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 โรคขอบใบแหง (Bacterial blight) มีสาเหตุมาจาก Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) เปน

ปญหาหน่ึงท่ีสําคัญของการปลูกขาวในประเทศไทย การระบาดท่ีรุนแรงของโรคขอบใบแหงทําความเสียหายแก

ผลผลิตขาวเปนอยางมาก การปลูกขาวพันธุตานทานตอการเขาทําลายของ  Xoo เปนวิธีท่ีดีท่ีสุดในการปองกัน

และควบคุมโรค ความตานทานโรคในขาวขึ้นอยูกับปฏิสัมพันธของยีนตานทาน (ยีน R) ในขาว ท่ีเขาคูกันไดกับยีน 

อไวรูเลนส (ยีน avr) ในแบคทีเรีย ซึ่งทําใหเกิดการตายอยางรวดเร็วของเซลลในบริเวณท่ีมีการติดเชื้อเรียกวา การ

ตอบสนองแบบสูงเกิน (Hypersensitive response; HR) Xoo บางสายพันธุมีความสามารถในการพัฒนาตัวเอง 

ใหเขาทําลายพันธุขาวท่ีมียีนตานทานชนิดเดียวไดในระยะเวลาอันรวดเร็ว ดังน้ันการทราบถึงความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมของ Xoo โดยเฉพาะชนิดของยีน avr  จึงมีความสําคัญในการควบคุมโรค ในงานวิจั ยน้ี 

ทําการศึกษาการเกิด HR ในขาว 2 พันธุ และ 11 สายพันธุท่ีเปน Near Isogenic Lines ท่ีมียีน R แตกตางกัน ทํา

การปลูกเชื้อดวย Xoo 80 ไอโซเลท จาก 12 จังหวัด ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย พบวาสามารถ

จัดกลุม Xoo ได 9 กลุม โดยมีกลุมใหญ 1 กลุมท่ีมีประชากรในกลุมถึง 70 ไอโซเลท ท่ีมาจากปและจังหวัดท่ี

ตางกัน ซึ่งนาจะมีจํานวนยีน avr 1-2 ยีน หรือ มียีน avr ท่ีมีความผิดปรกติ กลุมยอยท่ีเหลือสวนใหญเปนกลุม

เดี่ยวซึ่งนาจะมีจํานวนของยีน avr 3-4 ยีน จากการศึกษาดวยเทคนิคทางพันธุศาสตรโมเลกุลโดยการสรางไพ ร

เมอร 2 คู ท่ีมีความจําเพาะกับบริเวณซ้ําของยีน avr ใน Xoo พบวาสามารถจัดกลุม Xoo ได 20 กลุม Xoo ท่ีมา

จากจังหวัดและปเดียวกันจะมีความเหมือนกันมากกวาท่ีมาจากคนละจังหวัด ซึ่งการศึกษาดวยวิธี PCR พบความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของ Xoo มากกวาการศึกษาการเกิด HR แสดงใหเห็นวาไมมีความสอดคลองกันของ

การจัดกลุมโดยใชสวนของฟโนไทปและจีโนไทป อยางไรก็ตามเมื่อนําขอมูลจากการศึกษาท้ัง 2 วิธีมาใชรวมกันใน

การจัดกลุม สามารถจัด Xoo ได 14 กลุม โดยสามารถจัดใหภายในแตละกลุมมีไอโซเลทท่ีมาจากจังหวัดและป

เดียวกันไดมากกวาการใชขอมูลชนิดเดียว ถึงแมวาขอมูลท่ีไดจากการศึกษาในคร้ังน้ี จะไมมีความสัมพันธกัน

อยางชัดเจน เน่ืองจาก Xoo มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง แตก็สามารถใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในการพัฒนา

พันธุขาวตานทานตอโรคขอบใบแหงตอไป 
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              Bacterial blight disease caused by Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) is one of the most 

importance problems of rice cultivation in Thailand. Severe epidemic of the disease results in severe 

damage on rice production. The best method to control this disease is the use of disease resistance 

rice cultivars. Disease resistance in rice depends on an interaction between a resistance gene (R gene) 

in rice and a corresponding avirulence gene (avr gene) in bacteria resulting in rapid death of cells 

called hypersensitive response (HR). Some Xoo isolates have the ability to rapidly overcome R genes in 

rice. Therefore, knowing genetic diversity especially the existing of avr genes in Xoo should be 

essential for disease control. In this study, HR was tested in 2 rice cultivars and 11 Near Isogenic Lines 

containing different R genes infiltrated with 80 isolates of Xoo from 12 provinces in Northeastern 

Thailand. Xoo isolates were clustered into 9 groups by HR results. One big group from this study 

contained 70 isolates collected from different provinces and years which might have a few avr genes or 

non-functional avr genes. Three to four avr genes in each isolates were expected from other small 

groups. Molecular genetic diversity of these Xoo isolates was also determined using two primer pairs 

designed from a specific repeat region of avr genes. The results showed that these two primer pairs 

could cluster Xoo isolates into 20 groups. The grouping from this method indicated that Xoo isolated 

from diseased rice in the same province and year was more similar in each other than Xoo isolated from 

different provinces. In conclusion, PCR-base technique using primers specific for avr genes could 

show more genetic diversity of Xoo isolates than HR test. These results of phenotype and genotype of 

the bacteria showed no correlation. However, when data from both methods were combined, Xoo 

isolates could be clustered into 14 groups. These grouping could present Xoo isolates from the same 

provinces and years in each group better than using a single data. Although, data from this study did 

not show clear relationship due to high genetic diversity of Xoo, they can be useful as basic data for 

developing rice resistance to bacterial blight in the future. 
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  บทท่ี  1 

  บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของขาว 

               ขาวเปนอาหารหลักและพืชเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย นอกจากการบริโภค

เปนอาหารหลักแลว ขาวยังเปนวัตถุดิบทางอุตสาหกรรมท่ีนําไปแปรรูปเปนผลิตภันฑไดหลายชนิด 

จาการที่ขาวมีคุณคาทางอาหารสูงและมีประโยชนหลายดาน ทําใหอัตราการบริโภคขาวและการ

สงออกขาวเพิ่มมากขึ้นทุกป  ในป พ .ศ. 2546 ประเทศไทยสงออกขาวจํานวน  7,345,971 ตัน คิด

เปนมูลคา 76,699.1 ลานบาท และมีปริมาณการสงออกตอปเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ โดยในป พ .ศ. 2552 

ประเทศไทยสงออกขาวไดถึง 8,619,871 ตัน คิดเปนมูลคา 172,207.7 ลานบาท ซึ่งแสดงใหเห็นถึง

ความตองการบริโภคขาวที่มีเพิ่มมากขึ้น (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2553 ) 

            การปลูกขาวประสบปญหามากจากโรคและแมลงศัตรูพืชและจากสภาพแวดลอมท่ี

เปลี่ยนแปลงไป ซึ่งปญหาเหลานี้ลวนแตสงผลตอการเจริญเติบโตและปริมาณผลผลิตของขาว  โรค

ขาวท่ีเปนปญหาและมีความสําคัญอยางมาก โดยสรางความเสียหายในวงกวาง ไดแก โรคขอบใบ

แหง (Bacterial blight ) ที่มีสาเหตุมาจากแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) โดย

อาการของโรคเริ่มแสดงออกไดต้ังแตระยะกลาจนถึงระยะออกรวง ใบขาวที่เริ่มติดเชื้อมีรอยช้ําน้ําที่

ขอบใบ และจุดช้ําน้ีจะขยายออกตามแนวยาวของใบและมีสีเหลือง ขอบใบที่เปนโรคจะหยิกงอ แหง 

เหี่ยวเร็วและตายในที่สุด (Ou, 1985) เชื้อที่เขาทําลายในระยะกลาภายหลังการปกดําทําใหตนขาว

เหี่ยวเฉาและตายอยางรวดเร็ว เรียกอาการเชนน้ีวา  ครีเสค (Kresek) Xoo แพรกระจายไดอยาง

รวดเร็วทางน้ํา ดังนั้นสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการกระจายของเชื้อไดแก มีพายุฝน ฝนตก

ติดตอกันหลายวัน น้ําทวม ระดับน้ําในนาสูงเกินพอดี และการระบายนํ้าในนาไมดี เปนตน (พยอม 

ศรีจําปา และคณะ , 2541) การปองกันโรคขอบใบแหงจึงมีความสําคัญหากสามารถทําไดอยางมี

ประสิทธิภาพจะชวยเพิ่มผลผลิตขาวได 

 การปองกันการเกิดโรคขอบใบแหงในขาวท่ีมีประสิทธิภาพวิธีหนึ่ง ไดแก  การปลูก

ขาวสายพันธุที่มีความตานทานตอโรคขอบใบแหง ซึ่งนอกจากเปนการลดปริมาณสารเคมีในการ

ควบคุมโรคแลว ยังเปนวิธีที่เกษตรกรปฏิบัติได การปรับปรุงสายพันธุขาวตานทานตอโรคตองอาศัย

ขอมูลทางดานจีโนไทป เชน ความแตกตางทางพันธุกรรมของแบคทีเรีย และขอมูลทางฟ โนไทป เชน

ความสามารถกอโรคในขาว ขอมูลที่ไดจะทําใหทราบความหลากหลายทางพันธุกรรมของ Xoo ใน

พื้นที่ที่ทําใหเกิดความรุนแรงของโรคท่ีแตกตางกัน รวมถึงปฏิสัมพันธระหวาง  Xoo กับขาวดวย จึงมี
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งานวิจัยที่ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและการจําแนกกลุม  Xoo จากความหลากหลาย

ทางพันธุกรรม (race) ของ Xoo ที่พบในภูมิภาคตางๆ ทั่วโลก โดยใชเทคนิคพันธุศาสตรโมเลกุลเปน

เครื่องมือในการศึกษา เชน การใชเทคนิค Restriction fragment length polymorphism (RFLP)  

(Yashitola และคณะ, 1997; Ochiai และคณะ, 2000; Ochiai และคณะ, 2005) เทคนิค Random 

amplification polymorphic DNA (RAPD) (Gupta และคณะ, 2001; Hu และคณะ, 2007)  และ 

เทคนิค Amplified fragment length polymorphism (AFLP)  (Kosawang และคณะ,  2006) 

ศึกษาความหลากหลายของ Xoo โดยผลการศึกษาจากที่ตางๆ มีความสอดคลองกัน ที่ทําใหสรุปได

วาแบคทีเรียสาเหตุโรคมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง แตเมื่อนําไปเปรียบเทียบกับความ  

สามารถในการกอโรคในขาวสายพันธุตางๆ (ระดับพาโทไทป) กลับพบวา ไมสามารถสรุปความสัม 

พันธกันไดวามีหรือไม    

กลไกการตานทานโรคขอบใบแหงของขาว เกิดจาการทํางา นของยีนตานทานชนิด

ตางๆ ท่ีรวมแสดงออกในเชิงปริมาณ โดยยีนตานทานท่ีอยูในขาวจํานวนหนึ่งมีกลไกควบคุมการตาน 

ทานโรคในรูปแบบการตอบสนองแบบสูงเกิน (Hypersensitive Response; HR) (Zhu และคณะ , 

1998)  ณ ตําแหนงเนื้อเย่ือที่ไดรับแบคทีเรียสาเหตุโรคที่มียีนสอดคลองกั บยีนตานทานของขาว    

โดยปฏิสัมพันธดังกลาวเปนผลจากการทํางานระหวางยีนตานทาน (resistance gene; ยีน R) ในพืช 

และยีนอไวรูเลนซ (avirulence gene; ยีน avr) ในแบคทีเรียสาเหตุโรคท่ีเขาคูกันได (Collmer, 1998; 

White และคณะ , 2000; Staskawicz และคณะ , 2001) ผลของการตอบสนองแบบสูงเกินทําให

เนื้อเย่ือพืชบริเวณที่ไดรับแบคทีเรียสาเหตุโรคเกิดการตายเฉพาะจุด สงผลใหแบคทีเรียไมสามารถ

แพรกระจายไปในสวนอ่ืนๆของพืชและตายในที่สุด 

 ยีนอไวรูเลนซ ใน Xoo จัดอยูในกลุม avrBs3/pthA-family ซึ่งยีนกลุมนี้พบมากใน 

Xanthomonas spp. มีความเก่ียวของกับการเกิด HR ที่มีการตอบสนองจําเพาะกับยีน R ในพืช

หลายชนิด (Leach และ White, 1996) การแสดงออกของยีน  avrXa มีผลทําให Xoo แตละไอโซเลท 

กอโรคในขาวสายพันธุที่มียีน R ชนิดตางๆ แตกตางกันออกไป จากปฏิสัมพันธที่เกิดขึ้นดังกลาวทํา

ใหจําแนกความแตกตางของแบคทีเรียฯไดในระดับท่ีเรียกวา race ความหลากหลายทางพันธุกรรม 

ความสามารถกอโรค และการตอบสนองแบบสูงเกินในพันธุขาวตางๆ ลวนเปนขอมูลพื้นฐานท่ีมี

ประโยชนตอการพัฒนาสายพันธุขาวตานทานโรคขอบใบแหงที่เกิดจาก Xoo ตลอดจนการบริหาร

จัดการโรคในประเทศไทย ซึ่งปจจุบันการศึกษาคุณสมบัติตางๆท่ีเปนปจจัยกอโรคขอบใบแหงในขาว  

Xoo ยังมีอยูจํากัดเนื่องดวย โดยทั่วไปการศึกษาความหลากหลายของ Xoo ใชการประเมินระดับ

ความรุนแรงโรคที่เกิดขึ้นในขาวสายพันธุตางๆ ที่ตองปลูกทดสอบในสภาพธรรมชาติ ทําใหตองใช
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เวลานานและอาศัยแรงงานมากในการประเมินโรค  ดังนั้นการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรีย

โดยใชสวนของยีน avr ที่มีอยูใน Xoo แตละไอโซเลท ดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 

(PCR) จึงเปนวิธีหน่ึงที่จะชวยใหศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียทําไดสะดวกและรวดเร็วขึ้น 

และขอมูลจากการศึกษาความสัมพันธระหวางการเกิด HR และพันธุกรรมที่อยูบนยีน avr  สามารถ

นําไปประยุกตใชในการพัฒนา วิธีการตรวจสอบหาพาโทไทปของแบคทีเรียสาเหตุโรคใหมี

ประสิทธิภาพมากขึ้นอีกดวย  การพัฒนาวิธีการคัดเลือกพันธุขาวตานทานโรคขอบใบแหง และการ

เพิ่มประสิทธิภาพในการปองกันและความคุมโรคที่ดีขึ้นตอไป 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

เพื่อศึกษาความหลากหลายของประชากร Xoo โดยอาศัยความแตกตางของ

พันธุกรรมบนยีน avr ดวยวิธี PCR และปฏิกิริยาการเกิด HR ในขาวสายพันธุตางๆตอยีน avr ของ

เชื้อ 

ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจัยนี้ทําการศึกษา  Xoo จํานวน 80 ไอโซเลท ที่รวบรวมพื้นที่ปลูกขาวใน 12 

จังหวัด ในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย  และใชเทคนิค  PCR ศึกษาความแตกตาง

ในสวนของยีน avr ในแบคทีเรียสาเหตุโรค โดยใชไพรเมอรจําเพาะกับยีน avr และทดสอบปฏิกิริยา

การเกิด HR ในขาวสายพันธุตางๆ ที่มี ยีนตานทานตางชนิดกันเมื่อไดรับการปลูกเชื้อดวย Xoo      

ไอโซเลทตางๆ  เปรียบเทียบและวิเคราะหขอมูลที่ไดจากเทคนิค PCR และปฏิกิริยาการเกิด HR ใน

ขาว  เพื่อจัดกลุมความหลากหลายของแบคทีเรียสาเหตุโรค  

ขอจํากัดของการวิจัย  

เนื่องจากงานวิจัยนี้ตองใชสถานที่ใ นการปฎิบัติงานท่ีมีอุณหภูมิและความชื้นที่

เหมาะสมกับการเกิดโรค แตพื้นที่ในการทําวิจัยมีบริเวณจํากัด สภาพแวดลอมไมเหมาะสม และยังมี

โรค แมลง ศัตรูตอตนขาวระบาด ซึ่งมีผลตอการทดสอบปฏิกิริยาการเกิด HR ในขาว 

คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae, Diversity, Avirulence gene, 

Hypersensitive response 
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ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมที่พบใน Xoo และความรุนแรงที่ทําใหเกิดโรคขอบ

ใบแหงในขาวสามารถนําไปใชจําแนกหาพาโทไทปใหสะดวกรวดเร็วขึ้น ความสัมพันธของปฏิกิริยา 

HR ในขาวที่มียีนตานทานตางๆท่ีไดรับ Xoo ที่มียีน avr ที่แตกตางกันสามารถนําไปใชในปรับปรุง

พันธุขาวตานทานโรคขอบใบแหง 

แผนการดําเนินงานวิจัย 

1. คนควาและรวบรวมขอมูลที่เก่ียวของกับยีน avrXa  ใน Xoo ที่ทําใหเกิดโรคขอบใบ 

    แหงในขาว 

        2. ศึกษาการเกิด HR จากปฏิสัมพันธของยีน avr  ใน Xoo แตละไอโซเลท กับขาว 

                สายพันธุที่มียีน R แตกตางกัน   

3. ศึกษาหาลําดับเบสของยีน avrXa  ที่มีความแตกตางกัน และออกแบบไพรเมอรท่ี 

    จําเพาะกับบริเวณซ้ําของยีน avrXa 

4. ศึกษาความหลากหลายของ Xoo ดวยเทคนิค PCR 

  5. เปรยีบเทียบความหลากหลายของ Xoo จากการจัดกลุมโดยใชการเกิด HR และการทํา  

                PCR 
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บทท่ี  2 

การตรวจเอกสาร 

2.1 ขาวและความสําคัญ 

ขาวเปนพืชที่อยูในตระกูลเดียวกับหญาจัดอยูในจีนัส Oryza ซึ่งขาวมีการกระจาย

พันธุอยูในหลายทวีปท่ัวโลก ท้ังทวีปเอเชีย ออสเตรเลีย แอฟริกา อเมริกาเหนือ และอเมริกากลาง พืช

ในจีนัสนี้มีมากถึง 25 สปชีส แตสปชีสที่ไดรับความนิยมในการปลูกและบริโภคมีเพียง 2 สปชีส ไดแก 

O. glaberrima Stend. ที่นิยมปลูกในทวีปแอฟริกาตะวันตก และ O. sativa L. ที่มีการปลูกมากใน

บริเวณเขตเสนศูนยสูตร ซึ่งสามารถปลูกไดทั้งในพื้นที่ท่ีมีความแหงแลงไปจนถึงพื้นที่ที่มีนํ้า ทวมถึง 

ขาวเปนอาหารหลักท่ีบริโภคโดยประชากรประมาณ 90% ในประเทศแถบเอเชียและยังมีการบริโภค

ในทุกทวีปทั่วโลก โดยในทวีปเอเซียมีการบริโภคขาว 416,459,000 ตัน ทวีปอเมริกาใต  17,188,000 

ตัน ทวีปแอฟริกา 15,741,000 ตัน ทวีปยุโรป 2,550,000 ตัน ประเทศสหรัฐอเมริกา 2,704,000 ตัน 

ประเทศออสเตรเลีย 215,000 ตัน และอ่ืนๆ 636,000 ตัน จากปริมาณขาวที่มีการบริโภคท้ังหมด 

457,451,000 ตัน (International Rice Research Institute (IRRI), 2007) 

ในประเทศไทยขาว (O. sativa L.) เปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญและเปนสินคาสงออก

ในอันดับตน ๆ ของ ประเทศ และยังเปนอาหารหลักในการดํารงชีวิตของประชากรกวา  63   ลานคน

ในประเทศ นอกจากน้ีขาวยังเปนสินคาสงออกทํารายไดใหกับประเทศเปนอยางมาก  ต้ังแตป พ .ศ.

2548-2551 ประเทศไทยสงออกขาวในปริมาณที่เพิ่มมากขึ้นทุกๆป ซึ่งแสดงใหเห็นถึงความตองการ

ในการบริโภคขาวที่มีเพิ่มมากขึ้นดวย (ตารางที่ 2.1) (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2553) 

 

ตารางท่ี 2.1  สถิติการสงออกขาว จากผลรวมปริมาณและมูลคาการสงออกรายเดือนในป  พ.ศ. 

                      2548-2551 

ป 

พ.ศ. 

2548 2549 2550 2551 

ปริมาณ มูลคา ปริมาณ มูลคา ปริมาณ มูลคา ปริมาณ มูลคา 

รวม 7,495,904 92,993.70 7,494,140 98,179.00 9,192,518 119,215.40 10,216,128 203,219.10 

                                                                                                                            ปริมาณ : ตัน 

                                                                                                                       มูลคา : ลานบาท 

 

การพัฒนาพันธุขาวใหมีผลผลิตที่มากขึ้นเพื่อใหเพียงพอจะรองรับความตองการ

ของผูบริโภคที่มากขึ้นมีความจําเปนอยางมาก การ ปรับปรุงพันธุใหไดขาวสายพันธุที่มีความตาน 

ทานตอโรค แมลง และสภาพแวดลอมตางๆ ท่ีไมเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของตนขาวนั้น เปนวิธี
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ที่ชวยลดตนทุนการผลิตและยังทําใหไดผลผลิตมากขึ้น จึงมีการศึกษาและพัฒนาสายพันธุขาวที่มี

ความตานทานตอสภาพแวดลอมตางๆ เ ชน ขาวทนเค็ม  (Miah และคณะ , 1996) ขาวทนแลง   

(Jongdee และคณะ , 2006) และขาวที่ทนตอโรค  (Xiong และ Yang, 2003) เปนตน นอกจาก

สิ่งแวดลอมที่เปลี่ยนแปลงไปจะมีผลตอการเจริญเติบโตของตนขาวแลว  การเกิดโรคยังเปนอีก

สาเหตุสําคัญที่เปนอุปสรรคในการเจริญเติบโตขอ งขาว จึงมีการวิจัยและพัฒนาเพื่อใหไดพันธุขาวที่

มีความสามารถใน การตานทานตอโรคตางๆที่มากขึ้น ซึ่งโรคขาวนั้นมีสาเหตุมาจากจุลินทรียหลาย

ชนิด โดยเฉพาะโรคที่มีสาเหตุจากแบคทีเรียซึ่งมักจะทําความเสียหายแกผลผลิตขาวจํานวนมาก  

โรคขาวท่ีเปนปญหาและมีความสําคัญ อยางมาก โดยสรางความเสียหายในวงกวาง ไดแก โรคขอบ

ใบแหง (Bacterial blight ) เพราะมีการระบาดคอนขางรุนแรงและมีการกระจายของโรคในทุก

ภูมิภาคของโลกที่มีการปลูกขาว (ภาพที่  2.1)   พบการระบาดของเชื้อ สาเหตุโรคขอบใบแหง ในทวีป

เอเชีย  เชน ประเทศไทย ฟลิปปนส ญี่ปุ น จีน  เนปาล บังคลาเทศ และศรีลังกา ทวีปแอฟริกา เชน 

ประเทศแคเมอรูน และโตโก ทวีปอเมริกาเหนือ กลาง และใต เชน ประเทศสหรัฐอเมริกา แม็กซิโก 

ปานามา และโคลัมเบีย เปนตน รวมถึงประเทศแถบโอเชียเนีย (Oceania)  อยางประเทศ

ออสเตรเลียอีกดวย (CABI and EPPO, 1997)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    ภาพท่ี 2.1  การกระจายตัวของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ในหลายทวีปท่ัวโลก  

                       แหลงที่มา : http://www.eppo.org/QUARANTINE/bacteria/

                       

 Xanthomonas_ 

oryzae/XANTOR_map.htm   

http://www.eppo.org/QUARANTINE/bacteria/�
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2.2  โรคขอบใบแหง (Bacterial blight) 

  โรคขอบใบแหง (Bacterial blight ) มีสาเหตุมาจาก Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae (Xoo) (Adhikari และคณะ, 1995; Yashitola และคณะ, 1997; Ochiai และคณะ, 2000; 

พยอม ศรีจําปา และคณะ , 2541) เปนโรคท่ีทําใหเกิดความเสียหายในการปลูกขาวเปนอยางมาก 

พบการระบาดของโรคที่รุนแรงและทําความเสียหายในแหลงปลูกขาวท่ีสําคัญทุกภูมิภาคท่ัวโลก จึง

เปนโรคที่มีความสําคัญ เนื่องจากโรคขอบใบแหงทําไหเกิดความเสียหายแกผลผลิตขาวท่ัวโลก

ประมาณรอยละ 30-50 ตอป (Adhikari และคณะ, 1995; Niño-Liu  และคณะ, 2006; พยอม โคเบล

ลี่, 2550)   โดยมักพบการระบาดของโรคขอบใบแหงในสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสม เชน มีระดับ

น้ําในนาสูงการระบายน้ําไมดี มีพายุ ฝนตก น้ําทวม และการทํานาโดยใชพันธุขาวพันธุเดียวกันเปน

บริเวณกวาง การใสปุย ไนโตรเจนอัตราสูง และระยะปกดําชิดกัน ก็สามารถทําใหเกิดการระบาดของ

โรคขอบใบแหงที่รุนแรงและรวดเร็วได (พยอม ศรีจําปา และคณะ, 2541)  

 Xoo เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปทรงเปนแทง (rod-shape) เซลลมีความกวาง

ประมาณ 0.4-0.7 ไมครอน และยาวประมาณ 0.7-2.0 ไมครอน สามารถเคลื่อนที่ไดโดยอาศัยแฟลค

เจลลัม (flagellum) เมื่อเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง โคโลนีจะมีลักษณะกลม นูน ขอบและผิวเรียบ

มัน เปนเมือก และมีสีเหลือง (ภาพที่ 2.2) Xoo เปนแบคทีเรียที่ตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโต 

(aerobic bacteria) อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตจะอยูระหวาง 25 ถึง 30 ๐ซ (Ou, 1985; 

Niño-Liu  และคณะ, 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพท่ี 2.2 ลักษณะของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae   

(ก) โคโลนีของ Xoo บนอาหารเลี้ยงเชื้อก่ึงแข็ง Nutrient Agar (NA) 

(ข) ลักษณะของ Xoo ภาพจากลองจุลทรรศนแบบอีเล็กตรอน จาก Guevara และ  Maselli 

(1999) 

 
   (ข) 

 
   (ก) 
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Xoo เขาทําลายขาวผานทางชองเปดตามธรรมชาติ ไฮโดราโทด (hydratode) และ

ทางบาดแผล แบคทีเรียเจริญเติบโต และแพรกระจายไปตามทอลําเลียง (ภาพท่ี 2.3) ซึ่งแบคทีเรีย

สามารถเขาทําลายขาวไดต้ังแตระยะกลาจนถึงระยะออกรวง ลักษณะใบขาวที่ติดเชื้อจะมีรอยช้ําที่

ขอบใบ และจุดช้ําน้ีจะขยายออกเปนสีเหลืองตามแนวยาวของใบ ใบท่ีเปนโรคจะมีขอบใบหยิกงอ 

แหงเร็ว สีเขียวจะจางลงเปนสีเทา ใบจะมวนตามความยาวของใบ (ภาพที่ 2.4 ก) และจะตายในที่สุด 

ถาอากาศมีความชื้นสูงและแบคทีเรียเจริญเต็มทอลําเลียงน้ํา แบคทีเรียจะออกมาท่ีผิวใบในรูปของ

หยดเชื้อหรืออูซ (ooze) (ภาพที่ 2.4 ข) ถาเชื้อเขาทําลายในระยะกลาเพิ่งปกดําจะทําใหตนขาวเหี่ยว

เฉาและตายอยางรวดเร็วจะเรียกอาการเชนนี้วา ครีเสค  (Kresek)  Xoo มีการแพรกระจายอยาง

รวดเร็วไดทางน้ํา โดยเมื่อสภาพแวดลอมเหมาะสมตอการกระจายของเชื้อ เชน ฝนตกพรํา มีพายุฝน 

น้ําทวม ระดับน้ําในนาสูง  การระบายน้ําในนาไมดี หรือติดไปกับเมล็ด (Bogdanove, 2002; พยอม 

ศรีจําปา และคณะ , 2541) จากการระบาดที่รุนแรงจึงมีการปองกันโดยการใชสารเคมีเขามาชวย

ควบคุมโรค แตยังเปนวิ ธีการที่ไมคุมตอการลงทุนและสงผลใหสภาพแวดลอมเสียหายจากการ

ตกคางของสารเคมี   

 

 

 

                                                                                       

 

 

                          

 

                       

 

 

           

 

  ภาพท่ี 2.3  Xanthomonas oryzae pv. oryzae  ในทอลําเลียงน้ํา (Xylem) ของตนขาวที่ถายดวย 

                     กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM) จาก Niño-Liu  และคณะ (2006) 
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ภาพท่ี 2.4 (ก) ลักษณะของขาวที่เปนโรคขอบใบแหง 

     (ข) แบคทีเรียที่ออกมาบริเวณผิวใบเมื่อมีความชื้นในอากาศสูง (ooze) 

     (กรมการขาว กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2549) 

2.3 ความหลากหลายของประชากร Xanthomonas oryzae pv. oryzae   

ในการศึกษาความหลากหลายของประชากร Xoo  ที่ผานมานิยมศึกษาฟโนไทป

ของเชื้อ โดยการจําแนก สายพันธุเชื้อ (pathotype/race) จากปฏิกิริยาการเขาทําลายของแบคทีเรีย

ในขาว Near Isogenic Lines (NILs) ที่มียีน R ที่แตกตางกัน ในระยะแตกกอ (Ochiai และคณะ, 

2000; Hoang และคณะ, 2008) การแยกสายพันธุเชื้อดวยวิธีน้ีตองใชเวลาและแรงงานมาก ปจจุบัน

จึงมีการนําเทคนิคทางดานพันธุศาสตรโมเลกุลมาใชในการศึกษาความหลากหลายของเชื้อ  โดยจะ

อาศัยความแตกตางของดีเอ็นเอ (DNA) หรือยีนในการทําการศึกษา 

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) ไดถูกนํามาใชศึกษาความ

หลากหลายในสิ่งมีชีวิตหลายๆชนิด  โดยการตัดดีเอ็นเอท้ังหมดของสิ่งมีชีวิตดวยเอนไซมตัดจําเพาะ

(ก) 
 

   (ข) 
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และตรวจสอบความแตกตางของจํานวนและขนาดของลําดับเบสที่ถูกตัด โดยใชยีนหรือบางสวนของ

ดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะเจาะจง ซึ่งมีความแมนยําในการตรวจสอบพอสมคว ร แตมีขอเสียคือตองใช

ระยะเวลานานและตองทราบลําดับเบสของยีนที่ตองการศึกษาอยูกอน  โดยการนําเทคนิค RFLP มา

ใชในการศึกษาความหลากหลายของ Xoo นิยมใชสวนของ IS element (Insertion element) และ

สวนของยีน avr เปนตัวตรวจจับ (probe) Yashitola และคณะ (1997) ไดนําเทคนิค RFLP มาใชใน

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ Xoo 67 ไอโซเลท ที่เก็บตัวอยางจาก 18 พื้นที่ใน

ประเทศอินเดีย โดยสามารถจัดกลุมเชื้อได 9 haplotypes และ 11 haplotypes จากการใชยีน 

avrXa10 และ IS1112 เปนตัวตรวจจับ ตามลําดับ ซึ่ง haplotypes เปนการจัดกลุมตามรูปแบบของ

แถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันใน Xoo แตละไอโซเลท haplotypes ที่จัดกลุมจากการใชตัวตรวจจับทั้ง

สองน้ันคอนขางสอดคลองกัน Ochiai และคณะ (2000) ทําการศึกษาความหลากหลายของ Xoo 60 

สายพันธุจาก 29 พื้นที่ในประเทศศรีลังกา โดยใชสวนของ 16s และ 23s rDNA ที่ไดจากการทํา PCR 

(Polymerase chain reaction) และสวนของ IS element คือ IS1112 มาทําเปนตัวตรวจจับสําหรับ 

RFLP  สามารถแบงเชื้อได 2 ribogroups และ 5 clusters จากการใช rDNA และ IS1112 เปนตัว

ตรวจจับตามลําดับ  นอกจากน้ีมีการนํายีน avr ไดแก avrXa27 และสวนของ IS element คือ ISXo1 

ISXo2  ISXo3  ISXo7  ISXo8 และ IS1114 มาใชเปนตัวตรวจจับในการทํา  RFLP  โดย Hu และ

คณะ (2007) แยกเชื้อ 32 สายพันธุจาก 9 ประเทศ ซึ่งผลปรากฎวา Xoo มีความหลากหลายสูง การ

จัดกลุมและลักษณะทางพันธุกรรมของ Xoo ในแตละพื้นที่มีความแตกตางกันอยางมาก  

 นอกจากน้ียังมีการใชเทคนิค Random amplification polymorphic DNA (RAPD) 

ซึ่งเปนเทคนิคท่ีอาศัยหลักการของการทํา PCR โดยใชไพรเมอรที่เปนลําดับเบสสั้นๆ ประมาณ 10 

เบส ใชอุณหภูมิในชวง annealing ตํ่า เพื่อใหไพรเมอรสามา รถจับกับดีเอ็นเอตนแบบไดโดยงาย จึง

เปนการจับแบบไมมีความจําเพาะ (Williams และคณะ, 1990; Bardakci, 2000) จึงมีการนําเทคนิค 

RAPD มาใชศึกษางานดานชีววิทยา เชน การทําแผนที่ทางพันธุกรรม ชวยในการพัฒนาโมเลกุล

เครื่องหมาย การศึกษาความหลากหลายของประชากร และการเปลี่ ยนแปลงทางพันธุกรรมของ

ประชากร เปนตน เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค RFLP แลววิธีนี้จะมีความสะดวกและรวดเร็วกวา และ

ยังไมจําเปนตองรูลําดับเบสของยีนที่ตองการจะศึกษาอีกดวย RAPD จึงเปนเทคนิคหนึ่งที่เปนที่นิยม

ในการใชในงานวิจัย Gupta และคณะ (2001) ใชเทคนิค RAPD ศึกษาความหลากหลายของ Xoo 

ในภูมิภาคตางๆ ของประเทศอินเดียจํานวน 16 ไอโซเลท และ 2 ไอโซเลท จากประเทศฟลิปปนส 

โดยใช RAPD ไพรเมอร 7 ไพรเมอร และ 2 ไพรเมอรสําหรับ IS1112 สามารถแบงเชื้อได 5 กลุม โดย

เชื้อจากประเทศฟลิปปนสถูกจัดอยูคนละกลุมกับเชื้อจากประเทศอินเดีย  Hu และคณะ (2007) ใช 

RAPD ไพรเมอร 38 ไพรเมอร จําแนกเชื้อ 32 สายพันธุจาก 9 ประเทศ ออกเปน 6 clusters แตละ 

cluster ประกอบดวยเชื้อจากหลายประเทศ มี 2 clusters ที่เปนกลุมเด่ียว และพบวาโดยสวนใหญ
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เชื้อจากประเทศเดียวกันถูกแยกอยูคนละกลุม แสดงถึงความหลากหลายของ Xoo ที่ขึ้นอยูกับ

สภาพแวดลอมท่ีแตกตางกันในแตละภูมิภาคของประเทศดวย 

เทคนิค Amplified fragment length polymorphism (AFLP) เปนอีกวิธีหนึ่งท่ีใช

ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยเปนการตัดจีโนมิคดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตดวยเอนไซมตัด

จําเพาะแลวตอปลายดีเอ็นเอท่ีถูกตัดดวย adaptors ที่เขาคูกับปลายของดีเอ็นเอ แลวใชไพรเมอรที่มี

ความจําเพาะกับ adaptors ในการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอท่ีถูกตัดดวยเอนไซม ซึ่งเปนวิธีท่ีไวตอการ

ตรวจ polymorphism ของดีเอ็นเอสูง แตขอเสียคือในทางปฏิบัติเปนวิธีท่ีทําไดยากและใชเวลานาน 

(Mueller และ Wolfenbarger, 1999)  ในป พ .ศ. 2549 Kosawang และคณะ  ทําการศึกษาความ

หลากหลายของ Xoo จํานวน 30 ไอโซเลท ที่เก็บตัวอยางในป พ.ศ. 2545-2547 จากหลายจังหวัดใน

ภาคเหนือของประเทศไทย ดวยเทคนิค AFLP  โดยใชไพรเมอร 19 ไพรเมอร สามารถแบงเชื้อได 6 

กลุมโดยกลุมที่ไดแบงตามสถานท่ีที่เก็บเปนหลัก  

2.4 ยีนตานทาน (Resistance gene; ยีน R)  ในขาวตอโรคขอบใบแหง 

 โดยทั่วไปพืชหลายชนิดมีความสามารถในการปองกันตัวเองจากการเขาทําลายของ

ศัตรูพืชในหลายรูปแบบ  ความสามารถในการตานทานการเกิดโรคที่เกิดจากจุลินทรียจะทําไดโดย

การสรางการปองกันตัว (plant defense) ที่เกิดจากปฏิสัมพันธระหวางยีน R ในพืชที่มีความจําเพาะ

กับยีน avr ในเชื้อ (Collmer 1998; White และคณะ 2000; Staskawicz และคณะ 2001) ซึ่งโปรตีน

ที่สังเคราะหจากยีน avr จะมีผลกระตุนทําใหพืชสรางสารที่มีผลใหเกิดความตานทานตอการเกิดโรค  

ยีนตานทานโรคขอบใบแหงในขาวนั้นมีการคนพบอยางนอย 30 ยีน (Chu และคณะ, 2006)  ซึ่งยีน 

R บางยีนมีความจําเพาะตอการเขาทําลายของเชื้อเพียง 1 ถึง 2 สายพันธุเชื้อ เชน ยีน  Xa1   และมี

บางยีนที่จะมีการแสดงออกเมื่อขาวเจริญเติบโตเต็มที่เทานั้น เชน ยีน Xa21 ยีน R ที่แสดงความ

ตานทานตอโรคขอบใบแหงสวนใหญจะเปนยีนเดน (dominant) แตมีบางยีนเปนยีนดอย 

(recessive) เชน ยีน xa5 และยีน xa13 (Niño-Liu และคณะ, 2006)  ในการศึกษาโครงสรางของยีน 

Xa1 และ Xa21 พบวา ยีนทั้ง 2 ชนิดสรางโปรตีน transmembrane ที่อยูในกลุม Nucleotide-

binding site and C-terminal leucine-rich repeat (NBS-LRR) มีโครงสรางเปน receptor kinase-

like โดยมีบริเวณที่เปน LRR อยูท่ีผิวของเย่ือหุมเซลล   สวนท่ีย่ืนเขาไปภายในเซลลเปนสวน 

serine/threonine kinase  ซึ่งความจําเพาะของการจับกับโปรตีน AvrXa นั้น จะขึ้นอยูกับบริเวณ 

LRR  (Song และ Goodman, 2001)  Andaya และ Ronald (2003) ศึกษาการกลายพันธุ 

(Mutation) ของ receptor ยีน Xa21 ในขาว พบวา Xa21 มีความสําคัญในการสงสัญญาณ 

(signaling pathways) ใหขาวที่มียีนน้ีเกิดการตอบสนองตอเชื้อที่มีโปรตีน AvrXa21 อยางสมบูรณ 

และเมื่อยีน Xa21 มีการกลายพันธุไป จะทําใหการตอบสนองนอยลงดวย 
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 การปลูกขาวพันธุตานทานจึงเปนวิธีหน่ึงในการควบคุมโรคขอบใบแหงในขาวที่มี

ประสิทธิภาพ โดยจะตองเลือกพันธุขาวที่มีความตานทานตอ  Xoo ที่มีการระบาดในขณะน้ัน  เพราะ

การมีอยูของยีน  avr มีผลทําให Xoo แตละไอโซเลท เกิดความตานทานโรคในขาวที่มียีน R  ชนิด

ตางๆ แตกตางกันไปดวย จากปฏิสัมพันธดังกลาวจึงมีการปรับปรุงพันธุขาวที่มีความออนแอตอโรค

ขอบใบแหง สายพันธุ Oryza indica IR24 ใหไดขาวที่มีพื้นฐานของสายพันธุเหมือนกันแตมีความ

แตกตางกันที่ยีนตานทาน (Near Isogenic Lines (NILs)) เพื่อใชในงานปรับปรุงพันธุขา วและใชใน

การทดสอบสายพันธุเชื้อ (pathotype) (Niño-Liu และคณะ, 2006) แตการปลูกขาวพันธุตานทาน

พันธุเดียวเปนเวลานาน อาจทําใหยีน avr ในเชื้อเกิดการเปลี่ยนแปลงและอาจทําใหขาวนั้นๆไม

สามารถตานทานเชื้อไดอีกตอไป  การพัฒนาสายพันธุขาวเสมอจึงมีความจําเปนเพื่ อใหขาวสามารถ

ตานทานเชื้อที่มีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมได 

2.5 ยีนอไวรูเลนส (Avirulence gene; ยีน avr) ใน Xanthomonas oryzae pv. oryzae   

ยีน avr  เปนยีนท่ีมีอยูในแบคทีเรีย มีความสําคัญตอการดํารงชีพของแบคทีเรียใน 2 

ลักษณะคือ การมีสวนในการรุกรานเซลลเจาบานจนทําใหเกิดโรค แตถาในพืชมียีน R ที่มี

ความจําเพาะกับยีน avr ในแบคทีเรียก็จะกระตุนใหพืชเกิดความตานทานตอโรคได โดยตองอาศัย

การทํางานรวมกันของยีน avr กับ hypersensitive response and pathogenicity gene (ยีน hrp) 

(White และคณะ, 1991) ทั้งน้ีความสามารถของยีน avr ก็มีความแตกตางกันไปตามแตชนิดของยีน

นั้นๆดวย เชน ยีน avrXa ของ Xoo ทําหนาที่ไดสองแบบ (dual function) คือการเปน elicitor กระตุน

ใหเกิดการตานทานในขาวในกรณีท่ีขาวมียีน R  ใหโปรตีน R ที่สามารถเขาคูกันไดกับโปรตีนจากยีน 

avrXa ชนิดน้ันๆ  และในทางกลับกันยังสามารถชวยให  Xoo กอโรคในขาวที่ไมมียีน R  ชนิดท่ีเขาคู

กันได   (Hopkins และคณะ, 1992; Collmer, 1998; Staskawicz และคณะ, 2001; Bai และคณะ, 

2000)   Bai และคณะ (2000)  ศึกษาความสามารถในการกระตุนใหเกิดโรคขอบใบแหงในขาวโดย

การเปรียบเทียบการเกิดโรคในขาวพันธุออนแอ IR24 พบวา Xoo สายพันธุที่มียีน avrXa7 จะกระตุน

ใหเกิดโรคไดมากกวาสายพันธุที่มียีน avrXa10 และเมื่อศึกษาเชื้อท่ีมียีน avrXa7 และ avrXa10 

กับขาวที่มียีน R ชนิด Xa7 และ Xa10  ตามลําดับ พบวามีความตานทานเกิดขึ้นในขาวและเชื้อท่ีมี

ยีนเขาคูกันได (Xa7 กับ avrXa7 และ Xa10 กับ avrXa10) โดยความตานทานน้ันเกิดขึ้นไดแมยีน 

avrXa นั้นจะอยูบนพลาสมิดของเชื้อ 

จากการศึกษายีน avr  ใน Xoo นั้นพบวา ยีน avrXa  จัดอยูในกลุม avrBs3/pthA-

family ซึ่งเปนยีน avr  ที่พบมากในแบคทีเรียสกุล Xanthomonas  (Leach และ White, 1996) 

ลักษณะของยีน avr ในกลุมน้ีคือ มีบริเวณที่เปนลําดับเบสซ้ําๆ กันของชุดเบส 102 bp ที่สราง

กรดอะมิโน 34 ตัว ซึ่งลําดับเบสแตละชุดที่ซ้ํากันของยีน avrXa  จะมีความแตกตางกันไดที่กรดอะมิ
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โนตําแหนงที่ 12 และ13 (White และคณะ, 2000; Shen และ Ronald, 2002; Yang และ White, 

2004)  จํานวนซ้ําของแตละยีน avrXa จะแตกตางกันไปในชวง 5.5 – 28.5 ซ้ํา (Yang และ White, 

2004; Hu และคณะ, 2007)  ซึ่งแตละยีน avrXa จะมีจํานวนซ้ําของเบสที่จําเพาะ   ปจจุบันมีการ

คนพบยีน avrXa  ใน Xoo แลว 27 ยีน มีการตีพิมพลําดับเบสที่สมบูรณแลว 4 ยีน ไดแก avrxa5 

avrXa7 avrXa10  และ avrXa27  (Hopkins และคณะ, 1992; Liang และคณะ, 2004; Ponciano 

และคณะ, 2004; Gu และคณะ, 2005) ผลผลิตโปรตีนท่ีเกิดจากยีนน้ีมีความสําคัญตอระดับความ

รุนแรงของการกอโรคของเชื้อแตละไอโซเลทในตนขาว (Vera Cruz และคณะ, 2000; Yang และ 

White, 2004) ซึ่งโปรตีนที่สรางจากยีน avrXa  กับโปรตีนท่ีสรางจากยีน R ที่เขาคูกันได จะกระตุนให

เกิดการตอบสนองในการปองกันตัวของพืช  ซึ่งโดยทั่วไปจะทําใหเกิดการตอบสนองแบบสูงเกิน 

(Hypersensitive Response; HR) ( Alfano และ Collmer, 1996; Leach และ White, 1996; Yang 

และคณะ, 1997) มีผลใหเกิดการตายของเซลลรอบๆบริเวณท่ีมีการเขาทําลายของเชื้อ  ซึ่งเปนการ

จํากัดการแพรกระจายและยับย้ังการเขาทําลายของเชื้อในขาวได การมีอยูของยีน  avr มีผลทําให 

Xoo แตละไอโซเลท เขาทําลายขาวที่มียีน R  ชนิดตางๆ ไดแตกตางกันไปดวย และความแตกตาง

ของยีน  avr  แตละชนิดน้ีทําไหเกิดความแปรผันและวิวัฒนาการของเชื้อในแตละไอโซเลท เพื่อ

ปรับตัวใหสามารถเขาทําลายขาวที่มียีน R  ได  (Leach และ White, 1996) 

2.6 การตอบสนองแบบสูงเกิน (Hypersensitive reponse ; HR) 

พืชสามารถถูกบุกรุกจากสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ไดทําใหเกิดโรคหรือภาวะที่ทําใหพืชออนแอ

ลงจนไมสามารถเจริญเติบโตตอไปได    ทําใหพืชตองพัฒนากลไกตางๆ  เพื่อท่ีจะตอสูกับการบุกรุก

ของสิ่งมีชีวิตน้ันๆ   กลไกเหลานี้สามารถแบงไดเปน  2 รูปแบบ คือ  แบบท่ีไมตอสู (ต้ังรับ) กับแบบท่ี

ตอสู  กลไกการปองกันตัวแบบต้ังรับของพืชประกอบดวยกลไกทางกายภาพและทางเคมีซึ่งจะปอง 

กันไมใหติดเชื้อได   เชน  แบคทีเรียไมใหส ามารถเขาสูภายในได หรือทําใหรูปรางลักษณะของพืชไม

เหมาะสมหรือเปนพิษตอศัตรูพืช  ผิวภายนอกของพืชอาจเคลือบดวยเย่ือบางๆ และเปนมัน หรือมีขน

เล็กๆ เรียกวา trichomes  ซึ่งท้ัง 2 ลักษณะนั้นสามารถชวยปองกันไมใหศัตรูพืชเขาทําลายไดงาย 

trichomes ของพืชบางชนิดเหนียว และมีลักษณะเปนตอมเล็กๆที่ทําใหแมลงที่เกาะไมสามารถ

เคลื่อนไหวได (Peter และ Shanower, 1998; Codoso และคณะ, 2009) 

พืชมีกลไกการปองกันตนเอง (defense mechanism) ตอการเขาทําลายของ         

จุลินทรีย เชน ไวรัส  แบคทีเรีย หรือ รา การเกิด HR เปนกลไกท่ีพืชใชเพื่อปองกันการกระจายตัวของ

จุลินทรียท่ีเปนสาเหตุใหเกิดโรค โดยทําใหเกิดการตายของเซลลรอบๆบริเวณท่ีมีการติดเชื้อ การที่พืช

บางชนิดสามารถตานทานโรคบางโรคไดสามารถอธิบายดวยทฤษฎี gene-for-gene (gene-for-

gene hypothesis) (Flor, 1955; Elingboe, 1976; Leach และ White, 1996; Gabriel, 1999) คือ 
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การเขาคูกันไดระหวางยีน avr ของเชื้อสาเหตุโรค (pathogen) กับยีน R ของพืช เชน การเขาคูกันได

ของโปรตีนท่ีเกิดจาก ยีน avrXa ใน Xoo และ ยีน Xa ในขาว (ตารางท่ี 2.2) 

ปฏิสัมพันธระหวางสายพันธุเชื้อสาเหตุโรคและพันธุพืชอาศัย ซึ่งจัดเปนปฏิสัมพันธ

ระดับโมเลกุลระหวางยีน avr ของเชื้อสาเหตุโรค และยีน R ของพืชซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงท้ังโดย

ทางตรงและทางออม (Park, 2005)  โดยแบงปฏิสัมพันธออกเปน incompatible interaction และ 

compatible interaction กลาวคือ incompatible interaction เปนปฏิสัมพันธที่เกิดการรับรูจดจํา

ระหวางโปรตีน Avr และ โปรตีน R ลักษณะฟโนไทปของปฏิสัมพันธน้ีคือการเกิด HR ในทางตรงกัน

ขาม compatible interaction คือปฏิสัมพันธที่ยีนทั้ง 2 ยีนดังกลาว ไมสามารถรับรูและจดจําซึ่งกัน

และกัน เชื้อสาเหตุโรคจึงสามารถกอใหเกิดโรคได   กลไกการเกิด HR (Matthews, 2007)  เริ่มจาก

เมื่อมีเชื้อเขาทําลายพืชและมีการจดจํา effector หรือ  โปรตีน  Avr จากจุลินทรียนั้นได จะมีการสง

สัญญาณภายในเซลลทําใหยีน R แสดงออก และชักนําใหเกิดการรับและปลดปลอยไอออนของเซลล  

โดยปลดปลอยไฮดรอกไซดและโพแทสเซี่ยมไอออนออกจากเซลล และสะสมไฮโดรเจนและแคล 

เซี่ยมไอออนเขาสูเซลล หลังจากนั้นจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นภายในเซลลมากมายทําใหเกิด 

Reactive Oxygen Species (ROS) ไดแก superoxide anions  hydrogen peroxide  hydroxyl 

radicals และ nitrous oxide ซึ่งทําใหเกิดการเสียสภาพของเย่ือหุมเซลล จนเซลลตายและแตกออก 

มีการสูญเสียของเหลวภายในเซลล  ROS ที่เกิดขึ้นจะชักนําใหเกิดการสะสมของสารพวกลิกนิน 

(lignin) และแคลโลส (callose) ทําใหผนังเซลลหนาขึ้น เพื่อปองกันการแพรกระจายของจุลินทรีย

จากเซลลที่มีการติดเชื้อไปยังเซลลอ่ืนๆ (Pontier และคณะ, 1998) นอกจากน้ียังมีการสรางสารใน

กลุมยับย้ังการเจริญเติบโตของจุลินทรีย (antimicrobial substances) เชน ไฟโตอเลกซิน และจาก

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะทําใหเกิดรอยแผลเปนจุดสีดําหรือน้ําตาลเขมบริเวณท่ีมีการติดเชื้อ  

นอกจากการเกิด HR ในบริเวณที่มีการติดเชื้อซึ่งเรียกวา Local  Acquired 

Resistance (LAR) การเกิดการตายของเซลลบริเวณท่ีมีการติดเชื้อยังกระตุนใหเกิด Systemic 

Acquired Resistance (SAR) ซึ่งเปนปฏิริยาตอเนื่องทําใหสามารถจดจําศัตรูพืชที่เขาทําลายและ

กระตุนภูมิคุมกันในเซลลที่อยูไกลออกไปได เกิดจากการสงโมเลกุลสัญญาณ (signal molecule) 

จากเซลลที่ถูกทําลายและเซลลรอบขาง ไปยังเซลลอ่ืนๆ เพื่อกระตุนกลไกในการตานทานโรค (Ryals 

และคณะ, 1994) 
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ตารางท่ี 2.2  แสดงตัวอยางของชนิดของโปรตีน AvrXa ใน Xanthomonas oryzae pv. oryzae   

                     และ โปรตีน R ในขาวที่เขาคูกันได  

 

การศึกษาความหลากหลายของประชากร Xoo โดยใชปฏิสัมพันธระหวางยีน avr 

ในแบคเรียแตละไอโซเลทกับสายพันธุขาวท่ีมียีน R ที่เปน NILs โดยดูปฏิกิริยาการตอบสนองแบบ 

HR  เปนวิธีที่ตองใชเวลาและแรงงานในการทดสอบ (Hopkins และคณะ, 1992) ดังนั้นการพัฒนา

เทคนิคทาง PCR มาใชในการตรวจสอบความแตกตางของ Xoo ในสวนของยีน avr  จะสามารถชวย

ใหการศึกษาความหลากหลายของเชื้อไดรวดเร็วขึ้น    

ดังนั้นในงานวิจัยน้ีจึงทําการศึกษาหาความหลากหลายของ Xoo ที่ทําใหเกิดโรค

ขอบใบแหงในขาวในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยนําเทคนิคทาง  PCR มาชวยใน

การศึกษาถึงความแตกตางในสวนของยีน avr  ของเชื้อ โดยใชไพรเมอรจําเพาะ ที่สรางจากยีน avr  

เพื่อหาความสัมพันธของวิธีดังกลาวเปรียบเทียบกับวิธีตรวจสอบยีน avr โดยดูจากการเกิด  HR  ใน

ขาว และจากการจัดกลุมความหลากหลายของเชื้อทั้ง 2 วิธี  นาจะนํามาใชประโยชนในการหา

ความสัมพันธของการมีอยูของยีน avr  กับ ความสามารถในการทํา ใหเกิดโรคของ Xoo  ซึ่งจะเปน

ขอมูลที่สําคัญในการพัฒนาพันธุตานทานโรคขอบใบแหงในขาวตอไป  

 

 

AvrXa ใน  

X. oryzae pv. oryzae 

โปรตีน R ในขาว 

ที่เขาคูกันได 

AvrXa ใน  

X. oryzae pv. oryzae 

โปรตีน R ในขาว 

ที่เขาคูกันได 

AvrXa3 Xa3 AvrXa10 Xa10 

AvrXa4 Xa4 AvrXa11 Xa11 

Avrxa5 xa5 Avrxa13 xa13 

AvrXa7 Xa7 AvrXa14 Xa14 

AvrXa8 Xa8 AvrXa21 Xa21 
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บทท่ี  3 

วิธีการดําเนินงานวิจัย 
 

3.1   ศึกษาการตอบสนองแบบสูงเกิน (HR) จากปฏิสัมพันธของยีน avr  ใน Xanthomonas 

        oryzae pv. oryzae แตละไอโซเลท กับตนขาวสายพันธุท่ีมียีน R แตกตางกัน  

            3.1.1 พันธุขาว 

ขาว (Oryza sativa L.) ทั้งหมด 13 พันธุหรือสายพันธุ ซึ่งเปน Near Isogenic 

Lines (NILs) 11 สายพันธุ ท่ีมียีน R แตกตางกัน มีพันธุ KDML105 และ IR24 เปนพันธุออนแอ

มาตรฐานตรวจสอบ (susceptible check) และน้ําสะกุย 19 (NSG19) เปนพันธุตานทานโรค

มาตรฐานตรวจสอบ (resistant check) (ตารางท่ี 3.1) เมล็ดพันธุทั้งหมดไดรับความอนุเคราะหจาก 

ดร.พยอม  โคเบลลี่ ศูนยวิจัยขาวอุบลราชธานี การปลูกทําโดยเพาะเมล็ดที่จานเพาะเมล็ดเปนเวลา  

1 สัปดาห  หลังจากนั้นยายตนกลาแตละพันธุหรือสายพันธุลงปลูกในกระถางขนาด 4x12 นิ้ว ที่มีดิน

ปริมาณ 1 กิโลกรัม และใสปุยมูลไกอบแหงรองกระถาง กระถางละ 6 กรัม ทําการยายปลูกกระถาง

ละ 6 ตน (ภาพที่ 3.1) โดยใหขาวท่ีปลูกไดรับน้ําทวมขังสม่ําเสมอมีระดับน้ําสูงจากผิวดินประมาณ 

1-2  เซนติเมตร  หลังจากปลูกขาวทดสอบเปนระยะเวลาประมาณ 12 วัน ใสปุยยูเรียสูตร 46-0-0  

อัตรา  0.8  กรัม (ละลายในน้ํา 400 มล.) ตอกระถาง 

 

 

 

 

 

 

        ภาพท่ี 3.1 ตนขาวท่ีทําการปลูกเพื่อรอการปลูกเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
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  ตารางท่ี 3.1  ขาวท่ีเปน Near Isogenic Lines (NILs) และพันธุขาว (Oryza sativa L.)  

           ที่ใชในการทดลอง  ทั้งหมด 13  พันธุหรือสายพันธุ 

อันดับที่ พันธุหรือสายพันธุ ลักษณะเฉพาะของพันธุหรือสายพันธุ 

1 น้ําสะกุย 19(NSG19) พันธุตานทานมาตรฐานตรวจสอบ (resistant check) 

2 KDML105 พันธุออนแอมาตรฐานตรวจสอบ (susceptible check) 

3 IR24 พันธุออนแอมาตรฐานตรวจสอบ (susceptible check) 

4 IRRIBB3 มียีน R ชนิด Xa3 

5 IRRIBB4 มียีน R ชนิด Xa4 

6 IRRIBB5 มียีน R ชนิด xa5 

7 IRRIBB7 มียีน R ชนิด Xa7 

8 IRRIBB8 มียีน R ชนิด Xa8 

9 IRRIBB10 มียีน R ชนิด Xa10 

10 IRRIBB11 มียีน R ชนิด Xa11 

11 IRRIBB13 มียีน R ชนิด xa13 

12 IRRIBB14 มียีน R ชนิด Xa14 

13 IRRIBB21 มียีน R ชนิด Xa21 
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3.1.2 การเตรียมแบคทีเรียเพื่อใชในการทดสอบการเกิด HR  

     Xoo จํานวนทั้งหมด 80 ไอโซเลท ไดรับความอนุเคราะหมาจาก ดร .พยอม 

โคเบลลี่ จากศูนยวิจัยขาวอุบลราชธานี  ซึ่งแยกมาจากขาวท่ีเปนโรคขอบใบแหงในแปลงเกษตรกร

และในศูนยวิจัยขาวตางๆ ในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย จํานวน 12 จังหวัด 

(ตารางท่ี 3.2) โดยเปนแบคทีเรียสาเหตุโรคที่รวบรวมไดในชวงเดือนสิงหาคมถึงกันยายน  ป พ .ศ.

2547 จํานวน 27 ไอโซเลท  ในชวงเดือนสิงหาคมถึงกันยายน  ป พ .ศ. 2548 จํานวน 26 ไอโซเลท 

และ ในชวงเดือนตุลาคมถึงพฤศจิกายน ป พ.ศ. 2549 จํานวน 27 ไอโซเลท การเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์

ทําโดยเก็บในกลีเซอรอล (analytical grade) ความเขมขน 20%    ที่อุณหภูมิ –80๐ซ เพื่อคงสภาพ

และคุณสมบัติของแบคทีเรียใหสม่ําเสมอตลอดการทดลอง  การเตรียมแบคทีเรียเพื่อใชในการศึกษา

ทําโดย นํา Xoo ไอโซเลทที่เก็บรักษาไวมา streak ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อก่ึงแข็ง Nutrient Agar (NA) 

เพื่อใหไดโคโลนีเด่ียว (single colony) กอนนําไปเพิ่มปริมาณประชากรในอาหารเลี้ยงเชื้อก่ึงแข็ง NA  

เตรียมสารละลายแบคทีเรียและปรับความเขมขนดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อใหอยูประมาณที่ 2 x 109 

cfu/ml ดวยการใชเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV/visible/NIR spectrophotometer, UK)  ที่ความ

ยาวคลื่น 600 nm  โดยมีคาการดูดกลืนแสง (Absorbance) ประมาณ 1 (Zhu และคณะ 2000)  

       3.1.3.  ศึกษาการเกิด HR จากปฏิสัมพันธของยีน avr  ใน Xoo แตละไอโซเลทกับตนขาว 

                  สายพันธุที่มียีน R แตกตางกัน          

    การทดสอบ HR ดัดแปลงจาก Reimer และ Leach (1991)  โดยใชเข็มฉีดยา

ขนาด 3 มล. ที่น่ึงฆาเชื้อแลว เจาะตรงสวนกลางบริเวณที่ขอบใบทั้ง 2 ขนานกันทางดานหลังใบของ

ตนขาวที่มีอายุ 12 วัน จากนั้นใชหลอดฉีดยาที่ปราศจากเข็มและน่ึงฆาเชื้อแลวขนาด 3 มล. ดูด

สารละลายแบคทีเรียที่เตรียมไวในขอ 3.1.2 ฉีดลงไป ณ ตําแหนงที่ทําแผลกอนหนานี้ จนไดรอยช้ํา

น้ําที่มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 5 มม. (ภาพท่ี 3.2)  ใช Xoo ไอโซเลท Vir09 ที่ทําใหเกิดโรค

รุนแรงในระดับ 9 และทําใหขาวเกิดโรคได 100 % ในป พ .ศ. 2552 (ไดความอนุเคราะหจาก ดร .

พยอม  โคเบลลี่ ศูนยวิจัยขาวอุบลราชธานี ) ใชแบคทีเรียท่ีไมใชแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช ไดแก E. coli 

สายพันธุ JM109 และน้ํากลั่นท่ีนึ่งฆาเชื้อแลวเปนตัวควบคุมในการอานผลของ HR  ทดสอบโดยใช

ใบขาวท่ีมีใบคลี่เต็มที่แลวใบที่ 2 ของตนขาวแตละตน ใบละ 2 จุด   ทําการทดลอง 3 ซ้ําตอ  Xoo 1 

ไอโซเลท ในขาว 1 พันธุหรือสายพันธุ เก็บพืชทดสอบในหองท่ีควบคุมอุณหภูมิที่ 28-30๐ซ ความชื้น

ในอากาศ 95-100% บันทึกผลการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเย่ือใบขาวสายพันธุตางๆ ณ ตําแหนงที่ไดรับ
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การปลูกเชื้อ (Zhu และคณะ, 1998) เมื่อพบการตายของเนื้อเย่ือบนใบขาว ณ ตําแหนงที่ไดรับ Xoo 

ไอโซเลทตางๆ ภายใน  24-48  ชั่วโมงหลังการปลูกเชื้อ เปรียบเทียบกับตัวควบคุม หมายถึงการเกิด 

HR (แสดงผลเปนบวก) สวนสายพันธุขาวที่แสดงผลลบ หมายถึงไมพบการเกิด HR และถูกเก็บตอ

อีก 4-8 เพื่อบันทึกผลการเกิดโรคขอบใบแหง ซึ่งไดแก ขาวท่ีแสดงอาการเหลืองบริเวณท่ีมีการปลูก

เชื้อแตไมมีการขยายขนาดของแผล และขาวที่แสดงอาการเหลืองและมีการลุกลามของการเกิดโรค

หลังการปลูกเชื้อ 4-8 วัน (ภาพที่ 3.3) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

ภาพท่ี 3.2  รอยช้ํานํ้าที่เกิดขึ้นจากการปลูกเชื้อในใบขาวดวย Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
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ภาพท่ี 3.3  ผลจากการปลูกเชื้อดวย  Xanthomonas oryzae pv. oryzae และชุดควบคุมใน 

                  ลักษณะตางๆ ไดแก 

                  HR = Hypersensitive Response หมายถึง เกิด HR  ซึ่งเกิดการตายของเซลล 

                           บริเวณที่มีการปลูกเชื้ออยางรวดเร็วภายใน 24-48 ชั่วโมง 

                  Non-HR 1 = ไมแสดงการเกิด HR แตขาวแสดงอาการเหลืองบริเวณที่มีการปลูกเชื้อ               

                  แตไมมีการขยายขนาดของแผลหลังการปลูกเชื้อ 4-8 วัน   

       Non-HR 2 = ไมแสดงการเกิด HR แตขาวแสดงอาการเหลืองและแผลมีขนาดใหญขึ้น 

 หลังการปลูกเชื้อ 4-8 วัน   

                  น้ํากลั่น และ  E. coli  ที่เปนชุดควบคุมซึ่งไมพบการเปลี่ยนแปลงบริเวณท่ีมีการปลูกเชื้อ 
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ตารางท่ี 3.2  Xanthomonas oryzae pv. oryzae  ที่ทําการเก็บในชวงป พ.ศ. 2547 – 2549 ใน 

                     เขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

ไอโซเลทท่ี ปท่ีเก็บ ลักษณะโรค รหัส 

 

ชื่อยอ จังหวัด 

% การระบาด

ในพ้ืนท่ี 

ระดับความ

รุนแรง* 

1 2547 Kresek KHK1-UBN-01 UBN04(1) อุบลราชธานี 5-10 9 

2 2547 Kresek KHK2-UBN-02 UBN04(2) อุบลราชธานี 5-10  9 

3 2547 Kresek KHK3-UBN-03 UBN04(3) อุบลราชธานี 5-10  9 

4 2547 Kresek KHK4-UBN-04 UBN04(4) อุบลราชธานี 5-10  9 

5 2547 Kresek KHK5-UBN-05 UBN04(5) อุบลราชธานี 5-10  9 

6 2547 Kresek KHK6-UBN-06 UBN04(6) อุบลราชธานี 5-10  9 

7 2547 Kresek KHK7-UBN-07 UBN04(7) อุบลราชธานี 5-10  9 

8 2547 Kresek KHK8-UBN-08 UBN04(8) อุบลราชธานี 5-10  9 

9 2547 Leaf Blight DC1-UBN-09 UBN04(9) อุบลราชธานี 1-5  5 

10 2547 Leaf Blight RoiEt2-10 Roiet04 รอยเอ็ด 5-10  7 

11 2547 Leaf Blight SRN4-12 SRN04 สุรินทร  5-10 7 

12 2547 Leaf Blight NKI1-13 NKI04(1) หนองคาย 10-20  7 

13 2547 Leaf Blight NKI2-14 NKI04(2) หนองคาย 10-20  7 

14 2547 Leaf Blight NKI3-15 NKI04(3) หนองคาย 10-20  9 

15 2547 Leaf Blight UND2-16 UDN04(1) อุดรธานี 20-50 9 

16 2547 Leaf Blight UND6-17 UDN04(2) อุดรธานี 20-50 9 

17 2547 Leaf Blight UND9-18 UDN04(3) อุดรธานี 20-50 9 

18 2547 Leaf Blight KKN1-20 KKN04 ขอนแกน 1-5 5 

19 2547 Leaf Blight SKN4_4-21 SKN04(1) สกลนคร 20-50 9 

20 2547 Leaf Blight SKN4_6-22 SKN04(2) สกลนคร 20-50 9 

21 2547 Leaf Blight ANC2-24 ANC04 อํานาจเจริญ 1-5 5 

22 2547 Leaf Blight NKP2-25 NKP04 นครพนม 1-5 5 

23 2547 Leaf Blight MDH3-28 MDH04(1) มุกดาหาร 10-20 7 

* ระดับความรุนแรงของโรคจาก 1 = เกิดบาดแผล 1-3% ของพ้ืนที่ใบขาว 3 = เกิดบาดแผล 7-12% ของ พ้ืนที่ใบขาว 5 = เกิด

บาดแผล 26-50% ของพ้ืนที่ใบขาว  7 = เกิดบาดแผล 76-87% ของพ้ืนที่ใบขาว 9 = เกิด บาดแผล 95-100% ของพ้ืนที่ใบขาว และมี

ใบแหงตายทั้งใบ (Chaudhary, 1996) 
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ตารางท่ี 3.2  Xanthomonas oryzae pv. oryzae  ที่ทําการเก็บในชวงป พ.ศ. 2547 – 2549 ใน  

                     เขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (ตอ)                               

ไอโซเลทท่ี ปท่ีเก็บ ลักษณะโรค รหัส 

 

ชื่อยอ จังหวัด 

% การระบาด

ในพ้ืนท่ี 

ระดับความ

รุนแรง* 

24 2547 Leaf Blight MDH4-29 MDH04(2) มุกดาหาร 10-20 7 

25 2547 Leaf Blight MDH5-30 MDH04(3) มุกดาหาร 10-20 7 

26 2547 Leaf Blight MDH6-31 MDH04(4) มุกดาหาร 10-20 7 

27 2547 Leaf Blight MDH7-32 MDH04(5) มุกดาหาร 10-20 7 

28 2548 Kresek KH1.1_05UBN-01 UBN05(1) อุบลราชธานี 10-20 9 

29 2548 Kresek KH1.9_05UBN-02 UBN05(2) อุบลราชธานี 10-20 9 

30 2548 Kresek KH2.7_05UBN-03 UBN05(3) อุบลราชธานี 10-20 9 

31 2548 Leaf Blight PB7.3_05UBN-06 UBN05(4) อุบลราชธานี 10-20 7 

32 2548 Leaf Blight KH1.1_05UBN-10 UBN05(5) อุบลราชธานี 10-20 7 

33 2548 Leaf Blight KH3.2_05UBN-11 UBN05(6) อุบลราชธานี 10-20 7 

34 2548 Leaf Blight SRT1.2_05UBN-16 UBN05(7) อุบลราชธานี 10-20 7 

35 2548- Leaf Blight SRT7.5_05UBN UBN05(8) อุบลราชธานี 10-20 7 

37 2548 Leaf Blight SRN2.5_05 SRN05(1) สุรินทร 1-5 5 

38 2548 Leaf Blight SRN1.1_05 SRN05(2) สุรินทร 1-5 5 

39 2548 Leaf Blight SRN4.1_05 SRN05(3) สุรินทร 1-5 5 

40 2548 Leaf Blight UDN2.3_05 UDN05(1) อุดรธานี 10-20 9  

41 2548 Leaf Blight UDN6.2_05 UDN05(2) อุดรธานี 10-20 9 

42 2548 Leaf Blight UDN10.5_05 UDN05(3) อุดรธานี 10-20 9 

43 2548 Leaf Blight UDN17.5_05 UDN05(4) อุดรธานี 10-20 9 

44 2548 Leaf Blight UDN18.5_05 UDN05(5) อุดรธานี 10-20 9 

45 2548 Leaf Blight NKI2.3_05 NKI05 หนองคาย 20-50 9 

46 2548 Leaf Blight SKN3.4_05 SKN05(1) สกลนคร 20-50 9 

* ระดับความรุนแรงของโรคจาก 1 = เกิดบาดแผล 1-3% ของพ้ืนที่ใบขาว 3 = เกิดบาดแผล 7-12% ของ พ้ืนที่ใบขาว 5 = เกิด

บาดแผล 26-50% ของพ้ืนที่ใบขาว  7 = เกิดบาดแผล 76-87% ของพ้ืนที่ใบขาว 9 = เกิด บาดแผล 95-100% ของพ้ืนที่ใบขาว และมี

ใบแหงตายทั้งใบ (Chaudhary, 1996) 
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ตารางท่ี 3.2  Xanthomonas oryzae pv. oryzae  ที่ทําการเก็บในชวงป พ.ศ. 2547 – 2549 ใน 

                     เขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (ตอ) 

ไอโซเลทท่ี ปท่ีเก็บ ลักษณะโรค รหัส 

 

ชื่อยอ จังหวัด 

% การระบาด

ในพ้ืนท่ี 

ระดับความ

รุนแรง* 

47 2548 Leaf Blight KRS1.4_05 KRS05(1) กาฬสินธุ 1-5 5 

48 2548 Leaf Blight KRSKD5_05 KRS05(2) กาฬสินธุ 1-5 5 

49 2548 Leaf Blight KRS1.1_05-63 KRS05(3) กาฬสินธุ 1-5 5 

50 2548 Leaf Blight KRS1.2_05-65 KRS05(4) กาฬสินธุ 1-5 5 

51 2548 Leaf Blight SKN1.2_05-611 SKN05(2) สกลนคร 20-50 9 

52 2548 Leaf Blight SKN6.2_05-636 SKN05(3) สกลนคร 20-50 9 

53 2548 Leaf Blight SKN1.5_05-669 SKN05(4) สกลนคร 20-50 9 

54 2549 Leaf blight SRN1.1_06-871 SRN06(1) สุรินทร 10-20 7 

55 2549 Leaf blight SRN(17)1.1_06-868 SRN06(2) สุรินทร 10-20 7 

56 2549 Leaf blight SRNRD15_1.1_06-820 SRN06(3) สุรินทร 10-20 7 

57 2549 Leaf blight SRNRD06_1.1_06-877 SRN06(4) สุรินทร 10-20 7 

58 2549 Leaf blight SRN(7)1.1_0.6-865 SRN06(5) สุรินทร 10-20 7 

59 2549 Leaf blight SRN4_1.1_06-874 SRN06(6) สุรินทร 10-20 7 

60 2549 Leaf blight SRNKD1.1_06-763 SRN06(7) สุรินทร 10-20 7 

61 2549 Leaf blight SRN_SKN14_06-883 SRN06(8) สุรินทร 10-20 7 

62 2549 Leaf blight SKNKD1.1_06-569 SKN06(1) สกลนคร 10-20 7 

63 2549 Leaf blight SKNRD10_1.1_06-649 SKN06(2) สกลนคร 10-20 7 

64 2549 Leaf blight SKN1.5_06-678 SKN06(3) สกลนคร 10-20 7 

65 2549 Leaf blight SKNRD6_3.3_06-586 SKN06(4) สกลนคร 10-20 7 

66 2549 Leaf blight KRS1.1_06-249 KRS06 กาฬสินธุ 1-5 5 

67 2549 Leaf blight NKI1.1_06-484 NKI06 หนองคาย 1-5 5 

68 2549 Leaf blight UDNRD6_1.1_0.6-399 UDN06(1) อุดรธานี 10-20 7 

69 2549 Leaf blight UDNKD1.4_06-302 UDN06(2) อุดรธานี 10-20 7 

* ระดับความรุนแรงของโรคจาก 1 = เกิดบาดแผล 1-3% ของพ้ืนที่ใบขาว 3 = เกิดบาดแผล 7-12% ของ พ้ืนที่ใบขาว 5 = เกิด

บาดแผล 26-50% ของพ้ืนที่ใบขาว  7 = เกิดบาดแผล 76-87% ของพ้ืนที่ใบขาว 9 = เกิด บาดแผล 95-100% ของพ้ืนที่ใบขาว และมี

ใบแหงตายทั้งใบ (Chaudhary, 1996) 
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ตารางท่ี 3.2  Xanthomonas oryzae pv. oryzae  ที่ทําการเก็บในชวงป พ.ศ. 2547 – 2549 ใน 

                     เขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (ตอ) 

ไอโซเลทท่ี ปท่ีเก็บ ลักษณะโรค รหัส 

 

ชื่อยอ จังหวัด 

% การระบาด

ในพ้ืนท่ี 

ระดับความ

รุนแรง* 

70 2549 Leaf blight URRC1.1_06UBN-895 UBN06(1) อุบลราชธานี 1-5 5 

71 2549 Leaf blight YSTKD1.2_06-170 YST06 ยโสธร 1-5 5 

72 2549 Leaf blight SRTRD15_1.1_06UBN-709 UBN06(2) อุบลราชธานี 10-20 7 

73 2549 Leaf blight KHRD15_1.1_06UBN-11 UBN06(3) อุบลราชธานี 10-20 7 

74 2549 Leaf blight KH1.2_06UBN-11 UBN06(4) อุบลราชธานี 10-20 7 

75 2549 Leaf blight PB1.3_06UBN-99 UBN06(5) อุบลราชธานี 10-20 7 

76 2549 Leaf blight HDRD6_2.1_06UBN-67 UBN06(6) อุบลราชธานี 10-20 7 

77 2549 Leaf blight SRTRD15_3.2_06UBN-67 UBN06(7) อุบลราชธานี 10-20 7 

78 2549 Leaf blight SRT8.2_06UBN-752 UBN06(8) อุบลราชธานี 10-20 7 

79 2549 Leaf blight PBRD15_15.3_06UBN-138 UBN06(9) อุบลราชธานี 10-20 7 

80 2549 Leaf blight KHKD4.1_06UBN-40 UBN06(10) อุบลราชธานี 10-20 7 

* ระดับความรุนแรงของโรคจาก 1 = เกิดบาดแผล 1-3% ของพ้ืนที่ใบขาว 3 = เกิดบาดแผล 7-12% ของ พ้ืนที่ใบขาว 5 = เกิด

บาดแผล 26-50% ของพ้ืนที่ใบขาว  7 = เกิดบาดแผล 76-87% ของพ้ืนที่ใบขาว 9 = เกิด บาดแผล 95-100% ของพ้ืนที่ใบขาว และมี

ใบแหงตายทั้งใบ (Chaudhary, 1996) 

 

3.2   การวัดคาการร่ัวไหลของไอออน (Ion leakage)  จากใบขาวท่ีมีการปลูกเชื้อดวย 

       Xanthomonas oryzae pv. oryzae และชุดควบคุม 

 ทําการปลูกเชื้อในขาว 11 พันธุหรือสายพันธุ ดวย Xoo 25 ไอโซเลท (ตารางท่ี ก .1 

ภาคผนวก) ตามวิธีในขอ 3.1.3 หลังจากปลูกเชื้อดวย Xoo ในวันที่ 1  2 และ 4 วัดคาการรั่วไหลของ

ไอออน โดยตัดใบขาวบริเวณที่มีการปลูกเชื้อใหบริเวณที่มีการปลูกเชื้ออยูกลางชิ้นที่ตัด มีความยาว

ประมาณ 1 ซม. แบงใบขาวที่ปลูกเชื้อเปน 4 กลุม ไดแก ใบขาวท่ีไมแสดงการเปลี่ยนแปลง (ชุด

ควบคุม)  ใบขาวที่แสดงลักษณะ HR  ใบขาวท่ีไมแสดงการเกิด HR แตแสดงอาการเหลืองบริเวณที่มี

การปลูกเชื้อแตไมมีการขยายขนาดของแผลหลังการปลูกเชื้อ 4-8 วัน  (Non-HR 1)  และใบขาวที่ไม

แสดงการเกิด HR แตแสดงอาการเหลืองแ ละแผลมีขนาดใหญขึ้น หลังการปลูกเชื้อ  4-8 วัน  (Non-

HR 2) ใสใบขาวลงในหลอดทดลองขนาด 15 มล. ที่มีนํ้ากลั่นน่ึงฆาเชื้อ ปริมาตร 4 มล. หลอดละ 5 

ชิ้น ท่ีไดจากการปลูกเชื้อดวย Xoo แตละไอโซเลท  ในขาวพันธุเดียวกัน นําหลอดทดลองมาเขยาดวย

เครื่องเขยา 320 rpm เปนเวลา 15 นาที วัดคาการรั่วไหลของไอออน ดวยเครื่อง Expanded Range 
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Conductivity Meter รุน 09-328 (Fisher Scientific, USA) ในหนวยไมโครโอหม (µΩ) วิเคราะหผล

ทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS version 17 สําหรับ ANOVA เพื่อตรวจคาความแปรปรวน และ DMRT 

ในการเปรียบเทียบคาความแตกตางของคาเฉลี่ยของการรั่วไหลของไอออนในแตละคูทดสอบ        

 

3.3  ศึกษาหาลําดับเบสบนยีน avrXa ท่ีมีความแตกตางกันและออกแบบไพรเมอรท่ี  

      จําเพาะกับบริเวณซ้ําบนยีน avrXa 

   คนหาขอมูลและเปรียบเทียบความแตกตางของลําดับเบสบนยีน avrXa ที่ประ 

กอบดวยยีน 4 ชุด ไดแกยีน avrxa5 avrXa7 avrXa10  และ avrXa27  จากฐานขอมูลของ National 

center for biotechnology information (NCBI) การเปรียบเทียบเนนสวนท่ีมีการซ้ํากัน (repeat) 

ของลําดับเบสบนยีน avrXa แตละชุดเพื่อออกแบบไพรเมอรใหมีความจําเพาะกับบริเวณท่ีตองการ

บนยีน avrXa เปรียบเทียบความแตกตางของลําดับเบสที่ซ้ํากันในแตละยีนดวยโปรแกรม

คอมพิวเตอร ClustalW ออกแบบไพรเมอรใหครอบคลุมสวนตนและสวนปลายของบริเวณซ้ําบนยีน 

avrXa ทั้ง 4 ชุด เพื่อจําแนกความแตกตางของ Xoo จากจํานวนซ้ําของแตละยีน avrXa  นําไพรเมอร

ที่ไดออกแบบแลวสงไปสังเคราะหท่ี BioDesign (BioDesign Co., Ltd., Thailand)  

         

3.4  การสกัดดีเอ็นเอ 

 นําโคโลนีเด่ียวของ Xoo แตละไอโซเลทมาเลี้ยงในอาหารเหลว Nutrient  Broth 

(NB) เขยาดวยเครื่งเขยา (shaker) ดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 

28๐ซ ใชวิธีการสกัดดีเอ็นเอของเชื้อจากวิธีการของ  Ausubel และคณะ (2002) ดูดสารละลาย

แบคทีเรียที่เจริญเต็มท่ี (log phase) มาใสในหลอดขนาด 1.5 ml นําไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 5,500 

รอบตอนาที เปนเวลา  2 นาที ดูดสวนท่ีเปนของเหลวออก เติม  TE Buffer (10 mM Tris-Cl, 1 mM 

EDTA) ปริมาตร 567 µl 10% SDS ปริมาตร 30 µl และ 20 mg/ml Proteinase K ปริมาตร 3 µl      

เขยาใหผสมกันแลวนําไปบมเปนเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 37๐ซ เติม  5 M NaCl ปริมาตร 100 µl  

และ CTAB solution (10% CTAB ใน 0.7 M Nacl) ปริมาตร 80 µl เขยาใหผสมกันแลวนําไปบมเปน

เวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 65๐ซ  เติม phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 700 

µl เขยาใหผสมกัน นําไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา  20 นาที ดูดสวนใส

ดานบนไปใสหลอดใหม เติม chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 700 µl เขยาใหผสมกัน

นําไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา  15 นาที ดูดสารละลายสวนใสดานบน

นําไปใสหลอดใหมแลวเติม isopropanal ที่แชในตูเย็นอุณหภูมิประมาณ 10๐ซ 0.6 เทาของปริมาตร

สวนใสท่ีดูดมา ผส มใหเขากันนําไปบมที่อุณหภูมิ - 20๐ซ เปนเวลา  20 นาที นําไปหมุนเหว่ียงที่
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ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา  10 นาที คอย ๆ เทของเหลวใสออกระวังไมใหตะกอนติดไป

ดวยเติม 70% ethanol ปริมาตร 500 µl ผสมสารใหเขากันเบา ๆ 2-3 ครั้ง นําไปหมุนเหว่ียงที่

ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้งระวังไมใหตะกอนติดไปดวย ทิ้งใหแหง

ที่อุณหภูมิหองเติม TE Buffer ปริมาตร 100 µl เขยาใหเปนเน้ือเดียวกันเติม RNase (100 mg/ml) 

ปริมาตร 1 µl เขยาใหผสมกัน นําไปบมที่ 37๐ซ เปนเวลา 60 นาที นําดีเอ็นเอท่ีไดไปตรวจ สอบ

ปริมาณดวยเทคนิคของ electrophoresis โดยใช 1% (w/v) agarose gel เก็บรักษาดีเอ็นเอที่

อุณหภูมิ -20๐ซ 

  

3.5  ศึกษาความหลากหลายของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ดวยวิธี PCR 

ศึกษาและทดสอบเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับใชชุดไพรเมอรท่ีออกแบบมาใน

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่เตรียมจาก Xoo ไอโซเลทตางๆ ดวยเทคนิค PCR และทดสอบ

ประสิทธิภาพในดานความจําเพาะของไพรเมอรกับดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่ถูกคัดเลือกใหเปนตัวแทน

จากแตละจังหวัด กอนนําไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายที่อยูบนยีน avrXa ชุดตางๆ ใน  Xoo 

จํานวน 80 ไอโซเลท โดยมีไพรเมอรท่ีออกแบบมาจาก avrXa 4 ยีน จํานวน 2 ชุด (ตารางท่ี 3.3) การ

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ทําในหลอดขนาด 0.2 ml (PCR microtube) ใชเครื่อง PTC-

100 Peltier Thermal (USA) สวนผสมท่ีใชในปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 25 µl ประกอบดวย 1x Taq 

DNA polymerase buffer (Vivantis, Poland) 1.5 mM MgCl2 0.2 mM dNTPs  5 µmol primer  1 

U Tag DNA polymerase (Vivantis, Poland) และดีเอ็นเอปริมาณ 50 ng  โดยอุณหภูมิ เวลา และ

จํานวนรอบท่ีใชในแตละขั้นตอนประกอบดวย 94๐ซ 5 นาที จํานวน 1 รอบปฏิกิริยา   94๐ซ 1 นาที 

60๐ซ (57๐ซ  สําหรับไพรเมอร  avrXooOut) 1 นาที 72๐ซ 2 นาที  จํานวน 40 รอบปฏิกิริยา และ 72
๐ซ 5 นาที จํานวน  1 รอบปฏิกิริยา ตรวจสอบผลผลิต PCR ที่ไดดวยเทคนิคของ electrophoresis 

โดยใช 1% (w/v) agarose gel ใน 0.5 x TBE Buffer และใชกระแสไฟฟา 80 โวลต เปนเวลา 180 

นาที ในการตรวจสอบใชผลผลิต PCR ปริมาตร 10 µl ผสมกับ loading Dye ปริมาตร 1 µl ทําการ

ยอมดวย ethidium bromide ตรวจสอบดีเอ็นเอที่ไดดวยเครื่อง gel documentation analysis set 

(BIO RAD, USA) โดยจะทําการเปรียบเทียบกับ VC 1kb DNA ladder (Vivantis, Poland) 

ตารางท่ี 3.3  ไพรเมอร 2 คูที่ออกแบบมาใหจําเพาะกับสวนยีน avrXa เพื่อใชในการทํา PCR 

คูที่ ชื่อ Forward primer (5’---3’) Reverse primer (5’---3’) 

1 avrXooIn GTGCCCCCCTGAACCTGACC CTCTCCAGCGCCTGCTTGCC 

2 avrXooOut AAGACATCGTTGGCGTCGGCAA TTCACTGCAGCCAGGGCAGGAC 
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3.6  การโคลนชิ้นดีเอ็นเอเพ่ือวิเคราะหลําดับดีเอ็นเอ 

 เตรียม E. coli competent cell โดย streak E. coli สายพันธุ JM109    ลงบนจาน

เพาะเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อก่ึงแข็ง Luria-Bertani agar (LB) บมเชื้อ ที่อุณหภูมิ 37๐ซ  เปนเวลา 16-

18 ชั่วโมง นําโคโลนีเด่ียวเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 25 มล. แลวใชเครื่องเขยา ที่

อุณหภูมิ 37๐ซ  ความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง ดูดสารละลายแบคทีเรียดังกลาว 

ปริมาตร 250 µl ใสอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 25 มล. แลวใชเครื่องเขยา ที่อุณหภูมิ 37๐ซ  

เปนเวลา 2-3 ชั่วโมง นํามาวัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ที่ความยาวคลื่น 580 nm ดวย

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) (UV/visible/NIR spectrophotometer, UK) 

นํามาแชในนํ้าแข็งเปนเวลา 30 นาที แลวนําไปหมุนเหว่ียงที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 

4๐ซ เปนเวลา 7 นาที  จึงเทสารละลายชั้นบน (supernatant) ทิ้ง แลวใส 100 mM CaCl2 ปริมาตร 5 

มล. ผสมสารใหละลายเขากันดี นําไปหมุนเหว่ียงที่ความเร็ว  4,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4๐ซ เปน

เวลา 5 นาที เทสารละลายชั้นบนท้ิง แลวใส 100 mM CaCl2 ปริมาตร 5 มล. ผสมสารใหละลายเขา

กันดี แลวแชในน้ําแข็ง 30 นาที นําไปหมุนเหว่ียงที่ความเร็ว  4,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4๐ซ เปน

เวลา 5 นาที เทสารละลายชั้นบนท้ิง ละลายตะกอนเชื้อดวย 100 mM CaCl2 ปริมาตร 1 มล. เก็บ

รักษาไวในหลอดที่มี  7% DMSO ที่อุณหภูมิ - 80๐ซ   

ทําการคัดเลือกแถบดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะในแตละกลุมของ Xoo ตรวจสอบชิ้นดี

เอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR วาเปนสวนท่ีซ้ํากันบนยีน  avrXa  โดยการตัดแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น

ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) ทําการแยกดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์โดยใช QIAquick Gel Extraction Kit 

(QIAGEN, Leusden, Netherlands) นําดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์แลวมาละลายใน TE Buffer (10 mM Tris-

HCl pH 8.5) ปริมาตร 20 µl ทําการโคลนชิ้นดีเอ็นเอบริสุทธิ์ที่ไดเขากับเวกเตอร pGEM-T โดยใช 

pGEM-T easy cloning kit (Promega, MD, USA) แลวถายเขาสู E. coli competent cell ที่ได

เตรียมไวขางตน โดยวิธี Freeze thaw transformation  โดยใช E. coli competent cell ปริมาตร 50 

µl  ผสมเขากับเวกเตอร pGEM-T ปริมาตร 10 µl แชในนํ้าแข็งเปนเวลา 30 นาที แลวนําไปแชใน

น้ําอุน อุณหภูมิ 42๐ซ ทันทีเปนเวลา 90 วินาที แชในน้ําแข็ง  3 นาที แลวจึงเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

LB ผสมใหเขากัน นําไปเขยา ที่ความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 60 นาที นําไปหมุนเหว่ียงที่

ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ดูดสวนที่ เปนสารละลายชั้นบนออกปริมาตร 900 µl 

ผสมสารละลายท่ีเหลือในหลอดใหเขากัน แลวจึงดูดสารละลายเชื้อดังกลาวปริมาตร 100 µl ไป 

spread บนจานเลี้ยงเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อก่ึงแข็ง LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลิน ความเขมขน 

100 µg/ml เพื่อคัดเลือก transformant จากน้ันทําการคัดเลือกโคโลนีเด่ียวมาทํา Colony PCR และ

ทําการตรวจสอบผลดวยวิธี electrophoresis เพื่อยืนยันการมีอยูของชิ้นดีเอ็นเอ ทําการเพาะเลี้ยง
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เซลลของโคโลนีที่คัดเลือกไดน้ัน นํามาสกัดดีเอ็นเอพลาสมิดดวย High-Speed Plasmid Mini Kit 

(Geneaid, Taiwan) นําดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์แลวมาละลายใน TE Buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.5) 

ปริมาตร 20 µl แลวนําไปวิเคราะหลําดับดีเอ็นเอโดย Automatic sequencer 3730xl (Macrogen 

Inc., Korea) ในการอานคาออกมาในรูปแบบของ fluorographs 

3.7  การวิเคราะหขอมูล 

 นําผลผลิตที่ไดจาก PCR ดวยไพรเมอรทั้ง 2 คู มาใชในการเปรียบเทียบเพื่อจัดกลุม 

เปรียบเทียบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR โดยดูท่ีขนาดของแถบดีเอ็นเอแตละแถบ 

อานผลจากการมีหรือไมมีแถบดีเอ็นเอ (Binary data) โดยให 1 = มี และ 0 = ไมมี เก็บรวบรวม

ขอมูลจากไพรเมอรทั้งหมด แ ละทําการวิเคราะหขอมูลโดยใช SIMQUAL module เปนการ

ประมวลผลของ coeffieient จากความเหมือนของยีน โดยคํานวณตามแบบของ Dice's coefficient 

(Dice, 1945; Willett, 1981) จัดกลุมของดีเอ็นเอดวยวิธี Unweighted pair group method with 

arithmetic means (UPGMA) โดยใชโปรมแกรม PAST, version  1.13  

ในการวิเคราะหขอมูลจากการเกิด HR จะใชวิธีการวิเคราะหขอมูลแบบเดียวกันกับ

การทํา PCR ขางตน โดยให 1 = ลักษณะที่ไมใชการเกิด HR (Non-HR) และ  0 = การเกิด HR (HR) 

 

3.8   ศึกษาความสัมพันธของความหลากหลายท่ีไดจากการเกิด HR การทํา PCR        

ทําการจัดกลุมของเชื้อที่ไดจากการทํา PCR  ในสวนของยีน avr กับกลุมที่จัดไดจาก

การตอบสนองแบบ HR หาความสัมพันธของการจัดกลุมความหลากหลายของเชื้อจากท้ัง 2 วิธี โดย

การเปรียบเทียบประชากร Xoo ในกลุมท่ีจัดได และการนําขอมูลจากทั้ง 2 วิธีท่ีได มาวิเคราะหเพื่อ

จัดกลุมหาความสัมพันธรวมกันดวยวิธี Unweighted pair group method with arithmetic means 

(UPGMA) โดยใชโปรมแกรม PAST, version  1.13 
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  บทท่ี  4 

  ผลการวิจัย 

4.1  ผลการตอบสนองแบบสูงเกิน (HR) จากปฏิสัมพันธของยีน avrXa  ใน Xanthomonas 

       oryzae pv. oryzae แตละไอโซเลท กับตนขาวสายพันธุท่ีมียีน R ท่ีแตกตางกัน 

จากปฏิสัมพันธระหวาง Xoo และขาวสายพันธุที่มียีน R ที่แตกตางกัน พบวา Xoo 

ไอโซเลทที่มาจากจังหวัดเดียวกันและปเดียวกัน สวนใหญจะเกิดการตอบสนองในขาวในลักษณะ

เดียวกัน เมื่อทําการทดสอบในขาวพันธุเดียวกัน  (ตารางที่ 4.1) เชน เชื้อที่มาจากจังหวัดหนองคาย ป 

2547 ทั้ง 3 ไอโซเลท (NKI04(1) - NKI04(3)) เชื้อจากจังหวัดกาฬสินธุ ป 2548 จํานวน 4 ไอโซเลท 

(KRS05(1) - KRS05(4)) ไมเกิด HR ในขาวทั้ง 13 พันธุหรือสายพันธุเลย Xoo จากจังหวัด

อุบลราชธานี ป 2549 จํานวน 10 ไอโซเลท (UBN06(1) - UBN06(10)) 80 % ไมแสดงลักษณะ HR 

ในขาวทั้ง 13 พันธุหรือสายพันธุ มีเพียงบางไอโซเลทคือ UBN06(2)   เกิด HR กับขาวพันธุ NSG 19  

ไอโซเลท UBN06(1) และ UBN06(5)  เกิด HR กับขาวสายพันธุ IRRIBB3  Xoo บางไอโซเลทมาจาก

จังหวัดเดียวกันแตใหผลตางกัน เชน  ไอโซเลท  UBN04(1) UBN04(4) และ UBN04(7) จากจังหวัด

อุบลราชธานีเก็บตัวอยางในป 2547 เชนกัน ใหผลการตอบสนองในขาวโดยเกิด HR  Non-HR1และ 

Non-HR2 ตามลําดับ (ไมไดแสดงผล)  Xoo ที่เก็บจากจังหวัดเดียวกันแตปท่ีเก็บตัวอยางตางกันก็

อาจมีการเกิด HR ที่คลายกัน เชน การเกิด HR ในขาวพันธุนํ้าสะกุย (NSG 19) ของ Xoo จาก

จังหวัดอุบลราชธานีที่เก็บตัวอยางในป 2547 2548 และ 2549 และ Xoo ที่มาจากจังหวัดสกลนคร ที่

เก็บตัวอยางในป  2548 และ 2549 เปนตน  เมื่อดูปฏิสัมพันธของเชื้อตอขาวแตละสายพันธุที่มียีน R 

แตกตางกัน อาจระบุชนิดของยีน avrXa ของ Xoo ได เชน Xoo จากจังหวัดอุบลราชธานี ป 2547 ไอ

โซเลท UBN04(1) เกิด HR กับขาวสายพันธุ IRRIBB8 นาจะมียีน avrXa8 ไอโซเลท SKN05(3) จาก

จังหวัดสกลนคร ป 2548 เกิด HR กับขาวสายพันธุ IRRIBB3 นาจะมียีน avrXa3 เนื่องจากขาวสาย

พันธุ IRRIBB3 มียีน Xa3 อยู เมื่อเกิด HR กับ Xoo ไอโซเลทใด จึงคาดไดวา Xoo ไอโซเลทดังกลาว

ตองมียีน avrXa3 ที่เขาคูกันได และจากปฎิสัมพันธของ Xoo และขาวพันธุหรือสายพันธุตางๆ ดัง

ตารางที่ 4.1   Xoo ทั้ง 80 ไอโซเลท อาจมีบางไอโซเลทเปนแบคทีเรียที่ไมมียีน  avrXa เลยหรือมียีน 

avrXa ที่ผิดปรกติไป และ บางไอโซเลทมียีน avrXa  1 ถึง 4 ยีน ในแตละไอโซเลท 

ผลการเกิดและไมเกิด HR ภายใน 48 ชั่วโมงหลังการปลูก Xoo แตละไอโซเลทที่เกิด

ปฏิสัมพันธกับขาว 13 พันธุหรือสายพันธุ เมื่อ นํามาจัดกลุมเพื่อศึกษาความหลากหลายของ Xoo 

จากการตอบสนองที่แตกตางกันในขาว โดยคํานวณตามแบบของ Dice's coefficient (Dice, 1945; 

Willett, 1981) กําหนดให HR = 0 และ N (ลักษณะอ่ืนๆที่ไมใชการเกิด HR (Non-HR))  = 1 จัดกลุม

ดวยวิธี Unweighted pair group method with arithmetic means (UPGMA) โดยใชโปรมแกรม 
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PAST, version 1.13 ที่ระดับความเหมือน ≥ 0.85  สามารถจัดกลุมจากการสรางเดนโดรแกรม 

(ภาพที่ 4.1) ได 9 กลุม โดยแตละกลุมมี Xoo  ไอโซเลท ดังตอไปนี้ 

กลุมท่ี 1 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดสกลนคร (SKN05(1)) ป 2548 

กลุมท่ี 2 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดอุดรธานี  (UDN05(2)) ป 2548  

กลุมท่ี 3 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดอุดรธานี (UDN05(3)) ป 2548  

กลุมท่ี 4 ประกอบดวย Xoo 3 ไอโซเลท จากจังหวัดมุกดาหาร (MDH04(4) ป 2547 ขอนแกน 

              (KKN04) ป 2547 หนองคาย (NKI06) ป 2549 

กลุมท่ี 5 ประกอบดวย Xoo 70 ไอโซเลทจากป 2547 ไดแก จังหวัดอุดรธานี (UDN04(1)  

               UDN04(3)) สกลนคร (SKN04(1) SKN04(2)) อุบลราชธานี(UBN04(1) - UBN04(8))  

               รอยเอ็ด (Roiet04) สุรินทร (SRN04) หนองคาย (NKI04(1) - NKI04(3)) นครพนม 

               (NKP04) และ มุกดาหาร (MDH04(1) - MDH04(3))  

               ป 2548 ไดแก จังหวัดอุบลราชธานี (UBN05(1) - UBN05(9)) สุรินทร (SRN05(1) - 

               SRN05(3)) หนองคาย (NKI05) กาฬสินธุ (KRS05(1) - KRS05(4)) สกลนคร 

               (SKN05(2) -  SKN05(4)) 

               ป 2549 ไดแก จังหวัดสุรินทร (SRN06(1) - SRN06(8)) สกลนคร (SKN06(1) -  

               SKN06(4)) กาฬสินธุ (KRS06) ยโสธร (YST06) อุบลราชธานี (UBN06(1) - UBN06(10))                

               และชุดความคุมคือ น้ํากลั่น  E.coli  และ Xoo(Vir09) จากจังหวัดอุบลราชธานี  

               ที่มีการระบาด 100 เปอรเซนต เก็บตัวอยางในป 2552    

กลุมท่ี 6 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดมุกดาหาร (MDH04(5)) ป 2547 

กลุมท่ี 7 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดอุดรธานี (UDN04(2)) ป 2547 

กลุมท่ี 8 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดอุบลราชธานี (UBN04(9)) ป 2547                        

กลุมท่ี 9 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดอํานาจเจริญ (ANC04) ป 2547  

              จากการจัดกลุมประชากร Xoo โดยดูจากปฏิสัมพันธของยีน avr ในเชื้อและยีน R ในขาว 

พบวาเชื้อสวนใหญ 70 ไอโซเลท  จัดอยูในกลุมเดียวกัน คือ กลุมที่ 5   ที่เหลืออีก 8 กลุมมีประชากร 

1 และ 3 ไอโซเลท ซึ่งพบวาไอโซเลทใน 8 กลุมยอยนี้มีปฏิสัมพันธแบบ HR กับยีน R ใน ขาว 3-4 ยีน 

(ตารางท่ี 4.1) 



ตารางท่ี 4.1 การทดสอบปฏิกิริยาการตอบสนองแบบสูงเกิน (HR) ในขาวพันธุหรือสายพันธุจากการปลูกเชื้อดวย Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

ไอโซ

เลทท่ี 

        พันธุขาว 

ช่ือยอ Xoo NSG19 KDML105 IR24 IRRIBB3 IRRIBB4 IRRIBB5 IRRIBB7 IRRIBB8 IRRIBB10 IRRIBB11 IRRIBB13 IRRIBB14 IRRIBB21 

1 UBN04(1) HR N N N N N N HR N N N N N 
 UBN04(2) N N N HR N N N N N N N N N 
3 UBN04(3) N N N N N N N N N N N N N 
4 UBN04(4) HR N N N N N N N N N N N N 
5 UBN04(5) HR N N N N N N N N N N HR HR 

6 UBN04(6) N N N N N N N N N N N N N 
7 UBN04(7) HR N N N N N N N N N N N N 
8 UBN04(8) HR N N N N N N N N N N N N 
9 UBN04(9) N N N N N HR N N N HR N HR N 

28 UBN05(1) HR N N N HR N N N N N N N N 
29 UBN05(2) N N N N N N N N N N N N N 
30 UBN05(3) N N N N HR N N N N N N N N 
31 UBN05(4) N N N N N N N N N HR N N N 
32 UBN05(5) N N N N HR N N N N N N N N 
33 UBN05(6) HR N N N N N N N N N N N N 
34 UBN05(7) HR N N N N N N N N HR N N N 
35 UBN05(8) N N N N HR N N N N N N N N 
36 UBN05(9) HR N N N N N N N N N N N HR 

70 UBN06(1) N N N HR N N N N N N N N N 
          หมายเหตุ : HR = เกิด HR, N = Non-HR (การตอบสนองแบบอื่นๆท่ีไมใชการเกิด HR)              31 



ตารางท่ี 4.1 การทดสอบปฏิกิริยาการตอบสนองแบบสูงเกิน (HR) ในขาวพันธุหรือสายพันธุจากการปลูกเชื้อดวย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (ตอ) 

ไอโซ

เลทท่ี 

        พันธุขาว 

ช่ือยอ Xoo NSG19 KDML105 IR24 IRRIBB3 IRRIBB4 IRRIBB5 IRRIBB7 IRRIBB8 IRRIBB10 IRRIBB11 IRRIBB13 IRRIBB14 IRRIBB21 

72 UBN06(2) HR N N N N N N N N N N N N 
73 UBN06(3) N N N N N N N N N N N N N 
74 UBN06(4) N N N N N N N N N N N N N 
75 UBN06(5) N N N HR N N N N N N N N N 
76 UBN06(6) N N N N N N N N N N N N N 
77 UBN06(7) N N N N N N N N N N N N N 
78 UBN06(8) N N N N N N N N N N N N N 
79 UBN06(9) N N N N N N N N N N N N N 
80 UBN06(10) N N N N N N N N N N N N N 
10 Roiet04 N N N N N N N N N N N N N 
11 SRN04 N N N N N N N N N N N N N 
37 SRN05(1) N N N N N N N N N N N N HR 

38 SRN05(2) N N N N N N N N N N N N N 
39 SRN05(3) N N N N N N N N N HR N N N 
54 SRN06(1) HR N HR N N N N N N N N N N 
55 SRN06(2) N N N N N N N N N N N N N 
56 SRN06(3) HR N N N N HR N N N N N N N 
57 SRN06(4) HR N N N N HR N HR N N N N N 
58 SRN06(5) N N HR N N HR N N N N N N N 

          หมายเหตุ : HR = เกิด HR, N = Non-HR (การตอบสนองแบบอื่นๆท่ีไมใชการเกิด HR)              32 



ตารางท่ี 4.1 การทดสอบปฏิกิริยาการตอบสนองแบบสูงเกิน (HR) ในขาวพันธุหรือสายพันธุจากการปลูกเชื้อดวย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (ตอ) 

ไอโซ

เลทท่ี 

        พันธุขาว 

ช่ือยอ Xoo NSG19 KDML105 IR24 IRRIBB3 IRRIBB4 IRRIBB5 IRRIBB7 IRRIBB8 IRRIBB10 IRRIBB11 IRRIBB13 IRRIBB14 IRRIBB21 

59 SRN06(6) HR N N N N N N HR N HR N N N 
60 SRN06(7) N N N N N N N N N N N N N 
61 SRN06(8) HR N N N N N N N N N HR N HR 

12 NKI04(1) N N N N N N N N N N N N N 
13 NKI04(2) N N N N N N N N N N N N N 
14 NKI04(3) N N N N N N N N N N N N N 
45 NKI05 N N N N N N N HR N N N N N 
67 NKI06 N N N N HR N N N N N HR N N 
15 UDN04(1) HR N N N N HR N N N HR N N N 
16 UDN04(2) HR N N N N HR N N HR HR N N N 
17 UDN04(3) N N N N N HR N N N HR N N N 
40 UDN05(1) HR N N N N N N N N N N N N 
41 UDN05(2) N N N HR HR N N N N N N HR HR 

42 UDN05(3) N N N HR N N N HR N N N HR N 

43 UDN05(4) N N N HR N N N N N N N N HR 

44 UDN05(5) N N N HR N N N HR N HR N N N 
68 UDN06(1) HR N N HR N N N N N N N N N 
69 UDN06(2) N N N HR N N N N N N N N N 
18 KKN04 HR N N N HR N N N N N HR N N 

          หมายเหตุ : HR = เกิด HR, N = Non-HR (การตอบสนองแบบอื่นๆท่ีไมใชการเกิด HR)              33 



ตารางท่ี 4.1 การทดสอบปฏิกิริยาการตอบสนองแบบสูงเกิน (HR) ในขาวพันธุหรือสายพันธุจากการปลูกเชื้อดวย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (ตอ) 

ไอโซ

เลทท่ี 

        พันธุขาว 

ช่ือยอ Xoo NSG19 KDML105 IR24 IRRIBB3 IRRIBB4 IRRIBB5 IRRIBB7 IRRIBB8 IRRIBB10 IRRIBB11 IRRIBB13 IRRIBB14 IRRIBB21 

19 SKN04(1) N N N N HR N N N N N N N N 
20 SKN04(2) N N N N HR N N N N N N N N 
46 SKN05(1) HR N N HR N N HR N HR HR N N N 
51 SKN05(2) N N N HR N N N N N N N N N 
52 SKN05(3) N N N HR N HR N N N N N N N 
53 SKN05(4) N N N HR N N N N N HR N N N 
62 SKN06(1) HR N N N N HR N N N N N N N 
63 SKN06(2) HR N N N N HR N N N N N N N 
64 SKN06(3) N N N N N HR N HR N N HR N N 
65 SKN06(4) N N N N N HR N HR N N N N N 
21 ANC04 N N HR N HR N N HR N N N N HR 

22 NKP04 N N N N N N N HR N N N N N 
23 MDH04(1) N N N N N N N HR HR N N N N 
24 MDH04(2) HR N N N N N N HR N N N N N 
25 MDH04(3) N N N N N HR N N N N N N N 
26 MDH04(4) HR N N N HR N N HR N N HR N N 
27 MDH04(5) HR N N HR HR N N HR N N N N N 
47 KRS05(1) HR N N N N N N N N N N N N 
48 KRS05(2) N N N N N N N N N N N N N 

          หมายเหตุ : HR = เกิด HR, N = Non-HR (การตอบสนองแบบอื่นๆท่ีไมใชการเกิด HR)              34 



ตารางท่ี 4.1 การทดสอบการตอบสนองแบบสูงเกิน (HR) ในขาวพันธุหรือสายพันธุจากการปลูกเชื้อดวยXanthomonas oryzae pv. oryzae (ตอ) 

ไอโซ

เลทท่ี 

           พันธุขาว 

ช่ือยอ Xoo NSG19 KDML105 IR24 IRRIBB3 IRRIBB4 IRRIBB5 IRRIBB7 IRRIBB8 IRRIBB10 IRRIBB11 IRRIBB13 IRRIBB14 IRRIBB21 

49 KRS05(3) N N N N N N N N N N N N N 
50 KRS05(4) N N N N N N N N N N N N N 
66 KRS06 N N N HR N N N N N N N N N 
71 YST06 N N N N HR N N N N N N N N 

 Water N N N N N N N N N N N N N 
 E.coli N N N N N N N N N N N N N 
 Xoo(Vir09) HR N N N N N N N HR N N N N 

                    

            หมายเหตุ : HR = เกิด HR, N = Non-HR (การตอบสนองแบบอื่นๆท่ีไมใชการเกิด HR) 

 

             35 
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        ภาพท่ี 4.1  เดนโดรแกรมของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae จํานวน 80 ไอโซเลท ที่จัด 

                            กลุมโดยใชขอมูลจากการตอบสนองแบบสูงเกิน (HR)  ดวยวิธี UPGMA 
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4.2 คาการร่ัวไหลของไอออน (Ion leakage) จากใบขาวท่ีมีการปลูกเชื้อดวย Xanthomonas  

      oryzae pv. oryzae และชุดควบคุม 

  ปฏิสัมพันธท่ีเกิดขึ้นจากการปลูกเชื้อดวย  Xoo เขาไปในขาวพันธุหรือสายพันธุที่มี

ยีน R แตกตางกัน (ตารางที่ 3.1) มีผลใหเกิดการตอบสนองในรูปแบบที่ไมเหมือนกัน ไดแก การเกิด 

HR หรือ อาการที่ไมใช HR ซึ่งไดแก ขาวท่ีแสดงอาการเหลืองบริเวณที่มีการปลูกเชื้อแตไมมีการ

ขยายขนาดของแผล (Non-HR1) และขาวที่แสดงอาการเหลืองและมีการลุกลามของการเกิดโรค  

(Non-HR2) หลังการปลูกเชื้อ 4-8 วัน (ภาพที่ 3.3) ลักษณะการตอบสนองดังกลาวมีผลทําใหเซลล

พืชถูกทําลายในระดับที่แตกตางกัน ซึ่งสามารถวัดเซลลท่ีถูกทําลายไดจากการรั่วไหลของไอออนออก

นอกเซลล เมื่อนํา ใบขาวท่ีแสดงอาการในลักษณะตางๆท่ีเกิดขึ้นมาทําการวัดคาการรั่วไหลของ

ไอออน โดยการวัดผลการทดลอง 3 ครั้ง คือ วันที่ 1  2 และ 4 หลังจากการปลูกเชื้อ พบวาคาเฉลี่ย

ของคาการรั่วไหลของไอออนในเซลลขาว ที่แสดงการเกิด HR การตอบสนองแบบอ่ืนๆที่ไมใชการเกิด 

HR และในชุดควบคุมที่ไมมีการเปลี่ยนแปลง มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P ≤ 0.05) 

หลังจากการปลูกเชื้อแลว 2 และ 4 วัน (ภาพที่ 4.2 ; ตาราง ก .1-ก.2 ภาคผนวก) คาการรั่วไหลของ

ไอออนในใบขาวที่เกิดการตอบสนองแบบ Non-HR2 มีคามากที่สุด รองล งมาคือใบขาวที่เกิดการ

ตอบสนองแบบ Non-HR1 ใบขาวท่ีเกิด HR และ ในชุดควบคุม ซึ่งมีคาการรั่วไหลของไอออนเทากับ 

38.40  23.00 17.00 และ 12.05 µΩ 

 

ตามลําดับ คาการรั่วไหลของไอออนของแตละปฏิสัมพันธเพิ่ม

มากขึ้นเมื่อระยะเวลาหลังการปลูกเชื้อเพิ่มมากขึ้น การวัดคาการรั่วไหลของไอออนจึงเปนอีกวิธีหนึ่ง

ที่จะสามารถแยกลักษณะการตอบสนองท่ีเกิดขึ้นได นอกจากการสังเกตลักษณะทางกายภาพ  และ

เปนการยืนยันผลของการทดสอบการเกิด HR วาเปนการประเมินท่ีมีความถูกตอง 
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ภาพท่ี 4.2 กราฟแสดงความแตกตางของคาเฉลี่ยของคาการรั่วไหลของไอออนในการตอบสนอง  

                 แตละรูปแบบ  

                            HR = เกิด HR ภายใน 48 ชั่วโมง 

                        Non-HR 1 = ไมแสดงการเกิด HR แตขาวแสดงอาการเหลืองบริเวณที่มีการปลูก 

                                            เชื้อแตไมมีการขยายขนาดของแผลหลังการปลูกเชื้อ 4-8 วัน 

                        Non-HR 2 = ไมแสดงการเกิด HR แตขาวแสดงอาการเหลืองและแผลมีขนาดใหญ 

                                            ขึ้นหลังการปลูกเชื้อ 4-8 วัน  

                        Control = ชุดควบคุมซึ่งไมพบการเปลี่ยนแปลงบริเวณที่มีการปลูกเชื้อ 

หมายเหตุ :  *  แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT ที่ความเชื่อมั่น  

                        95 %  ของคาเฉลี่ยในแตละลักษณะการตอบสนอง 

 

4.3  ผลท่ีไดจากการหาลําดับเบสของยีน avrXa และออกแบบไพรเมอรท่ีจําเพาะกับ 

      บริเวณซ้ําของยีน avrXa 

จากการศึกษาลําดับเบสของยีน avrXa ที่มีการตีพิมพลําดับเบสแลว 4 ยีน คือ 

avrXa5  avrXa7  avrXa10 และ avrXa27 (GenBank: AAQ79773.2, AAS58128.2, 

AAA92974.1, AAY54168.1, NCBI) นํามาเปรียบเทียบลําดับเบสที่ไดดวย Multiple Sequence 

Alignment (ClustalW) พบวายีน avrXa มีความเหมือนกันในบริเวณที่มีลําดับเบสซ้ํากัน (repeat 
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sequence) ที่มีขาด 102 bp ซึ่งอยูบริเวณสวนกลางของยีน avrXa โดยมีความแตกตางกันที่จํานวน

ซ้ํา (ตารางท่ี 4.2) สวนลําดับเบสที่อยูกอนและหลังบริเวณซ้ําของแตละยีน avrXa มีความแตกตาง

กัน และลําดับเบสของยีน avrXa ทั้ง 4 ยีน นั้นมีปริมาณเบส G และ C ที่คอนขางสูง  

ตารางท่ี 4.2  จํานวนซ้ําของบริเวณที่มีลําดับเบสซ้ํากันในยีน  avrXa  4  ยีน ที่นํามา    

          ออกแบบไพรเมอร 

   ยีน  จํานวนซ้ํา ขนาดจํานวนซ้ํา (bp) 

avrXa5 5.5 561 

avrXa7 25.5 2,601 

avrXa10 15.5 1,581 

avrXa27 16.5 1,683 

 

การออกแบบไพรเมอรที่มีความจําเพาะกับบริเวณซ้ําของยีน avrXa ทําโดย

ออกแบบไพรเมอรใหครอมระหวางลําดับเบสที่เริ่มตนของบริเวณซ้ําและสวนทายของบริเวณซ้ําหรือ

ใหหางออกมาจากบริเวณท่ีซ้ําประมาณ 100-200 bp ตรวจสอบคุณสมบัติไพรเมอรดวยโปรแกรม 

OligoAnalyzer (Integrated DNA Technologies) และทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรกับสวน

ของยีน  avrXa  ดวยโปรแกรม  blast  (ภาพที่ 4.3) จากไพรเมอรที่ออกแบบทั้งหมด   8  คู   คัดเลือก 

ไพรเมอรที่มีคุณสมบัติที่เหมาะสม คือ ไพรเมอรมีความยาวประมาณ 20-22 bp คา Tm (melting 

temperature) ไมตางกันเกินไป และเกิดการจับกันเองของไพรเมอร (Dimers) นอย  จํานวน 2 คู 

(ตารางท่ี 3.1) เพื่อใชในทําการ PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 

 

GenBank: AY377126.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.3 แสดงตําแหนงการจับของไพรเมอร 2 คู  บนยีน avrXa5  สวนแรเงาสีเทา คือสวนท่ีมี 

                 ลําดับเบสท่ีซ้ํากัน 

          *  คือ ตําแหนงที่ไพรเมอร avrXooIn จับบนยีน 

         +  คือ ตําแหนงที่ไพรเมอร avrXooOut จับบนยีน 

         •  คือ ตําแหนงเบสเริ่มตนและสุดทายของจํานวนซ้ํา 

 

4.4  ความหลากหลายของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ท่ีไดจากการทํา PCR และการ 

      วิเคราะหลําดับดีเอ็นเอ 

  จากการใชไพรเมอรที่ออกแบบมาจากยีน avr  จํานวน 2 คู นํามาใชในการทํา 

PCR เพื่อเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ ในบริเวณซ้ําของยีน avrXa ใน Xoo  ทั้งหมด 80 ไอโซเลท พบวา

สามารถสรางแถบดีเอ็นเอไดทั้งหมด 31 แถบ ซึ่งเกิดแถบดีเอ็นเอในไพรเมอร avrXooIn 17 แถบ และ

ไพรเมอร  avrXooOut 14 แถบ (ภาพท่ี 4.4-4.5) ไพรเมอร avrXooIn ทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอกับ Xoo 

ได 65 ไอโซเลท มี 15 ไอโซเลทที่ไมเกิดแถบดีเอ็นเอกับไพรเมอรน้ี สวนไพรเมอร avrXooOut ทําให

เกิดแถบดีเอ็นเอกับ Xoo 76 ไอโซเลท ไมเกิด 4 ไอโซเลท เมื่อพิจารณาจากขนาดของแถบดีเอ็นเอใน

แตละไอโซเลท พบวา Xoo ที่เก็บมาจากจังหวัดและปเดียวกันใหแถบดีเอ็นที่มีรูปแบบคลายคลึงกัน 

เชน กลุมของ Xoo ที่มาจากจังหวัดอุบลราชธานี ป 2547 ไดแก UBN04(1)-UBN04(9) (Lane 1-9)  

Xoo ที่มาจากจังหวัดอุดรธานี ป 2548  ไดแก   UDN05(1)-UDN05(4)  (Lane 41-44)    Xoo บาง 

• 

• 
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ไอโซเลทที่มาจากจังหวัดเดียวกัน ใหแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันออกไป เชน กลุมของ  Xoo ที่มาจาก

จังหวัดสกลนคร ป 2549 ไดแก SKN06(1)- SKN06(4) (Lane 62-65) Xoo ที่มาจากจังหวัด

อุบลราชธานี ป 2549 ไดแก UBN04(1)- UBN04(10) (Lane 71-80) สวน Xoo ที่เก็บตัวอยางใน

จังหวัดและปที่ตางกันสวนใหญใหแถบดีเอ็นเอที่มีรูปแบบแตกตางกัน มีเพียงบางแถบท่ีอาจมีขนาด

เทากัน แตเมื่อพิจารณารูปแบบโดยรวมแลวจะมีความแตกตางกัน นอกจากน้ียังมี  Xoo ที่มาจากป

เดียวกันแตจังหวัดตางกันที่มีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอคลายคลึงกันมาก เชน Xoo ที่มาจากจังหวัด

ขอนแกนและสกลนคร ป 2547 ไดแก KKN04 และ SKN04(2) (Lane 18 และ 20) จากจังหวัด

อํานาจเจริญและมุกดาหาร ป 2547 ไดแก ANC04 และ MDH04(1) (Lane 21 และ 23)    มีบางไอ

โซเลทท่ีมาจากจังหวัดรอยเอ็ดคือ RoiEt04  (Lane 10)  และยโสธร ไดแก YST06 (Lane 70) ที่เก็บ

ตัวอยางมาเพียงจังหวัดละ 1 ไอโซเลทและใหแถบดีเอ็นเอที่แตกตางจากจังหวัดอ่ืนๆ  

ในการทดลองเอาชิ้นสวนของผลผลิต PCR จากไพรเมอร avrXooIn ของ Xoo ไอโซ

เลท UBN04(2) ที่มีความชัดเจนของแถบดีเอ็นเอและใหแถบดีเอ็นเอนอยมีความจําเพาะคอนขางสูง 

แถบดีเอ็นเอที่ไดมีขนาดใกลเคียงกับบริเวณซ้ําของยีน avrXa5  (≈500-700 bps) ของ Xoo ที่มีใน

ฐานขอมูล   ไปทําการหาลําดับเบสพบวา ไมมีความเหมือนกับยีน  avrXa ของ Xoo แตจากการ

เปรียบเทียบลําดับเบสในฐานขอมูล มีความ คลายคลึงกับ 16s rDNA ของ uncultured bacteria 

accession No. GenBank: FM252220.1 (ภาพที่ 4.6) 
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        ภาพท่ี 4.4  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ซ่ึงใชไพรเมอร avrXooIn แถว 1-80 แถบ แสดงผลผลิต PCR จากเช้ือตามตารางที่ 1 แถว L คือ  VC 1kb Ladder (Vivantis, Poland) 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

        ภาพท่ี 4.5  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ซ่ึงใชไพรเมอร avrXooOut แถว 1-80 แถบ แสดงผลผลิต PCR จากเช้ือตามตารางที่ 1 แถว L คือ  VC 1kb  ladder (Vivantis, Poland) 

 

 
              42  
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XooSamplePCR_cloneT7Promoter                    --------------------- NNNNNGGGNGANTCG- CATGCTCCGGCCG         30        
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   ACGTATCAAGACATAATCACGGCGTTGCCAGAGGCGACACACGAAGACAT        500 
                                                                                                         *      **     **  **    *       *  *   
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      CCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTG- - - - - TGCCCCCCTGAA-CCTGAC  
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   CGTTGGCGTCGGCAAACAGTTGTCCGGCGCACGCGCCCTGGAGGCCTTGC 
                                                      *    *****    *  **        *  *  *       *            **   ***    **     ***     * 
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      CAACTGCCCTGACGGTACAA ACGGCGTAACCGCAACACTGAGCGGTACAT       130   
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   TCACGAAGGCGGGGGAGTTGAGAGGTCCGCCGTTACAGTTGGACACAGGC       600 
                                                          **            *     **           *    *           ***   ***   *    *         *    
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      CAGACATCAACGGTAAC- - - - TTCAGCAAT GAGGGCACGGCCGGAGACAT 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   CAACTTCTC AAGATTGCAAGACGTGGCGGCGTGAC CGCAGTGGAGGCAGT 
                                                      **              *   *  *    *                 **      *  *     *   *  *     *    *     * 
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      GGCTGTACAGTTGCAGACACTGACTGGAC TTCAGCTGACATCAGGAAGCA      230 
gi|35395759_1-2118_Xanthomonas   GCATGCATGGCGCAATGCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTGACCCCGG       700 
                                                      *    **   *    *         *    *******    **        *    ****             
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      GCCTGCAGACGGCTGTCGATCAGTCACAGAGTGCGTCATT CAGTCTTAAG 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   ACCAAGTGGTGGCCATCG- CCAGCAATAGTG -GCGGCAAGCAGGCGCTGG    
                                                       **         *     ***     ***     ***   *   **  *   ***   **     ***  *        *  
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      GCGCGG-GCGATAA CGCCTGGCGGTA—ATCCCA - - - CCTCAGGTACGCT    330 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   AGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACC     800 
                                                            ***   **           *      **  ****         *   ***      **      *           *  
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      CCAGTC—GGCTA T TGATATCACCTAT- ACG-TGGCAGT AAG-ACATT CT 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   CCGGACCAGGTCGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCT 
                                                      **   *   *    **       *  *    ***   **        ***   ****   *  ***  *        ** 
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      GCACTTG – TATTGCGGAAATATAATAC GGATTGACGAGATTTACG- - -GA    430 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   GGAGACG GTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGA    900 
                                                     *   *       *   *       ****      *               *      **  *     **          *      ** 
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      GACCAAATGAGTTACTTTAA AAGACGGATTAAACTTGCCACAAGATTTTC 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   CCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGCGGCAAG-CAGGC 
                                                         **     *    **   *    *         *      *          *  *  *   **     ****         * 
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      CCTGGGAATTAT AGTTCTTATGTTGCCAGGGCTGTCCTGGG - - - - - - -CC    530 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   GCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCC   1000 
                                                        ****     *      *         *      ***** **   *  *****    *   **               ** 
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      GGAAATTCGCGTATTTCGTGTACGCCGCCTCCGGTTTACGATGCAGGCAG 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   TGACCCCGGACCAGGTCGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGCGGCAAGCAG 
                                                       **           *      *     *** **    *    ****     *    *  *     *    ***   **** 
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      AAACTGGGCTGATGC TTCAGTACCTATTC CGGTTCCTCTGCCTAGTATAA     630 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   GCGCTGGA - -GACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCC-AGGACCA   1100 
                                                            ****       **   *   *  ***       **  **   *  *  *  **   ****  **   *   * 
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      TGGAACAAGGTACCGGTGTGGATGTTGATCCTGCACAGGTAGTTCAGTGC 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   TGG- - CCTGACCCCGGACCAGGTCGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGCGG 
                                                      ***     *    *       ****         *  *    **    *  *       ***    *    *    *   *  
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      ATGCTGATTGCCTCTGCT GTTATTCAGAG TATAGGCAATCACGGCACCAC     730 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   CAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGT- GCTGTGCCAG   1200 
                                                                        **         *    *  *           *    *  *  *   *    *    *  *     ***  
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      AATGCCTAATGTAATAT C- - ACCCTATTTAAGTCAT -GCCGATAATAAAA 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   GAC- CATGGCCTGACCCCGGACCAGGTCGTGGCCATCGCCAGCAATGGCG 
                                                       *     *  *        *   *      *    ***       *        *   ***  ***      ***     
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      ATATAATAT TCTTAATGAG T-CAGCGGGTAAACAACAGAGTTATTATCTA     830 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   GCAAGCAGGCGCTGGAGAGCATTGTTGCCCAGTTATCTCGCCCTGATCCG   1200 
                                                         *                   *       ***        *    *      *      *        *      *   ***   
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      CAGC - -GCATCATCAAGTGGGAATTATC- CATTATCTT - - -TCACTTCAA 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   GCGTTGGCCGCGTTGACCAACGACCACCTCGTCGCCTTGGCCTGCCTCGG 
                                                          *      **     *  *    *            *    *  *  *   *      ***            *   **   
XooSamplePCR_cloneT7Promotere    CAGGCAAGCAGCGCTGGAGAGAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGC -CTGC     930 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   CGGACGTCCTGCCCTGGATGCAGTGAAAAAGGGATTGCCGCACGCGCCGG   1400 
                                                      *  *  *       *  **   *****      *   *  *    *    *   ***    **     ***   *  *  
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      AGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTA 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   AATTGATCAGAAGAG TCAATAGCCGTATTGGCGAACGCACGTCCCATCGC 
                                                     *  *   **  **   *  *   *    *         **          *    *  *   ***      *        
XooSamplePCR_cloneT7Promoter      TTCTATAGTGTCACC-----------------------------------                                  995 
Xoo_avrXa5 _AY377126.2Database   GTTGCCGACCTCGCGCACGTGGTGCGCGTGCTTGGTTTTTTCCAGAGCCA   1500 

                              *               **   *                                     
 

ภาพท่ี 4.6  เปรียบเทียบลําดับเบสที่บริเวณซ้ําของยีน avrXa5 ในฐานขอมูลกับลําดับเบสตัวอยาง 

                  ของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ที่ไดจากการทําPCR โดยใชโปรแกรม ClustalW  
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4.5  ผลการจัดกลุมความหลากหลายของสายพันธุเชื้อ (Cluster analysis) ท่ีไดจากการทํา 

      PCR 

  จากการทํา PCR ดวยไพรเมอร 2 คู สามารถจัดกลุมของสายพันธุเชื้อ (Cluster 

analysis) Xoo 80 ไอโซเลท เมื่อวิเคราะหขอมูลโดยใช SIMQUAL module ซึ่งเปนการประมวลผล

ของ coeffieient จากความเหมือนของยีน โดยคํานวณตามแบบของ Dice's coefficient (Dice, 

1945; Willett, 1981) จัดกลุมของดีเอ็นเอดวยวิธี Unweighted pair group method with 

arithmetic means (UPGMA) โดยใชโปรมแกรม PAST, version 1.13 ที่ระดับความเหมือน ≥ 0.05 

ได  20  กลุม จากเดนโดรแกรม (ภาพที่ 4.7) โดยแตละกลุมมี Xoo ไอโซเลท ดังตอไปนี้ 

 

กลุมท่ี 1 ประกอบดวย Xoo 2 ไอโซเลท จากจังหวัดสุรินทร จากป 2548 (SRN05(1)  SRN05(2)) 

กลุมท่ี 2 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดยโสธร จากป 2549 (YST06)  

กลุมท่ี 3 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดอุดรธานี จากป 2549(UDN06(2)) 

กลุมท่ี 4 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดหนองคาย จากป 2548(NKI05) 

กลุมท่ี 5 ประกอบดวย Xoo 3 ไอโซเลท จากจังหวัดอุบลราชธานี จากป 2548 (UBN05(1))   

               และ 2549 (UBN06(2) UBN06(5) )  

กลุมท่ี 6 ประกอบดวย Xoo 2 ไอโซเลท จากจังหวัดหนองคาย จากป 2547(NKI04(1)  NKI04(2))  

กลุมท่ี 7 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดสุรินทร จากป 2548 (SRN05(3)) 

กลุมท่ี 8 ประกอบดวย Xoo 7 ไอโซเลท จากจังหวัดอุบลราชธานี จากป 2548 (UBN05(1) 

              UBN05(4)  UBN05(5) UBN05(6)) และ สกลนคร  จากป 2549 (SKN06(2)  SKN06(3) 

              SKN06(4))  

กลุมท่ี 9 ประกอบดวย Xoo  24 ไอโซเลท จากจังหวัดอุดรธานี จากป 2548 (UDN05(1) - 

               UDN05(5))  สกลนคร จากป 2548 (SKN05(1) SKN05(3))สุรินทร จากป 2547  

               (SRN04) และ 2549 (SRN06(1) - SRN06(8))  หนองคาย  

               จากป 2549 (NKI06) กาฬสินธุ จากป 2548  (KRS05(1) - KRS05(4)) และ  

               อุบลราชธานี จากป 2549 (UBN06(7) - UBN06(9))         

กลุมท่ี 10 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดหนองคาย  จากป 2547   (NKI04(3)) 

กลุมท่ี 11 ประกอบดวย Xoo 6 ไอโซเลท จากจังหวัดอุดรธานี จากป 2547 (UDN04(3))   

                 มุกดาหาร จากป 2547 (MDH04(1) - MDH04(3)) อํานาจเจริญ จากป 2547 

                (ANC04)  และ อุบลราชธานี จากป 2549 (UBN06(9))        
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กลุมท่ี 12 ประกอบดวย Xoo 6 ไอโซเลท จากจังหวัดนครพนม (NKP04) จากป 2547  

                 ขอนแกน (KKN04) จากป 2547  สกลนคร จากป 2547 (SKN04(1) SKN04(2)) 

                 มุกดาหาร (MDH04(4)) จากป 2547 และอุบลราชธานี จากป 2548 (UBN05(2)) 

กลุมท่ี 13 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดอุบลราชธานี (UBN06(3)) จากป 2549  

กลุมท่ี 14 ประกอบดวย Xoo 2 ไอโซเลท จากจังหวัดรอยเอ็ด จากป 2547 (RoiEt04)   

                และ อุดรธานี จากป 2547 (UDN04(1))         

กลุมท่ี 15 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดอุดรธานี จากป  2547 (UDN04(2)) 

กลุมท่ี 16 ประกอบดวย Xoo 11 ไอโซเลท จากจังหวัดมุกดาหาร จากป 2547 (MDH04(5)) 

                สกลนคร จากป 2549 (SKN06(1)) และอุบลราชธานี จากป 2547 (UBN04(1) - 

               (UBN04(9)) 

กลุมท่ี 17 ประกอบดวย Xoo 6 ไอโซเลท จากจังหวัดสกลนคร จากป 2548 (SKN05(2)  

                              SKN05(4)) กาฬสินธุ จากป 2549 (KRS06) และ อุบลราชธานี จากป 2548      

               (UBN05(8) UBN05(9)) และ ป 2549 (UBN06(4))  

กลุมท่ี 18 ประกอบดวย Xoo 2 ไอโซเลท จากจังหวัดอุบลราชธานี (UBN06(1)) จากป 2549 

                อุดรธานี (UDN06(1)) จากป 2549  

กลุมท่ี 19 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดอุบลราชธานี  (UBN06(10)) จากป2548  

กลุมท่ี 20 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดอุบลราชธานี  (UBN05(3)) จากป2548  

 

จากการจัดกลุมที่ได 20 กลุม  ประกอบดวยกลุมใหญ 1 กลุม ที่มีประชากร 24 ไอโซ

เลท รองลงมามีจํานวนประชากร 11 ไอโซเลท และมีกลุมยอยอีก 18 กลุม  ซึ่งเชื้อที่ทําการศึกษานั้น

มีการกระจายตัวในภาคตะวันออกเฉียงเหนือทั้งตอนบน ตอนกลาง และตอนลาง เชื้อท่ีเก็บมาจาก

จังหวัดเดียวกันและปเดียวกันจะมีความใกลเคียงกันเมื่อทําการจัดกลุม โดยเฉพาะเชื้อป 2547 จาก

จังหวัดอุบลราชธานี ทั้งหมดจัดอยูในกลุมเดียวกัน คือกลุมที่ 16 ซึ่งตางกับเชื้อป 2548 และ 2549  

จากจังหวัดอุบลราชธานี ท่ีมีความหลากหลายและกระจายตัวมากกวา โดยจัดอยู ใน 10 กลุม คือ 

กลุม 5 กลุม 8 กลุม 9 กลุม 11 กลุม 12 กลุม 13 กลุม 17 กลุม 18  กลุม 19 และกลุม 20  
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     ภาพท่ี 4.7 เดนโดรแกรมของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae จํานวน 80 ไอโซเลท ที่จัด 

                       กลุมโดยใชขอมูลจากการทํา PCR ดวยวิธี UPGMA 
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4.6  ความสัมพันธของกลุมเชี้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ท่ีไดจากการตอบสนอง 

      แบบสูงเกิน (HR) และการทํา PCR  

   เมื่อเปรียบเทียบการจัดกลุม Xoo จากขอมูลการเกิด HR และการทํา PCR  พบวา

การจัดกลุมจากขอมูลการเกิด HR ใหจํานวนกลุมที่นอยกวาการจัดกลุมจากขอมูลการทํา PCR ที่

ระดับความเหมือน  ≥0.85 และ ≥0.50 ตามลําดับ ไอโซเลทสวนใหญ (70 ไอโซเลท) รวมอยูในกลุม

ใหญกลุมเดียวและมีความหลากหลายมาก เมื่อจัดกลุมโดยใชขอมูลการเกิด HR  Xoo ในกลุมน้ีรวม

ไอโซเลทที่มาจากหลายจังหวัดและมาจากการเก็บเชื้อทั้ง 3 ป  ซึ่งการจัดกลุมโดยใชผลของการทํา 

PCR สามารถแยกกลุมใหญดังกลาว ออกเปนกลุมยอยๆได โดยเชื้อในกลุมยอยนี้มีความจําเพาะ

ของไอโซเลทที่มาจากจังหวัดและปเดียวกันเปนสวนใหญ ความสอดคลองของก ารจัดกลุมโดยใช

ขอมูลจากทั้ง 2 วิธี พบไดในบางกลุมเทาน้ัน เชน เชื้อจากจังหวัดมุกดาหารในป 2547 (MDH04 

(1-5)) ถูกจัดอยูใน 3 กลุม โดยใชขอมูลจากทั้ง 2 วิธี 

เมื่อนําขอมูลที่ไดจากทั้ง 2 วิธีมาจัดกลุมหาความสัมพันธรวมกันดวยโปรแกรม

เดียวกันกับการจัดกลุมดวยขอมูล PCR และการเกิด HR พบวา สามารถแบงกลุมได 14 กลุม ที่

ระดับความเหมือน ≥0.75 จากเดนโดรแกรม (ภาพที่ 4.8) โดยแตละกลุมมี Xoo ไอโซเลท ดังตอไปนี้ 

 

กลุมท่ี 1 ประกอบดวย Xoo 5 ไอโซเลท จากป 2547 ไดแก จังหวัดขอนแกน (KKN04)  สกลนคร  

              (SKN04(2)) และมุกดาหาร (MDH04(4)) จากป 2549 สุรินทร (SRN06(8)) และหนองคาย 

              (NKI06) 

กลุมท่ี 2 ประกอบดวย Xoo 42 ไอโซเลท จากป 2547 ไดแก จังหวัดสกลนคร (SKN04(1)) 

               อุบลราชธานี (UBN04(1) - UBN04(9)) รอยเอ็ด (Roiet04) สุรินทร (SRN04) นครพนม 

               (NKP04) และ มุกดาหาร (MDH04(5))  

               ป 2548 ไดแก จังหวัดอุบลราชธานี (UBN05(2) - UBN05(3) และ UBN05(7) -     

               UBN05(9)) สุรินทร (SRN05(3)) กาฬสินธุ (KRS05(1) - KRS05(4)) สกลนคร 

               (SKN05(2) -  SKN05(4)) และ อุดรธานี (UDN05(1) และ UDN05(4)) 

               ป 2549 ไดแก จังหวัดอุดรธานี (UDN06(1)) สกลนคร (SKN06(1)  

               กาฬสินธุ (KRS06) อุบลราชธานี (UBN06(1) - UBN06(10)) 

กลุมท่ี 3 ประกอบดวย Xoo 6 ไอโซเลท จากป 2547 จังหวัดหนองคาย (NKI04(1) และ NKI04(2)) 

              จากป 2548 อุบลราชธานี (UBN05(5) และ UBN05(6)) และจากป 2549 สกลนคร 

              (SKN06(2) และ SKN06(4))  
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กลุมท่ี 4 ประกอบดวย Xoo 2 ไอโซเลท จากป 2547 จังหวัดมุกดาหาร (MDH04(1) และ 

               MDH04(2)) 

กลุมท่ี 5 ประกอบดวย Xoo 7 ไอโซเลท จากป 2548 จังหวัดหนองคาย (NKI05) จากป 2549  

              จังหวัดสุรินทร (SRN06(1) - SRN06(5) และ SRN06(7))  

 กลุมท่ี 6 ประกอบดวย Xoo 4 ไอโซเลท จากป 2547 ไดแก จังหวัดหนองคาย (NKI04(3)) อุดรธานี  

              (UDN04(3))  อํานาจเจริญ (ANC04) และมุกดาหาร (MDH04(3)) 

กลุมท่ี 7 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากจังหวัดอุดรธานี (UDN05(2)) ป 2548  

กลุมท่ี 8 ประกอบดวย Xoo 4 ไอโซเลท จากป 2548 ไดแก จังหวัดอุดรธานี (UDN05(3) และ 

              UBN05(5)) และ สกลนคร (SKN05(1)) จากป 2549 จังหวัดสุรินทร (SRN06(6))  

กลุมท่ี 9 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากป 2548 จังหวัดอุบลราชธานี (UBN05(1))         

กลุมท่ี 10 ประกอบดวย Xoo 4 ไอโซเลท จากป 2547   จังหวัดสุรินทร (SRN05(1) และ SRN05(2)) 

                 ป 2549 ไดแก จังหวัดอุดรธานี (UDN06(2)) และยโสธร (YST06) 

กลุมท่ี 11 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากป 2548 จังหวัดอุบลราชธานี (UBN05(4)) 

กลุมท่ี 12 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากป 2549 จังหวัดสกลนคร (SKN06(3)) 

กลุมท่ี 13 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากป 2547 จังหวัดอุดรธานี (UDN04(1)) 

กลุมท่ี 14 ประกอบดวย Xoo 1 ไอโซเลท จากป  2547 จังหวัดอุดรธานี (UDN04(2))   

                 

กลุมที่จัดไดทั้ง 14 กลุม  ประกอบดวยกลุมใหญ 1 กลุม ที่มีประชากร 42 ไอโซเลท 

รองลงมามีจํานวนประชากร 4-7 ไอโซเลท 6 กลุม และมีกลุมยอยอีก 7 กลุม ที่มีประชากรภายใน

กลุม 1-2 ไอโซเลท  Xoo ที่เก็บมาจากจังหวัดเดียวกันและปเดียวกัน เชน Xoo จากจังหวัด

อุบลราชธานี ป 2547 และ 2549 ทั้งหมดจัดอยูในกลุมเดียวกัน คือกลุมที่  2 ซึ่งตางกับ Xoo ป 2548 

จากจังหวัดอุบลราชธานี ที่ มีความหลากหลายและกระจายตัวมากกวา โดยจัดอยูใน 4 กลุม และ

จากการเปรียบเทียบกับการจัดกลุมโดยใชขอมูลในแตละวิธีพบวา มีความเหมือนและแตกตางกัน

ของกลุม Xoo  ที่จัดไดในบางกลุมเทาน้ัน การจัดกลุมจากขอมูลของวิธีทั้งสองจึงไมมีความสัมพันธ

กันท่ีชัดเจน 
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     ภาพท่ี 4.8 เดนโดรแกรมของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae จํานวน 80 ไอโซเลท ที่จัด 

                       กลุมโดยใชขอมูลการเกิด HR และขอมูลจากการทํา PCR ดวยวิธี UPGMA 
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บทท่ี  5 

อภิปรายผลการวิจัย 

5.1  การตอบสนองแบบสูงเกิน (HR) จากปฏิสัมพันธของยีน avr  ของ Xanthomonas   

      oryzae pv. oryzae แตละไอโซเลทกับตนขาวสายพันธุท่ีมียีน R ท่ีแตกตางกัน 

การเกิด HR เปนการศึกษาปฏิสัมพันธของการมีอยูของยีน avr ใน Xoo และยีน R 

ในพืช ผลผลิตโปรตีนที่สรางจากยีนท้ังสองชนิดถาจดจํากันไดจะมีผลใหเซลลในบริเวณท่ีมีการติด

เชื้อตายอยางรวดเร็ว และสามารถปองกันการลุกลามของเชื้อได ในทางกลับกันหากยีนนั้นไม

สามารถจดจํากันไดก็จะทําใหพืชเกิดโรคตามทฤษฎี gene-for-gene (gene-for-gene hypothesis) 

(Flor, 1955; Elingboe, 1976; Leach และ White, 1996; Gabriel, 1999) จากการปลูกเชื้อดวย 

Xoo 80 ไอโซเลท ในขาวที่เปน NILs 11 สายพันธุ ที่มียีน R แตกตางกัน พบการตอบสนองของขาว 2 

รูปแบบคือ เกิด HR และไมเกิด HR (ภาพท่ี 3.3) ซึ่งไมพบลักษณะดังกลาวในชุดควบคุมที่ใชนํ้ากลั่น 

และแบคทีเรีย E. coli ที่ไมใชสาเหตุโรคในขาว ผลการทดสอบที่ทําใหเกิด HR คิดเปน 10.58 % ของ

จํานวนไอโซเลททั้งหมด น้ําสะกุย เปนพันธุ ขาวท่ีมีการทดสอบวาเปนพันธุที่มีความตานทานตอโรค

ขอบใบแหงมาก เกิด HR กับ Xoo ไดมากที่สุด (33.75%) สวนใหญพันธุขาวที่พบวามีความตานทาน

ตอโรคขอบใบแหงไดมากจะมียีน R หลายยีน (Huang  และคณะ, 1997; Sanchez และคณะ, 

2000; Singh และคณะ, 2001; Jeung และคณะ, 2006) สวน KDML105 และ IR24 เปนพันธุขาวที่

ออนแอตอการเกิดโรค Xoo ทั้ง 80 ไอโซเลท ทําใหเกิดโรค (Non-HR) ในขาวทั้งสองพันธุนี้คิดเปน 

100 % และ 96.25 % ตามลําดับ ในขณะที่ขาวพันธุหรือสายพันธุอ่ืนๆ เกิดการตอบสนองไดทั้งแบบ 

HR และ Non-HR ซึ่งการตอบสนองสวนใหญเปนแบบ Non-HR และจากขอมูลที่ไดสามารถจัดกลุม 

Xoo ได 9 กลุม ท่ีความเหมือน  ≥ 0.85 โดยมีกลุมใหญ 1 กลุมที่มีประชากรในกลุมคิดเปน 87.5% 

ของประชากร Xoo ทั้งหมด จากการตอบสนองตอ  Xoo ที่มีรูปแบบคลายกันมาก อาจเปนไปไดวา  

Xoo มีพันธุกรรมที่ใกลเคียงกันหรือมาจากแหลงเดียวกัน และเกิดการกระจายตัวไปในพื้นที่ใกลเคียง 

โดยอาจแฝงในเมล็ดได (Sakthivel และคณะ, 2001; Kosawang และคณะ, 2006) นอกจากนี้ Xoo 

ยังสามารถแพรกระจายไดงายและรวดเร็วไปตามน้ํา  ดังน้ันเมื่อเกิดน้ําทวม หรือฝนตกหนัก จ ะทําให

เกิดการกระจายตัวในวงกวางได (พยอม ศรีจําปาและคณะ , 2541; Yashitola และคณะ, 2000)  

จากปฏิสัมพันธอาจสรุปไดวา Xoo ในกลุมน้ีอาจมียีน avrXa 1-2  ยีน หรือบางไอโซเลทอาจไมมียีน 

avrXa หรือมียีนท่ีเกิดการกลายพันธุ  สวนกลุมยอยอาจมียีน avrXa 3-4 ยีน จากการเกิด HR กับขาว

ได 3-4 พันธุหรือสายพันธุ ขาวท่ีถูก  Xoo เขาทําลายไดจนเกิดโรคจะมีวิวัฒนาการในการสรางความ

ตานทานตอโรคใหมากขึ้นเพื่อปองกันการเขาทําลายของ  Xoo ในรุนตอๆไปได ขณะเดียวกัน  Xoo ที่

 



51 

 

ไมสามารถเขาทําลายขาวไดจึงตองมีวิวัฒนาการเพื่อเขาทําลายขาวใหมากขึ้นเชนกัน ปฏิสัมพันธ

ระหวางขาวและ Xoo มีความเก่ียวของกันแบบ co-evolution  ซึ่งยีน avr ใน Xoo และยีน R ในขาว

มีสวนสําคัญท่ีทําใหเกิดความสัมพันธน้ีขึ้น (Jones and Dangl, 2006)                         

ความตานทานของพืชตอเชื้อสาเหตุโรคขึ้นอยู กับจํานวนยีน R ในพืช ขาวที่นํามา

ทดสอบ HR 10 สายพันธุมียีน Xa ที่แตกตางกันอยูสายพันธุละ 1 ยีน (ตารางท่ี 3.1) เมื่อปลูกเชื้อ

ดวย Xoo ที่มีความสามารถในการเขาทําลายสูง จึงมีแนวโนมจะเกิดโรคไดมากขึ้น เนื่องจากการมีอยู

ของยีน R เพียงยีนเดียว (Mew และคณะ, 1992;  Huang และคณะ, 1997) ซึ่งยีนที่มีความเก่ียวกับ

ความตานทานโรค ในพืชสวนใหญมีลักษณะในเชิงปริมาณ โดยหากในพืชมียีน R มากกวา 1 ยีน 

(pyramiding genes) พืชจะมีความตานทานตอแบคทีเรียสาเหตุโรคไดดีกวาพืชท่ีมียีน R เพียงยีน

เดียว (Li และคณะ, 2001)  จากการศึกษาขาวพันธุ IR24 ที่มียีน R อยูรวมกันหลายยีน ไดแก Xa4 

xa5 xa13 และ Xa21 พบวามีระดับความตานทานตอ Xoo มากกวาพันธุที่มียีน R แตละยีนเพียงยีน

เดียว เมื่อทดสอบกับ  Xoo ที่มียีน avrXa4 avrxa5 avrxa13 และ avrXa21 (Huang และคณะ, 

1997; Jeung และคณะ, 2006) รวมถึงสภาวะแวดลอมลวนมีอิทธิพลตอการตอบสนองที่เกิดขึ้นใน

ขาว  นอกจากน้ียีนอ่ืนๆ ที่ทําหนาท่ีสนับสนุน และเก่ียวของกับการตอบสนองตอ  Xoo ในขาว เชน 

ยีนท่ีมีการแสดงออกใหเกิดโปรตีน PR (Pathogen Related Protein) หรือยีนท่ีทําหนาที่ควบคุม

ระดับความรุนแรงของโรคใน Xoo เชน ยีน hrp และ ยีน path รวมถึงอิทธิพลจากยีน avrXa ที่ตาง

ชนิดกัน ก็มีผลตอการตอบสนองในขาวดวย (White และคณะ, 1996; Chan และ Goodwin, 1999; 

Jeung และคณะ, 2006) การมีอยูของยีน R เพียงยีนเดียวในขาวจะทําใหสูญเสียความสามารถใน

การตานทานโรคตอ Xoo ที่มีการพัฒนาการเขาทําลายขาวไดงาย เชน การสูญเสียความสามารถใน

การตานทานของยีน Xa4 (Mew และคณะ, 1992;  Huang และคณะ, 1997)  ซึ่งอาจเกิดมาจากการ

พัฒนายีน avr  ในการเขาทําลายขาวของ Xoo  ยีน avr  ของ Xoo มีการพัฒนาโดยการเปลี่ยนแปลง

จํานวนก็อปปของลําดับเบสที่ซ้ํากัน ทําใหใน Xoo แตละสายพันธุมียีน avr ไดมากกวา 1 ยีน (Leach 

และคณะ, 2001) นอกจากน้ี  Yang และคณะ (2005) ยังพบวายีน avrXa7 ใน Xoo สามารถ

เปลี่ยนแปลงตําแหนงในยีนบริเวณ C-terminal ทําใหมีความสามารถในการเขาทําลายที่มากขึ้น  

การตอบสนองของพืชตอการเขาทําลายของแบคทีเรียสาเหตุโรค นอกจากแสดง 

ออกในลักษณะที่มองเห็นได เชน บริเวณเซลลที่ตายอยางรวดเร็วจากการเกิด HR หรือการเกิดโรคที่

มีการลุกลาม ยังมีการเปลี่ยนแปลงระดับไอออนภายในเซลล เมื่อตัดใบขาวที่ปลูกเชื้อดวย Xoo ที่

แสดงการเกิด HR Non-HR1 และ Non-HR2 ทําการวัดการรั่วไหลของไอออนในแตละลักษณะพบวา 

วัดคาเฉลี่ยของการรั่วไหลของไอออนในใบขาวที่เกิด  Non-HR2 ไดมากที่สุด รองลงมาคือการ  Non-

HR1 และการเกิด HR ตามลําดับ ซึ่งการรั่วไหลของไอออนที่วัดไดนาจะเกิดจากการท่ีเซลลพืชถูก
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ทําลายจากเชื้อสาเหตุโรค (Cook และ Stall, 1977; GÜrlebeck และคณะ, 2009) พืชที่มีการเกิด HR 

จะมีการปองกันการลุกลามของเชื้อโดยการตายของเซลล ทําใหมีการรั่วไหลของไอออนนอยกวาพืชท่ี

เกิด Non-HR  แตเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมจะมีคาการรั่วไหลของไอออนที่มากกวาเพราะชุด

ควบคุมจะไมทําใหเกิดการไหลของไอออนท่ีเกิดจากปฏิสัมพันธของ Xoo และขาว หรือ เกิดการ

รั่วไหลของไอออนไดเล็กนอย ซึ่งอาจเกิดขึ้นจากการที่เซลลถูกทําลายในเชิงกล เชน การตัดใบมา

ทดสอบ แรงกระทําขณะปลูกเชื้อ  นอกจากนี้คาการรั่วไหลของไอออนที่วัดไดอาจเก่ียวของกับการ

รั่วไหลของ Xoo ออกมาจากแผลท่ีไดจากการปลูกเชื้อดวย ในใบขาวท่ีเกิด Non-HR นั้นจะมีการ

แสดงอาการของโรคขอบใบแหง จึงยอมมีการเจริญของ  Xoo ภายในเซลลที่มากกวา การตัดหรือ

ทําลายเซลลจึงอาจมี Xoo บางสวนรั่วไหลออกมารวมดวย พบวาสารแขวนลอยของเซลลแบคทีเรียท่ี

มีความเขมขนมากจะมีคาการรั่วไหลของไอออนมากกวาที่ความเขมขนตํ่า (ไมมีการแสดงผล) คา

การรั่วไหลของไอออน สามารถนํามาใชในการยืนยันลักษณะการตอบสนองของขาวตอการเขา

ทําลายของ  Xoo ได อยางไรก็ตามหากวัดคาการรั่วไหลของไอออนเกินกวาวันท่ี  4 หลังการปลูกเชื้อ 

อาจทําใหเกิดการคลาดเคลื่อนในการอานผลได เนื่องจากต้ังแตวันที่ 5 หลังการปลูกเชื้อ จะเริ่มเกิด

การเสื่อมถอย (Senescense) ของใบขาว (Ponciano และคณะ, 2006) ซึ่งใบของขาวแตละพันธุ 

และในแตละชวงอายุ จะมีระยะเวลาท่ีเขาสูการเสื่อมถอยที่ตางกัน อาจมีผลตอคาการรั่วไหลของ

ไอออนเนื่องจากภาวะการเสื่อมถอยของเซลลรวมดวย  

5.2 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

มีการใชเทคนิคทางพันธุศาสตรโมเลกุล ในการศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรม

ของสิ่งมีชีวิตเปนจํานวนมาก ยีน avrXa เปนอีกหนึ่งยีนท่ีมีความจําเพาะและมีความสําคัญตอการ

เกิดโรคในขาวและสามารถนํามาใชบอกความแตกตางของ Xoo ได ความแตกตางของยีน avrXa ใน 

Xoo 80 ไอโซเลท จาก 12 จังหวัด ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เมื่อนํามาวิเคราะหและทําการจัด

กลุม สามารถจัดได 20 กลุม  มีกลุมใหญ 1 กลุม ที่มีจํานวนไอโซเลทคิดเปน 30% (24) ของไอโซเลท

ทั้งหมด กลุมใหญรองลงมามีจํานวนประชากร 11 ไอโซเลท และมีกลุมยอยอีก 18 กลุม กลุมยอยนั้น

จะมีประชากรในกลุมจากหลายจังหวัด หรือบางกลุมอาจมีประชากรท่ีมาจากจังหวัดเดียวกันเปน

สวนใหญ และมีกลุมที่มีประชากรในกลุมเพียงไอโซเลทเดียวถึง 10 กลุม จากผ ลการจัดกลุมจะเห็น

วา Xoo ในกลุมใหญจะมีการกระจายอยูทุกสวนทั้งตอนบน ตอนกลาง และตอนลางของภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยมีการกระจายตัวเปนวงกวางในพื้นท่ีที่เก็บตัวอยาง 

Kosawang และคณะ (2006) ศึกษาความหลากหลายของ Xoo 30 ไอโซเลท จาก 10 จังหวัดทาง

ภาคเหนือของประเทศไทย ดวยเทคนิค AFLP  สามารถจัดกลุมเชื้อได 6 กลุม (lineages) ที่ระดับ

ความเหมือน ≥0.85 พบวา  4 กลุมที่จัดไดมีสมาชิกท่ีมาจากหลายจังหวัด และแตละกลุมมีการ
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กระจายตัวของ Xoo ไปทุกสวนในภาคเหนือของประเทศไทยเชนกัน ซึ่งการกระจายตัวของแบคทีเรี ย

ไปในหลายพื้นที่ที่ทําการเก็บตัวอยางนั้น อาจเปนผลมาจากการที่เกษตรกรใชเมล็ดพันธุจากแหลง

เดียวกันท่ีมี Xoo แฝงอยู (Sakthivel และคณะ, 2001; Kosawang และคณะ, 2006) หรือเกิดการ

แพรกระจายของ Xoo ในธรรมชาติจากการท่ีมีฝนตกหนักหรือการเกิดน้ําทวม (พยอม ศรีจําปา แ ละ

คณะ, 2541; Yashitola และคณะ, 2000)  

ในดานการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ  Xoo โดยเทคนิคทางพันธุ

ศาสตรโมเลกุลในหลายประเทศนั้น พบวา  Xoo มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงมาก (Leach 

และคณะ, 1992; Adhikari และคณะ, 1999; Gupta และคณะ, 2001; Ochiai และคณะ, 2000; 

2005; 3Kosawang และคณะ, 2006 1

เหนือมีการทํานาขาวแบบการปลูกซ้ําท่ีเดิม และป ลูกขาวพันธุเดียวติดตอกันเปนระยะเวลานาน ทํา

ใหเกิดการสะสมของ Xoo และ Xoo อาจมีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมไดตามสภาพแวดลอมท่ี

เปลี่ยนไป (ศุภกิณห สุดชูเกียรติ , 2550) ทําให Xoo มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงทั้งระหวาง

พื้นที่และปท่ีเก็บตัวอยาง สอดคลองกับผ ลงานการทําวิจัยที่ศึกษาความหลากหลายของ Xoo ไดแก 

Yashitola และคณะ (1997) ศึกษา Xoo 67 ไอโซเลท โดยใช avrXa10 เพื่อตรวจสอบ สามารถแบง

ได 9 haplotypes  จาก 18 พื้นที่ ในประเทศอินเดีย   Ochiai และคณะ (2000) ศึกษา Xoo 60 ไอโซ

เลท โดยใช rDNA และ IS1112 เพื่อตรวจสอบ มีการแบงกลุมได 5 cluster  จาก 29 พื้นที่ ใน

ประเทศศรีลังกา    Adhikari และคณะ (1999) ศึกษา Xoo 171 ไอโซเลท โดยใช PCR based ไพร

เมอร IS1112 และ IS1113 จัดกลุมได 31 haplotype  จาก 8 พื้นที่ ในประเทศเนปาล ตางใหผลสรุป

ที่สอดคลองกันวา สภาพภูมิประเทศและสภาพแวดลอมท่ีแตกตางกันมีผลตอลักษณะทางพันธุกรรม

) Xoo ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยก็มีความ

หลากหลายทางพันธุกรรมมากเชนกัน Xoo ที่เก็บมาจากจังหวัดและปเดียวกันมีความใกลเคียงกัน

เมื่อทําการจัดกลุม โดยเฉพาะเชื้อป 2547 จากจังหวัดอุบลราชธานี ทั้งหมดจัดอยูในกลุมเดียวกั น 

คือกลุมที่ 16 ซึ่งตางกับ Xoo ป 2548 และ 2549  จากจังหวัดอุบลราชธานีท่ีมีความหลากหลาย

มากกวา โดยจัดอยูใน 10 กลุม ซึ่งผลการจัดกลุมที่ไดของจังหวัดอุบลราชธานีเหมือนกับการจัดกลุม

โดยใช RAPD rep-PCR และ IS-PCR กอนหนาน้ี (ศุภกิณห สุดชูเกียรติ , 2550) สวนการกระจาย

ของ Xoo ที่เก็บตัวอยางในปเดียวกันพบวาในป 2547 แบงได 7 กลุม ป 2548 แบงได 9 กลุม และป 

2549 แบงได 12  กลุม ซึ่งสามารถสรุปไดวา  Xoo ที่เก็บจากจังหวัดเดียวกันมักอยูในกลุมเดียวกัน

เปนสวนใหญ (ภาพที่ ก .1-ก.3 ภาคผนวก) รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของ Xoo ที่มาจากจังหวัด

เดียวกันแตตางป จะมีความแตกตางและเหมือนกันในบางแถบ ซึ่งอาจเกิดเพราะสภาพแวดลอม 

และภูมิประเทศ หรือสภาพดินฟาอากาศที่ตางกันในแตละป นอกจากนี้การที่เขตภาคตะวันออกเฉียง  
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ของ Xoo นอกจากน้ีการที่เกษตรกรใชสารเคมีในการกําจัดวัชพืช ศัตรูพืช และการทําการ

เกษตรกรรมโดยไมมีการพักนา อาจเปนสาเหตุให Xoo มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงได  

การจัดกลุม Xoo เพื่อคัดกรองสายพันธุเชื้อจะทําใหไดขอมูลท่ีสําคัญตอการปองกัน

และควบคุมโรค แตจากการศึกษาที่ผานมาพบวา การจัดกลุม  Xoo ดวยวิธีทางพันธุศาสตรโมเลกุล

ยังไมมีความชัดเจนหรือไมมีความสัมพันธกันมากนัก เนื่องจาก  Xoo มีความหลากหลายทาง

พันธุกรรมสูง การศึกษายีนที่ มีความจําเพาะและเก่ียวของกับการเกิดโรคของ Xoo เชน ยีน avr  

นาจะใหขอมูลที่เปนประโยชนได Hu และคณะ (2007) ใชเทคนิค RFLP ศึกษาความหลากหลายใน 

Xoo โดยใชยีน avrXa27 ตรวจสอบ พบวา  Xoo แตละสายพันธุที่มาจาก 9 ประเทศ ใหแถบดีเอ็นเอ 

4-8 แถบ แสดงใหเห็นวา avrXa ใน Xoo แตละสายพันธุอาจมีหลายก็อปป  สอดคลองกับงานวิจัย

ครั้งน้ีที่พบวาไพรเมอรที่ออกแบบจากยีน avrXa ใหจํานวนของแถบดีเอ็นเอมากกวา 1 แถบกับ Xoo 

แตละไอโซเลท ซึ่งมีรายงานที่วาไอโซเลทของ  Xoo อาจมีจํานวนก็อปป และจํานวนยีนใน  

avrBs3/pthA-family มากกวา 1 ยีน (Yang และ White, 2004)   

จากปฏิสัมพันธระหวางยีน avrXa ใน Xoo และยีน Xa ในขาว ที่มีความสําคัญใน

การเกิด HR ในขาว การทราบการมีอยูของยีน avrXa จะสามารถคาดเดาการตอบสนองของขาวท่ีมี

ตอ Xoo ไดระดับหน่ึง ความคาดหมายจากการออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะ กับบริเวณซ้ําของยีน 

avrXa  เพื่อท่ีจะสามารถรูขนาดและจํานวนซ้ําของยีน และสามารถระบุชนิดของยีน  avrXa  ได    

เมื่อนําแถบดีเอ็นเอตัวอยางไปหาลําดับเบสพบวาลําดับเบส  ไมมีความเหมือนกับยีน avrXa ใน Xoo  

จึงยืนยันไมไดวาแถบดีเอ็นเอน้ันเปนสวนของยีน avrXa โดยผลของลําดับเบสท่ีไดมีความคลายคลึง

กับ 16s rRNA ของ uncultured bacteria accession No. GenBank: FM252220.1 ความคลาด

เคลื่อนที่เกิดขึ้นอาจเนื่องมาจากลําดับเบสใน 16s rRNA ในเซลลโปรคาริโอทหรือแบคทีเรียนั้นมี

ความเปลี่ยนแปลงนอย (conserve) อาจมีลําดับเบสท่ีใกลเคียงกันได เมื่อนํา 16s rRNA ของ Xoo 

accession No. GenBank: HM747118.1 มาเปรียบเทียบดวยโปรแกรม blast พบวามีความ

เหมือนกัน 86 % (ไมไดแสดงผล)  ในการออกแบบไพรเมอรทั้ง 2 คู ที่ใชในการทดสอบลําดับเบสของ 

ยีน avrXa ทุกยีนเปนยีนที่มาจาก Xoo สายพันธุ  2KACC10331 2แต Xoo ที่ทําการศึกษานั้นอาจไมใช

สายพันธุเดียวกัน จึงอาจมีความตางกันของลําดับเบสระหวางสายพันธุ และสงผลใหเกิดความ

คลาดเคลื่อนของลําดับเบสที่ใชในการออกแบบไพรเมอร นอกจากนี้จากการศึกษาจีโนมของ  Xoo ยัง

พบวามีการสูญเสียยีนภายในจีโนมปริมาณมาก เชน hybrid histidine kinase ใน Xoo สายพันธุ  

2KACC10331 จากแนวโนมในการเกิดการสูญหายของยีนไดทําใหเกิดความแปรผันและสงผลให 

Xoo เกิดวิวัฒนาการท่ีรวดเร็ว (Lee และคณะ, 2005; Ochiai และคณะ, 2005; Qian และคณะ, 

2005) จากลักษณะที่จําเพาะของยีน avrXa ที่มีบริเวณซ้ําในจํานวนที่แตกตางกัน การเกิดการ
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แลกเปลี่ยนลําดับเบสภายในของบริเวณซ้ํา (intragenic recombination) เปนลักษณะของยีนใน

กลุม avrBs3/PthA  เพื่อจะพัฒนาใหเกิดความจําเพาะท่ีมากขึ้นตอพืชอาศัย อาจทําใหแบคทีเรีย

สาเหตุโรคมีพันธุกรรมที่เปลี่ยนไป (Yang และคณะ, 2005)  และจากการศึกษาลําดับเบสของจีโนม

ใน Xoo (Lee และคณะ, 2005) พบวามี transposable element ที่สามารถเคลื่อนที่ไปยังสวนตางๆ

ในจีโนมได เปนจํานวนมาก เชน IS1112 IS1113  และ IS1114 ซึ่งเปนสวนสําคัญใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงลําดับเบสในจีโนม และทําใหเกิดความหล ากหลายทางพันธุกรรมของ Xoo ดวย  

Nelson และคณะ (1994) ใชเทคนิค RFLP โดยใช IS1112 และ IS1113 ในการตรวจสอบความ

หลากหลายของ Xoo 87 สายพันธุ ในประเทศฟลิปปนส พบวา แถบดีเอ็นเอของ  Xoo แตละสายพันธุ

มีจํานวนหลายก็อปป ทําใหมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง  นอกจากนี้ Cook และ Stall (1997) 

ทําการปลูกเชื้อในพริก (Capsicum annuum) ดวย X. campestris pv. vesicatoria ที่ทําใหเกิดโรค

ใบจุด (bacterial spot) โดยแบคทีเรียสาเหตุโรคที่ใชทดสอบมีการแทรกของ IS476 ในยีน avr  ทําให

พริกที่ปรกติตองเกิด HR กับแบคทีเรียไอโซเลทนี้กลับแสดงอาการของโรคได   

จากความแปรผันของดีเอ็นเอใน Xoo หากตองการพัฒนาเปนโมเลกุลเครื่องหมาย

เพื่อท่ีจะสามารถใชศึกษาความหลากหลายใหจําเพาะขึ้น หรือจําแนกชนิดของยีน avrXa จากขนาด

ของผลผลิต PCR ได จะตองมีการศึกษาเพิ่มเติมในลําดับเบสของผลผลิต PCR โดยปรับเปลี่ยน

ลําดับที่ใชในการออกแบบไพรเมอรตลอดจนสภาวะของ PCR ที่เหมาะสม เชนอุณหภูมิในขั้นตางๆ

ของกระบานการ PCR  ชนิดของเอนไซม DNA polymerase ที่มีความสามารถในการตรวจสอบ

ลําดับเบสที่ผิดพลาดได (proof reading DNA polymerase) เพื่อใหการทํา PCR มีความจําเพาะ

และมีประสิทธิภาพใหขอมูลไดแมนยําและมีรายละเอียดที่มากขึ้นได  

5.3  การเปรียบเทียบการจัดกลุมของสายพันธุเชื้อโดยลักษณะทางพันธุกรรม (Genetics  

      analysis) และการเกิดการตอบสนองแบบสูงเกิน (HR)  

การจัดกลุม Xoo ดวยการเกิด HR สามารถบอกคุณสมบัติทางกายภาพเก่ียวกับ

ความสามารถในการทําใหขาวเปนโรคของประชากร Xoo ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือไดวา Xoo 

สวนใหญทําใหขาวสายพันธุที่มียีน R เพียง 1 ยีนท่ีแตกตางกันมีแนวโนมจะแสดงอาการของโรค

ไดมาก แสดงใหเห็นจากการที่  Xoo ถูกจัดอยูในกลุมเดียวกันเกือบทั้งหมด เพราะเชื้อมีการ

ตอบสนองท่ีใกลเคียงกัน เมื่อเทียบกับการจัดกลุมจากการทํา PCR ของยีน avrXa พบวาสามารถ

แยก Xoo ออกมาเปนกลุมยอยไดมากกวา โดยการทํา PCR สามารถจัดกลุม Xoo ที่มาจากจังหวัด

เดียวกันและปเดียวกัน ไดดีกวาการจัดกลุมดวยวิธีการเกิ ด HR การจัดกลุมโดยใชขอมูลจาก

พันธุกรรมมีความเปลี่ยนแปลงคอนขางยาก โดยศึกษาผลผลิต PCR จากจีโนมของ Xoo โดยตรง 
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ใหผลที่คอนขางแนนอน สามารถใหผลผลิต PCR ของแตละไอโซเลทเหมือนกันทุกครั้ง แตการจัด

กลุมดวยการเกิด HR ถา Xoo ไอโซเลทที่ทําใหเกิด HR ในพันธุขาว 1-2 สายพันธุ หรือไมเกิด HR 

เลย จะมีแนวโนมท่ีจะอยูกลุมเดียวกันได  เชื้อสวนใหญแสดงลักษณะการตอบสนองแบบ Non-HR1 

เนื่องจากการมีอยูของยีน avrXa ในเชื้อ หรือ ยีน R ในขาวนั้น มีอิทธิพลตอการเกิด HR และ Non-

HR แมยีนที่มีอยูจะไมสามารถใหโปรตีนที่เขาคูกันได และการตานทานโรคในพืชเปนลักษณะในเชิง

ปริมาณ ที่มียีนหลายยีนเขามาเก่ียวของ (Zhu และคณะ, 1998; Bai และคณะ, 2000) รวมทั้ง

สภาวะแวดลอมตางๆ เชน ความชื้น อุณหภูมิ ก็มีผลตอรูปแบบการตอบสนองที่เกิดในขาวดวย  การ

ทํา PCR จึงเปนวิธีที่นาสนใจและสะดวกกวาการศึกษาความหลากหลายดวยการทดสอบการเกิด 

HR ที่ตองใชระยะเวลา และแรงงานเปนอยางมาก แตดวยความหลากหลายทางพันธุกรรมที่สูงของ 

Xoo จึงตองศึกษาในสวนของพันธุศาสตรโมเลกุลในยีนหรือสวนของยีนตางๆ ที่มีความจําเพาะมาก

ขึ้นเพื่อใหผลที่ไดจากการศึกษามีประสิทธิภาพมากขึ้น ลักษณะทางพันธุกรรมน้ีสามารถจัดกลุม 

Xoo ไดระดับหน่ึง แตยังไมสามารถใชเปนเกณฑมาตรฐานในการจําแนกสายพันธุเชื้อได ตอง

ทําการศึกษาหลายวิธีทั้งทางกายภาพและพันธุศาสตรโมเลกุลรวมกัน 

เมื่อทําการจัดกลุม Xoo โดยใชขอมูลของการเกิด HR และการทํา PCR รวมกัน

พบวาสามารถจัดให Xoo ภายในแตละกลุมมีไอโซเลทที่มาจากจังหวัดและปเดียวกันไดมากกวาการ

ใชขอมูลชนิดเดียว ซึ่งความสอดคลองของการจัดกลุม Xoo โดยใชขอมูลการเกิด HR และการทํา 

PCR ยังไมมีความชัดเจนมากนัก อยางไรก็ตามผลการวิจัยในครั้งนี้พบวา ในขาวบาง พันธุหรือสาย

พันธุ เชน IRRIBB3 IRRIBB4 IRRIBB5 IRRIBB8 และ IRRIBB11  ที่เกิด HR ตอ Xoo ไดหลายไอโซ

เลท แสดงถึงการมีแนวโนมของขาวพันธุหรือสายพันธุท่ีมียีน R ดังกลาว ในการตานทานตอโรคได

มาก และทราบวา Xoo ที่มีการกระจายตัวในภาคตะวันออกเฉียงเหนือในหลายจังหวัดที่ทําการเก็บ

ตัวอยางสวนใหญนาจะมียีน avrXa ยีนใด ทําใหการปรับปรุงพันธขาวเพื่อใหตานทานตอการมีอยู

ของยีน avrXa ยีนน้ันงายขึ้น ซึ่งขอมูลพื้นฐานของการมีอยูของยีน avrXa ใน Xoo หากทําการ

ปรับปรุงพันธุขาวใหมียีน R หลายยีน (pyramiding gene) จะทําใหขาวมีความตานทานมากวาขาว

ที่มียีน R เพียงยีนเดียว การนําขาวพันธุหรือสายพันธุดังกลาวนี้มาใชในการปรับปรุงพันธุกับขาวที่

ปลูกเพื่อการบริโภคและการคาอาจทําใหขาวมีความตานทานตอโรคและมีผลผลิตที่มากขึ้น สงผลให

มีปริมาณขาวที่เพียงพอตอการบริโภคและเพิ่มมูลคาทางเศรษฐกิจได 

 จากการศึกษาความหลากหลายของ Xoo  ที่พบวาทําใหเกิดโรคขอบใบแหงจาก 12 

จังหวัด ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือดวยวิธี PCR และการศึกษาการตอบสนองแบบสูงเกินตอขาว

พันธุตางๆ ทําใหไดขอมูลความหลาก หลายทางพันธุกรรม การกระจายตัวของเชื้อ และชุดไพรเมอรที่

ออกแบบจากบริเวณยีน avrXa ใน Xoo ที่สามารถนํามาใชในการศึกษาความหลากหลายทาง
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พันธุกรรมของแบคทีเรียสาเหตุโรคได ถึงแมวาขอมูลที่ไดจากการศึกษาทางดา นจีโนไทปและดานฟ

โนไทปของ Xoo จะไมมีความสัมพันธกันอยางชัดเจน เน่ืองจาก Xoo มีความหลากหลายของทาง

พันธุกรรมสูงแตก็สามารถใชเปนขอมูลพื้นฐานและนํามาใชเปนประโยชนในการพัฒนาสายพันธุขาว

ตานทานโรค ตลอดจนพัฒนาวิธีการควบคุมและปองกันโรคขอบใบแหงในขาวตอไป 
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บทท่ี  6 

สรุปผลการวิจัย 

1. การศึกษาการตอบสนองแบบสูงเกินของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ในขาว 

 จากการศึกษาการเกิด HR ในพันธุขาวทั้งหมด 13  พันธุหรือสายพันธุ ดวยการ 

ปลูกเชื้อดวย Xoo   80 ไอโซเลท ที่เก็บตัวอยางจาก 12 จังหวัด ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือในป 

2547-2549 โดยสามารถแยก Xoo ที่ระดับความเหมือน ≥ 0.85 ที่ใหผลการตอบสนองแบบ HR 

ภายใน  48 ชั่วโมง ได 9 กลุม มีกลุมใหญ 1 กลุมที่คิดเปน 87.5% ของเชื้อท้ังหมด กลุมยอย 8 

กลุม ซึ่งเปนกลุมเด่ียว 7 กลุม  Xoo ไอโซเลทที่มาจากจังหวัดเดียวกันและปเดียวกัน สวนใหญจะ

ใหผลของการตอบสนองในลักษณะเดียวกัน เมื่อทําการทดสอบในขาวพันธุ หรือสายพันธุเดียวกัน 

เมื่อศึกษาคาเฉลี่ยการรั่วไหลของไอออนที่วัดไดจากลักษณะการตอบสนองแบบตางๆ พบวา การ

เกิดการตอบสนองที่ไมใช HR (Non-HR) มีคามากกวาการเกิด HR และ การตอบสนองที่ไมมีการ

เปลี่ยนแปลง มีคารองลงมาตามลําดับ  

2. การศึกษาพันธุศาสตรโมเลกุลของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

 จากการใชไพรเมอรที่ออกแบบมาจากยีน avrXa จํานวน 2 คู จัดกลุม Xoo ทั้งหมด 

80 ไอโซเลท จาก 12 จังหวัด ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยในป  2547- 2549  

พบวาสามารถสรางแถบดีเอ็นเอไดทั้งหมด 31 แถบ ซึ่งเกิดแถบดีเอ็นเอในไพรเมอร  avrXooIn 17 

แถบ และไพรเมอร  avrXooOut 14 แถบดีเอ็นเอของ Xoo แตละไอโซเลทมีความแปรผันมาก ทํา

ให Xoo มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงดวย จากขอมูลนี้สามารถจัดกลุมของสายพันธุเชื้อ 

(Cluster analysis) ที่ระดับความเหมือน ≥ 0.50 ได  20  กลุม มีกลุมใหญ 1 กลุมที่มีจํานวนไอโซ

เลทคิดเปน 30% (24) ของไอโซเลททั้งหมด กลุมใหญรองลงมามีจํานวนประชากร 11 ไอโซเลท 

และมีกลุมยอยอีก 18 กลุม ซึ่งมีกลุมเด่ียว 9 กลุม เชื้อที่เก็บมาจากจังหวัดเดียวกันและปเดียวกัน

จะมีความใกลเคียงกัน 

3. การเปรียบเทียบการจัดกลุมของสายพันธุเชื้อโดยลักษณะทางพันธุกรรม (Genetics  

      analysis) และการเกิดการตอบสนองแบบสูงเกิน (HR)  

 เมื่อพิจารณาจาก Xoo สวนใหญแลวพบวาในการทํา PCR สามารถจัดกลุมของ 

Xoo ที่มาจากจังหวัดเดียวกันและปเดียวกัน ไดดีกวาการจัดกลุมดวยการเกิด HR เมื่อนําผลมา

เปรียบเทียบกับการศึกษาความสามารถในการเขาทําลายของ  Xoo พบวาบางไอโซเลท เชน Xoo 

ที่มาจากจังหวัดอุบลราชธานีน้ัน ถูกจั ดอยูในกลุมไดสอดคลองกัน  การศึกษาความหลากหลาย

 



59 
 

ของ Xoo จากลักษณะทางพันธุกรรมดวย PCR จะสามารถแยก Xoo ไดแตยังไมสามารถใชเปน

เกณฑมาตรฐานในการจําแนกสายพันธุเชื้อโดยวิธีนี้เพียงวิธีเดียว ตองศึกษารวมกับวิธีอ่ืนเชนการ

ตอบสนองแบบสูงเกินตอขาวที่มียีนตานทานพันธุตางๆ การศึกษาการเขาทําลายของ แบคทีเรีย

สาเหตุโรค หรือปรับปรุงการศึกษาดวยวิธี PCR โดยพัฒนาโมเลกุลเครื่องหมายจากยีนหรือลําดับ

เบสที่จําเพาะ จะทําใหไดขอมูลที่จําเพาะขึ้น  

การจัดกลุม Xoo โดยใชขอมูลของการเกิด HR และการทํา PCR รวมกัน สามรถจัด

กลุม Xoo ได 14 กลุม มีกลุมใหญ 1 กลุมที่มีประชากรคิดเปน 52.5% ของไอโซเลททั้งหมด และมี

กลุมเด่ียว 6 กลุม โดยกลุมที่จัดได มีความเหมือนและแตกตางกันในบางกลุม ความสอดคลองใน

การจัดกลุม Xoo จึงยังไมชัดเจน แตการทราบถึงกรมีอยูของยีน  avrXa ใน Xoo จะเปนพื้นฐาน

ของการปรับปรุงพันธขาวเพื่อใหตานทานตอการมีอยูของยีน  avrXa ยีนน้ันได ซึ่งจะเปนประโยชน

ตอไปในการพัฒนาสายพันธุขาวตานทานเพื่อควบคุมและปองกันโรคขอบใบแหงในขาวตอไป 
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1. อาหารเลี้ยงเชื้อ NB (Nutrient broth) 

Peptone       5 g 

Beef  Extract       3 g 

ละลายองคประกอบทั้งหมดลงในนํ้ากลั่นเล็กนอย  ปรับปริมาตรเปน 1 L (ถาเตรียม 

อาหารแข็งใหเติม วุนผง 15 g) นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °C ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปน

เวลา 20 นาที 

 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ LB (Luria-Bertani Medium) 

Tryptone      10 g 

NaCl       10 g 

Yeast Extract        5 g 

ละลายองคประกอบทั้งหมดลงในนํ้ากลั่นเล็กนอย  ปรับปริมาตรเปน 1 L (ถาเตรียม 

อาหารแข็งใหเติม วุนผง 15 g) นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °C ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปน

เวลา 20 นาที 

 

3. 5X TBE buffer (1 L) 

Tris base                        54.0     g 

Boric acid                                                                      27.5     g 

0.5 M EDTA pH8                                                            20.0     ml 

นํา  Tris base  และ Boric acid  มาละลายในน้ํากลั่น  จากนั้นเติม  0.5 M EDTA pH8 

แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1 L 
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ตารางท่ี ก.1 คาการรั่วไหลของไอออน (Ion leakage) จากการปลูกเชื้อ  Xanthomonas oryzae 

                pv. oryzae  ในขาวตัวอยาง  11 พันธุหรือสายพันธุ  

พันธุขาวทดสอบ Isolate Xoo ทดสอบ 

คาConductivity(x2000 µΩ) 

ลักษณะอาการ 1DPI 2DPI 4DPI 

NSG19 

Water 8 8 12 0 

E. coli 9 7 15 0 

MDH04(2) 10 13 17 HR 

UBN04(5) 8 12 15 HR 

SRN06(1) 11 15 18 HR 

KDML105 

Water 4 7 10 0 

E. coli 7 9 13 0 

ANC04 16 27 44 Non-HR2 

NPK04 12 15 18 Non-HR1 

MDH04(1) 23 32 42 Non-HR2 

MDH04(2) 13 15 33 Non-HR2 

IR24 

Water 8 8 12 0 

E. coli 9 7 12 0 

Roiet04 11 20 32 Non-HR2 

NKI04(1) 18 28 44 Non-HR2 

MDH04(2) 9 12 20 Non-HR1 
 

   หมายเหตุ : HR = เกิด HR ภายใน 48 ชั่วโมง, Non-HR 1 = ไมแสดงการเกิด HR แตขาวแสดงอาการเหลือง 

                      บริเวณท่ีมีการปลูกเชื้อแตไมมีการขยายขนาดของแผลหลังการปลูกเชื้อ 4-8 วัน, Non-HR 2 = ไม 

                      แสดงการเกิด HR แตขาวแสดงอาการเหลืองและแผลมีขนาดใหญขึ้นหลังการปลูกเชื้อ 4-8 วัน,  

                      0 = ชุดควบคุมซึ่งไมพบการเปล่ียนแปลงบริเวณท่ีมีการปลูกเชื้อ 
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ตารางท่ี ก.1 คาการรั่วไหลของไอออน (Ion leakage) จากการปลูกเชื้อ  Xanthomonas oryzae 

                pv. oryzae  ในขาวตัวอยาง  11 พันธุหรือสายพันธุ(ตอ) 

พันธุขาวทดสอบ Isolate Xoo ทดสอบ 

คาConductivity1(x2000 µΩ) 

ลักษณะอาการ 1DPI 2DPI 4DPI 

IRRIBB3 

Water 8 8 9 0 

E. coli 9 10 12 0 

SKN04(1) 14 22 24 Non-HR1 

SKN04(2) 7 12 18 HR 

UBN05(6) 10 13 32 Non-HR2 

IRRIBB4 

Water 8 10 11 0 

E. coli 9 11 11 0 

ANC04 12 13 17 HR 

NKI05 12 16 19 Non-HR1 

KRS05(2) 13 28 46 Non-HR2 

IRRIBB5 

Water 8 9 13 0 

E. coli 9 11 14 0 

SKN05(3) 13 20 22 HR 

KRS05(4) 11 24 26 Non-HR1 

UDN06(1) 15 30 36 Non-HR2 

IRRIBB8 

Water 8 11 12 0 

E. coli 10 12 15 0 

UBN04(9) 9 19 24 Non-HR1 

UDN04(2) 16 35 55 Non-HR2 

NPK04 7 15 15 HR 
    

    หมายเหตุ : HR = เกิด HR ภายใน 48 ชั่วโมง, Non-HR 1 = ไมแสดงการเกิด HR แตขาวแสดงอาการเหลือง 

                      บริเวณท่ีมีการปลูกเชื้อแตไมมีการขยายขนาดของแผลหลังการปลูกเชื้อ 4-8 วัน, Non-HR 2 = ไม 

                      แสดงการเกิด HR แตขาวแสดงอาการเหลืองและแผลมีขนาดใหญขึ้นหลังการปลูกเชื้อ 4-8 วัน,  

                      0 = ชุดควบคุมซึ่งไมพบการเปล่ียนแปลงบริเวณท่ีมีการปลูกเชื้อ 
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ตารางท่ี ก.1 คาการรั่วไหลของไอออน (Ion leakage) จากการปลูกเชื้อ Xanthomonas oryzae 

                pv. oryzae  ในขาวตัวอยาง  11 พันธุหรือสายพันธุ(ตอ) 

พันธุขาวทดสอบ Isolate Xoo ทดสอบ 

คาConductivity(x2000 µΩ) 

ลักษณะอาการ 1DPI 2DPI 4DPI 

 

IRRIBB10 

Water 5 8 8 0 

E. coli 9 11 12 0 

SKN05(1) 10 12 15 HR 

UBN05(9) 15 28 35 Non-HR2 

NKI04(1) 12 22 26 Non-HR1 

IRRIBB11 

Water 5 8 10 0 

E. coli 6 9 11 0 

ANC04 14 18 22 Non-HR1 

SKN04(1) 18 20 32 Non-HR2 

UBN04(9) 12 13 16 HR 

IRRIBB13 

Water 6 8 11 0 

E. coli 7 10 12 0 

UBN04(5) 14 24 28 Non-HR2 

UBN04(6) 14 38 44 Non-HR2 

UBN05(8) 12 35 39 Non-HR2 

IRRIBB21 

Water 5 8 14 0 

E. coli 7 8 16 0 

UDN04(1) 25 27 34 Non-HR2 

UBN05(1) 15 21 28 Non-HR1 

UDN05(4) 13 16 17 HR 

 

หมายเหตุ : HR = เกิด HR ภายใน 48 ชั่วโมง, Non-HR 1 = ไมแสดงการเกิด HR แตขาวแสดงอาการเหลือง 

                   บริเวณท่ีมีการปลูกเชื้อแตไมมีการขยายขนาดของแผลหลังการปลูกเชื้อ 4-8 วัน, Non-HR 2 = ไม 

                   แสดงการเกิด HR แตขาวแสดงอาการเหลืองและแผลมีขนาดใหญขึ้นหลังการปลูกเชื้อ 4-8 วัน,  

                   0 = ชุดควบคุมซึ่งไมพบการเปล่ียนแปลงบริเวณท่ีมีการปลูกเชื้อ 
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ตารางท่ี ก.2  คาเฉลี่ยของคาการรั่วไหลของไอออนในแตละรูปแบบการตอบสนองจากการ  

                     ปลูกเชื้อ ดวย Xanthomonas oryzae pv. oryzae และชุดควบคุมตอพันธุขาวบาง 

                     สายพันธุ 

   

ลักษณะการตอบสนอง คาเฉลี่ยของคาการรั่วไหลของไอออน (x2000µΩ) 

1DPI 2DPI 4DPI 

ไมมีการเปลี่ยนแปลง(0) 7.45a 9.00 a 12.05 a 

เกิด HR  10.30 b 14.10 b 17.00 b 

Non-HR1 12.00 b 18.78 c 23.00 c 

Non-HR2 15.53 c 26.67 d 38.40 d 

 

                  DPI คือ Day Post Inoculation 

                  abcd แสดงความเหมือนหรือแตกตางของคาเฉลี่ยในแนวต้ัง เมื่อเปรียบเทียบ  

                             ดวยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพท่ี ก.1  เดนโดรแกรมของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae จํานวน 27 ไอโซเลท จากป  

                   พ.ศ.  2547 ที่จัดกลุมโดยใชขอมูลจากการทํา PCR ดวยวิธี UPGMA  
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ภาพท่ี ก.2  เดนโดรแกรมของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae จํานวน 26 ไอโซเลท จากป 

                   พ.ศ. 2548 ที่จัดกลุมโดยใชขอมูลจากการทํา PCR ดวยวิธี UPGMA  
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ภาพท่ี ก.3  เดนโดรแกรมของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae จํานวน 27 ไอโซเลท จากป 

                   พ.ศ. 2549 ที่จัดกลุมโดยใชขอมูลจากการทํา PCR ดวยวิธี UPGMA  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวสุธิดา  เรืองบุญ  เกิดเมื่อวันที่ 9 กรกฎาคม พ.ศ. 2526  จังหวัดสกลนคร  สําเร็จ

การศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต (เกียรตินิยมอันดับสอง)  สาขาพันธุศาสตร  

ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2548  และ

เขาศึกษาตอในระดับปริญญาโท หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยา ศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2549   
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