรกเทานั้น มี clear zone กวางมาก (อยูระหวาง 1.0 – 2.0 

เซนติเมตร)ในชวงนี้ ตอมาเชื้อมีการเจริญอีกครั้งเขาไปใน clear zone  และเจริญตอไปบนวุน   

ปฏิกิริยาของเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่มีตอ B. subtilis สายพันธุกลายทั้งสามสายพันธุบน

อาหาร PDA มีดังนี้   

       ในปฏิกริิยาระหวาง B7T1010-2 MS11R3 และ  B7T1010-3 MS3R3 กับ  P. oryzae  พบวา 

P. oryzae  สรางสารพิษ pyriculol( Turner, 1971 ) สีเหลืองออกมามากผิดปกติ ทําใหอาหาร

บริเวณรอบๆโคโลนีเปนสีเหลืองเขม  เพื่อตอตานพิษของ B7T1010-2 MS11R3 และ  B7T1010-3 

MS3R3   สวนปฏิกิริยาระหวาง B7T6010-3 R1 กับ  P. oryzae  และระหวาง B.  subtilis  wild 

type กับ  P. oryzae   พบวาสราง pyriculol  นอย   ในขณะที่  P. oryzae  ที่เปนตัวเปรียบเทียบ ก็

พบวาสราง  pyriculol  นอย 

C. canescens มีขอบโคโลนีสีเขียว - สีดํา แบนราบ มองดูเปยก และไมสรางสารพิษ 

cercosporin  สีแดงรอบๆ โคโลนี สวน C. canescens ที่เปนตัวเปรียบเทียบ สรางสารพิษ 

cercosporin มาก (เกษม, 2532) 

S. rolfsii  มีเสนใยตรงบริเวณ clear zone เปลี่ยนเปนสีเหลือง หยุดการเจริญ เชื้อจะสราง

เม็ด sclerotia  มากตรงบริเวณนี้  

  สวนปฏิกิริยาของ B. theobromae  และ R. oryzae  ที่มีตอ B. subtilis สายพันธุกลายทั้ง

สามสายพันธุ ไมแตกตางจากตัวเปรียบเทียบ 
 



การทดลองที่ การทดลองที่ 33      การการตรวจสอบตรวจสอบความแตกตางของสายพันธุกลายในระดับดีเอ็นเอความแตกตางของสายพันธุกลายในระดับดีเอ็นเอโดยวิธี โดยวิธี ppuullsseedd  

--  ffiieelldd  ggeell  eelleeccttrroopphhoorreessiiss  
  

                แถบดีเอ็นเอของ B. subtilis  สายพันธุกลายมีความแตกตางกัน และแตกตางจาก B. 
subtilis  wild type (ภาพที่1 a, b, c และ d) บงชี้วา B. subtilis สายพันธุกลายเหลานี้ มีความ
แตกตางกันในระดับดีเอ็นเอ มีกระบวนการกลายพันธุ โดยแสงยูวีไปทําลายเบสบางเบสใหเสียไป
แบบสุม (Cutting and Vander Horn,1990) ทําใหบริเวณการตัดของเอนไซมเปลี่ยนไปจากเดิม 
ดังนั้นเมื่อใช endonuclease restriction enzyme ตัด intact DNA  จึงไดชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด
แตกตางกันออกไป เปนผลใหไดแถบดีเอ็นเอที่ตําแหนงตางกันบนเจล 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
เห็นวาแถบดีเอ็นเอไมแยกเปนแถบเล็กๆชัดเจน  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 ไดดีเอ็นเอสวนใหญอยู
ในชวง 50 - 150 กิโลเบส แตไมแยกออกจากกันชัดเจนเมื่อนํามาตรวจสอบโดยวิธ ีpulsed - field gel 

electrophoresis (Amjad et al.,1990) อยางไรก็ตาม  ผลการทดลองที่ไดจากการทดลองนี้ พอจะเห็น
ความแตกตางในระดับดีเอ็นเอได    
 NotI ตัดดีเอ็นเอไดดีกวา SmaI (ภาพที่1) แตจากรายงานทางวิชาการ พบวาเอนไซมที่
เหมาะสมสําหรับ B. subtilis คือ SfiI (GGCCN4/NGGCC) (Itaya and Tanaka, 1991 ; Amjad et 
al.,1990) ซึ่งมีราคาแพง งบประมาณไมพอ จึงไมไดนํามาใชในการทดลองนี้ 

เนื่องจาก B. subtilis มีแตโครโมโซมดีเอ็นเอ ขนาด 4.2 kb เทานั้น และไมมี plasmid 
(Suwanto, 1990) ดังนั้นความแตกตางของแถบดีเอ็นเอบนเจลในการทดลองนี้ จึงเปนความ
แตกตาง ของโครโมโซมดีเอ็นเอเทานั้น  
   การที่สารพิษของ B. subtilis สายพันธุกลายไอโซเลท B7T1010-2 MS11R3, B7T1010-3 

MS3R3 และ B7T6010-3R1 มีพิษยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina ไดนานถึง  10  วัน ในขณะที่
สารพิษ จากสายพันธุกลายสายพันธุอ่ืนๆไมแสดงฤทธิ์ยับยั้ง  นาจะมีสาเหตุมาจาก แสงยูวีไดไป
ทําลายเบสบางเบสตรงตําแหนงที่เปนบริเวณ  conserve ที่ผลิตสารพิษ หรือ สารปฏิชีวนะใหเสียไป  
มีผลใหสารพิษ หรือ สารปฏิชีวนะที่ถูกสรางขึ้นมามีโครงสรางเปลี่ยนไป ซึ่งจะไปมีผลตอชนิดและ
ปริมาณของสารพิษที่ถูกสรางออกมาได แตการกลายพันธุโดยใชแสงยูวีไมคงทนถาวร เนื่องจาก B. 
subtilis  สามารถรักษาเบสที่เสียหายได(Yasbin et al., 1990 ) แมจะเก็บเชื้อไวที่ 4 องศาเซลเซียส  
ดังเชนที่พบในการทดลองนี้ ดังนั้นควรเก็บสายพันธุกลายที่ไดไวที่ –20 องศาเซลเซียส    



สรุปผลการทดลองสรุปผลการทดลอง  
 

 สามารถเหนี่ยวนําให B. subtilis  เกิดการกลายพันธุโดยใชแสงยูวี ไดสายพันธุกลายที่มี
ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ M. phaseolina ดีกวา B. subtilis ที่ไมไดผานการฉายแสงยูวี 117  สาย
พันธุ แตเมื่อตัดวุนตรงบริเวณ clear zone ของแตละสายพันธุ  ไปทดสอบพิษ พบวา  มีเพียง 3 สาย
พันธุ  เทานั้น คือ B7T1010-2 MS11R3, B7T1010-3 MS3R3 และ B7T6010-3 R1 ที่มีพิษยับยั้งการ
เจริญของเชื้อไดนานถึง 10 วัน  ได  clear zone กวาง  0.1, 0.1 และ 0.2  เซนติเมตร  ตามลําดับ  
และเมื่อนําสายพันธุกลายทั้งสามสายพันธุ  และสารพิษที่สายพันธุกลายผลิตออกมาในวุน  ไป
ทดสอบฤทธิ์กับเชื้อราสาเหตุโรคพืช  P. oryzae, R. oryzae, C. canescens, S. rolfsii และ B. 
theobromae  ปรากฏวา ทั้งตัวเชื้อและสารพิษที่เชื้อสายพันธุกลายผลิตออกมา สามารถยับยั้งการ
เจริญของ P. oryzae  และ C. canescens  ไดยาวนาน 15 วัน พบความแตกตางในระดับดีเอ็นเอ
ของสายพันธุกลายตางๆ  บงชี้วาไดเกิดการกลายพันธุของสายพันธุตางๆจริง เปนผลใหไอโซเล
ทสายพันธุกลายแตละไอโซเลท  มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบตางกัน เนื่องจากแสงยู
วีเปนตัวการสําคัญที่ทําใหเกิดการกลายพันธุและการตายของ B. subtilis  ดังนั้นกอนนําเชื้อไปใชใน
สภาพธรรมชาติ ควรหาแนวทางปองกันตัวเชื้อจากแสงยูวี หรือควรพิจารณาใชสารพิษที่เชื้อผลิต
ออกมาแทนการใชตัวเชื้อ ซึ่งออนแอตอแสงยูวีมากกวา การทดลองนี้ไดตัว B. subtilis สายพันธุ
กลายที่ผลิตสารพิษที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชหลายชนิด ที่สามารถนําไปตอยอด
งานวิจัยใหเกิดประโยชนตอเกษตรกรได 
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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  สายพันธุกลาย  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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