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 แบคทีเรียโคโลนีสีเหลืองท่ีแยกเชื้อจากขาวเปนโรคขอบใบแหง (BLB) จํานวน 231 สายพันธุ ได
วิเคราะหความสามารถในการกอโรค ลักษณะชีววิทยาและโมเลกุล (16S rDNA) พบวาเชื้อสาเหตุทุกสาย
พันธุคือ Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Ishiyama 1922) Swings et al. 1990 (Xoo) เชื้อเหลานี้มี
พันธุกรรมแตกตางกัน 2 กลุม เมื่อวิเคราะหดวย rep-PCR โดยกลุมใหญ (69.7%) เปนเชื้อสายพันธุรุนแรง
ท่ีทําลายใบขาวพันธุออนแอ (ขาวดอกมะลิ105) เปนโรครุนแรง 13-50 % เชื้ออีกกลุมเปนสายพันธุออนแอ
ท่ีกอใหเกิดโรค 1-12 % และพบวาเฉพาะเชื้อสายพันธุรุนแรงเทานั้นที่สังเคราะหแถบดีเอ็นเอขนาด 800 bp 
จากไพรเมอร ERIC และ BOX ไดชัดเจน ขณะที่แถบ 495 bp ของเชื้อท้ังสองกลุมสามารถสังเคราะหได
โดย BOX เมื่อพัฒนากลยุทธการควบคุมโรคนี้ดวยเชื้อปฏิปกษสายพันธุใหม (Bacillus subtilis XA6) ผลิต
เปนสูตรสําเร็จชนิดตาง ๆ พบวา XA6 เจริญไดดีในอาหารเลีย้งเชื้อเพิ่มปริมาณเซลลชนิดใหม (MSP-
medium) และมีชีวิตรอดไดดท่ีีสุด (1x108CFU/g)  ในผลิตภัณฑแบบผงชนิดใหม (XA6 talc-based 
formulation) หลังเก็บที่อุณหภูมิหองนาน 12 เดือน ชีวภัณฑชนิดนี้ลดความรนุแรงโรค BLB ท่ีเกิดกับขาว
พันธุตานทาน (สุพรรณบุรี 1) และออนแอ (ขาวดอกมะลิ 105) 72 และ 65 % ตามลําดับ รวมท้ังสงเสริม
การเจริญเติบโตพืชซึ่งสัมพันธกับการกระตุนใหขาวสะสม β-1,3-glucanase ปกปองตนเองเพิ่มขึ้นไดดี
ท่ีสุด เปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ ISR-B (B. amyloliquefaciens KPS46) และสารควบคุมโรคแบคทีเรีย 
copper hydroxide  เมื่อนําไปทดสอบในสภาพไรดวยการคลุกเมล็ดรวมกับพนใบขาวพันธุขาวดอกมะลิ 
105 รวม 6 ครั้ง ชีวผลิตภัณฑชนิดนี้ยังคงมีประสิทธิภาพสม่ําเสมอในการลดความรุนแรงโรค BLB  61 % 
และเพิ่มการสะสมเอนไซม ปกปองพืชตลอดจนเพิ่มผลผลิตขาว 67.7% ไดดีท่ีสุดอยางแตกตางทางสถิติ 
(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). 
 

 

 

 

      Student, s signature                      Thesis Advisor, s signature    



กิตติกรรมประกาศ 

 
ขอกราบขอบพระคุณ รศ.ดร.สุดฤดี ประเทืองวงศ ประธานกรรมการที่ปรึกษา ที่กรุณาให

ความรู และคําแนะนําทางดานวิชาการ แนวคิดในการทํางานวิจยั ตลอดจนการแนะนําเอาใจใสใน
ทุกดาน ทั้งในการใหกําลังใจในการเรียนและการดําเนนิชีวิตที่ดีตลอดมา ขอกราบขอบพระคุณ
อาจารย ดร.อนงคนุช สาสนรักกิจ อาจารยที่ปรึกษารวม ที่กรุณาใหความรู คําแนะนําทางดาน
วิชาการ ตลอดจนการแกไขปญหาดานตาง ๆ ดวยดีตลอดมา ขอกราบขอบพระคุณ รศ. ดร.สมศิริ 
แสงโชติ อาจารยวันเพ็ญ ศรีทองชัย ที่ไดกรุณาตรวจ แกไข และแนะนาํทางดานวิชาการในการเขยีน
วิทยานิพนธดวยดตีลอดมา ขอกราบขอบพระคุณ รศ.ดร. สาวิตร ตระกูลนาเลื่อมใส อาจารยภาควชิา
จุลชีววิทยา ทีไ่ดกรุณาใหความรู คําแนะนาํ และกําลังใจในการทําวิทยานิพนธจนแลวเสร็จ ขอ
กราบขอบพระคุณอาจารย ดร. สุพจน กาเซ็ม และอาจารย ดร. จารุวัฒน เถาธรรมพิทักษ ดร. ดุสิต 
อธินุวัฒน น.ส.ติยากร ฉัตรนภารัตน น.ส.วิลาวรรณ เชื้อบุญ ที่กรุณาใหความรู คําแนะนํา แนวคดิ
การทํางานวจิยั ขอขอบคุณ น.ส.นลินา เหมสนิท น.ส.สุนันทนาถ นุราภักดิ์ น.ส.อนสิรา สุไลมาน ที่
ไดใหความชวยเหลือ และกําลังใจที่ดีตลอดการทํางานวจิยัจนแลวเสร็จ 

 
ขอขอบคุณทุนอุดหนนุและสงเสริมวิทยานิพนธระดับปริญญาโท-เอก จากบัณฑิต

วิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ที่มอบทุนสนับสนุนการวจิัยในครั้งนี้ 
 
ขอขอบคุณเจาหนาที่และบุคลากรของกรมวิชาการเกษตรที่ไดสนับสนนุดานเมล็ดพนัธุ

ขาวและเชื้อสาเหตุโรคสําหรับใชในการศกึษาวจิัยในครัง้นี้  
 
ขอขอบคุณเจาหนาที่และบุคลากรภาควิชาโรคพืชทุกทานที่เอื้ออํานวยความสะดวกและ

ความอนุเคราะหอุปกรณที่เกี่ยวของตาง ๆ ขอบคุณพี่ ๆ เพื่อน ๆ และนอง ๆ ในภาควชิาโรคพืชทุก
ทานที่เปนกําลังใจ กําลังกาย กําลังความคิดและใหการสนบัสนุนดวยดีมาตลอด  

 
ประโยชนและคุณคาอันพึงมจีากวิทยานพินธเลมนี้ ขอมอบแด คุณพอ คุณแม คณุลุง คุณ

ปา พี่สาว นองชาย และคณาจารยทุกทานทีไ่ดอบรมสั่งสอนใหมีความรูมา และเปนกาํลังใจที่ดี
ตลอดมา 
                  วราภรณ  ภูภักดีพันธ 

                                      มีนาคม  2554



(1) 
 

                                       สารบัญ   

  หนา 
 
สารบัญ 

  
(1) 

สารบัญตาราง  (2) 
สารบัญภาพ  (5) 
คํานํา                                                 1 
วัตถุประสงค                                                 3 
การตรวจเอกสาร                                                4 
อุปกรณและวธีิการ                                               16 
ผลและวิจารณ  46 
           ผล  46 
           วิจารณ  120 
สรุปและขอเสนอแนะ 
เอกสารและสิ่งอางอิง 
ภาคผนวก 

 130 
133 

           ภาคผนวก ก อาหารเลีย้งเชื้อที่ใชในการทดลอง 
           ภาคผนวก ข  ลําดับเบสเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษXA6 ดวย    
                                 โปรแกรม Blast เปรียบเทียบขอมูล  
                                  Genebank 

 
 

144 
 
 

148 
ประวัติการศึกษาและการทํางาน  150 

 

 

 

 

 

 

 



(2) 
 

 สารบัญตาราง  

ตารางที่  หนา 
 

1 กรรมวิธีทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคขอบใบ        
 แหง และการสงเสริมการเจริญเติบโตในสภาพเรือนทดลอง 32 

2 สารพาที่ผสมกับเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 39 
3 สูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ สวนประกอบและอัตราสวนที่เหมาะสม 40 
4 กรรมวิธีการคลุกเมล็ดรวมกบัการพนใบขาวดวยสูตรสําเร็จเชื้อแบคทีเรีย  
 ปฏิปกษชนิดผง 42 

5 กรรมวิธีทดสอบประสิทธิภาพทางดานการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง
และการสงเสริมการเจริญเตบิโตของแบคทีเรียปฏิปกษสูตรสําเร็จชนิดผงใน 

 

 สภาพไร 45 
6 
 

7 

สายพันธุเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงของ
ขาวและเชื้อแบคทีเรียที่เกีย่วของที่ไดจากการแยกและรวบรวมในการศึกษา 
ระดับความรุนแรงของสายพนัธุเชื้อ Xanthomonas oryzar pv. oryzae สาเหตุ
โรคขอบใบแหงของขาวในสภาพเรือนทดลอง 

 
47 

 
58 

8 การจําแนกชนดิเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวโดยโดย
การศึกษาคณุสมบัติทางชีวเคมีบางประการ 

 
61 

9 
 
 

10 

การจัดกลุมสายพันธุเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ที่ไดจากการ
วิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอดวยไพรเมอร BOX โดยใชโปรแกรม TREECON 
version 2010 
การจัดกลุมสายพันธุเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ที่ไดจากการ
วิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอดวยไพรเมอร ERIC โดยใชโปรแกรม TREECON 
version 2010 
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72 
11 การจัดกลุมสายพันธุเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ที่ไดจากการ

วิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอดวยไพรเมอร REP โดยใชโปรแกรม TREECON 
version 2010 

 
 

75 
12 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีแบคทีเรียที่แยกจากสวนของดนิ น้ํา ลํา

ตน ใบ  และรากตนขาวบนอาหาร NGA อายุ 24 ช่ัวโมง 
 

82 
   



(3) 
 

 สารบัญตาราง (ตอ)  

ตารางที่  หนา 
 

13 เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกจากใบขาว ราก และดนิที่มีแนวโนมในการเปน
เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ X. oryzae pv.oryzae 
สาเหตุโรคขอบใบแหงขาวดวยวิธี dual culture  

 
 

85 
14 
 
 

15 

ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียที่มีแนวโนมในการเปนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหง ขาวดวย
วิธี agar diffusion 
ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทเีรียสายพันธุใหมที่แยกจากสวนตางของขาว และ
ดิน น้ําในแปลงนา ตอการสงเสริมการงอกและการเจริญเติบโตของขาวพันธุ
ขาวดอกมะลิ105 ในสภาพหองปฏิบัติการดวยเทคนิค blotter test  
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91 
16 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมที่แยกจากสวนตางของขาว และ

ดิน น้ําในแปลงนา ตอการสงเสริมการงอกและการเจริญเติบโตของ ขาว
พันธุขาวดอกมะลิ105 ในสภาพหองปฏิบตัิการดวยเทคนิค blotter test 

 
 

92 
17 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมจากการคลุกเมล็ด

รวมกับการพนใบที่จํานวนครั้งในการพนรวม 6 คร้ัง และ 10 คร้ัง ดวยเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษโดยการประเมินอัตราการเจริญเติบโตของขาวในสภาพ
เรือนทดลอง 

 
 
 

94 
18 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมในการควบคุมโรคขอบ

ใบแหงของขาวในสภาพเรือนทดลอง 
 

96 
19 คุณสมบัติทางสรีระวิทยาและชีวเคมีบางประการของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ

สายพันธุ XA6 เปรียบเทียบกับเชื้อแบคทีเรียในกลุม Bacillus spp. 
 

100 
20 การเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มปริมาณเซลล 106 
21 
 

22 
 

23 
24 

อัตราการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในสูตรอาหาร MSP-medium 
(Molass Soybean Potato-medium) 
ปจจัยที่มีผลตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในสูตรอาหาร MSP-
medium ทางดานความเปนกรดดาง และความเร็วรอบ/นาที ที่เวลา 24 ช่ัวโมง 
ประสิทธิภาพสารพาแตละชนิดที่มีสวนผสมของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 
ประสิทธิภาพสารพาและสารเสริมประสิทธิภาพแตละชนิดในการผสมสูตร 
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110 
111 



(4) 
 

 สารบัญตาราง (ตอ)  

ตารางที่  หนา 
 

25 
 

26 
 
 
 

27 
 

28 

ประสิทธิภาพสูตรผลิตภัณฑจุลินทรียเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษXA6 ในสภาพ
เรือนทดลอง 
ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมในการ
สงเสริมการเจริญเติบโตของขาวทางดานความสูงตน ความยาวราก น้ําหนัก
สด และอัตราการแตกกอขาว ที่อายุ 45 วัน และผลผลิตในระดับไรสด และ
อัตราการแตกกอขาว อายุ 45 วัน ในระดับไร 
ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมในการ
ควบคุมโรคขอบใบแหงของขาวในระดับไร 
ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการในการยบัยั้งเชื้อ
สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวในการสะสมเอนไซม β-1,3-glucanase ระดับ
ไร 
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(5) 
 

 สารบัญภาพ  

ภาพที ่
 

 หนา 

1 ภาพจําลองการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษระหวางเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษกับเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค Xanthomonas  oryzae pv. 
oryzae ทดสอบในหองปฏิบตัิการบนอาหาร NGA โดยวธีิการ Dual culture (ก)  
และ Agar diffusion (ข) 

 
 
 

28 
2 ลักษณะอาการโรคบนใบขาว (ก) และ (ข) ลักษณะโคโลนีสีเหลือง กลม นูน 

ขอบเรียบเปนมัน เยิ้ม ของเชือ้ Xanthomonas oryzae pv. oryzae บนอาหารเลี้ยง
เชื้อ NGA (ค)  ปฏิกิริยาการตอบสนองอยางเฉียบพลันตอเชื้อ Xanthomonas 
oryzae pv. oryzae บนใบยาสูบภายใน 24-48 ช่ัวโมง (ง) 

 
 
 

59 
3 ลักษณะอาการโรคขอบใบแหงของขาวที่เกิดจากเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae  โดยแบงตามระดับความรุนแรงในการกอใหเกิดโรคบนขาวพนัธุขาว
หอมมะล1ิ05 ตามเกณฑของ IRRI (1980) โดย A =  เชื้อแบคทีเรียสายพันธุที่
สามารถกอใหเกิดโรคเทากับ 1-5  เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จดัเปนกลุม
เชื้อสายพันธุออนแอ (ก) B =  เชื้อแบคทีเรียสายพันธุที่สามารถกอใหเกดิโรค
เทากับ 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จัดเปนกลุมเชื้อสายพันธุคอนขาง
ออนแอ (ข) C = เชื้อแบคทีเรียสายพันธุที่สามารถกอใหเกิดโรคเทากับ 13-25 
เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จัดเปนกลุมเชื้อสายพันธุคอนขางรุนแรง (ค) 
และ D = เชื้อแบคทีเรียสายพนัธุที่สามารถกอใหเกิดโรคเทากับ 26-50 
เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมดขึ้นไป จดัเปนกลุมเชื้อสายพันธุรุนแรง (ง) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

60 
4 แถบดีเอ็นเอขนาด 495 bp จากการตรวจสอบชนิดเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae ดวยไพรเมอร XOR-F และ XOR-R ออกแบบมาจําเพาะกับบริเวณ 16S 
rDNA โดยจะพบในเชื้อเปาหมายทุกสายพันธุ โดยตําแหนงที่ 1-11 คือ เชื้อสาย
พันธุ TB0037, Xoo1, Xoo17, Xoo13-1, Xoo19, KT24, ISO1, NI0030 AR9, 
AR208 และ CH320 ตามลําดับ โดยใช 100 bp DNA marker (ตําแหนง M) 

 
 
 
 

62 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 



(6) 
 

 
ภาพที ่

 
5 
 
 
 

6 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
 
Dendrogram จากการวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ที่
สังเคราะหไดจากการขยายยนีในหลอดทดลองดวยไพรเมอร BOX แสดง
ความสัมพันธของเชื้อ 231 สายพันธุ เปรียบเทียบกับเชื้อตางกลุม 2 สายพันธุ 
(นอกกลุม 1 และ 2) วิเคราะหดวยโปรแกรม TREECON version 2010 
Dendrogram จากการวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ที่ 
ที่สังเคราะหไดจากการขยายยีนในหลอดทดลองดวยไพรเมอร ERIC แสดง
ความสัมพันธของเชื้อ 231 สายพันธุเปรียบเทียบกับเชื้อตางกลุม 2 สายพันธุ 
(นอกกลุม 1 และ 2) วิเคราะหดวยโปรแกรม TREECON version 2010 

 
หนา 

 
 
 
 

71 
 
 
 

74 

7 Dendrogram จากการวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ที่
สังเคราะหไดจากการขยายยนีในหลอดทดลองดวยไพรเมอร REP แสดง
ความสัมพันธของเชื้อ 231 สายพันธุเปรียบเทียบกับเชื้อตางกลุม 2 สายพันธุ 
(นอกกลุม 1 และ 2) วิเคราะหดวยโปรแกรม TREECON version 2010 

 
 
 

77 
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9 

ลายพิมพดีเอน็เอของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae สายพันธุรุนแรงและ
ออนแอ จากการตรวจสอบดวยไพรเมอร  BOX โดย lane ที่ 1-8 (เชื้อสายพันธุ
รุนแรงในกลุมยอย 2C) ไดแก สายพันธุ S250, AR218, PT264, CH008, 
NI0052, NI0063, AR201, AR208 ตามลําดับ และ lane ที่ 9-16 (เชื้อสายพันธุ
ออนแอ ในกลุมที่ 1) ไดแก สายพันธุ X00S001, NIOO46, NI0040, J71, Su9, 
S268, C2, Su10.1 ตามลําดับ ลูกศรสีเหลืองแสดงแถบดีเอน็เอที่แตกตาง 
(polymorphic band) ระหวางกลุม 1 และกลุม 2 
ลายพิมพดีเอน็เอของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae กลุมสายพันธุรุนแรง
และออนแอ จากการตรวจสอบดวยไพรเมอร ERIC โดย lane ที่ 1-8 (เชื้อสาย
พันธุรุนแรงกลุมยอย 2F) ไดแก สายพันธุ NK052, Su6, C5, S250, NK102, 
AR218, CH125, CH304  และ lane ที่ 9-16 (เชื้อสายพันธุออนแอ ในกลุม 1 
หรือกลุมออนแอ) ไดแก สายพันธุ X0012, X00S001, J41, J83, Su12, S238, 
NI0040, NI0046 ตามลําดับ ลูกศรสีเหลืองแสดงแถบดีเอน็เอที่แตกตาง 
(polymorphic band) ระหวางกลุม 1 และกลุม 2 
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(7) 
 

 สารบัญภาพ (ตอ)  

ภาพที ่  หนา 
 

10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

11 
 
 
 

ลักษณะสัณฐานวิทยาโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากสวนตาง ๆ ของ
ขาว 10 กลุมไดแกกลุม 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 (ภาพ ก ข ค ง จ ฉ ช ซ ฏ และ 
ญ ตามลําดับ) กลุมที่ 1 โคโลนีสีขาวขุน ตรงกลางสีเขม รอบนอกสีขาวใส ขอบ
หยักเล็กนอย กลุมที่ 2 โคโลนีสีสมออน กลม แบน ขนาดปานกลาง ขอบเรียบ 
เปนมันวาว มขีนาดเล็ก กลุมที่ 3 โคโลนีสีขาว ลักษณะเปนเสน ๆ คลายรูปพุม
ไม ขอบหยกั กลุมที่ 4 โคโลนีสีขาวขุน ผิวดาน ๆ ขอบหยัก มีลักษณะเหนียว
หนืด เยิ้ม กลุมที่ 5 โคโลนีสีขาว เปนเสน ๆ คลายดอกไม ขอบหยัก ตรงกลาง
นูนเล็กนอย กลุมที่ 6 โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน ขอบหยัก ผิวหนาดาน 
ขรุขระ กลุมที่ 7 โคโลนีกลม รี แบน สีขาวนวล ขอบเรียบ เปนมันวาวกลุมที่ 8 
โคโลนีสีชมพู กลม รี แบน ๆ ขนาดเล็ก ขอบเรียบ กลุมที่ 9 โคโลนีสีเหลือง
ออน ขอบเรียบ เปนมันวาว กลุมที่ 10 โคโลนีสีขาวครีม ขอบหยัก ผิวหนาล่ืน ๆ 
รูปรางไมแนนอน แผขยายเตม็จานอาหาร เรียบ เปนมันวาว รูปรางกลม 
ประสิทธิภาพในการผลิตสารยับยั้งการเจริญของเชื้อX. oryzae pv. oryzae ใน
สภาพหองปฏิบัติการดวยวิธี agar diffusion และลักษณะโคโลนีของเชื้อ 
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โคโลนีของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท XA6 (ก) ลักษณะเซลลและสปอรของเชื้อ
แบคทีเรียไอโซเลท XA6 (ข) การทดสอบ Motilily test (ค) การทดสอบ Starch 
hydrolysis (ง) การทดสอบ Gelatin hydrolysis (จ) และการทดสอบปฏิกิริยา
การตอบสนองแบบเฉียบพลันบนใบยาสบูที่อายุ 45 วัน (ฉ) 
การตรวจสอบการเปนเชื้อ Bacillus sp. ดวยการใชไพรเมอรที่ออกแบบมา
จําเพาะกับบริเวณ 16S rDNA ขนาด 595 bp โดยตําแหนงที่1-3 คือ เชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ B.  amyloliquefaciens KPS46 (สายพันธุ
เปรียบเทียบ) 2 =  เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ SP009s (Bacillus subtilis 
สายพันธุSP009s จากหองปฏิบัติการแบคทีเรีย ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร 
มก.)  และ 3= เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 
การวิเคราะห Phylogeny ของลําดับนิวคลีโอไทดบนยนี 16S rDNA ของ
แบคทีเรียสายพันธุ XA6 เปรียบเทียบกับขอมูลใน Genbank แบคทีเรียสายพันธุ 
XA6 มีความเหมือนกับ Bacillus subtilis strain S433139-90 เทากับ 99 
เปอรเซ็นต 
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อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 ที่เล้ียงในสูตร
อาหาร MSP medium , NGA และ MS medium ที่อายุ 0-84 ช่ัวโมง 
อัตราการคงความมีชีวิตรอดของเชลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในสูตรสําเร็จชนิด
ตาง ๆ ที่อายุ 0-12 เดือน ในสภาพอุณหภูมหิอง 
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ความหลากหลายทางพันธุกรรมของสายพันธุเชื้อ  Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
      สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวและการควบคุมโรคโดยชีววิธี 
 

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

คํานํา 
 

ขาวเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคญัทั้งตอการบริโภคภายในประเทศ และสงออกสูตลาดโลก 
ประเทศไทยมพีื้นที่ปลูกขาวนาปที่ใหผลผลิตแลวประมาณ 54 ลานไร และขาวนาปรัง 9 ลานไร ให
ผลผลิตเฉลี่ยปละ 23 ลานตันและ 6 ลานตัน ตามลําดับ (กรมการขาว, 2551) โดยขาวสามารถแปร
รูปเปนผลิตภัณฑไดหลากหลาย ซ่ึงปริมาณการสงออกในป 2550 สูงถึง 9.4 ลานตัน (ชูเกยีรติ, 
2551) ทั้งนี้อุปสรรคและปญหาในการผลิตขาวมีเพิ่มมากขึ้นโดยเฉพาะปญหาผลผลิตขาวเสียหาย
จากโรคตาง ๆ ทั้งที่เกิดจากรา เชน ใบไหม ใบจุดสีน้ําตาล ใบขีดสีน้ําตาล ใบวงสีน้ําตาล เมล็ดดาง 
โรคที่เกิดจากแบคทีเรีย ไดแก ขอบใบแหง ใบขีดโปรงแสง โรคที่เกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมา ไดแก 
ใบสีแสด เหลืองเตี้ย ตลอดจนโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส ไดแก ใบสีสม ใบหงิก โรคหูด ซ่ึงโรคเหลานี้
ประสบตั้งแตเริ่มปลูกขาว เกบ็เกี่ยว และเกษตรกรจะใชสารเคมีในการควบคุมเปนหลักทําใหเกิด
ปญหาสารเคมีตกคางในสิ่งแวดลอมและผลผลิตขาว แนวโนมการนําเขาสารเคมีกําจัดศัตรูพืชมีอัตรา
สูงขึ้นทุกป ประเทศไทยมีปริมาณการนําเขาสารเคมี 37,039 ตัน ป 2545 และเพิ่มเปน 39,634 ตัน ป 
2545 และในป 2546 เปน 50,331 ตัน ตามลําดับ (ชูเกยีรติ, 2551) 

  
ทั้งนี้โรคขอบใบแหงของขาวที่เกดิจากเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae ถือ

วาเปนโรคแบคทีเรียที่ทําความเสียหายมากเปนอันดับตน ๆ ทั้งในประเทศไทยและทวีปเอเชยี พบ
คร้ังแรกในประเทศไทยที่ จ.ปทุมธานี เมื่อป พ.ศ. 2506 เนื่องจากการระบาดรุนแรงและทําความ
เสียหายในแหลงปลูกขาวที่สําคัญทั่วทุกภาคของประเทศไทย โดยเฉพาะนาในเขตชลประทาน ใน
พื้นที่ภาคเหนอื ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต ซ่ึงโรคจะแพรระบาดไปกับน้าํ 
สภาพแวดลอมที่มีความชื้นสูง ฝนตก ลมพัดแรง มีพายุเขา โดยเฉพาะในขาวพันธุออนแอ ไดแก 
ขาวดอกมะลิ105 กข6 เหนยีวสันปาตอง พษิณุโลก2 ชัยนาท1 กข10 และ กข15 เปนตน (ทรงเชาว, 
2545) สวนในนาน้ําฝน หากสภาพแวดลอมเหมาะสม เชน มีระดับน้ําในนาสูง การระบายน้าํไมดี 
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ฝนตกพรํา มีพายุ น้ําทวม ใชพันธุขาวพันธุเดียว การใสปุยไนโตรเจนอัตราสูงและระยะปกดําถ่ีก็
สามารถทําใหเกิดโรคขอบใบแหงระบาดรนุแรงและรวดเร็วได ตนขาวที่โรคขอบใบแหงเขาทําลาย
ยังไมมีวิธีการจัดการโรคที่มีประสิทธิภาพเนื่องจากเชื้อสาเหตุโรคดังกลาวสามารถติดไปกับเมล็ด 
และเขาทําลายไดตั้งแตระยะกลาจนถึงออกรวง เกษตรกรเนนการใชสารเคมีในกลุม copper หรือ
สารปฏิชีวนะในการควบคุมโรคซึ่งมักกอใหเกิดปญหาเชือ้โรคดื้อยา นอกจากนีเ้ทคโนโลยีและ
ความกาวหนาในการพัฒนาและปรับปรุงพันธุขาวเจริญรุดหนาเปนอยางมากจนไดขาวที่มี
คุณสมบัติที่หลากหลายแตกตางกัน การปรบัปรุงพันธุพืชคํานึงเฉพาะดานคุณภาพผลผลิต แตไม
คํานึงถึงลักษณะความตานทานโรคซึ่งเปนปจจยัสําคัญที่สงผลตอทั้งคุณภาพและปริมาณผลผลิต
ขาว ทําใหขาวสายพันธุใหมบางพันธุอาจแสดงความออนแอตอโรคบางชนิดไดเมื่อนําไปปลูกใน
พื้นที่ตางกนัรวมทั้งโรคขอบใบแหงของขาวดวย หรือพันธุขาวใหมอาจชักนําใหเชื้อสาเหตุโรค
พัฒนาความรนุแรงในการเขาทําลายพืช สงผลใหเกิดความผันแปรทางพันธุกรรมเชือ้และกอใหเกดิ
การระบาดของโรคอยางรุนแรงและยากตอการควบคุม 

 
การศึกษานี้มวีตัถุประสงคเพื่อเก็บรวบรวมสายพันธุเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรค

ขอบใบแหงของขาวจากแหลงปลูกขาวสําคัญและเปรียบเทียบความหลากหลายของสายพันธุ โดย
ใชเกณฑระดบัความรุนแรงอาการโรค และความผันแปรทางพันธุกรรมเพื่อใชเปนขอมูลพื้นฐานใน
การติดตามตรวจสอบการแพรระบาดของเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวที่เปนประโยชนตอ
การพัฒนาวิธีการควบคุมโรค โดยการพัฒนาหรือการปรบัปรุงพันธุขาวใหตานทานโรค นอกจากนี้
การศึกษายังเปนการคัดเลือกสายพันธุเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่มีศักยภาพในการควบคุมโรคขอบใบ
แหงของขาว ซ่ึงถือเปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพสามารถนํามาปรับใชควบคุมโรคขาวที่เกิดจากเชื้อ
แบคทีเรีย ทดแทนการใชสารเคมี หรือสารปฏิชีวนะที่มีผลกระทบตอสภาพแวดลอม การตกคางใน
ผลผลิต ตลอดจนชักนําใหเชือ้โรคดื้อตอสารเหลานั้นหากใชผิดวิธีและคําแนะนํา นอกจากนี้ขอมูลที่
ไดจากการวจิยัจะเปนพืน้ฐานและแนวทางในการวางแผนการจัดการโรคขอบใบแหง และโรค
สําคัญอื่น ๆ ของขาวตอไป รวมถึงการพัฒนาและปรับปรุงสูตรสําเร็จผลิตภัณฑแบคทีเรียตนแบบ
ชนิดผงเพื่อใหไดผลิตภัณฑที่มีคุณภาพ ศกัยภาพสูง สะดวก พรอมใช และเก็บรักษาไดยาวนาน เพือ่
สรางความเขมแข็งในการสนับสนุนภาคการผลิตและถายทอดเทคโนโลยีสูกลุมเปาหมาย โดย
สงเสริมใหมีการผลติสูตรตาง ๆ ที่มีทั้งเชื้อปฏิปกษแบบเดี่ยว และเชื้อปฏิปกษแบบผสมหลายสาย
พันธุรวมกับสารธรรมชาติที่มีประโยชนอ่ืน 
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วัตถุประสงค 
 

1. รวบรวมและศกึษาความหลากหลายของสายพันธุเชื้อแบคทีเรีย 
 Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวจากแหลงปลูกขาวสําคัญตาง ๆ 
ในประเทศไทย 
 

2. คัดเลือกและศกึษาคุณสมบัตขิองเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุทองถ่ินที่แยกไดจาก
สวนตาง ๆ ของขาวและประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโต และควบคุมโรคขอบใบแหง
ของขาวเปรียบเทียบกับแบคทีเรียสายพันธุคุณภาพ Bacillus amyloliquefaciens KPS46 
 

3. พัฒนาผลิตภณัฑสูตรชนิดผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุทองถ่ินเพื่อใชควบคุมโรค
ขอบใบแหงของขาว 
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การตรวจเอกสาร 
 

ขาวและความสําคัญ 
 

ขาว (Rice) มช่ืีอวิทยาศาสตรวา Oryza sativa เปนพืชใบเลี้ยงเดีย่วอยูใน Family Gramineae 
ขาวที่นิยมบรโิภคมีอยู 2 species คือ O. glaberrima ปลูกเฉพาะในเขตรอนของแอฟริกาเทานั้น และ 
O. sativa ปลูกทั่วไปทุกประเทศ ซ่ึงแยกออกเปน indica มีปลูกมากในเขตรอนและ japonica มีปลูก
มากในเขตอบอุน (กรมการขาว, 2551) โดยขาวที่ปลูกในประเทศไทยจดัเปนชนดิ indica มีใบยาว 
และบาง เสนใบเปนแบบขนาน มีลําขอ และดอก ในฤดูเกบ็เกี่ยวที่ปลายยอดของแตละขอจะมีกาน
ออนเล็ก ๆ แตละกานจะมีเมล็ดขาวติดอยูเปนแถว มีเปลอืกสีน้ําตาลหุมเมล็ดขางใน 

 
พื้นที่ปลูกขาวท่ีสําคัญในประเทศไทย 

 
ประเทศไทยเปนประเทศทีม่ีความอุดมสมบูรณ และมภีูมิอากาศที่เหมาะตอการเพาะปลูก 

รวมทั้งการปลูกขาวยังสามารถปลูกไดในทุกภาคของประเทศ โดยพืน้ที่ภาคกลางปลูกขาวมาก 
ไดแก จังหวัดพระนครศรีอยธุยา ชัยนาท สุพรรณบุรี สระบุรี นครนายก ปทุมธานี และสิงหบุรี ภาค
กลางจัดไดวามีสภาพพื้นที่ สภาพแวดลอมที่เหมาะสม ทั้งคุณภาพดิน ระบบน้ํา ดินสามารถอุมน้ําได
ดี มีธาตุอาหารหลักที่เปนประโยชน คาความเปนกรดเปนดาง 5.0–6.5 หนาดินลึกประมาณ 30–50 
เซนติเมตร ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ไดแก จังหวัดสริุนทร ยโสธร บุรีรัมย นครราชสีมา  
ศรีสะเกษ อุบลราชธานี และ มหาสารคาม ซ่ึงสภาพพืน้ที่ในเขตนี้สวนใหญเปน ทีด่อน มีสภาพดิน
ฟาอากาศเหมาะสม ทําใหผลผลิตขาวที่ไดมีคุณภาพดี ภาคใต ไดแก จังหวัดพัทลุง นครศรีธรรมราช 
ปตตานี ตรัง และสงขลา ดินนาทางภาคใตสวนใหญเปนดินรวนปนดนิเหนยีว มีบางสวนเปนดิน
รวนปนทรายแตความอุดมสมบรูณดีกวาทางภาคตะวันออกเฉียงเหนอื เร่ืองระบบน้าํนั้นภาคใตไม
คอยมีปญหาเรือ่งขาดน้ํา แตมีลมมรสุมที่จะทําใหใบขาวเสียดสีเกิดบาดแผลเปนชองทางใหเชื้อเขา
ทําลายไดงายขึ้นซึ่งจะสงเสริมตอการเกิดโรคขอบใบแหงของขาว ภาคเหนือ ไดแก จังหวดั
พิษณุโลก กําแพงเพชร อุทัยธานี สุโขทัย พิจิตร เชียงราย อุตรดิตถ พืน้ที่เพาะปลูกขาวของภาคเหนือ 
อยูตามที่ราบกนหุบเขา และตามไหลเขา ปริมาณน้ําที่ใชยงัไมเพียงพอ และภาคตะวันออก ไดแก 
จังหวดัฉะเชิงเทรา ปราจีนบุรี สระแกว ชลบุรี และตราด ตามลําดับ (พะยอม, 2551) 
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ลักษณะทางพฤกษศาสตรและการจําแนกชนิดขาว 
 

ขาวมีรากเปนชนิดรากฝอยโดยปกตจิะหยั่งลึกลงไปในดนิประมาณ 6-18 นิ้ว ทั้งนี้ขึน้อยูกับ
พันธุขาวและชนิดของดินเปนสวนใหญ  

 
ลําตน ของขาวเปนรูปทรงกระบอกประกอบไปดวยขอ (node) และปลอง (internode) เมื่อ

โตเต็มที่ภายในปลองจะกลวง ความสูงของตนขาวมีตั้งแต 30-40 เซนตเิมตร ซ่ึงเปนพนัธุเตี้ย ไป
จนถึงมากกวา 7 เมตร ความสูงของขาวขึ้นอยูกับชนดิพันธุ และสภาพแวดลอม  

 
ใบ เกิดจากมุมหนึ่งของลําตนประกอบไปดวย แผนใบ (leaf blade) ลักษณะเรียวยาว มีขน 

และแกนกลาง มีเสนใบแบบเสนขนาน ใบสุดทายของขาวเรียกวาใบธง (flag leaf) เปนใบที่หอหุม
ชอดอก กาบใบ (leaf sheath) เยื่อกนัฝน (ligule) เปนเยื่อบาง ๆ รูปสามเหลี่ยมมุมแหลมอยูที่รอยตอ
ระหวางแผนใบ และตัวใบ เขี้ยวใบ (auricle) รูปโคงเรียวเสนเล็ก ๆ มักมีขนยาว ๆ อยูดานหนึ่งคลาย
ฟนเลื่อย จะมหีนึ่งคูอยูที่ฐานของใบ  

 
ชอดอก ชอดอกของขาวเรียกวา รวง เกิดตอจากปลองสุดทายของลําตน ขอระหวางปลอง

สุดทายของลําตนกับแกนกลางของรวง รวงจะตั้งตรงตั้งแตเร่ิมออกรวงจนถึงระยะดอกบาน และจะ
เร่ิมโนมเอียงเมื่อเมล็ดสรางแปงจนเต็มเมล็ดแลว ขนาดของรวงและมมุของแขนงรวงที่แตกออกมา
นั้นขึ้นอยูกับพนัธุ (วาสนา, 2523) 

 
การจําแนกชนดิขาวสามารถจําแนกออกเปนชนิดตาง ๆ ไดหลายชนดิตามวิธีการคือ จาํแนก

ตามสภาพพื้นที่ปลูกได 3 ชนิด ไดแก ขาวไร คือ ขาวที่ปลูกในที่ดอนไมมีน้ําขัง ไมมคีันนา โดย
ปลูกในพื้นทีเ่หมือนกับพืชไรทั่ว ๆ ไป เชน ซิวแมจนั กูเมืองหลวง และดอกพะยอม ขาวนาสวน คือ 
ขาวที่ปลูกในพื้นที่ที่มีระดับน้ําตั้งแต 5-10 เซนติเมตร จนถึงระดับน้ํา 70-80 เซนติเมตร สวนใหญ
ปลูกโดยวิธีปกดํา เชน ขาวดอกมะล1ิ05 เหลืองประทิว นางพญา132 เปนตน และขาวนาเมืองหรือ
ขาวขึ้นน้ํา คือ การปลูกขาวในพื้นที่ระดับน้ํา ตั้งแต 80 เซนติเมตร ขึ้นไป จนถึง 3-4 เมตร จะปลูก
โดยวิธีหวานขาวแหง เชน พนัธุกข.17 กข.19 ปนแกว56 เล็บมือนาง111 เปนตน การจําแนกตาม
ฤดูกาลปลูก แบงได 2 ประเภท คือ ขาวนาป คือปลูกในฤดูฝน เชน พนัธุ กข6 กข19 ขาวตาแหง เปน
ตน และขาวนาปรัง หรือ ขาวนอกฤดู เชน ขาว กข พันธุตางๆ การจําแนกตามอายกุารเก็บเกีย่วได 3 
ชนิด คือ ขาวเบา ขาวกลาง และขาวหนัก (ปราณีต, 2531) และการจําแนกชนิดขาวตามการ
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ตอบสนองตอชวงแสงคือ ขาวไวตอชวงแสง (sensitive to photoperiod) จะออกดอกเฉพาะเมื่อ
ชวงเวลากลางวันสั้นกวา 12 ช่ัวโมง โดยพบวาขาวไวตอชวงแสงในประเทศไทยจะออกดอกใน
เดือนที่มีความยาวของกลางวนัประมาณ 11 ช่ัวโมง 40 นาที หรือส้ันกวาขาวที่ออกดอกเดือนที่มี
ความยาวกลางวัน 11 ช่ัวโมง 40-50 นาที จึงเปนขาวที่มีความไวนอยตอชวงแสง (less sensitive to 
photoperiod) และพันธุที่ออกดอกเฉพาะเดือนที่มีความยาวกลางวันประมาณ 11 ช่ัวโมง 10-20 นาที 
ก็ไดช่ือวาเปนพันธุที่มีความไวมากตอชวงแสง (strongly sensitive to photoperiod) เชน พัทลุง60 
ขาวดอกมะลิ105 เฉี้ยง เล็บนก สังหยด เปนตน ขาวไมไวตอชวงแสง (non-sensitive to photoperiod) 
จะออกดอกเมือ่ตนขาวมีระยะเวลาการเจรญิเติบโตครบตามกําหนดของแตละพันธุ ไมขึ้นกับความ
ยาวของกลางวนั ชวงแสงในแตละวนัจะไมมีผลในการออกดอกจะปลูกในชวงฤดใูดกจ็ะออกดอก
ตามวันเวลาที่เคยเปน สามารถคลาดเคลื่อนไดบางตามสภาพแวดลอมประมาณ 10 วัน จึงเหมาะใน
การปลูกขาวนอกฤดูทํานาป (วาสนา, 2523) เชน ชัยนาท1 สุพรรณบุรี1 สุพรรณบุรี90 พิษณุโลก2 
ปทุมธานี1 บางแตน เปนตน (มูลนิธิขาวไทย, 2551) 

 
ระยะการเจริญเติบโต 

 
ขาวแบงการเจริญเติบโตออกเปน 2 ระยะใหญ ๆ คือ 1) vegetative growth period และ 2) 

generative period โดยระยะ vegetative growth period หมายถึง การเจรญิเติบโตในชวงแรกตั้งแต
เร่ิมงอก แตกกอ จนถึงชวงกอนออกรวง (ระยะตนกลาและระยะแตกกอ) ประมาณ 30-45 วันหลัง
ปลูก ระยะ generative period หมายถึง การเจริญเติบโตเพื่อที่จะสรางสวนที่แพรกระจายใน 
generation ตอไป คือการสรางเมล็ดใหม ระยะนี้จะนับจาก vegetative ใชชวงเวลาที่ขาวเริ่มสรางชอ
ดอกเปนตวัแบงจนกระทั่งถึงชวงเมล็ดแกเก็บเกีย่วได 

 
การปฏิบตัิและการดูแลรักษา 

 
การใหน้ําในแปลงนา จะตองใหน้ําหลอเล้ียงตนขาวอยูตลอดเวลา ระดบัน้ําชวงขาวแตกกอ

จะอยูที่ประมาณ 5-10 เซนติเมตร ระดับน้ําระยะขาวสรางรวงออนถึงขาวออกดอกอยูที่ระดับน้ํา
ประมาณ 10-20 เซนติเมตร และระดับน้ําหลังขาวออกดอกจะรกัษาระดบัน้ําไปจนขาวออกดอกแลว 
15-20 วัน จึงปลอยน้ําออก ชวงที่ขาวแตกกอระดับน้ําไมควรสูงเกินไปเพราะจะทําใหการแตกกอ
นอยลง แตเมื่อขาวแตกกอเตม็ที่แลวระดับน้ําอาจจะสูงกวาปกติได แตไมควรสูงเกิน 2 ใน 3 ของ
ความสูงตนขาว การใสปุย หลักสําคัญที่ตองพิจารณาการเลือกปุยที่ตรงตามลักษณะดนิและพนัธุ
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ขาวที่ปลูก ชนดิ อัตรา และวธีิการใหปุยแกขาว สูตรปุยทีแ่นะนําใหใชในนาขาว ใสปุยไนโตรเจน
ประมาณครึ่งหนึ่งและฟอสฟอรัสกับโปแตสเชี่ยมทั้งหมดตามอัตราที่แนะนํา (ทรงเชาว, 2545) ควร
มีการจัดการปองกันศัตรูพืชตาง ๆ เชน ทั้งโรค แมลง วัชพืช และศัตรูพชืชนิดตางๆ  
 

โรคขอบใบแหงของขาว 
  
 โรคขอบใบแหงของขาวเกดิจากแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae จัดอยูใน Division 
Protophyta, Class Schizomycetes, Order Pseudomonadales, Family Pseudomonadaceae, Genus  
Xanthomonas Species oryzae (Specific approval and amendment,  2007) ลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของเชื้อจัดเปนเปนแบคทีเรียแกรมลบ มีลักษณะเปนทอนส้ันปลายมนมีขนาดประมาณ 0.55-
0.73 ✕1.35-2.17 ไมครอน มีแฟลกเจลลา 1 เสน ขนาดความกวางประมาณ 8.75 ไมครอน และ
ความยาวประมาณ 30 ไมครอน (Ghasemie et al., 2008) โคโลนีของเชื้อแบคทีเรียเมือ่เจริญบน
อาหาร nutrient agar โคโลนีมีลักษณะกลมนูน สีเหลืองซีด ผิวเรียบ มีเมอืก สรางรงควัตถุสีเหลือง 
ขอบเรียบเปนมันวาว และแบคทีเรียจะสราง mucous สามารถละลายไดใน acetone 
 

ลักษณะอาการโรค 
 
 ลักษณะโรคขอบใบแหงแผลจะเริ่มจากขอบใบขาวซึ่งอยูหางจากปลายใบประมาณ 5-6 
เซนติเมตร ใบที่เปนโรคครั้งแรกจะเกดิเปนรอยแผลขีดชํ้า ตอมาเปนสีเหลืองสม แผลจะพัฒนา
กลายเปนสีน้ําตาล แผลจะขยายไปตามความกวาง และความยาวของใบขาว ที่แผลมีหยดน้ําสีครีม
คลายยางสนขนาดเล็กเทาหัวเข็มหมุด แผลที่เกิดจากขอบใบบางครั้งจะขยายเขาไปขางในตามเสน
ใบ (veins) ทําใหขอบแผลเปนขอบลายหยกั แผลนี้เมื่อนานเขาจะเปลี่ยนเปนสีขาวหรือเทา ขอบใบ
จะแหงและมวนตามความยาวใบ สีเขียวจะเหลืออยูเฉพาะที่กานกลางใบ (midrib) ถาเชื้อมีปริมาณ
สูงจะเขาทําลายทอน้ําทออาหารทําใหทอน้ําทออาหารอุดตันตนขาวจะเหีย่วเฉาและตายอยางรวดเร็ว 
ในระยะนี้บางทีอาจสับสนกับตนขาวที่ถูกทําลายโดยหนอนกอ (Chilo polychrysus (Meyrick) 
 (ประสาทพร, 2534; Ghasemie et al., 2008) 
 
 
 
 



8 
 

การแพรระบาด 
  
 เชื้อสาเหตุสามารถเขาทําลายตนขาวไดตั้งแตระยะกลาจนถึงออกรวง ระยะที่รุนแรงที่สุด
ของโรคคือระยะกลาหรือปกดํา โดยแบคทีเรียจะเขาไปทางแผลที่แมลงกัดหรือดูดกิน แผลที่เกิดจาก
การเสียดสีของใบขาวเมื่อถูกลมพัด และเขาทางชองเปดธรรมชาติ เชน water pore และ hydrathode 
โรคนี้สามารถแพรระบาดไดกวางขวางถามีสภาพแวดลอมที่เหมาะสมคอื อุณหภูมิ 28-35 องศา
เซลเซียส ความชื้นสูง ระดับน้ําสูง การระบายน้ําไมดี ฝนตกพรํา มีใตฝุนลมพัดแรง เพราะจะทําให
เกิดบาดแผลที่ใบเปนชองทางใหเชื้อเขาทําลายตนขาว อีกทั้งจะนําไปสูการระบาดจากตนสูตน จาก
แปลงสูแปลง ทําใหเชื้อระบาดอยางรวดเรว็โดยการไหลไปกับน้ําฝน รวมทั้งการใสปุยยูเรีย (46-0-
0) ในปริมาณมาก และเชื้อสามารถที่จะถายทอดไปกับเมล็ดพันธุ เปนชองทางใหเชื้อแพรระบาดได
อยางรวดเรว็ (Davil et al.,  2006) 
 

การควบคุมโรคขอบใบแหง 
  
 การควบคุมโรคขอบใบแหงของขาวตามคําแนะนําของกรมวิชาการเกษตร คือ การใชพันธุ
ตานทาน เชน กข5 กข7 กข23 เหลืองประทวิ123 พัทลุง60 พิษณุโลก60-1 สันปาตอง1 สุรินทร1 
หรือการใชสารเคมีปองกันกาํจัดโรคพืชในเวลาที่เหมาะสมตามคําแนะนําของนักวิชาการ และไมใส
ปุยไนโตรเจนมากเกินไปในดินที่อุดมสมบรูณอยูแลว ไมระบายน้ําในนาที่เปนโรคลงในแปลงนา
อ่ืน การควบคมุโรคขอบใบแหงของขาวโดยวิธีแบบเดิมจะเปนการใชสารเคมีเปนหลัก โดยเมื่อ
พบวาขาวที่ปลูกเริ่มแสดงอาการโรคก็จะเริ่มทําการพนสารเคมี โรคขอบใบแหงนี้ยงัไมมีสารเคมีที่มี
ประสิทธิภาพแบบเฉพาะเจาะจงจึงควรเฝาระวังการเกิดโรคหากปลูกขาวพันธุที่ออนแอตอโรคนี้ 
เชน พันธุขาวดอกมะล1ิ05 กข6 เหนยีวสันปาตอง พิษณุโลก2 อยางสม่ําเสมอ การใชสารเคมี
ควบคุมควรใชในลักษณะสลบักัน หรือรวมกัน เชน เสตร็พโตมัยซินซัลเฟต รวมกับออกซีเตทตรา
ไซคลินไฮโดรคลอรไรด หรือ คอปเปอรไฮดรอกไซด หรือ ไอโซโพรไทโอเลน และฟนาซิน 
(Phenazin) โดยใชเมื่อเร่ิมพบอาการของโรคบนใบขาวหรือในระยะทีเ่หมาะสม คือกอนนํากลาไป
ปกดํา 1 คร้ัง ระยะแตกกอ 1 คร้ัง และระยะขาวตั้งทองอีก 1 คร้ัง และไมควรใสปุยไนโตรเจนมาก
เกินไปเพราะจะทําใหตนขาวออนแอและถกูทําลายจากเชือ้สาเหตุโรคไดงาย หลีกเลี่ยงการใชพันธุ
ออนแอในพื้นที่ที่มีการระบาดของโรค ไดแก พันธุขาวดอกมะล1ิ05 กข6 เหนียวสันปาตอง 
พิษณุโลก2 หรือการปลูกขาวพันธุตานทาน ไดแก พันธุสุพรรณบุรี1 สุพรรณบุรี2 หอมคลองหลวง1 
หอมสุพรรณบุรี พิษณุโลก60-2 พิษณุโลก60-1 พัทลุง60 ปทุมธานี1  
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การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี 
 

การควบคุมโรคพืชโดยชีววธีิ (Biological control of plant disease) หมายถึง การนํา
เชื้อจุลินทรียปฏิปกษ (antagonist) ชนิดหนึ่งหรือมากกวา ตลอดจนพันธุกรรมหรือผลผลิตจาก
พันธุกรรม (gene or gene product) ที่มีอยูทัว่ไปตามบริเวณผิวพืชสวนเหนือดิน (Munk vald and 
Marois, 1993; Handelsman and Parke, 1989) บริเวณรากและดนิรอบราก (Larkin et al., 1989) ที่มี
ความสามารถในการแขงขนั (competition) ทางดานแหลงแรธาตุอาหาร และแหลงทีอ่ยูอาศัย การ
เปนปรสิต (parasite) รวมถึงการผลิตสารปฏิชีวนะ (antibiotics) ออกมายับยั้งการเจรญิของเชื้อชนิด
อ่ืน (Campbell, 1989) ซ่ึงถือวาเปนกลไกทีสํ่าคัญของจุลินทรียปฏิปกษมาใชในการควบคุมโรคพืช
ทดแทนการใชสารเคมี (นิพนธ, 2546)ในปจจุบันนีก้็ไดมีการนําวิธีการในการควบคมุโรคโดยชีววธีิ
ดังกลาวมาใชควบคุมโรคสําคัญ ๆ ของขาว กิจกรรมการยบัยั้งของเชื้อปฏิปกษจะเปนไปในลักษณะ
ของ epiphytic fitness โดยการดํารงชีวิตและเพิ่มปริมาณประชากรอยางรวดเร็ว มีประสิทธิภาพใน
การแขงขันแกงแยงทั้งทางดานอาหารและแหลงที่อยูอาศยัไดดี (Browen and Rovira, 1976; 
Suwanto et al., 1996) นอกจากนี้มีรายงานความกาวหนาเกี่ยวกับการใชจุลินทรียปฏิปกษในการ
ควบคุมโรคของพืชหลายชนิดรวมทั้งแบคทีเรียสายพันธุคุณภาพที่คณะผูวจิัย ภาควิชาโรคพืช คณะ
เกษตร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตรไดรวบรวมและศกึษารายละเอียดเกีย่วกับคุณสมบตัิการเปน
ประโยชนตอการพัฒนาการของพืชปลูกหลายแนวทางจาํนวน 9 สายพนัธุ ไดแก 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 จากดนิปา P. 
aeruginosa Spd155 จากเมลด็สัก (Phiriyaprasath et al.,  2002) B. licheniformis Spd20 จากเมล็ดงา 
และ Bacillus sp. (YP04, YP28, KP96 และ KP25) จากผิวใบขาวโพด (Prathuangwong et al., 2004) 
และ B. amyloliquefaciens KPS46 จากดนิแปลงถั่วเหลืองซึ่ง B. amyloliquefaciens KPS46 มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคสําคัญของถั่วเหลืองและถั่วเหลืองฝกสด สามารถควบคุมโรคใบจุด
นูนที่เกดิจาก X. axonopodis pv. glycines ซ่ึงเชื้อนี้อยูในจีนัสเดียวกบั X. oryzae pv. oryzae 
นอกจากนี้ยังสงเสริมการเจริญเติบโตของขาวโพดซึ่งเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยวเชนเดียวกบัขาวโอกาสใน
การควบคุมโรคก็นาจะมีประสิทธิภาพเชนเดียวกัน นอกจากนี้สามารถควบคุมโรครากเนาโคนเนา 
จากเชื้อ Sclerotium sp. เนาคอดิน และแอนแทรคโนส เปนตน (สุพจน, 2545) และ KPS46 ยัง
สามารถควบคุมโรคเนาเละ ขอบใบทอง และใบจุด Alternaria ของพืชตระกูลกะหล่ํา (วิลาวรรณ 
และคณะ, 2549) และควบคุมโรคสําคัญของขาวโพดซึ่งเปนใบเลี้ยงเดีย่ว ไดแก โรคใบขีดโปรงแสง 
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โรคเหี่ยว โรคใบไหมแผลใหญ ใบไหมแผลเล็ก และโรคลําตนเนา (นนัทิยา,  2551; สุดฤดี และ
คณะ, 2548ข) นอกจากนี้ KPS46 ยังมีประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโตและชักนําความ
ตานทานโรคสําคัญของพืชเศรษฐกิจหลายชนิดไดแก ถ่ัวเหลือง ถ่ัวเหลืองฝกสด ขาวโพด งา สัก 
กระถินเทพา หนาววั และพชืตระกูลกะหล่ํา โดยการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่เกี่ยวของกับ
กลไกการตานทานโรคของพืช เชน phenylalanine ammonia lyase (PAL) peroxidase (POX) และ 
β-1,3-glucanase แสดงใหเหน็วา KPS46 มีประโยชนคณุาปการตอระบบการผลิตพืชเศรษฐกิจหลาย
ชนิด นํามาซึ่งวัตถุประสงคของการวิจยัเพือ่ศึกษาความสมัพันธระดับความรุนแรงของเชื้อสาเหตุ
โรคตอพื้นที่ตาง ๆ ในประเทศไทย และพฒันากรรมวิธีในการนําเชื้อจลิุนทรียทองถ่ินและ KPS46 
ที่มีประโยชนในการสงเสริมการเจริญเตบิโตและกระตุนภูมิตานทานโรคขอบใบแหงของขาว มา
ปรับใชในการจัดการโรคขอบใบแหงของขาวเพื่อลดการใชสารปองกันกําจัดศัตรูพชืในระบบการ
ผลิต และเพิ่มศักยภาพการผลิตขาวอยางยั่งยืน  
 

กลไกการควบคุมโรคโดยชีววิธี 
 

ในธรรมชาติจะมีเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบตัิในการนํามาใชควบคุมโรคพืชทั้งที่มีกลไก
เดี่ยวหรือหลายกลไก เรียกวา เชื้อปฏิปกษ (antagonist) โดยเชื้อนีจ้ะมกีลไกควบคุมเชือ้ที่เปนสาเหตุ
ของโรคแตกตางกัน คือ  

 
1) การแขงขัน (Competition) เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ มีความสามารถแขงขันกับเชื้อโรคพืช

ในดานตาง ๆ เชน การใชธาตอุาหาร อากาศ และการครอบครองพื้นที่ไดดีกวา (Suwanto et. al., 
1996) ทําใหเชือ้โรคพืชไมสามารถเจริญเติบโต หรืออาศัยอยูในบริเวณที่มีเชื้อปฏิปกษ พืชจะ
เจริญเติบโตแข็งแรงใหผลผลิตสูงขึ้น การแขงขันที่พบมาก คือ การแขงขันโดยการแกงแยงอาหาร
เปนลักษณะของ biocontrol agent (BCA) ที่จะไปลดปรมิาณสารอาหารซึ่งจําเปนสําหรับการ
เจริญเติบโตของเชื้อโรค 
 

2) การผลิตสารทําลายชีวิต (Antibiosis) เชื้อปฏิปกษมีความสามารถผลิตสารที่มีคุณสมบัติ
ยับยั้งหรือทําลายเชื้อโรคได เชน สารพิษ(toxin) หรือสารปฏิชีวนะ (antibiotic) (Campbell, 1989) 
พบวากลไกชนิดนี้เปนการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีที่สําเร็จเปนครั้งแรกโดยเชื้อปฏิปกษ 
Agrobacterium radiobacter สายพันธุ K84 จะผลิตสาร bacteriocin ที่มีช่ือวา agrocin 84 ไปยับยั้ง
หรือทําลายเชือ้ A. tumefaciens biotype 1 และ 2 สาเหตุโรค crown gall ของพืชได 
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3) การเปนปรสิต (Parasitism) เช้ือแบคทีเรียทีม่ีคุณสมบัติเปนปรสิต (parasite) เขาไปเจรญิ
อาศัยทําลายสิ่งมีชีวิตอ่ืนนัน้พบไดไมมากนัก การใชควบคุมโรคพืช ยังไมประสบความสําเร็จ
เหมือนปฏิกิริยาแบบการทําลายชีวิต 
  

4) การชักนําใหเกิดความตานทานโรค (Induced systemic resistance; ISR) เปนกลไกที่
สามารถจะชักนําหรือกระตุนใหพืชสรางภูมิตานทานขึน้ไดโดยเฉพาะพวกที่เคยเปนเชื้อโรคเมื่อ
นํามาทําใหเสียความสามารถในการทําใหเกิดโรคแลว สามารถจะชักนาํหรือกระตุนความตานทาน
ตอการทําลายของเชื้อโรคได (สุดฤดี และคณะ, 2548(ก)) เชน เกิดการกลายพันธุในยนีเดียวของเชื้อ
รา Colletotrichum magna สาเหตุของโรคแอนแทรคโนสในพืชพวกแตง จะไมทําใหเกิดโรคแตจะ
เจริญอยูในพืช และชวยใหพชืทนตอการเขาทําลายของเชื้อโรคดั้งเดิมได 
   

5) การสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Plant growth promoting rhizobacteria; PGPR) 
โดยแบคทีเรียสายพันธุคุณภาพจะกระตุนการเจริญเติบโตของพืชเพิ่มขึ้น เนื่องจากเชือ้แบคทีเรีย
สามารถครอบครองพื้นที่บริเวณรากของพชื และแขงขันกับเชื้อจุลินทรยีอ่ืนที่อาศัยอยูบริเวณรากได
ดี นอกจากนี้ PGPR ยังชวยเพิ่มพูนการทําหนาที่ของสารสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
 

6) การผลิตสารสงเสริมประสิทธิภาพการยดึตดิแนบแนนกับผิวพืช (Biosurfactant) 
แบคทีเรียหลายชนิดมีความสามารถยึดติดครอบครองผิวพืชไดแนบแนน ซ่ึงนอกจากจะชวย
สงเสริมประสิทธิภาพในลักษณะของการลดแรงตึงผิวของพืชแลว จะเชื่อมสารที่มีประโยชนใหพชื
สามารถรับไดเต็มที่ และยังกดีกันหรือจํากดัชองทางเชื้อโรคไมใหเขาทําลายพืชได 
 

7) การรักษาและแกไขความผิดปกติตลอดจนการปรับสภาพความสมดุลใหพืช 
(Bioremediators) ชวยสงเสรมิควบคุมกระบวนการทางชวีเคมีหรือ metabolism ใหเปนไปตามปกติ
ตามลักษณะทางพันธุกรรมพืช 
 

8) การกระตุน และชักนําขีดความสามารถของลักษณะทางสรีระวิทยาพชืใหแสดงออก
อยางมีประสิทธิภาพ (Physiostimulator) เชน การคายน้ํา การหายใจ 
 

9) การผลิตสารยับยังเชื้อสาเหตโุรคพืชตาง ๆ (Biopesticides) มักมีคุณสมบัติเปนสาร
ปฏิชีวนะ โดยแบคทีเรียหลายชนิดสามารถผลิตสารปฏิชีวนะในการยับยังเชื้อสาเหตุโรคได เชน 
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แบคทีเรียในกลุม Bacillaceae และ Pseudomonadceae โดยเฉพาะ Bacillus sp. ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ
หลายชนิด และสปอรสามารถทนรอนไดด ี
 

10) การผลิตสารไซเดอรโรฟอร (Siderophore) เปนสารประกอบที่มีมวลโมเลกุลต่ํามี
ความสามารถในการจับ Ferric ion (Fe+3) ซ่ึงการใชประโยชนของ Siderophore คือ การนําเหล็กเขา
ไปใชภายในเซลลของแบคทีเรีย พบวาการที่แบคทีเรียผลิต Siderophore มีความสามารถในการนํา
ธาตุเหล็ก (Fe+3) มาใชประโยชนโดยเฉพาะในสภาพที่มีธาตุเหล็กอยูปริมาณนอย Siderophore ที่
ผลิตจากแบคทีเรียจะไปจับธาตุเหล็กเกดิเปนสารประกอบเชิงซอนของ Siderophore เปนสาเหตุให
เชื้อสาเหตุโรคพืชขาดธาตุเหล็กในการดํารงชีวิต 
 

11) คุณสมบัติในการสงเสริม และการสนับสนนุการใชปุยหรือธาตุอาหารของพืช 
(Biofertilizers) บทบาทของแบคทีเรียสายพันธุคุณภาพจะชวยสงเสริมประสิทธิภาพการใชธาตุ
อาหารตาง ๆ ของพืช โดยปรับเปลี่ยนธาตุอาหารใหอยูในรูป (From) ที่พืชสามารถนําไปใช
ประโยชนได 
 
การประยุกตใชเทคนิค rep-PCR ในการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชื้อสาเหตุโรค
พืช 
 
 การนําเทคนิค rep-PCR มาใชในทางดานอนุกรมวิธาน  ความผันแปลทางพันธุกรรมของ
เชื้อ (genetic variation) และพันธุศาสตรประชากร (population genetic) ของเชื้อแบคทีเรียหลายห
ชนิด ตัวอยางเชน การศึกษาความผันแปลลายพิมพดีเอน็เอดวยเทคนิค repetitive element PCR (rep-
PCR) โดยไพรเมอรที่นํามาใชในการศึกษาเปนสวนของ repetitive sequence 3 ชนิด คือ REP 
(repetitive extragenic palindromic) ERIC (enterobacterial consensus) และ BOX (interspersed 
repetitive BOX sequence) โดยแตละไพรเมอรจะเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอทีอ่ยูบริเวณระหวาง repetitive 
sequence เทคนิค rep-PCR เปนเทคนิคที่มปีระสิทธิภาพ และเปนทีน่ิยมใชกันอยางแพรหลายใน
การศึกษาความสัมพันธุทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช  
  
 REP (repetitive extragenic palindromic) เปนสวนของ palindromic unit (PU) พบใน
แบคทีเรีย Escherichia coli และ Salmonella typhimurium มีขนาด 38 bp มีความสําคัญในการจดั
เรียงลําดับเบสบริเวณที่มกีารแปลรหัส สรางโครงสราง stem loop ที่มีความเสถียรในการคัดลอก 
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RNA และมีบทบาทในการชวยให mRNA มีความเสถียรดวย ซ่ึง Versalovic et al.  (1991)  
ออกแบบไพรเมอร REP จากดีเอ็นเอตวัตรวจ REPATT โดยใชลําดับเบสทางปลายแตละขางของ 
palindrome sequence ของดีเอ็นเอตัวตรวจนี้ จากการทํา PCR ในแบคทีเรียแกรมลบ หลายชนิด
พบวาจะไดแถบดีเอ็นเอเฉพาะในแบคทีเรียแตละสายพนัธุ (strain specific) เชน E. coli สายพันธุ 
4038 มีแถบดีเอ็นเอจํานวน 5 แถบ ขนาดประมาณ 300 1638  1400 800 และ 700 คูเบสตามลําดับ 
 
 ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) หรืออาจเรียกวา intergenic 
repeat units (IRUs) พบใน E. coli และ S. typhimurium เชนเดียวกับ REP แตมีขนาดใหญกวา พบวา 
ERIC มีขนาด 126 bp แพรกระจายทัว่ไปบริเวณที่มกีารถอดรหัส (transcripe region) ระหวาง 
polycistronic operon  และ downstream ของ open reading frames (Hulton et al.,  1991)  
 
 BOX (Interspersed Repetitive BOX Sequence) เปน repetitive sequence ที่มีลักษณะ
อนุรักษสูง พบครั้งแรกในแบคทีเรียแกรมบวก Steptococcus pneumoniae ประกอบดวย 3 หนวย 
คือ BOX  A B และ C มีขนาด 59 45 และ 50 bp ตามลําดับ จากการศึกษาลําดับเบสพบวาเปนสวนที่
อยูระหวางโปรโมเตอรและยีนที่เกี่ยวของกับความรุนแรงของเชื้อ S. pneumoniae ถึงแมลําดับเบส
ในแตละหนวยยอยของ BOX จะแตกตางกันบางแตโดยทั่วไปแลวมีลําดับเบสคลายกบั ERIC และ 
REP ที่พบในแบคทีเรียพวก enterobacteria (Martin et al.,  1992)   
 
 จากขอมูลลําดับเบสของ repetitive element  ทั้ง 3 ชนิด จงึมีการนํามาสรางเปนไพรเมอร 
BOX A1R (Louws et al.,  1994) คูไพรเมอร ERIC 1R กับ ERIC 2 และ REP 1R กับ REP 2 
(Versalovic et al.,  1991) เพือ่ใชในการศึกษาเชื้อแบคทีเรียหลายชนดิเนื่องจากสามารถสรางลาย
พิมพดีเอ็นเอทีม่ีความจําเพาะเจาะจงระดับสายพันธุ และ pathovar  
  
 การประยกุตใชเทคนิค rep-PCR ในการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชื้อ
สาเหตุโรคพืชเปนวิธีที่นยิม โดย Vera et al.  (1996) ศึกษาโครงสรางของประชากร X. oryzae pv. 
oryzae  จํานวน 130 สายพันธุ จากแปลงขาวของเกษตรกรในประเทศฟลิปปนสดวยเทคนิค rep-
PCR และ RFLP โดยไพรเมอรที่ใช คือ ERIC และ REP เมื่อเปรียบเทยีบผลที่ไดจากการศึกษาดวย
เทคนิค RFLP พบวา X. oryzae pv. oryzae สามารถแบงเชื้อออกเปน 2 กลุม โดยการจัดกลุมจากทั้ง 
2 เทคนิคใหผลเหมือนกัน กลุมที่ 1 ประกอบดวยเชื้อ race 2 3 และ 7 อีกกลุมหนึ่งเปนเชื้อที่อยูใน 
race 1 และ 4  เชนเดยีวกับ Tika et al.  (1999) ที่นําเทคนิค rep-PCR มาศึกษาประชากรเชื้อ  X. 
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oryzae pv. oryzae ที่แยกไดจากแปลงปลูกขาวพันธุตาง ๆ พบวาลักษณะทาง genotype คลายคลึงกัน 
แสดงวาความแตกตางของพชือาศัยไมเกีย่วของกับลักษณะทางพนัธุศาสตร นอกจากนี้ Bouzar et 
al. (1999) ไดนําเทคนิค rep-PCR ศึกษาประชากรเชื้อ Xanthomonas  spp. สาเหตุโรคใบจุดของ
มะเขือเทศและพริก ผลการทดลองพบวามีความสัมพันธกันเพียงเล็กนอยระหวางลักษณะทาง 
phenotype และ genotype  ซ่ึงงานทดลองหลายเรื่องที่ตองการเปรียบเทยีบลักษณะทาง genotype 
และ phenotype ซ่ึงไดเทคนิค rep-PCR มักเปนที่นิยมนํามาใชวิเคราะหลักษณะทาง genotype อัน
ไดแก ลายพิมพดีเอ็นเอ ที่สามารถผลิตไดจากไพรเมอร 3 ชนิด  สอดคลองกับ Louws et al.  (1994) 
ที่ไดศึกษาเชื้อ X. campetris pv. vesicatoria สาเหตุโรค spot disease ของพริก และมะเขือเทศโดยทํา
การทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคมี และจัดแบงกลุมเชื้อออกเปน 2 กลุมใหญ คือ กลุม A 
ประกอบดวยสายพันธุที่กอใหเกิดโรครุนแรงกับมะเขือเทศ และพริก และใหผลลบในปฏิกิริยา 
starch hydrolysis และ pectiolytic  กลุม B ประกอบดวยสายพันธุที่กอใหเกิดโรครุนแรงกับมะเขือ
เทศ และใหผลบวกในปฏกิริิยาชีวเคมีขางตน ซ่ึงสอดคลองกับการจัดแบงดวยเทคนิค rep-PCR โดย
แตละกลุมจะมีลายพิมพดีเอน็เอที่มีความจาํเพาะจากการวิเคราะหดวยไพรเมอรแตละชนิด  รวมทั้ง 
กุลชนา  (2546) ไดนําเทคนิค rep-PCR มาใชศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและ
ความสัมพันธของสายพันธุเช้ือ และความรุนแรงในการกอโรคของพืชอาศัยของเชือ้ X. axonopodis 
pv. glycines สาเหตุโรคใบจดุนูนของถั่วเหลือง   
 
 นอกจากนี้มีรายงานถึงการใชเทคนิค rep-PCR ในการศึกษาเชื้อ Streptomyces sp. ในการ
จําแนกเชื้อ S. scabies สาเหตุโรคพืชออกจากเชื้อปฏิปกษ (antagonist) โดยการใชไพรเมอร BOX 
A1R ผลิตลายพิมพดีเอ็นเอทีแ่ตกตาง และชัดเจน (Sadowsky et al., 1996)  โดยอีกงานทดลองของ 
Louws et al.  (1998) ไดนําเทคนิค rep-PCR มาใชจําแนกความแตกตางของเชื้อ Clavibacter 
subpies ตาง ๆ ไดแก C. michiganensis subsp. michiganensis, C. michiganensis subsp. 
nebraskensis, C. michiganensis subsp. tessellarius, C. michiganensis subsp. sepedonicus, และ C. 
michiganensis subsp. insidiosum, พบวา rep-PCR สามารถสรางลายพิมพที่แตกตางกนัแยกไดอยาง
นอย 4 กลุม ( A B C และ D) ภายในกลุมใหญของ C. michiganensis subsp. michiganensis, เปน
งานทดลองที่ยนืยันวาเทคนิค rep-PCR สามารถจําแนกความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อ
แบคทีเรียไดต่าํถึงระดับ subspecies  และ Judd et al. (1993) ไดรายงานถึงการนําเทคนิค rep-PCR 
และ RFLP มาใชในการศึกษาเปรียบเทียบ serocluster ของเชื้อ Bradyrhizobium  japonicum พบวา
สามารถแยกความแตกตางของเชื้อที่มีลักษณะใกลชิดกนัไดทั้ง 2 วิธี เมื่อนําลักษณะทาง phenotype 
ไดแก การสรางปุมปมมาเปรียบเทียบกับลายพิมพดเีอ็นเอ พบวามีความสัมพันธไปในทางเดียวกนั  
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นอกจากนี้ลักษณะทาง phenotype อ่ืน ๆ ที่มีการนํามาเปรียบเทียบศกึษาหาความสัมพนัธ เชน 
ความสามารถในการยอยแปง ความตานทานตอสารปฏิชีวนะสเตร็ปโตมัยซิน และสารประกอบ
ทองแดง งานของ McManus and Jones.  (1995) ใชเทคนิค rep-PCR ศึกษาเชื้อ E. amylovora พบวา
สามารถใชเทคนิค rep-PCR จําแนกความแตกตางระหวาง E. amylovora แตละสายพนัธุได ทั้งนี้
เทคนิค rep-PCR เปนเทคนคิที่ชวยยืนยนัถึงความแตกตางของเชื้อแตละกลุมจากลักษณะทาง
พันธุกรรมที่อาจมีความแตกตางกันกับการแบงกลุมเชื้อจากลักษณะอื่น ๆ เชน พืชอาศัยที่แตกตาง
กันหรือลักษณะภูมิประเทศทีแ่ตกตางกันได  Wonyong et al.  (2003) ไดศึกษาเกี่ยวกับเชื้อแบคทีเรีย
ในดิน Family Rhizobiaceae จีนัสตาง ๆ คือ Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium และ 
Agrobacerium ซ่ึงแบคทีเรียดังกลาวมีความคลายคลึงกันมาก จึงไดนําเทคนิค rep-PCR มาใช 
รวมกับการจําแนกเชื้อดวยวธีิ multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) ซ่ึงจากการทดลอง rep-
PCR สามารถสรางลายพิมพที่มีความจําเพาะตอเชื้อแตละชนิดและยังสามารถจําแนกเชื้อ 
Rhizobium strains ที่มีความใกลชิดกนัมาก ๆ ได เชนเดยีวกับวิธี MLEE ที่มีวิธีการและขั้นตอนที่
ซับซอนกวา อีกทั้ง Mehta et al. (2002a, 2002b) ไดนําเทคนิค rep-PCR โดยไพรเมอร ERIC และ 
REP ที่มีประสิทธิภาพในการจําแนกความหลากหลายของเชื้อ Drechslera avenae และ 
Stemphylium solani อีกดวย  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

1. การสํารวจ และรวบรวมสายพันธุเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาว และเชื้อแบคทีเรียท่ีมี
ประโยชน  
 

1.1 การเก็บรวบรวมพืชเปนโรค  
           
  เก็บรวบรวมสายพันธุเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง X. oryzae pv. oryzae จากแปลงปลูก
ขาวที่สําคัญในพื้นที่ปลูกภาคกลาง ไดแก จังหวดัอางทอง สุพรรณบุรี นนทบุรี ปทุมธานี 
พระนครศรีอยธุยา สระบุรี ชัยนาท สมุทรปราการ และภาคใต ไดแก จังหวัดนครศรีธรรมราช 
กําหนดพื้นที่สํารวจแบบสุมกระจายทั่วแปลงเปนจํานวน 10 จุด ตอแปลง ในลักษณะตัวอักษร W 
ตามวิธีของ (Delp et al., 1986) ในพืน้ที่ 1 ไร พิจารณาลกัษณะอาการโรคโดยเปรียบเทียบอาการกับ
คูมือ Compendium of Rice Diseases (Webster et al., 1992) และเก็บตวัอยางใบขาวที่แสดงอาการ
โรคขอบใบแหงที่มีลักษณะเปนแผลซ้ําฉ่ําน้ํา แผลไหมจากขอบลามเขาเสนกลางใบ รอยตอของ
แผลกับเนื้อเยือ่ใบที่ปกติจะเปนขอบหยกัสีเหลืองสม และเก็บใสถุงพลาสติกที่สะอาด รัดปากถุงให
แนน บนัทึกขอมูลรายละเอียด ไดแก พันธุ อายุ วันเดือนปที่เก็บ สถานที่เก็บ เพื่อจดัเปนขอมูล
พื้นฐาน สําหรบันําไปวนิิจฉยัโรคตามขั้นตอนตอไป 
 

1.2  การแยกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง  
    
 นําตัวอยางใบขาวที่สุมเก็บในแหลงปลูกขาวและมแีนวโนมเปนโรคขอบใบแหงมา
แยกเชื้อโดยวธีิ tissue transplanting โดยตดับริเวณแผลที่เชื่อมตอกับบริเวณเนื้อเยื่อปกติเปนชิ้น
ขนาด 0.5✕0.5 เซนติเมตร แชลงใน clorox 10% นาน 2-3 นาที จากนัน้ลางดวยน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อ 2-
3 คร้ัง ซับใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึ่งฆาเชือ้ แลววางชิน้พืชบนอาหารแข็ง nutrient glucose agar 
(NGA) นําไปบมที่อุณหภูมหิอง 28-30 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ช่ัวโมง เลือกเก็บโคโลนีของ
แบคทีเรียที่ลักษณะสีเหลืองซีด กลมนูน ขอบเรียบ เปนมนัวาว ที่เจริญอยูบนอาหาร NGA มาแยก
เชื้อใหบริสุทธิ์ เพื่อใชศึกษาในขั้นตอนตอไป  
 
 1.3 การทดสอบคุณสมบัติเบือ้งตนเพื่อคัดเลือกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง 
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1.3.1 การศึกษาลักษณะโคโลนีและการทดสอบแกรม 
 
 ศึกษาการตดิสีแกรมโดยการเลี้ยงเชื้อแบคทเีรียที่มีแนวโนมเปนเชื้อ X. oryzae 

pv. oryzae บนอาหาร NGA เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นใช loop ปลอดเชื้อแตะโคโลนีเชื้อ
แบคทีเรียมากระจายลงแผนกระจกสไลดที่ผานการลนไฟฆาเชื้อและทาํลายคราบมันแลวยดึ (fixed) 
เซลลดวยการลนเปลวไฟหาง ๆ ประมาณ 1–2 คร้ัง จากนั้นนําสไลดไปยอมสีแบบแกรม (Gram’s 
stain) ดวยสาร crystal violet และ safranin-o โดยที่เซลลแบคทีเรียที่ติดสีมวงของ crystal violet จะ
เปนแบคทีเรียแกรมบวก แตถาติดสีแดงของ safranin-o จะเปนแบคทีเรียแกรมลบ ยนืยันดวยการใช 
3 เปอรเซ็นต โปแตสเซียมไฮดรอกไซด (3% KOH) ตามวิธีการของ (Schaad, 1988) 

 
1.3.2 การทดสอบความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลัน  
 
 ปฏิกิริยาตอบสนองแบบเฉียบพลัน (hypersensitive response: HR) จากเชื้อ

แบคทีเรียที่แยกจากขอ 1.2 ที่มีแนวโนมเปน X. oryzae pv. oryzae เล้ียงในอาหารเหลว nutrient 
glucose broth (NGB) นาน 24 ช่ัวโมง โดยปรับความขุนดวยเครื่อง spectrophotometer ใหมีคาการ
ดูดกลืนแสง optical density (O.D.) เทากับ 0.2 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (ประมาณ 108 CFU/
มิลลิลิตร) ดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ จากนั้นใชหลอดฉีดยาแบบพลาสติกโดยปลดเข็มฉีดยาออกและใช
เฉพาะหลอดพลาสติกขนาดเล็ก (1-2 มิลลิลิตร) ที่ปลอดเชื้อดูด suspension เชื้อ X. oryzae pv. 
oryzae ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไลฟองอากาศออก กดปลายกระบอกเข็ม เพื่อฉีด suspension แบคทีเรีย
สาเหตุโรคเขาสูเนื้อใบดานใตใบของตนยาสูบ (Nicotiana tabacum cv. Xanti) อายุ 45 วัน อยางชา 
ๆ ใบยาสูบจะมีลักษณะชุมน้าํ (water soak) หลังจากนัน้ประมาณ 30 นาที ใบยาสูบจะกลับสูสภาพ
ปกติ ตรวจดูผลโดยถาเปนเชือ้สาเหตุโรคจะเกดิอาการตายของเซลลบนใบยาสูบ โดยทําใหเห็นเปน
แผลสีน้ําตาลรอบบริเวณที่ฉดี suspension เชื้อสาเหตุโรคภายในระยะเวลา 24–48 ช่ัวโมง (Schaad, 
1988) 

 
1.3.3 การทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรคบนขาวพันธุออนแอ 
 
 การทดสอบความสามารถในการกอใหเกดิโรคบนขาวพันธุออนแอ ไดแก 

ขาวดอกมะลิ105 (มูลนิธิขาวไทยในพระบรมราชูปถัมภ, 2551) โดยการเตรียม suspension ของเชื้อ
แบคทีเรีย  X. oryzae pv. oryzae โดยการเลีย้งเชื้อในอาหาร NGB นาน 24 ช่ัวโมง และวัดคาการ
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ดูดกลืนแสงที่ 0.2 O.D. 600 นาโนเมตร ของเชื้อที่ผานการทดสอบปฏิกิริยา HR แลวนาํมาปลูกเชื้อ
บนใบขาวอาย ุ45 วันหลังปลูก ดวยวิธีการตดัปลายใบ (clipping method) (Akhtar et al., 2008) โดย
ใชกรรไกรจุม suspension เชือ้ที่เตรียมไวแลวนํามาตัดทีป่ลายใบขาว (ประมาณ 1 – 2 นิ้ว) ที่ 3 ถึง 4 
ใบบน  นําไปบมที่อุณหภูมหิอง 28-30 องศาเซลเซียส และใหความชืน้สูงเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 
ประเมินผลการเกิดโรคที่ 14 วัน หลังการปลูกเชื้อตามระบบ SES (Standard Evaluation System) 
ของสถาบันวิจัยขาวระหวางประเทศ (IRRI, 1980) โดยการวัดขนาดความยาวของบาดแผล (lesion 
length) หนวยวัดเปนเซนติเมตร เพื่ออธิบายลักษณะความรุนแรงหรือออนแอของเชือ้สาเหตุโรค
และแยกประเภทของระดับความรุนแรงตามเกณฑการใหคะแนนการเปนโรค (disease scores) 4 
ระดับ ตามวิธีดัดแปลงมาจากระบบ SES ที่ใชสําหรับการคัดพันธุขาวตานทานโรคดงันี้ 
  

ระดับ A ความยาวแผล 0-1 เซนติเมตร จัดเปนสายพันธุออนแอ ไมพบบาดแผลหรือ
บาดแผลขยายเพียงเล็กนอย พื้นที่ใบถูกทําลาย 1-5 เปอรเซ็นตของพื้นทีใ่บ  

 
ระดับ B ความยาวแผล 1.1-3 เซนติเมตร จดัเปนสายพนัธุคอนขางออนแอ พื้นที่ใบถูก

ทําลาย 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบ 
 
ระดับ C ความยาวแผล 3.1-6.9 เซนติเมตร จัดเปนสายพันธุคอนขางรุนแรง พื้นที่ใบถูก

ทําลาย 13-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบ 
 
ระดับ D ความยาวแผล 7 ขึ้นไป จัดเปนสายพันธุรุนแรง พื้นที่ใบถูกทําลาย 26-50 

เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบขึ้นไป 
 
1.4 การศึกษาคุณสมบัติและการจําแนกชนดิเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง 
 
  1.4.1 ศึกษาคณุสมบัติทางชวีเคม ี
 

   ศึกษาคุณสมบตัิทางชีวเคมีบางประการของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบ
แหงของขาวตามมาตรฐานสากล ไดแก oxygen relationship, gelatin hydrolysis, catalase 
production, starch hydrolysis, oxidase test, motility, growth on potato โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่มี
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แนวโนมเปนเชื้อ X. oryzae pv. oryzae บนอาหาร NGA นาน 24-36 ช่ัวโมง แลวนําไปทดสอบแต
ละคุณสมบัติดงัตอไปนี ้(Holt et al.,  2007) 
 
  Oxygen relationship โดยนําเชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมง มา stab inoculation ในอาหาร 
NGA หลอมใหเหลวที ่45 องศาเซลเซียส จํานวนเชื้อละ 1 หลอด เอามอืหมุนหลอดใหเชื้อผสมกับ
อาหารโดยอยาใหเกิดฟองอากาศ เมื่ออาหารแข็งนํามาบมที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
1-3 วัน ถาเชื้อเจริญเฉพาะผิวหนาวุนแสดงวาเปน aerobe ถาเจริญที่กนหลอดเปนพวก anaerobe ถา
เจริญจากผิวหนาลงมากลางหลอดเปน facultative anaerobe และถาเจรญิใตผิวอาหารลงมาเล็กนอย
จัดเปน microaerophillic  
 

Gelatin hydrolysis โดยนําเชือ้อายุ 24-48 ช่ัวโมง มา stab inoculation ในอาหาร 
NGB+12% gelatin ในหลอดทดสอบ หลอดละ 1 เชื้อ เปรียบเทียบกับหลอดควบคุม โดย stab 
inoculation ดวยเข็มเขีย่ที่ไมไดเขี่ยเชื้อ นําหลอดทดสอบบมไวที่อุณหภมูิ 28-30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 7-14 วัน ตรวจผลโดยนาํไปแชในน้ําแข็ง หรือตูเย็นที่ 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบ
ความสามารถในการยอย gelatin ของเชื้อแบคทีเรียโดยเชือ้ที่สามารถยอยสลาย gelatin ไดนั้นจะทํา
ใหอาหารไมแข็งตัวหลังจากนําไปแชเย็น 

  
Catalase production โดยนําเชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมงมา streak บนอาหารเอียง NGA 

ในหลอดทดลองเชื้อละ 1 หลอดนําไปบมที่อุณหภูม ิ28-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 
นําหลอดอาหารที่เล้ียงเชื้อไวมาเติมดวย 3% H2O2 ใหทวมอาหารสังเกตการสรางฟองอากาศดัง
สมการ 
 

H2O2                    H2O  +   O2 (ฟองอากาศ) 
 

 ถาเชื้อสรางเอ็นไซม catalase จะเกดิฟองอากาศขึ้นที่ผิว 
     
 Starch hydrolysis  โดยปลูกเชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมง ลงบน starch agar โดย streak 

เปนเสนตรงบนอาหาร แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 
จากนั้นนําสารทดสอบ Gram’ s iodine (potassium iodine) เทใหทวมอาหารในจานแลวสังเกตการ
เกิดสีถาเกิดสี แสดงวาเชื้อไมสามารถยอยแปงในอาหารได และแปงจะทําปฏิกิริยากบัไอโอดีนเปน
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สีน้ําเงินปนมวงเกิดขึ้น แตหากเกิดบริเวณใส ๆ รอบรอยที่มีเชื้อเจริญอยู แสดงวาเชื้อสามารถยอย
แปงได 
 Oxidase tese โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร NGA ที่อายุ 16-24 ช่ัวโมง เตรียม
สารละลาย 1% tetramethyl- p-phenylenediamine dihydrochloride (Kovac' s oxidase reagent)ใน
น้ําเกลือที่ sterile แลวหยดลงบนกระดาษกรอง smear เชื้อดวย loop ลงบนกระดาษกรองบริเวณ
ดังกลาวถาผลการทดสอบปฏิกิริยาเปนบวก กระดาษกรองบริเวณที่ smear เชื้อลงไปจะเปลี่ยนเปนสี
น้ําเงินภายใน 10 วินาท ีและถาปฏิกิริยาเปนลบกระดาษกรองบริเวณที ่Smear เชื้อลงไปจะไมเกิด
การเปลี่ยนแปลง 
 
 Motility โดยเลี้ยงเชื้อทดสอบในอาหาร NGA ที่อายุ 16-24 ช่ัวโมง Stab เชื้อที่
ตองการทดสอบลงไปในอาหาร lysine indole-motile medium แลวบมไวที ่35-37  ํองศาเซลเซียส
นาน 18-24 ช่ัวโมง การตรวจสอบผล โดยถาปฏิกิริยาเปนบวก เชื้อจะเจริญออกนอกรอย stab ทําให
อาหารขุน หากปฏิกิริยาเปนลบ เชื้อเจริญอยูที่บริเวณรอย stab เทานั้น แสดงวาเชื้อไมเคลื่อนที่ 
 
 Growth on potato โดยเลี้ยงเชื้อทดสอบบนอาหาร NGA ที่อายุ 16-24 ช่ัวโมง และนาํ
เข็มเขี่ยเชื้อ แลว step เชื้อลงบนชิ้นมันฝร่ังที่หั่นเปนแวนขนาดชิ้นหนาประมาณ 1 เซนติเมตร สังเกต
การยอยช้ินมนัฝร่ัง  
 
 ขอมูลที่ไดจากการศึกษาขางตนนําไปเปรยีบเทียบกับขอมูลอางอิงการจําแนกเชื้อ
แบคทีเรียตามขอมูลในตํารา Bergey, s Manual of Determinative Bacteriology 9th edition เพื่อ
จําแนกชนิด (Holt  et al., 2007)  
 
 1.5 การจําแนกชนิดเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ดวยไพรเมอรจําเพาะบริเวณ 16S rDNA โดย
เทคนิค polymerase chain reaction (PCR)  
   
  1.5.1 การเตรียมเชื้อเพื่อสกัดดีเอ็นเอ  
   
   นําเชื้อ X. oryzae pv. oryzae มาเลี้ยงในอาหาร NGA จนไดโคโลนีเดี่ยวนํามา
เล้ียงในอาหาร Luria-Bertani broth (LB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยเขยาเชื้อที่อุณหภูมิ 28-30 องศา
เซลเซียส นาน 18-24 ช่ัวโมง จึงนํามาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธี minipreparation วธีิการของ Chen and 
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Kuo (1993) โดยแบงเชื้อที่เล้ียงในอาหารใสในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
ปริมาตรหลอดละ 1.5 มิลลิลิตร หมุนเหวีย่งดวยความเรว็ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เท
อาหารสวนบนทิ้งไป 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 
ผสมใหเขากันแลวนําไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดเก็บน้ํา
ใสใสหลอดใหมโดยวัดปรมิาตร จากนั้นสกัดโปรตีนออกดวย chloroform ปริมาตรเทากับน้ําใสที่
ดูดเก็บไว ผสมใหเขากนัโดยการพลิกคว่ําหลอดเบา ๆ แลวนําไปหมนุเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เพื่อใหของเหลวแยกชั้น จากนั้นดดูน้ําใสสวนบนใสหลอดใหม วดั
ปริมาตร สกัดซ้ําดวย chloroform : isoamyl alcohol (อัตราสวน 24:1) ปริมาตรเทากันผสมใหเขากัน 
แลวนําไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดน้ําใสสวนบนใสหลอด
ใหม วัดปริมาตรเติม isopropanol ที่แชเยน็ปริมาตรเทากับน้ําใสผสมใหเขากันจนเหน็ตะกอนดีเอน็
เอ ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยการหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ลาง
ตะกอนดีเอ็นเอดวย 70 เปอรเซ็นตแอลกอฮอล ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงดวย
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ตกตะกอนดีเอ็นเอใหแหง ละลายตะกอนดีเอน็เอดวย
น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อปริมาตร 30 ไมโครลิตร เก็บรักษาในตู -20 องศาเซลเซียส สําหรับการศึกษาระยะ
ยาวตอไป 
 
 1.5.2 การตรวจสอบลําดับเบสจําเพาะบริเวณ 16S rDNA โดยเทคนิค polymerase 
chain reaction (PCR) 
  
  นําเชื้อแบคทีเรียที่มีแนวโนมเปนเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงที่บริสุทธิ์และ
ผานการทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรค แกรม ลักษณะโคโลนี และคุณสมบัติทาง
ชีวเคมี มาตรวจสอบดวยไพรเมอรจําเพาะบริเวณ 16S rDNA (Naoto and Takashi, 2000) ไดแก  
XOR-F (5'-GCATGACGTCATCGTCCTGT-3') และ XOR-R2 (5'-CTCGGAGCTATATGCCGT 
GC-3') ที่สามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอไดแถบดีเอ็นเอขนาด 495 bp นําดีเอ็นเอของเชือ้ที่มีแนวโนม
เปนเชื้อสาเหตโุรคขางตนมาเพิ่มปริมาณชิ้นสวน DNA ดวยไพรเมอรที่ออกแบบมาจําเพาะ (XOR-F 
และ XOR-R2) และเพิ่มปริมาณภายใตปฏิกิริยา PCR เปรียบเทียบกับ types strain ของ X.  oryzae 
pv. oryzae โดยปริมาตร PCR-Mixes ที่ใชปริมาตรรวมเทากับ 25 ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 0.2 
มิลลิลิตร ปฏิกิริยา PCR ประกอบดวยดีเอน็เอของเชื้อเปาหมายปริมาตร 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 อยางละ 1 ไมโครลิตร ผสมสารใหเขากัน โดยกําหนด
อุณหภูมิและเวลาใหมกีารสังเคราะหดเีอ็นเอ (Zotobowska, 1997) ดังนี ้
 

 อุณหภูมิ (οc ) เวลา (นาที) 

1.แยกสายดีเอ็นเอแมแบบเริ่มตน (initial denaturing) 94 2 
2.แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturing) 94 1 
3.ดีเอ็นเอเริ่มตนจับคูกับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) 58 1 
4.สังเคราะหดีเอ็นเอตอจากดีเอ็นเอเริ่มตน (extension) 72 5 
5.สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย (final extension) 72 10 
 
ทําปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2-4 เปนปฏิกิริยาลูกโซทั้งหมด 30 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่ 4 องศา

เซลเซียส ดวยเครื่องเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอ (Thermal cycle) MJ Research PTC-100 
Programmable Thermal Controler ตรวจวเิคราะหขนาดดีเอ็นเอหลังการเพิ่มปริมาณโดยวิธีอะกา
โรสเจลอิเล็กโตรโฟริซิส (Agarose electrophoresis) ยอมสีเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด (ethidium 
bromide) จากนั้นตรวจดูแถบดีเอ็นเอ ภายใตแสงอัลตราไวโอเลท หากดีเอ็นเอของเชือ้ทดสอบเปน 
X. oryzae pv. oryzae และจําเพาะกับไพรเมอรที่ออกแบบจะตองปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 495 bp  
 

2. การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae โดยเทคนิค rep-PCR  
  
  2.1  การเตรียมเชื้อเพื่อสกัดดีเอ็นเอ 
                  
  นําเชื้อที่มีแนวโนมเปนเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงที่ผานการทดสอบคุณสมบัติการ
เปนเชื้อสาเหตโุรค การตรวจสอบดวยไพรเมอรจําเพาะบริเวณ 16S rDND และผานการทดสอบ
ความสามารถในการเกิดโรคบนขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05 รวม 231 สายพันธุ และเชือ้สายพันธุ
เปรียบเทียบคอื X. oryzae pv. oryzicola สายพันธุ TS8208 จากกลุมงานบักเตรีวิทยา กรมวิชาการ
เกษตร  และ Acidovorax avenae subsp. avenae สาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรียของขาวโพด สายพันธุ 
Aaa9 ที่ไดรับความอนุเคราะหจากหองปฏิบัติการแบคทีเรีย ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ดวยวิธี minipreparation ตามวิธีการของ Chen and Kuo, (1993) ตาม
วิธีการในขอที ่1.5.1  
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2.2 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง 
  

 เปรียบเทียบความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงโดยการ
เปรียบเทียบลายพิมพดเีอ็นเอดวยเทคนิค rep-PCR และ electrophoresis โดยใชไพรเมอร 3 ชนิดใน
การทดลองไดแก (1.) primer REP (REP1RI)5’IIIICGZAGCTICGICATCIGGC-3’และ REP 
(REP2I) 5’-ICGITTATCIGGCCTAC-3’ I = Inosine :ซ่ึงถูกออกแบบมาจากดีเอน็เอบริเวณที่เปน
ลําดับเบสของ repetitive extragenic palindromic (REP), 2.) ERIC (ERIC1R) 5’-ATGTAAGCGC 
TCCTGGGGATTCAC-3’และ (ERIC2) 5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’ ถูกออกแบบ
มาจากดีเอน็เอบริเวณที่เปนลําดับเบสของ enterobacteria repetitive intergenic consensus (ERIC) 
และ 3. BOX (BOXA1R) 5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3 ซ่ึงถูกออกแบบมาจากดีเอน็
เอบริเวณทีเ่ปนลําดับเบสของ interspersed repetitive BOX sequence (BOX) (Louws et al., 1994) 
ซ่ึงมีลําดับเบสดังตอไปนี ้

 
 ปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใชปริมาตรรวมในการทําปฏิกิริยา PCR Mixture เทากับ 25 
ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดยปฏิกิริยาประกอบดวยดีเอ็นเอของเชื้อ 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 แลวเติมน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อใหไดปริมาตรรวม 25 
ไมโครลิตร ผสมสารใหเขากัน บมหลอดปฏิกิริยาในเครื่องเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอน็เอ MJ 
Research PTC-100 Programmable Thermal Controler โดยกําหนดอณุหภูมิ  
 
 ปฏิกิริยา    อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)  เวลา (นาท)ี 
 1.  แยกสายดีเอ็นเอแมแบบเริ่มตน (initial denaturing)      95      7 
 2.  แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturing)                     94                1 
 3.  ดีเอ็นเอเริ่มตนจับคูกับดเีอ็นเอแมแบบ (annealing)      53    (BOX)      1 
               51.5 (ERIC)      1 
             42.8  (REP)       1 
 4.  สังเคราะหดีเอ็นเอตอจากดีเอ็นเอเริ่มตน (extension)    72      8 
 5.  สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย (final extension)           72                     15 
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 ทําปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2-4 เปนวงจรลูกโซทั้งหมด 30 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ตรวจวเิคราะหขนาดดเีอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได โดยนําดเีอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มาผสมกับ loading dry ประกอบดวย 0.4%  Bromophenol blue, 0.4% 
xylene eyanol EF, 30% glecerol, 1mM EDTA – pH 8.0) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แยกขนาดดีเอ็นเอ
ดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) ใช 2.0 % agarose ใน1X TBE ใช
กระแสไฟฟาที่คาความตางศักดิ์ 50 โวลต นาน 4 ช่ัวโมง ยอมสีเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด ตรวจดู
แถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
 
 2.3 การวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอ 
          
 การวิเคราะหลายพิมพดเีอ็นเอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae แตละสายพันธุที่ไดจาก
ขอที่ 2.2 มาวิเคราะหลักษณะทางจีโนไทปที่ใชไพรเมอรชนิดตาง ๆ ตรวจสอบแถบลายพิมพดเีอ็น
เอที่สําคัญและชัดเจนโดยใหคะแนนแถบดเีอ็นเอที่ปรากฏเทากับ 1 ถาไมปรากฏใหคะแนนเทากับ 0 
นําผลมาวิเคราะหดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร TREECON (Rohlf, 1993) วิเคราะห dendrogram โดย
เปรียบเทียบความสัมพันธของแถบลายพิมพดีเอ็นเอกับการจัดกลุมของเชื้อตามแหลงที่มาของเชื้อ 
และความสามารถหรือความรุนแรงในการกอใหเกิดโรคบนพืชอาศัยขาว 
 
3. การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเพื่อใชในการควบคุมโรคขอบใบแหงขาวโดยชีววิธี 
 

 เก็บตัวอยางใบ ดิน ลําตน น้าํ จากแปลงนาที่สมบูรณในจงัหวัดสุพรรณบุรี อางทอง 
ปทุมธานี นนทบุรี พระนครศรีอยุธยา โดยกําหนดพื้นที่สํารวจแบบสุมกระจายทั่วแปลงเปนจํานวน 
10 จุด ตอแปลงในลักษณะตวัอักษร W ตามวิธีของ (Delp et al., 1986) แลวนํามาแยกเชื้อตาม
รายละเอียดดังตอไปนี ้
 

3.1 การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากสวนตาง ๆ ของขาว 
 

3.1.1 การแยกและการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากผิวใบขาว  
 
 แยกเชื้อแบคทเีรียจากผวิใบขาวดวยวิธี leaf wash technique โดยนําใบขาว

ตัวอยางละ 5 กรัม แชลงในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อปริมาตร 100 มิลลิลิตร หยดสารลดแรงตึงผิว 
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(Tension-T7) ลงไป 1-2 หยด ทิ้งไวบนเครื่องเขยา 120 รอบ/นาที ประมาณ 15-30 นาที เพื่อใหเชือ้
แบคทีเรียออกมาอยูในน้ําและใชเปน stock suspension เจอืจางความเขมขนของ suspension ดวย
วิธีการ ten-fold serial dilution ที่ 102  และ 103 เทา ใช micropipette ดูด suspension แตละความ
เขมขนปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร กระจาย (spread) ใหทัว่บนอาหารเลี้ยงเชือ้ NGA ตัวอยางละ 3 ซํ้า 
นําไปบมไวทีอุ่ณหภูมิหอง 28-30 องศาเซลเซียส นาน 24-72 ช่ัวโมง เลือกเก็บโคโลนีของแบคทีเรีย
ที่เจริญอยูบนอาหารมาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ เพื่อใชในการทดสอบประสิทธิภาพตอไป 
 

3.1.2 การแยกเชื้อแบคทีเรียจากภายในรากและลําตน 
 
        โดยนํารากและลําตนขาวตัวอยางละ 1 กรัม แชลง clorox 10% นาน 15 นาที 

ลางดวยน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อ 2-3 คร้ัง บดตัวอยางพืชในน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื้อปริมาตร 9 มิลลิลิตร ใช 
micropipette ดูด suspension ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร กระจาย (spread) ใหทั่วบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
NGA ตัวอยางละ 3 ซํ้า นําไปบมไวที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส นาน 24-72 ช่ัวโมง แยกเชื้อให
บริสุทธิ์ เพื่อใชในการทดสอบประสิทธิภาพตอไป 
 

3.1.3 การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากดินบริเวณราก (rhizosphere soil)  
 
  ดวยวิธีการดดัแปลงจาก surface soil dilution plate โดยการนําตัวอยางดิน

จํานวน 10 กรัม ผสมลงในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชือ้ 90 มิลลิลิตร แชทิ้งไว 15-30 นาที บนเครือ่งเขยา 120 
รอบ/ นาที เพือ่ใหเชื้อออกมาอยูในน้ํา ผสมใหเขากนัดวยเครื่อง vortex mixer ปลอยใหดิน
ตกตะกอน และเก็บเฉพาะสวนของน้ํามาเจือจางความเขมขนเชนเดยีวกับวิธีที่ 3.1.1 ใช 
micropipette ดูด suspension แตละความเขมขนปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร spread ใหทัว่บนผิวหนา
อาหารเลี้ยงเชือ้ NGA ตัวอยางละ 3 ซํ้า บมเชื้อไวที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส 24-48 ช่ัวโมง เกบ็
โคโลนีของเชื้อที่เจริญทั้งหมดมาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์เพือ่ใชในการทดสอบตอไป 
 

3.1.4 การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากน้ําในแปลงนา 
 

  แยกเชื้อแบคทเีรียจากตวัอยางน้ําในแปลงนาขาวดวยวิธีการดัดแปลงจาก 
dilution plate โดยการนําตวัอยางน้ํา 10 มิลลิลิตร ผสมลงในน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อ 90 มิลลิลิตร ทําการ
เจือจางผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer แลวทําใหเจือจางความเขมขนเชนเดยีวกับวิธีที่ 3.1.1 
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ใช micropipette ดูด suspension ที่ความเขมขน 108   1010  และ 1012 CFU/มิลลิลิตรปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร spread ใหทั่วบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ NGA อยางละ 3 ซํ้า บมเชื้อไวที่อุณหภูม ิ28-30 
องศาเซลเซียส 24-48 ช่ัวโมง เก็บโคโลนีของเชื้อที่เจริญทั้งหมดมาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์เพื่อใชในการ
ทดสอบขั้นตอไป  

 
3.2 การคัดเลือกและการทดสอบประสิทธิภาพเชื้อแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของ

เชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาว และการสงเสริมการเจริญเติบโตของขาว 
 

 3.2.1 การคัดเลือกเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษทีม่ีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค
ขอบใบแหง 

 
  ทดสอบดวยวธีิ Dual culture technique ใช loop เผาไฟฆาเชื้อแตะโคโลนี

เดี่ยวของเชื้อแบคทีเรียที่คาดวาเปนแบคทีเรียปฏิปกษและเชื้อแบคทีเรียสายพันธุคณุภาพ ไดแก 
Bacillus amyloliquefaciens KPS46 นําไป streak ลงบนอาหารแข็ง NGA จากนั้นใช loop ที่ปลอด
เชื้อแตะโคโลนีเดี่ยวของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคอายุ 24-48 ช่ัวโมง มา streak บนอาหาร NGA ใน
แนวขนานกับเชื้อปฏิปกษใหหางกันประมาณ 1 เซนติเมตร บมเชื้อไวทีอุ่ณหภูมิ 28-30 องศา
เซลเซียส นาน 48-72 ช่ัวโมง (สุพจน,  2545) บันทึกผลโดยการเปรยีบเทียบลักษณะการเจริญของ
เชื้อทั้ง 2 ชนิดในจานเลี้ยงเชือ้ ซ่ึงใน 1 จานเลี้ยงเชื้อจะประกอบดวย 4 ซํ้า ของเชื้อปฏิปกษแตละไอ
โซเลท เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ใชน้ํากลั่น streak ขนานกันทั้ง 2 เสน แทนการใชเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษ (ภาพที่  1 ก)  
 
 3.2.2 การทดสอบดวยวิธี Agar diffusion  
  
         ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อปฏิปกษที่มีแนวโนมในการผลิตสาร secondary 
metabolites ออกมายับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรค โดยเล้ียงเชื้อแยกกันระหวางเชือ้แบคทีเรีย
สาเหตุโรค และเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในอาหารเหลว NGB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยา 
150 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ปรับคาความขุนของ suspension เชือ้ทั้งสองดวยน้ํากลั่นนึ่งฆา
เชื้อใหมีความเขมขนเทากับ 0.2 O.D. ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 
spectrophotometer (ทดสอบปริมาณแบคทีเรียดวยการเจือจางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลว plate บน
อาหาร NGA ที่ความเขมขนประมาณ 108 CFU/มิลลิลิตร) ใช micropipette ดูด suspension เชื้อ
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แบคทีเรียสาเหตุโรคที่เตรียมไวปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมลงในขวดที่บรรจุอาหาร NGA ปริมาตร 
20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และเทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการฆาเชื้อแลว ปลอยทิ้งไวให
ผิวหนาอาหารแหงประมาณ 2-3 ช่ัวโมง จากนั้นเจาะหลุมโดยใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 
0.5 เซนติเมตร อบฆาเชื้อแลวบนจานเลี้ยงเชื้อที่มีอาหาร NGA ผสมเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงที่
เตรียมไวบมเชือ้ที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส หยดเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
ลงในหลุมแตละหลุมบมเชือ้ที่อุณหภูมิหองหลังปลูกเชื้อไปแลว 24-48 ช่ัวโมง ตรวจสอบการเกิด
บริเวณยับยั้ง (inhibition zone) บนผิวหนาอาหารทดสอบ เปรียบเทียบความกวางของบริเวณยับยั้ง 
โดยวดัขนาดเสนผาศูนยกลางบริเวณยับยัง้บนอาหาร NGA เปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ใชเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษ B. amyloliquefaciens KPS46  (สุพจน,  2545) เปรียบเทียบความกวางของบริเวณ
ยับยั้ง เพื่อคัดเลือกเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษสายพันธุที่เกดิบริเวณยับยั้งดี กวางที่สุดไปทดสอบตอใน
ระดับเรือนทดลองและระดับไรโดยคํานวณจากสูตร (ภาพที่  1 ข) 
 
     บริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) =    ความกวางบริเวณยับยั้งทั้งหมด – ความกวางของ cork borer 

             2 
  
 3.2.3 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการกระตุนการงอก
เมล็ด และสงเสริมการเจริญเติบโตของกลาขาวในสภาพหองปฏิบัติการ 
  
  นําเชื้อแบคทีเรียที่มีแนวโนมในการเปนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากขอ 3.2.2 
และ PGPR มาทดสอบประสิทธิภาพในการสงเสริมการงอกและการเจรญิเติบโตของกลาขาว โดย
การนําเมล็ดขาวมาฆาเชื้อที่ผิวดวยการแชในสารละลาย clorox 10% นาน 3-5 นาที และลางออกดวย
น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 2-3 ครั้ง ผ่ึงใหแหง นาน 3 นาที แลวนําเมล็ดขาวดังกลาวแชลงใน suspension 
ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษแตละสายพันธุทีม่ีความเขมขนของเชื้อ 0.2 O.D. ที่ความยาวคลื่น 600 นา
โนเมตร (108 CFU/มิลลิลิตร) ที่วัดดวยเครือ่ง spectrophotometer เปนเวลา 5-10 นาที จากนั้นนําไป
ทดสอบในกระดาษเพาะเมล็ดโดยวิธี blotter method อยางละ 10 ซํ้า บันทึกผลหลังงอก 14 วัน โดย
วัดอัตราการงอกของเมล็ด ความยาวราก และความสูงตน เปรียบเทยีบกับกรรมวิธีควบคุมที่แชเมล็ด
ในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 
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                                                                           (ก) 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                       
            (ข) 
 
ภาพที่ 1 ภาพจาํลองการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย  
               Xanthomonas  oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงในหองปฏิบัติการบนอาหาร 
  NGA โดยวิธีการ dual culture (ก)  และ agar diffusion (ข) 
 
 3.2.4 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการสงเสริมการ
เจริญเติบโตของขาวในเรือนทดลอง 
 
  เล้ียงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษบนอาหารเลี้ยงเช้ือ NGA บมเชื้อไวที่สภาพ
อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ยายโคโลนีเดี่ยวไปเลี้ยงในอาหารเหลว NGB 
นาน 24 ช่ัวโมงบนเครื่องเขยา 150 รอบ/นาที ปรับคาความขุนของ suspension เชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษเชนเดยีวกับขอ 3.2.2 คลุกเมล็ดขาวทดสอบดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษตามวิธีการ 
(ตารางที่ 1) จากนั้นนํามาปลูกในกระถางพลาสติกขนาดเสนผาศูนยกลาง 12 นิ้ว ที่ผสมดินปลอด

เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 

เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแหง 

อาหารแข็ง NA ที่มีเชื้อแบคทีเรียสาเหตุ

Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

หลุมขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร 

ที่มีแบคทีเรียปฏิปกษตางสายพันธุ 
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เชื้อและดแูลในสภาพเรือนทดลอง โดยวดัอัตราการงอกของเมล็ด ความยาวราก ความสูงของตน 
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุมที่แชเมล็ดในน้าํกลั่นนึง่ฆาเชื้อที่อายขุาว 14 วัน 

 
3.3 การทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคขอบใบแหงในสภาพ

เรือนทดลอง 
  
 3.3.1 การเตรียมพืชทดสอบ และการวางแผนการทดลอง  
  
  ปลูกขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 ซ่ึงเปนพันธุที่มีรายงานวาออนแอตอโรคขอบ
ใบแหงของขาว โดยการปลูกขาวจํานวน 100 เมล็ดตอกระถาง ใชขนาดกระถางที่มีเสนผาศูนยกลาง 
12 นิ้ว ประกอบดวย 8 กรรมวิธี โดยการคลกุเมล็ดขาวดวยเชื้อปฏิปกษแตละชนดิกอนปลูกตาม
วิธีการในขอ 3.3.2 (ตารางที่ 1) และวางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) 
แตละกรรมวิธีมี 5 ซํ้า ศึกษาทดลองในสภาพเรือนทดลองของภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน 
 

 3.3.2 การเตรียมเชื้อทดสอบและการประยกุตใช  
  
  เล้ียงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่คัดเลือกแลวจากการทดสอบในหองปฏิบตัิการ

และสภาพเรือนทดลอง และเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุคุณภาพ  B. amyloliquefaciens KPS46 
ที่มีรายงานเปนแบคทีเรียปฏิปกษควบคุมโรคสําคัญของพืชหลายชนดิ โดยแยกเลีย้งในอาหาร NGB 
นาน 24-48 ช่ัวโมง และปรับความเขมขนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษแตละสายพันธุดวยน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื้อ 
ใหมีคาเทากบั 0.2 O.D. ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (108 CFU/มิลลิลิตร) สําหรับคลุกเมล็ด 
และพนใบขาว ตามโปรแกรมศึกษาในตารางที่ 1 อัตราการคลุกเมล็ด 10 มิลลิลิตร ตอเมล็ด 1 
กิโลกรัม และพนใบที่ 20 มิลลิลิตร ตอกระถาง เปรียบเทียบประสิทธิภาพการควบคุมโรคกับ
สารเคมี copper hydroxide อัตราคลุกเมล็ด 1 กิโลกรัมตอสารเคมี 1 กรัม โดยมีการใสปุยยูเรีย (46-0-
0) ที่อายุพืช 30 และ 60 วัน ในทุกกรรมวธีิ   

 
  ประเมินโรคโดยสมการการคํานวณเปอรเซ็นตการเกิดโรค การลดการเกิด

โรค และระดบัความรุนแรงโรค 
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 อัตราการเกิดโรค (disease incident)  =  จํานวนตนที่เกดิโรคทั้งหมด  
 
 เปอรเซ็นตการลดโรค = 100 -   จํานวนตนที่เปนโรค X 100  
                จํานวนตนทั้งหมด 
  
 ทั้งนี้ระดับความรุนแรงที่ใชประเมินตามเกณฑการใหคะแนนการเปนโรค (disease 
scores) 4 ระดับ ตามวิธีดัดแปลงมาจากระบบ SES ดังนี้ 
 
  ระดับ 1 ความยาวแผล 0-1 เซนติเมตร พื้นที่ใบถูกทําลาย 1-5 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบ  

ระดับ 2 ความยาวแผล 1.1-3 เซนติเมตร พืน้ที่ใบถูกทําลาย 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นทีใ่บ 
ระดับ 3 ความยาวแผล 3.1-6.9 เซนติเมตร พื้นที่ใบถูกทําลาย 13-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบ 
ระดับ 4 ความยาวแผล 7 ขึ้นไป พื้นที่ใบถกูทําลาย 26-50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบขึ้นไป 

 
 3.3.3 การเตรียมเชื้อสาเหตุและการปลูกเชือ้  
  
  เตรียม suspension เชื้อ X. oryzae pv. oryzae โดยการนําเชื้อจาก stock culture 
มาเพิ่มจํานวนบนอาหาร NGA นาน 24-48 ช่ัวโมง และยายลงเลี้ยงในอาหาร NGB นาน 24 ช่ัวโมง 
บนเครื่องเขยา 120 รอบ/นาที ใหมีคาการดูดกลืนแสง O.D. เทากับ 0.2 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโน
เมตร (108 CFU/มิลลิลิตร) เมื่อขาวอายุ 30-35 วัน ซ่ึงเปนระยะออนแอตอโรคมากที่สุด ปลูกเชื้อ
ดังกลาวลงบนตนขาวแตละกรรมวิธีดวยวิธีการพน cell suspension ที่ความเขมขนเทากับ 108 CFU/
มิลลิลิตร บันทึกผลบนตนขาวที่มีการควบคุมโรคดวยกรรมวิธีตาง ๆ (ตารางที่ 1) ตรวจสอบและ
วิเคราะหอัตราการเกิดโรค และระดับความรุนแรงโรคขอบใบแหงที่  7 วันหลังปลูกเชือ้ 
เปรียบเทียบกบัการใชสารเคมี copper hydroxide และกรรมวิธีควบคุมที่ใชน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อ 
วิเคราะหขอมูล และคาความแตกตางทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS version 13  
 

3.4 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมในการชักนําการสะสม
เอนไซม β-1,3-glucanase ที่มีผลตอการชักนําความตานทานโรคขอบใบแหงในเรือนทดลอง  

 
3.4.1 การเตรียมตนขาวและการปลูกเชื้อสาเหตโุรคขอบใบแหง 
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  เตรียมเมล็ดขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05 และพันธุสุพรรณบุรี1 ซ่ึงเปนตัวแทน
ขาวพันธุออนแอ และตานทานตามลําดับ กรรมวิธีละ 100 เมล็ด ฆาเชื้อที่ผิวเมล็ดดวย clorox 10 % 3 
คร้ัง และแชเมล็ดในน้ําที่ผานการฆาเชื้อไวนาน 1 คืน เพื่อใหเมล็ดงอก ปลูกเมล็ดขาวที่ผานการคลุก
เมล็ดดวยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษตามวิธีการตางๆ คือ กรรมวิธีที่ 1 การคลุกเมล็ดรวมกบัการพนใบ
ดวยน้ําเปลานึง่ฆาเชื้อ ที่อาย ุ7  14  21 และ 28 วันหลังปลูก  กรรมวิธีที่ 2 การคลุกเมล็ดรวมกับการ
พนใบดวยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 (เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่ดีที่สุดจากการทดสอบใน
หองปฏิบัติการและเรือนทดลอง) ที่อายุ 7  15 และ 30 วันหลังปลูก  กรรมวิธีที่ 3 การคลุกเมล็ด
รวมกับการพนใบดวยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ KPS46 ที่อายุ 7  15 และ 30 วันหลังปลูก  และ
กรรมวิธีที่ 4 การคลุกเมล็ดรวมกับการพนใบดวยสารเคมี copper hydroxide และกรรมวิธีที่ 5-8 ทาํ
เชนเดยีวกับกรรมวิธีที่ 1-4 รวมกับการปลกูเชื้อสาเหตุโรคในวนัที่ 31 หลังปลูก ที่ความเขมขนเชื้อ 
0.2 O.D. 600 นาโนเมตร  ปริมาตร 20 มิลลิลิตรตอกระถาง และเก็บตวัอยางใบขาวกอนการปลูกเชือ้
สาเหตุโรค และหลังปลูกเชื้อทุก 24 ช่ัวโมง นาน 6 วัน เพือ่ใชสําหรับการวิเคราะหปริมาณการ
สะสมเอนไซม ประเมินอัตราการเกิดโรค และการลดการเกิดโรคตามวิธีการในขอ 3.3.2  

  
 3.4.2 การสกัดโปรตีนรวมของขาว  
  
  โดยบดใบขาวปริมาตร 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 เพื่อใชวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนตามวิธีการ
ของ (Bradford, 1976) วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 595 nm โดยใช BSA เปน standard  

 
 3.4.3  การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase  
 
  นํา homogenate ที่สกดัไดจากตัวอยางใบขาว ทําปฏิกิริยากบั 4% ของ 
Laminarin ในอัตราสวนตอปริมาตร (v/v) คอื 65 ไมโครลติร / 65 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําสวน
ผสมทั้งหมด ตมในน้ํารอนพรอมกับเขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
หลังจากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวยการเติม 375 ไมโครลิตร ของ dinitrosalicylic acid และนําไปตมในน้ํา
เดือดนาน 5 นาที จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยง และวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโน
เมตร จากนั้นนําคาที่วิเคราะหจากการดูดกลืนแสงที่ไดมาหาคาโดยใชสมการ standard curve โดย
แสดงคาเปน μg glucose released min−1 mg−1 protein ตามวิธีการดดัแปลงของ (Pan et al., 1991) คือ 
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  คาปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase  
                                                       total protein 
 
 ปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase =  (1.4622 x คาเฉลี่ยของคาการดดูกลืนแสง) + 0.0152   
 Total protein  =  (0.1074 x คาเฉลีย่ของคาการดดูกลนืแสง) + 0.1329   
 
ตารางที่ 1  กรรมวิธีทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคขอบใบแหง 
 และการสงเสริมการเจริญเตบิโตกลาในสภาพเรือนทดลอง 
 

กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี1/ 
1 คลุกเมล็ดดวยแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6  รวมกับพนใบ ทุก 7 วัน รวม 10 ครั้ง  

(7  14  21  28  35  42  49  56  63 และ 70 วันหลังปลูก) 
2 คลุกเมล็ดดวยแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ D10  รวมกับพนใบทุก 7 วัน รวม 10 ครั้ง 

 (7  14  21  28  35  42  49  56  63 และ 70 วันหลังปลูก) 
3 คลุกเมล็ดดวยแบคทีเรีย KPS46 รวมกับพนแบคทีเรีย KPS46 ทุก 7 วัน รวม 10 ครั้ง  

(7  14  21  28  35  42  49  56  63 และ 70 วันหลังปลูก) 
4 คลุกเมล็ดดวยแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6  รวมกับพนใบทุก 15 วัน รวม 6 ครั้ง  

(7 15  30  45  60 และ 75 วันหลังปลูก) 
5 คลุกเมล็ดดวยแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ D10  รวมกับพนใบทุก 15 วัน รวม 6 ครั้ง 

 (7 15  30  45  60 และ 75 วันหลังปลูก) 
6 คลุกเมล็ดดวยแบคทีเรีย KPS46 รวมกับพนแบคทีเรีย KPS46 ทุก 15 วัน รวม 6 ครั้ง  

(7 15  30  45  60 และ 75 วันหลังปลูก) 
7 คลุกเมล็ดดวยสารเคมี copper hydroxide รวมกับการพนทุก 15 วันหลังปลูก 
8 กรรมวิธีควบคุม (negative control); ที่ไมมีการควบคุมโดยวิธีใด ๆ 

1/  =  เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 และ D10 คือ เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุที่ดีที่สุดที่
ผานการคัดแยกและทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคและการสงเสริมการเจริญเติบโตของ
ขาวในหองปฏิบัติการ และ KPS46 คือ Bacillus amyloliquefaciens สายพันธุ KPS46 เชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษที่มีรายงานถึงประสทิธิภาพในการควบคุมโรคพืชหลายชนิด 
 

3.5 การทดสอบคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ และการจําแนกชนิด 
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 จากการคัดเลือกประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคขอบใบ
แหง และการสงเสริมการเจริญเติบโตทั้งในหองปฏิบัติการ และเรือนทดลอง พบวาเชือ้แบคทีเรียที่มี
ประสิทธิภาพดีที่สุดคือ ไอโซเลท XA6 ที่แยกจากดินแปลงนา จึงไดน้ํามาจําแนกชนิดตอไป 
 
 3.5.1 ศึกษาคณุสมบัติการตดิสีแกรมของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ  
  
     เล้ียงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษบนอาหารเลีย้งเชื้อ NGA เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ใช 
loop ปลอดเชื้อแตะโคโลนีเชื้อแบคทีเรียแตละสายพันธุกระจายลงบนแผนกระจกสไลดที่ผานการ
ลนไฟฆาเชื้อและทําลายคราบมันแลวยึด (fixed) เซลลดวยการลนเปลวไฟหาง ๆ 1–2 คร้ัง นําไป
ยอมสีแบบแกรม (Gram’s stain) ดวยสาร crystal violet และ safranin-O ตามวิธีการของ (Schaad, 
1988) โดยที่เซลลแบคทีเรียที่ติดสีมวงของ crystal violet เปนแบคทีเรียแกรมบวก ถาติดสีแดงของ 
safranin -O เปนแบคทีเรียแกรมลบ ยืนยันการทดสอบดวย 3%  
 
 3.5.2 ศึกษาคณุสมบัติทางชวีเคมีบางประการของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
  
  เล้ียงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษบนอาหารเลี้ยงเช้ือ NGA นาน 24-36 ช่ัวโมง นํามา
ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีในการเกิดปฏิกิริยาตาง ๆ ไดแก oxygen relationship, motility, gelatin 
hydrolysis, catalase production, levan formation, starch hydrolysis, growth on potato, citrate 
utilization, oxidase test, lipolytic activity และ tobacco hypersensitive ตามวิธีการดังกลาวมาแลว
ขางตน ในขอที่ 1.4.1 ขอมูลที่ไดนําไปเปรียบเทียบกับขอมูลอางอิงการจําแนกเชื้อแบคทีเรียจาก 
Bergey, s Manual of Determinative Bacteriology 9th edition เพื่อจําแนก (Holt  et al., 2007) 
 
 3.5.3 ทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองแบบเฉียบพลันบนใบยาสูบ 
  
  การทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองแบบเฉียบพลัน โดยเตรยีม suspension ของ
เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่เล้ียงในอาหารเหลว nutrient glucose broth (NGB) นาน 24 ช่ัวโมง ปรับ
ความขุนเชื้อดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชื้อใหมีคา O.D. เทากับ 0.2 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (108 
CFU/มิลลิลิตร) ดวยเครื่อง spectrophotometer ดวยหลอดฉีดยาแบบพลาสติกขนาดเล็ก (1-2 
มิลลิลิตร) ปลอดเชื้อที่ปลดเข็มฉีดยาออก ดูด suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่เตรียมปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ไลฟองอากาศออก กดปลายกระบอกเข็มเพื่อฉีด suspension เชือ้แบคทีเรียปฏิปกษเขาสู
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เนื้อใบดานใตใบของตนยาสบู (N. tabacum cv. Xanti) อายุ 45 วัน อยางชา ๆ ใบยาสูบจะมีลักษณะ
ชุมน้ํา (water soak) หลังจากนั้นประมาณ 30 นาที ใบยาสบูจะกลับสูสภาพปกติ ตรวจดูผลโดยถา
เปนเชื้อสาเหตโุรคจะเกิดอาการตายของเซลลบนใบยาสูบ โดยทําใหเหน็เปนแผลสีน้ําตาลไหมรอบ
บริเวณที่ฉดี suspension เชื้อสาเหตุโรคภายในระยะเวลา 24–48 ช่ัวโมง (Schaad,  1988)  
 
 3.5.4 การจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษโดยการวเิคราะหลําดับเบส Universal 
Primer บริเวณ 16S rRNA โดยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
  
   ทําการจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุดีที่คดัเลือกจากขัน้ตอน
ขางตน โดยใชเทคนิค PCR ดวย Universal Primer บริเวณ 16S rDNA ของเชื้อแบคทีเรียกลุม 
Bacillus sp.ไดแก Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis,  Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus 

pumilus และ  Bacillus atrophaeus โดยใชไพรเมอร Bbub5F (5’-AAGTCGAGCGGACAGATGG-

3’) และ Bbub3R (5’-CCAGTTTCCAATGACCCTCCCC -3’) ที่สามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอไดที่
ขนาด 595 bp โดยการสกัดดเีอ็นเอและนํามาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อจุลินทรียเปาหมาย
ดวยไพรเมอรที่ออกแบบมาจําเพาะแลวเพิม่ปริมาณภายใตปฏิกิริยา PCR ใชปริมาตรรวมในการทํา
ปฏิกิริยา PCR Mixeture เทากับ 25 ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดยปฏิกิริยา
ประกอบดวยดีเอ็นเอของเชือ้เปาหมายปรมิาตร 100 นาโนกรัม 2 ไมโครลิตร ผสมกับ 10X PCR 
buffer 2.5 ไมโครลิตร, dNTP 0.5 ไมโครลิตร, เอ็นไซม Taq DNA polymerase 1 ไมโครลิตร และ
ไพรเมอรอยางละ 1 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรที่เหลือดวยน้ํา ddH2O ใหมีปริมาตรรวมเทากับ 
25 ไมโครลิตร ผสมสารใหเขากันโดยกําหนดอุณหภูมิและเวลาใหมกีารสังเคราะหดีเอน็เอ ดังนี ้
(Wattiau et al.,  2001)  

 อุณหภูม(ิοc) เวลา (นาที) 

1.  แยกสายดีเอ็นเอแมแบบเริ่มตน (initial denaturing) 94 4 
2.  แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturing) 94 1 
3.  ดีเอ็นเอเริ่มตนจับคูกับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) 60 1 
4.  สังเคราะหดีเอ็นเอตอจากดีเอ็นเอเริ่มตน (extension) 72 2 
5.  สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย (final extension) 72 10 
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  ทําปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2-4 เปนปฏิกิริยาลูกโซทั้งหมด 30 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่ 4 องศา
เซลเซียส ดวยเครื่องเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอ Thermal cycle รุน MJ Research PTC-100 
Programmable Thermal Controler ตรวจวเิคราะหขนาดดีเอ็นเอหลังการเพิ่มปริมาณ โดยวิธีอะกา
โรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) ยอมสีเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด (ethidium 
bromide) จากนั้นตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสง ultraviolet 
   
 นําผลที่ไดจากการทําการจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียโดยใชเทคนิค PCR ดวย Universal 
Primer บริเวณ 16S rDNA และเมื่อทําการแยกสกัดแถบ DNA ดังกลาวไปทําการวิเคราะหลําดับนิ
วคลีโอไทด ดวยวิธี Sequence analysis (Biodesign) นิวคลีโอไทดที่วิเคราะหไดเมื่อเปรียบเทียบกับ
นิวคลีโอไทดที่มีในฐานขอมูลโดยโปรแกรม BLAST และจัดกลุมความสัมพันธุของเชื้อแบคทีเรีย
ดวยโปรแกรม phylip phylogenetic tree version 7.0  
 
4 .  การพัฒนาสูตรเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษสายพันธุใหมเปนสูตรสําเร็จชนิดผงเพื่อปรับใชในการ
ควบคุมโรคขอบใบแหงขาว 
 

 4.1 อาหารเพิ่มปริมาณเซลลเชื้อ 
 
  4.1.1 การศึกษาชนิดและองคประกอบอาหาร   
 
   การคัดเลือกชนิดพืชและแหลงของธัญพืชที่คาดวาสามารถใชเปนแหลงของ

สารอาหารที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ไดแก มนัฝร่ัง มันเทศ ปลายขาว รํา
ขาว ฟางขาว แกลบ และกากน้ําตาล ที่สามารถแทนเปนแหลงคารโบไฮเดรต และใหพลังงานตอ
แบคทีเรียได และในสวนของแหลงไนโตรเจนไดแก ถ่ัวชนิดตาง ๆ คือ ถ่ัวขาว ถ่ัวเหลือง ถ่ัวเขียว 
โดยการนําเอาสวนผสมแตละชนิดมาบดใหละเอียดดวยเครื่องบดไฟฟา แลวช่ังน้ําหนักจํานวน 10 
กรัม ตอน้ํา 200 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ที่ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว กรองแยกกากและเก็บสวนที่เปนสารละลายน้ําจากการนึ่งชิน้พืชและถั่วตาง ๆ (น้ําตม
ธัญพืช) ใหเยน็ จากนัน้นําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 ที่เปนสายพันธุคุณภาพที่คัดเลือก
แลวจากวิธีการตาง ๆ ขางตน ที่เล้ียงไวในอาหารเหลว NGB และปรับคาความขุน suspensionที่ 0.2 
O.D. (108 CFU/มิลลิลิตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมลงในน้ําตมธัญพืชดัดแปลงเพื่อเพิ่ม
ปริมาณเชื้อดังกลาวโดยบมเชื้อบนเครื่องเขยานาน 24 ช่ัวโมง ตรวจสอบปริมาณเซลลแบคทีเรียที่
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เจริญในสารอาหารในทกุกรรมวิธีดวยวิธี 10-fold serial dilution และใช micropipette ดูดสาร
แขวนลอยเชื้อที่เล้ียงแลวที่ปริมาตร 10-5 มาทําการ spradplate แลวนับจํานวนประชากรเชื้อที่เจริญ
เปนโคโลนีบนผิวหนาอาหารทดสอบ และคํานวณคาประชากร/ปริมาตรอาหาร 1 มิลลิลิตร ตาม
สูตร colony x 10n x 10 โดย 10n คือ จํานวนยกกําลังที่ทําการเจือจาง  
 
 4.2 การศึกษาอัตราสวน และปจจยัที่เหมาะสมตอการเจริญในการเลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษบนอาหารดัดแปลงสําหรับการนํามาใชในการผลิตสูตรสําเร็จชนิดผง  
   
  4.2.1 การศึกษาอัตราสวนที่เหมาะสมของสวนผสมอาหารเพิ่มปริมาณเซลล 
 
   คัดเลือกตัวแทนน้ําตมพืชและเมล็ดธัญพืชที่มีแนวโนมเพิ่มอัตราการเจริญของ
เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 ที่ดีที่สุด ไดแก น้ําตมมันฝร่ัง กากน้ําตาล และกากถั่วเหลือง 
โดยใชอัตราสวนของกากน้ําตาลตอกากถั่วเหลืองอัตรา 1:1 กรัม (10:10 ในน้ํา 1 ลิตร) โดย
เปรียบเทียบสัดสวน (ชัยสิทธิ์,  2548) ของมันฝร่ังที่สัดสวนเริ่มตนตางกันคือ 100, 150, 200, 250 
และ 300 กรัมในปริมตรน้ํา 1 ลิตร เพื่อหาสัดสวนที่เหมาะสมที่สุดและมีสารอาหาร (C:N) ที่เหมาะ
ตอการเจริญของเชื้อ และสามารถเพิ่มปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไดอยางรวดเรว็ เปรียบเทียบกบั
อาหารดัดแปลง MS (ชัยสิทธิ์, 2548) และอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทัว่ไป NGB โดยอาหารแตละ
ชนิดจะตองผานการฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นนํา suspension เชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษที่เล้ียงในอาหารเหลว เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และปรบัคาความขุนที่ 0.2 O.D.  
600 นาโนเมตร (ทดสอบปริมาณแบคทีเรียดวยการเจือจางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลว plate บน
อาหาร NGA ที่ความเขมขนเทากับ 108 CFU /มิลลิลิตร) เปนเชื้อตั้งตนในอาหารเหลวสูตรเพิ่ม
ปริมาณเซลลที่ดีที่สุด คือ สูตร น้ําตมมันฝร่ัง: กากน้ําตาล : กากถั่วเหลือง อัตราสวนเทากับ 
250:10:10 (กรมั) โดยใช micropipette ดูด suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ใสในอาหารเลีย้งเชื้อ MSP medium (อาหารดัดแปลงจากการใชวัตถุดิบทีเ่หมาะสมจาก
การศึกษาในขอ 4.2.1)  NGB medium, MS medium (ชัยสิทธิ์,  2548) ในฟารสขนาด 500 มิลลิลิตร 
ปริมตรอาหาร 200 มิลลิลิตร ตอชนิดอาหารทดสอบ ตรวจสอบปริมาณเซลลทุกชั่วโมงดวยวิธี plate 
count technique บนอาหาร NGA ตั้งแตชวงเวลา 0-96 ช่ัวโมง  
 

  4.2.3 การศึกษาสภาพการเปนกรด-ดาง ของสูตรอาหารดัดแปลงเพิ่มปรมิาณเซลลที่
เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
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   เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสวนประกอบดวย น้ําตมมันฝร่ัง: กากน้ําตาล : กาก
ถ่ัวเหลือง อัตราสวนเทากับ 250:10:10 (กรัม) และมกีารปรับคากรด-ดาง โดยการใช 1 N HCL และ 
1 N NaOH ปรับ pH เร่ิมตนที่ระดับ 5 6 7 8 9 และ 10 ในอาหารเลี้ยงเชื้อใหมดังกลาว เล้ียงเชื้อบน
เครื่องเขยา 120 รอบ/นาที ในสภาพอุณหภูมิหอง เล้ียงเชื้อนาน 24 ช่ัวโมง ตรวจสอบปริมาณเซลล
ดวยการทํา 10-fold serial dillution ที่ 1016 1018  และ 1020 โดยใชเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเร่ิมตนที่
เล้ียงในอาหาร NGB ปรับคาความขุนของเชื้อที่ 0.2 O.D. 600 นาโนเมตร (ทดสอบปริมาณ
แบคทีเรียดวยการเจือจางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลว plate บนอาหาร NGA ที่ความเขมขนเทากับ 108 

CFU /มิลลิลิตร) 
 
  4.2.4 การศึกษาผลของอัตราเร็วของการเขยาที่สัมพันธกับการกระจายตวัออกซิเจนที่

เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในสูตรอาหารดัดแปลงเพิ่มปริมาณเซลล 
   
   เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสวนประกอบดวย น้ําตมมันฝร่ัง: กากน้ําตาล : กาก

ถ่ัวเหลือง อัตราสวนเทากับ 250:10:10 (กรัม) และมกีารปรับคากรด-ดาง ที่ระดับ 7 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อใหม โดยนําไปเลี้ยงเชื้อที่ระดับความเร็วของการเขยาที่แตกตางกันเริ่มตนที่ 100 120 130 140 
และ 150 รอบตอนาที ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อใหมดังกลาว ระดับละ 500 มิลลิลิตร นาน 24 ช่ัวโมง 
ในสภาพอณุหภูมิหอง โดยใชเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเร่ิมตนที่เล้ียงในอาหาร NGB ปริมาตร 2 
ไมโครลิตรที่ปรับคาความขุนของเชื้อท่ี 0.2 O.D. 600 นาโนเมตร (ทดสอบปริมาณแบคทีเรียดวย
การเจือจางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแลว plate บนอาหาร NGA ที่ความเขมขนเทากับ 108 CFU/
มิลลิลิตร) ตรวจสอบปริมาณเซลลทุกชั่วโมงดวยวิธี plate count technique บนอาหาร NGA 

 
4.3 การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑชนิดผงแบคทีเรียปฏิปกษ  
 

4.3.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
 
  เตรียมเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 เพื่อผสมกับสารพา โดยใช

เขี่ยปลอดเชื้อแตะโคโลนีเดีย่วของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 อายุประมาณ 24 ช่ัวโมง บน
อาหาร NGA ยายลงในอาหาร NGB ประมาณ 5 มิลลิลิตร และเลี้ยงเชือ้ดังกลาวตอโดยบมเชื้อบน
เครื่องเขยา 150 รอบ/นาที นาน 24 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นใช micropipette ดูด cell culture 
ของเชื้อเติมลงไปใน flaste ขนาด 1 ลิตร ที่มีอาหารเพิ่มปริมาณสูตรดัดแปลง 500 มิลลิลิตร หลังจาก
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นั้นนําไปปนเหวีย่งเพื่อตกตะกอนเซลล ที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบ/วินาที เปนเวลา 10 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทิ้งสวนใสและเก็บตะกอนมาทําการละลายดวยน้ํากลั่น และนําไปปรับคา
ความขุนดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ 0.7 O.D. ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ซ่ึงมีประชากร
ของเชื้อที่มีการศึกษา dillusion plate count ที่ 6x1015 CFU /มิลลิลิตร) เพื่อนําไปผสมกับสารพาใน
กระบวนการผลิตสูตรผลิตภัณฑแบคทเีรียปฏิปกษชนิดผง 

 
 4.3.2 การคัดเลือกชนิดของสารพา และอัตราสวนผสมที่เหมาะสม ตอการคงความมี

ชีวิตและประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
  
 ประเมินคุณสมบัติสารพาชนิดตางๆ เพื่อคัดเลือกชนิดที่มีคุณสมบัติในการ
กระจายตัวในน้ํา และเปนทีอ่ยูอาศัยของแบคทีเรียปฏิปกษไดดีคือ ทัลคั่ม โดโลไมด และผง
แคลเซียม (CaCO3) ทั้งแบบเดี่ยว และแบบผสม ตามอัตราสวนแสดงดังตารางที่ 2 ในสวนของอัตรา
น้ําหนกัสารพารวม 90 กรัม และผสม cell suspension เชือ้แบคทีเรียปฏิปกษประมาณ 10 มิลลิลิตร 
นํามาผสมใหเขากันโดยการเขยาถุงพลาสติกเพื่อให cell suspension กระจายตัวในสารพา จากนัน้
นําไปอบลมรอนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง นําผงเชื้อแบงใสถุงพลาสติกประมาณ
ถุงละ 5 กรัม ปดผนึกถุงใหแนนเก็บรักษาในสภาพอณุหภูมิหอง (28-30 °C ±2) ประเมิน
ประสิทธิภาพสูตรผลิตภัณฑ แตละสูตรโดยตรวจสอบความมีชีวิตรอดของประชากรเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษทุกเดอืนโดยวิธี dilution plate บนอาหาร NGA บมเชื้อที่อุณหภูมหิองนาน 24-28 ช่ัวโมง
ติดตอกันนาน 6 เดือน 
 

 ทั้งนี้หลังการผสมสูตรตาง ๆ แลว มีการประเมินประสิทธิภาพการแขวนลอย
และการกระจายตัวสม่ําเสมอในน้ําของสารพาที่ผสมเชื้อปฏิปกษเรียบรอยแลว แตละสูตร โดยการ
นําผงสูตรแตละสูตรอัตรา 1 กรัม เทลงในน้ํากลั่นปลอดเชื้อที่บรรจุหลอดแกว 9 มิลลิลิตร มาจับ
เวลาความสามารถในการแขวนลอยหลังผสมสารพาในน้ําทันที แบงการประเมินออกเปน 5 ระดับ 
โดยการจับเวลาการละลายน้ําของสารพา 5 ระดับ  

 
ระดับที่ 1 สารพากระจายตวัในน้ําสม่ําเสมอ และไมตกตะกอนทนัทีไดภายใน 1-5 นาที 

(ประสิทธิภาพดีที่สุด) 
ระดับที่ 2 สารพาพากระจายตัวแขวนลอยไดภายใน 5-10 นาที และไมตกตะกอน

(ประสิทธิภาพดี) 
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ระดับที ่3 สารพากระจายตวัและแขวนลอยในน้ําไดสม่ําเสมอภายใน 11-30 นาที ไม
ตกตะกอน (ประสิทธิภาพปานกลาง) 

ระดับที ่4 สารพากระจายตวัและแขวนลอยในน้ําไดสม่ําเสมอภายใน 31-60 นาที และไม
ตกตะกอน (ประสิทธิภาพพอใช) 

ระดับที ่5 สารพาไมกระจายตัวแขวนลอยในน้ํา ไมละลายน้ํา เกาะตวักนัเปนกลุมกอนบน
ผิวน้ํา (ต่ํากวามาตรฐาน) 
 
ตารางที่ 2 สูตรสารพาและอัตราสวนผสมสําหรับการพัฒนาสูตรผลิตภัณฑแบคทีเรียปฏิปกษชนดิ 
                 ผง 
 

สารพา1/ อัตราสวน (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/ =  อัตราสวนสารพาที่มีการผสมเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 10 มิลลิลิตร(1x108 CFU/มิลลิลิตร) ตอสาร
พา 90 กรัม 

 
 4.3.3 การคัดเลือกชนิดของสารเสริมประสิทธิภาพ (adjuvant ) และแหลงอาหาร 
(substrate) สําหรับการมีชีวติรอดในสูตรสําเร็จชนิดผง และการผสมสูตร 
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  คัดเลือกชนิดสารอินทรียที่สามารถนํามาใชเพื่อเสริมประสิทธิภาพการมีชีวิต
รอดเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 โดยคัดเลือกกลูโคสเปน adjuvant ของสูตรอาหาร ซ่ึงมี
รายงานถึงประสิทธิการใชกลูโคสในการผลิตสูตรสําเร็จชนิดผงที่มีประสิทธิภาพดี (El-Hassan and 
Gowen,  2006) และ caboxymethyl cellulose (CMC) เปน adjuvant (Jayaraj et al.,  2005) และ
กากน้ําตาล ผสมกับสารพาที่ดีที่สุด (คัดเลือกจากขอ 4.3.2) เพื่อใชในการผสมเปนสูตรสําเร็จชนิดผง  
 
  การผสมสูตร โดยการเตรยีมเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่เล้ียงบนอาหารเพิ่ม
ปริมาณเซลลเขยา 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมหิอง 48 ช่ัวโมง นําไปปนตกตะกอนเซลล ปรับใหมี
ปริมาณเซลลเชื้อ 0.7 O.D.  600 นาโนเมตร (ทดสอบปริมาณแบคทีเรียดวยการเจือจางดวยน้ํากลั่น
นึ่งฆาเชื้อแลว plate บนอาหาร NGA ที่ความเขมขนเทากบั 6x1015 CFU /มิลลิลิตร) ผสมในสูตร ที่
ผานการนึ่งฆาเชื้อ 2 คร้ังแตละครั้งหางกัน 1 วัน อัตราสวนเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 10 มิลลิลิตร
ตอสูตรสําเร็จ 90 กรัม นําไปอบที่ตูอบลมรอนอุณหภูมิ 50°C นาน 3-4 ช่ัวโมง หรือใหมีความชื้น
สัมพัทธ 35-40% นํามาบรรจุถุง ถุงละ 1 กรัม/ถุง เก็บไวที่อุณหภูมิหอง ประเมินความอยูรอดของ
เชื้อของแบคทีเรียปฏิปกษ และคุณภาพสูตรสําเร็จ โดยนบัปริมาณเซลลดวยวิธี plate count 
technique ทุกเดือน 

 
ตารางที่ 3 สูตรผลิตภัณฑเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ สวนประกอบ และอัตราสวนที่เหมาะสม 
 
สูตร สวนประกอบ อัตราสวน 
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 การทดสอบคุณสมบัติของสูตรสําเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 

ทางดานการละลายน้ําของสตูร ในสภาพหองปฏิบัติการ 
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 ทดสอบคุณสมบัติของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 
ทางดานการละลายน้ํา โดยการนําแตละสูตรมาจับเวลาความสามารถในการละลายน้ําหลังผสมใน
น้ําทันที แบงการประเมินออกเปน 5 ระดับ (วิธีการเชนเดยีวกับในขอ 4.3.2) 

 
 4.4 การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษพันธุ XA6 ในการ
สงเสริมการเจริญเติบโตและการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงในสภาพเรือนทดลอง 
 
  4.4.1 การเตรียมตนขาว 
 
  นําเมล็ดขาวพนัธุขาวดอกมะลิ 105 ฆาเชื้อที่ผิวโดยแชใน clorox 10 % นาน 5 
นาที แลวลางตามดวยน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อ 3 คร้ัง นําเมล็ดขาวแชในน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อนาน 1 คืน และ
คลุมผาขาวบางใหความรอนเพื่อใหเมล็ดงอก หลังจากนัน้นําเมล็ดขาวงอกไปคลุกดวยผงสูตร
ผลิตภัณฑที่ดทีี่สุดในทุกตวัช้ีวัดจากการศกึษาขางตนตามกรรมวิธี (ตารางที่ 4) โดยปลูกขาวในการ
ถางขนาด  8x12 นิ้ว ที่บรรจดุินที่ผานการฆาเชื้อเรียบรอยแลว กระถางละ 2 กิโลกรัม จํานวน 100 
เมล็ดตอกระถาง โดยการทดลองนี้ประกอบดวย 5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 3 ซํ้า รวมกับการพนใบขาว
ที่อายุ 7 14 30 45 60 และ 75 วันหลังปลูก ตรวจสอบผลการทดลองอัตราการเจริญเติบโตที่อายุ 45 
วัน ทางดานความสูงตน ความยาวราก น้ําหนักสด เปรียบเทียบกับคลกุเมล็ดรวมกบัพนใบดวยสูตร
สําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ KPS46 – ISR-B, กรรมวิธีใชสารเคมี copper hydroxide และน้ํา
กล่ันนึ่งฆาเชื้อ 
 
 4.4.2. การเตรียมสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษชนิดผง 
 
  นําสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษชนิดผง ที่อายุการเก็บรักษาในสภาพ
อุณหภูมิหองนาน 6 เดือน ละลายน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อโดยใชอัตราสวนผงผลิตภัณฑ/คลุกเมล็ดขาว
อัตรา 1 กรัม ตอเมล็ดขาว 1 กิโลกรัม รวมกับการพนใบขาวโดยใชสารละลายสูตรผลิตภัณฑเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษตอน้ํากรอง อัตราสวน 20 กรัมตอน้ํา 15-20 ลิตร และผสมสารจับใบอัตรา 10 
มิลลิลิตรในการพนใบอัตรากระถางละ 20 มิลลิลิตร ทั้งนี้การพนเชื้อทางใบจะพนรวม 6 คร้ังตลอด
การทดลอง คือ ที่อายุขาว 7  15  30  45  60  และ 75 วันหลังปลูก เปรียบเทียบกับการใชเชื้อสด 
สารเคมี copper hydroxide และสูตรการคา ISR-B (B. amyloliquefaciens KPS46)  
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 4.4.3 การเตรียมเชื้อสาเหตุโรคและการปลูกเชื้อ 
  
  เล้ียงเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงบนอาหาร NGA นาน 
24 ช่ัวโมงแลวยายโคโลนีเดีย่วลงเล้ียงตอในอาหาร NGB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเครื่อง
เขยา 120 รอบ/นาที นาน 24ช่ัวโมง ปรับคาความขุนของเซลลดวยน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื่อทีค่วามยาวคลื่น 
0.2 O.D. 600 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer และนําไปพนตนขาวทดสอบโดยการพน 
suspension เชือ้ลงบนตนขาวอายุ 31 วันหลังปลูก (หลังพนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษคร้ังที่ 3 (30 วัน) 
24 ช่ัวโมง) โดยพนใชอัตรา 20 มิลลิลิตร/กระถาง 

 
 ประเมินอัตราการเจริญเติบโตของขาวทางดานความสูงตน ความยาวราก และ

น้ําหนกัสด ที่อายุ 45 วันหลังปลูก และอัตราการเกิดโรค การลดการเกดิโรค ความรุนแรงในการเกิด
โรค 7 วัน หลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาว 

 
ตารางที่ 4 กรรมวิธีการคลุกเมล็ดรวมกับการพนใบขาวดวยสูตรสําเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ   

  ชนิดผง 
 

กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี1/ 
1 คลุกเมล็ดรวมกับพนใบดวย cell suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 อัตราเชื้อ 10 

มิลลิลิตร/เมล็ดขาว 1 กิโลกรัม รวมกับพนใบ 6 ครั้ง ที่อายุ 7  15  30  45  60  และ 75 วัน
หลังปลูก ปริมาตร 20 มิลลิลิตรตอกระถาง 

2 คลุกเมล็ดรวมกับพนใบดวยสูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 สูตร1 ประกอบ
ดวยทัลคั่ม ผงแปงแคลเซียม CaCO3 CMC กลูโคส อัตรา 60:30:8:2 อัตราเชื้อ 1 กรัม/
เมล็ดขาว 1 กิโลกรัม รวมกับพนใบ 6 ครั้ง ที่อายุ 7  15  30  45  60  และ 75 วันหลังปลูก 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตรตอกระถาง 

3 คลุกเมล็ดรวมกับพนใบดวยสูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ KPS46–ISR-B อัตรา
เชื้อ 1 กรัม/เมล็ดขาว 1 กิโลกรัม รวมกับพนใบ 6 ครั้ง ที่อายุ 7  15  30  45  60  และ 75 
วันหลังปลูก ปริมาตร 20 มิลลิลิตรตอกระถาง 

4 กรรมวิธีใชสารเคมี (คลุกเมล็ดรวมกับพนใบดวย copper hydroxide) อัตรา 20 กรัม/น้ํา 
20 ลิตร  

5 กรรมวิธีควบคุม (คลุกเมล็ด และพนใบดวยน้ําเปลานึ่งฆาเชื้อ) 
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5.  การประยุกตใชสตูรผลิตภัณฑแบคทีเรียชนดิผงในสภาพไรนา 
 
 5.1 วางแผนการทดลองแบบ randomized complete block design (RCBD) บนเนื้อทีแ่ปลงนา
ขนาด 4 ไร ประกอบดวย 4 กรรมวิธี กรรมวธีิละ 3 ซํ้า (ตารางที่ 5) ณ ตําบลบานพราน อําเภอแสวงหา 
จังหวดัอางทอง ระหวางเดือน มีนาคม-มิถุนายน พ.ศ. 2553 โดยการทํานาแบบนาหวานน้ําตม 
แตละซ้ํามีพื้นที่ 400x500 ตารางเมตร เตรียมดินโดยการไถแปลดิน 1 คร้ัง ทิ้งไวนาน 1 สัปดาห และไถ
ดะอีก 2 คร้ัง เพื่อทําเทือก หลังจากนั้นใชพลาสติกสีดําขนาดกวาง 1 เมตร กั้นแปลงนาเปนบล็อกยอย 
ฉีดพนสารเคมีคุมวัชพืชกอนงอก 1 คร้ัง (10 ซีซี: น้ํา 1ลิตร) การใหน้ําและใหปุยใชตามวิธีการของ
เกษตรกร ทําการทดสอบในสภาพไร โดยใชกรรมวิธี โดยใชขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 เปนพันธุ
ทดลอง ทําการทดลอง  
 
  5.1.1 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษที่ผลิตเปนสูตรสําเร็จชนิดผง
ในการสงเสริมการเจริญเตบิโตของขาวในสภาพไร  
   
   นําเมล็ดขาวพนัธุขาวดอกมะลิ105 แชน้ํานาน 1 คืน โดยแบงเมล็ดขาวสําหรับ
หวานในแปลงทดลองรวม 180 กิโลกรัม โดยแบงไรละ 45 กิโลกรัม (3 ถัง) และตั้งทิง้ไวใหเมล็ด
ขาวงอกหลังจากนั้นคลุกเมลด็ขาวตามกรรมวิธีตาง ๆ (ตารางที่ 5) โดยใชอัตราการคลุกเมล็ดของ
ผลิตภัณฑ 15 กรัม ตอขาว 1 ถัง (15 กิโลกรัม) ตั้งทิ้งไว 10 นาที นําขาวไปหวานในแปลงนาที่ผาน
การทําเทือกไวเรียบรอยแลวโดยใชเครื่องหวานลม จากนั้นรอจนเมลด็ขาวงอกจึงทาํการพนเชื้อซํ้า
อีก 6 คร้ัง ที่อายุ 7  15  30  45  60  และ 75 วันหลังปลูก ใชปริมาตรผงผลิตภัณฑ 20 กรัม ตอน้ํา 20 
ลิตร และเติมสารจับใบปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อชวยในการจับยดึติดใบขาวมากขึน้ตามรายละเอียด
ในตารางที่ 4 และปลูกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงที่อายุขาว 31 วันหลังปลูก (หลังพนสูตรผลิตภัณฑ
แบคทีเรียปฏิปกษคร้ังที่ 3 ที่ 30 วันหลังปลูก) ประเมินอัตราการเจริญเติบโตทางดานความสูงตน 
ความยาวราก น้ําหนกัสด และอัตราการการแตกกอ ที่อายุขาว 45 วันหลังปลูก (ระยะที่มกีาร
เจริญเติบโตเตม็ที่) และปริมาณผลผลิตขาวหลังการเก็บเกีย่ว เปรยีบเทียบกับกรรมวิธีที่ใชสารเคมี 
copper hydroxide  ผลิตภัณฑ ISR-B  และกรรมวิธีควบคุมที่ไมมีการใช ทั้งนี้มีการประเมินการเกิด
โรค การลดลงของการเกิดโรค ที่อายุ 7 วันหลังปลูกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง โดยใชเกณฑตาม
รายละเอียดในขอ 3.4.2  
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 5.2 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษที่ผลิตเปนสูตรสําเร็จชนิดผงในการ
ควบคุมโรคและความสัมพนัธของการสะสมเอนไซม β-1,3-glucanase ในสภาพไร 
 
 วางแผนการทดลอง วิธีการเตรียมแปลงนา และกรรมวิธีดงัตารางที่ 4 เชนเดียวกับในขอ 
5.1 โดยแบงการทดลองออกเปน 2 ชุด ไดแก ชุดที่ 1 เปนชุดที่มีการปลูกเชื้อ และชุดที่ 2 เปนชุดที่ไมมี
การปลูกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงขาว โดยชุดที่ 1 เก็บตวัอยางใบขาวทีอ่ายุ 30, 31, 32, 33, 34, 35 
และ 36 วันหลังปลูก และปลูกเชื้อในวันที่ 31 วันหลังปลูก เพื่อมาตรวจการสะสมเอนไซม β-1,3-
glucanase ในตนขาวโดยใบขาวที่เก็บจะตองตัดมา 10 กรัม และเก็บในกลองที่บรรจุน้ําแข็งหรือ
น้ําแข็งแหงทนัทีเพื่อหยุดปฏิกิริยา และประเมินการเกิดโรคและการลดลงของการเกดิโรค 7 วันปลูก
เชื้อสาเหตุโรค วิธีการดังรายละเอียดในขอที่ 3.4.2  
 

 5.2.1 การสกัดโปรตีนรวมของขาว  
 
  นําตัวอยางใบขาวที่สุมเก็บแตละระยะปริมาตร 0.1 กรัม นําตัวอยางมาบดใน 

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 ดวย micropipette เพื่อใชโดยวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976) 
วัดคาการดดูกลืนแสงที่ 595 nm โดยใช BSA เปน standard 
 
 5.2.2 การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase 
  
  นํา homogenate ที่สกดัไดจากตัวอยางใบขาว ทําปฏิกิริยากบั 4% ของ 
Laminarin ในอัตราสวนตอปริมาตร (v/v) คอื 65 ไมโครลติร/65 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําสวน
ผสมทั้งหมด ตมในน้ํารอนพรอมกับเขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
หลังจากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวยการเติม dinitrosalicylic acid 375 ไมโครลิตร และนําไปตมในน้ําเดือด
นาน 5 นาที จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงแบงแยกตะกอน และนําสวนใสที่ไดมา วัดคาการดูดกลืนแสง
ดวยเคร่ือง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร จากนั้นนําคาที่วิเคราะหจากการ
ดูดกลืนแสงที่ไดมาหาคาโดยใชสมการ standard curve โดยแสดงคาเปน μg glucose released min−1 
mg−1 protein ตามวิธีการของ (Pan et al., 1991) 
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  คาปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase  
                                                       total protein 
 
ปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase =  (1.4622 x คาเฉลี่ยของคาการดดูกลืนแสง) + 0.0152   
Total protein  =  (0.1074 x คาเฉลีย่ของคาการดดูกลนืแสง) + 0.1329   
 
ตารางที่ 5 กรรมวิธีทดสอบประสิทธิภาพทางดานการยบัยั้งเชื้อสาเหตโุรคขอบใบแหงและการ  
                 สงเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรียปฏิปกษสูตรสําเร็จชนิดผงในสภาพไร 
 
กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี 

1 คลุกเมล็ดดวยสูตรผลิตภัณฑ Formula1XA6 (ทัลคั่ม ผงแปง CaCO3 CMC กลูโคส อัตรา 
60:30:8:2) รวมกับพนใบ 6 คร้ัง (7  15  30  45  60 และ 75 วันหลังปลูก) 

2 คลุกเมล็ดดวยสูตร ISR-B รวมกับพนใบ 6 คร้ัง (7  15  30  45  60 และ 75 วันหลังปลูก) 
3 กรรมวิธีคลุกเมล็ดดวย copper hydroxide รวมกับการพนใบทุก 15 วนัหลังปลูก 
4 กรรมวิธีควบคมุ (control negative); ที่ไมมกีารควบคุมโดยวิธีใด ๆ 
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ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 
1.  สายพันธุเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแหง 

 
1.1 สายพันธุเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากใบขาวที่เปนโรค 

 
 จากการเก็บตัวอยางใบขาวทีแ่สดงอาการโรคขอบใบแหงจากแหลงปลูกขาวที่สําคัญ
ของประเทศรวมทั้งหมด 9 จังหวดั คือ สุพรรณบุรี อางทอง ชัยนาท ปทุมธานี สมุทรปราการ 
นนทบุรี พระนครศรีอยุธยา สระบุรี และนครศรีธรรมราช สามารถเก็บรวบรวมสายพันธุเชื้อที่มี
แนวโนมเปนเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวไดทั้งหมด 230 
ไอโซเลท จากโคโลนีเชื้อสาเหตุไดรวม 336 ไอโซเลท (รายละเอียดในขอ 1.2) ทั้งนี้ไดบันทึกขอมูล 
พันธุขาว ปที่เก็บ สถานที่ และลักษณะอาการ ความรุนแรงของตัวอยางขาวเปนโรคไวในตารางที่ 6  
โดยจัดแบงตามระดับความรนุแรงโรคภายใตเกณฑของ IRRI (1980) ซ่ึงแบงออกเปน 4 ระดับ 
ไดแก ระดับ A ถึง D โดยระดับ A = การปรากฏพื้นที่ใบขาวเปนโรคเฉลี่ยเทากับ 1-5 เปอรเซ็นต
ของพื้นที่ใบทัง้หมด จึงจัดวาเชื้อโรคในกลุมนี้เปนกลุมเชือ้สายพันธุออนแอ, B = การปรากฏพื้นที่
ใบขาวเปนโรคเฉลี่ยเทากับ 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด เชื้อโรคในกลุมนี้จดัเปนเชื้อสาย
พันธุคอนขางออนแอ, C =  การปรากฏพื้นที่ใบขาวเปนโรคเฉลี่ยเทากับ 13-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่
ใบทั้งหมด จึงจัดเชื้อโรคในกลุมนี้เปนเชื้อสายพันธุคอนขางรุนแรง และ D = การปรากฏพื้นที่ใบ
ขาวเปนโรคเฉลี่ยเทากับ 26-50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทัง้หมด ขึ้นไป จัดเปนกลุมเชือ้สายพันธุ
รุนแรง และไดรับความอนุเคราะหเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สายพันธุ TB0037 สาเหตุโรคขอบใบ
แหงของขาวเพื่อใชเปน type strain จากคณุณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกุล กลุมงานบักเตรวีิทยา กรม
วิชาการเกษตร จํานวน 1 สายพันธุ รวมเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงที่ใชศึกษา
ในครั้งนี้เทากบั 231 สายพันธุ (ตารางที่ 7) โดยรายละเอยีดขอมูลการแยกเชื้อ ลักษณะความแตกตาง
ของโคโลนี ความรุนแรง และผลการศึกษาคุณสมบัติขางตน และการจําแนกชนิดจะไดกลาวใน
หัวขอตอไป  
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ตารางที่ 6 สายพันธุเชื้อแบคทีเรียที่มีแนวโนมเปน Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบ
 ใบแหงของขาวและเชื้อแบคทีเรียที่เกีย่วของที่ไดจากการแยกและรวบรวมในการศึกษา 
 
สายพันธุ 
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ สถานที่ ลักษณะอาการ 
ท่ีเก็บ1/ 

หมายเลข
จัดเก็บ 

X001 ปทุมธานี1 2550 อางทอง A 1 
X0012 ปทุมธานี1 2550 อางทอง D 2 
X0012-1 ปทุมธานี1 2550 อางทอง A 3 
X0013x ปทุมธานี1 2550 อางทอง B 4 
X0014 ปทุมธานี1 2550 อางทอง C 5 
X0015x ปทุมธานี1 2550 อางทอง C 6 
X0016 ปทุมธานี1 2550 อางทอง B 7 
X0017 พิษณุโลก60 2550 อางทอง C 8 
X0019 พิษณุโลก60 2550 อางทอง D 9 
X00S พิษณุโลก60 2550 อางทอง B 10 
X00S001 พิษณุโลก60 2550 อางทอง B 11 
X00S31 พิษณุโลก60 2550 อางทอง 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 
 



48 
 

ตารางที่ 6  (ตอ) 
 

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

 
 

พันธุขาว 

 
 

ปท่ีเก็บ 

 
 

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  (ตอ) 
 

    

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ 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 
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ตารางที่ 6  (ตอ) 
 

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ 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  (ตอ) 
 

    

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ 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  (ตอ) 
 

    

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ 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 อางทอง D 140 
AR7 ปทุมธานี60 2551 อางทอง C 141 
AR9 ปทุมธานี60 2551 อางทอง A 142 
AR9-1 ปทุมธานี60 2551 อางทอง A 143 
AR9-2 ปทุมธานี60 2551 อางทอง C 144 
AR19    ปทุมธานี60 2551 อางทอง B 145 
AR003 ปทุมธานี60 2551 อางทอง C 146 
AR004 ปทุมธานี60 2551 อางทอง C 147 
AR201 ปทุมธานี60 2551 อางทอง A 148 
AR202 ปทุมธานี60 2551 อางทอง D 149 
AR203 ปทุมธานี60 2551 อางทอง A 150 
AR204 ปทุมธานี60 2551 อางทอง C 151 
AR205 ปทุมธานี60 2551 อางทอง C 152 
AR206 ปทุมธานี60 2551 อางทอง B 153 
AR208 ปทุมธานี60 2551 อางทอง A 154 
AR209 ปทุมธานี60 2551 อางทอง C 155 
AR210 ปทุมธานี60 2551 อางทอง B 156 
AR215 ปทุมธานี60 2551 อางทอง A 157 
AR218 พิษณุโลก90 2551 อางทอง A 158 
AR219 พิษณุโลก90 2551 อางทอง B 159 
AR220 พิษณุโลก90 2551 อางทอง A 160 
AR221 พิษณุโลก90 2551 อางทอง C 161 
AR223 พิษณุโลก90 2551 อางทอง A 162 
AR224 พิษณุโลก90 2551 อางทอง C 163 



53 
 

ตารางที่ 6  (ตอ) 
 

    

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ สถานที่ ลักษณะอาการ 
ท่ีเก็บ1/ 

หมายเลข
จัดเก็บ 

AR226 พิษณุโลก90 2551 อางทอง C 164 
AR227-1 พิษณุโลก90 2551 อางทอง C 165 
AR229 หอมปทุม60 2551 อางทอง C 166 
AR230 หอมปทุม60 2551 อางทอง D 167 
AR517 หอมปทุม60 2551 อางทอง A 168 
AR522 หอมปทุม60 2551 อางทอง B 169 
AR601 หอมปทุม60 2551 อางทอง D 170 
AR627 หอมปทุม60 2551 อางทอง B 171 
AR631 หอมปทุม60 2551 อางทอง C 172 
AR708 หอมปทุม60 2551 อางทอง A 173 
AR719 หอมปทุม60 2551 อางทอง 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  (ตอ) 
 

    

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ 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 
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1/ เกณฑการจัดแบงระดับความรุนแรงโรคขอบใบแหง (IRRI, 1980)  
A = กอใหเกดิโรครุนแรงเทากับ 1-5 เปอรเซ็นตของพื้นทีใ่บ = กลุมเชื้อสายพันธุออนแอ  
B = กอใหเกดิโรครุนแรงเทากบั 6-12 เปอรเซน็ตของพืน้ที่ใบ = กลุมเชือ้สายพนัธุคอนขางออนแอ 
C =  กอใหเกดิโรครุนแรงเทากับ 13-25 เปอรเซ็นตของพืน้ทีใ่บ = กลุมเชื้อสายพนัธุคอนขางรุนแรง  
D = กอใหเกดิโรครุนแรงเทากับ 26-50 % ของพื้นที่ใบขึ้นไป = กลุมเชื้อสายพันธุรุนแรง 

2/ เชื้อ X. oryzae pv. oryzae สายพันธุ TB0037 และเชื้อ X. oryzae pv. oryzicola สายพันธุ TS8208 
สาเหตุโรคใบขีดโปรงแสง ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจากกลุมงานบักเตรีวิทยา กรมวิชาการเกษตร 
เพื่อใชเปนเชื้อสายพันธุอางอิง (type strain) และสายพนัธุใกลชิดในการศึกษา   3/ เชื้อ Acidovorax 
avenae subsp. avenae สายพันธุ Aaa9 สาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพด ซ่ึงไดรับความอนุเคราะห
หองปฏิบัติการแบคทีเรีย ภาควิชาโรคพืช มก. เพื่อใชเปนสายพันธุเปรยีบเทียบตางกลุม  
 

ตารางที่ 6  (ตอ) 
 

    

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

พันธุขาว ปท่ีเก็บ 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 การแยกเชือ้สาเหตุโรคขอบใบแหง  
         

การแยกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวจากตัวอยางใบที่เก็บรวบรวมไดจากแปลง
ปลูกขาวตาง ๆ พบวาสามารถแยกเชื้อทีแ่ยกไดจากใบขาวเปนโรค และ bacterial ooze (ภาพที่ 2ก 
และ 2ข) จํานวนรวม 336 สายพันธุ โดยมีลักษณะโคโลนีสีเหลืองซีด กลม นูน เปนมันวาว เยิ้ม บน
อาหาร nutrient glucose agar (NGA) เปนหลักซึ่งมีแนวโนมเปนเชื้อ X. oryzae pv. oryzae หลังจาก
นั้นทําการแยกเชื้อทั้งหมดใหบริสุทธิ์อีกครั้งดวยวิธี cross streak บนอาหาร NGA และเลี้ยงเชื้อใน
หลอดอาหาร ชนิดเอียงและ reisolated เชื้อแบคทีเรียทุก 7 วัน เพื่อใชในการทดสอบขั้นตอไป และ
เก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียในอาหาร glycerol 50 เปอรเซ็นต ในตู -20 องศาเซลเซียส เพื่อการศึกษา
คุณสมบัติการเปนเชื้อโรคระยะยาวตอไป  

 
1.3 การศึกษาคณุสมบัติขั้นตนบางประการเพื่อจําแนกเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุ

โรคขอบใบแหงขาว 
 

1.3.1  การตรวจสอบลักษณะโคโลนีและการทดสอบแกรม โดยการเลีย้งเชือ้
แบคทีเรียที่คาดวาเปนเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวจํานวน 336 สายพันธุ บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
NGA คัดเลือกเฉพาะโคโลนีของเชื้อที่มีลักษณะสีเหลืองซีด กลม นูน ขอบเรียบ เปนมันวาว (ภาพที่ 
2ค) แยกใหไดเชื้อบริสุทธิ์ และทดสอบคุณสมบัติการติดสีแกรม พบวาเชื้อแบคทีเรียที่แยกได
จํานวน 230 สายพันธุ จากทัง้หมด 336 ไอโซเลท เปนแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative) ติดสีแดง
ของ safranin-o และยนืยันผลอีกครั้งดวยการทดสอบดวย 3% KOH พบวาเชื้อแบคทเีรียทั้ง 230 สาย
พันธุ มีลักษณะเหนียว หนืด ยืดติดลูป (loop) ขึ้นมาเหน็ไดชัดเจน แสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรียทั้ง 
230 สายพันธุ นี้เปนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ ตามวิธีการของ Schaad (1988) 

 
1.3.2   การทดสอบความสามารถในการเกิดปฏกิิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลัน

บนใบยาสูบ (HR) ของเชื้อที่คาดวาเปนเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง จํานวน 230 สายพันธุ และเชื้อ
สายพันธุอางอิง 1 สายพันธุ รวมทั้งส้ิน 231 สายพันธุ พบวาเชื้อแบคทเีรียทุกสายพนัธุสามารถชักนํา
ใหเกิดปฏิกิริยา HR บนใบยาสูบ โดยมีลักษณะอาการตายของเซลลบนใบยาสูบซึ่งสามารถ
สังเกตเห็นเปนแผลสีน้ําตาลไหมชัดเจนรอบบริเวณที่ฉดี suspension เชื้อแบคทีเรียแตละสายพันธุ
ภายในระยะเวลา 24-48 ช่ัวโมง (ภาพที่ 2ง) แสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรียทั้ง 231 สายพันธุ เปนเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 
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    1.3.3 การทดสอบความรุนแรงในการกอใหเกิดโรคกับตนขาวในสภาพเรือนทดลอง
ผลการทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรคบนขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ซ่ึงจัดเปนพันธุ
ออนแอ เมื่อขาวอายุ 45 วันหลังปลูก ดวยวิธีการตัดปลายใบ (clipping method) ตามวธีิการของ 
Shanti et al. (2001 ) พบวาแบคทีเรียทุกสายพันธุ (231 ไอโซเลท) ทําใหเกิดโรคขอบใบแหงบนขาว
ไดแตกตางกนัภายในระยะเวลา 3-14 วันหลังปลูกเชื้อ และเมื่อวัดขนาดความยาวของบาดแผลที่
เกิดขึ้นจากเชื้อ X. oryzae pv. oryzae แตละสายพันธุ สามารถจัดแบงระดับความรุนแรงของโรคตาม
เกณฑที่ดัดแปลงจาก SES ของ IRRI (1980) ได 4 ระดับคือ ระดับ A ถึง D โดยที่ระดบั A 
ประกอบดวยเชื้อ X. oryzae pv. oryzae จํานวน 53 สายพนัธุ กอใหเกิดอาการโรครุนแรงเทากับ 1-5 
เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จัดเปนกลุมเชื้อสายพันธุออนแอ ระดับ B หมายถึง กลุมของเชื้อ X. 
oryzae pv. oryzae ที่สามารถกอใหเกิดโรครุนแรงเทากับ 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด 
จัดเปนกลุมเชือ้สายพันธุคอนขางออนแอ ซ่ึงมีสมาชิกจํานวน 28 สายพนัธุ ระดับ C ประกอบดวย
เชื้อ X. oryzae pv. oryzae จํานวน 120 สายพันธุ สามารถกอใหเกิดอาการโรครุนแรงเทากับ 13-25 
เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จัดเปนกลุมเชื้อสายพันธุคอนขางรุนแรงและจัดเปนประชากรเชื้อ
โรคที่มีสมาชิกมากที่สุดสําหรับการศึกษาในครั้งนี ้และระดับอาการ D หมายถึง กลุมของเชื้อ X. 
oryzae pv. oryzae ที่สามารถกอใหเกิดโรครุนแรงเทากับ 26-50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมดขึ้น
ไป จัดเปนกลุมเชื้อสายพันธุรุนแรง มีสมาชิกจํานวน 30 สายพันธุ (ตารางที่ 7 และ ภาพที่ 3) ทั้งนี้
พบวา ระดับความรุนแรงของสายพันธุเชื้อตางๆ มีการกระจายตัวแบบทัว่ไปไมจําเพาะเจาะจงหรือ
สัมพันธกับพืน้ที่ปลูกที่แตกตางกัน 
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ตารางที่ 7 ระดับความรุนแรงของสายพันธุเชื้อ Xanthomonas oryzar pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบ
แหงของขาวในสภาพเรือนทดลอง 

 
ระดับความ
รุนแรงโรค1/ 

สายพันธุเชื้อแบคทีเรีย2/ 

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/  เกณฑการจดัแบงระดับความรุนแรงโรคขอบใบแหง (IRRI, 1980) รายละเอียดแสดงในตารางที่ 6 
2/ รหัสสายพันธุเชื้อตามตารางที่ 6  
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ภาพที่ 2 ลักษณะอาการโรคขอบใบแหงบนใบขาว (ก) และ bacterial ooze ของเชื้อโรคขอบใบแหง 
(ข) ลักษณะโคโลนีสีเหลือง กลม นูน ขอบเรียบเปนมนั เยิ้ม ของเชื้อ Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae บนอาหารเลี้ยงเชือ้ NGA (ค)  ปฏิกิริยาการตอบสนองอยางเฉียบพลันตอเชื้อ 

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

 

 

 

 

 

 

ก  ค

ง

ข ง 
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ภาพที่ 3  ลักษณะอาการโรคขอบใบแหงของขาวที่เกิดจากเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae  

โดยแบงตามระดับความรนุแรงในการกอใหเกิดโรคบนขาวพันธุขาวหอมมะล1ิ05 ตาม
เกณฑของ IRRI (1980) โดย A =  เชื้อแบคทีเรียสายพันธุที่สามารถกอใหเกิดโรคเทากบั 
1-5 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จดัเปนกลุมเชื้อสายพันธุออนแอ (ก) B =  เชื้อ
แบคทีเรียสายพันธุที่สามารถกอใหเกิดโรคเทากับ 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด 
จัดเปนกลุมเชือ้สายพันธุคอนขางออนแอ (ข) C = เชื้อแบคทีเรียสายพนัธุที่สามารถ
กอใหเกิดโรคเทากับ 13-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จัดเปนกลุมเชื้อสายพันธุ
คอนขางรุนแรง (ค) และ D = เชื้อแบคทีเรียสายพันธุที่สามารถกอใหเกดิโรคเทากับ 26-50 
เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมดขึ้นไป จดัเปนกลุมเชื้อสายพันธุรุนแรง (ง) 

 
 
 
 
 
 
 

ก 
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 1.4 การจําแนกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาว 
 

 การจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวโดยโดยการศึกษา
คุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการ พบวาเชือ้แบคทีเรียทั้ง 231 สายพันธุ สามารถเคลื่อนที่ได 
(motility) ตองการใชออกซิเจน เกดิปฏิกิริยา citrate utilization โดยการเปลี่ยนอาหารทดสอบสีเขียว
เปนสีน้ําเงินชดัเจน ไมเกดิปฏิกิริยา catalase ไมสามารถยอยแปงในอาหารได และไมสามารถยอย
มันฝร่ังได สามารถผลิตกรดจากน้ําตาล glucose, fructose และ galactose ขณะเดยีวกนัไมพบการ
ผลิตกรดในน้ําตาล ribose, maltose, และ lactose ซ่ึงมีคุณสมบัติตรงกับเชื้อ X. oryzae pv. oryzae 
สายพันธุอางอิงในหนังสือ Bergey manual of Determinative Bacteriology 9th edition (Holt et al., 
1994) จึงยนืยนัวาเชื้อแบคทเีรียทั้ง 231 สายพันธุ เปนเชือ้ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบ
แหงของขาว (ตารางที่ 8)  

 
ตารางที่ 8  การจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวโดยโดยการศึกษา 
              คุณสมบัติทางชีวเคมบีางประการ 

1/ =  สายพันธุเช้ือทดสอบ 230 ไอโซเลท   

2/  =  สายพันธุเปรียบเทียบซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจากกลุมงานบักเตรีวิทยา 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 โดยการใชไพรเมอรจําเพาะ
บริเวณ 16S rDNA โดยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR)  
  

จากการสกัดดเีอ็นเอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ทั้ง 230 สายพันธุ ทีแ่ยกไดจาก
การศึกษาครั้งนี้และผานการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการและความสามารถในการ
กอใหเกิดโรคในสภาพเรือนทดลอง ดวยวธีิ minipreparation ตามวิธีการของ Chen and Kuo (1993) 
และนําดเีอ็นเอที่สกัดไดมาตรวจสอบดวยไพรเมอรที่ออกแบบจําเพาะกับบริเวณ 16S rDNA โดยวธีิ 
PCR เปรียบเทยีบกับสายพนัธุเปรียบเทียบ (types strain) X. oryzae pv. oryzae สายพันธุ TB0037 
พบแถบลายพมิพดีเอ็นเอขนาด 495 bp ในเชื้อแบคทีเรียทกุสายพันธุที่แยกได (230 สายพันธุ) โดย
เปนตัวแทนของแตละที่ทดสอบความรุนแรงของโรคกลุมที่ A-D ไอโซเลท Xoo13-x, ISO1, 
NI0030, Xoo1, Xoo17, CH017, Xoo19, KT24, AR9, และ AR208 ตามลําดับ รวมทั้งสายพันธุ 
TB0037 (ภาพที่ 4) จึงสามารถสรุปไดวาเชือ้แบคทีเรียจํานวน 230 สายพันธุ ที่แยกไดจากใบขาวที่
แสดงอาการโรค จัดเปนเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวอยางชัดเจน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 4  แถบดีเอ็นเอขนาด 495 bp จากการตรวจสอบชนิดเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

ดวยไพรเมอร XOR-F และ XOR-R ซ่ึงออกแบบมาจําเพาะกับบริเวณ 16S rDNA โดยจะ
พบในเชื้อเปาหมายทุกสายพันธุ โดยตําแหนงที่ 1-11 คือ เชื้อสายพันธุ TB0037,และ
ตัวแทนจากแตละกลุม A-D ตามลําดับ Xoo13-x, ISO1, NI0030, Xoo1, Xoo17, CH017, 
Xoo19, KT24, AR9, และ AR208 ตามลําดับ โดยใช 100 bp DNA marker (ตําแหนง M)  

 
 

 1           2          3         4          5         6          7          8        9        10         11       

  
M 

  500 bp  495 bp 
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2.  การศึกษาความแตกตางทางพนัธุกรรมของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae โดยใชเทคนคิ  rep-PCR 
  
 การวิเคราะห dendrogram จากไพรเมอร BOX ERIC และ REP เมื่อทําการสกัดดีเอน็เอของ
เชื้อ X. oryzae pv. oryzae จํานวน 230 สายพันธุ และเชื้อสายพันธุอางอิง (type strain) ไดแก X. 
oryzae pv. oryzae สายพันธุ TB0037 สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาว และเชื้อสายพนัธุใกลชิดคือ  
X. oryzae pv. oryzicola สายพันธุ TS8208 ที่ไดรับความอนุเคราะหจากกรมวิชาการเกษตร และเชื้อ
ตางกลุมคือ Acidovorax avenae subsp. avenae สายพันธุ Aaa9 (นันทิยา, 2550) ดวยวธีิ 
minipreparation (Chen and Kuo, 1993) แลวนํามาศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมดวยเทคนิค 
rep-PCR ทําซํ้า 2 คร้ัง โดยการตรวจดูลายพิมพดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส ได
ลายพิมพดีเอน็ที่มีขนาดแตกตางกันตั้งแต 100 bp ถึง 3000 bp  ทั้งหมด 20  22  และ 14 แถบ จาก
ไพรเมอร BOX  ERIC  และ REP ตามลําดับ ซ่ึงลายพิมพดีเอ็นเอที่สําคญัและ/หรือชัดเจน จากการ
ตรวจสอบวามหีรือไมมีจากแตละไพรเมอร (BOX  ERIC  และ REP ตามลําดับ) ที่ถูกนาํมาใช
วิเคราะห dendrogram สรางความสัมพันธระหวางสายพนัธุของเชื้อ ความสามารถในการกอใหเกิด
โรค และแหลงที่มา ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป TREECON version 2010 ไดแกลายพิมพดีเอ็นเอ
จํานวน 16  19  และ 8  แถบ ซ่ึงคิดเปน 81.8  86.36  และ 51.14 เปอรเซ็นต ของลายพมิพดีเอ็นเอ
ทั้งหมดจากแตละไพรเมอร ตามลําดับ โดยลายพิมพดีเอน็เอที่จําเพาะและปรากฏในการศึกษาจาก
กลุมประชากรในครั้งนี้ นําไปวิเคราะหหาความสัมพันธกับลักษณะทางฟโนไทปตางๆ ไดดังนี ้
 
 2.1  ลายพิมพดีเอ็นเอและความสัมพันธุของ Dendrogram จากการวิเคราะหดวยไพรเมอร 
BOX  
 

จากการวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอดวยไพรเมอร BOX สามารถสราง dendrogram จัด
กลุมความสัมพันธของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ทั้ง 231 สายพันธุ ออกเปน 2 กลุมไดอยางชัดเจนที่
คา similarity coefficient เทากับ 0.54  (ภาพที่ 5) ไดแก กลุม 1 และกลุม 2 โดยประชากรเชื้อกลุม 1 
มีจํานวน 61 สายพันธุ คิดเปน 26.41 เปอรเซ็นตของเชื้อทั้งหมด (231 สายพันธุ) ประกอบดวยเชื้อ
ที่มาจากจังหวดัสุพรรณบุรี อางทอง สมุทรปราการ นครศรีธรรมราช ปทุมธานี นนทบุรี 
พระนครศรีอยธุยา ชัยนาท และกลุม 2 ประกอบดวยประชากรเชื้อ 170 สายพันธุ ซ่ึงคิดเปน 73.59 
เปอรเซ็นตของประชากรเชือ้ทั้งหมด (231 สายพันธุ) นอกจากนี้ประชากรเชื้อในกลุม 2 ยงัสามารถ
แบงออกเปนกลุมยอยไดอีก 5 กลุม ที่คา similarity coefficient เทากับ 0.58  ไดแก กลุม  2A  2B  2C  
2D  และ 2E  (ตารางที่ 9 : ภาพที่ 5) แตละกลุมยอยมีความสัมพันธใกลชิดกันเพียง 52-64 เปอรเซ็นต 
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โดยที่เชื้อในกลุม 2A และ 2B มีความสัมพันธใกลชิดกนั 63 เปอรเซ็นต และใกลชิดกบักลุม 2C  54 
เปอรเซ็นต ในขณะที่กลุม 2D และ 2E มีความสัมพันธใกลชิดกัน 53 เปอรเซ็นต และมี
ความสัมพันธใกลชิดกับกลุม 2C 52 เปอรเซ็นต ซ่ึงกลุม 2C จัดเปนกลุมที่มีประชากรเชื้อมากที่สุด 
82 สายพันธุ คิดเปน 48.27 เปอรเซ็นตของจํานวนเชื้อทั้งหมดในกลุม 2 (170 สายพนัธุ) 
ประกอบดวยเชื้อที่มาจากทุกจังหวดัที่ทําการเก็บตัวอยางไดแก จังหวัดอางทอง ปทุมธานี นนทบุรี 
สุพรรณบุรี ชัยนาท นครศรีธรรมราช สมุทรปราการ พระนครศรีอยุธยา และสระบุรี แสดงใหเห็น
วาเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ในกลุม 2 นี้คอนขางมีความแตกตางหลากหลายทางพันธุกรรมสูงเมื่อ
เปรียบเทียบดวยไพรเมอร BOX  
 
        2.2  ลายพิมพดีเอ็นเอและความสัมพันธุของ Dendrogram จากการวิเคราะหดวยไพรเมอร 
ERIC  
 
        ลายพิมพดีเอ็นเอที่ชัดเจนของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ที่ผลิตไดจากไพรเมอร ERIC มี
รูปแบบมากกวาไพรเมอร BOX  เมื่อนํามาสรางเปน dendrogram พบวาสามารถจัดกลุมเชื้อได
ชัดเจน 2 กลุมใหญ (ภาพที่ 6) ที่คา similarity coefficient เทากับ 0.64 เชือ้ X. oryzae pv. oryzae สาย
พันธุตางๆ แสดงความสัมพนัธทางพันธุกรรมมากกวาการวิเคราะหดวยไพรเมอร BOX เมื่อ
เปรียบเทียบกบัคา similarity coefficient เดียวกัน โดยแบงกลุมยอยไดมากกวา แสดงในตารางที่ 7 
จาก dendrogram ประชากรเชื้อในกลุม 1 มีจํานวน 70 สายพันธุ คิดเปน 30.30 เปอรเซ็นตของ
ประชากรทั้งหมด (231 สายพันธุ) ประชากรเชื้อกลุมนี้มาจากจังหวดัอางทอง ปทุมธานี ชัยนาท 
สุพรรณบุรี นครศรีธรรมราช สมุทรปราการ นนทบุรี และพระนครศรีอยุธยา  เชื้อกลุม 2 มีจํานวน 
161 สายพันธุ คิดเปน 69.70 เปอรเซ็นตของจํานวนเชื้อทัง้หมด (231 สายพันธุ) นอกจากนี้ประชากร
เชื้อในกลุม 2 สามารถแบงเปนกลุมยอยทีค่า similarity coefficient เทากับ 0.63 ได 6 กลุมยอย (2A 
2B 2C 2D 2E และ 2F) (ตารางที่ 10 : ภาพที่ 6) เชื้อในกลุม 2 สวนใหญอยูในกลุม  2A และ 2F โดย 
2A มีจํานวน 28 สายพันธุ มาจากจังหวดัพระนครศรีอยุธยา ชัยนาท ปทมุธานี นนทบรีุ 
สมุทรปราการ อางทอง และสุพรรณบุรี  กลุม 2F มีจํานวน 46 สายพันธุ มาจากจังหวดัอางทอง 
ชัยนาท สุพรรณบุรี ปทุมธานี นครศรีธรรมราช สมุทรปราการ และนนทบุรี  ประชากรเชื้อในกลุม
ยอยทั้ง 6 กลุมยอย มีความสัมพันธใกลชิดกัน 63-68 เปอรเซ็นต 
 

2.3  ลายพิมพดีเอ็นเอและความสัมพันธุของ Dendrogram จากการวิเคราะหดวยไพรเมอร 
REP  
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  ลายพิมพดีเอน็เอทั้งหมดที่ไดจากไพรเมอร REP เมื่อนํามาสราง dendrogram พบวา 
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ที่คา similarity coefficient เทากับ 0.63 
สามารถแบงเชื้อได 2 กลุม (ตารางที่ 11 : ภาพที่ 7) เชื้อกลุม 1 มี 30 สายพันธุ คิดเปน 12.98 
เปอรเซ็นตของประชากรทั้งหมด (231 สายพันธุ) มาจากจังหวดันนทบรีุ ปทุมธานี สุพรรณบุรี 
ชัยนาท อางทอง สมุทรปราการ พระนครศรีอยุธยา และจากกรมวิชาการ 1 สายพันธุ  กลุม 2 เปน
เชื้อกลุมใหญมีจํานวน 201 สายพันธุ คิดเปน 87.02 เปอรเซ็นตของประชากรทั้งหมด (231 สาย
พันธุ) แบงไดเปนกลุมยอย 7 กลุม คือ 2A 2B 2C 2D 2E 2F และ 2G โดยเชื้อในกลุม 2 สวนใหญอยู
ในกลุม กลุม 2D และ 2G  กลุม 2D มีจํานวน 61 สายพันธุ คิดเปน 30.35 เปอรเซ็นตของเชื้อทั้งหมด
ในกลุมนี้ (201 สายพันธุ) มาจากจังหวดัปทมุธาน ีอางทอง สุพรรณบุรี ชัยนาถ สมุทรปราการ 
พระนครศรีอยธุยา นนทบุรี และจังหวัดนครศรีธรรมราช  กลุม 2G มีจํานวน 43สายพันธุ คิดเปน 
22.39 เปอรเซ็นต ของเชื้อทั้งหมดในกลุมนี้ (201 สายพันธุ)  มาจากจังหวัดปทุมธานี 
นครศรีธรรมราช อางทอง ชัยนาท สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุธยา นนทบุรี และสมุทรปราการ  จาก 
dendrogram ที่วิเคราะหขอมูลลายพิมพดีเอน็เอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ดวยไพรเมอร REP ได
ลายพิมพดีเอน็เอที่มีความหลากหลาย และมีความใกลชิดของเชื้อในกลุมคอนขางสูง เชน เชื้อกลุม 
2A มีความใกลชิดกับกลุม 2B ที่คา similarity coefficient เทากับ 0.66 
  
 ทั้งนี้พบวาการใชไพเมอร REP จากการทดลองในครั้งนีแ้ยกกลุมเชื้อเปาหมายไดไมชัดเจน
และมีลักษณะ phenotype ที่ปะปนกนัมากกวาอีก 2 ชนิด และพบเชื้อ X. oryzae pv. oryzicola  สาย
พันธุ TS8208 อยูในกลุม 2A ดวย  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 สายพันธุไดชัดเจน 
  
3.  ความสัมพนัธระหวาง rep-PCR กับการกอใหเกิดโรค 
  
 ไพรเมอร 2 ชนิด คือ BOX และ ERIC สามารถแบงกลุมเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สายพันธุ
ออนแอออกจากสายพันธุรุนแรงไดอยางชัดเจน โดยไพรเมอรเหลานี้ สามารถผลิตแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 780 bp จากเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สายพันธุออนแอเทานั้น ในขณะที่อีก 1 แถบดีเอ็นเอ
ขนาด 800 bp จะพบเฉพาะในเชื้อสายพันธุรุนแรงเทานั้น โดยไมพบในกลุมสายพันธุออนแอ (ภาพ
ที่ 8 และ 9)   
 



66 
 

ความรุนแรงในการกอใหเกดิโรคของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ทั้ง 231 สายพันธุ เมือ่ทํา
การทดสอบกบัขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05 ซ่ึงเปนพันธุออนแอ พบวาสามารถแบงกลุมความรุนแรง
เชื้อไดออกเปน 4 กลุม (IRRI, 1980) คือ กลุม A =  สายพันธุเชื้อที่สามารถกอใหเกดิโรครุนแรง
เทากับ 1-5 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จัดเปนกลุมเชือ้สายพันธุออนแอ จํานวน 53 สายพันธุ  
กลุม B =  สายพันธุเชื้อที่สามารถกอใหเกดิโรครุนแรงเทากับ 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด 
จัดเปนกลุมเชือ้สายพันธุคอนขางออนแอ จํานวน 28 สายพันธุ  กลุม C = สายพันธุเชื้อที่สามารถ
กอใหเกิดโรครุนแรงเทากับ 13-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด จดัเปนกลุมเชื้อสายพันธุ
คอนขางรุนแรง จํานวน 120 สายพันธุ  และกลุม D = สายพันธุเชื้อที่สามารถกอใหเกดิโรครุนแรง
เทากับ 26-50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทั้งหมด ขึ้นไป จดัเปนกลุมเชื้อสายพันธุรุนแรง จํานวน 30 
สายพันธุ (ภาพที่ 3 : ตารางที่ 7 และ 8) ผลความรุนแรงของโรคที่ไดจาก phenotype เมื่อนํามา
เปรียบเทียบกบัลายพิมพดีเอน็เอในแตละไพรเมอรใหผลดังนี้   
 
 3.1 ความสัมพันธระหวาง rep-PCR ดวยไพรเมอร BOX กับการกอใหเกิดโรค 
 

จากการหาความสัมพันธระหวาง rep-PCR ดวยไพรเมอร BOX กับการกอใหเกิดโรค
พบวา ไพรเมอร BOX มีลักษณะเดนที่จําเพาะตอเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สายพันธุที่กอโรคที่
ทําการศึกษาทดลอง คือ สามารถพบแถบดีเอ็นเอพื้นฐานขนาด 495 bp ในเชื้อ X. oryzae pv. oryzae 
ทั้งหมด  231 สายพันธุ นอกจากนีย้ังพบแถบดีเอ็นเอขนาด 200  750  800  และ 1,100 bp เฉพาะใน
ทุกสายพันธุเชือ้ที่กอใหเกิดโรครุนแรง ซ่ึงไมพบแถบดีเอ็นเอดังกลาวในกลุมเชื้อสายพันธุออนแอ 
และพบแถบดเีอ็นเอขนาด 300  400  600  780 และ 1000 bp เฉพาะในเชื้อสายพันธุออนแอเทานัน้ 
ซ่ึงไมพบในเชือ้สายพันธุรุนแรง (ภาพที่ 8) 
 
  เช้ือ X. oryzae pv. oryzae เมื่อนํามาสกัดดีเอ็นเอ และเพิ่มปริมาณ พบวาสามารถผลิต
ลายพิมพดีเอน็เอไดรวม 20 แถบ เมื่อจัดกลุมสราง dendrogram ดวยลายพิมพดีเอ็นเอทีชั่ดเจน
จํานวน 16 แถบ สามารถแบงกลุมเชื้อไดชัดเจน 2 กลุม ไดแก กลุม 1 มี 61 สายพันธุ พบวา 30 สาย
พันธุ มีความรนุแรงในการกอใหเกดิโรคอยูใน phenotype กลุม A (เกิดโรค 1-5% ของพื้นที่ใบ 
จัดเปนกลุมออนแอ) คิดเปน 49.18 เปอรเซ็นต (จากเชื้อ 61 สายพันธุ) เชือ้ X. oryzae pv. oryzae 11 
สายพันธุ อยูใน phenotype กลุม B (เกิดโรค 6-12 เปอรเซ็นต ของพื้นที่ใบ จัดเปนกลุมคอนขาง
ออนแอ) คิดเปน 18.03 เปอรเซ็นต (จากเชื้อ 61 สายพันธุ) เชื้อ X. oryzae pv. oryzae 13 สายพันธุ อยู
ใน phenotype กลุม C (เกิดโรค 13-25 เปอรเซ็นต ของพื้นที่ใบ จดัเปนกลุมคอนขางรุนแรง) คิดเปน 
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21.31 เปอรเซ็นต (จากเชื้อ 61 สายพันธุ)  และอีก 7 สายพันธุ อยูใน phenotype กลุม D (เกิดโรค 26-
50เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบขึน้ไป จัดเปนกลุมรุนแรง) คิดเปน 11.47 เปอรเซ็นต (จากเชื้อ 61 สาย
พันธุ) แสดงใหเห็นวาประชากรเชื้อสวนใหญในกลุมนีเ้ปนเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สายพันธุ
ออนแอและคอนขางออนแอ (67.21 เปอรเซ็นต)  กลุม 2 มี 170 สายพันธุ คิดเปน 73.59 เปอรเซ็นต
ของเชื้อทั้งหมด 231 สายพันธุ พบวา 107 สายพันธุ (เกิดโรค 13-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบจดัเปน
กลุมคอนขางรุนแรง) คิดเปน 62.94 เปอรเซ็นต  และมี 23 สายพันธุ คิดเปน 76.67 เปอรเซ็นต ของ
ประชากรในกลุม D มีลายพิมพดีเอ็นเออยูในกลุม 2C  11 สายพันธุ กลุม 2A 8 สายพันธุ  กลุม 2B 2 
สายพันธุ  และกระจายอยูในกลุม 2D และ 2E อยางละ 1 สายพันธุ ตามลําดับ ที่เหลืออีก 40 สาย
พันธุ อยูในกลุมคอนขางออนแอและออนแอ (ตารางที่ 9 : ภาพที5่)  ลักษณะลายพิมพดีเอ็นเอของ
เชื้อทั้งสองกลุม คือกลุมที่ 1 และกลุม 2C มีแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกัน (DNA polymorphism band)  
9 แถบ (ภาพที ่8)   
 
 3.2 ความสัมพันธระหวาง rep-PCR ดวยไพรเมอร ERIC กับการกอใหเกิดโรค 
 

ลายพิมพดีเอน็เอที่ไดจากไพรเมอร ERIC มีจํานวนรวมทั้งหมด 22 แถบ เมื่อจัดกลุม
สราง dendrogram ของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ทั้ง 231 สายพันธุ ดวยลายพิมพดีเอน็เอที่ชัดเจน 19 
แถบ สามารถแบงเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ไดแตกตางอยางชัดเจน 2 กลุม เชนเดียวกบัไพรเมอร 
BOX โดยกลุม 1 เปนสายพนัธุเชื้อออนแอ และกลุม 2 เปนสายพันธุรุนแรง ซ่ึงกลุม 1 พบรูปแบบ
ลายพิมพดีเอน็เอของเชื้อทั้ง 43 สายพันธุ มลัีกษณะคลายคลึงกัน โดยพบแถบดีเอ็นเอจํานวน 6 แถบ 
ขนาด 580  680  780  900  1200  และ 1300 bp  เฉพาะในกลุมสายพันธุออนแอ และพบแถบดีเอ็นเอ 
จํานวน 4 แถบ ขนาด  300  650  800  และ 950 bp อยูในกลุมรุนแรงเทานั้น  
 

กลุม 1 มีจํานวน 70 สายพันธุ พบวา 43 สายพันธุ คิดเปน 61.43 เปอรเซ็นต มีความ
รุนแรงในการกอใหเกิดโรคอยูใน phenotype กลุม A (เกดิโรค 1-5 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบจดัเปน
กลุมออนแอ)  24 สายพันธุ คิดเปน 34.29 เปอรเซ็นต อยูใน phenotype กลุม B (เกิดโรค 6-12 
เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบจดัเปนกลุมคอนขางออนแอ) 2 สายพันธุ คิดเปน 2.68 เปอรเซ็นต อยูใน 
phenotype กลุม C (เกิดโรค 13-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบจัดเปนกลุมคอนขางรุนแรง)  และ 1 สาย
พันธุ คิดเปน 1.42 เปอรเซ็นต อยูใน phenotype กลุม D (เกิดโรค 26-50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบขึ้น
ไปจัดเปนกลุมรุนแรง) ซ่ึงเมือ่พิจารณาเชื้อที่อยูในกลุมที่กอใหเกิดโรครุนแรง 1-5 เปอรเซ็นตของ
พื้นที่ใบ (กลุม A) ซ่ึงมีประชากรเชื้อโรคทั้งหมด 53 สายพันธุพบวา 43 สายพันธุ คิดเปน 81.13 
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เปอรเซ็นต มีลายพิมพดเีอ็นเออยูในกลุม 1 สําหรับเชื้อในกลุมที่มีความสามารถในการกอใหเกิดโรค
อยูในกลุม D (เกิดโรค 26-50 เปอรเซ็นต ของพื้นที่ใบ ขึน้ไปจัดเปนกลุมรุนแรง) จํานวน 30 สาย
พันธุ อยูในกลุมที่ 2 โดยพบวา 29 สายพันธุ คิดเปน 96.67 เปอรเซ็นต ที่เหลืออีก 1 สายพันธุ ปะปน
อยูในกลุม 1 โดย 21 สายพันธุ อยูในกลุม 2F 4 สายพันธุ อยูในกลุม 2A 2 สายพันธุ อยูในกลุม 2D 
และอยูในกลุม 2B และ 2E กลุมละ 1 สายพันธุ ลักษณะของลายพิมพดีเอ็นเอของเชือ้ทั้ง 2 กลุม 
แสดงในภาพที่ 8 โดย lane ที่ 1-8 คือ ดีเอน็เอของเชื้อในกลุม 2 (ที่มีความสามารถในการกอใหเกดิ
โรครุนแรง) lane ที่ 9-16 คือ ดีเอ็นเอของเชือ้ในกลุม 1 (ที่มีความสามารถในการกอใหเกิดโรคนอย) 
มีแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกัน (DNA polymorphism band) 10 แถบ และไมพบแถบดีเอน็เอที่บงชี้ถึง
ความจําเพาะตอสายพันธุเชื้อ X. oryzae pv. oryzae เหมือนกับที่พบในไพรเมอร BOX (ภาพที่ 9)  

 
 3.3 ความสัมพันธระหวาง rep-PCR ดวยไพรเมอร REP กับการกอใหเกิดโรค 
  

ไพรเมอร REP ผลิตลายพิมพดีเอ็นเอของ X. oryzae pv. oryzae ไดรวม 14 แถบ เมื่อจดั
กลุมสราง dendrogram  ดวยลายพิมพดีเอน็เอที่ชัดเจน 8 แถบ สามารถแบงกลุมไดชัดเจน 2 กลุม  
โดยกลุมที่ 1 มีจํานวนประชากรเชื้อเพียง 30 สายพันธุ คิดเปน 12.98 เปอรเซ็นตของประชากรเชื้อ
ทั้งหมด  เมื่อนาํเชื้อกลุม 1 มาเปรียบเทียบความรุนแรงในการกอใหเกิดโรคพบวา 7 สายพันธุ คิด
เปน 23.33 เปอรเซ็นต มีระดับความรุนแรงโรคอยูใน phenotype กลุม A (เกิดโรค 1-5 เปอรเซ็นต
ของพื้นที่ใบจดัเปนกลุมออนแอ) 3 สายพนัธุ คิดเปน 10 เปอรเซ็นต อยูใน phenotype กลุม B (เกิด
โรค 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบจดัเปนกลุมคอนขางออนแอ)  17 สายพันธุ คิดเปน 56.67 
เปอรเซ็นต อยูใน phenotype กลุม C (เกิดโรค 12-25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบจดัเปนกลุมคอนขาง
รุนแรง)  และอีก 3 สายพันธุ อยูใน phenotype กลุม D (เกิดโรค 26-50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบขึ้นไป
จัดเปนกลุมรุนแรง) คิดเปน 10 เปอรเซ็นต ในขณะที่เชื้อกลุม 2 พบวามีความสามารถในการ
กอใหเกิดโรคกระจายอยูในทุกกลุม โดยลายพิมพดเีอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร REP มีความสัมพันธ
กับระดับความรุนแรงในการเกิดโรคต่ํา  
 
4.  ความสัมพนัธระหวางลายพิมพดีเอ็นเอกับ แหลงท่ีมาของเชื้อ (พืน้ที่และพันธุขาว)  
 
 เมื่อวิเคราะหลายพิมพดเีอ็นเอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae จํานวน 231 สายพันธุ พบวา
ความสัมพันธของลายพิมพดีเอ็นเอที่เกิดจากไพรเมอรทัง้ 3 ชนิด (ไพรเมอร ERIC, BOX และ REP) 
สามารถแบงประชากรเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ทั้งหมด ออกเปน 2 กลุมใหญ และเมือ่นํามา
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เปรียบเทียบกบัแหลงที่มาของเชื้อ พบวาไมมีความสัมพนัธระหวางแหลงที่มาของสายพันธุเชื้อและ
ความสามารถในการกอใหเกิดโรคหรือลักษณะพนัธุกรรมของเชื้อ โดยเชื้อในแตละกลุมยอยที่ได
จากการจดัแบงดวยแตละไพรเมอรยังคงมีการกระจายตวัอยูในแตกลุมยอยของทุกไพรเมอรที่
ทําการศึกษา  
 
ตารางที่ 9 การจัดกลุมสายพันธุเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ที่ไดจากการวิเคราะหลายพิมพ

ดีเอ็นเอดวยไพรเมอร BOX โดยใชโปรแกรม TREECON version 2010 
  

กลุม1/ สายพันธุแบคทีเรีย2/ 
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 = เชื้อสายพันธุออนแอ (61 สายพันธุ)  2 = เชื้อสายพันธุรุนแรง (170 สายพันธุ ใน 2A, 2B, 2C, 
2D และ 2E)   2/ รหัสสายพันธุเชื้อตามตารางที่ 5  
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ภาพที่ 5  Dendrogram จากการวิเคราะหลายพิมพดเีอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
ที่สังเคราะหไดจากการขยายยีนในหลอดทดลองดวยไพรเมอร BOX แสดงความสัมพันธ
ของเชื้อ 231 สายพันธุ เปรียบเทียบกับเชื้อตางกลุม 2 สายพันธุ (นอกกลุม 1 และ 2) 
วิเคราะหดวยโปรแกรม TREECON version 2010 
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ตารางที่ 10 การจัดกลุมสายพันธุเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ที่ไดจากการวิเคราะหลาย
พิมพดีเอ็นเอดวยไพรเมอร ERIC โดยใชโปรแกรม TREECON version 2010 

 
กลุม1/ สายพันธุแบคทีเรีย2/ 

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 = เชื้อสายพันธุออนแอ (70 สายพันธุ)  2 = เชื้อสายพันธุรุนแรง (161 สาย พันธุ ใน 2A, 2B, 2C, 
   2D, 2E และ 2F) 
2/  รหัสสายพันธุเชื้อตามตารางที่ 5 
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ภาพที่ 6  Dendrogram จากการวิเคราะหลายพิมพดเีอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

ที่สังเคราะหไดจากการขยายยีนในหลอดทดลองดวยไพรเมอร ERIC แสดงความสัมพันธ
ของเชื้อ 231 สายพันธุเปรียบเทียบกับเชื้อตางกลุม 2 สายพันธุ (นอกกลุม 1 และ 2) 
วิเคราะหดวยโปรแกรม TREECON version 2010 
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ตารางที่ 11 การจัดกลุมสายพันธุเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ที่ไดจากการวิเคราะหลาย
พิมพดีเอ็นเอดวยไพรเมอร REP โดยใชโปรแกรม TREECON version 2010 

 
กลุม1/ สายพันธุแบคทีเรีย2/ 

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 = เชื้อสายพันธุออนแอ (30 สายพันธุ)  2 = เชื้อสายพันธุรุนแรง (201 สาย พันธุ ใน 2A, 2B, 2C, 
   2D, 2E, 2F และ 2G) 
2/  รหัสสายพันธุเชื้อตามตารางที่ 5  
 
 
 



76 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 7 Dendrogram จากการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ที่

สังเคราะหไดจากการขยายยนีในหลอดทดลองดวยไพรเมอร REP แสดงความสัมพนัธ
ของเชื้อ 231 สายพันธุเปรียบเทียบกับเชื้อตางกลุม 2 สายพันธุ (นอกกลุม 1 และ 2) 
วิเคราะหดวยโปรแกรม TREECON version 2010 
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ภาพที่ 8  ลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae สายพันธุรุนแรงและออนแอ 

จากการตรวจสอบดวยไพรเมอร  BOX โดย lane ที่ 1-8 (เชื้อสายพันธุรุนแรงในกลุมยอย 
2C) ไดแก สายพันธุ S250, AR218, PT264, CH008, NI0052, NI0063, AR201, AR208 
ตามลําดับ และ lane ที่ 9-16 (เชื้อสายพันธุออนแอ ในกลุมที่ 1) ไดแก สายพันธุ X00S001, 
NIOO46, NI0040, J71, Su9, S268, C2, Su10.1 ตามลําดับ ลูกศรสีเหลืองแสดงแถบดีเอ็น
เอที่แตกตาง (polymorphic band) ระหวางกลุม 1 และกลุม 2  
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ภาพที่ 9  ลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae กลุมสายพันธุรุนแรงและ
ออนแอ จากการตรวจสอบดวย ไพรเมอร ERIC โดย lane ที่ 1-8 (เชื้อสายพนัธุรุนแรงกลุมยอย 
2F) ไดแก สายพันธุ NK052, Su6, C5, S250, NK102, AR218, CH125, CH304  และ lane ที่ 9-16 
(เชื้อสายพันธุออนแอ ในกลุม 1 หรือกลุมออนแอ) ไดแก สายพันธุ X0012, X00S001, J41, J83, 
Su12, S238, NI0040, NI0046 ตามลําดับ ลูกศรสีเหลืองแสดงแถบดีเอน็เอที่แตกตาง (polymorphic 
band) ระหวางกลุม 1 และกลุม 2 
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3.  การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษสําหรับควบคุมโรคขอบใบแหง และการสงเสริมการเจริญเติบโต 
 
  3.1  การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากตวัอยางในสวนของ ดิน น้ํา ลําตน ใบ และรากของ
ขาวที่สมบูรณ และปลอดโรคจากพื้นที่ปลูก 5 จังหวัด ไดแก สุพรรณบุรี อางทอง นครศรีธรรมราช 
ปทุมธานี และ นนทบุรี เพื่อคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุที่มีคุณสมบัติยบัยั้งการเจริญของ
เชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาว จากผลการทดลองสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไดทั้งหมด 
414 ไอโซเลท โดยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกไดจากบริเวณดิน มีจํานวน 124 ไอโซเลท ซ่ึงเปน
กลุมที่มีจํานวนเชื้อมากที่สุดซ่ึงดินที่เก็บตวัอยางนั้นเปนดนิในแปลงที่มีขาวอายุประมาณ 2 เดือน 
เนื้อดินมีสีน้ําตาลถึงดํา พบวาเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากดินนานี้มจีํานวนประชากรที่มีลักษณะของ
เชื้อที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกตางกัน 10 กลุม และแตละกลุมนั้นมีจํานวนมากและมากที่สุด
เมื่อเทียบกับเชือ้แบคทีเรียที่แยกไดจากสวนอื่นๆ พบวาเชือ้ในกลุมนี้เปนกลุมที่มีเชื้อที่มีคุณสมบัติ
ดีเดนในการยบัยั้งเชื้อสาเหตโุรคและสงเสริมการเจริญเตบิโตไดดีที่สุดรวมอยูดวย  สุดรองลงมาคือ 
สวนของราก จํานวน 102 ไอโซเลท ซ่ึงรากตนขาวทีน่ํามาแยกนั้นไดคัดเลือกจากตนที่อุดมสมบูรณ 
และมีอายุประมาณ 2-3 เดือน ซ่ึงระยะนี้ตนขาวจะมีการเจริญเติบโตที่ด ีรากจะแผขยายยาวและมี
จํานวนมาก จากน้ําในแปลงนา จํานวน 88 ไอโซเลท โดยน้ําที่ไดจะพบวาเมื่อนํามาแยกเชื้อคอนขาง
สูงและหลากหลายซึ่งพบวาในกลุมนี้เปนเชื้อในกลุมที่มลัีกษณะโคโลนีสีขาวครีม ขอบหยัก 
ผิวหนาล่ืนๆ รูปรางไมแนนอน เทานั้น จํานวนมากที่สุด  จากสวนของลําตน จํานวน 58 ไอโซเลท 
ลําตนที่นํามาแยกเชื้อนัน้มีอายุประมาณ 1-3 เดือนโดยพบวาคอนขางไดเชื้อจํานวนคอนขางนอย 
ความหลากหลายเชื้อทางสัณฐานวิทยาคอนขางนอยบางกลุมพบแค 2 ไอโซเลท และเชื้อที่แยกได
จากสวนของลาํตนไมพบเชื้อที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชือ้สาเหตุโรคและการสงเสริมการ
เจริญเติบโตของขาวเลย และที่แยกไดจากในสวนของใบ มีจํานวน 42 ไอโซเลท ซ่ึงเปนกลุมที่มี
จํานวนเชื้อนอยที่สุด คอนขางมีความหลากหลายต่ํา แตกพ็บวาเชื้อในกลุมนี้มีคุณสมบัติดีเดนหลาย
ไอโซเลททั้งการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคและการสงเสริมการเจริญเติบโต (ตารางที่ 12) โดยเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษที่แยกไดมีความแตกตางกันทั้งชนดิและปริมาณ 
 
  จากการจําแนกกลุมแบคทีเรียปฏิปกษอยางหยาบตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาหรือ
โคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่เจริญบนอาหาร NGA ได 10 กลุม มีลักษณะดังนี้ กลุมที่ 1 โคโลนีสีขาว
ขุน ตรงกลางสีเขม รอบนอกสีขาวใส ขอบหยักเล็กนอย กลุมที่ 2 โคโลนีสีสมออน กลม แบน 
ขนาดปานกลาง ขอบเรียบ เปนมันวาว มีขนาดเล็ก กลุมที่ 3 โคโลนีสีขาว ลักษณะเปนเสน ๆ คลาย
รูปพุมไม ขอบหยัก กลุมที่ 4 โคโลนีสีขาวขุน ผิวดาน ๆ ขอบหยัก มลัีกษณะเหนียวหนดื เยิ้ม  กลุม
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ที่ 5 โคโลนีสีขาว รูปรางเปนเสน ๆ ไมแนนอน ลักษณะคลายดอกไม ขอบหยัก ตรงกลางนูน
เล็กนอย กลุมที่ 6 โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน ขอบหยัก ผิวหนาดาน ขรุขระ กลุมที่ 7 โคโลนีก
ลม รี ลักษณะแบน สีขาวนวล ขอบเรียบ เปนมันวาว กลุมที่ 8 โคโลนีสีชมพู ลักษณะกลม รี แบน ๆ 
ขนาดเล็ก ขอบเรียบ กลุมที่ 9 โคโลนีสีเหลืองออน ขอบเรียบ เปนมันวาว และกลุมที่ 10 โคโลนีสี
ขาวครีม ขอบหยัก ผิวหนาล่ืน ๆ รูปรางไมแนนอน แผขยายเต็มจานอาหาร เรียบ เปนมันวาว รูปราง
กลม  (ตารางที่ 12  และภาพที่ 10) 
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ตารางที่ 12  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีแบคทีเรียที่แยกจากสวนของดิน น้ํา ลําตน ใบ 
  และรากตนขาวบนอาหาร NGA อายุ 24 ช่ัวโมง 

 
 

กลุมที่ 
 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 

แกรม 
จํานวนสายพนัธุ 

ดิน น้ํา ตน ใบ ราก 

 

1 

 

โคโลนีสีขาวขุน ตรงกลางสีเขม รอบนอกสีขาว
ใส ขอบหยักเล็กนอย 

 

+ 

 

21 

 

12 

 

7 

 

5 

 

6 

2 โคโลนีสีสมออน กลม แบน ขนาดปานกลาง 
ขอบเรียบ เปนมันวาว มีขนาดเล็ก 

_ 20 15 9 3 3 

3 โคโลนีสีขาว ลักษณะเปนเสน ๆ คลายรูปพุมไม 
ขอบหยัก 

+ 13 6 5 3 9 

4 โคโลนีสีขาวขุน ผิวดาน ๆ ขอบหยัก มีลักษณะ
เหนียวหนืด เยิ้ม   

+ 17 8 3 13 16 

5 โคโลนีสีขาว  รูปรางเปนเสน  ๆ ไมแนนอน 
ลักษณะคลายดอกไม ขอบหยัก ตรงกลางนูน
เล็กนอย 

+ 9 4 8 3 23 

6 โคโลนีสีขาว  รูปรางไมแนนอน  ขอบหยัก 
ผิวหนาดาน ขรุขระ 

+ 7 7 4 3 16 

7 โคโลนีกลม รี ลักษณะแบน สีขาวนวล ขอบ
เรียบ เปนมันวาว 

_ 4 6 4 2 7 

8 โคโลนีสีชมพู ลักษณะกลม รี แบน ๆ ขนาดเล็ก 
ขอบเรียบ 

_ 9 4 3 4 4 

9 โคโลนีสีเหลืองออน ขอบเรียบ เปนมันวาว + 5 6 2 3 7 

10 โคโลนี สีขาวครีม  ขอบหยัก  ผิวหนา ล่ืน  ๆ 
รูปรางไมแนนอน แผขยายเต็มจานอาหาร เรียบ 
เปนมันวาว รูปรางกลม 

+ 19 20 13 3 11 

รวม ทั้งหมด 414 สายพันธุ  124 88 58 42 102 
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ภาพที่ 10  ลักษณะสัณฐานวทิยาโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากสวนตาง ๆ ของขาว 10 กลุม 
   ไดแกกลุม 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 (ภาพ ก ข ค ง จ ฉ ช ซ ฏ และ ญ ตามลําดับ)  
    กลุมที่ 1 โคโลนีสีขาวขุน ตรงกลางสีเขม รอบนอกสีขาวใส ขอบหยักเล็กนอย 
    กลุมที่ 2 โคโลนีสีสมออน กลม แบน ขนาดปานกลาง ขอบเรียบ เปนมันวาว มีขนาดเล็ก 
    กลุมที่ 3 โคโลนีสีขาว ลักษณะเปนเสน ๆ คลายรูปพุมไม ขอบหยกั 
    กลุมที่ 4 โคโลนีสีขาวขุน ผิวดาน ๆ ขอบหยัก มีลักษณะเหนยีวหนดื เยิ้ม 
    กลุมที่ 5 โคโลนีสีขาว เปนเสน ๆ คลายดอกไม ขอบหยัก ตรงกลางนนูเล็กนอย 
    กลุมที่ 6 โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน ขอบหยกั ผิวหนาดาน ขรุขระ  
    กลุมที่ 7 โคโลนีกลม รี ลักษณะแบน สีขาวนวล ขอบเรียบ เปนมันวาว 
    กลุมที่ 8 โคโลนีสีชมพู ลักษณะกลม รี แบน ๆ ขนาดเล็ก ขอบเรียบ 
    กลุมที่ 9 โคโลนีสีเหลืองออน ขอบเรียบ เปนมันวาว  
     กลุมที่ 10 โคโลนีสีขาวครีม ขอบหยัก ผิวหนาล่ืน ๆ รูปรางไมแนนอน แผขยายเต็มจาน
     อาหาร เรียบ เปนมันวาว รูปรางกลม 

ค ก ง ข จ 

ฉ ช ซ ฏ ญ 
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 3.2 การคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมที่แยกจากใบ 
ลําตน ราก ดิน และน้ําในแปลงนาตอการยบัยั้งเชื้อ X. oryzae pv. oryzae 
 
  จากการคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 414 ไอโซเลท ที่
แยกไดจากสวนของใบ ลําตน ราก น้ํา และดินจากแปลงปลูกขาวในแหลงปลูกตางๆ ขั้นตน ดวยวิธี 
dual culture เพื่อคัดเลือกเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุใหมที่มีแนวโนมเปนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับเชื้อแบคทีเรีย
สายพันธุคุณภาพของภาควิชาโรคพืช Bacillus amyloliquefaciens KPS46 ที่มีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งโรคพืชหลายชนิด  ผลการทดลองพบวาเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษจํานวน 28 ไอโซเลท ที่แยกได
จากสวนของดนิ12 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) มีแนวโนมในการเปนเชื้อปฏิปกษในลักษณะ
การเจริญแขงขันคลุมทับ  และอีกจํานวน 15 ไอโซเลท ที่แยกจากดินจาํนวน 7 ไอโซเลท (XA1, 
XA6, XA22, XA31, XA49, XA57, D10) แยกจากรากขาว 4 ไอโซเลท (RH002, RH019, RH034, 
RH088) แยกจากใบ 3 ไอโซเลท (BCA154, BCA297, BCA307) และแยกจากน้ํา 1 ไอโซเลท คือ 
WCA402 ที่มีแนวโนมในการเปนเชื้อปฏิปกษในลักษณะการผลิตสารปฏิชีวนะยับยัง้เชื้อโรค
เปาหมาย (ตารางที่ 12) และเมื่อนําเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 43 ไอโซเลทมาทดสอบประสิทธิภาพดวย
วิธี agar diffusion พบวาเชื้อแบคทีเรียที่มปีระสิทธิภาพในการผลิตสารปฏิชีวนะและมีบริเวณยับยัง้
เชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวไดดีที่สุดมี 7 ไอโซเลท ไดแก XA1, XA6, XA22, XA31, XA49, 
XA57 และ D10 (แยกจากดนิในแปลงนาขาว) ซ่ึงใหบริเวณยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคไดมากที่สุดและไม
แตกตางกับเชือ้สายพันธุเปรียบเทียบ KPS46 (ตารางที่ 13) สวนเชื้อปฏิปกษอีก 36 ไอโซเลท ให
บริเวณยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวไดนอยกวาสายพันธุเปรียบเทียบ KPS46 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 13 เชือ้แบคทีเรียปฏิปกษที่แยกจากใบขาว ราก และดิน ที่มแีนวโนมในการเปนเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
  X. oryzae pv.oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงขาวดวยวิธี dual culture  
 

 

แหลงที่มาของแบคทีเรีย 
กลไกของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษตอเชื้อโรคขอบใบแหงขาว 

สรางสารยับยั้งการเจริญ1/ เจริญแขงขันคลุมทับ2/ 
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 

รากขาว RH002,  RH019,  RH034,  RH088 RH005,  RH008,  RH014,  RH036,  RH143,  
RH176,  BCA072,  BCA196 

น้ําแปลงนา WCA402   WCA008,  WCA166,  WCA169,  WCA297,  
WCA335 

รวม 15 28 
1/  เชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการสรางสารยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงขาวที่ทดสอบดวยวิธี dual culture ที่ 48 ชั่วโมง  
2/  เชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธภิาพในการเจริญแขงขันคลุมทับเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงขาวที่อาย ุ24-72 ชั่วโมง 
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  3.2.2 การคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
 
  จากการนําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากสวนตางๆ ของขาวทั้ง 43 ไอโซเลท มา
คัดเลือกสายพนัธุคุณภาพที่มคีุณสมบัติการเปนเชื้อปฏิปกษยับยั้งเชื้อโรคพืชดวยวิธี agar diffusion 
พบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 7 ไอโซเลท ไดแก XA1, XA6, XA22, XA31, XA49 และ XA57 ที่แยก
ไดจากดินในแปลงนาขาวและมีแนวโนมในการผลิตสารปฏิชีวนะยับยัง้ เชื้อ X. oryzae pv. oryzae 
สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวไดดี และพบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท XA6 มีบริเวณยับยั้ง
กวางที่สุดเทากับ 8.7 มิลลิเมตร รองลงมาคือ ไอโซเลท D10 และไอโซเลท XA1 มีบริเวณยับยั้ง
เทากับ 7.6  และ 7.1 มิลลิเมตร ซ่ึงมีประสิทธิภาพสูงกวาอยางแตกตางในทางสถิติกับสายพันธุ
เปรียบเทียบ KPS46 สวนเชื้อปฏิปกษอีก 4 ไอโซเลท คือ เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท XA31, 
XA22,  XA49  และ XA57 มบีริเวณยับยั้งไมแตกตางในทางสถิติกับสายพันธุเปรียบเทยีบ มีบริเวณ
ยับยั้งเทากับ 6.6,  6.5,  6.5 และ 6.4 มิลลิเมตร ตามลําดับ (ภาพที่ 11 และ 12) และ (ตารางที่ 14) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 14  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียที่มีแนวโนมในการเปนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษยับยั้งการเจริญของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหง
         ขาวดวยวธิี agar diffusion 
 
 

ไอโซเลทแบคทีเรีย 
 

แหลงที่มา 

เสนผานศูนยกลางบริเวณยบัยั้ง (มิลลิเมตร) 1/ 
ความกวางของบริเวณยับยั้ง 

(มม.) 

ความกวางหลมุ 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/  คาเฉลี่ยที่ไดจาก 5 ซ้ํา คาเฉลี่ยจาก 5 ซ้ํา ตัวอักษรเหมือนกันในแนวตัง้ไมแตกตางกนัทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) วิเคราะหสถิติ
ดวยโปรแกรม SPSS version 13 (P=0.05) 
2/   Bacillus amyloliquefaciens KPS46 ที่มีรายงานการเปนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคหลายชนดิ 87 



88 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11  ภาพแสดงประสทิธิภาพในการผลิตสารยับยั้งการเจริญของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ใน  
                 สภาพหองปฏิบัติการดวยวิธี agar diffusion และลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย     
                  ปฏิปกษ 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 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมในการกระตุนความงอกและการ
สงเสริมการเจริญเติบโตของกลาขาวในระดับหองปฏิบัตกิาร  
 
   การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมของขาวทั้ง 414 ไอ
โซเลท ในการสงเสริมการเจริญเติบโตของขาวโดยการประเมินผลตออัตราการงอกของเมล็ดขาว
และความแข็งแรงของกลาขาว  โดยการคลุกเมล็ดขาวกอนปลูกดวย suspension ของเชื้อแบคทีเรีย
แตละไอโซเลท(1x108 CFU/มิลลิลิตร) เปรียบเทียบกับเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุคุณภาพ B. 
amyloliquefaciens KPS46 ประเมินอัตราการงอกเมล็ด และน้ําหนกัสดกลาขาวที่อายุ 14 วันหลัง
ปลูก พบวาเชือ้แบคทีเรีย จํานวน 15 ไอโซเลท แยกไดจากดินในแปลงนา 8 ไอโซเลท (XA1, XA6 
XA22, XA31, XA49, XA57, D10, D55,) แยกจากใบขาว 7 ไอโซเลท (BCA002, BCA039, 
BCA082, BCA137, BCA114, BCA205, BCA206,) มีแนวโนมเปน Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria (PGPR) โดดเดนทั้งในลักษณะการกระตุนการงอกเมลด็ และสงเสริมการ
เจริญเติบโตและความแข็งแรงของตนกลาขาวในทกุตัวช้ีวัด (ความสูงตน ความยาวราก น้ําหนักสด) 
โดยไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพที่สุดในการสงเสริมการงอกเมล็ด 100 เปอรเซ็นต มีจํานวน 5 ไอโซ
เลท คือ XA22, XA49, XA57, BCA205 และ BCA039 โดยตรวจสอบขาวที่งอกอายุ 14 วัน มี
น้ําหนกัสดเฉลี่ย เทากับ 8.25, 8.17, 7.94, 7.76 และ 9.11 กรัม ตามลําดับ  และไอโซเลทที่ดีที่สุดใน
การสงเสริมการเจริญเติบโตกลาขาวทางดานน้ําหนักสดสูงที่สุด จํานวน 5 ไอโซเลท คือ XA6, D10, 
BCA039, BCA082  และ XA31 มีน้ําหนักสด เทากับ 9.67, 9.13, 9.11, 9.06 และ 8.9 กรัม มีอัตรา
การงอกเทากบั 95, 99, 100, 99 และ 98 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
 
  เมื่อนําเชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดทั้ง 15 ไอโซเลทจากทั้งหมด 414 
ไอโซเลทเบื้องตน นํามาทดสอบยืนยันถึงประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเตบิโตของกลาขาว 
(เปอรเซ็นตการงอกเมล็ด ความสูงตน ความยาวราก และน้ําหนกัสด) ในสภาพเรือนทดลอง (ตาราง
ที่ 15) เพื่อคัดเลือกไอโซเลทที่ดีที่สุด ผลการทดลอง พบวาเชื้อปฏิปกษ จํานวน 5 ไอโซเลท คือ 
D10, XA6, XA22, BCA039 และ BCA082 มีประสิทธิภาพสูงสุดโดยเชือ้แบคทีเรียไอโซเลท XA6 
มีประสิทธิภาพดีที่สุดทางดานสงเสริมความสูงตน ความยาวราก และน้ําหนกัสด โดยมีผลเฉล่ีย
เทากับ 9.63, 5.63 เซนติเมตร และ 9.67 กรัม ตามลําดับ รองลงมา คือ ไอโซเลท D10 ที่มีคาเฉลี่ย 
ความสูงตน ความยาวราก น้าํหนักสดเทากบั 8.22, 5.82 เซนติเมตร และ 7.83 กรัม ตามลําดับ และ
เมื่อพิจารณาทัง้ดานการยับยัง้เชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาว และการสงเสริมการเจริญเติบโต
ของขาวพบวาเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลท คือ XA6 และ D10 มีประสทิธิภาพดีสูงสุดอยางแตกตาง
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ทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05) กับสายพันธุคุณภาพ KPS46 และน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ จึง
คัดเลือกเชื้อทัง้ 2 ไอโซเลทดังกลาวนําไปใชทดสอบในสภาพเรือนทดลองและสภาพไรตอไป 
(ตารางที่ 16 และภาพที่ 13) 
 
   3.2.4 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมในการ
สงเสริมการเจริญเติบโตและการควบคุมเชือ้สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวในระดับเรือนทดลอง 
 
  จากการทําการทดลองโดยใชเชื้อแบคทีเรียสายพันธุที่มีประสิทธิภาพดทีี่สุด
ในสภาพหองปฏิบัติการในการทดสอบการสงเสริมการเจริญเติบโตและควบคุมเชื้อสาเหตุโรคขอบ
ใบแหงของขาวโดยการใชจํานวนครั้งในการพนใบ 2 อัตรา (การคลุกเมล็ดรวมกับพนใบ 6 และ 10 
คร้ัง) ในขาว 2 พันธุ ที่แตกตางกัน คือ ขาวดอกมะล1ิ05  และสุพรรณบรีุ1ที่มีรายงานวาเปนพนัธุทีม่ี
ความออนแอและตานทานตอโรคขอบใบแหงของขาวตามลําดับ พบวาสายพันธุเชือ้แบคทีเรีย
ปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพสูงที่สุดในการสงเสริมการเจริญเติบโตไดแก สายพันธุ XA6 และ D10 ที่มี
ประสิทธิภาพดีทัดเทยีมกับสายพันธุKPS46 โดยกรรมวธีิคลุกเมล็ดรวมกับการพนใบ 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) ไมมีความแตกตางกันในทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05) ทางดานการ
เพิ่มขึ้นของความสูงตน ความยาวราก และน้ําหนกัสด (ตารางที่ 17 ) โดยทางดานความสูงตนพบวา
ที่อัตราการใช 6 คร้ังและ 10 ครั้ง ใหความสูงตนเทากับ 29.63, 29.07 และ 28.18, 28.71 เซนติเมตร 
ในพันธุสุพรรณบุรี1 และ ขาวดอกมะล1ิ05 ตามลําดับ ทางดานความยาวราก พบวาทีอั่ตราการใช 6 
คร้ังและ 10 ครั้ง ใหความยาวรากเทากบั 22.11, 22.55 และ 16.55, 16.40 เซนติเมตร ในพันธุ
สุพรรณบุรี1 และ ขาวดอกมะลิ105 ตามลําดับ  และทางดานน้ําหนักสด พบวาที่อัตราการใช 6 คร้ัง
และ 10 คร้ัง ใหน้ําหนักสดเทากับ 25.08, 24.5 และ 22.01, 22.88 กรัม ในพันธุสุพรรณบุรี1 และ 
ขาวดอกมะลิ105 ตามลําดับ โดยแตกตางในทางสถิติกับกรรมวิธีที่ใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อและกรรมวธีิ
ใชสารเคมี copper hydroxide ที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05) ซ่ึงไดนําจาํนวนครั้งที่ 6 คร้ัง (ที่อายุ 7  
14  30  45  60  และ 75 วันหลังปลูก) ไปใชในการทดลองในสภาพไรตอไป เพื่อเปนการลดตนทุน
ในการผลิต และลดแรงงานการพน 
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ตารางที่ 15 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมที่แยกจากสวนตางของขาว และดิน น้ําใน
 แปลงนา ตอการสงเสริมการงอกและการเจริญเติบโตของขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05 
 ในสภาพหองปฏิบัติการดวยเทคนิค blotter test  
 

 ประสิทธิภาพการสงเสริมการเจริญเติบโตของกลาขาว 

ไอโซเลทแบคทีเรีย ความงอกเมลด็ (%)1/
 น้ําหนกัสดตนกลาขาว (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/   ตัวอักษรของขอมูลในตารางที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 
ความเชื่อมั่น (P=0.05) เมื่อวิเคราะหดวยโปรแกรม SPSS version 13 ประเมินผลที่ 14 วันหลังปลูก  
2/   แบคทีเรียปฏิปกษที่มีรายงานถึงประสิทธิภาพ B. amyloliquefaciens สายพันธุ KPS46  
3/   กรรมวิธีควบคุมโดยใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อคลุกเมล็ดขาวแทน suspension ของแบคทีเรียปฏิปกษ 
 
 



 

ตารางที่ 16  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมที่แยกจากสวนตางของขาว และดิน น้ําในแปลงนา ตอการสงเสริมการงอกและการเจริญเติบโตของ   
                    ขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05ในสภาพหองปฏิบตัิการดวยเทคนิค blotter test 
 

 
ไอโซเลทแบคทีเรีย 

อัตราการเจริญเติบโตในแตละตัวชี้วัด1/
 

ความงอกเมลด็ 

(%) 

ความสูงตน 

(ซม.) 

ความยาวราก 

(ซม.) 

น้ําหนกัสดตนกลาขาว 

(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/   ตัวอักษรของขอมูลในตารางที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05) เมื่อวิเคราะหดวยโปรแกรม  
SPSS version 13  
2/   แบคทีเรียปฏิปกษที่มีรายงานถึงประสิทธิภาพ B. amyloliquefaciens สายพันธุ KPS46 
3/   กรรมวิธีควบคุมโดยใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อคลุกเมล็ดขาวแทน suspension ของแบคทีเรียปฏิปกษ 
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ภาพที่ 13 ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมที่มีแนวโนมในการสงเสริมการเจริญ 
    เติบโตกลาขาว (PGPR) ไดแก ไอโซเลท D10 จากดินแปลงนา (ก) ไอโซเลท XA6  
    จากดินแปลงนา (ข) ไอโซเลท XA22 จากดินแปลงนา (ค) ไอโซเลท BCA039 จากราก  
     ขาว (ง) และไอโซเลท BCA082 จากรากขาว (จ) เปรียบเทียบกับสายพันธุ KPS46 (ฉ)  
     ตามลําดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 

ง 

ค 

จ ฉ 



 

ตารางที่ 17  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมจากการคลุกเมล็ดรวมกับการพนใบที่จํานวนครั้งในการพนรวม 6 ครั้ง และ 10 ครั้ง  
          ดวยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษโดยการประเมินอัตราการเจริญเติบโตของขาวในสภาพเรือนทดลอง 
 
 

กรรมวิธี1/ 
สุพรรณบุรี12/ ขาวดอกมะลิ1052/ 

สูงตน 

           (ซม.)   
ยาวราก 
(ซม.)    

น้ําหนกัสด 

(กรัม)    
สูงตน 

(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/   ตัวอักษรของขอมูลคิดจากคาเฉลี่ยจาก 5 ซ้ํา ตัวอักษรเหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางกันทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) วิเคราะห
ขอมูลและคาความแตกตางทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS version 13 (P=0.05)   

94 



95 
 

  3.3 การทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคขอบใบแหงของขาว
ในสภาพเรือนทดลอง 
 
  3.3.1 การทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคขอบใบแหง
ของขาว  
 
   การทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคขอบใบแหงของขาวดวยเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุใหมทั้ง 2 สายพันธุ พบวากรรมวิธีที่ใชอัตราการคลุกเมล็ดรวมกับการ
พนใบดวยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6  ที่อัตราการใชเทากับ 10 และ 6 คร้ัง ไมมีความ
แตกตางในทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05) สามารถลดอัตราการเกิดโรคไดดทีี่สุดเทากับ 80 
และ 69 เปอรเซ็นต ในพันธุสุพรรณบุรี1 และขาวดอกมะลิ105 ตามลําดับ (ที่อายุ 7  14  21  28  35  
42  49  56  63 และ 70 วันหลังปลูก) และ 79 และ 68 เปอรเซ็นต ในพันธุสุพรรณบุรี1 และขาวดอก
มะลิ105 ตามลําดับ (ที่อายุ 7  15  30  45  60 และ 75 วันหลังปลูก) โดยแตกตางในทางสถิติกับ
กรรมวิธีที่ใชสารเคมี copper hydroxide และน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ ที่ลดการเกิดโรคลงไดเทากับ 75 และ 
0 เปอรเซ็นต (พันธุสุพรรณบุรี1) และ 64 และ 0 เปอรเซ็นต (พันธุขาวดอกมะล1ิ05) ตามลําดับ 
(ตารางที่ 18) 
  
 3.4 การวิเคราะหเอนไซม β-1,3-glucanase ในขาวที่ไดรับการกระตุนภูมิตานทานตอโรค
ขอบใบแหงในสภาพเรือนทดลอง 
 
  3.4.1 การวิเคราะหเอนไซม β -1,3-glucanase ในพืชทีไ่ดรับการกระตุนภูมิตานทาน
ตอโรคขอบใบแหง 
 
   จากการตรวจวัดปริมาณ/การสะสม เอนไซม β -1,3-glucanase ในขาวพันธุ
ขาวดอกมะลิ105 และพันธุสุพรรณบุรี1 พบวาในขาวพนัธุสุพรรณบุรี1 ที่คลุกเมล็ดดวย suspension 
เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 รวมกับการพนใบ 3 คร้ัง (ที่อายุ 7  14  28 วันหลังปลูก) 
รวมกับปลูกเชือ้ วันที่ 4 ใหคากิจกรรมเอนไซมสูงที่สุดเทากับ 2.68 μg glucose min-1 mg-1 protein 
ลดความรุนแรงโรคได 72 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ กรรมวิธีที่ใช KPS46 รวมกับการพนใบ 3 คร้ัง 
(ที่อายุ 7  14  28 วันหลังปลูก) รวมกับการปลูกเชื้อ X. oryzae pv. oryzae เทากับ 2.25 μg glucose 
min-1 mg-1 protein ลดความรุนแรงโรคได 70 เปอรเซ็นต และในขาวพนัธุขาวดอกมะลิ105 (ภาพที ่
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14 และ 15) พบวากรรมวิธีทีใ่ชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 รวมกับการพนใบ 3 คร้ัง (ที่
อายุ 7  14  28 วันหลังปลุก) รวมกับการปลกูเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ใหคาการเกดิปฏิกิริยา
เอนไซมสูงสุดวันที่ 4 เทากับ 2.23 μg glucose min-1 mg-1 protein ลดความรุนแรงโรคเทากับ 63 
เปอรเซ็นต และกรรมวิธีที่ใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ KPS46 รวมกับการพนใบ 3 คร้ัง (ที่
อายุ 7  14  28 วันหลังปลูก) รวมกับการปลกูเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ใหคาการเกิดปฏิกิริยาสูงที่สุด
ในวันที่ 4 เทากับ 2.10 μg glucose min-1 mg-1 protein ลดความรุนแรงในการเกดิโรคได 60 
เปอรเซ็นต ซ่ึงสูงกวาการใชสารเคมีสังเคราะหและน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื้อคือ เทากับ 2.01 และ 1.62 μg 
glucose min-1 mg-1 protein ตามลําดับ ซ่ึงกรรมวิธีที่คลุกเมล็ดรวมกับการปลูกเชื้อ X. oryzae pv. 
oryzae สามารถลดอัตราการเกิดโรคได 59 และ 0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ภาพที ่16 และ 17)  
 
ตารางที่ 18 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมในการควบคุมโรคขอบใบแหง
      ของขาวในสภาพเรือนทดลอง 

 
          

กรรมวิธี1/ 
          เปอรเซ็นตการลดโรค2/ 

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/  =  เปอรเซ็นตการลดโรค คิดจากคาเฉลี่ยจาก 5 ซํ้า ตัวอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไมแตกตางกัน
ทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) วิเคราะหขอมูล และคาความแตกตางทาง
สถิติดวยโปรแกรม SPSS version 13 (P=0.05)  
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ภาพที่ 14 ปริมาณ/กิจกรรมการสะสม β-1,3-glucanase ในขาวพันธุสุพรรณบุรี1 กอนและหลัง  
    กระตุนดวยเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ในสภาพเรือนทดลอง 

 

 
 

 
ภาพที่ 15 ปริมาณ/กิจกรรมการสะสม β-1,3-glucanase ในขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 กอนและหลัง  
 กระตุนดวยเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ในสภาพเรือนทดลอง 

 

จํานวนวนัหลังปลูกเชื้โรค 

จํานวนวนัหลังปลูกเชื้โรค 
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ภาพที่ 16  การลดการเกิดโรค X. oryzae pv. oryzae ในการตรวจสอบปริมาณ/กิจกรรมการสะสม β
   1,3-glucanase ในขาวพันธุสุพรรณบุรี1 กอนและหลังกระตุนดวยเชื้อ X. oryzae pv.   
     oryzae ในสภาพเรือนทดลอง 
 

 
 
 
ภาพที่ 17  การลดการเกิดโรค X. oryzae pv. oryzae ในการตรวจสอบปริมาณ/กิจกรรมการสะสม β-
   1,3-glucanase ในขาวพนัธุขาวดอกมะลิ105 กอนและหลังกระตุนดวยเชื้อ X. oryzae pv.  
  oryzae ในสภาพเรือนทดลอง 

กรรมวิธีการใชเชื้อปฏิปกษและสารเคมีควบคุมโรค 

กรรมวิธีการใชเชื้อปฏิปกษและสารเคมีควบคุมโรค 
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 3.5 คุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ และการจําแนกชนิด 
  
  เนื่องจากผลการคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหมที่
แยกจากดิน น้าํ ใบ ลําตน และรากขาวทั้งในหองปฏิบัตกิาร เรือนทดลอง ซ่ึงพบวาเชือ้แบคทีเรียไอ
โซเลท XA6 ที่แยกไดจากดนิในแปลงนาขาว มีคุณสมบัติโดดเดนทีสุ่ดทั้งในดานการเปนเชื้อ
ปฏิปกษยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค ควบคุมโรค และการสงเสรมิการเจริญเตบิโตของขาว จึงคัดเลือกไอโซ
เลทดังกลาวมาศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชวีเคมีเพื่อการจําแนกชนิดและใชเปนตวัแทน
ในการศึกษาขัน้ตอนตอไป 
 
  3.5.1 คุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษดวยการยอม 
แกรม (Gram’s stain)  
 
   การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท XA6 บนอาหาร NGA นาน 24 ช่ัวโมง พบวา
ลักษณะโคโลนีสีมีขาวครีมปนน้ําตาลออน รูปรางไมแนนอน ขอบหยัก ผิวดาน ผลการศึกษาการ
ยอมแกรมดวยสาร crystal violet และ safranin-o ตามวิธีการของ (Schaad, 1988) พบวาเปนเชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวก เซลลของเชื้อแบคทีเรียติดสีมวงของ crystal violet และยนืยนัผลโดยทดสอบ 
Gram reaction โดยการใช (3% KOH) (Suslow and Schroth, 1982) ตารางที่ 19 และภาพที่ 18  
 
  3.5.2 คุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
 
   การศึกษาทางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุใหม พบวาเชื้อแบคทีเรียไอ
โซเลท XA6 และ D10 สามารถเคลื่อนที่ไดใหผลเปนบวกในการทดสอบ motility เกิดปฏิกิริยาเปน
บวกในการทดสอบ gelatin hydrolysis เกิดปฏิกิริยาเปนลบในการทดสอบ oxidase test เนื่องจาก
อาหารทดสอบไมมีการเปลี่ยนสี การทดสอบ catalase production ผลเปนบวก มฟีองเกิดขึ้น
เนื่องจากเชื้อสามารถสรางเอนไซม catalase มายอย H2O2 ที่จะเปนอนัตรายตอเซลล  ใหผลลบใน
การทดสอบ starch hydrolysis สามารถยอยมันฝร่ังได  ใหผลเปนบวกในการทดสอบปฏิกิริยาการ
ใชสารซิเตรต (citrate utilization) และใหผลเปนบวกในการยอยไขมัน lipolytic activity  และเชื้อ
แบคทีเรียทั้งสองไอโซเลทสามารถสรางสปอรได  ขอมูลที่ไดนําไปเปรียบเทียบกับขอมูลอางอิงการ
จําแนกเชื้อแบคทีเรียจากตํารา Bergey, s Manual of Determinative Bacteriology 9 th edition เพื่อ
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จําแนกเบื้องตน (ตารางที่ 19) พบวาเชื้อแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุ XA6 มีแนวโนมในการเปนเชื้อ
แบคทีเรียในกลุม Bacillus spp. (Anonymous, 2002) (ภาพที่ 18) 
 
  3.5.3 คุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ และการจําแนกชนิดโดยการทดสอบ
ปฏิกิริยาตอบสนองแบบเฉียบพลันบนตนยาสูบ  
 
   จากผลการทดสอบทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองแบบเฉียบพลันบนตนยาสูบ 
พบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษทั้ง 2 ไอโซเลท ที่ดีที่สุดนั้นไมกอใหเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองอยาง
เฉียบพลันบนใบยาสูบ เชนเดียวกับสายพนัธุเปรียบเทียบ KPS46 และการใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ (ภาพ
ที่ 18 (ฉ)) ซ่ึงเปนการยืนยันเบื้องตนวาเชื้อแบคทีเรียที่มปีระโยชนดังกลาวไมเปนเชือ้กอโรคในพชื  
 
ตารางที่ 19 คุณสมบัติทางสรีระวิทยาและชีวเคมีบางประการของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ 
 XA6 เปรียบเทียบกับเชื้อแบคทีเรียในกลุม 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 (-) หมายถึงไมเกิดปฏิกิริยา 
2/ =  ขอมูลที่ไดนําไปเปรียบเทียบกับขอมูลอางอิงการจําแนกเชื้อแบคทีเรียในกลุม Bacillus spp จาก 
Bergey, s Manual of Determinative Bacteriology 9 th edition เพื่อจําแนกชนิด  
3/ =  การทดสอบการเกิดปฏกิิริยาการตอบสนองอยางรวดเร็วบนใบยาสูบ ภายใย 24-48 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 18 โคโลนีของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท XA6 (ก) ลักษณะเซลลและสปอรของเชื้อแบคทีเรียไอ
 โซเลท XA6 (ข) การทดสอบ Motilily test (ค) การทดสอบ Starch hydrolysis (ง) การ
 ทดสอบ Gelatin hydrolysis (จ) และการทดสอบปฏิกิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลัน
 บนใบยาสูบทีอ่ายุ 45วัน (ฉ)  
 
  3.5.4 ผลการจําแนกชนิดเชื้อปฏิปกษโดยวธีิ Polymerase Chain Reaction (PCR) 
ดวย primer ที่จําเพาะของกลุม Bacillus spp.   
 
   จากการนําชิน้ดีเอ็นเอของเชือ้แบคทีเรียสายพันธุใหมที่มปีระสิทธิภาพโดด
เดนในการเปนเชื้อปฏิปกษและ PGPR ไดแก XA6 มาทําการทดสอบยืนยนัการจําแนกชนิดโดยการ
ใชเทคนิค PCR ดวยไพรเมอรบริเวณ 16S rRNA ของ Bacillus spp ที่จําเพาะในกลุม Bacillus 
subtilis, Bacillus licheniformis,  Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus และ  Bacillus 
atrophaeus ซ่ึงผลการทดสอบพบวาดีเอน็เอของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท คือ XA6 สามารถเพิ่ม
ปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอได โดยมีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเทากับ 595 bp (ภาพที่ 19) บน agarose gel ซ่ึงเปน
การยืนยันไดวาไอโซเลทดังกลาวจัดอยูในจีนัส Bacillus sp.ในกลุม 5 species ดังกลาว และได
วิเคราะหลําดบัเบสโดยโปรแกรม blasé ใน Genebank ซ่ึงลําดับเบสมีความเหมือนกบั Bacillus 
subtilis 99 % (ภาพที่ 20) (ขอมูลภาคผนวก) 

ก ข ค 

ง จ ฉ 
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 เมื่อนําขอมูลที่ไดจากการศึกษาเกี่ยวกับการจําแนกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 

XA6 สามารถจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียดังกลาววา มีลักษณะตรงกับ Bacillus subtilis ซ่ึงมี

เปอรเซ็นตความเหมือนกับ Bacillus subtilis strain S433139-90 เทากับ 99 เปอรเซ็นต ตามการ

จําแนกเชื้อในระดับ genus หรือ species โดยปฏิบัติตามเกณฑ ดังนี้ (1) เปรียบเทียบลําดับกับลําดับ

เบสที่มีรายงานอยูแลวพบเปอรเซ็นตความเหมือน ≥ 99 เปอรเซ็นต สามารถจําแนกเชื้อไดในระดับ 

species; (2) ถามีเปอรเซ็นตความเหมือนอยูระหวาง 99 และ 95 เปอรเซ็นต สามารถจําแนกเชื้อไดใน

ระดับ genus (3) และถามีเปอรเซ็นตความเหมือน < 95 เปอรเซ็นต สามารถจําแนกเชื้อไดในระดับ 

family 

 

 

 

 

 
 
 
 
ภาพที่ 19  การตรวจสอบการเปนเชื้อ Bacillus sp. ดวยการใชไพรเมอรทีอ่อกแบบมาจําเพาะกับ  
  บริเวณ 16S rDNA ขนาด 595 bp โดยตําแหนงที1่-3 คือ เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสาย   
  พันธุ B. amyloliquefaciens KPS46 (สายพนัธุเปรียบเทียบ) 2 =  เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
  สายพันธุSP009s (Bacillus licheniformis สายพันธุSP009s จากหองปฏิบัติการแบคทีเรีย 
  ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มก.)  และ 3= เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 
 
 
 
 
 

595 bp
500 bp 

M        1         2       3
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ภาพที่ 20  การวิเคราะห Phylogeny ของลําดับนิวคลีโอไทดบนยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียสาย
พันธุ XA6  เปรียบเทียบกับขอมูลใน GenBank แบคทีเรียสายพันธุ XA6 มีความ
เหมือนกันกับ Bacillus subtilis strain S433139-90 เทากับ 99 เปอรเซ็นต 

  

4.  การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษสายพันธุใหมเพื่อการปรับใชในการผลิตขาว 
 

จากการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีประโยชนในการยั้งยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหง และการ
สงเสริมการเจริญเติบโตของขาว  พบวาไดเชื้อแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท ที่มีแนวโนมที่ดีในการ
ทดสอบในระดับหองปฏิบัตกิาร และเรือนทดลอง โดยเชือ้แบคทีเรียไอโซเลท XA6 เปนเชื้อที่มี
ประสิทธิภาพสูงมากที่สุดทั้งทางดานการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค และการสงเสริมการเจริญเติบโต 
แตกตางในทางสถิติเมื่อเทียบกับไอโซเลท XA6 และเมื่อทําการจําแนกทั้งลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ชีวเคมี และการใชเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) พบวาเชื้อดงักลาวเปนเชื้อ Bacillus 
subtilis จึงไดคัดเลือกสายพนัธุ XA6 เพื่อนํามาใชในการพัฒนาสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
สายพันธุXA6 เพื่อใชในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวและการสงเสริมการ
เจริญเติบโตของขาวในระบบการผลิตขาวในสภาพไรตอไป  
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4.1 อาหารเพิ่มปริมาณเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6  
 
 การศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเพิ่มปริมาณเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหม  

XA6 โดยการพิจารณาจากสารอาหารและแหลงที่ใชในเมตาบอไลตของแบคทีเรีย เพื่อใชเปนสาร
ผสมในการผลิตอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มปริมาณเซลลแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 ผลการคัดเลือก
โดยการเลี้ยงเชื้อภายใน 24 ช่ัวโมง ตรวจนับจํานวนเซลลที่เพิ่มขึ้นในน้ําตมธัญพืช/พืช/ผลผลิตจาก
พืช ที่คัดเลือกมา พบวา มันฝรั่งตมแลวกรอง เปนแหลงพลังงานที่ใหคารบอนสูงมากที่สุด โดย
สามารถเพิ่มจํานวนเซลลไดเทากับ 3x1019 CFU/มิลลิลิตร และกากน้ําตาลเปนแหลงคารโบไฮเดรต 
กรดอะมิโน เพิ่มจํานวนเซลลไดเทากับ 3X1017 CFU/มิลลิลิตร และในน้ําตมกากถัว่เหลืองซึ่ง
แบคทีเรียสามารถใชเปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด เทากบั 2.9X1019 CFU/มิลลิลิตร สามารถเพิ่ม
จํานวนเซลลไดเจริญเติบโตไดมากที่สุดเมือ่เปรียบเทียบกับน้ําตมธัญพชื/พืชชนิดอื่นทั่วไป  และ
พบวาไมมีความแตกตางในทางสถิติกับสูตรอาหารดัดแปลง MS-medium (ชัยสิทธิ์,  2549) ที่อายุ 
24 ช่ัวโมง (ตารางที่ 20) จึงไดนําสวนผสมทั้ง 3 ชนิดมาหาอัตราสวนในการผสมเปนสูตรอาหาร
เล้ียงเพิ่มปริมาณเชื้อ โดยอัตราสวนระหวางน้ําตมกากถัว่เหลืองแลวกรอง : กากน้ําตาล ไดอางอิง
จาก (ชัยสิทธิ์,  2548) ที่สามารถเลี้ยงเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens สายพันธุ KPS46 ซ่ึงเปนกลุม 
Bacillus sp. เชนเดียวกนั ในอัตราสวนกากถั่วเหลืองตมแลวกรอง: กากน้ําตาล เทากับ 10 :10 (กรัม/
กรัมตอน้ํา 1 ลิตร) จึงไดปรับอัตราสวนในสวนของมันฝรั่งตมแลวกรอง ที่นํามาเลี้ยงรวมกันกับกาก

ถ่ัวเหลืองและกากน้ําตาลโดยการทดสอบการเจริญของเชื้อในอาหารเหลวผสมที่ปรับอัตรา
สวนผสมของมันฝร่ังตมแลวกรอง:กากน้ําตาล: กากถั่วเหลืองตมแลวกรองเทากับ 100:10:10, 
150:10:10, 200:10:10, 250:10:10 และ 300:10:10 (กรัม/กรัม/กรัม) ในน้ํา 1 ลิตร เล้ียงเพิ่มปริมาณ
เซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ตรวจสอบจํานวนเซลลดวยวิธี dilution plate ที่เวลาเลี้ยง 24 
ช่ัวโมง พบวาสูตรอาหารที่ไดจากการเลี้ยงในอัตราสวน มันฝร่ังตมแลวกรอง:กากน้ําตาล: กากถั่ว
เหลืองตมแลวกรอง 250:10:10 สามารถเพิ่มจํานวนเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษXA6 ไดมากที่สุด
เทากับ 3x1022 CFU/มิลลิลิตร โดยไมแตกตางในทางสถิติกับสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อดัดแปลง MS-
medium (ชัยสิทธิ์,  2549) จึงตั้งชื่อสูตรอาหารดังกลาววา MSP-medium (Molass Soybean Potato-
medium) สําหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6  (ตารางที่ 21) 
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4.2 ปจจัยที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในสูตรอาหารเพิ่ม
ปริมาณ  

 
 การทดสอบอัตราสวนที่เหมาะสมของสูตรอาหารเพิ่มปรมิาณเซลลดังกลาวมาศึกษา

ปจจัยตั้งตนที่เหมาะสมของอาหาร MSP-medium ผลการทดลองพบวา เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6
ในการทดสอบความเปนกรดดางที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSP-medium โดยการทดสอบที่ 
pH เทากับ 5  6  7  8  9 และ 10 พบวาที่ความเปนกรดดางที่ 6-7 ที่เปนกรดดางตั้งตนในการเลี้ยงเชือ้
แบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในสูตรอาหารดังกลาวดีที่สุดแตกตางในทางสถิติ โดยมีจํานวนเซลล
แบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ที่เวลา 24 ช่ัวโมง เทากับ 2.4X1020 CFU /มิลลิลิตร และการทดสอบความเร็ว
รอบตอนาที ในการเลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยา ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
XA6 จาการทดสอบความเรว็รอบตอนาททีี่เหมาะสม พบวาความเรว็รอบในการหมนุเหวี่ยงสูงขึ้น
เชื้อแบคทีเรียจะมีอัตราการเจริญเติบโตดีเพิ่มขึ้นและสูงที่สุดที่ 150 รอบ/นาที ที่เวลา 24 ช่ัวโมงเชื้อ
แบคทีเรียสามารถเพิ่มปริมาณไดมากที่สุดเทากับ 3X1024 CFU /มิลลิลิตร (ตารางที่ 22) จาการ
ทดสอบความเร็วรอบตอนาทีที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในสภาพ
อุณหภูมิหองในสูตรอาหาร MSP-medium เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 สามารถเจริญเติบโตไดดี
ที่สุด สามารถเพิ่มปริมาณเซลลไดสูงที่สุดในชวง 2.5X1020-3X1024 CFU/มิลลิลิตร จึงนาํผลที่ไดจา
การศึกษาปจจยัตั้งตนที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อในอาหาร MSP-medium ที่ประกอบดวย มนั
ฝร่ังตมแลวกรอง:กากน้ําตาล: กากถั่วเหลืองตมแลวกรอง 250:10:10 ในน้ํา 1 ลิตร โดยปรับความ
เปนกรดดางตัง่ตนที่ 7 เล้ียงเขยาที่ความเรว็รอบ 150 รอบ/นาที ในสภาพอุณหภูมิหอง และ
ตรวจสอบการเจริญเติบโตของเชื้อ เปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อ NB และ MS-medium (ชัยสิทธิ์,  
2548) ผลการทดลองพบวา อาหาร MSP-medium เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 มีอัตราการ
เจริญเติบโตดีเทียบเทากับอาหารเลี้ยงเชื้อทัว่ไป NGB ที่ 24 ช่ัวโมง โดยมีจํานวนเซลลเฉล่ียเทากับ 
3X1022 CFU /มิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกบัน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ (ภาพที่ 21)  
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ตารางที่ 20 การเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในอาหารเลี้ยงเชือ้เพิ่มปริมาณเซลลสูตรตางๆ 
 

วัตถุดิบ จํานวนเซลล (CFU/มิลลิลิตร)1/ 
1  มันฝร่ัง 3x1019a 
2  มันเทศ 3x109f 
3  ปลายขาว 2.5x1016c 
4  รําขาว 2.1x1011e 
5  ฟางขาว 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/  =  คาเฉลี่ยจาก 5 ซํ้า ตัวอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับ(P= 0.05) 
Duncan, s New Maltiple Range Test (DMRT) เมื่อวเิคราะหดวยโปรแกรม SPSS version 13  
การเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษXA6 ที่ปริมาณเซลลเร่ิมตน 1x108 CFU/มิลลิลิตร ที่เจริญในน้ํา
ตมธัญพืช/พืช/ผลิตผลจากพืช ตรวจนับจํานวนเซลลเมื่อบมเชื้อนาน 24 ช่ัวโมง ภายใตอุณหภูมหิอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 21 อัตราการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในสูตรอาหารดัดแปลง MSP-medium (Molass Soybean Potato-medium)  
 

อัตราสวน 
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/  =  คาเฉลี่ยจาก 5 ซ้ํา ตัวอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับ(P= 0.05) Duncan, s New Maltiple Range Test (DMRT) เมื่อวิเคราะหดวย
โปรแกรม SPSS version 13  
2/  =  อัตราสวนของอาหาร MSP-medium ที่ประกอบดวยมันฝรั่งตมแลวกรอง:กากน้ําตาล: กากถัว่เหลืองตมแลวกรอง ในน้ํา 1 ลิตร เพื่อเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษXA6 
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ตารางที่ 22 ปจจัยที่มีผลตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในสูตรอาหาร MSP-medium 
      ทางดานความเปนกรดดาง และความเรว็รอบ/นาที ที่เวลา 24 ช่ัวโมง 
 
ปจจัยควบคุม2/  ประชากรเชื้อ log (CFU/มิลลิลิตร) 1/ 

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

กรด-ดาง 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/ =  คาเฉลี่ยจาก 5 ซํ้า ตัวอักษรเหมือนกันไมแตกตางกันทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range 
test (DMRT) วิเคราะหขอมูล และคาความแตกตางทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS version 13 
(P=0.05)  
2/ =  อาหาร MSP-medium ที่มีการปจจัยทางดานคาความเปนกรด-ดางเริม่ตน และความเร็วรอบ/
นาทีในการเขยาเชื้อนาน 24 ช่ัวโมง และตรวจสอบนับปริมาณเซลลที่เพิ่มขึ้น 
 
 
 
 
 



109 
 

 

 
ภาพที่ 21 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 ที่เล้ียงในสูตรอาหาร  
     MSP medium , NGA และ MS medium ที่อายุ 0-72 ช่ัวโมง 

 
4.3 การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑชนิดผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 

 
  4.3.1 การคัดเลือกชนิดสารพา สารเสริมประสิทธิภาพ และอัตราสวนที่เหมาะสม 
 
   จากการคัดเลือกชนิดสารพา  สารเสริมประสิทธิภาพ และการใชอัตรา
สวนผสมที่เหมาะสมตอความมีชีวิตรอด และประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหม
XA6 พบวาสารพาที่ดีที่สุดในการคงความมีชีวิตรอดของเชื้อ คือ ประกอบดวย talcum+calcium 
อัตราสวน 2:1 โดยพบวาสารพาที่หยดดวย cell suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 10 มิลลิลิตร 
(ความเขมขน 1x1015 CFU/มิลลิลิตร) ตอสารพา 90 กรัม ตรวจสอบความสามารถในการคงความมี
ชีวิตรอดในสารพาที่เก็บรักษาไวที่อุณหภูมหิอง (ถุงพลาสติกที่ปลอดเชื้อและซิลถุงใหสนิท) 
ความสามารถในการละลายน้ํา ผลการทดลองพบวาสารพาที่มีสวนผสมของ talcum+calcium อัตรา 
2:1 เปนสวนผสมสารพาที่ดีที่สุด โดยใหผลการทดสอบในการเก็บรักษานาน 6 เดือน เทากับ 3x1013 
CFU/มิลลิลิตร ใหคาการละลายน้ํากอนพนใบขาวเทากับ ระดับที1่ ดีที่สุด สารพาละลายน้ําทันที
ภายในเวลา 1-5 นาที (ตารางที่ 23)  
 
 สวนการทดสอบสารเสริมประสิทธิภาพในการผลิตผลิตภัณฑจุลินทรียแบคทีเรียปฏิปกษ
XA6 โดยการใชสารพาจากสวนผสมที่ดีที่สุดคือ talcum+calcium อัตราสวน 2:1 ผสมกับอัตราสวน 

ปริ
มา
ณเ
ชื้อ
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ของสารเสริมประสิทธิภาพ และประเมนิผลทางดานการเจริญเติบโตกลาขาวเมื่อขาวอายุ 45 วันหลัง
ปลูก ทางดานความสูงตน ความยาวราก และน้ําหนกัสด การควบคุมโรคขอบใบแหงของขาว (การ
ลดโรค และระดับความรนุแรงของโรค) ความมีชีวิตรอดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษXA6  ผลการ
ทดลองพบวา สารพา : สารเสริมประสิทธิภาพ คือ talcum+calcium:CMC:glucose อัตรา 55:25:8:2 
ที่มีการใสเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษXA6 10 มิลลิลิตร เปนสวนผสมที่ดีที่สุดสามารถสงเสริมอัตรา
การเจริญเติบโตทางดานความสูงตน ความยาวราก น้ําหนักสดเทากับ 35  23  39  เซนติเมตร/
เซนติเมตร/กรมั ตามลําดับ ลดอัตราการเกิดโรคไดดีที่สุด เทากับ 72 เปอรเซ็นต ความรุนแรงโรค
ระดับ 1 (เกิดโรคนอยที่สุด) และคงความมชีีวิตรอดของเซลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสูงที่สุดเทากับ 
3x1013 CFU/มิลลิลิตร ที่อายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑนาน 12 เดือน (ตารางที่ 24 และภาพที่ 22)   
 
ตารางที่ 23  ประสิทธิภาพสารพาแตละชนดิที่มีสวนผสมของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 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/ =  คาเฉลี่ยจาก 5 ซํ้า ตัวอักษรเหมือนกันไมแตกตางกันทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range 
test (DMRT) วิเคราะหขอมูล และคาความแตกตางทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS version 
13(P=0.05) , 2/   การประเมินการละลายน้ําโดยใชเกณฑในรายละเอยีดอุปกรณและวธีิการขอ 4.3.2  



 

 

ตารางที่ 24 ประสิทธิภาพสารพาและสารเสริมประสิทธิภาพแตละชนดิในการผสมสูตรตอการมีชีวิตรอดและประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโตของ
      ขาว และการควบคุมโรคในสภาพเรือนทดลอง 
 
  

สารพา+สารเสริมประสิทธิภาพ 
อัตราการเจริญเติบโตของขาว1/ การควบคุมโรค1/ ชีวิตรอดเซลล 

เชื้อ 
(CFU/มิลลิลิตร) 1/ 

ความสูง
ตน2/ 

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/ =  คาเฉลี่ยจาก 5 ซ้ํา ตัวอักษรเหมือนกันไมแตกตางกันทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) วิเคราะหขอมูล และคาความแตกตางทางสถิติ
ดวยโปรแกรม SPSS version 13 (P=0.05)  
2/  =  ประเมินอัตราการเจริญเติบโตขาวที่อายุ 45 วันหลังปลูก  ความรุนแรงโรค การลดลงของโรคดังตามอุปกรณและวิธีการขอ4.4 
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ภาพที่ 22 อัตราการคงความมีชีวิตรอดของเชลลเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในสูตรสําเร็จชนิดตาง ๆ ที่

    อายุ 0-12 เดือน ในสภาพอณุหภูมิหอง 
 
 4.4 การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษXA6 ชนิดผงใน
การสงเสริมการเจริญเติบโตขาวในสภาพเรือนทดลอง  

 
 จากการนําสูตรที่ดีที่สุด คือ Formula1 talcum, calcium, CMC, และน้ําตาลกลูโคส 

(60:30:8:2) มาทดสอบในสภาพเรือนทดลองโดยการคลุกเมล็ดขาวกอนปลูกและพนใบ 6 คร้ังที่อายุ 
7  14  30  45  60  และ 75 วันหลังปลูก (ขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05) เปรียบเทียบกับสูตรสําเร็จของ
ภาควิชาโรคพชื ISR-B และสารเคมี copper hydroxide และน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อประเมนิผลทางดาน
การเจริญเติบโต และการลดการเกิดโรค และความรุนแรงของโรค ผลการทดลองพบวาสามารถ
สงเสริมการเจริญเติบโตทางดานความสูงตน ความยาวราก และน้ําหนกัสดเทาไดดีที่สุดเทากับ 
35.08  23.54  39.81  (เซนติเมตร/เซนติเมตร/กรัม) แตกตางในทางสถิติกับการใชสูตร ISR-B เทากับ 
33.32  22.50  32 (เซนติเมตร/เซนติเมตร/กรัม) และสูงกวาการใชสารเคมี copper hydroxide และน้าํ
กล่ันนึ่งฆาเชื้อ  สามารถลดการเกิดโรคได 72  69  65  และ 0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 25) 

 
 
 

ระยะเวลาการเก็บรักษา (เดือน) 



 

 

ตารางที่ 25 ประสิทธิภาพสูตรผลิตภัณฑจลุินทรียเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษXA6 ในการสงเสริมการเจริญเติบโตขาวในสภาพเรือนทดลอง  
 

 
กรรมวิธี 

การเจริญเติบโต1/ การควบคุมโรคขอบใบแหง1/ 
ความสูงตน2/ 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/ =  คาเฉลี่ยจาก 5 ซ้ํา ตัวอักษรเหมือนกันไมแตกตางกันทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) วิเคราะหขอมูล และคาความแตกตางทางสถิติ
ดวยโปรแกรม SPSS version 13 (P=0.05)  
2/  =  อัตราการเจริญเติบโตทางดานความสงูตน ยาวราก น้ําหนกัสด ทีอ่ายุขาว 45 วนัหลังปลูก ความรุนแรงโรค การลดลงของโรครายละเอียดตามวิธีการขอ4.4 
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5. ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษชนิดผงในการสงเสริมการเจริญเติบโต
ของขาวและการยับยัง้เชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงในสภาพไรนา 
 

การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑชนดิผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ XA6 
สูตรท่ี1 Formula1 XA6 (talcum+calcium+CMC+glucose อัตราสวน 60:30:8:2) ท่ีเก็บรักษานาน 6 
เดือน ดวยการคลุกเมล็ดขาวอัตรา 1 กรัมตอเมล็ดขาว 1 กิโลกรัม และพนใบ 6 (7  15  30  45  60  
และ 70 วัน หลังปลูก) เปรียบเทียบกับกรรมวิธีการใชสูตรสําเร็จ ISR-B (สูตรพัฒนาของภาควิชา
โรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร) กรรมวิธีท่ีใชสารเคมี copper hydroxide  และ น้ํา
กล่ันนึ่งฆาเช้ือ ประเมินผลดานการสงเสริมการเจริญเติบโตของกลาขาว (ความสูงตน ความยาวราก 
น้ําหนกัสด อัตราการแตกกอ) ผลผลิตตอไร  อัตราการลดโรค และการกระตุนการสะสมเอนไซม β-
1,3-glucanase  ผลการทดลองพบวา กรรมวิธีท่ีมีการใช Formula1 XA6 มีประสิทธิภาพดีท่ีสุด 
(P=0.05) แตกตางทางสถิติโดยสงเสริมการเจริญเติบโตทางดานความสูงตน ความยาวราก น้ําหนัก
สด และอัตราการแตกกอ เทากับ 57.71  28.43  40.5 (เซนติเมตร/เซนติเมตร/กรัม) และ 4.3 ตนตอ
กอ รองลงมาคือการใชสูตร ISR-B เทากับ 57.86  28.2  38.9 (เซนติเมตร/เซนติเมตร/กรัม) และ 3.3 
ตนตอกอ และสูงกวากรรมวธีิท่ีใชน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ เทากับ 44.5  22.63  34.2 (เซนติเมตร/
เซนติเมตร/กรัม) และ 2 ตนตอกอ ตามลําดับ โดยสูตรผลิตภัณฑ Formula1 XA6 ดังกลาวสามารถ
เพิ่มผลผลิตขาวตอไรสูงท่ีสุด เทากับ 67.74 เปอรเซ็นต รองลงมาคือกรรมวิธีท่ีใชสูตร ISR-B เทากบั 
53.79 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 26) เม่ือเทียบกบักรรมวิธีการใชน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือเทากับ 0 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ สามารถลดอัตราการเกิดโรคลงไดดีท่ีสุดแตกตางในทางสถิติ (P=0.05) เทากับ  61  56 
และ 0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางท่ี 27) 

  
 

  
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 26 ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ชนิดผง ในการสงเสริมการเจริญเติบโตของขาวทางดานความสูงตน ความยาวราก   
       น้ําหนกัสด และอัตราการแตกกอขาว ที่อายุ 45 วัน และผลผลิตในระดับไรนา 
 

 
กรรมวิธี 

อัตราการเจริญเติบโต1/  
ผลผลิต2/ 
(กก./ไร) 

 
การเพิ่มผลผลิต 

(%) 
ความสูงตน2/ 

(ซม.) 
ความยาวราก2/ 

(ซม.) 
น้ําหนกัสด2/ 

(กรัม) 
อัตราแตกกอ2/ 

(ตน/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/  ตัวอักษรในแนวตั้งที่เหมือนกันคือไมมีความแตกตางในทางสถิติที่วิเคราะหดวยโปรแกรม SPSS เวอรชั่น 13 ที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05) 
2/  ประสิทธิภาพสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการสงเสริมการเจริญเติบโตขาว โดยการคลุกเมล็ดและพนใบ 6 ครั้ง (7  15  30  45  60 และ 70 วันหลัง
ปลูก) และปลกูเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงเมื่อ 31 วันหลังปลูก ประเมินผลในการสงเสริมการเจริญเติบโตทางดานความสูงตน ความยาวราก น้าํหนักสด อัตรา
การแตกกอ ทีอ่ายุ 45 วันหลังปลูก และผลผลิตขาว  
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ตารางที่ 27  ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ในการควบคุมโรคขอบใบ
        แหงของขาวในระดับไรนา 

 

1/  ตัวอักษรในแนวตั้งที่เหมือนกันคือไมมีความแตกตางในทางสถิติที่วิเคราะหดวยโปรแกรม SPSS   
    เวอรช่ัน 13 ที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05 
2/  ประเมินประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุใหมในการควบคุมโรค
ขอบใบแหงของขาวโดยการคลุกเมล็ดและพนใบ 6 คร้ัง (7  15  30  45  60 และ 70 วันหลังปลูก) 
และปลูกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงเมื่อ 31 วันหลังปลูก และประเมนิอตัราการเกิดโรค  อัตราการ
ลดโรค และระดับความรนุแรงโรค ที่อายุ 7 วันหลังปลูกเชื้อสาเหตุโรค 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
กรรมวิธี 

การควบคุมโรคขอบใบแหง1/  
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 ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑแบคทีเรียปฏิปกษ XA6 ชนิดผง ทางดานการกระตุน
ใหพืชสรางและสะสมปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase ในสภาพไรนา 
 
  การตรวจสอบปริมาณการสรางและสะสมเอนไซม β-1,3-glucanase ในขาวที่ไดรับ
การกระตุนภูมติานทานตอโรคขอบใบแหงโดยการคลุกเมล็ดขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 อัตรา 1 
กรัมตอเมล็ด 1 กิโลกรัม และพนใบอัตรา 20 กรัมตอน้ํา 20 ลิตร ดวยสูตรผลิตภัณฑชนิดผงสูตร 
Formula1 XA6 และพนใบ 3 คร้ัง (ที่อายุ 7  14  และ 30 วันหลังปลูก) ซ่ึงประกอบดวย 2 ชุดการ
ทดลองคือ ชุดที่1 ปลูกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวที่อายุ 31 วันหลังปลูก เปรียบเทียบกับการ
ใชสูตรแบคทีเรีย ISR-B  สารเคมี copper hydroxide และน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ และชุดที่ 2 ไมมีการปลูก
เชื้อสาเหตุโรค  ผลการทดลองพบวา กรรมวิธีการใชสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ 
XA6 สูตร Formula1XA6 คลุกเมล็ดขาวและพนใบใหคากิจกรรมเอนไซมดีที่สุด และมีการสะสม
สูงที่สุดในวนัที่ 4 หลังการปลูกเชื้อสาเหตโุรค เทากับ 14.82 μg glucose min-1 mg-1 protein  
รองลงมาคือ กรรมวิธีที่ใชสูตร ISR-B มีกิจกรรมเอนไซมในวนัที่ 4 เทากับ 12.22 μg glucose min-1 
mg-1 protein  เปรียบเทียบกบักรรมวิธีที่ใชสารเคมี copper hydroxide ใหคากจิกรรมเอนไซมในวนัที่ 
4 เทากับ 10.03 μg glucose min-1 mg-1 protein  โดยใหคาสูงกวาการใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อที่ใหคา
ปฏิกิริยาเอนไซมเทากับ 8.40 μg glucose min-1 mg-1 protein ตามลําดับ (ภาพที่ 23 และภาพที่ 24) 
โดยสามารถลดอัตราการเกิดโรคลงได เทากับ 61  56  52  และ 0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงพบวาการ
สรางและสะสมปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase ที่เพิ่มขึ้นและสูงที่สุดในวนัที่ 4 สอดคลองกับ
การเกิดโรค และการลดการเกิดโรค ซ่ึงจะเห็นไดวาสามารถลดการเกิดโรคไดสูงที่สุดอยางชัดเจน
ทั้งกรรมวิธีที่มีการปลูกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงขาว (ตารางที่ 28) 
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ภาพที่ 23  ปริมาณสะสมและปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase ที่ 0 1 2 3 4 5 6 และ 7 วันหลังการ
    ปลูกเชื้อในขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05 ที่มีการใชสูตร Formula1XA6 คลุกเมล็ดและพนใบ 
    3 คร้ัง ประเมินผลที่ 0 1 2 3 4 5 และ 6 วันหลังปลูกเชือ้ (ไมมีการปลกูเชื้อสาเหตุโรค) 

 

 
ภาพที่ 24  ปริมาณสะสมและปฏิกิริยาเอนไซม β-1,3-glucanase ที่ 0 1 2 3 4 5 6 และ 7 วันหลังปลูก
  ขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05 ที่มีการใชสูตร Formula1XA6 คลุกเมล็ดและพนใบ 3 คร้ัง 
 และปลูกเชื้อโรคที่อายุ 31 วนั ประเมินผลที่ 0 1 2 3 4 5 และ 6 วันหลังปลูกเชื้อสาเหตุโรค 
 



 

ตารางที่ 28 ประสิทธิภาพของสูตรผลิตภัณฑเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวในการสะสมเอนไซม β-1,3-lucanase 
   ในระดับไรนา  

1/  =  ตัวอักษรในแนวตั้งที่เหมือนกันคือไมมีความแตกตางในทางสถิติที่วิเคราะหดวยโปรแกรม SPSS เวอรชั่น 13  ที่ระดับความเชื่อมั่น (P=0.05 
2/ =  ประเมินการควบคุมโรคขอบใบแหงของขาวโดยการคลุกเมล็ดและพนใบ 3 ครั้ง (7  15  และ 30 วันหลังปลูก) และปลูกเชื้อสาเหตุโรคอายุ 31 วันหลังปลูก -
ทางดานอัตราการเกิดโรค อัตราการลดโรค และระดับความรุนแรงโรค ที่อายุ 7 วันหลังปลูกเชื้อสาเหตุโรค  

3/ =  ปริมาณการสรางและสะสมเอนไซม β-1,3-glucanase (μg glucose min-1 mg-1 protein) ในการคลุกเมล็ดและพนใบ 3 ครั้ง (7  15  และ 30 วันหลังปลูก)ที่เพิ่ม
สูงสุดในวันที่ 4 หลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรค 

 
 
 

 
กรรมวิธี 

ปลูกเชื้อสาเหตุโรค1/ การสรางและสะสม
เอนไซม 

 β-1,3-glucanase3/ 

ไมปลูกเชื้อสาเหตุโรค1/ การสรางและสะสม
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 
 
 ขาวเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคญัมากของประเทศไทย ซ่ึงการผลิตขาวนั้นยังประสบปญหาดาน 
โรคขอบใบแหงของขาว ที่เกิดจาก X. oryzae pv. oryzae  ปจจุบันพบวากําลังระบาดมากยิ่งขึ้น
โดยเฉพาะในแหลงที่มีการผลิตขาวอยางตอเนื่องและปลกูขาวสายพนัธุออนแอ โดยโรคนี้สามารถ
เขาทําลายพืชไดทุกระยะแตที่สําคัญคือระยะที่ขาวแตกกอและกําลังออกรวง และจะระบาดรุนแรง
มากชวงที่สภาพแวดลอมเหมาะสมของโรคคือในชวงฤดฝูน มีความชื้นสูง เมื่อฝนตกลมพัดแรง ใบ
ขาวมีการเสียดสีกัน ทําใหเชือ้เขาทําลายไดงายในพื้นที่ทีม่ีการปลูกขาวพันธุออนแอตอโรคขอบใบ
แหงของขาวเชน ขาวดอกมะลิ105  กข6  (Ezuka and Kaku, 2000) 
 
 ซ่ึงจากการเก็บตัวอยางใบขาวที่แสดงอาการโรคขอบใบแหงขาวจากปลูกขาวที่สําคัญใน
ประเทศไทยรวม 9 จังหวัด นํามาแยกเชื้อและศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา การตดิสีแกรม 
ลักษณะทางชวีเคมีตางๆ และการทดสอบการเปนเชื้อสาเหตุโรค โดยการทดสอบการเกิดปฏิกิริยา 
HR และการทดสอบความสามารถในการเกิดโรคขอบใบแหงของขาวบนขาวพันธุออนแอ (ขาว
ดอกมะล1ิ05) และยนืยันการเปนเชื้อสาเหตโุรคโดยการใชไพรเมอรจําเพาะบริเวณ 16SrDNA 
พบวาไดเชื้อแบคทีเรียที่มีแนวโนมเปน X. oryzae pv. oryzae จํานวนทัง้ส้ิน 230 สายพันธุ จากสาย
พันธุเชื้อที่แยกไดทั้งหมด และสายพันธุเปรยีบเทียบจากกรมวิชาการ 1 สายพันธุ คือ สายพันธุ 
TB0037 และเชื้อ X. oryzae pv. oryzicola สายพันธุ TS8208 และเชื้อ A. avenae subsp. avenae สาย
พันธุ Aaa9 ซ่ึงเปนสายพันธุที่ใชเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของไพรเมอรในการจําแนกเชื้อตางกลุม  
 
 จากการศึกษาลักษณะของเชือ้สาเหตุโรค X. oryzae pv. oryzae พบวาเปนเชื้อที่มีลักษณะ
โคโลนีสีเหลืองซีด ขอบเรียบ เปนมันวาว บนอาหาร (NGA) ลักษณะของเชื้อจะเปนทอนส้ัน 
(Wakimoto, 1955) ขนาดจีโนมของเชื้อเทากับ 4941439 bp ลักษณะเปนวงกลม (Lee et al., 2005) 
โดยเชื้อ  X. oryzae pv. oryzae สามารถเจริญในชวงพเีอส ประมาณ 4.0-8.8 แตเจริญไดดีที่ชวง 6.0-
7.0 อุณหภูมิ ตัง้แต 5-40 องศาเซลเซียส และเจริญดีที่สุดที่ 26-30 องศาเซลเซียส (Tagami and 
Mizukami, 1962) เชื้อสามารถสรางและปลดปลอยสารพิษซึ่งสามารถทําลายตนขาวระยะกลาได
หลายชนิด เชน trans-3-methylthioacrylic acid, tiglig acid, phenyl acetic acid, isovaleric acid, 
succinic acid และ famaric acid (Noda et al., 2001)  
 



121 
 

 

 การศึกษาเชื้อ X. oryza pv. oryzae ทางชีวเคมี พบวาเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สามารถ
เคล่ือนที่ได ตองการออกซิเจนในการเจรญิเติบโต ไมเกดิปฏิกิริยา catalase ไมสามารถยอยแปงได
ในการทดสอบ starch hydrolysis เกิดปฏกิิริยา citrate utilization โดยเปลี่ยนอาหารทดสอบสีเขียว
เปนสีน้ําเงินชดัเจน การทดสอบความสามารถในการยอยมันฝร่ังพบวาสามารถยอยมันฝร่ังไดปาน
กลาง ในทุกสายพันธุที่แยกได ในขณะทีเ่ชื้อสายพันธุเปรียบเทียบ X. oryzae pv. oryzicola ไม
เกิดปฏิกิริยา และการทดสอบความสามารถในการเกดิปฏิกิริยากับน้ําตาล พบวา สามารถผลิตกรด
จากน้ําตาล glucose, fructose และ gelatose ไดแตไมไมสามารถผลิตไดในน้าํตาล ribose, maltose 
และ lactose โดยเปรียบเทียบกับขอมูลในหนังสือ Bergey manual of Determinative Bacteriology 
9th edition (Holt et al., 2007)  
 
 การทดสอบความสามารถในการกอใหเกดิโรคและการจัดกลุมเชื้อ พบวาเชื้อทั้งส้ิน 231 
สายพันธุ นั้นนํามาทดสอบความรุนแรงในการกอใหเกดิโรคในขาวพนัธุออนแอ (ขาวดอกมะล1ิ05) 
ที่อายุ 45 วัน ที่ความเขมขนเทากันที่ 0.2 O.D. 600 นาโนเมตร (Shanti et al., 2001) ซ่ึงวิธีการ
ดังกลาวเปนวธีิการปลูกเชื้อที่มีประสิทธิภาพดี ซ่ึงจะตองใชใบขาวที่มอีายุเทากัน ขนาดใกลเคยีงกนั
ในทุกใบที่ทดสอบ และตองทําพรอมกันทัง้ 231 สายพันธุ เพื่อใหมีสภาพแวดลอม และปจจัยทีเ่กิด
โรคเหมือนกนั โดยบมเชื้อที่อุณหภูมิประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 90-100 
เปอรเซ็นต และวดัขนาดความยาวแผลที่อายุ 14 วันหลังปลูกเชื้อ พบวา เชื้อสายพันธุที่รุนแรงที่สุด
กอใหเกิดโรคโดยแสดงอาการเร็วที่สุดที่ 3 วันหลังการปลูกเชื้อ การจัดกลุมเชื้อตามลักษณะทางฟ
โนไทป สามารถจัดกลุมเชื้อได 4 กลุมโดยดัดแปลงจากวธีิการของ (IRRI, 1980) คือ ระดับ A กลุม
ออนแอ ความยาวแผลตั้งแต 0-1 เซนติเมตร ไมพบบาดแผลหรือบาดแผลขยายเพียงเล็กนอย พื้นที่
ใบถูกทําลาย 1-5 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบ จาํนวน 53 สายพันธุ ระดับ B กลุมคอนขางออนแอ ความ
ยาวแผลตั้งแต 1.1-3 เซนติเมตร พื้นที่ใบถูกทําลาย 6-12 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบ จํานวน 28 สาย
พันธุ ระดับ C กลุมคอนขางรุนแรง ความยาวแผลตั้งแต 4-6 เซนติเมตร พื้นที่ใบถูกทําลาย 13-25 
เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบ จํานวน 120 สายพันธุ และระดับ D กลุมรุนแรง ความยาวแผลตั้งแต 7-9 
เซนติเมตรขึ้นไป พื้นที่ใบถกูทําลาย 26-50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบขึ้นไป จํานวน 30 สายพันธุ จาก
การจัดกลุมเชือ้ตามลักษณะความสามารถในการเกิดโรค และความรุนแรงในการเกิดโรคจะพบวา
โดยสวนใหญเปนเชื้อที่คอนขางรุนแรงสูงซ่ึงแสดงใหเหน็วาเชื้อสวนใหญเปนเชื้อที่รุนแรงในการ
เกิดโรค เปนการพยากรณไดวาในสภาพไรจะมีความรนุแรงของโรคระบาดมาก และประกอบกับ
ในชวงทีเ่ก็บตวัอยางโรคนั้นพบวามีโรคระบาดอยางรวดเร็ว จึงจําเปนอยางยิ่งที่จะตองมีการควบคุม
โรคอยางจริงจัง  
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 การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อกับความรุนแรงในการกอใหเกิดโรค 
 X. oryzae pv. oryzae โดยใชเทคนิค rep-PCR พบวา สามารถผลิตแถบลายพิมพดีเอน็เอของเชื้อได 
20, 22 และ 14 ในไพรเมอร BOX  ERIC และ REP ตามลําดับ และจํานวนแถบดเีอ็นเอที่สําคัญและ/
หรือชัดเจนจากการตรวจสอบวามีหรือไมมีที่นํามาใชวเิคราะห dendrogram คือ 16  19  และ 8  แถบ
จากไพรเมอรทั้ง 3 ตามลําดับ คิดเปน 81.8, 86.36  และ 51.14 เปอรเซ็นตโดยแตละไพรเมอร มี
ขนาดตั้งแต 100 bp ถึง 3000 bp  ที่ใชในการศึกษาวจิัยในครั้งนี้ 
 
 การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อกับความรุนแรงในการกอใหเกิดโรค X. 
oryzae pv. oryzae โดยใชเทคนิค rep-PCR พบวา  2 ใน 3 ไพรเมอร คือ ไพรเมอร ERIC และ BOX 
สามารถแยกความแตกตางของเชื้อ X. oryza pv. oryzae ทั้ง 230 สายพันธุ และสายพนัธุเปรียบเทียบ
ออกจากสายพนัธุใกลชิด คือ X. oryzae pv. oryzicola และสายพันธุตางกลุมออกอยางชัดเจน และ
แบงกลุมเชื้อทัง้ 231 สายพันธุ ออกเปน 2 กลุมใหญ ที่มปีระชากรเชื้อในกลุมรุนแรง (กลุมรุนแรง 
(กลุม D : virulence) และคอนขางรุนแรง (กลุม C : weakly virulence) คิดเปน 98 เปอรเซ็นตในไพร
เมอร ERIC และ 86.67 เปอรเซ็นตในไพรเมอร BOX และพบวาเชื้อในกลุม 1 เปนลักษณะที่มีอยูใน
เชื้อสายพันธุทีม่ีลักษณะ Phenotype ในการกอใหเกิดโรคนอย (กลุม A : non aggressive และกลุม B 
: weakly aggressive) มีความเหมือนกนั 95.72 เปอรเซ็นตในไพรเมอร ERIC และ 68.85 เปอรเซ็นต 
ในไพรเมอร BOX ซ่ึงไพรเมอร BOX จะมีการกระจายตัวของประชากรเชื้อสายพันธุออนแอปะปน
กับสายพันธุรุนแรงสูงกวาในไพรเมอร ERIC โดยสายพันธุตางกลุมที่ปะปนอยูบางนั้นเมื่อคิดเปน
เปอรเซ็นต พบวาเปนสวนนอย ซ่ึงอาจเกดิจากการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางฟโนไทปที่ปรากฏ
ตลอดจนทําใหเชื้อมีการพฒันาที่เปลี่ยนไปหรือเกิดการกลายพันธุ โดยสอดคลองกับ (Ochiai et al., 
2000) รายงานวาการเปลี่ยนแปลงในสายพนัธุเชื้อหรือโครงสรางทาง pathotype ในประชากรเชื้อ X. 
oryzae pv. oryzicola นั้นเปนผลมาจากปจจยัหลาย ๆ อยาง เชน การเปลีย่นแปลงทางดานพันธุกรรม
ที่เกิดจากการกลายพันธุ การปรับตัวใหตอบสนองตอระบบการเกษตรที่เปลี่ยนไปอยางรวดเร็ว และ
สภาพแวดลอมที่เปลี่ยนแปลงไป อยางรวดเร็วและแปรปรวนมากขึ้น รวมถึงการเคลื่อนยายแหลงที่
อยูของเชื้อไปยังพื้นที่อ่ืน ๆ ดวย 
 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอรทั้งสาม ดวยเทคนิค rep-PCR พบวา2 ใน 3 ไพร
เมอรสามารถแบงกลุมเชื้อได และสามารถแยกเชื้อตางกลุมออกไดอยางชัดเจน ซ่ึงสามารถแสดงให
เห็นถึงประสทิธิภาพที่ดีของเทคนิคนี้ได และสามารถนํามาเปนทางเลอืกในการศึกษาความ
หลากหลายของเชื้อไดดี และยังพบวาไพรเมอร BOX สามารถปรากฏลายพิมพดเีอ็นเอบริเวณ 495 
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bp ไดในทกุสายพันธุเชื้อทั้ง 230 สายพันธุ และสายพนัธุเปรียบเทียบ ซ่ึงตําแหนงดังกลาวเปน
บริเวณจําเพาะตอเชื้อ X. oryzae pv. oryzae โดยสามารถนํามาใชเปนตวัตรวจสอบการเปนเชื้อ
สาเหตุโรคได   
 
 การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อกับความรุนแรงในการกอใหเกิดโรค X. 
oryzae pv. oryzae โดยใชเทคนิค rep-PCR โดยไพรเมอร REP พบวา ไมสามารถแยกความแตกตาง
ของเชื้อ X. oryza pv. oryzicola ออกจากเชือ้ X. oryza pv. oryzae ทั้ง 231 สายพันธุ โดยสามารถแยก
ไดเฉพาะสายพันธุเชื้อ Aaa9 ซ่ึงเปนสายพนัธุตางกลุม ซ่ึงสามารถบอกไดวาไพรเมอร REP นั้นมี
ประสิทธิภาพนอยในการจําแนกความแตกตางของเชื้อ X. oryza pv. oryzae ในครั้งนี้ อาจเนื่องจาก
ไพรเมอร REP นั้นเปนสวนที่ถูกออกแบบมาเปนสวนของ palindromic unit ที่มีขนาดเล็ก และอาจ
อาจเปนเพราะความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรที่มีตอเชื้อแตละสายพันธุที่แตกตางกัน 
 
 การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อกับความแหลงที่มาของเชื้อ โดยใชเทคนิค 
rep-PCR พบวา เชื้อไมมีความสัมพันธกับแหลงที่มาของเชื้อในทุกไพรเมอรที่ทดสอบทั้งไพรเมอร 
BOX  ERIC และ REP เนื่องจากพบวาเชื้อกระจายในทกุกลุมที่จําแนกปะปนกนัแสดงวาพื้นที่ตางๆ 
สภาพแวดลอมไมมีผลตอระดับความรนุแรงในการเกิดโรค  
 
 จากการศึกษาประชากรเชื้อในกลุมรุนแรงและกลุมออนแอ พบวา ไพรเมอร ERIC ปรากฏ
แถบลายพิมพดีเอ็นเอที่แตกตางกันที่ชัดเจน 6 แถบบริเวณตําแหนงที่ 580  680  780  900  1200  
และ 1300 bp ในกลุมที่ 1 โดยไมปรากฏในกลุมที่ 2  และปรากฏแถบลายพิมพดเีอ็นเอที่แตกตางกัน
ที่ชัดเจน 5 แถบบริเวณตําแหนงที่  300  650  800  950  และ 1000 bp  โดยไมพบในกลุมที่ 1  ซ่ึง
อาจจะกลาวไดวายีนบริเวณนี้อาจเปนยีนทีค่วบคุมกอใหเกิดออนแอ หรือความรุนแรงในการเกิด
โรคหรือยีนที่เกี่ยวของกับการแสดงออกของความรุนแรงได  ในขณะที่ไพรเมอร BOX ที่ทั้งสอง
กลุมมีแถบลายพิมพดเีอ็นเอที่แตกตางกัน 4 แถบชัดเจนบริเวณตําแหนงที่ 200, 750, 800  และ 1100 
bp ที่ปรากฏเฉพาะในกลุมที่ 2 (กลุมรุนแรง) และ 5 แถบ บริเวณตําแหนงที่  300  400  600  780 
และ 1000 bp ที่ปรากฏเฉพาะในกลุมที่ 1 (สายพันธุออนแอ) เทานัน้ ซ่ึงการปรากฏแถบดีเอ็นเอที่
จําเพาะนี้สามารถที่จะนํามาออกแบบเปนไพรเมอรที่ใชเปนตัวตรวจตดิตามสายพันธุเชื้อที่รุนแรง
และออนแอได  
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 ไพรเมอร BOX นั้นกลุมรุนแรงจะปรากฏแถบดีเอ็นเอจาํเพาะ 4 แถบ และในกลุมออนแอ
จะปรากฏแถบดีเอ็นเอจําเพาะ 5 แถบ และในไพรเมอร ERIC จะปรากฏแถบดีเอ็นจําเพาะในสาย
พันธุรุนแรง 4 แถบ และในสายพันธุออนแอจะปรากฏแถบดีเอ็นจําเพาะ 6 แถบ และเมือ่
เปรียบเทียบทัง้สองไพรเมอร คือ BOX และ ERIC พบวาเชื้อในกลุมที่กอใหเกดิโรคสายพันธุ
รุนแรงในทั้งสองไพรเมอรปรากฏแถบลายพิมพดีเอ็นเอ 1 แถบตรงบริเวณ  800 bp  โดยไมพบสาย
พันธุออนแอ และปรากฏแถบลายพิมพดีเอน็เอ 1 แถบตรงบริเวณ  780 bp เฉพาะในสายพันธุ
ออนแอเทานัน้ ซ่ึงอาจกลาวไดวาการที่ปรากฏหรือไมปรากฏแถบที่เปนแถบเฉพาะนี้อาจเกีย่วของ
กับการกลายพนัธุบริเวณหนึง่ของดําดับเบสในจีโนม ซ่ึงเชื้อจะสามารถปรับเปลี่ยนพันธุกรรมจาก
สายพันธุรุนแรงเปนสายพันธุออนแอ และจากสายพนัธุออนแอกลายเปนสายพันธุรุนแรงขึ้นได ซ่ึง
ถาเปนเชนนัน้จําเปนอยางยิ่งที่จะตองหาวิธีการในการควบคุมโรคที่มีประสิทธิภาพ และเปนสิ่งที่
นักปรับปรุงพนัธุพชื และนกัโรคพืชจะตองใหความสนใจ และระมดัระวังอยางสงู เพื่อไมใหเชือ้ที่
กอใหเกิดโรคไดนอยกลับกลายมากอใหเกิดโรครุนแรงขึ้นได (Gonzales et al., 2002)  
 

การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากสวนตาง ๆ ของขาวพบวาไดเชื้อแบคทีเรียที่มีประโยชน
โดยสวนใหญนั้นจะมาจากดนิบริเวณรอบรากพืช โดยเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากดนิบริเวณรอบราก
นั้นมีความหลากหลายของชนิดและปริมาณมากที่สุดเมือ่เทียบกับแบคทีเรียที่แยกไดจากผิวใบและ
ภายในลําตน และพบวาเชื้อแบคทีเรียมีประสิทธิภาพดใีนการสงเสริมการเจริญเติบโตของขาวและ
ยับยั้งเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวไดแตกตางกันทั้งทางดานการ
สงเสริมการเจริญเติบโต และการยับยั้งเชื้อโรคขอบใบแหงดีที่สุด 2 สายพันธุ คือสายพันธุ XA6 
และ D10 ที่แยกมาจากดินบรเิวณรอบรากขาว โดยทัว่ไปจะมีความสามารถในการปกปองเชื้อโรค
ทางดิน และยงัชวยใหรากพชืดูดซึมธาตุอาหารไดดีมากขึน้ ซ่ึงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกไดทั้ง
ชนิดและปริมาณพบวาสามารถยืนยันถึงนิเวศวิทยาของเชื้อจุลินทรียทีแ่ตกตางกันไดเปนอยางดี จาก
การดูลักษณะทางสัณฐานวทิยาของเชื้อทัง้หมดที่แยกได และการจําแนกกลุมตามลกัษณะโคโลนี สี 
ขนาด ของเชื้อที่พบในเบื้องตน 

 
เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุใหมที่แยกไดจากดินบริเวณรอบรากขาวสายพันธุ XA6 จาก

ดินในแปลงนาเกษตรกรจังหวัดสุพรรณบรีุ นํามาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค
ขอบใบแหงของขาว และสงเสริมการเจริญเติบโตทั้งในระดับหองปฏิบตัิการ เรือนทดลองและใน
สภาพไร โดยทางดานการยบัยั้งเชื้อสาเหตโุรคและการสงเสริมการเจริญเติบโต ผลการทดลองพบวา
เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุใหมสายพนัธุXA6 พบวามีประสิทธิภาพดีที่สุดในดานการยับยั้งเชือ้
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สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวพบวามีบริเวณยับยั้งเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบ
แหงของขาว เทากับ 0.87 เซนติเมตร ซ่ึงสูงกวาสายพันธุ KPS46 (สายพันธุเปรียบเทยีบ) โดยใหคา
เทากับ 0.65 แตกตางในทางสถิติกับการใชสารเคมี copper hydroxide และน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อซ่ึงใหคา
การยับยั้งเทากบั 0.60 และ 0 เซนติเมตร ตามลําดับ ซ่ึงการใชเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษสายพันธุทองถ่ิน
ที่แยกจากดินในแปลงนา ทําใหเชื้อแบคทีเรียนั้นสามารถปรับตัวไดดี เจริญเติบโต และแสดง
ศักยภาพในการยับยั้งเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวและการสงเสริมการ
เจริญเติบโตของขาวไดดใีนการทดสอบในสภาพไร ซ่ึงโดยปกติเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกจากพืช
ตางชนิดกนัจะสามารถแสดงศักยภาพดีเดนตอการควบคุมโรคของพืชชนิดนั้น ๆ เนื่องจาก
สภาพแวดลอมที่เชื้อจะปรับตัวไดดีและการอยูรวมกันระหวางแบคทีเรียเจาถ่ิน 

 
การคัดเบื้องตนพบวาเชื้อสายพันธุ XA6 มีประสิทธิภาพที่ดีในการสงเสริมการเจริญเติบโต 

และการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค และการใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่อาศัยตามบริเวณรากและดินรอบ
รากของพืชที่มีความสามารถในการอยูอาศัยรวมกับพืชและไมเปนโทษกับพืช (symbiosis) มาเพิ่ม
ปริมาณและใสลงไปในดินปลูกเพื่อสงเสริมการใชธาตุอาหารของพืช ตลอดจนสามารถกระตุนให
พืชผลิตสารตาง ๆ ออกมายับยั้งการเจริญของเชื้อชนิดอื่น ๆ รวมทั้งมีสารบางชนิดที่เชือ้แบคทีเรีย
ผลิตกระตุนใหพืชเติบโตแข็งแรงจัดเปนแนวทางหนึ่งที่สามารถนํามาใชชวยสงเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชไดซ่ึงเรยีกเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบตัิดังกลาววา plant growth promoting 
rhizobacteria (PGPR) (Vancura, 1987) ซ่ึงการใสเชื้อจุลินทรียปฏิปกษลงไปในดินและตนขาวจะ
เปนการชวยในการยอยสลายสารอินทรียและแปรสภาพธาตุอาหารในดินใหอยูในรปูที่พืชจะ
นําไปใชประโยชนได เชน การชวยสลายสารประกอบฟอสเฟตโดยทําปฏิกิริยากับไอออนของเหล็ก 
อะลูมิเนียม และแมงกานีสไดเปนคีเลตของธาตุเหลานั้นปองกันการตกตะกอนกับฟอสฟอรัสทําให
ฟอสฟอรัสอยูในรูปที่พืชใชประโยชนไดเพิ่มขึ้น โดยการใชเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษในกลุม B. 
subtilis คลุกเมล็ดกอนปลูกจะมีประโยชนในการชวยทําความสะอาดเมล็ดดวยวิธีชีวภาพ ซ่ึงเชื้อจะ
สามารถปกปองเมล็ด ชวยในการงอก และยังสามารถขยายพนัธุในดนิ ดังนั้นเมื่อเชือ้งอกและ
เจริญเติบโตจะชวยปกปองระบบรากในการตอสูกับเชื้อโรคที่มาจากดิน (Dakora and Phillips, 
2002) จุลินทรียกลุม Bacillus spp. มีความสามารถละลายหินฟอตเฟตได สามารถแกไขปญหาดนิ
ดาง และชวยในการเพิ่มปุยฟอสฟอรัสในดิน และสามารถใชไดในระยะยาวโดยไมตองคํานึงถึงการ
ตกคางของโลหะหนักอกีดวย (Chen et al., 2006) ซ่ึงการขาดธาตุฟอสฟอรัสในดินนาจะมี
ผลกระทบโดยตรงตอขาวโดยจะไปมีผลกระทบตอการออกดอก จํานวนดอก เมล็ดลดนอยลง 
(Barry and miller, 1989) การใชเชื้อ Bacillus megaterium, Bacillus subtilis และ Pseudomonas ใน
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การละลายฟอสเฟตพบวาสามารถเพิ่มผลผลิตของขาวทั้งในสภาพเรือนทดลอง และในสภาพไร 
(Trivedi et al., 2003)  นอกจากนี้ Yasmin และคณะ (2004) ไดทดสอบแบคทีเรีย Bacillus sp. และ 
Azospilrillum sp.กับตนขาวพบวาสามารถเพิ่มชีวมวล (biomass) ของรากและรวมไปถึงปริมาณ
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสทั้งหมดในขาวได 

 
เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 ที่แยกไดจากดนิบริเวณรากขาว พบวามีประสิทธิภาพ

ดีทั้งในดานการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแหงของขาวโดยจากการทดสอบคุณสมบัติเบื้องตน
ทางดานชีวเคมีและการทดสอบดวยการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนยนีดวยไพรเมอรจําเพาะบริเวณ 16S 
rRNA พบวาเปนเชื้อแบคทีเรียในกลุม B. subtilis ซ่ึงโดยปกติเชื้อ B. subtilis จะถูกพิจารณาวาไม
เปนเชื้อกอโรคในคน นอกจากนี้เชื้อ B. subtilis  ยังมีการนําไปใชประโยชนไดหลายประการทั้ง
ทางดานการอาหาร ดานอุตสาหกรรม และในดานการเกษตร ซ่ึงพบวาถูกนําไปใชเปนตัวควบคุม
ทางชีวภาพในการผลิตสารตานเชื้อจุลินทรยีหลายชนิด เชน เชื้อรา เชื้อแบคทีเรีย เชื้อไวรัส พบวา
เชื้อแบคทีเรียในกลุมนี้มีประสิทธิภาพดีในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคหลายชนิดไดอยางมี
ประสิทธิภาพ โดยเชื้อในกลุม B. subtilis นั้นสามารถผลิตสาร antibiotic substances ซ่ึงโดยสวน
ใหญจะเปนพวก dipeptides หรือ cyclic peptides (Hamon and Benth, 2001) และมีประสิทธิภาพใน
ดานการผลิตสาร volatile extra-cellular metabolites ซ่ึงจะมีปฏิกิริยาโดยตรงตอเชื้อราสาเหตุโรค 
ตลอดจนสามารถผลิตสารในกลุม hydrolytic enzyme ไดแก cellulose chitinase และ β -1,3-
glucanase (Marten et al., 2002) การยับยั้งตานทานโรคพืช และสอดคลองกับ Mayer.  (2000) 
รายงานวาเชื้อจุลินทรียที่มีประโยชนสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดหลายวิธี เชน ชวย
ตรึงไนโตรเจนใหกับพืช ผลิตสาร siderophores ออกมายึดจับเหล็กทําใหเชื้อสาเหตโุรคบางชนิด
ขาดธาตุเหล็กไมสามารถเจริญได แบคทีเรียบางชดยงัสามารถสรางสาร vitamins และ amino acids 
สงเสริมความแข็งแรงของพชืไดอีกดวย (Vancura, 1987) นอกจากนีย้งัพบวาการเจริญเติบโตของ
พืชสวนใหญขึ้นอยูกับไนโตรเจน และมีรายงานวาเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis สามารถกระตุนระบบ
ภูมิคุมกันใหกบัพืชคือ systemic acquired resistance: SAR ใหกับพืชในการตานทานเชื้อสาเหตุโรค 
ทั้งนี้เชื้อในกลุม PGPR ยังอาจมีความสามารถในการชักนาํใหพืชเกิดความตานทานแบบ ISR 
(Induce Systemic Resistance) (Van Loon et al., 1998) และพบวาสามารถสรางสปอรที่ทนทานตอ
สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมไดดี ซ่ึงในการทดสอบประสิทธิภาพในสภาพไรนั้นเชือ้มี
ความสามารถและแสดงศกัยภาพที่ดใีนการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคและสงเสริมการเจริญเติบโตขาว
พันธุออนแอไดดีที่สุด  และดีกวาสายพันธุเปรียบเทียบ KPS46 ซ่ึงเปนเชื้อที่แยกจากดนิบริเวณรอบ
รากถ่ัวเหลืองและมีประสิทธิภาพดีที่สุดในการยับยั้งเชือ้ X. axonopodis pv. glycines โดยมี
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ผลการวิจัยจํานวนมากที่แสดงใหเห็นวาเชือ้แบคทีเรีย B. subtilis นั้นเปนเชื้อแบคทีเรียที่มี
ประสิทธิภาพทั้งในดานการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค โดยสามารถสรางสาร antibiotic ตาง ๆ ในการ
ยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคหลายชนดิ Sandra et al. (2000) รายงานวาเชื้อแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ 
ATCC21332 สามารถผลิตสารในกลุม Surfactant, lipopeptide biosurfactant ที่ทราบวาสามารถชวย
ลด Surface tension ของน้ํา  ชวยในการเกาะยึดติดผิวพืชไดดี และเชื้อ B. subtilis ยังสามารถเจริญ
แขงขันแยงอาหาร และครอบครองพื้นที่ไดดีกวา มีความสามารถในการตอสู โจมตี ตอเชื้อเหตุโรค 
โดยมีการนํามาคลุกเมล็ดพืชกอนปลูก เพื่อใหครอบครองพื้นที่ผิวรากและชวยปกปอง ปองกัน
ระบบรากใหกบัพืช ใหรอดพนจากการเขาทําลายของเชื้อทางดิน ทําใหพืช มีการเจรญิเติบโตที่ดี 
นอกจากนี้ Kagale.  (2004) รายงานวาเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis สามารถกระตุนใหพชืสรางเอนไซม 
ในกลุม PR-protein ซ่ึงเปนเอนไซมที่ฆาเชื้อโรค เชนในกลุม Chitinase, β-1,3-glucanase และ 
Peroxidase เปนตน  

 
จากการทดสอบประสิทธิภาพทางดานการสรางและเพิ่มขึ้นของเอนไซม β -1,3-glucanase 

ซ่ึงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษปกติสามารถสรางและเพิ่มปริมาณไดเมื่อมีการกระตุนดวยเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษและพบวาจะเพิ่มสูงขึ้นอยางชัดเจนเมื่อถูกรบกวนดวยเชื้อสาเหตุโรคเขาทําลายซ้ํา เนื่องจาก
พืชจะมกีลไกการปกปองตนเองตอการเขาทําลายของเชื้อโรคจึงพบวาจะเพิ่มขึน้อยางรวดเร็วใน
วันที่ 4 หรือที่ 96 ช่ัวโมง หลังจากที่เชื้อสาเหตุโรคเขาทําลายและจะลดลงอยางรวดเรว็เนื่องจาก
กลไกการทํางานของพืชนั้นจําเปนที่จะตองปรับสมดุลใหกลับคืนสภาพปกติใหเร็วทีสุ่ดเพื่อไมให
เซลลถูกทําลายซึ่งพบวาปฏิกิริยาเอนไซมนั้นเริ่มลดลงในวันที่ 5  เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ
XA6 สามารถกระตุนใหขาวพันธุตานทาน(สุพรรณบุรี1) สรางกลไกในการปกปองตนเองไดโดย
การกระตุนการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม β -1,3-glucanase ซ่ึงสอดคลองกับรายงานการศกึษาการ
กระจายตัวของเอนไซมกลุมนี้ในสวนตางๆ ของตนขาวในระหวางการรุกรานของโรคที่เกิดจากเชือ้
รา โดยการวดัระดับกิจกรรมของเอนไซม β -1,3-glucanase และ Chitinase พบวาเอนไซมทั้งสอง
ชนิดนี้ในตนขาวพันธุที่ตานทานโรคมีระดบัสูงกวาในตนขาวพันธุที่ออนแออยางชดัเจนดวยซ่ึงเปน
กลไกสําคัญอยางหนึ่งของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคพืชคือการกระตุนใหพืชผลิตสาร
ยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคทั้งในลักษณะของ bacteriocin  phytoalexin หรือสารประกอบ phenol และ
เอนไซมปกปองตนเองชนิดตางๆ ไดสูงขึ้นอยางเห็นไดชัดเจนในขาวพันธุตานทานที่สามารถชักนํา
ความตานทานไดสูงมากกวาพันธุออนแอ และไปมีผลทําใหสามารถลดอัตราการเกิดโรคลงไดสูง
มากกวาในพันธุออนแอเชนเดียวกัน (ณัฐธิญา และ สุดฤดี, 2549; Ramamoorthy et al., 2002) ซ่ึง
การเพิ่มขึ้นของเอนไซมนี้สงผลตออัตราการเจริญเติบโตดวย จากการทีเ่มื่อขาวไดรับการกระตุน



128 
 

 

จากเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษโดยการคลุกเมลด็กอนปลูกและรวมกับการพนทําใหขาวมีการ
เปลี่ยนแปลงทางสรีระวิทยา สัณฐานวิทยา ชีวเคมี อยางตอเนื่องและเปนลําดับซึ่งเปนการ
เปลี่ยนแปลงทีเ่กิดขึ้นในระดบัเซลล สงผลใหเกิดการเปลีย่นแปลงในระดับเนื้อเยื่อ อวยัวะ และ
สวนประกอบตาง ๆ ของพืชนําไปสูการเกดิพัฒนาการทางดานลําตน (vegetative stage/phase) อยาง
เปนระบบ  ในขณะที่เซลลมีการเจริญเติบโตจะมีการสรางและสะสมสารพวกโปรตีน ไขมัน ดีเอ็น
เอ เอนไซม และสารอื่น ๆ ที่เกี่ยวของกับการแบงเซลลและการขยายขนาดของเซลลที่เพิ่มขึ้นสงผล
ใหขาวมพีัฒนาการทางความสูงตน ความยาวราก และน้ําหนักสดเพิ่มสูงมากที่สุด (ลินล่ี, 2546) ซ่ึง
ผลการทดลองในระดบัไรนา พบวามีทางความสัมพันธทางการลดโรค และการสะสมเอนไซม β-
1,3-glucanase ที่ไดทําการทดลองในขาวพันธุขาวดอกมะล1ิ05 (ออนแอ) พบวาปฏิกิริยาเอนไซม β-
1,3-glucanase ที่ไดใหผลเชนเดียวกับการทดลองในสภาพเรือนทดลอง โดยการสรางและสะสมมาก
ที่สุดในวนัที่ 4 หรือที่ 96 ช่ัวโมง และเริ่มลดนอยลงในวนัที่ 5 อยางชัดเจน  

 
 จากการทดสอบแสดงวาประสิทธิภาพสูตรสําเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสูตรเพิ่มปริมาณที่

ประกอบดวย มันฝร่ังตมแลวกรอง ใหอัตราการเจริญเตบิโตของเชื้อที่ดีที่สุด โดยสอดคลองกับที่มี
รายงานถึงการใชสารสกัดมันฝร่ังในการสงเสริมใหเชื้อ B. subtilis สายพันธุ ATCC 21332 ผลิตสาร 
surfactant ไดดีซ่ึงสารนี้เปนประโยชนในดานการเปนสารลดแรงตึงผิวท่ีจะเปนประโยชนตอพืช
ชวยใหเชื้อสามารถเกาะยดึตดิผิวพืชไดดียิ่งขึ้นเมื่อฉีดพนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษลงไปที่ผิวพืชจะทํา
ใหเชื้อสามารถเกาะผิวใบพชืไดดีชวยใหสามารถแสดงประสิทธิภาพในการปกปองผิวใบพืชรวมทั้ง
ทําใหเชื้อมีปริมาณมากไมกระจายไปตกบริเวณอืน่ ๆ ซ่ึงทําใหมีประสทิธิภาพในการควบคุมเชื้อ
สาเหตุโรคและสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดอยางเตม็ขีดความสามารถซึ่ง (Sandra et.al., 
2000) และ (Arima et al., 1968; Fox and Bala, 2000) 

 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพสูตรสําเร็จชนิดผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสูตรที่1 สายพันธุ 

XA6 ที่ประกอบดวย talcum 60%, calcium 30%, CMC 8% และน้ําตาลกลูโคส 2% พบวามี
เปอรเซ็นตการเพิ่มขึ้นของประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโตของขาวพันธุขาวดอกมะลิ
105 สูงที่สุดทางดานความสงูตน ความยาวราก น้ําหนกัสดเฉลี่ย เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ไมใช
ปจจัยใด ๆ สูงถึง 72.98%, 25.61% และ 58.73% ตามลําดบั และสามารถลดความรุนแรงของการเกิด
โรคขอบใบแหงไดดีที่สุด 72% แตกตางทางสถิติกับการใชเชื้อสด และสารเคมี copper hydroxide 
และน้ํากลัน่นึง่ฆาเชื้อที่ยังคงมีชีวิตรอดของกลาเชื้อคุณภาพหลังจากการเก็บรักษาไวในสภาพ
อุณหภูมิหองนาน 12 เดือน ดีที่สุดที่ 1.69x108 CFU/มิลลิลิตร ช้ีใหเห็นวาจากการผลิตสูตรสําเร็จนั้น
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มีการใชสารพาคือ ทัลคั่ม ซ่ึงมีโครงสรางเปน mica-like structure เปน ช้ัน T-O-T มีแรงยึดกนั
ระหวางชัน้ไมแข็งแรง เนื้อแรออนไมแข็งแรง เหมาะแกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่สามารถใชเปน
แหลงที่อยูและชวยใหเชื้อมชีีวิตอยูรอด และชวยเพิ่มความทนทานตอการเปลี่ยนแปลงเนื่องจาก
ความรอนไดด ีเนื่องจากทัลค่ัม ซ่ึงมีสูตรทางเคมี Mg3Si4O10(OH)2 (Magnesium Silicate Hydroxide) 
มีคุณสมบัติหลอมตัวอยาก ทนไฟและกรด ตานทานตอการนําไฟฟา ชวยในการผสมผสานและมี
คุณสมบัติที่ดีในดานการดูดซับ ปองกันความชื้นไดดี ทําใหพื้นผวิที่เคลือบอยูแหง เนียนล่ืน ไมดดู
ติดกัน นอกจากนี้ทัลคั่มยังมรีาคาถูกมาก และมีจําหนายทัว่ไปในทองตลาด ซ่ึงจะเปนการลดตนทุน
ในการผลิต ราคาสูตรสําเร็จถามีการผลิตเปนการคาก็จะไมสูงมาก ซ่ึงทําใหเกษตรกรสามารถลด
ตนทุนในการผลิตลงไดอีกแนวทาง โดยจะเปนการสงเสริมใหเกษตรกรมีทางเลือกในการลดการใช
สารเคมี และมีการผสมผงแคลเซียม CaCO3 ในอัตราครึ่งหนึ่งของทั่ลคัม พบวาผงแคลเซียมมีแร
ธาตุตาง ๆ เปนองคประกอบหลายชนิดซึง่สามารถใชเปนแหลงอาหารแกเชื้อแบคทีเรียไดและเปน
ปริมาณที่ไมมากจนเปนพิษกับเชื้อปฏิปกษ นอกจากนี้มรีายงานวาเชื้อในกลุม B. subtilis สามารถใช
อาหารจากกลโูคสเปนแหลงคารบอนที่มีผลดีตอการเจรญิเติบโตไดดี (Sandra et al., 2000) ซ่ึงการ
ใสในปริมาณเล็กนอยเพื่อใหสามารถดํารงอยูไดเทานั้นซึง่การใสในปรมิาณที่มากจะทําใหเชื้อมี
กิจกรรมสูง  ซ่ึงจะสงผลตอการเพิ่มขึ้นของเซลล นําไปสูการเพิ่มของสารพิษที่เชื้อปลอยออกมาทํา
ใหเชื้อมีชีวิตรอดในสูตรนั้น ๆ ไดนอยลงเรือ่ย ๆ ประกอบกับมีสาร CMC ที่เปนสารเสริม
ประสิทธิภาพในการชวยปกปองเซลลของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษใหมีความแข็งแรงทนตอ
สภาพแวดลอมตาง ๆ ไดดีโดยพบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษนัน้เปนเชื้อ B. subtilis ซ่ึงเชื้อในกลุมนี้
สามารถสรางสปอรไดทําใหสามารถปกปองเซลลใหมีความแข็งแรงมีชีวิตอยูไดนานที่สุดอีกดวย 
ซ่ึงแตกตางจากการใชเชื้อเซลลสดที่เมื่อนํามาปรับใชในสภาพไรที่มีสภาพแวดลอมที่ผิดแปลก
แตกตางจากหองปฏิบัติการทําใหเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจะตองมีการปรบัตัวซ่ึงจะทําใหเชื้อออนแอ 
สงผลใหเชื้อแบคทีเรียนั้นดอยประสิทธิภาพไป โดยมกีารนําเชื้อ B. subtilis สายพันธุ AH18 ในการ
ผลิตเปนสูตรสําเร็จโดยการทําใหเกิดการสรางเอ็นโดสปอร เพื่อใหมคีวามสามารถในการเก็บรักษา
และคงประสทิธิภาพของสูตรสําเร็จและเพื่อความสะดวกในทางอุตสาหกรรมการคา แตอยางไรก็
ตามประสิทธิภาพของเชื้อในสูตรสําเร็จที่ดีนั้นจะตองใชในแปลงหรอืสภาพไรที่มสีภาพแวดลอม
ปกติจะทําใหเชื้อมีประสิทธิภาพดีที่สุด ซ่ึงการทดลองในสภาพไรนั้นพบวา ในระยะของการตั้งทอง
ขาวนั้นประสบปญหาการขาดน้ํามากทําใหตนขาวใหผลผลิตที่ไมดี และพบวาในชวงเวลาดังกลาวมี
โรคและแมลงศัตรูพืชระบาดมาก คือ โรคใบจุดสีน้ําตาล โรคใบขีดสีน้ําตาล และเพลี้ยกระโดดสี
น้ําตาลมาก ทําใหผลผลิตดีไมมากเทาที่ควร แตอยางไรกต็ามเมื่อเทียบกับกรรมวิธีทีไ่มใชปจจยัใด ๆ 
ในการทดลองพบวามีความแตกตางกันในทางสถิติอยางเห็นไดชัดเจน 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

1. จากการศึกษาในครั้งนี้ไดรวบรวมตัวอยางเชื้อ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบ
แหงของขาวจากพื้นที่ที่มีการปลูกขาวที่สําคัญของประเทศไทยรวม 9 จงัหวัด และจากกรมวิชาการ 
1 สายพันธุ ทั้งส้ิน 231 สายพันธุ  
 

2. การวิเคราะหความสามารถในการกอใหเกดิโรคเพื่อจัดกลุมระดับความรุนแรงของการ
กอใหเกิดโรคบนใบขาวพันธุออนแอ (ขาวดอกมะล1ิ05) แบงได 4 กลุมใหญ ๆ คือกลุม A คือ
ออนแอ กอใหเกิดโรค 1-5 % ของพื้นที่ใบ จํานวน 53 สายพันธุ กลุม B คือ คอนขางออนแอ 
กอใหเกิดโรค 6-12 % ของพื้นที่ใบ จํานวน 28 สายพันธุ กลุม C คือ คอนขางรุนแรง กอใหเกิดโรค 
13-25 % ของพื้นที่ใบ จํานวน 120 สายพันธุ และกลุม D คือ กอใหเกิดโรค 26-50 % ของพื้นที่ใบ
ขึ้นไป จํานวน 30 สายพันธุ  
 

3. การศึกษาระดบัโมเลกุลดวยการวิเคราะหลําดับเบส โดยการใช primer ทั้งสามชนิดคือ 
ไพรเมอร REP, ERIC และ BOX  ภายใตปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส พบวา 2 ใน 3 ไพรเมอร คือ 
ไพรเมอร BOX และ ERIC สามารถแยกเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ทั้งหมดออกจากสายพันธุ
เปรียบเทียบได การจัดกลุมทางลักษณะ Phenotype ตามความสามารถในการกอความรุนแรงของ
โรค แบงความแตกตางเชื้อทั้ง 231 สายพันธุ ได 4 กลุม คือ กลุมออนแอ กลุมคอนขางออนแอ กลุม
คอนขางรุนแรง และกลุมรุนแรง แตเมื่อศึกษาระดับโมเลกุล (Genotype) ดวยการวิเคราะหลําดับเบส 
โดยการใช primer ทั้งสามชนิด  สามารถแบงออกเปน 2 กลุมใหญ ๆ  คือ กลุมรุนแรง (รุนแรงและ
คอนขางรุนแรง) กับกลุมออนแอ (ออนแอและคอนขางออนแอ) 
 

4. การศึกษาระดบัโมเลกุลดวยการวิเคราะหลําดับเบส โดยการใชไพรเมอร ทั้งสามชนิด
คือ BOX  ERIC และ REP  เปรียบเทียบกบัแหลงที่มาของเชื้อ พบวาเชื้อสาเหตุโรคนั้นไมมีความ
แตกตางตามแหลงที่มาของเชื้อเนื่องจากพบวาเชื้อตามแตละสถานที่นั้นกระจายอยูทัว่ไปทุกกลุม  
 

5. ไพรเมอร BOX นั้น สามารถผลิตแถบดีเอ็นเอที่ 495 bp.ทุกสายพันธุ ซ่ึงแสดงวาไพร
เมอร BOX สามารถนํามาใชในการตรวจสอบการเปนเชือ้สาเหตุโรคขอบใบแหงขาวได ในขณะที่
ไพรเมอรอีก 2 ไพรเมอรไมปรากฏในทุกสายพันธุ  
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6. เชื้อสายพันธุออนแอและสายพันธุรุนแรงนัน้มีแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกนัอยูซ่ึงอาจเปน
สวนที่ใชในการจําแนกความแตกตางของเชื้อทั้งสองกลุมได ซ่ึงจะสามารถนํามาใชในการ
ตรวจสอบความเปนเชื้อสายพันธุรุนแรงหรือสายพันธุออนแอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ได  
 

7. การนําเทคนิคทางดานโมเลกุลมาตรวจสอบความหลากหลายของสายพันธุเชื้อที่มีสาย
พันธุจํานวนมาก ๆ นั้นทําใหการวิเคราะหผลทําไดงาย รวดเร็ว และคาใชจายไมสูงเกินไปโดย
สามารถนํามาใชในการจัดกลุมของเชื้อในระดับสปซีสไดอยางแพรหลายซึ่งในปจจุบสัภาพ
แวดลอมเปลี่ยนแปลงไปอยางมากและประกอบกับเชื้อสามารถแพรกระจายไดหลายทางจึงทําให
เชื้อมีความหลากหลายในแตละแหลงที่มาของเชื้อซ่ึงจะสามารถเปนกุญแจในการบงบอกถึงระดับ
ความรุนแรงของการเกิดโรคในอนาคตอันใกลได  

 
8. การศึกษาครั้งนี้จะชวยในการเลือกวิธีในการจัดการควบคุมเชื้อสาเหตโุรคไดให

เหมาะสมกับแตละสภาพพื้นที่ซ่ึงในพื้นที่ทีไ่มสามารถปลูกพันธุตานทานไดก็สามารถที่จํานําเอา
จุลินทรียที่มีประโยชนไปปรบัใชใหเหมาะสม และสามารถนําไปใชในการคัดเลือกพนัธุตานทาน
ในการปลูกขาวที่แตกตางกนัในแตละพื้นทีท่ี่เหมาะสมตอไป 
 

9. จากการทดลองแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากดินบริเวณรากขาว ที่มีคุณสมบัติที่ดีใน
การยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค X. oryzae pv. oryzae และสงเสริมการเจริญเตบิโตของกลาขาวทางดาน
ความสูงตน ความยาวราก และน้ําหนกัสด ทั้งสามารถชักนําใหพืชมีกลไกในการปองกันตนเอง 
นําไปสูกระบวนการตานทานเชื้อสาเหตุโรคท้ังระบบ ISR ผลิตสารยับยั้งการเขาทําลายของเชื้อโรค 
โดยเหน็ไดจากการเพิ่มขึ้นของ β-1,3-glucanase และยังสงผลใหขาวพนัธุตานทานนัน้สามารถ
ตานทานโรคไดสูงกวาในพนัธุออนแออยางเห็นไดชัดเจน 
 

10. จากการคลุกเมล็ดรวมกับการพนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 6 คร้ังที่อายุ 7  14  30  45  60  
และ 75 วัน หลังปลูก และทําการปลูกเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ที่ 36 วัน หลังปลูก พบวาอัตราการ
เพิ่มขึ้นของเอนไซม β-1,3-glucanase เพิ่มสูงขึ้นหลังจากการปลูกเชื้อมากที่สุดที่วันที ่4 (ช่ัวโมงที่ 
96) และสามารถลดโรคลงได 72% ในขาวพันธุตานทาน สูงกวาในพันธุออนแอ ที่ลดโรคลงได 65 
% แสดงใหเหน็วาในขาวพันธุตานทานสามารถสรางกลไกในการกระตุนใหเกิดการปกปองตนเอง
ของพืชใหตานทานตอการเขาทําลายของเชื้อสาเหตุโรคอยางมีประสิทธิภาพ  
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11. การทดลองนีส้ามารถนําไปปรับใชเพื่อเปนแนวทางในการเลือกใชพนัธุขาว
ตานทานโรครวมกับการใชแบคทีเรียปฏิปกษในระบบการผลิตขาวในสภาพไรเพื่อใหเกิด
ประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเตบิโตและยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค นอกจากนี้ในพื้นที่ที่ไม
สามารถใชพันธุตานทานตอโรคและแมลงไดเนื่องจาก สภาพภูมิประเทศ ภูมิอากาศ สภาพแวดลอม 
หรือปจจัยทางดานการตลาดไมเหมาะสม จําเปนตองปลกูขาวพนัธุออนแอตอการเกดิโรค ก็สามารถ
แนะนําใหเกษตรกรใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ เพื่อเปนการสรางภูมิคุมกันตอโรคและแมลง และ
สงเสริมการเจริญเติบโตขาวได 
 

12.  จากการพัฒนาสูตรสําเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 ประกอบดวย talcum 
60%, calcium 30%, CMC 8% และน้ําตาลกลูโคส 2% พบวามีเปอรเซน็ตการเพิ่มขึ้นของ
ประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเตบิโตของขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 สูงที่สุดทางดานความ
สูงตน ความยาวราก น้ําหนกัสดเฉลี่ย/ตน เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ไมใชปจจยัใด ๆ สูงถึง 
72.98%, 25.61% และ 58.73% ตามลําดับ และสามารถลดความรุนแรงของการเกิดโรคขอบใบแหง
ไดดีที่สุด 72% ในสภาพเรือนทดลอง และ 61 เปอรเซ็นต ในสภาพไร แตกตางทางสถิติกับการใช
เชื้อสด สารเคมี copper hydroxide และน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อที่ระดับ (P=0.05)  
 

13.  สูตรสําเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 ยังคงมีชีวิตรอดของกลาเชื้อคุณภาพ
หลังจากการเกบ็รักษาไวในสภาพอุณหภูมหิองนาน 12 เดือน ดีที่สุดที่ 1.69x108 cfu/มิลลิลิตร 
ช้ีใหเห็นวาจากการผลิตสูตรสําเร็จนั้นมีการใชสารพา คือ ทัลคั่ม ซ่ึงเปนสารอนินทรียที่เชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษสามารถใชเปนแหลงที่อยูและชวยใหเชื้อมีชีวิตอยูรอด เนื่องจากมคีวามสามารถ
ในการปองกนัความชื้น ทําใหลดการปนเปอนจากเชื้อราไดดี และชวยเพิม่ความทนทานตอการ
เปลี่ยนแปลงเนื่องจากความรอนไดดี  
 

14. เชื้อในกลุม Bacillus sp. สามารถใชอาหารจากสารสกัดมันฝร่ัง (สูตรเพิ่มปริมาณ) เปน
แหลงคารบอนที่มีผลดีตอการเจริญเติบโตไดดี (Sandra et al., 2000) ประกอบกับมีสาร CMC เปน
สารเสริมประสิทธิภาพชวยปกปองเซลลของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษใหมีความแข็งแรงทนตอ
สภาพแวดลอมตาง ๆ ไดดี ซ่ึงแตกตางจากการใชเชื้อเซลลสดที่เมื่อนํามาปรับใชในสภาพเรือน
ทดลองที่มีสภาพแวดลอมที่ผิดแปลกแตกตางจากหองปฏิบัติการ ทําใหเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจะตอง
มีการปรับตัวทําใหเชื้อออนแอ สงผลใหเชือ้นั้นดอยประสิทธิภาพลงไป (Muis, 2006) 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชือ้ท่ีใชในการทดลอง 
 

Nutrient glucose broth (NGB) 
 Beef extract  3.0  กรัม 
 Bacto peptone 5.0 กรัม 
 Glucose    2.5     กรัม  
  
 เตรียมในอัตราน้ํา 1,000 มิลลิลิตร โดยแบงน้ําครึ่งหนึ่ง (500 มิลลิลิตร) ผสมสวนประกอบ
ทั้งหมดจนละลายเปนเนื้อเดยีวกัน ปรับปรมิาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร แบงใสภาชนะตามตองการ 
นึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด นาน 15 นาที  
 
Nutrient glucose Agar (NGA) 
 Nutrient glucose broth  
 Agar  15   กรัม 
  
 เตรียมในอัตราน้ํา 1,000 มิลลิลิตร โดยแบงน้ําครึ่งหนึ่ง (500 มิลลิลิตร) ละลาย
สวนประกอบทั้งหมดยกเวนวุน ปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร เติมผงวุนลงไปหลอมจน
ละลายเปนเนือ้เดียวกัน แบงใสภาชนะตามตองการ นึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 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 เชนเดียวกับวิธีเตรียม NGA ปรับ pH เทากับ 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 เชนเดียวกับวิธีเตรียม NGA 
 

การเตรียมสารละลายที่ใชในการทดสอบ 
 

1. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับการแยกสกดัดีเอ็นเอของเชื้อ 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 ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที อาจอุนเล็กนอยเพื่อชวยใหละลายดี
ขึ้น เก็บที่อุณหภูมหิอง  

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

 
นึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 

1.6 Isopropanol  ที่แชเยน็ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

2. สารละลายบัฟเฟอรสําหรับอะกาโรสเจลอิเล็กโตไฟรีซีส 
 

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  
 
 นึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
 2.2  Gel loading dye 
Bromophenol blue  0.025 กรัม 
Glecerol  3.0 กรัม 
 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 10 มิลลิลิตร กรองตะกอนสีออกดวยกระดาษกรอง 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาที เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ4 
องศาเซลเซียส  

 
2.3  Ethidium bromide (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  

 
ซ่ัง ethidium bromide  1 กรัม ละลายในน้าํ 100 มิลลิลิตร กวนโดยการใช magnetic 

stirrer จนกวาจะละลายหอดวย foil หรือเกบ็ใสขวดสีน้ําตาล เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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ภาคผนวก ข 
 

ลําดับเบสเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ XA6 โดยโปรแกรม Blasé เปรียบเทียบขอมูล Genebank  
 

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