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ABSTRACT: Forty–six isolates of putative panicle blight bacterium were collected during the years 
2011–2013. All were Gram negative, rod–shaped ranging in size from 0.53–0.57x 2–2.5 µm, accumulated 
poly–β–hydroxybutyrate (PHB) and formed gray–white colonies. The bacteria produced water–soluble 
pigment on King’s medium B, required oxygen for growth, growth on pH 4, 8 and 9 media, 3% NaCl 
contained media and appeared as type A or type B colony on the selective medium (S–PG) for 
Burkholderia glumae. Positive for oxidase, gelatinase and negative for arginine dihydrolase, urease and 
starch hydrolysis were observed. Pathogenicity tests were performed by inoculation of bacterial 
suspension on two month–old rice seedlings. All of 46 isolates caused the sheath rot symptom. 
Comparative analysis of 16S rRNA sequences of these isolates grouped them into the genus Burkholderia 
with 45 isolates closely related to B. glumae and one isolate to B. gladioli group. This was confirmed 
by the species–specific PCR of 16S–23S rDNA internal transcribed spacer region. Due to the unavailability 
of bacterial type strain for DNA–DNA hybridization, polyphasic taxonomic study based on classical 
identification and multilocus sequencing analysis (MLSA) of 16S rRNA, atpD, gltB, lepA and recA were 
employed for bacterial identification. Results clearly indicated that bacteria isolates 1BGRE5–1, 
1BGSP3–4, 1BGCR2–2, 2BGCN4–1, 2BGCN5–2, 3BGNP1–4, 3BGNP2–3, 3BGST 2–1, 3BGNY1–1 and 3BGNY2–

4 which caused of bacterial panicle blight of rice were resembled of B. glumae.
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บทคัดย่อ

เชือ้แบคทีเรยีสาเหตุโรครวงไหม้ของข้าวจ�านวน 
46 ไอโซเลท ที่เก็บตัวอย่างในช่วงปี พ.ศ. 2554–2556 
เมื่อน�ามาทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา และ
ชีวเคมีพบว่าเป็นแบคทีเรียแกรมลบ ท่อนสั้น ขนาด
ประมาณ 0.53–0.57x2–2.5 µm มีการสะสมของ 
Poly–β–hydroxybutyrate โคโลนีสีขาวออกเทา กลม 
นูนเล็กน้อย ขอบเรียบ ต้องการออกซิเจนในการเจริญ 
(str icky aerobe) เมื่อ เลี้ยงบนอาหาร YDC 
โคโลนีจะกลมนูน สขีาว ไม่สร้างเมอืกเยิม้ สร้างเอนไซม์ 
oxidase ไม่สร้างเม็ดสีเรืองแสง (fluorescence 
pigment) แต่สร้างเมด็สีทีล่ะลายน�า้ (water–soluble 
pigment) บนอาหาร King’s B เจริญได้บนอาหารที่มี 
3% NaCl และที่มี pH 4, 8 และ 9 ลักษณะโคโลนีบน
อาหารจ� า เพาะ  S–PG ที่ ใ ช ้ ในการแยก เ ช้ื อ 
Burkholderia glumae พบว่ามลีกัษณะโคโลนีทัง้แบบ 
Type A ลักษณะกลม นูน ขอบเรียบสีน�้าตาลอมแดง 
และ Type B โคโลนีสีม่วงสะท้อนแสงหรือตรงกลาง 
มีสีม่วงแดง สามารถรีดิวซ์ไนเตรทเป็นไนไตรท์ ใช ้
เจลาติน แต่ไม่ใช้ arginine urease และแป้ง ซ่ึง
คล้ายคลึงกับคุณสมบัติของเชื้อ Burkholderia spp. 
เมือ่วิเคราะห์ล�าดบันวิคลโีอไทด์ยนี 16S rRNA ของเชือ้
แบคทีเรียท้ัง 46 ไอโซเลท พบว่าจัดอยู่ในกลุ่มจีนัส 
เชือ้ Burkholderia และจ�านวน 45 ไอโซเลท เกาะกลุม่
ย่อยอยู่กับเชื้อ B. glumae เมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค 
PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ�าเพาะต่อบริเวณ 16S–23S 
rDNA internal transcribed spacer ของเช้ือ 
Burkholderia พบว่า 45 ไอโซเลทให้ผลบวกกับ 
ไพรเมอร์ของ B. glumae และมีหน่ึงไอโซเลท คือ 
BGLCN ให้ผลบวกกับไพรเมอร์ของ B. gladioli 
เน่ืองจากในประเทศไทยไม่มีแหล่งเก็บเชื้อมาตรฐาน 

(type strain) ทางด้านโรคพืช เพื่อให้น�ามาใช้ในการ
ศึ กษา เปรี ยบ เ ที ยบด ้ วย เทคนิ ค  DNA–DNA 
hybridization ซ่ึงเป็นวิธีมาตรฐานในการจัดจ�าแนก
ชนิดของเช้ือแบคทีเรีย จึงน�าเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท
ตัวแทน ได้แก่ 1BGRE5–1, 1BGSP3–4, 1BGCR2–2, 
2BGCN4–1, 2BGCN5–2, 3BGNP1–4, 3BGNP2–3, 
3BGST2–1, 3BGNY1–1 และ 3BGNY2–4 มาศึกษา
จ�าแนกด้วยวิธีดั้งเดิม และการวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอ
ไทด์บางส่วนของยีน 16S rRNA, atpD, gltB, lepA 
และ recA ด้วยวิธี Multilocus sequence analysis 
(MLSA) สามารถระบุได้ว่าเชื้อแบคทีเรียทั้ง 10 ไอโซ
เลท สาเหตุโรครวงไหม้ของข้าวมีคุณสมบัติเหมือนกับ
ของเชื้อ B. glumae

ค�าส� าคัญ:  โรคข ้าว ,  แบคที เรีย โรครวงไหม ้ , 
Burkholderia glumae, การจัดจ�าแนก, Multilocus 
sequence analysis

บทน�า

อาการกล้าเน่า กาบใบเน่า รวงไหม้ เมล็ดลีบ 
และเมล็ดด่างของข้าวเกิดได้จากเชื้อสาเหตุทั้งเชื้อรา
และเช้ือแบคทีเรีย โดยเช้ือ Burkholderia glumae 
และ B. gladioli มีรายงานว่าเป็นสาเหตุโรครวงไหม้
ของข้าวในประเทศสหรฐัอเมรกิา ท�าให้ผลผลติของข้าว
ลดลง 40% และพบว่าเกิดจากเช้ือ B. glumae ถึง 
76% (Nandakumar et al., 2009) ปัจจุบันพบ 
การแพร่ระบาดของเชื้อ B. glumae ในประเทศ
สหรัฐอเมริกา ปานามา โคลอมเบีย ศรีลังกา เนปาล 
ญี่ปุ่น เกาหลีใต้ จีน ไต้หวัน เวียดนาม ฟิลิปปินส์ 
กัมพูชา (CABI, 2014) แต่ยังไม่มีรายงานพบเชื้อนี ้
ในประเทศไทย แต่มกีารคาดการณ์ว่าเชือ้นีจ้ะมโีอกาส
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แพร่ระบาดได้อย่างมากในประเทศเขตร้อน และกึง่ร้อน 
เนื่องจากเชื้อนี้สามารถเจริญได ้ในอุณหภูมิที่สูง
ประมาณ 30–35oC และเจริญได้ดีแม้ที่อุณหภูมิ  
40oC จึงเป็นข้อกังวลว่าโรคน้ีจะส่งผลกระทบอย่าง
รุนแรงต ่อการผลิตข ้ าวในอนาคต หากมีการ
เปล่ียนแปลงสภาพภูมิอากาศ โดยเฉพาะอุณหภูม ิ
ทีส่งูข้ึนจะส่งผลให้เชือ้เจรญิแพร่ระบาดได้มากขึน้ และ
เชื้อนี้สามารถถ่ายทอดโรคได้ผ่านทางเมล็ดพันธุ์ ซึ่งจะ
ท�าให้แพร่ระบาดได้กว้างขวางอย่างรวดเร็ว (Ham et 
al., 2011) จงึมคีวามจ�าเป็นทีจ่ะต้องมกีารเฝ้าระวงัการ
แพร ่ระบาดของโรครวงไหม ้ที่อาจเกิดจากเชื้อ  
B. glumae ในประเทศไทย อีกท้ังเช้ือดังกล่าวมี
สถานภาพเป็นศัตรูพืชกักกัน (regulated pest) และ
เป็น สิง่ต้องห้าม ตามพระราชบญัญติักกัพชื พ.ศ. 2507 
แก้ไขเพิ่มเติมโดย พระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 2) 
พ.ศ. 2542 และพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับท่ี 3)  
พ.ศ. 2551 จึงต้องมีการศึกษาและจัดจ�าแนกที่มีความ
ถกูต้อง การทดลองนีเ้ป็นส่วนหนึง่ของโครงการวจิยัผล
ของการเปลีย่นแปลงภมูอิากาศต่อโรคอบุตัใิหม่ และโรค
อุบัติซ�้าของข้าวในประเทศไทย ที่ได้รับการสนับสนุน
ทุนวิจัยจากส�านักพัฒนาบัณฑิตศึกษา และวิจัยด้าน
วทิยาศาสตร์ และเทคโนโลย ี(สบว.) โดยมุง่เน้นตัวอย่าง
อาการรวงไหม้ และเมล็ดด่างของข้าว มาศึกษา และ
จ�าแนกเชือ้สาเหตุ เพือ่ให้ทราบข้อมลูท่ีเป็นปัจจุบนัเพือ่
น�าไปใช้วางแผนในการควบคุม ตรวจสอบ และเฝ้าระวงั
การแพร่ระบาดของโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ

อุปกรณ์ และวิธีการ

การเก็บตัวอย่างและแยกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค
เก็บตัวอย่างรวงข้าวท่ีแสดงอาการเมล็ดด่าง 

รวงไหม้ และในบางคร้ังอาจสงัเกตพบอาการกาบใบเน่า
ร่วมด้วย จากจังหวัดเชียงราย ร้อยเอ็ด บุรีรัมย์ ราชบุรี 
สุโขทัย สุพรรณบุรี นครนายก นครปฐม ชัยนาท และ
นครศรีธรรมราช ในช่วงปี พ.ศ. 2554–2556 จังหวัด
ละ 5 แปลง และจากอาการกล้าเน่านอกเหนือแปลง

ส�ารวจจังหวัดชัยนาท น�ามาแยกเช้ือแบคทีเรีย และ
เลีย้งบนอาหาร NA บ่มไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิองประมาณ 30oC 
เป็นเวลา 2 วัน คัดเลือกโคโลนีที่มีลักษณะสีขาวออก
เทา กลม นนูเลก็น้อย ขอบเรยีบ มาเลีย้งบนอาหาร NA 
ท�าซ�้าจนกระท่ังได้เช้ือบริสุทธิ์ จ�านวน 46 ไอโซเลท 
(Table 1)

การทดสอบความสามารถในการเกิดโรคในต้นข้าว
ระยะกล้า และรวงข้าวระยะออกดอก

ทดสอบการเกดิโรคบนข้าวพนัธุพ์ษิณโุลก 2 ซึง่
เป็นพันธุ์ข้าวที่พบเป็นโรครวงไหม้ น�าเชื้อแบคทีเรียท่ี
แยกได้มาเลีย้งบนอาหาร NA บ่มทีอ่ณุหภมู ิ30 oC เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง และน�าไปเจือจางในน�้านึ่งฆ่าเชื้อเป็น
เซลล์แขวนลอยเช้ือปรบัวดัค่าการดูดกลนืแสง (optical 
density) ด ้วยเครื่อง Spectrophotometer 
(Spectronic®, Instruments Inc., USA) ที่
ความยาวคลื่นแสง 600 nm ให้ได้ค่า O.D. เท่ากับ 0.2 
(2.7x108 CFU/ml) จากนัน้น�าไปปลกูเช้ือลงบนต้นกล้า
อายุ 2 เดือน ด้วยวิธีฉีด (injection) เชื้อปริมาตร 0.25 
ml เข้าบริเวณกาบใบ ตามวิธีท่ีดัดแปลงจาก Yuan 
(2004) ส่วนการทดสอบการเกิดโรคในข้าวระยะ
ออกดอกอายุประมาณ 3 เดือน โดยใช้เซลล์แขวนลอย
เช้ือท่ีต้านทานต่อ rifampicin 250 ppm เป็นเช้ือ
ทดสอบปลูกเชื้อด้วยวิธีฉีดพ่น (spraying) ปริมาตร 3 
m l / ร ว ง  คลุ ม ด ้ ว ย ถุ ง พล าสติ ก เ พ่ื อ ค วบคุ ม
ความชื้นสัมพัทธ์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (Fory et al., 
2014) สังเกตลักษณะอาการที่เกิดขึ้น และแยกเชื้อมา
ตรวจสอบยืนยัน

การทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา ทาง
กายภาพ และชีวเคมีบางประการ

ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของโคโลนแีละ
เซลล์แบคทีเรียสาเหตุโรครวงไหม้บนอาหาร NA  
การย้อมสีแบบแกรม การเจริญบนอาหาร YDC 
การสร้างรงควตัถเุรอืงแสง (fluorescence pigment) 
และเม็ดสีที่ละลายน�้าได้บนอาหาร King’s B และการ
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สะสม Poly–β–hydroxybutyrate (PHB) รวมถึงการ
ทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพ และชีวเคมี ได้แก่  
การเจริญภายใต้สภาพที่ไม่มีออกซิเจน การสร้าง
เอนไซม์ oxidase  การสร้างเอนไซม์ urease  การใช้ 
arginine  การเจรญิทีอ่ณุหภมู ิ 40oC การรดีวิซ์ไนเตรท 
การย่อยเจลาติน  การย่อยแป้ง  การเจริญบนอาหาร 
S–PG  การเจริญในอาหารที่เติมเกลือ 3% การเจริญที่ 
pH 4 8 และ 9 ตามวธิกีารของ Schaad et al. (2001) 
และ Zhu et al. (2008)

การวิเคราะห์ และเปรียบเทียบล�าดับนิวคลีโอไทด์
บางส่วนของยีน 16S rRNA

น�าโคโลนขีองเชือ้ทีม่อีาย ุ48 ชัว่โมง มาเจอืจาง
ในน�้ากลั่นปริมาตร 200 µl เขย่าให้เข้ากัน ต้มในน�้า
เดือดเป็นเวลา 5 นาที น�าน�้าต้มเซลล์ปริมาตร 1 µl ใช้
เป็นดีเอ็นเอตั้งต้นผสมกับสารท�าปฏิกิริยา PCR โดยใช้
ไพรเมอร์ที่จ�าเพาะต่อยีน 16S rRNA (Nandakumar 
et al., 2009) รายละเอียดดัง Table 2 แยกสกัด
ดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์เพื่อส่งวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์ 
และน�ามาเปรียบเทียบกับเชื้อแบคทีเรียบนฐานข้อมูล 
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Genbank) ด้วยโปรแกรม BLAST ผ่านเครือข่ายทาง
อินเตอร์เน็ต (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) และศึกษาความสัมพันธ์กับเชื้อแบคทีเรีย
ชนิดอื่น ๆ ที่ท�าให้เกิดอาการของโรครวงไหม้ที่มีการ
รายงานในต่างประเทศ ด้วยการสร้าง Phylogenic 
tree ตามวธิ ีNeighbour–joining โดยค�านวณค่าความ
น่าเชื่อถือของ Phylogenetic tree ที่ค่า Bootstrap 
จ�านวน 1,000 คร้ัง โดยใช้โปรแกรม MEGA 6.06 
(Tamura et al., 2013) 

การตรวจเชื้อ Burkholderia glumae และ B. 
gladioli เบื้องต้นด้วยเทคนิค Polymerase chain 
reaction (PCR) ด้วยไพรเมอร์ที่จ�าเพาะต่อบริเวณ 
16S–23S rDNA internal transcribed spacer 
(ITS)

เตรยีมดเีอ็นเอทดสอบตามวธิข้ีางต้น ใช้ดเีอน็เอ
ตั้งต้น 1 µl ผสมกับสารท�าปฏิกิริยา PCR โดยใช ้
ไพรเมอร์ที่จ�าเพาะต่อบริเวณ 16S–23S rDNA 
internal transcribed spacer (ITS) ของเชื้อ  
B. glumae (Takeuchi et al., 1997) และ B. gladioli 
(Furuya et al., 2002) รายละเอียดดัง Table 2  
เพื่อการตรวจสอบเชื้อเบื้องต้น

การวิเคราะห์ และเปรียบเทียบล�าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ 16S–23S rDNA internal transcribed 
spacer (ITS) ของเชื้อ B. glumae

เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของเช้ือแบคทเีรยีไอโซเลท
ตัวแทนด้วยไพรเมอร์ที่จ�าเพาะต่อบริเวณ ITS ของเชื้อ 
B. glumae (Takeuchi et al., 1997) รายละเอียดดัง 
Table 2 แยกสกดัดเีอน็เอให้บรสิทุธ์ิ สร้างดเีอน็เอสาย
ผสมโดยน�าไปเชื่อมต่อกับ pGEM®– T Easy Vector 
(Promega, USA) และย้ายพลาสมิดสายผสมดังกล่าว
เข้าสูเ่ซลล์แบคทีเรียเจ้าบ้านด้วยวธิ ีHeat shock ตรวจ
สอบโคลนด้วยวิธี Blue–white screening จากนั้นน�า
มาสกัดพลาสมิดเพื่อส่งวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์ 
ศึกษา และน�าข้อมูลมาเปรียบเทียบความสัมพันธ์กับ
เชื้อแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ ที่ท�าให้เกิดโรครวงไหม้ข้าวที่
มกีารรายงานบนฐานข้อมลู GenBank (http://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) ค�านวณความเหมือน 
ของล�าดับนิวคลีโอไทด์ (p–similarity) น�ามาสร้าง 
Phylogenic tree ด้วยวิธี Neighbour–joining โดย
ค�านวณค่าความน่าเช่ือถือของ Phylogenetic tree  
ที่ค่า Bootstrap จ�านวน 1,000 ครั้ง โดยใช้โปรแกรม 
MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013) 

การวิเคราะห์ และเปรียบเทียบล�าดับนิวคลีโอไทด์
บางส่วนของยนี 16S rRNA, atpD, gltB, lepA และ 
recA ด้วยวิธี Multilocus sequence analysis 
(MLSA) 

คัดเลือกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรครวงไหม้ของ
ข ้าวตัวแทนจากจังหวัดที่แยกเชื้อได ้จ�านวน 10  
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ไอโซเลท น�ามาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน atpD, 
gltB, lepA และ recA โดยใช้ไพรเมอร์ดังรายละเอียด 
Table 2 ด้วยเทคนิค PCR ในปริมาตรรวม 50 µl 
จ�านวน 2 ซ�้า จากนั้นแยกสกัดดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ส่ง
วิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์ น�าข้อมูลมาศึกษาและ
เปรียบเทียบความสัมพันธ์ของเชื้อ Burkholderia 
spp. จ�านวน 53 สายพันธุ ์  จากการศึกษาโดย 

Estrada–de los Santos et al. (2013) ค�านวณ
ความเหมือนของล�าดับนิวคลีโอไทด์ (p–similarity) 
น�ามาสร้าง Phylogenic tree ด้วยวิธี Neighbour–
joining โดยตรวจสอบค ่าความน ่าเ ช่ือถือของ 
Phylogenetic tree จากค่า Bootstrap จ�านวน 
1,000 ครั้ง โดยใช้โปรแกรม MEGA 6.06 (Tamura  
et al., 2013)

Table 1  The putative panicle blight bacterial isolates used in this study
         

No.             Isolate                 Variety Symptoms on 
plant isolated Province

Month/Year
isolated

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

1BGRE5–1
1BGSP1–1
1BGSP2–2
1BGSP2–3
1BGSP2–4
1BGSP3–2
1BGSP3–3
1BGSP3–4
1BGSP3–5
1BGSP3–6
1BGSP5–1
1BGSP5–2
1BGSP5–3
1BGCR2–1
1BGCR2–2
1BGCR2–5
1BGCR2–7
1BGCR2–8
1BGCR2–10
2BGCN4–1
2BGCN5–1
2BGCN5–2
2BGCN5–3
2BGCN5–4
2BGCN5–5
3BGNP1–1
3BGNP1–2
3BGNP1–3
3BGNP1–4
3BGNP1–5
3BGNP1–6
3BGNP1–7
3BGNP2–1
3BGNP2–2
3BGNP2–3
3BGNP2–4
3BGNP5–1
3BGNP5–2
3BGST2–1
3BGST2–3
3BGNY1–1
3BGNY1–4
3BGNY2–4
3BGSP3–3
3BGSP4–3

BGLCN

KDML105
RD31
RD31
RD31
RD31

Phitsanulok 2
Phitsanulok 2
Phitsanulok 2
Phitsanulok 2
Phitsanulok 2

RD31
RD31
RD31

Japonica rice
Japonica rice
Japonica rice
Japonica rice
Japonica rice
Japonica rice

RD41
RD47
RD47
RD47
RD47
RD47

Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1

Pathum Thani 1
Pathum Thani 1
Phitsanulok 2
Phitsanulok 2

RD47
RD47
RD47
RD47
RD47

KDML105

Grain
Leaf sheath

Grain
Leaf sheath

Grain
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath

Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain

Seedling

Roi Et
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Chiang Rai
Chiang Rai
Chiang Rai
Chiang Rai
Chiang Rai
Chiang Rai
Chai Nat
Chai Nat
Chai Nat
Chai Nat
Chai Nat
Chai Nat

Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom

Sukhothai
Sukhothai

Nakhon Nayok
Nakhon Nayok
Nakhon Nayok
Suphan Buri
Suphan Buri

Chai Nat

NOV/2011
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
APR/2012
APR/2012
APR/2012
APR/2012
APR/2012
APR/2012
MAR/2013
MAR/2013
MAR/2013
MAR/2013
MAR/2013
MAR/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
AUG/2013
AUG/2013
SEP/2013
SEP/2013
SEP/2013
SEP/2013
SEP/2013
JUL/2013
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16S rRNA

B. glumae
(ITS)

B. gladioli
(ITS)

atpD

gltB

lepA

recA

16SF
16SR

GL–13f
GL–14r

GLA–f
GLA–r

atpDwp–F
atpDwp–R

gltBwp–F
gltB–R

lepA–F2 
lepA–R

BUR1
BUR2

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
GGCTACCTTGTTACGACTT

ACACGGAACACCTGGGTA
TCGCTCTCCCGAAGAGAT

CGAGCTAATACCGCGAAA
 AGACTCGAGTCAACTGA

AGTACTACTGCTTTGGTAGAAGGC
CAGTTCGTCCATGCCCAG

GACATCCCGCTC AAGGACG
TGCGCACCGGCTGGATGAACG

TGGTTCGACAACTACGTCGG
ATCAGCATGTCGACCTTCAC

GATCGARAAGCAGTTCGGCAA
TTGTCCTTGCCCTGRCCGAT

60 ºC

60 ºC

56 ºC

65 ºC

65 ºC

60 ºC

66 ºC

1,500 bp

400 bp

300 bp

1,156 bp

1,035 bp

860 bp

869 bp

Nandakumar et al.
(2009)

Takeuchi et al. (1997)

Furuya et al. (2002)

This study

This study Estrada–de los 
Santos et al. (2013)

Estrada–de los 
Santos et al. (2013)

Payne et al. (2005)

Gene Primer Sequence (5 ́–3 ́) Annealing
Temp.

Product
Size

Reference

No.             Isolate                 Variety Symptoms on 
plant isolated Province

Month/Year
isolated

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

1BGRE5–1
1BGSP1–1
1BGSP2–2
1BGSP2–3
1BGSP2–4
1BGSP3–2
1BGSP3–3
1BGSP3–4
1BGSP3–5
1BGSP3–6
1BGSP5–1
1BGSP5–2
1BGSP5–3
1BGCR2–1
1BGCR2–2
1BGCR2–5
1BGCR2–7
1BGCR2–8
1BGCR2–10
2BGCN4–1
2BGCN5–1
2BGCN5–2
2BGCN5–3
2BGCN5–4
2BGCN5–5
3BGNP1–1
3BGNP1–2
3BGNP1–3
3BGNP1–4
3BGNP1–5
3BGNP1–6
3BGNP1–7
3BGNP2–1
3BGNP2–2
3BGNP2–3
3BGNP2–4
3BGNP5–1
3BGNP5–2
3BGST2–1
3BGST2–3
3BGNY1–1
3BGNY1–4
3BGNY2–4
3BGSP3–3
3BGSP4–3

BGLCN

KDML105
RD31
RD31
RD31
RD31

Phitsanulok 2
Phitsanulok 2
Phitsanulok 2
Phitsanulok 2
Phitsanulok 2

RD31
RD31
RD31

Japonica rice
Japonica rice
Japonica rice
Japonica rice
Japonica rice
Japonica rice

RD41
RD47
RD47
RD47
RD47
RD47

Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1

Pathum Thani 1
Pathum Thani 1
Phitsanulok 2
Phitsanulok 2

RD47
RD47
RD47
RD47
RD47

KDML105

Grain
Leaf sheath

Grain
Leaf sheath

Grain
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath

Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain

Seedling

Roi Et
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Chiang Rai
Chiang Rai
Chiang Rai
Chiang Rai
Chiang Rai
Chiang Rai
Chai Nat
Chai Nat
Chai Nat
Chai Nat
Chai Nat
Chai Nat

Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom

Sukhothai
Sukhothai

Nakhon Nayok
Nakhon Nayok
Nakhon Nayok
Suphan Buri
Suphan Buri

Chai Nat

NOV/2011
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
APR/2012
APR/2012
APR/2012
APR/2012
APR/2012
APR/2012
MAR/2013
MAR/2013
MAR/2013
MAR/2013
MAR/2013
MAR/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
AUG/2013
AUG/2013
SEP/2013
SEP/2013
SEP/2013
SEP/2013
SEP/2013
JUL/2013

No.             Isolate                 Variety Symptoms on 
plant isolated Province

Month/Year
isolated

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

1BGRE5–1
1BGSP1–1
1BGSP2–2
1BGSP2–3
1BGSP2–4
1BGSP3–2
1BGSP3–3
1BGSP3–4
1BGSP3–5
1BGSP3–6
1BGSP5–1
1BGSP5–2
1BGSP5–3
1BGCR2–1
1BGCR2–2
1BGCR2–5
1BGCR2–7
1BGCR2–8
1BGCR2–10
2BGCN4–1
2BGCN5–1
2BGCN5–2
2BGCN5–3
2BGCN5–4
2BGCN5–5
3BGNP1–1
3BGNP1–2
3BGNP1–3
3BGNP1–4
3BGNP1–5
3BGNP1–6
3BGNP1–7
3BGNP2–1
3BGNP2–2
3BGNP2–3
3BGNP2–4
3BGNP5–1
3BGNP5–2
3BGST2–1
3BGST2–3
3BGNY1–1
3BGNY1–4
3BGNY2–4
3BGSP3–3
3BGSP4–3

BGLCN

KDML105
RD31
RD31
RD31
RD31

Phitsanulok 2
Phitsanulok 2
Phitsanulok 2
Phitsanulok 2
Phitsanulok 2

RD31
RD31
RD31

Japonica rice
Japonica rice
Japonica rice
Japonica rice
Japonica rice
Japonica rice

RD41
RD47
RD47
RD47
RD47
RD47

Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1
Suphan Buri 1

Pathum Thani 1
Pathum Thani 1
Phitsanulok 2
Phitsanulok 2

RD47
RD47
RD47
RD47
RD47

KDML105

Grain
Leaf sheath

Grain
Leaf sheath

Grain
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath
Leaf sheath

Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain
Grain

Seedling

Roi Et
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Suphan Buri
Chiang Rai
Chiang Rai
Chiang Rai
Chiang Rai
Chiang Rai
Chiang Rai
Chai Nat
Chai Nat
Chai Nat
Chai Nat
Chai Nat
Chai Nat

Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom
Nakhon Pathom

Sukhothai
Sukhothai

Nakhon Nayok
Nakhon Nayok
Nakhon Nayok
Suphan Buri
Suphan Buri

Chai Nat

NOV/2011
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
MAY/2012
APR/2012
APR/2012
APR/2012
APR/2012
APR/2012
APR/2012
MAR/2013
MAR/2013
MAR/2013
MAR/2013
MAR/2013
MAR/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
JUN/2013
AUG/2013
AUG/2013
SEP/2013
SEP/2013
SEP/2013
SEP/2013
SEP/2013
JUL/2013

Table 2  Primers used in this study for amplifying 16S–23S rDNA internal transcribed spacer (ITS), 16S 
rRNA, atpD, gltB, lepA and recA genes of the panicle blight bacteria of rice

Table 1 Continue
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16S rRNA

B. glumae
(ITS)

B. gladioli
(ITS)

atpD

gltB

lepA

recA

16SF
16SR

GL–13f
GL–14r

GLA–f
GLA–r

atpDwp–F
atpDwp–R

gltBwp–F
gltB–R

lepA–F2 
lepA–R

BUR1
BUR2

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
GGCTACCTTGTTACGACTT

ACACGGAACACCTGGGTA
TCGCTCTCCCGAAGAGAT

CGAGCTAATACCGCGAAA
 AGACTCGAGTCAACTGA

AGTACTACTGCTTTGGTAGAAGGC
CAGTTCGTCCATGCCCAG

GACATCCCGCTC AAGGACG
TGCGCACCGGCTGGATGAACG

TGGTTCGACAACTACGTCGG
ATCAGCATGTCGACCTTCAC

GATCGARAAGCAGTTCGGCAA
TTGTCCTTGCCCTGRCCGAT

60 ºC

60 ºC

56 ºC

65 ºC

65 ºC

60 ºC

66 ºC

1,500 bp

400 bp

300 bp

1,156 bp

1,035 bp

860 bp

869 bp

Nandakumar et al.
(2009)

Takeuchi et al. (1997)

Furuya et al. (2002)

This study

This study Estrada–de los 
Santos et al. (2013)

Estrada–de los 
Santos et al. (2013)

Payne et al. (2005)

Gene Primer Sequence (5 ́–3 ́) Annealing
Temp.

Product
Size

Reference

16S rRNA

B. glumae
(ITS)

B. gladioli
(ITS)

atpD

gltB

lepA

recA

16SF
16SR

GL–13f
GL–14r

GLA–f
GLA–r

atpDwp–F
atpDwp–R

gltBwp–F
gltB–R

lepA–F2 
lepA–R

BUR1
BUR2

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
GGCTACCTTGTTACGACTT

ACACGGAACACCTGGGTA
TCGCTCTCCCGAAGAGAT

CGAGCTAATACCGCGAAA
 AGACTCGAGTCAACTGA

AGTACTACTGCTTTGGTAGAAGGC
CAGTTCGTCCATGCCCAG

GACATCCCGCTC AAGGACG
TGCGCACCGGCTGGATGAACG

TGGTTCGACAACTACGTCGG
ATCAGCATGTCGACCTTCAC

GATCGARAAGCAGTTCGGCAA
TTGTCCTTGCCCTGRCCGAT

60 ºC

60 ºC

56 ºC

65 ºC

65 ºC

60 ºC

66 ºC

1,500 bp

400 bp

300 bp

1,156 bp

1,035 bp

860 bp

869 bp

Nandakumar et al.
(2009)

Takeuchi et al. (1997)

Furuya et al. (2002)

This study

This study Estrada–de los 
Santos et al. (2013)

Estrada–de los 
Santos et al. (2013)

Payne et al. (2005)

Gene Primer Sequence (5 ́–3 ́) Annealing
Temp.

Product
Size

Reference

ผลการทดลอง และวิจารณ์

การเก็บตัวอย่าง แยกเชื้อ และทดสอบการเกิดโรค
ของเชื้อ

จากการเก็บตัวอย่างข้าวที่แสดงอาการเมล็ด
ด่าง และกาบใบเน่า (Figure 1A และ Figure 1B) ใน
ช่วงปี พ.ศ. 2554–2556 จากพื้นที่ปลูกข้าว 10  
จังหวัด ๆ ละ 5 แปลง ในจังหวัดเชียงราย สุโขทัย 
นครนายก สุพรรณบุรี ชัยนาท ราชบุรี นครปฐม 
ร้อยเอ็ด บุรีรัมย์ และนครศรีธรรมราช สามารถแยก 
เชือ้แบคทเีรยีทีเ่จรญิบนอาหาร NA ซึง่มลีกัษณะโคโลนี
ดังกล ่าวข ้างต ้นที่คล ้ายกับเชื้อ Burkholderia  
(Figure 1C) จ�านวน 46 ไอโซเลท (Table 1) จากพันธุ์
ข้าวต่าง ๆ  ที่น�ามาแยกเชื้อ โดยแยกไม่พบเชื้อลักษณะ
ดังกล่าวจากข้าวในจังหวัดบุรีรัมย์ ราชบุรี และ
นครศรีธรรมราช เมื่อทดสอบการเกิดโรคในข้าวพันธุ์
พิษณุโลก 2 อายุ 2 เดือน โดยการปลูกเชื้อแบคทีเรีย
ทั้ง 46 ไอโซเลท พบว่าเชื้อแบคทีเรียทั้ง 46 ไอโซเลท 
ท�าให้ต้นข้าวแสดงอาการกาบใบเน่า ใบเป็นแผลแห้ง
ตายตามยาว ขอบแผลสีน�้าตาล ภายใน 14 วัน 

 (Figure 2A และ Figure 2B) และเมือ่ปลกูเช้ือแบคทีเรยี
ไอโซเลทตัวแทน 1BGRE5–1 ที่ติดฉลากด ้วย 
rifampicin 250 ppm ในระยะออกดอก พบว่าท�าให้
ต้นข้าวแสดงอาการเมล็ดด่าง เมล็ดลีบ และรวงไหม้ 
ภายใน 4 วนั หลงัการปลกูเช้ือ (Figure 2C และ Figure 
2D) ซึ่งเป็นไปตามรายงานของ Nandakumar et al. 
(2009) และ Fory et al. (2014) ตามล�าดับ

การทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา ทาง
กายภาพ และชีวเคมีบางประการ

คุณสมบัติเบื้องต้นของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 46  
ไอโซเลท เป็นเชื้อ Burkholderia พบว่าแบคทีเรียทั้ง 
46 ไอโซเลท ติดสีแกรมลบ รูปร่างเป็นท่อน ขนาด
ประมาณ 0.53–0.57x2–2.5 µm มีการสะสมของ 
Poly–β–hydroxybutyrate โคโลนบีนอาหาร NA อายุ 
48 ชัว่โมง มสีขีาวออกเทา ขอบเรยีบ กลม นนูเลก็น้อย 
สร้างวงใสรอบโคโลนี ต ้องการออกซิเจนในการ 
เจริญ (stricky aerobe) ไม่สร้างเม็ดสีเรืองแสง 
(fluorescence pigment) แต่สร้างเม็ดสีที่ละลายน�้า
ได้บนอาหาร King’s B ซ่ึงหากเป็นเช้ือ Pseudomonas 

Table 2 Continue
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Figure 1  Symptoms of the panicle blight disease of rice under natural infected field conditions (A)  
   Grain discoloration (B) Leaf sheath rot and (C) Colony morphology of isolated bacteria on a 
              nutrient agar plate after 48 h incubation at room temperature

Figure 2  Symptoms of the panicle blight disease of rice by artificial inoculation with the isolated 
bacteria, 1BGRE5–1 (A–B) Sheath rot and leaf turning necrotic 14 days after inoculation on 
two month–old rice seedlings stage and (C–D) Panicle blight, grain discoloration and lack of 
grain filling 4 days after inoculation on flowering stage 

syringae pv. syringae หรือ P. fuscovaginae  
ซึ่งเป็นเชื้อสาเหตุของโรครวงไหม้ได้ (Yuan, 2004)  
จะสร้างเมด็สเีรอืงแสงบนอาหารชนิดน้ี บนอาหาร YDC 
โค โลนี จะกลมนูน  สี ขาว  ไม ่ สร ้ า ง เมื อก เยิ้ ม  
สร้างเอนไซม์ oxidase แต่ไม่สร้างเอนไซม์ urease 
และไม่ใช้ arginine บนอาหารจ�าเพาะ S–PG ที่ใช้ใน
การแยกเชื้อ B. glumae พบโคโลนีท้ังแบบ Type A 

ลักษณะกลม นูน ขอบเรียบสีน�้าตาลอมแดง และ Type B 

โคโลนีสีม่วง สะท้อนแสงหรือตรงกลางมีสีม่วงแดง 
สามารถรีดิวซ์ไนเตรทเป็นไนไตรท์ ย่อยเจลาติน แต่ไม่
ย่อยแป้ง เจรญิได้ทีอ่ณุหภมู ิ40 oC ในอาหารทีป่ระกอบ
ด้วยเกลือ 3% และในอาหารที่มี pH 4, 8 และ 9 ซึ่ง
สอดคล้องกับคุณสมบัติของเชื้อ Burkholderia 
(Schaad et al., 2001; Zhu et al., 2008) 
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การวิเคราะห์ และเปรียบเทียบล�าดับนิวคลีโอไทด์
บางส่วนของยีน 16S rRNA 

ล�าดับนิวคลีโอไทด์ยีน 16S rRNA ของเชื้อ
แบคทเีรียทัง้ 46 ไอโซเลท ความยาว 1,318 bp เปรยีบ
เทยีบกบัของเชือ้แบคทเีรยีบนฐานข้อมลูด้วยโปรแกรม 
BLAST ผ่านเครอืข่ายทางอนิเตอร์เนต็ (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบว่าเชือ้ทัง้ 46 ไอโซเลท 
เหมือนกับเชื้อ Burkholderia เมื่อน�ามาสร ้าง 
Phylogenic tree เปรียบเทียบกับล�าดับนิวคลีโอไทด์
ของเชือ้แบคทเีรยีทีม่รีายงานว่าเป็นเชือ้สาเหตโุรครวง
ไหม้ของข้าวในต่างประเทศบนฐานข้อมูล Genbank 
รวม 15 สายพนัธุ ์พบว่าเชือ้ 45 ไอโซเลท จดัอยูใ่นกลุม่
ย่อยเดียวกันกับเชื้อ B. glumae ส่วนอีกหนึ่งไอโซเลท 
คือ BGLCN จัดอยู่ในกลุ่มย่อยอยู่กับเชื้อ B. gladioli 

การตรวจเชื้อ Burkholderia glumae และ B. 
gladioli เบื้องต้นด้วยเทคนิค Polymerase chain 
reaction (PCR) ด้วยไพรเมอร์ที่จ�าเพาะต่อบริเวณ 
16S–23S rDNA internal transcribed spacer 
(ITS)

เชือ้สาเหตโุรครวงไหม้ของข้าวจ�านวน 46 ไอโซเลท 
พบว่ามีจ�านวน 45 ไอโซเลท สามารถเพิ่มปริมาณ  
ด้วยไพรเมอร์ที่จ�าเพาะต่อบริเวณ ITS ของเชื้อ
B. glumae ให้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 400 
bp (Figure 3A) ซึ่งเป็นไปตามรายงานของ Takeuchi  
et al. (1997) ยกเว้นไอโซเลท BGLCN และเมื่อตรวจ
สอบด้วยไพรเมอร์ที่จ�าเพาะต่อเชื้อ B. gladioli พบว่า
มีเพียงหนึ่งไอโซเลท คือ BGLCN สามารถเพิ่มปริมาณ
ชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด 300 bp ซึ่งเป็นไปตามรายงาน
ของ Furuya et al. (2002) (Figure 3B) ซึ่งเป็นข้อมูล
เบ้ืองต้นของการวินิจฉัยเชื้อสาเหตุของโรคว่าอาจเป็น
เชื้อ B. glumae

การวิเคราะห์ และเปรียบเทียบล�าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ 16S–23S rDNA internal transcribed 
spacer (ITS) ของเชื้อ B. glumae

ล�าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S–23S rDNA 
internal transcribed spacer ของเชื้อตัวแทน 
1BGRE5–1 ความยาว 395 bp มาวิเคราะห์เปรียบ
เทียบกับเชื้อแบคทีเรียบนฐานข้อมูล Genbank ซึ่ง 
ล�าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีน�ามาเปรียบเทียบอยู่ห่างจาก
บริเวณต�าแหน่ง +146 bp และ –10 bp ของ 16S 
rRNA และ 23S rRNA ตามล�าดับ อ้างอิงตามเช้ือ  
B. glumae สายพันธุ์ BGR1 (CP001503) โดยพบว่า
เช้ือ 1BGRE5–1 มีล�าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีคล้ายคลึงกับ
เช้ือ B. glumae สายพันธุ์ BJG3 จากประเทศญ่ีปุ่น
สงูสดุ 100% กบัสายพนัธุ ์BGR1 จากประเทศเกาหลใีต้ 
99.73% และสายพันธุ์ MAFF301169T จากประเทศ
ญี่ปุ่น 99.73% และเมื่อน�ามาสร้าง Phylogenetic 
tree จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับเชื้อ B. glumae ทั้ง 3 สาย
พนัธุท์ีน่�ามาเปรยีบเทยีบ (Figure 4) ให้ผลทีส่อดคล้อง
กับ Sayler et al. (2006) ซ่ึงใช้วิธีนี้ศึกษาเช้ือ  
B. glumae จ�านวน 6 ไอโซเลทท่ีพบในมลรัฐ 
อาคานซอ กับ 1 ไอโซเลทจากประเทศญี่ปุ่น พบว่ามี
ความเหมือนของล�าดับนิวคลีโอไทด์ในระดับท่ีสูงกว่า 
99.5% ของเชื้อ B. glumae ซึ่งให้ผลที่สนับสนุนใน
การใช้วิธีนี้ เพื่อจ�าแนกเชื้อ B. glumae ที่ถูกต้องและ
แม่นย�าได้ (Takeuchi et al., 1997)

การวิเคราะห์ และเปรียบเทียบล�าดับนิวคลีโอไทด์
บางส่วนของยนี 16S rRNA, atpD, gltB, lepA และ 
recA ด้วยวิธี Multilocus sequence analysis 
(MLSA)

สืบเนื่องจากปัจจุบันประเทศไทยยังไม่มีแหล่ง
เก็บเชื้อมาตรฐาน (type strain) ที่จะน�ามาใช้เปรียบ
เทียบด้วยเทคนิค DNA–DNA hybridization ซึ่งเป็น
วธิมีาตรฐานทีใ่ช้ในการจ�าแนกชนดิของแบคทเีรยีในระ
ดับสปีชีส์ (species) จากการศึกษาของ Maiden et 
al. (1998) ใช้เทคนิค Multilocus sequence 
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analysis เป็นคร้ังแรกในการจัดจ�าแนกกลุ ่มเช้ือ 
Neirreria manigitidis พบให้ผลสอดคล้องกับเทคนิค 
DNA–DNA hybridization และต่อมามกีารน�ามาใช้ใน
การจ�าแนกเชื้อในระดับสปีชีส์ เช่น เชื้อสาเหตุโรคพืช 
Xanthomonas spp. (Young et al., 2008) และใน
ระดบัต�า่กว่าสปีชส์ีลงไป ของเช้ือ B. cepacia complex 

Taxon K (Vanlaerae et al., 2009) ซึ่งให้ผล
สอดคล้องกบัการใช้เทคนิค DNA–DNA hybridization 
และใช้เป็นทางเลือกในการจ�าแนกเชื้อเมื่อไม่มีเชื้อ
มาตรฐานในการเปรียบเทียบ (Maiden et al., 1998) 
จากการศึกษาล�าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA, 
atpD, gltB, lepA และ recA ของเชื้อตัวแทนจาก  
7 จังหวัด ที่แยกเชื้อได้ จ�านวน 10 ไอโซเลท คือ 
1BGRE5–1, 1BGSP3–4, 1BGCR2–2, 2BGCN4–1, 
2BGCN5–2, 3BGNP1–4, 3BGNP2–3, 3BGST2–1, 
3BGNY1–1 และ 3BGNY2–4 น�ามาเชื่อมต่อกันเป็น
ความยาว 4,500 bp ไปวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ของ
ล�าดบันิวคลโีอไทด์กบัเชือ้ Burkholderia และจีนสัใกล้
เคียงจ�านวน 53 สายพันธุ์ในฐานข้อมูล GenBank  

พบว่าเชื้อ 1BGRE5–1, 1BGSP3–4, 1BGCR2–2, 
2BGCN4–1, 2BGCN5–2, 3BGNP1–4, 3BGNP2–3, 
3BGST2–1, 3BGNY1–1 และ 3BGNY2–4 มีความ
เหมือนของล�าดับนิวคลีโอไทด์กับเชื้อ B. glumae  
สายพันธุ์ BGR1(เกาหลีใต้) และ B. glumae สายพันธุ์  
LMG2196T (ญี่ปุ่น) 99.80–100% (Table 3) เมื่อน�า
มาสร้าง Phylogenetic tree พบว่าเช้ือท้ัง 10  
ไอโซเลทจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับเชื้อ B. glumae โดยมี
ค่า Bootstrap สนับสนุน 100% (Figure 5) เช่นเดียว
กบัที ่Estrada–de los Santos et al. (2013) ได้ศกึษา
ความสมัพนัธ์ของเช้ือ Burkholderia มากกว่า 60 สปีชี
ส์ จ�านวน 77 สายพันธุ์ ด้วยเทคนิค Multilocus 
sequence analysis (MLSA) โดยใช้ Housekeeping 
gene จ�านวน 4 ยีน (atpD, gltB, lepA และ recA 
ร่วมกับ 16S rRNA) พบว่าสามารถใช้แยกเช้ือเป็น 2 
กลุ่มหลัก คือ กลุ่ม A ประกอบด้วยเชื้อแบคทีเรียที่พบ
ทั่วไปในสภาพแวดล้อม และกลุ่ม B ประกอบด้วยเชื้อ
ท่ีจัดเป็นสาเหตุโรค และยังสามารถแยกเช้ือออกเป็น
สปีชีส์ต่าง ๆ อย่างชัดเจนได้ 
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Figure 4  Neighbour–joining phylogenetic tree of the 16S–23S rDNA internal transcribed spacer (ITS) 
 sequences of isolate 1BGRE5–1 and reference strains of bacterial causing panicle blight 

disease symptoms. A bootstrap analysis was performed with 1000 repetitions with MEGA 
6.06 software

Figure 3  Agarose gel electrophoresis of PCR products amplified using primers (A) GL–13f and GL–14r 
             and (B) GLA–f and GLA–r, M: FastRulerTM Middle Range DNA Ladder, 1: dH

2
O, 2–9: bacterial 

isolated  from panicle blight disease and 3: BGLCN
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  B. sediminicola strain LMG 24238

 B. fungorum strain LMG 16225

 B. phytofirmans strain PsJN

 B. xenovorans strain TCo-382

 B. ginsengisoli strain LMG 24044

 B. bryophila strain LMG 23644

 B. terricola strain LMG 20594

 B. phenazinium strain LMG 2247

 B. caledonica strain LMG 19076

 B. sartisoli strain LMG 24000

 B. sordidicola strain LMG 22029

 B. phenoliruptrix strain AC1100

 B. megapolitana strain LMG 23650

 B. sabiae strain LMG 24235

 B. phymatum strain GR-01

 B. caribensis strain MWAP64 ATP

 B. terrae strain LMG 23368

 B. hospita strain LMG 20598

 B. glathei strain ATCC 29195

 B. soli strain LMG 24076

 B. kururiensis strain KP23

 B. sacchari strain IPT101

 B. ferrariae strain FeGl01

 B. tropica strain Ppe8

 B. unamae strain MCo-762

 B. mimosarum strain PAS44

 B. silvatlantica strain SRCL-318

 B. nodosa strain Br3437

   Group A

 B. seminalis strain LMG 24067

 B. cenocepacia strain J2315

 B. cepacia strain ATCC 25416

 B. ambifaria strain AMMD

 B. latens strain LMG 24064

 B. lata strain 383

 B. stabilis strain LMG 14294

 B. pyrrocinia strain LMG 14191

 B. multivorans strain ATCC 17616

 B.  vietnamiensis strain TVV75

 B. oklahomensis strain EO147

 B. thailandensis strain E264

 B. mallei strain ATCC 23344

 B. pseudomallei strain K96243

 3BGNP2-3 (Nakhon Pathom)

 3BGNY1-1 (Nakhon Nayok)

 1BGCR2-2 (Chiang Rai)

 B. glumae strain BGR1 (South Korea)

 B. glumae strain LMG 2196 (Japan)

 3BGST2-1 (Sukhothai)

 1BGSP3-4 (Suphan Buri)

 2BGCN4-1 (Chai Nat)
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Figure 5  Neighbour–joining phylogenetic tree of the atpD–gltB–lepA–recA–16S rRNA genes, showing 
the relationships of 10 isolates with of the isolated panicle blight bacteria (•) and Burkholderia 
species. A bootstrap analysis was performed with 1000 repetitions with MEGA 6.06 software
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Table 3  Sequence identity matrix (%) showing nucleotide sequence similarity between 10 isolates of 
the isolated panicle blight bacteria (7–16) and reference strains of Burkholderia spp. 

สรุป

เชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากข้าวท่ีแสดงอาการ
กล้าเน่า กาบใบเน่า เมล็ดด่าง และรวงไหม้ จ�านวน 
46 ไอโซเลท เมื่อน�าทดสอบการเกิดโรคตามหลักการ
พิสูจน์โรคของ Koch พบว่าทั้ง 46 ไอโซเลท เป็นเชื้อ
สาเหตุของโรคท�าให้เกิดอาการกาบใบเน่า ใบเป็นแผล
แห้งตาย เมล็ดด่าง เมล็ดลีบ และรวงไหม้ โดยเชื้อทั้ง 
46 ไอโซเลท มีคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา ทาง
กายภาพ และชีวเคมีเบื้องต ้นคล้ายคลึงกับเชื้อ 
Burkholderia รวมถึงมีล�าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
16S rRNA คล้ายคลึงกับเชื้อ Burkholderia เมื่อตรวจ
สอบด้วยเทคนิค PCR พบว่า 45 ไอโซเลทให้ปฏิกิริยา
บวกกับไพรเมอร์ของ B. glumae และหนึ่งไอโซเลท 
คือ BGLCN ให้ปฏิกิริยาบวกกับไพรเมอร์ของ B. 
gladioli และเมื่อวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์บาง
ส่วนของยีน 16S rRNA, atpD, gltB, lepA และ recA 
ด้วยวิธี Multilocus sequence analysis (MLSA) 
ของเชือ้ไอโซเลท 1BGRE5–1, 1BGSP3–4, 1BGCR2–
2, 2BGCN4–1, 2BGCN5–2, 3BGNP1–4, 3BGNP2–
3, 3BGST2–1, 3BGNY1–1 และ 3BGNY2–4 ให้ผล

ที่มีคุณสมบัติเหมือนกับของเชื้อ B. glumae ซึ่งควร
ที่จะได้ท�าการศึกษาเปรียบเทียบกับเชื้อ B. glumae 
ที่เป็น type strain เพื่อการยืนยันผลการจ�าแนกต่อ
ไป

กิตติกรรมประกาศ

งานวิจัยนี้ได้รับการสนันสนุนจากศูนย์ความ
เป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส�านักพัฒนา
บณัฑติศกึษาและวจิยัด้านวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
ส�านักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา ภายใต้
โปรแกรม “ ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิ
อากาศของประเทศไทยในอนาคต” ในโครงการผล
ของการเปลี่ยนแปลงภูมิอากาศต่อโรคอุบัติใหม่ และ
โรคอุบั ติ ซ�้ า ของข ้ า ว ในประ เทศไทย  ประจ� า
ปีงบประมาณ 2555–2557 โครงการส�ารวจเฝ้าระวัง
เชื้อ Burkholderia glumae และ Pseudomonas 
fuscovaginae สาเหตุโรคอุบัติใหม่ในข้าว ประจ�า
ปีงบประมาณ 2559 และได้รับทุนอุดหนุนการวิจัย
ระดับบัณฑิตศึกษาจากส�านักงานคณะกรรมการวิจัย
แห่งชาติ ประจ�าปี 2559
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