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บทคัดย่อ 
ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นแหลง่อาหารหลกัที่ส าคญัของโลก โดยประเทศไทยมีการส่งออกข้าวเป็น

อนัดบัต้นๆของโลก ประเทศไทยมีผลผลติข้าวตอ่ไร่ที่ต ่ากว่าประเทศเพื่อนบ้านในแถบเอเชีย  ซึง่สาเหตุเกิดจาก
ความอดุมสมบรูณ์ของดิน ศกัยภาพของพนัธุ์ข้าว และความเสยีหายของผลผลติข้าวที่เกิดโรคและแมลงศตัรูข้าว 
โรคข้าวที่มีสาเหตมุาจากเชือ้แบคทีเรียที่มีความส าคญัสง่ผลตอ่ผลผลิตข้าวในประเทศไทยโรคหนึ่ง ก็คือ โรคใบ
ขีดโปร่งแสง เกิดจากเชือ้ Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc) วิธีการป้องกนัก าจดัโรคที่มีประสิทธิภาพ
สูง คือการใช้พันธุ์ ต้านทานโรค  อย่างไรก็ตามการที่จะได้มาซึ่งพันธุ์ ต้านทานจะต้องมีแหล่งพันธุ์กรรมยีน
ต้านทานเพื่อน ามาใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์ให้ต้านทานต่อโรคขอบใบแห้ง ดงันัน้การทดลองนีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์
เพื่อหาแหลง่พนัธุ์กรรมยีนต้านทานมาใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์ข้าวให้ต้านทานต่อโรคใบขีดโปร่งแสง จึงได้ท าการ
ประเมินความต้านทานโรคใบขีดโปร่งแสงในสายพนัธุ์ข้าวจ านวน 4 สายพนัธุ์ คือ IRBB5  IRBB7  IRBB13 และ 
IRBB21 ซึ่งมียีน xa5  Xa7  xa13 และ Xa21 ตามล าดับ และใช้พันธุ์  กข71 เป็นพันธุ์ อ่อนแอมาตรฐาน
เปรียบเทียบในการทดลอง โดยใช้เชือ้ Xoc จ านวน 5 ไอโซเลท ที่แยกเชือ้มาจากตัวอย่างข้าวที่เป็นโรค มา
ทดสอบความต้านทานของพันธุ์ ข้าว และศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยาของเชือ้ Xoc บนอาหาร Nutrient agar 
และ  Wakimoto’s  พบวา่โคโลนีของเชือ้ Xoc มีลกัษณะกลม สเีหลอืง มนัวาว นนู ผิวเรียบ เมื่อท าการพิสจูน์เชือ้
สาเหตโุรคตามวิธี Koch’s postulation  ลงบนใบข้าวของพนัธุ์ กข71 พบวา่มีการแสดงอาการของโรคใบขีดโปร่ง
แสงชัดเจน และยืนยนัเชือ้สาเหตโุรค Xoc โดยเทคนิค PCR ด้วยไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อเชือ้ ได้ขนาดผลิตภัณฑ์ 
945 bp จากนัน้จึงปลกูเชือ้ลงบนใบข้าวเพื่อทดสอบความต้านทานโรค  และให้คะแนนการเกิดโรคในวนัท่ี 7 14 
และ 21 วนั หลงัการปลูกเชือ้ พบว่าข้าวสายพนัธุ์  IRBB5 อยู่ในระดับที่มีความต้านทานต่อโรคสงู ซึ่ง IRBB5 
นา่จะเป็นสายพนัธุ์ข้าวที่สามารถน ามาใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์ข้าวให้ต้านทานตอ่โรคใบขีดแสงตอ่ไป 
ค าส าคัญ: โรคใบขีดโปร่งแสง, Xanthomonas oryzae pv. oryzicola, พนัธุ์ต้านทานตอ่โรคใบขีดโปร่งแสง, ข้าว 
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Abstract 
 Rice (Oryza sativa L.) is an important staple food in the world and Thailand is one of the 
top rice exporters in the world. However recently, rice production in Thailand has been reduced. One 
of many reasons of low rice productivity in Thailand is outbreaks of diseases and insects. An 
important bacterial disease of rice is bacterial leaf streak disease caused by Xanthomonas oryzae 
pv. oryzicola (Xoc). One of the most effective method to control this disease is the use of disease 
resistance varieties. Therefore, assessment of bacterial leaf streak resistance in 4 rice lines, IRBB5 
IRBB7 IRBB13 and IRBB21 containing xa5, Xa7, xa13 and Xa21 genes, respectively, was performed 
and the RD71 was used as a susceptible check. Five isolates of Xoc isolated from disease leaf 
samples were tested. Xoc’s colony characteristics were smooth, mucoid, convex and  yellow on 
Nutrient agar and Wakimoto’s media. Koch’s postulation was conducted to prove the causing agent 
of the disease and inoculated rice leaves positively demonstrated leaf streak symptoms. Xoc was 
confirmed by PCR technique with specific primer presenting 945 bp PCR products. All isolates of 
Xoc were inoculated on rice leave for disease resistance test and disease scoring was examined on 
day 7, 14 and 21 after inoculation. The result showed that IRBB5 was the most resistant line to the 
disease followed by RD71, IRBB7 and IRBB21 respectively. IRBB13 was the least resistance to the 
disease. Therefore, IRBB5 should be a rice line that can be used in breeding program for leaf steak 
disease resistance. 
Keywords: Bacterial leaf streak disease, Xanthomonas oryzae pv. oryzicola, leaf steak disease 
resistance varieties, rice 
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บทที่ 1 

บทน า 

ข้าว (Rice) เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคัญชนิดหนึ่งของโลก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในภูมิภาค

เอเชียมีการผลิตข้าวมากกวา่ 90% ของผลผลิตข้าวทัว่โลก ส าหรับประเทศไทยนัน้มีพืน้ท่ีเพาะปลกู

ข้าวประมาณ 58 ล้านไร่และในปี 2561 มีเปอร์เซ็นต์ของผลผลิตข้าวท่ีลดลงจากปีท่ีผา่นมา และยงั

มีการคาดการวา่จะลดลงอีกในปี 2562 เน่ืองจากการผลิตข้าวในประเทศไทยมีปัญหาหลกัท่ีส่งผล

ให้ผลผลิตข้าวลดลง ได้แก่ การลดพืน้ท่ีเพาะปลูกข้าวเน่ืองจากสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสม อัน

เน่ืองมาจาก น า้ท่วม ความแห้งแล้ง ปัญหาดินเปรีย้ว ดินเค็ม การจัดการการเพาะปลูกท่ีไม่

เหมาะสม การใช้พนัธุ์ท่ีให้ผลผลิตต ่า รวมถึงการระบาดของแมลง เชน่ เพลีย้กระโดดสีน า้ตาล และ

การระบาดของโรคท่ีเป็นปัญหาส าคญัของข้าว เช่น โรคใบไหม้ โรคขอบใบแห้ง (ส านกัเศรษฐกิจ

การเกษตร, 2561ก : ออนไลน์) และในปัจจุบันพบโรคใบขีดโปร่งแสงท่ีมีการระบาดรุนแรงใน

ประเทศไทย โดยเฉพาะในภาคกลาง (ส านกัวิจยัและพฒันาข้าว กรมการข้าว, 2560 : ออนไลน์) 

โรคใบขีดโปร่งแสง (Bacterial leaf streak) เป็นโรคท่ีมีสาเหตุมาจากเชือ้แบคทีเรีย 

Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc) อาการของโรคเป็นได้ตัง้แต่ระยะข้าวแตกกอจนถึง

ออกรวง อาการปรากฏท่ีใบ เร่ิมแรกเห็นเป็นขีดช า้ยาวไปตามเส้นใบ ต่อมาค่อย ๆ เปล่ียนเป็นสี

เหลืองหรือส้ม เม่ือแผลขยายรวมกนัก็จะเป็นแผลใหญ่ แสงสามารถทะลผุ่านได้ และพบแบคทีเรีย

ในรูปหยดน า้สีเหลืองคล้ายยางสนกลม ๆ ขนาดเล็กปรากฏอยู่บนแผล ความยาวของแผลขึน้อยู่

กบัความต้านทานของพนัธุ์ข้าวและความรุนแรงของเชือ้ ในพนัธุ์ ข้าวท่ีอ่อนแอตอ่โรค แผลจะขยาย

จนใบไหม้ไปถึงกาบใบ ลกัษณะของแผลจะคล้ายคลงึกบัเกิดบนใบ สว่นในพนัธุ์ ข้าวท่ีต้านทานโรค

ได้ จ านวนแผลจะน้อยและแผลจะไม่ขยายตามความยาวของใบ รอบ ๆ แผลจะมีสีน า้ตาลด า พบ

มากในนาน า้ฝน และนาชลประทาน ในอดีตพบระบาดในภาคกลาง ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือและ

ภาคใต้ (ส านกัวิจยัและพฒันาข้าว กรมการข้าว, 2560 : ออนไลน์) แตปั่จจบุนัมีรายงานการระบาด

รุนแรงและท าความเสียหายในแหล่งปลกูข้าวท่ีส าคญัในภาคกลางของประเทศไทยตอ่เน่ืองตัง้แตปี่ 

พ.ศ. 2554 ถึงปัจจุบนั (2560) โดยเฉพาะในเขตนาน า้ฝน มีรายงานการระบาดในปี พ.ศ. 2555 

พบการระบาดรุนแรงถึง 40% ในช่วงเดือนกรกฎาคม ท่ีจังหวัดปราจีนบุรี นครนายก และ

ฉะเชิงเทรา ในข้าวพนัธุ์ กข31  กข41 และ กข47 (วรรณพรรณ จนัลาภา และคณะ, 2557)  
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การป้องกนัจ ากดัโรคใบขีดโปร่งแสงสามารถท าได้โดยการใช้สารเคมีฉีดพ่น แต่เน่ืองจาก

เป็นวิธีการท่ีมีค่าใช้จ่ายสูง และส่งผลกระทบต่อสภาพแวดล้อม (ดารา เจตนะจิตร , 2545) การ

เลือกใช้พันธุ์ ต้านทานจึงเป็นแนวทางหนึ่งในการแก้ไขปัญ หาการระบาดของโรคอย่างมี

ประสิทธิภาพ ลดการใช้สารเคมีและเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม อย่างไรก็ตาม การศึกษาพันธุ์

ต้านทานโรคใบขีดโปร่งแสงในประเทศไทยยงัมีอยู่น้อยมาก เน่ืองจากก่อนหน้านีก้ารระบาดของ

โรคยงัไม่รุนแรงมากและไม่เป็นปัญหาหลกัของข้าว ดงันัน้ แหล่งของพันธุ์ข้าว ท่ีต้านทานต่อโรค   

ใบขีดโปร่งแสงจึงยงัไม่มีแพร่หลาย ซึ่งแตกตา่งกบัข้าวพนัธุ์ต้านทานตอ่โรคขอบใบแห้ง (Bacterial 

blight) ท่ีมีสาเหตุมาจาก Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) มีการศึกษายีนต้านทานต่อ

โรคเป็นจ านวนมาก (Khan, Naeem, and Iqbal, 2013) พยอม โคเบลล่ี และคณะ (2558) ได้

ศึกษาสายพันธุ์ ข้าว Near Isogenic Line (NILs) ท่ีมียีนต้านทานเดียว โดยมียีนต้านทานต่อโรค

ขอบใบแห้งท่ีมีประสิทธิภาพสูง 4 ยีน ได้แก่ xa5  Xa7  xa13 และ Xa21 ซึ่งมาจากข้าวสายพนัธุ์ 

IRBB5  IRRBB7  RBB13 และ IRBB21 ตามล าดับ เน่ืองจากเชือ้สาเหตุโรคขอบใบแห้ง (Xoo) 

และโรคใบขีดโปร่งแสง (Xoc) มีความใกล้ชิดกัน (Suarez et al., 2010) จึงเป็นท่ีน่าสนใจท่ีจะน า

ยีนต้านทานตอ่โรคขอบใบแห้งในข้าวมาศกึษาความต้านทานตอ่โรคใบขีดโปร่งแสง 

 ในการศึกษานีมี้วัตถุประสงค์ท่ีจะหาพันธุ์ ข้าวท่ีมีความสามารถในการต้านทานต่อโรค                 

ใบขีดโปร่งแสง โดยทดสอบในข้าวพนัธุ์ท่ีต้านทานตอ่โรคขอบใบแห้งท่ีกล่าวมาแล้วข้างต้น และใช้

ข้าวพนัธุ์ กข71 ซึ่งเป็นพนัธุ์อ่อนแอต่อโรคใบขีดโปร่งแสง เป็นพนัธุ์อ่อนแอมาตรฐานเปรียบเทียบ 

(Susceptible check) ผลการศึกษาท่ีได้จะสามารถน าไปใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ ข้า วให้ มี

ประสิทธิภาพในการต้านทานตอ่โรคใบขีดโปร่งแสง เพ่ือเป็นการรักษาเสถียรภาพการผลิตของข้าว

ท่ีประสบปัญหาการเข้าท าลายของโรคดงักล่าว โดยเฉพาะข้าวในภาคกลางท่ีพบว่ามีการระบาด

ของโรคใบขีดโปร่งแสงเพิ่มขึน้ 
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วัตถุประสงค์ของการศึกษา 

 เพ่ือประเมินหาสายพนัธุ์ข้าวท่ีมีความต้านทานตอ่โรคใบขีดโปร่งแสง  

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 ได้สายพนัธุ์ข้าวท่ีสามารถต้านทานตอ่โรคใบขีดโปร่งแสง และสามารถน าพนัธุ์ข้าวท่ีมียืน

ต้านทานมาใช้เป็นแหลง่พนัธุกรรมในการปรับปรุงพนัธุ์ข้าว ให้ต้านทานตอ่โรคใบขีดโปร่งแสง 
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บทที่ 2 

การตรวจเอกสาร 

ข้าว มีช่ือทางวิทยาศาสตร์คือ Oryza sativa L. เป็นพืชในวงศ์หญ้า (Poaceae) ถือเป็น

แหล่งอาหารหลกัท่ีส าคญัของโลก ซึ่งพืน้ท่ีท่ีมีการปลูกข้าวพบว่ามีมากกว่า 958 ล้านไร่ กระจาย

อยู่ทั่วโลกโดยเฉพาะแถบทวีปเอเชีย ในประเทศไทยมีการปลูกข้าวเพ่ือการบริโภคมายาวนาน 

5,000 ปี ข้าวจงึกลายมาเป็นส่วนหนึ่งของประเพณี วฒันธรรม และวิถีชีวิตในการด ารงชีวิตของคน

ไทยมาจนถึงปัจจุบัน นอกจากการบริโภคข้าวภายในประเทศปีละประมาณ 21 ล้านตัน การ

ส่งออกก็ถือเป็นสินค้าส่งออกหลกัของไทย โดยถูกจดัอนัดบัให้เป็นผู้ส่งออกรายใหญ่ 1 ใน 5 ของ

โลก (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2561ก : ออนไลน์) 

อย่างไรก็ตามพบว่าผลผลิตเฉล่ียข้าวต่อไร่ของประเทศไทยมีปริมาณท่ีต ่ากว่าประเทศ

เพ่ือนบ้านในเอเชีย (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2561ข : ออนไลน์) ซึง่หนึ่งในหลายสาเหตมุา

จาก การลดพืน้ท่ีเพาะปลูกข้าวเน่ืองจากสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสม อันเน่ืองมาจาก น า้ท่วม 

ความแห้งแล้ง ปัญหาดินเปรีย้ว ดินเค็ม การจัดการการเพาะปลูกท่ีไม่เหมาะสม การใช้พันธุ์ ท่ี

ให้ผลผลิตต ่า รวมถึงการระบาดของแมลง เช่น เพลีย้กระโดดสีน า้ตาล และการระบาดของโรคท่ี

เป็นปัญหาส าคัญของข้าว เช่น โรคใบไหม้ โรคขอบใบแห้ง และโรคใบขีดโปร่งแสง (ส านักงาน

เศรษฐกิจการเกษตร, 2561ก : ออนไลน์) 

 

โรคใบขีดโปร่งแสง (Bacterial leaf streak)  

โรคใบขีดโปร่งแสง เป็นโรคท่ีส าคัญของข้าวโรคหนึ่งท่ี มีสาเหตุมาจากเชือ้แบคทีเรีย  

Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc) อาการของโรคใบขีดโปร่งแสงเป็นได้ตัง้แต่ระยะข้าว

แตกกอจนถึงออกรวง อาการปรากฏท่ีใบ เร่ิมแรกเห็นแผลเป็นขีดช า้ยาวไปตามเส้นใบ ต่อมา    

ค่อย ๆ เปล่ียนเป็นสีเหลืองหรือส้ม เม่ือแผลหลายแผลขยายมาชนกันก็จะเป็นแผลใหญ่ แสง

สามารถส่องผ่านได้ (ภาพท่ี 1ก.) และพบแบคทีเรียในรูปหยดน า้สีเหลืองคล้ายยางสนกลม ๆ 

ขนาดเล็กปรากฏอยูบ่นแผล (ภาพท่ี 1ข.) ความยาวของแผลขึน้อยู่กบัความต้านทานของพนัธุ์ข้าว

และความรุนแรงของเชือ้ ในพนัธุ์ท่ีอ่อนแอต่อโรค แผลจะขยายจนไปถึงกาบใบ ลกัษณะของแผล

จะคล้ายคลึงกบัเกิดแผลท่ีปรากฏบนใบ ส่วนในข้าวพนัธุ์ต้านทานโรค จ านวนแผลจะน้อยและแผล
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จะไม่ขยายตามความยาวของใบ รอบ ๆ แผลจะมีสีน า้ตาลด า โดยแบคทีเรียจะสามารถแพร่

ระบาดไปได้อย่างกว้างขวางและรวดเร็วในสภาพท่ีมีฝนตก ลมพดัแรง (ส านกัวิจยัและพฒันาข้าว 

กรมการข้าว, 2560 : ออนไลน์) 

     
ภาพที่ 1 ลกัษณะอาการของโรคใบขีดโปร่งแสง (ก.) และ  

ลกัษณะของแบคทีเรียในรูปหยดน า้สีเหลือง (ข.) 

 

 Wubneh and Bayu (2016) ได้ท าการศึกษาเพ่ือประเมินความเสียหายของโรคท่ีเกิดใน

ข้าวซึ่งพบว่าโรคใบขีดโปร่งแสง สร้างความเสียหายในระยะในการเจริญเติบโตทางด้านต้น  

(vegetative growth) 0.8 เปอร์เซนต์  และความเสียหายในระยะออกรวง (heading growth 

stages) 1.1 เปอร์เซ็นต์ แม้จะมีความรุนแรงไม่มาก แต่ก็ก่อให้เกิดความเสียหายท่ีท าให้ผลผลิต

ของข้าวลดลง จากรายงานของ Rice Knowledge Bank (2019 : Online) โรคใบขีดโปร่งแสงท า

ให้ผลผลิตข้าวลดลง 8-17% ในฤดฝูน และ 1-3% ในฤดรู้อน และในปี พ.ศ. 2555 พบการระบาด

รุนแรงถึง 40% ในช่วงเดือนกรกฎาคม ท่ีจงัหวดัปราจีนบุรี นครนายก และฉะเชิงเทรา ในข้าวพนัธุ์ 

กข31 กข41 และ กข47 (วรรณพรรณ จนัลาภา และคณะ, 2557) 

 

 

 

 

ก. ข. 
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โรคขอบใบแห้ง (Bacterial blight) 

 โรคขอบใบแห้ง มีสาเหตมุาจากเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) 

โรคนีพ้บได้ในข้าวตัง้แตร่ะยะกล้า ระยะแตกกอ จนถึงระยะออกรวง ในระยะต้นกล้าก่อนน าไปปัก

ด าจะมีจุดเล็ก ๆ ลักษณะช า้ท่ีขอบใบของใบล่าง ต่อมาประมาณ 7-10 วัน จุดช า้นีจ้ะขยาย

กลายเป็นทางสีเหลืองยาวตามใบข้าว ใบท่ีเป็นโรคจะแห้งเร็ว และสีเขียวจะจางลงเป็นสีเทา ๆ ใน

กรณีท่ีต้นข้าวมีความอ่อนแอตอ่โรคและเชือ้โรคมีปริมาณมาก  จะท าให้ท่อน า้ท่ออาหารอดุตนั ต้น

ข้าวจะเห่ียวเฉาและแห้งตายทัง้ต้นโดยรวดเร็ว เรียกอาการของโรคนีว้า่ ครีเสก (kresek) 

อาการในระยะแตกกอถึงแตกกอสูงสุด ใบท่ีเป็นโรคขอบใบแห้งจะมีรอยขีดช า้ ต่อมาจะ

เปล่ียนเป็นสีเหลือง ท่ีแผลมีหยดน า้สีครีมคล้ายยางสน  กลม ๆ ขนาดเล็กเท่าหวัเข็มหมดุ (ภาพท่ี 

2) ตอ่มาจะกลายเป็นสีน า้ตาลและหลดุไปตามน า้หรือฝน ซึ่งจะท าให้โรคสามารถระบาดตอ่ไปได้ 

แผลจะขยายไปตามความยาวของใบ บางครัง้ขยายเข้าไปในเนือ้ใบตามความกว้างของใบ ขอบ

แผลมีลกัษณะเป็นขอบลายหยกั เม่ือเวลาผ่านไปแผลนีจ้ะเปล่ียนเป็นสีเทา ใบท่ีเป็นโรค ขอบใบจะ

แห้งและม้วนตามความยาว (ส านกัวิจยัและพฒันาข้าว กรมการข้าว, 2560 : ออนไลน์) 

 
ภาพที่ 2 ลกัษณะอาการของโรคขอบใบแห้ง (เอือ้เฟือ้ภาพโดย ดร. พยอม โคเบลล่ี) 

 

เน่ืองจากโรคใบขีดโปร่งแสงและโรคขอบใบแห้งอาจเกิดร่วมกันในแปลงนาเดียวกัน 

ลกัษณะอาการของโรคทัง้ 2 ชนิดในระยะสดุท้ายของการเกิดโรคจะคล้ายคลึงกันมาก เม่ือน าใบท่ี

เกิดโรคมาแยกเชือ้ให้บริสุทธ์ิ เชือ้ทัง้ 2 ชนิดมีลกัษณะโคโลนีท่ีคล้ายกันมาก ดงันัน้ การแยกเชือ้ 

Xoc และ Xoo โดยใช้ลกัษณะของโคโลนี จงึท าได้ยากในอาหารเลีย้งเชือ้ปกติ จงึมีการศกึษาความ

Bacterial ooze 
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แตกตา่งของเชือ้ทัง้สองพาโทวาร์โดยการน าเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกลุมาใช้เป็นเคร่ืองมือในการ

จดัจ าแนก (Lang et al., 2010)  

การศกึษาของ Lang และคณะ (2010) ได้ท าการออกแบบไพร์เมอร์โดยใช้วิธีการท่ีเรียกว่า 

custom computational pipeline เป็นการน า Xanthomonas genome ท่ีมีอยู่ในฐานข้อมูลมาท า

การเปรียบเทียบหาความแตกต่างของล าดบัเบสท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงส าหรับ X. oryzae  Xoo 

และ Xoc และออกแบบไพร์เมอร์จากส่วนท่ีจ าเพาะนัน้ ๆ ท าให้ได้ล าดับเบสท่ีมีความจ าเพาะ

เจาะจง เพ่ือใช้ในการแยกเชือ้แบคทีเรีย X. oryzae ออกจากสายพนัธุ์ อ่ืน ๆ และเพ่ือให้แยก Xoc 

และ Xoo ออกจากกันได้อย่างมีประสิทธิภาพ ศึกษาโดยใช้เชือ้แบคทีเรีย X. oryzae แต่ละ          

พาโทวาร์ท่ีมาจากหลายภูมิภาค ท าให้ได้ไพร์เมอร์ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงกับเชือ้แบคทีเรีย

จ านวน 7  คู่ไพร์เมอร์ คือ Xo1321  Xo2207 และ Xo2967 มีความจ าเพาะเจาะจงกับ X. oryzae  

คู่ไพร์เมอร์  Xoo80 และ Xoo4009  มีความจ าเพาะเจาะจงกับ Xoo และคู่ไพร์เมอร์ Xoc3866 

ออกแบบมาจากยีนท่ีสร้าง LPS O-antigen  biosynthesis  protein  และ Xoc3864  ออกแบบมา

จากยีน wxocB;  putative glycosyltransferase  ซึง่มีความจ าเพาะเจาะจงกบั Xoc  

 

การป้องกันและก าจัดโรคใบขีดโปร่งแสง  

การปอ้งกนัก าจดัขีดโปร่งแสง สามารถใช้วิธีทางเขตกรรม โดยไม่ควรใส่ปุ๋ ยไนโตรเจนมาก

ในดนิท่ีอดุมสมบรูณ์ ไม่ควรปลูกข้าวแนน่เกินไป และอยา่ให้ระดบัน า้ในนาสงูเกินไป โรคนีจ้ะสร้าง

ความเสียหายลดลงเม่ือข้าวมีอายมุากขึน้ การใช้สารเคมีการปอ้งกนัและก าจดัโรคในสภาพนาข้าว

ส่วนใหญ่ยงัไม่คุ้มต่อการลงทุน และท าให้เสียสมดลุของสภาพแวดล้อม  (ดารา เจตนะจิตร และ

คณะ, 2550) อีกแนวทางหนึ่งคือการใช้พนัธุ์ข้าวท่ีสามารถต้านทานตอ่โรคใบขีดโปร่งแสง ซึ่งเป็น

วิธีการท่ีเหมาะสมและดีท่ีสดุในการปอ้งกนัและก าจดัโรค จากการศึกษาของ Chi-hong และคณะ 

(2006) ระบุว่าข้าวพันธุ์  Dular (Oryzae sativa ssp. Indica) เป็นข้าวพันธุ์ ต้านทานต่อโรคใบขีด

โปร่งแสง และยีนท่ีควบคุมลักษณะต้านทานมีหลายยีน (multi gene loci) อย่างไรก็ตาม ใน

ประเทศไทย ปัจจุบนัการศึกษาเก่ียวกับพนัธุ์ข้าวท่ีสามารถต้านทานต่อโรคใบขีดโปร่งแสงได้ยงัมี

น้อย ส่วนใหญ่เป็นการศึกษาเก่ียวกับพันธุ์ ข้าวท่ีสามารถต้านทานต่อโรคขอบใบแห้ง เช่น 

การศกึษาของ พยอม โคเบลล่ี และคณะ (2558) เก่ียวกบัยีนต้านทานตอ่เชือ้ Xoo สาเหตโุรคขอบ
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ใบแห้งในข้าว โดยศึกษาในสายพันธุ์ข้าว Near Isogenic Line (NILs) ท่ีมียีนต้านทานเดียว จาก

ผลการศกึษา พบยีนต้านทานตอ่โรคขอบใบแห้งท่ีมีประสิทธิภาพสงู 4 ยีน ได้แก่ xa5  Xa7  xa13 

และ Xa21 ซึง่มาจากข้าวสายพนัธุ์ IRBB5  IRRBB7  IRBB13 และ IRBB21 ตามล าดบั 

 ทัง้นี ้เน่ืองจากเชือ้สาเหตุโรคขอบใบแห้ง (Xoo) และโรคใบขีดโปร่งแสง (Xoc) มีความ

ใกล้ชิดในสายวิวฒันาการกันมาก (Suarez et al., 2010) จึงมีความสนใจในความเป็นไปได้ท่ีจะ

น ายีนต้านทานตอ่โรคขอบใบแห้ง มาทดสอบความสามารถในการต้านทานตอ่โรคใบขีดโปร่งแสง 

เพ่ือน ายีนท่ีได้มาใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์ข้าวให้มีความต้านทานตอ่โรคใบขีดโปร่งแสงตอ่ไป 
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บทที่ 3 

วัสดุอุปกรณ์ และวิธีการด าเนินงาน 

1. วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคมี  

1.1   วสัด ุอปุกรณ์  

1.1.1 อปุกรณ์ส าหรับแยกเชือ้จากใบข้าว 

- ใบข้าวท่ีแสดงอาการของโรคใบขีดโปร่งแสงท่ีเกิดจากเขือ้แบคทีเรีย 

Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (ได้รับความอนเุคราะห์จากกรมการข้าว) 

  - จานเพาะเชือ้ 

  - มีดโกนท่ีผา่นการฆา่เชือ้ 

  - ปากคีบ 

  - กระดาษท่ีผา่นการฆ่าเชือ้ 

  - ตู้  Incubator รุ่น MIR153 (Sanyo) 

1.1.2 อปุกรณ์ส าหรับการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 

 - เคร่ืองชัง่สาร 

 - บกิเกอร์ ขนาด 250 มิลลิลิตร 

 - ฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตร  

- ส าลีม้วน 

- กระดาษ 

- ยางรัด 

- เคร่ืองนึง่ความดนัไอ 

 1.1.3 อปุกรณ์ส าหรับเก็บเชือ้ 

  - เคร่ืองเขยา่สาร รุ่น G560E (Scientific Industries) 

  - หลอดไมโครทิวบ์ 

  - เข็มปลายวงกลม (loop)   

  - ตู้เย็นอณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส 
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1.1.4 อปุกรณ์ส าหรับเพาะพนัธุ์ข้าว 

  - เพลทพลาสตกิ 

  - กระดาษ 

  - กระถางดนิขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 8 นิว้ 

 1.1.5 อปุกรณ์ส าหรับเตรียมการปลกูเชือ้ 

  - บกิเกอร์ 

  - แทง่แก้วสามเหล่ียม 

  - ถงุมือยาง 

 1.1.6 อปุกรณ์ส าหรับการท า PCR 

  - หลอดพลาสติก (Eppendorf) 

  - เคร่ืองเขยา่สาร รุ่น Innova 4080 (Eppendorf) 

  - เคร่ืองป่ันตกตะกอน รุ่น Universal 320R (Hettich) 

  - ไมโครปิเปต 

  - เคร่ืองวดันาโนดรอป รุ่น NanoDropTM 1000 Spectrophotometer (Thermo 

Fisher Scientific) 

  - เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ รุ่น TProfessional Basic Thermocycler (Biometra 

Ltd.) 

  - เคร่ืองจา่ยกระแสไฟฟ้า รุ่น PowerPac Basic (Bio-Rad) 

1.2 สารเคมี 

 1.2.1 สารเคมีส าหรับแยกเชือ้จากใบข้าว 

  - สารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์ เข้มข้น 0.6% (Clorox 10%) 

  - 70% Ethanol  

  - น า้กลัน่นึง่ฆา่เชือ้ 

 1.2.2 สารเคมีส าหรับเก็บเชือ้ 

  - สารละลายกลีเซอรอล 20% 
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1.2.3 สารเคมีส าหรับการเตรียมอาหาร Nutrient agar (NA) 

  - Bacto agar 

  - Nutrient Agar ส าเร็จรูป 

  - น า้กลัน่ 

 1.2.4 สารเคมีส าหรับการเตรียมอาหาร Wakimoto’s 

  - มนัฝร่ัง 

  - Cacium nitrate (Ca(NO3)24H2O) 

  - Sodium dihydrogen phosphate dodecahydrate (Na2HPO412H2O) 

  - Peptone 

  - Sucrose 

  - Agar 

  - น า้กลัน่ 

 1.2.5 สารเคมีส าหรับการเตรียมอาหาร Luria-Bertani Broth (LB) 

  - Tryptone 

  - Yeast extract 

  - Sodium Chloride (NaCl) 

  - น า้กลัน่ 

 1.2.6 สารเคมีส าหรับการท า PCR 

  - Tris-EDTA buffer, pH 8 

  - 10% Sodium dodecyl sulfate 

  - 10% CTAB in 0.7 M NaCl 

  - 20 mg/ml Proteinase K 

  - 5 M NaCl 

  - Chloroform : isoamyl alcohol (24:1) 

  - Phenol : Chloroform : isoamyl alcohol (25:24:1) 

  - Isopropanol 
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  - 70% Ethanol 

  - 100 mg/ml RNase 

  - Primer (Xoc3864F และ Xoc3864R) 

  - Master mix 

  - Agarose gel 

1.3   ตวัอยา่งพืชท่ีใช้ในการศกึษา 

 - เมล็ดพนัธุ์ข้าว IRBB5 

 - เมล็ดพนัธุ์ข้าว IRBB7 

 - เมล็ดพนัธุ์ข้าว IRBB13 

 - เมล็ดพนัธุ์ข้าว IRBB21 

 - เมล็ดพนัธุ์ข้าว กข71 

ได้รับความอนเุคราะห์จากกองวิจยัและพฒันาข้าว กรมการข้าว  
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วิธีการด าเนินงาน 

การแยกเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzicola จากใบข้าว  

 น าตวัอย่างใบข้าวท่ีแสดงอาการของโรคใบขีดโปร่งแสง (ภาพท่ี 3) มาแยกเชือ้ โดยใช้มีด

โกนท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แล้ว มาตดัใบข้าวบริเวณท่ีคาบเก่ียวระหว่างส่วนท่ีเป็นโรคกบัเนือ้เย่ือปกติให้

มีขนาดประมาณ 0.5 x 0.5 ตารางเซนตเิมตร จ านวน 5-6 ชิน้ 

 
ภาพท่ี 3 ตวัอยา่งใบข้าวท่ีเป็นโรคใบขีดโปร่งแสง 

 

ใช้ปากคีมท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แล้ว คีบชิน้ส่วนของใบข้าวล้างด้วยสารละลายโซเดียมไฮเปอร์

คลอไรด์ เข้มข้น 0.6% เป็นเวลา 2 นาที แล้วล้างด้วย 70% Ethanol เป็นเวลา 1 นาที แล้วจึงล้าง

ด้วยน า้กลั่นท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้แล้วอีก 3 ครัง้ น าชิน้ส่วนของใบข้าวท่ีล้างแล้วมาวางบนจาน

อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีกระดาษท่ีผา่นการฆา่เชือ้แล้วซบัให้แห้ง 

 เม่ือชิน้ส่วนใบข้าวแห้งแล้ว น าไปวางบนอาหารเลีย้งเชือ้ NA จ านวน 3-4 ชิน้ตอ่จานเลีย้ง

เชือ้ บ่มเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เม่ือสิน้สดุการบ่ม ให้ตรวจหากลุ่ม

โคโลนีแบคทีเรียท่ีจะเจริญบริเวณขอบแผลชิน้ส่วนพืช ซึ่งลกัษณะโคโลนีจะมีสีเหลือง นนู วาว ดงั

ตวัอยา่งใน ภาพท่ี 4 

 
ภาพท่ี 4 ลกัษณะของกลุม่แบคทีเรียท่ีขึน้บริเวณขอบแผลชิน้สว่นของใบข้าว 

 

 จากนัน้แยกกลุ่มแบคทีเรียโดยวิธี cross streak plate บนอาหาร NA ในจานเลีย้งเชือ้ บ่ม

เชือ้ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั แล้วเลือกโคโลนีเด่ียว ท่ีมีลักษณะเป็นสีเหลือง 
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วาว รูปร่างกลม นนูและมีผิวเรียบ ไปเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ NA อีกครัง้เพ่ือให้ได้เชือ้บริสทุธ์ิ โดย

ใช้วิธีการ cross streak plate ในจานเลีย้งเชือ้บม่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั

  

การเก็บเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzicola 
น าโคโลนีเด่ียวบนอาหาร NA ท่ีได้จากการแยกเชือ้ มาเพาะเลีย้งด้วยวิธี cross streak 

plate  บนอาหาร NA แล้วบ่มเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน จากนัน้น าเข็ม
ปลายวงกลม (loop) ท่ีเผาฆ่าเชือ้แล้ว ขูดน าโคโลนีเด่ียวของเชือ้แบคทีเรียบนอาหาร NA เบา ๆ 
น ามาใส่ในสารละลายกลีเซอรอล 20% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท่ีเตรียมไว้ในหลอดไมโครทิวบ์ ผสม
ให้เป็นเนือ้เดียวกันด้วยเคร่ืองผสมสารละลาย (vortex mixer) แล้วน าไปเก็บท่ีอณุหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส 
 

การตรวจสอบลักษณะโคโลนีของเชือ้ Xanthomonas oryzae pv. oryzicola 

 ศึกษาลักษณะโคโลนีของเชือ้แบคทีเรีย Xoc โดยการน าเชือ้จ านวน 5 ไซโอเลท ได้แก่ 

BLS2018-79  BLS2018-80  BLS2018-81  BLS2018-82 และ BLS2018-83  ท่ีได้จากการแยก

ใบข้าว มาเพาะบนอาหาร ด้วยวิธี cross streak plate แล้วบ่มเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 4 วนั จากนัน้น าแบคทีเรียท่ีได้เป็นโคโลนีเดี่ยวบนอาหาร NA มาศกึษาลกัษณะโคโลนีบน

อาหาร NA และ อาหาร Wakimoto’s ด้วยวิธี cross streak plate น าเชือ้ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  28 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

 

การพสูิจน์โรคตามวิธี Koch’s postulation (Robert, Mark and Alan, 2008) 

การเพาะพันธ์ุข้าว (พยอม โคเบลล่ี และคณะ, 2558) 

เพาะเมล็ดข้าวลงในเพลทพลาสตกิ ด้วยวิธีวางเมล็ดในจาน เม่ือเมล็ดงอกเป็นต้นกล้าอาย ุ

4 วนั ย้ายไปปลกูในกระถางดนิขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 8 นิว้ท่ีบรรจดุนิ 1 กิโลกรัม กระถางละ 5 

กอ กอละ 1 ต้นจากนัน้ใส่ปุ๋ ยยเูรีย (46%) อตัรา 50 กิโลกรัมตอ่ไร่ หลงัปลกูข้าว 1 อาทิตย์ ควบคมุ

ระดบัน า้ในกระถางสงูประมาณ 10 เซนตเิมตร ตลอดการทดลอง 
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การเตรียมเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzicola ส าหรับปลูกเชือ้ 

เตรียมสารละลายแบคทีเรียจากเชือ้บริสุทธ์ิท่ีผ่านการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาของเชือ้แบคทีเรีย จ านวน 5 ไอโซเลท บนอาหาร NA และ Wakimoto’s โดยเลือกโคโลนีเดี่ยว

บนอาหารเลี ย้ งเชื อ้  NA มาท าการ cross streak plate ลงบนอาหารเลี ย้งเชื อ้แบคที เรีย 

Wakimoto’s จ านวน 5 เพลท/ไอโซเลท บ่มเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

จากนัน้เทน า้กลัน่ท่ีนึ่งฆ่าเชือ้แล้ว ปริมาตร 10 มิลลิลิตร/แบคทีเรีย จ านวน 1 เพลท ลงบนกลุ่มเชือ้

แบคทีเรียในจานอาหารเลีย้งเชือ้แบคทีเรีย  Wakimoto’s แล้วใช้แท่งแก้วสามเหล่ียมขูดเชือ้

แบคทีเรียเบาๆโดยไมใ่ห้โดนอาหารเลีย้งเชือ้ แล้วเทสารละลายแบคทีเรียลงในบิกเกอร์ เติมน า้กลัน่

นึง่ฆ่าเชือ้ลงไปให้มีปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั จะได้เชือ้ท่ีมีความเข้มข้นประมาณ 1x108 

CFU ตอ่มิลลิลิตร 

การปลูกเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzicola ลงบนข้าว 

น าสารแขวนลอยแบคทีเรียมาปลกูเชือ้ลงในใบข้าวพนัธุ์  กข71 ในระยะข้าวแตกกอสงูสุด 

ใช้ถงุมือยางจุ่มลงในสารแขวนลอยแบคทีเรียท่ีเตรียมไว้ จากนัน้ลูบใบข้าวจากโคนใบจนถึงปลาย

ใบ 5 ครัง้ โดยแบง่เป็นลบูขึน้ 3 ครัง้ และลบูลง 2 ครัง้สลบักนั เพ่ือให้ใบข้าวเกิดบาดแผลและท าให้

เชือ้แบคทีเรียสามารถเข้าไปตามบาดแผลได้ 

การแยกเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzicola จากใบข้าวอีกครัง้ 
(Re-isolation) ท าเชน่เดียวกบัวิธีการแยกเชือ้บริสทุธ์ิ 
 

การตรวจสอบเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzicola ด้วยเทคนิค PCR 

การสกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย (Ausubel et al., 2002) 

น าโคโลนีเด่ียวของเชือ้ Xoc จ านวน 5 ไอโซเลท ได้แก่ BLS2018-79  BLS2018-80  

BLS2018-81 BLS2018-82 และ BLS2018-83 ท่ีผ่านการทดสอบความสามารถในการเกิดโรคใบ

ขีดโปร่งแสงแล้ว จากอาหาร NA มาเลีย้งในอาหารเหลว Luria-Bertani Broth (LB) ในหลอด     

ไมโครเซ็นตฟิิวจ์ ขนาด 2 ml แล้วน าไปเข้าเคร่ืองเขย่าผสมสาร ใช้ความเร็วรอบ 180 rpm เป็น

เวลา 48 ชัว่โมง ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส จากนัน้น ามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 5,000 รอบ/

นาที เป็นเวลา 2 นาที ดดูของเหลวใสออกให้หมด เตมิ TE buffler pH 8 ปริมาณ 567 µl 10% 
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SDS ปริมาณ 30 µl และ 20 mg/ml Proteinase K ปริมาณ 3 µl พลิกหลอดไปมาเบา ๆ 5-10 ครัง้ 

แล้วบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง เตมิ 5 M NaCl ปริมาณ 100 µl และ 10% 

CTAB ใน 0.7 M NaCl ปริมาณ 80 µl ผสมให้เข้ากนั แล้วบม่ท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส นาน 

10 นาที จากนัน้เตมิ Chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาณ 700 µl ผสมแล้วป่ันเหว่ียงท่ี

ความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที ดดูของเหลวใสด้านบน ใสห่ลอดพลาสตกิหลอด

ใหม ่ (ดีเอ็นเอจะอยูด้่านบน) เตมิ Phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาณ 

700 µl ผสมให้เข้ากนั แล้วน าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที จากนัน้

ดดูสว่นใสด้านบนใสห่ลอดใหมเ่ตมิ isopropanol (-20 องศาเซลเซียส) ปริมาณ 0.6 เทา่ของสว่น

ใสท่ีดดูมา พลิกหลอดไปมาให้ผสมกนั บม่ท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น า

ออกมาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที คอ่ยๆเทของเหลวใสออกระวงั

ไมใ่ห้ตะกอนติดไปด้วย เตมิ 70% Ethanol ปริมาณ 500 µl พลิกหลอดไปมา 2-3 ครัง้ แล้วป่ัน

เหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที จากนัน้เทสว่นใสทิง้ระวงัไมใ่ห้ตะกอนติดไป

ด้วย ผึง่ตะกอนให้แห้งท่ีอณุหภมูิห้อง แล้วเตมิ TE Buffer ปริมาณ 100 µl พลิกหลอดไปมาให้ผสม

กนั เตมิ RNase (100 mg/ml) ปริมาณ 1 µl ผสมให้เข้ากนั บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 

1 ชัว่โมง เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส แล้วท าการวดั Nanodrop เพ่ือวดัคา่

ปริมาณและความบริสทุธ์ิของดีเอ็นเอท่ีสกดัได้จากแบคทีเรีย 

 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR  (Lang et al., 2010) 

ผสมปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification โดยใช้ปริมาตรของ 

PCR ในแตล่ะตวัอยา่ง 25 µl ประกอบด้วย น า้กลัน่นึง่ฆา่เชือ้ 1.5 µl  ไพรเมอร์ (F) 10 µM 0.5 µl  

ไพรเมอร์ (R) 10 µM 0.5 µl  Master mix 12.5 µl และ DNA template 2 ng/ µl 10 µl โดยไพร

เมอร์ ท่ีใช้เพ่ือยืนยนัเชือ้ Xoc ได้แก่ Xoc3864F และ Xoc3864R (ตารางท่ี 1) จากนัน้ใช้เคร่ืองเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอ โดยตัง้โปรแกรมการท างานและการเปล่ียนแปลงอณุหภมูิดงันี ้อณุหภมูิ 94 องศา

เซลเซียส เวลา 3 นาที ตามด้วยการท างาน 35 รอบโดยแตล่ะรอบประกอบด้วยอณุหภมูิ 94 องศา

เซลเซียส เวลา 30 วินาที 64 องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาทีและ 72 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 

30 วินาที และในขัน้ตอนสดุท้ายท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 7 นาที จากนัน้จงึน าผลผลิต  
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ดีเอ็นเอท่ีได้ไปตรวจหาขนาดโมเลกลุด้วยเทคนิค Gel Electrophoresis ใน agarose gel ความ

เข้มข้น 2% 

ตารางท่ี 1 ล าดบัดีเอ็นเอของไพรเมอร์ท่ีใช้ยืนยนัเชือ้ Xoc 

 

การทดสอบหาข้าวพันธ์ุต้านทานโรคใบขีดโปร่งแสง 

 ท าการเพาะเมล็ดข้าว จ านวน 5 พนัธุ์/สายพนัธุ์  ได้แก่ พนัธุ์ข้าวท่ีต้านตอ่โรคขอบใบแห้ง 

คือ IRBB5 IRBB7 IRBB13 และ IRBB21 และพันธุ์ข้าวท่ีเป็นพันธุ์มาตรฐานอ่อนแอเปรียบเทียบ

ส าหรับโรคใบขีดโปร่งแสง (Susceptible check) คือ กข71 

 ในการปลูกเชือ้ลงบนต้นข้าว เลือกใบข้าวท่ีมีลกัษณะสมบูรณ์ ไม่เป็นโรค จ านวน 15 ใบ 

ตอ่ 1 กระถางในการทดสอบ และท าการทดสอบจ านวน 3 ซ า้ คือ 1 ไอโซเลท จ านวน 3 กระถางตอ่

พนัธุ์ข้าว และให้คะแนนการเกิดโรคทุก 7 วนั เป็นเวลา 21 วนั โดยมีเกณฑ์การให้คะแนนการเกิด

โรคบนใบท่ีแสดงอาการของโรค จ านวน 15 ใบ ซึ่งดัดแปลงจาก Standard Evaluation System 

(SES) for rice (IRRI, 2014) ดงัตารางท่ี 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Name Sequence Product size (bp) 
Xoc3864F GTGCGTGAAAATGTCGGTTA 945 
Xoc3864R GGGATGGATGAATACGGATG 
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ตารางท่ี 2 ระดบัคะแนนตามลกัษณะของการเกิดโรค 

ระดบัคะแนน ลกัษณะของการเกิดโรค 

0 

 

ไมเ่กิดแผล 
 

 
 

1 

 

พบแผลขีดช า้น า้สีเหลืองหรือสีน า้ตาลขนาดเล็กถึงใหญ่จ านวนน้อย เกิดแผล
ประมาณ 1% ของพืน้ท่ีใบข้าว 
 

 
 

3 

 

พบแผลขีดช า้น า้สีเหลืองหรือสีน า้ตาลขนาดเล็กถึงใหญ่จ านวนมาก เกิดแผล
มากกวา่ 1-3% ของพืน้ท่ีใบข้าว 
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ตารางท่ี 2 ระดบัคะแนนตามลกัษณะของการเกิดโรค (ตอ่เน่ือง) 

ระดบัคะแนน ลกัษณะของการเกิดโรค 

5 

 

พบขีดแผลมีสีเหลืองหรือน า้ตาล เม่ือแผลขยายรวมกนัเป็นแผลใหญ่ เม่ือน าไป
สอ่งดกูบัแสงแดดจะเห็นขีดใสตรงแผลอยา่งชดัเจน และมีกลุม่เซลล์แบคทีเรีย 
เกิดแผล    4-<25% ของพืน้ท่ีใบข้าว 
 

 
 

7 

 

พบขีดแผลมีสีเหลืองหรือสีน า้ตาล เม่ือแผลขยายรวมกนัเป็นแผลใหญ่ เม่ือ
น าไปสอ่งดกูบัแสงแดดจะเห็นขีดใสตรงแผลอยา่งชดัเจน และมีกลุม่เซลล์
แบคทีเรีย >25-50% ของพืน้ท่ีใบข้าว 
 

 
 

9 

 

พบขีดแผลมีสีเหลืองหรือสีน า้ตาลเม่ือแผลขยายรวมกนัเป็นแผลใหญ่เม่ือน าไป
สอ่งดกูบัแสงแดดจะเห็นขีดใสตรงแผลอยา่งชดัเจนและมีกลุม่เซลล์แบคทีเรีย
เกิดแผลมากกวา่ 50% ของพืน้ท่ีใบข้าว 
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บทที่ 4 

ผลการศึกษา 
การแยกเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzicola จากใบข้าว  

จากการแยกเชือ้แบคทีเรีย Xoc จากใบข้าวท่ีเป็นโรคบนอาหาร NA  ได้เชือ้แบคทีเรีย

บริสทุธ์ิ  จ านวน 5 ไอโซเลท ได้แก่ BLS2018-79  BLS2018-80  BLS2018-81  BLS2018-82 และ 

BLS2018-83 

 

การตรวจสอบลักษณะโคโลนีของเชือ้ Xoc 

 จากการเลีย้งเชือ้ Xoc ทัง้ 5 ไอโซเลท บนอาหาร NA เป็นเวลา 4 วนั พบว่าเชือ้มีลกัษณะ

โคโลนีท่ีมีสีเหลือง มัน วาว รูปร่างกลม นูน ผิวเรียบ ในขณะท่ีเชือ้ท่ีเลีย้งบนอาหาร Wakimoto’s 

เป็นเวลา 2 วัน มีลักษณะโคโลนีสีเหลืองและเยิม้ และมีการเจริญท่ีรวดเร็วกว่าบนอาหาร NA 

แสดงดงัตารางท่ี 3 

 

การพสูิจน์การเกิดโรคใบขีดโปร่งแสงบนใบข้าวตามวิธี Koch’s postulation 

จากการปลูกเชือ้ Xoc จ านวน 5 ไอโซเลท ลงบนข้าวพนัธุ์ กข71 ซึ่งเป็นพนัธุ์เปรียบเทียบ

อ่อนแอ พบว่าเชือ้ทัง้ 5 ไอโซเลท ได้แก่ BLS2018-79  BLS2018-80  BLS2018-81  BLS2018-82 

และ BLS2018-83 ท่ีเก็บจากใบข้าวท่ีแสดงอาการของโรคใบขีดโปร่งแสงจาก จ. สพุรรณบุรี และ

แยกได้เชือ้บริสทุธ์ิในปี พ.ศ. 2561 สามารถก่อให้เกิดโรคใบขีดโปร่งแสง  โดยแสดงอาการของโรค

หลงัจากปลูกเชือ้ 14 วนั (ภาพท่ี 5)  และจากการเก็บใบข้าวท่ีแสดงอาการของโรคใบขีดโปร่งแสง

ทัง้ 5 ไอโซเลท มาท าการแยกเชือ้อีกครัง้หนึ่ง (re-isolation) และตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา พบว่าเชือ้ทัง้ 5 ไอโซเลท มีลกัษณะท่ีไม่แตกต่างจากเดิม คือโคโลนีมีสีเหลือง นูน มนั วาว 

และผิวเรียบ เม่ือเลีย้งบนอาหาร NA เป็นเวลา 4 วนั และโคโลนีมีลกัษณะเหลืองเยิม้ บนอาหาร 

Wakimoto’s เป็นเวลา 2 วนั  
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ตารางท่ี 3 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ Xanthomonas oryzae pv. oryzicola  ท่ีแยกจากแหลง่ตา่ง ๆ 
บนอาหาร NA และ Wakimoto’s 
อนั
ดบั ช่ือไอโซเลท* โค้ด* แหลง่ท่ีมา 

ลกัษณะโคโลนีบน 
อาหาร NA (4 วนั) 

ลกัษณะโคโลนีบน
อาหาร Wakimoto’s  

(2 วนั) 
1 BLSPTT1_SP

BUT7.1-2018 
BLS2018
-79 

อ.อูท่อง 
จงัหวดั
สพุรรณบรีุ 

  
2 BLSPTT1_SP

BUT7.2-2018 
BLS2018
-80 

อ.อูท่อง 
จงัหวดั
สพุรรณบรีุ 

  
3 BLSRD41_SP

BWV11.1-
2018 

BLS2018
-81 

ต.วงัหว้า 
อ.ศรีประจนัต์ 
จงัหวดั
สพุรรณบรีุ 

  
4 BLSRD41_SP

BWV11.2-
2018 

BLS2018
-82 

ต.วงัหว้า 
อ.ศรีประจนัต์ 
จงัหวดั
สพุรรณบรีุ 

  
5 BLSRD41_SP

B 
WV11.3-2018 

BLS2018
-83 

ต.วงัหว้า 
อ.ศรีประจนัต์ 
จงัหวดั
สพุรรณบรีุ 

  
*ช่ือไอโซเลท และโค้ด ก าหนดโดยกรมการข้าว 
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ภาพท่ี 5 ลกัษณะอาการของโรคใบขีดโปร่งแสงท่ีเกิดจากไอโซเลท BLS2018-79 (ก.),  

BLS2018-80 (ข.), BLS2018-81 (ค.), BLS2018-82 (ง.) และ BLS2018-83 (จ.) 

 

 

ก. 

จ. 

ง. ค. 

ข. 
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การตรวจสอบเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzicola ด้วยเทคนิค PCR 

 การยืนยนัเชือ้ Xoc โดยเทคนิค PCR  ด้วยไพร์เมอร์ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงกบัเชือ้ Xoc  

(Lang et al., 2010) โดยใช้ Xanthomonas citri pv. citri (Xcc) และ Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae (Xoo) เป็น negative control ซึง่เชือ้ Xoc ทัง้ 5 ไอโซเลท มีแถบของผลิตภณัฑ์ PCR ขนาด 

945 bp ขณะท่ี Xcc และ Xoo ไมมี่แถบของผลิตภณัฑ์ PCR (ภาพท่ี 6) 

 

 
 
 

 
ภาพท่ี 6 ผลิตภณัฑ์ PCR โดยใช้ไพรเมอร์ Xoc3864F และ Xoc3864R 

 

การทดสอบหาข้าวพันธ์ุต้านทานโรคใบขีดโปร่งแสง 

จากการน าพันธุ์ ข้าวท่ีมียีนต้านทานต่อโรคขอบใบแห้ง  จ านวน 4 สายพันธุ์  คือ IRBB5  

IRBB7  IRBB13 และ IRBB21 มาทดสอบความต้านทานต่อโรคใบขีดโปร่งแสง เทียบกับพันธุ์    

กข71  (Susceptible check)  โดยการปลูกเชื อ้  จ านวน  5  ไอโซเลท   ได้แก่   BLS2018-79     

BLS2018-80  BLS2018-81  BLS2018-82 และ  BLS2018-83 ล ง ในพั น ธุ์ ข้ า ว ท่ี ใ ช้ ทดสอบ

ดงักล่าว พบว่าเชือ้ทุกไอโซเลทสามารถท าให้เกิดโรคใบขีดโปร่งแสงในข้าวทุกพนัธุ์ /สายพนัธุ์ ท่ีใช้

ทดสอบ แตมี่ระดบัความรุนแรงท่ีตา่งกนั โดยท่ีเม่ือระยะเวลาหลงัการปลกูเชือ้มากขึน้ ความรุนแรง

ของโรคก็จะมากขึน้ด้วย หลังการปลูกเชือ้ 21 วัน ข้าวสายพันธุ์ต้านทานโรคขอบใบแห้ง IRBB5 

<--945 bp 1000 bp --> 
800 bp -------------> 
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แสดงความต้านทานระดบัปานกลาง (MR) ต่อเชือ้ไอโซเลท BLS2018-79  แสดงความต้านทาน 

(R) ต่อเชือ้ไอโซเลท BLS2018-80  BLS2018-81 และ BLS2018-82  และแสดงความต้านทานสูง 

(HR) ต่อเชือ้ไอโซเลท BLS2018-83 ข้าวสายพันธุ์  IRBB7 แสดงความต้านทานระดบัปานกลาง 

(MR) ต่อเชือ้ไอโซเลท BLS2018-83  และแสดงความต้านทาน (R) ต่อเชือ้ไอโซเลท BLS2018-81 

และ  BLS2018-82 ข้าวสายพนัธุ์ IRBB13 แสดงความต้านทานระดบัปานกลาง (MR) ตอ่เชือ้ไอโซ

เลท BLS2018-82 ข้าวสายพนัธุ์ IRBB21  แสดงความต้านทานระดบัปานกลาง (MR) ตอ่เชือ้ไอโซ

เลท BLS2018-81 และ BLS2018-82  ในขณะท่ีข้าวพันธุ์  กข71 ท่ีเป็นพันธุ์อ่อนแอเปรียบเทียบ 

แสดงความอ่อนแอปานกลาง (MS) ต่อเชือ้ไอโซเลท BLS2018-79 และ BLS2018-80 แต่แสดง

ความต้านทานระดบัต้านทาน (R) ต่อเชือ้ไอโซเลท BLS2018-81   BLS2018-82 และ BLS2018-

83 (ตารางท่ี  4)  

 เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการท าให้เกิดโรคของเชือ้ทัง้ 5 ไอโซเลท พบว่าเชือ้ไอโซ

เลท BLS2018-79 และ BLS2018-80 มีความรุนแรงในการเกิดโรคสูงกว่า (6.47 และ 6.16 

ตามล าดับ ) ไอโซ เลท  BLS2018-81 BLS2018-82 และ BLS2018-83 (4.60 3.31 และ  4.51 

ตามล าดบั) 
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ตารางท่ี 4 แสดงปฏิกิริยาการเกิดโรคของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคใบขีดโปร่งแสง จ านวน 5 ไอโซเลท จาก จ.สพุรรณบรีุ บนข้าว จ านวน 5 พนัธุ์/สายพนัธุ์ 

อนั
ดบั 

ไอโซเลทเชือ้ 
Xoc 

ระดบัคะแนนเฉล่ียของการเกิดโรค*  
และระดบัความต้านทาน 

7 วนั 

ระดบัคะแนนเฉล่ียของการเกิดโรค* 
และระดบัความต้านทาน 

14 วนั 

ระดบัคะแนนเฉล่ียของการเกิดโรค*  
และระดบัความต้านทาน 

21 วนั 

IRBB5 
(xa5) 

IRBB7 
(Xa7) 

IRBB13 
(xa13) 

IRBB21 
(Xa21) 

กข71 
(S-

check) 

IRBB5 
(xa5) 

IRBB7 
(Xa7) 

IRBB13 
(xa13) 

IRBB21 
(Xa21) 

กข71 
(S-

check) 

IRBB5 
(xa5) 

IRBB7 
(Xa7) 

IRBB13 
(xa13) 

IRBB21 
(Xa21) 

กข71 
(S-

check) 

1 BLS2018-79 1.44 
(R) 

4.82 
(MS) 

3.53 
(MR) 

4.69 
(MS) 

4.20 
(MS) 

2.76 
(R) 

7.00 
(S) 

4.73 
(MS) 

5.98 
(MS) 

4.82 
(MS) 

3.09 
(MR) 

7.98 
(S) 

5.71 
(MS) 

6.47 
(MS) 

6.02 
(MS) 

2 BLS2018-80 1.00 
(R) 

4.29 
(MS) 

3.67 
(MR) 

3.49 
(MR) 

2.47 
(R) 

2.17 
(R) 

5.49 
(MS) 

5.31 
(MS) 

5.27 
(MS) 

3.84 
(MR) 

2.51 
(R) 

6.16 
(MS) 

5.93 
(MS) 

5.49 
(MS) 

4.33 
(MS) 

3 BLS2018-81 0.67 
(HR) 

1.33 
(R) 

1.36 
(R) 

1.00w 
(R) 

1.00 
(R) 

1.67 
(R) 

2.26 
(R) 

3.28 
(MR) 

2.33 
(R) 

2.15 
(R) 

1.71 
(R) 

2.81 
(R) 

4.60 
(MS) 

3.35 
(MR) 

2.80 
(R) 

4 BLS2018-82 0.00 
(HR) 

0.67 
(HR) 

1.00 
(R) 

2.11 
(R) 

1.00 
(R) 

0.56 
(HR) 

1.57 
(R) 

2.41 
(R) 

2.53 
(R) 

2.30 
(R) 

1.76 
(R) 

2.31 
(R) 

3.31 
(MR) 

3.08 
(MR) 

2.73 
(R) 

5 BLS2018-83 0.33 
(HR) 

1.00 
(R) 

1.50 
(R) 

1.19 
(R) 

1.22 
(R) 

0.67 
(HR) 

2.23 
(R) 

3.18 
(MR) 

3.02 
(MR) 

1.78 
(HR) 

0.67 
(HR) 

3.42 
(MR) 

4.51 
(MS) 

4.29 
(MS) 

2.64 
(R) 

*ระดบัความรุนแรงของการเกิดโรค (IRRI, 2014) 

0 = ต้านทานสูง (Highly resistant; HR), 1 = ต้านทาน (Resistant; R), 3 = ต้านทานปานกลาง (Medium resistant; MR), 5 = อ่อนแอปานกลาง (Medium susceptible; MS), 7 = 

ออ่นแอ (Susceptible; S) และ 9 = ออ่นแอสงู (Highly susceptible; HS) 
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บทที่ 5 

อภปิรายผลการศึกษา 

 จากการแยกเชือ้บริสทุธ์ิของแบคทีเรีย Xoc จากใบข้าวท่ีแสดงอาการโรคใบขีดโปร่งแสง ท่ี

เก็บรวบรวมมาจากแปลงนาของเกษตรกร จ.สุพรรณบุรี  ได้เชือ้แบคทีเรียบริสุทธ์ิบนอาหาร  NA  

จ าน วน  5 ไอ โซ เล ท  ไ ด้ แ ก่  BLS2018-79  BLS2018-80  BLS2018-81  BLS2018-82 แล ะ 

BLS2018-83 ซึ่งลกัษณะโคโลนีของเชือ้  Xoc ทัง้ 5 ไอโซเลท มีลกัษณะ สีเหลือง มนั วาว รูปร่าง

กลม นูน และมีผิวเรียบ บนอาหารเลีย้งเชือ้ NA และมีลักษณะเหลือง เยิม้ บนอาหารเลีย้งเชือ้ 

Wakimoto’s ซึง่มีลกัษณะท่ีตรงตามลกัษณะโคโลนีของเชือ้ Xoc ตามท่ี EPPO (2007) กล่าวไว้ จึง

สามารถน าเชือ้มาใช้ในการทดสอบการเกิดโรคใบขีดโปร่งแสง ในขัน้ตอนการพิสูจน์โรคตามวิธี 

Koch’s postulation ได้ 

 ทัง้นี  ้วัตถุประสงค์ของการตรวจสอบลักษณะโคโลนีในอาหารเลี ย้งเชือ้ NA และ 

Wakimoto’s นัน้แตกต่างกัน โดยเชือ้ท่ีเจริญบนอาหาร NA สามารถเกิดโคโลนีเด่ียวได้ง่าย และ

เห็นได้ชัดเจน จึงเหมาะส าหรับการน ามาศึกษาลักษณะของเชือ้ ส่วนเชือ้ท่ีเจริญบนอาหาร 

Wakimoto’s มีการเจริญท่ีรวดเร็ว ท าให้เหมาะต่อการน ามาท าสารละลายเชือ้เพ่ือใช้ปลูกเชือ้ลง

บนต้นข้าว เน่ืองจากอาหาร Wakimoto’s จะประกอบไปด้วยน า้ตาลปริมาณมาก ซึ่งจะช่วยเพิ่ม

ความสามารถและเพิ่มความรุนแรงของการเกิดโรค (Atlas, 2547) 

 การตรวจสอบลกัษณะโคโลนีของเชือ้แบคทีเรีย เป็นวิธีท่ีไม่สามารถยืนยนัได้แน่ชดัว่าเชือ้

ท่ีแยกได้ เป็นเชือ้ Xoc จริง เน่ืองจากลักษณะโคโลนีของเชือ้ Xanthomonas oryzae แต่ละ        

พาโทวาร์บนอาหารเลีย้งเชือ้ มีลกัษณะท่ีไม่แตกต่างกันมากนกั คือมีสีเหลือง กลม และผิวเรียบ 

บนอาหาร NA และมีลักษณะสีเหลือง และเยิ ม้  บนอาหาร Wakimoto’s แต่ถ้าเพ่ือเป็นการ

ตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเชือ้ในเบือ้งต้น ก็สามารถน ามาใช้ได้ เพ่ือใช้ในการตรวจสอบ

ยืนยนัเชือ้ในขัน้ตอนตอ่ ๆ ไป 

 จากการพิสจูน์เชือ้สาเหตขุองโรคโดยวิธี Koch’s postulation ของเชือ้ Xoc ทัง้ 5 ไอโซเลท 

สามารถยืนยนัได้ว่าเชือ้ท่ีแยกจากใบพืชท่ีเป็นโรคใบขีดโปร่งแสง เป็นเชือ้ Xoc เน่ืองจากท าให้ต้น

ข้าวทดสอบแสดงอาการของโรคใบขีดโปร่งแสง และเม่ือท าการแยกเชือ้จากใบท่ีเป็นโรคอีกครัง้ 

(re-isolation) ได้ลกัษณะของเชือ้แบคทีเรียท่ีตรงกับลกัษณะของเชือ้ Xoc นอกจากนี ้เชือ้ Xoc ทัง้ 
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5 ไอโซเลท เม่ือน ามาทดสอบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ท่ีจ าเพาะกับเชือ้ ได้ผลิตภัณฑ์

ขนาด 945 bp ตามท่ี Lang และคณะ (2010) ได้รายงานไว้วา่เป็นขนาดของดีเอ็นเอของเชือ้  Xoc 

ดงันัน้จึงมัน่ใจได้ว่า ได้เชือ้ท่ีถกูต้องมาท าการทดสอบและสามารถน าไพร์เมอร์คูนี่ม้าใช้ตรวจสอบ

เชือ้ Xoc ในอนาคตได้  

การทดสอบหาข้าวพนัธุ์ต้านทานโรคใบขีดโปร่งแสง เม่ือปลูกเชือ้ลงบนข้าวเป็นเวลา 21 

วนั พบว่าสายพันธุ์ ข้าวท่ีมีความต้านทานต่อเชือ้จ านวนไอโซเลทมากท่ีสุด คือ IRBB5 ซึ่งอยู่ใน

ระดบัท่ีมีความต้านทานต่อโรคสูง รองลงมาคือ กข71  IRBB7 และ IRBB21 ตามล าดบั และสาย

พันธุ์ ท่ีมีความอ่อนแอต่อการเกิดโรคมากท่ีสุด คือ IRBB13 นอกจากนีพ้ันธุ์  กข71 ท่ีเป็นพันธุ์

เปรียบเทียบอ่อนแอ แตไ่มแ่สดงความออ่นแอตอ่เชือ้ทัง้ 5 ไอโซเลท เน่ืองจากก่อนหน้านี ้ได้พบการ

ระบาดของโรคใบขีดโปร่งแสงมากบนข้าวพันธุ์ กข71 ท่ีจงัหวัดฉะเชิงเทรา จึงคาดว่าข้าวพันธุ์นี ้

เป็นพนัธุ์ท่ีอ่อนแอตอ่โรคใบขีดโปร่งแสง แตเ่ม่ือน ามาท าการทดสอบพบว่าไม่แสดงความอ่อนแอท่ี

มากนัก ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากเชือ้ท่ีน ามาทดสอบ ได้มาจากใบข้าวท่ีเป็นโรคจากจังหวัด

สพุรรณบรีุ ซึ่งมีความแตกตา่งกับเชือ้ท่ีพบในจงัหวดัฉะเชิงเทรา ท าให้เม่ือปลกูเชือ้บนข้าวพนัธุ์ กข

71  แสดงความรุนแรงในการเกิดโรคท่ีต่างกนั แสดงให้เห็นว่าในการทดสอบหาข้าวพนัธุ์ต้านทาน

โรคใบขีดโปร่งแสงครัง้ต่อไป จ าเป็นต้องใช้ข้าวพันธุ์ /สายพันธุ์ อ่ืนๆ มาใช้เป็นพันธุ์ อ่อนแอ

เปรียบเทียบมาตรฐาน เชน่ พนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105  และ กข41 เป็นต้น 

 ทัง้นีจ้ากการทดลองท าการทดลองทัง้หมด 3 ซ า้ โดยท าการปลูกเชือ้ลงบนใบข้าวจ านวน 

15 ใบ และให้คะแนนการเกิดโรคโดยเลือกใบท่ีแสดงอาการของโรคจ านวน 15 ใบ เน่ืองจากผู้

ทดลองไม่ได้ท าสญัลกัษณ์ไว้ท่ีใบท่ีท าการปลูกเชือ้ จึงไม่สามารถทราบได้ว่าใบท่ีเกิดโรค เป็นใบท่ี

เกิดจากการลูบเม่ือท าการปลูกเชือ้ หรือเป็นใบท่ีเกิดโรคจากการเสียดสีกันระหว่างใบท่ีปลูกเชือ้

และไม่ได้ปลูกเชือ้ ดงันัน้ใบท่ีแสดงอาการของโรคท่ีน ามาให้คะแนนการเกิดโรค จึงเป็นใบท่ีเลือก

จากความรุนแรงการเกิดโรคท่ีมากกว่า เพราะฉะนัน้ ในการศึกษาในครัง้ถัดไป หากต้องการความ 

ตอ่เน่ืองในการเข้าท าลายใบข้าวพนัธุ์ตา่งๆ ของเชือ้สาเหต ุและความแม่นย าในการทดลองมากขึน้ 

ควรท่ีจะมีการท าสญัลกัษณ์ของใบท่ีท าการปลกูเชือ้  

 ความสามารถของเชือ้ Xoc ทัง้ 5 ไอโซเลท ในการท าให้เกิดโรคกับพันธุ์ ข้าวทดสอบ 

สามารถแยกเชือ้ออกได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่ม ท่ีมีความรุนแรงมาก ได้แก่ BLS1018-79 และ 
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BLS2018-80 ซึ่งเชือ้ทัง้ 2 ไอโซเลทนี  ้แยกได้จากข้าวท่ีเป็นโรคในเขตอ าเภออู่ทอง จังหวัด

สุพรรณบุรี และอีก 3 ไอโซเลท ได้แก่ BLS2018-81  BLS2018-82 และ BLS2018-83 มีความ

รุนแรงน้อยกว่า ซึ่งแยกมาจากข้าวท่ีเป็นโรคในเขตอ าเภอศรีประจนัต์ จงัหวดัสพุรรณบรีุ จึงสรุปได้

ว่าเชือ้ Xoc ท่ีพบในจังหวัดสุพรรณบุรี อาจมีความหลากหลายในส่วนของยีน และมีผลให้

ความสามารถในการท าให้เกิดโรคใบขีดโปร่งแสงแตกตา่งกนั 

 จากการศกึษาของพยอม โคเบลล่ี และคณะ (2558) ซึ่งเป็นการศกึษาหาสายพนัธุ์ ข้าวท่ีมี

ยีนต้านทานต่อโรคขอบใบแห้ง พบว่ายีน  xa5 และ Xa7 เป็นยีนต้านทานท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด 

ซึ่งเม่ือน ามาใช้กบัการทดสอบหาสายข้าวพนัธุ์ต้านทานตอ่โรคใบขีดโปร่งแสง พบว่าสายพนัธุ์ข้าว 

IRBB5 ซึ่งมียีน xa5 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการต้านทานต่อโรคใบขีดโปร่งแสง จึงสรุปได้ว่ายีน 

xa5 เป็นยีนท่ีมีประสิทธิภาพทัง้ในการต้านทานต่อโรคใบขีดโปร่งแสงและโรคขอบใบแห้ง จึง

สามารถน ายีนต้านทานนีไ้ปใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์ข้าวท่ีต้านทานตอ่โรคใบขีดโปร่งแสงและขอบใบ

แห้ง ได้อยา่งมีประสิทธิภาพในอนาคต  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

บทที่ 6  

สรุปผลการศึกษา 

 การคดัเลือกสายพันธุ์ ข้าวท่ีต้านทานต่อเชือ้ Xoc สาเหตโุรคใบขีดโปร่งแสง โดยการเร่ิม

จากคดัเลือกสายพนัธุ์ข้าวท่ีสามารถต้านทานตอ่เชือ้ Xoo สาเหตโุรคขอบใบแห้ง เป็นทางเลือกหนึ่ง

ในการหาพันธุ์ต้านทานโรค เพราะทัง้สองโรคนีม้ักเกิดร่วมกัน  เกิดจากเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรค

สกลุและชนิดเดียวกนั คือ Xanthomonas oryzae  ซึ่งความใกล้ชิดในสายวิวฒันาการกนัมาก อีก

ทัง้วิธีการป้องกนัก าจดัโรคด้วยสารเคมี พบว่าการใช้สารป้องกันก าจดัเชือ้ราท่ีมีสารทองแดงเป็น

องค์ประกอบเป็นวิธีการควบคมุโรคขอบใบแห้งและโรคใบขีดโปร่งแสงท่ี มีประสิทธิภาพเหมือนกัน

และจากการศกึษาพบว่ายีนต้านทาน xa5 ท่ีเป็นยีนต้านทานตอ่เช่ือ Xoo สาเหตโุรคขอบใบแห้ง มี

ประสิทธิภาพในการต้านทานตอ่เชือ้ Xoc สาเหตโุรคใบขีดโปร่งแสงเช่นเดียวกนั ซึ่งเราสามารถน า

ยีนต้านทาน xa5 มาใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ ให้ต้านทานต่อโรคทัง้สองต่อไป อย่างไรก็ตามการท่ี

สายพนัธุ์ข้าวท่ีต้านทานต่อเชือ้ Xoo บางสายพันธุ์  กลับมีความต้านทานต่อเชือ้ Xoc ท่ีไม่เท่ากัน 

จึงเป็นไปได้ว่า กลไกการต้านทานโรค Xoc และ Xoo ในข้าวสายพนัธุ์ดงักล่าวมีความแตกตา่งกัน

ออกไป 

 การศึกษาขัน้ต่อไป ควรเลือกพันธุ์ข้าวท่ีมีอยู่ในประเทศไทยจากหลายพืน้ท่ีมาใช้ในการ

ทดสอบความสามารถต้านทานต่อเชือ้ Xoc ให้มากขึน้ รวมทัง้ควรมีการศึกษาความหลากหลาย

ของเชือ้ Xoc เพ่ือให้สามารถจดัการควบคมุหรือลดความเสียหายต่อการปลูกข้าวอย่างยัง่ยืนใน

อนาคตตอ่ไป 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหาร 

 

สตูรอาหาร Nutreint Agar (NA) ประกอบด้วย 

Bacto agar    3.0 g 

NA ส าเร็จรูป    23 g 

น า้กลัน่     1 L 

 

 สตูรอาหาร Wakimoto’s ประกอบด้วย 

   มนัฝร่ัง     300 g 

   Ca(NO3)24H2O    0.5 g 

   Na2HPO412H2O   2 g 

   Peptone    5 g 

   Sucrose    20 g 

   Agar     15 g 

   น า้กลัน่     1 L 

 

 สตูรอาหาร Luria-Bertani Broth (LB) ประกอบด้วย 

   Tryptone    5 g 

   Yeast extract    2.5 g 

   NaCl     5 g 

   น า้กลัน่     500 ml 
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