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ABSTRACT 
Chinese kale leaf spot, causes by Alternaria brassicicola, has been one of important 

diseases of chinese kale causing damage at every growth stage in all production areas and brought 
about more fungicides use to control the disease. Biological control is an alternative consideration 
to reduce chemical usage. However, a limiting factor for biological control is the un-survival of 
antagonists on plant leaf surface. Promising antagonists may be the bacteria in Bacillus group which 
has a special ability in producing endospores that could tolerance and grew well in field condition. 
During October 2011 – September 2013, 135 isolates of Bacillus spp. isolated from soil, manure, 
and planting materials, were evaluated for the ability to inhibit growth of A. brassicicola using dual 
culture technique and 5 isolates found to highly inhibit mycelia growth of A. brassicicola  were 
20W1 20W5 20W4 20W12 and 17G18. These isolates were then tested for the disease control in 
the screen house by spraying of its cell suspension prior to the inoculation of the pathogen . We 
found that all isolates could effectively reduce chinese kale leaf spot disease to 46.77%, 52.81%, 
59.99%, 60.45% and 71.31% respectively compared to 73.79% of the disease in non-antagonist 
spraying treatment. Field trial at Ta Maka District, Kanchanaburi province also showed the similar 
results. Those 5 isolates of Bacillus spp., then, were formulated into powder formulation and 
brought back to test at the same field. The results showed that all isolates could significantly control 
the disease better than a non-antagonist spraying treatment. B. subtilis 20W1 was the most effective 
one which could reduce the disease to 32.88%. Efficacy trial of the 20W1 isolate at 20-30 grams/20 
liters of water showed the disease control at the same level as using mancozeb 80% WP at 40 
grams/20 liters of water and significantly control the disease when applied at 40-50 grams/20 liters 
of water. In conclusion, B. subtilis 20W1 is a new isolate that showed high potential to develop to 
be bio-fungicide to use in farmers’ field and upgrade to a commercial scale.  
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บทคดัย่อ 
โรคใบจุดคะนา้ ซ่ึงเกิดจากเช้ือรา  Alternaria  brassicicola เป็นโรคท่ีมีความส าคญั ท าความ

เสียหายกบัคะน้าทุกระยะการเจริญเติบโตและทุกแหล่งปลูก ท าให้มีการใช้สารเคมีในปริมาณสูง   
การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีจะลดการใชส้ารเคมีได ้แต่ท่ีผา่นมาการน าจุลินทรีย์
ปฏิปักษม์าควบคุมโรคพืชท่ีเกิดบนใบยงัมีขอ้จ ากดั เน่ืองจากจุลินทรียท่ี์น ามาใช้ไม่สามารถเจริญบน
พืชได ้ ยกเวน้แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus ซ่ึงมีคุณสมบติัพิเศษในการสร้างสปอร์ซ่ึงมีความทนทานและ
สามารถเจริญไดดี้บนพืช จึงได้ท าการคดัเลือกสายพนัธ์ุ B. subtilis สายพนัธ์ุใหม่ท่ีมีศกัยภาพใน     
การควบคุมโรคใบจุดคะน้า ด าเนินการทดลองระหว่างเดือนตุลาคม 2554 – กนัยายน 2556  ท าการ
คดัเลือกเบ้ืองตน้ในระดบัห้องปฏิบติัการ โดยวิธี dual culture technique จาก Bacillus spp. จ  านวน 
135 ไอโซเลท ซ่ึงแยกจากดินปลูก ปุ๋ยคอก และวสัดุปลูกจากแหล่งต่าง ๆ พบว่า ไอโซเลท 20W1 
20W5  20W4  20W12  และ 17G18  มีศกัยภาพสูงสุด  น าทั้ง 5 ไอโซเลทไปทดสอบการควบคุมโรค
เบ้ืองตน้ในโรงเรือนโดยพ่น cell suspension ของ Bacillus spp. ก่อนปลูกเช้ือ A.  brassicicola   พบวา่ ทุก
ไอโซเลทสามารถลดการเกิดโรคได ้โดยมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรคเท่ากบั 46.77  52.81 
59.99 60.45 และ 71.31 ตามล าดับ โดยท่ีกรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่นด้วย Bacillus spp. มีค่าเท่ากับ 73.79      
น าทั้ง 5 ไอโซเลทไปทดสอบในแปลงปลูกท่ี อ.ท่ามะกา จ.กาญจนบุรี โดยวิธีพ่นดว้ย cell suspension 
พบวา่ กรรมวิธีท่ีพ่นดว้ย cell suspension ของ Bacillus spp. ทุกไอโซเลท มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วาม
รุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่นอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ  จากนั้นน าทั้ง 5 ไอโซเลทมา
พฒันาเป็นชีวภัณฑ์สูตรผง  น าไปทดสอบในแปลงปลูกเดิม พบว่า กรรมวิธีท่ีพ่นด้วยชีวภัณฑ ์
Bacillus spp. ทั้ง 5 ไอโซเลทมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่น
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยชีวภณัฑ ์B. subtilis ไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุม
โรคใบจุด สามารถลดการเกิดโรคไดเ้ท่ากบั 32.88%  การทดสอบอตัราการใชข้อง ชีวภณัฑ์ B.  subtilis 
ไอโซเลท 20W1  พบวา่  อตัรา 20 - 30 กรัม/น ้า 20 ลิตร ให้ผลดีเทียบเท่ากบัการพ่นดว้ยสาร mancozeb 
80%  WP และอตัรา 40 – 50 กรัม/น ้า 20 ลิตร ให้ผลดีกวา่การพ่นดว้ยสาร mancozeb 80% WP  อตัรา 
40 กรัม/น ้า 20 ลิตร อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงันั้นไอโซเลท 20W1 จึงเป็น B.  subtilis สายพนัธ์ุใหม่ท่ี
มีศกัยภาพ ท่ีสามารถน าไปพัฒนาเป็นชีวภณัฑ์ชนิดใหม่ใช้ควบคุมโรคใบจุดคะน้าในระดบัแปลง
เกษตรกร และสามารถน าไปขยายผลสู่เชิงพาณิชยต่์อไป  
 

ค าหลกั: คะนา้ โรคใบจุด จุลินทรียป์ฏิปักษ ์ 
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ค าน า 
ปัญหาหลกัของการปลูกคะนา้คือโรคและแมลงศตัรู โดยโรคพืชท่ีส าคญัคือ โรคใบจุดซ่ึงเกิด

จากเช้ือรา  Alternaria  brassicicola (Schw.) Wiltshire เป็นเช้ือราท่ีมกัท าให้เกิดโรคกบัพืชผกัตระกูล
ผกักาด เช่น คะนา้ ผกักาดขาว และกะหล ่าปลี เป็นตน้ อาการของโรคเกิดทุกส่วนของพืช ทั้งใบ กา้นใบ
และล าตน้  และพบไดทุ้กระยะการเจริญเติบโตของพืช อาการในตน้แก่มกัพบบนใบและกา้นใบ เป็น
แผลจุดเล็ก ๆ สีเหลือง ซ่ึงจะขยายใหญ่ข้ึน และเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลเขม้ถึงด า แผลมีลกัษณะเป็นวง
ค่อนขา้งกลม เรียงซ้อนกนัเป็นชั้น ๆ สปอร์ของเช้ือราแพร่ไปตามลม น ้ า แมลง สัตว ์มนุษย ์และติด
ไปกบัเคร่ืองมือ ระบาดมากในฤดูฝนหรือสภาพท่ีมีความช้ืนสูง (พรพิมล, 2552) โรคน้ีพบไดทุ้กแหล่ง
ปลูก สามารถแพร่ระบาดไดอ้ย่างรวดเร็ว ท าความเสียหายต่อผลผลิต ท าให้ผลผลิตลดลงหรือดอ้ย
คุณภาพ เกษตรกรจึงมกัเลือกใชส้ารเคมีในการป้องกนัก าจดัเป็นอนัดบัแรก และมกัใชอ้ยา่งผิดวิธีจึง
ท าให้เกิดผลกระทบของการใช้สารเคมีดงักล่าว  การป้องกนัก าจดัโรคพืชโดยชีววิธี เป็นทางเลือก
หน่ึงในการลดการใช้สารเคมี ซ่ึงมีการน ามาใช้กนัอย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะในต่างประเทศมีการ
ผลิตจ าหน่ายในเชิงพาณิชยแ์ลว้ เช่น Bacillus subtilis  MBI 600 ; Integral ® หรือ Bacillus subtilis 
QST 713 ซ่ึงไดรั้บการข้ึนทะเบียนจากส านกังานปกป้องส่ิงแวดลอ้มสหรัฐอเมริกา หรือ Environment 
Protection Agency ; EPA (WWW.epa.gov/biotech_rule/pubs/fra/fra009.htm)   

แบคทีเรียกลุ่ม  Bacillus  สามารถพบไดท้ัว่ไปในดินปลูก ปุ๋ยคอก วสัดุปลูก รากพืช และผวิใบ 
เจริญเติบโตไดโ้ดยใชส้ารอาหารจากการยอ่ยสลายของซากพืชและส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ เป็นแบคทีเรียประเภท 
aerobic bacteria ท่ีสร้างสปอร์ท่ีเรียกวา่ endospore ท่ีมีความทนทานต่อสภาพแวดลอ้ม สามารถอยูร่อด
ไดแ้มส้ภาพแวดลอ้มไม่เหมาะสม เช่น ความร้อนสูง ขาดแคลนอาหาร และแสงอุลตร้าไวโอเลต และ
เม่ือสภาพแวดลอ้มเหมาะสม B. subtilis ก็สามารถงอกกลบัเป็นเซลลแ์บคทีเรียไดใ้หม่โดยง่าย ท าให้
สามารถเพิ่มปริมาณไดดี้ในสภาพธรรมชาติ (Baker and Cook, 1974) นอกจากน้ี B. subtilis สามารถ
สร้างสารปฏิชีวนะ (antibiotic) ย ั้บย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรคพืช (Fiddaman and Rossal, 
1994) ไม่เป็นพิษต่อมนุษย ์สัตว ์และไม่มีพิษตกคา้งต่อส่ิงแวดลอ้ม (Shoda, 2000)  

ในประเทศไทยไดมี้การศึกษาวิจยัการน าจุลินทรียป์ฏิปักษม์าใชใ้นการควบคุมโรคพืชอยา่ง
ต่อเน่ือง จนสามารถพฒันาเป็นชีวนิทรียห์ลายชนิดท่ีใชใ้นการควบคุมศตัรูพืชไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ
เทียบเท่ากบัสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืช แบคทีเรีย Bacillus หลายชนิดมีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือ
สาเหตุโรคพืชไดเ้ช่นเดียวกบั Pseudomonads ชนิดสร้างสารเรืองแสง (นิพนธ์, 2538)  พากเพียร และ
คณะ (2544) ไดท้ดสอบ เช้ือ Bacillus subtilis ซ่ึงไดรั้บการพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์สูตรเหลว (TRF สูตร 
A และ TRF สูตร B) ในการควบคุมโรคกาบใบแห้งของขา้ว (Rhizoctonia solani Khun.) ในสภาพ
แปลงนาทดลองท่ีปลูกขา้วพนัธ์ุ กข 23 พบวา่ การใช ้ TRF สูตร A, TRF สูตร B, Larminar WP, 
Agroguard Liq. มีเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรค 50.48  52.53  54.59 และ 55.18 ตามล าดบั ต ่ากวา่
กรรมวิธีเปรียบเทียบซ่ึงมีเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรค 65.46% อยา่งนยัส าคญัทางสถิติ  ณัฏฐิมา
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และคณะ (2548) ไดแ้ยกเช้ือ Bacillus sp. จากดิน รากพืชและปุ๋ยคอก ไดจ้  านวน 525 ไอโซเลท น ามา
ทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ R. solanacearum พบวา่ มี 4 ไอโซเลท ท่ีสามารถลด
การเกิดโรคเห่ียวของขิงได ้ 70-100%  วรรณวิไล และคณะ (2548) ไดท้ดลองพ่น Bacillus sp. ไอโซเลท 
WS 16 และWS 18  เพื่อควบคุมโรคใบจุดคะนา้ในแปลงปลูก พบวา่ ทั้งสองไอโซเลท สามารถลดการ
เกิดโรคไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบัการพ่นดว้ยน ้ าน่ึง  ในปี พ.ศ. 2550 บุษราคมั 
และ ณัฏฐิมา (2550)  ไดท้ดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus ซ่ึงแยกจากดินปลูก ปุ๋ยคอก 
และวสัดุปลูกจากแหล่งต่างๆ พบวา่ Bacillus spp. ไอโซเลท 2G4  22W10  20W12 17G18 และ 20W4 
สามารถควบคุมโรคเห่ียวมะเขือเทศได้ 100% และไอโซเลท 17G18 มีศกัยภาพสูงสุดในการควบคุม
โรคเห่ียวแตงกวาท่ีเกิดจากเช้ือรา F. oxysporum และ F. solani  ได ้100%  

B. subtilis เป็นจุลินทรียท่ี์สามารถเพาะเล้ียงไดง่้าย  จุลินทรียช์นิดน้ีสามารถใชแ้หล่งคาร์บอน
และไนโตรเจนเชิงซอ้นท่ีมีอยูใ่นวตัถุดิบเหลือใชท้างการเกษตร เช่น กากเมล็ดฝ้าย และกากน ้ าตาลได ้
ส่วนเกลือแร่ต่างๆ มกัตอ้งการในปริมาณนอ้ย การเติมเกลือแร่บางชนิด เช่น แคลเซียมและแมงกานีส 
จะเพิ่มอตัราการสร้างสปอร์ได ้บุษราคมัและณัฏฐิมา (2553) ไดร้ายงานไวว้า่ สูตรท่ีเหมาะสมต่อการ
น ามาใชใ้นขบวนการแปรรูป B. subtilis คือสูตร FFS1 ซ่ึงเป็นส่วนผสมของ โปรตีนปลา (เศษปลา
หมกัหรือปุ๋ยปลา) 10 มิลลิลิตร ผสมกากถัว่เหลือง 10 กรัมในน ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร เน่ืองจากส่วนผสม
มีราคาถูก หาซ้ือง่าย และใช้เวลาการเล้ียงในระยะสั้ นท่ีสุด และการเล้ียงแบคทีเรียในสภาพเขย่าท่ี
ความเร็วรอบ 150 และ 200 รอบต่อนาที เป็นสภาพท่ีเหมาะสมต่อการสร้างเอ็นโดสปอร์ของ  B. subtilis 

ไดมี้การศึกษาความปลอดภยัของ B. subtilis ต่อคน โดย อมรรัตน์ และ มณจนัทร์ (2539) ได้
ท าการศึกษาความเป็นพิษของชีวภณัฑ์ประเภทแบคทีเรีย  B. subtilis สายพนัธ์ุ AP-01 และ B. subtilis 
AP-04 ส าหรับป้องกนัก าจดัโรคพืช ในหนูถีบจกัรเพื่อยืนยนัความปลอดภยัน้ี ทดสอบความเป็นพิษ
ของแบคทีเรียน้ีชนิดผง 2 ชนิด โดยผสมกบัอาหารในอตัรา 1:10 โดยน ้ าหนกัซ่ึงเป็นอตัราท่ีแนะน าให้
ใชท้าแผลบนตน้พืช ท าการทดสอบให้อาหารกบัหนูทางปากในอตัรา 10 กรัมต่อวนัต่อตวั เป็นเวลา   
5 สัปดาห์ พบวา่หนูในกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บชีวภณัฑ์แบคทีเรียผสมอาหารทั้ง 2 ชนิด มีอตัราการ
เจริญเติบโตไม่แตกต่างจากหนูกลุ่มท่ีได้รับอาหารปกติ และจากการตรวจทางพยาธิวิทยาไม่พบ
ลกัษณะรอยโรคท่ีอวยัวะภายใน และไม่มีการเปล่ียนแปลงท่ีผิดปกติใด ๆ ทางจุลพยาธิวิทยาของ
เน้ือเยือ่ตบั กระเพาะอาหาร และล าไส้ 

ดงันั้นงานวจิยัน้ี จึงมุ่งเนน้ท่ีจะพฒันาแบคทีเรีย Bacillus spp. โดยเฉพาะ B. subtilis สายพนัธ์ุ
ใหม่ ท่ีมีความทนทาน สามารถพฒันาและเพิ่มปริมาณไดดี้ในสภาพแวดลอ้ม  เพื่อใชใ้นการควบคุม
โรคใบจุดคะน้าในแปลงปลูกให้ได้ประสิทธิภาพสูงสุด เน่ืองจากท่ีผ่านมาการน าจุลินทรีย์มาใช้
ควบคุมโรคพืชท่ีระบบรากมกัประสบความส าเร็จ แต่การน ามาใช้ควบคุมโรคพืชท่ีเกิดบนใบมกัมี
ขอ้จ ากดั เน่ืองจากจุลินทรียท่ี์น ามาใชไ้ม่สามารถทนต่อสภาพอุณหภูมิสูง จึงไม่สามารถเพิ่มปริมาณ
ไดใ้นสภาพแปลงปลูก จึงตอ้งท าการคดัเลือกและพฒันาสายพนัธ์ุท่ีมีศกัยภาพสูงสุดในการควบคุมโรค 
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สามารถน าไปพฒันาเป็นชีวภณัฑ์ ตลอดจนขยายผลสู่เชิงพาณิชยไ์ดใ้นอนาคต เพื่อเป็นอีกทางเลือก
หน่ึงของเกษตรกรในการลดการใชส้ารเคมีต่อไปในอนาคต 

 

วธิกีารด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. สารเคมีและอาหารเล้ียงเช้ือราและแบคทีเรีย ไดแ้ก่ PDA (Potato dextrose agar)  PSA  
 (Potato sucrose agar) PSB (Potato sucrose broth) และผงทลัคมั 
 2. เช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. 135 ไอโซเลท 

3. อุปกรณ์ในหอ้งปฏิบติัการ เช่น จานอาหารเล้ียงเช้ือ หลอดทดสอบ เคร่ืองกวนสาร 
(magnetic stirrer)   และตูเ้ข่ียเช้ือ ฯลฯ 
4. วสัดุเกษตร เช่น ดินปลูก  กระถางปลูก ปุ๋ยเคมี และสารก าจดัแมลง 

  

วธีิการ: ประกอบดว้ย 5 การทดลอง ดงัน้ี  
การทดลองท่ี 1  ทดสอบศกัยภาพของ Bacillus  spp. ในการยบัย ั้งเช้ือรา  A.  brassicicola ใน 
              หอ้งปฏิบติัการ   
การทดลองท่ี 2  ทดสอบประสิทธิภาพของ  Bacillus  spp. ในการควบคุมโรคใบจุดคะนา้ ใน 
             โรงเรือนทดลอง  
การทดลองท่ี 3  ทดสอบประสิทธิภาพของ cell suspension ของ Bacillus  spp. ในการควบคุม 
             โรคใบจุดคะนา้  ในแปลงปลูก  
การทดลองท่ี 4   ทดสอบประสิทธิภาพของชีวภณัฑ ์ Bacillus  spp. สูตรผง ในแปลงปลูก 
การทดลองท่ี 5  ทดสอบอตัราท่ีเหมาะสมของชีวภณัฑ ์ B. subtilis ไอโซเลท  20W1 สูตรผง ในแปลงปลูก 
การทดลองที ่1 ทดสอบศักยภาพของ Bacillus  spp. ในการยบัยั้งเช้ือรา A.   brassicicola  ใน
ห้องปฏิบัติการ   
วธีิด าเนินการ 
 น าเช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. จากแหล่งเก็บจุลินทรียโ์รคพืช (culture collection) ของกลุ่ม
วจิยัโรคพืช ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช กรมวชิาการเกษตร มาทดสอบศกัยภาพในการยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือรา A.  brassicicola โดยวธีิ dual culture technique (Morton and Stroube, 1955) ดงัน้ี 

- เล้ียงเช้ือรา A.  brassicicola บนอาหาร PDA และเล้ียงแบคทีเรีย Bacillus  spp. บนอาหาร PSA 
จนกระทัง่โคโลนีเจริญเต็มจานเล้ียงเช้ือ จากนั้นใช ้cork borer  เจาะเส้นใยของเช้ือรา A.  brassicicola  
วางลงบนก่ึงกลางของจานเล้ียงเช้ือท่ีเทอาหาร PDA ไวแ้ลว้ ใช้ Loop แตะเบา ๆ ท่ีโคโลนีของ 
Bacillus  spp. ท่ีจะน ามาทดสอบ ซ่ึงเล้ียงไวบ้นอาหาร PSA เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  น ามาขีดเป็นเส้นตรง
ขนานกบัโคโลนีของเช้ือราทดสอบ 4 ดา้น โดยมีระยะห่างประมาณ  2.5 เซนติเมตร โดยใช ้Bacillus  spp.  
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1 ไอโซเลทต่อ 1 จานอาหารเล้ียงเช้ือ มีกรรมวิธีเปรียบเทียบ (control) ท่ีใชน้ ้ าเปล่าน่ึงฆ่าเช้ือแทนแบคทีเรีย 
Bacillus  spp.  ท่ีทดสอบ น าไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิประมาณ 25 + 3 องศาเซลเซียส  
การบนัทึกขอ้มูล : บนัทึกผลโดยวดั inhibition zone  ซ่ึงเป็นบริเวณใสๆ ท่ีเช้ือรา A.  brassicicola  ไม่
เจริญเติบโต โดยวดัระยะห่างจากแนวเส้น Bacillus spp. ถึงขอบเช้ือรา A.  brassicicola  ทั้งส่ีดา้น น ามา
ค านวณเป็นค่าเฉล่ียของ inhibition zone โดยตรวจผลเม่ือกรรมวิธีเปรียบเทียบ เช้ือรา  A.  brassicicola  
เจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือ PDA  

จากนั้นคดัเลือกไอโซเลท 5 ไอโซเลท ท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด ไปทดสอบประสิทธิภาพใน
ระดบัโรงเรือนต่อไป 
การทดลองที ่2  ทดสอบประสิทธิภาพของ  Bacillus  spp. 5 ไอโซเลท ในการควบคุมโรคใบจุดคะน้า  
ในโรงเรือนทดลอง  

น าเช้ือ Bacillus  spp. ท่ีคดัเลือกไดจ้ากการทดลองท่ี 1 จ านวน 5 ไอโซเลท ไดแ้ก่  20W1 20W5 
20W4  20W12 และ 17G18 มาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคใบจุดคะนา้ ในโรงเรือนทดลอง  
วธีิด าเนินการ: 

ปลูกคะนา้ในกระถางดินเผาขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 12 น้ิว 5 ตน้ต่อกระถาง จ านวน 20 กระถาง
ต่อกรรมวธีิ รวมทั้งส้ิน 140 กระถาง  

น า cell suspension ของ Bacillus spp. 5 ไอโซเลท ท่ีเล้ียงโดยวธีิเดียวกบัการทดลองท่ี 1 ความ
เขม้ขน้ 107 โคโลนี/มิลลิลิตร พ่นลงบนคะนา้ท่ีมีอายุประมาณ 60 วนั ให้ชุ่มทั้งใบและตน้ ดว้ยกระบอก
ฉีดน ้ าแบบอดัลม เม่ือครบ 24 ชัว่โมง แลว้จึงพ่น cell suspension เช้ือรา A. brassicicola  ความเขม้ขน้
ประมาณ 105 สปอร์/มิลลิลิตร ส่วนกรรมวิธีเปรียบเทียบ (Control -) พ่นดว้ย และกรรมวิธีเปรียบเทียบ 
(Control +) พน่ดว้ย A.  brassicicola   
การบันทึกข้อมูล  : บันทึกความรุนแรงของโรคโดยประเมินพื้นท่ีใบและต้นคะน้าท่ีถูกท าลาย
เปรียบเทียบกบัพื้นท่ีใบและตน้ทั้งหมด แลว้น ามาค านวณเป็นเปอร์เซ็นต ์โดยสุ่มนบัจ านวน 25 ตน้/ซ ้ า 
ตรวจดูใบคู่ท่ี 2 นบัจากโคนตน้ จ านวน 4 ใบ/ตน้  ตรวจเช็คท่ี 21 วนัหลงัการทดสอบ 
การทดลองที ่3  ทดสอบประสิทธิภาพของ cell suspension ของแบคทเีรีย Bacillus  spp.  ในการ
ควบคุมโรคใบจุดคะน้า  ในแปลงปลูก  
การวางแผนการทดลอง : วางแผนการทดลองแบบ RCB จ านวน 4 ซ ้ า  มี 8 กรรมวธีิ ประกอบดว้ย 

กรรมวธีิท่ี 1  พน่ดว้ย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 20W4   
กรรมวธีิท่ี 2  พน่ดว้ย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 20W12         
กรรมวธีิท่ี 3  พน่ดว้ย cell suspension ของ  Bacillus  spp. ไอโซเลท 20W1               
กรรมวธีิท่ี 4  พน่ดว้ย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 17G18   
กรรมวธีิท่ี 5  พน่ดว้ยน ้าเปล่า (Control -)   
กรรมวธีิท่ี 6  พน่ดว้ย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 20W5  
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กรรมวธีิท่ี 7  พน่ดว้ยสาร mancozeb 80% WP  อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร  
กรรมวธีิท่ี 8   พน่ดว้ย A.  brassicicola  (Control +) 

วธีิด าเนินการ: 
การเตรียมพืชและแปลงทดลอง : เตรียมแปลงขนาดกวา้ง 1.2 เมตร ยาว 5 เมตร ระยะห่าง

ระหว่างแปลงประมาณ 80 เซนติเมตร หวา่นเมล็ดคะน้า และถอนแยกให้มีระยะห่างระหว่างตน้
ประมาณ 10 เซนติเมตรและระยะห่างระหวา่งแถวประมาณ 25 เซนติเมตร เม่ือคะนา้มีอายุ 35 วนั จึง
เร่ิมด าเนินการทดลอง 

การเตรียมแบคทีเรียและเช้ือราทดสอบ: เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย Bacillus  spp. จ านวน 5ไอโซเลท 
บนอาหาร PSA เป็นเวลา  2 วนั น ามาท าเป็น cell suspensionโดยเติมน ้ าน่ึงฆ่าเช้ือ 20 มิลลิลิตรต่อ    
1 จานเล้ียงเช้ือ ขดูเอาเซลล์แบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารออก จากนั้นน าไปกวนให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง
กวนสาร(magnetic stirrer)  ปรับความเขม้ขน้โดยเติมน ้ าน่ึงฆ่าเช้ือลงไป เพื่อให้ได ้cell suspension 
ท่ีมีความเขม้ขน้ประมาณ 108 โคโลนี/มิลลิลิตรส าหรับเช้ือรา A.  brassicicola เตรียมโดยเล้ียงบน
อาหาร PDA เป็นเวลา 14 วนั จากนั้นน ามาท าเป็น cell suspension โดยใช้น ้ าน่ึงฆ่าเช้ือเช่นเดียวกบั 
Bacillus  spp.  ปรับความเขม้ขน้ใหไ้ดป้ระมาณ 104 โคโลนี/มิลลิลิตร 

การทดสอบ: พ่น cell suspension ของเช้ือ Bacillus  spp.ท่ีเตรียมไวล้งบนตน้คะนา้ โดยใช้
เคร่ืองพ่นชนิดอดัลม พ่นเช้ือ Bacillus  spp.  2 คร้ังๆ ท่ี 1 ก่อนพ่นเช้ือ A.  brassicicola เป็นเวลา 2 วนั 
และคร้ังท่ี 2 หลงัจากพน่ A.  brassicicola เป็นเวลา 2 วนั  
การบนัทึกขอ้มูล :  บนัทึกความรุนแรงของโรค โดยประเมินพื้นท่ีใบและตน้ท่ีถูกท าลายเปรียบเทียบ
กับพื้นท่ีใบและต้นทั้งหมด แล้วน ามาค านวณเป็นเปอร์เซนต์โดยสุ่มต้นคะน้าจ านวน 25 ต้น/ซ ้ า 
ตรวจดูใบคู่ท่ี 2 นบัจากโคนตน้ จ านวน 4 ใบ/ตน้  ตรวจเช็คท่ี 3  5 และ 7 วนั หลงัการทดสอบ 
การทดลองที ่4   ทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์  Bacillus  spp. สูตรผง ในแปลงปลูก 

การวางแผนการทดลอง : วางแผนการทดลองแบบ RCB มี 8 กรรมวธีิ 4 ซ ้ าประกอบดว้ย 
กรรมวธีิท่ี 1 พน่ดว้ยชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ไอโซเลท 20W1                 

      อตัรา  40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 2 พน่ดว้ยชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ไอโซเลท 20W4  

       อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 3 พน่ดว้ยชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ไอโซเลท  20W5 
         อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 4 พน่ดว้ยชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ไอโซเลท  17G18 
        อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 5 พน่ดว้ยชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ไอโซเลท   20W12 
        อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
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กรรมวธีิท่ี 6  พน่ดว้ยสาร mancozeb 80% WP  อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 7 พน่ดว้ยน ้าเปล่า (Control -)   
กรรมวธีิท่ี 8 พน่ดว้ย A.  brassicicola (Control +) 

วธีิด าเนินการ: 
การเตรียมชีวภณัฑ์ Bacillus spp. สูตรผง  
- เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. ในอาหาร PSB  บนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง เม่ือครบ 72 ชัว่โมงแลว้  เติม Methyl cellulose 2.5 % อตัรา 1:1 ลงไป เติม
ผงทลัคมั (Talcum) ลงไป 4 เท่าของปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ Bacillus spp. ท่ีเตรียมได ้คนให้เขา้กนั 
น าไปผึ่งในท่ีร่ม จนกระทัง่ผงแป้งแห้งสนิท (ประมาณ 2 สัปดาห์) น ามาบดให้ละเอียด เก็บในขวด
แกว้และถุงพลาสติก ปิดปาก วางไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เพื่อน าไปใชท้ดสอบ ต่อไป  (Figure2) 

การทดสอบ : 
การเตรียมพืชและแปลงทดลอง ปฏิบติัเช่นเดียวกับการทดลองท่ี 3 ด าเนินการทดลองท่ี        

อ.ท่ามะกา จ.กาญจนบุรี  โดยน าชีวภณัฑ ์Bacillus spp. สูตรผง ละลายน ้ า อตัรา 40 กรัมต่อน ้ า 20 ลิตร 
พ่นลงบนตน้คะนา้ท่ีเตรียมไว ้2 คร้ังโดยพ่นชีวภณัฑ์ Bacillus spp. ก่อน การพ่นเช้ือรา A. brassicicola    
2 วนั และหลงัการพน่ A. brassicicola  2 วนั  พน่ดว้ยถงัพน่ชนิดอดัลม 
การบนัทึกขอ้มูล :บนัทึกความรุนแรงของโรค โดยประเมินพื้นท่ีใบและตน้ท่ีถูกท าลายเปรียบเทียบ
กับพื้นท่ีใบและต้นทั้งหมด แล้วน ามาค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์โดยสุ่มต้นคะน้าจ านวน 25 ต้น/ซ ้ า 
ตรวจดูใบคู่ท่ี 2 นบัจากโคนตน้ จ านวน 4 ใบ/ตน้  ตรวจเช็คท่ี 3 5 และ 7 วนัหลงัการทดสอบ 
การทดลองที ่5  ทดสอบอตัราทีเ่หมาะสมของชีวภัณฑ์  B. subtilis ไอโซเลท 20W1 สูตรผง ใน 
              แปลงปลูก 

การวางแผนการทดลอง: วางแผนการทดลองแบบ RCB มี 8 กรรมวธีิ 4 ซ ้ า ดงัน้ี 
กรรมวธีิท่ี 1 ชีวภณัฑ ์ B. subtilis สูตรผง อตัรา 20 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 2 ชีวภณัฑ ์ B. subtilis สูตรผง  อตัรา 30 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 3 ชีวภณัฑ ์ B. subtilis สูตรผง  อตัรา 40 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 4 ชีวภณัฑ ์ B. subtilis สูตรผง อตัรา 50 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 5 ชีวภณัฑ ์ B. subtilis สูตรผง อตัรา 60 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 6 สารป้องกนัก าจดัโรคพืช mancozeb 80% WP อตัรา 40 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี  7 Control (+) พน่ เช้ือรา A. brassicicola   
กรรมวธีิท่ี 8 Control (-) พน่น ้าเปล่า  



9
9 

 

วธีิด าเนินการ: 
การเตรียมพืชและแปลงทดสอบ: 

- เตรียมแปลงปลูกคะนา้ ท่ี อ. ท่าม่วง จ.กาญจนบุรี  จ านวน 16 แปลง โดยมีขนาดแปลง เท่ากบั 
1.50 x 30 เมตร ปลูกคะน้าโดยวิธีหยอดเมล็ด เม่ือคะน้าอายุได้ 60 วนั ท าการพ่นสารละลายชีวภณัฑ ์         
B. subtilis ไอโซเลท 20W1 อตัราต่างๆ ตามกรรมวธีิ โดยใชว้ธีิปฏิบติัเช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 4 
การบนัทึกขอ้มูล: บนัทึกความรุนแรงของโรค โดยประเมินพื้นท่ีใบและตน้ท่ีถูกท าลายเปรียบเทียบ
กับพื้นท่ีใบและต้นทั้งหมด แล้วน ามาค านวณเป็นเปอร์เซนต์โดยสุ่มต้นคะน้าจ านวน 25 ต้น/ซ ้ า 
ตรวจดูใบคู่ท่ี 2 นบัจากโคนตน้ จ านวน 4 ใบ/ตน้  ตรวจเช็คท่ี  7 วนัหลงัการทดสอบ 
การจัดจ าแนกสปีช่ีส์ Bacillus :  จดัจ าแนกดว้ยชุดจดัจ าแนกส าเร็จรูป  API ® strip range technique
               (แหล่งท่ีมา: https://hal.archives-ouvertes.fr/hal-00891240/document) 
เวลาและสถานที่ 

เร่ิมตน้ ตุลาคม 2554 ส้ินสุด กนัยายน 2556 
สถานท่ีด าเนินการทดลอง กลุ่มวจิยัโรคพืช ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช และ  
แปลงเกษตรกร อ. ท่ามะกา และ อ.ท่าม่วง จ.กาญจนบุรี 

 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 
1. ทดสอบศักยภาพของ Bacillus  spp. ในการยบัยั้งเช้ือรา  A.   brassicicola  ในห้องปฏิบัติการ   

ผลการทดสอบศกัยภาพของ Bacillus spp. จ านวน 135 ไอโซเลท พบวา่ มีแบคทีเรีย Bacillus spp. 
จ านวน 90 ไอโซเลท ท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือรา A. brassicicola  บนอาหาร PDA โดยมี 5 ไอโซเลทท่ีมี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการยบัย ั้งการเจริญเส้นใยของเช้ือรา  A. brassicicola  ไดแ้ก่ 20W4 20W1 20W5  
20W12  และ 17G18 โดยมีค่าเฉล่ียความกวา้งของ Inhibition zone เท่ากบั 1.68 1.60 1.58 1.46 และ       
1.36  เซนติเมตร ตามล าดบั โดยไอโซเลท 17G18  มีศกัยภาพในการยบัย ั้งเส้นใยเช้ือรา  A. brassicicola ได้
สูงสุด (Table1) 
2. ทดสอบประสิทธิภาพของ  Bacillus  spp. 5 ไอโซเลท ในการควบคุมโรคใบจุดคะน้า  ในโรงเรือน
ทดลอง 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus spp.ในการควบคุมโรคใบจุดคะน้าในโรงเรือน
ทดลอง พบว่า Bacillus  spp. ทั้ง 5 ไอโซเลท สามารถลดการเกิดโรคไดเ้ม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวิธี
เปรียบเทียบท่ีไม่มีการพน่ดว้ย Bacillus  spp.  (C+)  โดยไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการลด
การเกิดโรค รองลงมา ไดแ้ก่ 20W5  20W4  20W12  และ 17G18 โดยมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรง
ของโรคเท่ากบั 46.77  52.81  59.99  60.45  และ 71.31 ตามล าดบั ขณะท่ีกรรมวิธีเปรียบเทียบมีค่าเฉล่ีย
เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคเท่ากบั 73.79 (Table 2) 
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3. ทดสอบประสิทธิภาพของ cell suspension  ของแบคทีเรีย Bacillus  spp.  ในการควบคุมโรคใบจุด
คะน้า  ในแปลงปลูก  

หลงัการทดสอบ 3 วนั  พบวา่ Bacillus  spp.ไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดโดยมีค่าเฉล่ีย
เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่าสุดเท่ากบั 2.70 และเทียบเท่ากบักรรมวิธีท่ีพ่นดว้ย mancozeb  ซ่ึงมี
ค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคเท่ากบั 1.40 รองลงมาไดแ้ก่ 20W4 และ 20W12 โดยมีค่าเฉล่ีย
เปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรคเท่ากับ 2.91 และ 6.44 ตามล าดับ โดยทั้ ง 3 ไอโซเลท มีค่าเฉล่ีย
เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่นดว้ย Bacillus  spp. ซ่ึงมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์
ความรุนแรงของโรคเท่ากบั 13.36 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ   

หลงัการทดสอบ  5 วนั พบว่า กรรมวิธีท่ีพ่นด้วยไอโซเลท  20W4 มีประสิทธิภาพสูงสุด  
เทียบเท่ากบักรรมวิธีท่ีพ่นดว้ย mancozeb  รองลงมาไดแ้ก่ ไอโซเลท  20W1 ซ่ึงมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์
ความรุนแรงของโรคเท่ากบั 2.79  6.23 และ 1.90 ตามล าดบั โดยท่ีไอโซเลท 20W4  20W1 และ 20W12 
มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่นดว้ย Bacillus  spp. ซ่ึงมีค่าเฉล่ีย
เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคเท่ากบั 21.68 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

หลงัการทดสอบ 7 วนั พบว่า กรรมวิธีท่ีพ่นด้วยไอโซเลท  20W4 มีประสิทธิภาพสูงสุด 
เทียบเท่ากบักรรมวิธีท่ีพ่นดว้ย mancozeb โดยมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรคเท่ากบั 1.23 
และ 2.42 ตามล าดบั โดยทุกไอโซเลท มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มี
การพ่น Bacillus spp. ซ่ึงมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคเท่ากบั 23.50 อยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (Table 3)  
4.  ทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์  Bacillus  spp. สูตรผง ในแปลงปลูก 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ในการควบคุมโรคใบจุด 
คะนา้ในสภาพแปลงปลูก พบวา่ หลงัการทดสอบ 7 วนั กรรมวิธีท่ีมีการพ่น Bacillus spp. ทั้ง 5 ไอโซเลท
มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่น Bacillus spp. อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ โดยการพ่น Bacillus spp. ไอโซเลท 20W1 20W5 17G18 และ 20W4  มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์
ความรุนแรงของโรคเท่ากบั  41.26 43.55 43.88 และ 48.52 ตามล าดบั ซ่ึงต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่น
ดว้ย Bacillus spp. อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุม
โรคใบจุด โดยสามารถลดการเกิดโรคไดเ้ท่ากบั 32.88% (Table 4) 
5. ทดสอบอตัราทีเ่หมาะสมของชีวภัณฑ์  B. subtilis ไอโซเลท 20W1 สูตรผง ในแปลงปลูก 

ผลการทดสอบ พบว่า การพ่นดว้ยชีวภณัฑ์ B. subtilis ไอโซเลท 20W1 ทุกอตัราท่ีทดสอบ 
ไดแ้ก่ 20 30 40 50 และ 60 กรัม/น ้า 20 ลิตร สามารถลดการเกิดโรคไดเ้ม่ือเปรียบเทียบกบัการไม่พ่น  
B. subtilis  โดย อตัรา 20-30 กรัม/น ้า 20 ลิตร ให้ผลดีเทียบเท่ากบัการพ่นดว้ยสาร mancozeb 80%  WP 
และอตัรา 40 – 50 กรัม/น ้า 20 ลิตร ให้ผลดีกวา่การพ่นดว้ยสาร mancozeb 80% WP อตัรา 40 กรัม/น ้า 
20 ลิตร อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (Table 5)  
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การจัดจ าแนก Bacillus : ผลการการจดัจ าแนก Bacillus spp. 5 ไอโซเลท ดว้ยวิธี API ® strip range 
technique พบว่า 20W5 20W12 20W4 และ 20W1 (Figure 1) เป็น B. subtilis ส าหรับไอโซเลท   
17G18 เป็น B. licheniformis ซ่ึงเป็นสปีชีส์หน่ึงท่ีไดรั้บการข้ึนทะเบียนในต่างประเทศ ให้จ  าหน่ายเพื่อ
ป้องกนัก าจดัโรคพืช เช่นกนั (http://cdn.intechopen.com/pdfs-wm/21989.pdf ) 

จากผลการทดลอง จะเห็นวา่ ในการทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus spp. 5 ไอโซเลท โดย
การพ่นดว้ย cell suspension นั้น ไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด คือ 20W4 แต่เม่ือน าทั้ง 5 ไอโซเลท 
มาพฒันาเป็นชีวภณัฑ์สูตรผง พบว่า ไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุมโรคใบจุด 
เน่ืองจากมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่าสุดเท่ากบั  41.26 โดยท่ี  B. subtilis ไอโซเลท  20W5 
และ 20W4 มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรคเท่ากบั 43.55 และ 43.88 ตามล าดบั และไม่
แตกต่างทางสถิติ กบั 20W1 ก็ตาม แต่ในการคดัเลือกสายพนัธ์ุของจุลินทรียแ์อนทาโกนิสต์ โดยเฉพาะ
แบคทีเรียท่ีจะสามารถน าไปใชใ้นแปลงปลูกซ่ึงแต่ละพื้นท่ีปลูกอาจจะมีสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม
ต่อการพฒันาของจุลินทรียน์ั้น จ  าเป็นจะตอ้งคดัเลือกสายพนัธ์ท่ีมีศกัยภาพสูงสุด เม่ือมีการน าไปผสม
ปรุงแต่งให้เป็นผลิตภณัฑ์ในรูปแบบท่ีเกษตรกรสามารถใช้ได้สะดวก ง่าย ไม่ยุ่งยากนั้น  จุลินทรีย์
ดงักล่าวจะตอ้งสามารถด ารงชีวิตอยู่ได ้และเพิ่มปริมาณในสภาพธรรมชาติไดดี้ จึงจะมีประสิทธิภาพ
ในการควบคุมโรคไดสู้งสุด  ดงันั้นในงานทดลองการคดัเลือกสายพนัธ์ุใหม่ของจุลินทรียแ์อนทาโกนิสต ์
จึงจ าเป็นท่ีจะตอ้งมีการทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียจ์นถึงระดบัท่ีท าเป็นสารชีวภณัฑ์ได ้จึงจะ
ประสบผลส าเร็จ ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัหลายงานท่ีจ าเป็นตอ้งคดัเลือกจนไดไ้อโซเลทหรือสายพนัธ์ุ
ท่ีดีท่ีสุดเพียงหน่ึงเดียว ซ่ึงก็เพียงพอต่อการน าไปพฒันาเป็นชีวภณัฑ์ เช่น Yun et al. (2013) ไดท้  าการ
คดัเลือก B. subtilis ท่ีมีศกัยภาพสูงสุดจากแบคทีเรีย Bacillus จ  านวน 60 ไอโซเลทท่ีแยกได้จาก
ธรรมชาติ เพื่อน ามาควบคุมโรคเห่ียวมะเขือเทศท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  
   

สรุปผลการทดลอง 
จากผลการทดสอบศกัยภาพเบ้ืองตน้ของแบคทีเรีย Bacillus spp. 135 ไอโซเลท คดัเลือกได ้    

5 ไอโซเลท  ท่ีมีศกัยภาพสูงสุด เพื่อน าไปทดสอบการควบคุมโรคใบจุดในแปลงปลูกคะน้า พบว่า        
B. subtilis ไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการน ามาผลิตเป็นชีวภณัฑ์สูตรผงเพื่อใชค้วบคุม
โรคใบจุดคะน้าสาเหตุจากเช้ือรา  A. brassicicola  ซ่ึงสามารถลดการเกิดโรคไดเ้ท่ากบั 32.88% เม่ือ
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่น B. subtilis โดยอตัราการใชท่ี้เหมาะสมคือ 40 – 50 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
พน่เม่ือเร่ิมพบการเกิดโรค 

ดงันั้นไอโซเลท 20W1 จึงเป็น B subtilis สายพนัธ์ุใหม่ซ่ึงคดัไดจ้ากเศษวสัดุเกษตรมีศกัยภาพ
ท่ีสามารถน าไปพฒันาเป็นชีวภณัฑ์ชนิดใหม่ใช้ควบคุมโรคใบจุดคะน้าในระดบัแปลงปลูก และมี
แนวโนม้ท่ีสามารถน าไปขยายผลสู่เชิงพาณิชยต่์อไปในอนาคต 
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การน าไปใช้ประโยชน์ 
1. เจา้หนา้ท่ีส่งเสริม และเกษตรกรสามารถน าไปปรับใชใ้นการควบคุมโรคใบจุดคะนา้ และพืช

ตระกลูกะหล ่าอ่ืนในแปลงปลูก  
2. นกัวชิาการท่ีเก่ียวขอ้งสามารถน าไปเป็นตน้แบบในการพฒันา หรือต่อยอดกบังานวจิยัในการ

ควบคุมโรคพืชโดยชีววธีิ เพื่อขยายผลสู่เชิงพาณิชย ์
3. เป็นทางเลือกในการน าไปใชใ้นการผลิตพืชผกัอินทรีย ์ 
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Table 1  Five isolates of Bacillus spp. that could highly inhibited the mycelial growth of  
Alternaria   brassicicola, a causal pathogen of chinese kale leaf spot,  in laboratory.  

Bacillus spp. isolates Average of Inhibition zone (cm.) 
20W4 1.68 
20W1 1.60 
20W5 1.58 
20W12 1.46 
17G18 1.36 
Control1 0.00 

                      1compare to sterile water 
 

Table  2   Percentage of leaf area infected by Alternaria brassicicola , 21 days after applied  
with cell suspension of 5 isolates of Bacillus sp.,  compared  to  Alternaria brassicicola 

inoculation ( C+) and water ( C-), in  screen house. 
Bacillus spp. isolates Infected leaf area (%)  

20W1 46.77 
20W5 52.81 
20W4 59.99 

20W12 60.45 
17G18 71.31 

Control ( - ) 0.00 
Control ( + ) 73.79 
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Table 3  Percentage of leaf area infected by Alternaria brassicicola , 3 5  and 7 days after 
applied with cell suspension of 5 isolates of Bacillus spp.,  compared  to mancozeb 

fungicide, Alternaria brassicicola inoculation ( C+) and water ( C-), at  farmer‘s farm in 
Kanchanaburi province,Thailand. 

Bacillus spp. isolates Infected leaf area (%)  
3 DAI1/   5 DAI1/   7 DAI1/   

20W4 2.91 a 2.79 a 1.23 a  
20W12 6.44 ba 10.38 cb 12.86 c 
20W1 2.70 a 6.23 ba 8.72 cb 
17G18 10.82 cb 15.24 dc 14.02 c 
20W5 12.70 cb 14.60 dc 13.93 c 
mancozeb 80% WP 1.40 a  1.90 a 2.42 ba 
Control (-) 0.00 a 0.12 a 0.14 a 
Control (+) 13.36 c 21.68 d 23.50 d 
CV (%) 68.33 50.73 40.60 

1/  Days after inoculation  
 

Table 4   Percentage of leaf area infected by Alternaria  brassicicola , 7 days after applied with  
wettable powder suspension of 5 isolates of Bacillus spp., compared to mancozeb 
fungicide, Alternaria brassicicola inoculation ( C+) and water ( C-), at farmer‘s farm in 
Kanchanaburi province,Thailand. 

Bacillus spp. isolates Infected leaf area (%) 
20W1 41.26 c 
20W5 43.55 c 
17G18 43.88 c 
20W4 48.52 c 
20W12 61.70 d 
mancozeb 80% WP 23.37 b 
Control (-) 0.00 a 
Control (+) 79.70 e 
CV (%)  11.21 
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Table 5  Percentage of leaf area infected by Alternaria  brassicicola , 7 days after  
applied with wettable powder suspension of  Bacillus subtilis 20W1 , 20 30 40 50 and 60 
grams/20 liters of water compared  to mancozeb 80 % WP, Alternaria  brassicicola  
inoculation ( C+) and water ( C-), at farmer‘s farm in  Kanchanaburi province, Thailand. 

Bacillus subtilis 20W1  wettable powder  
(grams/20 liters of water) 

Infected leaf area (%) 
 

20  7.79 b 
30  5.76 b 
40 1.88 a 
50 0.91 a 
60  5.85 b 
mancozeb 40 grams  7.29 b 
Control (-) 0.40 a  
Control (+) 24.00 c                 
CV (%) 36.92                                                                    

 

 
 

Figure 1 The colonies of Bacillus subtilis 20W1, on Potato Sucrose Agar medium 
 

                                                                                 
 

 Figure 2   The wettable powder of Bacillus subtilis 20W1  
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การใช้เทคนิค Real time PCR ในการตรวจหา 
แบคทเีรีย Xanthomonas axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเคอร์  

เพือ่การตรวจรับรองแปลงผลติส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์  
Using Real time PCR Technique for the Detection of  

Xanthomonas axonopodis pv. citri, Causal Agent of Citrus Canker  
for Certification of Canker Free Orchards  

 

ณฎัฐิมา  โฆษิตเจริญกลุ 1/        ทิพวรรณ  กนัหาญาติ 1/          บูรณี พัว่วงษแ์พทย ์1/ 
รุ่งนภา  ทองเคร็ง 1/           บุญปิยะธิดา  คล่องแคล่ว 2/ 

Nuttima  Kositcharoenkul 1/         Tippawan  Kanhayart 1/           Buranee  Puawongphat 1/ 
Rungnapha  Thong kreng 1/                 Boonpiyatida Klongklew 2/ 

 

ABSTRACT 
To export pomelo (Citrus maxima Merr.) to the European Union (EU) Thailand is obliged 

to follow the International Standards for Phytosanitary Measures No. 6 (ISPM No. 6) the Guidance 
for Surveillance and the ISPM No.10 Guidelines for Surveillance Requirements for the 
Establishment of Pest Free Places of Production and Pest Free Production Sites. Canker disease of 
pomelo caused by Xanthomonas axonopodis pv. citri is a quarantine pest of  the EU. Therefore, in 
Thailand Pomelo orchards certification for canker free is necessary and the effective detection 
method for X. axonopodis pv. citri needs to be developed. This work was to utilize the Real time 
PCR, the rapid and high accuracy technique, to detect X. axonopodis pv. citri for the canker-free 
certification of pomelo orchards. The primers 2/3 and D1/D2 were designs from avirulence/ 
pathogenicity gene (pthA gene) of X. axonopodis pv. citri which had high specificity and could 
detect as minimum as 5 picrograms of DNA or 81 cfu/mL the bacterial cells. The method showed 
high accuracy of detection of X. axonopodis pv. citri in both symptom and symptomless samples. In 
2014, this Real time PCR method was used for the establishment of canker-free places of 
production and canker-free production sites at pomelo orchards at Wiang Kaen Districts, Chiang 
Rai Province. From 130 orchards, 84 canker-free production orchards were successfully established. 
The Real time PCR method developed in this study was eventually accepted by the EU for the pomelo 

                                                           
1 ส านกัวิจยัพฒันาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร   
   Plant Protection Research and Development Office, Department of Agriculture 
2 ศูนยวิ์จยัและพฒันาการเกษตรท่ีสูงจงัหวดัเชียงราย   
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production in Thailand for export to the EU and representing as a model for the canker-free 
certification of others crops for countries where X. axonopodis pv. citri is a quarantine pests  
 

Key-words : Real time PCR, Xanthomonas axonopodis pv. citri , Canker, Citrus  
 

บทคดัย่อ 
 จากการท่ีประเทศไทยสามารถส่งออกส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ไปยงัสหภาพยุโรป โดยตอ้ง
ปฏิบติัตามขอ้ก าหนดของมาตรฐานระหว่างประเทศว่าดว้ยมาตรการสุขอนามยัพืชฉบบัท่ี 6 (ISPM 
NO. 6) เร่ือง การเฝ้าระวงัศตัรูพืช และฉบบัท่ี 10 (ISPM NO. 10) เร่ือง ขอ้ก าหนดในการจดัตั้งแหล่ง
ผลิตและแปลงผลิตปลอดศตัรูพืช และตอ้งมีการตรวจรับรองแปลงตลอดระยะเวลาผลิตส้มโอเพื่อคง
สถานภาพการปลอดโรคแคงเคอร์ของแปลงปลูก จึงจะสามารถส่งผลส้มโอไปยงัสหภาพยุโรปได ้ซ่ึง
การตรวจรับรองแปลงปลูกจ าเป็นตอ้งมีวิธีการตรวจหาแบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. citri 
สาเหตุโรคแคงเคอร์ ท่ีมีประสิทธิภาพ การทดลองน้ีจึงมีจุดมุ่งหมายเพื่อน าวิธีการตรวจหาแบคทีเรีย 
X. axonopodis pv. citri โดยวิธี Real time PCR ท่ีมีประสิทธิภาพ รวดเร็วและความแม่นย  าสูง มาใช้
ตรวจรับรองแปลงปลูกส้มโอปลอดจากโรคแคงเคอร์ โดยเทคนิค Real time PCR ใช ้primer D1/D2 
และ primer 2/3 ท่ีออกแบบมาจาก ยนี avirulence/ pathogenicity (pthA gene) มีความเฉพาะเจาะจงกบั
แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri มีความไว (sensitivity) ในการตรวจแบคทีเรียท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุด
ของ DNA เท่ากบั 5 พิโคกรัม และความเขม้ขน้ต ่าสุดของเซลล์แบคทีเรียท่ีตรวจไดคื้อ 81 หน่วย
โคโลนี/มิลลิลิตร วิธีการน้ีสามารถตรวจพบแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ไดอ้ยา่งแม่นย  าทั้งใน
ตวัอย่างท่ีแสดงอาการของโรคแคงเคอร์ชดัเจนและตวัอย่างท่ียงัไม่แสดงอาการ จากการน าวิธีการ
ดงักล่าว ไปใชต้รวจรับรองแปลงตลอดระยะเวลาผลิตส้มโอเพื่อคงสถานภาพการปลอดโรคแคงเคอร์
ของแปลงปลูกเพื่อส่งไปยงัสหภาพยโุรป  โดยด าเนินการในปี 2557 ท่ีแปลงปลูกส้มโอท่ี อ าเภอเวียงแก่น 
จงัหวดัเชียงราย จ านวน 103 แปลง ผลการตรวจรับรองพบวา่การใชเ้ทคนิค Real time PCR สามารถ
ตรวจสอบแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri อยา่งแม่นย  า ท าให้สามารถตรวจรับรองแปลงตลอด
ระยะเวลาผลิตส้มโอเพื่อคงสถานภาพการปลอดโรคแคงเคอร์ของแปลงปลูกเพื่อส่งไปยงัสหภาพ
ยโุรปได ้ทั้งหมด 84 แปลง ซ่ึงวธีิการน้ีเป็นท่ียอมรับในการผลิตส้มโอเพื่อส่งออกไปสหภาพยุโรป ท า
ให้ประเทศไทยสามารถเปิดตลาดการส่งออกส้มโออย่างถูกตอ้ง ตามกฎขอ้บงัคบัของสหภาพยุโรป 
และวิธีการน้ีสามารถใชเ้ป็นตน้แบบในการตรวจรับรองสวนเพื่อส่งออกไปประเทศอ่ืนท่ีก าหนดให้
โรคแคงเคอร์เป็นศตัรูพืชกกักนัได ้

 

ค าหลกั : เทคนิค Real time PCR  แบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. citri   แคงเคอร์  ส้มโอ 
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ค าน า 
ส้มโอ [Citrus maxima (Burn) Merr.] เป็นผลไมท่ี้ส าคญัทางเศรษฐกิจท่ีมีศกัยภาพมากในการ

ส่งออกเน่ืองจากมีพนัธ์ุดีตรงความตอ้งการของผูบ้ริโภคทั้งภายในและภายนอกประเทศ นโยบายท่ี
ส าคญัของการส่งออกส้มโอไปขายต่างประเทศของประเทศไทย มุ่งเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตส้มโอ
คุณภาพ เพื่อให้เป็นผูน้ าในการผลิตและการตลาดส้มโอคุณภาพดีในตลาดโลก (ส านกังานเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2548) แต่ปัญหาและอุปสรรคท่ีส าคญัในการส่งออกส้มโอของประเทศไทย คือ ปัญหา
เร่ืองโรคและแมลง โดยเฉพาะโรคแคงเคอร์เป็นโรคท่ีส าคญัของพืชตระกูลส้มท่ีก่อให้เกิดความ
เสียหายให้กบัแหล่งปลูกพืชตระกูลส้ม (Civerolo, 1984; Schubert and Miller, 1999) โรคแคงเคอร์
เป็นโรคท่ีส าคญัทางกกักนัพืชของหลายประเทศ เช้ือสาเหตุโรคเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย Xanthomonas 
axonopodis pv. citri (Syn. Xanthomonas campestris pv. citri) ในหลายประเทศ เช่น อเมริกา  
สหภาพยโุรป ญ่ีปุ่นและออสเตรเลีย โดยเฉพาะสหภาพยุโรป เช้ือ X. axonopodis pv. citri เป็นศตัรูพืช
กกักนัท่ีร้ายแรง (EPPO/CABI, 2005) การน าเขา้พืชตระกูลส้ม จึงมีกฎหมายและระเบียบควบคุม    
การน าเขา้อยา่งเขม้งวด สหภาพยุโรปเป็นตลาดใหญ่แห่งหน่ึงของโลกมีความตอ้งการน าเขา้ส้มโอมี
กฎระเบียบท่ีเขม้งวดตอ้งปฏิบติัตามขอ้ก าหนดและเง่ือนไขการน าเขา้ผลส้มโอของสหภาพยุโรปตาม 
Council Directive 2000/29/EU โดยตอ้งมีการรับรองอยา่งเป็นทางการวา่ ไม่พบโรคแคงเคอร์ท่ีเกิด
จากเช้ือ Xanthomonas axonopodis pv. citri ทุกสายพนัธ์ุท่ีท าให้เกิดโรคกบัพืชตระกูลส้ม ในแปลง
ผลิตและพื้นท่ีติดต่อใกลเ้คียงตั้งแต่เร่ิมฤดูกาลผลิตท่ีแลว้จนถึงฤดูกาลผลิตปัจจุบนั ผลส้มท่ีเก็บเก่ียว
จากแปลงผลิตต้องไม่แสดงอาการของโรคแคงเคอร์ ผลส้มก่อนส่งออกต้องชุบด้วยสาร sodium 
orthophenylphenates หรือสารอ่ืนท่ีเป็นท่ียอมรับ ตอ้งแสดงไวใ้นใบรับรองตามเง่ือนไข และผลส้ม
บรรจุกล่องในสถานท่ีหรือศูนยก์ารขนส่งท่ีลงทะเบียนเพื่อใช้ในการน้ีโดยเฉพาะ หรือผ่านระบบท่ี
ยอมรับไดว้า่เท่าเทียมกนักบัเง่ือนไขท่ีไดก้ าหนดไว ้ 

จากการส ารวจและติดตามการเกิดโรคแคงเคอร์ของส านกัวิจยัพฒันาการอารักขาพืช พบว่า 
แหล่งปลูกส้มโอท่ีอ าเภอเวียงแก่น จ.เชียงราย เป็นแหล่งปลูกส้มโอขนาดใหญ่ ไม่พบการระบาดของ
โรคแคงเคอร์บนพนัธ์ุทองดี ซ่ึงเป็นพนัธ์ุท่ีมีรสชาดเป็นท่ีตอ้งการของตลาดยุโรป จึงไดด้ าเนินตรวจ
เพื่อการรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ตามขอ้ก าหนดของสหภาพยุโรป โดยปฏิบติัตาม
ขอ้ก าหนดของมาตรฐานระหวา่งประเทศวา่ดว้ยมาตรการสุขอนามยัพืช (International Standards for 
Phytosanitary Measures; ISPM) ฉบบัท่ี 6 (ISPM NO. 6) เร่ือง การเฝ้าระวงัและติดตามศตัรูพืช และ
ฉบบัท่ี 10 (ISPM NO. 10) เร่ือง ขอ้ก าหนดในการจดัตั้งแหล่งผลิตและแปลงผลิตปลอดศตัรูพืช โดย
พฒันาระบบการตรวจสอบรับรองแหล่งผลิตปลอดโรคท่ีเป็นท่ียอมรับของประเทศผูน้ าเขา้ ตอ้งมีการ
ตรวจรับรองแปลงตลอดระยะเวลาผลิตส้มโอ มีการติดตามเฝ้าระวงัการเกิดโรคในแหล่งผลิตเพื่อคง
สถานภาพการปลอดโรคแคงเคอร์ของแปลงปลูก ท าให้ประเทศไทยจะสามารถส่งออกส้มโอไป
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จ าหน่ายยงัสหภาพยุโรปได ้โดยมีการระบุขอ้ความเพิ่มเติมในใบรับรองปลอดศตัรูพืช “Pomelo in 
this consignment has been inspected and treated under control of DOA Thailand according to EU 
2000/29/EC annex 4A1 articles 16.2 c1, 16.3 A, 16.4 A, 16.5 C" ซ่ึงหวัใจส าคญัของการพฒันา
วิธีการตรวจสอบรับรองแปลงปลูกพืชให้เป็นท่ียอมรับของประเทศน าเขา้  และการเฝ้าระวงั ติดตาม
โรคแคงเคอร์ในแปลงผลิต คือวิธีการตรวจวินิจฉัยเช้ือสาเหตุโรคแคงเคอร์ท่ีถูกตอ้งแม่นย  า รวดเร็ว 
และสามารถตรวจสอบเช้ือในปริมาณนอ้ยได ้เทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) เป็นเทคนิคท่ี
มีความเฉพาะเจาะจง ตรวจสอบไดอ้ยา่งรวดเร็วและสามารถตรวจสอบเช้ือในปริมาณนอ้ยในตวัอยา่ง
พืชได ้และมีรายงานการใชเ้ทคนิค PCR มาใชใ้นการตรวจสอบเช้ือ X. axonopodis pv. citri (Hartung 
et.al., 1993, Hartung et.al., 1996, ณัฏฐิมา และคณะ, 2548) จึงมีการน าเทคนิค PCR มาใชใ้นการ
ตรวจวินิจฉัยเช้ือสาเหตุโรคแคงเคอร์ในแปลงผลิตส้มโอเพื่อตรวจสอบรับรองแหล่งผลิตปลอดโรค
แคงเคอร์และเฝ้าระวงั ติดตามโรคแคงเคอร์ในแปลงผลิต แต่เน่ืองจากการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PCR 
จะวิเคราะห์เม่ือส้ินสุดขบวนการ PCR โดยตอ้งน าผลผลิต PCR มาตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี agarose gel 
eletrophoresis แลว้ยอ้มดว้ยสาร ethediumbromide และตรวจภายใตแ้สง UV ซ่ึงไม่สามารถวิเคราะห์
ตามเวลาจริงท่ีเกิดข้ึนในหลอด PCR และ สาร ethediumbromide เป็นสารก่อมะเร็งท่ีมีอนัตราย 
Mavrodieva และคณะ (2004) ไดมี้พฒันาเทคนิค Real time PCR ในการตรวจสอบโรคแคงเคอร์ ท่ีมี
ความไว รวดเร็ว และวเิคราะห์ตามเวลาจริงท่ีเกิดข้ึนในหลอด PCR โดยสามารถตรวจสอบใบส้มท่ีเป็น
โรคเพียงจุดแผลเล็กๆแผลเดียว โดยมีความไวในการตรวจจบัความเขม้ขน้ต ่าสุดของเช้ือ X. axonopodis 
pv. citri 10 CFU/แผล และเป็นการรายงานผลคร้ังแรกในการใชว้ิธีน้ีไปตรวจหาเช้ือ X. axonopodis 
pv. citri บนตวัอยา่งแหง้โรคพืช ท่ีเก็บไวต้ั้งแต่ ปี 1912 ในพิพิธภณัฑโ์รคพืช  

การศึกษาในคร้ังน้ีเป็นการน าเอาเทคนิค Real time PCR ซ่ึงเป็นเทคนิคทางดา้น
เทคโนโลยชีีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพ รวดเร็วและความแม่นย  าสูง มีความปลอดภยัสูง ไม่ตอ้งใชส้ารท่ีเป็น
อนัตราย สามารถแสดงผลไดใ้นเวลาอนัรวดเร็ว ตรวจวินิจฉยัเช้ือสาเหตุโรคแคงเคอร์ในแปลงผลิตส้มโอ
เพื่อตรวจสอบรับรองแหล่งผลิตปลอดโรคแคงเคอร์และเฝ้าระวงั ติดตามโรคแคงเคอร์ในแปลงผลิต  

 

อปุกรณ์และวธีิการ 
อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์มาตรฐานในหอ้งปฏิบติัการแบคทีเรีย ได้แก่ ตูเ้ข่ียเช้ือชนิดปลอดเช้ือ อุปกรณ์การ
แยกเช้ือแบคทีเรีย 

2. อุปกรณ์วทิยาศาสตร์ เช่น ตูค้วบคุมอุณหภูมิ ตูเ้ยน็ส าหรับเก็บตวัอยา่ง หมอ้น่ึงความดนัไอ 
เคร่ืองเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตูอ้บ (oven) เคร่ือง 
LightCycler® 480  
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3. เคร่ืองแกว้และอุปกรณ์อ่ืนๆท่ีใชใ้นหอ้งปฏิบติัการ เช่น เคร่ืองชัง่, pH meter เป็นตน้ 
4. สารเคมีท่ีใชใ้นการสกดัดีเอ็นเอ, เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ, LightCycler 480 SYBR green I 

master, LightCycler 480 Mutiwell plate 96 
5. แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri แบคทีเรียสาเหตุโรคพืชกลุ่ม Xanthomonas spp.และ

แบคทีเรียอ่ืนๆ 
วธีิการ 

การเตรียม DNA ของแบคทเีรีย X. axonopodis pv. citri   
ท าการเตรียม DNA โดยการแยก genomic DNA ให้บริสุทธ์ิ ใชว้ิธีของ Pitcher  et al. (1989) 

โดยใชเ้ช้ือบริสุทธ์ิแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  สาเหตุโรคแคงเคอร์ของพืชตระกูลส้ม อายุ 48 ชัว่โมง 
บนอาหารแขง็ LB ใชลู้ปฆ่าเช้ือ แตะเช้ือแบคทีเรียใหเ้ตม็หน่ึงลูป ละลายใน 1 ul ของ Resuspension buffer 
(0.15 M NaCl และ 0.01M EDTA pH 8.0) น าไปป่ันตกตะกอนดว้ยเคร่ืองหมุนเหวี่ยง Hettich 
(Universal 116, Germany) ท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ทิ้งส่วนน ้ าใสขา้งบน เติม
ดว้ย TE buffer pH 8.0 (10 mM Tris และ 1mM EDTA pH 8.0) จ านวน 100 ul ผสมให้เขา้กนัโดยใช ้
เคร่ืองป่ัน vortex เติมดว้ย 500 ul ของ Guanidine thiocyanate – EDTA – Sarkosyl solution ผสมให้
เขา้กนั เติมดว้ย 250 ul ของ 7.5 M ammonium acetate ท่ีแช่เยน็ใน ตูเ้ยน็ -20 oC ผสมให้เขา้กนั วางบน
น ้ าแข็ง 5 นาที เติมดว้ย chloroform/iso-amyl-alcohol (24/1) จ านวน 500 ul ผสมให้เขา้กนั น าไปป่ัน
ตกตะกอนดว้ยเคร่ืองหมุนเหวี่ยง Hettich (Universal 116, Gemnany) ท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที 
นาน 10 นาที เก็บส่วนน ้ าใสขา้งบน ใส่หลอดใหม่ท่ีบรรจุ สาร isopropanol ท่ีแช่เยน็ใน ตูเ้ยน็ -20 oC 
จ านวน 378 ul ผสมให้เขา้กนัโดยการพลิกหลอดกลบัไปมา จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอน 
genomic DNA ท่ีความเร็วรอบ 14000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ลา้งตะกอน DNA ดว้ย 150 ul ของ 
70 % ethanol จ านวน 2 คร้ัง ทิ้งให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้องละลายตะกอน DNA ดว้ย TE buffer pH. 8.0 
ปริมาณ 100 ul วดัปริมาณความเขม้ขน้ และคุณภาพของดีเอนเอ ท่ีช่วงคล่ืน A260/A280 ดว้ยเคร่ือง
spectrophotometer (U 2001 UV/Vis, Hitachi Instruments, Inc., USA) และปรับความเขม้ขน้ DNA 
ใหไ้ด ้50, 5, 0.5 ng/ul และ 5, 0.5, 0.05 , 0.005 pg/ul เพื่อน าไปทดสอบปฏิกิริยา Real time PCR 

การเตรียมสารละลายเช้ือ (cell suspension) ของแบคทเีรีย X. axonopodis pv. citri   
น าแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri เล้ียงในอาหาร LB medium ให้มีอายุ 48 ชัว่โมง น ามา

ละลายในน ้ ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือ วดัความขุ่นของสารละลายเช้ือด้วยเคร่ือง spectrophotometer ให้มี
ค่าดูดซบัคล่ืนแสง optical density (O.D.) เท่ากบั 0.1 ท่ี 600 nm สารละลายเช้ือท่ีไดน้ าไปท า serial 
dilution ตั้งแต่ 10-1 ถึง 10-6 ทุกความเขม้ขน้ของ dilution น าไปตรวจท่ีปริมาณเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
โดยใช ้50 ul เข่ียให้ทัว่หนา้อาหาร Semi-selective for Xanthomonas (SX medium) (Schaad, 1988) 
เก็บไวท่ี้ 30 °C เป็นเวลา 2 วนั ตรวจนบัจ านวนโคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร 
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การตรวจหาแบคทเีรียโดย X. axonopodis pv. citri ด้วยเทคนิค Real time PCR  
specific primer สืบคน้ขอ้มูล primer ท่ีไดมี้รายงานวา่ สามารถใชใ้นการตรวจวินิจฉยัโรค

แคงเคอร์ของพืชตระกูลส้มไดผ้ลดีและมีความเฉพาะเจาะจงต่อแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri 
คดัเลือก primer จากนั้นน าล าดบัเบสของ primer ไปสังเคราะห์เพื่อใชใ้นการตรวจวินิจฉยัโรคแคงเคอร์
โดยวธีิ Real time PCR ต่อไป 

ปฏิกิริยา Real time PCR  การทดสอบปฏิกิริยา Real time PCR ในการตรวจหาแบคทีเรีย   
X. axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเคอร์กบัพืชตระกูลส้ม ทดสอบกบัเคร่ือง LightCycler® 480 
(Roche Diagnostics, Thailand) โดยใช ้LightCycler 480 SYBR green I master (Roche Diagnostics, 
Thailand) ซ่ึงเป็นสารละลายผสม(Master mix) ทีjมี SYBR green ท่ีมีสี fluorescent dye เป็นตวัตรวจ
ปฏิกิริยา Real time PCR ตวัอยา่งจะท าปฏิกิริยาในถาดพลาสติกหลุมขนาด 96 หลุม (LightCycler 480 
Mutiwell plate 96) ในการท าปฏิกิริยาจะตอ้งมี ตวัควบคุมลบ (negative control) ใชน้ ้ ากลัน่แทน DNA 
ของแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri และตวัควบคุมบวก (positive control) ใช ้DNA ของแบคทีเรีย 
X. axonopodis pv. citri ทุกคร้ัง  

การทดสอบปฏิกิริยา Real time PCR ใชป้ริมาณรวมของปฏิกิริยา จ านวน 20 ul ประกอบไปดว้ย 
1X LightCycler 480 SYBR Green I Master (Faststart Taq DNA polymerase, Reaction buffer, dNTP mix, 
SYBR green dye และ MgCl2), 0.25 uM primer และ 1 ul DNA  ของ แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri 
โดยมีโปรแกรม ส าหรับปฏิกิริยา Real time PCR ดงัน้ี 

Program cycles Target (°C) Hold time  
(hh:mm:ss) 

Ramp Rate ( °C/s) Acquisition mode 

Pre-incubation 1 94 00:04:00 4.40 none 
Amplification 40 94 00:00:15 4.40 none 
  58 00:00:15 2.20 none 
  72 00:00:15 4.40 none 
  72 00:05:00 4.40 single 
Melting curve 1 95 00:00:05 4.40 none 
  72 00:01:00 2.20 none 
  97 00:00:00 0.11 continuous 
Cooling 1 40 00:00:30 2.20 none 

การท าปฏิกิริยา Real time PCR ในขณะท่ีท าปฏิกิริยาเคร่ือง LightCycler® 480 จะตรวจจบั 
SYBR green fluorescence ท่ีจะแทรกเขา้ไปในสาย DNA ท่ีมีการเพิ่มปริมาณผลผลิต PCR ในแต่ละรอบ 
โดยเคร่ืองจะตรวจติดตามการเพิ่มปริมาณ DNA ท่ีเกิดข้ึนจริง ณ เวลานั้น และแสดงผลเป็นกราฟเส้นโคง้ 
(semilog curve) ของ SYBR green fluorescence ท่ีเกิดสะสมในแต่ละรอบของปฏิกิริยา Real time PCR 
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ซ่ึง crossing point (Cp) ของแต่ละกราฟเส้นโคง้จะแสดงจ านวนรอบถึงระดบัการสะสมของ SYBR 
green fluorescence ในผลผลิต PCR เป้าหมาย ท่ีเพิ่มข้ึนสูงกวา่ background ค่า Cp จึงใชเ้ป็นเกณฑ์
หน่ึงในการตรวจสอบการมีหรือไม่มีผลผลิต PCR เป้าหมาย และบอกไดถึ้งปริมาณของผลผลิต PCR 
เป้าหมาย โดยถา้มีผลผลิต PCR เป้าหมายมาก ค่า Cp จะต ่า นอกจากน้ียงัสามารถใชค้่า melting curve 
เป็นเกณฑ์ตวัท่ีสองในการตรวจสอบการมีหรือไม่มีผลผลิต PCR เป้าหมายเพราะวา่ค่า melting curve 
ช่วยในการตรวจสอบการสร้างผลผลิต PCR เป้าหมาย โดยผลผลิต PCR เป้าหมายท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา 
Real time PCR ของแต่ละชนิดแบคทีเรีย ให้ลกัษณะ peak สูงสุดของอุณหภูมิหลอมละลาย (melting 
temperature (Tm)) เฉพาะตวัแตกต่างกนัไป การวิเคราะห์ค่า Tm จึงสามารถใชใ้นการจ าแนกผลผลิต
PCRท่ีไม่ใช่เป้าหมายและ primer-dimer ท่ีเกิดข้ึน การรายงานผลทั้งหมดจะข้ึนอยูก่บัค่า Cp และ การ
วเิคราะห์ melting curve 

ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของ primer  
ท าการทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของ primer ทั้ง 3 คู่ ใช ้DNA และเซลล์ของแบคทีเรีย 

X axonopodis pv. citri ท่ี แยกไดจ้ากพืชตระกูลส้มชนิดต่างๆในประเทศไทยจ านวน 50 ไอโซเลท 
(Table 1) และ เช้ือในกลุ่ม Xanthomonas ไดแ้ก่ แบคทีเรีย X. axonopodis pv. malvacearum,  X. axonopodis 
pv. glycines, X. axonopodis pv. vesicatoria, X. axonopodis pv. diffenbachiae, X. axonopodis pv.  
manihotis, X. campestris pv. campestris และ X. oryzae  (Table 1) โดยความเขม้ขน้ของ DNA ท่ี 50 ng 
และความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์ 108 cfu/ml ใชส้ภาวะของปฏิกิริยา Real time PCR ตามท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ 

การทดสอบความไวในการตรวจสอบเช้ือแคงเคอร์ (sensitivity) ของ primer โดยใช้ DNA 
ของเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ท่ีมีความเขม้ขน้ 8 ระดบั ตั้งแต่ 50 นาโนกรัม ถึง 100 เฟมโตกรัม 
และใชเ้ซลล์แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  ท่ีความเขม้ขน้ 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102, 10 
หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร ใชส้ภาวะของปฏิกิริยา Real time PCR ตามท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ 

ทดสอบวิธี Real time PCR ในการตรวจหาแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri จากตัวอย่าง
โรคแคงเคอร์  

ท าการเก็บตวัอย่างโรคแคงเคอร์ของส้มโอจากแปลงเกษตรกรใน อ.เวียงแก่น จ.เชียงราย 
จ านวน 10 ตวัอยา่ง ตดัแผลตวัอยา่งโรค โดย cork borer ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 6 mm น าตวัอยา่งใส่
หลอด 1.5 ml microcentrifuge ท่ีเติมดว้ย 100 ul ของ phosphate buffer saline pH 7.0 บดตวัอยา่งดว้ย 
plastic disposable pestles ให้ละเอียดน าไปตกตะกอนดว้ยเคร่ือง centrifuge ท่ี 5,000 rpm เป็นเวลา     
5 นาที เก็บส่วนบนท่ีเป็นน ้ าใสใส่หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml น าส่วนน ้ าใส 2 ul ของตวัอยา่ง
เป็นตน้แบบในการท าปฏิกิริยา Real time PCR ตามปฏิกิริยาท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ และทุกตวัอยา่ง
เปรียบเทียบกบัการใชว้ิธี standard PCR ดว้ย primer D1/D2 ( ณัฏฐิมา และคณะ 2548 ) และ primer 
2/3 (Hartung et.al., 1993) และทุกตวัอยา่งน ามาแยกเช้ือบนอาหาร semi-selective for Xanthomonas 
(SX media) โดยน าตวัอย่างโรคแคงเคอร์แต่ละตวัอย่างปริมาณ 50 ไมโครลิตรไปเกล่ียให้ทัว่บน
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อาหารเล้ียงเช้ือ SX โดยใช้แท่งแกว้รูปตวัแอล บ่มไวที้่อุณหภูมิ 28º C นาน 72 ชัว่โมง ตรวจนบั
ปริมาณเช้ือท่ีข้ึนบนอาหาร 

การทดสอบวธีิ Real time PCR ในการตรวจหาเช้ือ X. axonopodis  pv. citri จากแปลงปลูกส้มโอ  
ท าการเก็บตวัอยา่งโรคแคงเคอร์ของส้มโอ จากแปลงปลูกของเกษตรกรท่ีมีการระบาดของ

โรคแคงเคอร์ โดยเก็บตวัอย่างใบของส้มโอ ท่ีแสดงอาการของโรคแคงเคอร์ และตวัอย่างใบท่ีไม่
แสดงอาการของโรค จ านวน 50 ตวัอยา่ง น ามาตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ขั้น
ละเอียดในห้องปฏิบตัิการ โดยน าตวัอย่างใส่ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 ml ที่เติมดว้ย 25 ml ของ
สารละลาย PBS น าไปเขย่าบนเคร่ืองเขย่า (shaker) ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที นาน 1 ชัว่โมง 
จากนั้นตกตะกอนดว้ยเคร่ือง centrifuge ท่ี 3,000 g เป็นเวลา 5 นาที ทิ้งส่วนบนท่ีเป็นน ้ าใส เก็บส่วน
ตะกอน ละลายตะกอนดว้ยสารละลาย PBS จ านวน 500 µl น า 2 ul ของตวัอยา่งเป็นตน้แบบในการท า
ปฏิกิริยา Real time PCR โดยใช ้primer 2/3 ตามปฏิกิริยาท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ และท าการตรวจเช้ือ
บนอาหาร SX medium ในทุกตวัอยา่ง 

การตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ในแปลงปลูกส้มโอเพื่อการตรวจรับรอง
แหล่งผลติส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์  

การตรวจรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ เป็นไปตามประกาศของกรมวิชาการเกษตร 
เร่ือง หลกัเกณฑ์ วิธีการ และเง่ือนไขการขอและการออกใบรับรองสุขอนามยัพืชส าหรับการส่งออกผล 
ส้มโอไปสหภาพยุโรป พ.ศ. 2556 ตอ้งปฏิบติัตามระเบียบ EC Plant Health  Directive 2000/29/EC  
ไดก้ าหนดเง่ือนไขการอนุญาตน าเขา้ ผลของพืชสกุลส้มจากประเทศไทย ตอ้งไดรั้บการตรวจรับรองแหล่ง
ผลิตว่าปลอดจากโรคแคงเคอร์ ท่ีผลตอ้งไม่ปรากฏอาการของโรคขา้งตน้และท าการจุ่มผลในสารละลาย
ก าจดัเช้ือโรค ท่ีอาจปนเป้ือนท่ีผิว ซ่ึงการตรวจรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ ให้ปฏิบติัตาม
คู่มือ การปฏิบติังานตรวจสอบและรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ ของกรมวิชาการเกษตร 
(กลุ่มวิจยัโรคพืช, 2550) โดยเกษตรกร ผูใ้ดประสงค์จะขอใบส าคญัแสดงการรับรองแหล่งผลิตส้มโอ
ปลอดโรคแคงเคอร์  ส าหรับการส่งออกไปสหภาพยุโรป ให้ยื่น ต่อพนักงานเจา้หน้าท่ี ณ กลุ่มบริการ 
ส่งออกสินคา้เกษตร ส านกัควบคุมพืชและวสัดุการเกษตร กรมวิชาการเกษตร ภายในเดือนธนัวาคมของ
ทุกปี จากนั้นกลุ่มบริการส่งออก ส่งรายช่ือเกษตรกรพร้อมข้อมูลแปลงปลูกให้กับส านักวิจยัพฒันา 
การเกษตรเขตท่ี 1 และศูนยว์ิจยัและพฒันาการเกษตรท่ีสูงเชียงราย จากนั้นเจา้หน้าท่ีจากศูนยว์ิจยัและ
พฒันาการเกษตรท่ีสูงเชียงราย ไปตรวจแปลงผลิตส้มโอเพื่อส่งออกไปยงัสหภาพยุโรป โดยการสังเกต
ลกัษณะอาการของโรคแคงเคอร์บนตน้ส้มโอ ทุก 60 วนั ตั้งแต่ช่วงเร่ิมตน้ของรอบการเจริญเติบโตของ 
ส้มโอ จนถึงช่วงระยะเวลาเก็บเก่ียว พร้อมเก็บตวัอย่างก่ิงส้มโอท่ีมีใบคล่ีเต็มท่ีแล้ว (ใบเพสลาด)โดย          
สุ่มเก็บจ านวน 3 ก่ิง/ตน้ จ านวน 25 ตน้/สวน น ามาตรวจขั้นละเอียดในห้องปฏิบติัการ ท่ีกลุ่มวิจยัโรคพืช 
ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช เพื่อตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  
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การตรวจขั้นละเอยีดในห้องปฏิบัติการ   
การตรวจขั้นละเอียดในห้องปฏิบติัการ ด าเนินการตามวิธีการของ อรพรรณ และคณะ (น า

ตวัอยา่งก่ิงส้มโอ เก็บเฉพาะใบส้มโอ ใส่ขวดรูปชมพู่ขนาด 1,000 ml ท่ีเติมดว้ย สารละลาย PBS buffer  
จ านวน 250 ml น าไปเขยา่บนเคร่ืองเขยา่ (shaker) ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที นาน 1 ชัว่โมง เพื่อให้
แบคทีเรียท่ีติดอยูภ่ายนอกใบส้มโอถูกลา้งออกมา จากนั้นตกตะกอนดว้ยเคร่ือง centrifuge ท่ี 3,000 g 
เป็นเวลา 5 นาที ทิ้งส่วนบนท่ีเป็นน ้ าใส เก็บส่วนตะกอน ละลายตะกอนดว้ยสารละลาย PBS buffer 
จ านวน 500 µl น ามาตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri โดยวิธี Real time PCR ตามวิธีการท่ี
กล่าวมาแลว้ขา้งตน้ ตรวจยนืยนัดว้ยการเล้ียงบนอาหารเฉพาะ (selective media) 

เวลาและสถานที่ 
ต.ค.53 – ก.ย.57 ท่ีกลุ่มวิจยัโรคพืช ส านักวิจยัพฒันาการอารักขาพืช และอ าเภอเวียงแก่น 

จงัหวดัเชียงราย   
 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 
การตรวจหาแบคทเีรียโดย X. axonopodis pv. citri ด้วยเทคนิค Real time PCR  
specific primer จากการสืบคน้ขอ้มูลพบ primer มีรายงานว่าสามารถใช้ในการตรวจ

วินิจฉยัโรคแคงเคอร์ของพืชตระกูลส้มไดผ้ลดีและมีความเฉพาะเจาะจงต่อแบคทีเรีย X. axonopodis 
pv. citri คดัเลือก primer ที่ ออกแบบมาจาก ยีน pathogenicity gene (pthA gene) ของแบคทีเรีย         
X. axonopodis pv. citri ซ่ึง pthA gene พบเฉพาะในแบคทีเรีย X. axonopodis  pv. citri เป็นยีนท่ีจ าเป็น
ส าหรับแบคทีเรียชนิดน้ีในการชกัน าให้เกิดโรคแคงเคอร์ในพืชตระกูลส้ม (Swarup et al., 1991) โดย
ยีนน้ีจะท าให้เกิดลกัษณะอาการของโรคแคงเคอร์เฉพาะในพืชตระกูลส้มเท่านั้น (Duan et al. 1999) 
ล าดบัเบสของ pthA gene ถูกอนุรักษไ์วใ้หเ้หมือนกนัและถ่ายทอดไปยงัรุ่นต่อๆ ไป การเลือกprimer ท่ี
ออกแบบจาก pthA gene จะท าให้ได ้primer ท่ีเฉพาะเจาะจงกบัแบคทีเรีย X. axonopodis  pv. citri ท่ี
เป็นสาเหตุโรคแคงเคอร์กบัพืชตระกลูส้ม ในการทดลองจึงไดเ้ลือก primer จ านวน 4 ชุด ดงัน้ี 
1. Primer D1 (GGCCTTGATCAAAAGAACCA) และ D2 (TTGAAGTAGGGGACGGTTTA) จาก
รายงานของ ณฏัฐิมา และคณะ (2548) ท่ีออกแบบจาก pthA gene ของเช้ือ X. axonopodis pv. citri 
strain 306 และ GenBank accession number XCU28802 มีความเฉพาะเจาะจงกบัแบคทีเรีย X. axonopodis 
pv. citri สายพนัธ์ุ canker A  
2. primer 2 (CACGGGTGCAAAAAATCT) และ 3 (TGGTGTCGTCGCTTGTAT) จากรายงานของ 
Hartung et.al (1993)  
3. primer VM3 (GCATTTGATGACGCCATGAC0 VM4 (TCCCTGATGCCTGGAG GATA) จาก
รายงานของ Mavrodieva et.al (2004) 
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น าล าดบัเบสของ primer ทั้ง 4 ชุดไปสั่งสังเคราะห์ primer จากหน่วยบริการชีวภาพ ศูนยพ์นัธุวิศวกรรม
แห่งชาติ 

การทดสอบ primer จากการทดสอบ primer ทั้ง 3 คู่ โดยใชอุ้ณหภูมิในการจบัคู่ primer กบั 
DNA ของแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ตน้แบบ (annealing) ท่ี 58 ºC พบวา่ primer ทั้ง 3 คู่ 
สามารถเพิ่มปริมาณ DNA ไดจ้าก DNA ตน้แบบ โดยมีการวิเคราะห์ melting curve ของผลผลิต PCR 
ท่ีไดจ้ากทั้ง 3 คู่ พบวา่ มีค่า Tm ท่ีแตกต่างกนั โดย Tm ของคู่ primer D1/D2 primer 2/3 และ primer 
VM3/VM4 คือ 89.03ºC , 87.73 ºC และ 88.1 ºC ตามล าดบั (Fig 1) 

ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของ primer   
ผลการทดสอบความจ าเพาะของ primer พบวา่ primer ทั้ง 3 คู่ สามารถเพิ่มปริมาณ DNA จาก 

DNA ตน้แบบและเซลลแ์บคทีเรีย X .axonopodis pv. citri  ท่ีพบในประเทศไทยทั้ง 50 ไอโซเลท         
( Table 2) ไม่สามารถเพิ่มปริมาณ DNA จาก DNA ตน้แบบและเซลล์แบคทีเรีย X axonopodis pv. 
malvacearum, X. axonopodis pv. glycines, X. axonopodis pv. vesicatoria, X. axonopodis pv. 
diffenbachiae, X. axonopodis pv. manihotis, X campestris pv. campestris และ X. oryzae  โดยให้ค่า 
Cp สูงกวา่ 35 รอบ และการวเิคราะห์ melting curve พบวา่ค่า Tm ท่ีไดข้องแต่ละชนิดแบคทีเรียไม่ตรง
กบัค่า Tm ท่ีไดจ้ากแบคทีเรีย X . axonopodis pv. citri  (Table 2; Fig 2) ผลการทดสอบพบวา่ primer 
2/3 ให้ค่า Cp ต ่าท่ีสุดท่ี 18.54 และตรวจค่าสี SYBR green fluorescence สูง ถึง 36.343 (Fig 3 ) ส่วน 
primer D1/D2 ให้ค่า Cp ต ่ารองลงมาท่ี 19.61 และตรวจค่าสี SYBR green fluorescence สูงเท่ากบั 
primer 2/3 (Fig 4) ในขณะท่ี primer VM3/VM4 ให้ค่า Cp สูงท่ี 23.33 แต่ให้ค่า SYBR green 
fluorescence สูงท่ีสุดท่ี 42.329 (Fig 5)   

จากผลการทดสอบความจ าเพาะของ primer พบวา่ primer D1/D2, primer 2/3 และ primer 
VM3/VM4 มีความจ าเพาะกบัแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri สาเหตุโรคแคงเคอร์เท่านั้น เน่ืองจาก 
primer ทั้ง 3 คู่ออกแบบมาจาก ยีน pth A ท่ีเป็นยีนท่ีควบคุมลกัษณะอาการของจุดแผลตกสะเก็ด    
ปากแผลแตกออกคลา้ยปล่องภูเขาไฟ (Swarup et al., 1991) ซ่ึงเป็นลกัษณะอาการของโรคแคงเคอร์
จะมีอยูเ่ฉพาะในแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri  เท่านั้น (Duan et al. 1999) โดยสามารถเพิ่มปริมาณ    
ดีเอน็เอไดจ้ากตน้แบบของแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri ท่ีพบในประเทศไทย ทั้ง 50 ไอโซเลท แต่ไม่
สามารถเพิ่มปริมาณ DNA จากแบคทีเรียกลุ่ม Xanthomonas อ่ืนๆ และแบคทีเรีย X. axonopodis 
pv.citri ซ่ึงท่ีพบในประเทศไทย เป็น สายพนัธ์ุ canker A (ณัฎฐิมาและวงศ,์ 2546) ผลการทดสอบ
ไดผ้ลเช่นเดียวกบัท่ีมีรายงานไว ้ (Hartung et al.,1993; ณัฏฐิมา และคณะ, 2548 และ Mavrodieva et 
al.,2004)  

ผลการทดสอบความไวในการตรวจแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ของ primer ทั้ง 3 คู่ 
พบวา่ primer D1/D2 และ primer 2/3 สามารถตรวจเช้ือ X .axonopodis pv. citri ท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุด
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ของ DNA คือ 5 พิโคกรัม (Table 3) และความเขม้ขน้ของ เซลล์แบคทีเรียต ่าสุดคือ 81 CFU/ml  (Table 
4; Fig 3 และ 4) เช่นเดียวกนั  ในขณะท่ี ความไวในการตรวจของ primer VM3/VM4 ความเขม้ขน้ต ่าสุด
ของ DNA คือ 500 pg (Table 3) และความเขม้ขน้ของเซลล์แบคทีเรียต ่าสุดคือ 8.1x106 CFU/ml  (Table 
4; Fig 5) จากผลการทดสอบพบวา่ primer D1/D2 และ primer 2/3 มีความไวในการตรวจการตรวจ
แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ไดดี้กวา่ primer VM3/VM4 โดยสามารถตรวจหาแบคทีเรีย              
X. axonopodis pv. citri  ไดใ้นปริมาณท่ีต ่ากวา่ นอกจากน้ี primer VM3/VM4  ยงัเกิด primer dimers ท่ี
เกิดจากการจบักนัเองของ primer ในหลุมท่ีมีปริมาณความเขม้ขน้ของแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri 
ต ่าๆ โดยท าให้เกิด peak ในการวิเคราะห์ melting curve จ านวน 2 peak อาจเน่ืองจากขนาดของผลผลิต 
PCR มีขนาดเล็ก ท าใหมี้โอกาสท่ี primer จะจบักนัเองสูง ท าให้ไม่สามารถเพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมาย
ไดดี้ (Chou et al. 1992) จากผลการทดลองการใชเ้ทคนิค Real time PCR สามารถใชp้rimer D1/D2 และ
primer 2/3 ใหผ้ลการทดสอบเหมือนกนัทั้ง ความเฉพาะเจาะจงและความไว  

ทดสอบวิธี Real time PCR ในการตรวจหาแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri จากตัวอย่าง
โรคแคงเคอร์  

ผลการทดสอบปฏิกิริยา Real time PCR ในการตรวจแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri จาก
ตวัอย่างส้มโอท่ีสงสัยวา่เป็นโรคแคงเคอร์ท่ีเก็บมาแปลงปลูกส้มโอ อ.เวียงแก่น จ.เชียงราย จ านวน   
10 ตวัอยา่ง ดว้ย primer D1/D2 และ primer 2/3 พบวา่วิธี Real time PCR สามารถตรวจพบโรคแคงเคอร์
ทั้งจ  านวน 10 ตวัอย่าง ทั้งprimer D1/D2 และ primer 2/3 (Table 5) เช่นเดียวกบัการตรวจหาดว้ยวิธี 
standard PCR ท่ีสามารถตรวจพบโรคแคงเคอร์ไดท้ั้ง 10 ตวัอยา่งและการแยกเช้ือดว้ยอาหาร SX ท่ี
พบโคโลนีของแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri เจริญในอาหาร จ านวน 10 ตวัอยา่ง (Table 5) แต่การ
ตรวจสอบโดยเทคนิค Real time PCR ดว้ย primer D1/D2 และ primer 2/3 สามารถตรวจสอบและ
ทราบผลภายใน 2-3 ชัว่โมง โดยเห็นผลการตรวจสอบตามเวลาท่ีแทจ้ริง หนา้จอของเคร่ือง Real time 
ไม่ตอ้งรอเสร็จส้ินปฏิกิริยา และไม่ตอ้งน าไปท า electrophoresis ใน แผน่ agrarose gel และยอ้มดว้ย 
ethedium bromide เหมือนกบั วิธี standard PCR ซ่ึง ethedium bromide เป็นสารอนัตรายท่ีก่อให้เกิด
โรคมะเร็งได ้และการตรวจดว้ยอาหาร SX ตอ้งใชเ้วลา 3-4 วนั จึงจะทราบผลวา่ตวัอยา่งใดปนเป้ือน
ดว้ยแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri และการใช้ดงันั้นการใช ้เทคนิค Real time PCR จึงเป็นเทคนิค
ท่ีมีประสิทธิภาพ แม่นย  า รวดเร็วท าให้ปลอดภยั และการประหยดัเวลา และสามารถน าไปใชใ้นงาน
ตรวจรับรองสินคา้เพื่อการส่งออกและตรวจรับรองเพื่อการตรวจรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรค
แคงเคอร์ไดต่้อไปในอนาคต 
 การทดสอบวธีิ Real time PCR  ในการตรวจหาเช้ือ X. axonopodis  pv. citri จากแปลงปลูกส้มโอ 

จากการเก็บตวัอยา่งโรคแคงเคอร์ของส้มโอ จากแปลงเกษตรกรท่ีมีการระบาดของโรคแคงเคอร์ 
ในจงัหวดัเชียงราย พิจิตร ปทุมธานี ชยันาท และ นครปฐม จ านวน 50 ตวัอยา่ง โดยเก็บตวัอยา่งท่ีแสดง
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อาการของโรคแคงเคอร์ จ านวน 24 ตวัอยา่งและตวัอยา่งท่ียงัไม่แสดงอาการจ านวน 26 ตวัอยา่ง น ามา
ตรวจหาเช้ือ X. axonopodis pv. citri พบวา่วิธี Real time PCR โดยใชp้rimer 2/3สามารถตรวจหาเช้ือ   
X. axonopodis pv. citri พบทั้งหมด 44 ตวัอยา่ง จากตวัอยา่งทั้งหมด 50 ตวัอยา่ง คิดเป็น 88% โดยวิธี 
Real time PCR สามารถตรวจพบเช้ือ X. axonopodis pv. citri ในตวัอยา่งท่ียงัไม่แสดงอาการ จ านวน   
20 ตวัอยา่งได ้(Table 6)  เม่ือน าตวัอยา่งทั้งหมดแยกหาเช้ือ X. axonopodis pv. citri บนอาหาร SX medium 
สามารถแยกเช้ือได ้38 ตวัอย่าง (Table 6) โดยพบวา่ ตวัอยา่งท่ีสามารถแยกเช้ือไดท้ั้งหมดตรงกบัท่ี
ตรวจไดจ้ากวธีิ Real time PCR และตวัอยา่งท่ีตรวจดว้ยวิธี Real time PCR แลว้ไม่พบก็ไม่สามารถแยก
เช้ือบนอาหาร SX media ไดเ้ช่นกนั แต่จากผลทดลองพบวา่การแยกหาเช้ือ X. axonopodis pv. citri บน
อาหาร SX medium สามารถแยกไดน้อ้ยกวา่การตรวจหาเช้ือโดยวิธี Real time PCR เน่ืองมาจากอาหาร 
SX medium เป็นอาหารเฉพาะ (selective medium) มีส่วนประกอบท่ีเป็นสารยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียหลายชนิดท่ีไปลดการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ท าให้แยกเช้ือได้
นอ้ยกวา่ โดยพบวา่ความสามารถในการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri บนอาหาร 
SX medium (plating efficiency) อยูท่ี่ 54.4 % เม่ือเทียบกบัการเจริญบนอาหาร nutrient agar (ไม่ได้
แสดงผลการทดลอง) แต่ไม่สามารถใชอ้าหาร NA ในการแยกนบัเช้ือไดเ้น่ืองจากเช้ือแซปโปรไฟท์
ชนิดอ่ืนๆ ท่ีมีปะปนอยูจ่ะเจริญไดเ้ร็วกวา่และข้ึนคลุมทบัก่อนท่ีเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri 
จะเจริญ  นอกจากน้ีการท่ีไม่สามารถแยกเช้ือไดอ้าจเน่ืองมาจากเช้ือแบคทีเรียอยูใ่นระยะท่ีมีชีวิตแต่ไม่
สามารถเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือได ้ (viable but nonculturable state (VBNC)) (Oliver, 2005) ซ่ึง Oliver 
(2000) ไดร้ายงานระยะ VBNC ของแบคทีเรียท่ีท าใหไ้ม่สามารถเจริญไดบ้นอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ี
ใชเ้ป็นประจ า แต่พบวา่เช้ือแบคทีเรียยงัคงมีชีวติ และสามารถเจริญเติบโตข้ึนมาใหม่ได ้เซลล์ในระยะน้ี
มีระดบัการเจริญเติบโตต ่า แต่สามารถฟ้ืนฟูให้เจริญเติบโตบนอาหารไดอี้กคร้ัง ไดมี้รายงานการใชส้าร
ป้องกนัก าจดัเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชในกลุ่มสารประกอบทองแดง ไปกระตุน้ให้เช้ือแบคทีเรียอยู่
ในระยะ VBNC เพื่อความอยูร่อด เช่น X. campestris pv. campestris (Ghezzi et al.,  1999), Erwinia 
amylovora (Ordax et al., 2006) เป็นตน้   ซ่ึงในการป้องกนัก าจดัโรคแคงเคอร์ของพืชตระกูลส้มใน
ประเทศไทย มีการใชส้ารประกอบทองแดง เช่น คอปเปอร์ออกซิคลอไรด์ ในการป้องกนัก าจดัซ่ึงอาจ
ไปกระตุน้ให้เช้ือ X. axonopodis pv. citri ไปอยูใ่นระยะ VBNC ท าให้ไม่สามารถเล้ียงเช้ือได ้แต่วิธี 
Real time PCR นั้นมีประสิทธิภาพในการตรวจเซลล์ของเช้ือ สามารถตรวจเซลล์ท่ีอยูใ่นระยะ VBNC 
และเซลล์ท่ีตายได ้(Wolf  et al., 2000)   จากผลการทดลองจะเห็นไดว้า่ การใชว้ิธี Real time PCR เป็นวิธี
ท่ีมีประสิทธิภาพ มีความไวและความเฉพาะเจาะจงในการตรวจหาเช้ือ X. axonopodis  pv. citri สูง 
สามารถตรวจหาเช้ือท่ีมีปริมาณต ่ า ดังนั้ นวิ ธีการน้ีสามารถน ามาใช้ในการตรวจสอบหาเช้ือ                     
X. axonopodis  pv. citri ในแปลงปลูกร่วมกบัการส ารวจโรคในแปลง เพื่อการตรวจรับรองแปลงปลอด
โรคแคงเคอร์ในอนาคตได ้
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 การตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ในแปลงปลูกส้มโอเพื่อการตรวจรับรอง
แหล่งผลติส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ 

การตรวจรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์  เพื่อส่งไปสหภาพยุโรป ในปี 2556-2557 
มีเกษตรกรผูป้ระสงคจ์ะขอใบส าคญัแสดงการรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์  ส าหรับ
การส่งออกไปสหภาพยุโรป มีจ านวน 93 ราย รวม 103  แปลง  เจา้หนา้ท่ีจากศูนยว์ิจยัและพฒันาการ
เกษตรท่ีสูงเชียงรายได ้สุ่มเก็บตวัอยา่งก่ิงส้มโอ จ านวน 2 คร้ัง คือในเดือนมีนาคม และเดือนมิถุนายน  
2557 โดยสุ่มเก็บจ านวน 3 ก่ิง/ตน้ จ านวน  25 ตน้/สวน  น ามาตรวจขั้นละเอียดในห้องปฏิบติัการ เพื่อ
ตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  โดยเทคนิค Real time PCR ท่ีกลุ่มวิจยัโรคพืช 
ส านกัวิจยัพฒันาการอารักขาพืช ผลการตรวจพบวา่ ตรวจพบเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  
สาเหตุโรคแคงเคอร์ จ านวน 19 แปลง โดยตรวจพบในเดือน มีนาคม 2557 จ านวน 11 แปลง และ
ตรวจพบเพิ่มในเดือน มิถุนายน 2557 จ านวน 8 แปลง (Table 7)  ทุกตวัอยา่งท่ีตรวจพบสามารถแยก
หาเช้ือ X. axonopodis  pv. citri บนอาหาร SX medium ได ้ยกเวน้ตวัอยา่งท่ีมีค่า Cp 35 ซ่ึงมีปริมาณ
เช้ือน้อยมาก ท าให้ไม่สามารถเจริญข้ึนบนอาหารได ้(Table 7)  เน่ืองจากอาหาร SX medium เป็น
อาหารเฉพาะ (selective medium) มีส่วนประกอบท่ีเป็นสารยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียหลาย
ชนิดท าให้ลดการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis  pv. citri ลงท าให้ไม่สามารถแยกเช้ือ
ในจ านวนนอ้ย ๆได ้ แปลงปลูกส้มโอท่ีมีการตรวจพบตั้งแต่คร้ังแรกในเดือนมีนาคม 2557 จะถูกตดั
ออกไป ไม่มีการตรวจแปลงและสุ่มตวัอยา่งมาตรวจละเอียดในห้องปฏิบติัการอีกในคร้ังท่ี 2 เดือน
มิถุนายน 2557  กลุ่มวจิยัโรคพืช รายงานผลการตรวจชั้นละเอียดในห้องปฏิบติัการไปยงัศูนยว์ิจยัและ
พฒันาการเกษตรท่ีสูงเชียงราย เพื่อด าเนินการออกและน าส่งหนงัสือส าคญัแสดงการตรวจรับรอง
แหล่งผลิตส้มโอ ให้แก่ด่านตรวจพืชเชียงของ จงัหวดัเชียงราย หรือกลุ่มบริการส่งออกสินคา้เกษตร 
ส านกัควบคุมพืชและวสัดุการเกษตร เพื่อด าเนินการควบคุมในขั้นตอนหลงัการเก็บเก่ียวและออก
ใบรับรองสุขอนามยัพืช โดยมีการระบุขอ้ความเพิ่มเติมในใบรับรองปลอดศตัรูพืช “Pomelo in this 
consignment has been inspected and treated under control of DOA Thailand according to EU 
2000/29/EC annex 4A1 articles 16.2 c1, 16.3 A, 16.4 A, 16.5 C"   ผลจากการตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย 
X. axonopodis pv. citri ในแปลงปลูกส้มโอเพื่อการตรวจรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์ 
ร่วมกบัการส ารวจโรคในแปลง ท าให้ในปี 2556-2557 สามารถรับรองแหล่งผลิตส้มโอปลอดโรคแคงเคอร์
ไดจ้  านวน 84 แปลง ไดอ้อกใบรับรองสุขอนามยัพืชไปยงัสหภาพยุโรป จ านวน 19 ฉบบั ปริมาณ  
208,440 กิโลกรัม  รวมเป็นรายไดข้องเกษตรกรผูป้ลูกส้มโอในอ าเภอเวียงแก่นคิดเป็นมูลค่า  
3,126,600 บาท โดยไม่มีพบการแจง้เตือนกลบัจากประเทศปลายทาง (ขอ้มูลจากด่านตรวจพืชเชียงของ)  
จากด าเนินจะเห็นได้ว่า การใช้วิธี Real time PCR เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ มีความไวและความ
เฉพาะเจาะจงในการตรวจหาเช้ือ X. axonopodis  pv. citri สูง สามารถตรวจหาเช้ือท่ีมีปริมาณต ่า      
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ท าใหส้ามารถตรวจรับรองแปลงตลอดระยะเวลาผลิตส้มโอเพื่อคงสถานภาพการปลอดโรคแคงเคอร์
ของแปลงปลูกเพื่อส่งไปยงัสหภาพยโุรปได ้ซ่ึงวธีิการน้ีเป็นท่ียอมรับในการผลิตส้มโอเพื่อส่งออกไป
สหภาพยุโรป ท าให้ประเทศไทยสามารถเปิดตลาดการส่งออกส้มโออย่างถูกตอ้ง ตามกฎขอ้บงัคบั
ของสหภาพยุโรป  และวิธีการน้ีสามารถใช้เป็นต้นแบบในการตรวจรับรองสวนเพื่อส่งออกไป
ประเทศอ่ืนท่ีก าหนดใหโ้รคแคงเคอร์เป็นศตัรูพืชกกักนัได ้ 
 

สรุปผลการทดลอง 
การตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย Xanthomomnas axonopodis pv. citri ดว้ยเทคนิค Real time โดยใช ้

primer D1/D2 และ primer 2/3 ท่ีออกแบบมาจาก ยีน avirulence/ pathogenicity (pthA gene) มีความ
เฉพาะเจาะจงกบัแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  สายพนัธ์ุ canker A โดยสามารถเพิ่มปริมาณ DNA 
จาก DNA ตน้แบบและเซลล์แบคทีเรีย X .axonopodis pv. citri  ท่ีพบในประเทศไทยทั้ง 50 ไอโซเลท  
มีความไว(sensitivity) ในการตรวจ ช้ือท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุดของDNA  เท่ากบั 5 pg และความเขม้ขน้
ต ่าสุดของเซลล์แบคทีเรียท่ีตรวจไดคื้อ 81 CFU/ml น าไปทดสอบการตรวจหาแบคทีเรีย X. axonopodis 
pv. citri  จากตวัอยา่งใบพืชท่ีเป็นโรคแคงเคอร์จากแปลงปลูกส้มโอ ท่ี อ.เวียงแก่น จ.เชียงราย จ านวน 
10 ตวัอย่าง สามารถตรวจพบแบคทีเรียทั้งหมด 10 ตวัอย่าง วิธีการน้ีสามารถตรวจพบแบคทีเรีย        
X. axonopodis  pv. citri  ไดอ้ยา่งแม่นย  าทั้งในตวัอยา่งท่ีแสดงอาการของโรคแคงเคอร์ชดัเจนและ
ตวัอยา่งท่ียงัไม่แสดงอาการ ผลจาการน าวิธี Real time PCR ไปใชต้รวจรับรองแปลงตลอดระยะเวลา
ผลิตส้มโอของแปลงปลูกเพื่อส่งไปยงัสหภาพยุโรป  โดยด าเนินการในปี 2556-2557 ท่ีแปลงปลูกส้มโอ
ท่ีอ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย  จ านวน  103 แปลง ผลการตรวจรับรองพบว่าการใชเ้ทคนิค Real 
time PCR สามารถตรวจรับรองแปลงตลอดระยะเวลาผลิตส้มโอเพื่อส่งไปยงัสหภาพยุโรปได ้ทั้งหมด 
84  แปลง ไดอ้อกใบรับรองสุขอนามยัพืชไปยงัสหภาพยุโรป จ านวน 19 ฉบบั ปริมาณ 208,440 กิโลกรัม 
รวมเป็นรายไดข้องเกษตรกรผูป้ลูกส้มโอในอ าเภอเวยีงแก่นคิดเป็นมูลค่า 3,126,600 บาท โดยไม่มีพบ
การแจง้เตือนกลบัจากประเทศปลายทาง 

 

การน าไปใช้ประโยชน์ 
วิธีการตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเคอร์ โดย

เทคนิค Real time PCR เป็นวธีิตรวจสอบ ท่ีมีประสิทธิภาพมีความไวและความเฉพาะเจาะจง ตรวจหา
เช้ือท่ีมีปริมาณต ่า  สามารถน าไปใช้ในการตรวจรับรองแปลงตลอดระยะเวลาผลิตส้มโอปลอดโรค
แคงเคอร์เพื่อส่งไปยงัสหภาพยุโรปได ้ผลผลิตส้มโอท่ีไดเ้ม่ือส่งไปยงัสหภาพยุโรปแลว้ไม่มีพบการ
แจง้เตือนกลบัจากประเทศปลายทาง ซ่ึงวธีิการน้ีเป็นท่ียอมรับในการผลิตส้มโอเพื่อส่งออกไปสหภาพ
ยุโรป ท าให้ประเทศไทยสามารถเปิดตลาดการส่งออกส้มโออย่างถูกต้อง ตามกฎข้อบงัคบัของ



104

104 

 

สหภาพยุโรปและวิธีการน้ีสามารถใชเ้ป็นตน้แบบในการตรวจรับรองสวนเพื่อส่งออกไปประเทศอ่ืน
ท่ีก าหนดให้โรคแคงเคอร์เป็นศตัรูพืชกกักนัได้  ท าให้ประเทศไทยเป็นผูผ้ลิตส้มโอคุณภาพดีใน
ตลาดโลก 
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Table  1 Strains of Xanthomonas spp. used in this study.   
สายพนัธ์ุ พชือาศัย แหล่งเกบ็ตวัอย่าง ปีทีเ่กบ็เช้ือ แหล่งทีม่า 
Xanthomonas  axonopodis  pv. citri     
873 สม้เขียวหวาน ปทุมธานี 2532 1 
944 มะนาวตาฮิติ น่าน 2532 1 
950 สม้ฟรีมองต ์ เชียงใหม่ 2532 1 
956 มะนาวไข่ มุกดาหาร 2532 1 
967 มะกรูด ชลบุรี 2532 1 
944 มะนาวตาฮิติ น่าน 2532 1 
1047 สม้โอ ปทุมธานี 2533 1 
1049 มะนาว นนทบุรี 2533 1 
1055 มะกรูด นนทบุรี 2533 1 
1095 สม้โอ เชียงราย 2534 1 
1110 สม้โอ พทัลุง 2534 1 
1123 สม้โอ นครพนม 2534 1 
1189 สม้โอ พิจิตร 2535 1 
1582 สม้โอ เชียงราย 2544 1 
1584 สม้โอ พิษณุโลก 2544 1 
1588 สม้โอ ชลบุรี 2545 1 
1619 สม้เขียวหวาน จนัทบุรี 2545 1 
1623 มะนาว ปทุมธานี 2545 1 
1627 สม้โอ พิจิตร 2546 1 
1628 สม้ ชุมพร 2546 1 
1629 มะนาว ตาก 2546 1 
1632 สม้โอ ก าแพงเพชร 2546 1 
1720 สม้ตรา เชียงราย 2547 1 
1754 สม้โอ สกลนคร 2547 1 
1767 สม้โอ ตราด 2547 1 
1782 สม้โอ เชียงราย 2547 1 
1783 สม้โอ เชียงราย 2547 1 
1784 สม้โอ เชียงราย 2547 1 
1788 สม้โอ เชียงราย 2547 1 
1791 สม้โอ เชียงราย 2547 1 
1805 สม้โอ ปัตตานี 2547 1 
1814 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1816 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1819 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
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Table  1 (Continued) 
สายพนัธ์ุ พชือาศัย แหล่งเกบ็ตวัอย่าง ปีทีเ่กบ็เช้ือ แหล่งทีม่า 
1823 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1825 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1826 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1830 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1831 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1832 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1833 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1834 สม้โอ กาญจนบุรี 2547 1 
1841 สม้โอ เชียงราย 2548 1 
1843 สม้โอ เชียงราย 2548 1 
1855 สม้โอ กาญจนบุรี 2548 1 
1856 สม้โอ กาญจนบุรี 2548 1 
1880 สม้โอ เชียงราย 2548 1 
1886 มะกรูด กรุงเทพมหานคร 2548 1 
1887 มะกรูด กรุงเทพมหานคร 2548 1 
X. axonopodis pv. malvacearum     
1232 ฝ้าย ปราจีนบุรี 2536 1 
X. axonopodis pv. glycines     
1330 ถัว่เหลือง สุโขทยั 2537 1 
X. axonopodis pv. vesicatoria     
1726 พริก ล าปาง 2547 1 
X. axonopodis pv. differenbachiae     
1058 หนา้ววั กรุงเทพฯ 2534 1 
X. campestris  pv. campestris     
1104 ผกักาดเขียว สงขลา 2534 1 
X. oryzae pv. oryzae     
TB0003 ขา้ว นครพนม 2543 1 
X. axonopodis pv. manihotis     
1682 มนัส าปะหลงั ระยอง 2546 1 
 
1/ หน่วยเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุจุลินทรียส์าเหตุโรคพืช ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช  กรมวชิาการเกษตร 
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Table  2 The result of specificity using primer D1/D2, primer 2/3 and primer VM3/VM4  were 
detected Xanthomonas axonopodis  pv. citri using Real time PCR  

 
 
รายช่ือเช้ือ 

ค่า Cp ของการตรวจโดยวธีิ Real time PCR 
Primer 
D1/D2 

Primer 
2/3 

Primer 
VM3/VM4 

X.  axonopodis  pv. citri (50) 1/ 19.61 18.56 23.33 
X. axonopodis pv. malvacearum   >35 >35 >35 
X. axonopodis pv. glycines >35 >35 >35 
X. axonopodis pv. vesicatoria >35 >35 >35 
X. axonopodis pv. differenbachiae >35 >35 >35 
X. campestris pv. campestris >35 >35 >35 
X. oryzae pv. oryzae >35 >35 >35 
X. axonopodis pv. manihotis  >35 >35 >35 

 
Table  3 The result of sensitivity using primer D1/D2, primer 2/3 and primer VM3/VM4  were 

detected DNA of Xanthomonas axonopodis  pv. citri using Real time PCR  

DNA concentration 
primers 
D1/D2 

primers  
2/3 

Primers 
VM3/VM4 

Cp Cp Cp 
50 ng 20.92 22.22 28.46 
5 ng 23.08 26.00 31.65 
1 ng 25.58 29.67 32.75 
500 pg 26.76 30.67 33.19 
50 pg 29.02 32.36 >35 
5 pg 33.06 33.88 >35 
1 pg >35 >35 - 
100 fg - - - 
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Table  4 The result of sensitivity using primer D1/D2, primer 2/3 and primer VM3/VM4  were    
               detected suspension of Xanthomonas axonopodis  pv. citri using Real time PCR 

Bacterial cells CFU/ ml 
primers 
D1/D2 

primers 
2/3 

Primers 
VM3/VM4 

Cp Cp Cp 
O.D. 0.1 600 nm. 8.1x108 19.25 18.73 23.33 

10-1 8.1x107 23.47 22.31 25.02 
10-2 8.1x106 25.15 26.09 28.17 
10-3 8.1x105 25.68 26.73 >35 
10-4 8.1x104 26.72 29.71 >35 
10-5 8.1x103 30.09 30.15 >35 
10-6 8.1x102 30.18 32.19 >35 
10-7 81 31.61 33.63 >35 
10-8 8 35 35 - 

 
Table  5 The result of detected Xanthomonas axonopodis pv.citri  in pomelo canker disease using 

Real time PCR and Standard PCR with primers D1/D2 and primer 2/3 and isolated on 
selective media for Xanthomonas (SX media) 

Sample 
Real time PCR Standard PCR 

SX media Primer D1/D2 
Cp 

Primer 2/3 
Cp 

Primer D1/D2 Primer 2/3 
 

1 29 (+) 28 (+) + + + 
2 21.65 (+) 20.65 (+) + + + 
3 29 (+) 28 (+) + + + 
4 27.08 (+) 26.60 (+) + + + 
5 33 (+) 32.04 (+) + + + 
6 34 (+) 33.65 (+) + + + 
7 20.4 (+) 19.56 (+) + + + 
8 30 (+) 28 (+) + + + 
9 29.5 (+) 28 (+) + + + 

10 28.6 (+) 27 (+) + + + 
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Table 6  Real time PCR testing methods in the detection of Xanthomonas axonopodis pv. citri 
from Pomelo Orchards. 

 ตัวอย่าง จ านวนตัวอย่าง
ทั้งหมด 

Real time 
PCR1/ 

Isolation SX media2/ 

1. ตวัอย่างท่ีแสดงอาการ
ของโรคแคงเคอร์ 

243/ 24 4/ 24 

2. ตัวอย่างท่ีไม่แสดง
อาการของโรคแคงเคอร์ 

26 20 14 

รวม 50 44 38 
1/ การตรวจดว้ยวธีิ Real time PCR จากการวจิยัในคร้ังน้ี 
2/ การตรวจแยกเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri บนอาหาร SX medium 
3/ จ านวนตวัอยา่งทั้งหมดท่ีตรวจ 
4/ จ านวนตวัอยา่งท่ีตรวจพบเช้ือ X. axonopodis pv. citri  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1 Analysis melting curve of PCR product from detected primer pair 3 it was found Tm different.  
  a. Tm of PCR product from primer D1/D2 of 89.03°C  
  b. Tm of PCR product from primer 2/3 of 87.73 °C   
  c. Tm of PCR product from primer VM3/VM4 of 88.1 °C   

c 

a b 
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Fig. 2 The result of specificity using primer D1/D2 detected Xanthomonas axonopodis pv. citri 
(Xac)  and Xanthomonas such as X. axonopodis pv. malvacearum (Xamal), X. axonopodis pv. 
glycines (Xcg), X. axonopodis pv. vesicatoria (Xav), X. axonopodis pv. diffenbachiae (Xad), X. 
axonopodis pv. manihotis (Xam), X campestris pv. campestris (Xcc) and X. oryzae pv.oryzae (Xoo)  
 

 
Fig.  3  The result of sensitivity using primer D1/D2 were detected suspension of Xanthomonas 

axonopodis  pv. citri using Real time PCR. 
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Fig. 4 The result of sensitivity using primer 2/3 were detected suspension of Xanthomonas 

axonopodis  pv. citri using Real time PCR.  
 

 
Fig.  5  The result of sensitivity using primer VM3/VM4 were detected suspension of Xanthomonas 

axonopodis  pv. citri using Real time PCR.  
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Table 7   Result of Detection of Xanthomonas axonopodis pv. citri, Causal Agent of Citrus Canker 
for Certification of Canker Free Orchards  

ล าดบั 
ที่ ช่ือเจ้าของสวน ที่อยู่แหล่งผลติ 

ผลการตรวจ  
real time PCR  

 เดอืนมีนาคม 2557 

ผลการตรวจ 
 realtime PCR 

เดอืนมิถุนายน  2557 

ผลตรวจ
บน

อาหาร 
SX 

media 
ค่า Cp ผล ค่า Cp ผล 

 001 นายทอง อินเทพ 18 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย  

>35 - >35 - - 

002 นายอ านวย อินเทพ 16/2 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย    

>35 - 35.00 + - 

003 นางมาลี เรียงยาย หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - 35.00 + - 

004 นายสีทน อินเทพ 16 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

005 นายเกรียงศกัด์ิ บุดดี 141 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย    

>35 - >35 - - 

006 นายป้ัน ยาละ 20/2 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

007 นายสมศาสตร์ บุดดี 35 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - 32.39 + + 

008 นายสว่าง บุดดี 14 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

009 นางมุกดา ยาละ 29 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

010 นายบุญทา อินเทพ 49 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

011 นายบุญช่วย อินเทพ 108 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

012 นายตาค า โนขติั 11/1 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

013 นางดวงค า เทพสุติน 4 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

014 นายสมพงษ ์อินเทพ 73 หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

015 นายฤทธ์ ประชุมพร 57 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

016 นางอาภา ภูมิภาคิน 48 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

017 นายคะนอง บุดดี 41 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

018 นายเจริญ บุดดี บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 
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Table 7   (Continued) 

ล าดบั 
ที่ ช่ือเจ้าของสวน ที่อยู่แหล่งผลติ 

ผลการตรวจ  
real time PCR  

 เดอืนมีนาคม 2557 

ผลการตรวจ 
 realtime PCR 

เดอืนมิถุนายน  2557 

ผลตรวจ
บน

อาหาร 
SX 

media 
ค่า Cp ผล ค่า Cp ผล 

019 นางแพน ขนัทะ 18 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

020 นายทวี ทิพยห์มึก 113 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

021 นายทวี ทิพยห์มึก 113 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

28.00 + ND ND + 

022 นายชชัวาลย ์รวมจิตร 109 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - 35.00 + - 

023 นายบุญตุม้ พ่ึงบุญ 37 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

024 นายวิชยั เรียงยาย 53 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

025 นายนิมากร รวมจิตร์ 65 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย    

>35 - >35 - - 

026 นายนพดล ยาละ 75/2 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

027 นายชชัวาลย ์บุดดี 79/2 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

028 นายไชยวฒัน์ นนัไชยา 195/3 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย    

>35 - >35 - - 

029 นายสุพล ปงลงักา 23 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

030 นายอารุณ อินเทพ 25 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 
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Table 7   (Continued) 

ล าดบั 
ที่ ช่ือเจ้าของสวน ที่อยู่แหล่งผลติ 

ผลการตรวจ  
real time PCR  

 เดอืนมีนาคม 2557 

ผลการตรวจ 
 realtime PCR 

เดอืนมิถุนายน  2557 

ผลตรวจ
บน

อาหาร 
SX 

media 
ค่า Cp ผล ค่า Cp ผล 

031 นายรณฤทธ์ิ บุดดี บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

26.60 + ND ND + 

032 นายรณฤทธ์ิ บุดดี บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

033 นายวรศกัด์ิ เรียงยาย 119 หมู่ 2 บา้นทุ่งค  า ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย    

>35 - >35 - - 

034 นายปรีชา อินเทพ บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

035 นางจ าปี บุดดี หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

036 นายจ ารอง บุดดี บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

037 นางศรีพลอย นนัไชย 91 บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่าย
งาว อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

038 นายเจษฎา อินเทพ 106/3 หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย  

>35 - >35 - - 

039 นายพล อินจา 98/1 หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

040 นายไวพจน์ บุดดี บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

041 นายนิรันดร์ นิลเนตร บา้นทุ่งทราย หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

042 นายวฒิุพงษ ์ค าลือ 99/2 หมู่ 3 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

28.00 + ND ND + 

043 นายสุขจนัทร์ อินทะ หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

044 นายถนอม กาวงศ ์ 114/2 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย    

>35 - 35.00 + - 

045 นายนิคม  จนัทร์วิเศษ 108/3 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

046 นายนิมิตร  ทองสุข 51 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย    

28.00 + ND ND + 

047 นายนิมิตร  ทองสุข 51 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - 32.33 + + 
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Table 7   (Continued) 

ล าดบั 
ที่ ช่ือเจ้าของสวน ที่อยู่แหล่งผลติ 

ผลการตรวจ  
real time PCR  

 เดอืนมีนาคม 2557 

ผลการตรวจ 
 realtime PCR 

เดอืนมิถุนายน  2557 

ผลตรวจ
บน

อาหาร 
SX 

media 
ค่า Cp ผล ค่า Cp ผล 

048 นายประคอง บุดดี 41 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

049 นายปรีชา ยอดฝ้ัน 20 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย    

28.00 + ND ND + 

050 นายปรีชา ยอดฝ้ัน 20 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

051 นางกิติยา มัง่มูล 198 หมู่ 5 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

052 นางบวัแกว้ ยอดฝ้ัน 135/1 หมู่ 5 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

053 นายจิรัฎฐ์ บุดดี 135 หมู่ 5 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

054 นายสมศกัด์ิ บุญยวง 23 หมู่ 5  ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

055 นายสมศกัด์ิ บุญยวง 23 หมู่ 5  ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

056 นายสมศกัด์ิ บุญยวง 23 หมู่ 5  ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

057 นายสมรัตน์ ยานนั 137 หมู่ 5 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย    

28.00 + ND ND + 

058 นายสมรัตน์ ยานนั 137 หมู่ 5 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

20.56 + ND ND + 

059 นายรัตน์ ยานนั 136 หมู่ 5 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

060 นางเขมาภรณ์ จิรสิงห์ 34 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

061 นางเขมาภรณ์ จิรสิงห์ 34 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

28.00 + ND ND + 

062 นายสมาน คงทะ 29 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย  

>35 - >35 - - 

063 นายสว่าง บุญยวง 27 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

064 นางภทัรนนัท ์ยานนั 202 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 
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Table 7   (Continued) 

ล าดบั 
ที่ ช่ือเจ้าของสวน ที่อยู่แหล่งผลติ 

ผลการตรวจ  
real time PCR  

 เดอืนมีนาคม 2557 

ผลการตรวจ 
 realtime PCR 

เดอืนมิถุนายน  2557 

ผลตรวจ
บน

อาหาร 
SX 

media 
ค่า Cp ผล ค่า Cp ผล 

065 นางวิไลวรรณ์ ทองสุข 22/3 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

066 นายวิลยั เตรียมทนะ 6 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

067 นายสงัวรณ์ เรียงยาย 171/3 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

068 นางสุพิน โนระ 144/1 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

069 นางเกษร กองมงคล 2 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

070 นางอรวรรณ กนัค า 194 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

071 นายอุทตั เตรียมธนะ 169 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

072 นายศรีเนตร ไชยเลิศ 180 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย   

>35 - >35 - - 

073 นายพงษพ์นัธ์ โนขติั 167 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วง
ยาย อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดั
เชียงราย    

>35 - 33.39 + + 

074 นายนคร อินเทพ 80/4 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

075 นายบุญวาด บุดดี 41 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

076 
 

นายเสนีย ์นนัชยั 213 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

077 นายเสน่ห์ นนัชยั 55/1 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

28.09 + ND ND + 

078 นายเสน่ห์ นนัชยั 55/1 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

28.00 + ND ND + 

079 นายปรทรัพย ์บุญยวง 237 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 
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Table 7   (Continued) 

ล าดบั 
ที่ ช่ือเจ้าของสวน ที่อยู่แหล่งผลติ 

ผลการตรวจ  
real time PCR  

 เดอืนมีนาคม 2557 

ผลการตรวจ 
 realtime PCR 

เดอืนมิถุนายน  2557 

ผลตรวจ
บน

อาหาร 
SX 

media 
ค่า Cp ผล ค่า Cp ผล 

080 นายประภาส กนัค า 162 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

081 นายสุรศกัด์ิ บุดดี บา้นหล่ายงาว ต าบลหล่ายงาว 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

082 นางรัญจวน ชยัวงศ ์ 21/1 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

083 นายนิธิพฒัน์ บุญยวง 180 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

31.28 + ND ND + 

084 นายอนุรักษ ์คงทะ 96 หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

085 นางสมพร บุดดี หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

086 นายทตัพล ชยัวงศ ์ หมู่ 2 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

087 นายค ารณ บุดดี 91 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

088 นายบุญส่ง รักพอ่ หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

089 นายสงดั บุดดี บา้นม่วง หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

090 นายสมศกัด์ิ ทิพยต์า หมู่ 1 ต าบลหล่ายงาว อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

091 นายจ าเนียร บวัแกว้ 108 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

092 นายอรุณ มหานิล 66/2 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - 35.00 + - 

093 นางสาวดรุณี ยาละ 152 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

094 นายณรงคฤ์ทธ์ิ อินตะ๊ 9 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

095 นายชาญไชย บุดดี 28/2 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

096 นายวิรัตน์ บุดดี 10 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

097 นายนิมากร บุดดี 12/4 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 
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Table 7   (Continued) 

ล าดบั 
ที่ ช่ือเจ้าของสวน ที่อยู่แหล่งผลติ 

ผลการตรวจ  
real time PCR  

 เดอืนมีนาคม 2557 

ผลการตรวจ 
 realtime PCR 

เดอืนมิถุนายน  2557 

ผลตรวจ
บน

อาหาร 
SX 

media 
ค่า Cp ผล ค่า Cp ผล 

098 นายสุรชาติ บุดดี บา้นม่วง หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

099 นายสุรชาติ บุดดี บา้นม่วง หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

100 นายเทียมจิต ถาริยะ 51 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

101 นายบรรดิษฐ์ จนัตะ๊ 9/4 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอ
เวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

102 นายพิชิต รวมจิตร 45 หมู่ 3 ต าบลม่วงยาย อ าเภอเวียง
แก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 

103 นางสุริยนต ์วรพฒัน์ 13 หมู่ 5 บา้นยายใต ้ต าบลม่วงยาย 
อ าเภอเวียงแก่น จงัหวดัเชียงราย   

>35 - >35 - - 
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