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เช้ือแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห๎งของข๎าว จ านวน 31 
ไอโซเลท เก็บจากพื้นที่ปลูกข๎าว 21 จังหวัด ในประเทศไทยระหวํางปี พ.ศ. 2551-2553 น ามา
วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากรเช้ือด๎วยเทคนิค amplified fragmemt 
length polymorphism (AFLP) และ repetitive sequence-based polymerase chain reaction ( rep-
PCR) ด๎วยไพรเมอร์ REP และ ERIC เมื่อน าลายพิมพ์ดีเอ็นเอมาวิเคราะห์ความเหมือนด๎วย Dice’s 
coefficient และจัดกลุํมด๎วยวิธี unweighted pair group method with arithmetic averages (UPGMA) 
ที่คํา similarity 0.80 พบวําเทคนิค AFLP, Rep-PCR ไพรเมอร์ REP และ ERIC แบํงกลุํมเช้ือ
ออกเป็น 9, 5 และ 9 กลุํม ซึ่งมีคํา cophenetic correlation (r) เทํากับ 0.95180, 0.95928 และ 0.85325 
ตามล าดับ โดยผลการศึกษาความสัมพันธ์ของเช้ือด๎วยเทคนิค AFLP และ rep-PCR ด๎วยไพรเมอร์ 
REP ให๎ผลสอดคล๎องกัน ซ่ึงช้ีให๎เห็นถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. 
oryzae ในประเทศไทย โดยพบวําประชากรเช้ือในภาคเหนือและภาคกลางตอนบนมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมสูง ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากการปลูกพันธ์ุข๎าวที่หลากหลายและระบบนิเวศ
เกษตรที่แตกตํางกัน 
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Thirty-one isolates of Xanthomonas oryzae pv. oryzae, were collected from 21 rice-
growing provinces in Thailand during the year 2008 to 2010. Amplified fragment length 
polymorphism (AFLP) and the repetitive sequence-based polymerase chain reaction (rep-PCR) 
techniques were employed for the genetic diversity assessment among X. oryzae pv. oryzae 
isolates. The polymorphic bands were recorded and comparative analyzed. Similarity coefficients 
were calculated by using Dice’s coefficient and the cluster analysis was calculated by using 
unweighted pair group method with arithmetic averages (UPGMA). Based on AFLP analysis,    
X. oryzae pv. oryzae were grouped into 9 clusters, whereas 5 and 9 clusters were identified by 
REP primer and ERIC primer analysis. The fitness of dendrograms was determined by cophenetic 
correlation (r). The matrix revealed high reliable values of these techniques at r = 0.95180, 
0.95928 and 0.85325 respectively. Our results show that populations of X. oryzae pv. oryzae in 
Thailand are highly diverse, especially strains from the Northern and Upper Central regions of 
Thialand. Cultivar-specific effects and geographical conditions may have influence on this 
pathogen variation. 
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9      เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae จากเทคนิค  
        rep-PCR ที่ได้จากไพรเมอร์ REP วิเคราะห์ค่าความเหมือนด้วย Dice’s Coefficient  
        จัดกลุ่มด้วยวิธี UPGMA และวิเคราะห์ค่า Bootstrap จ านวน 1,000 รอบ                              60 

10    แสดงการกระจายของข้อมูลในการจัดกลุ่มของเทคนิค rep-PCR ด้วยไพรเมอร์ REP  
            ค านวณด้วยโปรแกรมย่อย MxComp จากโปรแกรม NTSYS version 2.01d ได้ค่า  
            cophenetic correlation (r) เท่ากับ 0.95928           61 

11    แสดงการกระจายข๎อมูลแบบ PCA ด๎วยเทคนิค rep-PCR จากการใช๎ไพรเมอร์ REP  
            ค านวณด๎วยโปรแกรมยํอย Eigen ในโปรแกรม NTSYS version 2.01d        61 

 
 
 



  (5) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
ภาพที่                                                                                                                                              หน้า 
 

12    เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae จากเทคนิค  
        rep-PCR ที่ได๎จากไพรเมอร์ ERIC วิเคราะห์คําความเหมือนด๎วย Dice’s  
        Coefficient จัดกลุํมด๎วยวิธี UPGMA และวิเคราะห์คํา Bootstrap จ านวน 1,000 รอบ           63 
13    แสดงการกระจายของข้อมูลในการจัดกลุ่มของเทคนิค rep-PCR ด้วยไพรเมอร์  
        ERIC ค านวณด้วยโปรแกรมย่อย MxComp จากโปรแกรม NTSYS version 2.01d  
        ได้คา่ cophenetic correlation (r) เท่ากับ 0.85325          64 
14    แสดงการกระจายข๎อมูลแบบ PCA ด๎วยเทคนิค rep-PCR จากการใช๎ไพรเมอร์ ERIC 

            ค านวณด๎วยโปรแกรมยํอย Eigen ในโปรแกรม NTSYS version 2.01d                                65 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  (6) 

ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 
 
%   = Percent 
%T   = Percent Transmittance 
µm.   = Micrometer 
A   = Adenosine base 
AFLP   = Amplified Fragment Length Polymorphism 
APS   = Ammonium persulfate 
ATP   = Adenosine triphosphate  
avr   =  Avirulence gene 
BOX   =  Interspersed repetitive BOX element 
BSA   = Bovine serum albumin 
C   = Cytosine base 
CaCl2O2   =  Calcium hyporchloride 
Coph   =  Cophenetic 
CTAB   = Hexadecyltrimethylammonium bromide 
Cu(NO3)2  = Cupric nitrate 
dNTPs   = Deoxy ribonucleotidetriphosphate 
EDTA   = Ethylenediaminetetraacetic acid 
EPS   = Extracellular polysaccharide 
ERIC   = Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus 
G   = Guanosine base 
H2O2   = Hydrogen peroxide 
H2S   = Hydrogen sulfide 
IS-PCR   = Insertion Sequence –PCR 
KOH   = Potassium hydroxide 
MgCl2   = Magnesium chloride 
NA   = Nutrient agar 
NaCl   = Sodium chloride 
 



  (7) 

ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ (ต่อ) 
 
NB   = Nutrient broth 

NCBI   = National Center for Biotechnology Information 
NIL   = Near Isogenic Line 
NO2   = Nitrite 
NO3   =  Nitrate 
NTSYS   = Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System 
O.D.   = Optical density 
PCA   =  Principal Components Analysis 
PCR   = Polymerase Chain Reaction 
pH   = Potential of Hydrogen ion 
REP   = Repetitive extragenic palindromic sequence 
rep-PCR  = Repetitive sequence-based Polymerase Chain Reaction 
RFLP   = Restriction Fragment Length Polymorphism 
SDS   = Sodium dodecyl sulfate 
SHAN   = Sequential Agglomerative Hierarchical Nestedcluster Method 
SimQual  =  Similarity for qualitative data 
T   = Thymine base 
TBE   = Tris-borate-EDTA electrophoresis buffer solution 
TE    = Tris-EDTA 
TEMED  =  N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamine   
TSI agar  = Triple Sugar Iron 

TTC   = Tatrazolium chloride 
UPGMA   =  Unweighted Pair Group Method with Arithmetic averages 
X. oryzae pv. oryzae = Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
YDC   =  Yeast extract dextrose calcium carbonate 
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การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของ Xanthomonas oryzae pv. oryzae  
ในประเทศไทย 

 

Assessment of Genetic Diversity of Xanthomonas oryzae pv. oryzae in Thailand 
 

ค าน า 
 

โรคขอบใบแห๎งของข๎าวมีเช้ือแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae เป็นเช้ือสาเหตุ
ของโรค โดยเช้ือนี้เข๎าท าลายข๎าวได๎ทุกระยะการเจริญของข๎าว อาการของโรคมี 2 ลักษณะอาการ 
คือ อาการใบไหม๎และอาการต๎นแห๎งตาย โดยโรคนี้ท าให๎ผลผลิตข๎าวลดลงต้ังแตํ 20-30% ในบาง
พื้นที่อาจเสียหายถึง 80% และเมล็ดข๎าวมีคุณภาพต่ า (Lee et al.,2003; IRRI, 2004) การควบคุมโรค
นี้นอกจากการใช๎สารเคมีและการเขตกรรม การใช๎พันธ์ุต๎านทานเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรค สะดวกและปลอดภัยตํอการน าไปใช๎ของเกษตรกร อยํางไรก็ตามพบวํายีนต๎านทานโรค
ของข๎าว (R; Resistance gene) จะต๎านทานตํอกลุํมประชากรใดประชากรหนึ่ง (Subpopulations) 
ของเช้ือสาเหตุเทํานั้น (Ochiai et al., 2000) เนื่องจากเช้ือ X. oryzae pv. oryzae มีความหลากหลาย
ทางพันธุกรรม (Genetic diversity) ภายในประชากรของเช้ือ ซ่ึงเกิดจากปัจจัยตํางๆ เชํน การกลาย-
พันธ์ุ (Mutation) การรวมกันของยีน (Recombination) และการเคลื่อนย๎าย (Migration) ของเช้ือ โดย
มีผลมาจากสภาพแวดล๎อมและพันธ์ุข๎าว (Leach et al., 1995) 
 

ส าหรับประเทศไทยจากรายงานการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ  
X. oryzae pv. oryzae ตามที่รายงานโดย Kosawang et al. (2006) ใช๎เทคนิค AFLP ศึกษากับเช้ือใน
เขตภาคเหนือของไทย สามารถแบํงเช้ือได๎ 6 กลุํม (Lineages) โดยเช้ือจากจังหวัดพิษณุโลกและ
จังหวัดแพรํกระจายอยํูในหลายกลุํม ซ่ึงการกระจายของเช้ือในเขตภาคเหนืออาจเนื่องจากการ
แลกเปลี่ยนเมล็ดพันธ์ุจากสถานีวิจัยข๎าวและแหลํงผลิตเมล็ดพันธ์ุ ท าให๎เช้ือแพรํกระจายจากสถานี
ไปสูํแปลงเกษตรกร ตํอมา แสงชัย (2552) ได๎จัดกลุํมสายพันธ์ุเช้ือ X. oryzae pv. oryzae จ านวน 90 
สายพันธ์ุ โดยประเมินจากความรุนแรงในการกํอโรคบนพันธ์ุข๎าว Near isogenic lines (NILs) ที่มี
ยีนต๎านทานโรคขอบใบแห๎ง คือ Xa3, Xa4, xa5, Xa7, xa8, Xa10, xa13, Xa14 และ Xa21 พบวํา
สามารถแบํงกลุํมเช้ือตามปฏิกิริยาระหวํางยีนต๎านทานโรคในพืชกับยีนกํอโรคของเช้ือได๎ 25 กลุํม
โดยพบวํายีนต๎านทาน xa5 สามารถต๎านทานตํอเช้ือที่พบในประเทศไทยได๎ดี ซ่ึง pathotype ที่มี
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ความรุนแรงมากที่สุด คือ pathotype ที่ 19 สามารถเข๎าท าลายข๎าวที่มียีนตํางๆ ได๎ ยกเว๎นข๎าวที่มียีน
ต๎านทาน xa5 สํวน pathotype ที่ 9 มีความรุนแรงสูงเชํนกันสามารถเข๎าท าลายข๎าวที่มียีนตํางๆ ได๎ 
ยกเว๎นข๎าวที่มียีนต๎านทาน Xa4 และ xa5 pathotype ที่ 13 มีความรุนแรงในการเข๎าท าลายระดับปาน-
กลาง สามารถเข๎าท าลายข๎าวที่มียีนตํางๆ ได๎ ยกเว๎นข๎าวที่มียีนต๎านทาน Xa4, xa5, Xa7 และ Xa21 
ขณะที่ pathotype ที่ 2 ไมํกํอความรุนแรง โดยไมํสามารถเข๎าท าลายข๎าวที่มียีนต๎านทานได ๎
 

ในการศึกษาคร้ังนี้ท าการเก็บรวบรวมตัวอยํางข๎าวที่แสดงอาการขอบใบแห๎งเพื่อเป็น
ตัวแทนจากทุกภาคของประเทศไทย น ามาแยกเช้ือให๎บริสุทธ์ิและจ าแนกเช้ือด๎วยการทดสอบ
คุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี และทดสอบการเกิดโรคกับพืชอาศัย ศึกษาความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของเช้ือด๎วยเทคนิค AFLP และเทคนิค Rep-PCR น าผลที่ได๎สร๎างเดนโดรแกรม 
วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือสาเหตุโรค 
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วัตถุประสงค์ 
 

เพื่อประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ในประเทศไทย 
ด๎วยเทคนิค Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) และ Repetitive sequence-based 
Polymerase Chain Reaction (rep-PCR) 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  เชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
 

1.1  ลักษณะของเช้ือแบคทีเรีย 
 

เช้ือแบคทีเรีย X. oryae pv. oryzae เป็นเช้ือสาเหตุโรคขอบใบแห๎งของข๎าว (Bacterial 
Leaf Blight) (Mew, 1987) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรํางทํอน ขนาด 
0.7-2.0 µm. x 0.4-0.7 µm. เคลื่อนที่โดยใช๎ flagella 1 เส๎น ชนิด polar flagella การเจริญของโคโลนี
บนอาหารแข็งที่มีกลูโคสมีลักษณะกลม โค๎งนูน มันเย้ิม มีสีเหลืองจากสาร Xanthomonadins ซึ่ง
เป็นลักษณะของเช้ือที่อยํูในจีนัส Xanthomonas sp. นอกจากนี้ยังมีการสร๎าง Extracellular 
polysaccharide (EPS) มาล๎อมรอบเซลล์ของแบคทีเรีย (Capsule) ซึ่ง EPS มีความส าคัญในการ
ปกป้องเซลล์แบคทีเรีย (Nino-Liu et al., 2006) เช้ือ X. oryae pv. oryzae เป็นแบคทีเรียที่ต๎องการ
อากาศในการเจริญ (Obligate aerobic bacteria) เจริญได๎ในชํวงอุณหภูมิ 5-40 องศาเซลเซียส แตํ
อุณหภูมิที่เหมาะสมอยํูในชํวง 25-30 องศาเซลเซียส ไมํเกิดปฏิกิริยา Oxidase แตํสร๎างเอนไซม์ 
Catalaseได๎ ไมํใช๎ไนเตรต (Nitrate reduction) แตํสามารถสร๎างก๏าซไฮโดรเจนซัลไฟด์จาก             
L-cysteine ไมํสร๎างสารเรืองแสงบนอาหาร King’s B ไมํยํอยแป้ง (Starch hydrolysis) ไมํสามารถ
เจริญได๎บนอาหาร SX อาหารที่เติม 0.1% Triphenyl-Tatrazolium Chloride (TTC) และอาหารที่มี 
L-alanine เป็นแหลํงคาร์บอนแตํต๎านทานตํอ Cupric nitrate (Cu(NO3)2 ) (Ou, 1985; Van Den 
Mooter and Swing, 1990; EPPO, 2007) 
 

1.2  การเข๎าท าลายของเช้ือสาเหตุโรคและลักษณะอาการ 
 

เช้ือแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae สามารถเข๎าท าลายข๎าวได๎ทุกชํวงระยะการเจริญ 
โดยเข๎าทางบาดแผลหรือทางชํองเปิดตามธรรมชาติ เชํน รูคายน้ า และปากใบ โดยเซลล์แบคทีเรีย
เข๎าไปเพิ่มปริมาณในสํวนของชํองวํางระหวํางเซลล์ และเคลื่อนย๎ายไปที่ทํอล าเลียงน้ า ซึ่งจะไป
ขัดขวางการล าเลียงน้ า ลดการคายน้ าและลดอัตราการสังเคราะห์แสง (Elings et al., 1997; EPPO, 
2007) โดยเช้ือสามารถเข๎าท าลายทางบาดแผลได๎มากกวําทางชํองเปิดตามธรรมชาติ และการเข๎า
ท าลาย ยังมีความสัมพันธ์กับบาดแผลของต๎นข๎าว เนื่องจากเช้ือสาเหตุโรคเข๎าทางบาดแผลหรือทาง
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ชํองเปิดตามธรรมชาติ อาการของโรคจึงเกิดขึ้นที่ขอบใบข๎าว โดยมีอาการ 2 ลักษณะอาการ คือ 
อาการใบแห๎ง (Bacterial leaf blight) และอาการต๎นแห๎งตาย (Kresek) (Ou, 1985) 
 

 1.3  การแพรํระบาดและการป้องกันก าจัด 
 

เช้ือแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae สามารถแพรํระบาดจากต๎นข๎าวที่เป็นโรคหรือจาก
พืชอาศัยอื่นๆ ไปยังแปลงข๎าวที่ไมํเป็นโรคโดยลม ฝน หรือตอซังข๎าวที่เหลือจากการเก็บเกี่ยว ซ่ึงจะ
เป็นแหลํงแพรํระบาดของโรคในฤดูปลูกถัดไป นอกจากนี้อาจมีการแพรํระบาดจากระบบ
ชลประทาน ติดไปกับมนุษย์ แมลง นก หรือติดไปกับเมล็ดพันธ์ุ (Seed-borne) (Ou, 1985; Nino-Liu 
et al., 2006) เช้ือแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae มีพืชอาศัยหลากหลายทั้งข๎าวในจีนัส Oryzae sp. 
และวัชพืชตระกูลหญ๎าหลายชนิด (Graminae) ที่อยํูในเขตอบอุํนและเขตร๎อน โดยในฤดูหนาวของ
พื้นที่เขตอบอุํน พบวําเช้ือสาเหตุโรคสามารถที่จะอยํูรอดได๎ในเขตอิทธิพลราก (Rhizosphere) ของ
วัชพืชหลายชนิดในจีนัส Leersia sp. และพบวําเช้ือสาเหตุโรคสามารถอยํูในดินได๎นาน 1-3 เดือน 
ขึ้นอยํูกับความช้ืนในดิน จุลินทรีย์และความเป็นกรดดํางในดิน (Nino-Liu et al., 2006) ในประเทศ
ไทย สมหญิง (2526) รายงานการศึกษาพืชอาศัยของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae โดยเช้ือสาเหตุโรค 
สามารถอาศัยอยํูในพืชตระกูลหญ๎าได๎หลายชนิด ซึ่งหญ๎าไทร (Leersia hexandra) แสดงอาการโรค
ขอบใบแห๎งรุนแรงที่สุดหลังจากปลูกเช้ือ 
 

การควบคุมโรคขอบใบแห๎งมีหลายวิธี ขึ้นอยํูกับสภาพพื้นที่และการเกิดโรค 
ประกอบด๎วยการเขตกรรม การใช๎สารเคมี การควบคุมโดยชีววิธีและการใช๎พันธ์ุต๎านทาน ซ่ึงการใช๎
พันธ์ุต๎านทานนับวําเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค นอกจากนี้อาจคลุกเมล็ดด๎วย
สารเคมีและควรมีการตรวจสอบต๎นกล๎ากํอนการย๎ายปลูก เพื่อหลีกเลี่ยงการเกิดโรคและการแพรํ
ระบาดหลังจากย๎ายปลูก ไมํควรระบายน้ าจากแปลงที่เป็นโรคไปสูํแปลงอื่นๆ และไมํควรใสํปุ๋ย
ไนโตรเจนมากในดินที่อุดมสมบูรณ์ (กรมการข๎าว, 2552) 
 
2.  ความหลากหลายทางด้านพันธุกรรมของเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว 
 

เช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชและพืชอาศัยตํางมีวิวัฒนาการรํวมกัน (Co-evolution) ซึ่งเป็น
การปรับตัวเพื่อความอยํูรอดได๎ในธรรมชาติ (Chisholm et al., 2006) ท าให๎เกิดความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมภายในโครงสร๎างประชากรของเช้ือสาเหตุโรค มีผลให๎เช้ือสาเหตุโรคเกิดความ
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หลากหลายทางพันธุกรรมโดยที่การกลายพันธ์ุ การเคลื่อนย๎ายและการเกิด Recombinant ซึ่งเป็น
ปัจจัยที่ท าให๎เกิดความแปรปรวนภายในประชากร นอกจากนี้การปรับปรุงข๎าวพันธุ์ต๎านทานตํอเช้ือ
สาเหตุโรค ยังมีผลตํอการเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างประชากรของเช้ือสาเหตุโรค (Leung et al., 1993; 
Leach et al., 1995) 

 
ในระยะแรกมีการศึกษาทางด๎านพันธุกรรมของพันธุ์ข๎าวและเช้ือสาเหตุโรคขอบใบแห๎ง

ข๎าวเพียง 2 ประเทศ คือ ประเทศญี่ปุ่นและฟิลิปปินส์ ซ่ึงพันธุ์ข๎าวที่แสดงลักษณะต๎านทานใน
ประเทศญี่ปุ่นจะต๎านทานตํอเช้ือที่มีอยํูในประเทศญี่ปุ่น เชํนเดียวกับพันธ์ุข๎าวในประเทศฟิลิปปินส์
จะต๎านทานตํอเช้ือสาเหตุโรคในประเทศฟิลิปปินส์ การใช๎พันธ์ุต๎านทานและเช้ือสาเหตุโรคใน
ประเทศตํางๆ ก็มีความแตกตํางกันออกไป ท าให๎การเปรียบเทียบพันธ์ุต๎านทานเหลํานี้เป็นไปได๎ยาก 
จึงท าให๎เกิดการพัฒนาพันธ์ุข๎าว Near isogenic line (NIL) ส าหรับการประเมินโรคขอบใบแห๎งของ
ข๎าว ซ่ึงสายพันธ์ุ NIL เป็นสายพันธุ์ที่มีพื้นฐานทางพันธุกรรมเหมือนกันกับพันธ์ุอํอนแอ แตํจะรวม
ลักษณะต๎านทานตํอโรคขอบใบแห๎งเข๎ามาไว๎ด๎วย โดยแตํละพันธ์ุจะมียีนต๎านทานตํอเช้ือ X. oryzae 
pv. oryzae เพียงหนึ่งยีน (กาญจนา, 2544) 
 

การศึกษาความหลากหลายของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ในทวีปเอเชียด๎วยเทคโนโลยี 
ดีเอ็นเอ มีดังตํอไปนี้ Adhikari et al. (1995) รายงานการใช๎เทคนิค Restriction Fragment Length 
Polymorphism (RFLP) ในการศึกษาเช้ือสาเหตุโรคจากประเทศจีน อินเดีย อินโดนีเซีย เกาหลี 
มาเลเซีย เนปาล และฟิลิปปินส์ จ านวน 308 สายพันธ์ุ (Strains) สามารถจัดแบํงกลุํมเช้ือได๎ 5 กลุํม 
(Clusters) โดยกลุํม 1 ประกอบด๎วยเช้ือจากประเทศจีนและอินโดนีเซีย ในขณะที่เช้ือจากประเทศ
ฟิลิปปินส์จัดอยํูในกลุํม 2 และกลุํม 4 ซึ่งเช้ือจากอินโดนีเซียและมาเลเซียจัดอยํูในกลุํม 3 ขณะที่
กลุํม 5 มีเช้ือจากหลายประเทศ ได๎แกํ เนปาล อินเดีย เกาหลี ฟิลิปปินส์ จีน อินโดนีเซีย และมาเลเซีย 
ซึ่งในกลุํม 5 มีความหลากหลายของสายพันธ์ุเช้ือที่มาจากหลายประเทศ ช้ีให๎เห็นวําเช้ือสาเหตุโรคมี
การเคลื่อนย๎ายหรืออาจติดไปกับเมล็ดพันธ์ุเมื่อเกิดการแลกเปลี่ยนพันธุกรรมพืช 
 

Adhikari et al. (1999) รายงานความหลากหลายของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae โดยเก็บเช้ือ
จาก 8 พ้ืนที่ในประเทศเนปาล จ านวน 171 สายพันธ์ุ (Strains) โดยใช๎เทคนิค Repetitive sequence-
based-Polymerase Chain Reaction (rep-PCR) ด๎วยไพรเมอร์ ERIC (ERIC1R/ERIC2R) และ 
Insertion sequence–PCR (IS-PCR) พบวําประชากรเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ในประเทศเนปาลมี
ความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง สามารถจัดแบํงเช้ือได๎ทั้งหมด 5 กลุํม โดยแตํละกลุํม
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ประกอบด๎วยจ านวนเช้ือและจ านวน haplotype ดังนี้ กลุํม 1 มี 35 สายพันธ์ุ 7 haplotype กลุํม 2 มี
เช้ือจ านวน 80 สายพันธ์ุ 11 haplotype กลุํม 3 มีเช้ือจ านวน 9 สายพันธ์ุ 5 haplotype กลุํม 4 มีเช้ือ
จ านวน 39 สายพันธ์ุ 5 haplotype และกลุํม 5 มีเช้ือจ านวน 8 สายพันธ์ุ 3 haplotype ซึ่งเช้ือจากหลาย
พื้นที่ถูกจัดอยํูในกลุํมตํางๆ มากกวําหนึ่งกลุํม แตํในกลุํมหนึ่งๆ ไมํได๎มีเช้ือมาจากทุกพื้นที่ และเมื่อ
เปรียบเทียบความหลากหลายทางพันธุกรรมระหวํางเช้ือที่เก็บจากพันธ์ุข๎าวดั้งเดิมและข๎าวปรับปรุง
พันธ์ุ พบวํามีความหลากหลายทางพันธุกรรมคล๎ายกันชี้ให๎เห็นวําความหลากหลายของพืชอาศัยไมํ
มีผลตํอความหลากหลายของเช้ือสาเหตุโรค 
 

Kosawang et al. (2006) ใช๎เทคนิค AFLP ประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ 
X. oryzae pv. oryzae ในเขตภาคเหนือของประเทศไทย จ านวน 30 ไอโซเลท (Isolate) จากพื้นที่
ปลูกข๎าว 9 จังหวัด จากการทดสอบคูํไพรเมอร์ทั้ง 19 คูํไพรเมอร์ พบวํามี 5 คูํไพรเมอร์ ที่ให๎จ านวน
แถบดีเอ็นเอที่แตกตํางในประชากรเช้ือมากที่สุด คือ คูํไพรเมอร์ EcoRI+A/MseI+C, EcoRI+T/ 
MseI+A, EcoRI+T/MseI+T, EcoRI+G/MseI+G และ EcoRI+C/MseI+T โดยคูํไพรเมอร์ EcoRI+T 
/MseI+T ให๎จ านวนแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางมากที่สุด เมื่อน าข๎อมูลที่ได๎จากทั้ง 5 คูํไพรเมอร์ วิเคราะห์
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ พบวําสามารถแบํงกลุํม (Lineages) เช้ือสาเหตุโรคได๎ 6 
กลุํมใหญํ (A, B, C, D, E และ F) โดยกลุํม A เป็นกลุํมใหญํที่สุด ประกอบด๎วยเช้ือสาเหตุโรค
จ านวน 8 ไอโซเลท ซ่ึงเป็นเช้ือจากจังหวัดพิษณุโลกและชัยนาท กลุํม B เป็นเช้ือจากจังหวัดสุโขทัย 
เพชรบูรณ์ พิจิตร พะเยา และแพรํ กลุํม C แบํงได๎ 2 กลุํมยํอย คือกลุํมยํอย C1 เช้ือสาเหตุโรคจาก
จังหวัดแพรํและสุโขทัย และกลุํมยํอย C2 เช้ือสาเหตุจากจังหวัดแพรํ กลุํม D เช้ือจากจังหวัดแพรํ 
เชียงใหมํ และเชียงราย กลุํม E ประกอบด๎วยเช้ือจากจังหวัดสุโขทัยและจังหวัดพิษณุโลก และกลุํม 
F ประกอบด๎วยเช้ือจากจังหวัดล าปาง จะเห็นได๎วําเช้ือจากทางภาคเหนือของไทยมีความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมโดยเฉพาะเช้ือที่เก็บจากจังหวัดพิษณุโลก แพรํ และสุโขทัย ซ่ึงมาจากสถานีวิจัยข๎าว 
พบวํามีความหลากหลายทางพันธุกรรมมากกวําเช้ือที่เก็บจากแปลงเกษตรกร อาจเนื่องจากในสถานี
วิจัยข๎าวมีความหลากหลายของสายพันธ์ุข๎าวมากกวําในแปลงเกษตรกรที่มีการปลูกข๎าวเพียง 1-2 
พันธ์ุ นอกจากนี้เช้ืออาจติดไปกับเมล็ดพันธ์ุ โดยเช้ือสาเหตุโรคสามารถอยํูรอดได๎ในเมล็ดพันธ์ุที่ติด
เช้ือนานถึง 8 เดือน 
 

Jyufuku et al. (2009) รายงานความหลากหลายของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ในเอเชีย
ประกอบด๎วยเช้ือจากประเทศอินเดีย อินโดนีเซีย มาเลเซีย ไทย ไต๎หวัน และฟิลิปปินส์ โดยใช๎ลาย -
พิมพ์ดีเอ็นเอ PCR-RFLP ในการจัดกลุํมเช้ือสาเหตุโรค จ านวน 44 สายพันธ์ุ (Strains) โดยมีเช้ือจาก
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ประเทศไทย จ านวน 5 สายพันธ์ุ จากทั้งหมด 13 สายพันธ์ุ จัดอยํูรํวมกลุํมกับเช้ือจากประเทศ
ฟิลิปปินส์ ขณะที่อีก 8 สายพันธ์ุจัดอยํูรํวมกับสายพันธ์ุเช้ือที่มาจากประเทศอื่นๆ คือ อินเดีย 
อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ มาเลเซีย และไต๎หวัน 
 

สุธิดา และคณะ (2553) ศึกษายีน avr (avirulence gene) เพื่อจัดกลุํมเช้ือ X. oryzae pv. 
oryzae จ านวน 80 ไอโซลเลท จากพื้นที่ปลูกข๎าวในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จ านวน 12 จังหวัด 
ได๎แกํ จังหวัดหนองคาย อุดรธานี ขอนแกํน สกลนคร นครพนม ร๎อยเอ็ด กาฬสินธ์ุ ยโสธร สุรินทร์ 
อ านาจเจริญ มุกดาหาร และอุบลราชธานี พบวําสามารถจัดกลุํมเช้ือที่ระดับความเหมือน ≥ 0.50 ได๎ 
19 กลุํม ซ่ึงเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ในภาคนี้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง โดยกลุํม 1 เป็น
กลุํมใหญํ มีจ านวนไอโซเลท คิดเป็น 25% (22) ของไอโซเลททั้งหมด กลุํมใหญํรองลงมามีจ านวน
ประชากร 11 ไอโซเลท และมีกลุํมยํอยอีก 17 กลุํม ซ่ึงเช้ือที่ท าการศึกษามีการกระจายตัวในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือทั้งตอนบน ตอนกลาง และตอนลําง การกระจายตัวของเช้ือสาเหตุโรคในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนืออาจมีผลจากธรรมชาติของเช้ือที่สามารถแฝงอยํูในเมล็ดพันธ์ุได๎ นอกจากนี้เช้ือ
ยังสามารถแพรํกระจายได๎งํายและรวดเร็วไปตามน้ า ดังนั้นเมื่อเกิดน้ าทํวมหรือฝนตกหนักจะท าให๎
เช้ือกระจายในวงกว๎างได๎ 
 
3.  โครงสร้างประชากรของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae 
 

โครงสร๎างทางพันธุกรรมของประชากร (Population structure) ประกอบด๎วย 
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมภายในประชากรที่มีลักษณะเฉพาะตัว โดยที่ความแปรปรวน
ดังกลําวจะเกิดตามเงื่อนไขของเวลาและสถานที่ (Time and space) รวมถึงการเกิดวิวัฒนาการ ซึ่ง
กระบวนการกลายพันธ์ุ (Mutation) การเคลื่อนย๎าย (Migration) และการรวมกันของยีน 
(Recombination) ปัจจัยตํางๆ เหลํานี้ ท าให๎เกิดความแปรปรวนภายในประชากร (Leach et al., 
1995) นอกจากนี้โครงสร๎างประชากรของพืชอาศัยมีอิทธิพลตํอโครงสร๎างและความหลากหลาย
ของประชากรเช้ือสาเหตุโรค (Marshall, 1977) การควบคุมโรคขอบใบแห๎งของข๎าว โดยการใช๎ยีน
ต๎านทานเพียงหนึ่งยีน สามารถควบคุมโรคนี้ได๎เพียงในระยะแรกๆ เทํานั้น ในระยะตํอมาเมื่อมีการ
ใช๎พันธ์ุข๎าวนี้อยํางแพรํหลายและตํอเนื่อง อาจท าให๎เช้ือสาเหตุโรคมีการปรับตัวและเกิดสายพันธ์ุ
ใหมํๆ ตัวอยํางเชํน ในปี ค.ศ. 1970 การปรับปรุงพันธุ์ข๎าวที่มียีนต๎านทาน Xa4 ให๎ต๎านทานตํอเช้ือ   
X. oryzae pv. oryzae ในประเทศฟิลิปปินส์ แตํพบวําพันธ์ุข๎าวที่มียีนต๎านทาน Xa4 อํอนแอตํอเช้ือ
สาเหตุโรคนี้ภายในระยะเวลา 5 ปี (Mew et al.,1992) 
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ในการวิเคราะห์โครงสร๎างทางพันธุกรรมของประชากรเช้ือ X. oryzae pv. oryzae มีการใช๎
ลักษณะความแปรปรวนทางฟีโนไทป์ (Phenotypic) และเครื่องหมายโมเลกุล (Molecular marker) 
และความรุนแรงตํอพืชอาศัยที่มียีนต๎านทาน (Leach et al., 1995) โดยมีการศึกษาโครงสร๎างทาง
พันธุกรรมของประชากรเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ในประเทศจีน เกาหลี อินโดนีเซีย มาเลเซีย 
ฟิลิปปินส์ อินเดีย และเนปาล ด๎วยเทคนิค RFLP พบวําเช้ือสาเหตุโรคและพืชอาศัยเกิดการ
เปลี่ยนแปลงอยํางช๎าๆ จากการเคลื่อนย๎ายและการแพรํกระจาย เพราะในแตํละประเทศหรือในแตํ
ละพื้นที่มีการปลูกข๎าวพันธ์ุที่แตกตํางกัน และมีสภาพทางภูมิศาสตร์เป็นตัวขวางกั้นในการ
แพรํกระจายเช้ือสาเหตุโรค อยํางไรก็ตามเช้ือสาเหตุโรคสามารถที่จะเคลื่อนย๎ายไปสูํประเทศตํางๆ 
ได๎ โดยการติดไปกับเมล็ดพันธ์ุ เมื่อมีการแลกเปลี่ยนเมล็ดพันธ์ข๎าวเพื่อการปรับปรุงพันธุ์ (George 
et al., 1996) 
 

การศึกษาโครงสร๎างประชากรเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ในประเทศไทยโดยประเมินจาก
ปฏิกิริยาระหวํางพืชกับเช้ือ Eamchit (1982) เปรียบเทียบความรุนแรงของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae 
จากประเทศไทยกับเช้ือจากประเทศฟิลิปปินส์ พบวําเช้ือจากทั้งสองประเทศมีความแตกตํางกันใน
การกํอความรุนแรงกับข๎าวพันธ์ุทดสอบ และแสงชัย (2552) ได๎ประเมินความรุนแรงของการเกิด
โรคของเช้ือจ านวน 90 สายพันธ์ุ จากภาคกลาง เหนือ และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ด๎วยข๎าวพันธ์ุ
ทดสอบ NILs จ านวน 9 สายพันธ์ุที่มียีนต๎านทานโรคขอบใบแห๎ง ได๎แกํ Xa3, Xa4, xa5, Xa7, xa8, 
Xa10, xa13, Xa14 และ Xa21 พบวําเช้ือในประเทศไทยสามารถจัดกลุํมเช้ือตามปฏิกิริยา
ความสัมพันธ์ระหวํางพืชกับเช้ือสาเหตุโรคได๎ 25 กลุํม (Pathotype) ซึ่งพันธ์ุข๎าวที่มียีนต๎าน xa5 
ต๎านทานกับเช้ือทุกสายพันธ์ุที่ใช๎ทดสอบ และพบวํา Pathotype ที่ 19 มีความรุนแรงสูงสุด โดย
สามารถเข๎าท าลายข๎าวที่มียีนตํางๆ แตํไมํสามารถเข๎าท าลายข๎าวที่มียีนต๎านทาน xa5  
 

Chen et al. (2012) รายงานการประเมินโครงสร๎างประชากรของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae 
จ านวน 218 ไอโซเลท ในพื้นที่ระหวํางทางใต๎และตะวันตกของประเทศจีนด๎วยการทดสอบการกํอ
โรคบนข๎าวพันธ์ุทดสอบรวมกับการใช๎เทคนิค rep-PCR ด๎วยไพรเมอร์ ERIC และเทคนิค IS-PCR 
ด๎วยไพรเมอร์ J3 เพื่อวิเคราะห์โครงสร๎างทางพันธุกรรมของประชากรเช้ือที่มาจากความสูงของ
พื้นที่แตกตํางกัน ได๎แกํ ระดับความสูงจากระดับน้ าทะเล 150-1,200 เมตร, 1,200-1,800 เมตร และ 
1,800-2,600 เมตร จากการประเมินความรุนแรงจากการกํอโรคบนข๎าวพันธ์ุทดสอบ จ านวน 6 พันธุ์ 
มียีนต๎านทาน ได๎แก ํXa2, Xa3, xa5, xa13, Xa14 และ Xa18 พบวําการจ าแนกเช้ือด๎วยข๎าวทดสอบ 
สามารถจัดกลุํมได๎ 18 Pathotypes โดย Pathotype ที่ 9 เป็นกลุํมเช้ือที่ท าให๎เกิดโรครุนแรงกับข๎าวทุก
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พันธ์ุที่ทดสอบ สํวน Pathotype ที่ 2 เป็นเช้ือที่เก็บมาจากความสูงระดับ 1,800-2,600 เมตร เกิดโรค
รุนแรงกับข๎าวพันธ์ุที่มียีนต๎านทาน Xa18 เทํานั้น เมื่อเปรียบเทียบเทียบความหลากหลายทาง 
Pathotype และความรุนแรงในการกํอโรคกับพืชทดสอบ ระหวํางเช้ือที่แยกได๎จากพื้นที่สูงกับพื้นที่
ต่ า พบวําเช้ือจากพื้นที่สูงมีความหลากหลายทาง Pathotype มาก แตํความรุนแรงน๎อย ขณะที่เช้ือเก็บ
จากพื้นที่ต่ ามีความหลากหลายทาง Pathotype น๎อย แตํมีความรุนแรงมากกวําเช้ือจากพื้นที่สูง       
ซึ่งความแตกตํางดังกลําวอาจมีผลมาจากปัจจัยในเร่ืองของอุณหภูมิที่แตกตํางกัน นอกจากนี้เมื่อ
พิจารณาจากสายพันธ์ุข๎าวที่แยกเช้ือได๎ คือ Japonica และ Indica พบวําเช้ือที่แยกจากข๎าว Japonica มี
ความหลากหลายทาง Pathotype สูง แตํความรุนแรงน๎อยกวํา ขณะที่เช้ือแยกจากข๎าว Indica มีความ
หลากหลายทาง Pathotype น๎อย แตํมีความรุนแรงมากกวําเช้ือที่แยกจากข๎าว Japonica สํวนการ
ประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมด๎วยเทคนิค rep-PCR และ IS-PCR ด๎วยไพรเมอร์ ERIC 
และ J3 ตามล าดับ พบวําสามารถจัดกลุํมเช้ือได๎ 4 กลุํม (Lineages) โดยเช้ือที่แยกจากพื้นที่ต่ าจนถึง
ระดับปานกลาง มีความหลากหลายทางพันธุกรรมมากกวําเช้ือที่มาจากพื้นที่สูง และความ
หลากหลายทางพันธุกรรมในข๎าวสายพันธ์ุ Indica ยังมากกวํา Japonica 
 
4.  เทคนิค Amplified Fragmemt Length Polymorphism (AFLP) 
 

Amplified Fragmemt Length Polymorphism (AFLP) เป็นเทคนิคเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบ
หนึ่ง พ้ืนฐานของเทคนิค AFLP คือการตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอที่ตัดด๎วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ โดยการ
เพิ่มปริมาณปฏิกิริยาพีซีอาร์ เทคนิค AFLP พัฒนาขึ้นโดย Zabeau และ Vos และได๎จดสิทธิบัตรใน
ปี 1993 การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอที่มาจากการตัดด๎วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะท าได๎โดยการเช่ือมตํอ
กับอะแดบเตอร์ (adapter) เข๎าที่ปลายของช้ินดีเอ็นเอตํอจากต าแหนํงที่ตัดจ าเพาะของเอนไซม์ 
โดยอะแดบเตอร์เป็นดีเอ็นเอสายคูํชิ้นส้ันๆ ที่มีปลายด๎านหนึ่งเป็นปลายเหนียว (sticky end) 
เหมือนกับปลายโมเลกุลของดีเอ็นเอที่ตัดด๎วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่เลือกใช๎ ดังนั้นจึงสามารถ
เช่ือมตํอกับช้ินดีเอ็นเอที่ตัดไว๎โดยใช๎ปลายเหนียว (sticky end ligation) และท าหน๎าที่เป็นต าแหนํงที่
จับของไพรเมอร์ในการท าพีซีอาร์ตํอไป ด๎วยวิธีการดังกลําวนี้ช้ินดีเอ็นเอที่ได๎จากการตัดด๎วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะสามารถเพิ่มปริมาณขึ้นได๎ โดยใช๎ไพรเมอร์ซึ่งมีล าดับเบสตรงกับบริเวณของอะ-
แดบเตอร์รวมกับบริเวณของเบสที่ต าแหนํงตัดจ าเพาะของเอนไซม์ อยํางไรก็ตามจ านวนชิ้นดีเอ็นเอ
ที่สามารถเพิ่มปริมาณได๎ในคราวเดียวกันมีมาก ไมํสามารถแยกจากกันหรือตรวจสอบโดยวิธีทั่วๆ 
ไป เชํน การท าอิเล็กโทรโฟลิซิส ดังนั้นการสังเคราะห์ไพรเมอร์ในการท า AFLP จึงเพิ่มเบสเพื่อ
คัดเลือกเข๎าไปที่ปลาย 3’ ของไพรเมอร์ตํอจากเบสที่ต าแหนํงตัดจ าเพาะของเอนไซม์ เพื่อให๎เลือก

10 
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จับกับช้ินดีเอ็นเอที่มีล าดับเบสที่อยํูตํอจากบริเวณตัดจ าเพาะสอดคล๎องกับเบสที่เพิ่มเข๎าไปที่ปลาย 
3’ ของไพรเมอร์เทํานั้น ท าให๎เกิดการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอเพียงบางสํวน และสามารถก าหนด
จ านวนชิ้นดีเอ็นเอที่ต๎องการเพิ่มปริมาณได๎โดยจ านวนเบสที่เพิ่มเข๎าไปนั้นเอง ในทางปฏิบัติ
ต๎องการให๎มีจ านวนชิ้นดีเอ็นเอในชํวง 50-100 แถบ ซ่ึงเป็นชํวงที่สามารถตรวจสอบได๎โดยวิธีอิเล็ก-
โทรโฟริซิสใน deneturing polyacrylamide gel (สุรินทร,์ 2545) 
 

ปัจจุบันมีการใช๎เทคนิค AFLP ในการศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์ของส่ิงมีชีวิต เชํน
การศึกษาพันธุศาสตร์ประชากร การศึกษาเอกลักษณ์ของส่ิงมีชีวิต ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 
ความหลากหลายทางชีวภาพ และยังมีการน าไปใช๎ท าแผนที่จีโนม โดยข๎อดีของเทคนิคนี้ คือ ไมํ
ต๎องทราบล าดับเบสของดีเอ็นเอของส่ิงมีชีวิตที่ต๎องการศึกษา ท าได๎รวดเร็วและใช๎ปริมาณดีเอ็นเอ
เร่ิมต๎นจ านวนน๎อย ในการท าปฏิกิริยาแตํละครั้งสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอได๎หลายต าแหนํง (Multi-
locus) ท าให๎เกิดโพลิมอร์ฟิซึมจ านวนมาก สามารถใช๎บอกความแตกตํางของส่ิงมีชีวิตแตํละตัวอยําง
ได๎ และเทคนิคนี้ยังสามารถใช๎กับสิ่งมีชีวิตที่มีจีโนมขนาดใดก็ได๎ (สุรินทร,์ 2545) 
 
5.  โปรแกรมจ าลองการทดลอง AFLP (In Silico AFLP analysis) ของจีโนมจุลินทรีย ์
 

ปัจจุบันได๎มีการน าเทคนิค In Silico analysis มาใช๎ท าการทดลองเสมือนจริงและการ
คาดคะเนผลการทดลอง โดยอาศัยคอมพิวเตอร์กับฐานข๎อมูลล าดับเบสจีโนมของส่ิงมีชีวิตและ
เช้ือจุลินทรีย์ โดยโปรแกรม In Silico AFLP พัฒนาขึ้นโดย Bikandi et al. (2004) ซึ่งเป็นโปรแกรม
จ าลองการทดลองด๎วยเทคนิค AFLP ผํานเครือขํายอินเตอร์เน็ต โดยอาศัยฐานข๎อมูลล าดับเบสของ
เช้ือแบคทีเรียที่เก็บอยํูใน National Center for Biotechnology Information (NCBI) ผ๎ูใช๎สามารถ
เลือกเอนไซม์ตัดจ าเพาะและก าหนดเบสคัดเลือกในสํวนของไพรเมอร์ที่ใช๎ในการทดลองได๎ ซ่ึง
โปรแกรมจะแสดงผลเป็นข๎อมูลจ านวนชิ้นดีเอ็นเอ ขนาด และล าดับเบสของแถบดีเอ็นเอพร๎อมทั้ง
ภาพเสมือนจริงของอะคริลาไมด์เจล ชํวยในการวางแผนกํอนการทดลองจริงได๎ ซ่ึงชํวยประหยัดทั้ง
เวลาและทรัพยากร 
 
6.  เทคนิค Repetitive sequence-based Polymerase Chain Reaction (rep-PCR) 
 

Repetitive sequence-based Polymerase Chain Reaction หรือ rep-PCR เป็นเทคนิคที่นิยม
น ามาใช๎ในการจ าแนกเช้ือแบคทีเรีย โดยไพรเมอร์เป็นสํวนของ Repetitive sequence ซึ่งในจีโนม

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/
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ของเช้ือแบคทีเรียมีชุดล าดับเบสที่ซ้ าๆ (Repetitive DNA sequence) กระจายอยํูทั่วในจีโนม และมี
ลักษณะอนุรักษ์สูง เชํน Repetitive extragenic palindromic sequence (REP) และ Enterobacterial 
repetitive intergenic consensus (ERIC) โดยมีล าดับเบสขนาด 35-40 คูํเบส และ 124-127 คูํเบส มี
โครงสร๎างเป็น Stem-loop (Louws et al., 1994) 
 

REP จากรายงานโดย Versalovic et al. (1991) พบ REP ในเช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli, 
Salmonella typhimurium และ eubacteria ซึ่งออกแบบจากดีเอ็นเอตัวตรวจ REPALL โดยใช๎ล าดับ
เบสทางปลายแตํละข๎างของ palindomic sequence ของดีเอ็นเอตัวตรวจจากการศึกษากับแบคทีเรีย 
แกรมลบ เช้ือ E.coli พบวําไพรเมอร์ REP ของเช้ือ E.coli ให๎ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่จ าเพาะ (strain-
specific) ในแตํละสายพันธ์ุของเช้ือแบคทีเรีย E.coli สํวนไพรเมอร์ ERIC หรือเรียกอีกช่ือหนึ่งวํา
Intergenic repeat unit (IRUs) พบใน E.coli และ S.typhimurium เชํนเดียวกับ REP ซึ่ง ERIC มีการ
แพรํกระจายทั่วไปในบริเวณที่มีการถอดรหัส (transcribed region) (Wilson and Sharp, 2006) โดย
ไพรเมอร์ ERIC ออกแบบจากสํวนนิวคลีโอไทด์ ERICALL ซึ่งอยํูในสํวนกลางของล าดับเบสซ้ าๆ 
ที่มีการอนุรักษ์ (core inverted repeat) ไพรเมอร์ ERIC (ERIC1R และ ERIC2) ออกแบบมาจาก
ล าดับเบสแตํละข๎างของ Core inverted repeat (Versalovic et al.,1991) 
 

หลักการของ rep-PCR คือ การสังเคราะห์ oligonucleotide primer ที่เข๎าคูํกันกับ repetitive 
element (rep-element) ในแบคทีเรีย เมื่อน าไพรเมอร์ดังกลําวรํวมกับการใช๎ปฏิกิริยาลูกโซํ 
โพลีเมอเรส จะท าให๎เกิดการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอในขอบเขตที่จ าเพาะชัดเจน เฉพาะชํวงล าดับที่
อยํูระหวําง REP, ERIC และ BOX เทํานั้น (ต าแหนํงตํางๆ ของ repetitive elements ซึ่งกระจายรอบ
จีโนมของแบคทีเรียจะจ าเพาะแนํนอนและเหมือนกันส าหรับสายพันธ์ุเดียวกัน แตํแตกตํางกันเมื่อ
เป็นคนละสายพันธ์ุ) ซึ่งเรียกปฏิกิริยานี้วํา REP-PCR, ERIC-PCR และ BOX-PCR ตามล าดับ โดย
เรียกรวมกันวํา rep-PCR และผลที่ได๎จากปฏิกิริยานี้คือผลผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอ (PCR products หรือ
amplification products) ที่มีขนาดของช้ินสํวนโมเลกุลดีเอ็นเอที่แตกตํางกันขึ้นอยํูกับต าแหนํงบน
จีโนมที่ไพรเมอร์เข๎าไปจับ เมื่อน าผลผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอมาแยกขนาดของโมเลกุลผํานอะกาโรสเจล
โดยใช๎ปฏิกิริยา electrophoresis จะได๎ rep-PCR genomic fingerprinting patterns คล๎ายกับบาร์โค๎ด 
(barcode) ซึ่งเป็นสัญลักษณ์เฉพาะตัวของแบคทีเรียแตํละสายพันธ์ุ สามารถน ามาใช๎ในการ
เปรียบเทียบความเหมือนและความตํางของลักษณะพันธุกรรมของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชได๎
อยํางมีประสิทธิภาพ (นันทิยา, 2551) 
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จากคุณสมบัติของไพรเมอร์ REP (REP1R และ REP2) กับไพรเมอร์ ERIC (ERIC2 และ
ERIC1R) (Versalovic et al., 1991) ได๎มีการน าไปใช๎ในการจัดจ าแนกชนิดเช้ือแบคทีเรียหลายชนิด 
สามารถสร๎างลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่มีความจ าเพาะเจาะจงในระดับสายพันธ์ุ และ pathovar ในเช้ือ
แบคทีเรียแกรมลบบางชนิด จากการศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรียในจีนัส Xanthomonas 
sp. และ Pseudomonas sp. ด๎วยไพรเมอร์ REP, ERIC และ BOX พบวําสามารถจ าแนกเช้ือได๎ใน
ระดับ Pathovar และสายพันธ์ุ (Strain) เชํนเดียวกับเทคนิคโมเลกุลอื่นๆ (Louws et al., 1994) จาก
รายงานของ Vera Cruz et al. (1996) ได๎ศึกษาความผันแปรของ Haplotype ของเช้ือ X. oryzae pv. 
oryzae จ านวน 155 สายพันธ์ุ ในประเทศฟิลิปปินส์ ด๎วยเทคนิค rep-PCR และเทคนิค RFLP โดย
เทคนิค rep-PCR ใช๎ไพรเมอร์ REP และ ERIC พบวําสามารถจัดกลุํมเช้ือได๎ 2 กลุํม และการจัดกลุํม
จากทั้งสองเทคนิคได๎ผลที่สอดคล๎องกัน ในขณะที่ rep-PCR มีข๎อดีเหนือกวําเทคนิค RFLP ใน
การศึกษาเช้ือจ านวนมากๆ เนื่องจากความสะดวก รวดเร็ว และประหยัดคําใช๎จําย 
 

วราภรณ์ (2554) ได๎ประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae 
ในประเทศไทย จ านวน 231 สายพันธ์ุ จากพื้นที่ 9 จังหวัด ประกอบด๎วยจังหวัดอํางทอง สุพรรณบุรี 
นนทบุรี ปทุมธานี พระนครศรีอยุธยา สระบุรี ชัยนาท สมุทรปราการ และนครศรีธรรมราช โดยใช๎
เทคนิค rep-PCR ด๎วยไพรเมอร์ BOX, ERIC และ REP จัดแบํงเช้ือที่คํา similarity coefficient เทํากับ 
0.54, 0.64 และ 0.63 ตามล าดับ แตํละไพรเมอร์จัดแบํงเช้ือได๎ 2 กลุํม โดยไพรเมอร์ BOX ใน
ประชากรเช้ือกลุํมที่ 1 มีจ านวน 61 สายพันธ์ุ คิดเป็น 26.41% ของประชากรเช้ือทั้งหมด
ประกอบด๎วยเช้ือจากจังหวัดสุพรรณบุรี อํางทอง สมุทรปราการ นครศรีธรรมราช ปทุมธานี 
นนทบุรี พระนครศรีอยุธยา และชัยนาท กลุํม 2 ประกอบด๎วยเช้ือจ านวน 170 สายพันธ์ุ คิดเป็น 
73.59% ของประชากรเช้ือทั้งหมด ในกลุํมนี้ สามารถแบํงเป็นกลุํมยํอยได๎ 5 กลุํม คือ กลุํม 2A, 2B, 
2C, 2D และ 2E ซ่ึงในกลุํมยํอย 2C มีจ านวนประชากรมากที่สุด 82 สายพันธ์ุ คิดเป็น 48.28% ของ
ประชากรเช้ือในกลุํม 2 โดยกลุํมนี้ประกอบด๎วยเช้ือจากทุกจังหวัดที่เก็บตัวอยําง ในกลุํมนี้แสดงให๎
เห็นวําเช้ือ X. oryzae pv. oryzae มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ไพรเมอร์ ERIC แบํงเช้ือได๎ 2 
กลุํม เช้ือในกลุํมที่ 1 มีจ านวน 70 สายพันธ์ุ คิดเป็น 30.30% ของประชากรเช้ือทั้งหมด และกลุํมที่ 2 
มีเช้ือจ านวน 161 สายพันธ์ุ คิดเป็น 69.70% ของจ านวนประชากรเช้ือทั้งหมด แบํงเป็นกลุํมยํอย 
ได๎แกํ 2A, 2B, 2C, 2D, 2E และ 2F ในกลุํมยํอย 2A และ 2F มีเช้ือจ านวน 28 และ 46 สายพันธ์ุ 
ตามล าดับ และไพรเมอร์ REP แบํงเช้ือได๎ 2 กลุํม ในกลุํม 1 มีเช้ือจ านวน 30 สายพันธ์ุ คิดเป็น 
12.98% ของประชากรเช้ือทั้งหมด ซ่ึงเป็นเช้ือมาจากจังหวัดนนทบุรี ปทุมธานี สุพรรณบุรี ชัยนาท 
อํางทอง สมุทรปราการ พระนครศรีอยุธยา และจากกรมวิชาการเกษตร 1 สายพันธ์ุ กลุํม 2 มีเช้ือ
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จ านวน 201 สายพันธ์ุ คิดเป็น 87.02% ของประชากรเช้ือทั้งหมด ในกลุํมนี้แบํงเป็น 7 กลุํมยํอย คือ 
2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F และ 2G ในกลุํมยํอยเหลํานี้เช้ือสํวนใหญํอยํูในกลุํม 2D และ 2G ในกลุํม 
2D มีจ านวน 61 สายพันธ์ุ คิดเป็น 30.35% ของประชากรเช้ือในกลุํม 2 ซ่ึงเป็นเช้ือที่มาจากจังหวัด
ปทุมธานี อํางทอง สุพรรณบุรี ชัยนาท สมุทรปราการ พระนครศรีอยุธยา นนทบุรี และ
นครศรีธรรมราช กลุํม 2G มีเช้ือจ านวน 43 สายพันธ์ุ คิดเป็น 22.39% ของเช้ือทั้งหมดในกลุํม 2 ผล
การใช๎ไพรเมอร์ REP พบวําลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ไดม๎ีความหลากหลายและมีความใกล๎ชิดของเช้ือใน
กลุํมคํอนข๎างสูง 
 
7.  การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต 
 

การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิต โดยการวิเคราะห์จัดกลุํมข๎อมูล
และตัวอยําง (Cluster analysis) เป็นวิธีการทางคณิตศาสตร์ที่ใช๎ในการจ าแนกแบํงข๎อมูล หรือ
ตัวอยํางที่ศึกษาออกเป็นกลุํมยํอยตั้งแตํ 2 กลุํมขึ้นไป กลุํมที่แบํงออกจะแสดงให๎เห็นวําข๎อมูลหรือ
ตัวอยํางที่อยํูในกลุํมเดียวกันมีลักษณะที่คล๎ายกันหรือมีความสัมพันธ์กันมาก ขณะทีข่๎อมูลหรือ
ตัวอยํางที่อยํูตํางกลุํมกันจะมีลักษณะที่ตํางกันหรือมีความสัมพันธ์กันน๎อยหรือไมํมีความสัมพันธ์
กัน ข๎อมูลที่เป็นการปรากฏหรือไมํปรากฏของแถบดีเอ็นเอของกลุํมตัวอยํางที่ได๎ท าการศึกษา
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด๎วยเทคนิค AFLP สามารถน ามาจัดกลุํมด๎วยวิธีการตําง ดังนี้ 
(ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหํงชาติ [สวทช], 2544) 
 

7.1  การจัดกลุํมข๎อมูลหรือตัวอยําง 
 

วิธีการที่ใช๎ในการวิเคราะห์การจัดกลุํมมี 3 วิธี ได๎แกํ Distance function, Maximum 
likelihood และ Maximum parsimony โดย Distance function หรือวิธี UPGMA เป็นการค านวณหา
ระยะหํางจากตัวอยํางที่ต๎องการจัดกลุํมไปยังคํากลางของกลุํม ถ๎าระยะหํางของตัวอยํางนั้นหํางจาก
คํากลางของกลุํมใดต่ าที่สุดสามารถจัดตัวอยํางนั้นให๎อยํูในกลุํมเดียวกันได๎ (สวทช, 2544) 
 

วิธีการทั้ง 3 นี้ น าไปใช๎ในการวิเคราะห์การจัดกลุํมข๎อมูลแตกตํางกัน โดยการจัดกลุํม
และแสดงความสัมพันธ์ของตัวอยํางหรือสิ่งมีชีวิตที่ต๎องการศึกษาเป็นการประเมิน (Estimate) 
ความสัมพันธ์หรือประวัติวิวัฒนาการ (Evolutionary relationship) แสดงในรูปแบบไฟโลจีเนติกทรี 
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(Phylogenetic tree) หรือไฟโลแกรมแบบตํางๆ โดยมี 2 แนวทางในการศึกษา ได๎แกํ Cladistic และ 
Similarity โดย Cladistic เป็นการศึกษาเน๎นถึงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ มีการอ๎างอิงถึง 
บรรพบุรุษรํวม (ancestor) ภาพที่ใช๎ในการแสดงนั้นเรียก Cladogram ขณะที่ไฟโลแกรมที่ใช๎
แนวทาง Similarity หรือ Distance เป็นการประเมินความสัมพันธ์กันของตัวอยํางหรือสิ่งมีชีวิตที่
ศึกษาโดยอาศัยความสัมพันธ์ (Correlation) และความนําจะเป็น (Popability) ในการจัดกลุํม โดยใช๎
วิธีการจัดกลุํมแบบ Distance function ที่จะค านวณความเหมือน (Similarity) หรือความตําง 
(Distance) ของตัวอยํางหรือสิ่งมีชีวิตที่ศึกษา จากนั้นน าคําที่ได๎มาจัดกลุํมตัวอยําง โดยตัวอยํางที่มี
คําความเหมือนกันมากที่สุดหรือมีคําความตํางน๎อยที่สุดจะถูกจัดให๎อยํูในกลุํมเดียวกัน ขณะที่
ตัวอยํางที่มีคําความเหมือนกันน๎อยหรือมีคําความตํางกันมากจะจัดให๎อยํูตํางกลุํมกัน วิธีการ 
Similarity หรือ Distance สามารถบอกไดวํ๎าสิ่งมีชีวิตที่ศึกษามีความเหมือนหรือแตกตํางกันมาก
หรือน๎อย แตํไมํสามารถอ๎างอิงเป็นวิวัฒนาการได๎ เนื่องจากข๎อมูลที่ใช๎ในการจ าแนกนั้นไมํสามารถ
บอกได๎วําเป็นลักษณะที่มีการถํายทอดจากบรรพบุรุษรํวม (Homologous) หรือเป็นลักษณะ
วิวัฒนาการที่ไมํได๎เกี่ยวข๎องกับบรรพบุรุษรํวม (Homophasy) ภาพที่ใช๎แสดงความสัมพันธ์ของการ
จัดกลุํมแบบนี้เรียก Dendrogram ข๎อมูลที่ใช๎ในการจัดกลุํมแบบนี้ เชํน ผลผลิตตํอพื้นที่ จ านวนรวง
ตํอพื้นที่ ความสูงต๎น ลักษณะต๎านทานตํอโรคหรือแมลง และข๎อมูลลักษณะการปรากฏหรือไมํ
ปรากฏของแถบดีเอ็นเอ ที่ได๎จากเทคนิคตํางๆ เชํน RAPD, AFLP หรือ RFLP เป็นต๎น (สวทช, 
2544) 
 

7.2  การตรวจสอบความถูกต๎องของเดนโดรแกรม (Dendrogram) 
 

วิธีการที่ใช๎ตรวจสอบความถูกต๎องและความนําเช่ือถือของเดนโดแกรมที่สร๎างได๎ 
ได๎แก ํ
 

7.2.1  Cophenetic Correlation หรือคํา r เป็นคําที่บอกถึงการจัดกลุํมที่ได๎ดีเพียงใด ซ่ึงดู
ได๎จากคํา goodness of fit โดยค านวณคํา r ถ๎าหากมีคํามากกวํา 0.9 ถือวําจัดกลุํมได๎ดีมาก ถ๎าคํา r มี
คําอยํูระหวําง 0.8-0.9 ถือวําการจัดกลุํมได๎ดี สํวนคํา r มีคําอยํูระหวําง 0.7-0.8 ถือวําจัดกลุํมได๎ปาน
กลาง แตํถ๎าหากคํา r น๎อยกวํา 0.7 ถือวําการจัดกลุํมได๎ไมํดี (สวทช, 2544) 
 

7.2.2  Bootstrap เป็นคําความนําเช่ือถือของกลุํมที่จัดได๎วํามีมากน๎อยเทําไร โดยบอก
เป็นเปอร์เซ็นต์ของโอกาสที่จะมีการจัดกลุํมเหมือนเดิม เมื่อมีการสํุมตัวแปร (Variable) ใดตัวแปร
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หนึ่งที่ใช๎ในการค านวณการจัดกลุํมออกตามจ านวนคร้ังที่ต๎องการ กลุํมตัวอยํางที่มีคํา Bootstrap 
มากแสดงให๎เห็นวํากลุํมที่จัดได๎มีความนําเช่ือถือ โอกาสที่การจัดกลุํมจะเปลี่ยนไปน๎อยเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุํมที่มีคํา Bootstrap น๎อย ตัวอยํางที่แยกออกเป็นกลุํมเดี่ยวไมํสามารถค านวณเป็น
คํา Bootstrap ได๎ (สวทช, 2544) 
 
  7.3  วิธีการส าหรับใช๎จัดกลุํมความสัมพันธ์ด๎วยวิธี Principal Components Analysis (PCA) 
 

การวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (Principal Component Analysis) เป็นวิธีการทางสถิติ
วิธีการหนึ่งใช๎วิเคราะห์ข๎อมูลหลายตัวแปร (Multivariate data) ซึ่งท าให๎เห็นวําข๎อมูลอยํูในรูปหลาย
มิติ (Dimension) การจะอธิบายข๎อมูลโดยรวมท าได๎ยาก การลดมิติของข๎อมูลให๎สามารถอธิบายได๎
โดยจ านวนน๎อยมิติจึงเป็นสิ่งจ าเป็น แตํการลดมิตินั้นจะต๎องสามารถคงรายละเอียดของข๎อมูลโดย
สํวนใหญํไว๎ได๎หรือมีข๎อมูลหายไปพร๎อมกับการลดมิติน๎อย ดังนั้น PCA จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อลด
จ านวนตัวแปร โดยยังคงรักษาความแปรปรวนของข๎อมูล และน าตัวแปรมาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ 
และอธิบายการกระจายของข๎อมูล และโครงสร๎างความสัมพันธ์ระหวํางตัวแปรโดยใช๎องค์ประกอบ
หลักที่อยํูในรูป Linear combination ของตัวแปรเดิม หากจ านวนแกนองค์ประกอบหลักที่ค านวณ
ได๎มีน๎อยกวําจ านวนตัวแปรเดิม แตํสามารถอธิบายความผันแปรของข๎อมูลสํวนใหญํไว๎ได๎เกือบ
เทํากับตัวแปรเดิมทั้งหมด อาจใช๎องค์ประกอบหลักจ านวนน๎อยแกนนั้นแทนตัวแปรเดิมได๎ โดย
จ านวนมิติข๎อมูลจะลดลงเหลือเทํากับจ านวนแกนองค์ประกอบหลักนั้นๆ นอกจากนี้ PCA ยังชํวย
ให๎เห็นความสัมพันธ์ระหวํางตัวแปรได๎ดีขึ้น (อนุชา, 2551) 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
 
1.  การเก็บตัวอย่างและการแยกเชื้อ X. oryzae pv. oryzae 
 

1.1  การเก็บตัวอยํางข๎าวที่แสดงอาการโรคขอบใบแห๎งของข๎าว 
 

เก็บตัวอยํางใบข๎าวที่แสดงอาการโรคขอบใบแห๎ง ดังนี้ ใบข๎าวเกิดจุดฉ่ าน้ า สีเทาหรือ
สีเขียวที่บริเวณปลายใบและขอบใบ ใบข๎าวมีสีเหลืองแห๎งขอบใบหยัก แผลขยายทั้งด๎านกว๎างและ
ยาวของใบข๎าว เก็บตัวอยํางจากแหลํงปลูกข๎าวในประเทศไทยจ านวน 28 จังหวัด (ภาพที่ 1) ได๎แกํ 
จังหวัดเชียงราย เชียงใหมํ ล าปาง อุตรดิตถ์ สุโขทัย พิษณุโลก ก าแพงเพชร พิจิตร นครสวรรค์ 
อุทัยธานี ชัยนาท อํางทอง สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุธยา ปทุมธานี นนทบุรี นครปฐม นครนายก 
กรุงเทพมหานคร กาญจนบุรี ราชบุรี ปราจีนบุรี ฉะเชิงเทรา สระแก๎ว อุดรธานี มหาสารคาม บุรีรัมย์ 
และพัทลุง ท าการบันทึกข๎อมูลพันธ์ุข๎าว และสถานที่เก็บ ปีที่เก็บ  
 

1.2  การแยกเช้ือสาเหตุโรคขอบใบแห๎งของข๎าว 
 

น าใบข๎าวที่แสดงอาการของโรคล๎างผํานน้ าไหล น ามาตัดเป็นชิ้นขนาด 1 เซนติเมตร 
แชํในสารละลาย 5% แคลเซียมไฮโปคลอไรท์ (Calcium hypochlorite; CaCl2O2) เป็นเวลา 1 นาที 
ล๎างด๎วยน้ ากลั่นนึ่งฆําเช้ือ 2-3 ครั้ง จากนั้นตัดเป็นชิ้นขนาดประมาณ 1-2 มิลลิเมตร ใสํในหลอด 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มีน้ านึ่งฆําเช้ือ 1 มิลลิลิตร เขยําประมาณ 5-10 นาที เพื่อให๎เช้ือ X. oryzae pv. 
oryzae ไหลออกจากแผลบนใบข๎าว จากนั้นใช๎ลูปแตะน้ าแชํใบข๎าว น ามา Cross streak บนอาหาร 
Nutrient agar (NA) บํมที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4วัน (วิชัย, 2549) คัดเลือกโคโลนีที่มี
ลักษณะมันเย้ิม ขอบเรียบ กลมนูน สีเหลืองฟางข๎าวหรือสีเหลืองน้ าผึ้ง ใสํในหลอดที่มีน้ านึ่งฆําเช้ือ 
1 มิลลิลิตร เขยําให๎โคโลนีเช้ือแบคทีเรียกระจายเป็นสารแขวนลอย จึงน ามา Cross streak บนอาหาร 
NA ท าเชํนนี้ 2-3 ครั้ง หรือจนกวําจะได๎เช้ือบริสุทธ์ิ จากนั้นเก็บเช้ือแบคทีเรียที่คัดเลือกไว๎ใน
สารละลาย 20% glycerol เก็บที่ -20 และ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใช๎เป็นแหลํงเช้ือในการทดสอบ
ตํอไป 
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ภาพที่ 1  แสดงพื้นที่การเก็บตัวอย่างโรคขอบใบแห้งของข้าวในประเทศไทย 
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2.  การจ าแนกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว 
 

2.1  การจ าแนกเช้ือโดยการศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีบางประการ ตาม
วิธีการของ วิชัย (2549) 
 

2.1.1  การทดสอบคุณสมบัติการติดสีแกรม (Gram’s stain Reaction) 
 

เลี้ยงเช้ือแบคทีเรียบนอาหาร NA เขี่ยเช้ืออายุ 24-48 ช่ัวโมง น ามากระจายลงบน
สไลด์ที่มีน้ ากลั่น 1-2 หยด ทิ้งให๎แห๎ง แล๎วตรึงเซลล์แบคทีเรียให๎ติดกับสไลด์ด๎วยความร๎อน โดย
แผํนสไลด์ผํานบนเปลวไฟ 2-3 คร้ัง อยํางช๎าๆ หยดสารละลาย Crystal violet แชํไว๎ 1 นาที ล๎างสี
อยํางเบาๆ ด๎วยน้ าไหล หยดสารละลายไอโอดีนให๎ทํวมและทิ้งไว๎ 1 นาที ล๎างออกด๎วยน้ า ซับให๎
แห๎ง แล๎วล๎างสีด๎วยแอลกอฮอล์ จากนั้นล๎างออกด๎วยน้ าสะอาด ซับให๎แห๎ง ย๎อมทับด๎วย Safanin-O 
เป็นเวลา 30 วินาที ล๎างผํานน้ าไหลปลํอยให๎แห๎ง น าไปตรวจดูด๎วยกล๎องจุลทรรศน์ 
 

2.1.2  การทดสอบการสร๎างเอนไซม์คาตาเลส (Catalase Production) 
 

เลี้ยงเช้ือแบคทีเรียบนอาหาร NA เมื่อเช้ืออายุ 24-48 ช่ัวโมง ทดสอบกับ
สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen peroxide; H2O2) โดยหยดสารละลายไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ลงบนสไลด์ 1-2 หยด จากนั้นเขี่ยเช้ือแบคทีเรียที่ต๎องการทดสอบ กระจายบน
สารละลายสังเกตการเปลี่ยนแปลงและบันทึกผล ถ๎าเช้ือแบคทีเรียสามารถสร๎างเอนไซม์ catalase   
จะเกิดฟองอากาศในสารละลายที่ทดสอบ 
 

2.1.3  การทดสอบการสร๎างเอนไซม์ออกซิเดส (Oxidase Production) 
 

เลี้ยงเช้ือแบคทีเรียบนอาหาร NA เมื่อเช้ืออายุ 24-48 ช่ัวโมง ทดสอบด๎วย
กระดาษทดสอบ Microbiology Bactident® Oxidase (Merck, Darmstadt, Germany) โดยแตะเช้ือ
เพียงเล็กน๎อยลงบนกระดาษทดสอบ บันทึกผล หากเช้ือแบคทีเรียมีการสร๎างเอนไซม์ oxidase จะ
เกิดสีมํวงบนกระดาษทดสอบภายใน 10 วินาที ถ๎าหากมีการสร๎างเอนไซม์เพียงเล็กน๎อย การเกิดสีจะ
ช๎า (เกิดภายใน 1 นาที) หากไมํมีสีหรือใช๎เวลาเกินกวํา 1 นาที ในการเกิดสี ถือวําไมํมีการสร๎าง
เอนไซม์นี ้
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2.1.4  การทดสอบการสร๎างไนไตรท์ (Nitrite Production) 
 

น าเช้ือแบคทีเรียอายุ 24-48 ช่ัวโมง ย๎ายเช้ือ 1 ลูป ลงในอาหาร Nitrite semi-
solid หลอมที่อุณหภูมิประมาณ 40 องศาเซลเซียส แล๎วใช๎ฝ่ามือหมุนหลอดผสมเช้ือกับอาหารให๎เข๎า
กัน น าไปบํมไว๎ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง แล๎วน ามาเติมสารทดสอบ 
Sulfanilic acid และ Dimethhyl alpha napthylamine อยํางละ 1 มิลลิลิตร ตามล าดับ เขยําให๎สารเข๎า
กับอาหารจนเป็นเนื้อเดียวกัน สังเกตการเปลี่ยนแปลงการเกิดสีในอาหาร บันทึกผล ถ๎าเกิดสีแดงอิฐ 
แสดงวํามีการเปลี่ยนไนเตรท (Nitrate; NO3) เป็นไนไตรท์ (Nitrite; NO2) ถ๎าไมํเกิดสีให๎เติม Zinc 
powder ลงไปเพียงเล็กน๎อย ถ๎ามีสีแดงอิฐเกิดขึ้นแสดงวําไมํมีการเปลี่ยนไนเตรทเป็นไนไตรท์ หาก
ไมํมีสีเกิดขึ้นแสดงวําเกิดการเปลี่ยนไนเตรทเป็นไนไตรท์ 
 

2.1.5  การทดสอบความสามารถในการยํอยแป้ง (Starch Hydrolysis) 
 

น าเช้ืออายุ 24-48 ช่ัวโมง จุดลงบนอาหาร Starch agar บํมที่ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นน ามาทดสอบกับ Gram’s Iodine โดยเทให๎ทํวมอาหารในจาน สังเกต
การเกิดบริเวณใส ถ๎าเกิดบริเวณใส (Clear zone) รอบรอยที่เช้ือเจริญ แสดงวําเช้ือแบคทีเรียใช๎แป้ง
ได๎ ถ๎าไมํมีบริเวณใส แสดงวําเช้ือไมํสามารถยํอยแป้งได๎ 
 

2.1.6  การสร๎างก๏าซไฮโดรเจนซัลไฟด์จาก L-Cysteine (Hydrogen sulfide Production) 
 

น าเช้ืออายุ 24-48 ช่ัวโมง มาเลี้ยงในอาหารเหลว Cysteine medium ในหลอด
ทดสอบฝาเกลียว ที่มีแถบกระดาษกรองที่มีสาร 5% Lead acetate วางที่ปากหลอดแล๎วจึงปิดฝา อยํา
ให๎แถบกระดาษกรองสัมผัสกับอาหาร น าไปบํมที่ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 2-3 วัน สังเกตการ
เปลี่ยนสีบนกระดาษกรอง บันทึกผล ถ๎ามีการสร๎างไฮโดรเจนซัลไฟด์ (Hydrogen sulfide; H2S)    
จะท าให๎กระดาษกรองสีขาวเปลี่ยนเป็นสีด าของ Lead sulfide การผลิตไฮโดรเจนซัลไฟด์จาก
สารประกอบอินทรีย์ของก ามะถันโดยแบคทีเรีย 
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2.1.7  การทดสอบความสามารถในการยํอยไขมัน (Lipolytic Activity) 
 

น าเช้ืออายุ 24-48 ช่ัวโมง มา Streak บนอาหาร Tween-80 agar บํมที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วัน บันทึกผลการเปลี่ยนแปลงของอาหารบริเวณรอบๆ รอยที่เช้ือ
เจริญ ถ๎าเกิดผลึกสีขาวทึบแสงกระจายตามรอยที่เช้ือเจริญ แสดงวําเช้ือมีกิจกรรมของ Lipolytic 
activity เปลี่ยน Tween-80 เป็นผลึกสีขาวของสบูํ (Soap bubble) 
 

2.1.8  การทดสอบความสามารถในการยํอย Esculin (Esculin Hydrolysis) 
 

น าเช้ือแบคทีเรียอายุ 24-48 ช่ัวโมง เลี้ยงในอาหาร Yeast salt broth (YS) ไป
เขยําที่ 150 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 วัน บันทึกผล ถ๎าเช้ือสามารถใช๎ 
Esculinได๎ อาหารจะเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลเข๎ม และจะไมํเรืองแสงเมื่อน าไปสํองดูใต๎แสง
อัลตราไวโอเลต 
 

2.1.9  การทดสอบการเจริญภายใต๎สภาพที่มีและไมํมีออกซิเจน (Oxygen 
Relationship) 
 

น าเช้ือแบคทีเรียอายุ 24-48 ช่ัวโมง น ามา Stap inoculate ในอาหาร Nutrient  
Glucose Agar (NGA) หลอมเหลวที่ 45 องศาเซลเซียส หลอดละหนึ่งเช้ือ เขยําให๎เช้ือผสมกับอาหาร
โดยอยําให๎เกิดฟอง เสร็จแล๎วน าไปใสํในอํางน้ าเย็น เมื่ออาหารแข็งจึงน าไปบํมที่อุณหภูมิห๎อง เป็น
เวลา 1-3 วัน บันทึกผล การเจริญเติบโตถ๎าเช้ือเจริญเฉพาะผิวหน๎าอาหารจัดเป็น Aerobe bacteria 
หากเช้ือเจริญที่ก๎นหลอดจัดเป็น Anaerobe bacteria ถ๎าเจริญจากผิวหน๎าลงมากลางหลอดเป็น 
Facultative anaerobe bacteria และถ๎าเจริญใต๎ผิวหน๎าอาหารลงมาเล็กน๎อยเป็น Microaerophilic  
 

2.1.10  การศึกษาลักษณะการเจริญของเช้ือบนอาหารชนิดตํางๆ ดังตํอไปนี้ 
 

น าเช้ืออายุ 24-48 ช่ัวโมง ทดสอบกับอาหารชนิดตํางๆ ดังนี้ การสร๎างสาร
เรืองแสงบนอาหาร King’s medium B agar, SX-agar, NA ที่เติม 0.1% Triphenyl-tatrazolium 
chloride (TTC) การทดสอบการทนเกลือ (Salt tolerance) บนอาหาร NA ที่เติม 5% NaCl และ
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ลักษณะโคโลนีบนอาหาร Yeast extract dextrose calcium carbonate (YDC) และ Wakimoto’s 
medium 
 

2.2  การทดสอบความสามารถในการกํอให๎เกิดโรค (Pathogeneticity test) 
 

2.2.1  เตรียมเช้ือแบคทีเรียและพืชทดลอง 
 

เตรียมสารแขวนลอยเช้ือแบคทีเรียโดยเลี้ยงเช้ือบนอาหาร NA บํมที่อุณหภูม ิ30  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นน าเช้ือแบคทีเรียเจือจางในน้ ากลั่นนึ่งฆําเช้ือจนเป็นสาร
แขวนลอย วัดคําการสํองผํานแสงด๎วยเครื่อง Spectrophotometer (Spectronic®, Instruments Inc., 
USA) ที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตรปรับให๎ได๎คํา O.D. เทํากับ 0.2 เพื่อใช๎ปลูกเช้ือตํอไป 
 

เตรียมต๎นข๎าวส าหรับปลูกทดสอบเช้ือ โดยน าเมล็ดข๎าวขาวดอกมะลิ 105 ซ่ึง
เป็นพันธ์ุอํอนแอตํอโรคขอบใบแห๎ง แชํในน้ าข๎ามคืน แล๎วน าไปเพาะในกลํองพลาสติกที่มีกระดาษ
ทิชชูชํุมน้ า เป็นเวลา 7 วัน ย๎ายต๎นกล๎าปลูกในกระถางพลาสติกขนาด 15 x 40 เซนติเมตร โดยปลูก 2 
แถวๆ ละ 20 ต๎น รดน้ าให๎ชํุม เป็นเวลา 7 วันหลังจากปลูก ใสํปุ๋ยสูตร 16-20-0 ปลูกเช้ือหลังจากย๎าย
กล๎าข๎าว 1 เดือน 
 

2.2.2  การปลูกเช้ือสาเหตุโรคขอบใบแห๎งของข๎าวในเรือนทดลอง 
 

น าสารแขวนลอยเช้ือแบคทีเรีย (O.D. เทํากับ 0.2) ปลูกเช้ือแบคทีเรียด๎วยวิธี 
Clipping method (Kauffmam et al., 1973) โดยใช๎กรรไกรที่เช็ดด๎วยแอลกอฮอล์ 70% แล๎วเช็ดให๎
แห๎งด๎วยกระดาษทิชชูที่นึ่งฆําเช้ือ จากนั้นใช๎กรรไกรจํุมในสารแขวนลอยเซลล์แบคทีเรียตัดที่ปลาย
ใบข๎าวทุกใบท าเชํนเดียวกันในทุกไอโซเลท โดยให๎เช้ือแบคทีเรียหนึ่งไอโซเลทตํอข๎าวหนึ่งกระถาง 
ในชุดควบคุมลบใช๎น้ านึ่งฆําเช้ือแทนสารแขวนลอยเช้ือและชุดควบคุมบวกใช๎สารแขวนลอยเช้ือ  
X. oryzae pv. oryzae บันทึกผลการเกิดโรค 14 วันหลังจากปลูกเช้ือ 
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3.  การตรวจเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธีพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction; PCR) 
 

ตรวจเช้ือแบคทีเรียที่แยกได๎จากตัวอยํางข๎าวด๎วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยเลี้ยงเช้ือบนอาหาร NA 
เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ใช๎ลูปเขี่ยเช้ือแบคทีเรียที่ต๎องการตรวจสอบเพียงเล็กน๎อย ใสํในหลอดทดลอง
ขนาดเล็กที่มีน้ าปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขยําให๎เช้ือแบคทีเรียกระจายในน้ า น าไปต๎มเป็นเวลา 5 
นาที ใช๎สารแขวนลอยเช้ือที่ต๎ม 2 ไมโครลิตร เป็นดีเอ็นเอต๎นแบบท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตร
รวม 20 ไมโครลิตร โดยมีองค์ประกอบอื่นๆ ดังนี้ 1X PCR buffer, MgCl2 2.5 มิลลิโมลาร,์ dNTPs 
0.2 มิลลิโมลาร,์ ไพรเมอร์ XOR-F (5’-GCATGACGTCATCGTCCTGT-3’) และ XOR-R2 (5’-
CTCGGAGCTATATGCCGTGC-3’) (Naoto and Takashi, 2000) ชนิดละ 0.24 ไมโครโมลาร์ และ 
Taq DNA polymerase® (Promega, Madison, USA) 0.1 ยูนิต น าเข๎าเครื่อง Thermal cycler (Biom-
etra®, Gottingen, Germany) โปรแกรมในการท าปฏิกิริยา ดังนี้ Predenaturation อุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที Denaturation อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
Annealing อุณหภูม ิ63 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที Extension อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 นาที ท าซ้ าขั้นตอน Denaturation ถึงขั้นตอน Extension เป็นจ านวน 30 รอบ และ Final 
extension อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที ตรวจสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด๎วย 
Agarose gel electrophoresis ด๎วย agarose 1.0% ใน 0.5X TBE buffer เปรียบเทียบขนาดกับดีเอ็นเอ
มาตรฐาน (FastRulerTM DNA Ladder, Middle Range, Fermentas) 200 นาโนกรัม ใช๎ความตํางศักย์
คงที่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที น า Agarose gel ย๎อมด๎วยสารละลาย Ethidium bromide เป็นเวลา 
10 นาที ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใต๎แสง UV ด๎วยเครื่อง UV-Transiliuminator (Vilber Lourmat®, 
Germany) 
 
4.  การศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae 
 

4.1.  การวิเคราะห์จีโนมของเช้ือ X.oryzae pv. oryzae ด๎วย In Silico AFLP-PCR 
 

น าข๎อมูลล าดับเบสของจีโนมเช้ือ X. oryzae pv. oryzae มาวิเคราะห์ด๎วยโปรแกรม In 
Silico AFLP-PCR (http://inSilico.ehu.es) เลือกก าหนดคูํเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่มีต าแหนํงจดจ า 4 
และ 6 คูํเบส จ านวน 10 คูํเอนไซม์ ดังนี้ EcoRI/MseI, EcoRI/TaqI, BgIII/MseI, BgIII/TaqI, 
ApaI/MseI, ApaI/TaqI, HindIII/MseI, HindIII/TaqI, PstI/MseI และ PstI/TaqI โดยคูํไพรเมอร์ที่เพิ่ม
เบสคัดเลือกหนึ่งเบส คือ A, C, G, T และ 0 (ไมํเติมเบสใดๆ) ที่บริเวณปลาย 3’ จากนั้นเลือกผลการ
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ทดลองที่มีคูํเอนไซม์และคูํไพรเมอร์ที่ให๎จ านวนแถบดีเอ็นเออยํูในชํวง 100-200 แถบ น าไป
ทดสอบในห๎องปฏิบัติการตํอไป 
 

4.2  การศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ด๎วยเทคนิค AFLP 
 

4.2.1  การเตรียมจีโนมิคดีเอ็นเอ 
 

เลี้ยงเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ในอาหาร Nutrient broth (NB) ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยํา 150 รอบตํอนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง สกัดดี-
เอ็นเอโดยใช๎ CTAB method น าเช้ือแบคทีเรียปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 9,727 x g เป็นเวลา 5 นาที 
เพื่อตกตะกอนและเทสํวนใสทิ้ง ละลายตะกอนด๎วย TE buffer ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหว่ียง
ที่ความเร็ว 9,727 x g เป็นเวลา 5 นาที ท าเชํนเดิมจ านวน 3 คร้ัง เพื่อลดปริมาณสาร Polysaccharide 
ของเช้ือแบคทีเรีย เก็บตะกอนและละลายตะกอนด๎วย TE buffer ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แบํงเป็น
หลอดละ 500 ไมโครลิตร เติมสารละลาย sodium dodecyl sulfate (SDS) 10% ปริมาตร 30 
ไมโครลิตร และ Protenase K (20 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร) และ RNase ชนิดละ 3 ไมโครลิตร ผสมให๎
เข๎ากันโดยกลับหลอดไปมาเบาๆ บํมในอํางน้ าอุํนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
จากนั้นเติม NaCl 5 โมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากันเบาๆ น ามาเติม CTAB 10% / 
NaCl 0.7 โมลาร์ ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากันและน าไปบํมที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที จากนั้นเติม Phenol: Chloroform: Isoamyl alcohol (PCI; 25:24:1), pH 8.0 เติมในปริมาตรที่
เทํากับของเหลวที่ได๎ผสมให๎เข๎ากันเบาๆ ปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 9,727x g เป็นเวลา 30 นาที แล๎ว
ย๎ายสํวนน้ าใสใสํหลอดใหมํ เติม Isopropanol ปริมาตร 0.6 เทําของปริมาตรที่ได๎ น าไปปั่นเหว่ียง 
9,727x g เป็นเวลา 5 นาที เพื่อเก็บตะกอนดีเอ็นเอ ล๎างตะกอนด๎วย Ethanol 70% ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร น าไปปั่นเหว่ียง 3 นาที ทิ้งสํวนที่เป็นของเหลวและตากตะกอนให๎แห๎ง ละลายตะกอนดี
เอ็นเอด๎วย TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (Ausubel et al., 1999) 
 

4.2.2  การเตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 

น าจีโนมิคดีเอ็นเอของแบคทีเรียแตํละสายพันธ์ุจ านวน 150 นาโนกรัม ตัดด๎วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI 5 ยูนิต และ MseI 1.25 ยูนิต (FastDigese® Fermentas, Maryland, USA) 
ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร จากนั้นตํอช้ินดีเอ็นเอด๎วย EcoRI-adaptor และ MseI-adaptor 
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(ตารางที่ 1) ชนิดละ 5 พิโคโมลตํอไมโครลิตร และ 25 พิโคโมลตํอไมโครลิตร ตามล าดับ ATP 1 
มิลลิโมลลาร์ และใช๎เอนไซม์ T4 DNA ligase 1.2 ยูนิต ใน 1X T4 ligase buffer (10x ligase buffer 2 
ไมโครลิตร, 0.5M NaCl 2 ไมโครลิตร และ 1 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร BSA 1.0 ไมโครลิตร) น าไปบํม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง น าดีเอ็นเอเก็บไว๎ที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช๎ใน
การท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ตํอไป 
 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด๎วยวิธีพีซีอาร์โดยใช๎จีโนมิคที่ตัดและเช่ือมตํอกับ adapter 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร คูํไพรเมอร์จากการทดลองในโปรแกรม In Silico AFLP-PCR ได๎แกํ 
EcoRI+0/MseI+A, EcoRI+0/MseI+C, EcoRI+0/MseI+T, EcoRI+A/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0, 
EcoRI+C/MseI+C, EcoRI+G/MseI+G และ EcoRI+0/MseI+0 โดยใช๎ไพรเมอร์ EcoRI ชนิดละ 0.1
ไมโครโมลลาร์ และไพรเมอร์ MseI ชนิดละ 0.1 ไมโครโมลลาร์ ท าปฏิกิริยาใน 1X PCR buffer, 
dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร์ MgCl2 0.75 มิลลิโมลาร์ และ Taq DNA polymerase® (Promega) 0.5 ยูนิต 
ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตรโดยโปรแกรมในการท าปฏิกิริยา ดังนี้ Predenaturation 94  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที Denaturation 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที Annealing 56 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที Extension 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ท าซ้ าขั้นตอน 
Denaturation ถึง Extension เป็นจ านวน 30 รอบ และ Final extension 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที  
 

4.2.3  แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอด๎วย Polyacrylamide gel electrophoresis และ 
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด๎วยวิธี Silver staining 
 

น าผลจากปฏิกิริยาพีซีอาร์ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยใช๎ Denaturing 
polyacrylamide gel electrophoresis 5% ประกอบด๎วย acrylamide 30% (acrylamide: bisacrylamide 
อัตราสํวน 19:1 ใน ยูเรีย 7.5โมลาร์) ปริมาตร 8 มิลลิลิตร, 5X TBE ปริมาตร 8 มิลลิลิตร, ยูเรีย 18 
กรัม, น้ ากลั่น ปริมาตร 10 มิลลิลิตร, Ammonium persulfate (APS) 10% ปริมาตร 400 ไมโครลิตร 
และ N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamine (TEMED) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
 

ประกอบกระจกเข๎ากับชุดอิเล็กโทรโฟริซิส (Life Technologies/Gibco BRL 
Model S2) ขนาด 33 x 40 ตารางเซนติเมตร เติมบัฟเฟอร์ 1X TBE buffer ลงในชํองด๎านบน 400 
มิลลิลิตร และด๎านลําง 600 มิลลิลิตร ท า Prerun ใช๎ความตํางศักย์ไฟฟ้าคงที่ 1,500 โวลต์ เป็นเวลา 
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30 นาที หรือจนกวําอุณหภูมิสูงถึง 55-58 องศาเซลเซียส น าดีเอ็นเอที่ได๎จากปฏิกิริยาพีซีอาร์หยดดี
เอ็น-เอตัวอยํางละ 3ไมโครลิตร ลงในแตํละชํองเปิดเครื่องจํายกระแสไฟฟ้าใช๎ความตํางศักย์ 1,500 
โวลต์ เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง หรือจนกระทั่งสีของ Xylene cyanol เคลื่อนที่ลงมา 2 ใน 3 สํวนของเจล 
ปิดเครื่องจํายกระแสไฟฟ้า ดูดบัฟเฟอร์ออกและแยกกระจกทั้งสองแผํนออกจากกัน 
 
ตารางที่ 1  อะแดบเตอร์และไพรเมอร์ที่ใช๎ในการศึกษา 
 

ช่ือ ล าดับเบส ที่มา 
EcoRI-adaptor 5’- CTCGTAGACTGCGTACC-3’  

5’-AATTGGTACGCAGTCTAC-3’ 
Vos et al., 1999 

MseI-adaptor 5’-GACGATGAGTCCTGAG-3’  
5’-TACTCAGGACTCAT-3’ 

Vos et al., 1999 

EcoRI+0 5’-GACTGCGTACC-3’ Vos et al., 1999 
MseI+0 5’-GATGAGTCCTGAG-3’ Vos et al., 1999 
EcoRI+A 5’-GACTGCGTACCA1/-3’ งานวิจัยนี้ 
EcoRI+C 5’-GACTGCGTACCC-3’ งานวิจัยนี้ 
EcoRI+G 5’-GACTGCGTACCG-3’ งานวิจัยนี้ 
MseI+A 5’-GATGAGTCCTGAGA-3’ งานวิจัยนี้ 
MseI+C 5’-GATGAGTCCTGAGC-3’ งานวิจัยนี้ 
MseI+T 5’-GATGAGTCCTGAGT-3’ งานวิจัยนี้ 
MseI+G 5’-GATGAGTCCTGAGG-3’ งานวิจัยนี้ 

 
หมายเหตุ  1ชนิดเบสคัดเลือกที่เพิ่มบริเวณปลาย 3’ของไพรเมอร์ 
 

ย๎อมกระจกด๎วยวิธี Silver staining น ากระจกที่มีเจลติดอยํูแชํในสารละลาย 
Fixative เป็นเวลา 20 นาที เขยําเบาๆ บนเครื่องเขยํา จากนั้นล๎างด๎วยน้ า Deionization (DI) 2 ครั้ง 
ครั้งแรกเป็นเวลา 30 นาที และครั้งที่ 2 เป็นเวลา 5 นาที บนเครื่องเขยํา จากนั้นแชํในสารละลาย   
ซิลเวอร์ไนเตรต เป็นเวลา 30 นาที แล๎วล๎างด๎วยน้ า DI อยํางรวดเร็ว เพื่อล๎างซิลเวอร์ที่มากเกินพอ 
แล๎วน าแผํนเจลแชํในสารละลาย Developer เขยําเป็นเวลา 5-10 นาที หรือจนกวําจะเห็นแถบดีเอ็นเอ
อยํางชัดเจน หยุดปฏิกิริยาด๎วยสารละลาย 10% Acetic acid ล๎างด๎วยน้ ากลั่นและตากให๎แห๎งเพื่อ
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น าไปวิเคราะห์ตํอไป (ดัดแปลงจากสุรินทร์, 2545) น าคูํไพรเมอร์และคูํเอนไซม์ที่ให๎จ านวนแถบดี
เอ็นเอที่แตกตําง (Polymorphysm) มากสุด น ามาศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ X. 
oryzae pv. oryzae ตํอไป 
 

4.3  การศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ด๎วยเทคนิค rep-PCR 
 

ในการศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ด๎วยเทคนิค Repetitive 
sequence-based Polymerase Chain Reaction หรือ rep-PCR โดยใช๎ไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ ไพรเมอร์ 
REP คือ REP1R-I;5’-IIIICGICGICATCIGGC-3’และ REP2R-I; 5’-ICGICTTATCIGGCCTAC-3’ 
(Louws et al., 1994) และไพรเมอร์ ERIC ได๎แกํ ERICIR; 5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATT 
CAC-3’ และ ERIC2R; 5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’ (Versalovic et al., 1991) 
 

เตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์ประกอบด๎วย 1X PCR buffer, dNTP 625 ไมโครโมลลาร์, 
MgCl2 1 มิลลิโมลาร์, Taq DNA polymerase® (Promega) 2 ยูนิต, ไพรเมอร์ REP (REP1R-I และ 
REP2R-I) ชนิดละ 2 ไมโครโมลลาร์ และดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม ในปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร  
โดยใช๎โปรแกรมในการท าปฏิกิริยาใน 1 รอบ ดังนี้ Predenaturation 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 
นาที Denaturation 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที Annealing ส าหรับไพรเมอร์ REP เป็น 45 
องศาเซลเซียส และไพรเมอร์ ERIC เป็น 52 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที Extension 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 นาที ท าซ้ าขั้นตอน Denaturation ถึง Extension เป็นจ านวน 30 รอบ และ 
Final Extension 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที (Vera Cruze et al., 1996) ตรวจสอบการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์เบื้องต๎นด๎วย 1.1% agarose gel electrophoresis ใน 0.5X 
TBE โดยน าดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร ผสมกับ 6X Loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ใช๎ความ 
ตํางศักย์คงที่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที แล๎วจึงน าไปตรวจสอบอีกครั้งด๎วย 5% Acrylamide gel 
โดยน าผลผลิตจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ผสมกับ Sequencing dey แยก
ขนาดบน 5% Acrylamide gel และตรวจสอบด๎วยแถบดีเอ็นเอด๎วยวิธี Silver stain ตามข๎อ 4.2.3 
 
5.  การวิเคราะห์ข้อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
 

5.1  การวิเคราะห์ข๎อมูลด๎วยวิธี UPGMA ด๎วยโปรแกรม NTSYS 
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รวบรวมข๎อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิค AFLP และข๎อมูลจากไพรเมอร์ REP 
และ ERIC จากเทคนิค rep-PCR โดยให๎ข๎อมูลเป็นแบบ Binary data คือ มีแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏให๎
คะแนนเป็น “1” หากไมํมีแถบดีเอ็นเอปรากฏให๎คะแนนเป็น “0” แล๎วจึงน าผลไปวิเคราะห์ด๎วย
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System 
(NTSYS) version 2.01d (Serial number, EY2489QP,Applied Biostatistics, Inc.) (Rohlf, 1998) 

 
5.1.1  การเตรียมข๎อมูลเพื่อวิเคราะห์ 

 
เตรียมข๎อมูลที่ได๎จากการประเมินลายพิมพ์ดีเอ็นเอในโปรแกรม Excel ในแนว

สดมภ์ (Column) โดยชํอง A1 ใสํตัวเลข 1 เพื่อบอกลักษณะของข๎อมูล (Type of matrix) ซึ่ง
หมายเลข 1 คือข๎อมูลจัดรูปแบบเป็น Rectangular data matrix สํวนชํอง B1 ระบุจ านวนตัวอยํางใน
แถว (Rows) ชํอง C1 ให๎ระบุจ านวนดีเอ็นเอเครื่องหมายในแนวสดมภ์และชํอง D1 เป็นชํองที่ระบุ
วํามีข๎อมูลสูญหายหรือไมํ ซ่ึงหมายเลย 0 คือ ไมํมีข๎อมูลสูญหายและหมายเลข 1 คือ มีข๎อมูลสูญหาย 
เว๎นหนึ่งแถวในแนวนอน เร่ิมป้อนข๎อมูลช่ือไอโซเลทเช้ือในแนวสดมภ์ เร่ิมตั้งแตํชํอง A3 ของไอ
โซเลทแรก ชํอง A4 เป็นไอโซเลทที่สอง ชํอง A5 เป็นไอโซเลทที่สาม จนครบทุกไอโซเลท และ
ป้อนข๎อมูลดีเอ็นเอเครื่องหมายของไอโซเลทแรกในแนวนอน เร่ิมตั้งแตํชํอง B3, C3, D3…. เป็นต๎น
ไป สํวนดีเอ็นเอเครื่องหมายของไอโซเลทที่สอง เร่ิมตั้งแตํชํอง B4, C4, D4…. เป็นต๎นไปจนครบ
ทุกไอโซเลท จากนั้นบันทึกไฟล์ที่ต๎องการวิเคราะห์ในนามสกุล .xls 
 

5.1.2  การประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
 

ประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzaey pv. oryzae โดยใช๎
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ NTSYS version 2.01d  ค านวณคําสัมประสิทธ์ิความเหมือนของเช้ือสาเหตุ
โรคแล๎วน าไปสร๎างแผนภูมิแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในรูปแบบไฟโลจีเนติกทรีด๎วยวิธี 
UPGMA (Unweighted Pairgroup Method with Arithmetic Averages) การสร๎างแผนภูมิแสดง
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในรูปแบบไฟโลจี-เนติกทรีโดยใช๎วิธีการจัดกลุํมแบบ Distance 
function ที่จะค านวณความตําง (Distance) ของตัวอยําง 
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ย๎ายข๎อมูลในโปรแกรม Excel ที่มีนามสุกล .xls ตามวิธีการเตรียมข๎อมูลในข๎อ 
5.1.1 เมื่อเข๎าสูํโปรแกรม NTSYS version 2.01d โดยเข๎าโปรแกรมยํอย NT edit เลือก File/Import 
Excel จากนั้นเลือกไฟล์ที่ต๎องการ บันทึกข๎อมูล file/save file as ซึ่งไฟล์ที่ได๎จะมีนามสกุลเป็น .nts 
น าไฟล์ข๎อมูลที่ได๎จาก NT edit สร๎างเดนโดรแกรมโดยเข๎าโปรแกรมยํอย Similarity วิเคราะห์หาคํา 
Similarity โดยเลือกโปรแกรม NTSYS version 2.01d และเข๎าโปรแกรมยํอย SimQual (similarity 
for qualitative data) ใช๎ในการค านวณหาคํา Similarity ของข๎อมูลที่เป็นลักษณะคุณภาพหรือเป็น
มาตรวัดแบบ Nominal scale เชํน ข๎อมูลที่เป็นการปรากฏของแถบดีเอ็นเอบนเจล หากมีแถบดีเอ็นเอ
อํานคําเป็น 1 ถ๎าไมํมีแถบดีเอ็นเออํานคําเป็น 0 ในการศึกษาคร้ังนี้เลือกใช๎สัมประสิทธ์ิ Dice’s 
coefficient บันทึกไฟล์ที่ได๎จากการวิเคราะห์คํา Similarity โดยมีสมการดังนี้ (สวทช, 2544) 
 

   Dice’s coefficient:  
 
 

   โดยที่ a,b และ c คือ คําเปรียบเทียบข๎อมูลของตัวอยํางที่ i และ j 
 

    จากนั้นเลือกวิธีการจัดกลุํมโดยเลือกโปรแกรมยํอย Clustering เข๎าโปรแกรม
ยํอย SHAN (Sequential Agglomerative Hierarchical Nestedcluster Method) น าไฟล์ที่ได๎จากการ
วิเคราะห์คํา Similarity มาใช๎วิเคราะห์การจัดกลุํมโดยเลือกวิธีการจัดกลุํม UPGMA จากนั้นดูผลการ
จัดกลุํม โดยเลือกดู tree ได๎ที่ tree plot  
 

5.1.3  การวิเคราะห์ Cophenetic Correlation 
 

การค านวณหาคํา Cophenetic correlation (r) ซึ่งเป็นคําที่ใช๎ในการตรวจสอบ
เดนโดรแกรม วิเคราะห์ด๎วยโปรแกรม NTSYS version 2.01d โดยใช๎ข๎อมูลจากไฟล์ที่ใช๎ในการ
สร๎างเดนโดรแกรม คือไฟล์ที่ได๎จากการค านวณ Simmilarity (SimQ) และ Clustering (SHAN) โดย
เข๎าที่ Clustering เลือกโปรแกรมยํอย Coph เลือกไฟล์ที่ได๎จาก SAHN บันทึกไฟล์ที่ได๎จากการ
ค านวณ จากนั้นไปที่ Graphics เลือก MaxCoph น าไฟล์ที่ได๎จากการค านวณคํา Simmilarity (SimQ) 
และไฟล์ที่ได๎จาก Coph เพื่อค านวณหา Cophenetic correlation การอํานคํา Cophenetic correlation 
ที่ได๎ โดยคํา r มีคํามากกวํา 0.9 ถือวําจัดกลุํมได๎ดี ถ๎ามีคําอยํูระหวําง 0.8-0.9 ถือวําการจัดกลุํมใช๎ได๎ 

2a 
(2a+b+c) 
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หากมีคําอยํูระหวําง 0.7-0.8 ถือวําการจัดกลุํมได๎ดีปานกลาง และหากคํา r มีคําน๎อยกวํา 0.7 ถือวําจัด
กลุํมได๎ไมํด ี
 

5.1.4  การค านวณคํา Bootstrap ด๎วยโปรแกรม Winboot 
 

การวิเคราะห์คํา Bootstrap ด๎วยโปรแกรม WinBoot (Yap and Nelson, 1996) 
การเตรียมข๎อมูลในไฟล์ Excel จะแตกตํางจากการเตรียมข๎อมูลเพื่อวิเคราะห์ในโปรแกรม NTSYS 
เล็กน๎อย โดยการเตรียมข๎อมูลใน Excel ชํอง A1 ระบุจ านวนแถวของข๎อมูล เว๎น 2 เคาะ ระบุจ านวน
สดมภ์ของข๎อมูล การป้อนข๎อมูลที่ต๎องการวิเคราะห์เร่ิมตั้งแตํชํอง B2 เป็นต๎นไป จากนั้นบันทึกไฟล์
เป็นนามสกุล .prn (Space delimited ) น าเข๎าโปรแกรม Winboot เลือกไฟล์ที่ต๎องการวิเคราะห์ที่มี
นามสกุล .prn และตั้งช่ือไฟล์ส าหรับบันทึก ซ่ึงไฟล์จะมีนามสกุล .txt จากนั้นก าหนดคํา
สัมประสิทธ์ิเลือก Dice’s coefficient เชํนเดียวกับที่ก าหนดในการวิเคราะห์การจัดกลุํมด๎วย
โปรแกรม NTSYS เลือกจ านวนคร้ังที่ต๎องการวิเคราะห์ในชํอง Samples จ านวน 1,000 เพื่อให๎
โปรแกรมค านวณคํา Bootstrap 

 
5.2  การวิเคราะห์ข๎อมูลด๎วยวิธี Principal Component Analysis (PCA) ด๎วยโปรแกรม 

NTSYS 
 

น าข๎อมูล Binary data ที่เตรียมใน Excel ตามข๎อ 5.1.1 โดย Import ไฟล์ Excel เข๎า
โปรแกรม NTedit ที่เป็นโปรแกรมยํอยใน NTSYS แปลงไฟล์เป็นนามสกุล .nts หรือจะเลือกใช๎
ไฟล์ NTedit จากวิธี UPGMA มาวิเคราะห์ก็ได๎ จากนั้นเลือกฟังก์ช่ัน general เข๎าโปรแกรมยํอย 
stand และ Input file ที่ได๎จาก NTedit ท าการวิเคราะห์ เพื่อค านวณคํา Standard บันทึกไฟล์ที่ได๎จาก
การวิเคราะห์ stand ขั้นตอนตํอมาเลือกฟังก์ช่ัน similarity เข๎าโปรแกรมยํอย simint และ Input file ที่
ได๎จาก stand โดยเลือกสัมประสิทธ์ิ (coefficient) CORR วิเคราะห์และบันทึกไฟล์ที่ได๎จาก simint 
จากนั้นเลือกฟังก์ช่ัน Ordination เข๎าโปรแกรมยํอย Eigen และ Input file ที่ได๎จากการวิเคราะห์ 
simint วิเคราะห์และบันทึกไฟล์ที่ได๎จาก Eigen โดยขั้นตอนนี้ การวิเคราะห์จะค านวณคํา 
eigenvector และ eigenvalue บันทึกไฟล์ที่ได๎ในนามสกุล .txt และโปรแกรมจะแสดงภาพ 3 มิติ 
หมุนแกนภาพ 3 มิติ ตามความเหมาะสม 
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ผลและวิจารณ์ 
 
1.  การเก็บตัวอย่างและแยกเชื้อ X. oryzae pv. oryzae 
 

1.1  การเก็บตัวอยํางข๎าวที่แสดงอาการโรคขอบใบแห๎งของข๎าว 
 

จากการเก็บตัวอยํางโรคขอบใบแห๎งของข๎าวในระหวํางเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2551 ถึง 
เดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ. 2553 จากแหลํงปลูกข๎าวจ านวน 28 จังหวัด (ภาพที่ 1) ประกอบด๎วยจังหวัด
เชียงราย เชียงใหมํ ล าปาง อุตรดิตถ์ สุโขทัย พิษณุโลก ก าแพงเพชร พิจิตร นครสวรรค์ อุทัยธานี 
ชัยนาท อํางทอง สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุธยา ปทุมธานี นนทบุรี นครปฐม นครนายก
กรุงเทพมหานคร กาญจนบุรี ราชบุรี ปราจีนบุรี ฉะเชิงเทรา สระแก๎ว อุดรธานี มหาสารคาม บุรีรัมย์ 
และพัทลุง จ านวนตัวอยํางที่เก็บได๎ 220 ตัวอยําง (ตารางที่ 2) จากการเก็บตัวอยํางโรค พบการ
ระบาดของโรคโดยทั่วไป โดยเฉพาะในนาภาคกลางเขตชลประทาน ซ่ึงมีการปลูกพันธ์ุข๎าวอํอนแอ
กันมาก เชํน พิษณุโลก 2 (ภาพที่ 2ก) อาการโรคที่สังเกตได๎สอดคล๎องกับรายงานของ Ou (1985) 
และ Nino-Liu et al. (2006) ได๎แกํ อาการช้ าฉ่ าน้ า (water soak) แผลบนใบข๎าวมีสีเทาและมีแผลช้ า
ฉ่ าน้ า (ภาพที่ 2ข) อาการใบไหม๎ (leaf blight) โดยขอบใบข๎าวแสดงอาการไหม๎ ขอบใบไมํเรียบ 
แผลขยายทั้งด๎านกว๎างและด๎านยาวของใบข๎าว (ภาพที่ 2ค) นอกจากนี้ยังสามารถพบ Bacterial ooze 
ที่ติดอยํูบนใบข๎าว (ภาพที่ 2ง) 
 

 
 
 
 

ภาพที่ 2  ลักษณะอาการของโรค (ก) โรคขอบใบแห้งในแปลงนา (ข) อาการช้ าฉ่ าน้ า   
  (water soak) (ค) อาการขอบใบแห้ง (leaf blight) (ง) Bacterial ooze บนใบ 
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1.2  การแยกเช้ือสาเหตุโรคขอบใบแห๎งของข๎าว 
 

จากการเก็บตัวอยํางจ านวน 28 จังหวัด เมื่อน ามาแยกเช้ือบนอาหาร NA เป็นเวลา 2-3 
วัน คัดเลือกเช้ือที่มีลักษณะโคโลนีกลมนูน สีเหลืองฟางข๎าว ผิวหน๎าและขอบเรียบ มันวาว เป็น
ลักษณะของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae (Ou, 1985) ได๎จ านวน 105 ไอโซเลท จากแปลงข๎าว 50 แปลง 
ในพื้นที่ 25 จังหวัด ได๎แกํ จังหวัดเชียงราย เชียงใหมํ ล าปาง อุตรดิตถ์ สุโขทัย พิษณุโลก 
ก าแพงเพชร พิจิตร ชัยนาท นครสวรรค์ อุทัยธานี อํางทอง สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุธยา นนทบุรี 
นครปฐม นครนายก กรุงเทพมหานคร กาญจนบุรี ปราจีนบุรี ฉะเชิงเทรา อุดรธานี มหาสารคาม 
บุรีรัมย์ และพัทลุง สํวนอีก 3 จังหวัด ที่ไมํพบเช้ือ คือจังหวัดปทุมธานี ราชบุรี และสระแก๎ว 
เนื่องจากอาการใบไหม๎สีแสด เกิดเฉพาะที่ปลายใบข๎าว เมื่อแยกเช้ือพบวําไมํมีลักษณะโคโลนีคล๎าย
กับเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ซึ่งตํางจากอาการใบไหม๎ที่แยกเช้ือได๎ เป็นอาการไหม๎จากขอบใบ แผล
ไหม๎เป็นสีฟางข๎าว นอกจากนี้ในบางตัวอยําง ข๎าวแสดงอาการขอบใบแห๎ง แตํเนื่องจากเกษตรกรได๎
ฉีดพํนยาก าจัดแบคทีเรีย จึงไมํสามารถแยกเช้ือได๎ สํวนตัวอยํางที่แยกเช้ือได๎ สามารถคัดเลือก
โคโลนีเช้ือได๎จ านวน 105 ไอโซเลท (ตารางที่ 2) จากพันธ์ุข๎าวจ านวน 13 พันธุ์ ได๎แกํ พิษณุโลก 2, 
หอมปทุม, หลวงประทาน, กข6, ขาวดอกมะลิ 105, สุพรรณบุรี 3, กข15, อีโต๎, ปิ่นเกษตร, OC6, 
สุพรรณบุรี, สังข์หยด และข๎าวเล็บนก โดยพบโรคในข๎าวที่ไมํทราบพันธ์ุด๎วย การให๎หมายเลขไอโซ
เลท ประกอบด๎วยตัวอักษร 2 ตัวแรก คือ ช่ือจังหวัด อักษรตัว L (Location) ตามด๎วยหมายเลข คือ 
สถานที่เก็บตัวอยํางตัวเลข คือหมายเลขไอโซเลทเช้ือที่แยกได๎ เชํน ไอโซเลท ATL2-1 เป็นเช้ือจาก
จังหวัดอํางทอง Location ที่ 2 คือ ต าบลไผด า อ าเภอวิเศษชัยชาญ ไอโซเลทที่ 1 และไอโซเลท 
ATL4-1 เป็นเช้ือจากจังหวัดอํางทอง Location ที่ 4 คือ ต.บางจักร อ.วิเศษชัยชาญ ไอโซเลทที่ 1 เป็น
ต๎น (ตารางที่ 3) 
 
2.  การจ าแนกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว 
 

2.1  การจ าแนกเช้ือโดยการศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีบางประการ 
 

จากการศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีของเช้ือแบคทีเรียคัดเลือก 
จ านวน 105 ไอโซเลท (ตารางที่ 3) พบวําเช้ือทั้งหมดเป็นแบคทีเรียแกรมลบ ขนาด 1-2 x 0.8-1 μm 
(ภาพที่ 3ก) และพบวํามีเช้ือจ านวน 64 ไอโซเลท ให๎ผลการทดสอบทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีทุก
ลักษณะการทดสอบเหมือนกับสายพันธ์ุอ๎างอิงของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae (Xoo-0019) ที่ได๎ความ
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อนุเคราะห์มาจากกรมวิชาการเกษตร ได๎แกํ การทดสอบการติดสีแบบแกรม (Gram’s stain) พบวํา
เป็นแบคทีเรียแกรมลบ, สร๎างเอนไซม์คาตาเลส ในการทดสอบ Catalase test (ภาพที่ 3ข), ไมํสร๎าง
เอนไซม์ออกซิเดส เมื่อทดสอบ Oxidase test (ภาพที่ 3ค), สามารถยํอย Esculin ได๎ จากการทดสอบ 
Esculin hydrolysis (ภาพที่ 3ง), สามารถเจริญได๎ภายใต๎สภาพที่มีออกซิเจน ในการทดสอบ Oxigen 
relationship (ภาพที่ 3จ), ไมํสร๎างไนไตรท์จากไนเตรต เมื่อทดสอบ Nitrite production (ภาพที่ 3ฉ), 
ไมํสามารถยํอยแป้งได๎ จากการทดสอบ Strach hydrolysis, สามารถสร๎างก๏าซไฮโดรเจนซัลไฟล์จาก 
L-cystein ในการทดสอบ H2S production (ภาพที่ 3ช), ยํอยไขมัน Tween-80 จากการทดสอบ 
Lipolytic activity, ไมํเรืองแสงบนอาหาร King’s B medium, SX agar (ภาพที่ 3ซ), ไมํสามารถเจริญ
บนอาหารที่ม ีNA+0.1% TTC และ NA+5% NaCl แตํสามารถเจริญบนอาหาร YDC และ 
Wakimoto’s medium ได๎ ซ่ึงลักษณะที่กลําวมาแล๎ว เป็นคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีที่
สอดคล๎องกับรายงานของ Ou (1985); Nino-Liu et al. (2006) และ EPPO (2007) 
 

ในขณะที่เช้ือแบคทีเรียที่ทดสอบจ านวน 41 ไอโซเลท ให๎ผลการทดสอบบางลักษณะ
ตํางจากเช้ือ X. oryzae pv. oryzae สายพันธ์ุอ๎างอิง แบํงเป็นกลุํมเช้ือที่สามารถสร๎างเอนไซม์ออกซิ-
เดสได๎ จ านวน 23 ไอโซเลท กลุํมเช้ือที่ไมํสามารถสร๎างก๏าซไฮโดรเจนซัลไฟล์จาก L-cystein ได๎ 
จ านวน 13 ไอโซเลท และกลุํมเช้ือที่สร๎างเอนไซม์ออกซิเดส แตํไมํสร๎างก๏าซไฮโดรเจนซัลไฟล์ 
จ านวน 3 ไอโซเลท และอีก 2 ไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท CML4-4 สร๎างเอนไซม์ออกซิเดส, ยํอย
แป้ง และ Esculin ได๎ เจริญบนอาหาร SX แตํให๎โคโลนีสีขาวขุํนบนอาหาร YDC และไอโซเลท 
CHL8-2 มีเพียงการทดสอบ Starch hydrolysis ซึ่งเช้ือสามารถยํอยแป้งได๎ ซ่ึงลักษณะความผันแปร
ของประชากรของเช้ือในการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่เกิดขึ้นนั้น สอดคล๎องกับผลการทดสอบ
ของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ตามรายงานของ EPPO (2007) และ Van Den Mooter and Swing 
(1990)  
 

สํวนลักษณะของเช้ือที่ทดสอบบนอาหาร YDC และ Wakimoto’s medium พบโคโลนี
ของเช้ือจ านวน 104 ไอโซเลท มีโคโลนีขอบเรียบ กลมนูน เย้ิม สีเหลืองน้ าผึ้ง ซ่ึงเช้ือในจีนัส 
Xanthomonas sp. จะมีลักษณะโคโลนีดังกลําวบนอาหาร YDC ในขณะที่เช้ือไอโซเลท CML4-4 
ให๎ผลตํางจากไอโซเลทเช้ืออื่นๆ เนื่องจากลักษณะโคโลนีบนอาหารมีสีขาว ซึ่งอาจไมํใชํเช้ือใน
จีนัส Xanthomonas sp. สํวนการเจริญบนอาหาร Wakimoto’s medium  พบวําเช้ือทั้ง 104 ไอโซเลท 
มีโคโลนีขอบเรียบ คํอนข๎างกลม สีเหลืองนวล และลักษณะเย้ิมมาก สอดคล๎องกับลักษณะของเช้ือที่
รายงานไว๎โดย Van Den Mooter and Swing (1990)  
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2.2  การทดสอบความสามารถในการกํอให๎เกิดโรค (Pathogeneticity test) 
 

จากการทดสอบความสามารถในการเกิดโรคของเช้ือแบคทีเรียที่คัดเลือกจ านวน 105 
ไอโซเลท โดยปลูกเช้ือบนข๎าวพันธ์ุ KDML105 ด๎วยวิธี Clipping method ตามวิธีการ Kauffman et 
al. (1973) พบวําเช้ือแบคทีเรียที่คัดเลือกจ านวน 97 ไอโซเลท ท าให๎ต๎นข๎าวแสดงอาการใบไหม๎ 
หลังจากปลูกเช้ือ 7 วัน และเหลืองแห๎งตายในที่สุดหลังจากปลูกเช้ือได๎ 14 วัน (ภาพที่ 4) และพบวํา
มีเช้ือจ านวน 8 ไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท CM L4-4, NW L1-1, NW L1-2, PRL2-1, PRL4-1, CH 
L8-2, BR L1-1 และ PG L1-1 ไมํกํอโรคกับข๎าวทดสอบ (ตารางที่ 3) 
 

2.3  ผลการจ าแนกเช้ือสาเหตุโรคขอบใบแห๎งของข๎าว 
 

ผลที่ได๎จากการศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีบางประการ การทดสอบ
ความสามารถในการกํอโรคกับพันธ์ุข๎าว สรุปได๎วําเช้ือแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรค
ขอบใบแห๎งของข๎าว ที่แยกได๎ทั้งส้ิน 97 ไอโซเลท โดยมีเช้ือเพียง 8 ไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท 
CML4-4, CHL8-2, NWL1-1, NWL1-2, PRL2-1, PRL4-1, BRL1-1 และ PGL1-1 ให๎ผลการ
ทดสอบทางชีวเคมีบางประการเทํานั้นที่เหมือนกับเช้ือ X. oryzae pv. oryzae สายพันธ์ุอ๎างอิง แตํเช้ือ
ไอโซเลทเหลํานี้ไมํกํอโรคบนพันธ์ุข๎าวทดสอบ ดังนั้นเช้ือทั้ง 8 ไอโซเลท จึงไมํใชํเช้ือเช้ือสาเหตุ
โรคขอบใบแห๎ง ซึ่งรวมถึงเช้ือไอโซเลท CHL8-2 ที่แยกได๎จากข๎าวพันธ์ุ OC6 จากจังหวัด
ฉะเชิงเทรา 
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ตารางที่ 2  แสดงข๎อมูลการเก็บตัวอยํางข๎าวประกอบด๎วยจังหวัดที่เก็บตัวอยําง ปีที่เก็บ 
    จ านวนตัวอยํางที่เก็บและจ านวนไอโซเลทเช้ือที่แยกเช้ือได๎ 

 
จังหวัด ปีท่ีเก็บ ตัวอยํางท่ีเก็บ จ านวนไอโซเลท 
1. เชียงราย 2552 14 10 
2. เชียงใหมํ 2552 23 8 
3. ล าปาง 2552 1 1 
4. อุตรดิตถ์ 2552 1 1 
5. สุโขทัย 2551 16 5 
6. พิษณุโลก 2551 10 4 
7. ก าแพงเพชร 2552 4 4 
8. พิจิตร 2552 4 2 
9. นครสวรรค์ 2552 7 4 
10. อุทัยธานี 2552 5 4 
11. ชัยนาท 2551/ 2552 5 5 
12. อํางทอง 2552 6 4 
13. สุพรรณบุรี 2551 3 2 
14. พระนครศรีอยุธยา 2552 5 2 
15. ปทุมธานี 2552 2 0 
16. นนทบุรี 2552 28 6 
17. นครนายก 2552 3 1 
18. นครปฐม 2552 17 11 
19. กรุงเทพมหานคร 2552 1 1 
20. กาญจนบุรี 2552 8 2 
21. ราชบุรี 2551/ 2552 13 0 
22. ปราจีนบุรี 2552 6 4 
23. ฉะเชิงเทรา 2552 18 7 
24. สระแก๎ว 2552 1 0 
25. อุดรธานี 2552 6 6 
26. มหาสารคาม 2552 4 4 
27. บุรีรัมย์ 2552 6 4 
28. พัทลุง 2553 3 3 

รวม - 220 105 
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ภาพที่ 3  การทดสอบทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีบางประการ (ก) การติดสีแกรม  
 (ข) การสร้างเอนไซม์คาตาเลส (ค) การสร้างเอนไซม์ออกซิเดส (ง) การย่อย Esculin 

               (จ) การเจริญภายใต้สภาพที่มีและไม่มีออกซิเจน (ฉ) การสร้างไนไตรท์ (ช) การสร้าง  
               กา๊ซไฮโดรเจนซัลไฟด์ (ซ) การเจริญบน SX-agar (ฌ) การย่อยแป้ง และ (ญ) การ 
               เจริญบน Wakimoto’s medium 
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3.  การตรวจเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธีพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction; PCR) 
 

จากการตรวจเช้ือจ านวน 105 ไอโซเลท ด๎วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช๎ไพรเมอร์ XOR-F และ 
XOR-R2 เพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอขนาด 470 คูํเบส ของบริเวณ 16S-23S rDNA spacer ที่จ าเพาะตํอ
เช้ือ X. oryzae pv. oryzae (Naoto and Takashi, 2000) พบวํามีเช้ือแบคทีเรียคัดเลือกจ านวน 97 ไอ-
โซเลท (ตารางที่ 3) ที่สามารถเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอที่มีขนาด 470 คูํเบส (ภาพที่ 5) เชํนเดียวกับเช้ือ 
X. oryzae pv. oryzae-0019 ที่เป็นสายพันธุ์อ๎างอิง ในขณะที่มีเช้ือ 8 ไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท CM 
L4-4, NW L1-1, NW L1-2, PRL2-1, PRL4-1, CH L8-2, BR L1-1 และ PG L1-1 ไมํสามารถเพิ่ม
ปริมาณช้ินดีเอ็นเอขนาด 470 คูํเบส 

ภาพที ่4  แสดงผลการทดสอบการเกิดโรค (ก) การปลูกเช้ือด้วยวิธี Clipping method  
 (ข) อาการหลังจากปลูกเช้ือ 7 วัน (ค) อาการหลังจากปลูกเช้ือ 14 วัน และ  
 (ง) ชุดควบคุมลบ คือ ต้นข้าวปกติที่ไม่ได้ปลูกเช้ือ 
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ภาพที่ 5  แสดงผลการตรวจเช้ือแบคทีเรียด้วยเทคนิคพีซีอาร์ แถบดีเอ็นเอของเช้ือ X. oryzae  
               pv. oryzae จากการเพิ่มปริมาณยีน 16S-23S spacer ขนาด 470 คู่เบส (ลูกศรช้ี) ช่องที่ 1-14  

 เช้ือแบคทีเรียที่แยกได้จากใบข้าว, Xoo.: X. oryzae pv. oryzae, Xac.: X. axonopodis     
 pv.citri, M: Middle range DNA marker (Fermentas, Ontario, Canada), N: น้ ากลั่นนึ่งฆ่า  
 เช้ือ 
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- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
53

. 
SP

 L1
-1 

สุพ
รร
ณบุ

รี 
พิษ

ณุโ
ลก

 2 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

54
. 

SP
 L1

-3 
สุพ

รร
ณบุ

รี 
พิษ

ณุโ
ลก

 2 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

55
. 

AY
 L2

-1 
พร

ะน
คร

ศร
ีฯ 

ไมํ
ทร

าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
+ 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

56
. 

AY
 L3

-1 
พร

ะน
คร

ศร
ีฯ 

ไมํ
ทร

าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

57
. 

NB
 L7

-1 
นน

ทบุ
รี 

พิษ
ณุโ

ลก
 2 

- 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
58

. 
NB

 L7
-3 

นน
ทบุ

รี 
พิษ

ณุโ
ลก

 2 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

59
. 

NB
 L7

-5 
นน

ทบุ
รี 

พิษ
ณุโ

ลก
 2 

- 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
60

. 
NB

 L7
-6 

นน
ทบุ

รี 
พิษ

ณุโ
ลก

 2 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

61
. 

NB
 L7

-7 
นน

ทบุ
รี 

พิษ
ณุโ

ลก
 2 

- 
+ 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
62

. 
NB

 L7
-8 

นน
ทบุ

รี 
พิษ

ณุโ
ลก

 2 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

63
. 

NP
 L1

-1 
นค

รป
ฐม

 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

64
. 

NP
 L2

-2 
นค

รป
ฐม

 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 
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 (ต
ํอ)

 
   

  
ล า
ดับ

 

    
ไอ

โซ
เลท

 

    
จัง
หว

ัด 

    
พัน

ธุ์ข
๎าว

 

  Gram’s stain
1/
 

  Catalase  test
2/
 

  Oxidase  test
2/
 

  Nitrite production
2/
 

  Starch hydrolysis
2/
 

  H2S production
2/
 

  Lipolytic activity
2/
 

  Esculin hydrolysis
2/
 

  Oxygen  relationship
2/
 

กา
รเจ

ริญ
บน

อา
หา

ร 

  PCR
6/
 

  Pathogenicity
7/
 

  King’s B
3/
 

  SX agar
4/
 

  NA+ 0.1% TTC
4/
 

  NA+ 5% NaCl
4/
 

  YDC
5/
 

  Wakimoto’s
5/
 

65
. 

NP
 L2

-3 
นค

รป
ฐม

 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

66
. 

NP
 L2

-5 
นค

รป
ฐม

 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

67
. 

NP
 L2

-6 
นค

รป
ฐม

 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

68
. 

NP
 L3

-1 
นค

รป
ฐม

 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

69
. 

NP
 L3

-3 
นค

รป
ฐม

 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

70
. 

NP
 L3

-4 
นค

รป
ฐม

 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

71
. 

NP
 L3

-5 
นค

รป
ฐม

 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

72
. 

NP
 L3

-6 
นค

รป
ฐม

 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

73
. 

NP
 L3

-7 
นค

รป
ฐม

 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

74
. 

BK
 L1

-1 
กท

ม.
 

ไมํ
ทร

าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

75
. 

KB
 L4

-1 
กา
ญจ

นบุ
รี 

ป่ิน
เกษ

ตร
 

- 
+ 

+ 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
76

. 
KB

 L5
-1 

กา
ญจ

นบุ
รี 

ไมํ
ทร

าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

77
. 

NY
 L1

-1 
นค

รน
าย
ก 

ไมํ
ทร

าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 
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5 
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รา
งท
ี่ 3 

 (ต
ํอ)

 
   

  
ล า
ดับ

 

    
ไอ

โซ
เลท

 

    
จัง
หว

ัด 

    
พัน

ธุ์ข
๎าว

 

  Gram’s stain
1/
 

  Catalase  test
2/
 

  Oxidase  test
2/
 

  Nitrite production
2/
 

  Starch hydrolysis
2/
 

  H2S production 
2/
 

  Lipolytic activity
2/
 

  Esculin hydrolysis
2/
 

  Oxygen  relationship
2/
 

กา
รเจ

ริญ
บน

อา
หา

ร 

  PCR
6/
 

  Pathogenicity
7/
 

  King’s B
3/
 

  SX agar
4/
 

  NA+ 0.1% TTC
4/
 

  NA+ 5% NaCl
4/
 

  YDC
5/
 

  Wakimoto’s
5/
 

78
. 

PR
 L1

-1 
ปร

าจ
ีนบุ

รี 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

79
. 

PR
 L2

-1 
ปร

าจ
ีนบุ

รี 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

- 
- 

80
. 

PR
 L4

-1 
ปร

าจ
ีนบุ

รี 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

- 
- 

81
. 

PR
 L5

-1 
ปร

าจ
ีนบุ

รี 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

82
. 

CH
 L1

-1 
ฉะ

เชิง
เท
รา
 

ไมํ
ทร

าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
+ 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

83
. 

CH
 L2

-1 
ฉะ

เชิง
เท
รา

 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
+ 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

84
. 

CH
 L5

-1 
ฉะ

เชิง
เท
รา

 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

85
. 

CH
 L7

-1 
ฉะ

เชิง
เท
รา
 

ไมํ
ทร

าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
+ 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

86
. 

CH
 L8

-2 
ฉะ

เชิง
เท
รา

 
OC

6 
- 

+ 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

- 
- 

87
. 

CH
 L9

-1 
ฉะ

เชิง
เท
รา

 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
+ 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

88
. 

CH
 L1

1-1
 

ฉะ
เชิง

เท
รา

 
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
+ 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

89
. 

UN
 L1

-1 
อุด

รธ
าน

ี 
กข

6  
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

90
. 

UN
 L2

-1 
อุด

รธ
าน

 ี
KD

M
L1

05
 

- 
+ 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
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 (ต
ํอ)

 
   

  
ล า
ดับ

 

    
ไอ

โซ
เลท

 

    
จัง
หว

ัด 

    
พัน

ธุ์ข
๎าว

 

  Gram’s stain
1/
 

  Catalase  test
2/
 

  Oxidase  test
2/
 

  Nitrite production
2/
 

  Starch hydrolysis
2/
 

  H2S production 
2/
 

  Lipolytic activity
2/
 

  Esculin hydrolysis
2/
 

  Oxygen  relationship
2/
 

กา
รเจ

ริญ
บน

อา
หา

ร 

  PCR
6/
 

  Pathogenicity
7/
 

  King’s B
3/
 

  SX agar
4/
 

  NA+ 0.1% TTC
4/
 

  NA+ 5% NaCl
4/
 

  YDC
5/
 

  Wakimoto’s
5/
 

91
. 

UN
 L3

-1 
อุด

รธ
าน

 ี
KD

M
L1

05
 

- 
+ 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
92

. 
UN

 L4
-1 

อุด
รธ
าน

 ี
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

93
. 

UN
 L4

-2 
อุด

รธ
าน

 ี
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

94
. 

UN
 L4

-3 
อุด

รธ
าน

 ี
ไมํ

ทร
าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

95
. 

M
S L

1-1
 

มห
าส
าร
คา
ม 

ไมํ
ทร

าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

96
. 

M
S L

1-2
 

มห
าส
าร
คา
ม 

ไมํ
ทร

าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

97
. 

M
S L

2-1
 

มห
าส
าร
คา
ม 

ไมํ
ทร

าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

98
. 

M
S L

2-2
 

มห
าส
าร
คา
ม 

ไมํ
ทร

าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

99
. 

BR
 L1

-1 
บุร

ีรัม
ย์ 

หล
วง
ปร

ะท
าน

 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

- 
- 

10
0. 

BR
 L1

-2 
บุร

ีรัม
ย์ 

หล
วง
ปร

ะท
าน

 
- 

+ 
+ 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

10
1. 

BR
 L3

-1 
บุร

ีรัม
ย์ 

ไมํ
ทร

าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

10
2. 

BR
 L4

-1 
บุร

ีรัม
ย์ 

ไมํ
ทร

าบ
พัน

ธุ์ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

10
3. 

PG
 L1

-1 
พัท

ลุง
 

ข๎า
วเล

็บน
ก 

- 
+ 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
- 

- 
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ไอ

โซ
เลท
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หว

ัด 

    
พัน

ธุ์ข
๎าว

 

  Gram’s stain
1/
 

  Catalase  test
2/
 

  Oxidase  test
2/
 

  Nitrite production
2/
 

  Starch hydrolysis
2/
 

  H2S production
2/
  

  Lipolytic activity
2/
 

  Esculin hydrolysis
2/
 

  Oxygen  relationship
2/
 

กา
รเจ

ริญ
บน

อา
หา

ร 

  PCR
6/
 

  Pathogenicity
7/
 

  King’s B
3/
 

  SX agar
4/
 

  NA+ 0.1% TTC
4/
 

  NA+ 5% NaCl
4/
 

  YDC
5/
 

  Wakimoto’s
5/
 

10
4. 

PG
 L1

-2 
พัท

ลุง
 

สัง
ข์ห

ยด
 

- 
+ 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
10

5. 
PG

 L2
-1 

พัท
ลุง

 
ข๎า
วเล

็บน
ก 

- 
+ 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

- 
- 

- 
+ 

+ 
+ 

+ 

 หม
าย
เห
ตุ 
 1/ + =

 แก
รม

บว
ก, 
– =

 แก
รม

ลบ
 

    
    

    
    

  2/ + =
เกิด

ปฏ
ิกิริ
ยา

, –
 =ไ

มํเ
กิด

เกิด
ปฏ

ิกิริ
ยา

 
    

    
    

    
  3/ + =

 เรื
อง
แส

งบ
นอ

าห
าร

, –
 = 
ไม

ํเรือ
งแ
สง

บน
อา
หา

ร 
    

    
    

    
    

    
    

  4
/ + =

 เจ
ริญ

บน
อา
หา

ร, 
– =

 ไม
ํเจริ

ญบ
นอ

าห
าร

 
    

    
    

    
    

    
    

  5
/ + =

 โค
โล

นีข
อบ

เรีย
บ 
กล

มน
ูน 
สีเ
หล

ือง
นว

ล,
 – 

=ไ
มํใ
ชํโ

คโ
ลน

ีขอ
บเ
รีย
บ 
กล

มน
ูน 
สีเ
หล

ือง
นว

ล 
    

    
    

    
  6/ + =

ให๎
ปฏ

ิกิริ
ยา
เป
็นบ

วก
, –

 =ใ
ห๎ป

ฏิก
ิริย
าเป

็นล
บ 

    
    

    
    

  7/ + =
 แส

ดง
อา
กา
รข

อบ
ใบ

แห๎
ง, 
– =

 ไม
ํแส

ดง
อา
กา
รข

อบ
ใบ

แห๎
งบ

นข
๎าว
ขา
วด

อก
มะ

ล ิ1
05
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4.  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae 
 

4.1  การวิเคราะห์จีโนมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ด๎วยเทคนิค In Silico AFLP-PCR 
 

จากการวิเคราะห์คูํเอนไซม์และคูํไพรเมอร์ (ตารางผนวกที่ 1) ด๎วยโปรแกรม In Silico 
AFLP-PCR (Bikandi et al., 2004) โดยอาศัยข๎อมูลจีโนมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae สายพันธ์ุ 
KACC10331 จากฐานข๎อมูล NCBI และข๎อมูลของเอนไซม์ตัดจ าเพาะจาก Roberts et al. (2003) 
การทดสอบนี้ พบวําเอนไซม์ EcoRI และ MseI โดยมีไพรเมอร์ที่มีการเพิ่มเบสคัดเลือกที่บริเวณ
ปลาย 3’ จ านวน 6 คูํ ให๎จ านวนแถบดีเอ็นเออยํูในชํวง 100-200 แถบ ได๎แกํ คูํไพรเมอร์ 
EcoRI+A/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0, EcoRI+0/MseI+A, EcoRI+0/MseI+C, EcoRI+G/MseI+G 
และ EcoRI+0/MseI+T แตํละคูํไพรเมอร์ให๎แถบดีเอ็นเอจ านวน 131, 198, 136, 182, 111 และ 183 
แถบ ตามล าดับ (ตารางที่ 4) โดยมีช้ินดีเอ็นเอขนาดใหญํสุด 2,987 bp. จากคูํไพรเมอร์ 
EcoRI+A/MseI+0 และขนาดเล็กสุด 12 bp. จากคูํไพรเมอร์ EcoRI+0/MseI+C จึงน าข๎อมูลทั้ง 6 คูํ
ไพรเมอร์ที่ได๎มาทดสอบจริงในห๎องปฏิบัติการ นอกจากนี้ยังมีคูํเอนไซม์และคูํไพรเมอร์อื่นๆ ที่ให๎
จ านวนแถบดีเอ็นเออยํูในชํวง 100-200 แถบ (ตารางผนวกที่ 1) ซึ่งมีจ านวนและขนาดที่เหมาะสมตํอ
การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอบนอะคริลาไมด์เจล ดังแสดงในตารางผนวกที่ 2-9 การวิเคราะห์นี้สรุป
ได๎วําจ านวนและชนิดของเบสคัดเลือกที่เพิ่มเข๎าไปบริเวณปลาย 3’ ของคูํไพรเมอร์ มีผลตํอจ านวน
แถบดีเอ็นเอที่ได๎ สอดคล๎องกับการทดสอบของวัฒนิกร (2550) ที่ใช๎โปรแกรม In Silico AFLP-
PCR ในการทดสอบกับแบคทีเรีย Erwinia carotovora subsp. atroseptica  
 

4.2  การวิเคราะห์จีโนมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae เพื่อหาคูํเอนไซม์และคูํไพรเมอร์ที่ 
เหมาะสมด๎วยเทคนิค AFLP 
 

น าข๎อมูลคูํไพรเมอร์ที่ได๎จาก In Silico AFLP-PCR จ านวน 6 คูํ ได๎แกํ คูํไพรเมอร์ 
EcoRI+A/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0, EcoRI+0/MseI+A, EcoRI+0/MseI+C, EcoRI+G/MseI+G 
และ EcoRI+0/MseI+T รํวมกับอีก 2 คูํไพรเมอร์ ที่ใช๎ในการเปรียบเทียบ ได๎แกํ EcoRI+0/MseI+0 
และ EcoRI+0/MseI+G โดยน ามาทดสอบจริงในห๎องปฏิบัติการกับเช้ือ X. oryzae pv. oryzae 
จ านวน 6 ไอโซเลท พบวําสามารถแบํงคูํไพรเมอร์ออกเป็นสามกลุํม ดังนี้ กลุํมแรก คูํไพรเมอร์ที่ให๎
แถบดีเอ็นเอทั้งหมด (total band) จ านวนมาก ไมํสามารถประเมินได๎ด๎วยสายตา ได๎แกํ 
EcoRI+0/MseI+0 และ EcoRI+0/MseI+G กลุํมสอง เป็นกลุํมคูํไพรเมอร์ที่ให๎จ านวนแถบดีเอ็นเอ
ทั้งหมดที่สามารถประเมินได๎ด๎วยสายตา แตํให๎จ านวนแถบดีเอ็นเอที่แตกตําง (polymorphism band) 

ค 

65 
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น๎อย ได๎แกํ คูํไพรเมอร์ EcoRI+0/MseI+A, EcoRI+0/MseI+C, EcoRI+0/MseI+T มีจ านวนแถบ      
ดีเอ็นเอทั้งหมดเทํากับ 105 แถบ, 105 แถบ และ 102 แถบ และให๎แถบดีเอ็นเอที่แตกตําง เทํากับ 11 
แถบ, 8 แถบ และ 10 แถบ ตามล าดับ และกลุํมสาม เป็นกลุํมคูํไพรเมอร์ที่ให๎จ านวนแถบดีเอ็นเอ
ทั้งหมดสามารถประเมินได๎ด๎วยสายตา และให๎จ านวนแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางมากสุดจากไพรเมอร์ที่
ทดสอบ ได๎แกํ คูํไพรเมอร์ EcoRI+A/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0 และ EcoRI+G/MseI+G ให๎
จ านวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดเทํากับ 81 แถบ, 82 แถบ และ 94 แถบ และให๎จ านวนแถบดีเอ็นเอที่
แตกตํางเทํากับ 18 แถบ 16 แถบ และ 13 แถบ ตามล าดับ โดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์แถบดีเอ็นเอที่
แตกตําง เทํากับ 22.22%, 19.51% และ 13.82% ตามล าดับ (ตารางที่ 4) 
 

ผลการทดสอบการวิเคราะห์จีโนมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae จ านวน 6 ไอโซเลท
ในห๎องปฏิบัติการด๎วย คูํไพรเมอร์ EcoRI+0/MseI+0 และ EcoRI+0/MseI+G ให๎ผลการทดสอบ
สอดคล๎องกับผลการวิเคราะห์ด๎วยเทคนิค In Silico AFLP-PCR คือให๎จ านวนแถบดีเอ็นเอมากกวํา 
200 แถบ ซึ่งไมํสามารถประเมินบนอะคริลาไมด์เจลได๎ ในขณะที่คูํไพรเมอร์ EcoRI+G/MseI+G 
สอดคล๎องกับรายงานของ Kosawang et al. (2006) ที่ใช๎คูํไพรเมอร์นี้ศึกษาความหลากหลายของเช้ือ 
X. oryzae pv. oryzae ในเขตภาคเหนือของประเทศไทย โดยพบวําคูํไพรเมอร์ที่เพิ่มเบสคัดเลือกข๎าง
ละหนึ่งเบส (+1/+1) เหมาะสมในการใช๎ศึกษากับเช้ือ X. oryzae pv. oryzae แตํในการศึกษาคร้ังนี้
เพิ่มเบสคัดเลือกหนึ่งเบสเพียงหนึ่งข๎างของไพรเมอร์แตํละชนิด (+1/0 หรือ 0/+1) จึงท าให๎แถบ      
ดีเอ็นเอที่ได๎ยังมีจ านวนมาก หากเลือกคูํไพรเมอร์จากการทดลองในโปรแกรม In Silico AFLP-PCR 
ที่ให๎แถบดีเอ็นเออยํูในชํวง 50-100 แถบ อาจชํวยลดจ านวนแถบดีเอ็นเอที่ได๎จากการทดสอบจริง
บนอะคริลาไมด์  

 
จากการใช๎เทคนิค In Silico AFLP-PCR ชํวยในการวิเคราะห์หาคูํเอนไซม์และคูํ 

ไพรเมอร์ที่เหมาะสม ด๎วยการจ าลองการทดลองในเวปไซด์ http://insilico.ehu.es/AFLP/ สามารถ
ชํวยให๎การทดลองประหยัดทั้งเวลา คําใช๎จํายเอนไซม์และไพรเมอร์ (วัฒนิกร, 2550) เมื่อปรียบ
เทียบแถบดีเอ็นเอที่ได๎จากการทดลองด๎วยเทคนิค In Silico AFLP-PCR กับเทคนิค AFLP พบวําการ
ทดลองด๎วยเทคนิค In Silico AFLP-PCR ให๎แถบดีเอ็นเอมากกวําการทดสอบ AFLP ในห๎อง 
ปฏิบัติการบนอะคริลาไมด์เจล เนื่องจากการวิเคราะห์ด๎วยเทคนิค In Silico AFLP-PCR จากเว็บไซต์
สามารถวิเคราะห์แถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเล็กกวํา 20 bp. และนับจ านวนแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเทํากัน
แตํมีล าดับเบสตํางกันเข๎าไปด๎วย ดังนั้นผลการวิเคราะห์จ านวนแถบดีเอ็นเอที่แสดงใน In Silico 
AFLP-PCR analysis จึงมากกวําการทดลองในห๎องปฏิบัติการ ซึ่งใช๎อะคริลาไมด์เจลในการตรวจ

http://insilico.ehu.es/AFLP/
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แยกแถบดีเอ็นเอ โดยที่แถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเล็กอาจเคลื่อนออกนอกแผํนเจลไป หรือแถบดีเอ็นเอที่
มีขนาดเทํากัน แตํล าดับเบสที่แตกตํางกันก็ไมํสามารถแยกแถบดีเอ็นเอได๎จากเจล 
 

จากข๎อมูลการทดสอบเบื้องต๎นนี้จึงได๎น าทั้ง 3 คูํไพรเมอร์ ได๎แกํ คูํไพรเมอร์ 
EcoRI+A/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0 และ EcoRI+G/MseI+G ทดสอบกับเช้ือจ านวน 31 ไอโซเลท 
เพื่อประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ในประเทศไทย 
 
ตารางที่ 4  เปรียบเทียบจ านวนแถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะห์ด๎วยเทคนิค In Silico AFLP-PCR  

    โดยอาศัยฐานข๎อมูลจีโนมเช้ือ X. oryzae pv. oryzae สายพันธ์ุ KACC10331 กับการ 
     วิเคราะห์จีโนมเช้ือ X. oryzae pv. oryzae จ านวน 6 ไอโซเลท ด๎วยเทคนิค AFLP 

 

 
หมายเหตุ  - ไมํสามารถประเมินแถบดีเอ็นเอได ๎

 
 
 
 
 
 

 
ไพรเมอร์ 

 

In Silico 
AFLP-PCR 

 AFLP gel  
แถบดีเอ็นเอ
ทั้งหมด 

แถบดีเอ็นเอที่
แตกตําง 

% ความ
แตกตําง 

EcoRI+0/MseI+0 734 - - - 
EcoRI+0/MseI+G 235 - - - 
EcoRI+0/MseI+A 136 105 11 10.47 
EcoRI+0/MseI+C 182 105 8 7.61 
EcoRI+0/MseI+T 183 102 10 9.08 
EcoRI+A/MseI+0 131 81 18 22.22 
EcoRI+C/MseI+0 198 82 16 19.51 
EcoRI+G/MseI+G 111 94 13 13.82 
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4.3  วิเคราะห์จีโนมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ด๎วยเทคนิค AFLP 
 

วิเคราะห์จีโนมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae มาทดสอบกับเช้ือ X. oryzae pv. oryzae 
จ านวน 31 ไอโซเลท ด๎วยคูํไพรเมอร์ EcoRI+A/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0 และ EcoRI+G/MseI+G 
พบจ านวนแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางเทํากับ 17 แถบ 24 แถบ และ 20 แถบ ตามล าดับ (ตารางที่ 5) รวม
จ านวนดีเอ็นเอที่แตกตํางได๎ทั้งส้ิน 61 แถบ และให๎เปอร์เซ็นต์แถบดีเอ็นเอที่แตกตํางเฉลี่ย เทํากับ 
24.69% โดยพบวําคูํไพรเมอร์ EcoRI+C/MseI+0 ให๎เปอร์เซ็นต์แถบดีเอ็นเอที่แตกตํางสูงสุดคือที่ 
30.76% 
 
ตารางที่ 5  เปรียบเทียบจ านวนแถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะห์จีโนมเช้ือ X. oryzae pv. oryzae 

    จ านวน 31 ไอโซเลท 
 

 
ไพรเมอร์ 

AFLP gel 
แถบดีเอ็นเอทั้งหมด แถบดีเอ็นเอที่แตกตําง %ความแตกตําง 

EcoRI+A/MseI+0 80 17 21.25 
EcoRI+C/MseI+0 78 24 30.76 
EcoRI+G/MseI+G 89 20 22.47 

รวม 247 61 24.69 
 

4.3.1  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae จาก 
เทคนิค AFLP ด๎วยวิธี UPGMA 
 

เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ด๎วย
เทคนิค AFLP โดยใช๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่ได๎จากการท าปฏิกิริยาด๎วยคูํไพรเมอร์ EcoRI+A 
/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0 และ EcoRI+G/MseI+G และวิเคราะห์ด๎วยโปรแกรม NTSYS version 
2.01d (Applied Biostatistics, Inc) จัดกลุํมความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด๎วยวิธี UPGMA และ
ค านวณคําสัมประสิทธ์ิความเหมือนด๎วย Dice’s coefficient โดยใช๎เช้ือ X. oryzae pv. oryzicola เป็น
เช้ือ out-group พบวําสามารถแยกเช้ือทั้งสองได๎ที่คําความเหมือน (similarity) เทํากับ 0.35 และ
พบวําประชากรเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ของประเทศไทยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง 
โดยสามารถแบํงกลุํมที่คําความเหมือนเทํากับ 0.80 ได๎ทั้งหมด 9 กลุํม (ภาพที่ 6) และมีคํา goodness 
of fit ของการจัดกลุํมโดยค านวณได๎จาก cophenetic correlation (r) ได๎คําเทํากับ 0.95180 (ภาพที่ 7) 
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หากคํา r มีคํามากกวํา 0.9 แสดงถึงกลุํมที่จัดได๎อยํูในระดับที่ดีมากและมีความนําเช่ือถือ (สวทช, 
2544) 
 

จากภาพที่ 6 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ของเช้ือ X. oryzae pv.oryzae ที่
ได๎จากเทคนิค AFLP วิเคราะห์คําความเหมือนด๎วย Dice’s coefficient จัดกลุํมด๎วยวิธี UPGMA 
พบวํากลุํม 1 เป็นเช้ือจากจังหวัดเชียงราย ไอโซเลท CRL2-1 มีความเหมือนกับเช้ืออื่นๆ น๎อยที่สุด 
โดยมีคําความเหมือนอยํูที่ 0.60 ขณะที่กลุํม 2 และกลุํม 3 มีพันธุกรรมใกล๎กัน ซึ่งเป็นเช้ือจาก
ภาคเหนือตอนลํางมีพื้นที่ติดกัน โดยกลุํม 2 มีเช้ือหนึ่งไอโซเลท (SKL1-2) จากจังหวัดสุโขทัย สํวน
กลุํม 3 ประกอบด๎วยเช้ือจ านวนสองไอโซเลท จากจังหวัดสุโขทัย (SKL2-3) และจังหวัดพิษณุโลก 
(PLL2-1) กลุํม 4 เป็นเช้ือจากจังหวัดบุรีรัมย์หนึ่งไอโซเลท คือ BRL3-1 สํวนกลุํม 5 เป็นเช้ือจาก
จังหวัดอุดรธานีจ านวนหนึ่งไอโซเลท คือ UNL2-1 กลุํม 6 เป็นเช้ือจากทางภาคใต๎หนึ่งไอโซเลท คือ 
PGL1-2 จากจังหวัดพัทลุง กลุํม 7 และกลุํม 8 เป็นเช้ือจากจังหวัดนครปฐมกลุํมละหนึ่งไอโซเลท 
ทั้งสองกลุํมมีพันธุกรรมใกล๎กัน โดยแยกจากกันที่คําความเหมือน 0.79 และกลุํม 9 เป็นกลุํมที่มี
ประชากรเช้ือมากที่สุด จ านวน 22 ไอโซเลท คิดเป็น 70.97% ของประชากรเช้ือทั้งหมด ในกลุํมนี้
เป็นเช้ือแยกได๎จากพื้นที่ปลูกข๎าว 16 จังหวัด ได๎แกํ จังหวัดอํางทอง นนทบุรี ปราจีนบุรี ฉะเชิงเทรา 
นครสวรรค์ มหาสารคาม เชียงใหมํ ล าปาง นครนายก สุพรรณบุรี อุทัยธานี พิจิตร ก าแพงเพชร 
นครปฐม ชัยนาท และเชียงราย ซ่ึงเป็นเช้ือที่แยกได๎จากพื้นที่มีความแตกตํางทางนิเวศวิทยาของ
พื้นที่ปลูกพันธ์ุข๎าวและวิธีเขตกรรมที่แตกตํางกัน 
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4.3.2  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae จาก

เทคนิค AFLP ด๎วยวิธี PCA 
 

ผลการวิเคราะห์แสดงความสัมพันธ์ของเช้ือด๎วยวิธีทางสถิติแบบ PCA ตาม
วิธีการของ Rohlf (1998) ด๎วยโปรแกรม NTSYS V. 2.01d โดยแสดงเป็นภาพสามมิติ (ภาพที่ 8) จาก
การใช๎ข๎อมูล binary data ที่ได๎จากเทคนิค AFLP พบวํามีเพียง 4 ตัวแปรหลัก (ไอโซเลทหรือกลุํม
เช้ือ) ที่ให๎คําความผันแปรหรือความแปรปรวนทั้งหมดในตัวแปรหรือตัวอยํางที่ใช๎ในการศึกษา 
(Eigenvalues) มากกวํา 1 ได๎แกํ ตัวแปรที่ 1, 2, 3 และ 4 ที่มีคํา Eigenvalue เทํากับ 20.53, 1.99, 1.44 
และ 1.09 ตามล าดับ โดยให๎เปอร์เซ็นต์ที่สามารถอธิบายความผัน-แปรของตัวอยํางทั้ง 31 ไอโซเลท 
ได๎ที่ 64.17%, 6.24%, 4.50% และ 3.41% ตามล าดับ (ตารางผนวกที่ 10)  
 

จากการจัดกลุํมด๎วยวิธี PCA พบวําสามารถแยกกลุํมเช้ือ X. oryzae pv. oryzicola 
จากประชากรเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ได๎อยํางชัดเจนในทั้งสามมิติ ส าหรับการจัดกลุํมในประชากร
เช้ือ X. oryzae pv. oryzae พบวําการจัดกลุํมแบบ PCA สามารถจัดกลุํมเช้ือได๎ 7 กลุํม (Clusters) ดังนี้ 
กลุํมที่ 1 ประกอบด๎วยเช้ือจ านวน 17 ไอโซเลท จากจังหวัดเชียงใหมํ ล าปาง นครสวรรค์ อํางทอง 

ภาพที่ 7  แสดงการกระจายของข๎อมูลในการจัดกลุํมด๎วยเทคนิค AFLP ค านวณด๎วยโปรแกรม 
 ยํอย MxComp ของโปรแกรม NTSYS version 2.01d ผลค านวณได๎คํา cophenetic  
 correlation (r) เทํากับ 0.95180 
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นนทบุรี นครปฐม นครนายก ฉะเชิงเทรา ปราจีนบุรี มหาสารคาม และพัทลุง กลุํม 2 มีเช้ือจ านวน 5 
ไอโซเลท จากจังหวัดชัยนาท (CNL2-1) อุทัยธานี (UTL4-1, UTL2-1) สุพรรณบุรี (SPL1-1) และ
นครปฐม (NPL2-2) กลุํม 3 เป็นเช้ือจากจังหวัดเชียงราย (CRL1-5) ก าแพงเพชร (KPL1-1) และพิจิตร 
(PJL2-1) ในขณะที่กลุํม 4, 5 และ 7 มีกลุํมละหนึ่งไอโซเลทจากจังหวัดอุดรธานี (UNL2-1) จังหวัด
เชียงราย (CLRL2-1) และจังหวัดสุโขทัย (SKL1-2) ตามล าดับ กลุํม 6 จังหวัดสุโขทัย (SKL2-3) และ
พิษณุโลก (PLL2-1) นอกจากนี้ยังพบวําเช้ือจากจังหวัดบุรีรัมย์ ไอโซเลท BRL3-1 จัดอยํูระหวํางกลุํม 
1 และกลุํม 3  

 
เมื่อเปรียบเทียบการจัดกลุํมแบบวิธี UPGMA โดยแสดงภาพในรูปแบบเดน- 

โดรแกรมเป็นภาพสองมิติและวิธี PCA ซึ่งแสดงภาพในแบบสามมิติ พบวําการจัดกลุํมแบบ 
UPGMA และ PCA มีจ านวนกลุํมและสมาชิกในกลุํมแตกตํางกัน โดย UPGMA แบํงกลุํมได๎ 9 กลุํม 
สํวนวิธี PCA จัดแบํงกลุํมได๎ 7 กลุํม ซ่ึงเป็นผลมาจากวิธีการจัดกลุํมด๎วยหลักคิดทางคณิตศาสตร์และ
สถิติที่แตกตํางกัน อยํางไรก็ตาม 70% ของประชากรเช้ือมีผลการจัดกลุํมที่สอดคล๎องกันและผลการ
จัดกลุํมทั้งสองวิธีช้ีให๎เห็นถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรเช้ือ X. oryzae pv. oryzae 
ในประเทศไทย โดยภาพสามมิติที่ได๎จากการจัดกลุํมด๎วยเทคนิค PCA สามารถแสดงให๎เห็นถึงการ
รวมกลุํมและการกระจายตัวของเช้ือแตํละไอโซเลทได๎ชัดเจนกวํา dendogram ที่ได๎จากวิธี UPGMA 
ซึ่งแสดงผลการจัดกลุํมในรูปภาพสองมิติ  
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4.3.3  การวิเคราะห์ปัจจัยที่มีผลตํอความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae  

pv. oryzae  
 

     จากการจัดกลุํมความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด๎วยเทคนิค AFLP พบวําเช้ือ        
X. oryzae pv. oryzae ในประเทศไทยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง โดยพันธ์ุข๎าวเป็นปัจจัย
หนึ่งที่มีผลตํอความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ดังเห็นได๎จากเช้ือไอโซ-
เลท SKL2-1 และ SKL2-2 ที่แยกได๎จากข๎าวพันธ์ุพิษณุโลก 2 และ KDML105 ตามล าดับ โดยแปลง
นาที่เก็บเช้ือได๎อยํูใกล๎กันในจังหวัดสุโขทัยแตํปลูกข๎าวคนละพันธ์ุ พบวําเช้ือทั้งสองทุกจัดให๎อยํูใน
กลุํมที่ตํางกันคือกลุํมที่ 2 และ 3 ตามล าดับ ที่คํา similarity ประมาณ 0.78 (ภาพที่ 6)    
 

     นอกจากนี้ยังพบวําพื้นที่ปลูกที่มีระบบนิเวศเกษตรตํางกันมีผลตํอความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือดังแสดงได๎จาก เช้ือที่แยกจากพันธ์ุข๎าวชนิดเดียวกันแตํปลูกใน
พื้นที่ตํางกัน เช้ือเหลํานี้ถูกจัดอยํูในกลุํมที่ตํางกัน ตัวอยํางเชํนเช้ือแยกได๎จากพันธ์ุข๎าวขาวดอกมะลิ 
105 จังหวัดสุโขทัย อุดรธานี และเชียงราย จัดอยํูในกลุํม 2, 5 และ 9 บํงช้ีวําสภาพทางภูมิศาสตร์มี
อิทธิพลตํอความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรเช้ือสาเหตุโรค นอกจากนี้ยังพบวํา
ประชากรเช้ือในภาคเหนือมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง โดยเช้ือในกลุํมที่ 5 จ านวน 4 ไอ-  

ภาพที่ 8  แสดงการจัดกลุํมด๎วยวิธี PCA ของเทคนิค AFLP ด๎วยโปรแกรมยํอย Eigen จากการ 
 วิเคราะห์ด๎วยโปรแกรม NTSYS version 2.01d 
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โซเลท แยกเป็นกลุํมยํอยที่ตํางจากกันได๎ชัดเจนและยังมีเช้ือจากจังหวัดเชียงรายที่แตกตํางจากเช้ือ
ทั้งหมด โดยแยกตัวเป็นกลุํมที่ 1 ที่คํา similarity ประมาณ 0.6 เทํานั้น ซึ่งสอดคล๎องกับรายงาน
การศึกษาประชากรเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ในภาคเหนือของ Kosawang et al. (2006) ที่พบวําเช้ือ
ในภาคนี้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงและพันธ์ุข๎าวมีผลตํอการความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของเช้ือและสอดคล๎องกับการศึกษาของ Ardales et al. (1995) ที่ได๎วิเคราะห์ความผัน-
แปรของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ในระบบนิเวศวิทยาแตกตํางกันในประเทศฟิลิปปินส์ พบวําระบบ
นิเวศเกษตรมีผลตํอความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ   
 

4.4  การวิเคราะห์จีโนมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ด๎วยเทคนิค rep-PCR 
 

จากการวิเคราะห์จีโนมเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ด๎วยเทคนิค rep-PCR พบวําไพรเมอร์ 
REP ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมดจ านวน 36 แถบ โดยมีจ านวนแถบดีเอ็นเอที่แตกตําง 23 แถบ คิดเป็น
เปอร์เซ็นต์ความแตกตําง เทํากับ 63.9% ขณะที่ไพรเมอร์ ERIC ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมดจ านวน 30 
แถบ และมีจ านวนแถบดีเอ็นเอที่แตกตําง 14 แถบ คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ความแตกตําง 46.7%  
(ตารางที่ 6) 

 
ตารางที่ 6  จ านวนแถบดีเอ็นเอที่ได๎จากการวิเคราะห์จีโนมเช้ือ X. oryzae pv. oryzae จ านวน 31 ไอ- 

     โซเลท ด๎วยไพรเมอร์ REP และ ERIC 

 

 
 
 
 
 
 
 

ไพรเมอร์ แถบดีเอ็นเอทั้งหมด แถบดีเอ็นเอที่แตกตําง % ความแตกตําง 
REP 36 23 63.9 
ERIC 30 14 46.7 
รวม 76 37 48.68 
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4.5  ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae จากไพรเมอร์ REP 
 

4.5.1  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae จาก 
ไพรเมอร์ REP ด๎วยวิธี UPGMA 
 

จากเดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ที่ได๎จาก  
ไพรเมอร์ REP (ภาพที่ 9) วิเคราะห์คําความเหมือนด๎วย Dice’s Coefficient พบวําสามารถแยกเช้ือ    
X. oryzae pv. oryzicola และเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ที่คํา similarity 0.33 ได๎ชัดเจน ในขณะที่การ
จัดกลุํมประชากรของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae พบวําเมื่อแบํงกลุํมที่คํา similarity 0.80 สามารถแบํง
ได๎ 5 กลุํม (ภาพที่ 9) โดยมีผลการจัดกลุํมดังนี้ กลุํม 1 ถูกแยกกลุํมที่คํา similarity 0.66 ได๎แกํ ไอโซ-
เลท UNL2-1 จากจังหวัดอุดรธานี ซ่ึงมีความแตกตํางทางพันธุกรรมกับเช้ือไอโซเลทอื่นๆ มากที่สุด 
กลุํม 2 ไอโซเลท PLL2-1 จากจังหวัดพิษณุโลก กลุํม 3 ไอโซเลท CRL2-1 จากจังหวัดเชียงราย กลุํม 
4 ประกอบด๎วยเช้ือจ านวนสามไอโซเลท ได๎แกํ เช้ือไอโซเลท NPL1-1 จากจังหวัดนครปฐม, ไอโซ-
เลท CML4-1 และ CML3-1 จากจังหวัดเชียงใหมํ และกลุํม 5 มีจ านวนประชากรเช้ือมากที่สุด 
จ านวน 25 ไอโซเลท คิดเป็น 80.65% ของประชากรเช้ือทั้งหมด โดยเป็นเช้ือจากจังหวัดอํางทอง 
ปราจีนบุรี อุทัยธานี พัทลุง บุรีรัมย์ ชัยนาท มหาสารคาม นครสวรรค์ นครนายก ฉะเชิงเทรา 
ก าแพงเพชร นนทบุรี พิจิตร นครปฐม สุโขทัย สุพรรณบุรี เชียงรายและล าปาง เมื่อค านวณคํา 
cophenetic correlation ได๎เทํากับ 0.95928 ซ่ึงเป็นคําที่ใกล๎เคียงกับการจัดกลุํมด๎วยเทคนิค AFLP 
(ภาพที่ 8 และ 10)  
 

4.5.2  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae จาก 
ไพรเมอร์ REP ด๎วยวิธี PCA 
 

การจัดกลุํมแบบสามมิติด๎วยวิธี PCA พบวํามี 5 ตัวแปรที่ให๎คํา Eigenvalues
มากกวํา 1 ได๎แกํ ตัวแปรที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 โดยมีคํา Eigenvalue เทํากับ 21.19, 2.58, 1.89, 1.48 และ 
1.15 และให๎เปอร์เซ็นต์อธิบายความผันแปรได๎ (% of Varience) 66.23%, 8.07%, 5.89%, 4.64% และ 
3.61 ตามล าดับ โดยตัวแปรทั้งห๎าอธิบายคําความแปรปรวนทั้ง 32 ตัวอยํางได๎ เทํากับ 88.43% (ตาราง
ผนวกที่ 11) จากการจัดกลุํมแบํงเช้ือ X. oryzae pv. oryzicola ซึ่งใช๎เป็นเช้ือเปรียบเทียบ (out group) 
แยกจากกลุํมประชากรเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ในทั้งสามมิติ (ภาพที่ 11) ส าหรับการจัดกลุํมภายใน
กลุํมประชากรเช้ือ X. oryzae pv. oryzae พบวําสามารถแบํงได๎ 7 กลุํม โดยกลุํม 1 และกลุํม 2 มีกลุํม
ละหนึ่งไอโซเลท คือ ไอโซเลท UNL2-1 จากจังหวัดอุดรธานี และไอโซเลท NPL3-3 จากจังหวัด
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นครปฐม ตามล าดับ กลุํม 3 ได๎แกํ ไอโซเลท CRL2-1 จากจังหวัดเชียงราย และไอโซเลท PLL2-1 
จากจังหวัดพิษณุโลก กลุํม 4 ประกอบด๎วยไอโซเลท LPL1-1 จากจังหวัดล าปาง ไอโซเลท SKL1-2 
จากจังหวัดสุโขทัย และไอโซเลท NBL7-8 จากจังหวัดนนทบุรี กลุํม 5 และกลุํม 6 มีจ านวน 21 ไอ-
โซเลท คิดเป็น 62.52% ของประชากรเช้ือที่ทดสอบ และกลุํม 7 เช้ือจากจังหวัดเชียงใหมํสองไอโซ-
เลท คือ CML3-1 และ CML4-1 เมื่อพิจารณาการจัดกลุํมจากวิธี UPGMA พบวําไมํสอดคล๎องกับวิธี 
PCA โดยวิธี UPGMA จัดกลุํมได๎ 5 กลุํม ในขณะที่การจัดกลุํมด๎วยวิธี PCA จัดกลุํมได๎ 7 กลุํม 
เนื่องจากประชากรเช้ือที่จัดอยํูในกลุํมที่ 5 ที่มีจ านวนเช้ือคิดเป็น 80.65% ของประชากรเช้ือทั้งหมด
จากการจัดกลุํมด๎วยเทคนิค UPGMA สามารถแบํงจ านวนกลุํมยํอยๆ เพิ่มขึ้นด๎วยวิธี PCA ท าให๎เห็น
การกระจายตัวของเช้ือได๎ดีกวําด๎วย 

 
จากการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมด๎วยไพรเมอร์ REP พบวําไพร-

เมอร์ REP แยก pathovar oryzae และ oryzicola ได๎อยํางชัดเจน สอดคล๎องกับรายงานของ Louws et 
al. (1994) ที่พบวําไพรเมอร์ REP สามารถใช๎จ าแนกความแตกตํางของเช้ือในระดับ pathovar และ 
strain ได๎ชัดเจน  
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ภาพที่ 10  แสดงการกระจายของข้อมูลในการจัดกลุ่มของเทคนิค rep-PCR ด้วยไพรเมอร์ REP  
   ค านวณด้วยโปรแกรมย่อย MxComp จากโปรแกรม NTSYS version 2.01d ได้ค่า  
   cophenetic correlation (r) เท่ากับ 0.95928 

ภาพที่ 11  แสดงการกระจายข๎อมูลแบบ PCA ด๎วยเทคนิค rep-PCR จากการใช๎ไพรเมอร์ REP  
   ค านวณด๎วยโปรแกรมยํอย Eigen ในโปรแกรม NTSYS version 2.01d 
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4.6  ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae จากไพรเมอร์ ERIC 
 

4.6.1  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae  
จากการใช๎ไพรเมอร์ ERIC ด๎วยวิธี UPGMA 
 

จากการจัดกลุํมด๎วยไพรเมอร์ ERIC พบวําสามารถแยกเช้ือ X. oryzae pv. 
oryzicola ออกจากเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ที่คํา similarity 0.22 ได๎อยํางมีประสิทธิภาพ สอดคล๎อง
กับรายงานของ Louws et al. (1994); Gonzalez et al. (2006) และ วราภรณ์ (2554) เมื่อแบํงกลุํม
ประชากรเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ที่คํา similarity 0.80 พบวําแบํงเช้ือได๎ 9 กลุํม ดังนี้ กลุํม 1 มีสอง
ไอโซเลท ได๎แก ํไอโซเลท SKL1-2 จากปราจีนบุรี และไอโซเลท PRL5-1 สุโขทัย กลุํม 2 และกลุํม 
3 มีหนึ่งไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท PJL2-1 จากจังหวัดพิจิตร และไอโซเลท NBL7-8 จากจังหวัด
นนทบุรี ตามล าดับ กลุํม 4 มีเช้ือจ านวนหกไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท PGL1-2 จากจังหวัดพัทลุง,  
ไอโซเลท NPL2-3 และ NPL3-3 จากจังหวัดนครปฐม, ไอโซเลท PRL1-1 จากจังหวัดปราจีนบุรี,  
ไอโซเลท UTL2-1 จากจังหวัดอุทัยธานี และไอโซเลท UNL2-1 จากจังหวัดอุดรธานี กลุํม 5 มีเช้ือ
จ านวนห๎าไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท NPL2-2 จากจังหวัดนครปฐม, ไอโซเลท NBL7-7 จากจังหวัด
นนทบุรี, ไอโซเลท MSL1-2 จากจังหวัดมหาสารคาม, ไอโซเลท LPL1-1 จากจังหวัดล าปาง และไอ-
โซเลท CRL1-5 จากจังหวัดเชียงราย กลุํม 6 มีเช้ือจ านวนสี่ไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท UTL1-1 จาก
จังหวัดอุทัยธานี, ไอโซเลท SPL1-1 จากจังหวัดสุพรรณบุรี, ไอโซเลท NYL1-1 จากจังหวัด
นครนายก และไอโซเลท CHL1-1 จากจังหวัดฉะเชิงเทรา กลุํม 7 มีเช้ือจ านวนเก๎าไอโซเลท ได๎แกํ  
ไอโซเลท NL3-1 จากจังหวัดนครสวรรค์, ไอโซเลท CRL2-1 จากจังหวัดเชียงราย, ไอโซเลท 
CML3-1 และ CML4-1 จากจังหวัดเชียงใหมํ, ไอโซเลท CNL2-1 จากจังหวัดชัยนาท, ไอโซเลท 
NPL2-1 จากจังหวัดนครปฐม, ไอโซเลท KPL1-1 จากจังหวัดก าแพงเพชร, ไอโซเลท NBL7-3 จาก
จังหวัดนนทบุรี, ไอโซเลท BRL3-1 จากจังหวัดบุรีรัมย์ กลุํม 8 มีหนึ่งไอโซเลท คือ SKL2-3 เช้ือจาก
จังหวัดสุโขทัย และกลุํม 9 มีเช้ือสองไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท PLL2-1 จากจังหวัดพิษณุโลก และ 
ATL5-1 จากจังหวัดอํางทอง (ภาพที่ 12) โดยค านวณคํา Cophenetic correlation ในการจัดกลุํม ได๎
เทํากับ 0.85325 (ภาพที่ 13) ซึ่งน๎อยกวําคํา r จากการจัดกลุํมด๎วยเทคนิค AFLP และไพรเมอร์ REP  
 
 



  6
3 

  
ภา
พท

ี่ 12
  เด

นโ
ดร
แก

รม
แส

ดง
คว

าม
สัม

พัน
ธ์ข

อง
เช้ือ

 X
. o

ryz
ae

 pv
. o

ryz
ae
 จา

กเท
คน

ิค R
ep

-P
CR

 ท
ี่ได

๎จา
กไ

พร
เม
อร์
 ER

IC
 วิเ
คร

าะ
ห์ค

ําค
วา
มเ
หม

ือน
   

    
    
    
    
 ด๎ว

ย D
ice

’s 
Co

eff
ici

en
t จั
ดก

ลุํม
ด๎ว

ยวิ
ธี U

PG
M

A 
แล

ะวิ
เคร

าะ
ห์ค

ํา B
oo

tst
rap

 จ า
นว

น 
1,0

00
 รอ

บ 
(B

oo
str

ap
 <5

0 ไ
มํแ

สด
ง) 

 
63 



  64 

 
 

 
4.6.2  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae จากการ 

ใช๎ไพรเมอร์ ERIC ด๎วยวิธี PCA 
 

จากการจัดกลุํมเช้ือ X. oryzae pv. oryzicola จากข๎อมูลไพรเมอร์ ERIC ด๎วยวิธี
PCA พบวํามี 6 ตัวแปร ที่ให๎คําความผันแปรหรือความแปรปรวนทั้งหมดในตัวแปร (Eigenvalues) 
มากกวํา 1 ได๎แกํ ตัวแปรที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ให๎คํา Eigenvalue เทํากับ 18.09, 4.36, 3.12, 1.99, 1.54 
และ 1.20 และให๎เปอร์เซ็นต์เพื่ออธิบายความผันแปรได๎ (/% Varience) ที่ 56.54%, 13.64%, 9.76%, 
6.23%, 4.82% และ 3.76% ตามล าดับโดยตัวแปร ที่ 1-6 อธิบายคําความแปรปรวนของเช้ือ 32 ไอโซ-
เลท ที่ได๎เทํากับ 94.7672% (ตารางผนวกที่ 12) จากการจัดกลุํมด๎วยวิธี PCA เช้ือ X. oryzae pv. 
oryzicola แยกจากเช้ือ X. oryzae pv. oryzae อยํางชัดเจน และสามารถแบํงกลุํมประชากรเช้ือ           
X. oryzae pv. oryzae ได๎ทั้งหมด 8 กลุํม (ภาพที่ 14) โดยกลุํม 1 มีสองไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท 
PRL5-1 เช้ือจากจังหวัดปราจีนบุรี และไอโซเลท SKL1-2 เช้ือจากจังหวัดสุโขทัย กลุํม 2 และกลุํม 3 
มีกลุํมละหนึ่งไอโซเลท ได๎แกํ NBL7-8 เช้ือจากจังหวัดนนทบุรี และไอโซเลท SKL2-3 เช้ือจาก
จังหวัดสุโขทัย ตามล าดับ กลุํม 4, 5 และกลุํม 7 มีประชากรเช้ือหลากหลายและมาจากพื้นที่แตกตําง
กัน กลุํม 6 มีเช้ือจ านวน 3 ไอโซเลท ได๎แกํ CML3-1 และ CML4-1 เป็นเช้ือจากจังหวัดเชียงใหมํ และ

ภาพที่ 13  แสดงการกระจายของข้อมูลในการจัดกลุ่มของเทคนิค rep-PCR ด้วยไพรเมอร์ ERIC  
   ค านวณด้วยโปรแกรมย่อย MxComp จากโปรแกรม NTSYS version 2.01d ได้ค่า  
   cophenetic correlation (r) เท่ากับ 0.85325 
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ไอโซ-เลท CRL2-1 เป็นเช้ือจากจังหวัดเชียงราย และกลุํม 8 มีเช้ือหนึ่งไอโซเลท คือ PJL2-1 เช้ือจาก
จังหวัดพิจิตร 
 

จากการใช๎ข๎อมูลจากไพรเมอร์ ERIC น ามาจัดกลุํมด๎วยวิธี UPGMA และวิธี 
PCA พบวําเช้ือที่เป็น out-group คือ X. oryzae pv. oryzicola แยกกลุํมออกจากประชากรเช้ือ            
X. oryzae pv. oryzae อยํางชัดเจนทั้งสองวิธี ส าหรับการจัดกลุํมภายในประชากรเช้ือ X. oryzae pv. 
oryzae พบวําจ านวนกลุํมที่จัดได๎และสมาชิกไอโซเลทในแตํละกลุํมไมํเทํากัน โดยการจัดกลุํมด๎วย
วิธี UPGMA สามารถจัดกลุํมได๎ทั้งหมด 9 กลุํม ขณะที่วิธีการ PCA จัดกลุํมได๎ 8 กลุํม ถึงแม๎จะ 
พบวําการจัดกลุํมของเช้ือหลายไอโซเลทให๎ผลการจัดกลุํมที่สอดคล๎องกันทั้ง 2 วิธี แตํจ านวนเช้ือที่
จัดกลุํมแล๎วให๎ผลสอดคล๎องกันน๎อยกวําการจัดกลุํมด๎วยเทคนิค AFLP และไพรเมอร์ REP 
 

 

 
 
 
 

ภาพที่ 14  แสดงการกระจายข๎อมูลแบบ PCA ด๎วยเทคนิค rep-PCR จากการใช๎ไพรเมอร์ ERIC   
   ค านวณด๎วยโปรแกรมยํอย Eigen ในโปรแกรม NTSYS version 2.01d 
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4.7  การวิเคราะห์ปัจจัยที่มีผลตํอความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae 
pv. oryzae จากเทคนิค rep-PCR 
 

จากการจัดกลุํมความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด๎วยเทคนิค rep-PCR ด๎วย REP 
ไพรเมอร์ พบวําเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ในประเทศไทยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง โดย
พันธ์ุข๎าวเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผลตํอความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ดัง
เห็นได๎จากเช้ือไอโซเลท CRL2-1 และ CRL1-5 ที่แยกได๎จากข๎าวพันธ์ุสุพรรณบุรี และ KDML105 
ตามล าดับ โดยแปลงนาที่เก็บเช้ือได๎อยํูใกล๎กันในจังหวัดเชียงรายแตํปลูกข๎าวคนละพันธ์ุ พบวําเช้ือ
ทั้งสองถูกจัดให๎อยํูในกลุํมที่ตํางกันคือกลุํมที่ 3 และ 5 ตามล าดับ ที่คํา similarity ประมาณ 0.75 
(ภาพที่ 9) 
 

นอกจากนี้ยังพบวําพื้นที่ปลูกที่มีระบบนิเวศเกษตรตํางกันมีผลตํอความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือดังแสดงได๎จากเช้ือที่แยกจากพันธ์ุข๎าวชนิดเดียวกัน แตํปลูกใน
พื้นที่ตํางกัน ซึ่งเช้ือเหลํานี้ถูกจัดอยํูในกลุํมที่ตํางกัน ตัวอยํางเชํนเช้ือที่แยกได๎จากพันธ์ุข๎าวขาวดอก-
มะลิ 105 จังหวัดอุดรธานี เชียงราย จัดอยํูในกลุํม 1 และ 5 ตามล าดับ บํงช้ีวําสภาพทางภูมิศาสตร์มี
อิทธิพลตํอความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรเช้ือสาเหตุโรค นอกจากนี้ยังพบวํา
ประชากรเช้ือในภาคเหนือและภาคกลางตอนบนมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง โดยเช้ือใน
กลุํมที่ 5 จ านวน 5 ไอโซเลท แยกเป็นกลุํมยํอยที่ตํางจากกันได๎ชัดเจนและยังมีเช้ือจากจังหวัด
เชียงใหมํและเชียงรายที่แตกตํางจากเช้ือทั้งหมด โดยแยกตัวเป็นกลุํมที่ 3 และ 4 ที่คํา similarity 
ประมาณ 0.75 และ 0.85 ตามล าดับ ซึ่งสอดคล๎องกับรายงานการศึกษาประชากรเช้ือ X. oryzae pv. 
oryzae ในภาคเหนือของ Kosawang et al (2006) ที่พบวําเช้ือในภาคนี้มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูงและพันธ์ุข๎าวมีผลตํอความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือและสอดคล๎องกับ
การศึกษาของ Ardales et al. (1995) ที่ได๎วิเคราะห์ความผันแปรของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ใน
ระบบนิเวศวิทยาแตกตํางกันในประเทศฟิลิปปินส์ พบวําระบบนิเวศเกษตรมีผลตํอความหลากหลาย
ทางพันธุกรรม 
 
5.  เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างเทคนิค AFLP และเทคนิค 
rep-PCR  
 

เทคนิค AFLP และ rep-PCR เป็นเคร่ืองมือที่มีการน ามาใช๎ประเมินความหลากหลายทาง
พันธุกรรมในประชากรเช้ือ X. oryzae pv. oryzae กํอนหน๎านี้ได๎มีการใช๎เทคนิค AFLP (Kosawang et 
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al., 2006) หรือ rep-PCR (Adhikari et al., 1999; Chen et al., 2012 และวราภรณ์, 2553) เพียงเทคนิค
ใดเทคนิคหนึ่งเทํานั้นในการศึกษา ในการศึกษาคร้ังนี้ได๎วิเคราะห์ประชากรเช้ือ X. oryzae pv. oryzae 
ทั้ง 31 ไอโซเลท ด๎วยวิธีการที่มีประสิทธิภาพทั้งสองวิธีท าให๎สามารถศึกษาความ สัมพันธ์ของ
ประชากรเช้ือได๎อยํางมีประสิทธิภาพมากขั้น เนื่องจากมีการสํุมคัดเลือกดีเอ็นเอในจีโนมเช้ือ            
X. oryzae pv. oryzae จากสํวนที่แตกตํางกันได๎มากขึ้น ดังนั้นลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเช้ือที่น ามาศึกษา
จึงเป็นแถบดีเอ็นเอที่มีทั้งชนิด ขนาดและจ านวนที่แตกตํางกัน 
 

เนื่องจากเทคนิค AFLP และ rep-PCR มีหลักในการสุํมเลือกและการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอ
ของจีโนมเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ที่แตกตํางกัน โดยแถบดีเอ็นเอที่ได๎จาก AFLP เป็นการสํุมเลือก
ช้ินดีเอ็นเอที่ขึ้นอยํูกับชนิดของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) ชนิดและจ านวนเบส
คัดเลือกที่อยํูที่ปลายไพรเมอร์ที่น ามาใช๎ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด๎วยเทคนิคพีซีอาร์ ในขณะที่   
rep-PCR จะท าให๎เกิดการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอในขอบเขตที่จ าเพาะชัดเจน โดยอาศัยการเข๎าคูํกัน
ระหวํางไพรเมอร์กับ repetitive element (rep-element) ในแบคทีเรีย เมื่อน าไพรเมอร์ดังกลําวรํวมกับ
การใช๎ปฏิกิริยาพีซีอาร์จะท าให๎เกิดการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอในขอบเขตที่จ าเพาะชัดเจน เฉพาะ
ชํวงล าดับที่อยํูระหวําง REP, ERIC และ BOX เทํานั้น ต าแหนํงตํางๆ ของ repetitive elements ซึ่ง
กระจายรอบจีโนมของแบคทีเรียจะจ าเพาะแนํนอนและเหมือนกันส าหรับสายพันธ์ุเดียวกัน แตํ
แตกตํางกันเมื่อเป็นคนละสายพันธ์ุท าให๎ใช๎ในการจัดจ าแนกเช้ือในระดับ races หรือ strains ได๎อยําง
มีประสิทธิภาพ นอกจากนี้ขั้นตอนการปฏิบัติงานยังสะดวกกวําเทคนิค AFLP เนื่องจากใช๎เทคนิคพี-
ซีอาร์และการตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด๎วยอะกาโรสเจลได๎ ท าให๎เหมาะกับการน ามาศึกษาความ
ผันแปรของประชากรเช้ือจ านวนมากและหากต๎องการเพิ่มประสิทธิภาพในการแยกแถบดีเอ็นเอที่
แตกตํางกันให๎ดีขึ้น สามารถเลือกวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด๎วยอะคริลาไมด์เจลได๎เชํนเดียวกับ
เทคนิค AFLP อยํางไรก็ตาม rep-PCR มีข๎อจ ากัดคือมีจ านวนชิ้นดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได๎มีจ านวน
จ ากัด ในขณะที่เทคนิค AFLP สามารถสุํมเลือกจ านวนชิ้นดีเอ็นเอที่ต๎องการจะศีกษาเพิ่มได๎ไมํจ ากัด
เพียงแคํเปลี่ยนชนิดของเอ็นไซม์หรือไพรเมอร์ 

 
ในการจัดกลุํมเช้ือ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห๎งของข๎าวในประเทศไทย โดย

ใช๎ตัวแทนเช้ือ จ านวน 31 ไอโซเลท ด๎วยเทคนิค AFLP และ rep-PCR โดยเทคนิค AFLP ใช๎ไพร-
เมอร์จ านวน 3 คูํไพรเมอร์ ได๎แกํ EcoRI+A/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0 และ EcoRI+G/MseI+G สํวน
เทคนิค rep-PCR ใช๎ไพรเมอร์ REP และ ERIC เมื่อแบํงกลุํมด๎วยวิธี UPGMA ที่คํา similarity 0.80 
พบวําเทคนิค AFLP แบํงกลุํมเช้ือได๎ 9 กลุํม ขณะที่เทคนิค rep-PCR พบวําไพรเมอร์ REP จัดแบํง
กลุํมเช้ือได๎ 5 กลุํม และไพรเมอร์ ERIC จัดแบํงได๎ทั้งหมด 9 กลุํม โดยมีคําความนําเช่ือถือของการจัด
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กลุํมสูง ซ่ึงการค าณวนจากคํา r พบวําเทคนิค AFLP และ REP ไพรเมอร์ มีคํา r ใกล๎เคียงกันคือ ที่ 
0.95 และ 0.96 ในขณะที่ ERIC ไพรเมอร์มีคํา r เทํากับ 0.85325 ซึ่งน๎อยกวําวิธีอื่นๆ โดยผลการศึกษา
ความสัมพันธ์ของเช้ือด๎วยเทคนิค AFLP และ rep-PCR ด๎วยไพรเมอร์ REP พบวํามีเช้ือจ านวน   
77.41 % ที่มีผลการจัดกลุํมสอดคล๎องกันและช้ีให๎เห็นถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ    
X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห๎งของข๎าวในประเทศไทยเหมือนกัน ในขณะที่ผลการจัด
กลุํมด๎วยไพรเมอร์ ERIC มีการกระจายตัวของเช้ือเป็นกลุํมๆ มากกวําเทคนิคอื่นๆ และผลการจัดกลุํม
พบวํามีประชากรเช้ือน๎อยกวํา 30% ที่ให๎ผลการจัดกลุํมสอดคล๎องกับวิธีอื่นๆ ซึ่งสอดคล๎องกับ
รายงานของ Gonzalez et al. (2006) ที่ได๎ประเมินความแตกตํางของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae สาย
พันธ์ุอัฟริกากับสายพันธ์ุเอเชียด๎วย AFLP และ rep-PCR พบวําทั้งสองเทคนิคมีประสิทธิภาพใน
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในประชากร (population) ของเช้ือได๎อยํางมีประสิทธิภาพ
และพบวําผลการจัดกลุํมของประชากรเช้ือในบางไอโซเลทให๎ผลที่แตกตํางกัน 
 

การวิเคราะห์ความหลากหลายของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห๎งของข๎าว
ในประเทศไทยด๎วยเทคนิค AFLP และ rep-PCR ตํางให๎ผลสอดคล๎องกันคือแสดงให๎เห็นถึงความ
หลากหลายของเช้ือในประเทศไทย โดยเฉพาะเช้ือจากภาคเหนือและภาคกลางตอนบนและช้ีให๎เห็น
ถึงปัจจัยที่อาจมีผลตํอความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ซึ่งได๎แกํ พันธ์ุ
ข๎าว วิธีเขตกรรมและระบบนิเวศเกษตรที่แตกตํางกัน 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

จากการเก็บตัวอยํางโรคขอบใบแห๎งของข๎าว (Bacterial Leaf Bilght) ที่มีสาเหตุจากเช้ือ
แบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae โดยเก็บตัวอยํางตั้งแตํปี พ.ศ. 2551-2553 เมื่อน ามาตรวจเช้ือด๎วย
คุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีเทคนิคพีซีอาร์และทดสอบความสามารถในการกํอให๎เกิดโรค
ในพันธ์ุข๎าวขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) พบวําสามารถจ าแนกเป็นเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ได๎
จ านวน 97 ไอโซเลท จาก 25 จังหวัด ได๎แกํ จังหวัดเชียงราย เชียงใหมํ ล าปาง อุตรดิตถ์ สุโขทัย 
พิษณุโลก ก าแพงเพชร พิจิตร นครสวรรค์ อุทัยธานี ชัยนาท อํางทอง สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุธยา 
นนทบุรี นครปฐม นครนายก กรุงเทพมหานคร กาญจนบุรี ปราจีนบุรี ฉะเชิงเทรา อุดรธานี 
มหาสารคาม บุรีรัมย์ และพัทลุง 
 

เมื่อจัดกลุํมเช้ือ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห๎งของข๎าวในประเทศไทย โดยใช๎
ตัวแทนเช้ือ จ านวน 31 ไอโซเลท ด๎วยเทคนิค AFLP และ rep-PCR โดยเทคนิค AFLP ใช๎ไพรเมอร์
จ านวน 3 คูํไพรเมอร์ ได๎แกํ EcoRI+A/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0 และ EcoRI+G/MseI+G สํวน
เทคนิค rep-PCR ใช๎ไพรเมอร์ REP และ ERIC เมื่อแบํงกลุํมด๎วยวิธี UPGMA ที่คํา similarity 0.80 
พบวําเทคนิค AFLP แบํงกลุํมเช้ือได๎ 9 กลุํม ขณะที่เทคนิค rep-PCR พบวําไพรเมอร์ REP จัดแบํง
กลุํมเช้ือได๎ 5 กลุํม และไพรเมอร์ ERIC จัดแบํงได๎ทั้งหมด 9 กลุํม โดยทั้งผลการศึกษาความสัมพันธ์
ของเช้ือด๎วยเทคนิค AFLP และ rep-PCR ให๎ผลสอดคล๎องกันคือตํางช้ีให๎เห็นถึงความหลากหลาย
ทางพันธ์ุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห๎งของข๎าวในประเทศไทยมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมสูง เมื่อพิจารณาจากคํา r พบวําทั้งสองเทคนิคมีคําความนําเช่ือถือของการ
จัดกลุํมสูง โดยเทคนิค AFLP และ REP ไพรเมอร์ มีคํา r ใกล๎เคียงกันคือ ที่ 0.95180 และ 0.95928 
ในขณะที่ ERIC ไพรเมอร์มีคํา r เทํากับ 0.85325 ซึ่งน๎อยกวําวิธีอื่นๆ นอกจากนี้ยังพบวําผลการศึกษา
ความสัมพันธ์ของเช้ือด๎วยเทคนิค AFLP และ rep-PCR ด๎วยไพรเมอร์ REP  มีเช้ือจ านวน 24 ไอโซ-
เลทจาก 31ไอโซเลท คิดเป็นร๎อยละ 77.41 ของประชากรเช้ือที่ใช๎ในการศึกษาคร้ังนี้ ซ่ึงมีผลการจัด
กลุํมสอดคล๎องกันและช้ีให๎เห็นถึงความหลากหลายทางพันธ์ุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae 
สาเหตุโรคขอบใบแห๎งของข๎าวในประเทศไทยได๎เหมือนกัน ในขณะที่ผลการจัดกลุํมด๎วยไพรเมอร์ 
ERIC มีการกระจายตัวของเช้ือเป็นกลุํมๆ มากกวําเทคนิคอื่นๆ และผลการจัดกลุํมพบวํามีประชากร
เช้ือน๎อยกวํา 30 % ที่ให๎ผลการจัดกลุํมสอดคล๎องกับวิธีอื่นๆ 

 
ปัจจัยที่พบวํามีผลตํอความหลากหลายทางพันธ์ุกรรมของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae สาเหตุ

โรคขอบใบแห๎งของข๎าวในประเทศไทย ได๎แกํ พันธ์ุข๎าว วิธีเขตกรรมและระบบนิเวศเกษตรที่
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แตกตํางกัน โดยพบวําประชากรเช้ือในภาคเหนือและภาคกลางตอนบนมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูง 

 
หากต๎องการศึกษาประชากรเช้ือจ านวนมากเทคนิค rep-PCR เป็นเทคนิคปฏิบัติงานได๎

สะดวกและมีประสิทธิภาพกวําเทคนิค AFLP โดยมีสามารถจ าแนกและให๎ความถูกต๎องของข๎อมูล
ในการศึกษาความหลากหลายของประชากรเช้ือ X. oryzae pv. oryzae ได๎ไมํแตกตํางจากเทคนิค 
AFLP



  71 

                                                               เอกสารและสิ่งอ้างอิง 
 

กรมการข๎าว.  2552.  องค์ความรู้เรื่องข้าว: โรคข้าวและการป้องกันก าจัด.  แหลํงที่มา: 
http://www.brrd.in.th/rkb/data_005/rice_xx2-05_newDisease009.html, 
23 สิงหาคม 2552. 

 
กาญจนา  กล๎าแข็ง.  2544.  การตรวจหาเครื่องหมายเชิงโมเลกุลที่ใช้บ่งชี้ลักษณะต้านทานโรคขอบ 

ใบแห้งของข้าวด้วยเอเอฟแอลพี (AFLP) ของพันธุ์ Near Isogenic Line.  วิทยานิพนธ์
ปริญญาเอก, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 

 
นันทิยา  เตชะติ.  2551.  การจ าแนกชนิดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย

สาเหตุโรคใบขีดข้าวโพด.  วิทยานิพนธ์ปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 
 
วราภรณ์  ภูํภักดีพันธ์.  2554.  ความหลากหลายทางพันธุกรรมของสายพันธุ์เชื้อ Xanthomonas  

oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวและการควบคุมโดยชีววิธี.  วิทยานิพนธ์
ปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 
 

วัฒนิกร  เทพโพธา.  2550.  การแยกความแตกต่างของเชื้อ Erwinia carotovora สายพันธุ์ที่ท าให ้
 เกิดโรคเน่าเละของผักกับสายพันธุ์ที่ท าให้เกิดโรคต้นแห้งตายของขนุนด้วยลายพิมพ ์

              ดีเอ็นเอ จากเทคนิคเอเอฟแอลพ.ี  วิทยานิพนธ์ปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 
 
วิชัย  โฆสิตรัตน.  2549.  บทปฏิบัติการแบคทีเรียโรคพืช.  ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน , นครปฐม. 
 
สมหญิง  อภิญญพานิชย์.  2526.  การศึกษาพืชอาศัยของเชื้อ Xanthomonas campestris pv. oryzae 

ที่ก่อให้เกิดโรคขอบใบแห้งของข้าวและการป้องกันก าจัดโดยใช้สารเคมี.  วิทยานิพนธ์- 
ปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 

 
 
 

 

http://www.brrd.in.th/rkb/data_005/rice_xx2-05_newDisease009.html


  72 

สุธิดา  เรืองบุญ, พะยอม  โคเบลลี่ และ ธีรดา  หวังสมบูรณ์ดี.  2553.  การใช๎ยีน avr เพื่อจัดกลุํม 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae แบคทีเรียกํอโรคขอบใบแห๎งในข๎าว. วารสาร
พฤกษศาสตร์ไทย (2) (พิเศษ) : 221-232. 

 
สุรินทร์  ปิยะโชคณากุล.  2545.  จีโนมและเครื่องหมายดีเอ็นเอ: ปฏิบัติการอาร์เอพีดี และอาร์เอฟ 

แอลพี.  ภาควิชาพันธุศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์.  พิมพ์คร้ังที่ 1 
ส านักพิมพ์มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, กรุงเทพฯ. 

 
แสงชัย  ศรีประโคน.  2552.  การจ าแนกและจัดกลุ่มเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแห้ง 

(Xanthomonas oryzae pv.oryzae) และการบ่งชี้ต าแหน่งยีนต้านทานในข้าวพื้นเมืองพันธุ์

เชียงรุ้ง (Oryza sativa L.).  วิทยานิพนธ์ปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 
 
ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหํงชาติ.  2544.  การวิเคราะห์การจัดกลุํมข๎อมูล 

ส าหรับงานวิจัยด๎านโรคไหม๎ข๎าว, 34-120 น. ใน รายงานการประชุมเชิงปฏิบัติการการ
วิเคราะห์การจัดกลุ่มความหลากหลายของเชื้อโรคไหม้ในระดับโมเลกุล 3-5 ตุลาคม 2544. 

 
อนุชา  วงศ์ปราณี.  2551.  การวิเคราะห์พันธุประวัติเชื้อพันธุกรรมอ้อยไทย.  วิทยานิพนธ์ปริญญาโท

, มหาวิทยาลัยเกษตรสาสตร์. 
 
Adhikari, T.B., C.M.V. Cruz, Q. Zhang, R.J. Nelson, D.Z. Skinner, T.W. Mew, and J.E. Leach.   

1995.  Genetic diversity of Xanthomonas oryzae pv. oryzae in Asia.  Applied and 
Environmental Microbiology 61: 966–971. 

 
Adhikari, T.B., T.W. Mew and J.E. Leach.  1999.  Genotype and pathotypic diversity in 

Xanthomonas oryzae in Napal.  Phytopathology 89: 687-694. 
 
Ardales, E.Y., H. Leung, C.M. Vera Cruz, T.M. Mew, J.E. Leach and R.J. Nelson.  1995.   

Hierarchical analysis of spatial varition of the rice bacterial blight pathogen across diverse 
agroecosystems in the Philipines.  Phytopathology 86: 241-252. 

 



  73 

Ausubel, F.M., R. Brent, R.E. Kingston, D.D. Moore, J.G. Seidman, J.A. Smith and K. Struhl.   
1999.  Shortprotocols in Molecular Biology.  4thed.  John Wiley and Sons, Inc.,  
New York. 

 
Bikandi, J., R.S. Millan, A. Rementeria and J. Garaizar.  2004.  In Silico analysis of complete  

bacterial genome: PCR, AFLP-PCR and endonuclease restriction.  Bioinformatics  
20: 798-799. 

 
Chen, X.L., L. Yu, L. Gao, T. Liang, Q.Y. Li and Q. Huang.  2012.  Elevation variation in   

diversity of Xanthomonas oryzae pv. oryzaein south-west China.  Phytopathology 160: 
261-268. 

 
Chisholm, S.T., G. Coaker, B. Day and B.J. Staskawicz.  2006.  Host-microbe interactions:  

shaping the evolution of the plant immune response.  Cell 124: 803-814.  
 
Eamchit, S.  1982.  Comparative of virulence of Xanthomonas campestris pv.oryzae in Thailand 

and the Philippines.  Plant Disease 66: 556-559. 
 
Elings, A., P.R. Reddy, T. Marimuthu, W.A.H. Rossing, M.J.W. Jansen and P.S.Teng.  1997.   

Rice bacterial leaf blight: field experiment, systems analysis and damage coefficients.  
Field Crops Research 51: 113-131. 

 
EPPO.  2007.  Xanthomonas oryzae.  Bulletin OEPP/EPPO Bulletin 37: 543-553. 
 
George, M.L.C., M. Bustamam, W.T. Cruz, J.E.Leach and R.J. Nelson.  1996.  Movement of  

Xanthomonas oryzae pv. oryzae in southeast asia detected using PCR-base DNA 
fingerprinting.  Phytopathology 87: 302-309. 

 
 
 
 



  74 

Gonzalez, C., B. Szurek, C. Manceau, T. Mathieu, Y. Sere and V. Verdier.  2006.  Molecular and  
pathotypic characterization of new Xanthomonas oryzae strains from West Africa.  
Phytopathology 20: 534-548. 
 

IRRI.  2004.  Bacterial Blight.  Rice Science for a Better World.  Available Source: 
http://www.knowledgebank.irri.org/tropRice.  August 7, 2008. 

 
Jyufuku, S., N. Furuya, T. Goto, K. Tsuchiya and A. Yoshimura.  2009.  Pathogenic and genetic 

diversity in Asian strain of Xanthomonas oryzae pv.oryzae.  Journal of the Faculty of 
Agriculture Kyushu University 54: 19-23. 

 
Kauffman, H.E., A. Reddy, S.P.Y. Hsieh and S.D. Merea.  1973.  An improved technique for  

evaluating resistance of rice varieties to Xanthomonas oryzae pv.oryzae.  Plant Disease 
Reporter 57: 537-541. 

 
Kosawang, C., P. Smitamana1, T. Toojinda, N. Nilpanit and P. Sirithunya.  2006.  Amplified 

fragment length polymorphism fingerprinting differentiates genetic diversity of 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae from northern Thailand.  Phytopathology 154: 550-555. 

 
Leach, J.E., H. Leung, R.J. Nelson and T.W. Mew.  1995.  Population biology of Xanthomonas  

oryzae pv. oryzae and approaches to its control.  Current Opinion in Biotechnology  
6: 298-304. 
 

Lee, K.S., S. Rasabandith, E.R. Angeles, and G.S. Khush.  2003.  Inheritance of resistance to 
bacterial blight in 21 cultivars of rice.  Phytopathology 93: 147-152. 

 
Leung, H., R.J. Nelson, J.E. Leach.  1993.  Population structure of plant pathogenic fungi and 

bacteria.  Advances in Plant Pathology 10: 157-205. 
 
 

http://www.knowledgebank.irri.org/tropRice.%20%20August%207


  75 

Louws, F.J., D.W. Fulbright, C.T. Stephns and F.J.D. Bruijn.  1994.  Specific genomic  
fingerprints of phytopathogenic Xanthomonas and Pseudomonas pathovars and strains 
generated with repetitive sequences and PCR.  Applied and Environmental 
Microbiology 60: 2286-2295. 
 

Marshall, D.R.  1977.  The advantages and hazards of genetic homogeneity.  Annuls New York  
Academy of Sciences 287: 1-20. 

 
Mew, T.W.  1987.  Current status and future prospects of research on bacterial blight of rice.  

Phytopathology 25: 359-382. 
 
Mew, T.W., C.M. Vera cruz and E.S. Medalla.  1992.  Changs in race frequency of Xanthomonas  

oryzae pv. oryzae in response to rice cultivaes plant in the Philippines.  Plant Disease 76: 
1029-1032. 

 
Naoto, A. and O. Takashi.  2000.  PCR-mediated detection of Xanthomonas oryzae pv. oryzae by 
 amplification of the 16S-23S rDNA spacer region sequence.  Journal of General Plant  

Pathology 66: 303-309. 
 
Nino-Liu, D.O., P.C. Ronald and A.J. Bogdanove.  2006.  Xanthomonas oryzae pathovars: model 

pathogens of a model crop.  Molecular Plant Pathology5: 303–324.  
 
Ochiai, H., O. Horino, K. Miyajima and H. Kaku.  2000.  Genetic diversity of Xanthomonas  

oryzae strain from Sri Lanka.  Phytopathology 90: 415-421. 
 
Ou, S.H.  1985.  Rice Diseases.  CommonWealth  Mycological Institute.Ferry Lane, UK. 
 
Roberts, R. J., T. Vincze, J. Posfai and D. Macelis.  2003.  REBASE restriction enzymes and 

methyltransferase.  Nucleic Acids Research.  -31: 418-420. 
 



  76 

Rohlf, F.J.  1998.  NTSYSpc numerical taxonomy and multivariate analysis system version 
2.0 user guide. Department of Ecology and Evolution State University of New York.  
Setauker, New York. 

 
Van Den Mooter, M. and J. Swing.  1990.  Numerical analysis of 295 phenotypic features of 266  

Xanthomonas strains and related strains and an improved taxonomy of the genus.  
International Journal of Systematic Bacteriology 40: 348-369. 

 
Vera Cruz, C.M., E.Y. Ardales, D.Z. Skinner, J. Talag, R.J. Nelson, F.J. Louws, H. Leung, T.M. 

Mew and J.E. Leach.  1996.  Measurement of haplotypic variation in Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae within a single Field by rep-PCR and RFLP analysis.  Phytopathology 86: 
1352-1359. 

 
Versalovic, J., T. Koeuth and J.R. Lupski.  1991.  Distribution of repetitive DNA sequence in 

eubacterium and application of fingerprinting of bacterium genomes.  Nucleic Acids 
Research 19: 6823-6831. 

 
Vos, P., R. Hogers, M. Bleeker, M. Reijans, T.V.D. Lee, M. Hornes, A. Frijters, J. Pot,  

J. Peleman, M. Kuiper and M. Zabeau.  1995.  AFLP: a new technique for DNA 
fingerprint.  Nucleic Acids Research 23: 4407-4414. 

 
Wilson, L.A. and P.M. Sharp.  2006.  Enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)  

sequences in Escherichia coli: evolution and implications for ERIC-PCR.  Molecular 
Biology and Evolution 23: 1156-1168. 

 
Yap, I.V. and R.J. Nelson.  1996.  Winboot a program for performing bootstrap analysis of 

binary data to determine the confidence limits of UPGMA based dendograms. IRRI 
discussion paper series 14. International Rice Research Institute, Manila, The 
Philippines. 

 



  77 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



  78 

ตารางผนวกที่ 1  คูํไพรเมอร์ที่ได๎จ านวนแถบดีเอ็นเอในชํวง 200 แถบ เมื่อทดสอบในโปรแกรม  
In Silico 

 
คูํเอนไซม ์ คูํไพรเมอร์ที่ได๎จ านวนแถบดีเอ็นเอในชํวง 100-200 แถบ จ านวนคูํที่ได ๎

EcoRI/MseI EcoRI+0/MseI+A, EcoRI+0/MseI+C, EcoRI+0/MseI+T, 
EcoRI+A/MseI+0, EcoRI+C/MseI+0, EcoRI+G/MseI+G 
 

6 

EcoRI/TaqI EcoRI+A/TaqI+0, EcoRI+C/TaqI+G, EcoRI+G/TaqI+A, 
EcoRI+G/TaqI+C, EcoRI+G/TaqI+T, EcoRI+T/TaqI+A, 
EcoRI+G/TaqI+T 

7 

PstI/MseI PstI+A/MseI+0, PstI+C/MseI+A, PstI+C/MseI+C, 
PstI+C/MseI+G, PstI+C/MseI+T, PstI+G/MseI+A, 
PstI+G/MseI+G, PstI+G/MseI+T 

8 

PstI/ TaqI PstI+A/ TaqI+A 1 
HindIII/MseI HindIII+C/MseI+0 1 
HindIII/TaqI HindIII+0/ TaqI+A, HindIII+0/ TaqI+C, HindIII+0/ 

TaqI+T, HindIII+A/ TaqI+0, HindIII+G/ TaqI+0 
5 

ApaI/MseI ApaI+0/MseI+A, ApaI+0/MseI+C, ApaI+0/MseI+G, 
ApaI+A/MseI+0, ApaI+C/MseI+0, ApaI+T/MseI+0, 

6 

ApaI/TaqI ApaI+0/TaqI+G, ApaI+C/TaqI+A, ApaI+C/TaqI+C, 
ApaI+G/TaqI+0 

4 
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ตารางผนวกที่ 2  จ านวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae KACC10331 ตัดด๎วยเอนไซม์ 
  EcoRI และ MseI จากการวิเคราะห์ด๎วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR  
  amplification 

 
Primer 4 

cutter 
Primer 6 cutter 

EcoRI+0 EcoRI+A EcoRI+C EcoRI+G EcoRI+T 
MseI+0 734 131 198 331 74 
MseI+A 136 30 38 55 13 
MseI+C 183 36 53 73 22 
MseI+G 235 38 63 111 23 
MseI+T 183 27 47 93 16 

 
ตารางผนวกที่ 3  จ านวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae KACC10331 ตัดด๎วยเอนไซม์  

 EcoRI และ TaqI จากการวิเคราะห์ด๎วยโปรแกรม In Silico AFLP- PCR    
 amplification 

 
Primer 4 

cutter 
Primer 6 cutter 

EcoRI+0 EcoRI+A EcoRI+C EcoRI+G EcoRI+T 
TaqI+0 1841 192 800 519 336 
TaqI +A 489 52 214 118 103 
TaqI +C 568 47 252 170 78 
TaqI +G 322 35 146 82 57 
TaqI +T 622 58 290 167 105 
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ตารางผนวกที่ 4  จ านวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae KACC10331ตัดด๎วยเอนไซม์  
 PstI และ MseI จากการวิเคราะห์ด๎วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR  
 amplification 

 
Primer 4 

cutter 
Primer 6 cutter 

PstI+0 PstI +A PstI +C PstI +G PstI +T 
MseI +0 1613 189 574 649 202 
MseI +A 458 59 193 172 53 
MseI +C 456 59 133 162 64 
MseI +G 364 53 104 162 45 
MseI +T 339 36 146 117 40 

 
ตารางผนวกที่ 5  จ านวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae KACC10331ตัดด๎วยเอนไซม์  

PstIและTaqI จากการวิเคราะห์ด๎วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR  
  amplification 
 

Primer 4 
cutter 

Primer 6 cutter 
PstI+0 PstI +A PstI +C PstI +G PstI +T 

TaqI+0 7739 944 2493 3212 1084 
TaqI +A 1710 164 535 758 238 
TaqI +C 2245 269 737 943 269 
TaqI +G 1389 212 444 513 205 
TaqI +T 2409 290 756 998 347 
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ตารางผนวกที่ 6  จ านวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae KACC10331 ตัดด๎วย 
 เอนไซม์ HindIII และ MseI จากการวิเคราะห์ด๎วยโปรแกรม In Silico AFLP- 
 PCR amplification 

 
Primer 4 

cutter 
Primer 6 cutter 

HindIII +0 HindIII +A HindIII +C HindIII +G HindIII +T 
MseI+0 295 76 109 93 18 
MseI +A 78 25 29 19 5 
MseI +C 87 16 32 37 3 
MseI +G 76 21 27 21 7 
MseI +T 60 16 24 16 4 

 
ตารางผนวกที่ 7  จ านวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae KACC10331 ตัดด๎วย 

 เอนไซม์ HindIII และTaqI จากการวิเคราะห์ด๎วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR    
 amplification 

 
Primer 4 

cutter 
Primer 6 cutter 

HindIII +0 HindIII +A HindIII +C HindIII +G 
HindIII 

+T 
TaqI+0 601 151 232 179 37 
TaqI +A 145 45 49 38 13 
TaqI +C 193 40 78 70 22 
TaqI +G 88 25 33 25 10 
TaqI +T 175 44 72 49 23 
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ตารางผนวกที่ 8  จ านวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ X. oryzae pv. oryzae KACC10331 ตัดด๎วย 
 เอนไซม์ ApaI และ MseI จากการวิเคราะห์ด๎วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR  
 amplification 

 
Primer 4 

cutter 
Primer 6 cutter 

ApaI+0 ApaI+A ApaI+C ApaI+G ApaI+T 
MseI+0 446 102 181 49 112 
MseI +A 126 32 51 10 34 
MseI +C 129 36 48 15 30 
MseI +G 105 17 46 18 24 
MseI +T 85 18 36 7 24 

 
ตารางผนวกที่ 9  จ านวนแถบดีเอ็นเอของเช้ือ X.oryzae pv. oryzae KACC10331 ตัดด๎วย 

 เอนไซม์ ApaI และ TaqI จากการวิเคราะห์ด๎วยโปรแกรม In Silico AFLP-PCR  
 amplification 

 
Primer 4 

cutter 
Primer 6 cutter 

ApaI+0 ApaI +A ApaI +C ApaI +G ApaI +T 
TaqI+0 1162 237 517 135 273 
TaqI +A 276 52 120 41 63 
TaqI +C 145 71 134 36 90 
TaqI +G 331 40 54 14 37 
TaqI +T 410 76 208 44 81 
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ตารางผนวกที่ 10  แสดงคํา Eigenvalue ที่ได๎จากการวิเคราะห์ด๎วยวิธี PCA จากเทคนิค AFLP 
 

Factor Eigenvalue1/ % of variance2/ Cumulative % of variance3/ 
1 20.53 64.17 64.17 
2 1.99 6.24 70.41 
3 1.44 4.49 74.91 
4 1.09 3.41 78.33 
5 0.94 2.92 81.25 
6 0.84 2.62 83.87 
7 0.76 2.38 86.25 
8 0.72 2.26 88.51 
9 0.62 1.93 90.44 

10 0.46 1.44 91.88 
11 0.41 1.29 93.17 
12 0.29  0.94 94.11 
13 0.29  0.91 95.02 
14 0.28  0.89 95.90 
15 0.24  0.75 96.65 
16 0.19  0.60 97.25 
17 0.16  0.512 97.76 
18 0.12 0.38 98.15 
19 0.11  0.36 98.50 
20 0.09 0.27 98.78 
21 0.08 0.26 99.04 
22 0.06 0.19 99.24 
23 0.06 0.18 99.42 
24 0.05 0.17 99.59 
25 0.04 0.12 99.71 
26 0.04 0.11 99.83 
27 0.02 0.06 99.89 
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ตารางผนวกที่ 10  (ตํอ) 
 

Factor Eigenvalue1/ % of variance2/ Cumulative % of variance3/ 
28 0.02 0.05 99.93 
29 0.01 0.03 99.96 
30 0.01 0.02 99.99 
31 0.003 0.01 99.99 
32 0.001 0.004 100.00 

 
หมายเหตุ  1/Eigenvalues = คําความผันแปรหรือความแปรปรวนทั้งหมดในตัวแปร  

2/% of Varience = เปอร์เซ็นต์ที่แตํละ Factor สามารถอธิบายความผันแปรได๎  
3/Cumulative % of variance = ผลบวกสะสมของ % of Varience  
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ตารางผนวกที่ 11  แสดงคํา Eigenvalue ที่ได๎จากการวิเคราะห์ด๎วยวิธี PCA จากไพรเมอร์ REP 
 

Factor Eigenvalue1/ % of variance2/ Cumulative % of variance3/ 
1 21.19 66.23 66.23 
2 2.58 8.07 74.29 
3 1.89 5.89 80.19 
4 1.48 4.64 84.82 
5 1.15 3.61 88.43 
6 0.88 2.74 91.17 
7 0.69 2.18 93.35 
8 0.49 1.53 94.88 
9 0.46 1.43 96.32 

10 0.39 1.22 97.53 
11 0.26 0.81 98.34 
12 0.19 0.62 98.96 
13 0.16 0.49 99.45 
14 0.08 0.26 99.70 
15 0.06 0.18 99.89 
16 0.04 0.11 > 100% 
17 0.00 0.00 > 100% 
18 0.00 0.00 > 100% 
19 0.00 0.00 > 100% 
20 0.00 0.00 > 100% 
21 0.00 0.00 > 100% 
22 0.00 0.00 > 100% 
23 0.00 0.00 > 100% 
24 0.00 0.00 > 100% 
25 0.00 0.00 > 100% 
26 0.00 0.00 > 100% 
27 0.00 0.00 > 100% 
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ตารางผนวกที่ 11  (ตํอ) 
 

Factor Eigenvalue1/ % of variance2/ Cumulative % of variance3/ 
28 0.00 0.00 > 100% 
29 0.00 0.00 > 100% 
30 0.00 0.00 > 100% 
31 0.00 0.00 > 100% 
32 0.00 0.00 > 100% 

 
หมายเหตุ  1/Eigenvalues = คําความผันแปรหรือความแปรปรวนทั้งหมดในตัวแปร  

2/% of Varience = เปอร์เซ็นต์ที่แตํละ Factor สามารถอธิบายความผันแปรได๎  
3/Cumulative % of variance = ผลบวกสะสมของ % of Varience  
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ตารางผนวกที่ 12  แสดงคํา Eigenvalue ที่ได๎จากการวิเคราะห์ด๎วยวิธี PCA จากไพรเมอร์ ERIC 
 

Factor Eigenvalue1/ % of variance2/ Cumulative % of variance3/ 
1 18.09 56.54 56.54 
2 4.36 13.64 70.18 
3 3.12 9.76 79.94 
4 1.99 6.23 86.18 
5 1.54 4.83 91.00 
6 1.20 3.76 94.77 
7 0.71 2.23 97.00 
8 0.56 1.75 98.75 
9 0.22 0.69 99.45 

10 0.18 0.55 > 100% 
11 0.00 0.00 > 100% 
12 0.00 0.00 > 100% 
13 0.00 0.00 > 100% 
14 0.00 0.00 > 100% 
15 0.00 0.00 > 100% 
16 0.00 0.00 > 100% 
17 0.00 0.00 > 100% 
18 0.00 0.00 > 100% 
19 0.00 0.00 > 100% 
20 0.00 0.00 > 100% 
21 0.00 0.00 > 100% 
22 0.00 0.00 > 100% 
23 0.00 0.00 > 100% 
24 0.00 0.00 > 100% 
25 0.00 0.00 > 100% 
26 0.00 0.00 > 100% 
27 0.00 0.00 > 100% 
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ตารางผนวกที่ 12  (ตํอ)  
 

Factor Eigenvalue1/ % of variance2/ Cumulative % of variance3/ 
28 0.00 0.00 > 100% 
29 0.00 0.00 > 100% 
30 0.00 0.00 > 100% 
31 0.00 0.00 > 100% 
32 0.00 0.00 100.00 

 
หมายเหตุ  1/Eigenvalues = คําความผันแปรหรือความแปรปรวนทั้งหมดในตัวแปร  

2/% of Varience = เปอร์เซ็นต์ที่แตํละ Factor สามารถอธิบายความผันแปรได๎  
3/Cumulative % of variance = ผลบวกสะสมของ % of Varience  
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ประวัติการศึกษาและการท างาน 
 

ชื่อ     รินนภา  สมสนุก 
เกิดวันที่     23  มิถุนายน 2528 
ต าแหน่งปัจจุบัน    - 
สถานที่ท างานปัจจุบัน   -  
ผลงานดีเด่นและ/หรือรางวัลทางวิชาการ -  
ทุนการศึกษาที่ได้รับ   ได๎รับทุนการศึกษาและวิจัยจากศูนย์ความเป็นเลิศด๎าน 

 เทคโนโลยีชีวภาพ ส านักพัฒนาบัณฑิตศึกษาและวิจัย   
 ด๎านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ส านักงาน  
 คณะกรรมการการอุดมศึกษา กระทรวงศึกษาธิการ (พ.ศ.  
 2551-2554)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




