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บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวธิีการ 
 
วัสดุและอุปกรณ 
 
1. อุปกรณเครื่องแกว ไดแก จานเลี้ยงเชื้อ ฟลาสก บีกเกอร กระบอกตวง หลอดเลี้ยงเชือ้   
 และเครื่องแกวอื่น ๆ 
2. อุปกรณในการแยกเชื้อ  ไดแก เข็มเขี่ย ลูป มีดผาตัด ตะเกียงแอลกอฮอล แทงแกว 
3. เครื่องชั่งไฟฟาอยางละเอียด (analytical balance) 
4. เครื่องเขยา (shaker) 
5. เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง (pH meter) 
6. หมอนึง่ความดัน (autoclave) 
7. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) 
8. ตูบมเชื้อ (incubator) 
9. ตูยายเชื้อ (laminar air flow cabinet) 
10. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) 
11. ตูเย็น 
12. ไมโครเวฟ 
13. ไมโครปเปต (micropipette) 
14. กลองจุลทรรศน (compound microscope) 
15. กลองถายรูป 
16. อุปกรณการเกษตร ไดแก กระถางตนไม ขนาดเสนผานศนูยกลาง 12 เซนติเมตร  
เมล็ดมะเขือเทศพนัธุ สีดาทิพย 3  ดินลําดวน  ปุยคอก  ปายพลาสตกิ 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อและจําแนกชนิดของแบคทีเรีย 
1. Potato semi-synthetic agar (PSA) 
2. Nutrient agar (NA) 
3. Tetra Zolium Chloride (TZC) 
4. King et al.’s medium B agar (KB) 
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5. Yeast extract-dextrose-CaCO3 (YDC) 
6. D1M agar 
7. Nutrient glucose agar (NGA) 
8. Modified yeast salts broth (YS broth) 
9. Nutrient broth yeast extract agar (NBY) 
10. Nutrient broth (NB) 
11. Hugh and Leifson’s medium (H-L medium) 
12. Liquid 523 medium 
 
สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
1. Beef extract 
2. Peptone 
3. Yeast extract 
4. Cellobiose 
5. Dextrose 
6. Glucose 
7. Gycerol 
8. CaCO3 
9. KH2PO4 
10. K2HPO4 
11. MgSO4.7H2O 
12. NaCl 
13. Na2HPO4 
14. NH4Cl 
15. NH4H2PO4 
16. Bromthymol blue (1% aq. solution) 
17. Cresol red 
18. Malachite green 
19. Clorox 10% 
20. Ethyl alcohol 70% และ 95% 
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วิธีการวิจัย 
  
1. เชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศที่เกิดจากแบคทีเรีย 
   1.1 การสํารวจและเก็บตัวอยางโรคเหี่ยวของพืชตาง ๆ ทีเ่กิดจากแบคทีเรยี 
          ทําการสํารวจและเกบ็ตัวอยางโรคเหี่ยวที่เกิดจากแบคทีเรียในพืน้ที่ปลูกตาง ๆ   ของประเทศ 
ไทย จํานวน 38 แปลงปลูกทัว่ประเทศไทย ไดแก จังหวัดเชียงใหม เชียงราย สกลนคร อุบลราชธานี 
กาญจนบุรี สุราษฎรธาน ีนครศรีธรรมราช ภูเก็ต ตรัง พัทลงุ และสงขลา ระหวางเดือนพฤศจกิายน 
2543-กันยายน 2544 และไดรับความอนุเคราะหจากศูนยอารักขาพืช มูลนิธิโครงการหลวง จงัหวดั 
เชียงใหม สงตัวอยางโรคเหีย่วมาใชในการทดลองครั้งนี ้ ตัวอยางโรคที่เก็บมาไดจากพืชอาศัย 17 
ชนิด ไดแก มะเขือเทศ มะเขือเปราะ มะเขือยาว พริกขี้หนูสวน พริกชี้ฟา พริกยกัษ ถั่วลิสง มนัฝร่ัง 
มันเทศ แมงลัก ดาวกระจาย ปทุมมา  ยาสูบ โหระพา  งา หนาววั และขิง  จากนั้นทดสอบวาเกิด 
จากแบคทีเรียหรือไม โดยการตัดสวนของโคนตนและแชในน้าํสะอาด หากตวัอยางโรคเหี่ยวนั้น เกดิ
จากเชื้อแบคทเีรีย จะปรากฎกลุมแบคทีเรียเคลื่อนที่เปนสายในน้ําทีแ่ชนั้นในเวลา 1–5 นาท ี บันทกึ
ขอมูลตาง ๆ และนําไปแยกเชื้อบริสุทธิ ์

1.2 การแยกเชื้อบริสุทธิ์   
      นําตัวอยางพืชจากขอ 1.1 ลางน้ําใหสะอาด ตัดใหเปนชิ้นยาวประมาณ 1 เซนติเมตร แชใน 

clorox 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 10 นาที ลางในน้ํากลัน่ และแชในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ ไดสาร 
แขวนลอยแบคทีเรีย นําไปสตรีคบนอาหาร nutrient agar (NA) บมเลี้ยงที่อุณหภมูิ 28 ± 1 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 3 วัน เลอืกเก็บโคโลนีเดี่ยวๆ ทีม่ีลักษณะคอนขางกลม ขนาดเสนผาน ศูนยกลาง 
1 มิลลิเมตร ผิวหนาโคงนนู ขอบเรียบ  โดยใน 1 ตัวอยางพืชจะเลือก เก็บโคโลนีเดีย่ว ๆ 4-5 โคโลนี  

1.3 การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค  
            การเตรียมพืช เตรยีมตนมะเขือเทศพนัธุสีดาทพิย 3  อายุ 25 วนั ปลูกในกระถางพลาสติก  
ที่มีเสนผานศนูยกลาง 12 เซนติเมตร จาํนวน 1,854 ตน  ภายในเรือนกระจก  
            การเตรียมเชื้อ เตรียมสารแขวนลอยแบคทีเรียของเชื้ออาย ุ 24 ชั่วโมง จากขอ 1.2 โดยใช 
เชื้อ 2 ลูปตอน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อ 3 มิลลิลิตร ปรับใหมีความเขมขนของเชื้อประมาณ 108 หนวยโคโลนี 
/ มิลลิลิตร ที่ 0.5 McFarland 
            การปลูกเชื้อ  ทําการปลูกเชื้อโดยการตัดใบ โดยนาํกรรไกรจุมในสารแขวนลอยแบคทีเรีย 
แลวตัดใบเริ่มจากใบที่ 3 นับจากยอดลงมา ตนละ 4 ใบ ทําการทดลองไอโซเลทละ 3 ตน (3 ซ้ํา) 
สวนชุดควบคมุ ใชน้าํกลัน่นึง่ฆาเชื้อแทนสารแขวนลอยแบคทีเรีย 
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            การตรวจผล  บันทกึอาการเหี่ยว หรือตนตาย เปนเวลา  3-15 วัน และคัดเลือกเชื้อทีท่ําให 
เกิดโรคเพื่อศึกษาตอไป 
 
2. การจําแนกชนิดของเชือ้แบคทีเรีย 

เชื้อที่ไดจากการทดสอบความสามารถในการทาํใหเกิดโรคเหี่ยว  นํามาศึกษาลักษณะทาง 
สัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมี การเจริญในอาหารธรรมดา และอาหารจําเพาะ โดยศึกษาตั้ง 
แตระดับสกุล (genus) และชนิด (species) ของเชื้อ โดยใชรูปแบบการจําแนกชนดิของแบคทีเรีย 
สาเหตุโรคพืชของ Schaad และคณะ (2001)  
   2.1 การจาํแนกชนิดของเชื้อในระดบัสกลุ (genus) 
            เตรียมน้ําเชื้อที่เปนสารแขวนลอย จากเชื้ออายุ 24 ชั่วโมง ที่เจริญในอาหาร PSA slant โดย 
ใชเชื้อ 2 ลูป ในน้าํกลัน่ 3 มิลลิลิตร ปรับใหมีความเขมขนประมาณ 108 หนวยโคโลนี ตอมิลลิลิตร  
ที่ 0.5 McFarland เขยาใหเขากัน แลวใชลูปแตะมา 1 ลูป ทําการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งมี 
รายละเอียดในภาคผนวกที่ 1 ตามขั้นตอนและวิธีการดังนี ้
       2.1.1 ปฎิกิรยิาแกรม (Gram reaction) 
                อาหารที่ใชทดสอบ : NA (slant) 
                  วิธีการ  : สตรีค จากนั้นบมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 18-24 ชั่วโมง เมื่อ 
ครบกําหนด หยด 3% KOH บนสไลด 1 หยด แลวเขี่ยเชื้อมาแตะบนหยด KOH จากนั้นคนให เขา
กัน   ยกลูปข้ึนมาตรง ๆ หากเชื้อเหนียวติดลูปข้ึนมา อานผลวาเปนบวก แสดงวา แบคทีเรียเปน 
Gram negative หากไมเหนียวติดลูปข้ึนมา อานผลเปนลบ แสดงวา แบคทีเรียเปน Gram positive   
       2.1.2 การเจริญแบบตองการและไมตองการออกซิเจน (grows anaerobically,  
              aerobically) 
              อาหารที่ใชทดสอบ   : H-L medium จํานวน 2 หลอด 
                 วิธีการ      : ใชเข็มเขี่ยเชื้อปลายตรงที่มีเชื้อ แทงลงไปตรง ๆ ในหลอดอาหาร 
ประมาณครึ่งหลอด  ของอาหารทั้ง 2 หลอด เทปดทับดวย parafin oil ใหมีความสูงประมาณ 1 
เซนติเมตร 1 หลอด สวนอีก 1 หลอดไมเท parafin oil ปดทับ นําไปบมทันทีที่อุณหภูมิหอง สังเกต 
การเปลี่ยนและไมเปลี่ยนสีของอาหารทั้ง 2 หลอด ในวันที่ 1, 3, 5 และ 7 หลังจากการทดสอบ หาก 
หลอดที่ไมมี parafin oil เปลี่ยนสี แสดงวาเชื้อตองการออกซิเจน แตหากเปลี่ยนสีทั้ง  2 หลอดแสดง 
วาใชหรือไมใชออกซิเจนก็ได 
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 2.1.3 โคโลนสีีเหลืองบนอาหาร YDC (yellow colonies on YDC) 
                  อาหารที่ใชทดสอบ   : YDC (plate) 
                  วิธีการ      : สตรีค จากนั้นบมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3-5 วัน ตรวจผล 
โดยการดูสีของโคโลนี พรอมทั้งลักษณะตาง ๆ ซึ่งไดแก รูปราง ขนาด ความโคงนูนของผิวหนา ขอบ
และความขุนใสของโคโลนี 
        2.1.4 โคโลนีมลีักษณะ mucoid บนอาหาร YDC ที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส        
                (colonies mucoid on YDC at 30OC) 
              อาหารที่ใชทดสอบ  : YDC (plate) 
                 วิธีการ   : สตรีค จากนั้นบมเลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
3-5 วัน ตรวจผลโดยการดูลักษณะผิวหนาของโคโลนี การโคงนูน เมือกและเปนมัน 
          2.1.5 การสรางสารเรืองแสงในอาหาร KB (fluorescent pigment on KB) 
              อาหารที่ใชทดสอบ   : KB (King et al.’s medium B agar plate) 
                 วิธีการ   : สตรีค จากนั้นบมเลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสเปนเวลา 
2 วัน ตรวจผลโดยการนําจานเลี้ยงเชื้อไปสองใตหลอดไฟ ซึ่งมีคลื่นแสงยาว 360-366 nm (black 
light) โดยสังเกตสารเรืองแสงสีเขียว (fluorescin) ในอาหารที่ใชในการทดสอบ 
          2.1.6 การแพรของสารไมเรืองแสงในอาหาร KB (diffusible non-fluorescent pigment     
                on KB) 
                  อาหารที่ใชทดสอบ : KB (King et al.’s medium B agar plate) 
                  วิธีการ   : สตรีค จากนั้นบมเลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
2 วัน ตรวจผลโดยการนําจานเลี้ยงเชื้อไปสองใตแสงไฟธรรมดา สังเกตการสรางสารสีน้ําตาลออน 
ในอาหารที่ใชในการทดสอบ 
        2.1.7 การสรางเอนไซม urease (urease production) 
               อาหารที่ใชทดสอบ   : YS broth (control) และ YS broth+urea (tube) 
                   วิธีการ    : แทงตรงๆ ทั้ง 2 หลอด บมเลี้ยงบนเครื่องเขยาเปนเวลา 2-3 วัน 
ตรวจผลโดยการดูการเปลี่ยนสีของอาหาร หากเชื้อสามารถสรางเอนไซม urease ไดอาหารจะ 
เปลี่ยนเปนสีมวงแดง 
        2.1.8 การสรางเอนไซม oxidase (oxidase production) 
               อาหารที่ใชทดสอบ  : NGA (plate) 
                  วิธีการ          : สตรีค จากนั้นบมไวที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส  ตรวจผลภาย 
ใน 24 ชั่วโมง โดยใชไมจิ้มฟนตักเชื้อปริมาณเล็กนอยแตะบนกระดาษกรอง จากนั้นหยดสาร 1% 
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(w/v) tetramethyl-p-p-phenylenediamine dihydrochloride solution สังเกตการเปลี่ยนเปนสี 
มวงของเชื้อ โดยหากเชื้อเปลี่ยนเปนสีมวงภายใน 10-60 วินาที อานผลเปนบวก ถาเปลี่ยนหลัง 60 
วินาที อานผลเปนลบ 
        2.1.9 การเจริญที่อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซียส (grows at 40 0C) 
                   อาหารที่ใชทดสอบ   : NBY (broth) จํานวน 2 หลอดตอเชื้อ 
                   วิธีการ        : เลี้ยงเชื้อใน NBY เหลว เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง บนเครื่องเขยา 
ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นดูดเชื้อที่เจริญในอาหาร NBY นั้นจํานวน 20 ไมโครลิตรใสใน NBY หลอด
ใหม และบมเลี้ยงในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส พรอมกับเขยาเพื่อใหเชื้อ ในหลอด
ไดรับความรอนอยางสม่ําเสมอทั่วหลอด  ตรวจดูความขุนของอาหารหลังจากเลี้ยงไว เปนเวลา 15 
และ 24 ชั่วโมง 
        2.1.10 การม ีflagella มากกวา 4 เสน (more than four peritrichous flagella) 
                อาหารที่ใชทดสอบ  : semi-solid NA (slant) 
                    วิธีการ 1    : การตรวจสอบโดยวิธี wet mount staining  
                                                 แทงตรง ๆ บนผิว หนาของอาหาร บมเลี้ยงไว 16-18 ชั่วโมง จาก 
นั้นหยด น้ํา 1 หยดเล็ก ๆ บนสไลด คอย ๆ เขี่ยเชื้อ มาแตะที่ขอบหยดน้ําเบา ๆ ไมกวนหรือ smear 
ปดดวยกระจกปดสไลดเบาๆ  จากนั้นหยดสียอม flagella ที่ขอบกระจกปดสไลด ทิ้งไว 5 นาที 
ตรวจและนับ flagella  ภายใตกลองจุลทรรศนชนิด compound 
                    วิธีการ 2   : การตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
                                                 ก. เลี้ยงเชื้อ R. solanacearum  สายพันธุไมรุนแรง 1007-1 ใน
อาหาร NA อายุ 18-24 ชั่วโมง แลวยอมสีเชื้อแบคทีเรียดวยวิธี Negative staining 
                                                 ข. คอย ๆ เท 0.1 M phosphate buffer ลงไปในหลอดเลี้ยงเชื้อ 
ต้ังทิ้งไว 30 นาที แบคทีเรียจะเคลื่อนขึ้นมา 
                                                 ค. ดูดสารแขวนลอยแบคทีเรีย หยดลงบน parafilm เปนหยดเล็ก 
ๆ แลวนําตาขาย ทองแดง (grid) ขนาด 200 mesh ที่มี plastic film (formvar) เคลือบอยู นําดาน 
plastic film แตะบนหยด สารแขวนลอยแบคทีเรีย นาน 1 นาที 
                                                 ง. ซับตัวอยางดวยกระดาษกรอง  แลวยอมดวย 2% uranyl 
acetate (UA) 8-9 หยด 
                                                 จ. ลางดวยน้ํากลั่น ซับใหแหงดวยกระดาษกรอง 
                                                 ช. นําไปสองดูดวยกลอง TEM –100 CX-II JEOL ใชกระแสไฟฟา 
80 กิโลวัตต บันทึกภาพ 
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          2.1.11 การเจริญบนอาหาร D1M (growth on D1M agar) 
                อาหารที่ใชทดสอบ   : D1M agar (plate) 
                    วิธีการ     : สตรีค จากนั้นบมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-5 วัน ตรวจผล 
โดยการ ดูวามีเชื้อเจริญบนอาหารหรือไม รูปราง ลักษณะและสีเปนอยางไร 
        2.1.12 การสรางสปอร (spore formation) 
                อาหารที่ใชทดสอบ  : NA (slant) 
                    วิธีการ      : สตรีค จากนั้นบมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1-5 วัน ตรวจผล 
ใน วันที่ 1 และ 5 ยอมสปอรโดยหยดน้ําบนสไลด ใชลูปแตะแบคทีเรียจํานวนเล็กนอย คนใหเขากัน 
ปลอยทิ้งใหแหง จากนั้นหยดดวย 5.0% (w/v) aq.malachite green ใหทวม ปลอยทิ้งไว 10 นาที 
ลางออกดวยน้ําไหล ปลอยใหแหง จากนั้น counter stain  ดวย 5.0% (w/v) safranin O เปนเวลา 
15 วินาที ลางโดยผานน้ํา ซับใหแหง ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนแบบ compound ที่ 40x  เซลล 
ของแบคทีเรียติดสีแดง สวนสปอรติดสีเขียว 
        2.1.13 ลักษณะโคโลนีคลายเสนใย (aerial mycelium) 
                   อาหารที่ใชทดสอบ   : NA (plate) 
                   วิธีการ   : สตรีค จากนั้นบมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-5 วัน ตรวจผล 
โดยการดูลักษณะของ โคโลนีวา มีลักษณะคลายเสนใยของเชื้อราหรือไม อยางไร 

 
     2.2 การจาํแนกชนิดของเช้ือในระดับชนิด (species) 
            นําเชือ้บริสุทธิ์จากขอ 1.3 ซึ่งผานการทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคกับมะเขือ 
เทศ และจําแนกระดับสกุลแลว มาทําการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  สีรรวทิยาและ ชีวเคม ี
โดยศึกษาในระดับชนิด ตามวิธีการของ Schaad และคณะ (2001)  เตรียมสารแขวนลอยแบคทีเรีย 
จากเชื้ออาย ุ24 ชั่วโมง ที่เจริญในอาหาร PSA slant โดยใชเชื้อ 2 ลูป ในน้ํา 3 มิลลิลิตร ปรับให มี
ความเขมขน ประมาณ 108  หนวยโคโลนตีอมิลลิลิตร ที ่0.5 McFarland เขยา ใหเขากันแลวใชลูป 
แตะเชื้อ 1 ลูป ทําการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อและสารทดสอบ ลักษณะ และคณุสมบัติที่ทาํการ 
ศึกษา ไดแก การสะสม poly-β-hydroxybutyrate (PHB) การสราง N2 จาก NO3   การใช arginine, 
betaine, citraconate, L-arabinose, sucrose และ n-propanol เปนแหลงคารบอน 
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           2.2.1 การสะสม poly-β-hydroxybutyrate (PHB accumulation) 
                   อาหารที่ใชทดสอบ  : Nutrient agar+5% sucrose,Mineral medium 
                   วิธีการ   : สตรีค จากนั้นบมทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1-2 วัน ตรวจผล 
โดยการยอมดูเม็ด PHB โดย smear เชื้อบนสไลด ทิ้งใหแหง ตรึงดวยความรอน หยด Sudan Black 
B solution ทิ้งไว 10-15 นาที เทสีทิ้ง ซับใหแหง ลางสไลดดวย xylene ซับใหแหง หลังจาก นั้นยอม
ทับดวย safranin 0.5% ประมาณ 5-10 วินาที ลางดวยน้ําและทําใหแหงอีกครั้ง ตรวจดู เม็ด PHB 
สีภายในเซลลแบคทีเรียซึ่งจะปรากฏเม็ดสีน้ําเงินดําในเซลล  
         2.2.2 การสราง N2 จาก NO3 

                   อาหารที่ใชทดสอบ  : Nitrate reduction medium +Starch iodide solution 
                   วิธีการ            : แทงเชื้อลงไปตรง ๆ 2 หลอด หลอดหนึ่งใหปดทับดวย 3%Water 
agar บมเลี้ยงไวที่อุณหภูมิหอง ตรวจผลหลอดที่ปดทับนี้ทุกวัน เปนเวลา 7 วัน ถามี N2 จะปรากฏ 
ฟองอากาศในอาหาร หรือใต WA ที่ปดทับ หลอดที่ไมไดปดทับดวย WA นํามาตรวจหา nitrite 
(NO2) หลังจากปลูกเชื้อ 3-7 วัน โดยเติม starch iodine solution และ HCl โดยอาหารทดสอบจะ มี
สีน้ําเงิน  
            2.2.3  การใช arginine, betaine, citraconate, L-arabinose, sucrose และ n-propanol 
                  เปนแหลงคารบอน (Carbon source utilization) 
                   อาหารที่ใชทดสอบ  : Ayers et al.’s mineral salts medium  
                   วิธีการ     : สตรีคเชื้อบนอาหาร ที่เติม arginine, betaine, citraconate, 
L-arabinose,  sucrose และ n-propanal ในแตละอาหารทดสอบ จากนั้นบมไวที่อุณหภูมิ 28-32 
องศาเซลเซียส ตรวจผลโดยดูการเจริญของเชื้อ ในวันที่ 3, 7, 14  

 
3. คัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุทีรุ่นแรงและไมรนุแรง 

จากเชื้อที่ผานการทดสอบความสามารถในการทําใหเกดิโรคและจําแนกชนิดแลว นาํมา 
จัดกลุมสายพนัธุรุนแรงและไมรุนแรง 
   3.1 คัดเลือกโดยใชอาหารทดสอบ TZC medium 
            เตรียมสารแขวนลอยแบคทีเรีย จากเชื้ออายุ 24 ชั่วโมง นํามาสตรีคบนอาหาร TZC บม 
เลี้ยงที่อุณหภมูิ 28 ± 1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน ศึกษาลกัษณะโคโลนีซึง่มี 2 ประเภท คือ 
โคโลนีเยิม้สีขาวขุน ตรงกลางโคโลนีมีสีชมพูออน มีเมอืกสีขาวรอบ ๆ โคโลน ีและ โคโลนีสีแดงเขม 
ไมมีสารเมือกรอบ ๆ โคโลน ี  ซึ่งโคโลนทีั้ง 2 แบบนี้ จัดเปนสายพนัธุทีก่อใหเกิดโรครนุแรง (virulent 
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strain) และสายพนัธุที่กอโรคไมรุนแรง (avirulent strain) ตามลําดับ (Kelman,1954) บันทึกขอมลู 
บันทกึภาพ เลอืกเก็บโคโลนีเดี่ยวไวเพื่อศึกษาตอไป 
 
   3.2 คัดเลือกจากความรนุแรงในการทําใหเกิดโรคของเชื้อ 
            ทาํการปลูกเชื้อตามวิธีการในขอ 1.3                  โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely 
Randomized Design (CRD) จํานวน 3 ซ้ํา ซ้าํละ 3 ตน เตรียมสารแขวนลอยแบคทีเรีย    ปลูกเชื้อ 
บนตนกลามะเขือเทศอายุ 25 วัน ดวยวิธกีารตัดใบ เร่ิมจากใบที่ 3 นบัจากยอดลงมา จํานวน 4 ใบ 
หลังจากนั้นตรวจผลภายใน  7-10 วัน และประเมินความรุนแรงของโรคตามวิธีของ Winstead และ 
Kelman (1952) โดยคํานวณดัชนีการเกดิโรคเหี่ยว 

การแสดงออกของโรคเหี่ยวแบงเปน 6 ระดับ ดังนี ้
0 = ไมแสดงอาการเหีย่ว 
1 = ใบแสดงอาการเหีย่ว 1-2 ใบ 
2 = ใบแสดงอาการเหีย่ว 3-4 ใบ 
3 = ยอดเริ่มแสดงอาการเหี่ยว 
4 = ตนพืชแสดงอาการเหี่ยวทัง้ตน 
5 = ตนเหีย่วและแหงตาย 
 
ดัชนีการเกิดโรค    =      
                                    

   จากนัน้ประมวลขอมูลจากขอ 3.1 และ 3.2 เพื่อจัดกลุมสายพันธุที่รุนแรงและไมรุนแรง 
 

4. ศึกษาปฏกิิริยาการยับยั้งของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุทีไ่มรุนแรงตอสายพนัธุรุนแรง 
   4.1 การเตรียมเชื้อ 
             เตรียมสารแขวนลอยแบคทีเรียจากเชื้ออาย ุ24 ชั่วโมง ทั้งสายพันธุรุนแรง และไมรุนแรง ที่
คัดเลือก จากขอ 3 โดยใชเชื้อ 2 ลูปตอน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อ 3 มิลลิลิตร ปรับความขุนของสารแขวน 
ลอยแบคทีเรีย ใหมีความเขมขนของเชื้อประมาณ 108  หนวยโคโลนี / มิลลิลิตร ที ่0.5 McFarland 
   4.2 ทดสอบการยบัยั้งการเจริญของเชื้อ 
             นําสารแขวนลอยของเชื้อ R. solanacearum  สายพันธุรุนแรง ผสมกบัอาหาร PSA ที่
หลอม และปลอยใหอุนประมาณ  53 องศาเซลเซยีสเทลงในจานเลีย้งเชื้อ เมื่ออาหารเริ่มแข็งตัว 
นําไปเก็บในตูเย็น เพื่อลดการเจริญของเชือ้ จากนัน้หยดดวยสารแขวนลอยแบคทีเรียสายพันธุ ไม

ผลรวมการเปนโรคแตละระดับ x 100 

จํานวนตน x ระดับการเกิดโรคสูงสุด 
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รุนแรง ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  บมเลี้ยงไวที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจ
ผลการเกิดความกวางบริเวณใส (clear zone) ที่เกดิจากปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของเชื้อ R. 
solanacearum สายพนัธุรุนแรง และบนัทึกภาพ ทําการทดลองโดยใชเชื้อทุกตัวทัง้ 2 กลุม และ
คัดเลือกเชื้อสายพนัธุไมรุนแรงที่ยับยั้งเชื้อสายพนัธุรุนแรงไดดีที่สุด ไวทําการศึกษาตอไป 
 
5. ศึกษาประสิทธภิาพการยับยั้งของเชื้อสายพันธุไมรุนแรงในเรือนกระจก 
          นําเชื้อสายพนัธุไมรุนแรงที่คัดเลือกไดจากขอ 4 มาทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง สายพนัธุ 
รุนแรง (สายพันธุที่ถกูยับยัง้ในหองปฏิบัติการ)  ในสภาพเรือนกระจก ซึง่จากการศึกษาในขอ 4 
พบวา เชื้อสายพันธุไมรุนแรง 1034-1 สามารถยับยั้งเชือ้สายพนัธุรุนแรงไดดีที่สุด โดยคัดเลือกจาก 
ความกวางวงใส  ที่เกิดจากปฏิกิริยาการยบัยั้งของเชื้อทัง้ 2 กลุม โดยยับยั้งได 8 ไอโซเลท   ไดแก 
1003-5, 1021-4, 1032-2, 1073-2, 1134-5, 1167-2, 1170-2 และ 1184-6  โดยมีข้ันตอนสรุป 
ดังนี ้
  5.1 การทําเครื่องหมาย (marker) ในเชื้อสายพันธุไมรุนแรง 
        5.1.1 นําเชื้อ R. solanacearum 1034-1 สายพนัธุไมรุนแรงมาทาํเครื่องหมาย (marker) เพื่อ
ประโยชนในการศึกษาและติดตามการเปลี่ยนแปลงของปริมาณเชื้อในดิน โดยใชสารปฏิชีวนะ 2 
ชนิด คือ nalidixic acid และ rifampicin ทีค่วามเขมขน 50 และ 100 ppm. 
        5.1.2 เตรียมสารแขวนลอยแบคทีเรีย ใหมีความเขมขนของเชื้อ ประมาณ 108  หนวยโคโลน ี / 
มิลลิลิตร ที่ 0.5 McFarland นํามาหยดลงบนผวิหนาอาหาร NGA ที่ผสม nalidixic acid ความ
เขมขน 50 และ 100 ppm. บมเชื้อไวที่อุณหภูมิ หองเปนเวลา 24-72 ชั่วโมง เก็บโคโลนีเดี่ยวๆ 
ที่เจริญบนอาหาร แลวสตรีคบนอาหาร NGA ที่ผสม nalidixic acid ความเขมขน 50 และ 100 
ppm. บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 –72 ชั่วโมง 
        5.1.3 เกบ็โคโลนีเดี่ยว ๆ ที่เจริญบนอาหาร แลวสตรีคบนอาหาร NGA ที่ผสม nalidixic acid 
ความเขมขนเดิม ประมาณ 1-2 คร้ัง แลวนาํเชื้อที่ไดมาทดสอบความตานทานตอ rifampicin ที่มี 
ความเขมขน 100 ppm. ดวยวธิีแบบเดียวกัน เก็บโคโลนีของเชื้อที่ได มาสตรีคบนอาหาร NGA ที่
ผสมสารปฏิชีวนะทัง้ 2 ชนิด โดยใหมีความเขมขนในอาหาร 50 หรือ 100 ppm.(nalidixic acid) 
และ 100 ppm. (rifampicin) และทดสอบความสามารถของเชื้อที่ผานการทําเครื่องหมายแลว ใน 
การยับยัง้การเจริญของเชื้อ R. solanacearum  
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   5.2  การเตรียมเชื้อสายพันธุรนุแรงและไมรุนแรง เพื่อใชในการทดสอบ 
        5.2.1 ยายเชื้อ R. solanacearum สายพนัธุรุนแรง จํานวน 8 ไอโซเลท ที่เลี้ยงบนอาหาร PSA 
อายุ 48 ชั่วโมง มาเลี้ยงในอาหารเหลว 523 medium เปนเวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมหิองแลวนํามา 
เจือจางใหมีความเขมขน 104  หนวยโคโลน/ีมิลลิลิตร ที่ 0.5 McFarland สําหรับใชในการ ทดลอง 
        5.2.2 เลี้ยงเชื้อแบคทเีรียสายพันธุไมรุนแรง  1034-1  ที่ตานทานตอ nalidixic acid และ 
rifampicin ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เขยาเปนเวลา 24 ชั่วโมง  ปรับความขุนของ  
สารแขวนลอยแบคทีเรีย ใหมีความเขมขนของเชื้อประมาณ  104  หนวยโคโลน/ีมิลลิลิตร ที่ 0.5 
McFarland  สําหรับใชในการทดลองตอไป 
   5.3 การทดลอง ในการทดลองประกอบดวย 8 กรรมวิธี 10 ซ้ํา วางแผนการทดลองแบบ   
Completely Randomized Design (CRD) 
        5.3.1 การเตรียมพืช เพาะกลามะเขอืเทศสีดาทพิย 3 อาย ุ25 วัน  เตรียมกระถาง ขนาด เสน
ผานศนูยกลาง 12 เซนติเมตร บรรจุดินทีอ่บฆาเชื้อที่ความดนั 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 30 
นาท ี
        5.3.2 ดําเนนิการทดลองดังนี ้
                 กรรมวิธีที่ 1 (T1) ปลูกเชื้อแบคทีเรียสายพันธุไมรุนแรง 30 นาที จากนั้นปลูกเชื้อ 
แบคทีเรียสายพันธุรุนแรง 30 นาที ดวยวิธีการแชราก  

          กรรมวิธีที่2(T2)ปลูกเชื้อแบคทีเรียสายพันธุรุนแรง 30 นาที จากนั้นปลูกเชื้อ แบคทีเรีย
สายพันธุไมรุนแรง 30 นาที ดวยวิธีการแชราก 

           กรรมวิธีที่3(T3)ปลูกเชื้อแบคทีเรียสายพันธุไมรุนแรง และเชื้อแบคทีเรียสายพันธุรุนแรง 
พรอมกันเปนเวลา 30 นาที ดวยวิธีการแชราก 
                  กรรมวิธีที่ 4 (T4)ปลูกเชื้อแบคทีเรียสายพันธุไมรุนแรงในวัสดุปลูก 3 วัน ดวยวิธีราดเชื้อ 
ในดิน จากนั้น ปลูกเชื้อแบคทีเรียสายพันธุรุนแรง 30 นาที ดวยวิธีการแชราก 
                  กรรมวิธีที่ 5 (T5) แชเมล็ดมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย  3 ในเชื้อแบคทีเรียสายพันธุไม 
รุนแรง 30 นาที กอนนํา ไปแชในเชื้อแบคทีเรียสายพันธุรุนแรงอีก 30 นาที  
                  กรรมวิธีที่ 6 (T6) ปลูกเชื้อแบคทีเรียสายพันธุรุนแรง 30 นาที ดวยวิธีการแชราก 
                  กรรมวิธีที่ 7 (T7) ปลูกเชื้อแบคทีเรียสายพันธุไมรุนแรง 30 นาที ดวยวิธีการแชราก 
                  กรรมวิธีที่ 8 (T8) ชุดควบคุม โดยแชรากในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 
                  บันทกึอาการของโรคและประเมินความรุนแรงของโรคตามวิธีของ Winstead และ 
Kelman (1952) โดยคิดเปอรเซ็นตการเกิดโรคเหี่ยว หลังจากปลกูเชื้อ 3-15 วัน เมื่อส้ินสุดการ 
ทดลอง ตรวจนับปริมาณเชือ้ที่มีอยูในดิน 


