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ในระยะเวลา 2 ปที่ผานมา พบโรคขาวโพดที่ปลูกเปนการคาแสดงอาการหลายแบบปะปนกัน ไดแก การเกิดหรือไมเกิด

อาการฉ่ําน้ํา การมีหรือไมมี halo ลอมรอบแผล รวมทั้งขนาดและรูปรางของแผล ซึ่งอาการโดยรวมมีลักษณะคลายคลึงโรคใบขีดที่
เกิดจากเชื้อแบคทีเรียในจีนัส Acidovorax  จึงทําการจําแนกชนิดของเชื้อสาเหตุที่แยกไดจากแผลที่แสดงอาการตาง ๆ ดังกลาวดวย
วิธีมาตรฐานทางดานสรีรวิทยาและชีวเคมี และยืนยันความถูกตองแมนยําระดับ  species ดวยการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนสาร
พันธุกรรมบริเวณ 16S-23S rDNA ITS region ตลอดจนศึกษาการเรียงตัวของสารพันธุกรรมของชิ้นสวนดีเอ็นเอดังกลาว ผลการ
ทดลองนี้พบวาเชื้อสาเหตุที่สุมมาจากทุกอาการเปนแบคทีเรียแกรมลบ โคโลนีลักษณะกลม นูน ขอบเรียบ สีขาวขุน 
เสนผาศูนยกลาง 1-2 มิลลิเมตร บนอาหาร NGA เมื่อทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรค เชื้อสามารถกอใหเกิดอาการ
เชนเดียวกับที่พบในสภาพธรรมชาติ เมื่อสุมตัวแทนเชื้อจากกลุมที่แสดงลักษณะอาการที่แตกตางกันนํามาเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดี
เอนเอที่บริเวณ 16s-23s ITS ของเชื้อ Acidovorax  avenae subsp. avenae พบวาชิ้นสวนดีเอ็นเอดังกลาวมีขนาด 615 bp ในเชื้อ
ทดสอบทุกสายพันธุ และเมื่อนําไปศึกษาการเรียงตัวของสารพันธุกรรม (DNA sequencing) พบวา เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคสาย
พันธุ Aaa1 Aaa9 Aaa84 มีเปอรเซ็นตความเหมือน 99, 100 และ 99% (% identity) กับ A. avenae subsp. avenae สายพันธุ FC-320 
ตอมาไดศึกษายืนยนัความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อสาเหตุ โดยใชเทคนิค rep-PCR พบวาเชื้อ A. avenae subsp. avenae 
รวม 109 สายพันธุ สามารถแยกได 2 กลุมที่มีความสัมพันธกับอาการและระดับความรุนแรงโรคที่แตกตางกัน ซึ่งพบวาประชากร
เชื้อในกลุมแสดงอาการโรคไมรุนแรงมีความสัมพันธกับลักษณะอาการในกลุมฟโนไทป A ที่แสดงลักษณะอาการใบขีดสั้น สี
น้ําตาลออน ขอบแผลไมเรียบ และพันธุกรรมของประชากรเชื้อในกลุมแสดงอาการกอโรครุนแรงมีความสัมพันธกับกลุมลักษณะ
อาการฟโนไทป B ประชากรกลุมนี้ ขาวโพดแสดงอาการแผลขีดฉ่ําน้ํา มี halo ลอมรอบ ขยายยาวตามเสนใบ และสัมพันธกับกลุม
ลักษณะอาการฟโนไทป C ซึ่งขาวโพดจะแสดงอาการแผลขีดยาวสีน้ําตาล ขนานตามเสนใบ และแผลจะขยายกวางออกดานขางทํา
ใหแผลเชื่อมติดกันจนเกิดอาการใบไหม คิดเปน 72.4 และ 22.8% ของประชากรเชื้อในกลุมรุนแรงตามลําดับ นอกจากนี้พบวาเชื้อ 
A. avenae subsp. avenae ทุกสายพันธุสามารถสังเคราะหแถบดีเอ็นเอขนาด 750 และ 1000 bp จากไพรเมอร BOX และพบวาใน
กลุมพันธุกรรมที่กอใหเกิดอาการโรครุนแรงจะปรากฏแถบดีเอ็นเอเฉพาะขนาด 1500 bp ขณะเดียวกันพบวาลักษณะทาง
พันธุกรรมของเชื้อสาเหตุที่ไดจากการศึกษาทดลองในครั้งนี้ไมมีความสัมพนัธกับแหลงที่มาและพันธุพืชอาศัย นอกจากนี้การ
ทดลองเพื่อใหไดขอมูลจําเพาะของปฏสิัมพันธระหวางพืชกับเชื้อสาเหตุโรคดานเทคนิคการปลกูเชื้อ พันธุพืชตานทาน และ
สภาพแวดลอมที่เหมาะสม มีความจําเปนตอการเฝาระวังการระบาดและการคัดเลือกตลอดจนปรับปรุงพันธุตานทานและกลยุทธ
การปองกันกําจัดโรค โดยนําเชื้อสายพันธุ Aaa9 คัดเลือกจาก 109 สายพันธุ ซึ่งเปนเชื้อที่มคีวามรุนแรงในการกอโรคสูงสุด มา
ทดสอบศึกษาเปรียบเทียบเทคนิคปลูกเชื้อ 3 วิธี บนขาวโพดหวานพันธุอินทรี 2 ผลการทดลองพบวาเทคนคิการปลูกเชื้อดวยการ
พนเซลล suspension ของเชื้อสาเหตุโรคและใหความชื้นติดตอกัน 48 ชั่วโมง ดวยการคลุมถุงพลาสติก เปนวิธีที่เหมาะสม สะดวก 
รวดเร็ว และสามารถสังเกตพัฒนาการการเกิดโรคไดดีที่สุดเมื่อเทียบกับวธิีอืน่ เมื่อนําวิธีนี้มาใชเปนวิธีมาตรฐานในการคัดเลือก
พันธุขาวโพดตานทานโรคใบขีด สามารถแบงกลุมระดับความตานทานได 3  กลุม คือ พันธุทีม่ีระดับการเปนโรคต่ํา ไดแก พันธุ
บานสวน ซูการ75 KSSC915 Ki39, Ki40, Ki44, Ki45, Ki32, Ki35, Ki37, Ki38, Ki43, Ki46, Ki49, Ki50 และ Ki กลุมพันธุที่มี
ระดับการเปนโรคปานกลาง ไดแก พันธุ KSSC904, 14004, ไฮบริกซ10 KSSC604 Ki31, Ki33, Ki36, Ki41, Ki42, Ki47, Ki48, 
Ki51, Ki33 และ Ki36 กลุมพันธุที่มีระดับการเปนโรคสูง  ไดแก พันธุ KSSC903, อินทรี2, KSSC901 และไฮบริกซ3 
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In the past two years, a bacterial disease of corn exhibited complex symptoms was observed on commercial 

fields. Infected plants seemed to be a bacterial leaf streak caused by genus Acidovorax, but disease development was 
varied among with or without water soaking and halo, and lesion size and shape. Bacterial isolated and cultured from 
the lesions were identified using standard physiological and biochemical tests and confirmed by species-specific 
polymerase chain reaction of the 16S-23S rDNA ITS  and DNA sequencing analysis. Gram reaction, aerobic, rod-
shaped bacterium that produced creamy white, circular smooth with entire margins, glisteming colonies with 1-2 mm 
in diameter on NGA medium was isolated consistently from those diseased plants. Pathogenicity tests established 
symptoms similar to those observed on corn plants in the fields. Confirming the 16S-23S ITS PCR analysis resulted in 
fragment about 615 bp belonging to Acidovorax  avenae subsp. avenae from all randomly representative strains of 
different symptoms and result of DNA sequencing of Aaa1, Aaa9 and Aaa84 representative isolates have been 99, 100 
and 99% identity with A.  avenae subsp. avenae FC-320, resembling bacterial leaf streak approaches. The strains were 
also identified in term of their DNA fingerprinting profiles using repetitive-PCR analysis. Result showed the existence 
of two differentiated groups within 109 strains of A.  avenae subsp. avenae, one included non-aggressive strains group 
that were more associated with phenotypic symptoms: short streak lesions and irregular margin (Group A). The other 
groups as aggressive strains that consisting of strains that were usually associated with phenotypic symptoms: long 
streak lesions, water soaking and haloes parallel with leaf vein (Group B) and long streak lesions and leaf blight 
observed (Group C). The fingerprints were distinctly different by BOX primer that 1500 bp was detected by strains 
belonging to Group B and C (72.4 and 22.8% respectively), and 750 and 1000 bp belonging to all group. These strain 
groups were not associated with either geographic distribution or corn cultivars. The investigation of specificity 
between host-parasite interaction including pathogen strain, inoculation technique, resistance germplasm and favored 
condition is necessary for monitoring epidermics, breeding material, and control strategy. The three methods of 
inoculation techniques were studies using the most virulence strain Aaa9, and cv Insee2 with varying inoculation 
periods. The inoculation method on 7 days old plant with 48-h bacterial suspension, handle spray and covered with 
plastic bag for 48-h, has been resulted in significantly highest level of disease severity (p ≤ 0.05). This developed 
method was use to evaluate the 33 sweet and field corn cultivars that could be identified their resistance level into 3 
groups including group I: Sugar75, Ban-Souan, KSSC915, Ki39, Ki40, Ki44, Ki45, Ki32, Ki35, Ki37, Ki38, Ki 43, 
Ki46, Ki49, Ki 50 and Ki52; group II: Hybrid10, KSSC904,14004, Ki31, Ki33, Ki36, Ki41, Ki42, Ki47, Ki48, and 
Ki51; and group III: KSSC903, Insee2,  KSSC901 and Hybrid3 showed resistant, moderately resistant, and susceptible 
infection by A.  avenae subsp. avenae respectively.  
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(2)

 
 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่ หนา
  

1 พันธุขาวโพดหวานและขาวโพดไรที่ทดสอบระดับความตานทานตอโรคใบ
ขีดแบคทีเรีย 

 
36 

2 การประเมินลักษณะความตานทานที่ประเมินจากลักษณะอาการโรค ความ
รุนแรงโรคและระยะเวลาการแสดงอาการโรค  

 
37 

3 สายพันธุเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบขีดขาวโพด ที่เก็บรวบรวมและแยกจาก
ตัวอยางขาวโพดที่แสดงอาการใบขีด และลักษณะอาการของโรคที่ ทดสอบ
ในระดบัหองปฏิบัติการที่ระดับความรนุแรงตาง ๆ 

 
 

40 
4 สัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 

Aaa1 Aaa9 และ Aaa84 เปรียบเทียบกับสายพันธุอางอิง    
 

49 
5 วิเคราะหนิวคลีโอไทดของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท Aaa1 เปรียบเทียบกบันิว 

คลีโอไทดที่มีในฐานขอมูล GenBank โดยโปรแกรม BLAST GenBank 
(accession number of comparative strain) 

 
 

56 
6 วิเคราะหนิวคลีโอไทดของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท Aaa 9 เปรียบเทียบกับนิว 

คลีโอไทดที่มีในฐานขอมูล GenBank โดยโปรแกรม BLAST GenBank 
(accession number of comparative strain) 

 
 

56 
7 วิเคราะหนิวคลีโอไทดของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท Aaa84 เปรียบเทียบกับนิว 

คลีโอไทดที่มีในฐานขอมูล GenBank โดยโปรแกรม BLAST GenBank 
(accession number of comparative strain) 

 
 

57 
8 การประเมินระดับความตานทานของขาวโพดหวานตอโรคใบขีดแบคทีเรีย

ขาวโพด ที่เกิดจากเชื้อคลาย Acidovorax  avenae subsp. avenae ในระดับ
หองปฏิบัติการ 

 
 

66 
9 การประเมินระดับความตานทานของขาวโพดไรตอโรคใบขีดแบคทีเรีย

ขาวโพดที่เกิดจากเชื้อคลาย Acidovorax  avenae subsp. avenae ในระดับ
หองปฏิบัติการ 
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(3)

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่ หนา
  

1 แผนผังการสุมเลือกเก็บตวัอยางโรคใบขีดขาวโพด โดยสุมเก็บจํานวน 39 จุด 
ภายในพืน้ที่ 1 ไร โดยแตละจุดมีพื้นทีเ่ทากับ 1 ตารางเมตร สุมเก็บตัวอยางโรค
จํานวน 5 จุด แบบ W วนซาย ซ่ึงประยกุตมาจากวิธีของ Delp et al., 1986 

 
 

22 
2 แสดงการประเมินระดับความรุนแรงของโรคใบขีดแบคทีเรีย ประยกุตวิธีการ

ประเมินจาก Duveiller (1994) โดยแบงระดับความรนุแรงของโรคดังนี้ แสดงการ
เกิดโรคบนใบเทากับ 1 % ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 5% ของ
พื้นที่ใบ, แสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 10% ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกิดโรคบน
ใบเทากับ 25% ของพื้นที่ใบ, และแสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 50% ของพื้นที่
ใบ  

 
 
 
 
 

28 
3 แสดงลักษณะอาการใบขีดขาวโพด แบงออกเปน 3 กลุม คือ กลุมลักษณะอาการฟ

โนไทปชนิด A ขาวโพดแสดงอาการใบขีดสั้น สีน้ําตาลออน ขนาดแผลยาว
ประมาณ 5-10 ซม. และกวางประมาณ 2-3 ซม. กระจายทั่วใบขาวโพด (ก) กลุม
ลักษณะอาการฟโนไทปชนิด B ขาวโพดแสดงอาการแผลขีดฉ่ําน้ํา ขยายยาวตาม
เสนใบ (ข) กลุมลักษณะอาการฟโนไทปชนิด C ขาวโพดแสดงอาการแผลขดียาวสี
น้ําตาล ขนานตามเสนใบ และแผลจะขยายกวางออกดานขางทําใหแผลเชื่อม
ติดกันจนเกิดอาการใบไหม (ค) 

 
 
 
 
 
 

39 
4 ลักษณะโคโลนีของเชื้อสาเหตุโรคใบขีดแบคทเีรียขาวโพดที่เจริญบนอาหารกึ่ง

จําเพาะ sorbitol neutral red (SNR) ที่มีลักษณะโคโลนี สีขาวใส กลม นูน ขอบ
เรียบเสนผาศนูย กลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร (ก) และลักษณะโคโลนีสีขาวขุน 
กลม นูน ขอบเรียบ บนอาหาร NGA (ข) 

 
 
 

46 
5 
 
 
 

ลักษณะและรปูรางเซลลของเชื้อสาเหตุโรคใบขีดไอโซเลทที่ Aaa9 การทดสอบ   
แกรมดวยวิธี Gram’s strain พบวาเซลลของแบคทีเรียมีรูปรางเปนทอนสั้น (shot 
rod) เปนแกรมลบ ติดสีแดงของ safranin-o (ก) และรูปรางเซลลและตําแหนงของ
แฟลกเจลลาแบบ monotrichous flagella ตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองผาน(transmission electron microscope : TEM) 

 
 
 
 
48 



 

(4)

สารบัญภาพ (ตอ) 

ภาพที ่ หนา 
  

6 แสดงอาการแผลไหม ที่เกิดจากปฏิกิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลัน (HR) บน
ใบยาสูบหลังทดสอบ 24 ช่ัวโมง ของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท Aaa1 Aaa9 Aaa12 
และ Aaa84 เปรียบเทียบกับ control ที่ใชน้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ 

 
 
51 

7 แสดงอาการโรคใบขีดขาวโพดไอโซเลต Aaa9 เกิดโรคที่ 4 วันหลังปลูกเชื้อ ดวย
วิธีการหยด suspension ของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคบนขาวโพดหวานพันธุ
ออนแอ อินทร2ี โดย: ขาวโพดปกต ิ(ก) ขาวโพดแสดงอาการใบขีดช้ํา ฉ่ําน้ํา 
ขนานตามเสนใบ ซึงแสดงลักษณะอาการฟโนไทป B (ข) และแสดงอาการทั้งตน 
(ค)  

 
 
 
 
52 

8 การตรวจสอบเชื้อ Acidovorax  avenae subsp. avenae ดวยวีธี PCR โดยใชไพร  
เมอรที่ออกแบบจากบริเวณ 16s-23s rDNA ITS region บน 0.8% agarose gel 
โดยชองที่ M:  1 kb ladder: ชองที่ 1- 3 = เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบขดีไอโซเลท 
Aaa1 Aaa9 Aaa84 พบแถบดีเอ็นเอจําเพาะขนาด 615 bp จํานวน 1 แถบ 

 
 
 
55 

9 การวิเคราะห Phylogeny ของลําดับนิวคลีโอไทดบนยีน 16S-23S ITS region 
ขนาด 615 bp ของแบคทีเรีย Acidovorax  avenae subsp. avenae ไอโซเลท Aaa1 
Aaa9 และ Aaa84เปรียบเทียบกับขอมูลใน GenBank แบคทีเรียไอโซเลท Aaa1 
Aaa9 และ Aaa84 มีความเหมือน 99 100 และ 99 เปอรเซ็นต  กับ Acidovorax  
avenae subsp. avenae สายพันธุ FC-320 
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10 การตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอร AcAVF และ AcAVR ของเชื้อ
แบคทีเรีย Acidovorax   avenae subsp. avenae ที่ออกแบบจากบริเวณ 16S-23S 
ITS บน 0.8% agarose gel โดยชองที่ M: 1 kb ladder: lane 1= เชื้อแบคทีเรีย 
Acidovorax  avenae subsp.  avenae ไอโซเลท Aaa9 ; lane 2 = เชื้อแบคทีเรีย 
Acidovorax avenae subsp. citrulli  ; lane 3 = เชื้อแบคทีเรีย Acidovorax avenae 
subsp. cattleyae; lane 4 = เชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas syringae pv. sesami; lane 
5 = เชื้อแบคทีเรีย saprophyte ที่แยกจากใบขาวโพด 

 
 
 
 
 
 
58 

 
 



 

(5)

สารบัญภาพ (ตอ) 

ภาพที ่ หนา 
  

11 ลายพิมพดีเอน็เอของตัวแทนกลุมเชื้อ Acidovorax  avenae subsp. avenae ที่แสดง
ลักษณะความรุนแรงโรค 2 กลุม คือ กลุมที่แสดงอาการโรครุนแรง (Aaa14, 
Aaa15,Aaa35, Aaa51 และ Aaa80) และกลุมที่แสดงอาการโรคไมรุนแรง (Aaa37, 
Aaa40, Aaa11, Aaa86 และ Aaa 101) จากไพรเมอร REP ERIC และ BOX บน 
1.5% agarose gel โดยชองที่ M:  1 kb ladder ; lane 1-10= Aaa14, Aaa15,Aaa35, 
Aaa51, Aaa80,Aaa37, Aaa40, Aaa11, Aaa86 และ Aaa 101 

 
 
 
 
 
61 

12 ภาพ dendrogram แสดงความสัมพันธระหวางลักษณะพนัธุกรรมเชื้อและการจัด
กลุมทางฟโนไทปของลักษณะอาการโรคใบขีดแบคทีเรียที่เกดิจากเชื้อ 
Acidovorax  avenae subsp.  avenae รวม 109 ไอโซเลท ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป 
ภาพ dendrogram แสดงความสัมพันธระหวางลักษณะพนัธุกรรมเชื้อและการจัด
กลุมทางฟโนไทปของลักษณะอาการโรคใบขีดแบคทีเรียที่เกดิจากเชื้อ 
Acidovorax  avenae subsp.  avenae รวม 109 ไอโซเลท ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป 
Treeconw สามารถแบงกลุมได 2 กลุม คือกลุมที่ 1 แสดงอาการโรครุนแรง 
ประกอบประชากรเชื้อที่แสดงอาการโรคลักษณะฟโนไทป B และ C และกลุมที่ 2 
แสดงอาการโรคไมรุนแรง ประกอบดวยประชากรเชื้อที่แสดงอาการโรค
ลักษณะฟโนไทป A และ B 
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13 ลักษณะอาการโรคใบขีดบนขาวโพดพนัธุอินทรี2 อายุ 14 วัน ที่ความรนุแรงของ 
โรคระดับตาง ๆ ดวยการปลูกเชื้อสาเหตุโรควิธีที่ 1 ที่ใหความชื้นติดตอกัน 48 
ช่ัวโมง : แสดงอาการรุนแรงของโรค 10% ของพื้นที่ใบ (ก) แสดงอาการรุนแรง
ของโรค 25% ของพื้นที่ใบ (ข)  แสดงอาการรุนแรงของโรค 50% ของพื้นที่ใบ 
ขึ้นไป จนกระทั้งแสดงอาการเหี่ยวทั้งตน (100%) (ค) และขาวโพดปกติที่ใชน้ํา
กล่ันแทนการปลูกเชื้อ (ง) 
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การจําแนกชนิดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบขดี
ขาวโพด 

 
Identification and Genetic Diversity of Bacterial Leaf Streak of Corn 

 
คํานํา 

 
ขาวโพด (Zea mays L.) เปนพืชเศรษฐกจิทีสํ่าคัญของประเทศไทย มีแหลงปลูกกระจายอยู

ทั่วทุกพืน้ที่ ซ่ึงจะใหผลผลิตดีที่สุดในพืน้ทีท่ี่มีปริมาณน้ําฝนและ/หรือระบบชลประทานที่เหมาะสม 
สําหรับพื้นที่ปลูกขาวโพดทัว่โลกมีประมาณ 915 ลานไร มีผลผลิตรวม 826.9 ลานตัน ซ่ึงประเทศ
สหรัฐอเมริกาเปนผูผลิตรายใหญที่สุดของโลก รองลงมาไดแก จีน บราซิล เม็กซิโก และอารเจนตนิา 
(สํานักงานเศรษฐกิจ, 2550) สําหรับประเทศไทยมีการปลกูขาวโพดในเชิงพาณิชยมานานกวา 40 ป 
มีพื้นที่ปลูก 8.683 ลานไร ผลผลิตโดยรวม 3,842 ลานตันตอป ปจจุบันปริมาณผลผลิตขาวโพดไม
เพียงพอตอความตองการในประเทศซึ่งมีแนวโนมที่สูงขึน้ทุกป ในขณะที่ศักยภาพในการผลิตยังมี
ขอบเขตจํากัดทั้งทางดานพนัธุพืช เทคโนโลยีการผลิต และพื้นที่ปลูก นอกจากนี้ปญหาหลักที่สําคญั
อยางหนึ่งที่ทําใหปริมาณผลผลิตขาวโพดตอพื้นที่อยูในเกณฑต่ํา คือ การถูกรบกวนจากศัตรูพืชชนิด
ตาง ๆ โดยเฉพาะการเกิดโรคระบาดของขาวโพดที่เกิดจากเชื้อรา แบคทีเรีย และไวรสั ไดแก โรคใบ
ไหมแผลเล็ก (southern leaf blight) โรคใบไหมแผลใหญ (northern leaf blight) โรคราน้ําคาง 
(downy mildew)   โรคราสนิม (rust) โรคกาบและใบไหม (banded leaf and sheath blight) โรคใบจุด 
(leaf spot) โรคราเขมาดํา (smut) โรคเนาเละที่เกิดจากเชือ้แบคทีเรีย Erwinia carotovora f.sp. zeae  
(สุดฤดี, 2518) โรคลําตนเนาแบคทีเรีย (bacterial stalk rot) และโรคเหีย่ว (Stewart’s wilt) ที่เกิดจาก
เชื้อ E. chrysanthemi และ Pantoea  stewartii subsp. stewartii  ตามลําดับ (สุดฤดี และคณะ, 2547; 
Jeamvijit et al., 2005) โรคใบขีดของขาวโพดที่เกดิจากเชื้อแบคทีเรีย Acidovorax  avenae subsp. 
avenae (นันทยิา และคณะ, 2550) โรคไวรัสใบดางลาย เกิดจากเชื้อ sugarcane mosaic virus (SCMV) 
โรคใบดางแคระ เกิดจากเชื้อ maize dwarf  mosaic virus (MDMV) (พิสสวรรณ และคณะ, 2549)โรค
ใบดางแถบขาว เกดิจากเชื้อ brome mosaic virus (BMV) และโรค maize rough dwarf  เกิดจากเชื้อ 
maize rough dwarf (MRDE) (Sontirat, 1994) ตามลําดับ เชื้อสาเหตุเหลานี้สงผลโดยตรงตอปริมาณ
และคุณภาพของผลผลิตขาวโพดเนื่องจากสามารถเขาทําลายไดทุกระยะการเจริญเติบโต  และโรค
บางชนิดสามารถถายทอดไดทางเมล็ดพันธุโดยเฉพาะโรคแบคทีเรียในขาวโพดที่นับวาเปนปญหา
สําคัญที่สงผลตอการผลิตและการสงออกในปจจุบัน และมีแนวโนมที่เปนปญหารุนแรงตอเนื่องใน



  
 

2
 

อนาคต เนื่องจากขาดแคลนวธีิการในการควบคุมปองกันกําจัด และขอจํากัดของการใชสารเคมี เปน
เหตุใหเชื้อแบคทีเรียสามารถพัฒนาการระบาดไดอยางกวางขวางและรุนแรงมากขึ้น ซ่ึงปจจุบันโรค
แบคทีเรียบางชนิดที่ไมสําคญัหรือไมเคยพบระบาดในประเทศไทยกลับทวีความรนุแรงเพิ่มขึ้น ทั้งนี้
การแพรระบาดของโรคพืชชนิดตาง ๆ เปนกลไกทียุ่งยากซับซอน เนื่องดวยมีปจจยัทีผั่นแปรไดมา
เกี่ยวของ เชน ชนิดและพันธุของพืช สายพนัธุเชื้อโรค และสภาพแวดลอม ไดแก อุณหภูมิ ความชื้น 
ดิน หรือ สภาพอากาศ ถาแหลงปลูกพืชแตกตางกัน สภาพแวดลอม และบทบาทของสาเหตุโรคแต
ละชนิดกจ็ะเปลี่ยนแปลงไป (สุดฤดี และคณะ, 2547) ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงไดศึกษาวิจยัเพื่อใหได
ขอมูลเกี่ยวกับชนิด ความหลากหลายทางพนัธุกรรม และการระบาดของเชื้อสาเหตุโรค โดยเฉพาะ
โรคใบขีดของขาวโพดที่เกิดจากเชื้อแบคทเีรีย เพื่อเปนแนวทางในการจัดการโรคพืชและปองกัน
กําจัดที่เหมาะสมตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อจําแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบขีดขาวโพด 
 

2. เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบขีดขาวโพด  
 

3. พัฒนาวิธีการปลูกเชื้อที่เหมาะสมเพื่อใชในการคัดเลือกพันธุขาวโพดตานทานโรคใบขีด 
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การตรวจเอกสาร 
 

1. ความสําคัญของขาวโพดหวาน 
 
 

ขาวโพดเปนพชืเศรษฐกิจที่มคีวามจําเปนตอความเปนอยูของมนุษยในชีวิตประจําวัน ใน
ดานของอาหาร มนุษยมกีารบริโภคและใชผลิตภัณฑที่ไดจากขาวโพดในรูปของขาวโพดฝกสด 
(ขาวโพดฝกออน ขาวโพดหวาน ขาวโพดเทียน และขาวโพดขาวเหนียว) ขาวโพดแปรรูปบรรจุ
กระปอง ครีมขาวโพด น้ํามนัปรุงอาหาร กาว และน้ํานมขาวโพด เปนตน ขาวโพดฝกสดที่สําคัญตอ
เศรษฐกิจโลกและของประเทศไทย ไดแก ขาวโพดหวานและขาวโพดฝกออน สําหรับขาวโพด
เทียนและขาวโพดขาวเหนียวยังเปนพืชทีน่ิยมบริโภค แตยังอยูในระดบัทองถ่ินตามภูมิภาคตาง ๆ 
ของประเทศไทยเทานัน้ โดยเกษตรยังไมนิยมปลูกเปนการคาเพื่อสงขายในระดับอตุสาหกรรม  
 

ปจจุบันขาวโพดหวานจดัไดวาเปนพืชอายุส้ันที่ใหผลตอบแทนแกเกษตรกรผูปลูกคอน 
ขางสูง สามารถจําหนายไดในตลาดบริโภคสดและโรงงานอุตสาหกรรม ผลผลิตขาวโพดหวาน
ประมาณรอยละ 50 จะถูกนาํไปแปรรูปเปนผลิตภัณฑขาวโพดหวานสงไปจําหนายตางประเทศ ใน
ป 2550 มีปริมาณ 320,198 ตัน คิดเปนมูลคา 701,234 ลานบาท ซ่ึงจัดอยูในลําดับที่ 3 ของประเทศผู
สงออกขาวโพดหวานของตลาดโลก รองจากฮังการี และสหรัฐอเมริกา (กรมสงเสริมการเกษตร, 
2550) นอกจากนี้พบวาป 2550 ประเทศไทยไดสงออกในรูปของขาวโพดหวานฝกสดและตม (แช
แข็ง) เปนมูลคา 220,311,320 บาท โดยมีประเทศญี่ปุนเปนลูกคาอันดับ 1 รองลงมา ไดแก ออสเตเรยี 
และสหรัฐอเมริกา เปนขาวโพดหวานแปรรูป 527,409,072 บาท นอกจากนี้ยังสงออกเปนเมล็ด
ขาวโพดหวานมูลคา 136,007,354 บาท (กรมศุลกากร, 2550) ซ่ึงปจจุบนัปริมาณผลผลิตขาวโพดไม
เพียงพอตอความตองการในประเทศซึ่งมีแนวโนมที่สูงขึน้ทุกป ในขณะที่ศักยภาพในการผลิตมี
ขอบเขตจํากัดทั้งทางดานพนัธุพืช เทคโนโลยีการผลิต และพื้นที่ปลูก ปจจัยหลักที่สําคัญอยางหนึ่ง
ที่ทําใหปริมาณผลผลิตขาวโพดตอพื้นที่อยูในเกณฑต่ํา คือ การถูกรบกวนจากศัตรูพืชตาง ๆ ในชวง
ป 2546-2549 มีการศึกษาพบวาปญหาสําคัญอันดับตนของการผลิตขาวโพดหวาน คือ โรคขาวโพด
ที่เกิดจากเชื้อรา แบคทีเรีย และโรคไวรัส ที่แพรระบาด สูงถึง 30-90% (พิสวรรณ และคณะ, 2549 : 
สุดฤดี และคณะ 2547) ซ่ึงทําความเสียหายอยางหนักแกผลผลิตขาวโพดของประเทศไทย  
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2. โรคท่ีสําคัญของขาวโพดหวาน 
 

ปญหาโรคพืช (plant disease) นับเปนปญหาหลักที่สําคัญของการผลิตพืชรวมทั้งการผลิต
ขาวโพดหวาน เนื่องจากเปนปจจัยที่สงผลกระทบตอศักยภาพการผลิตทั้งทางดานคณุภาพ (quality) 
และปริมาณ (quantity) ซ่ึงการเกิดและการระบาดของโรคขาวโพด จะมีความผันแปรแตกตางกนัไป
ตามสภาพปจจัยการปลูกพืช ไดแก ชนิดและพันธุขาวโพดที่ใชปลูก สภาพแวดลอมหรือพื้นที่ปลูก
และการดแูลรักษา ชนดิโรค ความรุนแรงของเชื้อสาเหตุโรคและโอกาสในการแพรระบาดของโรค 
เปนตน 
 

ปจจุบันพบวา สถานการณการระบาดของโรคขาวโพดบางชนิดมีการเปลี่ยนแปลงไปจาก
เดิม ซ่ึงมีสาเหตุมาจากปจจัยหลายประการ คือ สภาพอากาศ หรือสภาพแวดลอมที่เปลีย่นแปลงสง  
ผลตอการพัฒนาการและการปรับตัวของเชื้อสาเหตุโรค การพัฒนาปรบัปรุงพันธุกรรมของขาวโพด
และระบบการปลูกขาวโพดที่มีผลตอการปรับตัวของเชือ้สาเหตุ หรือการระบาดจากแหลงอื่น เปน
ตน ทําใหโรคขาวโพดบางชนิด เชน โรคทีเ่กิดจากเชื้อแบคทีเรียบางชนดิ ไดแก โรคลําตนเนาแบค 
ทีเรีย ที่เกดิจากเชื้อ E. chrysanthemi subsp. zeae โรคเหี่ยวที่เกดิจากเชื้อ P. stewartii subsp. 
stewartii (สุดฤดี และคณะ, 2547) และโรคใบขีดของขาวโพดที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย A. avenae 
subsp. avenae (นันทยิา และคณะ, 2550) ซ่ึงแตเดิมไมมีความสําคัญหรือไมเคยพบการระบาดใน
ประเทศไทยมากอน ซ่ึงกลับมาระบาดและทําความเสียหายกับขาวโพด และมีแนวโนมเปนโรค
ระบาดสําคัญชนิดใหมตอไป สําหรับในปจจุบันโรคสําคัญที่ทําความเสียหายกับการผลติขาวโพด
หวาน ไดแก 
 

2.1 โรคราน้ําคาง (Downy mildew) 
 

เชื้อสาเหตุ Peronosclerospora sorghi 
 ลักษณะของเชื้อราจะมีกานชูสปอรตั้งตรง แผขยายออกดานปลาย สีใส แทงทะลุ

ออกมาจากปากใบขาวโพดแบบเดี่ยวหรือเปนกลุมจากใตใบและดานบนของใบ สปอรใสรูปไขหรือ
รียาว  
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ลักษณะอาการ  
อาการเฉพาะแหงพบในระยะตนกลา จะเกดิจุดสีขาวหรือสีเหลืองออนบนใบเลี้ยงและ

ใบจริงสองสามใบแรก  ตอมาจุดแผลจะขยายออกเปนทางสีขาวขนานตามเสนใบ ขาวโพดจะเกิด
อาการแคระแกรนอยางรุนแรง และอาจทําใหตนกลาแหงตายในที่สุด  สวนอาการแบบทั้งตน จะพบ
ไดในทกุระยะเจริญของขาวโพด โดยใบทีผ่ลิออกมาจะเกิดเปนทางหรอืแถบสีเขียวออน เขียวปน
เหลืองหรือสีขาว ตามความยาวของใบจากโคนถึงดานปลายใบ แถบดางเหลานี้ขอบจะไมเรียบ 
ความกวางไมแนนอน แผลอาจขยายชนกนัเปนปนใหญคลุมพื้นที่ถึงครึ่งหรือเต็มใบ ความยาวอาจ
ขาดเปนชวงหรือติดตอกัน 

 
วงจรโรคและสภาพแวดลอมที่เหมาะสม  
เชื้อราจะพกัตวัโดยสราง oospore ที่มีผนังหนา รูปรางยาวรี สีใส ผนังสีเหลือง ฝงตัวอยู

ในเนื้อใบบริเวณทอน้ําทออาหารในเศษซากหรือในดิน เพื่ออยูขามฤดแูละถายทอดตดิไปกับเมล็ด
ไดเปนเวลานานหรืออาจอยูบนพืชอาศัยอ่ืน เชน ขาวฟาง หรือหญาชนดิตาง ๆ เมื่อสภาวะอากาศ
เหมาะสม คือ อุณหภูมิต่ําประมาณ 20-26  องศาเซลเซียส และมีความชืน้สูง หรือมีน้ําคางจัด เชื้อรา
จะสราง conidia เปนผงหรือขุยสีขาว ๆ กระจายบนใบบรเิวณทีเ่กิดโรค ซ่ึงผงสปอรนี้จะเปนแหลง
กอโรคใหม (secondary inoculum) ที่สามารถแพรกระจายและกอใหเกดิการระบาดของโรคอยางรุน 
แรง ตามประวตัิการแพรระบาด โรคนี้จะเริม่ระบาดตอนตนฤดูฝนประมาณเดือนพฤษภาคม 
มิถุนายน กรกฎาคม และสิงหาคม ไปจนสิน้ฤดูฝนเมื่อฝนตกตองตามฤดูกาล  

 
2.2 โรคราสนิม (Rust)    
 

เชื้อสาเหตุ  Puccinia polysora  
สปอรที่พบมากในตนขาวโพดเปนโรคและแพรระบาดไดดีคือ uredospore มีสีเหลือง

ทอง รูปรางกลมรี ผนังสีเหลืองหรือสีทองบางและเปนหนาม เมื่อสภาพแวดลอมไมเหมาะสมจะ
สราง teliospore เพื่ออยูขามฤดู รูปรางกลมหรือทรงกระบอก หัวทายมน 

 
ลักษณะอาการ    
จะเกิดแผลเปนตุมสีน้ําตาลแดงนนูจากผวิ  ลักษณะคอนขางกลมถึงรูปไข  แตละแผล

ยาวประมาณ  0.2 – 0.5 มิลลิเมตร ตุมแผลนี้จะปรากฏใหเห็นทัง้สองดานของใบ แผลที่นูนออกมา 
คือ กลุมสปอรของเชื้อสาเหตุ (uredial stage) ซ่ึงจะสรางขึ้นภายใตผิวพืช เมื่อเกิดมากเขาก็จะดัน
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โปงออก และเมื่อเจริญเต็มที่ตรงกลางแผลก็จะแตกแยก สปอรจะถูกลมพัดพาแพรระบาดไปเปน
ระยะทางไกล ๆ ใบขาวโพดที่เกิดแผลมากจะซีดเหลืองและแหงตาย  

 
วงจรโรคและสภาพแวดลอมที่เหมาะสม  
เชื้อจะแพรออกไปจากบริเวณที่เกดิโรคเริ่มตน (primary inoculum) เชน แผลที่ใบ แผล

ที่กาบใบ และเปลือกหุมฝก เมื่อเชื้อปลิวไปตกในสภาพแวดลอมที่เหมาะสมกับเชื้อโรคก็จะทําให
ขาวโพดตนใหมเปนโรคได (secondary inoculum) เชื้อสาเหตุสามารถพักตัวหรืออาศัยในพืชอ่ืน ซ่ึง
เปนพืชอาศัยช่ัวคราว (lateral host) และพชือาศัยที่ทําใหเชื้อเจริญครบชีพจักร (alternate host) เมื่อมี
การปลูกขาวโพดในฤดูถัดไปและมีสภาพแวดลอมเหมาะสมเชื้อจะปลวิจากพืชอาศัยกลับมาที่
ขาวโพดและกอใหเกดิโรครุนแรงไดอีก สปอรเชื้อโรคราสนิมสามารถปลิวไปไดไกล อุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการงอกของ uredospore คือ 23-28 องศาเซลเซียส ถาอุณหภูมิต่ํากวา 13 องศาเซลเซียส
และสูงกวา 30 องศาเซลเซียส การงอกของสปอรจะลดลง  

 
2.3 โรคใบไหมแผลเล็กของขาวโพด (Southern leaf blight)  
 

เชื้อสาเหตุ   Bipolaris maydis  
เชื้อมีสปอรยาวโคง ปลายเรยีวมน ไมมี hilum สีเขียวมะกอก มีผนังกัน้ 3-13 เซลล การ

งอก germ tube ออกทางปลายทั้งสองดาน เมื่อนําใบขาวโพดเปนโรคมาบมที่ความชื้น ใน
อุณหภูมิหองจะสรางสปอรในเวลา 24-48 ช่ัวโมง กานชสูปอรยาว เจรญิออกมาจากปากใบ 

 
ลักษณะอาการ   
ระยะแรกเกิดจดุเล็ก ๆ สีเขียวออนฉ่ําน้ํา  ตอมาจุดจะขยายออกตามความยาวของใบ

โดยจํากดัดานกวางของแผลขนานไปตามเสนใบ  ตรงกลางแผลจะมีสีเทา ขอบแผลมีสีเทาน้ําตาล  
ขนาดของแผลไมแนนอน แผลที่ขยายใหญเต็มที่มีขนาดกวาง  6 – 12 มิลลิเมตร และยาว 6 – 27 
มิลลิเมตร อาการของโรคเมื่อเกิดในตนระยะกลาจะเกดิขึ้นพรอม ๆ กันทุกใบ อาจจะเหี่ยวและแหง
ตายภายใน 3 – 4 สัปดาหหลังปลูก แตถาเกดิกับตนแกอาการจะเกิดบนใบลาง ๆ กอน นอกจากจะ
เกิดบนใบแลวยังเกดิกบัตน กาบใบ ฝกและเมล็ด  
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วงจรโรคและสภาพแวดลอมที่เหมาะสม  
สปอรของเชื้อสาเหตุโรคสามารถแพรกระจายทางลม ฝน จากตนที่เปนโรคไปยังตน

อ่ืนๆ และสามารถติดไปกับเมล็ดพันธุที่มาจากตนที่เปนโรคในลักษณะปนเปอน เมื่อสปอรปลิวไป
เขาทําลายพืชจนเกิดแผลก็จะสามารถสรางสปอรเพิ่มอีกมากมายแพรกระจายในแหลงปลูกขางเคียง
ภายใตสภาพแวดลอมที่เหมาะสม คือ ความชื้นสูง อุณหภมูิอยูระหวาง 20-32 องศาเซลเซียส โดย
เชื้อราสามารถเขาทําลายขาวโพดไดหลายครั้งในแตละฤด ูจากสปอรใหมที่เกิดขึ้นแพรกระจายไป
กับลม และฝนแลวเขาทําลายขาวโพดอีกหลายรอบ เชื้อราสามารถมีชีวิตไดในใบขาวโพดนานถึง 8 
เดือนและมีชีวติในเมล็ดขาวโพดไดนานกวา 1 ป นอกจากนี้ยังพบวาหญาเดือยเปนพชือาศัยของเชือ้
ราชนิดนี้  

 
2.4 โรคใบไหมแผลใหญของขาวโพด (Northern leaf blight)   

  
เชื้อสาเหตุ   Exserohilum turcicum 
สปอรมีสีเขียวอมเทา ยาวเรียวหวัทายแหลม สวนกลางกวางโคงเล็กนอย มผีนังกั้น 3-8 

เซลล มีฐานสปอรสีเขมชัดเจน การงอกออกทางปลายของสปอร กานชูสปอรสีเขียวมะกอกมีผนัง
กั้น 2-4 เซลล เมื่อนําตัวอยางโรคมาบมที่ความชื้นจะสรางสปอรไดดี  

 
ลักษณะอาการ   
เกิดไดทุกสวนของลําตนโดยเฉพาะบนใบ นอกจากนั้นยงัพบที่กาบใบ  ลําตน และฝก 

โดยเกดิเปนแผลมีขนาดใหญสีเทา  หรือสีน้ําตาลแผลมีลักษณะยาวตามใบ หัวทายเรยีวคลายรูป
กระสวย  แผลมีขนาดระหวาง 2.5 – 20.0 เซนติเมตร แผลที่เกดิบนใบอาจเกิดเดี่ยว ๆ หรือหลายแผล
ซอนรวมกันขยายเปนขนาดใหญ ถาแผลขยายรวมกันมาก ๆ จะทําใหใบแหงตายได ในสภาพไรพบ
ที่สวนลางของขาวโพดกอนแลว อาการของโรคจะพัฒนาไปสวนบนของตนขาวโพด เมื่อมี
ความชื้นสูงเชือ้ราจะสรางสปอรสีดําบนแผลและขยายออกเห็นเปนวงชั้น โรคนี้พบตลอดฤดู
เพาะปลูก พนัธุออนแออาการรุนแรงทําใหผลผลิตลดลงได  

 
วงจรโรคและสภาพแวดลอมที่เหมาะสม  
เชื้อราจะสรางสปอรบนแผล และแพรไปโดยลม  ฝน เมือ่มีความชื้น สปอรจะงอกเขา

ทําลายใบขาวโพดและแสดงอาการของโรคในสวนอืน่ ๆ ตอไป โรคจะเปนรุนแรงในสภาพที่มี
ความชื้นสูงและอุณหภูมิสูงประมาณ 18-27 องศาเซลเซียส โรคนี้พบไดตลอดฤดูเพาะปลูก พันธุ
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ออนแออาการรุนแรงทําใหผลผลิตลดลงได ถาเขาทําลายพืชกอนออกดอกทําใหผลผลิตสูญเสียมาก 
แตถาเขาทําลาย 6-8 สัปดาหหลังจากขาวโพดออกดอกแลวไมมีผลกระทบตอผลผลิต เชื้อสามารถ
อยูขามฤดูในเศษซากพืชในรูปของสปอรผนังหนา (chlamydospore) 

 
2.5 โรคไวรัสใบดางลาย (Sugarcane Mosaic Virus) 
 

เชื้อสาเหตุ Sugarcane Mosaic Virus (SCMV) 
อนุภาคของเชือ้ไวรัสมีรูปรางเปนทอนสั้น สามารถถายทอดดวยวิธีกล และเพลี้ยออน 

 
ลักษณะอาการ 
ใบเหลืองซีดทัว่ทั้งใบหรือเปนขีดสั้น ๆ ยอดออนมีสีเหลืองตนแคระแกรน ถาเชื้อเขา

ทําลายตนขาวโพดที่โตแลวฝกจะไมสมบรูณ ซ่ึงลักษณะอาการคลายโรคราน้ําคาง แตใบขาวโพดที่
เปนราน้ําคางจะพบผงสีขาวของสปอรใตใบในเวลาเชา หากอาการรุนแรงทําใหเกิดอาการไหมบน
ใบ ลําตน ชอดอก ฝก และฝกไมติดเมล็ด 
 

2.6 โรคไวรัสใบดางประจุดเหลือง (Maize Chlorotic Mottle Virus) 
 

เชื้อสาเหตุ Maize Chlorotic Mottle Virus (MCMV) 
 

ลักษณะอาการ 
ใบและยอดไหม ฝกหดสั้น และผลผลิตลดลง ถาเชื้อไวรัสเขาทําลายในระยะ 30 วนั

แรกของการปลูกจะทําใหผลผลิตเสียหายมาก เนื่องจากการผสมไมติดและฝกไมพัฒนาอยาง
สมบูรณ 

 
2.6 โรคลําตนเนาแบคทีเรีย (Bacterial stalk rot) 
  

เชื้อสาเหตุ E. chrysanthemi subsp. zeae 
เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปรางเปนทอน (rod shape) มีขนาดระหวาง 0.6-0.9 x 0.8-1.7 

ไมครอน เคลื่อนที่ไดดวยแฟลกเจลลายาวรอบตัว (peritrichous flagella) ไมสรางแคปซูล ไมติดสี
ยอมที่เปนกรด การเจริญบนอาหารเลี้ยงเชือ้ nutrient agar (NA) สรางโคโลนีสีขาวอมเทา นูน วาว 
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เรียบ ขอบสม่ําเสมอ เมื่อเล้ียงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) ที่ pH 6.5 นาน 3-6 วัน โคโลนี
จะมีลักษณะคลายไขดาว โดยตรงกลางโคโลนีจะมีลักษณะกลม นูน สีเหลืองเขม ลอมรอบดวย
โคโลนีสีขาว 

 
ลักษณะอาการ 
พบอาการใบไหมจากปลายใบมาที่โคนใบ ยอดขาวโพดมสีีซีด เหี่ยวเฉา ตอมาลุกลาม

เปนยอดเนา บริเวณขอเหนือดินเปนรอยฉ่ําน้ําสีน้ําตาล เมื่อผาดูพบทอลํา เลียงเปนสีน้าํตาล เนื้อเยื่อ
ภายในถูกยอยสลาย มีเมือกไหลเยิ้มกลิ่นเหม็น ในที่สุดตนหักลมพับ หากพบในชวงตดิฝกจะทําให
ฝกไมสมบูรณและลีบ 

 
วงจรโรคและสภาพแวดลอมที่เหมาะสม 
เชื้อสาเหตุโรคดังกลาวจะเขาทําลายและทําความเสียหายกับตนขาวโพด โดยจะเริ่มเขา

ทําลายเมื่อขาวโพดอายุ 3 สัปดาห หากโรคเขาทําลายในระยะกอนออกดอกจนถึงระยะออกดอก ตน
จะตายอยางรวดเร็ว และจะระบาดรุนแรงในสภาพอากาศรอนและมีความชื้นสูงติดตอกัน หรือใน
สภาพที่ขาวโพดออนแอ รวมถึงการไดรับธาตุอาหารไมสมดลุ เชน การไดรับธาตุไนโตรเจนสูงจะ
ทําใหความรนุแรงของโรคสูงขึ้น  

 
3. โรคใบขีดท่ีเกิดจากเชื้อแบคทีเรียในขาวโพด (Bacterial leaf streak)  
  

โรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพด เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย A.  avenae subsp. avenae ซ่ึงมีช่ือเดิมวา 
Pseudomonas avena Manns 1909, P. alboprecipitans (Rosen 1926) อยูใน Phylum Proteobacteria, 
Class Betaproteobacteria, Order Burkholderiales, Family Comamonadaecae โรคนี้จัดเปนโรคที่มี
การระบาดเปนครั้งคราว (sporadic disease) บนขาวโพดในประเทศอนิเดีย เปนโรคที่มีความสําคัญ
ทางเศรษฐกิจนอย (minor economic importance) โรคนี้พบครั้งแรกในป 1920s ซ่ึงเขาทําลายในออย
ที่มลรัฐฮาวาย สหรัฐอเมริกา (Dang et al.,1978) รัฐควีนแลนด ออสเตเรีย สําหรับประเทศไทย     
สุดฤดี และคณะ (2547) พบการระบาดของโรคนี้ในขาวโพดหวานพนัธุลูกผสม 30% ของแหลง
ปลูกขาวโพดที่สําคัญ ซ่ึงพบมากในพืน้ทีป่ลูกขาวโพดภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคกลางของ
ประเทศไทย  
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3.1 ลักษณะอาการของโรคใบขีดแบคทีเรีย 
 

พบอาการแผลขีดแคบ สีขาวถึงเหลืองซีด จะพบอาการฉ่ําน้ําและโปรงใส แผลจะถูก
จํากัดดวยเสนใบ (vein) และแผลจะขยายยาวไปตามความยาวของใบ บางครั้งจะพบแผลเปนจุดหรือ
เปนแถบมีขนาดแผลไมเทากันจากนั้นแผลจะพัฒนามารวมกันเกิดเปนแผลขีดขนาดใหญ เมื่อนําใบ
ขาวโพดที่เปนโรคมาตัดวางไวในน้ําจะพบ bacterial exudates (Ullasa et al., 1967) นอกจากนี ้
พบวาโรคนี้จะมีลักษณะอาการคลายกับโรคเหี่ยว (stewart’s wilt)โรคใบไหมแผลใหญ และโรครา
น้ําคางทําใหสับสนในการวนิิจฉัยโรคได (OPPO/EPPO, 2006) 
   

3.2 ลักษณะของเชื้อสาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรีย 
 

เชื้อแบคทีเรีย A. avenae subsp. avenae เปนแบคทีเรียแกรมลบชนิด aerobic bacteria มี
รูปรางเปนทอนตรงจนถึงโคง เคลื่อนที่ไดดวยแฟลกเจลลา แบบ monotrichous flagella บางครั้ง
อาจมีแฟลกเจลลา 2-3 เสน อยูที่ขั้วใดขั้วหนึ่งของเซลลแบบ polar flagella (Saddles, 1994) ลักษณะ
โคโลนีของเชื้อมีสีขาวแกมเทา นูน กลม ขอบเรียบ เสนผาศูนยกลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร เมื่อ
เล้ียงบนอาหารเลี้ยงเชื้อทั่วไป nutrient glucose agar (NGA) และเมื่อเล้ียงบนอาหาร YDC จะพบ
ลักษณะโคโลนีสีขาวครีม เรียบ นูน ไมสรางสารเรืองแสง นอกจากนี้เชือ้ดังกลาวจะเจริญไดดีบน
อาหารกึ่งเลือกจําเพาะ SNR และแสดงลักษณะโคโลนีสีขาวใส กลม นนู ขนาดประมาณ 1-2 
มิลลิเมตร สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส สามารถใชแหลงคารบอนจาก glucrose 
arabinose fructose manitol และ ethanol แตไมสามารถใชแหลงคารบอนจาก sucrose arginine และ 
sobitol สามารถรีดิวซไนเตรตใหเปนไนไตรต และสามารถยอยสลายแปงได 
 

3.3 การเขาทําลายและการแพรกระจายของเชื้อสาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรีย 
 

เชื้อสาเหตุโรคจะเขาทําลายและทําความเสยีหายกับขาวโพดในระยะตนกลาจนถึง
ระยะกอนออกดอก (seedling to pre-flowering stage) เชื้อนี้จะเขาทําลายทางชองเปดธรรมชาติ หรือ
ปากใบ และมกัจะเขาทําลายใบขาวโพดทีย่งัออนอยู โดยเฉพาะบริเวณใบธงหรือใบยอดของ
ขาวโพด นอกจากนี้เชื้อสาเหตุโรคสามารถแพรระบาดไปไดทั่วโลก และพบวาแหลงที่มีการแพร
ระบาดอยางรนุแรง คือ ประเทศสหรัฐเมริกา ประเทศออสเตเรีย และประเทศอินเดยี เปนตน 
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3.4 พืชอาศัย  
 

เชื้อแบคทีเรีย A. avenae subsp. avenae สาเหตุโรคใบขีดขาวโพดมีพืชอาศัยกวาง โดย
สามารถแบงออกไดดังนี้  

3.4.1 พืชอาศัยหลัก (major hosts) ไดแก ขาว ออย ขาวฟาง และขาวโพด  
3.4.2 พืชอาศัยรอง (minor hosts) ไดแก ขาวโอต ขาวบารเลห flinger millet, millet, 

pearl millet, foxtail millet, green foxtail, และ ขาวสาล ี
3.4.3 พืชอาศัยทั่วไป (wild hosts) ไดแก วชัพืชชนิดตาง ๆ ประกอบดวย wheat grass, 

prairie grass, mountain brome (grass), large crabgrass, barnyard grass, grasses และ teosinte 
 
3.5 การควบคมุโรค 

 
3.5.1 การเขตกรรมและสุขาภิบาลแปลงปลูก ไดแก การทําความสะอาดแปลงปลูกและ

การกําจัดวัชพชืบริเวณแปลงปลูก 
3.52 ใชพันธุตานทานโรค 
3.5.3 ใชสารเคมี เชน streptomycin, copper oxychloride, agrimycin 

     
4. การจําแนกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 
 

การจําแนกเชือ้แบคทีเรียโดยทั่วไปตองอาศัยลักษณะตาง ๆ ของเชื้อแบคทีเรียแตละชนิดมา
เปนแนวทางในการพิจารณา โดยแบคทีเรียที่มีลักษณะคลายคลึงกันจะจดัอยูในหมูเดียวกัน ลักษณะ
สําคัญที่ใชเปนเกณฑในการจัดจําแนกแบคทีเรีย ไดแก ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology) 
ลักษณะทางชวีเคมี (biochemical characteristic) ความสามารถในการเกิดโรค (pathogenicity) 
ลักษณะทางเซรุมวิทยา (serology characteristic) เปนตน ปจจุบันไดมีการนําเทคนิคทางพันธุกรรม
มาใชในการจาํแนกเชื้อแบคทีเรีย เชน การนําเทคนิคการตรวจลักษณะลายพิมพดีเอน็เอดวยเทคนิค
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction: PCR) เปนเครื่องมือที่ใชในการศึกษาอณู
ชีววิทยาของสิ่งมีชีวิต ทั้งมนษุย สัตว พชื และจุลินทรีย  
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เทคนิคการจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรีย 
 
1. การจําแนกชนดิแบคทีเรีย ในระดับสัณฐานวิทยา  
  

การเจริญบนอาหารที่เพาะเลี้ยง (cultural characteristic) จากเซลลหนึ่งเซลลของ 
แบคทีเรียจะเจริญรวมเปนโคโลนี (colony) จนมองเหน็ดวยตาเปลาได ทําใหสามารถศึกษาลักษณะ 
ของเชื้อจากโคโลนี เชน ความมัน ความดาน ใส ขุน ทึบ ทําใหรงควัตถุเปนเม็ดละเอยีดหรือหยาบ
ขอบเขตการเจริญกระจายออกหรือเปนจุดเล็ก ๆ มีลักษณะขอบเรียบหรือขรุขระ เปนเมือกหรือแหง 
หรือเปนเกล็ด เปนตน    

 
คุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาของเซลลแบคทีเรีย (morphological characteristic) เปน 

คุณสมบัติที่มองไมเห็นดวยตาเปลาตองสองดูดวยกลองจุลทรรศน และแบคทีเรียที่อยูในอันดับ 
Eubacteriales ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่เราศึกษากนัมากที่สุด มีขนาดเปนไมครอน ตองใชกําลังขยาย 
ประมาณ 1000 เทา จึงจะเหน็รูปรางไดวา เปนแทง ทรงกลม หรือเกลียว มกีารจัดเรยีงตัวแบบไหน
รวมทั้งศึกษาดวูาแบคทเีรียมกีารจัดสรางสปอร สรางแคปซูล และดูชนิดของแฟลกเจลลา แตถาจะ 
ศึกษาถึงโครงสรางภายในเซลลตองใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (ชลิดา และคณะ, 2544)  

  
2. ศึกษาลักษณะทางชีวเคมีบางประการของเชื้อแบคทีเรีย   

 
แบคทีเรียแตละชนิดมีความสามารถในการใชสารอาหารตางกันมาก การศึกษาดกูาร 

เปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีที่เกดิขึ้น โดยการเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ ที่มีความจาํเพาะของ
สารอาหารบางอยางแลวสังเกตการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อนั้น เชน การเปลี่ยนสี 
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ การเกิดกรด-ดาง การเกดิแกส เกิดสารบางชนิด เปนตน ความตองการทางดาน 
กายภาพ (physical requirement) สภาพแวดลอมทางกายภาพที่เกี่ยวของกับการเจริญของแบคทีเรีย 
เชน อุณหภูมิ อากาศ แสงแดด ความเปนกรด-ดาง ความตองการแกสบางชนิด สภาพทางกายภาพ 
สามารถใชจัดหมวดหมูของแบคทีเรียได เชน แบคทีเรียที่สามารถเจริญไดในบรรยากาศที่มี 
ออกซิเจน เรียกวา aerobic bacteria ถาไมสามารถเจริญในบรรยากาศทีม่ีออกซิเจน เรียกวา 
anaerobic bacteria หรือถาหากสามารถเจริญไดทั้งสองลักษณะ เรียกวา facultative anaerobic 
bacteria หรือถาเจริญไดดีในที่มีออกซิเจนเล็กนอย เรียกวา microaerophilic bacteria ถาดูที่อุณหภมูิ 
ก็อาจแบงออกไดเปน 3 พวก คือ พวกที่ชอบเจริญในอณุหภูมิสูง เรียกวา thermophilic bacteria ถา 
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สามารถเจริญในที่มีอุณหภมูิปานกลางเรยีกวา mesophilic bacteria และถาสามารถเจริญในทีมี 
อุณหภูมิต่ํา ๆ เรียกวา psychrophilic bacteria เปนตน (Schaad, 2001)   

 
3. การศึกษาคณุสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อเปาหมายดวยวิธี MicroStation SystemTM 

 
การจําแนกชนดิจุลินทรียดวยระบบไบโอลอก (Biolog, Inc., Hayward, Calif.) เปน 

วิธีการจําแนกชนิดจุลินทรียโดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงของอิเล็กตรอนระหวางการหายใจของเชื้อ   
จุลินทรีย ในการออกซิไดซแหลงคารบอนที่แตกตางกันทั้งหมด 95 แหลง ตรวจสอบคาโดยสังเกต
การเปลี่ยนแปลงสีของ tetrazolium violet (Prathuangwong and Chankhan, 2002) และอานคาการ
เปลี่ยนแปลงสโีดยใช computer-drive enzyme immunoassay การจําแนกชนิดเชื้อจุลินทรียดวย 
ระบบไบโอลอกเปนวิธีที่สามารถจําแนกไดอยางรวดเร็วภายใน 24 ช่ัวโมง (Costas et al., 1992) 
และเปนวิธีที่ใชปริมาณของเชื้อจุลินทรียนอย สะดวก และงายตอการปฏิบัติ (Miller และ Rhoden, 
1991)  
 

4. การจําแนกชนดิเชื้อแบคทีเรียโดยการวิเคราะหสารพันธุกรรม  
 

ปจจุบันไดมีการนําเทคนิคทางอณูวิทยามาประยุกตใชในการจําแนกเชือ้สาเหตุโรคพืช
เพื่อใหไดความถูกตองแมนยํามากขึ้น (สุดฤดี และคณะ, 2547) ซ่ึงการนําเทคนิคอณชีูววิทยามา
ประยุกตใชในการตรวจวินิจฉัยเชื้อสาเหตโุรคพืช มุงศึกษาเชื้อสาเหตใุนระดับต่ํากวาสปชีส เชน 
pathotype physiological race ความผันแปรของเชื้อสาเหตุโรคพืชในธรรมชาติ ทําใหการตรวจสอบ
เชื้อ การจําแนกเชื้อและการวินิจฉยัเชื้อสาเหตุโรคพืชสามารถทําไดงาย รวดเรว็ และแมนยํา โดยการ
ใชเทคนิคการตรวจลักษณะลายพิมพดีเอน็เอดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase 
chain reaction: PCR)  

 
การจําแนกเชือ้จุลินทรียโดยการศึกษาสารพันธุกรรมหรือลําดับเบสบริเวณ 16S rDNA 

ในการจําแนกนั้นเปนวิธีการที่นิยมใชในการจําแนกเชื้อแบคทีเรีย เนื่องจากเปนวิธีการที่รวดเร็ว 
และบริเวณดังกลาวยังเปนบริเวณอนุรักษ และมีความจําเพาะเจาะจงของเชื้อจุลินทรียแตละชนิด 
(Claudio et al., 2002) Medical microbiology มีความเชื่อมั่นอยางมากใน การจําแนกเชื้อดวย
คุณสมบัติทางชีวเคมี สรีรวิทยา และยืนยันผลการจําแนกดวยการศึกษาลําดับเบส ในบริเวณ 16S 
rDNA ซ่ึงสามารถจําแนกจุลินทรียไดในระดับชนิดและสายพันธุ (Towner และ Cockayne, 1993)  
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rDNA genes มีความจําเปนในการดํารงชวีิตของสิ่งมีชีวติ มีความอนุรักษสูง สามารถ
ศึกษาและเพิ่มจํานวนในบริเวณดังกลาวโดยใชเทคนิคโพลีเมอเรส (Mullis และ Faloona, 1987) การ
ตรวจสอบ โดยวิธีดังกลาวจะประสบผลสําเร็จหรือไมนั้นขึ้นอยูกับไพเมอรและขอกําหนดภายใต
ปฏิกิริยา ลูกโซในการตรวจสอบ (Gill et al., 1944)  
  

David และคณะ (2002) ไดพัฒนาเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสมาใชในการจําแนกเชื้อ
แบคทีเรีย P. stewartii  subsp. stewartii  สาเหตุโรคเหี่ยวในขาวโพด โดยใชไพรเมอร 4 ชนิด ไดแก 
hrpS, cpsDE, 16S rRNA และ 16S-23S intergenic transcription spacer (ITS) region ในการจําแนก
เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวขาวโพด เปรยีบเทียบกับเชือ้แบคทีเรียสายพันธุอ่ืน เชน P. 
agglumerans pv. herbicola, P. annanas, Erwinia amylovora และ E. carotovora พบวา ไพรเมอร
ทั้ง 4 ชนิด สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาดตาง ๆ คือ 900, 1,100, 290 และ 920 bp ขณะที่เชื้อ
แบคทีเรียชนดิอื่น ๆ ไมสามารถผลิตแถบดีเอ็นเอขนาดดังกลาวได 

 
Gitaitis และคณะ (2002) จําแนกเชื้อ A. avenae subsp. avenae สาเหตุโรคใบขีดของ pearl 

millet พันธุลูกผสม พบวาวิธี gas-chromatography ไบโอลอก และเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอ
เรส โดยใชไพรเมอรจําเพาะ คือ ไพรเมอร WFB1 และ WFB2 ซ่ึงเปนไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอ
เชื้อ A. avenae สามารถจําแนกชนิดเชื้อไดอยางแมนยําและมีความไวสูง 

 
5. การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค 
 

ความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) แสดงถึงระดับความผันแปรทาง
พันธุกรรม (genetic variation) ภายในประชากรของแบคทีเรียนั้น ในการประเมินความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมจําเปนตองมกีารศึกษาทีแ่มนยําและเหมาะสม โดยเกณฑในการศกึษาความ
หลากหลายของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชในปจจุบนัแบงไดกวาง ๆ 2 แนวทางคือ (1) อาศัย
ลักษณะทางฟโนไทป (phynotype) (2) อาศัยคุณสมบัติทางพันธุกรรม (อัญชนา, 2550) 

 
ปจจุบันไดมีการนําเทคนิคการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนสารพนัธกุรรมมาใชในการศึกษาความ

หลากหลายของเชื้อแบคทีเรีย ประกอบดวย เทคนิค restriction fragment length polymorphism 
(RFLP) เทคนคิ random amplified polymorphic DNA (RAPD) เทคนิค amplified fragment length 
polymorphism (AFLP) และเทคนิคที่นยิมใชกันมากทีสุ่ดในการศึกษาความหลากหลายของ
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ประชากรเชื้อแบคทีเรีย คือเทคนิค repetitive element PCR (rep-PCR) ซ่ึงเทคนิคทั้ง 4 ชนิดนี้ ไดมี
การนํามาใชเพือ่การศึกษาดานอนุกรมวิธาน ความผันแปรทางพันธุกรรม และพันธุศาสตรประชากร 
(population genetic) ของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชหลายชนิด (กุลชนา, 2546) 

 
เทคนิค rep PCR เปนเทคโนโลยีการจัดแบงกลุมแบคทีเรียที่ใชความรูทางดีเอ็นเอเปน

พื้นฐาน (DNA base technology) เปนเทคโนโลยีที่ถูกคนพบและไดมกีารพัฒนาไดไมนาน ซ่ึง
วิธีการนี้อาศัยหลักของรูปแบบลายพิมพดเีอ็นเอ (DNA fingerprint) ของแบคทีเรียที่แตกตางกันแต
ละสายพันธุ โดยการศกึษาเกี่ยวกับ repetitive DNA sequence คือ ชวงลําดับเบสที่ปรากฏซ้ํา
เหมือนกนั ซ่ึงพบวามีการกระจัดกระจายอยูตลอดจีโนมตรงตําแหนงตาง ๆ ที่ไมใชรหัสพันธุกรรม 
(non-coding region) ของเซลลแบคทีเรียสวนใหญตามธรรมชาติ ซ่ึงสามารถใชเปน primer site 
สําหรับ DNA amplification ได (อัญชนา, 2550; กุลชนา, 2546) ชุดของลําดับเบสดังกลาวที่ไดมี
การศึกษามีอยู 3 ชุด ประกอบดวย REP (Repetitive Extragenic Palindromic) ERIC 
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) และ BOX (Interspersed Repetitive BOX 
Sequence)  

 
1. REP (repetitive extragenic palindromic) เปนสวนของ palindromic units (PU) ตรวจพบ

คร้ังแรกในแบคทีเรีย Escherichia coli และ Salmonella typhimurium มขีนาด 38 bp มีความสําคัญ
ในการจดัเรียงลําดับเบสบริเวณทีไ่มมีการแปลรหัส มีโครงสรางแบบ stem loop ที่มีความเสถียรใน
การคัดลอก RNA และมีบทบาทในการชวยให mRNA มีความเสถียรดวย ซ่ึง Versalovic et al. 
(1991) ออกแบบไพรเมอร REP จากดเีอ็นเอตัวตรวจ REPALL โดยใชลําดับเบสทางปลายแตละขาง
ของ palindrome sequence ของดีเอ็นเอตวัตรวจนี้ จากการทํา PCR ในแบคทีเรียแกรมลบหลายชนิด 
พบวาจะไดแถบดีเอ็นเอเฉพาะในแบคทีเรียแตละสายพนัธุ (strain specific) เชน E.coli สายพันธุ 
4038 มีแถบดีเอ็นเอจํานวน 5 แถบ ขนาดประมาณ 300 1636 1400 800 และ 700 คูเบส ตามลําดับ 
 

2. ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus) หรืออาจเรียกวา intergenic 
repeat units (IRUs) พบใน E. coli และ S. typhimurium เชนเดียวกับ REP แตมีขนาดใหญกวา พบวา 
ERIC มีขนาด 126 bp แพรกระจายทัว่ไปบริเวณที่มกีารถอดรหัส (transcribe region) ระหวาง 
polycistronic operon และ upstream และ downstream ของ open reading frames (Hulton et al., 
1991) 
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3. BOX (interspersed repetitive BOX sequence) เปน repetitive sequence ที่มีลักษณะ
อนุรักษสูง พบครั้งแรกในแบคทีเรียแกรมบวก Streptococcus pneumoniae ประกอบ ดวย 3 หนวย 
คือ BOX A B และ C มีขนาด 59 45 และ 50 คูเบส ตามลําดับ จากการศึกษาลําดับเบส พบวาเปน
สวนที่อยูระหวางโปรโมเตอร และยีนทีเ่กีย่วของกับความรุนแรงของเชื้อ S. pneumoniae ถึงแม
ลําดับเบสในแตละหนวยยอยของ BOX จะแตกตางกันบางแตโดยทัว่ไปแลวมีลําดบัเบสคลายกับ 
ERIC และ REP ที่พบในแบคทีเรียกลุม Enterobacteria (Martin et  al., 1992)  

 
จากขอมูลลําดับเบสของ repetitive element ทั้ง 3 ชนิด จงึมีการนํามาสรางเปนไพรเมอร 

BOX A1R (Louws et al., 1994) คูไพรเมอร ERIC 1R กับ ERIC 2 และREP 1R กับ REP 2 
(Versalovic et al., 1991) เพือ่ใชในการศึกษาเชื้อแบคทีเรียหลายชนดิ เนื่องจากสามารถสรางลาย
พิมพดีเอ็นเอทีม่ีความจําเพาะเจาะจงระดับสายพันธุ และ pathovar 

 
หลักการของ rep PCR คือ การสังเคราะห oligonucleotide primer ที่เขาคูกันกับ repetitive 

element  (rep-element) ในแบคทเีรีย เมื่อนาํ primer ดังกลาวรวมกับการใชปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอ
เรสจะทําใหเกดิการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอในขอบเขตทีจ่ําเพาะชดัเจน เฉพาะชวงลําดับที่อยู
ระหวาง REP ERIC และ BOX เทานั้น (ตาํแหนงตาง ๆ ของ repetitive elements ซ่ึงกระจายรอบ
จีโนมของแบคทีเรียจะจําเพาะแนนอนและเหมือนกันสาํหรับสายพันธุเดียวกัน แตแตกตางกันเมื่อ
เปนคนละสายพันธุ) ซ่ึงเรียกปฏิกิริยานี้วา REP-PCR ERIC-PCR และ BOX-PCR ตามลําดับ โดย
เรียกรวมกันวา rep-PCR และผลที่ไดจากปฏิกิริยานี้ คือ ผลผลิตภัณฑดีเอ็นเอ (PCR products หรือ 
amplification products) ที่มีขนาดของชิ้นสวนโมเลกุลดเีอ็นเอที่แตกตางกันขึ้นอยูกบัตําแหนงบน
จีโนมที่ไพรเมอรเขาไปจับ เมื่อนําผลผลิตภัณฑดีเอ็นเอ มาแยกขนาดของโมเลกุลผานอะกาโรสเจล 
โดยใชปฏิกิริยา electrophoresis ก็จะได rep-PCR genomic fingerprinting patterns ซ่ึงคลายกับบาร
โคด (bar code) ซ่ึงเปนสัญลักษณเฉพาะตวัของแบคทีเรียแตละสายพนัธุ ซ่ึงสามารถนํามาใชในการ
เปรียบเทียบความเหมือนและความตางของลักษณะพันธกุรรมของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชได
อยางมีประสิทธิภาพ 

 
เทคนิค rep-PCR เปนเทคนคิที่มีประสิทธิภาพและเปนทีน่ิยมใชอยางแพรหลายในการ 

ศึกษาความสัมพันธทางพันธกุรรมของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช Selenska-Pobell  et  al., (1995) 
สามารถสรางลายพิมพดีเอน็เอที่มีความจําเพาะกับสายพนัธุเชื้อ Rhizobium galegae จํานวน 7 สาย
พันธุ จากการใชไพรเมอร BOX ERIC และ REP พบวาไพรเมอร ERIC และ REP เหมาะสมที่จะ
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นํามาใชจดักลุม และจําแนกสายพันธุของเชื้อนี้เนื่องจากสามารถผลิตลายพิมพดเีอ็นเอที่แตกตางกนั
อยางเดนชดัในทุกสายพนัธุที่นํามาศึกษา 

 
Burdman and Kots (2005) ใชเทคนิค rep-PCR ในการแยกลักษณะแตกตางกันของเชื้อ A. 

avenae subsp. citrulli ที่เขาทําลายเมล็ด ตนกลาและผลจากพืชอาศัยที่ตางกัน แยกความแตกตางได
เปน 2 กลุม คือ กลุมที่1 เขาทําลายพืชตระกูลแตงแตไมทําลายแตงโม และกลุมที2่ เขาทําลายเฉพาะ
แตงโม  

 
ศุทธนา (2543) ศึกษาการประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย 

Ralstonia solanacearum สาเหตุของโรคเหีย่วที่ทําความเสียหายกับพริก มะเขือเทศ และปทุมมา 
ดวยเทคนิค rep-PCR จากผลการศึกษา พบวาไมสามารถแบงกลุมของเชื้อ R. solanacearum ไบโอ
วาร 3 และ4 ที่พบในประเทศไทยออกจากกนัได แตสามารถแยกเชื้อ R. solanacearum สายพันธุที่
ทําใหเกิดโรคกับงาและปทมุมาออกมาเปนแตละกลุมออกจากพืชอาศยัอ่ืน ๆ และสายพันธุจากปทมุ
มาจดักลุมรวมกันกับเชื้อบางสายพันธุที่แยกไดจากขิง และไมพบวามีสหสัมพันธของลายพิมพดี
เอ็นเอกับสายพันธุเชื้อและแหลงปลูกของพืชอาศัยที่แยกเชื้อมาได ในปเดียวกัน ศุทธนา (2543) ได
ประเมินความผันแปรทางพนัธุกรรมของเชื้อ R. solanacearum จากพรกิที่เปนโรคเหีย่ว ทีแ่ยกไดมา
จากหลายแหลงปลูกและจากพริก 4 ชนิด คอื พริกหวาน พริกชี้ฟา พริกขี้หนู และพริกหยวก ที่จดั
จาํแนกอยูในไบโอวาร 3 จํานวน 24 สายพนัธุ ดวยเทคนคิ rep PCR ผลจากการวิเคราะหสามารถ
จัดแบงเชื้อได 3 กลุม โดยพบวาไมมีความสัมพันธระหวางสายพันธุกับเชื้อกับแหลงปลูก และชนิด
ของพริก 
  
 กุลชนา (2546) ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ Xanthomonas campestris 
pv. glycines  ดวยเทคนิค rep-PCR พบวา ไพรเมอรทั้ง 3 ชนิดสามารถจําแนกสายพนัธุเชื้อ X. 
campestris pv. glycines ไดเปน 2 กลุม กลุม 1 มีลักษณะ phenotype ในการกอใหเกิดโรคออนแอ
และคอนขางออนแอมีลักษณะพันธุกรรมที่เฉพาะเจาะจงไมหลากหลาย (homogeneous) กลุม 2 เปน
กลุมใหญ มีลักษณะ phenotype ในการกอใหเกิดโรครุนแรงและคอนขางรุนแรง มีความหลากหลาย
ของลายพิมพดีเอ็นเอสูงกวากลุมแรก (heterogeneous) เมื่อประเมินลักษณะลายพิมพดีเอ็นเอที่ได
จากไพรเมอรทั้ง 3 ชนิด พบวามีแถบดีเอน็เอที่เปนลักษณะเฉพาะของเชื้อแตละกลุม คือ แถบดีเอ็น
เอขนาดประมาณ 1000 bp จะพบเฉพาะในเชื้อกลุมสายพนัธุออนแอ และขนาด 1300 bp จะผลิตได
จากเชื้อในกลุมสายพันธุรุนแรงเทานั้น 
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 ปยรัตน และคณะ (2546) ศึกษาชีววิทยาและความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ X. 
campestris pv.vesicatoria ดวยเทคนิค rep-PCR เปรียบเทียบกับเชื้อ X. campestris pathovars อ่ืนๆ 
ดวย ERIC และ BOX-PCR  พบวาลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อที่มีแถบดีเอ็นเออยูในชวง 200-3,000 
base pairs (bp) จํานวน 4-16 แถบ จากการวิเคราะหขอมูลรวมของลายพิมพดีเอ็นเอจากไพรเมอรทั้ง
สองชนิด โดยแบงเชื้อออกเปน 4 กลุม โดยจัดกลุม เชื้อ X. campestris pv.vesicatoria สาเหตุโรคใบ
จุดมะเขือเทศ 60-70% อยูในกลุมเดียวกนั ที่คา similarity 50 % แสดงใหเห็นวาเชื้อ X. campestris 
pv.vesicatoria มีความหลากหลายทางพันธุกรรมระหวางสายพันธุ แตการจัดกลุมตามลักษณะทาง
พันธุกรรมไมมีความสัมพันธกับความรุนแรงในการเกิดโรค หรือลักษณะทางชวีเคมอ่ืีน  
  
 6.  การคัดพันธุขาวโพดตานทานเชื้อสาเหตุโรค 
 

โดยธรรมชาติขาวโพดหวานจะออนแอตอการเขาทําลายของเชื้อสาเหตุโรคมากกวา
ขาวโพดไร โดยเฉพาะอยางยิง่ในชวงแรกของการเจริญเตบิโต ซ่ึงมีผลทําใหโรคตาง ๆ เชน โรค
รานํ้าคาง โรคใบไหมแผลเล็ก และโรคที่เกดิจากเชื้อแบคทีเรียเขาทําลายไดงาย (คฑารัตน, 2546) 
โรคบางโรคนั้นแกไขไดโดยการปรับปรุงพันธุหรือคัดเลือกพันธุขาวโพดเพื่อใหตานทานโรค ซ่ึง
การที่จะไดพนัธุพืชตานทานโรคใดโรคหนึ่งนั้นหรือหลายโรคในตนเดียวกัน อาจใชหลายวิธี
รวมกันในการคัดเลือกตนพชืที่สามารถมีชีวิตอยูไดเมื่อพืชนั้นอยูในสภาพที่ถูกเชื้อเขาทําลายตาม
ธรรมชาติหรือการปลูกเชื้อ วตัถุประสงคหลักในการคัดเลือกพันธุตานทานพืช เพื่อใหไดพอ-แมที่
ตานทานตอการเขาทําลายของเชื้อโรคและใชเปนแหลงพันธุกรรม สําหรับการพัฒนาพันธุพืช
ตานทานโรค นักโรคพืชสามารถปฏิบัติได โดยการคดัเลือกตนพืชที่สามารถมีชีวิตอยูได เมื่อพืชนัน้
ถูกเชื้อโรคซึ่งมีปริมาณมากเขาทําลายและหลังจากนัน้จึงนํามาทดสอบซ้ําอีก 

 
Abedon and Tracy (1998) ไดทดลองโดยใชการคัดเลือกแบบวงจร (recurrent selection) 

ในการปรับปรงุพันธุขาวโพดหวานใหตานทานตอโรคราสนิม โดยใชขาวโพดหวาน 3 ประชากร 
คือ Minn11, Minn14 และ NECDR ในรอบการคัดเลือกที่ 0 ถึง 3 ของแตละประชากรจะถูกประเมิน
ภายใตสภาพทีป่ลูกเชื้อโรคราสนิมโดยวิธีการพนเชื้อ เมื่อขาวโพดอายุ 6 สัปดาห ทําการทดลอง
ทั้งหมด 5 ป ไดแก ป 1989, 1990, 1993, 1994 และ 1995 และภายใตสภาพที่ไมไดปลูกเชื้อโรครา
สนิมในป 1994 และ 1995 พบวาเปอรเซ็นตของพื้นที่ใบที่ถูกเขาทําลายลดลงจาก 37.0 เหลือเพียง 
8.2% ในประชากร Minn11 (R2 = 0.98) และ 57.0 เหลือเพียง 9.9% ในประชากร NECDR (R2 = 
0.98) เมื่อประเมินที่ 40 วันหลังผสมเกสร และลดลงจาก 22.5 เหลือเพียง 7.8% ใน 17 ประชากร 
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Minn11 (R2 = 0.89) และจาก 22.8 เหลือเพียง 10.0% ในประชากร NECDR (R2 = 0.91) เมื่อ
ประเมินที่ 21 วันหลังผสมเกสร เปอรเซ็นตของพื้นที่ใบทีถู่กเขาทําลายของประชากร Minn14 มี
แนวโนมลดลง แตผลที่ไดไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ ลักษณะโดยทั่วไปของทั้ง 3 
ประชากรมีแนวโนมดีขึ้น วันออกดอกเรว็ข้ึน ลักษณะรูปทรงตนดี นํ้าหนักฝก ผลผลิตและระดับ
ความตานทานโรคราสนิมสูงขึ้น แสดงวาวธีิการพนเชื้อดงักลาวสามารถใชในการคดัเลือกเพื่อให
ขาวโพดมีความตานทานตอโรคราสนิมไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 
พรภิมล (2551) ไดทําการคัดเลือกระดับความตานทานเชือ้สาเหตุโรคลําตนเนาในขาวโพด

พบวาวิธีการปลูกเชื้อที่กอใหเกิดโรครุนแรงมากที่สุด และโรคมีการพฒันาอยางรวดเร็วโดยเกิดจุด
ชํ้าฉ่ําน้ํา เซลลยุบตัว และแผลเนาเยิ้ม ภายใน 2-3 วันหลังปลูกเชื้อ คือวธีิการใชไมจิ้มฟนแตะโคโลนี
เชื้อสาเหตุและแทงเขาลําตนขาวโพดอาย ุ14 วัน ลึกประมาณ 0.5 เซนติเมตร โดยระยะหางสูงจาก
พื้นดินประมาณ 3 เซนติเมตร ปดปากแผลดวยวาสลีน พรอมใหความชืน้สูงติดตอกันนาน 24-48 
ช่ัวโมง เปนกรรมวิธีที่สะดวกและเห็นผลรวดเรว็ สามารถนํามาประยุกตใชในการคัดพันธุตานทาน
โรคในระดับเรือนทดลองไดอยางมีประสิทธิภาพ แทนวธีิการดั้งเดิมทีจ่ะตองปลูกเชือ้และคัดเลือก
พันธุตานทานในสภาพไร และเมื่อนําวิธีปลูกเชื้อที่ไดรับการปรับปรุงนี้ไปใชคัดเลือกพันธุขาวโพด
ลูกผสมรวม 10 พันธุ สามารถจําแนกระดับความตานทานโรคได 3 กลุม คือ (I) ขาวโพดที่แสดง
ลักษณะความตานทานโรคระดับสูง ไดแก ไพโอเนีย30A33, ไพโอเนีย30Y87, KSC503, และบาน
สวน ซ่ึงเกิดอาการฉ่ําน้ําบริเวณยอดและลําตนที่ 6 วันหลังปลูกเชื้อ (II) ตานทานโรคระดับปาน
กลาง ไดแก ซูการ74, ซูการ75, ไฮบริกซ3, และไฮบริกซ10 และ (III) ขาวโพดพนัธุออนแอ ไดแก 
ไพโอเนีย3012 และ อินทร2ี ซ่ึงเกิดอาการเนาที่ขอและใบยุบเนาเละ ภายใน 2-3 วันหลังปลูกเชื้อ 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

1. การสํารวจ การเก็บตัวอยาง การแยกและรวบรวมสายพันธุเชื้อ 
 

1.1 การสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพด ที่เกิดจากเชื้อ A.  
avenae subsp. avenae 
 
 สํารวจและเกบ็รวบรวมสายพันธุเชื้อสาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพด ซ่ึงมีลักษณะ
อาการแผลขีดยาวขนานกับเสนใบ ในแปลงทดลองของศูนยวจิัยขาวโพดและขาวฟางแหงชาติ และ
แปลงเกษตรกร จํานวน 4  จงัหวัด ในภาคกลางและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ไดแก จ. นครราชสีมา 
สระบุรี ลพบุรี และเพรชบูรณ เปรียบเทยีบลักษณะอาการโรคกับคูมืออางอิง (White, 1999) ซ่ึงมี
ลักษณะอาการแผลขีดสีน้ําตาล ขนานไปตามความยาวของเสนใบขาวโพด โดยกําหนดพื้นที่สํารวจ
กระจายทั่ว วางแผนการทดลองและเก็บตวัอยางแบบ complet randomize design (CRD) ดวยวิธีการ
ประยุกตมาจาก Delp et  al (1986) ภายในพื้นที่ 1 ไร ทําการตรวจสอบแบบสุมกากบาท จํานวน 39 
จุด โดยแตละจุดมีพื้นที่สํารวจเทากับ 1 ตารางเมตร จากนั้นสุมตัวอยางภายในพืน้ที่ 1 ตารางเมตร 
แบบ W วนซาย จํานวน 5 จุด (ภาพที่ 1) เกบ็ตัวอยางขาวโพดที่แสดงอาการดังกลาว ใสถุงพลาสติก 
เก็บขอมูลรายละเอียด ไดแก พันธุ อายุ วนัเดือนปที่เก็บ และสถานที่เก็บ เพื่อจัดเปนขอมูลพื้นฐาน 
เก็บในภาชนะที่มีความเยน็เพื่อรักษาสภาพของพืชกอนนําไปแยกเชื้อ เพื่อทําการวนิจิฉัยโรค 
   

1.2. การแยกเชื้อสาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพด และการเก็บรักษา 
 

แยกเชื้อจากใบขาวโพดที่แสดงอาการโรค โดยตัดชิ้นสวนบริเวณรอยตอระหวาง
เนื้อเยื่อดีกับเนือ้เยื่อที่เปนโรคออกเปนชิ้นเล็ก ๆ ขนาด 5x5 มิลลิเมตร ดวยใบมีดที่ลนไฟฆาเชื้อ และ
นําชิ้นสวนเหลานั้นมาฆาเชือ้ภายนอก (surface disinfections) ดวย 10% clorox เปนเวลา 3-5 นาที 
บดชิ้นสวนพืชใหละเอยีดแลวใช loop แตะชิ้นพืชที่บดละเอียด มา cross streak บนอาหารกึ่งจําเพาะ 
SNR (sorbitol neutral red) (ภาคผนวก ก) บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง นาน 48-72 ช่ัวโมง จากนั้นใช loop 
ปลอดเชื้อแตะโคโลนีแบคทีเรียที่คาดวาเปนเชื้อสาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพดที่เจริญบน
อาหาร SNR โดยมีลักษณะโคโลนีสีขาวใส กลม นูน ขอบเรียบ เสนผาศูนยกลางประมาณ 1-2 
มิลลิเมตร เลือกเก็บโคโลนีเดี่ยว และทําการ cross-streak บนอาหาร nutrient glucose agar (NGA) 
ซํ้าอีก 2-3 คร้ัง จนไดเปนโคโลนีเดี่ยว เก็บเชื้อบริสุทธิ์ที่ไดในหลอดอาหารเอียง yeast extract 
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dextrose CaCO3 (YDC) (ภาคผนวก ก) ซ่ึงสามารถเก็บรักษาเชื้อสาเหตุโรคไดนานหลายเดือน 
(Schaad, 2001) ทําการยายเชือ้บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NGA ทุก 2 สัปดาห เพื่อใหเหมาะสมตอการใช
งานประจําและเก็บรักษาใน storage medium อุณหภูมิต่ํา -80 องศาเซลเซียสเพื่อศึกษาระยะยาว  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1 แผนผังการสุมเลือกเก็บตวัอยางโรคใบขีดขาวโพด โดยสุมเก็บจํานวน 39 จุด ภายในพื้นที่ 
1 ไร โดยแตละจุดมพีื้นที่เทากับ 1 ตารางเมตร สุมเก็บตัวอยางโรคจํานวน 5 จุด แบบ W วน
ซาย ซ่ึงประยกุตมาจากวิธีของ Delp et al., 1986 

 
 
 
 
 
 

1 เมตร 

1 เมตร 
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2. การจําแนกและศึกษาคุณสมบัติทางสณัฐานวิทยา สรรีวิทยา และชีวเคมีบางประการของเชื้อ
สาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพด 

 
 2.1 การทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา 
 

2.1.1 การทดสอบคุณสมบัติการติดสีแกรม 
 

นําเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคมาทดสอบแกรมดวยสารละลายดางโปแตสเซียม
ไฮดรอกไซด 3 เปอรเซ็นต (3%KOH) โดยการหยด 3% KOH ลงบนกระจกสไลดทีส่ะอาด ใช loop 
ที่ลนไฟฆาเชือ้แลว แตะเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคบนอาหารแข็ง NGA ที่อายุ 24-48 ช่ัวโมง กวนให
เขากันและสงัเกตความหนืดของเซลลแบคทีเรีย ถาปฏิกิริยาที่เกดิขึ้นหนดืแสดงวาเปนแบคทีเรีย   
แกรมลบ ซ่ึงเปนลักษณะสําคัญของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช ถาปฏิกิริยาที่เกิดขึน้ไมมีความหนดื
แสดงวาเปนแกรมบวก จากนั้นยนืยันผลโดยการยอมสีเซลล (Gram’s stain reaction) ตามวิธีการ
ของ Schaad (2001) ดวยการตรวจสอบคุณสมบัติการติดสีแกรม โดยลางกระจกสไลดใหสะอาด 
นําไปจุมแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต และผานเปลวไฟเพื่อฆาเชื้อและทําลายคราบไขมัน จากนัน้ใช 
loop ปลอดเชื้อแตะโคโลนขีองเชื้อมากระจาย (smear) ลงแผนกระจกสไลดที่ผานการลนไฟฆาเชือ้
แลว ตรึงเซลลแบคทีเรียดวยการลนเปลวไปหาง ๆ 1-2 คร้ัง จากนั้นหยด crystal violet ใหทัว่บริเวณ
รอย smear เชื้อปลอยทิ้งไว 1 นาที ลางออกดวยน้ําเปลา จากนั้นหยดสารละลายไอโอดีน ปลอยทิ้ง
ไว 1 นาที เทสารละลายไอโอดีนทิ้งแลวลางออกดวย 95% แอลกอฮอล นาน 10 วินาที ตามดวย
น้ําเปลา ซับใหแหง หยดสาร safranin-o นาน 30 วินาที ลางออกดวยน้าํเปลา ซับใหแหง นําไปสอง
ดูภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสงที่กําลังขยาย 1000 เทา บันทึกผลการติดสีแกรม ลักษณะรูปราง
และการเรียงตวัของเซลล โดยหากเปนแบคทีเรียแกรมลบจะพบวาเซลลของแบคทีเรียจะติดสแีดง
ของ safranin-o แตถาเปนแบคทีเรียแกรมบวกเซลลของแบคทีเรียจะตดิสีมวงน้ําเงนิของ crystal 
violet 

 
2.1.2 การศึกษารูปรางของแบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองผาน 

(Transmission electron microscope; TEM)  
 

เล้ียงแบคทีเรียสายพันธุ Aaa9  (เปนตวัแทนในการศึกษารูปรางของเซลล 
เนื่องจากเปนสายพันธุที่กอโรครุนแรง) บนอาหารผิวหนาเอียง NGA จนไดอายุ 8 ช่ัวโมง คอย ๆ 
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เติมน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อแลวลงไป 5 มิลลิลิตร ตั้งไวนิ่ง ๆ ประมาณ 5 นาที เพื่อใหเชื้อแบคทีเรีย
เคลื่อนที่ออกจากผิวหนาอาหารมาอยูในน้ํา ทําการ fixed เซลลเชื้อแบคทีเรียโดยแบงน้ําที่มีเชื้อ
แบคทีเรียอยูลงในหลอดทดสอบที่ฆาเชื้อ เติม 2.5 เปอรเซ็นต glutaraldehyde ซ่ึงเปนสาร fixative 
ลงในปริมาณที่เทากัน ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมหิองประมาณ 10 นาที หยด suspension เชื้อลงบนแผน 
paraffin  ใช forceps คีบแผน grid โดยคว่าํดานที่มีแผนฟลม (membrane) เคลือบอยูลงบนหยดของ
ตัวอยางทิ้งไวประมาณ 5 นาที ลางสารสวนเกินออกดวยน้ํากลั่นประมาณ 30 หยด ซับน้ําออกเบา ๆ 
ทางดานใต grid พอหมาด ยอมดวยสี uranyl acetate 1  เปอรเซ็นต  ประมาณ 3 หยด โดยหยดสีผาน
ลงบนแผน grid  ประมาณ 6 หยด รีบซับใหแหงแลวนําไปตรวจดูรูปรางโครงสรางเซลลดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองผาน JEOL (รุน1220) ดวยกําลังขยายประมาณ 8,000 - 10,000 เทา 
 

2.2 การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการ 
 

 สุมเลือกตัวแทนเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจาก 3 ลักษณะอาการโรค นํามาเลี้ยงบนอาหาร 
NGA เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นทดสอบลักษณะทางชีวเคมีในการเกิดปฏิกิริยาตาง ๆ โดยใช
ขอมูลพื้นฐานจากตํารา Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 9 thed. ไดแก  การสราง
เม็ดสี (pigment produced), ความสามารถในการเคลื่อนที ่(motility), การเกิดปฏิกิริยา citrate 
utilization, starch hydrolysis, nitrate reduction และ arginine dihydrolysis, รวมทั้งคุณสมบัติการทํา
ปฏิกิริยากรดกบัน้ําตาลชนิดตาง ๆ  คือ  arabinose  frucose sucrose sorbitol  mannitol และ ethanol 
มีวิธีการ ดังตอไปนี ้
  

2.2.1 การเคลื่อนที่ (Motility) 
 
นําเชื้อแบคทีเรียอายุ 24-48 ช่ัวโมง มาทํา stab ในอาหาร NGA เชื้อละ 1 หลอด 

โดยใชเข็มตรงเขี่ยเชื้อแลวแทงลงไปลึกประมาณ ½ สวนของอาหาร (ผนวก ข) ทาํหลอด
เปรียบเทียบ control 1 หลอด โดยใชเข็มเขี่ยไมมีเชื้อ แทงลงในอาหาร แลวนําหลอดทั้งหมดไปบม
ไวที่อุณหภมูหิอง ตรวจผลเปนเวลา 7 วัน โดยถาแบคทีเรียที่สามารถเคลื่อนที่ไดจะสังเกตเห็นการ
เจริญเคลื่อนที่ของแบคทีเรียแผออกจากรอยเข็มที่แทงลงไป  
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2.2.2 การใชสารซิเตรต (Citrate utilization) 
 

นําเชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมง มา streak ลงบนอาหารเอียง citrate agar (ผนวก ข) 
นําไปบมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 1-7 วัน แลวสังเกตการเปลี่ยนสีของอาหาร เชื้อที่สามารถใช 
citrate เปนแหลงคารบอนจะเปลี่ยนสีอาหารเลี้ยงเชื้อมีสีน้ําเงิน 

 
2.2.3 การยอยแปง (Starch hydrolysis) 

 
ปลูกเชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมง ลงบน starch agar (ผนวก ข) โดย streak เปนเสนตรง

บนอาหาร แลวนําไปบมเชื้อที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นนําสารทดสอบ Gram’ 
lodine เทใหทวมอาหารในจาน สังเกตการเกิดสี ถาเกิดบรเิวณใสรอบรอยที่มีเชื้อเจริญอยูแสดงวา
เชื้อสามารถยอยแปงได ถาไมสามารถยอยแปงในอาหารจะทําปฏิกิริยากับไอโอดีนเปนสีน้ําเงินปน
มวงเกดิขึ้น 

 
2.2.4 การใชไนเตรต (Nitrate reduction) 

 
ยายเชื้อ 1 loop ลงในอาหาร nitrate ที่หลอมที่อุณหภูมิประมาณ 40 องศา

เซลเซียส แลวใชฝามือหมุนหลอดผสมเชื้อกับอาหารใหเขากัน นําไปบมไว แลวนาํมาเติมสาร
ทดสอบ (sulfanilic acid และ dimethylalpha napthylamine) อยางละ 1 มิลลิลิตร ตามลําดับ เขยาให
สารเขากับอาหารเปนเนื้อเดยีวกัน แลวสังเกตดูการเกิดสใีนอาหาร ถาเกิดสีแดงอิฐ แสดงวามีการ
เปลี่ยน NO3 เปน NO2 ถาไมเกิดสีใหเติม zinc powder ลงไปในหลอดเล็กนอย ถามีสีแดงอิฐเกดิขึ้น
แสดงวาเกิดการเปลี่ยน NO3 เปน NO2  
   

2.2.5 การยอยสารอารจีนีน (Arginine hydrolysis) 
 

นําเชื้อมา stab ลงในหลอดอาหาร Arginine นําหลอดมาเททับผิวหนาดวย 3%วุน
หลอมเหลว หรือ paraffin oil ที่นึ่งฆาเชื้อแลวประมาณ 2 มิลลิลิตร แลวนําไปบมไวทีอุ่ณหภูมิ 27 
องศาเซลเซียส ประมาณ 2-7 วัน คอยสังเกตการเปลี่ยนสีของอาหารจากสีชมพูไปเปนสีแดงเขม 
แสดงวามีปฏิกิริยาเปนบวก คือ มีการสราง ammonia จาก arginine ในสภาพ anaerobe และ
เปลี่ยนเปนดาง 
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2.2.6 การทดสอบความทนตออุณหภูมิสูงที่ 41 องศาเซลเซียส (High temperature 
tolerance) 

 
เล้ียงเชื้อบนอาหาร NGA ดวยวิธีการ cross streak method จากนั้นนําไปบมไวที่ตู

บมเชื้อที่อุณหภูมิสูง 41 องศาเซลเซียส ประมาณ 24-48 ช่ัวโมง สังเกตดูการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย 
เปรียบเทียบกบัการเจริญของเชื้อดังกลาวในอุณหภูมิหองปกต ิ

 
2.2.7 การใชแหลงคารบอน (Carbon utilization) 

 
นําเชื้อแบคทีเรียใสลงอาหาร medium C of dye (ผนวก ข) ที่มีน้ําตาลแตละชนดิ

ที่ใชในการทดสอบ ดวยการ stab บมเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส ถาเชื้อแบคทีเรียสามารถ
ใชแหลงคารบอนนั้น ๆ ได อาหารจะเปลีย่นจากสีมวงเปนสีเหลืองเนื่องจากเกดิปฏิกริิยากรดเกิดขึน้
หลังจากบมเชือ้ 2, 4, 7 ,21 และ 28 วัน ขึ้นอยูกับชนดิของคารบอน 

 
2.3 การพิสูจนความสามารถในการกอใหเกิดโรค  

 
2.3.1 การทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองอยางเฉียบพลันบนใบยาสูบ 
 

เตรียมเซลล suspension ของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบขดี โดยเล้ียงเชื้อใน
อาหารเหลว nutrient glucose broth (NGB) ใหมีอายุ 24 ช่ัวโมง และบมบนเครื่องเขยาที่มีความเรว็
รอบเทากับ 120 รอบ/นาที ปรับคาความขุนของเซลล suspension ดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ใหมีคา 
optical density (O.D.) เทากับ 0.1 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer 
รุน CE1011 (ประมาณ 108 cfu/มิลลิลิตร โดยการนับจํานวนเซลลดวยการทํา plate count นําเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุโรคที่ปรับวามขุนของซลล suspension ที่ O.D. 0.1 มาทําการ spread บนอาหาร
เล้ียงเชื้อ NGA บมเชื้อที่อุณหภูมหิอง นาน 48 ช่ัวโมง จากนั้นนับโคโลนีของเชื้อที่เจริญบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ NGA) จากนั้นใชกระบอกฉีดยาขนาดเล็ก (1 มิลลิลิตร) ที่ปลอดเชื้อโดยไมใสเข็มฉีดยา ดดู 
suspension ของเชื้อสาเหตุโรคที่เตรียมไวประมาณ 1 มิลลิลิตร ไลฟองอากาศออกแลวฉีดเขาเนื้อใบ
ของตนยาสูบ (Nicotiana tabacum) อายุ 45 วัน อยางชา ๆ บริเวณใตใบยาสูบจะมีลักษณะชุมน้ํา 
(water soak) หลังจากนัน้ประมาณ 30 นาที ใบยาสูบจะกลับสูสภาพปกติ เก็บที่อุณหภูมิ 28-30 
องศาเซลเซียส ตรวจดูปฏิกิริยาตอบสนองเฉียบพลัน โดยถาเปนเชื้อสาเหตุโรคจะเกิดอาการตายของ
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เซลล (necrosis) บนใบยาสูบ ทําใหเห็นเปนแผลสีน้ําตาลลอมรอบบริเวณที่ฉีด suspension ของเชื้อ
ภายในระยะเวลา 24-48 ช่ัวโมง (Schaad, 2001) 

 
2.3.2 การทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรคบนตนขาวโพด 
 

นําเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคแตละสายพนัธุ จากขอที่ 2.3.1 มาทดสอบ
ความสามารถในการกอใหเกิดโรค โดยปลูกเชื้อลงบนตนขาวโพดหวานพันธุอินทร2ี ซ่ึงเปนพันธุที่
ออนแอตอโรค ที่อายุ 7 วัน ดวยการหยด suspension ที่ความเขมขนเทากับ O.D. 0.1 (108 cfu/
มิลลิลิตร) ของเชื้อลงบนกรวยของใบธง (ใบยอด) ขาวโพด เก็บรักษาตนขาวโพดหวานไวที่สภาพ
อุณหภูมิหอง 28-30 องศาเซลเซียส และใหความชื้นสูงติดตอกัน 24 ช่ัวโมง เปรียบเทียบลักษณะ
อาการของโรค และประเมนิความรุนแรงที่ปรากฏ 1, 3, 5 และ 7 วันหลังปลูกเชื้อ โดยวัดระดับ
ความรุนแรงของโรคบนใบขาวโพดที่แสดงอาการ ที่ประยุกตวิธีการประเมินจาก Duveiller (1994) 
โดยแบงความรุนแรงของโรคเปนเปอรเซ็นตการเกดิโรคบนพื้นที่ใบขาวโพด ดังนี้ แสดงการเกิด
โรคบนใบ 1 % ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกิดโรคบนใบ 5% ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกิดโรคบนใบ  
10% ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกิดโรคบนใบ  25% ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกิดโรคบนใบ  50% ของ
พื้นที่ใบ (ภาพที่ 2) และเมื่อพบขาวโพดหวานแสดงอาการโรคใบขีดจึงแยกเชื้อสาเหตุโรคจากตน
ดังกลาวอีกครัง้ (reisolation) บนอาหาร NGA คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวและนํามาปลูกเชือ้บนขาวโพด
หวานพันธุอินทรี2 ชุดใหม (reinoculation) อีกครั้งตามกฎการพิสูจนโรคของ Koch (Koch’s 
postulation) นําเชื้อที่แยกไดมา streak บนอาหาร NGA จนไดเชื้อบริสุทธิ์เพื่อใชในการศึกษาขั้น
ตอไป โดยการเก็บเชื้อสาเหตุโรคบนอาหารเอียง YDC ซ่ึงสามารถเก็บรักษาเชื้อสาเหตุโรคไดนาน
หลายเดือน และเพื่อคงความสามารถในการทําใหเกดิโรคของเชื้อที่ใชตลอดการทดลอง จึงตองทํา
การปลูกเชื้อบนตนขาวโพดเปนระยะอยางสม่ําเสมอ นําขอมูลที่ไดมาใชในการจําแนกลักษณะ
อาการและความหลากหลายของอาการโรค ที่เกิดจากเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรคใบขีดขาวโพดสาย
พันธุตาง ๆ  
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ภาพที่ 2  แสดงการประเมินระดับความรุนแรงของโรคใบขีดแบคทีเรีย ประยุกตวิธีการประเมินจาก 

Duveiller (1994) โดยแบงระดับความรนุแรงของโรค ดังนี้ แสดงการเกิดโรคบนใบ
เทากับ 1 % ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 5% ของพื้นทีใ่บ, แสดงการเกิด
โรคบนใบเทากับ 10% ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 25% ของพื้นที่ใบ, 
และแสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 50% ของพื้นที่ใบ  
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2.4 การจําแนกชนิดเชื้อสาเหตุโรคโดยการวิเคราะหลําดบัเบสจําเพาะบริเวณ 16S-23S ITS 
region โดยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
   
 2.4.1 การออกแบบไพรเมอรจําเพาะบริเวณ 16S-23S rDNA ของเชื้อแบคทีเรีย           
A. avenae subsp. avenae 
 
 คนหาลําดับนวิคลีโอไทดของเชื้อแบคทีเรีย A. avenae subsp. avenae บริเวณ 
16S-23S ITS region จากเว็บไซด National Center for Biotecnology Information (NCBI) ทําการจัด
เรียงลําดับเบสดีเอ็นเอ (DNA seguence alignment) เพื่อหาสวนที่มีความหลากหลาย หรือตางกัน
นอยที่สุดของเชื้อสายพันธุตาง ๆ จากฐานขอมูลดังกลาว โดยใชโปรแกรม BioEdit หา consensus 
sequence เพื่อนํามาใชเปนตวัแทนในการออกแบบไพรเมอร จากนั้นออกแบบไพรเมอรโดยใช
โปรแกรม Primer3 เมื่อไดลําดับนิวคลีโอไทปขนาด 18-20 bp ของไพรเมอรแลว นํามาตรวจสอบ
ความจําเพาะของไพรเมอร โดยการนําลําดบัเลขของไพรเมอรที่ออกแบบเทียบกับลําดบันิวคลีโอ
ไทดทั้งหมดใน  GenBank โดยใชโปรแกรม BLAST คัดเลือกไพรเมอรชนิด forward และ reward ที่
เหมาะสม เพื่อนํามาใชในการทดลองตอไป 
 
 2.4.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
 

นําเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์สายพันธุตาง ๆ ที่ผานการทดสอบความสามารถในการ
กอใหเกิดโรคมาสกัดดีเอ็นเอตามวิธี Chen and Kuo (1993) โดยเล้ียงเชือ้บนอาหาร NGA ที่สภาพ
อุณหภูมิหองนาน 24 ช่ัวโมง ยายเชื้อโคโลนีเดี่ยวมาเลี้ยงในอาหาร LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดย
เขยาเชื้อที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง แบงเชื้อที่เล้ียงในอาหารใสในหลอด 
microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตรหลอดละ 1.5 มิลลิลิตร หมุนเหวีย่งดวยความเรว็ 
8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทอาหารสวนบนทิ้งไป เติม lysis buffer (40 mM Tris-acetate 
pH 7.8, 20 mM sodium acetate, 1 mM EDTA, 1% SDS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมกับเซลล 
เติม 5 M NaCl ปริมาตร 66 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัแลวนําไปหมุนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดเก็บน้ําใสใสหลอดใหม จากนั้นสกัดโปรตีนออกดวย chloroform 
ในอัตราปริมาตรเทากับน้ําใส (equal volume with supernatant) ผสมใหเขากันโดยการพลิกคว่ํา
หลอดไปมาเบา ๆ แลวนําไปหมุนเหวีย่งดวยความเรว็ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เพื่อให
ของเหลวแยกชั้น จากนัน้ดดูน้ําใสสวนบนใสหลอดใหม สกัดซ้ําดวย chloroform: isoamyl alcohol 



  
30

(อัตราสวน 24:1) ในอัตราปริมาตรเทากับน้ําใสผสมใหเขากัน แลวนําไปหมุนเหวีย่งดวยความเรว็ 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลานาน 10 นาที ดูดน้ําใสสวนบนใสหลอดใหม เติม isopropanol ที่แช
เย็นปริมาตรเทากับน้ําใสผสมใหเขากนัจะเห็นตะกอนดีเอ็นเอ ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยการหมนุ
เหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70 เปอรเซ็นต เอ
ทานอล ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที ตากตะกอนดีเอ็นเอใหแหง ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอที่ไดดวยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช 0.8% 
agarose gel ใน 1X TBE buffer ภายใตความตางศักยไฟฟา 100 โวลต ยอมเจลดวยเอทธิเดียมโบร
ไมด (EtBr) เปนเวลานาน 10 นาที และลางดวยน้ํากลั่นไหลผาน 10 นาที ตรวจสอบดเีอ็นเอภายใต
แสงอัลตราไวโอเลตดวยเครือ่ง UV transilluminators ที่ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร พรอมทําการ
บันทึกภาพผลการทดลอง 
  

2.4.3 การเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR)  
 

นําเชื้อแบคทีเรียที่ไดจากการสกัดดีเอ็นเอจากขอ 2.4.2 นํามาตรวจสอบ
ความจําเพาะเฉพาะเจาะจงของยีนเปาหมายโดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ
โพลีเมอเรสโดยใชชุดไพรเมอรที่ออกแบบจากขอ 2.4.1 ซ่ึงเปนลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S-23S 
ITS region ของเชื้อ A. avenae subsp. avenae ในปฏิกิริยาทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบดวยดี
เอ็นเอเชื้อเปาหมายจํานวน 25 นาโนกรัม, dATP, dGTP, dCTP, และ dTTP ชนิดละ 2.5 มิลลิโมลาร, 
MgCl2 จํานวน 2.5 มิลิโมลาร ไพรเมอรชนดิละ 2.5 ไมโครโมลาร, Taq DNA polymerase จํานวน 
0.15 ยูนิต ใน 1X PCR buffer จากนั้นนําไปใสเครื่อง Thermocycle (Thermo Hybaid PX2) กําหนด
โปรแกรมขั้นตอน PCR ของเชื้อ A. avenae subsp. avenae  ดังนี้  

 
ปฏิกิริยา อุณหภูม ิ(°ซ) เวลา 

1. แยกสายดีเอ็นเอแมแบบเริ่มตน (initial denaturing) 94oC 4 นาที 
2. แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturing) 94oC 30 วินาท ี
3. ดีเอ็นเอเริ่มตนจับคูกับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) 58oC 30 วินาท ี
4. สังเคราะหดีเอ็นเอตอจากดีเอ็นเอเริ่มตน (extension) 72oC 1 นาที 
5. สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย (final extension) 72oC 7 นาที 
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ทําปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2-4 เปนปฏิกิริยาลูกโซทั้งหมด 35 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่ 4 องศา
เซลเซียส ตรวจวิเคราะหขนาดดีเอ็นเอทีเ่พิม่ปริมาณ โดยนําดีเอ็นเอทีไ่ด จํานวน 5 ไมโครลิตร มา
แยกขนาดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส บน 0.8% agarose gel ดวย horizontal stab gel electrophoresis 
(GelMate 2000, Toyobo) ใชดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 kb เปนตัวเปรียบเทียบ ตรวจสอบบนแผน
เจลโดยนําไปสองดูภายใต UV transilluminators ที่ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร พรอมทําการ
บนัทึกภาพ 

 
2.5 การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทป (DNA sequencing analysis) 
 

แยกสกัดแถบดีเอ็นเอขนาด 615 bp ของเชื้อแบคทีเรียที่ไดจากเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ
โพลีเมอเรส จากขอ 2.4.3 นาํไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี sequence analysis (หนวย
บริการชีวภาพศูนยพนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ สํานกังานพัฒนาวทิยาศาสตร 
และเทคโนโลยีแหงชาติ)  นวิคลีโอไทดของเชื้อสาเหตุโรคใบขีดขาวโพดที่วิเคราะหไดเปรียบเทยีบ
กับนวิคลีโอไทดที่มีในฐานขอมูลโดยโปรแกรม BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
จากฐานขอมูลของ GenBank (NCBI)  

 
 2.6 การตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอรที่ออกแบบจากบริเวณ 16S-23S ITS region 

ของเชื้อ  A.  avenae subsp. avenae  
 

ศึกษาความจําเพาะของไพรเมอรที่ออกแบบไดจากขอ 2.4.1 ในการเพิ่มปริมาณชิ้นสวน
ดีเอ็นเอเปาหมายของเชื้อแบคทีเรีย A. avenae subsp. avenae ไอโซเลท Aaa9 ที่แยกมาจากขาวโพด
ที่แสดงอาการใบขีดและเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชใน genus Acidovorax ไดแก A. avenae subsp. 
citrulli สาเหตุโรคผลเนาแบคทีเรียของพืชตระกูลแตง , A. avenae subsp. cattleyae สาเหตุโรคใบ
จุดแบคทีเรียของกลวยไม (ทีไ่ดรับการอนุเคราะหเชื้อจากอาจารยปยรัตน ธรรมกิจกจิวัฒน กรม
วิชาการเกษตร), รวมทั้งเชื้อ Pseudomonas syringae pv. sesami สาเหตุโรคใบจุดของงา และเชื้อ
แบคทีเรีย saprophyte ที่แยกไดจากตัวอยางใบขาวโพด ซ่ึงใชเปนสายพันธุเปรียบเทยีบ ทําการสกดั
ดีเอ็นเอตามวิธีการ 2.4.2 นําไปเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดเีอ็นเอดวยปฏกิิริยาลูกโซโพลีเมอเรสดวยไพร
เมอรที่ออกแบบมาจากขอ 2.4.1 ตามวิธีการขอ 2.4.3 ตรวจวิเคราะหการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอโดย
นําผลผลิตของดีเอน็เอที่ได จาํนวน 5 ไมโครลิตร มาตรวจดูขนาดชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่ไดจากการ
เพิ่มปริมาณ เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 kb  
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3. การศึกษาความแตกตางทางพนัธุกรรมของเชื้อแบคทเีรียสาเหตุโรคใบขีดขาวโพด 
 

3.1 การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมของสายพันธุเชื้อ โดยเทคนิค rep-PCR   
 
นําตัวแทนเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบขีดขาวโพดที่รวบรวมไดจากแปลงปลูกขาวโพด

ที่แตกตางกัน และผานขั้นตอนการจําแนกชนิดเชื้อและการทดสอบความสามารถในการกอใหเกิด
โรคมาทําการเปรียบเทียบลักษณะลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค rep- PCR  โดยไพรเมอรที่ใชใน
การศึกษาประกอบดวย  3 ชนิด ไดแก ไพรเมอร REP ที่มีความจําเพาะตอช้ินสวนดเีอน็เอบริเวณที่
เปนลําดับเบสของ repetitive extragenic palindromic, ไพรเมอร ERIC ที่เปนสวนจําเพาะของ 
enterobacteria repetitive intergenic consensus และ ไพรเมอร BOX ที่จาํเพาะตอบริเวณ 
interspersed repetitive BOX sequence (Louws et al., 1994) ซ่ึงมีลําดับเบสในไพรเมอรดังนี้ 
 BOX (BOXA1R)  5′-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3′ 
 ERIC (ERIC1R)  5′-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC -3′ 
  (ERIC2)  5′-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3′ 
 REP (REP1RI)  5′-IIIICG(AGCT)ICGICATCIGGC-3′ 
 REP (REP2I)                  5′-ICGICTTATCIGGCCTAC-3′ 
  I = Inosine 
 

โดยสกัดดีเอ็นเอตามวิธีการในขอ 2.4.2 ทําการเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอโดยใชปริมาตรรวม
ในการทําปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอเรส 25 ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดยปฏิกิริยา
ประกอบดวยดีเอ็นเอของเชือ้แบคทีเรีย 100 นาโนกรัม ผสมกับ 1X PCR buffer (67 mM Tris-HCl 
(pH 8.8), 83 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgCl2, 30 mM 2-mercaptoethanol, 10%dimethylsulfoxide 
และ bovine serum albumin) dNTP ชนิดละ 125 µM, เอ็นไซม Taq polymerase 1.0 unit และ ไพร
เมอร ERIC หรือ REP ชนิดละ 50 pmol และ BOX จํานวน 100 pmol แลวเติมน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อให
ไดปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ผสมสารใหเขากัน จากนัน้นําไปใสเครือ่ง Thermocycle (Thermo 
Hybaid PX2) กําหนดโปรแกรมขั้นตอน PCR โดยกําหนดอุณหภูมิ และเวลาใหมีการสังเคราะหดี
เอ็นเอ (McManus, 1995) ดังนี้  

 
ปฏิกิริยา อุณหภูม ิ(°ซ) เวลา 

1. แยกสายดีเอ็นเอแมแบบเริ่มตน (initial denaturing) 95oC 1 นาที 
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2. แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturing) 94oC 20 วินาท ี
3. ดีเอ็นเอเริ่มตนจับคูกับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) 53oC (BOX) 45 วินาท ี
 53oC(ERIC) 45 วินาท ี
 44oC (REP) 45 วินาท ี
4. สังเคราะหดีเอ็นเอตอจากดีเอ็นเอเริ่มตน (extension) 72oC 1 นาที 
5. สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย (final extension) 72oC 4 นาที 
 

การวิเคราะหขอมูล 
 
วิเคราะหผลลายพิมพที่ไดจากเชื้อแบคทีเรียแตละไอโซเลทที่ใชไพรเมอรชนิดตาง ๆ 

ในการเพิ่มปรมิาณชิ้นสวนดเีอ็นเอในหลอดทดลอง ตรวจสอบแถบลายพิมพดเีอ็นเอที่สําคัญและ
ชัดเจนโดยใหคะแนนแถบดเีอ็นเอที่ปรากฏเทากับ 1 ถาไมปรากฏใหคะแนนเทากับ 0 นําผลมา
วิเคราะหความหลากหลายของชิ้นสวนดเีอน็เอของเชื้อแบคทีเรียแตละสายพันธุ ดวยโปรแกรม
สําเร็จรูป Treeconw วิเคราะห dendrogram ที่ได นําขอมลูที่ไดจากการวิเคราะหความแตกตางทาง
พันธุกรรมของเชื้อดวยเทคนิค rep-PCR มาเปรียบเทียบความสัมพันธระหวางลักษณะการ
แสดงออกของพันธุกรรม (จโีนไทป) กับลักษณะอาการของโรคที่เก็บมาจากแปลงเกษตรกรและ
การประเมินลักษณะอาการและความรุนแรงของโรคในหองปฏิบัติการ (ฟโนไทป) เพือ่การ
วิเคราะหความสัมพันธของความหลากหลายของลักษณะอาการ ระดับความรุนแรง และความ
แตกตางทางพนัธุกรรมของเชื้อสาเหตุโรคใบขีด 

 
 

 
 
 
 



  
34

4. การศึกษาเทคนิคท่ีเหมาะสมในการปลูกเชื้อสาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรียเพื่อนํามาประยุกตใชใน
การคัดเลือกพันธุขาวโพดตานทานโรค 
  

4.1 การศึกษาเปรียบเทียบวิธีการปลูกเชื้อที่เหมาะสม 
 

นําตัวแทนเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคไอโซเลทที่ Aaa9 ซ่ึงเปนสายพันธุที่เกิดโรครุนแรง
เล้ียงในอาหารเหลว NGB ในสภาพอุณหภูมิหอง บนเครื่องเขยา 120 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
นําไปเตรียมเปน suspension ดวยน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อ โดยปรับความขุนดวยเครื่อง spectrophotometer 
ใหมีคา optical density (O.D.) เทากับ 0.1 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (ประมาณ 108 cfu/
มิลลิลิตร) ผสมสารลดแรงตึงผิว (Tention-T7) 0.1 เปอรเซ็นต ทําการปลูกเชื้อบนขาวโพดหวาน
พันธุอินทรี2  อายุ 14 วัน ทีป่ลูกในกระถางพลาสติกขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 นิ้ว โดยวางแผนการ
ทดลองแบบ completely randomized design (CRD) จํานวน 3 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 10 ซํ้า ให
ความชื้นโดยคลุมดวยถุงพลาสติกใส 0, 24, และ 48 ช่ัวโมง เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม ดังนี ้
 

กรรมวิธีที่ 1 พน suspension เชื้อสาเหตุโรคบนตนขาวโพดหวาน  
 

กรรมวิธีที่ 2 ฉีด suspension เชื้อสาเหตุโรคบนตนขาวโพด โดยใชเข็มฉีดยาขนาด 1.0 
มิลลิลิตร ดูด suspension เชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ฉีดเขาลําตน โดยมีระยะสูงจากโคนตนประมาณ 
5 เซนติเมตร 

 
กรรมวิธีที่ 3 หยด suspension เชื้อสาเหตุโรคลงในกรวยยอด (ใบธง) ของขาวโพด โดย

ใชเข็มฉีดยาทีไ่มมีเข็ม ขนาด 1.0 มิลลิลิตร ดูด suspension เชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ฉีดลงในกรวย
ของขาวโพด 
 

กรรมวิธีควบคมุ ไมทําการปลูกเชื้อ แตใชน้ํากลั่นพน ฉดี และหยด ใหพืชขาวโพดแทน 
ทุกกรรมวิธีใหความชื้นแกตนขาวโพดนาน 0 24 และ 48 ช่ัวโมง  
 

ประเมินการเกดิโรค (disease incidence) ความรุนแรงของโรค (disease severity) ที่
ประยุกตวิธีการประเมินจาก Duveiller (1994) โดยแบงระดับความรนุแรงของโรคดังนี้ แสดงการ
เกิดโรคบนใบเทากับ 1 % ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 5% ของพื้นทีใ่บ, แสดงการ
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เกิดโรคบนใบเทากับ 10% ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 25% ของพื้นที่ใบ, และ
แสดงการเกดิโรคบนใบเทากับ 50% ของพื้นที่ใบ (ภาพที่ 2) จากขาวโพดหวานที่เกดิโรคทั้งหมด
และระยะเวลาที่ขาวโพดแสดงอาการหลังปลูกเชื้อสาเหตุโรค  
  

4.2 การทดสอบระดับความตานทานของขาวโพดตางสายพันธุตอโรคใบขีดแบคทีเรีย 
 

เปรียบเทียบระดับความตานทานโรคใบขีดแบคทีเรียในขาวโพดหวานและขาวโพดไร
ตางสายพันธุ ที่ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวิจัยขาวโพดและขาวฟางแหงชาติ จํานวน 33 พันธุ 
ไดแก ขาวโพดหวาน 11 พันธุ และขาวโพดไรจํานวน 22 พันธุ (ตารางที่ 1) ปลูกขาวโพดในกระถาง
พลาสติกขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 นิ้ว พนัธุละ 10 ตน โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD จากนัน้
ทําการปลูกเชือ้สาเหตุโรคดวยวิธีการที่มีประสิทธิภาพสูงสุดที่ไดจากการทดลองในขอ 4.1 โดยการ
พน suspension ของเชื้อสาเหตุโรคไอโซเลท Aaa9 ซ่ึงเปนไอโซเลทที่กอโรครุนแรง ที่มีความ
เขมขนของเซลลเทากับ 108 cfu/มิลลิลิตร (O.D. เทากับ 0.1) บนขาวโพดอายุ 14 วัน และคลุมดวย
ถุงพลาสติกติดตอ 48 ช่ัวโมง เพื่อใหความชื้น สังเกตลักษณะอาการหลังปลูกเชื้อทุกวันเปนเวลา 1 
สัปดาห ประเมินการเกดิโรคโดยพิจารณาความรุนแรงของโรค ที่ประยุกตวิธีการประเมินจาก 
Duveiller (1994)  และจํานวนวันแรกที่พืชแสดงอาการหลังจากปลูกเชือ้ โดยแบงกลุมระดับความ
ตานทานเปน 3 กลุม คือ ตานทานระดับสงู (I) ตานทานระดับปานกลาง (II) และออนแอ (III) 
(ตารางที่ 2) เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานในการคดัพันธุขาวโพดตานทานตอโรคใบขีดแบคทีเรียตอไป 
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ตารางที่ 1 พันธุขาวโพดหวานและขาวโพดไรที่ทดสอบระดับความตานทานตอโรคใบขีดแบคทีเรีย  

 

ลําดับท่ี พันธุขาวโพด ลําดับท่ี พันธุขาวโพด 
ขาวโพดหวาน ขาวโพดไร 

1 Hybrid 3 1 Ki 31 
2 Hybrid 10 2 Ki 32 
3 14004 3 Ki 33 
4 Sugar 75 4 Ki 34 
5 KSSC604 5 Ki 35 
6 KSSC901 6 Ki 36 
7 KSSC903 7 Ki 37 
8 KSSC904 8 Ki 38 
9 KSSC915 9 Ki 39 
10 อินทรี2 10 Ki 40 
11 บานสวน 11 Ki 41 
  12 Ki 42 
  14 Ki 44 
  15 Ki 45 
  16 Ki 46 
  17 Ki 47 
  18 Ki 48 
  19 Ki 49 
  20 Ki 50 
  21 Ki 51 
  22 Ki 52 
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ตารางที่ 2 การประเมินลักษณะความตานทานที่ประเมนิจากลักษณะอาการโรค ความรุนแรงโรค
และระยะเวลาการแสดงอาการโรค  

 
การประเมินระดับความตานทาน ระดับความ

ตานทาน ลักษณะอาการ ระดับความรนุแรง
โรค 1/ ระยะบมเชื้อ (วัน) 

สูง (I) แผลขีดสั้น สีน้ําตาล หรือสีเขียวซีด 
(chlorosis) <10% >6 

ปานกลาง (II) แผลขีด ฉ่ําน้ํา สีน้ําตาล  10-25% 4-6 
ออนแอ(III) แผลขีดยาว ฉ่ําน้ํา สีน้ําตาล มี halo  >25% 2-3 
 
1/ ระดับ ความรุนแรงของโรค ที่ประยุกตวธีิการประเมินจาก Duveiller (1994) โดยแบงระดับความ
รุนแรงของโรคดังนี ้แสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 1 % ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกดิโรคบนใบ
เทากับ 5% ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกดิโรคบนใบเทากับ 10% ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกิดโรคบนใบ
เทากับ 25% ของพื้นที่ใบ, และแสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 50% ของพื้นที่ใบ (ภาพที่ 2) 
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ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 

1. การสํารวจ การเก็บตัวอยาง การแยกและรวบรวมสายพันธุเชื้อ 
 
1.1 การสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพดที่เกิดจากเชื้อ                   

A. avenae subsp. avenae 
 

จากการสํารวจและเก็บรวบรวมเชื้อสาเหตโุรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพดที่แสดงอาการ
แผลขีด ฉ่ําน้ํา มีและไมมี halo ลอมรอบ ขนานไปกับเสนใบขาวโพด ในแหลงปลูกขาวโพดจํานวน 
4 จังหวดั สามารถเก็บรวบรวมขาวโพดทีแ่สดงอาการโรคดังกลาว ซ่ึงมีลักษณะคลายกับคูมืออางองิ 
(White, 1999) จาํนวน 1365 ตัวอยาง เมื่อทาํการวินจิฉัยโรคเบื้องตนพบวามีเพยีง 109 ตัวอยาง 
เทานั้นที่เกิดจากเชื้อ A. anenae subsp. avenae พบวาจังหวัดนครราชสีมาพบขาวโพดแสดงอาการ
โรคมากที่สุด คือ 84 ตัวอยาง จาก 585 ตัวอยางที่สุมเก็บ คิดเปน 14.35% ของการระบาดของโรคใน
พื้นที่จังหวัดนครราชสีมา รองลงมาคือ จังหวัดเพรชบูรณ สระบุรี และลพบุรี จํานวน 21, 3, และ 1 
ตัวอยาง จาก 390 195 และ 195 ตัวอยางที่สุมเก็บ คิดเปน 5.38 1.5 และ 0.51% ของการระบาดของ
โรคในพื้นที่จงัหวัดเพชรบูรณ สระบุรี และลพบุรี (ตารางที่ 3) และพบวาในป 2549 พบการระบาด
ของโรค 9 % ของตัวอยางโรคทั้งหมดจาก 109 ตัวอยาง และพบวามีการระบาดของโรคเพิ่มขึ้นคือ 
49 และ 42% ของตัวอยางโรคทั้งหมดจาก 109 ตัวอยาง ในป 2550 และ ป 2551 นอกจากนี้สามารถ
แบงกลุมลักษณะอาการที่พบออกเปน 3 กลุม คือ กลุมลักษณะอาการฟโนไทป A ประชากรกลุมนี้
ขาวโพดแสดงอาการใบขีดสัน้ สีน้ําตาลออน ขอบแผลไมเรียบ ขนาดแผลยาวประมาณ 5-10 ซม. 
และกวางประมาณ 2-3 ซม. กระจายทั่วใบขาวโพด จํานวน 14  ตัวอยาง คิดเปนเทากบั 13% ของ
กลุมอาการโรค กลุมลักษณะอาการฟโนไทป B ประชากรกลุมนี้ ขาวโพดแสดงอาการแผลขีดฉ่ําน้ํา 
มี halo ลอมรอบ ขยายยาวตามเสนใบ จํานวน 74 ตัวอยาง คิดเปนเทากบั 68% ของกลุมอาการโรค 
และกลุมลักษณะอาการฟโนไทป C ประชากรกลุมนี้ ขาวโพดแสดงอาการแผลขีดยาวสีน้ําตาล 
ขนานตามเสนใบ และแผลจะขยายกวางออกดานขางทําใหแผลเชื่อมตดิกันจนเกดิอาการใบไหม 
จํานวน 24 ตัวอยาง คิดเปน 19% ของกลุมอาการโรค (ภาพที่3) และพบโรคนี้ระบาดในขาวโพด
หวานพันธุอินทรี2 ที่อายุตั้งแตระยะตนกลาจะถึงอายุพืช 30 วัน มากที่สุด คือ 69 ตัวอยางโดย
ขาวโพดจะแสดงลักษณะอาการโรคในกลุมฟโนไทป B และ C รองลงมา คือขาวโพดพันธุแปซิฟก 
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และ Big979 คือ 22 และ 10 ตัวอยาง ซ่ึงขาวโพดที่เปนโรคจะแสดงอาการโรคในกลุมฟโนไทป B 
และพบวาลักษณะอาการทีพ่บจะขึ้นอยูกบัระดับความรนุแรงของโรค และอายุของพืชที่เชื้อสาเหตุ
โรคเขาทําลาย ซ่ึงอาการกลุมแรกมักจะพบในตนขาวโพดที่มีอายุประมาณ 30 วันขึ้นไป และพบใน
ขาวโพดไร สวนลักษณะอาการในกลุมที่ 2 และ 3 จะพบอาการโรคในระยะตนกลาจนถึงขาวโพด
อายุ 30 วัน และพบวาลักษณะอาการของโรคดังกลาวที่พบในแตละกลุมอาการที่พบในขาวโพดใน
ระยะตนกลาจนถึงอายุประมาณ 30 วนั และพบวาเมื่อปลอยใหตนที่แสดงลักษณะอาการโรค
ดังกลาวไวจนถึงระยะเก็บเกีย่วลักษณะอาการของโรคที่พบในระยะตนกลาไมมีการพัฒนาอาการ
ของโรคแตจะพบอาการของแผลดังกลาวเปนแผลแหงสนี้ําตาลหรือเทาและมีเชื้อโรคชนิดอื่นเขา
ทําลายซ้ําเติม 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  แสดงลักษณะอาการใบขีดขาวโพด แบงออกเปน 3 กลุม คือ กลุมลักษณะอาการฟโนไทป

ชนิด A ขาวโพดแสดงอาการใบขีดสั้น สีน้ําตาลออน ขนาดแผลยาวประมาณ 5-10 ซม. 
และกวางประมาณ 2-3 ซม. กระจายทั่วใบขาวโพด (ก) กลุมลักษณะอาการฟโนไทปชนิด 
B ขาวโพดแสดงอาการแผลขีดฉ่ําน้ํา ขยายยาวตามเสนใบ (ข) กลุมลักษณะอาการฟโน
ไทปชนิด C ขาวโพดแสดงอาการแผลขีดยาวสีน้ําตาล ขนานตามเสนใบ และแผลจะขยาย
กวางออกดานขางทําใหแผลเชื่อมติดกันจนเกิดอาการใบไหม (ค)  

 
 

 

ก คข
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ตารางที่ 3  สายพันธุเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบขีดขาวโพด ที่เก็บรวบรวมและแยกจากตัวอยาง
ขาวโพดที่แสดงอาการใบขดี และลักษณะอาการของโรคที่ ทดสอบในระดับ
หองปฏิบัติการที่ระดับความรุนแรงตาง ๆ  

 
ปท่ี

จัดเก็บ 
แหลงเก็บ
รวบรวม1/ 

สายพันธุ 
เชื้อแบคทีเรีย พันธุขาวโพด ลักษณะอาการ

ทางฟโนไทป2/ 
ความรุนแรงโรค (%) 
ในหองปฏิบัตกิาร 3/ 

2549 01 Aaa1 แปซิฟก 888 A 5 
2549 02 Aaa 2 ไฮบริกซ 3 A 5 
2549 02 Aaa 3 ไฮบริกซ 3 A 5 
2549 02 Aaa4 ไฮบริกซ 3 A 5 
2549 03 Aaa5 อินทรี 2 B 25 
2549 03 Aaa6 อินทรี 2 B 25 
2549 03 Aaa7 อินทรี 2 B 25 
2549 03 Aaa8 อินทรี 2 B 25 
2549 03 Aaa9 อินทรี 2 B 50 
2549 03 Aaa10 อินทรี 2 B 50 
2550 03 Aaa11 อินทรี 2 B 50 
2550 03 Aaa12 อินทรี 2 C 50 
2550 03 Aaa13 อินทรี 2 C 50 
2550 03 Aaa14 อินทรี 2 C 50 
2550 03 Aaa15 อินทรี 2 C 50 
2550 03 Aaa16 อินทรี 2 C 50 
2550 03 Aaa17 อินทรี 2 C 50 
2550 03 Aaa18 อินทรี 2 B 25 
2550 03 Aaa19 อินทรี 2 B 10 
2550 03 Aaa20 อินทรี 2 B 25 
2550 03 Aaa21 อินทรี 2 B 25 
2550 03 Aaa22 อินทรี 2 B 25 
2550 03 Aaa23 อินทรี 2 B 50 
2550 03 Aaa24 อินทรี 2 B 25 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 

ปท่ี
จัดเก็บ 

แหลงเก็บ
รวบรวม1/ 

สายพันธุ 
เชื้อแบคทีเรีย 

พันธุ
ขาวโพด 

ลักษณะอาการ
ทางฟโนไทป2/ 

ความรุนแรงโรค (%) 
ในหองปฏิบัตกิาร 3/ 

2550 03 Aaa25 อินทรี 2 B 25 
2550 03 Aaa26 อินทรี 2 B 25 
2550 03 Aaa27 อินทรี 2 B 25 
2550 03 Aaa28 อินทรี 2 B 25 
2550 03 Aaa29 อินทรี 2 B 10 
2550 03 Aaa30 อินทรี 2 B 25 
2550 03 Aaa31 อินทรี 2 B 25 
2550 03 Aaa32 อินทรี 2 B 10 
2550 03 Aaa33 อินทรี 2 B 50 
2550 03 Aaa34 อินทรี 2 C 50 
2550 03 Aaa35 อินทรี 2 B 25 
2550 03 Aaa36 อินทรี 2 C 50 
2550 03 Aaa37 อินทรี 2 A 10 
2550 03 Aaa38 อินทรี 2 C 50 
2550 03 Aaa39 อินทรี 2 C 50 
2550 03 Aaa40 อินทรี 2 A 10 
2550 03 Aaa41 อินทรี 2 C 25 
2550 03 Aaa42 อินทรี 2 C 25 
2550 04 Aaa43 แปซิฟก 888 B 10 
2550 04 Aaa44 แปซิฟก 888 B 25 
2550 04 Aaa45 แปซิฟก 888 B 25 
2550 04 Aaa46 แปซิฟก 888 B 25 
2550 04 Aaa47 แปซิฟก 888 B 25 
2550 04 Aaa48 แปซิฟก 888 B 25 
2550 04 Aaa49 แปซิฟก 888 B 25 
2550 04 Aaa50 แปซิฟก 888 B 25 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 

ปท่ี
จัดเก็บ 

แหลงเก็บ
รวบรวม1/ 

สายพันธุ 
เชื้อแบคทีเรีย 

พันธุ
ขาวโพด 

ลักษณะอาการ
ทางฟโนไทป2/ 

ความรุนแรงโรค (%) 
ในหองปฏิบัตกิาร 3/ 

2550 04 Aaa52 แปซิฟก 888 B 10 
2550 05 Aaa53 แปซิฟก 888 A 25 
2550 05 Aaa54 แปซิฟก 888 B 10 
2550 05 Aaa55 แปซิฟก 888 B 10 
2550 05 Aaa56 แปซิฟก 888 A 10 
2550 05 Aaa57 แปซิฟก 888 B 25 
2550 05 Aaa58 แปซิฟก 888 B 50 
2550 05 Aaa59 แปซิฟก 888 B 25 
2550 05 Aaa60 แปซิฟก 888 B 25 
2550 05 Aaa61 แปซิฟก 888 B 50 
2550 05 Aaa62 แปซิฟก 888 B 25 
2550 05 Aaa63 แปซิฟก 888 B 25 
2551 06 Aaa64 Big 979 B 25 
2551 06 Aaa65 Big 979 B 25 
2551 06 Aaa66 Big 979 B 25 
2551 06 Aaa67 Big 979 B 25 
2551 06 Aaa68 Big 979 B 10 
2551 07 Aaa69 Big 979 B 25 
2551 07 Aaa70 Big 979 B 10 
2551 07 Aaa71 Big 979 B 25 
2551 07 Aaa72 Big 979 B 50 
2551 07 Aaa73 Big 979 B 10 
2551 03 Aaa74 อินทรี 2 B 10 
2551 03 Aaa75 อินทรี 2 C 50 
2551 03 Aaa76 อินทรี 2 B 25 
2551 03 Aaa77 อินทรี 2 B 50 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 

ปท่ี
จัดเก็บ 

แหลงเก็บ
รวบรวม1/ 

สายพันธุ 
เชื้อแบคทีเรีย 

พันธุ
ขาวโพด 

ลักษณะอาการ
ทางฟโนไทป2/ 

ความรุนแรงโรค (%) 
ในหองปฏิบัตกิาร 3/ 

2551 03 Aaa78 อินทรี 2 A 10 
2551 03 Aaa79 อินทรี 2 B 25 
2551 03 Aaa80 อินทรี 2 C 25 
2551 03 Aaa81 อินทรี 2 A 10 
2551 03 Aaa82 อินทรี 2 C 10 
2551 03 Aaa83 อินทรี 2 A 25 
2551 03 Aaa84 อินทรี 2 C 50 
2551 03 Aaa85 อินทรี 2 A 25 
2551 03 Aaa86 อินทรี 2 B 25 
2551 03 Aaa87 อินทรี 2 C 10 
2551 03 Aaa88 อินทรี 2 B 25 
2551 03 Aaa89 อินทรี 2 B 25 
2551 03 Aaa90 อินทรี 2 B 50 
2551 03 Aaa91 อินทรี 2 B 25 
2551 03 Aaa92 อินทรี 2 B 25 
2551 03 Aaa93 อินทรี 2 C 25 
2551 03 Aaa94 อินทรี 2 B 25 
2551 03 Aaa95 อินทรี 2 B 50 
2551 03 Aaa96 อินทรี 2 B 50 
2551 03 Aaa97 อินทรี 2 B 50 
2551 03 Aaa98 อินทรี 2 B 50 
2551 03 Aaa99 อินทรี 2 B 50 
2551 03 Aaa100 อินทรี 2 B 25 
2551 03 Aaa101 อินทรี 2 A 25 
2551 03 Aaa102 อินทรี 2 B 25 
2551 03 Aaa103 อินทรี 2 C 50 



  
44

ตารางที่ 3  (ตอ) 

 

 
1/ แหลงเก็บรวบรวมเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบขีดขาวโพด : 01= อ. พัฒนานิคม จ. ลพบุรี, 02 = อ. 
พุทธบาท จ. สระบุรี 03 = ไรสุวรรณ อ. ปากชอง จ. นครราชสีมา, 04 = อ. หนองไผ จ. เพรชบูรณ 
05 = อ. วิเชียรบุรี จ. เพรชบูรณ 06 = ต. โปงตาลอง อ. วังน้ําเขียว จ. นครราชสีมา 07 = ต. หนอง
สาหราย อ. ปากชอง จ. นครราชสีมา 
2/อาการโรคที่สํารวจและเกบ็ตัวอยางพจิารณาจากลักษณะอาการที่แตกตางกัน 3 แบบ คือ ลักษณะ
อาการฟโนไทป A ขาวโพดแสดงอาการใบขีดสั้น สีน้ําตาลออน ขนาดแผลยาวประมาณ 5-10 ซม. 
และกวางประมาณ 2-3 ซม. กระจายทั่วใบขาวโพด ลักษณะอาการฟโนไทป B ขาวโพดแสดงอาการ
แผลขีดฉ่ําน้ํา ขยายยาวตามเสนใบ ลักษณะอาการฟโนไทป C ขาวโพดแสดงอาการแผลขีดยาวสี
น้ําตาล ขนานตามเสนใบ และแผลจะขยายกวางออกดานขางทําใหแผลเชื่อมติดกันจนเกิดอาการใบ
ไหม 
3/  การประเมนิระดับความรุนแรงของโรค บนขาวโพดหวานพันธุอินทรี 2โดยประยุกตวิธีการ
ประเมินจาก Duveiller (1994) แบงระดับความรุนแรงของโรคดังนี้ แสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 
1 % ของพื้นทีใ่บ, แสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 5% ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกดิโรคบนใบเทากับ 
10% ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 25% ของพื้นที่ใบ, และแสดงการเกิดโรคบนใบ
เทากับ 50% ของพื้นที่ใบ  
 
 
 
 

ปท่ี
จัดเก็บ 

แหลงเก็บ
รวบรวม 

สายพันธุ 
เชื้อแบคทีเรีย1/ 

พันธุ
ขาวโพด 

ลักษณะอาการ
ทางฟโนไทป2/ 

ความรุนแรงโรค (%) 
 ในหองปฏิบัตกิาร 3/ 

2551 03 Aaa104 อินทรี 2 A 25 
2551 03 Aaa105 ATS 5 B 50 
2551 03 Aaa106 ATS 5 B 50 
2551 03 Aaa107 ATS 5 B 50 
2551 03 Aaa108 ATS 5 B 50 
2551 03 Aaa109 ATS 5 B 50 
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1.2 การแยกเชื้อสาเหตุโรคใบขีดที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย 
 

เมื่อนําตัวอยางขาวโพดที่แสดงอาการฟโนไทปทั้ง 3 กลุมจากขอ 1.1 ทําการแยกเชือ้
บนอาหารกึ่งจาํเพาะ SNR และอาหารเลี้ยงเชื้อทั่วไป NGA คัดเลือกเฉพาะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย
ที่คาดวาจะเปนเชื้อสาเหตุโรคใบขีดขาวโพด โดยมีลักษณะโคโลนี สีขาวใส กลม นนู ขอบเรียบ 
เสนผาศูนยกลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร บนอาหารกึ่งจําเพาะ SNR และลักษณะโคโลนีสีขาวขุน 
กลม นูน ขอบเรียบ บนอาหาร NGA จํานวน 109 ไอโซเลท (ตารางที่ 3 และภาพที่ 4) เก็บรวบรวม
เชื้อดังกลาวไปทําการแยกใหบริสุทธิ์ โดยทําการ cross streak บนอาหาร NGA ประมาณ 2-3 คร้ัง 
จนไดโคโลนีเดี่ยว เก็บเชื้อบริสุทธิ์ที่ไดในหลอดอาหารเอียง yeast extract dextrose CaCO3 (YDC) 
ทําการยายเชื้อทุก 2 สัปดาห เพื่อใหเหมาะสมตอการใชงานประจํา และเก็บรักษาใน storage 
medium อุณหภูมิต่ํา  –80 องศาเซลเซียส เพื่อการศึกษาระยะยาว 
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ภาพที ่4  ลักษณะโคโลนีของเชื้อสาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพดที่เจริญบนอาหารกึ่งจําเพาะ 

sorbitol neutral red (SNR) ที่มีลักษณะโคโลนี สีขาวใส กลม นูน ขอบเรียบเสนผาศูนย 
กลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร (ก) และลักษณะโคโลนีสีขาวขุน กลม นนู ขอบเรียบ บน
อาหาร NGA (ข)  

 

ข 

ก
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2. การจําแนกและศึกษาคุณสมบัติทางสณัฐานวิทยา สรรีวิทยา และชีวเคมีบางประการของเชื้อ
สาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพด 

 
การศึกษาคณุสมบัติทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลอืกมาจากแตละกลุม

ลักษณะอาการโรค 3 ไอโซเลท คือ Aaa1 ที่แสดงลักษณะอาการฟโนไทป A,  Aaa9 ที่แสดงลักษณะ
อาการฟโนไทป B  และ Aaa84 ที่แสดงลักษณะอาการฟโนไทป C พบวาเชื้อแบคทีเรีย ทั้ง 3 ไอ
โซเลท มีลักษณะโคโลนีสีขาวขุน กลมนนู ขอบเรียบ เสนผาศูนยกลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร บน
อาหาร NGA และลักษณะโคโลนีสีขาวใส กลมนูน เสนผาศูนยกลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร บน
อาหารกึ่งจําเพาะ SNR (ภาพที่ 4 ) สําหรับการศึกษาลักษณะทางสรีรวทิยาเบื้องตนของเชื้อสาเหตุ
โรค พบวาเชื้อแบคทีเรียดังกลาวทุกไอโซเลทเปนแบคทีเรียแกรมลบ เนื่องจากเซลลของแบคทีเรีย
ติดสีแดงของ safranin-o เมื่อทดสอบปฏิกิริยาแกรมดวยการยอมสี (Gram’s stain) เมื่อตรวจสอบ
โครงสรางของเชื้อแบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองผาน (TEM; JEOL รุน 1220) 
กําลังขยายประมาณ 10,000 เทา พบวาเชื้อแบคทีเรียดังกลาวมีรูปรางเปนทอน ขนาดความกวางและ
ยาวประมาณ 0.2 - 0.8 x 1.0 – 5.0 ไมโครเมตร มี flagella 1 เสน อยูที่ขั้วดานใดดานหนึ่งของเซลล 
(monotrichous flagella) (ภาพที่ 5) และเชือ้แบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง 
เทากับ 41 องศาเซลเซียส สามารถเคลื่อนที่ได สามารถใชแหลงคารบอนจาก glucose arabinose 
frucose manitol และ ethanol แตไมสามารถใชแหลงคารบอนจาก sucrose arginine และ sorbitol 
สามารถรีดิวซไนเตรตใหเปนไนไตรต และสามารถยอยสลายแปงได เมื่อนําขอมูลขางตนมา
ประเมินเปรยีบเทียบกับขอมูลในตํารา Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology Ninth 
Edition (Holt et  al., 1994) พบวาคุณสมบตัิของเชื้อทั้ง 3 ไอโซเลท มีคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา 
สรีรวิทยา และชีวเคม ีสอดคลองกับเชื้อ A. avenae subsp. avenae ตามขอมูลอางอิง (ตารางที่ 4)  
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ภาพที่ 5  ลักษณะและรูปรางเซลลของเชื้อสาเหตุโรคใบขีดไอโซเลทที่ Aaa9 การทดสอบแกรมดวย

วิธี Gram’s strain พบวาเซลลของแบคทีเรียมีรูปรางเปนทอนสั้น (shot rod) เปน   แกรม
ลบ ติดสีแดงของ safranin-o (ก) และรูปรางเซลลและตําแหนงของแฟลกเจลลาแบบ 
monotrichous flagella ตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน
(transmission electron microscope : TEM)  

 
 
 
 
 
 

ก 

ข 
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ตารางที่ 4  สัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและคณุสมบัติทางชวีเคมีของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท Aaa1 
Aaa9 และ Aaa84 เปรียบเทียบกับสายพันธุอางอิง    

 
Representative isolate 1/ 
of  Morphotype group Characteristics 

Aaa1 Aaa9 Aaa84 A. avenae 2/ 

reference strain 
Flagella 1 1 1 1-2 
Shape Short rod Short rod Short rod Short rod 
Growth at 410C + + + + 
Gram reaction3/ - - - - 
Motility + + + + 
Citrate utilization + + + + 
Hypersensitive response4/ + + + + 
Carbon sources utilized for growth     
Glucose + + + + 
Arginine - - - - 
Arabinose + + + + 
Socrose - - - - 
Fucose + + + + 
Manitol + + + + 
Sorbitol - - - - 
Ethanol + + + + 
Nitrate reduction + + + + 
Starch hydrolysis + + + + 
 A. avenae 

subsp. 
avenae   

A. avenae 
subsp. 
avenae   

A. avenae 
subsp. 
avenae   

A. avenae subsp. 
avenae   

 
1/   + = 90% คือ เกิดปฏิกิริยา,       - = 90% คือ ไมเกิดปฏิกิริยา 
2/  อางอิงขอมูลเปรียบเทียบของเชื้อ A. avenae subsp. avenae  ในตํารา Bergey’s Manual of Determinative 
Bacteriology  9th Edition         
3/  การทดสอบแกรมของแบคทีเรีย    + = แบคทีเรียแกรมบวก   - = แบคทีเรีย 
4/ ปฏิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลันบนยาสูบ (Nicotiana tabacum) + = เกิดปฏิกิริยา - = ไมเกิดปฏิกิริยา 
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2.1. การทดสอบคุณสมบัติการเปนเชื้อสาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพด 
 

2.1.1 การทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองอยางเฉียบพลันบนใบยาสูบ 
 
ผลการทดสอบปฏิกิริยาการตอบสนองอยางเฉียบพลันของเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจาก

ใบขาวโพดทีแ่สดงอาการโรคใบขีดทั้ง 109 ไอโซเลท บนใบยาสูบซึ่งเปนวิธีการขั้นตนสําหรับ 
ตรวจสอบวาแบคทีเรียชนิดนั้น ๆ เปนเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชหรือไม พบวาแบคทีเรียทุกไอ
โซเลทสามารถกระตุนใหใบยาสูบเกิดปฏกิิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลันหลังการฉีด 
suspension เชือ้แบคทเีรียดังกลาวหลัง 24 ช่ัวโมง โดยแสดงอาการไหม (necrotic) ตรงบริเวณที่ทํา
การปลูกเชื้อซ่ึงแสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรียทุกไอโซเลทที่ทดสอบเปนเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 
(ภาพที่ 6)  

 
2.1.2 การทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรคบนตนขาวโพด 
 

ผลการทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรคของเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจาก
ใบขาวโพดทีแ่สดงอาการแผลขีด โดยการหยด suspension ของเชื้อลงบนกรวยของใบธงขาวโพด
ออนแอ (Schaad, 2001) พันธุอินทรี 2  และเก็บรักษาตนขาวโพดหวานไวที่สภาพอณุหภูมหิอง 28-
30 องศาเซลเซียส และใหความชื้นสูงติดตอกัน 24 ช่ัวโมง พบวาเชื้อแบคทีเรียทุกไอโซเลทสามารถ
กอใหเกิดอาการแผลขีด โดยแสดงอาการแผล ขีดช้ํา ฉ่ําน้ํา สีน้ําตาล ขนานไปกับเสน เมื่อประเมิน
ความรุนแรงของโรคที่แสดงอาการปรากฏบนตนขาวโพด หลังทําการปลูกเชื้อ 1  3  5 และ 7 วนั 
พบวาแบคทเีรียแตละไอโซเลทกอใหเกิดอาการรุนแรงของโรคแตกตางกัน  ซ่ึงไอโซเลท Aaa9 เกิด
อาการโรครุนแรงและมีระยะเวลาการเกิดโรคสั้น คือแสดงอาการแผลขีดสั้นฉ่ําน้ํา ในวันที่ 1 หลัง
ปลูกเชื้อ หลังจากนั้นแผลจะขยายยาว ฉ่ําน้าํ ซ่ึงจะแสดงอาการทั้งใบในวันที่ 3 หลังปลูกเชื้อ 
จากนั้นตนขาวโพดเหี่ยวตาย (ภาพที่ 7) รองลงมา คือ ไอโซเลท Aaa12 Aaa13 Aaa84 Aaa98 และ 
Aaa105 ดงันั้นจึงทําการคัดเลือกเชื้อไอโซเลท Aaa9 เปนใชเปนตวัแทนในการศึกษาขั้นตอไป   
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ภาพที่ 6  แสดงอาการแผลไหม ที่เกิดจากปฏิกิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลัน (HR) บนใบยาสบู

หลังทดสอบ 24 ช่ัวโมง ของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท Aaa1 Aaa9 Aaa12 และ Aaa84 
เปรียบเทียบกบั control ที่ใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

control 
 
 

Aaa1 
Aaa9 Aaa12 Aaa84 
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ภาพที่ 7  แสดงอาการโรคใบขีดขาวโพดไอโซเลต Aaa9 เกิดโรคที่ 4 วนัหลังปลูกเชือ้ ดวยวิธีการ

หยด suspension ของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคบนขาวโพดหวานพันธุออนแออินทร2ี 
โดย: ขาวโพดปกติ (ก) ขาวโพดแสดงอาการใบขีดช้ํา ฉ่ําน้ํา ขนานตามเสนใบ ซึงแสดง
ลักษณะอาการฟโนไทป B (ข) และแสดงอาการทั้งตน (ค)  

 
 
 
 
 
 
 

ก

ข ค



  
53

2.2 การจําแนกชนิดเชื้อสาเหตุโรคโดยการวิเคราะหลําดบัเบสจําเพาะบริเวณ 16S-23S ITS 
region โดยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
  
 2.2.1 การออกแบบไพรเมอร  
 
     ไพรเมอรที่ไดจากการออกแบบจากบริเวณ 16S-23S ITS region ของเชื้อ A. 
avenae subsp. avenae สายพันธุตาง ๆ ที่ไดจากการคนหาลําดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูล 
GenBlank โดยออกแบบดวยโปรแกรม มขีนาดเทากับ 615 bp  คือ ไพรเมอร AcAVF และ AcAVR 
มีลําดับนิวคลีโอไทด  5'-GGC TGG ATC ACC TCC TTT C-3' และ 5'-ACT TGC GAG GTC TTT 
CAC C- 3' ตามลําดับ ซ่ึงไดนําไพรเมอรทัง้ 2 มาใชในการทดลองเกี่ยวกับการจําแนกเชื้อสาเหตุโรค
ใบขีดขาวโพดตลอดการศึกษา 
 
 2.2.2 การจําแนกชนิดเชื้อสาเหตุโรคโดยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
 

เมื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอน็เอเปาหมายโดยใชไพรเมอร ที่ไดจากการออกแบบ
ดังแสดงลําดับนิวคลีโอไทป ในขอ 2.2.1 ซ่ึงออกแบบจากบริเวณ 16S -23S ITS region ของเชื้อ A. 
avenae subsp. avenae พบวาสามารถสังเคราะหช้ินดีเอ็นเอขนาด 615 bp ซ่ึงเปนลักษณะจําเพาะใน
ระดับสปชีสของเชื้อ A. avenae subsp. avenae พบวาไพรเมอรดังกลาวสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
เพียงแถบเดียวขนาดเทากับ 615 bp จากเชื้อแบคทเีรียทั้งหมด 109 ไอโซเลท (ภาพที่ 8) จากการ
ทดลองนี้สามารถยืนยันวา เชื้อแบคทีเรียทัง้ 109 ไอโซเลท มีความสัมพนัธใกลชิดกนัสูงกับเชื้อ A. 
avenae subsp. avenae เนื่องจากการวิเคราะหขอมูลการทดลองรวมกนั ประกอบดวยการเพิ่ม
ปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส และลักษณะการกอใหเกิดโรคบน
ขาวโพดแสดงอาการของโรคใบขีดเชนเดยีวกับ เชื้อ A. avenae subsp. avenae (ภาพที่ 7) เมื่อนํา
ผลผลิตภัณฑดีเอ็นเอของเชือ้แบคทีเรีย ทัง้ 3 ไอโซเลท คือ Aaa1 Aaa9 และ Aaa84 มาวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทด ดวยวิธี DNA sequence analysis (หนวยบริการชีวภาพศูนยพันธวุิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร และเทคโนโลยีแหงชาต)ิ เมื่อวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบขีดเปรียบเทียบกบันิวคลีโอไทดที่มีใน
ฐานขอมูลของ NCBI โดยโปรแกรม BLAST (http://blast.ncbi.nlm. nih.gov/Blast.cgi) สามารถ
ยืนยนัวาเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคไอโซเลท Aaa1 Aaa9 Aaa84 มีเปอรเซ็นตความเหมอืน 99, 100 
และ 99% (% identity) กับ A. avenae subsp. avenae สายพันธุ FC320 (ตารางที่ 5 และภาพที่ 9) เมื่อ
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นําขอมูลที่ไดจากการศึกษาเกี่ยวกับการวินจิฉัยเชื้อสาเหตุโรคทุกกรรมวิธีประเมินรวมกัน 
(การศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมี) สามารถจําแนกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุ
โรคใบขีดขาวโพดที่ใหผลการจําแนกตรงกัน คือเชื้อ A. avenae subsp. avenae โดยปฏิบัติตาม
เกณฑดังนี้ (1) เปรียบเทียบลําดับกับลําดับเบสที่มีรายงานอยูแลวพบเปอรเซ็นตความเหมือน > 99% 
สามารถจําแนกไดในระดับ species; (2) ถามีเปอรเซ็นตความเหมือนอยูระหวาง 99 และ 95% 
สามารถจําแนกเชื้อในระดับ genus (3) ถามีเปอรเซ็นตความเหมือน <95% สามารถจําแนกไดใน
ระดับ family ของประชากรเชื้อ  

 
2.3 การตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอรที่ออกแบบบริเวณ 16S-23S ITS region  

ของเชื้อ A. avenae subsp. avenae 
  
จากการตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอร AcAVF และ AcAVR กับเชื้อ A. avenae 

subsp. avenae เปรียบเทียบกบัเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคในกลุม Acidovorax สายพันธุอ่ืน 
ประกอบดวย A. avenae subsp. citrulli สาเหตุโรคผลเนาแบคทีเรียของพืชตระกูลแตง,  A. avenae 
subsp. cattleyae สาเหตุโรคใบจุดแบคทีเรียของกลวยไม และเชื้อแบคทีเรีย P. syringae pv. sesami,  
และเชื้อแบคทเีรีย saprophyte ที่แยกไดจากใบขาวโพด พบวาเชื้อแบคทเีรีย A. avenae subsp. 
avenae เพียงสายพันธุเดยีวเทานั้นที่สามารถผลิตแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดยีวขนาด 615 bp สําหรับ
เชื้อในจนีัส Acedovorax ประกอบดวย A. avenae subsp. citrulli, A. avenae subsp. cattleyae จะ
สามารถผลิตแถบดีเอ็นเอไดมากกวา 2 แถบ โดยมีแถบทีชั่ดเจนที่สุดมขีนาด 615 bp  นอกจากนี้ไพร
เมอรดังกลาวไมสามารถเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรีย P. syringae pv. sesami,  และ
เชื้อแบคทีเรีย saprophyte ที่แยกไดจากใบขาวโพด  ดังนัน้สามารถสรุปไดวาไพรเมอรดังกลาวที่
ออกแบบมาจากบริเวณ 16S-23S ITS มีความจําเพาะในระดับที่ยอมรับไดตอเชื้อ A. avenae subsp. 
avenae โดยสามารถแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอซึ่งพบเพียงแถบเดียวและมีขนาด 615 bp 
ออกจากเชื้อแบคทีเรียสายพนัธุอ่ืนไดอยางชัดเจน (ภาพที ่10) 
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ภาพที่ 8  การตรวจสอบเชื้อ Acidovorax  avenae subsp. avenae ดวยวธีี PCR โดยใชไพรเมอรที่

ออกแบบจากบริเวณ 16S-23S ITS region บน 0.8% agarose gel โดยชองที่ M:  1 kb 
ladder: ชองที่ 1- 3 = เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบขีดไอโซเลท Aaa1 Aaa9 และ Aaa84 พบ
แถบดีเอ็นเอจาํเพาะขนาด 615 bp จํานวน 1 แถบ 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

615 bp 

M 1 2 3 4 
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ตารางที่ 5  วิเคราะหนวิคลีโอไทดของเชื้อแบคทีเรีย Acidovorax  avenae subsp. avenae ไอโซเลท 
Aaa 1 เปรียบเทียบกับนวิคลีโอไทดที่มีในฐานขอมูล GenBank โดยโปรแกรม BLAST 
GenBank (accession number of comparative strain) 

 
Sequence aligment GenBank 

(accession number 
of comparative 

strain) 

Similarity 
nucleotide % Identity 

Nearest phylogenic neighbor 
(genus and species) 

EU368726.1 584/587 99% Acidovorax avenae subsp. avenae 
DQ360424.1 512/525 99% A. avenae 
DQ360422.1 584/587 99% A. avenae 
DQ360418.1 515/525 98% A. avenae subsp. citrulli 
DQ360417.1 576/587 97% A. avenae subsp. cattleyae 

 
ตารางที่ 6  วิเคราะหนวิคลีโอไทดของเชื้อแบคทีเรีย Acidovorax  avenae subsp. avenae ไอโซเลท 

Aaa 9 เปรียบเทียบกับนวิคลีโอไทดที่มีในฐานขอมูล GenBank โดยโปรแกรม BLAST 
GenBank (accession number of comparative strain) 

 
Sequence aligment GenBank 

(accession number 
of comparative 

strain) 

Similarity 
nucleotide % Identity 

Nearest phylogenic neighbor 
(genus and species) 

EU368726.1 587/587 100% Acidovorax avenae subsp. avenae 
DQ360421.1 586/587 99% A. avenae 
DQ360422.1 585/587 99% A. avenae 
DQ360418.1 515/525 98% A. avenae subsp. citrulli 
AY572032.1 579/588 98% A. avenae subsp. cattleyae 
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ตารางที่ 7  วิเคราะหนวิคลีโอไทดของเชื้อแบคทีเรีย Acidovorax  avenae subsp. avenae ไอโซเลท 
Aaa 84 เปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทดที่มีในฐานขอมูล GenBank โดยโปรแกรม BLAST 
GenBank (accession number of comparative strain) 

 
Sequence aligment GenBank 

(accession number 
of comparative 

strain) 

Similarity 
nucleotide % Identity 

Nearest phylogenic neighbor 
(genus and species) 

EU368726.1 583/587 99% Acidovorax avenae subsp. avenae 
DQ360419.1 585/587 99% A.  avenae 
DQ360421.1 584/587 99% A. avenae 
AY572032.1 575/588 97% A. avenae subsp. cattleyae 
DQ360418.1 573/589 97% A. avenae subsp. citrulli 

 

ภาพที่ 9  การวิเคราะห Phylogeny ของลําดับนิวคลีโอไทดบนยนี 16S-23S ITS region ขนาด 615 
bp ของแบคทีเรีย Acidovorax  avenae subsp. avenae ไอโซเลท Aaa1 Aaa9 และ Aaa84
เปรียบเทียบกบัขอมูลใน GenBank แบคทีเรียไอโซเลท Aaa1 Aaa9 และ Aaa84 มีความ
เหมือน99 100 และ 99เปอรเซ็นต  กับ Acidovorax  avenae subsp. avenae สายพันธุ FC-
320  
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ภาพที่ 10  การตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอร AcAVF และ AcAVR ของเชื้อ

แบคทีเรีย Acidovorax   avenae subsp. avenae ที่ออกแบบจากบริเวณ 16S-23S ITS บน 
0.8% agarose gel โดยชองที่ M: 1 kb ladder: lane 1= เชื้อแบคทีเรีย Acidovorax  
avenae subsp.  avenae ไอโซเลท Aaa9 ; lane 2 = เชื้อแบคทีเรีย Acidovorax avenae 
subsp. citrulli  ; lane 3 = เชื้อแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. cattleyae; lane 4 = 
เชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas syringae pv. sesami; lane 5 = เชื้อแบคทีเรีย saprophyte ที่
แยกจากใบขาวโพด  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

615 bp 

M 1 2 3 4 5 
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3. การศึกษาความแตกตางทางพนัธุกรรมของเชื้อ A. avenae subsp. avenae   
 
ทําการเปรียบเทียบตัวแทนเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบขดี ดวยเทคนิค rep-PCR โดยทําการ

ทดลอง 3 คร้ัง โดยการทดลองครั้งแรกเปนการเปรียบเทยีบความแตกตางของไพรเมอร REP ERIC 
และ BOX โดยการสุมตัวแทนเชื้อแบคทีเรียที่แสดงลักษณะอาการของโรคทั้ง 3 กลุมฟโนไทป 
พบวาไพรเมอร BOX สามารถแยกความชัดเจนของลายพมิพดีเอ็นเอของสายพันธุเชื้อทดสอบได
ชัดเจนกวาไพรเมอร REP และ ERIC ดังนัน้จึงไดใชไพรเมอร BOX มาใชเพื่อศึกษาเปรียบเทียบ
ความแตกตางของเชื้อสาเหตุโรคทั้ง 109 ไอโซเลท ที่ตรวจสอบแลววาเปนเชื้อ A. avenae subsp. 
avenae พบความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อโดยแสดงลักษณะของแถบของดีเอน็เอที่ปรากฏ
แตกตางกันแตละไอโซเลท มีจํานวนตั้งแต 8-13 แถบ ซ่ึงจํานวนแถบดีเอ็นเอที่พบมีขนาดตั้งแต 
250-4000 bp นําขอมูลดีเอ็นเอที่ไดทั้งหมดมาจัดกลุมดวยโปรแกรมสําเร็จรูป Treeconw เพื่อสราง 
dendrogram จัดกลุมความสมัพันธทางพันธุกรรมของเชื้อ A. avenae subsp. avenae จํานวน 109 ไอ
โซเลท (ภาพที ่11) ได 2 กลุม มีคา similarity coefficient เทากับ 0.1 คือ กลุมพันธุกรรมของเชื้อ
แบคทีเรียที่กอใหเกิดอาการโรครุนแรง (aggressive strains) และไมรุนแรง (non-aggressive strains) 
โดยกลุมที่กอใหเกิดอาการโรครุนแรง  ประกอบดวยประชากรเชื้อเทากับ 79  ไอโซเลท คิดเปน 
72.4 % ของประชากรเชื้อทัง้หมด เมื่อพจิารณาความสัมพันธระหวางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุโรคในกลุมรุนแรงนีร้วมกับผลการทดลองกลุมลักษณะอาการโรคจากแปลงปลูกเกษตรกร 
(ผลการทดลองที่ 1) พบวาเชือ้แบคทีเรียสวนใหญเปนสายพันธุที่กอใหเกิดอาการแผลขีดยาว ฉ่ําน้ํา
และมี halo ซ่ึงจัดอยูในกลุมฟโนไทป B (จากผลการทดลองที่ 1) โดยคิดเปน 70.9 % ของประชากร
ในกลุมที่กอใหเกิดอาการโรครุนแรง และประชากรบางสวนจัดอยูในกลุมฟโนไทป C ที่แสดง
อาการแผลขีด และมีอาการใบไหมรวมดวย (จากผลการทดลองที่ 1) คิดเปน 22.8% ของประชากร
ในกลุมที่กอใหเกิดอาการโรครุนแรง สําหรับกลุมพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียที่กอใหเกิดอาการ
โรคไมรุนแรง ประกอบดวยประชากรเชื้อจํานวน 29  ไอโซเลท คิดเปน 26.6 % ของประชากรเชื้อ
ทั้งหมด เมื่อพิจารณาความสมัพันธระหวางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคในกลุมที่
กอใหเกิดอาการโรคไมรุนแรงนี้รวมกับผลการทดลองกลุมลักษณะอาการโรค (ผลการทดลองที่ 1) 
พบวาเชื้อแบคทีเรียสวนใหญเปนสายพันธุที่กอใหเกิดอาการแผลขีดสั้นในกลุมฟโนไทป A และ 
กลุมฟโนไทป B (จากผลการทดลองที่ 1) คิดเปน 27 และ 70 % ประชากรในกลุมที่ไมรุนแรง 
ตามลําดับ ซ่ึงทั้ง 2 กลุมที่มีความรุนแรงของอาการโรคที่แตกตางกัน พบวาในกลุมพันธุกรรมที่
กอใหเกิดอาการโรครุนแรงจะปรากฏแถบดีเอ็นเอเฉพาะขนาด 1500 bp ทุกไอโซเลท ทั้ง 72.4% 



  
60

และพบวาเชื้อ A. avenae subsp. avenae ทุกสายพันธุสามารถสังเคราะหแถบดีเอ็นเอขนาด 750 และ 
1000 bp จากไพรเมอร BOX   

 
จากการวิเคราะหความสัมพนัธขางตน พบวาเชื้อแบคทีเรีย A. avenae subsp. avenae ที่

แยกจากใบขาวโพดทีแ่สดงอาการโรคทั้ง 3 กลุมอาการ ที่เก็บมาจากแปลงเกษตรกรและลักษณะ
อาการของโรคที่ผานการทดสอบในหองปฏิบัติการสอดคลองกับลักษณะทางพันธกุรรมของเชื้อ
สาเหตุโรคมีความสัมพันธกบัความรุนแรงของโรค และกลุมอาการโรค แตไมมีความสัมพันธกับ
พันธุขาวโพดและแหลงที่มาของเชื้อสาเหตุโรค 
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ภาพที่ 11  ลายพิมพดีเอ็นเอของตัวแทนกลุมเชื้อ Acidovorax  avenae subsp. avenae ที่แสดงลักษณะความรุนแรงโรค 2 กลุม คือ กลุมที่แสดงอาการโรครุนแรง 

(Aaa14, Aaa15,Aaa35, Aaa51 และ Aaa80) และกลุมทีแ่สดงอาการโรคไมรุนแรง (Aaa37, Aaa40, Aaa11, Aaa86 และ Aaa 101) จากไพรเมอร 
REP ERIC และ BOX บน 1.5% agarose gel โดยชองที่ M:  1 kb ladder ; lane 1-10= Aaa14, Aaa15,Aaa35, Aaa51, Aaa80,Aaa37, Aaa40, Aaa11, 
Aaa86 และ Aaa 101 
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ภาพที่ 12  ภาพ dendrogram แสดงความสัมพันธระหวางลักษณะพันธุกรรมเชื้อและการจัดกลุมทางฟโนไทปของ
ลักษณะอาการโรคใบขีดแบคทีเรียที่เกิดจากเชื้อ Acidovorax  avenae subsp.  avenae รวม 109 ไอ
โซเลท ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป Treeconw สามารถแบงกลุมได 2 กลุม คือกลุมที่ 1 แสดงอาการโรค
รุนแรง ประกอบประชากรเชื้อที่แสดงอาการโรคลักษณะฟโนไทป B และ C และกลุมที่ 2 แสดง
อาการโรคไมรุนแรง ประกอบดวยประชากรเชื้อที่แสดงอาการโรคลักษณะฟโนไทป A และ B  

กลุม 2 
แสดงอาการโรคไมรุนแรง 

กลุม1  
แสดงอาการโรครุนแรง 
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4. การศึกษาเทคนิควิธีการที่เหมาะสมในการปลูกเชื้อสาเหตุโรคใบขดีแบคทีเรียเพื่อนํามา
ประยุกตใชในการคัดเลือกพันธุขาวโพดตานทานโรค 
  

4.1 เทคนิคและวิธีการปลูกเชื้อที่เหมาะสม 
 

จากการศึกษาเปรียบเทียบเทคนิควิธีการปลูกเชื้อสาเหตโุรคใบขีดแบคทีเรีย เพื่อ
คัดเลือกวิธีที่เหมาะสม สะดวก และรวดเร็ว ตอการศึกษาชีววิทยาของโรคใบขีดและสามารถนํา
เทคนิคดังกลาวไปปรับใชในการคัดเลือกพันธุขาวโพดตานทานตอโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพดใน
ระบบการปรับปรุงพันธุพืช โดยใชเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคไอโซเลท Aaa9 ซ่ึงผานการทดสอบแลว
วามีความรุนแรงที่สุดในการกอโรคกับขาวโพดหวาน เปนตัวแทนในการทดลองนี้ โดยทําการปลูก
เชื้อบนขาวโพดพันธุอินทร2ี ซ่ึงเปนพันธุทีอ่อนแอตอโรคนี้ที่อายุ คือ 14 วัน ดวยวิธีการที่แตกตาง
กัน 3  กรรมวิธี และคลุมดวยถุงพลาสติกเพื่อใหความชืน้เปนเวลา 0, 24 และ 48 ช่ัวโมง ผลการ
ทดลอง พบวาตนขาวโพดทีป่ลูกเชื้อวิธีที่ 1 ที่ใหความชืน้แกตนขาวโพดเปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
สามารถชักนําใหตนขาวโพดหวานแสดงอาการของโรคไดเร็วและรนุแรงที่สุด คือ แสดงอาการโรค
ที่ 2 วันหลังปลูกเชื้อ โดยแสดงอาการโรคบนใบที่ความรุนแรงของโรคเทากับ 45% ของพื้นที่ใบ
ทั้งหมด และแสดงอาการทั่วทั้งตน (systemic) ในวันที่ 3 รองลงมาการปลูกเชื้อดวยวิธีที่ 1 ที่มีการ
ใหความชืน้ 24 ช่ัวโมง แสดงอาการโรค 3-4 วันหลังปลูกเชื้อ และแผลจะแหงเปนสีน้ําตาล โดยจะ
แสดงลักษณะอาการบนใบทีค่วามรุนแรงเทากับ 20% ของพื้นที่ใบทั้งหมด (ภาพที่ 12) และกรรมวธีิ
ที่ 3 โดยการหยด suspension ของเชื้อในกรวยยอดขาวโพดและใหความชื้นที่ 48 และ 24  ช่ัวโมง 
จะแสดงอาการแผลขีดสั้น ฉ่ําน้ํา มีความรนุแรงโรคเทากับ 10% ของพื้นที่ใบทั้งหมด มีระยะเวลา
เกิดโรค 4-6 วัน และ 7-8 วันหลังปลูกเชื้อสาเหตุโรค ตามลําดับ สวนกรรมวิธีที่ฉีดเซลล suspension 
ของเชื้อสาเหตุโรคเขาลําตนขาวโพดและใหความชื้นเปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวาไมสามารถ
สังเกตเห็นลักษณะอาการโรคและการพัฒนาการเกดิโรคไดชัดเจน แตจะแสดงอาการตนเนาตายทั้ง
ตน จึงไมสามารถประเมินได สําหรับกรรมวิธีที่ปลูกเชื้อสาเหตุโรคทั้ง 3 กรรมวิธี แตใหความชืน้ที่ 
0 ช่ัวโมง พบวามีเพียงกรรมวิธีที่พนดวยเซลล suspension ของเชื้อสาเหตุเทานัน้ที่แสดงอาการโรค 
โดยพบอาการแผลขีดสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา ที่ 4-5 วันหลังปลูกเชื้อ ดังนั้นจึงคดัเลือกวิธีการที่ 1 ที่มีการให
ความชื้นติดตอกัน 48 ช่ัวโมง เพื่อใชในการศึกษาตอไป 
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ภาพที่ 13  ลักษณะอาการโรคใบขีดบนขาวโพดพนัธุอินทรี2 อายุ 14 วนั ที่ความรุนแรงของ โรค
ระดับตาง ๆ ดวยการปลูกเชือ้สาเหตุโรควิธีที่ 1 ที่ใหความชื้นติดตอกนั 48 ช่ัวโมง : แสดง
อาการรุนแรงของโรค 10% ของพื้นที่ใบ (ก) แสดงอาการรุนแรงของโรค 25% ของพื้นที่
ใบ (ข)  แสดงอาการรุนแรงของโรค 50% ของพื้นที่ใบ ขึน้ไป จนกระทัง้แสดงอาการเหี่ยว
ทั้งตน (100%) (ค) และขาวโพดปกติทีใ่ชน้าํกลั่นแทนการปลูกเชื้อ (ง) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ค งข
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4.2 การทดสอบระดับความตานทานตอโรคใบขีดแบคทีเรียของขาวโพดหวานและ
ขาวโพดไรพนัธุตาง ๆ  
 

การทดสอบระดับความตานทานของขาวโพดหวานและขาวโพดไรตอโรคใบขีด
แบคทีเรีย จํานวน 33 พันธุ คือ ขาวโพดหวานจํานวน 11 พันธุ ขาวโพดไรจํานวน 22 พันธุ พบวา 
ขาวโพดแตละพันธุมีระดับความตานทานแตกตางกันโดยสามารถแบงกลุมระดับของความตานทาน 
ดังนี้ กลุม I พันธุที่มีระดับการเปนโรคต่ํา (แนวโนมตานทานระดับสูง) ไดแก ขาวโพดหวาน 3 
พันธุ คือ บานสวน ซูการ 75 และ KSSC 915 ซ่ึงแสดงอาการแผลขีดสั้นสีน้ําตาล หรือแผลขีดสีเขียว
ซีด (chlorosis) แสดงอาการที่ 5-7 วันหลังปลูกเชื้อ และมีระดับความรนุแรงของโรคเทากับ 5% ของ
พื้นที่ใบทั้งหมด และขาวโพดไร 13 พันธุ คือ Ki 39, Ki 40, Ki 44, Ki 45 ไมแสดงอาการของโรค 
และ Ki 32, Ki 35, Ki 37, Ki38, Ki 43, Ki 46, Ki 49, Ki 50 และ Ki 52 แสดงอาการแผลขีดสั้นสี
น้ําตาล แสดงอาการที่ 5-6 วันหลังปลูกเชือ้ และมีระดับความรุนแรงของโรคเทากับ 1% ของพื้นที่
ใบทั้งหมด สําหรับในกลุม II  คือ พันธุที่มรีะดับการเปนโรคปานกลาง (แนวโนมตานทานปาน
กลาง) ไดแก ขาวโพดหวาน 3 พันธุ คือ KSSC904, 14004 ไฮบริกซ10 และ KSSC604 แสดงอาการ
แผลขีดฉ่ําน้ําสีน้ําตาล ที่ 3-6 วันหลังปลูกเชื้อ และระดับความรุนแรงของโรคเทากับ 10%  ของ
พื้นที่ใบทั้งหมด ในขาวโพดพันธุ KSSC 904 และ 1404 สําหรับพันธุไฮบริกซ 10 และ KSSC604 
จะแสดงอาการโรคความรุนแรงของโรคเทากับ 25% ของพื้นที่ใบทั้งหมด และขาวโพดไร จํานวน 8 
พันธุ คือ Ki 31, Ki 33, Ki 36, Ki 41, Ki 42, Ki 47, Ki 48, และ Ki 51 แสดงอาการแผลขีดสีน้ําตาล 
ที่ 3-6 วันหลังปลูกเชื้อ และระดับความรุนแรงของโรคเทากับ 10% และ 25% ของพื้นที่ใบ ใน
ขาวโพดพนัธุ Ki 33 และ Ki 36 และในกลุม III เปนพันธุที่มีระดับการเปนโรคสูง (แนวโนม
ออนแอตอโรคหรือแนวโนมตานทานระดับต่ํา) ไดแก ขาวโพดหวาน 4 พันธุ คือ KSSC 903, อินทรี
2, KSSC 901 และไฮบริกซ3 แสดงอาการแผลขีดยาวสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา และมี halo ลอมรอบแผล 
ภายในระยะเวลา 2-3 วันหลังปลูกเชื้อ มีระดับความรุนแรงของโรคเทากับ 50% ของพื้นที่ใบ
ทั้งหมด ในพนัธุ KSSC 903 และ 25%ของพื้นที่ใบทั้งหมด ในพนัธุอินทรี2, KSSC 901 และ
ไฮบริกซ3 (ตารางที่ 8 และ 9)  
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ตารางที่ 8  การประเมินระดบัความตานทานของขาวโพดหวานตอโรคใบขีดแบคทีเรีย ที่เกิดจาก
เชื้อ Acidovorax  avenae subsp. avenae ในระดับหองปฏิบัติการ 

 

พันธุ ลักษณะอาการ 
ระดับความ
รุนแรงโรค 

(%)2/ 

จํานวนวันท่ี
แสดงโรคหลงั
ปลูกเชื้อ (วัน) 

กลุมระดับ
ความ

ตานทาน1/ 

KSSC 903 แผลขีดยาวสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา 
และมี halo ลอมรอบ 50 2-3 III 

อินทรี2 แผลขีดยาวสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา 
และมี halo ลอมรอบ 50 2 III 

KSSC 901 แผลขีดยาวสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา 
และมี halo ลอมรอบ 50 3 III 

Hybrid3 แผลขีดยาวสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา 
และมี halo ลอมรอบ 

25 3 III 

KSSC 904 แผลขีดยาวสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา 10 6 II 
14004 แผลขีดยาวสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา 10 4 II 
Hybrid10 แผลขีดยาวสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา 25 3-5 II 
KSSC 604 แผลขีดยาวสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา 25 3-4 II 
Ban-Souan แผลขีดสั้นสีเขียวซีด 

(chlorosis) กระจายทัว่ทั้งใบ 1 7 I 

Sugar75 แผลขีดสั้นสีน้ําตาล กระจาย
ทั่วทั้งใบ 5 5-6 I 

KSSC 915 แผลขีดสั้นสีน้ําตาล กระจาย
ทั่วทั้งใบ 5 5-6 I 
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ตารางที่ 8  (ตอ) 
 

พันธุ ลักษณะอาการ ระดับความ
รุนแรงโรค2/ 

จํานวนวันท่ี
แสดงโรคหลงั
ปลูกเชื้อ (วัน) 

กลุมระดับ
ความ

ตานทาน1/ 

KSSC 915 แผลขีดสั้นสีน้ําตาล กระจาย
ทั่วทั้งใบ 1 5-6 I 

 

1/ ระดับตานทานสูง (I) ตานทานปานกลาง (II) ออนแอ (III)  
2/ ระดับความรุนแรงของโรค ที่ประยุกตวธีิการประเมินจาก Duveiller (1994) โดยแบงระดับความ
รุนแรงของโรคดังนี ้แสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 1 % ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกดิโรคบนใบ
เทากับ 5% ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกดิโรคบนใบเทากับ 10% ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกิดโรคบนใบ
เทากับ 25% ของพื้นที่ใบ, และแสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 50% ของพื้นที่ใบ  
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ตารางที่ 9  การประเมินระดบัความตานทานของขาวโพดไรตอโรคใบขีดแบคทีเรีย ทีเ่กิดจากเชื้อ 
Acidovorax  avenae subsp. avenae ในระดับหองปฏิบัตกิาร 

 

พันธุ ลักษณะอาการ ระดับความ
รุนแรงโรค2/ 

จํานวนวันท่ี
แสดงโรคหลงั
ปลูกเชื้อ (วัน) 

กลุมระดับ
ความตานทาน1/ 

Ki34 แผลขีดยาวสนี้ําตาล ฉ่ําน้ํา และมี halo 
ลอมรอบ 50 3 III 

Ki31 แผลขีดสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา 10 6 II 
Ki33 แผลขีดยาวสนี้ําตาล ฉ่ําน้ํา 25 3-4 II 
Ki36 แผลขีดยาวสนี้ําตาล ฉ่ําน้ํา 25 3-4 II 
Ki 41 แผลขีดสีน้ําตาล  25 3-4 II 
Ki 42 แผลขีดสีน้ําตาล  25 3 II 
Ki 47 แผลขีดสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา 10 4 II 
Ki 48 แผลขีดสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา 10 5 II 
Ki 51 แผลขีดสีน้ําตาล  10 5-6 II 
Ki 32 แผลขีดสั้นสีน้ําตาล กระจายทั่วทั้งใบ 5 5 I 
Ki 35 แผลขีดสั้นสีน้ําตาล กระจายทั่วทั้งใบ 5 5 I 
Ki 37 แผลขีดสั้นสีน้ําตาล กระจายทั่วทั้งใบ 1 6 I 
Ki 38 แผลขีดสั้นสีน้ําตาล  1 6 I 
Ki 39 ไมแสดงอาการ - - I 
Ki 40 ไมแสดงอาการ - - I 
Ki 43 แผลขีดสั้นสีน้ําตาล กระจายทั่วทั้งใบ 1 5 I 
Ki 44 ไมแสดงอาการ - - I 
Ki 45 ไมแสดงอาการ - - I 
Ki 46 แผลขีดสั้นสีน้ําตาล กระจายทั่วทั้งใบ 1 5 I 
Ki 49 แผลขีดสั้นสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา กระจายทัว่

ทั้งใบ 1 5 I 

Ki 50 แผลขีดสั้นสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา กระจายทัว่
ทั้งใบ 1 6 I 
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ตารางที่ 9  (ตอ)  
 

พันธุ ลักษณะอาการ ระดับความ
รุนแรงโรค2/ 

จํานวนวันท่ีแสดง
โรคหลังปลูกเชื้อ 

(วัน) 

กลุมระดับความ
ตานทาน1/ 

Ki 52 แผลขีดสั้นสีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา 
กระจายทั่วทั้งใบ 1 5 I 

 

1/ ระดับตานทานสูง (I) ตานทานปานกลาง (II) ออนแอ (III)  
2/ระดับความรุนแรงของโรค ที่ประยุกตวิธีการประเมินจาก Duveiller (1994) โดยแบงระดับความ
รุนแรงของโรคดังนี ้แสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 1 % ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกดิโรคบนใบ
เทากับ 5% ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกดิโรคบนใบเทากับ 10% ของพื้นที่ใบ, แสดงการเกิดโรคบนใบ
เทากับ 25% ของพื้นที่ใบ, และแสดงการเกิดโรคบนใบเทากับ 50% ของพื้นที่ใบ  
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วิจารณ 
 

 
โรคใบขีดขาวโพดที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย A. avenae subsp. avenae นับเปนโรคแบคทีเรียที่

สําคัญโรคหนึ่งของขาวโพด และมีแนวโนมการระบาดเพิ่มสูงขึ้น เนื่องจากปจจยัตาง ๆ หลาย
ประการ เชน การเปลี่ยนแปลงของพันธุกรรมพืช ระบบการปลูก พัฒนาการและการปรับตัวของเชื้อ
สาเหตุ ตลอดจนปญหาสภาพแวดลอมที่เปลี่ยนแปลง และสงผลกระทบโดยตรงตอความรุนแรง
ของเชื้อสาเหตุ และความออนแอของพันธุขาวโพด เมื่อเชื้อเชื้อแบคทีเรียเขาทําลายขาวโพดจะ
กอใหเกิดความเสียหายในระดับสูง และถาหากมีสภาพแวดลอมเหมาะสมจะทําใหเกดิการระบาด
ของโรคอยางกวางขวาง เนือ่งจากเชื้อสาเหตุโรคแพรกระจายผานทางระบบการใหน้ํา หรือ ฝน 
ดังนั้นการศึกษาถึงการแพรระบาด การจําแนกชนิด การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ
เชื้อสาเหตุโรค และพัฒนาวิธีการปลูกเชื้อที่เหมาะสมเพื่อนําไปใชในการคัดเลือกพันธุตานทานโรค
ขาวโพด รวมทั้งศึกษาชวีวทิยาของเชื้อ เชน การเขาทําลายของพืชอาศัย สภาพแวดลอมที่เหมาะสม 
และระดับความตานทานของพืชอาศัย ถือเปนขั้นตอนสําคัญที่จะนําไปสูการพัฒนาวธีิการจัดการ/
ควบคุมโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 
  จากการสุมเกบ็ตัวอยางใบขาวโพดหวานที่แสดงอาการโรคใบขีดแบคทีเรีย จากพืน้ที่ปลูก
ขาวโพดหวานแหลงตาง ๆ และนํามาแยกเชื้อสาเหตุโรค พรอมทดสอบการเปนเชื้อสาเหตุโรค การ
ทดสอบความสามารถในการกอโรคบนขาวโพดหวานทดสอบพันธุอินทรี 2 และการจําแนกชนิด
ดวยวิธีพื้นฐานและขั้นสูง เมื่อเก็บตัวอยางโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพด โดยกําหนดพื้นที่สุมกระจาย
ทั่วแปลงในพืน้ที่ 1 ไร สุมเก็บตัวอยางโรคโดยใชอัตราสวนในการเกบ็ตัวอยาง 1: 2 ไร แบบ
กากบาท จํานวน 39 จุด แตละจุดมีพืน้ที่ 1 ตารางเมตร และภายในพืน้ที่ 1 ตารางเมตร สุมเก็บ
ตัวอยางโรคลักษณะการเดินแบบ W วนซาย จํานวน 5 จุด ซ่ึงวิธีการสุมดังกลาวครอบคลุมไดดี
เทียบเทากับการสุมตัวอยางทุกตน (Delp et al., 1986) การเก็บรวบรวมและการแยกเชื้อสาเหตุโรค
ใบขีด สามารถเก็บรวบรวมตัวอยางโรคทีแ่สดงลักษณะอาการคลายกบัคูมืออางอิง เชื้อแบคทีเรีย
ขาวโพด (White, 1991) จํานวน 1367 ตัวอยาง เมื่อทําการวินิจฉัยโรคเบื้องตนพบวามีเพียง 109 
ตัวอยางเทานัน้ที่เกิดจากเชือ้ A. avenae subsp. avenae และเมื่อนํามาประเมินการระบาดของโรค
จากตัวอยางโรคทั้งหมด พบวาโรคนี้มีการระบาดสูงสุดในแปลงทดลองขาวโพดและขาวฟาง
แหงชาตแิละแปลงเกษตรกรจังหวดันครราชสีมามีการระบาดของโรคมากที่สุด คิดเปน 14.35% 
ของพื้นที่สํารวจในพื้นทีจ่ังหวัดนครราชสีมา รองลงมาคือ พื้นที่การปลูกขาวโพดในจังหวดั

ง 
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เพชรบูรณ สระบุรี และลพบรีุ เทากับ 5.38, 1.5 และ 0.51% ตามลําดับ และสามารถแบงกลุม
ลักษณะอาการโรคจากตัวอยางที่รวบรวมไดจากการสํารวจได 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 ขาวโพดแสดง
อาการใบขีดสัน้ สีน้ําตาลออน ขนาดแผลประมาณ 5-10 ซม. กระจายทัว่ใบขาวโพด (กลุมฟโนไทป 
A) กลุมที่ 2 ขาวโพดแสดงอาการแผลขีดฉ่ําน้ํา ขยายยาวตามเสนใบ (กลุมฟโนไทป B) กลุมที่ 3 
ขาวโพดแสดงอาการแผลขีดยาวสีน้ําตาล ขนานตามเสนใบ และแผลจะขยายกวางออกดานขางทํา
ใหแผลเชื่อมตดิกันจนเกดิอาการใบไหม (กลุมฟโนไทป C) และพบโรคนี้จะระบาดในขาวโพด
หวานพันธุอินทรี2 ในระยะตนกลาจนถึงอายุ 30 วัน อาการโรคสวนใหญจะพบอาการในกลุมฟโน
ไทป B และ C รองลงมาคือ ขาวโพดพนัธุแปซิฟก และBig 979 โดยแสดงอาการในกลุมฟโนไทป 
B ซ่ึงลักษณะอาการของโรคที่ปรากฏขึ้นอยูกับความรนุแรงของเชื้อสาเหตุโรค พันธุขาวโพด 
สภาพแวดลอมที่เหมาะสม และระยะเวลาในการเกิดโรค ปจจัยเหลานี้จะสงผลตอการเกิดโรค โดย
ลักษณะอาการของโรคที่พบจะขึ้นอยูกับปจจัยเหลานี้ คือ พันธุของขาวโพด อายุของขาวโพด และ
สภาพภูมิอากาศ ซ่ึงการศึกษานี้สอดคลองกับรายงานของ Gitaitis et al. (2002) ที่พบวาสายพันธุเชือ้ 
A. avenae subsp. avenae ที่เกิดโรคใน Pearl millet จะแสดงอาการแผลไหม แตไมพบอาการแผลฉ่ํา
น้ําในขาวโพดหวาน สําหรับเชื้อ A. avenae subsp. avenae สายพันธุที่กอใหเกดิโรคในขาวโพด
หวานจะมีลักษณะอาการแผลขีด ฉ่ําน้ํา ซ่ึงจะพบอาการโรคทั้งในขาวโพดหวานและ millet และจะ
พบเชื้อสาเหตโุรคสายพันธุที่รุนแรงในขาวโพดหวานมากกวาขาวโพดไร และออย นอกจากนีพ้บวา
ขาวโพดในระยะตนกลาจะออนแอตอเชื้อ A. avenae subsp. avenae มาก (Hu et al., 1997) ซ่ึง
สอดคลองกับ สุดฤดี และคณะ (2547) พบวาขาวโพดทีแ่สดงลักษณะอาการในกลุมฟโนไทป A
สวนใหญเปนขาวโพดไร และมีอายุในชวงกอนออกดอก ซ่ึงจะพบอาการของโรคกลุมฟโนไทป  B
และ C ในขาวโพดหวานพันธุลูกผสม อายุประมาณ 2 สัปดาหถึงระยะกอนออกดอก จะพบอาการ
โรคในชวงเดอืนเมษายน ถึงเดือนกรกฏคม ในขาวโพดพันธุลูกผสม นอกจากนี้เมื่อปลอยใหตน
ขาวโพดที่แสดงอาการโรคแตละกลุมอาการจนถึงระยะเก็บเกีย่ว พบวาอาการของโรคที่พบในระยะ
ตนกลาไมมีการพัฒนาอาการของโรคแตจะพบอาการของแผลดังกลาวเปนแผลแหงสนี้ําตาลหรือ
เทาและมีเชื้อโรคชนิดอื่นเขาทําลายซ้ําเติม 
 

ทั้งนี้จากจํานวนสายพันธุเชื้อแบคทีเรียที่ผานการทดสอบยืนยนัการเปนเชื้อสาเหตุแลว ผล
การสํารวจและการวเิคราะหการระบาดในพื้นที่ปลูก พบวาปจจยัที่เกีย่วของกับการระบาดและความ
รุนแรงของโรคขึ้นอยูกับ สภาพพื้นที่ และภูมิอากาศในพืน้ที่ปลูก ตลอดพันธุที่ใชปลูก จากการ
สํารวจ ซ่ึงเมื่อพิจารณาปจจัยรวมขางตนดังกลาว พบวาในชวงการสํารวจพืน้ที่จังหวดันครราชสีมา 
มีสภาพที่เหมาะสมตอการเกดิโรค คือ มีปริมาณฝนตกตดิตอกันและมีชวงอุณหภูมิสูงติดตอกัน ซ่ึง
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ปจจัยดังกลาวเหมาะตอการระบาดของโรค รวมทั้งพื้นที ่ดังกลาวมกีารปลูกขาวโพดอยางตอเนื่อง 
ซ่ึงอาจทําใหมกีารสะสมของเชื้อสาเหตุโรค เมื่อเกษตรกรปลูกขาวโพดพันธุออนแอและมีสภาพ
อากาศเหมาะสมจึงทําใหเกดิโรคระบาดรุนแรง ในขณะที่พื้นที่ปลูกจังหวัดเพชรบูรณ สระบุรี และ
ลพบุรี มีการระบาดนอยกวา เนื่องจากแตละพื้นที่มีปริมาณน้ําฝนและอณุหภูมิต่ํากวายังสงผล
โดยตรงตอการเกิดและการระบาดของโรคในพื้นทีเ่หลนนั้น แตอยางไรก็ตามในทกุพื้นที่ พบวา
พันธุขาวโพดเปนปจจยัสงเสริมตอความรุนแรงของโรค ซ่ึงปจจัยที่เกี่ยวของกับการเกดิโรคขึ้นอยู
กับพันธุพืช สภาพแวดลอม และระดับความรุนแรงเชื้อกอโรค ดังนั้น หากมีการจดัการหรือควบคุม
ปจจัยใดปจจัยหนึ่งก็สามารถลดการแพรระบาดโรคได และจากการทดลองในครั้งนี้ พบวาเชื้อ
สาเหตุโรคมีลักษณะแตกตางกันในการเขาทําลายพืชทดสอบ ระดับที่ตางกัน เมื่อทําการทดลองใน
สภาพแวดลอมและปจจยัเดยีวกัน (พันธุ อายุ วิธีการปลูกเชื้อ) เชื้อบางสายพันธุที่แยกจากตน
ขาวโพดหวานที่แสดงอาการโรครุนแรงในสภาพไร แตแสดงอาการไมรุนแรงในสภาพเรือนทดลอง 
ในขณะที่บางสายพันธุที่แยกจากตนขาวโพดหวานทีแ่สดงอาการโรคไมรุนแรงในสภาพไรแตกลับ
กอใหเกิดความรุนแรงในสภาพควบคุม ช้ีใหเห็นวาปจจยัทางธรรมชาติ/หรือสภาพแวดลอมเปนตวั
แปรหนึ่งที่สงผลตอความรุนแรงของโรคและควบคุมการแสดงออกของยีนกอโรคพืช ในสายพนัธุ
เชื้อสาเหตุโรคและลักษณะความตานทานโรคของพืช (พรภิมล และคณะ 2550) 

 
การศึกษาทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา คุณสมบัติทางชีวเคมี และการเพิม่ปริมาณชิ้นสวน

สารพันธุกรรมเชื้อสาเหตุโรคใบขีดขาวโพดดวยเทคนิคปฏิริยาลูกโซโพลีเมอเรส เพื่อจําแนกและ
ระบุเชื้อสาเหตุโรคใบขีดนัน้ พบวาคณุสมบัติตาง ๆ ของเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากขาวโพดทีแ่สดง
อาการใบขีดเปนเชื้อ A. avenae subsp. avenae ดังสมมติฐานของการทดลอง คือ สามารถเจริญบน
อาหารกึ่งจําเพาะ SNR มีโคโลนีลักษณะสีขาวใส กลม นนู ขอบเรียบ เสนผาศูนยกลางประมาณ 1-2 
มิลลิเมตร เปนแกรมลบ รูปรางเปนทอน ขนาดความกวางและยาวประมาณ 0.2-0.8 x 1.0-5.0 
ไมโครเมตร มี flagella 1 เสน อยูที่ขั้วดานใดดานหนึ่งของเซลล สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง 
เทากับ 41 องศาเซลเซียส ไมสรางเม็ดสีเรืองแสง (pigment) ซ่ึงเปนลักษณะสําคัญของเชื้อแบคทีเรีย
ในกลุม A.  avenae subsp. avenae (Schaad, 1980 : Rosen, 1926) สําหรับการพิสูจนความสามารถ
ในการกอใหเกิดโรค พบวาเชื้อแบคทีเรียสามารถกอใหเกิดโรคกับขาวโพดหวานพันธุออนแอ 
อินทรี2 โดยแสดงอาการแผลขีด ฉ่ําน้ํา ขนานตามเสนใบขาวโพด ภายใน 3 วันหลังปลูกเชื้อ 
อยางไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบลําดับการเรียงตัวของสารพันธุกรรม (DNA sequencing analysis) 
ของเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้เพื่อใหการจําแนกและระบุชนดิเชื้อแมนยํายิ่งขึน้ พบวาการเรียงตัวของ
ลําดับสารพันธุกรรมของเชื้อตัวแทนทีใ่ชในการทดลองมีเปอรเซ็นตความคลายคลึง (identity) กับ
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เชื้อ A. avenae subsp. avenae สายพันธุ FC-320 ถึง 99-100% สําหรับโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพด 
(bacterial leaf streak) พบโรคนี้คร้ังแรกในป 1949 (Johnson  et al., 1949) และพบโรคนี้ระบาดใน
รัฐ florida ในป 1970 โดยพบอาการของแผลขีดฉ่ําน้ํา ขนานกับเสนใบขาวโพด เมือ่ทําการศึกษา 
จําแนกชนิดของ  เชื้อสาเหตโุรค  เปนเชื้อ A.  avenae subsp. avenae (Manns 1909) (ช่ือเดิมวา  P. 
avenae Manns 1909, P. alboprecipitans Rosen 1926 ) สําหรับประเทศไทย สุดฤดี และคณะ 2547 
พบการระบาดของโรคนี้ในขาวโพดหวานพันธุลูกผสม 30% ของแหลงปลูกขาวโพดที่สําคัญ แตยัง
ไมมีการศึกษาในเชิงลึกสําหรับโรคนี้ ดังนั้นการศึกษาครัง้นี้จึงเปนการศึกษาและจําแนกเชื้อสาเหตุ
โรคนี้คร้ังแรกในประเทศไทย    

 
สําหรับการออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะตอเชื้อ A.avenae subsp. avenae บริเวณ 16S-23S 

ITS ซ่ึงมีความจําเพาะตอเชื้อแบคทีเรียดังกลาว คือ เปนเชือ้ชนิดเดยีวเทานั้น เมื่อนําไปเพิ่มปริมาณ
ช้ินสวนดเีอ็นเอแลว สามารถผลิตแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียว มีขนาด 615 bp ซ่ึงเชื้อแบคทีเรียใน
กลุม Acidovorax สายพันธุอ่ืน เชน A. avenae subsp. citrulli สาเหตุโรคผลเนาแบคทีเรียของพืช
ตระกูลแตง และ A. avenae subsp. cattleyae สาเหตุโรคใบจุดแบคทีเรียของกลวยไม จะสามารถ
ผลิตแถบดีเอ็นเอไดมากกวา 2 แถบ โดยมีแถบที่ชัดเจนทีสุ่ดมีขนาด 615 bp ที่ไดผลการทดลอง
เชนนี้ เนื่องจากเชื้อแบคทีเรีย A. avenae subsp. citrulli สาเหตุโรคผลเนาแบคทีเรียของพืชตระกูล
แตง และ A. avenae subsp. cattleyae จัดอยูใน genus และ species เดียวกันกับเชื้อ A. avenae subsp. 
avenae สาเหตุโรคใบขีดขาวโพด แตอยูคนละ subspecies จึงทําใหสามารถผลิตแถบดีเอ็นเอขนาด 
615 bp ไดเชนเดียวกับเชื้อ A. avenae subsp. avenae ปจจุบันยังไมทราบจีโนมที่ชัดเจนของเชื้อกลุม
นี้  ดังนั้นตองมีการศึกษาลักษณะทางพันธกุรรมหรือจีโนมของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 กลุม จะทําให
สามารถออกแบบไพรไมอรในการวิเคราะหที่เฉพาะเจาะจงมากขึ้น นอกจากนี้ไพรเมอรดังกลาวไม
สามารถเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอของเชือ้แบคทีเรีย P. syringae pv. sesami  และเชือ้แบคทีเรีย 
saprophyte ที่แยกไดจากใบขาวโพด  จากผลการทดลองนี้สามารถสรุปไดวาไพรเมอรดังกลาวที่
ออกแบบมาจากบริเวณ 16S-23S ITS มีความจําเพาะในระดับที่ยอมรับไดตอเชื้อ A. avenae subsp. 
avenae โดยสามารถแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอซึ่งพบเพียงแถบเดียวและมีขนาด 615 bp 
ออกจากเชื้อแบคทีเรียสายพนัธุอ่ืนไดอยางชัดเจน ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Gitaitis และ
คณะ (2002) จําแนกเชื้อ A. avenae subsp. avenae สาเหตุโรคใบขีดของ pearl millet พันธุลูกผสม 
ดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส โดยใชไพรเมอรจําเพาะตอเชื้อ A. avenae คือ ไพรเมอร WFB1 
และ WFB2  สามารถจําแนกชนิดเชื้อไดอยางแมนยํา นอกจากนี้ David และคณะ (2002) ไดพัฒนา
เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสมาใชในการจําแนกเชือ้แบคทีเรีย P. stewartii  subsp. steartii  
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สาเหตุโรคเหี่ยวในขาวโพด โดยใชไพรเมอร 4 ชนิด ไดแก hrpS, cpsDE, 16S rRNA และ 16S-23S 
intergenic transcription spacer (ITS) region ในการจําแนกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเหีย่วขาวโพด 
เปรียบเทียบกบัเชื้อแบคทีเรียสายพันธุอ่ืน เชน P. agglumerans pv. herbicola, P. annanas, Erwinia 
amylovora และ E. carotovora พบวา ไพรเมอรทั้ง 4 ชนิด สามารถตรวจพบแถบดีเอน็เอขนาดตาง 
ๆ คือ 900, 1100, 290 และ 920 bp ขณะที่เชื้อแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ ไมสามารถผลิตแถบดีเอ็นเอขนาด
ดังกลาวได 

 
การทดสอบความรนุแรงในการกอใหเกิดโรคกับขาวโพดหวานพันธุออนแอ อินทร2ี 

บันทึกการเกิดโรคที่ 3 วัน เนือ่งจากเปนระยะเวลาที่เหมาะสม เชื้อสาเหตุมีการพัฒนาเต็มที่ ผลความ
รุนแรงโรคที่ไดพบวาเชื้อแตละไอโซเลทจากแหลงตาง ๆ มีระดับควมรนุแรงในการกอใหเกดิโรค
แตกตางกัน นอกจากแหลงทีม่าของเชื้อแลว ชวงอายุของขาวโพดที่ตางกันในการเก็บรวบรวมเชื้อ 
พบวา ระดับความรุนแรงของโรคแตละสายพันธุแตกตางกัน สอดคลองกับการทดลองของ 
Scortichini et al. (2002) ที่กลาวถึงเชื้อแบคทีเรีย X. arbolicola pv. corylina ที่เก็บจากพื้นที่ตางกนั 
มีระดับความรนุแรงโรคไมเทากัน ความเหมาะสมในการกอใหเกิดโรคของเชื้อแตละสายพันธุอาจมี
พัฒนาไปตามสภาพแวดลอมนั้น ๆ เมื่อนํามาทดสอบในสภาพเรือนทดลองซึ่งมีความเหมะสม
เฉพาะเชื้อแตละกลุม ทําใหเชื้อบางสวนมคีวามรุนแรงมาก  บางกลุมมคีวามรุนแรงนอย ทั้งนี้เมื่อ
สภาพแวดลอมเปลี่ยนไปและเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อกลุมเดิมจากที่เคยออนแอ อาจกอใหเกิด
ความรุนแรงขึน้ใหมได การที่เชื้อสามารถพัฒนาจากเชื้อที่ออนแอมาเปนรุนแรงไดเอง เปนสิ่งที่
สําคัญที่นักปรับปรุงพันธุพืชตองใหความระมัดระวังการปรับปรุงพันธุพืชใหม ๆ ใหมีลักษณะ
แตกตางจากเดมิ (Trevor, 1988) 

 
การศึกษาดานความหลากหลายพันธุกรรมของเชื้อ A. avenae subsp. avenae ดวยเทคนิค 

rep-PCR พบวาไพรเมอร BOX เมื่อใชในการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอน็เอในเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ
ตาง ๆ ที่ใชในการทดลองครั้งนี้และเมื่อนํามาจัดกลุมเปรยีบเทยีบความสัมพันธกับลักษณะความ
รุนแรงของเชื้อในการกอโรค ลักษณะอาการโรค และลักษณะทางพันธกุรรมของเชื้อสาเหตุโรค 
การทดลองครั้งนี้จึงสามารถแบงเชื้อ A. avenae subsp. avenae ได 2 กลุม ตามลักษณะความรุนแรง
ในการกอโรค  โดยสามารถจําแนกพันธุกรรมเชื้อ A. avenae subsp. avenae สายพันธุกอใหเกิดโรค
รุนแรง (aggressive strains) ออกจากสายพนัธุกอใหเกิดโรคไมรุนแรง (non-aggressive strains) ได 
ซ่ึงสามารถพบการผลิตแถบดีเอ็นเอขนาด 1500 bp ไดจากเชื้อสายพันธุรุนแรงทั้งหมด แตไมพบใน
สายพันธุออนแอ ซ่ึงแสดงลักษณะพนัธุกรรมดังกลาวนาจะเปนลักษณะเฉพาะเจาะจงชนิดหนึ่งใน
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การบงบอกความรุนแรงในการกอใหเกิดโรคโดยนาจะเกีย่วของกับกลุมยีนที่กอใหเกดิโรค 
(pathogenicity gene) ของเชื้อ A. avenae subsp. avenae ซ่ึงการที่ปรากฏหรือไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ
เฉพาะนี้ อาจเกี่ยวของกับการกลายพันธุบริเวณหนึ่งของลําดับสารพันธุกรรมในจีโนม (Gonzalez  
et  al., 2002) แถบดีเอ็นเอขนาด 1500 bp อาจนําไปใชเปนเครื่องมือตรวจสอบสายพันธุเชื้อ A. 
avenae subsp. avenae สายพันธุที่แสดงกลุมอาการแผลขีดไดและสามารถนํา sequence ดังกลาวมา
ทําเปนดีเอ็นเอตัวตรวจ (probe) ที่มีความแมนยําตอไปได นอกจากนี้ยังพบวา ไพรเมอร BOX 
สามารถบอกความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไดจากแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางกัน 8-13 
แถบ (DNA polymorphic band) และยังพบวาการใชไพรเมอร BOX ในการวิเคราะหลายพิมพดเีอ็น
เอของเชื้อ A. avenae subsp. avenae สามารถตรวจพบลายพิมพดเีอ็นเอนาด 750 และ 1000 bp ได
ทุกไอโซเลทที่ทําการทดลอง (109 ไอโซเลท) ไมวาจะเปนเชื้อที่เก็บรวบรวมจากแหลงพื้นที่หรือ
พันธุขาวโพดใดก็ตาม ซ่ึงผลการทดลองนี้มีลักษณะผลการทดลองเชนเดียวกับเชื้อ X. axonopodis 
pv. glycenes พบแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะจากลายพิมพที่สังเคราะหดวยไพรเมอร BOX เทานั้น (กุล
ชนา, 2546) ถึงแมวารูปแบบลายพิมพดีเอน็เอจะแตกตางกันเชนไร แตถาเปนเชื้อ X. axonopodis pv. 
glycenes จะพบแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะขนาด 650 bp นี้เสมอ นอกจากนีพ้บแถบดีเอ็นเอขนาด 1000 
และ 1500 bp จากไพรเมอร BOX เฉพาะในกลุมเชื้อที่สามารถกอใหเกดิลักษณะอาการโรคกลุมที่  1 
และ 2 เชนเดียวกับงานทดลองของ Gonzalez  et al. (2002) ที่ใชเทคนิค AFLP โดยใชไพรเมอร 
F13/XV รวมกับ F18/XV  ได polymorphic band เพียง 1 แถบซึ่งเปนแถบที่พบเฉพาะใน X. 
axonopodis pv.manihotis สายพันธุรุนแรงเทานั้น ดังนั้นการทดลองนี้อาจกลาวไดวา BOX-PCR 
ใหผลการวิเคราะหที่ละเอยีด และแสดงใหเห็นวา A. avenae subsp. avenae แมจะมาจากแหลงและ
พันธุพืชเดยีวกนัแตก็มีลักษณะ phenotype ที่แสดงออกแตกตางกันชดัเจน แสดงวาพนัธุกรรมของ
เชื้อ  A. avenae subsp. avenae มีความสัมพันธคอนขางนอยกับแหลงที่มาของเชื้อหรือพันธุขาวโพด 
ซ่ึงการทดลองนี้สอดคลองกับ Tika et  al. (1999) ที่ทําการศึกษา rep-PCR กับเชื้อ X. oryzae pv. 
oryzae ในประเทศเนปาลโดยทดลองแยกเชื้อจากแหลงปลูกขาว และพันธุขาวที่แตกตางกัน เมื่อ
ตรวจดูลักษณะทาง genotype พบความเหมือนกันจากเชือ้ที่แยกมาจากแหลงปลูกขาวที่แตกตางกัน 
ซ่ึงผลการทดลองเหลานี้จะขัดแยงกับสมมติฐานที่กลาววาพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตจะมีอิทธิพลของ
สภาพแวดลอมมาเกี่ยวของดวย ซ่ึงการทดลองในครั้งนี ้จึงจัดเปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษา
ความสัมพันธในการกอใหเกิดโรคของเชื้อ A. avenae subsp. avenae กับขาวโพดทีม่ีระดับ
ความสามารถในการกอโรครุนแรงมาก/นอย  
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การศึกษาเทคนิคการปลูกเชือ้สาเหตุโรคที่เหมาะสมในการคัดเลือกพันธุตานทานโรคใบ
ขีดแบคทีเรีย ที่สะดวกและรวดเร็วใหผลชัดเจนและแมนยําในระดับเรือนทดลอง โดยศึกษาเทคนคิ
การปลูกเชื้อสาเหตุโรคบนขาวโพดหวานพันธุออนแอ ดวยวิธีการตาง ๆ 4 วิธี ที่ขาวโพดอายุ 14 วัน 
ซ่ึงเปนชวงที่ขาวโพดออนแอตอโรคนี้ และเปรียบเทยีบรวมกับการใหความชื้นแกตนขาวโพดที่
ระยะเวลาตางกัน คือ 0, 24 และ 48 ช่ัวโมง พบวาตนขาวโพดที่ปลูกเชือ้ดวยวิธีการพนเซลล 
suspension ของเชื้อสาเหตุโรคและใหความชื้นแกตนขาวโพดเปนเวลา 48 ช่ัวโมง สามารถชักนําให
ตนขาวโพดหวานแสดงอาการของโรคไดเร็วและรุนแรงที่สุด คือ แสดงอาการโรคที่ 2 วันหลังปลูก
เชื้อ โดยแสดงอาการบนใบทีค่วามรุนแรงของโรคเทากับ 50% ของพื้นที่ใบทั้งหมด และแสดง
อาการทั่วทั้งตน (systemic) ในวนัที่ 3 รองลงมาการปลูกเชื้อดวยการพนเซลล suspension และให
ความชื้น 24 ช่ัวโมง แสดงอาการโรคฉ่ําน้ํา 3-4 วันหลังปลูกเชื้อและจากนั้นแผลจะแหงเปนสี
น้ําตาล โดยจะแสดงลักษณะอาการบนใบทีค่วามรุนแรงเทากับ 25% ของพื้นที่ใบทั้งหมด และ
กรรมวิธีที่หยดเซลล suspension ของเชื้อลงในกรวยยอดของใบธงของขาวโพดและใหความชื้นที่ 
48 ช่ัวโมง และ 24 ช่ัวโมง พบวาขาวโพดแสดงอาการแผลขีด ส้ันประมาณ 3-5 เซนติเมตร ฉ่ําน้ํา มี
ระดับความรุนแรงของโรคเทากับ 5% ของพื้นที่ใบทั้งหมด และมีระยะเวลาในการกอใหเกดิโรค
เทากับ 4-6, และ 7 วันหลังปลูกเชื้อ ตามลําดับ สําหรับกรรมวิธีที่ฉีด suspension ของเชื้อสาเหตุโรค
เขาสูลําตนขาวโพดรวมกับการใหความชืน้ที่ 24 และ 48 ช่ัวโมง พบวาตนขาวโพดแสดงอาการเนา 
ซ่ึงไมปรากฏอาการแผลขีด ที่ 2-3 วันหลังปลูกเชื้อ จึงไมสามารถวินิจฉัยไดวาตนขาวโพดที่แสดง
อาการเนื่องจากการเขาทําลายของเชื้อสาเหตุโรคหรือเกิดจากสาเหตุอ่ืน ทําใหยากตอการ
วินิจฉยัโรค วธีิการนี้จึงไมเหมาะสมในการนํามาใชในการทดสอบความสามารถในการกอใหเกิด
โรค ดังนั้นวิธีการที่เหมาะสมที่สุดในการนําไปประยุกตใชเพื่อคัดเลือกพันธุตานทานโรคขาวโพด
หวานเนื่องจากตนขาวโพดแสดงอาการของโรคไดเร็ว และสามารถสังเกตเหน็พัฒนาการการเกิด
โรคไดชัดเจนที่สุด นอกจากนี้ในการปลูกเชื้อสาเหตุโรคควรปลูกเชื้อในชวงที่ปากพชืเปดอยู 
เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชสวนใหญรวมทั้งเชือ้ A. avenae subsp. avenae จะเขาทําลาย
พืชทางปากใบ และทาง stomata และโรคนี้จะเขาทําลายทีใ่บออนของขาวโพด (Pataky, 1997) 
นอกจากนี้ การใหความชืน้แกตนขาวโพดก็เปนการสงเสริมใหตนขาวโพดอยูในสภาวะเครียดซึ่ง
เมื่อพืชอยูในสภาวะเครียดจะสงผลใหตนขาวโพดออนแอลงทําใหเชื้อสาเหตุโรคสามารถเขาทําลาย
และเกดิโรคไดงายขึ้น (พรภิมล, 2550)  และเมื่อนําเทคนคิที่คัดเลือกดังกลาวมาใชในการคัดเลือก
พันธุขาวโพดตานทานตอโรคใบขีดแบคทีเรีย จํานวน 33 พันธุ แบงเปนขาวโพดหวานจํานวน 11 
พันธุ ขาวโพดไรจํานวน 22 พันธุ พบวา ขาวโพดแตละพันธุมีระดับความตานทานแตกตางกันโดย
สามารถแบงกลุมระดับของความตานทาน จากการพจิารณาระดับความรุนแรงของโรค (disease 
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severity) บนพื้นที่ใบขาวโพดที่แสดงอาการโรค ซ่ึงประยุกตวิธีกาประเมินจาก Duveiller (1994) 
และจํานวนวนัที่พืชแสดงอาการหลังปลูกเชื้อ ได 3  กลุม คือ (I) พันธุที่มีระดับการเปนโรคต่ํา 
(แนวโนมตานทานระดับสูง) ไดแก ขาวโพดหวานจํานวน 3 พันธุ คือ พันธุบานสวน พันธุซูการ 75 
และKSSC 915 และ ขาวโพดไรพันธุจํานวน 13 พันธุ คือ พันธุ Ki 39, Ki 40, Ki 44, Ki 45, Ki 32, 
Ki 35, Ki 37, Ki38, Ki 43, Ki 46, Ki 49, Ki 50 และ Ki (II)  พันธุที่มีระดับการเปนโรคปานกลาง 
(แนวโนมตานทานปานกลาง) ไดแก ขาวโพดหวานจํานวน 4 พันธุ คือ พันธุKSSC 904, 14004, 
ไฮบริกซ10 และKSSC604 และขาวโพดไรพันธุ จํานวน 8 พันธุ คือ พันธุ Ki 31, Ki 33, Ki 36, Ki 
41, Ki 42, Ki 47, Ki 48, Ki 51, Ki 33 และ Ki 36 (III) พันธุที่มีระดับการเปนโรคสูง (แนวโนม
ออนแอตอโรคหรือแนวโนมตานทานระดับต่ํา) ไดแก ขาวโพดหวานจํานวน 4 พันธุ คือ พันธุ 
KSSC 903, อินทรี2, KSSC 901 และไฮบรกิซ3 จากผลการทดลองจะเหน็ไดวาการจดัระดับความ
ตานทานของโรคใบขีดแบคทีเรียในการทดลองครั้งนี้ ไมวาจะจัดกลุมตามลักษณะความตานทาน
แบบเฉพาะเจาะจง (ลักษณะอาการแผล) หรือการจัดกลุมตามลักษณะความตานแบบทั่วไป (ระดับ
ความรุนแรงของโรค) หรือการจัดกลุมโดยอาศัยจํานวนวนัที่พืชแสดงอาการโรคหลังจากปลูกเชื้อ 
ผลที่ไดมีความสอดคลองไปในทางเดยีวกัน คือ พันธุออนแอมีลักษณะอาการของโรคชัดเจนและ
แผลมีขนาดใหญมีระยะเวลาในการเกิดโรคชาในขณะทีพ่ันธุตานทานมีลักษณะอาการของโรคไม
ชัดเจนและมีแผลขนาดเล็ก มีระยะเวลาในการเกิดโรค (infection period) นาน อยางไรก็ตาม ในการ
กอใหเกิดโรคจะมีปจจัยทีก่อใหเกดิโรค 3 ปจจัย คือ พืชอาศัยออนแอ เชื้อสาเหตุโรคเปนสายพันธุที่
รุนแรงและสภาพแวดลอมเหมาะสมในการกอใหเกิดโรค โดยปฏิสัมพันธระหวางพืชและเชื้อกอ
โรคจะเปนความสัมพันธทางดานพันธุศาสตร โดยหากสายพันธุเชื้อมกีารพัฒนาเปลีย่นแปลงหรือมี
การปรับปรุงพัฒนาพืชพันธุใหมขึ้นมากจ็ะสงผลตอการเกิดและการพฒันาของโรค โดยเฉพาะโรค
ที่ไมเคยระบาดอาจจะมีความสําคัญและรุนแรงได (สุดฤดี และคณะ 2547)โดยมีสภาพแวดลอมเปน
ตัวแปรที่สําคญั นอกจากนี้ ปฏิสัมพันธในการกอใหเกิดโรคแบงออกเปน 2 ลักษณะ คือ แบบ
เฉพาะเจาะจง (race-cultivar specific) และไมเฉพาะเจาะจง (non-race-cultivar specific) ซ่ึงเชื้อ
สาเหตุโรคบางสายพันธุมีความเฉพาะเจาะจงกับพืชเฉพาะพันธุใดพันธุหนึ่ง ในขณะที่เชื้อบางสาย
พันธุสามารถเขาทําลายพืชไดมากกวา 1 พันธุหรือ 1 ชนดิ โดยผลการทดลองนี้เปนตัวช้ีวดัอีกอยาง
หนึ่งวาควรมีการคัดเลือกพันธุปลูกที่เหมาะสมตอพื้นที่หรือสภาพแวดลอม โดยหลีกเลี่ยงการปลูก
ขาวโพดพนัธุที่ออนแอตอโรคในพื้นที่ที่มปีระวัติเกิดการระบาดของโรคดังกลาว หรือควรมีการ
จัดการพืน้ที่ปลูก เพื่อลดปริมาณเชื้อกอโรคกอนทําการปลูกพืช หรืออาจใชหรือคัดเลือกพันธุ
ขาวโพดที่ตานทานหรือทนทานตอโรคปลูกในพื้นทีเ่สี่ยงรวมกับการจัดการโรคอยางถูกวิธี 
นอกจากนี้ พบวาขาวโพดหวานพันธุลูกผสมที่มียีน Shrunken-2 จะออนแอตอโรคใบขีดแบคทีเรียที่
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เกิดจากเชื้อ A. avenae subsp. avenae (Pataky et  al, 1997) และพบวา ขาวโพดหวานพันธุ อินทรี2 
ไฮบริกซ3 และ KSSC604 ซ่ึงเปนพันธุที่มรีะดับความตานทานต่ํา (III) และเปนขาวโพดพันธุ
ลูกผสมที่มียีน Shrunken-2 (โชคชัย และคณะ, 2551) ซ่ึงตรงกับ Pataky และคณะรายงาน การ
ทดลองในครั้งนี้ จึงจัดเปนขอมูลเบื้องตนเพื่อใชเปนพืน้ฐานในการพฒันาวิธีการประเมินพนัธุพืช
ตานทานโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพดและนาํไปประยกุตใชในโปรแกรมการปรับปรุงพันธุในระดับ
แปลงทดลองตอไป นอกจากนี้เชื้อสาเหตโุรคสามารถปนเปอนไปกับเมล็ดพันธุ ดังนั้นควรมีการ
ตรวจสอบเมล็ดพันธุกอนทีจ่ะนําไปแจกจายใหแกเกษตรกรนําไปเพาะปลูก เพราะวาหากเกิกการ
ปนเปอนของเชื้อสาเหตุโรคดังกลาวเชื้อนีอ้าจสามารถดํารงชีพและกอใหเกิดการแพรระบาดไดทกุ
พื้นที่และทกุสภาพภูมิอากาศ 
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สรุป 
 

สามารถสํารวจและเก็บรวบรวมเชื้อสาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพดที่แสดงอาการแผล
ขีดช้ํา สีน้ําตาล ฉ่ําน้ํา และม ีhalo ลอมรอบ ขนานไปตามเสนใบ ในแหลงปลูกขาวโพดจํานวน 4 
จังหวดั และสามารถรวบรวมขาวโพดที่แสดงอาการโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพด ซ่ึงมีลักษณะ
อาการคลายกบัคูมืออางอิง (White, 1999) จํานวน 1365 ตัวอยาง เมื่อทาํการวินจิฉัยโรคเบื้องตน
พบวามีเพยีง 109 ตัวอยาง เทานั้นที่เกดิจากเชื้อ A. anenae subsp. avenae พบวาจังหวดันครราชสีมา
พบขาวโพดแสดงอาการโรคมากที่สุด คือ 84 ตัวอยาง จาก 585 ตัวอยางที่สุมเก็บ คิดเปน 14.35% 
ของการระบาดของโรคในพืน้ที่จังหวัดนครราชสีมา รองลงมาคือ จังหวัดเพรชบูรณ สระบุรี และ
ลพบุรี จํานวน 21, 3, และ 1 ตัวอยาง จาก 390 195 และ 195 ตัวอยางที่สุมเก็บ คิดเปน 5.38 1.5 และ 
0.51% ของการระบาดของโรคในพื้นที่จังหวัดเพชรบูรณ สระบุรี และลพบุรี และสามารถแบงกลุม
ลักษณะอาการที่พบออกเปน 3 กลุม เมื่อทําการจําแนกชนดิเชื้อแบคทีเรียโดยศกึษาคณุสมบัติ
ทางสัญฐานวทิยา สรีรวิทยา ชีวเคมีบางประการ ศึกษาโครงสรางของเชื้อสาเหตุดวยกลอง TEM 
และศึกษาลําดบัเบสบริเวณจาํเพาะ 16S-23S rDNA เมื่อนาํขอมูลที่ไดจากการศึกษาเกีย่วกับการ
วินิจฉยัเชื้อทุกวิธีมาประเมินรวมกันสามารถจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบขดีข าวโพด คือ 
เชื้อ A. avenae subsp. avenae 
 
 เทคนิค rep-PCR โดยใชไพรเมอร BOX สามารถศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและ
จําแนกเชื้อแบคทีเรีย A. avenae subsp. avenae สาเหตุโรคใบขีดขาวโพดออกเปน 2  กลุม พบวาเมือ่
จําแนกตามความรุนแรงของโรค และลักษณะอาการของโรคที่เก็บจากแปลงเกษตรกรและไดผาน
การทดสอบความรุนแรงของโรคในหองปฏิบัติการแลวโดยพิจารณาจากระดับความรุนแรงของโรค 
ลักษณะของแผล (phynotype) และลักษณะของลายพิมพดีเอ็นเอ (genotype) ซ่ึงผลการศึกษาเปนไป
ในทิศทางเดยีวกัน คือ จากการวิเคราะหความสัมพันธความหลากหลายของความรุนแรงโรค 
ลักษณะอาการและความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อ A. avenae subsp. avenae สาเหตุโรคใบขีด 
พบวาลักษณะอาการโรคที่เก็บมาจากแปลงเกษตรกร และลักษณะอาการของโรค รวมทั้งระดับ
ความรุนแรงของโรคที่ผานการทดสอบในหองปฏิบัติการสอดคลองกับลักษณะทางพันธุกรรมของ
เชื้อสาเหตุโรค แสดงใหเห็นวา A. avenae subsp. avenae แมจะมาจากแหลงและพันธุพืชเดียวกนัแต
ก็มีลักษณะ phenotype ที่แสดงออกแตกตางชัดเจน แสดงวาพันธุกรรมของเชื้อ  A. avenae subsp. 
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avenae มีความสัมพันธคอนขางนอยกับแหลงที่มาของเชื้อหรือพันธุขาวโพด แตมีระดับ
ความสัมพันธสูงกับความรุนแรงโรคและลักษณะอาการโรคที่แสดงออก 
 

เทคนิคการปลูกเชื้อ A. avenae subsp. avenae สาเหตุโรคใบขีดแบคทีเรีย คือ วิธีการปลูก
เชื้อดวยการพนเซลล suspension ของเชื้อสาเหตุโรคและใหความชืน้ดติตอกัน 48 ช่ัวโมง ซ่ึงเปนวิธี
ที่เหมาะสมสะดวก รวดเรว็ และสามารถสังเกตพัฒนาการการเกิดโรคไดดีที่สุดเมื่อเทียบกับวิธีอ่ืน 
และเมื่อนําเทคนิคดังกลาวมาใชในการคัดเลือกพันธุขาวโพดตานทานโรคใบขีดแบคทีเรียที่เกิดจาก
เชื้อ A. avenae subsp. avenae จํานวน 33 พนัธุ ไดแก ขาวโพดหวานจํานวน 11 พันธุ และขาวโพด
ไรจํานวน 22 พันธุ โดยการพน suspension ของเชื้อสาเหตุโรค และใหความชื้นตดิตอกัน 48 ช่ัวโมง 
ซ่ึงเปนที่สะดวก รวดเรว็ และสามารถเห็นพัฒนาการการเกิดโรคบนขาวโพดไดดีที่สุด พบวา 
ขาวโพดหวานจํานวน 3 พันธุ คือ พันธุบานสวน พนัธุซูการ 75 และKSSC 915 และ ขาวโพดไร
พันธุจํานวน 13 พันธุ คือ พันธุ Ki 39, Ki 40, Ki 44, Ki 45, Ki 32, Ki 35, Ki 37, Ki38, Ki 43, Ki 46, 
Ki 49, Ki 50 และ Ki  มีระดับความตานทานตอโรคใบขีดแบคทีเรียขาวโพดระดับสูง 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชือ้ท่ีใชในการทดลอง 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชือ้ท่ีใชในการทดลอง 

 
Nutrient glucose broth (NGB) 

 
Beef extract    3.0      กรัม 
Bacto peptone    5.0      กรัม 
Glucose         2.5       กรัม 

 
เตรียมในอัตราน้ํา   1000  มิลลิลิตร โดยแบงน้ําครึ่งหนึ่ง (500 มิลลิลิตร) ผสมสวนประกอบ

ทั้งหมดจนละลายเปนเนื้อเดยีวกัน ปรับปริมาตรใหครบ 1000  มิลลิลิตร แบงใสภาชนะตามตองการ 
นึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที 

 
Nutrient glucose agar (NGA) (วชัิย,  2537) 

 
Nutrient glucose broth 
วุน      15.0 กรัม 

 
เตรียมโดยแบงน้ําครึ่งหนึ่ง (500 มิลลิลิตร) ละลายสวนประกอบทั้งหมดยกเวนวุนปรบั 

ปริมาตรใหครบ  1000  มิลลิลิตร  เติมผงวุนนําไปหลอมจนวุนละลายเปนเนื้อเดยีวกนั แบงใสภาชนะต
ตองการ นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความรอน 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 
นาที 

 
Sorbitol neutral red (SNR) agar 
 

K2HPO4     3.0          กรัม 
NaH2PO4                                                     1.0          กรัม 
KNO3                                                           1.0         กรัม 
MgSO4⋅7H2O                                               0.3         กรัม 
Neutral red (0.2% aqueous                          10.0        มล. 
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 Solution 69% active) 
Agar                                                             15.0        กรัม 

 
เตรียมในอัตราน้ํา  950 มิลลิลิตร โดยแบงน้ําครึ่งหนึ่ง (500 มิลลิลิตร) ผสมสวนประกอบทั้ง 

หมดจนละลายเปนเนื้อเดยีวกัน ปรับปริมาตรใหครบ 950  มิลลิลิตร แบงใสภาชนะตามตองการ 
นึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที ตั้งทั้งไว 
ใหอุณหภมูิลดลงเทากับ 50 องศาเซลเซียส ผสมสวนผสมที่เหลือโดยกรองสารดวย filtered 

 
Cyclohexamide (100 mg/ml 75% ethanol)           2.0         มล. 
D-sorbitol (10% aqueous)                                   50.0         มล. 
 

Yeast extract-dextose-CaCO3 (YDC) 
 
Yeast extract                                                       10.0          กรัม 
Dextrose (glucose)                                              20.0          กรัม 
Calcium carbonate, USP                                      
   Light powder                                                    20.0         กรัม 
Agar                                                                     15.0        กรัม 

 
เนื่องจาก CaCO3 มีลักษณะเปนผง และทําใหตกตะกอน เมื่อเตรียมอาหาร YDC สามารถ 

โดยแบงน้ําครึ่งหนึ่ง (500 มิลลิลิตร) ละลายสวนประกอบทั้งหมดยกเวนวุนปรับปริมาตรใหครบ   
1000 มิลลิลิตร เติมผงวุนนําไปหลอมจนวุนละลายเปนเนือ้เดียวกัน แบงใสภาชนะตามตองการ  
นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่ความรอน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 1 ช่ัวโมง  หรือ 
แยกนึ่งฆาเชื้อเฉพาะ dextrose ที่ละลายในน้ํา 100 มิลลิลิตร แลวนําไปผสมกับสวนผสมที่เหลือที่หลอ
ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  
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Storeg medium 
 
Yeast extract                                                3      กรัม 
Peptone                                                        5      กรัม 
Glucose                                                      20      กรัม 
Glycerol                                                   100      กรัม 
ddH2O                                                       872     กรัม 
 

ผสมสวนประกอบทั้งหมดจนละลายเปนเนื้อเดียวกนั แบงใสภาชนะตามตองการ นึ่งฆาเชื้อ 
ดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส  ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมอาหารสําหรับทดสอบคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรีย 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมอาหารสําหรับทดสอบคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรีย 

 
Motility Test medium 

 
Bacto-tryptone    10 กรัม 
Yeast extract      5  กรัม 
Agar       5  กรัม 

 
เตรียมอาหารดังกลาวในปรมิาตรน้ํา 1000 มิลลิลิตร โดยปรับ pH ของอาหาร 

ประมาณ 6.8 –7 เปนอาหารสําหรับตรวจการเคลื่อนที่ของเชื้อแบคทีเรีย โดยการ stab เชื้อแบคที 
เรียลงในหลอดอาหาร บมเชื้อไวเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง สังเกตวาเชือ้สามารถเจริญออกนอกบรเิวณ
เชื้อแสดงวาสามารถเคลื่อนที่ได 
 
Starch Agar (Starch hydrolysis) 

 
Bacto-tryptone    10 กรัม 
Yeast extract      5  กรัม 
Soluble starch    10 กรัม 
Agar     13  กรัม 
 เตรียมในน้ํากลั่น                         1000         มิลลิลิตร 

 
              ทดสอบโดยการเลีย้งเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร บมเชื้อไวเปนเวลา 3-5 วัน ตรวจสอบการยอย 
แปงไดโดยการหยดน้าํยาไอโอดีน จนทัว่จานเลี้ยงเชื้อ ถาเกิดบริเวณใสรอบๆ รอยขีดแสดงวาเชื้อนัน้ 
สามารสรางเอนไซมยอยแปงได 
 
 
 
 
 
 
 



 97

Nitrate broth (Nitrate reduction) 
 

Beef extract    3.0  กรัม 
Bacto-peptone    5.0 กรัม 
KNO3     1.0 กรัม 

 
             เตรียมอาหารในอัตราสวน 1,000 มิลลิลิตร  แบงใสหลอดทดสอบหลอดละ  5 มิลลิลิตร นึ่ง 
ฆาเชื้อทําการทดสอบโดยการยายเชื้ออาย ุ24 ช่ัวโมงลงในอาหาร nitrate broth บมเชือ้ที่อุณหภูม ิ
หองเปนเวลา 2-5 วัน  หยดสารทดสอบ (∝- naphthylamine 0.5 เปอรเซ็นต  และ sulphanilic acid  
0.8  เปอรเซ็นต ใน  5 N  acitic acid  อัตราสวน 1:1) ประมาณ 10 หยด สังเกตการเกดิสีแดง 
 
Carbon source 

NH4H2PO                                                     0.5       กรัม 

K2HPO4                                                        0.5       กรัม 
MgSO47 H2O                                               0.2       กรัม 
NaCl                                                            5.0       กรัม 
Yeast extract                                               2.0        กรัม 
Bromcresl purple                                        0.7        มล. 
 (1.5% ethanol solutinn) 
Agar                                                          12.0         กรัม 
pH 6.8 
 

เตรียมอาหารใสหลอดละ 5 มล. เมื่อนึ่งฆาเชื้อเสร็จแลว เติมสารที่เปนแหลงคารบอน 
ปริมาตร 0.5 มล. สารที่เปนแหลงคารบอนที่ใชใหเตรียมสารละลายความเขมขน 5% และทํา 
ใหสารละลายปราศจากเชื้อโดยการกรองผานเครื่องกรองแบคทีเรียที่มีเมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอน 
ยกเวน คารบอนบางชนิดจะตองผสมในอาหารและนําไปนึ่งฆเชื้อดวยกนั เชน strarch inulin salisin  
และ Esculin 
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Citrate utilization 
 

NGB+12% gelatin 
Beef extract                                       3.0    กรัม 
Peptone                                              5.0    กรัม 
Glucrose                                            2.5     กรัม 
Gelatin                                             120.0   กรัม 
 

              เตรียมอาหารใสหลอดทดสอบหลอดละ 10 มล. นําไปนึ่งฆาเชือ้ดวยความรอน 121 องศา
เซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที 

 
Nitrate reduction 

Ntrate broth 
Beef extract                                            3.0     กรัม 
Peptone                                                    5.0    กรัม 
KNO3                                                      1.0     กรัม 
  
สารทดสอบ         
             1.  α-naphthylamine 
              2. sulphanilic acid 
              3. Zinc powder 

              เตรียมอาหารใสหลอดทดสอบหลอดละ 5 มล. นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซล 
เซียส  ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี
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ภาคผนวก ค 
การเตรียมสารเคมีสําหรับการทดสอบคุณสมบัติทางสรีระวิทยา ชีวเคมี และอณูพันธุศาสตร 
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ภาคผนวก ค 
การเตรียมสารเคมีสําหรับการทดสอบคุณสมบัติทางสรีระวิทยา ชีวเคมี และอณูพันธุศาสตร 

 
Gram’s Crystal violet 

 
สารละลาย ก. 

Crystal violet                                     2.0  กรัม 
95 % Ethanol    20.0       มิลลิลิตร 

 
สารละลาย ข. 

Amminium oxalate  0.8 กรัม 
 น้ํากลั่น    80.0 มิลลิลิตร 

 
              เตรียมสารละลาย ก. และ ข. (crystal violet ใน 95 % ethanol  20 มิลลิลิตร และ สารละลาย 
1% ammonium oxalate  ในน้ํากลั้นปริมาตร 80 มิลลิลิตร) ผสมสารทั้ง 2 เขาดวยกัน ตั้งทิ้งไว 24 
ช่ัวโมง นํามากรองผานกระดาษกรอง เก็บสารละลายไวในขวดสีชาเพือ่ปองกันแสง 

 
Safranin solution 

 
Safranin                              2.5 กรัม 
95 % Ethanol            100.0 มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น             100.0 มิลลิลิตร 

 
  ละลาย  Safranin ใน  95 % ethanol  แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นนึ่ง 

 
Gram’s iodine 

 
Crystal iodine          1.0          กรัม 
Potassium iodine         2.0           กรัม 
น้ํากลั่น       300.0           มิลลิลิตร 
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ละลาย  potassium iodine ดวยน้ํากลั่นปริมาตร  300 มิลลิลิตร จากนั้นเตมิ crystal iodine 
ลงในสารละลาย potassium iodine ผสมจนเปนเนื้อเดียวกนั เก็บใสขวดสีชาเพื่อปองกันแสง 

 
สารเคมีสารละลายบัฟเฟอร 

 
0.1 M sodium phosphate buffer  (100 มิลลิลิตร) 

 
0.2 M  KH2PO4              39       มิลลิลิตร 
0.2 M  K2HPO4              61       มิลลิลิตร 

 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิว้  เปนเวลา 15 นาที 

 
10X  Tris  EDTA  (TE) 
 

100 mM  Tris-Cl 
10 mM  EDTA 
 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิว้ เปนเวลา 15  นาที 
 

10X Tris buffer-EDTA (TBE) 
 

  Tris base              108  กรัม 
  Boric acid             55   กรัม 
  0.5 M EDTA            40   มิลลิลิตร 

 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาที 

 
5M NaCl 

 
NaCl                          292         กรัม 
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น้ํากลั่น                1         ลิตร 
 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิว้  เปนเวลา 15 นาที 
 

10 mg/ml  Ethidium bromide  (EtBr) 
 

EtBr                  1      กรัม 
น้ํากลั่น             100      มิลลิกรัม 
 

ละลาย EtBr  ในน้ํากลั่น คนใหละลายดวย magnetic stirrer แลวเก็บในขวดสีชา 
 

Arsenomolybdate reagent 
 

Ammonium molybdate (NH4 6.Mo7O24.4H2O) 25        กรัม 
Concentrated H2SO4    21        มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น                 450       มิลลิลิตร 
12% (w/v) Na2 HAsO4.7H2O   25       มิลลิลิตร  
 

เติมสารละลาย Na2HAsO4.7H2O  ลงในสารละลาย molybdate โดยสารละลายจะ
เปลี่ยนเปนสีเหลือง เก็บรักษาในขวดสีชา ที่อุณหภูมิหอง 

 
Copper reagent 

 
0.4% (w/v) Cupric sulfate pentahydrate             100.0      มิลลิลิตร 
NaSO4                    16.0      กรัม 
Sodium potassium tartate                   1.2      กรัม 
NaHCO3        2.4       กรัม 
น้ํากลั่น                   25.0      กรัม 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาที 
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Dry stock 
 

Coomassie brilliant blue-250              100      มิลลิกรัม 
95% Ethanol     50       มิลลิลิตร 
85% Phosphoric acid               100       มิลลิติตร 
น้ํากลั่น 
 

ละลาย coomassie brilliant blue-250 ใน 95% ethanol เติม 85% phosphoric acid แลวปรับ
ปริมาตรดวยน้าํกลั่นจนครบ 200 มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชา ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน
 
1. ช่ือ (ภาษาไทย) นางสาวนันทิยา  นามสกุล  เตชะต ิ
          (ภาษาองักฤษ)  Miss Nantiya  Techati 
 
2. เลขหมายประจําตัวประชาชน  3 5708 00239 18 1 
 
3. เกิดวันที่ 20 เดือน พฤษภาคม พ.ศ. 2525 
 
4. สถานที่เกิด บานเลขที่ 31 หมูท่ี 9 ต. ศรีดอนมูล อ. เชียงแสน จ. เชียงราย รหัสไปรษณีย 57010 
 
5. ตําแหนงงานปจจุบัน หนวยงาน ท่ีอยูท่ีติดตอไดพรอมโทรศัพท โทรสาร และ E-mail 
ผูชวยนกัวจิัย ภาควิชาโรคพชื คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 50 ถ. พหลโยธิน แขวง
ลาดยาว เขตจตุจักร กรุงเทพฯ 10900 
โทรศัพท : 085 970 5580 
โทรสาร : 02 579 9550 
E-mail : g4861082@ku.ac.th, moshi_61@hotmail.com 
 
6. ประวัติการศึกษา 
 สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมศึกษาตอนตนจากโรงเรียนเชียงแสนวิทยาคม พ.ศ 2540 

สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรยีนแมจันวิทยาคม พ.ศ 2543 
สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี ปริญญา วท.บ. (เกษตรศาสตร) 
               จากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร พ.ศ. 2547 
กําลังศึกษาระดับปริญญาโท        ปริญญา วท.บ. (เกษตรศาสตร) 
               จากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร พ.ศ. 2548-ปจจบุัน 
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7. ผลงานตีพมิพ 
1. สุดฤดี ประเทอืงวงศ สุพจน กาเซ็ม นันทิยา เตชะติ และ ประชุม จุฑาวรรธนะ. แบคทีเรียไอ

เอสอารที่ยับยัง้โรคสําคัญและปรับปรุงเพิ่มพูนคุณภาพของขาวโพด. น. 53-64. ใน 
การประชุมวิชาการขาวโพดขาวฟางแหงชาติ คร้ังท่ี 32, 13-15 กรกฏาคม 2548. จ. 
สุโขทัย.  

 
2. สุดฤดี ประเทอืงวงศ ประชมุ จุฑาวรรธนะ ณัฐธิญา เบือนสันเทียะ  ดุสิต อธินุวัฒน  และ 

นันทิยา  เตชะต.ิ 2549. การจาํแนกชนิดแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวของขาวโพดดวย
กระบวนการหลายขั้นตอน. ใน การประชมุเชิงปฏิบัติการโครงการวิจัยแมบท
ขาวโพดและขางฟาง มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร  คร้ังท่ี 2. 9-11 มีนาคม 2549. จ. 
นครนายก.   

 
3. นันทิยา เตชะติ ณัฐธิญา เบอืนสันเที๊ยะ สุพจน กาเซ็ม ประชุม จุฑวรรธนะ และ สุดฤดี 

ประเทืองวงศ.  2550. ประสิทธภิาพของเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษตอการควบคุมโรคใบ
ขีดของขาวโพด. น. 621-630. ใน เร่ืองเต็มการประชุมทางวิชาการ คร้ังท่ี 45       
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 30 มกราคม – 2 กุมภาพนัธ 2550. 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร.  

 
4. นันทิยา เตชะติ และสุดฤดี ประเทืองวงศ. 2550. ลักษณะความตานทานของขาวโพดหวาน

ตอ  Acidovorax avenae subsp avenae และความสัมพันธกับการควบคุมโรคโดย
แบคทีเรียปฏิปกษ ใน รายงานการประชุมวิชาการอารักขาพืชแหงชาติ คร้ังท่ี 8. 
โรงแรมอัมรินทรลากูล พิษณุโลก. 

 
 




