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Abstract
Bacterial panicle blight disease is caused by Burkholderia glumae and B. gladioli. In outbreak areas, 

B. glumae decreases rice yield by up to 75%. This study aims to conduct an epidemic survey of the bacterial
panicle blight disease in Thailand and identify bacteria causing the disease. From 2019 to 2023, 225 rice
fields were surveyed throughout 38 provinces. Rice seeds, leaf sheaths and leaf blades with symptoms of
bacterial panicle blight disease were collected, and bacteria were isolated on nutrient agar (NA) media. B.
glumae and B. gladioli were detected using the polymerase chain reaction (PCR) method with 16S-23S
ribosomal DNA internal transcribed spacer (16S-23S rDNA ITS)-specific primers. One hundred and eighteen
bacterial isolates from 38 rice fields in 16 provinces (Central, Northeastern and Southern), including the three
International Rainfed Lowland Rice Observational Nurseries (IRLRONs) in Ubon Ratchathani, Sakon Nakhon
and Nong Khai Rice Research Centers, were tested positive for B. glumae. Baterial identification was validated 
by 16S-23S rDNA ITS nucleotide sequence analysis, biochemical testing and whole genome sequence
analysis which identified three isolates (BG19NPT-03, BG22PNA-49 and BG23SSK04-20) as B. glumae with
average nucleotide identity (ANI) of 99.87, 99.94 and 99.66%, respectively. Additionally, three bacterial
isolates from three rice fields in two provinces of Northeastern were tested positive for B. gladioli using PCR
and biochemical testing. Furthermore, pathogenicity tests on the rice KDML105 variety were observed for
confirmation of the disease-causing agent. Systemic symptoms indicated rice leaf sheaths and blades began 
to decay, appearing brown or gray rot with dark brown or reddish-brown margins, unfilled grains, grain
discoloration becoming strawed, and transverse brown rot of lemma and palea. The symptoms of artificial
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คาํนาํ
 โรครวงไหมข้องขา้ว (bacterial panicle blight 
disease) เกิดจากเชื Êอแบคทีเรยีสาเหตโุรค 2 ชนิด ในกลุม่ 
Betaproteobacteria คือ Burkholderia glumae (Kurita 
and Tabei 1967) Urakami et al.  1994 (syn. 
Pseudomonas glumae) และ B. gladioli (Severini 1913) 
Yabuuchi et al. 1993 (syn. P. gladioli) โรคนี ÊพบครัÊงแรก
ทีÉประเทศญีÉปุ่ น โดยทาํใหข้า้วแสดงอาการเมลด็เนา่ เมลด็
ดา่ง และกลา้เนา่ (Goto and Ohata ,1956) ตอ่มาพบการ
แพร่ระบาดในแหล่งปลูกขา้วทัÉวโลก ทัÊงในทวีปเอเชีย 
อเมรกิาเหนือ อเมรกิาใต ้และแอฟรกิา โดยพบเขา้ทาํลาย

inoculation resembled the appearance of a natural infection in rice fields. Emergency action measures were 
immediately possessed to prevent the spread of the foreign strains of B. glumae by the three Rice Research 
Centers and the Department of Agriculture. All rice plants were eradicated from the three International Rainfed 
Lowland Rice Observational Nurseries areas.
Keywords: rice, bacterial panicle blight disease, Burkholderia glumae, Burkholderia gladioli, rice disease 

survey, bacterial identification

บทคัดย่อ
 โรครวงไหมข้องขา้วเกิดจากเชื Êอแบคทีเรยี Burkholderia glumae และ B. gladioli ในพื ÊนทีÉทีÉพบการระบาด
รุนแรง เชื Êอ B. glumae ทาํใหผ้ลผลติขา้วลดลงรอ้ยละ 75 งานวิจยันี Êมีวตัถปุระสงคเ์พืÉอสาํรวจการแพรร่ะบาดของโรค
รวงไหมข้องขา้วในประเทศไทย และจาํแนกชนิดเชื Êอแบคทีเรยีสาเหตโุรค โดยสาํรวจโรครวงไหมใ้นแปลงนาขา้ว ระหวา่ง 
ปี พ.ศ. 2562-2566 รวม 225 แปลง ใน 38 จงัหวดั เก็บตวัอยา่งเมลด็ กาบใบ และใบขา้วทีÉแสดงอาการโรครวงไหมม้า
แยกเชื Êอแบคทีเรยีบนอาหาร NA เมืÉอตรวจสอบดว้ยปฏิกิรยิาลกูโซพ่อลเิมอเรส (พีซีอาร)์ โดยใชไ้พรเมอรที์Éจาํเพาะตอ่
บรเิวณ 16S-23S rDNA ITS ของเชื Êอ B. glumae และ B. gladioli พบเชื Êอแบคทีเรยี จาํนวน 118 ไอโซเลท จาก 38 แปลง 
ใน 16 จังหวดั (ภาคกลาง ตะวนัออกเฉียงเหนือ และใต)้ รวมทัÊงในแปลงศึกษาพนัธุข์า้วนานํÊาฝนระหว่างประเทศ 
ทีÉศนูยวิ์จยัขา้วอบุลราชธานี สกลนคร และหนองคาย ใหผ้ลบวกตอ่เชื Êอ B. glumae ซึÉงสอดคลอ้งกบัผลวิเคราะหล์าํดบั
นิวคลโีอไทดบ์รเิวณ 16S-23S rDNA ITS ผลการทดสอบคณุสมบตัทิางชีวเคมี และผลการวิเคราะหล์าํดบันิวคลโีอไทด์
ทัÊงจีโนมของแบคทีเรยีไอโซเลท BG19NPT-03, BG22PNA-49 และ BG23SSK04-20 จาํแนกเป็นเชื Êอ B. glumae มีคา่
มาตรฐานทีÉใชจ้าํแนกชนิด (species) แบคทีเรยี (ANI) รอ้ยละ 99.80 99.94 และ 99.66 ตามลาํดบั นอกจากนีÊยงัพบ
เชื Êอแบคทีเรยี 3 ไอโซเลท จาก 3 แปลง ในสองจงัหวดั ทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ใหผ้ลบวกตอ่เชื Êอ B. gladioli เมืÉอ
ตรวจดว้ยวิธีพีซีอารแ์ละคณุสมบตัทิางชีวเคมี การพิสจูนเ์ชื Êอสาเหตโุรคบนขา้วพนัธุข์าวดอกมะล ิ105 พบวา่ เชื Êอแบคทีเรยี
ทาํใหต้น้ขา้วแสดงอาการกาบใบและใบเน่าเป็นสีนํÊาตาลหรอืสีเทา ขอบแผลสีนํÊาตาลเขม้ หรอืสีนํÊาตาลแดง เมลด็ลีบ 
เปลีÉยนเป็นสีฟางขา้ว โดยกลีบดอกเน่าเป็นสีนํÊาตาลตามแนวขวาง เหมือนกบัอาการของโรครวงไหมที้Éพบในสภาพ
ธรรมชาต ิเพืÉอดาํเนินมาตรการฉกุเฉินในการปอ้งกนัการแพรก่ระจายของเชื Êอ B. glumae สายพนัธุจ์ากตา่งประเทศ ตาม
มาตรฐานสขุอนามยัและสขุอนามยัพืชระหวา่งประเทศไดร้ายงานผลการตรวจวินิจฉยัไปยงัศนูยวิ์จยัขา้วทัÊง 3 แหง่ และ
กรมวิชาการเกษตร และไดด้าํเนินการกาํจดัขา้วทัÊงหมดในแปลงศกึษาพนัธุข์า้วตา่งประเทศทัÊง 3 แหง่แลว้

คาํสาํคัญ: ขา้ว โรครวงไหม ้เชื Êอแบคทีเรยี Burkholderia glumae, Burkholderia gladioli การสาํรวจโรคขา้ว การจาํแนก
ชนิดแบคทีเรยี

ขา้วตัÊงแตร่ะยะกลา้ แตกกอ จนถงึออกรวง และทาํความ
เสยีหายมากทีÉรฐัลยุเซียนา รฐัอารค์นัซอ รฐัเทกซสั และรฐั
มิสซิสซิปปี ทางตอนใตข้องสหรฐัอเมรกิา ทาํใหด้อกขา้ว
เปลีÉยนเป็นสีนํÊาตาลอ่อนหรือสีฟางขา้ว ต่อมากลายเป็น
สีเทา ดอกเป็นหมนั จงึเรยีกอาการทีÉพบนีÊวา่ “โรครวงไหม ้
(panicle blight)” (Groth et al., 1991) 
 ปัจจุบนัโรครวงไหมเ้ป็นโรคขา้วทีÉสาํคญัในหลาย
ประเทศ ทีÉประเทศศรลีงักาและอินโดนีเซีย ตน้ขา้วทีÉตดิเชื Êอ 
B. glumae แสดงอาการเมลด็ลบีและเมลด็ดา่งเป็นแถบสี
นํÊาตาลตามแนวขวางของเมลด็ ทาํใหเ้มลด็ขา้วลบี ผลผลติ
เสียหายรอ้ยละ 75 (Morita and Dhanapala, 1990; 
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Syahri et al., 2019) ปี ค.ศ. 1998 ขา้วทีÉปลกูในประเทศ
เกาหลใีต ้เกิดอาการเมลด็เนา่สาเหตจุากเชื Êอ B. glumae 
รอ้ยละ 69.2 (Lee, 2016) ในรฐัปีนงั ประเทศมาเลเซีย ขา้ว
พนัธุพื์ Êนเมืองแสดงอาการของโรครวงไหม ้คือ ชอ่ดอกขา้ว
มีสฟีาง บรเิวณฐานกลีบดอกมีสนีํÊาตาลเขม้ รวงขา้วชี Êขึ Êน
เนืÉองจากมีเมล็ดลีบจาํนวนมาก และทาํใหผ้ลผลิตขา้ว
ลดลงรอ้ยละ 50 (Ramachandran et al., 2021) ปี 
ค.ศ. 1995 และ 1998 โรครวงไหม้ทาํให้ผลผลิตข้าว
ในรัฐลุยเซียนา สหรัฐอเมริกา เสียหายร้อยละ 40 
(Nandakumar et al., 2009) และการระบาดของเชื Êอ 
B. glumae สายพนัธุรุ์นแรง ทาํใหผ้ลผลติขา้วลดลงรอ้ยละ 
50-75 (Karki et al., 2012) 
 เชื Êอ B. glumae นอกจากเป็นสาเหตโุรคขา้วแลว้ 
ยงัทาํใหเ้กิดอาการเหีÉยวในพืชอืÉน อีกกว่า 20 ชนิด เช่น 
มะเขือเทศ งา มะเขือ พรกิ เป็นตน้ (Jeong et al., 2003) 
โดยเชื Êอ B. glumae สายพนัธุที์Éก่อโรครุนแรง จะสรา้งสาร
ทีÉเป็นพิษตอ่พืช (phytotoxin) คือ สาร toxoflavin ซึÉงถกู
ควบคมุดว้ยระบบ quorum-sensing (QS) ของแบคทีเรยี 
(Chen et al., 2012) ไปยบัยัÊงการเจรญิของรากและตน้กลา้
ขา้ว ทาํใหเ้มลด็ขา้วเนา่เป็นแถบสนีํÊาตาล (Iiyama et al., 
1995) 
 สาเหตุโรครวงไหมที้Éมีรายงานจากหลายประเทศ 
เกิดจากเชื Êอ B. glumae แต่ทีÉญีÉปุ่ นและสหรฐัอเมริกา 
นอกจากเชื Êอ B. glumae แลว้ ยงัมีเชื Êอ B. gladioli ซึÉงเป็น
เชื Êอสาเหตโุรคเน่าสีนํÊาตาล (brown rot disease) ของ
กลว้ยไม ้(Chuenchitt et al., 1983) ทาํใหข้า้วแสดงอาการ
โรครวงไหมไ้ดเ้ชน่กนั แตเ่ชื Êอ B. glumae จะก่อโรครุนแรง
กวา่ B. gladioli (บณุยาพร และศริพิร, 2562; Nandakumar 
et al., 2009) โรครวงไหมที้Éพบในสหรฐัอเมรกิา ประมาณ
รอ้ยละ 75 เกิดจากเชื Êอแบคทีเรยี B. glumae จงึทาํใหโ้รค
นี Êระบาด รุนแรงและ เ ป็นโรค ทีÉ ส ําคัญของข้าวใน
สหรฐัอเมรกิา (Nandakumar et al., 2009) 
 สาํหรบัประเทศไทย เชื Êอแบคทีเรีย B. glumae มี
สถานภาพเป็นศตัรูต่างประเทศ และเป็นศตัรูพืชกักกัน 
ตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ ์ เรืÉอง “กาํหนด
ศตัรูพืชเป็นสิÉงตอ้งหา้มตามพระราชบญัญัติกกัพืช พ.ศ. 
2507 (ฉบับทีÉ 6) พ.ศ. 2550” จากการวิเคราะหแ์ละ
ประเมินความเสีÉยงศัตรูพืชโดยกลุ่มวิจัยการกักกันพืช 

สาํนกัวิจยัพฒันาการอารกัขาพืช กรมวิชาการเกษตร เชื Êอ
แบคทีเรยี B. glumae เป็นศตัรูพืชทีÉมีความเสีÉยงในระดบั
สงูทีÉจะตดิมากบัเมลด็พนัธุข์า้วทีÉนาํเขา้มาจากประเทศทีÉมี
การระบาดของโรครวงไหม ้สามารถแพร่ระบาดและตัÊง
รกรากถาวรไดใ้นประเทศไทย เนืÉองจากประเทศไทยมีพื ÊนทีÉ
ปลกูขา้วในทกุภมิูภาค มีการปลกูขา้วอยา่งตอ่เนืÉอง และ
มีสภาพแวดลอ้มทีÉเหมาะสมตอ่การระบาดของโรคนีÊ จงึมี
ความเสีÉยงทีÉจะส่งผลกระทบต่อเศรษฐกิจของประเทศ 
(ณฏัฐพร และคณะ, 2557) 
 ตน้ขา้วจะเกิดโรครวงไหมรุ้นแรงในชว่งทีÉมีอณุหภมิู
สงูและมีฝนตกชกุตอ่เนืÉองกนันาน โดยเฉพาะในระยะแทง
ช่อดอกและระยะดอกบาน อย่างไรก็ตาม หากสภาพ
แวดลอ้มทีÉฝนตกชกุแตอ่ณุหภมิูตํÉา โรครวงไหมจ้ะไมรุ่นแรง 
(Cha et al., 2001) ในนาขา้วทีÉมีความชืÊนสมัพทัธ ์ 80 
เปอรเ์ซน็ตข์ึ Êนไป อณุหภมิูระหวา่ง 20-35 องศาเซลเซียส 
เป็นสภาพแวดล้อมทีÉสามารถเกิดโรครวงไหม้ได้ดี 
(Echeverri-Rico et al., 2021; Syahri et al., 2019; 
Tsushima, 1996) เชื Êอ B. glumae เจรญิเตบิโตไดใ้นชว่ง
อณุหภมิูทีÉหลากหลาย ทัÊงนี Êเชื Êอ B. glumae ทัÊงสายพนัธุ์
รุนแรงและสายพันธุ์ทีÉไม่รุนแรงอาจเจริญเติบโตได้ทีÉ
อุณหภูมิสูงถึง 40-50 องศาเซลเซียส ในขณะทีÉเชื Êอ 
B. gladioli นัÊนไมส่ามารถเจรญิเติบโตไดที้Éอณุหภมิู 45 
องศาเซลเซียสขึ Êนไป โดยอณุหภมิู 35-37 องศาเซลเซียส 
เหมาะสมสาํหรบั เชื Êอ B. gladioli (Nandakumar et al., 
2009) นอกจากนีÊ การใชปุ้๋ ยไนโตรเจนอตัราสงูและการให้
นํÊาระบบชลประทานจะเพิÉมความเสีÉยงในการเกิดโรครวง
ไหมข้องขา้วไดม้ากเชน่กนั (Wamishe et al., 2015) 
 เชื Êอ B. glumae สามารถถ่ายทอดผา่นทางเมลด็พนัธุ์
ได ้ทาํใหโ้รคแพรร่ะบาดไดก้วา้งและรวดเรว็ ในทางปฏิบตัิ
จงึควบคมุและปอ้งกนักาํจดัโรคไดย้าก (Ham et al., 2011; 
Uyematsu et al., 1976) โดยเชื Êอจะเจริญอยู่บริเวณ
ผิว (epidermis) และระหว่างเซลลพ์าเรงคิมา (paren-
chymatous intercellular space) ของเมลด็ขา้ว (Hikichi, 
1993) เชื Êอสามารถอาศยัอยูใ่นรากขา้วไดโ้ดยไมท่าํใหข้า้ว
แสดงอาการ จนกระทัÉ งเข้าสู่ระยะตัÊงท้องเชื Êอจะแพร่
กระจายไปยงัลาํตน้และใบ ลามไปถงึรวง และเพิÉมปรมิาณ
เชื Êออย่างรวดเร็วเพืÉอเขา้ทาํลายดอกย่อย (Fory et al., 
2014)  
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 คาํแนะนาํการใชส้ารเคมีปอ้งกนักาํจดัโรคพืช ไดแ้ก่ 
คอปเปอรไ์ฮดรอกไซด ์ 53.8%, คอปเปอรไ์ฮดรอกไซด+์ 
คอปเปอรอ์อกซีคลอไรด ์ไตรเบสคิ คอปเปอร ์ซลัเฟต และ
สารปฏิชีวนะ ไดแ้ก่ กรดออกโซลินิก การใชแ้บคทีเรีย
ปฏิปักษ์ เช่น Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus 
spp., Pseudomonas sp. เป็นต้น รวมทัÊงการใช ้
bacteriophage ทีÉจาํเพาะต่อสายพันธุ์ เชื Êอแบคทีเรีย
สาเหตโุรค และการแชเ่มลด็พนัธุข์า้วดว้ยนํÊารอ้นทีÉอณุหภมิู 
60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ชว่ยลดปรมิาณเชื Êอ
แบคทีเรยีทีÉตดิมากบัเมลด็พนัธุ ์(Zhou et al., 2019)    
 Shew และคณะ  (2019) คาดการณ์ว่าการ
เปลีÉยนแปลงของสภาพภมิูอากาศ โดยเฉพาะอณุหภมิูทีÉ
สงูขึ Êนจะสง่ผลตอ่การเกิดโรครวงไหมแ้ละทาํใหผ้ลผลติขา้ว
เสยีหายมากยิÉงขึ Êน หากอณุหภมิูทีÉเพิÉมขึ Êน 1 องศาเซลเซียส
อย่างตอ่เนืÉองเป็นเวลา 10 ปี จะทาํใหผ้ลผลิตขา้วลดลง
รอ้ยละ 51 โดยเฉพาะในสภาพทีÉมีอณุหภมิูและความชืÊน
สงูตอ่เนืÉองกนั 2 วนัขึ Êนไป จะสง่ผลใหโ้รครวงไหมร้ะบาด
รุนแรงจนกลายเป็นโรคทีÉสาํคญัของขา้วไดใ้นอนาคต  
 ประเทศไทยเคยมีรายงานพบโรครวงไหมข้องขา้ว 
ในจงัหวดัสโุขทยั เชียงราย ราชบุรี สพุรรณบุรี ชยันาท 
สิงหบ์ุรี นครปฐม ปทุมธานี นครนายก รอ้ยเอ็ด และ
กาฬสนิธุ ์(บณุยาพร และศริพิร, 2562; วนัวิสาข ์และคณะ, 
2560; ศิรพิร, 2559; Jungkhun et al., 2022) อยา่งไร
ก็ตาม ปัจจุบันยังไม่มีรายงานการระบาดหรือรายงาน
ความเสยีหายจากโรครวงไหมข้องขา้ว โรคเมลด็ดา่ง หรอื
โรคกลา้เน่าทีÉเกิดจากเชื Êอแบคทีเรยีในประเทศไทย ทาํให้
ไม่ทราบขอ้มลูทีÉจาํเป็นสาํหรบัการวางแผนปอ้งกนักาํจดั
โรคหากมีการระบาดรุนแรงและกระจายเป็นพื ÊนทีÉกวา้งใน
อนาคต งานวิจยันี Êจึงมีวตัถปุระสงคเ์พืÉอสาํรวจการแพร่
ระบาดของโรครวงไหมใ้นแหล่งปลกูขา้วในประเทศไทย 
และจาํแนกชนิดเชื Êอแบคทีเรียสาเหตุโรค เพืÉอจาํกัด
ขอบเขตการระบาด และหาแนวทางควบคมุโรคในอนาคต 

อุปกรณแ์ละวธีิการ
1. การสาํรวจโรครวงไหม้ของข้าว
 สาํรวจแปลงนาขา้วทัÉวทกุภาค ตัÊงแตร่ะยะกลา้จนถงึ
ออกรวง ระหวา่งปี พ.ศ. 2562-2566 ในภาคกลาง ภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ และภาคใต ้(Table 1) โดย
บนัทกึขอ้มลูเกษตรกร สถานทีÉสาํรวจ (ทีÉตัÊงและพิกดั GPS) 

วนัทีÉสาํรวจ พนัธุข์า้ว ลกัษณะอาการโรค ประเมินการเกิด
โรค (disease incidence) และระดบัความรุนแรงของโรค 
(disease severity) ระยะการเจรญิเตบิโตของขา้ว ตัÊงแต่
ระยะกลา้จนถงึแตกกอตามวิธีการของ Yuan (2004) และ
ระยะออกรวงตามวิธีการของ Karki (2010) โดยการเก็บ
ตวัอยา่งขา้วทีÉแสดงอาการคลา้ยโรครวงไหม ้ระยะขา้วแตก
กอ กาบใบและใบขา้วเนา่เป็นสนีํÊาตาลหรอืสเีทา ขอบแผล
สีนํÊาตาลเข้มหรือสีนํÊาตาลแดง (Kim et al., 2014; 
Nandakumar et al., 2009) ระยะขา้วออกรวง ดอกขา้ว
เปลีÉยนเป็นสนีํÊาตาลออ่นหรอืสฟีางขา้ว เมลด็ลบีและเมลด็
ดา่งเป็นแถบสีนํÊาตาลตามแนวขวางของเมลด็ (Groth et 
al., 1991; Morita and Dhanapala, 1990) นาํมาแยกเชื Êอ
ในหอ้งปฏิบตักิาร

2. การแยกเชืÊอแบคทเีรีย Burkholderia glumae และ 
B. gladioli
 นาํตวัอยา่งขา้ว ไดแ้ก่ ใบ กาบใบ และเมลด็ ทีÉแสดง
อาการคลา้ยโรครวงไหม ้มาแยกเชื Êอแบคทีเรยีสาเหตโุรค 
โดยฆา่เชื ÊอทีÉผิวพืชในแอลกอฮอล ์70 เปอรเ์ซน็ต ์เป็นเวลา 
30 วินาที ลา้งดว้ยนํÊานึÉงฆา่เชื Êอ 2 ครัÊง และซบัตวัอยา่งพืช
ใหแ้หง้ดว้ยกระดาษทีÉนึÉงฆา่เชื Êอแลว้ (ดดัแปลงจาก Mulaw 
et al., 2018) ตดัตวัอยา่งพืชเป็นชิ Êนขนาดเลก็ๆ ประมาณ 
2x2 มิลลเิมตร หากตวัอยา่งเป็นเมลด็ขา้ว ใช ้ 1-5 เมลด็
ตอ่ตวัอยา่ง โดยขา้ว 1 ตน้ หรอื 1 รวง นบัเป็น 1 ตวัอยา่ง 
บดตัวอย่างพอละเอียดในนํÊานึÉงฆ่าเชื Êอปริมาตร 500 
ไมโครลติร 
 ใชห้ว่งถ่ายเชื Êอ (loop) แตะนํÊาแชต่วัอยา่งมา cross 
streak บนอาหารเลี Êยงเชื Êอ nutrient agar (NA) บม่เชื Êอไว้
ทีÉอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48-72 ชัÉวโมง 
คดัเลอืกโคโลนีทีÉมีลกัษณะสขีาวเทาหรอืขาวครมี กลม นนู
เล็กนอ้ย มนัวาว ขอบเรียบ (วนัวิสาข ์และคณะ 2560; 
ศิริพร 2559; Mulaw et al., 2018) แยกใหไ้ดเ้ชื ÊอบรสิทุธิÍ

บนอาหารเลี Êยงเชื Êอ NA 
 บนัทึกลกัษณะโคโลนีทีÉพบ เช่น สี รูปทรง ขนาด 
พร้อมทัÊงทดสอบคุณสมบัติสัณฐานวิทยาของเซลล์
แบคทีเรยีดว้ย 3% potassium hydroxide (3% KOH) และ
ย้อมสี เซลล์แบคที เรียแบบแกรม  ตรวจดูภายใต้
กลอ้งจลุทรรศนก์าํลงัขยายรวม 1,000 เทา่ และเก็บรกัษา
เชื Êอแบคทีเรยีในกลเีซอรอล 20 เปอรเ์ซน็ต ์ทีÉอณุหภมิู -20 
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องศาเซลเซียส (วิชยั, 2549) 

3. การตรวจสอบเชืÊอแบคทีเรียด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลเิมอเรส
 นาํเชื ÊอแบคทีเรยีบรสิทุธิÍมาเลี Êยงบนอาหาร NA บม่
ทีÉอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัÉวโมง เตรยีม
เซลลแ์ขวนลอยโดยเลือกโคโลนีเดีÉยว ขนาดเสน้ผ่าน
ศูนยก์ลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร จาํนวน 1 โคโลนี 
แขวนลอยในนํÊานึÉงฆ่าเชื Êอ 500 ไมโครลิตร ปัÉ นใหเ้ซลล์
กระจายดว้ย vortex mixture นาํไปตม้ในนํÊาเดือด นาน 5 
นาที แลว้พกัไวบ้นนํÊาแข็งหรอืเก็บทีÉอณุหภมิู 4 หรอื -20 
องศาเซลเซียส (อรษิา และคณะ, 2560) เพืÉอใชเ้ป็นดีเอน็เอ
ตน้แบบในปฏิกิรยิาพีซีอารที์Éมีปรมิาตรรวม 20 ไมโครลติร 
ประกอบดว้ย 1x GoTaq® master mix ไพรเมอรช์นิดละ 
0.2 ไมโครโมลาร ์ (คูไ่พรเมอร ์ GL-13f; 5’-ACACGGAA 
CACCTGGGTA-3’/GL-14r; 5’-TCGCTCTCCCGAA 
GAGAT-3’ และคูไ่พรเมอร ์GLA-f; 5’-CGAGCTAATAC 
CGCGAAA-3’/GLA-r; 5’-AGACTCGAGTCAACTGA-3’) 
ทีÉจ ําเพาะต่อบริเวณ 16S-23S rDNA ITS ของเชื Êอ 
B. glumae (395 bp) และ B. gladioli (300 bp) ตาม
ลาํดบั (Furuya et al., 2002; Takeuchi et al., 1997) และ
ดีเอน็เอตน้แบบ ปรมิาตร 4 ไมโครลติร เพิÉมปรมิาณดีเอน็เอ
ในเครืÉอง Thermal cycler 
 ตรวจสอบผลการเพิÉมปรมิาณดีเอน็เอโดยนาํผลผลติ
พีซีอารที์Éไดม้าแยกขนาดดว้ย agarose 1.5 เปอรเ์ซน็ต ์ใน
สารละลาย 1xTBE ดว้ยเทคนิค agarose gel electrophoresis 
ทีÉความตา่งศกัยค์งทีÉ 100 โวลต ์ เป็นเวลา 45 นาที และ
ตรวจวิเคราะหแ์ถบดีเอน็เอภายใตแ้สงยวีูดว้ยเครืÉอง Bio-
Print-Gel Documentation Imaging พรอ้มบนัทกึภาพ 

4. การจาํแนกชนิดแบคทเีรียสาเหตุโรครวงไหม้

 จําแนกชนิดแบคทีเรียสาเหตุโรครวงไหม้ด้วย
คณุสมบตัทิางชีวเคมี และลกัษณะทางพนัธกุรรม ดงันี Ê  
 4.1 คณุสมบตัทิางชวีเคม ีทดสอบการสรา้งเอนไซม์
ออกซิเดส ดว้ยแผ่นทดสอบสาํเร็จรูป Microbiology 
Bactident® Oxidase (Merck, Germany) โดยขีด (streak) 
โคโลนีแบคทีเรียบนแผ่นทดสอบแลว้ตรวจสอบผลการ
เปลีÉยนสภีายใน 1 นาที และทดสอบคณุสมบตัทิางชีวเคมี
ดว้ยชดุตรวจสาํเรจ็รูป API® 20 NE (BioMérieux, France) 
 4.2 วธีิวเิคราะหล์าํดบันวิคลโีอไทด ์บรเิวณ 16S-23S 

rDNA ITS เพิÉมปรมิาณดีเอน็เอบรเิวณ 16S-23S rDNA 
ITS ดังขอ้ 3. แลว้นาํส่งดีเอ็นเอทีÉเพิÉมปริมาณไดข้อง
ตวัแทนเชื Êอแบคทีเรีย 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ BG19NPT-01  
BG19NPT-03, BG19NPT-05, BG19NPT-07 และ 
BG19NPT-11 จากจงัหวดันครปฐม และ BG19CNT-11.3 
จากจงัหวดัชยันาท เพืÉอวิเคราะหห์าลาํดบันิวคลีโอไทด์
ดว้ยวิธี Sanger sequencing 
 การเปรียบเทียบกับลาํดับนิวคลีโอไทด์ของเชื Êอ
แบคทีเรยี Burkholderia spp. ทีÉเป็นเชื Êอสาเหตโุรคพืช และ
เชื Êอแบคทีเรยี Ralstonia solanacearum เป็น out group 
ซึÉงมีรายงานในฐานขอ้มลู NCBI GenBank (National 
Center for Biotechnology Information; Madison, USA) 
และสรา้งแผนภมิูความสมัพนัธท์างสายวิวฒันาการดว้ย
วิธี neighbor-joining คาํนวณระยะหา่งทางพนัธกุรรมดว้ย
โมเดล Kimura 2-parameter ดว้ยโปรแกรม MEGA 11 
 4.3 วธีิวเิคราะหล์าํดบันวิคลโีอไทดท์ัÊงจีโนม (whole-
genome sequencing) วิเคราะหล์าํดบันิวคลีโอไทดท์ัÊง
จีโนมของตวัแทนเชื ÊอแบคทีเรยีทีÉแยกไดจ้ากขา้วทีÉปลกูใน
ภมิูภาคตา่งๆ จาํนวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ BG19NPT-03 
BG22PNA-49 และ BG23SSK04-20 เป็นตวัแทนเชื Êอจาก
ภาคกลาง ภาคใต ้และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ตาม
ลาํดบั ซึÉงงานทดลองนีÊยงัไม่พบเชื Êอสาเหตโุรครวงไหมที้É
แยกไดจ้ากภาคเหนือ 
 เลี Êยงเชื Êอแบคทีเรียในอาหาร Luria-Bertani (LB) 
ปรมิาตร 1 มิลลลิติร เขยา่ทีÉความเรว็รอบ 100 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 48 ชัÉวโมง นาํมาสกดัดีเอน็เอของเชื Êอแบคทีเรยี 
ดว้ยคอลมันส์าํเรจ็รูป PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit 
(Geneaid Biotech Ltd., New Taipei City, Taiwan) ตก
ตะกอนดีเอน็เอดว้ย elution buffer ปรมิาตร 50 ไมโครลติร 
ตรวจสอบคณุภาพและความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอดว้ยวิธี 
agarose gel electrophoresis และวัดดว้ยเครืÉองวัด
ปริมาณสารพันธุกรรมแบบนาโน (Nano drop) ส่ง
วิเคราะหล์าํดับนิวคลีโอไทดท์ัÊงจีโนมดว้ยวิธีอิลลูมินา 
(Illumina dye sequencing) และจัดเรียงสายลาํดับ
ดีเอน็เอแบบ De novo assembly

5. การพสูิจนก์ารเป็นเชืÊอสาเหตุโรค
 นาํตัวแทนเชื ÊอแบคทีเรียทีÉใหผ้ลบวกต่อปฏิกิริยา
พีซีอาร ์มาพิสจูนก์ารเป็นเชื Êอสาเหตโุรครวงไหมใ้นขา้ว
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พนัธุข์าวดอกมะล ิ105 ซึÉงเป็นพนัธุข์า้วทีÉพบอาการโรครวง
ไหมร้ะดบัรุนแรงในแปลงนาเกษตรกรทีÉจงัหวดัพงังา จึง
คาดวา่น่าจะเป็นพนัธุที์Éออ่นแอตอ่โรครวงไหม ้ เตรยีมตน้
ขา้วทดสอบโดยฆ่าเชื ÊอทีÉผิวเมล็ดขา้วดว้ยโซเดียมไฮโป
คลอไรต ์ความเขม้ขน้ 0.85 เปอรเ์ซน็ต ์เป็นเวลา 10 นาที 
แลว้ลา้งดว้ยนํÊานึÉงฆา่เชื Êอ 3 ครัÊง (Glandorf et al., 1992) 
 ปลกูขา้วในกระถางจาํนวน 3 ซํÊา ซํÊาละ 3 ตน้ ใน
สภาพโรงเรอืนทดลอง เตรยีมเซลลแ์ขวนลอยแบคทีเรยีใน
นํÊานึÉงฆ่าเชื Êอ วดัค่าการดูดกลืนแสง (optical density 
(OD)) ดว้ยเครืÉอง spectrophotometer ทีÉความยาวคลืÉน
แสง 600 นาโนเมตร ปรบัใหไ้ดค้า่ OD เทา่กบั 0.2 (2.7x108 
CFU ตอ่มิลลลิติร) (วนัวิสาข ์และคณะ, 2560) ปลกูเชื Êอ
ดว้ยวิธีฉีดเซลลแ์ขวนลอยแบคทีเรยีเขา้ทีÉกาบใบ ปรมิาตร 
1 มิลลลิติรตอ่ตน้ (Yuan, 2004) ในขา้ว ระยะกลา้ (อาย ุ
30 วนั) และระยะแตกกอ (อาย ุ60 วนั) สว่นระยะออกดอก 
หลงัจากขา้วแทงชอ่ดอก พน่เซลลแ์ขวนลอยแบคทีเรยีผสม 
tween-20 ความเขม้ขน้ 0.01 เปอรเ์ซ็นต ์ปริมาตร 3 
มิลลลิติรตอ่รวง (วนัวิสาข ์และคณะ, 2560) โดยชดุควบคมุ 
(negative control) ฉีดหรือพ่นดว้ยนํÊานึÉงฆ่าเชื Êอผสม 
tween-20 ความเขม้ขน้ 0.01 เปอรเ์ซ็นต ์คลมุดว้ยถุง
พลาสตกิใสเพืÉอรกัษาความชืÊนสมัพทัธเ์ป็นเวลา 48 ชัÉวโมง 
เพืÉอชว่ยใหเ้กิดการพฒันาของโรคไดดี้ยิÉงขึ Êน 
 ประเมินปฏิกิรยิาการเกิดโรคหลงัจากปลกูเชื Êอ 7 วนั 
เมืÉอขา้วทีÉปลกูเชื Êอแบคทีเรยีแสดงอาการโรค ประเมินการ
เกิดโรค (disease incidence) และระดบัความรุนแรงของ
โรค (disease severity) ระยะกลา้ถงึแตกกอตามวิธีการ
ของ Yuan (2004) และระยะออกรวง ตามวิธีการของ Karki 
(2010) จากนัÊนทาํการแยกเชื Êอแบคทีเรีย (re-isolation) 
จากใบ กาบใบ และเมลด็ขา้ว ทีÉแสดงอาการโรครวงไหม ้
แลว้นาํมาปลกูเชื Êอซ ํÊาอีกครัÊง (re-inoculation) เพืÉอยืนยนั
ว่าเป็นเชื Êอสาเหตุโรค ตามวิธีการพิสูจนโ์รคของ Koch 
(Koch’s postulate)  

ผลการทดลองและวจิารณ์
1. การสาํรวจโรครวงไหม้ของข้าว
 ผลการสาํรวจแปลงนาขา้ว 38 จงัหวดั ระหว่างปี 
พ.ศ. 2562-2566 รวม 255 แปลง (Table 1) พบขา้วแสดง
อาการคลา้ยโรครวงไหม ้จาํนวน 100 แปลง จาก 27 
จงัหวดั ในระยะแตกกอ ตัÊงทอ้ง และออกรวง โดยพบการ

เกิดโรครอ้ยละ 1-30 ของพื ÊนทีÉแปลง และระดบัความรุนแรง
ตัÊงแตร่ะดบั 1-9 ซึÉงระดบั 9 เป็นระดบัความรุนแรงสงูสดุ
ของโรครวงไหม ้คือ ขา้ว 1 รวง มีเมล็ดแสดงอาการโรค
รวงไหมม้ากกวา่ รอ้ยละ 80 ขึ Êนไป โดยยงัไมพ่บอาการใน
ระยะกลา้ 
 ฤดนูาปี 2565 สาํรวจแปลงศกึษาพนัธุข์า้วนานํÊาฝน
ระหวา่งประเทศ (International Rainfed Lowland Rice 
Observational Nursery-IRLON) ขา้วจากสถาบนัวิจยั
ขา้วระหว่างประเทศ (International Rice Research 
Institute (IRRI)) สาธารณรฐัฟิลิปปินส ์ ทีÉศนูยวิ์จยัขา้ว
อบุลราชธานี และศนูยวิ์จยัขา้วสกลนคร พบอาการโรครวง
ไหมใ้นขา้วพนัธุ ์Entno SV1790 ระยะแตกกอและตัÊงทอ้ง  
พนัธุ ์SV0534 ระยะตัÊงทอ้ง  พนัธุ ์กข59 ระยะแตกกอ และ
กข12 ระยะตัÊงทอ้ง โดยตน้ขา้วแสดงอาการกาบใบเน่าสี
นํÊาตาลเขม้ ใบขา้วปรากฏแผลเนื ÊอเยืÉอตายเป็นสีนํÊาตาล
ขยายยาวจากโคนไปยงัปลายใบ ขอบแผลเป็นคลืÉนและมี
สีนํÊาตาลเขม้หรอืสีนํÊาตาลแดง (Fig. 1A-1B) ซึÉงเป็นครัÊง
แรกทีÉตรวจพบอาการโรครวงไหมที้Éกาบใบและใบขา้วระยะ
แตกกอในประเทศไทย เนืÉองจากทีÉผา่นมาพบโรครวงไหม้
ระยะออกรวง โดยแสดงอาการโรคทีÉเมล็ดและกาบใบ
บรเิวณใกลร้วงขา้วทีÉเป็นโรค (บณุยาพร และศริพิร 2562; 
วนัวิสาข ์และคณะ 2560; ศริพิร 2559; Jungkhun et al., 
2022) 
 ระยะออกรวง พบอาการโรครวงไหมใ้นขา้วหลาก
หลายพนัธุ ์ทัÊงในภาคกลาง ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาค
เหนือ และภาคใต ้รวมทัÊงขา้วพนัธุ ์SV1151 ทีÉนาํเขา้จาก
สถาบนัวิจยัขา้วระหวา่งประเทศ เพืÉอปลกูศกึษาพนัธุใ์นฤดู
นาปี 2565 ทีÉศูนยวิ์จัยขา้วสกลนคร โดยพบขา้วแสดง
อาการเมลด็เน่า เมลด็ดา่ง ปลายเมลด็เปลีÉยนเป็นสีฟาง
ขา้วหรอืสนี ํÊาตาล ตรงกลางเมลด็เป็นสนีํÊาตาลเขม้ตามแนว
ขวาง และบางครัÊงพบขา้วเมลด็ลบี (Fig. 1C) รวมทัÊงพบ
อาการกาบใบธงเน่าเป็นสีนํÊาตาล อาการลกุลามไปตาม
ขอบใบและเสน้กลางใบ (Fig. 1D) คลา้ยกับในระยะ
แตกกอ 
 ระยะออกรวง เป็นระยะทีÉสาํรวจพบโรครวงไหมม้าก
ทีÉสดุ สามารถสงัเกตอาการโรคไดง้่าย เนืÉองจากตน้ขา้ว
แสดงอาการทีÉรวง ซึÉงสว่นมากเมลด็จะลบีและชรูวงขึ Êน ไม่
โนม้รวงเหมือนตน้ขา้วปกติ สว่นระยะแตกกอหรอืตัÊงทอ้ง
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Fig. 1 Symptoms of the bacterial panicle blight disease in the rice fields: A-B = dark brown lesion at the 
booting stage; C = seed discoloration turns straw-color with dark brown or reddish-brown transverse 
on the glumes; and D = symptom on rice leaf sheath at the heading stage 

Fig. 2  Burkholderia glumae and B. gladioli morphological characteristics: A = B. glumae isolate BG22UBN-4.1 
colonies on nutrient agar (NA) at 2 old days; B = clear zone around bacterial colonies of B. glumae 
isolate BG23SSK04-22; C = B. gladioli isolate BG23MDH15-03 on NA medium at 2 old days; and 
D = Gram-negative rod shape of B. glumae isolate BG22UBN-4.1

ตน้ขา้วจะแสดงอาการทีÉใบและกาบใบ หากตน้ขา้วแตก
กอหนาแนน่ก็จะสงัเกตอาการไดย้าก 

2. การแยกเชืÊอแบคทเีรีย Burkholderia glumae และ 
B. gladioli
 ตวัอยา่งขา้วทีÉแสดงอาการคลา้ยโรครวงไหม ้จาํนวน 
663 ตวัอยา่ง เมืÉอนาํมาแยกเชื Êอบนอาหาร NA สามารถ
แยกได้เ ชื ÊอแบคทีเรียบริสุทธิÍ ทีÉ มีลักษณะคล้ายเชื Êอ 
Burkholderia spp. จาํนวน 262 ไอโซเลท คือ โคโลนีสขีาว
เทา กลม นูนเล็กนอ้ย ขอบเรียบ ขนาดเล็ก เสน้ผ่าน
ศนูยก์ลางเฉลีÉย 1.1-2.3 มิลลเิมตร เมืÉอเชื Êออาย ุ48 ชัÉวโมง 
มีเชื Êอ 121 ไอโซเลท สรา้งสาร toxoflavin ซึÉงมีสเีหลอืงใส

บนอาหาร NA (Fig. 2A-2C) ซึÉงสารสเีหลอืงใส เป็นปัจจยั
ทีÉท ําให้เกิดโรค (virulence factor) ของแบคทีเรีย 
Burkholderia spp. สาเหตโุรคพืช อยา่งไรก็ตาม นอกจาก
เชื Êอ B. glumae แล้ว เชื Êอแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 
B. gladioli และ B. plantarii สายพนัธุที์Éก่อโรครุนแรง 
สามารถสรา้งสาร toxoflavin ไดเ้ชน่กนั โดยสงัเกตไดจ้าก
สารสเีหลอืง หรอืสเีขียว บนอาหารเลี Êยงเชื Êอ (Chen et al., 
2012; Jeong et al., 2003; Yuan 2004) ซึÉงใน 121 
ไอโซเลทนีÊ มี 63 ไอโซเลท ทีÉมีวงใส (clear zone) รอบ
โคโลนี (Fig. 2B) เมืÉอศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ
เซลลแ์บคทีเรยีดว้ย 3% KOH และยอ้มสเีซลลแ์บคทีเรยี
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แบบแกรมของตวัแทนเชื Êอแบคทีเรยี 16 ไอโซเลท พบวา่ 
เป็นแบคทีเรยีแกรมลบ และยอ้มติดสีแดงของ safranin-o 
(Fig. 2D) ซึÉงเป็นคณุสมบตัิของแบคทีเรยีแกรมลบ หาก
เป็นแบคทีเรยีแกรมบวกจะยอ้มตดิสมีว่งของ crystal violet   

3. การตรวจสอบเชืÊอแบคทเีรียดว้ยวธีิพซีอีาร ์
 นาํเชื ÊอแบคทีเรียบริสทุธิÍ 262 ไอโซเลท จาก 100 
แปลง มาตรวจสอบในปฏิกิริยาพีซีอารโ์ดยใชไ้พรเมอร ์
GL-13f และ GL-14r ทีÉจาํเพาะตอ่บรเิวณ 16S-23S rDNA 
ITS ของเชื Êอ B. glumae พบว่า เชื Êอแบคทีเรีย 118 
ไอโซเลท ทีÉสรา้งสาร toxoflavin ปรากฏเป็นสเีหลอืงใสบน
อาหาร สามารถเพิÉมปริมาณชิÊนส่วนดีเอ็นเอทีÉมีขนาด 
395 bp (Fig. 3A) สอดคลอ้งกบัการศกึษาของ Takeuchi 
และคณะ (1997) โดยเป็นเชื ÊอทีÉแยกจากระยะแตกกอ 
ตัÊงทอ้ง และออกรวง ในขา้วพนัธุ ์กข12 กข15 กข29 กข41 
กข43 กข47 กข59 กข62 กข79 กข85 กข95 ขาวดอกมะล ิ
105 ชยันาท 1 ไทชงุเนทีฟ 1 ปทมุธานี 1 นา่น 59 จสัมิน 
หอมพวง และขา้วไมท่ราบชืÉอพนัธุ ์จากแปลงนาเกษตรกร
จงัหวดันครปฐม ชยันาท นครราชสมีา รอ้ยเอด็ ศรสีะเกษ 
อบุลราชธานี กาฬสนิธุ ์ยโสธร บรุรีมัย ์สรุนิทร ์เลย พทัลงุ 
พงังา สรุาษฎรธ์านี และนครศรธีรรมราช รวมทัÊงตรวจพบ
เชื Êอ B. glumae ในขา้วทีÉนาํเขา้จากสถาบันวิจัยขา้ว
ระหว่างประเทศ สาธารณรัฐฟิลิปปินส  ์ คือ ข้าวพันธุ ์
SV0534 SV1151 และ SV1790 ซึÉงนาํเขา้มาเพืÉอปลกู
ศกึษาพนัธุที์Éศนูยวิ์จยัขา้วอบุลราชธานี และศนูยวิ์จยัขา้ว
สกลนคร รวม 38 แปลง (Table 1) 
 การตรวจดว้ยไพรเมอร ์GLA-f และ GLA-r ทีÉจาํเพาะ
ตอ่บรเิวณ 16S-23S rDNA ITS ของเชื Êอ B. gladioli พบ

เชื Êอแบคทีเรยี 3 ไอโซเลท สรา้งสาร toxoflavin แตไ่มมี่วง
ใสรอบโคโลนี สามารถเพิÉมปริมาณชิÊนส่วนดีเอ็นเอทีÉมี
ขนาด 300 bp (Fig. 3B) สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ 
Furuya และคณะ (2002) โดยเป็นตวัอยา่งขา้วระยะออก
รวงจากแปลงนาเกษตรกรจังหวัดมุกดาหาร  และ
มหาสารคาม รวม 3 แปลง (Table 1)
 สาํหรบัเมลด็พนัธุข์า้วทีÉนาํเขา้จากประเทศฟิลปิปินส ์
เพืÉอการศกึษาวิจยันัÊน จะมีการสุม่ตวัอย่างเมลด็พนัธุ ์ณ 
จดุนาํเขา้ หรอืกลุม่วิจยัการกกักนัพืช กรมวิชาการเกษตร 
เพืÉอนาํมาตรวจสอบในหอ้งปฏิบตักิารตามชนิดของศตัรูพืช 
ซึÉงการตรวจสอบเชื Êอแบคทีเรยีจะดาํเนินการโดย (1) สุม่
แยกเชื Êอจากเมลด็ขา้วโดยตรง แลว้นาํเชื ÊอแบคทีเรยีบรสิทุธิÍ

ไปจาํแนกชนิดต่อไป และ (2) ปลกูขา้วระยะกลา้ หาก
สงัเกตพบอาการผิดปกติบนใบขา้ว จะเก็บใบขา้วไปแยก
ให้ได้เชื ÊอบริสุทธิÍแล้วตรวจสอบกลับด้วยวิธี Koch’s 
postulates หากพบวา่เป็นเชื Êอสาเหตโุรคจะนาํไปจาํแนก
ชนิดตอ่ไป (ณฏัฐพร และคณะ, 2559) อยา่งไรก็ตาม แม้
จะมีการตรวจสอบเมล็ดพันธุ์ข้าวทีÉนาํเข้าโดยการสุ่ม
ตวัอยา่งตรวจตามระบบมาตรฐาน แตไ่มใ่ชท่กุเมลด็จะได้
รบัการตรวจสอบ ดงันัÊน จงึมีโอกาสทีÉจะมีเมลด็พนัธุข์า้วทีÉ
ตดิเชื Êอแบคทีเรยีสาเหตโุรครวงไหมเ้ขา้มา (ณฏัฐพร และ
คณะ, 2557) 
 เมืÉอมีการตรวจพบเชื Êอ B. glumae ในแปลงศกึษา
พันธุ์ขา้วต่างประเทศทีÉศูนยวิ์จัยขา้วอุบลราชธานีและ
สกลนคร เพืÉอดาํเนินมาตรการฉกุเฉินในการป้องกนัการ
แพรก่ระจายของเชื Êอสายพนัธุจ์ากตา่งประเทศ ไดร้ายงาน
ผลการตรวจวินิจฉัยใหก้ับผูร้บัผิดชอบแปลงศึกษาพนัธุ์
ขา้วตา่งประเทศทัÊง 2 แหง่ รวมถงึแปลงศกึษาพนัธุข์า้วตา่ง

Fig. 3  Agarose gel electrophoresis of PCR amplified products using the primers GL-13f/GL-14r for detection 
of Burkholderia glumae (395 bp) (A) and primers GLA-f/GLA-r for detection of B. gladioli (300 bp) 
(B) that negative control as Xoo = Xanthomonas oryzae pv. oryzae BB2022UBN-22, Xoc = X. oryzae 
pv. oryzicola BLS2018-1, and distilled water (dH

2
O)  
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ประเทศศนูยวิ์จยัขา้วหนองคาย ซึÉงนาํเขา้เมล็ดพนัธุข์า้ว
ชดุเดียวกนั และกรมวิชาการเกษตร ซึÉงไดด้าํเนินการกาํจดั
ขา้วทัÊงหมดในแปลงศกึษาพนัธุข์า้วตา่งประเทศทัÊง 3 แหง่ 
เป็นทีÉเรยีบรอ้ยแลว้

4. การจาํแนกชนิดแบคทเีรียสาเหตุโรครวงไหม้
 4.1 คุณสมบตัิทางชีวเคมี การทดสอบการสรา้ง
เอนไซม์ออกซิ เดส  ด้วยแผ่นตรวจสอบสํา เร็จ รูป 
Microbiology Bactident® Oxidase (Merck, Germany) 
พบว่า แบคทีเรียทัÊง 16 ไอโซเลท สามารถสรา้งเอนไซม์
ออกซิเดส ใหผ้ลบวกต่อการทดสอบดว้ยแผ่นตรวจสอบ
สาํเรจ็รูป เมืÉอทดสอบคณุสมบตัิทางชีวเคมีดว้ยชดุตรวจ
สาํเรจ็รูป API® 20 NE (BioMérieux, France) ใหผ้ลการ
จาํแนกเชื Êอแบคทีเรยี 16 ไอโซเลท สอดคลอ้งกบัคณุสมบตัิ
ของเชื Êอ Burkhoderia spp. (Table 2)
 4.2 วเิคราะหล์าํดบันวิคลโีอไทดบ์รเิวณ 16S-23S 
rDNA ITS ผลการวิเคราะหแ์ผนภูมิความสมัพันธท์าง
สายวิวัฒนาการ โดยใช้ล ําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 
16S-23S rDNA ITS ของตวัแทนเชื Êอแบคทีเรยี 6 ไอโซเลท 
ไดแ้ก่ BG19NPT-01, BG19NPT-03, BG19NPT-05, 
BG19NPT-07, BG19NPT-11 และ BG19CNT-11.3 

จาํแนกเป็นเชื Êอ B. glumae (Fig. 4) สอดคลอ้งกบัผลการ
ตรวจสอบดว้ยวิธีพีซีอาร ์ โดยจดักลุม่อยู่กบั B. glumae 
MAFF301169 ซึÉงเป็น type strain และ B. glumae 
1BGRE5-1 ไอโซเลททีÉแยกจากจงัหวดัรอ้ยเอด็ ซึÉงรายงาน
ไวก่้อนหนา้นี Ê (วนัวิสาข ์และคณะ, 2560) มีคา่ %identity 
99.97-100% แยกกลุม่ออกจากเชื Êอ Burkholderia อืÉนๆ 
อยา่งชดัเจน
 4.3 วธีิวเิคราะหล์าํดบันวิคลโีอไทดท์ัÊงจีโนม (whole-
genome sequencing) วิเคราะหล์าํดบันิวคลีโอไทดท์ัÊง
จีโนมของตวัแทนเชื ÊอแบคทีเรียทีÉแยกไดจ้ากขา้วในภาค
กลาง ภาคใต ้และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ คือ ไอโซเลท 
BG19NPT-03, BG22PNA-49 และ BG23SSK04-20 ตาม
ลาํดบั พบว่า เชื Êอแบคทีเรีย 3 ไอโซเลท มีค่า average 
nucleotide identity (ANI) ตรงกบัเชื Êอ B. glumae รอ้ยละ 
99.87 99.94 และ 99.66 ตามลาํดบั (Table 3) ซึÉงคา่ ANI 
เป็นหนึÉงในค่ามาตรฐานทีÉใช้จาํแนกชนิด (species) 
แบคทีเรีย โดยกาํหนดใหแ้บคทีเรียทีÉมีค่า ANI ตัÊงแต่
รอ้ยละ 94 ขึ Êนไป เป็นแบคทีเรยีชนิดเดียวกนั นอกจากนีÊ 
ยงัมีค่า GC content 68.19, 68.14 และ 68.37 mol% 
ใกลเ้คียงกบัคา่ GC content ของ B. glumae สายพนัธุ ์

Fig. 4  Phylogenetic analysis of Burkholderia spp. 13 strains/isolates and Ralstonia solanacearum (out-group) 
(*T = type strains of species) was inferred using the neighbor-joining method based on the alignment 
of a total of 415 positions in the final dataset of the 16S-23S internal transcribed spacer region. The 
numbers above lines represent bootstrap values from 1,000 replicates with MEGA 11 software.
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LMG 2196 ซึÉงเป็น type strain คือ 68.20 mol% ดงันัÊน 
จงึจาํแนกแบคทีเรยีทัÊง 3 ไอโซเลท เป็นเชื Êอ B. glumae
 สาํหรบัเชื Êอไอโซเลท BG19NPT-03 จากจังหวัด
นครปฐม และ BG23SSK04-20 จากจงัหวดัศรสีะเกษ มี
ลาํดับนิวคลีโอไทดเ์หมือนเชื Êอ B. glumae สายพันธุ ์
BD 21g สาเหตโุรคขา้วในประเทศบงัคลาเทศ มากทีÉสดุ 
มีคา่ ANI รอ้ยละ 99.87 และ 99.66 ตามลาํดบั รองลงมา 
คือ B. glumae 60BGCRMSO31-5 สาเหตโุรครวงไหม้
ของขา้วในจงัหวดัเชียงราย ประเทศไทย มีคา่ ANI รอ้ยละ 
99.86 และ 99.52 ตามลาํดับ ในขณะทีÉเชื Êอไอโซเลท 
BG22PNA-49 จากจังหวดัพงังา มีลาํดบันิวคลีโอไทด์
เหมือนเชื Êอ B. glumae สายพนัธุ ์957856-41-c สาเหตโุรค
ข้าวในรัฐลุยเซียนา สหรัฐอเมริกา และ B. glumae 
60BGCRMSO3-9 สาเหตโุรครวงไหมข้องขา้วในจงัหวดั
เชียงราย ประเทศไทย มีคา่ ANI รอ้ยละ 99.94 (Table 4)

5. การทดสอบความสามารถในการก่อโรค
 ระยะกลา้และแตกกอ หลงัปลกูเชื Êอ 3 วนั ตน้ขา้วเริÉม
แสดงอาการกาบใบเนา่เป็นสนีํÊาตาลหรอืสเีทา ขอบแผลสี
นํÊาตาลเขม้ (Fig. 5A-5B) แผลขยายไปทีÉใบ และพบอาการ
เนา่เป็นสีนํÊาตาลทีÉเสน้กลางใบ (Fig. 5C) หลงัปลกูเชื Êอ 7 
วนั ตน้ขา้วแสดงอาการเนื ÊอเยืÉอตายเป็นสนีํÊาตาลทีÉบรเิวณ

ใบและขอบใบ โดยมีขอบแผลเป็นคลืÉนและมีสนี ํÊาตาลเขม้
หรอืสีนํÊาตาลแดง (Fig. 5D) โดยไอโซเลททีÉแสดงอาการ
รุนแรงมาก คือ ไอโซเลท BG19NPT-11 แยกไดจ้ากเมลด็
ขา้วพนัธุ ์กข41 จงัหวดันครปฐม ไอโซเลท BG22UBN4.1 
แยกจากขา้วพนัธุ ์กข59 จงัหวดัอบุลราชธานี และไอโซเลท  
BG22NPA-49 แยกไดจ้ากขา้วพนัธุข์าวดอกมะลิ 105 
จงัหวดัพงังา แผลขยายอยา่งรวดเรว็จนทาํใหย้อดขา้วเนา่
ตาย หรอืแผลขยายตามความยาวลาํตน้จากกาบใบขึ Êนไป
ยงัใบขา้วจนสดุปลายใบ 
 ระยะออกดอก หลงัปลกูเชื Êอ 3 วนั กลีบดอกเปลีÉยน
เป็นสีฟางขา้ว ลบีและดา่งเป็นแถบสนีํÊาตาลตามแนวขวาง
ของกลบีดอก โดยกลีบดอกทีÉปลายรวงจะเริÉมแสดงอาการ
ก่อน (Fig. 5E) และหลงัปลกูเชื Êอ 7 วนั พบวา่ เมลด็ขา้ว
แสดงอาการโรครวงไหมท้ัÊงรวง (Fig. 5F) นอกจากนีÊ ยงัพบ
อาการกาบใบและใบเป็นแผลเนื ÊอเยืÉอตายสีนํÊาตาล ขอบ
แผลสีนํÊาตาลเขม้ ในขณะทีÉตน้ทีÉพ่นดว้ยนํÊานึÉงฆ่าเชื Êอไม่
แสดงอาการทัÊงในระยะกล้า แตกกอ และออกดอก 
(Fig. 5G) เมืÉอทาํการแยกเชื Êอจากตน้ทีÉแสดงอาการ พบ
ลกัษณะโคโลนีเหมือนกบัทีÉแยกไดจ้ากตวัอย่างทีÉเก็บมา
จากแปลงนา (Fig. 2) และเมืÉอปลกูเชื Êอซ ํÊาอีกครัÊง ขา้วแสดง
อาการเชน่เดียวกบัทีÉปลกูเชื ÊอในครัÊงแรก จงึพิสจูนไ์ดว้า่เชื Êอ

Table 3  Genome features and statistics of the sequenced and assembled Burkholderia glumae               
genomes

      Feature BG19NPT-03 BG22PNA-49 BG23SSK04-20

No. of contigs 279 284 180
Total contig bases 6,712,253 6,772,404 6,556,713
N50 (bp) 50,347 46,041 74,821
GC content (mol%) 68.19 68.14 68.37
Estimated genome size  6,654,625 7,237,816 6,343,151
Gene 5,902 5,868 5,712
CDS 5,830 5,791 5,634
No. of tRNA 67 71 73
No. of rRNA 4 5 4
No. of tmRNA 1 1 1
Average nucleotide identity (ANI) (%) 99.87 99.94 99.66

N50: A N50 means that half of all bases reside in a contig of this size or longer
ANI: % of relatedness at whole-genome level 
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Fig. 5  Systemic symptoms of bacterial panicle blight disease on rice KDML105 after artificial inoculation 
with Burkholderia glumae: A = systemic symptoms in seedling stage, brown lesion on rice leaf sheaths 
and blades; B = symptoms in tillering stage, brown or grey rot with a dark brown margin on rice leaf 
sheaths; C = initial infection on rice midrib; D = necrotic symptom with a dark brown margin on a 
rice blade; E-F = symptoms in flowering stage, unfilled grains, grain discoloration with transverse 
brown rot of lemma and palea; and G = no symptom on negative control

แบคทีเรยีทีÉตรวจพบนีÊเป็นเชื Êอสาเหตโุรครวงไหมข้องขา้ว 

สรุปผลการทดลอง
 ผลจากการสาํรวจแปลงนาขา้ว ตัÊงแต่ระยะกลา้
จนถึงออกรวง ในภาคกลาง ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
ภาคเหนือ และภาคใต ้ รวม 255 แปลง ใน 38 จงัหวดั 
ระหวา่งปี พ.ศ. 2562-2566 พบตน้ขา้วแสดงอาการคลา้ย
โรครวงไหมใ้นระยะแตกกอ ระยะตัÊงทอ้ง และระยะออก
รวง รวม 663 ตวัอยา่ง จาก 27 แปลง นาํมาแยกไดเ้ชื Êอ
แบคทีเรยีบรสิทุธิÍทีÉมีลกัษณะสณัฐานของโคโลนีบนอาหาร 
NA คลา้ยเชื Êอแบคทีเรยี Burkholderia spp. 
 การตรวจสอบเชื Êอดว้ยวิธีพีซีอารโ์ดยใชไ้พรเมอรที์É
จาํเพาะต่อบริเวณ 16S-23S rDNA ITS ตรวจพบเชื Êอ 
B. glumae จาํนวน 118 ไอโซเลท แยกไดจ้ากขา้วพนัธุ์
ตา่งๆ ในระยะแตกกอ ตัÊงทอ้ง และออกรวง จากภาคกลาง 
ใต ้และตะวนัออกเฉียงเหนือ ตรวจพบเชื Êอ B. gladioli 
จาํนวน 3 ไอโซเลท ในขา้วกํÉา (พนัธุพื์ Êนเมือง) จาํนวน 2 
แปลงสาํรวจ ในจงัหวดัมกุดาหาร และขา้วไมท่ราบชืÉอพนัธุ ์
จาํนวน 1 แปลงสาํรวจ ในจังหวดัมหาสารคาม ดว้ยวิธี
พีซีอาร ์และผลการทดสอบคณุสมบตัทิางชีวเคมีสอดคลอ้ง
กบัคณุสมบตัขิองเชื Êอ B. gladioli
 ผลการตรวจสอบเชื Êอแบคทีเรยี B. glumae ดว้ยวิธี
พีซีอารย์ังสอดคลอ้งกับผลการทดสอบคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีของตวัแทนเชื Êอ 16 ไอโซเลท ผลการวิเคราะหล์าํดบั

นิวคลโีอไทดบ์รเิวณ 16S-23S rDNA ITS ของตวัแทนเชื Êอ 
6 ไอโซเลท และยืนยนัผลการจาํแนกชนิดแบคทีเรยีดว้ย
การวิเคราะหล์าํดบันิวคลีโอไทดท์ัÊงจีโนมของตวัแทนเชื Êอ
แบคทีเรยี 3 ไอโซเลท คือ BG19NPT-03, BG22PNA-49 
และ BG23SSK04-20 มีลาํดบันิวคลีโอไทดท์ัÊงจีโนมตรง
กบัเชื Êอ B. glumae รอ้ยละ 99.87 99.94 และ 99.66 ตาม
ลาํดบั 
 ผลการพิสูจนก์ารเป็นเชื Êอสาเหตุโรคโดยปลูกเชื Êอ
แบคทีเรยี B. glumae บนขา้วพนัธุข์าวดอกมะล ิ105 ระยะ
กลา้ แตกกอ และออกดอก พบว่า ขา้วแสดงอาการของ
โรครวงไหม ้ คือ กาบใบเน่าเป็นสีนํÊาตาลหรือสีเทา ขอบ
แผลสนีํÊาตาลเขม้ แผลขยายไปทีÉใบ เกิดอาการเนื ÊอเยืÉอตาย
เป็นสีนํÊาตาลทีÉบรเิวณใบและขอบใบ โดยมีขอบแผลเป็น
คลืÉนและมีสนี ํÊาตาลเขม้หรอืสนี ํÊาตาลแดง ขยายตามความ
ยาวใบ กลีบดอกเปลีÉยนเป็นสีฟางขา้วหรือสีนํÊาตาล ลีบ 
และด่างเป็นแถบสีนํÊาตาลตามแนวขวางของกลีบดอก 
คลา้ยกบัอาการทีÉพบในสภาพธรรมชาต ิจงึพิสจูนไ์ดว้า่เชื Êอ
แบคทีเรยีดงักลา่วเป็นเชื Êอสาเหตโุรครวงไหม ้
 การสาํรวจโรคครัÊงนี Êเป็นขอ้มลูสาํคญัในการวางแผน
จดัการโรครวงไหมอ้ย่างมีประสิทธิภาพ เพืÉอป้องกนัผล 
กระทบทีÉรุนแรงจากการระบาดของโรคนีÊในอนาคต ซึÉง
ปัจจบุนัในประเทศไทยยงัไมมี่สารเคมีปอ้งกนักาํจดัโรคทีÉ
ขึ Êนทะเบียนใชก้ับโรครวงไหม  ้ดังนัÊน ควรมีการศึกษา
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แนวทางในการป้องกันกาํจดัโรคอย่างบูรณาการ ทัÊงใน
ระยะเรง่ดว่น โดยการใชส้ารเคมีปอ้งกนักาํจดัโรค ในระยะ
กลางหรือสาํหรับนาข้าวอินทรีย์ โดยการใช้จุลินทรีย์
ปฏิปักษ ์และในระยะยาว ซึÉงเป็นการจดัการโรคอยา่งยัÉงยืน
ดว้ยการปรบัปรุงพนัธุข์า้วตา้นทานโรครวงไหม ้ รวมทัÊง
ศกึษาวิธีการเตรยีมเมลด็พนัธุอ์ยา่งเหมาะสม เชน่ การแช่
เมลด็ดว้ยนํÊารอ้น สารเคมี หรอืจลุนิทรยีป์ฏิปักษ ์ เป็นตน้ 
เพืÉอช่วยลดการแพร่ระบาดของโรครวงไหมที้Éติดมากับ
เมลด็พนัธุ์

คาํขอบคุณ
 งานวิจัยนี Êได้รับการสนับสนุนงบประมาณจาก
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