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เอกสารและสิ่งอางอิง 107 
 
 
 
 
 
 



 

(2) 

สารบัญตาราง 

 

ตารางที่ หนา 
  

1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเกิดโรคลําตนเนาแบคทีเรีย โดยเปรียบ 
เทียบระยะการเจริญของขาวโพดหวาน การใหความชืน้สูง และการใสปุย
ไนโตรเจนในสภาพเรือนทดลอง 26 

2 ผลการสํารวจและระดับการระบาดของโรคลําตนเนาแบคทีเรีย จากการสุม
ตัวอยางขาวโพดหวานตางสายพันธุในพืน้ที่ปลูก 6 จังหวัด 40 

3 จํานวนสายพนัธุเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคลําตนเนา ที่เกบ็รวบรวมและแยกจาก
ตัวอยางขาวโพดหวานในพืน้ที่ปลูก 6 จังหวัด  41 

4 ปฏิกิริยาการตอบสนองอยางเฉียบพลันของเชื้อ E. chrysanthemi pv. zaea 
สาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียตางสายพันธุ หลังฉีดเชื้อและความสามารถใน
การกอใหเกิดโรคบนขาวโพดหวานทดสอบ 48 

5   ผลผลิต PCR ของเชื้อ E. chrysanthemi pv. zeae สายพันธุเปรียบเทียบและสาย   
  พันธุไทยเพิ่มปริมาณดวยไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอบริเวณ pel gene ของ 
  เชื้อ E.chrysanthemi  และตรวจบน 0.8 เปอรเซ็นต agarose gel ชองที่ M :  
  DNA marker ชองที่ 1:Ech3937 ชอง 2: Ech11 ชอง 3: Ech14 ชอง 4: Ech18  
  ชอง 5: Ech 24 ชอง 6: Ech44 ชอง 7: Ech45 ชอง 8: Ech55 ชอง 9: Ech60 ชอง  
  10:Ech67 และ ชอง11:Ech71 ตามลําดับ 51 

6 ระดับความรุนแรงของโรคลําตนเนาแบคทีเรีย โดยใชเทคนคิการปลูกเชื้อแบบ
ตาง ๆ  ภายใตสภาพเรือนทดลอง 53 

7 อัตราการเกิดโรคและระดับความรุนแรงของโรคลําตนเนาแบคทีเรียใน
ขาวโพดหวานพันธุอินทรี 2 หลังจากปลูกเชื้อที่อายุ 7 วันภายใตสภาพเรือน
ทดลอง 57 

8 การประเมินเพื่อคัดเลือกขาวโพดพนัธุลูกผสม ตานทานตอเชื้อ E. 
chrysanthemi pv. zeaeในสภาพเรือนทดลอง   58 

9 สายพันธุและแหลงที่มาของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกจากสวนตาง ๆ ของ
ตัวอยางตนขาวโพดหวานทีเ่ก็บรวบรวมจากพื้นที่ปลูกตาง ๆ 61 



 

(3) 
สารบัญตาราง (ตอ) 

ตารางที่ หนา 
  

10 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีเชื้อแบคทีเรียที่แยกจากตวัอยางใบ ดิน
บริเวณรากและรากขาวโพดหวานทีเ่ก็บจากพื้นที่ปลูกตาง ๆ บนอาหาร NGA 
อายุ 24 ช่ัวโมง 63 

11 เชื้อแบคทีเรียที่แยกจากใบ ดินบริเวณราก และรากขาวโพดหวาน ที่มแีนวโนม
เปนเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. chrysanthemi pv. zeae 
สายพันธุ Ech11 ดวยวิธี dual culture และ cross-streak plate 71 

12 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษทีแ่ยกจากใบ ดนิบรเิวณราก และราก
ขาวโพดหวานในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. chrysanthemi pv. zeae สาย
พันธุ Ech11 สาเหตุโรคลําตนเนาแบคทเีรีย ดวยวิธี dual culture และ paper 
disc diffusion 73 

13 ผลของเชื้อแบคทีเรียที่แยกจากใบ ดนิบริเวณราก และรากขาวโพดทีเ่กบ็
รวบรวมจากพืน้ที่ปลูกตาง ๆ ที่มีตอการงอกของเมล็ดขาวโพดหวานจากการ
ทดสอบในสภาพหองปฏิบัติการ  77 

14 ประสิทธิภาพของ PGPR ที่สงเสริมการงอกและการเจรญิเติบโตของขาวโพด
หวาน ภายใตหองปฏิบัติการดวยวิธีการคลุกเมล็ด 84 

15 ประสิทธิภาพของเชื้อปฏิปกษในการควบคุมโรคลําตนเนาแบคทีเรียในสภาพ
เรือนทดลอง  87 

16 ประสิทธิภาพของเชื้อปฏิปกษในการลดการเกิดและความรุนแรงของโรคลํา
ตนเนาแบคทีเรียในสภาพไร  90 

17 ประสิทธิภาพของเชื้อปฏิปกษในการสงเสริมและเพิ่มปริมาณผลผลิตขาวโพด
หวานในสภาพไร  91 

18 คุณสมบัติทางสัณฐานและชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษแกรมบวก 94 
 
 
 

 

 



 

(4) 
สารบัญภาพ 

 

ภาพที ่ หนา 
  

1 ภาพจําลองการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่มีแนวโนมใน 
การยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. chrysanthemi  pv. zeae ในสภาพหองปฏิบัติการ 
บนอาหาร NGA โดยวิธี  dual culture (ก) cross-streak plate (ข) และ paper disc 
diffusion (ค) 31 

2 ลักษณะอาการบริเวณลําตนฉ่าํน้ํา (ก) แสดงอาการเนาเกือบทั้งตน (ข) และฉ่ําน้ํา  
อยางรุนแรงจนตนหกัพับ (ค) เมื่อผาดูเนือ้เยื่อภายในเนาเละเปนสีน้ําตาลและกลิ่น 
 เหม็น (ง)  42 

3 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Erwinia chrysanthemi pv. zeae สาเหตุโรคลําตนเนาที่
เจริญบนอาหาร NGA ที่มีลักษณะโคโลนีสีขาวอมเทา นนู วาว ขอบเรียบ (ก) และ
ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ที่มีลักษณะเปนรูปไขดาวตรงกลางโคโลนีนูน 
กลม สีเหลืองเขมลอมรอบดวยสีขาว (ข) และการทดสอบแกรมดวยวิธี Gram stain 
พบวาเซลลแบคทีเรียเปนแกรมลบติดสีแดงของ safranin-o (ค) 43 

4 ลักษณะการเกดิปฏิกิริยาการตอบสนองอยางเฉียบพลัน (HR) บนใบยาสูบ 
(Nicotiana tabacum cv. xanthi) หลังการฉดี suspension ของเชื้อแบคทีเรีย E. 
chrysanthemi pv. zaea สาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรีย 46 

5 ลักษณะ clear zone บนอาหารทดสอบที่เกิดจากกิจกรรมของเอมไซมที่เชื้อ  
 E. chrysanthemi pv. zeae สาเหตุโรคลําตนเนาแบคทเีรียโดยผลิต cellulose (ก) 
และ pectinase (ข) 46 

6 ลักษณะทางสรีรวิทยาและชวีเคมีบางประการของเชื้อ E.chrysanthemi pv. zeae     
สาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียตางสายพันธุและสายพันธุเปรียบเทียบ Ech3937  50 

7 ลักษณะอาการโรคลําตนเนาแบคทีเรีย ที่ระดับความรุนแรงของโรค หลังจากปลูก
เชื้อดวยวิธีที่ 3 ภายใตสภาพเรือนทดลอง (ก) ไมแสดงอาการโรค  (ข) แสดงอาการ
ฉ่ําน้ําบริเวณตนและยอด (ค) แสดงอาการฉ่ําน้ําและเนาเละบริเวณตนและยอดที่ 
(ง) แสดงอาการเนาเละบริเวณขอและใบฉ่ําน้ําอยางรุนแรงและตนหกัลม 54 



 

(5) 
สารบัญภาพ (ตอ) 

ภาพที ่ หนา 
  

8 ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่แยกจากใบ ดนิบริเวณรากและรากขาวโพด
หวาน 66 

9 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุคุณภาพในการเจริญแขงขันและ
การผลิตสารยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ E. chrysanthemi  pv. zaea สายพันธุ 
Ech11 ในสภาพหองปฏิบัติการดวยวิธี paper disc diffusion (ก = สายพนัธุ PCL17 
ข = สายพันธุKCL10  ค =สายพันธุ KCR21 ง =สายพันธุ KCR20  จ = สายพันธุ 
LCR9  และ ฉ = Control) 

 
 
 

 
75 

10 ศักยภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการสงเสริมการเจริญเติบโตของกลา
ขาวโพดหวาน ภายใตสภาพหองปฏิบัติการโดยใชสายพนัธุ KCR20 PCL17 
KCR21 เทียบกับน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ (control) 85 

11 ระดับความรุนแรงของโรคลําตนเนาแบคทีเรียบนตนขาวโพดหวานที่ผานการคลุก
เมล็ดกอนปลกูรวมกับการพน 3 คร้ัง ดวยแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ KCR21 (ก)  
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีที่ไมมีการใชแบคทีเรียปฏิปกษที่แสดงอาการโรครุนแรง 
(ค)  และคุณภาพผลผลิตขาวโพดหวาน (ขนาดและความสมบูรณฝก) จากตน
ขาวโพดหวาน ที่มีการใชแบคทีเรีย KCR21 (ข) และกรรมวิธีควบคุมทีไ่มมีการใช
แบคทีเรียปฏิปกษ (ง) 92 

12 ลักษณะรูปรางของเซลลในการติดสีแกรมของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ 
PCL17 (ก)  และแบคทีเรียสายพันธุ KCR21(ข) ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 
1,000  เทา   95 

 
 
 



การระบาด แหลงพันธุตานทานและชีววิธีการควบคุม Erwinia chrysanthemi pv. zeae 
สาเหตุโรคลําตนเนาของขาวโพดพันธุลูกผสม 

 
Distribution, Source of Resistance and Biological Control of Erwinia chrysanthemi 

pv. zeae Caused Stalk Rot of Hybrid Corn 
 

คํานํา 
 

 ขาวโพดหวาน (sweet corn) จัดเปนพืชที่มคีวามสําคัญทางเศรษฐกิจทีใ่ชในการบริโภคทั้ง
ในลักษณะฝกสด และใชเปนวัตถุดิบแปรรูปในอุตสาหกรรมอาหาร นอกจากนี้สวนลําตนของ
ขาวโพดหวานสามารถนํามาใชเปนพืชอาหารสัตว ไดแก ตนสด ตนแหงหรือใชเปนวตัถุดิบสําหรับ
การทําขาวโพดหมัก (ราเชนทร, 2539) ขาวโพดหวานสามารถปลูกไดในหลายพื้นที่ เนื่องจาก
สามารถปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมทีแ่ตกตางกันได แตจะใหผลผลิตดีที่สุดในพื้นที่ที่มีปริมาณ
น้ําฝนและ/หรือระบบชลประทานที่มีน้ําเพยีงพอ สําหรับประเทศไทยมกีารปลูกขาวโพดหวาน
กระจายอยูทัว่ทุกพื้นที่ของประเทศ แตปริมาณผลผลิตขาวโพดภายในประเทศไมเพยีงพอตอความ
ตองการ การเพิ่มผลผลิต ซ่ึงการปรับปรุงพันธุจึงเปนทางเลือกหนึ่งของนักวิชาการเกษตร โดยการ
พัฒนาขาวโพดพันธุใหมจากเดิมพนัธุที่สงเสริมใหใชพนัธุลูกผสมเปดเปนพนัธุปลูก ตอมามีการ
พัฒนาพันธุใหมที่ใหผลผลิตทั้งดานปริมาณและคณุภาพดีกวา ซ่ึงสวนใหญเปนพันธุลูกผสมที่มีการ
นําสายพันธุพอแมจากตางประเทศมาปรับปรุงหรือผสมกับพันธุทองถ่ิน ซ่ึงสายพันธุลูกผสมเหลานี้
มักออนแอตอโรคและแมลงศัตรูพืช จึงสงผลใหสถานการณโรคระบาดของขาวโพดมกีาร
เปลี่ยนแปลง โรคที่ไมสําคัญในอดีตกลับทวีความรุนแรงเพิ่มขึ้น ตัวอยางเชนโรคลําตนเนา
แบคทีเรีย ที่เกดิจาก Erwinia chrysanthemi pv. zeae สุดฤดี และคณะ(2547), Jeamviijit et al. 
(2005) พบการระบาดของโรคในแปลงปลูกขาวโพดหวานและขาวโพดขาวเหนยีวที่มีรายงานใน
พื้นที่จังหวัดนครราชสีมา ลพบุรี เพชรบูรณ และกาญจนบุรี โดยการระบาดของโรคดังกลาวมี
แนวโนมที่จะระบาดเพิ่มและขยายวงกวางมากขึ้น ทั้งนี้การแพรระบาดของโรคพืชชนิดตาง ๆ เปน
กลไกที่ยุงยากซับซอน และมีปจจัยที่ผันแปรเขามาเกี่ยวของคือ ชนิดและพันธุพืชที่ออนแอ สาย
พันธุเชื้อโรคที่รุนแรง และสภาพแวดลอมที่เหมาะสม (สุดฤดี, 2548) เมือ่สภาพแวดลอมดังกลาว
เปลี่ยนแปลงบทบาทของสาเหตุโรคแตละชนิดก็จะเปลี่ยนแปลงไป เชน การชักนําใหเชื้อสาเหตุโรค
บางชนิดกลายพันธุและอาจเปนสายพันธุใหมที่รุนแรงเขาทําลายพืชทําใหสถานการณการระบาด 
ของโรคในขาวโพด การใชพันธุตานทานโรคแบบเดิมมกัไมไดผลเนื่องจากเชื้อสาเหตุโรคมี 
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วิวัฒนาการในการปรับตัวและเขาทําลายพืช นอกจากนี้ในปจจุบันการใชสารเคมีอยางผิดวิธี
กอใหเกิดผลกระทบตอส่ิงแวดลอม และตกคางในผลผลิตเปนอันตรายตอผูบริโภค  ตลอดจนปญหา
เชื้อโรคเกิดการดื้อตอสารเคมี (Moorman and Lease, 1992) กอใหเกดิเชื้อสายพันธุกลายและ/หรือ
ผาเหลาที่มีความรุนแรงกวาเดิม การใชสารเคมีในปริมาณมากเกินความจําเปนยังสงผลกระทบตอ
ส่ิงมีชีวิตชนิดอื่น ๆ โดยเฉพาะแมลงและจลิุนทรียที่เปนประโยชน ทําใหเกดิการระบาดของโรค
มากขึ้น (Rodringuez  and Curl, 1980) การควบคุมโรคโดยชีววิธี (biological control) จึงเปน
แนวทางหนึ่งที่จะชวยลดปญหาดังกลาวได โดยการใชจลิุนทรียที่มีประโยชนเขารวมในระบบการ
ผลิตและชักนาํใหขาวโพดเกิดความตานทานโรค (สุดฤดี, 2548; Prathuangwong, 2004) ทั้ง
คุณสมบัติในการแกงแยงอาหารไดดี  มีอัตราการเจริญที่รวดเรว็ครอบคลุมผิวใบไดกอนเชื้อโรค 
การผลิตสารปฏิชีวนะยับยั้ง ตลอดจนการเปนปรสิตตอเชื้อโรคโดยตรง ซ่ึงเปาหมายดังกลาว
สามารถนําไปใชในการควบคุมโรคลําตนเนาแบคทีเรียของขาวโพดโดยชวีวิธีเพื่อทดแทนการใช
สารเคมีที่สงผลกระทบตอสภาพแวดลอมการเกษตร 
 
 การศึกษาวิจยันี้มีวัตถุประสงคเพื่อติดตามการแพรระบาดของโรคลําตนเนาแบคทเีรีย และ
การศึกษาความหลากหลายของสายพันธุเชื้อกอโรคบนพื้นฐานความสามารถในการเขาทําลายพืช
อาศัย เพื่อพัฒนาวิธีการคัดเลือกพันธุตานทาน และแนวทางการควบคมุโรคที่เหมาะสมดวยวิธีการ
ทางชีวภาพทดแทนการใชสารเคมีที่สงผลกระทบตอปจจยัตาง ๆ ไดอยางยั่งยืน 

 
 

 
 
 

   
 

 
 
 
 



วัตถุประสงค 

 
1.  เพื่อศึกษาการแพรระบาดและประเมนิความรุนแรงของโรคลําตนเนาที่เกิดจากเชื้อ Erwinia  

chrysanthemi pv. zeaeในขาวโพดพนัธุลูกผสม 
 

2.  เพื่อคัดเลือกและประเมินประสิทธิภาพเชื้อแบคทีเรียทีม่ีคุณสมบัติในการควบคุมโรคลํา
ตนเนาที่เกิดจากเชื้อ Erwinia  chrysanthemi pv. zeae ของขาวโพดพนัธุลูกผสมในสภาพ
หองปฏิบัติการ เรือนปลูกพืชทดลองและสภาพไร 
 
 
 



การตรวจเอกสาร 

 

1.  ความสําคญัของขาวโพดหวาน   

 
ขาวโพดหวานเปนพืชเศรษฐกิจที่นาจบัตามองของประเทศ เนื่องจากในชวง 5 ป ที่ผานมา

การสงออกผลิตภัณฑขาวโพดหวานมีแนวโนมเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง โดยใน ป 2548-2549 มีการ
ขยายพืน้ที่ปลูกมากขึ้น ซ่ึงภาพรวมการผลิตคาดวาจะมีผลผลิตทั้งหมด 4.187 ลานตันจากพื้นที่ปลูก 
6.942 ลานไร (พัชรา, 2548) ผลผลิตที่เพิ่มขึ้นสวนใหญเปนขาวโพดพนัธุลูกผสมโดยปจจุบนัมี
ปริมาณการใชพันธุลูกผสมรอยละ 90.48 (เกรียงศักดิ์, 2544) ซ่ึงพื้นที่ปลูกอยูในเขตภาคเหนือ ภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง นอกจากนี้การสงออกขาวโพดหวานดิบหรือทําใหสุกในรูปแช
แข็งมีการขยายตัว ซ่ึงเปนผลมาจากขาวโพดหวานของไทยสามารถแขงขันไดดีทั้งในดานราคาและ
คุณภาพ โดยสถานการณการผลิตขาวโพดหวานของไทยในปจจุบนัมีการสงออกเปนอันดับ 3 ของ
โลก รองจากฮังการี และสหรัฐอเมริกา ทําใหพื้นทีป่ลูกขาวโพดหวานมแีนวโนมขยายตัวมากขึ้น 
เพื่อรองรับกับความตองการของตลาดขาวโพดหวาน แตประเทศไทยมขีอไดเปรียบทีสํ่าคัญ 2 
ประการ เมื่อเทียบกับผูผลิตและสงออกรายใหญ คือ ฮังการี และสหรฐัอเมริกา คือ ประเทศผูผลิต
เหลานั้นมีฤดกูาลผลิตสั้นประมาณ 60 วันในชวง 1 ป เนือ่งจากขาวโพดหวานเปนพชืที่ตองการแสง
มาก ในประเทศเมืองหนาวจงึปลูกไดเฉพาะในชวงฤดูรอนเทานั้น สวนขอไดเปรียบทีสํ่าคัญอีก
ประการ คือ คาใชจายทางดานขนสงทางเรือต่ํากวามาก โดยเฉพาะอยางยิ่งตลาดในเอเชีย เชน ญ่ีปุน 
เกาหลี ไตหวนั ที่มีความตองการนําเขาสินคาขาวโพดหวานเปนปริมาณมาก 
 
2.  การสํารวจโรคขาวโพดหวานที่สําคัญ    
 
 การสํารวจและเก็บรวบรวมขอมูลพื้นฐานเกี่ยวกับการเกดิโรค นับเปนปจจัยสําคัญที่
สามารถลดความเสี่ยงและความเสียหายตอผลผลิตในระบบการปลูกพชื เพื่อจัดเปนฐานขอมูลใน
การประเมินและพยากรณโรคตามพื้นที่นั้น ๆ  เนื่องจากสภาพภูมิอากาศและสภาพพืน้ที่ปลูกมีปจจัย
หลายอยางที่เกื้อหนุนใหเกดิการเขาทําลายของเชื้อกอโรค หากมีการสํารวจและตดิตามสถานการณ 
การแพรระบาดอยางตอเนื่อง ก็สามารถแกปญหาและลดความเสียหายได ที่ผานมีการรายงานการ
สํารวจรวบรวมขอมูลการระบาดของโรคขาวโพดในแหลงปลูกที่สําคัญ ประชุมและคณะ (2544) 
ไดสํารวจโรคของขาวโพดในพื้นที่ปลูกขาวโพดในภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือและภาค
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กลางใน 11 จังหวัดในป 2541-2543 พบการระบาดของโรคที่เกิดกับสวนใบ ฝก และลําตน
ขาวโพดในพืน้ที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนอื ภาคเหนือ และภาคกลาง ป 2547 จํานวน 4 จังหวัด ที่ 
อําเภอครบุรี จังหวัดนครราชสีมา อําเภอเมอืง จังหวดันครพนม อําเภอวัดสิงห จังหวดัชัยนาท และ
อําเภอพบพระ อําเภอแมสอด จังหวัดตาก และสํารวจโรคของขาวโพดหวานจากแหลงปลูกในภาค
กลาง และภาคตะวนัตก ภาคเหนือและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ในป พ.ศ. 2548 จํานวน 4 จังหวัด 
ที่ อําเภอมวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี อําเภอทามวง จังหวัดกาญจนบุรี อําเภอศรีสําโรง จังหวัดสุโขทัย 
อําเภอพบพระ จังหวดัตาก และ อําเภอปากชอง จังหวดันครราชสีมา (พีระวรรณ และคณะ, 2550) 
พบโรคที่สําคัญไดแก โรคราน้ําคาง(Peronosclerospora sorghi) โรคราสนิม (Puccinia polysora) 
โรคใบไหมแผลเล็ก (Bipolaris maydis) และโรคลําตนเนาแบคทีเรีย (Erwinia chrysanthemi pv. 
zeae) นอกจากนี้ยังพบการระบาดของโรคลําตนเนาแบคทีเรียแปลงปลูกในขาวโพดหวานและ
ขาวโพดขาวเหนียวในพื้นทีจ่ังหวดั นครราชสีมา ลพบุรี เพชรบูรณ และกาญจนบุรี (สุดฤดี และ
คณะ, 2547) เชนกัน ซ่ึงขอมูลดังกลาวสามารถนํามาใชในการประเมนิการแพรระบาดในแตละพืน้ที่ 
 
3.  โรคท่ีสําคญัของขาวโพดหวาน 
 

โรคเปนปจจัยสําคัญที่สรางความเสียหายตอปริมาณผลผลิต เนื่องจากความตองการ
ขาวโพดหวานมีแนวโนมเพิม่สูงขึ้นทําใหมีการขยายพืน้ที่ปลูก เดิมเกษตรกรใชพนัธุขาวโพดผสม
เปดตอมามีการพัฒนาสายพนัธุใหมที่ใหผลผลิตเพิ่มสูงขึ้น ซ่ึงสวนใหญเปนพันธุลูกผสมที่มัก
ออนแอตอโรคและแมลงในทองถ่ิน สงผลใหสถานการณการระบาดของโรคเปลี่ยนแปลงไป 
รวมถึงความผันแปรของสภาพแวดลอมที่เกื้อหนุนใหการเกิดโรครุนแรงขึ้น โดยโรคที่เกิดกับ
ขาวโพดหวานสามารถเกิดไดทั้งเชื้อรา แบคทีเรีย และไวรัส พบทั้งที่สวนใบ ฝก และลําตน ชนิด
และความรุนแรงของโรคจะแตกตางกันไปตามพื้นที่ปลูกไดแก ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนอื 
และภาคกลาง (ประชุม และคณะ, 2544) นอกจากนีย้ังพบการระบาดของโรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย 
ซ่ึงแตเดิมไมมคีวามสําคัญหรือไมเคยพบการระบาดในประเทศไทยมากอนไดแก โรคใบขีด
ขาวโพดและโรคลําตนเนาแบคทีเรีย ซ่ึงเชื้อดังกลาวสรางความเสียหายกับขาวโพดพนัธุลูกผสม 
ประมาณ 10 เปอรเซ็นต (สุดฤดี และคณะ, 2547) ซ่ึงโรคที่สําคัญของขาวโพด ไดแก 

 
3.1 โรคใบดางไวรัส  
  
       เชื้อสาเหตุ Maize Dwarf Mosiac Virus  
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       ลักษณะอาการของโรค ใบเหลืองซีดทัว่ทั้งใบหรือเปนขีดสั้น ๆ ยอดออนมีสีเหลือง

ซีด ตนแคระแกรน ถาอาการรุนแรงจะทําใหตนแหงตาย ถาเชื้อเขาทําลายตนขาวโพดที่โตแลว ฝก
จะไมสมบูรณ ซ่ึงลักษณะอาการคลายโรคราน้ําคาง แตใบขาวโพดที่เปนราน้ําคางจะพบผงสีขาว
ของสปอรใตใบในเวลาเชา 

 
3.2 โรคราน้ําคาง 
 

        เชื้อสาเหตุ  Peronosclerospora sorghi 
 
          ลักษณะอาการของโรค ใบขาวโพดจะเปนทางยาวสีเหลือง สีเขียวออน และสีเขียวแก
สลับกัน บริเวณใตใบเปนทางยาวสีเหลือง หรือเขียวออนจะมีผงคลายแปงเกาะตดิอยู ซ่ึงมักพบใน
ตอนเชาที่มีอากาศเยน็และมนี้ําคางมาก ถาเปนกับตนเล็ก ตนจะแคระแกรน ถาเปนกบัตนขาวโพด
ตนโตตนขาวโพดอาจจะติดฝกแตฝกจะยาวคลายงวงชาง ไมมีเมล็ด บางครั้งอาจจะพบวายอด
ขาวโพด จะมปีลองสั้น ๆ และมีใบแตกเปนฝอยขนาดเลก็ ทําใหเห็นเปนพุม ดอกตัวผูจะแตกเปน
แขนงเล็กเปนชอ 
 

3.3 โรคใบไหมแผลใหญ 
 

        เชื้อสาเหตุ Exserohilium turcicum 
 

       ลักษณะอาการโรค  แผลขนาดเล็กสีคลายฟางขาว ตอมาแผลจะขยายใหญยาวตามใบ
เมื่อสภาพแวดลอมเหมาะสมจะพบอาการแผลบนใบขาวโพดหลายแผลตอกันขยายทําใหใบแหง
ตาย หากพบทีก่าบฝกจะทาํใหฝกไมสมบูรณ 
 

3.4 โรคราสนิม 
 

        เชื้อสาเหตุ Puccinia polysora 
       ลักษณะอาการของโรค เกดิขึ้นไดทุกระยะการเจริญของตนขาวโพด เปนจดุเล็ก ๆ สีน้ําตาลแดง
ตอมาแผลจะแตกออกเปนสสีนิมเหล็ก หากรุนแรงจะทําใหใบแหงตาย 
 

3.5 โรคใบไหมแผลเล็ก 
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        เชื้อสาเหตุ Bipolaris maydis 
 
        ลักษณะอาการของโรค ใบจะเปนจดุเล็ก ๆ สีเขียวออนฉ่ําน้ําตอมาจะขยายออกตาม
ความยาวใบตรงกลางแผลสีเทาขอบแผลสีน้ําตาลแดง หากอาการรุนแรงจะทําใหใบไหมแหง 
 

3.6 โรคใบขีด 
 

        เชื้อสาเหตุ Acidovorax avenae 
 
        ลักษณะอาการของโรค พบอาการใบเปนแผลขีดขนาดไปกับเสนใบ รูปรางไมแนนอน 
สีซีดถึงเหลืองและแหงกลายเปนสีน้ําตาล 
 

3.7 โรคลําตนเนาแบคทีเรีย 
 

        เชื้อสาเหตุ Erwinia chrysanthemi pv. zeae 
 
                    ลักษณะอาการของโรค พบอาการใบไหมจากปลายใบมาทีโ่คนใบ ยอดขาวโพดมีสีซีด 
เหี่ยว เฉา ตอมาลุกลามเปนยอดเนา บริเวณขอเหนือดินเปนรอยฉ่ําน้ําสนี้ําตาล เมื่อผาดูพบทอ
ลําเลียงเปนสีน้ําตาลเนื้อเยื่อภายในถูกยอยสลาย มีเมือกไหลเยิ้มกลิ่นเหม็นในที่สุดตนหักลมพับหาก
ชวงติดฝกจะทาํใหฝกไมสมบูรณและลีบ 
 
4. โรคลําตนเนาแบคทีเรีย  
              
  โรคลําตนเนาแบคทีเรียของขาวโพด (bacterial stalk rot) เกดิจากเชื้อแบคทีเรีย E. 
chrysanthemi  pv. zeae จัดเปนโรคสําคัญโรคหนึ่งที่มีแนวโนมที่จะเปนโรคระบาดและสรางความ
เสียหายตอการปลูกขาวโพดของประเทศ โดยเฉพาะกลุมขาวโพดหวานพันธุลูกผสมและขาวโพด
ขาวเหนียว ซ่ึงพบการระบาดป 2547 พบการระบาดในพืน้ที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนอืและภาคกลาง 
ระหวางเดือนเมษายน- กรกฏาคม ในจังหวัด นครราชสีมา ลพบุรี เพชรบูรณ และกาญจนบุรี (สุดฤดี 
และคณะ, 2547) ในป 2547-2548 พบโรคลําตนเนาแบคทีเรียขาวโพด ในพื้นที่อําเภอทามวง จังหวดั
กาญจนบุรี และอาํเภอมวกเหล็ก จังหวดัสระบุรี ในชวงระยะเวลาเดียวกัน (พีระวรรณ และคณะ, 
2550) ซ่ึงพีระวรรณ และคณะ (2541) และ ประชุม และคณะ (2544)  พบการระบาดของโรคลําตน
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เนาของขาวโพดหวานในพืน้ที่ปลูกในภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคกลางจํานวน 
11 จังหวดั ในป 2541-2543  ปญหาโรคดังกลาวทําใหผลผลิตของขาวโพดหวานลดลง ซ่ึงเปนผล
จากจํานวนตนขาวโพดในแปลงถูกทําลาย  
 

4.1 ลักษณะอาการของโรคลําตนเนาแบคทีเรีย 
 

      อาการเริ่มแรกของโรคลําตนเนาแบคทีเรียจะแสดงอาการใบไหมจากปลายใบเขามาที่
โคนใบสวนยอดของลําตนมีลักษณะสีซีดเหี่ยวเฉาตอมาใบจะไหมลุกลามเปนยอดเนา อาการรุนแรง
มากเมื่อขาวโพดหวานอยูในชวงระยะออกดอกจนถึงตดิฝก ลําตนจะฉ่ําน้ํา มักพบตรงบริเวณขอที่
อยูเหนือดิน ลักษณะเปนรอยฉ่ําน้ําสีน้ําตาลแดงหรือสีน้าํตาลเขม ทอน้ําทออาหารถูกทําลายเมื่อผาดู
เนื้อเยื่อภายในจะถูกยอยสลาย มีเมือกไหลเยิ้ม มีกล่ินเหมน็ ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะที่บงบอกเชื้อ
สาเหตุโรค หากเกิดรุนแรงลําตนจะออนนุมหักพับ (ไพโรจน, 2525) นอกจากนีย้ังพบอาการบริเวณ
ยอดแหงตายเรียกอาการนีว้า top rot ฝกจะเล็ก ลีบ เนา บางครั้งยืนตนตาย และยังพบอาการโรค
บริเวณเปลือกหุมฝก กานฝก (Hingorani et al., 1959) ถาแสดงอาการหลังติดฝก ฝกที่ไดเมล็ดจะไม
สมบูรณผลผลิตเสียหายมาก (ชุติมันต, 2545) หากในระบบปลูกมีการใหน้ําแบบพนฝอยจะทําให
เกิดการระบาดของโรคทําใหเกิดอาการยอดเนา ใบบนจะมีอาการเหี่ยวและเกิดการเนาเละ อาการจะ
ลุกลามจากยอดลงมา จนกระทั่งเกดิตนหกัลม ซ่ึงอาการเนาเละดังกลาวเกิดจากเชื้อแบคทีเรียผลิต 
cell wall degrading enzyme ไดแก เอ็นไซม pectate lyase polygalacturonase cellulose และ 
protease ซ่ึงเอ็นไซมเหลานี้เปนปจจยัหลักที่สงผลตอความรุนแรงในการกอใหเกิดโรค  (Barras et  
al., 1994) 

 
4.2 ลักษณะของเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรีย 

    
    เชื้อแบคทีเรีย E. chrysanthemi pv. zeae ช่ือเดิม E. carotovora var. zeae Sabet. เปน
แบคทีเรียแกรมลบ รูปรางทอน (rod shap) มีขนาดระหวาง 0.6-0.9 × 0.8-1.7 ไมครอน เคลื่อนที่ได
ดวยแฟกเจลลายาวรอบตวั (peritrichous flagella) ไมสรางแคปซูล ไมติดสียอมที่เปนกรด การเจริญ
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar (NA) สรางโคโลนีสีขาวอมเทา นูน วาว เรียบ ขอบ สม่ําเสมอ เมื่อ
เล้ียงบนอาหาร potato glucose agar (PDA) ที่ pH 6.5 นาน 3-6 วัน โคโลนีจะมีลักษณะคลายไขดาว 
โดยตรงกลางโคโลนีมีลักษณะกลม นูน สีเหลืองเขมลอมรอบดวยโคโลนีสีขาว (Christensen and 
Wilcoxson, 1966) และบนอาหาร yeast extract dextrose calcium carbonate (YDC)  จะมีเม็ดสีน้ํา
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เงินเขมไมละลายน้ําในโคโลนี เมื่อเล้ียงทีส่ภาพอุณหภูม ิ22-27 องศาเซลเซียส นาน 5-7 วัน 
(Bradbury, 1977)  

 
4.3 การเขาทําลายและการแพรกระจายของเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรีย 
 

        เชื้อสาเหตโุรคดังกลาวจะเขาทําลายและทําความเสยีหายกับตนขาวโพด โดยจะเริ่มพบ
เมื่อขาวโพดอายุ 3 สัปดาห หากโรคเขาทําลายในระยะกอนออกดอกจนถึงระยะออกดอก (Pre-
silkinguntil flowering stage) ตนจะตายอยางรวดเร็ว และจะระบาดอยางรุนแรงในสภาพอากาศรอน
และมีความชืน้สูงติดตอกัน (Lal and Singh, 1984) หรือในสภาพที่ขาวโพดมีความออนแอ ซ่ึง
รวมถึงการไดรับความชื้นสูงหรือไดรับธาตุอาหารไมสมดุล รวมทั้งเกิดจากการเขาทําลายจากแมลง 
ไสเดือนฝอย หรือความเสียหายจากบาดแผลชวงที่อากาศมีความแปรปรวน หรืออากาศชื้น กอนจะ
ไดรับการผสมเกสรและกอนออกไหมจะเปนชวงที่ขาวโพดออนแอตอการเขาทําลายของเชื้อโรค
มาก อยางไรกต็ามถาปรับโปแตสเซียมและฟอสฟอรัสใหสมดุลกันก็จะลดการเกิดโรคนี้ได แตถา
ไนโตรเจนสูงและไมสามารถเปลี่ยนรูปและนําไปใชประโยชนไดจะทําใหความรนุแรงของโรค
สูงขึ้น หากราก ลําตน และใบ ที่ไดรับความเสียหายจากแมลง ไสเดือนฝอย หรืออุปกรณทาง
การเกษตร จะนําไปสูการเกดิโรคในขาวโพดที่ถูกเชื้อเขาทําลายหรือแมลงก็จะสงเสริมใหเชื้อ
สาเหตุโรคเขาทําลายไดงายขึ้น เชน การเขาทําลายของไสเดือนฝอย (Pratylenchus spp.) เปน
ไสเดือนฝอยทีท่ําใหเกิดโรครากแผลจะทําใหเกิดโรคลําตนเนาได (สืบศักดิ์, 2538) 
 

       เชื้อนี้สามารถอาศัยและมีชีวิตอยูในดนิสภาพไรที่ระดับความลกึตั้งแตผิวดนิลึก 10 20 
และ 30 เซนติเมตร ไดนาน 6 สัปดาห (วนิดา และคณะ, 2531) และมีปริมาณมากนอยแตกตางกันซึ่ง
การอยูรอดของเชื้อในดนิ ขึน้อยูกับสภาพดิน ความชืน้ อุณหภูมิ และกิจกรรมของจลิุนทรียดิน 
ความเปนกรด-ดางของดิน (Voronkevich, 1960) ดังที่ Rangaragan and Chakarvarti (1970) พบวา
ในสภาพไรที่อุณหภูมิ 34-37 องศาเซลเซีส เชื้อสาเหตุสามารถมีชีวิตอยูไดนานถึง 7 เดือน นอก 
จากนีย้ังแพรระบาดไดโดย น้ําฝน และแมลง ทําใหการระบาดของเชื้อพรอมที่จะเขาทําลายพืชใน
ฤดูปลูกตอไปและโรคมักระบาดรุนแรงในบริเวณที่มกีารระบายน้ําไมด ีการปลูกพืชหนาแนน  ทํา
ใหอากาศอบอาวขาดการระบายอากาศและอุณหภูมิสูงโดย เชื้อที่อาศยัอยูในเศษซากของขาวโพดที่
ตกอยูในดินจะเขาทําลายขาวโพดทางชองเปดธรรมชาติ  (stomata hydathods) หรือเขาทําลายทาง
บาดแผลที่เกิดขึ้นบนใบหรือลําตนจากแมลงหรือรอยฉีกขาด ซ่ึงโรคนี้ไมสามารถถายทอดทางเมล็ด 
แตจะรนุแรงในชวงที่มีฝนตกชุก และในทีท่ี่อากาศถายเทไมสะดวก การเขาทําลายโดยทัว่ไปจะพบ
ในแปลงขาวโพดที่มีการใหน้ําแบบรองและแบบพนฝอย นอกจากนีย้งัพบวาวัชพืชบางชนิด
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สามารถเปนพืชอาศัยขามฤดู (alternate host) ของเชื้อสาเหตุโดย วนดิา และคณะ (2536) ได
รายงานวาหญาโปรงคาย (Rottboellia exaltata L.F.) เปนพืชอาศัยของโรคนี้ สามารถอยูขามฤดูจน
ครบรอบการปลูกขาวโพดฤดูใหม 
  
 สําหรับการปองกันกําจดัโรคตนเนาเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย ยังไมมวีิธีการใดที่มี
ประสิทธิภาพสูงสุด แตตองอาศัยหลายวิธีการรวมกัน และควรหลีกเลีย่งการปลูกขาวโพดหวาน 
และขาวโพดสายพันธุแททีเ่คยมีโรคระบาด และควรปลูกขาวโพดบริเวณที่มีการระบายน้ําไดดีน้ํา
ไมทวมขัง หลีกเลี่ยงการปลกูพืชหนาแนนและการใสปุยไนโตรเจนปรมิาณสูง เพิ่มอนิทรียวัตถุสูง
กวา 1.5 เปอรเซ็นต เพื่อปรับใหมีการแขงขันของจุลินทรียปฏิปกษตอเชื้อโรคปลูกพืชหมุนเวียนใน
แหลงที่เคยมกีารระบาด  
 
5.  การคัดพันธุขาวโพดหวานตานทานโรค  
 

โดยธรรมชาติขาวโพดหวานจะออนแอตอโรคและแมลงมากกวาขาวโพดไร โดยเฉพาะอยาง
ยิ่งในชวงแรก ๆ ของการเจริญเติบโต (ทวศีักด, 2540) ซ่ึงมีผลทําใหโรคตาง ๆ เชน โรครานํ้าคาง 
โรคใบไหมแผลเล็ก และโรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย สามารถทําลายไดงาย โรคบางชนิดสามารถ
ควบคุมไดโดยการปรับปรุงพันธุ หรือคัดเลือกพันธุขาวโพดเพื่อใหตานทานโรค แตโรคที่เกิดจาก
เชื้อแบคทีเรียมีวิธีการควบคมุโดยสารเคมีมักไมไดผล ทัง้นี้การที่จะไดพันธุพืชตานทานโรคใดโรค
หนึ่งหรือหลายโรคในตนเดยีวกันอาจใชหลายวิธีรวมกนั ในการคัดเลือกตนพืชที่สามารถมีชีวิตอยู
ไดเมื่อพืชนัน้อยูในสภาพทีถู่กเชื้อโรคเขาทําลายตามธรรมชาติ/หรือการปลูกเชื้อ โดยวัตถุประสงค
หลักในการคัดเลือกสายพันธุพืชตานทาน เพื่อใหไดพอ-แมที่ตานทานตอการเขาทําลายของโรคและ
ใชเปนแหลงพนัธุกรรม สําหรับการพัฒนาปรับปรุงพันธุพืชตานทาน  ซ่ึงนักโรคพืชสามารถนํา
วิธีการดังกลาวมาใชในการทดสอบระดับความตานทานโรค โดยวิธีการปลูกเชื้อแลวทาํการ
ประเมินการเกดิโรคที่ผันแปร ซ่ึงสายพันธุที่ตานทานโรคจะมีเปอรเซน็ตการเกดิโรคนอยและให
ผลผลิตสูง สวนพันธุที่ออนแอจะมเีปอรเซ็นตการเกิดโรคสูงและใหผลผลิตต่ํา 
  

ทั้งนี้การศึกษาวิจัยในประเทศไทยสามารถนําผลสําเร็จของการคัดเลือกลักษณะตานทานโรค
ราน้ําคางจากขาวโพดไรมาปรับปรุงพันธุขาวโพดหวานได โดยนําลักษณะความแข็งแรงและความ
แปรปรวนทางพันธุกรรม (genetic variation) ของขาวโพดไร มาปรับปรุงพันธุขาวโพดหวาน (ธวัช 
และคณะ, 2531) ตัวอยาง เชน การสรางพันธุ TSSC#1DMR ใหตานทานตอโรครานํ้าคาง แต
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ขาวโพดหวานพันธุนี้มีคุณภาพไมดีนกั สวนพันธุ ATS-1 มีความตานทานตอหนอนเจาะฝก 
(ทวีศักดิ,์ 2540) 

 
Abedon and Tracy (1998) ทําการคัดเลือกพันธุขาวโพดตานทานโรคแบบวงจร (recurrent 

selection) ในการปรับปรุงพันธุขาวโพดหวานใหตานทานตอโรคราสนิม โดยใชขาวโพดหวาน 3 
ประชากร ภายใตสภาพที่ปลูกเชื้อโรคราสนิม ในป 1989, 1990, 1993, 1994 และ 1995 และภายใต
สภาพที่ไมไดปลูกเชื้อโรคราสนิมในป 1994 และ 1995 พบวา เปอรเซน็ตของพื้นที่ใบที่ถูกเขา
ทําลายลดลง มีแนวโนมลดลง แตลักษณะโดยทั่วไปทั้ง 3 ประชากรมแีนวโนมดีขึ้น วันออกดอกเรว็
ขึ้น การคัดเลือกในลักษณะรปูทรงตน นํ้าหนักฝก และวนัออกดอกตวัผูและวนัออกไหมสามารถใช
ในการคัดเลือกเพื่อใหขาวโพดมีความตานทานตอโรคราสนิมได 

 
คฑารัตน (2546) ไดคัดเลือกและปรับปรุงพันธุขาวโพดใหตานทานโรค โดยใชพนัธุขาวโพด

หวานสายพันธุลูกผสมและสายพันธุอินเบรด 25 สายพนัธุ พบวา ความตานทานโรคของสายพันธุ
อินเบรด S4 ของขาวโพดหวานมีคาเฉลี่ยคะแนนความเปนโรคอยูในชวง 2.0 ถึง 4.0 ความตานทาน
โรคของสายพันธุอินเบรด S4 และ S3 ของขาวโพดหวานพิเศษ พบวา มคีาเฉลี่ยของคะแนนความ
เปนโรคอยูในชวง 2.3 ถึง 4.0 สายพันธุอินเบรดขาวโพดหวาน และขาวโพดหวานพิเศษ แสดงความ
ตานทานโรคใกลเคียงกัน ถึงแมวา สายพันธุอินเบรดขาวโพดหวานจะมีเชื้อพันธุกรรมขาวโพด
หวานนําเขาจากตางประเทศ 50 เปอรเซ็นต ซ่ึงปรับตัวไดไมดีนักในสภาพการเพาะปลูกของ
ประเทศไทยและออนแอตอโรค 
 

พิเชษฐ และคณะ (2538) ไดสรางประชากรขาวโพดหวานเพื่อใชเปนแหลงพันธุกรรมในการ
คัดพันธุขาวโพดหวาน เพื่อใหตานทานตอโรคราน้ําคาง  
 

Treat and Tracy (1993) ใชเชื้อพันธุกรรมขาวโพดไรเพือ่ปรับปรุงความแข็งแรงของลําตน
และระบบรากของขาวโพดหวาน พบวา ลูกผสมที่ไดจากการผสมระหวางขาวโพดไรกับขาวโพด
หวานมีลักษณะลําตนและระบบรากที่แข็งแรงกวาลูกผสมที่ไดจากการผสมระหวางขาวโพดหวาน
กับขาวโพดหวาน แสดงใหเห็นถึงศักยภาพของการใชเชื้อพันธุกรรมขาวโพดไรในการคัดเลือกและ
ปรับปรุงพันธุขาวโพดหวาน 
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6.  การควบคมุโดยชีววิธี   
  
 การควบคุมโรคพืชโดยชีววธีิ หมายถึง การลดปริมาณประชากรของเชือ้โรคพืชหรือลด
กิจกรรมของเชื้อกอโรคใหอยูในระดับที่ไมกอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจ โดยการนํา
เชื้อจุลินทรียปฏิปกษหนึ่งชนดิหรือมากกวา ตลอดจนพันธุกรรมหรือผลผลิตจากพันธุกรรม (gene 
or gene product) แตไมรวมถึงการกระทําโดยตรงจากมนุษย (Cook and Baker, 1983; Cook, 1985; 
Handelsman and Parke, 1989; Nelson, 1989) ที่มีอยูทั่วไปบริเวณผิวพืช (epiphytic) สวนเหนือดนิ 
(Munk vald and Marois, 1993) และดนิบรเิวณรอบราก (Larkin et al., 1989) โดยเฉพาะกลุม
แบคทีเรียที่อาศัยอยูกับรากจะมีคุณสมบัติในการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชเรียกวา Plant 
Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) รวมดวย (Kloepper, 1992) ซ่ึง Schroth and Hancock 
(1982) ใหคําจาํกัดความวา rhizobacteria นั้นเปนแบคทเีรียบริเวณเขตรากที่สามารถเจริญเติบโตได
ดีโดยไมเปนอนัตรายตอระบบรากพืช Tran et al. (1994) รายงานวา แบคทีเรียที่อาศัยบนผิวราก 
(rhizoplane) เปนพวกที่มีความหลากหลาย (diversity) นอยกวาแบคทีเรียในดนิบริเวณเขตราก 
(rhizosphere soil) ซ่ึงแบคทีเรียในดนิที่สามารถปรับตัวเขาไปอาศัยอยูบนผิวรากไดนอยมากเมื่อ
เทียบกับประชากรทั้งหมด ซ่ึงแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียมคีวามเฉพาะเจาะจง Kloepper (1992) ตอ
แหลงที่อาศัยไดขยายความหมายของแบคทเีรียที่อาศัยอยูกับรากพืช (root colonizing bacteria) วามี
ทั้งพวกที่อาศยัอยูบนผวิรากและพวกที่แทรกตัวเขาไปอาศัยอยูในราก (endorhizosphere) ทั้งนี้เชื้อ 
แบคทีเรียที่มีคณุสมบัติในการควบคุมโรค ไดแก Agrobacterium Alcaligenes Enterobacter 
Streptomyces และ Bacillus สามารถควบคุมโรคไดกับพชืหลายชนิด โดยเชื้อกลุม Bacillus เจริญได
รวดเร็วและทนตอสภาพแวดลอม เนื่องจากสามารถสรางสปอรและสรางสารปฏิชีวนะได สุพจน 
และสุดฤดี (2550) ไดทําการศึกษาและคัดเลือกสายพันธุเชื้อแบคทีเรีย 2 สายพันธุ คือ B. 
amyloliquefaciens KPS46 และ Paenibacillus pabuli SW01/4 ที่มีประสิทธิภาพในการสงเสริมการ
เจริญเติบโต โดยนํามาใชควบคุมโรคที่สําคัญของขาวโพดหวาน  ไดแก โรคใบไหมแผลเล็ก โรค
เหี่ยวขาวโพด และโรคลําตนเนาแบคทีเรีย (สุดฤดี และคณะ, 2548) นอกจากนี้ Betagnolli et al. 
(1996) ไดนําเชื้อ Bacillus megaterium strain B153-2-2 และเชื้อรา Trichoderma  harzianum สาย
พันธุ Th008 ที่สามารถผลิตสาร extracellular enzyme ออกมาทําลายเสนใยของเชื้อสาเหตุโรค
ดังกลาวได  และพบวา Bacillus megaterium สามารถเขาครอบครองพื้นที่บริเวณรากไดอยาง
รวดเร็วและควบคุมเชื้อโรคตาง ๆ บริเวณรากไดดวย (Sinclair, 1993) เชื้อบางชนิดสามารถสราง
สารปฏิชีวนะ Pyoluteorin โดยปลดปลอยสารออกมานอกเซลลแตจะไมคงทนเมื่ออยูในดินโดยสาร
บางชนิดจะหมดคุณสมบัติเมื่อยึดติดกับอนุภาคดนิเหนยีวจึงอาจจะมผีลทําใหประสิทธิภาพในการ 
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ยับยั้งโรคพืชเมื่ออยูในธรรมชาติลดนอยลงได (นพินธ, 2533) โดยเฉพาะแบคทีเรียกลุม 
Pseudomonas fluorescens  ซ่ึงเปนจุลินทรียที่พบมากบริเวณรากของพืชและเปนแบคทีเรียที่มีความ 
สําคัญในหลาย ๆ ดาน เชน Pseudomonas sp. สามารถกอใหเกดิโรคในคนและสัตวบางชนิดก็เปน
เชื้อสาเหตุโรคของพืช แตในขณะเดียวกนักม็ีการศึกษาพบวาเชื้อ Pseudomonas sp. บางสายพันธุมี
ความสามารถในการสงเสริมการเจริญเตบิโตของพืชได  ซ่ึงรูปแบบการสงเสริมการเจริญเติบโต
ของเชื้อ Pseudomonas sp. มีหลายกลไก บางชนิดชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชทางออมโดย
การชวยยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อสาเหตุโรคตาง ๆ ที่ทําอันตรายกับพืช  แตบางชนิดก็สราง
สารประกอบออกมาสงเสริมการเจริญเตบิโตของพืชโดยตรง เชน  P.  fluorescens  สามารถสราง
สารประกอบออกมาสงเสริมการเจริญเตบิโตของมันฝรั่ง และ radish  นอกจากนี้ยังมีพืชเศรษฐกจิ
อีกมากมายหลายชนิด เชน ขาวสาลี ขาวโอต ขาวโพด ผักกาดหอม เปนตน ที่พบวามเีชื้อ 
Pseudomonas sp. ที่สามารถสรางสารประกอบออกมาสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชได (Bolton et 
al., 1990)  
 
 คุณสมบัติการเจริญแกงแยงอาหารและแขงขันดานที่อยูอาศัยเปนลักษณะสําคัญของ 
จุลินทรียอีกกลไกหนึ่ง โดยจะมีผลไปลดปริมาณสารอาหารซึ่งจําเปนสําหรับการเจริญเติบโตของ
เชื้อโรคอาจเนื่องมาจากจุลินทรียเหลานี้มีประสิทธิภาพในการใชอาหารหรือมีความสามารถในการ
เจริญอยางรวดเร็ว สําหรับชนิดอาหารที่จําเปนสําหรับการเจริญนั้นขึ้นอยูกับชนดิของจุลินทรีย ดิน 
และพืชอาศัย ซ่ึงไดแก ธาตุเหล็ก คารบอน ไนโตรเจน ออกซิเจน และ micronutrient มีการศึกษา
พบวาแบคทเีรียกลุม Pseudomonas fluorescens  มีความสามารถในการใชสารอาหารไดหลายชนดิ
และเจริญบริเวณรากพืชไดรวดเรว็ ในการแกงแยงตําแหนงของการยึดเกาะ (site of infection) อัน
เปนกลไกสําคญัของการยับยัง้แบคทีเรียสาเหตุโรคบริเวณรากพืช นอกจากนี้แบคทีเรียที่อยูบริเวณ
รากยังมีคุณสมบัติในการกระตุนการเจริญเติบโตของพืชดวย (อุรัจฉทา, 2534) 
 
 ในการศึกษาเกี่ยวกับชนดิแบคทีเรียผิวราก (rhizobacteria) พบวา สวนใหญเปนพวกยอมติด
สีแกรมลบและพวกที่มีมากที่สุดพวก Pseudomonas  fluorescens  มีบางที่เปนพวกกลุม Seratia 
สําหรับพวกทีย่อมติดสีแกรมบวกก็มกัพบ Bacillus และพวกที่มีลักษณะคลายกับ Althobacter  
(Kloepper, 1992) สําหรับกลไกที่แบคทีเรียเหลานั้นเขาไปอาศัยอยูกับรากพืชนั้นยังไมแนชัด แตก็
พบวา P. fluorescens ใชลักษณะหลายๆ ประการนับตั้งแตการมีอัตราการเจริญเตบิโตที่รวดเร็ว  การ
เคลื่อนที่โดยใช flagella หรือการเคลื่อนที่เขาหารากโดยวิธี chemotaxis เปนตน (Kloepper, 1992)   
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 การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อปฏิปกษที่แยกไดจาก rhizosphere ของมะเขือเทศในการ
ควบคุมเชื้อ E. chrysanthemi สาเหตุโรคเนาเละของมะเขอืเทศ จํานวน 14 สายพันธุ จาก 71 สาย
พันธุ ที่สามารถยับยั้งเชื้อการเจริญของ E. chrysanthemi ในระดับหองปฏิบัติการและพบวา มี
แบคทีเรียปฏิปกษ 1 สายพันธุ ที่สามารถลดการเกิดโรคได 74 เปอรเซ็นต เมื่อทําการทดสอบใน
ระดับเรือนทดลอง (Yesim and Gulcan, 2003) 
 
7.  การประยุกตใชจุลินทรียควบคุมโรค 
 

การนําเชื้อจลิุนทรียปฏิปกษมาประยุกตใชสามารถนําเชื้อบริสุทธิ์ใสใหกับพืชไดโดยตรง 
(direct application) หรืออาจใชทางออม (indirect application) การใชเชื้อจุลินทรียในรูปของเหลว
เซลลแขวนลอย (cell suspension หรือเซลลผสมน้ํา) ใสใหกับพืชโดยตรงเพื่อควบคุมโรคและ
กระตุนภูมิตานทานพืชปฏิบัติดังนี ้

 
7.1 การคลุกเมล็ด (Seed  treatment) 
 
       สามารถทําไดหลายรูปแบบคือ การคลุกดวยของเหลวเซลลแขวนลอย หรือสารเหลวที่

กรองเอาเซลลแบคทีเรียออกแลว (cell-free filtrate) วิธีการนี้เปนวิธีที่งายและประหยัดที่สุด เหมาะ
สําหรับการใชควบคุมโรคในระบบราก และลําตนสวนใตดิน รวมทั้งยังควบคุมโรคที่ติดมากับเมลด็
พันธุ และสงเสริมหรือกระตุนเพิ่มพนูความแข็งแรงของตนกลาไดด ี 
 

7.2 การใสหรือเติมลงในดิน (Soil treatment) 
 
      เปนวิธีการที่ชวยใหเชื้อจลิุนทรียปฏิปกษมีโอกาสสัมผัสกับประชากรของเชื้อโรคพืช 

ในดินอยางทัว่ถึง และเชื้อปฏิปกษมีปริมาณมากพอทีจ่ะเจริญแขงขนัหรือผลิตสารยับยั้งเชื้อโรคได
อยางมีประสิทธิภาพ สงผลใหประชากรเชือ้โรคลดลงอยูในระดบัที่ไมกอใหเกิดความเสียหายแกพชื 
แตวิธีนี้มีขอจํากัดเนื่องจากตองใชปริมาณเชื้อปฏิปกษเปนจํานวนมาก ส้ินเปลืองคาใชจายและ
แรงงาน การใสเชื้อจุลินทรียปฏิปกษลงดินสามารถปฏิบัติไดหลายรูปแบบ คือ การใชเฉพาะเชื้อ
บริสุทธิ์ (ของเหลวเซลลแขวนลอย) ราดดนิ การใสรวมกับวัสดหุรือสารพาที่ไดจากธรรมชาติ 
(Natural substrates) และการใสรวมกับวัสดุสารพาที่ไดจากการสังเคราะห (Synthetic substrates) 
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7.3 การพนบนพืช (Aerial spray) 
  
       เปนวิธีการพนเชื้อจุลินทรียปฏิปกษลงบนตนพืช เพือ่ควบคุมโรคที่เกิดกับใบและลํา

ตนสวนเหนือดินซึ่งมีปจจยัหลายประการเขามาเกี่ยวของและสงผลตอความสําเร็จของการใช เชน 
ความสามารถของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษที่จะเจริญครอบครองบนผิวพืชโดยใชอาหารและความชืน้
บนผิวพืช ซ่ึงมีรายงานความสําเร็จของการใชเชื้อจุลินทรียปฏิปกษควบคุมโรคที่ผิวใบอยูมาก
พอสมควร รวมทั้งการควบคมุโรคสําคัญของถั่วเหลือง และถ่ัวเหลืองฝกสดที่มีการผลิตเปนการคา
เพื่อการสงออก ตลอดจนผักชนิดตาง ๆ  (Prathuangwong et al., 2005) 
 
 
 
 
 



อุปกรณและวิธีการ 

 
1.  การสํารวจ การแพรระบาดและรวบรวมตัวอยางตนขาวโพดหวานที่เปนโรคลําตนเนาแบคทีเรีย 
 
 เก็บรวบรวมตวัอยางตนขาวโพดหวานที่แสดงอาการลําตนเนา จากพืน้ที่ผลิตขาวโพด
หวานที่สําคัญในเขตจังหวดักาญจนบุรี นครราชสีมา เพชรบูรณ ราชบุรี ลพบุรี และสระบุรี โดย
กําหนดพื้นที่สํารวจแบบกระจายทัว่แปลง ภายในพืน้ที่สํารวจขนาด 1 ไร/พื้นที่ โดยทําการสุมพื้นที่
สํารวจจํานวน 10 จุด ตามแนวเสนทะแยงมุม สังเกตอาการตนขาวโพดหวานที่คาดวาเปนสาเหตุ
โรคลําตนเนาแบคทีเรีย โดยเปรียบเทียบอาการกับคูมืออางอิงของตางประเทศ (White, 1999) 
เปรียบเทียบระดับการเกิดและความรุนแรงของโรคในแปลงปลูกแตละพื้นทีแ่ละเกบ็ตัวอยาง
ขาวโพดหวานที่แสดงอาการดังกลาวใสถุงพลาสติกปราศจากเชื้อมัดปากถุง เขียนขอมูลรายละเอียด 
ไดแก พันธุ อายุ วันเดือนปทีเ่ก็บ และสถานที่เก็บ เพื่อจดัเปนขอมูลพื้นฐาน เก็บใสภาชนะที่มีความ
เย็นเพื่อรักษาสภาพของตัวอยาง สําหรับนําไปแยกเชื้อเพื่อการวินจิฉัยโรคตอไป 
 
2.  การแยกและการรวบรวมสายพันธุเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียขาวโพดหวาน 
 

2.1 การแยกเชือ้ E. chrysanthemi pv. zeae สาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรีย 
 

      นําตัวอยางตนขาวโพดหวานที่แสดงอาการโรค ที่มีลักษณะอาการแผลฉ่ําน้ําเปนสี
น้ําตาลบริเวณลําตนที่เก็บรวบรวมตามวิธีการในขอ 1 มาลางผิวดานนอกดวยน้ําสะอาด เลือกบริเวณ
แผลที่เกิดใหมมาตัดเปนทอนบริเวณรอยตอระหวางบริเวณที่เปนโรคกบัสวนปกติ โดยใชมดีที่
ปลอดเชื้อตัดใหเปนทอนขนาด 5 เซนติเมตร ใชคีมคีบ (forcept) คีบทอนตัวอยางขาวโพดหวานจุม
ในแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ลนไฟเพื่อฆาเชื้อที่ผิว แลวใชมีดปลอดเชือ้ผาทอนขาวโพดหวานตาม
แนวยาว ใช loop ปลอดเชื้อแตะบริเวณเนื้อเยื่อที่แสดงอาการเนา นํามา cross streak บนอาหาร 
nutrient glucose agar (NGA) บมเชื้อที่อุณหภูมหิอง 2-3 วัน จนมีเชื้อแบคทีเรียเจริญบนผิวหนา
อาหาร จากนัน้ใช  loop ปลอดเชื้อแตะโคโลนแีบคทีเรียที่คาดวาเปนเชือ้สาเหตุโรคที่เจริญบน
อาหาร NGA โดยที่ลักษณะโคโลนีสีขาวอมเทา นูน วาว ขอบเรียบ แลวจึงยายมาเลี้ยงบนอาหาร 
potato dextrose agar (PDA) เมื่อเชื้ออายุ 3-6 วัน จะมีลักษณะโคโลนีคลายไขดาว จึงนํามา cross 
streak บนอาหาร NGA ซํ้าอีก 2-3 คร้ัง (sub culture) จนแนใจวาไมมีการปนเปอนจากเชื้ออ่ืน จึงเกบ็ 
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เชื้อบริสุทธิ์ที่ไดในหลอดอาหารเอียง NGA จนอาย ุ24 ช่ัวโมง ปดทับโคโลนีดวย mineral oil ที่
นึ่งฆาเชื้อแลว ยายหลอดเชื้อไปเก็บในอุณหภูมิต่ํา 10 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดสอบตอไป 

 
2.2 การทดสอบคุณสมบัติการเปนเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรีย 

 
       2.2.1 การทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองอยางเฉียบพลัน (hypersensitivity response: HR) 

บนใบยาสูบ 
 

                เตรียม suspension ของเชื้อแบคทีเรียที่มีแนวโนมเปนเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนา 
โดยเล้ียงในอาหารเหลว nutrient glucose broth (NGB) ใหมีอายุ 24 ช่ัวโมง และบมเชือ้บนเครื่อง
เขยา 120 รอบ/นาที ปรับความขุนดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อดวยเครื่อง spectrophotometer ใหมีคา 
optical  density (O.D.) เทากบั 0.2 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (108 cfu/ml) จากนั้นใชกระบอก
ฉีดยาพลาสติกขนาดเล็ก โดยไมใสเข็มฉีดยา (1-2 มิลลิลิตร) ที่ปลอดเชื้อดูด suspension ของเชื้อที่
เตรียมไวประมาณ 1 มิลลิลิตร ไลฟองอากาศออกแลวฉดีเขาสูเนื้อใบของตนยาสูบ (Nicotina 
tabacum) อาย ุ45 วัน อยางชา ๆ บริเวณใตใบยาสูบจะมีลักษณะชุมน้ํา หลังจากนัน้ประมาณ 30 
นาที ใบยาสูบจะกลับสูสภาพปกติ ตรวจดปูฏิกิริยาตอบสนองอยางเฉยีบพลัน โดยถาเปนเชื้อสาเหตุ
โรคพืชจะเกดิอาการตายของเซลล (necrotic) บนใบยาสูบ ทําใหเห็นเปนแผลสีน้ําตาลรอบบริเวณที่
ฉีดเชื้อภายในระยะเวลา 24-48 ช่ัวโมง หลังฉีด suspension เชื้อสาเหตโุรค (Schaad, 1988) 
 

        2.2.2 การทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรคบนตนขาวโพดหวาน  
 

นําเชื้อแบคทีเรียที่มีแนวโนมเปนเชื้อสาเหตุโรคที่แยกจากขอที่ 2.1 มาทดสอบ
ความสามารถในการกอใหเกิดโรค โดยนาํเชื้อแบคทีเรียแตละสายพนัธุมาเลี้ยงบนอาหาร NGA ที่
อายุ 24-48 ช่ัวโมง แลวปลูกเชื้อลงบนตนขาวโพดหวานพันธุอินทรี 2 ที่อายุ 30 วัน โดยใชไมจิ้มฟน
ปลอดเชื้อแตะโคโลนีแบคทีเรียสาเหตุโรคจิ้มโดยตรงเขาลําตนขาวโพดหวานระดับเหนือดิน 3 
เซนติเมตร และปดปากแผลดวยวาสลีน (Jeamvijit et al., 2005) เก็บรักษาตนขาวโพดหวานไวที่
สภาพอุณหภูม ิ28-30 องศาเซลเซียส และใหความชื้นสูงติดตอกัน 48 ช่ัวโมง สังเกตอาการและ
บันทึกผลเมื่อขาวโพดหวานแสดงอาการโรคจึงแยกเชื้อจากตนขาวโพดหวาน (reisolation) มาปลูก
เชื้อลงบนตนขาวโพดหวานชุดใหม (reinoculation) ตามวิธีการพิสูจนโรคของ Koch (Koch’s 
postulation) นําเชื้อที่แยกไดมา streak บนอาหาร NGA ใหไดเชื้อบริสุทธิ์ เก็บรักษาดวยวิธีตาง ๆ 
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สําหรับใชทําการทดลองในขั้นตอนตอไป และเพื่อคงความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อ
ที่ใชตลอดการทดลอง จึงตองทําการปลูกเชื้อบนตนขาวโพดหวานเปนระยะอยางสม่ําเสมอ 

 
       2.2.3 การทดสอบประสิทธิภาพในการผลิต extracellular enzyme 
   
             ทดสอบประสิทธิภาพการผลิต cellulases และ pectinase ของเชื้อแบคทเีรียเปาหมาย
โดยเลีย้งเชื้อในอาหาร NGB บมเชื้อบนเครือ่งเขยาที่ความเร็วรอบ 200 rpm ที่อุณหภูมหิอง นาน 24 -48 
ช่ัวโมง ตกตะกอนแยกเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ 8,000 rpm นาน 15 นาที เกบ็สวนน้าํใสที่ไดไป
ทดสอบปฏิกิริยาของเอ็นไซมแตละชนิดบนอาหารทดสอบคือ อาหาร PDA medium (0.1 เปอรเซ็นต 
carboxymethyl cellulose  sodium phosphate pH 7.0 และ 0.8 เปอรเซ็นต agarose) และอาหาร  pectinase 
medium (1 เปอรเซ็นต polygalacturonic acid (PGA)  1 เปอรเซ็นต yeast extract, 50 μM CaCl2, Tris-
HCl pH 8.5 และ 0.8 เปอรเซ็นต agarose gel) ตามลําดับ ตรวจสอบปฏิกิริยาของเอนไซมหลังบมเชื้อ 48 
ช่ัวโมง โดยการทดสอบเอนไซม cellulases เท corgo red ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเลีย้ง
เชื้อทิ้งไวนาน 20 นาที แลวเท corgo red ทิ้ง จากนัน้เท 1 M NaCl ลงในจานเลี้ยงเชื้อ ทิง้ไวสักครูแลว
เทออก จากนัน้ดูลักษณะการเกิดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น 

 
3.  การศึกษาคุณสมบัติทางสณัฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมีบางประการของเชื้อสาเหตุโรคลํา
ตนเนาแบคทีเรียและการจัดจําแนก 
 

3.1 การทดสอบคุณสมบัติในการติดสีแกรม 
 

นําเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคมาทดสอบแกรมอยางหยาบ ดวยสารละลายดางโปแตส
เซียมไฮดรอกไซด 3 เปอรเซ็นต (3% KOH)โดยการหยดสารละลายดางโปแตสเซียมไฮดรอกไซด 3 
เปอรเซ็นต ลงบนกระจกสไลดที่สะอาด ใช loop แตะเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรคบนอาหารแข็ง NGA 
ที่อาย ุ24-48 ช่ัวโมง กวนใหเขากันแลวสังเกตความหนืดของเซลลแบคทีเรีย ถาปฏิกิริยาที่เกดิขึ้นไม
มีความหนดืแสดงวาเปนแบคทีเรียแกรมบวก แตถาหนืดแสดงวาเปนแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงเปน
ลักษณะสําคัญของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช และยนืยนัผลโดยการยอมสีเซลล (Gram’s stain 
reaction) ตามวิธีการของ Schaad (1988) ดวยการตรวจสอบคุณสมบัติการติดสีแบบแกรม โดยลาง
กระจกสไลดใหสะอาด นําไปจุมแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต และผานเปลวไฟเพื่อฆาเชื้อและทําลาย
คราบไขมัน จากนั้นใช  loop แตะโคโลนีเดีย่วของเชื้อมากระจาย (smear) ลงแผนกระจกสไลดที่
ผานการลนไฟฆาเชื้อแลว ตรึงเซลลแบคทีเรียดวยการลนเปลวไฟหาง ๆ 1-2 คร้ัง จากนัน้หยด 
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crystal violet ใหทัว่บริเวณรอย smear เชื้อ ปลอยทิ้งไว 1 นาที ลางออกดวยน้ําเปลา หยดตามดวย
สารละลายไอโอดีน ปลอยทิง้ไว 1 นาที เทสารละลายไอโอดีนทิ้งแลวลางออกดวยแอลกอฮอล 95 
เปอรเซ็นต นาน 10 วินาท ีตามดวยน้ําเปลา ซับใหแหง หยดตามดวยสาร safranin-o นาน 30 นาที 
ลางออกดวยน้าํเปลา ซับใหแหง นําไปสองดูภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสงที่กําลังขยาย 1,000 
เทา บันทึกผลการติดสีแกรมลักษณะรูปรางและการเรียงตัวของเซลล โดยหากเปนแบคทีเรียแกรม
ลบจะพบวาเซลลของแบคทีเรียทดสอบจะติดสีแดงของ safranin-o แตถาเปนแบคทีเรียแกรมบวก
เซลลของแบคทีเรียทดสอบจะติดสีน้ําเงนิของ crystal violet 
 
 3.2 การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการ 
 

      สําหรับลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อ E. chrysanthemi pv. zeae สาเหตโุรคลําตนเนา
แบคทีเรียจะใชขอมูลพื้นฐานจากตํารา Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 9th ed. 
โดยเล้ียงเชื้อบนอาหาร NGA ที่อายุ 24-48 ช่ัวโมง นํามาทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีในการ
เกิดปฏิกิริยาตาง ๆ ไดแก การใชออกซิเจน oxygen relationship ความสามารถในการเคลื่อนที่ 
motility การยอยเจลาติน gelatin hydrolysis การเกิดปฏิกริิยา catalase production levan formation 
starch hydrolysis growth on potato citrate utilization oxidase test lipolytic activity รวมทั้ง
คุณสมบัติการทําปฏิกิริยากรดกับน้ําตาลชนิดตาง ๆ  คือ cellobiose glucose mannitol sorbitol และ 
dulsitol (Gerhardt, 1981) ตามวิธีการดังตอไปนี้  
 

      3.2.1 oxygen relationship 
 

นําเชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมง มาทํา stab inoculate ในอาหารหลอมเหลวที่ 45 องศา
เซลเซียส จํานวนเชื้อละ 1 หลอด เอามือหมุนหลอดใหเชื้อผสมกับอาหารอยาใหเกดิฟองอากาศ เมื่อ
อาหารแข็งนํามาบมที่อุณหภมูิหองเปนเวลา 1-3 วัน ถาเชือ้เจริญเฉพาะผิวหนาวุนแสดงวาเปน 
aerobe ถาเจริญที่กนหลอดเปนพวก anaerobe ถาเจริญจากผิวหนาลงมากลางหลอดเปน facultative 
anaerobe และถาเจริญใตผิวอาหารลงมาเล็กนอยจัดเปน microaerophillic       

 
3.2.2 gelatin hydrolysis  

 
นําเชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมง มาทํา stab inoculate ในอาหารเชื้อละ 1 หลอด ทํา 

control เปรียบเทียบ 1 หลอด โดยแทงดวยเขม็เขี่ยที่ไมมีเชื้อ นําหลอดทดลองบมเชื้อที่อุณหภูมิหอง
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เปนเวลา 2-3 วัน นํามาตรวจผลโดยนําไปแชในน้ําแข็งหรือตูเย็น 4 องศาเซลเซียส แลวสังเกตการ
ยอย gelatin เชื้อแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย gelatin ไดนั้นจะทําให gelatin ไมแข็งตัวหลังจาก
นําไปแชเย็นสงัเกตลักษณะรปูรางของ gelatin  
   

 3.2.3 catalase production  
 
เชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมง streak บนอาหารเอียง  NGA เชื้อละ 1 หลอดนําไปบมที่

อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง นําหลอดอาหารที่เล้ียงเชื้อไวมาเตมิดวย 3 
เปอรเซ็นต H2 O2ใหทวมอาหารแลวสังเกตการสรางฟองอากาศดังสมการ 
     

H2 O2                    H2 O  +  O2 (ฟองอากาศ) 
ถาเชื้อสรางเอ็นไซม catalase จะเกดิฟองอากาศขึ้นที่ผิว 

   
      3.2.4 levan formation  

 
เปนการทดสอบการใชน้ําตาล sucrose โดยการนําเชื้อมา streak บนอาหาร NGA 

ในจานเลี้ยงเชือ้ บมที่อุณหภมูิ 27 องศาเซลเซียส คอยสังเกตลักษณะโคโลนีทุกวันเปนเวลา 5 วนั ถา
เชื้อสรางสาร evan (poly-fructose) ซ่ึงเปนสาร extracellular appsule ของเชื้อโคโลนีจะมีเมือกเยิ้ม 
เสนผาศูนยกลาง 3-5 มิลลิเมตร เมื่อมีอายุ 2 วัน และ 5-7 มิลลิเมตร เมื่ออาย ุ3 วัน โคโลนีจะมีความ
นูน 
 

3.2.5 starch hydrolysis  
 

ปลูกเชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมง ลงบน starch agar โดย streak เปนเสนตรงบนอาหาร 
แลวนําไปบมเชื้อที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นนําสารทดสอบ Gram’ lodine เทให
ทวมอาหารในจาน แลวสังเกตการเกิดสี ถาเกิดบริเวณใส ๆ รอบรอยที่มีเชื้อเจริญอยูแสดงวาเชื้อ
สามารถยอยแปงได ถาไมยอยแปงในอาหารจะทําปฏิกิริยากับไอโอดนีเปนสีน้ําเงินปนมวงเกิดขึ้น 
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       3.2.6 growth on potato  
 

ยายเชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมง ไปเล้ียงบนชิ้นมันฝรั่งดิบที่อยูในจานเลี้ยงเชื้อ นําไป
บมในอุณหภมูิหองเปนเวลา 3-4 วัน คอยสังเกตการเจรญิบนมันฝรั่ง ถาเชื้อเจริญบนมันฝรั่งไดจะมี
การเจริญของแบคทีเรียเปนเมือกเยิ้มจํานวนมากบนผิวมนัฝรั่ง 
 
                   3.2.7 citrate utilization  
 

นําเชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมง มา streak ลงบนอาหารเอียง citrate agar นําไปบมที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 1-7 วนั แลวสังเกตการเปลี่ยนสีของอาหาร เชื้อที่สามารถใช citrate เปน 
carbon source ก็เจริญเปลี่ยนสีอาหารเปนสีน้ําเงิน 
 
       3.2.8 oxidase test  
 

เปนการทดสอบการผลิต cytochrome oxidase ของแบคทีเรีย ใชไมจิ้มฟนนึ่งฆา
เชื้อแตะเชื้อทีเ่ล้ียงบนอาหาร NGA ถูบนกระดาษกรองที่อ่ิมตัวดวยสารทดสอบ 1 เปอรเซ็นต tetra 
methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride สังเกตการเกิดสีบนกระดาษกรอง ถาหากไมมีสี
เกิดขึ้นหรือใชเวลาในการเกดิสีนานกวา 1 นาที ถือวาไมมีการสรางเอ็นไซมนี ้
 
        3.2.9 lipolytic activity  
 

นําเชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมง มา streak เปนเสนตรงบนอาหารอาจทํา 3-4 เชื้อ/จาน 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส 
     
                      ทั้งนี้การทดสอบคุณสมบัติตาง ๆ ดังกลาวมีการเปรียบเทียบผลกับสายพันธุเชื้อ 
E. chrysanthemi 3937 เปนสายพันธุเปรียบเทียบที่ไดรับความอนุเคราะหจาก Shizuoka University 
ประเทศญี่ปุน นําขอมูลที่ไดจากการทดสอบไปเปรียบเทยีบกับขอมูลการจําแนกแบคทีเรีย Bergey’s 
Manual of Determinative Bacteriology, 9th ed. และคัดเลือกสายพันธุแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติทาง
สรีรวิทยาและชีวเคมีที่สอดคลองกับ E. chrysanthemi pv. zeae เพื่อไปยนืยันผลในระดับสูงตอไป 
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  3.3 การจําแนกชนิดแบคทีเรียดวยการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอที่จําเพาะเจาะจงบริเวณ Pel 
gene ของเชื้อ E. chrysanthemi pv. zeae โดยวิธี polymerase chain reaction (PCR)  
 
        นําเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่ทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรค มาตรวจสอบ
ดวยไพรเมอรจําเพาะ โดยการสกัดดีเอ็นเอแบคทีเรียตามวิธี Chen and Kuo (1993) โดยเลี้ยงเชื้อใน
อาหาร NGA จนไดโคโลนีเดี่ยวแลวมาเลี้ยงเพิ่มปริมาณในอาหาร Luria-Bertani broth (LB) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเครื่องเขยา 120/นาที ที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส นาน 24 
ช่ัวโมง จึงนํามาสกัดดีเอ็นเอ โดยแบงเชื้อทีเ่ล้ียงในอาหารใสหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 8,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที เทอาหารสวนบนทิ้งไปเติม 
lysis buffer (40 mM Tris-acetate pH 7.8 20 mM sodium acetate 1 mM EDTA 1 เปอรเซ็นต SDS) 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมกับเซลล เติม 5 M NaCL ปริมาตร 66 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัแลว
นําไปเหวี่ยงตกตะกอนดวยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที ดูดน้ําใสใสหลอดใหม
จากนั้นสกดัโปรตีนออกดวย chloroform ปริมาตรเทากับน้ําใส ผสมเขากันโดยการพลิกคว่ําเบา ๆ
แลวนําไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที เพื่อใหของเหลวนั้นแยกชัน้
จากนั้น ดูดน้ําใสสวนบนใสหลอดใหม วัดปริมาตรสกัดซ้ําดวย chloroform : isoamyl alcohol 
(อัตราสวน 24 : 1) ผสมใหเขากัน แลวนําไปหมุนเหวีย่งดวยความเรว็ 10,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 
นาที ดูดน้ําใสสวนบนใสหลอดใหมวัดปรมิาตรเติม isopropanol ที่แชเย็นปริมาตรเทากับน้ําใสผสม
ใหเขากนัจนเห็นตะกอนดีเอ็นเอ ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยการหมนุเหวีย่งดวยความเรว็ 12,000 รอบ/
นาที เปนเวลา 5 นาที ลางตะกอนดีเอน็เอดวย 70 เปอรเซ็นต แอลกอฮอล ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที ตกตะกอนดีเอ็นเอใหแหง นํามา
ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของยีนเปาหมาย ดวยไพรเมอรที่ออกแบบมาจําเพาะเจาะจงบริเวณ 
pel  gene ของสายพันธุเชื้อแบคทีเรีย E.chrysanthemi แลวเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา polymerase 
chain reaction (PCR) ตรวจสอบ PCR product เปรียบเทยีบกับผลการทดลองของตางประเทศ 
การศึกษาครั้งนี้ใชไพรเมอร Ech pel F:5’GAT CAG AAA GCC CGC AGC CAG AT 3’ และ Ech 
pel R:5’CTG TGG CCG ATC AGG ATG GTT TTG TCG TGC’ (Matsumoto, 2003) ทั้งนี้ไพร
เมอรที่ใชเปนบริเวณ conserve region ในสวนของ pel gene ซ่ึงเปนบริเวณที่มีความจาํเพาะเจาะจง
ตอการศึกษาตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียแกรมลบในกลุม E. chrysanthemi  ทั้งนี้ปริมาณดเีอ็นเอที่ใช
ปริมาตรรวมในการทําปฏิกิริยา PCR เทากบั 50 ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดย
ปฏิกิริยาประกอบดวยดีเอ็นเอของเชื้อที่ตองการตรวจสอบทุกสายพันธุ 100 นาโนกรมั ผสมกับ 1X 
PCR buffer dNTP เอนไซม Taq polymerase และไพรเมอร ผสมสารใหเขากัน โดยกาํหนดอณุหภมูิ
และเวลาใหมกีารสังเคราะหดีเอ็นเอดังนี ้
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 อุณหภูมิ (oซ) เวลา 
1. แยกสายดีเอ็นเอแมแบบเริ่มตน (initial denaturing)                 94 5 นาที 
2. แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturing)                                          94 45 วินาท ี
3. ดีเอ็นเอเริ่มตนจับคูกับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing)                      55 30 วินาท ี
4. สังเคราะหดีเอ็นเอตอจากดีเอ็นเอเริ่มตน (extension)                72 1 นาที 
5. สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย (final extension)                         72 5 นาที 
                 

ทําปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2-4 เปนปฏิกิริยาลูกโซทั้งหมด 30 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่ 4 องศา
เซลเซียส ตรวจวิเคราะหขนาดดีเอ็นเอทีเ่พิม่ปริมาณ โดยนําดีเอ็นเอทีไ่ดจากปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอ
เรส มาแยกขนาดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีสบน 0.8 เปอรเซ็นต agarose gel ใชดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 
1 kb เปนตัวเปรียบเทียบ ตรวจสอบแผนเจลโดยนําไปสองดูภายใต UV transilluminators ที่ความ
ยาวคล่ืน 312 นาโนเมตร พรอมทําการบันทึกภาพ 

 
4.  การศึกษาเทคนิควิธีการปลูกเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียและการคัดเลือกพันธุตานทาน
โรค 

 
4.1 การคัดเลือกตัวแทนสายพันธุเชื้อสาเหตุโรค 
       
      นําเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคที่ผานการทดสอบและการจําแนกชนิดตามวิธีการในขอ 3 

มาเปรียบเทียบยืนยนัระดบัความสามารถในการกอใหเกิดโรคบนขาวโพดหวาน โดยนําเชื้อแตละ
สายพันธุมาเลี้ยงในอาหาร NGB ใหมีอาย ุ24 ช่ัวโมง เพือ่เตรียม suspension ของเชื้อสาเหตุโรคดวย
น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ ปรับคาความขุนเทากับ 0.2 O.D. ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 
spectrophotometer (ความเขมขนของเชื้อประมาณ 108cfu/ml) ทดสอบความสามารถในการ
กอใหเกิดโรคของเชื้อ E. chrysanthemi pv. zeae บนขาวโพดหวานพันธุอินทรี 2 อายุ 14 วัน จํานวน 
10 ตน/สายพนัธุเชื้อโรค แลวคัดเลือกสายพันธุแบคทีเรียที่สามารถกอใหเกิดอาการโรครวดเร็วและ
รุนแรงที่สุดไปใชในการทดสอบตอไป  
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4.2 การศึกษาเปรียบเทียบวิธีการปลูกเชื้อที่เหมาะสม 
       
      วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) โดยใชขาวโพด

หวานพันธุอินทรี 2 อายุ 14 วนั เปนพนัธุและระยะทดสอบเปรียบเทียบวิธีการปลูกเชือ้ที่แตกตางกนั 
3 วิธี กรรมวิธีละ 3 ซํ้า โดย 1 ซํ้า มีขาวโพดหวานทดสอบ 3 ตน โดยทาํการปลูกขาวโพดหวานใน
กระถางพลาสติกขนาดเสนผาศูนยกลาง 15 นิ้ว และปลูกเชื้อดังกรรมวิธีการตาง ๆ ดังนี้  
 

       กรรมวิธีที่ 1 ฉีด suspension เชื้อสาเหตุโรคเขาลําตนดวยเข็มฉีดยา (Pataky and Ikin, 
2003) ขนาด 1.0 มิลลิลิตร และดูด suspension เชื้อปรับคาความขุนเทากับ 0.2 O.D. (ความเขมขน
ประมาณ 108cfu/ml) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ฉีดเขาลําตนลึกประมาณ 0.5 เซนติเมตร โดยระยะสูงจาก
พื้นดิน 3 เซนติเมตร 

  
        กรรมวิธีที่ 2 ราดดินดวย suspension เชื้อสาเหตุโรครวมกับการทําแผลที่ราก โดยตัด

รากดวยมีดปลอดเชื้อใหมีระยะหางจากโคนตน 1.5 เซนติเมตร จากนัน้ราดดวย suspension เชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุโรคปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตอกระถาง  

 
 กรรมวิธีที่ 3 จิม้ดวยไมจิ้มฟนที่มีเชื้อสาเหตุโรคและปดปากแผลดวยวาสลีน (Jeamvijit 

et al, 2005) โดยใชไมจิ้มฟนที่นึ่งฆาเชื้อมาแตะโคโลนขีองเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคที่เล้ียงบน
อาหาร NGA อายุ 24-48 ช่ัวโมง จิ้มเขาลําตนลึกประมาณ 0.5 เซนติเมตร โดยระยะสงูจากพื้นดิน 3 
เซนติเมตร  

 
       ในทุกกรรมวิธีใชถุงพลาสติกคลุมเพื่อเพิ่มความชื้นสมัพัทธเปน 100 เปอรเซ็นต นาน 

48 ช่ัวโมง ประเมินอัตราการเกิดโรค (disease incidence) และความรุนแรงของโรค (disease 
severity) จากจํานวนตนขาวโพดหวานที่แสดงอาการโรคตอจํานวนตนขาวโพดหวานทั้งหมดและ
ระยะเวลาการเกิดโรคหลังทําการปลกูเชื้อ 

 
4.3 การศึกษาระยะการเจริญเติบโตและสภาวะที่เหมาะสมตอการเกิดโรคลําตนเนา

แบคทีเรีย 
  

       ศึกษาระยะการเจริญเติบโตและสภาวะที่เหมาะสมตอการเกิดโรคลําตนเนาแบคทีเรีย 
โดยเปรียบเทยีบระยะการเจรญิของขาวโพดหวาน 3 ระยะ คือ อายุ 14 21 และ 28 วัน ภายใตสภาพ
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การใหความชืน้สูง (100 เปอรเซ็นต RH) ติดตอกัน 48 ช่ัวโมง หลังปลูกเชื้อ และการใสปุย
ไนโตรเจน (46-0-0) อัตรา 1 กรัม/กระถางที่บรรจุดินปลอดเชื้อ 3 กิโลกรัม/ตน กอนปลูกเชื้อ 3 วัน 
มีการวางแผนการทดลองแบบ CRD ประกอบดวย 10 กรรมวิธี ๆ ละ 3 ซํ้า แตละซ้ําใชขาวโพด
หวานจํานวน 10 ตน โดยใชขาวโพดหวานพันธุอินทรี 2 เปนพันธุทดสอบ ปลูกขาวโพดหวานใน
กระถางดินเผาขนาดเสนผาศนูยกลาง 15 นิ้ว โดยปลูกกระถางละ 3 เมล็ด เมื่อเมล็ดงอกจะถอนออก
เหลือกระถางละ 1 ตน เมื่อขาวโพดหวานอายุ 14 21 และ 28 วัน จึงนํามาใชในการทดลองดัง
กรรมวิธีแสดงใน (ตารางที่ 1) สําหรับกรรมวิธีการปลูกเชื้อสาเหตุโรคจะใชวิธี tooth pick method 
(Jeamvijit et al., 2005) โดยใชไมจิ้มฟนทีน่ึง่ฆาเชื้อแตะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคที่เล้ียง
บนอาหาร NGA อายุ 24-48 ช่ัวโมง แลวนาํไปจิ้มโดยตรงเขาลําตนขาวโพดหวานทดสอบและมีการ
ใหความชืน้สูง ซ่ึงประเมินการเกิดโรคโดยพิจารณาจากอตัราการเกิดโรค (disease incidence) และ
ระดับความรุนแรงของโรค (diseased severity) ติดตอกัน 7 วัน หลังปลกูเชื้อ ซ่ึงแบงออกเปน 3 
ระดับ ไดแก ระดับ 1 =  แสดงอาการเนาเละบริเวณขอและใบฉ่ําอยางรนุแรงภายใน 2 วัน หลังปลูก
เชื้อ ระดับ 2 = แสดงอาการฉ่าํน้ําและเนาเละบริเวณตนและยอดที่ 4 วัน หลังปลูกเชื้อ และระดับ 3 = 
แสดงอาการฉ่าํน้ําบริเวณตนและยอดที่ 6 วัน หลังปลูกเชือ้ตามลําดับ 
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ตารางที่ 1  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเกิดโรคลําตนเนาแบคทีเรีย โดยเปรยีบเทียบระยะ

การเจริญของขาวโพดหวาน การใหความชืน้สูง และการใสปุยไนโตรเจนในสภาพเรอืน
ทดลอง 

 
ลําดับที่ กรรมวิธี 

1 ปลูกเชื้อโดยใชไมจิ้มฟนแตะโคโลนีเชื้อแบคทีเรีย + การใสปุยไนโตรเจนที่อายุ  
 14 วัน ภายใตสภาพความชืน้สูง (100 เปอรเซ็นต RH) 
2 ปลูกเชื้อโดยใชไมจิ้มฟนแตะโคโลนีเชื้อแบคทีเรีย + การใสปุยไนโตรเจนที่อายุ  
 21 วัน ภายใตสภาพความชืน้สูง (100 เปอรเซ็นต RH) 
3 ปลูกเชื้อโดยใชไมจิ้มฟนแตะโคโลนีเชื้อแบคทีเรีย + การใสปุยไนโตรเจนที่อายุ  
 28 วัน ภายใตสภาพความชืน้สูง (100 เปอรเซ็นต RH) 
4 ปลูกเชื้อโดยใชไมจิ้มฟนแตะโคโลนีเชื้อแบคทีเรีย + การใสปุยไนโตรเจนที่อายุ  
 14 วัน 
5 ปลูกเชื้อโดยใชไมจิ้มฟนแตะโคโลนีเชื้อแบคทีเรีย + การใสปุยไนโตรเจนที่อายุ  
 21 วัน 
6 ปลูกเชื้อโดยใชไมจิ้มฟนแตะโคโลนีเชื้อแบคทีเรีย + การใสปุยไนโตรเจนที่อายุ  

 28 วัน 

7 ปลูกเชื้อโดยใชไมจิ้มฟนแตะโคโลนีเชื้อแบคทีเรีย + ภายใตสภาพความชื้นสูง (100 

 เปอรเซ็นต RH) ที่อายุ 14 วัน 

8 ปลูกเชื้อโดยใชไมจิ้มฟนแตะโคโลนีเชื้อแบคทีเรีย + ภายใตสภาพความชื้นสูง (100 

 เปอรเซ็นต RH) ที่อายุ 21 วัน 

9 ปลูกเชื้อโดยใชไมจิ้มฟนแตะโคโลนีเชื้อแบคทีเรีย + ภายใตสภาพความชื้นสูง (100 

 เปอรเซ็นต RH) ที่อายุ 28 วัน 

10 ไมทําการปลูกเชื้อ 
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4.4 จําแนกระดับความตานทานโรคลําตนเนาแบคทีเรียในขาวโพดหวานตางพันธุ 
 
       เปรียบเทยีบระดับความตานทานโรคลําตนเนาแบคทีเรียขาวโพดหวานตางสายพนัธุตอ

เชื้อ E. chrysanthemi pv. zeae โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD กรรมวิธีละ 4 ซํ้า แตละซ้ํา
ประกอบดวยขาวโพดหวานจํานวน 10 ตน โดยใชขาวโพดจํานวน 10 พันธุ ไดแก อินทรี 2 ซูการ
74 ซูการ 75 ไฮบริกซ 3 ไฮบริกซ 10 บานสวน ไพโอเนีย 3012 ไพโอเนยี 30Y87 ไพโอเนีย 30A33 
และ KSC 503 มาปลูกในกระถางพลาสติกขนาดเสนผาศนูยกลาง 6 นิ้ว เมื่อขาวโพดหวานเจริญถึง
อายุ 7 14 และ 21 วัน จึงทดสอบระดับความตานทานโดยใชวิธีที่ดีที่สุด คือ วิธีใชไมจิ้มฟนที่นึ่งฆา
เชื้อแตะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคที่เล้ียงบนอาหาร NGA ที่บมเชื้อที่อุณหภมูิหองเปน
เวลา 24-48 ช่ัวโมง จิ้มเขาลําตนลึกประมาณ 0.5 เซนติเมตร โดยระยะสงูจากพื้นดิน 3 เซนติเมตร 
ภายใตสภาพความชื้นสูงติดตอกันนาน 24-48 ช่ัวโมง ตรวจสอบอาการหลังจากปลูกเชื้อ 7 วัน 
ประเมินการเกดิโรคโดยพิจารณาอัตราการเกิดโรค (disease incidence) และระดับความรุนแรงของ
โรค (diseased severity) ตามขอ 4.3 แลวนําขอมูลมาวิเคราะหคาความแตกตางทางสถิติและจดั
แบงกลุมขาวโพดหวานตามระดับความตานทาน เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานในการคัดเลือกพันธุ
ขาวโพดหวานตานทานตอโรคลําตนเนาแบคทีเรียตอไป 

 
5.  การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษและการทดสอบคณุสมบัติในการควบคุมโรคลาํตนเนา
แบคทีเรีย 
 
              5.1 การเก็บตัวอยางใบ ดินบริเวณรากและรากขาวโพดหวาน 
 
        เก็บตัวอยางใบ ดินบริเวณรอบราก (rhizosphere) และรากตนขาวโพดหวานที่สมบูรณ
และไมเปนโรคจากพื้นที่ปลูกขาวโพดหวาน ไดแก จังหวดัเพชรบูรณ สระบุรี ลพบุรี กาญจนบุรี 
ราชบุรี และนครราชสีมา เพือ่คัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุที่มีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของ
เชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรีย โดยการสุมเก็บเชนเดยีวกับวิธีการขอ 1 นําตัวอยางดังกลาวมา
แยกเชื้อแบคทเีรีย ตามวิธีการดังนี้   
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5.2 การแยกเชือ้แบคทีเรียจากตัวอยางดินบริเวณราก 
  
      นําตัวอยางดินบริเวณรากตนขาวโพดหวานที่ไมเปนโรคมาทําการแยกเชื้อแบคทีเรีย 

ดวยวิธี soil dilution plate โดยการนําตวัอยางดินจํานวน 10 กรัม ผสมลงในน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อ 90 
มิลลิลิตร แชทิ้งไวประมาณ 15-30 นาที บนเครื่องเขยา 120 รอบ/นาที เพื่อใหเชื้อแบคทีเรียออกมา
อยูในน้ําผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer ปลอยใหดนิตกตะกอนและเก็บเฉพาะสวนของน้ํา
มาทาํการเจือจางความเขมขนจนถึงระดับที่ 10–4 เทา ดวยวิธี 10-fold dilution ใช micropipette ดูด 
suspension ที่ความเขมขน10–3 และ 10-4 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร หยดและกระจาย ( spread) ใหทัว่บน
ผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิด คือ NGA ที่ ผสม cyclohexamide 0.1 เปอรเซ็นต (เพื่อลดการปน 
เปอนจากเชื้อรา) King's medium B และ Thornton’s medium (Johnson and Curl, 1972)  เพื่อใชแยก
เชื้อแบคทีเรียทั่วไปทั้งแบคทีเรียกลุม Pseudomonads fluorescent และ Bacillus  spp. ตามลําดับ 
อยางละ 2-3 ซํ้า บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง นาน 24-48 ช่ัวโมง เก็บโคโลนีของแบคทีเรียที่เจริญ
ทั้งหมด มาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์โดยการ cross streak ลงบนอาหาร NGA ซํ้า 2-3 คร้ัง ใหไดโคโลนี
เดี่ยว เก็บเชื้อในหลอดอาหารเอียง เพื่อใชในการทดสอบขั้นตอไป  
 

5.3 การแยกเชือ้จากผิวใบและผิวราก  
 

       แยกเชื้อแบคทีเรียจากผวิใบขาวโพดหวานที่สมบูรณ ดวยวิธี leaf wash technique 
(กัลญา, 2538; Chase et al., 1992) โดยนําตวัอยางใบ 5 กรัม แชลงในน้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร หยดสารลดแรงตึงผิว (Tension-T7) ลงไป 1-2 หยด แชทิ้งไวบนเครื่องเขยา 120 รอบ/นาที 
ประมาณ 30-60 นาที เพื่อใหเชื้อแบคทีเรียออกมาอยูในน้ําและใชเปน stock suspension ทําการเจือ
จางความเขมขนของ suspension ดวยวิธี 10- fold dilution จากนั้นใช micropipette ดูด suspension ที่
ความเขมขน 10–3 และ 10–4 เทา ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มากระจาย (spread) ใหทัว่บนอาหารแข็ง 
NGA King's medium B และ Thornton’s medium อยางละ 2-3 ซํ้า นําไปบมไวที่อุณหภูมหิอง 28-
30 องศาเซลเซียส นาน 24-72 ช่ัวโมง จนเชื้อแบคทีเรียเจริญบนอาหารและทําการแยกเชื้อบริสุทธิ์ 
เชนเดยีวกับวธีิการขอ 5.2 สวนการแยกเชือ้แบคทีเรียผิวราก ทําโดยฆาเชื้อผิวรากดวย clorox 10 
เปอรเซ็นต นาน 3-5 นาที เชนเดียวกับขัน้ตอนการแยกเชือ้ผิวใบ เลือกเก็บโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย
ที่เจริญบนผิวหนาอาหารมาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ เพื่อใชในการทดสอบประสิทธิภาพขั้นตอไป  
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6.  การทดสอบประสิทธิภาพเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษท่ีมีแนวโนมยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. 

chrysanthemi pv. zeae ในหองปฏิบตัิการ  
 
              เตรียมเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรีย และเชือ้แบคทีเรียที่แยกจากวิธีการในขอที่ 1  
และขอ 5 มาทดสอบคุณสมบัติการเปนเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ (antagonistic) ยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
E. chrysanthemi pv. zeae โดยการ cross streak บนอาหารแข็ง NGA เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ใหได
โคโลนีเดี่ยว นาํมาคัดเลือกและตรวจสอบประสิทธิภาพในหองปฏิบัตกิารดวยวิธีการตาง ๆ ดังนี้ 
 
 6.1 การทดสอบดวยวิธี dual culture และ cross-streak plate  
 
                    คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีแนวโนมในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. chrysanthemi pv. 
zeae ดวยวิธีดดัแปลงจาก dual culture โดยการใช loop ที่เผาไฟฆาเชื้อแลวแตะโคโลนเีดี่ยวของเชื้อ
สาเหตุโรคและเชื้อแบคทีเรีย epiphytes หรือ saprophytes นําไป streak ลงบนอาหารแข็ง NGA ให
หางกันประมาณ 1 เซนติเมตร บมเชื้อไวทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 48-72 ช่ัวโมง บันทึกผลโดยการ
เปรียบเทียบลักษณะการเจรญิของเชื้อทั้ง 2 ในจานเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงใน 1 จานเลี้ยงเชื้อจะประกอบ 
ดวย 4 ซํ้าตอเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษแตละสายพันธุ เปรียบเทียบกับ control ที่ใชเฉพาะเชื้อ E. 
chrysanthemi pv. zeae ไป streak ขนานกนัทั้ง 2 เสน แทนการใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ (ภาพที ่1) 
 
                    สวนวิธี cross-streak plate ทําโดยใช loop ปลอดเชื้อแตะโคโลนีเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
แตละสายพนัธุมา streak เปนแนวตรงบนกึ่งกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอาหาร NGA ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร บมเชื้อไวในสภาพอุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนัน้ใช loop ที่ผานการฆาเชื้อแลว
แตะโคโลนีเดีย่วของเชื้อ E. chrysanthemi pv. zeae อาย ุ24-48 ช่ัวโมง มา streak บนจานอาหาร 
NGA ในแนวตั้งฉากกับรอย streak ของเชื้อแบคทีเรียทดสอบ (ภาพที่ 1) บมเชื้อที่อุณหภูมหิอง 2-3 
วัน สังเกตลักษณะการเจริญของเชื้อทั้ง 2 ชนดิในจานเลีย้งเชื้อ 
   
 6.2 การทดสอบดวยวิธี paper disc diffusion  
 
                    ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่มีแนวโนมในการผลิตสาร secondary 
metabolites ออกมายับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรค โดยเล้ียงเชื้อแยกกันระหวาง E. chrysanthemi 
pv. zeae และเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในอาหารเหลว NGB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยา 120 
รอบ/นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ปรับคาความขุนของ suspension เชื้อทั้งสองดวยน้าํกลัน่นึ่งฆาเชื้อให
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มีคาเทากับ 0.2 O.D. (ประมาณ 108 cfu/ml) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ดวยเครือ่ง 
spectrophotometer ใช micropipette ดูด suspension เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคที่เตรียมไวปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมลงในขวดที่บรรจุอาหาร NGA ที่หลอมอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส 20
มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัและเทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ปลอยทิ้งไวใหผิวหนาอาหารแหงประมาณ 
2-3 ช่ัวโมง ใช micropipette ดูด suspension แบคทีเรียปฏิปกษที่เตรียมขางตนปริมาตร 10 
ไมโครลิตร หยดลงบนกระดาษกรองกลมเบอร 1 (paper disc) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มิลลิเมตรที่
อบฆาเชื้อแลว โดยวางกระดาษกรองลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอาหาร NGA ผสมเชื้อสาเหตุโรค
ที่เตรียมไวขางตนจานละ 4 ช้ิน (ภาพที1่) บมเชื้อที่อุณหภมูิหอง ตรวจสอบบริเวณใส (clear 
inhibition zone) รอบแผนกระดาษหลังปลูกเชื้อไปแลว 48 ช่ัวโมง เปรียบเทียบความกวางของ
บริเวณยับยั้ง เพื่อคัดเลือกเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษที่เกดิบริเวณยับยั้งดีและ/หรือกวางทีสุ่ดไปประเมิน
ตอในระดับเรอืนทดลองและระดับไรตามสมการ  
 
บริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) = ความกวางบริเวณยับยั้งทั้งหมด – ความกวางของโคโลนี 
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ภาพที ่1  ภาพจําลองการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่มีแนวโนมในการยับยั้งการ  
                เจริญของเชื้อ E. chrysanthemi  pv. zeae ในสภาพหองปฏิบตัิการบนอาหาร NGA โดยวธีิ   
                dual culture (ก) cross-streak plate (ข) และ paper disc diffusion (ค) 
 
 

  ระยะหาง 1 เซนติเมตร 

รอยขีดเชื้อสาเหตุโรคลํา
ตนแบคทีเรียเนา 
รอยขีดเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษ 

รอยขีดแบคทีเรีย
ปฏิปกษ  

รอยขีดเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุโรคลําตนเนา 

อาหารแข็ง NGA ที่มีเชื้อ 
สาเหตุโรคลําตนเนาเจริญอยู 

paper disc ที่มีเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษ 

ก 

ข 

ค 
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7.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการสงเสริมการงอกของเมล็ดและการ
เจริญเติบโตของตนขาวโพดหวาน ในระดบัหองปฏปิติการ 
 
  นําเมล็ดขาวโพดหวานพนัธุอินทรี 2 ที่ผานการฆาเชื้อทีผิ่วดวยสารละลาย clorox 10 
เปอรเซ็นต นาน 3-5 นาที และลางออกดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 2-3 คร้ัง นาน 3 นาที ผ่ึงใหแหงคลุก
เมล็ดดวย suspension ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษแตละสายพันธุ ที่ปรับคาความขุนเทากบั 0.2 O.D. 
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer (ความเขมขนของเชื้อประมาณ 
108cfu/ml) ในอัตราสวน 5 มิลลิลิตร/เมล็ด 100 กรัม (seed bacterization) ผ่ึงเมล็ดใหแหงแลว นําไป
เพาะในจานเลี้ยงเชื้อที่รองดวยกระดาษเพาะเมล็ดจานละ 10 เมล็ด อยางละ 3 ซํ้า ตอ 1 สายพันธุเชื้อ 
บมไวที่อุณหภมูิหอง เติมน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อลงบนกระดาษกรองทุกวันในปริมาณ 10 มิลลิลิตร 
เพื่อใหความชืน้ บันทึกผลเปอรเซ็นตการงอกของเมล็ด ความยาวราก (root length) และความสูง
ของตน (shoot height) ที่ระยะเวลา 7 วัน หลังงอกเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (control) ที่แช
เมล็ดขาวโพดหวานในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแทน suspension แบคทีเรีย  
  
8.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการสงเสริมการเจริญเติบโตและกระตุน
ความตานทานโรคลําตนเนาแบคทีเรียในสภาพเรือนทดลอง   
  
 8.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษและเชื้อ  E. chrysanthemi pv. zeae  
 

       การเตรียมเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษและเชื้อสาเหตุโรค ทําโดยเลี้ยงเชือ้แบคทีเรียแตละ
สายพันธุ บนอาหารแข็ง NGA ใหมีอายุ 24 ช่ัวโมง จากนั้นใช loop ปลอดเชื้อแตะโคโลนีเดี่ยวของ
แบคทีเรียปฏิปกษแตละชนดิ แยกเลี้ยงในอาหารเหลว NGB ปริมาณ 50 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาที่
ความเร็วรอบ 150-200 รอบ/นาที นาน 24-48 ช่ัวโมง ปรับคาความขุนดวยน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อใหมีคา 
เทากับ 0.2 O.D. ดวยเครื่อง spectrophotometer ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (ความเขมขนของ
เชื้อประมาณ 108cfu/ml) สําหรับคลุกเมล็ดและพนตนขาวโพดหวานตามลําดับ โดย suspension เชื้อ
แตละชนดิจะมีการเติม 0.1 เปอรเซ็นต (v/v) ของสารลดแรงตึงผิว (Tension-T7) กอนใช สวนเชื้อ E. 
chrysanthemi pv. zeae สําหรับปลูกเชื้อใชวิธีการเลี้ยงบนอาหาร NGA อยางเดยีว 
 
 8.2 การเตรียมเมล็ดขาวโพดหวาน 
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      ฆาเชื้อที่ผิวเมล็ดขาวโพดหวานพันธุอินทรี 2 ดวย clorox 10 เปอรเซ็นต นาน 5 นาที  
ลางดวยน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อ 2-3 คร้ัง ผ่ึงไวใหแหงบนกระดาษซับกอนใชทดลอง 

 
 8.3 การปลูกพชืทดสอบ  
 

       วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) โดยแบงการ 
ทดลองออกเปน 18 กรรมวิธี แตละกรรมวธีิมี 4 ซํ้า 1 ซํ้า ใชขาวโพดหวาน 10 เมล็ด ดงันี้ 
 

       กรรมวิธีที่ 1 คลุกเมล็ดกอนปลกูดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ KCL10  
 
       กรรมวิธีที่ 2 คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ KCR20 
 
       กรรมวิธีที่ 3 คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ KCR21 
 
       กรรมวิธีที่ 4 คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ PCL17 
 
       กรรมวิธีที่ 5 คลุกเมล็ดกอนปลูกดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ LCR9 
 
       กรรมวิธีที่ 6 ไมคลุกเมล็ดแตพนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ KCL10 
 
       กรรมวิธีที่ 7 ไมคลุกเมล็ดแตพนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ KCR20 
 
       กรรมวิธีที่ 8 ไมคลุกเมล็ดแตพนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ KCR21 
 
       กรรมวิธีที่ 9 ไมคลุกเมล็ดแตพนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ PCL17 
 
       กรรมวิธีที่ 10 ไมคลุกเมลด็แตพนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ LCR9 
 
        กรรมวิธีที่ 11 คลุกเมล็ดรวมกับพนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ 

KCL10 
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        กรรมวิธีที่ 12 คลุกเมล็ดรวมกับพนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ 

KCR20 
        กรรมวิธีที่ 13 คลุกเมล็ดรวมกับพนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ 

KCR21 
 
       กรรมวิธีที่ 14 คลุกเมล็ดรวมกับพนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ 

PCL17 
 
       กรรมวิธีที่ 15 คลุกเมล็ดรวมกับพนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ LCR9 
 
       กรรมวิธีที่ 16 ควบคุมโดยใชสารเคมี copper hydroxide คลุกเมล็ดและพนใบ 

 
       กรรมวิธีที่ 17 ใชน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อคลุกและพนใบแทน suspension แบคทีเรียปฏิปกษ

และปลูกเชื้อโรคพืช 
 
       กรรมวิธีที่ 18 คลุกเมล็ดรวมกับพนดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชื้อ โดยไมมีการปลูกเชื้อ 
 
       จากนั้นนาํเมล็ดขาวโพดหวานที่ผานการคลุกเมล็ดในแตละกรรมวิธีมาปลูกในกระถาง

ดินเผาขนาดเสนผาศูนยกลาง 15 นิ้ว ที่ผสมดินปลอดเชื้อกระถางละ 3 กิโลกรัม เกบ็ตนขาวโพด
หวานในสภาพเรือนทดลองแลวพน suspension เชื้อชนิดเดิมซ้ําเมื่อขาวโพดหวานอาย ุ14 วัน เก็บ
รักษาตนขาวโพดหวานตอในสภาพเรือนทดลองเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ปลูกเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนา
แบคทีเรีย (Ech11) โดยการใชไมจิ้มฟนแตะโคโลนีเชื้อสาเหตุที่เตรียมดวยวิธีการในขอที่ 4.2 แทง
เขาสูลําตนลึกประมาณ 0.5 เซนติเมตร โดยระยะสูงจากพื้นดิน 3 เซนติเมตร และปดปากแผลดวยวา
สลีนเก็บรักษาในสภาพความชื้นสูงตดิตอกนั 48 ช่ัวโมง เปรียบเทียบประสิทธิภาพการควบคุมโรค
กับกรรมวิธีการคลุกเมล็ดและการพนดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ (กรรมวิธีที่ 17 และ 18) และการควบคมุ
ดวยสารเคม ีcopper hydroxide (กรรมวิธีที ่16) โดยประเมินการเกดิและความรุนแรงของโรคหลัง
ปลูกเชื้อ 7 วัน ตามวิธีการในขอ 4.3  
 
 
 
 



 

35 
 
9.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการกระตุนความตานทานโรคลําตนเนา
แบคทีเรียของขาวโพดหวานในสภาพแปลงไร  
  
 9.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 

 
       เล้ียงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพสูงในการสงเสริมการเจริญเติบโตและ

ควบคุมโรคลําตนเนาแบคทีเรียจากสภาพเรอืนทดลอง คือ KCR21 และ PCL17 ในอาหาร NGB 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยา 150 รอบ/นาที เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ใช micropipette ดูด 
suspension เชือ้ดังกลาวลงใน flask ขนาด 500 มิลลิลิตรที่บรรจุน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 250 มิลลิลิตรโดย
ปรับคาความขุนเทากับ 0.2 O.D. ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer 
(ความเขมขนของเชื้อประมาณ 108cfu/ml ) เติมสารลดแรงตึงผิว (Tension-T7) ในอัตรา 0.1 
เปอรเซ็นตตอปริมาตร ลงใน suspension ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
 
 9.2 การเตรียมเมล็ดขาวโพดหวาน 
 

       ฆาเชื้อที่ผิวเมล็ดขาวโพดหวานพันธุอินทรี 2 ดวย clorox 10 เปอรเซ็นต นาน 5 นาที  
ลางดวยน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อ 2-3 คร้ัง ผ่ึงไวใหแหงบนกระดาษซับกอนใชทดสอบ  
 
 9.3 การปลูกขาวโพดหวานทดสอบ 
   

      วางแผนการทดลองแบบ RCBD โดยแบงการทดลองออกเปน 11 กรรมวิธีดังนี ้ 
  

       กรรมวิธีที่ 1 คลุกเมล็ดดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ KPS46  
 
       กรรมวิธีที่ 2 คลุกเมล็ดดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ KCR21 
 
       กรรมวิธีที่ 3 คลุกเมล็ดดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ PCL17 
 
       กรรมวิธีที่ 4 พนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ KPS46 
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       กรรมวิธีที่ 5 พนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ KCR21 
       กรรมวิธีที่ 6 พนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ PCL17 
 
        กรรมวิธีที่ 7 คลุกเมล็ด + พนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ KPS46 
 
        กรรมวิธีที่ 8 คลุกเมล็ด + พนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ KCR21 
 
        กรรมวิธีที่ 9 คลุกเมล็ด + พนดวย suspension แบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ PCL17 
 
        กรรมวิธีที่ 10 ควบคุมโดยใชสารเคมี copper hydroxide 
 
        กรรมวิธีที่ 11 ควบคุมโดยใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแทน suspension แบคทีเรียปฏิปกษ 

 
10.  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา บางประการของเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษและการจัด
จําแนกชนดิ 
  
 10.1 การศึกษาลักษณะและสีของโคโลนีบนอาหาร NGA  

 
       เล้ียงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่คัดเลือกแลววามีประสิทธิภาพสูงในการเจริญสงเสริม
การเจริญเติบโตและยับยั้งเชือ้สาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียไดดีที่สุดทัง้ในสภาพหองปฏิบัติการ
สภาพเรือนทดลองและสภาพไร บนอาหาร NGA บมเชื้อในสภาพอุณหภูมิหองนาน 24 ช่ัวโมง 
ศึกษารูปราง ขนาด และสีโคโลนีที่เจริญบนผิวหนาอาหาร NGA 
 
 10.2 การศึกษาคุณสมบัติในการติดสีแกรม รูปราง และขนาดของเซลล 
   

      ตรวจสอบคุณสมบัติในการติดสีแกรม รูปราง และขนาดของเซลลอีกครั้ง โดยเล้ียง
เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษแตละสายพันธุบนอาหาร NGA เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนัน้ใช loop ปลอด
เชื้อแตะโคโลนีเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษแตละสายพันธุ กระจายลงแผนกระจกสไลดทีผ่านการลนไฟ
ฆาเชื้อและทําลายคราบมันแลวยึด (fixed) เซลลดวยการลนเปลวไฟหาง ๆ 1-2 คร้ัง จากนั้นนําไป
ยอมสี 
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แบบแกรม (Gram’s stain) ดวยสาร crystal violet และ safranin-o ตามวธีิการของ Schaad (1988) 
โดยที่เซลลแบคทีเรียที่ติดสีมวงของ crystal violet จะเปนแบคทีเรียแกรมบวก แตถาติดสีแดงของ 
safranin-o จะเปนแบคทีเรียแกรมลบ  
 
             10.3 การทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคม ี
 
                     เล้ียงเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษบนอาหาร NGA ใหมีอายุประมาณ 24-36 ช่ัวโมง นํามา
ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ไดแก การใชออกซิเจน การเกิดปฏิกิริยา catalase indole production  
nitrate reduce to nitrite urea hydrolysis starch hydrolysis levan information lipolytic activity test 
(Tween 80) citrate utilization และ gelatin liquefaction (Gerhardt, 1981) และทดสอบคุณสมบตัิใน
การทําปฏิกิริยากรดกับน้ําตาลชนิดตาง ๆ คือ glucose sucrose lactose cellobiose mannitol sorbitol 
และ dulsitol รวมทั้งคุณสมบตัิการเกิดปฏิกริิยาการตอบสนองอยางเฉียบพลัน (HR) บนใบยาสูบ 
(เชนเดียวกับวธีิการทดสอบในขอ 2.2.1) เพื่อนําขอมูลการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษแตละ
สายพันธุที่ผานการทดสอบมาเปรียบเทียบกับขอมูลหนงัสือ Bergey’s manual of Determinative 
Bacteriology  9th edition (Holt et al., 1994) เพื่อจําแนกชนิดเบื้องตน 
 
 
 
 



ผลและวิจารณ 

 

ผล 
 
1.  การระบาดของโรคลําตนแบคทีเรียขาวโพดในแหลงปลูก 
 

จากการสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางตนขาวโพดหวานที่แสดงอาการโรคลําตนเนาใน
แหลงปลูกขาวโพดหวาน 6 จงัหวัด ในเขตพื้นที่จังหวัดกาญจนบุรี นครราชสีมา เพชรบูรณ  ราชบุรี 
ลพบุรี สระบุรี และนครราชสีมา สามารถรวบรวมตนขาวโพดหวานที่แสดงลักษณะอาการโรคลําตน
เนารวม 85 ตัวอยาง พบวา ในพื้นที่จังหวัดกาญจนบุรีมีจํานวนตนขาวโพดหวานที่แสดงลักษณะ
อาการเนามากที่สุด 36 ตัวอยาง โดยคิดเปนรอยละการระบาดเทากับ 40% ของพื้นที่สํารวจ รองลงมา
คือราชบุรี นครราชสีมา เพชรบูรณ สระบุรี และลพบุรี จํานวน 19 13 8 7 2 ตัวอยาง คิดเปนการ
ระบาดเทากับ 25 20 20 15 และ 10 เปอรเซ็นตของพื้นที่สํารวจ ตามลําดับ ทั้งนี้การประเมินระดับการ
ระบาดของโรคพิจารณาจากจํานวนตนขาวโพดหวานที่แสดงอาการโรคตอจํานวนตนที่ปกติในพื้นที่
สุม 1 ตารางเมตร จาก 10 จุด ของแปลงขนาด 1 ไร แนวทะแยงมุม โดยแตละพื้นที่ตนขาวโพดหวาน
จะแสดงอาการและความรุนแรงของโรคที่แตกตางกันขึ้นอยูกับพันธุ ฤดูที่ปลูกและสภาพแวดลอม 
และเมื่อพิจารณาจากลักษณะอาการเนาทีแ่สดงบนตนขาวโพดหวาน ซ่ึงสามารถจัดกลุมออกเปน 3 
กลุม คือ กลุมที่ 1 บริเวณตนแสดงอาการแผลช้ําฉ่ําน้ํา กลุมที่ 2  บริเวณตนแสดงอาการเนาเกือบทัง้
ลําตน และกลุมที่ 3  ตนแสดงอาการเนาและหักลม นอกจากนี้ลักษณะและความรุนแรงของโรคยังมี
ความแตกตางกันขึ้นอยูกับแหลงพื้นที่ปลูกและพันธุขาวโพดหวาน โดยพบวา ขาวโพดหวานพันธุ 
ATS 5 ที่ปลูกในพื้นที่จังหวดักาญจนบุรี มีความรุนแรงของโรคสูง ในกลุมอาการที่ 3 สําหรับพันธุซู
การ 75  ไฮบริกซ 3 และอินทรี 2  จะแสดงอาการใกลเคียงกัน ในกลุมอาการที่ 1 และ 2 (ตารางที่ 2)  

 
2.  สายพันธุเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรีย 

 
เมื่อนําตัวอยางตนขาวโพดหวานที่แสดงอาการโรคลําตนเนาแบคทีเรียจากพื้นที่ปลูกทั้ง 6 

จังหวัด มาทําการแยกเชื้อบนอาหาร NGA พบวา มีเชื้อแบคทีเรียหลากหลายชนิดที่มคีวามแตกตาง
กันทั้งลักษณะและสีสรรของโคโลนีที่เจริญบนผิวหนาอาหาร จึงไดทําการคัดเลือกเฉพาะโคโลนีที่
มีแนวโนมเปนเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียจากตวัแทนตัวอยางทอนขาวโพดหวานทีแ่สดง
อาการเนาทั้ง 85 ตัวอยาง (ตารางที่ 3) รวม 85 สายพันธุ โดยเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดมีลักษณะโคโลนี
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สีขาวอมเทา นนู วาว ขอบเรียบ บนอาหาร NGA และเมื่อนําเชื้อมาเลี้ยงบนอาหาร PDA ก็พบ
ลักษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหารเปนรูปไขดาว ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของเชื้อ E. chrysanthemi pv. 
zeae (ภาพที ่3) จึงเก็บรวบรวมเชื้อดังกลาวไปทําการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ โดยการ cross stresk บน
อาหาร NGA ประมาณ 2-3 คร้ัง จนไดโคโลนีเดี่ยว ทําการเก็บรักษาเชื้อดังกลาวดวย 20 เปอรเซ็นต 
glycerol และเก็บรักษาไวภายใตสภาพอุณหภูมิต่ํา -20 องศาเซลเซยีส  
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ตารางที่ 2  ผลการสํารวจและระดับการระบาดของโรคลําตนเนาแบคทีเรีย จากการสุมตัวอยาง    
                  ขาวโพดหวานตางสายพันธุในพื้นที่ปลูก 6 จังหวัด 
 
แหลงสํารวจ พันธุ จํานวนตัวอยาง ลักษณะอาการ1/ ระดับการระบาด (%)2/ 
กาญจนบุรี ไฮบริกซ3 12 B 40 
 ซูการ75 10 A  
 ATS5 14 C  
     
ราชบุรี ไฮบริกซ3 5 B 25 
 ซูการ75 6 B  
 ATS5 8 C  
     
นครราชสีมา อินทรี2 8 B 20 
 ซูการ75 5 A  
     
เพรชบูรณ ไฮบริกซ3 8 A 20 
     
สระบุรี ไฮบริกซ3 3 A 15 
 ซูการ74 4 B  
     
ลพบุรี ซูการ74 2 A 10 
                    รวม 85  
 
1/อาการโรคที่สํารวจและเกบ็ตัวอยางพจิารณาจากลักษณะอาการที่แตกตางกัน 3 แบบ คือ (A)    
  บริเวณตนแสดงอาการแผลช้ําฉ่ําน้ํา (B) บริเวณตนแสดงอาการเนาเกือบทั้งลําตน (C) ตนแสดง 
  อาการเนาและหักลม 
2/ระดับการระบาดของโรคคิดคาเฉลี่ยในจดุสํารวจประเมินจากจาํนวนตนเปนโรค 
 
 



ตารางที่ 3  จํานวนสายพันธุเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคลําตนเนา ที่เก็บรวบรวมและแยกจาก 
                  ตัวอยางขาวโพดหวานในพืน้ทีป่ลูก 6 จังหวดั  
 
หมายเลขจดัเกบ็1/ พันธุขาวโพดหวาน แหลงสํารวจ จํานวน สายพันธุแบคทีเรีย2/ 
Ech1-Ech12 ไฮบริกซ 3 กาญจนบุรี 12 Kh01-Kh012 
Ech13-Ech22 ซูการ 75 กาญจนบุรี 10 Ks01- Ks010 
Ech23-Ech37 ATS 5 กาญจนบุรี 15 Ka01-Ka014 
     
Ech38-Ech42 ไฮบริกซ 3 ราชบุรี 5 Rh01-Rh05 
Ech43-Ech48 ซูการ 75 ราชบุรี 6 Rs01-Rs06 
Ech49-Ech56 ATS 5 ราชบุรี 8 Ra01-Ra08 
     
Ech57-Ech64 อินทรี 2 นครราชสีมา 8 Ni01-Ni08 
Ech65-Ech69 ไฮบริกซ 3 นครราชสีมา 5 Ns01-Ns05 
     
Ech70-Ech77 ไฮบริกซ 3 เพรชบูรณ 8 Ph01-Ph06 
     
Ech78-Ech79 ไฮบริกซ 3 สระบุรี 2 Sh01-Sh02 
Ech80-Ech83 ซูการ 74 สระบุรี 4 Ss01-Ss04 
     
Ech84-Ech85 ซูการ 74 ลพบุรี 2 Ls01-Ls02 
     
 รวม 85  
 
1/รหัสจัดเก็บแบคทีเรียที่กําหนดขึ้นตามแหลงปลูกและพนัธุขาวโพดที่เก็บรวบรวมตวัอยางคือ  K,  
   R, N, P, S และ L = กาญจนบุรี ราชบุรี นครราชสีมา เพชรบูรณ สระบุรี และลพบรีุ  
2/หมายเลขจัดเก็บสายพันธุเชือ้สาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียที่แยกจากแหลงปลูก เพื่อใชใน   
   การศึกษาตอไป 
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วิจารณ 
 
 รายละเอียดการวิจารณ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่2  ลักษณะอาการบริเวณลําตนฉ่ําน้าํ (ก) แสดงอาการเนาเกือบทัง้ตน (ข) และฉ่ําน้ํา  
               อยางรุนแรงจนตนหักพับ (ค) เมือ่ผาดูเนื้อเยื่อภายในเนาเละเปนสีน้ําตาลและมีกล่ิน 
               เหมน็ (ง)  
 
 
 
 
 

ขขกก

คค งง
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ภาพที่ 3  ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Erwinia chrysanthemi pv. zeae สาเหตุโรคลําตนเนาที่เจริญบน 
               อาหาร NGA ที่มีลักษณะโคโลนีสีขาวอมเทา นนู วาว ขอบเรียบ (ก) และลักษณะโคโลนี 
               บนอาหาร PDA ที่มีลักษณะเปนรูปไขดาวตรงกลางโคโลนีนูน กลม สีเหลืองเขมลอมรอบ 
               ดวยสีขาว (ข) และการทดสอบแกรมดวยวิธี Gram stain พบวาเซลลแบคทีเรียเปนแกรม 
               ลบติดสีแดงของ safranin-o (ค) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
กก ขข

คค
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3.  คุณสมบัติการเปนเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคลําตนเนา 
 

การทดสอบคุณสมบัติเบื้องตนในการเปนเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียในขาวโพด
หวานดวยวิธีการตาง ๆ ไดแก การเกดิปฏิกริิยาตอบสนองอยางเฉียบพลันบนใบยาสูบ การทดสอบ
ความสามารถในการกอใหเกิดโรคบนพืชอาศัย (ขาวโพดพันธุอินทรี 2) และการทดสอบการผลิต 
extracellular enzyme พบวา เชื้อแบคทีเรียทีม่ีแนวโนมเปนเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาทั้ง 85 สายพันธุ 
สามารถกระตุนใหเกิดปฏิกริิยาตอบสนองอยางเฉียบพลันบนใบยาสูบ โดยกอใหเกิดอาการแผลไหม 
(necrotic) อยางรวดเร็วและชัดเจนภายใน 24 ช่ัวโมง จํานวน 10 สายพันธุ หลังฉีด suspension ของเชื้อ
แบคทีเรียและแสดงอาการที่ 48 ช่ัวโมง จํานวน 75 สายพันธุ  โดยในระยะแรกใบยาสูบแสดงอาการฉ่ํา
น้ํา และตอมาจะเกดิอาการเซลลตายจนปรากฏเปนแผลไหมสีน้ําตาลเขม (ภาพที่ 4)  

 
ขณะที่ผลการทดสอบความสามารถในการกอใหเกิดโรคลําตนเนาแบคทีเรีย ที่ปลูกเชื้อโดย

ใชไมจิ้มฟนปลอดเชื้อแตะโคโลนีแบคทีเรียจิ้มเขาลําตนโดยตรงลึกประมาณ 0.5 เซนตเิมตร ระยะ
สูงจากพื้นดนิ 3 เซนติเมตร และปดปากแผลดวยวาสลีน รวมกับการใหความชื้นสูง เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง (Jeamvijit et al., 2005) พบวา แบคทีเรียทั้ง  85 สายพันธุ สามารถชักนําใหตนขาวโพด
หวานทดสอบแสดงอาการลําตนเนาได โดยเมื่อทําการประเมินระดับความรุนแรงของโรคหลังจาก
ทําการปลูกเชือ้ที่ 7 วัน สามารถแบงระดับความรุนแรงของโรค (diseased severity) ได 3 ระดับ คือ 
ระดับ 1= แสดงอาการเนาเละบริเวณขอและใบฉ่ําน้ําอยางรุนแรงภายใน 2 วัน หลังปลูกเชื้อ ระดับ 2 
= แสดงอาการแผลช้ําฉ่ําน้ําและเนาเละบริเวณตนและยอดที่ 4 วัน หลังปลูกเชื้อ และระดับ 3 = 
แสดงอาการฉ่าํน้ําบริเวณตนและยอดที่ 6 วัน หลังจากปลกูเชื้อ ตามลําดบั และพบวาเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุโรคจํานวน 10 สายพนัธุ กอใหเกิดอาการโรครุนแรงและรวดเรว็ที่สุดอยูในระดับ 3 ไดแก 
Ech11 Ech14 Ech18 Ech24 Ech44 Ech45 Ech55 Ech 60  Ech67 และ Ech71 โดยทั้ง 10 สายพันธุ
กอใหเกิดอาการ HR ชัดเจนภายใน 24 ช่ัวโมง (ตารางที่ 4) และเมื่อทําการแยกเชื้อกลับ (reisolate) 
พบวาเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดมีลักษณะและคุณสมบัติเชนเดียวกันกับเชือ้แบคทีเรียที่ปลูกลงบนตน
ขาวโพดหวานทดสอบ ซ่ึงเปนการยืนยันการเปนเชื้อสาเหตุโรคตามวิธีของ Koch’s postulation เมื่อ
ผาดูภายในลําตนพบวา เนื้อเยื่อพืชถูกยอยทําลายบริเวณปลูกเชื้อตามแนวยาวลําตนและมีกล่ินเหมน็
ฉุน(ภาพที่ 4) จึงคัดเลือกสายพันธุ Ech11 เปนตัวแทนในการศึกษาตอไป  

 
สวนผลการตรวจสอบการผลิต extracellular enzyme พบวา เชื้อแบคทีเรีย E. chrysanthemi 

pv. zeae ทั้ง 85 สายพันธุ สามารถผลิต pectinase และ cellulase (ภาพที่ 5) ไดโดยมีระดับความกวาง
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ของโคโลนีแตกตางกัน โดยการแสดงออกของกิจกรรมเอนไซมดังกลาวมีความสัมพันธกับการ
แสดงออกของยีน Cel ของเชือ้ E. chrysanthemi pv. zeae ขึ้นอยูกับสายพันธุเชื้อ  
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ภาพที่ 4  ลักษณะการเกิดปฏกิิริยาการตอบสนองอยางเฉยีบพลัน (HR) บนใบยาสูบ (Nicotiana    
                tabacum cv. xanthi) หลังการฉีด suspension ของเชื้อแบคทีเรีย E. chrysanthemi pv. zaea  
                สาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรีย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่5  ลักษณะ clear zone บนอาหารทดสอบที่เกิดจากกิจกรรมของเอมไซมที่เชื้อ  

 E. chrysanthemi pv. zeae สาเหตุโรคลําตนเนาแบคทเีรียโดยผลิต cellulase (ก) และ           
 pectinase (ข) 
 
 
 
 
 

1 2 

3 4 

5 

1 2 

3 4 

5 

  
กก ขข
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ตารางที่ 4  ปฏิกิริยาการตอบสนองอยางเฉยีบพลันของเชือ้ E. chrysanthemi pv. zaea สาเหตุโรค 

    ลําตนเนาแบคทีเรียตางสายพันธุหลังฉดีเชื้อ และความสามารถในการกอใหเกิดโรคบน 
    ขาวโพดหวานทดสอบ 
 

สายพันธุเชื้อ ปฏิกิริยา HR1/ ระดับความรุนแรงของโรค2/ การผลิต extracellular enzyme 
 24 48 1 2 3 cellulase pectinase 
Ech11 + - + - - +++ +++ 
Ech14 + - + - - +++ +++ 
Ech18 + - + - - ++ ++ 
Ech24 + - + - - ++ +++ 
Ech44 + - + - - ++ ++ 
Ech45 + - + - - ++ + 
Ech55 + - + - - ++ ++ 
Ech60 + - + - - ++ ++ 
Ech67 + - + - - ++ ++ 
Ech71 + - + - - ++ ++ 
 
1/+ = เกิดปฏิกริิยา 
   - = ไมเกิดปฏิกิริยา 
2/+ = ระดับความรุนแรงของโรค (diseased severity) ได 3 ระดับ คือ ระดับ 1 = แสดงอาการเนาเละ 
         บริเวณขอและใบฉ่ําอยางรุนแรงภายใน 2 วัน หลังปลูกเชื้อ ระดับ 2 = แสดงอาการฉ่ําน้ําและ 
         เนาเละบริเวณตนและยอดที่ 4 วัน หลังปลูกเชื้อ และระดับ 3 = แสดงอาการฉ่ําน้าํบริเวณตน 
         และยอดที่ 6 วัน หลังปลูกเชื้อ ตามลําดับ 
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4.  คุณสมบัตทิางสรีรวิทยาและชีวเคมีบางประการของเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียและการ
จัดจําแนก 
 
 การศึกษาคณุสมบัติทางสรีรวิทยาของเชือ้สาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรีย พบวาตัวแทนเชื้อ
แบคทีเรียทั้ง 10 สายพันธุ ทีผ่านการทดสอบคุณสมบัติการเปนเชื้อกอโรคมาแลวในขอ 2.2 ไดแก 
สายพันธุ Ech11 Ech14 Ech18 Ech24 Ech44 Ech45 Ech55 Ech60 Ech67 และ Ech71 พบวาเชื้อ
แบคทีเรียทั้งหมดมีลักษณะโคโลนีสีขาวอมเทา นูนวาว ขอบเรียบ บนอาหาร NGA การศึกษา
ลักษณะรปูรางและขนาดของเซลล โดยการยอมเซลลแบคทีเรียดวย metylene blue และสองดูใต
กลองจุลทรรศกําลังขยาย 1,000 เทา พบวา เชื้อดังกลาวมีลักษณะทอนขนาดเล็ก สวนการทดสอบ
คุณสมบัติในการติดสีแกรมของเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรีย โดยวธีิ Gram’s stain reaction ผล
ปรากฏวาเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาทั้ง 10 สายพันธุ เปนแบคทีเรียแกรมลบ เนื่องจากเซลลแบคทีเรีย
ติดสียอมแกรมเปนสีแดง (ภาพที่ 3) เมื่อทําการศึกษาคณุสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อสาเหตโุรคลําตน
เนาแบคทีเรียตัวแทนทั้ง 10 สายพันธุ และ E. chrysanthemi pv. zeae สายพันธุเปรียบเทียบ Ech3937 
พบวา เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคทั้ง 10 สายพันธุ สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส ไม
ตองการออกซิเจนในการเจรญิเติบโต (facultative anaerobe) สราง enzyme catalase ไมสราง
เอนไซม urease สามารถรีดิวซ nitrate สราง indole การทดสอบ citrate เปนลบ สามารถยอยมันฝรั่ง 
และยอย galatin ไดใหผลในการทดสอบปฏิกิริยาการใชน้ําตาล cellobiose glucose lactose manital 
และ sorbital ได แตไมสามารถใชน้ําตาล mannitol ducitol และสารซิเตรตได (ตารางที่ 5) ซ่ึงผล
การศึกษาใหผลสอดคลองกับเชื้อ E. chrysanthemi สายพนัธุเปรยีบเทยีบ (Jeamvijit et al., 2005) 
และเมื่อนําขอมูลจากการทดสอบทั้งหมดไปเปรียบเทียบกับตํารา Bergey’s manual of 
Determinative Bacteriology 9th edition (Holt et al., 1994) พบวาเชื้อแบคทีเรียทั้ง 10 สายพันธุ ที่
แยกจากตนขาวโพดหวานทีแ่สดงอาการลําตนเนา มีคณุสมบัติตรงกับ E. chrysanthemi pv. zaea  
ซ่ึงจะนําเชื้อตวัแทนทั้งหมดไปยืนยันในระดับพนัธุศาสตรตอไป 
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ตารางที่ 5  ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีบางประการของเชื้อ E.chrysanthemi pv. zeae     
                  สาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียตางสายพันธุและสายพันธุเปรยีบเทียบ Ech3937  
 

ลักษณะทดสอบ2/ 
สายพันธุแบคทีเรีย1/ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Ech39373/ 
Gram reaction4/ - - - - - - - - - - - 
Lipase + + + + + + + + + + + 
Motility + + + + + + + + + + + 
Oxidase test - - - - - - - - - - - 
Anaerobic growth + + + + + + + + + + + 
Citrate utilization - - - - - - - - - - - 
Gelatin hydrolysis + + + + + + + + + + + 
Catalase production + + + + + + + + + + + 
Nitrate reduction + + + + + + + + + + + 
Urease - - - - - - - - - - - 
Indole production + + + + + + + + + + + 
Potato soft rot + + + + + + + + + + + 
Acid production            
          Cellobiose + + + + + + + + + + + 
          Glucose + + + + + + + + + + + 
          Ducitol - - - - - - - - - - - 
         Lactose + + + + + + + + + + + 
        Mannitol - - - - - - - - - - - 
         Sorbital   + + + + + + + + + + + 
 
1/ สายพันธุแบคทีเรีย 10 สายพันธุ คือ Ech11 Ech14 Ech18 Ech24 Ech44 Ech45 Ech55 Ech60   
   Ech67 และ Ech71 ตามลําดับ 
2/ ทดสอบปฏิกิริยา : + = เกดิปฏิกิริยา และ - = ไมเกิดปฏิกิริยา 
 3/ สายพันธุเปรียบเทียบ E.chrysanthemi Ech3937 (Shizuoka University ประเทศญี่ปุน) 
4/  Gram reaction - = Gram negative + = Gram positive 



 

50 
การใชเทคนิค PCR ในการตรวจสอบเพิ่มปริมาณชิ้นสวน pel gene ของเชื้อ E. chrysanthemi pv. 
zeae ดวยไพรเมอรที่มีความจาํเพาะเจาะจงตอบริเวณดังกลาว ตามรายละเอียดในอุปกรณและวิธีการ
พบวา คูไพรเมอรและปฏิกริิยาดังกลาวสามารถเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดเีอ็นเอของเชื้อแบคทีเรีย
เปาหมายได โดยหลังจากนําผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR มาตรวจสอบดวย 0.8 เปอรเซ็นต agarose 
gel ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 420 bp บนแผนเจล (ภาพที ่6) ซ่ึงเปนขนาดที่จําเพาะตรงตามที่ได
ออกแบบไพรเมอรไว ทั้งนี้คูไพรเมอรทดสอบมีความจําเพาะระดับสปชีสของ E. chrysanthemi pv. 
zeae และไพรเมอรดังกลาวไมทําปฏิกิริยากบั Erwinia spp. ที่ศึกษาเปรียบเทียบรวมทั้งแถบดีเอ็นเอ
ดังกลาวมีขนาดตรงกับสายพนัธุเปรียบเทียบ E. chrysanthemi 3937 ซ่ึงเปนสายพันธุเชื้ออางอิงที่
ไดรับความอนุเคราะหจากหองปฏิบัติการ Plant pathology, Shizuoka University ประเทศญี่ปุน จงึ
ยืนยนัวาเชื้อแบคทีเรียที่นํามาทดสอบทุกสายพันธุเปน E. chrysanthemi pv. zeae 
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ภาพที่ 6  ผลผลิต PCR ของเชื้อ E. chrysanthemi pv. zeae สายพันธุเปรยีบเทียบและสายพันธุไทย  

  ที่เพิ่มปริมาณดวยไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอบริเวณ pel gene ของเชื้อ E.chrysanthemi 
  และตรวจบน 0.8 เปอรเซ็นต agarose gel ชองที่ M : DNA marker ชองที่ 1:Ech3937 ชอง  
  2: Ech11 ชอง 3: Ech14 ชอง 4: Ech18 ชอง 5: Ech 24 ชอง 6: Ech44 ชอง 7: Ech45 ชอง 
  8: Ech55 ชอง 9: Ech60 ชอง 10:Ech67 และ ชอง11:Ech71 ตามลาํดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   M   1    2     3     4     5     6    7    8    9   10     11   

420bp
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5.  เทคนิควิธีการปลูกเชื้อสาเหตุโรคท่ีเหมาะสมในการศึกษาโรคลําตนเนาแบคทีเรียและการ
คัดเลือกพันธุตานทานโรค 

 
5.1 เทคนิคและวิธีการปลูกเชื้อที่เหมาะสม 
 
      จากการศึกษาเปรียบเทยีบเทคนิควิธีการปลูกเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรีย เพื่อ

คัดเลือกวิธีที่เหมาะสมและสะดวกตอการศึกษาชีววิทยาของโรคลําตนเนาและปรับใชในการ
คัดเลือกพันธุขาวโพดหวานตานทานโรค โดยมีการใชตวัแทนสายพันธุเชื้อสาเหตุโรคทดสอบ 3 
สายพันธุ คือ Ech11 Ech14 Ech24 ที่ผานการทดสอบแลววามีความรนุแรงในการกอโรคกับ
ขาวโพดหวาน และปลูกเชื้อดวยวิธีการแตกตางกัน 3 วิธี คือ (1) การฉีด suspension เชือ้สาเหตุโรค 
แตละสายพนัธุเขาลําตนขาวโพดหวานดวยเข็มฉีดยา (2) การทําแผลที่รากและราดดนิดวย 
suspension เชือ้สาเหตุโรค (3) การทําแผลและถายทอดเชื้อกอโรค โดยใชไมจิ้มฟนปลอดเชื้อแตะ
โคโลนีเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคทดสอบจิ้มเขาลําตนขาวโพดหวานโดยตรง และปดปากแผลดวยวา
สลีน และตรวจสอบการเกิดโรคติดตอกัน 7 วัน ผลการทดลองพบวา ตนขาวโพดหวานที่ปลูกเชื้อ
ดวยวิธีการที่ 3 สามารถชักนําใหตนขาวโพดหวานแสดงอาการเนาไดรวดเรว็และชดัเจนที่สุด 
อาการโรคปรากฏที่ 2 วัน หลังจากปลูกเชือ้ (อาการรุนแรงระดับ 1) และใหผลที่ไมแตกตางกัน
ระหวางสายพนัธุเชื้อ (ตารางที่ 6) ในขณะทีว่ิธีการปลูกเชือ้ดวยการใชเขม็ฉีดยาฉีด suspension เชื้อ
สาเหตุโรคเขาสูลําตนขาวโพดหวานโดยตรง (วิธีทั้ง 1) และการทําแผลที่รากรวมกับการราดดิน
ดวย suspension เชื้อสาเหตุโรค (วธีิที่ 2) ใหผลในการชกันําโรคชากวาและความรุนแรงของโรคยัง
ขึ้นอยูกับสายพันธุเชื้อ โดยสายพันธุ Ech11 กอใหเกิดโรคที่ 3 วันหลังปลูกเชื้อทั้ง 2 วิธี สวน Ech24 
ชักนําใหใหเกดิโรคที่ 2 และ 3 วัน เมื่อปลูกเชื้อดวยวิธีการที่ 2 และ 1 และสายพนัธุ Ech14 ชักนําให
เกิดโรคที่ 2 และ 3 วัน เมื่อปลูกเชื้อดวยวิธีที่ 1 และ 2 ตามลําดับ (ตารางที่ 6) 
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ตารางที่ 6  ระดบัความรุนแรงของโรคลําตนเนาแบคทีเรีย โดยใชเทคนิคการปลูกเชื้อแบบตาง ๆ  
                    ภายใตสภาพเรือนทดลอง 

 
สายพันธุแบคทีเรีย1/ ระดบัความรุนแรงโรค2/ 

วิธีการปลูกเชือ้ 
ราดดินดวย suspension 
รวมกับการทําแผลที่ราก 

ฉีด suspension  ใชไมจิ้มฟนแตะโคโลนีเชื้อ
แบคทีเรีย  

E.ch11 3 3 1 
Ech14 3 2 1 
Ech24 2 3 1 
 
1/ สายพันธุแบคทีเรียสาหตุโรค 
2/ ระดับความรนุแรงของโรค (diseased severity) ได 3 ระดับ คือ ระดับ 1 = แสดงอาการเนาเละ   
   บริเวณขอและใบฉ่ําอยางรุนแรงภายใน 2 วัน หลังปลกูเชื้อตามลําดบั ระดับ 2 = แสดงอาการฉ่ํา 
   น้ําและเนาเละบริเวณตนและยอดที่ 4 วัน หลังปลูกเชือ้ และระดับ 3 = แสดงอาการฉ่ําน้ําบริเวณ 
   ตนและยอดที่ 6 วัน หลังปลูกเชื้อ 
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ภาพที ่7  ลักษณะอาการโรคลําตนเนาแบคทีเรีย ที่ระดับความรุนแรงของโรค หลังจากปลูกเชื้อดวย 

วิธีที่ 3 ภายใตสภาพเรือนทดลอง (ก) ไมแสดงอาการโรค  (ข) แสดงอาการฉ่ําน้ําบริเวณ         
ตนและยอด (ค) แสดงอาการฉ่ําน้ําเนาเละบริเวณตนและยอด (ง) แสดงอาการเนา  
เละบริเวณขอและใบฉ่ําน้ําอยางรุนแรงและตนหกัลม 
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5.2 ระยะการเจริญเติบโตและสภาวะที่เหมาะสมตอการเกิดโรคลําตนเนาแบคทีเรีย 

 
       การเปรียบเทียบระยะการเจริญเติบโตของขาวโพดหวาน สภาพความชื้น และการให

ปุยไนโตรเจนที่มีผลตอการเกิดโรคลําตนเนาแบคทีเรียทีเ่กิดจากเชื้อ E. chrysanthemi pv. zeae 
พบวา ขาวโพดหวานพันธุอินทรี 2 ที่ปลูกเชื้อดวยการใชไมจิ้มฟนแตะโคโลนีเชื้อสาเหตุโรคและ
แทงเขาสูลําตนขาวโพดหวานโดยตรง และมีการใหปุยไนโตรเจน (46-0-0) กอนปลูกเชื้อ 2 วัน 
รวมกับการใหความชื้นสูง (100 เปอรเซน็ต RH) หลังปลูกเชื้อ 48 ช่ัวโมง มีอัตราการเกดิโรคและ
ระดับการเกิดโรคที่รุนแรงกวาตนขาวโพดหวานทีไ่มมีการใหปุยไนโตรเจนกอนปลูกเชื้อและ/หรือ
การใหความชืน้หลังปลูกเชือ้และพบวา อัตราการเกิดโรคและระดับความรุนแรงของโรคมีความผัน
แปรแตกตางกนัขึ้นอยูกับระยะการเจริญเตบิโตของขาวโพดหวาน โดยตนขาวโพดหวานอายุ 14 
และ 21 วัน ทีม่ีการใหปุยไนโตรเจนกอนปลูกเชื้อ 2 วัน รวมกับการใหความชื้นหลังปลูกเชื้อ 48 
ช่ัวโมง มีอัตราการเกิดโรคเฉลี่ย 100 และ 96 เปอรเซ็นต และมีระดับความรุนแรงของการเกิดโรคที่
ระดับ 4 และ 3.5 ตามลําดับ โดยตนขาวโพดหวานแสดงอาการเนาเละบริเวณขอและใบแสดงอาการ
ฉ่ําน้ําอยางรุนแรงภายใน 2-3 วัน หลังปลกูเชื้อ สวนขาวโพดหวานที่อาย ุ28 วัน มีอัตราการเกิดโรค
ต่ํากวาเฉลี่ย 92 เปอรเซ็นต และมีระดับความรุนแรงของโรคที่ระดับ 3 คือ ตนขาวโพดหวานแสดง
อาการเนาบริเวณขอและยอดที่ 4 วัน หลังปลูกเชื้อ ในขณะที่ตนขาวโพดหวานทกุระยะการ
เจริญเติบโตที่มีการใหความชื้นสูง 48 ช่ัวโมง หลังปลูกเชื้ออยางเดยีว และกรรมวิธีทีม่ีการใหปุย
ไนโตรเจนอยางเดียวมีอัตราการเกิดและระดับความรุนแรงของโรคต่ํากวาและแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P≤0.05) (ตารางที่ 7) นอกจากนีย้ังพบวา ตนขาวโพดหวานอายุ 14 และ 21 วัน ที่
มีการใหความชื้นอยางเดยีวติดตอกัน 48 ช่ัวโมง หลังปลูกเชื้อมีอัตราการเกิดโรคเทากับ 78 และ 76 
เปอรเซ็นต และมีระดับความรุนแรงของการเกิดโรคที่ระดับ 2.5 ตามลําดับ คือ ตนขาวโพดหวาน
แสดงอาการเนาเละบริเวณขอและใบแสดงอาการฉ่ําน้าํอยางรุนแรงภายใน 5 วันหลังปลูกเชื้อ สวน
ขาวโพดหวานอายุ 28 วัน มีอัตราการเกิดโรค 79 เปอรเซ็นต และมีระดับความรุนแรงของโรคที่
ระดับ 2 สวนตนขาวโพดหวานอายุ 14 21 และ 28 วันทีม่ีการใหปุยไนโตรเจน กอนปลูกเชื้อ 2 วัน 
อยางเดยีวมีอัตราการเกิดโรคเทากับ 72 71 และ 68 เปอรเซ็นต และมีระดับความรุนแรงของการเกิด
โรคที่ระดับเฉลี่ย 1.5 คือ ตนขาวโพดหวานแสดงอาการฉ่าํน้ําบริเวณตนและยอดที่ 7 วัน หลังปลูก
เชื้อ สวนกรรมวิธีที่ไมมีการใหความชืน้และ/หรือใสปุยไนโตรเจนในทุกระยะการเจริญเติบโตไม
แสดงอาการโรคแตอยางใด ช้ีใหเห็นวาสภาพความชื้นถือเปนปจจยัสําคัญตอการเกิดและความ
รุนแรงของโรคลําตนเนาแบคทีเรีย และการใหปุยไนโตรเจนในสภาพความชื้นสูงจะเปนการ
สงเสริมใหการเกิดมีความรนุแรงขึ้นและโรคลําตนเนาแบคทีเรีย สามารถเกิดขึ้นไดกบัตนขาวโพด
หวานทกุระยะเจริญ (ตารางที่ 7) 
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5.3 ระดับความตานทานโรคลําตนเนาแบคทีเรียของขาวโพดตางพนัธุ  

 
       เมื่อนําเทคนิคการปลูกเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียที่เกดิจากเชื้อ E. chrysanthemi 

pv. zeae ดวยการใชไมจิ้มฟนแตะโคโลนีเชือ้สาเหตุโรคและแทงเขาสูลําตนขาวโพดโดยตรง ที่มี
การใหความชืน้หลังปลูกเชือ้ 48 ช่ัวโมง ที่ผานการทดสอบและคัดเลือกจากขอ 4.1 และ 4.2 มาปรับ
ใชในการคัดเลือกพันธุขาวโพดตานทานโรคในสภาพเรือนทดลอง และเปรียบเทยีบกับระยะการ
เจริญเติบโตของตนขาวโพดที่แตกตางกัน  พบวาขาวโพดพันธุลูกผสมทั้ง 10 พันธุ คือ อินทรี 2   
ซูการ 74 ซูการ 75 ไฮบริกซ 3 ไฮบริกซ 10 ไพโอเนีย 30A33 ไพโอเนีย 30Y87 ไพโอเนีย 3012  
บานสวน และ KSC 503 มีการตอบสนองตอวิธีการปลูกเชื้อแตกตางกนั และอัตราการเกิดโรค 
ระดับความรุนแรงของโรคมีความผันแปรแตกตางกันขึน้อยูกับระยะการเจริญเติบโตของขาวโพด 
(ตารางที่ 8) ซ่ึงจากการประเมินระดับความรุนแรงของโรคลําตนเนาแบคทีเรียบนขาวโพดทดสอบ
ตางพันธุ สามารถแบงกลุมพันธุขาวโพดตามระดับความตานทานโรค (resistance  category) 
ออกเปน 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 แสดงเฉพาะอาการฉ่ําน้ําบริเวณยอดและลําตนที่ 6 วัน หลังปลูกเชื้อ 
จัดอยูในกลุมที่มีความตานทานสูง ไดแก พันธุไพโอเนยี 30A33  KSC 503 ไพโอเนีย 30Y87 และ 
บานสวน กลุมที่ 2 แสดงอาการฉ่ําน้ําและลําตนเนาเละหลังจากปลูกเชือ้ 4 วัน จดัอยูในกลุม
ตานทานปานกลาง ไดแก พนัธุซูการ 74 ซูการ 75 ไฮบริกซ 3 และไฮบริกซ 10 และ กลุมที่ 3 แสดง
อาการเนาบริเวณขอและใบฉ่ําน้ํารุนแรง 2-3 วัน หลังจากปลูกเชื้อจัดอยูในกลุมที่มีความตานทานต่าํ 
ไดแก พันธุไพโอเนีย 3012 และ อินทรี 2 ตามลําดับ และจากการทดลองยังพบวาตนขาวโพดอายุ 7 
และ 14 วัน ออนแอตอการเกิดโรคมากกวาที่ระยะ 21 วนั โดยแสดงอาการเนาเละบริเวณขอและใบ
แสดงอาการฉ่าํน้ําอยางรุนแรงภายในระยะเวลา 2-3 วัน หลังปลูกเชื้อ ในขณะที่ขาวโพดอาย ุ21 วัน 
มีระดับความรนุแรงของโรคที่ระดับ 3 คือ ตนขาวโพดแสดงอาการเนาบริเวณขอและยอดที่ 6 วัน 
หลังปลูกเชื้อ (ตารางที่ 8) 
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ตารางที่ 7  อัตราการเกิดโรคและระดับความรุนแรงของโรคลําตนเนาแบคทีเรียในขาวโพดหวาน  

     พันธุอินทรี 2 หลังจากปลกูเชื้อที่อายุ 7 วันภายใตสภาพเรือนทดลอง1 

 
กรรมวิธี2/ อัตราการเกิดโรค (% )3/ ระดับความรุนแรงของโรค4/ 

1 100 a 4 

2 96 a 3.5 

3 92 ab 3 

4 78 bc 2.5 

5 76 c 2.5 

6 79 bc 2.5 

7 72 d 2 

8 71 d 1.5 

9 68 e 1 

10 0 f  0 
 

1/ตัวอักษรของขอมูลในตารางที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 
  ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต เมื่อวิเคราะหดวย Duncan’s New Multiple Rang Test 
2/กรรมวิธีดังตารางที่ 1 
3/อัตราการเกิดโรคคํานวนจากสมการ เปอรเซ็นตการเกดิโรค = (ผลรวมของอัตราการเปนโรค/ 
  จํานวนตนทีสุ่ม) x 100 
4/ระดับความรนุแรงของโรค (diseased severity) ได 3 ระดับ คือ ระดับ 1 = แสดงอาการเนาเละ   
  บริเวณขอและใบฉ่ําอยางรนุแรงภายใน 2 วัน หลังปลูกเชื้อระดับ 2 = แสดงอาการฉ่าํน้ําและเนา  
  เละบริเวณตนและยอดที่ 4 วัน หลังปลูกเชื้อ และระดับ 3 = แสดงอาการฉ่ําน้ําบริเวณตนและ 
  ยอดที่ 6 วัน หลังปลูกเชื้อตามลําดับ 
 
 
 



 

58 
ตารางที่ 8  การประเมินเพื่อคัดเลือกขาวโพดพันธุลูกผสม ตานทานตอเชื้อ E. chrysanthemi  

    pv. zeaeในสภาพเรือนทดลอง   
 

พันธุ1/ ลักษณะอาการ ระยะการเจริญเติบโต2/ ระดับ3/ 
7 14 21 

อินทรี 2 แสดงอาการเนาบริเวณขอและใบฉ่ําน้ํา 2 2 3 III 
ไพโอเนีย 3012 แสดงอาการเนาบริเวณขอและใบฉ่ําน้ํา 2 2 4 III 
      
ซูการ 74   แสดงอาการฉ่ําน้ําและลําตนเนา 3 3 5 II 
ซูการ 75 แสดงอาการฉ่ําน้ําและลําตนเนา 3 4 5 II 
ไฮบริกซ 3  แสดงอาการฉ่ําน้ําและลําตนเนา 3 4 5 II 
ไฮบริกซ10 แสดงอาการฉ่ําน้ําและลําตนเนา 4 4 5 II 
      
บานสวน  แสดงอาการฉ่ําน้ําบริเวณยอดและลําตน 6 6 6 I 
KSC 503  แสดงอาการฉ่ําน้ําบริเวณยอดและลําตน 5 6 7 I 
ไพโอเนีย 30Y87 แสดงอาการฉ่ําน้ําบริเวณยอดและลําตน 6 6 7 I 
ไพโอเนีย 30A33 แสดงอาการฉ่ําน้ําบริเวณยอดและลําตน 4 5 7 I 
 
1/ พันธุขาวโพดลูกผสมที่ไดทดสอบรวม 10 พันธุ 
2/ อายุขาวโพดทดสอบ 3 ระดับ คือ 7 14 และ 21 วัน หลังปลูกเชื้อ 
3/ ระดับความตานทานโรค I = ตานทานระดับสูง II = ตานทานระดับปานกลาง III = ตานทาน  
   ระดับต่ํา 
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6.  การแยกเชื้อและคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฎิปกษท่ีมีคุณสมบัติในการควบคุมโรคลําตนเนา
แบคทีเรีย 

 
6.1 สายพันธุเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยางใบและดินบริเวณราก 

 
จากการเก็บตัวอยางใบ ดนิบริเวณรอบราก (rhizosphere) และรากขาวโพดหวานจาก

พื้นที่ปลูก 6 จังหวัด ไดแก กาญจนบุรี นครราชสีมา เพชรบูรณ ราชบุรี สระบุรี และ ลพบุรี จํานวน 
20 ตัวอยาง เพือ่แยกแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุที่มีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคลํา
ตนเนา สามารถแยกเชื้อแบคทีเรีย ไดทั้งหมด 512 สายพนัธุ โดยเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากดิน
บริเวณรอบราก มีจํานวนมากที่สุด 201 สายพันธุ รองลงมาคือ สวนใบและรากตามลาํดับ เทากับ 
161 และ 150 ตามลําดับ (ตารางที่ 9) เชื้อแบคทีเรียที่แยกไดทั้งจากสวนใบ ดินบริเวณรากและรากมี
ความแตกตางกันทั้งชนิดและปริมาณ ซ่ึงเปนการยืนยันถึงนิเวศวิทยาของเชื้อจุลินทรียที่แตกตางกนั 
และสามารถจําแนกกลุมแบคทีเรียอยางหยาบตามลักษณะทางสณัฐานวิทยาหรือโคโลนีของเชื้อ
แบคทีเรียที่เจริญบนอาหาร NGAได 30 กลุม (ตารางที่10 และ ภาพที่ 7) ดังนี้ กลุมที่มีปริมาณเชื้อ
แบคทีเรียมากที่สุดคือ กลุมที่ 16  ที่มีลักษณะโคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน บุมตรงกลาง ผิว
ขรุขระขอบหยัก แสงผานไมได รองลงมาคือ กลุมที่ 5 กลุมที่ 15 และกลุมที่ 29 ตามลําดบั ลักษณะ
โคโลนีของเชื้อแบคทีเรียกลุมตาง ๆ มีดังนี ้กลุมที่ 1 ลักษณะโคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอน แบน
ราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ ขอบโคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไมได กลุมที่ 2 ลักษณะ
โคโลนีสีเหลืองเรืองแสง รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ ขอบเรียบ แสง
ผานไดตลอด กลุมที่ 3 ลักษณะโคโลนีสีขาวขุน เปนเสนสายคลายเสนใยเชื้อรา รูปรางไมแนนอน 
เจริญ สูงจากผิวหนาอาหารแตสวนของโคโลนีเรียบ ผิวเรียบ ขอบเปนเสนสายแบบเสนใย แสงผาน
ไดบางโปรงแสงเล็กนอย กลุมที่ 4 ลักษณะโคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนา
อาหาร ผิวขรุขระ ขอบหยกัไมสม่ําเสมอ แสงผานไดเล็กนอย กลุมที่ 5 ลักษณะโคโลนีสีขาว รูปราง
ไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ ขอบไมเรียบ โคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานได
เล็กนอย กลุมที่ 6 ลักษณะโคโลนีสีขาว รูปรางกลม แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวขรุขระ ขอบ
โคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไดตลอด กลุมที่ 7 ลักษณะโคโลนีสีครีม เปนเสนหยาบ แผขยายคลาย
ราก แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ ขอบไมเรียบ แสงผานไมได กลุมที่ 8 ลักษณะโคโลนีสี
ครีม รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ ขอบเรียบ แสงผานไมได กลุมที่ 9 
ลักษณะโคโลนีสีเหลืองออน รูปรางกลมนูนโคงสูงจากผิวหนาอาหารผิวเรียบ ขอบเรียบ แสงผาน
ไมได กลุมที่ 10 ลักษณะโคโลนีสีชมพู รูปรางกลมนูนโคงสูงจากผิวหนาอาหารผิวเรียบ ขอบเรียบ 
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แสงผานไมได กลุมที่ 11 ลักษณะโคโลนีสีขาว ขนาดเล็ก แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ 
ขอบโคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไมได กลุมที่ 12 ลักษณะโคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอน แบน
ราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวขรุขระ ขอบเรียบ แสงผานไดตลอด กลุมที่ 13 ลักษณะโคโลนีสีขาว 
รูปกระสวย แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวขรุขระ ขอบไมเรียบ โคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผาน
ไมได กลุมที่ 14 ลักษณะโคโลนีสีครีม ขนาดเล็ก บุมตรงกลาง ผิวหนาเปนรอยยน ขอบไมเรียบ โคง
เวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไมได กลุมที่ 15 ลักษณะโคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน กลมนูนโคงสูง
จากผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ ขอบหยักเปนฟนไมสม่ําเสมอ แสงผานไดบางโปรงแสงเล็กนอย กลุมที่ 
16 ลักษณะโคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน บุมตรงกลาง ผิวขรุขระ ขอบหยัก  แสงผานไมได กลุมที่ 
17 ลักษณะโคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร  ผิวเรียบ ขอบเรียบ แสง
ผานไมได กลุมที่ 18 ลักษณะโคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิว
เรียบ ขอบไมเรียบ โคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไมได กลุมที่ 19 ลักษณะโคโลนีสีขาว รูปรางกลม 
แบนราบไปตามผวิหนาอาหาร ผิวเรียบ ขอบเรียบ แสงผานไดตลอด  กลุมที่ 20 ลักษณะโคโลนีสี
ขาว รูปกระสวย เจริญสูงจากผิวหนาอาหารแตสวนของโคโลนีเรียบ  ผิวเรียบ ขอบเรียบ แสงผาน
ไมได กลุมที่ 21 ลักษณะโคโลนีสีเหลืองออน รูปรางกลม นูนโคงสูงจากผิวหนาอาหาร มีลักษณะ
เปนวงแหวนซอนกันหลายชั้น ขอบไมเรียบ โคงเวาเพียงเล็กนอย  แสงผานไมได กลุมที่ 22 ลักษณะ
โคโลนีสีน้ําตาลออน รูปกระสวย เจริญสูงจากผิวหนาอาหารแตสวนของโคโลนีเรียบ มีลักษณะเปน
วงแหวนซอนกันหลายชัน้ ขอบเรียบ แสงผานไดบางโปรงแสงเล็กนอย กลุมที่ 23 ลักษณะโคโลนีสี
ขาวขุน รูปรางไมแนนอน เจริญสูงจากผิวหนาอาหารแตสวนของโคโลนีเรียบ ผิวเรียบ ขอบเรียบ 
แสงผานไมได กลุมที่ 24 ลักษณะโคโลนีสีเหลืองตรงกลางเขม รูปรางกลม นูนโคงสูงจากผิวหนา
อาหาร ผิวเรียบ ขอบเรียบ แสงผานไมได กลุมที่ 25 ลักษณะโคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน บุมตรง
กลาง มีลักษณะเปนวงแหวนซอนกันหลายชั้น ขอบไมเรียบ โคงเวาเพียงเล็กนอย แสงผานไมได 
กลุมที่ 26 ลักษณะโคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวขรุขระ ขอบ
หยักเปนฟนไมสม่ําเสมอ แสงผานไมได กลุมที่ 27 ลักษณะโคโลนีสีขาวขุน รูปรางกลม นูนโคงสูง
จากผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ ขอบเรียบ  แสงผานไมได กลุมที่ 28 ลักษณะโคโลนีสีครีม รูปรางไม
แนนอน บุมตรงกลาง ผิวหนาเปนรอยยน ขอบไมเรียบ โคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไดเล็กนอย 
กลุมที่ 29 ลักษณะโคโลนีสีเหลือบเขียวออน รูปกระสวย เจริญสูงจากผิวหนาอาหารแตสวนของ
โคโลนีเรียบ ผิวเรียบ ขอบเรยีบ แสงผานไดบางโปรงแสงเล็กนอย และกลุมที่ 30 ลักษณะโคโลนีสี
น้ําตาลออน รูปรางไมแนนอน เจริญสูงจากผิวหนาอาหารแตสวนของโคโลนีเรียบ ผิวเรียบ ขอบไม
เรียบ โคงเวาเพียงเล็กนอย แสงผานไมได 
 



 

61 
ตารางที่ 9  สายพันธุและแหลงที่มาของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกจากสวนตาง ๆ ของตัวอยาง

ตนขาวโพดหวานที่เก็บรวบรวมจากพืน้ทีป่ลูกตาง ๆ 
  

สายพันธุ จํานวนเชื้อ สวนที่ใชแยกเชื้อ สถานที่เก็บตัวอยาง 
PCL1-PCL18 18 ใบ อ.ชนแดน 
PCSR1-PCSR25 25 ดินบริเวณราก จ.เพชรบูรณ   
PCR1-PCR12 12 ราก  
    
SCL1-SCL10 10 ใบ อ.พระพุทธบาท 
SCSR1-SCSR14 14 ดินบริเวณราก จ.สระบุรี   
SCR1-SCR4 4 ราก  
    
LCL1-LCL10 10 ใบ อ.ชัยบาดาล 
LCSR1-LCSR10 10 ดินบริเวณราก จ.ลพบุรี   
LCR1-LCR8 8 ราก  
    
NCL1-NCL29 29 ใบ ศูนยวิจัยขาวโพดขาว 
NCSR1-NCSR45 45 ดินบริเวณราก ฟางแหงชาต ิ

NCR1-NCR21 21 ราก จ.นคราชสีมา  
    
NCL01-NCL021 21 ใบ อ.ปกธงชัย 
NCSR01-NCSR026 26 ดินบริเวณราก จ.นคราชสีมา  
NCR01-NCR020 20 ราก  
    
RCL1-RCL15 15 ใบ อ.จอมบึง   
RCSR1-RCSR9 9 ดินบริเวณราก จ.  ราชบุรี   
RCR1-RCR12 12 ราก  
    
KCL1-KCL24 24 ใบ อ. เมือง   
KCSR1-KCSR35 35 ดินบริเวณราก จ. กาญจนบุรี   
 



 

62 
ตารางที่ 9 (ตอ) 

 
สายพันธุ จํานวนเชื้อ สวนที่ใชแยกเชื้อ สถานที่เก็บตัวอยาง 

KCR1-KCR31 31 ราก  
    
KCL01-KCL020 20 ใบ อ. ทามวง  
KCSR01-KCSR018 18 ดินบริเวณราก จ. กาญจนบุรี   
KCR01-KCR015 15 ราก  
    
KCL/1-KCL/14 14 ใบ อ. ทามะกา   
KCSR/1-KCSR/19 19 ดินบริเวณราก จ. กาญจนบุรี   
KCR/1-KCR/27 27 ราก  
    
รวม 512   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

63 
ตารางที่ 10  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีเชื้อแบคทีเรียที่แยกจากตัวอยางใบ ดินบริเวณ 
                    รากและรากขาวโพดหวานทีเ่ก็บจากพืน้ที่ปลูกตาง ๆ บนอาหาร NGA อายุ 24 ช่ัวโมง 
 
กลุมที่ แหลงเก็บ2/ ลักษณะทางสัณฐานวิทยา1/ 

1 LC โคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ 
ขอบโคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไมได   

2 LC โคโลนีสีเหลืองเรืองแสง รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนา
อาหาร ผิวเรียบ ขอบเรียบ แสงผานไดตลอด  

3 R โคโลนีสีขาวขุน เปนเสนสายคลายเสนใยเชื้อรารูปรางไมแนนอน เจรญิ 
สูงจากผิวหนาอาหารแตสวนของโคโลนีเรียบ ผิวเรียบ ขอบเปนเสนสาย
แบบเสนใย แสงผานไดเล็กนอย 

4 RS โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิว
ขรุขระ ขอบหยักเปนฟนไมสม่ําเสมอ แสงผานไดเล็กนอย 

5 LC โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ 
ขอบไมเรียบ โคงเวาเพยีงเล็กนอย  แสงผานได 

6 R โคโลนีสีขาว รูปรางกลม แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวขรุขระ  
ขอบโคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไดตลอด 

7 R โคโลนีสีครีม เปนเสนหยาบ แผขยายคลายราก แบนราบไปตามผิวหนา
อาหาร ผิวเรียบ ขอบไมเรียบ แสงผานไมได 

8 LC โคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ 
ขอบเรียบ แสงผานไมได 

9 SR โคโลนีสีเหลืองออน รูปรางกลมนูนโคงสูงจากผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ  
ขอบเรียบ  แสงผานไมได 

10 R โคโลนีสีชมพู รูปรางกลม กลมนูนโคงสูงจากผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ 
ขอบเรียบ แสงผานไมได  

11 R โคโลนีสีขาว ขนาดเล็ก แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ ขอบ
โคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไมได 

12 SR โคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิว
ขรุขระ ขอบเรียบ แสงผานไดตลอด 

 
 



 

64 
ตารางที่ 10 (ตอ) 
 
กลุมที่ แหลงเก็บ2/ ลักษณะทางสัณฐานวิทยา1/ 

13 LC โคโลนีสีขาว รูปกระสวย แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวขรุขระ 
ขอบไมเรียบ โคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไมได 

14 R โคโลนีสีครีม ขนาดเล็ก บุมตรงกลาง ผิวหนาเปนรอยยน ขอบไมเรียบ 
โคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไมได 

15 LC โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน กลมนูนโคงสูงจากผิวหนาอาหาร ผิว
เรียบ ขอบหยกัเปนฟนไมสม่ําเสมอ แสงผานไดล็กนอย 

16 R 
 

โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน บุมตรงกลาง ผิวขรุขระ ขอบหยัก แสง
ผานไมได 

17 LC โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ  
ขอบเรียบ แสงผานไมได 

18 LC โคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ  
ขอบไมเรียบ โคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไมได 

19 SR โคโลนีสีขาว รูปรางกลม แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ ขอบ
เรียบ แสงผานไดตลอด   

20 SR โคโลนีสีขาว รูปกระสวย เจริญสูงจากผวิหนาอาหารแตสวนของโคโลนี
เรียบ ผิวเรียบ ขอบเรียบ แสงผานไมได 

21 R โคโลนีสีเหลืองออน รูปรางกลม นูนโคงสูงจากผิวหนาอาหาร มี
ลักษณะเปนวงแหวนซอนกนัหลายชั้น ขอบไมเรียบ โคงเวาเพยีง
เล็กนอย แสงผานไมได 

22 SR โคโลนีสีน้ําตาลออน รูปกระสวย เจริญสูงจากผิวหนาอาหารแตสวน
ของโคโลนีเรียบ มีลักษณะเปนวงแหวนซอนกันหลายช้ัน ขอบเรยีบ   

23 LC โคโลนีสีขาวขุน รูปรางไมแนนอน เจริญสูงจากผิวหนาอาหารแตสวน
ของโคโลนีเรียบ ผิวเรียบ แสงผานไมได 

24 LC โคโลนีสีเหลืองตรงกลางเขม รูปรางกลม นูนโคงสูงจากผิวหนาอาหาร  
ผิวเรียบ ขอบเรียบ แสงผานไมได 

25 LC 
 

โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน บุมตรงกลาง มีลักษณะเปนวงแหวน
ซอนกันหลายชั้น ขอบไมเรียบ โคงเวาเพียงเล็กนอย  แสงผานไมได 

 



 

65 
ตารางที่ 10 (ตอ) 
 
กลุมที่ แหลงเก็บ2/ ลักษณะทางสัณฐานวิทยา1/ 

26 LC โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิว
ขรุขระ ขอบหยักเปนฟนไมสม่ําเสมอ แสงผานไมได 

27 R โคโลนีสีขาวขุน รูปรางกลม นูนโคงสูงจากผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ  
ขอบเรียบ แสงผานไมได 

28 R โคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอน บุมตรงกลาง ผิวหนาเปนรอยยน  
ขอบไมเรียบ โคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไดเล็กนอย 

29 SR โคโลนีสีเหลือบเขียวออน รูปกระสวย เจรญิสูงจากผิวหนาอาหารแต
สวนของโคโลนีเรียบ ขอบเรยีบ แสงผานไดเล็กนอย 

30 SR โคโลนีสีน้ําตาลออน รูปรางไมแนนอน เจริญสูงจากผิวหนาอาหาร
แตสวนของโคโลนีเรียบ ผิวเรียบ ขอบไมเรียบ โคงเวาเพยีงเล็กนอย  
แสงผานไมได 

 
1/ ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปรียบเทียบโดยดูความแตกตางของสีและลักษณะโคโลนี 
2/  แหลงที่เก็บ LC = ใบ SR = ดินบริเวณราก R = รากขาวโพดหวาน   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

66 
 
ภาพที่ 8  ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่แยกจากใบ ดินบริเวณรากและรากขาวโพดหวาน 

ก = กลุมที่ 1 โคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ  
       ขอบโคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไมได   
ข = กลุมที่ 2 โคโลนีสีเหลืองเรืองแสง รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร  
       ผิวเรียบ ขอบเรียบ แสงผานไดตลอด 
ค = กลุมที่ 3 โคโลนีสีขาวขุน เปนเสนสายคลายเสนใยเชื้อรา รูปรางไมแนนอน ขอบเปน     
       เสนสายแบบเสนใย แสงผานไดเล็กนอย 
ง = กลุมที่ 4 โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวขรุขระ  
       ขอบหยักเปนฟนไมสม่ําเสมอ แสงผานไดเล็กนอย 
จ = กลุมที่ 5 โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ  
       ขอบไมเรียบ โคงเวาเพียงเล็กนอย แสงผานไดบางโปรงแสงเล็กนอย 
ฉ = กลุมที่ 6 โคโลนีสีขาว รูปรางกลม แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวขรุขระ ขอบ 
       โคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไดตลอด 
ช = กลุมที่ 7 โคโลนีสีครีม เปนเสนหยาบ แผขยายคลายราก แบนราบไปตามผิวหนา 
       อาหาร ผิวเรียบ ขอบไมเรียบ แสงผานไมได 
ซ =กลุมที่ 8 โคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ  
       ขอบเรียบ แสงผานไมได 

               ฌ = กลุมที่ 9 โคโลนีสีเหลืองออน กลมนนูโคงสูงจากผิวหนาอาหาร ขอบเรียบแสงไมผาน  
ฎ = กลุมที่ 10 โคโลนีสีชมพู รูปรางกลมนูนโคงสูงจากผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ ขอบ 
       เรียบ แสงผานไมได 
ฏ = กลุมที่ 11 โคโลนีสีขาว ขนาดเล็ก แบนราบไปตามผิวหนาอาหารผิวเรียบ ขอบโคง 
       เวาเพยีงเลก็นอย แสงผานไมได 
ฐ = กลุมที่ 12 โคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวขรุขระ   
       ขอบเรียบ แสงผานไดตลอด 
ฑ = กลุมที่ 13 โคโลนีสีขาว รูปกระสวย แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวขรุขระ ขอบ 
       ไมเรียบ โคงเวาเพยีงเล็กนอย  แสงผานไมได 
ฒ = กลุมที่ 14 โคโลนีสีครีม ขนาดเล็ก บุมตรงกลางผิวหนาเปนรอยยน ขอบไมเรียบ โคง 
        เวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไมได 
ณ = กลุมที่ 15 โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอนนูนโคงสูงจากผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ  
        ขอบหยักเปนฟนไมสม่ําเสมอ แสงผานไดเล็กนอย 
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ภาพที่ 8 (ตอ) 

ด = กลุมที่ 16 โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน บุมตรงกลาง ผิวขรุขระ ขอบหยัก แสง 
                     ผานไมได 
 ต = กลุมที่ 17 โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ   
                    ขอบเรียบ แสงผานไมได 
 ถ = กลุมที่ 18 โคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ขอบไม 
                     เรียบ โคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไมได 

ท = กลุมที่ 19 โคโลนีสีขาว รูปรางกลม แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ ขอบ 
                     เรียบ แสงผานไดตลอด   
 ธ = กลุมที่ 20 โคโลนีสีขาว รูปกระสวยเจริญสูงจากผิวหนาอาหารแตสวนของโคโลนี 
                     เรียบ ขอบเรียบ แสงผานไมได 

น = กลุมที่ 21 โคโลนีสีเหลืองออน รูปรางกลมนูนโคงสูงจากผิวหนาอาหาร มีลักษณะ 
                     เปนวงแหวนซอนกันหลายช้ัน ขอบไมเรียบ โคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไมได 

บ = กลุมที่ 22 โคโลนีสีน้ําตาลออน รูปกระสวย เจริญสูงจากผิวหนาอาหารแตสวนของ 
 โคโลนีเรียบ ขอบเรียบ แสงผานไดเล็กนอย 

 ป = กลุมที่ 23 โคโลนีสีขาวขุน รูปรางไมแนนอน เจริญสูงจากผิวหนาอาหารแตสวนของ 
       โคโลนีเรียบ ผิวเรียบ ขอบเรียบ แสงผานไมได 

 ผ = กลุมที่ 24 โคโลนีสีเหลืองตรงกลางเขม รูปรางกลม นูนโคงสูงจากผิวหนาอาหาร ผิว 
       เรียบ ขอบเรียบ แสงผานไมได 

 ฝ = กลุมที่ 25 โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน บุมตรงกลาง มีลักษณะเปนวงแหวนซอน 
       กันหลายชั้น ขอบไมเรียบ โคงเวาเพียงเล็กนอย แสงผานไมได 

 พ = กลุมที่ 26 โคโลนีสีขาว รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวขรุขระ   
       ขอบหยักเปนฟนไมสม่ําเสมอ แสงผานไมได 

 ฟ = กลุมที่ 27 โคโลนีสีขาวขุน รูปรางกลมนูนโคงสูงจากผิวหนาอาหาร ผิวเรียบ ขอบ 
       เรียบแสงผานไมได 

 ภ = กลุมที่ 28 โคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอน บุมตรงกลาง ผิวหนาเปนรอยยน ขอบไม 
       เรียบโคงเวาเพยีงเล็กนอย แสงผานไดเล็กนอย 

  ม = กลุมที่ 29 โคโลนีสีเหลือบเขียวออน รูปกระสวย เจริญสูงจากผิวหนาอาหารแตสวน 
        ของโคโลนีเรียบ ขอบเรียบ แสงผานไดเล็กนอย 
ย =  กลุมที่ 30 โคโลนีสีน้ําตาลออน  รูปรางไมแนนอน นูนขอบเรียบแสงผานได 
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7.  การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยัง้เชือ้สาเหตุโรค 
  

7.1 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษดวยวิธี dual culture และ cross-streak plate 
 
       จากการคดัเลือกและทดสอบประสิทธิภาพเบื้องตนของเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 512 สาย

พันธุ ที่แยกจากใบ ดนิบริเวณรากและรากขาวโพดหวานดวยวิธี dual culture ยังเปนวธีิที่นํามา
ตรวจสอบแบคทีเรียไดหลายกลไกและรวดเร็ว เพื่อคดัเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่มแีนวโนมยับยัง้
การเจริญของเชื้อสาเหตุโรค E. chrysanthemi pv. zeae สายพันธุ Ech11 ในขั้นตนพบวา เชื้อ
แบคทีเรียจํานวนรวม 44 สายพันธุ มีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนา
แบคทีเรีย ทั้งในลักษณะการเจริญแขงขันคลุมทับเชื้อสาเหตุโรครวม 18 สายพันธุ โดยเปน
แบคทีเรียที่แยกจากใบขาวโพดหวาน 8 สายพันธุ คือ สายพันธุ PCL17 SCL12 LCL4 NCL40 
RCL15 KCL10 KCL/10 และ KCL21 จากดินบริเวณรากขาวโพดหวาน 6 สายพันธุ คือ สายพันธุ 
PCSR3 PCSR4 SCSR8 NCSR10 RCSR1 และ KCSR07 และจากรากขาวโพดหวาน 4 สายพันธุ คือ 
สายพันธุ PCR6 RCR7 LCR7 และ KCR21 ตามลําดับ และกลุมแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารยับยั้ง
ไดดีรวม 26 สายพันธุ ซ่ึงเปนแบคทีเรียจากใบขาวโพดหวาน 11 สายพันธุ คือ สายพันธุ NCL019 
KCL02 KCL/3 KCL09 KCL10 RCL2 KCL20 NCL4 LCL14 SCL1 และ PCL18 จากดินบริเวณ
รากขาวโพดหวาน 8 สายพันธุ คือ สายพันธุ KCSR/11 KCSR04 RCSR7 LCSR2 SCSR7 NCSR15 
KCSR21 และ NCSR/2 และจากรากขาวโพดหวาน 7 สายพันธุ คือ สายพันธุ KCR20 NCR25 LCR9 
SCR3 NCR10 SCR26 และ NCR09 ตามลําดับ (ตารางที่ 12) จึงนําเชื้อทั้ง 44 สายพันธุ มาทดสอบ
ประสิทธิภาพเชื้อดวยวิธี  paper disc diffusion ในขั้นตอไป 
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ตารางที่ 11  เชือ้แบคทีเรียที่แยกจากใบ ดินบริเวณราก และรากขาวโพดหวานที่มแีนวโนมเปน

เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. chrysanthemi pv. zeae สายพันธุ Ech11   
                    ดวยวิธี dual culture และ cross-streak plate 
 

สวนของพืชทีแ่ยกเชื้อ 
สายพันธุเชื้อ 

กลไกการยับยัง้เชื้อสาเหตุโรค 
สรางสารยับยั้งการเจริญ เจริญแขงขันคลุมทับ 

ใบ NCL019 KCL02 KCL/3  
KCL09 KCL10 RCL2 KCL20 
NCL4 LCL14 SCL1 และ PCL 
18 

PCL17 SCL12 LCL4 NCL40 
RCL15 KCL10 KCL/10 และ 
KCL21 

 

ดินบริเวณราก KCSR/11 KCSR04 RCSR7 
LCSR2 SCSR7 NCSR15  
KCSR21 และ NCSR/2 

PCSR3 PCSR4 SCSR8  
NCSR10 RCSR1 และ KCSR07 

ราก KCR20 NCR25 LCR9 SCR3 
NCR10 SCR26 และ NCR09 

PCR6 RCR7 LCR7 และ 
KCR21 

รวม 26 18 
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7.2 การทดสอบดวยวิธี paper disc diffusion 
 
       เมื่อนําเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษที่แยกจากใบ ดนิบริเวณราก และรากขาวโพดหวานทั้ง 44 

สายพันธุ ที่ผานการทดสอบวามีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเจรญิของเชื้อ E. chrysanthemi pv. 
zeae (ตารางที่ 11) มาทดสอบยืนยนัผลดวยวิธี paper disc diffusion พบวาหลังจากบมเชื้อ 48 
ช่ัวโมง เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจํานวน 23 สายพันธุ มีแนวโนมในการผลติสารปฏิชีวนะ (antibiotic) 
การเจริญของเชื้อ E. chrysanthemi pv. zeae สายพันธุ Ech11ได (ตารางที่ 12) เชื้อแบคทีเรียสาย
พันธุ KCR20 สามารถผลิตสารปฏิชีวนะยบัยั้งเชื้อโรคไดบริเวณกวางมากที่สุดคือ 12.9 มิลลิเมตร 
รองลงมาคือสายพันธุ KCL10 และ LCR9 ที่มีบริเวณยับยั้งกวางเทากับ 7.5 และ 6.2 มิลลิเมตร 
ตามลําดับ และอีก 21 สายพันธุ มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อโรคเปาหมายในลักษณะการแขงขัน 
โดยพบวาสายพันธุ KCR21 สามารถเจริญคลุมทับรวมกับการผลิตสารปฏิชีวนะยับยัง้ไดดีที่สุด โดย
มีบริเวณยับยั้งรอบโคโลนีกวางเทากับ 3 เซนติเมตร และ สายพันธุ PCL17 ที่มีการเจริญคลุมทับ
รวมกับการผลิตสารยับยั้ง และมีบริเวณยับยั้งเทากับ 3 เซนติเมตร (ตารางที่ 12) จึงนําเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษทั้ง 5 สายพันธุ มาทดสอบในระดบัเรือนทดลองและระดับไรตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

73 
ตารางที่ 12  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกจากใบ ดินบริเวณราก และราก

ขาวโพดหวานในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. chrysanthemi pv. zeae สายพันธุ 
Ech11 สาเหตโุรคลําตนเนาแบคทีเรีย ดวยวิธี dual culture และ paper disc diffusion 

 

สายพันธุเชื้อ 
แบคทีเรีย 

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

แหลงที่มา2/ ความกวางของบริเวณ
ยับยั้งรอบโคโลนี 

ความกวางของ
โคโลนี 

บริเวณยับยั้ง 
(clear zone) 

LCR9 R               29.2  16.7 6.2 
NCL019 CL               17.0             5.2          5.8 
KCL10 CL               28.5           13.5          7.5 
KCR20 R               37.5           11.7        12.9 
PCL18 CL               26.5           22.2          2.2 
SCL1 CL               16.8           10.1          3.4 
KCL02 CL               19.8  11.3 4.3 
LCL14 CL               17.5     9.5 4.0 
KCL/3 CL               13.7    5.5 4.1 
KCL09 CL               19.5    9.8 4.8 
KCL10 CL               20.5 10.1 5.2 
NCL4 CL               20.1 12.4 3.9 
RCL2 CL               15.3 12.8 1.3 
KCL20 CL               16.8 10.1 3.4 
KCSR/11 SR               17.3 10.0 3.7 
KCSR04 SR               11.7 16.5 2.4 
LCSR2 SR               10.8          13.7          1.4 
SCSR7 SR                 6.8          10.5          1.9 
NCSR15 SR               12.5          16.6          2.0 
KCSR21 SR               11.2          13.7          1.2 
NCSR/2 SR               16.8          11.4          2.7 
RCSR7 SR               15.3 12.8 1.3 
KCR20 R               10.6 13.0 1.2 
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ตารางที่ 12 (ตอ) 
 

สายพันธุเชื้อ 
แบคทีเรีย 

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

แหลงที่มา2/ ความกวางของบริเวณ
ยับยั้งรอบโคโลน ี

ความกวางของ
โคโลนี 

บริเวณยับยั้ง 
(clear zone) 

NCR10 R 10.5 12.0 0.8 
SCR26 R  6.8   8.9 1.0 
NCR09 R 6.4  9.8 1.6 
NCR25 R                  13.0          15.9 1.4 
LCR9 R 14.6 17.5 1.4 
SCR3 R 11.0 14.8 1.8  

 
1/ คาเฉลี่ยที่ไดจาก 4 ซํ้าของ 3 การทดลอง คํานวณไดจากสมการ  
   บริเวณยับยั้ง = ความกวางของบริเวณยับยั้งทั้งหมด - ความกวางของโคโลนี 
           2  
2/ สวนที่แยกเชื้อแบคทีเรีย CL = ใบขาวโพด SR = ดินบริเวณรากขาวโพด และ R = รากขาวโพด  
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ภาพที่ 9  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุคุณภาพในการเจริญแขงขันและการ 
                ผลิตสารยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ E. chrysanthemi  pv. zaea สายพันธุ Ech11 ใน 
                สภาพหองปฏิบัติการดวยวิธี paper disc diffusion (ก = สายพนัธุ PCL17 ข = สายพันธุ 
                KCL10  ค =สายพันธุ KCR21 ง =สายพันธุ KCR20  จ = สายพันธุ LCR9   
                และ ฉ = Control) 
 
 
 

กก

คค

ฉฉ

ข

ง

จจ
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8.  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการสงเสรมิการงอกและการเจริญเติบโตของตน
กลาขาวโพดหวาน ในระดับหองปฏิบตัิการ 
 

จากการนําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากใบ ดนิบริเวณราก และรากขาวโพดหวาน มาทดสอบ
ผลตอการงอกของเมล็ดขาวโพดหวานโดยการคลุกเมลด็ดวย suspension ของเชื้อแบคทีเรียที่แยก
ทั้งหมด 512 สายพันธุ สามารถแบงกลุมของแบคทีเรียไดเปน 3 กลุม ตามศักยภาพและปฏิกิริยาตอ
การสงเสริมการงอกและความแข็งแรงกลาขาวโพดหวาน ไดแก กลุม 1 แบคทีเรียที่มปีระโยชนที่
สงเสริมความงอกและความแข็งแรงตอตนกลา 168 สายพันธุ กลุม 2 พวกที่ไมมีผลตอความงอก
และไมทําลายเมล็ด 287 สายพันธุ และกลุม 3 แบคทีเรียทีท่ําใหเกิดโรคและเปนอนัตรายตอความ
งอกและความแข็งแรงของตนกลา 57 สายพันธุ (ตารางที ่13) ซ่ึงใหผลแตกตางกับกรรมวิธีควบคุม
โดยใชน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแทน suspension ของเชื้อแบคทีเรีย โดยการเปรียบเทยีบกับอัตรา
ความงอกของเมล็ด ความยาวราก และความสูงตนกลา พบวาแบคทเีรียในกลุมที่ 1 คือ แบคทีเรียที่มี
ศักยภาพในการสงเสริมความงอกและความแข็งแรงของตนกลา มีคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตความงอก 
ความยาวราก และความสูงตน เทากับ 98 เปอรเซ็นต 10 และ 7 เซนติเมตร ตามลําดับ กลุมที่ 2 คือ 
พวกทีไ่มมีผลตอความงอกและไมทําลายเมล็ด มีคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตความงอก ความยาวราก และ
ความสูงตน เทากับ 96 เปอรเซ็นต 8.3 และ 6.2 เซนติเมตร ตามลาํดับ กลุม 3 คือ แบคทีเรียที่
กอใหเกิดโรคที่เปนอันตรายตอความงอกและความแข็งแรงของตนกลา มีคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตความ
งอก ความยาวราก และความสูงตน เทากับ 63 เปอรเซ็นต 5.12 และ 5.78 เซนติเมตร ตามลําดับ  

 
ทั้งนี้เมื่อพิจารณาเชื้อแบคทีเรียในกลุมที่ 1 คือกลุมที่สงเสริมการงอกและความแข็งแรงของ

กลาขาวโพด พบวาเมื่อสุมเชื้อแบคทีเรียจาํนวน 20 สายพันธุ จากโคโลนีที่ตางกันมาทดสอบ
ประสิทธิภาพยืนยนัผลอีกครั้ง พบวา เชื้อแบคทีเรีย 5 สายพันธุ คือ KCR20 KCR21 LCR9 PCL17 
และ KCL10 แสดงศักยภาพในการกระตุนการงอกและสงเสริมการเจริญของตนกลาขาวโพดหวาน 
ในระดบัหองปฏิบัติการดีที่สุด 
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ตารางที่ 13  ผลของเชื้อแบคทีเรียที่แยกจากใบ ดนิบริเวณราก และรากขาวโพดทีเ่กบ็รวบรวมจาก 
                    พื้นที่ปลูกตาง ๆ ที่มีตอการงอกของเมล็ดขาวโพดหวานจากการทดสอบในสภาพ 
                    หองปฏิบัติการ  
 
แหลงที่มาของ
เชื้อแบคทีเรีย1/ 

สายพันธุเชื้อแบคทีเรีย 
ผลตอความงอกและความแขง็แรงของตนกลา 

กลุมที่ 1 กลุมที่ 2 กลุมที่ 3 
PCL 

 
PCL2 PCL4 PCL6 PCL7 
PCL12 PCL13 PCL17 
PCL19 PCL21 PCL23 
PCL25   

PCL3 PCL5 PCL8 PCL9  
PCL11 PCL14 PCL15 
PCL16 PCL18 PCL20 
PCL22 PCL24   
 

PCL1 PCL10 
 

 

PCSR 
 

PCSR1PCSR4 PCSR5  
PCSR10 PCSR12 PCSR14 
PCSR17 

PCSR2 PCSR3 PCSR6 
PCSR7 PCSR8 PCSR9 
PCSR11 PCSR13   
 

PCSR15 
PCSR16  

PCR PCR4 PCR6  PCR1 PCR2  PCR3 PCR5   
 

- 

SCL SCL2 SCL3 SCL5 
SCL4 SCL7 SCL12  
SCL14   

SCL1 SCL6 SCL8 SCL9  
SCL10 SCL11 SCL13  
SCL15  
 

- 
 

SCSR 
 

SCSR4 SCSR6 SCSR8 
SCSR9 SCSR10 

SCSR1 SCSR2 SCSR3  
SCSR5 SCSR7    
 

- 
 

LCL 
 

LCL4 LCL7 LCL8 LCL12 
LCL13 LCL20 LCL21 
 

LCL1 LCL2 LCL3 LCL5  
LCL6 LCL9 LCL11    
LCL14 LCL15 LCL17  
LCL18 LCL19 LCL23 
 

LCL10 LCL16  
LCL22 

 



 

78 
ตารางที่ 13 (ตอ) 
 
แหลงที่มาของ
เชื้อแบคทีเรีย1/ 

สายพันธุเชื้อแบคทีเรีย 
ผลตอความงอกและความแขง็แรงของตนกลา 

กลุมที่ 1 กลุมที่ 2 กลุมที่ 3 
LCSR 
 

LCSR3 LCSR4 LCSR1 LCSR2 LCSR5 
LCSR6 LCSR7 
 

- 
 

LCR  
 

LCR5 LCR8 LCR9  
LCR10 
 

LCR1 LCR3 LCR4 LCR6 
LCR7   
 

LCR2   
 

NCL 
 

NCL3 NCL5 NCL6 NCL7 
NCL10 NCL16 NCL18 
NCL20 NCL22 NCL27 
NCL35 NCL37  NCL38 
NCL39 NCL40  NCL45  
 

NCL1 NCL2 NCL4 NCL8  
NCL9 NCL11 NCL12 
NCL13 NCL14 NCL15 
NCL19 NCL21 NCL23 
NCL24 NCL25 NCL26 
NCL28 NCL29 NCL32 
NCL34  
 

NCL16 NCL17  
NCL30 NCL31    
NCL33 NCL41 
NCL42 NCL43  
NCL44 

 

NCSR 
 

NCSR9 NCSR12 NCSR15 
NCSR17 NCSR18 
NCSR20 NCSR21   

NCSR1 NCSR2 NCSR3 
NCSR4 NCSR5 NCSR6 
NCSR7 NCSR8 NCSR10 
NCSR11 NCSR14  
NCSR16 NCSR 19  
 

NCSR13 
NCSR22 
NCSR23 
NCSR24 

NCR 
 

NCR7 NCR9 NCR10 
NCR15 NCR20 NCR22  
NCR23 NCR25 

NCR2 NCR3 NCR4  
NCR5 NCR6 NCR8  
NCR11 NCR12 NCR13 
NCR14 NCR16 NCR17  
NCR19 NCR21 NCR24  

NCR1 NCR18 
NCR26  

 



 

79 
ตารางที่ 13 (ตอ) 
 
แหลงที่มาของ
เชื้อแบคทีเรีย1/ 

สายพันธุเชื้อแบคทีเรีย 
ผลตอความงอกและความแขง็แรงของตนกลา 

กลุมที่ 1 กลุมที่ 2 กลุมที่ 3 
NCL0 NCL04 NCL09 NCL016 

NCL018 NCL019 
NCL022 NCL023 
NCL024 NCL027 
NCL030 NCL034 
NCL036 

NCL01 NCL02 NCL03 
NCL05 NCL06 NCL07 
NCL08 NCL011 NCL012 
NCL013 NCL014 NCL015 
NCL021 NCL025 NCL026 
NCL029 NCL031 NCL032 
NCL033 NCL035   
 

NCL010 
NCL017 
NCL020  
NCL028  

 

NCSR0 
 

NCSR07 NCSR09 
NCSR015 NCSR017 
NCSR019 NCSR020 

NCSR01 NCSR02 
NCSR03 NCSR04 
NCSR05 NCSR06 
NCSR08 NCSR010 
NCSR011 NCSR013 
NCSR014 NCSR016 
NCSR018  
 

NCSR012 
NCSR021 
 

NCR0 
 

NCR03 NCR09 NCR010 
NCR014 NCR024 
NCR028 NCR030 
NCR032 

NCR01 NCR04 NCR05 
NCR06 NCR07 NCR08 
NCR011 NCR012 
NCR013 NCR015  
NCR016 NCR017 
NCR018 NCR020 
NCR021 NCR022  
NCR023 NCR025  
NCR026 NCR027 

NCR02 NCR019 
NCR029 

 



 

80 
ตารางที่ 13 (ตอ) 
 
แหลงที่มาของ
เชื้อแบคทีเรีย1/ 

สายพันธุเชื้อแบคทีเรีย 
ผลตอความงอกและความแขง็แรงของตนกลา 

กลุมที่ 1 กลุมที่ 2 กลุมที่ 3 
  NCR031 NCR033 

 
 

RCL 
 

RCL11 RCL16 RCL17 
RCL18   

 

RCL1 RCL2 RCL3 RCL4 
RCL5 RCL6 RCL7 RCL8 
RCL9 RCL12 RCL13 
RCL14  
 

RCL10 RCL9 
RCL15 

 

RCSR 
 

RCSR1 RCSR2 RCSR3 
RCSR11 RCSR13 
 

RCSR4 RCSR5 RCSR6 
RCSR7 RCSR8 RCSR9 
RCSR12 RCSR14 
 

RCSR10  
 

RCR 
 

RCR4 RCR5 RCR6 RCR1 RCR2 RCR3 RCR7 
RCR8 RCR9 RCR10 
RCR11 RCR12 
 

- 

KCL 
 

KCL6 KCL12 KCL17 
KCL20 KCL21 KCL22 
KCL27 KCL29 KCL30 
KCL34     

KCL1 KCL2 KCL3 KCL4 
KCL5 KCL7 KCL8 KCL9 
KCL10 KCL11 KCL13 
KCL14 KCL15 KCL16 
KCL18 KCL19 KCL23 
KCL24 KCL25 KCL26 
KCL31 KCL32 KCL33  
 

KCL28 KCL35 

KCSR 
 

KCSR4 KCSR16 KCSR21  KCSR1 KCSR2 KCSR3 
KCSR5 KCSR6 KCSR7  

KCSR9 KCSR10 

 



 

81 
ตารางที่ 13 (ตอ) 
 
แหลงที่มาของ
เชื้อแบคทีเรีย1/ 

สายพันธุเชื้อแบคทีเรีย 
ผลตอความงอกและความแขง็แรงของตนกลา 

กลุมที่ 1 กลุมที่ 2 กลุมที่ 3 
  KCSR8 KCSR11 KCSR12 

KCSR13 KCSR14 
KCSR15 KCSR17 
KCSR18 KCSR19 
KCSR20    

 

 

KCR 
 

KCR2 KCR4 KCR12 
KCR13 KCR14 KCR16 
KCR17 KCR21 KCR28 
KCR31 

 

KCR1 KCR3 KCR5 KCR6  
KCR7 KCR8 KCR9 
KCR10 KCR11 KCR18 
KCR19 KCR20 KCR22 
KCR23 KCR24 KCR25 
KCR26 KCR27  
 

KCR15 KCR29 
KCR30   

KCL0 KCL02 KCL06 KCL08 
KCL017 KCL018 
 

KCL01 KCL03 KCL04 
KCL05 KCL09 KCL010 
KCL011 KCL012 KCL013 
KCL014 KCL015 KCL016  
 

KCL07 
 

KCSR0 
 

KCSR03 KCSR07  
KCSR014 KCSR016 
KCSR017 KCSR019 

KCSR01 KCSR02 
KCSR04 KCSR05 
KCSR06 KCSR08 
KCSR09 KCSR010 
KCSR011 KCSR012 
KCSR013 KCSR015 
KCSR018 

KCSR020   
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ตารางที่ 13 (ตอ) 
 
แหลงที่มาของ
เชื้อแบคทีเรีย1 
 

สายพันธุเชื้อแบคทีเรีย 
ผลตอความงอกและความแขง็แรงของตนกลา 

กลุมที่ 1 กลุมที่ 2 กลุมที่ 3 
KCR0 

 
KCR04 KCR010 KCR012 
KCR013 

KCR01 KCR02 KCR03 
KCR05 KCR06 KCR07 
KCR08 KCR09 KCR011 
KCR014 KCR015 

 

- 

KCL/ 
 

KCL/3 KCL/7 KCL/12 
KCL/13 KCL/14 KCL/15  

 

KCL/1 KCL/2 KCL/4 
KCL/5 KCL/6 KCL/8 
KCL/9 KCL/10 KCL/11 
KCL/16 KCL/17 KCL/19 

 

KCL/18  
 

KCSR/ 
 

KCSR/2 KCSR/11 
 

KCSR/1 KCSR/3 KCSR/4  
KCSR/5 KCSR/6 KCSR/7   
 

KCSR/8 KCSR/9 
KCSR/10   

 
KCR/ KCR/9 KCR/10 KCR/11 

KCR/15 KCR/16 KCR/22 
KCR/24 KCR/27 

KCR/1 KCR/2 KCR/4  
KCR/5 KCR/6 KCR/8 
KCR/12 KCR/13 KCR/17 
KCR/18 KCR/19 KCR/20  

KCR/3 KCR/7 
KCR/21 KCR/14  
KCR/23 KCR/25 
KCR/26 

 
1/ แหลงที่มาของเชื้อแบคทีเรียตามพื้นที่เกบ็ตัวอยางและสวนตาง ๆ ของขาวโพดหวาน โดย K = 
   กาญจนบุรี N = นครราชสีมา P = เพชรบูรณ R = ราชบุรี และ L= ใบ SR = ดินบรเิวณราก R =    
   ราก 
2/ ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียโดยแบงเปน 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 แบคทีเรียที่มีประโยชนที่สงเสริม  
  ความงอกและความแข็งแรงตอตนกลา กลุมที่ 2 พวกทีไ่มมีผลตอความงอกและไมทําลายเมล็ด  
  และ กลุมที่ 3 แบคทีเรียที่ทาํใหเกิดโรคและเปนอันตรายตอความงอกและความแข็งแรง 
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เมื่อนําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษทั้ง 5 สายพนัธุ มาคลุกเมล็ดดวย suspension เชื้อแบคทีเรีย

ในการสงเสริมการเจริญเตบิโตของตนขาวโพด ทั้งในลักษณะของการสงเสริมการงอกของเมล็ด 
และสงเสริมการเจริญของระบบรากและลําตน ซ่ึงเชื้อโดยแบคทีเรียปฏิปกษทั้ง 5 สายพันธุ มี
แนวโนมเปน PGPR ทั้งสงเสริมความยาวราก และความสูงตนของขาวโพดสูงสุด จากใบ 2 สาย
พันธุ (PCL17 และ KCL10) และจากราก 3 สายพันธุ (KCR21 KCR20 และ LCR9) พบวา เชื้อสาย
พนัธุ KCR21 มีศักยภาพสูงสุดในการสงเสริมการงอกของเมล็ด โดยเมล็ดขาวโพดทดสอบสามารถ
งอกได 100 เปอรเซ็นต มีความยาวรากและลําตนหลังงอกที่ 7 วัน เฉลี่ย 12 และ 7 เซนติเมตร
ตามลําดับ รองลงมาคือสายพันธุ KCR20 และ KCL10 ที่มีความยาวรากและลําตนเฉลี่ยเทากับ 9.5 
6.5 และ 8.5 6.5 เซนติเมตร ตามลําดับ ในขณะที่กรรมวธีิควบคุมที่ไมมีการคลุกเมล็ดมีระดับการ
งอกของเมล็ดเทากับ 78 เปอรเซ็นต มีความยาวราก และลําตนเฉลี่ย 7.0 และ 4.5 เซนติเมตร 
ตามลําดับ (ตารางที่14 และ ภาพที่ 9) 
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ตารางที่ 14  ประสิทธิภาพของ PGPR ที่สงเสริมการงอกและการเจริญเติบโตของขาวโพดหวาน

ภายใตหองปฏบิัติการดวยวิธีการคลุกเมล็ด  
 

          ลักษณะทดสอบ1/ 
สายพันธุเชื้อแบคทีเรีย ความงอก (%) ความยาวราก (ซม.) ความสูงตน (ซม.) 

LCR9 100 ab 9.5 b                6.0 ab 
NCL3   90 ab 8.5 b    7.0 a 
KCL10 100 a 8.0 bc                6.5 ab 
NCR8   90 ab 7.2 c      6.0 ab 
KCR20 100 a 9.5 b                6.5 ab 
PCR19   90 ab 9.4 b     5.5 b 
KCR21 100 a 12  a                7.0 a 
LCL15   90 ab 8.4 b      6.1 ab 
PCL17   90 ab 7.0 c                6.0 ab 
RCR6   90 ab 8.0 bc      6.0 ab 
Control2/   78 c                 7.0 c                4.5 c 

 

1/ตัวอักษรของขอมูลในตารางที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 
  ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต เมื่อวิเคราะหดวย Duncan’s New Multiple Rang Test 
2/ กรรมวิธีควบคุมโดยใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อคลุกเมล็ดขาวโพดแทน suspension ของแบคทีเรีย 
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ภาพที่ 10  ศักยภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการสงเสริมการเจริญเติบโตของกลาขาวโพด 
                 หวาน ภายใตสภาพหองปฏิบัติการโดยใชสายพันธุ KCR20 PCL17 KCR21 เทียบกับน้ํา 
                 กล่ันนึ่งฆาเชื้อ (control) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กก ขข

คค
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9.  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการสงเสรมิการเจริญเติบโตและกระตุนความ
ตานทานโรคลาํตนเนาแบคทเีรียในสภาพเรอืนปลูกทดลอง   
 

การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ทั้ง 5 สายพันธุ คือ KCL10 
PCL17 LCR9 KCR20 และ KCR21 ที่แยกจากสวนใบและรากขาวโพดหวาน ในการควบคุมโรคลํา
ตนเนาที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย E. chrysanthemi pv. zeae สายพันธุ Ech11ในสภาพเรอืนทดลองดวย
การคลุกกอนปลูก คลุกเมล็ดรวมกับการพนใบ และการพนใบเพยีงอยางเดยีว พบวาทุกกรรมวิธีที่
สามารถควบคุมและลดอัตราการเกิดโรคและ/หรือระดับความรุนแรงของโรคได เมื่อเปรียบเทียบ
กับกรรมวิธีทีไ่มมีการควบคมุโรค ทั้งนี้จากการทดลอง พบวาการควบคุมโรคดวยการคลุกเมล็ด
ขาวโพดหวานดวย suspension เชื้อแบคทีเรียสายพันธุ LCR9 KCL10 PCL17 KCR20 และ KCR21 
กอนปลูกรวมกับการพน suspension เชื้อสายพันธุเดิม เมือ่ขาวโพดหวานอาย ุ14 วัน สามารถลด
ความรุนแรงของโรคไดดีกวาการคลุกเมล็ดอยางเดยีวและ/หรือการพน suspension เชือ้แบคทีเรีย
ปฏิปกษแตละสายพันธุเพยีงอยางเดยีว การคลุกเมล็ดรวมกับการพน suspension เชื้อแบคทีเรียสาย
พันธุ KCR21 มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการควบคมุโรค สามารถลดอัตราของโรคลําตนเนาแบคทีเรีย
ได 75 เปอรเซ็นต โดยไมแตกตาง (P≤0.05) กับการใช copper hydroxide ที่ลดความรุนแรงของโรค
ได 70 เปอรเซ็นต รองลงมา คือ KCR20 PCL17 KCL10 และ LCR9 ที่ยับยั้งโรคได 67 40 36 และ 
34 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 15) 
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ตารางที่ 15  ประสิทธิภาพของเชื้อปฏิปกษในการควบคุมโรคลําตนเนาแบคทีเรียในสภาพเรือน 

       ทดลอง 1/ 
 

สายพันธุเชื้อแบคทีเรีย2/ วิธีการใช3/ อัตราการเกิดโรค(%) อัตราลดการเกดิโรค (%) 

LCR9 
Sb 66 34 

Sb+FS 44 56 
FS 56 44  

KCL10 
Sb 64 36  

Sb+FS 54 46 
FS 58 42 

KCR20 
Sb 54 46  

Sb+FS 33 67  
FS 59 41  

KCR21 
Sb 45 55  

Sb+FS 25 75  
FS 56 44 

PCL17 
Sb 49 51 

Sb+FS 29 71  
FS 58 42 

KPS46 
Sb 52 48 

Sb+FS 40 60 
FS 61 39 

Copper hydroxide Sb+FS 46 54  
Positive control - 100  0  
Negative control - 0                 0 

 

1/ตัวอักษรของขอมูลในตารางที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ  
  ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต เมื่อวิเคราะหดวย SPSS version 10.5 (P≤0.05) 
2/สายพันธุเชื้อแบคทีเรีย = KCL10 PCL17 LCR9 KCR20 และ KCR21 
3/วิธีการใช Sb = คลุกเมล็ดอยางเดียว Sb+FS = คลุกเมล็ดรวมกับการพน และ FS = พนอยางเดียว 
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10.  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการกระตุนความตานทานโรคลําตนเนาของ
ขาวโพดหวานในสภาพไร   
   

จากการนําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษคุณภาพ 2 สายพันธุ คือ KCR21 และ PCL17 ที่แยกไดจาก
ราก และ ใบของตนขาวโพดหวานและผานการคัดเลือก จากการทดสอบในสภาพหองปฏิบัติการ
และสภาพเรือนทดลองแลววามีประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุมโรคลําตนเนาแบคทีเรียและ
สงเสริมการเจริญเติบโตของขาวโพดหวาน มาทดสอบตอเนื่องในการลดความรุนแรงโรคลําตนเนา
แบคทีเรียในสภาพไร ดวยการคลุกเมล็ดรวมกับการพนทีร่ะยะเวลาตาง ๆ พบวา การคลุกเมล็ด
รวมกับการพนดวย suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ KCR21 สามารถลดความรุนแรงโรค
ลําตนเนาแบคทีเรียไดดีที่สุด สามารถลดความรุนแรงของโรคไดเทากบั 79 เปอรเซ็นต เมื่อ
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุมที่ไมมีการคลุกเมล็ดและพนดวยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษควบคุมโรคที่
เกิดโรครุนแรง 55 เปอรเซ็นต ซ่ึงใหผลแตกตางกับกรรมวิธีการอื่น ๆ รวมถึงกรรมวิธีเปรียบเทียบที่
คลุกเมล็ดรวมกับการพนดวยแบคทีเรียสายพันธุคุณภาพ B. amyloliquefaciens สายพนัธุ KPS46 
และกรรมวิธีควบคุมโดยใชสารเคมี (copper hydroxide) ที่ลดความรุนแรงของโรคไดเทากับ 71 
และ 48 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ในขณะที่สายพันธุ PCL17 มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค โดย
สามารถลดความรุนแรงของโรคไดดีกวาการใชสารเคมีควบคุมโรค  

 
นอกจากนี้พบวากรรมวิธีที่คลุกเมล็ดรวมกบัการพนดวย suspension เชือ้แบคทีเรียสายพันธุ 

PCL17 ใหผลผลิตสูงสุด โดยมีน้ําหนักทั้งเปลือกรวม 2,368 กิโลกรัม/ไร (ผลผลิตทั้งเปลือก = 
น้ําหนกัฝกด+ีน้ําหนกัฝกเสีย) มีน้ําหนักฝกดีและฝกเสยีหลังปอกเปลือก เทากับ 1,284 และ 423 
กิโลกรัม/ไร ตามลําดับ และมีเปอรเซ็นตความหวานเทากับ 15 บริกซ ซ่ึงไมแตกตางกันกับกรรมวธีิ
อ่ืน ๆ ในขณะที่กรรมวิธีคลุกเมล็ดรวมกบัการพนดวย suspension เชื้อแบคทีเรียสายพนัธุ KCR21 มี
ผลผลิตทั้งเปลือกรวม 2,091 กิโลกรัม/ไร ซ่ึงนอยกวากรรมวิธีที่ใชเชื้อแบคทีเรียสายพนัธุ PCL17 
แตมีน้ําหนักฝกดีสูงกวากรรมวิธีดังกลาว 92 กิโลกรัม/ไร และมีน้ําหนักฝกเสียนอยกวาถึง 412 
กิโลกรัม/ไร และมีเปอรเซ็นตความหวาน 16.2 บริกซ สงผลใหกรรมวธีิดังกลาวมีผลผลิตพรอมขาย
สูงที่สุด สอดคลองกับความรุนแรงโรคที่ไดกลาวมาขางตน แสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
ทั้ง 2 สายพนัธุ มีกลไกที่แตกตางกันในดานการสงเสริมการเจริญเติบโตเพิ่มพูนคุณภาพและปริมาณ
ผลผลิต และการควบคุมโรคโดยสายพนัธุ KCR21 มีความโดดเดนในดานการควบคุมโรคและ
สงเสริมดานคุณภาพผลผลิต ในขณะที่สายพันธุ PCL17 มีศักยภาพในดานสงเสริมการเจริญเติบโต
ดีกวาแต KCR21 แตประสิทธิภาพในการควบคุมโรคต่ํากวา ซ่ึงการเกดิโรคระบาดที่รุนแรงกวาจะ 
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สงผลกระทบโดยตรงตอคณุภาพผลผลิต ถึงแมวากรรมวิธีดังกลาวจะใหปริมาณน้ําหนักรวมฝกดี 
ดังนั้นการปรับใชเชื้อแบคทเีรียทั้ง 2 สายพันธุ รวมกันจึงจะเปนแนวทางหนึ่งที่จะสงเสริมใหเกิด
ประสิทธิภาพสูงสุดในระบบการผลิตขาวโพดหวาน  
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ตารางที่ 16  ประสิทธิภาพของเชื้อปฏิปกษในการลดการเกิดและความรุนแรงของโรคลําตนเนา 
                     แบคทีเรียในสภาพไร 1/ 

 
ลําดับที่ กรรมวิธี2/ ความรุนแรงโรค 

 (%) 
การลดความรนุแรง 

(%) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 

Sb  bacterial strain KPS46 

Sb  bacterial strain KCR21 

Sb  bacterial strain PCL17 

FS  bacterial strain KPS46 

FS  bacterial strain KCR21 

FS  bacterial strain PCL17 

Sb+FS bacterial strain KPS46 
Sb+FS bacterial strain KCR21 
Sb+FS bacterial strain PCL17 
Copper hydroxide 
Control negative 

41e 
41e 
62g 
35d 
32c 
53f 
29b 
21a 
41e 
52f 

100h 

59e 
59e 
38g 
65d 
68c 
47f 
71b 
79a 
59e 
48f 
0h 

 
1/คาเฉลี่ยจาก 3 ซํ้า ตัวอักษรเหมือนกันไมแตกตางกันสถิติ วิเคราะหคาทางสถิติโดยโปรมแกรม    
  SPSS version 10.07 (P≤0.05) 
2/กรรมวิธี Sb = คลุกเมล็ดอยางเดียว Sb+FS = คลุกเมล็ดรวมกับการพน และ FS = พนอยางเดียว 
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ตารางที่ 17  ประสิทธิภาพของเชื้อปฏิปกษในการสงเสริมและเพิ่มปริมาณผลผลิตขาวโพดหวาน

ในสภาพไร 1/ 
 

กรรมวิธี 
น้ําหนกัผลผลิต (กก./ ไร) 

นน. ทั้งเปลือก นน. ปอกเปลอืก นน. ฝกด ี นน. ฝกเสีย 
ความหวาน 

(%) 
1 1835de 1237cd 1038c 199f 15b 
2 1621fg 1103d 1042c 61c 15b 
3 1657fg 1124d 1102c 21a 15b 
4 1508g 1468b 1351a 117d 15b 
5 1707ef 1106d 1070c 36b 16a 
6 2368a 1707a 1284b 423 15b 
7 2219ab 1383b 1265b 117d 15b 
8 2091bc 1387c 1376a 11a 16.2a 
9 1323h 850e 647d 203f 15b 
10 1998cd 1259cd 1113c 146e 15.4b 
11 2041c 1430b 1060c 370g 15b 

 
1/คาเฉลี่ยจาก 3 ซํ้า ตัวอักษรเหมือนกันไมแตกตางกันสถิติ วิเคราะหคาทางสถิติโดยโปรมแกรม   
  SPSS version 10.07 (P≤0.05) 
2/กรรมวิธี Sb = คลุกเมล็ดอยางเดียว Sb+FS = คลุกเมล็ดรวมกับการพน และ FS = พนอยางเดียว 
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ภาพที ่11  ระดับความรุนแรงของโรคลําตนเนาแบคทเีรียบนตนขาวโพดหวานที่ผานการคลุกเมล็ด 

     กอนปลูกรวมกับการพน 3 คร้ัง ดวยแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ KCR21 (ก)  
     เปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ไมมีการใชแบคทีเรียปฏิปกษที่แสดงอาการโรครุนแรง (ค)  
     และคุณภาพผลผลิตขาวโพดหวาน (ขนาดและความสมบูรณฝก) จากตนขาวโพดหวาน 
     ที่มีการใชแบคทีเรีย KCR21 (ข) และกรรมวิธีควบคุมที่ไมมีการใชแบคทีเรียปฏิปกษ (ง) 

 

 
 
 
 
 

กก ขข

คค งง
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11.  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมี บางประการของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
 
 การศึกษาคณุสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมีบางประการของเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโตของขาวโพดหวานและยับยั้งการเจริญของ
เชื้อ E. chrysanthemi pv. zeae สาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียสูงสุด 2 สายพันธุ คือ KCR21 และ 
PCL17 บนอาหาร NGA อายุ 24 ช่ัวโมง พบวา สายพันธุ KCR21 มีลักษณะโคโลนีสีขาว รูปรางไม
แนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ขอบไมเรียบโคงเวาเล็กนอย สวนสายพันธุ PCL17 มี
ลักษณะโคโลนีสีครีม รูปรางไมแนนอน แบนราบไปตามผิวหนาอาหาร ผิวขรุขระ เมื่อนําไปศึกษา
คุณสมบัติการติดสีแกรมและรูปรางของเซลลโดยการทดสอบ Gram’s stain และยอมสี methylene 
bule ผลปรากฏวา แบคทีเรียสายพันธุ KCR21 และ PCL17 เปนแบคทีเรียแกรมบวก เนื่องจากตดิสี
มวงของ methylene bule และเชื้อดังกลาวมีลักษณะโคโลนีแบบทอนตรง 
 
 การทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคมีบางประการของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ พบวา สาย
พันธุ PCL17 สามารถเจริญเติบโตไดดีในสภาพมีออกซิเจน เจริญในอาหาร NGB ที่ผสม NaCl 5 7 
และ10 เปอรเซ็นต ได สรางเอนไซมเคตะเลส สามารถรีดิวสไนเตรท ยอยเจลาติน ไมสรางอินโดล  
สามารถทําปฏิกิริยาและผลิตกรดเมื่อเล้ียงในน้ําตาล maltose sucrose และ manital สวนสายพนัธุ 
KCR21 สามารถเจริญเติบโตไดในสภาพมีออกซิเจน สรางเอมไซมเคตะเลส ได สามารถเจริญใน
อาหาร NGB ที่ผสม NaCl  5 7 และ10 เปอรเซ็นต ได ไมสามารถรีดิวสไนเตรท ยอยเจลาตินได ไม
สรางอินโดล สามารถทําปฏิกิริยากับน้ําตาล lactose maltose sucrose และ sorbitol ได  
 

การทดสอบปฏิกิริยาการตอบสนองอยางเฉียบพลันของเชื้อแบคทีเรียทัง้ 2 สายพันธุ บนใบ
ยาสูบ พบวา แบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ ไมสามารถกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองอยาง
เฉียบพลันหลังทําการทดสอบ 24-48 ช่ัวโมง เมื่อนําลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและ
คุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่ไดศึกษาและเปรียบเทยีบกับขอมูลใน Bergey’s 
Manual of Determinative Bacteriology, 9th ed. (Holt et al., 1994) ผลปรากฏวาเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษสายพนัธุ KCR21 และ PCL17 มีคุณสมบัติสอดคลองกับ Bacillus  megaterium และ B.  
subtilis ตามลําดับ 
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ตารางที่ 18  คุณสมบัติทางสัณฐานและชวีเคมีของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษแกรมบวก1/ 
 

ลักษณะทดสอบ สายพันธุแบคทีเรีย 
PCL17 KCR21 B. megaterium B. subtilis 

Gram reaction  Positive Positive Positive Positive 
Oxygen relationship aerobe aerobe aerobe aerobe 
Endospore forming + + + + 
Catalase production + + + + 
Gelatin hydrolysis + + + + 
Potato soft rot - d d - 
Oxidase test +   + 
Nitrate reduction +   + 
Indole production - + + - 
Salt Tolerance 
     5 เปอรเซ็นต 
     7 เปอรเซ็นต 
    10เปอรเซ็นต 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

Acid production 
     Lactose  

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
- 

     Maltose + + + + 
     Mannitol   +   + 
     Sorbital  + +  
     Sucrose + + + + 
 
1/การทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี 
  ปฏิกิริยา : + = Gram positive คือ เกิดปฏิกิริยา 
                   - =  Gram  negative คือ ไมเกดิปฏิกิริยา  
                   ND = ไมทดสอบ 
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ภาพที่ 12  ลักษณะรูปรางของเซลลในการติดสีแกรมของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ PCL17 (ก)  

และแบคทีเรียสายพันธุ KCR21(ข) ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000  เทา   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

กก ขข



 

96 
วิจารณ 

 
โรคลําตนของขาวโพดที่เกิดจากเชื้อแบคทเีรีย E. chrysanthemi pv. zeae นับเปนโรค

แบคทีเรียที่สําคัญโรคหนึ่งของขาวโพด และมีแนวโนมการระบาดเพิม่สูงขึ้น เนื่องจากปจจยัตาง ๆ 
หลายประการ เชน การเปลี่ยนแปลงของพนัธุกรรมพืช ระบบการปลูก พัฒนาการและการปรับตัว
ของเชื้อสาเหตุ ตลอดจนปญหาสภาพแวดลอมที่เปลี่ยนแปลง และสงผลกระทบโดยตรงตอความ
รุนแรงของเชื้อสาเหตุ และความออนแอของขาวโพดหวาน โรคนี้ถือเปนโรคที่ควบคุมยาก 
เนื่องจากเชื้อสาเหตุโรค คือ E. chrysanthemi pv. zeae สามารถผลิตเอนไซม pectinase และ 
cellulase ซ่ึงมีคุณสมบัติในการยอยผนังเซลลพืชอาศัยโดยตรง ทําใหตนขาวโพดหวานที่ถูกเชื้อเขา
ทําลายเกิดความเสียหายและหากมีสภาพแวดลอมเหมาะสมจะทําใหเกดิการระบาดอยางกวางขวาง 
เนื่องจากเชื้อสาเหตุโรคอาศัยอยูในดินและแพรกระจายผานทางระบบการใหน้ํา หรือ ฝน การศึกษา
ถึงชีววิทยาของเชื้อ เชน การเขาทําลายของพืชอาศัย สภาพแวดลอมที่เหมาะสม และความตานทาน
ของพืชอาศัย ถือเปนขั้นตอนสําคัญที่จะนาํไปสูการพัฒนาวิธีการจดัการ/ควบคุมโรคไดอยางมี
ประสิทธิภาพ 
 
 จากการสุมเกบ็ตัวอยางตนขาวโพดหวานที่แสดงอาการโรคลําตนเนาแบคทีเรีย จากพื้นที่
ปลูกขาวโพดหวานทีแ่ตกตางกัน และนํามาแยกเชื้อสาเหตุโรค พรอมทดสอบการเปนเชื้อสาเหตุ
โรค การทดสอบความสามารถในการกอโรคบนขาวโพดหวานทดสอบพันธุอินทรี 2 และการ
จําแนกชนิดดวยวิธีพื้นฐานและขั้นสูง แสดงใหเห็นวามกีารระบาดของโรคดังกลาวในสภาพแปลง
ปลูกคือ จังหวดักาญจนบุรี นครราชสีมา ราชบุรี เพชรบูรณ สระบุรี และลพบุรี โดยเฉพาะใน
ตัวอยางขาวโพดหวานพนัธุลูกผสม ยังมีรายงานวาขาวโพดหวานพนัธุลูกผสมจะออนแอตอการเขา
ทําลายของโรคตาง ๆ รวมทั้งโรคลําตนเนาดวย  
 

ทั้งนี้จากจํานวนสายพันธุเชื้อแบคทีเรียที่ผานการทดสอบยืนยนัการเปนเชื้อสาเหตุแลว ผล
การสํารวจและการวเิคราะหการระบาดในพื้นที่ปลูก พบวาปจจยัที่เกีย่วของกับการระบาดและความ
รุนแรงของโรคขึ้นอยูกับ สภาพพื้นที่ และภูมิอากาศในพืน้ที่ปลูก ตลอดพันธุที่ใชปลูก จากการ
สํารวจ พบวาในพื้นที่จังหวดักาญจนบุรี มีการระบาดของโรคลําตนเนารุนแรงที่สุด 40 เปอรเซ็นต 
โดยเฉพาะกลุมขาวโพดหวาน ซ่ึงเมื่อพิจารณาปจจยัรวมขางตนดังกลาว พบวาในชวงการสํารวจ
พื้นที่จังหวัดกาญจนบุรี มีสภาพที่เหมาะสมตอการเกิดโรค คือ มีปริมาณฝนตกตดิตอกันและมีชวง
อุณหภูมิสูงติดตอกัน (ตารางภาคผนวก) ซ่ึงปจจัยดังกลาวเหมาะตอการระบาดของโรค รวมทั้งพื้นที ่ 
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ดังกลาวมกีารปลูกขาวโพดอยางตอเนื่อง ซ่ึงอาจทําใหมกีารสะสมของเชื้อสาเหตุโรคในดิน เมื่อ
ปลูกขาวโพดพันธุออนแอและมีสภาพอาการเหมาะสมจึงทําใหเกิดโรครุนแรง ในขณะที่พืน้ที่ปลูก
จังหวดัราชบุรี นครราชสีมา เพชรบูรณ สระบุรี และลพบรีุ มีการระบาดนอยกวา คือ 25 20 20 15 
และ 10 เปอรเซ็นต เนื่องจากแตละพืน้ที่มปีริมาณน้ําฝนและอุณหภูมิต่าํกวายังสงผลโดยตรงตอการ
เกิดและการระบาดของโรคในแตละพืน้ที่ แตอยางไรก็ตามในทุกพืน้ที ่พบวาพันธุขาวโพดเปน
ปจจัยสงเสริมตอความรุนแรงของโรคซึ่งปจจัยที่เกี่ยวของกับการเกดิโรคขึ้นอยูกับพนัธุพืช
หนาแนน สภาพแวดลอม และเชื้อกอโรครุนแรง หากมีการจัดการหรือควบคุมปจจยัใดปจจยัหนึ่งก็
สามารถลดการเกิดโรคพบวามีความแตกตางกันในการเขาทําลายพืชทดสอบ ซ่ึงเชื้อดังกลาวมี
ศักยภาพในการชักนําใหตนขาวโพดหวานเกิดอาการเนาที่ระดับตางกนั เมื่อทําการทดลองใน
สภาพแวดลอมและปจจยัเดยีวกัน (พันธุ อายุ วิธีการปลูกเชื้อ) เชื้อบางสายพันธุที่แยกจากตน
ขาวโพดหวานที่แสดงอาการโรครุนแรงในสภาพไร แตแสดงอาการเพียงเล็กนอยในสภาพควบคุม
เรือนทดลอง ในขณะที่บางสายพันธุที่แยกจากตนขาวโพดหวานที่แสดงอาการโรคเล็กนอยใน
สภาพไรแตกลับกอใหเกิดความรุนแรงในสภาพควบคุม ช้ีใหเห็นวาปจจัยทางธรรมชาติ/หรือ
สภาพแวดลอมเปนตัวแปรหนึ่งที่สงผลตอความรุนแรงของโรคและควบคุมการแสดงออกของยีน
กอโรคพืช ในสายพันธุเชื้อสาเหตุโรคและลักษณะความตานทานโรคของพืช ซ่ึงจากการทดลองได
คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคที่กอใหเกิดอาการเนาเละบนตนขาวโพดหวานทดสอบรุนแรง
จํานวน 10 สายพันธุ คือ Ech11 Ech14 Ech18 Ech24 Ech44 Ech45 Ech55 Ech60 Ech67 และ 
Ech71 ซ่ึงทั้ง 10 สายพันธุ มคีวามสามารถในการผลิตสาร extracellular enzyme pectinase และ 
cellulase ซ่ึงเปนปจจยัที่สงเสริมใหเกิดความรุนแรงของโรค (virulent facter) ในสภาวะที่สายพันธุ
เชื้อมีการปลดปลอยฮอรโมนในปริมาณทีน่อยกวาทั้งนีส้ายพันธุเชื้อสาเหตุที่ผลิตเอนไซมมากที่สุด 
และกอใหเกิดโรครุนแรงสูงสุด 3 สายพันธุ คือ Ech11 Ech14 และ Ech24 จึงเลือกเปนตัวแทนเชื้อ
สาเหตุโรค ตลอดการทดลอง 

 
การศึกษาชวีวทิยาและสภาวะที่เหมาะสมตอการกอโรคของเชื้อสาเหตุ และการศึกษาและ

พัฒนาเทคนิควิธีการในการคัดเลือกพันธุตานทานโรคลําตนเนาแบคทีเรียขาวโพด ทีส่ะดวกและ
รวดเร็วใหผลชัดเจนและแมนยําในระดับเรือนทดลองทดแทนวิธีการคัดเลือกพันธุในสภาพแปลง
เร่ิมตนดวยการศึกษาเทคนิคการปลูกเชื้อสูตนขาวโพดหวาน วิธีการตาง ๆ 3 วิธี พบวา การปลูกเชื้อ
โดยใชไมจิ้มฟนปลอดเชื้อแตะโคโลนีเชื้อสาเหตุโรค อายุ 24-48 ช่ัวโมง แทงเขาสูลําตนขาวโพด
หวานที่อายุ 14 วัน ลึกประมาณ 0.5 เซนติเมตร โดยระยะหางสูงจากพืน้ดินประมาณ 3 เซนติเมตร 
ปดปากแผลดวยวาสลีนพรอมใหความชืน้สูงติดตอกันนาน 24 ช่ัวโมง เปนวิธีที่ดีที่สุด ทําใหตน
ขาวโพดหวานทดสอบที่ปลูกเชื้อแสดงอาการโรคอยางรวดเร็วและรุนแรงที่สุด ในขณะที่กรรมวิธี 
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ฉีด suspension เชื้อสาเหตุโรคเขาลําตนดวยเข็มฉีดยา และการราดดินดวย suspension เชื้อสาเหตุ
โรครวมกับการทําแผลที่ราก (ความเขมขนของเชื้อประมาณ 108cfu/ml) รวมกับการใหความชื้น 
ใหผลในการเกิดโรครุนแรงนอยกวา โดยกรรมวิธีการปลูกเชื้อโดยฉีด suspension เชือ้เขาลําตน
โดยตรงกอใหเกิดอาการโรคในลักษณะเดยีวกับวิธีปลูกเชือ้โดยใชไมจิ้มฟน แตการเกดิโรคชาและ
อาการรุนแรงนอยกวา ในขณะทีก่ารราดดนิดวย suspension เชื้อสาเหตโุรครวมกับการทําแผลที่ราก 
เชื้อโรคจะปรากฏอาการเหี่ยวรวมกับอาการลําตนเนา ซ่ึงอาจเปนผลจากการทําแผลทีร่ากแลวปลูก
เชื้ออาจสงผลใหระบบรากถูกทําลายกอน และเชื้อจึงเจรญิและลุกลามเขาสูราก กระจายสูลําตนทํา
ใหเกิดอาการเนาเละตอไป ทั้งนี้จากการศึกษาขั้นตน พบวาการใชความเขมขนของ suspension เชือ้
กอโรคที่ 0.2 O.D. (ความเขมขนของเชื้อประมาณ 108cfu/ml) จะกอใหเกิดโรคชัดเจนที่สุด (ไมได
แสดงขอมูล) เมื่อปลูกเชื้อรวมกับการใหความชื้นสูง อยางไรก็ตามวิธีการปลูกเชื้อโดยใชไมจิ้มฟน
ปลอดเชื้อแตะโคโลนีเชื้อสาเหตุโรค และปดปากแผลดวยวาสลีนรวมกบัการใหความชื้นสูง เปนวิธี
ที่ดีที่สุดสําหรับการปลูกเชื้อ เนื่องจากมีปจจัยหรือสภาวะที่เหมาะสมตอการเกิดโรคชวยสงเสริม 
ไดแก สภาพความชื้นสูง และสภาพไรอากาศจากการปดปากแผลดวยวาสลีน เนื่องจากเชื้อ E. 
chrysanthemi pv. zeae เปนเชื้อแบคทีเรียในกลุม facultative anaerobe ที่จะมีปฏิกิริยาหรือกลไกการ
ผลิตเอนไซม pectinase ยอยผนังเซลลพืชไดดี ในสภาวะออกซิเจนต่ํา และมีพืชอาศัยที่เหมาะสม 
ในขณะที่กรรมวิธีอ่ืนมีสภาวะแวดลอมที่ไมเอื้ออํานวยตอการเขาทําลายพืช 
 
 การศึกษายืนยนัผลของสภาวะที่เหมาะสมตอการเกิดและการพัฒนาการของโรคลําตนเนา
แบคทีเรียขาวโพดหวานในสภาพเรือนทดลอง โดยเปรียบเทียบระยะการเจริญเติบโต (14 21 และ 
28 วัน) สภาพการใหความชืน้ และการใสปุยไนโตรเจน (46-0-0) พบวาเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนา
แบคทีเรียสามารถเขาทําลายและทําความเสียหายกับขาวโพดหวานไดในทุกระยะการเจริญเติบโต  
ตนขาวโพดหวานทดสอบทีอ่ายุ 14 และ 21 วัน จะออนแอตอการเขาทําลายของเชื้อโรคมากกวา 
ขาวโพดหวานอายุ 28 วัน แตมีรายงานวาขาวโพดหวานทีป่ลูกในสภาพแปลงจะออนแอตอการเขา 
ทําลายของเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียที่อายุประมาณ 3 สัปดาห หรือระยะออกดอกและจะ
สงผลโดยตรงตอปริมาณและคุณภาพของผลผลิตขาวโพด (Lal and Singh, 1984) อยางไรก็ตาม
ขอมูลที่ไดจากการศึกษาวิจยันี้แสดงใหเหน็วาโรคลําตนเนาแบคทีเรียมีแนวโนมที่จะเปนโรคสําคัญ
ที่ทําความเสียหายกับระบบการขาวโพดในอนาคตทั้งขาวโพดหวานและขาวโพดเลีย้งสัตว เพราะ
โรคดังกลาวสามารถเขาทําลายขาวโพดไดตั้งแตระยะตนกลาและระยะใหผลผลิตที่อาจเปนผลมา
จากลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อสาเหตทุี่มีการเปลี่ยนแปลงและสงผลตอระดับความรุนแรงและ 

 การผลิตเอนไซมของเชื้อสาเหตุโรค (Jeamvijit et al., 2005) ซ่ึงจะตองมีการศึกษาหาขอมูลพื้นฐาน 
เพื่อหาวิธีการในการควบคุมโรคตอไป 
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 โรคลําตนเนาแบคทีเรียจะเขาทําลายตนขาวโพดหวานไดดีในสภาพอากาศรอนอบอาว 
และมีความชืน้สูงติดตอกัน (Lal and Singh, 1984) ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาวจิยัที่พบวาเชื้อ
สาเหตุโรคลําตนเนาจะเขาทาํลายขาวโพดหวานไดกต็อเมื่อมีการใหความชื้นสูง (100 เปอรเซ็นต 
RH) ติดตอกัน 48 ช่ัวโมง หลังปลูกเชื้อหรือหลังจากเชื้อเขาทําลายพืช หากระยะเวลาการให
ความชื้นนอยกวานี้ จะสงผลใหการพัฒนาการของโรคบนตนขาวโพดหวานชากวาหรือไมเกิด
อาการโรค (ไมไดแสดงขอมูล) ในขณะทีก่รรมวิธีที่ไมมีการใหความชื้นตนขาวโพดหวานจะไม
แสดงอาการโรคเลย  นอกจากนี้ผลการศึกษายังพบวาการใหปุยไนโตรเจน (46-0-0) กับขาวโพด
หวานรวมกับสภาพความชืน้สูงจะสงเสริมใหโรคลําตนเนาแบคทีเรียทวีความรุนแรงยิ่งขึ้น 
เนื่องจากปุยไนโตรเจนจะไปมีผลตอการเพิ่มปริมาณเซลลของพืช และทําใหเนื้อเยื่อพืชมีความอวบ
น้ําและงายตอการเขาทําลายของเชื้อสาเหตุโรค (White, 1999) ดังนั้นเมือ่พิจารณาถึงระบบการปลูก
ขาวโพดหวานในระดบัแปลงปลูก ซ่ึงจะตองมกีารใหปุยแตงหนา เมื่อขาวโพดหวานอายุ 30 วัน 
หรือระยะออกดอก จึงมีความเสี่ยงตอการเกิดโรคลําตนเนาแบคทีเรีย โดยเฉพาะแปลงที่มีการปลูก
ขาวโพดหวานหนาแนน การระบายน้ําในแปลงไมดี และเคยมีประวตัิการเกิดโรค ซ่ึงเกษตรกร
จะตองใชความระมัดระวังเปนพิเศษ เพราะอาจสงผลใหเกิดความเสียหายตอคณุภาพและปริมาณ
ผลผลิต  ดังนัน้ขอมูลที่ไดจากการศึกษาวจิัยนีจ้ึงเปนขอมูลพื้นฐานของโรคลําตนเนาแบคทีเรียของ
ขาวโพดที่สามารถนําไปใชเปนแนวทางในการจัดการโรคลําตนเนาแบคทีเรียแบบผสมผสานโดย
เนนการจดัการระบบปลูกและสภาพแปลงเพื่อลดความเสี่ยงตอความเสียหายของผลผลิตขาวโพด
หวานจากโรคดังกลาว ซ่ึงยังไมมีสารเคมีหรือวิธีการใดทีม่ีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค 
 

การพัฒนาและประยกุตใชเทคนิคการปลูกเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการคัดพันธุขาวโพด 
ตานทาน/ทนทานตอเชื้อสาเหตุโรค โดยการคัดเลือกตัวแทนพันธุขาวโพดจากกลุมตาง ๆ คือ 
ขาวโพดหวาน ไดแก พันธุอินทรี 2 ซูการ 74 ซูการ 75 ไฮบริกซ 3 ไฮบริกซ 10 บานสวน และ
ขาวโพดเลี้ยงสัตว พันธุไพโอเนีย 3012 ไพโอเนีย 30A33 ไพโอเนีย 30Y87 KSC503 รวม 10 พันธุ 
มาทําการปลูกเชื้อโดยใชไมจิ้มฟนปลอดเชื้อแตะโคโลนีเชื้อสาเหตุโรค แทงเขาสูลําตนขาวโพด
หวานที่อายุ 14 วัน ลึกประมาณ 0.5 เซนติเมตร โดยระยะหางสูงจากพืน้ดินประมาณ 3 เซนติเมตร 
ปดปากแผลดวยวาสลีน พรอมใหความชืน้สูงติดตอกันนาน 24-48 ช่ัวโมง ซ่ึงจากการทดลอง
ช้ีใหเห็นวากรรมวิธีดังกลาวเปนวิธีที่สะดวกและเห็นผลรวดเรว็ สามารถนํามาประยุกตใชในการคัด 
พันธุตานทานโรคในระดับเรือนทดลองไดอยางมีประสิทธิภาพ แทนวธีิการดั้งเดิมทีจ่ะตองปลูกเชือ้
และคัดเลือกพนัธุตานทานในสภาพไร จากผลการทดลองแสดงใหเหน็ชัดเจนถึงระดับความ
ตานทานที่แตกตางกันของขาวโพดตอการเขาทําลายของเชื้อกอโรค โดยแบงออกเปน 3 กลุม คือ 
กลุมตานทานสูง กลุมตานทานปานกลาง และกลุมตานทานต่ํา พันธุขาวโพดทีแ่สดงความตานทาน
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ตอโรคลําตนเนาแบคทีเรียไดดีที่สุด สวนใหญเปนพันธุขาวโพดเลี้ยงสตัว โดยเมื่อพิจารณา
โครงสรางของสภาพลําตนแลวจะพบวาตนขาวโพดดังกลาวมีโครงสรางของผนังลําตนที่หนาและ
แข็งแรงกวาพนัธุอ่ืน ยังเปนปจจัยหนึ่งที่ทาํใหยากตอการเขาทําลายของเชื้อกอโรค (ธวัช และคณะ, 
2531)  ในขณะที่ขาวโพดหวานพนัธุลูกผสม โดยสวนใหญจะมีความออนนุมและอวบน้ํา ยังเปน
ปจจัยที่สงเสรมิใหเชื้อกอโรคสามารถเขาทําลายไดงาย รวมถึงการทําใหเกิดแผล หรือการเกิด
บาดแผลตามธรรมชาติจะเปนการสงเสริมใหการเกิดโรครวดเร็วและรนุแรงมากยิ่งขึน้ (ไพโรจน, 
2525) นอกจากนี้หากพิจารณาถึงลักษณะทางพันธุกรรมพืช พบวาสายพันธุและประวัตพิันธุของ
ขาวโพดหวานจะออนแอตอการเขาทําลายของโรคและแมลงสูงกวาขาวโพดเลี้ยงสัตวหรือขาวโพด
ขาวเหนียว (โชคชัย, 2536) โดยผลการทดลองนี้เปนตัวช้ีวัดอีกอยางหนึง่วาควรมีการคัดเลือกพันธุ
ปลูกที่เหมาะสมตอพื้นที่หรือสภาพแวดลอม โดยหลีกเลีย่งการปลูกขาวโพดพันธุที่ออนแอตอโรค
ในพื้นที่ที่มีประวัติเกิดการระบาดของโรคดังกลาว หรือควรมีการจัดการพื้นที่ปลูก เพือ่ลดปริมาณ
เชื้อกอโรคกอนทําการปลูกพืช หรืออาจใชหรือคัดเลือกพันธุขาวโพดที่ตานทานหรอืทนทานตอโรค
ปลูกในพื้นทีเ่สี่ยงรวมกับการจัดการโรคอยางถูกวิธี 
 
 นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษทั้ง 5 สายพันธุ ยังมีศักยภาพในการกระตุนการ
งอกและสงเสริมการเจริญเตบิโตของขาวโพดหวานไดด ีแสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ
คุณภาพดังกลาวมีแนวโนมสูงที่จะเปนเชือ้ PGPR ที่มีคุณสมบัติในการครอบครองรากพืชเพื่อชวย
กระตุนการเจริญเติบโตของกลาขาวโพดหวาน และชวยสงเสริมการงอก และเสริมสรางความ
แข็งแรงของระบบรากและลําตนของกลาขาวโพดหวานได (Shishido and chanway, 1998) ทั้งนี้เชื้อ 
PGPR  ดังกลาวอาจมีความสามารถในการชักนําใหพืชเกดิความตานทานแบบ ISR (Induced 
Systemic Resistance) (Van Loon et al, 1998) โดยกลไกสําคัญของการเปน PGPR คือทําใหพืชมี
การเจริญเติบโตอยางสมบูรณ สามารถเปลี่ยนแปลงหรอืลดความสามารถในการครอบครองของเชื้อ
สาเหตุโรคพืชได ตลอดจนสงเสริมหรือเพิ่มศักยภาพการใชธาตุอาหารในดิน สามารถสงเสริมการ
เจริญของตนขาวโพดหวานไดอยางมีประสิทธิภาพ เมื่อเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม ซ่ึงมีรายงานกลไก
สําคัญของเชื้อ PGPR คือสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดหลายวิธี เชน การตรึง
ไนโตรเจน ผลิตสาร siderophores ออกมาจับเหล็กทําใหเชื้อสาเหตุโรคบางชนิดขาดธาตุเหล็กไม 
สามารถเจริญได (Mayer, 2000) แบคทีเรียบางชนิดสราง vitamins และ amino acids สงเสริมความ
แข็งแรงของพชื (Vancura, 1987) การที่เชื้อจะประสบความสําเร็จในการครอบครองรากพืชไดตอง
มีปริมาณมากและเชื้อจะตองมีการสัมผัสกับเมล็ดใหมากที่สุด (Bowen and Rovira, 1976) ตามที่ 
Chen and Bing-xin (2000) รายงานวากลไกสําคัญของเชื้อ PGPR ทําใหพืชมีการเจริญเติบโตโดยไป
ลดความสามารถของการครอบครองรากของจุลินทรียอ่ืน 
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เมื่อนําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษดังกลาวไปทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคลําตน

เนาแบคทีเรียในสภาพเรือนทดลอง โดยการคลุกเมล็ดกอนปลูกและ/หรือพนซ้ําบนตนขาวโพด
หวาน เมื่ออาย ุ14 วัน โดยกอนปลูกเชื้อสาเหตุโรค 1 วัน ซ่ึงเปรียบเทียบกับการใช copper 
hydroxide และ positive control พบวา การคลุกเมล็ดรวมกับการพนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจะมี
ประสิทธิภาพในการลดความรุนแรงของโรคดีกวาการคลุกเมล็ดหรือการพนที่ลําตนเพียงอยางเดียว 
โดยการคลุกเมล็ดรวมกับการพนเชื้อปฏิปกษสายพนัธุ KCR21 สามารถลดอัตราของโรคลําตนเนา
แบคทีเรียไดดทีี่สุด รองลงมาคือ PCL17 KCR20 KCL10 และ LCR9 ผลการทดลองชี้ใหเห็นวาเชื้อ
แบคทีเรียที่มปีระสิทธิภาพดังกลาวมแีนวโนมที่จะเปนเชื้อ PGPR หรือ ISR เนื่องจากให
ประสิทธิภาพสูงสุด เมื่อมีการนํามาใชในลักษณะของการคลุกเมล็ดรวมกับการพน สอดคลองกับที่  
Bowan and Rovira, 1976 รายงานวาการใชเชื้อ PGPR ใหประสบความสําเร็จในการกระตุนการ
เจริญเติบโตและชักนําความตานทานโรคไดนั้น เชื้อเปาหมายจะตองมีปริมาณมากพอ และจะตอง
ใหเชื้อใกลชิดกับเมล็ดพืชใหมากที่สุดรวมทั้งเชื้อปฏิปกษดังกลาวจะตองสามารถเจริญรอบบริเวณ
ผิวรากและลําตนไดอยางทั่วถึง โดยเฉพาะการนํามาใชสําหรับควบคุมโรคทางลําตนหรือรากที่เกิด
จากเชื้อแบคทเีรียซ่ึงโดยสวนใหญเชื้อสาเหตุจะอยูภายในเนื้อเยื่อพืชซ่ึงยากตอการควบคุมโดย
วิธีการอื่นๆ  
 
 ทั้งนี้โรคลําตนเนาของขาวโพดที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย ที่มีคุณสมบัติในการผลิตเอนไซม
ยอยและทําลายผนังเซลลพืชทําใหเนื้อเยื่อออนตัวงายตอการเขาทําลายและเปนแหลงอาหารของเชื้อ
สาเหตุโรค สงผลตอทอลําเลียงทําใหเปนอปุสรรคตอการเคลื่อนยายน้าํในพืช (ไพโรจน, 2525) จึง
ยากตอการควบคุมโรค ประกอบกับยังไมมีการพัฒนา/ปรับปรุงพันธุตานทานโรคดังกลาว เดิม
เกษตรกรใชวธีิการควบคุมดวยสารเคมีที่มศีักยภาพไมเพยีงพอ และอาจสงผลใหเชื้อตานทานตอ
การใช หากมกีารใชผิดวธีิหรือใชมากเกนิความจําเปน วธีิการควบคุมโรคโดยชีววิธีดวยการใช
จุลินทรียปฏิปกษและ/หรือแบคทีเรียที่สงเสริมการเจริญเติบโต (PGPR) มาใชควบคุมและลดการ
ระบาดของโรค จึงเปนแนวทางหนึ่งที่สามารถนํามาปรับแกไขปญหาดังกลาวได 
 
 สําหรับกลไกของเชื้อแบคทีเรียที่มีประโยชนในการกระตุนหรือสงเสริมการเจริญเตบิโต
ของพืชนั้นขึ้นอยูกับชนดิและความสามารถในการครอบครอง (colonize) ที่บริเวณรากหรือสวน
ตาง ๆ ของพืช ซ่ึงความสามารถในการครอบครองนั้นขึ้นอยูกับความเหมาะสมของระบบหรือ
วิธีการนําเชื้อไปสูสวนตาง ๆ และความสามารถของเชื้อแบคทีเรียนัน้ในการแขงขันกบัจุลินทรียอ่ืน 
ๆ การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีคณุสมบัติตาง ๆ ซ่ึงผันแปรตามเปาหมายหลักคือคุณสมบัตกิารผลิตสาร
ทําลายแบคทีเรียดวยกนัเอง (antibiotic, bacteriocin, enzymes) บางครัง้จะคัดเลือกเชือ้แบคทีเรีย
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ครอบครองรากที่มีคุณสมบตัิขางตน มีการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติในการยอยฟอสเฟต 
และขณะเดยีวกันก็มีคณุสมบัติเปนเชื้อปฏิปกษกับเชื้อสาเหตุโรคพืชรวมดวย ในการคัดเลือก
แบคทีเรียคุณภาพจะไมไดมกีารคัดเลือกกลุมที่มีความสามารถในการครอบครองรากเปนหลักเพียง
อยางเดยีวเนื่องจากจะทําใหลมเหลวในการนําเชื้อไปใชในการควบคุมโรคสภาพไร ในทางตรงขาม
ถาหากมีการคดัเลือกกลุมทีส่ามารถครอบครองรากรวมกับการกระตุนการเจริญของพืชและภูมิ
ตานทานโรคของพืช  จึงมาคัดเอาคุณสมบตัิในการเปนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ จะทําใหเกิด
ความสําเร็จในการปองกันกําจัดโรคในสภาพแปลงไดดีขึน้ (นิพนธ, 2533) 
 

การใชเชื้อแบคทีเรียที่อาศัยตามบริเวณรากและดนิบริเวณรอบรากของพืชที่มีความสามารถ
ในการอยูรวมกับพืชและไมเปนโทษกับพชื (symbiosis) มาเพิ่มปริมาณในการใสลงในดินเพื่อ
สงเสริมการใชธาตุอาหารของพืช ตลอดจนสามารถกระตุนใหพืชผลิตสารตาง ๆ ออกมายับยั้งการ
เจริญของเชื้อชนิดอื่น ๆ รวมทั้งสารบางชนดิที่เชื้อแบคทีเรียผลิตกระตุนใหพืชเติบโตแข็งแรง
จัดเปนแนวทางหนึ่งที่สามรถนํามาใชในการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช ซ่ึงเรียกวาเชื้อ
แบคทีเรียที่มีคณุสมบัติดังกลาววา Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) (Louise, 2004)  
โดยมีรายงานวา PGPR ที่มีผลในการชักนาํใหเกิด SAR ในพืช (Alstrom, 1991) เชน เชื้อแบคทีเรีย
ในกลุม  Fluorescent Pseudomonas spp., Pseudomonas putida, B. amyloliquefaciens และ Bacillus 
subtilis เปนตน โดยเชื้อตาง ๆ เหลานี้สามารถกระตุนการเจริญเติบโตและแกไขสภาพออนแอของ
พืชที่เกิดจากความเครียดได (Kopp et al., 1989) ทําใหพืชเพิ่ม product activity จําพวก bacterial 
siderophors antibiotics ตลอดจน chitinase และ glucanase microbial cell (van Loon et al., 1998) ที่
มีผลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อโรคและจุลินทรียที่เปนโทษอื่น ๆ ได ถึงแมจะอยูในสภาวะที่เชื้อ
โรคและสภาพแวดลอมเอื้ออํานวยตอการเกดิโรค (ภูริพันธ, 2526) 
  
 การคัดเลือกสายพันธุเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่มีศักยภาพในการสงเสริมการเจริญเตบิโตของ
ขาวโพดหวานและการควบคมุโรคลําตนเนาแบคทีเรีย โดยการรวบรวมตัวอยางสวนตาง ๆ ของ
ขาวโพดหวาน ไดแก ใบ ดนิบริเวณรากและราก สุมเก็บจากพื้นที่ปลูกขาวโพดหวานโดยเลือกจาก
ตนที่สมบูรณมาทําการแยกเชื้อแบคทีเรียดวยวิธีการตาง ๆ โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ ในการ
ทดลอง พบวา เชื้อแบคทีเรียที่แยกไดมีความแตกตางทั้งชนิดและปริมาณตัวอยางดนิบริเวณรากและ
รากขาวโพดหวานมีปริมาณและความหลากหลายของเชือ้แบคทีเรียมากที่สุด ในขณะที่ตัวอยางใบมี
ความหลากหลายของชนิดแบคทีเรียนอยกวา แสดงถึงระบบนิเวศวิทยาของเชื้อจุลินทรียที่แตกตาง
กัน โดยที่บริเวณพืน้ผิวของพืชทั้งสวนเหนือดินและใตดินจะเปนแหลงที่อยูอาศัยและเปนแหลง
อาหารของเชื้อจุลินทรียกลุม epiphytes และ soil microorgarnism ตามลําดับ โดยเชือ้เหลานี้จะมี
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กลไกและปฏสัิมพันธตอเชื้อจุลินทรียอ่ืนที่แตกตางกันทั้งในลักษณะพึ่งพาอาศัย (symbiosis) 
การเปนศัตรู (เชื้อโรค) และการอยูอยางอิสระ  
 
 การคัดเลือกสายพันธุเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติการเปนปฏิปกษในการยับยั้งเชื้อสาเหตุ
โรคลําตนเนาแบคทีเรียและ/หรือสงเสริมการเจริญเติบโตของตนขาวโพดหวานดวยการใชวิธี
ทดสอบที่แตกตางกันในสภาพหองปฏิบัติการ (cross streak, dual culture, paper disc) แสดงใหเห็น
วากลไกทีแ่ตกตางกันของเชือ้แบคทีเรียจากธรรมชาติ แยกจากตวัอยางใบ ดินบริเวณรากและราก 
โดยแบงออกเปน 2 กลุม ตามคุณสมบัติการเปนเชื้อปฏิปกษ คือ กลุมทีม่ีคุณสมบัติในการผลิตสาร
ปฏิชีวนะยับยัง้เชื้อสาเหตุโรคและกลุมที่มคีวามสามารถในการเจริญคลุมทับเชื้อโรค และยังพบวา
แบคทีเรียเหลานี้บางชนิดยังมีกลไกที่สําคัญในการกระตุนการงอกของเมล็ดและการสงเสริมการ
เจริญเติบโตของตนพืช ยังแสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรียบางชนิดมีกลไกในลักษณะรวมกัน เมื่อ
นํามาเลี้ยงในสภาวะทีเ่หมาะสม  
 

เมื่อนําเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดมาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคหรือมี
แนวโนมเปน PGPR พบวาเชื้อแบคทีเรียทีม่ีแนวโนมสงเสริมการเจริญเติบโตของขาวโพดหวาน
เปนเชื้อที่แยกไดจากรากเปนสวนใหญ เนือ่งจากความเหมาะสมในการครอบครองพืช ซ่ึงเชื้อที่แยก
ไดจากรากเปนพวก epiphyte หรือ saprophyte ที่สามารถอาศัยหรือดํารงชีวิตอยูที่ผิวพืชไดเฉพาะ
ชนิด (Hirano et al., 1989) หรือกลุม endophyte มีความจําเพาะเจาะจงตอพืชอาศัยที่สามารถสงเสริม
การเจริญเติบโตของพืชและสามารถยับยั้งและเจริญแขงขนัเชื้อสาเหตโุรคไดดีกวาเชือ้ที่แยกไดจาก
แหลงอื่นๆ (Dimock et al., 1989) และผลการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษใน
ระดับหองปฏบิัติการดวยวิธี cross streak dual culture และ paper disc ปรากฏวาเชื้อแบคทีเรีย
จํานวน 44 สายพันธุ ที่มีแนวโนมเปนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. chrysanthemi 
pv. zeae มีทั้งลักษณะการเจริญแขงขันคลุมทับเชื้อสาเหตุโรคไดอยางรวดเร็วและสามารถผลิตสาร
ยับยั้งการเจรญิของเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรีย สอดคลองกับที่ Baker and Cook (1974) 
รายงานวากลไกของการเปนแบคทีเรียปฏิปกษมีทั้งเจรญิรวดเร็วแขงขันทางดานทีอ่ยูอาศัยและ
แหลงอาหาร การผลิตสารยับยั้งออกมาควบคุมเชื้อสาเหตุโรค ซ่ึงเชื้อแตละชนิดจะมปีระสิทธิภาพ
ดังกลาวแตกตางกันไป และเมื่อนําไปทดสอบประสิทธิภาพดวยวิธี paper disc สามารถคัดเลือกเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษที่มีศักยภาพสูงจํานวน 5 สายพันธุ คือ KCR21 PCL17 KCR20 KCL10 และ 
LCR9 ตามลําดับ 

    
เมื่อนําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษมาทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคมี แบคทีเรียสายพันธุ PCL17   



 

104 
สามารถเจริญเติบโตไดทั้งในสภาพที่มีออกซิเจน สราง endospore สรางเอมไซม catalase ได  
สามารถเจริญในอาหาร NGB ที่ผสม NaCl  5 7 และ 10 เปอรเซ็นต ได สรางเอนไซมเคตะเลส 
สามารถรีดิวสไนเตรท ยอยเจลาตินไดไมสรางอินโดล สามารถใชน้ําตาลทําปฏิกิริยากับน้ําตาล 
maltose sucrose และ manital ได สวนสายพันธุ KCR21 สามารถเจริญเติบโตไดทั้งในสภาพที่มี
ออกซิเจน สราง endospore สรางเอมไซม catalase ได สามารถเจริญในอาหาร NGB ที่ผสม NaCl  
5 7 และ 10 เปอรเซ็นต ได ไมสามารถรีดิวสไนเตรท ยอยเจลาตินไดไมสรางอินโดล สามารถใช
น้ําตาลทําปฏิกิริยากับน้ําตาล lactose maltose sucrose และ  sorbitol ได เมื่อนําลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่ไดศกึษาและเปรียบเทยีบกับขอมูลใน 
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 9th ed. (Holt et al., 1994) ผลปรากฏวาเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ KCR21 และ PCL17 มีคุณสมบัติลักษณะสอดคลองกับ Bacillus 
megaterium และ B. subtilis ตามลําดับ 

 
การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการลดความรนุแรงโรคลําตนเนา

แบคทีเรียในสภาพไร พบวา กรรมวิธีคลุกเมล็ดรวมกับการพนดวย suspension เชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษสายพนัธุ KCR21 สามารถลดความรุนแรงโรคลําตนเนาแบคทีเรียไดดีที่สุด โดยมี
เปอรเซ็นตความรนุแรงของโรค เทากับ 79 เปอรเซ็นต เมือ่เปรียบเทียบกับกรรมวิธีทีค่ลุกเมล็ด
รวมกับการพนดวยแบคทีเรียสายพันธุคณุภาพ B. amyloliquefaciens สายพันธุ KPS46 (สุดฤดี และ
คณะ, 2544) แตกตางทางสถิติอยางมีนยัสําคัญ โดยสามารถลดความรุนแรงของโรคไดเทากับ 71 
เปอรเซ็นต ในขณะที่กรรมวธีิที่ควบคุมโดยใชสารเคมี (copper hydroxied) สามารถลดความรุนแรง
ของโรคไดเพียง 48 เปอรเซ็นต โดยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ PCL17 ใหผลผลิตทั้งเปลือกรวม 
2,368 กิโลกรัม/ไร สูงที่สุด โดยมีน้ําหนักฝกดีและฝกเสีย เทากับ 1,284 และ 423 กิโลกรัม/ไร 
ตามลําดับ โดยมีเปอรเซ็นตความหวาน 15 บริกซ ในขณะทีก่รรมวิธีคลุกเมล็ดรวมกับการพนดวย 
suspension เชือ้แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ KCR21 มีผลผลิตทั้งเปลือกรวม 2,091 กิโลกรัม/ไร ซ่ึง
นอยกวากรรมวิธีที่ใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ PCL17 แตมีน้ําหนักฝกดีมากกวา กรรมวิธี
ดังกลาว 92  กิโลกรัม/ไร และมีน้ําหนักฝกเสียนอยกวาถึง 412 กิโลกรัม/ไร และมีเปอรเซ็นตความ
หวาน 16.2 บริกซ สงผลใหกรรมวิธีดังกลาวมีผลผลิตพรอมขายสูงที่สุด  

 
แสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษทั้ง 2 สายพันธุมีกลไกที่แตกตางกนัในดานการ

สงเสริมการเจริญเติบโตเพิ่มพูนคุณภาพและปริมาณผลผลิต และการควบคุมโรค โดยสายพันธุ 
KCR21 มีความโดดเดนในดานการควบคุมโรคและสงเสริมดานคุณภาพผลผลิต ในขณะที่สายพันธุ 
PCL17 มีศักยภาพในดานสงเสริมการเจริญเติบโตดีกวาแต KCR21 แตประสิทธิภาพในการควบคุม
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โรคต่ํากวา ซ่ึงการเกิดโรคระบาดที่รุนแรงกวาจะสงผลกระทบโดยตรงตอคุณภาพผลผลิต 
ถึงแมวากรรมวิธีดังกลาวจะใหปริมาณน้ําหนักรวมฝกดี ดังนั้นการปรับใชเชื้อแบคทเีรียทั้ง 2 สาย
พันธุรวมกันจงึจะเปนแนวทางหนึ่งที่จะสงเสริมใหเกดิประสิทธิภาพสูงสุดในระบบการผลิต
ขาวโพดในลักษณะกลไกรวม (Ryu et al., 2007) 
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สรุป 

 
 สํารวจและเกบ็รวบรวมเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียจากพืน้ที่ปลูก 6 จังหวดั พบการ
ระบาดในจังหวัด กาญจนบุรี มากที่สุด  และสามารถแยกเชื้อสาเหตุโรคได 85 สายพันธุ  เชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษที่แยกจากใบ ดนิบริเวณรากและราก บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิด คือ NGA  King’s 
medium B และ Thronton’s medium สามารถแยกเชื้อแบคทีเรีย ไดทั้งหมด  512 สายพันธุ เชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษจากดินบริเวณรอบรากพบมากที่สุด และจําแนกอยางหยาบตามลกัษณะรูปราง
และสีโคโลนีที่เจริญบนอาหาร NGAได 30 กลุม พบกลุมที่มีลักษณะโคโลนีสีขาว รูปรางไม
แนนอน บุมตรงกลาง ผิวขรุขระ ขอบหยัก แสงผานไมไดมากที่สุด 
 

เทคนิคการปลูกเชื้อ E. chrysanthemi pv. zeae สาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรีย พบวา วธีิการ
ปลูกเชื้อโดยใชไมจิ้มฟนแตะโคโลนีเชื้อสาเหตุโรค มีความเหมาะสมตอการเกิดและการพัฒนาการ
ของโรคดีกวาเมื่อเทียบกับวิธีอ่ืน และเมื่อเปรยีบเทียบระยะการเจริญเติบโต สภาพการใหความชืน้ 
และการใสปุยไนโตรเจน พบวา เชื้อสาเหตุโรคสามารถเขาทําลายและทําความเสียหายกับขาวโพด
หวานไดในทกุระยะการเจริญเติบโต โดยตนขาวโพดหวานทดสอบทีอ่ายุ 14 และ 21 วัน จะออนแอ
ตอการเขาทําลายของเชื้อโรคมากกวาขาวโพดหวานอายุ 28 วัน และจากการคัดเลือกระดับความ
ตานทานเชื้อสาเหตุโรคในขาวโพดพนัธุลูกผสมทั้ง 10 พันธุ พบวา พนัธุไพโอเนีย 30A33 ไพโอเนีย 
30Y87  KSC 503 และ บานสวน มีความตานทานสงู   

 
ทดสอบประสิทธิภาพเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ E.chrysanthemi 

pv. zeae สาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียในสภาพหองปฏบิัติการ สามารถคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มี
ประสิทธิภาพสูง 2 สายพันธุ คือ KCR21 และ PCL17 เมือ่ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
คุณสมบัติชีวเคมี  สอดคลองกับ Bacillus megaterium และ B.  subtilis  

 
ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษทั้ง 2 สายพันธุ ในการสงเสริมการเจริญเติบโต และ

ยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคลําตนเนาแบคทีเรียในสภาพเรือนทดลอง และสภาพไร พบวา กรรมวิธีการ
ควบคุมโรคดวยการคลุกเมล็ดดวย suspension เชื้อแบคทีเรียสายพันธุ KCR21 และPCL17 กอน
ปลูกรวมกับการพน suspension เชื้อสามารถลดความรุนแรงของโรคไดดีกวาการคลุกเมล็ดอยาง
เดียวและ/หรือการพน suspension เชื้อปฏิปกษเพยีงอยางเดียว โดยเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ PCL17 มี
ประสิทธิภาพสูงสุดใหผลผลิตทั้งเปลือกรวม 2,368 กิโลกรัม/ไร และมนี้ําหนกัฝกดี เทากับ 1,284  
กิโลกรัม/ไร 

A 
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ภาคผนวก ก 

 
อาหารเลี้ยงเชือ้ท่ีใชในการทดลอง 

 
nutrient glucose broth (NGB)  
 

Beef extract      3      กรัม 
  Bacto peptone      5      กรัม 
  Glucose           2       กรัม 
 
 เตรียมในอัตราน้ํา   1000  มิลลิลิตร โดยแบงน้ําครึ่งหนึ่ง (500 มิลลิลิตร) ผสมสวนประกอบ
ทั้งหมดจนละลายเปนเนื้อเดยีวกัน ปรับปริมาตรใหครบ 1000  มิลลิลิตร แบงใสภาชนะตามตองการ 
 นึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
 
nutrient glucose agar (NGA) (วิชัย,  2537) 
 

nutrient glucose broth   
วุน        15 กรัม 
 

เตรียมโดยแบงน้ําครึ่งหนึ่ง(500 มิลลิลิตร) ละลายสวนประกอบทั้งหมดยกเวนวุนปรบั 
ปริมาตรใหครบ  1000  มิลลิลิตร  เติมผงวุนนําไปหลอมจนวุนละลายเปนเนื้อเดยีวกนั แบงใสภาชนะตาม
ตองการ นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความรอน 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15  
นาที 
 
King (et al.)’s medium B agar (KB) (Schaad et al., 1988) 
 
  Proteose peptone # 3       20 กรัม 
  K2HPO4                    1.5 กรัม 
  MgSO4 . 7H2O      1.5 กรัม 
  วุน        15 กรัม 

Glyceral    15 มิลลิลิตร 
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  เตรียมในอัตราน้ํา 1000 มิลลิลิตร เชนเดยีวกับวิธีเตรียม NGA 
 
Potato glucose agar (PDA)  
                          
                          Potato                                                            300      กรัม 
                          Dextose                                                             3      กรัม 
                          Agar                                                                15      กรัม 
                       ปอกเปลือกมนัฝรั่งแลวหั่นเปนชิ้นขนาดลกูเตา แลวนําไปตมจากนัน้กรองเอาชิ้น 
มันฝรั่งออกแลวเติมน้ําใหครบอัตรา 1000 มิลลิลิตร เชนเดียวกับวิธีการเตรียม NGA 
 
Thornton’s medium 
 

K2HPO4                    1 กรัม 
MgSO4 . 7H2O    0.2 กรัม 
CaCl2     0.1 กรัม 

  NaCl     0.1 กรัม 
  KNO3     0.5 กรัม 
  Asparagine    0.5 กรัม 
  Mannital       1 กรัม 
  วุน                  13 กรัม 
  เตรียมในอัตราน้ํา  1000   มิลลิลิตร เชนเดียวกับวิธีเตรียม NGA 
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ภาคผนวก ข 

 
การเตรียมอาหารสําหรับทดสอบคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรีย 

 
Motility Test medium  
 
  Bacto-tryptone    10 กรัม 
  Yeast extract      5  กรัม 
  Agar       5  กรัม 
 

เตรียมอาหารดังกลาวในปรมิาตรน้ํา 1000 มิลลิลิตร โดยปรับ pH ของอาหาร 
ประมาณ 6.8 –7 เปนอาหารสําหรับตรวจการเคลื่อนที่ของเชื้อแบคทีเรีย โดยการ stab เชื้อแบคที  
เรียลงในหลอดอาหาร บมเชื้อไวเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง สังเกตวาเชื้อสามารถเจริญออกนอกบริเวณปลูก
เชื้อแสดงวาสามารถเคลื่อนที่ได  
 
Starch Agar (Starch hydrolysis) 
  
  Bacto-tryptone    10 กรัม 
  Yeast extract      5  กรัม 
  Soluble starch    10 กรัม 
  Agar     13  กรัม 
  เตรียมในน้ํากลั่น 1000       มิลลิลิตร 
 
 ทดสอบโดยการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร บมเชื้อไวเปนเวลา 3-5 วนั ตรวจสอบการยอยแปง
ไดโดยการหยดน้ํายาไอโอดนี จนทัว่จานเลี้ยงเชื้อ ถาเกิดบริเวณใสรอบ ๆ รอยขีดแสดงวาเชื้อนัน้สามาร
สรางเอนไซมยอยแปงได 
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การศึกษาการผลิตเอนไซม Catalase 
 
 ทดสอบโดยการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในหลอดอาหารเอียง NGA ใหมีอาย ุ48 ช่ัวโมง หยดสาร 
สะสายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เขมขน 3 เปอรเซ็นต ลงในหลอดเชื้อ ถาภายในหลอดเกิด
ฟองอากาศ แสดงวาเชื้อสามารถสรางเอนไซม Catalase ได   

เอนไซม Catalase มีบทบาทในการเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่เปนพิษตอเซลลแบค 
ทีเรียใหเปนออกซิเจนและน้าํไดดังสมการ 
 
    2 H2O2    2 H2O + O2 
 
สูตรอาหารสําหรับทดสอบ Oxygen Relationship 
 
 เตรียมอาหาร  NGA ใสลงในหลอดทดสอบปริมาตรหลอดละ 5 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่ความ 
รอน 121 0C ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 15 นาที ปลอยใหอาหารเย็นโดยไมตองเอยีง นําเชื้อ 
แบคทีเรียที่เล้ียงไวอาย ุ24 ช่ัวโมงมา stab ลงบนอาหารดงักลาว สังเกตการเจริญและตําแหนงการ 
เจริญของเชื้อในอาหาร 
 
Simmon’s Citrate Agar (Citrate utilization) 
 
  MgSO4.7H2O    0.2 กรัม 
  (NH4) H2PO4       1 กรัม 
  K2.HPO4       1 กรัม 
  Sodium citrate       2 กรัม 
  NaCl       5 กรัม 
  Agar     13 กรัม 
  Bromthymol blue              0.08  กรัม 
  เตรียมในน้ํากลั่น                                    1000      มิลลิลิตร 
 
 เล้ียงเชื้ออาย ุ24 ช่ัวโมงลงในอาหารที่เตรียม บมเชื้อที่อุณหภูมหิองนาน 7 วัน ตรวจสอบการ
เปลี่ยนแปลงสขีองอาหาร (Bromthymol blue) ทุกวนั ถาอาหารเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีน้ําเงิน แสดง 
วาเชื้อสามารถใช citrate เปนแหลงคารบอนได   
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Hydrolysis of Gelatin (gelatin liquefaction) 
 

  Beef extract    10.0  กรัม 
  Bacto-Peptone      5.0 กรัม 
  Glucose        2.5 กรัม 
  Gelatin     12.0 กรัม 
  เตรียมในน้ํากลั่น                                         1000  มิลลิลิตร 
 
 เตรียมโดยละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําอุน แบงใสหลอดทดลองหลอดละ 10 มิลลิลิตร นํา 
ไปนึ่งฆาเชื้อเปนการทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรียในการผลิตเอนไซม gelatinase ยอย  
gelatin เมื่อเล้ียงเชื้อแบคทีเรียในอาหารดังกลาวเปนเวลา 48 ช่ัวโมงในสภาพอุณหภูมหิอง  ยายหลอด 
เล้ียงเชื้อดังกลาวมาแชในตูเยน็อุณหภูมิประมาณ  4 0C สังเกตการแข็งตวัของเจลาติน ถาเชื้อสามารถ 
ผลิตเอนไซม gelatinase ได อาหารที่ทดสอบจะไมแข็งตวั  
 

Christensen’ s Urea medium (Urease test) 
 

  Bacto-peptone    1  กรัม 
  Glucose     1 กรัม 
  KH2PO4                  2 กรัม 
  NaCl     5  กรัม 
  Agar     15 กรัม 
 

ละลายสวนผสมทั้งหมดลงในน้ํา 1,000 มิลลิลิตร ปรับคา pH ใหเปน 6.8-6.9 เติม  
phenal red 0.04 เปอรเซ็นต ปริมาตร 20 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121 0C ความดนั 15 ปอนด/
ตารางนิ้ว 15 นาที ปลอยใหอาหารเย็นประมาณ 50 0C  เติมสารละลาย Urea เขมขน 20 เปอรเซ็นต ที่ 
ผานการกรองแบคทีเรียแลวปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันด ีแบงอาหารใสหลอดทดสอบ 
หลอดละ 3-5 มิลลิลิตร เตรียมเปน slant  (aceptic technique) 
นําเชื้อแบคทีเรียอาย ุ24 ช่ัวโมง streak ลงบนอาหารเอียงที่เตรียม บมเชื้อไวประมาณ 5- 7 วัน 
ในสภาพอณุหภูมิหอง สังเกตการเปลี่ยนสขีองอาหารจากสีเหลืองเปนสีบานเย็น 
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Tryptone yeast extract broth (Indole test) 
 
  Bacto-tryptone    10  กรัม 
  Yeast extract       5   กรัม 
   
 เตรียมสารละลายดังกลาวในปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แบงใสหลอดทดสอบหลอดละ 5 
 มิลลิลิตร ยายเชื้อแบคทีเรียอาย ุ24 ช่ัวโมงมาเลี้ยงในอาหาร Tryptone yeast extract broth ที่อุณหภูม ิ
หองนาน  2 วนั  เติมสารละลายทดสอบ (Kovac’s reagent ) 0.5  มิลลิลิตรลงไป เขยาเบาๆ ใหเขากัน 
 ดูการเกดิสีเปรียบเทียบกับ control 
 
Levan formation 
 
 เตรียมอาหาร  NA (Nutrient agar) ตามวิธีการขางตน เติมน้ําตาล sucrose ลงไปในอัตราสวน 5 
เปอรเซ็นต  นาํนึ่งฆาเชื้อ เทลงใสจานเลี้ยงเชื้อ  ทิ้งใหผิวหนาอาหารแหง  ทําการ coss streak  เชื้อ
แบคทีเรียใหไดโคโลนีเดี่ยว   บมเชื้อที่อุณหภูมหิอง  นาน 3-5 วัน สังเกตลักษณะโคโลนี ถามีลักษณะนูน
คลายโดมหรือเยิ้มมากกวาปกต ิ(control) แสดงวาผลการทดสอบเปนบวก (positive) 
 
Nitrate broth (Nitrate reduction) 
 
  Beef extract    3  กรัม 
  Bacto-peptone    5 กรัม 
  KNO3     1 กรัม 
 
 เตรียมอาหารในอัตราสวน 1,000 มิลลิลิตร  แบงใสหลอดทดสอบหลอดละ  5 มิลลิลิตร นึ่ง 
ฆาเชื้อทําการทดสอบโดยการยายเชื้ออาย ุ24 ช่ัวโมงลงในอาหาร nitrate broth บมเชือ้ที่อุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 2-5 วัน  หยดสารทดสอบ (∝- naphthylamine 0.5 เปอรเซ็นต  และ sulphanilic acid 0.8  
เปอรเซ็นต ใน  5 N  acitic acid  อัตราสวน 1:1) ประมาณ 10 หยด สังเกตการเกิดสีแดง  แสดงวาเชื้อ
สามารถ reduce nitrate ไปเปน nitrite  หรือ nitrogen ได  
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Salt tolerance medium test 
 
 เตรียมอาหาร NB ตามวิธีการขางตน ผสม NaCl ในอัตราสวนตาง ๆ เพือ่ใหไดความเขมขน 
ตามที่ตองการ (5  7 และ 10 เปอรเซ็นต)  แบงใสหลอดทดสอบหลอดละ 5 มิลลิลิตร  นึ่งฆาเชื้อ แลว 
นําไปทดสอบความสามารถในการเจริญของเชื้อแบคทีเรียตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

121
ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ชื่อ –นามสกุล   นางสาวพรภิมล  จันทรออน 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด  2  พฤศจิการยน  2523 
สถานที่เกิด   302   หมู 4  ต.ชางกลาง   กิ่งอําเภอชางกลาง  

จ. นครศรีธรรมราช  80250 
ประวัติการศึกษา   สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี  จากสถาบันเทคโนโลยีพระ 

จอมเกลาเจาคณุทหารลาดกระบัง (คอบ.) 
ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจุบัน  - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน   - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ 
 

พรภิมล จันทรออน, สุพจน กาเซ็ม, ประชมุ จุฑาวรรธนะ และสุดฤดี ประเทืองวงศ. 2550.  
การศึกษาลักษณะสําคัญและการพัฒนาวิธีการปลูกเชื้อ Erwinia chrysanthemi  
สาเหตุโรคลําตนเนา ขาวโพดหวาน. ใน รายงานการประชุมวิชาการ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร คร้ังที่ 45  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 
 

พรภิมล จันทรออน และสุดฤดี ประเทืองวงศ. 2550. เทคนิคการประเมนิเพื่อคัดเลือกพันธุ 
ขาวโพดตานทานตอErwinia chrysanthemi.ในรายงานการประชุมวชิาการอารักขาพืช 
แหงชาติ คร้ังที่ 8 โรงแรม อัมรินทร ลากูล พิษณุโลก. 
 

สุดฤดี ประเทอืงวงศ, พรภิมล จันทรออน, สุพจน กาเซ็ม และ ประชุม จฑุาวรรธนะ.  2551.   
อิทธิพลของระยะการเจริญเติบโต และการใหปุยไนโตรเจนที่มีตอความรุนแรง 
โรคลําตนเนาขาวโพด และการประเมินเชือ้แบคทีเรียควบคุมโรค. ใน รายงานการ 
ประชุมวิชาการขาวโพดขาวฟางแหงชาติ คร้ังที่ 33  ณ โรงแรม ทีเค. พาเลซ  
กรุงเทพฯ. 
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สุดฤดี ประเทอืงวงศ,  พรภมิล จันทรออน,  สุพจน กาเซ็ม, ณัฐธิญา เบือนสันเทียะ  และ 

ประชุม จุฑาวรรธนะ. 2551.  ชีววิธีการควบคุมโรคลําตนเนาของขาวโพดหวานดวย
แบคทีเรียสายพันธุ KCR21 และ PCL17 และกลไกการเปนปฏิปกษ.  ใน การประชมุเชิง
ปฏิบัติการโครงการวิจยัแมบทขาวโพดและขาวฟางมหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร คร้ังที่ 3 
ณ โรงแรมอิมพีเรียล ภแูกวฮิลล รีสอรท เขาคอ  เพชรบูรณ. 

 

ประชุม จุฑาวรรธนะ,  สุดฤดี ประเทืองวงศ,  สุพจน กาเซ็ม,  จีรนันท แหยมสูงเนิน,   
นันทิยา เตชะติ  และพรภิมล จันทรออน.  2551.  การศึกษาโรคกาบและใบไหม 
ขาวโพดที่เกิดจากเชื้อรา Rhizoctonia solani Kuhn.ใน การประชุมเชิงปฏิบัติการ
โครงการวิจัยแมบทขาวโพดและขาวฟางมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร คร้ังที่ 3 ณ โรงแรม
อิมพีเรียล ภูแกวฮิลล รีสอรท เขาคอ  เพชรบูรณ. 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ชื่อ –นามสกุล   นางสาวพรภิมล  จันทรออน 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด  2  พฤศจิการยน  2523 
สถานที่เกิด   302   หมู 4  ต.ชางกลาง   กิ่งอําเภอชางกลาง  

จ. นครศรีธรรมราช  80250 
ประวัติการศึกษา   สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี  จากสถาบันเทคโนโลยีพระ 

จอมเกลาเจาคณุทหารลาดกระบัง (คอบ.) 
ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจุบัน  - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน   - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ 
 

พรภิมล จันทรออน สุพจน กาเซ็ม ประชุม จุฑาวรรธนะ และสุดฤดี ประเทืองวงศ. 2550.  
การศึกษาลักษณะสําคัญและการพัฒนาวิธีการปลูกเชื้อ Erwinia chrysanthemi  
สาเหตุโรคลําตนเนา ขาวโพดหวาน. ใน รายงานการประชุมวิชาการ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร คร้ังที่ 45  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 

พรภิมล จันทรออน และสุดฤดี ประเทืองวงศ. 2550. เทคนิคการประเมนิเพื่อคัดเลือกพันธุ 
ขาวโพดตานทานตอErwinia chrysanthemi.ในรายงานการประชุมวิชาการอารักขาพืช 
แหงชาติ คร้ังที่ 8 โรงแรม อัมรินทร ลากูล พิษณุโลก. 
 

สุดฤดี ประเทอืงวงศ พรภิมล จันทรออน สุพจน กาเซ็ม และ ประชุม จฑุาวรรธนะ.  2551.   
อิทธิพลของระยะการเจริญเติบโต และการใหปุยไนโตรเจนที่มีตอความรุนแรง 
โรคลําตนเนาขาวโพด และการประเมินเชือ้แบคทีเรียควบคุมโรค. ใน รายงานการ 
ประชุมวิชาการขาวโพดขาวฟางแหงชาติ คร้ังที่ 33  ณ โรงแรม ทีเค. พาเลซ  
กรุงเทพฯ 

 
สุดฤดี ประเทอืงวงศ  พรภิมล จันทรออน  สุพจน กาเซ็ม ณัฐธิญา เบือนสันเทียะ  และ 

ประชุม จุฑาวรรธนะ. 2551.  ชีววิธีการควบคุมโรคลําตนเนาของขาวโพดหวานดวย
แบคทีเรียสายพันธุ KCR21 และ PCL17 และกลไกการเปนปฏิปกษ.  ใน การประชมุเชิง
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ปฏิบัติการโครงการวิจยัแมบทขาวโพดและขาวฟางมหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร 
คร้ังที่ 3 ณ โรงแรมอิมพีเรียล ภูแกวฮิลล รีสอรท เขาคอ  เพชรบูรณ. 

 

ประชุม จุฑาวรรธนะ  สุดฤดี ประเทืองวงศ  สุพจน กาเซ็ม  จีรนันท แหยมสูงเนนิ   
นันทิยา เตชะติ  และพรภิมล จันทรออน.  2551.  การศึกษาโรคกาบและใบไหม 
ขาวโพดที่เกิดจากเชื้อรา Rhizoctonia solani Kuhn.ใน การประชุมเชิงปฏิบัติการ
โครงการวิจัยแมบทขาวโพดและขาวฟางมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร คร้ังที่ 3 ณ โรงแรม
อิมพีเรียล ภูแกวฮิลล รีสอรท เขาคอ  เพชรบูรณ. 
 

 

 




