
(2) 
 

 
 

 

  

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

   
ปริญญา 

   
สาขา  ภาควิชา 

  
เร่ือง ความหลากหลายทางพันธุกรรมของสายพันธุเช้ือ Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหตุ 

 โรคขอบใบแหงของขาว และการควบคุมโรคโดยชีววิธี 
  
 Genetic Diversity of Xanthomonas oryzae pv. oryzae Strains Caused  Bacterial Leaf 
 Blight of Rice and Its Biological Control 
  

นามผูวิจัย นางสาววราภรณ  ภูภักดพีันธ 

ไดพิจารณาเห็นชอบโดย  

อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก  

 (  ) 

อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม  

 (  ) 

หัวหนาภาควิชา  

 (               รองศาสตราจารยสมศิริ  แสงโชติ, Ph.D. ) 

 บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 

 
( 

 
) 

 
 

 
 

 คณบดีบัณฑิตวิทยาลัย 

 
       วันท่ี 

 
เดือน 

 
พ.ศ. 

 

 

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (โรคพืช) 

โรคพืช โรคพืช 

รองศาสตราจารยสุดฤดี  ประเทืองวงศ, Ph.D. 

อาจารยอนงคนุช  สาสนรักกิจ, วท.ด. 

รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. 



วิทยานิพนธ 
 

 เร่ือง 
 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของสายพันธุเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหต ุ
โรคขอบใบแหงของขาว และการควบคุมโรคโดยชีววิธี 

 
Genetic Diversity of Xanthomonas oryzae pv. oryzae Strains Caused  Bacterial Leaf Blight of 

Rice and Its Biological Control 
 
 

 
  

 
 

โดย 
 

นางสาววราภรณ  ภูภักดพีันธ          
 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บัณฑิตวิทยาลยั  มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
เพื่อความสมบรูณแหงปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (โรคพืช) 

พ.ศ. 2554 



 วราภรณ  ภูภักดีพันธ  2554: ความหลากหลายทางพันธุกรรมของสายพันธุเชื้อ Xanthomonas 
 oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาว และการควบคุมโรคโดยชีววิธ ี ปริญญา
 วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (โรคพืช) สาขาวิชาโรคพืช ภาควิชาโรคพืช  อาจารยท่ีปรึกษา
 วิทยานิพนธหลกั: รองศาสตราจารยสุดฤดี  ประเทืองวงศ, Ph.D.  151 หนา 

 
 
 แบคทีเรียโคโลนีสีเหลืองท่ีแยกเชื้อจากขาวเปนโรคขอบใบแหง (BLB) จํานวน 231 สายพันธุ ได
วิเคราะหความสามารถในการกอโรค ลักษณะชีววิทยาและโมเลกุล (16S rDNA) พบวาเชื้อสาเหตุทุกสาย
พันธุคือ Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Ishiyama 1922) Swings et al. 1990 (Xoo) เชื้อเหลานี้มี
พันธุกรรมแตกตางกัน 2 กลุม เมื่อวิเคราะหดวย rep-PCR โดยกลุมใหญ (69.7%) เปนเชื้อสายพันธุรุนแรง
ท่ีทําลายใบขาวพันธุออนแอ (ขาวดอกมะลิ105) เปนโรครุนแรง 13-50 % เชื้ออีกกลุมเปนสายพันธุออนแอ
ท่ีกอใหเกิดโรค 1-12 % และพบวาเฉพาะเชื้อสายพันธุรุนแรงเทานั้นที่สังเคราะหแถบดีเอ็นเอขนาด 800 bp 
จากไพรเมอร ERIC และ BOX ไดชัดเจน ขณะที่แถบ 495 bp ของเชื้อท้ังสองกลุมสามารถสังเคราะหได
โดย BOX เมื่อพัฒนากลยุทธการควบคุมโรคนี้ดวยเชื้อปฏิปกษสายพันธุใหม (Bacillus subtilis XA6) ผลิต
เปนสูตรสําเร็จชนิดตาง ๆ พบวา XA6 เจริญไดดีในอาหารเลีย้งเชื้อเพิ่มปริมาณเซลลชนิดใหม (MSP-
medium) และมีชีวิตรอดไดดท่ีีสุด (1x108CFU/g)  ในผลิตภัณฑแบบผงชนิดใหม (XA6 talc-based 
formulation) หลังเก็บที่อุณหภูมิหองนาน 12 เดือน ชีวภัณฑชนิดนี้ลดความรนุแรงโรค BLB ท่ีเกิดกับขาว
พันธุตานทาน (สุพรรณบุรี 1) และออนแอ (ขาวดอกมะลิ 105) 72 และ 65 % ตามลําดับ รวมท้ังสงเสริม
การเจริญเติบโตพืชซึ่งสัมพันธกับการกระตุนใหขาวสะสม β-1,3-glucanase ปกปองตนเองเพิ่มขึ้นไดดี
ท่ีสุด เปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ ISR-B (B. amyloliquefaciens KPS46) และสารควบคุมโรคแบคทีเรีย 
copper hydroxide  เมื่อนําไปทดสอบในสภาพไรดวยการคลุกเมล็ดรวมกับพนใบขาวพันธุขาวดอกมะลิ 
105 รวม 6 ครั้ง ชีวผลิตภัณฑชนิดนี้ยังคงมีประสิทธิภาพสม่ําเสมอในการลดความรุนแรงโรค BLB  61 % 
และเพิ่มการสะสมเอนไซม ปกปองพืชตลอดจนเพิ่มผลผลิตขาว 67.7% ไดดีท่ีสุดอยางแตกตางทางสถิติ 
(P=0.05)  
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 The 231 strains of a yellow pigment colony isolated from bacterial leaf blight (BLB) of rice 
were first characterized for pathogenicity, biological and molecular (16s rDNA) analyses that they all 
found to be Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Ishiyama 1922) Swings et al. 1990 (Xoo). The diversity of 
these bacterial strains were assessed with polymerase chain reaction and repetitive DNA sequence (rep-
PCR). Genetic diversity among Xoo strains revealed two-distinct groups, one majority ( 69.7% ) was 
virulent that correlated with induced 13-50%  leaf area infection on susceptible cv. KDML105,  and 
another minority consisted less virulence strains of 1-12%  leaf area infected. The ERIC and BOX 
primers were accurate to yield a specific 800 bp fragment that could be detected from virulent strains 
only, where the 495 bp was found in all 231-Xoo strains with BOX. The development of control 
strategy with the new  antagonist strain Bacillus subtilis XA6 was prepared in different formulations.  
Strain XA6 grew profusely in a new MSP medium for biomass production and survived in a new 
powder formulation (XA6 talc-based) at 1x108 cfu/g for 12 months at room temperature. This 
formulated product greatly decreased BLB severity on resistant Supanburi1 and susceptible KDML105  
by 72 and 65% respectively and increased plant growth promotion that was correlated with highest 
accumulation of defense related enzymes β -1,3 glucanase compared to ISR-B (B. amyloliquefaciens 
KPS46) and copper hydroxide. Seed and 6-foliar-spray treatments of cv. KDML105 with this XA6 talc-
based formulation was also the most consistent in significantly 61% BLB reduction under field 
experiment that correlated with increased defense-related enzyme and 67.7  % yield increased (P=0.05). 
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91 
16 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมที่แยกจากสวนตางของขาว และ

ดิน น้ําในแปลงนา ตอการสงเสริมการงอกและการเจริญเติบโตของ ขาว
พันธุขาวดอกมะลิ105 ในสภาพหองปฏิบตัิการดวยเทคนิค blotter test 

 
 

92 
17 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมจากการคลุกเมล็ด

รวมกับการพนใบที่จํานวนครั้งในการพนรวม 6 คร้ัง และ 10 คร้ัง ดวยเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษโดยการประเมินอัตราการเจริญเติบโตของขาวในสภาพ
เรือนทดลอง 

 
 
 

94 
18 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมในการควบคุมโรคขอบ

ใบแหงของขาวในสภาพเรือนทดลอง 
 

96 
19 คุณสมบัติทางสรีระวิทยาและชีวเคมีบางประการของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ

สายพันธุ XA6 เปรียบเทียบกับเชื้อแบคทีเรียในกลุม Bacillus spp. 
 

100 
20 การเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มปริมาณเซลล 106 
21 
 

22 
 

23 
24 

อัตราการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในสูตรอาหาร MSP-medium 
(Molass Soybean Potato-medium) 
ปจจัยที่มีผลตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในสูตรอาหาร MSP-
medium ทางดานความเปนกรดดาง และความเร็วรอบ/นาที ที่เวลา 24 ช่ัวโมง 
ประสิทธิภาพสารพาแตละชนิดที่มีสวนผสมของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 
ประสิทธิภาพสารพาและสารเสริมประสิทธิภาพแตละชนิดในการผสมสูตร 
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(4) 
 

 สารบัญตาราง (ตอ)  

ตารางที่  หนา 
 

25 
 

26 
 
 
 

27 
 

28 

ประสิทธิภาพสูตรผลิตภัณฑจุลินทรียเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษXA6 ในสภาพ
เรือนทดลอง 
ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมในการ
สงเสริมการเจริญเติบโตของขาวทางดานความสูงตน ความยาวราก น้ําหนัก
สด และอัตราการแตกกอขาว ที่อายุ 45 วัน และผลผลิตในระดับไรสด และ
อัตราการแตกกอขาว อายุ 45 วัน ในระดับไร 
ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมในการ
ควบคุมโรคขอบใบแหงของขาวในระดับไร 
ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการในการยบัยั้งเชื้อ
สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวในการสะสมเอนไซม β-1,3-glucanase ระดับ
ไร 
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(5) 
 

 สารบัญภาพ  

ภาพที ่
 

 หนา 

1 ภาพจําลองการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษระหวางเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษกับเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค Xanthomonas  oryzae pv. 
oryzae ทดสอบในหองปฏิบตัิการบนอาหาร NGA โดยวธีิการ Dual culture (ก)  
และ Agar diffusion (ข) 

 
 
 

28 
2 ลักษณะอาการโรคบนใบขาว (ก) และ (ข) ลักษณะโคโลนีสีเหลือง กลม นูน 

ขอบเรียบเปนมัน เยิ้ม ของเชือ้ Xanthomonas oryzae pv. oryzae บนอาหารเลี้ยง
เชื้อ NGA (ค)  ปฏิกิริยาการตอบสนองอยางเฉียบพลันตอเชื้อ Xanthomonas 
oryzae pv. oryzae บนใบยาสูบภายใน 24-48 ช่ัวโมง (ง) 

 
 
 

59 
3 ลักษณะอาการโรคขอบใบแหงของขาวที่เกิดจากเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae  โดยแบงตามระดับความรุนแรงในการกอใหเกิดโรคบนขาวพนัธุขาว
หอมมะล1ิ05 ตามเกณฑของ IRRI (1980) โดย A =  เชื้อแบคทีเรียสายพันธุที่
สามารถกอใหเกิดโรคเทากับ 1-5  เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จดัเปนกลุม
เชื้อสายพันธุออนแอ (ก) B =  เชื้อแบคทีเรียสายพันธุที่สามารถกอใหเกดิโรค
เทากับ 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จัดเปนกลุมเชื้อสายพันธุคอนขาง
ออนแอ (ข) C = เชื้อแบคทีเรียสายพันธุที่สามารถกอใหเกิดโรคเทากับ 13-25 
เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จัดเปนกลุมเชื้อสายพันธุคอนขางรุนแรง (ค) 
และ D = เชื้อแบคทีเรียสายพนัธุที่สามารถกอใหเกิดโรคเทากับ 26-50 
เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมดขึ้นไป จดัเปนกลุมเชื้อสายพันธุรุนแรง (ง) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

60 
4 แถบดีเอ็นเอขนาด 495 bp จากการตรวจสอบชนิดเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae ดวยไพรเมอร XOR-F และ XOR-R ออกแบบมาจําเพาะกับบริเวณ 16S 
rDNA โดยจะพบในเชื้อเปาหมายทุกสายพันธุ โดยตําแหนงที่ 1-11 คือ เชื้อสาย
พันธุ TB0037, Xoo1, Xoo17, Xoo13-1, Xoo19, KT24, ISO1, NI0030 AR9, 
AR208 และ CH320 ตามลําดับ โดยใช 100 bp DNA marker (ตําแหนง M) 
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(6) 
 

 
ภาพที ่

 
5 
 
 
 

6 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
 
Dendrogram จากการวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ที่
สังเคราะหไดจากการขยายยนีในหลอดทดลองดวยไพรเมอร BOX แสดง
ความสัมพันธของเชื้อ 231 สายพันธุ เปรียบเทียบกับเชื้อตางกลุม 2 สายพันธุ 
(นอกกลุม 1 และ 2) วิเคราะหดวยโปรแกรม TREECON version 2010 
Dendrogram จากการวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ที่ 
ที่สังเคราะหไดจากการขยายยีนในหลอดทดลองดวยไพรเมอร ERIC แสดง
ความสัมพันธของเชื้อ 231 สายพันธุเปรียบเทียบกับเชื้อตางกลุม 2 สายพันธุ 
(นอกกลุม 1 และ 2) วิเคราะหดวยโปรแกรม TREECON version 2010 

 
หนา 

 
 
 
 

71 
 
 
 

74 

7 Dendrogram จากการวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ที่
สังเคราะหไดจากการขยายยนีในหลอดทดลองดวยไพรเมอร REP แสดง
ความสัมพันธของเชื้อ 231 สายพันธุเปรียบเทียบกับเชื้อตางกลุม 2 สายพันธุ 
(นอกกลุม 1 และ 2) วิเคราะหดวยโปรแกรม TREECON version 2010 
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9 

ลายพิมพดีเอน็เอของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae สายพันธุรุนแรงและ
ออนแอ จากการตรวจสอบดวยไพรเมอร  BOX โดย lane ที่ 1-8 (เชื้อสายพันธุ
รุนแรงในกลุมยอย 2C) ไดแก สายพันธุ S250, AR218, PT264, CH008, 
NI0052, NI0063, AR201, AR208 ตามลําดับ และ lane ที่ 9-16 (เชื้อสายพันธุ
ออนแอ ในกลุมที่ 1) ไดแก สายพันธุ X00S001, NIOO46, NI0040, J71, Su9, 
S268, C2, Su10.1 ตามลําดับ ลูกศรสีเหลืองแสดงแถบดีเอน็เอที่แตกตาง 
(polymorphic band) ระหวางกลุม 1 และกลุม 2 
ลายพิมพดีเอน็เอของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae กลุมสายพันธุรุนแรง
และออนแอ จากการตรวจสอบดวยไพรเมอร ERIC โดย lane ที่ 1-8 (เชื้อสาย
พันธุรุนแรงกลุมยอย 2F) ไดแก สายพันธุ NK052, Su6, C5, S250, NK102, 
AR218, CH125, CH304  และ lane ที่ 9-16 (เชื้อสายพันธุออนแอ ในกลุม 1 
หรือกลุมออนแอ) ไดแก สายพันธุ X0012, X00S001, J41, J83, Su12, S238, 
NI0040, NI0046 ตามลําดับ ลูกศรสีเหลืองแสดงแถบดีเอน็เอที่แตกตาง 
(polymorphic band) ระหวางกลุม 1 และกลุม 2 
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(7) 
 

 สารบัญภาพ (ตอ)  

ภาพที ่  หนา 
 

10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

11 
 
 
 

ลักษณะสัณฐานวิทยาโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากสวนตาง ๆ ของ
ขาว 10 กลุมไดแกกลุม 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 (ภาพ ก ข ค ง จ ฉ ช ซ ฏ และ 
ญ ตามลําดับ) กลุมที่ 1 โคโลนีสีขาวขุน ตรงกลางสีเขม รอบนอกสีขาวใส ขอบ
หยักเล็กนอย กลุมที่ 2 โคโลนีสีสมออน กลม แบน ขนาดปานกลาง ขอบเรียบ 
เปนมันวาว มขีนาดเล็ก กลุมที่ 3 โคโลนีสีขาว ลักษณะเปนเสน ๆ คลายรูปพุม
ไม ขอบหยกั กลุมที่ 4 โคโลนีสีขาวขุน ผิวดาน ๆ ขอบหยัก มีลักษณะเหนียว
หนืด เยิ้ม กลุมที่ 5 โคโลนีสีขาว เปนเสน ๆ คลายดอกไม ขอบหยัก ตรงกลาง
นูนเล็กนอย กลุมที่ 6 โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน ขอบหยัก ผิวหนาดาน 
ขรุขระ กลุมที่ 7 โคโลนีกลม รี แบน สีขาวนวล ขอบเรียบ เปนมันวาวกลุมที่ 8 
โคโลนีสีชมพู กลม รี แบน ๆ ขนาดเล็ก ขอบเรียบ กลุมที่ 9 โคโลนีสีเหลือง
ออน ขอบเรียบ เปนมันวาว กลุมที่ 10 โคโลนีสีขาวครีม ขอบหยัก ผิวหนาล่ืน ๆ 
รูปรางไมแนนอน แผขยายเตม็จานอาหาร เรียบ เปนมันวาว รูปรางกลม 
ประสิทธิภาพในการผลิตสารยับยั้งการเจริญของเชื้อX. oryzae pv. oryzae ใน
สภาพหองปฏิบัติการดวยวิธี agar diffusion และลักษณะโคโลนีของเชื้อ 
แบคทีเรียปฏิปกษ โดยไอโซเลท XA6 (ก) ไอโซเลท D10 (ข) ไอโซเลท XA1 
(ค)  ไอโซเลท XA22 (ง) ตามลําดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

83 
 
 
 

88 
12 ประสิทธิภาพในการผลิตสารยับยั้งการเจริญของเชื้อX. oryzae pv. oryzae ใน

สภาพหองปฏิบัติการดวยวิธี agar diffusion และลักษณะโคโลนีของเชื้อ 
แบคทีเรียปฏิปกษ โดยไอโซเลท XA31 (จ) ไอโซเลท XA49 (ฉ) ไอโซเลท 
XA57 (ช) และสายพันธุเปรยีบเทียบ KPS46 (ซ) ตามลําดับ 

 
 
 

89 
13 ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมที่มีแนวโนมในการสงเสริมการ

เจริญเติบโตกลาขาว (PGPR) ไดแก ไอโซเลท D10 จากดนิแปลงนา (ก) ไอโซ
เลท XA6 จากดินแปลงนา (ข) ไอโซเลท XA22 จากดินแปลงนา (ค) ไอโซเลท 
BCA039 จากรากขาว (ง) และไอโซเลท BCA082 จากรากขาว (จ) เปรียบเทียบ
กับสายพันธุ KPS46 (ฉ) 

 
 
 
 

93 
14 ปริมาณ/กิจกรรมการสะสม β-1,3-glucanase ในขาวพันธุสุพรรณบุรี1 กอนและ

หลังกระตุนดวยเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ในสภาพเรือนทดลอง 
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(8) 
 

 สารบัญภาพ (ตอ)  

ภาพที ่
 

15 

 
 
ปริมาณ/กิจกรรมการสะสม β-1,3-glucanase ในขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 กอน
และหลังกระตุนดวยเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ในสภาพเรอืนทดลอง 

หนา 
 
 

97 
16 
 
 

17 

การลดการเกิดโรค X. oryzae pv. oryzae ในการตรวจสอบปริมาณ/กิจกรรมการ
สะสม β-1,3-glucanase ในขาวพันธุสุพรรณบุรี1 กอนและหลังกระตุนดวยเชื้อ 
X. oryzae pv. oryzae ในสภาพเรือนทดลอง 
การลดการเกิดโรค X. oryzae pv. oryzae ในการตรวจสอบปริมาณ/กิจกรรมการ
สะสม β-1,3-glucanase ในขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05 กอนและหลังกระตุนดวย
เชื้อ X. oryzae pv. oryzae ในสภาพเรือนทดลอง 
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18 
 
 
 

19 
 
 
 
 
 

20 

โคโลนีของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท XA6 (ก) ลักษณะเซลลและสปอรของเชื้อ
แบคทีเรียไอโซเลท XA6 (ข) การทดสอบ Motilily test (ค) การทดสอบ Starch 
hydrolysis (ง) การทดสอบ Gelatin hydrolysis (จ) และการทดสอบปฏิกิริยา
การตอบสนองแบบเฉียบพลันบนใบยาสบูที่อายุ 45 วัน (ฉ) 
การตรวจสอบการเปนเชื้อ Bacillus sp. ดวยการใชไพรเมอรที่ออกแบบมา
จําเพาะกับบริเวณ 16S rDNA ขนาด 595 bp โดยตําแหนงที่1-3 คือ เชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ B.  amyloliquefaciens KPS46 (สายพันธุ
เปรียบเทียบ) 2 =  เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ SP009s (Bacillus subtilis 
สายพันธุSP009s จากหองปฏิบัติการแบคทีเรีย ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร 
มก.)  และ 3= เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 
การวิเคราะห Phylogeny ของลําดับนิวคลีโอไทดบนยนี 16S rDNA ของ
แบคทีเรียสายพันธุ XA6 เปรียบเทียบกับขอมูลใน Genbank แบคทีเรียสายพันธุ 
XA6 มีความเหมือนกับ Bacillus subtilis strain S433139-90 เทากับ 99 
เปอรเซ็นต 
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อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 ที่เล้ียงในสูตร
อาหาร MSP medium , NGA และ MS medium ที่อายุ 0-84 ช่ัวโมง 
อัตราการคงความมีชีวิตรอดของเชลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในสูตรสําเร็จชนิด
ตาง ๆ ที่อายุ 0-12 เดือน ในสภาพอุณหภูมหิอง 
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ความหลากหลายทางพันธุกรรมของสายพันธุเชื้อ  Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
      สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวและการควบคุมโรคโดยชีววิธี 
 

Genetic Diversity of Xanthomonas oryzae pv. oryzae Strains Caused Bacterial   
      Leaf Blight of Rice and Its Biological Control 
 

คํานํา 
 

ขาวเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคญัทั้งตอการบริโภคภายในประเทศ และสงออกสูตลาดโลก 
ประเทศไทยมพีื้นที่ปลูกขาวนาปที่ใหผลผลิตแลวประมาณ 54 ลานไร และขาวนาปรัง 9 ลานไร ให
ผลผลิตเฉลี่ยปละ 23 ลานตันและ 6 ลานตัน ตามลําดับ (กรมการขาว, 2551) โดยขาวสามารถแปร
รูปเปนผลิตภัณฑไดหลากหลาย ซ่ึงปริมาณการสงออกในป 2550 สูงถึง 9.4 ลานตัน (ชูเกยีรติ, 
2551) ทั้งนี้อุปสรรคและปญหาในการผลิตขาวมีเพิ่มมากขึ้นโดยเฉพาะปญหาผลผลิตขาวเสียหาย
จากโรคตาง ๆ ทั้งที่เกิดจากรา เชน ใบไหม ใบจุดสีน้ําตาล ใบขีดสีน้ําตาล ใบวงสีน้ําตาล เมล็ดดาง 
โรคที่เกิดจากแบคทีเรีย ไดแก ขอบใบแหง ใบขีดโปรงแสง โรคที่เกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมา ไดแก 
ใบสีแสด เหลืองเตี้ย ตลอดจนโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส ไดแก ใบสีสม ใบหงิก โรคหูด ซ่ึงโรคเหลานี้
ประสบตั้งแตเริ่มปลูกขาว เกบ็เกี่ยว และเกษตรกรจะใชสารเคมีในการควบคุมเปนหลักทําใหเกิด
ปญหาสารเคมีตกคางในสิ่งแวดลอมและผลผลิตขาว แนวโนมการนําเขาสารเคมีกําจัดศัตรูพืชมีอัตรา
สูงขึ้นทุกป ประเทศไทยมีปริมาณการนําเขาสารเคมี 37,039 ตัน ป 2545 และเพิ่มเปน 39,634 ตัน ป 
2545 และในป 2546 เปน 50,331 ตัน ตามลําดับ (ชูเกยีรติ, 2551) 

  
ทั้งนี้โรคขอบใบแหงของขาวที่เกดิจากเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae ถือ

วาเปนโรคแบคทีเรียที่ทําความเสียหายมากเปนอันดับตน ๆ ทั้งในประเทศไทยและทวีปเอเชยี พบ
คร้ังแรกในประเทศไทยที่ จ.ปทุมธานี เมื่อป พ.ศ. 2506 เนื่องจากการระบาดรุนแรงและทําความ
เสียหายในแหลงปลูกขาวที่สําคัญทั่วทุกภาคของประเทศไทย โดยเฉพาะนาในเขตชลประทาน ใน
พื้นที่ภาคเหนอื ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต ซ่ึงโรคจะแพรระบาดไปกับน้าํ 
สภาพแวดลอมที่มีความชื้นสูง ฝนตก ลมพัดแรง มีพายุเขา โดยเฉพาะในขาวพันธุออนแอ ไดแก 
ขาวดอกมะลิ105 กข6 เหนยีวสันปาตอง พษิณุโลก2 ชัยนาท1 กข10 และ กข15 เปนตน (ทรงเชาว, 
2545) สวนในนาน้ําฝน หากสภาพแวดลอมเหมาะสม เชน มีระดับน้ําในนาสูง การระบายน้าํไมดี 
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ฝนตกพรํา มีพายุ น้ําทวม ใชพันธุขาวพันธุเดียว การใสปุยไนโตรเจนอัตราสูงและระยะปกดําถ่ีก็
สามารถทําใหเกิดโรคขอบใบแหงระบาดรนุแรงและรวดเร็วได ตนขาวที่โรคขอบใบแหงเขาทําลาย
ยังไมมีวิธีการจัดการโรคที่มีประสิทธิภาพเนื่องจากเชื้อสาเหตุโรคดังกลาวสามารถติดไปกับเมล็ด 
และเขาทําลายไดตั้งแตระยะกลาจนถึงออกรวง เกษตรกรเนนการใชสารเคมีในกลุม copper หรือ
สารปฏิชีวนะในการควบคุมโรคซึ่งมักกอใหเกิดปญหาเชือ้โรคดื้อยา นอกจากนีเ้ทคโนโลยีและ
ความกาวหนาในการพัฒนาและปรับปรุงพันธุขาวเจริญรุดหนาเปนอยางมากจนไดขาวที่มี
คุณสมบัติที่หลากหลายแตกตางกัน การปรบัปรุงพันธุพืชคํานึงเฉพาะดานคุณภาพผลผลิต แตไม
คํานึงถึงลักษณะความตานทานโรคซึ่งเปนปจจยัสําคัญที่สงผลตอทั้งคุณภาพและปริมาณผลผลิต
ขาว ทําใหขาวสายพันธุใหมบางพันธุอาจแสดงความออนแอตอโรคบางชนิดไดเมื่อนําไปปลูกใน
พื้นที่ตางกนัรวมทั้งโรคขอบใบแหงของขาวดวย หรือพันธุขาวใหมอาจชักนําใหเชื้อสาเหตุโรค
พัฒนาความรนุแรงในการเขาทําลายพืช สงผลใหเกิดความผันแปรทางพันธุกรรมเชือ้และกอใหเกดิ
การระบาดของโรคอยางรุนแรงและยากตอการควบคุม 

 
การศึกษานี้มวีตัถุประสงคเพื่อเก็บรวบรวมสายพันธุเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรค

ขอบใบแหงของขาวจากแหลงปลูกขาวสําคัญและเปรียบเทียบความหลากหลายของสายพันธุ โดย
ใชเกณฑระดบัความรุนแรงอาการโรค และความผันแปรทางพันธุกรรมเพื่อใชเปนขอมูลพื้นฐานใน
การติดตามตรวจสอบการแพรระบาดของเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวที่เปนประโยชนตอ
การพัฒนาวิธีการควบคุมโรค โดยการพัฒนาหรือการปรบัปรุงพันธุขาวใหตานทานโรค นอกจากนี้
การศึกษายังเปนการคัดเลือกสายพันธุเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่มีศักยภาพในการควบคุมโรคขอบใบ
แหงของขาว ซ่ึงถือเปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพสามารถนํามาปรับใชควบคุมโรคขาวที่เกิดจากเชื้อ
แบคทีเรีย ทดแทนการใชสารเคมี หรือสารปฏิชีวนะที่มีผลกระทบตอสภาพแวดลอม การตกคางใน
ผลผลิต ตลอดจนชักนําใหเชือ้โรคดื้อตอสารเหลานั้นหากใชผิดวิธีและคําแนะนํา นอกจากนี้ขอมูลที่
ไดจากการวจิยัจะเปนพืน้ฐานและแนวทางในการวางแผนการจัดการโรคขอบใบแหง และโรค
สําคัญอื่น ๆ ของขาวตอไป รวมถึงการพัฒนาและปรับปรุงสูตรสําเร็จผลิตภัณฑแบคทีเรียตนแบบ
ชนิดผงเพื่อใหไดผลิตภัณฑที่มีคุณภาพ ศกัยภาพสูง สะดวก พรอมใช และเก็บรักษาไดยาวนาน เพือ่
สรางความเขมแข็งในการสนับสนุนภาคการผลิตและถายทอดเทคโนโลยีสูกลุมเปาหมาย โดย
สงเสริมใหมีการผลติสูตรตาง ๆ ที่มีทั้งเชื้อปฏิปกษแบบเดี่ยว และเชื้อปฏิปกษแบบผสมหลายสาย
พันธุรวมกับสารธรรมชาติที่มีประโยชนอ่ืน 
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วัตถุประสงค 
 

1. รวบรวมและศกึษาความหลากหลายของสายพันธุเชื้อแบคทีเรีย 
 Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวจากแหลงปลูกขาวสําคัญตาง ๆ 
ในประเทศไทย 
 

2. คัดเลือกและศกึษาคุณสมบัตขิองเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุทองถ่ินที่แยกไดจาก
สวนตาง ๆ ของขาวและประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโต และควบคุมโรคขอบใบแหง
ของขาวเปรียบเทียบกับแบคทีเรียสายพันธุคุณภาพ Bacillus amyloliquefaciens KPS46 
 

3. พัฒนาผลิตภณัฑสูตรชนิดผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุทองถ่ินเพื่อใชควบคุมโรค
ขอบใบแหงของขาว 
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การตรวจเอกสาร 
 

ขาวและความสําคัญ 
 

ขาว (Rice) มช่ืีอวิทยาศาสตรวา Oryza sativa เปนพืชใบเลี้ยงเดีย่วอยูใน Family Gramineae 
ขาวที่นิยมบรโิภคมีอยู 2 species คือ O. glaberrima ปลูกเฉพาะในเขตรอนของแอฟริกาเทานั้น และ 
O. sativa ปลูกทั่วไปทุกประเทศ ซ่ึงแยกออกเปน indica มีปลูกมากในเขตรอนและ japonica มีปลูก
มากในเขตอบอุน (กรมการขาว, 2551) โดยขาวที่ปลูกในประเทศไทยจดัเปนชนดิ indica มีใบยาว 
และบาง เสนใบเปนแบบขนาน มีลําขอ และดอก ในฤดูเกบ็เกี่ยวที่ปลายยอดของแตละขอจะมีกาน
ออนเล็ก ๆ แตละกานจะมีเมล็ดขาวติดอยูเปนแถว มีเปลอืกสีน้ําตาลหุมเมล็ดขางใน 

 
พื้นที่ปลูกขาวท่ีสําคัญในประเทศไทย 

 
ประเทศไทยเปนประเทศทีม่ีความอุดมสมบูรณ และมภีูมิอากาศที่เหมาะตอการเพาะปลูก 

รวมทั้งการปลูกขาวยังสามารถปลูกไดในทุกภาคของประเทศ โดยพืน้ที่ภาคกลางปลูกขาวมาก 
ไดแก จังหวัดพระนครศรีอยธุยา ชัยนาท สุพรรณบุรี สระบุรี นครนายก ปทุมธานี และสิงหบุรี ภาค
กลางจัดไดวามีสภาพพื้นที่ สภาพแวดลอมที่เหมาะสม ทั้งคุณภาพดิน ระบบน้ํา ดินสามารถอุมน้ําได
ดี มีธาตุอาหารหลักที่เปนประโยชน คาความเปนกรดเปนดาง 5.0–6.5 หนาดินลึกประมาณ 30–50 
เซนติเมตร ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ไดแก จังหวัดสริุนทร ยโสธร บุรีรัมย นครราชสีมา  
ศรีสะเกษ อุบลราชธานี และ มหาสารคาม ซ่ึงสภาพพืน้ที่ในเขตนี้สวนใหญเปน ทีด่อน มีสภาพดิน
ฟาอากาศเหมาะสม ทําใหผลผลิตขาวที่ไดมีคุณภาพดี ภาคใต ไดแก จังหวัดพัทลุง นครศรีธรรมราช 
ปตตานี ตรัง และสงขลา ดินนาทางภาคใตสวนใหญเปนดินรวนปนดนิเหนยีว มีบางสวนเปนดิน
รวนปนทรายแตความอุดมสมบรูณดีกวาทางภาคตะวันออกเฉียงเหนอื เร่ืองระบบน้าํนั้นภาคใตไม
คอยมีปญหาเรือ่งขาดน้ํา แตมีลมมรสุมที่จะทําใหใบขาวเสียดสีเกิดบาดแผลเปนชองทางใหเชื้อเขา
ทําลายไดงายขึ้นซึ่งจะสงเสริมตอการเกิดโรคขอบใบแหงของขาว ภาคเหนือ ไดแก จังหวดั
พิษณุโลก กําแพงเพชร อุทัยธานี สุโขทัย พิจิตร เชียงราย อุตรดิตถ พืน้ที่เพาะปลูกขาวของภาคเหนือ 
อยูตามที่ราบกนหุบเขา และตามไหลเขา ปริมาณน้ําที่ใชยงัไมเพียงพอ และภาคตะวันออก ไดแก 
จังหวดัฉะเชิงเทรา ปราจีนบุรี สระแกว ชลบุรี และตราด ตามลําดับ (พะยอม, 2551) 
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ลักษณะทางพฤกษศาสตรและการจําแนกชนิดขาว 
 

ขาวมีรากเปนชนิดรากฝอยโดยปกตจิะหยั่งลึกลงไปในดนิประมาณ 6-18 นิ้ว ทั้งนี้ขึน้อยูกับ
พันธุขาวและชนิดของดินเปนสวนใหญ  

 
ลําตน ของขาวเปนรูปทรงกระบอกประกอบไปดวยขอ (node) และปลอง (internode) เมื่อ

โตเต็มที่ภายในปลองจะกลวง ความสูงของตนขาวมีตั้งแต 30-40 เซนตเิมตร ซ่ึงเปนพนัธุเตี้ย ไป
จนถึงมากกวา 7 เมตร ความสูงของขาวขึ้นอยูกับชนดิพันธุ และสภาพแวดลอม  

 
ใบ เกิดจากมุมหนึ่งของลําตนประกอบไปดวย แผนใบ (leaf blade) ลักษณะเรียวยาว มีขน 

และแกนกลาง มีเสนใบแบบเสนขนาน ใบสุดทายของขาวเรียกวาใบธง (flag leaf) เปนใบที่หอหุม
ชอดอก กาบใบ (leaf sheath) เยื่อกนัฝน (ligule) เปนเยื่อบาง ๆ รูปสามเหลี่ยมมุมแหลมอยูที่รอยตอ
ระหวางแผนใบ และตัวใบ เขี้ยวใบ (auricle) รูปโคงเรียวเสนเล็ก ๆ มักมีขนยาว ๆ อยูดานหนึ่งคลาย
ฟนเลื่อย จะมหีนึ่งคูอยูที่ฐานของใบ  

 
ชอดอก ชอดอกของขาวเรียกวา รวง เกิดตอจากปลองสุดทายของลําตน ขอระหวางปลอง

สุดทายของลําตนกับแกนกลางของรวง รวงจะตั้งตรงตั้งแตเร่ิมออกรวงจนถึงระยะดอกบาน และจะ
เร่ิมโนมเอียงเมื่อเมล็ดสรางแปงจนเต็มเมล็ดแลว ขนาดของรวงและมมุของแขนงรวงที่แตกออกมา
นั้นขึ้นอยูกับพนัธุ (วาสนา, 2523) 

 
การจําแนกชนดิขาวสามารถจําแนกออกเปนชนิดตาง ๆ ไดหลายชนดิตามวิธีการคือ จาํแนก

ตามสภาพพื้นที่ปลูกได 3 ชนิด ไดแก ขาวไร คือ ขาวที่ปลูกในที่ดอนไมมีน้ําขัง ไมมคีันนา โดย
ปลูกในพื้นทีเ่หมือนกับพืชไรทั่ว ๆ ไป เชน ซิวแมจนั กูเมืองหลวง และดอกพะยอม ขาวนาสวน คือ 
ขาวที่ปลูกในพื้นที่ที่มีระดับน้ําตั้งแต 5-10 เซนติเมตร จนถึงระดับน้ํา 70-80 เซนติเมตร สวนใหญ
ปลูกโดยวิธีปกดํา เชน ขาวดอกมะล1ิ05 เหลืองประทิว นางพญา132 เปนตน และขาวนาเมืองหรือ
ขาวขึ้นน้ํา คือ การปลูกขาวในพื้นที่ระดับน้ํา ตั้งแต 80 เซนติเมตร ขึ้นไป จนถึง 3-4 เมตร จะปลูก
โดยวิธีหวานขาวแหง เชน พนัธุกข.17 กข.19 ปนแกว56 เล็บมือนาง111 เปนตน การจําแนกตาม
ฤดูกาลปลูก แบงได 2 ประเภท คือ ขาวนาป คือปลูกในฤดูฝน เชน พนัธุ กข6 กข19 ขาวตาแหง เปน
ตน และขาวนาปรัง หรือ ขาวนอกฤดู เชน ขาว กข พันธุตางๆ การจําแนกตามอายกุารเก็บเกีย่วได 3 
ชนิด คือ ขาวเบา ขาวกลาง และขาวหนัก (ปราณีต, 2531) และการจําแนกชนิดขาวตามการ



6 
 

ตอบสนองตอชวงแสงคือ ขาวไวตอชวงแสง (sensitive to photoperiod) จะออกดอกเฉพาะเมื่อ
ชวงเวลากลางวันสั้นกวา 12 ช่ัวโมง โดยพบวาขาวไวตอชวงแสงในประเทศไทยจะออกดอกใน
เดือนที่มีความยาวของกลางวนัประมาณ 11 ช่ัวโมง 40 นาที หรือส้ันกวาขาวที่ออกดอกเดือนที่มี
ความยาวกลางวัน 11 ช่ัวโมง 40-50 นาที จึงเปนขาวที่มีความไวนอยตอชวงแสง (less sensitive to 
photoperiod) และพันธุที่ออกดอกเฉพาะเดือนที่มีความยาวกลางวันประมาณ 11 ช่ัวโมง 10-20 นาที 
ก็ไดช่ือวาเปนพันธุที่มีความไวมากตอชวงแสง (strongly sensitive to photoperiod) เชน พัทลุง60 
ขาวดอกมะลิ105 เฉี้ยง เล็บนก สังหยด เปนตน ขาวไมไวตอชวงแสง (non-sensitive to photoperiod) 
จะออกดอกเมือ่ตนขาวมีระยะเวลาการเจรญิเติบโตครบตามกําหนดของแตละพันธุ ไมขึ้นกับความ
ยาวของกลางวนั ชวงแสงในแตละวนัจะไมมีผลในการออกดอกจะปลูกในชวงฤดใูดกจ็ะออกดอก
ตามวันเวลาที่เคยเปน สามารถคลาดเคลื่อนไดบางตามสภาพแวดลอมประมาณ 10 วัน จึงเหมาะใน
การปลูกขาวนอกฤดูทํานาป (วาสนา, 2523) เชน ชัยนาท1 สุพรรณบุรี1 สุพรรณบุรี90 พิษณุโลก2 
ปทุมธานี1 บางแตน เปนตน (มูลนิธิขาวไทย, 2551) 

 
ระยะการเจริญเติบโต 

 
ขาวแบงการเจริญเติบโตออกเปน 2 ระยะใหญ ๆ คือ 1) vegetative growth period และ 2) 

generative period โดยระยะ vegetative growth period หมายถึง การเจรญิเติบโตในชวงแรกตั้งแต
เร่ิมงอก แตกกอ จนถึงชวงกอนออกรวง (ระยะตนกลาและระยะแตกกอ) ประมาณ 30-45 วันหลัง
ปลูก ระยะ generative period หมายถึง การเจริญเติบโตเพื่อที่จะสรางสวนที่แพรกระจายใน 
generation ตอไป คือการสรางเมล็ดใหม ระยะนี้จะนับจาก vegetative ใชชวงเวลาที่ขาวเริ่มสรางชอ
ดอกเปนตวัแบงจนกระทั่งถึงชวงเมล็ดแกเก็บเกีย่วได 

 
การปฏิบตัิและการดูแลรักษา 

 
การใหน้ําในแปลงนา จะตองใหน้ําหลอเล้ียงตนขาวอยูตลอดเวลา ระดบัน้ําชวงขาวแตกกอ

จะอยูที่ประมาณ 5-10 เซนติเมตร ระดับน้ําระยะขาวสรางรวงออนถึงขาวออกดอกอยูที่ระดับน้ํา
ประมาณ 10-20 เซนติเมตร และระดับน้ําหลังขาวออกดอกจะรกัษาระดบัน้ําไปจนขาวออกดอกแลว 
15-20 วัน จึงปลอยน้ําออก ชวงที่ขาวแตกกอระดับน้ําไมควรสูงเกินไปเพราะจะทําใหการแตกกอ
นอยลง แตเมื่อขาวแตกกอเตม็ที่แลวระดับน้ําอาจจะสูงกวาปกติได แตไมควรสูงเกิน 2 ใน 3 ของ
ความสูงตนขาว การใสปุย หลักสําคัญที่ตองพิจารณาการเลือกปุยที่ตรงตามลักษณะดนิและพนัธุ
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ขาวที่ปลูก ชนดิ อัตรา และวธีิการใหปุยแกขาว สูตรปุยทีแ่นะนําใหใชในนาขาว ใสปุยไนโตรเจน
ประมาณครึ่งหนึ่งและฟอสฟอรัสกับโปแตสเชี่ยมทั้งหมดตามอัตราที่แนะนํา (ทรงเชาว, 2545) ควร
มีการจัดการปองกันศัตรูพืชตาง ๆ เชน ทั้งโรค แมลง วัชพืช และศัตรูพชืชนิดตางๆ  
 

โรคขอบใบแหงของขาว 
  
 โรคขอบใบแหงของขาวเกดิจากแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae จัดอยูใน Division 
Protophyta, Class Schizomycetes, Order Pseudomonadales, Family Pseudomonadaceae, Genus  
Xanthomonas Species oryzae (Specific approval and amendment,  2007) ลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของเชื้อจัดเปนเปนแบคทีเรียแกรมลบ มีลักษณะเปนทอนส้ันปลายมนมีขนาดประมาณ 0.55-
0.73 ✕1.35-2.17 ไมครอน มีแฟลกเจลลา 1 เสน ขนาดความกวางประมาณ 8.75 ไมครอน และ
ความยาวประมาณ 30 ไมครอน (Ghasemie et al., 2008) โคโลนีของเชื้อแบคทีเรียเมือ่เจริญบน
อาหาร nutrient agar โคโลนีมีลักษณะกลมนูน สีเหลืองซีด ผิวเรียบ มีเมอืก สรางรงควัตถุสีเหลือง 
ขอบเรียบเปนมันวาว และแบคทีเรียจะสราง mucous สามารถละลายไดใน acetone 
 

ลักษณะอาการโรค 
 
 ลักษณะโรคขอบใบแหงแผลจะเริ่มจากขอบใบขาวซึ่งอยูหางจากปลายใบประมาณ 5-6 
เซนติเมตร ใบที่เปนโรคครั้งแรกจะเกดิเปนรอยแผลขีดชํ้า ตอมาเปนสีเหลืองสม แผลจะพัฒนา
กลายเปนสีน้ําตาล แผลจะขยายไปตามความกวาง และความยาวของใบขาว ที่แผลมีหยดน้ําสีครีม
คลายยางสนขนาดเล็กเทาหัวเข็มหมุด แผลที่เกิดจากขอบใบบางครั้งจะขยายเขาไปขางในตามเสน
ใบ (veins) ทําใหขอบแผลเปนขอบลายหยกั แผลนี้เมื่อนานเขาจะเปลี่ยนเปนสีขาวหรือเทา ขอบใบ
จะแหงและมวนตามความยาวใบ สีเขียวจะเหลืออยูเฉพาะที่กานกลางใบ (midrib) ถาเชื้อมีปริมาณ
สูงจะเขาทําลายทอน้ําทออาหารทําใหทอน้ําทออาหารอุดตันตนขาวจะเหีย่วเฉาและตายอยางรวดเร็ว 
ในระยะนี้บางทีอาจสับสนกับตนขาวที่ถูกทําลายโดยหนอนกอ (Chilo polychrysus (Meyrick) 
 (ประสาทพร, 2534; Ghasemie et al., 2008) 
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การแพรระบาด 
  
 เชื้อสาเหตุสามารถเขาทําลายตนขาวไดตั้งแตระยะกลาจนถึงออกรวง ระยะที่รุนแรงที่สุด
ของโรคคือระยะกลาหรือปกดํา โดยแบคทีเรียจะเขาไปทางแผลที่แมลงกัดหรือดูดกิน แผลที่เกิดจาก
การเสียดสีของใบขาวเมื่อถูกลมพัด และเขาทางชองเปดธรรมชาติ เชน water pore และ hydrathode 
โรคนี้สามารถแพรระบาดไดกวางขวางถามีสภาพแวดลอมที่เหมาะสมคอื อุณหภูมิ 28-35 องศา
เซลเซียส ความชื้นสูง ระดับน้ําสูง การระบายน้ําไมดี ฝนตกพรํา มีใตฝุนลมพัดแรง เพราะจะทําให
เกิดบาดแผลที่ใบเปนชองทางใหเชื้อเขาทําลายตนขาว อีกทั้งจะนําไปสูการระบาดจากตนสูตน จาก
แปลงสูแปลง ทําใหเชื้อระบาดอยางรวดเรว็โดยการไหลไปกับน้ําฝน รวมทั้งการใสปุยยูเรีย (46-0-
0) ในปริมาณมาก และเชื้อสามารถที่จะถายทอดไปกับเมล็ดพันธุ เปนชองทางใหเชื้อแพรระบาดได
อยางรวดเรว็ (Davil et al.,  2006) 
 

การควบคุมโรคขอบใบแหง 
  
 การควบคุมโรคขอบใบแหงของขาวตามคําแนะนําของกรมวิชาการเกษตร คือ การใชพันธุ
ตานทาน เชน กข5 กข7 กข23 เหลืองประทวิ123 พัทลุง60 พิษณุโลก60-1 สันปาตอง1 สุรินทร1 
หรือการใชสารเคมีปองกันกาํจัดโรคพืชในเวลาที่เหมาะสมตามคําแนะนําของนักวิชาการ และไมใส
ปุยไนโตรเจนมากเกินไปในดินที่อุดมสมบรูณอยูแลว ไมระบายน้ําในนาที่เปนโรคลงในแปลงนา
อ่ืน การควบคมุโรคขอบใบแหงของขาวโดยวิธีแบบเดิมจะเปนการใชสารเคมีเปนหลัก โดยเมื่อ
พบวาขาวที่ปลูกเริ่มแสดงอาการโรคก็จะเริ่มทําการพนสารเคมี โรคขอบใบแหงนี้ยงัไมมีสารเคมีที่มี
ประสิทธิภาพแบบเฉพาะเจาะจงจึงควรเฝาระวังการเกิดโรคหากปลูกขาวพันธุที่ออนแอตอโรคนี้ 
เชน พันธุขาวดอกมะล1ิ05 กข6 เหนยีวสันปาตอง พิษณุโลก2 อยางสม่ําเสมอ การใชสารเคมี
ควบคุมควรใชในลักษณะสลบักัน หรือรวมกัน เชน เสตร็พโตมัยซินซัลเฟต รวมกับออกซีเตทตรา
ไซคลินไฮโดรคลอรไรด หรือ คอปเปอรไฮดรอกไซด หรือ ไอโซโพรไทโอเลน และฟนาซิน 
(Phenazin) โดยใชเมื่อเร่ิมพบอาการของโรคบนใบขาวหรือในระยะทีเ่หมาะสม คือกอนนํากลาไป
ปกดํา 1 คร้ัง ระยะแตกกอ 1 คร้ัง และระยะขาวตั้งทองอีก 1 คร้ัง และไมควรใสปุยไนโตรเจนมาก
เกินไปเพราะจะทําใหตนขาวออนแอและถกูทําลายจากเชือ้สาเหตุโรคไดงาย หลีกเลี่ยงการใชพันธุ
ออนแอในพื้นที่ที่มีการระบาดของโรค ไดแก พันธุขาวดอกมะล1ิ05 กข6 เหนียวสันปาตอง 
พิษณุโลก2 หรือการปลูกขาวพันธุตานทาน ไดแก พันธุสุพรรณบุรี1 สุพรรณบุรี2 หอมคลองหลวง1 
หอมสุพรรณบุรี พิษณุโลก60-2 พิษณุโลก60-1 พัทลุง60 ปทุมธานี1  
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การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี 
 

การควบคุมโรคพืชโดยชีววธีิ (Biological control of plant disease) หมายถึง การนํา
เชื้อจุลินทรียปฏิปกษ (antagonist) ชนิดหนึ่งหรือมากกวา ตลอดจนพันธุกรรมหรือผลผลิตจาก
พันธุกรรม (gene or gene product) ที่มีอยูทัว่ไปตามบริเวณผิวพืชสวนเหนือดิน (Munk vald and 
Marois, 1993; Handelsman and Parke, 1989) บริเวณรากและดนิรอบราก (Larkin et al., 1989) ที่มี
ความสามารถในการแขงขนั (competition) ทางดานแหลงแรธาตุอาหาร และแหลงทีอ่ยูอาศัย การ
เปนปรสิต (parasite) รวมถึงการผลิตสารปฏิชีวนะ (antibiotics) ออกมายับยั้งการเจรญิของเชื้อชนิด
อ่ืน (Campbell, 1989) ซ่ึงถือวาเปนกลไกทีสํ่าคัญของจุลินทรียปฏิปกษมาใชในการควบคุมโรคพืช
ทดแทนการใชสารเคมี (นิพนธ, 2546)ในปจจุบันนีก้็ไดมีการนําวิธีการในการควบคมุโรคโดยชีววธีิ
ดังกลาวมาใชควบคุมโรคสําคัญ ๆ ของขาว กิจกรรมการยบัยั้งของเชื้อปฏิปกษจะเปนไปในลักษณะ
ของ epiphytic fitness โดยการดํารงชีวิตและเพิ่มปริมาณประชากรอยางรวดเร็ว มีประสิทธิภาพใน
การแขงขันแกงแยงทั้งทางดานอาหารและแหลงที่อยูอาศยัไดดี (Browen and Rovira, 1976; 
Suwanto et al., 1996) นอกจากนี้มีรายงานความกาวหนาเกี่ยวกับการใชจุลินทรียปฏิปกษในการ
ควบคุมโรคของพืชหลายชนิดรวมทั้งแบคทีเรียสายพันธุคุณภาพที่คณะผูวจิัย ภาควิชาโรคพืช คณะ
เกษตร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตรไดรวบรวมและศกึษารายละเอียดเกีย่วกับคุณสมบตัิการเปน
ประโยชนตอการพัฒนาการของพืชปลูกหลายแนวทางจาํนวน 9 สายพนัธุ ไดแก Paenibacillus sp. 
SW01/4 จากผิวใบถั่วเหลือง (สุดฤดี และ สุพจน, 2544; สุดฤดี และคณะ, 2548ก; Prathuangwong 
and Kasem, 2003) Pseudomonas fluorescens SP007s และ B subtilis SP009s จากผิวใบกะหล่ําดอก 
(วิลาวรรณ และคณะ, 2549) Serratia macescens Spt360 และ B. cereus Spt245 จากดนิปา P. 
aeruginosa Spd155 จากเมลด็สัก (Phiriyaprasath et al.,  2002) B. licheniformis Spd20 จากเมล็ดงา 
และ Bacillus sp. (YP04, YP28, KP96 และ KP25) จากผิวใบขาวโพด (Prathuangwong et al., 2004) 
และ B. amyloliquefaciens KPS46 จากดนิแปลงถั่วเหลืองซึ่ง B. amyloliquefaciens KPS46 มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคสําคัญของถั่วเหลืองและถั่วเหลืองฝกสด สามารถควบคุมโรคใบจุด
นูนที่เกดิจาก X. axonopodis pv. glycines ซ่ึงเชื้อนี้อยูในจีนัสเดียวกบั X. oryzae pv. oryzae 
นอกจากนี้ยังสงเสริมการเจริญเติบโตของขาวโพดซึ่งเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยวเชนเดียวกบัขาวโอกาสใน
การควบคุมโรคก็นาจะมีประสิทธิภาพเชนเดียวกัน นอกจากนี้สามารถควบคุมโรครากเนาโคนเนา 
จากเชื้อ Sclerotium sp. เนาคอดิน และแอนแทรคโนส เปนตน (สุพจน, 2545) และ KPS46 ยัง
สามารถควบคุมโรคเนาเละ ขอบใบทอง และใบจุด Alternaria ของพืชตระกูลกะหล่ํา (วิลาวรรณ 
และคณะ, 2549) และควบคุมโรคสําคัญของขาวโพดซึ่งเปนใบเลี้ยงเดีย่ว ไดแก โรคใบขีดโปรงแสง 
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โรคเหี่ยว โรคใบไหมแผลใหญ ใบไหมแผลเล็ก และโรคลําตนเนา (นนัทิยา,  2551; สุดฤดี และ
คณะ, 2548ข) นอกจากนี้ KPS46 ยังมีประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโตและชักนําความ
ตานทานโรคสําคัญของพืชเศรษฐกิจหลายชนิดไดแก ถ่ัวเหลือง ถ่ัวเหลืองฝกสด ขาวโพด งา สัก 
กระถินเทพา หนาววั และพชืตระกูลกะหล่ํา โดยการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่เกี่ยวของกับ
กลไกการตานทานโรคของพืช เชน phenylalanine ammonia lyase (PAL) peroxidase (POX) และ 
β-1,3-glucanase แสดงใหเหน็วา KPS46 มีประโยชนคณุาปการตอระบบการผลิตพืชเศรษฐกิจหลาย
ชนิด นํามาซึ่งวัตถุประสงคของการวิจยัเพือ่ศึกษาความสมัพันธระดับความรุนแรงของเชื้อสาเหตุ
โรคตอพื้นที่ตาง ๆ ในประเทศไทย และพฒันากรรมวิธีในการนําเชื้อจลิุนทรียทองถ่ินและ KPS46 
ที่มีประโยชนในการสงเสริมการเจริญเตบิโตและกระตุนภูมิตานทานโรคขอบใบแหงของขาว มา
ปรับใชในการจัดการโรคขอบใบแหงของขาวเพื่อลดการใชสารปองกันกําจัดศัตรูพชืในระบบการ
ผลิต และเพิ่มศักยภาพการผลิตขาวอยางยั่งยืน  
 

กลไกการควบคุมโรคโดยชีววิธี 
 

ในธรรมชาติจะมีเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบตัิในการนํามาใชควบคุมโรคพืชทั้งที่มีกลไก
เดี่ยวหรือหลายกลไก เรียกวา เชื้อปฏิปกษ (antagonist) โดยเชื้อนีจ้ะมกีลไกควบคุมเชือ้ที่เปนสาเหตุ
ของโรคแตกตางกัน คือ  

 
1) การแขงขัน (Competition) เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ มีความสามารถแขงขันกับเชื้อโรคพืช

ในดานตาง ๆ เชน การใชธาตอุาหาร อากาศ และการครอบครองพื้นที่ไดดีกวา (Suwanto et. al., 
1996) ทําใหเชือ้โรคพืชไมสามารถเจริญเติบโต หรืออาศัยอยูในบริเวณที่มีเชื้อปฏิปกษ พืชจะ
เจริญเติบโตแข็งแรงใหผลผลิตสูงขึ้น การแขงขันที่พบมาก คือ การแขงขันโดยการแกงแยงอาหาร
เปนลักษณะของ biocontrol agent (BCA) ที่จะไปลดปรมิาณสารอาหารซึ่งจําเปนสําหรับการ
เจริญเติบโตของเชื้อโรค 
 

2) การผลิตสารทําลายชีวิต (Antibiosis) เชื้อปฏิปกษมีความสามารถผลิตสารที่มีคุณสมบัติ
ยับยั้งหรือทําลายเชื้อโรคได เชน สารพิษ(toxin) หรือสารปฏิชีวนะ (antibiotic) (Campbell, 1989) 
พบวากลไกชนิดนี้เปนการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีที่สําเร็จเปนครั้งแรกโดยเชื้อปฏิปกษ 
Agrobacterium radiobacter สายพันธุ K84 จะผลิตสาร bacteriocin ที่มีช่ือวา agrocin 84 ไปยับยั้ง
หรือทําลายเชือ้ A. tumefaciens biotype 1 และ 2 สาเหตุโรค crown gall ของพืชได 
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3) การเปนปรสิต (Parasitism) เช้ือแบคทีเรียทีม่ีคุณสมบัติเปนปรสิต (parasite) เขาไปเจรญิ
อาศัยทําลายสิ่งมีชีวิตอ่ืนนัน้พบไดไมมากนัก การใชควบคุมโรคพืช ยังไมประสบความสําเร็จ
เหมือนปฏิกิริยาแบบการทําลายชีวิต 
  

4) การชักนําใหเกิดความตานทานโรค (Induced systemic resistance; ISR) เปนกลไกที่
สามารถจะชักนําหรือกระตุนใหพืชสรางภูมิตานทานขึน้ไดโดยเฉพาะพวกที่เคยเปนเชื้อโรคเมื่อ
นํามาทําใหเสียความสามารถในการทําใหเกิดโรคแลว สามารถจะชักนาํหรือกระตุนความตานทาน
ตอการทําลายของเชื้อโรคได (สุดฤดี และคณะ, 2548(ก)) เชน เกิดการกลายพันธุในยนีเดียวของเชื้อ
รา Colletotrichum magna สาเหตุของโรคแอนแทรคโนสในพืชพวกแตง จะไมทําใหเกิดโรคแตจะ
เจริญอยูในพืช และชวยใหพชืทนตอการเขาทําลายของเชื้อโรคดั้งเดิมได 
   

5) การสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Plant growth promoting rhizobacteria; PGPR) 
โดยแบคทีเรียสายพันธุคุณภาพจะกระตุนการเจริญเติบโตของพืชเพิ่มขึ้น เนื่องจากเชือ้แบคทีเรีย
สามารถครอบครองพื้นที่บริเวณรากของพชื และแขงขันกับเชื้อจุลินทรยีอ่ืนที่อาศัยอยูบริเวณรากได
ดี นอกจากนี้ PGPR ยังชวยเพิ่มพูนการทําหนาที่ของสารสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
 

6) การผลิตสารสงเสริมประสิทธิภาพการยดึตดิแนบแนนกับผิวพืช (Biosurfactant) 
แบคทีเรียหลายชนิดมีความสามารถยึดติดครอบครองผิวพืชไดแนบแนน ซ่ึงนอกจากจะชวย
สงเสริมประสิทธิภาพในลักษณะของการลดแรงตึงผิวของพืชแลว จะเชื่อมสารที่มีประโยชนใหพชื
สามารถรับไดเต็มที่ และยังกดีกันหรือจํากดัชองทางเชื้อโรคไมใหเขาทําลายพืชได 
 

7) การรักษาและแกไขความผิดปกติตลอดจนการปรับสภาพความสมดุลใหพืช 
(Bioremediators) ชวยสงเสรมิควบคุมกระบวนการทางชวีเคมีหรือ metabolism ใหเปนไปตามปกติ
ตามลักษณะทางพันธุกรรมพืช 
 

8) การกระตุน และชักนําขีดความสามารถของลักษณะทางสรีระวิทยาพชืใหแสดงออก
อยางมีประสิทธิภาพ (Physiostimulator) เชน การคายน้ํา การหายใจ 
 

9) การผลิตสารยับยังเชื้อสาเหตโุรคพืชตาง ๆ (Biopesticides) มักมีคุณสมบัติเปนสาร
ปฏิชีวนะ โดยแบคทีเรียหลายชนิดสามารถผลิตสารปฏิชีวนะในการยับยังเชื้อสาเหตุโรคได เชน 
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แบคทีเรียในกลุม Bacillaceae และ Pseudomonadceae โดยเฉพาะ Bacillus sp. ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ
หลายชนิด และสปอรสามารถทนรอนไดด ี
 

10) การผลิตสารไซเดอรโรฟอร (Siderophore) เปนสารประกอบที่มีมวลโมเลกุลต่ํามี
ความสามารถในการจับ Ferric ion (Fe+3) ซ่ึงการใชประโยชนของ Siderophore คือ การนําเหล็กเขา
ไปใชภายในเซลลของแบคทีเรีย พบวาการที่แบคทีเรียผลิต Siderophore มีความสามารถในการนํา
ธาตุเหล็ก (Fe+3) มาใชประโยชนโดยเฉพาะในสภาพที่มีธาตุเหล็กอยูปริมาณนอย Siderophore ที่
ผลิตจากแบคทีเรียจะไปจับธาตุเหล็กเกดิเปนสารประกอบเชิงซอนของ Siderophore เปนสาเหตุให
เชื้อสาเหตุโรคพืชขาดธาตุเหล็กในการดํารงชีวิต 
 

11) คุณสมบัติในการสงเสริม และการสนับสนนุการใชปุยหรือธาตุอาหารของพืช 
(Biofertilizers) บทบาทของแบคทีเรียสายพันธุคุณภาพจะชวยสงเสริมประสิทธิภาพการใชธาตุ
อาหารตาง ๆ ของพืช โดยปรับเปลี่ยนธาตุอาหารใหอยูในรูป (From) ที่พืชสามารถนําไปใช
ประโยชนได 
 
การประยุกตใชเทคนิค rep-PCR ในการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชื้อสาเหตุโรค
พืช 
 
 การนําเทคนิค rep-PCR มาใชในทางดานอนุกรมวิธาน  ความผันแปลทางพันธุกรรมของ
เชื้อ (genetic variation) และพันธุศาสตรประชากร (population genetic) ของเชื้อแบคทีเรียหลายห
ชนิด ตัวอยางเชน การศึกษาความผันแปลลายพิมพดีเอน็เอดวยเทคนิค repetitive element PCR (rep-
PCR) โดยไพรเมอรที่นํามาใชในการศึกษาเปนสวนของ repetitive sequence 3 ชนิด คือ REP 
(repetitive extragenic palindromic) ERIC (enterobacterial consensus) และ BOX (interspersed 
repetitive BOX sequence) โดยแตละไพรเมอรจะเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอทีอ่ยูบริเวณระหวาง repetitive 
sequence เทคนิค rep-PCR เปนเทคนิคที่มปีระสิทธิภาพ และเปนทีน่ิยมใชกันอยางแพรหลายใน
การศึกษาความสัมพันธุทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช  
  
 REP (repetitive extragenic palindromic) เปนสวนของ palindromic unit (PU) พบใน
แบคทีเรีย Escherichia coli และ Salmonella typhimurium มีขนาด 38 bp มีความสําคัญในการจดั
เรียงลําดับเบสบริเวณที่มกีารแปลรหัส สรางโครงสราง stem loop ที่มีความเสถียรในการคัดลอก 
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RNA และมีบทบาทในการชวยให mRNA มีความเสถียรดวย ซ่ึง Versalovic et al.  (1991)  
ออกแบบไพรเมอร REP จากดีเอ็นเอตวัตรวจ REPATT โดยใชลําดับเบสทางปลายแตละขางของ 
palindrome sequence ของดีเอ็นเอตัวตรวจนี้ จากการทํา PCR ในแบคทีเรียแกรมลบ หลายชนิด
พบวาจะไดแถบดีเอ็นเอเฉพาะในแบคทีเรียแตละสายพนัธุ (strain specific) เชน E. coli สายพันธุ 
4038 มีแถบดีเอ็นเอจํานวน 5 แถบ ขนาดประมาณ 300 1638  1400 800 และ 700 คูเบสตามลําดับ 
 
 ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) หรืออาจเรียกวา intergenic 
repeat units (IRUs) พบใน E. coli และ S. typhimurium เชนเดียวกับ REP แตมีขนาดใหญกวา พบวา 
ERIC มีขนาด 126 bp แพรกระจายทัว่ไปบริเวณที่มกีารถอดรหัส (transcripe region) ระหวาง 
polycistronic operon  และ downstream ของ open reading frames (Hulton et al.,  1991)  
 
 BOX (Interspersed Repetitive BOX Sequence) เปน repetitive sequence ที่มีลักษณะ
อนุรักษสูง พบครั้งแรกในแบคทีเรียแกรมบวก Steptococcus pneumoniae ประกอบดวย 3 หนวย 
คือ BOX  A B และ C มีขนาด 59 45 และ 50 bp ตามลําดับ จากการศึกษาลําดับเบสพบวาเปนสวนที่
อยูระหวางโปรโมเตอรและยีนที่เกี่ยวของกับความรุนแรงของเชื้อ S. pneumoniae ถึงแมลําดับเบส
ในแตละหนวยยอยของ BOX จะแตกตางกันบางแตโดยทั่วไปแลวมีลําดับเบสคลายกบั ERIC และ 
REP ที่พบในแบคทีเรียพวก enterobacteria (Martin et al.,  1992)   
 
 จากขอมูลลําดับเบสของ repetitive element  ทั้ง 3 ชนิด จงึมีการนํามาสรางเปนไพรเมอร 
BOX A1R (Louws et al.,  1994) คูไพรเมอร ERIC 1R กับ ERIC 2 และ REP 1R กับ REP 2 
(Versalovic et al.,  1991) เพือ่ใชในการศึกษาเชื้อแบคทีเรียหลายชนดิเนื่องจากสามารถสรางลาย
พิมพดีเอ็นเอทีม่ีความจําเพาะเจาะจงระดับสายพันธุ และ pathovar  
  
 การประยกุตใชเทคนิค rep-PCR ในการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชื้อ
สาเหตุโรคพืชเปนวิธีที่นยิม โดย Vera et al.  (1996) ศึกษาโครงสรางของประชากร X. oryzae pv. 
oryzae  จํานวน 130 สายพันธุ จากแปลงขาวของเกษตรกรในประเทศฟลิปปนสดวยเทคนิค rep-
PCR และ RFLP โดยไพรเมอรที่ใช คือ ERIC และ REP เมื่อเปรียบเทยีบผลที่ไดจากการศึกษาดวย
เทคนิค RFLP พบวา X. oryzae pv. oryzae สามารถแบงเชื้อออกเปน 2 กลุม โดยการจัดกลุมจากทั้ง 
2 เทคนิคใหผลเหมือนกัน กลุมที่ 1 ประกอบดวยเชื้อ race 2 3 และ 7 อีกกลุมหนึ่งเปนเชื้อที่อยูใน 
race 1 และ 4  เชนเดยีวกับ Tika et al.  (1999) ที่นําเทคนิค rep-PCR มาศึกษาประชากรเชื้อ  X. 
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oryzae pv. oryzae ที่แยกไดจากแปลงปลูกขาวพันธุตาง ๆ พบวาลักษณะทาง genotype คลายคลึงกัน 
แสดงวาความแตกตางของพชือาศัยไมเกีย่วของกับลักษณะทางพนัธุศาสตร นอกจากนี้ Bouzar et 
al. (1999) ไดนําเทคนิค rep-PCR ศึกษาประชากรเชื้อ Xanthomonas  spp. สาเหตุโรคใบจุดของ
มะเขือเทศและพริก ผลการทดลองพบวามีความสัมพันธกันเพียงเล็กนอยระหวางลักษณะทาง 
phenotype และ genotype  ซ่ึงงานทดลองหลายเรื่องที่ตองการเปรียบเทยีบลักษณะทาง genotype 
และ phenotype ซ่ึงไดเทคนิค rep-PCR มักเปนที่นิยมนํามาใชวิเคราะหลักษณะทาง genotype อัน
ไดแก ลายพิมพดีเอ็นเอ ที่สามารถผลิตไดจากไพรเมอร 3 ชนิด  สอดคลองกับ Louws et al.  (1994) 
ที่ไดศึกษาเชื้อ X. campetris pv. vesicatoria สาเหตุโรค spot disease ของพริก และมะเขือเทศโดยทํา
การทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคมี และจัดแบงกลุมเชื้อออกเปน 2 กลุมใหญ คือ กลุม A 
ประกอบดวยสายพันธุที่กอใหเกิดโรครุนแรงกับมะเขือเทศ และพริก และใหผลลบในปฏิกิริยา 
starch hydrolysis และ pectiolytic  กลุม B ประกอบดวยสายพันธุที่กอใหเกิดโรครุนแรงกับมะเขือ
เทศ และใหผลบวกในปฏกิริิยาชีวเคมีขางตน ซ่ึงสอดคลองกับการจัดแบงดวยเทคนิค rep-PCR โดย
แตละกลุมจะมีลายพิมพดีเอน็เอที่มีความจาํเพาะจากการวิเคราะหดวยไพรเมอรแตละชนิด  รวมทั้ง 
กุลชนา  (2546) ไดนําเทคนิค rep-PCR มาใชศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและ
ความสัมพันธของสายพันธุเช้ือ และความรุนแรงในการกอโรคของพืชอาศัยของเชือ้ X. axonopodis 
pv. glycines สาเหตุโรคใบจดุนูนของถั่วเหลือง   
 
 นอกจากนี้มีรายงานถึงการใชเทคนิค rep-PCR ในการศึกษาเชื้อ Streptomyces sp. ในการ
จําแนกเชื้อ S. scabies สาเหตุโรคพืชออกจากเชื้อปฏิปกษ (antagonist) โดยการใชไพรเมอร BOX 
A1R ผลิตลายพิมพดีเอ็นเอทีแ่ตกตาง และชัดเจน (Sadowsky et al., 1996)  โดยอีกงานทดลองของ 
Louws et al.  (1998) ไดนําเทคนิค rep-PCR มาใชจําแนกความแตกตางของเชื้อ Clavibacter 
subpies ตาง ๆ ไดแก C. michiganensis subsp. michiganensis, C. michiganensis subsp. 
nebraskensis, C. michiganensis subsp. tessellarius, C. michiganensis subsp. sepedonicus, และ C. 
michiganensis subsp. insidiosum, พบวา rep-PCR สามารถสรางลายพิมพที่แตกตางกนัแยกไดอยาง
นอย 4 กลุม ( A B C และ D) ภายในกลุมใหญของ C. michiganensis subsp. michiganensis, เปน
งานทดลองที่ยนืยันวาเทคนิค rep-PCR สามารถจําแนกความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อ
แบคทีเรียไดต่าํถึงระดับ subspecies  และ Judd et al. (1993) ไดรายงานถึงการนําเทคนิค rep-PCR 
และ RFLP มาใชในการศึกษาเปรียบเทียบ serocluster ของเชื้อ Bradyrhizobium  japonicum พบวา
สามารถแยกความแตกตางของเชื้อที่มีลักษณะใกลชิดกนัไดทั้ง 2 วิธี เมื่อนําลักษณะทาง phenotype 
ไดแก การสรางปุมปมมาเปรียบเทียบกับลายพิมพดเีอ็นเอ พบวามีความสัมพันธไปในทางเดียวกนั  
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นอกจากนี้ลักษณะทาง phenotype อ่ืน ๆ ที่มีการนํามาเปรียบเทียบศกึษาหาความสัมพนัธ เชน 
ความสามารถในการยอยแปง ความตานทานตอสารปฏิชีวนะสเตร็ปโตมัยซิน และสารประกอบ
ทองแดง งานของ McManus and Jones.  (1995) ใชเทคนิค rep-PCR ศึกษาเชื้อ E. amylovora พบวา
สามารถใชเทคนิค rep-PCR จําแนกความแตกตางระหวาง E. amylovora แตละสายพนัธุได ทั้งนี้
เทคนิค rep-PCR เปนเทคนคิที่ชวยยืนยนัถึงความแตกตางของเชื้อแตละกลุมจากลักษณะทาง
พันธุกรรมที่อาจมีความแตกตางกันกับการแบงกลุมเชื้อจากลักษณะอื่น ๆ เชน พืชอาศัยที่แตกตาง
กันหรือลักษณะภูมิประเทศทีแ่ตกตางกันได  Wonyong et al.  (2003) ไดศึกษาเกี่ยวกับเชื้อแบคทีเรีย
ในดิน Family Rhizobiaceae จีนัสตาง ๆ คือ Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium และ 
Agrobacerium ซ่ึงแบคทีเรียดังกลาวมีความคลายคลึงกันมาก จึงไดนําเทคนิค rep-PCR มาใช 
รวมกับการจําแนกเชื้อดวยวธีิ multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) ซ่ึงจากการทดลอง rep-
PCR สามารถสรางลายพิมพที่มีความจําเพาะตอเชื้อแตละชนิดและยังสามารถจําแนกเชื้อ 
Rhizobium strains ที่มีความใกลชิดกนัมาก ๆ ได เชนเดยีวกับวิธี MLEE ที่มีวิธีการและขั้นตอนที่
ซับซอนกวา อีกทั้ง Mehta et al. (2002a, 2002b) ไดนําเทคนิค rep-PCR โดยไพรเมอร ERIC และ 
REP ที่มีประสิทธิภาพในการจําแนกความหลากหลายของเชื้อ Drechslera avenae และ 
Stemphylium solani อีกดวย  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

1. การสํารวจ และรวบรวมสายพันธุเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาว และเชื้อแบคทีเรียท่ีมี
ประโยชน  
 

1.1 การเก็บรวบรวมพืชเปนโรค  
           
  เก็บรวบรวมสายพันธุเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง X. oryzae pv. oryzae จากแปลงปลูก
ขาวที่สําคัญในพื้นที่ปลูกภาคกลาง ไดแก จังหวดัอางทอง สุพรรณบุรี นนทบุรี ปทุมธานี 
พระนครศรีอยธุยา สระบุรี ชัยนาท สมุทรปราการ และภาคใต ไดแก จังหวัดนครศรีธรรมราช 
กําหนดพื้นที่สํารวจแบบสุมกระจายทั่วแปลงเปนจํานวน 10 จุด ตอแปลง ในลักษณะตัวอักษร W 
ตามวิธีของ (Delp et al., 1986) ในพืน้ที่ 1 ไร พิจารณาลกัษณะอาการโรคโดยเปรียบเทียบอาการกับ
คูมือ Compendium of Rice Diseases (Webster et al., 1992) และเก็บตวัอยางใบขาวที่แสดงอาการ
โรคขอบใบแหงที่มีลักษณะเปนแผลซ้ําฉ่ําน้ํา แผลไหมจากขอบลามเขาเสนกลางใบ รอยตอของ
แผลกับเนื้อเยือ่ใบที่ปกติจะเปนขอบหยกัสีเหลืองสม และเก็บใสถุงพลาสติกที่สะอาด รัดปากถุงให
แนน บนัทึกขอมูลรายละเอียด ไดแก พันธุ อายุ วันเดือนปที่เก็บ สถานที่เก็บ เพื่อจดัเปนขอมูล
พื้นฐาน สําหรบันําไปวนิิจฉยัโรคตามขั้นตอนตอไป 
 

1.2  การแยกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง  
    
 นําตัวอยางใบขาวที่สุมเก็บในแหลงปลูกขาวและมแีนวโนมเปนโรคขอบใบแหงมา
แยกเชื้อโดยวธีิ tissue transplanting โดยตดับริเวณแผลที่เชื่อมตอกับบริเวณเนื้อเยื่อปกติเปนชิ้น
ขนาด 0.5✕0.5 เซนติเมตร แชลงใน clorox 10% นาน 2-3 นาที จากนัน้ลางดวยน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อ 2-
3 คร้ัง ซับใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึ่งฆาเชือ้ แลววางชิน้พืชบนอาหารแข็ง nutrient glucose agar 
(NGA) นําไปบมที่อุณหภูมหิอง 28-30 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ช่ัวโมง เลือกเก็บโคโลนีของ
แบคทีเรียที่ลักษณะสีเหลืองซีด กลมนูน ขอบเรียบ เปนมนัวาว ที่เจริญอยูบนอาหาร NGA มาแยก
เชื้อใหบริสุทธิ์ เพื่อใชศึกษาในขั้นตอนตอไป  
 
 1.3 การทดสอบคุณสมบัติเบือ้งตนเพื่อคัดเลือกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง 
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1.3.1 การศึกษาลักษณะโคโลนีและการทดสอบแกรม 
 
 ศึกษาการตดิสีแกรมโดยการเลี้ยงเชื้อแบคทเีรียที่มีแนวโนมเปนเชื้อ X. oryzae 

pv. oryzae บนอาหาร NGA เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นใช loop ปลอดเชื้อแตะโคโลนีเชื้อ
แบคทีเรียมากระจายลงแผนกระจกสไลดที่ผานการลนไฟฆาเชื้อและทาํลายคราบมันแลวยดึ (fixed) 
เซลลดวยการลนเปลวไฟหาง ๆ ประมาณ 1–2 คร้ัง จากนั้นนําสไลดไปยอมสีแบบแกรม (Gram’s 
stain) ดวยสาร crystal violet และ safranin-o โดยที่เซลลแบคทีเรียที่ติดสีมวงของ crystal violet จะ
เปนแบคทีเรียแกรมบวก แตถาติดสีแดงของ safranin-o จะเปนแบคทีเรียแกรมลบ ยนืยันดวยการใช 
3 เปอรเซ็นต โปแตสเซียมไฮดรอกไซด (3% KOH) ตามวิธีการของ (Schaad, 1988) 

 
1.3.2 การทดสอบความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลัน  
 
 ปฏิกิริยาตอบสนองแบบเฉียบพลัน (hypersensitive response: HR) จากเชื้อ

แบคทีเรียที่แยกจากขอ 1.2 ที่มีแนวโนมเปน X. oryzae pv. oryzae เล้ียงในอาหารเหลว nutrient 
glucose broth (NGB) นาน 24 ช่ัวโมง โดยปรับความขุนดวยเครื่อง spectrophotometer ใหมีคาการ
ดูดกลืนแสง optical density (O.D.) เทากับ 0.2 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (ประมาณ 108 CFU/
มิลลิลิตร) ดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ จากนั้นใชหลอดฉีดยาแบบพลาสติกโดยปลดเข็มฉีดยาออกและใช
เฉพาะหลอดพลาสติกขนาดเล็ก (1-2 มิลลิลิตร) ที่ปลอดเชื้อดูด suspension เชื้อ X. oryzae pv. 
oryzae ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไลฟองอากาศออก กดปลายกระบอกเข็ม เพื่อฉีด suspension แบคทีเรีย
สาเหตุโรคเขาสูเนื้อใบดานใตใบของตนยาสูบ (Nicotiana tabacum cv. Xanti) อายุ 45 วัน อยางชา 
ๆ ใบยาสูบจะมีลักษณะชุมน้าํ (water soak) หลังจากนัน้ประมาณ 30 นาที ใบยาสูบจะกลับสูสภาพ
ปกติ ตรวจดูผลโดยถาเปนเชือ้สาเหตุโรคจะเกดิอาการตายของเซลลบนใบยาสูบ โดยทําใหเห็นเปน
แผลสีน้ําตาลรอบบริเวณที่ฉดี suspension เชื้อสาเหตุโรคภายในระยะเวลา 24–48 ช่ัวโมง (Schaad, 
1988) 

 
1.3.3 การทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรคบนขาวพันธุออนแอ 
 
 การทดสอบความสามารถในการกอใหเกดิโรคบนขาวพันธุออนแอ ไดแก 

ขาวดอกมะลิ105 (มูลนิธิขาวไทยในพระบรมราชูปถัมภ, 2551) โดยการเตรียม suspension ของเชื้อ
แบคทีเรีย  X. oryzae pv. oryzae โดยการเลีย้งเชื้อในอาหาร NGB นาน 24 ช่ัวโมง และวัดคาการ
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ดูดกลืนแสงที่ 0.2 O.D. 600 นาโนเมตร ของเชื้อที่ผานการทดสอบปฏิกิริยา HR แลวนาํมาปลูกเชื้อ
บนใบขาวอาย ุ45 วันหลังปลูก ดวยวิธีการตดัปลายใบ (clipping method) (Akhtar et al., 2008) โดย
ใชกรรไกรจุม suspension เชือ้ที่เตรียมไวแลวนํามาตัดทีป่ลายใบขาว (ประมาณ 1 – 2 นิ้ว) ที่ 3 ถึง 4 
ใบบน  นําไปบมที่อุณหภูมหิอง 28-30 องศาเซลเซียส และใหความชืน้สูงเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 
ประเมินผลการเกิดโรคที่ 14 วัน หลังการปลูกเชื้อตามระบบ SES (Standard Evaluation System) 
ของสถาบันวิจัยขาวระหวางประเทศ (IRRI, 1980) โดยการวัดขนาดความยาวของบาดแผล (lesion 
length) หนวยวัดเปนเซนติเมตร เพื่ออธิบายลักษณะความรุนแรงหรือออนแอของเชือ้สาเหตุโรค
และแยกประเภทของระดับความรุนแรงตามเกณฑการใหคะแนนการเปนโรค (disease scores) 4 
ระดับ ตามวิธีดัดแปลงมาจากระบบ SES ที่ใชสําหรับการคัดพันธุขาวตานทานโรคดงันี้ 
  

ระดับ A ความยาวแผล 0-1 เซนติเมตร จัดเปนสายพันธุออนแอ ไมพบบาดแผลหรือ
บาดแผลขยายเพียงเล็กนอย พื้นที่ใบถูกทําลาย 1-5 เปอรเซ็นตของพื้นทีใ่บ  

 
ระดับ B ความยาวแผล 1.1-3 เซนติเมตร จดัเปนสายพนัธุคอนขางออนแอ พื้นที่ใบถูก

ทําลาย 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบ 
 
ระดับ C ความยาวแผล 3.1-6.9 เซนติเมตร จัดเปนสายพันธุคอนขางรุนแรง พื้นที่ใบถูก

ทําลาย 13-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบ 
 
ระดับ D ความยาวแผล 7 ขึ้นไป จัดเปนสายพันธุรุนแรง พื้นที่ใบถูกทําลาย 26-50 

เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบขึ้นไป 
 
1.4 การศึกษาคุณสมบัติและการจําแนกชนดิเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง 
 
  1.4.1 ศึกษาคณุสมบัติทางชวีเคม ี
 

   ศึกษาคุณสมบตัิทางชีวเคมีบางประการของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบ
แหงของขาวตามมาตรฐานสากล ไดแก oxygen relationship, gelatin hydrolysis, catalase 
production, starch hydrolysis, oxidase test, motility, growth on potato โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่มี



19 
 

แนวโนมเปนเชื้อ X. oryzae pv. oryzae บนอาหาร NGA นาน 24-36 ช่ัวโมง แลวนําไปทดสอบแต
ละคุณสมบัติดงัตอไปนี ้(Holt et al.,  2007) 
 
  Oxygen relationship โดยนําเชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมง มา stab inoculation ในอาหาร 
NGA หลอมใหเหลวที ่45 องศาเซลเซียส จํานวนเชื้อละ 1 หลอด เอามอืหมุนหลอดใหเชื้อผสมกับ
อาหารโดยอยาใหเกิดฟองอากาศ เมื่ออาหารแข็งนํามาบมที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
1-3 วัน ถาเชื้อเจริญเฉพาะผิวหนาวุนแสดงวาเปน aerobe ถาเจริญที่กนหลอดเปนพวก anaerobe ถา
เจริญจากผิวหนาลงมากลางหลอดเปน facultative anaerobe และถาเจรญิใตผิวอาหารลงมาเล็กนอย
จัดเปน microaerophillic  
 

Gelatin hydrolysis โดยนําเชือ้อายุ 24-48 ช่ัวโมง มา stab inoculation ในอาหาร 
NGB+12% gelatin ในหลอดทดสอบ หลอดละ 1 เชื้อ เปรียบเทียบกับหลอดควบคุม โดย stab 
inoculation ดวยเข็มเขีย่ที่ไมไดเขี่ยเชื้อ นําหลอดทดสอบบมไวที่อุณหภมูิ 28-30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 7-14 วัน ตรวจผลโดยนาํไปแชในน้ําแข็ง หรือตูเย็นที่ 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบ
ความสามารถในการยอย gelatin ของเชื้อแบคทีเรียโดยเชือ้ที่สามารถยอยสลาย gelatin ไดนั้นจะทํา
ใหอาหารไมแข็งตัวหลังจากนําไปแชเย็น 

  
Catalase production โดยนําเชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมงมา streak บนอาหารเอียง NGA 

ในหลอดทดลองเชื้อละ 1 หลอดนําไปบมที่อุณหภูม ิ28-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 
นําหลอดอาหารที่เล้ียงเชื้อไวมาเติมดวย 3% H2O2 ใหทวมอาหารสังเกตการสรางฟองอากาศดัง
สมการ 
 

H2O2                    H2O  +   O2 (ฟองอากาศ) 
 

 ถาเชื้อสรางเอ็นไซม catalase จะเกดิฟองอากาศขึ้นที่ผิว 
     
 Starch hydrolysis  โดยปลูกเชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมง ลงบน starch agar โดย streak 

เปนเสนตรงบนอาหาร แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 
จากนั้นนําสารทดสอบ Gram’ s iodine (potassium iodine) เทใหทวมอาหารในจานแลวสังเกตการ
เกิดสีถาเกิดสี แสดงวาเชื้อไมสามารถยอยแปงในอาหารได และแปงจะทําปฏิกิริยากบัไอโอดีนเปน
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สีน้ําเงินปนมวงเกิดขึ้น แตหากเกิดบริเวณใส ๆ รอบรอยที่มีเชื้อเจริญอยู แสดงวาเชื้อสามารถยอย
แปงได 
 Oxidase tese โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร NGA ที่อายุ 16-24 ช่ัวโมง เตรียม
สารละลาย 1% tetramethyl- p-phenylenediamine dihydrochloride (Kovac' s oxidase reagent)ใน
น้ําเกลือที่ sterile แลวหยดลงบนกระดาษกรอง smear เชื้อดวย loop ลงบนกระดาษกรองบริเวณ
ดังกลาวถาผลการทดสอบปฏิกิริยาเปนบวก กระดาษกรองบริเวณที่ smear เชื้อลงไปจะเปลี่ยนเปนสี
น้ําเงินภายใน 10 วินาท ีและถาปฏิกิริยาเปนลบกระดาษกรองบริเวณที ่Smear เชื้อลงไปจะไมเกิด
การเปลี่ยนแปลง 
 
 Motility โดยเลี้ยงเชื้อทดสอบในอาหาร NGA ที่อายุ 16-24 ช่ัวโมง Stab เชื้อที่
ตองการทดสอบลงไปในอาหาร lysine indole-motile medium แลวบมไวที ่35-37  ํองศาเซลเซียส
นาน 18-24 ช่ัวโมง การตรวจสอบผล โดยถาปฏิกิริยาเปนบวก เชื้อจะเจริญออกนอกรอย stab ทําให
อาหารขุน หากปฏิกิริยาเปนลบ เชื้อเจริญอยูที่บริเวณรอย stab เทานั้น แสดงวาเชื้อไมเคลื่อนที่ 
 
 Growth on potato โดยเลี้ยงเชื้อทดสอบบนอาหาร NGA ที่อายุ 16-24 ช่ัวโมง และนาํ
เข็มเขี่ยเชื้อ แลว step เชื้อลงบนชิ้นมันฝร่ังที่หั่นเปนแวนขนาดชิ้นหนาประมาณ 1 เซนติเมตร สังเกต
การยอยช้ินมนัฝร่ัง  
 
 ขอมูลที่ไดจากการศึกษาขางตนนําไปเปรยีบเทียบกับขอมูลอางอิงการจําแนกเชื้อ
แบคทีเรียตามขอมูลในตํารา Bergey, s Manual of Determinative Bacteriology 9th edition เพื่อ
จําแนกชนิด (Holt  et al., 2007)  
 
 1.5 การจําแนกชนิดเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ดวยไพรเมอรจําเพาะบริเวณ 16S rDNA โดย
เทคนิค polymerase chain reaction (PCR)  
   
  1.5.1 การเตรียมเชื้อเพื่อสกัดดีเอ็นเอ  
   
   นําเชื้อ X. oryzae pv. oryzae มาเลี้ยงในอาหาร NGA จนไดโคโลนีเดี่ยวนํามา
เล้ียงในอาหาร Luria-Bertani broth (LB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยเขยาเชื้อที่อุณหภูมิ 28-30 องศา
เซลเซียส นาน 18-24 ช่ัวโมง จึงนํามาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธี minipreparation วธีิการของ Chen and 
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Kuo (1993) โดยแบงเชื้อที่เล้ียงในอาหารใสในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
ปริมาตรหลอดละ 1.5 มิลลิลิตร หมุนเหวีย่งดวยความเรว็ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เท
อาหารสวนบนทิ้งไป เติม lysis buffer (Tris-acetate pH 7.8 40 mM, sodium acetate 20 mM, EDTA 
1 mM, SDS 1%) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมกับเซลล เติม 5 M NaCl ปริมาตร 66 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันแลวนําไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดเก็บน้ํา
ใสใสหลอดใหมโดยวัดปรมิาตร จากนั้นสกัดโปรตีนออกดวย chloroform ปริมาตรเทากับน้ําใสที่
ดูดเก็บไว ผสมใหเขากนัโดยการพลิกคว่ําหลอดเบา ๆ แลวนําไปหมนุเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เพื่อใหของเหลวแยกชั้น จากนั้นดดูน้ําใสสวนบนใสหลอดใหม วดั
ปริมาตร สกัดซ้ําดวย chloroform : isoamyl alcohol (อัตราสวน 24:1) ปริมาตรเทากันผสมใหเขากัน 
แลวนําไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดน้ําใสสวนบนใสหลอด
ใหม วัดปริมาตรเติม isopropanol ที่แชเยน็ปริมาตรเทากับน้ําใสผสมใหเขากันจนเหน็ตะกอนดีเอน็
เอ ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยการหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ลาง
ตะกอนดีเอ็นเอดวย 70 เปอรเซ็นตแอลกอฮอล ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงดวย
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ตกตะกอนดีเอ็นเอใหแหง ละลายตะกอนดีเอน็เอดวย
น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อปริมาตร 30 ไมโครลิตร เก็บรักษาในตู -20 องศาเซลเซียส สําหรับการศึกษาระยะ
ยาวตอไป 
 
 1.5.2 การตรวจสอบลําดับเบสจําเพาะบริเวณ 16S rDNA โดยเทคนิค polymerase 
chain reaction (PCR) 
  
  นําเชื้อแบคทีเรียที่มีแนวโนมเปนเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงที่บริสุทธิ์และ
ผานการทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรค แกรม ลักษณะโคโลนี และคุณสมบัติทาง
ชีวเคมี มาตรวจสอบดวยไพรเมอรจําเพาะบริเวณ 16S rDNA (Naoto and Takashi, 2000) ไดแก  
XOR-F (5'-GCATGACGTCATCGTCCTGT-3') และ XOR-R2 (5'-CTCGGAGCTATATGCCGT 
GC-3') ที่สามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอไดแถบดีเอ็นเอขนาด 495 bp นําดีเอ็นเอของเชือ้ที่มีแนวโนม
เปนเชื้อสาเหตโุรคขางตนมาเพิ่มปริมาณชิ้นสวน DNA ดวยไพรเมอรที่ออกแบบมาจําเพาะ (XOR-F 
และ XOR-R2) และเพิ่มปริมาณภายใตปฏิกิริยา PCR เปรียบเทียบกับ types strain ของ X.  oryzae 
pv. oryzae โดยปริมาตร PCR-Mixes ที่ใชปริมาตรรวมเทากับ 25 ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 0.2 
มิลลิลิตร ปฏิกิริยา PCR ประกอบดวยดีเอน็เอของเชื้อเปาหมายปริมาตร 100 นาโนกรมั 2 
ไมโครลิตร ผสมกับ 10X PCR buffer 2.5 ไมโครลิตร, dNTP 0.5 ไมโครลิตร, เอ็นไซม Taq DNA 
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polymerase  0.5 ไมโครลิตร และไพรเมอร อยางละ 1 ไมโครลิตร ผสมสารใหเขากัน โดยกําหนด
อุณหภูมิและเวลาใหมกีารสังเคราะหดเีอ็นเอ (Zotobowska, 1997) ดังนี ้
 

 อุณหภูมิ (οc ) เวลา (นาที) 

1.แยกสายดีเอ็นเอแมแบบเริ่มตน (initial denaturing) 94 2 
2.แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturing) 94 1 
3.ดีเอ็นเอเริ่มตนจับคูกับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) 58 1 
4.สังเคราะหดีเอ็นเอตอจากดีเอ็นเอเริ่มตน (extension) 72 5 
5.สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย (final extension) 72 10 
 
ทําปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2-4 เปนปฏิกิริยาลูกโซทั้งหมด 30 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่ 4 องศา

เซลเซียส ดวยเครื่องเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอ (Thermal cycle) MJ Research PTC-100 
Programmable Thermal Controler ตรวจวเิคราะหขนาดดีเอ็นเอหลังการเพิ่มปริมาณโดยวิธีอะกา
โรสเจลอิเล็กโตรโฟริซิส (Agarose electrophoresis) ยอมสีเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด (ethidium 
bromide) จากนั้นตรวจดูแถบดีเอ็นเอ ภายใตแสงอัลตราไวโอเลท หากดีเอ็นเอของเชือ้ทดสอบเปน 
X. oryzae pv. oryzae และจําเพาะกับไพรเมอรที่ออกแบบจะตองปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 495 bp  
 

2. การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae โดยเทคนิค rep-PCR  
  
  2.1  การเตรียมเชื้อเพื่อสกัดดีเอ็นเอ 
                  
  นําเชื้อที่มีแนวโนมเปนเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงที่ผานการทดสอบคุณสมบัติการ
เปนเชื้อสาเหตโุรค การตรวจสอบดวยไพรเมอรจําเพาะบริเวณ 16S rDND และผานการทดสอบ
ความสามารถในการเกิดโรคบนขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05 รวม 231 สายพันธุ และเชือ้สายพันธุ
เปรียบเทียบคอื X. oryzae pv. oryzicola สายพันธุ TS8208 จากกลุมงานบักเตรีวิทยา กรมวิชาการ
เกษตร  และ Acidovorax avenae subsp. avenae สาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรียของขาวโพด สายพันธุ 
Aaa9 ที่ไดรับความอนุเคราะหจากหองปฏิบัติการแบคทีเรีย ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ดวยวิธี minipreparation ตามวิธีการของ Chen and Kuo, (1993) ตาม
วิธีการในขอที ่1.5.1  
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2.2 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง 
  

 เปรียบเทียบความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงโดยการ
เปรียบเทียบลายพิมพดเีอ็นเอดวยเทคนิค rep-PCR และ electrophoresis โดยใชไพรเมอร 3 ชนิดใน
การทดลองไดแก (1.) primer REP (REP1RI)5’IIIICGZAGCTICGICATCIGGC-3’และ REP 
(REP2I) 5’-ICGITTATCIGGCCTAC-3’ I = Inosine :ซ่ึงถูกออกแบบมาจากดีเอน็เอบริเวณที่เปน
ลําดับเบสของ repetitive extragenic palindromic (REP), 2.) ERIC (ERIC1R) 5’-ATGTAAGCGC 
TCCTGGGGATTCAC-3’และ (ERIC2) 5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’ ถูกออกแบบ
มาจากดีเอน็เอบริเวณที่เปนลําดับเบสของ enterobacteria repetitive intergenic consensus (ERIC) 
และ 3. BOX (BOXA1R) 5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3 ซ่ึงถูกออกแบบมาจากดีเอน็
เอบริเวณทีเ่ปนลําดับเบสของ interspersed repetitive BOX sequence (BOX) (Louws et al., 1994) 
ซ่ึงมีลําดับเบสดังตอไปนี ้

 
 ปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใชปริมาตรรวมในการทําปฏิกิริยา PCR Mixture เทากับ 25 
ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดยปฏิกิริยาประกอบดวยดีเอ็นเอของเชื้อ X. oryzae pv. 
oryzae 50 นาโนกรัม ผสมกับ 10X PCR buffer (67 mM Tris-HCl (pH 8.8) 83 mM (NH4) 2 SO4, 2 
mM MgCl2, 30 mM 2-mercaptoethanol, 10 % dimethylsulfoxide และ bovine serum albumin) 
dNTPs ชนิดละ 125 uM, เอ็นไซม Taq DNA-polymerase 1.0 ไมโครลิตร และไพรเมอร ERIC หรือ 
REP ชนิดละ 50 pmol และ BOX จํานวน 100 pmol แลวเติมน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อใหไดปริมาตรรวม 25 
ไมโครลิตร ผสมสารใหเขากัน บมหลอดปฏิกิริยาในเครื่องเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอน็เอ MJ 
Research PTC-100 Programmable Thermal Controler โดยกําหนดอณุหภูมิ  
 
 ปฏิกิริยา    อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)  เวลา (นาท)ี 
 1.  แยกสายดีเอ็นเอแมแบบเริ่มตน (initial denaturing)      95      7 
 2.  แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturing)                     94                1 
 3.  ดีเอ็นเอเริ่มตนจับคูกับดเีอ็นเอแมแบบ (annealing)      53    (BOX)      1 
               51.5 (ERIC)      1 
             42.8  (REP)       1 
 4.  สังเคราะหดีเอ็นเอตอจากดีเอ็นเอเริ่มตน (extension)    72      8 
 5.  สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย (final extension)           72                     15 
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 ทําปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2-4 เปนวงจรลูกโซทั้งหมด 30 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ตรวจวเิคราะหขนาดดเีอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได โดยนําดเีอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มาผสมกับ loading dry ประกอบดวย 0.4%  Bromophenol blue, 0.4% 
xylene eyanol EF, 30% glecerol, 1mM EDTA – pH 8.0) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แยกขนาดดีเอ็นเอ
ดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) ใช 2.0 % agarose ใน1X TBE ใช
กระแสไฟฟาที่คาความตางศักดิ์ 50 โวลต นาน 4 ช่ัวโมง ยอมสีเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด ตรวจดู
แถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
 
 2.3 การวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอ 
          
 การวิเคราะหลายพิมพดเีอ็นเอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae แตละสายพันธุที่ไดจาก
ขอที่ 2.2 มาวิเคราะหลักษณะทางจีโนไทปที่ใชไพรเมอรชนิดตาง ๆ ตรวจสอบแถบลายพิมพดเีอ็น
เอที่สําคัญและชัดเจนโดยใหคะแนนแถบดเีอ็นเอที่ปรากฏเทากับ 1 ถาไมปรากฏใหคะแนนเทากับ 0 
นําผลมาวิเคราะหดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร TREECON (Rohlf, 1993) วิเคราะห dendrogram โดย
เปรียบเทียบความสัมพันธของแถบลายพิมพดีเอ็นเอกับการจัดกลุมของเชื้อตามแหลงที่มาของเชื้อ 
และความสามารถหรือความรุนแรงในการกอใหเกิดโรคบนพืชอาศัยขาว 
 
3. การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเพื่อใชในการควบคุมโรคขอบใบแหงขาวโดยชีววิธี 
 

 เก็บตัวอยางใบ ดิน ลําตน น้าํ จากแปลงนาที่สมบูรณในจงัหวัดสุพรรณบุรี อางทอง 
ปทุมธานี นนทบุรี พระนครศรีอยุธยา โดยกําหนดพื้นที่สํารวจแบบสุมกระจายทั่วแปลงเปนจํานวน 
10 จุด ตอแปลงในลักษณะตวัอักษร W ตามวิธีของ (Delp et al., 1986) แลวนํามาแยกเชื้อตาม
รายละเอียดดังตอไปนี ้
 

3.1 การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากสวนตาง ๆ ของขาว 
 

3.1.1 การแยกและการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากผิวใบขาว  
 
 แยกเชื้อแบคทเีรียจากผวิใบขาวดวยวิธี leaf wash technique โดยนําใบขาว

ตัวอยางละ 5 กรัม แชลงในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อปริมาตร 100 มิลลิลิตร หยดสารลดแรงตึงผิว 
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(Tension-T7) ลงไป 1-2 หยด ทิ้งไวบนเครื่องเขยา 120 รอบ/นาที ประมาณ 15-30 นาที เพื่อใหเชือ้
แบคทีเรียออกมาอยูในน้ําและใชเปน stock suspension เจอืจางความเขมขนของ suspension ดวย
วิธีการ ten-fold serial dilution ที่ 102  และ 103 เทา ใช micropipette ดูด suspension แตละความ
เขมขนปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร กระจาย (spread) ใหทัว่บนอาหารเลี้ยงเชือ้ NGA ตัวอยางละ 3 ซํ้า 
นําไปบมไวทีอุ่ณหภูมิหอง 28-30 องศาเซลเซียส นาน 24-72 ช่ัวโมง เลือกเก็บโคโลนีของแบคทีเรีย
ที่เจริญอยูบนอาหารมาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ เพื่อใชในการทดสอบประสิทธิภาพตอไป 
 

3.1.2 การแยกเชื้อแบคทีเรียจากภายในรากและลําตน 
 
        โดยนํารากและลําตนขาวตัวอยางละ 1 กรัม แชลง clorox 10% นาน 15 นาที 

ลางดวยน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อ 2-3 คร้ัง บดตัวอยางพืชในน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื้อปริมาตร 9 มิลลิลิตร ใช 
micropipette ดูด suspension ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร กระจาย (spread) ใหทั่วบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
NGA ตัวอยางละ 3 ซํ้า นําไปบมไวที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส นาน 24-72 ช่ัวโมง แยกเชื้อให
บริสุทธิ์ เพื่อใชในการทดสอบประสิทธิภาพตอไป 
 

3.1.3 การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากดินบริเวณราก (rhizosphere soil)  
 
  ดวยวิธีการดดัแปลงจาก surface soil dilution plate โดยการนําตัวอยางดิน

จํานวน 10 กรัม ผสมลงในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชือ้ 90 มิลลิลิตร แชทิ้งไว 15-30 นาที บนเครือ่งเขยา 120 
รอบ/ นาที เพือ่ใหเชื้อออกมาอยูในน้ํา ผสมใหเขากนัดวยเครื่อง vortex mixer ปลอยใหดิน
ตกตะกอน และเก็บเฉพาะสวนของน้ํามาเจือจางความเขมขนเชนเดยีวกับวิธีที่ 3.1.1 ใช 
micropipette ดูด suspension แตละความเขมขนปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร spread ใหทัว่บนผิวหนา
อาหารเลี้ยงเชือ้ NGA ตัวอยางละ 3 ซํ้า บมเชื้อไวที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส 24-48 ช่ัวโมง เกบ็
โคโลนีของเชื้อที่เจริญทั้งหมดมาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์เพือ่ใชในการทดสอบตอไป 
 

3.1.4 การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากน้ําในแปลงนา 
 

  แยกเชื้อแบคทเีรียจากตวัอยางน้ําในแปลงนาขาวดวยวิธีการดัดแปลงจาก 
dilution plate โดยการนําตวัอยางน้ํา 10 มิลลิลิตร ผสมลงในน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อ 90 มิลลิลิตร ทําการ
เจือจางผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer แลวทําใหเจือจางความเขมขนเชนเดยีวกับวิธีที่ 3.1.1 
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ใช micropipette ดูด suspension ที่ความเขมขน 108   1010  และ 1012 CFU/มิลลิลิตรปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร spread ใหทั่วบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ NGA อยางละ 3 ซํ้า บมเชื้อไวที่อุณหภูม ิ28-30 
องศาเซลเซียส 24-48 ช่ัวโมง เก็บโคโลนีของเชื้อที่เจริญทั้งหมดมาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์เพื่อใชในการ
ทดสอบขั้นตอไป  

 
3.2 การคัดเลือกและการทดสอบประสิทธิภาพเชื้อแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของ

เชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาว และการสงเสริมการเจริญเติบโตของขาว 
 

 3.2.1 การคัดเลือกเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษทีม่ีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค
ขอบใบแหง 

 
  ทดสอบดวยวธีิ Dual culture technique ใช loop เผาไฟฆาเชื้อแตะโคโลนี

เดี่ยวของเชื้อแบคทีเรียที่คาดวาเปนแบคทีเรียปฏิปกษและเชื้อแบคทีเรียสายพันธุคณุภาพ ไดแก 
Bacillus amyloliquefaciens KPS46 นําไป streak ลงบนอาหารแข็ง NGA จากนั้นใช loop ที่ปลอด
เชื้อแตะโคโลนีเดี่ยวของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคอายุ 24-48 ช่ัวโมง มา streak บนอาหาร NGA ใน
แนวขนานกับเชื้อปฏิปกษใหหางกันประมาณ 1 เซนติเมตร บมเชื้อไวทีอุ่ณหภูมิ 28-30 องศา
เซลเซียส นาน 48-72 ช่ัวโมง (สุพจน,  2545) บันทึกผลโดยการเปรยีบเทียบลักษณะการเจริญของ
เชื้อทั้ง 2 ชนิดในจานเลี้ยงเชือ้ ซ่ึงใน 1 จานเลี้ยงเชื้อจะประกอบดวย 4 ซํ้า ของเชื้อปฏิปกษแตละไอ
โซเลท เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ใชน้ํากลั่น streak ขนานกันทั้ง 2 เสน แทนการใชเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษ (ภาพที่  1 ก)  
 
 3.2.2 การทดสอบดวยวิธี Agar diffusion  
  
         ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อปฏิปกษที่มีแนวโนมในการผลิตสาร secondary 
metabolites ออกมายับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรค โดยเล้ียงเชื้อแยกกันระหวางเชือ้แบคทีเรีย
สาเหตุโรค และเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในอาหารเหลว NGB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยา 
150 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ปรับคาความขุนของ suspension เชือ้ทั้งสองดวยน้ํากลั่นนึ่งฆา
เชื้อใหมีความเขมขนเทากับ 0.2 O.D. ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 
spectrophotometer (ทดสอบปริมาณแบคทีเรียดวยการเจือจางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลว plate บน
อาหาร NGA ที่ความเขมขนประมาณ 108 CFU/มิลลิลิตร) ใช micropipette ดูด suspension เชื้อ
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แบคทีเรียสาเหตุโรคที่เตรียมไวปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมลงในขวดที่บรรจุอาหาร NGA ปริมาตร 
20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และเทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการฆาเชื้อแลว ปลอยทิ้งไวให
ผิวหนาอาหารแหงประมาณ 2-3 ช่ัวโมง จากนั้นเจาะหลุมโดยใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 
0.5 เซนติเมตร อบฆาเชื้อแลวบนจานเลี้ยงเชื้อที่มีอาหาร NGA ผสมเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงที่
เตรียมไวบมเชือ้ที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส หยดเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
ลงในหลุมแตละหลุมบมเชือ้ที่อุณหภูมิหองหลังปลูกเชื้อไปแลว 24-48 ช่ัวโมง ตรวจสอบการเกิด
บริเวณยับยั้ง (inhibition zone) บนผิวหนาอาหารทดสอบ เปรียบเทียบความกวางของบริเวณยับยั้ง 
โดยวดัขนาดเสนผาศูนยกลางบริเวณยับยัง้บนอาหาร NGA เปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ใชเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษ B. amyloliquefaciens KPS46  (สุพจน,  2545) เปรียบเทียบความกวางของบริเวณ
ยับยั้ง เพื่อคัดเลือกเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษสายพันธุที่เกดิบริเวณยับยั้งดี กวางที่สุดไปทดสอบตอใน
ระดับเรือนทดลองและระดับไรโดยคํานวณจากสูตร (ภาพที่  1 ข) 
 
     บริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) =    ความกวางบริเวณยับยั้งทั้งหมด – ความกวางของ cork borer 

             2 
  
 3.2.3 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการกระตุนการงอก
เมล็ด และสงเสริมการเจริญเติบโตของกลาขาวในสภาพหองปฏิบัติการ 
  
  นําเชื้อแบคทีเรียที่มีแนวโนมในการเปนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากขอ 3.2.2 
และ PGPR มาทดสอบประสิทธิภาพในการสงเสริมการงอกและการเจรญิเติบโตของกลาขาว โดย
การนําเมล็ดขาวมาฆาเชื้อที่ผิวดวยการแชในสารละลาย clorox 10% นาน 3-5 นาที และลางออกดวย
น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 2-3 ครั้ง ผ่ึงใหแหง นาน 3 นาที แลวนําเมล็ดขาวดังกลาวแชลงใน suspension 
ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษแตละสายพันธุทีม่ีความเขมขนของเชื้อ 0.2 O.D. ที่ความยาวคลื่น 600 นา
โนเมตร (108 CFU/มิลลิลิตร) ที่วัดดวยเครือ่ง spectrophotometer เปนเวลา 5-10 นาที จากนั้นนําไป
ทดสอบในกระดาษเพาะเมล็ดโดยวิธี blotter method อยางละ 10 ซํ้า บันทึกผลหลังงอก 14 วัน โดย
วัดอัตราการงอกของเมล็ด ความยาวราก และความสูงตน เปรียบเทยีบกับกรรมวิธีควบคุมที่แชเมล็ด
ในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 
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                                                                           (ก) 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                       
            (ข) 
 
ภาพที่ 1 ภาพจาํลองการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย  
               Xanthomonas  oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงในหองปฏิบัติการบนอาหาร 
  NGA โดยวิธีการ dual culture (ก)  และ agar diffusion (ข) 
 
 3.2.4 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการสงเสริมการ
เจริญเติบโตของขาวในเรือนทดลอง 
 
  เล้ียงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษบนอาหารเลี้ยงเช้ือ NGA บมเชื้อไวที่สภาพ
อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ยายโคโลนีเดี่ยวไปเลี้ยงในอาหารเหลว NGB 
นาน 24 ช่ัวโมงบนเครื่องเขยา 150 รอบ/นาที ปรับคาความขุนของ suspension เชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษเชนเดยีวกับขอ 3.2.2 คลุกเมล็ดขาวทดสอบดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษตามวิธีการ 
(ตารางที่ 1) จากนั้นนํามาปลูกในกระถางพลาสติกขนาดเสนผาศูนยกลาง 12 นิ้ว ที่ผสมดินปลอด

เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 

เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแหง 

อาหารแข็ง NA ที่มีเชื้อแบคทีเรียสาเหตุ

Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

หลุมขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร 

ที่มีแบคทีเรียปฏิปกษตางสายพันธุ 
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เชื้อและดแูลในสภาพเรือนทดลอง โดยวดัอัตราการงอกของเมล็ด ความยาวราก ความสูงของตน 
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุมที่แชเมล็ดในน้าํกลั่นนึง่ฆาเชื้อที่อายขุาว 14 วัน 

 
3.3 การทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคขอบใบแหงในสภาพ

เรือนทดลอง 
  
 3.3.1 การเตรียมพืชทดสอบ และการวางแผนการทดลอง  
  
  ปลูกขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 ซ่ึงเปนพันธุที่มีรายงานวาออนแอตอโรคขอบ
ใบแหงของขาว โดยการปลูกขาวจํานวน 100 เมล็ดตอกระถาง ใชขนาดกระถางที่มีเสนผาศูนยกลาง 
12 นิ้ว ประกอบดวย 8 กรรมวิธี โดยการคลกุเมล็ดขาวดวยเชื้อปฏิปกษแตละชนดิกอนปลูกตาม
วิธีการในขอ 3.3.2 (ตารางที่ 1) และวางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) 
แตละกรรมวิธีมี 5 ซํ้า ศึกษาทดลองในสภาพเรือนทดลองของภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน 
 

 3.3.2 การเตรียมเชื้อทดสอบและการประยกุตใช  
  
  เล้ียงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่คัดเลือกแลวจากการทดสอบในหองปฏิบตัิการ

และสภาพเรือนทดลอง และเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุคุณภาพ  B. amyloliquefaciens KPS46 
ที่มีรายงานเปนแบคทีเรียปฏิปกษควบคุมโรคสําคัญของพืชหลายชนดิ โดยแยกเลีย้งในอาหาร NGB 
นาน 24-48 ช่ัวโมง และปรับความเขมขนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษแตละสายพันธุดวยน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื้อ 
ใหมีคาเทากบั 0.2 O.D. ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (108 CFU/มิลลิลิตร) สําหรับคลุกเมล็ด 
และพนใบขาว ตามโปรแกรมศึกษาในตารางที่ 1 อัตราการคลุกเมล็ด 10 มิลลิลิตร ตอเมล็ด 1 
กิโลกรัม และพนใบที่ 20 มิลลิลิตร ตอกระถาง เปรียบเทียบประสิทธิภาพการควบคุมโรคกับ
สารเคมี copper hydroxide อัตราคลุกเมล็ด 1 กิโลกรัมตอสารเคมี 1 กรัม โดยมีการใสปุยยูเรีย (46-0-
0) ที่อายุพืช 30 และ 60 วัน ในทุกกรรมวธีิ   

 
  ประเมินโรคโดยสมการการคํานวณเปอรเซ็นตการเกิดโรค การลดการเกิด

โรค และระดบัความรุนแรงโรค 
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 อัตราการเกิดโรค (disease incident)  =  จํานวนตนที่เกดิโรคทั้งหมด  
 
 เปอรเซ็นตการลดโรค = 100 -   จํานวนตนที่เปนโรค X 100  
                จํานวนตนทั้งหมด 
  
 ทั้งนี้ระดับความรุนแรงที่ใชประเมินตามเกณฑการใหคะแนนการเปนโรค (disease 
scores) 4 ระดับ ตามวิธีดัดแปลงมาจากระบบ SES ดังนี้ 
 
  ระดับ 1 ความยาวแผล 0-1 เซนติเมตร พื้นที่ใบถูกทําลาย 1-5 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบ  

ระดับ 2 ความยาวแผล 1.1-3 เซนติเมตร พืน้ที่ใบถูกทําลาย 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นทีใ่บ 
ระดับ 3 ความยาวแผล 3.1-6.9 เซนติเมตร พื้นที่ใบถูกทําลาย 13-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบ 
ระดับ 4 ความยาวแผล 7 ขึ้นไป พื้นที่ใบถกูทําลาย 26-50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบขึ้นไป 

 
 3.3.3 การเตรียมเชื้อสาเหตุและการปลูกเชือ้  
  
  เตรียม suspension เชื้อ X. oryzae pv. oryzae โดยการนําเชื้อจาก stock culture 
มาเพิ่มจํานวนบนอาหาร NGA นาน 24-48 ช่ัวโมง และยายลงเลี้ยงในอาหาร NGB นาน 24 ช่ัวโมง 
บนเครื่องเขยา 120 รอบ/นาที ใหมีคาการดูดกลืนแสง O.D. เทากับ 0.2 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโน
เมตร (108 CFU/มิลลิลิตร) เมื่อขาวอายุ 30-35 วัน ซ่ึงเปนระยะออนแอตอโรคมากที่สุด ปลูกเชื้อ
ดังกลาวลงบนตนขาวแตละกรรมวิธีดวยวิธีการพน cell suspension ที่ความเขมขนเทากับ 108 CFU/
มิลลิลิตร บันทึกผลบนตนขาวที่มีการควบคุมโรคดวยกรรมวิธีตาง ๆ (ตารางที่ 1) ตรวจสอบและ
วิเคราะหอัตราการเกิดโรค และระดับความรุนแรงโรคขอบใบแหงที่  7 วันหลังปลูกเชือ้ 
เปรียบเทียบกบัการใชสารเคมี copper hydroxide และกรรมวิธีควบคุมที่ใชน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อ 
วิเคราะหขอมูล และคาความแตกตางทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS version 13  
 

3.4 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมในการชักนําการสะสม
เอนไซม β-1,3-glucanase ที่มีผลตอการชักนําความตานทานโรคขอบใบแหงในเรือนทดลอง  

 
3.4.1 การเตรียมตนขาวและการปลูกเชื้อสาเหตโุรคขอบใบแหง 
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  เตรียมเมล็ดขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05 และพันธุสุพรรณบุรี1 ซ่ึงเปนตัวแทน
ขาวพันธุออนแอ และตานทานตามลําดับ กรรมวิธีละ 100 เมล็ด ฆาเชื้อที่ผิวเมล็ดดวย clorox 10 % 3 
คร้ัง และแชเมล็ดในน้ําที่ผานการฆาเชื้อไวนาน 1 คืน เพื่อใหเมล็ดงอก ปลูกเมล็ดขาวที่ผานการคลุก
เมล็ดดวยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษตามวิธีการตางๆ คือ กรรมวิธีที่ 1 การคลุกเมล็ดรวมกบัการพนใบ
ดวยน้ําเปลานึง่ฆาเชื้อ ที่อาย ุ7  14  21 และ 28 วันหลังปลูก  กรรมวิธีที่ 2 การคลุกเมล็ดรวมกับการ
พนใบดวยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 (เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่ดีที่สุดจากการทดสอบใน
หองปฏิบัติการและเรือนทดลอง) ที่อายุ 7  15 และ 30 วันหลังปลูก  กรรมวิธีที่ 3 การคลุกเมล็ด
รวมกับการพนใบดวยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ KPS46 ที่อายุ 7  15 และ 30 วันหลังปลูก  และ
กรรมวิธีที่ 4 การคลุกเมล็ดรวมกับการพนใบดวยสารเคมี copper hydroxide และกรรมวิธีที่ 5-8 ทาํ
เชนเดยีวกับกรรมวิธีที่ 1-4 รวมกับการปลกูเชื้อสาเหตุโรคในวนัที่ 31 หลังปลูก ที่ความเขมขนเชื้อ 
0.2 O.D. 600 นาโนเมตร  ปริมาตร 20 มิลลิลิตรตอกระถาง และเก็บตวัอยางใบขาวกอนการปลูกเชือ้
สาเหตุโรค และหลังปลูกเชื้อทุก 24 ช่ัวโมง นาน 6 วัน เพือ่ใชสําหรับการวิเคราะหปริมาณการ
สะสมเอนไซม ประเมินอัตราการเกิดโรค และการลดการเกิดโรคตามวิธีการในขอ 3.3.2  

  
 3.4.2 การสกัดโปรตีนรวมของขาว  
  
  โดยบดใบขาวปริมาตร 0.1 กรัม ใน homogenization buffer (0.1 M Tris–HCl 

buffer, pH 7, 0.1 M KCl, 1mM PMSF, 1 μg /ml leupeptin, 1 % (v/v) Triton X–100 3 % (w/v), 
Polyvinylpyrrolidone (PVPP) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อใชวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนตามวิธีการ
ของ (Bradford, 1976) วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 595 nm โดยใช BSA เปน standard  

 
 3.4.3  การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase  
 
  นํา homogenate ที่สกดัไดจากตัวอยางใบขาว ทําปฏิกิริยากบั 4% ของ 
Laminarin ในอัตราสวนตอปริมาตร (v/v) คอื 65 ไมโครลติร / 65 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําสวน
ผสมทั้งหมด ตมในน้ํารอนพรอมกับเขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
หลังจากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวยการเติม 375 ไมโครลิตร ของ dinitrosalicylic acid และนําไปตมในน้ํา
เดือดนาน 5 นาที จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยง และวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโน
เมตร จากนั้นนําคาที่วิเคราะหจากการดูดกลืนแสงที่ไดมาหาคาโดยใชสมการ standard curve โดย
แสดงคาเปน μg glucose released min−1 mg−1 protein ตามวิธีการดดัแปลงของ (Pan et al., 1991) คือ 
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  คาปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase  
                                                       total protein 
 
 ปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase =  (1.4622 x คาเฉลี่ยของคาการดดูกลืนแสง) + 0.0152   
 Total protein  =  (0.1074 x คาเฉลีย่ของคาการดดูกลนืแสง) + 0.1329   
 
ตารางที่ 1  กรรมวิธีทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคขอบใบแหง 
 และการสงเสริมการเจริญเตบิโตกลาในสภาพเรือนทดลอง 
 

กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี1/ 
1 คลุกเมล็ดดวยแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6  รวมกับพนใบ ทุก 7 วัน รวม 10 ครั้ง  

(7  14  21  28  35  42  49  56  63 และ 70 วันหลังปลูก) 
2 คลุกเมล็ดดวยแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ D10  รวมกับพนใบทุก 7 วัน รวม 10 ครั้ง 

 (7  14  21  28  35  42  49  56  63 และ 70 วันหลังปลูก) 
3 คลุกเมล็ดดวยแบคทีเรีย KPS46 รวมกับพนแบคทีเรีย KPS46 ทุก 7 วัน รวม 10 ครั้ง  

(7  14  21  28  35  42  49  56  63 และ 70 วันหลังปลูก) 
4 คลุกเมล็ดดวยแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6  รวมกับพนใบทุก 15 วัน รวม 6 ครั้ง  

(7 15  30  45  60 และ 75 วันหลังปลูก) 
5 คลุกเมล็ดดวยแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ D10  รวมกับพนใบทุก 15 วัน รวม 6 ครั้ง 

 (7 15  30  45  60 และ 75 วันหลังปลูก) 
6 คลุกเมล็ดดวยแบคทีเรีย KPS46 รวมกับพนแบคทีเรีย KPS46 ทุก 15 วัน รวม 6 ครั้ง  

(7 15  30  45  60 และ 75 วันหลังปลูก) 
7 คลุกเมล็ดดวยสารเคมี copper hydroxide รวมกับการพนทุก 15 วันหลังปลูก 
8 กรรมวิธีควบคุม (negative control); ที่ไมมีการควบคุมโดยวิธีใด ๆ 

1/  =  เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 และ D10 คือ เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุที่ดีที่สุดที่
ผานการคัดแยกและทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคและการสงเสริมการเจริญเติบโตของ
ขาวในหองปฏิบัติการ และ KPS46 คือ Bacillus amyloliquefaciens สายพันธุ KPS46 เชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษที่มีรายงานถึงประสทิธิภาพในการควบคุมโรคพืชหลายชนิด 
 

3.5 การทดสอบคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ และการจําแนกชนิด 
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 จากการคัดเลือกประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคขอบใบ
แหง และการสงเสริมการเจริญเติบโตทั้งในหองปฏิบัติการ และเรือนทดลอง พบวาเชือ้แบคทีเรียที่มี
ประสิทธิภาพดีที่สุดคือ ไอโซเลท XA6 ที่แยกจากดินแปลงนา จึงไดน้ํามาจําแนกชนิดตอไป 
 
 3.5.1 ศึกษาคณุสมบัติการตดิสีแกรมของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ  
  
     เล้ียงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษบนอาหารเลีย้งเชื้อ NGA เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ใช 
loop ปลอดเชื้อแตะโคโลนีเชื้อแบคทีเรียแตละสายพันธุกระจายลงบนแผนกระจกสไลดที่ผานการ
ลนไฟฆาเชื้อและทําลายคราบมันแลวยึด (fixed) เซลลดวยการลนเปลวไฟหาง ๆ 1–2 คร้ัง นําไป
ยอมสีแบบแกรม (Gram’s stain) ดวยสาร crystal violet และ safranin-O ตามวิธีการของ (Schaad, 
1988) โดยที่เซลลแบคทีเรียที่ติดสีมวงของ crystal violet เปนแบคทีเรียแกรมบวก ถาติดสีแดงของ 
safranin -O เปนแบคทีเรียแกรมลบ ยืนยันการทดสอบดวย 3%  
 
 3.5.2 ศึกษาคณุสมบัติทางชวีเคมีบางประการของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
  
  เล้ียงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษบนอาหารเลี้ยงเช้ือ NGA นาน 24-36 ช่ัวโมง นํามา
ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีในการเกิดปฏิกิริยาตาง ๆ ไดแก oxygen relationship, motility, gelatin 
hydrolysis, catalase production, levan formation, starch hydrolysis, growth on potato, citrate 
utilization, oxidase test, lipolytic activity และ tobacco hypersensitive ตามวิธีการดังกลาวมาแลว
ขางตน ในขอที่ 1.4.1 ขอมูลที่ไดนําไปเปรียบเทียบกับขอมูลอางอิงการจําแนกเชื้อแบคทีเรียจาก 
Bergey, s Manual of Determinative Bacteriology 9th edition เพื่อจําแนก (Holt  et al., 2007) 
 
 3.5.3 ทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองแบบเฉียบพลันบนใบยาสูบ 
  
  การทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองแบบเฉียบพลัน โดยเตรยีม suspension ของ
เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่เล้ียงในอาหารเหลว nutrient glucose broth (NGB) นาน 24 ช่ัวโมง ปรับ
ความขุนเชื้อดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชื้อใหมีคา O.D. เทากับ 0.2 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (108 
CFU/มิลลิลิตร) ดวยเครื่อง spectrophotometer ดวยหลอดฉีดยาแบบพลาสติกขนาดเล็ก (1-2 
มิลลิลิตร) ปลอดเชื้อที่ปลดเข็มฉีดยาออก ดูด suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่เตรียมปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ไลฟองอากาศออก กดปลายกระบอกเข็มเพื่อฉีด suspension เชือ้แบคทีเรียปฏิปกษเขาสู
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เนื้อใบดานใตใบของตนยาสบู (N. tabacum cv. Xanti) อายุ 45 วัน อยางชา ๆ ใบยาสูบจะมีลักษณะ
ชุมน้ํา (water soak) หลังจากนั้นประมาณ 30 นาที ใบยาสบูจะกลับสูสภาพปกติ ตรวจดูผลโดยถา
เปนเชื้อสาเหตโุรคจะเกิดอาการตายของเซลลบนใบยาสูบ โดยทําใหเหน็เปนแผลสีน้ําตาลไหมรอบ
บริเวณที่ฉดี suspension เชื้อสาเหตุโรคภายในระยะเวลา 24–48 ช่ัวโมง (Schaad,  1988)  
 
 3.5.4 การจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษโดยการวเิคราะหลําดับเบส Universal 
Primer บริเวณ 16S rRNA โดยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
  
   ทําการจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุดีที่คดัเลือกจากขัน้ตอน
ขางตน โดยใชเทคนิค PCR ดวย Universal Primer บริเวณ 16S rDNA ของเชื้อแบคทีเรียกลุม 
Bacillus sp.ไดแก Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis,  Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus 

pumilus และ  Bacillus atrophaeus โดยใชไพรเมอร Bbub5F (5’-AAGTCGAGCGGACAGATGG-

3’) และ Bbub3R (5’-CCAGTTTCCAATGACCCTCCCC -3’) ที่สามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอไดที่
ขนาด 595 bp โดยการสกัดดเีอ็นเอและนํามาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อจุลินทรียเปาหมาย
ดวยไพรเมอรที่ออกแบบมาจําเพาะแลวเพิม่ปริมาณภายใตปฏิกิริยา PCR ใชปริมาตรรวมในการทํา
ปฏิกิริยา PCR Mixeture เทากับ 25 ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดยปฏิกิริยา
ประกอบดวยดีเอ็นเอของเชือ้เปาหมายปรมิาตร 100 นาโนกรัม 2 ไมโครลิตร ผสมกับ 10X PCR 
buffer 2.5 ไมโครลิตร, dNTP 0.5 ไมโครลิตร, เอ็นไซม Taq DNA polymerase 1 ไมโครลิตร และ
ไพรเมอรอยางละ 1 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรที่เหลือดวยน้ํา ddH2O ใหมีปริมาตรรวมเทากับ 
25 ไมโครลิตร ผสมสารใหเขากันโดยกําหนดอุณหภูมิและเวลาใหมกีารสังเคราะหดีเอน็เอ ดังนี ้
(Wattiau et al.,  2001)  

 อุณหภูม(ิοc) เวลา (นาที) 

1.  แยกสายดีเอ็นเอแมแบบเริ่มตน (initial denaturing) 94 4 
2.  แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturing) 94 1 
3.  ดีเอ็นเอเริ่มตนจับคูกับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) 60 1 
4.  สังเคราะหดีเอ็นเอตอจากดีเอ็นเอเริ่มตน (extension) 72 2 
5.  สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย (final extension) 72 10 
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  ทําปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2-4 เปนปฏิกิริยาลูกโซทั้งหมด 30 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่ 4 องศา
เซลเซียส ดวยเครื่องเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอ Thermal cycle รุน MJ Research PTC-100 
Programmable Thermal Controler ตรวจวเิคราะหขนาดดีเอ็นเอหลังการเพิ่มปริมาณ โดยวิธีอะกา
โรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) ยอมสีเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด (ethidium 
bromide) จากนั้นตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสง ultraviolet 
   
 นําผลที่ไดจากการทําการจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียโดยใชเทคนิค PCR ดวย Universal 
Primer บริเวณ 16S rDNA และเมื่อทําการแยกสกัดแถบ DNA ดังกลาวไปทําการวิเคราะหลําดับนิ
วคลีโอไทด ดวยวิธี Sequence analysis (Biodesign) นิวคลีโอไทดที่วิเคราะหไดเมื่อเปรียบเทียบกับ
นิวคลีโอไทดที่มีในฐานขอมูลโดยโปรแกรม BLAST และจัดกลุมความสัมพันธุของเชื้อแบคทีเรีย
ดวยโปรแกรม phylip phylogenetic tree version 7.0  
 
4 .  การพัฒนาสูตรเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษสายพันธุใหมเปนสูตรสําเร็จชนิดผงเพื่อปรับใชในการ
ควบคุมโรคขอบใบแหงขาว 
 

 4.1 อาหารเพิ่มปริมาณเซลลเชื้อ 
 
  4.1.1 การศึกษาชนิดและองคประกอบอาหาร   
 
   การคัดเลือกชนิดพืชและแหลงของธัญพืชที่คาดวาสามารถใชเปนแหลงของ

สารอาหารที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ไดแก มนัฝร่ัง มันเทศ ปลายขาว รํา
ขาว ฟางขาว แกลบ และกากน้ําตาล ที่สามารถแทนเปนแหลงคารโบไฮเดรต และใหพลังงานตอ
แบคทีเรียได และในสวนของแหลงไนโตรเจนไดแก ถ่ัวชนิดตาง ๆ คือ ถ่ัวขาว ถ่ัวเหลือง ถ่ัวเขียว 
โดยการนําเอาสวนผสมแตละชนิดมาบดใหละเอียดดวยเครื่องบดไฟฟา แลวช่ังน้ําหนักจํานวน 10 
กรัม ตอน้ํา 200 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ที่ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว กรองแยกกากและเก็บสวนที่เปนสารละลายน้ําจากการนึ่งชิน้พืชและถั่วตาง ๆ (น้ําตม
ธัญพืช) ใหเยน็ จากนัน้นําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 ที่เปนสายพันธุคุณภาพที่คัดเลือก
แลวจากวิธีการตาง ๆ ขางตน ที่เล้ียงไวในอาหารเหลว NGB และปรับคาความขุน suspensionที่ 0.2 
O.D. (108 CFU/มิลลิลิตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมลงในน้ําตมธัญพืชดัดแปลงเพื่อเพิ่ม
ปริมาณเชื้อดังกลาวโดยบมเชื้อบนเครื่องเขยานาน 24 ช่ัวโมง ตรวจสอบปริมาณเซลลแบคทีเรียที่
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เจริญในสารอาหารในทกุกรรมวิธีดวยวิธี 10-fold serial dilution และใช micropipette ดูดสาร
แขวนลอยเชื้อที่เล้ียงแลวที่ปริมาตร 10-5 มาทําการ spradplate แลวนับจํานวนประชากรเชื้อที่เจริญ
เปนโคโลนีบนผิวหนาอาหารทดสอบ และคํานวณคาประชากร/ปริมาตรอาหาร 1 มิลลิลิตร ตาม
สูตร colony x 10n x 10 โดย 10n คือ จํานวนยกกําลังที่ทําการเจือจาง  
 
 4.2 การศึกษาอัตราสวน และปจจยัที่เหมาะสมตอการเจริญในการเลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษบนอาหารดัดแปลงสําหรับการนํามาใชในการผลิตสูตรสําเร็จชนิดผง  
   
  4.2.1 การศึกษาอัตราสวนที่เหมาะสมของสวนผสมอาหารเพิ่มปริมาณเซลล 
 
   คัดเลือกตัวแทนน้ําตมพืชและเมล็ดธัญพืชที่มีแนวโนมเพิ่มอัตราการเจริญของ
เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 ที่ดีที่สุด ไดแก น้ําตมมันฝร่ัง กากน้ําตาล และกากถั่วเหลือง 
โดยใชอัตราสวนของกากน้ําตาลตอกากถั่วเหลืองอัตรา 1:1 กรัม (10:10 ในน้ํา 1 ลิตร) โดย
เปรียบเทียบสัดสวน (ชัยสิทธิ์,  2548) ของมันฝร่ังที่สัดสวนเริ่มตนตางกันคือ 100, 150, 200, 250 
และ 300 กรัมในปริมตรน้ํา 1 ลิตร เพื่อหาสัดสวนที่เหมาะสมที่สุดและมีสารอาหาร (C:N) ที่เหมาะ
ตอการเจริญของเชื้อ และสามารถเพิ่มปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไดอยางรวดเรว็ เปรียบเทียบกบั
อาหารดัดแปลง MS (ชัยสิทธิ์, 2548) และอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทัว่ไป NGB โดยอาหารแตละ
ชนิดจะตองผานการฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นนํา suspension เชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษที่เล้ียงในอาหารเหลว เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และปรบัคาความขุนที่ 0.2 O.D.  
600 นาโนเมตร (ทดสอบปริมาณแบคทีเรียดวยการเจือจางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลว plate บน
อาหาร NGA ที่ความเขมขนเทากับ 108 CFU /มิลลิลิตร) เปนเชื้อตั้งตนในอาหารเหลวสูตรเพิ่ม
ปริมาณเซลลที่ดีที่สุด คือ สูตร น้ําตมมันฝร่ัง: กากน้ําตาล : กากถั่วเหลือง อัตราสวนเทากับ 
250:10:10 (กรมั) โดยใช micropipette ดูด suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ใสในอาหารเลีย้งเชื้อ MSP medium (อาหารดัดแปลงจากการใชวัตถุดิบทีเ่หมาะสมจาก
การศึกษาในขอ 4.2.1)  NGB medium, MS medium (ชัยสิทธิ์,  2548) ในฟารสขนาด 500 มิลลิลิตร 
ปริมตรอาหาร 200 มิลลิลิตร ตอชนิดอาหารทดสอบ ตรวจสอบปริมาณเซลลทุกชั่วโมงดวยวิธี plate 
count technique บนอาหาร NGA ตั้งแตชวงเวลา 0-96 ช่ัวโมง  
 

  4.2.3 การศึกษาสภาพการเปนกรด-ดาง ของสูตรอาหารดัดแปลงเพิ่มปรมิาณเซลลที่
เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
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   เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสวนประกอบดวย น้ําตมมันฝร่ัง: กากน้ําตาล : กาก
ถ่ัวเหลือง อัตราสวนเทากับ 250:10:10 (กรัม) และมกีารปรับคากรด-ดาง โดยการใช 1 N HCL และ 
1 N NaOH ปรับ pH เร่ิมตนที่ระดับ 5 6 7 8 9 และ 10 ในอาหารเลี้ยงเชื้อใหมดังกลาว เล้ียงเชื้อบน
เครื่องเขยา 120 รอบ/นาที ในสภาพอุณหภูมิหอง เล้ียงเชื้อนาน 24 ช่ัวโมง ตรวจสอบปริมาณเซลล
ดวยการทํา 10-fold serial dillution ที่ 1016 1018  และ 1020 โดยใชเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเร่ิมตนที่
เล้ียงในอาหาร NGB ปรับคาความขุนของเชื้อที่ 0.2 O.D. 600 นาโนเมตร (ทดสอบปริมาณ
แบคทีเรียดวยการเจือจางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลว plate บนอาหาร NGA ที่ความเขมขนเทากับ 108 

CFU /มิลลิลิตร) 
 
  4.2.4 การศึกษาผลของอัตราเร็วของการเขยาที่สัมพันธกับการกระจายตวัออกซิเจนที่

เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในสูตรอาหารดัดแปลงเพิ่มปริมาณเซลล 
   
   เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสวนประกอบดวย น้ําตมมันฝร่ัง: กากน้ําตาล : กาก

ถ่ัวเหลือง อัตราสวนเทากับ 250:10:10 (กรัม) และมกีารปรับคากรด-ดาง ที่ระดับ 7 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อใหม โดยนําไปเลี้ยงเชื้อที่ระดับความเร็วของการเขยาที่แตกตางกันเริ่มตนที่ 100 120 130 140 
และ 150 รอบตอนาที ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อใหมดังกลาว ระดับละ 500 มิลลิลิตร นาน 24 ช่ัวโมง 
ในสภาพอณุหภูมิหอง โดยใชเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเร่ิมตนที่เล้ียงในอาหาร NGB ปริมาตร 2 
ไมโครลิตรที่ปรับคาความขุนของเชื้อท่ี 0.2 O.D. 600 นาโนเมตร (ทดสอบปริมาณแบคทีเรียดวย
การเจือจางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลว plate บนอาหาร NGA ที่ความเขมขนเทากับ 108 CFU/
มิลลิลิตร) ตรวจสอบปริมาณเซลลทุกชั่วโมงดวยวิธี plate count technique บนอาหาร NGA 

 
4.3 การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑชนิดผงแบคทีเรียปฏิปกษ  
 

4.3.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
 
  เตรียมเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 เพื่อผสมกับสารพา โดยใช

เขี่ยปลอดเชื้อแตะโคโลนีเดีย่วของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 อายุประมาณ 24 ช่ัวโมง บน
อาหาร NGA ยายลงในอาหาร NGB ประมาณ 5 มิลลิลิตร และเลี้ยงเชือ้ดังกลาวตอโดยบมเชื้อบน
เครื่องเขยา 150 รอบ/นาที นาน 24 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นใช micropipette ดูด cell culture 
ของเชื้อเติมลงไปใน flaste ขนาด 1 ลิตร ที่มีอาหารเพิ่มปริมาณสูตรดัดแปลง 500 มิลลิลิตร หลังจาก
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นั้นนําไปปนเหวีย่งเพื่อตกตะกอนเซลล ที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบ/วินาที เปนเวลา 10 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทิ้งสวนใสและเก็บตะกอนมาทําการละลายดวยน้ํากลั่น และนําไปปรับคา
ความขุนดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ 0.7 O.D. ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ซ่ึงมีประชากร
ของเชื้อที่มีการศึกษา dillusion plate count ที่ 6x1015 CFU /มิลลิลิตร) เพื่อนําไปผสมกับสารพาใน
กระบวนการผลิตสูตรผลิตภัณฑแบคทเีรียปฏิปกษชนิดผง 

 
 4.3.2 การคัดเลือกชนิดของสารพา และอัตราสวนผสมที่เหมาะสม ตอการคงความมี

ชีวิตและประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
  
 ประเมินคุณสมบัติสารพาชนิดตางๆ เพื่อคัดเลือกชนิดที่มีคุณสมบัติในการ
กระจายตัวในน้ํา และเปนทีอ่ยูอาศัยของแบคทีเรียปฏิปกษไดดีคือ ทัลคั่ม โดโลไมด และผง
แคลเซียม (CaCO3) ทั้งแบบเดี่ยว และแบบผสม ตามอัตราสวนแสดงดังตารางที่ 2 ในสวนของอัตรา
น้ําหนกัสารพารวม 90 กรัม และผสม cell suspension เชือ้แบคทีเรียปฏิปกษประมาณ 10 มิลลิลิตร 
นํามาผสมใหเขากันโดยการเขยาถุงพลาสติกเพื่อให cell suspension กระจายตัวในสารพา จากนัน้
นําไปอบลมรอนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง นําผงเชื้อแบงใสถุงพลาสติกประมาณ
ถุงละ 5 กรัม ปดผนึกถุงใหแนนเก็บรักษาในสภาพอณุหภูมิหอง (28-30 °C ±2) ประเมิน
ประสิทธิภาพสูตรผลิตภัณฑ แตละสูตรโดยตรวจสอบความมีชีวิตรอดของประชากรเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษทุกเดอืนโดยวิธี dilution plate บนอาหาร NGA บมเชื้อที่อุณหภูมหิองนาน 24-28 ช่ัวโมง
ติดตอกันนาน 6 เดือน 
 

 ทั้งนี้หลังการผสมสูตรตาง ๆ แลว มีการประเมินประสิทธิภาพการแขวนลอย
และการกระจายตัวสม่ําเสมอในน้ําของสารพาที่ผสมเชื้อปฏิปกษเรียบรอยแลว แตละสูตร โดยการ
นําผงสูตรแตละสูตรอัตรา 1 กรัม เทลงในน้ํากลั่นปลอดเชื้อที่บรรจุหลอดแกว 9 มิลลิลิตร มาจับ
เวลาความสามารถในการแขวนลอยหลังผสมสารพาในน้ําทันที แบงการประเมินออกเปน 5 ระดับ 
โดยการจับเวลาการละลายน้ําของสารพา 5 ระดับ  

 
ระดับที่ 1 สารพากระจายตวัในน้ําสม่ําเสมอ และไมตกตะกอนทนัทีไดภายใน 1-5 นาที 

(ประสิทธิภาพดีที่สุด) 
ระดับที่ 2 สารพาพากระจายตัวแขวนลอยไดภายใน 5-10 นาที และไมตกตะกอน

(ประสิทธิภาพดี) 
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ระดับที ่3 สารพากระจายตวัและแขวนลอยในน้ําไดสม่ําเสมอภายใน 11-30 นาที ไม
ตกตะกอน (ประสิทธิภาพปานกลาง) 

ระดับที ่4 สารพากระจายตวัและแขวนลอยในน้ําไดสม่ําเสมอภายใน 31-60 นาที และไม
ตกตะกอน (ประสิทธิภาพพอใช) 

ระดับที ่5 สารพาไมกระจายตัวแขวนลอยในน้ํา ไมละลายน้ํา เกาะตวักนัเปนกลุมกอนบน
ผิวน้ํา (ต่ํากวามาตรฐาน) 
 
ตารางที่ 2 สูตรสารพาและอัตราสวนผสมสําหรับการพัฒนาสูตรผลิตภัณฑแบคทีเรียปฏิปกษชนดิ 
                 ผง 
 

สารพา1/ อัตราสวน (กรัม) 
1 Talcum 100 
2 Calcium 100 
3 Dolomite 100 
4 Talcum+calcium  1:1 50:50 
5 Talcum+calcium2:1 66:34 
6 Talcum+calcium1:2 34:66 
7 Talcum+ Dolomite1:1 50:50 
8 Talcum+ Dolomite2:1 66:34 
9 Talcum+ Dolomite1:2 34:66 
10 Calcium+ Dolomite1:1 50:50 
11 Calcium+ Dolomite2:1 66:34 
12 Calcium+ Dolomite1:2 34:66 
1/ =  อัตราสวนสารพาที่มีการผสมเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 10 มิลลิลิตร(1x108 CFU/มิลลิลิตร) ตอสาร
พา 90 กรัม 

 
 4.3.3 การคัดเลือกชนิดของสารเสริมประสิทธิภาพ (adjuvant ) และแหลงอาหาร 
(substrate) สําหรับการมีชีวติรอดในสูตรสําเร็จชนิดผง และการผสมสูตร 
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  คัดเลือกชนิดสารอินทรียที่สามารถนํามาใชเพื่อเสริมประสิทธิภาพการมีชีวิต
รอดเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 โดยคัดเลือกกลูโคสเปน adjuvant ของสูตรอาหาร ซ่ึงมี
รายงานถึงประสิทธิการใชกลูโคสในการผลิตสูตรสําเร็จชนิดผงที่มีประสิทธิภาพดี (El-Hassan and 
Gowen,  2006) และ caboxymethyl cellulose (CMC) เปน adjuvant (Jayaraj et al.,  2005) และ
กากน้ําตาล ผสมกับสารพาที่ดีที่สุด (คัดเลือกจากขอ 4.3.2) เพื่อใชในการผสมเปนสูตรสําเร็จชนิดผง  
 
  การผสมสูตร โดยการเตรยีมเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่เล้ียงบนอาหารเพิ่ม
ปริมาณเซลลเขยา 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมหิอง 48 ช่ัวโมง นําไปปนตกตะกอนเซลล ปรับใหมี
ปริมาณเซลลเชื้อ 0.7 O.D.  600 นาโนเมตร (ทดสอบปริมาณแบคทีเรียดวยการเจือจางดวยน้ํากลั่น
นึ่งฆาเชื้อแลว plate บนอาหาร NGA ที่ความเขมขนเทากบั 6x1015 CFU /มิลลิลิตร) ผสมในสูตร ที่
ผานการนึ่งฆาเชื้อ 2 คร้ังแตละครั้งหางกัน 1 วัน อัตราสวนเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 10 มิลลิลิตร
ตอสูตรสําเร็จ 90 กรัม นําไปอบที่ตูอบลมรอนอุณหภูมิ 50°C นาน 3-4 ช่ัวโมง หรือใหมีความชื้น
สัมพัทธ 35-40% นํามาบรรจุถุง ถุงละ 1 กรัม/ถุง เก็บไวที่อุณหภูมิหอง ประเมินความอยูรอดของ
เชื้อของแบคทีเรียปฏิปกษ และคุณภาพสูตรสําเร็จ โดยนบัปริมาณเซลลดวยวิธี plate count 
technique ทุกเดือน 

 
ตารางที่ 3 สูตรผลิตภัณฑเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ สวนประกอบ และอัตราสวนที่เหมาะสม 
 
สูตร สวนประกอบ อัตราสวน 
สูตร Formula1XA6 talcum, calcium, CMC, และน้ําตาลกลูโคส 60:30:8:2 
สูตร Formula2 XA6 talcum, calcium และ CMC 60 : 38 : 2 
สูตร Formula3 XA6 XA6 (talcum, calcium และน้ําตาลกลูโคส 60 : 38 : 2 
สูตร Formula4 XA6 talcum, calcium, CMC และกากน้ําตาล 60 : 38 : 2 
สูตร Formula5 XA6 talcum, calcium และกากน้ําตาล 60 : 38 : 2 

 
4.3.4 การทดสอบคุณสมบัติของสูตรสําเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 

ทางดานการละลายน้ําของสตูร ในสภาพหองปฏิบัติการ 
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 ทดสอบคุณสมบัติของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 
ทางดานการละลายน้ํา โดยการนําแตละสูตรมาจับเวลาความสามารถในการละลายน้ําหลังผสมใน
น้ําทันที แบงการประเมินออกเปน 5 ระดับ (วิธีการเชนเดยีวกับในขอ 4.3.2) 

 
 4.4 การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษพันธุ XA6 ในการ
สงเสริมการเจริญเติบโตและการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงในสภาพเรือนทดลอง 
 
  4.4.1 การเตรียมตนขาว 
 
  นําเมล็ดขาวพนัธุขาวดอกมะลิ 105 ฆาเชื้อที่ผิวโดยแชใน clorox 10 % นาน 5 
นาที แลวลางตามดวยน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อ 3 คร้ัง นําเมล็ดขาวแชในน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อนาน 1 คืน และ
คลุมผาขาวบางใหความรอนเพื่อใหเมล็ดงอก หลังจากนัน้นําเมล็ดขาวงอกไปคลุกดวยผงสูตร
ผลิตภัณฑที่ดทีี่สุดในทุกตวัช้ีวัดจากการศกึษาขางตนตามกรรมวิธี (ตารางที่ 4) โดยปลูกขาวในการ
ถางขนาด  8x12 นิ้ว ที่บรรจดุินที่ผานการฆาเชื้อเรียบรอยแลว กระถางละ 2 กิโลกรัม จํานวน 100 
เมล็ดตอกระถาง โดยการทดลองนี้ประกอบดวย 5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 3 ซํ้า รวมกับการพนใบขาว
ที่อายุ 7 14 30 45 60 และ 75 วันหลังปลูก ตรวจสอบผลการทดลองอัตราการเจริญเติบโตที่อายุ 45 
วัน ทางดานความสูงตน ความยาวราก น้ําหนักสด เปรียบเทียบกับคลกุเมล็ดรวมกบัพนใบดวยสูตร
สําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ KPS46 – ISR-B, กรรมวิธีใชสารเคมี copper hydroxide และน้ํา
กล่ันนึ่งฆาเชื้อ 
 
 4.4.2. การเตรียมสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษชนิดผง 
 
  นําสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษชนิดผง ที่อายุการเก็บรักษาในสภาพ
อุณหภูมิหองนาน 6 เดือน ละลายน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อโดยใชอัตราสวนผงผลิตภัณฑ/คลุกเมล็ดขาว
อัตรา 1 กรัม ตอเมล็ดขาว 1 กิโลกรัม รวมกับการพนใบขาวโดยใชสารละลายสูตรผลิตภัณฑเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษตอน้ํากรอง อัตราสวน 20 กรัมตอน้ํา 15-20 ลิตร และผสมสารจับใบอัตรา 10 
มิลลิลิตรในการพนใบอัตรากระถางละ 20 มิลลิลิตร ทั้งนี้การพนเชื้อทางใบจะพนรวม 6 คร้ังตลอด
การทดลอง คือ ที่อายุขาว 7  15  30  45  60  และ 75 วันหลังปลูก เปรียบเทียบกับการใชเชื้อสด 
สารเคมี copper hydroxide และสูตรการคา ISR-B (B. amyloliquefaciens KPS46)  
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 4.4.3 การเตรียมเชื้อสาเหตุโรคและการปลูกเชื้อ 
  
  เล้ียงเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงบนอาหาร NGA นาน 
24 ช่ัวโมงแลวยายโคโลนีเดีย่วลงเล้ียงตอในอาหาร NGB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเครื่อง
เขยา 120 รอบ/นาที นาน 24ช่ัวโมง ปรับคาความขุนของเซลลดวยน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื่อทีค่วามยาวคลื่น 
0.2 O.D. 600 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer และนําไปพนตนขาวทดสอบโดยการพน 
suspension เชือ้ลงบนตนขาวอายุ 31 วันหลังปลูก (หลังพนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษคร้ังที่ 3 (30 วัน) 
24 ช่ัวโมง) โดยพนใชอัตรา 20 มิลลิลิตร/กระถาง 

 
 ประเมินอัตราการเจริญเติบโตของขาวทางดานความสูงตน ความยาวราก และ

น้ําหนกัสด ที่อายุ 45 วันหลังปลูก และอัตราการเกิดโรค การลดการเกดิโรค ความรุนแรงในการเกิด
โรค 7 วัน หลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาว 

 
ตารางที่ 4 กรรมวิธีการคลุกเมล็ดรวมกับการพนใบขาวดวยสูตรสําเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ   

  ชนิดผง 
 

กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี1/ 
1 คลุกเมล็ดรวมกับพนใบดวย cell suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 อัตราเชื้อ 10 

มิลลิลิตร/เมล็ดขาว 1 กิโลกรัม รวมกับพนใบ 6 ครั้ง ที่อายุ 7  15  30  45  60  และ 75 วัน
หลังปลูก ปริมาตร 20 มิลลิลิตรตอกระถาง 

2 คลุกเมล็ดรวมกับพนใบดวยสูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 สูตร1 ประกอบ
ดวยทัลคั่ม ผงแปงแคลเซียม CaCO3 CMC กลูโคส อัตรา 60:30:8:2 อัตราเชื้อ 1 กรัม/
เมล็ดขาว 1 กิโลกรัม รวมกับพนใบ 6 ครั้ง ที่อายุ 7  15  30  45  60  และ 75 วันหลังปลูก 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตรตอกระถาง 

3 คลุกเมล็ดรวมกับพนใบดวยสูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ KPS46–ISR-B อัตรา
เชื้อ 1 กรัม/เมล็ดขาว 1 กิโลกรัม รวมกับพนใบ 6 ครั้ง ที่อายุ 7  15  30  45  60  และ 75 
วันหลังปลูก ปริมาตร 20 มิลลิลิตรตอกระถาง 

4 กรรมวิธีใชสารเคมี (คลุกเมล็ดรวมกับพนใบดวย copper hydroxide) อัตรา 20 กรัม/น้ํา 
20 ลิตร  

5 กรรมวิธีควบคุม (คลุกเมล็ด และพนใบดวยน้ําเปลานึ่งฆาเชื้อ) 
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5.  การประยุกตใชสตูรผลิตภัณฑแบคทีเรียชนดิผงในสภาพไรนา 
 
 5.1 วางแผนการทดลองแบบ randomized complete block design (RCBD) บนเนื้อทีแ่ปลงนา
ขนาด 4 ไร ประกอบดวย 4 กรรมวิธี กรรมวธีิละ 3 ซํ้า (ตารางที่ 5) ณ ตําบลบานพราน อําเภอแสวงหา 
จังหวดัอางทอง ระหวางเดือน มีนาคม-มิถุนายน พ.ศ. 2553 โดยการทํานาแบบนาหวานน้ําตม 
แตละซ้ํามีพื้นที่ 400x500 ตารางเมตร เตรียมดินโดยการไถแปลดิน 1 คร้ัง ทิ้งไวนาน 1 สัปดาห และไถ
ดะอีก 2 คร้ัง เพื่อทําเทือก หลังจากนั้นใชพลาสติกสีดําขนาดกวาง 1 เมตร กั้นแปลงนาเปนบล็อกยอย 
ฉีดพนสารเคมีคุมวัชพืชกอนงอก 1 คร้ัง (10 ซีซี: น้ํา 1ลิตร) การใหน้ําและใหปุยใชตามวิธีการของ
เกษตรกร ทําการทดสอบในสภาพไร โดยใชกรรมวิธี โดยใชขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 เปนพันธุ
ทดลอง ทําการทดลอง  
 
  5.1.1 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษที่ผลิตเปนสูตรสําเร็จชนิดผง
ในการสงเสริมการเจริญเตบิโตของขาวในสภาพไร  
   
   นําเมล็ดขาวพนัธุขาวดอกมะลิ105 แชน้ํานาน 1 คืน โดยแบงเมล็ดขาวสําหรับ
หวานในแปลงทดลองรวม 180 กิโลกรัม โดยแบงไรละ 45 กิโลกรัม (3 ถัง) และตั้งทิง้ไวใหเมล็ด
ขาวงอกหลังจากนั้นคลุกเมลด็ขาวตามกรรมวิธีตาง ๆ (ตารางที่ 5) โดยใชอัตราการคลุกเมล็ดของ
ผลิตภัณฑ 15 กรัม ตอขาว 1 ถัง (15 กิโลกรัม) ตั้งทิ้งไว 10 นาที นําขาวไปหวานในแปลงนาที่ผาน
การทําเทือกไวเรียบรอยแลวโดยใชเครื่องหวานลม จากนั้นรอจนเมลด็ขาวงอกจึงทาํการพนเชื้อซํ้า
อีก 6 คร้ัง ที่อายุ 7  15  30  45  60  และ 75 วันหลังปลูก ใชปริมาตรผงผลิตภัณฑ 20 กรัม ตอน้ํา 20 
ลิตร และเติมสารจับใบปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อชวยในการจับยดึติดใบขาวมากขึน้ตามรายละเอียด
ในตารางที่ 4 และปลูกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงที่อายุขาว 31 วันหลังปลูก (หลังพนสูตรผลิตภัณฑ
แบคทีเรียปฏิปกษคร้ังที่ 3 ที่ 30 วันหลังปลูก) ประเมินอัตราการเจริญเติบโตทางดานความสูงตน 
ความยาวราก น้ําหนกัสด และอัตราการการแตกกอ ที่อายุขาว 45 วันหลังปลูก (ระยะที่มกีาร
เจริญเติบโตเตม็ที่) และปริมาณผลผลิตขาวหลังการเก็บเกีย่ว เปรยีบเทียบกับกรรมวิธีที่ใชสารเคมี 
copper hydroxide  ผลิตภัณฑ ISR-B  และกรรมวิธีควบคุมที่ไมมีการใช ทั้งนี้มีการประเมินการเกิด
โรค การลดลงของการเกิดโรค ที่อายุ 7 วันหลังปลูกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง โดยใชเกณฑตาม
รายละเอียดในขอ 3.4.2  
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 5.2 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษที่ผลิตเปนสูตรสําเร็จชนิดผงในการ
ควบคุมโรคและความสัมพนัธของการสะสมเอนไซม β-1,3-glucanase ในสภาพไร 
 
 วางแผนการทดลอง วิธีการเตรียมแปลงนา และกรรมวิธีดงัตารางที่ 4 เชนเดียวกับในขอ 
5.1 โดยแบงการทดลองออกเปน 2 ชุด ไดแก ชุดที่ 1 เปนชุดที่มีการปลูกเชื้อ และชุดที่ 2 เปนชุดที่ไมมี
การปลูกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงขาว โดยชุดที่ 1 เก็บตวัอยางใบขาวทีอ่ายุ 30, 31, 32, 33, 34, 35 
และ 36 วันหลังปลูก และปลูกเชื้อในวันที่ 31 วันหลังปลูก เพื่อมาตรวจการสะสมเอนไซม β-1,3-
glucanase ในตนขาวโดยใบขาวที่เก็บจะตองตัดมา 10 กรัม และเก็บในกลองที่บรรจุน้ําแข็งหรือ
น้ําแข็งแหงทนัทีเพื่อหยุดปฏิกิริยา และประเมินการเกิดโรคและการลดลงของการเกดิโรค 7 วันปลูก
เชื้อสาเหตุโรค วิธีการดังรายละเอียดในขอที่ 3.4.2  
 

 5.2.1 การสกัดโปรตีนรวมของขาว  
 
  นําตัวอยางใบขาวที่สุมเก็บแตละระยะปริมาตร 0.1 กรัม นําตัวอยางมาบดใน 

homogenization buffer (0.1 M Tris–HCl buffer, pH 7, 0.1 M KCl, 1mM PMSF, 1 μg/ml 
leupeptin, 1 % (v/v) Triton X–100 3 % (w/v) Polyvinylpyrrolidone: PVPP) ที่เย็นจดั ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ดวย micropipette เพื่อใชโดยวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976) 
วัดคาการดดูกลืนแสงที่ 595 nm โดยใช BSA เปน standard 
 
 5.2.2 การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase 
  
  นํา homogenate ที่สกดัไดจากตัวอยางใบขาว ทําปฏิกิริยากบั 4% ของ 
Laminarin ในอัตราสวนตอปริมาตร (v/v) คอื 65 ไมโครลติร/65 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําสวน
ผสมทั้งหมด ตมในน้ํารอนพรอมกับเขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
หลังจากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวยการเติม dinitrosalicylic acid 375 ไมโครลิตร และนําไปตมในน้ําเดือด
นาน 5 นาที จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงแบงแยกตะกอน และนําสวนใสที่ไดมา วัดคาการดูดกลืนแสง
ดวยเคร่ือง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร จากนั้นนําคาที่วิเคราะหจากการ
ดูดกลืนแสงที่ไดมาหาคาโดยใชสมการ standard curve โดยแสดงคาเปน μg glucose released min−1 
mg−1 protein ตามวิธีการของ (Pan et al., 1991) 
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  คาปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase  
                                                       total protein 
 
ปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase =  (1.4622 x คาเฉลี่ยของคาการดดูกลืนแสง) + 0.0152   
Total protein  =  (0.1074 x คาเฉลีย่ของคาการดดูกลนืแสง) + 0.1329   
 
ตารางที่ 5 กรรมวิธีทดสอบประสิทธิภาพทางดานการยบัยั้งเชื้อสาเหตโุรคขอบใบแหงและการ  
                 สงเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรียปฏิปกษสูตรสําเร็จชนิดผงในสภาพไร 
 
กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี 

1 คลุกเมล็ดดวยสูตรผลิตภัณฑ Formula1XA6 (ทัลคั่ม ผงแปง CaCO3 CMC กลูโคส อัตรา 
60:30:8:2) รวมกับพนใบ 6 คร้ัง (7  15  30  45  60 และ 75 วันหลังปลูก) 

2 คลุกเมล็ดดวยสูตร ISR-B รวมกับพนใบ 6 คร้ัง (7  15  30  45  60 และ 75 วันหลังปลูก) 
3 กรรมวิธีคลุกเมล็ดดวย copper hydroxide รวมกับการพนใบทุก 15 วนัหลังปลูก 
4 กรรมวิธีควบคมุ (control negative); ที่ไมมกีารควบคุมโดยวิธีใด ๆ 
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ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 
1.  สายพันธุเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแหง 

 
1.1 สายพันธุเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากใบขาวที่เปนโรค 

 
 จากการเก็บตัวอยางใบขาวทีแ่สดงอาการโรคขอบใบแหงจากแหลงปลูกขาวที่สําคัญ
ของประเทศรวมทั้งหมด 9 จังหวดั คือ สุพรรณบุรี อางทอง ชัยนาท ปทุมธานี สมุทรปราการ 
นนทบุรี พระนครศรีอยุธยา สระบุรี และนครศรีธรรมราช สามารถเก็บรวบรวมสายพันธุเชื้อที่มี
แนวโนมเปนเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวไดทั้งหมด 230 
ไอโซเลท จากโคโลนีเชื้อสาเหตุไดรวม 336 ไอโซเลท (รายละเอียดในขอ 1.2) ทั้งนี้ไดบันทึกขอมูล 
พันธุขาว ปที่เก็บ สถานที่ และลักษณะอาการ ความรุนแรงของตัวอยางขาวเปนโรคไวในตารางที่ 6  
โดยจัดแบงตามระดับความรนุแรงโรคภายใตเกณฑของ IRRI (1980) ซ่ึงแบงออกเปน 4 ระดับ 
ไดแก ระดับ A ถึง D โดยระดับ A = การปรากฏพื้นที่ใบขาวเปนโรคเฉลี่ยเทากับ 1-5 เปอรเซ็นต
ของพื้นที่ใบทัง้หมด จึงจัดวาเชื้อโรคในกลุมนี้เปนกลุมเชือ้สายพันธุออนแอ, B = การปรากฏพื้นที่
ใบขาวเปนโรคเฉลี่ยเทากับ 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด เชื้อโรคในกลุมนี้จดัเปนเชื้อสาย
พันธุคอนขางออนแอ, C =  การปรากฏพื้นที่ใบขาวเปนโรคเฉลี่ยเทากับ 13-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่
ใบทั้งหมด จึงจัดเชื้อโรคในกลุมนี้เปนเชื้อสายพันธุคอนขางรุนแรง และ D = การปรากฏพื้นที่ใบ
ขาวเปนโรคเฉลี่ยเทากับ 26-50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทัง้หมด ขึ้นไป จัดเปนกลุมเชือ้สายพันธุ
รุนแรง และไดรับความอนุเคราะหเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สายพันธุ TB0037 สาเหตุโรคขอบใบ
แหงของขาวเพื่อใชเปน type strain จากคณุณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกุล กลุมงานบักเตรวีิทยา กรม
วิชาการเกษตร จํานวน 1 สายพันธุ รวมเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงที่ใชศึกษา
ในครั้งนี้เทากบั 231 สายพันธุ (ตารางที่ 7) โดยรายละเอยีดขอมูลการแยกเชื้อ ลักษณะความแตกตาง
ของโคโลนี ความรุนแรง และผลการศึกษาคุณสมบัติขางตน และการจําแนกชนิดจะไดกลาวใน
หัวขอตอไป  
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ตารางที่ 6 สายพันธุเชื้อแบคทีเรียที่มีแนวโนมเปน Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบ
 ใบแหงของขาวและเชื้อแบคทีเรียที่เกีย่วของที่ไดจากการแยกและรวบรวมในการศึกษา 
 
สายพันธุ 
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ สถานที่ ลักษณะอาการ 
ท่ีเก็บ1/ 

หมายเลข
จัดเก็บ 

X001 ปทุมธานี1 2550 อางทอง A 1 
X0012 ปทุมธานี1 2550 อางทอง D 2 
X0012-1 ปทุมธานี1 2550 อางทอง A 3 
X0013x ปทุมธานี1 2550 อางทอง B 4 
X0014 ปทุมธานี1 2550 อางทอง C 5 
X0015x ปทุมธานี1 2550 อางทอง C 6 
X0016 ปทุมธานี1 2550 อางทอง B 7 
X0017 พิษณุโลก60 2550 อางทอง C 8 
X0019 พิษณุโลก60 2550 อางทอง D 9 
X00S พิษณุโลก60 2550 อางทอง B 10 
X00S001 พิษณุโลก60 2550 อางทอง B 11 
X00S31 พิษณุโลก60 2550 อางทอง C 12 
S201 พิษณุโลก60 2550 สุพรรณบุร ี C 13 
S202 พิษณุโลก60 2550 สุพรรณบุร ี C 14 
S208 พิษณุโลก60 2550 สุพรรณบุร ี B 15 
S217 พิษณุโลก60 2550 สุพรรณบุร ี A 16 
S218 พิษณุโลก60 2550 สุพรรณบุร ี B 17 
S232 พิษณุโลก60 2550 สุพรรณบุร ี C 18 
S233 พิษณุโลก60 2550 สุพรรณบุร ี B 19 
S235 พิษณุโลก1 2550 สุพรรณบุร ี C 20 
S238 พิษณุโลก1 2550 สุพรรณบุร ี D 21 
S241 พิษณุโลก1 2550 สุพรรณบุร ี D 22 
S243 พิษณุโลก1 2550 สุพรรณบุร ี D 23 
S268 พิษณุโลก1 2550 สุพรรณบุร ี C 24 
S272                              พิษณุโลก1 2550 สุพรรณบุร ี C 25 
S274 

 
พิษณุโลก1 

 
2550 

 
สุพรรณบุร ี

 
B 
 

26 
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ตารางที่ 6  (ตอ) 
 

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

 
 

พันธุขาว 

 
 

ปท่ีเก็บ 

 
 

สถานที่ 

 
 

ลักษณะอาการ 
ท่ีเก็บ1/ 

 
 

หมายเลข
จัดเก็บ 

S345 พิษณุโลก1 2550 สุพรรณบุร ี D 27 
S346 พิษณุโลก1 2550 สุพรรณบุร ี C 28 
S351 พิษณุโลก1 2550 สุพรรณบุร ี B 29 
S352 พิษณุโลก1 2550 สุพรรณบุร ี A 30 
S416 พิษณุโลก1 2550 สุพรรณบุร ี A 31 
S417 พิษณุโลก1 2550 สุพรรณบุร ี C 32 
KT11 พิษณุโลก60 2550 สุพรรณบุร ี B 33 
KT24 พิษณุโลก60 2550 สุพรรณบุร ี B 34 
KT1/1 พิษณุโลก60 2550 สุพรรณบุร ี C 35 
KT110 พิษณุโลก60 2550 สุพรรณบุร ี A 36 
KT1 พิษณุโลก60 2550 สุพรรณบุร ี A 37 
IS01 ชัยนาท1 2551 ชัยนาท D 38 
IS02 ชัยนาท1 2551 ชัยนาท B 39 
IS03 ชัยนาท1 2551 ชัยนาท A 40 
IS04 ชัยนาท1 2551 ชัยนาท B 41 
IS05 ชัยนาท1 2551 ชัยนาท B 42 
S06 ชัยนาท1 2551 ชัยนาท D 43 
J4-2 ปทุมธานี60 2551 ปทุมธานี C 44 
J4-3 ปทุมธานี60 2551 ปทุมธานี C 45 
J4-4 ปทุมธานี60 2551 ปทุมธานี D 46 
J26 ปทุมธานี60 2551 ปทุมธานี A 47 
J32 ปทุมธานี60 2551 ปทุมธานี B 48 
J37 ปทุมธานี60 2551 ปทุมธานี B 49 
J38 ปทุมธานี60 2551 ปทุมธานี A 50 
J39 ปทุมธานี60 2551 ปทุมธานี A 51 
J41 
J42-1 
 

ปทุมธานี60 
ราชินี 

 

2551 
2551 

 

ปทุมธานี 
ปทุมธานี 

 

D 
C 
 

52 
53 
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ตารางที่ 6  (ตอ) 
 

    

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ สถานที่ ลักษณะอาการ 
ท่ีเก็บ1/ 

หมายเลข
จัดเก็บ 

J45 ราชินี 2551 ปทุมธานี C 54 
J46 ราชินี 2551 ปทุมธานี B 55 
J57 ราชินี 2551 ปทุมธานี A 56 
J58 ราชินี 2551 ปทุมธานี B 57 
J60 ราชินี 2551 ปทุมธานี D 58 
J60/1 ราชินี 2551 ปทุมธานี D 59 
J62 ราชินี 2551 ปทุมธานี A 60 
J63 ราชินี 2551 ปทุมธานี A 61 
J65 ราชินี 2551 ปทุมธานี B 62 
J66 ราชินี 2551 ปทุมธานี B 63 
J67 ราชินี 2551 ปทุมธานี C 64 
J68 ราชินี 2551 ปทุมธานี B 65 
J68/1 ราชินี 2551 ปทุมธานี A 66 
J69 ราชินี 2551 ปทุมธานี C 67 
J70 ราชินี 2551 ปทุมธานี D 68 
J70-1 ราชินี 2551 ปทุมธานี B 69 
J71 ราชินี 2551 ปทุมธานี D 70 
J72 ราชินี 2551 ปทุมธานี B 71 
J73 ราชินี 2551 ปทุมธานี A 72 
JJ74 พิษณุโลก1 2551 นนทบุรี C 73 
J80 พิษณุโลก1 2551 นนทบุรี C 74 
J81 พิษณุโลก1 2551 นนทบุรี D 75 
J82 พิษณุโลก1 2551 นนทบุรี A 76 

J82/1 พิษณุโลก1 2551 นนทบุรี B 77 
J83 พิษณุโลก1 2551 นนทบุรี A 78 
NI0026                          ปทุมธานี1 
NI0027                          ปทุมธานี1 

 

2551 
2551 

นนทบุรี 
นนทบุรี 

D 
A 

79 
80 



50 
 

ตารางที่ 6  (ตอ) 
 

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ สถานที่ ลักษณะอาการ 
ท่ีเก็บ1/ 

หมายเลข
จัดเก็บ 

NI0028 ปทุมธานี1 2551 นนทบุรี B 81 
NI0029 ปทุมธานี1 2551 นนทบุรี C 82 
NI0030 ปทุมธานี1 2551 นนทบุรี D 83 
NI0031 ปทุมธานี1 2551 นนทบุรี C 84 
NI0035 ปทุมธานี1 2551 นนทบุรี C 85 
NI0037 ปทุมธานี1 2551 นนทบุรี D 86 
NI0038 ปทุมธานี1 2551 นนทบุรี A 87 
NI0039 ปทุมธานี1 2551 นนทบุรี B 88 
NI0040 ปทุมธานี1 2551 นนทบุรี B 89 
NI0041 ปทุมธานี1 2551 นนทบุรี A 90 
NI0042 ปทุมธานี1 2551 นนทบุรี A 91 
NI0043 ปทุมธานี1 2551 นนทบุรี D 92 
NI0044 ปทุมธานี1 2551 พระนครศรีอยธุยา C 93 
NI0045 ปทุมธานี1 2551 พระนครศรีอยธุยา A 94 
NI0046 ปทุมธานี1 2551 พระนครศรีอยธุยา B 95 
NI0047 ปทุมธานี1 2551 พระนครศรีอยธุยา B 96 
NI0048 ปทุมธานี1 2551 พระนครศรีอยธุยา D 97 
NI0051 สุพรรณบุร1ี 2551 พระนครศรีอยธุยา A 98 
NI0052 สุพรรณบุร1ี 2551 พระนครศรีอยธุยา B 99 
NI0053 สุพรรณบุร1ี 2551 พระนครศรีอยธุยา B 100 
NI0058 สุพรรณบุร1ี 2551 พระนครศรีอยธุยา C 101 
NI0060 สุพรรณบุร1ี 2551 พระนครศรีอยธุยา D 102 
NI0062 สุพรรณบุร1ี 2551 พระนครศรีอยธุยา B 103 
NI0063 สุพรรณบุร1ี 2551 พระนครศรีอยธุยา C 104 
NI0070 สุพรรณบุร1ี 2551 พระนครศรีอยธุยา C 105 
NI0071 สุพรรณบุร1ี 2551 พระนครศรีอยธุยา B 106 
NI0072 สุพรรณบุร1ี 

 
2551 

 
พระนครศรีอยธุยา A 107 
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ตารางที่ 6  (ตอ) 
 

    

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ สถานที่ ลักษณะอาการ 
ท่ีเก็บ1/ 

หมายเลข
จัดเก็บ 

NI0073 สุพรรณบุร1ี 2551 พระนครศรีอยธุยา A 108 
NI0074 สุพรรณบุร1ี 2551 พระนครศรีอยธุยา C 109 
C2 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ A 110 
C4-1 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ C 111 
C4-11 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ D 112 
C4-2 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ A 113 
C5 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ C 114 
C6 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ D 115 
C7 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ B 116 
C11 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ B 117 
Su12 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ C 118 
Su17 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ C 119 
Su6 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ D 120 
Su8 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ A 121 
Su9 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ B 122 
Su10-1 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ C 123 
Su13-1 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ A 124 
Su40 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ D 125 
NK044 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ B 126 
NK050 ชัยนาท1 2551 สมุทรปราการ C 127 
NK052 กข25 2551 นครศรีธรรมราช A 128 
NK055 กข25 2551 นครศรีธรรมราช C 129 
NK060 กข25 2551 นครศรีธรรมราช C 130 
NK071 กข25 2551 นครศรีธรรมราช D 131 
NK102 กข25 2551 นครศรีธรรมราช B 132 
NK106 กข25 2551 นครศรีธรรมราช A 133 
NK107 กข25 2551 นครศรีธรรมราช C 134 
NK108 กข25 2551 นครศรีธรรมราช D 135 
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ตารางที่ 6  (ตอ) 
 

    

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ สถานที่ ลักษณะอาการ 
ท่ีเก็บ1/ 

หมายเลข
จัดเก็บ 

NK111 กข25 2551 นครศรีธรรมราช D 136 
NK114 กข25 2551 นครศรีธรรมราช B 137 
NK129 กข25 2551 นครศรีธรรมราช B 138 
NK130 กข25 2551 นครศรีธรรมราช C 139 
AR5 ปทุมธานี60 2551 อางทอง D 140 
AR7 ปทุมธานี60 2551 อางทอง C 141 
AR9 ปทุมธานี60 2551 อางทอง A 142 
AR9-1 ปทุมธานี60 2551 อางทอง A 143 
AR9-2 ปทุมธานี60 2551 อางทอง C 144 
AR19    ปทุมธานี60 2551 อางทอง B 145 
AR003 ปทุมธานี60 2551 อางทอง C 146 
AR004 ปทุมธานี60 2551 อางทอง C 147 
AR201 ปทุมธานี60 2551 อางทอง A 148 
AR202 ปทุมธานี60 2551 อางทอง D 149 
AR203 ปทุมธานี60 2551 อางทอง A 150 
AR204 ปทุมธานี60 2551 อางทอง C 151 
AR205 ปทุมธานี60 2551 อางทอง C 152 
AR206 ปทุมธานี60 2551 อางทอง B 153 
AR208 ปทุมธานี60 2551 อางทอง A 154 
AR209 ปทุมธานี60 2551 อางทอง C 155 
AR210 ปทุมธานี60 2551 อางทอง B 156 
AR215 ปทุมธานี60 2551 อางทอง A 157 
AR218 พิษณุโลก90 2551 อางทอง A 158 
AR219 พิษณุโลก90 2551 อางทอง B 159 
AR220 พิษณุโลก90 2551 อางทอง A 160 
AR221 พิษณุโลก90 2551 อางทอง C 161 
AR223 พิษณุโลก90 2551 อางทอง A 162 
AR224 พิษณุโลก90 2551 อางทอง C 163 
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ตารางที่ 6  (ตอ) 
 

    

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ สถานที่ ลักษณะอาการ 
ท่ีเก็บ1/ 

หมายเลข
จัดเก็บ 

AR226 พิษณุโลก90 2551 อางทอง C 164 
AR227-1 พิษณุโลก90 2551 อางทอง C 165 
AR229 หอมปทุม60 2551 อางทอง C 166 
AR230 หอมปทุม60 2551 อางทอง D 167 
AR517 หอมปทุม60 2551 อางทอง A 168 
AR522 หอมปทุม60 2551 อางทอง B 169 
AR601 หอมปทุม60 2551 อางทอง D 170 
AR627 หอมปทุม60 2551 อางทอง B 171 
AR631 หอมปทุม60 2551 อางทอง C 172 
AR708 หอมปทุม60 2551 อางทอง A 173 
AR719 หอมปทุม60 2551 อางทอง C 174 
PT205 พิษณุโลก60 2551 ปทุมธานี B 175 
PT206 พิษณุโลก60 2551 ปทุมธานี A 176 
PT211 พิษณุโลก60 2551 ปทุมธานี B 177 
PT212 พิษณุโลก60 2551 ปทุมธานี B 178 
PT218 พิษณุโลก60 2551 ปทุมธานี C 179 
PT219 พิษณุโลก60 2551 ปทุมธานี B 180 
PT226 พิษณุโลก60 2551 ปทุมธานี D 181 
PT227 พิษณุโลก60 2551 ปทุมธานี C 182 
PT229 พิษณุโลก60 2551 ปทุมธานี A 183 
PT237 พิษณุโลก60 2551 ปทุมธานี B 184 
PT264 พิษณุโลก60 2551 ปทุมธานี C 185 
PT341 พิษณุโลก60 2551 ปทุมธานี A 186 
PT380 พิษณุโลก60 2551 ปทุมธานี B 187 
PT425 พิษณุโลก60 2551 ปทุมธานี A 188 
S221 พิษณุโลก60 2552 สุพรรณบุร ี D 189 
S225 
 

พิษณุโลก60 
 

2552 
 

สุพรรณบุร ี
 

A 
 

190 
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ตารางที่ 6  (ตอ) 
 

    

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ สถานที่ ลักษณะอาการ 
ท่ีเก็บ1/ 

หมายเลข
จัดเก็บ 

S250 พิษณุโลก60 2552 สุพรรณบุร ี A 191 
S251 พิษณุโลก60 2552 สุพรรณบุร ี D 192 
S258 พิษณุโลก60 2552 สุพรรณบุร ี A 193 
S298 พิษณุโลก60 2552 สุพรรณบุร ี A 194 
S299 พิษณุโลก60 2552 สุพรรณบุร ี D 195 
CH605 ชัยนาท1 2552 ชัยนาท A 196 
CH006 ชัยนาท1 2552 ชัยนาท A 197 
CH007 ชัยนาท1 2552 ชัยนาท C 198 
CH008 ชัยนาท1 2552 ชัยนาท B 199 
CH010 ชัยนาท1 2552 ชัยนาท A 200 
CH011 ชัยนาท1 2552 ชัยนาท A 201 
CH012 ชัยนาท60 2552 ชัยนาท D 202 
CH017 ชัยนาท60 2552 ชัยนาท C 203 
CH018 ชัยนาท60 2552 ชัยนาท C 204 
CH019 ชัยนาท60 2552 ชัยนาท A 205 
CH020 ชัยนาท60 2552 ชัยนาท D 206 
CH022 ชัยนาท60 2552 ชัยนาท B 207 
CH023 ชัยนาท60 2552 ชัยนาท B 208 
CH024 ชัยนาท60 2552 ชัยนาท A 209 
CH125 ชัยนาท60 2552 ชัยนาท C 210 
CH239 ชัยนาท60 2552 ชัยนาท A 211 
CH303 ชัยนาท60 2552 ชัยนาท C 212 
CH304 หอมปทุม60 2552 ปทุมธานี C 213 
CH308 หอมปทุม60 2552 ปทุมธานี D 214 
CH313 หอมปทุม60 2552 ปทุมธานี B 215 
CH314 หอมปทุม60 2552 ปทุมธานี A 216 
CH319 คลองหลวง 

 
2552 ปทุมธานี B 217 



55 
 

1/ เกณฑการจัดแบงระดับความรุนแรงโรคขอบใบแหง (IRRI, 1980)  
A = กอใหเกดิโรครุนแรงเทากับ 1-5 เปอรเซ็นตของพื้นทีใ่บ = กลุมเชื้อสายพันธุออนแอ  
B = กอใหเกดิโรครุนแรงเทากบั 6-12 เปอรเซน็ตของพืน้ที่ใบ = กลุมเชือ้สายพนัธุคอนขางออนแอ 
C =  กอใหเกดิโรครุนแรงเทากับ 13-25 เปอรเซ็นตของพืน้ทีใ่บ = กลุมเชื้อสายพนัธุคอนขางรุนแรง  
D = กอใหเกดิโรครุนแรงเทากับ 26-50 % ของพื้นที่ใบขึ้นไป = กลุมเชื้อสายพันธุรุนแรง 

2/ เชื้อ X. oryzae pv. oryzae สายพันธุ TB0037 และเชื้อ X. oryzae pv. oryzicola สายพันธุ TS8208 
สาเหตุโรคใบขีดโปรงแสง ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจากกลุมงานบักเตรีวิทยา กรมวิชาการเกษตร 
เพื่อใชเปนเชื้อสายพันธุอางอิง (type strain) และสายพนัธุใกลชิดในการศึกษา   3/ เชื้อ Acidovorax 
avenae subsp. avenae สายพันธุ Aaa9 สาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพด ซ่ึงไดรับความอนุเคราะห
หองปฏิบัติการแบคทีเรีย ภาควิชาโรคพืช มก. เพื่อใชเปนสายพันธุเปรยีบเทียบตางกลุม  
 

ตารางที่ 6  (ตอ) 
 

    

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ สถานที่ ลักษณะอาการ 
ท่ีเก็บ1/ 

หมายเลข
จัดเก็บ 

CH320 คลองหลวง 2552 ปทุมธานี C 218 
CH321 คลองหลวง 2552 ปทุมธานี A 219 
CH323 คลองหลวง 2552 ปทุมธานี B 220 
CH331 คลองหลวง 2552 ปทุมธานี C 221 
CH332 หอมปทุม60 2552 สระบุรี D 222 
CH334 หอมปทุม60 2552 สระบุรี D 223 
CH337 หอมปทุม60 2552 สระบุรี A 224 
CH338 หอมปทุม60 2552 สระบุรี D 225 
CH340 หอมปทุม60 2552 สระบุรี A 226 
CH401 หอมปทุม60 2552 สระบุรี B 227 
CH402 หอมปทุม60 2552 สระบุรี C 228 
CH18 หอมปทุม60 2552 สระบุรี A 229 
CH9/1 
TB0037  
TS8208   
Aaa9     

หอมปทุม60 
- 
- 
- 

2552 
2552 
2553 
2552 

สระบุรี 
กรมวิชาการเกษตร2/ 
กรมวิชาการเกษตร2/ 

โรคพืช มก.3/ 

B 
D 
- 
- 

230 
231 
232 
233 
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 1.2 การแยกเชือ้สาเหตุโรคขอบใบแหง  
         

การแยกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวจากตัวอยางใบที่เก็บรวบรวมไดจากแปลง
ปลูกขาวตาง ๆ พบวาสามารถแยกเชื้อทีแ่ยกไดจากใบขาวเปนโรค และ bacterial ooze (ภาพที่ 2ก 
และ 2ข) จํานวนรวม 336 สายพันธุ โดยมีลักษณะโคโลนีสีเหลืองซีด กลม นูน เปนมันวาว เยิ้ม บน
อาหาร nutrient glucose agar (NGA) เปนหลักซึ่งมีแนวโนมเปนเชื้อ X. oryzae pv. oryzae หลังจาก
นั้นทําการแยกเชื้อทั้งหมดใหบริสุทธิ์อีกครั้งดวยวิธี cross streak บนอาหาร NGA และเลี้ยงเชื้อใน
หลอดอาหาร ชนิดเอียงและ reisolated เชื้อแบคทีเรียทุก 7 วัน เพื่อใชในการทดสอบขั้นตอไป และ
เก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียในอาหาร glycerol 50 เปอรเซ็นต ในตู -20 องศาเซลเซียส เพื่อการศึกษา
คุณสมบัติการเปนเชื้อโรคระยะยาวตอไป  

 
1.3 การศึกษาคณุสมบัติขั้นตนบางประการเพื่อจําแนกเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุ

โรคขอบใบแหงขาว 
 

1.3.1  การตรวจสอบลักษณะโคโลนีและการทดสอบแกรม โดยการเลีย้งเชือ้
แบคทีเรียที่คาดวาเปนเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวจํานวน 336 สายพันธุ บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
NGA คัดเลือกเฉพาะโคโลนีของเชื้อที่มีลักษณะสีเหลืองซีด กลม นูน ขอบเรียบ เปนมันวาว (ภาพที่ 
2ค) แยกใหไดเชื้อบริสุทธิ์ และทดสอบคุณสมบัติการติดสีแกรม พบวาเชื้อแบคทีเรียที่แยกได
จํานวน 230 สายพันธุ จากทัง้หมด 336 ไอโซเลท เปนแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative) ติดสีแดง
ของ safranin-o และยนืยันผลอีกครั้งดวยการทดสอบดวย 3% KOH พบวาเชื้อแบคทเีรียทั้ง 230 สาย
พันธุ มีลักษณะเหนียว หนืด ยืดติดลูป (loop) ขึ้นมาเหน็ไดชัดเจน แสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรียทั้ง 
230 สายพันธุ นี้เปนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ ตามวิธีการของ Schaad (1988) 

 
1.3.2   การทดสอบความสามารถในการเกิดปฏกิิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลัน

บนใบยาสูบ (HR) ของเชื้อที่คาดวาเปนเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง จํานวน 230 สายพันธุ และเชื้อ
สายพันธุอางอิง 1 สายพันธุ รวมทั้งส้ิน 231 สายพันธุ พบวาเชื้อแบคทเีรียทุกสายพนัธุสามารถชักนํา
ใหเกิดปฏิกิริยา HR บนใบยาสูบ โดยมีลักษณะอาการตายของเซลลบนใบยาสูบซึ่งสามารถ
สังเกตเห็นเปนแผลสีน้ําตาลไหมชัดเจนรอบบริเวณที่ฉดี suspension เชื้อแบคทีเรียแตละสายพันธุ
ภายในระยะเวลา 24-48 ช่ัวโมง (ภาพที่ 2ง) แสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรียทั้ง 231 สายพันธุ เปนเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 
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    1.3.3 การทดสอบความรุนแรงในการกอใหเกิดโรคกับตนขาวในสภาพเรือนทดลอง
ผลการทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรคบนขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ซ่ึงจัดเปนพันธุ
ออนแอ เมื่อขาวอายุ 45 วันหลังปลูก ดวยวิธีการตัดปลายใบ (clipping method) ตามวธีิการของ 
Shanti et al. (2001 ) พบวาแบคทีเรียทุกสายพันธุ (231 ไอโซเลท) ทําใหเกิดโรคขอบใบแหงบนขาว
ไดแตกตางกนัภายในระยะเวลา 3-14 วันหลังปลูกเชื้อ และเมื่อวัดขนาดความยาวของบาดแผลที่
เกิดขึ้นจากเชื้อ X. oryzae pv. oryzae แตละสายพันธุ สามารถจัดแบงระดับความรุนแรงของโรคตาม
เกณฑที่ดัดแปลงจาก SES ของ IRRI (1980) ได 4 ระดับคือ ระดับ A ถึง D โดยที่ระดบั A 
ประกอบดวยเชื้อ X. oryzae pv. oryzae จํานวน 53 สายพนัธุ กอใหเกิดอาการโรครุนแรงเทากับ 1-5 
เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จัดเปนกลุมเชื้อสายพันธุออนแอ ระดับ B หมายถึง กลุมของเชื้อ X. 
oryzae pv. oryzae ที่สามารถกอใหเกิดโรครุนแรงเทากับ 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด 
จัดเปนกลุมเชือ้สายพันธุคอนขางออนแอ ซ่ึงมีสมาชิกจํานวน 28 สายพนัธุ ระดับ C ประกอบดวย
เชื้อ X. oryzae pv. oryzae จํานวน 120 สายพันธุ สามารถกอใหเกิดอาการโรครุนแรงเทากับ 13-25 
เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จัดเปนกลุมเชื้อสายพันธุคอนขางรุนแรงและจัดเปนประชากรเชื้อ
โรคที่มีสมาชิกมากที่สุดสําหรับการศึกษาในครั้งนี ้และระดับอาการ D หมายถึง กลุมของเชื้อ X. 
oryzae pv. oryzae ที่สามารถกอใหเกิดโรครุนแรงเทากับ 26-50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมดขึ้น
ไป จัดเปนกลุมเชื้อสายพันธุรุนแรง มีสมาชิกจํานวน 30 สายพันธุ (ตารางที่ 7 และ ภาพที่ 3) ทั้งนี้
พบวา ระดับความรุนแรงของสายพันธุเชื้อตางๆ มีการกระจายตัวแบบทัว่ไปไมจําเพาะเจาะจงหรือ
สัมพันธกับพืน้ที่ปลูกที่แตกตางกัน 
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ตารางที่ 7 ระดับความรุนแรงของสายพันธุเชื้อ Xanthomonas oryzar pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบ
แหงของขาวในสภาพเรือนทดลอง 

 
ระดับความ
รุนแรงโรค1/ 

สายพันธุเชื้อแบคทีเรีย2/ 

A X0012/X0012.1/X0013x/X0014/X00S001/S201/S202/S217/S232/S238/S268/
S274/S351/S416/S417/ISO1/J38/J39/J41/J42.1/J45/J57/J58/J60/J60.1/J68.1/J6
9/J70.1/J71/J74/J82/J82.1/J83/NI0030/NI0031/NI0035/NI0038/NI0040/NI004
1/NI0043/NI0045/NI0046/NI0047/NI0073/C2/C4.1/C4.11/C6/Su12/Su17/Su9
/Su10.1/Su13.1/ 

B NK055/NK071/NK106/NK108/NK129/NK130/AR7/AR003/AR209/AR224/
AR517/AR631/AR708/PT206/PT218/PT226/PT229/S251/CH006/CH011/CH
017/CH022/CH331/CH18/X001/X0015x/X0016/X0017 

C X0019/X00S/X00S31/KT11/ISO2/S208/S218/S233/S235/S241/S243/S272/S3
45/S346/S352/KT24/KT1.1/KT110/KT1/ISO3/ISO5/J4.2/J4.3/J32/J46/J62/J63
/J65/J66/J68/J70/J72/J73/J80/J81/NI0026/NI0027/NI0028/NI0029/NI0037/NI
0039/NI0042/NI0044/NI0048/NI0051/NI0053/NI0058/NI0070/NI0071/NI007
2/NI0074/C4.2/C7/C11/Su8/Su40/NK044/NK050/NK060/NK107/NK111/NK
114/AR5/AR9/AR9.2/AR19/AR004/AR203/AR205/AR206/AR215/AR219/A
R221/AR223/AR226/AR227.1/AR229/AR230/AR522/AR601/AR627/AR719/
PT205/PT211/PT212/PT227/PT237/PT341/PT380/PT425/S221/S225/S258/S2
98/S299/CH605/CH007/CH010/CH018/CH019/CH020/CH023/CH024/CH23
9/CH303/CH308/CH313/CH314/CH319/CH321/CH323/CH332/CH334/CH33
5/CH338/CH401/CH402/CH9.1/TB0037 

D ISO4/ISO6/J4.4/J26/J37/J67/NI0052/NI0062/NI0063/C5/Su6/NK052/NK102/
AR9.1/AR201/AR202/AR204/AR208/AR210/AR218/AR220/PT219/PT264/S
250/CH008/CH012/CH125/CH304/CH320/CH340/ 

1/  เกณฑการจดัแบงระดับความรุนแรงโรคขอบใบแหง (IRRI, 1980) รายละเอียดแสดงในตารางที่ 6 
2/ รหัสสายพันธุเชื้อตามตารางที่ 6  
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ภาพที่ 2 ลักษณะอาการโรคขอบใบแหงบนใบขาว (ก) และ bacterial ooze ของเชื้อโรคขอบใบแหง 
(ข) ลักษณะโคโลนีสีเหลือง กลม นูน ขอบเรียบเปนมนั เยิ้ม ของเชื้อ Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae บนอาหารเลี้ยงเชือ้ NGA (ค)  ปฏิกิริยาการตอบสนองอยางเฉียบพลันตอเชื้อ 

  Xanthomonas oryzae pv. oryzae บนใบยาสูบภายใน 24-48 ช่ัวโมง (ง) 
 

 

 

 

 

 

 

ก  ค

ง

ข ง 
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ภาพที่ 3  ลักษณะอาการโรคขอบใบแหงของขาวที่เกิดจากเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae  

โดยแบงตามระดับความรนุแรงในการกอใหเกิดโรคบนขาวพันธุขาวหอมมะล1ิ05 ตาม
เกณฑของ IRRI (1980) โดย A =  เชื้อแบคทีเรียสายพันธุที่สามารถกอใหเกิดโรคเทากบั 
1-5 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จดัเปนกลุมเชื้อสายพันธุออนแอ (ก) B =  เชื้อ
แบคทีเรียสายพันธุที่สามารถกอใหเกิดโรคเทากับ 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด 
จัดเปนกลุมเชือ้สายพันธุคอนขางออนแอ (ข) C = เชื้อแบคทีเรียสายพนัธุที่สามารถ
กอใหเกิดโรคเทากับ 13-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จัดเปนกลุมเชื้อสายพันธุ
คอนขางรุนแรง (ค) และ D = เชื้อแบคทีเรียสายพันธุที่สามารถกอใหเกดิโรคเทากับ 26-50 
เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมดขึ้นไป จดัเปนกลุมเชื้อสายพันธุรุนแรง (ง) 

 
 
 
 
 
 
 

ก 
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 1.4 การจําแนกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาว 
 

 การจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวโดยโดยการศึกษา
คุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการ พบวาเชือ้แบคทีเรียทั้ง 231 สายพันธุ สามารถเคลื่อนที่ได 
(motility) ตองการใชออกซิเจน เกดิปฏิกิริยา citrate utilization โดยการเปลี่ยนอาหารทดสอบสีเขียว
เปนสีน้ําเงินชดัเจน ไมเกดิปฏิกิริยา catalase ไมสามารถยอยแปงในอาหารได และไมสามารถยอย
มันฝร่ังได สามารถผลิตกรดจากน้ําตาล glucose, fructose และ galactose ขณะเดยีวกนัไมพบการ
ผลิตกรดในน้ําตาล ribose, maltose, และ lactose ซ่ึงมีคุณสมบัติตรงกับเชื้อ X. oryzae pv. oryzae 
สายพันธุอางอิงในหนังสือ Bergey manual of Determinative Bacteriology 9th edition (Holt et al., 
1994) จึงยนืยนัวาเชื้อแบคทเีรียทั้ง 231 สายพันธุ เปนเชือ้ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบ
แหงของขาว (ตารางที่ 8)  

 
ตารางที่ 8  การจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวโดยโดยการศึกษา 
              คุณสมบัติทางชีวเคมบีางประการ 

1/ =  สายพันธุเช้ือทดสอบ 230 ไอโซเลท   

2/  =  สายพันธุเปรียบเทียบซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจากกลุมงานบักเตรีวิทยา กรมวชิาการเกษตร 

การทดสอบ X. oryzae pv. oryzae สายพันธุ  
ที่ศึกษา1/ 

X. oryzae pv. oryzae 
TB00372/ 

Motility + + 

Oxygen relationship + + 

Gelatin hydrolysis   + + 

Catalase production   - - 

Starch hydrolysis   - - 

Oxidase tese   - - 

Growth on potato 
Acid form   
  Glucose, Fructose, Galactose 
   Ribose,  Maltose, Lactose 
Citrate utilization 

- 
 

+ 
- 
+ 

- 
 

+ 
- 
+ 
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1.5 การยืนยันจําแนกชนิดเชือ้สาเหตุโรค X. oryzae pv. oryzae โดยการใชไพรเมอรจําเพาะ
บริเวณ 16S rDNA โดยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR)  
  

จากการสกัดดเีอ็นเอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ทั้ง 230 สายพันธุ ทีแ่ยกไดจาก
การศึกษาครั้งนี้และผานการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการและความสามารถในการ
กอใหเกิดโรคในสภาพเรือนทดลอง ดวยวธีิ minipreparation ตามวิธีการของ Chen and Kuo (1993) 
และนําดเีอ็นเอที่สกัดไดมาตรวจสอบดวยไพรเมอรที่ออกแบบจําเพาะกับบริเวณ 16S rDNA โดยวธีิ 
PCR เปรียบเทยีบกับสายพนัธุเปรียบเทียบ (types strain) X. oryzae pv. oryzae สายพันธุ TB0037 
พบแถบลายพมิพดีเอ็นเอขนาด 495 bp ในเชื้อแบคทีเรียทกุสายพันธุที่แยกได (230 สายพันธุ) โดย
เปนตัวแทนของแตละที่ทดสอบความรุนแรงของโรคกลุมที่ A-D ไอโซเลท Xoo13-x, ISO1, 
NI0030, Xoo1, Xoo17, CH017, Xoo19, KT24, AR9, และ AR208 ตามลําดับ รวมทั้งสายพันธุ 
TB0037 (ภาพที่ 4) จึงสามารถสรุปไดวาเชือ้แบคทีเรียจํานวน 230 สายพันธุ ที่แยกไดจากใบขาวที่
แสดงอาการโรค จัดเปนเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวอยางชัดเจน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 4  แถบดีเอ็นเอขนาด 495 bp จากการตรวจสอบชนิดเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

ดวยไพรเมอร XOR-F และ XOR-R ซ่ึงออกแบบมาจําเพาะกับบริเวณ 16S rDNA โดยจะ
พบในเชื้อเปาหมายทุกสายพันธุ โดยตําแหนงที่ 1-11 คือ เชื้อสายพันธุ TB0037,และ
ตัวแทนจากแตละกลุม A-D ตามลําดับ Xoo13-x, ISO1, NI0030, Xoo1, Xoo17, CH017, 
Xoo19, KT24, AR9, และ AR208 ตามลําดับ โดยใช 100 bp DNA marker (ตําแหนง M)  

 
 

 1           2          3         4          5         6          7          8        9        10         11       

  
M 

  500 bp  495 bp 
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2.  การศึกษาความแตกตางทางพนัธุกรรมของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae โดยใชเทคนคิ  rep-PCR 
  
 การวิเคราะห dendrogram จากไพรเมอร BOX ERIC และ REP เมื่อทําการสกัดดีเอน็เอของ
เชื้อ X. oryzae pv. oryzae จํานวน 230 สายพันธุ และเชื้อสายพันธุอางอิง (type strain) ไดแก X. 
oryzae pv. oryzae สายพันธุ TB0037 สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาว และเชื้อสายพนัธุใกลชิดคือ  
X. oryzae pv. oryzicola สายพันธุ TS8208 ที่ไดรับความอนุเคราะหจากกรมวิชาการเกษตร และเชื้อ
ตางกลุมคือ Acidovorax avenae subsp. avenae สายพันธุ Aaa9 (นันทิยา, 2550) ดวยวธีิ 
minipreparation (Chen and Kuo, 1993) แลวนํามาศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมดวยเทคนิค 
rep-PCR ทําซํ้า 2 คร้ัง โดยการตรวจดูลายพิมพดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส ได
ลายพิมพดีเอน็ที่มีขนาดแตกตางกันตั้งแต 100 bp ถึง 3000 bp  ทั้งหมด 20  22  และ 14 แถบ จาก
ไพรเมอร BOX  ERIC  และ REP ตามลําดับ ซ่ึงลายพิมพดีเอ็นเอที่สําคญัและ/หรือชัดเจน จากการ
ตรวจสอบวามหีรือไมมีจากแตละไพรเมอร (BOX  ERIC  และ REP ตามลําดับ) ที่ถูกนาํมาใช
วิเคราะห dendrogram สรางความสัมพันธระหวางสายพนัธุของเชื้อ ความสามารถในการกอใหเกิด
โรค และแหลงที่มา ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป TREECON version 2010 ไดแกลายพิมพดีเอ็นเอ
จํานวน 16  19  และ 8  แถบ ซ่ึงคิดเปน 81.8  86.36  และ 51.14 เปอรเซ็นต ของลายพมิพดีเอ็นเอ
ทั้งหมดจากแตละไพรเมอร ตามลําดับ โดยลายพิมพดีเอน็เอที่จําเพาะและปรากฏในการศึกษาจาก
กลุมประชากรในครั้งนี้ นําไปวิเคราะหหาความสัมพันธกับลักษณะทางฟโนไทปตางๆ ไดดังนี ้
 
 2.1  ลายพิมพดีเอ็นเอและความสัมพันธุของ Dendrogram จากการวิเคราะหดวยไพรเมอร 
BOX  
 

จากการวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอดวยไพรเมอร BOX สามารถสราง dendrogram จัด
กลุมความสัมพันธของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ทั้ง 231 สายพันธุ ออกเปน 2 กลุมไดอยางชัดเจนที่
คา similarity coefficient เทากับ 0.54  (ภาพที่ 5) ไดแก กลุม 1 และกลุม 2 โดยประชากรเชื้อกลุม 1 
มีจํานวน 61 สายพันธุ คิดเปน 26.41 เปอรเซ็นตของเชื้อทั้งหมด (231 สายพันธุ) ประกอบดวยเชื้อ
ที่มาจากจังหวดัสุพรรณบุรี อางทอง สมุทรปราการ นครศรีธรรมราช ปทุมธานี นนทบุรี 
พระนครศรีอยธุยา ชัยนาท และกลุม 2 ประกอบดวยประชากรเชื้อ 170 สายพันธุ ซ่ึงคิดเปน 73.59 
เปอรเซ็นตของประชากรเชือ้ทั้งหมด (231 สายพันธุ) นอกจากนี้ประชากรเชื้อในกลุม 2 ยงัสามารถ
แบงออกเปนกลุมยอยไดอีก 5 กลุม ที่คา similarity coefficient เทากับ 0.58  ไดแก กลุม  2A  2B  2C  
2D  และ 2E  (ตารางที่ 9 : ภาพที่ 5) แตละกลุมยอยมีความสัมพันธใกลชิดกันเพียง 52-64 เปอรเซ็นต 
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โดยที่เชื้อในกลุม 2A และ 2B มีความสัมพันธใกลชิดกนั 63 เปอรเซ็นต และใกลชิดกบักลุม 2C  54 
เปอรเซ็นต ในขณะที่กลุม 2D และ 2E มีความสัมพันธใกลชิดกัน 53 เปอรเซ็นต และมี
ความสัมพันธใกลชิดกับกลุม 2C 52 เปอรเซ็นต ซ่ึงกลุม 2C จัดเปนกลุมที่มีประชากรเชื้อมากที่สุด 
82 สายพันธุ คิดเปน 48.27 เปอรเซ็นตของจํานวนเชื้อทั้งหมดในกลุม 2 (170 สายพนัธุ) 
ประกอบดวยเชื้อที่มาจากทุกจังหวดัที่ทําการเก็บตัวอยางไดแก จังหวัดอางทอง ปทุมธานี นนทบุรี 
สุพรรณบุรี ชัยนาท นครศรีธรรมราช สมุทรปราการ พระนครศรีอยุธยา และสระบุรี แสดงใหเห็น
วาเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ในกลุม 2 นี้คอนขางมีความแตกตางหลากหลายทางพันธุกรรมสูงเมื่อ
เปรียบเทียบดวยไพรเมอร BOX  
 
        2.2  ลายพิมพดีเอ็นเอและความสัมพันธุของ Dendrogram จากการวิเคราะหดวยไพรเมอร 
ERIC  
 
        ลายพิมพดีเอ็นเอที่ชัดเจนของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ที่ผลิตไดจากไพรเมอร ERIC มี
รูปแบบมากกวาไพรเมอร BOX  เมื่อนํามาสรางเปน dendrogram พบวาสามารถจัดกลุมเชื้อได
ชัดเจน 2 กลุมใหญ (ภาพที่ 6) ที่คา similarity coefficient เทากับ 0.64 เชือ้ X. oryzae pv. oryzae สาย
พันธุตางๆ แสดงความสัมพนัธทางพันธุกรรมมากกวาการวิเคราะหดวยไพรเมอร BOX เมื่อ
เปรียบเทียบกบัคา similarity coefficient เดียวกัน โดยแบงกลุมยอยไดมากกวา แสดงในตารางที่ 7 
จาก dendrogram ประชากรเชื้อในกลุม 1 มีจํานวน 70 สายพันธุ คิดเปน 30.30 เปอรเซ็นตของ
ประชากรทั้งหมด (231 สายพันธุ) ประชากรเชื้อกลุมนี้มาจากจังหวดัอางทอง ปทุมธานี ชัยนาท 
สุพรรณบุรี นครศรีธรรมราช สมุทรปราการ นนทบุรี และพระนครศรีอยุธยา  เชื้อกลุม 2 มีจํานวน 
161 สายพันธุ คิดเปน 69.70 เปอรเซ็นตของจํานวนเชื้อทัง้หมด (231 สายพันธุ) นอกจากนี้ประชากร
เชื้อในกลุม 2 สามารถแบงเปนกลุมยอยทีค่า similarity coefficient เทากับ 0.63 ได 6 กลุมยอย (2A 
2B 2C 2D 2E และ 2F) (ตารางที่ 10 : ภาพที่ 6) เชื้อในกลุม 2 สวนใหญอยูในกลุม  2A และ 2F โดย 
2A มีจํานวน 28 สายพันธุ มาจากจังหวดัพระนครศรีอยุธยา ชัยนาท ปทมุธานี นนทบรีุ 
สมุทรปราการ อางทอง และสุพรรณบุรี  กลุม 2F มีจํานวน 46 สายพันธุ มาจากจังหวดัอางทอง 
ชัยนาท สุพรรณบุรี ปทุมธานี นครศรีธรรมราช สมุทรปราการ และนนทบุรี  ประชากรเชื้อในกลุม
ยอยทั้ง 6 กลุมยอย มีความสัมพันธใกลชิดกัน 63-68 เปอรเซ็นต 
 

2.3  ลายพิมพดีเอ็นเอและความสัมพันธุของ Dendrogram จากการวิเคราะหดวยไพรเมอร 
REP  
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  ลายพิมพดีเอน็เอทั้งหมดที่ไดจากไพรเมอร REP เมื่อนํามาสราง dendrogram พบวา 
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ที่คา similarity coefficient เทากับ 0.63 
สามารถแบงเชื้อได 2 กลุม (ตารางที่ 11 : ภาพที่ 7) เชื้อกลุม 1 มี 30 สายพันธุ คิดเปน 12.98 
เปอรเซ็นตของประชากรทั้งหมด (231 สายพันธุ) มาจากจังหวดันนทบรีุ ปทุมธานี สุพรรณบุรี 
ชัยนาท อางทอง สมุทรปราการ พระนครศรีอยุธยา และจากกรมวิชาการ 1 สายพันธุ  กลุม 2 เปน
เชื้อกลุมใหญมีจํานวน 201 สายพันธุ คิดเปน 87.02 เปอรเซ็นตของประชากรทั้งหมด (231 สาย
พันธุ) แบงไดเปนกลุมยอย 7 กลุม คือ 2A 2B 2C 2D 2E 2F และ 2G โดยเชื้อในกลุม 2 สวนใหญอยู
ในกลุม กลุม 2D และ 2G  กลุม 2D มีจํานวน 61 สายพันธุ คิดเปน 30.35 เปอรเซ็นตของเชื้อทั้งหมด
ในกลุมนี้ (201 สายพันธุ) มาจากจังหวดัปทมุธาน ีอางทอง สุพรรณบุรี ชัยนาถ สมุทรปราการ 
พระนครศรีอยธุยา นนทบุรี และจังหวัดนครศรีธรรมราช  กลุม 2G มีจํานวน 43สายพันธุ คิดเปน 
22.39 เปอรเซ็นต ของเชื้อทั้งหมดในกลุมนี้ (201 สายพันธุ)  มาจากจังหวัดปทุมธานี 
นครศรีธรรมราช อางทอง ชัยนาท สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุธยา นนทบุรี และสมุทรปราการ  จาก 
dendrogram ที่วิเคราะหขอมูลลายพิมพดีเอน็เอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ดวยไพรเมอร REP ได
ลายพิมพดีเอน็เอที่มีความหลากหลาย และมีความใกลชิดของเชื้อในกลุมคอนขางสูง เชน เชื้อกลุม 
2A มีความใกลชิดกับกลุม 2B ที่คา similarity coefficient เทากับ 0.66 
  
 ทั้งนี้พบวาการใชไพเมอร REP จากการทดลองในครั้งนีแ้ยกกลุมเชื้อเปาหมายไดไมชัดเจน
และมีลักษณะ phenotype ที่ปะปนกนัมากกวาอีก 2 ชนิด และพบเชื้อ X. oryzae pv. oryzicola  สาย
พันธุ TS8208 อยูในกลุม 2A ดวย  ในขณะที่ไพรเมอร BOX และ ERIC สามารถแยกเชื้อชนิดอืน่ๆ 
คือ X. oryzae pv. oryzicola และ A. avenae subsp. avenae สายพันธุ Aaa 9 ออกจากเชื้อ X. oryzae 
pv. oryzae ทั้ง 231 สายพันธุไดชัดเจน 
  
3.  ความสัมพนัธระหวาง rep-PCR กับการกอใหเกิดโรค 
  
 ไพรเมอร 2 ชนิด คือ BOX และ ERIC สามารถแบงกลุมเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สายพันธุ
ออนแอออกจากสายพันธุรุนแรงไดอยางชัดเจน โดยไพรเมอรเหลานี้ สามารถผลิตแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 780 bp จากเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สายพันธุออนแอเทานั้น ในขณะที่อีก 1 แถบดีเอ็นเอ
ขนาด 800 bp จะพบเฉพาะในเชื้อสายพันธุรุนแรงเทานั้น โดยไมพบในกลุมสายพันธุออนแอ (ภาพ
ที่ 8 และ 9)   
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ความรุนแรงในการกอใหเกดิโรคของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ทั้ง 231 สายพันธุ เมือ่ทํา
การทดสอบกบัขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05 ซ่ึงเปนพันธุออนแอ พบวาสามารถแบงกลุมความรุนแรง
เชื้อไดออกเปน 4 กลุม (IRRI, 1980) คือ กลุม A =  สายพันธุเชื้อที่สามารถกอใหเกดิโรครุนแรง
เทากับ 1-5 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จัดเปนกลุมเชือ้สายพันธุออนแอ จํานวน 53 สายพันธุ  
กลุม B =  สายพันธุเชื้อที่สามารถกอใหเกดิโรครุนแรงเทากับ 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด 
จัดเปนกลุมเชือ้สายพันธุคอนขางออนแอ จํานวน 28 สายพันธุ  กลุม C = สายพันธุเชื้อที่สามารถ
กอใหเกิดโรครุนแรงเทากับ 13-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จดัเปนกลุมเชื้อสายพันธุ
คอนขางรุนแรง จํานวน 120 สายพันธุ  และกลุม D = สายพันธุเชื้อที่สามารถกอใหเกดิโรครุนแรง
เทากับ 26-50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด ขึ้นไป จดัเปนกลุมเชื้อสายพันธุรุนแรง จํานวน 30 
สายพันธุ (ภาพที่ 3 : ตารางที่ 7 และ 8) ผลความรุนแรงของโรคที่ไดจาก phenotype เมื่อนํามา
เปรียบเทียบกบัลายพิมพดีเอน็เอในแตละไพรเมอรใหผลดังนี้   
 
 3.1 ความสัมพันธระหวาง rep-PCR ดวยไพรเมอร BOX กับการกอใหเกิดโรค 
 

จากการหาความสัมพันธระหวาง rep-PCR ดวยไพรเมอร BOX กับการกอใหเกิดโรค
พบวา ไพรเมอร BOX มีลักษณะเดนที่จําเพาะตอเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สายพันธุที่กอโรคที่
ทําการศึกษาทดลอง คือ สามารถพบแถบดีเอ็นเอพื้นฐานขนาด 495 bp ในเชื้อ X. oryzae pv. oryzae 
ทั้งหมด  231 สายพันธุ นอกจากนีย้ังพบแถบดีเอ็นเอขนาด 200  750  800  และ 1,100 bp เฉพาะใน
ทุกสายพันธุเชือ้ที่กอใหเกิดโรครุนแรง ซ่ึงไมพบแถบดีเอ็นเอดังกลาวในกลุมเชื้อสายพันธุออนแอ 
และพบแถบดเีอ็นเอขนาด 300  400  600  780 และ 1000 bp เฉพาะในเชื้อสายพันธุออนแอเทานัน้ 
ซ่ึงไมพบในเชือ้สายพันธุรุนแรง (ภาพที่ 8) 
 
  เช้ือ X. oryzae pv. oryzae เมื่อนํามาสกัดดีเอ็นเอ และเพิ่มปริมาณ พบวาสามารถผลิต
ลายพิมพดีเอน็เอไดรวม 20 แถบ เมื่อจัดกลุมสราง dendrogram ดวยลายพิมพดีเอ็นเอทีชั่ดเจน
จํานวน 16 แถบ สามารถแบงกลุมเชื้อไดชัดเจน 2 กลุม ไดแก กลุม 1 มี 61 สายพันธุ พบวา 30 สาย
พันธุ มีความรนุแรงในการกอใหเกดิโรคอยูใน phenotype กลุม A (เกิดโรค 1-5% ของพื้นที่ใบ 
จัดเปนกลุมออนแอ) คิดเปน 49.18 เปอรเซ็นต (จากเชื้อ 61 สายพันธุ) เชือ้ X. oryzae pv. oryzae 11 
สายพันธุ อยูใน phenotype กลุม B (เกิดโรค 6-12 เปอรเซ็นต ของพื้นที่ใบ จัดเปนกลุมคอนขาง
ออนแอ) คิดเปน 18.03 เปอรเซ็นต (จากเชื้อ 61 สายพันธุ) เชื้อ X. oryzae pv. oryzae 13 สายพันธุ อยู
ใน phenotype กลุม C (เกิดโรค 13-25 เปอรเซ็นต ของพื้นที่ใบ จดัเปนกลุมคอนขางรุนแรง) คิดเปน 
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21.31 เปอรเซ็นต (จากเชื้อ 61 สายพันธุ)  และอีก 7 สายพันธุ อยูใน phenotype กลุม D (เกิดโรค 26-
50เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบขึน้ไป จัดเปนกลุมรุนแรง) คิดเปน 11.47 เปอรเซ็นต (จากเชื้อ 61 สาย
พันธุ) แสดงใหเห็นวาประชากรเชื้อสวนใหญในกลุมนีเ้ปนเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สายพันธุ
ออนแอและคอนขางออนแอ (67.21 เปอรเซ็นต)  กลุม 2 มี 170 สายพันธุ คิดเปน 73.59 เปอรเซ็นต
ของเชื้อทั้งหมด 231 สายพันธุ พบวา 107 สายพันธุ (เกิดโรค 13-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบจดัเปน
กลุมคอนขางรุนแรง) คิดเปน 62.94 เปอรเซ็นต  และมี 23 สายพันธุ คิดเปน 76.67 เปอรเซ็นต ของ
ประชากรในกลุม D มีลายพิมพดีเอ็นเออยูในกลุม 2C  11 สายพันธุ กลุม 2A 8 สายพันธุ  กลุม 2B 2 
สายพันธุ  และกระจายอยูในกลุม 2D และ 2E อยางละ 1 สายพันธุ ตามลําดับ ที่เหลืออีก 40 สาย
พันธุ อยูในกลุมคอนขางออนแอและออนแอ (ตารางที่ 9 : ภาพที5่)  ลักษณะลายพิมพดีเอ็นเอของ
เชื้อทั้งสองกลุม คือกลุมที่ 1 และกลุม 2C มีแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกัน (DNA polymorphism band)  
9 แถบ (ภาพที ่8)   
 
 3.2 ความสัมพันธระหวาง rep-PCR ดวยไพรเมอร ERIC กับการกอใหเกิดโรค 
 

ลายพิมพดีเอน็เอที่ไดจากไพรเมอร ERIC มีจํานวนรวมทั้งหมด 22 แถบ เมื่อจัดกลุม
สราง dendrogram ของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ทั้ง 231 สายพันธุ ดวยลายพิมพดีเอน็เอที่ชัดเจน 19 
แถบ สามารถแบงเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ไดแตกตางอยางชัดเจน 2 กลุม เชนเดียวกบัไพรเมอร 
BOX โดยกลุม 1 เปนสายพนัธุเชื้อออนแอ และกลุม 2 เปนสายพันธุรุนแรง ซ่ึงกลุม 1 พบรูปแบบ
ลายพิมพดีเอน็เอของเชื้อทั้ง 43 สายพันธุ มลัีกษณะคลายคลึงกัน โดยพบแถบดีเอ็นเอจํานวน 6 แถบ 
ขนาด 580  680  780  900  1200  และ 1300 bp  เฉพาะในกลุมสายพันธุออนแอ และพบแถบดีเอ็นเอ 
จํานวน 4 แถบ ขนาด  300  650  800  และ 950 bp อยูในกลุมรุนแรงเทานั้น  
 

กลุม 1 มีจํานวน 70 สายพันธุ พบวา 43 สายพันธุ คิดเปน 61.43 เปอรเซ็นต มีความ
รุนแรงในการกอใหเกิดโรคอยูใน phenotype กลุม A (เกดิโรค 1-5 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบจดัเปน
กลุมออนแอ)  24 สายพันธุ คิดเปน 34.29 เปอรเซ็นต อยูใน phenotype กลุม B (เกิดโรค 6-12 
เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบจดัเปนกลุมคอนขางออนแอ) 2 สายพันธุ คิดเปน 2.68 เปอรเซ็นต อยูใน 
phenotype กลุม C (เกิดโรค 13-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบจัดเปนกลุมคอนขางรุนแรง)  และ 1 สาย
พันธุ คิดเปน 1.42 เปอรเซ็นต อยูใน phenotype กลุม D (เกิดโรค 26-50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบขึ้น
ไปจัดเปนกลุมรุนแรง) ซ่ึงเมือ่พิจารณาเชื้อที่อยูในกลุมที่กอใหเกิดโรครุนแรง 1-5 เปอรเซ็นตของ
พื้นที่ใบ (กลุม A) ซ่ึงมีประชากรเชื้อโรคทั้งหมด 53 สายพันธุพบวา 43 สายพันธุ คิดเปน 81.13 
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เปอรเซ็นต มีลายพิมพดเีอ็นเออยูในกลุม 1 สําหรับเชื้อในกลุมที่มีความสามารถในการกอใหเกิดโรค
อยูในกลุม D (เกิดโรค 26-50 เปอรเซ็นต ของพื้นที่ใบ ขึน้ไปจัดเปนกลุมรุนแรง) จํานวน 30 สาย
พันธุ อยูในกลุมที่ 2 โดยพบวา 29 สายพันธุ คิดเปน 96.67 เปอรเซ็นต ที่เหลืออีก 1 สายพันธุ ปะปน
อยูในกลุม 1 โดย 21 สายพันธุ อยูในกลุม 2F 4 สายพันธุ อยูในกลุม 2A 2 สายพันธุ อยูในกลุม 2D 
และอยูในกลุม 2B และ 2E กลุมละ 1 สายพันธุ ลักษณะของลายพิมพดีเอ็นเอของเชือ้ทั้ง 2 กลุม 
แสดงในภาพที่ 8 โดย lane ที่ 1-8 คือ ดีเอน็เอของเชื้อในกลุม 2 (ที่มีความสามารถในการกอใหเกดิ
โรครุนแรง) lane ที่ 9-16 คือ ดีเอ็นเอของเชือ้ในกลุม 1 (ที่มีความสามารถในการกอใหเกิดโรคนอย) 
มีแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกัน (DNA polymorphism band) 10 แถบ และไมพบแถบดีเอน็เอที่บงชี้ถึง
ความจําเพาะตอสายพันธุเชื้อ X. oryzae pv. oryzae เหมือนกับที่พบในไพรเมอร BOX (ภาพที่ 9)  

 
 3.3 ความสัมพันธระหวาง rep-PCR ดวยไพรเมอร REP กับการกอใหเกิดโรค 
  

ไพรเมอร REP ผลิตลายพิมพดีเอ็นเอของ X. oryzae pv. oryzae ไดรวม 14 แถบ เมื่อจดั
กลุมสราง dendrogram  ดวยลายพิมพดีเอน็เอที่ชัดเจน 8 แถบ สามารถแบงกลุมไดชัดเจน 2 กลุม  
โดยกลุมที่ 1 มีจํานวนประชากรเชื้อเพียง 30 สายพันธุ คิดเปน 12.98 เปอรเซ็นตของประชากรเชื้อ
ทั้งหมด  เมื่อนาํเชื้อกลุม 1 มาเปรียบเทียบความรุนแรงในการกอใหเกิดโรคพบวา 7 สายพันธุ คิด
เปน 23.33 เปอรเซ็นต มีระดับความรุนแรงโรคอยูใน phenotype กลุม A (เกิดโรค 1-5 เปอรเซ็นต
ของพื้นที่ใบจดัเปนกลุมออนแอ) 3 สายพนัธุ คิดเปน 10 เปอรเซ็นต อยูใน phenotype กลุม B (เกิด
โรค 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบจดัเปนกลุมคอนขางออนแอ)  17 สายพันธุ คิดเปน 56.67 
เปอรเซ็นต อยูใน phenotype กลุม C (เกิดโรค 12-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบจดัเปนกลุมคอนขาง
รุนแรง)  และอีก 3 สายพันธุ อยูใน phenotype กลุม D (เกิดโรค 26-50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบขึ้นไป
จัดเปนกลุมรุนแรง) คิดเปน 10 เปอรเซ็นต ในขณะที่เชื้อกลุม 2 พบวามีความสามารถในการ
กอใหเกิดโรคกระจายอยูในทุกกลุม โดยลายพิมพดเีอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร REP มีความสัมพันธ
กับระดับความรุนแรงในการเกิดโรคต่ํา  
 
4.  ความสัมพนัธระหวางลายพิมพดีเอ็นเอกับ แหลงท่ีมาของเชื้อ (พืน้ที่และพันธุขาว)  
 
 เมื่อวิเคราะหลายพิมพดเีอ็นเอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae จํานวน 231 สายพันธุ พบวา
ความสัมพันธของลายพิมพดีเอ็นเอที่เกิดจากไพรเมอรทัง้ 3 ชนิด (ไพรเมอร ERIC, BOX และ REP) 
สามารถแบงประชากรเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ทั้งหมด ออกเปน 2 กลุมใหญ และเมือ่นํามา
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เปรียบเทียบกบัแหลงที่มาของเชื้อ พบวาไมมีความสัมพนัธระหวางแหลงที่มาของสายพันธุเชื้อและ
ความสามารถในการกอใหเกิดโรคหรือลักษณะพนัธุกรรมของเชื้อ โดยเชื้อในแตละกลุมยอยที่ได
จากการจดัแบงดวยแตละไพรเมอรยังคงมีการกระจายตวัอยูในแตกลุมยอยของทุกไพรเมอรที่
ทําการศึกษา  
 
ตารางที่ 9 การจัดกลุมสายพันธุเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ที่ไดจากการวิเคราะหลายพิมพ

ดีเอ็นเอดวยไพรเมอร BOX โดยใชโปรแกรม TREECON version 2010 
  

กลุม1/ สายพันธุแบคทีเรีย2/ 
1 J67/J45/J70.1/J68.1/AR631/J42.1/S218/NK106/Su10.1/NK130/NK108/Su9/Su17/NI0039/

J71/Xoo14/Xoo13x/NK052/S274/AR9.1/AR7/AR517/AR224/AR003/AR9.2/S238/S202/
S243/S241/NK060/NI0031/S272/S268/NI0045/NI0047/NI0035/NI0042/NI0046/NI0043/
Ni0040/NI0044/XooS001/XooS31/S352/S201/KT11/S416/NK071/NI0053/Su6/S417/S23
2/C4.1/C2/C5/C4.11/CH011/AR210/AR209/NK055/ 

2A S233/S345/NI0029/NI0060/NI0074/PT212/NI0062/NI0073/TB0037/CH331/CH332/CH3
34/CH335/CH338/CH340/J37/J62/CH022/S235/KT24/KT1.1/ISO4/C11/NK102/AR202/
AR205/J68/J82.1/J83/NI0030/J26/J38/ISO6/J4.3/ 

2B S208/Xoo17/KT110/S351/CH012/NI0048/J60/J57/J73/J66/ISO3/ISO2/ISO1/KT1/CH017/
CH018/CH019/CH020/CH314/CH319/CH303/CH304/CH308/CH313/CH215/CH239/CH
023/CH024/ 

2C S221/PT425/S250/S225/PT380/PT341/PT264/PT237/XooS/Xoo15x/PT211/PT226/PT218
/J74/J80/NI0026/J82/J81/NI0027/Xoo16/CH321/CH320/CH323/S251/J72/S298/S258/CH
008/J39/S217/CH007/CH006/CH605/S299/AR218/AR5/PT219/AR226/J32/J4.2/PT227/N
K129/C42/NI0072/J46/CH18/CH402/CH9.1/AR229/J58/J41/NI0037/J60.1/NI0052/NI005
1/NI0041/NI00382/AR223/AR221/AR219/AR215/AR9/NK114/AR201/AR19/AR208/AR
206/AR204/AR203/NK050/NI0063/Su12/Su40/NK111/NK107/Su13.1/Su8 

2D ISO5/J4.4/Xoo12 
2E NK044/C7/AR230/AR227.1/PT205/AR708/AR601/AR522/CH401/PT206/C6/NI0071/NI

0058/S346/Xoo19/Xoo1/J65/J63/CH010/PT229/AR220/AR004/AR719/AR627/NI0070/N
I0028/J70/J69 

1/ 1 = เชื้อสายพันธุออนแอ (61 สายพันธุ)  2 = เชื้อสายพันธุรุนแรง (170 สายพันธุ ใน 2A, 2B, 2C, 
2D และ 2E)   2/ รหัสสายพันธุเชื้อตามตารางที่ 5  
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ภาพที่ 5  Dendrogram จากการวิเคราะหลายพิมพดเีอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
ที่สังเคราะหไดจากการขยายยีนในหลอดทดลองดวยไพรเมอร BOX แสดงความสัมพันธ
ของเชื้อ 231 สายพันธุ เปรียบเทียบกับเชื้อตางกลุม 2 สายพันธุ (นอกกลุม 1 และ 2) 
วิเคราะหดวยโปรแกรม TREECON version 2010 
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ตารางที่ 10 การจัดกลุมสายพันธุเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ที่ไดจากการวิเคราะหลาย
พิมพดีเอ็นเอดวยไพรเมอร ERIC โดยใชโปรแกรม TREECON version 2010 

 
กลุม1/ สายพันธุแบคทีเรีย2/ 

1 Xoo13x/Xoo12/S201/XooS001/J60.1/J58/J57/J42.1/NI0047/NI0045/C2/NI0073/NI00
43/NI0038/NI0035/NI0030/PT218/J83/CH322/CH024/AR221/NK129/J82.1/NK111/
Xoo19/Xoo12.1/S351/S268/C4.1/AR204/ISO6/KT11/NI0046/J38/J39/S238/S417/S41
6/CH18/NI0040/J68.1/J45/J74/J69/J41/Su12/J82/Su9/Su17/NK071/NK055/Su13.1/Su
10.1/AR224/AR209/AR708/AR632/AR003/AR7/NK108/NK106/PT229/ISO1/CH006
/S251/CH331/CH022/CH017/CH011/S274/ 

2A NI0027/NI0028/J32/J70/AR206/NI0062/J4.2/J4.3/J4.4/J26/CH023/KT24/ISO3/NI003
1/NI0070/C4.2/C11/CH010/CH019/CH007/CH308/NI0052/NI0053/NI0060/NI0048/
NI0051/NI0029/NI0037/ 

2B Xoo16/Xoo15x/CH334/PT264/PT341/AR601/AR627/Xoo17/XooS/ 
2C AR9.2/AR9.1/CH402/AR205/J46/J66/AR9/J68/J65/J63/J62/KT110/S299/S298/KT1.1

/S345/AR004/AR19/CH9.1/S243/S241/CH401/AR204/AR203/AR202/ 
2D PT205/KT1/TB0037/CH338/CH335/CH332/CH303/PT237/PT227/ISO2/NI0044/NI0

071/NI0058/C6/CH239/NI0074/NI0072/NK114/J81/NI0040/NI0039/J80/J73/J72/ISO
4/CH340/ 

2E CH605/PT425/CH0202/CH018/ISO5/S352/Su8/NI0041/S346/S272/S235/XooS31/J6
0/Xoo14/Xoo1/PT219/PT212/PT211/PT205/AR517/AR5/NK130/C7/NI0042/Su40/A
R719/ 

2F NK060/NK052/S258/NK050/NK044/S221/PT380/S250/S225/NK107/NK102/PT218/
AR522/J67/CH319/J37/AR210/AR229/AR227.1/AR226/AR218/AR215/AR208/AR2
20/AR219/AR223/AR201/S208/S202/S218/S217/Su6/C5/C4.4/S232/J70.1/J71/NI006
3/CH125/CH012/CH304/CH323CH314/CH320/CH008/CH313/ 

1/  1 = เชื้อสายพันธุออนแอ (70 สายพันธุ)  2 = เชื้อสายพันธุรุนแรง (161 สาย พันธุ ใน 2A, 2B, 2C, 
   2D, 2E และ 2F) 
2/  รหัสสายพันธุเชื้อตามตารางที่ 5 
 
 



73 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6  Dendrogram จากการวิเคราะหลายพิมพดเีอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

ที่สังเคราะหไดจากการขยายยีนในหลอดทดลองดวยไพรเมอร ERIC แสดงความสัมพันธ
ของเชื้อ 231 สายพันธุเปรียบเทียบกับเชื้อตางกลุม 2 สายพันธุ (นอกกลุม 1 และ 2) 
วิเคราะหดวยโปรแกรม TREECON version 2010 
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ตารางที่ 11 การจัดกลุมสายพันธุเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ที่ไดจากการวิเคราะหลาย
พิมพดีเอ็นเอดวยไพรเมอร REP โดยใชโปรแกรม TREECON version 2010 

 
กลุม1/ สายพันธุแบคทีเรีย2/ 

1 NI0063/NS0031/J63/I805/AR601/AR522/NI0025/NI0027/J82/1/J82/TB0037/NI0043/
XOO192/X00189/CH239/XOO194/CH334/PT264/NI0035/NI0039/Su17/NI0037/PT2
18/Su10-1/PT226/PT219/XOO193/J81/J80 

2A S268/XOO12/IS06/S272/NI0026/J26/XOO190/PT425/TS8208/CH313/NI049/Su40/P
T380/AR004/NI0072/NI0060/NI0058/NI0030 

2B S232/XOO0017/AR203/NI0074/CH022/XOO16/XOO14/CH314/AR204/C11/AR209
/AR205/CH320/AR210/CH008/CH007/CH332/CG319/NI0047/NI0041/NI0051/NI00
48/Su9/NI0053/J65/S201/XOO531/XOO1 

2C CH321/CH304/CH323/CH023/X0015/S218/XOOS001/CH024/J83/J45/S241 
2D J32/IS03/J42.1/J41/J62/J60.1/J60/J46/NI0042/NI0073/NI0070/PT341/Su13.1/S346/S

217/CH335/IS01/KT1/KT11/S351/NI0071/C42/C4.11/C6/IS02/S352/S243/S238/KT1
/1/S274/C2/J73/AR221/AR220/AR224/AR223/AR9.1/S417/AR226/AR202/AR201/A
R003 

2E AR9/S235/AR19/AR9.2/CH340/CH125/CH006/AR227.1/J67/J66/CH020/J68/1/J68/
CH012/CH011/CH605/CH019/Su8/C5 

2F NK107/NK106/AR7/AR5/PT212/PT211/NK071/NI0046/CH9/1/CH18/PT206/Su12/P
T205/AR719/AR708/AR63 

2G AJ71/J4.2/J74/J72/AR229/AR218/AR215/NI0029/XOO191/PT237/AR517/AR230/P
T229/PT22/CH402/CH401/NK108/NK102/NK130/NK129/NK060/NK055/NK052/N
K050/XOO195/C7/S208/S202/CH331/CH018/CH017/CH010/NK114/NI0044/J4-
3/S416/S233/J38/J37/NI0062/J39/J4-4/ J71 

1/  1 = เชื้อสายพันธุออนแอ (30 สายพันธุ)  2 = เชื้อสายพันธุรุนแรง (201 สาย พันธุ ใน 2A, 2B, 2C, 
   2D, 2E, 2F และ 2G) 
2/  รหัสสายพันธุเชื้อตามตารางที่ 5  
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ภาพที่ 7 Dendrogram จากการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ที่

สังเคราะหไดจากการขยายยนีในหลอดทดลองดวยไพรเมอร REP แสดงความสัมพนัธ
ของเชื้อ 231 สายพันธุเปรียบเทียบกับเชื้อตางกลุม 2 สายพันธุ (นอกกลุม 1 และ 2) 
วิเคราะหดวยโปรแกรม TREECON version 2010 
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ภาพที่ 8  ลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae สายพันธุรุนแรงและออนแอ 

จากการตรวจสอบดวยไพรเมอร  BOX โดย lane ที่ 1-8 (เชื้อสายพันธุรุนแรงในกลุมยอย 
2C) ไดแก สายพันธุ S250, AR218, PT264, CH008, NI0052, NI0063, AR201, AR208 
ตามลําดับ และ lane ที่ 9-16 (เชื้อสายพันธุออนแอ ในกลุมที่ 1) ไดแก สายพันธุ X00S001, 
NIOO46, NI0040, J71, Su9, S268, C2, Su10.1 ตามลําดับ ลูกศรสีเหลืองแสดงแถบดีเอ็น
เอที่แตกตาง (polymorphic band) ระหวางกลุม 1 และกลุม 2  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1000 bp 

500 bp 

200 bp 

700 bp 

1500 bp 
1200 bp 

3000 bp    1    2   3    4   5   6    7    8   9  10  11 12 13 14 15 16  M 



79 

 
 
 

 
 
ภาพที่ 9  ลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae กลุมสายพันธุรุนแรงและ
ออนแอ จากการตรวจสอบดวย ไพรเมอร ERIC โดย lane ที่ 1-8 (เชื้อสายพนัธุรุนแรงกลุมยอย 
2F) ไดแก สายพันธุ NK052, Su6, C5, S250, NK102, AR218, CH125, CH304  และ lane ที่ 9-16 
(เชื้อสายพันธุออนแอ ในกลุม 1 หรือกลุมออนแอ) ไดแก สายพันธุ X0012, X00S001, J41, J83, 
Su12, S238, NI0040, NI0046 ตามลําดับ ลูกศรสีเหลืองแสดงแถบดีเอน็เอที่แตกตาง (polymorphic 
band) ระหวางกลุม 1 และกลุม 2 
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3.  การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษสําหรับควบคุมโรคขอบใบแหง และการสงเสริมการเจริญเติบโต 
 
  3.1  การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากตวัอยางในสวนของ ดิน น้ํา ลําตน ใบ และรากของ
ขาวที่สมบูรณ และปลอดโรคจากพื้นที่ปลูก 5 จังหวัด ไดแก สุพรรณบุรี อางทอง นครศรีธรรมราช 
ปทุมธานี และ นนทบุรี เพื่อคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุที่มีคุณสมบัติยบัยั้งการเจริญของ
เชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาว จากผลการทดลองสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไดทั้งหมด 
414 ไอโซเลท โดยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกไดจากบริเวณดิน มีจํานวน 124 ไอโซเลท ซ่ึงเปน
กลุมที่มีจํานวนเชื้อมากที่สุดซ่ึงดินที่เก็บตวัอยางนั้นเปนดนิในแปลงที่มีขาวอายุประมาณ 2 เดือน 
เนื้อดินมีสีน้ําตาลถึงดํา พบวาเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากดินนานี้มจีํานวนประชากรที่มีลักษณะของ
เชื้อที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกตางกัน 10 กลุม และแตละกลุมนั้นมีจํานวนมากและมากที่สุด
เมื่อเทียบกับเชือ้แบคทีเรียที่แยกไดจากสวนอื่นๆ พบวาเชือ้ในกลุมนี้เปนกลุมที่มีเชื้อที่มีคุณสมบัติ
ดีเดนในการยบัยั้งเชื้อสาเหตโุรคและสงเสริมการเจริญเตบิโตไดดีที่สุดรวมอยูดวย  สุดรองลงมาคือ 
สวนของราก จํานวน 102 ไอโซเลท ซ่ึงรากตนขาวทีน่ํามาแยกนั้นไดคัดเลือกจากตนที่อุดมสมบูรณ 
และมีอายุประมาณ 2-3 เดือน ซ่ึงระยะนี้ตนขาวจะมีการเจริญเติบโตที่ด ีรากจะแผขยายยาวและมี
จํานวนมาก จากน้ําในแปลงนา จํานวน 88 ไอโซเลท โดยน้ําที่ไดจะพบวาเมื่อนํามาแยกเชื้อคอนขาง
สูงและหลากหลายซึ่งพบวาในกลุมนี้เปนเชื้อในกลุมที่มลัีกษณะโคโลนีสีขาวครีม ขอบหยัก 
ผิวหนาล่ืนๆ รูปรางไมแนนอน เทานั้น จํานวนมากที่สุด  จากสวนของลําตน จํานวน 58 ไอโซเลท 
ลําตนที่นํามาแยกเชื้อนัน้มีอายุประมาณ 1-3 เดือนโดยพบวาคอนขางไดเชื้อจํานวนคอนขางนอย 
ความหลากหลายเชื้อทางสัณฐานวิทยาคอนขางนอยบางกลุมพบแค 2 ไอโซเลท และเชื้อที่แยกได
จากสวนของลาํตนไมพบเชื้อที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชือ้สาเหตุโรคและการสงเสริมการ
เจริญเติบโตของขาวเลย และที่แยกไดจากในสวนของใบ มีจํานวน 42 ไอโซเลท ซ่ึงเปนกลุมที่มี
จํานวนเชื้อนอยที่สุด คอนขางมีความหลากหลายต่ํา แตกพ็บวาเชื้อในกลุมนี้มีคุณสมบัติดีเดนหลาย
ไอโซเลททั้งการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคและการสงเสริมการเจริญเติบโต (ตารางที่ 12) โดยเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษที่แยกไดมีความแตกตางกันทั้งชนดิและปริมาณ 
 
  จากการจําแนกกลุมแบคทีเรียปฏิปกษอยางหยาบตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาหรือ
โคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่เจริญบนอาหาร NGA ได 10 กลุม มีลักษณะดังนี้ กลุมที่ 1 โคโลนีสีขาว
ขุน ตรงกลางสีเขม รอบนอกสีขาวใส ขอบหยักเล็กนอย กลุมที่ 2 โคโลนีสีสมออน กลม แบน 
ขนาดปานกลาง ขอบเรียบ เปนมันวาว มีขนาดเล็ก กลุมที่ 3 โคโลนีสีขาว ลักษณะเปนเสน ๆ คลาย
รูปพุมไม ขอบหยัก กลุมที่ 4 โคโลนีสีขาวขุน ผิวดาน ๆ ขอบหยัก มลัีกษณะเหนียวหนดื เยิ้ม  กลุม
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ที่ 5 โคโลนีสีขาว รูปรางเปนเสน ๆ ไมแนนอน ลักษณะคลายดอกไม ขอบหยัก ตรงกลางนูน
เล็กนอย กลุมที่ 6 โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน ขอบหยัก ผิวหนาดาน ขรุขระ กลุมที่ 7 โคโลนีก
ลม รี ลักษณะแบน สีขาวนวล ขอบเรียบ เปนมันวาว กลุมที่ 8 โคโลนีสีชมพู ลักษณะกลม รี แบน ๆ 
ขนาดเล็ก ขอบเรียบ กลุมที่ 9 โคโลนีสีเหลืองออน ขอบเรียบ เปนมันวาว และกลุมที่ 10 โคโลนีสี
ขาวครีม ขอบหยัก ผิวหนาล่ืน ๆ รูปรางไมแนนอน แผขยายเต็มจานอาหาร เรียบ เปนมันวาว รูปราง
กลม  (ตารางที่ 12  และภาพที่ 10) 
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ตารางที่ 12  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีแบคทีเรียที่แยกจากสวนของดิน น้ํา ลําตน ใบ 
  และรากตนขาวบนอาหาร NGA อายุ 24 ช่ัวโมง 

 
 

กลุมที่ 
 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 

แกรม 
จํานวนสายพนัธุ 

ดิน น้ํา ตน ใบ ราก 

 

1 

 

โคโลนีสีขาวขุน ตรงกลางสีเขม รอบนอกสีขาว
ใส ขอบหยักเล็กนอย 

 

+ 

 

21 

 

12 

 

7 

 

5 

 

6 

2 โคโลนีสีสมออน กลม แบน ขนาดปานกลาง 
ขอบเรียบ เปนมันวาว มีขนาดเล็ก 

_ 20 15 9 3 3 

3 โคโลนีสีขาว ลักษณะเปนเสน ๆ คลายรูปพุมไม 
ขอบหยัก 

+ 13 6 5 3 9 

4 โคโลนีสีขาวขุน ผิวดาน ๆ ขอบหยัก มีลักษณะ
เหนียวหนืด เยิ้ม   

+ 17 8 3 13 16 

5 โคโลนีสีขาว  รูปรางเปนเสน  ๆ ไมแนนอน 
ลักษณะคลายดอกไม ขอบหยัก ตรงกลางนูน
เล็กนอย 

+ 9 4 8 3 23 

6 โคโลนีสีขาว  รูปรางไมแนนอน  ขอบหยัก 
ผิวหนาดาน ขรุขระ 

+ 7 7 4 3 16 

7 โคโลนีกลม รี ลักษณะแบน สีขาวนวล ขอบ
เรียบ เปนมันวาว 

_ 4 6 4 2 7 

8 โคโลนีสีชมพู ลักษณะกลม รี แบน ๆ ขนาดเล็ก 
ขอบเรียบ 

_ 9 4 3 4 4 

9 โคโลนีสีเหลืองออน ขอบเรียบ เปนมันวาว + 5 6 2 3 7 

10 โคโลนี สีขาวครีม  ขอบหยัก  ผิวหนา ล่ืน  ๆ 
รูปรางไมแนนอน แผขยายเต็มจานอาหาร เรียบ 
เปนมันวาว รูปรางกลม 

+ 19 20 13 3 11 

รวม ทั้งหมด 414 สายพันธุ  124 88 58 42 102 
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ภาพที่ 10  ลักษณะสัณฐานวทิยาโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากสวนตาง ๆ ของขาว 10 กลุม 
   ไดแกกลุม 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 (ภาพ ก ข ค ง จ ฉ ช ซ ฏ และ ญ ตามลําดับ)  
    กลุมที่ 1 โคโลนีสีขาวขุน ตรงกลางสีเขม รอบนอกสีขาวใส ขอบหยักเล็กนอย 
    กลุมที่ 2 โคโลนีสีสมออน กลม แบน ขนาดปานกลาง ขอบเรียบ เปนมันวาว มีขนาดเล็ก 
    กลุมที่ 3 โคโลนีสีขาว ลักษณะเปนเสน ๆ คลายรูปพุมไม ขอบหยกั 
    กลุมที่ 4 โคโลนีสีขาวขุน ผิวดาน ๆ ขอบหยัก มีลักษณะเหนยีวหนดื เยิ้ม 
    กลุมที่ 5 โคโลนีสีขาว เปนเสน ๆ คลายดอกไม ขอบหยัก ตรงกลางนนูเล็กนอย 
    กลุมที่ 6 โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน ขอบหยกั ผิวหนาดาน ขรุขระ  
    กลุมที่ 7 โคโลนีกลม รี ลักษณะแบน สีขาวนวล ขอบเรียบ เปนมันวาว 
    กลุมที่ 8 โคโลนีสีชมพู ลักษณะกลม รี แบน ๆ ขนาดเล็ก ขอบเรียบ 
    กลุมที่ 9 โคโลนีสีเหลืองออน ขอบเรียบ เปนมันวาว  
     กลุมที่ 10 โคโลนีสีขาวครีม ขอบหยัก ผิวหนาล่ืน ๆ รูปรางไมแนนอน แผขยายเต็มจาน
     อาหาร เรียบ เปนมันวาว รูปรางกลม 

ค ก ง ข จ 

ฉ ช ซ ฏ ญ 
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 3.2 การคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมที่แยกจากใบ 
ลําตน ราก ดิน และน้ําในแปลงนาตอการยบัยั้งเชื้อ X. oryzae pv. oryzae 
 
  จากการคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 414 ไอโซเลท ที่
แยกไดจากสวนของใบ ลําตน ราก น้ํา และดินจากแปลงปลูกขาวในแหลงปลูกตางๆ ขั้นตน ดวยวิธี 
dual culture เพื่อคัดเลือกเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุใหมที่มีแนวโนมเปนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับเชื้อแบคทีเรีย
สายพันธุคุณภาพของภาควิชาโรคพืช Bacillus amyloliquefaciens KPS46 ที่มีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งโรคพืชหลายชนิด  ผลการทดลองพบวาเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษจํานวน 28 ไอโซเลท ที่แยกได
จากสวนของดนิ12 ไอโซเลท (D32, D67, D121, XA61, XA78, XA92, XA111, XA132, XA221, 
XA323, XA339, XA408) จากราก 8 ไอโซเลท (RH005, RH008, RH014, RH036, RH143, RH176, 
BCA072, BCA196) น้ํา 5 ไอโซเลท (WCA008, WCA166, WCA169, WCA297, WCA335) และ
จากใบ 3 ไอโซเลท (BCA003, BCA005 BCA007) มีแนวโนมในการเปนเชื้อปฏิปกษในลักษณะ
การเจริญแขงขันคลุมทับ  และอีกจํานวน 15 ไอโซเลท ที่แยกจากดินจาํนวน 7 ไอโซเลท (XA1, 
XA6, XA22, XA31, XA49, XA57, D10) แยกจากรากขาว 4 ไอโซเลท (RH002, RH019, RH034, 
RH088) แยกจากใบ 3 ไอโซเลท (BCA154, BCA297, BCA307) และแยกจากน้ํา 1 ไอโซเลท คือ 
WCA402 ที่มีแนวโนมในการเปนเชื้อปฏิปกษในลักษณะการผลิตสารปฏิชีวนะยับยัง้เชื้อโรค
เปาหมาย (ตารางที่ 12) และเมื่อนําเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 43 ไอโซเลทมาทดสอบประสิทธิภาพดวย
วิธี agar diffusion พบวาเชื้อแบคทีเรียที่มปีระสิทธิภาพในการผลิตสารปฏิชีวนะและมีบริเวณยับยัง้
เชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวไดดีที่สุดมี 7 ไอโซเลท ไดแก XA1, XA6, XA22, XA31, XA49, 
XA57 และ D10 (แยกจากดนิในแปลงนาขาว) ซ่ึงใหบริเวณยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคไดมากที่สุดและไม
แตกตางกับเชือ้สายพันธุเปรียบเทียบ KPS46 (ตารางที่ 13) สวนเชื้อปฏิปกษอีก 36 ไอโซเลท ให
บริเวณยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวไดนอยกวาสายพันธุเปรียบเทียบ KPS46 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 13 เชือ้แบคทีเรียปฏิปกษที่แยกจากใบขาว ราก และดิน ที่มแีนวโนมในการเปนเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
  X. oryzae pv.oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงขาวดวยวิธี dual culture  
 

 

แหลงที่มาของแบคทีเรีย 
กลไกของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษตอเชื้อโรคขอบใบแหงขาว 

สรางสารยับยั้งการเจริญ1/ เจริญแขงขันคลุมทับ2/ 
ใบ BCA154,  BCA297,  BCA307  BCA003,  BCA005,  BCA007   
ดินแปลงนา XA1,  XA6,  XA22,  XA31,  XA49,  XA57,   

D10 

D32,  D67,  D121,  XA61,  XA78,  XA92,  
XA111,  XA132,  XA221,  XA323,  XA339,  
XA408 

รากขาว RH002,  RH019,  RH034,  RH088 RH005,  RH008,  RH014,  RH036,  RH143,  
RH176,  BCA072,  BCA196 

น้ําแปลงนา WCA402   WCA008,  WCA166,  WCA169,  WCA297,  
WCA335 

รวม 15 28 
1/  เชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการสรางสารยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงขาวที่ทดสอบดวยวิธี dual culture ที่ 48 ชั่วโมง  
2/  เชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธภิาพในการเจริญแขงขันคลุมทับเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงขาวที่อาย ุ24-72 ชั่วโมง 

 
 

85 



86 

  3.2.2 การคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
 
  จากการนําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากสวนตางๆ ของขาวทั้ง 43 ไอโซเลท มา
คัดเลือกสายพนัธุคุณภาพที่มคีุณสมบัติการเปนเชื้อปฏิปกษยับยั้งเชื้อโรคพืชดวยวิธี agar diffusion 
พบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 7 ไอโซเลท ไดแก XA1, XA6, XA22, XA31, XA49 และ XA57 ที่แยก
ไดจากดินในแปลงนาขาวและมีแนวโนมในการผลิตสารปฏิชีวนะยับยัง้ เชื้อ X. oryzae pv. oryzae 
สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวไดดี และพบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท XA6 มีบริเวณยับยั้ง
กวางที่สุดเทากับ 8.7 มิลลิเมตร รองลงมาคือ ไอโซเลท D10 และไอโซเลท XA1 มีบริเวณยับยั้ง
เทากับ 7.6  และ 7.1 มิลลิเมตร ซ่ึงมีประสิทธิภาพสูงกวาอยางแตกตางในทางสถิติกับสายพันธุ
เปรียบเทียบ KPS46 สวนเชื้อปฏิปกษอีก 4 ไอโซเลท คือ เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท XA31, 
XA22,  XA49  และ XA57 มบีริเวณยับยั้งไมแตกตางในทางสถิติกับสายพันธุเปรียบเทยีบ มีบริเวณ
ยับยั้งเทากับ 6.6,  6.5,  6.5 และ 6.4 มิลลิเมตร ตามลําดับ (ภาพที่ 11 และ 12) และ (ตารางที่ 14) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 14  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียที่มีแนวโนมในการเปนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษยับยั้งการเจริญของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหง
         ขาวดวยวธิี agar diffusion 
 
 

ไอโซเลทแบคทีเรีย 
 

แหลงที่มา 

เสนผานศูนยกลางบริเวณยบัยั้ง (มิลลิเมตร) 1/ 
ความกวางของบริเวณยับยั้ง 

(มม.) 

ความกวางหลมุ cork borer 

(มม.) 
บริเวณยับยั้ง 

(มม.) 

XA1 ดิน 19.2bc 5 7.1bc 

XA6 ดิน 22.4a 5 8.7a 

XA22 ดิน 18c 5 6.5c 

XA31 ดิน 18.2c 5 6.6c 

XA49 ดิน 18c 5 6.5c 

XA57 ดิน 17.8c 5 6.4c 
D10 

KPS462/ 

ดิน 

ดินรอบรากถั่วเหลือง 
20.2b 

18c 

5 

5 

7.6b 

6.5c 

%CV                       22.91               20.70 
1/  คาเฉลี่ยที่ไดจาก 5 ซ้ํา คาเฉลี่ยจาก 5 ซ้ํา ตัวอักษรเหมือนกันในแนวตัง้ไมแตกตางกนัทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) วิเคราะหสถิติ
ดวยโปรแกรม SPSS version 13 (P=0.05) 
2/   Bacillus amyloliquefaciens KPS46 ที่มีรายงานการเปนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคหลายชนดิ 87 
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ภาพที่ 11  ภาพแสดงประสทิธิภาพในการผลิตสารยับยั้งการเจริญของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ใน  
                 สภาพหองปฏิบัติการดวยวิธี agar diffusion และลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย     
                  ปฏิปกษ โดยไอโซเลท XA6 (ก) ไอโซเลท D10 (ข) ไอโซเลท XA1(ค)  ไอโซเลท  
                  XA22  (ง) เลท XA31 (จ) ไอโซเลท XA49 (ฉ) ไอโซเลท XA57 (ช) และสายพันธุ 
                  เปรียบเทียบ  KPS46 (ซ) ตามลําดับ 
 
 
 
 

ก ข 

ค ง 

จ ฉ

ช ซ
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  3.2.3 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมในการกระตุนความงอกและการ
สงเสริมการเจริญเติบโตของกลาขาวในระดับหองปฏิบัตกิาร  
 
   การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมของขาวทั้ง 414 ไอ
โซเลท ในการสงเสริมการเจริญเติบโตของขาวโดยการประเมินผลตออัตราการงอกของเมล็ดขาว
และความแข็งแรงของกลาขาว  โดยการคลุกเมล็ดขาวกอนปลูกดวย suspension ของเชื้อแบคทีเรีย
แตละไอโซเลท(1x108 CFU/มิลลิลิตร) เปรียบเทียบกับเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุคุณภาพ B. 
amyloliquefaciens KPS46 ประเมินอัตราการงอกเมล็ด และน้ําหนกัสดกลาขาวที่อายุ 14 วันหลัง
ปลูก พบวาเชือ้แบคทีเรีย จํานวน 15 ไอโซเลท แยกไดจากดินในแปลงนา 8 ไอโซเลท (XA1, XA6 
XA22, XA31, XA49, XA57, D10, D55,) แยกจากใบขาว 7 ไอโซเลท (BCA002, BCA039, 
BCA082, BCA137, BCA114, BCA205, BCA206,) มีแนวโนมเปน Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria (PGPR) โดดเดนทั้งในลักษณะการกระตุนการงอกเมลด็ และสงเสริมการ
เจริญเติบโตและความแข็งแรงของตนกลาขาวในทกุตัวช้ีวัด (ความสูงตน ความยาวราก น้ําหนักสด) 
โดยไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพที่สุดในการสงเสริมการงอกเมล็ด 100 เปอรเซ็นต มีจํานวน 5 ไอโซ
เลท คือ XA22, XA49, XA57, BCA205 และ BCA039 โดยตรวจสอบขาวที่งอกอายุ 14 วัน มี
น้ําหนกัสดเฉลี่ย เทากับ 8.25, 8.17, 7.94, 7.76 และ 9.11 กรัม ตามลําดับ  และไอโซเลทที่ดีที่สุดใน
การสงเสริมการเจริญเติบโตกลาขาวทางดานน้ําหนักสดสูงที่สุด จํานวน 5 ไอโซเลท คือ XA6, D10, 
BCA039, BCA082  และ XA31 มีน้ําหนักสด เทากับ 9.67, 9.13, 9.11, 9.06 และ 8.9 กรัม มีอัตรา
การงอกเทากบั 95, 99, 100, 99 และ 98 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
 
  เมื่อนําเชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดทั้ง 15 ไอโซเลทจากทั้งหมด 414 
ไอโซเลทเบื้องตน นํามาทดสอบยืนยันถึงประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเตบิโตของกลาขาว 
(เปอรเซ็นตการงอกเมล็ด ความสูงตน ความยาวราก และน้ําหนกัสด) ในสภาพเรือนทดลอง (ตาราง
ที่ 15) เพื่อคัดเลือกไอโซเลทที่ดีที่สุด ผลการทดลอง พบวาเชื้อปฏิปกษ จํานวน 5 ไอโซเลท คือ 
D10, XA6, XA22, BCA039 และ BCA082 มีประสิทธิภาพสูงสุดโดยเชือ้แบคทีเรียไอโซเลท XA6 
มีประสิทธิภาพดีที่สุดทางดานสงเสริมความสูงตน ความยาวราก และน้ําหนกัสด โดยมีผลเฉล่ีย
เทากับ 9.63, 5.63 เซนติเมตร และ 9.67 กรัม ตามลําดับ รองลงมา คือ ไอโซเลท D10 ที่มีคาเฉลี่ย 
ความสูงตน ความยาวราก น้าํหนักสดเทากบั 8.22, 5.82 เซนติเมตร และ 7.83 กรัม ตามลําดับ และ
เมื่อพิจารณาทัง้ดานการยับยัง้เชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาว และการสงเสริมการเจริญเติบโต
ของขาวพบวาเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลท คือ XA6 และ D10 มีประสทิธิภาพดีสูงสุดอยางแตกตาง
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ทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05) กับสายพันธุคุณภาพ KPS46 และน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ จึง
คัดเลือกเชื้อทัง้ 2 ไอโซเลทดังกลาวนําไปใชทดสอบในสภาพเรือนทดลองและสภาพไรตอไป 
(ตารางที่ 16 และภาพที่ 13) 
 
   3.2.4 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมในการ
สงเสริมการเจริญเติบโตและการควบคุมเชือ้สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวในระดับเรือนทดลอง 
 
  จากการทําการทดลองโดยใชเชื้อแบคทีเรียสายพันธุที่มีประสิทธิภาพดทีี่สุด
ในสภาพหองปฏิบัติการในการทดสอบการสงเสริมการเจริญเติบโตและควบคุมเชื้อสาเหตุโรคขอบ
ใบแหงของขาวโดยการใชจํานวนครั้งในการพนใบ 2 อัตรา (การคลุกเมล็ดรวมกับพนใบ 6 และ 10 
คร้ัง) ในขาว 2 พันธุ ที่แตกตางกัน คือ ขาวดอกมะล1ิ05  และสุพรรณบรีุ1ที่มีรายงานวาเปนพนัธุทีม่ี
ความออนแอและตานทานตอโรคขอบใบแหงของขาวตามลําดับ พบวาสายพันธุเชือ้แบคทีเรีย
ปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพสูงที่สุดในการสงเสริมการเจริญเติบโตไดแก สายพันธุ XA6 และ D10 ที่มี
ประสิทธิภาพดีทัดเทยีมกับสายพันธุKPS46 โดยกรรมวธีิคลุกเมล็ดรวมกับการพนใบ 6 คร้ัง (ที่อายุ 
7  14  30  45  60  และ 75 วันหลังปลูก) และ 10 ครั้ง (ที่อายุ 7  14  21  28  35  42  49  56  63  และ 
70 วัน หลังปลูก) ไมมีความแตกตางกันในทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05) ทางดานการ
เพิ่มขึ้นของความสูงตน ความยาวราก และน้ําหนกัสด (ตารางที่ 17 ) โดยทางดานความสูงตนพบวา
ที่อัตราการใช 6 คร้ังและ 10 ครั้ง ใหความสูงตนเทากับ 29.63, 29.07 และ 28.18, 28.71 เซนติเมตร 
ในพันธุสุพรรณบุรี1 และ ขาวดอกมะล1ิ05 ตามลําดับ ทางดานความยาวราก พบวาทีอั่ตราการใช 6 
คร้ังและ 10 ครั้ง ใหความยาวรากเทากบั 22.11, 22.55 และ 16.55, 16.40 เซนติเมตร ในพันธุ
สุพรรณบุรี1 และ ขาวดอกมะลิ105 ตามลําดับ  และทางดานน้ําหนักสด พบวาที่อัตราการใช 6 คร้ัง
และ 10 คร้ัง ใหน้ําหนักสดเทากับ 25.08, 24.5 และ 22.01, 22.88 กรัม ในพันธุสุพรรณบุรี1 และ 
ขาวดอกมะลิ105 ตามลําดับ โดยแตกตางในทางสถิติกับกรรมวิธีที่ใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อและกรรมวธีิ
ใชสารเคมี copper hydroxide ที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05) ซ่ึงไดนําจาํนวนครั้งที่ 6 คร้ัง (ที่อายุ 7  
14  30  45  60  และ 75 วันหลังปลูก) ไปใชในการทดลองในสภาพไรตอไป เพื่อเปนการลดตนทุน
ในการผลิต และลดแรงงานการพน 
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ตารางที่ 15 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมที่แยกจากสวนตางของขาว และดิน น้ําใน
 แปลงนา ตอการสงเสริมการงอกและการเจริญเติบโตของขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05 
 ในสภาพหองปฏิบัติการดวยเทคนิค blotter test  
 

 ประสิทธิภาพการสงเสริมการเจริญเติบโตของกลาขาว 

ไอโซเลทแบคทีเรีย ความงอกเมลด็ (%)1/
 น้ําหนกัสดตนกลาขาว (กรัม) 1/ 

1  D55 98c 7.72c 

2  D10 99b 9.13ab 

3  XA1 99b 8.22b 

4  XA6 95e 9.67a 

5  XA22 100a 8.25b 

6  XA31 98c 8.9b 

7  XA49 100a 8.17b 

8  XA57 100a 7.94c 

9  BCA002 99b 8.66b 

10  BCA 039 100a 9.11ab 

11  BCA082 99b 9.06ab 

12  BCA114 98c 8.67b 

13  BCA137 98c 8.00b 

14  BCA205 100a 7.76c 

15  BCA206 98c 7.72c 

16  KPS462/ 97d 7.71c 

17  Control3/  95e 7.47c 

%CV 1.56 7.45 

1/   ตัวอักษรของขอมูลในตารางที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 
ความเชื่อมั่น (P=0.05) เมื่อวิเคราะหดวยโปรแกรม SPSS version 13 ประเมินผลที่ 14 วันหลังปลูก  
2/   แบคทีเรียปฏิปกษที่มีรายงานถึงประสิทธิภาพ B. amyloliquefaciens สายพันธุ KPS46  
3/   กรรมวิธีควบคุมโดยใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อคลุกเมล็ดขาวแทน suspension ของแบคทีเรียปฏิปกษ 
 
 



 

ตารางที่ 16  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมที่แยกจากสวนตางของขาว และดิน น้ําในแปลงนา ตอการสงเสริมการงอกและการเจริญเติบโตของ   
                    ขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05ในสภาพหองปฏิบตัิการดวยเทคนิค blotter test 
 

 
ไอโซเลทแบคทีเรีย 

อัตราการเจริญเติบโตในแตละตัวชี้วัด1/
 

ความงอกเมลด็ 

(%) 

ความสูงตน 

(ซม.) 

ความยาวราก 

(ซม.) 

น้ําหนกัสดตนกลาขาว 

(กรัม) 

1  D10 100a 8.22b 5.82a 7.83b 

2  XA6 99ab 9.63a 5.63a 9.67a 

3  XA22 100a 7.29cd 4.67bc 6.96 

4  BCA039 99ab 7.87c 4.45bc 7.18c 

5  BCA082 100a 8.12bc 5.21b 7.55bc 

6  KPS462/
 99ab 9.06ab 5.58ab 7.77bc 

7  Control3/
 95b 6.99d 4.04c 7.01c 

%CV 1.66 10.53 12.14 11.19 

1/   ตัวอักษรของขอมูลในตารางที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05) เมื่อวิเคราะหดวยโปรแกรม  
SPSS version 13  
2/   แบคทีเรียปฏิปกษที่มีรายงานถึงประสิทธิภาพ B. amyloliquefaciens สายพันธุ KPS46 
3/   กรรมวิธีควบคุมโดยใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อคลุกเมล็ดขาวแทน suspension ของแบคทีเรียปฏิปกษ 
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ภาพที่ 13 ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมที่มีแนวโนมในการสงเสริมการเจริญ 
    เติบโตกลาขาว (PGPR) ไดแก ไอโซเลท D10 จากดินแปลงนา (ก) ไอโซเลท XA6  
    จากดินแปลงนา (ข) ไอโซเลท XA22 จากดินแปลงนา (ค) ไอโซเลท BCA039 จากราก  
     ขาว (ง) และไอโซเลท BCA082 จากรากขาว (จ) เปรียบเทียบกับสายพันธุ KPS46 (ฉ)  
     ตามลําดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 

ง 

ค 

จ ฉ 



 

ตารางที่ 17  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมจากการคลุกเมล็ดรวมกับการพนใบที่จํานวนครั้งในการพนรวม 6 ครั้ง และ 10 ครั้ง  
          ดวยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษโดยการประเมินอัตราการเจริญเติบโตของขาวในสภาพเรือนทดลอง 
 
 

กรรมวิธี1/ 
สุพรรณบุรี12/ ขาวดอกมะลิ1052/ 

สูงตน 

           (ซม.)   
ยาวราก 
(ซม.)    

น้ําหนกัสด 

(กรัม)    
สูงตน 

(ซม.)    
ยาวราก 
(ซม.)    

น้ําหนกัสด 

(กรัม)  
1 29.07a 22.55ac 24.5ab 28.71ab 16.40ab 22.88a 

2 27.98b 19bc 23.41b 27.07ab 16b 21.38ab 
3 23.88cd 18.04c 21.49c 23.65c 15c 20b 

4 29.63a 22.11a 25.08a 28.18a 16.55ab 22.01a 

5 27.75b 20b 23.91b 27ab 17.04a 19c 

6 25.87c 21.5ab 23.32b 25.67b 16b 20.93b 

7 23.04d 20.1b 18d 21.77d 14.93d 18.74d 

8 20.58e 14.96d 16.8e 20.22e 11e 15.08e 

%CV 11.56 12.02 13.45 11.45 11.61 11.44 

1/  กรรมวิธีดังตารางที่ 1  
2/   ตัวอักษรของขอมูลคิดจากคาเฉลี่ยจาก 5 ซ้ํา ตัวอักษรเหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางกันทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) วิเคราะห
ขอมูลและคาความแตกตางทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS version 13 (P=0.05)   

94 



95 
 

  3.3 การทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคขอบใบแหงของขาว
ในสภาพเรือนทดลอง 
 
  3.3.1 การทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคขอบใบแหง
ของขาว  
 
   การทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคขอบใบแหงของขาวดวยเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุใหมทั้ง 2 สายพันธุ พบวากรรมวิธีที่ใชอัตราการคลุกเมล็ดรวมกับการ
พนใบดวยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6  ที่อัตราการใชเทากับ 10 และ 6 คร้ัง ไมมีความ
แตกตางในทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05) สามารถลดอัตราการเกิดโรคไดดทีี่สุดเทากับ 80 
และ 69 เปอรเซ็นต ในพันธุสุพรรณบุรี1 และขาวดอกมะลิ105 ตามลําดับ (ที่อายุ 7  14  21  28  35  
42  49  56  63 และ 70 วันหลังปลูก) และ 79 และ 68 เปอรเซ็นต ในพันธุสุพรรณบุรี1 และขาวดอก
มะลิ105 ตามลําดับ (ที่อายุ 7  15  30  45  60 และ 75 วันหลังปลูก) โดยแตกตางในทางสถิติกับ
กรรมวิธีที่ใชสารเคมี copper hydroxide และน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ ที่ลดการเกิดโรคลงไดเทากับ 75 และ 
0 เปอรเซ็นต (พันธุสุพรรณบุรี1) และ 64 และ 0 เปอรเซ็นต (พันธุขาวดอกมะล1ิ05) ตามลําดับ 
(ตารางที่ 18) 
  
 3.4 การวิเคราะหเอนไซม β-1,3-glucanase ในขาวที่ไดรับการกระตุนภูมิตานทานตอโรค
ขอบใบแหงในสภาพเรือนทดลอง 
 
  3.4.1 การวิเคราะหเอนไซม β -1,3-glucanase ในพืชทีไ่ดรับการกระตุนภูมิตานทาน
ตอโรคขอบใบแหง 
 
   จากการตรวจวัดปริมาณ/การสะสม เอนไซม β -1,3-glucanase ในขาวพันธุ
ขาวดอกมะลิ105 และพันธุสุพรรณบุรี1 พบวาในขาวพนัธุสุพรรณบุรี1 ที่คลุกเมล็ดดวย suspension 
เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 รวมกับการพนใบ 3 คร้ัง (ที่อายุ 7  14  28 วันหลังปลูก) 
รวมกับปลูกเชือ้ วันที่ 4 ใหคากิจกรรมเอนไซมสูงที่สุดเทากับ 2.68 μg glucose min-1 mg-1 protein 
ลดความรุนแรงโรคได 72 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ กรรมวิธีที่ใช KPS46 รวมกับการพนใบ 3 คร้ัง 
(ที่อายุ 7  14  28 วันหลังปลูก) รวมกับการปลูกเชื้อ X. oryzae pv. oryzae เทากับ 2.25 μg glucose 
min-1 mg-1 protein ลดความรุนแรงโรคได 70 เปอรเซ็นต และในขาวพนัธุขาวดอกมะลิ105 (ภาพที ่
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14 และ 15) พบวากรรมวิธีทีใ่ชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 รวมกับการพนใบ 3 คร้ัง (ที่
อายุ 7  14  28 วันหลังปลุก) รวมกับการปลกูเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ใหคาการเกดิปฏิกิริยา
เอนไซมสูงสุดวันที่ 4 เทากับ 2.23 μg glucose min-1 mg-1 protein ลดความรุนแรงโรคเทากับ 63 
เปอรเซ็นต และกรรมวิธีที่ใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ KPS46 รวมกับการพนใบ 3 คร้ัง (ที่
อายุ 7  14  28 วันหลังปลูก) รวมกับการปลกูเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ใหคาการเกิดปฏิกิริยาสูงที่สุด
ในวันที่ 4 เทากับ 2.10 μg glucose min-1 mg-1 protein ลดความรุนแรงในการเกดิโรคได 60 
เปอรเซ็นต ซ่ึงสูงกวาการใชสารเคมีสังเคราะหและน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื้อคือ เทากับ 2.01 และ 1.62 μg 
glucose min-1 mg-1 protein ตามลําดับ ซ่ึงกรรมวิธีที่คลุกเมล็ดรวมกับการปลูกเชื้อ X. oryzae pv. 
oryzae สามารถลดอัตราการเกิดโรคได 59 และ 0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ภาพที ่16 และ 17)  
 
ตารางที่ 18 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมในการควบคุมโรคขอบใบแหง
      ของขาวในสภาพเรือนทดลอง 

 
          

กรรมวิธี1/ 
          เปอรเซ็นตการลดโรค2/ 

สุพรรณบุรี1     ขาวดอกมะลิ105  
1 80a 

73e 

77b 

79ab 

68f 

74d 

75c 

30g 

 69a 

2  60f 

3  67b 

4  68ab 

5  59g 

6  65c 

7  64e 

8  0h 

%CV 22.06  38.25 

1/  =  รายละเอียดกรรมวิธีแสดงในดังตารางที่ 1 
2/  =  เปอรเซ็นตการลดโรค คิดจากคาเฉลี่ยจาก 5 ซํ้า ตัวอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไมแตกตางกัน
ทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) วิเคราะหขอมูล และคาความแตกตางทาง
สถิติดวยโปรแกรม SPSS version 13 (P=0.05)  
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ภาพที่ 14 ปริมาณ/กิจกรรมการสะสม β-1,3-glucanase ในขาวพันธุสุพรรณบุรี1 กอนและหลัง  
    กระตุนดวยเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ในสภาพเรือนทดลอง 

 

 
 

 
ภาพที่ 15 ปริมาณ/กิจกรรมการสะสม β-1,3-glucanase ในขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 กอนและหลัง  
 กระตุนดวยเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ในสภาพเรือนทดลอง 

 

จํานวนวนัหลังปลูกเชื้โรค 

จํานวนวนัหลังปลูกเชื้โรค 
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ภาพที่ 16  การลดการเกิดโรค X. oryzae pv. oryzae ในการตรวจสอบปริมาณ/กิจกรรมการสะสม β
   1,3-glucanase ในขาวพันธุสุพรรณบุรี1 กอนและหลังกระตุนดวยเชื้อ X. oryzae pv.   
     oryzae ในสภาพเรือนทดลอง 
 

 
 
 
ภาพที่ 17  การลดการเกิดโรค X. oryzae pv. oryzae ในการตรวจสอบปริมาณ/กิจกรรมการสะสม β-
   1,3-glucanase ในขาวพนัธุขาวดอกมะลิ105 กอนและหลังกระตุนดวยเชื้อ X. oryzae pv.  
  oryzae ในสภาพเรือนทดลอง 

กรรมวิธีการใชเชื้อปฏิปกษและสารเคมีควบคุมโรค 

กรรมวิธีการใชเชื้อปฏิปกษและสารเคมีควบคุมโรค 
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 3.5 คุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ และการจําแนกชนิด 
  
  เนื่องจากผลการคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมที่
แยกจากดิน น้าํ ใบ ลําตน และรากขาวทั้งในหองปฏิบัตกิาร เรือนทดลอง ซ่ึงพบวาเชือ้แบคทีเรียไอ
โซเลท XA6 ที่แยกไดจากดนิในแปลงนาขาว มีคุณสมบัติโดดเดนทีสุ่ดทั้งในดานการเปนเชื้อ
ปฏิปกษยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค ควบคุมโรค และการสงเสรมิการเจริญเตบิโตของขาว จึงคัดเลือกไอโซ
เลทดังกลาวมาศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชวีเคมีเพื่อการจําแนกชนิดและใชเปนตวัแทน
ในการศึกษาขัน้ตอนตอไป 
 
  3.5.1 คุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษดวยการยอม 
แกรม (Gram’s stain)  
 
   การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท XA6 บนอาหาร NGA นาน 24 ช่ัวโมง พบวา
ลักษณะโคโลนีสีมีขาวครีมปนน้ําตาลออน รูปรางไมแนนอน ขอบหยัก ผิวดาน ผลการศึกษาการ
ยอมแกรมดวยสาร crystal violet และ safranin-o ตามวิธีการของ (Schaad, 1988) พบวาเปนเชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวก เซลลของเชื้อแบคทีเรียติดสีมวงของ crystal violet และยนืยนัผลโดยทดสอบ 
Gram reaction โดยการใช (3% KOH) (Suslow and Schroth, 1982) ตารางที่ 19 และภาพที่ 18  
 
  3.5.2 คุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
 
   การศึกษาทางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหม พบวาเชื้อแบคทีเรียไอ
โซเลท XA6 และ D10 สามารถเคลื่อนที่ไดใหผลเปนบวกในการทดสอบ motility เกิดปฏิกิริยาเปน
บวกในการทดสอบ gelatin hydrolysis เกิดปฏิกิริยาเปนลบในการทดสอบ oxidase test เนื่องจาก
อาหารทดสอบไมมีการเปลี่ยนสี การทดสอบ catalase production ผลเปนบวก มฟีองเกิดขึ้น
เนื่องจากเชื้อสามารถสรางเอนไซม catalase มายอย H2O2 ที่จะเปนอนัตรายตอเซลล  ใหผลลบใน
การทดสอบ starch hydrolysis สามารถยอยมันฝร่ังได  ใหผลเปนบวกในการทดสอบปฏิกิริยาการ
ใชสารซิเตรต (citrate utilization) และใหผลเปนบวกในการยอยไขมัน lipolytic activity  และเชื้อ
แบคทีเรียทั้งสองไอโซเลทสามารถสรางสปอรได  ขอมูลที่ไดนําไปเปรียบเทียบกับขอมูลอางอิงการ
จําแนกเชื้อแบคทีเรียจากตํารา Bergey, s Manual of Determinative Bacteriology 9 th edition เพื่อ
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จําแนกเบื้องตน (ตารางที่ 19) พบวาเชื้อแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุ XA6 มีแนวโนมในการเปนเชื้อ
แบคทีเรียในกลุม Bacillus spp. (Anonymous, 2002) (ภาพที่ 18) 
 
  3.5.3 คุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ และการจําแนกชนิดโดยการทดสอบ
ปฏิกิริยาตอบสนองแบบเฉียบพลันบนตนยาสูบ  
 
   จากผลการทดสอบทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองแบบเฉียบพลันบนตนยาสูบ 
พบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษทั้ง 2 ไอโซเลท ที่ดีที่สุดนั้นไมกอใหเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองอยาง
เฉียบพลันบนใบยาสูบ เชนเดียวกับสายพนัธุเปรียบเทียบ KPS46 และการใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ (ภาพ
ที่ 18 (ฉ)) ซ่ึงเปนการยืนยันเบื้องตนวาเชื้อแบคทีเรียที่มปีระโยชนดังกลาวไมเปนเชือ้กอโรคในพชื  
 
ตารางที่ 19 คุณสมบัติทางสรีระวิทยาและชีวเคมีบางประการของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ 
 XA6 เปรียบเทียบกับเชื้อแบคทีเรียในกลุม Bacillus spp. 
 

 

การทดสอบ 
ปฏิกิริยาเชื้อทดสอบ1/ 

XA6 Bacillus spp. 2/
  

Gram staining + +  

Tobacco  hypersensitivity           - -  

     -Oxidase  test  - -  

     -Motility  + +  

     -Gelatin  hydrolysis + +  

     -Catalase  production + +  

     -Starch  hydrolysis + +  

     -Growth  on potato  + +  

     -Citrate  utilization + +  

     -Lipolytic activity + +  

1/  =  เครื่องหมาย (+) หมายถึงเกิดปฏิกิริยา เครื่องหมาย (-) หมายถึงไมเกิดปฏิกิริยา 
2/ =  ขอมูลที่ไดนําไปเปรียบเทียบกับขอมูลอางอิงการจําแนกเชื้อแบคทีเรียในกลุม Bacillus spp จาก 
Bergey, s Manual of Determinative Bacteriology 9 th edition เพื่อจําแนกชนิด  
3/ =  การทดสอบการเกิดปฏกิิริยาการตอบสนองอยางรวดเร็วบนใบยาสูบ ภายใย 24-48 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 18 โคโลนีของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท XA6 (ก) ลักษณะเซลลและสปอรของเชื้อแบคทีเรียไอ
 โซเลท XA6 (ข) การทดสอบ Motilily test (ค) การทดสอบ Starch hydrolysis (ง) การ
 ทดสอบ Gelatin hydrolysis (จ) และการทดสอบปฏิกิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลัน
 บนใบยาสูบทีอ่ายุ 45วัน (ฉ)  
 
  3.5.4 ผลการจําแนกชนิดเชื้อปฏิปกษโดยวธีิ Polymerase Chain Reaction (PCR) 
ดวย primer ที่จําเพาะของกลุม Bacillus spp.   
 
   จากการนําชิน้ดีเอ็นเอของเชือ้แบคทีเรียสายพันธุใหมที่มปีระสิทธิภาพโดด
เดนในการเปนเชื้อปฏิปกษและ PGPR ไดแก XA6 มาทําการทดสอบยืนยนัการจําแนกชนิดโดยการ
ใชเทคนิค PCR ดวยไพรเมอรบริเวณ 16S rRNA ของ Bacillus spp ที่จําเพาะในกลุม Bacillus 
subtilis, Bacillus licheniformis,  Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus และ  Bacillus 
atrophaeus ซ่ึงผลการทดสอบพบวาดีเอน็เอของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท คือ XA6 สามารถเพิ่ม
ปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอได โดยมีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเทากับ 595 bp (ภาพที่ 19) บน agarose gel ซ่ึงเปน
การยืนยันไดวาไอโซเลทดังกลาวจัดอยูในจีนัส Bacillus sp.ในกลุม 5 species ดังกลาว และได
วิเคราะหลําดบัเบสโดยโปรแกรม blasé ใน Genebank ซ่ึงลําดับเบสมีความเหมือนกบั Bacillus 
subtilis 99 % (ภาพที่ 20) (ขอมูลภาคผนวก) 

ก ข ค 

ง จ ฉ 
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 เมื่อนําขอมูลที่ไดจากการศึกษาเกี่ยวกับการจําแนกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 

XA6 สามารถจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียดังกลาววา มีลักษณะตรงกับ Bacillus subtilis ซ่ึงมี

เปอรเซ็นตความเหมือนกับ Bacillus subtilis strain S433139-90 เทากับ 99 เปอรเซ็นต ตามการ

จําแนกเชื้อในระดับ genus หรือ species โดยปฏิบัติตามเกณฑ ดังนี้ (1) เปรียบเทียบลําดับกับลําดับ

เบสที่มีรายงานอยูแลวพบเปอรเซ็นตความเหมือน ≥ 99 เปอรเซ็นต สามารถจําแนกเชื้อไดในระดับ 

species; (2) ถามีเปอรเซ็นตความเหมือนอยูระหวาง 99 และ 95 เปอรเซ็นต สามารถจําแนกเชื้อไดใน

ระดับ genus (3) และถามีเปอรเซ็นตความเหมือน < 95 เปอรเซ็นต สามารถจําแนกเชื้อไดในระดับ 

family 

 

 

 

 

 
 
 
 
ภาพที่ 19  การตรวจสอบการเปนเชื้อ Bacillus sp. ดวยการใชไพรเมอรทีอ่อกแบบมาจําเพาะกับ  
  บริเวณ 16S rDNA ขนาด 595 bp โดยตําแหนงที1่-3 คือ เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสาย   
  พันธุ B. amyloliquefaciens KPS46 (สายพนัธุเปรียบเทียบ) 2 =  เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
  สายพันธุSP009s (Bacillus licheniformis สายพันธุSP009s จากหองปฏิบัติการแบคทีเรีย 
  ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มก.)  และ 3= เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 
 
 
 
 
 

595 bp
500 bp 

M        1         2       3
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ภาพที่ 20  การวิเคราะห Phylogeny ของลําดับนิวคลีโอไทดบนยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียสาย
พันธุ XA6  เปรียบเทียบกับขอมูลใน GenBank แบคทีเรียสายพันธุ XA6 มีความ
เหมือนกันกับ Bacillus subtilis strain S433139-90 เทากับ 99 เปอรเซ็นต 

  

4.  การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษสายพันธุใหมเพื่อการปรับใชในการผลิตขาว 
 

จากการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีประโยชนในการยั้งยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง และการ
สงเสริมการเจริญเติบโตของขาว  พบวาไดเชื้อแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท ที่มีแนวโนมที่ดีในการ
ทดสอบในระดับหองปฏิบัตกิาร และเรือนทดลอง โดยเชือ้แบคทีเรียไอโซเลท XA6 เปนเชื้อที่มี
ประสิทธิภาพสูงมากที่สุดทั้งทางดานการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค และการสงเสริมการเจริญเติบโต 
แตกตางในทางสถิติเมื่อเทียบกับไอโซเลท XA6 และเมื่อทําการจําแนกทั้งลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ชีวเคมี และการใชเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) พบวาเชื้อดงักลาวเปนเชื้อ Bacillus 
subtilis จึงไดคัดเลือกสายพนัธุ XA6 เพื่อนํามาใชในการพัฒนาสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
สายพันธุXA6 เพื่อใชในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวและการสงเสริมการ
เจริญเติบโตของขาวในระบบการผลิตขาวในสภาพไรตอไป  
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4.1 อาหารเพิ่มปริมาณเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6  
 
 การศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเพิ่มปริมาณเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหม  

XA6 โดยการพิจารณาจากสารอาหารและแหลงที่ใชในเมตาบอไลตของแบคทีเรีย เพื่อใชเปนสาร
ผสมในการผลิตอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มปริมาณเซลลแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 ผลการคัดเลือก
โดยการเลี้ยงเชื้อภายใน 24 ช่ัวโมง ตรวจนับจํานวนเซลลที่เพิ่มขึ้นในน้ําตมธัญพืช/พืช/ผลผลิตจาก
พืช ที่คัดเลือกมา พบวา มันฝรั่งตมแลวกรอง เปนแหลงพลังงานที่ใหคารบอนสูงมากที่สุด โดย
สามารถเพิ่มจํานวนเซลลไดเทากับ 3x1019 CFU/มิลลิลิตร และกากน้ําตาลเปนแหลงคารโบไฮเดรต 
กรดอะมิโน เพิ่มจํานวนเซลลไดเทากับ 3X1017 CFU/มิลลิลิตร และในน้ําตมกากถัว่เหลืองซึ่ง
แบคทีเรียสามารถใชเปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด เทากบั 2.9X1019 CFU/มิลลิลิตร สามารถเพิ่ม
จํานวนเซลลไดเจริญเติบโตไดมากที่สุดเมือ่เปรียบเทียบกับน้ําตมธัญพชื/พืชชนิดอื่นทั่วไป  และ
พบวาไมมีความแตกตางในทางสถิติกับสูตรอาหารดัดแปลง MS-medium (ชัยสิทธิ์,  2549) ที่อายุ 
24 ช่ัวโมง (ตารางที่ 20) จึงไดนําสวนผสมทั้ง 3 ชนิดมาหาอัตราสวนในการผสมเปนสูตรอาหาร
เล้ียงเพิ่มปริมาณเชื้อ โดยอัตราสวนระหวางน้ําตมกากถัว่เหลืองแลวกรอง : กากน้ําตาล ไดอางอิง
จาก (ชัยสิทธิ์,  2548) ที่สามารถเลี้ยงเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens สายพันธุ KPS46 ซ่ึงเปนกลุม 
Bacillus sp. เชนเดียวกนั ในอัตราสวนกากถั่วเหลืองตมแลวกรอง: กากน้ําตาล เทากับ 10 :10 (กรัม/
กรัมตอน้ํา 1 ลิตร) จึงไดปรับอัตราสวนในสวนของมันฝรั่งตมแลวกรอง ที่นํามาเลี้ยงรวมกันกับกาก

ถ่ัวเหลืองและกากน้ําตาลโดยการทดสอบการเจริญของเชื้อในอาหารเหลวผสมที่ปรับอัตรา
สวนผสมของมันฝร่ังตมแลวกรอง:กากน้ําตาล: กากถั่วเหลืองตมแลวกรองเทากับ 100:10:10, 
150:10:10, 200:10:10, 250:10:10 และ 300:10:10 (กรัม/กรัม/กรัม) ในน้ํา 1 ลิตร เล้ียงเพิ่มปริมาณ
เซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ตรวจสอบจํานวนเซลลดวยวิธี dilution plate ที่เวลาเลี้ยง 24 
ช่ัวโมง พบวาสูตรอาหารที่ไดจากการเลี้ยงในอัตราสวน มันฝร่ังตมแลวกรอง:กากน้ําตาล: กากถั่ว
เหลืองตมแลวกรอง 250:10:10 สามารถเพิ่มจํานวนเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษXA6 ไดมากที่สุด
เทากับ 3x1022 CFU/มิลลิลิตร โดยไมแตกตางในทางสถิติกับสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อดัดแปลง MS-
medium (ชัยสิทธิ์,  2549) จึงตั้งชื่อสูตรอาหารดังกลาววา MSP-medium (Molass Soybean Potato-
medium) สําหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6  (ตารางที่ 21) 
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4.2 ปจจัยที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในสูตรอาหารเพิ่ม
ปริมาณ  

 
 การทดสอบอัตราสวนที่เหมาะสมของสูตรอาหารเพิ่มปรมิาณเซลลดังกลาวมาศึกษา

ปจจัยตั้งตนที่เหมาะสมของอาหาร MSP-medium ผลการทดลองพบวา เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6
ในการทดสอบความเปนกรดดางที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSP-medium โดยการทดสอบที่ 
pH เทากับ 5  6  7  8  9 และ 10 พบวาที่ความเปนกรดดางที่ 6-7 ที่เปนกรดดางตั้งตนในการเลี้ยงเชือ้
แบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในสูตรอาหารดังกลาวดีที่สุดแตกตางในทางสถิติ โดยมีจํานวนเซลล
แบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ที่เวลา 24 ช่ัวโมง เทากับ 2.4X1020 CFU /มิลลิลิตร และการทดสอบความเร็ว
รอบตอนาที ในการเลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยา ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
XA6 จาการทดสอบความเรว็รอบตอนาททีี่เหมาะสม พบวาความเรว็รอบในการหมนุเหวี่ยงสูงขึ้น
เชื้อแบคทีเรียจะมีอัตราการเจริญเติบโตดีเพิ่มขึ้นและสูงที่สุดที่ 150 รอบ/นาที ที่เวลา 24 ช่ัวโมงเชื้อ
แบคทีเรียสามารถเพิ่มปริมาณไดมากที่สุดเทากับ 3X1024 CFU /มิลลิลิตร (ตารางที่ 22) จาการ
ทดสอบความเร็วรอบตอนาทีที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในสภาพ
อุณหภูมิหองในสูตรอาหาร MSP-medium เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 สามารถเจริญเติบโตไดดี
ที่สุด สามารถเพิ่มปริมาณเซลลไดสูงที่สุดในชวง 2.5X1020-3X1024 CFU/มิลลิลิตร จึงนาํผลที่ไดจา
การศึกษาปจจยัตั้งตนที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อในอาหาร MSP-medium ที่ประกอบดวย มนั
ฝร่ังตมแลวกรอง:กากน้ําตาล: กากถั่วเหลืองตมแลวกรอง 250:10:10 ในน้ํา 1 ลิตร โดยปรับความ
เปนกรดดางตัง่ตนที่ 7 เล้ียงเขยาที่ความเรว็รอบ 150 รอบ/นาที ในสภาพอุณหภูมิหอง และ
ตรวจสอบการเจริญเติบโตของเชื้อ เปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อ NB และ MS-medium (ชัยสิทธิ์,  
2548) ผลการทดลองพบวา อาหาร MSP-medium เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 มีอัตราการ
เจริญเติบโตดีเทียบเทากับอาหารเลี้ยงเชื้อทัว่ไป NGB ที่ 24 ช่ัวโมง โดยมีจํานวนเซลลเฉล่ียเทากับ 
3X1022 CFU /มิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกบัน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ (ภาพที่ 21)  
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ตารางที่ 20 การเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในอาหารเลี้ยงเชือ้เพิ่มปริมาณเซลลสูตรตางๆ 
 

วัตถุดิบ จํานวนเซลล (CFU/มิลลิลิตร)1/ 
1  มันฝร่ัง 3x1019a 
2  มันเทศ 3x109f 
3  ปลายขาว 2.5x1016c 
4  รําขาว 2.1x1011e 
5  ฟางขาว 3x108g 
6  แกลบ 3x109f 
7  กากน้ําตาล 3x1017b 
8  กากถั่วเหลือง 2.9x1019a 
9  ถ่ัวขาวบด 3x1014d 
10  ถ่ัวเขียวบด 3x1016c 
11  MS-Medium 3x1020a 
%CV 27.86 
1/  =  คาเฉลี่ยจาก 5 ซํ้า ตัวอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับ(P= 0.05) 
Duncan, s New Maltiple Range Test (DMRT) เมื่อวเิคราะหดวยโปรแกรม SPSS version 13  
การเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษXA6 ที่ปริมาณเซลลเร่ิมตน 1x108 CFU/มิลลิลิตร ที่เจริญในน้ํา
ตมธัญพืช/พืช/ผลิตผลจากพืช ตรวจนับจํานวนเซลลเมื่อบมเชื้อนาน 24 ช่ัวโมง ภายใตอุณหภูมหิอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 21 อัตราการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในสูตรอาหารดัดแปลง MSP-medium (Molass Soybean Potato-medium)  
 

อัตราสวน 
มันฝรั่ง:กากน้าํตาล:กากถั่ว

เหลือง2/ 

ปริมาณเชื้อ log (CFU/มิลลิลิตร) 1/ 
เวลา (ชม.) 

0       6     12     18      24       30 
100:10:10 1x108 3x109c 3x1010d 2.3x1013d 1.8x1019a 1.7x1018c 
150:10:10 1x108 3x109c 2.8x1010d 3x1015c 2x1020b 3x1019bc 
200:10:10 1x108 3x1010b 2.4x1011c 2.8x1018b 3x1021c 3x1020b 
250:10:10 1x108 3x1011a 3x1013a 3x1019 a 3x1022c 3x1022a 
300:10:10 1x108 3x1011a 3x1013a 3x1019ab 3x1022d 1.6x1022a 
Nutrient Both 1x108n 3x1011a 3x1013a 1.9x1020a 3x1022a 3x1022a 
MS-medium 1x108 3x1010b 2.7x1012 b 2.3x1017 b 3x1020c 2.4x1019b 
%CV 0 31.12 32.34 29.77 31.41 34.25 
1/  =  คาเฉลี่ยจาก 5 ซ้ํา ตัวอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับ(P= 0.05) Duncan, s New Maltiple Range Test (DMRT) เมื่อวิเคราะหดวย
โปรแกรม SPSS version 13  
2/  =  อัตราสวนของอาหาร MSP-medium ที่ประกอบดวยมันฝรั่งตมแลวกรอง:กากน้ําตาล: กากถัว่เหลืองตมแลวกรอง ในน้ํา 1 ลิตร เพื่อเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษXA6 
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ตารางที่ 22 ปจจัยที่มีผลตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในสูตรอาหาร MSP-medium 
      ทางดานความเปนกรดดาง และความเรว็รอบ/นาที ที่เวลา 24 ช่ัวโมง 
 
ปจจัยควบคุม2/  ประชากรเชื้อ log (CFU/มิลลิลิตร) 1/ 

เวลา (24 ชม.) 
 5 3x1016c 
 6 3x1017b 
 7 2.4x1020a 

กรด-ดาง 8 3x1019b 
 9 3x1018c 
 10 3x1016e 
%CV  27.85 
 100 3x1017f 
 110 3x1019e 

ความเร็วรอบ/นาที 120 3x1022d 
 130 3x1023c 
 140 3x1023b 
 150 3x1024a 
%CV  30.25 
1/ =  คาเฉลี่ยจาก 5 ซํ้า ตัวอักษรเหมือนกันไมแตกตางกันทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range 
test (DMRT) วิเคราะหขอมูล และคาความแตกตางทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS version 13 
(P=0.05)  
2/ =  อาหาร MSP-medium ที่มีการปจจัยทางดานคาความเปนกรด-ดางเริม่ตน และความเร็วรอบ/
นาทีในการเขยาเชื้อนาน 24 ช่ัวโมง และตรวจสอบนับปริมาณเซลลที่เพิ่มขึ้น 
 
 
 
 
 



109 
 

 

 
ภาพที่ 21 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 ที่เล้ียงในสูตรอาหาร  
     MSP medium , NGA และ MS medium ที่อายุ 0-72 ช่ัวโมง 

 
4.3 การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑชนิดผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 

 
  4.3.1 การคัดเลือกชนิดสารพา สารเสริมประสิทธิภาพ และอัตราสวนที่เหมาะสม 
 
   จากการคัดเลือกชนิดสารพา  สารเสริมประสิทธิภาพ และการใชอัตรา
สวนผสมที่เหมาะสมตอความมีชีวิตรอด และประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหม
XA6 พบวาสารพาที่ดีที่สุดในการคงความมีชีวิตรอดของเชื้อ คือ ประกอบดวย talcum+calcium 
อัตราสวน 2:1 โดยพบวาสารพาที่หยดดวย cell suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 10 มิลลิลิตร 
(ความเขมขน 1x1015 CFU/มิลลิลิตร) ตอสารพา 90 กรัม ตรวจสอบความสามารถในการคงความมี
ชีวิตรอดในสารพาที่เก็บรักษาไวที่อุณหภูมหิอง (ถุงพลาสติกที่ปลอดเชื้อและซิลถุงใหสนิท) 
ความสามารถในการละลายน้ํา ผลการทดลองพบวาสารพาที่มีสวนผสมของ talcum+calcium อัตรา 
2:1 เปนสวนผสมสารพาที่ดีที่สุด โดยใหผลการทดสอบในการเก็บรักษานาน 6 เดือน เทากับ 3x1013 
CFU/มิลลิลิตร ใหคาการละลายน้ํากอนพนใบขาวเทากับ ระดับที1่ ดีที่สุด สารพาละลายน้ําทันที
ภายในเวลา 1-5 นาที (ตารางที่ 23)  
 
 สวนการทดสอบสารเสริมประสิทธิภาพในการผลิตผลิตภัณฑจุลินทรียแบคทีเรียปฏิปกษ
XA6 โดยการใชสารพาจากสวนผสมที่ดีที่สุดคือ talcum+calcium อัตราสวน 2:1 ผสมกับอัตราสวน 

ปริ
มา
ณเ
ชื้อ
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ของสารเสริมประสิทธิภาพ และประเมนิผลทางดานการเจริญเติบโตกลาขาวเมื่อขาวอายุ 45 วันหลัง
ปลูก ทางดานความสูงตน ความยาวราก และน้ําหนกัสด การควบคุมโรคขอบใบแหงของขาว (การ
ลดโรค และระดับความรนุแรงของโรค) ความมีชีวิตรอดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษXA6  ผลการ
ทดลองพบวา สารพา : สารเสริมประสิทธิภาพ คือ talcum+calcium:CMC:glucose อัตรา 55:25:8:2 
ที่มีการใสเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษXA6 10 มิลลิลิตร เปนสวนผสมที่ดีที่สุดสามารถสงเสริมอัตรา
การเจริญเติบโตทางดานความสูงตน ความยาวราก น้ําหนักสดเทากับ 35  23  39  เซนติเมตร/
เซนติเมตร/กรมั ตามลําดับ ลดอัตราการเกิดโรคไดดีที่สุด เทากับ 72 เปอรเซ็นต ความรุนแรงโรค
ระดับ 1 (เกิดโรคนอยที่สุด) และคงความมชีีวิตรอดของเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสูงที่สุดเทากับ 
3x1013 CFU/มิลลิลิตร ที่อายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑนาน 12 เดือน (ตารางที่ 24 และภาพที่ 22)   
 
ตารางที่ 23  ประสิทธิภาพสารพาแตละชนดิที่มีสวนผสมของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 
 
 สารพา ความมีชีวิตรอด (CFU/มิลลลิตร) 1/ การละลายน้ํา2/ 
1 Talcum 3X1012b 1 
2 Calcium 3X1011c 2 
3 Dolomite 3X1011c 4 
4 Talcum+calcium  1:1 3X1013a 2 
5 Talcum+calcium2:1 3X1013a 1 
6 Talcum+calcium1:2 3X1012b 2 
7 Talcum+ Dolomite1:1 3X1012b 3 
8 Talcum+ Dolomite2:1 3X1012b 3 
9 Talcum+ Dolomite1:2 3X1011c 4 
10 Calcium+ Dolomite1:1 3X1011c 4 
11 Calcium+ Dolomite2:1 3X1010d 5 
12 Calcium+ Dolomite1:2 3X1010d 4 
%CV  28.55 0 
1/ =  คาเฉลี่ยจาก 5 ซํ้า ตัวอักษรเหมือนกันไมแตกตางกันทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range 
test (DMRT) วิเคราะหขอมูล และคาความแตกตางทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS version 
13(P=0.05) , 2/   การประเมินการละลายน้ําโดยใชเกณฑในรายละเอยีดอุปกรณและวธีิการขอ 4.3.2  



 

 

ตารางที่ 24 ประสิทธิภาพสารพาและสารเสริมประสิทธิภาพแตละชนดิในการผสมสูตรตอการมีชีวิตรอดและประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโตของ
      ขาว และการควบคุมโรคในสภาพเรือนทดลอง 
 
  

สารพา+สารเสริมประสิทธิภาพ 
อัตราการเจริญเติบโตของขาว1/ การควบคุมโรค1/ ชีวิตรอดเซลล 

เชื้อ 
(CFU/มิลลิลิตร) 1/ 

ความสูง
ตน2/ 

ความยาว
ราก2/ 

น้ําหนกัสด2/ % การลด
โรค2/ 

ความรุนแรง
โรค2/ 

1 talcum, calcium, CMC, และน้ําตาลกลูโคส 
(60:30:8:2) 

35a 23a 39a 72a 1 3X1013a 

2 talcum, calcium และ CMC (60 : 38 : 2) 31b 20b 35b 65b 2 3X1012b 
3 talcum, calcium และน้ําตาลกลูโคส (60 : 38 : 2) 32b 20b 34b 64b 2 3X1013a 
4 talcum, calcium, CMC และกากน้ําตาล (60 : 38 : 2) 27c 19b 31c 61c 2 3X1011c 
5 talcum, calcium และกากน้ําตาล (60 : 38 : 2) 24d 17c 30c 57d 3 3X1010d 
%CV 18.54 23.25 25.40 31.12 0 29.25 
1/ =  คาเฉลี่ยจาก 5 ซ้ํา ตัวอักษรเหมือนกันไมแตกตางกันทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) วิเคราะหขอมูล และคาความแตกตางทางสถิติ
ดวยโปรแกรม SPSS version 13 (P=0.05)  
2/  =  ประเมินอัตราการเจริญเติบโตขาวที่อายุ 45 วันหลังปลูก  ความรุนแรงโรค การลดลงของโรคดังตามอุปกรณและวิธีการขอ4.4 
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ภาพที่ 22 อัตราการคงความมีชีวิตรอดของเชลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในสูตรสําเร็จชนิดตาง ๆ ที่

    อายุ 0-12 เดือน ในสภาพอณุหภูมิหอง 
 
 4.4 การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษXA6 ชนิดผงใน
การสงเสริมการเจริญเติบโตขาวในสภาพเรือนทดลอง  

 
 จากการนําสูตรที่ดีที่สุด คือ Formula1 talcum, calcium, CMC, และน้ําตาลกลูโคส 

(60:30:8:2) มาทดสอบในสภาพเรือนทดลองโดยการคลุกเมล็ดขาวกอนปลูกและพนใบ 6 คร้ังที่อายุ 
7  14  30  45  60  และ 75 วันหลังปลูก (ขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05) เปรียบเทียบกับสูตรสําเร็จของ
ภาควิชาโรคพชื ISR-B และสารเคมี copper hydroxide และน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อประเมนิผลทางดาน
การเจริญเติบโต และการลดการเกิดโรค และความรุนแรงของโรค ผลการทดลองพบวาสามารถ
สงเสริมการเจริญเติบโตทางดานความสูงตน ความยาวราก และน้ําหนกัสดเทาไดดีที่สุดเทากับ 
35.08  23.54  39.81  (เซนติเมตร/เซนติเมตร/กรัม) แตกตางในทางสถิติกับการใชสูตร ISR-B เทากับ 
33.32  22.50  32 (เซนติเมตร/เซนติเมตร/กรัม) และสูงกวาการใชสารเคมี copper hydroxide และน้าํ
กล่ันนึ่งฆาเชื้อ  สามารถลดการเกิดโรคได 72  69  65  และ 0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 25) 

 
 
 

ระยะเวลาการเก็บรักษา (เดือน) 



 

 

ตารางที่ 25 ประสิทธิภาพสูตรผลิตภัณฑจลุินทรียเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษXA6 ในการสงเสริมการเจริญเติบโตขาวในสภาพเรือนทดลอง  
 

 
กรรมวิธี 

การเจริญเติบโต1/ การควบคุมโรคขอบใบแหง1/ 
ความสูงตน2/ ความยาวราก2/ น้ําหนกัสด2/ % การลดโรค2/ ระดับความรุนแรงโรค2/ 

1  cell suspension XA6 33.85b 22.43a 33.25b 70 2 
1  Formula1 XA6 35.08a 23.54a 39.81a 72 2 
2  ISR-B 33.32b 22.5a 32b 69 2 
3  copper hydroxide 31c 17.5b 26.5c 65 3 
4  sterile water 27.5d 16b 22.5d 0 4 
%CV 24.35 29.51 31.24 0 0 
1/ =  คาเฉลี่ยจาก 5 ซ้ํา ตัวอักษรเหมือนกันไมแตกตางกันทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) วิเคราะหขอมูล และคาความแตกตางทางสถิติ
ดวยโปรแกรม SPSS version 13 (P=0.05)  
2/  =  อัตราการเจริญเติบโตทางดานความสงูตน ยาวราก น้ําหนกัสด ทีอ่ายุขาว 45 วนัหลังปลูก ความรุนแรงโรค การลดลงของโรครายละเอียดตามวิธีการขอ4.4 
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5. ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษชนิดผงในการสงเสริมการเจริญเติบโต
ของขาวและการยับยัง้เชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงในสภาพไรนา 
 

การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑชนดิผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 
สูตรท่ี1 Formula1 XA6 (talcum+calcium+CMC+glucose อัตราสวน 60:30:8:2) ท่ีเก็บรักษานาน 6 
เดือน ดวยการคลุกเมล็ดขาวอัตรา 1 กรัมตอเมล็ดขาว 1 กิโลกรัม และพนใบ 6 (7  15  30  45  60  
และ 70 วัน หลังปลูก) เปรียบเทียบกับกรรมวิธีการใชสูตรสําเร็จ ISR-B (สูตรพัฒนาของภาควิชา
โรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร) กรรมวิธีท่ีใชสารเคมี copper hydroxide  และ น้ํา
กล่ันนึ่งฆาเช้ือ ประเมินผลดานการสงเสริมการเจริญเติบโตของกลาขาว (ความสูงตน ความยาวราก 
น้ําหนกัสด อัตราการแตกกอ) ผลผลิตตอไร  อัตราการลดโรค และการกระตุนการสะสมเอนไซม β-
1,3-glucanase  ผลการทดลองพบวา กรรมวิธีท่ีมีการใช Formula1 XA6 มีประสิทธิภาพดีท่ีสุด 
(P=0.05) แตกตางทางสถิติโดยสงเสริมการเจริญเติบโตทางดานความสูงตน ความยาวราก น้ําหนัก
สด และอัตราการแตกกอ เทากับ 57.71  28.43  40.5 (เซนติเมตร/เซนติเมตร/กรัม) และ 4.3 ตนตอ
กอ รองลงมาคือการใชสูตร ISR-B เทากับ 57.86  28.2  38.9 (เซนติเมตร/เซนติเมตร/กรัม) และ 3.3 
ตนตอกอ และสูงกวากรรมวธีิท่ีใชน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ เทากับ 44.5  22.63  34.2 (เซนติเมตร/
เซนติเมตร/กรัม) และ 2 ตนตอกอ ตามลําดับ โดยสูตรผลิตภัณฑ Formula1 XA6 ดังกลาวสามารถ
เพิ่มผลผลิตขาวตอไรสูงท่ีสุด เทากับ 67.74 เปอรเซ็นต รองลงมาคือกรรมวิธีท่ีใชสูตร ISR-B เทากบั 
53.79 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 26) เม่ือเทียบกบักรรมวิธีการใชน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือเทากับ 0 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ สามารถลดอัตราการเกิดโรคลงไดดีท่ีสุดแตกตางในทางสถิติ (P=0.05) เทากับ  61  56 
และ 0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางท่ี 27) 

  
 

  
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 26 ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ชนิดผง ในการสงเสริมการเจริญเติบโตของขาวทางดานความสูงตน ความยาวราก   
       น้ําหนกัสด และอัตราการแตกกอขาว ที่อายุ 45 วัน และผลผลิตในระดับไรนา 
 

 
กรรมวิธี 

อัตราการเจริญเติบโต1/  
ผลผลิต2/ 
(กก./ไร) 

 
การเพิ่มผลผลิต 

(%) 
ความสูงตน2/ 

(ซม.) 
ความยาวราก2/ 

(ซม.) 
น้ําหนกัสด2/ 

(กรัม) 
อัตราแตกกอ2/ 

(ตน/กอ) 
1. Formula1 XA6 59.71a 28.43a 40.5a 4.3a 693.33a 67.74a 
2. ISR-B 57.86b 28.2a 38.9b 3.3b 635.67b 53.79b 
3. Copper hydroxide 52.22c 25.87b 36.65c 3b 585d 41.53c 
4. sterile water 44.5d 22.63c 34.2d 2c 413.33e 0d 
%CV 23.22 21.57 27.50 22.25 32.35 32.75 

1/  ตัวอักษรในแนวตั้งที่เหมือนกันคือไมมีความแตกตางในทางสถิติที่วิเคราะหดวยโปรแกรม SPSS เวอรชั่น 13 ที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05) 
2/  ประสิทธิภาพสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการสงเสริมการเจริญเติบโตขาว โดยการคลุกเมล็ดและพนใบ 6 ครั้ง (7  15  30  45  60 และ 70 วันหลัง
ปลูก) และปลกูเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงเมื่อ 31 วันหลังปลูก ประเมินผลในการสงเสริมการเจริญเติบโตทางดานความสูงตน ความยาวราก น้าํหนักสด อัตรา
การแตกกอ ทีอ่ายุ 45 วันหลังปลูก และผลผลิตขาว  
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ตารางที่ 27  ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในการควบคุมโรคขอบใบ
        แหงของขาวในระดับไรนา 

 

1/  ตัวอักษรในแนวตั้งที่เหมือนกันคือไมมีความแตกตางในทางสถิติที่วิเคราะหดวยโปรแกรม SPSS   
    เวอรช่ัน 13 ที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05 
2/  ประเมินประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมในการควบคุมโรค
ขอบใบแหงของขาวโดยการคลุกเมล็ดและพนใบ 6 คร้ัง (7  15  30  45  60 และ 70 วันหลังปลูก) 
และปลูกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงเมื่อ 31 วันหลังปลูก และประเมนิอตัราการเกิดโรค  อัตราการ
ลดโรค และระดับความรนุแรงโรค ที่อายุ 7 วันหลังปลูกเชื้อสาเหตุโรค 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
กรรมวิธี 

การควบคุมโรคขอบใบแหง1/  
ระดับความรุนแรงโรค

2/ อัตราการเกิด
โรค2/ 

 อัตราการลดลง
ของโรค2/ 

1. Formula1 XA6 39a  61a 1 
2. ISR-B 44b  56b 1 
3. Copper hydroxide 48d  52c 2 
4. sterile water 100e  0d 3 
%CV 17.97  48.22 0 
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 5.2 ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ชนิดผง ทางดานการกระตุน
ใหพืชสรางและสะสมปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase ในสภาพไรนา 
 
  การตรวจสอบปริมาณการสรางและสะสมเอนไซม β-1,3-glucanase ในขาวที่ไดรับ
การกระตุนภูมติานทานตอโรคขอบใบแหงโดยการคลุกเมล็ดขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 อัตรา 1 
กรัมตอเมล็ด 1 กิโลกรัม และพนใบอัตรา 20 กรัมตอน้ํา 20 ลิตร ดวยสูตรผลิตภัณฑชนิดผงสูตร 
Formula1 XA6 และพนใบ 3 คร้ัง (ที่อายุ 7  14  และ 30 วันหลังปลูก) ซ่ึงประกอบดวย 2 ชุดการ
ทดลองคือ ชุดที่1 ปลูกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวที่อายุ 31 วันหลังปลูก เปรียบเทียบกับการ
ใชสูตรแบคทีเรีย ISR-B  สารเคมี copper hydroxide และน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ และชุดที่ 2 ไมมีการปลูก
เชื้อสาเหตุโรค  ผลการทดลองพบวา กรรมวิธีการใชสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ 
XA6 สูตร Formula1XA6 คลุกเมล็ดขาวและพนใบใหคากิจกรรมเอนไซมดีที่สุด และมีการสะสม
สูงที่สุดในวนัที่ 4 หลังการปลูกเชื้อสาเหตโุรค เทากับ 14.82 μg glucose min-1 mg-1 protein  
รองลงมาคือ กรรมวิธีที่ใชสูตร ISR-B มีกิจกรรมเอนไซมในวนัที่ 4 เทากับ 12.22 μg glucose min-1 
mg-1 protein  เปรียบเทียบกบักรรมวิธีที่ใชสารเคมี copper hydroxide ใหคากจิกรรมเอนไซมในวนัที่ 
4 เทากับ 10.03 μg glucose min-1 mg-1 protein  โดยใหคาสูงกวาการใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อที่ใหคา
ปฏิกิริยาเอนไซมเทากับ 8.40 μg glucose min-1 mg-1 protein ตามลําดับ (ภาพที่ 23 และภาพที่ 24) 
โดยสามารถลดอัตราการเกิดโรคลงได เทากับ 61  56  52  และ 0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงพบวาการ
สรางและสะสมปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase ที่เพิ่มขึ้นและสูงที่สุดในวนัที่ 4 สอดคลองกับ
การเกิดโรค และการลดการเกิดโรค ซ่ึงจะเห็นไดวาสามารถลดการเกิดโรคไดสูงที่สุดอยางชัดเจน
ทั้งกรรมวิธีที่มีการปลูกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงขาว (ตารางที่ 28) 
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ภาพที่ 23  ปริมาณสะสมและปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase ที่ 0 1 2 3 4 5 6 และ 7 วันหลังการ
    ปลูกเชื้อในขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05 ที่มีการใชสูตร Formula1XA6 คลุกเมล็ดและพนใบ 
    3 คร้ัง ประเมินผลที่ 0 1 2 3 4 5 และ 6 วันหลังปลูกเชือ้ (ไมมีการปลกูเชื้อสาเหตุโรค) 

 

 
ภาพที่ 24  ปริมาณสะสมและปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase ที่ 0 1 2 3 4 5 6 และ 7 วันหลังปลูก
  ขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05 ที่มีการใชสูตร Formula1XA6 คลุกเมล็ดและพนใบ 3 คร้ัง 
 และปลูกเชื้อโรคที่อายุ 31 วนั ประเมินผลที่ 0 1 2 3 4 5 และ 6 วันหลังปลูกเชื้อสาเหตุโรค 
 



 

ตารางที่ 28 ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวในการสะสมเอนไซม β-1,3-lucanase 
   ในระดับไรนา  

1/  =  ตัวอักษรในแนวตั้งที่เหมือนกันคือไมมีความแตกตางในทางสถิติที่วิเคราะหดวยโปรแกรม SPSS เวอรชั่น 13  ที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05 
2/ =  ประเมินการควบคุมโรคขอบใบแหงของขาวโดยการคลุกเมล็ดและพนใบ 3 ครั้ง (7  15  และ 30 วันหลังปลูก) และปลูกเชื้อสาเหตุโรคอายุ 31 วันหลังปลูก -
ทางดานอัตราการเกิดโรค อัตราการลดโรค และระดับความรุนแรงโรค ที่อายุ 7 วันหลังปลูกเชื้อสาเหตุโรค  

3/ =  ปริมาณการสรางและสะสมเอนไซม β-1,3-glucanase (μg glucose min-1 mg-1 protein) ในการคลุกเมล็ดและพนใบ 3 ครั้ง (7  15  และ 30 วันหลังปลูก)ที่เพิ่ม
สูงสุดในวันที่ 4 หลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรค 

 
 
 

 
กรรมวิธี 

ปลูกเชื้อสาเหตุโรค1/ การสรางและสะสม
เอนไซม 

 β-1,3-glucanase3/ 

ไมปลูกเชื้อสาเหตุโรค1/ การสรางและสะสม
เอนไซม 

 β-1,3-glucanase 3/ 
อัตราเกิดโรค 

(%)2/ 
อัตราลดโรค  

(%)2/ 
ระดับความ
รุนแรง2/ 

อัตราเกิดโรค 
 (%)2/ 

อัตราลด
โรค (%)2/ 

ระดับความ
รุนแรง2/ 

1. Formula1 XA6 39a 61a 1 14.82a 38a 62a 1 9.91a 
2. ISR-B 46b 56b 1 12.22b 41a 59a 1 8.93b 

3. Copper hydroxide 48b 52b 2 10.03c 45b 55b 2 8.12c 

4. sterile water 100c 0c 2 8.40d 80c 20c 2 6.74d 

%CV 39.45 40.25 0 31.22 37.51 38.67 0 29.68 
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วิจารณ 
 
 ขาวเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคญัมากของประเทศไทย ซ่ึงการผลิตขาวนั้นยังประสบปญหาดาน 
โรคขอบใบแหงของขาว ที่เกิดจาก X. oryzae pv. oryzae  ปจจุบันพบวากําลังระบาดมากยิ่งขึ้น
โดยเฉพาะในแหลงที่มีการผลิตขาวอยางตอเนื่องและปลกูขาวสายพนัธุออนแอ โดยโรคนี้สามารถ
เขาทําลายพืชไดทุกระยะแตที่สําคัญคือระยะที่ขาวแตกกอและกําลังออกรวง และจะระบาดรุนแรง
มากชวงที่สภาพแวดลอมเหมาะสมของโรคคือในชวงฤดฝูน มีความชื้นสูง เมื่อฝนตกลมพัดแรง ใบ
ขาวมีการเสียดสีกัน ทําใหเชือ้เขาทําลายไดงายในพื้นที่ทีม่ีการปลูกขาวพันธุออนแอตอโรคขอบใบ
แหงของขาวเชน ขาวดอกมะลิ105  กข6  (Ezuka and Kaku, 2000) 
 
 ซ่ึงจากการเก็บตัวอยางใบขาวที่แสดงอาการโรคขอบใบแหงขาวจากปลูกขาวที่สําคัญใน
ประเทศไทยรวม 9 จังหวัด นํามาแยกเชื้อและศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา การตดิสีแกรม 
ลักษณะทางชวีเคมีตางๆ และการทดสอบการเปนเชื้อสาเหตุโรค โดยการทดสอบการเกิดปฏิกิริยา 
HR และการทดสอบความสามารถในการเกิดโรคขอบใบแหงของขาวบนขาวพันธุออนแอ (ขาว
ดอกมะล1ิ05) และยนืยันการเปนเชื้อสาเหตโุรคโดยการใชไพรเมอรจําเพาะบริเวณ 16SrDNA 
พบวาไดเชื้อแบคทีเรียที่มีแนวโนมเปน X. oryzae pv. oryzae จํานวนทัง้ส้ิน 230 สายพันธุ จากสาย
พันธุเชื้อที่แยกไดทั้งหมด และสายพันธุเปรยีบเทียบจากกรมวิชาการ 1 สายพันธุ คือ สายพันธุ 
TB0037 และเชื้อ X. oryzae pv. oryzicola สายพันธุ TS8208 และเชื้อ A. avenae subsp. avenae สาย
พันธุ Aaa9 ซ่ึงเปนสายพันธุที่ใชเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของไพรเมอรในการจําแนกเชื้อตางกลุม  
 
 จากการศึกษาลักษณะของเชือ้สาเหตุโรค X. oryzae pv. oryzae พบวาเปนเชื้อที่มีลักษณะ
โคโลนีสีเหลืองซีด ขอบเรียบ เปนมันวาว บนอาหาร (NGA) ลักษณะของเชื้อจะเปนทอนส้ัน 
(Wakimoto, 1955) ขนาดจีโนมของเชื้อเทากับ 4941439 bp ลักษณะเปนวงกลม (Lee et al., 2005) 
โดยเชื้อ  X. oryzae pv. oryzae สามารถเจริญในชวงพเีอส ประมาณ 4.0-8.8 แตเจริญไดดีที่ชวง 6.0-
7.0 อุณหภูมิ ตัง้แต 5-40 องศาเซลเซียส และเจริญดีที่สุดที่ 26-30 องศาเซลเซียส (Tagami and 
Mizukami, 1962) เชื้อสามารถสรางและปลดปลอยสารพิษซึ่งสามารถทําลายตนขาวระยะกลาได
หลายชนิด เชน trans-3-methylthioacrylic acid, tiglig acid, phenyl acetic acid, isovaleric acid, 
succinic acid และ famaric acid (Noda et al., 2001)  
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 การศึกษาเชื้อ X. oryza pv. oryzae ทางชีวเคมี พบวาเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สามารถ
เคล่ือนที่ได ตองการออกซิเจนในการเจรญิเติบโต ไมเกดิปฏิกิริยา catalase ไมสามารถยอยแปงได
ในการทดสอบ starch hydrolysis เกิดปฏกิิริยา citrate utilization โดยเปลี่ยนอาหารทดสอบสีเขียว
เปนสีน้ําเงินชดัเจน การทดสอบความสามารถในการยอยมันฝร่ังพบวาสามารถยอยมันฝร่ังไดปาน
กลาง ในทุกสายพันธุที่แยกได ในขณะทีเ่ชื้อสายพันธุเปรียบเทียบ X. oryzae pv. oryzicola ไม
เกิดปฏิกิริยา และการทดสอบความสามารถในการเกดิปฏิกิริยากับน้ําตาล พบวา สามารถผลิตกรด
จากน้ําตาล glucose, fructose และ gelatose ไดแตไมไมสามารถผลิตไดในน้าํตาล ribose, maltose 
และ lactose โดยเปรียบเทียบกับขอมูลในหนังสือ Bergey manual of Determinative Bacteriology 
9th edition (Holt et al., 2007)  
 
 การทดสอบความสามารถในการกอใหเกดิโรคและการจัดกลุมเชื้อ พบวาเชื้อทั้งส้ิน 231 
สายพันธุ นั้นนํามาทดสอบความรุนแรงในการกอใหเกดิโรคในขาวพนัธุออนแอ (ขาวดอกมะล1ิ05) 
ที่อายุ 45 วัน ที่ความเขมขนเทากันที่ 0.2 O.D. 600 นาโนเมตร (Shanti et al., 2001) ซ่ึงวิธีการ
ดังกลาวเปนวธีิการปลูกเชื้อที่มีประสิทธิภาพดี ซ่ึงจะตองใชใบขาวที่มอีายุเทากัน ขนาดใกลเคยีงกนั
ในทุกใบที่ทดสอบ และตองทําพรอมกันทัง้ 231 สายพันธุ เพื่อใหมีสภาพแวดลอม และปจจัยทีเ่กิด
โรคเหมือนกนั โดยบมเชื้อที่อุณหภูมิประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 90-100 
เปอรเซ็นต และวดัขนาดความยาวแผลที่อายุ 14 วันหลังปลูกเชื้อ พบวา เชื้อสายพันธุที่รุนแรงที่สุด
กอใหเกิดโรคโดยแสดงอาการเร็วที่สุดที่ 3 วันหลังการปลูกเชื้อ การจัดกลุมเชื้อตามลักษณะทางฟ
โนไทป สามารถจัดกลุมเชื้อได 4 กลุมโดยดัดแปลงจากวธีิการของ (IRRI, 1980) คือ ระดับ A กลุม
ออนแอ ความยาวแผลตั้งแต 0-1 เซนติเมตร ไมพบบาดแผลหรือบาดแผลขยายเพียงเล็กนอย พื้นที่
ใบถูกทําลาย 1-5 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบ จาํนวน 53 สายพันธุ ระดับ B กลุมคอนขางออนแอ ความ
ยาวแผลตั้งแต 1.1-3 เซนติเมตร พื้นที่ใบถูกทําลาย 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบ จํานวน 28 สาย
พันธุ ระดับ C กลุมคอนขางรุนแรง ความยาวแผลตั้งแต 4-6 เซนติเมตร พื้นที่ใบถูกทําลาย 13-25 
เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบ จํานวน 120 สายพันธุ และระดับ D กลุมรุนแรง ความยาวแผลตั้งแต 7-9 
เซนติเมตรขึ้นไป พื้นที่ใบถกูทําลาย 26-50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบขึ้นไป จํานวน 30 สายพันธุ จาก
การจัดกลุมเชือ้ตามลักษณะความสามารถในการเกิดโรค และความรุนแรงในการเกิดโรคจะพบวา
โดยสวนใหญเปนเชื้อที่คอนขางรุนแรงสูงซ่ึงแสดงใหเหน็วาเชื้อสวนใหญเปนเชื้อที่รุนแรงในการ
เกิดโรค เปนการพยากรณไดวาในสภาพไรจะมีความรนุแรงของโรคระบาดมาก และประกอบกับ
ในชวงทีเ่ก็บตวัอยางโรคนั้นพบวามีโรคระบาดอยางรวดเร็ว จึงจําเปนอยางยิ่งที่จะตองมีการควบคุม
โรคอยางจริงจัง  
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 การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อกับความรุนแรงในการกอใหเกิดโรค 
 X. oryzae pv. oryzae โดยใชเทคนิค rep-PCR พบวา สามารถผลิตแถบลายพิมพดีเอน็เอของเชื้อได 
20, 22 และ 14 ในไพรเมอร BOX  ERIC และ REP ตามลําดับ และจํานวนแถบดเีอ็นเอที่สําคัญและ/
หรือชัดเจนจากการตรวจสอบวามีหรือไมมีที่นํามาใชวเิคราะห dendrogram คือ 16  19  และ 8  แถบ
จากไพรเมอรทั้ง 3 ตามลําดับ คิดเปน 81.8, 86.36  และ 51.14 เปอรเซ็นตโดยแตละไพรเมอร มี
ขนาดตั้งแต 100 bp ถึง 3000 bp  ที่ใชในการศึกษาวจิัยในครั้งนี้ 
 
 การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อกับความรุนแรงในการกอใหเกิดโรค X. 
oryzae pv. oryzae โดยใชเทคนิค rep-PCR พบวา  2 ใน 3 ไพรเมอร คือ ไพรเมอร ERIC และ BOX 
สามารถแยกความแตกตางของเชื้อ X. oryza pv. oryzae ทั้ง 230 สายพันธุ และสายพนัธุเปรียบเทียบ
ออกจากสายพนัธุใกลชิด คือ X. oryzae pv. oryzicola และสายพันธุตางกลุมออกอยางชัดเจน และ
แบงกลุมเชื้อทัง้ 231 สายพันธุ ออกเปน 2 กลุมใหญ ที่มปีระชากรเชื้อในกลุมรุนแรง (กลุมรุนแรง 
(กลุม D : virulence) และคอนขางรุนแรง (กลุม C : weakly virulence) คิดเปน 98 เปอรเซ็นตในไพร
เมอร ERIC และ 86.67 เปอรเซ็นตในไพรเมอร BOX และพบวาเชื้อในกลุม 1 เปนลักษณะที่มีอยูใน
เชื้อสายพันธุทีม่ีลักษณะ Phenotype ในการกอใหเกิดโรคนอย (กลุม A : non aggressive และกลุม B 
: weakly aggressive) มีความเหมือนกนั 95.72 เปอรเซ็นตในไพรเมอร ERIC และ 68.85 เปอรเซ็นต 
ในไพรเมอร BOX ซ่ึงไพรเมอร BOX จะมีการกระจายตัวของประชากรเชื้อสายพันธุออนแอปะปน
กับสายพันธุรุนแรงสูงกวาในไพรเมอร ERIC โดยสายพันธุตางกลุมที่ปะปนอยูบางนั้นเมื่อคิดเปน
เปอรเซ็นต พบวาเปนสวนนอย ซ่ึงอาจเกดิจากการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางฟโนไทปที่ปรากฏ
ตลอดจนทําใหเชื้อมีการพฒันาที่เปลี่ยนไปหรือเกิดการกลายพันธุ โดยสอดคลองกับ (Ochiai et al., 
2000) รายงานวาการเปลี่ยนแปลงในสายพนัธุเชื้อหรือโครงสรางทาง pathotype ในประชากรเชื้อ X. 
oryzae pv. oryzicola นั้นเปนผลมาจากปจจยัหลาย ๆ อยาง เชน การเปลีย่นแปลงทางดานพันธุกรรม
ที่เกิดจากการกลายพันธุ การปรับตัวใหตอบสนองตอระบบการเกษตรที่เปลี่ยนไปอยางรวดเร็ว และ
สภาพแวดลอมที่เปลี่ยนแปลงไป อยางรวดเร็วและแปรปรวนมากขึ้น รวมถึงการเคลื่อนยายแหลงที่
อยูของเชื้อไปยังพื้นที่อ่ืน ๆ ดวย 
 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอรทั้งสาม ดวยเทคนิค rep-PCR พบวา2 ใน 3 ไพร
เมอรสามารถแบงกลุมเชื้อได และสามารถแยกเชื้อตางกลุมออกไดอยางชัดเจน ซ่ึงสามารถแสดงให
เห็นถึงประสทิธิภาพที่ดีของเทคนิคนี้ได และสามารถนํามาเปนทางเลอืกในการศึกษาความ
หลากหลายของเชื้อไดดี และยังพบวาไพรเมอร BOX สามารถปรากฏลายพิมพดเีอ็นเอบริเวณ 495 
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bp ไดในทกุสายพันธุเชื้อทั้ง 230 สายพันธุ และสายพนัธุเปรียบเทียบ ซ่ึงตําแหนงดังกลาวเปน
บริเวณจําเพาะตอเชื้อ X. oryzae pv. oryzae โดยสามารถนํามาใชเปนตวัตรวจสอบการเปนเชื้อ
สาเหตุโรคได   
 
 การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อกับความรุนแรงในการกอใหเกิดโรค X. 
oryzae pv. oryzae โดยใชเทคนิค rep-PCR โดยไพรเมอร REP พบวา ไมสามารถแยกความแตกตาง
ของเชื้อ X. oryza pv. oryzicola ออกจากเชือ้ X. oryza pv. oryzae ทั้ง 231 สายพันธุ โดยสามารถแยก
ไดเฉพาะสายพันธุเชื้อ Aaa9 ซ่ึงเปนสายพนัธุตางกลุม ซ่ึงสามารถบอกไดวาไพรเมอร REP นั้นมี
ประสิทธิภาพนอยในการจําแนกความแตกตางของเชื้อ X. oryza pv. oryzae ในครั้งนี้ อาจเนื่องจาก
ไพรเมอร REP นั้นเปนสวนที่ถูกออกแบบมาเปนสวนของ palindromic unit ที่มีขนาดเล็ก และอาจ
อาจเปนเพราะความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรที่มีตอเชื้อแตละสายพันธุที่แตกตางกัน 
 
 การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อกับความแหลงที่มาของเชื้อ โดยใชเทคนิค 
rep-PCR พบวา เชื้อไมมีความสัมพันธกับแหลงที่มาของเชื้อในทุกไพรเมอรที่ทดสอบทั้งไพรเมอร 
BOX  ERIC และ REP เนื่องจากพบวาเชื้อกระจายในทกุกลุมที่จําแนกปะปนกนัแสดงวาพื้นที่ตางๆ 
สภาพแวดลอมไมมีผลตอระดับความรนุแรงในการเกิดโรค  
 
 จากการศึกษาประชากรเชื้อในกลุมรุนแรงและกลุมออนแอ พบวา ไพรเมอร ERIC ปรากฏ
แถบลายพิมพดีเอ็นเอที่แตกตางกันที่ชัดเจน 6 แถบบริเวณตําแหนงที่ 580  680  780  900  1200  
และ 1300 bp ในกลุมที่ 1 โดยไมปรากฏในกลุมที่ 2  และปรากฏแถบลายพิมพดเีอ็นเอที่แตกตางกัน
ที่ชัดเจน 5 แถบบริเวณตําแหนงที่  300  650  800  950  และ 1000 bp  โดยไมพบในกลุมที่ 1  ซ่ึง
อาจจะกลาวไดวายีนบริเวณนี้อาจเปนยีนทีค่วบคุมกอใหเกิดออนแอ หรือความรุนแรงในการเกิด
โรคหรือยีนที่เกี่ยวของกับการแสดงออกของความรุนแรงได  ในขณะที่ไพรเมอร BOX ที่ทั้งสอง
กลุมมีแถบลายพิมพดเีอ็นเอที่แตกตางกัน 4 แถบชัดเจนบริเวณตําแหนงที่ 200, 750, 800  และ 1100 
bp ที่ปรากฏเฉพาะในกลุมที่ 2 (กลุมรุนแรง) และ 5 แถบ บริเวณตําแหนงที่  300  400  600  780 
และ 1000 bp ที่ปรากฏเฉพาะในกลุมที่ 1 (สายพันธุออนแอ) เทานัน้ ซ่ึงการปรากฏแถบดีเอ็นเอที่
จําเพาะนี้สามารถที่จะนํามาออกแบบเปนไพรเมอรที่ใชเปนตัวตรวจตดิตามสายพันธุเชื้อที่รุนแรง
และออนแอได  
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 ไพรเมอร BOX นั้นกลุมรุนแรงจะปรากฏแถบดีเอ็นเอจาํเพาะ 4 แถบ และในกลุมออนแอ
จะปรากฏแถบดีเอ็นเอจําเพาะ 5 แถบ และในไพรเมอร ERIC จะปรากฏแถบดีเอ็นจําเพาะในสาย
พันธุรุนแรง 4 แถบ และในสายพันธุออนแอจะปรากฏแถบดีเอ็นจําเพาะ 6 แถบ และเมือ่
เปรียบเทียบทัง้สองไพรเมอร คือ BOX และ ERIC พบวาเชื้อในกลุมที่กอใหเกดิโรคสายพันธุ
รุนแรงในทั้งสองไพรเมอรปรากฏแถบลายพิมพดีเอ็นเอ 1 แถบตรงบริเวณ  800 bp  โดยไมพบสาย
พันธุออนแอ และปรากฏแถบลายพิมพดีเอน็เอ 1 แถบตรงบริเวณ  780 bp เฉพาะในสายพันธุ
ออนแอเทานัน้ ซ่ึงอาจกลาวไดวาการที่ปรากฏหรือไมปรากฏแถบที่เปนแถบเฉพาะนี้อาจเกีย่วของ
กับการกลายพนัธุบริเวณหนึง่ของดําดับเบสในจีโนม ซ่ึงเชื้อจะสามารถปรับเปลี่ยนพันธุกรรมจาก
สายพันธุรุนแรงเปนสายพันธุออนแอ และจากสายพนัธุออนแอกลายเปนสายพันธุรุนแรงขึ้นได ซ่ึง
ถาเปนเชนนัน้จําเปนอยางยิ่งที่จะตองหาวิธีการในการควบคุมโรคที่มีประสิทธิภาพ และเปนสิ่งที่
นักปรับปรุงพนัธุพชื และนกัโรคพืชจะตองใหความสนใจ และระมดัระวังอยางสงู เพื่อไมใหเชือ้ที่
กอใหเกิดโรคไดนอยกลับกลายมากอใหเกิดโรครุนแรงขึ้นได (Gonzales et al., 2002)  
 

การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากสวนตาง ๆ ของขาวพบวาไดเชื้อแบคทีเรียที่มีประโยชน
โดยสวนใหญนั้นจะมาจากดนิบริเวณรอบรากพืช โดยเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากดนิบริเวณรอบราก
นั้นมีความหลากหลายของชนิดและปริมาณมากที่สุดเมือ่เทียบกับแบคทีเรียที่แยกไดจากผิวใบและ
ภายในลําตน และพบวาเชื้อแบคทีเรียมีประสิทธิภาพดใีนการสงเสริมการเจริญเติบโตของขาวและ
ยับยั้งเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวไดแตกตางกันทั้งทางดานการ
สงเสริมการเจริญเติบโต และการยับยั้งเชื้อโรคขอบใบแหงดีที่สุด 2 สายพันธุ คือสายพันธุ XA6 
และ D10 ที่แยกมาจากดินบรเิวณรอบรากขาว โดยทัว่ไปจะมีความสามารถในการปกปองเชื้อโรค
ทางดิน และยงัชวยใหรากพชืดูดซึมธาตุอาหารไดดีมากขึน้ ซ่ึงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกไดทั้ง
ชนิดและปริมาณพบวาสามารถยืนยันถึงนิเวศวิทยาของเชื้อจุลินทรียทีแ่ตกตางกันไดเปนอยางดี จาก
การดูลักษณะทางสัณฐานวทิยาของเชื้อทัง้หมดที่แยกได และการจําแนกกลุมตามลกัษณะโคโลนี สี 
ขนาด ของเชื้อที่พบในเบื้องตน 

 
เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุใหมที่แยกไดจากดินบริเวณรอบรากขาวสายพันธุ XA6 จาก

ดินในแปลงนาเกษตรกรจังหวัดสุพรรณบรีุ นํามาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค
ขอบใบแหงของขาว และสงเสริมการเจริญเติบโตทั้งในระดับหองปฏิบตัิการ เรือนทดลองและใน
สภาพไร โดยทางดานการยบัยั้งเชื้อสาเหตโุรคและการสงเสริมการเจริญเติบโต ผลการทดลองพบวา
เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุใหมสายพนัธุXA6 พบวามีประสิทธิภาพดีที่สุดในดานการยับยั้งเชือ้
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สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวพบวามีบริเวณยับยั้งเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบ
แหงของขาว เทากับ 0.87 เซนติเมตร ซ่ึงสูงกวาสายพันธุ KPS46 (สายพันธุเปรียบเทยีบ) โดยใหคา
เทากับ 0.65 แตกตางในทางสถิติกับการใชสารเคมี copper hydroxide และน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อซ่ึงใหคา
การยับยั้งเทากบั 0.60 และ 0 เซนติเมตร ตามลําดับ ซ่ึงการใชเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษสายพันธุทองถ่ิน
ที่แยกจากดินในแปลงนา ทําใหเชื้อแบคทีเรียนั้นสามารถปรับตัวไดดี เจริญเติบโต และแสดง
ศักยภาพในการยับยั้งเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวและการสงเสริมการ
เจริญเติบโตของขาวไดดใีนการทดสอบในสภาพไร ซ่ึงโดยปกติเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกจากพืช
ตางชนิดกนัจะสามารถแสดงศักยภาพดีเดนตอการควบคุมโรคของพืชชนิดนั้น ๆ เนื่องจาก
สภาพแวดลอมที่เชื้อจะปรับตัวไดดีและการอยูรวมกันระหวางแบคทีเรียเจาถ่ิน 

 
การคัดเบื้องตนพบวาเชื้อสายพันธุ XA6 มีประสิทธิภาพที่ดีในการสงเสริมการเจริญเติบโต 

และการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค และการใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่อาศัยตามบริเวณรากและดินรอบ
รากของพืชที่มีความสามารถในการอยูอาศัยรวมกับพืชและไมเปนโทษกับพืช (symbiosis) มาเพิ่ม
ปริมาณและใสลงไปในดินปลูกเพื่อสงเสริมการใชธาตุอาหารของพืช ตลอดจนสามารถกระตุนให
พืชผลิตสารตาง ๆ ออกมายับยั้งการเจริญของเชื้อชนิดอื่น ๆ รวมทั้งมีสารบางชนิดที่เชือ้แบคทีเรีย
ผลิตกระตุนใหพืชเติบโตแข็งแรงจัดเปนแนวทางหนึ่งที่สามารถนํามาใชชวยสงเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชไดซ่ึงเรยีกเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบตัิดังกลาววา plant growth promoting 
rhizobacteria (PGPR) (Vancura, 1987) ซ่ึงการใสเชื้อจุลินทรียปฏิปกษลงไปในดินและตนขาวจะ
เปนการชวยในการยอยสลายสารอินทรียและแปรสภาพธาตุอาหารในดินใหอยูในรปูที่พืชจะ
นําไปใชประโยชนได เชน การชวยสลายสารประกอบฟอสเฟตโดยทําปฏิกิริยากับไอออนของเหล็ก 
อะลูมิเนียม และแมงกานีสไดเปนคีเลตของธาตุเหลานั้นปองกันการตกตะกอนกับฟอสฟอรัสทําให
ฟอสฟอรัสอยูในรูปที่พืชใชประโยชนไดเพิ่มขึ้น โดยการใชเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษในกลุม B. 
subtilis คลุกเมล็ดกอนปลูกจะมีประโยชนในการชวยทําความสะอาดเมล็ดดวยวิธีชีวภาพ ซ่ึงเชื้อจะ
สามารถปกปองเมล็ด ชวยในการงอก และยังสามารถขยายพนัธุในดนิ ดังนั้นเมื่อเชือ้งอกและ
เจริญเติบโตจะชวยปกปองระบบรากในการตอสูกับเชื้อโรคที่มาจากดิน (Dakora and Phillips, 
2002) จุลินทรียกลุม Bacillus spp. มีความสามารถละลายหินฟอตเฟตได สามารถแกไขปญหาดนิ
ดาง และชวยในการเพิ่มปุยฟอสฟอรัสในดิน และสามารถใชไดในระยะยาวโดยไมตองคํานึงถึงการ
ตกคางของโลหะหนักอกีดวย (Chen et al., 2006) ซ่ึงการขาดธาตุฟอสฟอรัสในดินนาจะมี
ผลกระทบโดยตรงตอขาวโดยจะไปมีผลกระทบตอการออกดอก จํานวนดอก เมล็ดลดนอยลง 
(Barry and miller, 1989) การใชเชื้อ Bacillus megaterium, Bacillus subtilis และ Pseudomonas ใน
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การละลายฟอสเฟตพบวาสามารถเพิ่มผลผลิตของขาวทั้งในสภาพเรือนทดลอง และในสภาพไร 
(Trivedi et al., 2003)  นอกจากนี้ Yasmin และคณะ (2004) ไดทดสอบแบคทีเรีย Bacillus sp. และ 
Azospilrillum sp.กับตนขาวพบวาสามารถเพิ่มชีวมวล (biomass) ของรากและรวมไปถึงปริมาณ
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสทั้งหมดในขาวได 

 
เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 ที่แยกไดจากดนิบริเวณรากขาว พบวามีประสิทธิภาพ

ดีทั้งในดานการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวโดยจากการทดสอบคุณสมบัติเบื้องตน
ทางดานชีวเคมีและการทดสอบดวยการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนยนีดวยไพรเมอรจําเพาะบริเวณ 16S 
rRNA พบวาเปนเชื้อแบคทีเรียในกลุม B. subtilis ซ่ึงโดยปกติเชื้อ B. subtilis จะถูกพิจารณาวาไม
เปนเชื้อกอโรคในคน นอกจากนี้เชื้อ B. subtilis  ยังมีการนําไปใชประโยชนไดหลายประการทั้ง
ทางดานการอาหาร ดานอุตสาหกรรม และในดานการเกษตร ซ่ึงพบวาถูกนําไปใชเปนตัวควบคุม
ทางชีวภาพในการผลิตสารตานเชื้อจุลินทรยีหลายชนิด เชน เชื้อรา เชื้อแบคทีเรีย เชื้อไวรัส พบวา
เชื้อแบคทีเรียในกลุมนี้มีประสิทธิภาพดีในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคหลายชนิดไดอยางมี
ประสิทธิภาพ โดยเชื้อในกลุม B. subtilis นั้นสามารถผลิตสาร antibiotic substances ซ่ึงโดยสวน
ใหญจะเปนพวก dipeptides หรือ cyclic peptides (Hamon and Benth, 2001) และมีประสิทธิภาพใน
ดานการผลิตสาร volatile extra-cellular metabolites ซ่ึงจะมีปฏิกิริยาโดยตรงตอเชื้อราสาเหตุโรค 
ตลอดจนสามารถผลิตสารในกลุม hydrolytic enzyme ไดแก cellulose chitinase และ β -1,3-
glucanase (Marten et al., 2002) การยับยั้งตานทานโรคพืช และสอดคลองกับ Mayer.  (2000) 
รายงานวาเชื้อจุลินทรียที่มีประโยชนสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดหลายวิธี เชน ชวย
ตรึงไนโตรเจนใหกับพืช ผลิตสาร siderophores ออกมายึดจับเหล็กทําใหเชื้อสาเหตโุรคบางชนิด
ขาดธาตุเหล็กไมสามารถเจริญได แบคทีเรียบางชดยงัสามารถสรางสาร vitamins และ amino acids 
สงเสริมความแข็งแรงของพชืไดอีกดวย (Vancura, 1987) นอกจากนีย้งัพบวาการเจริญเติบโตของ
พืชสวนใหญขึ้นอยูกับไนโตรเจน และมีรายงานวาเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis สามารถกระตุนระบบ
ภูมิคุมกันใหกบัพืชคือ systemic acquired resistance: SAR ใหกับพืชในการตานทานเชื้อสาเหตุโรค 
ทั้งนี้เชื้อในกลุม PGPR ยังอาจมีความสามารถในการชักนาํใหพืชเกิดความตานทานแบบ ISR 
(Induce Systemic Resistance) (Van Loon et al., 1998) และพบวาสามารถสรางสปอรที่ทนทานตอ
สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมไดดี ซ่ึงในการทดสอบประสิทธิภาพในสภาพไรนั้นเชือ้มี
ความสามารถและแสดงศกัยภาพที่ดใีนการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคและสงเสริมการเจริญเติบโตขาว
พันธุออนแอไดดีที่สุด  และดีกวาสายพันธุเปรียบเทียบ KPS46 ซ่ึงเปนเชื้อที่แยกจากดนิบริเวณรอบ
รากถ่ัวเหลืองและมีประสิทธิภาพดีที่สุดในการยับยั้งเชือ้ X. axonopodis pv. glycines โดยมี
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ผลการวิจัยจํานวนมากที่แสดงใหเห็นวาเชือ้แบคทีเรีย B. subtilis นั้นเปนเชื้อแบคทีเรียที่มี
ประสิทธิภาพทั้งในดานการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค โดยสามารถสรางสาร antibiotic ตาง ๆ ในการ
ยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคหลายชนดิ Sandra et al. (2000) รายงานวาเชื้อแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ 
ATCC21332 สามารถผลิตสารในกลุม Surfactant, lipopeptide biosurfactant ที่ทราบวาสามารถชวย
ลด Surface tension ของน้ํา  ชวยในการเกาะยึดติดผิวพืชไดดี และเชื้อ B. subtilis ยังสามารถเจริญ
แขงขันแยงอาหาร และครอบครองพื้นที่ไดดีกวา มีความสามารถในการตอสู โจมตี ตอเชื้อเหตุโรค 
โดยมีการนํามาคลุกเมล็ดพืชกอนปลูก เพื่อใหครอบครองพื้นที่ผิวรากและชวยปกปอง ปองกัน
ระบบรากใหกบัพืช ใหรอดพนจากการเขาทําลายของเชื้อทางดิน ทําใหพืช มีการเจรญิเติบโตที่ดี 
นอกจากนี้ Kagale.  (2004) รายงานวาเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis สามารถกระตุนใหพชืสรางเอนไซม 
ในกลุม PR-protein ซ่ึงเปนเอนไซมที่ฆาเชื้อโรค เชนในกลุม Chitinase, β-1,3-glucanase และ 
Peroxidase เปนตน  

 
จากการทดสอบประสิทธิภาพทางดานการสรางและเพิ่มขึ้นของเอนไซม β -1,3-glucanase 

ซ่ึงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษปกติสามารถสรางและเพิ่มปริมาณไดเมื่อมีการกระตุนดวยเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษและพบวาจะเพิ่มสูงขึ้นอยางชัดเจนเมื่อถูกรบกวนดวยเชื้อสาเหตุโรคเขาทําลายซ้ํา เนื่องจาก
พืชจะมกีลไกการปกปองตนเองตอการเขาทําลายของเชื้อโรคจึงพบวาจะเพิ่มขึน้อยางรวดเร็วใน
วันที่ 4 หรือที่ 96 ช่ัวโมง หลังจากที่เชื้อสาเหตุโรคเขาทําลายและจะลดลงอยางรวดเรว็เนื่องจาก
กลไกการทํางานของพืชนั้นจําเปนที่จะตองปรับสมดุลใหกลับคืนสภาพปกติใหเร็วทีสุ่ดเพื่อไมให
เซลลถูกทําลายซึ่งพบวาปฏิกิริยาเอนไซมนั้นเริ่มลดลงในวันที่ 5  เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ
XA6 สามารถกระตุนใหขาวพันธุตานทาน(สุพรรณบุรี1) สรางกลไกในการปกปองตนเองไดโดย
การกระตุนการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม β -1,3-glucanase ซ่ึงสอดคลองกับรายงานการศกึษาการ
กระจายตัวของเอนไซมกลุมนี้ในสวนตางๆ ของตนขาวในระหวางการรุกรานของโรคที่เกิดจากเชือ้
รา โดยการวดัระดับกิจกรรมของเอนไซม β -1,3-glucanase และ Chitinase พบวาเอนไซมทั้งสอง
ชนิดนี้ในตนขาวพันธุที่ตานทานโรคมีระดบัสูงกวาในตนขาวพันธุที่ออนแออยางชดัเจนดวยซ่ึงเปน
กลไกสําคัญอยางหนึ่งของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคพืชคือการกระตุนใหพืชผลิตสาร
ยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคทั้งในลักษณะของ bacteriocin  phytoalexin หรือสารประกอบ phenol และ
เอนไซมปกปองตนเองชนิดตางๆ ไดสูงขึ้นอยางเห็นไดชัดเจนในขาวพันธุตานทานที่สามารถชักนํา
ความตานทานไดสูงมากกวาพันธุออนแอ และไปมีผลทําใหสามารถลดอัตราการเกิดโรคลงไดสูง
มากกวาในพันธุออนแอเชนเดียวกัน (ณัฐธิญา และ สุดฤดี, 2549; Ramamoorthy et al., 2002) ซ่ึง
การเพิ่มขึ้นของเอนไซมนี้สงผลตออัตราการเจริญเติบโตดวย จากการทีเ่มื่อขาวไดรับการกระตุน
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จากเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษโดยการคลุกเมลด็กอนปลูกและรวมกับการพนทําใหขาวมีการ
เปลี่ยนแปลงทางสรีระวิทยา สัณฐานวิทยา ชีวเคมี อยางตอเนื่องและเปนลําดับซึ่งเปนการ
เปลี่ยนแปลงทีเ่กิดขึ้นในระดบัเซลล สงผลใหเกิดการเปลีย่นแปลงในระดับเนื้อเยื่อ อวยัวะ และ
สวนประกอบตาง ๆ ของพืชนําไปสูการเกดิพัฒนาการทางดานลําตน (vegetative stage/phase) อยาง
เปนระบบ  ในขณะที่เซลลมีการเจริญเติบโตจะมีการสรางและสะสมสารพวกโปรตีน ไขมัน ดีเอ็น
เอ เอนไซม และสารอื่น ๆ ที่เกี่ยวของกับการแบงเซลลและการขยายขนาดของเซลลที่เพิ่มขึ้นสงผล
ใหขาวมพีัฒนาการทางความสูงตน ความยาวราก และน้ําหนักสดเพิ่มสูงมากที่สุด (ลินล่ี, 2546) ซ่ึง
ผลการทดลองในระดบัไรนา พบวามีทางความสัมพันธทางการลดโรค และการสะสมเอนไซม β-
1,3-glucanase ที่ไดทําการทดลองในขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05 (ออนแอ) พบวาปฏิกิริยาเอนไซม β-
1,3-glucanase ที่ไดใหผลเชนเดียวกับการทดลองในสภาพเรือนทดลอง โดยการสรางและสะสมมาก
ที่สุดในวนัที่ 4 หรือที่ 96 ช่ัวโมง และเริ่มลดนอยลงในวนัที่ 5 อยางชัดเจน  

 
 จากการทดสอบแสดงวาประสิทธิภาพสูตรสําเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสูตรเพิ่มปริมาณที่

ประกอบดวย มันฝร่ังตมแลวกรอง ใหอัตราการเจริญเตบิโตของเชื้อที่ดีที่สุด โดยสอดคลองกับที่มี
รายงานถึงการใชสารสกัดมันฝร่ังในการสงเสริมใหเชื้อ B. subtilis สายพันธุ ATCC 21332 ผลิตสาร 
surfactant ไดดีซ่ึงสารนี้เปนประโยชนในดานการเปนสารลดแรงตึงผิวท่ีจะเปนประโยชนตอพืช
ชวยใหเชื้อสามารถเกาะยดึตดิผิวพืชไดดียิ่งขึ้นเมื่อฉีดพนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษลงไปที่ผิวพืชจะทํา
ใหเชื้อสามารถเกาะผิวใบพชืไดดีชวยใหสามารถแสดงประสิทธิภาพในการปกปองผิวใบพืชรวมทั้ง
ทําใหเชื้อมีปริมาณมากไมกระจายไปตกบริเวณอืน่ ๆ ซ่ึงทําใหมีประสทิธิภาพในการควบคุมเชื้อ
สาเหตุโรคและสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดอยางเตม็ขีดความสามารถซึ่ง (Sandra et.al., 
2000) และ (Arima et al., 1968; Fox and Bala, 2000) 

 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพสูตรสําเร็จชนิดผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสูตรที่1 สายพันธุ 

XA6 ที่ประกอบดวย talcum 60%, calcium 30%, CMC 8% และน้ําตาลกลูโคส 2% พบวามี
เปอรเซ็นตการเพิ่มขึ้นของประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโตของขาวพันธุขาวดอกมะลิ
105 สูงที่สุดทางดานความสงูตน ความยาวราก น้ําหนกัสดเฉลี่ย เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ไมใช
ปจจัยใด ๆ สูงถึง 72.98%, 25.61% และ 58.73% ตามลําดบั และสามารถลดความรุนแรงของการเกิด
โรคขอบใบแหงไดดีที่สุด 72% แตกตางทางสถิติกับการใชเชื้อสด และสารเคมี copper hydroxide 
และน้ํากลัน่นึง่ฆาเชื้อที่ยังคงมีชีวิตรอดของกลาเชื้อคุณภาพหลังจากการเก็บรักษาไวในสภาพ
อุณหภูมิหองนาน 12 เดือน ดีที่สุดที่ 1.69x108 CFU/มิลลิลิตร ช้ีใหเห็นวาจากการผลิตสูตรสําเร็จนั้น
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มีการใชสารพาคือ ทัลคั่ม ซ่ึงมีโครงสรางเปน mica-like structure เปน ช้ัน T-O-T มีแรงยึดกนั
ระหวางชัน้ไมแข็งแรง เนื้อแรออนไมแข็งแรง เหมาะแกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่สามารถใชเปน
แหลงที่อยูและชวยใหเชื้อมชีีวิตอยูรอด และชวยเพิ่มความทนทานตอการเปลี่ยนแปลงเนื่องจาก
ความรอนไดด ีเนื่องจากทัลค่ัม ซ่ึงมีสูตรทางเคมี Mg3Si4O10(OH)2 (Magnesium Silicate Hydroxide) 
มีคุณสมบัติหลอมตัวอยาก ทนไฟและกรด ตานทานตอการนําไฟฟา ชวยในการผสมผสานและมี
คุณสมบัติที่ดีในดานการดูดซับ ปองกันความชื้นไดดี ทําใหพื้นผวิที่เคลือบอยูแหง เนียนล่ืน ไมดดู
ติดกัน นอกจากนี้ทัลคั่มยังมรีาคาถูกมาก และมีจําหนายทัว่ไปในทองตลาด ซ่ึงจะเปนการลดตนทุน
ในการผลิต ราคาสูตรสําเร็จถามีการผลิตเปนการคาก็จะไมสูงมาก ซ่ึงทําใหเกษตรกรสามารถลด
ตนทุนในการผลิตลงไดอีกแนวทาง โดยจะเปนการสงเสริมใหเกษตรกรมีทางเลือกในการลดการใช
สารเคมี และมีการผสมผงแคลเซียม CaCO3 ในอัตราครึ่งหนึ่งของทั่ลคัม พบวาผงแคลเซียมมีแร
ธาตุตาง ๆ เปนองคประกอบหลายชนิดซึง่สามารถใชเปนแหลงอาหารแกเชื้อแบคทีเรียไดและเปน
ปริมาณที่ไมมากจนเปนพิษกับเชื้อปฏิปกษ นอกจากนี้มรีายงานวาเชื้อในกลุม B. subtilis สามารถใช
อาหารจากกลโูคสเปนแหลงคารบอนที่มีผลดีตอการเจรญิเติบโตไดดี (Sandra et al., 2000) ซ่ึงการ
ใสในปริมาณเล็กนอยเพื่อใหสามารถดํารงอยูไดเทานั้นซึง่การใสในปรมิาณที่มากจะทําใหเชื้อมี
กิจกรรมสูง  ซ่ึงจะสงผลตอการเพิ่มขึ้นของเซลล นําไปสูการเพิ่มของสารพิษที่เชื้อปลอยออกมาทํา
ใหเชื้อมีชีวิตรอดในสูตรนั้น ๆ ไดนอยลงเรือ่ย ๆ ประกอบกับมีสาร CMC ที่เปนสารเสริม
ประสิทธิภาพในการชวยปกปองเซลลของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษใหมีความแข็งแรงทนตอ
สภาพแวดลอมตาง ๆ ไดดีโดยพบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษนัน้เปนเชื้อ B. subtilis ซ่ึงเชื้อในกลุมนี้
สามารถสรางสปอรไดทําใหสามารถปกปองเซลลใหมีความแข็งแรงมีชีวิตอยูไดนานที่สุดอีกดวย 
ซ่ึงแตกตางจากการใชเชื้อเซลลสดที่เมื่อนํามาปรับใชในสภาพไรที่มีสภาพแวดลอมที่ผิดแปลก
แตกตางจากหองปฏิบัติการทําใหเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจะตองมีการปรบัตัวซ่ึงจะทําใหเชื้อออนแอ 
สงผลใหเชื้อแบคทีเรียนั้นดอยประสิทธิภาพไป โดยมกีารนําเชื้อ B. subtilis สายพันธุ AH18 ในการ
ผลิตเปนสูตรสําเร็จโดยการทําใหเกิดการสรางเอ็นโดสปอร เพื่อใหมคีวามสามารถในการเก็บรักษา
และคงประสทิธิภาพของสูตรสําเร็จและเพื่อความสะดวกในทางอุตสาหกรรมการคา แตอยางไรก็
ตามประสิทธิภาพของเชื้อในสูตรสําเร็จที่ดีนั้นจะตองใชในแปลงหรอืสภาพไรที่มสีภาพแวดลอม
ปกติจะทําใหเชื้อมีประสิทธิภาพดีที่สุด ซ่ึงการทดลองในสภาพไรนั้นพบวา ในระยะของการตั้งทอง
ขาวนั้นประสบปญหาการขาดน้ํามากทําใหตนขาวใหผลผลิตที่ไมดี และพบวาในชวงเวลาดังกลาวมี
โรคและแมลงศัตรูพืชระบาดมาก คือ โรคใบจุดสีน้ําตาล โรคใบขีดสีน้ําตาล และเพลี้ยกระโดดสี
น้ําตาลมาก ทําใหผลผลิตดีไมมากเทาที่ควร แตอยางไรกต็ามเมื่อเทียบกับกรรมวิธีทีไ่มใชปจจยัใด ๆ 
ในการทดลองพบวามีความแตกตางกันในทางสถิติอยางเห็นไดชัดเจน 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

1. จากการศึกษาในครั้งนี้ไดรวบรวมตัวอยางเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบ
แหงของขาวจากพื้นที่ที่มีการปลูกขาวที่สําคัญของประเทศไทยรวม 9 จงัหวัด และจากกรมวิชาการ 
1 สายพันธุ ทั้งส้ิน 231 สายพันธุ  
 

2. การวิเคราะหความสามารถในการกอใหเกดิโรคเพื่อจัดกลุมระดับความรุนแรงของการ
กอใหเกิดโรคบนใบขาวพันธุออนแอ (ขาวดอกมะล1ิ05) แบงได 4 กลุมใหญ ๆ คือกลุม A คือ
ออนแอ กอใหเกิดโรค 1-5 % ของพื้นที่ใบ จํานวน 53 สายพันธุ กลุม B คือ คอนขางออนแอ 
กอใหเกิดโรค 6-12 % ของพื้นที่ใบ จํานวน 28 สายพันธุ กลุม C คือ คอนขางรุนแรง กอใหเกิดโรค 
13-25 % ของพื้นที่ใบ จํานวน 120 สายพันธุ และกลุม D คือ กอใหเกิดโรค 26-50 % ของพื้นที่ใบ
ขึ้นไป จํานวน 30 สายพันธุ  
 

3. การศึกษาระดบัโมเลกุลดวยการวิเคราะหลําดับเบส โดยการใช primer ทั้งสามชนิดคือ 
ไพรเมอร REP, ERIC และ BOX  ภายใตปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส พบวา 2 ใน 3 ไพรเมอร คือ 
ไพรเมอร BOX และ ERIC สามารถแยกเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ทั้งหมดออกจากสายพันธุ
เปรียบเทียบได การจัดกลุมทางลักษณะ Phenotype ตามความสามารถในการกอความรุนแรงของ
โรค แบงความแตกตางเชื้อทั้ง 231 สายพันธุ ได 4 กลุม คือ กลุมออนแอ กลุมคอนขางออนแอ กลุม
คอนขางรุนแรง และกลุมรุนแรง แตเมื่อศึกษาระดับโมเลกุล (Genotype) ดวยการวิเคราะหลําดับเบส 
โดยการใช primer ทั้งสามชนิด  สามารถแบงออกเปน 2 กลุมใหญ ๆ  คือ กลุมรุนแรง (รุนแรงและ
คอนขางรุนแรง) กับกลุมออนแอ (ออนแอและคอนขางออนแอ) 
 

4. การศึกษาระดบัโมเลกุลดวยการวิเคราะหลําดับเบส โดยการใชไพรเมอร ทั้งสามชนิด
คือ BOX  ERIC และ REP  เปรียบเทียบกบัแหลงที่มาของเชื้อ พบวาเชื้อสาเหตุโรคนั้นไมมีความ
แตกตางตามแหลงที่มาของเชื้อเนื่องจากพบวาเชื้อตามแตละสถานที่นั้นกระจายอยูทัว่ไปทุกกลุม  
 

5. ไพรเมอร BOX นั้น สามารถผลิตแถบดีเอ็นเอที่ 495 bp.ทุกสายพันธุ ซ่ึงแสดงวาไพร
เมอร BOX สามารถนํามาใชในการตรวจสอบการเปนเชือ้สาเหตุโรคขอบใบแหงขาวได ในขณะที่
ไพรเมอรอีก 2 ไพรเมอรไมปรากฏในทุกสายพันธุ  
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6. เชื้อสายพันธุออนแอและสายพันธุรุนแรงนัน้มีแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกนัอยูซ่ึงอาจเปน
สวนที่ใชในการจําแนกความแตกตางของเชื้อทั้งสองกลุมได ซ่ึงจะสามารถนํามาใชในการ
ตรวจสอบความเปนเชื้อสายพันธุรุนแรงหรือสายพันธุออนแอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ได  
 

7. การนําเทคนิคทางดานโมเลกุลมาตรวจสอบความหลากหลายของสายพันธุเชื้อที่มีสาย
พันธุจํานวนมาก ๆ นั้นทําใหการวิเคราะหผลทําไดงาย รวดเร็ว และคาใชจายไมสูงเกินไปโดย
สามารถนํามาใชในการจัดกลุมของเชื้อในระดับสปซีสไดอยางแพรหลายซึ่งในปจจุบสัภาพ
แวดลอมเปลี่ยนแปลงไปอยางมากและประกอบกับเชื้อสามารถแพรกระจายไดหลายทางจึงทําให
เชื้อมีความหลากหลายในแตละแหลงที่มาของเชื้อซ่ึงจะสามารถเปนกุญแจในการบงบอกถึงระดับ
ความรุนแรงของการเกิดโรคในอนาคตอันใกลได  

 
8. การศึกษาครั้งนี้จะชวยในการเลือกวิธีในการจัดการควบคุมเชื้อสาเหตโุรคไดให

เหมาะสมกับแตละสภาพพื้นที่ซ่ึงในพื้นที่ทีไ่มสามารถปลูกพันธุตานทานไดก็สามารถที่จํานําเอา
จุลินทรียที่มีประโยชนไปปรบัใชใหเหมาะสม และสามารถนําไปใชในการคัดเลือกพนัธุตานทาน
ในการปลูกขาวที่แตกตางกนัในแตละพื้นทีท่ี่เหมาะสมตอไป 
 

9. จากการทดลองแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากดินบริเวณรากขาว ที่มีคุณสมบัติที่ดีใน
การยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค X. oryzae pv. oryzae และสงเสริมการเจริญเตบิโตของกลาขาวทางดาน
ความสูงตน ความยาวราก และน้ําหนกัสด ทั้งสามารถชักนําใหพืชมีกลไกในการปองกันตนเอง 
นําไปสูกระบวนการตานทานเชื้อสาเหตุโรคท้ังระบบ ISR ผลิตสารยับยั้งการเขาทําลายของเชื้อโรค 
โดยเหน็ไดจากการเพิ่มขึ้นของ β-1,3-glucanase และยังสงผลใหขาวพนัธุตานทานนัน้สามารถ
ตานทานโรคไดสูงกวาในพนัธุออนแออยางเห็นไดชัดเจน 
 

10. จากการคลุกเมล็ดรวมกับการพนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 6 คร้ังที่อายุ 7  14  30  45  60  
และ 75 วัน หลังปลูก และทําการปลูกเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ที่ 36 วัน หลังปลูก พบวาอัตราการ
เพิ่มขึ้นของเอนไซม β-1,3-glucanase เพิ่มสูงขึ้นหลังจากการปลูกเชื้อมากที่สุดที่วันที ่4 (ช่ัวโมงที่ 
96) และสามารถลดโรคลงได 72% ในขาวพันธุตานทาน สูงกวาในพันธุออนแอ ที่ลดโรคลงได 65 
% แสดงใหเหน็วาในขาวพันธุตานทานสามารถสรางกลไกในการกระตุนใหเกิดการปกปองตนเอง
ของพืชใหตานทานตอการเขาทําลายของเชื้อสาเหตุโรคอยางมีประสิทธิภาพ  
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11. การทดลองนีส้ามารถนําไปปรับใชเพื่อเปนแนวทางในการเลือกใชพนัธุขาว
ตานทานโรครวมกับการใชแบคทีเรียปฏิปกษในระบบการผลิตขาวในสภาพไรเพื่อใหเกิด
ประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเตบิโตและยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค นอกจากนี้ในพื้นที่ที่ไม
สามารถใชพันธุตานทานตอโรคและแมลงไดเนื่องจาก สภาพภูมิประเทศ ภูมิอากาศ สภาพแวดลอม 
หรือปจจัยทางดานการตลาดไมเหมาะสม จําเปนตองปลกูขาวพนัธุออนแอตอการเกดิโรค ก็สามารถ
แนะนําใหเกษตรกรใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ เพื่อเปนการสรางภูมิคุมกันตอโรคและแมลง และ
สงเสริมการเจริญเติบโตขาวได 
 

12.  จากการพัฒนาสูตรสําเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 ประกอบดวย talcum 
60%, calcium 30%, CMC 8% และน้ําตาลกลูโคส 2% พบวามีเปอรเซน็ตการเพิ่มขึ้นของ
ประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเตบิโตของขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 สูงที่สุดทางดานความ
สูงตน ความยาวราก น้ําหนกัสดเฉลี่ย/ตน เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ไมใชปจจยัใด ๆ สูงถึง 
72.98%, 25.61% และ 58.73% ตามลําดับ และสามารถลดความรุนแรงของการเกิดโรคขอบใบแหง
ไดดีที่สุด 72% ในสภาพเรือนทดลอง และ 61 เปอรเซ็นต ในสภาพไร แตกตางทางสถิติกับการใช
เชื้อสด สารเคมี copper hydroxide และน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อที่ระดับ (P=0.05)  
 

13.  สูตรสําเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 ยังคงมีชีวิตรอดของกลาเชื้อคุณภาพ
หลังจากการเกบ็รักษาไวในสภาพอุณหภูมหิองนาน 12 เดือน ดีที่สุดที่ 1.69x108 cfu/มิลลิลิตร 
ช้ีใหเห็นวาจากการผลิตสูตรสําเร็จนั้นมีการใชสารพา คือ ทัลคั่ม ซ่ึงเปนสารอนินทรียที่เชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษสามารถใชเปนแหลงที่อยูและชวยใหเชื้อมีชีวิตอยูรอด เนื่องจากมคีวามสามารถ
ในการปองกนัความชื้น ทําใหลดการปนเปอนจากเชื้อราไดดี และชวยเพิม่ความทนทานตอการ
เปลี่ยนแปลงเนื่องจากความรอนไดดี  
 

14. เชื้อในกลุม Bacillus sp. สามารถใชอาหารจากสารสกัดมันฝร่ัง (สูตรเพิ่มปริมาณ) เปน
แหลงคารบอนที่มีผลดีตอการเจริญเติบโตไดดี (Sandra et al., 2000) ประกอบกับมีสาร CMC เปน
สารเสริมประสิทธิภาพชวยปกปองเซลลของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษใหมีความแข็งแรงทนตอ
สภาพแวดลอมตาง ๆ ไดดี ซ่ึงแตกตางจากการใชเชื้อเซลลสดที่เมื่อนํามาปรับใชในสภาพเรือน
ทดลองที่มีสภาพแวดลอมที่ผิดแปลกแตกตางจากหองปฏิบัติการ ทําใหเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจะตอง
มีการปรับตัวทําใหเชื้อออนแอ สงผลใหเชือ้นั้นดอยประสิทธิภาพลงไป (Muis, 2006) 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชือ้ท่ีใชในการทดลอง 
 

Nutrient glucose broth (NGB) 
 Beef extract  3.0  กรัม 
 Bacto peptone 5.0 กรัม 
 Glucose    2.5     กรัม  
  
 เตรียมในอัตราน้ํา 1,000 มิลลิลิตร โดยแบงน้ําครึ่งหนึ่ง (500 มิลลิลิตร) ผสมสวนประกอบ
ทั้งหมดจนละลายเปนเนื้อเดยีวกัน ปรับปรมิาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร แบงใสภาชนะตามตองการ 
นึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด นาน 15 นาที  
 
Nutrient glucose Agar (NGA) 
 Nutrient glucose broth  
 Agar  15   กรัม 
  
 เตรียมในอัตราน้ํา 1,000 มิลลิลิตร โดยแบงน้ําครึ่งหนึ่ง (500 มิลลิลิตร) ละลาย
สวนประกอบทั้งหมดยกเวนวุน ปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร เติมผงวุนลงไปหลอมจน
ละลายเปนเนือ้เดียวกัน แบงใสภาชนะตามตองการ นึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด นาน 15 นาที 
 
Potato sucrose broth  
 Potato  300.0 กรัม 
 Ca(No3) 2.4H2O  0.5 กรัม 
 Na2HPO4. 12 H2O   2.0  กรัม 
 Peptone 5.0  กรัม 
 Sucrose    20.0 กรัม 
 
 เตรียมในน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร เชนเดียวกับวิธีเตรียม NGA ปรับ pH เทากับ 6.8-7  
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Potato sucrose agar (PSA)   
 Potato sucrose broth  
 Agar 8.0  กรัม 
 
LB medium  
 Bacto tryptone 10.0  กรัม 
 Yeast extract 5.0 กรัม 
 NaCl 10.0 กรัม 
 
 เตรียมในน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร เชนเดียวกับวิธีเตรียม NGA 
 

การเตรียมสารละลายที่ใชในการทดสอบ 
 

1. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับการแยกสกดัดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae  (Chen 
and Kuo,  1993)  

1.1 Lysis buffer 
  Tris-acetate pH 7.8 40.0 มิลลิโมลาร 
          Sodium acetate  20.0  มิลลิโมลาร 
                             EDTA 1.0  มิลลิโมลาร 
                1% SDS 
 

1.2 10% SDS 
 

ละลาย SDS 10 กรัมในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที อาจอุนเล็กนอยเพื่อชวยใหละลายดี
ขึ้น เก็บที่อุณหภูมหิอง  

 
1.3 Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1) 
1.4 Absolute ethanol (99.9%) แชเย็นที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
1.5 TE buffer 
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 10 mM/1 Tris-HCl (pH 8.0) 
 1mM/1 EDTA (pH 8.0)  

 
นึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 

1.6 Isopropanol  ที่แชเยน็ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

2. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับอะกาโรสเจลอิเล็กโตไฟรีซีส 
 

2.1  5X TBE 
Tris base   54.0 กรัม 
Boric acid  27.5 กรัม 
0.5 mol/1 EDTA pH 8.0  20.0 กรัม  
 
 นึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
 2.2  Gel loading dye 
Bromophenol blue  0.025 กรัม 
Glecerol  3.0 กรัม 
 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 10 มิลลิลิตร กรองตะกอนสีออกดวยกระดาษกรอง 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาที เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ4 
องศาเซลเซียส  

 
2.3  Ethidium bromide (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  

 
ซ่ัง ethidium bromide  1 กรัม ละลายในน้าํ 100 มิลลิลิตร กวนโดยการใช magnetic 

stirrer จนกวาจะละลายหอดวย foil หรือเกบ็ใสขวดสีน้ําตาล เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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ภาคผนวก ข 
 

ลําดับเบสเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 โดยโปรแกรม Blasé เปรียบเทียบขอมูล Genebank  
 

>XA6-R 
 
TTACAATACGTAACTAATTTTATGTCGACGCCTGCTACCTCCAAAAAGAGTGGACTAGTGTTATAA
ACACATGATCAGAAGATGGGGAGAAATATACTCCGAAAAAAGAAGAGGGTATGGGGACGCTATG
GTGTTAGATCTATGAGTTATATATAGACTCGAAGCTTCCCCATATATAACTAGAACGGACCCAAAG
AGAGGGTACCCTTTTGATTATAAAGAAACACATAGCGCGATACAGTCAAAACAAATATATTTTAC
TGAGATAAGAATAGACACCCCATCGCAGAAAAATTTATCAGTAGATTCTCTCCCCCCCCTTTTGTG
CCCCCTACGGGTTCGTTTTAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATA
CCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTTGACTACCACTTACAGATGG
ACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCTGTAG
GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTAGGA
TCGTA 
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