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 เชื้อแบคทีเรีย Erwinia carotovora subsp. carotovora (Ecc) เปนเชื้อสาเหตุโรคเนาเละ
ของผักตางๆ และโรคแหงตายของขนุน และจําปาดะ คุณสมบัติทางเซรุมวิทยาของเชื้อ Ecc ที่แยก
มาจากขนุนตางไปจากเชื้อทีแ่ยกมาจากผัก การทดลองนีม้ีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบ
ความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางเชื้อ Ecc ที่แยกมาจากขนุน และเชื้อที่แยกมาจากผักดวย
เทคนิค amplified fragment length polymorphism (AFLP) โดยเชื้อ Ecc จํานวน 37 สายพันธุ
ประกอบดวย เชื้อที่แยกมาจากขนุน 17 สายพันธุ และเชื้อที่แยกมาจากผกั 20 สายพันธุ เมื่อนํามา
วิเคราะหความแตกตางของลายพมิพดเีอ็นเอดวยเทคนิคเอแอฟแอลพี โดยใชคา Dice’s coefficient 
และจัดกลุมโดยวิธี unweighted pair group method of averages (UPGMA) พบวาสามารถแบงเชื้อ
ออกเปน 2 กลุมอยางชัดเจนที่คา similarity 0.42 ไดแก กลุมที่ 1 เปนเชื้อ Ecc ที่แยกมาจากขนุน 
และกลุมที่ 2 เปนเชื้อที่แยกมาจากผักตางๆ พบวากลุมเชื้อ Ecc ที่แยกมาจากขนุนมคีวามคงที่ทาง
พันธุกรรมสูงโดยมีคา similarity 0.92 สวนเชื้อ Ecc ที่แยกมาจากผักมคีวามผันแปรทางพันธุกรรม
สูง อยูในชวงคา similarity 0.44-1.00 จากการศึกษานี้สามารถใชเทคนิค AFLP ในการแยกเชื้อ Ecc 
สาเหตุโรคแหงตายขนุนออกจาก Ecc สาเหตุโรคเนาเละของผักได  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     /  /  

ลายมือช่ือนิสิต  ลายมือช่ือประธานกรรมการ   



 

Wattanigone  Theppota  2007: Differentiation of Erwinia carotovora Strains Isolated 
from Soft Rot of Vegetable Crops and Die-Back Disease of Jackfruits by AFLP 
Fingerprinting.  Master of Science (Agriculture), Major Field: Plant Pathology, 
Department of Plant Pathology.  Thesis Advisor: Assistant Professor  
Wichai  Kositratana, Ph.D.  90 pages.  

 
 

Erwinia carotovora subsp. carotovora (Ecc) is an important pathogen causing soft rot 
disease in many vegetables and die-back disease of jackfruit and champedak. Serological 
characteristics of Ecc from jackfruits were different from the Ecc strains of vegetables. An 
investigation using amplified fragment length polymorphism (AFLP) fingerprinting was 
undertaken to determine the taxonomic relationship of Ecc strains isolated from vegetables and 
jackfruit. Total 37 isolates of Ecc were included in this study, of which 20 were isolated from 
vegetable crops and 17 were isolated from jackfruits. Cluster analysis of DNA fingerprinting 
profiles by using Dice’s coefficient and the unweighted pair group method of averages 
(UPGMA) divided the Ecc isolate into two groups. Cluster 1 contained Ecc isolates from 
jackfruits which was clearly separated from cluster 2, containing vegetable isolates at the 
similarity coefficient of 0.42. Ecc isolates from jackfruits revealed homogenous DNA 
fingerprinting profiles at similarity coefficient 0.92 while the Ecc from vegetable crops showed 
a high level of genetic diversity (0.44 to 1.00 similarity coefficients).  
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similarity คํานวณดวยคา Dice’s coefficient จัดกลุมดวยโปรแกรม UPGMA 
วิเคราะหคา bootstrap 1000 ซํ้า 50 

 

(3) 



 
 (4)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

   ภาพที ่ หนา 
  

11 เดนโดแกรมจากการวิเคราะหรูปแบบการใชแหลงคารบอน เชื้อ Erwinia 
carotovora subsp. carotovora สายพันธุทีแ่ยกไดจากขนนุ และผัก โดยคา 
similarity คํานวณดวยคา Dice’s coefficient จัดกลุมดวยโปรแกรม UPGMA 
วิเคราะหคา bootstrap 1000 ซํ้า 56 

(4) 



   

การแยกความแตกตางของเชื้อ Erwinia carotovora สายพันธุท่ีทําใหเกิดโรคเนาเละของ
ผัก กับ สายพันธุท่ีทําใหเกิดโรคตนแหงตายของขนุน ดวยลายพิมพดีเอ็นเอ จากเทคนิค 

เอเอฟแอลพี 
 

Differentiation of Erwinia carotovora Strains Isolated from Soft Rot of Vegetable 
Crops and Die-Back Disease of Jackfruits by AFLP Fingerprinting 

 
คํานํา 

 
 ประเทศไทยอยูในแถบเขตรอนชื้น ซ่ึงมีไมผลหลายชนิดที่สามารถปลูกได ขนนุจัดเปนไม
ผลที่นิยมปลูกทั่วประเทศโดยเฉพาะในจังหวัด ฉะเชิงเทรา ชลบุรี ตราด ระยอง ปราจีนบุรี 
กาญจนบุรี นครปฐม ราชบุรี ภาคใตไดแก ชุมพร ประจวบคีรีขันธ และสงขลา ขนุนมีช่ือ
วิทยาศาสตรวา Artrocarpus heterophyllus ช่ือสามัญ Jackfruit ขนุนเปนตนไมที่มีขนาดกลางจนถึง
ขนาดใหญ อายุยืน มยีางสีขาว ทรงพุมทึบ ออกดอกและผลตามสวนของลําตน (นฤชิต, 2529) 
  

โรคตนแหงตายของขนุนเปนโรคที่มีความสําคัญตอการปลูกขนุน อาการเริ่มแรกจะพบยาง
สีขาวหรือสีน้ําตาลไหลออกมาจากกิ่งหรือลําตนที่เจริญเติบโตเต็มที่ เมือ่ถากเปลือกไมใตเปลือก
ปรากฏรอยแผลเนื้อไมเปนสนี้ําตาลรูปรางไมแนนอน ผลรวง ใบเปลี่ยนเปนสีสมและรวง กิ่งและลาํ
ตนแหงตายจากยอดลงมา เมือ่มีอาการรุนแรงมากจะทําใหตนขนุนตายในที่สุด (เสมอใจ และ 
บรรหาร, 2533; ณัฏฐิมา และคณะ, 2536) โรคตนแหงตายของขนุนพบรายงานครั้งแรกในประเทศ
มาเลเซีย จําแนกเชื้อสาเหตพุบวาเปนเชื้อแบคทีเรีย Erwinia carotovora var. carotovora (Lim and 
Yasin, 1983) ในประเทศไทย เสมอใจ และ บรรหาร (2533) รายงานวาโรคดังกลาวมสีาเหตุมาจาก
เชื้อแบคทีเรีย Erwinia nigrifluens ซ่ึงอยูในกลุม amylovora group สวนใหญเชื้อในกลุมนี้ทําใหเกิด
โรคไหมกับไมผลยืนตน หลังจากนั้น ณัฏฐิมา และคณะ (2536) ทําการจําแนกอีกครั้ง พบวาเกดิจาก
เชื้อแบคทีเรีย Erwinia carotovora subsp. nov  อยูในกลุมของ carotovora group ซ่ึงกลุมนี้สวนใหญ
กอใหเกิดอาการเนาเละในพชืผักตางๆ ตอมา รุงรัตน (2548) และนิโลบล (2548) ใชระบบ BIOLOG 
System (Biolog, Hayward, CA, USA) จัดจําแนกเชื้อ สาเหตุโรคแหงตายของขนุน พบวาเปนเชื้อ 
Erwinia carotovora subsp. carotovora (Ecc) สอดคลองกับการจัดจําแนกโดย Lim and Yasin 
(1983) และ ณฏัฐิมา และคณะ (2536) ซ่ึงเชื้อชนิดนี้จดัอยูในกลุม carotovora group เชื้อในกลุมนี้มี
ลักษณะเดนคือ สราง pectolytic enzyme มายอยสาร pectin ที่เปนองคประกอบของผนังเซลลพืชทํา
ใหเกิดอาการเนาเละ เชนเดียวกับเชื้อ E. chrysanthemi และ Pseudomonas spp. (Schaad et al., 
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2001) จากการทดสอบความสามารถในการเกิดโรคโดย รุงรัตน (2548) และ นิโลบล (2548) พบวา
เชื้อแบคทีเรีย Ecc สาเหตุโรคเนาเละของพชืผักไมสามารถเกิดโรคตนแหงตายในขนนุได แตเชื้อ
แบคทีเรีย Ecc สาเหตุโรคตนแหงตายขนนุสามารถทําใหเกิดอาการเนาเละกับชิ้นมนัฝร่ังได และมี
คุณสมบัติทางเซรุมวิทยาที่แตกตางไปจาก Ecc สาเหตุโรคเนาเละในพชืผัก (รุงรัตน, 2548) จาก
ความแตกตางในการเกิดโรค และลักษณะทางเซรุมวิทยา เปนลักษณะทางฟโนไทปที่เชื้อ Ecc แสดง
ออกมา แตยังไมมีขอมูลที่บงชี้ถึงความแตกตางทางดานจโีนไทปของเชื้อทั้ง 2 กลุมนี้  

 
เทคนิค amplified fragment length polymorphism (AFLP) เปนวิธีการหาลายพิมพดีเอน็เอ 

รายงานครั้งแรกโดย Vos et al. (1995) มีประสิทธิภาพในการจัดจําแนกสิ่งมีชีวิต รวมไปถึงเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุโรคพืช ดังเชน การจัดจําแนกเชื้อ และการหาความสมัพันธระหวางกลุมของเชื้อ
แบคทีเรีย soft rot group ระหวาง Erwinia carotovora และ Erwinia chrysanthemi (Avrova et al., 
2002) ดังนั้นวตัถุประสงคในการทดลองในครั้งนี้คือ การประเมินความแตกตางระหวางเชื้อ
แบคทีเรีย Ecc สาเหตุโรคแหงตายขนนุกบัเชื้อ Ecc สาเหตุของโรคเนาเละในพืชผักดวยเทคนิค 
AFLP  

 
 
 
 
 



   

วัตถุประสงค 
 

เพื่อศึกษาประเมินความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อ Erwinia carotovora 
subsp. carotovora ที่แยกไดจากโรคเนาเละของผัก และที่แยกไดจากโรคตนแหงตายของ
ขนุน ดวยเทคนิค AFLP 

 
 



   

การตรวจเอกสาร 
 
1.  ลักษณะและคุณสมบัติของเชื้อ Genus Erwinia 
 
 แบคทีเรียในสกุล (Genus) Erwinia อยูในวงค Enterobacteriaceae เปนเชื้อแบคทีเรียแกรม
ลบ, ไมสรางสปอร, มี flagella รอบตัว (peritrichous flagella), สามารถเจริญเติบโตไดในสภาพที่มี
หรือไมมีออกซิเจน (facultative anaerobic), มีรูปรางทอนตรง (rod shapped) ซ่ึงเชื้อแบคทีเรียใน
สกุล Erwinias นี้มีรายงานวาเปนเชื้อเกดิโรคกับพืช (plant pathogen), ซาโปรไฟท (saprophyte) 
และ พวกอิพิไฟท (epiphytes) โดยเชื้อในกลุม carotovora สามารถสรางเอนไซมยอยผนังเซลลพืช
ทําใหพืชมลัีกษณะอาการเนาเละ สวนเชื้อในกลุม amylovora เปนเชื้อสาเหตุโรคพืชทีท่ําใหเกิด
ลักษณะอาการแหงตาย (dry necrotic) หรือเหี่ยว (wilt) กับพืชอาศัย สวนเชื้อในกลุม herbicola เปน
พวกอิพไิฟทเกิดโรคกับพืชที่ออนแอ และเปนซาโปรไฟทในดนิ น้ํา และอากาศ (Beji et al., 1988)  
เชื้อในกลุม carotovora ประกอบดวย เชื้อ  Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Eca), Erwinia 
carotovora subsp. carotovora  (Ecc), และ Erwinia chrysanthemi (Ech) ทุก species ในกลุมนี้ 
ใหผลเปนลบในปฏกิิริยา oxidase test แตใหผลเปนบวกในปฏิกิริยา catalase test สามารถสรางกรด
จากน้ําตาลกลโูคส และน้ําตาลชนิดอื่นๆ หลายชนิดแตกตางกันไปแตละ species (Schaad et al., 
2001)  

 
กลไกการทําลายพืชของเชื้อชนิดนี้คือ การสรางเอนไซมออกมายอยผนงัเซลลพืชทําให

เซลลพืชหลุดสลาย และปลดปลอยสารอาหารออกมา หลังจากนั้นเชื้อแบคทีเรียจะใชสารอาหาร
เหลานั้นในการเจริญเติบโต เอนไซมที่เกี่ยวของกับการเขาทําลายเซลลพืชมีหลายชนิดดวยกัน เชน 
pectinase, cellulases และ proteases เอนไซมที่มีความสําคญัในการเกดิโรคคือ pectinase เปน
เอนไซมที่ยอย pectin ซ่ึงเปนสวนประกอบของ primary cell wall และ meddle lamella 
(Pérombelon, 2002) เอนไซม pectinase ไดแก Pectate lyase (Pel), Pectin lyase (Pnl), Pectin 
methylesterase (Pme) และ Polygalacturonase (Peh) แต Pectate lyase เปนเอนไซมหลักที่ทําใหเกิด
โรค (Collmer and Keen, 1986) เชื้อ soft rot Erwinias เขาทําลายพืชโดยผานทางบาดแผล หรือชอง
เปดทางธรรมชาติ เมื่อสภาพแวดลอมเหมาะสมเชื้อจะเกิดโรคกับพืช นอกจากนี้เชื้อยังมีการติดเชือ้
แบบ latent infection ในหวัมนัฝรั่งทําใหเกดิการแพรกระจายเชื้อ และจะเขาทําลายเมือ่พืชออนแอ
จึงเรียกไดวาเปน opportunistic pathogens (Pérombelon & Kelman, 1980) พืชอาศัยในกลุมเชื้อ 
Erwinia โดยเชื้อ Ecc เกิดโรคกับพืชไดหลายชนิด สวน Eca เกิดโรคกบัมันฝรั่ง เนื่องจากวามีปจจยั
ทางดานนิเวศวิทยา ที่เอื้ออํานวยใหเชื้ออยูรอดขามฤดู บนสวนขยายพนัธุในแถบเขตหนาว ตรงกัน
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ขามกับ Ech ที่สามารถเกิดโรคในพืชหลายชนิดในเขตรอน และเขตอบอุน สรางความเสียหายใหแก
พืชปลูกในเขตรอน โดยสามารถแบงกลุมเชื้อเปน biovars , serovar และ pathovarได หลายสายพนัธุ   
เมื่อนํามาจัดกลุมแลวพบวามีพืชอาศัยที่เหมือนกัน  จึงยากในการจัดแบงใหเชื้อจําเพาะกับพืชแตละ
ชนิด (Young et al., 1992)   เชื้อทั้ง 3 ชนิดนี้มีเฉพาะเชื้อ Eca และ Ech เปนสาเหตุทําใหเกิดโรค 
black leg ในมนัฝรั่ง แตวาเชือ้ทั้ง 3 ชนิดสามารถทําใหเกดิโรคเนาเละในหัวมนัฝรั่งได (Pérombelon 
and Kelman, 1987)  
 
2.  โรคเนาเละของผักตางๆ 
 
 โรคเนาเละของผักตางๆ (soft rot) มีสาเหตมุาจากเชื้อ Erwinia carotovora subsp. 
carotovora ผูที่พบและรายงานเกีย่วกับโรคนี้คนแรก คือ L.R. Jones และใหช่ือเชื้อในขณะนั้นวา 
Bacillus carotovorus ตอมาไดมีผูสนใจทําการศึกษาเพิ่มเติมอีกหลายทาน โรคเนาเละจัดไดวาเปน
โรคที่อยูในกลุมของโรคที่สําคัญมากโรคหนึ่งของพืชผัก เปนโรคที่เกิดขึ้นทั่วไปในทกุทองถ่ินที่มี
การปลูกผัก โดยเฉพาะหากสภาพแวดลอมเหมาะสมจะสรางความเสียหายใหกับพืชผักอยางรุนแรง 
ทําใหพืชผักตาง ๆ เปนโรคเนาเละ เชน กะหลํ่าปลี กะหล่าํดอก กะหลํ่าปม ผักกาดขาว ผักกวางตุง 
ผักกาดเขยีวปลี ผักกาดหอม บร็อคโคลี่ คื่นฉาย แครอท ผักกาดหวั แตงราน แตงกวา ฟก แฟง 
สควอทซ ฟกทอง มะเขือยาว มะเขือเทศ ถ่ัวแขก ถ่ัวลันเตา ถ่ัวฝกยาว หอมใหญ มันเทศ มันฝรั่ง 
ขาวโพดหวาน หนอไมฝร่ัง โดยโรคจะเกิดขึ้นกับทุกสวนที่เปนเนื้อออน และอวบน้ําของผักเหลานี้ 
(ศักดิ,์ 2537) ลักษณะอาการโรคเนาเละโดยในระยะแรกพบเปนจุดมีลักษณะฉ่ําน้ําคลายรอยชํ้า 
ตอมาบริเวณนีจ้ะขยายลุกลามออกไปทําใหเกิดการเนาเละ มีกล่ินเหมน็ฉุน (สมศิริ, 2532) ในผักหวั 
เชน แครอท ผักกาดหัว กะหล่ําปม หากเกดิโรคขึ้นในแปลงปลูก จะสังเกตเหน็สวนยอดของตน 
หรือใบมีลักษณะเหลือง ตนเหี่ยวและตายในที่สุด ในผลมะเขือเทศถาเกิดโรคกับผลสุกขณะทีย่ังอยู
บนตน เนื้อภายในจะถูกทําลายเละหมดแมวาเปลือก และผิวนอกของผลยังคงลักษณะอยู สําหรับ
กะหล่ําดอกหรือบร็อคโคลีในแปลงปลูก โรคมักจะเกิดตรงสวนของตนระหวางใบกบัชอดอกโดย
จะเกิดเปนแผลช้ํา และเนาเปนสีน้ําตาล เมื่อเอามือไปจบัตนจะหักหลุดขาดออกมาโดยงาย สวน
กะหล่ําปลี และผักกาดขาวปลี  โรคจะเกิดขึ้นกับสวนของกานใบหรือใบที่หอ หัวช้ันนอกสุดกอน
แลวลุกลามเขาไปภายในหัว ผักกาดขาวหรือผักกาดเขียวปลีสวนใหญโรคจะเกิดตรงโคนใบที่ติด
กับตนตรงระดับดิน อาการแรกที่จะเหน็ไดคือ ตนพืชจะเหี่ยวฟุบลงอยางรวดเร็วทั้งทีใ่บยังเขยีวอยู 
เมื่อใชมือจับดงึตนเพียงเบาๆ ก็จะขาดหลุดติดมือขึ้นมาอยางงายดาย เพราะเนื้อเยื่อตรงสวนโคนถูก
ทําลาย (ศักดิ์, 2537)  
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 2.1  การแพรระบาด  
   

การแพรระบาดของโรคนี้ในประเทศไทย นาจะเกิดจากการมีเชื้อสาเหตุโรคสะสมอยู
ในดินบริเวณแหลงปลูกพืช เมื่อสภาพแวดลอมเหมาะสม และมีผักที่ออนแอตอโรค เชื้อที่อาศัยอยู
ในดินสามารถเพิ่มปริมาณ และกอใหเกิดโรคแกพืชได เมื่อมีตนพืชเปนโรคอยูในแปลง แมเพียง 1-
2 ตน จะกลายเปนแหลงของเชื้อพรอมที่จะแพรระบาดทั้งแปลงโดยแบคทีเรียสาเหตุโรคจะเขาสูพืช
ทางบาดแผล ตัวการที่ทําใหเกิดแผลมักเปนหนอนตางๆ เชน หนอนกระทูผัก หนอนใยผัก ถาใน
แปลงผักมีหนอนเหลานี้มาก จะทําใหเชื้อเขาสูพืชไดดีและทําใหโรคแพรระบาดไดมากขึ้น (ศักดิ,์ 
2537) 

 
 2.2  การปองกนักําจัด  
 

วิธีลดความเสยีหายและปองกันกําจัด  โรคเนาเละที่เกิดจากแบคทีเรีย คอื การหมั่น
สังเกตดูแลเอาใจใสแปลง  และเมื่อพบตนใดแสดงอาการ ใหรีบเก็บทําลายทันทีที่เห็นโดยนําไปทิ้ง
ใหไกลจากแปลงปลูกหรือฝงดินลึกๆ หรือเผาไฟใหหมด หลังจากเก็บเกี่ยวพชืผลแลวควรเกบ็เศษ
ซากพืชทําลาย ตลอดจนเก็บซากพืชออกจากแปลงปลูกใหหมดโดยเฉพาะหลังจากเกิดโรคขึ้น ทั้งนี้
เพื่อปองกันไมใหเชื้ออาศยัอยูในเศษซากพชืจนถึงการปลูกในชวงตอไปได ขณะที่แปลงปลูกวางอยู
ควรขุดหรือไถพลิกกลับหนาดินขึ้นมาตากแดด 2-3 คร้ัง โดยทิ้งระยะเวลาหางกันพอสมควรหรือ
หากเปนไปไดควรจะเปลีย่นชนิดของพืชปลูก ไมควรปลูกผักชนิดเดียวกันกับพืชทีเ่คยเปนโรค  
หรืองายตอการเกิดโรคซ้ําลงในแปลงเดิม และไมควรปลูกผักแนนหรือเบียดกนัมากเกินไป การรด
น้ําหรือใหน้ํากับตนพืชควรใหเปนเวลา และใหพอเพียงในครั้งเดยีว ในการเก็บเกี่ยวผลผลิตหรือ
กระทําการใดๆ ตอตนพืชควรระวังอยาใหเกิดแผลหรือเกิดการฉีกขาดในสวนของพืชโดยไมจําเปน 
ภาชนะที่ใชบรรจุควรจะใหมหรือตองสะอาดปราศจากเชื้อติดอยู ในการขนสงจากไรหรือแปลง
ปลูก  ไมควรวางภาชนะที่บรรจุซอนทับกันหลายช้ัน ควรมีไมวางขวางกั้นระหวางชัน้เพื่อลดการ
เกิดบาดแผลระหวางการขนสง การใชสารเคมีเพื่อปองกนักําจัดโรคควรจะเปนวิธีสุดทายในกรณีที่
ใชวิธีอ่ืนแลวไมไดผล (ศักดิ,์ 2537)  
 
 สําหรับการใชเชื้อแบคทีเรียแอนทาโกนิสตเพื่อควบคุมเชื้อ Erwinias ชอทิพย (2538) 
รายงานวา การควบคุมโรคเนาเละของมันฝร่ังในสภาพโรงเรือนโดยใชเซลลแขวนลอยเชื้อ Bacillus 
spp. สายพันธุ NK-T03 สามารถควบคุมโรคที่เกิดจากเชื้อ soft rot erwinias โดยมีตนกลามันฝรั่งตาย
เพียง 8.3 เปอรเซ็นต  



 

7

3.  โรคตนแหงตายของขนนุ 

 
โรคตนแหงตายหรือโรคทรุดโทรมในขนุน พบวาอาการเริม่แรกยางไหลออกมาจากกิง่หรือ

ลําตน เมื่อถากเปลือกไมบริเวณที่มยีางไหลออกมาจะเหน็บริเวณดานในของเปลือกเปนสีน้ําตาลเขม 
ยาวประมาณ 2-3 เซนติเมตร ลึก 1 มิลลิเมตร เนื้อไมใตเปลือกพบริ้วสีน้ําตาลเชนกัน ผลรวง ใบ
เปลี่ยนเปนสีสมและรวง กิ่งและลําตนแหงตาย ตนขนนุทีถู่กเชื้อเขาทําลายอาจไมตาย  แตถามี
อาการรุนแรงมากจะทําใหตนตายไดในทีสุ่ด หากมีการบํารุงรักษาดี พบวามีการสรางเปลือกใหม 
และใหผลผลิตไดภายหลังจากการสรางเปลือกใหม (เสมอใจ และ บรรหาร, 2533; ณฏัฐิมา และ
คณะ, 2536) จากการศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา ชีวเคมี พบวามีลักษณะรูปราง
ทอนตรง ขนาด 0.5 - 1.0 x 1.0 - 3.0 ไมครอน เคลื่อนที่โดยใชหางแบบ peritrichous ติดสีแกรมลบ 
จัดเปนพวก facultative anaerobe ปฏิกิริยาของเอนไซมออกซิเดสเปนลบ  แตคะตะเลสเปนบวก 
เจริญเติบโตไดใน 5 เปอรเซน็ต NaCl  และเจริญไดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล  ตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะ erythromycin  สามารถยอยช้ินมนัฝรั่ง แตงกวา แครอท และผักกาดขาวได สามารถใช 
pectate โดยทําใหเกิดหลุมบนอาหาร CVP ได (รุงรัตน, 2548)  เมื่อจัดจาํแนกเชื้อโดยระบบ 
BIOLOG System (Biolog, Hayward, CA, USA) พบวาเปนเชื้อ Erwinia carotovora subsp. 
carotovora (Ecc) (รุงรัตน, 2548; นิโลบล, 2548) โดย ณฏัฐิมา และคณะ (2536) รายงานวาเชื้อมี
คุณสมบัติจัดอยูในกลุม Ecc สาเหตโุรคเนาเละของผักตางๆ แตมีคุณสมบัติที่สําคัญบางประการที่
แตกตาง ไดแก ไมสามารถเปลี่ยนไนเตรตเปนไนไตรท  ไมสรางกรดจากน้ําตาล cellobiose  
สามารถใช malonate, galacturonate และ tartrate ได รวมทั้งความสามารถในการทําใหเกิดโรคกับ
ตนกลาขนุน ( ณัฏฐิมา และคณะ, 2539 ; รุงรัตน, 2548; นโิลบล, 2548 ) นอกจากนี้ รุงรัตน (2548) 
ไดพัฒนาวิธีการทางเซรุมวิทยาเพื่อตรวจหาเชื้อ Ecc โดยพบวาวิธีการ ELISA สามารถตรวจใหผล
ความไวตอเชือ้ที่ความเขมขนต่ําสุดที่ระดบั 6 x 102 เซลล/มิลิลิตร อยางไรก็ตามการทดสอบดังกลาว
ใชเชื้อบริสุทธิ์ และไมไดทดสอบกับเชื้อในตัวอยางธรรมชาติ ซ่ึงอาจจะสงผลใหประสิทธิภาพใน
การตรวจจากตัวอยางพืชลงลดได เนื่องจากในตวัอยางธรรมชาติ อาจจะมีปจจยัอ่ืนๆ มาเกี่ยวของ
เชน ปริมาณเชือ้มีนอยจนไมสามารถตรวจสอบได และสารในพืชที่มีผลตอการตรวจ นอกจากการ
พัฒนาวิธีการทางเซรุมวิทยา นิโลบล (2548)  ไดออกแบบไพรเมอรที่สามารถตรวจสอบยีน pel ของ
เชื้อ Ecc ทั้งที่เปนสาเหตุโรคตนแหงตายในขนุน และสาเหตุโรคเนาเละในผัก และพัฒนาวิธีการ
ตรวจหาเชื้อในตัวอยางธรรมชาติ พบวา การเตรียมตัวอยางตรวจควรทาํการเจือจางน้าํคั้นที่เตรียมได
ในอาหารเหลว PE-PGA (อาหารเหลวที่เตมิ polygalacturonic acid) กอนนําไปตรวจสอบดวย
เทคนิค PCR เพื่อเพิ่มปริมาณเชื้อใหมากขึน้ และทําใหมปีระสิทธิภาพในการตรวจเชือ้ Ecc 
เนื่องจากในชิน้ขนุนมีสารยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ และสารยับยั้งปฏิกิริยา PCR  โดยวิธีการ
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เหมาะที่สุดคือเขยาแยกเชื้อจากชิ้นพืช 1 กรัม ดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อ 9 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 150 รอบ/
นาที เปนเวลา 30 นาที แลวดดูน้ําที่เตรียมได 1 มิลลิลิตร ไปเจือจางในอาหารเหลว PE-PGA 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 16 ช่ัวโมง ซ่ึงวิธีนี้สามารถแยกเชื้อ
สาเหตุไดมากที่สุด 107 CFU/มิลลิลิตร และตรวจสอบดวยเทคนิค PCR ได 100 เปอรเซ็นต จากการ
วิเคราะหลําดบัเบสและลําดบักรดอะมิโน ของยีน pel ของเชื้อ Ecc สาเหตุโรคแหงตายของขนุน
เหมือนกับ pelC ของเชื้อ Ecc สาเหตุโรคเนาเละผัก  

 
4.  การจัดจําแนกเชื้อ Erwinia carotovora   

 
             แบคทีเรียในสกุล Erwinia อยูในวงศ Enterobacteriaceae จัดอยูใน 2 กลุมใหญ คือ กลุม 
amylovora group และ carotovora group ภายในกลุม carotovora ประกอบดวย E. carotovora และ 
E. chrysanthemi ซ่ึงเปนเชื้อโรคที่ทําใหพชืเกิดอาการเนา จนกระทัง่ป 1981 E. carotovora ได
แบงเปน 2 subspecies คือ E. carotovora subsp. carotovora ซ่ึงเปนสาเหตุโรคเนาเละกับพืชหลาย
ชนิดในโรงเกบ็ และ E. carotovora subsp. atroseptica ซ่ึงกอใหเกิดโรคในระบบทอลําเลียงพืช เชน
โรค black-leg ของมันฝรั่ง ปจจุบันจํานวนของ subspecies ใหมไดเพิ่มมากขึ้น คือ E. carotovora 
subsp. betavasculorum สาเหตุโรคเนาเละของ sugar beet, E. carotovora subsp. wasabiae ที่แยก
เชื้อไดจาก horseradish ในประเทศญี่ปุน เชื้อนี้ยังเปนสาเหตุของโรคเนาเละกับผักอกีหลายชนดิ 
และ E. carotovora subsp. odorrifera สาเหตุโรคเนาเละของกระเทียมและผักชี (Avrova et al., 
2002)  

 
หลังจากนัน้ในป 1998 Hauben และคณะ จัดจําแนกเชื้อ E. carotovora และ E. 

chrysanthemi ใหมโดยศึกษาลําดับเบสของ 16S rDNA สามารถจัดจําแนก และบอกความสัมพันธ
ระหวาง species ในกลุมของเชื้อ Erwinia จากผลการทดลองแสดงใหเหน็วา เชื้อในสกลุ Erwinia 
ควรจะแบงเปน 4 สกุล คือ Erwinia, Pectobacterium, Pantoea และ Brenneria ซ่ึงในสกุล Erwinia 
มี 6 species ประกอบดวย E. amylovora, E. mallotivova, E. persicina, E. psidii, E. rhapontici และ 
E. tracheiphila สวนสกุล Pectobacterium มี 4 species ประกอบดวย E. carotovora, E. 
chrysanthemi, E. cacticida และ E. pypripedii สวนสกุล Brenneria มี 6 species ประกอบดวย E. 
alni, E. nigrifluens, E. parodisiaca, E. quercina, E. rubrifaciens และ E. salicis สวนสกุล Pantoea 
มี 5 species ประกอบดวย E. ananas, E. herbicola, E. milletiae, E. stewartii และ E. uredovora 
แมวาชื่อของ Pectobacterium สามารถใชแทนชื่อ Erwinia สาเหตุโรคเนาเละแลวกต็ามแตนักโรค
พืชที่ศึกษาเชื้อแบคทีเรียสวนใหญยังไมนิยมใช และอางองิชื่อ Erwinia มากกวา (Avrova et al., 
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2002) และยังคงใชการจัดจาํแนกเชื้อในสกุล Erwinia โดยใชลักษณะ biochemical และ 
physiological (Schaad et al., 2001)  

 
เนื่องจากเชื้อ Ecc มีพืชอาศยัที่กวางจึงมีรายงานที่เกี่ยวของกับความแตกตางภายในกลุมเชื้อ 

Ecc ที่เกิดโรคในพืชตางๆ ดงัเชน Seo et al. (2002) ไดทดสอบเชื้อ Ecc จํานวน 87 สายพันธุจาก 3 
ประเทศ คือ ญ่ีปุน, เกาหลี, และ ไทย มาจดัจําแนกโดยใชลักษณะของเชือ้แบคทีเรีย คณุสมบัตทิาง
พันธุกรรมและ การเกดิโรคกับพืชทดสอบ 4 ชนิด คือ มันฝรั่ง, มะเขอืเทศ, หอมหวัใหญ และ
แตงกวา จากผลการทดสอบการเกิดโรคบนพืชทดสอบแบงเชื้อ Ecc ได 4 กลุม อยางไรก็ตามผลจาก
การศึกษาคณุสมบัติทางพันธุกรรมดวยเทคนิค PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism 
(PCR-RFLP) โดยการเพิ่มปริมาณ 16S rDNA ของเชื้อ ดวยเทคนิค PCR แลวนํามาตดัดวยเอ็นไซม
ตัดจําเพาะ HinfI เมื่อวิเคราะหผลแถบดีเอ็นเอที่ไดสามารถแบงเชื้อไดเปน 2 กลุม คอื กลุมที่ 1 เชื้อ 
Ecc สายพันธุจากประเทศเกาหลี และญี่ปุน และกลุมที่ 2 เชื้อสายพันธุที่นํามาจากเมอืงไทย ในขณะ
ที่ผลการวิเคระหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR ของ pel gene แลวตัดดวยเอ็นไซม Sau3AI แบง
ไดเปน 3 กลุม โดยเชื้อทั้ง 86 สายพันธุจัดอยูในกลุมที่ 1 และ 2 ขณะที่เชือ้เพียง 1 สายพันธุที่แยกมา
จากโรคยอดเนาของหมอนมีลายพิมพดีเอน็เอที่แตกตางออกไปจงึจดัอยูในกลุมที่ 3 ซ่ึงตอมา Seo et 
al. (2004) ไดรายงานวาเชื้อ Ecc ที่แยกไดจากหมอนสามารถแบงไดเปน 2 type จากผลการวิเคราะห
โปรตีนของเชื้อ Ecc ที่แยกมาจากหมอน และเชื้อ Ecc ที่เปน type strain โดยเทคนิค sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide (SDS-PAGE) และการศกึษาลักษณะลายพิมพดเีอ็นเอดวย เทคนิค 
(RAPD)  
 
5.  เทคนิค amplified fragment length polymorphism (AFLP)   
 
 เทคนิค amplified fragment length polymorphism (AFLP) เปนเทคนิคของเครื่องหมายดี
เอ็นเอ (DNA marker) ที่พัฒนาโดย Vos et al. (1995) ซ่ึงมีพื้นฐานของเทคนิคคือการตรวจสอบชิ้นดี
เอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะโดยการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR (ภาพที่ 1 ) เทคนิค AFLP 
ใหลักษณะลายพิมพแบบสุม (random fingerprint) ไมขึ้นกับขนาด และความซับซอนของจีโนม 
สามารถปรับใหเกิดลายพิมพดีเอ็นเอที่เหมาะสมตอการวิเคราะหผลได โดยปรับจํานวนเบสคัดเลือก
ที่ปลาย 3′ ของไพรเมอร (สุรินทร, 2543) ปจจุบันเทคนคิ AFLP ใชกนัอยางแพรหลายในการศกึษา
คุณลักษณะทางจีโนไทปของสิ่งมีชีวิต เชน นํามาศึกษาพนัธุศาสตรประชากร ศึกษาเอกลักษณของ
ส่ิงมีชีวิต ความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ความหลากหลายทางชีวภาพ และใชทําแผนที่ของจีโนมได 
โดยมีขอดีกวาเทคนิคอื่น คือ การวิเคราะหดีเอ็นเอโดยเทคนิค AFLP ไมตองใชขอมูลลําดับเบสของ
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ดีเอ็นเอ ใชปริมาณดีเอน็เอเริม่ตนจํานวนนอย การทําปฏิกิริยาครั้งหนึ่งๆ สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอ
ไดหลายตําแหนง (multi-loci) นอกจากนี้เทคนิค AFLP ยังทําใหเกิดโพลิมอรฟซึมไดจํานวนมาก จงึ
สามารถใชบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตแตละตวัอยางไดดี (สุรินทร, 2545) 
 
6.  การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของแบคทีเรียสาเหตุโรคพชืดวยเทคนิค AFLP 
 

สําหรับการศึกษาเชื้อแบคทีเรียดวยเทคนิค AFLP องคประกอบที่สําคัญคือ การคัดเลือก
ชนิดของเอนไซมตัดจําเพาะที่เหมาะสมกบัเปอรเซ็นต GC content ในจีโนมของเชือ้แบคทีเรียที่
ตองการศึกษา (ตารางที่ 1) เนือ่งมาจากชนิดของเอนไซมตัดจําเพาะจะเปนตัวกําหนดขนาด และ
จํานวนของชิ้นดีเอ็นเอทีเ่หมาะสม ดังเหน็ไดจากการศกึษาของ Janssen et al. (1996) 

 
การใชเทคนิค AFLP ในการจัดจําแนกเชื้อแบคทีเรียในกลุม soft rot ของเชื้อ Erwinia 

carotovora และ Erwinia chrysanthemi จากการวิเคราะหสามารถจัดจําแนกเชื้อไดเปน 4 กลุม คือ
กลุมที่ 1 ประกอบดวยเชื้อ E. carotovora subsp. carotovora และ E. carotovora  subsp. odorifera 
กลุมที่ 2 ประกอบดวย E. carotovora subsp. atroseptica และ E. carotovora  subsp. 
betavasculorum กลุมที่ 3 และกลุมที่ 4 ประกอบดวย E. carotovora subsp. wasabiae และ E. 
chrysanthemi ตามลําดับ นอกจากนี้พบวาระดับความแตกตางทางพันธกุรรมคอนขางสูงในเชื้อสาย
พันธุตางๆ ของ E. carotovora subsp. carotovora และ E. chrysanthemi ขณะที่สายพันธุตางๆ ของ
เชื้อ E. carotovora  subsp. odorifera, E. carotovora subsp. betavasculorum, E. carotovora subsp. 
atroseptica และ E. carotovora subsp. wasabiae มีความแตกตางทางพนัธุกรรมในระดับต่ํา ซ่ึง
สอดคลองกับรูปแบบของการแพรกระจาย และพืชอาศยั นอกจากนีย้งัพบวาผลการจัดกลุมเชื้อที่ได
จากลายพิมพดเีอ็นเอของเทคนิค AFLP ใหรายละเอียดความสัมพันธทางพันธุกรรมไดดีกวาเทคนิค
อ่ืนๆ ที่ใชในการจัดกลุมเชื้อ Erwinia ที่อยูใน กลุม soft rot (Avrova et al., 2002) 

 
นอกจากนี้มีการศึกษาเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) สาเหตุของโรค

ใบไหม มนัสําปะหลังดวยเทคนิค AFLP เปรียบเทียบกับเทคนิค RFLP พบวาทั้งสองเทคนิคสามารถ
ตรวจสอบความแตกตางของเชื้อไดถึงระดบั strain แต AFLP ใหรายละเอียดความสัมพันธทางจีโน
ไทประหวาง Xam ไดดีกวา (Restrepo et al., 1999) 
 
 



 

11

DNA extraction 
 
 
 

Digestion with EcoRI and MseI 
 
 
 
 
 

                         C               AATTC         T           TAC 
                         GTTAA               G                      AAT           G 
   EcoRI adapter                                                                             MseI adapter       

 
                                        CAATTC         T TAC 
                                        GTTAAG                      AAT G 
                   EcoRI adapter                                                  MseI adapter       

 
                                   Primer                             Nonselective amplification 
                      5′                               3′ 
                                        CAATTC                   T TAC 
                                        GTTAAG                      AATG 

                                                3′                             5′  
                                                 Primer 

 
                                   Primer+1                          Selective amplification 
                 5′                                    N-3′ 
                                        CAATTCN           NT TAC 
                                        GTTAAGN                      NAATG 

                                                        3′-N                              5′  
                                                           Primer+1 

 
                                   Primer+1                           Selective amplification 
                 5′                                    N                      N 
                                        CAATTCN           NT TAC 
                                        GTTAAGN                     NAATG 
                                                        N                     N                              5′  

                                                           Primer+1 
                               6% Denaturing  
                            polyacrylamide gel 
                               electrophoresis  
                             and silver staining 
 
ภาพที่ 1  แผนภาพเทคนิค AFLP (Vos et al., 1995) 
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ตารางที่ 1  ชนดิของเอนไซมตัดจําเพาะที่ใชในการวิเคราะหเชื้อแบคทีเรียตางๆ โดยเทคนิค AFLP   
 
สกุลเชื้อแบคทีเรีย G+C content (mol%) ชนิดของเอนไซม 
Clostridium 
     beijerinckii 
     acetobutylicum 

24-54 
26-28 
28-29 

- 
EcoRI/MseI 
EcoRI/MseI 

Bacillus 
     thuringiensis 
     cereus 
     larvae 

32-69 
34 
36 
42 

- 
EcoRI/MseI 
EcoRI/MseI 
EcoRI/MseI 

Acinetobacter 38-47 EcoRI/MseI 
HindIII/TaqI 

Vibrio 40-50 HindIII/TaqI 
ApaI/TaqI 

Aeromonas 57-63 ApaI/TaqI 
EcoRI/MseI 

Pseudomonas 58-68 ApaI/TaqI 
Xanthomonas 63-71 ApaI/TaqI 

EcoRI/MseI 
 
ท่ีมา: Janssen et al. (1996) 
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7.  การศึกษาวิเคราะหโดยใชขอมูลจากฐานขอมูลดวยเทคนิค In silico  
 

In silico มาจากคําวา in the silicon chip หมายถึง กระทําในคอมพิวเตอร หรือ จําลองโดย
ใชคอมพิวเตอร คําวา In silico ใชคร้ังแรกในป 1989 ในงานอบรมเชิงปฏิบัติการ “ Cellular 
Automata: Theory and Applications” ใน Los Alamos รัฐนิวเมก็ซิโก สหรัฐอเมริกา ปจจุบันไดมี
การนําเทคนิค In silico analysis มาใชในการคาดคะเน (prediction) ผลการทดลอง โดยใช
คอมพิวเตอรกบัขอมูลดานอณูชีววิทยาของสิ่งมีชีวิตและเชื้อจุลินทรีย โดยเฉพาะขอมลูลําดับเบสที่ 
นํามาศึกษา จําลองการทดลอง โดยประมวลผลการทดลองดวยระบบคอมพิวเตอร  

 
 เมื่อจํานวนขอมูลลําดับเบสของแบคทีเรียมีเพิ่มขึ้น ความตองการโปรแกรมเฉพาะทางที่จะ
ใชประโยชนจากจากฐานขอมูลลําดับเบสจึงมีมากขึ้นตามลําดับ อาทิเชนโปรแกรม In silico AFLP 
ที่ใชกันอยูในปจจุบันมีทั้งจาํหนายเปนการคา และไมคดิคาใชจาย ดังเชนโปรแกรม AFLPinSilico 
(http://intra.psb.ugent.be:8080/bioinformatics/AFLPinSilico.html), In silico AFLP 
(http://insilico.ehu.es/AFLP/), ALFIE (http://bioinfosoftware.phls.org.uk/aflp.html) สวน 
โปรแกรม RemComb และ In-silico AFLP (http://www.keygene.com) เปนโปรแกรมที่มีจําหนาย
เปนการคา  
 

โปรแกรม In silico AFLP พัฒนาขึ้นโดย Bikandi et al. (2004) เปนโปรแกรมสราง
แบบจําลองเทคนิค AFLP ที่สามารถทําการทดลองผานระบบเครือขายอินเทอรเน็ตได โดยมี
ฐานขอมูลลําดับเบสของสิ่งมีชิวิตหลายชนดิรวมทั้งเชื้อแบคทีเรียซ่ึงมีรวบรวมไวกวา 100 ชนิด โดย
ขอมูลเหลานี้ไดมาจาก National Center for Biotechnology Information (NCBI) และประกอบเขา
กับฐานขอมูลเกี่ยวกับเอนไซมตัดจําเพาะทีน่ํามาจาก Roberts et al. (2003) การจําลองการทดลอง
เทคนิค AFLP ดวยโปรแกรม In silico AFLP  แสดงผลผานทางระบบเครือขายอินเตอรเน็ตใน
ระยะเวลาเพยีง 1 - 2 นาที โดยผลที่แสดงเปนลายพิมพดเีอ็นเอเปรียบเทียบกับ แถบดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 100 bp ที่วิเคราะหบนอะครีลาไมดเจล และใหรายละเอียดจํานวนชิน้ ขนาด และลําดับ
เบสของแถบดีเอ็นเอที่ได ทําใหนกัวจิัย สามารถวางแผนการทดลองกอนทําการทดลอง ชวยลด
จํานวนของการทดลองกอนทําในหองปฏบิัติการจริง (Rombauts et al., 2003)  

 
 
  



   

อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  แบคทีเรียสาเหตุโรคตนแหงตายของขนุนและโรคเนาเละของผัก 
  
 เชื้อ Erwinia carotovora ทั้ง 37 สายพันธุทีน่ํามาศึกษานี้ ไดรับจาก ณัฏฐิมา และคณะ 
(2536), กลุมงานบักเตรวีิทยา กองโรคพืชและจุลชีววิทยา กรมวิชาการเกษตร, นิโลบล (2548) และ
รุงรัตน (2548) และจากการเก็บแยกเชื้อสาเหตุจากผักตางๆ ที่เปนโรคเนาเละเนื่องจากเชื้อ Ecc ใน
พื้นที่ปลูกผักหลายแหลง (ตารางที่ 2) โดยสายพันธุเชื้อทัง้หมดที่ทําการศึกษานี้ ไดนํามาแยกเชื้อให
บริสุทธิ์ เพื่อศึกษายนืยนัวาเปนเชื้อ Erwinia carotovora subsp. carotovora โดยเชื้อมีคุณสมบัติ
สามารถทําใหพืชทดสอบมีอาการเนาเละ เปนเชื้อแกรมลบ รูปราง rod shape ขนาดประมาณ 0.5-
1.0 x 1.0-3.0 ไมครอน มีคุณสมบัติเปน facultative anaerobic bacteria และทําปฏิกริิยา PCR กับ
ไพรเมอรที่จําเพาะในสวนของ pel gene (นิโลบล, 2548) โดยเปรยีบเทียบกับเชื้อแบคทีเรียในวงศ 
Enterobacteriaceae คือ เชื้อ Ecc สายพันธุ VECC1596 (นิโลบล, 2548) และ เชื้อ Erwinia 
chrysanthemi ซ่ึงมีลักษณะการเกิดโรคเนาเละเหมือนกับเชื้อ Ecc จํานวน 2 สายพันธุ คือ ECH1680 
และ 1076-1  แบคทีเรียซาโปรไฟทที่มีอยูทั่วไปในสภาพแวดลอม คือ เชื้อ Pantoea  dispersa  และ 
เชื้อแบคทีเรียวงค Pseudomonadaceae สาเหตุโรคเหี่ยวของพืช คือเชื้อ Ralstonia solanacearum 
(1295) จํานวน 1 สายพันธุ นํามาใชในการศึกษาครั้งนี้ (ตารางที่ 2 และ 5)  

 
2.  การทดสอบยืนยันเชื้อ Ecc 
  
 ทดสอบคุณสมบัติในการทําใหเกิดโรคเนาเละกบัพืชทดสอบ รูปรางลักษณะโคโลนี รูปราง
ของเชื้อ คุณสมบัติการติดสแีกรม ดวย 3% KOH การเปน facultative anaerobic bacteria การ
ตรวจหายีน pel (pectate lyase) เชื้อ Ecc โดยเทคนิค PCR และการตรวจจําแนกยืนยันจากการใช
แหลงคารบอนในการเจริญเติบโต 95 ชนิด ดวยระบบ BIOLOG System (Biolog, Hayward, CA, 
USA)โดยวิเคราะหจําแนกตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต และมีวิธีการโดยสังเขปดงันี้ 
 
 2.1  การทดสอบความสามารถในการเกิดโรค 

 
เล้ียงเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์เปนเวลา 24 ช่ัวโมงบนอาหาร nutrient agar (NA) ที่

ประกอบดวย beef extract 3 กรัม, peptone 5 กรัม, agar 15 กรัม ในน้ําปริมาตร 1 ลิตร (Schaad et 
al., 2001) เตรยีมสารแขวนลอยเชื้อโดยใชน้ํากลั่น นําไปวัดปรับคา optical density (O.D.) หรือคา
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ดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตรใหมีคา 0.2 ซ่ึงจะทําใหไดปริมาณเชือ้ Ecc จํานวน 
108 CFU/มิลลิลิตร (รุงรัตน, 2548) นําสารแขวนลอยเชื้อไปทดสอบการเกิดโรค กับพืชทดสอบ 2 
ชนิด คือ ช้ินแตงกวา (cucumber slice) และกาบใบผักกาดขาวปลี โดยหยดสารแขวนลอยเชื้อ
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรบนชิ้นแตงกวาที่ผานการลางทําความสะอาดฆาเชื้อพื้นผิวผลดวย 0.6% 
sodium hypochlorite เปนเวลา 5 นาที และลางดวยน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อ 2 คร้ังๆ ละ 5 นาที กอนนําผล
แตงกวามาหัน่ตามขวางเปนชิ้นหนาขนาด 1 เซนติเมตร นําไปบมในจานเลี้ยงเชื้อ ที่อุณหภูมิหอง
เปนเวลา 24 ช่ัวโมงตรวจบนัทึกผลการทดลอง 

 
การทดสอบการเกิดอาการเนาเละบนกาบใบผักกาดขาวปลี ใชวิธีการดัดแปลงมาจาก 

Ahmed (2001) โดยลางฆาเชือ้ที่พื้นผิวกาบใบผักกาดขาวดวย 0.6% sodium hypochlorite เปนเวลา 5 
นาที และลางดวยน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อ 2 คร้ังๆ ละ 5 นาที ผ่ึงใหแหงในตูเขี่ยเชื้อ หั่นกาบใบผักกาดขาว
ตามขวาง เปนชิ้นๆ ละประมาณ 3 เซนติเมตร ดูดสารแขวนลอยเชื้อทดสอบปริมาตร 20 ไมโครลิตร
ดวย automatic pipette และนํา pipette tip ที่มีสารแขวนลอยเชื้อปกคางบนกาบใบผกักาดขาวปลีเพื่อ
ทําใหเกดิแผล และใหสารแขวนลอยเชื้อเขาไปในเนื้อเยื้อผักกาดขาว หลังจากนั้นบมในถุงพลาสติก
ที่ปดปากถุง ทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทดสอบความสามารถในการเกิดโรคกับพืชทดสอบ
ทั้ง 2 ชนิด เปรยีบเทียบกับเชือ้ที่ทําใหเกดิโรคเนาเละ คือ Ecc สายพันธุ VECC1596 และเชื้อที่ไมทํา
ใหเกิดโรคเนาเละคือ เชื้อ Ralstonia solanacearum (1295) ตรวจบนัทึกผลการทดลอง 

 
2.2  รูปรางลักษณะโคโลนีของเชื้อ  

 
นําเชื้อทดสอบที่บริสุทธิ์มา streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA บมที่อุณหภมูิหองเปนเวลา 

24 ช่ัวโมง นํามาตรวจดูลักษณะรูปราง ขนาด สี ของโคโลนีบันทึกผลการทดลอง (Schaad et al., 
2001) 

 
2.3  รูปราง และการติดสีแกรมของเชื้อ  

 
เล้ียงเชื้อที่ตองการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง นําเชื้อมา

ยอมสีตามวิธีการของแกรม ตรวจดกูารติดสีแกรม ดวยกลองจุลทรรศน และดูขนาด และรูปราง 
(วิชัย, 2537; Schaad et al., 2001) นอกจากการยอมดูการติดสีแกรมแลวยังมกีารทดสอบดวย
สารละลาย 3% KOH โดยเชื้อแบคทีเรียแกรมลบเมื่อนําเชื้อมากวนบนหยดสารละลาย 3% KOH 
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ดวยไมจิ้มฟนที่สะอาด KOH จะมีผลตอผนังเซลลทําใหเซลลแตก ทําใหสายดีเอน็เอของเชื้อติดกับ
ไมจิ้มฟน และ มีลักษณะเปนเมือก ยืดเปนสายได (Schaad et al., 2001) 

 
2.4  การทดสอบคุณสมบัติการเปน facultative anaerobic bacteria  

 
นําเชื้อทดสอบเลี้ยงบนอาหาร Huge and Leifson’s medium ที่ประกอบดวย peptone 

10 กรัม, NaCl 5 กรัม, K2HPO4 0.3 กรัม, bromthymol blue 0.03 กรัม และ agar 3 กรัม (Schaad et 
al., 2001) โดยใช stab inoculation เชื้อละ 2 หลอด โดยอีกหลอดหนึ่งเททับดวย paraffin oil ที่นึ่งฆา
เชื้อแลว 1 - 2 มิลลิลิตร หลังจากปลูกเชื้อ นําไปบมที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส สังเกตดูการเปลีย่น
สีของอาหาร และการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหารทั้งสองหลอด เปรียบเทียบกับเชื้อแบคทีเรียที่
เปน facultative anaerobic bacteria คือเชื้อ Ecc สายพันธุ VECC1596 และเชื้อที่เปน aerobic 
bacteria คือเชื้อ Ralstonia solanacearum (1295) (วิชัย, 2537; Schaad et al., 2001) 

 
2.5  การตรวจหายีน pectate lyase (pel) ดวยเทคนิค PCR  

 
โดยใชคูไพรเมอรที่ออกแบบในการตรวจยีน pel ที่จําเพาะตอเชื้อ Ecc (นิโลบล, 2548) 

ดวยคูไพรเมอร FER1 (5’-CGGGGGGTTATGCCACCACTG-3’) และ RER-1 (5’-
GTTTGTCCTTCACGCACTGTGC-3’) โดยปฏิกิริยา PCR ที่ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร
ประกอบดวย ดีเอ็นเอจากเชือ้ทดสอบ 100 นาโนกรัม, 1X PCR buffer (10mM Tris-HCl, 50mM 
KCl, 0.08% Nonidet P40), 0.2 mM dNTPs, 1.5 mM MgCl2, 0.5 Unit Taq polymerase (Fermentas, 
Maryland, USA) และไพรเมอร FER1 และ RER-1 อยางละ 1 µM โดยการทดลองจะใสไพรเมอร
ควบคุมรวม เพื่อเปนตัวบงชี้ปฏิกิริยา PCR (internal control primer) คือไพรเมอร fD2 (5′-
CCGAATTCGTCGACAACAGACTTTGATCATGGCTCAG-3′) และ rP1 (5′-
CCCGGGATCCAAGCTTACGGTTACCTTGTTACGACTT-3′) ที่ใชในการตรวจยีน 16S rDNA 
(Weisburg et al., 1990) นําหลอดที่ใสปฏิกิริยา PCR ใสลงในเครื่อง Thermocycler (T-personal, 
Biometra GmbH, Gottingen, Germany) โดยตั้งการปรับเปลี่ยนอุณหภมูิตามการทดลองของนิโลบล 
(2548) ดังนี ้

 
ขั้นที่ 1 อุณหภมูิ 94 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 นาที 
ขั้นที่ 2 อุณหภมู ิ94 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 นาที 
ขั้นที่ 3 อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 นาที 
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ขั้นที่ 4 อุณหภมูิ 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1.5 นาที 
ขั้นที่ 5 ทําซ้ํา ขั้นที่ 2 ถึง 4 จํานวน 25 รอบ 
ขั้นที่ 6 อุณหภมูิ 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที 
 
นําผลผลิตการขยายยีน (PCR products) ไปตรวจวเิคราะหโดยแยกบนอะกาโรสเจล

ดวยวิธีอิเล็คโตรโฟรีซีส ยอมดูแถบดีเอ็นเอดวยเอธิเดียมโบรโมด นําไปดูแถบดีเอ็นเอเปาหมาย
ภายใตแสงอุลตราไวโอเล็ต บันทึกผลการทดลอง 

 
2.6  การตรวจจําแนกเชื้อจากการใชแหลงคารบอนในการเจรญิเติบโต  

 
การตรวจจําแนกเชื้อแบคทีเรียโดยใชแหลงคารบอนในการเจริญเติบโตของเชื้อโดย

ทดสอบในอาหารสําเร็จรูป GN2 (Biolog, Inc., CA, USA) โดยทดสอบตามคําแนะนําของผูผลิต ซ่ึง
มีวิธีการโดยสงัเขปดังนี ้

 
เล้ียงเชื้อแบคทีเรียที่ตองการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA ที่อุณหภูม ิ30 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําเชื้อที่เจรญิมาเตรียมสารแขวนลอยเชือ้แบคทีเรียโดยละลายใน 
inoculum fluid (IF) ปรับคาความเขมขนของเชื้อตามคําแนะนํา โดยวดัดวยเครื่อง Biolog 
turbidimeter ใหมีคาแสงสองผาน (transmittance, T) เปน 63 เปอรเซ็นต นําสารแขวนลอยเชื้อ
แบคทีเรียเติมลงในหลุมอาหาร GN2 หลุมละ 150 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง อานผลคาการใชแหลงคารบอนดวย spectrophotometer (MicrologTM System) ที่
ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ซ่ึงเชื่อมโยงกับคอมพิวเตอรที่มีฐานขอมูลเชื้อ และวิเคราะหโดยใช
โปรแกรม Microlog Version 4.2 (Biolog, Inc., Hayward, USA) ในการวิเคราะหจําแนกเชื้อ
แบคทีเรีย  
 
3.  การตรวจวิเคราะหความสัมพันธทางพนัธุกรรมของเชื้อดวยเทคนิค AFLP 
 

3.1  การศึกษาวิเคราะหจีโนมเชื้อ Erwinia carotovora เพื่อเลือกใชเอนไซม และไพรเมอร
สําหรับ AFLP โดยใชขอมูลจากฐานขอมูลดวยเทคนิค In silico analysis 

 
จากการศึกษาจากฐานขอมูล Genbank พบวา เชื้อ Erwinia carotovora subsp. 

cartovora (Ecc) ยังไมมีขอมลูลําดับเบสของจีโนมครบถวน เมื่อพิจารณาแบง subspecies ในกลุม
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เชื้อ Erwinias พบวาเชื้อ Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Eca) มีลักษณะการใชน้ําตาล 
sorbitol, melibiose, citrate, raffinose, arabitol และ lactose เหมือนกับเชื้อ Ecc แตกตางกันที่เชื้อ 
Eca ไมสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Schaad et al., 2001) ดวยเหตนุี้เชื้อ Eca จึงมี
ความใกลชิดกบัเชื้อ Ecc มากที่สุด และปจจบุันมีขอมูลลําดับเบสของเชื้อ Eca ทั้งจีโนมแลว ดังนัน้
จึงนําเชื้อ Eca มาศึกษาดวยเทคนิค In silico analysis แทนเชื้อ Ecc ในการวิเคราะหเลือกชนิดของ
เอนไซม และลําดับเบสในขัน้ตอน selective amplification ซ่ึงเชื้อ Eca มีเปอรเซ็นต GC content 
เทากับ 50.97 เปอรเซ็นต จึงสามารถเลือกใชเอนไซม ApaI/TaqI, HindIII/TaqI  และ EcoRI/MseI 
(ตารางที่ 1) จงึนําขอมูลการเลือกชนิดของเอนไซมมารวมวิเคราะหดวยเทคนิค In silico analysis 
บนเว็บไซต http://insilco.ehu.es เพื่อเลือกชนิดของเอนไซม และลําดับเบสของไพรเมอรที่ให
จํานวนแถบดีเอ็นเอในชวง 100-200 แถบ วเิคราะห combination โดยขั้นตอนการใชโปรแกรม In 
silico AFLP ดงัแสดงสรุปในภาพที่ 2 ผลการวิเคราะหจะแสดงทีห่นาเว็บไซต ซ่ึงโปรแกรมจะ
จําลองภาพลักษณะของแถบดีเอ็นเอที่ได เปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp เมื่อผลการ
วิเคราะหจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ไดไมเกิน 200 แถบ (ภาพที ่3) และไมแสดงภาพลักษณะของแถบดี
เอ็นเอ เมื่อไดผลการวิเคราะหเกิน 200 แถบ (ภาพที่ 4) 
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ตารางที่ 2  สายพันธุเชื้อแบคทีเรีย พืชอาศยั แหลงที่เก็บ ปที่เก็บ และทีม่าของเชื้อที่ใชในการศึกษา 
 

ช่ือสายพันธุ พืชอาศัย แหลงที่เก็บ ปที่เก็บ2/ แหลงที่มาของเชื้อ 1/ 
Erwinia carotovora subsp. carotovora     
     1408  พริกหยวก นครราชสีมา 2540 กบว 

1428 ผักกาดขาวปลี เชียงราย 2540 กบว 
64-4 มันฝรั่ง เชียงใหม 2527 กบว 
681-1 หนอไมฝรั่ง เพชรบูรณ 2530 กบว 
CDOA1028 จําปาดะ สงขลา 2536 ณัฏฐิมาและคณะ (2536) 
CS1006 จําปาดะ สงขลา 2546 รุงรัตน (2548) 
CS2001 จําปาดะ สงขลา 2546 รุงรัตน (2548) 
CS2003 จําปาดะ สงขลา 2546 รุงรัตน (2548) 
CS2004 จําปาดะ สงขลา 2546 รุงรัตน (2548) 
JDOA1147 ขนุน ระยอง 2536 ณัฏฐิมาและคณะ (2536) 
JK2001 ขนุน กาญจนบุรี 2546 รุงรัตน (2548) 
JK2005 ขนุน กาญจนบุรี 2546 รุงรัตน (2548) 
JK2007 ขนุน กาญจนบุรี 2546 รุงรัตน (2548) 
JK2009 ขนุน กาญจนบุรี 2546 นิโลบล (2548) 
JN2001  ขนุน นครปฐม 2546 รุงรัตน (2548) 
JN2003 ขนุน นครปฐม 2546 รุงรัตน (2548) 
JN2004 ขนุน นครปฐม 2546 รุงรัตน (2548) 
JN2005 ขนุน นครปฐม 2546 รุงรัตน (2548) 
JN2007 ขนุน นครปฐม 2546 นิโลบล (2548) 
JR2001 ขนุน ระยอง 2546 นิโลบล (2548) 
JR2002  ขนุน ระยอง 2546 นิโลบล (2548) 
VECC1596 ผักกาดหัว ปราจีนบุร ี 2546 นิโลบล (2548) 
VECC2000 ผักกาดหอม อุบล 2549 การศึกษานี้ 
VECC2001 ผักกาดหอม อุบล 2549 การศึกษานี้ 
VECC2002 ผักกาดหอม อุบล 2549 การศึกษานี้ 
VECC2003 ผักกาดหอม อุบล 2549 การศึกษานี้ 
VECC2004 ผักกาดหอม นครปฐม 2549 การศึกษานี้ 
VECC2005 ผักกาดหอม นครปฐม 2549 การศึกษานี้ 
VECC2006 มันฝรั่ง ตาก 2549 การศึกษานี้ 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

ช่ือสายพันธุ พืชอาศัย แหลงที่เก็บ ปที่เก็บ2/ แหลงที่มาของเชื้อ 1/ 
VECC2007 มันฝรั่ง ตาก 2549 การศึกษานี้ 
VECC2008 มันฝรั่ง ตาก 2549 การศึกษานี้ 
VECC2009 ผักกาดขาวปลี เชียงใหม 2549 การศึกษานี้ 
VECC2010 ผักกาดขาวปลี เชียงใหม 2549 การศึกษานี้ 
VECC2011 ผักกาดขาวปลี เชียงใหม 2549 การศึกษานี้ 
VECC2012 กะหล่ํา นครราชสีมา 2549 การศึกษานี้ 
VECC2013 กะหล่ํา นครราชสีมา 2549 การศึกษานี้ 
VECC2014 คื่นฉาย เชียงใหม 2549 การศึกษานี้ 

Erwinia  chrysanthemi (ECH1680)  กลวยไม เชียงราย 2546 นิโลบล (2548) 
Erwinia  chrysanthemi  (1076-1) มันฝรั่ง เชียงใหม 2534 กบว 
Pantoea  dispersa ขาวโพด นครราชสีมา 2548 จุฑาเทพ วัชระไชยคุปต 

(ติดตอสวนตัว) 
Ralstonia solanacearum (1295) ขิง เชียงราย - กบว 
 
1/ กบว = กลุมงานบักเตรวีิทยา กองโรคพชื และจุลชีววทิยา กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตร

และสหกรณ 
2/ - = ไมมีขอมูล 
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ภาพที่ 2  แสดงขั้นตอนการใชโปรแกรม In silico AFLP ผานระบบเครือขายอินเทอรเน็ตทาง

เว็บไซต http://insilico.ehu.es 
ก.  การพิมพช่ือ http://insilico.ehu.es ในชอง address เขาไปสูหนาเวปไซตเลือก AFLP-

PCR โดยการคลิกเมาทที่ตัวอักษร 
ข.  การเขาสูการเลือกชนิดของจีโนม Prokaryote ที่ตองการทํา AFLP เลือก Erwinia 

 

ก 

ข 
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ภาพที่ 2  (ตอ) 

ค.  การเลือกชนิดของเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิดที่ใชในการทดลอง  
ง.  การพิมพเบสในขั้นตอน selective amplified ลงในชองที่ทําสัญลักษณวงกลม 

เมื่อเลือกชนิดของเบสเลือกแลว คลิกตรงที่ไอคอน Amplify กําหนด 
Maximum Length of sequence เปน 3000 bp 

ค

ง 
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ภาพที่ 3  ตวัอยางการแสดงผลของโปรแกรม In silico AFLP – PCR amplification ผานระบบเครือขาย
อินเทอรเน็ต เมื่อจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ไดมีจํานวนนอยกวา 200 แถบ 
 ก.  Position สามารถคลิกเขาไปดูลําดับเบสของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการ วิเคราะห 
 ข.  Length แสดงจํานวนเบสของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการวิเคราะห 
 ค.  Direction แสดงทิศของชิ้นดีเอ็นเอตําแหนงที่ถูกตัดดวยเอนไซม 
 ง.  Length of bands แสดงภาพจําลองแถบดีเอ็นเอที่ไดเปรียบเทียบกับ 100 bp DNA ladder 
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ภาพที่ 4  ตวัอยางการแสดงผลของโปรแกรม In silico AFLP – PCR amplification ผาน

ระบบเครือขายอินเทอรเน็ต เมื่อจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ไดมีจํานวนมากกวา 200 
แถบ 
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 3.2  การเตรียมจีโนมิคดีเอ็นเอ 
 

การเตรียมจีโนมิคดีเอ็นเอเชือ้ Erwinia carotovora subsp. carotovora จํานวน 37 สาย
พันธุ และเชื้อที่นํามาทดสอบรวมจํานวน 4 สายพันธุ โดยใชวิธีการดัดแปลงจาก Ausubel et al. 
(1999) โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในหลอดอาหารเหลว Luria – Bertani (LB) agar (Tryptone 10 กรัม, 
NaCl 5 กรัม, Yeast extract 5 กรัม, Agar 15 กรัม และเตมิน้ําใหครบ 1 ลิตร) (Schaad et al., 2001) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยา 150 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําไป
หมุนเหวีย่งที่ 9,727 x g เปนเวลา 5 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล ละลายตะกอนดวยบัพเฟอร TE 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (10 mM Tris⋅Cl, pH 7.5, EDTA, pH 8.0) เติม 10% SDS  ปริมาตร 30 
ไมโครลิตร และ proteinase K (20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ช่ัวโมง เติม 5 M NaCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันเบาๆ 
เติม 10% CTAB/ 0.7 M NaCl ปริมาตร 80 ไมโครลิตรผสมใหเขากันเบาๆ นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เติม phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) เทากับปริมาตร
สวนของเหลวที่ได ผสมใหเขากันแลวนําไปหมุนเหวีย่ง 5 นาที ที่ 9,727 x g แลวยายสวนน้ําใสใส
หลอดใหมเติม isopropanol ที่เย็นปริมาตร 0.6 เทาของปริมาตร   นําไปหมุนเหวีย่งที่ 9,727 x g เปน
เวลา 5 นาที เพื่อเก็บตะกอนดีเอ็นเอ ทิ้งสวนที่เปนของเหลว  ลางตะกอนดวย 70% ethanol ปริมาตร 
1 มลิลิลิตร ผสมใหเขากันเบาๆ นําไปหมนุเหวี่ยง 1 นาที ที่ 9,727 x g ทิ้งสวนที่เปนของเหลว   คว่าํ
หลอดปลอยตะกอนทิ้งไวใหแหง   เติมบฟัเฟอร TE ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพื่อละลายดีเอน็เอใน
การนําไปใชศกึษาตอ 
 
 3.3  การตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะและการเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอกับ adapter 
 

การตัดดีเอน็เอ และตอดวย adapter ดัดแปลงจากวิธีการของ Avrova et al. 
(2002)โดยนําจีโนมิคดเีอ็นเอแบคทีเรียแตละเชื้อมา 0.25 ไมโครกรัม ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ทั้ง 
EcoRI และ MseI ใน OnePhorAll buffer (Amersham Bioscience) ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ตาม
วิธีการที่ผูผลิตแนะนํา บมไว 1 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นตอช้ินดีเอ็นเอดวย 
EcoRI-adapter และ MseI-adapter (ตารางที่ 3)โดยใชเอนไซม T4 DNA-ligase ใน OnePhorAll 
buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง หลังจากนั้น
นําไปเจือจาง 10 เทาดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อ เก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส หรือนําไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
โดยวิธี PCR ตอไป 
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  3.4  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี PCR  
 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอทํา 2 ขั้นตอนคือ nonselective amplification และ selective 
amplification ใชวิธีการที่ดดัแปลงมาจาก Vos et al. (1995) การทํา nonselective amplification โดย
นําดีเอ็นเอทีไ่ดจากขอ 3.3 มา 2.5 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยา PCR 
ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร (EcoRI-Primer E00 0.2 µM, MseI-Primer M00 0.2 µM, Taq 
polymerase 1 unit, 1X PCR buffer, MgCl2 1.5 mM และ dNTPs 0.2 mM) (ตารางที่ 4) โปรแกรม
การปรับเปลี่ยนอุณหภูมิในปฏิกิริยา PCR คือ  

 
ขั้นที่ 1 อุณหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที  
ขั้นที่ 2 อุณหภมูิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  
ขั้นที่ 3 อุณหภมูิ 72 องศาเซลเซียล เปนเวลา 1 นาที  
ขั้นที่ 4 ทําซ้ําขั้นที่ 1 ถึง 3 เปนจํานวน 30 รอบ  
 
นํา PCR products มาเจือจาง 10 เทาของปริมาตรดวยน้ํานึง่ฆาเชื้อ เพื่อใชเปน 

template - DNA ในการทํา selective amplification โดยนาํปฏิกิริยา nonselective amplification 
เปลี่ยนไพรเมอรคัดเลือกใหมีความจําเพาะเจาะจงขึ้น โดยนํา PCR product ที่เจือจางแลวปริมาตร 5 
ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร (EcoRI-Primer E19 0.25 
µM, MseI-Primer M00 0.25 µM, Taq polymerase 0.5 unit, 1X PCR buffer, MgCl2 1.5mM และ 
dNTPs 0.2mM) (ตารางที่ 4) ใชโปรแกรมการปรับเปลี่ยนอุณหภูมิในปฏิกิริยา PCR คือ 

  
ขั้นที่ 1 อุณหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที  
ขั้นที่ 2 อุณหภมูิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที  
ขั้นที่ 3 อุณหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
ขั้นที่ 4 ทําซ้ําขั้นที่ 1 ถึงขั้นที่ 3 เปนจํานวน 12 รอบ แตลดอุณหภูมิขั้นที่ 2 ลงรอบ

ละ 0.7 องศาเซลเซียส  
ขั้นที่ 5 อุณหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที  
ขั้นที่ 6 อุณหภมูิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที  
ขั้นที่ 7 อุณหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  
ขั้นที่ 8 ทําซ้ําขั้นที่ 5 ถึงขั้นที่ 7 เปนจํานวน 23 รอบ  
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ตารางที่ 3  ลําดับเบสของ adapter ในเทคนคิ AFLP 
 
ลําดับเบส adapter อางอิง 
EcoRI adapter 
  5′-CTCGTAGACTGCGTACC-3′ 
  5′-AATTGGTACGCAGTC-3′ 
MseI adapter 
  5′-GACGATGAGTCCTGAG-3′ 
  5′-TACTCAGGATCTAT-3′ 

 
Vos et al. (1995) 
 
 
Vos et al. (1995) 
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ตารางที่ 4  ลําดับเบสไพรเมอรในขั้นตอน nonselective amplification และ selective amplification 
 
ไพรเมอร  ลําดับเบส  อางอิง 
E00 
M00 
E19 
Eco+A 
Eco+T 
Eco+C 
Mse+T 
Mse+A 
Mse+G 
Mse+T 

 5′-GACTGCGTACCAATTC-3′ 
5′-GATGAGTCCTGTAGTAA-3′ 
5′-GACTGCGTACCAATTCGA-3′ 
5′-GACTGCGTACCAATTCA-3′ 
5′-GACTGCGTACCAATTCT-3′ 
5′-GACTGCGTACCAATTCC-3′ 
5′-GATGAGTCCTGTAGTAAT-3′ 
5′-GATGAGTCCTGTAGTAAA-3′ 
5′-GATGAGTCCTGTAGTAAG-3′ 
5′-GATGAGTCCTGTAGTAAT-3′ 

Vos et al. (1995) 
Vos et al. (1995) 
Avrova et al. (2002) 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
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3.5  การแยกขนาดชิ้นดเีอ็นเอโดย denaturing polyacrylamide gel 
 

การเตรียมกระจกสําหรับเทเจล โดยนําแผนกระจกสําหรับเตรียมเจลมาลางใหสะอาด 
เช็ดดวยเอธานอล 95 เปอรเซ็นตใหสะอาดทั้ง 2 แผน เช็ดกระจกแผนใหญดวย Plus One Bind 
Silane (Amersham Bioscience) เพื่อใหเจลเกาะตดิกระจก เช็ดกระจกอกีแผนดวย PlusOne Repel 
Silane (Amersham Bioscience) เพื่อไมใหเจลเกาะตดิกระจก ปลอยใหแหงประมาณ 5 - 10 นาที นํา
กระจกทั้ง 2 แผนมาประกอบเขาชุดโดยวาง spacer ไวทั้งสองขางเพื่อใหเกิดชองวางระหวางกระจก
ทั้งสอง โดยใชดานที่ทา bind silane และ repel silane เขาหากัน ใชคลิปหนีบยดึใหอยูคงที่ หลังจาก
นั้นเตรียม 6% polyacrylamidgel โดยผสม acrylamide, TBE บัฟเฟอร, น้ํา และยูเรียใหเขากันที่
อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส เมื่อยูเรียละลายหมด กรองผานเครื่องกรอง จากนัน้จึงเติม 10% 
APS และ TEMED (ตารางผนวกที่ 1)  เทเจลลงในชองระหวางกระจกจนเต็ม ใสหวีลงที่ดานบนสุด
ของระดับเจล รอใหเจลแข็งตัวประมาณ 2 ช่ัวโมง เมื่อเจลแข็งตัวดแีลวดึงหวอีอก และประกอบ
กระจกเขากับชุดอิเล็กโทรโฟรีซิสขนาด 33 x 40 ตารางเซนติเมตร (Life Technologies/Gibco BRL 
Model S2) เติมบัฟเฟอร 1X TBE ลงในชองดานบน และดานลางโดยไมใหมีฟองอากาศเกาะสวนที่
เปนเจล ทํา pre-run 30 นาที ใชความตางศกัย 1,500 โวลต หลังจากนัน้ปดเครื่องจายกระแสไฟตรง   
ใชเข็มฉีดยาดดูบัฟเฟอรลางผิวหนาเจล และยูเรียที่อยูชองหวแีตละชองออกใหหมด หยอดตวัอยางดี
เอ็นเอ 3-5 ไมโครลิตรในแตละชอง เปดเครื่องจายกระแสไฟโดยใชความตางศักย 1,500 โวลต เปน
เวลา 2-3 ช่ัวโมงจนกระทั่งสีของ xylene cyanol เคลื่อนที่ลงมาประมาณ 2 ใน 3 สวนของเจล ปด
เครื่องจายกระแสไฟฟา  ดดูบัฟเฟอรจากชองดานบนออกนํากระจกออกจากเครื่องแยกกระจกทั้ง 2 
แผนออกจากกัน เจลจะติดอยูกับกระจกแผนหลังนําไปยอมสีตอไป 
 

3.6  การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยวิธียอมดวย silver staining 
 

การยอมเจลดวย silver nitrate ดัดแปลงจากวิธีการ DNA Silver Staining System 
(Promega, Wisconsin, USA) นํากระจกทีม่ีเจลติดอยูมาแชสารละลาย fixative (10% acetic acid) 
เปนเวลา 20 นาที เขยาเบาๆ บนเครื่องเขยา ลางในน้ํากลัน่ 3 คร้ังๆ ละ 2 นาที บนเครือ่งเขยา ยอม
เจลในสารละลายซิลเวอรไนเตรท (0.1% silver nitrate) เปนเวลา 30 นาที นําแผนเจลจุมลงในน้ํา
กล่ันเพื่อลางซิลเวอรที่มากเกนิพอออก นําแผนเจลแชในสารละลาย developer (2.5% sodium 
carbonate, 0.02% formaldehyde, 2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร sodium thiosulfate)  ที่เตรียมใหม เขยา
อยางสม่ําเสมอ 5-10 นาทีจนกวาจะเห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจน หยุดปฏิกิริยาโดยแชลงในสารละลาย 
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10% acetic acid เปนเวลา 3-5 นาที  จุมลงในน้ํากลั่น  ผ่ึงใหแหงในอากาศ โดยขั้นตอนเทคนิค 
AFLP สรุปดังภาพที่ 5 

 
 3.7  การวิเคราะหผลลายพิมพดีเอ็นเอทีไ่ดจากเทคนิค AFLP 
 

นําโพลีอะครีลาไมดเจลที่แหงแลวมาสแกนภาพ ดวยเครื่องสแกนใหอยูในรูปแบบ 
jpeg ไฟล นําไปวิเคราะหผลลายพิมพดีเอน็เอดวยโปรแกรม Gene Tools (Syngene, Cambridge, 
U.K.) เพื่อเปรยีบเทียบแถบดเีอ็นเอของเชื้อ Ecc ในแตละสายพันธุ โดยพิจารณาลายพมิพดีเอ็นเอที่
เกิดขึ้นดวยสายตา ควบคูกับการวิเคราะหดวยโปรแกรม โดยโปรแกรมจะตรวจวเิคราะหการ
เปลี่ยนแปลงความเขมและความสวางในแตละ lane ของไฟลภาพ แลวทําใหอยูในรูปแบบของกราฟ
ในแตละ lane เมื่อโปรแกรมตรวจพบแถบดีเอ็นเอภายใน lane ระดับ peak ของกราฟจะสูงขึ้น และ 
จะต่ําลงเมื่อเปนบริเวณที่ไมมีแถบดีเอ็นเอ โดยมีพารามิเตอรที่กําหนดการตรวจนับดเีอ็นเอ ดังนี้ 
เลือกวิธีการ (Method) เปน Rolling Disk กําหนดใหตรวจนับแถบดีเอเอ็นที่มีฐาน peak กวางอยาง
นอย 8 pixels (Rolling Disk Width), กาํหนดใหตรวจนับแถบดีเอ็นเอมคีวามกวางมากกวา 2 pixels 
(Minimum peak Width), กําหนดใหตรวจนับแถบดีเอ็นเอมีความสูงมากกวา 1 (Minimum peak 
height), กําหนดใหตรวจนับแถบดีเอ็นเอทีร่ะดับเปอรเซน็ตของ peak ไมต่ํากวา 1 เปอรเซ็นตของ 
peak ทั้งหมดใน lane (Minimum peak volume) และกําหนดใหตรวจนบัคาของแตละ peak ใหมี
ความกวางเทากันทุก peak คือ 3 (All peaks same width) ดังแสดงในภาพที่ 6 

 
เลือกแถบดีเอน็เอที่มีความแตกตางระหวางเชื้อที่ทดสอบโดยกําหนดแถบดีเอ็นเอให

เปน binary data คือใหการปรากฏแถบดีเอน็เอมีคาเปน “1” และการไมปรากฏแถบดีเอ็นเอมีคาเปน 
“0”  หาความสัมพันธและสรางเดนโดแกรม โดยใชคาสหสัมพันธ Dice (1945) และมาจัดกลุม 
(cluster analysis) โดยวิธี unweighted pair group method with arithmetic averages clustering 
(UPGMA) (Sokal and Michener, 1958) ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรสําเร็จรูป Numerical taxonomy 
and multivariate analysis system (NTSYS) version 2.20e (Rohlf, 1993) วิเคราะหคา bootstrap ดวย
โปรแกรม WinBoot (Yap and Nelson, 1996) จํานวน 1000 ซํ้า 

 
4.  การเปรียบเทียบคุณสมบตัิของเชื้อจากการใชแหลงคารบอน 95 ชนดิ  

 
นําขอมูลจากวธีิการขอ 1.6 มาศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบตัิของเชื้อทดสอบ จากการใช

แหลงคารบอนจํานวน 95 ชนิด ในถาดหลมุอาหาร GN2 ดังแสดงชนดิของแหลงคารบอนในภาพ
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ผนวกที่ 1 โดยเตรียมเชื้อทดสอบเชนเดียวกับวิธีการตรวจจําแนกเชื้อแบคทีเรีย ดังไดกลาวขางตน 
หลังจากบมเชือ้ที่อุณภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําถาดหลุมอาหารไปตรวจปฏิกิริยา 
โดยใช spectrophotometer (MicrologTM System) ที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร นาํผลที่ไดมา
วิเคราะหเปรียบเทียบความแตกตางระหวางเชื้อที่ทดสอบโดยกําหนดใหเปน binary data คือ เมื่อ
เชื้อแบคทีเรียสามารถใชแหลงคารบอนไดมีคาเปน “1” และเมื่อเชื้อแบคทีเรียไมสามารถใชแหลง
คารบอนไดมคีาเปน “0”  หาความสัมพันธและสรางเดนโดแกรม โดยใชคาสหสัมพันธ Dice (1945) 
และจัดกลุมดวยวิธี unweighted pair group method arithmetic averages clustering (UPGMA) 
(Sokal and Michener, 1958) สรางเดนโดแกรมดวย Numerical taxonomy and multivariate analysis 
system (NTSYS) version 2.20e (Rohlf, 1993)  
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เชื้อแบคทีเรียที่บริสุทธิ์             เตรียม genomic DNA 

 
 

              
  แยกแถบดีเอน็เอดวยอิเล็กโทรโฟรีซิส             AFLP-PCR amplification 
 
 

                                
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยวิธี silver staining       AFLP gel ที่พรอมนําไปวิเคราะหลาย  

พิมพดีเอ็นเอ 
 

ภาพที่ 5  ขั้นตอนการศึกษาวเิคราะหลายพมิพดีเอ็นเอดวยเทคนิค AFLP ในหองปฏิบตัิการ 
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ภาพที่ 6  โปรแกรม Gene Tools (Syngene, Cambridge, U.K.) ในการนับแถบดีเอ็นเอที่ไดจาก       
โพลีอะครีลาไมดเจล 

 
 



   

ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 
1.  การเก็บตัวอยางและการแยกเชื้อสาเหตุโรคเนาเละของผัก  

 
จากตัวอยางโรคเนาเละของผักในแหลงปลูกจังหวัด เชยีงราย เชียงใหม เพชรบูรณ ตาก 

นครราชสีมา อุบลราชธานี นครปฐม ดังตารางที่ 2 มาแยกเชื้อ ทดสอบจําแนกเชื้อโดยคุณลักษณะที่
สําคัญ แยกเชือ้ Ecc ไดจํานวน 20 สายพนัธุ ดังตารางที่ 5 สวนเชื้อ Ecc สาเหตุโรคตนแหงตายของ
ขนุน จํานวน 17 สายพันธุไดรับความอนุเคราะหจาก ณฏัฐิมา และคณะ (2536), นิโลบล (2548) 
และ รุงรัตน (2548) โดยเชื้อทั้งหมดนํามาทดสอบยืนยนัคุณสมบัติตางๆ ที่สําคัญของเชื้อ Ecc ใหผล
ดังนี ้

 
2.  การทดสอบยืนยันเชื้อ Ecc 
 

2.1  การทดสอบความสามารถในการเกิดโรค 
 

จากการทดสอบความสามารถในการเกดิโรคบนชิ้นแตงกวา และผักกาดขาว พบวาเชื้อ 
Ecc สายพันธุที่แยกมาจากขนุน และผักเนาเละ รวมทั้งเชือ้ Ech สามารถทําใหพืชทดสอบเกิดอาการ
เนาเละได หลังจากบมเชื้อเปนเวลา 24 ช่ัวโมง แสดงอาการเนาคล้ําสีน้ําตาล (ภาพที่ 7 ง และ จ) แต
เชื้อแบคทีเรียเปรียบเทียบ คอืเชื้อ Ralstonia solanacearum (1295) ไมทําใหช้ินแตงกวา และ
ผักกาดขาวเนาเละ เหมือนกบัการทดสอบดวยน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อ 

 
2.2  รูปรางลักษณะโคโลนีของเชื้อ 
 

จากการนําผักเนาเละมาแยกเชื้อ บนอาหาร NA ที่บมไวเปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบโคโลนี
เชื้อที่มีลักษณะโตชา สีขาวครีม คอนขางกลม ขอบหยักเล็กนอย ไมเปนมันเยิ้ม มีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางประมาณ 1.5 มิลลิเมตร (ภาพที่ 7 ก) เหมือนกับเชื้อ สายพันธุ VECC1596 ซ่ึงเปนเชื้อที่ได
จัดจําแนกดวยระบบ BIOLOG System (Biolog, Hayward, CA, USA) แลววาเปนเชื้อ Ecc (นิโลบล, 
2548) 
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2.3  รูปรางและการติดสีแกรมของเชื้อ 
 

แบคทีเรียแกรมลบเมื่อนํามากวนกับสารละลาย 3% KOH จะเกดิเมือกเนียวติดลูป 
(ตารางที่ 5) ตรงกันขามกับเชื้อ Bacillus subtilis ซ่ึงเปนตัวอยางเชื้อแกรมบวกเปรียบเทียบ ไมเกิด
เมือกเหนียว และเซลลยอมติดสีแดงของ safranin-o เชื้อ Ecc มีรูปรางแบบทอนตรง ขนาดประมาณ 
0.5-1.0 x 1.0-3.0 ไมโครเมตร (ภาพที่ 7 ข) ไดแกเชื้อสายพันธุที่แยกไดจากผัก และขนุน (ตารางที่ 
2) 

 
2.4  การทดสอบคุณสมบัติการเปน facultative anaerobic bacteria 
 

เชื้อ Ecc เปนเชื้อที่สามารถเจริญเติบโตไดในสภาพที่มีอากาศ และไรอากาศ 
(facultative anaerobic bacteria) เมื่อทดสอบกับอาหาร Huge and Leifson’s medium โดยใช stab 
inoculation เชื้อละ 2 หลอด โดยอีกหลอดหนึ่งจะเททับดวย paraffin oil ที่นึ่งฆาเชื้อแลว 1-2 
มิลลิลิตร เพื่อใหเกิดสภาพทีไ่รอากาศ หลังจากปลูกเชื้อ 24 ช่ัวโมงพบวาอาหารทั้ง 2 หลอด
เปลี่ยนเปนสีเหลือง แสดงวาเชื้อทดสอบทั้ง 37 สายพันธุ และเชื้อ Ech จํานวน 2 สายพันธุ มี
คุณสมบัติเปน facultative anaerobic bacteria เจริญไดทั้งในสภาพมีอากาศ และไรอากาศ (ภาพที่ 7 
ค) สวนเชื้อ  Ralstonia solanacearum (1295) ไมสามารถเจริญเติบโตไดในหลอดอาหารที่เททับดวย 
paraffin oil เนือ่งจากวาเชื้อมคีุณสมบัติเปน aerobic bacteria อาหารจึงมสีีเขียว  

 
2.5  การตรวจหายีน Pectate lyase (pel) ดวยเทคนิค PCR 
 

จากการตรวจหายีน pel โดยปฏิกิริยา PCR เชื้อ Ecc ทั้ง 37 สายพันธุ ดวยคูไพรเมอร 
FER-1 และ RER-1 ที่จําเพาะตอเชื้อ Ecc ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1 กิโลเบส (นิโลบล, 
2548) และกับคูไพรเมอร fD2 และ rP1  ที่ใชในการตรวจยีน 16S rDNA (Weisburg et al., 1990) 
ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส (ภาพที่ 8) สวนเชื้อ Ech ไมใหแถบดีเอ็นเอ
เปาหมายเมื่อใชไพรเมอร FER-1 และ RER-1 (ตารางที่ 5) แตใหแถบดีเอ็นเอเปาหมายกับไพรเมอร 
fD2 และ rP1 ซ่ึงใชในการขยายยีน 16S rDNA  
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2.6  การตรวจจําแนกเชื้อจากการใชแหลงคารบอนในการเจริญเติบโต  
 

เนื่องจากการจดัจําแนกเชื้อแบคทีเรียโดยระบบ BIOLOG System (Biolog, Hayward, 
CA, USA) อาศัยการเปรียบเทียบการใชแหลงคารบอน 95 ชนิด กับเชื้อที่เปน type strain ที่มีใน
ฐานขอมูลในโปรแกรม Microlog Version 4.2 (Biolog, Inc., Hayward, USA) จากการตรวจจําแนก
เชื้อจากแหลงคารบอนโดยใชถาดอาหาร GN2 (ภาพผนวกที่ 1) เปรียบเทียบกับฐานขอมูลเชื้อ และ
วิเคราะห จัดจาํแนกชนิดเชื้อตัวอยาง โดยใหคาความเหมอืนกับการใชแหลงคารบอนของเชื้อ type 
strain ในฐานขอมูล (similarity index value)    คาลักษณะการใชแหลงคารบอนที่ไมเหมือนกับเชื้อ 
type strain ในฐานขอมูล (distance) และคาความเปนไปไดเมื่อเทยีบกบัเชื้อ type stain ที่มีใน
ฐานขอมูล (%Probability)  เมื่อตรวจจําแนกเชื้อจากการใชแหลงคารบอน เชื้อบางสายพันธุที่แยกได
จากผักเนาเละ พบวาเปนเชื้อ Ecc คือ เชื้อสายพันธุ VECC2001, VECC2014 และ VECC1596 สวน
เชื้อที่แยกมาจากขนุนบางสายพันธุ พบวาเปนเชื้อ Ecc เชนเดียวกนั คือ สายพันธุ CDOA1028, 
CDOA1147, JN2001, JN2005 สวนเชื้อ Ech คือ เชื้อสายพันธุ 1076-1 และ ECH1680 (ตารางที่ 6) 
ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการตรวจหายีน pel ดวยเทคนิค PCR (ตารางที่ 5) 
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ตารางที่ 5  คุณสมบัติของแบคทีเรีย Erwinia carotovora subsp. carotovora สายพันธุตางๆ ในดาน
การติดสีแกรม ความสามารถในการทําใหเกิดโรค และการมี pel gene  

 
ช่ือสายพันธุ การติดสีแกรม อาการเนาเละ

แตงกวา1/ 
อาการเนาเละ
ผักกาดขาว2/ 

pel gene3/ 

Erwinia carotovora subsp. carotovora 
     1408  ลบ + + + 

1428 ลบ + + + 
64-4 ลบ + + + 
681-1 ลบ + + + 
CDOA1028 ลบ + + + 
CS1006 ลบ + + + 
CS2001 ลบ + + + 
CS2003 ลบ + + + 
CS2004 ลบ + + + 
JDOA1147 ลบ + + + 
JK2001 ลบ + + + 
JK2005 ลบ + + + 
JK2007 ลบ + + + 
JK2009 ลบ + + + 
JN2001  ลบ + + + 
JN2003 ลบ + + + 
JN2004 ลบ + + + 
JN2005 ลบ + + + 
JN2007 ลบ + + + 
JR2001 ลบ + + + 
JR2002  ลบ + + + 
VECC1596 ลบ + + + 
VECC2000 ลบ + + + 
VECC2001 ลบ + + + 
VECC2002 ลบ + + + 
VECC2003 ลบ + + + 
VECC2004 ลบ + + + 
VECC2005 ลบ + + + 
VECC2006 ลบ + + + 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 

ช่ือสายพันธุ การติดสีแกรม อาการเนาเละ
แตงกวา1/ 

อาการเนาเละ
ผักกาดขาว2/ 

pel gene3/ 

Erwinia carotovora subsp. carotovora 
VECC2007 ลบ + + + 
VECC2008 ลบ + + + 
VECC2009 ลบ + + + 
VECC2010 ลบ + + + 
VECC2011 ลบ + + + 
VECC2012 ลบ + + + 
VECC2013 ลบ + + + 
VECC2014 ลบ + + + 

E.  chrysanthemi (ECH1680)  ลบ + + - 
E.  chrysanthemi  (1076-1) ลบ + + - 
Pantoea  dispersa ลบ ND ND ND 
Ralstonia solanacearum (1295) ลบ - - - 
 

1/ + สามารถทําใหเกิดโรคเนาเละบนชิ้นแตงกวา, - ไมสามารถทําใหเกิดโรคเนาเละบนชิ้นแตงกวา 
2/ + สามารถทําใหเกิดโรคเนาเละผักกาดขาว, - ไมสามารถทําใหเกิดโรคเนาเละกับผักกาดขาว 
3/ + ใหแถบดีเอ็นเอเปาหมายเมื่อใชไพรเมอรที่จําเพาะกับเชื้อ Ecc, - ไมใหแถบดีเอ็นเอเปาหมาย

เมื่อใชไพรเมอรที่จําเพาะกับเชื้อ Ecc 
ND = not determined 
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ภาพที่ 7  ลักษณะโคโลนี การติดสีแกรม การสราง pectolytic enzyme ยอยช้ินแตงกวา 
ความสามารถเกิดโรคเนาเละบนผักกาดขาว และคุณสมบตัิการเปน facultative 
anaerobic bacteria ของเชื้อแบคทีเรีย 
ก. ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Erwinia carotovora subsp. carotovora บนอาหาร 

Nutrient agar (NA) 
ข. การติดสีแกรมของเชื้อแบคทีเรียที่แยกจากโรคเนาเละของผัก อายุ 24 ช่ัวโมง บน

อาหาร NA  
ค. การเจริญในสภาพที่มีอากาศ และไรอากาศ (facultative anaerobic bacteria) ใน

อาหาร Oxidative/Fermentative medium  
ง. การทดสอบการเกิดโรคเนาเละบนกาบใบผักกาดขาวปล ี
จ. การทดสอบการเกดิโรคเนาเละของชิ้นแตงกวา 
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       M        1       2       3      4      5      6      7       8       9              M 

 
 
ภาพที่ 8  การตรวจสอบเชื้อ Erwinia carotovora สาเหตโุรคเนาเละที่แยกไดจากผักดวย

เทคนิค PCR โดยตรวจยนี pel ซ่ึงเปนยีนเปาหมาย และมี 16S rDNA เปนดีเอ็นเอ 
เครื่องหมายกบัเชื้อแบคทีเรีย 
Lane M 100 bp standard DNA marker 
Lane 1 เชื้อ Ecc สายพันธุ VECC2001  
Lane 2 เชื้อ Ecc สายพันธุ VECC2004  
Lane 3 เชื้อ Ecc สายพันธุ VECC2012  
Lane 4 เชื้อ Ecc สายพันธุ VECC2014  
Lane 5 เชื้อ Ecc สายพันธุ VECC2007  
Lane 6 เชื้อ Ecc สายพันธุ VECC2009  
Lane 7 เชื้อ Ecc สายพันธุ VECC1596  
Lane 8 E. chrysnthemi สายพันธุ ECH1680  
Lane 9 เชื้อ Ecc สายพันธุ 681-1  

 

  1 kb (pel gene) 

1.5 kb (16S rDNA) 

3.0 kb 
2.0 kb 
1.5 kb 
1.2 kb 
1.0 kb 

0.5 kb 

0.2 kb 
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ตารางที่ 6  ผลการตรวจจําแนกเชื้อแบคทีเรีย Erwinia spp. ที่นํามาทดสอบจากการใชแหลงคารบอน
ในการเจริญเติบโตดวยระบบ BIOLOG System  

 
สายพันธุเช้ือ
แบคทีเรีย 

ผลการจัดจําแนก คา similarity1/ คา distance2/ %Probability3/ 

VECC2001 Ecc 0.74 3.75 99 
VECC2014 Ecc 0.77 3.47 100 
VECC1596 Ecc 0.67 4.62 96 
CDOA1028 Ecc 0.50 8.04 100 
CDOA1147 Ecc 0.58 6.50 100 

JN2001 Ecc 0.51 7.76 100 
JN2005 Ecc 0.50 8.04 100 
JK2005 Ecc 0.56 7.00 100 
1076-1 Ech 0.75 3.71 100 

ECH1680 Ech 0.70 4.48 99 
 
Ecc = Erwinia carotovora subsp. carotovora, Ech = E. chrysanthemi 
1/ คา similarity คือ คาความเหมือนกับการใชแหลงคารบอนของเชื้อ type strain ในฐานขอมูล 
2/ คา distance คือ คาลักษณะการใชแหลงคารบอนที่ไมเหมือนกับเชื้อ type strain ในฐานขอมูล 
3/ % Probability คือ คาความเปนไปไดเมื่อเทียบกับเชื้อ type stain ที่มีในฐานขอมูล 
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3.  การตรวจวิเคราะหความสัมพันธทางพนัธุกรรมของเชื้อดวยเทคนิค AFLP 
 

3.1  การวิเคราะหจีโนมเชื้อ Erwinia carotovora เพื่อเลือกใชเอนไซม และไพรเมอร
สําหรับ AFLP โดยใชขอมูลจากฐานขอมูลดวยเทคนิค In silico analysis 

 
จากการวิเคราะหคูเอนไซมและไพรเมอร (ตารางที่ 1) ที่จะนํามาใชในเทคนิค AFLP 

กับเชื้อ Erwinia carotovora subsp. atroseptica ดวยโปรแกรม In silico AFLP พบวาการเพิ่มเบส
คัดเลือกดานปลาย 3′ ของไพรเมอรในขั้นตอน selective amplification มีสวนสําคัญตอจํานวนแถบ
ดีเอ็นเอที่จะไดจากการทดลอง AFLP หากพิจารณาจากคูของเอนไซมแตละคู และเบสคัดเลือกของ
ไพรเมอรในขัน้ตอน selective amplification ที่ไดจํานวนแถบดีเอ็นเอ 100-200 แถบ (ตารางผนวกที่ 
2-7) ซ่ึงเปนจํานวนทีเ่หมาะสมในการวเิคราะหแถบดเีอน็เอบนอะครีลาไมดเจล พบวามีคูเอนไซม
และไพรเมอรโดยใชเอนไซม EcoRI และ MseI ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอในชวง 100-200 แถบ ได 11 
คูไพรเมอรซ่ึงมากกวาคูเอนไซมชนิดอื่น (ตารางที่ 7)  สําหรับคูเอนไซมและไพรเมอรอ่ืนๆ ที่เลือก
มาทําการวเิคราะหเนื่องจากเปนเอนไซมทีแ่นะนําตามตารางที่ 1 พบวามีคูเอนไซมและไพรเมอรอีก
หลายคูมีจํานวนแถบดีเอ็นเออยูในชวง 100-200 แถบดังทีแ่สดงไวตารางที่ 7 หลังจากนั้นเลือกคู
เอนไซม EcoRI กับ MseI และไพรเมอรจาํนวน 5 คู โดยเลือก 4 คูที่ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอกระจาย
อยูในชวง 100-200 แถบ ไดแก Eco+A/Mse+T, Eco+T/Mse+A, Eco+T/Mse+G และ 
Eco+C/Mse+T และไพรเมอรที่มีการรายงานใชจัดจําแนกเชื้อ Ecc คือ Eco+GA (E19)/Mse+0 
(M00) (Avrova et al., 2002) มาทดสอบจริงกับเชื้อ Ecc สายพันธุ JK2001 และ VECC1596 ที่แยก
ไดจากขนุนและผักกาดหัวตามลําดับ (ภาพที่ 9 ) 
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ตารางที่ 7  คูไพรเมอรที่ไดจาํนวนแถบดีเอน็เอในชวง 100-200 แถบในการการทดสอบ In silico 
analysis 

 
คูเอนไซม คูไพรเมอรที่ไดจํานวนแถบดีเอ็นเอในชวง 100-200 แถบ จํานวนคู 
EcoRI + MseI Eco+GA/Mse+0, Eco+C/Mse+A, Eco+G/Mse+A, Eco+T/Mse+A, 

Eco+C/Mse+G, Eco+G/Mse+G, Eco+T/Mse+G, Eco+A/Mse+T, 
Eco+C/Mse+T, Eco+T/Mse+T  

11 

EcoRI + TaqI Eco+G/Taq+A, Eco+T/Taq+A, Eco+A/Taq+C, Eco+A/Taq+G, 
Eco+C/Taq+G, Eco+G/Taq+G, Eco+A/Taq+T, Eco+C/Taq+T, 
Eco+G/Taq+T 

9 

ApaI + MseI Apa+G/Mse+0 1 
ApaI + TaqI Apa+G/Mse+0, Apa+0/Mse+A 2 
HindIII + MseI Hin+A/Mse+0, Hin+T/Mse+A, Hin+0/Mse+C, Hin+T/Mse+T 4 
HindIII + TaqI Hin+C/Taq+A, Hin+G/Taq+A, Hin+T/Taq+A, Hin+0/Taq+C 4 
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3.2  การเลือกใชเอนไซมตัดจาํเพาะ และคูไพรเมอรในขั้นตอน selective amplification ของ
เทคนิค AFLP 

 
จากการเปรยีบเทียบแถบดเีอ็นเอที่ไดจากคูไพรเมอรจํานวน 5 คู กับเชือ้ Ecc สายพันธุ 

JK2001 และ VECC1596 ที่แยกไดจากขนนุและผักกาดหัวตามลําดับ บนอะครีลาไมดเจล (ภาพที ่9) 
พบวา คูไพรเมอร Eco+GA (E19) กับ Mse+0 (M00) ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอมากที่สุด คือ  87 แถบ 
รองลงมา คือ คูไพรเมอร Eco+C กับ Mse+G ได 80 แถบ และนอยที่สุดคือ คูไพรเมอร Eco+A กับ 
Mse+T ได 52 แถบ (ตารางที ่8) ขณะทีก่ารวิเคราะหจํานวนแถบดีเอ็นเอของเชื้อ Eca ดวย In silico 
analysis จากคูไพรเมอร E19 และ M00 มีจาํนวนดีเอ็นเอ 113 แถบ คูไพรเมอร Eco+C กับ Mse+G 
ได 149 แถบ และคูไพรเมอร Eco+A กับ Mse+T ได 185 แถบ (ตารางที่ 8) สวนแถบดเีอ็นเอที่
แตกตาง (polymorphic band) ระหวางเชื้อทั้งสองสายพันธุ พบวาคูไพรเมอร E19 และ M00 ให
จาํนวนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางมากที่สุดคือ 61 แถบ และมเีปอรเซ็นตแถบดีเอ็นเอทีแ่ตกตางมากกวา
ไพรเมอรคูอ่ืน (ตารางที่ 8)  

 
3.3  การวิเคราะหขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอ 
 

จากผลการทดลองคูไพรเมอร M00 (Mse+0) และ E19 (Eco+GA) ในขั้นตอนของ 
selective amplification กับเชื้อ Ecc จํานวน 2 สายพันธุไดผลดีกวาไพรเมอรคูอ่ืน (ตารางที่ 8) จึงได
นําเอนไซม EcoRI และ MseI กับ ไพรเมอร E19 และ M00 มาใชในการวเิคราะหหาความสัมพันธ
ทางพันธุกรรมของเชื้อ Ecc จํานวน 37 สายพันธุ, เชื้อ Ech (ECH1680 และ 1076 -1), เชื้อ Ralstonia 
solanacearum (1295) และเชือ้ Pantoea dispersa ซ่ึงผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอบนเจลพบแถบดี
เอ็นเอที่แตกตางของเชื้อที่ทดสอบทั้งหมด 102 แถบ (ภาพที่ 10) 

 
3.4  การวิเคราะหความสัมพนัธทางพันธุกรรมของเชื้อ Ecc ดวยเทคนิค AFLP 

 
จากการวิเคราะหความสัมพนัธทางพันธุกรรมของเชื้อ Ecc สายพันธุตางๆ ที่แยกได

จากขนุนและผักเนา เมื่อพิจารณาที่คา similarity 0.42 (ภาพที่ 10) สามารถ แบงเชื้อออกเปน 2 กลุม 
คือกลุมแรก ประกอบดวย กลุมเชื้อสายพันธุที่แยกไดจากขนุน และกลุมที่สอง เปนกลุมเชื้อที่แยก
ไดจากผกัเนา โดยเชื้อกลุมแรกที่แยกไดจากขนุนมีลักษณะทางจีโนไทปที่ใกลชิดกนัเนื่องจากมีคา 
similarity อยูที่ระหวาง 0.92-1.00  ตรงกนัขามกับเชื้อกลุมที่สองที่แยกไดจากผักพบวา สายพันธุเชื้อ
มีลักษณะทางจีโนไทปที่แตกตางและมีคา similarity ตั้งแต 0.43 จนถึง 1.00  
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อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาคา similarity ที่ 0.92 พบวาเชื้อภายในกลุมที่ 1 แบงออกเปน 
2 กลุมยอย คือ กลุมยอยที่ 1 ไดแกเชื้อสายพันธุ JK2009 และ JDOA1147 สวนกลุมยอยที่ 2 ไดแก 
JN2001, JN2003, JN2004, JN2005, JN2007, CS2003, CS2001, CS2001, CS2004, CDOA1028, 
CS1006, JK2001, JK2005, JK2007, JR2001 และ JR2002 เมื่อพิจารณาถึงความสัมพันธุระหวาง 
แหลงที่มาในกลุมยอย พบวา ไมมีความสมัพันธกับแหลงที่เก็บ เนื่องจากเชื้อในกลุมยอยที่ 1 เปน
เชื้อสายพันธุทีแ่ยกไดจากขนนุในจังหวัด กาญจนบุรีและระยองตามลําดับ สวนในกลุมยอยที่ 2 
ไดแก เชื้อสายพันธุ JK2001, JK2005 และ JK2007 เปนเชื้อที่แยกมาจากจังหวัดกาญจนบุรี สวนเชือ้
สายพันธุ JR2001 และ JR2002 เปนเชื้อที่แยกมาจากจังหวัดระยองเชนกัน ดังนัน้ภายในกลุมยอย
กลุมที่ 1 และกลุมที่ 2 มีเชื้อสายพันธุที่แยกมาจากจังหวดัเดียวกนัอยูภายในกลุม และการแบงกลุม
ยอยจึงไมเกีย่วของกับแหลงที่มา (ภาพที่ 10) 

 
สําหรับการจัดกลุมยอยของเชื้อ Ecc กลุมที่ 2 ที่แยกไดจากผัก เมื่อพิจารณาถึง

ความสัมพันธของเชื้อกับพืชอาศัยที่คา similarity 0.8 พบวา เชื้อที่แยกไดจากผักกาดหอมจังหวดั
อุบลราชธานี ไดแก เชื้อสายพันธุ VECC2000, VECC2001, VECC2002 และ VECC2003 และ
จังหวดันครปฐม ไดแก เชื้อสายพันธุ VECC2004 และ VECC2005 จัดอยูในกลุมเดยีวกัน และเชื้อที่
แยกมาจากมนัฝร่ังจังหวัดตากจัดอยูในกลุมเดียวกันทั้งหมด ดังนั้นการจัดกลุมของเชือ้จึงมี
ความสมัพันธกับชนิดของพชือาศัย  และเมื่อพิจารณาถึงความสัมพันธของเชื้อกับแหลงที่เก็บ
ตัวอยาง พบวา เชื้อที่แยกมาจากคื่นฉาย จังหวัดเชียงใหม ไดแก เชื้อสายพันธุ VECC2014 จัดอยูตาง
กลุมกันกับเชือ้ที่แยกมาจากผักกาดขาวปล ีจังหวดัเชยีงใหม ไดแก VECC2009, VECC2010 และ
VECC2011 ดังนั้นการจดักลุมยอยของเชื้อ Ecc ที่แยกมาจากผักเนาจึงไมมีความสัมพันธกับแหลงที่
เกบ็ที่คา similarity 0.8 

 
จากภาพที่ 10 พบวา ปฏิกิริยา AFLP-PCR amplification นอกจากจะแยกเชื้อ Ecc จาก

ขนุนออกจาก Ecc จากผักไดอยางชัดเจน ยงัพบมีแถบดีเอน็เอที่พบจาก Ecc ขนุนที่แตกตางไปจากที่
พบใน Ecc ของพืชผัก ซ่ึงสามารถนําไปพัฒนาเปนคูไพรเมอรที่อาจใหความเฉพาะเจาะจงกับการ
ตรวจ Ecc สายพันธุขนุนอยางรวดเร็วโดยวิธี PCR และแถบดีเอ็นเอที่แตกตางเหลานีอ้าจเปนยนีที่
เกี่ยวของกับการเกิดโรคตนแหงตายในขนนุ ซ่ึงเปนสวนที่นาสนใจทีจ่ะนาํไปศกึษาตอ เพื่อดูถึง
ความสัมพันธกับการเกดิโรคตอไป  
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4.  การเปรียบเทียบคุณสมบตัิของเชื้อจากการใชแหลงคารบอน 95 ชนดิ 
 

 เนื่องจากการจดักลุมเชื้อแบคทีเรียจากลายพมิพดีเอ็นเอซึ่งเปนลักษณะทางจีโนไทป พบวา
เชื้อสายพันธุ ที่แยกไดจากผกัเนา และขนนุแบงกลุมกนัอยางชัดเจนทีค่า similarity 0.42 ซ่ึงมีความ
แตกตางมาก จงึนํามาเปรียบเทียบคุณสมบตัิของเชื้อจากการใชแหลงคารบอน 95 ชนิดเพื่อศึกษา
ความแตกตางของลักษณะการใชแหลงคารบอนซึ่งเปนลักษณะทางฟโนไทปของเชื้อ Ecc ที่แยกมา
จากผักเนาและขนุน และเชือ้ Ech จํานวน 2 สายพันธุคือ ECH1680 และ1076-1 และจากการ
วิเคราะหความสัมพันธที่ไดจากลายพิมพดีเอ็นเอ ที่คา similarity 0.43 มีเชื้อสายพันธุ VECC2014 ที่
แยกไดจากคื่นฉายจังหวัดเชยีงใหมไมเขากลุมภายในกลุมผัก จึงนํามาเปรียบเทียบลักษณะการใช
แหลงคารบอนของเชื้อกับเชื้อสายพันธุ VECC1596 และเชื้อ VECC2001 ที่แยกไดจากผักกาดหอม
จังหวดัอุบลราชธานี ซ่ึงเปนเชื้อที่จดัอยูในกลุมใหญในกลุมผักเนา นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อที่แยกได
จากขนุนที่คา similarity 0.92 เชื้อสายพันธุ JDOA1147 และสายพันธุ JK2009 แยกออกมาจากกลุม
เชื้อที่แยกมาจากขนุนเปนกลุมยอยที่ 1 และเชื้ออีก 15 สายพันธุจดัอยูในกลุมที่ 2 จึงนําเชื้อสายพันธุ 
JDOA1147 มาศึกษาลักษณะการใชแหลงคารบอน 95 ชนิดเปรียบเทียบกับเชื้อบางสายพันธุในกลุม
ยอยที่ 2 ไดแกเชื้อสายพันธุ CDOA1028, JN2001, JN2005 และJK2005 
 
 จากเดนโดแกรม (ภาพที่ 11) ที่ไดจากลักษณะการใชแหลงคารบอน 95 ชนิด (ตารางที่ 9) 
พบวาสามารถแยกความแตกตางระหวางเชือ้ Ecc และ Ech  ที่คา similarity 0.72 และทีค่า similarity 
0.86 สามารถจัดกลุมแบคทีเรียเปน 4 กลุม ไดแก กลุมที่ 1 ประกอบดวยเชื้อ Ech สายพนัธุ 1076-1 
และ ECH1680 กลุมที่ 2 ประกอบดวยเชื้อสายพันธุ VECC2001 และ VECC1596 กลุมที่ 3 
ประกอบดวยเชื้อสายพันธุ VECC2014 และกลุมที่ 4 ประกอบดวยเชื้อทีแ่ยกมาจากขนนุทั้งหมด ที่
คา similarity 0.83 ถึง 0.86 เชื้อสายพันธุ VECC2014 จัดอยูในกลุมของเชื้อที่แยกมาจากขนุน สวน
เชื้อสายพันธุ JDOA1147 ที่คา similarity 0.95 แยกออกมาจากกลุมเชื้อสายพันธุที่แยกมาจากขนุน 
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ตารางที่ 8  เปรียบเทียบจํานวนแถบดเีอ็นเอที่ไดจากการวิเคราะหจีโนมของเชื้อ E. carotovora 
subsp. atroseptica SCR1043 ดวยเทคนิค in silico AFLP และ AFLP PCR amplification 
ของเชื้อ Erwinia carotovora subsp. carotovora จํานวน 2 สายพันธุ  

 
AFLP gel2/ ไพรเมอร In silico 

AFLP1/ แถบดีเอ็นเอทั้งหมด แถบดีเอ็นเอที่แตกตาง % ความแตกตาง 
Eco+A, Mse+T 185 52 36 69.2 
Eco+T, Mse+A 108 44 27 61.3 
Eco+T, Mse+G 128 46 27 58.6 
Eco+C, Mse+T 149 80 35 43.7 

E19, M00 113 87 61 70.1 
 
1/ การทดลองจากฐานขอมูลจโีนมิค เชื้อ E. carotovora subsp. atroseptica SCR1043 
2/ ทดสอบในหองปฏิบัติการโดยใชเชื้อ E. carotovora subsp. carotovora จํานวน 2 สายพันธุ คือ 

JK2001 และ VECC1596 ที่แยกไดจากขนนุ และผักกาดหัวเนา ตามลําดับ 
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            1    2    3   4   5   6   7   8    9   10  

 
 

ภาพที่ 9  แถบดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิค AFLP โดยใชคูไพรเมอรแบบตางๆ ในขั้นตอน 
selective amplification กับ เชื้อ Erwinia carotovora สายพันธุ JK2001 และ 
VECC1596 ดวยเอนไซม EcoRI และ MseI 
Lane 1 เชื้อสายพันธุ JK2001 ทดสอบกับไพรเมอร Eco+T และ Mse+A 
Lane 2 เชื้อสายพันธุ VECC1596 ทดสอบกับไพรเมอร Eco+T และ Mse+A 
Lane 3 เชื้อสายพันธุ JK2001 ทดสอบกับไพรเมอร Eco+C และ Mse+T 
Lane 4 เชื้อสายพันธุ VECC1596 ทดสอบกับไพรเมอร Eco+C และ Mse+T 
Lane 5 เชื้อสายพันธุ JK2001 ทดสอบกับไพรเมอร Eco+A และ Mse+T 
Lane 6 เชื้อสายพันธุ VECC1596 ทดสอบกับไพรเมอร Eco+A และ Mse+T 
Lane 7 เชื้อสายพันธุ JK2001 ทดสอบกับไพรเมอร Eco+T และ Mse+G 
Lane 8 เชื้อสายพันธุ VECC1596 ทดสอบกับไพรเมอร Eco+T และ Mse+G 
Lane 9 เชื้อสายพันธุ JK2001 ทดสอบกับไพรเมอร E-GA และ M-0 
Lane 10 เชื้อสายพันธุ VECC1596 ทดสอบกับไพรเมอร E-GA และ M-0 

 



   

 
 
ภาพที่ 10  เดนโดแกรมจากการวิเคราะหลายพิมพดเีอ็นเอของเชื้อ Erwinia carotovora subsp. carotovora แสดงการจัดกลุมของเชื้อจากแหลง พืชอาศัยตางๆ 

คา similarity คํานวณดวยคา Dice’s coefficient จัดกลุมดวยโปรแกรม UPGMA วิเคราะหคา bootstrap 1000 ซ้ํา 
   แสดงแถบดีเอ็นเอจําเพาะของเชื้อ Ecc ที่แยกมาจากขนุน, Cluster แสดงกลุมเชื้อ Ecc ที่แยกมาจากขนุน (กลุม 1) และผักเนาเละ (กลุม 2) 
 50 
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 ตารางที่ 9  การใชแหลงคารบอนแตละชนดิในถาดอาหาร GN2 (Biolog, Inc., CA, USA) ของเชื้อ Erwinia carotovora subsp. carotovora จํานวน 8 สาย
พันธุ และ Erwinia chrysanthemi จํานวน 2 สายพันธุ 

 
แหลงคารบอนบนถาดอาหาร GN2  

 
สายพันธุเชื้อ
แบคทีเรีย 

α-
Cy

clo
dex

trin
 

De
xtr

in 

Gly
cog

en 

Tw
een

 40
 

Tw
een

 80
 

N-
Ac

ety
l-D

-G
ala

cto
sam

ine
 

N-
Ac

ety
l-D

-G
luc

osa
mi

ne 

Ad
oni

tol
 

L-A
rab

ino
se 

D-
Ar

abi
tol

 

D-
Ce

llo
bio

se 

i-E
ryt

hri
tol

 

D-
Fru

cto
se 

L-F
uco

se 

D-
Ga

lac
tos

e 

Ge
nti

obi
ose

 

α-
D-

Glu
cos

e 

m-
Ino

sito
l 

α-
D-

La
cto

se 

VECC2001 - - - - - - + - + - + - + - + + + + +  
VECC1596 - - - - - - + - + - + - + - + + + + +  
VECC2014 - - - - - - + - + - + - + - + + + + +  
CDOA1028 - - - - - - + - + - - - + - + + + + +  
JN2001 - - - - - - + - + - - - + - + + + + +  
JN2005 - - - - - - + - + - - - + - + + + + +  
JK2005 - - - - - - + - + - - - + - + + + + +  
CDOA1147 - - - - - - + - + - - - + - + + + + +  
1046-1 - - - - - - + - + - - - + - + + + + -  
ECH1680 - + - - - - + - + - - - + - + + + + +  
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
 

แหลงคารบอนบนถาดอาหาร GN2  
 
สายพันธุเชื้อ
แบคทีเรีย 
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VECC2001 + - + + + + - + + - + + - - + + - - -  
VECC1596 + - + + + + + + + - + + - - + - - - -  
VECC2014 + - + + - + - - + - + + + - + + - - +  
CDOA1028 + + + + + + - + - - + + + - + + + - +  
JN2001 + + + + + + - + - - + + + - + + + - +  
JN2005 + + + + + + - + - - + + + - + + + - +  
JK2005 + - + + + + - + - - + + + - + + + - +  
CDOA1147 + - + + + + - + - - + + - - + + + - +  
1046-1 - - + + + + + + - - + - - - + + - + +  
ECH1680 - - + + + + + + + + + - - - + + + + +  
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
 

แหลงคารบอนบนถาดอาหาร GN2  
 
สายพันธุเชื้อ
แบคทีเรีย 
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VECC2001 - + + + - - - - - - - - - - - - - - +  
VECC1596 - + - - - - - - - - - - - - - - - - +  
VECC2014 - - + + - - - - - - - - - - - - - - +  
CDOA1028 - - - - - - - - - - - - - - - - - - +  
JN2001 - - - - - - - - - - - - - - - - - - +  
JN2005 - - - - - - - - - - - - - - - - - - +  
JK2005 - - - - - - - - - - - - - - - - - - +  
CDOA1147 - - - + - - - - - - - - - - - - - - +  
1046-1 + - + + - - - - - - - - - - + - - - +  
ECH1680 + - + + - + - - - - - - - - + - - - +  
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
 

แหลงคารบอนบนถาดอาหาร GN2  
 
สายพันธุเชื้อ
แบคทีเรีย 
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VECC2001 - + + - - - - - - + + - - - - - - - -  
VECC1596 - + + - - - - - - + + - - - - - - - -  
VECC2014 - + + + - - - - - + + - - - - - - - -  
CDOA1028 - + + + - - - - - + + - - - - - - - -  
JN2001 - + + + - - - - - + + - - - - - - - -  
JN2005 - + + + - - - - - + + - - - - - - - -  
JK2005 - + + + - - - - - + + + - - - - - - -  
CDOA1147 - + + + - - - - - + + - - - - - - - -  
1046-1 - + + + + - - - - + + - + - - - - - -  
ECH1680 - + + - + - - - - + + + - - - - - - -  
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
 

แหลงคารบอนบนถาดอาหาร GN2  
 
สายพันธุเชื้อ
แบคทีเรีย 
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VECC2001 - - - - - - - - + - + - - - - + + - +  
VECC1596 - - - - - - - - + - - - - - - + + - +  
VECC2014 - - - + - - - - + - - - - - - + + - +  
CDOA1028 - - - - - - - - + - - - - - - + + - +  
JN2001 - - - - - - - - + - - - - - - + + - +  
JN2005 - - - - - - - - + - - - - - - + + - +  
JK2005 - - - - - - - - + - - - - - - + + - +  
CDOA1147 - - - - - - - - + - - - - - - + + - +  
1046-1 - - - + - - - - + + + - - - - + + + +  
ECH1680 - - - + - - - - + + + - - - - + + + +  

    
 +  = สามารถใชแหลงคารบอนได, -  = ไมสามารถใชแหลงคารบอนได 
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ภาพที่ 11  เดนโดแกรมจากการวิเคราะหรูปแบบการใชแหลงคารบอน เชื้อ Erwinia carotovora subsp. carotovora สายพันธุที่แยกไดจากขนุน และผัก โดย

คา similarity คํานวณดวยคา Dice’s coefficient จัดกลุมดวยโปรแกรม UPGMA วิเคราะหคา bootstrap 1000 ซ้ํา 
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วิจารณ 
 
 การทดสอบยนืยันการจัดจําแนกเชื้อ Ecc จากตัวอยางของผักแสดงอาการเนาเละนอกจาก
จะพบเชื้อ Ecc สาเหตุโรคเนาเละแลว ยังพบเชื้ออ่ืนที่เปนซาโปรไฟทที่มีลักษณะโคโลนีคลายกับ
เชื้อ Ecc จึงตองทําการทดสอบเพื่อยืนยันวาเปนเชื้อ Ecc โดยทําการปลูกเชื้อทดสอบการเกิดโรคบน
ช้ินแตงกวากอนเพื่อคัดเชื้อทีไ่มใชเชื้อ กลุม soft rot ออกไป จากนั้นจึงตรวจยนืยันการจําแนกเชื้อ 
ทางสัณฐานวทิยา การติดสแีกรม คุณสมบัติการเปน facultative anaerobic bacteria การตรวจหายนี 
pel ที่จําเพาะกบัเชื้อ Ecc และใชระบบการจําแนกเชื้อแบคทีเรียอยางรวดเร็ว BIOLOG System 
(Biolog, Hayward, CA, USA) ตรวจสอบยืนยนัเพื่อความสมบูรณของการจําแนกเชือ้ 
 

การใชเทคนิค In silico analysis ในการทดลองครั้งนี้ เพื่อทดสอบจํานวนแถบดีเอ็นเอจาก 
combination ของเอนไซมทั้ง 5 ชนิด และไพรเมอรแตละคู ในเว็บไซต http://insilico.ehu.es/AFLP/ 
กอนทําการทดลองในหองปฏิบัติการชวยใหประหยัดเวลา และคาใชจายเอนไซมกบัไพรเมอร
โดยประมาณ 15,055 บาท ในการทดสอบคูไพรเมอรในหองปฏิบัติการ ดังการทดลองของ Mitchell 
et al. (2006) การใชขอมูลจีโนมิคของเชื้อ Erwinia carotovora subsp. atroseptica SCR1043 เปน
ตัวแทนทดสอบไพรเมอรโดยเทคนิค In silico analysis เนื่องจากวาปจจุบันยังไมมีขอมูลที่สมบูรณ
ของลําดับเบสของจีโนมเชื้อ Ecc จากผลการทดสอบคูเอนไซมโดยเทคนิค In silico analysis ที่ให
แถบดีเอ็นเอ 100 - 200 แถบเหมาะสมที่สุดคือ เอนไซม EcoRI กับ MseI ซ่ึงสอดคลองกับการ
ทดลองในเชื้อ Ecc ของ Avrova et al. (2002) แตจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิค In silico 
analysis ตางไปจากจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการทดลองกับเชื้อ Ecc จํานวน 2 สายพันธุใน
หองปฏิบัติการ กับคูไพรเมอร M00 และ E19 สามารถตรวจนับไดอยางชัดเจนเพียง 87 แถบดีเอ็นเอ 
อาจเนื่องมาจากการวิเคราะหดวยเทคนิคดวยเทคนิค In silico analysis จากเว็บไซตสามารถวิเคราะห
แถบดีเอ็นเอทีม่ีขนาดเล็กกวา 100 bp ผลการวิเคราะหจํานวนแถบดีเอน็เอที่แสดงในเว็บไซตจึง
มากกวาการทดลองในหองปฏิบัติการ ที่ใชตรวจแยกแถบดีเอ็นเอบน denaturing polyacrylamide 
gel electrophoresis และยอมเจลดวยวิธี  silver staining ซ่ึงแถบดีเอ็นเอขนาดเล็กอาจเคลื่อนออก
นอกแผนเจลไป หรือมีดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากันแตลําดับเบสที่แตกตางกนัก็จะไมสามารถแยกแถบดี
เอ็นเอไดจากเจล แตเนื่องจากเทคนิค In silico analysis สามารถระบุไดทั้งขนาดของแถบดีเอ็นเอ 
และลําดับเบสของแถบดีเอ็นเอจากฐานขอมูลจึงแยกนับเปนแถบดีเอ็นเอที่ตางกันทําใหมีจํานวน
แถบดีเอ็นเอมากกวาวิเคราะหบน polyacrylamide gel electrophoresis แมวาจะใชการตรวจผลดวย
สายตา รวมกบัใชโปรแกรม Gene Tools Match (Syngene, Cambridge, UK) ที่กําหนดคา 
integration parameter เพื่อชวยลดความผิดพลาดที่เกิดขึน้จากการนับแถบดีเอ็นเอ และโดยทั่วไป
แลวจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ไดสอดคลองกับรายงานของ Vos et al. (1995) ซ่ึงโดยปกตเิทคนิค AFLP 
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จะใหแถบดเีอ็นเอในชวง 50 - 100 แถบ และหากนําวิธีการติดฉลากดวยสารเรืองแสง เชน 6-
carboxyfluorescein (FAM) มาใช และตรวจวิเคราะห AFLP-PCR ที่ไดโดยเครื่องวิเคราะหลําดับ
เบสอัตโนมัติ (Automatic Sequence Analyzer) จะใหผลที่แมนยําในการวิเคราะหยิ่งขึน้ (Hsieh and 
Pan, 2006)   

 
การเพิ่มเบสตอจากไพรเมอรในขั้นตอนของ selective amplification ทําใหจํานวนแถบดี

เอ็นเอที่แตกตางกัน (ตารางที่ 8) ซ่ึงจํานวนแถบดีเอ็นเอบน AFLP gel จะขึ้นอยูกับชนิดและจํานวน
เบส (selective base) ที่เพิ่มตอจากไพรเมอร (Koopman and Gort, 2003) ในการทดลองนี้ พบวา การ
เพิ่มเบสในไพรเมอร EcoRI เปน GA (E19) และ MseI ไมเพิ่มเบส (M00) ใหแถบดีเอน็เอมาก และมี
จํานวนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันระหวางเชื้อ Ecc ที่แยกมาจากขนุน และผักมากกวาไพรเมอรคูอ่ืน
ที่ทําการทดสอบคูไพรเมอรเบื้องตน สอดคลองกับการทดลองของ Avrova et al. (2002) ที่ใชคูไพร
เมอรนี้ในขั้นตอนการคัดเลือกในการศึกษาเชื้อ E. carotovora และเชื้อ E. chrysanthemi จากการ
ทดลองนี้ไดทาํ AFLP ซํ้าจํานวน 3 คร้ังใหผลการทดลองที่เหมือนกนั 

 
การใชคูไพรเมอร E19 และ M00 ในขั้นตอนของ selective amplification กับเชื้อ Ecc 

จํานวน 37 สายพันธุ, เชื้อ Ech (ECH1680 และ 1076-1), เชื้อ Ralstonia solanacearum (1295) และ
เชื้อ Pantoea dispersa ไดแถบดีเอ็นเอทีแ่ตกตางทั้งหมด 102 แถบ จากการวิเคราะหลายพิมพดเีอ็น
เอของเชื้อ Ecc และ Ech สามารถแบงเชื้อทั้งสองออกจากกันอยางชดัเจนที่คา similarity 0.36  
สําหรับรูปแบบ (pattern) ของแถบดีเอ็นเอในแตละสายพันธุของเชื้อ Ecc มีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ
คลายกัน มีบางสวนที่แตกตางกันและสามารถบอกความแตกตางของเชื้อ Ecc ที่แยกไดจากขนุน
และผักเนา ดังเชนพบแถบดเีอ็นเอมากกวา 3 แถบ (ภาพที ่10 ลูกศรชี้) ที่แตกตางอยางชัดเจน และ
สามารถพัฒนาเปน molecular marker ที่เปนเปาหมายในการตรวจเชื้อ  ซ่ึงสอดคลองกับขอมูลเมื่อ
นํามาจัดกลุม โดยการทํา cluster analysis พบวาสามารถแบงกลุมได 2 กลุมที่คา similarity 0.42 ซ่ึง
แยกเชื้อที่มาจากขนุน และผักออกจากกันอยางชัดเจนสอดคลองกับการศึกษาของ Avrova et al. 
(2002) 

 
 จากคา similarity ที่แตกตางกันระหวางเชือ้ที่แยกมาจากผักเนา และขนุน ในการวเิคราะห

ลายพิมพดีเอน็เอ แสดงถึงความแตกตางในระดับจีโนมของเชื้อ ซ่ึงสอดคลองกับลักษณะทางจีโน
ไทปที่เชื้อแสดงออกมา คือเชื้อ Ecc เปนสาเหตุโรคเนาเละกับผักชนิดตางๆ (ศักดิ,์ 2537) จากการ
ทดลองของรุงรัตน (2548) และนิโลบล (2548) พบวาเชือ้ Ecc ที่แยกไดจากผักเนาไมสามารถเกิด
โรคตนแหงตายในกลาขนุนได แตเชื้อ Ecc สาเหตุโรคตนแหงตายขนนุสามารถทําใหเกิดอาการเนา
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เละกับชิ้นแตงกวาได และมคีุณสมบัติทางเซรุมวิทยาที่แตกตางไปจากเชื้อ Ecc สาเหตุโรคเนาเละ
ของผัก (รุงรัตน, 2548) รวมถึงลักษณะการใชแหลงคารบอนของเชื้อทั้งสองกลุมนี้มีความแตกตาง
กัน (ตารางที่ 9) เมื่อนํามาวิเคราะหสรางเดนโดแกรม ภายในกลุมเชื้อ Ecc แบงเปน 3 กลุมอยาง
ชัดเจนที่คา similarity 0.86 (ภาพที่ 11)  

 
จากการวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอที่คา similarity 0.43 พบวามีเชื้อสายพันธุ VECC2014 ที่

แยกไดจากคื่นฉาย จังหวัดเชยีงใหม ไมเขากลุมภายในกลุมของผักโดยใหผลสอดคลองกับลักษณะ
การใชแหลงคารบอน เมื่อนําเชื้อสายพันธุ VECC2014 มาจัดจําแนกดวยระบบ BIOLOG System 
(Biolog, Hayward, CA, USA) เปรียบเทยีบกับเชื้อสายพนัธุ VECC2001 พบวาเปนเชือ้ Ecc ทั้งคูแต
มีความแตกตางในการใชแหลงคารบอนบางชนิด (ตารางที่ 9) คือ เชื้อสายพันธุ VECC2001 
สามารถใช D-Galactonic Acid Lactone และ Thymidine ไดแตไมสามารถใช Turanose, L-serine 
และ Succinamic Acid ตรงกันขามกับเชื้อสายพันธุ VECC2014 ที่สามารถใช Turanose, L-serine 
และ Succinamic Acid แตไมสามารถใช D-Galactonic Acid Lactone และ Thymidine  สวนในกลุม
สายพันธุเชื้อ Ecc ที่แยกไดจากขนุนไมมีความผันแปรจนกระทั่งที่คา similarity 0.92 กลุมเชื้อ Ecc 
ของขนุนแบงออกเปนสองกลุมยอย สอดคลองกับลักษณะการใชแหลงคารบอน เมื่อนําตัวแทนเชื้อ
ทั้ง 2 กลุม คือเชื้อสายพันธุ JDOA1147 และเชื้อสายพนัธุ CDOA1028 มาศึกษาลักษณะการใชแหลง
คารบอน พบวา เชื้อสายพันธุ JDOA1147 สามารถใช D-Gluconic Acid แตไมสามารถใช Turanose 
และ Maltose สวนเชื้อสายพนัธุ CDOA1028 สามารถใช Turanose และ Maltose แตไมสามารถใช 
D-Gluconic ได (ตารางที่ 9) ดวยเหตนุี้ทําใหลักษณะลายพิมพดีเอ็นเอทีไ่ดแบงเปน 2 กลุมในระดับ 
similarity 0.92 (ภาพที่ 10) และสอดคลองกับการศึกษาความสัมพันธของเชื้อโดยใชแหลงคารบอน 
95 ชนิด พบวาเกิดการแบงกลุมยอยภายในกลุมเชื้อ Ecc ที่แยกไดจากขนุน (ภาพที่ 11)  

 
เดนโดแกรมทีไ่ดจากคณุสมบัติการใชแหลงคารบอน 95 ชนิดเปนอกีขอมูลทางดานฟโน

ไทปที่ใชประกอบเพิ่มเติม นอกเหนือจากการวิเคราะหลายพิมพดเีอ็นเอที่ไดจากเทคนิค AFLP ซ่ึง
เปนขอมูลทางดานจีโนไทปที่แสดงถึงความแตกตางของเชื้อ Ecc ที่แยกไดจากขนุนและผัก ผลการ
ทดลองคุณสมบัติการใชแหลงคารบอนในครั้งนี้ยืนยันถึงความแตกตางระหวางเชื้อ Ecc ที่แยกได
จากผักเนา และขนุน (ภาพที ่11) ใหผลที่สอดคลองกับลักษณะลายพมิพดีเอ็นเอ ซ่ึงเชื้อที่แยกมาจาก
ผักเนาจัดอยูคนละกลุมกับเชื้อที่แยกไดจากขนุน (ภาพที ่10)  

 
ความผันแปรในกลุมเชื้อ Ecc ที่แยกมาจากผักเนามากกวาเชื้อ Ecc ที่แยกมาจากขนนุ อาจ

เปนเพราะวาเชื้อสายพันธุที่แยกไดจากผักนั้นมาจากผักหลายตระกูลและหลายแหลงปลูก จึงทําให
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ลักษณะเดนโดแกรมที่ไดมคีวามหลากหลายในกลุมของผัก สวนความผันแปรทางพันธุกรรมที่
เกิดขึ้นภายในกลุมขนุนเกดิขึ้นเล็กนอย เนือ่งจากจํานวน Ecc จากขนนุมีเพียง 17 สายพันธุจากแหลง
ปลูกเพียง 4 จงัหวัด จึงอาจเปนไปไดที่ทําใหไมพบความผันแปรของเชื้อใหเหน็ เมื่อพิจารณาเชื้อ 
Ecc ในภาพรวมแลวลายพิมพดีเอ็นเอทีไ่ดบงชี้วาเชื้อ Ecc ที่แยกไดจากขนุนนั้น มีความแตกตางกับ
เชื้อ Ecc ที่แยกไดจากผักแตละตระกูลและแหลงตางๆ  อยางไรก็ตามจํานวนเชื้อ Ecc ที่นํามาศึกษา
ในครั้งนี้มีเพยีง 37 สายพันธุ และการกระจายตัวของแหลงที่เก็บเชื้อ ยังไมเปนตวัแทนที่ดี จึงแสดง
ใหเห็นเพยีงวา เชื้อ Ecc จากพืชผักที่เปนโรคเนาเละ เมื่อวิเคราะหโดยเทคนิค AFLP มีแนวโนมวามี
ความผันแปรทางพันธุกรรมที่สูง และใหผลไปในทิศทางเดียวกับการทดลองของ Avrova et al. 
(2002) ในการศึกษาทดลองครั้งตอไปควรสํารวจและเกบ็ตวัอยางเชื้อ Ecc ที่แยกมาจากผักเนา และ
ขนุนใหมากกวานี้ โดยตัวอยางของผักควรจะมีตัวอยางเชื้อที่แยกไดจากพืชครอบคลุมแตละตระกลู 
และกระจายตวัอยูทัว่ทุกภาคของประเทศ รวมทั้งเชื้อที่เปน type strain จาก culture collection ที่
ไดรับการยอมรับจะทําใหเหน็ความแตกตางอยางชัดเจนระหวาง Ecc ที่เขาเกิดโรคกับผักเนา และ
ขนุนชัดเจนมากขึ้น 

 
ขอมูล AFLP ที่ไดจากการทดลองครั้งนี้ นับวาเปนขอมูลสวนหนึ่งที่ช้ีใหเห็นลักษณะทาง

จีโนมที่มีความแตกตางระหวางเชื้อ Ecc สายพันธุที่แยกไดจากผกัเนาและขนุน ซ่ึงจะนําไปสูการ
ทดลองตอไปในการศึกษาขอมูลทางจีโนไทปและคุณสมบัติอ่ืนๆ เพิ่มเติม เพื่อแสดงใหเห็นความ
ความแตกตางระหวางเชื้อ Ecc ที่แยกไดจากขนุนและผักเนา ดังเชน การศึกษาลําดับเบสของ 
16SrDNA และ DNA-DNA hybridization ถาพบวาเชื้อ Ecc ที่แยกมาจากขนุนมีความเหมือนต่ํากวา 
70% (Stackebrandt and Goebel, 1994) กับเชื้อ type strain อ่ืนๆ และมขีอมูลลักษณะความแตกตาง
ทางฟโนไทปประกอบ ดังเชนองคประกอบของ fatty acid (Wells and Moline, 1991) และลักษณะ
การใชแหลงคารบอน (Duarte et al., 2003) สามารถจัดจําแนกเชื้อ Ecc ที่แยกไดจากขนุนเปน 
subspecies ใหม (Ursing et al., 1994) โดยนําไปตรวจสอบชื่อแบคทีเรียในเอกสาร Approved Lists 
of Bacterial Names แลวตีพมิพรายละเอยีดของแบคทีเรียในวารสาร International Journal of 
Systematic Bacteriology (IJSB) หรือใน International Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology (IJSEM) และมีการเปรียบเทยีบกับชื่อแบคทีเรียใน Bacteriological Code. ตั้งแตเดือน
สิงหาคม 2002 เปนตนมา โดยการตั้งชื่อแบคทีเรียชนิดใหม (new species, new subspecies และ new 
combinations) จะตองปฏิบัตติามกติกาของ IJSEM โดยตองเก็บตัวอยางตนแบบแบคทเีรียบริสุทธิ์
ไวใน culture collection ที่ไดรับการยอมรบัอยางนอย 2 แหงใน 2 ประเทศ (Lapage et al., 1992) จึง
จะสามารถจัดจําแนกเชื้อ Ecc ที่แยกไดจากโรคแหงตายของขนุนไปอยูใน subspecies ใหมได   
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สรุป 
 

1. จากการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอของเชือ้ Ecc ที่เปนสาเหตุของโรคในขนุน และพชืผัก
โดยใชเทคนิค AFLP ใชคูไพรเมอร E19 และ M00 ในขั้นตอน selective amplification ของเชื้อ E. 
carotovora ที่แยกไดจากโรคตนแหงตายของขนุน และโรคเนาเละของพืชผักพบวา ที่คา similarity 
0.42 เชื้อที่แยกไดจากขนุน และเชื้อที่แยกไดจากผกัเนาเละ แยกอยูตางกลุมกันอยางชดัเจน บงชี้
ความเปนไปไดที่จะจัดแยกเชื้อ Ecc สาเหตุโรคตนแหงตายขนุนเปนเชื้อใน subspecies ใหมได 
 

2. เทคนิค AFLP สามารถนํามาศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ Ecc ได เปนเทคนิคทีท่ําได
รวดเร็วมีประสิทธิภาพ ใชดเีอ็นเอตนแบบปริมาณนอย และใหผลที่เชื่อถือไดสอดคลองกับการ
จําแนกเชื้อโดยวิธีดั้งเดิม (Classical bacterial identification) 

 
3. การนําขอมูลจีโนมิค ของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช มาวิเคราะหโดยวิธี In silico 

analysis ทําใหสามารถประหยัดเวลาลดการใชสารเคมีในการทดลอง ซ่ึงยังมีราคาแพง และลดการ
ทดลองใหหองปฏิบัติการลงไดอยางมาก ใหผลการทดลองที่ดี และเชื่อถือได 
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สูตรการคํานวณคา Similarity Coefficient ดวยวิธีของ Dice’s similarity coefficients (Dice, 1945) 
 

Sij    =         2A 
                   2A+B+C 

 
เมื่อ  Sij  คือ คา similarity ระหวางตัวอยาง i และ j  
 A   คือ จํานวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่ปรากฏทั้งตัวอยาง i และ j  
 B    คือ จํานวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในตวัอยางที่ i แตไมปรากฏที่ j 
 C   คือ จํานวนแถบดีเอ็นเอทีป่รากฏในตัวอยางที่ j แตไมปรากฏที่ i (Nei and Li, 1979) 
 
 
 

ตารางผนวกที่ 1  สวนประกอบของเจลเขมขน 6 เปอรเซ็นต (acrylamide: bisacrylamide = 19:1, 7.5 
M urea) 

 
ปริมาณที่ใชสําหรับเตรียมเจลเขมขน 6% 

 สารที่ใช 
 ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร ปริมาตรรวม 40 มิลลิลิตร 
30% acrylamide (19:1) 
5x TBE 
ยูเรีย 7.5 M 
น้ํากลั่น 

2.0 มิลลิลิตร 
2.0 มิลลิลิตร 

4.5 กรัม 
2.5 มิลลิลิตร 

8 มิลลิลิตร 
8 มิลลิลิตร 

18 กรัม 
10 มิลลิลิตร 

10% APS 
TEMED 

100 ไมโครลิตร 
10  ไมโครลิตร 

400 ไมโครลิตร 
20 ไมโครลิตร 

 
TBE = 89 mM Tris base, 2.5 mM EDTA 
APS = ammonium persulfate 
TEMED = N,N,N’,N’,N’-tetramethylethylenediamine 
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ตารางผนวกที่ 2  จํานวนแถบดีเอ็นเอของ Erwinia carotovora subsp. atroseptica จากการวิเคราะห
ดวยโปรแกรม In silico AFLP-PCR amplification โดยเลือกใชเอนไซม EcoRI 
และ MseI  

 
ไพรเมอร ไพรเมอร 

Eco+0 Eco+A Eco+C Eco+G Eco+T Eco+GA 
Mse + 0 2184 704 552 513 412 113 
Mse + A 655 221 158 165 108 44 
Mse + C 276 92 78 50 55 26 
Mse + G 662 204 166 160 128 33 
Mse + T 593 185 149 136 122 10 

 
ตารางผนวกที่ 3  จํานวนแถบดีเอ็นเอของ Erwinia carotovora subsp. atroseptica จากการวิเคราะห

ดวยโปรแกรม In silico AFLP-PCR amplification โดยเลือกใชเอนไซม EcoRI 
และ TaqI  

 
ไพรเมอร ไพรเมอร 

Eco+0 Eco+A Eco+C Eco+G Eco+T Eco+GA 
Taq + 0 2083 682 544 458 402 68 
Taq + A 823 263 233 179 145 39 
Taq + C 358 114 77 92 71 20 
Taq + G 522 180 116 130 95 31 
Taq + T 469 138 127 106 98 21 
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ตารางผนวกที่ 4  จํานวนแถบดีเอ็นเอของ Erwinia carotovora subsp. atroseptica จากการวิเคราะห
ดวยโปรแกรม In silico AFLP-PCR amplification โดยเลือกใชเอนไซม ApaI และ 
MseI  

 
ไพรเมอร ไพรเมอร 

Apa+0 Apa +A Apa +C Apa +G Apa +T Apa +GA 
Mse + 0 311 80 57 126 48 27 
Mse + A 91 28 18 34 12 3 
Mse + C 45 11 10 15 9 4 
Mse + G 90 22 12 39 17 13 
Mse + T 84 19 17 38 10 7 

 
ตารางผนวกที่ 5  จํานวนแถบดีเอ็นเอของ Erwinia carotovora subsp. atroseptica จากการวิเคราะห

ดวยโปรแกรม In silico AFLP-PCR amplification โดยเลือกใชเอนไซม ApaI และ 
TaqI  

 
ไพรเมอร ไพรเมอร 

Apa+0 Apa +A Apa +C Apa +G Apa +T Apa +GA 
Taq + 0 314 82 57 125 50 26 
Taq + A 133 42 17 54 20 11 
Taq + C 42 11 11 15 5 4 
Taq + G 83 18 24 28 14 8 
Taq + T 55 11 5 28 11 3 
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ตารางผนวกที่ 6  จํานวนแถบดีเอ็นเอของ Erwinia carotovora subsp. atroseptica จากการวิเคราะห
ดวยโปรแกรม In silico AFLP-PCR amplification โดยเลือกใชเอนไซม HindIII 
และ MseI  

 
ไพรเมอร ไพรเมอร 

Hin+0 Hin+A Hin+C Hin+G Hin+T Hin+GA 
Mse + 0 1060 185 293 246 335 76 
Mse + A 344 72 86 75 112 26 
Mse + C 155 32 43 35 44 8 
Mse + G 298 47 90 74 90 22 
Mse + T 314 61 77 69 104 23 

 
ตารางผนวกที่ 7  จํานวนแถบดีเอ็นเอของ Erwinia carotovora subsp. atroseptica จากการวิเคราะห

ดวยโปรแกรม In silico AFLP-PCR amplification โดยเลือกใชเอนไซม HindIII 
และ TaqI  

 
ไพรเมอร ไพรเมอร 

Hin+0 Hin+A Hin+C Hin+G Hin+T Hin+GA 
Taq + 0 1114 211 294 254 350 77 
Taq + A 430 70 105 109 146 30 
Taq + C 155 28 49 33 45 9 
Taq + G 266 58 73 56 79 19 
Taq + T 265 56 70 55 84 19 

 
 
 
 



   

ตารางผนวกที่ 8  ขอมูล AFLP จากการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอเชื้อ Erwinia carotovora subsp. carotovora และ Erwinia chrysanthemi ดวยไพรเมอร E19 
และM00 

 
เชื้อสายพันธุ Binary data ของลายพิมพดีเอ็นเอ 
1408 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
1428 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
64-4 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
681-1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0  
CDOA1028 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
CS1006 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
CS2001 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
CS2003 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
CS2004 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
JDOA1147 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
JK2001 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
JK2005 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
JK2007 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
JK2009 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
JN2001 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
JN2003 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
JN2004 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  

74 
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ตารางผนวกที่ 8  (ตอ) 
 
เชื้อสายพันธุ Binary data ของลายพิมพดีเอ็นเอ 
JN2005 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
JN2007 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
JR2001 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
JR2002 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
VECC1596 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0  
VECC2000 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
VECC2001 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
VECC2002 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
VECC2003 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
VECC2004 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
VECC2005 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
VECC2006 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
VECC2007 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
VECC2008 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0  
VECC2009 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
VECC2010 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
VECC2011 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
VECC2012 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
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ตารางผนวกที่ 8  (ตอ) 
 
เชื้อสายพันธุ Binary data ของลายพิมพดีเอ็นเอ 
VECC2013 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
VECC2014 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0  
1076-1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1  
ECH1680 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1  
1295 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0  
P.dispersa 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0  
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ตารางผนวกที่ 8  (ตอ) 
 
เชื้อสายพันธุ Binary data ของลายพิมพดีเอ็นเอ 
1408 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 
1428 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
64-4 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
681-1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
CDOA1028 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
CS1006 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
CS2001 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
CS2003 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
CS2004 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
JDOA1147 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
JK2001 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
JK2005 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
JK2007 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
JK2009 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
JN2001 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
JN2003 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
JN2004 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
JN2005 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
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ตารางผนวกที่ 8  (ตอ) 
 
เชื้อสายพันธุ Binary data ของลายพิมพดีเอ็นเอ 
JN2007 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
JR2001 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
JR2002 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
VECC1596 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
VECC2000 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 
VECC2001 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 
VECC2002 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 
VECC2003 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 
VECC2004 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
VECC2005 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
VECC2006 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
VECC2007 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
VECC2008 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
VECC2009 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 
VECC2010 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 
VECC2011 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 
VECC2012 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 
VECC2013 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 
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ตารางผนวกที่ 8  (ตอ) 
 
เชื้อสายพันธุ Binary data ของลายพิมพดีเอ็นเอ 
VECC2014 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 
1076-1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
ECH1680 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
1295 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
P.dispersa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 
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ตารางผนวกที่ 9  ขอมูล similarity matrix จากการวิเคราะหลายพิมพดีเอน็เอเชื้อ Erwinia carotovora subsp. carotovora และ Erwinia chrysanthemi ดวยไพร
เมอร E19 และ M00 

 
index 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
1 1.00 1.00 0.92 0.92 0.92 0.92 0.92 0.91 0.91 0.91 0.92 0.92 0.92 0.92 0.92 0.91 0.91 0.35 0.38 0.38 
2 1.00 1.00 0.92 0.92 0.92 0.92 0.92 0.91 0.91 0.91 0.92 0.92 0.92 0.92 0.92 0.91 0.91 0.35 0.38 0.38 
3 0.92 0.92 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.40 0.43 0.43 
4 0.92 0.92 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.40 0.43 0.43 
5 0.92 0.92 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.40 0.43 0.43 
6 0.92 0.92 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.40 0.43 0.43 
7 0.92 0.92 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.40 0.43 0.43 
8 0.91 0.91 0.98 0.98 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.98 0.98 0.98 0.97 0.97 0.40 0.45 0.46 
9 0.91 0.91 0.98 0.98 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.98 0.98 0.98 0.97 0.97 0.40 0.45 0.46 
10 0.91 0.91 0.98 0.98 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.98 0.98 0.98 0.97 0.97 0.40 0.45 0.46 
11 0.92 0.92 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.40 0.43 0.43 
12 0.92 0.92 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.40 0.43 0.43 
13 0.92 0.92 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.40 0.43 0.43 
14 0.92 0.92 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.40 0.43 0.43 
15 0.92 0.92 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.98 0.40 0.43 0.43 
16 0.91 0.91 0.98 0.98 0.98 0.98 0.98 0.97 0.97 0.97 0.98 0.98 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 0.41 0.43 0.44 
17 0.91 0.91 0.98 0.98 0.98 0.98 0.98 0.97 0.97 0.97 0.98 0.98 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 0.41 0.43 0.44 
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ตารางผนวกที่ 9  (ตอ) 
 

index 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 
1 0.38 0.40 0.37 0.40 0.44 0.42 0.42 0.43 0.43 0.43 0.40 0.42 0.42 0.42 0.45 0.42 0.35 0.33 0.38 
2 0.38 0.40 0.37 0.40 0.44 0.42 0.42 0.43 0.43 0.43 0.40 0.42 0.42 0.42 0.45 0.42 0.35 0.33 0.38 
3 0.43 0.38 0.39 0.38 0.46 0.41 0.41 0.42 0.42 0.42 0.41 0.44 0.44 0.44 0.50 0.47 0.40 0.32 0.36 
4 0.43 0.38 0.39 0.38 0.46 0.41 0.41 0.42 0.42 0.42 0.41 0.44 0.44 0.44 0.50 0.47 0.40 0.32 0.36 
5 0.43 0.38 0.39 0.38 0.46 0.41 0.41 0.42 0.42 0.42 0.41 0.44 0.44 0.44 0.50 0.47 0.40 0.32 0.36 
6 0.43 0.38 0.39 0.38 0.46 0.41 0.41 0.42 0.42 0.42 0.41 0.44 0.44 0.44 0.50 0.47 0.40 0.32 0.36 
7 0.43 0.38 0.39 0.38 0.46 0.41 0.41 0.42 0.42 0.42 0.41 0.44 0.44 0.44 0.50 0.47 0.40 0.32 0.36 
8 0.45 0.38 0.38 0.38 0.45 0.41 0.41 0.44 0.44 0.44 0.41 0.43 0.43 0.43 0.49 0.47 0.39 0.34 0.39 
9 0.45 0.38 0.38 0.38 0.45 0.41 0.41 0.44 0.44 0.44 0.41 0.43 0.43 0.43 0.49 0.47 0.39 0.34 0.39 
10 0.45 0.38 0.38 0.38 0.45 0.41 0.41 0.44 0.44 0.44 0.41 0.43 0.43 0.43 0.49 0.47 0.39 0.34 0.39 
11 0.43 0.38 0.39 0.38 0.46 0.41 0.41 0.42 0.42 0.42 0.41 0.44 0.44 0.44 0.50 0.47 0.40 0.32 0.36 
12 0.43 0.38 0.39 0.38 0.46 0.41 0.41 0.42 0.42 0.42 0.41 0.44 0.44 0.44 0.50 0.47 0.40 0.32 0.36 
13 0.43 0.38 0.39 0.38 0.46 0.41 0.41 0.42 0.42 0.42 0.41 0.44 0.44 0.44 0.50 0.47 0.40 0.32 0.36 
14 0.43 0.38 0.39 0.38 0.46 0.41 0.41 0.42 0.42 0.42 0.41 0.44 0.44 0.44 0.50 0.47 0.40 0.32 0.36 
15 0.43 0.38 0.39 0.38 0.46 0.41 0.41 0.42 0.42 0.42 0.41 0.44 0.44 0.44 0.50 0.47 0.40 0.32 0.36 
16 0.44 0.39 0.36 0.39 0.47 0.39 0.39 0.40 0.40 0.40 0.42 0.44 0.44 0.44 0.50 0.48 0.40 0.29 0.34 
17 0.44 0.39 0.36 0.39 0.47 0.39 0.39 0.40 0.40 0.40 0.42 0.44 0.44 0.44 0.50 0.48 0.40 0.29 0.34 
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ตารางผนวกที่ 9  (ตอ) 
 

index 40 41                   
1 0.35 0.34                   
2 0.35 0.34                   
3 0.37 0.36                   
4 0.37 0.36                   
5 0.37 0.36                   
6 0.37 0.36                   
7 0.37 0.36                   
8 0.37 0.36                   
9 0.37 0.36                   
10 0.37 0.36                   
11 0.37 0.36                   
12 0.37 0.36                   
13 0.37 0.36                   
14 0.37 0.36                   
15 0.37 0.36                   
16 0.38 0.37                   
17 0.38 0.37                   
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ตารางผนวกที่ 9  (ตอ) 
 

index 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
18 0.35 0.35 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.41 0.41 1.00 0.52 0.53 
19 0.38 0.38 0.43 0.43 0.43 0.43 0.43 0.45 0.45 0.45 0.43 0.43 0.43 0.43 0.43 0.43 0.43 0.52 1.00 0.98 
20 0.38 0.38 0.43 0.43 0.43 0.43 0.43 0.46 0.46 0.46 0.43 0.43 0.43 0.43 0.43 0.44 0.44 0.53 0.98 1.00 
21 0.38 0.38 0.43 0.43 0.43 0.43 0.43 0.45 0.45 0.45 0.43 0.43 0.43 0.43 0.43 0.44 0.44 0.45 0.91 0.93 
22 0.40 0.40 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.39 0.39 0.36 0.42 0.43 
23 0.37 0.37 0.39 0.39 0.39 0.39 0.39 0.38 0.38 0.38 0.39 0.39 0.39 0.39 0.39 0.36 0.36 0.44 0.53 0.50 
24 0.40 0.40 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.39 0.39 0.40 0.54 0.52 
25 0.44 0.44 0.46 0.46 0.46 0.46 0.46 0.45 0.45 0.45 0.46 0.46 0.46 0.46 0.46 0.47 0.47 0.38 0.61 0.59 
26 0.42 0.42 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.39 0.39 0.29 0.51 0.49 
27 0.42 0.42 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.39 0.39 0.29 0.51 0.49 
28 0.43 0.43 0.42 0.42 0.42 0.42 0.42 0.44 0.44 0.44 0.42 0.42 0.42 0.42 0.42 0.40 0.40 0.37 0.57 0.55 
29 0.43 0.43 0.42 0.42 0.42 0.42 0.42 0.44 0.44 0.44 0.42 0.42 0.42 0.42 0.42 0.40 0.40 0.37 0.57 0.55 
30 0.43 0.43 0.42 0.42 0.42 0.42 0.42 0.44 0.44 0.44 0.42 0.42 0.42 0.42 0.42 0.40 0.40 0.37 0.57 0.55 
31 0.40 0.40 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.42 0.42 0.47 0.63 0.61 
32 0.42 0.42 0.44 0.44 0.44 0.44 0.44 0.43 0.43 0.43 0.44 0.44 0.44 0.44 0.44 0.44 0.44 0.46 0.62 0.60 
33 0.42 0.42 0.44 0.44 0.44 0.44 0.44 0.43 0.43 0.43 0.44 0.44 0.44 0.44 0.44 0.44 0.44 0.46 0.62 0.60 
34 0.42 0.42 0.44 0.44 0.44 0.44 0.44 0.43 0.43 0.43 0.44 0.44 0.44 0.44 0.44 0.44 0.44 0.46 0.62 0.60 
35 0.45 0.45 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.49 0.49 0.49 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.53 0.65 0.63 
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ตารางผนวกที่ 9  (ตอ) 
 

index 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 
18 0.45 0.36 0.44 0.40 0.38 0.29 0.29 0.37 0.37 0.37 0.47 0.46 0.46 0.46 0.53 0.54 0.44 0.32 0.28 
19 0.91 0.42 0.53 0.54 0.61 0.51 0.51 0.57 0.57 0.57 0.63 0.62 0.62 0.62 0.65 0.66 0.52 0.38 0.37 
20 0.93 0.43 0.50 0.52 0.59 0.49 0.49 0.55 0.55 0.55 0.61 0.60 0.60 0.60 0.63 0.64 0.52 0.39 0.37 
21 1.00 0.42 0.47 0.49 0.57 0.45 0.45 0.49 0.49 0.49 0.55 0.54 0.54 0.54 0.58 0.59 0.46 0.38 0.40 
22 0.42 1.00 0.42 0.57 0.52 0.57 0.57 0.53 0.53 0.53 0.50 0.50 0.50 0.50 0.53 0.54 0.45 0.25 0.30 
23 0.47 0.42 1.00 0.45 0.59 0.51 0.51 0.57 0.57 0.57 0.58 0.57 0.57 0.57 0.57 0.54 0.43 0.31 0.31 
24 0.49 0.57 0.45 1.00 0.68 0.70 0.70 0.69 0.69 0.69 0.70 0.72 0.72 0.72 0.72 0.73 0.62 0.43 0.44 
25 0.57 0.52 0.59 0.68 1.00 0.80 0.80 0.83 0.83 0.83 0.77 0.76 0.76 0.76 0.76 0.74 0.65 0.39 0.38 
26 0.45 0.57 0.51 0.70 0.80 1.00 1.00 0.77 0.77 0.77 0.67 0.66 0.66 0.66 0.69 0.67 0.56 0.37 0.39 
27 0.45 0.57 0.51 0.70 0.80 1.00 1.00 0.77 0.77 0.77 0.67 0.66 0.66 0.66 0.69 0.67 0.56 0.37 0.39 
28 0.49 0.53 0.57 0.69 0.83 0.77 0.77 1.00 1.00 1.00 0.77 0.76 0.76 0.76 0.74 0.72 0.64 0.46 0.44 
29 0.49 0.53 0.57 0.69 0.83 0.77 0.77 1.00 1.00 1.00 0.77 0.76 0.76 0.76 0.74 0.72 0.64 0.46 0.44 
30 0.49 0.53 0.57 0.69 0.83 0.77 0.77 1.00 1.00 1.00 0.77 0.76 0.76 0.76 0.74 0.72 0.64 0.46 0.44 
31 0.55 0.50 0.58 0.70 0.77 0.67 0.67 0.77 0.77 0.77 1.00 0.98 0.98 0.98 0.87 0.85 0.67 0.37 0.36 
32 0.54 0.50 0.57 0.72 0.76 0.66 0.66 0.76 0.76 0.76 0.98 1.00 1.00 1.00 0.88 0.87 0.69 0.37 0.35 
33 0.54 0.50 0.57 0.72 0.76 0.66 0.66 0.76 0.76 0.76 0.98 1.00 1.00 1.00 0.88 0.87 0.69 0.37 0.35 
34 0.54 0.50 0.57 0.72 0.76 0.66 0.66 0.76 0.76 0.76 0.98 1.00 1.00 1.00 0.88 0.87 0.69 0.37 0.35 
35 0.58 0.53 0.57 0.72 0.76 0.69 0.69 0.74 0.74 0.74 0.87 0.88 0.88 0.88 1.00 0.98 0.72 0.37 0.38 
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ตารางผนวกที่ 9  (ตอ) 
 

index 40 41                   
18 0.24 0.27                   
19 0.23 0.37                   
20 0.23 0.38                   
21 0.21 0.37                   
22 0.20 0.26                   
23 0.16 0.22                   
24 0.33 0.28                   
25 0.25 0.30                   
26 0.22 0.32                   
27 0.22 0.32                   
28 0.31 0.33                   
29 0.31 0.33                   
30 0.31 0.33                   
31 0.33 0.32                   
32 0.36 0.31                   
33 0.36 0.31                   
34 0.36 0.31                   
35 0.40 0.35                   
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ตารางผนวกที่ 9  (ตอ) 
 

index 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
36 0.42 0.42 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.48 0.48 0.54 0.66 0.64 
37 0.35 0.35 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.39 0.39 0.39 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.44 0.52 0.52 
38 0.33 0.33 0.32 0.32 0.32 0.32 0.32 0.34 0.34 0.34 0.32 0.32 0.32 0.32 0.32 0.29 0.29 0.32 0.38 0.39 
39 0.38 0.38 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 0.39 0.39 0.39 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 0.34 0.34 0.28 0.37 0.37 
40 0.35 0.35 0.37 0.37 0.37 0.37 0.37 0.37 0.37 0.37 0.37 0.37 0.37 0.37 0.37 0.38 0.38 0.24 0.23 0.23 
41 0.34 0.34 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 0.37 0.37 0.27 0.37 0.38 

 
ตารางผนวกที่ 9  (ตอ) 
 

index 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 
36 0.59 0.54 0.54 0.73 0.74 0.67 0.67 0.72 0.72 0.72 0.85 0.87 0.87 0.87 0.98 1.00 0.73 0.37 0.39 
37 0.46 0.45 0.43 0.62 0.65 0.56 0.56 0.64 0.64 0.64 0.67 0.69 0.69 0.69 0.72 0.73 1.00 0.44 0.45 
38 0.38 0.25 0.31 0.43 0.39 0.37 0.37 0.46 0.46 0.46 0.37 0.37 0.37 0.37 0.37 0.37 0.44 1.00 0.84 
39 0.40 0.30 0.31 0.44 0.38 0.39 0.39 0.44 0.44 0.44 0.36 0.35 0.35 0.35 0.38 0.39 0.45 0.84 1.00 
40 0.21 0.20 0.16 0.33 0.25 0.22 0.22 0.31 0.31 0.31 0.33 0.36 0.36 0.36 0.40 0.37 0.31 0.21 0.19 
41 0.37 0.26 0.22 0.28 0.30 0.32 0.32 0.33 0.33 0.33 0.32 0.31 0.31 0.31 0.35 0.32 0.30 0.23 0.27 
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ตารางผนวกที่ 9  (ตอ) 
 

index 40 41                   
36 0.37 0.32                   
37 0.31 0.30                   
38 0.21 0.23                   
39 0.19 0.27                   
40 1.00 0.33                   
41 0.33 1.00                   
 
1 = JK2009, 2 = JDOA1147, 3 = JN2001, 4 = JN2003, 5 = JN2004, 6 = JN2005, 7 = JN2007, 8 = JK2001, 9 = JK2005, 10 = JK2007, 11 = CS2003,  
12 = CS2001, 13 = CS2004, 14 = CDOA1028, 15 = CS1006, 16 = JR2001, 17 = JR2002, 18 = VECC2014, 19 = VECC2006, 20 = VECC2007,  
21 = VECC2008, 22 = VECC1596, 23 = 681-1, 24 = VECC2013, 25 = 64-4, 26 = VECC2012, 27 = VECC2013, 28 = VECC2010, 29 = VECC2009,  
30 = VECC2011, 31 = VECC2000, 32 = VECC2001, 33 = VECC2002, 34 = VECC2003, 35 = VECC2004, 36 = VECC2005, 37 = 1408, 38 = 1076-1, 
39 = ECH1680, 40 = P.dispersa, 41 = 1295 

 
 
 
 
 
 
 

87 



 

88

ตารางผนวกที่ 10  ขอมูลการใชแหลงคารบอน 95 ชนิด ในถาดอาหาร GN2 ของเชื้อแบคทีเรียที่ทดสอบ  
 
สายพันธุ Binary data ของการใชแหลงคารบอน 95 ชนิด 
1076-1  0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 
ECH1680  0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 
VECC2001  0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 
VECC2014  0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
CDOA1028  0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
CDOA1147  0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
VECC1596  0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
JN2001  0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
JN2005  0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
JK2005  0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      88 
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ตารางผนวกที่ 11  ขอมูล similarity matrix จากการวิเคราะหการใชแหลงคารบอน 95 ชนิด ในถาดอาหาร GN2 ของเชื้อ Erwinia carotovora subsp. carotovora 
และ Erwinia chrysanthemi  

 
สายพันธุแบคทีเรีย 1076-1 ECH1680 VECC2001 VECC2014 CDOA1028 CDOA1147 VECC1596 JN2001 JN2005 JK2005    

1076-1 1.00 0.88 0.73 0.73 0.71 0.75 0.67 0.71 0.71 0.71    
ECH1680 0.88 1.00 0.74 0.71 0.69 0.73 0.68 0.69 0.69 0.72    

VECC2001 0.73 0.74 1.00 0.87 0.82 0.86 0.91 0.82 0.82 0.82    
VECC2014 0.73 0.71 0.87 1.00 0.85 0.86 0.81 0.85 0.85 0.85    
CDOA1028 0.71 0.69 0.82 0.85 1.00 0.94 0.82 1.00 1.00 0.96    
CDOA1147 0.75 0.73 0.86 0.86 0.94 1.00 0.84 0.94 0.94 0.94    
VECC1596 0.67 0.68 0.91 0.81 0.82 0.84 1.00 0.82 0.82 0.82    

JN2001 0.71 0.69 0.82 0.85 1.00 0.94 0.82 1.00 1.00 0.96    
JN2005 0.71 0.69 0.82 0.85 1.00 0.94 0.82 1.00 1.00 0.96    
JK2005 0.71 0.72 0.82 0.85 0.96 0.94 0.82 0.96 0.96 1.00    
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ภาพผนวกที่ 1  ชนิดของแหลงคารบอนแตละหลุมในถาดอาหาร GN2 (Biolog, Inc., CA, USA) 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นายวัฒนิกร เทพโพธา 
วัน เดือน ป ที่เกิด 10 พฤศจิกายน 2523 
สถานที่เกิด  จังหวดัเชยีงราย 
ประวัติการศึกษา วท.บ. (เกษตรศาสตร) มหาวทิยาลัยแมโจ (พ.ศ. 2546) 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ 1. ทุนสนับสนุนงานวจิัยระดบับัณฑิตศึกษา บัณฑิต

วิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ประจําปงบประมาณ 
2548 
 
2. Training in marker-assisted selection in rice and field 
evaluation of marsh grass plants (California bulrush and 
smooth cordgrass) July 28 2005 – October 27 2005 at 
LSU Agricultural Center Rice Research Station. 
Louisiana State University, Baton Rouge, LA, USA. 
 

 




