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Abstract 

Phylogenetic analysis of Pasteuria penetrans, the antagonistic bacteria of root-
knot nematode, was carried out during 2017- 2018.  Thirteen P.  penetrans isolates,  
2 from potato at Tak province, 1 from chili at Khon Kaen province, 7 from hausa potato 
at Surat Thani province, 2 from black pepper at Chanthaburi province and 1 from sweet 
basil at Sakon Nakhon province had been collected and maintained at Nematology 
Section, Plant Pathology Research Group, Department of Agriculture.  Spores of each  
P.  penetrans isolates was multiplied by soaking second stage juvenile of root- knot 
nematodes in spore suspension. Spore-encumbered juveniles were then inoculated on 
tomato roots so that nematode subsequently developed into mature females filled 
with P.  penetrans endospores.  Spores of each isolate was extracted from nematode 
females and subjected to DNA extraction.  Amplification of 16S rDNA gene was carried 
out using 27f/440r and 440f/1492r primers, the 448 and 1,063 bp bands were obtained 
form 11 P. penetrans isolates. Maximum likelihood analysis revealed that all 11 P. penetrans 
isolates from Thailand are in the same clade with other P.  penetrans strains from 
GenBank and there is no difference in nucleotide sequences among Thai isolates. 
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บทคัดย่อ 

  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมของแบคทีเรีย P. penetrans แบคทีเรียปฏิปักษ์ของ
ไส้เดือนฝอยรากปม ซึ่งเป็นไอโซเลตที่รวบรวมได้จากพ้ืนที่ปลูกพืชในประเทศไทย ได้แก่ มันฝรั่ง  
จ. ตาก 2 ไอโซเลต พริก จ. ขอนแก่น 1 ไอโซเลต มันขี้หนู จ. สุราษฎร์ธานี 7 ไอโซเลต พริก ไทย  
จ. จันทบุรี 2 ไอโซเลต และ โหระพา จ. สกลนคร 1 ไอโซเลต รวม 13 ไอโซเลต ด าเนินการระหว่างปี 
พ.ศ. 2560-2561 เพ่ิมปริมาณสปอร์ของแบคทีเรียโดยน าตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่สอง แช่ใน
เซลล์แขวนลอยของสปอร์แบคทีเรียไอโซเลตต่าง ๆ เพื่อให้แบคทีเรียเกาะผนังล าตัว จากนั้นน าตัวอ่อน
ไส้เดือนฝอยรากปมที่มีสปอร์ไปเลี้ยงในรากมะเขือเทศ เพ่ือให้ไส้เดือนฝอยรากปมเจริญเติบโตเป็นตัว
เต็มวัยที่มีสปอร์ของแบคทีเรีย P. penetrans อยู่ภายใน แยกไส้เดือนฝอยตัวเต็มวัยเพศเมียออกจาก
รากมะเขือเทศ น าไปแยกสปอร์ของแบคทีเรียออกจากตัวไส้เดือนฝอย และสกัดดีเอ็นเอ ท าปฏิกิริยา 
PCR ในส่วน 16S rDNA ด้วยคู่ไพรเมอร์ 27f/440r และ 440f/1492r ได้แถบดีเอ็นขนาด 448 และ 
1,063 bp คู่เบส ตามล าดับ รวม 11 ไอโซเลต ผลการวิเคราะห์ maximum likelihood พบว่า P. penetrans 
ไอโซเลตไทยจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ P. penetrans strain ต่าง ๆ ที่ได้จากฐานข้อมูลและล าดับนิวคลี
โอไทด์ของ P. penetrans ไอโซเลตไทยท้ัง 11 ไอโซเลต ไม่แตกต่างกัน  

ค าหลัก: ชีววิธี แบคทีเรียปฏิปักษ์ ชีวสารสนเทศ ไส้เดือนฝอยรากปม 
 

ค าน า 

 Pasteuria spp. เป็นแบคทีเรียปรสิต ที่สร้างเอ็นโดสปอร์ ติดสีแกรมบวก เป็นปรสิตที่ต้อง
เจริญเติบโตในสิ่งมีชีวิตนั้น ๆ เพ่ือการครบวงชีวิต (obligate parasite) มีรายงานการพบแบคทีเรีย
สกุล Pasteuria ในไส้เดือนฝอย 323 ชนิด อยู่ใน 116 สกุล (Chen and Dickson, 1998; Ciancio et al., 
1994; Sayre and Starr, 1988; Sturhan, 1988) การจ าแนกชนิดของ Pasteuria spp. ปัจจุบันยัง
ไม่ชัดเจนแต่มีการแบ่งออกอย่างคร่าวๆ ออกเป็น 6 สปีชีส์ คือ P. ramosa เป็นปรสิตของ water flea 
(Daphnia magna) P. thornei เป็นปรสิตของไส้เดือนฝอยรากแผล Pratylenchus penetrans  
P. nishizawae เป็นปรสิตของไส้เดือนฝอย Heterodera และ Globodera spp. P. usage เป็น
ปรสิตของไส้เดือนฝอย Belonolaimus longicaudatus P. hartismeri เป็นปรสิตของไส้เดือนฝอย
รากปม M. ardensis ส าหรับ P. penetrans เป็นปรสิตของไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne spp. 
(Gowen et al., 2008) Chen and Dickson (1998) ได้รวบรวมงานวิจัยเกี่ยวกับ P. penetrans ทั้ง
ประวัติของแบคทีเรียชนิดนี้ รวมทั้งชีววิทยา นิเวศวิทยา และการใช้แบคทีเรียชนิดนี้ในการควบคุม
ไส้เดือนฝอยรากปมแบบชีววิธี P. penetrans เข้าท าลายไส้เดือนฝอยโดยสปอร์ที่อยู่ในดินจะเกาะติด
กับผนังล าตัวของตัวอ่อนระยะที่สอง เมื่อไส้เดือนฝอยเข้าท าลายรากพืชและเริ่มชักน าเซลพืชเพ่ือสร้าง
แหล่งอาหาร (feeding site) สปอร์ของ P. penetrans จะสร้าง germ tube แทงผ่านผนังล าตัวและ
พัฒนาเป็น dichotomous septate mycelium ในช่องว่างภายในล าตัวของไส้เดือนฝอย ต่อมา mycelium 
จะเข้าสู่ระยะ sporogenesis และสุดท้ายจะพัฒนาเป็น single sporangia ที่มี endospore อยู่
ภายใน การสร้างสปอร์ของ P. penetrans ภายในตัวเต็มวัยเพศเมียของไส้เดือนฝอย จะท าลายการ
สร้างไข่ ท าให้ไส้เดือนฝอยไม่สามารถขยายพันธุ์ได้ ในระยะยาวจะท าให้ประชากรของไส้เดือนฝอยใน
ดินลดลง ตัวอ่อนระยะที่สองของไส้เดือนฝอยรากปมเมื่อถูกสปอร์ของ P. penetrans เกาะอยู่ที่ผนัง
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ล าตัวจ านวนมาก จะท าให้ความสามารถในการเคลื่อนที่และการเข้าท าลายรากพืชลดลง (Sano and 
Gaspard, 1995; Adiko and Gowen, 1999)  

 มีรายงานถึงประสิทธิภาพในการควบคุมไส้เดือนฝอยรากปมของ P. penetrans ในพืชหลาย
ชนิด เช่น มะเขือเทศ พริก ยาสูบ กระเจี๊ยบ องุ่น และข้าวสาลี เป็นต้น (Chen and Dickson, 1998) 
เอ็นโดสปอร์ของ P. penetrans สายพันธุ์ P20 จ านวน 10,000 สปอร์ต่อดิน 1 กรัม สามารถควบคุม
ไส้เดือนฝอย M. arenaria race1 ในถั่วลิสงได้ (Chen et al., 1996) สปอร์จ านวนน้อยของ P. penetrans 
ในดิน สามารถเพ่ิมขึ้นอย่างช้า ๆ จนถึงระดับที่สามารถควบคุมไส้เดือนฝอยรากปมได้ (Chen et al., 
1996; Oostendrop et al., 1991) ในการทดลองในกระถางพบว่า P. penetrans สามารถเพ่ิม
ปริมาณได้มากกว่า 100 เท่า ภายใน 2-3 รอบของการปลูกพืช (Ali et al., 2005) ในแปลงปลูกยาสูบ
ที่มีการระบาดอย่างหนักของไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita race1 และ M. javanica และต่อมา
พบว่าการระบาดลดลง เมื่อน าดินจากแปลงที่มีการระบาดลดลง (suppressive soil) มาวิเคราะห์ใน
ห้องปฏิบัติการพบว่าสาเหตุที่ท าให้การระบาดของไส้เดือนฝอยลดลงนั้นเกิดจาก P. penetrans 
(Weibelzahl-Fulton et al., 1996)  

 แบคทีเรียชนิดนี้มีศักยภาพในการน ามาพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์เพ่ือใช้ควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม 
(Brown and Kerry, 1987; Dickson et al.,1994; Oostendorp et al., 1990; Sayre and Starr, 
1988; Stirling, 1991) แต่มีข้อจ ากัดคือความเป็น obligate parasite ซึ่งต้องการไส้เดือนฝอยอาศัย
ในการควบวงชีวิตท าให้การผลิตในปริมาณมากท าได้ยาก ปัจจุบันมีผู้รายงานการเลี้ยงแบคทีเรียชนิดนี้
บนอาหารเทียมได้ส าเร็จ และได้มีการผลิตแบคทีเรีย Pasteuria หลายชนิดเพื่อใช้ควบคุมไส้เดือนฝอย
ศัตรูพืชชนิดต่าง ๆ ในเชิงพาณิชย์ กลุ่มงานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขา
พืช กรมวิชาการเกษตร ได้รวบรวมและคัดเลือกแบคทีเรียชนิดนี้เพ่ือน ามาใช้ประโยชน์ในการควบคุม
ไส้เดือนฝอยรากปม ซึ่งเป็นสาเหตุโรครากปมของพืชหลายชนิด ปัจจุบันได้รวบรวมแบคทีเรียชนิดนี้
จากพ้ืนที่ต่าง ๆ ของประเทศไทยได้หลายไอโซเลต (Khaithong et al., 2012) และพบว่าบางไอโซเลต
สามารถลดการสร้างกลุ่มไข่ของไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ได้ (ไตรเดช และคณะ, 2558) 

 การจ าแนกชนิดแบคทีเรียกลุ่มที่สร้างสปอร์ มีการเปลี่ยนแปลงตลอดเวลา แบคทีเรีย 
Pasteuria ถูกค้นพบว่าเป็น endoparasite ของไส้เดือนฝอยในปี ค.ศ. 1975 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอน (Mankau, 1975a) และได้ตั้งชื่อเป็น Bacillus penetrans (Thorne, 1940) Mankau, 
1975 (Mankau 1975b) ต่อมา Sayre and Starr (1988) พบว่าแบคทีเรียชนิดนี้คล้ายกับแบคทีเรีย 
P. ramosa (Metchnikoff, 1888) ซึ่งเป็น endoparasite ของไรน้ า (water fleas) จึงได้จัดเข้าอยู่ใน
สกุล Pasteuria แบคทีเรียสกุล Pasteuria เป็นแบคทีเรียแกรมบวก dichotomous branching เป็น
แบคทีเรียที่สร้างสปอร์ และมี septate mycelium (William et al., 1994) แบคทีเรียสกุลนี้มี
ลักษณะที่แตกต่างกับแบคทีเรียสกุล Bacillus ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่สร้างสปอร์เช่นเดียวกันแต่ไม่ได้เป็น
ปรสิต แบคทีเรีย P. penetrans จัดจ าแนกโดยการใช้ลักษณะของสปอร์และชนิดของไส้เดือนฝอยที่
เข้าท าลาย ต่อมามีการน าเทคนิคด้านอณูชีววิทยามาใช้ศึกษามากขึ้น เช่นการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีนส่วน 16S rRNA Anderson et al. (1999) รายงานศึกษาความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมของ
แบคทีเรีย P. penetrans โดยใช้ยีน 16S rRNA ในไอโซเลต P-20 ที่เป็นปรสิตของไส้เดือนฝอยรากปม 
M. arenaria race 1 และไอโซเลต P-100 ที่เป็นปรสิตของไส้เดือนฝอย M. incognita และ M. javanica 
พบว่ า แบคที เ รี ย  P.  penetrans อยู่ ใ น  clade เ ดี ย วกั บ  Alicyclobacillus acidocaldarius  
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A. cycloheptanicus Sulfobacillus sp. B. tusciae B. schlegelii และ P. ramosa ซ่ึง P. ramosa 
เป็นแบคทีเรีย Pasteuria ที่เป็นปรสิตของไรน้ า (water fleas: Daphnia spp.) Atibalentja et al. (2000) 
รายงานศึกษาความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมของแบคทีเรีย Pasteuria ที่เป็นปรสิตของไส้เดือนฝอยซีสต์
ถั่วเหลือง (soybean cyst nematode: Heterodera glycines) โดยใช้ยีน 16S rRNA พบว่าแบคทีเรีย
ชนิดนี้เป็น sister species ของ P. ramosa อยู่ในกลุ่ม Alicyclobacillus ภายในวงศ์ Bacillaceae 
Charles et al. (2005) ศึกษาความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมของแบคทีเรีย P. penetrans กับแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืน ๆ โดยใช้ยีนหลายต าแหน่งพบว่า P. penetrans เป็น low-G+C-content eubacteria ติดสี
แกรมบวก และอยู่ใน class เดียวกับ Bacillus และจากการวิเคราะห์พบว่า P. penetrans เป็นบรรพบุรุษ
ของ Bacillus spp. และมีความใกล้ชิดกับกลุ่ม saprophytic extremophile เช่น B. haladurans 
และ B. subtilis มากกว่าชนิดที่ก่อโรคคือ B. anthracis และ B. cereus งานวิจัยนี้นี้เป็นการศึกษา
ความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมของแบคทีเรีย P. penetrans ไอโซเลตไทย เปรียบเทียบกับ P. penetrans 
จากแหล่งอื่นๆ และแบคทีเรียที่สร้างสปอร์ชนิดอื่น ๆ เพื่อเป็นข้อมูลพื้นฐานในการวิจัยขั้นต่อไป 

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 

  อุปกรณ์ส าหรับแยกไส้เดือนฝอยออกจากดินและส่วนของพืช อุปกรณ์ส าหรับปลูกพืช กล้อง
จุลทรรศน์ก าลังขยายสูงชนิดหัวกลับ กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายสูงและกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายต่ า 
คอมพิวเตอร์และอุปกรณ์ถ่ายภาพ เครื่องปั่นเหวี่ยง สไลด์ กระจกปิดสไลด์ ถ้วยนับตัวอย่าง เครื่องเพ่ิม
ปริมาณสารพันธุกรรม เครื่องอิเล็กโตโฟรีสีส microcentrifuge tube, pcr tube,  pipette tip, ชุด 
kit ส าหรับสกัดดีเอ็นเอ, plasmid, agarose gel, gel star, pcr buffer, pcr mix 

วิธีการ 

การเตรียม Inoculum ของไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita 

 เลี้ยงไส้เดือนฝอยรากปม M. incognita ในรากมะเขือเทศในกระถาง เมื่อต้นมะเขือเทศอายุ
ประมาณ 60 วัน แยกไข่ไส้ เดือนฝอยจากรากโดยการตัดรากปมเป็นชิ้นขนาดยาวประมาณ  
1 เซนติเมตร และเขย่าใน 0.52 % Sodium Hypochlorite (คลอร็อก 10%) และเก็บไข่ไส้เดือนฝอย
โดยการล้างผ่านตะแกรงที่มีขนาดช่อง 25 ไมโครเมตร ด้วยน้ าสะอาด (Hussey and Barker, 1973) 
น าไข่ไส้เดือนฝอยใส่ลงบนตะแกรงไนลอนขนาดเล็กที่มีขนาดช่องประมาณ 25 ไมโครเมตร ซึ่งวางใน
จานเลี้ยงเชื้อที่มีน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ เก็บตัวอ่อนระยะที่สอง ซึ่งฟักออกมาจากไข่และอยู่ในน้ าในจานเลี้ยง
เชื้อไปใช้ 

การเตรียมสปอร์ของแบคทีเรีย P. penetrans เพื่อใช้ในการทดลอง 

น าตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่สองที่มีสปอร์ของแบคทีเรีย P. penetrans ติดอยู่ที่ผนัง
ล าตัวโดยวิธีปั่นเหวี่ยง (Hewlett and Dickson, 1993) ไปเลี้ยงในต้นมะเขือเทศพันธุ์สีดาอายุ  
45 – 60 วันที่ปลูกในดินอบฆ่าเชื้อ เก็บรากมะเขือเทศ 60 วันหลังใส่เชื้อ ล้างน้ าให้สะอาด เขี่ยไส้เดือน
ฝอยตัวเต็มวัยเพศเมียที่ถูกเข้าท าลายด้วยแบคทีเรีย P. penetrans ใส่ลงในหลอด microcentrifuge 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 ตัว ในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 100 ไมโครลิตร บดด้วยแท่งบดตัวอย่าง 
ตรวจสอบสปอร์ของแบคที่เรีย P. penetrans ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายสูงชนิดหัวกลับ  
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รวมตัวอย่างจากแต่ละหลอดเข้าด้วยกันแล้วปรับความเข้มข้นของสปอร์ให้ได้ 10 6 สปอร์ต่อลูกบาศก์
มิลลิเมตรและเก็บที่ 4C เพ่ือใช้เป็น stock 

 การสกัดดีเอ็นเอ 
 สกัดดีเอ็นเอโดยใช้วิธี plain glass bead-beating (Atibalentja et al., 2004) ดูดสปอร์จาก
หลอด stock 200 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด microcentrifuge แบบฝาเกลียวขนาด 2 มิลลิลิตร ใส่ 
acid-washed glass beads (Sigma) ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.150-0.212 มิลลิเมตร ปริมาตรเท่ากัน
ลงในหลอด ใส่ลงในเครื่อง Mini-BeadBeater ที่ 5,000 รอบต่อนาทีนาน 1 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว
สูงสุด (ประมาณ 16,000g) นาน 5 นาที ดูดของเหลวส่วนบนใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 
มิลลิลิตรหลอดใหม่เก็บที่ -20C 

 การท า PCR การโคลนและวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

  ท า PCR ส่วนของ Pasteuria 16S rDNA โดยใช้ไพรเมอร์ 2 ชุด ๆ แรก คือ universal 
forward 27f: 5' -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (Lane, 1991) และ reverse primer 440r: 5'-
CATTTCTTCTTCCCGATG-3' ชุดที่สองคือ forward primer 440f: 5' -CATCGGGAAGAAGAAATG-
3' และ universal reverse primer 1492r: 5' -TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3' (Lane, 1991) 
ท าปฏิกิริยา PCR 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วยตัวอย่างดีเอ็นเอ 20 ไมโครลิตร, 5 ไมโครลิตร 10x PCR 
buffer (Tris-HCl 200mM, pH 8.4, KCl 500 mM), MgCl2 1.5 mM, ไพรเมอร์แต่ละชนิด 0.2 µM, 
dNTP แต่ละชนิด 0.2 mM และ 2.5 units Taq DNA Polymerase ท าปฏิกิริยาด้วยเครื่อง Thermal 
Cycler โดยมีสภาวะดังนี้ 94 C นาน 10 นาที; 94 C 1 นาที, 52 C 1 นาที และ 72 C 2 นาที 
ทั้งหมด 45 รอบ, final extension ที่ 72 C 10 นาทีและ incubation ที่ 4 C ท า electrophoresis 
PCR products ที่ได้ใน 2% agarose gel, ตรวจด้วยการแช่ ethidium bromide (0.3 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) และตรวจภายใต้แสง UV ตัดเจลส่วนที่มีแถบดีเอ็นเอที่ต้องการไป purify ด้วย QIAEX®  II 
gel extraction kit (Qiagen) ส่งตัวอย่างวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่
ได้มาแก้ไข จัดเรียง วิเคราะห์ด้วยวิธี maximum likelihood และสร้าง phylogenetic tree โดยใช้
ฐานข้อมูลใน GenBank ในการเปรียบเทียบ 

เวลาและสถานที่ 
เริ่มต้น ตุลาคม 2559 สิ้นสุด กันยายน 2561 
กลุ่มงานไส้เดือนฝอย กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 เลี้ยงแบคทีเรีย P. penetrans แบคทีเรียปฏิปักษ์ของไส้เดือนฝอยรากปม ซึ่งเป็นไอโซเลตที่
รวบรวมได้จากพ้ืนที่ปลูกพืชในประเทศไทย ได้แก่ มันฝรั่ง จ. ตาก 2 ไอโซเลต พริก จ. ขอนแก่น 1 ไอโซเลต 
มันขี้หนู จ. สุราษฎร์ธานี 7 ไอโซเลต พริกไทย จ. จันทบุรี 2 ไอโซเลต และ โหระพา จ. สกลนคร 1 ไอโซเลต 
รวม 13 ไอโซเลต โดยน าตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมระยะที่สอง แช่ในเซลล์แขวนลอยของสปอร์
แบคทีเรียไอโซเลตต่าง ๆ เพ่ือให้แบคทีเรียเกาะผนังล าตัว จากนั้นน าตัวอ่อนไส้เดือนฝอยรากปมที่มี
สปอร์ไปเลี้ยงในรากมะเขือเทศ เพ่ือให้ไส้เดือนฝอยรากปมเจริญเติบโตเป็นตัวเต็มวัยที่มีสปอร์ของ
แบคทีเรีย P. penetrans อยู่ภายในแยกไส้เดือนฝอยตัวเต็มวัยเพศเมียออกจากรากมะเขือเทศ น าไป
แยกสปอร์ของแบคทีเรียออกจากตัวไส้เดือนฝอย และสกัดดีเอ็นเอ ท าปฏิกิริยา PCR ในส่วน 16S 
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rDNA ด้วยคู่ไพรเมอร์ 27f/440r และ 440f/1492r ได้แถบดีเอ็นขนาด 448 และ 1,063 bp คู่เบส 
ตามล าดับ รวม 11 ไอโซเลต วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  ตรวจแก้ไขล าดับนิวคลีโอไทด์ ผลการ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนที่ท าปฏิกิริยาด้วยคู่ไพรเมอร์ 27f/440r พบว่าเส้นกราฟมีลักษณะที่
ไม่สมบูรณ์ไม่สามารถวิเคราะห์ได้ จึงใช้เพียงล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วน 440f/1492r เท่านั้น ผลการ
วิเคราะห์ maximum likelihood พบว่า P. penetrans ไอโซเลตไทยจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ P. penetrans 
strain ต่าง ๆ และล าดับนิวคลีโอไทด์ของ P. penetrans ไอโซเลตไทยท้ัง 11 ไอโซเลต ไม่แตกต่างกัน 
ถึงแม้ว่าจากการทดลองประสิทธิภาพในการควบคุมไส้เดือนฝอยรากปม พบว่าแต่ละไอโซเลตมี
ความสามารถในการเข้าท าลายแตกต่างกันก็ตาม (ไตรเดช และคณะ, 2558) 

 
สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

 เลี้ยงเพ่ิมปริมาณแบคทีเรีย P. penetrans และสกัดดีเอ็นเอได้ รวม 13 ไอโซเลต ท าปฏิกิริยา 
PCR ในส่วน 16S rDNA ด้วยคู่ไพรเมอร์ 27f/440r และ 440f/1492r ได้แถบดีเอ็นขนาด 448 และ 
1,063 bp คู่เบส ตามล าดับ รวม 11 ไอโซเลต วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยวิธี maximum likelihood 
พบว่า P. penetrans ไอโซเลตไทยไม่มีความแตกต่างกัน และอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ P. penetrans 
strain อ่ืน ๆ ในฐานข้อมูล 
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Table 1 Source of P. penetrans Thai isolates 
 

P. penetrans isolates Source Location 
PP121 Potato Tak 
PP122 Potato Tak 
PP685 Hausa Potato Surat Thani 
PP689 Hausa Potato Surat Thani 
PP695 Hausa Potato Surat Thani 
PP705 Hausa Potato Surat Thani 
PP720 Hausa Potato Surat Thani 
PP722 Hausa Potato Surat Thani 
PP735 Hausa Potato Surat Thani 
PP330 Black Pepper Chanthaburi 
PP332 Black Pepper Chanthaburi 
PPR70 Chili Khon Kaen 
PPOB Sweet Basil Sakon Nakhon 

 
 

 

 
 
Figure 1 Amplification of P. penetrans 16S rRNA gene using 27f/440r and 440f/1492r 

primers yielded 448 bp and 1,063 bp respectively 
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Figure 2 Maximum likelihood tree based on 16S rRNA gene sequences, accession 
numbers within parentheses, showing relationship between Pasteuria penetrans  
thai isolates, other Pasteuria spp. (Pasteuria sp. HcP (JN592479); P. hartismeri, 
HQ849363; Pasteuria nishizawae, AF134868; Pasteuria penetrans strains 
EL48, HQ849357; PP3, HQ849362; PPE, HQ849358; RES148, HQ849359;  
P.  goettingianae, AF515699; Pasteuria ramosa, U34688) and other Firmicutes 
(Bacillus anthracis, NR_041248.1; Bacillus cereus, JF705198; Clostridioides difficile, 
NR_113132. 1; Paenibacillus polymyxa, NR_037006. 1; Thermoactinomyces 
vulgaris, EU430570) .  Bootstrap values >50%  are indicated; bar indicates 
0.02 substitutions 

 




