
รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองท่ีสิ้นสุด 

1. ชุดโครงการวิจัย   : วิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช 

2.  โครงการวิจัย    : อนุกรมวิธาน ชีววิทยาและเทคนิคการตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชและ 
         ศัตรูธรรมชาติ 

กิจกรรม    : วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการวินิจฉัยและตรวจสอบศัตรูพืชและ 
   ศัตรูธรรมชาติ 

กิจกรรมย่อย    : การพัฒนาเทคโนโลยีการตรวจสอบศัตรูพืชโดยอณูชีววิธี 
3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  : การตรวจสอบแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae  และ  
        Xanthomonas oryzae pv. oryzicola  โดยเทคนิค multiplex PCR 
 ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ)  : Detection of  Xanthomonas oryzae pv. oryzae and   
        Xanthomonas oryzae pv. oryzicola  by multiplex PCR   

4. คณะผู้ด าเนินงาน 
 หัวหน้าการทดลอง   : ณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกุล    กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 ผู้ร่วมงาน    : ทิพวรรณ กันหาญาติ      กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
         บูรณี พั่ววงษ์แพทย์        กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
         รุ่งนภา ทองเคร็ง          กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

5. บทคัดยอ่ 
 แบคที เรีย  Xanthomonas oryzae pv. oryzae  สาเหตุ โรคขอบใบแห้ ง (Bacterial leaf Blight 
disease) และแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzicola สาเหตุโรคใบขีดโปร่งแสง (bacterial leaf 
streak disease) ของข้าว เป็นแบคทีเรียที่มีความส าคัญทางกักกันพืช ดังนั้นจึงต้องมีวิธีการตรวจสอบแบคทีเรีย 
X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola เพ่ือป้องกันการไม่ให้สายพันธุ์อ่ืนจากต่างประเทศเข้ามา
ในประเทศ การทดลองนี้เป็นการน าเทคนิค multiplex PCR มาใช้เพ่ือการตรวจสอบแบคทีเรียทั้งสองชนิดใน
หลอดเดียวกัน โดยใช้ไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่ ได้แก่ ไพรเมอร์ Xo3756F/ Xoc3756R, Xoo80F/ Xoo80R Xoc3866F/ 
Xoc3866R และ Xoc3864F/ Xoc3864R  ผลการทดลองพบว่า วิธี  Multiplex PCR โดยใช้ไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่ 
สามารถใช้ตรวจสอบแบคที เรีย  X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola ได้  และมีความ
เฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola โดยไพรเมอร์ Xoo80F/ 
Xoo80R เฉพาะเจาะจงกับแบคที เรีย  X. oryzae pv. oryzae  ไพรเมอร์  Xoc3866F/ Xoc3866R และ 
Xoc3864F/ Xoc3864R เฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzicola  ส่วนไพรเมอร์ Xo3756F/ 
Xoc3756R เฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรียทั้งสองชนิด มีความไวในการตรวจ แบคทีเรียที่ความเข้มข้นต่ าสุดของดี
เอ็นเอในระดับ  5 pg และความเข้มข้นต่ าสุดของเซลแบคทีเรียที่ตรวจได้คือ 240 และ 320 CFU/ปฏิกิริยา 
ตามล าดับ 



 Bacterial leaf blight caused by Xanthomonas oryzae pv. oryzae and Bacterial leaf 
streak caused by Xanthomonas oryzae pv. oryzicola, are quarantine organisms that are under 
phytosanitary regulation in numerous countries. The need for the precise diagnostic tool is 
acutely important for regulatory reasons. In this study, the Multiplex PCR used to detect X. 
oryzae pv. oryzae and X. oryzae pv. oryzicola using four pairs of primers Xo3756F/Xoc3756R, 
Xoo80F/Xoo80R, Xoc3866F/Xoc3866R and Xoc3864F/Xoc3864R. The results showed that 
Multiplex PCR assay using a set of primers had high specific for X. oryzae pv. oryzae and X. 
oryzae pv. oryzicola. The sensitivity of detection by Multiplex PCR was at the minimum DNA 
concentration of 0.5 pg/reaction and the lowest concentration of cell suspension at 240 and 
320 CFU/reaction respectively. 

6. ค าน า 
 แบคที เรีย  Xanthomonas oryzae pv. oryzae  สาเหตุ โรคขอบใบแห้ ง (Bacterial leaf Blight 

disease) ของข้าว และแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzicola สาเหตุโรคใบขีดโปร่งแสง (bacterial 
leaf streak disease) เป็นเชื้อที่แพร่ระบาดท าความเสียหายให้กับแหล่งปลูกข้าวทั่วโลก โดยเฉพาะในแถบเอเชีย 
( Mew, 1987)  ทั้งแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae  และ X. oryzae pv. oryzicola  เป็นเชื้อที่มีความส าคัญ
ทางกักกันพืช ในกลุ่มสหภาพยุโรปจัดให้อยู่ในกลุ่ม EPPO A1  เชื้อนี้มีรายงานว่าสามารถติดไปกับเมล็ด (seed 
borne) ท าให้ทีโอกาสถ่ายทอดโรคทางเมล็ดได้ (seed transmission) (Singh et.al., 1983) และเชื้อนี้สามารถ
อยู่ในเมล็ดได้นาน 7-8 เดือน (Reddy, 1972)  

แบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae เป็นเชื้อที่มีความผันแปรในแง่ของความรุนแรงสูง มีการจัดกลุ่มสาย
พันธุ์ของเชื้อ (race) ตามปฏิกิริยาระหว่างสายพันธุ์ที่มีความรุนแรงกับพันธุ์ข้าวมาตรฐาน (differential varieties) 
ที่มียีนต้านทาน (Mew, 1987)  ประเทศไทยมีการศึกษาการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ  X. oryzae pv. oryzae 
(race) ที่พบในประเทศไทยออกเป็น 3 กลุ่มตามความรุนแรงบนพันธุ์ข้าวมาตรฐาน  (Eamchit and Mew, 1982; 
นงรัตน์ และคณะ,2530)  สายพันธุ์เชื้อ X. oryzae pv. oryzae ในแต่ละพ้ืนที่มีความรุนแรงต่อพันธุ์ข้าวมาตรฐาน
แตกต่างกัน  สายพันธุ์เชื้อ X. oryzae pv. oryzae ของประเทศไทยแตกต่างจากสายพันธุ์เชื้อจากประเทศอ่ืน 
เช่น สายพันธุ์เชื้อ X. oryzae pv. oryzae  จากประเทศญี่ปุ่น จ าแนกตามความรุนแรงบนพันธุ์ข้าวมาตรฐานได้ 7 
กลุ่ม ในขณะที่สายพันธุ์จากฟิลิปปินส์ จ าแนกได้ 6 กลุ่ม อินโดนีเซีย ได้ 9 กลุ่มเป็นต้น(Mew, 1987)  

แบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzicola เป็นแบคทีเรียที่มีความส าคัญอีกชนิดหนึ่ง สามารถท าให้เกิดโรคที่
ความเสียหายแก่ผลผลิตข้าวโดยท าให้เมล็ดข้าวลีบสูญเสียน้ าหนักได้มากถึง 17% ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับพันธุ์ข้าวและ
สภาพภูมิอากาศ แบคทีเรียชนิดนี้จะมีความส าคัญเพ่ิมมากขึ้นโดยเฉพาะในส่วนของเอเชียที่มีการปลูกข้าวพันธุ์
ลูกผสมที่มีความอ่อนแอต่อแบคทีเรียชนิดนี้ ท าให้มีการกระจายของแบคทีเรียอย่างกว้างขวางในเขตร้อนและกึ่ง
เขตร้อน เอเชียรวมทั้งจีน, ไทย, มาเลเซีย, อินเดีย, เวียดนาม,ฟิลิปปินส์อินโดนีเซีย, เวสต์แอฟริกา, South 
America, และออสเตรเลีย 



จากความส าคัญและความรุนแรงของแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola ท าให้
แต่ละประเทศโดยเฉพาะประเทศไทยที่มีการปลูกข้าวเลี้ยงประชากรของประเทศต้องระมัดระวังการเข้ามาของ
แบคที เรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola สายพันธุ์ อ่ืนจากต่างประเทศ (exotic 
pathogen) โดยพยายามหามาตรการต่างมาเพ่ือป้องกัน การตรวจสอบวินิจฉัยแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชที่มี
ประสิทธิภาพเป็นวิธีการหนึ่งที่จ าเป็นต้องมีการพัฒนามาใช้เป็นเครื่องมือในการตรวจหาแบคทีเรีย X. oryzae pv. 
oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola ในห้องปฏิบัติของกักกันพืชเพ่ือป้องกันการเข้ามาของสายพันธุ์อ่ืนจาก
ต่างประเทศ   ซึ่งวิธีการตรวจสอบวินิจฉัยแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชนั้นต้องเป็นวิธีการที่เป็นมาตรฐานและเป็นที่
ยอมรับจากประเทศผู้ค้า  สถาบันข้าวนานาชาติ (IRRI) ได้น าเสนอวิธีการตรวจสอบวินิจฉัยแบคทีเรียในกลุ่ม X. 
oryzae pathovars ได้แก่ X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola จากเมล็ดพันธุ์ข้าว โดยใช้
เทคนิค multiplex PCR ใช้ไพรเมอร์ที่เฉพาะเจาะจงอย่างสูง 3 คู่ ท าปฏิกริยาในหลอดPCR เดียวกัน.ในการตรวจ
วินิจฉัยแบคทีเรีย X. oryzae pathovars ซึ่งไพรเมอร์ทั้งสามสามารถแยกความแตกต่างระหว่างแบคทีเรีย   X. 
oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  การทดลองนี้เป็นการน าเทคนิค multiplex PCR มาปรับ
ใช้ในการตรวจสอบวินิจฉัยแบคทีเรีย  X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  จากเมล็ดพันธุ์
ข้าวและตัวอย่างใบที่เป็นโรคใบไหม้และใบขีดโปร่งแสงให้มีประสิทธิภาพ รวดเร็วและความแม่นย าสูง สามารถ
ตรวจแบคทีเรียทัง้สองชนิดในหลอดเดียวกัน 

7. วิธีด าเนินการ  : 
 อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์มาตรฐานในห้องปฏิบัติการแบคทีเรีย ได้แก่ ตู้เขี่ยเชื้อชนิดปลอดเชื้อ อุปกรณ์การแยกเชื้อ
แบคทีเรีย 

2. อุปกรณ์วิทยาศาสตร์ เช่น ตู้ควบคุมอุณหภูมิ ตู้เย็นส าหรับเก็บตัวอย่าง หม้อนึ่งความดันไอ  เครื่อง
เขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตู้อบ (oven)  เครื่อง 
Thermocycler ( Biometra ®)  

3.  เครื่องแก้วและอุปกรณ์อ่ืนๆที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ เช่น เครื่องชั่ง, pH meter  เป็นต้น 
4. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
5.  แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae และแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. 

oryzicola 
 

 วิธีการ 
ออกแบบไพรเมอร์  

สืบค้นข้อมูล เพ่ือหาล าดับเบสของชุดไพรเมอร์ที่ Lang et.al, (2010) ได้ออกแบบไว้ในการตรวจวินิจฉัย
แบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  น าล าดับเบสมาสังเคราะห์ชุดไพรเมอร์เพ่ือ
ใช้ในการทดสอบต่อไป 



 
การแยก genomic DNA ให้บริสุทธิ์ ( Purified genomic DNA)  

การแยก genomic DNA ให้บริสุทธิ์ ใช้วิธีของ Pitcher  et al. (1989) โดยใช้เชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรีย X. 
oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  อายุ 48 ชั่วโมง บนอาหารแข็ง LB   ใช้ลูปฆ่าเชื้อ แตะเชื้อ
แบคทีเรียให้เต็มหนึ่งลูป ละลาย ใน1 มิลลิลิตร Resuspension buffer (0.15 M NaCl และ 0.01M EDTA pH 
8.0)  น าไปปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง Hettich (Universal 116, Gemnany) ที่ความเร็วรอบ 14,000 
รอบต่อนาที นาน 5 นาที ทิ้งส่วนน้ าใสข้างบน เติมด้วย 100 ไมโครลิตร TE buffer pH 8.0 (10 mM Tris และ 
1mM EDTA pH 8.0) ผสมให้ เข้ากันโดยใช้ เครื่องปั่น vortex   เติมด้วย 500 ไมโครลิตรของ Guanidine 
thiocyanate – EDTA – Sarkosyl solution  ผ สม ให้ เข้ ากั น    เติ ม ด้ วย  250 ไม โค รลิ ต ร  ขอ ง 7.5 M 
ammonium acetate ที่แช่เย็นใน ตู้เย็น -20 oC ผสมให้เข้ากัน วางบนน้ าแข็ง 5 นาที  เติมด้วย 500 ไมโครลิตร 
chloroform/iso-amyl-alcohol (24/1) ผสมให้เข้ากัน น าไปปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง Hettich 
(Universal 116, Gemnany) ที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เก็บส่วนน้ าใสข้างบน ใส่หลอด
ใหม่ที่บรรจุ สาร  isopropanol ที่แช่เย็นใน ตู้เย็น -20 oC จ านวน378 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการพลิก
หลอดกลับไปมา จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอน genomic DNA ที่ความเร็วรอบ 14000 รอบต่อนาที 
นาน 10 นาที  ล้างตะกอนดีเอนเอด้วย  150 ไมโครลิตร ของ 70 % ethanol  จ านวน 2 ครั้ง ทิ้งให้แห้งที่
อุณหภูมิห้อง ลายตะกอนDNA ด้วย TE buffer pH. 8.0 ปริมาณ 100 ไมโครลิตร วัดปริมาณความเข้มข้น และ
คุณภาพของดีเอนเอ ที่ช่วงคลื่น A260/A280 ด้วยเครื่องspectrophotometer  (U 2001 UV/Vis, Hitachi 
Instruments, Inc., USA) และปรับความเข้มข้น DNA ของเชื้อแต่ละไอโซเลทให้มีความเข้มข้น 50 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร เพ่ือน าไปทดสอบปฏิกิริยา Polymerase chain reaction 

 
ทดสอบปฏิกิริยา multiplex PCR  
โดยท าการทดสอบปฏิกิริยา multiplex PCR ในการสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอ ด้วยชุดไพรเมอร์ที่ Lang et.al, 
(2010) ได้ออกแบบไว้ในการตรวจวินิจฉัยแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  
โดยใช้ดีเอ็นเอของแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola ที่แยกได้จากข้าวใน
ประเทศไทย จ านวน 8 และ 6 สายพันธุ์ ตามล าดับ (Table 1) จ านวน 50 นาโนกรัม เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการ
ทดสอบปฏิกิริยา PCR ในครั้งนี้ 

 
ส่วนประกอบส าคัญที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา multiplex PCR ปริมาตรรวมทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ได้แก ่

     Initial concentration V tube  (1l)  Final  concentration   

PCR buffer   10.0 x     2.00    1.0 x  
MgCl2    25.0 mM    1.60    2.0 mM  
dNTPs    2.5 mM   1.60   0.2 mM  
Primer mix*      3.20*   



Xo3756F    5.0 8M    0.40   0.1 8M  
Xo3756R    5.0 8M    0.40 0   1 8M  
Xoo281-80F   5.0 8M    0.40 0   1 8M  
Xoo281-80R   5.0 8M    0.40 0.   1 8M 
Xoc318-3866F  5.0 8M    0.40 0   1 8M  
Xoc318-3866R  5.0 8M    0.40 0   1 8M  
Xoc321-3864F   5.0 8M    0.40 0   1 8M 
Xoc321-3864R   5.0 8M    0.40 0   1 8M 
Taq DNA Pol  5.0 U/1l    0.10    0.5 U  
Water        6.50   
DNA template 80 ng/ 1l   5.00 

 
ผสมสารให้เข้ากัน ท าปฏิกิริยา multiplex PCR ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Thermal cycler) โดย

ก าหนดอุณหภูมิและเวลาให้มีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอตามวิธีของ Lang et.al, (2010) 
 

ปฏิกิริยา        อุณหภูมิ (oC) เวลา (นาที) 
1. แยกสายดีเอ็นเอต้นแบบเริ่มต้น (initial denaturing)     94       3 
2. แยกสายดีเอ็นเอแม่แบบ (denaturing)       94      0.5 
3. ไพรเมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (primer annealing   64      0.5 
4. สังเคราะห์ดีเอ็นเอ (extension)       68       2  
5. สังเคราะห์ดีเอ็นเอรอบสุดท้าย (final extension)     68      10 
 

 ท าปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2-4 เป็นวงจรลูกโซ่ทั้งหมด 35 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4 oC น า       ดีเอ็น
เอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ปริมาณ 10 ul มาผสมกับ loading dye (0.025% bromophenol 28 blue, 40% 
Ficoll 400, 0.5% SDS) ปริมาณ 2 ul จากนั้นท าการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
(agarose gel electrophoresis) โดยใช้ 1.5 % อะกาโรสใน 0.5 xTAE (40mM Tris, 4mM sodium acetate, 
1mM EDTA, pH 7.9) ใช้กระแสไฟฟ้าที่ค่าความต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 2 ชั่วโมง  ย้อมดีเอ็นเอด้วย เอธิเดีย
มโบรไมด์ ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอุลตราไวโอเลต 

 
ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity)  

ท าการทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา multiplex PCR  ใน
การตรวจแบคที เรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  โดยใช้  DNA และเซลของ
แบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola   



การทดสอบความจ าเพาะ ใช้ DNA และเซลของแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. 
oryzicola  และ แบคทีเรียในกลุ่ม Xanthomonas อ่ืนได้แก่ แบคทีเรีย   X. vesicatoria,  X. citri  subsp. 
citri  โดยความเข้มข้นของ DNA ที่ 50 นาโนกรัม และความเข้มข้นของเซลล์ที่ 108 CFU/ml  

การทดสอบความไว ใช้ DNA ของ แบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  
ที่มีความเข้มข้น 8 ระดับ ตั้งแต่ 50 นาโนกรัม ถึง 100 เฟมโตกรัม และใช้เซลแบคทีเรีย แบคทีเรีย X. oryzae 
pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  ที่ความเข้มข้น 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102, 10 หน่วย
โคโลนี/มิลลิลิตร   

 
เวลาและสถานที่ 

ต.ค.56 – ก.ย.58 ทีก่ลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

8.  ผลการทดลองและวิจารณ์  
ทดสอบปฏิกิริยา multiplex PCR  
 ท าการทดสอบปฏิกิริยา multiplex PCR ด้วยชุดไพรเมอร์และวิธีการของ Lang et.al  (2010)  ผลการ
ทดสอบพบว่า  สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้จากดีเอ็นเอต้นแบบทั้ง 14 สายพันธุ์ของแบคทีเรีย X. oryzae pv. 
oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola  โดยได้ดีเอ็นเอ 2 ขนาดคือ 162 และ 331 bp จาก ดีเอ็นเอต้นแบบทั้ง 
8 สายพันธุ์ ของแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ ได้ดีเอ็นเอ 3 ขนาดคือ  331, 691 และ 945 bp จากดี
เอ็นเอต้นแบบทั้ง 6 สายพันธุ์ ของแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzicola  (figure 1)  โดยไพรเมอร์สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอ ขนาด 331 bp จากต้นแบบทั้ง 14 สายพันธุ์ของแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. 
oryzae pv. oryzicola  ซึ่งผลการทดสอบปฏิกิริยา multiplex PCR ด้วยไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่ สามารถใช้ในจ าแนก
และการวินิจฉัยแบคทีเรีย แบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola ได้ ผลการทดสอบ
ที่ได้ตรงกับ ที่ Lang et.al  (2010)  ได้ศึกษาไว้ และสอดคล้องกับ Lee and Vera Cruz (2014) ได้รายงานไว้  
 
ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) 

ผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์พบว่าไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่ สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ จาก
แบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola ทั้ง 14 สายพันธุ์  แต่ไม่เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
จากดีเอ็นเอต้นแบบของแบคทีเรีย X. vesicatoria และ  X. citri  subsp. citri  ผลการทดสอบพบว่าไพรเมอร์ทั้ง 
4 คู่มีความจ าเพาะกับแบคที เรีย  X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola โดย ไพรเมอร์ 
Xoo80F/ Xoo80R เฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae  ไพรเมอร์ Xoc3866F/ Xoc3866R 
และ Xoc3864F/ Xoc3864R เฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzicola  ส่วนไพรเมอร์ Xo3756F/ 
Xoc3756R เฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรียทั้งสองชนิด (Table 1) 
 ผลการทดสอบความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. 
oryzae pv. oryzicola ของไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่ พบว่าไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่ สามารถตรวจสอบแบคทีเรีย X. oryzae 



pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola ได้ที่ความเข้มข้นต่ าสุดของดีเอ็นเอทั้งแบคทีเรียทั้งสองคือ 25 pg/ 
ปฏิกิริยา (Table 3)  ความเข้มข้นของสารละลายเซลของแบคทีเรีย ต่ าสุดคือ 240 และ 320 CFU/ปฏิกิริยา 
ตามล าดับ  (Table 4) 

9. สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
การตรวจสอบแบคทีเรีย Xanthomomnas oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola 

ด้วยปฏิกิริยา multiplex PCR  โดยใช้ไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่  ได้แก่ ไพรเมอร์ Xo3756F/ Xoc3756R, Xoo80F/ 
Xoo80R Xoc3866F/ Xoc3866R และ Xoc3864F/ Xoc3864R  มีความเฉพาะเจาะจงกับแบคที เรีย  X. 
oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากดีเอ็นเอต้นแบบและเซล
ของแบคที เรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola โดยไพรเมอร์ Xoo80F/ Xoo80R 
เฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย  X. oryzae pv. oryzae  ไพรเมอร์ Xoc3866F/ Xoc3866R และ Xoc3864F/ 
Xoc3864R เฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzicola  ส่วนไพรเมอร์ Xo3756F/ Xoc3756R 
เฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรียทั้งสองชนิด มีความไวในการตรวจ แบคทีเรียที่ความเข้มข้นต่ าสุดของดีเอ็นเอในระดับ  
5 pg และความเข้มข้นต่ าสุดของเซลแบคทีเรียที่ตรวจได้คือ 240 และ 320 CFU/ปฏิกิริยา ตามล าดับ   

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
ได้วิธีการตรวจสอบวินิจฉัยแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae pv. oryzicola โดย

เทคนิค multiplex PCR มีประสิทธิภาพ รวดเร็วและความแม่นย าสูง สามารถตรวจแบคทีเรียทั้งสองชนิดใน
หลอดเดียวกัน เป็นการประหยัดเวลาและค่าใช้จ่าย และเป็นวิธีการที่ต่างประเทศยอมรับสามารถน ามาใช้ใน
ห้องปฏิบัติการกักกันพืชเพ่ือใช้เป็นเครื่องมือในการตรวจหาแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และ X. oryzae 
pv. oryzicola ในห้องปฏิบัติของกักกันพืชเพื่อป้องกันการเข้ามาของสายพันธุ์อ่ืนจากต่างประเทศ 

11. ค าขอบคุณ  
    - 
12. เอกสารอ้างอิง 
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13. ภาคผนวก 
Table 1  Strains of Xanthomonas spp. used in this study.   

Taxon Strains Host PCR results 
Primers 

Xo3756F/ 
Xoc3756R 

Primers 
Xoo80F/ 
Xoo80R 

Primers 
Xo3756F/ 
Xoc3756R 

Primers 
Xo3756F/ 
Xoc3756R 

X. oryzae pv oryzae Xoo 0035 
Xoo 0039 
Xoo 0043 
Xoo 0049 
Xoo 0092 
Xoo 0094 
Xoo 0096 
Xoo 0101 

Rice + + - - 

X. oryzae pv oryzicola Xoc 1120 
Xoc 1361 
Xoc 1563 
Xoc 1564 
Xoc 1566 
Xoc 1568 

Rice + - + + 

X. axonopodis pv. citri Xcc 967 Leech Lime - - - - 
X. vesicatoria Xv 1726 Tomato - - - - 

PCR results:  + = positive   ; - = negative (no band) 

 
Table 2 Primers used in this study 

Target Primer Sequence Product Size (bp) 
X. oryzae Xo3756F CATCGTTAGGACTGCCAGAAG 

331 
 Xo3756R GTGAGAACCACCGCCATCT 

X. oryzae pv oryzae Xoo80F GCCGCTAGGAATGAGCAAT 
162 

 Xoo80R GCGTCCTCGTCTAAGCGATA 
X. oryzae pv oryzicola Xoc3866F ATCTCCCAGCATGTTGATCG 

691 
 Xoc3866R GCGTTCAATCTCCTCCATGT 
 Xoc3864F GTGCGTGAAAATGTCGGTTA 

945 
 Xoc3864R GGGATGGATGAATACGGATG 

 



 
Table 3 The result of sensitivity were detected DNA of Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
and Xanthomonas oryzae pv. oryzicola using Multiplex PCR 
 

DNA of Xoo / ปฏิกิริยา DNA of Xoc / ปฏิกิริยา ผลการตรวจ Multiplex PCR 

250 ng 250 ng + 
25 ng 25 ng + 
2.5 ng 2.5 ng + 
250 pg 250 pg + 
25 pg 25 pg + 
2.5 pg 2.5 pg - 
250 fg 250 fg - 

 
 
Table 4 The result of sensitivity were detected bacterial cell of Xanthomonas oryzae pv. 
oryzae and Xanthomonas oryzae pv. oryzicola using Multiplex PCR 
 
Bacterial Cell 

of Xoo 
CFU / 

ปฏิกิริยา 
ผลการตรวจ 

Multiplex PCR 
Bacterial Cell 

of Xoc 
CFU / 

ปฏิกิริยา 
ผลการตรวจ 

Multiplex PCR 
O.D. 0.1 600 nm. 2.4 x106 + O.D. 0.1 600 nm. 3.2 x106 + 

10-1 2.4 x105 + 10-1 3.2 x105 + 
10-2 2.4 x104 + 10-2 3.2 x104 + 
10-3 2.4 x103 + 10-3 3.2 x103 + 
10-4 2.4 x102 + 10-4 3.2 x102 + 
10-5 24 - 10-5 32 - 
10-6 2 - 10-6 3 - 

 
 
 
 
 
 
 



 
Figure 1 The result of Multiplex PCR test for detected DNA of Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
and Xanthomonas oryzae pv. oryzicola 
 Lane M 100 bp plus; Lane 1-8  X. oryzae pv. oryzae สายพันธุ์ Xoo 0035, Xoo 0039, Xoo 
0043, Xoo 0049, Xoo 0092, Xoo 0094, Xoo 0096, Xoo 0101;  Lane 9-14  X. oryzae pv. oryzicola 
สายพันธุ์ Xoc 1120, Xoc 1361, Xoc 1563, Xoc 1564, Xoc 1566 


